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重金属暴露铜锈环棱螺全组织均一化 cDNA文库构建
及表达序列标签特征分析
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摘要:构建 cDNA文库是寻找生物新功能基因的有效手段。采用 SMART技术构建了重金属铜和镉暴露铜锈环棱螺全组织均

一化 cDNA文库 , 文库库容为 1.78×106克隆 , 重组率大于 99%。从初始文库中随机挑取 6 000个克隆进行测序 ,获得 5 473个

高质量表达序列标签(ESTs)序列。经聚类分析得到 3 961个 Unigene(平均长度为 815 bp),其中包含 897条重叠群(Contigs),

3 604条单拷贝 EST序列(Singlets), 冗余度为 27.63%。对 ESTs序列进行相似性功能分类(COG)、标准基因词汇体系(GO)功

能分类和基因与基因组(KEEG)代谢途径的生物信息学分析。结果表明此文库含有大量的生长发育 、细胞信号传导机制和生

物防御机制等相关基因 ,为进一步筛选铜锈环棱螺功能基因奠定了生物信息学基础 , 也为发展铜锈环棱螺毒理效应研究提供

了丰富的信息资源。
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Abstract:ConstructionofnormalizedcDNAlibraryisanavailabletoolforidentifyingnovelgenesoforganisms.In

thepresentstudy, acDNAlibraryofBellamyaAeruginosaexposedtoheavymetalsthroughSMARTtechniquewas

constructed.ThetierofcDNAlibrarywas1.78×10
6
plaques, witharecombinantrateofmorethan99%.6 000

clonesselectedrandomlyand5 473 expressedsequencedtags(ESTs)wereobtained.Afterprocessing, atotalof

3 961 unigenescomprising897contigsand3 064singletswereobtained, andtheredundancywas27.63%.Analy-
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sisofESTusingCOG, GOandKEGGshowedthatalargegroupofgenesrelatedtogrowingdevelopment, signal

transductionmechanismsofcells, defensemechanismswereobtainedinthepresentcDNAlibrary.Thenormalized

cDNAlibrarydevelopedinthepresentstudyprovidesavaluableresourceforfurtherresearchonfunctionalgenes

andecotoxicologytoBellamyaAeruginosa.

Keywords:BellamyaAeruginosa;heavymetal;normalizedcDNAlibrary;expressedsequencedtags(ESTs)

　　环境重金属污染物主要指生物毒性强的镉 、铅 、

铬和相对较强的锌 、铜 、钴 、镍 、锡 、钒等 ,这些重金属

具有来源广 、毒性强并且在生物体内具有累积效应

的特性 。同时 ,重金属因密度较大(ρ>4.0)而易于

在沉积物中累积 ,当水环境和沉积物环境发生变化

时 ,吸附在沉积物中的重金属则会向水体释放 ,进而

对水生态系统安全造成长期影响 。目前 ,通常是通

过分析环境各介质中的化学浓度水平来表征重金属

的潜在风险 。重金属在环境中以多种形态存在 ,如

碳酸盐结合态 、铁锰氧化物结合态 、有机结合态和硫

化物结合态以及残渣态等
[ 1]
,只有那些具有生物可

利用性的重金属才能被生物吸收进而对生物健康产

生不利影响
[ 2]
,仅仅通过基于对环境介质化学分析

进行重金属的风险评估可能会高估重金属的生态风

险
[ 3]
,这就可能导致对环境重金属污染控制的 “过

保护”和对污染控制目标不明确 。因此 ,在分析环境

重金属化学水平的基础上 ,选择合适的指示生物来

评价重金属污染导致的生物健康效应 ,可以更加客

观地反映环境重金属污染潜在的生态毒理效应 ,对

开展沉积物重金属的环境风险评价和沉积物生境质

量基准研究具有重要意义 。

　　铜锈环棱螺(BellamyaAeruginosa),属软体动物

门(Mollusca)、腹足纲(Gastropoda)、田螺科(Vivipari-

dae),在我国淡水水体包括浅水河流和湖泊中广泛分

布 ,主营底栖生活 ,摄食沉积物中有机碎屑 、细菌和藻

类等 ,在淡水生态系统中底栖食物网的物质循环和能

量流动过程中发挥着重要作用
[ 4]
。最近的研究表明 ,

铜锈环棱螺对重金属如镉和铅污染具有较高的敏感

性
[ 5-7]
,抗氧化酶包括超氧化物歧化酶(SOD)和过氧

化氢酶(CAT)均能够被重金属显著诱导 ,因此铜锈环

棱螺可作为一种监测环境重金属尤其是沉积物重金

属污染的敏感指示物种。与各种生化水平上的酶活

性变化相比 ,分子水平上的变化能够更加及时反映环

境污染物包括重金属的污染状况 ,同时可揭示污染物

影响生物的作用过程和内在发生机制 ,并为筛选敏感

分子标志物提供信息学基础 。

　　通过构建 cDNA文库进行大规模表达序列标签

(expressedsequencedtags, ESTs)测序被证明是一种

研究基因表达和寻找新基因的有效方法
[ 8]
,已经被

广泛用于筛选和发现新基因 、非目标基因的表达图

谱分析 、基因组序列的功能注释以及连锁图谱的构
建等诸多研究中

[ 9-11]
,而 SMART技术通过均一化消

减高丰度表达基因的拷贝数来提高获取低丰度表达

基因信息的可能性 ,因此 SMART技术极大促进了生
物基因组学的研究进展 ,加快了生物基因组学在各

领域的广泛应用 。然而 ,到目前为止关于铜锈环棱
螺基因组学和蛋白组学上的研究还未见有报道 。因
此 ,本研究从分子水平揭示环境重金属对生物的发

生机制与过程 ,筛选可用于监测环境重金属污染的
敏感标志物;构建了重金属暴露铜锈环棱螺的均一

化 cDNA文库;获得 5 473条与各种生理生化过程相

关的高质量 ESTs序列;为进一步开展铜锈环棱螺的
生态毒理学研究奠定了丰富的生物信息学基础 。

1　材料与方法(Materialsandmethods)

1.1　实验材料

1.1.1　化学试剂

　　Trizol试剂和 TrimmerDirectkit试剂盒购自 In-

vitrogen, SMARTcDNALibraryConstructionKit试剂

盒购自 Clonetech, cDNA回收试剂盒购自 Promaga,

CuCl2(纯度 >98%)和 CdCl2(纯度 >99%)购自

Fluka,其他化学试剂购自北京化学试剂公司(优级

纯)。所用引物合成和 EST测序由上海生物工程公

司完成 。

1.1.2　实验生物

　　性成熟铜锈环棱螺采自北京郊区某自然池塘壳

高(21.05±2.06)mm;体重(2.07±0.52)g。采回后

在实验室流水养殖(实验用水为经过活性炭过滤的

自来水),期间水温(22±1)℃,每天投喂新鲜莴苣

菜叶和人工配合饵料。

1.2　实验方法

1.2.1　重金属暴露铜锈环棱螺

　　正式实验开始前 ,按照急性毒性的标准方法确

定铜离子和镉离子对性成熟铜锈环棱螺的 96 h半

致死浓度范围 ,然后分别将 10只性成熟铜锈环棱螺

持续暴露在 0、0.01、0.05、0.10、0.15、0.20、0.25和
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0.30mg·L
-1
的铜离子和 0、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、

3.5和 4.0 mg·L
-1
镉离子浓度条件下 96 h,根据死

亡率计算出铜离子和镉离子对铜锈环棱螺的 LC50 -

96 h值分别为 0.17 mgCu
2+
·L

-1
(0.14 -0.20 mg

Cu
2 +
·L

-1
)和 2.72 mgCu

2 +
·L

-1
(2.41 -3.07 mg

Cu
2 +
·L

-1
)。根据急性毒性实验结果 ,取 30只性成

熟铜锈环棱螺随机分成 3组(10只 /组),分别暴露

在标准实验水 (空白)、 1/10 LC50 -96 h即 0.02 mg

Cu
2 +
·L

-1
、0.3mgCd

2+
·L

-1
的暴露体系中 。实验期

间每天配置暴露溶液并更换 50 %,保持水温 21±

1℃,光周期为 14(白):10(暗),并每天投喂新鲜莴

苣菜叶 。在暴露 1周后取环棱螺腹足 、鳃 、肝脏 、肾

脏 、肠 、消化腺和性腺(精巢和卵巢)等组织立即置

于液氮冻存并长期保存。

1.2.2　提取组织总 RNA

　　取上述液氮冻存的铜锈环棱螺组织在液氮保护

下充分研磨成粉末 ,充分混匀后取适量粉末转移至

Trizol试剂中 ,迅速混匀后室温静置 5min。加入 100

μL氯仿混匀 ,然后 14 000 rpm离心 5 min。取 700

μL上清液转移至一新的离心管中 ,加入 500 μL核

酸共沉剂 ,混匀后冰浴 10 min。 4℃离心 10 min,弃

上清液 。用 100 μL灭菌水(含 1% DEPC)溶解沉淀

RNA至全溶。加入 200 μL氯仿 /酚混合液 ,剧烈振

荡 30s,离心 5 min。取上清液加入 600 μL无水乙

醇 ,混匀冰浴 10min,然后离心 10min。用 75%酒精

(含 1%DEPC)洗涤沉淀 2次 ,然后去除残留酒精至

近干 ,加入 10 μL灭菌水(含 1% DEPC)溶解 RNA。

紫外分光光度计测定 OD230, 260, 280进行定量 ,同时进

行 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测 RNA质量 。

1.2.3　cDNA合成

　　取 1.5μL(大约 2 μg)RNA溶液置于灭菌离心

管 ,加入 1.5 μL无 RNA酶水 、1μLCDS-3M、 1 μL

SMARTOligoIV引物 ,混匀后置于 80℃水浴 2 min、

冰浴 2 min,短暂离心收集上清液 。向离心管内加 2

μLBuffer、1 μLdNTP(2.5 mM)、1 μLDTT、 1 μL

MMLV-H,混匀后 42℃水浴 1.5 h完成逆转录。取 4

μL逆转录产物 ,加 8 μL5' PCRPrimer、4 μLdNTP

(2.5 mM)、 20 μLBuffer、4 μLDNApolymerase和

140μL灭菌水 ,混匀后做 4等分。随后进行 PCR扩

增:95℃, 10 s;68℃, 30 s;72℃, 60s。反应完成后用

PCR回收试剂盒纯化回收 cDNA,溶于灭菌水后置

于 -20℃保存备用 。

1.2.4　cDNA均一化与文库构建

　　严格按照 Clontech的 SMARTcDNALibrary

ConstructionKit试剂盒操作说明构建 cDNA文库 。

取 7 μL纯化的 cDNA(约 1.2 μg)与 4μL杂交缓冲

液 、5 μL灭菌水充分混合 , 然后温浴:98℃ 2 min,

68℃ 5 h。反应停止后加入 5 μL双链特异核酸内

切酶(DSN)缓冲液 、1 μL不同浓度的 DSN酶液 ,混

匀 。置于 68℃温浴 25 min后加 10 μLEDTANa2
(10mM)终止反应 。加 20 μLddH2O混匀置于 -20

℃备用。取 1 μL经以上均一化处理的 cDNA, 以

PCRPrimerM1和 PCRPrimerM2为引物进行二轮

扩增 。然后取 50μL第二轮扩增产物相继经蛋白酶

K和 Sfi内切酶处理 ,纯化大于 500bp片段。回收片

段与 λTriplEx2载体连接过夜(16℃)后直接转入大

肠杆菌感受态细胞 ,构建原始文库。

1.2.5　文库库容与质量鉴定

　　将 XL-blue接于 LB培养基中 ,过夜培养后离心

收集菌体 ,然后用 MgSO4(10 mM)悬浮 。取 0.5, 0.

05和 0.025 μL原始文库置于 200μLXL-blue中 ,培

养 30 min后平铺于 90 mmLB/MgSO4平皿中 ,再继

续培养至出现噬菌斑 ,计数库容 。

　　随机挑取 24单克隆菌斑于 PCR管中 ,加 25 μL

反应液 ,以 M13通用引物进行 PCR扩增 ,电泳检测

文库平均插入片段大小 ,同时根据插入片段计算重

组率。

1.2.6　ESTs测序与分析

　　随机挑选 6 000个克隆菌斑进行测序(委托上

海生工生物工程技术服务公司完成序列测试)。利

用 Blastn和 Blastx对去除载体和引物序列的 Uni-

geneEST序列进行比对和聚类分析 (http://www.

ncbi.nlm.nih.gov),同时利用相似性功能进行分类

(COG)、标准基因词汇体系(GO)功能分类和基因与

基因组(KEEG)等数据库对 Unigenes序列进行功能

分类 、功能与代谢途径分析
[ 12]
。

2　结果与分析 (Resultsandanalysis)

2.1　RNA分离与 cDNA合成

　　提取铜锈环棱螺全组织总 RNA的 OD260 /280为

2.04, OD230/260为 2.00。经琼脂糖凝胶电泳可见总

RNA18s和 28s条带清晰(见图 1a),这说明提取的

RNA质量较高可以用于后期 cDNA合成 。同时对电

泳的结果发现 ,本研究提取铜锈环棱螺的总 RNA的

28s条带亮度仅为 18s条带亮度的 1/10,这与九孔鲍

(Haliotisdiversicolorsupertexta)
[ 13]
、中国对虾(Fen-

neropenaeuschinensis)
[ 14]
、锯缘青蟹 (Scyllaserra-

ta)
[ 15]
等无脊椎动物总 RNA电泳结果一致 ,但与提

取的脊椎动物总 RNA明显不同
[ 16-17]

,这说明无脊椎
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动物核糖体 RNA亚基组成与脊柱动物存在显著差

异 。

　　将总 RNA逆转录得到 cDNA单链 ,随后经 PCR

扩增后形成双链 cDNA。琼脂糖凝胶电泳显示合成

的双链 cDNA片段主要在 500-5 000 bp之间 ,并且

高丰度表达的基因更多集中在 1 000 -3 000 bp之

间(见图 1b),这与锯缘青蟹和杂色鲍的 cDNA片段

大小相近
[ 15, 18]

。另外 ,本研究采用逆转录总 RNA成

cDNA进行后继扩增和均一化。这与分离 mRNA后

逆转录成 cDNA方法相比
[ 15, 18]

,本方法可以有效减

少分离 mRNA过程中生物信息的丢失 ,为筛选有效

敏感标志物基因奠定了物质基础。

图 1　铜锈环棱螺组织(a)总 RNA, (b)Marker,

(c)双链 cDNA

Fig.1　TotalRNAof(a)BellamyaAeruginosa,

(b)Marker, (c)doublestrandcDNA

2.2　均一化 cDNA文库构建

　　均一化 cDNA经两轮 PCR扩增后 ,进行电泳检

测(见图 2)。电泳的结果显示与处理前相比 ,经 0.5

UDSN和 1UDSN酶处理的 cDNA条带呈现弥散

性且更加均匀 ,高丰度基因得到明显消减(见图 2d,

e)。生物体绝大多数基因属于中丰度或低丰度表达

基因 ,即在单个细胞中含 1-15个拷贝 ,而高丰度基

因 ,在单个细胞中含量最高可达 5 000个左右拷贝 ,

约占总表达量的 25%
[ 19]
,这种丰度差异为基因筛选

与分析带来不便。本文采用 SMART技术有效降低

了高丰度表达基因含量而富集低丰度表达基因 ,实

现不同丰度表达基因的均一化 ,为筛选和分析目标

基因奠定了基础。

图 2　均一化前后的双链 cDNA(a)Marker

(300-10 000 bp);(b)均一化前的双链 cDNA;

(c)0.25UDSN处理的双链 cDNA;(d)0.5UDSN

处理的双链 cDNA;(e)1.0UDSN处理的双链 cDNA

Fig.2　DoublecDNAbeforeandafterDSNtreatment

(a)Marker(300-10 000bp);(b)doublestrandcDNA;

(c)normalizedcDNAwith0.25UDSN;(d)normalized

cDNAwith0.5UDSN;(e)normalizedcDNAwith1.0 UDSN

2.3文库质量分析

　　一个高质量文库的基本参数包括文库重组克隆

介于 5×(10
5
-10

7
),重组率大于 90%,插入 cDNA片

段不小于 300 bp,且平均插入片段不小于 1 kb
[ 20]
。

图 3　PCR检测文库插入片段大小　M:Marker(300-10 000bp);1-23表示质粒插入片段

Fig.3　AveragesizeofinsertsofcDNAlibrary.M:Marker(300-10 000bp);1-23:insertedfragments



第 3期 安立会等:重金属暴露铜锈环棱螺全组织均一化 cDNA文库构建及表达序列标签特征分析 285　　

本文构建的文库库容为 1.78×10
6
克隆 。随机挑选

24个克隆菌斑 ,以 M13正向引物和 M13反向引物

进行 PCR扩增 ,插入片段均大于 500 kb(见图 3),

重组率为大于 99 %,符合构建文库的基本参数 ,说

明该文库质量好 ,可用于后继目标基因筛选和分析 。

2.4　ESTs测序与聚类分析

　　从文库中随机挑取 6 000个克隆进行测序 ,去

除空载序列后获得 5 746条有效序列;对 5 746条序

列进行分析 ,去除低质量序列后获得高质量 EST序

列 5 473条 。对 5 473条序列进行聚类分析 ,获得

3 961条平均长度为 815 bp的 Unigenes, 其中包含

897条重叠群 (Contigs), 3 604条单拷贝 EST(Sin-

glets),非重复序列占 72.37%,冗余度为 27.63%,

这些数据说明本研究建立的均一化 cDNA文库是一

个高质量文库 ,并且具备进一步信息挖掘的潜力 ,为

后继目标基因筛选和功能分析奠定了生物信息学基

础 。

2.5　ESTs序列比对与生物信息学分析

　　对 3 961条 Unigene序列经 Genebank的核酸数

据库(Nr)做同源比对 , 643条 ESTs序列得到功能注

释 。其中 57条是通过文昌鱼的基因组得到注释 ,如

谷胱甘肽-S-转移酶 、精氨酸激酶以及假设蛋白(hy-

potheticalprotein);29条是通过非洲爪蟾的基因组

得到的注释 ,如丝氨酸蛋白酶 、抑制素相似蛋白 、核

糖蛋白和假设蛋白等;18条是通过鼠的基因组得到

注释 ,包括 GTP酶 、几丁质酶 、蛋白酶 、NADH脱氢酶

和超氧化物歧化酶(铜)等;15条是通过斑马鱼的基

因组得到注释 ,如 GTP酶 、细胞色素 P450酶和丙酮

脱氢酶等;7条是通过人的基因组得到注释 ,如金属

硫蛋白 、球蛋白 D和三磷酸激酶 A等 ,其余则是通

过蛤仔和海葵等基因组得到注释 ,包括钙依赖的蛋

白激酶 、超氧化物歧化酶 (铜)和谷氨酰胺合成酶

等 。与非冗余蛋白库 (Nt)(E-value<10
-5
)做同源

比对 , 2 315条 ESTs得到功能注释 ,占总数的 58.

4%。与 Swissprot蛋白库(E-value<10
-10
)进行同源

比对 , 1 846条 ESTs得到功能注释 ,占总数的 46.

6%。经以上 3个数据库查询比对后 ,有 1 600条

ESTs序列没有得到注释 ,因此我们认为是本研究新

发现的基因 ,这些基因既丰富了现有的无脊椎动物

遗传信息 ,也为后期筛选新功能基因提供了材料。

　　对获得的 3 961条 Unigene序列按其序列相似

性功能进行分类(clustersoforthologousgroupsofpro-

teins, COG), 789条序列(E-value<10
-10
)具有相似

性功能 。将其按照功能分类 ,蛋白质翻译后修饰与

转换相关基因(143条 , 18.12%)、一般功能相关基

因(140条 , 17.14%)和蛋白翻译 ,以上两类 ESTs序

列占 Unigene总量的 1 /3以上 ,这说明该文库含有丰

富的高丰度表达基因 。另外 ,核糖体结构和生物源

相关基因(71条 , 9.00%)、脂肪转运和代谢相关基

因(57条 , 7.22%)、氨基酸转运和代谢相关基因(43

条 , 5.45%)、能量转换相关基因(36条 , 4.56%)、碳

水化合物转运和代谢相关基因(35条 , 4.44%)、无

机离子转运和代谢相关基因(30条 , 4.18%)、转录

相关基因(25条 , 3.80%)、细胞骨架相关基因(24

条 , 3.17%)、次生代谢 、生物合成 、转运和异化分解

相关基因(23条 , 3.04%)、复制 、重组和修复相关基

因(21条 , 2.92 %)、细胞信号传导机制相关基因

(19条 , 2.66 %)、辅酶转运和代谢相关基因(16条 ,

2.41%)、核酸转运和代谢相关基因 (15条 , 2.

03%)、细胞膜相关基因(11条 , 1.90%)、细胞循环

的控制 、细胞分裂 、染色体分区相关基因(11条 , 1.

39%)、细胞分泌和转运相关基因(10条 , 1.39%)、

染色质结构相关基因(9条 , 1.27%)、RNA加工和修

复相关基因 (8条 , 1.14%)、防御机制相关基因(6

条 , 1.01%)、细胞运动相关基因(3条 , 0.76%)和未

知功能的基因 (33条 , 0.38%), 共计 23类 (见图

4),以上的 ESTs序列功能分类结果说明本文库包含

了铜锈环棱螺的丰富生物学信息 。

图 4　ESTs序列的 COG功能分类图

Fig.4　COGclassificationofidentifiedESTs

accordingtoputativegenefunctions

　　根据标准基因词汇体系(geneontology, GO)原
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则对获得的 3 961条 ESTs序列进行 GO分类(E-

value<10
-10
)。结果表明有 517个 ESTs属于细胞组

分(cellularlocation, 13.1%), 1 264个 ESTs涉及分子

功能(molecularfunction, 31.9%), 938个 ESTs涉及

生物学过程(biologicalprocess, 23.7%)(见图 5)。其

中 , 517个涉及细胞组分的 ESTs中 , 166条 ESTs序列

与细胞及细胞组份功能相关。 1 264个涉及分子功能

的 EST序列中 , 1 033条 ESTs序列具有分子绑定功

能 , 377条 ESTs序列具有离子通道功能 , 124条 ESTs

序列具有催化活性(catalyticactivity), 12条 ESTs序

列具有酶调节活性 , 7条 ESTs具有抗氧化活性(an-

tioxidantactivity), 4条具有信号转导功能 。 938个涉

及生物学过程功能的 ESTs中 , 115条 ESTs序列与生

物代谢相关 , 104条 ESTs序列与细胞生物学过程相

关 , 36条 ESTs序列与生物合成过程相关 , 11条 ESTs

序列与生物受到刺激后的反应相关。

图 5　铜锈环棱螺基因的 GO功能分类

Fig.5　GOclassificationofgenesfromcDNAlibraryofBellamyaAeruginosa

　　Blastp(x)软件对 3 961条 Unigene序列与

KEGG数据库的途径进行比对(E-value<10
-5
)。其

中 2 038条序列注释到对应的生物代谢途径中 ,并

得到包括类固醇合成代谢 、脂肪酸合成与代谢 、氧化

磷酸化过程和离子信号途径等多个生物生理功能注

释图谱 ,这为进一步定位基因功能提供了可靠的信

息学依据。

2.6　与重金属胁迫相关的 ESTs

　　环境重金属包括生物体正常生理功能需要的铜

锌等必需重金属和镉汞铅等非必需金属 。无论必需

和非必需重金属 ,在超出一定浓度后都能够导致生

物体正常生物学功能发生紊乱 ,并引起肾脏 、肝脏 、

心脏 、免疫和神经组织产生应激反应。其中 ,生物体

抗氧化系统是生物抵御外源胁迫包括重金属暴露的

第一道防线。 Roh等
[ 21]
发现铅和镉等重金属能够

诱导线虫(Caenorhabditiselegans)热休克蛋白 、金属

硫蛋白 、细胞色素 P450家族蛋白 、谷胱甘肽 -S-转

移酶 、超氧化物歧化酶 、过氧化氢酶 、P53和细胞凋

亡等多个基因的表达。本研究中 ,采用了 SMART技

术对混合的 cDNA进行均一化 ,有效消减了高表达

基因丰度同时提高了低表达基因丰度 ,最终测得文

库 ESTs序列有 7条与抗氧化相关 , 3条与谷胱甘肽-

S-转移酶相关 , 2条与细胞色素 P450家族相关 , 1条

与超氧化物岐化酶有关 。另外 ,在对所得 ESTs进行

功能分类发现还有一些涉及离子通道和信号通道的

ESTs序列 ,这说明除了传统的作用机制 ,重金属胁

迫有可能涉及铜锈环棱螺的离子通道和信号通道 。

本文所构建的 cDNA文库中还得到了生物解毒重金

属胁迫的蛋白即金属硫蛋白 ,该序列与玉黍螺 Litto-

rinalittorea(AAK56498.1)金属硫蛋白氨基酸序列

具有 44%相似性 ,与扁蜗牛 Nesiohelixsamarangae

(ACC17831.1)金属硫蛋白氨基酸序列具有 42%相

似性 ,这说明本文所得即为铜锈环棱螺的金属硫蛋

白 EST序列 ,并被重金属诱导表达 。同时 ,另外一种

解毒重金属胁迫的蛋白即铁蛋白在本文库中也被测

出 ,该序列与海兔 Aplysiacalifornica(ABF21074.1)
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铁蛋白氨基酸序列具有 82%相似性 ,与太平洋牡蛎

Crassostreagigas(AAP83793.1)铁蛋白氨基酸序列
具有 81%相似性。从本文构建 cDNA文库所得 ES-

Ts可以看出 ,铜锈环棱螺受到环境重金属胁迫后会

调动多种机制进行解毒 ,这个过程涉及到多种生理
生化途径和多个基因的参与 。因此 ,为了揭示无脊

椎动物受到重金属胁迫后的具体解毒机制和筛选监

测预警环境重金属污染的敏感标志物 ,有必要在下
一阶段通过高通量基因技术如芯片扫描筛选与重金

属暴露相关的特异表达基因。
　　综上所述 ,本研究建立了铜锈环棱螺的均一化

cDNA文库 , 库容为 1.78 ×10
6
克隆 , 重组率大于

99%,获得了 3 961条 Unigene(平均长度为 815

bp),冗余度为 27.63%。该文库为深入研究铜锈环

棱螺的功能基因奠定了生物信息学基础 ,为筛选监

测环境重金属污染的分子标志物基因提供了丰富的

信息资源。

通讯作者简介:安立会(1975—), 男 , 环境科学博士 , 副研究

员。主要研究方向为污染物的环境(生态)毒理学和生态风

险评价 , 发表学术论文 20余篇。
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