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摘要：本文以稻瘟菌菌丝体为材料提取 RNA，【目的】改进张学敏等人的方法，通过磁珠构建稻瘟

菌 cDNA 文库，并用于下一步研究稻瘟菌与水稻之间的互作关系。【方法】通过共价键连接的寡聚

oligo（dT）磁珠纯化 mRNA，并以磁珠上的 oligo（dT）为引物引导第一链 cDNA 的合成，再利用

末端转移酶加尾法合成第二链 cDNA。构建过程中避免使用限制酶和连接接头。【结果】用此方法

构建的文库容量为 8.9×107cfu，滴度为 8.9×106 cfu/mL，随机挑取的 25个克隆插入片断平均大小达

到 1380bp。【结论】实验结果表明用改进的方法可构建高质量的 cDNA文库，并且方便快捷，所用

材料少，构建时间短，利于大规模的功能基因分析。 
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稻瘟菌（Magnaporthe grisea）引发的稻瘟病是

一种世界性的水稻病害，其造成的水稻产量损失可高

达 15%至 80%，甚至颗粒无收，据测算，由于稻瘟病
的危害，全球范围内每年减产的水稻足以养活 6000
万以上的人口[1]。而且稻瘟病菌结构复杂，致病性易

变异，常因病菌群体频繁发生变化，导致水稻抗病品

种很快“丧失”抗性而成为感病品种[2]。因此研究稻

瘟病菌群体结构和变异动态，探讨引起植物抗病性丧

失的原因及其机制，从分子水平研究真菌致病机制对

设计防治病害的分子药物、开发新型杀菌剂有重要意

义。此外笔者所在研究室从稻瘟菌中分离纯化得到的

一种新型蛋白激发子具有良好的抗病防虫、促进植物

生长的效果[3]。为了研究该蛋白激发子的作用机理并

克隆其编码基因，并进一步了解稻瘟菌与水稻的基因

互作，构建稻瘟菌 cDNA文库是重要的基础工作。 
传统的构建 cDNA 文库方法不可避免地要使用

限制性内切酶，故存在 cDNA片段被酶切开而无法得
到完整基因的风险；同时传统 cDNA文库构建技术还

存在着连接效率不高和 cDNA 合成产量偏低的问  
题[4]，如从 mRNA模板反转录合成 cDNA第一链的效
率只有 50%，而最终获得双链 cDNA的效率通常只有
其中 30%。随之各种改进的方法逐渐诞生，如 Oligo- 
capping法[5]，SMART法[6]，,Cap-trapper法[7]等可获

得全长文库，但它们只能作为克隆文库，不能应用于

表达文库，另外，Cap-trapper法由于氧化剂的使用和
生物素标记，增加 RNA 降解与 5'端假阳性的出现；
Gateway技术利用重组酶很好地解决了限制性内切酶
的问题[8]，由于必须使用 invitrogen 公司带有相应重
组位点特殊的载体，所购买的试剂盒价格昂贵，另外

该法利用 RNaseH合成 cDNA二链，然后连接带重组
位点的 Adapter，故需要的大量 mRNA才能获得足够
用于重组的 cDNA。笔者希望能从少量的 RNA 获得
足量的 cDNA，并希望能在后期转换成研究稻瘟菌基
因组功能的酵母表达文库，故参照张学敏[9]的方法构

建了稻瘟菌 cDNA文库，由于原方法不适合后期与表
达载体定向连接，此外还需要用 DNA 聚合酶分别对
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载体和片段进行部分消解，但消解程度不易控制和检测，

故进行改进，改进后的方法不必使用限制性内切酶和衔

接子，相比其他方法不必购买试剂盒，方便快捷，且文

库质量高，可形成了一套简单易行的操作体系。 

1  材料和方法  

1.1  材料 
1.1.1  菌株和载体：稻瘟菌（M. grisea）菌株北 1-24，
由中国农业科学院农业环境与可持续发展研究所朱

昌雄研究员惠赠。pMD18-T Vector 和 E.coli JM109
高效感受态细胞购于 TaKaRa公司。 
1.1.2  主要试剂：Magnetight Oligo（dT）Particle为
Novagen公司产品，T4 DNA聚合酶、末端脱氧核糖
核酸转移酶为 TaKaRa 公司产品，SuperScriptTM III
反转录酶、Trizol试剂为 Invitrogen公司产品，RNase 
H 购于北京新经科生物技术公司。2×Pfu PCR Mas-
terMix 购于北京天为时代生物技术公司。DEPC 为
Sigma公司产品，其他常规试剂都购于北京市的各生
物技术公司。 

1.2  总 RNA 的提取 
参照赵利辉的方法[10]获取稻瘟菌菌丝体，−80℃

保存备用。液氮冷冻条件下研成粉末，按照 Invitrogen
公司 Trizol试剂盒里提供的方法提取稻瘟菌总 RNA，
并测定总 RNA的的纯度、浓度和完整性。  

1.3  用磁珠 PCR 法获得稻瘟菌总 cDNA 
参照张学敏等人的方法 [9]进行改进，用磁珠和

PCR 方法自小量 RNA 中获得µg 级甚至 mg 级的
cDNA。  
1.3.1  cDNA第一链合成：按照张学敏的方法，利用
磁珠上的 oligo（dT）从总 RNA中分离 mRNA，并以
其做为引物合成 cDNA一链。 
1.3.2  cDNA 第二链合成与 cDNA 的扩增：① 吸附
共价连接有 cDNA的磁珠，移去反转录反应溶液，加
入 50 μL T4 DNA聚合酶反应混合物（41.5 μL 超纯
水；5.0 μL 10×T4 DNA聚合酶反应缓冲液；2.5 μL     
10 mmol/L 不含 dTTP 的 dATP、dGTP、dCTP 混合
物；1 μL T4 DNA聚合酶），轻柔重悬磁珠，37℃孵
育 20 min。离心管在振荡器上剧烈振荡 30 s，然后  
75℃加热 10 min，吸附磁珠，移去缓冲液；② 加入
20 μL RNaseH缓冲液（20 mmol/L Tris-HCl，pH8.0；
50 mmol/L KCl；10 mmol/L MgCl2；1 mmol/L DTT），
0.5 μL RNaseH，轻柔重悬磁珠，于 37℃孵育 1 h，移

去 RNaseH反应混合物。加入 50 μL 1 mmol/L EDTA，
于 75℃加热 5 分钟。吸附磁珠，去除 EDTA 溶液；
③ 加入 20 μL末端转移酶反应混合物（5.5 μL 超纯
水；10 μL 5×TdT反应缓冲液；12.5 μL 0.1％BSA；
10 μL 10 mmol/L dATP；2 μL末端转移酶），轻柔重
悬磁珠，于 37℃反应 15 min，给 cDNA 第一链加上
polyA尾巴，然后加入 2 μL 500 mmol/L EDTA终止反
应，吸附磁珠，去除缓冲液；④ 混合 22 μL 超纯水，
3 μL T1引物(10 μmol/L，5′-CCTGGAAACGGATT- 
CGAAGCTTTTTTTTTTTTTTT-3′)；25 μL 2×Pfu PCR 
MasterMix 混合重悬磁珠，30℃放置 3 min，40℃放
置 3 min，72℃放置 20 min，使引物延伸，合成 cDNA
的第二链，然后慢慢冷却至室温，吸附磁珠，去除

Pfu聚合酶反应混合物。⑤ 取 15 μL 10×Pfu PCR反
应缓冲液（含有 10 μmol/L dNTP）稀释至 150 μL，
取 50 μL稀释液轻柔重悬磁珠，70℃放置 2 min吸附
磁珠，去除稀释液。重复洗涤两遍，以完全去除多余

的 T1引物。⑥ 配制 Pfu 聚合酶反应混合物（50 μL
超纯水；50 μL 2×Pfu PCR MasterMix）轻柔重悬磁珠，
加热至 95℃ 2 min 以释放第二链 cDNA，在 95℃下
吸附磁珠，移取 Pfu聚合酶反应混合物至另一预冷的
离心管中，迅速置于冰上。保存好磁珠备用。⑦ 在 Pfu
聚合酶反应混合物 II加入 0.5 µL T2引物（10 μmol/L，
5′-TTGCATTGTACCTGCAGGCGGCCGCATTTTTTTT- 
TTTTTTT-3′），30℃放置 15 min，40℃放置 15 min，
72℃放置 20 min，使得 T2引物得以延伸，合成出新
的 cDNA第一链。立刻升温到 95℃，按照下面步骤开始
循环：95℃，30 s；72℃，15 min（循环次数 20次）。⑧
然后升温到 95℃加入 3 μL amp1引物（10 μmol/L，5′- 
CCTGGAAACGGATTCGAAG-3′）和 3 μL amp2   
（10 mmol/L，5′-TTGCATTGTACCTGCAGGC-3′）
引物，4 μL 10 mmol/L dNTP混合物，保温 2 min。按
照下面步骤开始循环：95℃，30 s；60℃，30 s；72℃，
15 min（循环次数 15次）。最后 72℃延伸 30 min。⑨ 
取 5 μL扩增产物用 1％琼脂糖凝胶进行电泳分离，对
扩增产物进行分析。如果未能看到 cDNA弥散带，取
15 μL 扩增产物，34 μL 超纯水，3 μL amp1 引物    
(10 μmol/L)，3 μL amp2引物(10 μmol/L)，40 μL 2×Pfu 
PCR MasterMix进行 2次扩增。再取 5 μL扩增产物
用 1％琼脂糖凝胶进行电泳检测。 

1.4  文库构建 
取 50 μL PCR扩增产物通过层析离心柱(chromaspin- 
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100 离心柱 )，收集含大片断的 cDNA，去除引物和小
的 cDNA片段。用加入 Tag PCR反应缓冲液，dATP
和 Tag 酶 72℃反应 15 min，加入 3 倍体积的无水乙
醇和 1/10 体积的 pH4.0 乙酸钠缓冲液（3.198 g/L无
水乙酸钠，3.52 mL冰醋酸）到离心管中，于−20℃放
置 15 min，13000 r/min离心 15 min，弃上清，75％乙
醇洗沉淀一次，在真空干燥沉淀，与 T 载体进行 TA
连接，电击转化高效感受态细胞 JM109。 

1.5  文库滴度检测和保存 
分别以稀释浓度为 102，103，104文库样品按照

每块平板加入 100 μl菌液，涂布于含 Amp/X-gal/IPTG
的筛选平板上，每种稀释倍数涂板两个，37℃培养
12~16 h，计算白色克隆数。根据公式：文库的滴度=
平板上克隆数×稀释倍数 /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 25个单克隆，
提取质粒，用 amp1和 amp2引物进行 PCR检测文库
平均插入片段大小。 

2  结果和分析 

2.1  总 RNA 的提取 
提取的稻瘟菌 RNA经 1％琼脂糖凝胶电泳检测，

结果显示（图 1），电泳图中可看到 28S亮度约是 18S
两倍，5.8S 的亮度弱，表明 RNA 完整性很好；经紫
外分光光度计测定 OD260＝0.76，OD280=0.39，总 RNA 

 
 

图 1  稻瘟菌总 RNA 琼脂糖凝胶电泳 
Fig. 1  Agrose gel electrophoresis of M. grisea total RNA.  

浓度为 9.12 μg/µL，OD260/OD280值为 1.949 说明无
DNA、蛋白质等污染，RNA纯度较高，可用于 cDNA
的合成。 

2.2  cDNA 合成与纯化 
最后合成双链 cDNA 经琼脂糖电泳分析(图 2)，

双链 cDNA在凝胶上呈弥散状分布，主要弥散 0.5 kb
至 2.0 kb之间，弥散最上端超过 3 kb，表明总 cDNA
质量较好，可用于文库的构建。 

 
 

图 2  反转录扩增获得总 cDNA 
Fig. 2  Amplication total cDNA by reverse transcription.  
M. Marker III; 1.Total cDNA. 
 

2.3  cDNA 文库滴度与重组效率 
将双链 cDNA 过柱，除去小片段和多余的引物

后，末端加 A 后，与 T 载体连接转化，计数平板上
生长的白色菌落数，并计算文库总容量为 8.9      
×107cfu，滴度为 8.9×106 cfu/mL，阳性克隆率为   
98.3％。随机挑取的 25 个克隆，均为阳性克隆，插
入片段都大于 800 bp，超过 2 kb的有 2个，1200 bp
与 2 kb之间有 15个，测序后计算平均插入片段长度
约为 1380 bp。高质量的 cDNA 文库应满足如下条件: 
(1) 文库总容量不低于 1.7 ×105 cfu ; (2) 插入片段
的平均长度不能低于 1.0 kb；(3) 文库重组率不能低
于 90 %[11] 。由此可见，所构建的稻瘟菌文库是一个
高质量的 cDNA文库。 

 

 
 

图 3  稻瘟菌 cDNA 文库插入片段的 PCR 鉴定 
Fig. 3  PCR analysis of inserts from cDNA library of M. griesea. M. MarkerⅢ; 1−25. PCR amplication of recombinants. 
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3  讨论 

在研究生物体系时，经常不能得到足量的起始材

料。由于常规的 cDNA 文库构建需要微克量级的

mRNA[12]，所以一般情况下很难从少量材料中直接获

得 cDNA克隆。此外大多数构建 cDNA文库的方法均
需要应用多步的体外酶学反应，多轮的纯化或沉淀步

骤，以去除引物或变更反应缓冲液，导致材料的严重

丢失，并局限了最终文库的质量。本文所采用的方法

合成 cDNA所用的酶和试剂与传统方法完全相同，不
同的是 cDNA 的合成和修饰直接在固相支持物磁珠
上完成，直接从总 RNA 中合成出 cDNA，而不必洗
再纯化洗脱 mRNA，。通过共价键连接着寡聚 oligo
（dT）的磁珠纯化出 mRNA，并用这段寡聚 oligo（dT）
序列为引物引导第一链 cDNA的合成，这样合成的第
一链 cDNA也通过共价键连接在磁珠上[13]。这时只需

将反应管置于磁性支架上，此时管内的磁珠吸附于一

侧管壁，即可简便而迅速的实现酶和缓冲液的更换，

而且能最大限度地减少操作中 cDNA的丢失，也减少
了其它物质污染之忧。相比借助生物素等方法如

Cap-trapper法，用此法合成的 cDNA不易随清洗等步
骤丢失，可用于构建高质量的文库，并且构建的文库

适合大多数的研究目的。  
合成 cDNA第二链时，本文采用的是末端转移酶

加尾法，这样避免购买昂贵的第二链合成试剂盒，通

过同聚尾引入接头，并以接头为引物，直接合成 cDNA
二链，相比用 RNaseH、DNA聚合酶与连接酶合成的
cDNA二链，基因片段更为连续完整，同时避免连接
衔接子，方法更加简单，也容易产生优质文库。 

本文在张学敏等人的方法上进行了改进，采用了

两种 T15-引物，目的是在 cDNA的两端引入不同的序
列，方便直接从 cDNA 上扩增 5′和 3′端序列，而不
要专门进行 5′RACE 和 3′RACE。另外通过限制性酶
切或 T4DNA 聚合酶单链化，定向连接到表达载体上，
减少对表达文库库容量的要求。为减少 T1 引物对后
期 T2 引物的污染，需要在合成二链后，通过多次洗
涤磁珠，尽可能完全除去多余的 T1 引物。通过 T1
和 T2 引物为 cDNA 两端引入已知序列，这些步骤类
似 3'RACE，在较低温度时，T15-引物中的（dT）15可

与 polyA尾退火结合，引导新链的合成。建议在加尾
的时候，可以进一步改进，尝试不加 polyA尾，换成
polyC或 polyG尾，这样在 cDNA第二链（对应 mRNA
序列）的 5'端是寡聚 G或 C，而 3'端是 polyA尾，这

样更容易在 cDNA两端引入不同的已知序列，也不会
出现两种引物的交叉污染。 

张学敏等人的方法用 T4DNA聚合酶处理 EcoR I
酶切过的载体和 cDNA片段，分别消解两端的 TT和
AA，再进行连接。但因为各公司的 T4DNA聚合酶不
同，需要摸索合适消解的时间，消解不足或过分消解，

都无法形成正确的拼接，故本文也没有按照原方法而

是直接采用 T-A连接的方式与 T载体连接，节省时间，
提高连接效率。 

用本文合成扩增 cDNA相比其他方法要注意一些额
外的细节，首先要注意磁珠的结合能力有限，100 μg   
的磁珠对应的 RNA总量不宜超过 200 ng。可根据需
要按比例放大磁珠的用量，但不易缩小，因为磁珠本

身会对移液器吸嘴和反应管等产生一些非特异性的

吸附。其次合成 cDNA一链后，磁珠上未杂交的 oligo
（dT）需要利用 T4 DNA聚合酶的外切活性去除，因
为未结合的 oliga dT可以同样被加尾并被扩增。另外
所有涉及 PCR 构建的 cDNA 文库其长度都会发生偏
移，本方法也可能存在同样的问题，进行尽量少的循

环数量可减少这种偏移。目前，还没有一种能完善满

足任何需要的 cDNA文库构建方法，最佳的策略是根
据研究材料和研究问题的特点，结合自己的实际情

况，选择合适的方法，构建出满足研究要求的 cDNA
文库。 
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Construction of cDNA library of Magnaporthe grisea with magneticbead 
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(1College of Life Science, Yangtze University, Jingzhou 434025, China) 
(2Institute of Plant Protection, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100094, China) 

Abstract: [Objective] We constructed cDNA library of Magnaporthe grisea. The good quality cDNA library could facili-
tate finding proteinaceous elicitors of M. grisea, and elucidating the mechanisms of the M. grisea--rice interaction. 
[Methods] The Oligo(dT) combined with the magnetic bead was used to extract mRNA from total RNA of Magnaporthe 
grisea and as primers to synthesize the first-strand cDNA. Terminal transferase introduced PolyA into 3’terminal of the 
first cDNA strand, then the PolyA was used for amplifying the second-strand cDNA. Restriction enzyme and adapter were 
avoided in this research, which could solve technical limitation of the traditional method. Because all reactions were done 
in one centrifuge tube, this process could reduce the risk of cDNA loss and cross-contamination. The primers designed in 
this research could clone the amplified cDNAs into expression vector in a desirable orientation. [Results]The cDNA li-
brary constructed had a high titer of 8.9×106 cfu/mL, and contained a total clones of 8.9×107 cfu, with an average inserts 
size of about 1380 bp. [Conclusion]Constructing cDNA library with magnetic bead was a highly efficient method useing 
only small amount of experimental materials within a short period. 
Keywords: Magnaporthe grisea; cDNA Library; magnetic bead 
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