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摘要：运用 ()*+, 技术构建了中华大蟾蜍（1)-( 2)-( /+*/+*#3+$&）精巢全长 -./* 文库。提取中华大蟾蜍

精巢总 +/*，用 012345-6 公司 ()*+,,) -./* 文库构建试剂盒反转录合成第一链 -./*，7.890+ 扩增获得

全长 -./* 双链；经 4-#!酶切、层析柱分离后，:"" ;< 以上的片段与",=><1?@! 载体连接并包装，建成原始

文库。经鉴定，原始文库滴度为 !A!% B %"C <DEFG1，重组率为 H%I；文库扩增后的滴度为 !AH$ B %"H <DEFG1，
重组率为 HJA#I。插入片段大小分布于 "A$ & !A" K; 之间，平均长度约为 %A" K;，说明已构建文库质量较

高，为进一步筛选、克隆精巢特异表达基因奠定了基础。从该文库中克隆到了泛素延伸蛋白基因，全长

:C% ;<，包含完整的 :L和 JL非编码区，编码 %!’ 个氨基酸，即泛素的 #C 个氨基酸后融合了 :! 个氨基酸的

核糖体 7$" 蛋白。
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尽管中华大蟾蜍（ !"#$ %"#$ &’(&’()*’+,）精

巢和卵巢的结构与功能、精子和卵子的结构与

发生等在细胞水平已有许多研究。但是，蟾蜍

的性别决定、性别分化相关基因迄今未见报道。

然而，如同已在哺乳动物和其他动物中初步揭

示的，推测这些基因是在雄性性腺中特异表达，

与性腺发育密切相关，如 !"#$% 和 !&’% 基

因［%，(］。随着分子生物学技术的发展和人类基

因组计划的实施，一系列寻找新基因的方法也

应运而生，而在众多方法中，能得到完整的基因

序列，比较可行和可靠的主要还是 )!*& 文库

筛选。)!*& 分子不含内含子序列和调控序列

且与蛋白质的氨基酸序列具有对应性，便于克

隆和大量扩增。不像基因组 !*& 含有内含子

很难表达，可以从 )!*& 文库中筛选到所需的

目的基因，并直接用于该目的基因的表达。因

此真核细胞的 )!*& 文库往往比基因文库更为

有用，构建 )!*& 文库是筛选新基因、分离已知

基因、揭 示 某 些 因 素 对 基 因 表 达 影 响 的 基

础［+ , -］。因此，我们利用 ."&#$ 技术，构建了

中华大蟾蜍的精巢全长 )!*& 文库，为筛选性

别决定、性别分化相关基因打下基础，同时对于

中华大蟾蜍这一物种遗传信息的保存及进化遗

传学等方面的研究也有重要意义。对构建好的

文库进行初步筛选，分离得到一个具有 -/和 +/
非编码区的泛素延伸蛋白基因。该基因在其他

物种的成体精巢中也有大量表达。

! 材料与方法

!"! 材料与试剂 中华大蟾蜍雄性个体采自

安徽芜湖地区，经活体解剖鉴定为性成熟个体。

文 库 构 建 试 剂 盒 ."&#$$" )!*& 0123435
6789:3;):178 <1: 购自 6=78:>)? 公司，噬菌体包装

蛋白 @1A4B4)C!# ! @7=D E4)C4A18A FG:34): 购 自

.:34:4A>8> 公司，#*& 提取试 剂 $31H7=!# #>4A>8:
购自 I8J1:37A>8 公司，其他常规分析纯试剂及耗

材均为进口或国产。

!"# 总 $%& 提取 快速取新鲜的蟾蜍精巢组

织 入 冰 浴 的 匀 浆 管 中，按 I8J1:37A>8 公 司 的

$31H7=!# #>4A>8: 操作说明书分离总 #*&。%K%L

的琼脂糖凝胶电泳，检测 #*& 完整性，用紫外

分光光度计测量 (+M 8N、(OM 8N 及 (PM 8N 处的

Q! 值，检测 #*& 纯度和得率。

!"’ ()%& 原始文库的构建 取 +"=（约 %"A）
蟾蜍精巢总 #*&，反转录成 )!*& 第一链，经

0!RE6# 合 成 双 链 )!*&，条 件 为 S-T (M 9，
（S-T - 9，OPT O N18）(( 个循环。取 -"= E6#

产物和 ( C2 !*& "43C>3，用 %K%L 琼脂糖凝胶

电泳鉴定双链 )!*& 的分布范围。双链 )!*&
经蛋白酶 < 消化、-#)#酶切、层析柱（6U#Q"&
.EI*RVMM）纯化，收集大于 -MM 2B 的 )!*& 片段。

再与经 -#)#酶去磷酸化的载体$$31B=FG( 在

%OT下，按体积比 )!*& W 载体 X %K- W % 连接过

夜。连接产物用$噬菌体包装蛋白 @1A4B4)C!#

! @7=D E4)C4A18A FG:34): 进行体外包装，((T水

浴 ( ? ，然后加入 -MM"= 噬菌体稀释液和 (M"=
氯仿，混匀，离心取上清，即为蟾蜍精巢组织的

原始文库。

!"* 原始文库的滴度及重组率测定 将原始

文库分别按 % W-、% W%M、% W(M + 个稀释度稀释，各

稀释物取 %"= 分别与 (MM"= 过夜培养的 ’0%R
Y=;> 菌液混合，+ZT温育 %- N18 后加入 + N= 融

化的 0Y["A.QV 顶层培养基，快速混匀铺在 SM
NN 0Y[ "A.QV 平板上，+ZT培养 O , %P ?，定期

检查确保噬菌斑生长。记数噬菌斑，计算滴度

（B\;[N=）X 噬菌斑数 ] 稀释倍数 ] %M+ [噬菌体

铺板体积（"=）。除在铺平板之前于顶层培养基

中加入 Z-"= 的 IE$@（MK% N7=[0）和 Z-"= 的

’RA4=（MK% N7=[0）外，其余步骤同上述文库滴度

测定方法，统计蓝白斑数，计算重组率 X 白斑

数[（白斑数 ^ 蓝斑数）。

!"+ 扩增文库的建立及质量鉴定 以 ’0%R
Y=;> 为受体菌，将全部原始文库按每个平板 O
] %MV 个克隆数铺 %-M NN 平板，+ZT培养 O , %P
? ，待噬菌体生长融合后，加入稀释缓冲液，VT
过夜。第二天摇床洗脱 % ?，收集噬菌体洗脱

液，加入氯仿，离心，取上清即为扩增 )!*& 文

库。扩 增 好 的 文 库 加 !".Q 至 最 终 浓 度 为

ZL，_ ZMT保存。取 %"= 上清按 % W %MM MMM 稀

释，分别取 -"=、%M"=、(M"= 测定扩增文库的滴
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度和重组率，方法同原始文库。随机挑取 !" 个

噬菌斑，连同琼脂分别放入 #""!$ %& 稀释缓冲

液中，’()温育 * +，!)过夜，然后进行 ,-. 检

测。取 #!$ 噬菌体稀释液为模板，在 #/!$ 反应

体系中加入 #"!01$23"4567$89# 插入子筛选引

物 /:上游（/:;4--<=<=4-4<<=-<=<-;’:）和 ’:
下游（/:;4==4=-<=-4-=-4=4=<<<;’:）各 ">/

!$ 和 * ? !"# @A= 聚合酶。,-. 反应循环参数

为：B/)预变性 # 06C；B/) ’" D，/E) /" D，(#)
# 06C，’/ 个循环；(#)延伸 *" 06C。取 /!$ 扩

增产物，用 *>#F 琼脂糖凝胶电泳，鉴定插入

G@A= 片段的大小。

!"# 阳性克隆 $%&’ 测序及其生物信息学分

析 从文库平板上随机挑选噬菌斑，按试剂盒

说明 将 阳 性 克 隆 噬 菌 体 "4567$89# 环 化 为

74567$89#，提取质粒 @A=。以 4( 和 %,H 为测序

引物，委托上海英骏生物技术有限公司采用

=IJ ’("" @A= %KLMKCGK 自动序列仪进行双向序

列测定。将 获 得 的 基 因 序 列 输 入 NNNO CGP6 O
C$0O C6+ O Q1R 网站，通过 I3=%4，联机 <KCISCT 进

行 @A= 及氨基酸序列相似性检索并命名。其

他序列数据通过 I3=%4 方法在线获取，全部源

自 <KCISCT 数据库，具体见下文。通过 -$MDUS$
V*>E* 软件对不同物种的氨基酸编码序列进行

比对，所 用 矩 阵 为 I$1DM0，参 数 设 置 为 <S7
W7KC6CQ 7KCS$UX：*"；<S7 89UKCD61C 7KCS$UX：">"/；

@K$SX @6RK5QKCU %KLMKCGKD：’"F。系统进化树通

过 &8<= Y#>* 软件 AZ 法构建。用 I11UDU5S7 方

法对构建的 AZ 树进行评估，参数设置为 5SC[10
CM0PK5 QKCK5SU15 DKK[：***；CM0PK5 1\ P11UDU5S7
U56S$D：* """。

( 结果与分析

("! 中华大蟾蜍精巢组织总 )&’ 的质和量

琼脂糖凝胶电泳结果显示，#E %、*E % 和 / %
5.A= 条带清晰，说明总 .A= 的完整性良好（图

*）。测得 W@#H" 2W@#E" ] #>*#，W@#H" 2W@#’" ] #>#*，

.A= 总浓度达 ">B!!Q2!$，表明 .A= 的纯度很

高。.A= 于 ’()下温浴 # +（图 *：#），与对照

（图 *：*）无明显的差异，表明 .A= 的稳定性良

好，完全符合建库要求。

图 ! 总 )&’ 的 !"!* 琼脂糖胶电泳

+,-.! /0123 )&’ 4506 1781,8 04 !"#$ %"#$
&’(&’()*’+, 09 !"!* 2-5087 -73

*> 总 .A=；#> 在 ’()下温浴 # + 的总 .A=。

*> = DS07$K 1\ /!$ U1US$ .A=；#> = DS07$K 1\ /!$

U1US$ .A= 6CGMPSUK[ SU ’() \15 # +1M5DO

("( $%&’ 的合成 图 # 中 ## 个循环的 3@;
,-. 产物电泳结果呈现从大到小均匀的 D0KS5
涂布，大小在 ">! ^ #>" TP 范围内，主要集中在

/"" P7 以上。这表明中华大蟾蜍精巢的 .A=
成分具有多样性和复杂性。一般认为，非哺乳

动物如植物、昆虫、酵母等的 ,1$X=_ .A= 分布

在 ">*/ ^ ’>" TP 之间，由其合成的 G@A= 的分

布范围也相应减小，本实验中用的是总 .A=，

所以可能会有一些更小的片段。另外，不同组

织 0.A= 的丰度变化也具时空表达的特异性，

这也会反应在 G@A= 分布范围上。因此在这个

范围内的 G@A= 是比较完整的。

图 ( :%;<=) 产物电泳结果

+,-.( />7 ?50@A$18 04 :%;<=)
&：# TP 分子标记；*> #" 个循环的 3@;,-. 产物；

#> ## 个循环的 3@;,-. 产物。

&：# TP 0S5TK5；*> 4+K 751[MGU 1\ 3@;,-. N6U+

#" GXG$KD；#> 4+K 751[MGU 1\ 3@;,-. N6U+ ## GXG$KDO

("B 所建文库的特性 将 G@A= 与"4567$8V#
载体按 *>/ ‘ * 比例连接后，经体外包装后所得

原始文库的滴度为 #>#* a *"H 7\M20$；在涂有 V;
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!"# 和 $%&’ 的平板上进行蓝白斑筛选，测定文

库的重组率为 ()*。中华大蟾蜍精巢 +,-. 文

库经扩增后，测定文库的滴度为 /0(1 2 )3( 4567
8#，重组率为 (90:*。随机挑取 13 个噬菌斑进

行 %;<，以鉴定 +,-. 插入片段大小，)0/* 琼

脂糖凝胶电泳结果显示，插入片段大小分布于

301 = /03 >? 之间，平均长度约为 )03 >?，其中

)1 个克隆的示意图见图 9，说明所构建的中华

大蟾蜍精巢 +,-. 文库质量较高。

图 ! "#$ 鉴定插入片段大小的电泳结果

%&’(! )&*+ &,+-.&/&01.&2- 2/ .3+ &-4+5.+, 0678 9: "#$
@：/ >? 分子标记；) = )1：随机挑取 )1 个克隆的 %;< 产物。

@：/ >? 8"A>BA；) C )1：%;< 4ADE6+FG D5 )1 A"HED8 GB#B+FBE +#DHBGI

;<= 泛素延伸蛋白 >9&?@; 的序列分析 随机

挑选一个重组阳性克隆进行测序，经编辑后获

得的 +,-. 片段全长 JK) ?4，其中 JL非翻译区

有 (9 个核苷酸，9L非翻译区有 (1 个核苷酸，翻

译区编码一个长为 )/M 个氨基酸残基的蛋白前

体（图 1）。大多数真核生物基因起始密码子附

近的序列为典型的 NDO"> 结构 .7’--.&’’，其

中 C 9 位点的 . 和 P 1 位点的 ’ 是高度保守

的。该 克 隆 的 起 始 密 码 子 附 近 序 列 为

..’.&’;，C 9 位点为 .，但 P 1 位点为 ;。该

基因的 JL非翻译区与编码核糖体蛋白质基因的

JL非翻译区有些共同点：’; 含量高，序列较短，

在 JL端有一个富含嘧啶的序列［K］。该基因富含

嘧啶的序列为 C J) 位到 C 9( 位的 &;;&&&&;&Q
;;&&（图 1）。在 9L非编码区 4D#R. 的上游 /3
?4 有一个 ..&... 的多聚（.）加尾序列。通过

与 ’BHS"H> 的核苷酸序列进行 S#"GF 比较，得到

的基因为 6?TU6TFTH7V13B BWFBHGTDH 4ADFBTH 基因，

又称为 6?TU6TFTHQJ/"" BWFBHGTDH 4ADFBTH 基因，根

据中华大蟾蜍的拉丁学名 !"#$ %"#$ &’(&’()*’+,，
命名为 !&Q"%)J/。该基因序列已被 ’BHS"H> 数

据库接受，登录号为 ,XMJJK/M。

使用 ;#6GF"#Y)0M 软件对真核生物中不同

进化地位物种的泛素延伸蛋白进行同源性比

较，结果见图 J。原生动物四膜虫、水稻及昆虫

类的家蚕和蛾的泛素核糖体 V13 蛋白在泛素的

:K 个氨基酸后融合了 J9 个氨基酸，而从果蝇

到人，包括酵母则在泛素之后融合了 J/ 个氨基

酸。不同物种中前 :K 个编码泛素的氨基酸是

高度保守的，特别是参与泛素Q蛋白复合体形成

的 1 个功能位点 VRGQ/(、VRGQ1M、VRGQK9 和 ’#RQ:K
是绝对保守的，但有几个变化的位点值得注意。

第 )( 位，四膜虫、家蚕和蛾为 .；酵母、真菌、植

物类的水稻和拟南芥为 Z，其他为 %。第 /3 位，

除了鸡为 -，其他皆为 Z。第 /1 位，酵母、真菌、

水稻和拟南芥为 ,，其他为 [。第 /M 位，只有酵

母和真菌为 Z，其他为 .。第 J: 位，鸡、水稻和

拟南芥为 .，而其他为 Z。在泛素的三级结构

中这几个变化的位点将聚在一起，形成一个和

泛素的羧基化末端反方向的区域。据推测这个

不保守的区域可能参与非蛋白水解，且在不同

的物种间功能也不同［:］。后 J/7J9 个编码核糖

体 V13 的氨基酸包含一段富含碱性氨基酸的序

列和一个 \H 指结构，在不同进化地位的物种间

也相当保守。; 末端 )// = )/M 位这段富含碱
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图 ! 中华大蟾蜍 !"#"# $%&’ 的核苷酸序列及推导的氨基酸序列

()*+! $%,!"#"# $%&’ -.$/012)30 4-3 303.$03 45)-1 4$)3 607.0-$0 18 $!&’ "!&’ %()%()#*(+,
!"# 为起始密码子，"!! 为终止密码子，!!"!!! 为 $%&’! 加尾信号。( ) *+ 位氨基酸编码泛素蛋白，** ) (,- 位（粗体字）氨

基酸编码核糖体 ./0 蛋白。

"12 $%3454%63 %7 512 689&2%54:23 46 512 9;<! =>2 ?4@26 =A%@2 512 >234:823；512 $%3454%63 %7 =B46% =94:3 =>2 :234?6=52: A2&%CD !B46% =94:3

( 51>%8?1 *+ =>2 8A4E84546 =6: ** 51>%8?1 (,- =>2 >4A%3%B=& $>%5246 ./0；512 ./0 32E82692 43 46 A%&: &2552>3D !"#：46454=54%6 9%:%6；"!!：

52>B46=54%6 9%:%6；!!"!!! 46:49=523 = $%&’=:26’&=54%6 34?6=& 32E82692D

性氨基酸的序列 FGHHH.IJH 和一个核定位信

号极为相似，这表明无论是整个泛素延伸蛋白

还是 K,IKL 核糖体 ./0 尾部蛋白，都可能会结

合 ;<!［*］。M6 指结构（N+ ) ((K 位）更加强了这

种可能性。M6 指结构最早是在研究非洲爪蟾

KO >F<! 基因转录因子 "P!! 蛋白的氨基酸序

列时发现的。典型的 "P!! M6 指结构的序列

为 Q’3IR43ST, U / SQ’3IR43ST, U (K SQ’3IR43ST, U / SQ’3I
R43［-］。相比较后，本文基因编码的蛋白质中的

序列 Q’3ST,SQ’3ST(0 SQ’3ST/SQ’3 符合这种结构，

推测将会结合一个 M6 原子，而 M6 将使蛋白质

分子形成指形构象的骨架与 ;<! 结合［N］。有

研究推测 K,IKL 核糖体 ./0 尾部蛋白作为整个

延伸蛋白的一部分，在体内和特定的 ;<! 相结

合，从而增加这些位点的泛素浓度，可能导致泛

素化事件限定在染色体的某些特定部位［*］。

以酿酒酵母的 !"#$!#%#& I’,*! 延伸蛋白基

因的有 *+ 个氨基酸的核糖体 O,*! 亚基为外

群，基 于 从 原 生 动 物 四 膜 虫、酵 母 到 人 的

!"#$!#%#&I./0 延伸蛋白基因的 K, 或 KL 个氨基

酸的核糖体 ./0 亚基的氨基酸序列，用 VW#!
J,X( 构建的 <Y 系统发生树如图 + 所示。动物

界中最低等、最原始的原生动物位于树的基部。

真菌类聚为一类，并且低等真菌酵母位于该类

的下方，较早分化；高等真菌，如图 + 中的稻瘟

真菌位于该类的上方，分化较晚。植物类形成

一个独立的，比较古老的分支。无脊椎动物昆

虫类聚在一起，和最进化的脊索动物从鱼到人

·/,· 动物学杂志 ()#&*+* ,-!.&/0 -1 2--0-34 /, 卷



图 ! 用 "#$%&’#()*+ 软件比对不同来源的泛素延伸蛋白基因氨基酸序列

,-./! 0$#&-1#2 ’#-.3423& 56 &72 ’’ %28$2392% 56 $:-8$-&-3;<=>2 2?&23%-53 1@5&2-3%
参加比对的序列来自以下物种：拟南芥、水稻、大鼠、人、鸡、蟾蜍、文昌鱼、果蝇、蚕、甜菜夜蛾、稻瘟病菌、酵母菌、四膜虫；

“!”和“：”分别表示绝对和高度保守的氨基酸残基。

!"# $%&&%’()* +#,-#).#+ "/0# 1##) -+#2 $%3 4"# /&(*)5#)4：!"#$%&’()%) *+#,%#-#（!"/&# .3#++；678879），."/0# )#*%1#（:(.#；;<=>=?），2#**3)
-’"145%63)（:/4；@A7><8BB），7’8’ )#(%4-)（C-5/)；DEFBG977），9#,,3) 5#,,3)（A"(.H#)；I=??8G），:"#-6+%’)*’8# $4,6+4"%（E(+"；DEF?8G>B），

;"’)’(+%,# 84,#-’5#)*4"（E3-(4 $&J；K8F78?），:’8$/< 8’"%（L(&H’%35；DM9>?F<=），=(’&’(*4"# 4<%53#（N(&&#3；DM<B?GGF），>#5-#(’"*+4 5"%)4#
（E-)*-+；DDA<F>G?），=#66+#"’8/64) 64"41%)%#4（M#/+4；OPH/J)/H 4* #, Q，<?G9），?4*"#+/84-# (/"%@’"8%)（!#43/"J5；ADDB77=<）Q
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相聚的这一支关系最近。值得注意的是，脊索

动物这一支中鱼类又单独分离出来，位于该支

的基部。

图 ! 不同物种泛素延伸蛋白基因的核糖体 "#$ 亚基的系统进化树分析

%&’(! )*+,-’./.0&1 02.. -3 2&4-5-67, 82-0.&/5 32-6 0*. 567,, 5949/&0（94&:9&0&/;2&4-5-67, "#$;82-0.&/）

以酿酒酵母 !"#$!#%#&’()*+ 的核糖体 ()*+ 亚基为外群，节点旁数据为 ,- 分析 . /// 次 "00%1%234 检验后的置信度（ 5 6/7 的标

出）。构建系统树的序列来自花生、玉米、烟草、线虫和图 6 中所用的物种。

894:3&3%#0&1 0; 10<= 1=$!=&>=1 !1=? ;02 %@#1 %2== 32= A#B=& #& C#A!2= 6D E%@=2 1=$!=&>=1 @3B= "==& !1=? ;02 %@#1 3&3:F1#1：!"#$$%&# "#’#（G=3&!%；

-).HIH），()# *#+$（J02&；KL/.HIH*），,%&-.-%#/# $+01)$-"%$（L0"3>>0；,*M.//），2#)/."3#45%-%$ )0)6#/$（N=<0%0?=；GMIOP)）Q (>3:= "32

=$!3:1 /D/6（NR）!&#% 0; S#<!23’1 %T0U4323<=%=2 ?#1%3&>=Q L@= 7#&&3#".*+&)$ &)")1%$%#) 2#"010<3: 420%=#& ;20< %@= :32A= 1!"!&#%（!"#$!#%#&U

2#"010<3: ()*+U420%=#&）1=2B=? 31 0!%A2004（++KO*MOO）Q G@F:0A=&#=1 T=2= ?=%=2<#&=? T#%@ ,8V+ W )D. "F "00%1%234 3&3:F1#1 !1#&A &=#A@"02U

X0#&#&A（. /// 2=4:#>3%=1）Q K23&>@=1 T#%@ :=11 %@3& 6/7 1!4402% @3B= "==& >0::341=?Q

< 讨 论

评价一个文库是否有实用价值主要在于文

库的含量和插入片段的大小两个方面。所构建

的文库中必须有足够多的克隆数，这样才能确

保基因组中的每一个序列至少有一个拷贝存在

于重组文库中，文库的 >YN+ 克隆数（独立克隆

数）一般要求大于 . Z ./O [ ) Z ./O，本实验所构

建的 >YN+ 文库未扩增时滴度 )D). Z ./O 4;!’
<:，文库扩增后滴度为 )DIM Z ./I 4;!’<:，重组率

达到 I/7以上，完全满足要求。同时为了鉴定

重组噬菌体中插入的 >YN+ 片段的长度，本实

验随机从文库中挑取 M/ 个噬菌斑进行 GJ\ 鉴

定，电泳结果显示插入片段大小分布于 /DM [
)D/ ]" 之间，平均长度约为 .D/ ]"。结果表明

所构建的 >YN+ 文库是高质量的。

本研究首次成功构建了中华大蟾蜍精巢全

长 >YN+ 文库，进一步筛选克隆获得有价值的

>YN+，将有助于了解精巢组织的基因表达谱，

从分子水平探讨特异基因的表达。中华大蟾蜍

精巢 >YN+ 文库构建的技术特点：（.）由于采用

J:0&%=>@ 公司的 (,+\L 技术，该技术对接头引

·O)· 动物学杂志 23%/)$) 8.9"/#0 .: (..0.6+ M) 卷



物和反转录酶都进行了优化，可有效地去除不

带多聚 ! 尾的 "#! 和基因组 $#!，简化了 "#!
的纯化过程，而且能够合成完整的双链 %$#!，

提高了文库中所含全长 %$#! 的比例；（&）在合

成第二链 %$#! 时，采用了 ’$()*" 技术，使得

低丰度的基因表达序列在文库中得到富集。合

成 %$#! 第二链时，)*" 扩增循环数的确定也

很关键。循环数过多，容易产生非特异 )*" 产

物，而循环数过少则产量不足。控制循环次数

对基因在文库中拷贝数的分布也很重要，适当

的循环次数可以防止低拷贝数的基因丢失，同

时也可防止高拷贝基因过分放大［+,］。本研究

在合成双链 %$#! 时，先采用较少的循环数，再

逐渐增加，最终确定双链 %$#! 合成的最佳循

环数为 && 个（图 &）；（-）由于采用了具有稀有酶

切位点的内切酶，建成的文库为定向文库，从而

避免了钝端处理或甲基化保护内切酶位点不完

全等建库方法的缺陷［++，+&］；（.）使用!/012345&
噬菌体作为载体，除了具有适用于低丰度或极

低丰度的 6"#! 外，还有有序表达克隆插入序

列及通过亚克隆可方便地将克隆从噬菌体转为

质粒，给 %$#! 测序和其他研究带来了诸多方

便［+-］。

在文库的初步筛选过程中分离到一个具有

完整的 78和 -8非编码区的泛素延伸蛋白基因。

真核生物中泛素延伸蛋白基因分为两类：一类

* 末端与 7& 或 7- 个氨基酸的蛋白质融合，这

类融合的蛋白与核糖体 ’., 有很高的同源性；

另一类与 9: ; <, 个氨基酸的蛋白质融合，这类

融合的蛋白质与核糖体 =&9! 蛋白有很高的同

源性［+.］。本文获得的基因是泛素基因后延伸

一个 7& 个氨基酸的蛋白质，属于第一类。泛素

作为 9: 个氨基酸的小多肽，在真核生物中广泛

存在，是一种十分保守的蛋白；泛素基因后的核

糖体 ’., 延伸部分保守性也比较高，比如延伸

部分 * 末端富含碱性氨基酸的序列 ")>>>’?
@> 和 AB 指结构，这暗示该基因在不同物种间

可能 行 使 相 似 甚 至 相 同 的 功 能。研 究 鸡 的

!"#7& 基因发现，该基因在网织红细胞和肝脏

中只有很微弱的表达，却偏爱在鸡的精子发生

过程中表达。在未成熟的精巢和成熟精巢中皆

有大量表达，且在成熟精巢中的表达量显著高

于未成熟精巢中的表达量。在精子生成不同时

期的研究结果显示，!"#7& 基因在精子生成过

程中表达量逐步提高，在精子生成的减数分裂

后期和成熟的精子中皆有丰富的表达［:，+7］。本

文获得的中华大蟾蜍 !"#7& 全长 %$#! 将为两

栖动物中泛素基因家族在精子发生过程及早期

胚胎中的研究提供分子资料。另外，考虑到泛

素在真核生物中是高度保守的，并不适合用做

系统发生方面的研究，本文选取泛素延伸蛋白

基因的 7& 或 7- 个氨基酸的核糖体 ’., 延伸部

分来研究，因为延伸部分并不像泛素部分那么

保守。在基于 >16C0D 双参数模型的 #E 系统发

生分析中，较为正确地反映这些物种的系统发

生关系，可见，泛素延伸基因 !"#7&?7- 的延伸

部分可作为生物物种进化的分子标志，值得进

一步研究。这些均表明，本研究构建的文库，可

以满足目的基因的克隆及其进一步比较分析的

需要。
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山西省鸟类新记录———红腹锦鸡

#$$P 年 %% 月 ## 日，在山西省中条山国有林管理局泗交林场发现了野生红腹锦鸡（70.5+#$#/0’+ /%"4’+）。经考

证，属于山西省鸟类新记录。

泗交林场位于中条山脉西端，地理坐标为东经 %%%W%!G & %%%W’$G，北纬 ’-W,JG & ’,W%’G，海拔 O$$ & % ,J’ B，区域面

积 #! O#$XP ?B# 。境内年均气温 %#X!Y，最高月平均气温 ’#X-Y，最冷月平均气温 N OXOY，全年降水 P,$ BB 以上，

年无霜期 #$$ 8 左右。

本次发现红腹锦鸡的地点为泗交林场的柳仙洞管护站七峪东池林地内，海拔 % %,$ & % -,$ B，植被类型为针阔

混交林，主要树种为油松（8%9’+ 41:’$1(;#.3%+.）、槲栎（<’(."’+ 1$%(91）、辽东栎（< " $%1#4’9=(9+%+）、五角枫（)"(. 3#9#）等。

野外记录到 %$ 余只的小群体。访问当地群众得知，在泗交林场范围内的下转庙、芦滩、车箱等地点也有红腹锦鸡

分布。野外考察中获得 % 只意外受伤的雄鸟。量度为：体长 !-$ BB；尾长 PJ$ BB；翅长 %!$ BB；嘴峰 %! BB；跗# J!
BB。

红腹锦鸡是我国特产雉类，根据郑光美《中国鸟类分类与分布名录》（#$$,），其分布区为河南南部、陕西南部、宁

夏、甘肃、青海东南部、云南东北部、贵州、四川、湖北西部、湖南西部及广西东部。此次红腹锦鸡在山西省境内的发

现表明，应将其分布区北界北移至黄河以北的中条山。

鉴于泗交林场境内动植物资源尚未完全清楚，为此建议有关部门尽快开展专项生物资源调查。

朱 军 李成华

（山西省林业厅野生动植物保护处 太原 $’$$$#）
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