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提取可口革囊星虫血总 RNA，反转录成 cDNA，将大于500bp的cDNA片段连接入载体

pBluescriptⅡSK(+)，电转化至DH10B宿主菌中，得到原始文库。对cDNA文库的滴度、重组率和

插入片段的大小进行检测，并挑取500个单菌落进行测序。结果表明，cDNA文库的库容量为3.06
×10~5cfu，重组率达97.2%。经测序共得到437条序列，分析得到211个单基因簇（unigene），其中

115条序列有相关同源性。测序得到蚯蚓血红蛋白cDNA全长序列为823bp，ORF编码 120个氨基

酸，蛋白分子量为 13.63kD，等电点为5.78．NCBI上同源性比对结果则表明，与 Siphonosoma

cumanense的蚯蚓血红蛋白同源性最高为67%。可口革囊星虫cDNA文库的构建为今后克隆和研究

可口革囊星虫的相关功能基因奠定了坚实的基础。
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    可口革囊星虫(Phascolosoma esculenta)属星虫动物门(Sipuncula)，革囊星虫纲(Phascolosomatidea)，革囊

星虫目(Phascolosomatiformes)，革囊星虫科(Phascolosomatidae)，革囊星虫属（Phascolosoma）动物．民间又称

其为海蛆、沙虫、海丁、土笋等，其体长最长可达 10 cm，为我国的特有种，广泛分布于浙江、福建、广东、广西、

海南和台湾等省区‘l】，它肉质脆嫩、味道鲜美，含有丰富的营养物质，有“海洋冬虫夏草”之称，我国沿海居民

常食用‘2 -3J．可口革囊星虫含有多种活性物质，能够调节机体多种机能，含有丰富的蛋白质、多种氨基酸、微

量元素等，具有多种药理活性‘“s】．由于寒武纪大爆发时期没有星虫的化石记录，其体内的一些活性物质就

显得尤为重要，蚯蚓血红蛋白(hemerythrin)就是其中的 1种．蚯蚓血红蛋白是 1种含铁的金属蛋白，是天然

的非血红素载氧体．它存在于多毛类 ( Polychaeta)、曳腮类 （Priapulida）、星虫类 （Sipunculia）和腕足类

( Brachiopda)等为数不多的无脊椎动物体内，并在这些动物体内担负着运送和贮存氧的重任‘“刀，

    目前，国内外对可口革囊星虫还没有开展功能基因组学研究，没有构建可口革囊星虫文库的相关报道．

国内外对可口革囊星虫的研究主要集中在分类、养殖、组织学、生理生态、繁殖和生物活性等方面‘8]，目前登

录到 GenBank中的可口革囊星虫的基因数为7条，相应的蛋白质序列数据为6条，且大多是部分序列，全长

基因很少．本研究工作构建了可口革囊星虫的cDNA文库，并对测序的结果进行了分析，为今后对其功能基

因组的深入研究奠定了基础．

1材料和方法
1.1 材料

  研究用的可口革囊星虫于2008年2月取 自浙江省宁波奉化市开苗海淡水养殖场．RNA提取试剂盒、

cDNA文库构建所需试剂、载体 pBluescript II SK(+)、宿主菌DH10B和DNA分子量Marker均为TaKaRa产

品．电脉冲仪为 BIORAD公司产品．
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1.2 方法

1.2.1  总 RNA的提取 取可 口革囊星虫血液按照 TaKaRa RNAiso试剂盒的说 明书提取总 RNA，电泳检测

抽提结果．

1. 2.2    mRNA的分 离与纯化  利用 Oligotex-dT30<Super> mRNA纯化试剂盒分离纯化 mRNA，紫外测定

mRNA的浓度和纯度并电泳检测 mRNA质量．A 260/A280的比值大于 1.8的 Poly( A)+ RNA，用于 cDNA文库

的构建．

1.2.3    cDNA的合成及文库的构建 取纯化后 的 mRNA约 1.50 Vg，以 Oligo( dT) 18 Anchor引物[5’-( GA)

IOACTAGTCTCGAG( T) 18V-3'( V:A or C or G)]，参照 cDNA文库构建试剂盒说明书合成双连 cDNA，电泳检

测 cDNA的质量．补平 cDNA末端后连接 EcoRI接头并末端磷酸化 ，再用 Xho I酶切．切胶回收去除500bp以

下 的小片断．利用 T4 DNA连接酶把加工好的双链 cDNA连接到 pBluescript II SK(+)载体的 EcoRI和Xho

I位点上 ；连接产物电转化至 DH10B（电转化条件为 1.5kV，200 Q，25 p~F）得到初始文库．取一部分转化产物

涂板，37℃培养过夜后用质粒抽提试剂盒抽提质粒 ，- 800C保存．

1.2.4 文库的库容及滴度检测 将初始文库的菌液稀释 10、l02、103倍数的菌液涂板，37℃培养过夜．计菌

落数，计算文库的库容和滴度．

1.2.5 插入片段大小及重组率检测 在得到转化细菌中随机挑取 36个克隆于无菌水 中，沸水浴 10min变

性后 ，用试剂盒中的T7、T3引物进行 PCR扩增 ，检测插入 DNA的片段长度和重组率．PCR体系：TaKaRa E×

TaqHS(O.5 U/rrirri3)0.  lrrrrr13, 10×Buffer( Mg2+) Imm3, dNTP  Mixture(各 2.Smmol/dm3) Imm3, T7引物

( 5prnol/rrirri3)0. 5lrirT13，T3引物 (5prriol/rrrrr13)0. 5nirT13，dH20 lOmm3. PCR反应 程序 ：95℃ 5min，94℃ 30s，

55℃ 30s，72C 3min，最后 72C 10min，共 35个循环．电泳检测扩增产物．

1.2.6 序列测定及分析 挑取 500个单菌落，由上海英骏生物技术有限公司进行序列测定 ，同时测序的单

克隆一一对应于 96孔板，- 80C保存 ，以备后用，测序结果用软件进行分析比对．

2 结果
2.1  总 RNA和 mRNA质量检测

    可口革囊星虫总 RNA和 mRNA电泳结果见图 1．其结果显示 ：总 RNA的 3条主带为 28S、18S和 SS

RNA，18S RNA的量大于 28S RNA；分离纯化后的 mRNA含量较高，呈弥散分布．可见总 RNA和 mRNA比较

完整，没有降解．

    图l  总RNA和mRNA电泳图

    Fig.1  Electrophoresis for total RNA and mRhTA
    Ml：入-EcoT14 I.M2:pHY.l：总RNA,2: mRNA

2.2  cDNA的检测

    双链 cDNA产物电泳结果见图2．其结果显示：双链 cDNA主要集中于0.75~1.00 kb，割胶回收去除



500 bp以下小片段（图2）．

    图2 双链cDNA电泳图

    Fig.2   Electrophoresis for double-stranded cDNA
    M1：VEcoT14 I，M2: pHY，l：合成的双链cDNA，2：去除短片段的双链cDNA

2.3 cDNA文库质量的检测

    cDNA初始文库的滴度约为 1.7×l05 cfu/cm3，库容为 3. 06×l05cfu，重组率为97. 20/0，插入片断的长度

均在750bp以 E．大多数片段大干 1 000bD（图3）．

    图3 cDNA文库的插入片断大小的鉴定结果

    Fig.3   Characterizing the inserted fragment size of cDNA library

    Ml：X-EcoT14 I，M2: pHY．1—16：随机选取的16个克隆

2.4 测序结果初步分析

    测序得到 437个可 口革囊星虫血液基因序列 ，去除低质量序列和载体序列后 ，长度大于 500bp的有 425

条序列 ，通过软件 比对分析得到 26个重叠群( contigs)，185个单拷贝 (singletons)，共计单基因簇 211个 ，其

中 115条序列有相关 同源性，其他的 96条无 同源性，绝大多数基因与营养代谢、生理学过程、酶活性 、细胞过

程及转录调节过程有关 ，少数与信号转导及细胞分裂分化等功能有关 ，如蚯蚓血红蛋白( hemerythrin)、铁蛋

白( ferritin)、热休克蛋白(heat-shock protein70，HSP70)、d．微管蛋 白(alpha-tubulin)、肌动蛋 白(actin)、细胞

色素氧化酶(cytochrome c oxidase subunit)、NADH脱氢酶 (NADH dehydrogenase)、细胞分裂调控蛋 白(cell

division control protein)、转录调控蛋白(transcriptional regulatory protein)和锌指蛋 白(zinc fnger protein)等．其

中，文库中测序 得 到 的 ferritin、HSP70与 NCBI上 登入 的可 口革囊 星虫 的 [ferritin( EU091352)、HSly70

( EU416330)两两 比对 ，同源性分别为 97 010和 99% ，仅仅个别的碱基序列存在着一定的差异．这说明测序结

果可信．

2.5 蚯蚓血红蛋 白序列的分析

2.5.1 序列分析 文库中测序得到的蚯蚓血红蛋 白的全长 cDNA序列为 823bp.该序列包含一个 360bp的



    MCF EI PEPY VWDE~SF KVFY DNLDDE HKGL FQ GI_ FALCNGP ADA AN
    Phascolosoma esculenta    PV.D    .|D．．NQ．．Q.H  .L.SliM.AN.CSQ.A 45
    Perisemda leucophryna    D⋯ l—F遂鬻 ：：参：： KK⋯ 一．AI．。3：．：．攀、，c．．NN一．D．舛
    Golfingia vulgaris    P—  D一  ·交≯P—  RT．．  TAI．．赣~  .T—    ARD - DNKD.  44
    Hirudo medicinalis    B一  厶。。一  ．G ~  A．．稼．sKs⋯  NCA  45
    Perine。如。曲以i。。。拈    YD⋯  F誉鎏≤一 誓⋯ 爹M．：攀鋈．．.。Q1i    一．N． 44
    ⋯ ⋯    襄 ：懑 黧 ．CSETA 45
    Riftropacnptilan￡“m    s⋯⋯．v    哄二  T．R⋯A  EK．-萼．．．-一    ．  A 45
    Sipuneflu n.'dus    P. PV.5:+F銎≥旱.. Q--A.FE .s— QA．‘
    siPlmc“fus n“dus    P.PV.D    F⋯ Q⋯  F茁．.EK.R.I...AL萋蒸⋯  D- NNPS.44
    L KK VKVTAN  HF AD婴 GMM QSA  NYAGFDSHKK—AH DF LAVLR  GL
    P̂嬲co如somn esculerUa    DN AYAl    ,F:，：AA    —  YPP⋯一    D ..  ，．EVH.K.  90
    Perzsemd口leucopho na    —  M．D⋯．    ~  s．，．⋯  莨。一．。一DF⋯~    K ...．    .V．I．．⋯    89
    Golfin,gia vulgaris    GE.RRC.- GK，．LN.QV．，≥A:S Q⋯ Y.EⅢ一    DE.I HQ.DHWK 89
    Hirudo mefiicinalis    .H．交誊 IDE—  SH o D~  KK.S.SDF.N⋯    v.  Q.S.G.    90
    PerinereLs aibuhitensis    一 MIE⋯    ~  K．一 ⋯  V．．  K．．DF一  ⋯  K⋯    ．..  1    9
    Therormzon, tessulatum    ：蜜：豢LIED  _.T．、：．．E~ K.KS.EDL⋯一  ．．s— VET.K=VK ；；
    Rrftia pachiptila    _诵醚̈ 蠢̈童；R．．AKT。．FS．LPE．N.I．SE．V．KIK蓥；K 詈
    S咖“,wⅡ2Ⅲrzuaru    .L.YR.⋯  ≯~  .E.,.F..T.,.G.YR⋯  vL⋯.    ..K..    9
    APVDDDKVN  YAKD WLV NHIK CIDFKYK   GKL.
    Phascolo.soma esculenta    V.L.AGF⋯  T⋯一    Q .⋯  T⋯⋯    .≥薯。  120
    Perisenula leucophrjna    G⋯  LH⋯    Q-誊蠹j 119    46c/。
    Colfingia vulgaris    G一一一  DS.W．．  T⋯⋯    T⋯，    ．≯。『11 114    50%
    Hirudo medLlinalis    S—AN⋯  HW⋯⋯    L一⋯    120    51q。
    Perinerers aibuhitensiJ    P⋯  IK⋯  E⋯⋯⋯    Q一  ．0    119    49%
    Therorn)zon tessrdatum    SEENIKM  ．．  E⋯⋯⋯⋯．    120    41%
    ⋯
    Riftia pachyptila    L．．  AT.AF．．  Q⋯⋯⋯．．    ．N.  120 46q。
    SipuneⅡfw凡￡uius    P.KD.YF⋯．．    Q⋯  T⋯．．    NL.: 119    620l。
    图5 可口革囊星虫蚯蚓血红蛋白氨基酸序列同源性比较
    Fig.5   Homology between P.esculen.ta and other species based on hemerythrin amino sequence
    爨:Octamerization interface
3 讨 论
    一个具有应用价值的 cDNA文库，一般要求文库的容量应不小于 1.7×l05 cfu及插入片段的平均大小
不小于 1 kb[9]，这样才能确保 cDNA片段的完整性，同时基因组 cDNA中的任 l条序列至少有 1个拷贝存在
于重组文库中，本研究所构建的cDNA文库的滴度约为 1.7×l05cfu/cm3，库容为 3. 06×l05cfu，重组率为
97. 2%，表明该文库是完整的、有效的，并且质量较高．
    在获得的21 1种基因序列中，115条序列在 NCBI上比对存在与其有一定同源性的基因，96条序列无同
源性，在 115条基因中有部分基因是全长序列．115个基因大致可分为6大类：营养代谢、生理学过程、细胞
学过程、信号传导、转录活性和其他，其中与营养代谢相关基因有25种，如铁蛋白、NADH脱氢酶、酰基辅酶
A氧化酶、谷氨酸酰胺转移酶、细胞色素 C氧化酶亚基、硫酸软骨素合酶、乙醇脱氢酶、天冬氨酸甲基解氨
酶、氨基转移酶、半胱氨酸合酶、NAD-谷氨酸脱氢酶等．与生理学过程相关基因有 19种，如蚯蚓血红蛋白、金
属蛋白酶、脱水应答蛋白、DNA错配修复蛋白、SOD、HSP70、复制结构域蛋白、核酸内切酶 I、血管内皮生长
因子、焦磷酸激酶、腺苷三磷酸酶、脱氧核糖核酸外切酶等，与细胞学过程相关基因有 11种，如半胱氨酸蛋白
酶抑制剂、d．微管蛋白、网状细胞结合蛋白、细胞分裂调控蛋白、层粘连蛋白受体等．与信号传导相关基因有
14种，如绿色荧光蛋白、ATP结合蛋白、识别蛋白、ABC运输通透酶、传感蛋白、细胞因子信号 3抑制剂、信号
肽酶、跨膜螺旋受体等；与转录活性相关基因有7种，如锌指蛋白、转录调控蛋白、RNA解螺旋酶、mRNA帽
子结合蛋白eIF4E、转录，修复结合因子、苏氨酰-tRNA合成酶等．其他相关基因39种，
    在动物界的进化过程中，出现了 3种重要的呼吸蛋 白，即蚯蚓血红蛋白( hemerythrin)、血蓝蛋白
( hemocyanin)和血红蛋白(hemoglobin)，其中蚯蚓血红蛋白是最古老的呼吸蛋白‘10]．自从在古氏仿革囊星虫
（PhascolopsrIs gouldii）体腔内分离得到蚯蚓血红蛋白，其结构和性质立即引起了化学工作者和生物学家的浓



厚兴趣 ，从而对蚯蚓血红蛋白的研究工作一度展开 ‘̈-12】，蚯蚓血红蛋白单体 由4条 仅螺旋组成，内含 2个 自

由 Fe2+，但只有第 2个 Fez+能与 02进行可逆性结合[13]．蚯蚓血红蛋 白无较大的别构效应和协同性 ，所以运

载氧的效率显然不如脊椎动物的血红蛋白‘l4]．但它的出现实现了以呼吸蛋 白运载氧的形式替代 了依靠气体

渗透作用被动摄取氧的方式 ，这是生物界呼吸史上一次质的飞跃．

    蚯蚓血红蛋白根据 Fe的氧化态可分为含 Fe3+的高铁蚯蚓血红蛋 白( methemerythrin)和氧合蚯蚓血红蛋

白( oxyhemerythrin)；含 Fe2+的脱氧蚯蚓血红蛋白( deoxyhemerythrin)和蚯蚓肌血红蛋白（myohemerythrin）；还

有一些以混合价态 Fe（2价、3价 ）形式存在 的蚯蚓血红蛋白(hemerythrin)‘"．通过氨基酸序列的同源性比较

可知 ，蚯蚓血红蛋白在生物进化过程中相对保守 ，其同源性都在 40qo以上 ，最高为 67%.本实验从可 口革囊

星虫文库中得到蚯蚓血红蛋白的序列 ，是对蚯蚓血红蛋 白研究的一个重要补充，也为独立成门的星虫动物门

的进化分类提供了一定的参考 ，同时也为深入探索蚯蚓血红蛋 白的作用途径和机理奠定了基础，
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 Abstract:Total RNA was extracted from the blood of healthy Phascolosoma esculenLa with Trnol reagent. The first-

strand cDNA was synrhesized from purified mRNA,and subsequently the second-strand cDNA was generated via E.

coli DNA polymerase I. The fractionated cDNA fragments longer than 0. 5  kb were ligated into pBluescript II SK

 ( + )  express vector,and transformed into DH10B by electroporation. Then,the library titre,recombinant rate and

 length of inserted cDNAs were measured,respectively. The results indicated that this library reached 3. 06 x 10s cfu

in capacity and the percentage of recombination was as high as 97. 2%. A total of 437 clones was sequenced,in

which 211 cDNA were merged. 115 sequences were ass igned putative functions based on their similarity to known

genes. The full-length cDNA of hemerythrin was 823 bp,including an open reading frame ( ORF)  encoding a

polypeptide of 120 amino acids with predicted molecular weight of 13. 63kD and theoretical isoelectric point of

5.78.The blasting in NCBI indicated that the homology between Sipho,wsoma cuman.ense and Phascolosoma

esculen.ta was 67%.In conclusion,an excellent cDNA expression library had been constructed successfully in this

repmt,which would lay solid foundation for further characterization of the genes of Pha.scolosoma esculenLa.
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ORF，编码 120个氨基酸；在 cDNA序列上 5 7端有起始密码子 ATG，其附近序列符合 Kozak规则 ，3’端有终止

密码子及 polyA加尾信号 AATAAA（图4）．

2. 5.2 同源性分析 蚯蚓血红蛋白在 NCBI上进行蛋白水平上同源性 比较 ，得到同源关系相对较近的7个

物种的氨 基 酸 序列 （图 5）：光 裸方 格 星 虫 （SipzuLculus nudus，CAG14944）、欧 医蛭 (Hirudo medicinalis，

AAS49167)、管状蠕虫（Riftia pachyptila，ABW24415）、双齿围沙蚕 （Perinereis aibuhiten.sis，ACI24391）、赫 氏戈

芬星虫（Golfingia vulgaris，CAG14945）、Periser7ula leucophryna( AAQ63634)、整嵌晶蛭(Theromyzon tessulamm，

AAG01808)，同 源 性 分 别 为 620/0、51%、460/0、49%、47%、46%、41%，与 库 岛 管 体 星 虫 （Siphonosoma

cumanense，P22766）的同源性最高为 67%.

    图4 可口革囊星虫蚯蚓血红蛋白编码基因cDNA全长及推导的氨基酸序列

    Fig.4   Nucleotide and deduced amino acid sequences of hemerythrin cDNA of P.esCLderUa

    穗：氧结合位点，一：家族签名序列，口：polyA加尾信号

2.5.3 功能位点分析 将 目标蛋白用相关的分析软件进行 了分子量预测和结构功能位点的分析．PratParam

对蛋白质基本物理化学参数的分析结果表明：蚯蚓血红蛋 白的分子量约为 13.63 kD，理论等电点为 5.78，负

电核残基( Asp+Glu)总数为 15个 ，正电核残基 (Arg+Lys)总数为 11个 ；目标蛋 白有 7个氧结合位点：

26 His、56 His、∞Glu、75 His、79His、1∞His、113Asp（图4）；16个 Octamerization interface（图 5）．ScanProsite对氨基酸

参数的分析结果显示 ：HFLFEEAAMQVAKYAGYPPHKKAH为 hemerythrin家族特征性序列．


