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摘要 }构建了猪肝脏组织¦⁄�� 文库 o并对文库中随机挑选的 wv{个克隆的表达序列标签k∞≥×¶l进行了研究 ∀

结果表明 o在所研究的 wv{个 ∞≥×¶中 ot{y个在猪种中已有匹配序列 ovz 个在人类及其它物种中可以找到同源序

列 outx个为未知功能基因 ∀试验还测定了文库中 wx 个 ¦⁄�� 克隆的全长插入序列 o结果表明 ot| 个为已知功能

基因 ott个没有发现开放阅读框 o其它 tx个具有开放阅读框 o但基因的功能未知 ∀这些结果初步代表了肝脏组织

的功能基因表达谱 ∀
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�±¤̄¼¶¬¶²©∞¬³µ̈¶¶̈ §≥΅ ∏̈ ±¦̈ ×¤ª¶©µ²° °²µ¦¬±¨�¬√ µ̈�µª¤±

�� �¬±ª
t o� � �� �«¬2«∏¬t o��� �«¤²2̄¬¤±ªt o� � �� ÷¬±ª2¥²u o�����«̈ ±ª2¬¬±ªu o • � ≤«¤±ª2¬¬±u

(t Νατιοναλ Λαβορατορψ φορ Αγροβιοτεχηνολογψ, Χηινα Αγριχυλτυραλ Υνιϖερσιτψ, Βειϕινγ 100094 ;

u Χολλεγε οφ Ανι μ αλ Σχιενχε ανδ Τεχηνολογψ, Χηινα Αγριχυλτυραλ Υνιϖερσιτψ, Βειϕινγ 100094)

�¥¶·µ¤¦·}�± ²µ§̈µ·²¶·∏§¼·«̈ ¬̈³µ̈¶¶¬²± ²©©∏±¦·¬²±¤̄ ª̈ ±̈ ¤±§¬·¶ ©̈©̈ ¦·²± ° ·̈¤¥²̄¬¦¦²±·µ²̄ ¤±§²·«̈µ

³«¼¶¬²̄²ª¬¦¤̄ ©∏±¦·¬²±¶¬± ¬̄√ µ̈owv{ ¬̈³µ̈¶¶̈§¶̈ ∏́̈ ±¦̈ ·¤ª¶k∞≥×¶l º µ̈̈ §̈·̈µ°¬±̈ §o º«¬¦« º µ̈̈ ©µ²° ¤¦⁄2

�� ¬̄¥µ¤µ¼ ²©³²µ¦¬±̈ ¬̄√ µ̈·¬¶¶∏̈ q ×«̈ µ̈¶∏̄·¶¶«²º §̈·«¤··«̈ ±∏¦̄ ²̈·¬§̈ ¶̈ ∏́̈ ±¦̈¶²©t{y ∞≥×¶«¤√¨¤̄µ̈¤§¼

³µ̈¶̈±·̈§¬± � ±̈�¤±®§¤·¤¥¤¶̈ o¤±§vz ∞≥×¶¦²∏̄§¥̈ ©²∏±§·«̈ «²°²̄²ª¼ º¬·««∏°¤±¤±§²·«̈µ¶³̈¦¬̈¶oº«¬̄̈

·«̈ ²·«̈µ¶º µ̈̈ ±²·¬§̈ ±·¬©¬̈§qwx ©∏̄ 2̄̄ ±̈ª·«¬±¶̈µ·¬²± ²©·«̈ ¦̄²±̈ ¶µ¤±§²°̄ ¼ ¬¶²̄¤·̈§©µ²° ¦⁄�� ¬̄¥µ¤µ¼ º µ̈̈

¤̄¶²¦²°³̄ ·̈̄̈ ¼ ¶̈ ∏́̈ ±¦̈§º¬·«§¬©©̈ µ̈±·¶¬½̈ ¤±§·«̈ µ̈¶∏̄·¶¶«²º §̈·«¤·t| ²©·«̈ ° º µ̈̈ ©∏±¦·¬²±2®±²º± ª̈ ±̈ ¶o

tt «¤§±²²³̈ ± µ̈¤§¬±ª©µ¤°¨k � � ƒ l ¤±§tx «¤§ � � ƒ ¥∏··«̈ ©∏±¦·¬²± º µ̈̈ ±²·̈ ∏̄¦¬§¤·̈§¼̈ ·q

�̈ ¼ º²µ§¶}≥º¬±̈ ~�¬√ µ̈~¦⁄�� ¬̄¥µ¤µ¼ ~∞¬³µ̈¶¶̈§¶̈ ∏́̈ ±¦̈ ·¤ª¶

收稿日期 }usst2sz2tt

基金项目 }国家重点基础研究发展规划资助项目k�usssstytl

作者简介 }李  宁kt|yu2l o男 o江西南昌人 o教授 o博士 o主要从事动物基因组分析和转基因的研究工作 ∀ ×¨̄ } sts2yu{|vvuv ~ ƒ¤¬} sts2

yu{|vsxx ~∞2°¤¬̄}±¬±ª̄¥¤∏� ³∏¥̄¬¦v q¥·¤q±̈ ·q¦±
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是 t||t年由美国科学家 �§¤°¶提出的一种快速简

便揭示基因组容量的方法≈t  ∀由于它来源于特异

组织的¦⁄�� o因此可以揭示不同组织不同发育阶

段的基因表达情况 o同时作为遗传标记 o具有其它标

记方法不可比拟的优点≈u  ∀

近年来 o∞≥×¶研究进展相当迅速 o并且在人类

基因组草图的构建中起到了关键的作用 ∀随着人类

基因组计划的发展和分子生物学研究的不断深入 o

人们越来越认识到 ∞≥×¶在新基因的发现 !基因作

图和基因组序列中编码区域的确定等方面所起到的

重要作用≈v  ∀随着人类基因组图谱的不断完善及

物理图谱的构建成功 o有关基因组研究的重点也将

随之发生转移 o即由物理图谱的构建转向功能基因

组和后基因组研究 o∞≥×¶是功能基因组学研究的重

要部分之一 o并且有关全长 ¦⁄�� 的研究也越来越

受到重视并逐渐成为发展方向之一 ∀

尽管人类 ∞≥×¶研究已经取得了巨大成绩 o但

有关猪的报道仅有 t{ sss条 o其中有些正在申请专

利 o资源组织主要为脑及骨骼肌≈w  ∀肝脏是整个机

体物质代谢和生理生化反应的中心 o了解肝脏 °� 2

�� 的序列及其功能不仅是猪功能基因组研究的重

要内容 o同时也将对全面提高猪的生产性能奠定分

子生物学基础 ∀本文在建立 ¦⁄�� 文库的基础上 o
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随机分离单克隆 o证实为重组子后再测定 ⁄�� 序

列 o共获得 wv{个 ∞≥×¶序列 o并进一步测定了其中

wx个克隆的全长插入序列 ∀本研究为我国猪基因

组计划的开展和分析肝脏内表达基因对代谢调节及

其它生理功能的影响提供了初步依据 ∀

1  材料与方法

1 q1  材料

1 q1 q1  试验动物  试验猪为杜洛克 ≅ k长白猪 ≅ 大

白猪l的三元杂交后代商品肥育猪 ox 月龄屠宰 o体

重为 {x ®ªo取其肝脏置液氮中备用 ∀

1 q1 q2  主要试剂  × � ����� ¤̈ª̈ ±·k���≤ � �� �

公司l o⁄∞°≤ k≥�� � � 公司l o°²̄¼� ×·µ¤¦·°� ��

�¶²̄¤·¬²± ≥¼¶·̈° k°µ²° ª̈¤ 公司l o�±¬√ µ̈¶¤̄ �¬¥²2

≤ ²̄±̈ ¦⁄�� ≥¼±·«̈¶¬¶ ≥¼¶·̈° k °µ²° ª̈¤ 公司l o

⁄�� °¤¦®¬±ª �¬·k�²̈ «µ¬±ª̈µ �¤±±«̈¬° 公司l o

Κ�±¬2��°× � ÷ � 载体k≥·µ¤·¤ª̈ ±̈ 公司l ∀

1 q2  方法

1 q2 q1  ¦⁄�� 文库的构建  从肝脏中提取总

� �� o分离 °� �� 并合成 ¦⁄�� o经连接包装后构

建肝脏¦⁄�� 文库 o所用载体为 Κ��° ∀利用辅助噬

菌体转化质粒后 o分离单克隆并进行 ⁄�� 提取 ∀

具体步骤参照分子克隆及所用试剂盒的有关说明 ∀

1 q2 q2  序列测定  利用 Κ��° 多克隆位点侧翼序

列作为测序引物 o所用测序试剂盒为 �¬ª⁄¼̈ × µ̈°¬2

±¤·²µk°∞公司l o测序仪为 ��� °� �≥ � vzzk°∞公

司l ∀

1 q2 q3  序列分析  所测 ∞≥×¶序列同源性分析可

通过 �≤�� � ±̈�¤±®中 ���≥×±进行 o并进一步在

∞� ��中利用 ƒ�≥× � 进行比较≈x  ∀当得到的匹配

序列与所研究的 ∞≥× 序列期望值 � t 2̈ts 或同源

性 � zs h时 o可判为同源序列 ∀在分析克隆全长插

入序列时 o通过网上在线分析可发现有完整开放读

框k²³̈ ± µ̈¤§¬±ª©µ¤° l̈及部分 x. 和 v. 端非编码序

列 o定义为全长 ¦⁄��≈y  ∀

2  结果与分析

2 q1  ¦⁄��文库的构建

制备总 � �� 后 o分离 °� �� 并合成 ¦⁄�� ∀

经连接包装后 o构建肝脏¦⁄�� 文库 ∀结果表明 o该

文库的容量为 u qw ≅ tsy ³©∏# °̄ p t o通过对随机挑选

tsx个克隆的限制性酶切分析 o重组与非重组比为

tssΒt o平均插入片段大小为 t qx ®¥∀

2 q2  序列测定

利用辅助噬菌体转化质粒后 o分离单克隆并提

取 ⁄�� ∀以 Κ��° 多克隆位点侧翼序列为测序引

物进行序列测定 ∀经分析后共得到 wv{ 个较好的

∞≥×¶o所得到的 ∞≥×¶长度大部分在 utw ∗ wts ¥³

之间 owz h 以上的序列均进行了两次测序 ∀所有测

序的 ∞≥×¶序列均已送入 � ±̈�¤±®中的 ∞≥×¶数据

库 ∀

2 q3  序列分析

2 q3 q1  ∞≥×¶分析  经 ���≥×± 和 ƒ�≥× �v qt 与

� ±̈�¤±®和 ∞� ��中现存的哺乳类动物 ∞≥×¶进行

同源分析后表明 o所得到的 wv{ 个 ∞≥×¶序列中有

t{y个在猪种中可以找到同源序列 o在人类 !牛及兔

等物种中已知功能同源序列为 vz 个 o在 � ±̈�¤±®

和 ∞� ��中未找到匹配同源序列的 ∞≥×¶为 utx个

k表 tl ∀ 在测定的 wv{ 个 ∞≥×¶中 o白蛋白基因

∞≥×¶最多为 vz个 o占测定总数的 { qx h o线粒体基

因为 ut个 o占测定总数的 w q{ h ∀本研究还发现了

前人业已证明在肝脏特异表达的阿朴脂蛋白 � !乙

醇脱氢酶等基因 ∀因此 o目前结果初步反映了肝脏

组织内的基因表达谱k ¬̈³µ̈¶¶¬²± ³µ²©¬̄̈ l ∀

2 q3 q2  ¦⁄�� 克隆全长插入序列的测定及结果分

析  除了对 wv{ 个 ∞≥×¶进行了序列测定外 o还依

据不同插入长度分组后 o随机挑取克隆进行了全长

插入序列测定 ∀全长序列测定均进行了 u次 ∀所测

片段长度分布及数量如表 u 所示 ∀结果表明 o本研

究构建的文库 o发现全长¦⁄�� 的比率较高 o特别是

插入片段愈大 o获得全长¦⁄�� 的比率愈高k部分全

长¦⁄�� 已经向 � ±̈�¤±®数据库输送l ∀由于是计

算机分析结果 o是否具有生物学意义的全长 ¦⁄��

还需要试验证明 ∀

3  讨论与结论

单向 ⁄�� 测序k¶¬±ª̄ 2̈µ∏± ⁄�� ¶̈ ∏́̈ ±¦¬±ªl已

经证实是获得¦⁄�� 克隆最初资料的有效方法 ∀大

量的资料表明 otxs ∗ wss ¥³长度的核苷酸片段包

含了 ¦⁄�� 序列鉴定及其染色体定位所需要的足够

信息≈z o{  ∀本文所研究的 wv{ 个 ∞≥×¶中 o长度均

在于 utw ∗ wts ¥³之间 o许多基因在现有的基因库

中没有发现同源性高的匹配序列 o说明在猪的基因

组研究中 o可能尚有大量新的或未确定的基因有待

进一步研究 ~或者在猪种肝脏组织表达的基因与其

它物种表达的基因同源性较低 ∀有关这些基因的全

序列特征 o表达特征 o功能确定 o染色体定位 o组织分

布及其免疫特征也有待进一步了解 ∀
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表 1  438 个 ∞≥×¶分析结果

×¤¥̄¨t  × «̈ ¤±¤̄¼½¬±ªµ̈¶∏̄·¶²©wv{ ∞≥×¶

猪中匹配序列
∞≥×¶«²°²̄²ª¼ º¬·«·«̈ ³¬ªª̈ ±̈ ¶̈ ∏́̈ ±¦̈¶

数量
�∏°¥̈µ

猪中匹配序列
∞≥×¶«²°²̄²ª²∏¶º¬·«·«̈ ³¬ªª̈ ±̈ ¶̈ ∏́̈ ±¦̈¶

数量
�∏°¥̈µ

白蛋白  � ¥̄∏°¬± vz 视网膜结合蛋白  � ·̈¬±¤̄2¥¬±§¬±ª³µ²·̈¬± t

纤维蛋白原 Α!Β!Χ ƒ¬¥µ¬±²ª̈ ± ¤̄³«¤o¥̈·¤oª¤°°¤ tz 补体 ≤x  ≤²°³̄¨° ±̈·≤x t

线粒体基因细胞色素 ¥ �¬·²¦«²±§µ¬¤̄ ª̈ ±̈ o¦¼·²¦«µ²°¨¥ ut Β还原酶  �̈ ·¤µ̈§∏¦·¤¶̈ t

Αt抗胰凝乳蛋白酶  � ³̄«¤t ¤±·¬¦«¼°²·µ¼³¶¬± tt 谷氨酸合成酶  �̄ ∏·¤°¬±̈ ¶¼±·«̈·¤¶̈ t

亲血色球蛋白  �¤³·²ª̄²¥¬± ¤̄³«¤ tt 苯丙氨酸羟化酶  °«̈ ±¼̄ ¤̄¤±¬±̈ «¼§µ²¬¼̄ ¤¶̈ t

细胞色素 °2wxs  ≤¼·²¦«µ²°¨°2wxs ts �2Β蛋白  �2¥̈·¤³µ²·̈¬± t

阿朴脂蛋白 � !∞  �³²̄¬³²³µ²·̈¬± �o∞ | 醛缩酶  � §̄²̄¤¶̈ t

生长粘附因子  ∂¬·µ²±̈ ¦·¬± z 羧酸脂酶  ≤¤µ¥²¬¼̄ ¶̈·̈µ¤¶̈ t

转铁蛋白  ×µ¤±¶©̈µ¬± z 酰基辅酶 � 脱氢酶  �¦¼̄2≤²� §̈ «¼§µ²ª̈ ±¤¶̈ t

胎球蛋白  ƒ ·̈∏¬± x 视癌结合蛋白  � ·̈¬±²¥̄¤¶·²°¤¥¬±§¬±ª³µ²·̈¬± t

核糖体 � ��  �¬¥²¶²°¤̄ � �� x 蛋白质 ≤  °µ²·̈¬± ≤ t

转运 � ��  ×µ¤±¶©̈µ� �� w 核酸结合蛋白  �∏¦̄ ¬̈¦¤¦¬§¥¬±§¬±ª³µ²·̈¬± t

过氧化氢酶  ≤¤·¤̄¤¶̈ w 粘连蛋白  ƒ¬¥µ²±̈ ¦·¬± t

血纤维蛋白溶酶原  °̄ ¤¶°¬±²ª̈ ± w 巨球蛋白  �¤¦µ²ª̄²¥∏̄¬± t

蛋白质抑制子  °µ²·̈¬±¤¶̈ ¬±«¬¥¬·²µ v 细胞溶解抑制子  ≤¼·²̄¼¶¬¶¬±«¬¥¬·²µ t

生长激素受体  �µ²º·««²µ°²±̈ µ̈¦̈³·²µ u 锌糖蛋白  �¬±¦ª̄¼¦²³µ²·̈¬± t

类胰岛素生长因子2�  ��ƒ2� v 乙醇脱氢酶  � ¦̄²«²̄ §̈ «¼§µ²ª̈ ±¤¶̈ t

柠檬酸合成酶  ≤¬·µ¤·̈ ¶¼±·«̈·¤¶̈ u 粘液素  � ∏¦¬± t

淀粉 °成分  � °¼̄ ²¬§° ¦²°³²±̈ ±· u Α抗凝乳蛋白酶  � ³̄«¤¤±·¬¦«¼°²·µ¼³¶¬± t

兰诺丁受体  � ¼±²§¬±̈ µ̈¦̈³·²µ u 坞蛋白  ⁄²¦®¬±ª³µ²·̈¬± t

人 !牛 !兔中匹配序列 vz 无匹配序列 ∞≥×¶ utx

  ∞≥×¶«²°²̄²ª²∏¶º¬·«·«̈ ª̈ ±̈ ¶̈ ∏́̈ ±¦̈¶²©«∏°¤±o   ∞≥×¶º¬·«²∏·¤±¼ «²°²̄²ª²∏¶ª̈ ±̈ ¶§̈·̈µ°¬±̈ §

  ¦¤··̄̈ ¤±§µ¤¥¥¬·¥∏·±²·³¬ª

表 2  文库中部分 ¦⁄��克隆全长插入序列的测定及分析结果

×¤¥̄¨u  × «̈ ¤±¤̄¼½¬±ªµ̈¶∏̄·¶²©·«̈ ©∏̄¯¯̈ ±ª·«¬±¶̈µ·¬²± ²©¶²°¨¦⁄�� ¦̄²±̈ ¶

全长插入片段大小
×«̈ ¶¬½̈ ²©·«̈ ©∏̄¯¬±¶̈µ·¬²±¬±·«̈ √ ¦̈·²µk¥³l

所测数量r已知基因
�∏°¥̈µ¶¶̈ ∏́̈±¦̈§r±∏°¥̈µ¶²©·«̈ ®±²º± ª̈ ±̈ ¶

非编码 °� �� 数量k无开放阅读框l
�∏°¥̈µ¶²©·«̈ °� �� º¬·«²∏·� � ƒ

 vss ∗ xss {rw w

 xss ∗ t sss t{r{ w

t sss ∗ t xss ttrx u

t xss ∗ u sss xrt t

u sss ∗ vrt s

  在所测定的 ∞≥×¶中 o包含了线粒体基因 !·� 2

�� 基因和 µ� �� 基因 o以及与糖代谢 !脂肪代谢和

蛋白质代谢有关的基因 o说明在肝脏内与物质代谢

和能量代谢有关的基因进行着大量的表达 o也说明

肝脏作为代谢中心而起着重要的作用 ∀试验结果不

但给出了所测 ∞≥×¶的序列情况 o而且还表明了肝

脏组织内基因的初步表达谱 o该结果将为分析基因

的表达情况及各个基因在特定发育时期作用的重要

程度提供依据 ∀测定全长 ¦⁄�� 序列是 ∞≥×¶研究

的深入和发展方向 o本试验中较大比例的 ∞≥×¶未

能发现完整的开放阅读框 o特别是那些小片段的

∞≥×¶o表明在文库构建中插入 ¦⁄�� 的长度或文库

质量k如 °� �� 部分被降解l o对于发现新的功能基

因至关重要 ∀

∞≥×¶的研究在人类基因组草图的顺利完成过

程中起到了重要作用≈|  ∀随着猪基因组计划的实

施 o不同发育时期不同组织的 ∞≥×¶研究将会得到

很大的发展 ∀这些 ∞≥×¶的序列测定及其定性研究

将会极大地丰富猪的 ∞≥×¶库 o同时也将有助于理

解肝脏对机体物质代谢的作用过程 o并将为猪基因

组计划的顺利实施和草图的完成以及猪功能基因组

的研究起到积极的推动作用 ∀

� ©̈̈ µ̈±¦̈ ¶

≈t   �§¤°¶ � ⁄o �̈¯̄ ¼̈ � � o �²¦¤¼±̈ � ⁄o ⁄∏¥±¬¦® � o °²̄¼2
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