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摘 要:根据鲤低温下特异表达的基因(片段)序列设计引物,采用 2 轮菌落 P CR 方法对鲤脑全长 cDN A 文库中的克隆

进行筛选,确定了基因序列 152 在文库中的位置, 经生物信息学比对分析确定其为 N ADH 泛醌氧化还原酶亚基 3 基因. 这

一基因在低温下的特异表达,对于低温下鱼类机体的供能,起着重要作用. 结果还表明, N A DH 泛醌氧化还原酶亚基 3 基因

在鲤氧化呼吸链电子传递系统中与低温适应性状在一定程度上存在相关性.
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极端环境下的耐低温鱼类,在几千万年的进化历程中获得了很多抵抗低温的生理适应机制. 揭示、发

掘参与这些低温适应机制的特殊基因的功能,并加以开发利用, 对培育耐低温的鱼类新品种具有重要意

义.目前已报道的鱼类低温适应机制的研究主要从细胞膜的流动性、酯类、一些同功酶的差异及神经调控、

代谢
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等生理、生化和分子遗传角度进行,但是对鱼类低温适应的遗传基础尚不明确. 笔者曾在构建广

温性鱼类低温适应研究实验鱼体系的基础上,利用抑制消减杂交技术构建了鲤脑组织低温差异表达 cD-

NA 文库[ 13] ,获得了 350个在低温下特异表达或表达上调(增强)的基因(或片段) . 其中部分基因或基因片

段序列与冷诱导蛋白基因、跨膜蛋白、细胞色素氧化酶等存在较高的同源性. 这一结果证明鱼类对低温的

适应性状是数量性状,受多基因控制.同时,为了获得这些在低温下特异表达的基因全长序列, 笔者曾构建

了鲤脑全长 cDNA 文库
[ 14]

.为后续克隆与低温适应相关的功能基因、进一步阐明广温性鱼类低温适应机

制奠定了基础.

本实验在已开展工作的基础上,根据所获得的鲤低温下特异表达的基因(片段)序列设计引物,以鲤脑

全长 cDNA 文库中的克隆作为模板进行菌落 PCR,采用一种 PCR方法分 2轮筛选鲤脑 cDNA 文库, 确定

了 NADH 泛醌氧化还原酶亚基 3基因克隆在文库中的具体位置,并对目的克隆进行了序列测定及生物信

息学分析,从分子遗传基础角度证明鲤氧化呼吸链电子传递系统中 NADH 泛醌氧化还原酶亚基 3基因与

低温适应性状在一定程度上存在相关性.

1 材料与方法
1. 1 实验材料

1. 1. 1试剂 细菌培养所用相关试剂均购自 OXOID公司; 琼脂糖购自BIOWEST 公司; GOLDView 染料

购自赛百盛公司; T aq DNA Poly merase购自M BI 公司;质粒提取试剂盒购自V- gene biotechno logy lim-

ited公司; DNA Maker DL2000购自宝生物工程(大连)有限公司.实验室常用试剂为国产分析纯.

1. 1. 2 生物软件和网站 BLAST( basic local alignment search tool) , NCBI ( National Center for Biotechnology
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Informat ion)网站, ww w. ncbi. nih. gov/ BLAST/ ; Primer Premier 3. 0引物设计软件,引物设计网站http: / / seq.

yeastgenome. org/ cgi- bin/ w eb- primer;生物分析软件 DNAMAN,网站 w ww. bio- soft . net .

1. 2 实验方法

1. 2. 1保存文库 LB 固体培养基的配制参考文献[ 15] . 培养基灭菌,冷却至 60 加氨苄青霉素( 200 L/

100 mL) ,在其凝固前加至 96孔培养板中. 用无菌牙签挑取鲤脑 cDNA 文库中的单克隆,分别划在含 LB

固体培养基的 96孔培养板上. 将培养板编号,倒置于恒温培养箱中37 培养 12 h,用封口膜封好,于 4

冰箱保存.

1. 2. 2设计引物 分析低温下特异表达的基因片段,利用麻省理工大学引物设计网站 ht tp: / / seq. yeast-

g enom e. org/ cg i- bin/ w eb- pr im e针对目的基因(片段)序列设计引物.综合引物长度、T m 值、GC百分含

量、目的片段大小、引物自身性质等参数以及 Primer Premier 3. 0 引物设计软件的设计结果,选取较理想

的引物送至大连宝生物公司进行引物合成.

1. 2. 3筛选引物 以构建鲤脑 cDNA 文库的 2管 cDNA 第 1 链作为模板,根据其浓度不同, 分别稀释 20

倍、200倍备用,建立 PCR反应体系进行引物筛选.

PCR反应体系:总体积 15 L, 其中模板 1 L, Pr im er 1 L , Buffer 10. 8 L, T aq DNA po lymerase

0. 2 L , dH 2O 2 L. PCR反应程序: 94 3 m in, 94 30 s, 56, 58, 60 等 30 s 40个循环, 72 1 min,

72 10 min, 4 .

反应结束加溴酚蓝 3 L, 旋涡振荡混匀后稍做离心,用 1. 5%的琼脂糖凝胶电泳分离 PCR产物, 在凝

胶成像仪下观察记录电泳结果.比对目的片段大小,选出可以扩增出特异性条带的引物.

1. 2. 4 菌落 PCR 用无菌牙签分别挑取保存在 96孔培养板上的克隆作为模板,以筛选出的特异性引物进

行菌落 PCR.反应体系: 2 L Primer, 36 L Buffer, 0. 5 L T aq DNA, 11. 5 L dH 2O,总体积 50 L.

第 1轮筛选:取无菌 96孔 PCR板,选择 1对引物, 按以上体系配混合液.加混合液,用无菌牙签分别

挑取保存在 96孔培养板中 cDN A文库克隆的 1列(含 8个克隆) , 加入同一个孔中进行菌落 PCR(条件同

上) .依此类推, 每个 96孔 PCR板可以筛选 8板 cDNA 文库中的克隆. PCR结束经 1. 5%琼脂糖凝胶电泳

检测,以此锁定含特异克隆所在的范围.

第 2轮筛选:以能够扩增出目的片段的 1列所含的 8个克隆分别作为模板, 进行第 2次菌落 PCR反

应,电泳检测,最终确定目的克隆所在的位置.

1. 2. 5菌种保存与序列测定 将含有目的克隆的菌板于 37 培养 1 h.分别配制 LB固体培养基和液体

培养基.将固体培养基加入培养板,液体培养基装入小锥形瓶.用无菌牙签挑取包含目的基因的克隆, 在小

锥形瓶的液体培养基中蘸一下, 37 , 220 r/ m in振荡培养过夜.次日取 50 L 菌液加入 50 L 甘油, 保存

于- 80 冰箱. 同时,用无菌牙签挑取包含目的基因(片段)的克隆, 划在含 LB固体培养基的 96孔培养

板上,送至北京诺赛基因组研究中心有限公司进行正、反向全长序列测定.

1. 2. 6 质粒提取与 PCR检测 质粒提取按照质粒提取试剂盒说明进行. PCR引物和测序引物均根据文库

质粒载体 pAP3neo 的 T 7 Pr omoter 和 T 3 Promo ter 序列设计.

T 7 Pr omoter Primer: 5 -T AATA CGACTCACT ATAGGG-3 .

T 3 Pr omoter Primer: 5 -AT TAA CCCT CACT AAAGGGCG-3 .

PCR反应体系:总体积 25 L, 其中模板质粒 1 L, T 7 Prom oter Primer 0. 5 L , T 3 Pro moter Primer

0. 5 L , Buffer 18 L, Taq DNA polymerase 0. 2 L , H 2 O 4. 8 L . PCR反应条件: 94 3 min, 94 30 s,

55 40 s 36个循环, 72 3 min, 4 .

反应结束, 取 5 L PCR反应产物,用 1. 5%的琼脂糖凝胶电泳检测.

2 结果
2. 1 保存文库

将鲤脑 cDNA 的文库中的克隆保存在含 LB 固体培养基的 96 孔测培养板, 共计 444 板, 42 624

个克隆.
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2. 2 筛选引物

采用 2个模板, 用所有引物进行 PCR反应.延伸温度为 58 时,引物 065可以扩增出目的带,所以确

定引物 065的延伸温度为 58 .同理,共确定出 6对可用引物,列于表 1.

表 1 鲤鱼耐低温性状相关基因引物

Table 1 Primer Pairs of Genes Associated with Cold Tolerance

引物编号 退火温度 引物序列 5 ~ 3

065 58
F: aaacaactaccagg gtg gctt
R: g cccacaaaagtaag g aactc

104 54
F: t ctg tg gcacagtg cgg taat
R: ttt aacatcg gcaactgat tc

128 54
F: acg cgg gg gatat aag ag aat
R: ttt tttatcgag ttg tcg g g

152 54
F: g accacg gag g aaag aaaa
R: g cgttacag atagaaactg ac

249 52
F: t ttttttttg cctgttcac
R: tg tg ttttccaat tgtaacc

307 52
F: t ttttttcg ccttg ccg ttcag cctta

ag atcttg gg tt
R: acag gttg acccaaccaaat

2. 3 菌落 PCR

通过对文库中 42 624 个菌落的 PCR 筛选

得到了 6对引物( 065, 104, 128, 152, 249, 307)

在 cDNA 文库中相应的目的克隆.位置分别为:

065, 48 板 10G; 104, 156 板 11B; 128, 108 板

8A, 8E; 152, 57 板 8E, 58 板 7D; 249, 337 板

6C; 307, 19板 4E.图 1为 307号基因在文库中

的筛选示例. 图 1 中: M 为分子量标准. 第 1轮

筛选: 19板的 12 列中第 4列扩增出了目的条

带,说明目的克隆在第 4列中. 第 2轮筛选: 19

板第 4 列的 8 个孔中第 5孔扩增出了目的带,

说明该克隆为目的克隆, 所在位置为 19板 4E.

图 1 307 号目的基因的文库筛选结果

Fig. 1 Screening Results of Target Gene 307

2. 4 质粒提取及 PCR检测

图 2 目的克隆质粒 P CR 检测结果

Fig. 2 PCR Resluts of Target Cloning Plasmid

目的克隆质粒 PCR 检测结果如图 2所示. 图 2

中: M 为分子量标准; 1~ 5 分别为引物 065, 128,

152, 152, 307扩增出的目的片段. 从图 2 可知: 引物

065的目的克隆扩增出了 2条带,其中 1条 1 500 bp

左右的带较亮, 另 1 条 700 bp 左右的带很弱.推测

该样品为双克隆, 需再次分离获得单克隆后进行测

序. 引物 128 和 152 的 目的 片 段大 小 都 在

650~ 750 bp左右. 引物 307 的目的片段较大, 在 1

700 bp左右.

2. 5序列测定与比对分析

使用 T 7 Prom oter Prim er 和 T 3 Pr omoter

Primer 作为测序引物,将 5个引物在鲤鱼脑 cDNA 文库中筛选出的目的克隆进行正反向全长测序. 使用

Blast 2 Sequences比对正反向测序结果, 将 2段序列进行整合,去除载体序列.其中引物 152得到 834 bp

长的目的基因. 在 NCBI 上使用 Blastn 搜寻 GenBank的非冗余核苷酸数据库( nr ) , 结果显示该序列与鲤

鱼线粒体某基因序列有 99%相似性, 期望值为 0. 0. 该基因编码 NADH 泛醌氧化还原酶亚基 3( NADH

ubiquinone ox idor eductase subuni T 3) . Blastx 比对发现所得序列与金鱼线粒体假定蛋白有 89%相似性,

期望值为 6e- 32.

使用 ORF Finder 寻找该序列的 ORF,显示该基因的完整开放读码框大小为 354 bp,编码 118个氨基
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酸,如图 3所示.图 3中: 碱基序列在上,氨基酸序列在下;起始密码和终止密码用底纹和加粗标记;信号肽

用表示 .经分析, 该蛋白 pI 10. 86,分子量 12. 59 kD, 前14个氨基酸编码信号肽.表明该蛋白为一分泌蛋

白.疏水性分析(图 4)表明该蛋白含疏水部分和亲水部分,为跨膜蛋白.

3 讨论
生物体内各种复杂的化学反应需要大量的能量,这些能量主要依靠生物体对糖类、脂类等有机物的氧

化作用 生物氧化.这种氧化反应是在酶催化下完成的,能量逐步释放
[ 16]

.线粒体内的生物氧化对机体

能量供应十分重要, 是细胞的 能量工厂 .它将营养物质氧化所释放的大部分自由能捕获,使 ADP 磷酸化

生成 AT P.其余能量以热能形式释放,维持体温.而线粒体内主要的呼吸链有 2条: NADH 氧化呼吸链和

琥珀酸氧化呼吸链. 泛醌是一种脂溶性醌类化合物, 它有较长的多个异戊间二烯构成的侧链.因侧链的疏

水作用, 它能在线粒体内膜中迅速扩散.可以产生更多的能量,维持机体正常功能和体温.还可以刺激摄

食,进一步提高抵御寒冷的能力.

本研究对鲤在低温条件下特异表达的基因中克隆, 发现 NADH 泛醌氧化还原酶亚基 3基因的存在.

作为 NADH 氧化呼吸链电子传递系统的第 1个酶 NADH 泛醌氧化还原酶,它在低温下的特异表达,

对于低温时鱼类机体的供能起着重要作用.这与低温条件下鱼类机体代谢减慢,摄食不活泼,如果能量供

应不足,就会产生冷休克甚至死亡的报道[ 17]是相符的. NADH 泛醌氧化还原酶亚基 3基因在低温下特异

表达说明该基因与鱼类的低温适应性状在某种程度上可能存在一定相关性. 这些结果拓展了我们在鱼类

低温适应机理研究思路, 后续的研究可通过对其进行定量分析和真核表达功能验证,进一步确定这一基因

在鱼类低温适应过程中的作用.
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作为最低等的脊椎动物鱼类, 由于其进化地位低等,多数的遗传性状是数量性状,是由多基因控制的,

与高等动物的多数性状是由 1个或几个基因所控制不同. 已往鱼类低温适应性状的研究结果也说明鱼类

对低温适应是一个复杂的过程,它涉及生理、生化反应,遗传、进化基础等多个学科.这些结果说明控制这

一性状的基因可能形成一个网络从诸多方向和不同侧面对低温产生应答, 使鱼体产生一系列的生理、生化

反应.因此,在对其进行低温适应机理、耐低温育种研究过程中采取多学科交叉、综合分析的方法必将推进

这一世界性难题的最终解决.
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Cloning and Correlation Analysis of Cold Adaptation of NADH-Quinone

Oxidoreductase 3 Subunit Gene from Common Carp(Cyprinus Carpio)
LIANG L-i qun1, 2 , CH ANG Yu-m ei2 , ZOU Qing-w ei3 , LEI Q ing-quan1

( 1. Co llege of Elect rical & Electr onic Eng ineering , H arbin U niver sity o f Science and T echnolo gy , H arbin 150080, China;

2. H eilo ng jiang Riv er F isheries Research Institut e, Chinese A cademy o f Fisher y Sciences, H arbin 150070,

China; 3. Co lleg e of L ife Sciences, Nankai U niv ersity , T ianjin 300071, China)

Abstract: Genes expressed specifical ly at low tem perature w ere used to desig n primers and to screen brain

full- leng th cDNA librar y of com mon carp ( Cyprinus car pio) through tw o rounds of clo nal PCR method.

After that, gene 152 w as discov er ed and sequenced, and determined f inally as NA DH-quinone ox ido reduc-

tase 3 subunit gene using hom olog ous searches. This gene w as confirm ed to play an impo rtant ro le as the

fo rce g enerato rs fo r f ish in a low w ater environment. In addit io n, NADH-quinone oxidoreductase 3 sub-

unit gene w as associated w ith cold adaptat io n of comm on carp to so me extent in oxidat ion o f respirato ry

chain elect ro n t ranspor t sy stem.

Key words: com mon carp( Cyprinus carpio ) ; NADH-quinone oxidoreductase 3 subunit gene; clo ning; co ld

adaptatio n (责任编辑 易必武)
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