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　　摘要：为了分离克隆与植物互作的大丽轮枝菌致病相关蛋白基因，利用 ＳＭＡＲＴ技术构建了大丽轮枝菌酵母双杂

交 ｃＤＮＡ文库。结果表明，构建的文库滴度为 ５．２×１０７ｃｆｕ／ｍＬ，库容为 ３．９×１０７ｃｆｕ；文库 ｃＤＮＡ插入片段长度主要

分布在 ０．５～２０ｋｂ，平均为 １ｋｂ；文库重组率为 ９６％。表明文库质量较好，为筛选与植物互作的大丽轮枝菌致病蛋

白基因奠定了基础。
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　　黄萎病是一种由真菌侵染引起的土传维管系统
病害

［１－２］
，其致病菌在分类学上属于半知菌亚门淡

色孢科的轮枝菌属，主要包括大丽轮枝菌（Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉ
ｕｍ ｄａｈｌｉａｅＫｌｅｂ．）和黑白轮枝菌 （Ｖ．ａｌｂｏａｔｒｕｍ
Ｒｅｉｎｋｅ＆Ｂｅｒｔｈ．）。黑白轮枝菌引起的病害较少，且
只在美国等少数国家有报道

［３］
，大丽轮枝菌的毒性

强于黑白轮枝菌
［４］
，其是严重危害植物的一种主要

腐生真菌，寄主范围极广，可危害 ４００多种植物，包
括草本植物、多年生植物和木本植物

［５］
。大丽轮枝

菌以休眠菌丝、厚垣孢子和微菌核等形式存活在土

壤中，成为植物的侵染源。当环境条件适宜时，大丽

轮枝菌借助蒸腾作用向上扩散，最终导致植株矮小，

危害严重时植株枯萎死亡
［６］
。

传统上通过作物轮作、夏季高温日晒土壤和化

学烟熏消毒等方法防治这种病害，但是，不仅费时费

力，而且可能污染环境，又难以根除病菌的危害，收

效甚微，所以这些防治方法的应用受到很大限

制
［６］
。随着分子生物学及 ＤＮＡ重组技术的迅速发

展，科学家开始从分子水平上研究大丽轮枝菌致病

及植物抗病机制，克隆大丽轮枝菌致病及植物抗病

的关键基因，尝试利用遗传工程手段实现黄萎病的

防治
［７－８］

。目前，已经克隆出许多可以提高植物抗

病性的基因，其中 Ｖｅ是番茄中特异的抗黄萎病基
因

［９］
。

植物抗黄萎病能力的形成和黄萎病菌侵染能力

的大小本质上是两者互作的结果，包含许多蛋白互
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作的过程。只有克隆分离出与植物互作的黄萎病致

病蛋白编码基因，才能弄清楚黄萎病菌侵染植物时

植物与病原菌互作的过程，诠释植物与黄萎病菌互

作的分子机制，也才可以为设计防治黄萎病的分子

药物、开发新型杀菌剂提供支撑。

ｃＤＮＡ文库的构建是近年来发展较快的克隆
基因的主要方法

［１０］
，为发现新互作基因和研究

基因功能提供了新工具。自 ２０世纪 ７０年代该
技术建立以来，ｃＤＮＡ文库的构建方法有了很大
的改 良和进步。其中，利 用 ＳＭＡＲＴ（Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍａｔ５′ｓｅｎｄｏｆＲＮＡｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ）技术构建
ｃＤＮＡ文库具有所需起始材料少，试验过程快速、
简单，全长率较高等优点而得到广泛应用

［１１］
。

本研究利用 ＳＭＡＲＴ技术构建大丽轮枝菌 ｃＤＮＡ
酵母双杂交文库，分析其质量，以期为筛选黄萎

病互作蛋白分子基因，进一步研究大丽轮枝菌致病

的分子机制奠定基础。

１　材料和方法

１．１　试验材料
棉花黄萎病强致病力菌株大丽轮枝菌 Ｖｄ０８０６１

由中国农业科学院棉花研究所植物病理室提供；ｃＤ
ＮＡ文库构建试剂盒 ＭａｋｅＹｏｕｒＯｗｎ“Ｍａｔｅ＆
Ｐ１ａｔｅ”ＬｉｂｒａｒｙＳｙｓｔｅｍＫｉｔ购自 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司；ＲＮＡ
提取试剂 ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ购自 Ａｍｂｉｏｎ公司。
１．２　试验方法
１．２．１　总 ＲＮＡ提取　应用察氏液体培养基在
２５℃、２００ｒ／ｍｉｎ条件下，振荡培养大丽轮枝菌 ７～１０ｄ
后，用纱布过滤收集培养物，滤纸吸干多余水分，放

入液氮中速冻，最后于 －８０℃ 保存备用。将收集

好的大丽轮枝菌培养物放入经 １８０℃ 烘烤 ４ｈ的
研钵中，加入液氮迅速研磨成粉末，取 ５０～１００ｍｇ
转移至 １．５ｍＬＥＰ管，加入 ｌｍＬＴＲＩｚｏｌ混匀。后续
步骤按 ＴＲＩｚｏｌ提取方法进行，经琼脂糖凝胶电泳检
测 ＲＮＡ质量。
１．２．２　双链 ｃＤＮＡ（ｄｓｃＤＮＡ）的合成与纯化　大丽
轮枝菌 ｄｓｃＤＮＡ的合成按照酵母双杂交文库构建
试剂盒说明书进行操作，分别以 ｃｏｎｔｒｏｌＲＮＡ和黄萎
病菌 ＲＮＡ为模板，用 ＣＤＳⅢ 和 ＣＤＳⅢ／６两种引
物，结 合 ＳＭＡＲＴ Ⅲ Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ在 ＳＭＡＲＴ
ＭＭＬＶ反转录酶作用下合成 ｃＤＮＡ第一条链。取
２μＬ第 一 链 合 成 反 应 物 和２μＬ３×ＰＣＲ引 物
（５′ＧＴＡＴＣＧＡＴＧＣＣＣＡＣＣＣＴＣＴＡＧＡＧＧＣＣＧＡＧＧＣＧ
ＧＣＣＧＡＣＡ３′）、２μＬ５×ＰＣＲ引物（５′ＴＴＣＣＡＣＣＣＡ
ＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴＧＧ３′），利用 ５０×

Ａｄｖａｎｔａｇｅ２ＰＣＲｋｉｔ，于 ＰＣＲ仪上以长距离法扩增
ｄｓｃＤＮＡ。反应参数为：９５℃ 变性 ３０ｓ；９５℃ 变性
１０ｓ，６８℃ 复性延伸 ６ｍｉｎ，３０个循环，每个循环复
性增加 ５ｓ；６８℃ 复性延伸 ５ｍｉｎ。参照试剂盒操
作程序，准备 ＣＨＲＯＭＡＳＰＩＮＴＭ ＴＥ４００纯化柱，将
ｄｓｃＤＮＡ加入纯化柱的中心，过滤掉 ５００ｂｐ以下的
小片段。

１．２．３　酵母感受态的制备与 ｄｓｃＤＮＡ纯化产物的
转化　取 Ｙ１８７酵母菌液在 ＹＰＤＡ琼脂板上划线，
倒置培养 ３～５ｄ，挑取直径约 ３ｍｍ的单克隆，按照
试剂盒说明书，用 ＰＥＧ／ＬｉＡｃ法制备酵母感受态。
将 ｄｓｃＤＮＡ纯化产物与 ｐＧＡＤＴ７Ｒｅｃ、酵母 ｃａｒｒｉｅｒ
ＤＮＡ共同加入制备好的酵母感受态细胞中，涂布于
缺亮氨酸的琼脂板上，每板涂 １５０μＬ的酵母菌液，
在 ３０℃ 条件下培养 ３～５ｄ。
１．２．４　ｃＤＮＡ文库的收集与质量检测　将培养好
的酵母平板放到 ４℃ 条件下冷却 ３～４ｈ，每板加入
４ｍＬ的 ＹＰＤＡ，用无菌的玻璃珠将平板上的菌落分
离下来，所有的菌液加入 ７５％ 的甘油，分装入无菌
的单管中。使用血球计数板计算细胞密度，若细胞

密度 ＜２×１０７个／ｍＬ，可通过离心削减上清液的体
积，使细胞密度 ＞２×１０７个／ｍＬ。取收集好的 ｃＤＮＡ
酵母双杂交文库菌液，分别稀释 １００，１００００倍，各
取 ５０μＬ涂布于缺亮氨酸的琼脂板上，培养 ３～
５ｄ，根据公式：库容量 ＝每块平板的平均克隆子数
目 ×稀释倍数 ×悬浮体积，文库滴度 ＝每板克隆数／
涂板体积（ｍＬ）×稀释倍数，计算出 ｃＤＮＡ文库库容
及文库的滴度。同时随机选取单克隆，利用 Ｍａｔｃｈ
ｍａｋｅｒＴＭ ＩｎｓｅｒｔＣｈｅｃｋＰＣＲＭｉｘ进行 ＰＣＲ，计算文库
重组率及平均插入片段大小。

２　结果与分析

２．１　大丽轮枝菌总 ＲＮＡ的提取与分析
提取 ２个大丽轮枝菌样品 Ｂ和 Ｃ的总 ＲＮＡ，

经琼脂糖凝胶电泳检测，发现 Ｂ样品的 ２８ＳｒＲＮＡ
与 １８ＳｒＲＮＡ量比较接近，而 Ｃ样品的 ２８ＳｒＲＮＡ与
１８ＳｒＲＮＡ条带规则，比较清晰，且 ２８Ｓ的量大约是
１８Ｓ的 ２倍，说明其总 ＲＮＡ没有降解，完整性良好
（图１）。通过核酸蛋白测定仪检测总 ＲＮＡ，Ｂ样品
ＯＤ２６０／２８０＝２．０５，质量浓度为 ２．１６μｇ／μＬ，说明该样
品可能有少量杂质残存；而 Ｃ样品 ＯＤ２６０／２８０＝１．９８，
质量浓度为 １．２６μｇ／μＬ，表明提取的 Ｃ样品总
ＲＮＡ纯度高，且其浓度大小也能够满足下一步合成
ｄｓｃＤＮＡ及构建文库的需要。因此，选用 Ｃ样品的
ＲＮＡ合成 ｄｓｃＤＮＡ。
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Ｍ．ＤＬ２０００；Ｂ，Ｃ．大丽轮枝菌的总 ＲＮＡ。
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图 １　大丽轮枝菌总 ＲＮＡ

Ｆｉｇ．１　ＴｏｔａｌＲＮＡｏｆＶ．ｄａｈｌｉａｅ

２．２　ｃＤＮＡ的合成与纯化
高质量的 ｃＤＮＡ文库必须富含大量长度不等的

全长 ｃＤＮＡ，其由 ｍＲＮＡ反转录而来。应用琼脂糖
凝胶电泳检测可以看出，采用 ＣＤＳⅢ合成的 ｃＤＮＡ
比 ＣＤＳⅢ／６合成的 ｃＤＮＡ条带规则，连续性好且
ｃＤＮＡ带型弥散在 ０．３～３．０ｋｂ，ｃＤＮＡ长度主要集
中在 ０５～２０ｋｂ（图２Ａ），因此选用 ＣＤＳⅢ合成的
ｃＤＮＡ进行后续试验。纯化后的 ｃＤＮＡ经琼脂糖凝
胶电泳检测，发现长度在 ０５ｋｂ以下的条带明显减
少，浓度变大，ｃＤＮＡ的分布更为集中（图２Ｂ），其质
量满足建库的要求。

２．３　酵母双杂交 ｃＤＮＡ文库质量的评价
将纯化的 ｃＤＮＡ转化 Ｙ１８７酵母菌液后涂布培

养，对细胞观察计数发现，库容量为 ３．９×１０７ｃｆｕ，
文库滴度为 ５．２×１０７ｃｆｕ／ｍＬ。从文库中随机挑选
４８个单克隆进行 ＰＣＲ检测，结果显示有 ４６个单克
隆扩增出条带，且长度集中分布于 ０．５～２．０ｋｂ（图
３）。其中 １～２ｋｂ有 １４个克隆，０．８～１．０ｋｂ有 ２５
个，０．５～０．８ｋｂ有 ７个，所建文库平均插入片段长
度在 １ｋｂ，文库的重组率为 ９６％，表明本试验获得
的酵母双杂交 ｃＤＮＡ文库质量较好。

Ａ．合成的 ｄｓｃＤＮＡ；Ｂ．纯化后的 ｄｓｃＤＮＡ。Ｍ．ＤＬ５０００；１．ＣＤＳⅢ合成
的大丽轮枝菌 ｃＤＮＡ；２．ＣＤＳⅢ／６合成的大丽轮枝菌 ｃＤＮＡ；３．ＣＤＳ
Ⅲ／６合成的 ｃｏｎｔｒｏｌＲＮＡｃＤＮＡ；４．纯化后的 ｄｓｃＤＮＡ。
Ａ．ＴｈｅｓｙｎｔｈｅｔｉｃｄｓｃＤＮＡ；Ｂ．ＴｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄｄｓｃＤＮＡ．Ｍ．ＤＬ５０００；１．ＣＤＳ
Ⅲ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃｃＤＮＡｏｆＶ．ｄａｈｌｉａｅ；２．ＣＤＳⅢ／６ｓｙｎｔｈｅｔｉｃｃＤＮＡｏｆＶ．ｄａｈｌｉ
ａｅ；３．ＣＤＳⅢ／６ｓｙｎｔｈｅｔｉｃｃＤＮＡｏｆｃｏｎｔｒｏｌＲＮＡ；４．ＰｕｒｉｆｉｅｄｄｓｃＤＮＡ．

图 ２　合成及纯化后的大丽轮枝菌 ｄｓｃＤＮＡ

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｓｙｎｔｈｅｔｉｃｄｓｃＤＮＡｏｆＶ．ｄａｈｌｉａｅ

ａｎｄｉｔｓｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔ

１～４８．单克隆 ＰＣＲ产物；Ｍ．ＤＬ４０００。
１－４８．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｃｏｌｏｎｉｅｓｆｒｏｍｔｈｅｌｉｂｒａｒｙ；Ｍ．ＤＬ４０００．

图 ３　文库中单克隆的 ＰＣＲ检测

Ｆｉｇ．３　ＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＰＣＲｏｆｒａｎｄｏｍｌｙｓｅｌｅｃｔｅｄｃｏｌｏｎｉｅｓｆｒｏｍｔｈｅｌｉｂｒａｒｙ

３　讨论

ＳＭＡＲＴ技术是 Ｃｈｅｎｃｈｉｋ等［１２］１９９６年提出的，
利用 ＳＭＡＲＴ技术建库，可以得到全长的 ｃＤＮＡ文
库。从其他研究利用 ＳＭＡＲＴ技术构建的 ｃＤＮＡ文
库结果来看，该技术有其独特的优点：首先，试验需

要的材料少，一般样品仅要求 ０．５～１．０μｇ，而 ＣＡＰ
ＴＲＡＰＰＥＲ、ＯＬＩＧＯＣＡＰＰＩＮＧ等方法需要 １０μｇ材
料提取的 ｍＲＮＡ才能构建一个文库，所以，对于珍
稀材料 ＳＭＡＲＴ技术非常具有应用价值［１３］

；其次，无

需对 ｍＲＮＡ和中间产物进行复杂的处理，试验过程
简单，速度快；第三，获得的 ｃＤＮＡ全长比例高［１４］

。

因此，本试验利用 ＳＭＡＲＴ技术构建了大丽轮枝菌
酵母双杂交 ｃＤＮＡ文库。

提取纯度高、完整性好的 ＲＮＡ是构建 ｃＤＮＡ文
库的基础

［１５］
。真菌细胞壁厚，不易破碎且含有多

糖
［１６］
，给 ＲＮＡ的提取带来一定的困难。本试验采

用 ＴＲＩｚｏｌ提取方法，经过不断优化，得到了质量较高
的大丽轮枝菌总 ＲＮＡ。电泳显示在 ２８Ｓ、１８Ｓ处有清
晰明亮的条带，二者含量比为 ２∶１，测定 ＯＤ２６０／２８０＝
１．９８，说明 ＲＮＡ信息链完整，没有发生降解。纯化
后的 ｄｓｃＤＮＡ呈现弥散分布，片段大小在 ０．５ｋｂ以
上，１．５ｋｂ处较多，对所建文库进行 ＰＣＲ检测也发
现，片段大小分布集中在 ０．５～２．０ｋｂ。从 ｃＤＮＡ文
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库质量一般评价标准来看，库容为 ３．９×１０７ｃｆｕ，文
库滴度达到 ５．２×１０７ｃｆｕ／ｍＬ；平均插入片段长度为
１ｋｂ；文库的重组率为 ９６％。说明所建文库具有完
整的 ｃＤＮＡ序列和较高的覆盖度，达到了大丽轮枝
菌酵母双杂交 ｃＤＮＡ文库所应具备的质量标准，可
以满足下一步的互作蛋白筛选试验要求。

黄萎病作为棉花、番茄等植物的重要病害，对其

病原菌侵染及植物的病理已有大量的研究，但关于

大丽轮枝菌致病基因的分离克隆研究则尚未见报

道
［６］
，对黄萎病的发病机制还缺乏足够的了解。目

前，大丽轮枝菌的全基因组测序已经完成，发现其共

有８条染色体，单倍体基因组大小约为 ３３．８Ｍｂ，包
括 １０５３５个基因［１７－１９］

，为研究大丽轮枝菌致病基

因提供了参考基因组。借助本研究构建的大丽轮枝

菌表达文库，通过酵母双杂交筛选技术，可以大规模

快速分离克隆大丽轮枝菌的相关致病功能基因。
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