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摘!要!灰树花是一种珍贵的药用真菌$因为多糖含量较高$较难获得高质量的总LMN$本文提出了一种制备高质

量灰树花总LMN及构建灰树花基因组文库的方法’该方法制备的灰树花总LMN$经(/0&N#酶切后$用于构建基

因组文库$可得到!O%’# 个转化子)#’A=$平均插入片段为%(P3’为下一步克隆灰树花中的基因以及进行其他分

子生物学研究奠定了基础’
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!!灰树花!96+85?/865-=5</"是一种珍贵的药用真
菌$在日本俗称舞茸’它隶属于真菌门!G,A46.H
09"*担 子 菌 亚 门 !W9B727.A46.0789"*非 褶 菌 目
!N-;4<<.-;./9<1B"*多孔菌科!\.<4-./96191"*多孔
菌属!\.<4-./,B"’
目前对灰树花的研究逐渐深入到分子水平’基

因组LMN的提取是分子生物学研究的基本技术之
一’目前适用于灰树花等担子菌纲大型药用真菌

LMN提取的方法报道较少’按照曲霉等丝状真菌

LMN的提取方法提取灰树花的基因组LMN时$不但

未能有效除去混在LMN中的多糖$而且所得LMN
片段小$构建文库时的转化率低’
为此我们建立了一种快速提取高质量基因组总

LMN的技术$并在此基础上探索出了一种构建高质
量基因组文库的方法$为以后进行有关的灰树花分
子生物学研究奠定了基础’

%!材 料 和 方 法

=>=!材料与试剂
!%"限制性内切酶*GI:9Z酶*分子质量标准购



自:959]9公司!
"!#:(LMN 核酸连接酶$N=9/9B1 购自 M1[

G8=<982W7.<93!
"&#低熔点琼脂糖购自+7=A9公司!
"(#包装蛋白购自+0/909=18公司!
"##)/FT#)消化的$载体购自\/.A1=9公

司!
""#灰树花"96+85?/865-=5</#C]%为本室保存

的菌种!

=>?!菌丝培养与收集
"%#母种培养基均为\LN固体培养基%马铃薯

!’’=&葡萄糖!’=&琼脂%̂#=&加水至%’’’AU&自然

-T值!
"!#摇瓶培养基采用_‘C培养基%麦芽糖%’=&

葡萄糖(=&酵母粉(=&-T自然&加水至总体积为

%’’’AU!
"&#收集菌丝!取菌丝生长旺盛的摇瓶&菌丝用

F层纱布过滤&并用无菌蒸馏水洗涤三次&略挤水
分&置于无菌滤纸上&滤纸下铺硅胶&风干菌丝!

=>@!!"#提取方法
"%#收集的菌丝迅速在液氮中研成细粉!
"!#将冷冻的粉末及时转入#’AU的离心管中&

加入%#AU提取缓冲液"#’’AA.<’UM9@<(%’’
AA.<’U0/7BHT@<&-TF(#’AA.<’UGL:N&-TF(%’
AA.<’U%H巯基乙醇#&轻轻旋转混匀!

"&#加入%AU!’a+L+"-T$̂!#&混匀&"#b水浴
保温!’!&’A78&并轻轻混匀!

"(#加入#AU#A.<’U5N@&混匀后冰浴!’A78!

%’’’’/’A78&(b离心%’A78!
"##上清加入等体积的氯仿’异戊醇"!(c%#&

%’’’’/’A78&(b离心%’A78!
""#取水相&加入’̂"倍体积的异丙醇&轻轻混

匀&冰上放置%’A78&$’’’/’A78&(b离心%’A78&沉
淀用$’a乙醇洗涤&离心后溶于无菌双蒸水中!

"$#加入&’AULM9B1H?/11]M9B1"%’A=’AU#&

&$b温育&’A78!
"F#加入等体积的酚和氯仿&混匀&%’’’’/’

A78&(b离心%’A78!
"E#取水相&加入’J"倍体积异丙醇沉淀LMN!
"%’#将沉淀重悬于&’a乙醇中&(b放置过夜!

%’’’’/’A78&(b离心%A78!
"%%#上清加乙醇至浓度为F’a&%’’’’/’A78&

(b离心%’A78!沉淀用:G溶解!

=>A!基因组文库的构建
采用上述方法所提的#’A=LMN溶解在#’’AU

的 (/0&N# 的 酶 切 缓 冲 液 中&加 入 ’̂!# S
(/0&N#&在&’b下酶切&’A78!’̂(a低熔点琼脂
糖"%O:NG缓冲液#电泳分离LMN片段&回收E!
!&P3片段&按照M1[G8=<982W7.U93所述方法&用

N=9/9B1消化低熔点琼脂糖!基因组 LMN 片段
"&A=#与)/FT#H消化的 $载体"#A=#用:(LMN
连接酶在!#b连接(;!取连接产物与包装蛋白混
和&!!b反应(;!按分子克隆所述方法测定文库滴
度!

=>B!文库质量的鉴定
参照萨姆布鲁克等的方法&从噬菌体平板上挑

#个分隔良好的噬菌斑&放入盛有 %AU+_ 液
"#’AA.<’U :/7BHT@< -T$̂#&%’’AA.<’U M9@<&

FAA.<’U_=+d(&’̂’%a 明胶#和&AU氯仿的灭菌
管中&混匀后放于(b过夜!取#’!%’’&U噬菌体
悬液和%’’&U培养好的大肠杆菌5e!#%&于&$b吸
附!’A78&加入&AU融化的"(#b#顶层琼脂&迅速铺
于预热UW平板&&$b倒置培养"!F;!平板上加入

#AU+_溶液!室温下轻摇!;&放于(b过夜!次
日&收集平板中的+_溶液&用%AU+_清洗平板&合
并收集液&加入氯仿"至’̂&a#&轻轻振荡以裂解细
胞&贮于(b!提取噬菌体LMN&用(/?# 酶切&电
泳!

!!结果与讨论

"%#在研究中发现&在高浓度钾离子存在下&

+L+与多糖或蛋白质结合生成复合物&能有效除去
多糖&所得LMN易溶解!LMN提取过程中只使用

+L+&而不使用@:NW&减少了对LMN的损害!另外
我们用&’a乙醇溶解LMN后&于(b放置过夜&能
进一步去除多糖和其他杂质&提高所提取的LMN纯
度!本方法操作步骤少&不含(b放置过夜的时间&
所有操作在&;内完成!

"!#采用上述实验方法&每%’’A=灰树花湿菌
丝体能制备%’A=LMN&dL!"’’dL!F’为%̂F&&dL!"’’

dL!&’为!̂%F!所提LMN能被限制酶有效识别和切
割&总LMN被(/0&N#$":5]#及)/FT#酶切前
后的电泳结果如图%所示!实验结果显示&基因组

LMN在几小时内能被 (/0&N#完全酶切&而被

!"# 遗!传!"#"$%&’( ")*+,+-.#!’’(!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



":5]#和)/FT#完全酶切则需要过夜甚至更长
的时间!该方法制备的 LMN可用于\@]"]N\L"

+.,0;1/8杂交等实验!

图=!灰树花基因组!"#酶切前和

酶切后的电泳结果

%#未酶切的灰树花基因组LMN$!#(/0&N#酶切后的灰树花

基因组 LMN$&#":5]# 酶 切 后 的 灰 树 花 基 因 组 LMN$

(#)/FT#酶切后的灰树花基因组LMN$##$H!+-2’ 消化的

标记!酶切条件#酶量为’̂(S%A=LMN&&$b反应%;!

C/DE=!#D.+(5%D%4%4%3&+(-’(+%/5/5

(*1+/*(4.*+(0)(5!"#5.2-4%9%*(+%

.0).*&%++%5&+/3&/(0)/D%5&/(0
U981%7BLMNB9A-<1?/.A96+85?/865-=5</[70;.,027=1B07.8$

U981!7BLMNB9A-<1?/.A96+85?/865-=5</-9/079<<427=1B012

[70;(/0&N#$U981&7B<.9212[70;LMNB9A-<1?/.A96+85?/

865-=5</9?01/-9/079<27=1B07.8[70;":5] #$U981(7BLMN

B9A-<1?/.A96+85?/865-=5</9?01/-9/079<27=1B07.8[70;)/FT

#$U981#7B$H!+-2’A9/P1/$L7=1B07.86.82707.8#’J(S870B18H

D4A1%A=LMN&?./"’A7890&$bJ

’&(高分子质量的LMN对构建基因组文库尤为
重要!如果小片段多&会导致LMN转化噬菌体的效
率低!本方法所提的灰树花大片段LMN经(/0&N
#部分酶切&低熔点琼脂糖电泳回收E!!&P3的片
段&回收的LMN片段与)/FT#H消化的 $载体连
接&能获得!O%’# 个转化子!丝状真菌的基因组为

%’$!%’F3-&当重组转化子为!O%’&!!O%’( 时&
可保证EEa的基因存在于基因组文库中!从文库
中随机挑取重组克隆&提取$LMN&用(/?#酶切&可
切出!’P3"%(P3和EP3&个片段’如图!所示(&其
中!’P3和EP3为$载体的左右臂&插入片段为

%(P3&与预期相符&说明文库的质量较高!

图?!转化子!"#的F.4!酶切电泳结果

%#(/?#酶切后的重组子$LMN$!#转化子$LMN$

&#$H!+-2’ 消化的标记!

C/DE?!#D.+(5%D%4%4%3&+(-’(+%/5/5(*

+%3(29/0.0&-’.D%!"#5.2-4%

9%*(+%.0).*&%+F.4!)/D%5&/(0E
U981%7BLMNB9A-<1?/.A/16.A378980-;9=1B27=1B012

[70;(/?#$U981!7BLMNB9A-<1?/.A/16.A378980-;9=1B

[70;.,027=1B07.8$U981&7B$H!+-= ’ A9/P1/J

运用本实验方法提取了高质量的灰树花基因组

LMN&利用其构建了灰树花基因组文库&为下一步克
隆灰树花中的基因以及进行其他分子生物学研究奠

定了基础!

参 考 文 献!G%*%+%03%5"#

)%*!R,X78=H098=JE>+-*<*;*=+:+-/?;2:5?5.2JW17K78=#S87.8\/1BB

.?W17K78=_12769<S87Y1/B704982\1P78=S87.8_12769<@.<<1=1&

%EE$&$’$!$%$J
徐锦堂J中国药用真菌学J北京#北京医科大学"中国协和医

科大学联合出版社&%EE$&$’$!$%$J
)!*!+9A3/..PX&>/70B6;G>J_987907B:J’:/98B<901234XVML.8=H

‘98&UV_18=H>18=*7/?G(J_.<16,<9/@<.878=#NU93./90./4

_98,9<’!/212707.8(JW17K78=#+671861\/1BB&%EFEJ

X+萨姆布鲁克&G+>+弗里奇&:+曼尼阿蒂斯’金冬雁&黎孟

枫等译(J分子克隆实验指南 ’第二版(J北京#科学出版社&

%EFEJ
)&*!T1‘,1HZ7,&N7A-/.Y12?,8=9<LMN1I0/9607.8A10;.2J;+:5A

<2<7*F/&!’’’&%E’&(#(&(J
何月秋&一种改进的真菌LMN提取方法J菌物系统&!’’’&%E
’&(#(&(J

)(*!L.8=<,*;98=*7/?JNA10;.2?./0;1<9/=1B69<17B.<907.8.?;7=;

0/98B?./A907.81??7671864?,8=9<=18.A76LMNJH";(;+:654+5?5A

.23*77*6&%EE"&%(##!"%!!"#J

$"#!#期!!!!!!!!!!!!!!徐志祥等#灰树花总LMN的制备及基因组文库的构建


