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雷蒙德氏棉DNaseI高敏感位点(DHSs)文库构建方法

王惠敏1,2,刘玉玲2,韦洋洋2,张树林2,刘震2,卢全伟2,杨太有1,彭仁海1,2

(1.河南师范大学 生命科学学院,河南 新乡453007;2.安阳工学院 生物与食品工程学院,河南 安阳455000)

摘 要:染色质DNA对DNaseI表现出高敏感性的位点(DNaseIhypersensitivesites,DHSs)多是顺式作用

元件所在的位置,包括启动子、增强子、调节子和衰减子等.研究DHSs位点的数目及其动态变化是探明顺式作用元

件功能、揭示基因表达调控机制,乃至进行基因编辑和创新遗传材料的重要辅助手段.本文借鉴水稻和拟南芥DHSs
文库构建方法,通过优化设计,初步建立了二倍体雷蒙德氏棉(GossypiumraimondiiD5)的DHSs文库,为深入进行

棉花功能基因组研究奠定基础.
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染色质DNA对DNaseI表现出高敏感性的位点(DNaseIhypersensitivesites,DHSs)是核小体缺乏的

区域,容易被DNaseI识别、酶切而引起DNA的降解[1-2],DHSs通常是启动子、增强子、调节子和衰减子等

顺式作用元件所在的位置[3-4].DHSs研究开始于20世纪70年代[5-7],首先在果蝇中检测到DHSs[8],随后

在酵母[9]、线虫[10]和人类[11]等生物中进行了相关研究.植物因为具有细胞壁、细胞质富含次生代谢物质等原

因,DHSs研究较为滞后,Zhang等首先在水稻[12]中开展DHSs研究,建立了较为成熟的DHSs研究技术,并
在拟南芥[13]和番茄[14]等植物中应用.

棉花是重要的天然纤维作物,棉花细胞富含多糖、单宁和棉酚等代谢物质,其基因组研究远滞后于水稻

和拟南芥等模式植物.棉花DHSs研究仅见陆地棉不同品系[15],而作为异源四倍体D亚组的供体种,雷蒙德

氏棉的DHSs研究尚未见报道.有鉴于此,本文针对雷蒙德氏棉细胞特殊性,开展雷蒙德氏棉DHSs文库构

建方法优化,在材料选择、酶切浓度确定、载体连接等方面形成一套完善的技术体系,获得质量较高的DHSs
文库.

1 材料与方法

1.1 实验材料

二倍体D基因组雷蒙德氏棉(GossypiumraimondiiD5)幼叶取自中国农业科学院棉花研究所.鉴于雷

蒙德氏棉不易栽培且成活率低、棉花细胞富含次生代谢物质的特性,本实验选择老株上的嫩叶进行细胞核的

提取.
1.2 细胞核的提取、酶切和包埋

本研究参照Zhang等的方法[16],用包埋法固定高分子量DNA(HighmolecularweightDNA,HMW-
DNA),以减少HMW-DNA的损伤,细胞核提取液中针对雷蒙德氏棉细胞特殊性,添加2%(m/v)PVP40
(Sigma)、体积分数为0.4%TritonX-100(索莱宝)和蔗糖.利用DNaseI(愚公生物)对获得的细胞核进行酶
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切,固定温度37℃和时间10min.在最佳酶切浓度的选定中设计了预实验和实验两个部分,在预实验中确定

最佳酶切浓度的范围,实验确定最佳酶切浓度.酶切后加入反应终止液和2%(m/v)的低熔点琼脂糖(Sig-
ma),充分混合后加入DNA胶块模具中制成80μL的小胶块.最后将制好的胶块在10mL十二烷基磺酸锂

缓冲液(Sigma)中37℃水浴过夜,以去除大分子蛋白质.
1.3 检测DNaseI的酶切质量

使用50mMpH为8.0的EDTA缓冲液清洗胶块5次,每次1h,去除十二烷基磺酸锂缓冲液的残留,
然后,取1/2胶块放入点样孔中,脉冲场电泳(Bio-Rad)检测最佳酶切浓度和酶切质量.
1.4 Adaptor1和Adaptor2的连接

选取酶切浓度较为合适的胶块提取高分子量 DNA,加入 T4DNA 连接酶(Promega)和 Adaptor1
(Takara)后20℃过夜连接,连接时设计不同的连接比例(Adaptor1与大片段DNA的摩尔比例1∶3、1∶8
和1∶15),并使用低熔点琼脂糖凝胶电泳分离出连接Adaptor1的高分子量DNA,经检测达到预期浓度后,
用MmeI(NEB)酶切,获得已连接 Adaptor1的20bp左右的DNA片段,磁珠(Invitrogen)回收后,加入

Adaptor2(Takara),室温连接4h.
1.5 产物的扩增和提纯

连接了Adaptor1和2并吸附于磁珠上的产物,经98℃30S;12个循环的98℃10S,60℃30S,72℃
15S;72℃7min的程序进行PCR扩增后,用(m/v)12%的聚丙烯酰胺凝胶电泳回收纯化,再用13μL的

10mMTris-HClpH8.0溶解DNA沉淀,检测浓度合格,即得DHSs文库.
1.6 文库的检测

将制得的DHSs文库制备单克隆,随机挑取10个左右的单克隆送上海生工有限公司进行测序,并使用

DNAMAN软件进行序列比对分析.

2 结果与讨论

2.1 细胞核提取

高质量的细胞核提取是获得DHSs可靠数据的前提.针对棉花细胞的特性,首先,为了彻底破坏细胞壁

和其他纤维结构,释放细胞核,将样品用液氮充分研磨1h以上,在研磨的过程中保证液氮不干,研磨充分后

连同液氮一起转入冰冻的离心管中,-80℃保存备用.其次,细胞核提取液中不添加或添加PVP40进行比

较,不加PVP40所制得的胶块颜色呈现黄褐色,是因为被棉花细胞中次生代谢物氧化的结果,细胞核提取质

量不高(图1a),而添加2%(m/v)浓度的PVP40后

所制得的胶块,细胞核提取质量高(图1b),因此实

验确 定 在 细 胞 提 取 液 中 加 2% (m/v)浓 度 的

PVP40.再者,洗涤液中TritonX-100的用量非常关

键,高浓度的TritonX-100损害外核膜使细胞核更

脆弱,从而导致细胞核降解,低浓度的TritonX-100
又不能很好地去除叶绿体等杂质,因此,TritonX-
100的浓度应根据不同的组织和物种的特性以及洗

涤次数进行适当调整,我们设计了不同的浓度,结
果表明在雷蒙德氏棉幼叶中确定的最佳用量是0.
4%.经过以上处理,所提取的细胞核质量较高,满足

后续实验需要.
2.2 最佳DNaseI用量的选择

最佳酶切浓度是DHSs文库构建中较为关键的步骤之一,因为DHSs文库构建不仅要有较高的DNA
起始浓度,而且要保证高质量的完整酶切位点.本研究采用固定酶切时间和温度,调整酶切浓度以达到最佳

酶切效果.首先是预实验,取5g叶子所提取的细胞核悬浮液,分成8等份,分别加入10-5U,10-4U,10-3
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U,10-2U,10-1U,1.0U,4.0U,10U的DNaseI,37℃孵育10min,每3min轻弹混匀,酶切结束后立即置

于冰上,并快速加入酶切终止缓冲液,初步确定最佳酶切浓度在0.1U至1U之间,脉冲场电泳检测(图2a).
取与预实验等体积等浓度的细胞核悬浮液,分成8等份,在0U至1U之间设定0U,0.08U,0.12U,0.2U,

0.4U,0.6U,0.8U,1.0U8个不同的酶切浓度.然后进行脉冲场电泳检测(图2b).由电泳结果图可以看出酶

切浓度在0.4U时细胞核已充分酶切,且大片段主要集中在50~225kb之间,所以确定酶切浓度在0.4U时

为最佳酶切浓度.需要注意的是,为了使实验具有可参考性,两次实验所用的细胞核的浓度和体积要相同.

2.3 高分子量DNA的回收和Adaptor1的连接

为了减少对大片段 DNA 造成的机械损伤,本研究使用低熔点琼脂糖回收 Adaptor1连接之后的

HMW-DNA,低熔点琼脂糖回收法[16]可以回收到更加完整的高分子量DNA,重要的是对DNA分子平末端

的损害较小.电泳过程中不能使用过高的电压,以免胶块受热融化,为防止交叉污染所用的TBE缓冲液必须

是新配置,在紫外灯下切取目的片段时要准确快捷,准确确定目的片段,避免切割多余的琼脂糖,影响回收效

果.苯酚-氯仿抽提法回收时,要涡旋2min,使溶胶液与目的片段充分混合,但长时间的涡旋可能导致DNA
大片段的断裂,因此涡旋时间不宜过长.

本研究选用的T4DNA连接酶在20℃连接过夜,这一步的关键是确定Adaptor1和目的片段的连接比

例,我们得到的目的片段浓度约在500~800ng·μL-1之间,设计了Adaptor1与大片段DNA的摩尔比例

进行了1∶3、1∶8和1∶15的比例.结果发现1∶8的连接比例最佳,连接率最高(图3a).当Adaptor1与大

片段DNA的摩尔比1∶15时体系中接头的浓度过低,影响Adaptor1与大片段DNA的碰撞进而导致连接

效率过低(图3b);1∶3的比例又会造成Adaptor1过剩(图3c),形成接头自连条带.因此,最佳连接比例的

确定至关重要.另外,研究发现,50μL体积为不影响回收效率的最佳连接体系.
2.4 Adaptor2的连接及目的条带的扩增和纯化

研究中发现,Adaptor2连接的关键影响因素是连接温度,我们用同一批样品分别在不同的温度下做

Adaptor2的连接,出现三种情况:一是连接温度在20~22℃,在100bp和90bp处各出现一条带,经检测

发现位于100bp处的是目的条带(图4a);二是连接温度在25℃,出现一条100bp的条带,经检测全部为目

的条带(图4b);三是连接温度在28~30℃,出现一条90bp的条带,经进一步检测这条带并不是目的条带,
是两个接头的自连带(图4c).因此确定连接温度25℃最为合适.Adaptor1和Adaptor2连接之后,文库的

目的片段在100bp左右,在PCR扩增时过多的循环数会导致引物二聚体的产生,影响DHSs文库的质量,
一般采用12个循环,如果获得的文库质量较低可以将循环数增至13个,以确保获得足够的DHSs文库浓

度.为了达到测序所需要的浓度(3nM),可以减少回收液Tris-HCl的体积以增大产物浓度,根据测序要求产
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物最低体积不能低于9μL.用Nanodrop2000初步检测文库质量.

2.5 DHSs文库的检测与保存

将符合图4b所回收纯化的高

质量样品做单克隆,测序结果经

DNAMAN软件比对,结果表明,
目的片段的两端 分 别 连 接 上 了

Adaptor1和 Adaptor2,中间部分

为预期长度的目的片段(图5a).同
时,将图4a和c中所获得的90bp
的片段做单克隆后测序,没有出现

连接产物中间预期的目的片段(图

5b).连接后的检测是非常必要的,
一是因为文库片段较小,在分辨率

不高的情况下,不能准确辨认出中间是否连接有目的片段;二是由于初次在雷蒙德氏棉中构建DHSs文库,
需要准确确定目的片段连接成功后,才能进行后续实验,获得预期结果.文库建成后,必须将文库保存在无

RNA的管中,并应立即放于-80℃的超低温冰箱中,以保持文库的稳定性,避免污染.

3 结 论

DHSs文库构建后进行测序和生物信息学分析,成为一种高效快捷鉴定基因组中顺式作用元件的方法,

除了在一些动物和模式植物上有较为成熟的研究应用外[8-12],在基因组较大的多倍体植物中研究应用还具

有一定的难度.棉花是全球最重要的经济作物之一,也是研究植物单细胞发育最理想的模式植物.雷蒙德氏

棉是公认的异源四倍体D亚组供体种之一[17],具有提高纤维品质、抗旱、抗病及抗虫的潜质[18].随着雷蒙德

氏棉基因组测序的完成[19-20],构建雷蒙德氏棉DHSs图谱,开展重要农艺性状相关基因的调控机理研究显
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得非常重要.本研究就雷蒙德氏棉DHSs文库的构建,形成了一套较为成熟的技术方法,为深入进行雷蒙德

氏棉功能基因挖掘,乃至其他植物的相关研究提供借鉴.
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ConstructionofGossypiumraimondiiDNaseIhypersensitivesitelibrary
WangHuimin1,2,LiuYuling2,WeiYangyang2,ZhangShulin2,LiuZhen2,LuQuanwei2,YangTaiyou1,PengRenhai1,2

(1.CollegeofLifeSciences,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China;

2.CollegeofBiologyandFoodEngineering,AnyangInstituteofTechnology,Anyang455000,China)

  Abstract:DNaseIhypersensitivesites(DHSs)usuallyarelocationsofthecis-regulatoryelementsonchromatin,suchas
promotors,enhancers,regulatorsandattenuators.StudyonthenumberanddynamicchangesofDHSsamongthewholegenome
isanimportantauxiliarymeanstounderstandthefunctionofcis-regulatoryelements,revealgeneexpressionregulationmecha-
nism,andevencreatenewgeneticmaterialusinggeneticediting.BasedontheconstructionofDHSslibraryinriceandArabidop-
sisthaliana,DHSslibraryconstructionaboutdiploidcottonGossypiumraimondii(D5)wasestablished,whichwilllaythe
foundationforfurtherresearchonfunctionalgenomicsincotton.

Keywords:Gossypiumraimondii;DNaseIhypersensitivesites(DHSs);cis-regulatoryelements;libraryconstruction
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