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摘 要 : 应用 SM AR洲技术构建了斜带石斑鱼 肠动甲六刁us
~ 油 卵巢

。 D
NA 文库

。

所构建的
。D NA 文库滴度为

4
.

s xl j p甸mL
,

重组率为 卯%
,

扩增后文库的滴度为 1
.

2 x lol 卜
〕l沁/mL

。

把 p ha 邵而 d转化为质粒后
,

随机挑选 印

个阳性克隆进行酶切鉴定和测序
。

酶切结果表明
:

插人片段长度均在 500
一

3姗 帅之间
。

测序结果经过生物信

息学分析
,

发现其中一个克隆为脂肪酸结合蛋白 ( I城B P ) 基因全长
,

并与人肝型 ( )L 脂肪酸结合蛋白同源性最

高
,

为 70 %
o
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斜带石斑鱼 助 iner he lo co 勿瀚
【’ ] ,

属于妒形

目
、

脂科
、

石斑鱼属
,

肉质鲜美
,

营养丰富
,

为餐

桌中的上等佳肴
。

由于其生长快
、

市场价格高而稳

定
,

是目前我国沿海地区重要的海水养殖经济鱼

类
。

斜带石斑鱼是一种雌性先熟的雌雄同体鱼类
,

开始为雌性
,

在体长为 25 0 一 中以) ~ 时发生性逆

转
,

雄性需 6 龄左右才成熟 z[]
,

在人工繁殖时常会

遇到难以同时得到功能性雄性和雌性亲鱼的问题
,

给种苗生产造成很大困难
,

因此
,

很有必要深人研

究其性腺分化发育的机制
,

以达到人工控制斜带石

斑鱼性分化和性逆转的目的
。

构建斜带石斑鱼卵巢
c D NA 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
。

脂肪 酸结合蛋 白 ( 伪御 ac id hi dn ign 四 iet n ,

FA B P ) 是一族具同源性的细胞内小分子蛋 白质
,

相对分子质量为 14 (X刃 一 16 《XX)
。

在哺乳动物中的

研究表明
:

FA B P 存在多种类型
,

通常是以首次分

离或鉴定这种 FA BP 的组织命名
,

如肝型 ( )L
、

肠型

( I )
、

心型 ( H )
、

脂肪细胞型 ( A )
、

脑型 ( B )
、

回肠 型

l(I )
、

上皮细胞型 ( E )
、

髓磷脂型 ( M y )等 ;其中一些

类型的 FA B P 只存在于一种组织
,

但有一些组织器

官如肾
、

胃
、

卵巢则含多种类型 FAB p ; F AB P 主要

参与细胞内脂肪酸的运输
,

将脂肪酸从细胞膜上运

送到甘油三醋和磷脂合成的位点
,

另外还参与调节

细胞生长和分化 3[]
。

有关鱼类 凡山 P 的研究尚少
,

现仅在斑马鱼 [ , ]
、

虹缚 [6 ]
、

贴鱼 [, ]和鳖鱼阳 ]的心
、

肝
、

脑等不同组织中发现了不同类型的 侧田 P
,

如

肝型 ( )L
、

肠型 ( )I
、

脑型 ( B)
,

在青锵卵巢文库中也发

现 一 种 类 似 L 型 的 FAB P ( eG
n B出永 登 录 号

AU 17 8 87 1 )
。

本文描述应用 SMA m洲技术构建了斜带石斑鱼

卵巢
c DNA 文库

,

并通过随机筛选获得了一种脂肪

酸结合蛋白基因
。

1 材料和方法

1
.

1 材 料

组织样品
: 4 龄斜带石斑鱼来自广东省大亚湾

水产养殖中心的海水养殖基地
。

实验鱼从海上网箱

内捕回后直接取其卵巢组织
,

取样过程均在冰上操

作
,

一部分卵巢组织进行石蜡包埋
,

组织切片厚度

6 一 8脚
,

用哈利氏苏木精
一
伊红染色

,

o LY MuP S

显微镜观察
,

根据性腺外形和组织学特征定为 皿期

卵巢 (图 1 )
。

其余样品冻于液氮中
,

带回实验室

保存于
一
80 ℃低温冰箱

。

1
.

2 试 剂

MS ART
IM CDN A 文库构建试剂盒购 自 C fo ent hc

公司
。

总 NR A 提取试剂 irT olz R e昭 e nt
,

反转录酶

uS ep & ir
mtP n RT 购自 iG bc o b ir 公司

。

文库包装所

用的包装蛋白 M田田 lax 侧 h 咧曰 a

abP k哈 gn Ex tar c t 购

自助ice ent
r

ecT h n o liog es 公司
。

其余均为国产分析

纯试剂
。

1
.

3 方 法

1
.

3
.

1 总 RN A 的提取 将 50 mg 卵巢组织放人 1

mL irT 以 Rea 罗nt 中
,

用 组织匀浆器 ( iB 、 ecp rP od u -

,
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石斑鱼卵巢
。
DNA 文库构建及脂肪酸结合蛋白克隆

( AB B 77 ) 进行序列测定
。

所获得的序列结果均与

国际基因库 ( C滋
n Ban k ) 中的序列进行相似性比较

。

2 结果和分析

2
.

1 总 RNA 的提取

从 50 gm 卵巢组织中提取到 60 滩 的总 NR A
。

提取 出的总 RN A 经分光光度计测定
,

A洲 A/ 姗 二

2
.

0
,

经电泳检查
,

可观察到 18 5
和 28 s r RNA 两条

明亮的带 (图 2)
,

因此
,

所提取的总 RN A 质量 已

符合要求图
。

图 1 4 龄斜带石斑鱼卵巢组织切片

iF g
.

I vO哪 it ss ue sec iot
n of

het 牛 y
eax ol d 助 i

r

即he l璐 co 如云五悠

e t s
,

州 C产品
,

型号 9 8 5 一 37 0 ) 在冰上匀浆 ; 将匀

浆液转人 1
.

s mL 离心 管中
,

室温放置 5 而 n 。

加

0
.

2 mL 氯仿
,

振动 巧 s ,

室温放置 3 而 n ; 4 ℃
,

12 Ox ) x g离心 巧 而 n ; 将无色的上清液移至新的

1
.

s rnL 离心管 ; 加人异丙醇 0
.

s rnL
,

静置 or 而
n

后
,

4 ℃
,

12 仪x〕 x g 离心 10 而 n ; 用 沪 =
70 % 乙醇

洗涤 RN A 沉淀 2 次
。

RN A 沉淀空气干燥后
,

溶于

适量 DECP 处理的水中
。

利用琼脂糖凝胶电泳检查

总 NR A 质量
。

电泳条件如下
: 1 x TA E 电泳缓冲

液
, 、 = 1

.

0%含有 0
.

5 澎mL 滨化乙锭的琼脂糖凝

胶
,

电压 60 V
,

时间 1
.

0 一 1
.

s ho

1
.

3
.

2 c DN A 文库的构建 根据 SM AR丁
IM c DN A 文

库构建试剂盒操作说明书构建斜带石斑鱼卵巢
CD

-

NA 文库
。

取 1 腮 总 RN A 用 c D s 班 3
’

cP R p石m e r

和 SMAR T 111 ol igo un d eot ide 合成
c DNA 第一条链

。

再用 5
’

CP R P ir m e r
和 CD S m 3

’

CP R irP me
r
引物延

伸合成双链 DNA
。

然后经过蛋白酶 K 消化
,

所 I

酶切
,

过柱 ( c h

~
孙in 4 00 ) 分离并收集大于

500 坤 的双链
CDNA

,

与载体 入T ir p 1E xZ 的左右臂在

16 ℃下连接过夜
。

最后按照 M ax P lax 侧 肠刘〕da aP
e k

-

印乡n g Ex
加

c t 的说明书进行包装
。

1
.

3
.

3 文库扩增及质量检测 按照 SM ART侧 c DNA
文库构建试剂盒操作说明书方法对斜带石斑鱼卵巢
c DNA 文库进行扩增及质量检测

。

将扩增后的文库

加 DM SO 至终体积浓度为 7 %
,

保存于
一
70 ℃

。

1
.

3
.

4 序列测定与分析 通过细菌 B M 2 5
.

8
,

将噬

菌体 入)r r i p班x2 重组片段转人到质粒 p T ir p lEx Z 中
,

用牙签随机挑取平板上 阳性单克隆
,

用 O M EGA
BI O I厄K IP

~
d iM in p er p 儿 t提取质粒 DNA

,

进行酶

切鉴定检查插人片段的长度
。

用 DN A 自动测序仪

图 2 卵巢总 R刊 A 电泳分析

iF g
.

Z w = 1
.

0% A g明
s e 罗 1 e le e伙叹山o r e s i s

of t o t司 RN A 伽 m vo axy of 饰i呷加之公 co 勿衣企3

2
.

2 CD NA 文库的构建
、

扩增及质量检测

用 1 路 总 NR A 反转录合成第一条链
,

经引物

延伸 22 次循环合成的双链
。 D NA

。

双链
CDN A 混合

物经 c h or ma 印 in 4以〕层析柱分离
, c DN A 片段大于

500 坤 的组份 (图 3) 用于文库的构建
。

经检测
,

斜带石斑鱼卵巢
。

ND A 文库的滴度未扩增时为 4
.

5

x l护 p甸mL
。

文库扩增后的滴度为 1
.

2 x 1010 p五l /

mL
。

经过蓝白斑计数
,

文库的重组率达到 99 %
。

把 ph a g e n l id转化为质粒后
,

随机挑选 60 个阳性克

隆进行 及
。 R l 酶切鉴定

,
w = 1% 琼脂糖凝胶电泳 一

(图 4 ) 结果显示
,

所挑选的均为阳性克隆
,

插人

片段均大于 500 饰
。

美国克隆技术公司关于一个良

好的基因文库的质量标准是
:
原始文库的重组子数

为 s x 1) 一 5 x l口
,

重组率大于 90 %
,

插人
。 DNA

片段不小于 0
.

3 kb
,

平均插人片段大于 I kb 仁̀。〕 。

根

据实验结果可 以看出
,

所构建的斜带石斑鱼卵巢
c DNA 文库质量较高

。

2
.

3 月旨肪酸结合蛋白序列分析

通过与国际基因库的序列进行相似性比较
,

发

现获得脂肪酸结合蛋 白基因
。 DNA 全长序列 ( C七

n -

B田永序列号 A F5 0 166 3 )
,

B L AST结果表明所获得的

斜带石斑鱼脂肪酸结合蛋白类似于肝型 ( L )
,

与

人 L 型脂肪酸结合罩白具有 70 % 的同源性
。

摘录

eG nB an k 的几种 L 型脂肪酸结合蛋白氨基酸序列
:

人 (M 106 17 )
,

大鼠 (AA A4 1 139 )
,

小鼠 (A AH的 8 12 )
,

牛

( CAA 6() 506 )
,

猪 ( CAA 547 30 )
,

鸡 ( A邪 809 99 )等
,

用
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图 3 合成的斜带石斑鱼

卵巢双链 DN A过柱分离结果

isF
.
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r a e t i

o
an it

o n 此slu st of 卿 ht se i喇
c
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图 4 斜带石斑鱼卵巢
c
DN A文库

随机挑选质粒的 五h
,
R l 酶切鉴定结果

珑 .4 hT
e

er istr ict on 芦 t t e

srn 场 及幻 R 工 of

het er p er se n切面v e e lo esn 加 m het
o v gJ甲

cD NA il场好 of EP 云碑触 l川 印如记肠

DNA ST AR
,

C l u s
以 w 等软件进行核昔酸序列同源

性分析并比较
。

3 讨 论

本文结果表明
:
我们成功构建了斜带石斑鱼卵

巢 cD NA 文库
,

并通过随机筛选获得一种脂肪酸结

合蛋白基因全长
c DN A 克隆

。

斜带石斑鱼是一种雌

雄同体的性逆转鱼类
,

可作为研究鱼类性别分化发

育较好的模型
。

通过构建斜带石斑鱼卵巢 cD NA 文

库
,

一方面可以一次性永久保存基因资源
,

另一方

面可以利用功能筛选
、

免疫学筛选
、

黝 u ht em 杂交

和大规模序列测定等现代分子生物学技术来寻找与

鱼类性腺分化发育和性逆转的相关的功能基因
,

在

此基础上
,

深人探讨斜带石斑鱼性别分化发育的调

节机制
。

从斜带石斑鱼卵巢
CDN A 文库获得的脂肪

酸结合蛋白
,

经过和其他物种脂肪酸结合蛋白的比

较
,

初步确定为肝 ( )L 型脂肪酸结合蛋白
,

表明

斜带石斑鱼卵巢中存在有脂肪酸结合蛋白
。

在鸟类

卵巢的颗粒细胞中
,

研究表明也存在有脂肪酸结合

蛋白
,

而且在未成熟的滤泡中浓度最高 ll[J
。

但 目

前有关鱼类及其它动物卵巢中脂肪酸结合蛋白的功

能还不清楚
。

现有的研究表明
:
在动物卵巢发育过

程中
,

卵黄蛋白的合成和性类固醇激素的生成都需

要脂类的参与
。

在细胞内
,

脂肪酸的运输主要是依

靠脂肪酸结合蛋白来完成的〔, 】,

因此
,

脂肪酸结之
蛋白可能在斜带石斑鱼卵巢生长发育过程中起着重

要调节作用
。

6213122GGA
E

AAA

331825324273珊93362113422切465
K

CCA
?

cCA
?

CCT
S

GAT
、

GAT

G G G G几C C T T C T C T G 江C T GC A A CC 五里昼 C T T T T C T C T G GA AA G T AC C A G C TG G A G

M L F 5 G K Y Q L E

A A C T丁T G八G GC T 江叮C A G G A A ( ; G C C A’ r C G G T C T C C C T G召 1 G AG C TC A丁
,
C C A G

N F E A F R K A 1 G L P D E L I Q

G A C A T T AA G A GC A T C TC T G A G A T T G八G G A G A A C G G T G AC G AC 江叨 C A AA G TG

D 1 K 5 1 5 E 1 E E N G D D F K V

A C T GG C T CA A A G G T C A TC G T C A A C A C C T T C A C C G丁叨 《弓CA A AG 以诏 GC A G AG

T G 5 K V 1 V N T F T V G K E A E

C T C A C T G GG G AG A A G G C C A A G G G G G T G G T T CA T C G T G A T GG C A A C A A G C 江后

L T G E K A K G V V H R D G N K L
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T L G N 1 G Y K R 1 5 K R V
、 关
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图 5 卵巢脂肪酸结合蛋白基因
e DN A 和蛋白质序列
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石斑鱼卵巢

C
D NA 文库构建及脂肪酸结合蛋白克隆 69

0000000
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人

小鼠

大以

猪

q

鸡

一 N 一一 一 一 一

一 Q 一一 一 一

一 P 一M 一

一
一 N 一一 一 一

一 V Q 一一 一 一

一P 一M一M

一 N 一 一 一 一

一V Q 一一 一 一

一A 一M一V

,土,人,土1

,土,土

1 一 S 一 T 一一 E 一 Q 一 H一 一

一 P 一M一 L 一一

一 DQ
* * 一 * * * * * * . * * * : * : * * * * * * * * *

G V 一一 一 V H E 一 K K工一 L 一一 一 Y 一 P 一 一 V R 一 E 一 一 L 一 E 一 C 一 一 一 一 M 一一 一 一 V一

GV 一一 一 V H E 一 K KV 一 L 一 一一 Y一 一 一一 工H 一 E 一 一 L 一 E 一 C一 一 一一 M 一一 一 一 V一

G T 一

一 V Q一 K H F 一 L 一 一一 一 一 一

一 V Q 一 E一 L 一 E 一 C一 M 一一 一 一一

一 V一

G V 一

一 V Q一 K H F 一 F工一A 一 一

一 工Q一 E一 L 一 E 一 C 一 M一 F M 一一

一 工一

一 一一

一 V Q一 N K F 一 工一V 一 一 一 一

一 N T 一 E一 工一 E 一 C 一 M一 L 一 一一 一 一

一
* * * 。 * * . * * * 去 。 * 壳 * 。 * 。 * * 。 女 一 * * 去 头 *

斜带石斑 角

人

小鼠

人 鼠

8 1 GV V H R DG 一N K L K V S L K G I E S V T E L V D G N T I A N T M T L GN K G YK RV S K R V 1 2 7

8 I T一 Q L E 一 O一一 V T A F 一N 一 K一 一
一 L * N 一 O工一 T 一 一 一 一

一 O一V F一 工一一 工 1 2 7

8 I A一 K L E 一 D一 M V T T F 一一 K一 一

一 L * N 一 D一 T 一一 一 一

一 O一 V一一 V 一

一 工 1 2 7

8 1 A一 K ME 一 O一 一 M V T T F 一一 一 K 一 一
一 F 去 N 一 D 一 一 T 一一 一 一一 一 D 一V 一 一 一V 一 一 一 工 1 2 7

8 I T一 Q L E 一 O 一一V T T F 一

一 K一 一
一 L * N 一 D工一 T S 一 一 一

一 D一V F一 工一一 工 1 2 7

8 I A一 Q QE 一 D一一V T T F 一一 K 一 一一 F * N 一 O一 V T S 一一 K一 OV V F一 工一一 工 1 2 7

8 I C工一 NM E 一 N一一V A N 一

一 L K一 一

一 L * N一 O一 T H一一 K一 D L T 一一工一一 工 1 2 7
斜带

石斑负

猪,鸡

* * *

图 6

* * * * * * : * * *

脂肪酸结合蛋白同源性分析和进化树

iF g
.

6 eS 甲
l e
cn

e 田】al vis
s a n d het 内 lgoe ne ict 晚

e of af t ty ` 记 ib n
id gn p or t e ln

参考文献
:

巨」 H E EM引服 A P C
,

R ANI ) A I J
J

J E
.

G n 〕 l l

per of het wo ldr
,

acf

卿
e ie s e

aalt
o
gU

e

[ J〕
.

H邢 5125
,

l卯 3
,
16 : 130 一 132

.

〔2」 刘付永忠
,

王云新
,

黄国光
,

等
.

斜带石斑鱼亲鱼强化

培育及 自然产卵研究 [ J〕
.

中山大学学报 ( 自然科学

版 )
,

2仪x〕
,

39 (6 )
:
5 1 一 85

.

〔33 韩新燕
,

汪以真
,

许梓荣
.

脂肪酸结合蛋白的研究进

展 〔J」
.

生物学通报
,

2X( X)
,

35
: 7 一

9
.

[4」 oc
KNE R R K

.

Hi s
otrt

e 。 v e

币ew of s ut 山es 。 n
fa t勺 ` i`

ib ind ng mP
et ins 〔J」

.

Mol ec
l l la r

an d c ell ul ar iB , 1
1e l ll i
柳

,

l创炎】
,

9 8 :3 一 9
.

仁5 ] E住￡E N M D W
,

P IERC E M
,

W R IGHT J M
,
et al

.

Ncu l
e o t i

-

de , 湘叫e
cn

e of cD NA d

~
c

诫 gn ofr
a
l
〕
ar l-n ty pe af t ty ac 记

ib诫 gn p or t e in 朗 d i st it ss ~
s侧父 iil

c e x p n , 猖 ion in a d u
lt ez

-

b烧币hs ( D an i o

emrr ) [ J ]
.

B i , 抽而
e e r iB o p ll y s ie a

A
e at

,

2X( X)
,
1492 ( 1 )

:
22 7 一 23 2

.

〔6」 AN D0 s
,

划 E x H
,

n BB跳 G F
,

et 吐
.

C10 n i飞 adn se
-

qu
e n

ic gn of c o n l p l~
n t却甲 D NA for af t ty ac 记 ib n id gn p or t e i n

伽m 面“ ` 〕w

mut
t ll e axt [ J〕

.

Co n l p Bico l
l e m hP y s io l

,
l卯 s

,

1 19 ( l )
:
2 13 一 2 17

.

〔7 〕 D I IP翻限 0 S M
,
E C D E IJ

日

NA GE I」CA
,

VE E刊心汤IP J H
,

et

al
.

A
n l ino iac d 哭q t l e n ce

,

ib n
id ng l〕 n 〕

pe lrt
e s 田 ld ve o h戏i。佃叮

er liat
o n s h l声 of ht e

has ic ivl er fa t ty
~

ac i-d ib ind ng Por t e in 坛〕n l

ht
e e

iaft
s h 刀远傲 2必 5哪汉 ,

〔J ]
.

E ur J B ioc hem
,

l卿
,

脚
: 5 10

一 5 17
.

〔8」 ME DZ IH RA D业K、 K F
,

GI B SON B W
,

撇U’R S
, e t al

.

hT
e

p n ln a yr s lt ” c t切 er of fatt y
一

ac i奋 b i n击 n g lP or t e l n 肠扣1

~s
hakr Ii

v er
,

S lur e t u ral an
(】 e v o lu it o n a yr er liat ons ih p ro ht

e

m an 叨倒 ian af tt y
.

ac id- ib idn gn p功 t e in af m i ly 〔J」
.

E ur J iB o -

e h e m
,

199 2
,

20 3
:
327 一 33 9

.

[9 ] SA MBRO OK J
,

日亏n S H E F
,

MA N IAIT S T
, e t al

.

分子克

隆实验指南【M ]
.

北京
:

科学出版社
,

19以〕:
127 一 128

,

科8
.

〔10 」 钟肖芬
,

卫剑文
,

赵贵军
,

等
.

平颊海蛇毒腺
。
DNA

表达文库的构建 〔J」
.

中山大学学报 ( 自然科学版 )
,

2X(j 1
,

40 ( 3)
:
肠 一 69

.

毛川 NEM ECZ G
,

AS EM E K
.

viE de cn
e

for het erP ~
of af t ty

ac id ib idn 嗯 p or t e i n in a v ian 孚m l u l o se 。 e u s

[ J」
.

A
e at 勘

-

dco ir no l
,

l卯 3 128 (2 )
: 17 8 一 83

.

C
ons

t r u c it o n of c D N A L i bm灯

a n d lC
o iu gn of a

aF ytt

h℃m t h e o va yr of EP in eP h e lu s co ot 拓汾s

A e i d B i n 山gn R or t e in (F A B P )

刀划脚石 oY gn
,

刀恻四` 俄 i- im
n ,

lL X i n
,

刃阴刃 iJ gn
,

刀卿 为触
硬卜 ar n

( In s t i tu et of A卿 at i C Ee o n o m i C A n i耐
s
//

Su n Y at
一 s e n

G u an gd o n g P r o v i n e i al eK y l习刃咖叮 for A甲
a ti e E e

oon 而 e

nA i l lu l
,

U n i v e o i yt
,

G u an 邵 h o u 5 10 2 75
,

Ch ian )

A加t玲 c t : A c DNA h bar l万 n刀m

ti et r o f ht e p ir ll l a yr l ib l习 l ,
aws

4
.

ht e

5 X

vo 柳 of 助
“ 砚进沪he l o co 动瀚 aws

e o
sn tm e t e d u s i嗯 ht e SMA R I

,

翎 te e
hn i卿

e
.

hT
e

10e fuP /mL
;
ht e er e o o d〕in at ion art

e

was 9 9 % ; an d ht e ti t e r

was
1

.

2 x 10
, o

fuP /毗
.

从
e r

C o n V e】名 I O n of p h娜而d
’

to p lasm
id

,
t h e oP s i t iv e e lo n e s

W e T e

of ht e a n甲』iif e d li bm巧

s e le e t e d 佃
K I0 n il y an d

s e qu e n e de
,

an d er s u l匕 s h
owe

d ht at ht e s iz e s of ht e i sn
e rt s

we er for
n 1 5X() bp to 3 k b

.

ftA
e r b io illfo

n l l a t i e an al ” 15
,

a

e lo n e

fat yt

K ey

of fa tyt ac id b i n d i嗯 por te in 罗n e

~ Ob ta i n e d
,

an d i t s haer d h ihg
e s t homo l o盯 ( 7 0% ) iw t h h

uatnn
l iv e -r t yep ( L )

ac i d bi n d in g p or t e i n 罗 n e
( L FA B p )

.

研. r ds :
EP I l lel 〕

he 如 co 勿交企` ; e DNA l ib n u了 ; fa t yt ac id b i n d i n g p or t e i n


