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摘要：为筛选出与认知、记忆相关的脑部表达基因及基因家族，利用 *+,-./ 试剂从恒河猴大脑前额叶组织
抽提 总 +01，再 用 纯 化 试 剂 盒 从 总 +01 中 成 功 纯 化 出 2+01。按 照 3456467898 公 司 的 :;01 3<94=8>?> @?4

（"((#(!）、A1BC:;01 3<94=8>?> @?4（"((#((）和 A1BC:;01 D?76E6:F! D./G H/.9?97 @?4（"((#$(）三个试剂盒的
操作说明，构建了恒河猴大脑前额叶组织的 :;01 文库。文库总库容为 " I( J !(’ 克隆；绝大多数的 :;01 插入
片段#( I$ FK，平均长度$! I( FK；:;01 片段与噬菌体载体重组率为 )L I%M。文库各项指标均达要求，为克隆
大脑 BNH 区表达基因、测定基因编码区序列、揭示具有多种剪切组合模式等提供了可靠资源，也为相关基因表
达调控的研究提供了方便。
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在灵长类动物的进化历程中，以学习和记忆为 主的认知能力的提高及大脑容量的增加是其最为突
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出的特征之一。现代人的大脑容量是旧大陆猴（如

猕猴 !"#"#" $%&"’’"）脑容量的 !" #$ 倍，长臂猿的

%& #& 倍。与人类亲缘关系最近的灵长类———黑猩

猩（(") ’*+,&+-.’/0）相比，人的大脑容量也是其

容量的 & #’ 倍，其中尤以与高级认知功能关系最为

密切的前额叶区（()*+),-./0 1,).*2，345）的扩张最

为显著（67,8，!""%）。有限的基因组 9:; 序列的

比较研究表明，人类与灵长类的 9:; 序列极为相

似，如人类和恒河猴的基因编码区的序列相似度达

<=>（?/-@ *. /0，!""’；AB/C/ *. /0，!""!；D/E/F8)/
*. /0，%<<%；6/G/.H*) *. /0，%<IJ），而同黑猩猩的相似

度高达 <I #I>（KL*)BL*)@*) *. /0，!""!；48MHN/F/ *.
/0，!""!；57*- O PH，!""%；Q,,CF/- *. /0，%<<I）。因

此，9:; 序列上的相似性难以解释在认知能力和

其他表型上人类与非人灵长类的差异。就灵长类的

大脑发育过程而言，在人类进化过程中产生新基因

的可能性较小，很可能是参与神经细胞增殖、分化

和迁移的精细调控的一系列基因的变异（如基因表

达调控区和基因编码区的序列变异）导致灵长类种

间，特别是人类与非人灵长类之间在大脑容量和神

经网络的精细结构上产生了差异。

通过研究非人灵长类关键脑区（如前额叶区）

基因表达的模式和图谱，人们将能够找到在大脑组

织中特异表达的基因和基因家族。这些基因和基因

家族无疑同相关的认知功能存在密切联系，并将为

了解神经传导的网络结构和信号传导的生化路径提

供丰富的信息。前额叶皮层位于大脑最前端，具有

显著发达的颗粒第!层，以及广泛而复杂的传入和

传出神经联系，是惟一接受丘脑背内侧核直接投射

的新皮层，也是惟一向下丘脑有直接投射的新皮

层。前额叶皮层与纹状前视区、颞叶联合皮层、顶

叶联合皮层有纤维联系；与基底前脑、扣带回和海

马回有直接或间接联系。复杂的纤维联系决定了前

额叶皮层具有复杂的功能。哺乳动物进化程度越

高，前额叶皮层的面积也越大。灵长类具有发达的

前额叶皮层，人类的前额叶皮层占整个大脑面积的

约 !<>（67,8，!""%）。

基于上述背景，我们构建了猕猴大脑前额叶组

织的 19:; 文库，其主要目的是通过 19:; 文库，

克隆并测定代表灵长类物种大脑特异性表达基因的

一级序列，从文库中筛选出与认知、记忆相关的组

织特异性表达基因及基因家族，为揭示高级认知功

能的起源和遗传基础提供线索。

! 材料和方法

! "! 材 料

猕猴脑 345 组织 % #! @，来自 & 岁雄性猕猴。

19:; 6N-.7*BHB DH.（!""&"%）、R;3S19:; 6N-.7*BHB
DH. （ !""&"" ） 及 R;3S19:; QH@/(/1T " Q,0C
50,-H-@ DH.（!""&="）三个试剂盒和 UVWX,0 试剂来

自 6.)/./@*- 公司。FV:; 纯化试剂盒购于 YW;QK:
公司。U’、UJ 引物及其他试剂由上海生工公司和大

连宝生物公司提供。

! "# 方 法

% #! # % 总 V:; 提取 将猕猴用氯氨酮麻醉后，手

术取出脑 345 组织 % #! @，立即投入液氮冷冻。随

后把 345 组织转入研钵，在液氮中磨碎成粉末。

液氮完全挥发后，将粉末状样品转入盛有 %! FP
UVWX,0 且用 9K35 水处理过的 %= FP 离心管中。按

照说明书进行酚、氯仿抽提和冷乙醇沉淀。J=>冷

乙醇漂洗，干燥后将 V:; 溶入 ="#P 9K35 处理过

的水，室温溶解 ! 7。取出溶解的 V:; 溶液 %#P，

稀释 %"" 倍测 V:; 浓度和纯度。9K35 水处理的

%>甲醛变性琼脂糖凝胶电泳，检测 V:; 质量。

% #! # ! FV:; 的分离纯化 按照 FV:; 纯化试剂

盒说明书的要求，从总 V:; 中分离纯化 FV:;。

检测 FV:; 浓度和纯度，9K35 水处理的 %>甲醛

变性琼脂糖凝胶电泳检测 FV:; 质量。

% #! # ’ 19:; 合成及连接 按照试剂盒说明书，于

% #=#P 试管中加入 %" Z 第一链合成缓冲液 =#P、

甲基 化 C:U3 混 合 液 ’#P、A0H@,（CU）%! [ %I 引 物

（% #&#@ \#P）!#P、9K35 处理水 %J #=#P、V:; 酶

抑制酶（&" ] \#P）%#P，混匀，随后加入预变性

的 FV:;（" #%#@ \#P）!"#P。把 试 管 置 于 室 温

（!’ ^）%" FH-，加 % #=#P 6.)/./61)H(.U_反转录酶

（=" ] \#P）到反应体系中。&! ^温度育 % 7 后，将

试管转置于冰上。加入 %" Z 第二链合成缓冲液 !"

#P、合成的第二链 C:U3 混合物 I#P、无菌水 %"<

#P。混匀，加入 V:/B* ‘（% #= ] \#P）!#P 和 9:;
聚合酶$（< #" ] \#P）%%#P，置于 %$ ^冷浴 ! #=
7。加入平头反应 C:U3 混合物 !’#P 和克隆 (1%
9:; 聚合酶（! #= ] \#P）!#P，置于 J! ^热温 ’"
FH- 形成平头末端。用 U&9:; 连接酶连接 2#+V$
连接头，磷酸化 2#+V$连接头末端，再用 34+$
酶消化。获得的 19:; 片段用凝胶层析柱分级，抛

弃小于 " #= TL 的片段，剩余片段连接到 ]-HSR;3
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!" 载体上。

# $% $ & 噬菌体包装和测定噬菌体滴度 将连接到

’()*+," !" 载体上的 -./, 片段（约 % $0!1 2 % 3
#44 (5 2 %）立即分别加入两个融化的装有包装试剂

的试管中。置试管于室温（%% 6）下 #44 7)(。加

入 044!1 89 缓冲液，再加入 %4!1 氯仿，混均后

#% 444 2 ! 离心 #4 7)(。把上清液（包含噬菌体，）

轻轻转入两个新试管（-./, 文库，各约 044!1），

存放于& 6冰箱。用89缓冲液，按照# : #4、# : #44、

# : #444 的浓度稀释"; 噬菌体。再用 #4 77<= > 1
958?& 溶液将宿主菌（!1#*@=AB）稀释到 ?.C44 3
4 $0，以每 %44!1 为一份的方式，各取 D 份分别加

入到 D 个新试管中，D 个试管编号为 #、%、D 号。

把 D 种不同稀释浓度的"; 噬菌体各 #!1，按照从

高浓度到低浓度的顺序分别加入到 #、%、D 号三个

新试管中。将 D 个试管混合均匀，置于 DE 6 #0
7)(。将 D 71 熔化的 1F 琼脂培养基冷却到 04 6，

然后迅速加入 4 $0 7<= > 1 G"HI #0!1 和 !*5J=（%04
75 >!1）04!1，再将"; 噬菌体和宿主菌（!1#*
@=AB）的混合液加入，混合均匀后倒入 D 个对应编

号的 1F 培养基固体平板上，均匀铺开并凝固 #4
7)(。翻转平板，置于 DE 6温箱过夜培养。记数三

个平板上的噬菌斑。

# $% $ 0 "; 噬菌体的切开和环化 分别挑取 !1#*
@=AB 9KLM 和 8?1K 菌株的单菌落克隆，接种到加

有 #4 77<= > 1 958?& 和 4 $%N（O >P）麦芽糖的 0
71 1F 液体培养基中。DE 6，%44 Q > 7)(，摇床培

养过夜。各取 #44!1 上述培养液，分别转接 & 71
与上同样的培养基中，D4 6，%44 Q > 7)(，摇床培

养 R S。!1#*@=AB 9KLM 和 8?1K 菌株的 ?.C44值分

别达到 % $CC 和 D $#4。# 444 2 ! 离心 #4 7)(，弃上

清液。用 #4 77<= > 1 958?& 的溶液重新悬浮 !1#*
@=AB 9KLM 和 8?1K 菌株，使它们的 ?.C44值分别

为： ?.C44 （ !1#*@=AB 9KLM ） 3 # $4R； ?.C44

（8?1K） 3 4 $TRT。在一个 # $0 71 的离心管中加入

%44!1 上述含有 !1#*@=AB 9KLM 的 #4 77<= > 1 95*
8?& 溶液、%4!1 -./, 库中的噬菌体溶液和 #!1
PU8*9#D 辅 助 噬 菌 体，混 合 均 匀，DE 6 培 养 %D
7)(；转入 04 71 新离心管，加入 % 71 1F 液体培

养基，随后 DE 6、%44 Q > 7)( 摇床培养 # S。E4 6
加热 %4 7)(。吸出 # 71 1F 液体培养基到 # $0 71
离心管中，# 444 2 ! 离心 #4 7)(，将上清液转入新

的 # $0 71 离心管中。吸出 #!1 上清液，加入到新

的 # $0 71 离心管中。同时，将前面的 8?1K 菌株

的 #4 77<= > 1 958?& 溶液（?.C44 3 # $4R）取出 %44

!1，加入到离心管中，混合均匀并置于 DE 6温育

#0 7)(。将试管从 DE 6转移至室温（%% 6），分别

加入 G"HI #4!1，!*5J= #44!1。混合均匀，置于

DE 6 #0 7)(，把试管中的全部混合液涂在含有氨

苄青霉素（04!5 > 71）的 1F 琼脂平板上。DE 6培

养过夜，记数大肠杆菌菌落。

# $% $ C 文库质量鉴定 将上一步中 DE 6培养过夜

的 1F 琼脂平板取出，置于 & 6冰箱 #4 S，使非重

组菌落充分显示蓝色，计数白色菌落和蓝色菌落。

-./, 片段插入"*+," 载体的大肠杆菌克隆表现为

白色菌落，载体中没有插入 -./, 片段的大肠杆菌

克隆表现为蓝色菌落。白色菌落占总菌落数的比例

就是 -./, 片段与噬菌体的重组率。用宝生物的普

通 HJV 酶试剂盒，随机选取 TC4 个白色菌落作模

板，扩增插入的 -./, 片段。扩增程序如下：每个

%44!1 试管中加入 E#!1 去离子水，用灭菌牙签轻

蘸白色菌落后再转入去离子水中蘸一下。将试管置

于 T0 6使细菌裂解，#4 7)( 后立即转置于冰浴中

冷却。按试剂盒说明，分别加入 #4 2 "UK 缓冲液、

W/H"、引物和 HJV 酶，终体积为 #44!1。扩增条

件：T& 6，0 7)(；T& 6，D4 X，00 6，D4 X，E%
6，% 7)(，D0 个循环；最后 E% 6，延伸 E 7)(。

取 0!1 反应液在 # $0N浓度的 HFY 琼脂糖凝胶上，

0 P > -7 电泳 &4 7)(。紫外成像，对照电泳标记大小

记录结果并保存电泳图。

! 结 果

! "# 总 $%& 提取和 ’$%& 的分离纯化

高质量的总 K/, 和 7K/, 是构建高质量 -./,
文库的基本条件。我们用液氮冷冻研磨猕猴脑 "LU
组织，用 G(Z)[QB5B( 公司的 HKG\<= 试剂提取总 K/,。

检测 K/,，其 ?.%C4 > %R4 3 # $T#。电 泳 结 果 显 示：

%R"、#R" 和 0" 三条带比较清晰，K/, 几乎没有

降解。%R" 带的亮度约是 #R" 带的两倍（图 #,）。

使用 ]G,IY/ 公司的 7K/, 纯化试剂盒，得到了高

质量的 7K/,。电泳结果表明：7K/, 产物呈现连

续的带状分布，看不到 %R"、#R" 和 0" 三条带，

产物是纯的 7K/, 分子（图 #F）。

! "! ()%& 文库描述

% $ % $ # 文库滴度和库容 文库的"噬菌体溶液总

体积是% 2 044!1。噬菌体滴度测定结果见表#。噬

E%DD 期 李 易等：恒河猴大脑前额叶 -./, 文库的构建



图 ! 猕猴大脑前额页区提取的总 "#$（$）和 %"#$（&）电泳图

’() * ! +,- -.-/012%213, 24 0205. "#$（$）567 %"#$（&）-8015/0-7
412% 31-41265. /210-8 24 0,- 1,-9:9 %26;-<

电泳图点样孔上方的数字表示同一样品点了两个样孔。

+,- 6:%=-19 (67(/50- 0,- 0>2 .56-9 .257-7 >(0, 0,- 95%- 95%3.-9 *

菌体滴度平均数!? @A B !AC（34: D %E），文库的总库

容为 ? B A @F %E B ? @A B !AC D %E G ? @A B !AC（克隆）。

? @? @ ? /H#$ 插入片段长度 通过 IJ"，用 +K、

+L 引物对，随机选取 MCA 个白色克隆扩增 /H#$ 插

入片段，从中选取了 ?FF 个电泳效果比较好的克隆

片段作为统计样本。根据电泳图中各个克隆 /H#$
插入片段的大小，除去 +K、+L 和质粒片段的长度，

统计结果见表 ?。结果表明，/H#$ 插入片段大多

位于 ? @A—A @F ;= 之间，极少数的 /H#$ 插入片段

小于 A @F ;=，平均长度!! @A ;=（表 ?、图 ?）。

? @? @ K /H#$ 片段插入!NO$I 载体的重组率 加

入 PI+Q、RN)5.、氨苄青霉素的 E& 琼脂平板，KL
S培养过夜后放入 T S冰箱 !A ,。菌落数的统计结

果为：! FAA 个克隆中有 T! 个蓝色克隆，/H#$ 片

段插入!NO$I 载体的重组率为 ML @KU。

表 ! 猕猴大脑前额叶 "#$% 文库滴度测定结果

&’( ) ! &*+ ,+-./0 12 030+,40+-0356 35 0*+ "#$%4/3(,’,7 12 0*+ 8,+2,150’/ "1,0+9 12 0*+ ,*+-.- :15;+7

平板编号

#:%=-1 24 3.50-9
稀释倍数

H(.:0-7 0(%-9

稀释后滴度

+(0-1 24 7(.:0-7 .(=151<
（34: D %E）

文库滴度

+(0-1 24 .(=151<
（34: D %E）

! !A ? @AF B !AF ? @AF B !AC

? !AA ! @M B !AT ! @M B !AC

K ! AAA ? @A B !AK ? @A B !AC

平均值 $V-15)- V5.:- !? @A B !AC

表 < 猕猴大脑前额叶 "#$% 文库 "#$% 插入片段长度

&’( ) < =+560* 12 35-+,0+> "#$% 2,’6:+50- 35 0*+ "#$%4/3(,’,7 "15-0,."0+>
/H#$ 长度

E-6)0, 24 /H#$（=3） "!AAA "LFA "FAA W FAA
平均长度

$V-15)- .-6)0,!! AAA =3
克隆数 #:%=-1 24 /.26-9 !T! XT ?C T 克隆总数 +205. 6:%=-1 24 /.26-9 G ?FF
占总数的百分数 I-1/-605)-（U） FF @K K? @M !A @? ! @FL
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图 ! 部分克隆的 "#$% 插入片段电泳图

&’( ) ! *+, ,-,"./010/2+ 03 ’45,/.,6 "#$%5 ’4 501, "-04,5
7：表示分子量标记，样品为随机选取的 "#$% 插入片段，空白泳道表示克隆的

89: 扩增反应失败。

7 ’5 .+, 10-,";-</ =,’(+. 1</>,/ <46 5<12-,5 =,/, /<4601-? 2’">,6 3/01 .+, "#$% "-04,5 )
@-<4> -<4,5 ’46’"<., ;45;"",553;- 89: 03 "-04,5 )

! 讨 论

本文构建的 "#$% 文库是原始经典库，"#$%
插入片段不经过 89: 扩增。因此，各个基因表达

的 1:$% 模板量没有人为增加或减少其在库中所占

比例。这样，从根本上保证了每个基因在文库中表

达的克隆数比例与实际情况相符。根据文库中各个

基因表达的克隆数所占之比例，可以推测出该基因

的实际表达量的高低；但这也会导致 "#$% 文库的

的滴度不易提高，整个文库的容量不容易做大。不

过，我们采用了 A./<.<(,4, 公司的 "#$% 文库构建

系统，它具有高效率的 "#$% 反转录和合成机制，

以及高效率的连接反应系统和高质量的!BC%8 噬菌

体载体系统。再加上高质量的 1:$%，完全可以弥

补 "#$% 文库的不足。

文库质量的高、低主要体现在其库容、插入

"#$% 片段的大小和文库 "#$% 片段重组率三个方

面。文库必须具备有足够量的克隆数，才能保证基

因组 "#$% 中的每个序列至少有一个拷贝存在于重

组文库中。达到此要求的条件：（D）文库容量不低

E!FF 期 李 易等：恒河猴大脑前额叶 "#$% 文库的构建



于 ! "# $ !%& 个克隆（’()*+,,- ./ (0，1%%!）；（1）

为了保证 2345 片段的完整性，插入片段的平均长

度不能低于 ! "% -*（6(78 ./ (0，1%%9；:;7 ./ (0，
1%%9；<(7(-( ./ (0，!==>）；（?）文库重组率不能

低于 =%@。我们构建 2345 文库的滴度（ABC D )E）

是 1 "% $ !%> 克隆 D )E，总库容为 1 $ !%> 个克隆；

绝大多数的插入片段长度不小于 % "& -*，&& "?@的

片段大于 ! -*，平均长度大约 ! "% -*；文库重组率

达 =# "?@。文库的各项指标均达到或超过基本要求

（’()*+,,- ./ (0，1%%!）。

构建动物整个脑组织 2345 文库的工作已有报

道（FG(+( ./ (0，!==#；H(0IJKC00.+ ./ (0，!==&；L+,,-.M
./ (0，!==&；’(M(-; ./ (0，!==9；H,*(N(MG; ./ (0，!==!；

O(0-.+ ./ (0，!=P=），但构建非人灵长类动物大脑某

一特定组织 2345 文库的工作比较少。尤其是仅仅

针对猕猴大脑的某个区域（如 QKR 区）构建 2345
文库的工作，则未见报道。猕猴脑组织 QKR 区 23J
45 文库的建立，为克隆大脑 QKR 区特异表达的基

因产物、测定基因编码区的序列、揭示具有多种剪

切组合（(0/.+7(/;S. MA0;2;78）基因的剪切模式等都

提供了可靠的资源。通过测定猕猴大脑 QKR 区特异

表达基因的 2345 一级序列，并同人的同源序列进

行比较，以分析基因编码区变异的模式及其同大脑

信号传递的关系。该文库的建立，也为未来相关基

因表达调控的研究提供了方便，如通过转基因在真

菌和哺乳动物细胞系体系中进行基因表达调节和基

因效应的研究等。
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