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［摘要］* 介绍一种改进的利用差异杂交和定向插入构建全长 +,-. 削减文库的方法# 分别以诱导和非诱导条

件培养草菇菌丝，两者都提取总 /-. 并采用 0123.4567+5 8/-. 9:1275;1< =3:5>8 999 试剂盒快速提取 8/-.，由

01?>6=+6;@54A />B>6:> 467<:+6;@57:> 将诱导菌丝提取的 8/-. 进一步逆转录成 +,-. 第一链，用得到的 +,-. 第

一链和非诱导菌丝提取的 8/-. 进行杂交，将未杂交上的 +,-. 第一链洗脱浓缩后，用 =A./44A +,-. C;D6763

E1<:56F+5;1< 试剂盒构建成草菇 +,-. 削减文库# 经检测：原始文库滴度为 "G H I !%H @JF K 8C，重组率为 (&L ，插入

+,-. 大小在 %G H M $G % ND 之间，文库扩增后，文库滴度为 !G ! I !%( @JF K 8C，并从中克隆到了若干植物纤维降解

酶# 结果表明其简化了实验步骤，而且更有利于富集所需全长基因，是构建 +,-. 文库的一种有效改进#
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8* 引言

草菇，又名麻菇、杆菇等，属真菌门，盛产于我国南方，具极高的营养价值，是世界上第五大重要的经济

栽培品种［!，"］# 草菇以植物废弃物为生长基质，拥有完整的植物纤维降解酶系，包括纤维素酶系和半纤维

素酶系# 草菇不合成有害物质，具有高度的安全性，对动植物无致病作用，并能减少植物废弃物造成的环境

污染# 草菇耐高温、抗污染、生物转化速度快，可进行大规模固态培养，有利于发展农村经济，因此草菇具有

很高的研究价值# 若能将草菇构建成基因高效表达体系，意义将更大，可以使草菇利用植物纤维生产重要
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的生物活性蛋白包括医用蛋白、单细胞蛋白和酶等，创造高经济效益! 有报道草菇的基因文库已构建［"，#］，

但是没有有关 $%&’ 文库构建的报道!
生物在不同的诱导条件下，产生的活性物质种类和数量都不同，其基因具有差异性的表达，本文利用

诱导条件下产生的富含植物纤维降解酶系的 $%&’ 与非诱导条件下产生的 ()&’ 杂交，利用基因相减的

方法构建一个 $%&’ 削减文库，这个文库富集了植物纤维降解酶系的基因，同时减少了常规生长所需的基

因! 在进行差异杂交时，一般采用羟基磷灰石柱层析的方法和磁珠分离技术［*，+］，这些技术都存在操作复

杂及不稳定等缺点，本文介绍了一种利用常规杂交方法实现基因的削减，同时采用 ,-’). 技术实现构建

全长 $%&’ 削减文库!

!" 材料与方法

!# !" 菌株和培养

/ / 草菇 01 21由南京师范大学何强泰先生馈赠，将草菇接种于诱导和非诱导平板上，#34培养 # 5，用铲子

刮取菌丝，分别投入液氮中备用!
草菇诱导培养基：36 78 9-9；36 78 :;<=>；36 78 ?@7AB#；36 78（&@# ）7,B#；36 18 -C,B#；76 *

(C D E 0F1；16 *8 琼脂粉，G@ H6 *! 草菇非诱导培养基：36 78 葡萄糖；36 78 ?@7AB#；36 78（&@#）7,B#；

36 18 -C,B#；76 * (C D E 0F1；16 *8 琼脂粉，G@ H6 *!
!# $" 主要试剂

试剂盒 ,-’)..- $%&’ EIJK=K; 9L>MNKO$NIL> ?IN 和 ALPQK ,$KIGN.- )QRQKMQ .K=>M$KIGN=MQ 购自 9<L>NQ$S 公

司；试剂盒 AL<;’.NK=$N ()&’ TML<=NIL> ,;MNQ( TTT 和 A=$U=CQ>Q E=(J5= %&’ A=$ U=CI>C ,;MNQ( 购自 AKL(QC=
公司；AKLJQMN 酶、%&’ 连接酶、G-%1VW. 载体、%&’ -=KUQK 和各种限制性酶购自 .=U=K= 生物技术公司，

TA.X（异丙基W!W!W半乳糖苷）、YWC=1（*W溴W#W氯W"W吲哚W!W!W半乳糖苷）购自博彩生物公司；燕麦木聚糖

（:;<=>，ZKL( L=N MGQ<N）为 ,IC(= 公司产品；@;JL>5 2 & [ 尼龙膜购自 ’(QKMS=( AS=K(=$I= FILNQ$S 公司；纯化

试剂盒 \T’]OI$U A9) AOKIZI$=NIL> ?IN，质粒抽提 \T’GKQG ,GI> A<=M(I5 -I>IGKQG ?IN 和 \T’]OI$U XQ< ^:NK=$W
NIL> ?IN 胶回收试剂盒购自 \T’X^& 公司，其它试剂为国产分析纯!

1 _ E=(J5= 稀释缓冲：36 1 (L< D E &=9<；13 ((L< D E -C,B# ·H@7B；"* ((L< D E .KIMW@9<（ G@ H6 *）；

36 318 XQ<=NI>!
其它溶液的配方参考相关文献［H］!

!# %" 草菇总 &’( 的提取及 )&’( 的纯化

总 )&’ 的提取采用通过改进的异硫氰酸胍强变性剂法［V］，()&’ 的纯化采用 AL<;=.K=$N ()&’ TML<=W
NIL> ,;MNQ( TTT，提取的总 )&’ 和 ()&’ 通过测定 "7+3与 "7V3值及进行 18变性琼脂糖凝胶电泳来确定其纯

度及浓度!
!# *" 差异杂交

（1）非诱导菌丝抽提的 ()&’ 的变性

" ‘ * "C ()&’ 加入 *6 * "E 乙醛，1* "E 甲酰胺和 -BA, 缓冲液，在 +*4保温 1* (I> 使其变性，放至

冰上速冷，然后将 ()&’ 变性样小心加至 @;JL>5 2 & [ 尼龙膜上，每次 * "E，避免枪头接触膜，使膜风干，

V34烘烤 7 S，固定膜!
（7）经诱导的菌丝的 $%&’ 第一链的合成

按 ,-’)..- $%&’ 文库构建试剂盒说明书完成，取 36 * "C ()&’ 为模板，以 ,-’). T0 寡核苷酸和

9%, TTT D "’A9) 引物，ALPQK,$KIGN 逆转录酶逆转录成 $%&’ 第一链!
（"）差异杂交

将固定有 ()&’ 的尼龙膜用 133 "E 预杂交液在 #74预杂交 " S，吸出预杂交液，加入 133 "E 杂交液

和 13 "E $%&’ 第一链和封闭剂，将合成的 $%&’ 第一链与固定于膜上的 ()&’ 在 *34杂交大于 + S，用

36 1 _ ,,9，36 18 ,%, 在 +V4严紧型洗脱，收集洗脱液，经纯化试剂盒纯化和乙醇沉淀浓缩，使我们所需的

酶的基因片段得到富集!
—#H—
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!" #$ 削减 %&’( 文库的构建

（!）"#$%&’
以杂交洗脱后回收的 (#)* 片段为模板，扩增双链 (#)*，扩增完毕后，取 + !" 进行酸凝胶电泳，与试

剂盒中的对照对比，确定其大致的量, 试剂盒中的对照取 ! !"，其他试剂都减半，扩增 !+ 个循环, 双链 (#$
)* 以 !"# - 限制性内切酶酶切，然后经 &.’/0* 12)$344 柱分级分离，收集符合大小（ 5 46 + 78）要求的

(#)* 片段, 将经 !"# - 酶切后的双链 (#)* 按一定比例与 9:;<=>?@（经 !"# - 酶切）载体连接,
（@）#)* 与 " 噬菌体载体连接、体外包装、感染和文库滴度的测定

将酶切后的双链 (#)* 按一定比例与 "9:;<=>?@（经 !"# - 酶切）载体在 !AB连接过夜, 用噬菌体包装

试剂盒包装连接产物成为噬菌体颗粒（ 按照 %C(7CDEFE "CG8HC #)* %C(7CD;FD 1IJKEG 试剂盒说明书操

作）, 用 ! L "CG8HC 稀释缓冲进行梯度稀释包装液后，取 ! !" 噬菌体包装液与 @44 !" M"!$N=OE 重悬液混

合，PQB保温 !4 R !+ G;F，加 @ G" 现配的预热至 3+B的融解的 "N S 0D1/3 顶层琼脂，迅速混合后，倒入预

热至 PQB的 "N S 0D1/3 平板中铺平板，PQB倒置培养 A R !T U, 计数噬菌斑，得出噬菌体 (#)* 文库的滴度

（<VO S G"），同时进行蓝白筛选以检测文库的重组率,
削减文库滴度（<VO S G"）W（噬菌斑数 L 稀释倍数 L !4P !" S G"）S $涂布平板的稀释噬菌体液的!"数

（P）(#)* 削减 " 噬菌体文库的扩增及扩增文库滴度的确定

将三个连接包装物混合，约有 !+44 !"（P6 Q+ L !4+ <VO）进行文库扩增，同样按照文库滴度的测定方法

进行扩增文库滴度的测定，梯度稀释至 !4 X+，涂布 !4 !"，PQB培养过夜, 第二天计算噬菌斑数，得出噬菌

体 (#)* 文库的滴度, 从扩增文库中随机挑取 !@ 个阳性噬菌体斑克隆，用试剂盒中通用引物 +Y%&’ 和 PY
%&’ 引物做 %&’ 来扩增插入片段，反应产物以 !Z琼脂糖凝胶电泳分析，鉴定 (#)* 片段的插入大小,

（3）全长 (#)* 文库的检验

由于网上已有若干草菇纤维素酶和半纤维素酶基因序列已知，所以直接设计引物，以得到的 (#)* 削

减 " 噬菌体文库液为模板，进行 %&’，电泳检测并将 %&’ 产物从胶回收纯化后，与 9* 载体 <0#!T$9 连

接，电转化大肠杆菌 [0!4\，涂布蓝白平板，倒置 PQB过夜培养, 挑取白色菌落，培养后抽提质粒，酶切验证

有大小正确的插入子后，进行 #)* 测序,

)$ 结果

)" !$ 草菇总 *’( 的提取及 +*’( 的纯化

] ] 以改进抽提方法对非诱导培养和诱导培养的草菇菌丝进行 ’)* 抽提，

%@A4 & %@T4分别为 @6 4P3 和 @6 4P+，浓度分别为 +Q6 PA !D S G" 和 3T6 AT !D S G"，

各取 !4 !" 用变性琼脂糖凝胶来检验 ’)* 的完整性，条带亮度比例大约为

!6 + R @6 +^ !（见图 !）, 根据所得的结果显示，这样获得的 ’)* 样品纯度高，

完整性好，满足下一步的 G’)* 的提取需要, 各取 ! GD 总 ’)* 抽提草菇菌

丝的 G’)*，%@A4 & %@T4 分别为 !6 @@@ 和 @6 4P+，浓 度 分 别 为 \6 3T !D S G" 和

@\6 33 !D S G"，基本也满足后继的 (#)* 合成实验的需要,
)" )$ 差异杂交

非诱导培养草菇菌丝所提 G’)* 取约 P !D，进行变性和固定，而诱导培

养草菇菌丝所提 G’)* 取 ! !D 进行 (#)* 第一链合成，取一半 (#)* 第一链

样品与固定的 G’)* 杂交，将杂交液和洗脱液纯化，得到约 46 3 !D,
)" ,$ 草菇 %&’( 文库的构建

取纯化液 @4 !"（约 46 4T !D）作模板，3+ 个循环，进行 "#$%&’ 扩增，经 !Z 琼脂糖凝胶电泳检测，合

成的双链 (#)* 片段大小在 46 P R A6 4 78 之间（图 @）, 经测定原始文库滴度为 @6 + L !4+ <VO S G"，重组率为

\PZ , 原始文库经扩增后，测定文库滴度为 !6 ! L !4\ <VO S G", 随机挑取 !@ 个克隆经 %&’ 鉴定 (#)* 插入

片段大小，插入 (#)* 大小在 46 + R 36 4 78 之间（图 P）,
)" -$ 全长 %&’( 文库的检验

通过 %&’ 扩增，得到全长的葡聚糖酶、葡萄糖苷酶和木聚糖酶基因序列，采用序列分析软件 #*)$
—+Q—
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!"#、$%"&’ 与 #($) 的数据库中已知基因进行同源性比较、分析* 结果显示，和公布的序列比对，发现葡

聚糖酶和 !+葡萄糖苷酶与公布序列同源性分别达到 ,,- ./ 和 ,,- 0/，差异基本上是由于菌株不同造成

的，得到的序列阅读框（123）完整*

!" 讨论

45#" 文库的质量主要反映在文库的代表性和重组 45#" 片段的序列完整性两个方面* 文库的代表

性可用库容量来衡量* 本研究采用差异杂交和 &!"2’ 技术成功构建的草菇 45#" 削减文库，原始文库含

有 6- . 7 89. :;< = >? 个重组克隆，重组率达到 ,@/以上，文库扩增后滴度达到 8- 8 7 89, :;< = >?，约为一般

文库库容的 6./，达到了缩小文库库容的基本要求* 随机挑取 86 个克隆，用 A(2 鉴定 45#" 插入片段大

小在 9- . B C- 9 DE 之间，因此文库的代表性满足文库筛选的要求*
重组 45#" 片段的完整性是反映 45#" 文库质量的另一重要因素* 本研究采用 &!"2’（ &FGHIGJK

!L4IMJGN> MH .OLJP Q; 2#" ’RMJN4RG:H）技术，经 ?5+A(2（8QJK+PGNHMJ4L A(2）合成双链 45#"* 其主要优点

在于：首先，提高了 45#" 文库中所含全长 45#" 的比例；其次，由于 ?5+A(2 在合成 45#" 中体现出来的

优越性，只需极其少量的 >2#"（6. JK）或总 2#"（.9 JK）就能构建 45#" 文库；第三，合成的双链 45#" 经

!"# )（ )" 和 )$）酶切，连接到 "’RG:%ST6 载体的左右臂，从而实现 45#" 的简便、快速的定向克隆* 同时在文

库中克隆到完整的草菇纤维素酶和半纤维素酶基因，进一步验证了文库的序列完整性，也证实了文库具有

完备的诱导酶系基因* 总之，这是一种改进的利用差异杂交和定向插入构建全长 45#" 削减文库的方法，

有利于富集所需基因，可以减少大量的筛选工作，是构建 45#" 文库的一种有效改进*
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