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摘要! '+[S是丝裂原活化蛋白激酶"V,A[#家族重要成员!参与应激反应和动物体轴的构

建$ 为了进一步了解'+[家族在动物发育中的功能!首次分离和克隆了金鱼 !"#! 基因!研究

了!"#! 在金鱼和斑马鱼组织特异性和胚胎发育特异性表达状况$ 金鱼 !"#! 基因 K=+,总长

% ><? 9P!其中阅读框 % #<! 9P!编码 ?!$ 个氨基酸$ 对 !"#! 基因序列及其推导的氨基酸序列

进行同源性分析!结果显示!!"#! 基因在脊椎动物较为保守!金鱼!"#! 基因核苷酸序列与斑马

鱼%人的同源性分别为 <?7%\和 B$7>\!金鱼!"#! 基因氨基酸序列与斑马鱼%人的同源性分别

为 <<7>\和 <!7?\$ !"#! 基因在鱼类成体中的表达存在着显著的组织差异!在金鱼和斑马鱼

脑和精巢组织的表达具专一性!此外在斑马鱼心脏中也检测到 !"#! 的表达$ *]CA3*检测结

果显示!在鱼类胚胎发育中!神经胚期开始检测到 !"#! 基因 E*+,表达!从神经胚到心跳期

胚胎!!"#! 基因表达水平逐渐增高!此后直至出膜一直保持较高的表达水平$ 研究表明!!"#!

基因可能在鱼类后期的胚胎发育和成体脑%精巢与心脏发育中具有重要作用$

关键词! 金鱼& 斑马鱼& '+[!& 胚胎发育

中图分类号! ^>B;& 0<%>&&&&&&&文献标识码',

&&'+["KC'WR +CO8QEGRF6ZGRFS8S#是对高温&渗透

压变化&紫外线&=+,损伤剂&蛋白质抑制剂&炎症

细胞因子反应强烈的一类丝裂原活化蛋白激酶

"EGO5X8RCFKOGYFO8L PQ5O8GR ZGRFS8S!V,A[#家族重

要成员!'+[与上游激活分子和下游效应分子组成

一个准确高效的信号转导体系!在细胞分裂&分化&

凋亡&癌变及免疫反应中起着重要的调控作

用'% :!(

) 在脊椎动物中已检测到!"#%&!"##&!"#! 基

因'?(

!它 们 分 别 编 码 ?; ZW '+[%

'"(

! "? ZW

'+[#

'" :;(和 ?B ZW '+[!

'>(

) '+[% 和 '+[# 广泛

表达于各组织中!'+[% 和 '+[# 在哺乳动物个体

发育特别是神经系统的形成和分化中具有重要作

用!!"#% 和 !"## 基因敲除小鼠会导致胚胎致

死'B :<(

) '+[!在哺乳动物中仅限表达于脑&心脏

等组织'!!B :<(

!研究证实!"#! 基因是小鼠神经发育

相关基因'%$ :%%(

) 本研究室以金鱼为实验材料研究

了蛋白磷酸酶和蛋白磷酸酶 _,在脊椎动物体内

的分 化 表 达 模 式'%# :%!(

) 本 研 究 选 用 金 鱼

"$%&%''()'%)&%*)'%)&%*)'#和斑马鱼"+%"(, &-&(,#

为研究材料!探讨 !"#! 基因在鱼类胚胎发育和成

体不同组织中的分化表达模式!以进一步掌握

'+[S家族在动物个体发育中的功能)
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%&材料与方法

"#"$实验材料

实验用*红帽子+金鱼购自长沙市花鸟市场

"太平街商贸城花鸟鱼市场#!暂养于鱼池内) 在

繁殖季节!选取已达性成熟的雌雄性金鱼!通过人

工挤卵和人工授精获得金鱼受精卵!将受精卵置于

培养皿中静水孵化获取不同发育时期的金鱼胚胎)

实验中所用斑马鱼购自武汉中国科学院水生生物

研究所) 养殖于循环水养殖系统!通过人工调节光

周期对斑马鱼进行催产!采集斑马鱼受精卵!置于

培养皿中静水孵化!获取不同发育时期的胚胎)

选取已达性成熟的金鱼"雌雄各 ! 尾!平均体

长约为 %# KE#与斑马鱼"雌雄各 ; 尾!平均体长

约为 !7" KE#剪鳃放血后!分别取其肝脏&精巢&

卵巢&脑&肾脏&肌肉&心脏&鳃和鳍等 < 种组织)

上述所取不同时期胚胎及成体组织样品置于

:B$ `暂存)

"#%$实验方法

金鱼!"#! 基因 K=+,全长克隆&&保守片

段的分离$从金鱼精巢组织中提取总 *+,!K=+,

反转录试剂盒 " *8Y8QO,GL .GQSOSOQFRL K=+,

0HON8SGS[GO% .8QE8ROFS公 司 # 进 行 *8Y8QS8

]QFRSKQGPOG5R反应) 根据已报道的斑马鱼 !"#! 基

因"a8RUFRZ FKK8SSG5R RWE98Q$RE$$%$!>>$%#保

守序列设计一对简并引物 '% 和 '# "'%$ "bC

a33]]]]a]3,aaa]]]]aC!b!'#$"bC,],a]]C

,3a3,33a]]aa3C!b#) 以K=+,为模板!引物

'% 和'# 进行 A3*!A3*反应总体积 #$

!

-"A3*

.%/EGI # c溶液 %$

!

-!灭菌1

#

(>

!

-!逆转录产

物K=+,模板和正负引物各 %

!

-#) A3*反应条

件为 <? ` " EGR%<? ` !$ S!"? ` !$ S!># ` ?"

S!!$ 个循环%># `延伸 > EGR!? `保存) %7"\

的琼脂糖凝胶电泳检测 A3*产物!切下目的条

带!试剂盒回收纯化&克隆后测序)

!b*,32方法$特异引物 '! 和 '? "'!$ "bC

3,a33,,3aa]a3a],,3]C!b! '?$ "bC3aa,C

aa]3,]33]aaa3,]C!b#是根据已获得的金鱼

!"#! 基 因 保 守 片 段 设 计) 使 用 A5M8QSKQGPO

*8Y8QS8]QFRSKQGPOFS8试剂盒 "购自 365RO8KN 公

司#获取 !bK=+,!取 %

!

-作为模板!用 '! 和 %$

c)AV混合引物"65RX $7?

!

E56@-"bC3],,]C

,3a,3]3,3],],aaa3,,a3, a]aa],]3C

,,3a3,a,a]C!b%SN5QO#

!

E56@-"bC3],,],C

3a,3]3,3],],aaa3C!b# 进 行 A3* 反 应!

A3*总体积 #$

!

-"A3*.%/EGI # c溶液 %$

!

-!

灭菌1

#

(>

!

-!逆转录产物K=+,模板和正负引

物各 %

!

-#!反应条件为 <? ` " EGR%<? ` !$ S!

># ` # EGR!" 个循环%<? ` !$ S!;! ` !$ S!>#

` # EGR!" 个循环%<? ` !$ S!;$ ` !$ S!># ` #

EGR!#" 个循环%># `延伸 > EGR!? `保存) 为提

高扩增效率及扩增的特异性!将上述A3*产物稀

释 ?$ 倍!取 %

!

-作模板!用引物 '? 和 +)A"%$

!

E56@- "bC,,a3,a]aa],]3,,3a3,a,a]C

!b#进行A3*反应!A3*总体积 #$

!

-!反应体系

同上!A3*反应条件为 <? ` " EGR%<? ` !$ S!"<

` !$ S!># ` # EGR!!$ 个循环%># `延伸 > EGR!

? `保存) %7"\的琼脂糖凝胶电泳检测后切下

目的带!试剂盒回收&克隆后测序)

"b*,32方法$根据已获得的金鱼 !"#! 基因

保守片段设计用于 "b*,32的特异引物 '" 和 ';

"'"$ "bCa3]333]a],]a3]3]3]]aa3C!b!';$ "bC

]a]33,3]]]a3]]]]a3]3C!b#) 使 用 A5M8QSC

KQGPO*8Y8QS8]QFRSKQGPOFS8试剂盒"购自 365RO8KN

公司#获取 "bK=+,!取 %

!

-作为模板!用 '" 和

%$ c)AV混合引物进行 A3*反应) 第一次 A3*

反应条件 <? ` " EGR%<? ` !$ S!># ` # EGR!"

个循环%<? ` !$ S!;! ` !$ S!># ` # EGR!" 个循

环%<? ` !$ S!;$ ` !$ S!># ` # EGR!#" 个循环%

># `延伸 > EGR!? `保存) 第二次 A3*反应条

件为 <? ` " EGR%<? ` !$ S!"; ` !$ S!># `

# EGR!!$ 个循环%># `延伸 > EGR!? `保存)

A3*反应体系及流程同 !b*,32)

*]CA3*检测!"#! 基因的表达&&分别选取

已达性成熟的金鱼&斑马鱼!进行人工催产获取不

同发育时期的胚胎材料$两细胞期&多细胞期&囊胚

期&原肠期&神经胚&视原基&脑泡期&肌肉效应期&

心跳期&眼色素期&体色素期和出膜期) 选取健壮

的金鱼&斑马鱼!剪鳃放血数分钟后迅速摘取 > 种

不同的组织$肝脏&精巢&卵巢&脑&肾脏&肌肉&心

脏&鳃和鳍) 利用 A*(V2a,试剂盒提取上述胚

胎或组织总*+,) 根据金鱼&斑马鱼 !"#! 基因序

列设计*]CA3*所用的引物aC%&aC#&_C%&_C#"表

%#) A3*反应总体积 #$

!

-"A3*.%/EGI # c溶液

%$

!

-!灭菌1

#

(>

!

-!逆转录产物K=+,模板和

正负引物各 %

!

-#) A3*反应条件为 <? ` " EGR%

!"#
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<? ` !$ S!"# ` !$ S!># ` ?" S!!$ 个循环%># `

延伸 > EGR!? `保存) #\琼脂糖凝胶电泳检测

A3*产物) 以
!

0%1*("作为实验内参)

#&结果

%#"$金鱼!"#! 基因核苷酸序列及氨基酸序列

取金鱼性腺总 *+,进行 *]CA3*) 根据已

报道的斑马鱼 !"#! 基因 "a8RUFRZ FKK8SSG5R

RWE98QRE$$%$!>>$%#保守序列设计简并引物 '%

和'#) 用引物'% 和'# 扩增出!"#! 部分基因片段

并设计引物'! 和 '?!进行 !b*,32!获得 B$$ 9P

左右的 =+,带!克隆后经酶切鉴定&测序!得到

>;? 9P 序列) 根据已获得的 !"#! 序列设计 "b

*,32引物 '"&';!获得 ?$$ 9P 左右的 =+,条

带!克隆后酶切鉴定&测序!序列长度为 !>< 9P

序列)

将上述序列拼接得到金鱼 !"#! 基因全序列

"a8RUFRZ FKK8SSG5R RWE98Q$.'%B!?B?#"图 %#!该

K=+,全长 % ><? 9P!"b非编码翻译区 #?< 9P%!b

非编码翻译区 ##! 9P"不包括 P56H",##!其中阅

读框 % #<! 9P!编码 ?!$ 个氨基酸)

表 "$&'(所用引物及其序列

)*+#"$),-./01-/234&'(

样本

SFEP68

引物名称

PQGE8QRFE8S

引物序列

PQGE8QS8dW8RK8S

金鱼

X56L8R TGSN

aC% "bC],]]]aa]3,a]]aa]]a3C!b

aC# "bC3,]]3]]]a]]3]3]33]3aC!b

斑马鱼

e89QFTGSN

_C% "bCa33]]]]a]3,aaa]]]]aC!b

_C# "bC,],a]],3a3,33a]]aa3C!b

实验内参

GRO8QRF6

Q8T8Q8RK8

!

0%1*("

" f#

"bC33a]a,33]a,3]a,3],33]3C!b

!

0%1*("

" :#

"bC,],33a3,,a,]]33,],333C!b

$"#
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图 "$金鱼!"#! 基因核苷酸及蛋白质序列

506#"$!"#! 6-7-789:-3;0<-*7<*1073 *90<2-=8-79-3463:<402,9>?@

%#%$金鱼!"#! 基因序列分析

使用UG52LGO>7$ 对金鱼以及 a8R9FRZ 中已

发表的斑马鱼&非洲爪蟾&小鼠&牛&人等 ; 种脊椎

动物的!"#! 基因序列及其推导的氨基酸序列进

行同源性分析"图 #!图 !#) 金鱼 !"#! 基因核苷

酸序列与斑马鱼&非洲爪蟾&小鼠&牛&人的同源性

分别为 <?7%\!>>7<\!B$7;\!;>7>\!B$7>\%

所推导的氨基酸序列的同源性分别为 <<7>\!

<#7#\!<!\!>B7!\!<!7?\)

%#!$!"#! 在金鱼"斑马鱼成体不同组织 1(?@

表达水平检测结果

提取金鱼肝脏&肌肉&卵巢&精巢&大脑&肾脏&

心脏&鳃及尾鳍 < 种不同组织*+,!先后进行了 !

次重复*]CA3*实验!检测了 !"#! 基因在不同组

织中的表达!并使用生物软件 a2-CA*(对 ! 次

A3*产物的凝胶图进行了半定量灰度分析!A3*

扩增图谱显示!!"#! 基因可在金鱼脑和精巢组织

中检测到!其在脑组织中的表达量最高!精巢组织

次之!其它 > 种组织中均未检测到 !"#! 基因表达

"图 ?#)

对斑马鱼成体的肝脏&肌肉&卵巢&精巢&大

脑&肾脏&心脏&鳃及尾鳍 < 种不同组织 !"#! 基因

E*+,检测结果显示!脑和精巢组织中有 !"#! 基

因的表达!与金鱼不同的是!在斑马鱼心脏中也检

测到有!"#! 基因的表达"图 "#)

%#A$!"#! 基因在金鱼"斑马鱼不同发育时期胚胎

1(?@表达水平检测结果

检测了两细胞期&多细胞期&囊胚期&原肠期&

%"#
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神经胚&视原基&脑泡期&肌肉效应期&心跳期&眼

色素期&体色素期和出膜期共 %# 个不同发育时期

金鱼胚胎!"#! 基因的表达"图 ;#) 金鱼受精卵&

囊胚及原肠胚等早期发育胚胎中均未检测到

!"#!) 自神经胚开始!随着胚胎发育!!"#! 基因表

达量逐渐增高)

!"#! 基因在斑马鱼胚胎发育过程中的表达与

金鱼检测的检测结果相一致!在神经胚发育期之

后!!"#! 基因的表达随着胚胎发育逐渐增强)

图 %$金鱼"斑马鱼"爪蟾"小鼠"牛和人 B 种脊椎动物!"#! 基因核苷酸序列比对

506#%$!"#! 6-7-789:-3;0<-2-=8-79-*7*:C20243/63:<402,#D-+/*402,#E-73.82#1382-#+32#*7<,81*7

图 !$金鱼"斑马鱼"爪蟾"小鼠"牛和人 B 种脊椎动物 F?G! 氨基酸序列比对

506#!$F?G! *1073 *90<2-=8-79-*7*:C20243/63:<402,#D-+/*402,#E-73.82#1382-#+32#*7<,81*7

&"#
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图 A$!"#!基因在金鱼 H种不同组织中1(?@水平的表达

%7肝% #7精巢% !7卵巢% ?7脑% "7肾% ;7肌肉% >7心% B7鳃% <7鳍)

506#A$),-1(?@-E./-2203734!"#! 07

63:<402,<044-/-7;;0228-2

%76GY8Q% #7O8SOGS% !75YFQH% ?79QFGR% "7ZGLR8H% ;7EWSK68% >7

N8FQO% B79QFRKNGF% <7TGR7

图 I$!"#! 在斑马鱼 H 种不同组织中1(?@水平的表达

%7肝% #7精巢% !7卵巢% ?7脑% "7肾% ;7肌肉% >7心% B7鳃% <7鳍)

506#I$),-1(?@-E./-2203734!"#! 07

D-+/*402,<044-/-7;;0228-2

%76GY8Q% #7O8SOGS% !75YFQH% ?79QFGR% "7ZGLR8H% ;7EWSK68% >7

N8FQO% B79QFRKNGF% <7TGR7

图 B$!"#! 基因在金鱼不同发育时期

胚胎1(?@水平的表达

%7两细胞期% #7多细胞期% !7囊胚期% ?7原肠胚期% "7神经

胚% ;7视原基% >7脑泡期% B7肌肉效应期% <7心跳期% %$7眼

色素期% %%7体色素期% %#7出膜期)

506#B$),-1(?@-E./-2203734!"#! 0763:<402,-1+/C3

%7OM5 K866SSOFX8% #7EW6OGCK866SSOFX8% !796FSOW6F6% ?7XFSOQW6F%

"7R8WQW6F% ;75POGKPQGE5QLGWE% >79QFGR Y8SGK68% B7EWSK68

E5Y8E8RO% <7N8FQOC98FO% %$78H8 PGXE8ROFOG5R% %%795LH

PGXE8ROFOG5R% %#7NFOKNGRX 6FQYF87

图 J$!"#!在斑马鱼不同发育时期胚胎1(?@水平的表达

%7两细胞期% #7多细胞期% !7囊胚期% ?7原肠胚期% "7神经

胚% ;7视原基% >7脑泡期% B7肌肉效应期% <7心跳期% %$7眼

色素期% %%7体色素期% %#7出膜期)

506#J$),-1(?@-E./-2203734!"#! 07

D-+/* 402,-1+/C3

%7OM5 K866SSOFX8% #7EW6OGCK866SSOFX8% !796FSOW6F6% ?7XFSOQW6F%

"7R8WQW6F% ;75POGKPQGE5QLGWE% >79QFGR Y8SGK68% B7EWSK68

E5Y8E8RO% <7N8FQOC98FO% %$78H8 PGXE8ROFOG5R% %%795LH

PGXE8ROFOG5R% %#7NFOKNGRX 6FQYF87

!&讨论

'+[通路是真核细胞中重要的信号通路!许

多研究证实 '+[家族参与哺乳动物组织器官发

育调控'% :;(

) 通过同源克隆的方法!本文首次获

得了金鱼的 !"#! 基因 K=+,全序列 "a8RUFRZ

FFKK8SSG5R RWE98Q.'%B!?B?#) 使用 UG52LGO>7$

对金鱼以及a8RUFRZ 中已发表的斑马鱼&非洲爪

蟾&小鼠&牛&人等 ; 种脊椎动物的 !"#! 基因序列

及其推导的氨基酸序列同源性分析表明!!"#! 基

因在脊椎动物中具有较高的保守性) 用 V2a,

!7% 构建 ; 种脊椎动物 !"#! 基因的系统发育树

"图 B#) 金鱼与斑马鱼 !"#! 基因处于同一分支

上!!"#! 基因的系统发育关系与传统的动物分类

基本一致!值得注意的是!哺乳类中已报道的牛

!"#! 基因与其他 " 种动物相去甚远!独立成为

一支)

图 K$B 种脊椎动物!"#! 基因系统发育树

506#K$&,C:36-7-;09;/--34!"#!

""#
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&&在脊椎动物中!!"#S基因家族中 !"#% 和 !"##

基因在组织内广泛表达'B :< (

) 研究显示 !"#! 基

因特异表达于鱼类脑和精巢组织中!特别是在脑

组织中高量表达) 这一结果与已报到的哺乳动物

中的研究基本相一致!!"#! 基因都表现出高度组

织特异性表达的特性) !"#! 基因在金鱼和斑马鱼

胚胎发育中的分化表达研究表明!!"#! 基因在金

鱼&斑马鱼胚胎发育早期没有表达!神经胚之后

!"#! 基因开始表达!该结果进一步证实 !"#! 基因

的表达与鱼类神经系统的发育密切相关) 近年来

研究发现!!"#! 基因参与哺乳动物神经细胞凋亡

的调控!在帕金森综合症&阿尔茨海默和中风等神

经退行性疾病中发挥着重要作用'%%!%?(

) 在 %< 种

来源于人脑瘤细胞的细胞系中均未能检测到!"#!

基因的表达'>(

!其研究表明 !"#! 基因表达的缺失

可能对于脑瘤的产生起着重要的作用) 值得关注

的是!在斑马鱼心脏组织中检测到 !"#! 基因的表

达!然而在金鱼心脏中却未检测到)

'+[家族采用 V,A[家族高度保守的三级

激酶级联传递信号"'+[[[

"

'+[[

"

'+[#!以

此将细胞外信号逐级放大并传导到细胞内乃至细

胞核!把膜受体结合的胞外刺激物与细胞质和细

胞核的效应分子连接起来'%!%" :%;(

) '+[通过对

底物的磷酸化和去磷酸化!调节下游效应分子的

活性'?!%>(

!继而启动某些效应基因的转录'%B :#$(

)

新近报道了哺乳动物生殖细胞发育调控蛋白

0A,a<"R5Y86NWEFR SP8QECFSS5KGFO8L FROGX8R <#

的功能与'+[S密切关联!表明'+[S可能参与生

殖细胞的分化调控'#% :##(

) *]CA3*&g8SO8QR 965O&

免疫组织化学技术检测黄鳝不同生殖发育时期生

殖腺中!"#% 基因的表达!发现!"#% 基因在黄鳝卵

巢中E*+,及蛋白表达水平非常高%随着卵巢组

织的退化和精巢组织发育!间性性腺中 !"#% 基因

的表达呈下调性变化%至雄性阶段!!"#% 基因在精

巢中的表达则进一步被抑制'#!(

) '+[蛋白特异

性抑制剂处理!进一步确定了 '+[在鱼类卵巢及

卵母细胞发育中具有重要的调控功能"待发表#)

本研究中亦发现!"#! 基因在鱼类雌&雄性腺中的

表达也存在着显著差异$精巢组织中有显著表达!

而在卵巢组织中未检测到!提示 !"#! 基因可能是

鱼类精巢组织分化和发育的重要调控基因) 进一

步确定'+[家族在鱼类性别决定和性腺发育中

的功能!并深入研究它们在鱼类生殖发育中的相

关调控机制!势必为掌握鱼类性腺分化过程及机

理提供新的线索和基础)
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