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摘要$ 为了研究组蛋白 P) 在中华绒螯蟹"K*#(3"%#*&#$%$&#&#精子发生中的动态特征! 采用 ‘HZ技术扩

增中华绒螯蟹 P) 基因编码区的 UJD片段! 将其重组至含有 * 个 P/7标签序列的原核表达质粒 W+L,)#.

" a#上! 转化入大肠杆菌"K&3"%*#3"#+ 3(,## Z97<33."U+)#感受态细胞中! 以 #\" --90bQ的异丙基 9,U

硫代半乳糖苷"R‘LM#诱导产生 W+L,)#.,P) 重组蛋白( GUG,‘DM+表明! 重组菌成功表达出了分子量约

为 "$ ]: 的目标蛋白质! 融合蛋白以上清和包涵体的形式存在( 采用镍柱亲和层析的方法纯化目的蛋

白! 免疫新西兰大白兔";*034(,+/)&3)$#3),)&#! 制备兔抗血清( N<73<@4 Y093结果表明! 制备的多克隆抗

体具有较好的特异性( 至此! 成功地克隆了中华绒螯蟹 P) 编码区基因并制备了多克隆抗体! 为进一

步研究其在精子发生中的动态特征提供了基础(
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!!组蛋白" 8/7394<7#是构成真核生物染色体
的基本结构蛋白! 富含带正电荷的精氨酸
"D@5#和赖氨酸"Q?7#等碱性氨基酸! 等电点一
般在 WP$#\# 以上! 属于碱性蛋白质! 可以和
酸性的 UJD紧密结合! 而且一般不要求特殊
的核苷酸序列! 在所有处于分裂状态的细胞中
表达( 组蛋白主要分为 ) 种类型! 占主要的是
复制依赖型" P$)P"D)P"f)P))P%#! 只在细
胞分裂的 G 期表达( 复制依赖型组蛋白没有内
含子! 其转录产物没有 W09?D尾! )h端有一个
茎环结构 "f/@473/<0<3.0;$&A’! G>8:-W<@0/
$&A*! Q/: <3.0;$&A&! F70<?$&&$#( 其次是不
依赖于复制型! 即独立型组蛋白! 也称作替换
或基础的组蛋白变体! 在整个细胞周期中表
达! 不依赖于 UJD的复制! 如 P$#)P"D\T)
P"f\O)P"D\")P)\))P)\)D)P)\)f)P)Q等!

这种蛋白的转录产物具有 W90?D尾! )h端无茎
环结构 "r@<77<3.0;$&A*! K905..@= <3.0;
$&A#! L8.3>8<@<3.0;$&&%#( 再次为组织特异
性组蛋白! 只在几种哺乳动物的睾丸中表达!

如睾丸特异性的 P$\3"Q: <3.0;"##A#(

在动物的精子发生过程中! 大部分动物的
精子有微观结构和蛋白组分的变化! 遗传物质
由染色质到染色体再到进一步形成浓缩核! 与
UJD结合的碱性蛋白则由体细胞组蛋白到精
子特异的组蛋白! 再到过渡蛋白! 最后是替代
过渡 蛋 白 的 鱼 精 蛋 白 "F0/[.<3.0;$&&$!
P.XX9:@/<3.0;"###! 吴南等 "##*#( 这些蛋白
的碱性越来越强! 为实现与 UJD替代结合提
供了保障( 随着这些精子核碱性蛋白的逐步替
代! 精子核的浓缩进一步加强( 但是十足目甲

壳动物! 如中华绒螯蟹"K*#(3"%#*&#$%$&#&#! 其
精子核为非浓缩核"堵南山等 $&AB! $&AA! 王
艺磊等 $&AA#! 也就是说! 它们的遗传物质是
相对松散的( 早期研究认为! 这类精子的核内
没有碱性蛋白! 没有组蛋白)过渡蛋白和鱼精
蛋白! 因此核是非浓缩的( 但是最近的研究发
现! 普通黄道蟹"!+$3%*2+/)*)&#)首长黄道蟹
"!56+/#&4%*# "r:@3X<3.0;"##A #)蜘蛛蟹
"C+O+ 8*+3"0>+340,+# "r:@3X<3.0;"##&#和远
海梭子蟹 "@(*4)$)&2%,+/#3)&# " G3<1.@3<3.0;
"#$##等甲壳动物的精子核中终身存在全部或
部分组蛋白! 且在含量上相对减少( 那么除了
以上几种蟹! 中华绒螯蟹精核中是否存在组蛋
白0 如果该蛋白存在! 其在精子发生过程中的
作用如何0 为解决上述问题! 我们克隆了中华
绒螯蟹组蛋白 P) 的编码区基因! 并将其构建
到原核表达载体上! 表达)纯化并制备其多克
隆抗体! 为研究中华绒螯蟹组蛋白在精子发生
中的动态特征提供了基础(

>?材料与方法

>@>?主要试剂和菌株?限制性内切酶 K3(M

!)Q"(!)L% UJD连接酶) WKU$&,Lp<>39@)
UJD提取试剂盒! 购自宝生物工程 "大连#有
限公司’ " d+7D+SK.73<@K/_购自北京康为世
纪生物科技有限公司’ 大肠杆菌 "K&3"%*#3"#+
3(,## UP’:)Z97<33."U+)#感受态细胞购自北
京博迈德科技发展有限公司’ 琼脂糖凝胶 UJD

回收试剂盒购自中科瑞泰 "北京#生物科技有
限公司’ 普通质粒小提试剂盒购自天根生化科
技"北京#有限公司’ W+L,)#." a#表达载体为
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本实验室保存’ 弗氏完全佐剂)弗氏不完全佐
剂购自 7/5-.公司’ 预染蛋白质 K.@]<@购自北
京全式金生物技术有限公司’ ‘pUI膜购自
f/9,Z.= 公司’ J/,琼脂糖凝胶 II购自北京韦
氏博慧色谱科技有限公司! G:W<@+HQ‘0:7超敏
发光试剂盒购自北京博奥拓达公司! 辣根过氧
化物酶"PZ‘#标记的羊抗兔 R5M抗体购自北京
索莱宝科技有限公司! 体重 "\’ ]5的雄性新西
兰大白兔";*034(,+/)&3)$#3),)&#由河北大学实
验中心提供(
>@A?方法
>@A@> 中华绒螯蟹组蛋白 P) 保守序列的基因
克隆
>@A@>@>!中华绒螯蟹肌肉 UJD的提取及 ‘HZ
!用 UJD提取试剂盒进行了中华绒螯蟹肌肉
基因组 UJD的提取! 之后比较 M<4f.4] 上几
种模 式 生 物! 人 " J(6(&+2#%$&! 序 列 号
DDJ$##’)\$#和小鼠 "C)&6)&3),)&! 序列号
DDD)BA$$\$#P) 全长序列以及方蟹科 ) 种蟹
的 部 分 序 列! 包 括 厚 纹 蟹 " @+3"0/*+2&)&
4*+$&=%*&)&! 序 列 号 HfD$)#BA\$ #) 红 石 蟹
"N*+2&)&/*+2&)&! 序列号 HfD$)#BB\$ #)云斑
厚纹蟹"@56+*6(*+4)&! 序列号 DDO)&"*’\$#(
经过比对发现! 人和小鼠的 P) 氨基酸序列完
全一样! 而同属于方蟹科的这 ) 种蟹的氨基酸
序列位于人和小鼠 P) 全长的氨基酸序列之
内! 且序列完全相同( 由于 P) 高度保守! 因
此推测中华绒螯蟹的 P) 氨基酸序列与人和小
鼠的极有可能完全一样( 再依据中华绒螯蟹的
密码 子 偏 好 性! 设 计 一 对 引 物! I$$ ’h,
DLMMHHHMHDHHDDDHD,)h! Z$$’h,MMHMHMH
LHMHHMHM,)h(

以提取的 UJD为模板! 进行一个 L9:>8
=914 ‘HZ! &%o预变性 ’ -/4! 随后 &%o变性
)# 7! *Bo退火 )# 7! B"o延伸 $\’ -/4! 循环
)# 次! 每次循环降低 #\’o! 之后再 &%o变性
)# 7! ’"o退火 )# 7! B"o延伸 $\’ -/4! 循环
$’ 次! 最后 B"o延伸 $# -/4( 产物预期为
%#A YW! 将产物进行 $v琼脂糖凝胶电泳分析(
>@A@>@A!克隆测序与序列分析!将 ‘HZ产物

用琼脂糖凝胶 UJD回收试剂盒回收! 连接到
WKU,$&L载体上! 转化大肠杆菌 UP’:感受态
细胞! 并将转化菌涂布于含有氨苄青霉素的
Qf平板! )Bo培养 $* 8( 挑取单菌落培养! 进
行菌液 ‘HZ验证! 得到的阳性克隆送上海生
工生物工程股份有限公司测序! 并保种! 记做
WKU,$&L,P)(
>@A@A!表达质粒的构建!根据中华绒螯蟹 P)
的测序结果以及三联体密码子规则设计表达引
物! 上游引物 fUI$’h,HHMMDDLLHDLMMHHHM
HDHHDDDHDMD,)h! 下 游 引 物 fUZ$ ’h,HHM
HLHMDMLLDMMHMHMHLHMHHMHM,)h! 其中上
游引物引入了 K3(M!酶切位点 MDDLLH"下划
线表示 #! 下游引物引入了 Q"(!酶切位点
HLHMDM"下划线表示#以及终止密码子 DLL(
从测序正确的UP’:中提取质粒 WKU,$&L,P)!
以其为模板进行 ‘HZ! 将产物切胶回收)连接)
转化)测序)并保种记做 WKU,$&L,P)"fU#(

从测序正确的 UP’:中提取质粒 WKU,
$&L,P)"fU#! 用 K3(M!和 Q"(!进行双酶切!
酶切体系为$K3(M! " $’ Sb’0# $ ’0! Q"(!
"$# Sb’0# $ ’0! $# d Y:VV<@" ’0! 质 粒
"#\" ’5b’0# )’0! 无菌去离子水补充至 "# ’0!
)Bo酶切* 8! $v的琼脂糖凝胶电泳检测! 并
回收目的基因片段(

将带有空载体 W+L,)#.质粒的大肠杆菌
UP’:进行转接! 收集菌液! 使用质粒提取试
剂盒进行质粒提取! 产物即为空载体 W+L,)#.
质粒! 用 K3(M!和 Q"(!进行双酶切! 酶切体
系为 K3(M!"$’ Sb’0#$ ’0! Q"(!"$# Sb’0#
$ ’0! $# dY:VV<@" ’0! 质粒"#\) ’5b’0# ) ’0!
无菌去离子水补充至 "# ’0! )Bo酶切 * 8! $v
的琼脂糖凝胶电泳检测! 并回收 W+L,)#.酶切
片段(

将 P) 酶 切 产物 B ’0! W+L,)#.p<>39@
$\’ ’0! %"o变性 $# -/4! 之后冰上急冷! 加入
$# dY:VV<@$ ’0! L% UJD酶")’# Sb’0# #\’ ’0!
$*o连接过夜! 之后转化大肠杆菌 UP’:感受
态细胞! 在 r.4.抗性 Qf固体培养基上 )Bo
倒置培养 $" ($* 8! 挑取单克隆接种到 r.4.
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抗性 Qf液体培养基中进行培养! 将摇好的菌
液进行 ‘HZ验证! 有目的条带的送生工生物
工程"上海#有限公司测序! 并保种! 将连有目
的基因的表达载体命名为 W+L,)#.,P)(
>@A@G!重组蛋白的诱导表达!将上述构建的
表达融合蛋白的重组质粒转化到大肠杆菌
Z97<33.中! 挑取单克隆菌落接种至 r.4.抗性
的 Qf液体培养基! )Bo "## @b-/4 培养至 D*##
为 #\* (#\A 时! 加入 R‘LM至其终浓度为
#\" --90bQ! $Ao $A# @b-/4 过夜诱导( 并且
在诱导 % 8)B 8)$B 8 时! 分别取 $\’ -0全菌液!
$" ### @b-/4离心 ’ -/4! 用 ‘fG 悬浮沉淀! 超
声破碎! 将破碎后的菌液离心! 上清和沉淀分
别进行 GUG,‘DM+蛋白电泳! 进行重组蛋白的
可溶性分析(
>@A@J!重组蛋白的纯化!取诱导过夜的菌液
$%# -0! & ### @b-/4 %o离心 * -/4! 之后收集
菌体! 用 B -0含 A -90bQ尿素的 f:VV<@f悬浮!
之后在冰浴中进行超声破碎! 破碎 $’ -/4! 工
作 ) 7停 ) 7! 将破碎好的菌液 $" ### @b-/4 %o
离心 "# -/4! 取上清用镍柱进行纯化(
>@A@K!多克隆抗体的制备!用镍柱纯化的融
合蛋白进行 GUG,‘DM+电泳检测其纯化效果(
新西兰大白兔买回来之后暂养一周! 使其适应
环境! 注射蛋白之前! 先耳缘静脉取血作为免
疫前对照血清! 将纯化好的蛋白与弗氏佐剂等
体积混合! 在震荡器上使抗原充分乳化! 在兔
脊柱两旁多点皮下注射( 每次注射 "\# (
"\’ -5! 首次免疫用弗式完全佐剂! 以后都用
弗式不完全佐剂! 每次免疫间隔 B ($# =! 第 %
次免疫 ’ = 后耳缘静脉取血检测抗体的效价和
特异性! 之后再加强免疫一次! B = 之后心穿
刺采血收集兔血清! 将所取血液敞口室温放置
" 8! 之后将其密封 %o过夜! 使血清析出! 第
二天将其取出! % ### @b-/4 %o离心 $’ -/4! 取
其血清分装后保存于 gA#o冰箱中备用(
>@A@B!N<73<@4 Y093检测抗体特异性!取一定
量的诱导后的菌体总蛋白和纯化的蛋白进行
GUG,‘DM+凝胶电泳! 电泳结束后将胶上蛋白
质以湿转方式电转移""# p! "’ -/4#至 ‘pUI

膜上( 电转后的 ‘pUI膜经 LfGL洗涤后! 浸
入 "# -0’v的脱脂奶粉中室温封闭 " 8! 以制
备的 P) 多克隆抗体为一抗! %o孵育过夜! 后
用 LfGL洗膜 ) 次! 加入 PZ‘标记的羊抗兔
R5M! )Bo孵育 $\’ 8! 用 LfGL充分洗涤后! 用
化学发光试剂 +HQ孵育膜 ) -/4! 在凝胶成像
系统 H8<-/U9>LK TZG a"f/9,Z.=#上进行曝光
和采集图像( 对照组用免疫之前的血清作为一
抗! 其余条件相同(

A?结?果

A@>?中华绒螯蟹 WG 基因的获得?‘HZ产物
经 $v的琼脂糖凝胶电泳检测! 出现了一条大
约 %#A YW 的条带"图 $#(

图 >?)R7产物电泳结果
1.6@>?C3%#%2"+-’0)R7*#’=":-

K;UJD分子量标准 UK"###’ $;‘HZ产物(

K;UK"### UJD-.@]<@’ $;‘HZW@9=:>3;

将此条带切胶回收后与 WKU$&,L载体连
接并转化大肠杆菌 UP’:感受态细胞! 挑取单
克隆送去测序! 测序结果采用 H8@9-.7软件对
原始序列进行分析! 去掉载体序列后得到
%#A YW的核苷酸序列! 推导其编码 $)* 个氨基
酸"图 "#(
!!用 H0:73.0T软件! 将中华绒螯蟹的 P) 氨
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图 A?中华绒螯蟹组蛋白 WG 基因编码区的核苷酸序列及推导的氨基酸序列
1.6@A?T":+%’-.=%,(==%=":%=,F.(’ ,:.=2%]"%(:%2’0:’=.(6 #%6.’(’0

?+*#&%"*+)*("()*)3.2-’(%WG 6%(%

图 G?氨基酸序列多重比对
1.6@G?L"+-.*+%,+.6(F%(-’0WG ,F.(’ ,:.=2%]"%(:%2

+!,表示完全一致的氨基酸’ + $,表示性质特别相近的氨基酸’ +;,表示性质微弱相近的氨基酸(

+!, 38<7.-<.-/49.>/=’ + $, .-/49.>/= 1/38 73@9457/-/0.@W@9W<@3?’ +;, .-/49.>/= 1/38 1<<] 7/-/0.@W@9W<@3?;

基酸序列与 M<4f.4] 上的几种模式生物! 人)
小 鼠) 果 蝇 " T*(&(2"#,+ &#6),+$&! 序 列 号
fDD"#$%%\$#)斑马鱼"T+$#(*%*#(! 序列号J‘,
##$$#%*A*\$#)非洲爪蟾 "Q%$(2)&,+%=#&! 序列
号 DDD%&B*’\$ #) 酵 母 " :+33"+*(603%&
3%*%=#&#+%! 序列号 DDG*%)%&\$ #的 P) 的氨基

酸序列进行了对比"图 )#! 发现中华绒螯蟹的
P) 的氨基酸序列与非洲爪蟾 P) 氨基酸序列
完全相同! 与人)小鼠和斑马鱼的 P) 氨基酸序
列分别有一个氨基酸的不同! 证实了组蛋白
P) 进化上的保守性! 同时也证明我们所获得
的基因为中华绒螯蟹的 P)(



*""A!!* 动物学杂志 !"#$%&%’()*$+,(-.((,(/0 %& 卷

A@A?WG 基因表达重组质粒的构建?利用表达
引物 fUI和 fUZ扩增出的 ‘HZ产物经 $v琼
脂糖凝胶电泳检测! 得到了一条约 %#A YW 的条
带"图 %#! 将此条带切胶回收! 记作 P)(

图 J?)R7产物 WG 琼脂糖电泳图
1.6@J?4+%:-#’*3’#%-.:#%2"+-’0)R7*#’=":-WG

K;UJD分子量标准 UK"###’ $;‘HZ产物 P)(

K;UK"### UJD-.@]<@’

$;‘HZW@9=:>39VK*#(3"%#*&#$%$&#&P);

A@G?*LVY>ECYWG 与 *4CYGI, 的双酶切?将
带有 WKU,$&L,P)"fU#质粒的保种菌 UP’:进
行转接! 提取质粒! 用 K3(M!和 Q"(!进行双
酶切! $v的琼脂糖凝胶电泳检测约在 %#A YW
处有目的条带"图 ’#(

图 K?重组质粒 *LVY>ECYWG 双酶切电泳结果

1.6@K?4(/&F%=.6%2-.’(#%2"+-’0

*LVY>ECYWG #%:’F9.(,(-*+,2F.=

K;UJD分子量标准 UK"###’ $;酶切结果(

K;UK"### UJD-.@]<@’ $;L8<@<7:039V<4X?-<=/5<73/94;

将空载体 W+L,)#.用 K3(M!和 Q"(!进行
双酶切! 得到与目的基因具有相同粘性末端!
长度为 ’ )BB YW 左右的 W+L,)#.片段"图 *#!
K3(M!与 Q"(!两酶切位点在 W+L,)#.表达载
体上相距比较近"约 )% YW#! 故 $v琼脂糖凝
胶电泳检测不出 )% YW 的片段(

图 B?*4CYGI, 空载体双酶切电泳图
1.6@B?4(/&F%=.6%2-.’(#%2"+-’0

*4CYGI, *+,2F.=
K;UJD分子量标准 UK"###’ $;经 K3(M!和 Q"(!

双酶切后的 W+L,)#.(

K;UK"### UJD-.@]<@’ $;W+L,)#.=/5<73<= Y?

K3(M!.4= Q"(!;

A@J?重组质粒的测序?筛选阳性克隆测序!
测序结果证明插入的表达序列与目的片段序列
一致! 去除起始密码子前以及末端终止密码子
后面的酶切位点后!此序列表达 $AA 个氨基酸
残基"含起始密码子和 * 个组氨酸 P/7标签#
"图 B#( 由此可知阳性克隆中目的片段已经正
确的与 W+L,)#.进行重组! 此质粒为 P) 肽段
表达所需重组质粒 W+L,)#.,P)(
A@K?重组蛋白的表达及可溶性分析?将带有
W+L,)#.,P) 质 粒 的 表 达 菌 株 Z97<33.经
#\" --90bQR‘LM! $Ao $A# @b-/4 诱导! 分别
在诱导 % 8)B 8 和 $B 8 时取全菌液蛋白及超声
破碎后的上清和沉淀进行 GUG,‘DM+电泳"图
A#( 加入 R‘LM诱导前! 在蛋白表达位置上并
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图 [?重组质粒 *4CYGI,YWG 的碱基序列及其表达的氨基酸
1.6@[?C3%9,2%2%]"%(:%,(=,F.(’ ,:.=’0*4CYGI,YWG

图 ^?重组蛋白的 !V!Y)8\4电泳
1.6@̂?!V!Y)8\4,(,+&2.2’0#%:’F9.(,(-*#’-%.(.(=":%=9& H)C\

K;蛋白分子量标准’ $;未经 R‘LM诱导’ ";R‘LM诱导 B 8 的全菌液蛋白’ );R‘LM诱导 $B 8 的全菌液蛋白’ %;
R‘LM诱导 % 8 后的上清’ ’;诱导 % 8 后的沉淀’ *;诱导 B 8 后的上清’ B;诱导 B 8 后的沉淀’ A;诱导 $B 8 后的上
清’ &;诱导 $B 8 后的沉淀’ 箭头所指为目的蛋白(
K;‘@93</4 -.@]<@’ $;W+L,)#.,P)bZ97<33."U+)# 1/389:3R‘LM/4=:>3/94’ ";R4=:><= 1/38 R‘LMV9@B 8’ );R4=:><=
1/38 R‘LMV9@$B 8’ %;L8<0?7.3<7:W<@4.3.43"/4=:><= V9@% 8# ’ ’;L8<0?7.3<W@<>/W/3.3/94"/4=:><= V9@% 8# ’ *;L8<
0?7.3<7:W<@4.3.43"/4=:><= V9@B 8# ’ B;L8<0?7.3<W@<>/W/3.3/94 "/4=:><= V9@B 8# ’ A;L8<0?7.3<7:W<@4.3.43"/4=:><= V9@
$B 8# ’ &;L8<0?7.3<W@<>/W/3.3/94"/4=:><= V9@$B 8# ’ D@@91;L.@5<3W@93</4;



*")#!!* 动物学杂志 !"#$%&%’()*$+,(-.((,(/0 %& 卷

无蛋白条带! 而加入 R‘LM诱导后蛋白开始表
达! 随着诱导时间的延长! 蛋白的表达量逐渐
增大! 在诱导 $B 8 后蛋白的表达量最高( 且融
合蛋白在上清和包涵体均有表达! 随着诱导时
间的延长! 在上清中的表达量逐渐增多! 诱导
$B 8后! 融合蛋白在上清和包涵体中的表达量
几乎相当"图 A#(
A@B?重组蛋白的纯化?用 J/,JLDD5.@97<对
W+L,)#.,P) 融合蛋白进行纯化! 纯化后的产
物用 GUG,‘DM+电泳进行检测! 经过镍柱纯化
的融合蛋白比较纯! 呈现单一条带"图 &#! 无
杂蛋白! 可以用做后续的抗体制备(

图 E?重组蛋白纯化产物 !V!Y)8\4电泳图
1.6@E?!V!Y)8\4,(,+&2.2’0-3%*"#.0.%=

#%:’F9.(,(-*#’-%.(
K;蛋白质分子量标准’ $;纯化的重组蛋白(

K;‘@93</4 -.@]<@’ $;L8<W:@/V/<= @<>9-Y/4.43W@93</4;

A@[?S%2-%#(9+’-检测抗体的特异性?经
N<73<@4 Y093鉴定! 在诱导后的全菌液蛋白粗
提液和纯化的重组蛋白中均有单一阳性条带出
现( 全菌液蛋白中属于菌体的蛋白并没有发生
免疫反应! 说明制备的抗体特异性很好( 对照
组以免疫前血清作为一抗! 没有阳性反应"图
$##(

G?讨?论

组蛋白的基因非常保守( 亲缘关系较远的

图 >I?S%2-%#(9+’-检测结果
1.6@>I?C3%#%2"+-’0<%2-%#(9+’-

K;蛋白质分子量标准’ $;诱导后的全菌液蛋白’

";纯化的蛋白’ );对照组(

K;‘@93</4 -.@]<@’ $;L8<393.0W@93</4 9V

W+L,)#.,P)bZ97<33."U+)# /4=:><= Y?R‘LM’

";L8<W:@/V/<= @<>9-Y/4.43W@93</4’ );H943@90;

种属中! % 种组蛋白"P"D)P"f)P))P%#氨基
酸序列都非常相似! 如海胆 " :%+ )*3"#$#组织
P) 的氨基酸序列与来自小牛"I(&4+*)*&#胸腺
的 P) 的氨基酸序列只有一个氨基酸的差异!
小牛胸腺的 P) 的氨基酸序列与豌豆 "@#&)6
&+4#=)6#的 P) 也只有 % 个氨基酸不同( 本实
验克隆得到的中华绒螯蟹的 P) 的氨基酸序列
与非洲爪蟾的 P) 的氨基酸序列完全相同! 与
人)小鼠和斑马鱼也仅有一个氨基酸的差异!
更加验证了组蛋白 P) 进化上的高度保守( 本
研究同时提取了中华绒螯蟹精子的 UJD! 进行
P) 的扩增! 结果显示! 肌肉和精子中 P) 的氨
基酸序列完全相同"此部分结果未在本文中展
示#( 故本实验制备的 P) 抗体可以用来研究
其在中华绒螯蟹精子发生中的动态特征(

W+L系统是由 J9[.5<4 公司构建的高效原
核表达系统! 目的基因被克隆到 W+L,)#." a#
质粒上! 受到噬菌体 LB 强转录及 LB ZJD聚
合酶诱导! 高效表达 LB 启动子下游的外源基
因( 本研究中 W+L,)#." a#P/7bP) 融合蛋白
仅在诱导后表达! 并且在诱导菌株表达融合蛋
白时进行了表达条件的摸索! 实验过程发现!
在 )Bo菌液的 D*##达到 #\* (#\A 时开始诱导!
R‘LM浓度为 #\" --90bQ! $Ao $A# @b-/4 过夜
诱导后! 融合蛋白的表达量达到最大! 且在上
清和包涵体都有表达(

选择用 J/,JLD柱纯化重组蛋白! 重组蛋
白带有 * 个组氨酸"P/7#标签! J/" a能与带 P/7
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标签的蛋白结合! 也可以与咪唑结合( 利用这
个原理可以把带 P/7标签的蛋白质吸附! 之后
再用含更高咪唑浓度的溶液洗脱目的蛋白( 在
实验中发现! 用含 "’ --90bQ咪唑的溶液洗脱
杂蛋白时! 会把目的蛋白部分洗脱下来! 因此
尝试了 "# --90bQ咪唑的溶液来洗脱! 发现正
好可以把杂蛋白洗脱干净而又不把目的蛋白洗
脱下来( 制备抗体所需抗原用上清和包涵体均
可"黄培堂 "##’#! 故本实验将上清和包涵体
表达的蛋白一起收集! 纯化之后作为免疫原进
行免疫(

本实验采用雄性新西兰大白兔为免疫动
物! 较小鼠而言! 用新西兰大白兔作为免疫动
物获得的抗血清较多! 但是所需抗原量较大!
因此对融合蛋白的纯化要求比较高! 需要得到
较高浓度且较纯的抗原! 抗原浓度不高即需要
加大注射剂量! 注射剂量加大会对免疫动物造
成不同程度的伤害! 因此抗原浓度不宜太低!
本实验获得的免疫用抗原纯度较高! 抗原注射
浓度均在 $\’ 5bQ左右(

精子核碱性蛋白主要是与 UJD结合的一
类低分子量蛋白! 通常除了非特异的组蛋白
外! 还有精子特异的组蛋白)过渡蛋白和鱼精
蛋白等! 它们对精子核中遗传物质的形态结构
和功能状态具有决定性的作用( 它们在精子发
生中会依次发生替代! 体细胞组蛋白部分被精
子特异的组蛋白替代! 再经过过渡蛋白! 最后
被鱼精蛋白替代! 随着精子核碱性蛋白的逐步
替代! 精子核的浓缩逐步增强( 并且与精子
UJD结合的碱性蛋白还会发生共价修饰如乙
酰化)甲基化)磷酸化等! 或者在数量上发生改
变"f.@X933/<3.0;"##*#( 中华绒螯蟹作为非浓
缩核精子的代表物种! 其精子发生过程中组蛋
白的变化! 如是否有替代0 是否有共价修饰0
均值得研究探讨( 本实验组蛋白 P) 基因的成
功克隆以及多克隆抗体的制备! 为研究其在中
华绒螯蟹精子发生中的动态特征奠定了基础(
同时! 也为进一步研究中华绒螯蟹的非浓缩核
成因以及组蛋白 P) 的结构)功能提供了基础
数据(
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王艺磊! 张子平! 李少菁;$&&A;甲壳动物精子学研究概况"

精子发生与精子的生化组成;动物学杂志! )) "% # $ ’"
g’B;

吴南! 桂建芳;"##*;组蛋白变体及组蛋白替换;遗传! "A
"%# $

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

%&) g’##;

!通讯作者! +,-./0$ ?87:456]VY5;9@5’

第一作者介绍!卢刚! 男! 保育主任’ 研究方向$ 生物多样性保护! 保护区管理! 鸟类生态’ +,-./0$ 0:5.456]VY5;9@5(

收稿日期$ "#$%,#$,$)! 修回日期$ "#$%,#",$)

海南东寨港发现斑胸滨鹬

.’-*3+*)2"-’(#,#)M92%#$%=,-V’(6/3,.6,(6! W,.(,(

"#$) 年 $$ 月 $’ 日上午!在海南省海口市东寨港国家级自然保护区周边一片农田 "$&c’)h’$\A#sJ!
$$*c)Bh#$\BAs+#观察到 $ 只斑胸滨鹬"!+,#>*#&6%,+$(4(&# "图 $#!该片农田用作种植蔬菜和饲养水蚤( 发现斑胸
滨鹬的同时!也记录到林鹬 "D*#$/+ /,+*%(,+#)泽鹬 "D5&4+/$+4#,#&#)白腰草鹬 "D5(3"*(2)&#)黑尾塍鹬 " 7#6(&+
,#6(&+#)青脚滨鹬"!54%66#$3L###及铁嘴沙鸻"!"+*+>*#)&,%&3"%$+),4###等(

观察到的斑胸滨鹬!背部具杂色斑’嘴略微下弯!前一半黑色!后一半黄色’胸部黑色纵纹密布但突然中止于腹
部( 与同属相似种尖尾滨鹬"!5+3)6#$+4+#区别于胸部黑色纵纹没有伸延到腹部!形成明显的分界线(

斑胸滨鹬繁殖于俄罗斯)西伯利亚和北美洲!在南美洲)澳大利亚及新西兰过冬"约翰*马敬能等 "####( 综
合文献"约翰*马敬能等 "###!H.@<?<3.0;"##$!王凤琴等 "##B!郑光美 "#$$#和%中国鸟类观察&收集的观鸟者记
录!斑胸滨鹬是中国的罕见过境鸟!在上海)香港)河南)河北)江苏)辽宁)台湾)广东)北京)天津和山东有零星记
录( 海南此前尚无斑胸滨鹬分布记录!这次观察是海南的首次记录(

图 >?斑胸滨鹬 .’-*3+*)2"-’(#,#)
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