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摘要 :鲫鱼对低氧具有极强的耐受性。在低氧状态下鲫鱼鳃瓣表面积增加 ,无氧代谢增强 ,能量消耗降低。但是人

们对鲫鱼产生这些低氧反应的分子机理还缺乏了解。本研究以 1%低氧处理 24h的鲫鱼囊胚细胞 (CAB)作为检测

子 ( Tester) ,常氧条件下培养的 CAB细胞作为驱赶子 (D river) ,分别提取总 RNA,利用 SMART cDNA技术合成双链

cDNA,经差减杂交和抑制性 PCR扩增获得差减 PCR产物。然后将差减 PCR产物连接到 pGEM 2T载体上 ,构建差

减 cDNA文库。以管家基因β2actin作为指标检测差减效率 ,发现该文库差减效率达 28倍。随机挑选阳性克隆进

行 PCR检测 ,显示差减片段在 011—2kb之间。挑取含有插入片段的 1300个克隆进行测序 ,通过生物信息学分析

获得 267个基因序列 ( e≤01001; Identity > 40% )。该差减 cDNA文库的成功构建对克隆鱼类耐低氧相关基因和深

入认识鱼类耐受低氧的分子机制有非常重要的意义。
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　　氧是生物生长和生存必需的环境因子。水中溶

解氧减少可导致鱼类摄食量减少 ,生长速度减慢 ,生

殖力下降 ,甚至死亡 [ 1, 2 ]。近年来 ,随着经济和人口

的快速增长 ,以及水产养殖业集约化程度的提高 ,低

氧问题日益突出 ,给渔业养殖带来巨大损失 [ 1, 3 ]。

由于目前还没有特别有效的预防低氧的方法 ,因此

深入研究鱼类耐受低氧的分子机制将有助于鱼类低

氧损伤预防和今后抗低氧的分子育种工作。

鲫鱼 (Carassius aura tus L1)是世界性分布鱼类 ,

生活于中下层水域 ,对低氧具有极强的耐受性。目

前 ,研究发现在低氧状态下鲫鱼鳃瓣表面积增加 ,无

氧代谢增强 ,能量消耗降低 [ 4—7 ]。但是人们对鲫鱼

产生这些低氧反应的分子机理还缺乏了解。有报道

指出 ,低氧诱导因子 (Hypoxia inducible factor, H IF)

和低氧反应基因在机体耐受低氧的分子反应中起着

非常重要的作用 [ 8, 9 ]。目前鲫鱼 H IF1α的 cDNA序

列已被克隆和鉴定 [ 10 ]。但迄今还没有见到系统研

究低氧状态下鲫鱼基因表达变化的报道。

抑制性消减杂交技术 ( Supp ression Subtractive

Hybridzation, SSH)是近年来发展起来的一项新的

基因克隆技术 ,与传统的方法比较具有实验周期短 ,

易操作 ,可靠性高 ,假阳性率低等特点 ,能有效地分

离扩增低丰度差异表达的基因 [ 11, 12 ]。本研究将应

用该技术构建低氧处理鲫鱼囊胚细胞后差异表达基

因的 cDNA消减文库 ,筛选鲫鱼的低氧相关基因 ,为

克隆鲫鱼低氧相关基因和深入探讨鱼类耐受低氧的

分子机制提供新的理论依据。

1　材料与方法

111　细胞系　鲫鱼囊胚细胞系 (B lastulae embryonic

cells of crucian carp , CAB )由本实验室建立 ,用辅加

10%小牛血清的 199培养基置 27℃培养。

112　培养细胞的低氧处理 　挑取生长状态良好的

CAB细胞 4瓶 ,随机分成两组 ,分别作为处理组和

对照组。待细胞培养长至单层后 ,将处理组细胞放

入三气培养箱 ,用含 1%O2和 99%N2的混合气体低

氧处理 24h。对照组细胞仍放于原培养箱培养。三

气培养箱为美国 Thermo公司产品。
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113　细胞总 RNA的提取　用 SV Total RNA Isola2
tion System ( Promega)提取未经低氧处理的和经低

氧处理 24h的 CAB细胞的总 RNA ,然后用分光光度

计测定总 RNA浓度。

114　双链 cD NA的合成　按合成 SMART cDNA的

方法合成双链 cDNA。取处理组和对照组细胞总

RNA各 015μg与 cDNA合成引物 ( CDS p rimer)和

SMART Ⅱ寡聚核苷酸引物各 1μL混合 ,补水到终

体积为 5μL, 72℃保温 2m in后 ,置冰上速冷 2m in,然

后在终体积 10μL的反应体系中 ,加入 5 ×第一链反

应 缓 冲 液 2μL、DTT ( 20mmol/L ) 1μL、dNTP

(10mmol/L) 1μL, PowerScrip t反转录酶 1μL, 42℃保

温 1h合成第一链 cDNA。取 2μL第一链 cDNA于

100μL体系中 ,加入 dNTP 2μL、PCR引物 4μL和 2μL

50 ×Advantage cDNA Polymerase M ix,进行 LD2PCR

进行第二链合成。PCR反应参数为 : 95℃预变性

1m in,然后 95℃ 5s, 65℃ 5s, 68℃ 6m in, 17个循环。

115　抑制性差减杂交　采用 PCR2Select cDNA Sub2
traction Kit ( Clontech)提供的方法进行差减杂交。

首先 ,分别制备 CAB细胞的 D river cDNA和 Tester

cDNA。用 R sa Ⅰ充分酶切未经低氧诱导的 CAB细

胞的双链 cDNA后完成 D river cDNA的制备。Tester

cDNA的制备是将低氧诱导的 CAB细胞双链 cDNA

用 Rsa Ⅰ酶切后 ,分成两份 ,分别与 adap tor 1和 ada2
p tor 2R连接后即制成 Tester12cDNA和 Tester22cD2
NA。Tester1 cDNA和 Tester2 cDNA 分别与 D river

cDNA进行第一次杂交 ,混合两种杂交产物 ,再与新

变性的 D river cDNA进行第二次杂交。杂交产物然

后以引物 p rimer1进行第一次 PCR扩增 ,第一次

PCR产物再用引物 Nested p rimer1和 2R进行第二

次 PCR扩增 ,使差异表达基因得到指数扩增。进行

差减杂交的同时 ,也制备未差减 cDNA以检测差减

文库的差减效率。

116　接头连接效率的检测 　接头连接效率的检测

以鲫鱼管家基因β2actin为指标。以鲫鱼β2actin的

特异上游引物和下游引物为一个组合、以及试剂盒

提供的接头引物 PCR p rimer1 (5′2 CTAATACGACT2
CACTATAGGGC23′)和β2actin的下游引物为一个组

合进行 PCR扩增 ,比较不同引物组合扩增产物的大

小及产量 ,鉴定连接效率的优劣。 PCR反应条件

为 : 75℃ 5m in, 94℃ 5m in,然后 94℃ 30 s, 50℃ 30 s,

72℃ 1m in扩增 30个循环。鲫鱼β2actin基因的上

游引物和下游引物序列分别为 : 5′2CACTGTGCCCA

TCTACGAG23′和 5′2CCATCTCCTGCTCGAAGTC23′。

117　差减效率的检测 　以差减 cDNA和未差减

cDNA为模板 ,以鲫鱼管家基因β2actin为指标 ,检测

差减 cDNA文库的差减效率。所用引物为鲫鱼β2
actin基因的上游引物和下游引物。 PCR反应条件

除没有 75℃ 5m in外 ,其余皆与上同。

118　低氧反应基因差减 cD NA文库的构建 　将获

得的正向 SSH产物插入 pGEM 2T载体 ( Promega) ,

转化 E1coli DH5α感受态细胞 ,用氨苄青霉素和蓝 /

白斑法筛选阳性克隆。

119　差减文库 cDNA片段大小检测、测序及序列比较

分析　随机挑选白色菌落 , 37℃培养 4h。取 015μL菌

液 ,用差减试剂盒提供的引物 Nested1和 Nested2R检

测插入片段大小。PCR扩增参数为 : 94℃ 15s, 65℃

30s, 72℃ 2min共 30个循环。随机从 1800个阳性克隆

中挑选片段大小在 200bp以上的克隆 1300个进行测

序。将所测 ESTs序列在美国生物信息中心网站进行

在线 BLAST分析。

2　结果与分析

211　总 RNA的电泳鉴定

在低氧处理 CAB细胞 24h后 ,收集低氧处理和

未经低氧处理的 CAB细胞 ,用 SV2Total法提取细胞

总 RNA。将 RNA冷冻干燥后重新用水溶解。紫外

分光光度计测定 RNA的 OD260 /OD280比值均在

118—210之间。电泳显示 28S、18S条带清晰 (图

1) , 表明制备的 RNA质量达到了建库要求。

图 1　CAB细胞总 RNA提取结果

Fig. 1　Total RNA extracted from CAB cells

11低氧处理 CAB细胞的总 RNA; 21未经低氧处理 CAB细胞的总 RNA

11Total RNA from hypoxia2treated CAB cells; 21Total RNA from

untreated CAB cells

212　低氧处理和未经低氧处理的 CAB细胞

SM ART cD NA的合成

取低氧处理和未经低氧处理的 CAB细胞的总

RNA,按 SMART cDNA文库合成的方法进行第一链

cDNA的合成 ,然后进行 LD2PCR合成第二链。在进
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行 LD2PCR时 ,我们对 PCR循环数进行了筛选和鉴

定 (图 2) , PCR循环数为 17时较为适宜。

图 2　未经低氧处理和低氧处理的 CAB细胞的 SMART cDNA

Fig. 2　Smart cDNA from hypoxia2treated and untreated CAB cells

M1DL 2000 DNA标准分子量 ; 1241未经低氧处理 CAB细胞在 15、

18、21和 24个循环时的 Smart cDNA; 5281低氧处理 CAB细胞在 15、

　　　　 18、21和 24个循环时的 Smart cDNA

M1DL 2000 DNA marker; 1241Smart cDNA from untreated CAB cells at

15, 18, 21 and 24 cycles respectively; 5281Smart cDNA from hypoxia2

　　　　treated CAB cells at 15, 18, 21 and 24 cycles respectively

213　Tester cD NA的接头连接效率检测

以 Tester 12cDNA和 Tester 22cDNA为模板 ,用

β2actin基因 3′端特异引物和 PCR Primer1做 PCR,

所获得的产物在亮度上与用β2actin基因 3′、5′特异

引物所扩增的产物一致 ,说明接头连接效率达到了

建库的要求 (图 3) 。

图 3　Tester cDNA接头的连接效率检测

Fig. 3　Results of the adap tor ligation efficiency analysis

M1DL 2000 DNA标准分子量 ; 1 /31用β2actin的上游和下游引

物做 PCR 所得物 ; 2 /41用 PCR Primer1和 β2actin的下游

　　　 引物做 PCR产物

M1DL 2000 DNA marker; 1 /31PCR p roduct amp lified byβ2actin

up stream p rimer and downstream p rimer; 2 /41PCR p roduct

　　　　amp lified by PCR Primer1 andβ2actin downstream p rimer

214　差减 cD NA文库差减效率检测

为确保在 te ste r和 drive r样本中表达基本无

差异的基因得到有效的消减 ,即在消减片段库

中的相对丰度显著降低 ,本实验进行了抑制消

减效率的初步鉴定。我们选择了已被证明在

Te ste r和 D river样本中表达基本无差异的 β2ac2
tin基因作为扩增对象 ,通过不同轮次的扩增 ,

观察其在等量消减 cDNA库和未消减 cDNA库

中的相对丰度。在未消减 cDNA库β2actin经 15

个循环扩增就可见明显的特异扩增条带 ,并且

随着扩增轮次的增加 ,产物量逐步提高。而在

等量消减 cDNA库中 β2actin经过 23轮循环才

有较弱的扩增。说明经过两轮杂交和两轮抑制

PCR ,已经成功地将两种样品中都存在的管家

基因β2actin基因拷贝数大幅度降低 ,消减效率

达到 2
8。管家基因β2actin在消减 cDNA和未消

减 cDNA中含量出现显著差异 ,表明 Teste r和

D river样本中共有的 cDNA已被有效消除 ,同时

也表明某些特异于低氧反应的差异表达基因也

相应富集了同样的倍数。

图 4　PCR检测β2actin的差减效率

Fig. 4　Subtraction efficiency ofβ2actin cDNA between subtracted　　　　

cDNA and unsubtracted cDNA detected by PCR

M1DL 2000 DNA marker; 1 /6, 15 个循环 ; 2 /7, 18 个循环 ; 3 /8, 23

　　　　 个循环 ; 4 /9, 28个循环 ; 5 /10, 33个循环

M1DL 2000 DNA marker; 1—51PCR p roduct s of unsubtracted cDNA in

15, 18, 23, 28 and 33 cycles, respectively; 6—101PCR p roducts of sub2

tracted cDNA in 15, 18, 23, 28 and 33 cycles, respectively

215　差减文库 cD NA片段的 PCR筛选

将差减 cDNA片段连接入 pGEM 2T载体 ,得到

含近 2200个克隆的质粒文库 ,并对这些克隆进行

PCR筛选。弃阴性克隆和 PCR产物是多条带的克

隆 ,得到 PCR产物为单一条带的有效克隆近 1800

个 ,其插入片段在 011—2kb之间 ,图 5为随机挑取

的 13个克隆的 PCR结果。
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图 5　差减 cDNA质粒文库中插入 cDNA片段大小的鉴定

Fig. 5　 Identification of the inserted cDNA fragments in subtractive

　　　　 cDNA library

M1DL 2000 DNA marker; 1—131从差减文库中随机挑取的 13

　　　　 个克隆

M1DL 2000 DNA marker; 1—13113 colonies random ly selected

　　　　 from the subtractive cDNA library

216　测序及在线 Bla st分析

从差减 cDNA文库中随机挑选片段大小在

200bp以上的 1300个阳性克隆进行测序 ,最终得到

1117个克隆的 ESTs序列。将所得的 ESTs片段用

BLASTx在 GenBank中进行同源搜索 ,发现有 446

个 EST序列与 267个基因同源 ( e value≤01001;

Identity > 40% ) ,其中 39个为未知基因 , 228个为

已知或已命名基因。通过分析已知或已命名基因的

功能和性质 ,发现这些涉及代谢、信号传导、细胞防

御、细胞凋亡、细胞结构、血管形成与氧气运输、基因

表达、细胞增殖等生理生化过程 (表 1)。

表 1　差减文库 ESTs( e va lue≤01001; Iden tity > 40%)的分类

Tab11　Classification of the ESTs ( e value≤01001; Identity > 40% ) according to their p redicted functions

基因分类

Classfication

克隆数

Clone number

基因数

Gene number

代谢相关基因 Mechanism 151 78

细胞增殖相关基因 Cell p roliferation 11 6

信号传导相关基因 Signal transduction 56 40

细胞结构相关基因 Cell structure 17 12

转录翻译相关基因 Transcrip tion & Translation 34 25

细胞防御相关基因 Cell defense 57 33

血管形成与氧气运输相关基因 Anginesis & Oxygen transport 19 7

未分类基因 Unclassfied 42 27

未知基因 Unknown 59 39

总计 Total 446 267

3　讨　论

低氧适应是机体在低氧环境中或在缺氧状态

下为维持基本生命活动所建立的一种保护性机

制。有报道指出哺乳动物和人类的低氧适应是多

层次的缺氧信号级联传递网络与多基因反应的协

同行为。其中低氧适应相关基因作为一类能够接

受低氧信号调节 ,并参与低氧适应性反应的基因

群 ,是低氧适应机制重要的分子基础 [ 8, 9 ]。鱼类具

有与哺乳动物相似的生理系统。已有的研究表明

鱼类可能有着与哺乳动物相似但又不完全相同的

抗低氧分子机制 [ 13 ]。因此系统认识鱼类低氧适应

基因对有效预防低氧损伤和今后抗低氧的分子育

种工作有非常重要的意义。

鱼类作为水生态系统的主要成员 ,其生活的

水环境中溶解氧浓度随时间、季节、地域和环境条

件的不同存在很大差异 ,大多数鱼类在生长和发

育的过程中都不可避免地会受到低氧的危害。因

此 ,鱼类在长期进化的过程中获得了许多抵抗低

氧的适应机制。在鱼类低氧的生理适应方面 ,已

有的研究表明鱼类可通过增强氧的运送能力、降

低能量消耗、保证能量供应和提高免疫力来对低

氧产生适应性反应 [ 14—18 ]。在鱼类低氧适应的分

子机制方面 ,人们利用基因芯片技术筛选和鉴定

了一些鱼类低氧反应基因 ,基因功能主要涉及细

胞代谢与氧气运输等 [ 19, 20 ]。但目前总的来说有关

低氧反应基因的克隆及其表达调控机制等方面的

研究进展还比较缓慢。原因主要是由于利用基因

芯片技术所筛选基因片段的种类是人为限制的 ,

基因芯片制备过程中基因的种类和数量就已经决

定了检测结果的范围 ,因此不利于差异表达的新

基因的克隆。另外由于在实验过程中所用材料均

为活鱼 ,而不同个体和不同组织对低氧产生的反

应存在差异 ,因而给系统研究鱼类低氧适应的分子
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机制带来许多不便。因此利用抑制性差减杂交技

术筛选新的低氧相关基因 ,并以鲫鱼囊胚细胞为

材料建立一个适于系统研究鱼类抗低氧分子机制

的细胞系统非常必要。

已有的实验表明 ,在构建差减 cDNA文库的过

程中 , mRNA的质量、接头连接效率和差减效率高

低是决定差减 cDNA文库质量的关键 [ 21 ]。传统的

实验认为 ,要成功利用 SSH方法首先必须分离纯

化 mRNA才能保证反转录合成高质量的双链 cD2
NA

[ 12 ]。本实验采用 SV 2Total试剂盒先提取质量

和纯度较好的总 RNA ,然后使用 Smart cDNA合成

试剂盒 ,同样也获得了高质量的双链 cDNA用于后

序实验。该方法不仅所需的 RNA量少 ,而且也减

少了 mRNA的降解 ,提高了用于建库的 mRNA的

质量。此外 ,在差减效率的检测过程中 ,试剂盒所

提供的检测差减效率的基因是人的管家基因甘油

三磷酸脱氢酶 ( G3PDH )基因 ,由于该基因与鱼类

的同源性不高 ,因此我们采用的检测指标是在低

氧处理前后表达基本无差异的管家基因β2actin ,

通过不同轮次的 PCR扩增 , 观察其在等量消减片

段库和未削减对照片段库中的相对丰度 ,从而间

接地反映差异表达基因的富集程度。从管家基因

β2actin被有效消除的倍数 ( 2
8 )来看 ,差减效率达

到了建库的要求。

此外 ,本实验通过对阳性克隆的筛选、测序

和 ESTs同源比对分析 ,得到了 267个在低氧处

理后上调表达的基因 ( e≤ 01001; Identity >

40 % )。在这些基因中除了未知基因外 ,其他基

因分别参与糖类代谢、信号传导、细胞防御、细胞

凋亡、细胞结构、血管形成与氧气运输、基因表

达、细胞增殖等生理生化过程。在这些已知的基

因中有 1416 %的基因在哺乳动物或在鱼类中已

经被证实为低氧反应基因。从这 267个基因中

随机抽取部分基因进行 RT2PCR鉴定 ,发现这些

基因也确实在低氧诱导后上调表达。此外 ,这些

已知基因的变化与鱼类生理变化的结果也是一

致的。 Johnston, et a l1[ 4 , 5 ]在分析肌肉中葡萄糖

和丙酮酸盐的含量时发现在环境氧浓度降低时

欧洲鲫鱼糖酵解过程增强 ,并指出乙醇是鲫鱼糖

酵解的主要终产物 ,糖酵解过程中产生的 A TP可

以在低氧状态下为机体提供能量。 Sollid, et

a l1[ 6 , 7 ]发现低氧处理后的欧洲鲫鱼鳃瓣表面积

较对照增加了 715倍 ,认为鳃瓣变化的目的是为

了增加氧气的摄入量 ,鳃瓣变化的原因是鳃瓣细

胞发生了细胞周期阻滞和细胞凋亡。Fraser, et

a l1[ 22 ]利用双向电泳发现鲤鱼在低氧处理后非肌

肉组织中肌红蛋白的表达量增加 ,目的是增加氧

气的运输量 ,保护组织免受低氧损伤。因此从以

上结果可以看出该差减 cDNA文库的构建是成功

的。该文库的成功构建将有助于下一步克隆鲫

鱼抗低氧相关基因 ,同时也对进一步探讨鱼类抗

低氧的分子机制以及研究鱼类细胞与低氧的相

互关系有非常重要的意义。
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CO NSTRUCT IO N AND ANALY S IS O F THE SUBTRACT IVE

cD NA L IBRARY O F CRUC IAN CARP IND UCED BY HY PO X IA

ZHONG Xue2Ping
1, 2

, WANG Dan
1
, ZHANG Yi2B ing

1
and GU I J ian2Fang

1

(1. S ta te key laboratory of F reshw ater Ecology and B iotechnology, Institu te of Hydrobiology, Chinese Academ y of

Sciences, W uhan　430072; 2. Centra l China N orm al U niversity, W uhan　430079)

Abstract: Crucian carp (Carassius auratus L. ) is one of the most anoxia2tolerant vertebrates known. It has been found to

survive many days or, at low temperatures, even several months of anoxia in the field and the laboratory. Its adap tive

mechanism s surviving anoxia /hypoxia include the ability of p romoting anaerobic metabolism to p roduce ATP, increasing

resp iratory surface area to boost oxygen up take, and so on. However, the molecular basis of its response to hypoxia stress

has not yet been clarified. In order to analyze the changes of gene exp ression and isolate those genes induced by hypoxia

in blastulae embryonic cells of crucian carp (CAB) , a subtrative cDNA library was constructed by using supp ression sub2
trative hybridization techniques.

CAB cells were maintained at 27℃ in a hum idified incubator containing 20% O2. For the hypoxia treatment, cells

were p laced in a hypoxia chamber containing 1% O2 , 5% CO2 and 94% N2 respectively and treated for one hour. Total

RNA s were extracted from hypoxia2treated and untreated CAB cells with SV2Total RNA Isolation System. Double2stranded

cDNA s were p repared from 0. 5μg of total RNA by using SMART cDNA synthesis technique. The subtrative cDNA library

was constructed by using supp ression subtrative hybridization technique. The subtractive cDNA s were ligated into the

pGEM 2T vector and transfected into competent E. coli cells. A housekeep ing gene,β2actin, was used to estimate the effi2
ciency of subtractive cDNA and found to be subtracted at app rop riate 2

8
folds. 2200 colonies were selected from the p las2

m id library, and PCR analysis showed that the length of the subtractive cDNA fragments cloned into pGEM2T vector

ranged from 100 bp to 2000 bp. Two hundred and sixty2seven genes ( e≤0. 001; Identity > 40% ) were obtained by se2
quencing and bioinformatics. Our results showed that the subtractive cDNA library is successful, which will be very useful

for the understanding of the response to hypoxia and essential for rap id isolation of differentially exp ressed genes induced

by hypoxia.

Key words: Carassius auratus blastulae embryonic cells; Hypoxia2related gene; Supp ression subtrative hybridization


