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摘要： 目的　构建乳鼠成骨细胞的酵母双杂交 ｃＤＮＡ文库。 方法　用 ＴＲＩｚｏｌ法提取乳鼠成骨细胞总 ＲＮＡ，按照 ＳＭＡＲＴ ｃＤＮＡ
Ｌｉｂｒａｒｙ Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ （ＣＬＯＮＴＥＣＨ）说明书反转录合成双链 ｃＤＮＡ，Ｓｐｉｎ Ｃｏｌｕｍｎ 去除短片段，然后用同源重组的方法将双链
ｃＤＮＡ和 ＰＧＡＤＴ７-ｒｅｃ载体共转化到酵母细胞 Ｙ１８７中，建立文库并计算文库滴度。 结果　提取的总 ＲＮＡ 的 Ａ ２６０／Ａ ２８０ 为
１畅９９， 琼脂糖凝胶电泳示 ２８ＳｒＲＮＡ、１８ＳｒＲＮＡ２条带， 且 ２８Ｓ与 １８Ｓ带亮度比值约为 ２。 酵母文库库容为 １畅６８ ×１０７，重组率为
１００％。 插入片段 ＰＣＲ检测提示大小分布为 １畅５ ～４畅０ ｋｂ， 平均长度约为 ３畅０ ｋｂ。 结论　乳鼠成骨细胞酵母双杂交 ｃＤＮＡ文
库构建成功。
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ａｖｅｒａｇｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｃＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｗａｓ ３畅０ ｋｂ．Conclusion 　Ａ ｃＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ ｏｆ ｓｕｃｋｌｉｎｇ ｍｏｕｓｅ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ ｕｓｉｎｇ ｙｅａｓｔ
ｔｗｏ-ｈｙｂｒｉｄ ｓｙｓｔｅｍ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ．
Key words：

　　骨代谢主要包括骨形成和骨吸收，即成骨过程
与破骨过程，是保持骨的平衡，维持正常骨量的关
键

［１］ 。 成骨细胞是骨代谢中成骨过程的重要功能
细胞，近年来，伴随着骨质疏松的发病率不断提
高

［２， ３］ ，如何提高成骨细胞活性，促进其成骨作用，
是当前研究的热点。
酵母双杂交技术自 １９８９年提出并初步建立后，

一直是研究蛋白功能的重要手段
［４， ５］ 。 在我国，多

种组织的 ｃＤＮＡ文库已被相继建立［６-９］ ，而成骨细胞
的酵母双杂交 ｃＤＮＡ文库构建国内外未见报道。 本
研究利用 ＳＭＡＲＴ 技术，构建了乳鼠成骨细胞的酵
母双杂交 ｃＤＮＡ文库，为下一步通过酵母双杂交技
术，筛选成骨细胞中促进成骨作用的蛋白及研究其
在骨代谢中的作用打下基础。

1　材料与方法
1畅1　主要试剂

ｃＤＮＡ文库构建试剂盒及酵母菌株 Ｙ１８７，酵母
质粒提取试剂盒，ＹＰＤＡ 培养基和 ＳＤ／-Ｌｅｕ 营养选
择性培养基购自 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公司。 ＴＲＩｚｏｌ 购自
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Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司。 ２５０ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ 购自
ＴａＫａＲａ公司。 出生 ２ ｄ 乳鼠购自南方医科大学动
物所。
1畅2　方法
1畅2畅1　乳鼠成骨细胞原代培养　乳鼠断颈处死，乙
醇浸泡 ５ ｍｉｎ，取下头部，无菌条件下将表面血管及
筋膜去除，用 ＰＢＳ 反复冲洗颅骨，直至 ＰＢＳ 中没有
血色，剪去硬化骨，剔掉结缔组织，把颅顶骨剪成碎
块，加入 ２ ｍｌ胶原酶，３７℃，消化 ２０ ｍｉｎ，吹打，吸取
上清。 此过程重复四次。 将四次取得的细胞上清离
心（２０００ ｒｐｍ，５ ｍｉｎ），加入全培，移入培养瓶培养，
加入含 １０％胎牛血清的 ａ-ＭＥＭ 全配 ４ ｍＬ，放入
３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱中培养。 待原代长满，换液传代。
取第 ３代细胞用于实验。
1畅2畅2　乳鼠成骨细胞的总 ＲＮＡ提取　每瓶细胞加
入 ２ｍｌＴｒｉｚｏｌ，按 ＴＲＩｚｏｌ 说明书提取总 ＲＮＡ 并测浓
度。
1畅2畅3　ｃＤＮＡ 第一链的合成　加入 ２ ｕｇ 总 ＲＮＡ，
１畅０ ｕｌＣＤＳＩＩＩ／６ （ｏｌｉｇｏ）引物，去离子水补足至 ４ ｕｌ，
轻轻混匀，７２℃水浴 ２ ｍｉｎ，冰浴 ２ ｍｉｎ，１４０００ ｇ离心
１０ ｓｅｃ。 然后依次按表 １ 中 ｄ-ｇ 加入，轻轻混匀，
２５℃，１０ ｍｉｎ，４２℃水浴 １０ ｍｉｎ，加入 １畅０ ｕｌ ＳＭＡＲＴ
ＩＩＩ-ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｏｌｉｇｏ，４２℃孵育 １ ｈ 后，７５℃，１０ ｍｉｎ 终
止第一链合成。 冷却至室温，加入 １畅０ ｕｌＲＮａｓｅ Ｈ
（２ｕｎｉｔｓ），３７℃孵育 ２０ ｍｉｎ。
1畅2畅4　双链 ｃＤＮＡ 合成　按表 ２ 顺序加入反应试
剂，轻轻混匀，然后进行 ＰＣＲ 反应，条件为 ９５℃，３０
ｓ，１个循环，９５℃，１０ ｓｅｃ，６８℃，６ ｍｉｎａ（ａ注释：每轮
延伸时间增加 ６ｓ）２０ 个循环，最后终止反应 ６８℃，５
ｍｉｎ。 取出 ７ μｌ做 １畅０％琼脂糖凝胶电泳鉴定。
1畅2畅5　双链 ｃＤＮＡ（ｄｓｃＤＮＡ）的纯化　按照说明书
准备纯化柱，将 ｄｓｃＤＮＡ加到胶床平面的中心。 ７００
ｇ离心 ５ ｍｉｎ，纯化的 ｄｓｃＤＮＡ 收集在离心管中。 用
乙醇沉淀 ｃＤＮＡ，加入 １／１０ 体积 ３ Ｍ ｓｏｄｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅ
（２００ μｌ），２畅５倍体积冷冻乙醇（５００ μｌ）。 －２０℃放
置 １ ｈｒ。 １４０００ ｒｐｍ 室温离心 ２０ ｍｉｎ，弃上清，空气
中干燥沉淀 １０ ｍｉｎ。 ２０ μｌ 去离子水重新溶解
ｄｓｃＤＮＡ。
1畅2畅6　Ｙ１８７ 感受态的制备　ＰＥＧ／ＬｉＡｃ 法制备酵
母感受态。 取酵母细胞菌液，在 ＹＰＤＡ琼脂平板上
划线，３０℃倒置培养 ３ ～４ｄ。 挑取一个单克隆（直径
２ ～３ ｍｍ），加入 ３ ｍＬＹＰＤＡ中，轻轻吹打，３０℃，２５０
ｒｐｍ 振荡孵育８ ～１２ ｈ。 取５ ｕｌ培养物加到５０ ｍｌ的
ＹＰＤＡ培养基中，３０℃，２５０ ｒ／ｍｉｎ 振荡孵育 １６ ～２０

ｈ，待 ＯＤ６００ 为 ０畅１５ ～０畅３０ 时，室温，７００ ｇ／ｍｉｎ 离
心 ５ ｍｉｎ。 弃上清，重新悬浮沉淀于 １００ ｍｌＹＰＤＡ，
３０℃，２５０ ｒ／ｍｉｎ 振荡孵育直至 ＯＤ６００ 达到 ０畅４ ～
０畅５（３ ～５ ｈｒ），将菌液分装成 ２ 管，室温，７００ ｇ／ｍｉｎ
离心 ５ ｍｉｎ。 弃上清，每管加 ３０ ｍｌ 无菌双蒸水，重
新悬浮沉淀，室温，７００ ｇ／ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ。 弃上清，
１畅５ ｍｌ １畅１ ×ＴＥ／ＬｉＡｃ溶液重新悬浮沉淀，分装在两
个 １畅５ ｍｌ离心管，高速离心 １５ ｓ。 弃上清，重新悬
浮沉淀于 ６００ μｌ １畅１ ×ＴＥ／ＬｉＡｃ溶液。
1畅2畅7　同源重组及转化　取一 １５ ｍｌ 离心管，预
冷，加入 ｄｓｃＤＮＡ（２０ｕｌ）、ｐＧＡＤＴ７-Ｒｅｃ （０畅５ μｇ／μｌ，
６ ｕｌ），变性鲑鱼精 ＤＮＡ（２０ ｕｌ），６００ ｕｌＹ１８７ 感受态
酵母细胞， 轻轻混匀。 加入 ２畅５ ｍＬ ＰＥＧ／ＬｉＡｃ 溶
液， 轻轻混匀， ３０℃孵育 ４５ ｍｉｎ（每 １５ ｍｉｎ 混匀一
次）。 加入 １６０ ｕｌ ＤＭＳＯ，轻轻混匀，４２℃水浴 ２０
ｍｉｎ（每 １０ ｍｉｎ 混匀一次）。 ７００ ｇ／ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，
弃上清，３ ｍＬ ＹＰＤ Ｐｌｕｓ溶液重悬沉淀，３０℃振荡孵
育 ９０ ｍｉｎ。 ７００ ｇ／ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 弃上清， １５
ｍＬ０畅９％ＮａＣｌ溶液重新悬浮。 计算转化效率：分别
取 １００ μｌ稀释 １０ 倍和稀释 １００ 倍转化液，涂 ＳＤ／-
Ｌｅｕ１００ ｍｍ琼脂板，倒置培养 ３ ～５ ｄ，依据公式计算
转化效率：每 ｍｌ 的克隆数目 ×总转化混合物体积
（ｍｌ），剩余转化液分涂在 １００ 个直径为 １５０ ｍｍ 的
ＳＤ／-Ｌｅｕ选择性平板上。 ３０℃倒置培养 ３ ～５ ｄ。
1畅2畅8　收获克隆　将酵母琼脂板放置于 ４℃冻存 ３
～４ ｈ。 每个板加入 ５ ｍｌ 冻存液 （２５％甘油 ＋
ＹＰＤＡ），使用（１５ ～２０个）５ ｍｍ的玻璃珠收获克隆，
收集所有液体在 ５００ｍｌ烧瓶中使用细胞计数器估计
细胞密度，如果细胞密度＜２ ×１０７ ／ｍｌ，可以通过离
心，减少上清量浓缩，使细胞密度＞２ ×１０７ ／ｍｌ。

表 1　ｃＤＮＡ第一链合成体系
Table 1　Ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ｃＤＮＡ ｆｉｒｓｔ ｓｔｒａｎｄ．

反应体系组成 体积

ａ．ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ２ hh畅０ μｇ
ｂ．ＣＤＳＩＩＩ／６ （ｏｌｉｇｏ）Ｐｒｉｍｅｒ １ oo畅０ μｌ
ｃ．Ｄｅｉｏｎｉｚｅｄ Ｈ２Ｏ １ ～２ μｌ
ｄ．ｐｒｉｍｅｄ ＲＮＡ ｓａｍｐｌｅ ２ oo畅０ μｌ
ｅ．５Ｘ Ｆｉｒｓｔ-Ｓｔｒａｎｄ Ｂｕｆｆｅｒ ２ oo畅０ μｌ
ｆ．ＤＴＴ １ oo畅０ μｌ
ｇ．ｄＮＴＰ Ｍｉｘ １ oo畅０ μｌ
ｈ．ＳＭＡＲＴＭＭＬＶ ＲＴａｓｅ １ oo畅０ μｌ
ｉ．ＳＭＡＲＴ ＩＩＩ-ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｏｌｉｇｏ １ oo畅０ μｌ
ｊ．ＲＮａｓｅＨ １ oo畅０ μｌ

1畅2畅9　文库质量鉴定　取文库冻存液按 １∶１００、１∶
１００００稀释， 分别涂 １００ ｕｌ 稀释液至 １００ ｍｍ ＳＤ／-
Ｌｅｕ平板，３０℃倒置培养 ３ ～５ ｄ，计数平板菌落。 计
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算文库滴度：克隆数目（ｃｆｕ）／稀释混合物涂板体积
×稀释系数＝ｃｆｕ／ｍｌ。 随机挑取 １６ 个克隆，使用酵
母质粒提取试剂盒提取质粒 ＤＮＡ，用插入片段检测
引物做 ＰＣＲ反应，验证插入片段。 有外源片段插入
者为重组子，按照重组子的数量，计算重组率。

表 2　ＬＤ-ＰＣＲ合成体系
Table 2　Ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ＬＤ-ＰＣＲ
反应体系组成 体积（μｌ）

ａ．Ｆｉｒｓｔ-ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ ２ 儍儍畅０
ｂ．Ｄｅｉｏｎｉｚｅｄ Ｈ２Ｏ ７０ 靠
ｃ．１０Ｘ ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ １０ 靠
ｄ．５０Ｘ ｄＮＴＰ Ｍｉｘ ２ 儍儍畅０
ｅ．５’ ＰＣＲ Ｐｒｉｍｅｒ ２ 儍儍畅０
ｆ．３’ ＰＣＲ Ｐｒｉｍｅｒ ２ 儍儍畅０
ｇ．１０Ｘ Ｍｅｌｔｉｎｇ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ １０ 靠
ｈ．５０ＸＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＭｉｘ ２ 儍儍畅０

2　结果
2畅1　乳鼠成骨细胞总 ＲＮＡ的鉴定

所提总 ＲＮＡＡ ２６０／Ａ ２８０ ＝１畅９９，表明所提
ＲＮＡ纯度高；琼脂糖凝胶电泳示：２８Ｓ 与 １８Ｓ２ 条明
显的带，２８Ｓ 与 １８Ｓ 带浓度及亮度比值约为 ２，总
ＲＮＡ的浓度为 ７８０ｎｇ／ｕｌ，表明总 ＲＮＡ 的完整性较
好，降解较少，因此 ＲＮＡ质量较优可用于后续研究
（图 １）。

图 1　总 ＲＮＡ电泳结果
Fig．1　Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ

Ｍ１：５０００ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ
　

2畅2　ｄｓＤＮＡ的鉴定
反转录产物进行长距离 ＰＣＲ，其产物经 １畅０％

琼脂糖凝胶电泳鉴定，乳鼠成骨细胞 ｃＤＮＡ 片段呈
长瀑布状，主要分布范围为 ５００ ～４５００ｂｐ（图 ２）。
乳鼠成骨细胞 ｃＤＮＡ 经过短片段 ｃＤＮＡ 去除，其大
小集中在 ５００ ～４５００ｂｐ，主要集中为为 １５００ ～
４５００ｂｐ（图 ３），弥散范围更加集中。
2畅3　菌落 ＰＣＲ鉴定 ｃＤＮＡ文库

图 2　双链 ｃＤＮＡ电泳
Fig．2　Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｄｓｃＤＮＡ

Ｍ１：５０００ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ
　

图 3　纯化双链 ｃＤＮＡ电泳
Fig．3　Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｄｓｃＤＮＡ ａｆｔｅｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｍ１：５０００ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ
　

文库转化效率为 ３畅２７ ×１０７，滴度为 １畅６８ ×
１０７ｃｆｕ／ｍＬ，重组率为 １００％。 根据载体插入位点两
端的序列设计引物进行菌落 ＰＣＲ 鉴定，取 １６ 个
ＰＣＲ产物经 １畅０％琼脂糖凝胶电泳鉴定，插入片段
大小分布为 １畅５ ～４畅０ ｋｂ， 平均长度约为 ２畅５ ｋｂ（图
４）。

3　讨论
本实验使用 ＳＭＡＲＴ技术构建乳鼠成骨细胞酵

母双杂交 ｃＤＮＡ文库。 ＳＭＡＲＴ 技术的基本原理为：
将线性质粒 ｐＧＡＤＴ７-Ｒｅｃ和含有质粒两端相同序列
的 ｃＤＮＡ一起共转化酵母细胞，两者在酵母细胞中
发生同源重组，形成完整的环状文库质粒，然后在相
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图 4　ＰＣＲ电泳
Fig．4　Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

Ｍ１：５０００ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ
　

应的营养缺陷培养基中筛选，从而获得文库质
粒

［１０］ 。
ＳＭＡＲＴ技术在构建 ｃＤＮＡ 文库时有众多优点：

首先，ＳＭＡＲＴ 方法省去了诸多繁杂的实验步骤，节
省了时间，简化了建库过程。 其次，以微量的总
ＲＮＡ 作为模板，不需要先进行 ｍＲＮＡ 的分离纯化，
从而减少 ｍＲＮＡ 在分离纯化时的所导致的 ｍＲＮＡ
的降解。 并且 ＳＭＡＲＴ 技术获得的 ｃＤＮＡ 全长比例
较高，ｃＤＮＡ文库质量更好［１１］ 。
高质量的 ｍＲＮＡ 是构建一个高质量的酵母双

杂交 ｃＤＮＡ 文库的关键，而 ｍＲＮＡ的完整、均一、不
被降解是衡量其质量的标准。 本研究采用 ＴＲＩｚｏｌ
试剂提取总 ＲＮＡ，浓度为 ７８０ ｎｇ／ｕｌ，总 ＲＮＡＡ ２６０／
Ａ ２８０ ＝１畅９９，表明所提 ＲＮＡ纯度较高，电泳结果还
显示，２８Ｓ 和 １８Ｓ２ 条带清晰、且 ２８Ｓ 的亮度为 １８Ｓ
的 ２倍，提示 ＲＮＡ无降解，质量合格。 同时，为了保
证文库的质量，本实验用纯化柱的方法去掉多余的
杂质和小片段的 ｃＤＮＡ，这样不仅可减少必须筛选
的重组子的数目，同时还可增加文库中全长目的
ｍＲＮＡ的数量。 为检验本实验构建的 ｃＤＮＡ表达文
库的质量，我们随机挑选 １６ 个克隆进行 ＰＣＲ扩增，
结果显示所有克隆子均有插入片段，平均插入片段
的长度约为 ３畅０ ｋｂ，为进一步筛选出全长目的基因
提供了保证。 另外，文库滴度约为 １畅６８ ×１０７ｃｆｕ／
ｍＬ，重组率为 １００％，符合建库标准。
目前在国内尚未见构建乳鼠成骨细胞酵母双杂

交 ｃＤＮＡ文库的报道。 此文库的建立可以直接应用
于成骨细胞的分子生物学研究。 同时，也为通过酵
　　

母双杂交技术，筛选影响成骨细胞功能的蛋白，进而
研究影响其作用的机制。 本文库有关酵母双杂交的
筛选工作正在进行中。
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