
!"#"$%&’ ($)"% 研究报告
微生物学报 !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
!"（#$）：#%&’ ( #%&&；! )*+,-./ 0$$"
1223 $$$# ( 40$"；53 ## ( #""’67
8++9：6 6 :,;/<=>? @ AB @ =* @ *<6=*+=BA*/,*<

基金项目：国家科技支撑计划（0$$CDE104D$#）

!通信作者。F.>：G &4H#$H4!&$C&"0；IHB=A>：>A;JK ?;< @ AB @ =* @ *<

作者简介：安洋（#"&0 ( ），男，吉林长春人，硕士研究生，主要从事丝状真菌次生代谢产物分子调控相关的研究。IHB=A>：=<L=<JK M,NB=A> @ *,B

收稿日期：0$$"H$%H0%；修回日期：0$$"H$!H#’

一种用于构建红色红曲霉基 因 组 !"#$%& 文 库 的 大 片 段 ’()
制备方法

安洋#，0，杨晶#，0，徐欣欣#，0，刘钢#!

（# 中国科学院微生物研究所真菌地衣实验室，北京 #$$#$#）

（0 中国科学院研究生院，北京 #$$$!"）

摘要：【目的】制备用于构建红色红曲霉 *,?BAO 文库的大片段基因组 P3E。【方法】采用优化的酚氯仿抽提法

制备 P3E，并 利 用 ,$.%E1 切 割 至 平 均 大 小 为 !$ Q-，然 后 使 用 2+/=+=J.<. 包 装 蛋 白 构 建 *,?BAO 文 库。基 于

R5S 法使用同源探针从该文库中进行了目的基因的筛选。【结果】制备了浓度为 ’!J6!T，平均片段大小大于

!& Q- 的红色红曲霉大片段基因组 P3E。利用该 P3E 构建的 *,?BAO 文库基因组覆盖倍数为 #$，并筛选到了

含有目的片段的 *,?BAO。【结论】通过该方法制备红色红曲霉大片段基因组 P3E 简便易行并且完全可以用

于构建 *,?BAO 文库。

关键词：红色红曲霉；大片段基因组 P3E；*,?BAO 文库
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红曲霉在我国传统天然产物宝藏中有着独具东

方特色的应用历史。在诸多传统药典辞书中可见其

不同的应用，如：食品保藏，染色，调制风味，酿酒及

入药。现代科学研究进一步证实了红曲霉能够产生

丰富的次生代谢产物［# ( %］，如：能够抑制胆固醇合成

的 U,<=*,>A< V；具有降血压功效的"H氨基丁酸；包括

红色素、橙色素、黄色素在内的天然色素等。从基因

水平上了解这些重要天然化合物的生物合成途径，

有助于利用基因工程手段改造和优化这些次生代谢

产物的组分。通过制备同源探针，从大片段基因组

文库中筛查未知生物合成基因是一种快速有效的方

法［!］。红曲霉的细胞壁成分复杂，较难 温 和 而 有 效

地破壁，进 而 获 取 基 因 组 P3E。 利 用 传 统 方 法，如

低熔点琼脂糖包埋原生质体或者细胞核，虽然可以

获得 大 片 段 基 因 组 P3E，但 是 制 备 周 期 较 长，步 骤

繁琐，P3E 得 率 较 低，所 用 试 剂 和 仪 器 成 本 较

高［’ ( 4］。为此，我们经过反复实验论证，摸索出一种

简便易行的提取红色红 曲 霉 大 片 段 基 因 组 P3E 的

方法，并将之用于构建 *,?BAO 文库。通过筛选目的

基因证明了该方法的有效性。

* 材料和方法

* +* 材料

* +* +* 菌 株 和 质 粒：红 色 红 曲 霉（ %(-$/"./ ’.)0’ ）

E2 % W’!"，购自中国科学院微生物研究所菌种保藏

中 心；2;9./5,? # 5,?BAO X.*+,/ VA+，购 自 2+/=+=J.<.
公司。

* +* +, 主 要 试 剂 和 仪 器：十 二 烷 基 磺 酸 钠，购 自

2AJB= 公 司；YAJ=9=*Q # ZT R=*Q=JA<J IN+/=*+，购 自

2+/=+=J.<. 公司；限制性内切酶为大连宝生物公司产

品；F! P3E 连接酶及修饰酶购自 3ID 公司；其他常

规生化 试 剂 均 为 国 产 分 析 纯；冷 冻 台 式 离 心 机 为



!""#$%&’( 公司产品；凝胶电泳仪购自北京东方君意

公司；凝 胶 成 像 系 统 为 )*&+,-% 公 司 产 品。 基 因 扩

增仪购自 )*&+.#/’- 公司。

! "! "# 培 养 基 及 缓 冲 液：菌 丝 生 长 培 养 基（01 葡

萄糖、2 341 牛肉膏、01 蛋白胨、2 341 5-67）；抽提

缓 冲 液（ 02 88&79: 5-67、;2 88&79: <’*=+>67、
0 88&79: !?<@）；包装蛋白缓冲液 A.（4 3B1 5-67、
;1 .CADE ·F>;D、42 8: 0 8&79: <’*=+>67 ">F 34、

4 8: ;1 明胶，加去离子水至 0 :）

! "$ 菌丝体制备

将红曲孢子悬液接种于 ;22 8: 生长培养基，置

于 422 8: 三角瓶中 ;BG下 0B2 ’98*$ 培 养 EB H，过

滤收集菌体，滤纸吸干培养基后冻存待用。

! "# 基因组 %&’ 的提取

将冻干菌体置于洁净研钵中，加入液氮研磨至

均匀颗粒。每 0 C 粉末加入 04 8: 抽提缓冲液混匀，

加入 A?A 至终浓度 01。42G水浴 04 8*$。待冷却

至室温后加入等体积中性酚+氯仿+异戊醇（I9I9I J
;49;E90），将混合物置于洁净的 42 8: 三角瓶中温和

混匀 02 8*$，00G下 E222 K C 离心 ;2 8*$，吸取上清，

再次用酚抽提一次。取上清，加入等体积氯仿+异戊

醇（I9I J ;E90），温和混匀 02 8*$，00G下 E222 K C 离

心 ;2 8*$，吸取上清，置于冰上。加入醋酸钠至终浓

度 2 3L 8&79:，缓 慢 加 入 两 倍 体 积 的 预 冷 无 水 乙 醇，

用玻璃棒将白色絮状 ?5@ 挑出至0 34 8:离心管，用

F21乙 醇 漂 洗 后 晾 干。 加 入 0 K <! 缓 冲 液，放 置

EG过夜，使 ?5@ 自然溶解。

! "( 酶切基因组 %&’
每 042!: 酶切体系包括 L2!:（042!C）基因组

?5@，0!:（2 3224 M）!"#L@"，LFG 反 应 02 8*$。通

过酚氯仿抽提终止反应，吸取上清用乙醇沉淀。沉

淀干燥后溶于 0 K <! 缓冲液待用。

! ") 切割片段与载体的连接及包装

AN"#’6&= 0 6&=8*% I#O/&’ 的 处 理 按 照 使 用 说 明

书进行。;2!: 连接反应体系含有 P!C ?5@ 片 段，

P!C载体片 段，;!: 的 <E ?5@ 连 接 酶（E22 M9!:），

0PG下反应 过 夜。加 入 E!: 连 接 产 物 至 刚 刚 融 化

的包装蛋白，快速混匀。;;G水浴 ; H。加入 422!:
A. 缓冲液混匀。最后加入 ;2!: 氯仿，混匀后可见

无色透明沉淀块。置于 EG保存。

! "* 文库滴度及丰度测定

分别稀释包装原液至 0902 和 0942 两种浓度，转

化至 Q:0+)7N# ., 感受态细胞，涂布 :)9@8" 琼脂平

板，LFG生长过夜。对平板计数，计算每!: 包 装 原

液的转化效率。随机选取 02 个单菌落使用 碱 裂 解

法抽提 O&=8*% ?5@，分别使用 $"%>"和 &’(,"进

行单酶切，通 过 比 较 酶 切 图 谱 的 差 异，判 断 文 库 的

丰度。

! "+ 文库的制备与保存

根据 67-’R#+6-’S&$ 公式计算完全基因组文库应

有的克隆数，选取每平板 ;22 至 L22 个转 化 子 的 包

装液稀释度，转化至 Q:0+)7N# ., 感受态细胞，涂布

:)9@8" 琼 脂 平 板，LFG 生 长 过 夜。每 平 板 用 ; 8:
421 甘油洗下所有菌落，T F2G保存于冻存管中。

! ", -./ 法筛选 012345 文库

对每板的混菌进行 U6, 验证，选取给出阳性信

号的 平 板，将 其 转 化 子 接 种 到 VP 孔 细 胞 培 养 板 中

LFG静置培 养 过 夜。每 孔 取 42!: 菌 液，按 照 行 列

式混合，进行菌液 U6,。

$ 结果

$ "! 红色红曲霉大片段基因组 %&’ 的质量及得率

在分离细菌基因组 ?5@ 常规方法的基础上，优

化了各种相关参数，建立了一种简便易行的分离红

色红曲霉大片段基因组 ?5@ 的方法。图 0 表明，该

方法分离到的 ?5@ 片段集中在 EB RS 以上。同时经

)*;P2测定浓 度 为 4!C9!:，每 0 C 菌 体 粉 末 可 制 备

02 8C ?5@。

图 ! 6 ")7琼脂糖凝胶电泳检测基因组 %&’
W*C X 0 2 341 -C-’&=# C#7 #7#O/’&"H&’#=*= &( C#$&8*O ?5@ X :-$#0：

#?5@；:-$#; T 4：C#$&8*O ?5@ 0 Y T E Y ；:-$#P：#?5@ +,-%$
(’-C8#$/= X

$ "$ 012345 文库的评价

由于 Q:0+)7N# ., 感受态细胞优先包装 E2 RS 片

段，所以经过酶量和反应时间的调整，可以控制切割

产生的 ?5@ 片段大小，使其集中在 E2 RS 左右（图 ;）。
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随机挑选 !" 个转化子提取 #$%&’(，酶切分析表明全

部有插入片段（图 )）。参考台湾食品工业发展研究

所公布的红 曲 霉 基 因 组 大 小 为 *+ ,-，根 据 ./01234
.01-$5 公 式，在 期 望 为 667 的 概 率 下，平 均 插 入 片

段大小为 8" 2-，所需转化子克隆数为 )""" 个左右，

基因 组 覆 盖 倍 数 为 8 9:。实 际 得 到 转 化 子 数 量 为

+;"6 个，其覆盖基因组的倍数为 !"。所以理论上该

文库包含有红色红曲霉基因组上的所有基因。

图 ! " #$%琼脂糖凝胶电泳检测 !"#&’( 酶切片段

<’= > * " 9:7 0=01$%3 =3/ 3/3#?1$@A$13%’% $B !"#)CD EFC B10=&35?% >

G053!：!EFC；G053*：EFC B10=&35?% (’=3%?3( B$1 !" &’5；G053)：EFC

B10=&35?% (’=3%?3( B$1 !:&’5；G0538：EFC B10=&35?% (’=3%?3( B$1 *"

&’5；G053:：!EFC $%&(" B10=&35?% >

! #& )*+ 法筛选 ,-./01 文库

在本实验 室 的 前 期 工 作 中，我 们 利 用 H’5=/3 ’(

")［I］在 !666 年 所 发 表 的 文 献 中 所 使 用 的 G.! 和

G.*# 简并引物对，克隆到了与色素合成相关的聚酮

合酶编码基因的部分片段。以该序列为模板，我们

合成 了 如 下 引 物 对，JG.!：:K4LMM.LLLMCLLC.MM4
.LLCL4)K，JG.*#： :K4M.LLMMM.CL.MMLLCML4)K。
并使用该引物对，通过菌液 J.N 法筛选含有目的片

段的 #$%&’(。如图 8 所示，预计扩增产物大小为 I""
-@，所对 应 的 转 化 子 位 于 该 6+ 孔 板 的 C 列 !* 行。

证明该文库可以筛选到所需基因。

图 & " #2%琼脂糖凝胶电泳检测 ,-./01 酶切产物

<’= > ) " 9;7 0=01$%3 =3/ 3/3#?1$@A$13%’% $B *"+O# P ,-.N#
B10=&35?%> G053!：Q5(’=3%?3( #$%&’( #$5?1$/；G053* R !!：#$%! R !"
*"+O# B10=&35?%； G053!*： %Q@31#$% S3#?$1 *"+O # B10=&35?%；
G053!)：Q5(’=3%?3( %Q@31#$% S3#?$1 #$5?1$/；G053!8：!EFC；G053!:：

!EFC $%&(" B10=&35?%；,：!2- EFC G0((31；G053!+ R *:：#$%! R !"
,-.N# B10=&35?% >

图 3 " #2%琼脂糖凝胶电泳检测菌液 )*+ 产物

<’= > 8 " 9;7 0=01$%3 =3/ 3/3#?1$@A$13%’% $B J.N @1$(Q#?% > G053! R !*：

J.N @1$(Q#?% $B 1$T! R !*；,：!2- EFC G0((31；G053!) R *"：J.N
@1$(Q#?% $B /’53C R O；G053 R ：53=0?’S3 #$5?1$/；G053 U ：@$%’?’S3
#$5?1$/ >

& 讨论

大片段基因 组 EFC 的 制 备 对 于 构 建 #$%&’( 文

库来说至关重要。与包埋法比较，本方法的优势在

于：制备周期短，从研磨菌丝体开始计算只需* A；制

备步骤简单，无需繁琐的酶消化破壁以及制备凝胶

块，从而避免了大片段 EFC 的自然降解和过多的外

力剪切；所需试剂和仪器成本较低，并且容易获得，

常规分子生物学实验室都可以开展类似工作；制备

所得 EFC 纯度较高，在 8V保存 ) 个月无明显降解，

可以直接用于酶切、连接等下游实验。同时基因组

EFC 的得率较高，可以一次制备足量的 EFC 用于构

建文库。

利用本方法 制 备 的 基 因 组 EFC 完 全 可 以 用 于

I;)!安洋等：一种用于构建红色红曲霉基因组 .$%&’( 文库的大片段 EFC 制备方法 > W微生物学报（*""6）86（!"）
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构建 !"#$%& 文库。通过 精 确 控 制 酶 切 的 反 应 条 件，

经过多次重复实验，我们都能得到同样平均大小的

酶切片段，这就消除了本方法制备得到的 ’() 平均

片段小于包 埋 法 制 备 的 ’() 的 不 足 之 处。本 文 所

构建的 !"#$%& 文库覆盖倍数为 *+，可以为以后的基

因筛选工作提供足够的库容。

我们 对 利 用 同 源 探 针 筛 选 到 的 !"#$%& 进 行 了

核酸序列的测序，并 在 (,-. 核 酸/蛋 白 数 据 库 中 进

行了比对。-0)12 结果表明，该 !"#$%& 所 包 含 的 基

因组 ’() 片 段 与 !"#$%# "&’&(%)*+* 中 黑 色 素 合 成 相

关的 ,-** 基因［3］具有很高的相似性，这与所使用的

引物对的设计初衷是吻合的。同时，我们还利用其

它不同的同源探针筛选到了含有相应目的基因片段

的 !"#$%&。这进 一 步 说 明，利 用 该 方 法 制 备 大 片 段

基因组 ’() 并用于构建 !"#$%& 文 库 来 分 离 未 知 基

因是可行的。

随着对红色红曲霉活性化合物分子结构了解的

进一步加深，我们可以根据氨基酸序列的保守区设

计不同的简并引物来制备同源探针，进而筛选相关

的合成基因来完整地认识不同活性化合物的生物合

成途径。本文所述方法为这些后期工作提供了一个

简便有效的选择。
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