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摘要：运用 ,-./0 技术构建了毛冠鹿（1,+2"(3)& 4%2"+,(2")&）大脑组织全长 123. 文库。提取大脑组织

总 /3.，456789:; </3. =69 纯化、获得 >85?（.）@ /3.，以 A2, $B ’CDA/ 引物进行逆转录，E2FDA/ 扩增获

得全长双链 123.，经 5-#%酶切及柱层析分离后，&"" G> 以上的片段与载体&0H6>IJ;! 连接，体外包装得到

123.文库。经鉴定原始文库滴度为 &K% L %"& >MNB<5，扩增后文库滴度为 %K& L %") >MNB<5，重组率达到

+&O以上，插入片断平均长度约为 %K" PG，说明构建文库质量符合要求，可用于大脑特异表达基因的筛

选。从该文库中克隆到了 H67 基因全长，包含 &C和 ’C非编码区，从第 $’ 至 $** 个核苷酸为一完整阅读框

（4/Q），此阅读框可编码一个 %$& 氨基酸的 H67 蛋白。
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毛 冠 鹿（ !"#$%&’() *+$%#"&$%() ）为 鹿 科

（!"#$%&’"）、麂 亚 科（()*+%’,%*’"）、毛 冠 鹿 属

（!"#$%&’()），是我国重要的二类保护动物，主要

分布于我国东南和西南各省，印度北部及缅甸

也有少许分布。麂亚科动物的细胞遗传学研究

一直是国内外热门课题之一。近年来国内已有

关于毛冠鹿染色体多态［- . /］，性别鉴定和进化

分析［0，1］等的研究，但毛冠鹿的遗传学资料缺

乏。随着分子生物学技术的发展，一系列寻找

新基因的方法应运而生，其中，,234 文库的筛

选是行之有效的克隆完整基因序列的方法，通

过构建 ,234 文库，能直接分离到目的基因全

长。毛冠鹿 ,234 文库的构建有利于进行特异

基因的深入研究和保护该物种基因资源，并为

后续的功能基因组研究奠定基础。

#%5（#’+ %*6)7%*89’ 5"*"）基因最早从老鼠的

胰腺 ,234 文库中克隆到［:］，研究认为 #%5 基因

是一种看家基因，编码一种 234 结合蛋白，在 ;
期细胞核中积累，是所有类型细胞生长和增殖

所必须的［<，-=］。在人类基因组中，#%5 基因至少

有 0 个拷贝，但表达有功能蛋白的只有 - 个。

从鸟类、两栖类到哺乳动物，#%5 基因编码的产

物均由 ->/ 个氨基酸残基组成，且它们的差异

很小［<，--］。

! 材料与方法

!"! 材料与试剂 因难产死亡的毛冠鹿大脑

组织由安徽皖南野生动物救护中心提供，运输

过程在液氮中保存 -? @，之后 A 1=B保存 -C 个

月。D34 提 取 试 剂 盒：E#%F87E( 试 剂，G*$%+#85"*
公司；9D34 纯 化 试 剂 盒：H7%58+"I 9D34 J%+，
K%’5"*公司；文库构建试剂盒：;(4DEE( ,234
L%M#’#N !8*6+#),+%8* J%+，!78*+",@ 公司；噬菌体包

装 试 剂 盒：O’,P’5"*" L’9M&’ 234 O’,P’5%*5
;N6+"9，O#89"5’ 公司。

!"# 总 $%& 提取及 ’$%& 纯化 取保存在

A 1=B冰箱中的毛冠鹿大脑组织约 =Q> 5，按照

E#%F87E(试剂盒操作流程提取总 D34，-Q-R琼脂

糖凝胶电泳检测总 D34 质量，紫外分光光度计

测量 4?0=S?:= 值，评估 D34 纯度。H7%58+"I 9D34

J%+ 分离 T87N（4）U D34，操作按试剂盒说明进

行。

!"( )*%& 的合成 取 C!7（约 -!5）毛冠鹿大

脑组 织 9D34，加 入 !2; "SCV O!D O#%9"# 和

;(4DE #E(WH7%58*),7"8+%&" 各 -!7 后，1?B变性

? 9%*，冰上冷却 ? 9%*，加入 ?!7 / X Y%#6+ ;+#’*&
Z)[["#，-!7 ?= 9987 2EE，-!7 -= 9987 &3EO (%I，
-!7 O8\"#;,#%T+

E( D"$"#6" E#’*6,#%T+’6"，>?B孵育

- @，逆转录成 ,234 第一链。取第一链产物 ?

!7，加入 -=!987SL 的 !2; "S CVO!D O#%9"#、/V
O!D O#%9"# 和 4&$’*+’5" ? O87N9"#’6" (%I 各 ?

!7，-==!7 反应体系，反应条件如下：</B预变性

- 9%*，</B变性 ?= 6，0:B复性延伸 0 9%*，C= 个

循环扩增双链。取 /!7 L2WO!D 产物 -Q-R琼脂

糖凝胶电泳检测。

取 /=!7 L2WO!D 产物，加入 ?!7 蛋白酶 J
（?=!5S!7），混匀，>/B孵育 ?= 9%*，加入 /=!7 去

离子水，等体积苯酚S氯仿S异戊醇（?/S?>S-）和

氯仿S异戊醇（?>S-）各抽提一次，无水乙醇沉

淀，:=R乙醇洗涤后，溶于 1<!7 水中，加入 -=!7
,-.$（?= ]S!7），/=B 酶 切 ? @，酶 切 产 物 经

!^DH(4 ;OG3W>== 柱 分 级 分 离，逐 滴 收 集 -/
管。每管取 /!7 经 -Q-R琼脂糖凝胶电泳检测，

收集符合条件的 C 管，糖原及醋酸钠共沉淀后，

:!7 无菌水溶解，存于 A ?=B。

!"+ ,- )*%& 与噬菌体臂连接及体外包装 /

!7 反应体系中，,234 与载体%E#%TG_I?（含有

,-.$4 和$Z 酶切位点）分别按体积比为-Q/ ‘-、

- ‘ - 和 =Q/ ‘ -，各加入 =Q/!7 E> 234 连接酶，

-0B连接过夜。连接产物分别与包装蛋白??B
反应 C @，加入 >>/!7 噬菌体缓冲液和 ?/!7 氯

仿，混匀，获得毛冠鹿大脑原始 ,234 文库。

!". 文库的扩增及鉴定

!"."! 原始文库滴度及重组率测定 将原始

文库按 - ‘ -=、- ‘ ?= 进行稀释，转化宿主菌后铺

平板，测定文库滴度，同时铺含有 GOEa 和 bW5’7
的平板，C1B培养，计数蓝白斑，测定重组率。

!"."# 文库扩增及扩增后文库滴度测定 以

每板 0 X -=> . 1 X -=> 克隆数在 -/= 99 平板上

铺板，待噬菌斑生长融合后，加入 -? 97 噬菌体
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缓冲液，!"过夜，形成文库裂解液，平台振荡器

上，#$ %&’() 室温 * +，收集文库裂解液，分装于

#$ ’, 离心管中，每管加入 *$ ’, 氯仿，振摇 -
’()，离心后取上清即为扩增 ./01 文库。每管

* ’, 分装文库，加入 /234 至终浓度为 56，7
5$"保存。

将原始文库做 * 8 *$ $$$ 和 * 8 * $$$ $$$ 稀

释，转化宿主菌后铺平板，测定文库的滴度。

!"#"$ 文库插入片断长度鉴定 在平板上随

机挑取 #$ 个噬菌斑，加入到 -$!, 噬菌体缓冲

液中，!"过夜，离心取上清作为模板，-#!, 反

应体系中："9%(:;<=- 插入子筛选引物各 $>?!,，
模板 *!,，%!"# 酶（9@A@%@ 公司）$>-!,，反应条件

如下：B#"预变性 ! ’()，B#"变性 !$ C，#D"复

性 #$ C，5-" 延伸 E ’()，E$ 个循环后，5-"保温

5 ’()。取 #!, 产物 *>*6凝胶电泳检测。

!"#"% #- F微球蛋白（#- F2G）验证 取 *!, 扩增

文库为模板，-#!, 反应体系中：#- F2G H*、H-
（H*：#IF9G1 199 GJ9 19G 9G9 J9G GGFEI；H-：

#IFJJ9 JJ1 9G1 9GJ 9GJ 991 J19FEI）各 $>E

!,，%!"# 酶 $>-!,，反应条件如下：B!"预变性 E
’()，B!"变性 E$ C，#?"复性 !$ C，5-" 延伸 *
’()，E# 个循环扩增，取 #!, 产物 *>*6凝胶电

泳检测。

!"#"# 阳性克隆 ./01 测序及其生物信息学

分析 从文库平板上随机挑取噬菌斑，按试剂

盒说 明 将 阳 性 克 隆 噬 菌 体"9%(:;<=- 环 化 为

:9%(:;<=-，送上海生工生物工程技术服务公司

测序，将 获 得 的 ./01 序 列 用 序 列 分 析 软 件

KL139 与 GM)K@)A 数据库中已知基因进行同源

性比较。

& 结果与分析

&"! 总 ’() 及 *’() 质量 总 N01 直接关

系到文库质量，提取总 N01 后经琼脂糖凝胶电

泳检测，如图 * 所示 N01 呈 *D3 和 -D3 两条带，

无拖尾，说明总 N01 提取效果较好。紫外分光光

度计测得 1-?$&-D$ O *>D-，说明 N01 纯度达到要求。

&"& 双 链 +,() 合 成 将 ’N01 逆 转 录 成

./01 第一链，L/FHJN 扩增第二条链后，#!, 产

图 ! 总 ’() 琼脂糖凝胶电泳

-./0 ! 123 232+456786529.9 6: 464;3 <252=5>* ’()

图 & ?,@A<’ 产物琼脂糖凝胶电泳

-./0 & 123 232+456786529.9 6: 482 ?,@A<’ 756B>+4
2：分子标记。

2：*# AP /01 2@%AM% Q

物 *>*6凝胶电泳检测结果如图 -，双链 ./01
大小在 $>! R *# AP 之间，符合建库要求。

&"$ 酶切、过柱后的电泳鉴定 为提高克隆的

效率和克隆片断的长度，双链 ./01 经蛋白酶

S 消化及 $%&$酶切后，通过 JTN421 3H;0F!$$
柱分级分离，产物每管取 #!, 经 *>*6凝胶电

泳检测结果如图 E 所示。收集最亮的 ?、5、D 管

产物，醋酸钠、肝糖原和 B#6酒精共沉淀。

&"% 原始文库质量鉴定 将双链 ./01 分级

分离产物与载体"9%(:;<=- 连接，包装后获得原

始文库，经检测文库滴度为 #>* U *$# :VW&’,，经

蓝白斑筛选，文库重组率达到 D#6以上。

&"# 扩增文库质量鉴定 检测得扩增后文库

滴度为 *># U *$B :VW&’,。以噬菌体稀释液为模

板，"9%(:;<=- 插入子筛选引物为引物进行 HJN
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扩增，结果如图 ! 所示，插入片段大小分布在

"#$ % &#’ () 间，平均大小在 &#" ()，说明文库构

建质量良好。以文库为模板 *+, 扩增!- ./0
基因，在 -$" )1 处有目的条带（图 $）。

图 ! "#$%&’ 产物酶切及分级分离后琼脂糖凝胶电泳

()*+ ! ,-. -.-/0123421-5)5 26 5)7-$618/0)2980)29 26 :5 /#;< 860-1 !"#! :)*-50)29
/：分子标记；& % &$：柱层析产物。

/：- () /23(43；& 5 &$：67 89:; 2<=43 7>?4.<328=>@A2=>@AB

图 = 插入片段大小鉴定琼脂糖凝胶电泳

()*+ = ,-. -.-/0123421-5)5 26 5)7-$):-90)6)/80)29 26 04- )95-10-: :5 /#;<
/：分子标记；& % &C：插入片段。

/：- () /23(43；& 5 &C：>A743=46 67 89:;B

图 > "? $@, 验证琼脂糖凝胶电泳

()*+ > ,-. -.-/0123421-5)5 26 %&’ 312:A/0 26

"? $@, *-9-
/：分子标记。

/：- () /23(43 B

从构建的 89:; 文库中克隆到具有 $D和 CD

非编码区的毛冠鹿 3>E 基因。其核苷酸序列及

推导的氨基酸序列如图 ’ 所示：该 89:; 全长

$-- )1，其 CD末端有终止信号 ;;F;;;，从 !C )1
至 !GG )1 为一开放阅读框，编码 &!$ 个氨基酸

的 3>E 蛋 白。将 该 基 因 及 其 蛋 白 质 序 列 在

04AH2A( 上比对，结果如表 &，可见毛冠鹿 3>E 基

因与牛的同源性最高，与人次之，与果蝇最低。

而其蛋白质序列与牛、人、猪、挪威鼠、鸡的同源

性达 IIJ以上，甚至同非洲爪蟾（!"#$%&’ ()"*+’）
的同源性也达到了 I$J。由此可以推断，3>E 基

因在进化过程中受到很强的选择压力，其核苷酸

替代以沉默替代（7>K4A= 7L)7=>=L=>@A）为主，而很少

出现 氨 基 酸 更 换 替 代（2M>A@ 28>6 341K284M4A=
7L)7=>=L=>@A）。
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图 ! 毛冠鹿 "#$ 基因 %&’( 全序列及推导的氨基酸序列

)#$* ! +#$ $,-, %&’( .-/ /,/0%,/ .1#-2 .%#/ 3,40,-%, %52-,/ 6"21 7068,/ &,,"
星号为终止密码子 !""，下划线为终止信号 ""!"""。

!#$ %$&’$()$ *+,# -%,$.+%/ +(0+)-,$% %,12 )101( !""，-(0 ,#$ %$&’$()$ ’(0$.3+($0 +(0+)-,$% - 2134-0$(43-,+1+( %+5(-3 ""!"""6

表 9 毛冠鹿 "#$ 基因 %&’( 序列及推导的氨基酸

序列与其他 : 种动物 "#$ 基因同源性比较

7.;5, 9 <21252$203 %21=."#32- 26 -0%5,28#/,
3,40,-%,3 .-/ /,/0%,/ .1#-2 .%#/ 3,40,-%,3 26 "#$
$,-, 26 7068,/ &,," >#8? 8?, "#$ $,-, 6"21 28?," :

3=,%#,3 26 .-#1.53
)78"

同源性

91:13151’%
1; )78"
（<）

=$(>-(/
登录号

"))$%%+1(
(’:?$.

蛋白质

同源性

91:13151’%
1; @.1,$+(
（<）

=$(>-(/
登录号

"))$%%+1(
(’:?$.

毛冠鹿

!’;,$0 0$$.
ABB — ABB —

牛

C1* DE "FDAAGAE ABB ""HIJBIK

人

9’:-( DJ LBJDIM DD ""9NMDBI

猪

@+5 DB 8O—JAMGGM DD >""JAKAB

挪威鼠

81.*-4 .-, ID OADGDG DD 8@—BKIIME

鸡

C#+)/$( IE OGGGGA DD 8@—DDBEDG

非洲爪蟾

";.+)-(
)3-*$0 ;.15

IJ OGGGGJ DK ""9KGIAJ

果蝇

P.’+, ;34 IB "PBIGJDB ED Q"RJKBAE

@ 讨 论

)78" 文库的质量从根本上取决于 :S8"
的完整性，S8" 酶在环境中广泛存在，极易导

致 S8" 的降解，因此所取组织的新鲜度对于

)78" 文库的质量至关重要。本研究所用的组织

已在 T EBU冰箱中保存较长时间，可能对 S8"
的质量有一定影响。经鉴定原始文库滴度为 KVA
WABK2;’X:3，已达到库容量不小于 AVE W ABK2;’X
:3 的要求［AJ］，插入片段大小在 AVB /? 左右；根

据!J YO= 序 列 设 计 引 物，以 文 库 为 模 板 进 行

@CS 扩增，出现目的条带。由此可见文库的构

建是基本成功的。

传统的 )78" 文库构建存在着如下缺点：

难以获得低丰度表达基因；需要消耗较大量

:S8"；难以合成完整的 )78"；文库构建步骤耗

时、繁 琐。本 文 库 所 采 用 的 ZO"S!（ %*+,)#+(5
:$)#-(+%: -, K[$(0 1; S8" ,.-(%).+2,）［AG，AM］方法成

功的解决了这些问题，其基本原理为：第一链

)78" 合 成 时，以 经 修 饰 的 13+51（0!）引 物 对

:S8" 逆转录，并通过 ZO"S!"Y\3+51 在 :S8"
K[端添加延伸出去的模板，这样合成的第一条

链就增加了 ZO"S! "Y\3+51 寡核苷酸补齐序
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列。此补齐序列又作为在 !"#$%& 扩增中的一

个通用的启动位点，保证了 ’"() 序列信息的

完整性。且本实验进行第一链合成时采用无

&() 酶 * 活性，但仍有野生型聚合酶活性的鼠

源性逆转录酶，避免了逆转录时 &() 的降解，

这样就可合成比野生型鼠源性逆转录酶更长的

’"() 片段。在进行 !"#$%& 扩增 ’"() 第二链

时，采 用 的 )+,-./-01 2 $345617-81 9:; 含 有

<=<)(=>9<9 !"# "() 聚合酶（!"# "() 聚合酶

的 ( 端缺失突变体）、一种具校对活性的 !"#
"() 聚 合 酶 和 <-? @/-7/<9 抗 体（用 于 热 启 动

$%&），可以有效的合成较长 ’"() 片段，避免了

$%& 产物向小分子的偏移，这对于建立 ’"()
文库是非常重要的。因此，本研究所采 用 的

’"() 文库构建方法有以下优点：提高了全长

’"() 在文库中的比例；构库只需少量 6&()
（2A .0）或总 &()（AB .0）；双链 ’"() 经 $%&!
（!) 和!C）酶 切 后 与 $%&!酶 切 后 的 载 体

"<7:D=E;2 连接操作简便快速，且"<7:D=E;2 载体

是一种新的噬菌体载体，多克隆位点上游含两

个翻译起始点，可以 F 种阅读框方式表达插入

的 ’"()，充分显示其具有广泛的应用前景。利

用构建的毛冠鹿大脑组织 ’"() 文库，克隆了

一个具有 AG、FG非编码区并包含 D345) 尾巴结构

的毛冠鹿 7:0 基因，通过该基因的克隆，可以看

出利用 @9)&< 技术构建的文库质量较高，易于

获得基因全长，与其他建库技术相比具有很大

的优越性。

毛冠鹿染色体的多态主要在于性染色体多

态，性连锁基因研究可用于鉴定性染色体并深

入研究染色体进化的分子机制。脑组织中基因

表达 高 度 复 杂，很 多 基 因 与 性 别 发 生 相 关，

H7-I:- $ (:’’J:- 等［KA］发 现 性 连 锁 基 因 )L$M
（)?N-D37:.#M）在脑、睾丸、肝脏中特异表达；杨

泉胜等［KO］克隆定位了在脑中高度表达的性连

锁基因 ’ ()K（’171P7N6 1;D71881+ Q#4:.R1+ K）；

杨居祥等［KS］发现在精子发生中差异表达的基

因 &@"A 在脑组织中也有较高表达；罗阳等［KT］

利用辐射杂种细胞系技术发现在脑中也有与人

类生殖相关的新基因 *’+,（JN6-. C@$#714-/1+

D73/1:.）的表达。可见脑组织是研究性连锁基

因的 良 好 材 料。我 们 构 建 毛 冠 鹿 大 脑 组 织

’"() 文库，一方面保存了毛冠鹿这一珍稀物种

的基 因 资 源；另 一 方 面 可 以 通 过 基 因 筛 选、

@3N/J17. 杂交、U=@* 等现代分子生物学的技术

研究与毛冠鹿性别有关的基因，进而深入研究

染色体进化。
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