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运用 Gibson 克隆技术构建蒺藜苜蓿成熟根瘤
的酵母 ADＧcDNA 文库
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华中农业大学生命科学技术学院/农业微生物学国家重点实验室,武汉４３００７０

摘要　以蒺藜苜蓿(A１７)的成熟根瘤为材料,联合应用 Gibson克隆技术和SMARTcDNA技术构建cDNA
文库,其转化效率达到７．７４×１０５cfu/３μgpGADT７ＧRecＧNew.随机菌落PCR检测结果表明,插入 DNA片段的

大小为０．５~２．０kb,其中插入片段＞０．７５kb的占４５．６％,文库的重组效率达到９１．７％,构建的cDNA文库以质

粒形式保藏备用.采用此法不仅可以构建用于酵母单杂交或双杂交的文库,同样也适用于其他质粒文库的构

建.利用酵母单杂交技术,以在根瘤中高表达基因启动子元件为诱饵,筛选构建的文库,得到拟似与 DNA互作

的蛋白质.
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　　豆科植物能够与土壤微生物根瘤菌形成共生

体Ｇ根瘤(nodule),根 瘤 能 将 氮 气 (N２)还 原 为 氨

(NH３)直接供植物所利用.固氮根瘤的形成需要

２个发育过程:其一是根瘤器官的发生和发育,其二

是侵入线的形成、延伸并到达正在发育的根瘤,尽管

这２个发育过程在遗传学上是独立的,但它们必须

在时空上相互协调,以保证根瘤器官发生在细菌侵

染点上[１Ｇ３].近几年来,在蒺藜苜蓿中发现了 一类

固氮缺陷(defectiveinnitrogenfixation)突变体,其
中dnf１突变体根瘤中细菌能够被释放到根瘤细胞

中,但细菌不能分化为类菌体,导致丧失固氮能

力[４].dnf２、rsd、symCRK 突变体根瘤均呈现固氮

缺陷(dnf),根瘤发育受阻、出现早衰等现象[５Ｇ７].
最近,Wang等[８]从蒺藜苜蓿中分离到一个与激活

根瘤防御反应相关的突变体,并命名为nad１(nodＧ
uleswithactivateddefense１),在nad１突变体中,
根瘤菌能形成正常的侵染线和不固氮根瘤,但当根

瘤菌从侵染线释放到植物细胞后,迅速引起根瘤中

强烈的防御反应,导致根瘤菌和共生细胞坏死.然

而,有关DNF２、RSD、SymCRK 这些基因在根瘤

中的表达调控及其作用机制还不清楚.本研究以蒺

藜苜蓿的成熟根瘤为材料,联合应用 Gibson克隆技

术[９Ｇ１０]和SMARTcDNA 文库构建技术(酵母单杂

交操作手册),构建 ADＧcDNA 质粒文库,以期从根

瘤中分离和鉴定出与这些基因表达调控相关的转录

因子(与 DNA 互作的蛋白)以及与这类 DNF蛋白

互作的调控蛋白,为揭示固氮缺陷基因的分子机制

提供科学依据.

1　材料与方法

1.1　试验材料

蒺藜苜蓿(Medicagotruncatula)生态型JemaＧ
longA１７种子,中华苜蓿根瘤菌菌株(SinorhizobiＧ
ummeliloti２０１１,Sm２０１１)由华中农业大学农业微

生物学国家重点实验室保存.RNApreppure植物

总RNA提取试剂盒购自 TIANGEN 公司,酵母单

杂 试 剂 盒 购 自 Clontech 公 司.限 制 性 内 切 酶

EcoRⅠ和XhoⅠ等均购自TaKaRa公司.大肠杆菌

感受态细胞(Trans１ＧT１PhageResistantChemically
CompetentCell)购自 TransGEN Biotech公司.引物

合成交由武汉擎科及上海生工生物工程公司完成.
1.2　植物结瘤试验

蒺藜苜蓿种子消毒处理及栽培按照文献[８,１１]
报道的方法进行,待幼苗长出第１片真叶时(４d),
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接种根瘤菌Sm２０１１进行结瘤实验,４周后从植株

上采集成熟固氮根瘤(根瘤表型为红色).
1.3　RNA 的抽提及双链 cDNA 的合成和纯化

称取１００mg根瘤,利用异硫氰酸胍/βＧ巯基乙

醇方法抽提根瘤总 RNA,具体操作步骤见 RNA
preppure植物总 RNA 提取试剂盒说明书.双链

cDNA合成及纯化的具体步骤参见Matchmaker®

GoldYeastOneＧHybridLibraryScreeningSystem
操作手册及 Wang等[８]报道的方法.
1.4　Gibson 反应及转化

按照 Gibson 反 应 方 法[９],取 Gibson 反 应 液

１２０μL、线 性 化 载 体 DNA ２０μL(１５０ng/μL)、

cDNA片段 １５μL(１３４ng/μL)、ddH２O５μL组成

２０个反应(１ 个体系),５０℃ 反应 １h,１２℃ 保温

５min.反 应 完 成 后 转 化 大 肠 杆 菌 感 受 态 细 胞

(Trans１ＧT１)并涂布含带有氨苄青霉素(Amp)抗性

平板,３７℃培养１５h.
1.5　文库质粒大样抽提

将含带有 Amp抗性平板上长出的单菌落全部

收集起来,共获得３５mL大肠杆菌悬液,按照 SiO２

大样抽提质粒方法[１２],分离和纯化质粒 DNA 并使

用微量分光光度计测定样品浓度.
1.6　酵母单杂交筛选 cDNA 文库

将所要研究基因的启动子区域构建于诱饵载体

上,转入诱饵菌株,自激活验证后进行cDNA 文库

筛 选. 具 体 的 操 作 步 骤 见 Matchmaker® Gold
YeastOneＧHybridLibraryScreeningSystem 操作

手册.

2　结果与分析

2.1　酵母杂交载体 pGADT7ＧRec 质粒的改造

质粒 pGADT７ＧRec用于构建酵母单、双杂交

ADＧcDNA文库,含有在酵母细胞中用于重组的两

段寡核苷酸序列(即 SMART Ⅲ Oligonucleotide
Sequence和 CDSⅢ PrimerSequence).为了使该

质粒适用于 Gibson克隆技术,首先利用EcoRⅠ和

XhoⅠ酶切pGADT７ＧRec质粒,回收大片段以去除

含有SMART Ⅲ和CDSⅢ序列的片段.然后设计

并合成２条碱基互补的寡核苷酸序列,经退火获得

双链 DNA 片段.该片段含有 SMART Ⅲ和 CDS
Ⅲ序列,将原有的SmaⅠ酶切位点替换为XhoⅠ酶

切位点.最后将合成的片段连接到回收的大片段上

(pGADT７ＧRec的EcoRⅠ/XhoⅠ位点),同时也封

闭了末端的酶切位点.经转化、测序验证获得新的

质粒载体pGADT７ＧRecＧNew(图１).
2.2　根瘤 RNA 的抽提及双链 cDNA 的合成和纯化

选取蒺藜苜蓿接种根瘤菌４周的成熟根瘤,采
用异硫氰酸胍/βＧ巯基乙醇抽提根瘤的总RNA,微

图１　pGADT７ＧRec质粒的改造示意图

Fig．１　DiagramofretrofittingpGADT７ＧRec

量分光光度计检测 RNA 质量浓度为１．３μg/μL.
以抽提的总 RNA 为模板、以 SMART Ⅲ oligo 和

CDSⅢ oligoＧdT 为 引 物 对,反 转 录 合 成 第 一 链

cDNA;以 酵 母 单 杂 交 试 剂 盒 中 提 供 的 ５′PCR
Primer和 ３′PCR Primer为 引 物 对 通 过 长 距 离

PCR(LDＧPCR)合成并扩增双链cDNA,合成的双链

cDNA片段大小在０．１kb以上(图２);去除小于０．４

kb的cDNA 片段,LDＧPCR 产物经柱(CHROMA
SPINTM＋TEＧ４００)层析纯化,得到大小为０．５~２．５
kb的双链cDNA 片段(图２),其质量浓度为１３４
ng/μL,达到构建cDNA文库的要求.
2.3　cDNA 的一步法克隆及重组质粒 DNA 的转化

效率

　　由于合成的cDNA 在 Gibson反应时会产生粘

４２
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性末 端,上 述 改 造 的 pGADT７ＧrecＧNew 质 粒 经

Xho Ⅰ酶切并回收后,与纯化的cDNA 片段通过

Gibson反应进行连接.连接产物转化大肠杆菌

Trans１ＧT１ 菌株,在LB/Amp培养基平板筛选转化

子.共获得大肠杆菌转化菌液２２mL,取２０μL转

化菌液进行平板稀释(图３A)计数后计算转化效率,
所有菌液全部涂大平板(Φ１５０mm),每板２５０μL
(图３B),共涂布８８个平板.统计结果表明,cDNA
文库的转化效率为７．７４×１０５cfu/３μgpGADT７Ｇ
RecＧNew.

　１,３:DL２０００DNA marker;２:未纯化的双链 DNA;４:纯化后

的双链 DNA.Lane１,３:DL２０００DNA marker;Lane２:DoubleＧ

chainDNAbeforepurification;Lane４:DoubleＧchainDNAafter

purification．

图２　双链DNA的合成及纯化

Fig．２　SynthesisandpurificationofdoubleＧchainDNA

　A:用于计算cDNA文库的转化效率;B:涂布平板的大小以及

单个平板上的菌落数.Awasusedtocalculatethetransformation

efficiencyofthecDNAlibrary;Bwasusedtoshowthesizeand

thecolonyofoneplate．

图３　转化E．coliTrans１ＧT１ 涂布平板

Fig．３　TransformationE．coliTrans１ＧT１andcoatingplate

2.4　根瘤 ADＧcDNA 质粒文库的质量检测

随机挑选平板上２００多个单菌落,以pGADT７Ｇ
recＧNew 质粒上通用引物 T７和３′ＧAD序列为引物

进行菌落PCR,统计扩增出片段的大小以及个数.
结果表明,９１．７％单菌落都能扩出外源 DNA 片段

(图４A、B),其中０．２~０．５kb片段占２８．３％,０．５~
０．７５kb占１７．８％,０．７５~２．０kb占４５．６％,未扩增

出片段占８．３％(表１).按０．５~２．０kb为有效片段

计算,根瘤 ADＧcDNA质粒文库有效率达到６３．４％.
为了验证质粒文库的有效性,选用在蒺藜苜蓿根瘤

中特异表达的DNF２、NAD１、NCR２４７、Lb、SST１

　A,B:随机菌落PCR;C:根瘤已知基因PCR;A,B,C图中第一列代表 DL２０００DNAmarker.AandBshowedthecDNAinsertsize

checkedbyrandomcolonyPCR;CshowedtocheckthecDNAlibrarywithknowngene’sprimer．

图４　根瘤ADＧcDNA质粒文库的质量检测

Fig．４　QualitytestofnoduleADＧcDNAlibrary

５２
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表１　菌落PCR片段大小及占比

Table１　Statisticsofinsertsizeandratio

fromrandomcolonyPCR

片段大小/kb
Fragmentsize

数目

Amount
比率/％
Ratio

０．２０~０．５０ ６５ ２８．３
０．５１~０．７５ ４１ １７．８
０．７６~２．００ １０５ ４５．６

未扩出 Notamplified １９ ８．３

等基因,以总质粒 DNA 为模板进行 PCR 扩增,都
能得到相应大小的DNA片段(图４C).
2.5　根瘤 ADＧcDNA 质粒文库的酵母单杂交验证

利用所构建的 ADＧcDNA 质粒文库,尝试以已

知 在 苜 蓿 根 瘤 中 表 达 的 基 因 的 一 个 顺 式 原 件

(DNAＧ富含 ATＧBox)为诱饵片段,通过酵母单杂交

技术分离与该诱饵片段相互作用的蛋白,以验证文

库的实用性.将DNA顺式元件克隆到pBaitＧABAi
载体上转入 Y１HGold菌株中作为诱饵菌株,总文

库质粒转化诱饵菌株,在含 ABA 的SD/ＧLeu培养

基上筛选阳性菌落.结果在筛选平板长出多个菌

落,随机挑取１１个菌落进行复证,其中６个能生长,

５个不能生长(为假阳性菌落)(图５),说明构建的

ADＧcDNA质粒文库完全可用于酵母单杂交和双杂交

技术,分离与DNA互作和与已知蛋白互作的新蛋白.

　１１个克隆涂布于含有(或没有)ABA 的 SD/ＧLeu平板上,CK＋(p５３ＧABA/pGADT７ＧRecＧNewＧ５３)为正对照,CK－(p５３ＧABAi/

pGADT７ＧRecＧNew)为负对照.Allthe１１clonearespottedontotheplateSD/ＧLeuwithorwithoutABA,CK＋(p５３ＧABA/pGADT７Ｇ

RecＧNewＧ５３)isthepositivecontrolandCK－(p５３ＧABAi/pGADT７ＧRecＧNew)isthenegativecontrol．

图５　酵母单杂交筛选库结果复证

Fig．５　Furtherconfirmationofscreeningresult

3　讨　论

目前,构建cDNA 文库多数使用２种方法,即

GateWay系统[１３]和SMARTcDNA 技术[１４].２种

方法的原理均是利用体内同源重组将外源 DNA 片

段交换到相应的目标载体上,不同之处在于 GateＧ
Way系统是利用噬菌体λ整合酶催化特异性位点

发生重组反应,而SMART技术则是利用不可逆转

座子诱发的同源重组.２种方法都有各自的优缺

点:GateWay系统的优点是将 DNA 片段连到中间

载体上以后,可以通过同源重组到不同功能的载体

上,缺点是需要经过两轮重组反应才能将片段连接

到最终载体上[１５];而SMART 技术的优点在于直接

用合成的cDNA 片段和线性化载体共转化,在受体

细胞内一次性完成重组,而缺点在于共转化效率难

以保障,所建的文库最终存在于酵母细胞中,不利于

长期保存和使用.因此,我们在SMARTcDNA 技

术的基础上,改造了酵母 AD载体上SMART Ⅲ 和

CDSⅢ序列间的酶切位点,允许酵母 AD载体可用

于 Gibson一步法克隆技术,简化了建库步骤,利用

大肠杆菌细胞提高了转化效率.所构建的cDNA
质粒文库便于长期保存和使用.

同时,该方法也有进一步改进的方面,如单酶切

线性化载体时,最好利用碱性磷酸酶处理线性化载

体,避免载体自连而降低重组效率;也可以设计双酶

切位点避免载体自连,从而提高片段与载体连接的

效率.另外,使用该建库方法,不仅适用于构建酵母

单杂交或双杂交的cDNA 文库,同样也适用于其他

文库的构建.而本研究所构建的 ADＧcDNA 文库,
具有组织特异性,为研究根瘤中特异表达基因提供

了便利,并且本研究所构建的是蒺藜苜蓿根瘤成熟

时期的文库,处于该时期的根瘤能够完成固氮的过

程,构建该时期的文库能够有利于寻找到上游调控

免疫激活或抑制反应的蛋白.笔者所在研究室利用

酵母单杂交筛选该文库,初步分离到几个与诱饵

DNA相互作用的阳性克隆蛋白,深入的研究正在进

行中.
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ApplyingGibsoncloningtechniqueinconstructingcDNAlibrary

CHENLin　YU Haixiang　ZHANGZhongming

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/LifeSciencesandTechnology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　ThematurenodulesofMedicagotruncatula (A１７)wereusedtoconstructacDNAliＧ
brarywithGibsoncloningtechniqueandSMARTcDNAlibraryconstructiontechnique．TheresultofliＧ
brarytestingshowedthatthetransformationefficiencyofthelibrarywas７．７４×１０５transformants/３μg
pGADT７ＧRecＧNew．SomecolonieswererandomlypickedtorunPCR．Resultsshowedthattheinserted
DNAfragmentsizewasrangedfrom０．５kbto２．０kb,withtherecombinantrateof９１．７％．ThecDNAliＧ
brarywasstoredasplasmid．Thismethodcanbeusedtoconstructlibraryforyeastoneordoublehybrid
andotherplasmidlibrary．Thelibrarywasusedtofindprotein(TF)thatcaninteractwiththeDNAfragＧ
mentofinterestandsomeTFswereobtained．
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