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#引物反转录合成
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第一链和第二链!并在其两端加
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定向接头'将所产生的
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分子定向克隆到具有
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黏性末端的
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接产物进行体外包装!形成完整的噬菌体!并用该噬菌体转染大肠杆菌
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!进行文库容量测定和扩增'以扩

增文库的
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为模板!利用已知基因引物克隆
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基因!并进行测序'结果表明!成功构建了
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到特定的
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基因!说明文库质量高(代表性强!为进一步从文库中筛选相关基因提供了有效的工具'
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鸡球虫病是由艾美耳球虫"

.(/&'($

#引起的一

种严重危害鸡生长发育的寄生原虫病'全球每年因

鸡球虫病造成的损失十分巨大+

!

$

'

,

'用疫苗来预防

鸡球虫病是今后的必然趋势!但在鸡球虫新疫苗的

研究工作中仍然存在许多亟待解决的问题'尽可能

多地筛选不同虫种(不同发育阶段的保护性抗原!联

合制成多价疫苗+

K

,

!这是当前乃至今后一段时间内

球虫病疫苗研究的发展方向'核酸疫苗(基因工程

疫苗的研究开发首先在于保护性抗原基因的选择'

由于鸡球虫属于真核生物!基因组庞大!不同发育阶

段的免疫原性和抗原构成都有差异!很难直接从中

分离到目的基因片段'

!!

构建
78*.

文库筛选基因是获取候选基因常

用的有效方法之一'本研究旨在构建高质量的柔嫩

艾美耳球虫"

.##&)&00$

#孢子化卵囊子孢子的
78C
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表达文库!为从中筛选和克隆功能性基因奠定

基础'

'

!

材料与方法

'B'
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柔嫩艾美耳球虫孢子化卵囊
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杨凌株"

SH

#孢子化卵囊用文献+

(

,

的方法分离(克隆并增殖的
.##&)&00$

杨凌株

"

SH

#'将该虫株置于
"J_

温箱中通气培养!至卵

囊孢子化后记数!然后置
'_

冰箱内短期保存备用'
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试剂
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"大连宝生物#有限公司产品%
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片段凝胶纯化回收试剂盒购自安徽优晶生物

工程有限公司%

6'8*.

连接酶(

)*.

酶抑制剂购

自
<@4/-
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公司'其余试剂均为国产分析纯'
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孢子化卵囊的准备
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取分离纯化好的
.##&)&00$SH

株的孢子化卵

囊!用含
!a8;<:

的蒸馏水离心洗涤孢子化卵囊!

去除重铬酸钾!并用
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的蒸馏水垂悬'
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文库的构建
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用
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株的子

孢子总
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!总
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试剂盒说明进行文库构建$以纯化

的
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为模板反转录合成
78*.

第一链!然后
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扩增为双链
78*.

'用
6'8*.

聚合酶补平
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末端!与
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定向接头连接后!

再分别用
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和
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酶切消化!凝胶过滤法

除去多余的接头和小于
&%%I

E

的
78*.

片段'乙

醇沉 淀 法 回 收 大 于
&%%I

E

的
78*.

片 段!用

6'8*.

连接酶与载体
#

97@--P!(_

连接过夜!然后

将连接产物体外包装为具有感染性的
#

噬菌体颗

粒'

'BD

!
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文库容量的测定与扩增
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用
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将
!%%

&
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包装产物分别稀释到
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C&和
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C'
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稀释的噬菌体溶液和
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H

过夜培

养的宿主菌
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!

&$_

静置吸附
"%/2P

后!将该

宿主菌&噬菌体混合物迅速与
&/H

融化的顶层琼

脂糖"不高于
'$_

#混匀!立即倾倒到预热至
&$_

的

Hb

平板上!

&$_

倒置过夜培养!观察统计噬菌斑数!

计算文库容量!公式为文库滴度"
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稀释倍数
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文库扩增时!用
!D!%

K原始文库噬菌体克隆数

在
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平板上铺板!

&$_

培养至各噬斑

几乎互相融合"
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#!加入
!%/H9>

洗液
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过

夜!收集所有洗脱液!氯仿抽提!收集上清!测定文库

滴度!加
8>90

至终浓度为
$d

!分装后!

^$%_

保

存备用'
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文库中
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片段长度的
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鉴定
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根据
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载体多克隆位点两端序列设计

一对通用引物"
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'由上海生

工生物工程技术服务有限公司合成'
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建立如下
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反应体系$
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聚

合酶
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%文库模板
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%灭菌水加至
K%
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H
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反应条件$

NK_

预变性
K /2P
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N'_ K%,

!

K'_ !

/2P

!

$"_"/2P
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&%

个循环%

$"_

延伸
!%/2P

'反

应结束后!取扩增产物
K

&

H

在
!d

琼脂糖凝胶上进

行电泳检测!初步鉴定文库中所插入
78*.

片段的

大小'

'B#

!

文库中特定目的基因的克隆与鉴定
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青等$柔嫩艾美耳球虫子孢子
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表达文库的构建
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参照
X-Pb+P?

中堆型艾美耳球虫"
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#美国株 "
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#

MLN.

基因序列+

$

,

"序列号
.

f!!&(!&

#!用
8*.9B+@

软件设计一对引物!其中上

游引物为
KeCXX:.:X.X6:66:.66X6C&e

!下游

引物为
KeC6:..X::.6.66..X....X:C&e

'

引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成'
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反应体系$
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聚合酶
%#K

&
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%文库模板
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&
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%灭菌水加至
K%

&

H

'反应条件$

NJ_

预变性
K

/2P
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N'_!/2P
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!

$"_!/2P
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&K

个循

环%
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延伸
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将
<:)

产物经
!d

琼脂糖凝胶电泳后!切下目

的带!用
8*.

凝胶回收试剂盒回收
8*.

片段!与

E

>8C!J6

载体连接!转化
V>!%N

感受态细胞!涂布

于含有
QC

3

+1

和
O<6X

的
./

E

L

Hb

平板上'过夜

培养!挑白色菌斑!接种于
Hb

培养基中'提取质

粒!用
."+)

!

和
1()5

"

进行酶切和
<:)

鉴定后!

送上海生工生物工程技术服务有限公司测序'

!

!

结
!

果
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总
G*+

提取和
HG*+

分离
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试验所提取的总
)*.

和分离的
/)*.

经微量

核酸蛋白检测仪测定!其含量及
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"(%

&
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如下$
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总
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的
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&
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值为
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的
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值为
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浓度为
&$#K

&
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&
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'表明所提取的总
)*.

和分

离的
/)*.

含量大!纯度高'琼脂糖凝胶电泳分析

图谱见图
!

'

!B!

!

()*+

表达文库容量及插入片段长度分析
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经
!%

C&稀释的包装产物
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&

H

转染宿主菌

;)!('$

!计算得出原始文库容量约为
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(

E
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&
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'用通用引物扩增鉴定
78*.

表达文库插

入
78*.

片段电泳结果表明!插入片段集中在
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$

&%%%I

E

间"图
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!B$
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目的基因的克隆%鉴定与序列分析

!!

以
.##&)&00$SH

株子孢子
78*.

表达文库为

模板
<:)

扩增后!扩增产物经
!d

琼脂糖凝胶电泳

检测!在约
K%%I

E

处有一条特异
8*.

条带!其大小

与文献报道的
&C!;

基因相符'回收的
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产物与

E

>8C!J6

载体连接所构建的重组质粒
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用
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双酶切鉴定!结果在约
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8*.

片段成
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和
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快速凝胶分

析电泳结果

J3

K

L'

!

5M8(01-

7

N-18/3/

7

;0081.4-1

O

23(P

K

8M;.;M

<

/3/-4

0-0;MG*+;.AHG*+-4!*'$($))&I9/01;3.

!g

通用引物扩增条带%

>g8H"%%%8*.

标准

!g6=-+/

E

12F2-5@-,G1B,[2B=74//4P

E

@2/-@

%

>g

8*./+@?-@8H"%%%

图
!

!

通用引物
F,G

扩增
()*+

表达文库电泳结果

J3

K

L!

!

5M8(01-

7

N-1803(;.;M

<

/3/-4()*+86

7

18//3-.M3Q

:1;1

<

;H

7

M3438A:

<

F,G@30N(-HH-.

7

13H81

功地插入了
E

>8C!J6

载体'进一步
8*.

测序结

果表明!该基因的
0)f

长为
K!&

个碱基!共编码

!$%

个氨基酸'将报道的
.O#&)&00$X9

(

.O$"&'>EL

0()$R9

及本试验克隆的
.##&)&00$SH&C!;

基因

用
8*.9B+@

软件进行序列比对分析后发现!

.#

#&)&00$SH

和
.##&)&00$X9&C!;

基因
0)f

区序列

相似性为
NN#Jd

!仅第
''$

位核苷酸不同!

.#

#&)&00$SH&C!;

为
6

!而
.##&)&00$X9&C!;

为
X

!

两者推导的氨基酸序列相似性为
NN#'d

!第
!'N

位

的
!

个氨基酸不同%

.##&)&00$SH

与
.#$"&'>E0(L

)$R9&C!;

基因
0)f

序列相似性为
NJ#Jd

!第

!%%!



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
&J

卷
!

"N"

(

''!

(

''$

位
&

个核苷酸不同!推导的氨基酸序

列分别在
NJ

位和
!'N

位的
"

个氨基酸发生变异!氨

基酸相似性为
NJ#Jd

'证明所克隆基因为全长的

.##&)&00$&C!;

基因
78*.

'

$

!

讨
!

论

$B'

!

孢子化卵囊和子孢子的质量问题

!!

要得到高质量的
.##&)&00$SH

株子孢子
78C

*.

表达文库!首先要有高纯度的
.##&)&00$SH

株

孢子化卵囊'由于卵囊是在鸡的粪便或盲肠内容物

中获得的!所以要尽量去除杂质!避免细菌污染'同

时还要注意在操作和贮存过程中引起卵囊活力下降

的因素导致卵囊质量下降!如卵囊收集和处理时间

不宜过久!孢子化卵囊贮存时间也不宜过久!在可能

的情况下!时间越短越好'在用玻璃砂破卵囊时!时

间要掌握好!时间太短!不能达到要求!时间太长!则

会破坏子孢子!有
J%d

左右的卵囊被打破即可'根

据笔者试验中所观察到的结果来看!涡旋振荡
K

/2P

比较合适'

$B!

!

()*+

文库的容量%插入外源片段的全长性和

方向性

!!

78*.

文库的容量(插入外源片段的全长性和

方向性!是衡量
78*.

表达文库质量的重要参数'

笔者选用的
*4]+

3

-P

公司的
78*.

表达文库构建

试剂盒具有快速(高效(定向构建文库的性能!其文

库主要适用于免疫学和核酸探针杂交高通量筛选!

同时也适于
<:)

技术克隆扩增'一般来说!当一个

78*.

文库的容量为
'#(D!%

'

$

'#(D!%

K时!能得

到目的克隆的概率可达
NNd

!从而能筛选出低丰度

的
78*.

分子+

J

!

N

,

'本研究所构建的文库容量为
'

D!%

(

!且插入的片段主要在
!%%

$

&%%%I

E

!在理论

上完全满足克隆任何全长功能性基因的需要'笔者

用已知
.##&)&00$&C!;

基因的引物!从构建的
78C

*.

表达文库中成功地克隆到目的片段!测序分析

表明!得到了全长的
.##&)&00$&C!;

基因!证明该

表达文库质量高!具有一定代表性和多样性!为从文

库中高通量地筛选和发现未知功能性基因或其他相

关分子奠定了基础'

参考文献!

+

!

,

!

b=4

3

+1b9

!

>211-@X.

!

.P5-@,4P.:g<4B-PB2+14F+

@-74/I2P+PB+PB2

3

-P+,+

E

@4

E

=

\

1+7B27]+772P-F4@5+

\

C

415I@421-@7=27?-P,+

3

+2P,B.(/&'($$"&'>E0()$+P5

.(/&'($#&)&00$2PF-7B24P,

+

V

,

gh-BO//GP41O//GP4C

E

+B=41

!

!NN"

!

&!

"

&C'

#$

&"&

$

&&Kg

+

"

,

!

.11-P<:

!

f-BB-@-@) Ug)-7-PB+5]+P7-,2PI2414

3\

+P52//GP4I2414

3\

4F.(/&'($,

E

-72-,+P52P52+

3

P4C

,2,+P574PB@414F2PF-7B24P[2B=B=-,-7477252+P

E

+@+C

,2B-,4F

E

4G1B@

\

+

V

,

g:12P>27@4I241)-]

!

"%%"

!

!K

"

!

#$

KJ

$

(Kg

+

&

,

!

i2112+/,)bg.74/

E

+@B/-PB+12,-5/45-1F4@B=--,C

B2/+B24P4FB=-74,B4F74772524,2,B4B=- [4@15

-

,

7=27?-P

E

@45G7B24P2P5G,B@

\

+

V

,

gOPBV<+@+,2B41

!

!NNN

!

"N

"

J

#$

!"%N

$

!""Ng

+

'

,

!

索
!

勋!蔡建平
g

禽球虫病+

>

,

g

北京$中国农业出版

社!

"%%'g

+

K

,

!

韩红玉!黄
!

兵
g

鸡球虫重组疫苗的研究进展+

V

,

g

生

物技术通报!

"%%%

!"

(

#$

!J

$

"&g

+

(

,

!

林
!

青!于三科!陈秀荔!等
g

鸡柔嫩艾美耳球虫单卵

囊分离技术的构建及致病性研究+

V

,

g

西北农林科技

大学学报"自然科学版#!

"%%"

!

&%

"

&

#$

&K

$

&$g

+

$

,

!

H211-=4

W

U9

!

:=42`8

!

V-P?2P,> :g.@-74/I2P+PB

.(/&'($

E

@4B-2P2P5G72P

3

2PB-@F-@4PC

3

+//+

E

@45G7C

B24P

$

74/

E

+@2,4P4F52FF-@-PB

3

-P--A

E

@-,,24P,

\

,B-/,

+P52//GP2Y+B24P,B@+B-

3

2-,F4@]+772P+B24P+

3

+2P,B

74772524,2,

+

V

,

g.]2+P

!

"%%%

!

''

"

"

#$

&$N

$

&JNg

+

J

,

!

景志忠!郭爱疆!海
!

岗!等
g

猪带绦虫六钩蚴
78*.

表达文库的构建及免疫原基因的筛选与克隆+

V

,

g

畜

牧兽医学报!

"%%K

!

&(

"

'

#$

&N!

$

&N(g

+

N

,

!

高金亮!关贵全!张米玲!等
g

青海血蜱
78*.

表达文

库的构建+

V

,

g

畜牧兽医学报!

"%%K

!

&(

"

!!

#$

!!J$

$

!!N!g

"%%!


