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摘  要：【目的】构建米曲霉 RIB40 的全长 cDNA 表达文库，为米曲霉功能基因的开发以及次

生代谢产物合成途径相关基因的筛选与克隆奠定基础。【方法】采用 RNAiso 法从米曲霉 RIB40

菌体中提取总 RNA。选用 PolyATract mRNA Isolation System III 试剂盒分离纯化 mRNA。以 5 μg 

mRNA 为模板，按照 ZAP-cDNA Synthesis Kit 试剂盒说明书要求合成单、双链 cDNA，使用

CHROMA SPIN-400 柱离心层析纯化后连接于 Uni-ZAP XR 表达载体上，体外包装后转染

Escherichia coli XL1-Blue 宿主菌。【结果】构建了米曲霉 RIB40 的全长 cDNA 文库，初级文库

滴度约为 2.96×106 CFU/mL，重组率约为 97.8%，插入片段平均长度大于 1.5 kb，达到一个高

质量 cDNA 文库的要求。文库扩增后，滴度达到 3.4×1010 CFU/mL。【结论】米曲霉 RIB40 全

长 cDNA 表达文库的成功构建，将会对米曲霉基础生物学研究及相关基因的筛选与克隆奠定 

基础。 
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Abstract: [Objective] To construct a full-length expression cDNA library from Aspergillus oryzae 
RIB40 for screening and cloning genes related to the synthesized pathway of secondary metabolites 
in Aspergillus oryzae. [Methods] Total RNA was isolated from A. oryzae RIB40 using the method of 
RNAiso and mRNA was purified by PolyATract mRNA Isolation System III. Single-strand cDNA 
and double-strand cDNA were synthesized from about 5 μg mRNA using ZAP-cDNA Synthesis Kit 
and the cDNA were fractionated by the CHROMA SPIN-400 column, then ligated into Uni-ZAP  
express vector and packaged. [Results] A high quality full-length expression cDNA library from the 
A. oryzae RIB40 was constructed. The titer of the primary library was 2.96×106 CFU/mL with a  
recombination rate of 97.8% and the average length of inserted fragments was more than 1.5 kb. 
Furthermore, the titer of the amplified library achieved to 3.4×1010 CFU/mL. [Conclusion] The 
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cDNA library which constructed in this study provides a basis for basic biological research and 
screening and cloning of the target gene of Aspergillus oryzae.  

Keywords: Aspergillus oryzae RIB40, Expression vector Uni-ZAP XR, Full-length cDNA library, 
Quality identification 

随着微生物食品生物工程技术的快速发展，发

酵 工 业 和 食 品 加 工 业 的 重 要 菌 种 米 曲 霉

(Aspergillus oryzae)受到的关注日益增加。米曲霉

是美国食品与药物管理局和美国饲料公司协会

1989 年公布的 40 余种安全微生物菌种之一[1-2]，

也是世界保健组织公布的绝对安全性食品[3]。其应

用已具有上千年的历史，不但广泛应用于食品、饲

料、生产曲酸和酿造等发酵工业，随着对其研究的

加深与科技的进步，米曲霉在现代工业，如医药、

造纸、化妆品等领域的应用也不断扩展[4]。1999

年，Hashimoto T.等报道米曲霉的菌丝由多细胞组

成[5]，是一类产复合酶的菌株，具有强大的生物转

化系统，能分泌多种酶类如蛋白酶、淀粉酶、脂肪

酶、果胶酶、植酸酶和糖化酶等[6]，不仅具有极高

的经济价值，也是当前学术研究的焦点。 

2005 年，米曲霉 RIB40 的基因组测序完成，

其基因数量要超出曲霉属的另外两种真菌 A.  

fumigatus及 A. nidulans 20%−30%。这些多出的基

因大部分与特有的次生代谢物有关 [7-8]。已知 A. 

fumigatu次生代谢物非常多，除了包含一些真菌毒

素外，已经分离到上百种药理活性成分，抗肿瘤、

抗凝血、抗真菌、免疫抑制、镇痛消炎及抑制胆固

醇酰基转移酶等[9]。目前，米曲霉中已经分离到少

量药理活性物质，其中包括药理活性小分子和大分

子成分[10]。Yasuyo Seshime等在米曲霉中发现编码

Phenyl-propanoid 生物合成关键酶的基因，该类物

质大部分具有良好的心血管系统活性。可以预测，

米曲霉还有许多具有潜在功能的次生代谢产物有

待于发掘研究[11]。 

从 1976年Hofstetter成功地构建了第一个 cDNA

文库以来，构建 cDNA 文库已成为研究功能基因

组学的基本手段之一，在分离、克隆、筛选新基因

以及基因功能研究等方面具有重要作用[12-13]。本试

验首次利用 Stratagene技术构建了米曲霉RIB40的

全长 cDNA 表达文库，对米曲霉进行基础生物学

研究，以及筛选次生代谢产物合成途径相关基因具

有重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 

米曲霉 RIB40 菌种保存于东北农业大学农药

学科调研室。大肠埃希氏菌 XL1-Blue、SOLR 宿

主菌、辅助噬菌体 Exassist TM均为 Stratagene公司

产品。 

1.2  试剂 

焦碳酸二乙酯 (DEPC)购自 Sigma 公司；

PolyATract mRNA Isolation System III 购 自

Promega 公司；cDNA Synthesis Kit，ZAP-cDNA 

Synthesis Kit，ZAP-cDNA Gigapck® III Gold Cloning 

Kit 均购自 Stratagene 公司；CHROMA SPIN-400

柱购自 Clontech公司；RNAiso Plus试剂购自宝生

物工程(TaKaRa)有限公司；DNA Marker购自天根

生化科技有限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  米曲霉 RIB40 总 RNA 的提取：分别接种米

曲霉 RIB40 菌株于液体和固体察氏培养基中培养

至孢子产生，收集菌体，处理后放入研钵中，加入

液氮研磨充分。然后使用 RNAiso Plus试剂，根据

TaKaRa 公司提供的说明书中的方法进行操作，提

取米曲霉 RIB40总 RNA。利用分光光度法测定其

纯度与含量，琼脂糖凝胶电泳检测其完整性。 

1.3.2  mRNA 的分离提纯：按照 PolyATract mRNA 

Isolation System III 试剂盒提供的方法分离

mRNA，为使 mRNA浓度达到建库要求，向 mRNA

中加入 0.1体积的 3 mol/L NaAc和等体积异丙醇，

混匀，12 000×g离心 10 min，−20 °C过夜沉淀。
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75%乙醇洗涤干燥后，将 mRNA 溶于无 RNase 的

水中从而达到浓缩效果[14]。检测方法同总 RNA检

测方法。 

1.3.3  cDNA 的合成：按照 cDNA Synthesis Kit手

册要求进行操作，首先利用 Superscipt II-RT 合成

第一链：在 RNase-free的 0.2 mL PCR管中，依次

加入 5 μL 10×First-strand buffer、3 μL First-strand 

methyl nucleotide (dNTP) mixture、2 μL Linker-primer 

(1.4 g/L)、1 μL RNase Block Ribonuclease Inhibitor 

(40 U/μL)、12.5 μL RNase-free DEPC water，混匀

后加入 25 μL mRNA，轻轻混匀，室温静置 10 min。

加入 1.5 μL Superscipt II-RT (40 U/μL)，42 °C水浴  

1 h，逆转录合成第一链 cDNA。取出立即放入冰

中 5 min终止反应。 

将第二链反应试剂放在冰中 (在加入 DNA 

Polymerase时，所有试剂应低于 16 °C)。取 45 μL

一链产物，然后顺序加入下列试剂： 20 μL 

10×Second-strand buffer、6 μL Second-strand dNTP 

mixture、116 μL ddH2O，混匀后，加入 2 μL RNase 

H (1.5 U/μL)(将 mRNA链切开产生缺口 3′OH端)、

11 μL DNA Polymerase I (10 U/μL)，总体系为   

200 μL，涡旋混匀后 16 °C水浴 2.5 h，反应后立即

放在冰中至少 5 min。 

1.3.4  cDNA 片段修饰和分级回收：按照 Clontech

说明书要求，摇匀 CHROMA SPIN-400柱内基质，

使柱内的贮存液流尽后加入 700 μL缓冲液洗柱，

待缓冲液自然流干，将 100 μL经二甲苯腈蓝染色

的 cDNA 加到基质表面中央。静置待样品完全吸

收，用 100 μL 柱缓冲液洗涤含有 cDNA 的

CHROMA SPIN-400柱。当观察到二甲苯腈蓝渗透

至柱子表面下几毫米处，加入 600 μL柱缓冲液，

开始收集 cDNA，每管 1 滴。共收集 16 管，每管

取 1 μL洗脱液用 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测，合并

cDNA片段大于 400 bp的 78管。向其中加入 1/10

体积的 NaAc、1.3 μL糖原和 2.5倍体积的 95%乙

醇(−20 °C)，混匀，−20 °C过夜后，14 000×g离心

20 min，去上清，自然风干后，加入 3.5 μL去离子

水溶解沉淀[15]。 

1.3.5  cDNA 片段与载体连接及体外包装：取 2.5 μL 

(约 100 ng) cDNA与 1 μg Uni-ZAP XR vector在 T4 

DNA ligase (4 U/L)作用下 4 °C连接 2 d。用 λ噬菌

体包装蛋白 Gigapack Ⅲ Gold packaging extract对

连接产物进行体外包装：从−80 °C 取出包装蛋白

立刻置于冰上，待其刚开始融化时加入 2 μL连接

产物，用枪头轻轻混匀，22 °C水浴 2 h。然后加

入 500 μL SM buffer、20 μL氯仿，混匀后稍离心   

1 min，取上清即为原始文库，4 °C保存。 

1.3.6  文库滴度以及重组率的测定：取包装所得的

菌体混合物以 SM缓冲液进行连续稀释(10−1，10−2)

后，分别取 1 μL加入到 200 μL XL1-Blue宿主菌

中，37 °C孵育 15 min，加入 3 mL 48 °C NZY顶层

琼脂、15 μL 0.5 mol/L的 IPTG、50 μL X-gal (250 g/L)，

迅速铺于 NZY琼脂板上，风干后 37 °C培养。次

日计数噬菌斑数，根据公式计算文库滴度、库容及

重组率。 

文库滴度 (CFU/mL)=噬菌斑的个数×稀释倍 

数÷涂板菌液的体积 

文库库容 (CFU)=原始文库滴度×原始文库  

体积 

重组率=白斑个数÷菌斑总数×100%[16] 

1.3.7  插入片段长度测定及扩增：随机挑取 15个

白色噬菌斑，利用载体的特异性引物 T3、T7进行

PCR扩增 cDNA插入片段。PCR循环参数：94 °C 

2 min；94 °C 45 s，55 °C 45 s，72 °C 3 min，共 32

个循环；72 °C 10 min。取 5 μL PCR产物进行琼脂

糖凝胶电泳，检测插入片段大小。 

按照 Stratagene说明书要求，将剩余的文库进

行铺板扩增。按 5×104 个噬菌斑加入 600 μL 

XL1-Blue MRF 宿主菌(OD600=0.5)，加入 3 mL   

48 °C NZY顶层琼脂后迅速混匀倒入 NZY琼脂平

板，37 °C培养 6–8 h，当噬菌体边缘相接但直径
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不超过 12 mm时，加入 10 mL SM Buffer置于

4 °C、脱色摇床摇动 10 h，吸出洗脱液加入 5%的

氯仿混匀，室温下孵育 15 min后，4 °C、500 r/min

离心 10 min去除杂质收集 SM上清，加入终浓度

7%的 DMSO后−80 °C保存。 

2  结果与分析 

2.1  米曲霉 RIB40 总 RNA 的提取 

提取的总 RNA 经分光光度计检测，A260/A280

值在 1.82.0左右，说明总 RNA纯度较高。经 1.2%

琼脂糖凝胶电泳检测，结果如图 1所示，28S、18S、

5S条带清晰，28S/18S亮度约为 2:1，5S带较浅，

无弥散带，加样孔和泳道无明显杂质，说明总 RNA

结构完整，无蛋白污染，质量较好。 

2.2  mRNA 的检测 

使用 PolyATract mRNA Isolation System III试

剂盒分离的 mRNA，电泳检测，结果如图 2所示，  
 

 
 
图 1  米曲霉总 RNA 琼脂糖凝胶电泳检测 
Figure 1  Electrophoresis of total RNA from Aspergillus 
oryzae RIB40 
 

 
 

图 2  米曲霉 mRNA 琼脂糖凝胶电泳检测 
Figure 2  Electrophoresis of mRNA from Aspergillus 
oryzae RIB40 
Note: M: 1 kb plus DNA ladder; 1: mRNA. 

谱带较清晰，并弥散分布在 0.44 kb之间，主要

集中在 1 kb 左右。浓缩后经分光光度计检测

A260/A280值均在 2.0左右，浓度达到 3 109.29 mg/L，

mRNA 的纯度和完整性都较好[17]，满足 cDNA 文

库的构建要求。 

2.3  cDNA 的合成 

以 5 μg的 mRNA为模板，经过反转录与置换

反应合成了 cDNA 一链、二链，电泳检测，结果

如图 3所示，条带明亮且均呈弥散性正态分布，大

小约在 300 bp10 kb之间甚至更大，二链电泳条

带要比一链暗一些，说明 cDNA 质量符合全长

cDNA文库构建要求。 

2.4  cDNA 分级分离 

合成的双链 cDNA与 EcoR I连接后，将二甲

苯腈蓝染色的 cDNA样品通过CHROMA SPIN-400

柱。用 1.5 mL离心管收集洗脱液，每管 1滴，共

收集 16管。琼脂糖凝胶电泳检测 cDNA片段大小。

通过图 4可知，第 716管中 cDNA可见，其中第

713 管 cDNA 片段大于 400 bp，因此只将 713

管中的 cDNA 片段合并到一管中浓缩抽提，进行

与载体的连接反应。 

2.5  文库质量鉴定 

连接产物经过体外包装，稀释 10−1和 10−10后，

转染 E. coli XL1-Blue MRF细胞过夜培养，分别产 
 

 
 
图 3  一链、二链 cDNA 的琼脂糖凝胶电泳检测 
Figure 3  Electrophoresis of 1st and 2nd strand cDNA 
注：M：DNA分子质量标准；1：单链 cDNA；2：双链 cDNA. 

Note: M: 1 kb plus DNA ladder; 1: Single-strand cDNA; 2: 
Double-strand cDNA. 
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生噬菌斑 282 个和 31 个，可计算文库滴度为

2.96×106 PFU/mL，文库容量为 2.96×106，根据白

斑比率计算文库重组率为 97.8%。在原始文库进行

蓝白斑筛选后的平板上随机挑取 15个白色噬菌斑

进行 PCR检测片段大小，平均长度在 1.5 kb以上

(图5)。初级文库扩增后，滴度达到6.20×109 PFU/mL，

文库的各项指标均超过基本要求[18]。 

 

 
 

图 4  cDNA 分级分离产物的电泳检测 
Figure 4  Electrophoresis of cDNA fractionated by the 
CHROMA SPIN-400 column 
注：M：DNA分子质量标准；1−16：cDNA片段. 

Note: M: 1 kb plus DNA ladder; 1−16: cDNA fragment. 

 

 
 
图 5  部分克隆的 cDNA 插入片段电泳图 
Figure 5  The electromorph of inserted cDNAs in some 
clones 
注：M：DNA分子质量标准；1−15：随机克隆 PCR产物. 

Note: M: 500 bp DNA marker; 1−15: PCR product of random 
clones. 

 

3  讨论 

全长 cDNA 文库是研究真菌基因表达图谱、

功能和结构的重要资源。cDNA的优势在于具有保

守的蛋白编码区，可从亲缘关系较近的种类中找到

一些相似度，有助于基因的鉴定和分析，并直接用

于表达。从理论上讲，研究者可以从一个合格的基

因文库中调取任何目的基因。据报道，当一个

cDNA 文库的容量为 4.16×104–4.16×105时，得到

所需克隆的概率为 99%，从而可筛选出低丰度的

cDNA[19]。本文构建的初始 cDNA 文库滴度为

2.96×106 CFU/mL，可进行翻译的 mRNA及相对应

的 cDNA长度远超出 0.3 kb，按此标准，我们构建

的文库较为理想。 

cDNA 文库构建的前提是获得高质量的

mRNA，然而 mRNA 极易降解，并且含量低，只

占总 RNA 的 1%5%[20]。本实验采用的试剂盒要

求总 RNA量不少于 l μg，分离过程中使用了包裹

着抗生素链霉素蛋白的顺磁颗粒(SA-PMPs)结合

以生物素标记的 Oligo (dT)-mRNA分子，避免了离

心、过柱等操作，短时间内便可完成试验，获得的

mRNA产量高，完整性好，这种方法只适用于 Poly 

(A)+ mRNA的富集[21]。 

一个具有代表性和覆盖度的文库，反转录的过

程是必不可少的[22]，本研究以多于 5 μg 的 Poly 

(A)+ mRNA 为模板，依赖于反转录酶合成单链

cDNA，二链合成采用的是置换合成法，未经 PCR

扩增从而确保低丰度 mRNA 在文库中出现的频

率。cDNA插入片段的大小也是衡量文库质量的重

要标准，小片段 cDNA 会与载体优先连接，从而

降低文库的应用价值[23]。本文将酶切后的 cDNA

通过 CHROMA SPIN-400 柱，分子量大的片段将

首先通过柱子被洗脱，从而剔除小片段 cDNA，本

文库插入片段的平均长度在 1.5 kb 左右，全长性

好。另外我们采用定向克隆的方法使 cDNA 片段

定向插入载体 Uni-ZAP的 lac Z基因下游，提高了

cDNA的表达几率。双酶切的方式减少了 cDNA和

载体的自身环化，并且插入序列均为正向插入载体

的 lac Z 基因下游，筛选到假阳性的概率大大降  

低[24]。噬菌体载体使真核生物的基因得以在原核

生物中表达，通过对宿主细胞的表型鉴定，可比较

简单地反映出文库中含有插入片段的实际情况，便

于功能基因的筛选，且文库以噬菌粒的形式存在，

易于长期保存[25]。 

Stratagene技术也存在一些弊端，如 cDNA合
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成过程中需要多次进行电泳检测，从而使建库过程

中的 cDNA损失相对较多，所以，增加模板 mRNA

用量能够增加文库滴度[26]。 

近年来全球众多学者一直在有计划、大规模地

进行一些重要模式生物的全长 cDNA 文库的构建

及研究，如拟南芥、水稻、小鼠、猪以及果蝇等[27]。

这些生物全长 cDNA 文库构建的完成，得到大量

有重要价值的数据。本研究首次采用 Stratagene技

术构建了高质量的米曲霉 RIB40 全长 cDNA 表达

文库，一方面可以长久保存米曲霉基因资源，另一

方面可以利用免疫学筛选、功能筛选、EST序列测

定等现代分子生物学技术对其进行功能基因组学

研究，以及筛选、克隆次生代谢产物合成途径相关

基因，为后续对米曲霉基础生物学研究与实际应用

奠定基础。 
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