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Construction of cDNA library of peripheral blood leucocytes
in normal Cyprinus carpio L.
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Abstract :Leukocytes are key cells for the specific and nonspecific immune systems , it expresses different kinds of

biodefense2related peptides and proteins including specific and nonspecific antimicrobial agents , and activators and

regulators of the immune system. However , we know very little about the cellular interactions that initiate and

control the adaptive immune response in fish. In order to clone and study immune2related and biodefense2related

genes in carp ( Cyprinus carpio L . ) leucocytes , the cDNA library of carp leucocytes was constructed. First , the

carp leucocytes were isolated from the peripheral blood of normal carp , total RNA of leucocytes was extracted and

from 2 ×108 leucocytes cells , and the output was 216μg , ODA260/ 280 > 1. 8 , mRNA was isolated with a

column of oligo ( dT) cellulose . Second , single2strand cDNA and double2strand cDNA were synthesized from

5μg mRNA using Stratagene HybriZAP22. 1 XR cDNA synthesis kit , then ligated to EcoR I adapters , size

fractionating with CHROMA Spin2400 column. Finally cDNA were ligated into HybriZAP22. 1 vector and

packaged in vitro. The obtained carp leucocyte cDNA library contains 5. 79×106 recombinants , the percentage of

vectors with inserts was 99. 4 % and the average inserts size were between 0. 4 ×103 - 3. 0 ×103bp . After

amplification , the titer of amplified library was 4. 22×109pfu·mL - 1 . This normal carp leucocytes cDNA library

gives an ideal basis for further study of carp immune system.
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　　随着水产养殖业的发展 ,与鱼病防治紧密相关的鱼类

免疫机制的研究越来越显示出其重要的理论与应用价值。

鱼类的免疫系统虽不及哺乳动物发达 ,但其外周血白细胞

已具有类似 T、B 淋巴细胞的分类 ,是机体体液免疫和细

胞免疫的重要组成部分 [1 ,2 ] ,但目前人们对鱼类免疫应答

调控的机制还不甚清楚 ,相关的白细胞免疫应答分子研究

也不够深入[2 ]。cDNA 文库包含了特定组织在某一时期

表达的完整 mRNA 信息 ,是克隆相关基因并研究其生物



学特性的基础。为深入研究鱼类免疫应答相关基因及其

调控机制 ,我们利用 HyhriZAP22. 1载体成功地构建了正常

鲤外周血白细胞 cDNA文库。

1　材料与方法

1. 1　试剂、试剂盒
肝素钠为 Sigma 公司产品 , RPMI1640 培养液为

GIBCO BRL 公司产品 , TRIZOL Reagent 为 Invitrogen 公司

产品 ,mRNA的分离、cDNA 合成和文库构建试剂盒购自

Stratagene公司 , CHROMA SPIN2400柱购自 Clontech公司。

1. 2　鲤外周血白细胞的分离
体重为 500～750g 的鲤 ( Cyprinus carpio L . ) ,在水温

25℃的水族箱内充气饲养 ,水体积为 100L ,按正常饲养条

件进行饲喂。观察 7d ,证实无病后 ,从尾动脉中采取外周

血 ,加肝素抗凝 ,用等体积的 RPMI1640 培养液稀释后 ,以

2 :1体积用移液器沿管壁缓缓的叠加到淋巴细胞分离液

界面上 ,分离液的比重调整为 1. 085 ,以 500g离心 25min ,

用微量移液器小心吸取中间白膜状细胞层 ,然后加入 5倍

体积的 RPMI1640培养液重悬洗涤 ,再以 500g离心 10 min ,

收集细胞沉淀 ,将其重悬于适量 RPMI1640中 ,用血球计数

板进行计数。

1. 3　总 RNA的提取与 mRNA的分离
利用试剂盒提取鲤外周血白细胞总 RNA ,所用白细

胞数量为 2 ×108 ,具体方法按 TRIZOL Reagent 说明书操

作。分离纯化 mRNA 按 Stratagene 公司的 Poly ( A) Quik

mRNA Isolation Kit说明书进行。用 1 %的琼脂糖凝胶 ,以

DEPC水配制的 TAE为缓冲液电泳检测所得 RNA 的纯度

和含量[3 ]。

1. 4　cDNA的合成与分级纯化
cDNA的合成按 Stratagene 公司提供的 HybriZAP22. 1

XR cDNA Synthesis Kit说明书进行。双链 cDNA合成处理

后 ,用 CHROMA SPIN2400柱离心层析 ,除去已消化的接头

碎片和小片段的 cDNA分子。

1. 5　cDNA与载体的连接与包装
将 100ng cDNA与 1μg HybriZAP22. 1 载体在 12℃过夜

连接 ,反应总体积为 5μL ,然后从 - 70℃取出 1份 Gigapack

III Gold 包装抽提物 ,混合后 ,在 22℃包装 2h , 5μL 连接反

应采用 2份包装抽提物分 2 次包装 ,每份加入0. 5mL SM

buffer和 20μL氯仿 ,混匀后快速离心 30s ,将上清液移至新

管。取 1μL 作梯度稀释后 ,与 200μL 的 E. coli XL12Blue

MRF’cell (OD600 = 0. 5)在 37℃孵育 15min ,然后将其铺在

NZY平板上 ,测定文库的容量。

1. 6　cDNA文库的鉴定与扩增
HybriZAP22. 1载体不能通过蓝白斑筛选鉴定重组率 ,

以试剂盒说明书提供的 5’AD 和 3’AD 序列为引物 ,通过

PCR扩增单个噬菌斑检测插入外源 cDNA 片段的大小 ,并

确定重组率。扩增片段 > 237bp 说明有外源片段插入 ,从

原始包装物滴度测定平板上随机挑取 456 个噬菌斑进行

PCR扩增。原始文库的扩增、保存和滴度测定按说明书进

行。

1. 7　HybriZAP22. 1噬菌体文库的体外大量切割
利用 Exassist Helper phage对 cDNA文库重组噬菌体进

行体外切割 ,将切割后的形成的 phagemid 转染 E. coli

XLOLR菌扩增 ,形成 pAD2GAL422. 1 质粒文库 ,具体操作

按说明书进行。碱变性法抽提质粒 DNA [3 ]。

2　结果

2. 1　鲤外周血白细胞的分离
通过调整淋巴细胞分离液的比重 ,实验获得高纯度的

鲤外周血白细胞 ,能够满足文库构建的需要 ,经血球计数

板计数 ,用于总 RNA提取的细胞数为 2×108。

2. 2　鲤外周血白细胞总 RNA的提取和 mRNA的

分离
总 RNA产量为 216μg ,吸光度 A260/ 280 > 1. 8 ,表明所

提 RNA未有降解 ,纯度高。图 1为电泳图 ,可看到清晰的

28s、18s、和 5s条带。分离纯化的 mRNA的产量为 6. 75μg ,

收率为 3. 12 % ,其吸光度 A260/ 280 > 1. 85 ,图 2 为 mRNA

电泳结果 ,用于 cDNA合成的 mRNA为 5μg。

图 1　总 RNA 1 %琼脂糖凝胶电泳结果

Fig. 1　Electrophoresis of total RNA isolated

from the normal carp PBL

1 :总 RNA ; M :DL15000分子量标准

Lane l :total RNAs ; M :DL15000 marker

2. 3　cDNA文库的质量鉴定
经不同稀释度包装物转染 E. coli XL12Blue MRF′cell ,

进行滴度测定 ,计算噬斑数 ,按公式库容量 =噬斑数×稀

释倍数×包装反应总体积 ,计算文库容量为 5. 79 ×106 个

重组子 ,经 PCR鉴定 cDNA插入片段大小介于 0. 4×103～

3. 0×103bp ,图 3为部分 PCR实验的结果 ,312个克隆插入

片段统计结果见表 1 ,以 PCR扩增片段 < 237bp 为空载体

计算文库重组率为 99. 4 %。经扩增后文库滴度为 4. 22 ×

109pfu. mL - 1。
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图 2　mRNA 1 %琼脂糖凝胶电泳结果

Fig. 2　Electrophoresis of isolated mRNA

M :DL15000分子量标准 ;1 :mRNA

M :DL15000 marker ; Lane l :mRNA isolated

2. 4　HybriZAP22. 1噬菌体文库的体外大量切割
取扩增文库 85μL进行体外切割 ,约含 3. 6 ×108 个重

组子 ,切割后 phagemid量为 2. 0×108 ,切割效率为79. 4 %。

经抽提质粒获得质粒 DNA约 1. 5mg。

3　讨论

获得足够数量、纯度高的鱼类白细胞是鱼类免疫研究

的基本条件 ,国外学者[4 ,5 ]在上世纪 80年代就开始从事鱼

类淋巴细胞的分离研究 ,本实验研究显示比重为 1. 085淋

巴细胞分离液可有效地分离鱼类外周血白细胞。对分离

层中的细胞进行镜检 ,发现淋巴细胞约占 75 %～95 % ,另

有 5 %～25 %为单核细胞 ,这与有关报道相一致[6 ]。镜检

白细胞纯度高 ,血球计数板计数结果白细胞密度也能够满

足 cDNA文库构建的需要。

表 1　cDNA插入片段大小与重组率统计结果

Tab. 1　Percentage of vectors with various size cDNA inserts

片段大小
size of inserts

> 2kb 1～2kb 0. 75～1kb 0. 5～0. 75kb 0. 25～0. 5kb < 0. 25kb

克隆数量
number of clones

72 170 46 21 1 2

百分率 ( %)

percentage
23. 07 54. 5 14. 7 6. 73 0. 32 0. 64

图 3　PCR鉴定文库插入片段大小和重组率图谱 ,1 %琼脂糖凝胶电泳结果

Fig. 3　PCR analysis of the size of cDNA inserts and the percentage of vectors with inserts

1 :DL2000分子量标准 ;2 - 24 :分别为随机挑选原始文库的不同单个噬菌斑 PCR扩增结果

Lane l :DL2000 marker ; Lane 2 - 24 :various clones picked randomly from the primary cDNA library

　　采用分子克隆技术 ,构建 cDNA 文库 ,然后用适当的

方法从中筛选目的基因 ,是获取新基因的重要手段 , cDNA

文库也是分离已知基因和揭示一些特定因素对基因表达

影响的基础。目前 ,鱼类分子免疫学研究相对薄弱 ,也是

国内外相关领域的研究热点 ,国外已有鱼类外周血白细胞

cDNA文库[7 ,8 ]、头肾白细胞和巨噬细胞 cDNA文库 [9 ,10 ]构

建和一些细胞因子基因、抗原受体基因、及一些鱼类补体

基因筛选和克隆的报道 ,但不够系统 ,国内尚未见鱼类白

细胞 cDNA文库构建的报道。为探讨鱼类免疫的信号传

导、分子免疫机制 ,我们以国内重要的淡水养殖鱼类鲤为

研究对象 ,构建了其外周血白细胞 cDNA 文库。一般来

说 ,原始文库的库容量大于 106 数量级基本可以包含该组

织表达的完整 mRNA 信息 ,我们构建的鲤外周血白细胞

cDA文库库容量为 5. 79×106 ,经鉴定其重组率 99. 4 % ,插

入片段大小也非常理想 ,说明得到的文库是高质量的 ,完

全可以用于下一步的研究。

在 cDNA文库构建中 ,载体的选择有多种 ,噬菌体载

体是公认的文库构建经典载体 ,有着其它载体无可比拟的

优点。随着分子克隆技术的不断发展 ,适应不同目的的商

品化的噬菌体载体层出不穷 , HybriZAP22. 1噬菌体载体是

Stratagene公司的产品 ,它可以利用酵母双杂交技术筛选

与特定蛋白相互作用的蛋白分子 ,通过筛选体外大量切割
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后的质粒文库 ,可以得到编码该蛋白分子的 cDNA 克隆。

本实验获得的 HybriZAP22. 1 噬菌体 cDNA 文库和切割后

的 pAD2GAL422. 1质粒文库为下一步筛选鱼类免疫应答

相关基因和研究免疫应答的信号传递奠定了良好的基础。
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