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摘要： 嗅觉是鱼类感知周围环境的重要工具，可能参与生殖洄游的过程。嗅觉由嗅觉
受体(olfactory receptor)基因所编码的受体蛋白识别气味分子所引发，主嗅觉受体(MOR)基
因是数量最大的一类嗅觉基因，可识别水溶性气味分子。为了弄清刀鲚定居型与洄游型
种群的主嗅觉基因差异，本研究通过RACE技术获得了洄游型刀鲚MOR-2AK2基因，其开
放阅读框长度972 bp，为单外显子结构，可编码323个氨基酸残基。预测表明，MOR-
2AK2基因所编码的蛋白为7个疏水性的α-螺旋跨膜结构，属于G-蛋白偶联受体。对10种
组织所作的定量分析表明，MOR–2AK2基因在嗅囊和性腺中的表达量远远高于其他组织
器官，并且嗅囊中的表达量还高于性腺中的7～25倍。MOR–2AK2基因的表达量也存在
性别差异，其中雌性嗅囊中的表达量约为雄性中的2倍，但精巢中的表达量却约是卵巢
中的2倍。序列分析显示，MOR–2AK2基因的5′-UTR区域存在着一段微卫星序列(GT)5，
其中定居型多出洄游型14个碱基 (GTGTGTGTGTGTTT)，这导致了二者所编码的氨基酸
序列的相似度仅为84%。这些结果表明，MOR–2AK2基因不但与嗅觉功能有关，也可能
参与了刀鲚的性腺发育或生殖洄游过程，同时也可能与定居型种群的形成相关。
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刀鲚 (Coilia nasus)隶属于鲱形目 (Clupei-
formes)、鳀科(Engraulidae)，分布于西太平洋，

在我国东海、黄海、渤海及其通海的江河均有

发现 [ 1 – 3 ]。现有研究表明，分布于长江的刀鲚包

括两种生态类型，一种是洄游生态型，春季性

成熟后自沿海逆流而上进入长江的中下游产卵

繁殖，孵化后的幼鱼顺流而下进入海中肥育；

另一种是淡水定居生态型，主要生活在长江中

下游干流及其附属的太湖、巢湖、鄱阳湖等湖

泊 [4–10]。其中，定居型刀鲚是低值渔品，洄游型

刀鲚则是长江流域名贵的水产品，自古就被称

为“长江三鲜”之一。但长江洄游型刀鲚的资源量

正呈急剧下降趋势，而太湖、巢湖等地的定居

型刀鲚数量却在不断地增长[11–12]。

生殖洄游是洄游型区别于定居型刀鲚的主要

表征之一。自20世纪50年代Hasler等 [13]提出生殖

洄游的嗅觉定向(olfactory orientation)假说后，嗅

觉在美洲鳗鲡(Anguilla rostrata)、大西洋鲑(Salmo
salmon)等鱼类的洄游中所起的重要作用已逐渐

被证实 [ 1 4 – 1 6 ]。研究发现在具有生殖洄游的鱼类

中，嗅觉识别能力越强的个体，成熟后洄游到

出生地的准确性越高，并与嗅觉受体基因的数

量呈正相关[17–19]。

鱼类嗅觉依靠水中气味分子如氨基酸、核苷

酸、类固醇、前列腺素和胆汁酸等诱导物作用

于嗅觉受体(olfactory receptor, OR)蛋白而引起，

参与多种行为活动  [ 2 0 – 2 1 ]。嗅觉受体主要在嗅觉

上皮组织中表达，气味分子与嗅觉受体蛋白结

合、识别并引发化学信号，通过嗅神经传送到

神经中枢从而实现嗅觉识别[22]，嗅觉受体蛋白则

由嗅觉受体基因所编码 [15,23–24]。嗅觉受体共分为

4个在进化上相互独立的家族，其中的主嗅觉受
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体(main olfactory receptors, MOR)是数量最大

的一个家族，在斑马鱼(Danio rerio)体内已发现

约154个，据推测可识别水溶性气味分子[16,23–25]。

本研究在前期文献分析和通过多个转录组的测

序、比较，找出差异表达基因的基础上[16,26] ,从洄

游型刀鲚中获取了主嗅觉受体基因MOR-2AK2，
分析了其在不同组织中的表达，旨在弄清其在

刀鲚两种生态型中的序列差异，为长江刀鲚洄游

的嗅觉定向和生态型演化的研究提供一些线索。

1    材料与方法

1.1    样本采集

实验所用刀鲚样本分别为2014年5月采自长

江靖江江段、2014年3月采自江西鄱阳湖都昌水

域以及2013年5月采自上海崇明岛附近水域。所

有样本都用定置刺网捕获，尚未死亡的个体立

即包埋于–20℃医用冰袋中，使其失去知觉。在

现场迅速用医用剪刀剖开腹部，检视性腺发育

状况，对性腺发育III期的个体进行实验取样。根

据刀鲚体长和体质量与年龄的对应关系[27]，留用

2龄个体作为实验样本。剪取(雌/雄)嗅囊、眼、

鳃、肌肉、心脏、肝、胃、精巢和卵巢等组织

或器官，保存于液氮中。

1.2    MOR-2AK2基因cDNA全长的获得

现场剪取长江靖江段刀鲚嗅囊样本，液氮保

存。按Trizol (Invitrogen公司)法提取总RNA，并

用1.0%凝胶电泳进行完整度检测。总RNA经

DNase I处理后，按照SMARTer RACE cDNA扩增

试剂盒(Clontech公司)的说明书进行操作，获得

SMART RACE Ready-cDNA文库。

根 据 本 实 验 前 期 的 转 录 组 数 据 中 的

EST(expressed sequence tags)序列 [26]，并利用软件

Primer Premier 5.0设计5 ′ -RACE (OR-5，OR-
5nest)和3′-RACE (OR-3，OR-3nest) PCR引物(表
1，本实验所用引物均由上海生工生物工程股份

有限公司合成)，分别用于5′ 端和3′ 端扩增。利

用引物OR-5和OR-3，以嗅囊提取合成的SMART
RACE Ready-cDNA文库作为模板，按照RACE试

剂盒(Clontech公司)说明书进行 5′ 和 3′ 的第一轮

扩增；将上述产物分别稀释150倍作为模板，以

OR-5nest和OR-3nest为引物进行RACE第二轮扩

增。回收纯化DNA产物，进行连接、转化、测

序后拼接。

1.3    MOR-2AK2基因cDNA全长的获得

按照DNA提取试剂盒(Life Feng公司)说明书

提供的方法，提取采集于长江靖江段刀鲚的基

因组DNA。根据测序后拼接结果设计1对特异性

引物(OR-F/OR-R，表1)，反应体系：DNA模板

50 ng, 10 × PCR Buffer 5 μL, 25 mmol MgCl2 3 μL,
10 μmol 的上、下游  OR-F和  OR-R各1.0 μL, 10
mmol dNTP 1.0 μL, 2.5 U/μL Tap DNA Polymerase
(Sangon Biotech公司) 1.0 μL，用ddH2O补充到总

体积为50 μL。PCR反应条件：95 ℃ 5 min；30个
循环(95 ℃ 30 s, 50 ℃ 30 s, 72 ℃ 2 min 30 s)；72 ℃
10 min；10 ℃保存。PCR产物经  1.0% 琼脂糖凝

胶电泳检测后，进行连接、转化、测序。

表 1    本研究所用的引物

Tab. 1    Primers used in this study

引物  primer 引物序列   primer sequence (5′ - 3′)

OR-3 TACTCTTCGTCACCTCCTCATCCTCCACAA

OR-3nest CGCCACAGCGAATTTTCCACCACTAAGA

OR-5 TGGGCAGCAGGATGACCAACAGAAAGAT

OR-5nest CACCAGCCCAAAGAACCAAATGGCAGCG

5UTR-F TCAGCCCAAAGAACCAAATG

5UTR-R ACGAGGCAGAGAAACACAAG

OR-F ACTTGTGTTTCTCTGCCTCG

OR-R GACATTGATTACATTTGGGT

qRT-F TGACCAACAACACAACAGAAGT

qRT-RGAPDH-FGAPDH-R GCTCAGGAGTATGACAAACAATAGCTTGCCACCCTCTTGCTAGCCATCAACGACCCCTTC
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1.4    MOR-2AK2基因的序列分析

测序结果用软件DNAMAN去除载体序列，

并进行拼接。利用NCBI网站的Blast功能进行序

列相似性比对及同源性分析，软件 Jellyfish和
DNAStar中的Expasy网站进行开放阅读框的搜索

及氨基酸序列预测，http://www.expasy.org/tools/pi
网站在线预测蛋白质的理化性质，SWISS-MODEL
( http://swissmodel.expasy.org)在线预测蛋白质的三

级结构，采用软件Clustal W进行多态性分析，用

软件MEGA 6.0构建Neighbor-Joining系统树。

1.5    MOR-2AK2基因的组织表达分析

分别取液氮中保存的长江靖江段刀鲚的(雌
/雄)嗅囊、眼、鳃、肌肉、心脏、肝、胃、精巢

和卵巢，放入液氮中研磨，每种组织器官各取

自3个样本。按Trizol (Invitrogen公司)法提取总

RNA ，用  1.0% 凝胶电泳检测完整度。RNA经

DNase Ⅰ处理后，按照 PrimeScript RT reagent Kit
With gDNA Eraser (TaKaRa公司)的说明书进行操

作，获得荧光定量PCR的cDNA模板。

根据所获得的嗅觉受体基因阅读框区域，设

计一对特异性引物(qRT-F/qRT-R，表1)，用于荧

光定量PCR反应。同时，以GAPDH基因作为内

参基因(引物为GAPDH-F和GAPDH-R，表1)。
荧光定量PCR反应体系为25 μL：12.5 μL

SYBR预混液(TaKaRa公司)，10 μmol/L的上、下

游引物各0.5 μL, cDNA模板1.0 μL，灭菌超纯水

10.5 μL，混匀。反应条件：95 ℃ 30 s; 40个循环

(95 ℃ 5 s, 60 ℃ 30 s, 72 ℃ 32 s)。反应中设置以水

为阴性对照，每个样品进行3次重复测定。所使

用的仪器为BioRad公司的 iQ5。反应结束后收集

Ct值，采用2-ΔΔCt 法[28]进行数据分析。

1.6    不同刀鲚种群中MOR-2AK2基因的获得

在MOR-2AK2基因的开放阅读框两侧设计引

物OR-F/OR-R，分别以靖江、鄱阳湖、崇明3个
刀鲚群体的基因组DNA为模板，用高保真酶Tap
DNA Polymerase (Sangon Biotech公司)按DNA提取

试剂盒说明书提供的方法进行OR基因的获取。

各刀鲚群体均取5个样本进行分析。

2    结果

2.1    MOR-2AK2基因的序列组成

以采自长江靖江段的洄游型刀鲚基因组

DNA作为模板，通过两轮 5′ 和 3′ - RACE 扩增

后，分别获得800和1 000 bp左右的扩增片段(图

1)。通过对同一个个体10个平行样本的测序，5′-
RACE 获得了4条不同序列，3′ - RACE仅获得了

相同的1个序列。利用软件Jellyfish将4种不同的5′
- RACE序列和1个相同的3′ - RACE序列进行拼

接，经检测均具有相同的开放阅读框 ( o p e n
reading frame, ORF)，长度为972 bp。而5′非编码

区(untraslated region，UTR) 的开放阅读框则不

同，长度分别为421、425、453和484 bp(图2)。
但3′- UTR长度均为311 bp，因此所获得的4条基

因的全长分别为1 704、1 708、1 736和1 767 bp。

2.2    MOR-2AK2基因的结构

MOR-2AK2基因的编码区域含有1个起始密码

子ATG和1个终止密码子TAA，并含有1个多腺核

苷酸信号AATAAA和1个poly(A)尾，且二者相距

18 bp(图3)。利用Jellyfish软件进行预测，显示

MOR-2AK2基因可编码323个氨基酸残基。MOR-
2AK2基因的cDNA序列与以基因组DNA为模板、

利用特异性引物OR-F/OR-R(表1)扩增所得到的序

列大小一致。

2.3    MOR-2AK2基因编码蛋白的结构预测

通过(http://www.expasy.org/tools/pi)在线预

测，发现MOR-2AK2基因所编码的蛋白质分子量

为37.2 ku，理论等电点pI为9.46。通过 (http：
//www.expasy.ch/swissmod/SWISS-MODEL.html)在
线预测MOR-2AK2蛋白的跨膜结构，发现MOR-
2AK2蛋白具有7个跨膜区域，跨膜区氨基酸位置

分别为  29～52,  68～91,  93～118,  141～161,

图 1    MOR-2AK2基因的RACE扩增产物电泳图

1. 1kb Plus DNA Ladder，2. MOR-2AK2基因的5′-RACE扩增产物

片段，3. DNA Marker V，4. MOR-2AK2基因的3′-RACE扩增产物

片段

Fig. 1    Patterns of MOR-2AK2 RACE amplification
product electrophoregram

1 represents 1 kb plus DNA ladder,  2 represents the 5-RACE
amplification fragment of MOR-2AK2 gene,3 represents DNA Marker V,
4 represents the 3-RACE amplification fragment of MOR-2AK2
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195～219, 236～265和271～293(图3)。其中，胞

内区域为 1～ 28 ,  92 ,  119～ 140 ,  196～ 218和

266～270，胞外区域为53～67, 94～117, 160～194
和220～235。  通过(http://swissmodel.expasy.org)
在线预测，发现MOR-2AK2蛋白的三级结构为 α-
螺旋7跨膜结构(图4)。

2.4    MOR-2AK2基因的功能进化关系

将在NCBI数据库中搜索得到的同源序列与

已预测的刀鲚嗅觉受体蛋白MOR-2AK2氨基酸序

列进行比对。结果显示，刀鲚与其他鱼类嗅觉

受体蛋白的同源性在33%～48%。其中，与墨西

哥丽脂鲤(Astyanax mexicanus)的olfactory receptor
2AK2-like序列的同源性最高，为48%；与眼斑雀

鳝 (Lepisosteus oculatus)的olfactory receptor 52B4-
like序列和墨西哥丽脂鲤的olfactory receptor 472-
like序列的同源性也比较高，分别为46%和45%。

采用软件MEGA 6.0中的Neighbour-Joining

图 2    MOR-2AK2基因的5′非编码区序列比对

“*”表示碱基一致，“-”表示优化比对后出现的间隙。MOR-2AK2基因的4种5′-UTR均具有不同程度的缺失，个别碱基存在差异

Fig. 2    The sequence alignment of 5′-UTR of MOR-2AK2
“*”represents the same base, “-” represents the base gap after optimization. 4 kinds of 5-UTR of MOR-2AK2 gene had different degree of
deletion, and individual base had difference
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法，所构建的MOR-2AK2氨基酸序列功能进化树
见图5。基于氨基酸序列构建的进化树可分为上
下2个大的分支，其中刀鲚的MOR-2AK2氨基酸
序列处在下支，与斑点雀鳝的52B4-like氨基酸序
列、墨西哥丽脂鲤的2AK2-like氨基酸序列和472-
like氨基酸序列、斑马鱼的2AJ1氨基酸序列处于
同一个大的分支，而与上支的11种鱼类的相关嗅

觉基因的氨基酸序列相对较远。但在下侧的大
分支中，刀鲚单独成为一支，显示其与斑点雀
鳝、墨西哥丽脂鲤和斑马鱼之间的功能进化关
系也较远。

2.5    MOR-2AK2基因的特异性组织表达

荧光定量分析显示，MOR-2AK2基因虽在嗅

图 3    刀鲚嗅觉受体基因MOR-2AK2-4的核苷酸和氨基酸序列图

“—”的下面部分，TMD1～7表示7个跨膜区域，“*”表示终止密码子，“…”表示保守的氨基酸残基，“=”为多腺苷酸信号AATAA。

MOR-2AK2-4基因全长1 767 bp，5′-UTR和3′-UTR长度分别为484和311 bp，编码区长度为972 bp，编码323个氨基酸，存在25处保守的

氨基酸残基。起始密码子ATG位于485～487 bp处，终止密码子TAA位于1444～1456 bp处，多腺苷酸信号AATAA距poly(A)尾18 bp

Fig. 3    Nucleotide and amino acid sequence of C. nasus odorant receptor MOR-2AK2-4
The TMD 1–7  under  the  red  l ine  represen t  7  t ransmembrane  reg ions ,  “*”represen ts  the  te rmina t ion  codon ,  “…”represen ts
conservative amino acid residues, “=”represents multiple adenosine signal AATAA. The full-length of MOR-2AK2-4 was 1 767 bp, and
the length of 5-UTR and 3-UTR were 484 and 311 bp, and the coding region was 972 bp, encoding 323 amino acids. MOR-2AK2-4  had  25
conservative amino acid residues. The initiation codon ATG was located at 485–487 bp, the termination codon TAA was located at
1 444–1 456 bp, the length between multiple adenosine signal AATAA and poly (A) tail was 18 bp
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囊、眼、鳃、肌肉、心脏、肝、胃、精巢和卵

巢等组织器官中均有表达，但肝、心脏、鳃、

眼和胃中的表达量极少，而肌肉、性腺和嗅囊

中的表达量远远高于其他组织器官(图6)。其中

以嗅囊中的表达量最高，约是性腺中表达量的

7～25倍。进一步分析显示，雌性嗅囊中的表达

量约为雄性嗅囊中的2倍，但精巢中的表达量却

约为卵巢中的2倍。

2.6    MOR-2AK2基因在刀鲚不同群体间的差

异性分析

利用特异性引物OR-F/OR-R，以采自长江靖

江段(JJ)、崇明岛(CMD)和鄱阳湖(PYH)水域的刀

鲚基因组DNA为模板，分别对每个群体5个个体

的MOR-2AK2基因开放阅读框进行克隆。PCR产

物经测序、比对后，用软件Clustal W进行多序列

比对 (图7)。可见，靖江和崇明岛10个个体的

MOR-2AK2基因序列长度完全一致，均为1 339
bp，且序列的碱基相似度极高，仅个别碱基存在

差异，预测编码的氨基酸序列相似度也高达

图 4    MOR-2AK2蛋白的三级结构预测图

1～7. 7个α-螺旋的位置

Fig. 4    The predicted three-dimensional structure of
MOR-2AK2 protein

The number 1–7 represent 7 α-helix respectively

图 5    以Neighbour-Joining法构建的刀鲚MOR-2AK2氨基酸序列及其他物种相关氨基酸序列的进化树

序列数据来源：伯氏朴丽鱼  (Haplochromis burtoni)，GenBank登录号：XP_005946630.1；斑马宫丽鱼  (Maylandia zebra)，GenBank登录

号：XP_004559087；尼罗罗非鱼 (Oreochromis niloticus)，GenBank登录号：XP_003451932.1；红丽鱼(Pundamilia nyererei)，GenBank登录

号：XP_005753728.1；布氏新亮丽鲷(Neolamprologus brichardi)，GenBank登录号XP_006807449.1；深裂眶锯雀鲷  (Stegastes partitus)，
GenBank登录号：XP_008303257.1；斑剑尾鱼 (Xiphophorus maculatus) GenBank登录号：XP_005797233.1；亚马逊花鳉(Poecilia formosa)，
GenBank登录号：XP_007569706.1；半滑舌鳎 (Cynoglossus semilaevis)，GenBank登录号：XP_008319438.1；红鳍东方鲀  (Takifugu
rubripes)，GenBank登录号：XP_003979020.1；矛尾鱼 (Latimeria chalumnae)，GenBank登录号：XP_006002807.1；眼斑雀鳝 (L. oculatus)，
GenBank登录号：XP_006628154.1；斑马鱼 (D. rerio)，GenBank登录号：XP_001919585.2；墨西哥丽脂鲤1和2 (A. mexicanus)，GenBank登
录号： XP_007254257.1和XP_007254258.1

Fig. 5    A phylogenetic tree based on amino acid sequence of MOR-2AK2 in C. nasus and related amino acid sequences
in other species constructed with the Neighbour-joining method

Sequence data source: H. burtoni, GenBank accession no.: XP_005946630.1; M. zebra, GenBank accession no.: XP_004559087; O. niloticus, GenBank
accession no.: XP_003451932.1; P. nyererei, GenBank accession no.: XP_005753728.1; N. brichardi, GenBank accession no. :XP_006807449.1; S.
partitus, GenBank accession no.: XP_008303257.1; X. maculatus, GenBank accession no.: XP_005797233.1; P. formosa, GenBank accession no.:
XP_007569706.1; C. semilaevis , GenBank accession no.: XP_008319438.1; T. rubripes, GenBank accession no.: XP_003979020.1; L. chalumnae,
GenBank Accession no.: XP_006002807.1; L. oculatus, GenBank accession no.: XP_006628154.1; D. rerio, GenBank accession no.: XP_001919585.2;
A. mexicanus GenBank accession no.1 and no.2, GenBank accession no.: XP_007254257.1 and XP_007254258.1
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98%左右。而鄱阳湖水域5个个体的MOR-2AK2基
因在5′-非编码区靠近起始密码子的12 bp处，均

与上述10个个体间存在着一个14 bp的碱基片段

(GTGTGTGTGTGTTT)差异。另外，定居型的鄱

阳湖群体与洄游型的靖江段和崇明岛群体还有

9处明显不同的碱基差别，其中7处位于开放阅读

框内，2处位于3′-UTR内。预测编码的氨基酸序

列比较显示，定居型群体与洄游型群体之间的

相似度仅为84%，与洄游型个体之间高达98%左

右的差异明显。

3    讨论

嗅觉是脊椎动物的重要感觉，参与动物的定

位、摄食、避敌、种间识别、个体和群体辨

别、配偶选择和领域标记等功能 [ 2 0 – 2 1 ]。鱼类的

嗅觉可能还参与了生殖洄游的过程 [15–16,29]。嗅觉

图 6    MOR-2AK2基因在洄游型刀鲚器官、

组织中的表达分布

1. 肝脏，2. 精巢，3. 肌肉，4. 卵巢，5. 鳃，6. 胃，7. 心脏，8.
眼，9. 雄性嗅囊，10. 雌性嗅囊

Fig. 6    Distribution of MOR-2AK2 transcript in
different organs and tissues in migratory C. nasus

1. liver, 2. testis, 3. muscle, 4. ovary, 5. gill, 6. stomach, 7. heart, 8. eye,
9. M-olfactory-rosette, 10. F-olfactory-rosette
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由气味分子通过嗅觉受体基因所编码的受体蛋

白所引发。主嗅觉受体(MOR)基因是数量最大的

嗅觉受体基因亚家族，最早发现于褐家鼠(Rattus
norvegicus)[30]体内。目前相关研究主要集中在一

些鱼类的模式物种中，如斑马鱼、红鳍东方鲀、

绿斑河鲀 ( T e t r a o d o n  n i g r o v i r i d i s )、三刺鱼

(Gasterosteus aculeatus)、青鳉(Oryzias laticeps)
等 [ 1 6 , 2 3 , 3 1 – 3 3 ]，在非模式物种中的研究尚少。

MOR基因的编码区长度一般为1 kb左右，无内含

子 [16,28]。但目前该类基因的命名比较杂乱，尚无

统一的命名方式[16]。

本研究通过 RACE 技术所获得的洄游型刀鲚

MOR-2AK2基因，其开放阅读框长度为972 bp，
可编码323个氨基酸残基，这与已有的鱼类MOR
基因编码区长度基本一致 [16,28,32]。MOR-2AK2基因

的cDNA序列与以基因组DNA为模板利用特异性

引物OR-F/OR-R扩增所得到的序列一致，说明该

基因无内含子，为单外显子结构，这与现有文

献报道的鱼类MOR基因也相符 [28 ,32 ,34]。预测表

明，MOR-2AK2所编码的蛋白具有7个疏水性的α-
螺旋跨膜结构，属于G-蛋白偶联受体家族，亦

符合鱼类嗅觉受体蛋白的分子特性。同源性比

对显示，该基因与已有鱼类嗅觉受体蛋白的氨

基酸序列同源性较高，与墨西哥丽脂鲤的OR-
2AK2-like序列(GenBank登录号：XP_007254257)
的同源性高达48%，且所编码的20多处保守的氨

基酸残基也相符[35]，进一步表明本研究所获得的

MOR-2AK2基因为嗅觉受体基因。

基因的组织表达是验证嗅觉基因功能的常用

方法之一。本研究分析显示，虽然刀鲚的MOR-
2AK2基因在嗅囊、肌肉、性腺器官、肝脏、心

脏、鳃、胃、眼等10种组织器官中均有所表达，

但性腺和嗅囊中的表达量远远高于其他各类组

织器官。其中，又以嗅囊的表达量为最高，约

是性腺器官表达量的7～25倍。值得注意的是，

雌性嗅囊中的表达量约为雄性嗅囊中的2倍，但

精巢中的表达量又约为卵巢中的2倍。这表明，

MOR-2AK2基因不但与嗅觉功能有关，也可能参

与了刀鲚的性腺发育或生殖洄游。

对分子结构的进一步分析发现，在刀鲚

MOR-2AK2基因的5′-UTR区域内存在着一段微卫

星序列(GT)5。相比洄游型个体，定居型个体的

微卫星序列内多出14个碱基  (GTGTGTGTGTG-
TTT)。已有研究表明，5′-UTR可参与调控基因

的转录过程 [ 3 6 – 3 8 ]。由于这一区域的序列差异，

使洄游型和定居型MOR-2AK2基因所编码的氨基

图 7    MOR-2AK2基因在刀鲚不同种群间的差异序列图

“JJ-1～5”代表采自长江靖江段的5尾样本；“CMD-1～5”代表采自鄱阳湖的5尾样本；“PYH-1～5”代表采自崇明岛水域的5尾样本；

“*”表示碱基一致；“-”表示出现碱基间隙；两条红色长竖线内为开放阅读框；红色方框内为鄱阳湖群体与其他2个群体之间明显的碱

基差异

Fig. 7    The different sequences of MOR-2AK2 in C. nasus among different populations
“JJ-1–5” represent 5 samples collected from the Jingjiang section of Yangtze River; “CMD-1–5” represent 5 samples collected from
the Poyang Lake;  “PYH-1–5” represent  5 samples collected from the Chongming Island;  “*” represents  a  consistent  base;  “-”
represents nucleotide gap; the area in two long red line as one open reading frame; Nucleotide differences significantly in the red
box between Poyang Lake group and other two groups
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酸序列的相似度仅为84%。MOR-2AK2基因内这

种多余的微卫星序列以及所编码的氨基酸序列

差异是否与定居型种群的形成相关，还有待于

进一步验证。

本研究在同一个个体的10个平行样本中获得

了4条5′-UTR序列，但所有序列的3′-UTR区域均

相同。这种多样性的结构可能是MOR-2AK2基因

的5′-UTR区域在转录过程中发生了可变剪切或

“扩张”的缘故，也是对识别更多气味分子的一种

适应[16]。根据其他鱼类的同源基因所编码的氨基

酸序列所构建的NJ树比较符合这些物种间的进

化关系这一现象(图5)，表明刀鲚MOR-2AK2基因

的进化也与物种的宏进化相关。
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Cloning, sequence analysis and tissue expression of
Coilia nasus olfactory receptor gene MOR-2AK2

WANG Cong1, 2,    ZHU Guoli1, 2,    TANG Wenqiao1, 2*,    LIU Dong1, 2,    YANG Jinquan1, 2

(1. Laboratory of Ichthyology, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306, China;
2. Key Laboratory of Marine Animal Taxonomy and Evolution,

Shanghai Municipal Education Commission, Shanghai  201306, China)

Abstract: Olfaction is the important tool of sensing their surroundings to fish and may take part in spawning
migration. Fish perform olfactory function by the means of the olfactory receptor proteins that olfactory receptor
genes encode. The main olfactory receptor gene is the largest number of olfactory receptor families, which can
identify water-soluble odor molecules. To find out the main olfactory receptor genes’ differences of C. nasus
between settlement population and migratory population, the MOR-2AK2 cDNA sequence of migratory C. nasus
using rapid amplification of cDNA ends (RACE) was cloned. The sequencing results showed that the open reading
frame was 972 bp in length, encoding 323 amino acid residues. The MOR-2AK2 protein had seven hydrophobic
and alpha helix transmembrane structures, belonging to the G-protein-coupled receptor superfamily. Based on
qRT-PCR among 10 tissues in migratory C. nasus,  the result revealed that MOR-2AK2 was expressed in the
olfactory rosettes and sex glands more highly than in others. Further analysis showed, the expression level in
olfactory rosettes was 5 to 27 times higher than that in sex glands. In addition, there were differences in tissue
expression quantity between male and female. The female olfactory rosette’s expression level was 2 times that in
male olfactory rosette. But the testis’ expression level was 2 times that in ovary. Sequence analysis displayed that
the 5 untranslated regions of MOR-2AK2 gene had microsatellite sequence, (GT)5. The settlement population had a
14 bp more sequence (GTGTGTGTGTGTTT) than the migratory population. And the amino acid sequence
similarity was just 84% between them. From the above, MOR-2AK2 gene not only took part in olfactory function,
but also participated in gonad development or breeding migratory, and may be involved in the formation of
settlement population.
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