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葱蝇非滞育蛹的全长 =?4H文库构建!

黎万顺，陈! 斌，冯国忠，李廷景
（重庆师范大学 昆虫与分子生物学研究所 重庆高校生物活性物质工程研究中心

重庆高校动物生物学重点实验室，重庆 I###I)）

摘要：葱蝇具有兼性滞育的特性且与果蝇近缘，是昆虫滞育分子机理和冬滞育和夏滞育专化基因比较研究的理想模

式种，本研究目的在于构建葱蝇非滞育蛹的全长 =?4H文库，为进一步的滞育专化基因筛选、克隆和表达分析奠定基
础。利用 J4H39*试剂提取葱蝇非滞育蛹的总 J4H，采用 <KHJL技术合成全长 =?4H，将限制性内切酶 <.3!消化后
的 =?4H克隆到质粒载体 M?4JFNAO，转化入大肠杆菌（?P$#O），获得原始文库。经过涂平板测定表明，原始文库的
库容量为 "( B Q $#) 个单克隆；随机挑取 $G 个单克隆，通过 R/J快速鉴定，插入片段大小在 #( I S $( " TU 之间，平均
大小在 #( C TU，重组率达 $##V。这些结果表明本研究所构建文库的代表性和重组片段的序列完整性达到了用于目
的基因的分离筛选和克隆表达的建库要求。
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! ! 滞育（?3&M&+98）是存在于昆虫中一种普遍的生
理现象，是昆虫长期适应不良自然环境而获得的一

种生存本领。昆虫进入滞育，是昆虫从环境中接受

信号刺激到体内激素调节直至滞育调节的一系列的

复杂生理过程，在自然情况下滞育的解除要求一定

的时间和一定的条件。昆虫的滞育主要受光周期和

温度的影响［$］。短日照和低温诱导昆虫进入冬滞

育，长日照和高温诱导昆虫进入夏滞育。滞育可以

发生在昆虫生命过程中的任何一个阶段，根据滞育

所发生的虫态，可将其分为 I 种类型：卵滞育、幼虫
滞育、蛹滞育和成虫滞育［"］。

葱蝇（!"#$% %&’$()%）是分布在北半球一种严重
的地下害虫，主要危害百合科蔬菜，它广泛分布于亚

洲、欧洲等地。葱蝇属蛹滞育，具有冬滞育和夏滞育

的特性。目前利用人工饲料该害虫已经在实验室大

量饲养而且蛹能够长期储存［BFI］。在系统发育上，葱

蝇与黑腹果蝇（!*+,+-.$#% /"#%&+0%,’"*）近缘［GFD］。
因此，葱蝇是研究昆虫兼性滞育很好的实验材料，可

以作为昆虫兼性滞育研究的模式种［)］。

构建全长 =?4H文库是研究功能基因组学的基

本手段之一。=?4H 文库便于克隆和大量表达，直
接筛选到所需的目的基因，并用于该目的基因的表

达。另外，全长 =?4H 文库构建有助于鉴定基因组
序列中外显子和内含子的边界，分析基因编码区以

及基因转录和翻译的水平。利用 =?4H 文库可对昆
虫进行比较基因组学的研究，也可研究昆虫体内重

要代谢酶的组成，例如 /08’ 等［X］和 Y*9031& 等［C］的
研究。而对于葱蝇滞育基因的研究，目前相关报道

不多。因此，本研究尝试应用 <KHJL 技术，构建了
葱蝇非滞育蛹的全长 =?4H 文库，为葱蝇滞育基因
的克隆以及功能的研究奠定了基础。

$ 材料与方法
$( $ 材料及试剂
葱蝇由本实验室饲养。成虫饲养条件为：温度

（"B Z $）[，相对湿度 G#V )#V，全天光照处理时
间与黑暗处理时间之比为时间 $D \ X。非滞育幼虫
和蛹的饲养条件为：温度（"# Z #( G）[，，相对湿度
G#V )#V，全天光照处理时间与黑暗处理时间之
比为时间 $D \ X。分别取化蛹后不同时间的蛹放入
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液氮中保存（图 !）。

图 !" 葱绳非滞育蛹的发育历期和取样点
#$%& !" ’()(*+,-(./0* 1230/$+.4，.+.51$0,024( $.126/$+.4 0.1
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89:抽提 89:$4+ 试剂盒购自大连宝生物公
司。;3(0/+3 <=:8> 6’9: ?$@303A ;+.4/326/$+. B$/文
库构建试剂盒购自美国 ;*+./(6C 公司，感受态细胞
（大肠杆菌 ’D!EF）购自美国 G.)$/3+%(. 公司，苯酚 H
氯仿 H异戊醇、氯仿 H异戊醇购自 <$%-0 公司，其它生
化试剂购自国内生物公司。

!& I 方法
!& I& ! 总 89: 提取 " 从液氮罐中取出准备好的采
自上述 J 个时间点的样品，在液氮中研磨至粉末状
后，加 89:$4+ 试剂覆盖，待融化后取出。然后按
89:$4+试剂盒操作说明提取总 89:，提取完成后，
测定总 89:的含量及纯度。
!& I& I 单链和双链 6’9: 的合成" 在实验前按下述
方法进行第二链合成 K;8（?’5K;8）最佳循环数的
探索。单链的合成：按照试剂盒操作要求，在 ! !%
葱蝇非滞育蛹总 89:中，加入 <=8:8> GL M*$%+.25
6*( +/$1( 和 ;’<GGG H NOK;8 引物各 ! !?，然后用无
8904( 水补到 P !?。放入 K;8仪中 QI R保温I -$.
后，取出放置于冰上 I -$.，再向反应液中加入 P S
第一链反应缓冲液 I !? 及 ’>>、19>K 混合液和
==?L 8()(34( >30.463$,/04( 各 ! !? 后，于 TI R孵
育 UE -$.，最后置于冰浴中终止反应。双链 6’9:
的合成：取 N 个 K;8 管，按照试剂盒操作说明书分
别加入反应试剂和 I !?第一链反应产物，反应条件
为：首先把 K;8仪预热到 VP R，在此温度下预变性
! -$.；其次在 VP R、!P 4和 UJR、U -$.两种环境下
分别循环 !P、!J 和 IE 次。反应结束后分别取 P !?
合成产物在 !& !W 的 >:X 琼脂糖凝胶上检测。确
定最佳循环数并合成文库构建 6’9:。
!& I& N 蛋白酶 B 消化 " 取 PE !? 双链 6’9:，加入
I !?蛋白酶 B，混匀，在 K;8仪中 TP R孵育 IE -$.。
按说明书进行苯酚 H氯仿 H异戊醇、氯仿 H异戊醇各抽
提 ! 次，乙醇沉淀；用 JE W乙醇洗涤沉淀，晾干后，
溶于 QV !?去离子水中。

!& I& T <7$ G酶切和 6’9: 片段分级分离" 按照试剂
盒操作说明，在反应管中加入 <7$ G 酶切试剂和纯化
的 6’9:，在 K;8仪中 PE R酶切 I C，然后加入 I !?
!W二甲苯胺染料，混匀，然后用试剂盒提供的分离
柱分级分离，共收集 !U 管，经电泳检测后，收集符合
的样品进行沉淀。

!& I& P 双链 6’9:与载体连接和转化" 在 >T ’9:连
接酶作用下，双链 6’9:与质粒载体 ,’985?GF（经 47$
G酶处理过）的连接反应采用 N 个连接，体积比分别
为 !Y E& P、!Y !和 !Y I，于 !U R下连接!U C。连接产物
经电击转化入 IP !?感受态细胞（大肠杆菌 ’D!EF），
电击转化条件为：E& ! 6-电击杯，!& J ZL，T& J -4。转化
后，加 ?F培养基 VQE !?，置于 NQ R，IIP 3 H -$. 震荡
培养 ! C后，即获得 ! -?原始文库菌液。
!& I& U 原始文库质量鉴定" 取 I !?原始文库菌液，
稀释 IE 倍后，取 ! !? 加入 !EE !? 培养基中混匀，
均匀地涂在含 NE !% H -? 氯霉素的 ?F 平板上，设
! 个重复。经过夜培养后，随机挑取 !P 个克隆，进
行菌液 K;8 反应，K;8 引物为试剂盒提供 =!N 引
物。反应首先在 VT R、NE 4 条件下进行；然后
VT R、NE 4和 UJ R、N -$. 交替进行，共 NE 个循环；
最后在 UJ R下孵育 P -$.。用 !& !W琼脂糖凝胶电
泳检测，计算平均插入片段的大小及文库滴度。有

关计算公式为：文库滴度 [长出菌落个数 S稀释倍
数 S !EN H稀释的菌体铺板体积，其中文库滴度单位
为个单克隆 H -?，稀释的菌体铺板体积单位为 !?；文
库总库容量 [文库滴度 S总体积数，其中文库总库容
量单位为个菌单克隆，总体积数单位为 -?。
!& I& Q 原始文库的扩增" 文库的扩增采用涂平板培
养扩增。按试剂盒操作说明书取适量原始文库稀释

菌液均匀地涂在含 NE !% H -? 氯霉素的 ?F 平板上
（!PE --），每个平板约 NE EEE 个克隆，NQ R倒置培
养 !J IE C，用含有 IP W甘油的 ?F 培养基洗脱所
有的菌落，每板 P -?，将每板的洗液混合摇匀即得
到了扩增文库，分装，放置 \ JE R保存。

I 结果分析
I& ! 总 89:提取
用琼脂糖凝胶电泳检测总 89: 的完整性。从

电泳的结果（图 I，其中 = 为 ! Z@ 的 ’9: -03Z(3，!
为样品 89:）看，用 89:$4+ 试剂抽提的总 89: 中，
!J<、IJ< 389: 条带清晰，比例恰当，取适量总 89:
样品，用紫外分光光度计测定样品纯度，其中

M’IUE H M’IJE值为 I& !N，M’IUE H M’INE 为 I& T!，说
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明总 !"#的纯度达到了建库要求。
$% $ 双链 &’"#的合成及分级
本研究对 (’)*+! 的条件摸索表明，, !- 总

!"#起始第一链的合成，(’)*+! 时，,. 个循环最
佳。取 / !( *+! 产物进行 ,% ,0凝胶琼脂糖电泳
分析，结果如图 1 所示（其中 2 为 , 34 的 ’"#
567387，, 为样品 &’"#）。*+! 产物的电泳条带呈
弥散状条带，片段分布在 9% , : 34 之间，亮带清
晰、条带正常而且产物的量足够，符合建库要求。此

产物用经 ;<= > 完全酶切后过柱分级分离，根据
,% ,0脂糖凝胶电泳检测结果合并片段大小合适的
. ,9 收集管中的样品，然后经乙醇沉淀，重悬于
? !(去离子水中（图 :，其中 2为 , 34 ’"# 567387，
, ,? 分别为 , ,? 管 &’"#片段）。

@ 图 $@ 样品总 !"#凝胶@ @ @ 图 1@ (’)*+!产物凝胶
@ @ @ @ @ @ 电泳图 电泳图

A=-% $@ BC8 6-67DE8 8F8&G7DHD78E=E @ @ A=-% 1@ BC8 6-67DE8
@ D< GDG6F !"# 8IG76&G8J <7D5 @ @ 8F8&G7DHD78E=E D< (’)*+!

E65HF=K- H7DJL&GE

$% 1 &’"#克隆入载体 H’"!)(>M、转化及其文库质
量的检测

根据试剂盒说明书要求，将 &’"# 和克隆载体
H’"!)(>M用 1 种不同的比例连接后，对 1 种不同比
例的连接检测结果表明，当 &’"#和克隆载体 H’")

!)(>M的比例为 9% /N , 时，产生重组体效率最高，将
此连接作为原始文库，即原始文库滴度为 $% 1 O ,9?

个单克隆 P 5(，对此文库进行扩增并长期保存。对
此文库稀释涂平板，随机挑取 ,/ 个克隆，经 *+!扩
增，结果显示每个克隆均有插入片段，表明 &’"# 与
克隆载体的重组率达到 ,990，且 &’"#插入片段大
小在 9% : ,% $ 34之间，平均大小在 Q99 4H左右（图
/，其中 2, 为 , 34 ’"# 567387，2$ 为 ,99 4H F6J)
J87，, ,/ 分别为从文库随机选取的克隆）。以上
数据表明，本实验构建了一个高质量的葱蝇夏滞育

蛹文库，此文库能够用于以后目的基因的筛选。

1 讨论
1% , !"#对文库质量的影响
要成功构建全长 &’"#文库，首要问题是分离得

到高质量的 !"#。本实验所提取的 !"#，在琼脂糖凝
胶电泳上表现为 $.;、,.;、/;共 1条清晰条带。真核生
物总 !"# 电泳一般具有着 1 条带，而且 $.; 条带比
,.;条带亮，而本实验提取的总 !"#电泳结果正好相
反，即 ,.;条带的亮度高于 $.;条带的亮度，这一结果
与甜菜夜蛾（!"#$#"%&’( &)*+,(（RS4) K87）），霜天蛾
（-.*/+’(00( 0&1&"2#’1），美洲大蠊（-&’*"/(1&%( (0&’*3
4(1(）以及蚊虫等一些医学昆虫中提取 !"#的结果是
一致的［,9),$］。另外，昆虫近缘的节肢动物及软体动物

也有类似现象，比如中国对虾（5&11&’#"&1(&,. 42*1&13
.*.）和九孔鲍（6(/*#%*.$*7&’3 .*4#/#’ .,"&’%&)%(）都发现
,.; !"#比 $.; !"#条带亮［,1),:］。这种现象的产生是
由于在 7!"#大亚基的内部存在缺口现象，核糖体大亚
基合成完成后，在特定位点产生缺口，使大亚基呈现大

小两个片段，其中大片段与 ,.;小亚基的大小相近，因
而电泳时 ,.;条带的亮度大于 $.;条带的亮度［,/］。本
实验的结果表明提取葱蝇非滞育蛹的 !"#质量较高，
适合全长 &’"#文库的构建。

图 :@ &’"#片段分级分离的琼脂糖凝胶检测结果
A=-% :@ TF8&G7DHCD78G=& 6K6FUE=E D< JE&’"# 6<G87 E=V8 <76&G=DK6G=DK
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图 !" 从文库中随机挑选 #! 个克隆 $%&结果电泳图
’()* !" +,- $%& ./01234(05 06 3789 3:05-;

/<510=:> .(3?-1 6/0= 3789 :(@/</>

A* B 全长 3789对文库的影响
获得全长 3789是文库构建的另一个关键。本

研究采用 %:054-3, 的 CD9&+ 方法。该方法设计巧
妙，提高了整个实验过程中的效率，且 E7F$%& 合成
双链 3789，保证了 3789 序列的完整性。王淑
红［#G］等在对副溶血弧菌感染的九孔鲍血细胞均一

化全长 3789文库中大量测序的研究中也证实了这
一点。本次试验还对 E7F$%& 循环圈数进行了摸
索，合适的扩增不但能提高文库滴度（例如本研究

构建的 3789文库滴度就比较高），还能防止过渡扩
增所带来的非特异性扩增的增多，从而保证了文库

的真实性。

A* A 文库质量的判断
3789文库的质量具体反映在两个方面［#H］：一

是文库的代表性，可用一个量化的指标来衡量，即文

库的库容量。本实验所构建的原始 3789 文库具有
B* A I #JK 个单克隆，包含了葱蝇冬滞育蛹中低丰度

的 =&89。二是重组 3789片段的大小。本研究所
构建的文库插入片断基本都在 J* ! ?@ 以上，平均长
度约为 J* L ?@，保障了高比例全长 3789的获得，是
一个高质量的文库，适合于目的基因的筛选。

本研究除构建了葱蝇非滞育蛹 3789 文库外，
同时还构建了葱蝇夏滞育蛹和冬滞育蛹的 3789文
库。利用文库进行消减杂交（非滞育蛹与冬滞育

蛹，非滞育蛹与夏滞育蛹），并从构建的文库中克隆

全长基因，这为进一步研究其功能，深入理解滞育的

分子机理奠定了基础。

致谢：感谢大连宝生物公司对实验的大力支持

和帮助。
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［!］P;,(?<Q< R，+;2?<1< R，-4 <:* O66-34 06 4-=.-/<42/- <51 .,0F
40.-/(01 05 4,- :</N<: 1-N-:0.=-54 <51 1(<.<2;- (51234(05
(5 4,- 05(05 6:>，W>:-=>< <54(X2< =-()-5（7(.4-/<：<54,0F
=>((1<-）［M］* 9..: O540=0: U00:，#LVK，BB：H#JFH#K*

［H］P;,(?<Q< R，R<=<;,(4< +，80=2/< D，-4 <:* %,</<34-/(;4(3; 06
;2==-/ 1(<.<2;- (5 4,- 05(05 =<))04，7-:(< <54(X2<（7(.4F
-/<：<54,0=>((1<-）［M］* P5;-34 $,>;(0:，BJJJ，GH：#H#F#HK*

［K］%,-5 Y，P;,(?<Q< R，Z<>2?<Q< +，-4 <:* 7<+/>.;(5，< 50N-:
3:(.F10=<(5 ;-/(5- ./04-(5<;- )-5- 2./-)2:<4-1 12/(5) Q(5F
4-/ <51 ;2==-/ 1(<.<2;-; 06 4,- 05(05 =<))04，7-:(< <5F
4(X2<［M］* [-5-，BJJJ，!AGK：##!F#BA*

［V］%,-5 \ W，[- ] D，\<5) \ \，-4 <:* 9 )-5- 3<4<:0)2- 60/
.0;4F1(<.<2;- 1-N-:0.=-54 06 <5 <5,>1/0@(04(3 </4,/0.01 </F
4-=(< 6/<53(;3<5<［M］* YD% [-50=(3;，BJJL，#J：!B*

［L］R0;,()< +，̂ ?<50 Z，D(4< Z，-4 <:* 3789 3:05(5) 06 <3>:F
%09 1-;<42/<;- ,0=0:0); (5 4,- ;(:?Q0/=，Y0=@>_ =0/(
［M］* [-5-，BJJJ，BGH（# ‘ B）：AALFAG!*

［#J］张霞，李国勋，郭巍*甜菜夜蛾肠粘蛋白 3789 基因的
分子克隆与序列分析［ M］* 中国农业科学 BJJV，GB
（##）：AVLVF ALJG*

［##］孙秀珍，刘昀*霜天蛾 3789表达文库的构建和初步鉴
定［M］*西安交通大学学报，BJJ!，BH（A）：BGGFBGH，BKL*

［#B］刘志刚，黄炯烈，朱振宇，等*美洲大蠊若虫 3789表达
文库的构建及初步鉴定［ M］* 中华微生物和免疫学杂
志，BJJ#，B#：GFH*

［#A］张晓军，王兵，张绍萍，等*中国对虾 H 种组织 3789文
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库的构建［!］"海洋学报，#$$%，#&（%）：’#()$#"
［)*］王淑红，邹志华，张子平，等"副溶血弧菌感染的九孔鲍
血细均一化全长 +,-. 文库的构建［ !］" 台湾海峡，
#$$/，/（0）：#&/(#/%"

［)%］123 4 ." 5678+6879 :;< =8;+62; 2= >72?:7@26A+ :;< 98?:7(

@26A+ 7AB2C2D9C［ !］" E72F GA2>HC I2J GA2J，)’&&，0#：)’0(
#))"

［)K］5+H8J97 L ," EA9+9C 2= 6H9 >8MMJ9：93>79CC9< C9N89;+9 6:FC
:;< 6H9 +:6:J2F 2= H8D:; F9;9C［!］" ! I2J I9<，)’’&，&%：
K’*(K’/"

!"#$%&’(%)"# "* +’,,-,.#/%0 (123 4)5&6&7 "* 2"#-8)696’$. :’96.
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%24$’:8< A; >H9J2F9;96A+C" O6 AC :; A<9:J D2<9J C>9+A9C =27 6H9 C68<A9C 2= 6H9 D2J9+8J:7 D9+H:;ACD 2= A;C9+6 <A:>:8C9 :;< 6H9 +2D>:7AC2;
VA6H VA;697( :;< C8DD97(<A:>:8C9(C>9+A=A+ F9;9C" UH9 C68<@ :ADC :6 +2;C678+6A;F =8JJ(J9;F6H +,-. JAB7:7@ 2= C8DD97(<A:>:8C9 >8>:9 2=
6H9 2;A2; D:FF26，789/$ $%:/;)$，A; 27<97 62 >72QA<9 : B:C9 =27 =876H97 C+799;A;F，+J2;A;F :;< 93>79CCA2; :;:J@CAC 2= <A:>:8C9(C>9+A=A+
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