
第３５卷第１期
２０１１年１月 　

水　产　学　报
ＪＯＵＲＮＡＬＯＦＦＩＳＨＥＲＩＥＳＯＦＣＨＩＮＡ

Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１
Ｊａｎ．，２０１１

文章编号：１０００－０６１５（２０１１）０１－００２７－０８ ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１２３１．２０１１．１７１３６

收稿日期：２０１００９２８　　　修回日期：２０１０１１１１

资助项目：农业部“九四八”项目（２０１０－Ｚ５６）；国家“八六三”高科技研究发展计划（２００７ＡＡ１０Ｚ１６５）；国家自然科学基金委员会与

香港研究资助局联合科研基金（３０８３１１６０５０８）；国家自然科学基金（３０８７１９５，３０７７０２７２，３１０３００６３）；教育部博士点基金项

目（２００９０１８２１１０００８）；重庆市科委攻关项目（ＣＳＴＣ，２００８ＡＣ１０１６）；重庆市自然科学基金项目（ＣＳＴＣ，２００８ＢＢ１００６）

作者简介：李明辉，吴风瑞为同等贡献作者

通讯作者：王德寿，Ｔｅｌ：０２３－６８２５３７０２，Ｅｍａｉｌ：ｗｄｅｓｈｏｕ＠ｓｗｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

尼罗罗非鱼微阵列 Ｆｏｓｍｉｄ基因组文库的构建及基因筛选

李明辉＃，　吴风瑞＃，　熊传奇，　曾　圣，　杨世杰，　叶　凯，　蒋汶洮，　
孙运侣，　黄宝锋，　魏莹莹，　焦　静，　顾　源，　王德寿

（西南大学生命科学学院，淡水鱼类资源与生殖发育教育部重点实验室，重庆　４００７１５）

摘要：以ｐＣＣ２ＦＯＳ为载体构建尼罗罗非鱼Ｆｏｓｍｉｄ基因组文库，共挑选１１５２００个单菌落，保
存在３００块３８４孔样品板中，构建４８００个行池、７２００个列池、３００个板池和２５个超级池，形
成微阵列，并对其进行复制备份。该文库插入片段平均长度约为４０ｋｂ，覆盖约罗非鱼基因组
的３倍。连续传代实验研究表明，文库具有良好的稳定性。由于构建超级池－板池－行、列池
三级池系统形成的微阵列，有助于快速、准确、有效地筛选目的基因，仅需７７个 ＰＣＲ反应（超
级池２５＋板池１２＋行池１６＋列池２４）就能筛选到含有目的基因的一个单克隆，解决了普遍存
在的文库筛选难题。通过文库尝试筛选１８个与性别分化和生长相关基因，均获得２～５个阳
性克隆，说明文库具有较好的实用性。
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　　高分子量基因组文库（ｇｅｎｏｍｉｃｌｉｂｒａｒｙｗｉｔｈｈｉｇｈ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｉｎｓｅｒｔｓ）是开展基因组学研究，如基
因的图位克隆［１］、物理图谱的构建［２］、分子标记的发

掘［３－４］、染色体定位［５］、全基因组测序和比较基因组

学研究［３］等的必备工具。稳定的大片段基因组文库

是生物基因组结构和功能分析的基础。Ｆｏｓｍｉｄ载体
系统是近年来应用较为广泛的构建大片段文库的新

载体，其含有大肠杆菌Ｆ因子的黏粒（ｃｏｓｍｉｄ）［６］，既
具有黏粒载体增殖与包装效率高的优点，又有大肠

杆菌Ｆ因子单拷贝、稳定性高、随机性好的特性；同
时载体上又有一个可诱导的ｏｒｉＶ高拷贝复制起始
点，需要时可诱导达到高拷贝（５０个左右），便于下游
指纹图谱、末端测序、染色体定位等工作的开展。与

细菌人工染色体（ｂａｃｔｅｒｉａｌａｒｔｉｆｉｃｉａｌｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ，
ＢＡＣ）相比，Ｆｏｓｍｉｄ载体可诱导增殖，便于操作。目
前已广泛应用于条斑紫菜（Ｐｏｒｐｈｙｒａｙｅｚｏｅｎｓｉｓ）［６］、
大猩 猩 （Ｐｏｎｇｏｐｙｇｍａｅｕｓ）［７］、绿 头 鸭 （Ａｎａｓ

ｐｌａｔｙｒｈｙｎｃｈｏｓ）［５］、海鞘（Ｂｏｔｒｙｌｌｕｓｓｃｈｌｏｓｓｅｒｉ）［１］、栉孔
扇贝 （Ｃｈｌａｍｙｓｆａｒｒｅｒｉ）［８］、长 臂 猿 （Ｎｏｍａｓｃｕｓ
ｌｅｕｃｏｇｅｎｙｓ）［９］、黄瓜（Ｃｕｃｕｍｉｓｓａｔｉｖｕｓ）［１０］和半滑舌
鳎（Ｃｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓｓｅｍｉｌａｅｖｉｓ）［１１］等物种基因组文库的
构建，大大促进了这些物种功能基因组学研究，但在

鱼类的应用较少。此外，由于Ｆｏｓｍｉｄ克隆插入片段
较大（３０～５０ｋｂ），成为制备单拷贝探针的理想材料。
ＷＡＮＧ等［１１］采用荧光原位杂交技术（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）成功将半滑舌鳎 ４个
Ｆｏｓｍｉｄ克隆进行染色体定位；ＺＨＮＡＧ等［１２］成功地

将Ｆｏｓｍｉｄ克隆定位到栉孔扇贝的染色体上，实现对
栉孔扇贝５对染色体的区分。

尼罗罗非鱼（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）隶属于鲈
形目（Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ），丽鱼科（Ｃｉｃｈｌｉｄａｅ），罗非鱼属
（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ），具有适应性强，繁殖力高，抗病力
强和肉味鲜美等特点，是联合国粮农组织向世界各

国推荐的优良养殖对象。目前，我国已成为全球最
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大的尼罗罗非鱼生产国和出口国。尼罗罗非鱼在

生长速度上显示明显的性别二态性，雄鱼比雌鱼生

长快约５０％。因此，通过对其性别决定与分化的分
子机制的研究［１３－１４］，建立分子辅助选育技术

（ｍａｒｋｅｒａｓｓｉｓｔｅｄｓｅｌｅｃｔｉｏｎ），获得全雄种群进行单
性养殖以提高产量与经济效益是水产养殖的发展

方向［１５］。尼罗罗非鱼基因组信息相对缺乏，制约

了许多研究工作的深入开展，因此Ｆｏｓｍｉｄ文库的
构建不仅可用于筛选雌、雄性别特异的ＤＮＡ片段
标记，进而通过基因组步移分离与性别决定和分化

相关基因，阐明尼罗罗非鱼性别决定的分子机制，

建立分子标记辅助选育技术；还可以为构建遗传连

锁图谱和数量性状基因座位（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｔｒａｉｔｌｏｃｉ，
ＱＴＬ）定位等方面起到辅助作用，为培育出抗病、抗
寒、生长快速、肉味鲜美的良种鱼奠定基础。本研

究以ｐＣＣ２ＦＯＳ为载体成功构建尼罗罗非鱼的大片
段基因组文库，为该物种后续的基因组学研究、性

别决定的分子机制、分子标记和遗传改良育种等研

究工作的深入开展提供重要的工具。

１　材料与方法
１．１　实验材料

本实验用尼罗罗非鱼（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）
于２００７年从日本国立基础生物学研究所引进，在
西南大学（重庆北碚）培育建系。选取１０月龄雄
鱼一尾，活体解剖后取精巢、肌肉和鳍条 ３个样
品，无水乙醇脱水后，４℃保存。
１．２　主要试剂

本实验采用美国Ｅｐｉｃｅｎｔｒｅ公司ＣｏｐｙＣｏｎｔｒｏｌＴＭ

Ｆｏｓｍｉｄ文库构建试剂盒，限制性内切酶ＮｏｔⅠ、ＥｃｏＲⅠ
和ＨｉｎｄⅢ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶试剂盒购自ＴａＫａＲａ公
司，酚、氯仿、无水乙醇等为国产试剂。

１．３　方法
尼罗罗非鱼基因组 ＤＮＡ的提取　　采用

酚／氯仿法［８］提取基因组ＤＮＡ，取３０μｇＤＮＡ于
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中用２００μＬ的吸头轻轻吹打随机剪
切ＤＮＡ，１．０％低熔点琼脂糖凝胶电泳，－２０℃
保存备用。

ＤＮＡ片段的末端修复　　利用Ｆｏｓｍｉｄ文库构
建试剂盒提供的Ｔ４ＤＮＡ聚合酶将外源ＤＮＡ片段
进行末端补齐和５′端磷酸化处理，进行末端修复，并
检测修复后的浓度。末端修复按照试剂盒提供的说

明书进行，反应体系总量为 ４０μＬ，含 １０×Ｅｎｄ
ＲｅｐａｉｒＢｕｆｆｅｒ４μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰＭｉｘ４μＬ，１０

ｍｍｏｌ／ＬＡＴＰ４μＬ，ＥｎｄＲｅｐａｉｒＥｎｚｙｍｅＭｉｘ２μＬ和
提取的ＤＮＡ１０μｇ，室温下温育４５ｍｉｎ，７０℃１０ｍｉｎ
终止末端修复酶活性，并检测修复后的浓度。

连接与包装　　取 ０．２５μｇ末端修复后的
ＤＮＡ，加入ｐＣＣ２ＦＯＳＶｅｃｔｏｒ０．５μｇ，并加入２μＬ
Ｔ４ＤＮＡ连接酶，总体系１０μＬ，１６℃连接２０ｈ。
冰上融化包装蛋白，取２５μＬ包装蛋白３０℃包装
９０ｍｉｎ，然后再加２５μＬ包装蛋白，３０℃包装９０
ｍｉｎ。最后加入１ｍＬＰＤＢ（ｐｈａｇｅｄｉｌｕｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ）
和２５μＬ氯仿。

滴度计算　　将包装产物按照１０２、１０４、１０５、
１０６梯度稀释，分别取１０μＬ稀释产物感染宿主菌
ＥＰＩ３００ＴＭＴ１Ｒ，３７℃温育２０ｍｉｎ，涂板、３７℃倒置
培养 ２０ｈ，根据公式：滴度（ＣＦＵ／ｍＬ）＝（菌落
数×稀释倍数×１０３μＬ／ｍＬ）／所用稀释未扩增文
库的量（μＬ），计算滴度。

插入片段大小分析　　随机挑取１０个克隆
分别接种于１０管盛有１ｍＬ含氯霉素的ＬＢ液体
培养基的离心管中，并加入１μＬ诱导液过夜培
养，采用碱裂解法提取质粒 ＤＮＡ［６］，ＮｏｔⅠ酶切，
方法按照Ｔａｋａｒａ说明书进行，电泳检测并计算平
均插入片段大小。

文库的稳定性分析　　随机挑取９个克隆分
别接种于ＬＢ液体培养基中继代培养６ｄ，提取培
养第１天（约２０代）和第６天（约１００代）菌液的
质粒ＤＮＡ，经ＥｃｏＲⅠ和ＨｉｎｄⅢ３７℃酶切５ｈ，电
泳检测质粒酶切情况。

克隆的挑取、池的构建及备份保存　　（１）Ａ
板的构建：将１１５２００个单菌落从培养板上一一挑
至３００块３８４孔深孔板，每孔中加入３００μＬ培养
基，３７℃培养过夜，并对培养板进行系统编号（即
Ａ１－Ａ３００）。

（２）列池、行池的构建：将 Ａ１板第一列每孔
吸取１００μＬ全部加入 Ｂ１板（９６孔板）第一列的
第一个孔即为一个列池，依次类推，Ａ１板共 ２４
列，占Ｂ１板前３列２４个孔；同理，Ａ１板第一行每
孔吸取１００μＬ到Ｂ１板第４列的第一个孔即为一
个行池，依次类推，Ａ１板共１６行，占Ｂ１板４列和
５列的１６个孔；Ｂ１板的另一半放Ａ２板的列池和
行池。这样，每块 Ｂ板放两块 Ａ板的行池和列
池，３００块Ａ板共使用１５０块Ｂ板建行池和列池。

（３）板池的构建：向 Ｂ板中每孔加入 １ｍＬ
培养基，３７℃培养过夜，从 Ｂ板行池和列池每孔

８２
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吸取２００μＬ加入１０ｍＬＥＰ管构建板池；每个 Ｂ
板构建两个板池，例如，从Ｂ１板构建Ａ１和Ａ２板
的板池。并与Ａ板对应，共构建３００个板池。

（４）超级池的构建：从每个板池中吸取５００
μＬ加入１０ｍＬＥＰ管构建超级池。每１２块板池
构建一个超级池如 Ａ１～Ａ１２块板池构建超级池
Ｃ１，依次类推，具体构建流程如图４。

（５）保存：对３００块原板（Ａ板）和所构建的
行池、列池、板池和超级池进行复制备份，一份存

放于－８０℃作永久保存，另一份置于－２０℃供筛
选使用，并对３００个板池和２５个超级池分别提取
质粒保存。

基因筛选　　根据构建的超级池、板池、行池
和列池，选取１８个与罗非鱼性别分化与生长相关
基因（表１）进行尝试性筛选，筛选时首先以超级
池的菌液或提取的质粒为模板通过２５个 ＰＣＲ反
应找到目的基因所在的超级池，然后对超级池所

对应的１２个板池菌液或提取的质粒为模板进行
ＰＣＲ反应找到相应的板池，最后对定位的板池的
行池和列池的筛选，通过行池和列池的交集找到

目的基因所在的单菌落，以本实验室最新克隆的

Ｉｇｆ３为例进行筛选，所用罗非鱼 Ｉｇｆ３基因特异
性引物为 ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ：５′ＡＣＡ ＧＴＣ ＣＡＧ
ＡＧＴＴＴＧＡＡＧ３′；ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ：５′ＧＴＧＣＡＴ
ＴＴＡＴＧＡＧＴＡＧＡＴＣ３′。

２　结果
２．１　ＤＮＡ抽提

本研究提取的肌肉、鳍条和精巢组织 ＤＮＡ
片段大小基本一致，约４０ｋｂ左右。通过对比发
现，肌肉中蛋白含量较高，鳍条中 ＤＮＡ浓度较
低，而从精巢中抽提的 ＤＮＡ质量最好，且得率
高、紫外分光光度计检测 ＯＤＡ２６０／Ａ２８０＝１．８１，纯度
高，大小适合文库的构建（图１）。

图１　抽提获得的尼罗罗非鱼基因组ＤＮＡ电泳图
Ｍ．４８ｋｂ分子量标记；Ｍｕ．肌肉；Ｆ．鳍条；Ｔ．精巢；

Ｃ．ＣｏｎｔｒｏｌＤＮＡ。

Ｆｉｇ．１　Ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅ
ＮｉｌｅｔｉｌａｐｉａｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡ

Ｍ．４８ｋｂｍａｒｋｅｒ；Ｍｕ．ｍｕｓｃｌｅ；Ｆ．ｆｉｎ；Ｔ．ｔｅｓｔｉｓ；Ｃ．ＣｏｎｔｒｏｌＤＮＡ．

２．２　ＤＮＡ片段回收与载体的连接
本研究参照ＦＵＪＩＭＯＲ等［１６］的方法对试剂盒中

的操作步骤进行改进，在末端修复前对ＤＮＡ的大小
进行选择，获得４０ｋｂ左右的片段后不需进行电泳回
收直接进行末端修复，随后对末端修复的ＤＮＡ进行
几次酚氯仿抽提以去除其中的蛋白质等杂质。连接

时采用ＴａＫａＲａ公司的Ｔ４ＤＮＡ连接酶进行连接，延
长连接时间（约２０ｈ），获得良好的连接效果。
２．３　滴度计算

包装后进行滴度检测发现，经过１０２稀释的包
装产物１０μＬ转化后可形成约１５０个单菌落，经计
算，滴度为１．５×１０６ＣＦＵ／ｍＬ，适合文库的构建。
２．４　插入片段大小分析

随机挑选了１０个克隆，过夜培养、提取质粒，
经ＮｏｔⅠ酶切电泳后发现插入片度大多集中在
（４０±２）ｋｂ（图２），未发现空载，由此估算该文库
的平均插入片段大小约为４０ｋｂ。

图２　Ｆｏｓｍｉｄ克隆ＮｏｔⅠ酶切图谱
Ｍ．４８ｋｂ分子量标记；１～１０．Ｆｏｓｍｉｄ克隆的质粒；Ｃ．对照ＤＮＡ。

Ｆｉｇ．２　ＧｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＦｏｓｍｉｄｃｌｏｎｅｓｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＮｏｔⅠ
Ｍ．４８ｋｂｍａｒｋｅｒ；１－１０．ＦｏｓｍｉｄＤＮＡ；Ｃ．ｃｏｎｔｒｏｌＤＮＡ．
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２．５　稳定性检测
经ＥｃｏＲⅠ和ＨｉｎｄⅢ对随机挑选的９个克隆

!

菌、提取质粒并酶切后表明，第１天和第６天的

质粒酶切产物无任何明显差异（图３），表明没有
发现插入片段的丢失和重排。

图３　Ｆｏｓｍｉｄ克隆的稳定性检测
Ａ～Ｉ代表９个不同的克隆；１和６代表第１天和第６天；Ｍ：为λＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢ 分子量标记。

Ｆｉｇ．３　ＳｔａｂｉｌｉｔｙａｓｓａｙｏｆＦｏｓｍｉｄｃｌｏｎｅｓ
ＤＮＡｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｉｎｉｔｉａｌｃｕｌｔｕｒｅ（ｄａｙ１）ａｎｄｔｈｅｆｉｎａｌｃｕｌｔｕｒｅ（ｄａｙ６）ｏｆｎｉｎｅｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｃｌｏｎｅｓ（Ａ－Ｉ）ｗａｓｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈＥｃｏＲⅠ ｏｒ

ＨｉｎｄⅢ ａｎｄｓｅｐａｒａｔｅｄｏｎ１．０％ ａｇａｒｏｓｅｇｅｌ．Ｍ，ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢ ｓｉｚｅｍａｒｋｅｒ

２．６　克隆的保存和池的构建及备份
本研究共挑选１１５２００个单菌落（克隆），尼

罗罗非鱼基因组大小（１．３２×１０９ｂｐ）［１７］，以每个
克隆平均插入４０ｋｂ计算，该文库覆盖约罗非鱼
基因组的３倍，得到任意单拷贝 ＤＮＡ序列的概
率为９５．０％ ～９９．０％。所有克隆保存在 ３００块
３８４孔深孔板中，每块３８４孔板构建１６个行池和

２４个列池，因此总共构建４８００个行池和７２００个
列池，对每块板分别构建板池，共构建 ３００块板
池，然后每１２块板池构建一个超级池，共构建２５
个超级池，由此形成罗非鱼微阵列Ｆｏｓｍｉｄ基因组
文库（图４），并对其进行复制备份、保存，保证文
库的安全性。

图４　克隆的保存和池的构建
Ｆｉｇ．４　Ａｓｃｈｅｍａｔｉｃｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｃｏｌｏｎｙｓｔｏｒａｇｅａｎｄｐｏｏｌｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

２．７　筛选结果
通过该文库尝试性筛选 Ｆｏｘｌ２、Ｃｙｐ１９ａ１ａ、

Ｉｇｆ３、Ｄｍｒｔ１和 Ｃｙｐ２６ｂ１等１８个基因，平均每个

基因筛选到的阳性克隆数为２～５（表１）。筛选结
果以Ｉｇｆ３为例，通过２５个ＰＣＲ反应发现Ｉｇｆ３在
４、５和８号超级池中存在，对４号超级池对应的

０３



１期 李明辉，等：尼罗罗非鱼微阵列Ｆｏｓｍｉｄ基因组文库的构建及基因筛选 　　

１２个板池（Ａ３７～Ａ４８板池）通过 ＰＣＲ进行检测
发现４３号板池中存在阳性克隆，之后对４３号板
池的２４个列池和１６个行池进行 ＰＣＲ反应发现，
Ｉｇｆ３在４３号板池对应的４３号板（Ａ板）的第８
列、第１２行的交集孔中存在，因此总共通过７７个
ＰＣＲ反应就能找到一个Ｉｇｆ３的单克隆（图５），如
需找到多个克隆，则需对５号和８号超级池对应
的板池、行池和列池继续筛选。

表１　尝试在Ｆｏｓｍｉｄ文库中筛选的基因
及得到的阳性克隆数

Ｔａｂ．１　Ｔｅｓｔｅｄｇｅｎｅｓａｎｄｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓｏｂｔａｉｎｅｄ
ｆｒｏｍｔｈｅＮｉｌｅｔｉｌａｐｉａＦｏｓｍｉｄｌｉｂｒａｒｙｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

基因

ｇｅｎｅ

阳性克隆数

ｎｏ．ｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｃｌｏｎｅ

基因

ｇｅｎｅ

阳性克隆数

ｎｏ．ｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｃｌｏｎｅ

Ｃｙｐ１９ａ１ａ ３ Ｐ４５０Ｃ１７Ⅰ ３

Ｄｍｒｔ１ ４ Ｐ４５０Ｃ１７Ⅱ ２

Ｗｔ１ｂ ２ Ｃｙｐ２６ｂ１ ３

３βＨＳＤⅠ ４ Ｌｒｈ１ ３

３βＨＳＤⅡ ３ Ｉｇｆ１ ２

Ｆｏｘｌ２ ３ Ｉｇｆ２ ３

Ｎａｎｏｓ２ ４ Ｉｇｆ３ ３

Ｎａｎｏｓ３ ３ Ｄｍｒｔ４ ５

１１βｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ３ ２０βＨＳＤ ２

图５　Ｉｇｆ３在超级池（Ａ）、板池（Ｂ）、
列池（Ｃ）和行池（Ｄ）中的筛选结果

Ｍ．２０００ｂｐ分子量标记；４，５，８（Ａ）表示阳性克隆所在的超

级池编号，４３（Ｂ）表示阳性克隆所在板池编号，８（Ｃ）和

１２（Ｄ）分别表示阳性克隆所在列池和行池编号。

Ｆｉｇ．５　ＰＣＲｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆＩｇｆ３ｆｒｏｍｓｕｐｅｒｐｏｏｌｓ（Ａ），
ｐｌａｔｅｐｏｏｌｓ（Ｂ），ｃｏｌｕｍｎｐｏｏｌｓ（Ｃ）ａｎｄｒｏｗｐｏｏｌｓ（Ｄ）
Ｍ．２０００ｂｐｍａｒｋｅｒ；４，５，８（ｐａｎｅｌＡ）ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｓｕｐｅｒｐｏｏｌ，４３（ｐａｎｅｌＢ）ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｐｌａｔｅｐｏｏｌ，８

（ｐａｎｅｌＣ）ａｎｄ１２（ｐａｎｅｌＤ）ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｌｕｍｎｐｏｏｌ

ａｎｄｒｏｗｐｏｏｌｉｎｗｈｉｃｈｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓｌｏｃａｔｅｄ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

３　讨论

文库插入片段大小、对基因组的覆盖率和克

隆的稳定性是评价一个文库是否适用于基因组分

析的三个重要方面。通过分析发现，随机挑取的

１０个Ｆｏｓｍｉｄ克隆均含有插入片段，且插入片段
大小相差甚小，集中分布在 ３８～４２ｋｂ，符合
Ｆｏｓｍｉｄ的包装限制原则。如果插入片段不稳定，
产生缺失或重排，将给后续物理图谱的制作、大片

段分析、基因定位等带来错误的结论，Ｆｏｓｍｉｄ文
库优于Ｃｏｓｍｉｄ文库的一个重要原因就是其克隆
稳定性高，本研究对随机挑取的６个Ｆｏｓｍｉｄ克隆
培养１００代后即６ｄ后也不会发生插入片段的突
变或丢失，说明罗非鱼的 ＤＮＡ片段可以在宿主
大肠杆菌中稳定存在。

其次，大分子量、高纯度基因组 ＤＮＡ的制备
是构建Ｆｏｓｍｉｄ文库的前提。不同的载体对基因
组ＤＮＡ长度的要求不同，ＤＮＡ过长或过短都会
影响连接效率，对于Ｆｏｓｍｉｄ载体，基因组ＤＮＡ合
适的片段长度为４０ｋｂ左右，因此选取３５～４５ｋｂ
左右的 ＤＮＡ片段能保证连接的高效率。此外包
装蛋白的保存（－７０℃）、受体菌的制备（本研究
发现，ＯＤ６００＝０．８５左右时转化效果最佳）和保存
（４℃时不超过 ３ｄ）也是影响转化效率的重要
因素。

经尝试发现，如果在末端修复后对 ＤＮＡ进
行电泳回收，其回收率低，而且需要在操作过程中

十分小心谨慎，才能获得具有合适浓度的末端修

复后的ＤＮＡ。如果回收的ＤＮＡ浓度不能达到要
求，连接效率将极其低，不能满足文库构建的要

求。本研究参考ＦＵＪＩＭＯＲ等［１６］的方法对试剂盒

中的操作步骤进行改进，首先对提取的 ＤＮＡ大
小进行检测，若ＤＮＡ片段大于４０ｋｂ，则用枪头轻
轻吹打，直到 ＤＮＡ片段大小集中在４０ｋｂ左右，
在获得４０ｋｂ左右的片段后直接进行末端修复，
随后对末端修复的 ＤＮＡ进行几次酚氯仿抽提以
去除其中的蛋白质等杂质，这样既避免末端修复

后在电泳过程中 ＤＮＡ的大量丢失，也确保修复
后ＤＮＡ的浓度，同时无需在低温下进行低熔点
琼脂糖凝胶电泳。由于连接的 ＤＮＡ片段较大，
本研究使用了ＴａＫａＲａ公司的 Ｔ４ＤＮＡ连接酶进
行连接，在 １６℃下连接 ２０ｈ，获得良好的连接
效果。

目前文库的保存方法主要有单克隆保存

法［１８］和混合池保存法［１９］两种，它们各有优点，也

存在一定的缺陷。如果采用单克隆保存，筛选目
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的基因时对每个单克隆都进行ＰＣＲ或菌落杂交，
这样不仅工作量大，也耗费大量资金；混合池保存

法在后续筛选上存在一定的难度，ＬＩＵ等［２０］首先

发展一种称为克隆池 ＰＣＲ（ＰｏｏｌｅｄＰＣＲ）法用于
筛选混合保存的基因组文库，这种方法在一定程

度上减少了筛选的工作量，但后续得到单克隆的

工作量仍然较大。如何在基因组文库构建之后进

行简单、快速和有效的筛选成为众多研究者进行

基因组文库筛选面临的一大难题。因此本文库参

考其他研究者的实验方法［６，９，２０］设计出通过构建

行池、列池、板池和超级池三级池系统形成微阵列

对Ｆｏｓｍｉｄ克隆进行保存、备份和筛选，这样保存
和建池有以下优点：１）通过构建超级池－板池－
行、列池三级池系统来保存克隆并形成微阵列，虽

然增加建池的工作量，但大大减少后续筛选的工

作量，筛选时只需通过三轮 ＰＣＲ反应（超级池２５
个、板池１２个、行池１６个和列池２４个，共计７７
个ＰＣＲ反应）进行逐级定位，最后就能通过行池
和列池的交集找到含有目的基因的单克隆；２）目
前通过基因组文库筛选目的基因主要通过 ＰＣＲ
法［１８］、ＨＤＲ（高密度影印膜）杂交筛选法和菌落
原位杂交［２１］等方法，ＰＣＲ筛选法已成为一种常用
的文库筛选方法，因为其操作简单，成本较低，同

时不需要同位素和探针标记。本文库只需以所构

建的三级池为模板进行 ＰＣＲ反应就能筛选到感
兴趣的任意基因；３）构建超级池和板池不仅减少
筛选步骤和工作量，也可对超级池和板池进行的

提取和保存，直接用质粒ＤＮＡ进行ＰＣＲ筛选，避
免菌液的反复冻融，也使筛选时灵敏度更高。同

时插入片段的稳定性高，不易发生插入片段的缺

失或重排等，使下游实验数据更加准确、可靠；４）
对３００块３８４孔板、超级池、板池和行、列池分别
进行复制备份，这样能保证在一套损毁的情况下

还有另一套可供对其进行修复，使用，确保文库的

安全性；５）对每个克隆进行单克隆保存，这样有
利于在行池和列池筛选之后可以快速定位得到目

的基因所在的单克隆，便于下游实验的开展，节约

时间，不需再涂板进行ＰＣＲ反应或菌落杂交进行
单克隆验证。通过文库尝试筛选１８个与性别分
化和生长相关基因，均获得２～５个阳性克隆，也
印证了文库的覆盖率约为基因组的３倍。

综上所述，本文构建尼罗罗非鱼的大片段高

质量基因组文库，并首次在硬骨鱼类通过构建超

级池－板池 －行、列池三级池系统形成微阵列进
行简单、快速、准确的目的基因筛选，解决文库筛

选的难题，并为本实验室在该物种后续的基因结

构与启动子分析、基因组学研究、性别决定的分子

机制和遗传改良育种等研究工作的深入开展奠定

基础，同时也可为国内外尼罗罗非鱼研究人员研

究作参考。
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ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔｍａｒｋｅｒｓ ｆｒｏｍ ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓｗｉｔｈｏｕｔｓｕｂｃｌｏｎｉｎｇ［Ｊ］．
ＢｉｏｌｏｇｙＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，２００１，３１（２）：３５５－３６２．

［４］　ＬＩＣＨＴＥＮＺＶＥＩＧＪ，ＳＣＨＥＵＲＩＮＧ Ｃ，ＤＯＤＧＥ Ｊ，
ｅｔａｌ．ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆＢＡＣａｎｄＢＩＢＡＣｌｉｂｒａｒｉｅｓａｎｄ
ｔｈｅｉｒａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆＳＳＲｍａｒｋｅｒｓｆｏｒ
ｇｅｎｏｍｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｈｉｃｋｐｅａ，Ｃｉｃｅｒａｒｉｅｔｉｎｕｍ Ｌ．
［Ｊ］．Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌａｎｄａｐｐｌｉｅｄｇｅｎｅｔｉｃｓ，２００５，１１０（３）：
４９２－５１０．

［５］　ＭＯＯＮＤＡ，ＭＡＧＯＲ Ｋ Ｅ．Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａｆｏｓｍｉｄｌｉｂｒａｒｙｆｏｒｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ
ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｄｕｃｋｇｅｎｏｍｅ［Ｊ］．ＡｎｉｍａｌＧｅｎｅｔｉｃｓ，
２００４，３５（５）：４０８－４２３．

［６］　茅云翔，崔菁菁，孔凡娜．条斑紫菜基因组 Ｆｏｓｍｉｄ
文库构建［Ｊ］．水产学报，２００９，３３（３）：３９６－４０２

［７］　ＫＩＭＵＪ，ＳＨＩＺＵＹＡＨ，ＤＥＪＯＮＧＰＪ，ｅｔａｌ．Ｓｔａｂｌｅ
ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎｏｆｃｏｓｍｉｄｓｉｚｅｄｈｕｍａｎＤＮＡｉｎｓｅｒｔｓｉｎ
ａｎＦ ｆａｃｔｏｒｂａｓｅｄ ｖｅｃｔｏｒ［Ｊ］．Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ，１９９２，２０（５）：１０８３－１０８５．

［８］　程洁，张玲玲，黄晓婷，等．栉孔扇贝Ｆｏｓｍｉｄ文库的
构建及基因组结构特征分析［Ｊ］．中国海洋大学学
报，２００９，３８（１）：７８－８８．

［９］　ＣＨＥＮＧＬＰ，ＹＥＪＰ，ＬＩＵＹ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ，ａｎｄｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌｍａｐｐｉｎｇｏｆａ
ｆｏｓｍｉｄ ｌｉｂｒａｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ｗｈｉｔｅｃｈｅｅｋｅｄ ｇｉｂｂｏｎ
（Ｎｏｍａｓｃｕｓｌｅｕｃｏｇｅｎｙｓ）［Ｊ］．ＧｅｎｏｍｉｃｓＰｒｏｔｅｏｍｉｃｓ
Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２００７，５（３－４）：２０７－２２７．
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［１０］　ＭＥＹＥＲＪＤ，ＤＥＬＥＵＷ，ＧＡＲＣＩＡＭＡＳＪ，ｅｔａｌ．
Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆａ ｆｏｓｍｉｄ ｌｉｂｒａｒｙ ｏｆｃｕｃｕｍｂｅｒ
（Ｃｕｃｕｍｉｓｓａｔｉｖｕｓ）ａｎｄｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｅｓｏｆｔｈｅ
ｅＩＦ４ＥａｎｄｅＩＦ（ｉｓｏ）４Ｅｒｅｇｉｏｎｓｆｒｏｍｃｕｃｕｍｂｅｒａｎｄ
ｍｅｌｏｎ（Ｃｕｃｕｍｉｓｍｅｌｏ）［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＧｅｎｅｔｉｃｓ
Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，２００８，２７９（５）：４７３－４８０．

［１１］　ＷＡＮＧＸＢ，ＺＨＮＡＧＱＱ，ＳＵＮＸＨ，ｅｔａｌ．Ｆｏｓｍｉｄ
ｌｉｂｒａｒｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｉｔｉａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｎｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｆｅｍａｌｅ ｈａｌｆｓｍｏｏｔｈ ｔｏｎｇｕｅ ｓｏｌｅ
（Ｃｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓ ｓｅｍｉｌａｅｖｉｓ） ［Ｊ］． Ｍａｒｉｎｅ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００９，１１（２）：２３６－２４２．

［１２］　ＺＨＮＡＧＬＬ，ＢＡＯＺＭ，ＣＨＥＮＧＪ，ｅｔａｌ．Ｆｏｓｍｉｄ
ｌｉｂｒａｒｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｉｔｉａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｎｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎＺｈｉｋｏｎｇｓｃａｌｌｏｐ（Ｃｈｌａｍｙｓｆａｒｒｅｒｉ）［Ｊ］．
ＭａｒｉｎｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００７，９（５）：６０６－６１２

［１３］　ＷＡＮＧＤＳ，ＫＯＢＡＹＡＳＨＩＴ，ＺＨＯＵＬＹ，ｅｔａｌ．
Ｆｏｘｌ２ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｓａｒｏｍａｔａｓｅｇｅｎｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｉｎａ
ｆｅｍａｌｅｓｐｅｃｉｆｉｃｍａｎｎｅｒｂｙｂｉｎｄｉｎｇｔｏｔｈｅｐｒｏｍｏｔｅｒａｓ
ｗｅｌｌａｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ａｄ４ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ／
ｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｉｃｆａｃｔｏｒ１［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，
２００７，２１（３）：７１２－７２５．

［１４］　ＷＡＮＧＤＳ，ＺＨＯＵＬＹ，ＫＯＢＡＹＡＳＨＩＴ，ｅｔａｌ．
Ｄｏｕｂｌｅｓｅｘ１ａｎｄｍａｂ３ｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１
ｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｒｏｍａｔａｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ａｐｏｓｓｉｂｌｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｆａｖｏｒｉｎｇｔｈｅｍａｌｅｐａｔｈｗａｙｉｎｔｉｌａｐｉａ［Ｊ］．
Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，２０１０，１５１（３）：１３３１－１３４０．

［１５］　童金苟，朱嘉濠，关海山．鱼类性别决定的遗传基
础研 究 概 况 ［Ｊ］．水 产 学 报，２００５，２９（３）：

３００－３０６．
［１６］　ＦＵＪＩＭＯＲＩＤＧ，ＨＲＶＡＴＩＮＳ，ＣＨＲＩＳＴＯＰＨＥＲＳ，

ｅｔａｌ．Ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ
ｇｅｎｅｃｌｕｓｔｅｒｆｏｒｋｕｔｚｎｅｒｉｄｅｓ［Ｊ］．Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅ
ＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，２００７，１０４（４２）：
１６４９８－１６５０３．

［１７］　ＫＡＴＡＧＩＲＩＴ，ＡＳＡＫＡＷＡ Ｓ，ＭＩＮＡＧＡＷＡ Ｓ，
ｅｔａｌ．Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆＢＡＣ
ｌｉｂｒａｒｉｅｓｆｏｒｔｈｒｅｅｆｉｓｈｓｐｅｃｉｅｓ；ｒａｉｎｂｏｗｔｒｏｕｔ，ｃａｒｐ
ａｎｄｔｉｌａｐｉａ［Ｊ］．ＡｎｉｍａｌＧｅｎｅｔｉｃｓ，２００１，３２（４）：
２００－２０４．

［１８］　ＴＨＯＭＡＳＪＷ，ＴＯＵＣＨＭＡＮ Ｊ Ｗ．Ｖｅｒｔｅｂｒａｔｅ
ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ：ｂｕｉｌｄｉｎｇ ａ ｂａｃｋｂｏｎｅ ｆｏｒ
ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｇｅｎｏｍｉｃｓ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓｉｎＧｅｎｅｔｉｃｓ，２００２，
１８（２）：１０４－１０８．

［１９］　ＢＲＥＩＴＬＩＮＧＲ，ＧＥＲＢＥＲＪＫ．Ｏｒｉｇｉｎｏｆｔｈｅｐａｉｒｅｄ
ｄｏｍａｉｎ［Ｊ］．ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔＧｅｎｅｓＥｖｏｌｕｔｉｏｎ，２０００，
２１０：６４４－６５０．

［２０］　ＬＩＵＹＧ， ＮＡＧＡＫＩ Ｋ， ＦＵＪＩＴＡ Ｍ， ｅｔａｌ．
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆ ａｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ ａｎｄ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒｌａｒｇｅｉｎｓｅｒｔｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡ
ｌｉｂｒａｒｉｅｓｏｆｈｅｘａｐｌｏｉｄｗｈｅａｔｉｎａｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｃｏｍｐｅｔｅｎｔａｒｔｉｆｉｃｉａｌｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ（ＴＡＣ）ｖｅｃｔｏｒ［Ｊ］．
ＴｈｅＰｌａｎｔＪｏｕｒｎａｌ，２０００，２３（５）：６８７－６９５．

［２１］　战爱斌，胡景杰，胡晓丽，等．富集文库 －菌落原位
杂交法筛选栉孔扇贝的微卫星标记［Ｊ］．水产学
报，２００８，３２（３）：３５３－３６１．
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　　　 水　产　学　报 ３５卷

ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆａｍｉｃｒｏａｒｒａｙｅｄＦｏｓｍｉｄｌｉｂｒａｒｙａｎｄｉｔｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎｇｅｎｅ
ｉｓｏｌａｔｉｏｎｉｎｔｈｅＮｉｌｅｔｉｌａｐｉａ（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）

ＬＩＭｉｎｇｈｕｉ＃，ＷＵＦｅｎｇｒｕｉ＃，ＸＩＯＮＧＣｈｕａｎｑｉ，ＺＥＮＧＳｈｅｎｇ，ＹＡＮＧＳｈｉｊｉｅ，ＹＥＫａｉ，ＪＩＡＮＧＷｅｎｔａｏ，
ＳＵＮＹｕｎｌｖ，ＨＵＡＮＧＢａｏｆｅｎｇ，ＷＥＩＹｉｎｇｙｉｎｇ，ＪＩＡＯＪｉｎｇ，ＧＵＹｕａｎ，ＷＡＮＧＤｅｓｈｏｕ

（ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＦｒｅｓｈｗａｔｅｒＦｉｓｈＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ，ＳｃｈｏｏｌｏｆＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ，
ＳｏｕｔｈｗｅｓｔＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ　４００７１５，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡｐｒｅｐａｒｅｄｆｒｏｍｔｈｅＮｉｌｅｔｉｌａｐｉａｔｅｓｔｉｓｗａｓｕｓｅｄｆｏｒＦｏｓｍｉｄｌｉｂｒａｒｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ．Ｉｔｗａｓ
ｒａｎｄｏｍｌｙｓｈｅａｒｅｄｔｏ －４０ｋｂｆｒａｇｍｅｎｔｓ．ＥｎｄｒｅｐａｉｒａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｔｈｅｓｉｚｅｆｒａｃｔｉｏｎａｔｅｄＤＮＡ ｗｅｒｅ
ｍａｎｉｐｕｌａｔｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ’ｓｐｒｏｔｏｃｏｌｓ．ＬｉｇａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｎｄｒｅｐａｉｒｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｓｉｎｔｏｔｈｅＦｏｓｍｉｄ
ｖｅｃｔｏｒｐＣＣ２ＦＯＳ（Ｅｐｉｃｅｎｔｒｅ，ＵＳＡ）ｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｂｙｕｓｉｎｇＴ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅｆｏｒ１６ｈａｔ４℃．Ｆｏｓｍｉｄｃｌｏｎｅｓ
ｗｅｒｅｐａｃｋａｇｅｄｕｓｉｎｇＭａｘＰｌａｘｉＬａｍｂｄａｐａｃｋａｇｉｎｇｅｘｔｒａｃｔｐｒｏｖｉｄｅｄｂｙｔｈｅｋｉｔ．ＩｎｆｅｃｔｅｄＥＰＩ３００ＴＭＴ１Ｒｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅｇｒｏｗｎａｔ３７℃ ｉｎｓｏｌｉｄｍｅｄｉｕｍｏｖｅｒｎｉｇｈｔ．Ｗｅｌｌｓｅｐａｒａｔｅｄｃｏｌｏｎｉｅｓｗｅｒｅｐｉｃｋｅｄｏｕｔａｎｄｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｉｎｔｏ
ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｗｅｌｌｓｏｆ３８４ｗｅｌｌｐｌａｔｅｓ，ｅａｃｈｗｅｌｌｗｉｔｈ３００Ｌｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ．Ａｆｔｅｒｏｖｅｒｎｉｇｈｔｉｎｃｕｂａｔｉｏｎａｔ３７℃，
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