
!" 卷 # 期

$%%$ 年 !! 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
&’()!" *’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
*’+,-.,/ $%%$

收稿日期：$%%$0%10$2 ，修回日期：$%%$0%"0%3。

基金项目：国家高新技术海洋领域 "#1 项目（*’)"!30%#0%#）4（*’)$%%!55#$0#%!%）资助。

" 通讯作者。 6,(："#0$%0"7!!1#22；89:："#0$%0"7%1"1;;；<0-9=(：(>1#? @>A) ,BA) CD

玫瑰红绿海葵触手 !"#$ 表达文库的构建和初步分析

刘文华 王义良 陈慧萍 姜孝玉 涂洪斌 卫剑文 彭文烈 徐安龙"

（中山大学生命科学学院生物化学系，国家 "#1 计划海洋生物功能基因组开放实验室，广州 2!%$;2）

关键词 玫瑰红绿海葵触手，CE*5 表达文库

中图分类号 F;"2 文献标识码 5 文章编号 !%%%01%#!（$%%$）%#0%;730%2

海葵共有 !%%% 多种，栖息于世界各地的海洋中，从极地

到热带、从潮间带到深海都有分布，我国地处温带和亚热带，

海葵种类较多［!］。海葵的单体呈圆柱状，柱体开口端为口

盘，口盘周围环生众多触手，触手上有被称为刺丝囊的毒腺

结构，能分泌毒液；柱体下端为基盘，海葵以其基盘吸附于甲

壳、海藻等物体上，较少运动。海葵毒液成分主要是蛋白质

和多肽，它们对甲壳类动物有较大毒性，对人或其它高等动

物的毒性则相对较小。现代研究表明，海葵多肽毒素有多种

药理效果，这些毒素主要作用于神经及心血管系统，可引起

强心、降低血压、麻痹肌肉等多种效应［$ G 2］。作者曾运用 H60
IJH 技术，从采自我国湛江海域的侧花海葵中筛选到了多个

海葵强心肽基因［#］，本文采用 CE*5 文库构建技术，从玫瑰

红绿海葵触手中筛选到了海葵溶细胞素、海葵荧光蛋白、泛

醌0细胞色素 C 还原酶、延伸因子、铁蛋白、核黄素激酶，核糖

体蛋白等多个全长 CE*5 克隆，并结合生物信息学分析方

法，对这些功能基因作初步的分析。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 组织样品：玫瑰红绿海葵（ 3+1+*/#+ *(&%+）采自广西省

北海市海域。

%&%&’ 质粒和菌种：哺乳动物细胞表达质粒 KCE*51 购自

LD+=M/’N,D 公司；宿主菌 4 ) 0(,# EO2!为本实验室保存。

%&%&( 试剂和酶：PQ5H66Q CE*5 R=./9/S J’D>M/ACM=’D T=M 购自

J(’DM,CU公司。质粒提取和胶回收试剂盒为 V-,N9 W=’M,X 公

司产品。焦碳酸二乙酯（E<IJ）、QVIP 购自上海 P9DN’D 公

司，69Y E*5 聚合酶为本实验室保存，各种限制性内切酶和

67 E*5 R=N9>, 购自 *<W 公司。E*5 -9/X,/ 购自 Z=.C’ 公司，

其它试剂为国产分析纯。

%&’ 方法

%&’&% 玫瑰红绿海葵触手的处理［;］：分离 ! 只玫瑰红绿海

葵触手，迅速加入适量的异硫氰酸胍变性液（7-’([R 异硫氰

酸胍；$2--’([R 柠檬酸钠，KO;\%；%\2 ] PRP；%\!-’([R"0巯基

乙醇），充分匀浆破碎细胞，按 !N 触手组织加 !% -R 变性液

的比例补足变性液后，0"%^冰箱中保存以备提取总 H*5。

%&’&’ 载体的制备：I<Z 纯化法［"］提取 KCE*51 质粒，经限

制性内切酶 40(H#和 5(/#充分酶切后，琼脂糖凝胶电泳，

载体 E*5 回收参照 V-,N9 W=’M,X 公司的 Z,( <:M/9CM=’D T=M 说

明书。

对载体 KCE*51 的多克隆位点作适当改造，引入 3-##酶

切位点，具体方法是：以$6/=KL<:$ 为模板，用 PQ5H66Q T=M 中

的测序引物进行 IJH 扩增，回收 IJH 产物，用 40(H#和 5(/

#酶切，然后用 67 E*5 R=N9>, 与经 40(H#和 5(/#酶切的

KCE*51 载体 E*5 连接，构建成 KCE*5103-##质粒（8=N) !）。

提取质粒 KCE*5103-##，用限制性内切酶 3-##酶切后，回收

载体 KCE*5103-## E*5，载体 E*5 以 2%DN[%R 的浓度保存备

用。

%&’&( 玫瑰红绿海葵触手总 H*5 的提取：用一步快速热酚

法［;］提取保存于变性液中的玫瑰红绿海葵触手组织总 H*5。

%&’&) 玫瑰红绿海 葵 触 手 CE*5 的 合 成 及 IJH 扩 增：用

J(’DM,CU 公司 PQ5H66Q CE*5 R=./9/S J’D>M/ACM=’D T=M，按操作说

明书先合成 CE*5 链，然后用 RE IJH 法扩增 CE*5，扩增产

物用 3-##酶切消化后，过柱回收 B>CE*5。

%&’&* 玫瑰红绿海葵触手 CE*5 文库的构建：用 67 E*5 R=0
N9>, 连接上述分别经 3-##酶切的 KCE*5103-##载体和毒腺

B>CE*5，连接产物转化 EO2!高效感受态细胞。将转化产物

分为两部分，一部分经过扩增后，提取质粒，作为 CE*5 表达

文库质粒总库，_ "%^冻存；另一部分涂布平板，1;^培养过

夜，平板克隆用于下一步的序列测定［3］。

%&’&+ 序列测定：随机挑选文库克隆，用 V-,N9 W=’M,X 公司

的 I(9>-=B Q=D=K/,K T=M 提取质粒。以 6; 和 PI# 为测序引物，

采用 5KK(=,B W=’>S>M,- 1;; E*5 P,YA,DC,/ 进行序列测定。



图 ! 质粒载体 "#$%&’(!"#!的制备示意图

)*+,! -./"0.01*23 24 "5067*8 9/#12. 24 "#$%&’(!"#! 42. /:"./66*2305 #$%& 5*;.0.< #2361.=#1*23

!"#"$ 序列分析［!>］：使用 ?@&AB 分析软件，对各测序结果

进行序列的同源性搜索、分析。如果匹配性的 - 值为 !>C D 或

更小，则认为序列之间有较高的同源性，否则认为序列的同

源性很低，即“52E F*16”，数据库中若没有与其匹配的序列称

为“32 F*16”。

# 结果与分析

#"! 玫瑰红绿海葵触手总 %&’ 的提取［$］

采用异硫氰酸胍一步法提取的玫瑰红绿海葵触手总

G%&，经 !H的琼脂糖甲醛变性胶电泳检测，可见清晰的 IJA

和 !JA 两条 .G%& 条带（)*+,I），说明 G%& 质量符合要求。

#"# 玫瑰红绿海葵触手 ()&’ 的合成及 *+% 扩增

取总 G%& 约 !"+ 直接进行逆 转 录 合 成 第 一 链，得 到

!>"@ 第一链产物，取其中 I"@ 通过 @$ -KG 法扩增富集 #$(
%&，得到 !>>"@ 扩增产物，保留其中一半 #$%& 于 C J>L备

用，另一半 #$%& 的经 !"#!酶切消化，过柱回收较大分子量

的 #$%&，经过乙醇沉淀、重悬，最终得到 M"@ 86#$%&。电泳

结果显示，@$ -KG 产物为从小到大均匀分布的 67/0.，主要

分布在 >N! O DN>P; 范围内，这表明玫瑰红绿海葵触手的成

分具有多样性和复杂性。
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图 ! 玫瑰红绿海葵触手总 "#$ 的甲醛变性胶电泳分析

%&’(! )*+,-./&+’ ,’,/01* ’*2 ,+,231&1 04 -0-,2 "#$ 4/05 -6*

-*+-,72*1 04 !"#"$%&" $’()"

!"# 玫瑰红绿海葵触手 $%&’ 表达文库的构建和鉴定

取 8!9 双链 7)#$ 用于连接反应，反应体积 8:!9，转化

其中 !!9 连接产物，分别取 8:!9、8::!9 和 ;::!9 转化菌液涂

板，剩余菌液用来提取文库总质粒；记数培养过夜平板的单

菌落数分别为：<;、<:= 和 !::8 个。因此双链 7)#$ >!9 可获

得的 7)#$ 表达文库克隆数为：［（<; ? <:= ? !::8）@（8::A
<8）］@ B @ > C !D:= @ 8:B。文库总质粒的酶切和 EF" 分析结

果表明，经 !*&"酶切的总库质粒呈现 :D8 G BD:HI 分布的

15*,/。利用载体 J7)#$; 多克隆位点两端的序列 K> 和 LEM
为引物，进行 EF" 扩增，扩增产物也出现类似分布，这与 7)N
#$的大小相互吻合。随机挑取 M:: 个克隆，使用 K> 和 LEM
引物，通过 EF" 扩增鉴定插入 7)#$ 片段的大小，结果显示

大部分的插入片段在 B::IJ 以上（<B:AM::），部分重组子克隆

的 EF" 结果见 %&’( ;。通过载体自连片段的特异引物 EF"
扩增鉴定，重组率超过 =BO（在 M:: 个克隆中只有 !; 个是自

连）。

图 ; 玫瑰红绿海葵触手文库部分重组子的 EF" 结果

%&’(; E,/-&,2 EF" /*1.2-1 4/05 720+*1 &+ -6* 2&I/,/3 04

!"#"$%&" $’()" P&-6 K> ,+Q LEM J/&5*1

R( 8HI )#$ 2,QQ*/；8 G 88D EF" /*1.2-1 4/05 720+*1 &+ -6* 2&I/,/3 04

!"#"$%&" $’()" P&-6 K> ,+Q LEM J/&5*1

根据以上实验结果，玫瑰红绿海葵触手 7)#$ 表达文库

在文库重组子数、重组率和插入片段大小等方面达到了良好

文库的质量标准［=］。

!"( 玫瑰红绿海葵触手 $%&’ 的序列测定和分析

随机挑选了 8;: 个在 B::IJ 以上的 7)#$ 克隆，进行序

列测定，测序结果表明玫瑰红绿海葵触手 7)#$ 文库包含的

基因多种多样，这与玫瑰红绿海葵触手成分复杂多样相一

致。所得序列经 S2,1-［8:］初步分析表明，已获得了 >8 个玫瑰

红绿海葵触手新 TLK 序列（K,I2* 8）。这 >8 个 TLK 中，最小的

插入片段是 8;:IJ，另外有 ;: 个克隆的插入片段介于 8B:IJ
G B::IJ，剩下 <: 个克隆的插入片段介于 B::IJ G 8DBHI。这

些 TLK 中已确定全长的 7)#$ 克隆有 !8 个，包括海葵溶细胞

素基因、海葵荧光蛋白、延伸因子、铁蛋白、核黄素激酶、核糖

体蛋白等（K,I2* !）。

表 ) 玫瑰红绿海葵触手文库 *+, 统计结果

,-./0 ) +122-34 56 !"#"$%&" $’()" 7087-$/09 *+,9 :-7-

TLK 7,-*’0/3 #0( 04 TLK1 E*/7*+-,’*

K0-,2 +0( 04 TLK1
TLK1 P&-6 1&’+&4&7,+- 5,-76

"&I0105,2 J/0-*&+1
R*-,I02&7 *+U35*1

K0V&+ /*2,-*Q J/0-*&+1
W-6*/1

TLK1 P&-60.- 1&’+&4&7,+- 5,-76

>8
;<
>
8:
!
8B
;>

8::
<>D=
=D=
8<D8
!DX
!8D8
B!D8

表 ! 玫瑰红绿海葵触手 $%&’ 文库全长克隆序列分析结果

,-./0 ! ;<’+, -8-/49=9 56 61//>/08?7@ $%&’ $/5809 6352
7@0 $%&’ /=.3-34 56 !"#"$%&" $’()" 7087-$/09

F20+* E.-,-&Y* ZQ*+-&4&7,-&0+ $77*11&0+ #0(
"&I0105,2 E/0-*&+1
[;B:
[M>
[;;8
[<8>
\!M
\<>

R*-,I02&7 *+U35*1
[XX
[!;<
[B8=、[8<:

\;

K0V&+ /*2,-*Q J/0-*&+1
[8!>、[!B8

W-6*/1
[8:M、[8>B
[8::
[8>;

[8>X

[;8X
[B8M
[B!=
[B;:

"&I0105,2 J/0-*&+ 9B
<:L /&I0105,2 J/0-*&+ 1<
"&I0105,2 J/0-*&+ 98X,
"&I0105,2 J/0-*&+ 98>A!;
<:L /&I0105,2 J/0-*&+ 1!:
"&I0105,2 J/0-*&+ 2<8

$KE 13+-6,1* S 76,&+
]I&^.&+02N73-076/05* F /*Q.7-,1*
%/.7-01*N8，MNI&1J601J6,-*
,2Q02,1* $
"&I042,Y&+ H&+,1*

T^.&+,-0V&+ ZZ J/*7./10/

%20./*17*+- J/0-*&+ %EBX;
I*-,N,7-&+
[3J0-6*-&7,2 !XDBH) J/0-*&+
UH8!;MD> &+ 76/050105*#
T.H,/30-&7 -/,+12,-&0+ &+&-&,-&0+
4,7-0/
%*//&-&+
T20+’,-&0+ 4,7-0/ 8N,2J6,7
F’88MXM ’*+* J/0Q.7-
$7-&+ I*-,NI0Y&+*

J&/：$;;X!;
"L<NF"Z_"
’&：88<8B:!M
’&：8B:X8;!!
1J："L!:N‘T#9$
’J：LE$F;%8:N8X

1J：$KE%N[]R$#
1J：]F"aNSWbZ#
’&：8X;:>B>X

’J：LEFF8XN8M

J&/：cF<MX!

’J：$%8MX<8=N8
’&：8:X;<XBB
1J：aWX>NF$TT9

’&：8<>;B8:>

J&/：L<BM:;
’&：8>:MBXM
’J：$T::;M==N=
’&：>8M!8
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这 !" 个全长 #$%& 克隆中，有 ’ 个克隆编码核糖体蛋

白，它们和其它物种的核糖体蛋白有较高的同源性。其中克

隆 ()"* 编码 ")+ 个氨基酸，它与来自 !"#$#"%&’( )’*+,"&’$( 的

核糖体大亚基蛋白 ,"*-!. 具有 /’0的同源性（同源性最高

者，以下同）；而克隆 (.." 编码 "*’ 个氨基酸，它与来自人的

核糖体大亚基蛋白 ,"12 具有 *10的同源性，其同源性相对

较低。核糖体蛋白是生物进化史上较为保守的生物大分子，

它们的一级结构对生物进化研究具有重要意义。初步的研

究结果显示，玫瑰红绿海葵的核糖体大亚基蛋白 ,"*-!. 比

其大亚基蛋白 ,"12 在进化上具有更大的保守性。

在文库的全长 #$%& 克隆中，有 ! 个克隆编码绿色荧光

蛋白（("+’ 和 ("*3，核苷酸序列相同），它们的氨基酸序列和

来自珊瑚虫 -,./#.#0( 456的荧光蛋白 7831. 具有 ’*0的同

源性。绿色荧光蛋白最早于 "/’! 年由 9:;<=<>?2 和 @=:A4=A
从水母类生物 1&2*#’&( 3,/%#’,( 中分离得到［""］。绿色荧光蛋

白的荧光性质较特殊，它不需要外加底物，其荧光用肉眼或

荧光显微镜可以检测到，观察方便，而且它本身对细胞生长

基本没有毒性，因此，绿色荧光蛋白作为报告基因，在生物技

术上有着十分广泛的用途。从玫瑰红绿海葵中新发现的这

两个基因，为荧光蛋白结构与功能关系的研究提供了新的线

索。

从文库中还发现了两个新的溶细胞素基因（("!* 和

(!3"，核苷酸序列相同），经 BC24D 同源性搜索，它们的氨基酸

顺序和来自海葵 1/%,4,( &2*,4( 的溶细胞素 EF>;A2D=G;A HH（EFD

!）具有 *30的同源性。海葵溶细胞素是由 "*+ I "1+ 个氨

基酸组成的单链多肽，链内无二硫键，分子量在 !+J$ 左右，

有较高的等电点［"!］。它们具有十分广泛的生理活性：包括

血小板凝集、心肌毒性、溶细胞作用、引起肺水肿等，其中最

典型的是在细胞膜上形成穿孔，使细胞破碎，溶解［".］。对玫

瑰红绿海葵溶细胞素基因的重组表达以及活性研究正在进

行之中。

! 讨 论

海葵触手中含有多种毒素多肽，这些毒素对甲壳类或哺

乳类动物具有一定的毒性，但它们往往也具有多种药理活

性，如麻醉、抗癌、抗心血管病活性。如果能够搞清楚它们的

理化性质、作用机理并很好地控制使用剂量，这些毒素多肽

有可能开发成治疗疾病的新药，同时，还可以对它们进行结

构改造、定点突变，筛选毒性小而活性高的有效成分。海葵

活性多肽在海葵中的含量往往很低微，理化性质相接近的一

些组分难以分开，而且，有些资源不能重复采集，完全依靠生

化提取的方法，成本高、得率低，尤其不能满足作为药物开发

所应进行的大量结构与功能关系的研究。因此，采用 #$%&
文库构建技术，直接从基因入手，是筛选海葵活性多肽的一

条有效途径。

9K&LMMK #$%& ,;N?2?O P=A4D?>#D;=A 技术与其它 #$%& 文

库构建方法比较，具有很多优点。首先，常规 #$%& 文库构

建方法需要 3"Q <L%& 样品，而 9K&LMMK #$%& 文库构建技

术只需要 !3AQ <L%& 样品，因此这种技术非常适合珍贵稀少

的海洋生物组织的 #$%& 文库构建。另外，常规 #$%& 文库

构建方法采用 =C;Q=（RM）作为反转录引物，进行反转录时容易

提前终止反应，且无法富集全长 #$%&，而 9K&LMMK #$%& 文

库构建技术直接从总 L%& 出发合成 #$%&，采用专一的反转

录引物，通过 ,$ 8PL 方法扩增，再将 #$%& 过柱分离，选择

性分管收集 #$%&，通过这些技术，可以富集全长 #$%& 片

段，使文库中全长 #$%& 片段的比率相对较高，减少了克隆

筛选的工作量，同时，这种技术还可通过常规电泳对每一步

骤进行实时监测，操作简便，而采用常规 #$%& 文库构建方

法，需要用同位素技术对每一步的反应结果进行监测，操作

复杂。除上述优点之外，本研究还采用了哺乳动物细胞表达

载体 5#$%&.，重组质粒可直接在真核细胞中表达，这样可以

直接通过功能表达筛选的方法鉴定功能新基因。应用这项

文库构建技术，我们实验室成功构建了多个具有药用价值的

海洋生物的 #$%& 文库［")］。

玫瑰红绿海葵触手 #$%& 表达文库的构建保存了基因

资源，通过小规模的随机测序，获得了多个全长 #$%& 克隆，

包括溶细胞素基因、海葵荧光蛋白、泛醌S细胞色素 # 还原

酶、铁蛋白、核黄素激酶等，其中的一些基因，如海葵溶细胞

素具有一定的药用开发价值，海葵荧光蛋白作为报告基因，

在生物化学和细胞生物学研究中有广泛的应用前景。另外，

文库中还有多个具有完整读码框（TL74）的基因序列，同源序

列分析结果为“C=U :;D4”或“A= :;D4”，表明这些基因在 VWAN2AJ
中几乎没有同源序列，对这些基因的研究基本上还是空白，

这意味着它们很可能具有某些独特功能。对海葵文库新基

因的进一步研究，将会为海洋生物功能基因的研究开发提供

新的线索。
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干细胞技术用于眼疾患者大有希望

干细胞（,-5$ .5;;,）是机体组织保留的一部分未分化的原始细胞，有“万能细胞”之称。按其分化潜能可分为胚胎干细胞和

非胚胎干细胞，前者表现其全能性（细胞能发育成任何类型细胞或组织的特性，最终能分化形成独立个体），后者表现其多能

性和专能性，但不具全能性。这二者在临床医学上均有着潜在的应用前景。加拿大多伦多大学研究人员发现人视网膜中有

干细胞的存在。过去认为人的眼球发育在胚胎阶段完成，在人的视网膜中不再有干细胞存在，人眼球一旦受损伤，不能自行

修复。后来研究者发现，人、牛、鼠的视网膜中都有干细胞的存在，对受损伤细胞的自行修复起着关键作用。平时这种干细胞

只不过处于“休眠状态”而已，难以被发现。该研究人员已分离和培养出视网膜干细胞，在细胞分裂再生过程中产生新的细

胞，经培养可成为修复受损伤视网膜所需要的许多特定细胞，发挥其修复受损伤细胞之功能，为因眼球损伤或眼疾而失明的

患者复明以及制备更多视网膜干细胞创造了有利条件。在日本，研究人员对后天性视网膜、角膜因某种原因而失去视力的患

者实施干细胞移植入眼内，使其能发育为视网膜或角膜。京都大学研究人员用脑神经干细胞再生视网膜取得了成功，为失去

视力的盲人重见光明带来希望。在美国，研究人员发现来自骨髓的干细胞有可能用于治疗诸如因糖尿病所出现的视网膜疾

病和因衰老相伴视力衰退病症，这二者是由于视网膜血管损伤所造成的后果。不同来源的干细胞有针对性地用于治疗不同

重眼疾患者将起着重要作用。因此，视网膜干细胞的存在和克隆将有可能为“视网膜干细胞制剂”的研制开辟新途径，实行产

品商业化，为因眼球受伤或眼疾而失明的患者恢复视力展现出光明前景。

（柯 为 供稿）
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