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摘要 采用差减抑制杂交技术(SSH)以1龄红狮头金鱼(Carassiusauratus)的头瘤组织为检测子(Tester),

40日龄红狮头金鱼幼鱼的头顶上皮组织为驱动子(Driver),构建金鱼头瘤相关基因的差减cDNA文库。以鲫管

家基因α-tubilin为参照检测差减效率,结果表明该文库差减效率达210倍,效率较高。随机挑选阳性克隆进行接

头特异引物的PCR检测,结果表明插入片段均在0.1~2.0kb之间。利用斑点杂交对PCR检测结果为单一条

带的阳性克隆进行筛选并测序,获得高差异性的有效序列93条。通过生物信息学方法对文库序列进行比对、分
类和注释,发现若干结缔形成基因和原癌/抑癌基因等与金鱼头瘤形成相关的功能基因,表明cDNA文库构建

成功。
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  金鱼(Carassiusauratus)在分类学上属于鲤形

目(Cypriniformes)、鲤科(Cyprinidae)、鲫属(Car-
assius),是我国特有的观赏鱼类[1]。据考证,金鱼起

源于我国晋代的赤鳞鱼[2],经过多年的杂交选育后

获得了各种性状的品种,目前在世界上广泛传播与

分布[3]。头瘤类金鱼由于其头顶肉瘤的奇特形状而

具特有的观赏价值,深受养殖者和消费者喜爱,根据

头瘤的大小、形状以及分布,人们将其分为狮头、虎
头和高头3个品种。高头是最早出现头瘤的金鱼,
其肉瘤仅生长在头顶部位,如鹤顶红、鹅头红等,随
着高头品种的逐渐退化,更多更具观赏价值的头瘤

类金鱼被选育出来,虎头和狮头是其代表种类。在

金鱼的观赏分类中,通常将无背鳍的蛋种鱼视为虎

头金鱼,其肉瘤均匀分布于整个头部,如猫狮、寿星

等;而有背鳍的文种鱼则被视为狮头金鱼,其头瘤的

分布与虎头相似,但顶瘤更加发达,有明显向上突起

的趋势,如红狮头等[4]。
至今,转基因工程、细胞融合、分子标记等技术

已相继用于鱼类的育种研究,然而对金鱼的选育尚

停留于民间爱好者所采用的传统性状杂交选择育

种[5],这种方式虽能获得较多观赏价值高的品种,但

针对性和目的性不强,且耗时、耗材和效率低。尽管

许多现代生物学方法已被应用于鱼类育种研究,但
目前对金鱼头瘤的认识仅限于王春元等[6]对金鱼头

瘤的电镜观察以及王磊[7]对高头金鱼头瘤的组分构

成研究,而对金鱼头瘤形成的分子调控机制等方面

尚不了解。差减抑制杂交技术(suppressionsub-
tractivehybridzafion,SSH)是Diatchenko等[8]在代

表性差异分析(RDA)的基础上发展出的一种分离

差异表达基因的有效方法,具有试验易操作、周期

短、假阳性率低等优点,广泛应用于分离功能基

因[9]。通过SSH方法构建金鱼头瘤形成的相关基

因cDNA文库不仅能快速鉴定金鱼头瘤的发育生

长功能基因,而且克隆的功能基因可以直接应用于

金鱼育种的研究探索。
狮头是头瘤类金鱼中与鲫亲缘关系最接近的一

类,而红狮头因头瘤饱满、色彩鲜艳成为其代表品

种。本研究选择红狮头金鱼作为研究材料,采用

SSH方法构建其头瘤生长前后差异表达基因的

cDNA文库,筛选金鱼头瘤形成的相关功能基因,旨
在为克隆金鱼头瘤基因和深入探讨其形成机制积累

一定的理论基础,并为改善传统的金鱼杂交方法,将
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分子技术应用于培育具有良好观赏和经济价值的新

品种金鱼提供切实可行的新方法。

1 材料与方法

1.1 材 料

红狮头金鱼来自中华名塔园(武汉解放大道

1861号),活体经 M-222麻醉后解剖,分别取1龄红

狮头 (头瘤已生长完全)的头瘤组织及40日龄红狮

头金鱼幼鱼(头瘤未开始生长)的头顶上皮组织,经
液氮速冻后-80℃冻存备用。

双链cDNA合成试剂盒SMARTERPCRcD-
NASynthesisKit、差减杂交试剂盒PCR-SelectcD-
NASubtractionKit购自Clontech公司;TaqDNA
聚合酶、组织 RNA提取试剂 RNAisoPlus、pMD-
19T载体、PCR产物纯化试剂盒购自 TaKaRa公

司;地高辛探针标记试剂盒DIGHighPrimeDNA
LabelingandDetectionStarterKitⅠ购自Roche公

司;其他化学试剂为进口分装或国产分析纯。
1.2 组织总 RNA 提取

组织RNA的提取采用TaKaRa总RNA提取

试剂RNAisoPlus,取约0.1g组织,按试剂说明进

行操作,组织RNA以20μLRNase-free水溶解,电
泳检测总 RNA 质量并用分光光度计测定浓度,

-80℃保存。
1.3 ds-cDNA 的合成

采用SMART的方法合成双链cDNA。分别取

成年红狮头金鱼头瘤组织和40日龄红狮头金鱼幼

鱼的头顶上皮组织总 RNA 各1.0μg与1.0μL
CDS引物混匀,补水到终体积4.5μL,72℃变性

3min后42℃保温2min,然后在终体积为10.0μL
的反应体系中加入2.0μL5×第1链反应缓冲液、

1.0μLSMARTⅡ寡聚核苷酸引物、0.25μLDTT
(20mmol/L)、0.25μLRNaseInhibitor、1.0μL
dNTP(10mmol/L)和1.0μLPowerSeript反转录

酶,42℃保温1.5h合成第1链cDNA。第1链

cDNA产物70℃保温10min终止反应后加入40.0

μLTE缓冲液稀释,取2.0μL稀释的第1链cDNA
于100.0μL体系中,加入2.0μLPCR引物、2.0

μLdNTP和2.0μL50×AdvantagecDNAPoly-
meraseMix进行第2链cDNA合成,PCR反应参

数为:95℃预变性1min;95℃15s,65℃30s,

68℃6min,扩增17个循环。

1.4 差减抑制杂交

采用PCR-SelectcDNASubtractionKit(Clon-
teeh)提供的方法进行差减杂交。首先对双链cDNA
进行RsaⅠ酶切,37℃保温3h后对酶切产物进行

检测并纯化,将纯化产物的质量浓度调整到300.0
ng/μL。DrivercDNA的制备在40日龄红狮头头

顶上皮组织样品酶切纯化后即完成;TestercDNA
的制备是将1龄红狮头的头瘤组织样品酶切纯化

后,分成2份分别与接头序列adaptor1/2R16℃过

夜连接完成Tester-1和Tester-2cDNA。将过量的

DrivercDNA分别加入到Tester-1和Tester-2cD-
NA,98℃1.5min变性后,68℃保温8h进行第1
轮杂交;第1轮差减杂交完成后迅速混合2份产物

并加入新鲜变性的DrivercDNA,68℃保温12h进

行第2轮杂交。杂交产物稀释后以接头通用引物

primerl进行第1轮PCR扩增,PCR反应条件为

75℃5min,然后94℃10s,66℃30s,72℃1.5
min共27个循环;以稀释的第1轮PCR产物为模

板,用接头特异引物Nestedprimer1/2R进行第2
轮扩增,PCR反应条件为94℃10s,66℃30s,

72℃1.5min共12个循环。进行差减杂交的同时

制备未差减cDNA。
1.5 接头连接效率和差减效率的检测

为确保建库的效率,用鲫管家基因α-tubilin 检

测接头连接效率和差减效率。以鲫α-tubilin 的上

下游特 异 引 物 为 一 个 组 合、以 及 接 头 引 物 PCR
primer1和α-tubilin 下游引物为一个组合分别对

TestercDNA进行扩增,通过比较扩增产物的产量

检测 其 接 头 连 接 效 率。PCR 反 应 条 件 为75℃
5min延伸末端,94℃5min预变性,94℃30s,

51℃30s,72℃1min,扩增30个循环。为确保在

Tester(红狮头金鱼成鱼头瘤组织)和Driver(40日

龄红狮头金鱼幼鱼头顶上皮组织)样品中的差异表

达基因得到有效富集,对鲫α-tubilin 基因在差减和

未差减cDNA中表达量的变化进行检测。以差减

cDNA和未差减cDNA为模板,以鲫管家基因α-tu-
bilin为指标进行PCR,分别扩增18、23、28、33个循

环。PCR反应条件除没有75℃5min外,其余接头

连接效率相同。鲫α-tubilin 基因的上下游引物序列

分 别 为:5′-GTGCACTGGTCTTCAGGGGTT-3′,5′-
GGGAAGTGGATGCGTGGGTAT-3′[10]。
1.6 差减文库 cDNA 片段大小检测

获得的差减产物经纯化后连接到pMD-19T载
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体(TaKaRa),转化大肠杆菌(E.coli)DH5α感受态

细胞,用蓝白斑法挑选颗粒饱满的白色单菌落。随

机挑 选500个 单 克 隆,用 接 头 特 异 引 物 Nested
primer1/2R扩增检测。PCR扩增参数为:94℃
15s,65℃30s,72℃2min,共30个循环。去除产

物为多条带的克隆及阴性克隆,扩增产物-20℃保

存备用。
1.7 点杂交筛选

为进一步获得高差异表达的阳性克隆,采用

DIG High Prime DNA Labelingand Detection
StarterKitⅠ(Roche)的方法对阳性单克隆进行进

一步筛选。将DrivercDNA同样连接接头,但不经

差减杂交直接进行2轮抑制PCR的扩增产物作为

对照cDNA,利用地高辛分别合成差减cDNA探针

和对照cDNA探针。阳性克隆的PCR产物经变性

后各取1.0μL固定于2张大小相同的正电荷尼龙

膜相同位置,分别与差减cDNA 和对cDNA 探针

40℃过夜杂交,利用试剂盒的 NBT/BCIP系统显

色。比较2张膜相同位置的信号强度,取杂交信号

仅在用差减cDNA探针杂交时出现或信号强度明

显高于对照cDNA探针者为阳性克隆。
1.8 差减 cDNA 文库的测序及比对分析

对筛选得到的阳性克隆交由上海生工生物工程

公司测序,去除载体和接头序列后在 NCBI上进行

BlastX比对,利用Blast2GO软件对文库序列进行

分类注释[11-12],在Uniprot数据库中(http://www.
uniprot.org)对已知或已命名的基因进行功能分析

和预测[13]。

2 结果与分析

2.1 总 RNA 的鉴定

红狮头金鱼成鱼的头瘤组织及40日龄红狮头

金鱼幼鱼头顶上皮组织总RNA提取结果见图1。

D260/D280比值均在l.8~2.0之间;电泳条带清晰,

28S、18S比例约为2∶1,总RNA样品质量达到建

库要求。
2.2 SMART cDNA 的合成

红狮头金鱼成鱼的头瘤组织及40日龄红狮头

金鱼幼鱼头顶上皮组织的总RNA样品按SMART
方法合成双链cDNA,结果见图2。其中LD-PCR
第2链扩增的PCR最佳循环数均为17。

 1:1龄红狮头金鱼头瘤组织的总RNA;2:40日龄红狮头金鱼

头顶上皮组织的总RNA。1:TotalRNAfromwentissueof1-

yearoranda;2:TotalRNAfromepithelialtissueontheheadof

40-daysoranda.

图1 总RNA提取结果

Fig.1 ExtractionresultsoftotalRNA

 M1/M2:DL2000DNA标准分子质量;1~4:成年红狮头金

鱼头瘤在15、18、21、24个循环时的SMARTcDNA;5~8:红狮

头金鱼幼鱼头顶上皮组织在15、18、21、24个循环时的SMART

cDNA。M1/M2:DL2000DNAmarker;1-4:SmartcDNAfrom

wenof1-yearorandaat15,18,21and24cyclesrespectively;

5-8:SmartcDNAfromepithelialtissueontheheadof40-days

orandaat15,18,21and24cyclesrespectively.

图2 双链cDNA合成结果

Fig.2 Synthetizeresultsofds-cDNA

2.3 RsaⅠ酶切及接头连接效率检测

对所合成的双链cDNA 进行 RsaⅠ酶切,使

cDNA片段长度均一化且两端都具有粘性末端。经

3h酶切后,cDNA片段酶切完全,其中较亮的条带

对应于高丰度mRNA(图3)。
分别以Tester-1和Tester-2为模板,用α-tubi-

lin 下游特异引物和PCRprimer1进行扩增,所获

得的产物在亮度上与用α-tubilin 上下游特异引物

所扩增的产物相比差异在4倍以内,说明25%以上

的cDNA已经连上了相应的接头序列,满足后续试

验的要求(图4)。
2.4 差减文库差减效率的检测

经差减和未经差减的cDNA同时进行2轮抑

制PCR,结果见图5。与未差减cDNA相比,差减
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cDNA的2次PCR产物中均在背景拖带上出现了

一些较明显的亮带,表明经过差减抑制杂交后一些

Tester-cDNA中的差异表达基因得到了有效富集。
差减cDNA的第2次PCR产物主要集中在200~
1000bp,与酶切产物条带一致,表明RsaⅠ酶切以

及接头连接的效率较高。

 M:DL2000DNA标准分子质量;1~2:1龄红狮头金鱼头瘤

cDNA酶切前后;3~4:40日龄红狮头金鱼头顶上皮组织cDNA
酶切前后。M:DL2000DNAmarker;1-2:cDNAfromwenof

1-yearorandabeforeandafterdigestion,respectively;3-4:

cDNAfromepithelialtissueontheheadof40-daysorandabe-
foreandafterdigestion,respectively.

图3 RsaⅠ酶切结果图

Fig.3 TheresultsofRsaⅠdigestion

 1/3:PCRPrimerl和α-tubilin的下游引物的PCR产物;2/4:α-tu-
bilin上游和下游引物的PCR产物。1/3:PCRproductamplifiedby

PCRPrimerlandα-tubilindownstreamprimer;2/4:PCRproduct

amplifiedbyα-tubilinupstreamprimeranddownstreamprimer.

图4 TestercDNA接头连接效率检测

Fig.4 Resultsoftheadaptorligationefficiencyanalysis

 M:DL2000DNA标准分子质量;1:未差减cDNA第2次PCR
产物;2:未差减cDNA第1次PCR产物;3:差减cDNA第1次

PCR产物;4:差减cDNA第2次PCR产物。M:DL2000DNA

marker;1:2ndPCRproductsofunsubtractedcDNA;2:1stPCR

productsofunsubtractedcDNA;3:2ndPCRproductsofsubtrac-
tedcDNA;4:1stPCRproductsofsubtractedcDNA.

图5 以差减和未经差减cDNA为模板的2次PCR产物

Fig.5 The1stand2ndPCRproductsofboth
subtractedandunsubtractedcDNA

  以未差减cDNA为模板,鲫管家基因α-tubilin
经18个循环扩增就可见扩增条带;以差减cDNA
为模板,α-tubilin 经过28轮循环出现条带。α-tubi-

lin在差减cDNA和未差减cDNA中含量出现显著

差异,表明经过差减抑制杂交,已经成功将样品中管

家基因α-tubilin 的拷贝数降低了210倍,反过来说明

某些差异表达的基因可能富集了210倍(图6)。

 A:以差减cDNA 为模板扩增 Amplificationusingsubtracted

cDNAasthetemplate;B:以未差减cDNA为模板扩增 Amplifica-
tionusingunsubtractedcDNAasthetemplate.1~4:差减cDNA
和未差减cDNA用α-tubilin 引物进行扩增,分别在18、23、28、33
个循环时的PCR产物PCRproductsofsubtractedcDNAandun-
subtractedcDNAat18,23,28and33cycles,respectively.

图6 PCR检测α-tubilin的差减效率

Fig.6 Subtractionefficiencyofα-tubilin
cDNAdetectedbyPCR

2.5 PCR 筛选

随机挑选500个克隆用接头特异引物 Nested
Primer1/2R进行PCR检测。弃阴性克隆和产物

为多条带的克隆,得到PCR产物为单一条带的有效

克隆近400个,插入片段在0.1~2.0kb之间,部分

鉴定结果见图7。

图7 差减cDNA质粒文库中插人cDNA片段大小的鉴定

Fig.7 IdentificationoftheinsertedcDNA
fragmentsinsubtractivecDNAlibrary

2.6 点杂交筛选

将差减cDNA和未差减cDNA探针分别和单

克隆PCR产物进行点杂交,对比2张尼龙膜相同位

置的杂交信号,取杂交信号仅在差减cDNA探针杂

交时出现、或信号强度明显高于用未差减cDNA探

针杂交5倍以上者为阳性克隆,得到可用于进一步

筛选的克隆116个(图8)。
2.7 测序及序列分析

将从差减文库中筛选得到的阳性克隆进行测

序,最终得到93条有效序列。将所得的序列用

BlastX比对,其中60条序列(64.5%)与功能已知

的基因具有同源性(Evalue≤10-5),15条序列
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(16.1%)与功能未知基因具有同源性,18条序列

(19.4%)为未知基因。通过GO(geneontology)及

Uniprot数据库对已知或已命名的基因进行注释分

析,发现这些基因涉及代谢、细胞粘附、信号传导、免
疫、细胞凋亡、细胞结构、细胞增殖等多个生物学过

程(图9)。

图8 斑点杂交筛选含有差异cDNA片段的克隆

Fig.8 ScreenofcolonieswithdifferentialcDNAfragmentfromsubtractivecDNAlibrarybydotblotanalysis

图9 文库EST序列功能分类

Fig.9 ClassificationofthedifferentiallyexpressedESTsinthefunctionalcategories

3 讨 论

金鱼外部形态的变化离不开环境的改变,自晋

朝发现赤鳞鱼以来,金鱼经历了由野生状态过渡到

家化的过程,生存环境也由野外河流池塘进入个人

庭院[14]。作为金鱼标志性状的一种,头瘤的出现也

是人工选育的产物,头瘤的3种形态(细瘤、整瘤、块
瘤)配合3大块瘤(顶瘤、鳃瘤、吻瘤)的不同组合形

成了品色各异的头瘤[4]。目前已有研究表明有背鳍

的红狮头金鱼与鲫的亲缘关系最为接近[2]。因此,
本研究选用红狮头金鱼的头瘤组织作为研究对象;
金鱼头瘤开始生长的时间根据品种的不同有所区

别,而红狮头金鱼的头瘤在2月龄时才开始生长[4]。
因此,本研究选取40日龄的红狮头金鱼幼鱼作为对

照Driver,这时的金鱼幼鱼已初具鱼体形态,而头瘤

在一段时间之后才会开始生长。我们通过差减抑制

杂交技术构建了关于金鱼头瘤相关基因的差减

cDNA文库。
在构建差减cDNA文库的过程中,双链cDNA

的质量、接头连接效率和差减效率决定着cDNA文

库的质量[8]。获得双链cDNA的传统方法需要从

总RNA中分离 mRNA,但我们在实际操作过程中

发现头瘤组织的RNA丰度较低,而金鱼幼鱼头顶

上皮组织的取样量也非常少,若按传统的方法耗时
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长、耗材多,因此,在本试验中改用SMART方法,
用总RNA直接合成高质量的双链cDNA。这种方

法不仅所需的RNA用量少,也减少了 mRNA在操

作过程中的损耗,更利于cDNA文库的构建。在检

测接头连接效率和差减效率时,试剂盒所提供的

G3PDH引物序列仅适用于人和小鼠,与鱼类基因

的同源性不高。因此,本试验改用鲫管家基因α-tu-
bilin的特异引物来进行检测[10]。在进行接头效率

检测时,用恒温培养箱进行接头连接的效果明显优

于PCR仪,这可能是由于PCR仪对温度的恒定效

果欠佳所致。对经过差减和未经过差减的第2次抑

制PCR产物进行比较可以对文库差减效率进行初

步的判断,而进一步检测是通过观察管家基因在差

减产物和未差减产物中的相对丰度来判断[8]。经过

2轮差减杂交,α-tubilin 在cDNA中的相对丰度被

有效降低了210倍,反过来某些差异表达的基因可能

富集了210倍,说明差减杂交效率达到建库的要求。
通过Blast同源比对分析和 GO注释的结果,

文库中基因主要涉及以下几类功能:防御类,信号转

导,转运类以及能量代谢、转录调节、蛋白结合等,这
些结果表明金鱼头瘤的形成涉及到一系列复杂的生

物学功能。根据已有的报道,头瘤组织的出现与金

鱼头顶上皮组织的变异有关[4,6],在组织切片中也

观察到了大量的结缔组织[7],而在本研究构建的文

库中也发现了一些与结缔组织相关的基因。此外,
在文库中还出现了若干原癌/抑癌基因,这说明金鱼

头瘤的形成可能还涉及到细胞增殖、粘附性降低等

与良性肿瘤相关的生物学过程[15-18]。
金鱼性状的产生离不开变异[13],而金鱼头瘤的

形成并非单一的良性肿瘤或结缔增生。根据已有的

研究,我们认为金鱼头瘤的形成可以分为2个阶段。
明代后期盆养被广泛应用于金鱼的养殖,在这种静

态的生活环境下金鱼摄食得到充分保障[4],头部皮

肤不用再面对强劲的水流,头顶上皮组织逐渐退化

解体,发生的变化包括细胞不断分裂增生、细胞间粘

附性降低等,这个阶段的金鱼头瘤可以被视为一种

良性肿瘤。随后大量结缔组织和黏液在金鱼头部表

皮的下层细胞积聚,细胞间隙增大,最终导致金鱼头

顶不断隆起,这一阶段与王春元等[6]研究结果一致,
也是金鱼头瘤形成的主要原因。金鱼头瘤相关基因

cDNA文库的成功构建将有助于克隆金鱼头瘤相关

基因,同时也对进一步探讨其头瘤形成的机制以及

将分子技术应用于金鱼育种具有非常重要的意义。

致 谢 中华名塔园的张良玉先生提供了试验过程中所需

的各时期红狮头金鱼,并对试验中出现的问题提出了许多建

议,在此对张良玉先生表示衷心的感谢。
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ofgoldfishwen-relatedgenes
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Abstract Goldfish(Carassiusauratusauratus)arethemostimportantornamentalfishandhave
closelygeneticrelationshipwithCarassiusauratus.Somegoldfishhaveobviousandbeautifuloranda
wen.However,howtheorandawenformsandgrowsisremainedunknown.Inthisstudy,suppression
subtractivehybridization(SSH)strategywasemployedtoconstructacDNAlibrarythatrepresented
genesrelatedtothewen.Wentissueof1-yearorandagoldfishwastreatedasthetesterandepithelialtis-
sueontheheadof40-daysorandafrywastreatedasthedriver.Thehousekeepinggeneα-tubilin was
usedtodetecttheefficiencyofthelibraryandtheα-tubilinmRNAexpressiondecreasedbyupto210-fold
inthesubtractedlibrariescomparedwiththeun-subtractedsamples,indicatingahighsubtractiveeffi-
ciency.TheresultofnestedPCRwithadapterspecificprimersshowedthatthelengthoftheinserts
rangedfrom100bpto2000bp.Atotalof93effectivesequencewithhighothernesswereidentifiedby
dot-blotscreenandsequencing.ESTsinthelibrarywerecompared,classifiedandannotatedtocommon
databasebybioinformaticsanalysis,andasetofspecialgenessuchasconnectiverelatedgenesand
tumor-relatedgenes,whichcouldbeinvolvedinwenformationprocessoforandagoldfish,wereidenti-
fied,indicatingthatthecDNAlibrarywasconstructedsuccessfully.

Keywords goldfish;wen;suppressionsubtractivehybridization;cDNAlibrary
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