
重者 xss∗ yss ªÙ个∀如果密度过大o吊绳承受不了o清

贝检查也很不方便∀

uqv 企鹅珍珠贝合适养殖水层的试验

从表 v 可见o水深 t∗ x ° o除水深 t ° 成活率稍

低外o其余各水层成活率相差不大o都在 |t h 以上o

但生长速度以 u∗ w ° 较快∀ 作者认为离水面 t ° 的

水层o环境日夜变化大o尤其在夏天!冬天o白天和夜

晚水温度变化大o对贝体的生长不利∀ 水深 x ° 生长

稍慢o是饵料种类数量较 u∗ w ° 水层少o还是那里水

温稍低o还有待进一步试验∀ 因为大连水产学院

kt|{sl认为水越深生长越好o是由于较深水层饵料供

应较好又没有充分利用∀ 而谢玉坎认为合浦珠母贝在

热带海区的生长o表层比底层好o是表层水温高o在适

温范围内水温越高o生长越快≈u ∀

v 小结

  平均壳高 yqw ¦° 以上的企鹅珍珠贝中大贝的适

宜养殖方式为开放式∀适宜的养殖水层为水面下 u∗ w

° o为了充分利用水体o可参考吊养∀ 为了操作方便o

吊养密度为壳高 y∗ ts ¦° 中大贝 ty∗ us个Ù串o壳高

ts ¦° 以上大贝 y∗ tv个Ù串∀
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正交设计法在文昌鱼同源框基因 ΠΧΡ 引物设计中的应用3

ΑΠΠΛΙΧΑΤΙΟΝ ΟΦ ΟΡ ΤΗΟΓ ΟΝΑΛ ∆ΕΣΙΓ Ν ΙΝ ΤΗΕ ∆ΕΣΙΓ Ν ΟΦ

ΠΧΡ ΠΡ ΙΜΕΡ ΦΟΡ ΑΜΠΗΙΟΞΥΣ ΗΟΜΕΟΒΟΞ Γ ΕΝΕ

王 勇t  郎刚华u  徐永立t  张培军t

kt中国科学院海洋研究所 青岛 uyysztl
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  在 °≤ � 实验中o°≤ � 实验结果的好坏主要是靠

引物来保证的∀ 因此o在合成引物之前除了作人工检

查外o往往需要对所设计的引物进行计算机检查∀ 一

是检查在引物内部是否有发夹结构o二是检查引物对

之间是否有较多的互补碱基o三是计算引物的 Τ ° 值∀

这已经成了引物设计中必不可少的步骤∀ 现在的计算

机软件只能对序列确定的引物k即不含有简并碱基l

进行分析o如果所要分析的是简并的引物o那么需要

将每一种可能的序列写出来o逐一分析∀ 这样一来o对

于简并程度较高的引物o分析起来就相当困难∀ 本文

在文昌鱼同源框基因的 °≤ � 扩增实验所需引物的设

计中o采用了正交设计法o获得了令人满意的结果∀

t 方法

这对引物中o一条引物的核苷酸序列为}

¬  ­  ®  ¯   °  ±   ²

x. p � × k�Ù≤ l �� k≤Ù× l � × k≤Ù× l �≤ � × ≤ k×Ù� l k�Ù≤ l� ≤ k×Ù�lk�Ù≤ l� × � ≤ p v.

≠ � ≠ � ≠ � ≠ � ≠ � ≠ �  ≠ �

Ξ  这就有 tu{种分子∀如果逐一写出序列o输入计算

机o那么所耗费的时间与精力实在太大了∀ 而用正交

设计法o只需写出 {种序列即可达到目的∀ 在这里o把

简并碱基位点当作正交设计中的因子o把每一个简并

位点上的简并碱基当作同一个因子的不同水平∀ 因为

{t 海洋科学
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该引物序列中共有 z 个简并的碱基位点o每种简并的

碱基均有两种情况o因此在这种情况下o因子数为 zo

每个因子均为 u水平因子k罗马数字表示因子序号o阿

拉伯数字表示水平序号lo这就是一个 u水平 z因子实

验o所以选用 �{ku
zl 正交表k见表 tl∀ 根据 �{ku

zl正

交表就可列出该引物的正交表k见表 ul∀ 由表

表 1 Λ8k2
7l正交表

试验号
列号

t u v w x y z

t t t t t t t t

u t t t u u u u

v t u u t t u u

w t u u u u t t

x u t u t u t u

y u t u u t u t

z u u t t u u t

{ u u t u t t u

u可知o只需写出 {种排列组合的引物序列o就可以代

表全部排列组合的特点∀

表 2  引物序列正交表3

组号
碱基位点

¬ ­ ® ¯ ° ± ²

t � ≤ ≤ × � × �

u � ≤ ≤ � ≤ � ≤

v � × × × � � ≤

w � × × � ≤ × �

x ≤ ≤ × × ≤ × ≤

y ≤ ≤ × � � � �

z ≤ × ≤ × ≤ � �

{ ≤ × ≤ � � × ≤

3 在这里o组号就是指试验号o碱基位点就是指列号∀

u 结果

在表 u 中o每一组就代表一种经排列组合得到的

引物序列∀ 在写出引物序列时o凡是位于简并位点的

碱基o都根据表 u的排列写出∀ 结果如下}

� �� ��� �∂   ∂ ∂ �∂ ��

序列 t x. p � × � �� ≤ � × ≤ �≤ � × ≤ × �� ≤ × �� × � ≤ p v.

序列 u x. p � × � �� ≤ � × ≤ �≤ � × ≤ � ≤ � ≤ �≤ � × � ≤ p v.

序列 v x. p � × � �� × � × × �≤ � × ≤ × �� ≤ �≤ � × � ≤ p v.

序列 w x. p � × � �� × � × × �≤ � × ≤ � ≤ � ≤ × �� × � ≤ p v.

序列 x x. p � × ≤ �� ≤ � × × �≤ � × ≤ × ≤ � ≤ × ≤ � × � ≤ p v.

序列 y x. p � × ≤ �� ≤ � × × �≤ � × ≤ � �� ≤ ��� × � ≤ p v.

序列 z x. p � × ≤ �� × � × ≤ �≤ � × ≤ × ≤ � ≤ ��� × � ≤ p v.

序列 { x. p � × ≤ �� × � × ≤ �≤ � × ≤ � �� ≤ × ≤ � × � ≤ p v.

v 讨论

由于该引物是一套简并的引物o因此在评估该套

引物的设计质量时o应考虑这 tu{ 个序列的集合所表

现出的总体特征o而不应看重个别的引物序列k因

°≤ � 反应中o引物参与反应的方式是随机的l∀如果其

总体特征符合要求o那么该套引物也就符合要求∀ 而

这个集合的总体特征是根据正交表中的排列o通过抽

取了 { 个序列进行检查后得出的o这一做法的可靠性

又是由正交设计法本身的理论基础所保证的∀ 因此o

将正交设计法用于 °≤ � 引物设计在理论上是可行的∀

根据正交设计法的原理o根据表 u 所列出的 { 种

排列组合的引物序列o就可以代表所有排列组合的引

物序列∀对这 {个序列进行计算机分析的结果o基本上

代表了所有的简并序列∀例如o在所检查的这 {个序列

中oΤ ° 值的最高值是 zu ε o最低值是 yy ε ~而在全部

tu{个序列中oΤ ° 值的最高值也是 zu ε o最低值也是

yy ε o这表明这 { 个序列的 Τ ° 值范围可完全代表

tu{ 个序列的 Τ ° 值范围∀ 又比如o假设在所检查的 {

个序列中o有两个序列含有发夹结构o即有 ux h 的序

列含有发夹结构o这表明在 tu{个序列中也有 ux h 左

右的序列含有发夹结构∀ 从以上分析也可看出o待分

析的序列数从 tu{ 减少到 {o在不影响分析正确性的

前提下o工作量减少到原来的 tÙty∀ 用同样方法对另

一条引物也进行了分析o并据此对这一对引物序列进

行了多次改进∀ 用改进的引物进行 °≤ � 扩增后o获得

了令人满意的实验结果k结果待发表l∀

当然o以上所讨论的是一种比较简单的情况∀ 我

们经常会遇到水平数不等的多因子情况o这时应根据

实际情况选用最合适的正交表o例如o假定某引物序

列中有 v个位点为 �Ù�Ù≤Ù× w个碱基简并o其余 y个

位点均为 u个碱基简并∀在这里o有 v个因子为 w水平
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因子oy 个因子为 u 水平因子o则应选用 �tykw
v≅ uyl

正交表∀ 正交表的选择可参考有关正交设计法的文

献≈tou ∀
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鳗鲡营养液研制报告

ΤΗΕ ΠΡ ΕΠΑΡ ΑΤΙΟΝ ΟΦ ΝΥΤΡ ΙΕΝΤ ΣΟΛΥΤΙΟΝ ΦΡ ΟΜ ΕΕΛΣ
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α  运用营养学及传统医学理论o采用酶解等技术o

提取鳗鱼头之精华o辅于补气益血中药组方o两者相

得益彰制成鳗鲡营养液∀ 本研究旨在一方面合理利用

鳗鱼头潜在的营养保健功能o做到物尽其用o提高鳗

鲡下脚料的经济效益∀ 另一方面o克服传统上人们对

鳗鲡的烹调食用方法简单o影响其营养健身功能的发

挥之不足o满足老!弱!病人的特殊需要∀

t 材料与方法

tqt 材料

tqtqt 原料 鳗鲡kΑνγ υιλλαl鱼头o厦门龙和烤

鳗厂提供∀ 原料一般成分}水分 zzqw h o灰分 wqu h o

脂肪 zqx h o粗蛋白 tsqu h ∀

tqtqu 配料 中药!甜味剂等∀

tqtqv 试剂 枯草杆菌中性蛋白酶 � ¶tqv|{o

zs sss单位Ùªo无锡酶制剂厂生产∀

tqu 方法

tquqt 工艺流程 鳗鲡鱼头ψ 漂洗控水ψ 匀浆

ψ 酶解ψ 分离ψ 超滤ψ 脱腥脱色ψ 调配ψ 灌封ψ 消

毒ψ 成品

tququ 分析方法 ktl游离氨基酸态氮测定}甲

醛滴定法∀kul 挥发性盐基氮测定}微量扩散法∀kvl矿

物质分析}原子吸收法∀ kwl游离氨基酸测定}高效液

相色法∀

u 实验结果

uqt 选择最佳酶解条件实验

采用枯草杆菌中性蛋白酶 � ¶tqv|{ 作为鳗鲡鱼

头水解酶o 分别考察加酶量!水解时间!水解温度对水

解效果的影响∀ 以游离氨基酸态氮衡量水解效果∀

uqtqt 酶解时间的确定  固定加酶量 squ h o

水解温度 xs ε o 观察不同时间的水解效果o结果如图

t∀随着酶解时间的延长o 氨基酸态氮的生成量逐渐增

多o但作为衡量水产物质量的指标挥发性盐基氮的生

成量亦不断增加o当水解时间达 z «时o水解物中挥发

性盐基氮的生成量已接近初级腐败的水平o这是由于

原料中原有的微生物作用造成产品质量下降所至∀ 因

此o选择酶解时间时o在追求高的氨基酸态氮的生成

量的同时o应考虑到微生物的腐败作用∀ 根据图 t 的

结果o将酶解时间控制在 y «以内∀

uqtqu 加酶量的确定 固定水解温度 xs ε o水

解时间 w «o 比较不同加酶量对水解效果的影响∀如图

u 所示o随着加酶量的增加o 水解速度逐渐加快o当加

酶量超过 tqs h 时o基本达到饱和状态o 因此选择加

酶量为 tqs h 为宜∀

uqtqv 水解温度的控制  固定加酶量 sqw h o

水解时间 w «o考察 vx∗ ys ε 不同时间的水解情况o

su 海洋科学
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