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　　地球上的微生物 ,仅原核生物细胞总数就大

约在 4 ×1030～6 ×1030 ,包含的独立基因型在 106～

108种之间[1 ] 。因此 ,微生物所具备的分类、功能、

遗传和系统发育等多样性在维持生物圈生态平衡

和为人类提供资源方面起着重要的作用[2 ] 。然而

长期以来由于受到研究方法和手段的限制 ,土壤

中绝大多数微生物的功能还不清楚。环境样品的

宏基因组学 (metagenomics) 是对环境样品中微生物

群体基因组进行的分析 ,该方法在众多用于获得

未培养微生物的生理和遗传特性的方法中 ,逐渐

显示出强大的优势[3 ,4 ] 。国外已有从不同环境样

品的宏基因文库中 ,通过功能性筛选获得新的抗

生素、脂肪酶、丁质酶、膜蛋白、42羟基丁酸脱氢酶

等合成基因或相关基因 ,以及对群落结构组成和

功能进行分析的报道[5～9 ] 。国内也逐步开始有相

关研究[10 ,11 ] 。

红壤在中国南方地区分布广泛。本文以江西典

型红壤为研究材料 ,用间接法提取土壤微生物总

DNA 后直接酶切 ,利用 TA 克隆方法建立土壤微生

物宏基因组文库 ,随机挑取克隆进行单向测序并结

合生物学软件初步分析 ,预测其中包含的基因序列

及相应蛋白功能。

1 　材料与方法

111 　研究区域和土壤

研究区域位于江西省鹰潭市余江县刘家站 ,该

地区为中亚热带温暖湿润的季风气候 , 年均温

1718 ℃,年均降雨量 1 785 mm ,主要集中在 4～6 月。

地形为低丘岗地 ,海拔 3510～5416 m ,坡度为 5°～

8°[12 ] 。成土母质为第四纪红粘土 ,土地利用类型为

荒草地。土壤 pH 为 4141 ,全氮 1132 g kg - 1 ,全磷为

0167 g kg - 1 ,有机质含量为 20199 g kg - 1。五点混合

法采集土壤样品 ,采样深度为 0～5 cm、5～15 cm、

15～30 cm(分别标注为样品 a ,样品 b ,样品 c) 。土

壤采集后用布袋封装 ,以增加通气性。样品带回室

内 ,除去根系、石块等杂物 ,再过 4 mm 筛后取样用

于土壤的细菌、放线菌和真菌三大菌群计数 ,其余保

存于 - 70 ℃冰箱用于土壤总 DNA 提取。表 1 为三

大菌群的计数结果。
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表 1 　红壤微生物三大菌群计数结果 (单位 :cfu g - 1干土)

样品编号 剖面深度 (cm) 细菌 放线菌 真菌

a 0～5 812 ×107 213 ×107 1134 ×106

b 5～15 4175 ×107 919 ×106 2145 ×105

c 15～30 1155 ×107 2165 ×106 215 ×104

　　注 :a ,b ,c 为土壤样品。编号样品 a 为 0～5 cm 土层 ,样品 b 表

示 5～15 cm 土层 ,样品 c 表示 15～30 cm 土层

112 　主要菌株和试剂

pUC 18 质粒 (Amp + ) 、大肠杆菌 DH5α均由本实

验室保存 ; Taq 酶、限制性内切酶、TA 克隆载体

pMD182T Vector 购自 Takara 公司 , 氨苄青霉素

(Amp) 、溶菌酶、CTAB (十六烷基三甲基溴化铵) 、

SDS(十二烷基磺酸钠) 、Tris (三羟甲基氨基甲烷) 、

EDTA 二钠盐购自南京赛吉公司 ;蛋白酶 K为德国

Merk 公司产品 ;焦磷酸钠购自上海化学试剂厂。

113 　土壤微生物总 DNA的提取和质量检测

土壤微生物总 DNA 提取采用间接法 Blending

method[13 ] 。

采用紫外分光光度法测波长 260 nm 的吸光度

值对土壤总 DNA 进行定量 ,同时测定波长 230 nm

和 280 nm 的吸光度值以计算 DNA 的纯度。限制性

内切酶酶切、细菌的 16S rDNA 通用引物扩增土壤总

DNA 以此检测 DNA 的提取质量。方法为常规分子

生物学操作 ,参照文献[14 ]。

114 　基因组文库的构建

11411 　基因组文库构建流程图 　　见图 1。

图 1 　建库流程

11412 　外源插入片段的制备 　　用限制性内切酶

BamHI直接酶切适量的土壤基因组 DNA ,控制酶切

时间和酶浓度使酶切后的片段大小相对集中在合适

大小范围内。DNA 回收试剂盒切胶回收 2～6 kb 大

小的片段。对回收后的 DNA 片段进行 45 min 的扩

增延伸反应 ,利用 Taq 酶能使扩增片段末端加脱氧

腺苷的特性使每个片段的粘性末端都被补平并带

dA。反应体系如下 : 10 ×Taq 酶反应缓冲液 5μl ,

Mg2 + (25 mmol L - 1) 4μl , dNTP (25 mmol L - 1) 5μl ,

DNA 回收片段 10μl , Taq 酶 (5 Uμl - 1) 015μl ,加灭

菌超纯水至 50μl。反应条件 :94 ℃变性 3 min ;72 ℃

延伸 45 min ;10 ℃10 min。

11413 　文库构建、保存 　　Inoue 法制备大肠杆菌

DH5α的高效感受态细胞 [14 ] ;外源片段与 T 载体

(pMD218 ,Takara) 16 ℃酶连过夜后 ,转化 DH5α高效

感受态细胞 ,37 ℃培养 12～14 h 后蓝白斑法筛选含

有重组质粒的阳性克隆 ;挑取白色的转化子转接至

含氨苄青霉素的 LB 固体培养基上 ,过夜培养后用

无菌水洗下平板上的菌落 ,等体积加 30 %甘油混匀

后于 - 70 ℃保存。

115 　DNA文库的初步分析

从文库中随机挑取转化子小量提取质粒验证插

入片段大小和插入效率 ;挑取部分转化子 ,从插入片

段的一端进行单向测序一个反应 ,然后对所得序列

在微生物基因组数据库中用 BLAST 进行序列检索

和同源性分析。结合 BioEdit、ClustalX等生物软件分

析预测可能包含的开放阅读框 (ORF) 及其推测蛋白

质的功能。

116 　克隆序列的 GenBank 登录号

将经同源性比对后确认的新序列 ,登录 GeneBank

并提交。编号为 H3 , H5 , H10 , H222 , H223 , H227 , X6 ,

Q41 的克隆插入序列 ,序列号 (Accession number) 分别

为 : DQ185049 , DQ185050 , DQ185051 , DQ185052 ,

DQ185053 ,DQ195083 ,DQ195084 ,DQ195085。

2 　结果与分析

211 　红壤中细菌总 DNA的提取和纯度检测

从图 2 可看到获得土壤细菌总 DNA 片段大小

超过 23 kb。分别用凝胶电泳法和紫外扫描法进行

核酸定量 ,最终确定从每克干土中得到的 DNA 为

6185 ±0124μg ,在片段大小和浓度上符合后续操作

的要求。从土壤中提取的微生物基因组 DNA 中包

含着腐殖酸、多糖等杂质会影响酶切、PCR 等分子生
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物学操作 ,因此能否进行后续的可作为 DNA 纯度的

评价标准[15 ,16 ] 。此外 A260/ A230和 A260/ A280的比值也

可作为总 DNA 中腐殖酸和蛋白质含量的评判标

准[17 ] 。尽管本研究采用的方法所得总 DNA 计算出

的比值不高 (表 2) ,但直接或经过适当稀释后即可

用于酶切和 16S rDNA 扩增 ,因此可以认为提取DNA

的纯度已足够用于后续操作。考虑到土壤中微生物

的含量及外界环境因素可能造成对 0～5 cm 土层的

干扰 ,我们选择从 5～15 cm 土层中提取的总 DNA

进行宏基组文库的构建。

图 2 　间接法提取的微生物总 DNA

a ,b ,c :三种土壤样品提取的 DNA ;M为λDNA/ Hind ⅢMarker

表 2 　DNA样品的产量及纯度参数

样品编号 A260/ A230 A260/ A280 DNAμg g - 1干土

a 11065 11001 7156

b 11062 11433 6185

c 11015 11374 1122

　　土壤总 DNA 是混合的基因组 DNA ,从不同生境

中得到 DNA 的 G + C %等都存在差异 ,因此不同的

限制性内切酶对总 DNA 的酶切敏感程度是不同的。

用四种限制性内切酶 ( Pst Ⅰ, EcoR Ⅰ, BamH Ⅰ和

Hind Ⅲ) 对红壤总 DNA 进行酶切试验后发现 ,

BamH Ⅰ的酶切效果最好 (图 3) 。

图 3 　四种限制性内切酶酶切总 DNA

1 : Pst Ⅰ酶切 ;2 : EcoR Ⅰ酶切 ;3 : Hind Ⅲ酶切 ;4 : BamH Ⅰ酶切 ;

5 :未酶切的 DNA ;6 :λDNA/ Hind ⅢMarker

212 　红壤细菌基因组文库的构建

常规建库过程是将酶切片段与相应酶切、脱磷

酸化的载体连接后转化大肠杆菌。但脱磷酸化后载

体连接效率降低 ,在提取得到总 DNA 浓度较低的前

提下 ,转化子数量会很少。而 TA 克隆的连接效率

要高于载体脱磷后再连接。此外 ,由于土壤性质、提

取方法等因素的影响 ,对该土壤提取的总 DNA 中包

含有小片段的 DNA(图 2 的电泳泳道中 DNA 拖尾现

象) ,对这样的 DNA 片段酶切后难以确保其末端为

相应的粘性末端 ,从而与载体准确连接 ,这必然会降

低酶连效率 ,造成 DNA 片段的损失。而 TA 克隆的

方法构建文库可有效的避免这一个问题[18 ] 。根据

预酶切的实验结果 ,选择 BamH Ⅰ对总 DNA 进行部

分酶切后 ,回收 2～6 kb 大小的酶切片段 ,利用 Taq

酶能使 PCR 产物末端带一个 dA 碱基的特性 ,对酶

切片段进行末端补平并加 dA ,然后与 T载体相连从

而避开载体脱磷造成的效率降低的影响。采用该方

法 ,初步估计从 1g 土壤中能得到约 15 000 个克隆。

通过随机挑取阳性克隆小量提取质粒检测 ,发现

80 %以上克隆都含有插入片段 (图 4) 。与酶切片段

与相应酶切后脱磷酸化的载体连接后转化大肠杆菌

相比 ,效率大大提高。

图 4 　随机挑取阳性克隆提取质粒电泳

1 ,21 :λDNA/ HindⅢMarker ;2～10 , 13～20 :随机挑选的 16 个转化子 ;

11 ,12 : 对照线性 pUC18 质粒

213 　克隆基因功能的初步分析

从文库中随机挑取 10 个克隆 ,对插入片段的一端

进行单向测序 ,并在微生物基因组数据库中用 BLAST

程序对所得测序结果进行核酸序列检索和同源性分

析。在这 10 个序列中 ,除 2 个为载体DNA 的部分序列

外 ,其余 8 个序列均不存在于现有的基因组数据库中 ,

应为新序列。

通过生物学软件BioEdit 和 ClustalX分析预测序列

中可能包含的开放阅读框 (Opening reading frame ,
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ORF) ,根据氨基酸序列预测其中所包含的开放阅读框 或部分阅读框可能编码蛋白质产物及其功能(表 3) 。

表 3 　随机挑取克隆中插入片段部分序列中 ORF预测及可能的基因功能

样品编号 登录序列号 推测可能的 ORF1) 预测功能 S分值2) E值3)

H222 DQ185052 Frame 1 , 239aa 未命名的蛋白质产物 3311 814

Frame21 , 98aa 蛋白激酶 172 2 ×10 - 42

Frame22 , 140aa IcmF ,细菌中保守存在的一种未知蛋白 120 1 ×10 - 26

H223 DQ185053 Frame 1 , 117aa 丝氨酸蛋白酶 106 2 ×10 - 22

H227 DQ195083 Frame 1 , 169aa 含有 WD40 重复蛋白的蛋白激酶 8617 3 ×10 - 16

Frame21 , 74aa 转录激活蛋白 3217 312

Frame22 , 129aa 推测的 DNA 聚合酶 I 3311 214

H3 DQ185049 Frame 1 , 87aa 类胰岛素的丝氨酸蛋白酶 ,有一个包含 PDZ 的 C末端的域 3311 218

Frame21 , 87aa 依赖于 ATP 的 DNA 连接酶 7917 3 ×10 - 14

H5 DQ185050 Frame 1 , 74aa LacOPZ2α肽 5913 4 ×10 - 8

H10 DQ185051 Frame 1 , 131aa 推测的与溶血相关的膜蛋白 3413 111

Frame21 , 131aa 未培养细菌中推测的β2内酰胺酶 67 2 ×10 - 10

Frame 3 , 68 aa 与 ATP 结合 cassette 类似 ,sub2family B (MDR/ TAP) 3213 411

X6 DQ195084 3 3

Q41 DQ195085 3 3

　　1) 可能的ORF 由软件分析预测 ,其中 frame 1 , 2 分别表示正向序列推测的ORF ,而 frame21 , - 2 分别表示反向序列预测得到的可能的ORF。

　　3 3 表示软件分析包含可能的 ORF 但通过氨基酸序列比对未能找到相应功能的蛋白质。2) S 分值 (bits score) 用于描述不同的比对得分

系统的统计学特征以反映比较序列间的相似程度 ,分值越高 ,相似程度越高。3) E值 ( E value)代表被比对的两个序列不相关的可能性 ,E 值越

低序列的相似性越大 ;表格中为比对结果中 S分值最高和 E值最低的对象

　　从表 3 中可以看到 ,通过对序列正向和反向的

氨基酸序列比对得到的开放阅读框中 ,很多与已报

道的诸如激酶、蛋白酶、DNA 连接酶、溶血相关蛋白

以及一些功能尚不明确的蛋白的部分氨基酸序列有

一定同源性。例如 ,在样品 H2 - 3 中包含编码丝氨

酸蛋白酶基因的部分序列 ,并且从比对结果中可以

看到其编码产物的氨基酸序列与其他微生物中的丝

氨酸蛋白酶的同源性在 29 %～55 %之间。与亲缘

关系不同的 9 种微生物的丝氨酸蛋白酶序列比对

(图 5) 可看出某几个氨基酸位点的保守性是很高

的。由于所得到的序列长度有限 ,在这段氨基酸序

列中 ,我们并没有能找到丝氨酸蛋白酶的活性中心

保守组分 ,即由丝氨酸 (S) 、组氨酸 ( H) 和天冬氨酸

(D)三者构成一个电荷中继网 ,但若库容足够大 ,或

者通过构建大片段的文库都将会增加获得完整基因

的可能性。

图 5 　H223 样品可能编码的一个蛋白的部分氨基酸序列与 9 种微生物来源的丝氨酸蛋白酶相应氨基酸序列的比对结果

1 : H223 ;2 : Bradyrhizobium japonicum USDA 110 ;3 : Magnetospirillum magnetotacticum ;4 : Paracoccus denitrificans ;5 : Rhodospirillum rubrum ;6 : Rhizobium sp ;

7 : Neisseria meningitidis Z2491 ;8 : Neisseria gonorrhoeae FA 1090 ;9 : Thiobacillus denitrificans ATCC 25259 ;10 : Mesorhizobium sp1 BNC1

　　从样品 H222 反向序列中预测的一个 ORF 所编

码的氨基酸序列为一种蛋白激酶的一部分。我们将

该氨基酸序列分别与几种革兰氏阴性细菌 (如副球

菌属、产硫硫杆菌) 、革兰氏阳性细菌 (芽胞杆菌属、
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酸乳杆菌属、链霉菌属、诺卡丁氏菌属) 中该蛋白酶

的相应部分氨基酸序列进行分析比对 (图 6) 。可以

看到 ,在同一属中该蛋白的相应部分氨基酸序列的

保守性是相当高的 ,亲缘关系不同的微生物间也存

在着多个高度保守的氨基酸位点。

有趣的是 ,氨基酸序列检索结果显示它与酸杆

菌类群 ( Acidobacteria group) 中一分类地位尚未明确

界定的细菌 ( Solibacteres) 相应氨基酸序列的同源性

达到 81 % ,而与其他微生物来源的序列仅有 40 %～

50 %的同源性。基于 16S rDNA 的方法在世界范围

内的不同生境中均检测到酸杆菌类群的存在 ,对其

生理学信息却知之甚少。目前越来越多的研究证实

它们对维护红壤酸性环境具有重要的作用和生态学

意义。可以预想 ,通过构建宏基因组文库的方法可

以为我们认识土壤微生物的构成及其功能提供一个

新的视角。

图 6 　样品 H222 反向序列预测的 ORF编码蛋白与亲缘关系不同的蛋白激酶部分序列比对结果

1 : Streptomyces coelicolor A3(2) ;2 : Streptomyces avermitilis MA24680 ;3 : Nocardioides sp1 JS614 ;4 : Bifidobacterium longum DJO10A ;5 :Lactobacillus casei ATCC

334 ;6 : Desulfitobacterium hafniense DCB22 ;7 : Bacillus halodurans C2125 ;8 :H222 ;9 : Solibacter usitatus Ellin6076 ;10 : Thiobacillus denitrificans ATCC 25259

3 　讨　论

从环境样品中提取高质量的基因组 DNA 是构

建宏基因组文库的前提。提取方法可分为直接法

(细胞原位裂解)和间接法 (细胞回收)两种。目前的

文献报道一般采用直接法提取土壤总 DNA。直接

法提取得到 DNA 的量较高 ,但其中包含的腐殖酸、

粘粒和多糖等抑制物含量也相对较高 ,这些物质会

干扰酶切、PCR 扩增、杂交等后续操作 ;且直接法得

到的总 DNA 包含了真核生物以及土壤中游离的

DNA ,它们不一定能在原核宿主中表达 ,却增加了为

得到目的基因文库所需达到的库容[13 ] 。间接法得

到主要是原核生物的 DNA ,这有利于以大肠杆菌为

宿主的文库构建。

在从土壤中提取总 DNA 的过程中 ,由于机械损

伤、试剂等作用以及土壤本身性质的影响 ,大片段的

DNA 分子不可避免的会受到损伤而断裂成 10 kb 以

下甚至更小的片段 ,且多为平末端 ,这显然不利于片

段与脱磷载体相连 ,而经过 PCR 反应延伸加 dA 尾

后可以方便的与末端为 dT的载体相连 ,减少这部分

核酸的损失。相对于脱磷载体而言 , T 载体的连接

效率更高 ,这为高效构建文库提供了一个更为可行

的方法。

南方红壤地区是我国热带、亚热带经济林果、经

济作物和粮食生产的重要基地 ,但随着人口、资源、

环境之间矛盾的加剧 ,以及红壤本身所具有的富铝

化、酸化、铁质化及抗蚀性弱等物质循环特征与规

律 ,造成该地区当前生态环境系统及土壤退化问题

极为严重[19 ] 。另外 ,尽管红壤中的生物量不高 ,但

并不意味着其中的生物多样性程度低 ,中国第一个

有自主知识产权的生物农药 ———井冈霉素即来源于

红壤。因此 ,红壤中可能蕴含着新的、还不为人知的

基因资源。通过构建红壤的宏基因组文库来研究其

微生物群落结构 ,能揭示出微生物群落结构与红壤

理化性质之间的内在联系 ,从而改善红壤当前的生
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态环境 ,并有利于获得新的、有用的基因资源。
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