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摘 要：采用未培养技术和脉冲场电泳技术直接从瘤胃微生物提取到大小在 #FG 左右混合微生物 HI)，经 !"#9!
不完全酶切获得 6$ ’ %$$JGHI) 片段，将其连接在 *KK%L)K 载体上，转化 $ @ %&’" 7MN&$$，得到瘤胃微生物 L)K 文

库，经对文库的鉴定分析，该文库的平均插入片段 6!O6JG，空载体率小于 #P，库容 .&"FG，共保存 %6&($ 个克隆。

通过对该文库进行部分酶活性筛选，获得具有淀粉酶活性的克隆 %( 个；纤维素酶活性的克隆 #( 个，而且能降解纤

维素的克隆中 #6 个呈现多酶活性。这些结果表明该文库具有重要研究价值。
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瘤胃内微生物是一个由原虫、真细菌、古菌及一

些厌氧真菌及噬菌体等构成的复杂体系［%］。它们对

反刍动物的消化、营养与健康起着决定性作用。由

于瘤胃微生物群落高度复杂性，微生物种间共生依

赖性非常强，而且其中 .BP以上的微生物还不能为

我们所认识［#］，传统微生物技术已很难对其生态和

资源进行全面分析。而未培养技术可以有效突破这

一瓶颈［&］，使我们可能获得更多的瘤胃微生物基因

资源。细菌人工染色体（GAS0+,3- 3+S,T,A,3- AD:8:U:80，
L)K）文库技术又使我们尽可能获得更大、更多的微

生物 HI) 片段［!］，这意味着我们可以通过获得较少

的克隆包含更多基因信息，同时更能够较为完整的

研究未培养微生物各种基因的定位、来源、相互关系

及协同作用［6］。从而对未培养微生物的代谢和相互

作用有一个更新的认识。因此未培养微生物 L)K
文库构建和分析是研究一些复杂特殊环境微生物最

富有潜力的技术手段之一。

在瘤胃宏基因组文库研究中，20++0+ 等于 #$$6
年构建了第一个平均插入大小为 6O6JG 的"噬菌体

表达文库，从中筛选到的多种木聚糖酶及纤维素

酶［(］，但是对于已经研究了几十年的瘤胃微生物体

系，除了需要对已经做了大量工作的微生物多样

性［"］、微生物酶体系需要进一步深入研究外，更重要

的工作是通过对于微生物区系关系的研究，探索瘤

胃内蛋白，糖及脂肪代谢的定向调控问题，同时对于

纤维降解酶系、可能的有价值的次生代谢物的研究

等等。这几个方面都需要很大的插入片段，因此，构

建大片段的瘤胃插入文库就显得非常重要。

本文在国内外首次报道了采用未培养技术和

L)K技术，构建了荷斯坦奶牛瘤胃微生物 L)K 文

库，并对该文库进行了评价。结果表明这些技术非

常适合于瘤胃微生物这样的复杂微生物系统的研

究，可以大量获得瘤胃微生物基因信息，为进一步研

究这一复杂生态系统的分子代谢奠定了良好基础。

$ 材料和方法

$%$ 材料

$%$%$ 瘤胃样品来源：瘤胃内容物采自中国农业

科学院畜牧研究所牛场的 & 头带瘘管荷斯坦奶牛。

$%$%& 主 要 试 剂 和 仪 器：K:*>K:;S+:- *KK%L)K
（!"#9!）试 剂 盒 购 自 7*,A0;S+0 公 司，大 肠 杆 菌

（$(%)*+"%)", %&’"）/+3;UT:+F34 7MN&$$ 由中国科学院

遗传研究所马润林老师赠送。!"#9! 限制性内切

酶购自 *+:80<3 公司；蛋白酶 V 购自 F0+AJ 公司；溶

菌酶购自 )80+U: 公司，低熔点琼脂糖及脉冲场电泳

琼脂糖购自 *+:80<3 公司，F,9 W3;<0 M2X F3+J0+，购



自 !"# 公司，其余均为国产分析纯级试剂。脉冲场

电泳仪 $%&&’(!（#)*+,%-）；电激转化仪 .’/’ 0123’(
"（#)*+,%-）。

!"# 瘤胃微生物元基因组大片段 $%& 的提取

!"#"! 样品的采集和处理：通过瘘管直接采集牛瘤

胃新鲜样品，经洗涤过滤，离心获得瘤胃微生物细胞

悬浮液，使得细胞的浓度为每毫升 456 7 458 个。

!"#"# 瘤胃微生物大片段基因组 9!: 的获得：参

照 ,*/-*/ 等的方法［8］，将瘤胃微生物细胞悬浮液包

埋在 5;8 < 低 熔 点 琼 脂 糖（=’%02%>1’ ?$0 %@%(*3’
（A$B））中，制成胶块，用裂解液裂解琼脂包埋块中

的微生物细胞，降解其中的蛋白质，使其 9!: 得以

释放出来，此时，凝胶块中包含纯化的高分子量的总

基因组 9!:。

!"’ (&) 文库的构建

!"’"! 高分子量的总基因组 9!: 酶切：将上述总

9!: 包埋胶块，置于 45 倍体积的 !"#-! 酶切溶液

中，在 C6D进行酶切消化，然后用脉冲场电泳对酶

切 9!: 进行分离，回收含有 E5 7 F55GH 大小 9!: 胶

块，用电洗脱法［I］，回收大片断 9!:。

!"’"# 连接、转化及文库保存：将经 !"#-!酶切的

大片段 9!: 与 B*&JB*/K(*2 &BB4#:B 载体按 4 L M 的

摩尔比，4ND过夜连接。连接产物经 $)22)&*(’ 透析

膜（5;5FE#O）透析 后，参 考 PQ%/@ 等［45］的 方 法，用

.’/’ 0123’(（#)*+,%-，R=:，.’/’ 0123’( "）进行电激

转化（4;NGS，F55$，FE#A），转化后的细胞涂于含有氯

霉素、T+.%2、U0V. 的固体 ?# 平板上，C6D 培养过

夜，计算蓝白斑比例，挑取阳性白斑保存在 C8M 孔培

养平板上，W 85D贮存。

!"* (&) 文库的鉴定及评价

从 #:B 文库中随机挑选 66 个克隆分别接种于

EO? 含有 4F; E#@X O? 氯霉素的 ?# 培养基中，C6D
培养过夜，参考 =%OH(**G 等［44］的方法提取质粒 9!:
，用 !*K%酶切后，脉冲电泳分析插入片段的大小，

统计库容量，脉冲条件为：琼脂糖 4<，缓冲液 5; E
Y V#"，脉冲电压 EZX[O ，脉冲时间 E 7 4E3，脉冲角

度 4F5\，电泳时间 4CQ，温度 4F; ED。

!"+ (&) 克隆的稳定性鉴定

挑取 C 个 #:B 克隆的单菌落接种到 EO? 含氯

霉素 ?# 培养基中，C6D过夜培养，每个克隆的 FMQ
培养物用 ?# 培养基进行 45N 倍稀释继续培养，如此

连续转接培养 M 次，分别提取第 4 天（第 5 代）至第 M
天（约第 455 代）#:B 克隆的质粒 9!:，用 !"#-!酶

切分析比较指纹图谱的变化，从而确定 #:B 克隆在

继代培养中是否稳定［4F］。

!", 瘤胃微生物 (&) 文库淀粉酶、纤维素酶活力

筛选

参照 VQ’%KQ’( 等［4C］方法，用含有羧甲基纤维素、

淀粉、木聚糖等底物的 ?# 平板对文库进行酶活筛

选，根据菌落周围的水解圈初步分析产酶性能［4M］。

# 结果和分析

#"! 瘤胃混合微生物 (&) 文库的构建

根据瘤胃本身的特性，对瘤胃内容物采用分级

分离法，最 大 限 度 的 获 得 瘤 胃 微 生 物，采 用 上 述

9!: 提取分离方法，我们能够制备的大分子瘤胃微

生物混合 9!:，9!: 片段大小在 F;F$H 以上占较大

比例，而所获得的大片段 9!: 纯度较高，能够被限

制酶酶切，通过控制酶量，对这些大片段 9!: 进行

不完全酶切，可以获得不同长度 9!: 段。收集 E5 7
455GH 大小的酶切 9!: 片段胶块，电洗脱回收胶块

中的 9!:，可得到 5;4 7 5;M#@ 9!:XO? 瘤胃液。用

455/@ 9!: 与酶切处理好的 #:B 载体进行连接，最

终获得含 4ECN5 个阳性克隆的瘤胃微生物元基因组

#:B 文库，白斑率达到 I5<，经统计平均每微克经

酶切大片段 9!: 可以得到 F;E Y 45E 个 #:B 克隆。

#"# 瘤胃混合微生物 (&) 文库的鉴定与评价

从库中随机挑取的 66 个 #:B 克隆进行酶切分

析（图 4），发现该 #:B 文库外源 9!: 插入片段大小

主要集中在 M5 7 65GH 之间，平均值为 EM;E GH，小于

45GH 的插入片段占 N<，空载 F<。已挑取克隆的总

库容为 8C6;4F$H。

图 ! 瘤胃元基因组 (&) 文库插入片断大小的分布

A)@] 4 ,’&(’3’/K%K)*/ *^ )/3’(K 3)_’ (%/@’ )/ KQ’ (1O’/ O’K%@’/*O)[
#:B 2)H(%(J]（B2*/’3 ‘)KQ)/ % (%/@’ *^ 45GH %(’ @(*1&’- K*@’KQ’(）

随机挑取插入片段较大的 C 个 #:B 克隆进行 M
次连续转接培养，从初始培养物和终培养物中提取

#:B 9!: 并用 !"#- !酶切指纹图谱分析，没有发

现两者的酶切指纹图谱有明显变化，这充分证明了

#:B 克隆能稳定繁殖。

#"’ 瘤胃微生物 (&) 文库的部分酶活性筛选分析

从 #:B 文库挑选 4ECN5 个克隆，通过淀粉和羧

M4F PaR b%+c)/ $% &’ ] X()%& *")+,-",’,.")& /"#")&（F556）M6（F）



甲基纤维素钠平板筛选，分别获得具有纤维素酶活

性的阳性克隆 !" 个。具有淀粉酶活性的阳性克隆

#" 个。对呈现 $%$&’( 酶活性阳性的克隆再次筛选

的纤维二糖酶、地衣淀粉酶及木聚糖酶活性的结果

见表 # ，其中 !) 个克隆至少有两种以上的酶活性。

表明 *+$ 库不仅有利于单酶基因的活性筛选，而且

易于找出具有多个相关活性的酶的克隆。

表 ! "#"$%& 酶阳性克隆进行多酶活性的分析

,(-./ # +0(1.(232 45 67.83&(983:381 45 /0;16/ <42383:/

*+$ 9.40/2 45 $%$/..7.(2/

$.40/2 $69/..7.(2/ =309>/0(2/ $/..4-34(2/ ?1.(0(2/

# @ @ @ @ @ @ @ @ @ @
! @ @ @ @
A @ @ @ @
) @ @
" @ @ @ @ @ @
B @ @ @ @ @ @
C @ @ @ @ @ @
D @ @ @
#E @ @ @ @ @
## @ @
#! @ @
#" @ @ @ @ @
#B @ @ @ @ @ @
#C @ @ @ @
#D @
!E @ @ @ @
!# @ @ @ @ @
!F @ @ @ @
!) @ @ @ @
!B @ @ @
AE @ @ @ @
A# @ @
A! @ @ @ @ @ @ @ @ @
AA @ @ @ @ @
AF @ @
A) @ @ @

“ @ ”6/(02 8>/ (<<G4H36(8/ G(834 45 8>/ 9./(G30I >(.4 84 8>/ 94.401J

图 ’ 纤维素酶阳性 ()" 克隆的指纹图谱脉冲场电泳

分析

K3IJ! LKMN 45 O3I/28/O <G4O798 45 9.40/2 P38> ( <42383:/ $69/..7.(2/

(983:381J %#J !Q!"#O"（’N*）；%!J #R- <.72 .(OO/G（ S0:38G4I/0）；

# T !AJ $.40/2 P38> $69/..7.(2/ (983:381 O3I/28/O P38> !"#O" J

进一步将呈现 $%$&’( 酶活性阳性的克隆经

!"#O"完全酶切，得到的指纹图谱显示，插入片断

是不重复的（图 !）。

* 讨论

用未培养微生物 *+$ 文库来研究一些复杂特

殊环境微生物是很有潜力的，但是未培养微生物

*+$ 库构建从技术上讲确实存在许多难点，首先是

大片段 U’+ 的获得要求我们不能采用普通的 U’+
提取手段，否则 U’+ 极易断裂，采用凝胶包埋技

术［#E］，从细胞破裂到 U’+ 分离、纯化都需在凝胶中

进行，这就要求操作时要尽可能防止污染发生；其次

大片段 U’+ 纯度决定酶切消化的质量，进而影响后

续的分子操作。在本实验中，我们通过分级分离瘤

胃内容物、二次电泳大片段 U’+ 纯化技术，成功地

获得了片段大（大于 !%-）、纯度高、易于酶切的高分

子量 U’+。

*+$ 质粒连接与转化效率又是 *+$ 文库构建

的一个技术难点［#E］，因此许多关于 *+$ 文库构建的

报道多采用处理好的商业化载体和感受态细胞，费

用非常昂贵。而本研究中我们采用改进了张洪斌的

方法［#)］，获得较好的感受态细胞，使得每 0I 质粒连

接产物可以得到 "EEE 个以上的有效克隆。而且蓝

斑比例低于 #EV。说明连接与转化技术已经能达

到建立大型文库的要求。

通过对我们构建的 *+$ 文库评价分析，证明该

文库具有较大的 U’+ 插入片段，高于已报道的从各

种土壤环境中构建的未培养微生物 *+$ 文库的

U’+ 插入片段；通过对这些阳性克隆的酶切分析和

部分序列分析，表明这些克隆都包含完全不同的

U’+ 序列，这些 U’+ 序列与 M/0/-(0R 已知序列同

源性均小于 FEV；通过对该文库进行部分酶活性筛

选及亚克隆测序，获得两个具有全新序列的新酶基

因及多个尚未鉴定的具酶活性克隆。尤为重要的

是，许多与纤维素酶活性相关的克隆呈现多种相关

酶活性的特征，这说明了在瘤胃内纤维素等多糖难

以降解的物质是通过多个基因协同作用的结果，这

些基因可能以基因簇的形式起作用，与理论上认为

瘤胃中与纤维素降解有关的酶以多酶复合体形式存

在吻合［#"］。同时也进一步表明利用 *+$ 文库研究

成簇排列的相关基因是极为有利的。

不难看出，已有的成果充分体现了该库的巨大

研究价值。在此基础上，我们将进一步提高该文库

的库容量，使之尽可能包含更多瘤胃微生物基因信

息；同时对这些基因的功能、相互作用关系等进行进

一步研究，有关结果我们将作进一步报道。

)#!朱雅新等：荷斯坦奶牛瘤胃微生物元基因组 *+$ 文库的构建与分析 J Q微生物学报（!EEB）FB（!）
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