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不同壳色皱纹盘鲍杂交家系 全长 文库的构建

刘 晓‘ ,

高其康“ ,

张国范‘

中国科学院海洋研究所
,

山东 青 岛 浙江大学分析测试中心
,

浙江 杭州

摘要 采用 日本岩手县的野生皱纹盘鲍
,

早 和 中国的人工选育红壳色皱纹盘鲍突变体
,

梦 的配 子
,

经人

工授精建立 了皱纹盘鲍杂交家系
。

取 , 家系 月龄 个体的软体部组织为材料
,

以 技术构

建了全长 文库
,

命名为 一 文库
。 一 未扩增文库的滴度 为 护

· 一 ’、

重组率为
,

插人片段均大于 饰
,

克隆的插人片段分布在 以卫〕一 之间 扩增后 的文库滴度为

护
· 一 ’。

表明 一 文库是一个高质量的 文库
,

可满足进行大规模 序列分析和特定发

育阶段相关基因的筛选等研究的需求
。
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吧

九

皱纹盘鲍 是我国黄

渤海区重要的海洋生物资源
,

也是我 国重要 的海

水养殖对象
,

养殖年产量达到 一 ,

并形

成巨大的产业
。

但到 目前为止
,

其所有养殖群体

主要来 自于野生亲体
,

因而产生了一系列 问题
,

如

病害发生频繁
、

生产周期长等
。

通过遗传改 良或

培育新品种以加快皱纹盘鲍 的生长速度
、

增强其

抗逆性势在必行
。

由于皱纹盘鲍等贝类 的移动性小
,

在长期 的

进化 中不同地理群体都积累了不 同程度 的变异
,

因此
,

在不同地理群体或亚种 间的杂交会产生不

同程度的杂种优势
。

年 以来
,

利用从 日韩等

国引进的皱纹盘鲍与我国当地黄渤海 区皱纹盘鲍

进行大规模生产性杂交制种
,

直接利用 , 代的杂

交优势
,

已在生产上取得较好 的成效 ‘〕。

但是
,

目

前国内外仅有用 分析方法对杂种优势的形

成机制进行了初步探讨
,

〕。

为了进一步研究生长和抗逆等性状的分子机

制及其与之相关的功能基因
,

建立不同组织
、

器官

和发育期的 文库非常重要
。

近年来我国科

学 家 相 继 构 建 了 大 鳞 大 麻 哈 鱼 材

人 艺尤李 入。 〔 〕
、

系银螂
,

和彩卿 。 硕 ’」
、

斜 带 石 斑 仰 人 。 。 。

由 〕
、

中 国 对 虾

口等水生动物的 文库
。

国外 已相继报道为克隆与生长相关的功能基

因而 构 建 的黑 唇 鲍 的 文

库 “〕,

为研究疵鲍 价 加 血蓝蛋 白的

结构和功能而构建的 文库〔 」及为克隆纤维

素酶基 因而构建的皱纹盘鲍肝胰腺组织 的

文库 ’ 。

目前国际
、

国内都还未见到有关采用具

有特殊性状优势的皱纹 盘鲍家 系作 为材料 构建

文库的报道
。

家系 几而 是经典遗传学和育种学研究 的

材料基础
。

自 年以来
,

中国科学院海洋研究

所及其合作单位
,

以来源于不 同地理群体的皱纹

盘鲍为亲本
,

分别在大连市水产研究所
、

青岛金壕

海洋科技发展有 限公 司
、

荣城西霞 口 海珍品养殖

场等地共成功培育皱纹盘鲍的家系 个
。

其中
,

年培育的 家系在低温条件下具有生 长

快
、

成活率高等特点
。

为研究皱纹盘鲍杂种优势

的分子机制和相关功能基 因
,

利用不 同的实验材

料构建了一系列的 文库
。

本文报道了采用

从 , 家系 , 个体的软体部组织分离的

构建的全长 。 文库
,

该文库被命名为皱纹盘

鲍 的 文 库
,

即 枷 入 一 ,

,

缩写为 一 文库
。

材料与方法

皱纹盘鲍家 系的培育

皱纹盘鲍的 家系建于 年 月 日
,

由来 自日本 岩手县 的野生个体 的卵子和来 自

中国种群的人工选育红壳色突变个体 的精子

经人工授精培育而成
。

种鲍经人工促熟有效积温

达 以 上
,

性腺发育成熟后备用
。

催产 时
,

在 ℃阴干 而 后
,

每个种鲍单独置于 个

的洁净容器 中
,

加人 预热至 ℃并经照射

剂量为
· 一 ‘

· 一 ‘的紫外线预处理海水
,

每 而 左右更换 次新鲜的紫外线照射海水
,

直至有足量 的配子排 出
。

将种鲍 排 出的卵子

分为 份
,

取适量种鲍 的精子对其中的 份卵

子进行人工授精
。

建立 家系 另外 份卵子

则用一个来 自 日本岩手县 的野生雄鲍 的精

子进行人工授精
,

培育半 同胞家系
。

受精卵

在 ℃新 鲜海 水 中孵 化
,

每 一 而 洗 卵

次
,

直至担抡幼虫从卵膜 内孵 出
。

尽可能多地选

出担抡幼虫
,

在 ℃新鲜海水 中培育至面盘幼虫

的初生壳完全长好
,

此后每 更换 ℃新鲜海

水 次
,

直至发育至后期面盘幼虫 阶段
。

当大部

分幼虫足发育完全后
,

用预先培育好 的底栖硅藻

板采苗
。

后期培育主要按文献 「 〕进行
。

实验 自

始至终在严格隔离 的条件下进行
,

避免家系间的

相互污染及外群对各家系的污染
。

取样前
,

该家

系一直在青岛金壕海洋科技发展有限公司鲍鱼育

苗室内培育
。



期 刘 晓等 不同壳色皱纹盘鲍杂交家系 全长 文库的构建

皱纹盘鲍组织样本的采集

年 月 日取 家 系不 同规格 的

个体共 枚用 于 文库构建
,

采样前 于

℃恒温条件下 流水培育 周
,

每 日投 喂人工配

合饵料
,

采样前 停止投 喂
。

取 的肌 肉组

织
,

及除肌 肉组织外 的软体部全部组织于液氮中

保存
。

总 和 、提取

样本在液氮中充分研磨后
,

将大约 的材

料转 移至 预冷 的无 菌 离心 管 中
,

加人

的 试剂 充分混匀
,

按试剂 盒提供 的方法 进行 总 提取
。

分离 采用 阮 公 司 的

试剂盒
,

操作方法见试剂盒说明
。

的合成和克隆

取 拌 约 魄 的 作 模 板
,

用 引

物
’ 一 仪汰

一 ’

和 引 物
、 ’ 一

一

一 一 ’

在 五 逆 转 录 酶 的

作用下合成第一链 。 再以 拼 第一链

为 模 板
,

用 引 物 和 引 物
’

一 ’

在
一 型 仪上进行扩增

,

合成第二链

条件 ℃
, ,

℃
, ,

共 循环
。

扩

增产物经过 酶切及 一 分

级分离后
,

取 拼 的 与 产 的 入

载体在连接酶的作用下于 ℃连接过夜
,

在连接

产物 中加人 拼 的包装蛋 白进行体外包装
,

所

得包装产物即为 的未扩增文库
。

按未扩增

文库的滴度
,

将未 扩增文库在 平板上用
一 宿主菌 中进行噬菌体文库扩增

,

并用噬菌

体缓冲液收集扩增的噬菌体
,

即为扩增文库
。

文库滴度和重组率测定

从 。 未扩增文库和扩增文库中分别取

此 进行如下稀释 加人噬菌体缓冲液 此
,

混

合均匀后各取
、 、

拌 ,

分别加人噬菌体缓 冲

液至 总体 积 拜 ,

成 为 稀 释倍数 分 别 为
、

护
、

护 的悬液
,

分别加人 拌 的宿主菌 大肠杆

菌 一 ,

混合均匀后铺于含 和 一

的平板上
,

培养过夜后分别统计噬菌斑 的个数及

蓝 白斑个数
,

按下列公式计算未扩增文库和扩增

文库的滴度及扩增文库的重组率仁‘“ 〕

文库滴度
· 一 ’ 噬菌斑数 稀释倍

数 转染 的噬菌体体积

重组率 白斑数 白斑数 蓝斑数

插入片段的 分析

从未扩增 文库 的 平板上 随机挑 取 个

克隆
,

分别加入到含 拜 噬菌体缓冲液的干净

离心管中
,

加氯仿 滴
,

置 ℃培育 后 于 ℃

保存备用
。

以这些克隆噬菌斑为模板
,

引物
’

一 一 ’

和 引 物
’ 一 一 ’

对插入

片段进行 扩增
,

以鉴定 。 插人片段 的长

度及分布情况
,

并按照 扩增结果计算未扩增

文库的重组率
。

结果

皱纹盘鲍家系子代总 和 的提取

从皱纹盘鲍 家系 软体部组织 中抽提

的总 的琼脂糖凝胶 电泳分析结果见图
,

总

在电泳图谱上 出现
、

和 等 条清

晰的 带
,

其 中 的 量 极 显 著 超 过

呈 弥 散 性 正 态 分 布
,

符合 常 规 的

电泳行为
。

图 皱纹盘鲍 家系 个体

总 和 川 的甲醛变性电泳

皿

泳道 总 泳道 旧
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合成和分级分离

采用 的 全长 合成技

术合成的皱纹盘鲍 , 双链 经 电泳检测
,

其片段长度分布在 至 之 间
,

主要集 中

在 一 图
。

中所示的第 至第 泳道所在的 级分
,

与 入 载体连接
、

包装
,

构建完成 一

未扩增文库
。

一 未扩增文库的滴度
、

重组

率和插入片段大小分析

将未扩增文库和扩增文库经系列浓度稀释后

铺 平板
,

检测结 果表 明未扩增 文库 的滴度为

护
· 一 ‘ ,

扩增文库的滴度为 护
一 ’ 蓝 白斑筛选结果 表 明

,

扩增 文库 的重

组率为
。

从 平板上随机挑取 个噬菌斑进行

鉴定 图
。

从其 中 个 克隆中成功获得 了插

人片段的 产物
,

由此计算 一 未

扩增文库的重组率为 此外
,

个 。

克隆的插人 片段大于 个克隆的插人 片

段约为 仅 个克隆的插入片段小于
,

插入片段为 左右
。

图 双链 片段分布的 琼脂糖凝胶电泳

泳道 标准分子量 泳道 双链

为提高克隆的有效率和克隆 。 的长度
,

采用了 的 护 一 柱对经

酶切的双链 。 进行分级分离
,

回收电泳图 图

讨论

滴 度
、

重 组 率 及 插 人 片 段 的 长 度 是 鉴 定

文库质量 的重要指标
。

一般来说
,

文库 的

滴度能达到 护
· 一 ‘即为有效 的文库

。

一 文库的滴度为 护
· 一 ‘ ,

文库的重组率为
,

插入片段均在 以

上
,

大多数 分布在 一 之 间
,

说明 一 文库无论从质量上
,

还是数

量上均符合建库要求
,

可满足进行大规模 序

列分析和特定时期相关基因筛选等研究的需要
。

图 双链 分级分离后的 琼脂糖凝胶电泳分析



期 刘 晓等 不同壳色皱纹盘鲍杂交家系 】 全长 文库的构建

一般认为
,

从组织 中分离 的总
,

只有 当

的量大于或等于 的量 的 倍

时
,

提取的 才符合文库构建 的需 要
,

否则表

明 在 提 取 过 程 中 发 生 了 降解
,

在 中 国 对

虾川
、

卿囚等水生动物组织 中提取的总 都符

合上述结果
。

值得注意 的是
,

从 的软体部组

织 中分离 的总
,

其 的量远远超过

的量 图
,

该结果 与常规报道 的结果

不同
。

我们在构建皱纹盘鲍胚胎
、

幼虫等其它文

库的过程中也都出现 了相似的情况 的

量超过 的量
,

并且该结果也与我们在

家蚕 ” 雌 蛾 性 附腺 组 织 仁‘“ 」及 蜜 蜂

助 头部组织等节肢动物 中的总 电

泳结果 相 同 但 是我们采 用 同样 的方法 从 茶 树
, 叶 片 中提 取 的 总 则

含量低 于
,

与常规 报道 的结果一

致
,

上 述 结果表 明
,

总 中 和

比例关系可能取决于实验材料本身的特性
,

而与我们采用的 提取方法无关
。

在蛋 白质 翻译启动过 程 中
,

是 与

小亚基结合
,

而不与 大亚基结合 ‘ 〕。

由于

小亚基是 由 组成
,

故我们推测
,

在一定

程度上
,

的量与 小亚基 的量成正 比例

关系
。

这表 明 含量较高可能预示着组

织 中 水平较高
、

基因表达活跃
。

离体组织 中 降解速度很快
,

因此在构建

文库 时要尽 可 能地缩短组织 的离体 时 间
,

最好是从活体材料 直接提取
。

若客观条件

不允许
,

则可将组织置于液氮中
,

运 回实验室进行

提取或置于 一 ℃保存
,

本研究证 明这一方法切

实可 行
,

能保证 不 被 降解
,

从 而保证 所 建

文库 的完整性
。

当然保证 提取 过程

中所有的试剂
、

器皿都进行焦碳酸二 乙醋

处理以充分抑制 的活性
,

也是保证 不

被降解 的关键
。

图 一 未扩增文库插人片段的 鉴定

一

在皱纹盘鲍 家系的培育过程 中得到青岛金流

海洋科技发展有限公 司的 支持
,

谨此表示感谢
。

〔
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