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家驴基因组高度重复 DNA 序列的
分离及其文库的构建
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摘要 为研究家驴基因组重复序列,通过2次羟基磷灰石柱层析,分离纯化家驴Cot0-Cot0.1之间的基因

组高度重复DNA序列,用于构建家驴基因组Cot文库,并向 GenBank提交了18条重复序列,其中4条含有

LINEs序列片段,4条含有SINEs序列片段,3条含有卫星序列片段,4条含有简单重复序列片段,1条含有

LTR-逆转录转座子片段,2条未知功能的重复序列。
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  真核生物基因组中存 在 大 量 DNA 重 复 序

列[1],主 要 包 括 散 布 重 复 序 列 (interspersedre-
peats)和串联重复序列(tandemrepeats)[2]。其中

散布重复序列又可分为DNA转座子(DNAtrans-
posons)、LTR 型反转录转座子(LTRretrotrans-
posons)、长散布重复序列元件(longinterspersed
repetitiveelements,LINEs)和短散布重复序列元件

(shortinterspersedrepetitiveelements,SINEs)4
种[3],而串联重复序列则主要包括卫星(satellites)、
微卫星(microsatellites)和小卫星(minisatellites)序
列[4]。Daniel等[5]在研究DNA复性动力学的基础

上,首次构建了高粱(Sorghumbicolor)的 Cot文

库,根据不同Cot值成功实现基因组高度、中度重复

序列和低拷贝序列的分离和大规模测序。这种快速

高效基于Cot分析所实现的对各种重复序列的克隆

与测序,简称CBCS(Cot-basedcloningandsequen-
cing)。

家驴(Equusasinus)隶属于奇蹄目(Perssodac-
tyla)、马科(Equidate)、马属(Equus)[6],具有很高的

役用、肉用、奶用和药用价值[7-9],因此,对家驴重复

序列的研究有重要的意义。目前,国内外还没有家

驴DNA重复序列的相关研究报道,笔者分离纯化

家驴的高度重复序列并构建了家驴的高度重复序列

Cot文库,以期为进一步进行驴物种鉴定以及进化

学研究打下基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料

家驴血液采自山东省东阿县无棣驴站。超声波

破碎机购自宁波新芝生物科技股份有限公司,Seph-
adexG-50购自 Amershambiosciences公司,羟基

磷灰石购自 Bio-Rad公司,Taq 酶及 MungBean
Nuclease购自TaKaRa公司,PCRPurificationKit
购自QIAGEN公司,pGEM-T载体及JM109感受

态细胞 购 自 Promega公 司。NanoDropND-1000
Spectrophotometer购自 ThermoFisherScientific
公司。
1.2 家驴血液 DNA 提取与剪切

DNA提取采用文献[10]记述的方法进行。通

过调整超声波发生器的功率、振幅与时间,进行

DNA的超声波剪切,直到DNA片段在500~1000
bp左右。为防止超声产热对样品所造成的破坏,应
将样品放在冰水浴中。
1.3 高度重复序列样品的制备

将超声剪切的 DNA 片段溶解于1mL0.12
mol/L磷酸盐缓冲液(PBS中含1mmol/L的ED-
TA)中,煮沸10min。取出煮沸的DNA样品,置于

60℃水浴中复性到Cot值为0.1时,迅速取出样品
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于干冰乙醇中冷冻,使复性反应终止。将冰冻的复

性DNA样品融化,注入到SephadexG-50层析柱内

脱盐,用25 mmol/L 氯 化 钠 洗 脱(洗 脱 速 率 为

1mL/min),收集DNA样品。将收集的DNA样品

注入到用2倍柱体积缓冲液平衡的羟基磷灰石层析

柱内,分别用0.12、0.48mol/LPBS洗脱单链和双

链DNA(层析柱温度为60℃),分别收集0.12、0.48
mol/LPBS洗脱液的洗脱峰,即单链和双链DNA。
将收集的0.48mol/LPBS洗脱液(含双链DNA)注
入到SephadexG-50层析柱内脱盐,用25mmol/L
氯化钠洗脱(速率为1mL/min),收集DNA样品。
将上一步收集的DNA样品100℃煮沸10min,迅
速取出样品于干冰乙醇中冷冻,此时复性的Cot值

为0。让冷冻样品融化,并将其注入到羟基磷灰石

层析柱内,重复上述洗脱操作,分别收集单链和双

链DNA。
1.4 高度重复序列单链 DNA 的双链化补平

在微量离心管中配制反应液:高度重复序列单

链DNA4mg,2×ExTaqTMBuffer20mL,6bp随机

引物0.4ng,加灭菌蒸馏水补足至80 mL。设置

PCR反应程序为98℃6min,30℃10min,72℃
7min,将单链DNA补平成双链。用PCR纯化试

剂盒纯化所得DNA。
1.5 DNA 样品的平头化及加 A 反应

1)平头化反应。取纯化所得DNA4 mg,10×
MungBeanBuffer20 mL,MungBean Nuclease
50U,加灭菌蒸馏水补足至200 mL。37℃平头化

反应10min。用PCR纯化试剂盒对反应终止的

DNA进行纯化。

2)加A反应。取平头化DNA样品2 mg,2×
ExTaqTM Buffer10 mL,加灭菌蒸馏水至40 mL。

72℃反应10min进行加 A反应。用PCR纯化试

剂盒纯化所得DNA。
1.6 连接与转化

按照试剂盒说明书上记述的方法将本文“1.5”
纯化的DNA片段连接到pGEM-T载体上,转化至

JM109感受态细胞。
1.7 克隆的挑取与保存

用无菌牙签将平板上的单菌落挑至96孔板中,
每个菌落1个孔,每孔加入150 mL含12.5 mg/mL
氯霉素的LB液体培养基,用封口膜封口,放置37℃
恒温培养箱中培养过夜。次日,加入甘油至终体积

分数为20%。将孔板中的单克隆过夜培养物平均

分配到2张96孔微孔板中。将96孔微孔板进行系

统编号后,1份置于-80℃超低温冰箱中,1份置于

-20℃冰箱中保存。
1.8 菌落 PCR 鉴定及测序分析

随机挑选单克隆菌株作为菌液模板,于PCR管

中配制反应液:菌液模板2 mL,上游 M13引物(10
mmol/L)0.3mL,下游 M13引物(10 mmol/L)0.3
mL,2×TaqPremix7.5 mL,加灭菌蒸馏水至15
mL。设置PCR反应程序为95℃5min,94℃30s,

55℃30s,72℃1min,30个循环,72℃7min。反

应完成后,电泳检测DNA片段大小。将菌落PCR
鉴定中含有阳性条带的菌株取样送到上海英骏生物

技术有限公司用3730测序仪进行序列测定,测得的

序列在 RepeatMasker数据库上进行序列比对分

析,完成后将序列提交GenBank。

2 结果与分析

2.1 家驴血液基因组 DNA 的提取及超声剪切

图1表明,血液基因组的DNA片段比较完整,
由NanoDropND-1000全波长紫外/可见光扫描分

光光度 计 检 测,A260/A280=1.91。超 声 剪 切 后,

DNA片段大小主要集中在500~1000bp(图2)。

1.λHindⅢ;2.家驴基因组 DNAGenomicDNAofE.asinus.

图1 家驴基因组DNA电泳图

Fig.1 ElectrophoresisofgenomicDNAofE.asinus

1.超声剪切DNASonicatedDNAofE.asinus;2.MarkerⅢ.

图2 超声剪切DNA电泳图

Fig.2 ElectrophoresisofsonicatedDNAofE.asinus
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2.2 高度重复序列的制备

在羟基磷灰石柱层析之前,对核酸样品进行了

SephadexG-50柱层析以除盐(图3),一方面可以去

除EDTA对羟基磷灰石的破坏,另一方面也可以满

足DNA在低盐浓度下与羟基磷灰石结合的要求。
在图3中,洗脱峰1是260nm紫外光的吸收峰,为
核酸的洗脱峰,洗脱峰2是电导率的吸收峰,为盐离

子 的洗脱峰。图3表明,核酸样品中的盐离子已被

1.UV-260吸收峰A260;2.电导率吸收峰Conductivity.

图3 SephadexG-50柱层析除盐

Fig.3 DesaltingDNAsampleusingSephadex
G-50columnbygelfiltration

较好地去除。
本试验采用羟基磷灰石柱层析分离单链和双链

DNA洗脱时,在同一pH值(pH6.8)下,用2种不

同盐离子浓度的磷酸缓冲液洗脱,收集到2个吸收

峰(图4),低盐浓度下先洗出来的峰1为单链DNA
洗脱峰,高盐浓度下后洗脱出来的峰2为双链DNA
洗脱峰。

在图4-A中,第1次羟基磷灰石层析时,洗脱峰

1包含了在Cot=0.1的复性条件下驴基因组中那

些没有复性的仍为单链的单拷贝、低拷贝和中度重

复基因组DNA,洗脱峰2包含了在Cot=0.1的复

性条件下驴基因组中那些已经复性的、双链高度重

复DNA 和链内折叠 DNA。为了分离高度重复

DNA和链内折叠DNA,将图4-A中洗脱峰2收集

下来,脱盐,解链,并进行第2次羟基磷灰石柱层析,
结果见图4-B。在图4-B中,洗脱峰1为Cot=0到

Cot=0.1之间没有复性的仍为单链的基因组高度

重复DNA,洗脱峰2是在瞬间能够完成复性的双链

的链内折叠DNA。图4-B中,洗脱峰1为目的基因

组高度重复DNA,是单链DNA,因此有必要对其进

行互补链的合成。

A.第1次First;B.第2次Second;

A-1.单链DNA洗脱峰,含低拷贝和中度重复DNA ssDNAs,includinglowlyrepetitiveDNAandmoderatelyrepetitiveDNA;

A-2.双链DNA洗脱峰,含高度重复和链内折叠DNA dsDNAs,includinghighlyrepetitiveDNAandfoldbackDNA;

B-1.单链DNA洗脱峰,含高度重复DNA ssDNAs,includinghighlyrepetitiveDNA;

B-2.双链DNA洗脱峰,含链内折叠DNA dsDNAs,includingfoldbackDNA.

图4 羟基磷灰石柱层析,Cot0.1DNA的分离

Fig.4 Hydroxypatitechromatography,separationofCot0.1DNA
2.3 菌落 PCR 鉴定

将羟基磷灰石层析后所得目的基因组高度重复

DNA进 行 互 补 链 合 成,补 平 并 加 A 后 连 接 到

pGEM-T载体上,转化感受态大肠杆菌JM109,通

过氨苄抗性和蓝白斑筛选,随机挑取了960个阳性

克隆。利用PCR检测出684个含有插入片段的克

隆(如图5),1~5、7~20泳道为随机挑选的单克隆

菌 株PCR产 物,其 中21泳 道 为 空 载 质 粒PCR结

565



  华 中 农 业 大 学 学 报 第30卷 

 6,22.MarkerⅢ;1~5、7~20.随机挑选的单克隆菌株PCR产物InsertedDNAfragmentsinhighlyrepetitiveCotlibrarybyPCR;

21.对照CK.

图5 菌落PCR鉴定高度重复序列Cot文库克隆插入片段

Fig.5 IdentificationoftheinsertedDNAfragmentsinhighlyrepetitiveCotlibrarybyPCR
果,没有得到非特异性条带,插入载体的目的片段主

要集中在500~1000bp之间。这与超声剪切的片

段大小相吻合,表明本试验比较成功。
将序列提交GenBank并在RepeatMasker数据

库上进行比对分析,该数据库基于Smith-Water-
man-Gotoh算 法,专 门 适 用 于 分 散 重 复 序 列 如

LINE、SINE、MIR等的搜索和确定。比对结果汇

总如下,在所提交的18条随机高度重复序列Cot文

库插入片段中:有4条含有LINE序列片段(Gen-
Bank 序 列 号:FI763399,FI763400,FI763404,

FI763408);有4条含有SINE序列片段(GenBank
序列号:FI763405,FI763406,FI763409,FI763416);
有3 条 含 有 卫 星 序 列 片 段 (GenBank 序 列 号:

FI763401,FI763403,FI763410);有4条含有简单重

复 序 列 (GenBank 序 列 号:FI763402,FI763412,

FI763413,FI763415);有1条含有 LTR-逆转录转

座子序列片段(GenBank序列号:FI763407),2条

未知功能的重复序列(GenBank序列号:FI763411,

FI763414),结果分析见表1。

表1 Cot文库序列结果分析

Table1 AnalysisofrepeatsequencescreenedfromtheCotlibrary

序列

Querysequence
长度/bp

Totallength
匹配的重复序列

Matchingrepeat
重复序列分类

Repeatclass
比对分值

Score
偏差/%
Divergence

FI763399 423 L1-1_EC LINE/L1 1344 1.3
FI763400 401 L1-3_EC LINE/L1 1204 2.1
FI763401 491 ES22 卫星序列Satellite 817 16.1
FI763402 554 (CCCTAA)n 简单重复序列Simplerepeat 787 6.9
FI763403 279 ES22 卫星序列Satellite 1343 16.2
FI763404 424 L1-1_EC LINE/L1 462 5.0
FI763405 596 ERE3 SINE/tRNA 903 21.6
FI763406 450 ERE3B SINE/tRNA 363 14.9
FI763407 635 ERV1-3N-EC_I-int LTR/ERV1 612 14.2
FI763408 308 L1-1_EC LINE/L1 2633 2.3
FI763409 591 ERE1B SINE/tRNA 1072 15.9
FI763410 563 SAT_EC 卫星序列Satellite 973 14.9
FI763411 417 N/A N/A1) N/A N/A
FI763412 483 (CA)n 简单重复序列Simplerepeat 333 12.5
FI763413 471 (TTAGGG)n 简单重复序列Simplerepeat 1260 0
FI763414 294 N/A N/A N/A N/A
FI763415 644 (TCCA)n 简单重复序列Simplerepeat 588 2.9
FI763416 182 MIRb SINE/MIR 338 24.2

 1)N/A:没有匹配序列 Nomatches.

3 讨 论

采用羟基磷灰石柱层析法分离基因组高度重复

序列,为了得到较高的准确性和良好的重复性,控制

DNA复性条件和洗脱条件是必要的。在进行复性

反应 时,一 般 复 性 缓 冲 液 PBS 的 浓 度 为 0.12
mol/L,DNA片段大小为200~1500bp,复性温度

为60℃。洗脱时,所用的磷酸盐缓冲液(PBS)由等

物质的量之比的磷酸氢二钠和磷酸二氢钠配制,pH
6.8。用0.12mol/L的 PBS洗脱单链 DNA,用
0.48mol/L的PBS洗脱双链 DNA。洗脱前,PBS
要预热,并且在层析过程中,羟基磷灰石层析柱置于

60℃下保温进行操作,通常的做法是用夹套层析

柱,循环水维持柱温。
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传统分离高度重复序列的方法通常采用1次羟

基磷灰石色谱,即分离Cot0.1DNA,而Cot0.1
DNA包含了高度重复DNA以及链内折叠DNA,
这种做法无法除去链内折叠DNA。本试验用了2
次羟基磷灰石色谱,收集Cot=0和Cot=0.1之间

的DNA,这样就可去除链内折叠DNA对高度重复

序列的影响。从图4可以看出,链内折叠DNA在

Cot0.1DNA中所占比例比较大,会对后续基因组

高度重复序列研究造成影响。
对通过羟基磷灰石柱层析收集得到的高度重复

DNA为单链DNA进行互补链合成是有必要的,本
试验所采用的方法是随机引物合成法。随后,将高

度重复DNA纯化,连接到pGEM-T载体上,转化

感受态大肠杆菌JM109并测序分析,成功建立起了

驴高度重复序列Cot文库。对其中18条序列进行

研究表明,文库插入片段主要集中在500~1000bp
之间,插入片段除了2个未知功能的重复序列外,其
他均为高度重复序列,说明文库质量较好。更深入

的研究可对文库序列进行大规模测序,以深入了解

家驴高度重复序列的组成、分布以及作用等。对这

些高度重复序列的深入分析将有助于驴的物种鉴定

以及进化学研究。
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SeparationofhighlyrepetitiveDNAforconstruction
HRCotlibraryofEquusasinus

ZHAOYing-jie LÜPin ZHOUXiang-shan ZHANGYuan-xing

SchoolofBioengineering/StateKeyLaboratoryofBioreactorEngineering,
EastChinaUniversityofScienceandTechnology,Shanghai200237,China

Abstract Inordertoinvestigatethehighlyrepetitive(HR)DNAsequencesamongEquusasinus
genome,Cot0-Cot0.1DNAofE.asinusgenomewasseparatedandpurifiedthroughtwostepsof
hydroxypatitechromatography.ThentheHRCotlibraryofE.asinuswasconstructedbygenecloning
andsequencing.Aftertheanalysisandscreeningofthelibrary,18repetitiveelementswereidentifiedand
submittedtoGenBank,including4LINEs,4SINEs,3satellites,4simplerepeats,1LTRretrotransposon
and2unknowns.

Keywords highlyrepetitiveDNA;separation;purification;hydroxypatitechromatography;Cot
library;Equusasinus
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