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EFFECTS OF FCS AND BSA ON ULTRASTRUCTURE OF 

IN VITRO PRODUCED BOVlNE EMBRYOS 

LIU lling Jun' Y ANG lling Shan' Qi Mu Ge"职JU Shor Gan* 

(' Keyμboratoryof臼'ucation Ministη ofαina fi旷协mmal Re户-oduction Biology and Biotechnology , NeiM.叫抖

University , Huhhot 010021 愣 • Electron Microscoþe ceηter of NeiMongol Medicine College , H呻Jwt 010059) 

ABSTRACf Bovine IVF embryos were cultured in SOF + FCS , SOF + BSA and SOF + PV A res严口lve

ly . The embryos at 2-四日， 4-cell , 8-cell stage embry'筒， morulae and blast∞ysts from 四ch culture system were 
∞llected and prepared for observation in transmission electron micros∞pe ， so that to understand the effects of 
the supplement of serum or BSA or not in culture system on the ultrastructure of embry西 . 1 t was observed that 
many lipid droplets existed in the cytoplasm of embryos cultured in every system at whole developmental stage, 
and the results indicated that the accumulation of cytoplasmic lipid droplets was mainly caused by the in vitro 
culture ∞ndition . The supplement of serum in culture system did not further promoted the accumulation of lipid 
droplets ,on the ∞ntr町y ∞uld avoided the integration of many droplets to bigger ones. There w;岱 no significant 
differen臼 on cell junction of embry西 cultured in different system. Apoptotic I:x对ies were observed in morulae 
and blast∞ysts in the embryos cultured in SOF + FCS and SOF + BSA, this result showed that the apoptosis in 
embryo cells was mainly caused by the ∞m萨:>sition in serum. The development of microvillis on the surface of 
embryo ∞uld be affected with the lacking of serum or BSA in the culture system. 

Key words: Bovine n哑 embηos Ultrastructure Development 

泛接Ð
应用滤纸吸附-PCR 法和改进的亚克隆方法快速筛选
克隆甜橙细胞壁酸性转化酶基因(CS-CWI) 川祷

安新民 ‘ 徐昌杰·张上隆· 陶 俊.. .. 陈俊伟 ·

(铃浙江大学华家池校区园艺系 杭州 310029 ..扬州大学园艺系 扬州 225009) 

摘要根据GenBank 中已知的植物细胞壁转化酶基因的保守区序列设计一对 PCR 引物，
分别以滤纸(吸附有甜橙基因纽噬茵体文库 LB 平板的噬菌体)和 Top agarose(滤纸吸附后的 LB 平
板)的 SM 洗脱液为模板，仅通过 7 次 PCR 就快速、准确、经济地筛选出 CSCWI 阳性克隆。 提取
该阳性克隆的 DNA 并进行 BamHI 和 Hind 皿双酶切，通过 PCR 方法鉴定阳性酶切条带并回
收，利用 TaqDNA 聚合酶的聚合活性和 3' 未端转移酶活性，改变该片段使其含有 3'腺爷政(A) 突
出末端，与 pUCm-T 载体实现了高效连接。 阳性噬茵斑克隆及阳性条带的正确性得到测序的验
证，表明滤纸吸附 - PCR 法和改进的亚克隆方法可正确和高效地应用 于 PCR 筛选文库和3E克隆。

关键词:洁、纸眼附 PCR 筛选文库亚克隆

传统的文库筛选方法是利用合适的放射性或非

放射性标记的 DNA 探针，通过噬菌斑原位杂交筛

选出阳性噬菌体，存在操作繁琐、工作量大、需时较

长、费用较高、易产生杂交背景干扰、易得到假阳性

克隆等缺点，使用同位素标记的探针还有放射污染

之嫌。 应用 PCR法筛选文库偶见于近期文献[ 1 - 5] ，

本研究在此基础上采用滤纸吸附法，解决了筛选过

程中难以获得阳性克隆单噬菌斑的问题并极大地提

高了筛选效率，成功地从甜橙基因组 DNA 文库中

筛选出细胞壁转化酶基因。采用滤纸吸附-PCR 法

筛选文库具有快速、简便、灵敏、准确、特异性强并且

较为经济等优点。

本文 2002 年 3 月 4 日 收到，3 月 25 日接受。

"国家自然科学基金重点项目(批准号: 39730340 , 
30170648)资助。

E-mail :anxinmin@sohu . ∞m 
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获得阳性噬菌斑后，为了测定全序列，必须进

行亚克隆，亚克隆的常规方法是对重组ìJ)NA进行

单酶切，然后通过Southem 杂交鉴定阳性条带后与

同样单酶切的载体进行连接。 而进行双酶切则往往

可以获得满意的条带。但目标片段是否是双酶切产

物需要鉴定。本研究利用 Taq DNA 聚合酶的聚合

活性和 3'未端转移酶活性， 可使某些酶切组合的酶

切产物 3'末端突出 A 碱基， 从而易于与 T-Vector

连接，免除阳性片段是否属于双酶切产物的鉴定以

及双酶切载体的制备，简化了操作步骤，降低了成

本，快速高效地进行亚克隆。 另外，对阳性酶切条带

和阳性重组质粒的鉴定也采用 PCR法，进一步提高

了亚克隆的效率。

材料与 方法

1.材料

。甜橙基因组 DNA 文库 吉甘橙基因组文库的构建及

特性己另文发表(6) 。

2) 引物根据植物细胞壁酸性转化酶基因 (cell wall ac

id invertase) ( AF00521 、 AY045776 、 AF043346 、 Z35163 、

X69321、AB004558 、 AF420223 、 AJ277458、 X81834 、

AF030420)的保守区序列设计上游引物(5'TACCATCfAT

T口AαAGTACAA3') 和下游引物 (5' AAAAAATCAG

GACACfC汇汇ACAT 3') 。

2. 方法

1) Lambda 噬菌体的固体培养及 DNA模板的准备 噬

菌体的固体培养按 Promega 公司提供的 "Genomic Cloning 

Manual"进行。改用滤纸吸附法从平板上先回收部分噬菌体

(具体步骤见结果部分) ，剩余的噬菌体再按"Genomic Clon

i吨 Manual"进行回收。回收的噬菌体可直接作为 PCR反应

的模板。

2) PCR 反应 50μ1 PCR 反应体系包括 1μl 噬菌体

(DNA模板) ，各 0 .2 问nol/L 上游引物和下游引物， 1 X PCR 

反应缓冲液，2 mmol/L MgC与， 200 严nol/L dNTP5 和 2 单位

Taq DNA 聚合酶。 PCR循环条件为 94'C预变性 5min，最后

72'C延伸 10min ， 94'C变性 405 ， 50'C退火 405 ， 72'C延伸

1min，共进行 35 轮循环。

3) 凝肢中 DNA 的回收采用 QIAquick1M Gel Extrac

tion Kit( QIAGEN) ，按说明书进行。

4) 酶切产物 3'末端的加工 25μl 反应体系包括:回收

的酶切产物(充分干燥，体积忽略不计)， 18.25μ1 ddH2 0 , 

2.5μ1 10 x PCR buffer , 2μ1 25 mmol/L MgC1z, 2μ12.5 

mmol/L dNTP5 和 0.25μ1 Taq DNA聚合酶(5U/μ1) 0 72'C反

应缸，获得 3'末端突出 A碱基的 DNA片段。

5) 加工后的酶切产物重组人质粒载体 经加工的酶切

产物与 pUCm-T 载体(购自上海生工)连接，连接产物转化

大肠杆菌 TG1 菌株感受态细胞( 自己制备)，通过蓝白斑筛

选、质粒长度和酶切鉴定获得重组质粒(7) 。

6)DNA序列测定及结果分析 DNA 序列委提上海生

工生物工程技术服务有限公司测定。 DNA 序列分析采用

句Aid II 软件包进行。

结 果

1.噬菌体文库的 PCR 筛选

在一块直径为 9cm 的 LB 平板上培养 106 个噬

菌斑，然后取同等大小的无菌滤纸分 8 等份后置于

噬菌体平板上，在培养皿底部外表面标记好滤纸小

份的位置，放置 1min 后用无菌慑子依次将滤纸取出

分别装人 1.5ml 离心管，加人 400μ1 SM 洗脱滤纸，

洗脱液作为第一次 PCR 反应的 DNA 模板。 PCR

检测表明，第 3、7 和 8 小份滤纸中含有目标噬菌体。

将第 3 份洁、纸片曾接触过的顶层琼脂糖(含噬菌体)

分成 30 小份，分别用 20ul SM 洗脱，洗脱液作为第

二次陀R 的模板。 PCR 检测表明， 3 -1 和 3 - 21 

呈阳性。

通过上述两次 PCR，如果不考虑各噬菌斑大小

之间的差异，那么阳性噬菌斑的出现频率上升至

240倍。 测定 3-1 小份的滴度后取 2x 104 个噬菌

体分子在固体 LB平板上培养成噬菌斑。重复上述

方法，PCR检测表明 3-1-4、3 一 1-5 和 3-1-6

呈阳性。将 3-1-5 顶层琼脂糖分成 24 份回收，经

PCR 检测表明 3 一 1- 5 - 2 ，3 一 1-5 -15 和 3-1-

5-22 呈阳性。 测定 3 一 1 -5 -22 小份的滴度后取

400- 500 噬菌体分子在平板上培养，PCR 检测 3-

1-5-22-3 、3-1-5 - 22-4、3 一 1-5-22-5 、

3 一 1-5 - 22 - 7 和 3-1 -5-22-8 呈阳性。用无

菌牙签从 3-1-5 一 22 - 3 中挑取 64 个噬菌斑溶于

10μl 噬菌体缓冲液中，组成 8 x 8 方阵，同一行取出

部分噬菌体合并成一混合样(依次编号为 A-H) ，经

PCR 检测表明混合样 F呈阳性，将F行的 8 个样品

进行 PCR 检测，结果表明 F6 和同均呈阳性(图

1 ) 。 取 F6 进行纯化和鉴定获得阳性单克隆。

Mix 1 
A -
B -

C - -
D -
E -
F 铃

G -

H -

23 4 5 678 

+一+

图 1 配R 法筛选文库的 8X8 方阵
铃阳性混合 λ噬菌体;+.阳性 λ 噬菌体。
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2. 亚克隆方法的改进

将获得的阳性噬菌体大量培养，提取噬菌体

DNA，用 EcoR V 和 Hind ill 双酶切获得长度大于

564bp 的 8 条带(图 2) ， PCR 检测表明 1028坤的条

带为阳性条带(图 2 中第二泳道) 。 按前文所述方法

回收 DNA并加工阳性片段的末端，结果获得 3' 末

端加 A 的片段，继而将该片段克隆人 pUCm-T 载

体。经长度和酶切( EcoR V和用nd ill 双酶切)鉴

定获得重组质粒(图 2) 。

图 2 基因片段重组入 pUCm-T
1. NE + H 地rker ， 2. 阳性 λ 噬菌体 DNA 用 BamH

I 和 Hind 皿双酶切，3. pUC19 ， 4 . 重组质粒， 5 . 重组质粒
用 ECOR V 和 Hind m双酶切。

3. 基因序列分析

测定重组质粒的序列，表明所克隆的片段长

1034坤，其序列如图 3 所示，其中 1 至 406 碱基为非

编码区，407 至 1034 碱基属编码区。 GenBank 中进

行 Blast 检索结果表明该片段属于细胞壁酸性转化

酶基因，该序列涵盖了我们己获得的甜橙细胞壁酸

性转化酶基因( Citrus sinensis cell wall acid invertase 

, CSCWI , 524bp) 片段[剖 ，其重叠部分核昔酸和编

码的氨基酸序列完全一致。上述结果表明我们采用

的 PCR 法筛选文库和改进的亚克隆方法是正确有

效的。

讨 论

文库筛选的方法有多种，但大多存在工作量大，

时间长，费用较高，采用同位素标记探针杂交的方法

产生放射污染等缺点。 PCR 是一种快速灵敏的分

子生物学技术，我们根据 GenBank 已发表的植物细

胞壁酸性转化酶基因序列的保守区设计一对 PCR

引物，仅通过 7 次 PCR 就从甜橙基因组文库中筛选

出甜橙细胞壁转化酶基因的阳性克隆。 说明这是一

种快速、灵敏、简便、经济而有效的文库筛选方法。

本研究对 PCR 筛选文库的方法作了改进，就

s 
.aîcÇCctgt tat tattcggggaagggataaagattctct taaataattttgacgggaac 61 

agggacgggacggagacatacacaaaatatcggggatgagtacggg耳目agattggtctact 121 

C鸣cctcccc tc tcca t tgcca tccc tact tgglataaatagggca t taaaa t t tcagaal 181 

tttctttgag阻tcagagt ttcaatagtgcct tttcgt t t tccgct t tgccat lctgCl'G 241 

ATAcn百AAG1ïTGGACTGAaat tcaattgccaaaataatgaattgatttacaagggaat 301 

tggtct ttccctggc tC t t tgt t8ga t t t ttttaagtta四atttaagttatcatttttt 361 

tactagttaccat ttaagtta咄咄taalgaaatataaat t tcagG1配TATGAmACA 421 

P l! 1 Y K 5 

AG∞AAmATCAα汀AπCTACCMTACAAl况AAAAGGAGCAGTGTGGGGCAACATTG 481 

G 1 Y H L F Y Q Y N P K G A V , G N 1 V 25 

T的'GGGCTCACTCAACATCAAGGGA TCTGATIMCTGGπ'CCCACA冗CAα::GACCATcr 541 , A H S T S R 0 L 1 N , F P H P P T 1 F e 
π'CCG'忧ACAGAAA'πfGATGTCAA TGGα'GCTGGTa药G付CTGαACAATICTICCTGωl

P S Q K S 0 V N G C , S G S A T 1 L P G ~ 

GAGAAMACCTGTCATATIGTACAcrGGAAn百κCCTGATMGAAA队AG四CAAAACA 661 

E K P V 1 L Y T G 1 0 P 0 K K Q V Q N 1 ~ 

TAGCηAα双MAG盯πATCAGAα万TTATCTIMAGAA冗GGTIMG忧AGATAAM 721 

A Y P K D . L S 0 P Y L K E 胃 VKSDKN 105 

ATαATTGA'记GCAαAGATAACGTAAATMCATCAAαCTA优fCATICAGAGAαCAA 781 

P L l! A P 0 N V N N 1 N A S S F R 0 P T g5 

CAA口'GCTTGGCAAGGTC口'GATAATA衍丁'GGAGAGT(药αATIGGCAG创AMTIAATG 841 

TA WQG PDNI1RVAIGSKIND 145 

ACTIGGGGTπ'GCAAπ'CTGTACAAAA饥AAAGA忖Tcn'GAACTGωTIAAωCfAAAC 901 

L G F A 1 L Y K S K 0 F L N 胃 V K A K R 165 

Uα兀cn'GCA刊CTACTAGGCACACAGGAATGTGGGAGTG布TAGATImACα刀GTGG 961 

P L H ^ T R H T G l! , E C V D F Y P V A W5 
CTACT AACAGTCAGTGTωTC冗CATACATCAAC陀fTGGA∞AAATGTGAAGCATGTGC 1021 

TNSQCGLDT STLGPNVKHVL 205 

TIAAGATMGCπ 1034 

KlS 208 

图 3 甜橙细胞壁酸性转化酶基因部分序列(划线部分为

引物序列，黑影部分为 BamH 1 和 Hind m酶切位点)

是对同一平板上的噬菌斑进行两次回收并进行

PCR(先是通过滤纸吸附回收部分噬菌体，然后通过

SM洗脱的标准方法回收剩余的噬菌体)而不是常

规方法的一次，虽然表面上看改动似乎很小，但对

于成功分离哪些繁殖速度较慢的阳性噬菌体单斑却

是至关重要的 ， 同时由于将阳性噬菌体缩小到更小

的范围内，可加快筛选的进程。应用常规的每个平

板只进行一次 PCR 的文库筛选方法，我们成功地

从柑桔基因组 DNA 文库中分离到包含辣椒红/辣椒

玉红素合成酶同源基因的阳性噬菌体单斑[4] ，但同

样方法应用于筛选包含酸性转化酶基因的阳性噬菌

体单斑时，则陷入了阳性噬菌体出现机率难以提高

的死循环中，后来应用了本文所述改进方法后才得

以实现。 推测这是由于目标噬菌体繁殖较慢所致，

这在后来得到了证实，笔者在繁殖所获得的该阳性

噬菌体时确实发现其生长速度相当慢。目标噬菌体

的繁殖速度极大地影响了文库筛选的进度，理论上

讲，假设目标噬菌体的繁殖速度是混合噬菌体平均

繁殖速度的 1归，每个平板上的噬菌体又刚好分成 n

份进行回收检测，那么筛选前后阳性噬菌体的出现

频率是相同的，如果份数小于 n 或相近，则极有可

能在筛选时丢失该目标噬菌体，只有将平板上的噬
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菌体分成比 n 大得多的份数才可加快筛选进程，我

们通过两次分别回收的方法，将份数扩大到 200 -
500。应用改进后的方法，我们近来又从文库中分

离了甜橙液泡酸性转化酶基因和番茄红素自环化酶

基因(另文发表) 。

Xba 1 和 Xho 1 等，应用该方法可有效地提高酶切

片段的连接效率。
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QUICK SCREENING CITRUS SINENSIS GENOMIC DNA LffiRARY 

AND CWNING BY FILTER PAPER AB筑)RPTION-PCR

AND IMPROVED SUBCLONING METHOD 

AN Xin Min* XU Chang Ji♂ D认NG Shang I...ong* TAOJun* '* * CHENJunWei* 

(*岳阳rtment 01 Horticultu时， Hω~iachi CÀm户~，岛。;iang University ， 陆ng劝ω 310029; 

* * Department 01 Horticulture , Yang劝ω University ， Yang劝ω225009)

ABSfRACf A pair of PCR primers designed ac∞rding to ∞nserved regions of plant cel1 wall acid inver
tas臼 were used to scr四n Citrus sinensis genomic DNA library. A 归sitive plaque of Lambda phage was 饨，
tained after only seven PCR reactions. The phage was cultured and Lambda DNA was isolated , the DNA was 
then digested with BamH 1 and Hind 皿， anda 萨克itive fragment was identified by PCR and then re∞Ivered. 

The fragment was modified with Taq DNA Polymerase , and as a result , the modified fragment 尬地 a 3'
overhang A and was successfully cloned into pUCm-T vector. The authenticity of the 阳sitive phage and frag
ment was ∞nfirmed by 配quencing . It is suggested that Taq DNA polymer凶e 臼n be applied in an improved ef
ficient method for both scrl回ning library by PCR and fragment subcloning. 

Key words : Filter paper abω叩tion PCR DNA Iibra叮 SCI四n Subclone 
............. .......... ......................…………………………………………………...... .……………………………………………………………………............................. ............ 

致 读 者

《细胞生物学杂志》已在 2002 年改出双月刊(大开本 64 页) ，顺利实现了从季刊到双月刊的转换。改刊后的杂志受到了读
者的欢迎，来稿量显著增加。我们衷心感谢大家的厚爱，谢谢你们的关注和支持。 在新的一年里希望继续得到大家的关心和
帮助，热忱欢迎对本刊多多提出意见和建议。
本刊被国际六大检索系统之一的美国化学文摘(CA)收录;国内被中国科学引文数据库、中国生物学文摘、中国学术期刊

文摘、科技部西南信息中心等收录，是中国自然科学生物学领域内的核心期刊。
本刊宗旨为:介绍细胞生物学及细胞生物技术的最新知识和进展，刊登这一研究领域的国内外研究动态、综述、研究报

告、实验技术方法(译文由本刊约稿)，并报道中国及地方细胞生物学学会的各种活动、消，臣，以促进国内细胞生物学及其相关
学科的发展，为社会主义现代化建设服务。栏目设置为:专论与综述、研究工作、研究简报、实验技术、经验交流、名词讨论、科
学史简介、教学园地、产品介绍等。
欢迎来稿。 来稿(文字稿)请一式两份，并附单位介绍信。
全国各地邮局均可办理订阅本刊(邮发代号 4-296) ，如您错过邮局订阅时间或不便在邮局订阅，请直接与编辑部联系，

本刊可代办邮购。
本刊承接与学科领域相关的各种广告，同时欢迎在本刊发布信息、消息、新书介绍等，欢迎洽谈。

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志




