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摘要：利用BAC-FISH技术，将包含HSP70基因的BAC克隆定位到栉孔扇贝的一对同源染色体的长臂上。

HSP70基因的染色体定位将对深入研究该基因的结构及功能并将其应用于生产实践提供基础支持。同时，

本研究是首次对栉孔扇贝低拷贝基因进行染色体定位的实践，其结果将为栉孔扇贝的染色体的深入研究以

及染色体鉴别等工作提供必要的参考。

关键词：栉孔扇贝 (Chlamys farreri)；热休克蛋白70(HSP70)；荧光原位杂交；染色体

基金项目：国家自然科学基金重点资助项目 (30730071)

博士研究生1983

中图分类号：023    文献标识码：A    文章编号：1000-3096( 2009) 07-0010-06

    动物在 自然界中需要适应各种各样的环境胁

迫，如温度胁迫 （高／低温胁迫）、缺氧胁迫、重金

属胁迫以至于病原生物入侵等。为了减少不利环境

条件对有机体造成的伤害，动物体内存在一系列的

因子，在不利的环境条件下发挥作用，维持细胞结

构和功能。热休克蛋白家族 (Heat Shock Protein,

HSP)就是其中至关重要的一类蛋白。热休克现象

最早是 1962年发现的‘1】，它导致了一组称为热休克

蛋白的蛋白家族的产生[2】。热休克蛋白除了在高温
胁迫中起作用外，热休克蛋白家族最受人瞩目的功

能是在细胞中行使分子伴侣的功能，包括新生肽链

的正确折叠与装配以及部分变性蛋白的挽救等‘3，4]。

在热休克蛋白家族的成员中，HSP70家族是最保守
的一组，其命名源自于其分子质量 (68～72 ku)。

目前已经对从细菌到人在内许多物种的 HSP70进

行了广泛的研究。研究证实，HSP70家族成员除了

作为分子伴侣外，还在生物遭受环境胁迫时发挥其

它生理功能，包括对抗重金属污染，调理细胞凋亡
等等‘5，6】。

    栉孔扇贝 （Chlamys farreri）是中国最重要的
海洋经济动物之一。病害问题是近年来栉孔扇贝养

殖业发展的制约因素。许多与栉孔扇贝抗病抗逆性

相关的基因被克隆并进行了相关研究[7-15]。作为重

要的抗逆相关基因之一，栉孔扇贝的 HSP70 2003

年首次被克斛7】；热休克蛋白可以使扇贝鳃组织中

HSP70的表达明显升高【16]，表明 HSP70在栉孔扇

贝的抗逆过程中发挥作用。

    除了编码序列的克隆和表达分析，基因的染色

体定位是功能基因研究的另外一个方面，对基因的
表达调控研究具有重要作用。对栉孔扇贝 HSP70

进行定位无疑将有力地促进该基因的功能研究。目

前，荧 光原 位 杂交 技术 (Fluorescence  in situ

hybridization，FISH)是对功能基因进行染色体定位
最快捷有效的途径。在栉孔扇贝中，通过 FISH技

术已经成功的定位了一些多拷贝基因，包括 18S核
糖体 RNA 基因、组蛋白基因等‘17.18]。然而对于包

括 HSP70在内的大部分功能基因，常规的 FISH技

术难以实现定位，原因是这些序列拷贝数较低，在
常规的 FISH 手段下难以产生足够强的信号。对于

这些低拷贝的序列，一些大片段的克隆如 cosmid、

BAC等，可以提供足够长的探针来产生可检测的信

号[19]。近来，Zhang等【20]构建了栉孔扇贝细菌人工
染色体 (BAC)基因组文库，使以 BAC质粒为探

针的FISH技术 (BAC-FISH)的应用成为可能，为

低拷贝功能基因的染色体定位提供了可靠的探针

来源。
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    本研究以包含栉孔扇贝HSP70的BAC克隆为

探针，利用 BAC-FISH技术成功地将 HSP70定位到

栉孔扇贝有丝分裂中期分裂相上，为栉孔扇 贝

HSP70的后续研究提供了基础；同时对栉孔扇贝单

条染色体的鉴别工作也起到推动作用。

1材料与方法
1.1 BAC克 隆的验证

    在前面的研究中，BAC克隆 CFB123C08被证

明包含栉孔扇贝HSP70[20]。为了进一步验证，利用
Genbank公布的栉孔扇贝HSP70序列(Genbank No.

DQ466080) 设 计 特 异 性 引 物 ： HSP70F：
5’-TCTCGACACTAGGCACTTC-3’：  HSP70R :

5’-AGCACTCAGGTAGGCGTTT-3’。以BAC克隆为

模板，HSP70F和 HSP70R为引物组合进行 PCR反

应。扩增产物转化入宿主菌 (E. coli.，Topl0)，测
序。

1.2 栉孔扇 贝染 色体 的制备

    栉孔扇贝染色体由担轮幼虫制备。成体栉孔扇

贝购 自山东省青岛市小港市场。在繁殖期，选取性

腺发育饱满的个体，阴干刺激后分别取排出的精子

和卵细胞进行人工授精。翌 日取孵化出的担轮幼

虫，在 0.01%的秋水仙素溶液中处理 2.5 h，之后转

移至 0.075 mol/L的 KC1溶液中低渗 15 min，低渗

结束使用新鲜配制的Canoy氏固定液 （甲醇：乙酸
为 3:1）固定2次，每次 15 min，之后转入保存液

中 (甲醇：乙酸为 1：1)，-20℃保存备用。染色

体制备使用空气干燥法。取固定好的担轮幼虫样

品，加入 50%乙酸解离组织，从约 50 cm 高的地方

将细胞悬液滴至预热 (50℃)的载玻片上，空气

干燥。

1.3 探针合 成及 杂 交缓 冲液的制备

    BAC 质粒的提取使用 Machery-Nagel公司的
NucleoBond AX 100 kit完成。使用 Not I限制性内

切酶消化质粒使插入片段与载体分离，脉冲场电泳
检测质粒的插入片段情况。

    取 1 Ll9质粒，利用缺口平移的方法制备地高

辛标记的探针 (Digoxigenin Nick Translation Mix，
Roche)，合成好的探针采用琼脂糖凝胶电泳检测片
段大小及分布。

    在利用 BAC探针杂交的过程中，需要使用封

堵 DNA （Cot-l DNA）来封闭探针中可能存在的重

复序列。Cot-l DNA的制备按照 Zwick(1997)描
述的方法完成[21]。

    探针和 10倍的Cot-l DNA及50倍的鲑精DNA

共沉淀，溶于空白杂交缓冲液 （50% 去离子甲酰胺，

2xSSC，10% 硫酸葡聚糖，50 mmol/L 磷酸缓冲液，

pH 7.0)中，制备探针终质量浓度为 16.67 ng/UL的
杂交液。

1.4 荧光原位 杂交

    染色体片先用 0.16% pepsin预处理 (37℃，
30 min)以去除多余的蛋白成分，之后转入2xSSC

中漂洗至少 2 min。将染色体片置于 70%去离子甲

酰胺中，68℃ 2 min使 DNA变性，之后立即转入

梯度冰乙醇中脱水，以防止 DNA 复性，脱水后自

然干燥。

    开始杂交之前，首先将杂交液置78℃ 3 min

变性，然后转入 37℃孵育 lh，进行预退火，以封

堵探针中的重复序列。预退火结束后，将杂交缓冲

液加到染色体片上，盖上硅烷化处理的盖玻片，石

蜡油封片，置黑暗湿盒中，37℃杂交 14～22 h。

杂交完成后，脱去盖玻片，将染色体片在 45℃下，

依次在 2xSSC、50%甲酰胺和 0.2xSSC中洗脱各 2

次，每次 5 min，以洗去非特异杂交的探针。洗脱

完 成后 ，对 地 高 辛标 记 的探 针 ， 依 次 使用

mouse-anti-digoxigenin、FITC-rabbit-anti-mouse和

FITC-goat-anti-rabbit进行免疫荧光检测和信号扩
增。抗体孵育完成后，使用DAPI(4’，6-diamidino-

2-phenylindole)来对染色体进行复染，Nikon 80i
荧光显微镜观察 ，冷 CCD 照相 ，所得照片用

NIS-element (Nikon)和 Photoshop (Adobe)软件进行
合成及对比度调整。

2结果
2.1 BAC克 隆的验证

    由引物组合 HSP70F和 HSP70R从 BAC克隆

CFB123C08得到特异性扩增产物。测序分析显示，

该片段长约 830 bp，属于栉孔扇贝HSP70序列，进

一步证实了BAC克隆CFB123C08中包含栉孑L扇贝
HSP70基因。

2.2 荧光原 位 杂 交

    脉冲场电泳显示所选 CFB123C08 BAC质粒的

插入片段约为 90 kb，由于质粒插入片段的内部存

在Not I内切酶的酶切位点，质粒经酶切后产生了3

个片段，除载体片段 (V)外，另有两条插入片段

(I)(图 la)。以高纯度的BAC质粒为模板，缺口

平移法制得了地高辛标记的探针。经琼脂糖凝胶电

泳检测，反应后产物片段分布于 200～500 bp，显



    由栉孔扇贝担轮幼虫制得了分散良好的中期
分裂相。对BAC克隆CFB123C08进行了染色体定
位研究。结果证实，克隆 CFB123C08定位于一对
同源染色体的长臂 （图2），杂交信号明亮，信噪比
高，没有发现信号数量和位置的变异，杂交结果可
信。

象，就是每年栉孔扇贝大规模死亡发生在夏季高温

期；时间上由南及北的传染病样波及[22]。HSP70在

机体抵抗环境胁迫中的重要作用使其吸引了更多

研究者的目光‘16，23-26]。目前栉孔扇贝HSP70的研

究均集中在RNA及蛋白水平的研究‘7，16】，而在DNA

水平的研究并无报道。本研究首次将栉孔扇贝

HSP70定位于其染色体上，为在 DNA 水平研究

HSP70，如基因连锁、遗传定位等工作打下了基础，

这些研究也必将为栉孔扇贝 HSP70的深入功能研

究提供支持。

    栉孔扇贝染色体的研究始于上世纪90年代初，

王梅林等[27]报道了栉孔扇贝的核型。然而在之后的

十年时间里，并无进一步的研究报道。究其原因，

是因为更高分辨率的细胞遗传学技术，如 FISH技

术等，没有被引入栉孔扇贝的染色体研究上，所以无

法获得更加精确的研究成果。近年来，Huang等[17]

和 zhang等[18】开始利用 FISH技术在栉孔扇贝染色
体上成功地定位了 18S核糖体RNA基因以及组蛋
白基因，为栉孔扇贝染色体的研究揭开了新的篇

章。目前，单个染色体的鉴别成为栉孔扇贝染色体

研究中亟待解决的问题，单条染色体的鉴别对于染

色体微切割、非整倍体的鉴定及全基因组测序安装

等均具有重要的应用价值[19]。在各种染色体鉴别的

方法中，利用 FISH技术开发染色体特异性探针是

3讨论
    在栉孔扇贝疾病暴发中有一个值得注意的现

Fig. 2   The HSP70-containing BAC clone CFB123C08 was

          localized to the long arms of a pair of homologous

  chromosomes of Chlamys farreri (indicated by arrows). The

HSP70-containing chromosomes were zoomed in and showed

in the right top insert figure. Bar = 5 p.m

    图1 BAC质粒的检测与标记

    Fig.l    Examination of the BAC plasmid and the labeling of the probe

a：H．质粒CFB123C08;M．分子质量标准；I．插入片段；V载体。b：P探针：M．分子质量标准

  a:H. the plasmid CFB123C08; M. marker;I. Insert fragments;v. vector. b:P_probe; M. marker



一种很有前途的染色体鉴别方式。而在 FISH探针

的选择上，相对于其他类型的探针 （如简单重复序

列、多拷贝基因），大片段克隆由于序列独特和来

源丰富的优点成为染色体特异性探针最好的来源。

在部分海洋贝类中，已经利用大片段克隆作为探针

开发了一些染色体特异性探针，成功鉴别了一些染

色体。Wang等[28]利用9个Pl克隆以及染色体的形
态特 点成功 的鉴别 了东方牡 蛎 （Crassostrea

virginica）的10条染色体。使用大片段克隆鉴别栉

孔扇贝染色体的工作也已经开始，Zhang等[29]利用
8个Fosmid克隆鉴别了8条染色体。在本研究中，

包含栉孔扇贝 HSP70的克隆被只定位于一对同源

染色体上，使其成为另一个理想的染色体特异性探

针。同时与Zhang等‘29]使用随机克隆来进行染色体

鉴别不同，本研究中使用的 BAC克隆有明确的功

能基因标签 （HSP70基因），这大大方便了研究结

果在国内外不同实验室之间的比较和应用。

    BAC-FISH技术在模式生物以及其他常见陆生

动植物中已经有很成熟的应用。然而对海洋贝类而

言，其应用尚处在启动阶段。本研究通过对实验流

程的优化，得到了稳定的实验结果。我们认为，要

在海洋贝类中发展和应用BAC-FISH技术，应当注

意下面一些关键的环节。  首先是染色体的制备，

分散良好、形态清晰且细胞质含量少的高质量染色

体片是BAC-FISH技术成功的首要条件；其次，由

于 BAC质粒是单拷贝质粒，而探针的合成需要一

定量的较高纯度的质粒，能否获得足量高纯度的

BAC质粒是另外一个关键，高品质成品试剂盒的使

用是获得良好效果的保证；最后，Cot-l DNA的应

用是使杂交信号与背景分开的关键因素。尽管有文

献报道，部分大片段克隆的BAC-FISH实验中无需

使用Cot-l DNA[30];然而本实验发现，对于大多数

的克隆，不使用Cot-l DNA将导致整个基因组的均
匀着色，无法判定杂交信号。因此足量的Cot-l DNA

的使用是BAC-FISH成功与否的关键因素。

    HSP70基因以其重要的功能受到了众多研究

者的重视。在对栉孔扇贝的先天免疫的研究中也发

现了HSP70参与生物抗胁迫反应的证据[16]，为其在

实际生产中应用提供了基础。本研究率先对栉孔扇

贝HSP70的染色体定位展开了研究，将包含栉孔扇

贝HSP70的BAC克隆定位到了一对同源染色体上。

在今后 的工作中，如果能够利用与 HSP70连锁的分

子标记将其定位 到遗传连锁 图谱上；同时 以 BAC

基因组文库为基础构建高密度物理图谱，则可实现

该基因在染色体 、遗传连锁图谱、物理 图谱 的同时

定位，为 HSP70更加深入细致的功能研究和实际应

用提供坚实的基础 。
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Abstract: Zhikong scallop (Chlamys farreri) is one of key species in the marine aquaculture of China. Till

present, the disease control is the main issue and many subjects were focused on disease- resistance and

stress-related genes. Heat shock protein 70 (HSP70) shows diverse functions in the anti-stress reaction and

pathogen-resistance reaction. However, the studies on HSP70 in C. farreri were mainly on a sequence analysis

and expression profile, there is no result about the gene localization of HSP70. In this study, with the support of a

BAC DNA library of C. farreri, a HSP70-containing BAC clone, CFB123C08, was mapped to the iong arms of a

pair of homologous chromosomes of C. farreri using BAC-FISH. This study would facilitate further studies on

the HSP70 0f C farreri. And as the first attempt of chromosomal mapping of low-copy genes in C. farreri, this

study would promote the researches on the chromosome identification of C. farreri.


