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卿血清转铁蛋白
C D N A 克隆及其序列分析

`

龙 华
( 中国水产科学研究院长江水产研究所 //

农业部淡水鱼类种质资源与生物技术重点实验室
,

湖北 荆州 43 4《XX)

摘 要 : 从 eG
n
B

a
kn 数据库查询发表的鱼类转铁蛋白

c
DN A 或基因序列

,

根据铁离子结合转运功能位点
,

设计

并合成了两对引物 lP
、

4P 以及 2P
、

玛
,

克隆出卿血清转铁蛋白 cD NA 中的核心片段
,

长度为漏 饰
。

再根据克

隆出的核心片段分别设计上游及下游两对引物 巧
、

巧 以及 7P
、

8P
,

随后用 RA CE 方法分别克隆出卿血清转铁蛋

白
C DNA 的 5

’

端 ( 787 冲 ) 和 3
’

端 (l 08 1 饰 ) 以及全长
c
D NA

,

最后用计算机程序排列出卿血清转铁蛋白全长

cD N A
,

长度为 2
444 冲

。

比较了 12 种鱼类血清转铁蛋白 cD NA 序列的同源性
。
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鱼类血清转铁蛋白 ( t

~
fe 币 n ,

fT
,

又称为铁

传递蛋白
、

运铁蛋白 ) 是鱼类血清中一种非血红素

结合铁的卜 球蛋白
,

相对分子质量在 70 《x x〕一 so
(】叉〕之间〔’ 〕

,

是鱼体内铁的运输者
。

已经证实鱼类

血清 fT 的血清铁浓度
、

铁饱和度与鱼类的耐低氧

性能 (鱼类耗氧量及窒息点临界含氧量 ) 和栖息水

层有明显的关系〔2 一 “ 〕
。

20 世纪 80 年代后期
,

人们

开始对各类 fT 基因的结构
、

序列 以及表达等进行

较为深人的研究 [” 一 ’ 4〕
。

银大麻哈鱼 口
.

iks ut hc 血

清 fT 的
CDNA 氨基酸序列与人

、

滑爪蟾 Xe
n op us

l a e v i ,
、

青鳃 O节 i a : l a tieP
、
和大西洋鱿 s a

lmo
: a l a ;

血

清 fT 推导的氨基酸序列分别有 48 %
、

46 %
、

67 %

和 85 % 的同源性 〔’ 5 一洲
。

进一步的研究表明
: fT 由

一个大小超过 10 kb 的基因编码
,

而且存在大量的

重复结构 lz[
一

到
。

本项研究克隆出螂血清转铁蛋白
c DN A

,

应用 NCBI 数据库和计算机分析软件对基因

库 ( eG
n B a kn )山〕基因序列数据库中的鱼类转铁蛋

白
c DN A 以及基因序列的同源性进行了比较

,

再次

证实了鱼类血清转铁蛋白进化的保守性和氨基酸序

歹」的同源性
。

1 材料与方法

1
.

1 材 料

采样前
,

用含 0
.

1% D EP C
`

(焦碳酸二乙醋 ) 的

水处理与样品接触的所有玻璃及金属器皿和器材并

高温烘烤
。

从本所试验场获得 300 9 左右新鲜卿

伪朋
￡i璐 a u ar t出 若干

,

经鉴定后
,

选取一条卿 50
一 l oo mg 新鲜肝组织

,

用含 0
.

1% D Ep C 的水清洗

样品
。

1
.

2 总 RN A 提取

用 GI B C O 公司产 irT oz l 试剂盒一步法提取样

品
,

l
rnL 总 RN A 提取液加人到新鲜卿肝组织中

,

可获得总 NR A 约 “ 刃鸿
。

用 日本岛津 VU
一

l印 1分光

光度计测定 RN A 浓度
,

于
一
20 ℃保存

。

1
.

3 引 物

从 嵘
n B an k〔叫查询发表的鱼类转铁蛋白

c DNA

或基因序列
,

设计并合成引物
:

P l : 5
’ 一 GC卫义汀GA A (; CAG AT GC CAT CAC T 一 3

’

2P
: 5

’ 一 TG CA GG C叭义劲LA CA叨陀C CA T 一 3
`

玛
: 5

`
一 C C TC C ATCCA CT GCCAT 代况AT C 一 3

’

4P
: 5

` 一 AC联汇 TCCACCA双溶 C叹羌 AAC C 一 3
’

巧
: 5

’ 一 GC叭刃 n 人 GT C CT GC C TC I℃G CT 一 3
`

巧
: 5

’ 一 卫汀C TG AGCAGC叹汇A GTCA CCCT 一 3
` ,

7P
: 5

` 一 AC CGCC们T[ CC双石AC I人CAA G 一 3
`

8P
: 5

` 一 CG CG r 门℃叨陀 GT口队CG n 该C C G 一 3
’ 。

采用 DNA C lub 计算机程序
,

计算出引物的相

关数据
。

1
.

4 PC R 扩增

经逆转录合成
c D NA 第 1 链后作为扩增模板

,

采用 日本 N I PR 〕N FE RRO FI 刀 IDI C S公司产 CP R 仪进

行扩增
。

引物 lP 和 4P 的 CP R 扩增条件为
:
预变

性 % ℃ 4 而 ;n 变性 % ℃ l 而川 退火 印 ℃ 1而川

*
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聚合 72 ℃ 2 而 n ; 循环数 35 个 ; 最后于 72 ℃延伸

or 而 n ,

4 ℃保存
。

回收后的 D NA 片段再扩增
,

用

引物 2P 和 矜
,

CP R 条件同上
。

1
.

5 DNA 片段的纯化回收

1
.

5%低熔点琼脂糖凝胶 电泳
,

相对分子质量

标准用 D NA I公d d e : m (北京鼎国生物技术发展中

心产 )
,

1 x

TA E
,

稳流 40
t l l A

,

l h
。

用 DNA 片段快

速纯化 / 回收试剂盒 (北京鼎国生物技术发展中心

产 ) 回收 DNA 片段
,

测定浓度
, 一

20 ℃保存
。

1
.

6 C DNA 亚克隆

用 P m n le ga 公司产试剂盒
,

含 pGE M
一

T 载体及

几 DN A 连接酶
,

4 ℃连接过夜
。

将亚克隆质粒转化

到 JM I的 感受态受体菌
,

在含有 100 “酬mL 的氨节

青霉素以及 IP n 〕和 X
~

G a l 的 BL 平板上筛选 阳性克

隆
。

通过质粒 DNA 提取鉴定重组子
,

并测序
。

1
.

7 R AC E 法克隆 5
`

端和 3
’

端

,’5
`
/ 3

’

RA C E试剂盒
”

由德国 RoC h e
诊断公司生

产
。

先分别用两步 PCR法克隆出
CDN A的 5

`

端 (引

物为 5P 和 巧 ) 及 3’ 端 (引物为 7P 和 8P )
,

再用

CP R 克隆出全长
CDN A (引物为 5

`

乃
`

RA C E 引物 )
。

操作方法见
“
5

`

3/
`

RA C E 试剂盒
”

说明书
, C DNA

亚克隆方法同 1
.

6
。

1
.

8 同源性比较

将克隆的
CDN A 序列提交基因库 ( eG

n B田 I k )

序列数据库中
,

以 BLA ST 程序进行核昔酸序列同

源性 比较
。

采用 的计算机程序包括 DNA lC ub
、

D NA
man v4

.

0
、

DN A Too l v s
.

1
、

BLA ST
v Z

.

0等
。

占比例分别为 30%
、

2 2%
、

24 %
、

25 %
。

2
.

2 12 种鱼类转铁蛋 白基因序列的同源性分析

根据目前的研究
,

转铁蛋白起源于大约 5 x l护

年前奥陶纪时期的共同祖先
,

在长期的进化过程

中
,

形成了若干具有同源性的转铁蛋白及其类似物

的分支
,

分布在不同动物的种属和动物体不同的细

胞
、

组织中
。

转铁蛋白由一个大小超过 10 kb 的基

因编码
,

而且基因序列存在大量的重复结构
,

通常

其转录序列的片段大小为 2
.

s kb 左右
,

其编码的

氨基酸序列也存在大量的重复结构
。

在同源性比较

中
,

搜寻到大量的同源序列
,

但以转铁蛋白
c DN A

或基因的同源序列为主
。

12 种鱼类血清转铁蛋 白

基因序列同源性比较见表 1
。

由表 1可见
,

卿血清

转铁蛋白
c DN A 与其它鱼类的转铁蛋白

c DN A 的同

源性在 30 % 一
80 % 之间

。

本研究结果再次证实了

转铁蛋白的同源性和保守性
。

12 种鱼血清转铁蛋 白
C DNA

序列同源性比较
, )

s e甲 l e n C

C o ln l崩 os n of id
e
int yt of c

ND A

es of 1 2 if
s h s e n田 rr l t r a ns fe irr ns

月abT表
1

2 2 3 4 5 6 72 ) 8 2 ) 9 1护) 1 1

l

ù勺八、à

几jR
伟J,,à

353869

63354372

79印343574

353636343533

38323433353533

3534656267365070

653133686765363977

51553637565153343856

80464433364147474338462346572)82)9好11比

2 结果与分析

2
.

1 卿血清转铁蛋白
c D NA 克隆

根据文献 「1
,

n
,

22
一

24 〕
,

确定了转铁蛋白

中铁离子结合与转运功能位点位于
CDN A 上游的

以x〕帅 左右以及下游的 1 Zoo b p 左右
,

转铁蛋白
c DNA 的核心序列可 以确定在 以x〕一 1 2X() b p 之间

。

首先克隆出螂血清转铁蛋白
。 DN A 的核心片段

,

长

度为 8 66 如
。

随后用 RA c E 方法分别克隆出卿血清

转铁蛋白
e D NA 的 5

`

端 ( 7 87 b p ) 和 3
`

端 ( 1 0 5 1

饰 ) 以及全长
c DNA

,

最后用计算机程序排列出螂

血清转铁蛋白全长
c DNA

。

卿血清转铁蛋 白
c D NA

序列总长度为 2 4 4 4 bP
,

单链 DNA 相对分子质量为

75 6 25 0
,

双链 DN A 相对分子质量为 1 506 6( 洲〕
。

其

中 A
、

C
、

G
、

T 数分别为 7 3 1
、

5 19
、

5 7 9
、

6 15
,

所

1 l)
,

螂 肠阴
3

沁
a

uort us ; 2
,

银卿 ca asr is 。 乡bel i
。 ; 3

,

青鳞

O半 ias l以estP
; 4

,

银大麻哈鱼 口nco kr 了nC h山 k is ut hc ; 5
,

大鳞大

麻哈鱼 口
.

st
ha 州

s
hc

。 ; 6
,

川蝶 lP以 ic 瓜hsr 加us ; 7
,

牙虾

凡 ar li
e h `hys

o l ivac
e
us : s

,

太平洋虾 凡ar l ihc
t

hys
0 11从配 e us ; 9

,

黑线 鳍 Me la 刀口 g ar m m。 `沈 g lej ￡
n us ; 10

,

日本虾 尸。 m zich
t

hsr
0
21
。

。 。 : 1 1
,

蹲鱼 叙mo
t r ut t a : 1 2

,

沙鳗 肠翻
汉

如es ma ir n 。

除本实验室克隆的卿
C
DNA 序列外

,

其余基因序列均来源

于 eG
n Ban k 数据库

.

2) 日本 虾 月 , ` 交爪句
3 0 1阮以

l拈
、

太平 洋 虾 八功戚瓜丙笋

“
~

us 与牙虾 八环以流如 ol

~
us 虽拉丁名称相同

,

但属

不同亚种或品种
,

文献中未提及具体名称
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卿血清转铁蛋白
e
DNA 克隆及其序列分析 23 3

1 A G C C T C T C C T C C T C T T G G C A C T G C T C TA A T A TG A C CA T CA T G T C T T G C CG C T G C G T C T旦昼

6 1 TG T T TG T C C T G C C T C T C T G T G G C A C T G C C C T C A G C C A G T G C T CA A AA A G T C A A A TG G T G T

12 1 G T G A A G T C T C A G CA G C T G CA TA A A CC T G C C AA C A CC T T G C C A CC AA A T C A C C A GA G C T T C

18 1 T CA T C T T A T A CA G A C C T G A A A G A C TG CG G C A T C T C C C T GA G T G CA T G T C A A G C A T C A A G A

24 1 A A T G G T G A T A C A G A T G C T A T C A C T G T A G G T G C A G A C C A T G T T T A T C A G G C TG G A C T CA TA

3 0 1 AA T T A TG G C C T C C G T C C T A T C A T T G C C G AG AA TA A T AA A G C T G T A T G T T C T T A T G C T G TG

3 6 1 G C T T T GG T C A A G A GA G A C A C A G A C T T C A G C A T CA A CG A T C T CA A A G GA A A G A C T T C A T G C

42 1 CA C A G T T G T T A T C A A A G CC C T C AG G C T G G T G A A G C A G A TG C C G AA G A C T G G T T G CA CA A A

4 8 1 A CA A GA T T C C C T G G GA G G G T A T T GA T G A GA A A G CA G T G T A C C CA A A C C T G TG T CAA G C T T

5 4 1 G C C A G GG T G A C T G CA G C T G C T C A GA CA G TG A AA A T CG CA T G C T C CC GG C C G C CA TG G C CG

印 1 CG G G A T T T G C A G G C T GG A A C A T T C C CA T T G G A A G A C T G G T T G CA CA AA入压 A入GA T T C T C T

〔又11 GG G A TG G T C C T G A TG A CA T G CC T C T T G A AA A G G C T G T G T C A CA A T T C T T T T CA A G C A G T T

7 2 1 G C A T T C C T G G A A TA T CG AA A G C A C T G T A C C CA A A CC TG T G T C A A G C T T G C CA G GG T G A C T

7 8 1 G CA G C T G C T C A G A CA G G GA A AA G T A C T C T G G T G A T G GA G G A G C e T T C CA G T G C T T G T AA A

84 1 G T G G T CA T G G A CAA G T T G C C T T TA T G T G T T A T GA T G AA A T C C CA C CG A G C G A G AG G CA GG

例〕 1 A C T A T CA G C T G T T G T G C A TA TA TG G C AG CA G G A A AA G CA T T G A G G AG T A C A A G GA C T G C T

% 1 A C C T C C T C A A A GA G C T T C A C CA TG e T G TG T T C A G T C G CA A G G A T G C T G A T T C A GA G CA GA

10 2 1 T T T A TA A A G T C e T T A A A C A G A T T C CG G A T T eA G A T C T T T T C T C T T C T G C T G C T T T T G G CG

10 8 1 G A AA G G A C C T G T T G T T C T eA GA C T C T A T A T C T G A T C T G T T G G A G C T T CC C A A GA T C A TG G

1 14 1 A C T C C T T C C T C TA C CA GA G A GA A G A T TA T T A T G A AG C C A T G CG T G C C C T T A G A G C T G GG A

12 0 1 A C CC A C C A G C T C C A C C T CA A GA CG G T AA A A T T GA A T G G T G TA C CA T T G G C C A T G CA GA G C

126 1 A A C A G A A G T G T GA CA G T T T A CA G A T T C C T C A T A T GG A G TG C CGA A G G G CA T CA T C T G TG G

13 2 1 A A GA G T G C A T C CA G A A AA T C A T G CG C A A A G A A G C A GA T G C A A T G G C A G T G G A T GG A G G AA

13 8 1 T CA C T A G T G C G G C C G C C T G C A G G T CGA C C A T A T G GG A G A G C T CC CA A C G C G T TG G A T G CA

1闷4 1 CAA A C A T G T G T GA A C T G T G T A A A G G CA G T G A G AA GG CA G T G G GA G A T GA C A G C A A G TG CA

15 0 1 A AG C C T C T T C T GA A G A AA G A TA T T A TG G C T A T G A T G G G G C T T T CA G G T G T C T TG C AG A A A

15 6 1 A AA C T GG T G A A G T T G C T T T C A T CAA G C A C A A T A T T G T T GG G GA T T A CA C T GA T G G T AA A G

162 1 G A C CA G C G T G GG C T AA G G A T C T G T AG T CAG A A GA T T T T GA A C TG T T C TG T C C A G A A T T A C

16 8 1 CAG A G A C A A C A G CA T G C C T C T T G T GA A G G C T G T G T C A C A A T T C T T T T CA A G CA G T TG CA T

174 1 T C CG G AA T A T C T A AA CA CA C T G A T T T A AA T G G T A G A T G T A A T C T T G C CA A A G T G C CA G C T

150 1 C A T G C TG T G A T CA C C CG A G A A G A TG C A CGG A AA G A C G TG G T GA A G G T T C T GA A G G AG G C T

18 6 1 CA A G C CA A T A CA G A T T T T CA A G A CA A G C TG T T C A A G T CA G A GG G T G AA A G AA A CA GG G G A

192 1 A A T T C T C T G A T T C C A C T AA A CG TG G A C乃A T G C T T C A G GA G A T T A C T CA A C G T T T AA G G AA

19 8 1 T T C C T GA CA C A A AA G T A C A T T G A C A T G A T T G AA A A G A C C T A C A T G A C T G G C A A G GG G T CA

2以 1 T T A A A C C A G A T C T G G T CA A G G CA TG CA C A A T G T A A A T T T G T A T T T G T T A G T CG A G T T C CC

2 10 1 G T G CAA T C T C G A CG C G CAA A G A A G CA G A TG C CAA T A A A A T T T TG T G C C A T T G AG C T T T A T

2 16 1 C T T G CA T G T T T CG GA C A AA T A A GA A T C TA C A T T T C T GA A T C A C T C TA C T T A A T C A A A T TA

22 2 1 A G G A C C A G A C A G G CG G CA A C T C C T G G G A AA G T TA C C A G CA TG A G G AA A A C A C A A TG T T CA

22 8 1 T G T TA T G CA G C A G T T T T CA T A T C T T A T T A T eA A A T T C AA A T C T A T G A T G A T C A A A C T G T T

2 34 1 C A CA CG CA T G A A G T T A CA A T G TG T T CG A G T T T C T G T T T A T T A T A C CA CAA G G G T T G T GA T

24() 1 C A A C C T G T G T A TA T A A AA T T A AA几灿叼廿孕吼 A A AA A A八八A A A AA A

图 1 卿血清转铁蛋白
c
DNA 序列

Fi g
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l 阮 Uq
e
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~
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图中从上至下有下划线的部分分别为引物巧
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