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摘  要 黄麻全长 cDNA 文库的构建对开展黄麻遗传和功能研究具有重要的应用价值。以生产上的优良品种闽引一号为材
料，利用Creator SMART cDNA Construction Kit技术，成功构建了黄麻苗期的全长 cDNA文库。文库的滴度为1.9×106 pfu/mL。
随机挑取 86 个克隆进行菌落 PCR 鉴定，结果显示：插入片段的大小在 0.5~2.0 kb 之间。研究结果表明，黄麻全长 cDNA 文
库的质量较高。 
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Abstract Construction of the full-length cDNA library of jute is significant value in genetic and function research. With a well 
known jute (Corchorus capsularis L.) cultivar Minyin no.1 as material, a full-length cDNA library was constructed using Creator 
SMART cDNA Construction Kit technology. This library had a capacity of 1.9×106 pfu/mL and the insert sizes was about 0.5~2.0 kb 
based on PCR analysis of 86 randomly chosen clones. The results suggest that the cDNA library of jute should have been constructed 
successfully. 
Keywords Jute (Corchorus capsularis L.); cDNA library; SMART tehonology 

研究背景 
cDNA 文库是指包含某种生物的某一特定发育

时期内所转录的全部 mRNA 信息的 cDNA 克隆集

合。cDNA 文库在植物的遗传和功能研究中具有重

要的应用价值，可以用于筛选构建分子连锁图谱的

探针，分离重要基因，分析基因表达信息等，是新

基因发现和功能基因组学研究的基础(蔡宁波等, 

2007)。对于近期不能开展全基因测序的物种而言，

全长 cDNA文库更是寻找和筛选目标基因的重要手

段之一。在已经克隆的众多基因中，有许多都是通

过筛选 cDNA 文库获得的(晏慧君等, 2006; 王晨等, 

2010)。近年来，众多学者已经构建了许多模式生物

和重要农作物的 cDNA 文库，通过大规模的 EST

测序，获得了海量的数据，促进了相关植物功能基

因组学研究的发展(Kikuchi et al., 2003; Kim et al., 

2006; Seki et al., 1998; Carninci et al., 2003)。 

黄麻是椴树科黄麻属中的一种草本植物，是一

种极其重要的纤维作物，在麻纺和造纸工业中被广

泛应用。黄麻在我国的栽培历史悠久，产量丰富，

是21世纪极具开发潜力的作物之一(彭文芳, 2007)。

目前，黄麻的遗传研究主要集中在分类进化、种质

资源，质量性状和数量性状等传统生物学角度上，

从分子水平上来研究黄麻的报道并不多见。总体而

言，黄麻的遗传研究基础相当薄弱，迄今为止，黄

麻尚未见完整的分子遗传图谱，短期内也未能开展

全基因组测序工作。 

本研究首次构建了黄麻全长 cDNA 文库，该文库

将为进一步开展黄麻 EST 大规模测序、功能基因组



 
分子植物育种(网络版), 2012 年, 第 10 卷, 第 1549-1552 页 
Fenzi Zhiwu Yuzhong (Online), 2012, Vol.10, 1549-1552 
http://mpb.5th.sophiapublisher.com 

1550 

学研究及克隆优良性状的基因等奠定基础；同时，还

可以从文库中筛选构建分子连锁图谱的探针，这对

于遗传研究基础薄弱的黄麻而言，是一种快速而高

效的策略。 

1 结果分析 
1.1 黄麻总 RNA 提取 

高质量的 RNA 是 cDNA 文库构建的必要前提，

因此黄麻总 RNA 的提取质量至关重要。由 RNA 的

凝胶电泳结果(图 1)可以看出：黄麻闽引一号总 RNA

中含有 18S 和 28S 两条清晰的带，且 28S:18S 约为

2:1，表明本研究所提取的黄麻总 RNA 完全符合构建

文库的标准。 

 

 

 

 

图 1 黄麻闽引一号总 RNA 电泳 
Figure 1 Electrophoresis of total RNA isolated from Corchorus 
olitorius L. Minyin no.1 

1.2 cDNA 合成 

本研究采用 LD-PCR 扩增方法合成 ds cDNA。该
方法在起始 RNA 大于 50 ng 就可以合成 ds cDNA，
对起始模版量的要求极低。根据所提取的黄麻总RNA
含量(约 400 ng)，最终确定进行 20 个循环的扩增，从
而获得黄麻 cDNA 的第二链。电泳检测结果表明(图
2)：扩增效果良好，cDNA 大多弥散分布于 0.3~5 kb
之间，其中，在 1.0~2.5 kb 之间的条带最亮，说明这
个区域的 cDNA 分布最密集，该结果表明合成的 ds 
cDNA 符合建库的要求。 

1.3 cDNA 的分级 

单滴收集分级分离的 dscDNA，分别编号为 1~ 

17，凝胶电泳检测结果(图 3)。由图 3 可以看出：管

号 8、9、10 和 11 的条带信号最强。为了构建高质量

的文库，避免回收 300 bp 以下的小片段，本研究只收

集 7、8、9 和 10 四管的 dscDNA，共收集 120 µL。

纯化后用于下一步的连接反应。 

1.4 cDNA 文库滴度和插入片段大小鉴定 

通过倍比稀释计数法鉴定文库滴度，测定结果

为 1.9×106 pfu/mL，可见所建的 cDNA 文库的滴度 

达到了预期的要求。重组子插入片段的大小检测结果

表明(图 4)：所建文库插入片段的大小大多居于 0.5~ 

2 kb 之间，比酶切产物的密集区(1.0~2.5 kb)略小，该

结果可能是由于载体优先与片段较小的 cDNA连接

的缘故。然而，对于 EST 测序或探针筛选而言，这个

长度范围是适合的。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 2 双链 cDNA 
注: M: HindⅢ/EcoRⅠ酶切的 λDNA; 1: 闽引一号 
Figure 2 Electrophoresis of ds cDNA  
Note: M: λ-HindⅢ/EcoRⅠ digest DNA marker; 1: Minyin no.1 
 
 
 
 
 
 

图 3 黄麻 ds cDNA 经 CHROMA SPIN-400S 柱分级分离 
注: M: HindⅢ/EcoRⅠ酶切的 λDNA; 1~17 为管号 
Figure 3 ds cDNA of jute size fraction by CHROMASPIN400 
Note: M: λ-HindⅢ/EcoRⅠ digest DNA marker; 1~17: Tube 
number 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 4 部分重组子的检测 
注: M: HindⅢ/EcoRⅠ酶切的 λDNA; 1~10 为插入片段 PCR
扩增的产物 
Figure 4 The Detection of colonies  
Note: M: λ-HindⅢ/EcoRⅠ digest DNA marker; 1~10: The 
PCR product of insert size 

2 讨论 
在众多的 cDNA 文库构建方法中，本研究所使

用的 SMART 技术是一种较好的 cDNA 文库构建技

术，该方法利用逆转录酶 PowerscriptTMRT 的逆转

录和末端转移活性及内切酶 SfiⅠ的特性，可以在原

始材料较少的情况下(仅需 50 ng 的总 RNA)，快速、

高效地构建各种生物材料的全长 cDNA 文库。该方

法能够大幅提高具有完整的 5'末端克隆子在文库中



 
分子植物育种(网络版), 2012 年, 第 10 卷, 第 1549-1552 页 
Fenzi Zhiwu Yuzhong (Online), 2012, Vol.10, 1549-1552 
http://mpb.5th.sophiapublisher.com 

1551 

的比率，克服了其它许多构建文库的方法中不能完

整地合成完整 mRNA 的缺点，被广泛接受和使用。

然而，欲将该技术应用于黄麻 cDNA 文库的构建，还

有几个关键的细节必须把握。首先，在利用酚/氯仿

进行抽提和乙醇沉淀的过程中，由于 cDNA 量少，为

了避免 ds cDNA 损失过多，研究者通常会尽可能多

地吸回水相，这种操作习惯通常使酚有痕量残留，

严重抑制随后 SfiⅠ的消化。所以，应避免过多地吸

回水相。在这个操作过程中，胶回收是较好的纯化

方式。其次，为了获得插入片段较大的高质量文库，

cDNA 酶切后分级分离产物的收集至关重要。如图 3

中的第 11 号管，虽然大多数片段长度能达到预期的

要求，但是，由于其中可能含有小于 300 bp 的片段，

从而影响文库的质量，故在操作中将其舍弃。 

构建高质量的 cDNA文库是开展功能基因组学

研究及克隆优良性状基因的前提。库容量和插入片

段大小是衡量 cDNA 文库质量的两个重要指标。在真

核生物中，要从一个cDNA文库筛选低丰度的mRNA，

一般要求文库滴度达到 5×105 pfu/mL (刘铜等, 

2010)，本研究所构建的文库滴度达 1.9×106 pfu/mL，

具较高的覆盖度。在文库插入片段大小方面，一般而

言，插入片段越大，代表文库所包含的信息越完整。

本研究的插入片段在 0.5~2 kb 之间，暗示我们所构

建的文库具有一定复杂性和完整性。 

本研究利用 CLONTECH 公司提供的 SMART

方法，首次构建了高效的黄麻 cDNA 文库，经滴度测

定、插入片段的 PCR 鉴定等均符合 cDNA 文库的

质量要求，本研究为构建分子标记连锁图谱的探针筛

选和进一步开展黄麻的 EST 测序分析、目的基因克

隆及功能基因组学研究奠定了基础。 

3 材料与方法 
3.1 供试材料 

植物材料为黄麻(Corchorus olitorius L.)品种闽

引一号的种子，由福建农林大学祁建民教授提供。 

3.2 黄麻总 RNA 提取 

将湿滤纸置于培养皿上，取少量黄麻闽引一号

种子均匀撒于其上，在 25℃左右萌发并生长 8 d 左

右。本研究按 Qiagen Plant RNeasy Kit (QIAGEN)

试剂盒提供的方法提取黄麻幼苗总 RNA，材料用量

为 180 mg 左右。由于黄麻的 RNA 产量较少，本研

究连续重复使用 QIAGEN 的柱子两次，然后合并两

管，用紫外分光光度计测定 RNA 样品的浓度，并

用琼脂糖凝胶电泳检测RNA的完整性和相对浓度。 

3.3 黄麻 cDNA 文库的构建 

参照 SMART Ⅲ操作手册，取 1 µg 的黄麻总

RNA 逆转录成 cDNA 的第一条链(sscDNA)。取 2 µL
第一链的 cDNA 为模板，经 LD-PCR 扩增合成黄麻

的 ds cDNA。扩增的程序为：95℃ 1 min；(95℃ 5 s; 
68℃5 min) ×20 cycle。在 1%凝胶上电泳检测结果。

将经过蛋白酶K消化和SfiⅠ酶切后的黄麻ds cDNA，
用试剂盒提供的 CHROMA SPIN-400 柱对黄麻 ds 
cDNA 的酶切产物进行分级分离(单滴收集)，电泳

检测并回收大于 0.5 kb 的部分，使用乙醇作进一步

沉淀和干燥处理后，溶于 7 µL SDW 中备用。取 1 µL 
cDNA与 λTriplEx2 载体置于 16℃下连接反应过夜。

连接产物使用 Promega 公司提供的 Packagene 
Lambda DNA Packaging System 进行包装，然后加

入 500 µL SM buffer 和 20 µL 氯仿至包装结束后的

产物中，混匀并离心，沉淀细胞破碎物。在试管的上

清中已含有 phage，即为初级文库。为了后续研究方

便，在初级文库中加氯仿和 DMSO 后分装，每管为

5 µL，置于-70℃中保存。 

3.4 黄麻 cDNA 文库滴度与插入片段大小的测定 

本研究采用倍比稀释计数法来鉴定文库滴度，取

5 µL初级文库经 1×λ 稀释 Buffer 稀释(10 倍, 100 倍

和 1 000倍)后；各取 10 µL菌液用于文库滴度测定。

按照试剂盒说明书的方法，将经过鉴定的λTriplEx2

阳性克隆转化成 pTriplEx2质粒克隆(宿主菌为E. coli 

BM25.8 菌株)。文库插入片段大小的鉴定采用 5'和 3'

测序引物对克隆进行 PCR 扩增的方法进行。分别挑

取 86 个克隆于 86 个(含 5 µL H2O) 1.5 mL Epp-endorf

管中，于沸水中煮 5 min 后作为 PCR 扩增的模板，扩

增产物用 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测。 
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