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关镇词 基因文库
,

生长激素基因
,

肌动蛋白基因

� � � � � � � � � � � � � �� ���� � ��
,

� � � � � � � � � � � � � � � � � ,

� � � �� � � � �

用显微注射方法
,

把由小鼠重金属鳌合蛋白

��
’

�� 基因启动子驱动的人生长激素�� � � �基因导

人鲤鱼等的受精卵内
,

由此发育而成的一部分鱼

的基因组内携带有 � � �� � 基因
,

这些鱼称之为
“

转基因鱼”「, � 。

这一模型研究结果进一步指出
,

� � � � � 基因与受体鱼基因组整合之后
,

可表达人

生长激素
,
促进鱼类的生长

。

另一方面
, � � �� �

基因可随转基因鱼的性腺传递 给 子代
。

所 以
,

转基因鱼模型研究为鱼类定向育种奠定了实验基

础
「, � 。

但是
,

从实际应用的角度出发
,
用转移

�� � � � 基因的办法进行经济鱼类育 种 是 欠 妥

的
。

这是因为 � � � � � � � 基因均为鱼类本身所不

具有的遗传信息载体
,

目前尚无法全面判断它被

嵌入鱼类基因组后的遗传
、

生理效应
,

更无法估计

这种鱼放养到天然水体后对生态环境的影响
。 �

� � 基因启动子的功能受重金属离 子 激 活
,
即

� � � � � 基因在转基因鱼体内的高表达作用要求

养殖水体有一定的重金属离子浓度
,

这样的水体

显然是不符合商品鱼养殖质体要求的
。

� 虽然

证实了转移 � � � � � 基因鱼的促生长效应
,
但把

含有人生长激素的鱼商品化
,

势必会增加一般消

费者的心理负担
。

鉴于上述原因
,

有必要寻求所

有
“
元件”都是来自鱼类自身的

、

可高效表达的生

长激素基因重组顺序
。

为此
,

我们构建了鲤和草

鱼基因文库
,

克隆了其生长激素基因和肌动蛋白

基因
。

甚因文库构睡 实验用鲤和草鱼分别取自湖

北省嘉鱼县三湖连江水库和本所官桥实验基 地
。

实验鱼急性处死后
,

从肝脏制备基因组 � � � ,
获

得了大于 ��� 千碱基对 � � � � � 的 � � � 线性片

段
。

基因组 � �  经限制性核酸内切酶 �� � � 部

� 国家七
·

五科技攻关和 � �� 高技术计划资助 课

题
。

基因文库过筛在美国明尼苏达大学 �
�

� 卜
‘� �� �

教授实验室进行
,
作者对他的真诚合作和

提供实验方便表示衷心感谢
。

�� � � 年 � 月 �� 日收到
。
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缪碑

分酶解
,
用蔗搪密度梯度离心

,

富集和回收 �� 一 重组 又 � � � 的包装效率见表 �
。

�� �� � 部分
,

作为克隆的插人片段备用
。

基因克 结果指出
,

较高的插入片段与克隆载体臂之

隆载体为 又噬菌体 � � ��� � � � �
。
又一� � ��� � 比

,

有利于提高重组噬菌体 � � � 连接和体外包

在宿主菌 �
,

�� ��  � � �� 侵染犷增
,
经氯化艳密 装的效率

。

最后
,

将两种鱼的重 组又噬 菌 体

度梯度离心后制备其 � � �
。

又
一
� � ��� � � � � �� � �� � 基因文库在宿主菌 � � , ” 中扩增备

由限制性核酸内切酶 � � � � � 和 � � � � � 双酶切 用
。
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,
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一
� �� ��� 卜�� � �
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,

制备带 �� � � � 粘性末端的左臂和右臂 � � � 其中 � 为库中包含的重组体个数 � � 为某基因在

克隆载体
。

将鱼的基因组插人片段 ��� 一�� ���
,

该库中的存在机率 � � 为插人片段平均 �� 数 � �

具 � �� � 粘性末端�与 不� � ��� �左
、

右臂 � � 人 为该物种体细胞基因组 �� 数
,

鲤为 � � ��
,

��
,

�具孙研 �粘性末端以 �� � 和 �� � 两种不同浓度 草鱼为 �
�

� 只 ��
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连接耐鲍装
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农 1 鲤和 , 鱼荟因组 D N A 在 又 E M B L 3 A 的克隆及体外包装结果
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表 2 鲤和草鱼生长激素签因及肌动蛋 白荃因的肺选

T ab
.

Sereen in g o f g ro w th h orm on e g ene an(了a C tl n g e n e o f C a rP a n (了G ra ss C a r P

基因种类
P eeies o f gen e

过筛重组体总数
N u m b er of reeo m b i

-

。a n t s e r e e n e
d

阳性克隆数
(3一4次核实)
N u m be r of

P ositiv e elo n e

每个体细胞内拷贝数
N u m b er of eo卜i es

in Z n e e ll

鲤生长激素基因
C arP G H g en e

3 又 10 ,

草鱼生长激素基因
G ra ss C arP G H gen e

鲤肌动蛋白基因
c arp A ctin g en e

草鱼肌动蛋白基因
G rass C arP

A ctin g en e

4 丫 10 ,

3 >< 1 0
,

2

.

3 火 10
,

也就是说
,

这两个基因文库覆盖了鲤基 因 组 的

99
.
9% 和草鱼基因组的 99

.
9999肠

,

属于非常完

整的基因文库
。

甚因筛选 取经过扩增后的鲤和草鱼基因组

重组噬菌体
,

分别侵染宿主菌 LE3 92
,

涂琼脂平

板
,

待形成噬菌斑之后
,

向硝酸纤维素滤膜转移和

进行噬菌斑 D N A 原位分子杂交
。

用大西洋蛙生

长激素基因(加拿大多伦多大学 c. L H ew 博士

赠送 )和鸡肌动蛋白基因 (美国明尼苏达大学 P.

H :。k et t

博士提供少为探针
,

分别筛选鲤和草鱼的
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两种基因克隆
,

阳性信号经 3一4 次反复核实和纯

化
,

结果见表 2。

从结果可以看出 : ¹ 鸡肌动蛋白基因探针

可从鲤
、

草鱼基因组文库中钓出很强的阳性信号
,

即 使 非 常 严谨的洗涤条 件 (0
.1 x sse ,

0

.
1 肠

s D S ,
6 , ℃)

,

也不能除去杂交信号
。

D N A 顺序测

定结果 (G EN E
,

待发表)证明
,
鲤和草鱼肌动蛋

白基因一级结构基本上一样
,

两者与鸡肌动蛋白

基因也十分吻合
,

说明该基因在物种进化过程中

十分保守
。

肌动蛋白是组成所有动物体的一种最

普遍
、

最基本的蛋白质
,

在不同动物体和不同组织

器官内行使相同功能
,

因而在物种进化过程中保

持其基因结构的稳定性是必然的
。

º 大西洋鲤

生长激素基因探针可从鲤
、

草鱼基因文库中钓出

阳性信号
,

尽管大部分信号易被严谨的洗涤条件

去除
,

但经 3一4 次洗涤后仍保留少数阳性信号 ;

用 人生长激素基因探针尚未钓出真正 的 阳 性 信

号
,

说明生长激素基因在进化过程中有一定变化
。

两种鱼生长激素基因的碱基顺序正在测定 之 中
。

À 在单个基因组内
,

肌动蛋白基因有许多个 拷

贝
,

而生长激素基因似仅为 1一2 个拷贝
。

更值得

指出的是
,

无论肌动蛋白基因还是生长激素基因
,

鲤的基因组内的拷贝数大约比草鱼多 l倍
。

该结

果进一步支持了这样一种观点
,

即鲤在长期演化

过程中染色体组加倍
,

形成了天然四倍体
。

一旦上述基因的碱基顺序分析完成
,

找们将

进行基因拼接
,

即分别把鲤和草鱼肌 动 蛋 白 基

因启动子顺序与生长激素基因编码顺序组装
,

构

建完全由鱼自身
“

元件
”

组成的高效表达的生长激

素基因重组 D N A 顺序
,

以用于色类基因转移育

种的实用化研究
。
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