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刺参管足SMART cDNA文库构建及EST分析

李栋 常亚青王玉丹 丁君
(大连海洋大学农业部海洋水产增养殖学重点开放实验室，大连11602，)

摘要：咀大连广鹿岛野生刺参的管芷mRNA为材料，利用sMART cDNA cons咖cti佣Kit曲建了表达型cDNA文库。

和始文库的滴度为1．3 x 10‘PFu／ⅢL，蓝白斑估测量姐丰合格。扩增后蓰弭96 mL文库，滴度为l_8 x lO”PFu／ⅢL，从扩增文

库中随机托取2∞十噬茵斑进行PcR检测，电泳检洲姥果袁明重组丰大于90％．片段大小在O．25·2．O kb之问的插八片段占

80．4％，文库椅建成功。随机选择122十噬茴斑转化为质拉pT打plE也并洲序，潮序成功率83．6％，鞋件处理后100 bp以上的

cle蛐EsTB有72紊，懑通的为65务．占成功测序样品的63．7％。72夺序列经S。qMan软件拼接．获得48紊c叩6∥8in5Ieto腿．

在践BIBn比时发现其中26书真有同潭序列井获得注释，另外20条可能为新基目，其功能扣结构有待进一步利用生物信息学

的方法进行分析和研究。
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刺参(却mt￡吨叩"l血Pon证∞)具有较高的营养和

药用价值，是我国北方重要的养殖簿珍品；而且刺参

进化地位独特，具有夏眠、排脏再生等独特的生命现

象，国内外学者对剌参的生态、生理及生物学等进行

了大量研究⋯。管足是刺参主要的运动器官．剌参

的神经系统和水管系统都经分支而向管足延伸，同

时管足可以进行气体交换，具有辅助呼吸的功

能”’“。在生产上，刺参管足的吸附能力被作为反

应参体健康状况，评定刺参等级优劣的重要指标。

构建cDNA文库是研究生物体功能基因组的重

要技术手段。尤其全长cDNA文库的构建可以高效、

大规模获得基因序列，并且序列大多数包括3’和5’

端的非编码区，对基因组庞大和尚未获得全基因组

序列的物种而言，是进行基因组研究的一条重要途

径。在刺参遗传背景并不完全清楚情况下，科研人

员积极开展了刺参cDNA文库的构建工作，推动了
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刺参功能组学的研究进展。陈璐等”1利用xTdp，

JE趋载体构建了刺参肌肉组织的cDNA文库。周遵

春等”3构建了刺参体壁、肠和呼吸树全长cDNA文

库并进行了大规模测序和数据初步分析。郑法

新⋯、Rojas—c8^ageM和Ortiz．Pineda等㈤’1构建了

海参肠组织及再生肠组织的cDNA文库并对可能与

再生相关的基因进行了筛选，而Rmf『enG6mez

等¨1则利用海参舶zn如H血gz口k丌讥D cDNA文库对
可能与免疫相关的基因进行了发掘。

本研究以野外采捕健康刺参的管足为试验材

料。构建表达型sMART cDNA文库，随机挑选重组

克隆进行测序并对获得的EsT序列进行拼接、比对

和分析，以期为对这一重要器官的基因表达进行

探索。

l材料与方法

1．1材料

1．1，l材料来源刺参lO头，取自大连广鹿岛海

域，平均体重430 g，暂养于大连海洋大学农业部海

洋水产增养殖学重点开放实验室。暂养条件：水温

18～20℃，盐度30‰，隔日换水100％，24 h充气，投

喂刺参配合饲料。

1．1．2 主要试剂 RNA提取RNAis(．Plu8及DNA／

RNA mark盱为TaKaRa公司产品，mRNA分离试剂

盒Oh90tex mRNA Mini K如为Qiagen公司产品，文

库构建及PcR检测试剂盒sMARTⅢcDNA Library

CoⅡstmct K矗和AdvantageⅢcDNA PCR Kit为Clon-

tech公司产品，文库噬苗体包装蛋白MnPlax“

L丑mbda P们kaging Extract8为Epicent陀公司产品，质

粒提取使用天根质粒小提试剂盒。其他常用药品均

为上海生工分析纯试剂。

1．2方法

1．2．1 总RNA提取、mRNA分离及浓缩 从活体

海参上剪取海参管足，用滤纸吸干海水，液氮速冻并

研成粉状，加入适量RNAiso Plu8提取总RNA。琼

脂糖电泳检测．紫外分光光度计扫描，计算浓度。用

0ligotex mRNA MiIli Kif分离mRNA。紫外分光光度

计扫描，计算浓度。用NH．Ac-乙醇沉淀法浓缩。

1．2．2 cDNA文库的构建及扩增 以sMART IV

Oligonuclcotide及cDS III／3’PcR Primer为引物合成

5’端完整的单链cDN^。以5’PcR Primer和cDs

IlI／3’PcR Pnmer为引物，确定最佳循环数后在Ad-

v8nta舻2 PcR Kit作用下PcR反应合成cDNA第2

链，并取5 uL凝胶电泳检测。双链cDNA经蛋白K

消化、S^I酶切及片段分级分离和纯化后，连接到^

T^plEx2载体上。连接产物由MaxPi强Lambda

Packaging Extract进行噬菌体包装，形成初始文库。

检测初始文库滴度，蓝自斑估测重纽率。质量

合格后，将文库与感受态E．∞“xL．Blue和1 x x稀

释缓冲液混匀，37℃培养15 min后加入LB／MgsO．

表层琼脂，倒在37℃预热的LB／MgSO。平板上，使均

匀分布。37℃培养，到噬菌斑开始互相接触为止，向

每个平板加入12 mL 1×x稀释缓冲液，4℃过夜．收

集合并缓冲液形成扩增文库。检测文库滴度，PcR

检测重组率，加入7％的DMsO，混匀后放人冰箱一

80℃保存。

】．2．3 cDN^文库的质量鉴定 文库滴度检测：1

“L噬菌体10倍稀释液加到200¨L感受态xL-

Blue居，co“菌液中，37℃，10一15 min，噬菌体吸

收。加人2 mL熔化的的表层琼脂混匀，倾倒在

37℃预热的LB／Mgs0。平板上，37℃培养6一18 h，

计数噬菌斑。

文库滴度(PFu／mL)：透明噬斑数×稀释倍

数×10’／铺平板的稀释噬菌体的体积(“L)；库窖量

=库包装体积×滴度”’。

cDNA文库重组率测定：随机挑取分离好的噬

菌斑到100曲1×X稀释缓冲液中，4℃过夜。分别

取5“L作为模板，用试剂盒说明书中提供的引物和

条件进行PcR扩增。1％琼脂糖凝胶电泳检测插入

片段的大小，计算重组率。

1．2．4噬菌体的质粒化及质粒提取挑分离好的

单斑到350 uL 1 x x稀释缓冲液中。涡旋，4℃过夜

溶解。在无菌小管内加入200 HL感受态E．∞“

BM25．8，150 uL噬菌斑溶解液，31℃，静置30 min。

加人400¨L LB培养基，31℃，225 r／min，60 min。

取10 nL涂布LB／carbenicd“n平板，3l℃培养。每

个平板挑取几个分离好的单苗落为模板PcR检测，

用天根质粒小提试剂盒提取含有插入片段的质粒。

质粒样品一20qc暂存，送上海生工用T7测序，

根据测序结果对部分质粒反向测序。

1．2．5 EsT序列分析首先根据Bi∞dt软件及人
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工鉴别击除信号模糊和长度小于150 bp的低质量

EsT序列，用vecscreen在线载体序列比对工具寻

找并去除捕入片段两端的载体序列及poly．A尾，将

获得的clean EsTs序列提交国际生物技术信息中心

(NcBI)。利用seqMan软件进行拼接，获得重叠群

(cont培s)或单一的EsT序列(si“gletons)，利用在线

核苷酸序列比对程序Blastn、Blastx对NucIeotide

collection(nr／n【)、Non-human， non-mouse ESTs(est

others)和Non-reduntan‘protein s8quences(nr)数据

库进行同源搜索。参数设置为默认。根据比对结

果，对ESTs进行功能注释。对没有显著同源性的序

列进行开放阅读框和蛋白结构域的查找。

2结果

2 1 总RNA、mRNA质量鉴定

总RNA甲醛变性琼脂糖电泳检测，条带清晰，

28s条带亮度约为18s的2倍，表明完整且无污染

(图1)。浓缩mRNA紫外扫描曲线特征明显，

OD：。／0D：。。在2．0以上，表明纯度很高，mRNA计算

浓度为O 4¨g／¨L(图2)。起始材料满足cDNA文

库构建的要求。

bp

2000

1000
750
500

250
100

28S
18S

5S

M DL2000；l一10刺参管足总R～A

图l 刺参管足总RNA甲醛变性琼脂糖凝胶电泳

围2刺参管足mRNA紫外扫描曲线

2．2双链cDNA质量鉴定

琼脂糖电泳检测表明双链cDNA主要分布于

0．3—6 kb(图3)，蛋白酶K消化，s矿I酶切后片段

分级分离，收集到16个离心管内。电泳检测，其

中第7—10管分布于500 bp以上。合并后加入醋

酸钠、糖原、乙醇，过夜沉淀，加7“L去离子水

溶解。

bp

9416
4316
2322

5“

M1 l M2

M1^一Ⅳl州IIl d·ge8I DNA Marke‘；M2 WIde Ra”胪DN^

Marker(J000—6000 bp)；l刺考管足ds—cDN^

图3刺参管足双链cDNA 1％琼脂糖凝胶电泳

2．3 cDNA文库质量鉴定

经鉴定，初始文库滴度为1．3×106PFu／mL，库

容量为7 2×10’。库容量扩增后文库96 mL，滴度

为1．8×lO”PFu／mL。挑取200个噬菌斑单斑作为

模板，Pcl{结果表明重组率大于90％，片段大小在

0 25—2．0 kb之问的插入片段占80 4％，片段主要

集中在0．3一1．8 kb(图4)。各方面指标达到文库

构建的要求。

bp

2000

1000
750
500
250
100

M DL 2000⋯ker：l一10插入片段PcR产物检测

雷4文库插入片段PcR检测

2．4随机质粒化及测序

文库侵染宿主菌E．c0“XLl—Blue，培养形成噬

菌斑，采用随机选择的方法挑取噬菌斑并化为质粒

pTripIEx2，挑取宿主E co“BM25．8单菌落进行

PcR检测，将包含0．25—2 O kb插入片段的122个

菌落进行质粒提取并测序，测序成功102个，成功率

为83．6％。

2 5 EsT序列分析

随机挑取噬菌斑并转化为质粒pTiplEx2，根据

菌落PcR结果选择插入条带在250 bp以上的菌落
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培养并提取质粒。先后将112个质粒样品送上海生

物工程有限公司用T7引物物测序，根据测序结果对

需要反向测序的按照sMART eDNA文库构建试剂

盒体构引物序列进行反向测序，测序成功102条，测

序成功率83．6％。软件处理后100 bp以上的clen

EsTs有72条，提交到国际生物技术数据中心(Nc-

BI)．其GenBank登录号：Hs975108-Hs975179。检

测到5 7端载体序列，即测通的有65条，占成功测序

样品的63．7％。72条序列经seqM¨软件拼接，获

得48条conⅡ∥BingIeton8，将co“g／si“91et0Ⅱ统一看

作独立的转录本(tentative un蛔ue transcript，TuT)，

其表达丰度统计如表l所示。

利用在线B1ast程序寻找同源序列，b18stx认为

得分大于80，相似度大于35％的宇列相似性显

著．blastn得分大于150，E值小于一30认为高度

相似“⋯。

裹1捌参管足EST测序丰度统计

结果发现高度同源序列的有26条，与海参已知序列

同源的占61．5％，其中TUT7为刺参nad2基因、

TuT33为蒯参铁蛋白基因、TuT43为刺参室管膜相

关蛋白前体基因。部分获得注释的TuT8如表2所

示。未发现高度同源序列的有20条，可能为新基

因，其结构和功能有待进一步利用生物信息学的方

法进行分析和研究。

襄2部分刺参管足酷T序刊拼接后Blnst比对结果

3讨论

3．1 刺参管足sMART eDNA文库构建

构建表达文库的前提是获得高纯度、完整的

mRNA，而且为了尽可能避免LD·PcR合成双链cD-

NA时对基因表达丰度产生影响，这就要求起始mR-

NA的浓度应尽量高一些以保证PcR循环数较低。

前提则是总RNA的量要大，完整性要好，而对总RNA

的纯度要求不是特别高。本研究采用TrizoI法提

取总RNA，方法简便快捷，有效避免了RNA的降

解，另外，用RNA分离柱直接分离RNA避免了酚

氯仿抽提和乙醇沉淀，产物纯度较高、完整性好，

产量大，为mRNA的分离提供了保障。用OIigotex

mRNA Mini Kit分离mRNA，获得了高纯度的mR·

NA。经过沉淀法浓缩后mRNA浓度达到0．4 pg／pL，
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在LD—PcR法合成双链cDNA的过程中，最大限度

降低了循环数，降低了扩增反应对真实表达丰度的

影响。

本研究采用了sMART逆转录技术，在反转录

进行到mRNA的5，末端时，s“per script反转录酶促

成“模板跳跃”使特定的sMARTⅣ寡核昔酸接头添

加到mRNA的5’端，逆转录酶跳移并继续转录至该

接头的末端，由于这种跳跃常发生在真核生物的帽

子结构，因此只有5’端完整的mRNA才能在文库中

得到富集““。cDNA文库的构建是研究生物体功能

基因组的重要技术手段，利用cDNA文库获得的

EsT数据库在新型分子标记的开发“2“”，新基因功

能研究和系统进化”o”1中发挥了重要作用。通过

构建不同处理的差减文库，可以有针对性的对在特

定组织特定生理条件下的基因表达进行挖掘“”。

相对于普通文库，全长cDNA文库不仅能提供完整

的mRNA信息，而且可以通过基因序列比对得到

mRNA剪接信息，可以对蛋白质序列进行预测以及

进行体外表达的研究。

文库的代表性和重组片段的完整性是影响cD．

NA文库质量的关键因素，理论上每个cDNA文库至

少应包含3．3×103个独立克隆，以保证有99％的概

率从库中筛选出低丰度RNA的cDNA克隆”1。本

研究构建的原始原始文库的滴度为1．3×106PFu／

mL，库容量为7．2×105。扩增后文库滴度为6．0×

10’PFu／mL。噬菌斑PcR鉴定表明，重组率大于

90％，片段大小在0．25—2．0 kb之间的插入片段占

80．4％。另外，本研究构建的刺参管足文库以^

％plEx2为载体，除了具有噬菌体文库库容量大，代
表性强，易检测等优点，还保证了插入片段有以3个

不同的阅读框获得表达的机会。

3．2 刺参管足cDNA文库测序EsT分析

表达序列标签(elpre88ed sequence tag，EsT)是

指从特定组织来源的cDNA文库中随机挑选克隆进

行3’或5’端测序后得到的部分cDNA序列，长度一

般在300—500 bp左右，广泛应用于新基因的发现、

基因克隆、功能分析、基因作图等方面。

本研究测序结果处理后获得72条干净EsT序

列，seqMn软件拼接获得48条contig／singleton日

(TuTs)，获得注释的序列功能涵盖基础代谢、生长、

通信、蛋白表达、免疫及转运，而以基础代谢和蛋白

表达相关基因最多。其中具有最高表达丰度

(16．7％)的Tu亿与人类果糖二磷酸醛缩酶A基因

(ALDOA)高度同源，ALDOA的作用是在糖酵解途

径中将l，6-果糖二磷酸分解为3．磷酸甘油醛和二

羟丙酮磷酸。另外一个表达丰度较高(6．9％)的

TU即与NADH脱氢酶第二亚基基因高度同源，

NADH脱氢酶是电子传递链3个质子泵中的第一

个，是一个大的蛋白复合体，在生物氧化的电子传递

中起重要作用，它能与NADH结合并将NADH上两

个高势能电子传递给辅酶Q。这两个基因都参与能

量代谢，反映出在正常生理状态下刺参管足的能量

代谢非常活跃。刺参铁蛋白基因(Tu．133)表达丰度

也比较高，铁蛋白的主要生理功能是储存机体中的

过剩铁．避免产生铁中毒和释放铁给需铁的细胞，用

于体内生物合成含铁的蛋白质或酶，同时还可以防

止铁双氧化过程中所产生的自由基带来的伤害。铁

蛋白除了参与体内铁的调节，还在LPs应激免疫中

发挥作用。在与刺参进化距离比较接近的海星、文

昌鱼的研究中发现LPs刺激可以引起铁蛋白表达

和翻译水平明显的升高”“”J。但RamI嗽．G6mez

等”’⋯学者的研究发现海参铁蛋白基因的表达不

受LPs刺激的影响，只是不能排除刺参铁蛋白基因

通过转录后水平的调节参与免疫作用的可能。另

外，刺参管足中铁蛋白表达丰度颇高可能与NADH

脱氢酶2(nad2)的高度表达是相关的，因为NADH

脱氢酶的第二个辅基为含有铁原子的铁硫聚簇，而

剌参铁蛋白的主要作用即为调节铁元素的平衡和抗

氧化。TuT43为刺参室管膜相关蛋白前体，室管膜

蛋白(Epd)最初在硬骨鱼类脑组织中发现，可能与

神经可塑性和再生相关，随后在两栖类、哺乳类及无

脊椎后口动物和原口动物中陆续发现了室管膜相关

蛋白(Epdm)““。刺参Epd基因在肠组织及再生肠

组织中获得鉴定”1，本研究发现这一基因在管足中

同样表达，其功能有待进一步研究。

本研究获得48条TuTB，具有同源性的26条序

列中61．5％为刺参已知序列，但多数功能并不清

楚，这是因为目前对刺参基因组的研究还处于起步

阶段，信息比较匮乏。虽然，目前刺参EsT序列已

经有7 669条，但尚没有un培e∽基因序列。这也反
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映出刺参表达组学的研究还有很大发展空间，对现

有EST数据的分析和利用尚不充分，有待进一步开

发。因此本研究中只在其他物种发现同源序列或没

有发现同源序列的刺参EsT序列，都是寻找刺参基

因的重要资源。本研究对没有高度同源序列的

TUTs利用在线ORF Finder预测开放阅读框，并将

翻译产物用Interpmscan进行功能域的查找，发现

UTU24具有60S曲oBom“L32e结构特征、UTu34具

有过氧化物酶活性位点、uTu35具有RP436跨膜结

构域，而其它多数也都完整的ORF及导肽和疏水区

结构特征。对于比较感兴趣的uTu34，从序列上判

断具有完整开放阅读框，其3’端具有两个加尾信号

。AATAA”且pol卜A尾完整，5 7端开放阅读框上游同

一相位存在终止密码子，有可能为全长cDNA。下

一步将进行R^CE验证，并进一步预测其编码产物

和基因功能，而新基因的确定还需要Northem杂交

及编码产物蛋白分离鉴定等试验的佐证。相信随着

刺参文库构建及基因表达谱研究的深人，将有更多

的基因序列被发现和解释。
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