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摘要:【目的】构建溶磷黑曲霉 H1 的 cDNA 文库，并从中筛选溶磷相关基因。【方法】利用 SMART 技术合成
黑曲霉 H1 的双链 cDNA 并将其连接于 pBluescript II SK( + )载体上，将重组质粒转化 E． coli HST08，得到黑
曲霉的初级 cDNA 文库。利用难溶磷培养基筛选具有溶磷能力的克隆子，测序并利用 Blast 分析基因序列。
在难溶磷液体培养基中，进行克隆子对溶液 pH 值、可溶磷含量的影响和产有机酸实验。【结果】成功构建了
黑曲霉 H1 的 cDNA 文库，其初级库容量约为 5. 65 × 106 cfu /mL，重组率约为 99. 15% ;通过难溶磷固体培养
基筛选，得到具有溶磷圈的克隆子 61 个，其中克隆子 H-54 的 cDNA 序列长 839 bp，基因编码氨基酸残基序
列长 179n． t。克隆子 E． coli HST08 H-54 在液体难溶磷培养基中培养，提高了有机酸的表达量，并增加了有
机酸的种类，在培养 12 h 后，溶液中开始产生甲酸和乙酸，在 24 h 后，溶液中产生苹果酸和 α-酮戊二酸，培
养 36 h，溶液 pH 值由 6. 32 降到 3. 93，可溶磷含量达到 0. 105 mg /mL。【结论】从黑曲霉 H1 中获得 1 个溶磷
相关基因，将其命名为 psgA。
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磷是植物生长所必需三大营养元素之一，施

用磷肥一直是保证农业生产增产的重要手段之

一，但磷肥当季利用率不足 20%［1 － 2］，很大一部分

或被土壤固定成为难溶磷，或随着雨水冲洗而流

失，造成严重的水环境污染。同时，土壤中存在大
量难溶性无机态和有机态磷

［3］，植物难以利用，因

此，如何挖掘土壤潜在的磷库资源，提高磷肥利用

率是目前国内外科学家的研究热点。溶磷微生物
在转化土壤自身难溶磷和阻止磷肥的固定方面发

挥的重要作用尤为引人关注，研究证明溶磷菌在

转化土壤难溶磷、提高磷肥利用率和促进作物生
长等方面都具有显著的作用

［4 － 7］。而溶磷微生物
的应用受到如菌株的退化、作物种类、土壤特性、
气候条件、溶磷菌与其它微生物间的交互作用等
影响而效果不稳定

［8 － 9］。如何解决这一问题成为
溶磷微生物的研究重点，高效利用溶磷微生物产

生有机酸或者通过异源表达克隆到的溶磷相关基

因产生有机酸是提高土壤磷素利用率最有效的一

种方式
［10 － 12］。目前关于溶磷相关基因克隆以细

菌为主，其主要机制是将葡萄糖直接氧化产生葡
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萄糖酸(GA)，其中葡萄糖酸的合成是由葡萄糖脱
氢酶(GDH) 和协同因子吡咯喹啉奎宁( PQQ) 完
成
［13］。而真菌溶磷相关基因的克隆主要是以黑曲
霉和草酸青霉为主，其基因都能在 E． coli 中表达
产生有机酸而溶解难溶磷

［14］，但其主要机制不明

确。本文拟通过构建黑曲霉 H1 的 cDNA 文库，利
用磷酸三钙为唯一磷源筛选溶磷相关基因，并对

其在 E． coli 中产酸能力和种类进行研究，以期通
过分子生物学手段提高土壤难溶磷的利用效率。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株和载体:菌株 H1 来自本实验室筛选的
一株 黑 曲 霉，载 体 pBluescript II SK ( + ) 购 自
TAKARA。
1. 1. 2 培养基:难溶无机磷固体 /液体培养基、PDA
斜面培养基、LB 培养基等均参照文献［15］配制。
1. 1. 3 主要试剂和仪器:RNAiso plus、DEPC 水购
自 Takara 公司;文库构建试剂盒购自 Clonetech 公
司;Taq 酶、质粒提取试剂盒、DNA 胶回收试剂盒均
购自全式金公司; T4 连接酶、EcoRI 和 XhoI 购自
NEB;其它试剂均为国产分析纯;PCR 引物由上海生
物工程有限公司合成。 PCR 仪为 GeneAmp PCR
system 9700，高速冷冻离心机为 Heraeus 的 Sorvall
Biofuge stratos，光学显微镜为 OLYMPUS BH-2，紫外
分光光度计为天美科技有限公司的 UV-7501，pH 仪
为 EUTECH pH510，离子色谱为美国戴安公司 ICS-
3000 离子色谱仪。
1. 2 黑曲霉 H1 的 cDNA 文库构建
1. 2. 1 黑曲霉 H1 的总 RNA 提取:将黑曲霉 H1
接种到 PDA 固体培养基上培养 3 － 5 d，再接入液
体 PDA 培养基，30℃，200 r /min 培养 20 － 24 h。
真空抽滤收集菌丝体，无菌水洗涤 3 次，滤纸吸
干。取 0. 2 g 左右菌丝，液氮研磨充分，提取总
RNA 并用 1% 琼脂糖电泳检测，具体方法参照文
献进行

［16］。
1. 2. 2 cDNA 的合成及纯化:取 1 μg mRNA 作为合
成 cDNA 第一链的模板，通过 SMARTscriptTM逆转录
酶逆转录合成第一链 cDNA。以 2 μL 第一链 cDNA
产物为模板，通过 LD-PCR 合成并扩增第二链
cDNA，电泳检测 cDNA 第二链合成效果。利用

CHROMA SPIN + TE-1000 纯化 cDNA，去除小于
500 bp 的片段，沉淀回收 cDNA。
1. 2. 3 cDNA 的修饰:用 T4 DNA 聚合酶补平 cDNA

的末端后，在其两端连接 EcoRI /XhoI 定向接头，并
用 EcoRI /XhoI 对接头进行酶切，得到 5'端为 EcoRI、
3'端为 XhoⅠ酶切位点的双黏性末端 cDNA。
1. 2. 4 cDNA 初级文库的建立:纯化后的 cDNA 片
段通过 T4 DNA 连接酶连接到经过 EcoRI /XhoI 双
酶切的 pBluescript SK( + )载体上，将连接产物电转

化到宿主菌 E． coli HST08［17］。将转化后的宿主菌

接种在 2 mL LB 液体培养基中 37℃温浴 2 h，得到
初级 cDNA 文库，4℃保存备用。
1. 2. 5 cDNA 文库的鉴定:取 2 μL cDNA 文库细菌
培养液按 1:10 梯度稀释，均匀涂布于含氨苄青霉素
(100 μg /mL) 和 IPTG (0. 1 mmol /L) 的 LB 平板上
37℃培养过夜。根据菌落计数法推断文库浓度。随
机挑 取 50 个 克 隆 子，用 通 用 引 物 T3 ( 5'-
CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3' 和 T7 ( 5'-
AGCGGATAATTTCACACAGG-3') 进行 PCR 扩增，

检测插入片段长度及重组率。PCR 产物经 1%琼脂
糖凝胶电泳检测分子量大小。
1. 3 基因 psgA 的筛选及生物信息学分析
将 cDNA 文库细菌培养液稀释涂布到含有氨苄

青霉素(100 μg /mL)难溶磷无机盐培养基上，37℃

培养 3 － 4 d，观察是否有透明溶磷圈产生，将产生溶
磷圈的克隆子转代培养，以确定其稳定性，将功能稳

定的克隆子提取质粒送上海生工生物技术有限公司

测序后，将获得的 DNA 序列，输入 GenBank，用 Blast

程序与数据库中的序 列进行比较 分 析，利 用

DNAMAN 6. 0 进行开放阅读框分析。
1. 4 克隆子培养过程中溶液 pH 和可溶磷含量的
变化

在 150 mL 的三角瓶中装入 50 mL 带抗性的 LB

培养基和难溶磷无机盐培养液，接种携带基因 psgA

的克隆子菌液 1 mL，37℃，200 r /min 培养 48 h，同
时以不含有该基因的菌作为对照，设置 3 个重复，在
第 12、16、20、24、36 和 40 h 用 EUTECH pH510 测定
溶液的 pH 值，同时测量溶液可溶磷的含量。
1. 5 克隆子表达胞外产物分析
试验设计同 1. 4 的方法。在第 12、16、20、24 和

36 h 利用离子色谱分析溶液中有机酸的含量。
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2 结果和分析

2. 1 黑曲霉 H1 的 cDNA 文库构建
从黑曲霉 H1 中提取总 RNA 电泳检测(图 1)，

由图可知提取的总 RNA 为 3 条带型整齐，无拖尾
带，分别为 28S、18S 和 5. 8S RNA，其 OD260 /OD280为

1. 962，说明提取的总 RNA 结构完整，可以作为
cDNA 双链合成的模板。

图 1 黑曲霉 H1 的总 RNA．
Fig． 1 Total RNA of Aspergillus niger H1. M: 250 bp

Ladder DNA marker; 1: total RNA of Aspergillus niger H1．

以黑曲霉 H1的 mRNA为模板通过 SMARTscriptTM

逆转录酶逆转录合成第一链 cDNA，再通过 LD-PCR

合成并扩增第二链 cDNA，双链 cDNA 整个条带呈弥
散状，大小为 200 － 4500 bp，其大小符合真菌 cDNA
长度，利用 CHROMA SPIN + TE-1000 纯化收集 500
－ 4500 bp 大小的片段。由此看出，扩增的双链
cDNA 产物能保证黑曲霉溶磷相关基因的完整性，
可用于构建反映溶磷相关基因表达状况的代表性

cDNA 文库。
将纯化后的 cDNA 与载体连接，电击转化后，根

据菌落计数法推断 cDNA 文库库容量为 5. 29 × 106

cfu /mL，根据蓝白斑比率计算重组率为 99. 24%。
随机挑取转化子，提取质粒，通用引物扩增后，用

1%琼脂糖凝胶电泳检测插入片段的大小(图 2)，文
库随机插入外源 cDNA 片段的平均长度从 500 －
4500 bp，主要分布在 1 － 2 kb 之间，表明该 cDNA 文
库保证了黑曲霉 H1 的 cDNA 文库的完整性。
2. 2 基因 psgA 的筛选及生物信息学分析
将克隆子涂布到具有氨苄抗性的磷酸三钙无

机盐培养基上，37℃培养 3 d，共筛选到能够产生
明显透明圈的克隆子 61 个。将这些克隆子转接
到难溶磷无机盐培养基上转代培养 3 d，其中克隆
子 H-54 仍能够产生明显的透明圈，表明其功能稳
定(图 3)。

图 2 随机挑取克隆的 PCR 产物电泳分析
Fig． 2 Analysis of PCR products from randomly picked clones． 1 and 18: 250bp Ladder DNA marker; 2-17:

PCR products．

提取克隆子 H-54 的质粒测序，结果表明克隆子
H-54 的 cDNA 片 段 全 长 839 个 核 苷 酸 ( n． t )
(GenBank 登录号为 JN716317)，在 NCBI 上进行序
列比对分析，结果表明，该序列与 Aspergillus niger
CBS 513. 88 和 Aspergillus niger contig An13c0090 的
mRNA 同源性达到 99%，与目前已知的其它序列同
源性很低，将其命名为 psgA。根据 cDNA 片段翻译
成蛋白后分析，其中 5'-端非编码区长 96 n． t，编码
区(从起始密码子 ATG 到终止密码子 TAG)长 540

n． t，编码的蛋白含 179 个氨基酸残基，3'-端非编码
区长 203 n． t。氨基酸在 NCBI 上进行序列比对分
析，结果表明，该氨基酸序列与 hypothetical protein
ANI_1_758114(Aspergillus niger CBS 513. 88)的同源
性为 100%，而与 hypothetical protein CCM _ 04721
( Cordyceps militaris CM01 )、conserved hypothetical
protein ( Penicillium marneffei ATCC 18224 ) 以 及
hypothetical protein SS1G _ 08851 ( Sclerotinia
sclerotiorum 1980)等其它蛋白的同源性都在 65%以
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图 3 克隆子 H-54 的溶磷效果
Fig． 3 The phosphate-dissolving effect of H-54．

下。
2. 3 携带基因 psgA 克隆子对溶液 pH 值以及可溶
磷含量的影响

将活化后的克隆子 H-54 和不携带 psgA 的克隆
子分别接入到具有有氨苄抗性的难溶磷无机盐培养

基中，测定溶液 pH，结果(图 4)表明，接种克隆子
H-54 后，12 h 时溶液的 pH 值显著减低，在 36 h 时，
溶液的 pH 值降到最低，达到 3. 93，之后溶液的 pH
值保持稳定。而对照的 pH 值只降低至 5. 9 不再变
化。

图 4 接种克隆子 H-54 和 CK 后溶液的 pH 值变化
Fig． 4 The pH value changes of culture media by H-54 and CK

during incubation． H-54: The clone with psgA; CK: The clone

without psgA．

可溶性磷含量与溶液中 pH 值变化趋势相反，

随着培养时间延长，pH 值逐渐减低，可溶磷含量逐
渐升高，36 h，接种克隆子 H-54 的溶液中可溶磷含
量升到最高，达到 0. 105 mg /mL(图 5)，而对照溶液
可溶磷含量几乎没有变化。
2. 4 克隆子 H-54 胞外产物分析
克隆子 H-54 活化后接入到含有氨苄抗生素的

难溶磷无机盐培养基中，利用离子色谱测定溶液中

图 5 接种克隆子 H-54 和 CK 后溶液可溶磷含量

的变化

Fig． 5 The content changes of soluble phosphorus in culture

media by H-54 and CK during incubation． H-54: The clone

with psgA; CK: The clone without psgA．

有机酸。结果表明，不含 psgA 的 E． coli HST08 只产
生少量甲酸和乙酸，其含量分别为 1. 82 － 10. 54 μg /
mL 和 14. 35 － 50. 43 μg /mL，而克隆子 H-54 产生了
4 种有机酸:甲酸、乙酸、苹果酸和 α-酮戊二酸(表
1)。甲酸和乙酸在培养 12 h 时产生，随着时间延
长，其含量逐渐升高，溶液的 pH 值逐渐降低，36 h
时，甲酸和乙酸的含量分别达到 50. 26 μg /mL 和
346. 53 μg /mL。苹果酸和 α-酮戊二酸在培养 24 h

时产生，36 h 时，其含量可分别达到 62. 53 μg /mL
和 175. 48 μg /mL。

表 1 克隆子 H-54 培养过程中产生的有机酸种类和含量

Table 1 The types and contents of organic acids

produced by H-54 during incubation

t / h
Organic acid /(μg /mL)

methanoic acid acetic acid malic acid α-ketoglutaric acid
12 27. 43 180. 60 － －
16 29. 65 276. 85 － －
20 32. 20 308. 65 － －
24 35. 60 311. 42 57. 11 156. 84
36 50. 26 346. 53 62. 53 175. 48

3 讨论

溶磷菌广泛存在于自然界中
［18］，其中黑曲霉是

一类常见的溶磷菌
［19 － 20］，本实验出发菌株黑曲霉

H1 在 PDA 培养液中培养 18 h 能将溶液 pH 值从
7. 0 降低到 1. 65［6］，其产生有机酸主要为乳酸，含量
达到 372. 5 μg /mL，具有很强的溶磷能力。利用该
菌株为出发菌，根据真菌 mRNA 的 3'末端带 Oligo
(dG)和 5'末端真核 mRNA 特有的“帽子结构”，采
用 SMART 技术，成功构建了黑曲霉 H1 的全长
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cDNA 文库。同时，利用克隆子在难溶磷无机盐培
养基上产生透明圈的现象，成功筛选到溶磷相关基

因 psgA。
微生物的溶磷机理大致分为 5 种:有机酸、氢质

子(NH4-N 供应)、磷酸酶(蛋白质)、螯合作用和氧

化还原
［21］，其中产生有机酸是一种主要的溶磷方

式
［22 － 24］，有机酸能与铁、铝、钙等离子螯合，从而使

难溶磷转化为有效磷
［25］。溶磷微生物产生比较常

见的有机酸有琥珀酸、柠檬酸、α-酮戊二酸、苹果酸、

丙酮 酸、乳 酸、乙 酸、甲 酸、丙 酸、富 马 酸 和 草

酸
［26 － 29］。本实验选用的 E． coli HST08 和克隆子都

能产生有机酸，其中不携带 psgA 的 E． coli HST08 能

产生少量甲酸和乙酸，而携带 psgA 的克隆子 H-54

产生了 4 种有机酸甲酸、乙酸、苹果酸和 α-酮戊二

酸，一方面其携带的 psgA 促进了甲酸和乙酸合成，

另一方面诱导合成了苹果酸和 α-酮戊二酸，说明
psgA 能够使 E． coli HST08 分泌更多种类的有机酸，

能在固体和液体状态下溶解磷酸三钙。

Aspergillus niger CBS 513. 88 作为模式菌株研

究
［30 － 31］，已经进行了全基因组的测序。本实验克隆

的 cDNA 片段和翻译后的蛋白与其对应的 cDNA 片

段和翻译后的蛋白具有 99%的同源性，表明其为同

一个基因和蛋白，hypothetical protein ANI-1-758114

是根据 cDNA 片段翻译后得到，目前该蛋白还没有

进行功能鉴定，本实验通过在 E． coli HST08 胞外产

物分析，表明该基因能够使 E． coli HST08 分泌更多

种类的有机酸，对其功能进行了初步的鉴定。实验

克隆的 cDNA 片段和翻译后的蛋白与其它蛋白同源

性都低于 65%，表明与其它蛋白不是同一类蛋白。
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Construction of cDNA library of Aspergillus niger H1 and
screening of phosphate-dissolving related gene

Chaoxi Tang1，3，Mingbo Gong2* ，Shunpeng Li1，Changxiong Zhu3*

1 College of Life Sciences，Nanjing Agricultural University，Key Laboratory for Microbiological Engineering of Agricultural

Environment，Ministry of Agriculture，Nanjing 210095，China
2 Chinese Academy of Agricultural Sciences，Institute of Agricultural Resources and Regional Planning，Beijing 100081，

China
3 Chinese Academy of Agricultural Sciences，Institute of Agricultural Environment and Sustainable Development，Beijing
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Abstract:［Objective］To obtain phosphate-dissolving genes from cDNA library of Aspergillus niger H1. ［Methods］The

double-stranded cDNA was synthesized using switching mechanism at 5end of RNA transcript technique and ligated to the

vector pBluescript II SK ( + ) ． We transformed recombinant plasmid into E． coli HST08，resulting in a primary cDNA

library． We screened clones with phosphate-dissolving activities on the insoluble phosphate medium and blasted the

sequence in National Center for Biotechnology Information (NCBI) ． To study the phosphate dissolving mechanisms of the

cloned gene，we analyzed the changes of the pH value，the soluble phosphate content and the production of organic acids

in the insoluble phosphate liquid medium inoculated with the clones harboring the phosphate-dissolving gene． ［Results］

A cDNA library of A． niger H1 was successfully constructed． Titer tests showed that the content of constructed A． niger

H1 cDNA library reached 5. 65 × 106 cfu /mL，in which the percentage of recombinant clones was 99. 15% ． We screened

61 clones with phosphate-dissolving activities on the solid medium with insoluble phosphate． The corresponding gene in

one of these clones was identified． The full length cDNA of clone H-54 was 839 bp，encoding a predicted protein with 180

amino acid residues． The expression of phosphate-dissolving gene in E． coli enhanced organic acids secretion and

improved the phosphate solubilizing activity． Formic acid and acetic acid were found in 12 h，and malic acid and α-

ketoglutarate were secreted in 24 h． The clone H-54 decreased the pH value of medium from 6. 32 to 3. 93 and released

soluble phosphate up to 0. 105 mg /mL in 36 h． ［Conclusion］We had obtained a phosphate-dissolving gene designated

psgA from Aspergillus niger H1．
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