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改良 3′ cDNA 末端快速扩增 PCR 法筛选扇贝抗菌肽基因 
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摘  要：目的  应用改良 3′ cDNA 末端快速扩增 PCR 法（rapid amplification of cDNA ends，RACE）筛选扇贝抗菌肽基因。

方法  设计 M13 和 T7 启动子分别修饰的基因特异性引物（gene special primer，GSP）、锚定引物，提取扇贝血淋巴总 RNA
进行改良 3′ RACE 和 5′ RACE，获得 cDNA 准全长序列并在 GenBank 中进行同源性比较。结果  从扇贝血淋巴中获得 3 个

cDNA 的 3′端序列基因和 1 个准全长 cDNA（544 bp），在 GenBank 中未发现与之高度同源的基因。结论  从扇贝血淋巴中

获得的 1 个准全长 cDNA、3 个 cDNA 的 3′端序列可能属于新基因。应用改良 3′ RACE 能钓取含抗菌肽保守序列的新基因片

段，该方法可行。 
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Screening for antimicrobial peptide genes in scallop by improved PCR method of 
rapid amplification of 3′ cDNA ends 
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Abstract: Objective  To  screen antimicrobial peptide genes from scallop with improved PCR method of 3′ rapid amplification of 
cDNA ends (RACE). Methods  Gene special primers and anchor primers modified by promoters M13 and T7 were designed. Total 
RNA was extracted from scallop and amplified by improved PCR method of 3′ RACE and 5′ RACE to obtain the full-length cDNA of 
antimicrobial peptide genes. The homology of the sub-full-length cDNA sequence was blasted in GenBank. Results  Three 3′ end 
cDNA sequences and one sub-full-length cDNA (544 bp) were obtained. There was no similar gene in homology in GenBank. 
Conclusion  One sub-full-length cDNA and three cDNAs 3′ end sequences from scallop hemolymph may be new genes. It is available 
to use improved PCR method of RACE to screen gene fragments containing antimicrobial peptide conserved sequence. 
Key words: scallop; antimicrobial peptide; PCR method of rapid amplification of 3′ cDNA ends (RACE); gene 

双壳贻贝抗菌肽和牡蛎抗菌肽是目前研究热

点[1-4]。贻贝抗菌肽是一类阳离子型、富含半胱氨

酸的、具有抗特定微生物活性的小分子多肽，贻贝

防御素（mytilus galloprovincialis defensins，MGDs）
是其中一类[5]。绝大多数贝类抗菌肽是其血细胞防

御体系的重要组成部分[6]。目前多采用固相萃取、

反相 HPLC 法等从其血清中直接获得贻贝抗菌肽[2,5]。

因抗菌肽的分子小，含量少，分离提纯难度大，天

然资源有限，因此利用基因工程技术对抗菌肽进行

表达成为大量生产抗菌肽的有效途径。RT-PCR
（reverse transcription polymerase chain reaction）、嵌

套 PCR 和 RACE（rapid amplification of cDNA ends）
法已被广泛应用[7]。根据已知抗菌肽的保守序列设

计引物，可以更加方便地钓取抗菌肽基因[8-10]。中

国对虾肽基因等生物抗菌肽 cDNA 成功的克隆表明

利用现代分子生物技术结合基因工程方法是获得大 
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量新抗菌肽的快捷方法 [7]。本课题采用改良 3′ 
RACE 对扇贝抗菌肽基因进行了筛选，寻找一种新

的、简便的抗菌肽基因筛选方法。 
1  材料 

TOP10 高效率感受态细菌、pCR4-TOPO Vector、
TRIzol Reagent、Platinum Taq DNA 高保真聚合酶、

RACE 试剂盒均购自 Invitrogen 公司。pGEM-T Easy 
Vector Systems、RNasin、Tfl DNA 聚合酶、RT System、

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System 均购自

Promega 公司。100 bp DNA Ladder Marker 购自华美

生物工程公司和 Takara 宝生物工程（大连）有限公

司。测序工作由上海生物工程有限公司完成。 
2  方法和结果 
2.1  改良 3′RACE 法从扇贝血淋巴筛选抗菌肽基

因和序列分析 
2.1.1  扩增未知基因 cDNA3′端的引物的设计  改
良 3′RACE 法正向引物根据贻贝抗菌肽 MGDs 基因

的保守序列设计基因特异性引物（gene special 
primer，GSP），并在 5′端修饰 M13 启动子序列

M13-GSP；反向引物采用 5′端修饰 T7 启动子序列

的简化锚定引物 T7-(dT)12N，其中引物中下划线部

分为启动子序列。 
第一次 PCR 引物对中，正向引物为 M13-MGDs 

5′-ACAATTTCACACAGGAGATTGAGGTG-3′，RT
引物/反向引物有 3 个锚定引物（T7-(dT)12N），分

别为锚定引物 1： 
5′-ACGACTCACTATAGGGTTTTTTTTTTTTC-3′，
锚定引物 2： 

5′-ACGACTCACTATAGGGTTTTTTTTTTTTG-3′，
锚定引物 3： 

5′-ACGACTCACTATAGGGTTTTTTTTTTTTA-3′。 
第二次 PCR 引物中，正向引物为 M13 序列

5′-ACAATTTCACACAGGA-3′，反向引物为 T7 启

动序列 5′-ACGACTCACTATAGGG-3′。 
2.1.2  改良 3′RACE 法扩增扇贝抗菌肽未知基因

cDNA 的 3′端序列  扇贝血淋巴总 RNA 反转录后，

以 M13-MGDs、锚定引物、M13 和 T7 引物进行改

良 3′ RACE 扩增，用 2%琼脂糖凝胶电泳鉴定，从

扇贝中扩增出 3′端长度为 200～800 bp的基因片段，

见图 1。 

 
M-100 bp DNA ladder Marker  1-3′RACE products 

图 1  3′RACE 产物琼脂糖凝胶电泳图 
Fig. 1  Agarose gel electrophoresis of 3′RACE products 

按 Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System 试

剂盒说明将上述 3′ RACE 产物电泳回收纯化。使用

无菌的、低 DNA 结合力的 0.65 mL 离心管，将纯

化后的3′ RACE产物和pGEM-T Easy质粒载体连接

后进行转化。利用碱裂解法小量提取重组质粒，采

用 PCR 法 筛 选 阳 性 克 隆 ， 使 用 正 向 引 物

5′-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3′和反向

引物 5′-TCACACAGGAAACAGCTATGAC-3′，取

PCR产物长度有差异的克隆菌进行DNA序列分析，

结果见图 2。 

琼脂糖凝胶电泳中的 4、5、11、20 号阳性克隆

的插入片段序列，即未知基因 cDNA 的 3′端序列， 

 

 
M-100 bp DNA ladder Marker  1—20-PCR product of No.1—20 clone 

图 2  PCR 法筛查 pGEM-T Easy 重组质粒阳性克隆琼脂糖凝胶电泳图 
Fig. 2  Agarose gel electrophoresis for screening positive clone of pGEM-T Easy recombinant plasmid by improved PCR method 
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长度分别为 609、254、621、699 bp，通过 BLAST
程序搜索 GenBank 核酸数据库，未发现与之高度同

源的基因。 
2.2  5′ RACE 法扩增 5 号阳性克隆插入基因 cDNA
的 5′端序列及序列分析 

以 3′ RACE 产物所在的感兴趣的 5 号克隆设计

MGDs-GSP5 5′-GTTCAGCAAAGGGTTACCTGGA 
G-3′，结合 RACE 试剂盒中的自带引物进行 5′ 
RACE，5′ RACE 的具体操作步骤按试剂盒方法进

行。5′ RACE 扩增得到长度约 500 bp 的基因片段，

见图 3。 

    
M-100 bp DNA ladder Marker  1-5′ RACE product 

图 3  5′ RACE 产物琼脂糖凝胶电泳图 
Fig. 3  Agarose gel electrophoresis of 5′RACE product 

将上述 5′ RACE 产物电泳回收纯化后，使用无

菌的低 DNA 结合力的 0.65 mL 离心管，将纯化后

的 5′ RACE 产物和 pCR4-TOPO 质粒载体连接后转

化到 TOP10 感受态细菌，利用碱裂解法小量提取重

组质粒，PCR 法筛选阳性克隆，使用 M13 正向引

物 5′-GTAAAACGACGGCCAG-3′和 M13 反向引物

5′-CAGGAAACAGCTATGAC-3′，3 号阳性克隆重组

质粒 PCR 产物长度在 500～700 bp，见图 4。 

 
M-100 bp DNA ladder Marker  1—5-PCR product of No.1—5 clone 

图 4  PCR 法筛查 pCR4-TOPO 重组质粒阳性克隆琼脂糖

凝胶电泳图 
Fig. 4  Agarose gel electrophoresis for screening positive 

clone of pGEM-T Easy recombinant plasmid by 
improved PCR method 

经测序得到它的插入片段序列，即 5 号阳性克

隆插入基因 cDNA 的 5′端序列，长度为 448 bp，与

其 3′端序列拼接后得到长度为 544 bp 的准全长

cDNA。5 号克隆插入基因全长 cDNA 序列通过

BLAST 程序搜索 GenBank 核酸数据库，未发现与

之高度同源的基因。 
3  讨论 

RACE技术能快速有效地获得低丰度mRNA全

长 cDNA。根据已知的 cDNA 序列设计引物，利用

PCR 技术扩增 5′、3′端 cDNA，然后从两个有互相

重叠序列的 5′RACE 和 3′RACE 产物中可以获得全

长 cDNA，也可以分析 5′、3′端顺序，合成相应引

物进行再次扩增，得到全长 cDNA[10-11]。由于抗菌

肽基因一级结构中具有保守序列的特点，据此设计

GSP，能快捷地获得新抗菌肽基因。李文楚等[12]根

据天蚕 cecropin A 设计 GSP，克隆得到与其同源性

的柞蚕抗菌肽 cecropin A。Kim 等[13]利用退火对照

引物差异显示PCR和5' RACE从受到外源剌激的凤

蝶幼虫体内找到与已知鳞翅类抗菌肽 cecropins 高

度相似的抗菌肽 papiliocin。 
本实验根据贻贝抗菌肽 MGDs 保守序列设计

GSP，从扇贝血淋巴中钓取可能与贻贝 MGDs 有较

高同源性的抗菌肽基因。双壳类 MGDs 的 N-末端

有 2 个保守氨基酸顺序框架（对应于 12 个及以上保

守碱基序列）。一般约 10 个保守碱基序列就能满足

GSP 设计需要。因此，实验针对 MGDs 保守序列设

计相应 GSP。由于经典的 RACE 方案中的锚定引物

为多酶切位点-(dT)12MN，引物数量较多（3 组 12
个）[14-15]，因此，实验采用 Liang 等[16]mRNA 差异

显示 PCR 简化了的 3 个锚定引物(dT)12N（N 为 A，

C 或 G）。为提高 PCR 的特异性，本实验采用嵌套

PCR，M13 和 T7 序列作为嵌套引物。本实验采用

SuperScript III RT 逆转录酶，提高了反转录的效率；

采用高保真酶进行 PCR，并挑取多个克隆，进行多

次测序，以确认 PCR 反应过程中是否有碱基突变。

在未构建 cDNA 文库的情况下，实验采用改良 3′ 
RACE 和 5′ RACE，在扇贝中钓取得到 3 个 3′端
cDNA 片段和 1 个未知基因准全长 cDNA。通过

BLAST 程序搜索 GenBank，未发现与之高度同源的

基因。提示该未知基因可能是新基因；或根据同源

保守序列克隆出的含同源序列的基因未必都与目的

基因相关；或出现阳性克隆漏筛。实验结果表明，

虽然通过该方法钓取到含抗菌肽保守序列的新基因

 

 

 

M  1 

500 bp→ 

500 bp→ 

M 1  2  3  4  5 



现代药物与临床    Drugs & Clinic    第 26 卷  第 5 期    2011 年 9 月 

 

• 396 • 

片段，但尚未获得与 MGDs 高度同源的基因片段，

说明此筛选方案需要进一步改进。本课题组将继续

深入分析本实验钓取到的基因片段，并进行抗菌及

抗肿瘤后续实验研究[17]。 
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