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摘要 以致病黏质沙雷氏菌人工感染的黄喉拟水龟肝组织为材料,应用SMART(switchingmechanismat
5’endofRNAtranscript)技术,构建了黄喉拟水龟的全长cDNA文库。首先用SMARTTM PCR cDNAsysthe-
siskit合成全长的双链cDNA,通过琼脂糖凝胶分级分离技术切除小片段的cDNA,将大于500bp的cDNA连

接到pGEM-T载体中,电转化到JM109感受态细胞。在构建好的文库中,经测定,文库约含有1.8×105个重组

子,重组效率达90%,插入片段多在0.5~3.0kb之间。对库中长度约为1000bp的80个基因进行了测序,结
果显示大部分首次在龟类发现。测序鉴定的基因包括免疫相关基因9个、信号传导基因6个、催化酶类基因8
个、糖代谢相关基因2个、转运相关基因1个、结构基因2个。
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  黄喉拟水龟(Mauremysmutica),俗称石龟、香
乌龟,隶属龟鳖目(Testudines)、龟科(Emydidae)、
拟水龟属(Mauremys),具有较高的食用、药用及观

赏价值,但其资源量有限[1],繁殖力较低,在广东省

被列为受保护的水生动物。近年,黄喉拟水龟人工

繁殖及饲养已获成功[2-3],并显示出良好的经济前

景,成为新的水产养殖品种。但随着人工养殖规模

的扩大和养殖密度的提高,龟类病害发生率越来越

高,其中体表溃疡病较为普遍,谭爱萍等[4]从致病的

黄喉拟水龟分离到条件致病菌黏质沙雷氏菌。
在养殖过程中,龟类病害应以防为主,增强龟的

抗病能力是首选措施,因此与免疫相关的研究就显

得非常重要。截至目前,与黄喉拟水龟免疫相关基

因的研究仍未见报道,本试验用病原菌黏质沙雷氏

菌攻毒黄喉拟水龟,然后提取其肝脏总RNA,构建

其SMARTcDNA 文库,以期筛选出免疫相关基

因,为研究黄喉拟水龟抗菌相关基因的表达调控和

抗病机制研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材 料

黄喉拟水龟取自珠江水产研究所龟类繁育基

地,健康无病,体质量120~160g。暂养1周进行试

验。黏质沙雷氏菌,由珠江水产研究所谭爱萍助理

研究员提供;SMARTTMPCRcDNAsysthesiskit,
购自Clontech公司;总RNA提取试剂TrizolTMRe-
agent,购自Invitrogen公司;PowerscriptTM反转录

酶、大肠杆菌JM109电转感受态细胞,购自大连宝

生物公司;pGEM-T载体购自上海生物工程公司。
所 有 的 试 剂、器 皿 都 进 行 焦 碳 酸 二 乙 酯

(DEPC)处理以充分抑制RNase的活性。
1.2 细菌复壮及人工感染

黏质沙雷氏菌株接种于 LB平板37℃培养

20h,从中挑出单菌落,在LB液体培养基中扩大培

养,让浓度达到1.5×108cfu/mL,取200μL菌液腹

腔注射高体革鯻(Scortumbarcoo),从濒死的高体

革鯻肝内分离细菌,划线接种于LB平板进行培养,
挑取形态一致的优势单菌落。进行PCR检测,挑取

阳性菌落,扩大培养,以每只1×1012cfu的剂量腹腔

注射感染试验组黄喉拟水龟,对照组同法注射灭菌

生理盐水。
1.3 总 RNA 的提取

试验组黄喉拟水龟在感染后第3天开始反应迟

钝,第5天开始死亡。解剖其中1只濒死的黄喉拟
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水龟,按 Trizol试 剂 操 作 说 明 书 提 取 其 肝 脏 总

RNA,最后将总RNA沉淀溶于去除RNA酶的去

离子水中。
1.4 单链和双链 cDNA 的合成

1)单链cDNA的合成。取0.5μg纯化的 mR-
NA,加入1μL浓度为10μmol/LCDSⅢ/3’PCR
引物和10μmol/LSMARTⅢ寡核苷酸,反应体积

为5μL,于PCR仪上72℃2min,冷却后加入Pow-
erscriptTM逆转录酶,1μL浓度为10mmol/LdNTP
混合液,20mmol/LDTT及5×第1链合成缓冲液

2μL,使总反应体积达10μL,于PCR仪上42℃反

应1h,逆转录合成cDNA第1链。

2)双链cDNA的合成。取cDNA第1链2μL,
分别加入2μL浓度为10μmol/LCDSⅡ/3’PCR
引物和5’PCR引物,加入50×Advantage2聚合酶

混合液和50×dNTP混合液各2μL,10×第2链合

成缓冲液10μL,反应体积为100μL。于PCR仪上

用LDPCR方法95℃变性20s后,95℃变性5s,

68℃复性延伸6min进行15和18个循环以扩增双

链cDNA。
1.5 cDNA 大片段的分离与回收

经过1×TBE琼脂糖凝胶电泳检测,18循环的

双链cDNA达到要求。将50μL的18循环的双链

cDNA产物进行切胶回收,切取500bp以上的片

段,按照Qiagen琼脂糖凝胶回收试剂盒回收。
1.6 cDNA 的连接

将500bp以上的大片段cDNA与pGEM-T载体

连 接。反 应 体 系 为5μL2× Buffer+2μL 载

体+2μLcDNA+1μLT4ligation。4℃反应过夜。
1.7 连接产物电转化

操作如下:从-80℃冰箱中取出感受态细胞

JM109,置于冰上解冻后,迅速加到连接产物中,混
匀,转移至已预冷的0.2cm电极杯中,在2000V
电压下电转化,脉冲时间为4.6s。电击后,迅速用

0.9mLSOC培养基洗出转化产物,在37℃经225
r/min,摇菌复苏1h。
1.8 cDNA 文库的容量和重组率测定

1)原始文库容量:在总体积为100μL的回收纯

化的cDNA中取出2μL与pGEM-T载体连接,体
系为10μL,取2μL稀释的连接产物转化50μL大

肠杆菌JM109电转感 受 态 细 胞,复 苏 后 体 积 为

1mL,涂板10个。以平均每板所长出的菌落数来

计算库容。
2)电转化后产物加IPTG4μL/mL,X-gal40

μL。通过蓝白斑数量计算文库的重组率。
重组率计算:重组率=(白斑的个数/菌斑总

数)×100%
1.9 DNA 测序和序列分析

随机选取经过菌落PCR鉴定确认有重组质粒

插入并且长度≥1000bp的菌落,过夜培养后送上

海生工生物工程有限公司测序,在 NCBI上利用

BlastX程序对测得的DNA序列进行比对,并对比

对的结果进行分析。

2 结果与分析

2.1 黄喉拟水龟总 RNA
从电泳结果看,用 Trizol试剂抽提的总 RNA

中,1×TBE琼脂糖凝胶电泳检测 mRNA 质量,
18S、28SrRNA条带清晰 (图1)。测得D260/D280=
1.905,说明总RNA的纯度达到要求。

 M.DNAmarker(DL2000);1.沙雷氏菌诱导黄喉拟水龟的总

RNAThetotalRNAoftheAsianyellowpondturtlestimulated

withtheSerratiamarcescens.

图1 总RNA电泳分析

Fig.1 AnalysisofthetotalRNA
2.2 cDNA 的合成

取5μLLD-PCR合成产物在1.1% TBE琼脂

糖凝胶上进行电泳分析,结果在0.3~7.0kb有弥

散 的条带(图2),这符合试剂盒说明书所述,说明

 M.DNAmarker(DL2000);1.15个循环的双链cDNAcDNA

of15cycles;2.18个循环的双链cDNAcDNAof18cycles.

图2 双链cDNA1.1%琼脂糖电泳分析

Fig.2 AnalysisofdscDNAsynthesizedby
1.1%agarosegelelectrophoresis
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cDNA已被成功合成。
2.3 cDNA 文库的库容及重组率

按照本文“1.8”方法所涂布平板上平均长出73
个单 菌 落,由 此 推 算 出 文 库 容 量 为 73×10×
5×50=1.825×105个克隆。

10个板共长出730个克隆,其中蓝斑69个,则
重组率为90%。
2.4 插入片段长度分析

将730个克隆,以载体特异的5’测序引物和T
启动 子 引 物 进 行 PCR 扩 增,插 入 片 段 大 小 为

0.5~3.0kb(图3),而且多数大于1.0kb。

 1,9.DNAmarker(DL2000);2~8.随机的cDNA文库插入片

段PCR扩增产物 PCRproductsofrecombinantclonespickedat

random.

图3 cDNA文库重组子的菌液PCR
产物琼脂糖凝胶电泳图

Fig.3 AnalysisofPCRproductsofrecombinantclonesfrom

theoriginalcDNAlibrarybyagarosegelelectrophoresis

2.5 文库基因测序和分析

对库中随机挑取的单菌落进行琼脂糖初步检

测,将长度大约为1000bp的80个克隆进行了测

序,再进行Blast比对分析,结果显示大部分基因在

龟类首次发现。主要基因列表如表1。测序鉴定的

基因包括免疫相关基因9个:转铁蛋白基因,血浆铜

蓝蛋白基因,补体C3基因,补体C9基因,血清蛋白

基因,巨噬细胞炎症蛋白基因,血清淀粉样蛋白 A
基因,α-2巨球蛋白基因和VSIG4;信号传导基因6
个:RAS原癌基因,死亡相关蛋白基因,血管紧张素

原基因,HIG1家族基因,锌指蛋白基因和DAB2抗

体基因;催化酶类基因8个:酰基辅酶A合成酶基

因,酪氨酸转氨酶基因,乙醛脱氢酶基因,氨基乙二

酸半醛合成酶基因,还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

磷酸氧化酶基因,赖氨酸羟化酶基因,金属基质蛋白

酶3基因和金属基质蛋白酶23基因;代谢相关基因

2个:细胞色素b基因和细胞色素P4503A基因;转
运相关基因1个:可溶性载体家族基因;结构基因2
个:微管蛋白基因和肌动蛋白基因。

3 讨 论

在感染、炎症、组织损伤等应激原作用于机体后

的短时间(数小时至数日)内,会发生急性期反应:血
清成分会发生某些变化。参与急性期反应的物质大

多数是蛋白质,称为急性期蛋白,大多数为肝脏产

生。急性反应蛋白有抑制蛋白酶的作用,可防止机

体组织损害、清除异物和坏死组织、清除自由基、促
进损伤细胞修复[5]。血清淀粉样蛋白 A,补体C3,
补体C9,转铁蛋白,铜蓝蛋白,α-2巨球蛋白,血清蛋

白均属于急性反应蛋白。Merchant等[6]发现鳄鱼

的补体系统能有效杀灭细菌,进一步证明了补体在

爬行动物中的免疫作用。
金属基质蛋白酶3和金属基质蛋白酶23,同属

金属基质蛋白酶家族,是一类分解细胞外基质组分

的锌蛋白酶,炎症反应时期在人体组织各处均可见

其成员存在。当机体为了抵抗外界抗原的刺激,巨
噬细胞释放IL-1等细胞因子,IL-1的增加可诱导动

物体内金属硫蛋白表达增加[7]。MMPs家族在炎

症反应中广泛地调节物理屏障,调制炎症细胞因子

和趋化因子活动,以调整白细胞向感染或损伤地方

活动[8]。在 MMP3缺乏的小鼠中,肠粘膜内CD4+

淋巴细胞减少[9];巨噬细胞产生的趋化因子活动减

少[10];用 LPS诱导的神经炎症中,中性粒细胞减

少[11]等。
巨噬细胞炎症蛋白,属于CC趋化因子,对各种

革兰氏阴、阳性菌均有抗菌效果。Yang等[12]通过

分析巨噬细胞炎症蛋白的结构,发现其拓扑表面聚

集了很多带正电荷的残基,而此结构对防御素抗菌

活动起到重大作用。
颗粒酶B是一组同源性的丝氨酸蛋白酶,广泛

存在于杀伤性T淋巴细胞、自然杀伤细胞和肝脏中

的Kupffer细胞等各种杀伤细胞的胞浆颗粒中[13],
可导致细胞凋亡。CD8+杀伤性T淋巴细胞几乎完

全依赖穿孔素和颗粒酶杀伤靶细胞和病原体[14]。
人VSIG4由Langnaese等[15]最早发现,是巨

噬细胞上的补体受体,可结合补体C3的降解片段

C3b和iC3b,对于病原体的吞噬起重要作用[16-18]。
近来Vogt等[19]发现VSIG4还是一种新的B7家族

相关分子,并且证实了 VSIG4有抑制 T细胞活化

的作用。
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表1 通过BlastX比对鉴定的基因

Table1 PutativegenesidenitifiedincDNAclonesthroughBlastXsearchoftheNCBIdatabases

基因

Categoryclone
相似物种

BlastXtargetedgene
同源蛋白登录号

GenBankaccession
E值

Evalue
同源性/%
Identity

出现次数

Frequencyinlibrary
免疫相关的基因

Immune-related
转铁蛋白

Transferrin
红耳龟

Chrysemysscriptaelegans
emb|CAH10346.1 0.0 91 21

铜蓝蛋白

Ceruloplasmin
原鸡Gallusgallus ref|XP_001235149.1 0.0 74 2

补体C3
Complementcomponent3

鸭嘴兽

Ornithorhynchusanatinus
ref|XP_001505969.1 0.0 59 3

补体C9
Complementcomponent9

珍珠鸟

Taeniopygiaguttata
ref|XP_002193012.1 0.0 68 1

血清蛋白

Serumalbumin
新西兰大蜥蜴

Sphenodonpunctatus
gb|AAM46104.1|
AF375971_1

0.0 59 4

巨噬细胞炎症蛋白

Macrophage
inflammatoryprotein

原鸡Gallusgallus ref|NP_989769.1 2e-24 75 1

血清淀粉样蛋白A
SerumamyloidA

珍珠鸟

Taeniopygiaguttata
ref|XP_002198615.1 1e-41 67 1

α-2巨球蛋白

Alpha-2-macroglobulin
原鸡Gallusgallus ref|XP_416476.2 0.0 74 1

VSIG4
V-setandimmunoglobulin
domaincontaining4

原鸡Gallusgallus ref|XP_420167.1 8e-60 61 1

信号传导基因

Cellsignaling

RAS癌基因家族

MemberRASoncogene
family(RAB7A)

人 Homosapiens ref|NP_004628.4 3e-113 96 1

死亡相关蛋白

Death-associatedprotein
原鸡Gallusgallus ref|NP_001026174.1 1e-46 88 1

血管紧张素原

Angiotensinogen
原鸡Gallusgallus ref|XP_419584.1 2e-133 54 1

HIG1域家族

HIG1domainfamily
鸭嘴兽

Ornithorhynchusanatinus
ref|XP_001513449.1 7e-25 69 1

锌指蛋白

Zincfinger
原鸡Gallusgallus ref|XP_416615.2 7e-119 88 1

DAB2抗体

Disabledhomolog2mitogen-
responsivephosphoprotein

鸭嘴兽

Ornithorhynchusanatinus
ref|XP_001507342.1 3e-49 63 1

催化酶类基因

Catalyticactivity

酰基辅酶A合成
酶长链家族成员1
Acyl-CoAsynthetase
long-chainfamilymember1

马 Equuscaballus ref|XP_001491142.2 3e-134 79 5

酪氨酸转氨酶

Tyrosineaminotransferase
珍珠鸟

Taeniopygiaguttata
ref|XP_002197132.1 0.0 82 2

乙醛脱氢酶

Aldehydedehydrogenase
珍珠鸟

Taeniopygiaguttata
ref|XP_002189365.1 0.0 88 1

氨基乙二酸半醛合成酶

Aminoadipate-
semialdehydesynthase

马 Equuscaballus ref|XP_001502225.1 0.0 64 1
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续表1 ContinuedfromTable1
基因

Categoryclone
相似物种

BlastXtargetedgene
同源蛋白登录号

GenBankaccession
E值

Evalue
同源性/%
Identity

出现次数

Frequencyinlibrary
还原型烟酰胺腺嘌
呤二核苷酸磷酸氧化酶

NADPHoxidase
家犬Canisfamiliaris ref|XP_549136.2 7e-172 70 1

颗粒酶BGranzymeB 旱獭 Marmotamonax gb|AAP80579.1 1e-10 60 1
金属基质蛋白酶23
Matrixmetallopeptidase23

珍珠鸟

Taeniopygiaguttata
ref|XP_002197777.1 7e-40 66 3

金属基质蛋白酶3
Matrixmetallopeptidase3

珍珠鸟

Taeniopygiaguttata
ref|XP_002198018.1 8e-154 63 1

代谢相关基因

Metabolic
细胞色素b
Cytochromeb

台湾棘鲷

Acanthopagrustaiwanensis
emb|CAQ16421.1 9e-10 31 1

细胞色素P4503A
CytochromeP4503A

密西西比短吻鳄

Alligatormississippiensis
dbj|BAE95685.1 1e-134 66 1

转运相关基因

Transportmetabolism
可溶性载体家族26成员5
Solutecarrierfamily26

珍珠鸟

Taeniopygiaguttata
ref|XP_002188389.1 0.0 78 1

结构基因

Cellstructureandgrowth
微管蛋白

Delta-tubulin
原鸡Gallusgallus ref|XP_415881.1 1e-125 78 1

肌动蛋白

Actin,gamma1
原鸡Gallusgallus ref|NP_001007825.1 0.0 91 2

未知功能基因

Unknownfunction
预测蛋白

Predictedprotein
海葵

Nematostellavectensis
ref|XP_001633469.1 1e-07 30 4

预测蛋白

Predictedprotein
海葵

Nematostellavectensis
ref|XP_001640187.1 5e-23 52 1

  迄今关于爬行动物获得性免疫方面的直接证据

基本没有。颗粒酶B基因和VSIG4基因的功能,均
与T细胞有所联系。此2种基因的发现,有可能为

进一步揭示爬行动物的获得性免疫提供思路。
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ConstructionofasmartcDNAlibraryofAsianyellowpondturtle
stimulatedwithSerratiamarcescensandidentificationofrelatedgenes
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1.PearlRiverFisheriesResearchInstitute,ChineseofFisherySciences,Guangzhou510380,China;

2.CollegeofFisheriesandLifeScience,ShanghaiOceanUniversity,Shanghai201306,China

Abstract Tounderstandanti-infectiousresponsetobacteriaintheAsianyellowpondturtle(Mau-
remysmutica),afulllengthcDNAlibrarywasconstructedforitbySMARTtechniqueexperimentally
infectedwithSerratiamarcescens.Firstly,thedouble-strandcDNA wassynthesizedusingSMARTTM

PCRcDNAsysthesiskit.Second,thedscDNAwasseparatedintotwopartsbasedonthesizedistribu-
tionofamplifieddscDNAbyagarosegelsizefractionation.Thepartshorterthan500bpwasdiscarded
andtheotheronelongerthan500bpwasligatedtothepGEM-Tvector.Theligationmixturewastrans-
formedintoE.coliJM109byelectroporation.ThecDNAlibrarycontained1.8×105independentclones
withDNAinsertsof0.5-3.0kb.Therecombinationratewas90.3%.Wesequenced80cDNAclonesa-
bout1kbandmostofthegeneswerefoundthefirsttimeinreptiles.Weclassifiedtheseclonesinfunc-
tionswith9inimmunity,6incellsignaling,8incatalyticactivity,2insugar/glycolysismetabolism,1in
transportmetabolism,and2incellstructure.ThesuccessfullyconstructedcDNAlibrarywillbeessential
forrapidisolationofdifferentiallyexpressedgenesrelatedtoSerratiamarcescensinfectionandusefulfor
understandingtheanti-infectiousmolecularmechanismintheAsianyellowpondturtle.

Keywords Asianyellowpondturtle;Serratiamarcescens;SMARTcDNAlibrary;geneidentifi-
cation
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