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人肺癌细胞A549λ噬菌体cDNA文库的
构建与鉴定

张红英 1，2，郭嘉雯 1，员月明 1，徐志勇 1，邓长生 2，王 琪 1，2

1.广州中医药大学 科技产业园（广州 510405）；2.广州中医药大学 青蒿研究中心（广州 510405）

【摘要】 目的 构建人肺癌细胞A549 λ 噬菌体 cDNA文库，为抗肺癌药物的筛选和药物作用分子机理的研究奠定基础。

方法 提取人肺癌细胞 A549λ 总 RNA，用 Dnase I 处理后，采用 RNA 5’末端移动反转录（switching mechanism at 5′ end of
RNA transcript，SMART）技术合成双链 cDNA，切胶回收去除短片段，依次用蛋白酶K和SfiⅠ进行酶切，并与经过酶切的λTri⁃
plEx2 载体连接后进行体外包装，得到初级文库。初级文库扩增后，测定扩增文库滴度，并通过PCR鉴定插入片段。结果 构建

的人肺癌细胞A549 λ 噬菌体初级文库库容为1.88 × 107 pfu/mL，扩增文库滴度为2.50 × 109 pfu/mL，插入 cDNA片段为500～
3 000 bp。结论 成功构建了人肺癌细胞A549 λ 噬菌体cDNA文库，为进一步筛选治疗肺癌的药物作用分子机理奠定了基础。
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【Abstract】Objective To construct a lambda phage cDNA library of human lung cancer cells A549λ，and to
lay a foundation for screening for lung cancer therapeutic drugs and study on the molecular mechanism of action of
the drugs. Methods Total RNA of human lung cancer cells A549λ was extracted and digested with DNase I，and
switching mechanism at 5′ end RNA transcription（SMART）technology was used to synthesize double-stranded cD⁃
NA（ds-cDNA）. The short fragments of ds-cDNA were removed via gel extraction，and the product was digested
with proteinase K and SfiI successively and ligated into enzymatically digested λTriplEx2 vector，followed by in vi⁃
tro packaging to obtain the primary library. The primary library was then amplified and titrated，and polymerase
chain reaction was used to identify the inserted fragments. Results The titer of the constructed primary library and
amplified library of human lung cancer cells A549λ was 1.88 × 107 pfu/mL and 2.50 × 109 pfu/mL，respectively. The
inserted fragments of cDNA ranged from 500 bp to 3 000 bp. Conclusion A lambda phage cDNA library of human
lung cancer cells A549λ was successfully constructed，which lays the groundwork for screening for potential drugs
targeted at lung cancer and study on the molecular mechanism of action of the drugs.
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肺癌发生于支气管粘膜上皮，亦称支气管癌。近

50年来，许多国家都报道肺癌的发病率明显增高 [1]。

在男性癌瘤病人中，肺癌发病率已居首位；肺癌也占

女性常见恶性肿瘤的第 2位或第 3位[2-4]。且目前，肺

癌的死亡率仍然居高不下，除了存在被发现晚和诊

断晚的因素外，还与没有针对肺癌的特定性基因或

靶标蛋白密切相关的药物有关 [5-6]。近年来，随着重

叠延伸PCR技术（SOEPCR），血清学分析技术（SER⁃
EX）和RNA转录 5′末端转换（SMART）技术的兴起，

构建肺癌多基因和高质量 cDNA表达文库显得非常

必要。

mRNA构建的 cDNA表达文库理论上含有该生

物体的所有表达基因，可表达与天然蛋白相似的重

组蛋白 [7]。因此建立cDNA表达文库在一次性永久保

存基因资源的同时，还可以利用功能筛选、免疫学筛

选、药物探针筛选、Southern杂交和大规模序列测定

等分子生物学技术寻找特异性活性蛋白，进而通过

克隆和表达这些基因，从核酸和蛋白质等分子水平

研究药物作用的分子机理，探究药物与靶标的作用

机制。

1 材料与方法

1.1 材料

人肺癌细胞A549λ由本实验室提供；TRIzol试
剂为上海碧云天生物技术有限公司产品；SMART™
cDNA Library Construction Kit 购自 CLONTECH 公

司；λTriplEx2、SfiⅠ、Lambda EcoT14I digest、250 bp
DNA Ladder marker 购自 TAKARA 公司；MaxPlax
Lambda Packaging Extracts购自EPICENTRE公司。

1.2 方法

1.2.1 总总 RNARNA 提取提取 ①人肺癌细胞 A549λ生长至

90%汇合后，弃培养液，向培养皿中加入 3 mL Trizol
试剂，轻轻晃动3 ~ 5次，移液器吹打几次，确保细胞

全部裂解，吸入离心管中；②室温放置5 min，使细胞

充分裂解；③加入 0.6 mL氯仿，涡旋混匀，室温放置

2 ~ 3 min；④12 000 g，4 ℃离心15 min，吸取含总RNA
的上层无色水相至一新的离心管；⑤加入 1.5 mL异
丙醇，颠倒数次混匀，室温沉淀10 min。12 000 g，4 ℃
离心 10 min，在管底可见RNA沉淀，弃上清；⑥加入

3 mL 75 %乙醇（DEPC水配制），涡旋混匀，7 500 g，
4 ℃离心5 min，弃上清，离心＞ 5 000 rpm，离心1 s），
小心吸尽液体；⑦待RNA凉干后，加入 20 μL DEPC
水溶解，-70 ℃冻存。取少量测定A260/280，并用琼

脂糖凝胶电泳鉴定提取效果。总RNA用Dnase I处
理，除去杂质DNA，琼脂糖凝胶电泳观察除杂结果。

1.2.2 SMARTSMART法反转录合成法反转录合成 cDNAcDNA 根据SMART™
cDNA Library Construction Kit实验步骤将所提总

RNA逆转录成cDNA。
第一链的合成 将3 μL总RNA、1 μL SMART IV

Oligonucleotide、1 μL CDS III/3′ PCR Primer [5′- AT
TCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-d（T）30N-1N
-3’（N=A，G，C，or T；N-1=A，G，or C）]加入0.5 mL
离心管中，涡旋混匀后，离心使液体聚至管底，72 ℃
孵育 2 min，冰浴 2 min 后，依次加入 2 μL 5 ×
First-Strand Buffer，1 μL DTT（20 mM），1 μL dNTP
Mix（10 mM），1 μL SMARTScribe™ MMLV Reverse
Transcriptase，混匀后短暂离心，并于 42 ℃孵育 1 h，
置于冰上备用。

双链 cDNA合成 将 11 μL第一链 cDNA，71 μL
去离子水，10 μL 10 × Advantage® 2 PCR Buffer，2
μL dNTP Mix，2 μL l 5′ PCR Primer，2 μL CDS III/3′
PCR Primer，2 μL 50 × Advantage® 2 Polymerase Mix
依次加入PCR管中混匀，离心后，加入 2滴矿物油，

置于 PCR仪扩增，反应条件如下：①95 ℃预变性 2
min；②95 ℃，30 s；55 ℃ 30 s；68 ℃，45 s；循环扩增

25次；③68 ℃，8 min。PCR扩增后，取5 μL PCR产物

用琼脂糖凝胶电泳观察结果。

1.2.3 初级文库的获得初级文库的获得

1.2.3.1 将合成的双链将合成的双链 cDNAcDNA切胶回收除去小片段切胶回收除去小片段，，

琼脂糖凝胶电泳鉴定效果琼脂糖凝胶电泳鉴定效果。。

1.2.3.2 蛋白酶蛋白酶 KK 的消化的消化 ①取 2 μL蛋白酶 K、50
μL双链 cDNA至 0.5 mL离心管中，混合。45 ℃孵育

20 min，加50 μL去离子水；②加100 μL酚：氯仿：异

戊醇，轻轻倒转混匀，1 ~ 2 min；③14 000 rpm离心5
min，将上层水相转移至新的离心管；④加100 μL氯
仿：异戊醇至水相，轻轻混合 1 ~ 2 min，14 000 rpm
离心 5 min，转移上层水相至新的离心管；⑤加入 10
μL 3 M醋酸钠、1.3 μL糖原（20 μg/μL）、260 μL 95%
乙醇，立即室温 14 000离心 20 min，轻轻弃上清；⑥
100 μL 80%乙醇洗涤沉淀，弃乙醇，空气干燥约 10
min使残留乙醇挥发，加79 μL去离子水重悬沉淀。

1.2.3.3 SfiSfiⅠⅠ酶切酶切 将 79 μL cDNA，10 μL 10 × Sfi
Ⅰ Buffer，10 μL SfiⅠ Enzyme，1 μL 100 × BSA加入

离心管中混匀，50 ℃孵育 2 h。同时，λTriplEx2载体

SfiⅠ酶切。

1.2.3.4 cDNAcDNA与与λλTriplExTriplEx22 载体连接载体连接 连接体系如

下：1 μL cDNA，1μL λTriplEx2，0.5 μL 10 × Ligation
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Buffer，0.5 μL ATP（10 mM），0.5 μL T4 DNA Ligase，
1.5 μL去离子水，依次加入离心管中，混匀后离心，

并于16 ℃孵育过夜。

1.2.3.5 λλ噬菌体体外包装噬菌体体外包装 按照MaxPlax Lambda
Packaging Extracts（EPICENTRE）说明书进行操作。

溶液准备：噬菌体稀释缓冲液（10 mM Tris-HCl
（pH 8.3），100 mM NaCl，10 mM MgCl2），LB液体培养

基，LB固体培养基（含 1.5%琼脂），LB顶层琼脂（含

0.7%琼脂）。

大肠杆菌铺板准备：在噬菌体包装反应前 1 d，
挑取单菌落加入50 mL补充（10 mM MgSO4）LB培养

基，37 ℃震荡培养过夜。在噬菌体包装反应当天，取

5 mL过夜培养的菌体加到 50 mL 补充（10 mM Mg⁃
SO4 + 0.2%麦芽糖）LB液体培养基，37 ℃震荡培养，

当OD600 达到 0.8 ~ 1.0 h，将菌体4 ℃保存，最多可保

存72 h。噬菌体包装反应步骤参考产品说明书。

1.2.4 初级文库的滴定初级文库的滴定 ①挑取单克隆至15 mL LB
（含麦芽糖/MgSO4）培养基，37 ℃ 140 rpm震荡过夜，

使 OD600达到 2.0。5 000 rpm 离心 5 min，弃上清，用

7.5 mL 10 mM MgSO4 重悬沉淀；②37 ℃预热LB/Mg⁃
SO4固体培养基；③用λ稀释缓冲液稀释菌体（稀释范

围 1∶5 - 1∶20）；④加 1 μL稀释的噬菌体至 200 μL
XL1 ~ Blue过夜培养物，使噬菌体 37 ℃吸附 10 ~ 15
min；⑤加 2 mL融化的 LB/MgSO4 顶层琼脂，混匀后

立即倒入 37 ℃预热的 LB固体培养基；⑥室温冷却

10 min，置培养皿于37 ℃ 6 ~18 h。
计数噬菌斑，并计算噬菌体滴度。计算公式如下：

μμ pfu/mL=
噬菌斑数目 ×稀释倍数 × 103μL/mL

稀释的噬菌体体积（uL）

1.2.5 初级文库的扩增初级文库的扩增 ①从初级文库中挑取单克

隆至 15 mL LB（含麦芽糖/MgSO4）培养基，37 ℃ 140
rpm 震荡过夜，使 OD600达到 2.0。5 000 rpm 离心 5
min，弃上清，用 7.5 mL 10 mM MgSO4重悬沉淀；②

37 ℃预热LB/MgSO4固体培养基。③用4 mL离心管将

500 μL细菌培养物与稀释的噬菌体混匀（使每平皿含

有 1 × 105 噬菌斑）；37 ℃水浴 15 min；每管加 4.5 mL
融化的LB/MgSO4 顶层琼脂；快速混匀，将细菌与噬

菌体的混合物倒入LB/MgSO4 琼脂培养皿，转动使其

分布均匀；④室温放置10 min使琼脂凝固，将平皿放

置培养箱37 ℃培养6 ~ 18 h，至噬菌体汇合；⑤每皿

加入12 mL 1 × λ稀释缓冲液，置于4 ℃过夜；噬菌斑

被合并形成扩增的文库；平皿置水平摇床上室温50
rpm摇动1 h；⑥收集λ噬菌体裂解物至无菌烧杯中，

充分混匀后均分于 50 mL离心管；每管加 10 mL氯

仿，涡旋振荡2 min；5 000 g离心10 min，收集上清至

新管，盖紧放置于4 ℃。

扩增文库滴度测定同初级文库。扩增文库 4 ℃
可保存6个月，长期保存（至少1年）应加入DMSO使

其终浓度为7%，置-70 ℃，避免反复冻融。

1.2.6 PCRPCR扩增检测文库质量扩增检测文库质量 随机挑选 cDNA文

库中16个单克隆噬菌斑进行PCR鉴定。插入片段检

测 Primer序列为：5′ Sequencing Primer：5′- TCCGA⁃
GATCTGGACGAGC -3′；3′ Sequencing Primer，5′- TA
ATACGACTCACTATAGGG -3′。

2 结果

2.1 总RNA提取

紫外分光光度计测定A260/280为 1.92。琼脂糖

凝胶电泳结果如图1所示，28S rRNA和18S rRNA条

带清晰，28S rRNA的浓度接近 18S rRNA的两倍，表

明总RNA无明显降解，效果比较理想。利用 Image J
软件计算28S和18S灰度值，P < 0.05。

总 RNA用 Dnase I处理后，电泳结果如图 2所
示，与图 1相比，条带分界明显，表明残留DNA已被

除去，总RNA得以纯化。

注：1，2，3：总RNA；M1：250bp DNA Ladder marker；M2：Lambda ECOT14I digest
图1 总RNA琼脂糖凝胶电泳及其值的比较
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注：M1：Lambda ECOT14I digest；M2：250bp DNA Lad⁃
der marker；1：纯化后的总RNA

图2 Dnase I纯化总RNA

2.2 双链cDNA的合成

cDNA文库质量评价有两个重要的指标，即文库

的库容和重组序列的完整性。初级文库的库容大于

有效文库的要求 1×106 pfu/mL，插入片段分布在

500 ~ 3 000 bp之间，大小不同且大片段居多，说明

构建的文库完全满足高质量文库的要求。SMART法
反转录合成双链 cDNA，结果如图3所示，双链 cDNA
呈弥散分布，条带正常且量足，符合建库需求。

注：M1：Lambda ECOT14I digest；M2：250bp DNA Lad⁃
der marker；1：双链cDNA

图3 双链cDNA琼脂糖凝胶电泳

双链 cDNA切胶回收除去小片段，琼脂糖凝胶

电泳鉴定结果如图 4所示，与图 3比较可见，小于

500 bp的小片段已经除去，剩余双链cDNA片段大小

位于500 ~ 3 000 bp之间。

注：1：除去小片段的双链 cDNA；M1：250 bp DNA Lad⁃
der marker；M2：Lambda EcoT14I digest

图4 除去小片段的双链cDNA

2.3 文库质量检测

实验测定初级文库的库容为 1.88 × 107 pfu/mL，
扩增文库滴度为 2.50 × 109 pfu/mL。初级文库包装产

物约 700 μL，扩增噬菌体文库约 150 mL。随机挑选

cDNA文库中16个单克隆噬菌斑进行PCR鉴定，结果

如图 5所示，扩增的片段主要集中在 500 ~ 3 000 bp
之间，表明本实验所构建的cDNA文库质量合格。

3 讨论

cDNA文库是指生物发生发展过程中某一特定

组织或细胞所有基因包含其中的集合体[8]，包括标准

化 cDNA文库，消减 cDNA文库及RACE cDNA文库

等 [9-10]，为现代基因组学研究提供了基础。目前，cD⁃
NA文库应用于反向遗传学在分子水平上研究特定

阶段不同基因的表达差异，寻求不同发育阶段关键

基因，克隆新型细胞因子和分离特异性基因 [11-12]。

注：M1：Lambda EcoT14I digest；M2：250bp DNA Ladder marker；1-16：cDNA文库随机克隆的PCR产物

图5 cDNA文库随机克隆的PCR产物
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尽管血清学分析（serological analysis of antigens
by recombinant expression cloning，SEREX）是寻找抗

原的新方法 [13]，通过该方法可以克隆多种类型肿瘤

基因，食管鳞状细胞癌肿瘤抗原NY-ESO-1[14-15]，多
发性骨髓瘤相关基因MMSA-1~9[16]，MMSA-11~13 [16- 17]，
鼻咽癌相关抗原GX-NPC-1 ~ 14 [18- 19]和胃癌肿瘤相

关抗原MPS-1 [20-21]等。但该技术的局限性在于筛选

得到的肿瘤抗原有可能是假阳性，需大量对比检测

正常人以及确诊肿瘤病人的血清，结合 CD4+和
CD8+ T细胞多次评估 [22- 23]。

因此，本实验采用SMART技术成功构建人肺癌

细胞A549 λ噬菌体 cDNA文库，具有起始RNA用量

少、cDNA文库重组率高、所含全长 cDNA比例高、装

载容量大、质量高、适合长期保存等优点。同时，可通

过常规电泳对每一步实时监测，避免了传统 cDNA
文库代表性差、筛选工作量大等弊端。经鉴定，本实

验构建的初级文库库容为1.88 × 107 pfu/mL，扩增文

库滴度为2.50 × 109 pfu/mL，插入cDNA片段为500～
3 000 bp，符合质量标准。人肺癌细胞A549 λ噬菌体

cDNA文库的成功构建，为下一步筛选治疗肺癌的靶

标药物奠定了基础。

4 结论

本研究成功构建人肺癌细胞A549 λ噬菌体 cD⁃
NA文库，旨在筛选克隆与肺癌相关的相互作用蛋

白，深入研究肺癌抗原基因功能，为肺癌的早期诊断

和治疗提供理论基础。
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