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摘要：以细菌攻毒的真鲷鳃组织为材料，分离出 %678，合成双链后，回收 %"" - , """ 9: 1;78片段，构建了

!./0表达型 1;78文库。初级文库的容量为 ! .’% 1 !"%个重组子，扩增文库的滴度达到 ! 1 !") :<-·%=# !，随机

挑选噬菌斑的插入片断在 %"" - &""" 9:之间。以 >/:1’0’)特异性引物做 ?@6扩增文库，获得了 >/:1’0’)抗菌肽
基因 1;78序列，证明所建立的文库可用于免疫相关基因的筛选。本文库可作为筛选真鲷免疫相关基因的重
要资源。
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真鲷（>*&,?9 4*@#,）是我国重要的海水鱼类
养殖对象。与其它经济鱼类一样，随着养殖密度

的增大，养殖环境的恶化，病害不断暴发。目前养

殖业经常使用抗生素等化学类药物预防疾病，虽

然能起到控制病害的作用，但所带来的的抗生素

污染，已严重影响到我国水产品的正常出口贸
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易［!，"］。因此，探索免疫防治措施，提高养殖产品

的质量安全，对我国水产养殖业的健康发展至关

重要。

鱼类在与外界环境微生物相互作用的过程

中，主要是靠其免疫系统来抵御外来病原生物的

侵害，通过非特异性和特异性的免疫防御机制来

维持机体内环境的稳定［#］。而鳃作为硬骨鱼重要

的黏膜淋巴组织，其上皮组织富含丰富的淋巴细

胞、巨噬细胞和粒细胞，并且其黏液层中的非特异

性免疫成分可直接与外部环境接触从而形成了抵

御病原菌的先天性屏障［$］。因此，构建真鲷鳃组

织 !"#$文库，可作为筛选真鲷免疫相关基因的
重要资源。而对真鲷免疫机理的研究将有助于提

高病害的免疫防治手段。

本实验室前期研究工作中，曾设计特异性引

物从细菌感染的真鲷鳃和肝脏 %#$ 扩增出
&’(!)*)+基因（,’+-.+/ $0%%&#’#、$0(()%!&）［(］，
实验中利用 &’(!)*)+ 基因的特异性引物，对构建
的 !"#$文库进行扩增，验证了文库的有效性。

! 材料与方法

! 1! 材料
动物组织的采集 真鲷幼鱼（体重 23 4 53

6）购自厦门市同安区养殖鱼排，在实验室暂养 7 *
后，选择活力旺盛的幼鱼用浓度为 2 4 238 (9:·
;<= 2 细 菌 混 合 物：包 括 金 色 葡 萄 球 菌

（ !"#$%&’()())*+ #*,-*+）、大 肠 杆 菌（ .+)%-,/)%/#
)(’/）、副溶血弧菌（0/1,/( $#,#%#-2-(’&"/)*+）和溶壁
微球菌（3/),()())*+ ’&+(4-/5"/)*+）浸泡感染；感染后
的幼鱼饲养 5> &后取鳃组织样品，立即放入液氮
中速冻，之后存于 = 83 ?保存。
主要试剂 @%ABC<试剂盒购自 A+D)EFG6’+

公司；HGIJ$@F.!E ;%#$ AKGI.E)G+ KJKE’;K 购自
HFG;’6. 公 司；L).M:)!/ 6’I NOEF.!E)G+ P)E 为
LA$,N#产品；!"#$、B$HQ!"#$ 合成试剂盒和
B$HQ!"#$ ,)6.(.!/! ,GI* NOEF.!E购自 REF.E.6’+’
公司。@S、@7、R2和 $2寡核苷酸引物由上海生工
合成。

! 1" 方法
总 %#$提取和 HGIJ（$）;%#$分离 取

真鲷幼鱼的鳃组织 2 1 T 6，放于液氮中研磨成粉
末，加入 2T ;< @F)UGI溶液，按照试剂盒操作说明
提取总 %#$；取少量提取液进行琼脂糖凝胶电泳

检测 %#$的质量，紫外检测 %#$的纯度及浓度。
之后用 CI)6G（*@）纯化 2 4 T ;6总 %#$，按照试剂
盒操作说明纯化出 ;%#$，紫外检测 %#$的纯度
及浓度。

!"#$的合成及双链 !"#$末端的补平
取 T!6 ;%#$溶于 5T!< "NHV处理水中，按照
试剂盒说明书操作步骤完成一链和二链的合成反

应。在第二链反应物中依次加入 *#@H混合物和
高保真 "#$ 聚合酶，S5 ?孵育 73 ;)+，以补平
!"#$末端。反应后用酚 W氯仿 W异戊醇（5TX5>X2）
抽提 !"#$，转移上层水相，加入 2 W 23 体积的 7
;GI·<= 2乙酸钠（(Y T1 5），二倍体积的无水乙醇，
= 53 ?沉淀过夜。

.)(%AQ.*.(EGF的连接及末端的磷酸化反应
用 Z!< .)(%AQ.*.(EGF溶液重悬 !"#$沉淀，加入
连接酶缓冲液，"Q三磷酸腺苷（"Q$@H）和 @> "#$
连接酶，8 ?孵育过夜进行连接反应；酶灭活后，
加入 @>多核苷酸激酶等组分，将接头末端磷酸
化。

6%(A酶消化和 !"#$ 的纯化回收 在前

步反应液中加入 6%(A酶切反应缓冲液和 6%(A内
切酶（>3 [·!<

= 2），7S ?孵育 2 1 T &进行酶切反
应。之后加入无水乙醇，= 53 ?沉淀过夜。> ?
下 2> 333 6离心 2 &收集沉淀，溶解于 2>!< 2 \
R@N缓冲液中。经过 2]琼脂糖凝胶电泳后，切
下含 T33 4 > 333 ^( !"#$片段的凝胶，按照凝胶
回收试剂盒操作步骤回收双链 !"#$，洗脱出的
!"#$溶液加入 2 W 23 体积的 7 ;GI·<= 2乙酸钠

（(Y T15），5倍体积预冷的无水乙醇，= 53 ?沉淀
过夜后，溶解于 8!<无菌水。取 2!< 用于定量
电泳，以 73、_3、233 +6·!<

= 2的#*+, 作定量标
准。

!"#$片段的连接和体外包装 取纯化回

收的 !"#$（约 233 +6）与 B$H NO(F’KK D’!EGF（2!6）
25 ?连接过夜。次日取连接反应液 7!<，加入到
,)6.(.!/! ,GI* NOEF.!E中进行体外包装，具体操
作按说明书进行（REF.E.6’+’公司）。

!"#$文库的鉴定及扩增 （2）!"#$ 初
级文库容量的测定：取 2!<包装好的反应液加入
到 533!<经过 ‘6RC>处理的对数生长期的 a<2Q
-I:’ ‘%b’宿主细胞中，7S ?吸附 2T ;)+后，加入
7 ;< #B0顶层琼脂，2T!< 31 T ;GI·<= 2 AH@,，T3

!< 5T]（; W c）aQ6.I，混匀后铺到 #B0琼脂平板，
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!" #倒置培养过夜，第二天计算平板上的清亮噬
菌斑。（$）%&’(文库的扩增和滴度的测定：文库
容量测定后，按照每个平板 ) * +,- ./0，将噬菌体
%&’(包装反应物铺 ’12 琼脂平板扩增；收集
34缓冲液洗脱的噬菌体，加 )5（6 7 6）氯仿离
心，收集上清。加入 "5（6 7 6）&438于 9 :, #
保存。取扩增文库 +,!;，按梯度稀释后铺 ’12
琼脂平板，以测定扩增后文库的滴度。（!）%&’(
文库插入片断的随机测定：在测定初级文库容量

的平板上，随机挑取 " 个白色清亮噬菌斑，在
<=(>>?>@辅助噬菌体和 4A38-处理的对数生长期
的 B;+ 9 CD0E 4FG’宿主细胞存在下体内切割噬
菌体，获得单个重组噬菌粒（.HIAEJ?K）。以此为
模板，用 L"和 L!引物进行 MNF扩增，反应循环
为 O- #变性 ) J?P；O- # -, >、)) # Q, >、"$ # $
J?P，!,个循环；"$ #延伸 +, J?P。MNF反应产物
于 +5（J 7 6）琼脂糖凝胶进行电泳检测。

RE.%?K?P基因扩增及序列测定 用 34缓
冲液将扩增文库做 +,,、+,9 +、+,9 $和 +,9 !倍稀释，

以 $!; 各梯度稀释文库为模板，以 3+（)’NS(
(SN (SL N(( (NN NLN NL( (S( LS !’）和 (+
（)’S(( NNL SN( SN( S(N (NN (N( LNN S
!’）为引物，做 MNF扩增。反应循环为 O- #变性
) J?P；O- # !, >、)" # !, >、"$ # + J?P，!,个循
环；"$ #延伸 ) J?P。MNF反应产物于 + T )5（J 7

6）琼脂糖凝胶进行电泳检测。切取特异性扩增
条带，连接入 .4&+: 9 L载体后送 UPV?@WXAEP公司
测序。

$ 结果与分析

! "# 总 $%&提取和 ’()*（&）+$%&分离
取 !!;总 F’(提取液进行 +5琼脂糖凝胶

电泳（图 +），从阴极到阳极依次呈现 !条带，分别
为 $:3、+:3和 )3 WF’(，这证明提取的总 F’(完
整。同时利用紫外分光光度计测定总 F’(在 $Q,
PJ和 $:, PJ的 8&值（表 +），证明 F’(纯度也
符合建库要求。

表 # 紫外分光光度计测定 $%&的纯度和浓度值
,-."# ,/0 12-)34* -56 7(570548-43(5 (9 $%& -56 +$%&

稀释倍数
K?D0EP@ /XDK

浓度
（!A·!;

9 +）
%XP%EP@WI@?XP

8&$Q, 7 $:, 总质量AWX>> JI>>

F’( ), !$T$ $ T,, + TQ+ JA
JF’( $T$) ! T- $ T+$ " TQ)!A

! "! 消化后的双链 :%&
+5琼脂糖凝胶电泳（图 $）显示，合成的

%&’(大小主要集中在 + Y $ Z[，长度分布范围至
Q ,,, [.；由于酶切后产生的小片断核酸较多，因
此在小于 +,, [. 处也出现明显的亮块。经过选
择长度切胶回收，可以除去较小片断及较大片断

的核酸，使之后的连接反应效率得到保证。

图 + 真鲷鳃组织总 F’(的 +5琼脂糖凝胶电泳
G?AT+ +5 SED EDE%@WX.HXWE>?> X/ @X@ID F’(

/WXJ A?DD> X/ @HE WEK >EI[WEIJ

图 $ 双链 &’(的 +5琼脂糖凝胶电泳
G?AT$ +5 SED EDE%@WX.HXWE>?> X/ %&’(

+：%&’(；$：&;+),,, 4IWZEW；!：&;$,,, 4IWZEW

! T; 文库滴度和容量的测定
+!;初级文库产生 !),个噬菌斑，+个蓝斑，

文库滴度为：!), * +,,, \ !T ) * +,)./0·J;9 +；文

库容量为：! T) * +,) * , T ) \ + T ") * +,)；重组率
为：+ 9 + 7 !), \ OOT "5。-次 +,倍稀释的 +!;

扩增文库产生约 +,, 个噬菌斑，所以扩增文库的
滴度约为 + * +,O ./0·J;9 +。

! "< 7:%&文库插入片断的随机测定
用 L!和 L" 引物 MNF扩增从初级文库随机

挑选的 "个重组噬菌粒，+5琼脂糖凝胶电泳得到

!"#$期 杨 明等：真鲷鳃组织 %&’(文库的构建与 )*+%,-,.抗菌肽基因序列的扩增



大小 !"" # $ """ %&的单一明亮条带（图 ’）。
! "# $%&’()(*基因的扩增及序列分析
从梯度稀释的扩增文库中都扩增到了单一条

带（图 (）。经过测序，证明为 $)* %&的 +,&-./.0片
断，编码 ))个氨基酸，分析可知该序列由信号肽、
前域和成熟肽三部分组成（图 !）。经 1234
（+55&：6 6 7778 0-%. 8 09:8 0.+ 8 ;<=）3>?@A在线软件
分析，此次获得的 -B1?序列与本实验室报道的

从真鲷［!］和花鲈（ !"#$%&"’(") *"+%,-./0）［C］中分离
到的 +,&-./.0序列具有较高的一致度。将推导出
的氨基酸序列与部分已知鱼类的 +,&-./.0氨基酸
序列进行比对（图 C），结果显示，在 2端 +,&-./.0
的 )个半胱氨酸保守位点，所有分析的序列具有
完全的一致性，而 1端信号肽区域的相似性也较
高，特别是从真鲷中发现的四条 +,&-./.0，其信号
肽序列完全一致。

图 ’ 用 A’和 A*引物扩增随机
挑选的噬菌斑的 D2E产物电泳

F.;8’ G,9 ,9,-5H<&+<H,I.I <J D2E &H</K-5I JH<:
I,=,0 HL0/<: &.-M,/ H,-<:%.0L05 &+L;,:./I

N O ’，! O *：D2E &H</K-5 <J &+L;,:./；(：B>$""" PLHM,H

图 ( 文库扩增 +,&-./.0电泳图
F.;8( G,9 ,9,-5H<&+<H,I.I <J

D2E &H</K-5I JH<: -B1? 9.%HLHQ
N：B>$""" PLHM,H；$ O !：D2E &H</K-5 <J N""，

N" O N，N" O $ L0/ N" O ’ /.9K5.<0I <J 5+, -B1? 9.%HLHQ

图 ! R,&-./.0序列分析（G,0%L0M L--,II.<0 0K:%,H 为 ?S!*($$"）
F.;8! @,TK,0-, L0L9QI.I <J +,&-./.0 JH<: ;.99I’-B1? 9.%HLHQ

图中大写字母代表编码区；阴影部分标出氨基酸序列；星号显示起始密码子；横箭头标出引物位置；竖箭头标出预测的信号肽切割位点

2</.0; I,TK,0-, .I .0/.-L5,/ .0 K&&,H -LI, 9,55,HI L0/ L /,/K-,/ L:.0< L-./ I,TK,0-, .I I+<70 %Q I+L/<7 %,9<7 5+, 0K-9,<5./, I,TK,0-,8 A+, I5LH5

-</<0 .I :LHM,/ %Q“!”8 DH.:,H %.0/.0; I.5,I LH, I+<70 7.5+ +<H.U<05L9 LHH<7I（!’5< ’’）8 A+, &H,/.-5,/ &<I.5.<0 <J -9,L=L;, I.5, J<H I.;0L9 &,&5./,

.I I+<70 %Q =,H5.-L9 LHH<7
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! 讨论

作为构建 "#$% 文库的起始材料，分离到
&’$%的质量对于文库构建至关重要。在本次实
验中采用两步法，先分离得到鳃组织总 ’$%，然
后应用生物素化 ()*+,（-.）进一步纯化 &’$%，既
保证了 &’$%的产量，也保证了质量，从而为成
功构建 "#$%文库做好准备。另外，本次实验采
用琼脂糖凝胶回收的方法对合成的双链 "#$%进
行了长度选择，同时去除了酶切后的衔接头片断，

保证了与!!"#载体连接的效率，也增加了文库
中有意重组子的比例，为以后的文库筛选工作提

供方便。

由于不同组织中基因的表达具有差异性，

"#$%文库具有组织特异性。殷志新等［/］和卢强
等［0］通过建立鱼类白细胞的 "#$%文库来筛选免
疫应答相关基因，在本实验取鳃组织，采用细菌浸

泡感染，试图刺激机体黏膜免疫反应，使免疫相关

基因的表达量增加。在杂交斑纹鲈（!"#"$%
&’#()"*)）1（! + ),-,./0/)）［2］和真鲷［34］的研究中就
曾发现 567"*-*8抗菌肽基因在细菌感染后表达量
增加，而在本实验中应用 567"*-*8 基因的特异引
物进行 9:’，与直接扩增鳃组织 ’$%结果一致，
也同样从鳃组织构建的 "#$% 文库中扩增出了
567"*-*8基因片断，说明该文库中包含 567"*-*8的
克隆子，这为今后筛选 567"*-*8 基因的不同变体
奠定了基础，同时也为筛选真鲷其它免疫相关基

因提供了重要资源。

图 ; <67"*-*8氨基酸序列与其它已知部分鱼类 567"*-*8氨基酸序列的比对
=*+>; %)*+8&68? ,@ A&*8, A"*- B6CD68"6B ,@ 567"*-*8 @E,& +*))B’"#$% )*FEAEG H*?5 ,?56E I8,H8 @*B5 567"*-*8B

“!”标出具有完全一致的氨基酸位置；“：”和“ >”标出具有相似性质的氨基酸的位置

‘!’J8-*"A?6B 7,B*?*,8B H5*"5 5AK6 A B*8+)6，@D))G ",8B6EK6- E6B*-D6；‘：’A8-‘ >’*8-*"A?6B B*&*)AE A&*8, A"*- E6B*-D6B；LH*BB9E,? ,E M68NA8I

A""6BB*,8 8D&F6EB AE6：%%L;;!4O @,E E6- B6AFE6A& )*K6E（9&PQ），%%R340S2 @,E E6- B6AFE6A& +*))（9&PM3），%%’T04/; @,E E6- B6AFE6A& L7)668
（9&PL），%%L/234S @,E E6- B6AFE6A& +*))B’"#$% )*FEAEG（9&PMT），90T2O3 @,E H5*?6 FABB，%U33!/40 @,E ?DEF,?，%%.423!0 @,E VA7A8 B6A FABB（QWP

<67"T），%X43!4T; @,E &D- BD"I6E，%X/0!0TS @,E H*8?6E @),D8-6E，%R3/02;; @,E &6-AIA，%Y!;!SOS @,E Z6FEA@*B5，A8- NJS;0323 @,E %?)A8?*"

BA)&,8

$%&’期 杨 明等：真鲷鳃组织 ()*"文库的构建与 +,-(./.0抗菌肽基因序列的扩增
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《中国学术期刊文摘》分中文版（简称 2FV2）和英文版（简称 2FV4）两种，各自收录了我国高水
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科研成果与进展。

作为综合性科技类检索刊物，《中国学术期刊文摘》致力于将我国科学技术各领域的原创性学

术成果全面、快速地向科技工作者交流、传播，其中 2FV4是我国第一份综合性英文版科技类学术
检索刊物。

《中国学术期刊文摘》由中国科学技术协会主管，科技导报社主办并负责编辑、出版、发行，对科

研单位、高等院校、图书馆以及广大科技工作者检索和了解我国的科技研究成果、学术研究动向具

有重要的参考价值。

《中国学术期刊文摘（中文版）》刊号为 2U !! ( ,-+! \ U，GFFU !++- ( %$*,，*++)年为半月刊，大
!’开，国内定价 ,% "++元 \册，全年定价 $!*元，邮发代号：%* ( )+)。《中国学术期刊文摘（英文版）》
刊号为 2U !! ( -&!! \ U，GFFU !’), ( &+%&，*++)年改为月刊，大 !’开，国内定价 !- "++元 \册，全年定
价 !%+元，邮发代号：%+ ( &%)。
欢迎广大科技工作者、科研单位、高等院校、图书馆订阅。
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