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[摘要 ] � 为了克隆中华绒螯蟹卵巢发育相关基因 ,我们构建了中华绒螯蟹卵巢差减 cDNA文库.本研究用 cDNA

芯片技术对中华绒螯蟹卵巢差减 cDNA文库进行了初步筛选,并从 cDNA芯片筛选的正向差减文库中随机选取

50个克隆进行序列测定. 结果共获得 2倍以上差异表达克隆 167个,其中�期高表达克隆 104个, �期高表达克

隆 63个 .正向差减文库中共获得 7个独立的 EST ( expressed sequence tag, EST ).同源性分析结果表明, 这些 EST

皆为新的 EST, dbEST 登录号分别为: CA591892、CA591893、CA591894、CA591895、CA591896、CA591897 和

CA591898.本研究结果为进一步克隆中华绒螯蟹卵巢发育相关基因的全长 cDNA序列并研究其功能, 阐明中华

绒螯蟹卵巢发育的分子机理奠定了重要的前期工作基础.
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Abstrac t: To c lone genes w hich a re re lated to the ovar ian deve lopm ent of Chinesem itten crab, the sub trac ted libra ries

have prev iously been construc ted. In the present study, the cDNA m acroarray was prepared to screen the diffe rentia lly

expressed genes and fifty clones identified from the fo rw ard subtrac ted cDNA libra ry w ere selected random ly and se-

quenced. In tota ,l 167 c lones whose signa l d iffe rence w as > 2 fo lds we re obta ined. O f the d ifferentially expressed

clones, 104 c lones w ere h ighly expressed in the ovary at stage � , 63 c lones w ere h ighly expressed in the ovary a t stage

� . M oreover, seven independent ESTs we re obta ined from the fo rw ard sub trac ted cDNA library. H om o logy analysis

showed that there aren t' sequences significantlym atching to these ESTs. So theyw ere deduced to be nove l ESTs, and a ll

o f them were deposited in dbEST. The accession num be rs are: CA591892、CA591893、CA591894、CA591895、

CA591896、CA591897 and CA591898, respec tive ly.
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� � 真核生物的体细胞包含个体发育所需的全部遗传信息,但不同组织的细胞及同一组织在不同发育阶

段或不同的生理条件下,只表达其中一部分遗传信息, 此即基因的选择性表达或差异表达. 基因表达的差

异决定了所有的生命过程,如生长、发育、分化、生殖、衰老和死亡等. 中华绒螯蟹 (E riocheir jap onica sinen-
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sis)又名河蟹、大闸蟹、毛蟹,是我国重要的经济蟹类.目前关于中华绒螯蟹的研究主要集中在蟹苗培育、饲

养、疾病
[ 1-4]
以及分子系统学等方面

[ 5-7]
,中华绒螯蟹卵巢发育的分子机理目前还不清楚.

差减 cDNA文库可以反映两种组织之间或同一组织在不同生理状态或不同发育时期的差异表达基

因.因此,构建差减文库是用来研究基因差异表达及克隆新基因的理想方法. 抑制性差减杂交 ( suppression

subtractive hybridization, SSH )是 D iatchenko等
[ 8 ]
首先报道的一种以抑制性 PCR反应为基础的 cDNA杂交

方法.我们应用该技术成功构建了中华绒螯蟹卵巢差减 cDNA文库, 其中正、反向差减 cDNA文库分别含

有 863和 360个阳性克隆
[ 9]

.本研究在前期工作的基础上, PCR扩增了中华绒螯蟹卵巢差减 cDNA文库中

的插入片段并点制 cDNA芯片,将�期和 �期卵巢的 mRNA反转录标记成的 cDNA探针和 cDNA芯片进

行杂交和分析.从 cDNA芯片鉴定出的差异表达克隆中随机选取 50个克隆进行测序并进行了序列的同源

性分析.本研究结果为进一步克隆中华绒螯蟹卵巢发育相关基因的全长 cDNA序列并研究其功能,阐明中

华绒螯蟹卵巢发育的分子机理奠定了重要的前期工作基础.

1� 材料与方法

1�1� 材料
1�1. 1� 动物材料
� � 分别处于卵巢发育�期和 �期的中华绒螯蟹, 由安徽芜湖龙湖水产养殖场提供.

1�1�2� 主要试剂

RNA提取试剂盒 ( T rizolReagen,t G ibco) , mRNA纯化试剂盒 ( O ligotex
TM

mRNA m ini k i,t Q iagen) , Taq

DNA聚合酶 ( P rom ega), DL 2 000 M arker(大连宝生物工程公司 ) .

1�2� 方法
1�2�1� 组织总 RNA的提取

� � 分批将同一水池、同批放养和同样饲养条件下的中华绒螯蟹的卵巢快速取下, 放于液氮中保存. 将液

氮保存的�期和 �期卵巢组织用 Trizo l试剂提取总 RNA, 每期各提 3~ 4只卵巢.然后将提取的 RNA分期

等量合并.具体操作按说明书进行.

1�2�2� mRNA的分离纯化

用约 300 �g合并后的总 RNA分离纯化 mRNA,具体操作按说明书进行.纯化完毕取 2 �l电泳鉴定其

质量, 其余的样品保存于 - 70� 冰箱备用.

1�2�3� cDNA芯片的制备

将构建的差减 cDNA文库
[ 9 ]
中的所有克隆按 1�100的比例分别转接于 1m lAm p

+
的液体 LB中, 37�

220 r /m in振荡培养过夜, 碱裂解法提取质粒. 用 SP6和 PinPo int引物扩增重组质粒中的插入片段.

使用 TAS B ioRobotics公司的自动点膜仪点制 cDNA芯片. 固相载体采用 8 � 12 cm尼龙膜,每个克隆

的 PCR产物点 2个点,每张膜上共点 2 486个点.每个点的点样量约 10 ng. 待尼龙膜晾干后,进行紫外线

交联固定.

1�2�4� cDNA探针的制备和杂交

将从�期和 �期卵巢纯化的 mRNA反转录成 cDNA,并用
33

P-dATP标记成探针.将点制的 cDNA芯片

和探针杂交,并进行洗膜和信号的扫描与分析.共统计 4个参数: � 阳性率 ( pp): 每张膜上信号值大于 2

的点数占膜上总点数的比值; � doub le点 R
2
:每张膜上信号值均大于 2的 doub le点的相关系数; � doub le

点斜率: doub le点回归线的斜率; � double点 Pvar:每张膜上提取信号值均大于 2的 doub le点后, 大于 2倍

差异的基因数占总数的比值.通过以上各参数的统计,提供 cDNA芯片杂交的质控数据.

1�2�5� 质粒提取及序列测定
将 cDNA芯片筛选的部分差异表达克隆从 - 70� 冰箱中取出进行放大培养,即用取样器沾一点菌液

于 1 m lAm p
+
的液体 LB中 37� 220 r /m in振荡培养过夜.质粒的提取按试剂盒 ( Prom ega)说明书进行,并

取 2 �L质粒于 1�2%的琼脂糖凝胶上电泳检测.根据质粒浓度确定测序反应的上样量.

测序反应按以下条件进行:首先将质粒 98� 变性 4m in,然后立即置于冰水中放置 2m in.在 0�2m L薄

壁管中依次加入下列试剂: M ix: 2�5 �L, SP6或 P inPo int ( 0�8 �m o l/L ) 引物 2�5 �L, 质粒: 2�0 �L, 然后用
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灭菌水补齐至 10�0 �L.反应程序: 95� 2 m in; 96� 20 s, 50� 5 s, 60� 4 m in, 共 30个循环, 最后 12� 2

m in.测序反应产物纯化后于 AB I 310遗传分析仪上进行序列测定.

1�2�6� 序列的同源性分析
运行 b lastx程序将获得的 EST序列在蛋白库 ( Sw issProt)中进行同源性比对分析.

2� 结果

2. 1� cDNA芯片杂交信号数据

� � 表 1� cDNA芯片杂交的质控参数

Table 1� Quality contro l pa ram eters o f cDNA m acroarray hybrid iza tion

实验值 参考值

阳性率 ( pp)
�期

�期

78%

84%

> 30%

> 30%

Doub le点 R 2
�期

�期

0�99

0�99

> 0�85

> 0�85

Doub le点斜率
�期

�期

1�0

1�0

0�9 ~ 1�1

0�9 ~ 1�1

Doub le点 Pvar
�期

�期

16�86%

5�79%

< 25%

< 25%

� � � 注: � 阳性率 ( pp) :每张膜上信号值大于 2的点数占膜上总点数的

比值; � double点 R 2:每张膜上信号值均大于 2的 doub le点的相关系

数; � doub le点斜率: doub le点回归线的斜率; � doub le点 Pvar:每张膜

上提取信号值均大于 2的 doub le点后,大于 2倍差异的基因数占总数的

比值.

cDNA芯片杂交信号数据见表 1.从表 1的数

据可以看出, 两张芯片的质控参数包括阳性率、

doub le点 R
2
、doub le点斜率和 double点 Pvar均在

可信范围之内 (与参考值相比 ) ,表明两张芯片的

杂交信号较好.

2. 2� 样品对散点图
cDNA芯片的散点分布见图 1. 其中 x轴为 �

期卵巢的杂交信号数值, y轴为 �期卵巢的杂交

信号数值,每 1个数据点代表芯片上 1个基因点

的杂交信号. y值与 x值的比值 > 2的代表 �期卵

巢高表达的基因, x值与 y值的比值 > 2的代表 �

期卵巢高表达的基因. 从图中可以看出 �期卵巢

高表达的基因远多于 �期卵巢高表达的基因.

2�3� cDNA芯片杂交结果

cDNA芯片杂交信号分析后共获得 2倍以上差异表达克隆 167个.其中 �期高表达克隆 104个, �期

高表达克隆 63个,芯片杂交图见图 2.

2�4� 差异表达克隆的序列测定
正向差减文库中共测了 50个克隆,除了重复测序,结果共获得 7个独立的序列.这 7个 EST的序列分

别为:

F359

CTTTGACCTATACAGCGTCGATCGCACCACTGATTTCGATTACTTCTTCGAGCTGCTCCTCCAGCACCAAATCCCCTCCGTCTGGACCA

GGGACCTTGCCTCCACAGCGCCCTATGAAATCCGCGGCTCCATCACCAGGTCCGGGGACTCTACGGCAGGCCAAGACTGCCTCTCGCTG

GAGGCTTCCACAGACGGCCTCTTCCTCCTCCAGGACTCTTGCTCCGACCGGAAGGCCGCCGTCTGCGTGGCTCATTGGCAGTAGATAAG
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TTTGTCAACAACCTGCTTATCATTGTGTAAATAAATGTGCTCCTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA�

F386

ACCGCCCACTGCACATGGACATCTGGATCCCCCGCGAACTCTCCGGCGATGTGGACGGTATCTGCGGCCACTTCAACTACAACGCCACG

GATGACTTCACCGCCGCCACGGGAGAGATCCTTCCCCTCGAGCCATTCCCCGTCAACTTCCCCGACATGCACTGGCGGGCTCCAGACCG

CGCATCGCCCCTTGCAATGCCCCATGATCACCACCTCCATGTGTAACGGT�

F33

ACCGTTACACATGGAGGTGGTTAACCTGGGGTCATTGCAAGGGGCGATGCGCTGGTCTGGAGCCCGCCAGTGCATGTCGGGGAAGTTGA

CGGGGAATGGCTCGAGGGGAAGGATCTCTCCCGTGGCGGCGGTGAAGTCATCCGTGGCGTTGTAGTTGAAGTGGCCGCAGTATACCGTC

CACATCGCCGGAGAGTTCGCGGGGGATCCAGATGTCCATGTGCAGTGGGCAGT�

F459

ACAGGAGCGGCCCCAGCAGGTCTTCGTCCAGCAGCAGCCTGAGCCACCGGTGTTTGTGCAGCCTGAGCCACAGCAGGTGTTTGTGCAGC

CCCAGCCACGCCCCATGTTCCAGATGCTCCCCTCGTTCTCACAGCAGGCGGCGGTGATCCAGAGCGTCCAGCCGCAAGTGTCTTCCGCC

TGTCCGGCCACTTACTCCCTGGTCCACACCACCTACCAAGGCCGAGTCTACCACTCCTCCTGGTGCAACCTGCCCGGCCACCGTTTCTC

CCAGTCCGCCGCCAGAGACTACTGCCGCGGCCTCGGGCGAGGTAACGGTGATGAACCAGCGCGGCAGCTTTGACCTATACAGCGTCCGA

TCGCACTACTGCTTTCGATTACTTT�

F334

ACCCGTAATATCCACGGCCATAACCACCGGACCCGCCACTTCCTCTATAACCGCCATAGCTTCCGTAGCCGCTGCCGCCTTGACTCCCA

TAGCCGCCGTCATAACTTCCATGGTCGCTACCGTAGCCGCCGCCATAACTTCCATATCCGCTACCGTAGCCGCTGCCATAACTTCCATA

ACCGCTGCCGTAGCCTCCGTAACTGCCCCCGGGATGTCCCCCGCCGTAGGACTGGCCGCCATAGCTCCCGTAGCTGGTAAGGCCGCCCC

CGCGTCCCCTACGGCCATGGCTTGGGTCAGGCATGGGATTAGCCATAGCGGAGGCCACCAACACACACAGGCAAAGCACGCCGAACACA

GCCTTCGACATGTTGACTTCAAATGTG�

F315

ACCCGCTGCCTTGACTTCCATAACCGCTGCCATAACCGGTGCCTTGACTTCCATAACCGCTGCCGTACCCGCTGCCTTGACTTCCATAA

CCGCTGCCATGACTGTCATAACCGTTGTCATAGCCTCCGTAACTGTCTCCGGGACGGCCCCCGCCGTAGGACTGGCCGCCATAGCTCCC

GTAGCCGGTATGGCTTGGGTCAGGCATGGGATTAGCCATAGCTGCGGCCACCAACACACACAGGCAAAGCACGGCGAACACAGCCTTCG

ACATGGTGACTTCAAAACGTGGG�

F24

CCCGTTTGAAGTCACCATGTCGCAAGGCTGTGTTCGCCGTGCTTTGCCTGTGTGTGTTGGTGGCCGCAGCTATGGCTAATCCCATGCCT

GACCCAAGCCATACCGGCTACGGGAGCTATGGCGGCCAGTCTTACGGCGGGGGCCGTCCCGGTAGGCAGTTACGGAGGCTATGGCAGCG

GTTATGGCAGTCATGGCAGCGGTTATGGAAGTCAAGGCAGCGGGTACGGCAGCGGTTATGGAAGTCAAGGCAGCCGGTTATGGCAGCGG

TTATGGAAGTCAAGGCAGCGGGT�

2�5� 序列的同源性分析
以上 7个 EST与蛋白库 ( Sw issPro t)中 124, 155个序列的比对结果表明: 这 7个 EST在 Sw issProt数据

库中均未发现其同源匹配序列, 因此我们推测它们均为新的 EST, 并将它们登录 EST 数据库. 它们的

dbEST登录号分别为: EST001( F359, CA591892) ; EST002( F386, CA591893) ; EST003( F33, CA591894) ;

EST004 ( F459, CA591895 ) ; EST005 ( F334, CA591896 ); EST006 ( F315, CA591897 ) ; EST007 ( F24,

CA591898) .

3� 讨论

抑制性差减杂交技术的主要优点在于该方法在杂交过程中使用了抑制性 PCR技术,可使低丰度的差

异表达基因得到富集.但由于在实际操作过程中 driver cDNA和 tester cDNA比例上的不协调及杂交效率

等因素的影响,使该方法获得的差异表达克隆具有一定的假阳性率.即使如此, SSH的假阳性率较 DD -

RT PCR要低得多,据报道后者的假阳性率可高达 90% .但随之而来的 SSH方法获得的大量差异表达克隆

的鉴定是一项费时而又繁重的工作. Yang等
[ 10]
于 1999年首次将 cDNA芯片的方法和 SSH结合起来成功

地用于乳腺癌的研究.其后,陆续有将这两种方法结合起来用于差异表达基因研究的报道
[ 11-15 ]

. cDNA芯

片和 SSH的结合被认为是当前分离差异表达基因的最佳策略之一
[ 10, 11]

.本研究将 SSH结合 cDNA芯片的

方法用于中华绒螯蟹卵巢发育相关基因的鉴定、分离, 这是将 SSH结合 cDNA芯片的方法用于甲壳类功

能基因研究的首次报道.

从表 1可以看出, cDNA芯片杂交实验的各个质控参数皆符合质控标准,本部分实验总体正常. 但鉴

定出的差异表达克隆只有 167个, SSH的阳性率只有 15%左右 (芯片上有效基因数 1100个 ). 这可能是由
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于芯片本身的灵敏度造成的.一方面,当一个基因在 2张膜上的杂交信号过强,乃至饱和时,即使是差异表

达基因也有可能被忽略掉;另一方面,当某一基因在 2张膜上的杂交信号过弱时,这个基因也不参与统计

分析,这就有可能掩盖掉部分差异表达基因.因此, 基因芯片目前还存在有待改进之处: ( 1)应解决高度密

集的分子之间杂交信号的干扰问题; ( 2)灵敏度有待进一步提高; ( 3)数据处理时有待于建立一种更为科

学、合理的均一化方法.
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