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草菇（!"#$%&’(##% $"#$%)(%）是一种高温型的食用菌，在 !<低温条件下，其菌丝自溶死亡，子实体发软、
液化直至腐烂［1 = #］。草菇的这一特性严重地限制了草菇的生产、新鲜草菇的流通、低温冷冻保鲜和出口

创汇以及草菇菌种的低温冷冻储藏。草菇是同宗结合的真菌，生活史复杂［!］，菌丝没有锁状联合，杂种

选择缺乏标记，这给草菇的杂交育种带来极大的困难［0，%］。基因工程的发展为解决草菇不耐低温冷藏这

一难题提供了可能。678（6>-?@A( 7BCD-?-CEC 8?’D-E,）基因—热滞后蛋白基因，是加拿大科学家 FEG>A-( H)
等从北美云衫虫（I>’?ECD’,-+?A J+,EJ-?A,A）中克隆分离得到的，其全长为 !11KL，其产物活性是目前已知的
所有北极鱼抗冷冻蛋白 ;M8活性的 1$ = #$倍［5］，甚至 1$$倍［4，/］。我们已从国外引进了连接在未知载体
上的 678基因，并通过 8IN技术重新克隆获得了该基因，拟用于遗传转化草菇，以期获得抗冷冻的草菇
新菌株。本文报道了 678基因的重新克隆以及草菇抗冷冻基因表达载体的构建。

$ 材料和方法

$%$ 质粒与菌株
质粒 LOI1/;8国外引进，转化受体菌 * ) )%#’P70!，质粒 LI;FQR;1#$1本实验室保存，LHSFN63&-GD’?

购自 8?’@-TA公司。
$%& 酶及试剂
限制性内切酶 +)""、,-.U"购自 8?’@-TA公司，,-.S#、6! P.;连接酶、6AV P.;聚合酶购自 QE’(AKC

公司；质粒纯化 WED、凝胶 P.;提取 WED和 8IN产物纯化 WED购自美国 N’G>- PEAT,’CDEGC公司；实验所用试
剂均为进口或国产分析纯试剂。

$%’ #()引物
根据 678基因的已知序列设计了一对引物，即：;M81（0X36HI;HH;;6IHHI;IH;HH;;3#X）和 ;M8"

（0X3H;I666I;6HHI66;;66;HI3#X）。引物由 Y8SNY.公司合成。
$%* 接头
依据与限制性内切酶 ,-.U"和 ,-.S#酶切后留下的粘性末端碱基相配并在接头中间增加酶切位点

的实验要求设计合成两条 Y(ET’ 核苷酸，即 0X3HHIIHII;6HH;6HH6;;II;;H;6I6;H3#X（"/Q8）和 0X3
H6;;II6;H;6I66HH66;II;6II;6HHI3#X（#KL），退火后即为连接接头，其中包括了 +)""，,-.S#，,/###
个酶切位点。接头由上海生物工程公司合成提供。

$%+ !"#基因的重新克隆
$%+%$ 未知载体质粒的扩增与提取：P70!感受态细胞的制备以及质粒的转化和扩增参照文献［1$］，质



粒的提取参照文献［!!］。
!"#"$ "#$基因的 $%&扩增，$%&的反应体系为：!’ ( $%& )*++,-（含 ./001234 56%2.）/7’!4，89"$:（!’

001234）!7’!4，$-;0,- <=$!（!’!01234）和 $-;0,- <=$.（!’!01234）各 !7./!4，">? @9<聚合酶（/A3!4）’7./!4，
模板 .7’!4，无菌 88#.B CD7./!4，总体积 /’!4。反应条件：预变性 DEF /0;G；循环参数为 DEF E’:，//F

C’:，H.F !0;G，C/ %IJ2,:；H.F延伸 K0;G。

!"#"% $%&产物的回收：$%&产物的回收按 $%&产物纯化 L;M上的说明进行。
!"#"& $%&产物的连接与转化：回收的 $%&产物直接与 NOP5& "QR,JM1-相连，连接产物转化感受态受体
菌 @#/"，CHF培养过夜，挑取有插入片段的白色菌落进行扩增。

!"#"# $%&产物的序列测定：提取白色菌落的转化子质粒（方法同上），以 ST<OP9质粒纯化 L;M进行纯
化。@9<序列测定用 <)!CHH<型 @9<自动测序仪进行。得到 "#$基因正向插入的转化子 NO"#$E。

!"’ 草菇表达载体的构建
!"’"! N%<5)T< !C’!的双酶切反应：质粒 N%<5)T< !C’!的扩增、提取方法同 !7/7!。先以 !"#P#酶解
质粒 N%<5)T<!C’!，反应体系为：N%<5)T< !C’! !/!4（!U !!63!4）、!’ ( 9P )*++,-C CU ’!4、!"#P#（/A3!4）

CU’!4，无菌 88#.B DU’!4，总体积 C’!4，K’F水浴酶解 .V。加入 C7’!4 C01234 9><J（N#/U .）和 K’!4的无

水乙醇沉淀已酶解的质粒 @9<，!. ’’’-30;G离心 /0;G，小心弃尽上清液后，加入 !’’!4 H/W的乙醇洗涤沉
淀，!. ’’’-30;G离心 .0;G，弃尽上清，室温下干燥至沉淀物呈透明色。之后进行第二个酶解反应，反应体
系为：先加入无菌 88#.B ./U .!4以溶解 @9<，再加入 !’ ( )*++,- @ CU ’!4，$%&$（!’A3!4）!U /!4，)X<
（!’!63!4）’UC!4，CHF水浴酶解 .V。以 !W琼脂糖凝胶电泳分离酶解产物，目的大片段采用凝胶 @9<提
取 L;M回收，步骤按说明书进行。回收产物保存于 Y .’F，备用。
!"’"$ NO"#$E的双酶切反应：质粒 NO"#$E的扩增、提取方法同 !7/7!。以内切酶 !"#Z$和 $%&$进行
双酶切反应。先以 $%&$进行酶解，反应体系为：NO"#$E（CU C!63!4）/U ’!4，!’ ( )*++,- @ CU ’!4，$%&$
（!’A3!4）.U’!4，)X<（!’!63!4）’UC!4，CHF水浴酶解 .V。之后加入 !"#Z$（!’A3!4）.7’!4，/’F水浴酶解

.V，以 !7K7!相同的方法回收含有 "#$目的基因的小片段，保存于 Y .’F，备用。
!"’"% 接头的退火：在 ’(值为 .（KK!6）的 .D[N和 C’[N的 B2;61核苷酸中分别加入 /’!4的无菌 88#.B，把

离心管上下振荡 !’0;G以充分溶解沾在离心管壁上的 B2;61 @9<，!C ’’’-30;G离心 C’:后各取出 ./!4于一新管
里混匀，D/F变性 /0;G，然后在 !’0;G内逐渐冷却至室温。/ ’’’-30;G离心 !’:。储存于 Y .’F。备用。
!"’"& 目的片段的连接与环化：把回收的大片段与小片段在 "E @9<连接酶的作用下进行连接。反应
体系为：大片段和小片断各 C’!4，!’ ( "E @9<连接酶 )*++,- H U’!4，"E @9<连接酶（/A3!4）CU’!4，在 $%&
仪上 !KF连接反应 !KV。连接产物用 !W凝胶电泳分离并按 !7K7!的方法回收，Y .’F下保存备用。
连接产物进一步连接环化的反应体系为：连接产物（’7!!63!4）\U ’!4，!’ ( "E @9<连接酶 )*++,-

. U’!4，"E @9<连接酶（/A3!4）.U’!4，接头（!E7K!012）.U’!4，无菌 88#.B KU ’!4，总体积 .’7’!4，在 $%&仪

上 !KF连接反应 !KV。连接环化后的质粒为 N%"#\.C。
!"’"# 质粒 N%"#\.C的转化、扩增与提取：质粒 N%"#\.C转化受体菌 @#/"的方法参照文献［!’］。随机
挑取转化菌落，接种于含卡那霉素（/’!6304）的 4)培养基中，CHF摇菌过夜，按 !7K7!方法提取质粒，保
存于 Y .’F，备用。
!"’"’ $%&扩增鉴定质粒 N%"#\.C：以 $-;0,- <=$!M和 <=$. 为引物，以已知质粒 NO"#$E 为对照进行

$%&扩增。反应体系和反应条件同 !7/7.。$%&反应完毕，以 !W的凝胶进行电泳检查。
!"’"( 质粒 N%"#\.C的酶切鉴定：用限制性内切酶 !)*#对质粒 N%"#\.C进行单酶解反应，反应体系
为：质粒 N%"#\.C（CU!.!63!4）KU’!4，!’ ( 9P )*++,-C CU ’!4，!)*#（/A3!4）EU ’!4，无菌 88#.B!HU ’!4，CHF
水浴酶解 .V；同样以限制性内切酶 !)*#和 +%&&$对质粒 N%"#\.C进行双酶解反应，先以 !)*#酶进行
酶解，以 !7K7!相同的方法沉淀已酶解的 @9<，之后进行第二次酶解反应，反应体系为：无菌 88#.B ./U
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!!"，#! $ %&’’() * +,!"，!"#-"（#./0!"）#, 1!"，%23（#!40!"）!, +!"，+15水浴酶解 .6。酶解产物同样以
#7的凝胶进行电泳检查。

图 # 未知质粒载体 89-
扩增产物电泳图

:,#!!;<的 =>3 :?)@()；

#,*.A为模板的

89-扩增结果；

.，+未知质粒载体为

模板的 89-扩增结果 ,

! 结果和分析

!"# $%&基因的 &’(扩增结果
未知载体质粒 89-扩增结果如图 #所示，未知载体质粒的 89-各扩增

出一条特异明亮的条带（.，+），其大小与期望扩增得到的 B*8基因的大小
一致，介于 C!!;<到 D!!;<之间。而以 *.A为模板没有得到扩增（图 #），这

说明扩增的 =>3条带是特异的。
!"! &’(产物的序列测定结果
回收的 89-产物（目的片段）经重新克隆，其 =>3序列测定结果见图

.。该序列同已报道的 B*8基因序列完全相同，全长 C##;<。说明 B*8基因
已重新克隆成功。

!") 草菇表达载体 *’$%+!)的构建
以 <93:%E3#+!#为基本框架，酶切去除其 F/2基因的编码片段，回收

其大片段。从重新克隆的 <FB*8C载体中酶切回收 B*8基因目的片段，与
<93:%E3#+!#基本框架的大片段先进行一端的连接，形成包括启动子、目的
基因、终止子在内的具完整表达结构的线性载体，然后加衔接头进行连接

图 . B*8基因的 =>3序列

环化，即为环状的草菇表达载体 <9B*G.+。具体构建过程见图 +。
!", 草菇表达载体 *’$%-!)的 &’(扩增鉴定
以 8)HI()3J8#和 8)HI()3J8.为引物对质粒 <9B*G.+、<93:%E3#+!#和 <FB*8C进行 89-扩增，结果

见图 C。从图 C可知，待鉴定质粒 <9B*G.+与 <FB*8C目的片段的扩增结果相同，均在 D!!;<前方同一位
置出现一条明亮条带，而质粒 <93:%E3#+!#和 *.A没有得到目的片段的扩增。这说明只有待鉴定质粒

<9B*G.+含有与已知质粒 <FB*8C相同的片段。为了进一步鉴定该扩增片段即为 B*8基因片段，以凝胶
=>3 KHL回收该扩增片段并连接到 <FM:- BNOPLQ)上进行测序，测出的序列与图 .完全一致，这说明该扩
增片段正是 B*8基因。
!". 草菇表达载体 *’$%+!)的酶切鉴定
以限制性内切酶 $%&#进行单酶切及 !"#-"和 $%&#进行双酶切后电泳的结果见图 D。图 D的结

果表明：质粒 <9B*G.+的单酶切大小与期望的 #!R.D@;相当。双酶切后在 #@;和 #RD@;之间出现一条带，
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图 ! "#$%&’!表达载体的构建

图 ( 草菇表达载体 "#$%&’!
的 )#*扩增结果

+, 质粒 "#$%&’! )#*扩增结果；
’ - "#./01.+!2+ )#*扩增结果；

!,"3$%)( )#*扩增结果；
(,%’4 )#*扩增结果；

/-+2225"的 67. /89:;9 -

图 < 草菇表达载体 "#$%&’!
的酶切鉴定结果

+, 质粒 "#$%&’! 以 !"#!单酶切结果；
’, 质粒 "#./01.+!2+以 !"#!单酶切结果；
!, 质粒 "#$%&’!$%&*"和 !"#!双酶切结果；

(, 质粒 "#./01.+!2+!$%&*"和 !"#!双酶切结果；

/-+2225"的 67. /89:;9 -
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这也与期望切下的大小约 !"#$%&相符。而对照质粒 ’()*+,)!$-!的单酶切和双酶切的结果也与期望
的相同，故说明草菇表达载体构建成功。
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