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摘 要：采用冻融、蛋白酶 E、FGF5高盐5加热处理法联合的方法，直接从云南腾冲地区的一个弱碱性高温热泉沉积
样品中提取和分离环境混合基因组 GH.，产量为每克样品 ( ’ $!< GH.，用 IJ;8,<3试剂盒纯化后进行 !"#"部分酶
切处理，电泳回收 # ’ -KL的片段后，构建了 MFE（ N）为载体的基因组文库，共获得 $6%%%个阳性克隆，平均插入片段
长度为 !A"KL。通过随机 GH. 序列测定和基因注释，发现外源插入片段含有未见报道的序列。
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高温热泉与地球早期环境比较接近，其中微生

物生态系统相对简单、稳定和封闭，对其进行微生物

研究不仅有助于认识高温环境中的微生物遗传多样

性与功能多样性，而且对认识地球上生命的起源和

进化具有十分深远的意义；同时，由于这些微生物具

有特殊的生理机制和独特的基因，有较高的应用价

值，因此受到广泛的重视［(］。

我国云南省腾冲县具有特殊的地热资源，是研

究热泉微生物的重要地区［$］。国内对腾冲热泉微生

物的研究开展得比较早，在菌种分离鉴定［# ’ "］、微生

物多样性分析等方面取得了许多成果［&，-］。而在通

过构建环境基因组文库收集和发掘其微生物、特别

是未培养微生物基因资源方面，尚处于起步阶段。

腾冲蛤蟆嘴热泉是一个弱碱性的高温热泉，温

度达到 -!P以上，本研究采用改进的 GH. 提取方
法，直接提取热泉底部土壤 GH.，成功构建了蛤蟆
嘴热泉未培养微生物基因组文库，并对文库中的部

分克隆进行了分析，为探索该热泉微生物新基因的

研究和利用奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 品采集：$%%!年 #月在云南腾冲县境内蛤蟆
嘴热泉采集泉底土壤（灰色沙土），其采样点海拔

(!6%米，北纬 $!Q6&R%%S6T，东经 C-Q$"R(&S$T，采样温
度 -!P，MU -S%。样品采集后密封运回实验室于

D -%P冰箱保存。
!"!"# 菌株和载体的来源：$"%&’()%&)* %+,) GU(%V
和 MFE（ N）均为本实验室保存。
!"!"$主要试剂：!"#"等限制性内切酶购自 /3E3W3
公司；XYI（肠小牛碱性磷酸酶）等购自 H7V 公司；
GH.纯化试剂盒、/! GH. 连接酶购自 IJ;8,<3 公
司；蛋白酶 E购自 Z,JBK公司；其余均为国产分析纯
试剂。

!"# 土壤总 %&’ 的提取和纯化
!"#"! 土壤 GH.的提取：根据高温热泉样品特性，
参考文献［C ’ ($］方法并作了改进：称取 6< 土壤样
品，充分研磨后，置于 #%8[ 离心管中，加入 (#S68[
GH. 抽提缓冲液（(%%88;01[ /J9@·UX0，MU -S%，
(%%88;01[ 7G/.，MU-S%，(%88;01[ 磷酸钠缓冲液，
MU-S%，(S68;01[ H3X0，(\ X/.V），混匀后，置液氮中，
然后取出在 "6P水浴中保温至融化，反复 #次；冷却
后加入 6%![蛋白酶 E（$%8<18[）于摇床中水平振荡
（#&P，$$6J189+）约 #%89+后；加入 $S%8[ FGF（$%\），
混匀后，"6P保温 $ ’ #]；每隔 (6 ’ $%89+上下颠倒离
心管混匀；&%%% ^ < 室温离心 (%89+，收集上清液，沉淀
加入 68[ GH.提取液，%S68[ $%\FGF，与土壤充分混
匀，置 "6 P$%89+；离心收集上清夜，重复一次，合并 #
次上清夜，加入等体积的氯仿：异戊醇（( _ (）抽提两
次；加入 %S" 倍体积的异丙醇，室温放置过夜后，
($%%% ^ <、!P离心 (689+；沉淀用 &%\乙醇洗后干燥，
用 (%%![ /7（MU-S%）溶解。 D $%P保存备用。



!"#"# 粗提 !"#的纯化：按产品说明进行操作。
!"$ 载体的制备
构建 !"#!酶单酶切的 $%&（ ’）质粒。

!"% 混合基因组 &’(文库的构建和保存
首先用 !"#!对纯化的环境微生物 !"#进行不

完全酶切，琼脂糖电泳分离酶切产物，用 ()*+,-
(.)/0 1,2 3456*/5)7- &)5凝胶回收 8 9 :0; !"#片段，
然后与经 <=> 去磷酸化酶处理过的 $%&（ ’）质粒
!"#以合适的比例连接，连接产物用电转化方法导
入 $ ? %&’( !@ABC，涂布在含有 DE1*2（FB"+GHI）、=>J1
（FB"+GHI）、#H$（KB"+GHI）的 IC平板上。挑取白色
菌落至含有 IC培养基（#H$浓度同上）的 LM孔培养
板中，8NO恒温培养 PFQ 左右，加入甘油，保存于
R :BO。
!") 文库的质量分析
从 IC平板上随机挑取 ABB个白色菌落液体培

养，用碱裂解法提取质粒，酶切、鉴定插入片段的大

小。随机抽出 8B个阳性克隆进行测序，将序列递交
到 1,-C*-0，通过 CI#%JD软件进行同源性分析。

# 结果和分析

#"! 环境样品 &’(的提取和纯化
采用改进的 !"#提取方法，从每克土壤样品可

获得 A 9 P"+ !"#。电泳结果表明，提取的 !"# 完
整性较好，大于 P80;，满足本研究中基因组文库构
建的要求。经过电洗脱法、低熔点凝胶法以及试剂

盒法等方法的比较，发现 >67H,+* S)T*6U <2,*- V$ 试

剂盒纯化方法效果比较理想，回收效率高，大约为

LBW，降解程度低，回收后 !"#纯度较高。
#"# 文库的构建
经纯化后的热泉环境微生物 !"#能够被 !"#!

酶切，得到 A 9 PB0;范围的弥散 !"#条带。用试剂
盒凝胶回收其中 8 9 :0;大小的酶切片段，将回收的
!"#片段（PK 9 8B-+）与制备好的载体（AB-+）进行连
接，电转化宿主细胞 $ ? %&’( !@ABC，将其铺在 #H$G
=>J1GDE+*2GIC 平板上进行培养 AMQ，获得带外源
!"#片段的白色阳性克隆。
#"$ 文库的评价
评价一个环境免培微生物基因组文库质量的好

坏主要从以下 8个方面考虑：文库的库容量、插入片
段的大小、文库中基因的多样性。

在热泉环境微生物基因文库的构建中，每次连

接反应，以 PK 9 8B-+ 目的片段 !"# 连接后转化得
到大约 PKBBB 个白斑，转化效率为 ABM 个阳性克隆
子G"+ !"#，若将提取纯化的该热泉环境微生物 !"#
全部连接转化，可总共获得约 KBBBBB 个阳性克隆；
随机从文库中挑取 ABB个白斑，提取质粒酶切粒检
测，其中 LF 个均有插入片段，重组率为 LFW，而其
中绝大部分插入片段大于 80;（图 A），大小不同，平
均片段长度为 F?M0;。
由于构建的文库的库容足够大，大约包含

P?K1C的外源 !"#，又因为这些外源 !"#片段来自
于高温热泉微生物，很有可能获得新的耐热蛋白质

或酶等。

图 ! 环境基因组文库的克隆检测
X)+YA #-*2Z[)[ 7\ H,5*+,-7H)/ $2*[H)U 2);6*6ZYA0; !"# 2*UU,6；BY I)-,6 $%&（ ’）；A 9 P8Y ],/7H;)-*-5 $2*[H)U[ U)+,[5,U )̂5Q !"#!Y

#"% 热泉未培养微生物基因文库的部分序列分析
比较

从该基因文库中随机挑选 8B个质粒进行 !"#
序列分析，发现在 8B个测序样品中，测序没有出现
重复的序列，发现片段中含有未见报道的序列。

经过与 CI#%JD比较后（表 A），发现外源片段的
大部分序列与已知嗜热微生物的基因有一定的同源

性。这些嗜热微生物包括细菌和古菌。例如：序列

A、AB、AA、A8、AL和 P8与 $)*+,*%-,.&#, 的一些已知微
生物的基因序列有相似性，由于蛤蟆嘴热泉环境温

度较高，而且泉底土壤环境是一个厌氧的环境，

$)*+,*%-,.&#,可能大量存在于这种环境之中；序列
N、AN、PF、PK、PM、PL与 !*&#.&/,%#.*(, 类群的菌基因序
列有相似性，!*&#.&/,%#.*(, 是细菌中最大的和生理
特性多样性最多的一个类群，它广泛地存在于土壤、

水体等自然环境中；序列 F、L、AF、AK、PP、8B 与

:PF <#= _)-+ .# ,’ Y G0%#, 1(%*&/(&’&2(%, 3(4(%,（PBBM）FM（8）



!"#$"%&’()类群的菌基因序列有相似性，如 *、+,号和
--、./ 号序列分别与 !"#$%&’(’#$&)’*+#$ +#(,*&(,#(-.-
012、/&&$#00’ +"#$%&’*#+.*’ 3455 .*/6. 的基因部分
序列有一定同源性，同源性分别为 2-7 8 ,,7和
297 8 9,7。另一方面发现 .、,、+9、+:这 2条序列
与 1"0&$&20#3. 类群中的 1"0&$&20#34- ’4$’(+.’*4- 的基
因部分序列有一定同源性，同源性 2/7 8 9/7；-、-/
号样品与 5*+.(&)’*+#$.’ 类群中的 !"#$%&).2.6’ 24-*’
的基因部分序列具有一定同源性，同源性为 -67 8
,-7；9、:、-:与 7#.(&*&**4-;!"#$%4- 类群中基因部分
序列同源性为 .*7 8 9+7；还有少数菌群如
1"0&$&).（+-）、80’(*+&%9*#+#-（-+）这些类群的菌等存
在。从这些序列可以推测出在此高温热泉环境中，

可能存在着这些类群的微生物或者与这些微生物亲

缘关系较近的菌种，而且多样性比较高；而这些信息

又初步说明了所构建的环境文库中的序列来源多样

性和可信性程度高，以及文库的代表性较高。

另外，在这些序列中，大部分都含有可预测功能

的基因或基因的一部分，例如样品 -- 号可能是
4<#(=>">( )?>’<@)(苏氨酸合成酶基因的一部分，该酶
的这一部分与 /&&$#00’ +"#$%&’*#+.*’ 3455 .*/6. 己
知的微生物的相应部分在氨基酸序列水平上的同源

性为 9,7；又如样 品 -, 号 含 编 码 @%(’?A;5=3
%@#B=C?A@)(，%@#B=C?A ’#@>)D(#@)(!亚基序列的一部分，
该酶的这一部分与 :#&)’*+#$ -4024$$#64*#(- E53种已
知的微生物的酶相应部分的序列同源性为 ,*7。
从序列比较结果可以推测出，预期可能获得新的酶

基因。

表 ! 随机抽取克隆中外源 "#$部分序列假定的基因功能
4@BA( + E&’@’"F( G(>( D&>%’"=> =D H@#’"@A IJ3 )(K&(>%() L(#"F(L D#=$ #@>L=$A? )(A(%’(L H=)"’"F( %A=>()

JMN E=))"BA( D&>%’"=> J(@#()’ #(A@’(L =#G@>")$ O P@A&( QL(>’"’"()
+ E#(L"%’(L H#=’("> /#+"’(&-’$*.(’ ’*#+.;&$’(- )’#N 5-3 .(;+. .6R:6（2-7）
- 5MS+99/：E#(L"%’(L E;A==H;%=>’@">">G T">@)( !"#$%&).2.6’ 24-*’ +(;,, +/:R-/6（,-7）
. 5MS/66:：J"’#=#(L&%’@)( 1"0&$&20#34- ’4$’(+.’*4- 6(;+, ,,R++*（297）
2 SA&’@$@’(;’UJ3 A"G@)( <’*.004- -+#’$&+"#$%&=".04- .(;9- +-6R-:,（227）
, 5MS/29.：SA?%=)?A’#@>)D(#@)() ">F=AF(L "> %(AA V@AA B"=G(>()") 1"0&$&20#34- ’4$’(+.’*4- -(;-9 69R+,-（,/7）
9 5<=#")$@’( $&’@)( !"#$%4- +"#$%&=".04- W1-6 -(;.- 6,R+-+（9+7）
6 .;$(’<?A;-;=C=B&’@>=@’( L(<?L#=G(>@)(（A"H=@$"L(） 5(’#$&%93&)’*+#$ 6#"’0&,#(’(- -5E;5 -(;9* +-9R--:（,,7）
: 5?’=%<#=$( 5;’?H( B"=G(>()") H#=’("> %%$O !"#$%4- +"#$%&=".04- W1-6 .(;/* .-R99（2:7）
* W?H=’<(’"%@A H#=’("> 44O/++- !"#$%&’(’#$&)’*+#$ +#(,*&(,#(-.- /<2 +#; -+ 99R+,2（2-7）
+/ 84+’+.;# 6#"96$&,#(’-# 89$&*&**4- 24$.&-4- IX0 .9.: *(;-, 62R-2+（./7）
++ -Y;,Y UJ3 A"G@)( /#+"’(&=9$4- >’(60#$. 3P+* 9(;+* ,.R+.2（.*7）
+- X"$"A@# ’= 34E@)(（333 Z )&H(#D@$"A?） 1"0&$&).4% ="’#&)’*+#$&.6#- IX0 -99 ,(;/, .2R6:（2.7）
+. W?H=’<(’"%@A H#=’(">（$&A’";L=$@">） /#+"’(&-’$*.(’ ’*#+.;&$’(- )’#N 5-3 +N, -,R69（.-7）
+2 E#=’(">;’?#=)">( T">@)( 10&-+$.6.4% +"#$%&*#004% 3455 -62/, +(;/6 ,2R+6*（./7）
+, E#(L"%’(L <(A"%@)() !"#$%&’(’#$&)’*+#$ +#(,*&(,#(-.- 012 +(;29 *,R+6/（,,7）
+9 5MS/+:-：E#(L"%’(L ’#@>)A@’"=> ">"’"@’"=> D@%’=# -1 )&B&>"’， 1"0&$&20#34- ’4$’(+.’*4- :(;,9 +-:R-+.（9/7）

(Q!;-1 @AH<@RB(’@RL(A’@ D@$"A?
+6 IJ3 H=A?$(#@)( " @AH<@ )&B&>"’ /’,(#+&*&**4- )H[ 05;+ 9(;-6 9.R:/（6:7）
+: 5MS-+6/：\>%<@#@%’(#"](L %=>)(#F(L H#=’("> 1"0&$&20#34- ’4$’(+.’*4- *(;-9 ,:R+/+（,67）
+* I"H(H’"L( 315 ’#@>)H=#’(#，L"H(H’"L(;B">L">G H#=’(">（LHH3） 5$*"’#&,0&)4- 240,.64- IX0 2./2 -(;/6 22R+.,（.-7）
-/ 5MS.,,2：\>%<@#@%’(#"](L H#=’("> %=>)(#F(L "> B@%’(#"@ !"#$%&).2.6’ 24-*’ +N6 --R6*（-67）
-+ E#=B@BA( )K&@A(>(;<=H(>( %?%A@)( ?"&6&=.$#0040’ )’0+.*’ XW + 2(;-+ ,,R+,-（.97）
-- 4<#(=>">( )?>’<@)( /&&$#00’ +"#$%&’*#+.*’ 3455 .*/6. -(;:9 +69R-9*（9,7）
-. SA&%=)@$">(;D#&%’=)(;9;H<=)H<@’( @$">=’#@>)D(#@)( @’0&’$*40’ %’$.-%&$+4. 3455 2./2* .(;./ 9:R+26（297）
-2 Q>=)"’=A;+（=# 2）;$=>=H<=)H<@’@)( :#&)’*+#$ %#+’00.$#64*#(- SX;+, 9(;., 62R+,6（267）
-, 3%(’?A;5=3 %@#B=C?A@)(，%@#B=C?A ’#@>)D(#@)(，@AH<@ )&B&>"’ :#&)’*+#$ -4024$$#64*#(- E53 .(;,9 +-/R-/+（,*7）
-9 Q>>(#;$($B#@>( ’#@>)A=%@’=# A.(#&*&**4- $’6.&+&0#$’(- XUX./-+9 2(;-: *+R-/+（2,7）
-6 W?H=’<(’"%@A H#=’("> 44W3/-:, !"#$%4- +"#$%&=".04- W1: /N/+/ ,+R-/9（-27）
-: 0@^=# D@%"A"’@’=# )&H(#D@$"A? 7#.(&*&**4- ,#&+"#$%’0.- IX0 ++.// -(;/* 9.R+9/（.*7）
-* _(’=H@>’=@’( <?L#=C?$(’<?A’#@>)D(#@)( 7#-4024$&%&(’- ’*#+&3.6’(- IX0 9:2 9(;-- ,,R*2（,:7）
./ IJ3 H=A?$(#@)(，B(’@;A"T( #(G"=> /&&$#00’ +"#$%&’*#+.*’ 3455 .*/6. +(;+/ .-R9*（297）
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! 讨论
在自然环境中，!!"以上的微生物在现有实验

条件下无法直接培养获得［#$］。利用免培养技术直

接从环境中获得微生物 %&’构建环境基因组文库，
对环境微生物特别是一些特殊环境微生物研究具有

重要应用价值。目前该技术已受到国内外学者高度

重视，并有大量相关研究报道［#( ) #*］，利用该技术已

经获得了许多新基因［#+，#,］。但是环境基因组文库的

建立有一定难度，如何获得高纯度和高分子量的环

境微生物 %&’是构建环境基因组文库的关键步骤。
土壤环境成分的复杂性给提取 %&’ 造成了困难。
而且，不同的环境样品有不同的特性，没有一种

%&’提取方法适用于所有样品。在高温热泉样品
中，微生物的生物量非常少，通过现有的 %&’提取
方法得到大量的、纯度较高的总 %&’ 是非常困难
的。

本研究采用冻融法、蛋白酶 -法、.%./高盐/加
热等联合处理方法，充分地裂解土壤中的微生物

%&’，使提取的 %&’最大程度地反映了土壤中微生
物的真实情况，为构建的文库更具代表性奠定了基

础。采用试剂盒纯化环境 %&’减少了纯化过程中
所造成的 %&’损失，提高了 %&’的质量，方便了后
期建库工作。

从部分测序结果分析来看，蛤蟆嘴热泉环境中

的微生物多样性较高。而在某些自然环境中，常常

有某种优势菌群存在，如本实验室在对西藏一个温

度为 ,01中性古堆热泉土壤的研究中，用同样的方
法构建文库，从中测序分析了 $2个序列，发现 20"
) *0"的序列都能与 !"#$%&’ ("#$%)*"+,&’ 345+ 菌
的部分基因序列有同源性，而且大部分序列的同源

性较高（ 6 *0"）。 !"#$%&’ ("#$%)*"+,&’ 345+ 菌是
500(年全基因组测序完成的一株菌，是从日本一中
性热泉分离出来，生长温度为 ,01以上，存在环境
和古堆热泉相似，推测古堆热泉环境中可能含有此

种菌群，而且为优势菌群，文献上有报道这种情况发

生，如 500(年 789:;等［#!］在 &<=>?@上发表他们对酸
性环境（’ABC DB:EBFG）的环境基因组文库大量随机测
序，也出现此特殊环境中的微生物的低生物多样性

（H:I DB:CBJ@?9B=8）的情况，H@K=:9KB?BFF>G L?:>K这个菌
群在其中占了 ,2"［50］。
另外值得一提 的 是 橙 色 绿 曲 挠 丝 状 菌

（-",)$).,#/&’ 0&$01(+02&’）是一种在厌氧和低光照条
件下形成淡绿色丝状体，在其它情况下都为橘黄色，

在本研究提取土壤总 %&’ 的过程中，在细胞破壁
后，%&’提取液常常呈现绿色，且溶于有机相，可被
随后的氯仿抽提，推测为绿色色素，因为采样来自泉

底土壤，低光照和厌氧的条件，而且所得到的序列中

有部分序列（( 条序列）与 -",)$).,#/&’ 0&$01(+02&’ 有
一定的同源性，推测此热泉土壤可能含有这种微

生物。

腾冲蛤蟆嘴未培养微生物基因组文库的成功构

建，可以有效地克服制约对该热泉微生物研究的技

术瓶颈，为保存、研究热泉环境微生物基因资源、开

发具有重要应用价值的基因提供了有利的技术平

台。后期要做的工作是通过高通量筛选的方法对文

库进行活性筛选，以及更多克隆序列测序及利用生

物信息学手段分析数据，两方面的结合有助于发现

及开发新的活性物质以及更详细地阐释蛤蟆嘴热泉

环境微生物的特性。
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