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摘要! 以本实验室构建的大鲵皮肤O@,-文库为材料!通过文库质量检测%随机测序%31PS拼

接%4)[软件进行基因注释等对文库进行了分析!并从中分离获得了大鲵胞质动力蛋白轻链 $

"\V:;I: 7IXZMOZHI:!.4?FMVN;$!3?=00$#基因的O@,-序列!对3?=00$ 基因进行了生物信息学

分析及组织表达研究$ 结果表明!本实验室构建的大鲵 O@,-文库初级库容为 &8"% f&%

#

OW9!文库重组率为 >A8?j!插入片段平均长度约为 & bK$ A%% 个随机克隆测序共获得 !A! 个

有效31PS!其中 $&A 条31PS序列6F值l&%

<#

!经4)[软件归为 > 大类!其中与分泌蛋白%细

胞代谢%细胞骨架以及信号转导相关的基因表达量最高!分别为 !&8!j%&A8%j%&!8%j和

&$8#j$ 表明大鲵皮肤分泌活动强烈!代谢旺盛!这和大鲵皮肤发挥免疫%呼吸以及渗透压平

衡等生理功能相一致$ 获得的大鲵3?=00$ 基因全长为 #?$ KN!其中 "dF*P+为 "= KN!!dF*P+

为 !&! KN!生物信息学分析表明!该基因编码 &%A 个氨基酸!分子量为 &$8%! b9!等电点 NC值

为 =8%"$ @V:77$ 蛋白在 ?? h&%A 处有由里向外和由外向里的 $ 个跨膜螺旋区!且二级结构以

#

(螺旋为主&在 #> h?= 处有典型的)E:/F4

$

2

$

*结构模体&经比较!其三级结构与鼠 @V:77$

蛋白相似$ @V:77$ 蛋白的进化分析表明!大鲵与无尾两栖类相比!更接近陆生动物$ 荧光定

量实验表明!大鲵3?=00$ 基因在肌肉中高表达!在其他组织中低度表达$

关键词! 大鲵& 皮肤O@,-文库& 3?=00$ 基因& 组织表达& 进化关系

中图分类号! T=?&& T=?#& 1>&='''''''文献标志码'-

''中国大鲵#7=2(&/.2/4&2&/=-.D7H:OZHU\$俗

称娃娃鱼"属两栖纲)有尾目)隐鳃鲵科"是我国特

有的大型珍稀两栖动物( 因具有极高的经济价值

而遭过度捕杀"目前已面临灭绝的危险( 然而大

鲵作为两栖动物"其皮肤分泌物丰富"含有大量的

生物活性物质"是未来可供人类利用的基因资源

宝库( 加之其进化地位独特"因而是非常重要的

生物资源( 故如何在资源面临衰竭的情况下有效

保护和发掘其资源价值"已经是大鲵研究的迫切

问题( O@,-文库构建不仅可以作为发现)获得

新基因的重要手段之一*&+

"同时也是物种保护保

存濒危野生动物种质资源的最为有效的方法

之一(

大鲵胞质动力蛋白轻链基因是大鲵皮肤O@,-

文库随机测序获得的全长基因家族"属于动力蛋白

#\V:;I:$基因家族"关于 \V:;I:的功能有诸多报道"

主要集中在微管运输"作为接头蛋白"参与细胞转移

和在一些疾病中发挥作用等*$+

( 目前已发现 $种胞

质 机 动 重 链 蛋 白 # Z;ĤV OZHI:! @c,4&2&"

@c,4$2&$) $ 种中链蛋白 #I:M;UG;\IHM;OZHI:!

@c,4&0&"$$)! 种轻中链蛋白#7IXZM@I:M;UG;\IHM;

OZHI:!c,4&.0&"$%@c,4$.0&$以及 # 种轻链蛋白

#7IXZMOZHI:!@c,..&"$%@c,.+D&"$%@c,.P&"

!$

*!+

( 胞质动力蛋白轻链$#\V:;I: 7IXZMOZHI:".4?F

MVN;$"3?=00$$除了发挥胞质或@V:;I:复合体的功

能*A+

"还能与Rc)"-#RV6SI:F5H$

*!+

)DR/#DO7F$F

G6\IWVI:X WHOM6U$

*" <#+

)桥尾蛋白#[;NZVUI:$

*=+相互

作用"主要起马达蛋白的作用( 胞质动力轻链蛋白
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中3?=00&)3?=00$两个基因在体内表达具有组织特

异性*?+

"但目前两栖类中3?=00$基因的报道较少(

目前"有关大鲵的研究主要集中在大鲵繁殖)

生长发育*>+

)营养*&% <&&+

)病害及生理*&$ <&A+

)生

态*&"+和遗传学*&# <&?+等方面"而针对大鲵生物活

性物质及其基因资源的研究也较少见( 为此"本

研究对已构建的大鲵皮肤O@,-文库进行了深入

分析"并对获得的大鲵胞质动力蛋白轻链基因进

行了生物信息学分析和组织表达研究"以期为大

鲵资源保护和皮肤生物活性成分开发"以及大鲵

皮肤免疫抗病)生理代谢的机制研究奠定基础(

&'材料与方法

!&!'材料

大鲵皮肤 O@,-文库为本实验室构建并保

存*&>+

( 健康的 ! 尾 ! 龄以上大鲵购自陕西汉中

天利大鲵养殖场"体长##$8$" m"8=A$ OG"体重

#& >=>8#= m!$&8"A$ X( 无菌条件下取大鲵肝

脏)皮肤)肌肉)肠)肺)胃 # 种组织的样品"用锡箔

纸包好 <?% g保存( CUIG;1OUINM

PR

+PU;HX;:M

ÌM试剂盒)1cD+

$

CU;GIQ 3Q 9/:

PR

#C;UW;OM+;H7

PIG;"@++%A&-$) 氨苄青霉素 # -GNIOI77I: $)

0CP[) oFXH7) @.$%%% @,- RHUb;U均 购 自

PH̀H+H"其它常规试剂均为国产分析纯(

!&('单克隆挑取#测序

取 &%

'

.文库菌液"稀释 & %%% 倍后"取 "%

'

.涂布于 &! OG培养皿#-NUF0CP[BoFXH7.D固

体培养基$上"!= g培养过夜"计数各 .D平板上

的阳性克隆数"计算文库容量( 采用常规 C4+方

法鉴定 !$ 个随机单克隆O@,-插入片段"并估计

文库的重组率和插入片段大小(

!

D/'+&= 引物由

上海生工生物工程有限公司合成"上游引物为 "d

[PP-P[444P[44P4-4[!d%下游引物为!"d

[4-4--PPP444PPP4[[!d#引物下同$( 随

机挑取 A%% 个单克隆分别置于 ! G.含氨苄浓度

为 &%%

'

XBG.的.D液体培养基中扩大培养 &$ Z

后"菌液送宝生物#大连$公司采用-D0!=!% @,-

1;i9;:O;@,-#-NN7I;\ DI6SVSM;GS$自动序列仪

进 行 序 列 测 定 # R&!FA= 方 向" "dF

4[44-[[[PPPP444-[P4-4[-4F!d$( 计算

空载体序列数目"则O@,-文库重组率#j$ pC4+

重组克隆数B总克隆数f&%%( 当得到的匹配序列

与所研究的31P序列同源性达到期望值
$

&;

<%#或

相似性q"%j

*$%+时"判定为同源序列( 同时将获

得的 31PS使用 4U6SSFGHMOZ 软件去掉 31PS中的

低质量序列)载体序列)重复序列等( 使用 CZUHN

序列拼接软件将测序得到的31PS拼接成重叠群"

将拼接得到的重叠群和单拷贝 31PS与 [;:DH:b

非冗余蛋白库比对并使用同源基因簇归类法

#O79SM;US6W6UMZ676X69SX;:;S"4)[$做功能注释(

!&+'34500( 基因7)#*序列分析

采用 ,4D0FD.-1P进行 3?=00$ 基因注释"

蛋白质性质采用 1OH:1IM;NCBRY软件分析"采用

1I:XH7C!8%)CU6MSOH7;软件)PR2RR软件分别进

行信号肽查找)疏水结构和跨膜结构预测"

1R-+P软件进行蛋白质特征模体检测"PGNU;\

软件进行跨膜螺旋预测"采用 1)CR-软件进行

二级结构在线预测"CZVU;软件进行验证"采用

1YISSFG6\;7软件进行三级结构预测"1YISSFC\K

5I;Y;U软件*$&+ 查看蛋白模型( 下载鸭嘴兽

#"(=&+>)(>?='>-./=/+&=-.$等 $# 个陆生动物和水

生生物的 @V:77$ 氨基酸序列( 多序列比对及进

化树构建采用 R3[-A8% 软件"系统进化树用

*C[R-方法构建"空位视为信息缺失"同时采用

D66MSMUHN &%%% 检验系统树各分支的置信度(

!&,'34500( 基因组织表达

提取大鲵皮肤)肝)胃)肌肉)肠)肺 # 种组织的

+,-"采用D;SM̀;;N;U软件筛选出
!

D/'+&= 作为内

参 基 因" 3?=00$ 基 因 上 游 引 物 为 "dF

-4-4-4[-[-4---[4-4PP4-P4F!d% 下游引

物为"dF4-[-[P44--[PP44-4[4--P4-F!d"

同时采用半定量和1cD+[U;;:

"

染料法实时定量

检测3?=00$基因的组织表达情况#DI6F+H\ IT"$(

实时定量C4+反应按CUIG;1OUINM

PR

+PU;HX;:M̀ IM

试剂盒进行"i+PFC4+反应程序为 >" g ! GI:%

>" g &% S"#% g !% S"A% 个循环%反应完成后进行

溶解曲线分析">" g变性 &" S"按 %8& gBS的增速

缓慢从 #" g升至 >" g( 使用 4/o RH:HX;U

16WMYHU;采集数据"数据处理使用 1C111MHMISMIOS

5&=8%统计软件"每一轮计算均使用目的和内参基

因的平均
(

A

M

"按照 $

<

((

A

M法计算A

M

值(

$'结果与分析

(&!'大鲵皮肤7)#*文库质量及I"-%分析

平板中共得到 !?" 个大鲵单克隆数"用平板

计数法估算大鲵皮肤 O@,-文库库容为 &8"% f

('&
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# 期 王立新"等!大鲵皮肤O@,-文库31PS分析及3?=00$ 基因的分离与表达 ''

&%

#

OW9%采用C4+检测重组率为 &%%j%随机挑取

单克隆获得的 !A! 31PS"载体数量为 &? 个"文库

重组率为 >A8?j%插入片断平均长度约为 &8%

bK"表明构建的大鲵皮肤O@,-文库质量较高(

聚类结果表明大鲵文库共代表 &!! 基因簇

#*:IX;:;S$" 包 括 >& 个 单 个 非 冗 余 31PS

#SI:X7;M6:S"$#8"j$和 A$ 个克隆重叠群#O6:MIXS"

&$8$j$( 经D7HSM,和D7HSMo与数据库中@,-

和蛋白质序列进行同源性比较"大鲵皮肤基因主

要以低同源序列或无比对同源序列基因分布较多

#表 &$"线粒体基因比例也较大%&#> 条 31PS

#"&8!j$能够和 [;:DH:b 中的已知基因相匹配

#其中 > 条与大鲵基因同源$( 根据基因功能对

$&A 条同源性较高的 31PS进行 4)[分类"分类

结果见表 $( 分泌蛋白基因)生命代谢相关基因)

细胞骨架与结构形成和信号转导相关基因表达较

丰富(

表 !'大鲵7)#*文库挑取克隆 +,+个测序I"-%分析结果

-./&!'R>.0.7=301S.=1<6<F+,+ 79<63%0.6:<29? 1%<9.=3:

F0<2%K167)#*91/0.0? <F672/8&2&/5-.

概述

OZHUHOM;UI]HMI6:

克隆数#比例Bj$

:686WO76:;S

#N;UO;:MHX;Bj$

同源基因 b:6Y: X;:;S#3F̂H79;l&%

<#

$

&#%#A#8#$

大鲵基因 I\;:MIOH731PS#3F̂H79;l&%

<#

$

>#$8#$

低匹配 76YZIMSM6 H:V \HMHKHS;#3F̂H79;l&%

<#

$

=%#$%8A$

无匹配 :6 ZIMSM6 H:V \HMHKHS;#3F̂H79;l&%

<#

$

A"#&!8&$

线粒体基因 GIM6OZ6:\UIH7MUH:SOUINMS $=#=8>$

核糖体基因 UIK6S6GH7+,-MUH:SOUINMS &A#A8%$

载体 ^;OM6U6:7V =#$8%$

空载体 ;GNMV ^;OM6U &&#!8$$

合计 M6MH7 !A!#&%%$

表 ('I"-%RTN归类分析

-./&('(!, I"-%85=.=1M31:36=1F17.=1<6%7.=3;<01S3:

/? RTN23=><:

基因功能

N9MHMÎ;I\;:MIWIOHMI6:S

数量#比例Bj$

:68#N;UO;:MHX;Bj$

一般功能 X;:;UH7W9:OMI6: NU;\IOMI6: 6:7V &##=8"$

生命代谢 G;MHK67ISG !%#&A8%$

细胞骨架SMU9OM9U; $?#&!8%$

细胞周期调控 O;77OVO7;O6:MU67 "#$8!$

分泌S;OU;MI6: #=#!&8!$

蛋白质翻译后调控 NU6M;I: N6SMMUH:S7HMI6:H7

G6\IWIOHMI6:"M9U:6^;U"OZHN;U6:;S

&$#"8#$

基因重组及修复 X;:6GIOG6\IWIOHMI:X &"#=8%$

信号传导SIX:H7MUH:S\9OMI6: G;OZH:ISGS $=#&$8#$

功能未知W9:OMI6: 9:b:6Y: &A##8"$

合计M6MH7 $&A#&%%$

(&('大鲵34500( 基因的生物信息学分析

3?=00$ O@,-及氨基酸序列分析''随机

挑选编号为 -@1%== 的克隆进行测序"序列总长

#?$ KN( 经D.-1P比对查询"该序列和鸡#E/00-.

F/00-.$ 3?=00$ 基因的同源性为 ?$j"6F值为

";

<&$"

%编码的蛋白序列和人#B)1) ./*&,=.$@V:77

$ 蛋白的同源性为 ?#j"6F值为 A;

<"%

"被确定为

3?=00$ 基因( 该基因包含 !&$ KN的开放阅读框"

"dF*P+为 "= KN"!dF*P+为 !&! KN")+/区位于

"? h!#> 处"编码 &%A 个氨基酸"符合完整的

O@,-的特征#图 &$( 大鲵 3?=00$ 基因核苷酸

序列中&-BP'占 "#8?>j"&[B4'占 A!8&&j"属

于2-PC型( 使用 3QC-1V S;Û;U软件对该基因

编码的氨基酸序列进行蛋白质基本性质推测分

析"该蛋白质的理论分子量为 &$ %!%8# 9"等电点

NC值为 =8%"( 该氨基酸序列不稳定性指标

#I:SMHKI7IMV I:\;Q$为 $A8!="按分值# lA%$大小划

分"@V:77$ 蛋白在水溶液中比较稳定( 脂肪族氨

基酸指数#H7INZHMIOI:\;Q$为 #=8#%"说明丙氨酸

#-$)缬氨酸#5$)亮氨酸#.$和异亮氨酸#0$的

含量很高"且 A 种氨基酸占氨基酸残基总数的

$"8>j( 编码蛋白中碱性氨基酸#赖氨酸)组氨

酸)精氨酸$占 &=8$j"酸性氨基酸#天冬氨酸)谷

氨酸$占&%8"j( @V:77$ 在 #> h?= 处有典型的

&E:/F4

$

2

$

'结构模体"6F值为 !8!% ;

<=?

(

@V:77$ 蛋白的二级与三级结构预测''

1I:XH7C!8% 软件分析表明 @V:77$ 蛋白没有信号

肽( D76Ob 1;HUOZ;U软件分析得知"该蛋白在 =! h

&$$ 氨基酸处存在一个 D76ObS( PR2RR软件分

析发现@V:77$ 蛋白与其他物种@V:77$ 蛋白一样

具有细胞膜外在跨膜结构域%PGNU;\ 软件分析发

现@V:77$ 蛋白在 ?? h&%A 处有由里向外和由外

向里的 $ 个跨膜螺旋区"与之前报道的鼠#G/++-.

=)(4,F&'-.$的 @V:77$ 蛋白一致( CU6MSOH7;软件

分析该蛋白的疏水最大值为 $8!&&"疏水最小值

为<$8=!!"按分值大小#1O6U;q&8"$划分"其部

分序列有强疏水性( 1)CR-软件预测 @V:77$

蛋白含有 A 种二级结构!

#

,螺旋结构 #-7NZH

Z;7IQ""%8>#j$)无规卷曲结构 #+H:\6G O6I7"

&>8$!j$)延伸主链#3QM;:\;\ SMUH:\"$A8%Aj$

和
!

,转角#D;MHM9U:""8==j$"与 CZVU;软件预

测的结果相一致( 1YISSFG6\;7软件预测此蛋白

的三级结构与鼠的@V:77$ 蛋白相似性达 &%%j"

)'&
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与a-,[等*$$+报道的 @V:77$ 蛋白晶体结构一

致"三级结构与其相似性为 A8%= ;

<A"

(

不同物种 @V:77$ 蛋白进化分析''采用

R-[3A8% 软件将大鲵 @V:77$ 氨基酸序列和不

同进化阶元物种进行多重序列比对"聚类进化分

析结果如图 $( 结果表明!大鲵 @V:77$ 氨基酸序

列与鼠)人)苏门达腊猩猩)狗)大熊猫)鸭嘴兽的

@V:77$ 蛋白同源性均为 &%%j" 与斑马鱼

#>?8>j$)大西洋鲑#>?8>j$的同源性次之"均

为大鲵第二位的&PZU

$

F1;U

$

'变异%与热带爪蟾)

爪蟾)牛蛙的同源性分别为 >A8Aj" >$8&j"

>$8&j( 大鲵 @V:77$ 与猪 #?>8$j$同源性最

低"原因在于猪 @V:77$ 第 &> h$$ 位多了 A 个残

基&[7VF[79FR;MF[7V'结构(

图 !'34500( 基因的7)#*序列及推导的氨基酸序列

D1;&!'#5793<=1:3<F34500( 7)#*.6::3:573:.. %3453673%F0<2%K167)#*91/0.0? <F672/8&2&/5-.

图 ('大鲵与其他 (A 种动物的)?699( 蛋白亲缘关系分析

D1;&('R<28.01%<6<F.. %3453673%<F)?699( P1=><=>30(A .612.9%/? L*NI,&U %<F=P.03%30M30

!'&
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# 期 王立新"等!大鲵皮肤O@,-文库31PS分析及3?=00$ 基因的分离与表达 ''

(&+'大鲵34500( 基因的组织表达

使用 3?=00$ 引物进行 C4+检测"扩增得到

3?=00$ 基因产物长度为 &%! KN( 对 3?=00$ 基因

在 # 种组织中表达的半定量结果进行分析"可知

3?=00$ 基因表达量从高到低依次是肠 q肌肉 q

肝q肺 q胃 q皮肤( 荧光定量结果显示"大鲵

3?=00$ 主要在肌肉中表达"肝)皮肤)肺)胃和肠

组织表达量依次减少 #图 !$( 两种方法得到

3?=00$ 基因的组织表达情况基本一致(

图 +'34500( 基因的组织表达谱

D1;&+'R<28.01%<6<634500( 2E#*16A =1%%53%<F672/8&2&/5-./? 4E-J$RE

!'讨论

+&!'大鲵7)#*文库质量及I"-%分析

文库质量的评估主要有 ! 个重要参数!库容)

重组率及插入片段的大小( 按照O@,-文库质量

要求*$!+

"本研究构建的大鲵皮肤的O@,-文库完

整性及有效性较好( 对O@,-文库质量进行评估

还需要综合考虑基因组 @,-污染)线粒体基因)

非重组率)微生物基因污染等参数"才能确定构建

的文库是否符合高质量文库要求*$A+

( 大鲵文库

中空载体占总数的 $8%j"即非重组率仅为

$8%j"比大黄鱼#H/(&1&'>+>?.'()',/""8"=j$文

库中低*$"+

%核糖体基因占 A8%j"其中部分基因与

幼鲵生长密切相关*$#+

%线粒体基因占总数的

=8>j"高于鼠耳蜗#GI=)(4,F&'-."#8"Aj$O@,-

文库*$=+

"但是大鲵线粒体相关基因的功能还不明

确"需要进一步研究( 大鲵文库中 1I:X7;M6:S

#$#8"j$虽比人软骨细胞文库#$?8>j$

*$%+低"

但比三刺鱼#E/.+,().+,-./'-0,/+-."$!8!j$

*$?+

)

大西洋大比目鱼 # B&**)F0)..-.>&**)F0)..-."

%8!j$

*$!+文库中的 1I:X7;M6:S要高"且大鲵未知

基因#&!8&j$也要比比目鱼高#?8"j$

*$!+

( 综

上"本研究构建的大鲵皮肤O@,-文库质量较高(

本研究 31P序列分析归类还发现"大鲵皮

肤中与分泌蛋白)细胞代谢)细胞骨架以及信号

转导相关的基因表达量最高"分别为 !&8!j)

&A8%j)&!8%j和 &$8#j( 众所周知"两栖动物

皮肤参与细胞结构)呼吸代谢)渗透压平衡以及

免疫等诸多生命过程*$>+

"能分泌生物活性物质

以便形成阻止扑食者的追杀和抑制微生物的生

长的防御体系"其中以抗菌肽)激肽)神经毒素)

防御素等类物质居多*$>+

( 大鲵皮肤在受外界刺

激时也能分泌大量白色浆液状分泌物( 大鲵皮

肤中分泌蛋白基因占最多"说明了大鲵皮肤可

能含有多种免疫因子和生物活性物质"值得进

一步深入研究(

+&('大鲵34500( 基因进化分析

通过对不同动物 @V:77$ 的氨基酸序列对比

发现"除了白氏文昌鱼#8(/='>&).+)1/ J,0'>,(&$

和猪#5I.'()K/$分别出现了 A 个氨基酸残基的缺

失和重复"其他物种氨基酸数目完全相同"说明

@V:77$ 在进化过程中具有极强的保守性( 大鲵

@V:77$ 蛋白的聚类结果表明"大鲵与无尾两栖类

相比"更接近陆生动物"进化程度更高( 我们进一

步比较大鲵@V:77$ 与其他阶元物种氨基酸序列

的同源性"发现大鲵@V:77$ 与陆生动物同源性为

?>8$jh&%%j%与鱼类同源性为 ?>8>j h>?8>j%

与无尾两栖类同源性为 >$8&jh>A8Aj"说明 A 类

生物的进化顺序由低到高大致为&无尾两栖类
#

鱼类
#

大鲵
#

陆生动物'( 从不同门类物种看"

大鲵与斑马鱼#>=8?j$)文昌鱼#8(/='>&).+)1/

K0)(&2/,">"8"j$等鱼类的亲缘关系较紫海胆

# 5+()=F?0)',=+()+-.*-(*-(/+-." >A8Aj $) 海 葵

#L,1/+).+,00/ 4,'+,=.&.">&8%j$高"说明大鲵与

鱼类的亲缘关系较棘皮动物和腔肠动物更近(

$'&
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O@,-7IKUHUI;SWU6G7Î;U6WOZ;GIOH7F;QN6S;\ MZU;;F

SNI:;\ SMIOb7;KHOb # E/.+,().+,-. /'-0,/+-.$

O6:MHI:I:X N6779MH:MFU;SN6:SÎ;X;:;SHSHU;S69UO;
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$ \;UÎ;\ WU6GMZ;S;I\;:MIWI;\ O76:;SY;U;OHM;X6UI];\ I:M6

:I:;OHM;X6UI;S80GG9:;FU;7HM;\ X;:;SHOO69:M;\ W6U!&8!j 6WMZ;7HUX;SM\ISMUIK9MI6:"G;MHK67ISG X;:;S

#&A8%j$"OVM6Sb;7;M6: X;:;S#&!8%j$H:\ SIX:H7I:X NHMZYHVFU;7HM;\ X;:;S#&$8#j$ M66b 9N H7HUX;UX;:;

\ISMUIK9MI6: MZ69XZ80MU;̂;H7;\ MZHMSbI: 6W7I2/4&2&/=-.GH\;I:M;:S;HOMÎIMI;SI: MZ;W6UG6WS;OU;MI6:SH:\
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