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摘要: 采用 CloneMiner™ cDNA文库构建试剂盒构建了患败血症的鲢(Hypophthalmichthys molitrix)肝和肾的 cDNA

文库。经检验, 文库的滴度为 1.34×107 cfu/mL, 总库容为 2.68×107 cfu, 阳性克隆率为 97.5%, 平均插入片段大于

1.2 kb。对 80 个随机挑选的克隆进行两端测序, 结果显示有 74 个测序成功。经在 GenBank 上 BLAST 比对, 其中

57个为已知功能基因, 属于 45个不同基因, 另外 17个没有明显的同源序列。在已知功能的 57个克隆中, 含有全

长编码区序列的克隆共有 49个, 全长 cDNA比率为 61.25%。采用 PCR法对文库进行筛选, 获得一个含 MHC class 

I完整编码区的序列, 该序列具有典型的脊椎动物 MHC class I的序列特征。本研究完成鲢肝和肾较高质量的 cDNA

文库的构建, 旨在为今后开展鲢功能基因研究奠定基础。 
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鲢(Hypophthalmichthys molitrix)是中国“四大

家鱼”之一, 因适应能力强、生长速度快、易于饲

养, 为中国大陆最重要的淡水养殖品种之一。除

了用作养殖对象外, 鲢因其滤食浮游藻类而且食

量大, 也常被放养于湖泊等水体, 用于控制藻类

繁殖, 起到生物治污作用[1]。近 40 年来, 人们对

鲢的种质和养殖进行了许多 [1-4], 对重要功能基

因的研究还很少。通过构建 cDNA 文库来筛选功

能基因是功能基因研究的基本手段之一, 构建鲢

cDNA 文库, 开展鲢的功能基因的研究是十分必

要性的, 但目前尚未见到任何鲢 cDNA 文库构建

的报道。 

主要组织相容性复合体(MHC)编码细胞表面

糖蛋白, 识别和结合抗原, 并将抗原呈递给 T 淋

巴细胞 , 激发脊椎动物产生适应性免疫反应。

MHC主要有两类: classⅡ和 classⅠ, 其中 classⅠ

主要呈递细胞内抗原, 有 3 个胞外功能结构域, 

即 α1、α2 和 α3 区, 表达于所有的有核细胞。迄

今, 已经有不少脊椎动物的 classⅠ被克隆和分析, 

并应用于群体遗传学、生态学、免疫学、适应性

免疫系统进化等各个方面[5]。Chen等[7]研究表明, 

草鱼 classⅠ能够结合草鱼出血病病毒, 受Ⅰ型干

扰素调控[6]。鲢的 classⅠ的基因片段已经被克隆, 

但还没有得到全部编码序列。 

近年来鲢养殖过程中出现经常暴发性败血症, 

主要表现为鳍基、眼眶、鳃盖及两侧等充血, 肛

门红肿, 腹部膨大, 鳃丝苍白。解剖鱼体后可见, 

肝、脾、肾器官肿大, 肠壁充血。该病病原主要

是嗜水气单胞菌 (Aeromonas hydrophila), 可能由

其他细菌或多种病原引起, 具有频繁发生、发病

急、死亡率高、具有传染性的特点, 是危害鲢养

殖的主要疾病[8]。本研究拟构建患暴发性败血病

的鲢肝和肾组织 cDNA 文库, 并克隆鲢 classⅠ基

因, 以期为进一步研究鲢的功能基因, 特别是免
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疫相关基因的研究奠定基础。  

1  材料与方法 

1.1  材料 

鲢 1 尾, 2009 年 7 月份取于湖北荆门市西湖

水库。鱼体鳍条、周身及眼睛出血, 游泳缓慢, 为

典型的暴发性败血症症状。现场解剖鱼体, 取肝、

肾组织各约 50 mg放入预先加 4 mL Trizol(大连宝

生物工程有限公司)的玻璃匀浆器, 迅速匀浆后分

装到 2 mL离心管, 冰上保存带回实验室。同时将

鱼带回实验室分离和鉴定病原。病原鉴定的结果

显示, 主要病原为嗜水气单胞菌, 正是暴发性败

血症的主要病原体。     

1.2  方法 

1.2.1  总RNA提取及mRNA分离  总 RNA提取

参照 RNAiso Reagent (大连宝生物工程有限公司)

说明书操作。取 2 μL总 RNA溶液在 1.2％琼脂糖

甲醛变性凝胶电泳检测质量, 紫外分光光度计测

量浓度。根据浓度, 等量混合肝脏和肾脏总 RNA, 

并采用 FastTrack® 2.0 Kit (Invitrogen)试剂盒并按操

作手册从总 RNA并抽提mRNA, 电泳检测并定量。 

1.2.2  cDNA 文库构建  文库使用 CloneMiner™ 

cDNA Library Construction Kit (Invitrogen)来构建, 

实验按试剂盒推荐的步骤进行。 

1.2.3  文库的鉴定  文库总克隆数估算: 取转化

后细菌原液 1 μL稀释 1 000倍后, 从中取出 50 μL

涂布 LB 平板(含卡那霉素), 第 2 天计数, 共统计

3个平板, 总克隆数(cfu) =平板上的克隆数×1 000

倍×2×10。随机挑选 160 个克隆, 采用通用引物

M13 (M13F: 5′-TGTAAAACGACGGCCAGT-3′; 
M13R: 5′-CAGGAAACAGCTATGAC-3′)对其中

80 个克隆进行菌液 PCR 反应以鉴定文库重组率

及平均插入片段大小, 反应条件为: 94℃预变性 3 

min; 94℃变性 30 s, 54℃退火 30 s, 72℃延伸 3 min, 

共 30个循环; 循环结束后 72℃延伸 10 min。对其

余 80个克隆进行两端测序以估计文库全长 cDNA

比例。 

1.2.4  MHC classⅠ基因筛选  用于筛选 classⅠ

基因的引物是 IaF: 5′-CARHNGATGTAYGGNTGT

和 IaR: 5′- YTTNARCCAYTCNATRCA-3′[7]。随机

挑取克隆到 384孔板, 37℃培养箱培养过夜。参照

徐军望等的方法[9]采用 PCR法进行筛选 classⅠ基

因。筛选到的阳性克隆进行测序。 

1.3  序列分析 

对随机挑选克隆序列的分析, 采用核苷酸和

推算出可能的氨基酸序列在 G e n B a n k 中做

BLAST比较, 确定其所代表的基因。利用在线工

具 AmiGO(http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/  

amigo/go.cgi)已知基因编码的蛋白进行 GO分类。

通过与 GenBank上的全长序列比较序列的长度、是

否存在起始密码子(ATG)以及 3´是否存在 poly(A), 

以确定克隆是否是全长 cDNA。 

对MHC class I序列, 比较鲢与GenBank中代

表物种的序列, 分析各个结构域和特征位点。采

用MEGA 4.0[10]构建鲢与代表物种全长的和 α3区

氨基酸的邻接(Neighbor-joining, NJ)树。 

2  结果与分析 

2.1  文库质量 

3个平板克隆数分别是 525个、703个和 776

个, 共 2004 个, 由此推出文库的滴度为 1.34×107 

cfu/mL, 2mL文库的库容就是 2.68×107 cfu。对随

机挑选的 80个克隆 PCR结果显示, 有 78个得到

扩增产物(图 1), 表明文库的重组率为 97.5%。这

78 个 PCR 产物的片段大小为 0.8~3.5 kb。对 80

个克隆进行两端测序, 其中 74 个获得有效的序

列。通过 BLAST 比对发现已知功能基因的有 57

个克隆, 其余 17个未知功能。已知功能基因的 57

个克隆共鉴定出 45个不同的基因, 这些基因及部

分 GenBank登录号列于表 1。对这 45个基因的蛋

白质进行分类, 其中 16 个属于细胞组分(cellular 

component), 占 35.6%; 具有分子功能(molecular 

function)的有 20个, 占 44.4%; 6个处于生物学过

程(biological process), 占 13.3%; 另外 3个归属不

明(表 1)。通过对比 GanBank 上的同源序列以及

推导出的氨基酸序列, 发现含有全长编码区序列

的 cDNA 克隆共有 49 个, 全长 cDNA 比率为

61.25%(52/80)。 
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图 1  鲢 cDNA文库插入片段的 PCR鉴定 

M: DNA分子标记 

Fig.1  PCR product of recombinant clones in cDNA library of silver carp 
M: DNA marker 

 
2.2  MHC classⅠ的克隆与序列分析 

采用 MHC 引物对克隆进行 PCR 筛选, 结果

得到一个阳性克隆。将阳性克隆测序 , 并经

BLAST比对, 确认克隆的 cDNA为 MHC classⅠ

序列。得到的鲢 MHC class I cDNA序列全长为 1 

645 bp, 根据 Klein 等命名规则 [11]命名为

Hymo_UA,包括 5´UTR(非翻译区)37 bp、编码区

1026 bp、3´UTR及 poly(A) 582 bp(图 2)。编码区

编码 341个氨基酸(aa), 包括信号肽 16 aa、α1区

88 aa、α2区 90 aa、α3区 87 aa、跨膜及胞质区

60 aa。3′UTR于 poly(A)前第 23个碱基位置存在

poly(A)加尾信号 AATAAA, 而于第 100个碱基位

置起存在一段(TC)22(AC)12的微卫星序列(图 2)。 

与其他几种脊椎动物 , 包括草鱼 (Ctenoph-

aryngodon idellus, Ctid_UA, AY391782)、斑马鱼

(Danio rerio, Dare_UBA, Z46777)、鲤(Cyprinus 

carpio, Cyca_UA, X91015)、大西洋鳕 (Gadus 

morhua, Gamr_UA, AJ132511)、大西洋鲑(Salmo 

salar, Sasa_UBA, AF504019)、中华鲟(Aclpenser 

Sinensis, Acsi_UBA, GQ485572)、匙吻鲟(Polyodon 

spathala, Posp_UBA, GQ485566)、人(Homo sapiens, 

HLA-A2, K02883)、非洲爪蟾 (Xenopus laevis, 

Xela_UBA, L20733)、美洲鬣蜥 (Iguana iguana, 

Igig_UB, EU604317)、 护 士 鲨 (Ginglymostoma 

cirratum, Gici_11, AF028557)、虎鲨(Heterodontus 

francisci, Hefr-20、AF028559)的 MHC class I aa

比较(图 3), 鲢与草鱼的相似性最高, 为 72.3%, 

其次是斑马鱼(71.0%), 与人、爪蟾、蜥蜴、鲨鱼

等相似性较低, 仅为 31.9%~36.1%。尽管不同物

种间序列差异比较大, 但存在一些对引导 MHC 

class I 行使功能有重要作用的保守位点, 如 8 个

保守的肽结合位点 YYRTKWYY、构成 α2 和 α3

区盐桥的半胱氨酸(C)、糖基化位点(NQT或 NQS)

等[12]。鲢 MHC class I序列同样存在这些保守序

列, 只是在第一个保守肽结合位点 Y 的位置有一

个位点偏差, 斑马鱼的序列也有相同情况(图 3)。 

基于 MHC class I全长氨基酸序列构建的 NJ

系统树上, 鲢与斑马鱼具有最近的系统关系, 而

基于相对保守的 α3 和跨膜及胞质区序列构建的

NJ树上, 鲢与草鱼的系统关系最近。 

3  讨论 

文库的滴度、总容量、重组率、平均插入片

段长度等是评价一个 cDNA文库的质量主要指标,  
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表 1  鲢 cDNA 文库部分序列 
Tab. 1  Partial sequences in cDNA library of silver carp 

GO 分类 
gene ontoloy 

同源基因 
homologous gene 

GenBank登录号 
GenBank accession No. 

全长 cDNA 
complete cDNA

克隆
clones

蛋白酶体成熟蛋白 proteasome maturation protein HM124737 是 1 cellular 
component 核糖体 L35a蛋白 ribosomal protein L35a  是 1 

 核糖体 P0蛋白 ribosomal protein, large, P0 HM124745 是 1 

 核糖体 L7a蛋白 ribosomal protein L7a HM124746 是 1 

 核糖体 S3B蛋白 ribosomal protein S3B HM124752 是 1 

 40S核糖体 S15蛋白 40S ribosomal protein S15 HM124759 是 1 

 核糖体 S11蛋白 ribosomal protein S11 HM124760 是 1 

 P3蛋白  P3 protein HM124761 是 1 

 核糖体 L30蛋白 ribosomal protein L30 HM124762 是 1 

 小核的核糖核蛋白多肽 A 
small nuclear ribonucleoprotein polypeptide A 

HM124765 是 1 

 纤维蛋白原 α多肽 fibrinogen, α polypeptide  是 1 

 纤维蛋白原 β多肽 fibrinogen, β polypeptide HM124747 是 3 

 纤维蛋白原 γ多肽 fibrinogen, γ polypeptide  是 5 

 微管蛋白 β1 Tubulin β1 HM124750 是 1 

 Sec61 α链 1蛋白 Sec61 α1 HM124753 是 1 

 蛋白酶体亚单位 β型 4 proteasome subunit β type-4 HM124771 是 1 

果糖二磷酸醛缩酶 C  Aldolase C HM124740 是 1 molecular 
function GDP解离抑制蛋白 2  GDP dissociation inhibitor 2 HM124748 是 1 

 载脂蛋白 A-I  Apolipoprotein A-I HM124749 是 3 

 载脂蛋白 E-2  Apolipoprotein E-2  是 1 

 14 kD 载脂蛋白 14 kD apolipoprotein HM124766 是 1 

 D型结合蛋白 1 D-type binding-protein 1  是 1 

 I型 cAMP依赖的蛋白激酶 α链 
protein kinase, cAMP-dependent, regulatory, type I, α 

HM124754 是 1 

 Rho GDP 解离抑制蛋白 γ链 Rho GDP 
dissociation inhibitor (GDI) γ chain 

HM124755 是 1 

 G蛋白 β多肽 1 G protein, β polypeptide 1 HM124756 是 1 

 TINP1蛋白 TGF-β-inducible nuclear protein 1 HM124757 是 1 

 C1抑制物 C1 inhibitor HM124763 否 1 

 性激素结合球蛋白 hormone binding globulin  否 1 

 结合珠蛋白 haptoglobin  是 2 

 血红蛋白 β 链 hemoglobin β chain HM124768 是 1 

 泛醌细胞色素 C还原酶核心蛋白 2 
ubiquinol-cytochrome c reductase core protein 2 (uqcrc2) 

HM124764 是 1 

 基质金属蛋白酶 9 matrix metalloproteinase 9 HM124770 否 1 

 补体 C1 complement C1  否 1 

 补体 C3 complement C3  是 2 

 补体 C7 complement C7  否 1 

 α-1微球蛋白 α-1-microglobulin  是 1 

biological 
process 

富含脯氨酸核受体辅活化子  
2 Proline-rich nuclear receptor coactivator 2 

HM124738 否 1 

 基质类细胞驱动因子蛋白 2 stromal cell-derived factor 2-like 1 HM124739 是 1 

 多腺嘌呤结合蛋白 poly A binding protein HM124769 是 1 

 翻译起始因子 3亚单位 ranslation initiation factor 3 subunit HM124758 否 1 

 DNA修复蛋白 RAD51同源蛋白 4 
 DNA repair protein RAD51 homolog 4 

HM124772 否 1 

 转铁蛋白 transferrin HM124773 是 3 

unknown photomorphogenic同源亚基 5 photomorphogenic homolog subunit 5 HM124767 是 1 

 透明带黏附素 zonadhesin HM124742 是 1 

 含缬酪肽蛋白 valosin-containing protein HM124743 是 1 

 未知功能 unknown   17 
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图 2  鲢 MHC I cDNA及推导的氨基酸序列 

方框内指示起始密码子、终止密码子和多腺苷酸加尾信号. 

Fig.2  Nucleotide and deduced amino acid sequence of MHC class I in silver carp 
The start codon, stop codon and poly(A) signal were boxed. 

 
一般文库容量大于 105、重组率大于 90%就可以

满足目的基因筛选的要求。本研究构建的 cDNA

文库容量约为 2.0×107, 重组率约 97.5%, 平均插

入片段大于 1.2 kb, 达到较高水平的质量建库要

求。文库全长 cDNA比例也是 cDNA文库质量另

一个重要指标, 含有高比例全长 cDNA 的文库有

助于后续目的基因的筛选和分析。本文库全长

cDNA 的比例达到 65%, 处于较高的水平。总体

而言, 本 cDNA 文库的构建达到预期目的, 文库

质量较高。 

肾是鱼类重要的免疫器官, 而肝具有重要解

毒和代谢功能。本研究构建养殖水体中染病的鲢

肝和肾 cDNA 文库亦旨在分离鲢病原抗性相关的

基因。从部分克隆测序的结果看, 有 5 个克隆 4

个基因(补体 C1、C3、C7和补体 C1抑制物)与免

疫反应有关, 这 4 个基因全是补体系统成分, 说

明鲢败血症病原会刺激补体基因的大量表达。已

有研究表明, 鱼类补体具有溶菌、杀虫、促进吞

噬细胞的吞噬活性等功能[13-15], 感染病原的鱼能

引起补体基因的表达上调及增加血清中补体成分, 

特别是补体 C3, 通过这种方式介导病原体清除及

创伤修复[16-18]。分析还发现 3 种纤维蛋白原多肽

链(α、β、γ)基因的克隆能被检出较高的频率, 达

到 11%(10/90)。由于纤维蛋白原在凝血、纤维蛋 
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图 3  鲢与其他几种脊椎动物 MHC class I氨基酸序列比对 

Hymo_UA: 鲢; Ctid_UA: 草鱼; Cyca_UA: 鲤; Dare-UBA: 斑马鱼; Gamr: 大西洋鳕; Sasa_UBA: 大西洋鲑; Acsi_UBA: 中华

鲟; Posp_UBA: 匙吻鲟;  HLA-A2: 人; Xela_UBA : 非洲爪蟾; Igig_UB: 美洲鬣蜥; Gici_11: 护士鲨; Hefr-20: 虎鲨 

“…”: 与 Hymo_UA序列一致位点; “——”: 间隔; “*”: 保守肽结合位点; “#”: 保守的半胱氨酸; cho: 糖基化位点. 

Fig.3  Amino acid alignment of MHC class I of silver carp with other vertebrate 
Hymo_UA: silver carp; Ctid_UA: grass carp; Cyca_UA: common carp; Dare-UBA: zebrafish; Gamr: Atlantic cod; Sasa_UBA: At-
lantic salmon; Acsi_UBA: Chinese sturgeon; Posp_UBA: paddlefish; HLA-A2: human; Xela_UBA: clawed frog; Igig_UB: green 

iguana; Gici_11: nurse shark; Hefr-20: tiger shark. “…”: identity to the Hymo_UA sequence; “——”: gaps; “*”: conserved sites for 

peptide binding; “#”: conserved cysteine residues; cho: glycosylation site. 
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图 4  基于鲢与几种脊椎动物 MHC class I氨基酸序列构建的 NJ系统树 

A: 全序列; B: α3和跨膜及胞内区序列. 分枝上的数值为 500次重复抽样的自展值, 鲨鱼序列(Cici_11, Hefr_20)作外群. 

Fig.4  NJ phylogenetic tree constructed by MHC class I amino acid sequences of silver carp with other vertebrate 
A: complete sequences; B: sequences of α3, transmembrane and cytosolic domains. Bootstrap values from 1 000 replications were 

shown on nodes, and the sequences of sharks (Cici_11, Hefr_20) were used as outgroup. 
 

白溶解、炎症、伤口愈合等[19]中起重要作用, 我

们推测因败血症病原导致鲢血管破裂出血, 鲢合

成大量纤维蛋白原以促凝血和血管愈合, 是机体

对抗败血症的一种适应性反应。此外, 我们注意

到转铁蛋白基因也有一定的几率出现, 在 90个随

机测序的克隆中就有 3 个, 表明转铁蛋白基因也

可能是一个鲢败血症中上调的基因。转铁蛋白是

一种重要的 β 球蛋白, 是脊椎动物体内铁离子的

运输者, 具有调节体内铁离子平衡的作用, 不仅

参与铁离子的运输和平衡, 与呼吸、细胞增殖和

免疫系统调节也有着密切关系, 还具有抗菌及杀

菌的功能。 

通过对文库初步筛选, 我们获得一个含有鲢

MHC class I基因全长 cDNA的克隆。比较分析发

现, 该基因序列仅比草鱼 Ctid_UA(AY391782)在

α2 区上少一个氨基酸 , 并且与其他脊椎动物

MHC class I 比较存在保守的氨基酸位点(图 3), 

据此推测, 该基因产物具有呈递抗原多肽的功能, 
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属于 MHC class I U系。对全序列和 α3与跨膜及

胞质区构建的系统发育树产生不同拓扑结构(图

4), 原因在于 MHC class I不同结构域受到不同选

择压力的影响, 如 α1和 α2为抗原结合区, 常常受

到正向自然选择作用[20], 序列的过度变异掩盖了

物种的系统发育关系, 而 α3与跨膜及胞质区相对

比较保守, 可用于追溯基因的演化历程, 在其他

物种也发现相似现象[21-22]。MHC class I是一个多

座位基因家族, 其座位以“生−灭”模式演化[23]。由

于快速演化 , 目前硬骨鱼类中难以区别 MHC 

class I 座位间是直系或并系同源关系, 即使在关

系较近的物种也是如此[24]。本研究中鲢、草鱼、

鲤在系统关系上较为接近 , 所用的 3 条序列的

3´UTR 上均存在相同的微卫星序列, 并且序列也

有较高的相似性 , 特别是微卫星序列之前的

3´UTR 相似性达到 85%以上, 说明它们可能来源

于同一个座位。另一方面, 作为抗原结合区, α1

区通常在种间或种内序列的差异最大[21], 但我们

发现鲢的 α1区与斑马鱼 α1区相似性很高, 88 个

氨基酸中仅有 19 个差异(图 3), 相似性达 78.4%, 

远高于鲢 α1 区与草鱼(40.9%)、鲤(34.1%)的相似

性。但是鲢与斑马鱼 MHC class I的 3´UTR的序

列特征差异很大, 说明它们并非源自相同座位。

因此, 我们推测在鲤科鱼类演化过程, MHC class 

I发生了座位间的基因重组。MHC class I以整个

第二外显子(α1 区)作“外显子洗牌”方式发生重组

也存在于其它一些鱼类中, 如鲑[25]、鲟[21]等。重

组事件会扭曲物种的系统关系, 但能够增加基因

的遗传多样性[2627], 从而增加 MHC 应付病原的

能力。鲤科鱼类 MHC class I座位间重组还有待使

用更多种类和序列来证实。 

综上所述, 本研成功究构建了败血症鲢肝脏

和肾脏高质量的 cDNA 文库, 为进一步分离和研

究鲢的功能基因, 特别是与败血症相关的基因提

供坚实的基础。 
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Construction of a cDNA library and cloning of the MHC class I gene 
in silver carp (Hypophthalmichthys molitrix) infected with bacterial 
septicemia  

WANG Dengqiang1, 2, LUO Xiaosong2, CHEN Daqing2 

1. Freshwater Fisheries Research Center. Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi 214081, China; 
2. Yangtze River Institute of Fisheries, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuhan 430223, China 

Abstract: Silver carp (Hypophthalmichthys molitrix) is one of the most commonly cultured freshwater species in 
China. However, the development of silver carp aquaculture is threatened by bacterial septicemia. To isolate and 
study genes relevant to the disease, we constructed a cDNA library from silver carp liver and kidney tissue using a 
CloneMiner™ cDNA kit. The primary cDNA library titer was 1.34×107 cfu/mL yielding 2.68×107 cfu recombi-
nants with 97.5% positive clones. The exogenous inserts of the recombinants ranged in size from 0.8 to 3.5 kb. We 
attempted to sequence 80 positive clones from both terminals to test the completeness of the coding sequence. We 
successfully sequenced 74 clones, of which 49 contained the complete coding sequence. Among the clones suc-
cessfully sequenced, 57 sequences were identified to 49 known genes in GenBank. The cDNA library was subse-
quently screened by PCR yielding a single clone containing the complete coding sequence for MHC class I. The H. 
molitrix MHC class I was 1 026 bp long and encoded a 341 amino acid (aa) protein that included a leader peptide, 
α1, α2, α3, and transmembrane and cytosolic domains of 16, 88, 90, 87, and 60 aa, respectively. In addition, we 
identified sites that were highly conserved among vertebrate MHC class I. Phylogenetic comparison of the com-
plete coding sequences and the α3 domain of H. molitrix MHC class I with other vertebrate species revealed dif-
ferent topology, suggesting a different evolutionary history for different domains of MHC class I and the occur-
rence of gene recombination among cyprinidae. 
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