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目的
!

应用改良
&iGVZ)

末端快速扩增聚合酶链反应"

-)!2

%筛选扇贝抗菌肽基因!寻找基于基因

序列同源性的双壳类抗菌肽"

)W.

%的筛选方法&方法
!

<-PR=A

法提取扇贝血淋巴中总
-Z)

&根据贻贝抗菌肽的

保守序列设计基因特异性简并引物!进行改良
&i-)!2

钓取可能防御素基因
GVZ)

的
&i

端序列'

)<

克隆'

VZ)

测

序和同源性分析&结果
!

采用改良
&i-)!2

从扇贝血淋巴
-Z)

中得到多个未知基因的
GVZ)&i

端序列!挑选

:''L

B

以下的基因片段进行
)<

克隆和
VZ)

测序后得到
#

个插入片段序列!其长度分别为
$&6

'

$6&

和
&""L

B

&通

过
(5)O<

程序搜索
X?3(C3c

核酸数据库!未发现与之高度同源的基因&结论
!

从扇贝血淋巴中获得的
#

个
&i

端

GVZ)

序列可能属于新的基因&应用改良
&i-)!2

能钓取含防御素保守序列的新基因片段!由此表明此方案具有

可行性&
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双壳贻贝抗菌肽和牡蛎抗菌肽是目前研究的热点)

",1

*

+贻

贝抗菌肽是一类阳离子型,富含半胱氨酸的,具有抗特定微生

物活性的小分子多肽#贻贝防御素$

WXV+

&是其中一类)

&

*

+绝

大多数贝类抗菌肽是其血细胞防御体系的重要组成部分)

:

*

+

目前多采用固相萃取,反相高效液相色谱法$

Q.5!

&等从血清

中直接获得
WXV+

)

$

#

&

*

+因抗菌肽的分子小#含量少#分离提纯

难度大#天然资源有限#因此利用基因工程技术对抗菌肽进行

表达成为大量生产抗菌肽的有效途径+

-<,

聚合酶链反应

$

-<,.!-

&,嵌套
.!-

和快速扩增
.!-

$

-)!2

&已被广泛应

用)

6

*

+根据已知抗菌肽的保守序列设计引物#可以更方便地钓

取抗菌肽基因)

9,"'

*

+中国对虾肽基因等生物抗菌肽
GVZ)

成

功的克隆表明利用现代分子生物技术结合基因工程方法是获

得大量新抗菌肽的快捷方法)

6

*

+本课题采用改良
&i-)!2

对

扇贝防御素基因进行筛选#寻找一种新的,简便的抗菌肽基因

筛选方法+

$

!

材料与方法

$%$

!

材料
!
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B

!-1,<j.jY?GE=K

,

<-PR=A-?C

/

?3E
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M
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高保真聚合酶,
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试
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B
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D
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D

+E?4+
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,

<IAVZ)

聚合酶,

-<O

D
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,

\FRCK>OYX?AC3>.!-

!A?C3,e
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O

D

+E?4

均购自
.K=4?

/

C

公司+

"''L

B

VZ)5C>>?K

WCKc?K

购自华美生物工程公司和
<CcCKC

宝生物工程公司$大

连&+测序工作由上海生物工程有限公司完成+

$%/

!

方法
!

改良
&i-)!2

简并引物的设计
&i

端的序列信息

在
WXV+

基因中具有高度的保守性#通过比对已知的
WXV+

和其他物种的防御素家族抗菌肽氨基酸序列#选择同源性高且

简并性较低的氨基酸区域设计基因特异性简并引物)
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+

)3EF,

+?3+?

B

KF4?K
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WXV+

简并引物
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结
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果
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扇贝血淋巴防御素基因的改良
&i-)!2

筛选
!

从湛江市

海产品批发市场购买活扇贝#将扇贝双壳轻轻撬开#用大量的

三蒸水冲洗贝体上残留的海水和异物#然后用新华滤纸吸干贝

体中残留的水#横割闭壳肌#用
$G4

# 注射器和
&

号针头从闭

壳肌血窦中吸取血淋巴#收集贝血淋巴液约
"'45

#

1 T

#

9''̀

/

离心
"&4F3

#弃上清液#收集沉淀于
"%&45

焦碳酸二

乙酯处理的
2.

管#

<-PR=A

法提取血淋巴总
-Z)

)

$

#

&

*

+根据

-)!2

试剂盒说明书进行
4-Z)

去
&i,.

和去帽处理#处理后

的
4-Z)

与
-Z)jAF

/

=

进行连接#最后进行
4-Z)

反转录+

反转录后得到的
GVZ)

利用
WXV+

简并引物进行嵌套
.!-

扩增#得到其
&i

序列+第
"

次
.!-

使用
X?3?-CG?K&i.KF4?K

$

"'

!

4=A

"

5

&和
WXV+

简并引物$

$'

!

4=A

"

5

&各
#

!

5

#退火条

件为
&&T#'+

#

#

个循环后#

:9T #'+

#

#'

个循环+第
$

次

.!-

使用
X?3?-CG?K&iZ?+E?>.KF4?K

$

"'

!

4=A

"

5

&和
WXV+

简并引物$

$'

!

4=A

"

5

&各
"

!

5

#退火条件为
:9T#'+

#

#'

个循

环+用
WXV+

基因特异性简并引物进行
&i-)!2

#在扇贝中钓

取得到数个特异的基因片段$图
"

&+

!!

注!

W

为
"''L

B

VZ)AC>>?KWCKc?K

%

"

为
&i-)!2

B

K=>HGE+

+

图
"

!

&i-)!2

产物琼脂糖凝胶电泳图

!!

注!

W

为
"''L

B

VZ)AC>>?KWCKc?K

%

"

"

:

为
.!-

B

K=>HGE=IZj%

"

"

:GA=3?

+

图
$

!

.!-

法筛查
B

!-1,<j.j

重组质粒阳性

克隆电泳结果

/%/

!

改良
&i-)!2

得到的未知基因片段的克隆筛选
!

挑取

长度在
:''L

B

以下的
#

个基因片段进行下一步的克隆和

VZ)

序列分析+用无菌的低
VZ)

结合力的
'%:&45

离心

管#按
\FRCK>OYX?AC3>.!-!A?C3,e

B

O

D

+E?4

试剂盒说明

书进行改良
&i-)!2

产物的纯化+将纯化后的
&i-)!2

产

物和
B

!-1,<j.j

或
B

X2W,<2C+

D

质粒载体连接后进行转

化+利用碱裂解法小量提取重组质粒#采用
.!-

筛选阳性克

隆#

B

X2W,<2C+

D

重组质粒使用正向引物
&i,!X!!)XXX<

<<<!!!)X<!)!X)!,#i

和反向引物
&i,<!)!)!)XX

)))!)X!<)<X)!,#i

%

B

!-1,<j.j

重组质粒使用
<6&i,

)!X)!<!)!<)<)XXX,#i

和
W"#-?@?K+?&i,!)XX))

)!)X!<)<X)!,#i

+

.!-

筛选
B

!-1,<j.j

重组质粒$图

$

&#其中
#

,

1

号阳性克隆的重组质粒
.!-

产物长度在
1''

"

&''L

B

之间+

.!-

筛选
B

X2W,<2C+

D

重组质粒#其中
6

号阳

性克隆重组质粒
.!-

产物长度在
6''

"

9''L

B

之间+

/%'

!

改良
&i-)!2

得到的未知基因片段
VZ)

序列分析
!

取

.!-

产物长度有差异的克隆菌送上海生物工程有限公司测

序+

B

!-1,<j.j

重组质粒和
B

X2W,<2C+

D

重组质粒分别使

用上海生物工程有限公司提供的
<#

引物和
O.:

通用引物将

目的基因正向测序+测序后得到
#

,

1

和
6

号阳性克隆的插入

片段序列#其长度分别为
$&6

,

$6&

和
&""L

B

+通过
(5)O<

程

序搜索
X?3(C3c

核酸数据库#未发现与之高度同源的基因+

'

!

讨
!!

论

-)!2

能快速有效地获得低丰度
4-Z)

全长
GVZ)

+根

据已知的
GVZ)

序列设计引物#利用
.!-

扩增
&i

,

#i

端
GV,

Z)

#然后从
$

个有互相重叠序列的
&i-)!2

和
#i-)!2

产物

中可以获得全长
GVZ)

#也可以分析
&i

和
#i

端顺序#合成相应

引物进行再次扩增#得到全长
GVZ)

)

"',""

*

+由于抗菌肽基因一

级结构中具有保守序列的特点#据此设计
XO.

#能快捷地获得

新抗菌肽基因+李文楚等)

"$

*根据天蚕
G?GK=

B

F3)

设计
XO.

#

克隆得到与其同源性的柞蚕抗菌肽
G?GK=

B

F3)

+

]F4

等)

"#

*利

用退火对照引物差异显示
.!-

和
&i-)!2

从受到外源刺激的

凤蝶幼虫体内找到与已知鳞翅类抗菌肽
G?GK=

B

F3+

高度相似的

抗菌肽
B

C

B

FAF=GF3

+简并引物的出现是由于遗传密码具有简并

性#这样可以根据氨基酸的保守序列反推到
VZ)

水平设计引

物+

&i

端的序列信息在
WXV+

基因中具有高度的保守性#因此

通过
&i

端的序列信息可以更快发现最可能与
WXV+

具有同源

性的基因+通过比对已知的
WXV+

和其他物种的防御素家族

抗菌肽氨基酸序列#选择同源性高且简并性较低的氨基酸区域

设计基因特异性简并引物#进行
&i-)!2

#为快速鉴定候选防

御素基因提供了新的尝试和途径)

"1

*

+改良
-)!2

将简并引物

和
-)!2

联合使用#可扩增出已知序列两端的未知区域的序

列+简并引物的应用增大了得到目的基因的机会%

GVZ)

的
&i

端序列可以直接得到#有助于更快找到开放阅读框架#有利于

进一步克隆筛选+

本实验利用改良
&i-)!2

设计
WXV+

基因特异性简并引

物直接扩增得到扇贝中多个未知基因
GVZ)

的
&i

末端序列+

挑选了部分基因片段进行克隆及
VZ)

序列分析#得到
#

个长

度分别为
$&6

,

$6&

和
&""L

B

的扇贝未知基因
&i

端序列#通过

(5)O<

程序搜索
X?3(C3c

核酸数据库#未发现与之高度同源

的基因+因此#这些
GVZ)

片段也可能是新的基因序列+和

-)!2

一样#简并
.!-

也有一定的局限性+由于简并引物特

异性较低#因此出现非特异性条带的机会增加#本次实验中
&i

-)!2

产物中的
1''L

B

条带就是非特异性扩增产生的条带#

最终也需要对每个可疑的阳性
.!-

产物进行克隆测序证实#

这样也增加了阳性克隆的漏筛率+双壳种类中根据同源性进

行抗菌肽筛选确实存在一定的难度#这可能与其保守序列结构

的复杂性有一定的关系)

"#

*

+

实验结果表明#通过该方法能钓取含防御素保守序列的新

基因片段#然而#本实验尚未获得与
WXV+

具高度同源的基因

片段#由此说明此筛选方案需要进一步改善+本课题组将继续

深入分析本实验钓取到的基因片段#并进行抗菌及抗肿瘤后续

实验研究)

"&

*

+
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组的痰
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比例较健康对照组高#但差异无统计学意义+而
)+E*4C

组的铁浓度则显著高于健康对照组和其他两种疾病组#由此提

示铁不仅在
Z?H

炎性反应#在
2=+

炎性反应中亦可能扮演了

一定的角色+

本研究发现#

2(

患者痰液中锌,铜,铁的浓度处于正常范

围#其水平与
)+E*4C

组差异有统计学意义#该差异与二者的

2=+

炎性反应程度存在一定的相关性+微量元素在
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与哮喘

的病理生理差异中所起的具体作用需要更加深入的后续研究+
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