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草鱼肠道组织抑制性消减表达序列标签的初步分析 
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摘  要：以致病性嗜水气单胞菌(Aeramonas hydrophila)人工感染的草鱼肠道组织为材料，采用抑制性消减杂交技
术，构建了草鱼肠道组织消减 cDNA文库，对文库克隆的序列测定和初步生物信息学分析，共获得 147 个草鱼肠
道表达序列标签(EST)．序列同源性搜索结果表明，97个 EST代表了 46个已知基因，其余 50个 EST为未知序列．与
细胞防御相关的 EST 有 43 个，分属 13 个基因． 
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Abstract：The intestine of fish plays an important role in carbohydrate, protein, lipid metabolism and immunity. To 
obtain molecular biological information to the studies of some important physiological procession in grass carp. A 
subtractive cDNA library was constructed from the intestinal tract of grass carp experimentally infected with Aeromonas 
hydrophila by suppression subtractive hybridization (SSH). A total of 211 cDNA clones were partially sequenced and 
147 ESTs obtained from the library. BLAST result showed that 147 of the intestinal ESTs could be ascribed to the 
transcriptional products of 97 identified genes, whereas 50 ESTs exhibited relatively low homology with unidentified 
sequences. Of the 97 known ESTs，there are 43 EST of cell defense-related, belonging to 13 genes. The successful 
constructed subtractive cDNA library will be essential for rapid isolation of immune-related genes of grass carp 
intestinal tissue and to further explore mucosal anti-infectious molecular mechanisms in fish. 
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鱼类是最早兼有特异性免疫与非特异性免疫
的脊椎动物，由于其特异性免疫还不完善，抗体生
成又受到水温等多种环境因素的影响，因此非特异
性免疫以其反应快速、具有抗病作用而成为鱼类抵
抗病原入侵的第一道防线[1]．哺乳动物黏膜免疫研
究日前已备受重视[2]，而对鱼类的免疫学研究目前
大多集中在系统免疫上，对黏膜免疫的研究还不够

深入[3]．肠道存在多种常驻菌群．肠道在与这些微
生物共存的同时，也可对存在的有害微生物或被肠
道吸附的异己物质进行有效的识别，并加以排
除．在感染情况下，肠上皮细胞可表达共刺激分子
I-CAM-1，并通过MHC-Ⅰ、MHC-Ⅱ类分子将抗原
提呈给CD类型T细胞，引起免疫反应[4]．在鱼类肠
道没有类似哺乳动物的Peyer氏淋巴结，可能影响对
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抗原的摄取与提呈[1]．目前，以肠道组织为材料，
探讨其在外界抗原诱导下表达基因的研究较少．笔
者采用抑制性消减杂交技术，构建了草鱼肠道组织
抑制性消减cDNA文库，获得了一定数量的草鱼肠
道组织差异表达的EST序列，并对获得的序列进行
了生物信息学分析，现将结果报道如下． 

 1  材料与方法 

 1.1  材  料 

供试草鱼4条，体长(20.4±1.8) cm．2条经嗜水
气单胞菌灌服诱导，2 d后取肠道组织，用DEPC水
处理的无菌水清洗3次，用于感染组消减文库构
建；另2条不进行感染处理，同样取出肠道组织用
作对照． 

1.2  方  法 

1.2.1  RNA的提取 

按照总RNA提取试剂盒Trizol(Invitrogen)说明书
操作，分别从感染组和对照组的肠道组织中提取总
RNA；提取的总RNA用PolyATract mRNA Isolation 
System(Promega)试剂盒进行mRNA分离纯化． 
1.2.2  消减cDNA文库的构建 

以感染组肠道组织作为检测子样品，以对照组肠
道组织作为驱动子样品，参考PCR-select cDNA 
Subtraction Kit(Clontech)的操作手册进行差减杂交[5]

随机挑取 24个克隆，利用载体引物M13+ 

(5′-GTTGTAAAACGACGGCCAGTG-3′) 和 M13 －
(5′-CAGGAAACAGCTATGACCATG-3′)进行PCR扩
增，确定cDNA插入片段的长度；采用同样的方法
筛选cDNA克隆，片段长度大于300 bp的用于测
序．随机挑取PCR筛选后的克隆，37 ℃液体培养过
夜后，提取质粒(Qiagene)．利用载体引物M13+/－
为测序引物进行测序，测序由上海英骏生物技术有
限公司完成．采用DNAMAN序列分析软件对测序
结果原始序列进行分析，去掉两端的载体序列以及
难以辨认的核苷酸，个别碱基通过软件Chromas与
原始序列文件比对进行更正． 

测序结果用Blast在GenBank中进行同源性搜索
比对分析，E值小于－6 时认为具有较好的同源
性

． 
1.2.3  文库的筛选以及序列分析 

[6]．搜索顺序依次为BlastX (the nonredundant 
protein library，非重复蛋白质文库)、BlastN(the 
nonredundant nucleotide library，非重复核酸文库)[7]

对随机挑取的克隆进行PCR检测，结果(图1)显
示克隆片段为0.25～1.50 kb．随机挑选的24个克隆
插入片段平均长度为0.75 kb，最短的为0.25 kb，最
长的为1.5 kb，与文库构建经第2次PCR检测的预期
结果相一致，构建的消减cDNA文库质量较好． 

，
并根据其对应的同源物对其进行注释和归类分析． 

2  结果与分析 

2.1  PCR 检测消减文库质量 

 

 

 

 

 

M  1 kb DNA Marker；1~24  插入片段的PCR产物． 

图 1  插入cDNA片段的PCR产物电泳结果 

Fig.1  PCR products electrophoresis of the inserted cDNA fragments 
 

2.2  消减 cDNA EST 序列的统计与分析 

对 211 个克隆中的 cDNA 进行单向测序, 除去
测序效果不好、碱基无法辨认或序列测序片段小于

150 bp的序列，实际共获得147个序列EST(非 rRNA
和 chondriogene 序列测序的错误率小于 5%)．相似
性搜索结果表明，有 97 个克隆和 GenBank 中的已
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知功能的序列具有较高的同源性(分值>100)；17 个
与未知功能的开放阅读框具有较高的相似性，称之
为假定蛋白；33 个序列在同源性搜索中没有找到任
何对应的相似序列，它们很可能是目前还没有鉴定
的 EST 或是 5′-或 3′-UTR 序列． 

2.3  消减 cDNA EST 功能分类 

根据  Ademas等 [8]

功能类别 

对人类功能基因的分类方
法，将获得的EST 序列按BLAST得到的相似性序列

功能进行分类，结果见表 1、表 2．97 个已知功能
的 EST分别属于 46 个不同的基因．在获得的已知
功能EST序列中，与细胞防御和基因表达有关的蛋
白分别占EST簇数的 28.26%、19.57%；与代谢和信
号传导有关的蛋白分别占EST簇数的 23.91%、
19.57%．和细胞结构与运动、细胞分裂有关的基因
分别只有 3、1 个，EST簇数也分别只有 3、1 个． 

表 1  与 GenBank中编码已知功能蛋白质和假定蛋白质序列有同源性的草鱼 EST 

Table 1  Grass carp ESTs matched to sequences encoding for known function protein and putative protein in GenBank datbase 

接受号码 与 GenBank 中最匹配的序列 E 值 最接近种 分值 拷贝数 

蛋白质与基因表达 EW688127 DEAD(Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 6.00E-73 Danio rerio 276.0 2 
 EW688135 Splicesome-associated factor 61 2.00E-44 Danio rerio 181.0 2 
 EW688137 RNA terminal phosphate cyclase-like 1 9.00E-31 Danio rerio 136.0 1 
 EW688140 DNA-directed RNA polymerase I  1.00E-46 Danio rerio 187.0 2 
 EW688157 40S ribosomal protein S18 2.00E-34 Danio rerio 148.0 1 
 EW688180 Replication protein A 70 kD DNA-120  

binding subunit  
8.00E-62 Danio rerio 238.0 3 

 EW688186 40S ribosomal protein S6 7.00E-55 Ictalurus punctatus 215.0 1 
 EW688188 ribosomal protein L27  2.00E-56 Danio rerio 220.0 1 
 EW688192 MYST histone acetyltransferase  2.00E-09 Danio rerio 60.5 1 

信号传导 EW688132 COP9 signalosome complex subunit  5.00E-64 Danio rerio 245.0 1 
 EW688138 Solute carrier family 35, member F2 1.00E-43 Mouse 177.0 2 
 EW688143 phospholipid hydroperoxide glutathione 5.00E-58 Danio rerio 227.0 2 
 EW688144 Signal recognition particle receptor 4.00E-58 Tetraodon nigroviridis 225.0 1 
 EW688145 Annexin 11a.=anxa11a 8.00E-78 Danio rerio 291.0 1 
 EW688149 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase  2.00E-114 Pongo pygmaeus 414.0 1 
 EW688156 Integrin beta1 subunit-like protein 2 3.00E-46 Danio rerio 186.0 1 
 EW688162 aquaporin 1.00E-54 Tetraodon nigroviridis 216.0 2 
 EW688187 RAS related protein 1b  5.00E-50 Danio rerio 199.0 1 

细胞结构与运动 EW688155 beta-actin  4.00E-33 Danio rerio 142.0 1 
 EW688159 Myo15b protein 1.00E-13 Mus musculus 79.0 1 
 EW688160 myosin VIIA, isoform CRA_f 8.00E-50 Homo sapiens 199.0 1 

代谢 EW688119 Cytochrome b 2.00E-71 Ctenopharyngodon idella 271.0 2 
 EW688121 Chymotrypsinogen B1 4.00E-69 Danio rerio 264.0 2 
 EW688123 Glucose-6-phosphatase 3.00E-26 Erythroculter ilishaeformis 121.0 1 
 EW688129 UDP-glucuronic acid/UDP-N-acetylgalactosamine 

dual  transporter  
8.00E-65 Danio rerio 248.0 1 

 EW688134 Phospholipase A2 1.00E-41 Dicentrarchus labrax 172.0 1 
 EW688165 Proteasome activator subunit 2 3.00E-33 Danio rerio 142.0 1 
 EW688169 Fructose-1,6-bisphosphatase 1 6.00E-33 Danio rerio 144.0 2 
 EW688179 NADH dehydrogenase subunit 2 3.00E-14 Ischikauia steenackeri 80.5 4 
 EW688183 Homogentisate 1, 2-dioxygenase  6.00E-97 Danio rerio 355.0 2 
 EW688184 ATPase, H+ transporting lysosomal  3.00E-51 Danio rerio 205.0 7 
 EW777367 similar to FBP32  1.00E-10 Danio rerio 68.6 1 

细胞防御 EW688126 Prothymosin alpha like-1 protein 4.00E-07 Danio rerio 57.0 1 
 EW688128 Novel protein similar to tapasin 9.00E-10 Danio rerio 65.0 1 
 EW688136 Invariant chain like protein 2 4.00E-76 Cyprinus carpio 287.0 1 
 EW688139 Wilms tumor 1 associated protein 2.00E-66 Danio rerio 253.0 1 
 EW688141 CD9 antigen, like 3.00E-66 Danio rerio 254.0 1 
 EW688142 Interleukin-1 receptor I 3.00E-06 Cyprinus carpio 54.0 1 
 EW688148 squamous cell carcinoma T-cell- 

recognized antigen  
1.00E-47 Danio rerio 192.0 2 

 EW688152 Alpha-1 microglobulin/bikunin protein  6.00E-61 Atlantic salmon 235.0 1 
 EW688154 Ferritin heavy subunit 9.00E-10 Ictalurus punctatus  65.0 2 
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续表 

功能类别 接受号码 与 GenBank 中最匹配的序列 E 值 最接近种 分值 拷贝数 
 EW688166 Crystallin, zeta  1.00E-32 Danio rerio 142.0 1 
 EW688172 transferrin 2.00E-82 Ctenopharyngodon idella 308.0 3 
 EW688175 MHC class I antigen  1.00E-92 Ctenopharyngodon idella  341.0 24 
 EW688196 MHC class II alpha chain  9.00E-53 Cyprinus carpio 208.0 4 

细胞分裂 EW688193 Glial cell differentiation regulator  5.00E-05 Danio rerio 49.7 1 

假定蛋白 EW777363 Hypothetical protein 0.96 Homo sapiens 35.0 1 
 EW777364 Hypothetical protein 3.00E-12 Danio rerio 73.9 1 
 EW777365 hypothetical protein 1.00E-21 Danio rerio 104.0 1 
 EW777366 Hypothetical protein 0.11 Danio rerio 40.4 1 
 EW777368 Hypothetical protein 0.76 Aspergillus fumigatus 35.8 1 
 EW777369 Hypothetical protein 5.00E-28 Danio rerio 126.0 1 
 EW777370 Hypothetical protein 2.00E-20 Danio rerio 100.0 1 
 EW777371 hypothetical protein  3.00E-26 Danio rerio 114.0 1 
 EW777372 hypothetical protein  2.7 Aspergillus fumigatus 34.3 1 
 EW777373 hypothetical protein  1.5 Trypanosoma brucei 36.6 1 
 EW777374 hypothetical protein  6.5 Apis mellifera 34.7 1 
 EW777375 hypothetical protein  0.65 Oryza sativa 37 1 
 EW777376 hypothetical protein  7.7 Mus musculus 34.3 1 
 EW777377 hypothetical protein  2.00E-14 Danio rerio 82.8 1 
 EW777378 hypothetical protein  6.3 Theileria annulata 34.7 1 
 EW777379 hypothetical protein  6.00E-24 Danio rerio 112.0 1 
 EW777380 hypothetical protein   0.65 Oryza sativa 37.0 1 

 

表 2  编码已知蛋白表达序列标签(EST)的功能分类 

Table 2  functional categories of ESTs encoding known proteins 

EST 功能分类 
EST 簇  克隆数 

数目/个 比率/%  数目/个 比率/% 

蛋白质与基因表达 9 19.57 14 14.43 
信号传导 9 19.57 12 12.37 
细胞结构与运动 3 6.52 3  3.09 
代谢 11 23.91 24 24.74 
细胞防御 13 28.26 43 44.33 
细胞分裂 1  2.17 1  1.03 

 

3  讨  论 

目前，已针对牙鲆[9-12]、鲶鱼[13]、虹鳟[14]、鲤
鱼[15]、草鱼 [16]和扇贝[17]

transferrin

等，采用抑制消减杂交技术
开展了相关基因的克隆与表达，获得了许多发育、
代谢及免疫的相关基因．笔者采用抑制消减杂交技
术构建了人工感染致病性细菌后草鱼肠道组织差
异表达的cDNA文库．在获得的EST序列中，与细胞
防御相关基因的EST最多，表明在细菌诱导下，机
体产生了免疫反应过程，经Blast分析获得多个免疫
抗病相关基因，如MHC、 、CD9、AMBP、
Crystallin等[18-19]．MHC参与免疫反应过程对抗原的
识别没有特异性，属于机体免疫系统的非特异性免
疫体系．相对高等脊椎动物，作为低等脊椎动物的
鱼类，其特异性防御机制并不完善，鱼类的非特异
性免疫系统在其自身抗病作用中较特异性免疫系

统可能发挥了更大的作用．除了MHC之外，转铁蛋
白获得 4 个克隆[20]．铁蛋白对由应激、化学物质(尿
素、盐酸胍)引起的变性有很强的抵抗力[21]．新基
因α-1 微球蛋白/bikunin前体主要在肝脏中表达，后
分离成α-1 微球蛋白和胰蛋白酶抑制剂-bikunin．α-1
微球蛋白在动物体内分布较广，在人体内参与了免
疫调节作用[22]，但其确切的生理功能和发生机制还
不清楚．试验中还发现 1 个Z-Crystallin基因，属于
Crystallin家族蛋白．对Crystallin蛋白的研究[23]表
明，α、β-Crystallin蛋白为小分子伴侣蛋白，在老化
进程、应激反应中发挥重要作用．Z-Crystallin是种
NADPH氧化还原酶，与乙醇脱氢酶序列类似，但
无乙醇脱氢酶活性，广泛参与机体的应激反应，说
明草鱼在细菌的诱导下，机体在启动自身免疫反应
的同时，也加强了自身代谢与基因表达的适应性反
应[24]． 

本研究中，通过抑制性消减杂交技术获得了一
定数量的差异表达基因．由于测定的cDNA数目有
限，远远低于细胞表达的基因数，但也初步反映了
草鱼肠道组织在病原菌的诱导下机体对外来刺激
反应的基因表达分布，获得了不少新基因，特别是
与免疫作用有关的基因的鉴定．研究这些基因的功
能将为鱼类黏膜分子免疫机制研究打下重要的信
息基础． 
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