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尼罗罗非鱼肝 cDNA 文库的构建

何学军，李思发

(上海水产大学农业部水产种质资源与养殖生态重点开放实验室，上海 2删90)

摘 要:用 Stratagene 技术构建了吉富品系尼罗罗非鱼( Oreochromis niloticu.s, GIFT strain)肝 cDNA 文库。首先用

TRlZOL法提取肝总 RNA，经琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度检测，表明总 RNA 纯度高且完整性良好。然后

分离纯化mRNA，合成双链 cDNA 之后，加 EcoR 1 接头、EcoRI 末端磷酸化、XhoI 消化，并用葡聚糖凝胶柱层

析分级收集 cDNA 样品，得到 3∞ mg cDNA，符合建库要求。双链 cDNA 与 Uni - ZAP XR Vector 连接后，用

G耶packm Gold Packaging Extract 进行体外包装得到 cDNA 文库。 i则得的文库滴度为 1.25 X 107 pfu/mL，文库噬

菌体的滴度符合文库保存和筛选实验的要求。随机挑选 20 个阳性单克隆噬菌斑进行 PCR 鉴定后，得出文库

的重组率达 1∞%，扩增出的片段主要集中在 0.5-2kb 之间，平均插入片段长度约为1. 05 kb，结果说明本实

验所构建的 cDNA 文库质量较高。取扩增文库 80 I止进行体外切割，约含 3.6x106 个重组子，切割后 pl吨emid

量为 2.0x106 ，切割效率为 79 .4% 0 经抽提质粒获得质粒 DNA 约 1.2 mg o 
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Construction of cDNA library from liver of 
Nile tilapia Oreochromis niloticus 
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Agricu1tu;re , Shanghai Fisheries University , Shanghω 2仅附90 ， Chùw) 

Abstract: Hepatic cDNA librarγof GIFr strain Nile tilapia , Oreochromis nilotic山， was constructed by Stratagene 

cDNA library construction kits. First , total RNA of liver was extracted by TRIZOL reagent and deterrnined by 

agarose eletr叩horesis and UV meter. The results showed that the purity and integrity of total RNA were both good 

and then mRNA was isolated with a colunrn of oligo (dT) cellulose. Second , single-strand cDNA and double-strand 

cDNA were synthesized from 5' mRNA using Stratagene ZAP Express cDNA Synthesis Kit , then ligating to EcoR 1 

adapters, phosphorylating the EcoR 1 Ends , digesting with Xho1 , size fractionating with Sepharose CL-2B gel 

filtration medium. Sample fractions were collected and 300 ng cDNA was obtained sufficiently to construct the 

library. Finally ds cDNA was ligated into Uni-ZAP XR vector and packaged into phage by Gigapack m Gold 

Packaging Extract. The titer of the obtained hepatic cDNA library of Nile tilapia was 1.25 X 107 pfu/mL which 
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agreed to the preservation and screening of the library. 20 positive clones were randomly selected to carry out 

polymerase chain reaction and the percentage of recombinant of the libra巧T was 100 % . The arnplified segments were 

between O. 5 and 2 kb and averaged at 1.05 kb. It is indicated that the quality of the cDNA library constructed in 

the present study was high 80μL arnplified cDNA library was taken to excision in vitro and contained about 3.6 x 

106 recombinants. The quantity of phagemid after excision was 2. 0 x 106 and the efficiency of excision is 79. 4 % . 

About 1 .2 mg plasmid DNA was obtained after plasmid extraction. The hepatic cDNA librarγprovides basis of EST 

sequencing and cloning of metabolic enz严nes and some growth factors , and then gives the insights into nutritional 

effects on enzyme gene expressions of the subsequent researches. 

Key words: Oreochromis nilot比ω; liver; cNDA libr缸7

cNDA 文库的构建是真核分子生物学研究的基本手段之一，目前已经广泛用于研究不同发育阶段基

因表达的变化，某特定发育期基因表达的情况，克隆新细胞因子，分离组织特异性基因等方面。近几年

来，在水生生物领域已陆续建立了斜带石斑鱼( Epinephel山 COW!伽 Harnilton) 卵巢[J]、斜带石斑鱼白细

胞[2J 、中华绒整蟹( Eriocheir sinensis )卵巢[3J 、银娜( Carassius auratω gibelio) 和彩娜(Cαrass!ωαuratus color 

variety) 卵母细胞[4J 、日本鬼铀 (Ini阳!m!町CαI山ι必冒 Jσ叩:pom山i
CωαrψPωL.)外周白细胞[7J汀]、文昌鱼(Braαn附l比ch协ωS归tωom阳naωab加elch怡加t衍r川!)头部[凶阳8创]、日本七蜡鲤(缸叩etrs japonica ) 唾液腺[9J 、

金钱鱼( Scatophagus α阴)毒品事[IOJ 、大舰(Andrias davidianus)肝[11 J 、中国明对虾( Fenneropenaω chi叫is)

魄[12J 、中国对虾( Penae山 chinensis ) [13 J 、日本对虾( Penaeω }apon比ω)精巢和卵巢[14J 、等不同组织的 cDNA

文库，并通过测序获得了大量有研究和开发价值的新基因，但尚未见尼罗罗非鱼肝 cDNA 文库构建的报

道。本研究以吉富品系尼罗罗非鱼选育 F8 幼鱼肝为出发材料，用 Stratage配技术构建全长 cDNA 文库，

为下一步 EST 序列分析及代谢关键酶基因的克隆、表达研究打下基础。

1 材料与方法

1. 1 材料

实验用鱼为吉富品系尼罗罗非鱼选育岛，饲养于上海水产大学水产动物种质试验站温室循环养殖

系统中，每日用大江牌浮性饲料(蛋白质含量为 36%)投喂 3 次，投饵率为 3% -4% ，水温为 (22 土 2) "C, 

水流速度约 2νmln，溶解氧大于 5 mglL，自然光照。实验鱼体重 2∞ g。活鱼运至实验室后在玻璃水族

箱中暂养 24 h，水温 24 "c连续充气。总 RNA 抽提试剂 TRIZOL 为Invitrogen 公司生产，mRNA 纯化用

QIAGEN公司 Oligotex mRNA Spin-Column Kit 试剂盒， cDNA 文库构建用 Stratagene 公司的 ZAP-cDNA

Synthesis kit 试剂盒和 Uni-ZAP XR 载体。

1. 2 方法

1.2.1 肝总 RNA 提取及质量检测

用 MS 222(1: 125∞， glmL)将鱼麻醉，敲击头部致死，迅速解剖取肝脏，用 DEPC 水冲洗去血，取 2g

左右，剪成 2∞ mg 左右小块，分别在加有约 1∞ μL 1RIZOL 的 1 . 5 mL Eppendorf 离心管中研碎，再加人

9∞ μL 1R110L1 ，按照试剂盒说明书操作。沉淀用 DEPC 水溶解保存O 取适量，总 RNA 样品，用 DEPC 处理

过的水稀释后，用 752 型紫外分光光度计分别测定样品在 260 nm 和 280 nm 波长的吸光度值。同时取 2

μL样品用变性琼脂糖凝胶电泳检测总 RNA 的完整性。 RNA 样品浓度按以下公式计算: [RNA] == ODzω 

xDx40ngl此，公式中 D 为稀释倍数。 RNA 的纯度则根据 OD26(/OD280的比值确定。
1.2.2 mRNA 的分离与纯化

按照 QIAGEN 公司Oligotex mRNA Spin-Column Kit 试剂盒的步骤进行mRNA 的分离纯化。经过Oligo

(dT)纤维素柱纯化后，得到mRNA。用琼脂糖凝胶电泳检测所分离、纯化的mRNA。并测定样品 OD2ω和
OD280 ，计算mRNA 的量，准备建库。
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1.2.3 cDNA 合成

参照 ZAP-cDNA Synthesis kit ( Stratage配公司， CιNo.2ω400)使用于册逆转录合成 ss cDNA 和 ds

cDNA。合成的 ss cDNA 经 1%琼脂糖凝胶电泳检测。

1. 2 .4 cDNA 的修饰与分级纯化

按 ZAP-cDNA Synthesis kit 使用于册的步骤补平 cDNA 缺口 O 随后按步骤抽提双链 cDNA、加 EcRI 接

头、EcoRI 末端磷酸化、XhoI 消化，用 Sepharose CL-2B 凝胶柱层析，除去已消化的接头碎片和小片段的

cDNA 分子，收集片段大小合适的 cDNA 样品。

1.2.5 cDNA 加工定量

用酣/氯仿法抽提纯化所收集的组分中 cDNA。另配一含 EB 的琼脂糖凝胶，倒在-90mm 平皿上，

凝固后将恪解的 cDNA 样品取0.5μL滴在平板上，同时滴不同浓度的对照 DNA(25 ng/阵， 50 nglμL ， 75 

ng/μL ， l∞ ng/μL) ，以确定 cDNA 浓度。

1.2.6 cDNA 与 Uni-ZAP XR 载体的连接与包装

向含 cDNA 样品的管中加入 0.55μL 10 x ligase buffer 、 0.55μL 10 mM rATP(pH 7.5) 、 1μL Uni-ZAP 

XR 载体、0.5 f-LL T 4 ligase ，反应体系 5.5μL反应置 12 "c水浴，过夜;然后转至 4 "C冰箱中，再放置过夜。

然后从- 80 "c冰箱中取出 1 份 Gigapack III Gold 包装抽提物，与 2μLcDNA 连接产物泪合后，在 22 "c包

装 l∞ rrnn，加人 5∞ MI SM buffer 和 20μL 氯仿，混匀后快速离心 30 s，将上清液移至新管，置- 4 "c保

存。取 1μL 噬菌体，用 SM buffer 按 1: 10 和 1 : 1∞做梯度稀释将各稀释度的噬菌体(包括原液)各取 1

件，加入到 2∞ μL新制备的 XL 1- Blue MR'细胞中 (OD，翩二 0.6日，轻轻混匀， 37 "c温浴 25 rnin。然后将

其铺在 LB 固体平板上，倒置平板， 37 "c培养过夜。对平板上的噬菌斑记数，计算滴度(噬菌斑数/噬菌

体(mL) )。

1.2.7 cDNA 文库的鉴定与扩增

从平板上挑选 20 个自斑，准备作 PRC 检测，先加下列试剂: 1μL 10 x buffer 、 0.5μL dNTP 、 0.5μL 引

物飞，0.5μL 引物 T7 、7.9μL 重蒸水、0.1μLTaq 酶。然后用枪尖分别挑取白色克隆，在 PCR 反应液中轻

轻搅匀。进行 PCR 反应， 95 "c预变性 5 rnin ，接着 9归4 "c 1 rnin ， 5引7 "c 1 rnin ， 7η2 "c 1. 5 rni肌I

7η2 "C延伸 10 rnin肌10。取 4μιL 扩增产物经1.0%琼脂糖凝胶电泳，于 S)吨ene 凝胶成像系统中照相、分析O

1. 2.8 文库的体外大量切割

利用 ExAssist Helper phage 对 cDNA 文库重组噬菌体进行体外切割，将切割后的形成的 pl吨emid 转

染 E. coli XLOLR 菌扩增，形成 pAD - GAIA - 2. 1 质粒文库，具体操作按说明书进行。碱变性法抽提质

粒 DNA。

2 结果

2.1 总 RNA 质量鉴定和mRNA 的分离

经 1%琼脂糖电泳鉴定，可看到清晰的 28S 、 18S 和 5S 条带(图 1) ， 28S 条带明显亮于 18S 条带，比例

大约为 2: 1 ，表明总 RNA 的完整性良好。总刚A 的 ODZ60/ODz60为 1.95 ，表明所提 RNA 纯度高。分离纯

化的mRNA 产量为 28 .4月，得率为 2.149毛 O 纯化后所得的mRNA 取 2μg 反转录第一链，经 1%琼脂糖

电泳测得， cDNA 条带主要集中在 2 kb 及以上(图 2) ，分布良好，且元降解现象。

2.2 凝胶柱层析纯化 cDNA

将双末端粘性化的双链 dscDNA 经过凝胶柱层析，各大小片段分子在 Sepharose CL - 2B 凝胶中所受

阻力不同，因此，分离出不同大小片段 cDNA 共 17 管，而染料指示剂分子量最小，最后流出 O 经 1%琼脂

糖凝胶电泳(图 3) ,5 - 9 管为所分离出的 cDNA 片段，片段大小依次减小， 11 - 17 管都为引物等小片段，

丢弃不取。先将 4-7 管收集做进→步的载体连接反应，其中第 4 管收集的目的在于避免少量的大片段

丢失，第 8 管以后片段太小丢弃不用。
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图 2 mRNA 逆转录第一链 cDNA 电泳图图 1 尼罗罗非鱼肝总 RNA 1%琼脂糖凝胶电泳图

Fig. 1 Electrophoresis of total RNA isolated from the live of 

Nile tilapia fingerling 

Fig.2 Electrophoresis of first strand cDNA reverse translated 
from isolated mRNA 

M: DI2000 marker; 5: sscDNA 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 

「擎....._..--
图 3 Sepharose CL - 2B 凝胶层析分离 cDNA 电泳图

Fig. 3 Electrophoresis of dscDNA size fractionated by Sepharose CL - 2B 

2.3 cDNA 样品沉淀纯化后的浓度测定

经 FR-21∞紫外可见分析装置观察，样品 cDNA

浓度都在对照 100 ng/μL 左右(图 4)0 若以 100 ng/ 

μL计算，共得到 cDNA 大约 300 吨，因此样品 cDNA

的量完全符合建库的要求.

2 .4 cDNA 文库的构建及鉴定

cDNA 和 ZAP Vector 连接后，需要经过包装蛋白

的包装后才具有感染和扩增繁殖的能力。双链

100ng/μ1 75ng/μ50ng/ Jl l 

cDNA 

25ng/μl 

cDNA 与 Uni-ZPA XR Vector 连接包装后，测得的文库 图 4 cDNA 纯化后的浓度检测结果

滴度为1. 25 X 107 pfu/mL，文库噬菌体的滴度符合文 Fig .4 Quantitating the cDNA concentration by spot test 

库保存和筛选实验的要求。随机挑选 cDNA 文库的 after being purified 

阳性单克隆噬菌斑进行 PCR 鉴定后，得出文库的重组率达 100% ，扩增出的片段主要集中在 0.5-2kb

之间，经凝胶成像用分析系统分析，平均插入片段长度约为1. 05 kb( 图 5) 。重组子插入片段的大小是评

价文库质量重要标准，结果说明本实验所构建的 cDNA 文库质量较高。

2.5 噬菌体文库的体外大量切割

取扩增文库 80μL进行体外切割，约含 3.6x106 个重组子，切割后 phagemid 量为 2.0x106 ，切割效

率为 79.4%。经抽提质粒获得质粒 DNA 约 1.2 mgo 
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图 5 从文库中随机挑选 20 个克隆检测 cDNA 插入片段的 PCR 产物电泳结果

Fig.5 PCR analysis of the size of cDNA inserts and the percentage of vectors with inserts 

D口∞0:分子量标准 1 - 20: 分别为随机挑选原始文库的不同单个噬菌斑 PCR 扩增结果
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cDNA 文库的构建质量即序列信息的完整性，根本上取决于mRNA 的完整程度。真核生物来源的

mRNA 的完整性一般以 28S 和 18S rRNA 来衡量，本研究提取的尼罗罗非鱼肝总 RNA，其 28S 和 18S rRNA 

的亮度比接近于 2: 1 ，并清晰可见，可用于构建文库。目可A 合成的 ds cDNA 分布范围在 0.5- lO kb 且主

要集中在 2 kb 以上，这与其它鱼类和哺乳类动物 PolyA + RNA 的分布规律是一致的，但范围高于非哺乳

动物如植物、昆虫、酵母等。其 PolyA + RNA 分布在 0.5 - 3 kb。评价-个文库是否有实用价值主要在于

文库的含量和插入片段的大小两个方面。所构建的文库中必须有足够多的克隆数，这样才能确保基因

组 cDNA 中的每-个序列至少有-个拷贝存在于重组文库中，为达到这一要求，文库的容量应不小于

1.7 x 10S ImL[15] ，同时为保证 cDNA 片段的完整性，插入片段的平均大小应不小于 1 kb o 我们所构建的
cDNA 文库容量为l. 25 X 1071此，插入片段平均大小为l. 05 kb，符合构建文库的要求。结果与大多已报

道的 cDNA 文库[1. 2.7 ,9.11 , 14]结果相似，但也有少数报道插入片段在 500 bp 左右[ 12] 这可能与研究种类、

组织、不同mRNA 的丰度以及文库构建方法等因素有关。

构建 cDNA 文库，首先要根据目的选择合适的材料。譬如构建石斑鱼卵巢 cDNA 文库，对于研究其

性腺分化发育的基因和内分泌调节具有重要的理论价值[1] 选择有毒生物如日本鬼铀[5] 、赤缸[6] 、金钱

鱼[ 10] 、海蛇 (Lapemis hard:ωicki) [16]等的毒腺组织构建 cDNA 文库，可获得大批有研究和开发价值的基因。

本研究之所以选用尼罗罗非鱼的肝为实验材料，一是因为尼罗罗非鱼具有适应性强、生长迅速、繁殖力

高、食性广、抗病力强及肉味鲜美等特点，为世界性的重要养殖鱼类，也已成为我国淡水养殖的重要对象

之一，而且吉富品系尼罗罗非鱼经过逐年系统选育后生长性能得到进一步改良[l7-20]; 二是因为肝是动

物机体代谢最活跃的器官，许多营养物质的分解、合成及转运都在肝脏中进行，比如兰英圣酸循环、糖酵

解、糖异生等，而且肝还是许多激素或生长因子的靶器官，含有许多相应的受体和结合蛋白。构建尼罗

罗非鱼肝 cDNA 文库，→方面可以永久保存基因资源，另一方面可以利用功能筛选、免疫学筛选、Southem

杂交和 EST 序列测定等现代分子生物学技术寻找与生长代谢相关的功能基因，探讨选择育种的理论机

制，同时为后续课题研究营养以及日粮水平对尼罗罗非鱼代谢关键酶和类膜岛素生长因子- 1 (IGF- 1) 

基因表达的影响打下基础。
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