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摘 要：K:G,A:L#M技术构建 -+1N文库，利用!噬菌体的位点特异性重组，避免使用限制性内酶切割 -+1N，能够解决
常规方法构建 -+1N文库的技术缺陷。首次应用 K:G,A:L#M技术构建交链孢菌 -+1N文库，经检测 -+1N入门文库的
滴度达到 & O &%3 -PD8.Q，文库总容量为 2 O &%3 -PD，平均插入片段为 &"&%/R。通过 QM重组把入门文库转换为表达文
库，表达文库的滴度为 &S"< O &%# -PD T .Q，文库总容量为 #S4$ O &%# -PD，平均插入片段大小为 &#<%/R。表达文库的构
建为进一步克隆植物激活蛋白基因打下了基础。
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K:G,A:L#M技术是在!噬菌体整合酶=切除酶系统基础上
创建一种通过体外特异位点重组反应（即!=:GG 重组系
统）［&，$］，并在该重组系统的基础上进行一系列修饰、改造，提

高了这一重组系统的效率与特异性［4］。应用 K:G,A:L#M 技术
构建 -+1N文库具有下列优点：在 -+1N克隆中不必使用限
制性内切酶消化再与载体进行连接反应，-+1N嵌合体克隆
出现的机率明显低于通过切割连接克隆方法构建的 -+1N文
库；重组克隆法的转化效率大约是切割连接克隆方法的 &%
余倍，阳性克隆率可达到 &%%V，片段偏向性只有切割连接克
隆方法的 &8"，克隆中插入的 -+1N片段平均大小高于切割连
接克隆方法［!，"］；构建的 -+1N文库具有更大灵活性，将 -+1N
片段重组到入门载体中，构建出入门文库，入门文库构建简

单、克隆效率高、能够较好地保存和扩繁 -+1N片段；通过 QM
重组能够很容易将目的基因转化到其它的表达系统中，包括

哺乳动物，昆虫，酵母和大肠杆菌来进行进一步的研究，这些

转换过程中不需要进行亚克隆。

据 WBX?G0(I,B公司网站（AAA* ?BX?G0(I,B* -(.），至今有近百
篇文章报道应用了 K:G,A:L#M 技术。YF:0:等［!，"］最早从事将

K:G,A:L#M技术应用于 -+1N 文库构建上的研究。美国
WBX?G0(I,B公司于 $%%4 年开发的专门应用于高质量构建的
5)(B,Z?B,07Z -+1N Q?/0:0L 5(BJG0D-G?(B [?G 整合了 K:G,A:L#M 技
术，并进行了完善，使构建 -+1N文库简单、系统、高效。在国
内，$%%!年后已有使用 K:G,A:L#M技术的相关报道［#，3］，但利用
此技术构建真菌 -+1N文库未见报道。
交链孢菌是一类重要的植物病原菌，引起多种世界性的

植物病害。从交链孢菌 \]"%"菌株中分离一类新型的蛋白，
这类蛋白启动植物防卫反应，激活植物的免疫系统，提高植

物自身免疫力，通过调节植物生长代谢系统，促进植物生长，

提高作物产量和产品品质。根据其作用机理将此蛋白命名

为植物激活蛋白（^):BG N-G?X:G(0 ^0(G,?B）［<］。本研究通过体外特
异位点重组克隆方法构建交链孢菌 -+1N文库，以期通过免
疫筛选获取植物激活蛋白基因。

0 材料和方法

010 材料
01010 菌株：交链孢菌（!"#$%&’%(’ JR*）\]"%"由本所药物工程
实验室保存，大肠杆菌（)*+,$%(+,(’ +-"(）6Q$&菌株购于北京天
为时代生物技术公司。

01012 主要试剂：7MW_() M,:I,BG，5)(B,Z?B,07Z -+1N Q?/0:0L
5(BJG0D-G?(B [?G，Z?-0(=9:JG70:-‘ $S% .M1N WJ():G?(B [?G，QM
5)(B:J,7Z >B_L., Z?; 购于 WBX?G0(I,B 公司。限制性内切酶
.*%K"购于 1>6公司。质粒提取试剂盒购于北京天为时代
生物技术公司。

012 总 ’./提取和纯化
将交链菌接种 ^+N 液体培养基，$<a、$%%08.?B，培养

#%F，抽滤，取 %S"I 样品液氮研磨，立即加入 ".Q 7MW_()
M,:I,BG，混匀，分装到 !个 +>^5处理的 &S".Q离心管中，以
下步骤按照 7MW_() M,:I,BG说明书进行。每管用 "%#Q +>^5
处理的水溶解 M1N。通过紫外分光光度计和甲醛变性琼脂
糖凝胶电泳检测 M1N 的纯度、浓度和完整性。取 &.I 总
M1N用Z?-0(=9:JG70:-‘ $S% .M1N WJ():G?(B [?G参照试剂盒说明
书进行 .M1N 纯化，检测 .M1N质量。
013 ,-./合成和片段分级
取纯化的 .M1N "#I，加入 bDR,0b-0?RG7Z$等试剂反转录



合成一链，加入 ! ! "#$% "#$ %&’()*、! ! "#$% "#$ +,-./*0()*!、
! ! "#$% 1#()* 2等试剂，合成第二链 3"#$，连接 &’’45 接头。

3"#$片段分级：采用色谱柱法，试剂盒提供的色谱柱每个含
有 5/% 6*78(30.- 69:;; 21树脂，按照说明书操作，检测 3"#$
纯度与浓度。

!"# $%连接、转化和入门文库的构建
取分级后 3"#$合适大小片段 5:;<’左右用 4+ =-,<()*>?

@<A./* ?&B 与 7"C#1>?DDD 载体进行 4+连接反应。采用电
击转化法转入大肠杆菌 "25;4感受态细胞。EFG、D;;0H/&<
培养 58，加入冷冻培养基（含 I;J甘油的 6C=培养基），液氮
速冻，K F;G下保存，即为构建的 3"#$入门文库。
!"& 入门文库滴度和质量检测
从文库中取 5;;"% 菌液用 6C= 培养基稀释到 5;; 倍、

5;;;倍和 5;;;;倍。从中各取 5;;"%涂含 L(<(/.3&<的 %4平
板（直径 M3/），每种稀释倍数涂板两个。培养 5D N 5O8，计算
其克隆数。根据公式：文库的滴度 P平板上克隆数 Q稀释倍
数H涂板体积，计算出文库滴度，从而得出文库的总容量。
随机挑取 DI个单克隆，提取质粒，限制性内切酶 4)0R!

消化，电泳检测；并根据载体设计引物，?5E 上游：:S9
R>$$$$=R$=RR==$R9ES，?5E 下 游：:S9=$RR$$$=$R=>
$>R$=9ES扩增插入片段。检测入门文库阳性克性率及平均
插入片段大小。

!"’ 表达文库的构建及文库质量评价
将入门文库 : Q 5;O N 5 Q 5;F 3TU 接种到 :;/% 含有

L(<(/.3&<的 %4培养基中，培养至 ()::;为 5V;，提取质粒，取

E;;<’，在 %1 =-,<()*>? @<A./* ?&B 作用下与 R(W*X(. 载体
7"@6>95F进行 %1重组，重组载体转化大肠杆菌 4%D5菌株，
构建表达文库。文库质量评价方法除抗生素用 $/7&3&--&<代
替 L(<(/.3&<外其它同初始文库。

( 结果

("! 总 )*+提取和 )*+纯化
总 1#$样品经分光光度计检测，;)DO;HDY;为 5VMIO，浓度

为 5EV5Y"’H"%，总共得到 D;;"%。经甲醛变性凝胶电泳检测，
DY6 01#$亮度与宽度大致为 5Y6 01#$两倍，:6 01#$的亮度
较弱，说明总 1#$样品完整且纯度较高。5/’总 1#$样品
经 /1#$纯化后，分光光度计检测，()DO;HDY;为 DV5M，浓度为

;VME"’H"%，共得到 5;"%。
("( ,-*+合成及片段分级
合成 3"#$第一链、二链后进行片段分级，收集 DD管片

段分级样品，经含荧光染料 R,-Z[&*X琼脂糖平板检测各管
3"#$样品浓度，从第 E管到第 DD管样品浓度均大于 :<’H"%，
从 5I管起，片段较小，可能含有 &’’4接头，为得到合适大小
3"#$片段，并尽可能包含更多的片段，合并第 E 管到第 5E
管的样品，乙醇沉淀 3"#$，用 IV:"% >@缓冲液重悬 3"#$沉
淀，分光光度计检测，()DO;HDY;为 5VYO，共得到 E:;<’样品。

(". 入门文库构建及质量平价
经检测，入门文库的滴度为 5 Q 5;F 3TU \ /%，文库总容量

为 M Q 5;F 3TU。随机提取 DI 个克隆质粒，经 *+,R!消化和
+=1扩增后电泳检测结果（图 59$、4）表明，检测阳性克隆率
为 5;;J，平均插入片段大小为 5:5;]7。按照 =-,<*?&<*0>?

3"#$ %&]0(0. =,<)W0U3W&,< L&W要求，一个高质量的 3"#$文库，
其滴度应大于 5 Q 5;O 3TU \ /%，文库总容量大于 : Q 5;O 3TU，阳
性克隆率大于 M:J，平均插入 3"#$片段大于或等于 5:;;]7。
因此，构建的入门文库是一个高质量的 3"#$文库。

图 ! 入门文库质量检测

^&’!5 _U(-&T.&<’ W8* *<W0. -&]0(0.
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图 ( 表达文库克隆的质粒限制性内切酶 !"#/!消化电泳图谱
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(0# 表达文库构建及质量评价
经检测，表达文库的滴度为 5V:Y Q 5;O 3TU \ /%，文库总容

量为 OVED Q 5;O 3TU。随机提取 DI个克隆质粒，经 *+,R!消化
后电泳结果表明（图 D），检测阳性克隆率为 5;;J，平均插入
片段大小为 5OY;]7。结果表明，构建的表达文库也是一个质
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量较高的 !"#$文库。

! 讨论

一个高质量 !"#$文库的关键就是要保证文库的完整性
与覆盖度。经过初步检测分析，本实验所构建的交链孢菌

!"#$入门文库与表达文库均是高质量的 !"#$文库：（%）文
库的克隆效率高，入门文库总容量达到 & ’ %() !*+，表达文库
达到 , ’ %(, !*+；（-）阳性克隆率高，入门文库与表达文库的阳
性克隆率均为 %((.；（/）插入 !"#$片段绝大多数在 %01以
上，入门文库平均插入片段大小为 %2%(13，表达文库为
%,4(13。另外，文库构建操作方法简单化、系统化，通过一周
时间构建入门文库后，就可以不必经过繁琐亚克隆操作直接

进入其它系统，构建的文库可用于进一步研究。

以交链孢菌 562(2为材料，应用 789:;8<!=技术构建的高
质量 !"#$文库，为物激活蛋白的基因克隆与表达奠定基础，
有助于促进蛋白农药生物合成和提高蛋白农药的生物活性

研究的开展。另一方面，也为交链孢菌相关分子学及遗传背

景研究提供了研究材料。
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