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[摘要 ]　目的: 为克隆和研究白念珠菌新耐药相关基因,应用 SM A R T (sw itch ing m echan ism at 5′end of RNA transcrip t)技

术,快速构建高质量的白念珠菌全长 cDNA 文库。方法: 采用 TR Izo l试剂提取不同生长期、不同药物刺激的白念珠菌 SC5314

的总RNA ,经O ligo tex 试剂盒纯化得到mRNA。利用含S f i É B 酶切位点的CD SË ö3′PCR 引物合成 cDNA 第 1条链,而含

S f i É A 酶切位点的 SM A R T 寡核苷酸作为 cDNA 第 1条链在mRNA 5′端延伸出去的模板。LD 2PCR 合成双链 cDNA ,经

S f i É酶切和过柱分级分离后,与pBSF 质粒进行连接,随后转化大肠杆菌,构建成全长 cDNA 文库。测序验证部分插入 cDNA

的全序列,计算全长性比例。结果: 构建好的文库中含有约 1. 1×106 的重组子,重组率为 97. 6% ,插入 cDNA 长度为750～

3 000 bp ,且大部分在 1. 5 kb 以上。测定 60个克隆的全序列,经生物信息学分析,全长性比例在 50%以上。结论: 成功构建了

白念珠菌全长 cDNA 文库,为进一步筛选、克隆白念珠菌耐药相关基因奠定了基础。

[关键词 ]　全长 cDNA 文库;白念珠菌;抗药性; SM A R T

[中图分类号 ]　R 379. 4　　　[文献标识码 ]　A　　　[文章编号 ]　02582879X (2004) 1021090204

Con struction of full- length cD NA l ibrary of Cand ida a lbicans using SM ART technology

XU Zheng1, CAO Yong2B ing1, GAO P ing2H ui1, ZHAN G Jun2Dong1, CAO Y ing2Y ing1, TAN G Rong2, Y IN G Kang23 ,

J IAN G Yuan2Y ing13 (1. D epartm en t of Pharm aco logy, Schoo l of Pharm acy, Second M ilitary M edical U n iversity, Shanghai

200433, Ch ina; 2. In st itu te of U n ited Gene Ho lding L td. , Shanghai 200092)

[ABSTRACT ]　Objective: To rap idly construct a fu ll2length cDNA lib rary of Cand id a a lbicans w ith sw itch ing m echan ism at

5′end of RNA transcrip t (SM A R T ) techn iques, p roviding a base fo r the studying the novel m u lt idrug resistance associated

genes of Cand id a a lbicans. M ethods: T he to tal RNA w as ex tracted from several Cand id a a lbicans (SC5314) samp les of dif2
feren t grow ing phase and differen t drugs treatm en t by TR Izo l reagen t. T he mRNA w as subsequen tly separated w ith the O lig2
o tex k it. T he CD S Ë ö3′PCR p rim er (con tain ing S f i É B site) w as used in the first2strand react ion and the SM A R T Ì

O ligonu leo tide (con tain ing S f iÉ A site) served as the sho rt, ex tended temp late at the 5′end of the mRNA. LD 2PCR generat2
ed fu ll2length doub le2strand cDNA , w h ich w as digested by S f iÉ restrict ion enzym e and ligated to the S f iÉ (A &B ) 2digested

pBSF vecto r. T he ligated vecto r w as then transfo rm ed by DH 5Αfo r the final construct ion of the cDNA lib rary. T he en tire se2
quences of part ia l in serted cDNA s w ere ob tained and the rat io of fu ll2length cDNA w as analysed. Results: T he constructed

Cand id a a lbicans cDNA lib rary consisted of 1. 1×106 independen t clones w ith a recom binat ion rate of 97. 6%. Exogenous in2
serts of the recom binan ts w as 0. 7523 kb in length, w ith mo st of them above 1. 5 kb. Sequencing resu lts and b io info rm atics

analysis of 60 clones indicated that the rat io of fu ll2length cDNA w as above 50%. Conclusion: A h igh2quality fu ll2length cD 2
NA lib rary of Cand id a a lbicans has been constructed successfu lly, w h ich is essen tia l fo r screen ing and clon ing of new m ul2
t idrug resistance associated genes of Cand id a a lbicans.
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Ξ　 白念珠菌是临床最为常见的致病真菌之一。近

年来随着广谱抗生素、皮质激素和免疫抑制剂的广

泛应用,外科介入疗法的逐渐增多以及肿瘤放疗化

疗的影响,使得原来发生率很低的深部白念珠菌感

染近年来有明显上升的趋势,主要侵犯黏膜和内脏,

免疫力低下患者容易造成菌血症和侵袭性感染,其

危害性极大,预后差,病死率高。另一方面,由于目前

能有效地用于治疗念珠菌感染的药物较少,且在长

期治疗和重复给药过程中使白念珠菌的耐药性

日益严重 , 该病已成为临床治疗的一大主要难

题[ 1 ]。

为了能深入探讨白念珠菌致病和耐药的分子机
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制,并对白念珠菌的新基因功能展开研究,我们利用

C lon tech 公司的 SM A R T ( sw itch ing m echan ism at

5′end of RNA tran scrip t)技术成功构建了高质量

的白念珠菌全长 cDNA 文库,并对其进行了初步鉴

定,为后续的表达谱芯片的制备和白念珠菌特异表

达基因的筛选和克隆奠定了基础。

1　材料和方法

1. 1　材料　白念珠菌国际通用株 SC5314 (由美国

Geo rgetow n U n iversity 的 Fonzi W A 教授馈赠)。

TR Izo l RNA 提取试剂盒 (Cat. 155962026)购自美

国 Gibco BRL 公司, m RNA 纯化试剂盒O ligo tex

m RNA m idi k it (Cat. 70042) 购自Q IA gen 公司,

SM A R T TM cDNA 文库构建试剂盒 (Cat. k105121)

购自美国C lon tech 公司。

cDNA 第 1 链 合 成 引 物 CD S Ë ö3′PCR

p rim er: 5′2A T T CTA GGC CGA GGC GGC CGA

CA T G2d (T ) 30N - 1N 23′(N = A、G、C 或 T; N - 1 =

A、G 或 C ) , SM A R T Ì O ligonu leo t ide: 5′2AA G

CA G T GG TA T CAA CGC A GA GT G GCC A T T

A CG GCC GGG23′。cDNA 第 2链合成 5′PCR 引

物 5′2AA G CA G T GG TA T CAA CGC A GA GT 2
3′。

1. 2　总RNA 的提取　菌株 SC5314由沙堡培养基

接种至YPD 培养液中,经 3次活化后,分成 8份,其

中 4份用 YPD 培养液在 30℃、200 röm in 分别培养

8、9、12、18 h,另 4份分别经亚最小抑菌浓度的抗真

菌药物 (酮康唑、氟康唑、布替萘芬、特比萘芬)在

30℃、200 röm in 作用 9 h,收获,冻于液氮中。取液

氮冻存的 8 份经不同处理的菌株,每份 500 m g,在

液氮中研磨至粉末, 转至匀浆管中, 分别加入 1 m l

TR Izo l试剂,按试剂盒说明书操作抽提总RNA。紫

外分析测定含量,琼脂糖电泳测定纯度。

1. 3　m RNA 的纯化　将不同处理的 8 份总 RNA

样品混合后, 取 100 Λg 用O ligo tex m RNA 纯化试

剂盒进行m RNA 纯化。操作按试剂盒说明书进行。

吸取m RNA 10 Λl进行紫外分析测定。

1. 4　cDNA 第 1链合成　在一灭菌 0. 5 m l离心管

中分别加入以下试剂: m RNA 3 Λl, SM A R T Ì

O ligonu leo t ide 1. 0 Λl, CD SË ö3′PCR p rim er 1. 0

Λl,混匀 5 000 röm in 离心 10 s,置 72 ℃孵育 2 m in,

冰浴冷却 2 m in,再次 5 000 röm in 离心 10 s后,加

入以下试剂: 5×第 1 链缓冲液 2. 0 Λl, D T T (20

mm o löL ) 1. 0 Λl, dN T P M ix (10 mm o löL ) 1. 0 Λl,

Pow erScrip t 逆转录酶 1. 0 Λl, 加去离子水补至 10

Λl,混匀,置 42 ℃孵育 1 h,然后置冰上终止反应。

1. 5　cDNA 第 2链合成　取 2 Λl cDNA 第 1链,分

别加入下列反应成分: 去离子水 80 Λl, 10×A dvan2
tage 2 PCR 缓冲液 10 Λl, 50×dN T P M ix 2 Λl, 5′

PCR 引物 2 Λl, CD S Ë ö3′PCR p rim er 2 Λl, 50×

A dvan tage 2 聚合酶混合物 2 Λl。轻轻混匀各组分,

稍离心后置于预热的 PCR 仪上, 条件为 72 ℃ 10

m in, 95 ℃ 1 m in,然后经历 22个循环: 95 ℃ 15 s,

68℃ 6 m in。循环结束后至 4 ℃。取 5 Λl样品进行

111%琼脂糖电泳检测。

1. 6　蛋白酶 K 和 S f iÉ 限制性酶切消化　取扩增
的双链 cDNA 产物 50 Λl, 加入 2 Λl 蛋白酶 K (20

ΛgöΛl) , 45 ℃孵育 20 m in, 5 000 röm in 离心 10 s,加

入 50 Λl去离子水后,加入酚∶氯仿∶异戊醇 (25∶

24∶1) 100 Λl,翻转混匀 1～ 2 m in, 14 000 röm in离

心 5 m in,收集上层液体至另一干净离心管中。加入

酚∶氯仿 ( 25∶24) 100 Λl, 翻转混匀 1～ 2 m in,

14 000 röm in离心 5 m in,收集上层液体至另一干净

离心管中。加入 10 Λl醋酸钠 (3 m o löL ) , 1. 3 Λl糖原

(20 ΛgöΛl) , 250 Λl 95%室温乙醇。室温下立即

14 000 röm in离心 20 m in。弃去上清,用 100 Λl 80%

乙醇洗涤,空气干燥 10 m in,加入 79 Λl去离子水重

悬。再分别加入以下成分进行 S f iÉ 限制性酶切:

10×S f iÉ 缓冲液 10 Λl, S f i É (A &B ) 酶 10 Λl,

100×BSA 1 Λl,混合后置 50℃孵育 2 h,加入 1%二

甲苯基 2 Λl,混匀。

1. 7　cDNA 分级分离　按照试剂盒操作说明书,准

备 16个 1. 5 m l离心管,标记为 1～ 16。摇匀CHRO 2
M A SP IN 2400 柱内基质,打开顶盖,自然放干柱内

贮存缓冲液,加入Co lum n Buffer 700 Λl洗柱,待缓

冲液流完后将 S f iÉ酶切产物约 100 Λl平稳地加到

胶层中间,直到产物全部渗到胶面下。用 100 Λl co l2
um n buffer冲洗盛 cDNA 的离心管后亦加入柱内,

待自然流完后,放置好第一收集管。再加入 600 Λl

co lum n buffer, 开始收集滴出的液体, 每管收集 35

Λl, 直至收集完毕。每管取 3 Λl样品, 100 V 电压

1. 1%琼脂糖电泳 10 m in, 判断并收集符合要求的

3～ 4 管于另一 EP 管。加入 1. 6 Λl 醋酸钠 (3

m o löL ) , 1. 6 Λl 糖原 (20 ΛgöΛl) , 400 Λl 95%乙醇

(- 20 ℃) ,混匀后- 20 ℃沉淀过夜。14 000 röm in

常温离心 20 m in,仔细移去上清,室温干燥 10 m in,

加入20 Λl去离子水溶解沉淀。

1. 8　cDNA 克隆与 pBSF 载体连接　取 0. 5 m l离

心管, 加入以下各试剂: cDNA 1. 0 Λl, pBSF 载体

110 Λl, 10×连接缓冲液 1. 0 Λl, A T P (10 mm o löL )
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1. 0 Λl, T 4 DNA 连接酶 1. 0 Λl, 去离子水 5. 0 Λl,

5 000 röm in 离心 10 s后, 16 ℃孵育过夜。

1. 9　重组质粒的转化和库容量的计算　取 200 Λl

感受态宿主菌 (DH 5Α)至灭菌的 50 m l离心管中,放

置冰水浴融化。加入上述 1 Λl连接液,轻轻混匀后

置于冰上 45 m in。42℃水浴热休克 90 s,迅速放入冰

上 2 m in。加入 2 m l LB 培养液 (不含抗生素) , 37℃

摇床,转速≤150 röm in,复苏 45 m in。3 000 röm in

离心 10 m in 收菌,用 200 ΛlLB 重悬,取 200 Λl菌液

涂布于含有 52溴242氯232吲哚2Β2D 2半乳糖苷 ( 52
b rom o242ch lo ro232indo lyl2Β2D 2galaclo side, X2gal )

和异丙基硫代2Β2D 2半乳糖苷 ( isop ropylth io2Β2D 2
galaclo side, IPT G)的 15 cm LB 平板上, 37℃过夜。

分别计算菌落数、蓝白斑比例和库容量。同时随机挑

选 20 个重组子,用载体自带随机引物扩增, 在 1%

的琼脂糖凝胶中电泳确定插入的 cDNA 片段的大

小。

2　结　果

2. 1　总RNA 的提取及m RNA 的纯化　电泳显示

28 S和 18 S两条带,亮度较强, 28 S和 18 S亮度比

约为 2∶1。每份总RNA 样品各取 2 Λl稀释至 200

Λl, 在紫外分光光度仪下检测 D 260和 D 280值及

D 260öD 280值, 8份总RNA 样品的D 260öD 280值均在 1.

95～ 2. 1之间,显示了较好的质量,同时RNA 得率

也较高, 大部分在 1 m g 以上, 为m RNA 的分离创

造了条件。经 O ligo tex m RNA 纯化试剂盒进行

m RNA 纯化后,取 10 Λl在紫外分光光度仪下检测,

D 260和D 280值分别为 0. 052和 0. 028,计算其未稀释

前浓度为 0. 017 ΛgöΛl,总量为 3. 4 Λg,满足建库需

要。

2. 2　双链 cDNA 合成　电泳结果显示 cDNA

sm ear分布在 0. 5～ 3 kb,呈长瀑布条带,说明cDNA

合成较好。

2. 3　cDNA 分级分离　琼脂糖电泳结果显示, 第

10～ 13 管 cDNA 浓度高, 长度与预测的白念珠菌

cDNA 长度相符,收集此 4 管 cDNA 乙醇沉淀后重

悬于去离子水。

2. 4　连接、转化和库容量计算　cDNA 与 pBSF 载

体相连、转化,经蓝白斑筛选计数,平板上共有菌落

数 1 700个,其中蓝斑为 40个,其余为白斑,重组率

为 97. 6% ,库容量 1. 1×106。

2. 5　cDNA 插入长度分析　随机挑选 20个重组子

克隆以载体自带的M 13+ öM 13- 进行 PCR 鉴定插

入 cDNA 的长度, 电泳可见插入片段长度分布于

750～ 3 000 bp之间,平均长度为 1. 5 kb (图 1)。

图 1　cD NA 插入长度分析

F ig 1　cD NA in serts released by PCR am pl if ica tion

M : DL 2000 m arker (T aKaRa) ; 1220: 20 recom binant

DNA clones cho sen random ly

2. 6　全长 cDNA 完整性检验　对其中部分克隆分

别进行 5′和 3′端测序,直至测通,获取其全序列,经

网上B last 比对和生物信息学分析,在已测序的 60

个克隆中, 全长 cDNA 序列有 32 个, 占总数的

5313%。从插入片段长度的频数分布 (图 2)来看,

8617%以上的 cDNA 集中在 1. 0～ 2. 4 kb 范围内,

而 1. 4～ 1. 8 kb 的 cDNA 占到了 46. 7% ,与前述文

库分析结果一致。

图 2　cD NA 长度频数分布

F ig 2　Frequency d istr ibution of cD NA length

3　讨　论

发现和确证新基因的功能的关键在于获取尽可

能多的全长 cDNA。构建白念珠菌的全长 cDNA 文

库,可以极大地方便白念珠菌新功能基因的筛选工

作,是进一步进行白念珠菌多药耐药相关基因克隆

和鉴定的重要基础。传统的 cDNA 文库构建方

法[ 2, 3 ]用O ligo (dT )或随机引物作逆转录引物合成

cDNA , 通过酶切削平末端, 并连接到适当的载体。

这种方法虽然实用、费用低廉, 但存在几处关键不

足: 难以获得低丰度表达基因; 需要消耗较多量
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m RNA , 有些特殊细胞和组织无法达到该量; 筛选

文库复杂、耗时、工作量大,经常出现特异性差和滴

度低的问题;最为重要的一点是,受本身实验方法的

限制, 当m RNA 过长或其二级结构复杂时, O ligo

( dT )引物不能合成完整的 cDNA , 且在二链合成

后,传统的 cDNA 克隆过程产生的粘性末端使插入

的 cDNA 比原始m RNA 短 5～ 30 bp , 不易得到包

括 5′端全长基因。

SM A R T cDNA 文库构建技术, 利用一种经修

饰的O ligo (dT ) (CD SË ö3′PCR p rim er)引导一链

合成反应,并加入 SM A R T Ì O ligo 在m RNA 5′末

端作为短的延伸模板。当逆转录到 5′末端时,逆转

录酶的末端转移酶活性在一链 cDNA 的 3′末端加

上一小段脱氧胞苷。SM A R T Ì O ligo 的 3′端含有

寡核苷酸 (G)序列与脱氧胞苷配对形成延伸模板,

逆转录酶转换模板并将 SM A R T Ì O ligo 链转录

完全。结果是合成的全长单链 cDNA 完全包含了

m RNA 的 5′末端,并且附加了 SM A R T Ì O ligo 的

互补链[ 4～ 6 ]。只有那些 5′末端含有 SM A R T 锚定序

列的单链 cDNA 才能在随后的LD 2PCR 过程中进

行指数扩增, 不完整的 cDNA 和从无 po ly A 的

cDNA因缺乏 SM A R T 锚定引物而无法被扩增。因

此可消除基因组DNA 和无po ly A 的RNA ,并且允

许用 ng 级的总RNA 或m RNA 构建高比例全长性

文库[ 7, 8 ]。

由于存在一些具有重要功能的生长发育早期和

晚期的特异表达基因,我们选取了不同时相生长的

白念珠菌, 经总 RNA 抽提和m RNA 纯化后发现,

早期和晚期的细胞m RNA 含量均明显偏低,而 9 h

时正是m RNA 转录和表达最为旺盛的时期。为了重

点研究不同功能基因在药物对细胞的杀伤以及细胞

对药物耐药性形成中的作用,选取了临床常用的 4

种抗真菌药物在亚最小抑菌浓度作用于白念珠菌细

胞,经总RNA 抽提和m RNA 分离,混合建库。通过

以上措施使我们所构建的文库具有了更好的代表性

和完整性。经鉴定 cDNA 克隆重组率为 97. 6% ,文

库库容量为 1. 1×106, 而插入片段长度分布于

750～ 3 000 bp 之间,大部分在 1. 5 kb 之上。测序验

证部分插入 cDNA 的全序列, 经生物信息学分析,

全长性比例为 53. 3% , 是一种可靠的获取全长

cDNA的方法。

目前已知白念珠菌基因组大小约为 15. 5M b,其

中可编码 100 个氨基酸以上蛋白的开放阅读框架

(OR F s)有 9 168个,而目前在 GenBank 上登录的具

有完整编码序列的白念珠菌基因数量仅为 419个,因

此白念珠菌的未知功能基因资源有巨大的可探索空

间。白念珠菌全长 cDNA 文库的成功构建,为后续的

大规模测序和表达谱芯片的制备,以及全长新基因的

克隆和功能研究[ 9～ 11 ]奠定了坚实的基础。
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