
书书书

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［１２］ＷａｎｇＭ，ＷｅｙＳ，ＺｈａｎｇＹ，ｅｔａｌ．Ｒｏｌｅｏｆｔｈｅｕｎｆｏｌｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎｒｅ

ｓｐｏｎｓｅｒｅｇｕｌａｔｏｒＧＲＰ７８／ＢｉＰｉｎｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ｃａｎｃｅｒ，ａｎｄｎｅｕｒｏｌｏｇｉ
ｃａｌｄｉｓｏｒｄｅｒｓ［Ｊ］．Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ＆ＲｅｄｏｘＳｉｇｎａｌｉｎｇ，２００９，１１（９）：
２３０７－２３１６．

［１３］ＺｈａｎｇＸＸ，ＬｉｕＳＫ，ＴａｋａｎｏＴ．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ＡＴＰｓｙｎｔｈａｓｅｓｍａｌｌｓｕｂｕｎｉｔｇｅｎｅ（ＡｔＭｔＡＴＰ６）ｃｏｎｆｅｒｓｔｏｌｅｒａｎｃｅｔｏ
ｓｅｖｅｒａｌａｂｉｏｔｉｃｓｔｒｅｓｓｅｓｉｎＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅａｎｄＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ［Ｊ］．ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＬｅｔｔｅｒｓ，２００８，３０（７）：１２８９－１２９４．

［１４］ＹａｎｇＦ，ＷａｎｇＹ，ＭｉａｏＬＦ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｐｒｏ
ｔｅｏｍｉｃｒｅｓｐｏｎｓｅｓｔｏｄｒｏｕｇｈｔｓｔｒｅｓｓｉｎｔｗｏｐｏｐｌａｒｓｐｅｃｉｅｓｏｒｉｇｉｎａｔｉｎｇ
ｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｌｔｉｔｕｄｅｓ［Ｊ］．ＰｈｙｓｉｏｌｏｇｉａＰｌａｎｔａｒｕｍ，２０１０，１３９（４）：

３８８－４００．
［１５］ＢｒｕｍｍｅｌｌＤＡ，ＤａｌＣＶ，ＣｒｉｓｏｓｔｏＣＨ，ｅｔａｌ．Ｃｅｌｌｗａｌｌｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

ｄｕｒｉｎｇｍａｔｕｒａｔｉｏｎ，ｒｉｐｅｎｉｎｇａｎｄｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｏｆｐｅａｃｈｆｒｕｉｔ［Ｊ］．
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＢｏｔａｎｙ，２００４，５５（４０５）：２０２９－２０３９．

［１６］ＷｅｎＦＳ，ＺｈｕＹＭ，ＨａｗｅｓＭＣ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐｅｃｔｉｎｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒａｓｅ
ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｐｅａｒｏｏｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌ，１９９９，１１
（６）：１１２９－１１４０．

［１７］ＺｅｎｇＧＪ，ＬｉＣＭ，ＺｈａｎｇＸＺ，ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｏｍｉｃａｎａｌｙｓｉｓ
ｄｕｒｉｎｇｔｈｅｖｅｇｅｔａｔｉｖｅｐｈａｓｅｃｈａｎｇｅａｎｄｔｈｅｆｌｏｒａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｉｎＭａｌｕｓ
ｄｏｍｅｓｔｉｃａ［Ｊ］．ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔＧｒｏｗｔｈ＆ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，２０１０，５２
（７）：６３５－６４４．

薛鹏飞，柳鹏福，史吉平，等．盐单胞菌Ｆｏｓｍｉｄ文库构建及群体感应淬灭酶的筛选［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（１０）：８８－９１．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．１０．０２０
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　　摘要：通过构建盐单胞菌 Ｆｏｓｍｉｄ基因组文库，以求筛选到群体感应淬灭酶（ＡＨＬ降解酶）。采用改良的 ＳＤＳ－
ＣＴＡＢ法提取１株盐单胞菌基因组ＤＮＡ，经平末端连接、包装和转染后，成功构建盐单胞菌 Ｆｏｓｍｉｄ基因组文库。该文
库库容１７００个克隆，平均插入片段约３５ｋｂ，共包含约６０Ｍｂ的 ＤＮＡ容量，覆盖该菌基因组１０倍以上。然后以加
Ｘ－ｇａｌ的ＭＭ基本培养基筛选 ＡＨＬ降解酶阳性克隆，对文库进行功能驱动的蓝白斑筛选。通过初筛，筛选到３个
Ｆｏｓｍｉｄ阳性克隆，证实了所构建的Ｆｏｓｍｉｄ基因组文库能够应用于ＡＨＬ降解酶的活性筛选。同时该Ｆｏｓｍｉｄ文库亦可
进一步用于其他功能基因的开发。
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　　植物的细菌性病害是威胁农业生产的主要自然灾害之
一。病害的发生往往造成作物大面积减产，并在农产品贮藏、

加工、运输过程中进一步造成更大危害，带来巨大损失。目前

主要采用化学药物来防治细菌性病害。这些化学药物的使用

显著减轻了病害的危害程度，减少了经济损失，但也带来了环

境污染、细菌耐药性增加及化学药物残留等诸多问题。近年

来，随着对环保意识的提高，人们越来越崇尚自然健康的生活

方式，对植物病害的防治也提出了更高的要求，生物防治日益

受到重视。

很多植物病原菌的致病性受一种被称为群体感应（ｑｕｏ
ｒｕｍｓｅｎｓｉｎｇ，ＱＳ）系统的机制调控 ［１］。很多病原菌的致病能

力受群体感应系统调控［２－４］，也能被群体淬灭（ｑｕｏｒｕｍ
ｑｕｅｎｃｈｉｎｇ，ＱＱ）机制干扰和减弱。以细菌群体感应系统为靶
标的群体淬灭已被证明是防治这一类细菌性病害的有效策

略。具有群体淬灭功能的信号分子降解酶能水解信号分子，

进而干扰致病基因的表达，起到防治病害的作用［５］。２０００
年，Ｄｏｎｇ等筛选到１株能特异性降解 ＡＨＬ类信号分子的芽
孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．）２４０Ｂ１，并从中分离到 ａｉｉＡ基因，将其转
入致病菌胡萝卜软腐欧文氏菌（Ｅｒｗｉｎｉａｃａｒｏｔｏｖｏｒａ）ＳＣＧ１后，
显著减少了后者 ＡＨＬ类信号分子的产生，降低了其对马铃
薯、胡萝卜等的致病性。将该基因转入烟草、马铃薯后，这些

植物对胡萝卜软腐欧文氏菌ＳＣＧ１导致的软腐病抗性大大增
强［６］。从第１个内酯酶 ＡｉｉＡ被发现至今，已有约２０种内酯
酶基因得到了克隆与鉴定。筛选有实际应用价值的高活性信

号降解酶是目前生物防治领域的研究热点之一。

目前，稳定的大片段基因组文库可以作为研究基因组学及

功能基因的重要材料［７］。Ｆｏｓｍｉｄ载体是现在流行的用于替代
Ｃｏｓｍｉｄ载体构建大片段文库的新载体。与 ＢＡＣ文库构建相
比，Ｆｏｓｍｉｄ文库的构建更简单、快速，可利用其进行全基因组物
理图谱构建、研究基因功能和表达调控、重要性状基因的图位

克隆和基因结构及功能分析等。Ｆｏｓｍｉｄ文库中重组载体在宿
主菌中以单拷贝形式存在，稳定性好，需要时可诱导达到高拷

贝；且其随机性好，保证了每段 ＤＮＡ在文库中出现的频率均
等。近年来，Ｆｏｓｍｉｄ文库已被广泛应用于基因图位克隆、物理
图谱的构建、比较基因组及功能基因的筛选与研究。

本实验室分离了大量细菌，并从中筛选出一系列具有信

号分子降解活性的细菌，鉴定后发现其中有 １株盐单胞菌
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１Ａ０１３３９（Ｈａｌｏｍｏｎａｓｓａｌａｒｉａ）首次被发现具有信号降解的活
性。本研究对该菌株构建合格的 Ｆｏｓｍｉｄ基因组文库。利用
实验室构建的高通量筛选平台，通过功能驱动的蓝白斑筛选

得到Ｆｏｓｍｉｄ阳性克隆，以期为后续分离纯化该群体感应淬灭
酶及深入研究其酶学性质和催化机制奠定基础。同时该文库

可用于其他功能基因的开发与研究。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株来源　盐单胞菌１Ａ０１３３９（Ｈａｌｏｍｏｎａｓｓａｌａｒｉａ）购
自于中国海洋微生物菌种保藏管理中心，经鉴定具有群体感

应淬灭活性；根癌农杆菌ＮＴＩ（ｔｒａＲ；ｔｒａ：：ｌａｃＺ７４９）由本实验室
保存。

１．１．２　主要试剂和仪器　溶菌酶、蛋白酶 Ｋ、ＮｏｔⅠ购自
ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；λ／ＨｉｎｄⅢ ＤｉｇｅｓｔＤＮＡＭａｒｋｅｒ低熔点
琼脂糖酶β－Ａｇａｒａｓｅ购自于 ＴａＫａＲａ公司；文库构建试剂盒
ＣｏｐｙＣｏｎｔｒｏｌＦｏｓｍｉｄＬｉｂｒａｒｙＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎＫｉｔ、大肠杆菌ＥＰＩ３００－
Ｔ１购自Ｅｐｉｃｅｎｔｒｅ公司；小剂量质粒提取试剂盒购自于 Ａｘｙ
ｇｅｎ公司；Ｘ－ｇａｌ、ＩＰＴＧ、ＯＯＨＬ（３－ｏｘｏ－Ｃ８－ＨＳＬ）购自Ｓｉｇｍａ
公司；核酸电泳仪、紫外凝胶成像分析系统（Ｂｉｏ－ＲＡＤ）；各型
规格移液器、小型离心机（Ｅｐｐｅｎｅｎｄｏｒｆ）；恒温培养箱 （上海
智城分析仪器）；纯水制备系统（Ｍｉｌｉｐｏｒｅ）。
１．１．３　主要培养基　高盐 ＬＢ培养基：含３％质量浓度 ＮａＣｌ
的ＬＢ培养基；筛选培养基：加有２０ｍｇ／ｍＬＸ－ｇａｌ的１．５％质
量浓度琼脂固体ＭＭ基本培养基，所用抗生素终浓度为卡那
霉素５０μｇ／ｍＬ。
１．２　盐单胞菌Ｆｏｓｍｉｄ文库的构建及鉴定
１．２．１　盐单胞菌基因组ＤＮＡ的提取（改良 ＳＤＳ－ＣＴＡＢ法）
　为了能顺利获得较为完整的盐单胞菌基因组，本研究采用
改良的ＳＤＳ－ＣＴＡＢ法提取。具体操作步骤如下：挑取盐单胞
菌１Ａ０１３３９接种于５０ｍＬ高盐ＬＢ液体培养基中，３７℃过夜
振荡培养；取１．５ｍＬ上述菌液于２ｍＬ离心管中，８０００ｒ／ｍｉｎ
离心３ｍｉｎ，弃去上清；菌体洗涤２次，５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，
弃去上清；加入５６４μＬ的ＴＥ重置悬浮，然后加入约１０μｇ溶
菌酶，轻轻混匀，３７℃温育１ｈ；再加入 ５０μＬ１０％ ＳＤＳ和
３μＬ蛋白酶 Ｋ（１０ｍｇ／ｍＬ），轻轻混匀，３７℃温育２ｈ；加入
１００μＬ５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，混合均匀，６５℃反应２ｍｉｎ；加入８０μＬ
ＣＴＡＢ－ＮａＣｌ，混合均匀，６５℃反应１０ｍｉｎ；加入等体积的氯
仿－异戊醇（２４∶１），振荡均匀，９０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；上
清移至另一离心管中加入等体积的酚 －氯仿 －异戊醇
（２５∶２４∶１），轻轻混匀，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；上清移至
另一离心管加入０．６倍体积异丙醇（贴壁加入），轻轻颠倒混
匀，静置１０ｍｉｎ，９０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；弃上清，用７０％乙醇
洗涤２次，１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；离心管倒立于铺开的纸
巾上，数分钟后，直立离心管，干燥 ＤＮＡ；干燥 ＤＮＡ溶于
５０μＬＴＥ中。－２０℃保存。
１．２．２　基因组 Ｆｏｓｍｉｄ文库的构建　研究依照 ＣｏｐｙＣｏｎｔｒｏｌ
ＦｏｓｍｉｄＬｉｂｒａｒｙＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎＫｉｔ说明构建 Ｆｏｓｍｉｄ文库。因为构
建Ｆｏｓｍｉｄ基因组文库所需要的最合适的 ＤＮＡ大小范围为
３０～４０ｋｂ，所以需将将大片段的高质量基因组 ＤＮＡ随机剪
切成大小均匀的片段（控制在２５～４０ｋｂ之间）。为保证对基

因组ＤＮＡ处理的随机性，本研究未使用限制性内切酶进行处
理。采用２００μＬ小孔径 Ｔｉｐ反复吹吸５０、１００、１５０、２００、２５０
次，通过调整吹吸次数来获得最合适的 ＤＮＡ片段。电压
３０～３５Ｖ电泳过夜，检测随机剪切程度，切下３０～４０ｋｂ相应
区间片段，用低熔点琼脂糖酶 β－Ａｇａｒａｓｅ对 ＤＮＡ片段进行
消化回收。利用Ｅｎｄ－ＲｅｐａｉｒＥｎｚｙｍｅ将 ＤＮＡ片段进行平末
端处理和５′磷酸化修饰。利用连接酶Ｆａｓｔ－ＬｉｎｋＤＮＡＬｉｇａｓｅ
将获得的ＤＮＡ片段连接于Ｆｏｓｍｉｄ黏粒载体上。连接液用噬
菌体蛋白λＰａｃｋａｇｉｎｇＥｘｔｒａｃｔｓ包装，加入氯仿轻柔混匀，包装
液经梯度稀释后侵染宿主 ＥＰＩ３００－Ｔ１感受态细胞，确定合
适的稀释比例。以经过适当稀释的包装液侵染宿主ＥＰＩ３００－
Ｔ１感受态细胞，３７℃孵育１ｈ。最后将包装完成的菌液涂布
于含１２．５μｇ／ｍＬ氯霉素的ＬＢ琼脂平板培养基上３７℃培养
过夜，构建成Ｆｏｓｍｉｄ基因组文库。
１．２．３　文库重组克隆子的鉴定　插入片段大小鉴定：在平板
上随机挑取１４个克隆子培养并根据 Ｆｏｓｍｉｄ文库构建说明加
入多拷贝诱导液对其进行诱导培养，使其获得高拷贝数质粒。

采用Ａｘｙｇｅｎ质粒提取试剂盒提取质粒，ＮｏｔⅠ酶切，如上条件
进行低电压普通电泳，检测插入片段的大小分布情况，鉴定

Ｆｏｓｍｉｄ文库质量。克隆稳定性检测：随机挑取５个克隆，分别
接种于３ｍＬ含氯霉素的 ＬＢ液体培养基中继代培养５ｄ，分
别提取第５０代（培养３ｄ）和第１００代（培养５ｄ）菌液中的质
粒，ＮｏｔⅠ酶切后，电泳检测。
１．２．４　Ｆｏｓｍｉｄ文库保存　（１）短期保存：Ｆｏｓｍｉｄ文库克隆在
平板上培养后可暂时保存１～２个月。（２）长期保存：用无菌
牙签挑取转化平板上的单菌落于９６孔培养板中，每个菌落１
个孔格，每孔加入含氯霉素的 １２．５ｍｇ／Ｌ液体培养基，用封
口膜密封，３７℃恒温箱箱中培养过夜。加入终浓度为１０％的
甘油，保存于－８０℃。
１．３　群体感应淬灭酶阳性克隆的筛选

本研究采用根癌农杆菌 ＮＴＩ（ｔｒａＲ，ｔｒａ：：ｌａｃＺ７４９）对文库
进行筛选。将文库单克隆接种于９６孔培养板中，３７℃培养
过夜。再加至终浓度为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＩＰＴＧ，３０℃进行诱导
培养。取诱导培养５ｈ菌液与等体积２μｍｏｌ／ＬＯＯＨＬ（３－
ｏｘｏ－Ｃ８－ＨＳＬ）混合并反应 ２ｈ作为待测样品（本研究以
ＯＯＨＬ作为ＡＨＬ分子标准品进行检测）。以加有 Ｘ－ｇａｌ的
ＭＭ琼脂固体培养基为生测培养基，用无菌小刀将培养基琼
脂切成间隔的细条状，在细条的上端加入待测的样品，在样品

的下面连续点接农杆菌ＮＴＩ，２８℃培养２４ｈ后观察并记录试
验结果。当样品中存在ＡＨＬ分子时，随着分子在培养基内不
断向下扩散，激活生测菌株中 ｌａｃＺ基因的表达，可使菌落呈
现蓝色；ＡＨＬ分子浓度越大，扩散距离越远，就有越多的指示
菌变蓝。通过观察变蓝的数量就可判断 ＡＨＬ分子的浓度。
本研究分别以 ＯＯＨＬ分子与无菌水作为阳性对照与阴性对
照，通过指示菌变色程度筛选阳性克隆。

２　结果与分析

２．１　盐单胞菌基因组ＤＮＡ的提取
本研究中盐单胞菌１Ａ０１３３９基因组ＤＮＡ提取采用改良的

ＣＴＡＢ－ＮａＣｌ法提取后进行琼脂糖凝胶电泳，结果见图１。高
质量的基因组ＤＮＡ为后续构建Ｆｏｓｍｉｄ文库提供良好的样品。
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２．２　Ｆｏｓｍｉｄ文库构建质量鉴定与评价
由于构建 Ｆｏｓｍｉｄ文库需要将大片段的高质量基因组

ＤＮＡ剪切成大小均匀的片段（３０～４０ｋｂ），而本试验提取的
盐单胞菌基因组 ＤＮＡ片段完整，因此要对 ＤＮＡ进行剪切。
电压３０～３５Ｖ电泳过夜，电泳检测结果见图２，可确定经２５０
次剪切效果最佳。故以经２５０次剪切的基因组ＤＮＡ为材料，
采用低熔点琼脂糖酶β－Ａｇａｒａｓｅ对ＤＮＡ片段进行消化回收。
经电泳检测（图３），发现回收片段介于２３～４２ｋｂ之间，符合
建库要求，可以用于构建Ｆｏｓｍｉｄ文库。
　　本试验共获得约１７００个克隆。随机挑取１４个克隆分
析插入片段的大小。ＮｏｔⅠ酶切片段进行低电压普通琼脂糖
凝胶电泳。从图４可以看到，１４个阳性菌落的酶切产物中均
有 １条同样大小的条带，此条带极为 ｐＣＣ１ＦＯＳ载体
（８．１ｋｂ）。克隆子中插入最长片段约为４２ｋｂ，最短片段约为
２５ｋｂ；将所有片段进行统计得到插入片段平均长度为３５ｋｂ，

插入率为１００％。克隆片段总库容达到６０Ｍｂ，假设该盐单胞
菌基因组以４．５Ｍｂ为计，则整个文库包含的 ＤＮＡ量超过该
菌基因组的１０倍，且克隆质粒酶切带型多态性较强，说明了
文库克隆的随机性大。

　　通过克隆的稳定性检测发现第１００代酶切图谱与第０代
无任何明显差异，未发现插入片段的丢失或重排，说明所构建

的Ｆｏｓｍｉｄ文库是稳定的。高质量的 Ｆｏｓｍｉｄ文库提供了后续
功能筛选阳性克隆的基础。

２．３　群体感应淬灭酶阳性克隆筛选
研究表明，对基因文库进行活性筛选要比序列筛选容易

获得更新型的基因［７］。因此，从 Ｆｏｓｍｉｄ文库中挑取克隆子，
利用功能驱动的蓝白斑筛选ＡＨＬ降解酶，并以此验证活性筛
选Ｆｏｓｍｉｄ文库中生物催化剂的可行性。

常规研究多采用以β－葡萄糖苷酶为报告系统的基因重

组菌株根癌农杆菌ＮＴＩ（ｔｒａＲ，ｔｒａ：：ｌａｃＺ７４９）筛选产ＡＨＬ降解
酶的菌株，其原理为：根癌农杆菌 ＮＴＩ中含有编码受体蛋白
ＴｒａＲ的ｔｒａＲ基因和由ｔｒａ启动子控制表达的β－半乳糖甘酶
基因ｔｒａ：：ｌａｃＺ７４９，同时自身缺失ｔｒａＩ基因，不能合成ＡＨＬ信
号分子。当外源的ＡＨＬ信号分子被加入时，ｔｒａＲ基因表达的
蛋白ＴｒａＲ与ＡＨＬ分子结合后可激活 ｌａｃＺ基因的表达，产生
β－半乳糖甘酶从而使加有Ｘ－ｇａｌ的平板培养基显蓝色。通
过前期筛选工作，已确定该株盐单胞菌１Ａ０１３３９具有群体感
应淬灭活性（图５）。

本研究对构建的Ｆｏｓｍｉｄ文库进行高通量活性初筛，共获
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得３个有活性的阳性克隆：１０Ｂ４、１１Ｇ１０和２３Ａ３（图６）。经
后续验证，这些Ｆｏｓｍｉｄ克隆均具有ＡＨＬ降解酶活性，可为分
离鉴定该菌株的群体感应淬灭酶开展后续研究。

３　讨论

基因组文库是上世纪７０年代末发展起来的一种研究基
因组特性、分离新基因的技术手段，它包含了基因组的全套遗

传信息，人们可用相应的基因探针从文库中调取出任一特定

的基因片段加以研究。通过构建基因组文库，再结合功能性

筛选的方法，大量基因信息被发现。目前大部分研究倾向于

构建小片段质粒文库，但与小片段文库相比，大片段文库如

Ｆｏｓｍｉｄ文库有明显的优点，因其插入片段长度较长（３０～
４０ｋｂ），单个克隆可涵盖完整代谢途径的多基因簇，可能更有
利于基因及其周围信息的发现，因而广泛应用于对生物活性

物质功能性筛选的研究中［９］，但用该方法筛选ＡＨＬ降解酶基
因的报道尚少见。因而，考虑到Ｆｏｓｍｉｄ文库片段长度和容量
上的优势，应用Ｆｏｓｍｉｄ文库的方法可能利于群体感应淬灭酶
的筛选和鉴定。

２０００年，Ｄｏｎｇ等鉴定了２类分解 ＡＨＬ群体感应信号的
水解酶———ＡＨＬ内酯酶和酰胺酶，并发现将该类基因转入植
物病原菌胡萝卜软腐欧文氏菌后，减弱了各种试验植物软腐

病的症状，从而首次提出群体淬灭生物防治的新概念［６］。这

些研究的主要成果发表在《Ｎａｔｕｒｅ》和《ＰＮＡＳ》等权威学术刊
物上，开辟了群体淬灭这一新的研究领域［１０－１２］。自此以后，

世界各国很多学者都开展了筛选分离 ＡＨＬ信号分子降解酶
的工作，并发现了一系列ＡＨＬ降解酶［１３］。

本研究通过Ｆｏｓｍｉｄ文库构建并成功筛选到具有群体感
应淬灭活性的阳性克隆。利用改良的 ＳＤＳ－ＣＴＡＢ法提取１
株盐单胞菌基因组ＤＮＡ，并采用Ｅｐｉｃｅｎｔｒｅ公司的文库构建试
剂盒成功构建了盐单胞菌高质量的Ｆｏｓｍｉｄ基因组文库，并通
过功能驱动的蓝白斑筛选群体感应淬灭酶，最后成功获得３
个 Ｆｏｓｍｉｄ阳性克隆子。表明构建的 Ｆｏｓｍｉｄ文库能够用于
ＡＨＬ降解酶的活性筛选，为后续开展分离鉴定该菌株的群体
感应淬灭酶奠定了基础。同时所构建的盐单胞菌 Ｆｏｓｍｉｄ文
库亦可进一步用于其他功能基因的开发。
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ｄｉｖｅｒｓｅｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＭｏｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００４，５３（６）：１５６３－１５７１．

［１３］ＣｚａｊｋｏｗｓｋｉＲ，ＪａｆｒａＳ．Ｑｕｅｎｃｈｉｎｇｏｆａｃｙｌ－ｈｏｍｏｓｅｒｉｎｅｌａｃｔｏｎｅ－
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｑｕｏｒｕｍｓｅｎｓｉｎｇｂｙｅｎｚｙｍａｔｉｃｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎｏｆｓｉｇｎａｌｍｏｌｅ
ｃｕｌｅｓ［Ｊ］．ＡｃｔａＢｉｏｃｈｉｍＰｏｌ，２００９，５６（１）：１－１６．

—１９—江苏农业科学　２０１６年第４４卷第１０期


