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摘要! 通过简并引物和*,32技术分离得到了半滑舌鳎 !"#" 基因的 M=+,序列!其全长为

$ "%$ OP!编码包含 >$$ 个氨基酸残基的蛋白质" 半滑舌鳎 !"#" 在 +末端含有 ; 个 *QQ重

复和 #% 个*Q重复!具备=2,=DO5R家族特有的 < 个保守基序!与东方蓝旗鲔的同源性最高

#B#S$" 利用*TDA3*技术研究了$#!"#" 在性成熟半滑舌鳎中的表达模式" 组织分布研究

发现!!"#"在半滑舌鳎的卵巢和精巢中表达丰富!心脏中有微量表达%繁殖周期中!卵巢中

!"#"的表达量在初级卵黄期和囊泡期要明显高于核周期和退化吸收期%精巢中!!"#" 在精子

细胞增殖期的表达量要显著高于精子成熟期和精母细胞增殖期" 结果表明!!"#" 可能在半滑

舌鳎的配子发生中起重要作用"

关键词! 半滑舌鳎% !"#"% 基因克隆% E*+,表达% 繁殖周期

中图分类号! U><"% 0B#>&&&&&&&文献标志码&,

&&48J8是 =2,=DO5R 家族中的一种 ,TA依赖

的*+,解旋酶"由!"#"基因编码"最先在果蝇中

被鉴别出来"被认为是生殖细胞的标记基因'# :$(

)

=2,=DO5R家族蛋白共享 < 个特异性基序序列"

并且参与多个重要的细胞进程"如 *+,剪切*修

饰和处理"E*+,表达的起始*核外转运和降

解'!(

) 目前已在多种无脊椎动物和脊椎动物中

克隆得到了!"#"的同源基因"并对其功能进行了

深入研究)

在鱼类中"!"#"是AQ3#原始生殖细胞$的第

一个分子标记"同时也是生殖细胞的特异性分子

标记'? :<(

) 目前国内外学者对!"#" 在胚胎发育*

性腺分化*早期性腺发育和#或$配子发生中的作

用进行了深入研究"如斑马鱼#%"&'( )*)'($

'< :B(

"

金 鱼 # +")"##',# ",)"-,#$

'#% :##(

" 罗 非 鱼

# .)*($/)(0'# &'1(-'$,#$

'#$(

" 金 头 鲷 # 23"),#

",)"-"$

'#!(

"南方鲇 # 2'1,),#0*)'4'(&"1'#$

'#?(

"银

鲫#+")"##',#",)"-,#5'6*1'($

'#;(

"青
!

#.)78'"#

1"-'3*#$

'#"(

"草鱼#+-*&(3/")7&5(4(& '4*11,#$

'#>(

"

革胡 子 鲶 # +1")'"# 5")'*3'&,#$

'#<( 和 狼 鲈

#%'$*&-)")$/,#1"6)"9$

'#B(

) 此外"还有其在黄鳝

#:(&(3-*),#"16,#$ 性逆转过程中作用的研

究'$%(

) 到目前为止"已经从 ?# 种鱼类中获得

!"#"及其同源物的 M=+,序列"但在鲆鲽类中

!"#"的研究还未见报道)

半滑舌鳎#+7&(51(##,##*0'1"*;'#QV9WIHX$是

我国重要的海水养殖对象"属分批产卵类型鱼类)

本实验以人工养殖的半滑舌鳎为对象"应用分子生

物学方法"克隆!"#"基因的全长M=+,序列"并对

!"#"在不同组织和繁殖周期的表达模式进行了研

究) 该研究为进一步阐明!"#"基因在配子发生中

的功能奠定基础"同时也为从分子水平研究半滑舌

鳎AQ3的起源*迁移和分化提供依据)

#&材料与方法

%&%'实验材料

$%%> 年 $ 月至 $%%< 年 # 月"从烟台莱州某养

殖场池塘内每月采集一次"采样时间分别为雌鱼
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? 月*> 月*#% 月和翌年 # 月"雄鱼 ! 月*" 月*B

月*#$ 月) 实验鱼均为初次性成熟) 其中用于本

实验的雌性半滑舌鳎 #$ 尾"$ Y! 龄"体长 ?#7B Y

;?7B ME"体质量 ;$<7# Y# #B?7" Z+雄性半滑舌

鳎 #$ 尾"$ Y! 龄"体长 $!7> Y!>7# ME"体质量

<B7$ Y!;$7< Z) 采集后在水族箱内暂养 $ Y! N"

流水充氧"人工调节光照"自然水温) 采集组织样

品 后 立 即 放 入 液 氮 保 存) 克 隆 $#!"#"

#+7&(51(##,##*0'1"*;'#!"#"$M=+,全长的材料

为达到性成熟的雌性半滑舌鳎)

%&('试剂

引物由生工生物工程#上海$有限公司合成"

0E8XW

T[

*8MHM=+,,EP6F\FM8WF59 ]FW试剂盒购自

3659WHMI公司"*+,提取试剂 *+,FJ5 *H8ZH9W和

基因表达所用<"=酶试剂盒为T8]8*8公司产品"

[D[-4购自 AX5EHZ8公司"普通琼脂糖凝胶

=+,回收试剂盒*PQ[DT载体购自北京天根生

化科技有限公司"大肠杆菌 =1;

!

和基因克隆所

用1F.F<"=酶购自北京全式金生物技术有限公

司) 其他试剂均为国产分析纯)

%&)'$#!"#" 的克隆

收集性成熟雌性半滑舌鳎的性腺"迅速放入

液氮进行研磨) 用 *+,FJ5 提取总 *+,"紫外光

分光光度计测定总 *+,浓度"取 #

"

Z 按照

0E8XW

T[

*8MHM=+,,EP6F\FM8WF59 ]FW试剂盒说明

书合成第一链M=+,) 根据斑马鱼*罗非鱼*南方

鲶*鲤*真鲷等的!"#" M=+,序列"使用 35NH15P

法'$#(在其保守区设计简并引物) 以已合成的第

一链 M=+,为模板"按照以下程序扩增 !"#" 片

段!B? ^ ; EF9"B? ^ !% J""%7; ^ !% J">$ ^

?; J"$< 个循环后">$ ^延伸 ; EF9) #7;S的琼

脂糖凝胶电泳检测A3*产物"胶回收目的片段后

亚克隆到 PQ[DT载体"转化进感受态细胞中"蓝

白斑筛选后由华大基因测序) 利用AXFEHX;7% 在

得到的!"#" M=+,片段上设计引物"按照以下程

序扩增 !_和 ;_M=+,末端!B? ^ ; EF9"B? ^

!% J""; ^ !% J">$ ^ # EF9 #% J"!" 个循环后"

>$ ^延伸 ; EF9)

%&*'!"#"的序列分析与进化树构建

根据已克隆得到的 !"#" M=+,序列"用

=+,[,+推导氨基酸序列"并用 36LJW86̀ 和

[,Q,?7% 构建 +'#+HFZIO5XD'5F9F9Z$系统进化

树) 所用物种的 48J8氨基酸序列均从 QH9C89]

下载"物种及登录号为黑腹果蝇 #%)(#(3/'1"

0*1"&(5"#-*)"+Aa>$!<BB$"长牡蛎 #+)"##(#-)*"

5'5"#",,*!>!!> $"斑马鱼 #%"&'( )*)'("+[a

#!#%;> $" 南 方 鲶 # 2'1,),# 0*)'4'(&"1'#"

,3="$;$; $" 南 方 鲶,短 亚 型 # 2'1,),#

0*)'4'(&"1'#DJ" ,3="$;$" $"革胡子鲶 #+1")'"#

5")'*3'&,#" ,34!$!;; $" 五 条 # 2*)'(1"

=,'&=,*)"4'"-"" ,==B#!#" $" 扁 舵 鲣 # >,9'#

-/"8")4" Q);<#$<! $" 东 方 蓝 旗 鲔 # </,&&,#

()'*&-"1'#" ,Cb>>B>% $" 花 腹 鲭 # 2$(06*)

",#-)"1"#'$,#" ,==<##B% $" 尼 罗 罗 非 鱼

#.)*($/)(0'#&'1(-'$,#" C,C#B<%> $"尼罗罗非

鱼,短 亚 型 # .)*($/)(0'# &'1(-'$,#DJ"

C,C;"##% $" 黄 姑 鱼 # ?'6*" 0'-#,@,)''"

,34!$!;; $" 大 西 洋 鳕 # A"4,# 0()/,""

,=4!"$;% $" 金 鱼 # +")"##',# ",)"-,#"

,,̀ $$#$" $" 异 育 银 鲫 # +73)'&,# $")3'("

,,-<>#!B$"真鲷#B"5),#0"C()",C!";?!"$"金

鱼 # +")"##',# ",)"-,#" ,b<$#"<? $" 虹 鳟

#.&$()/7&$/,#07@'##"+Aa%%###>"";$"伊比利亚

肋突螈#B1*,)(4*1*#D"1-1",CC<!!"<$"刷尾负鼠

#<)'$/(#,),#;,13*$,1"" ,Cc%$$%> $" 人 # E(0(

#"3'*&#",,.>$>%;$"进化树中的数值表示随机进

行 # %%% 重复计算的步展值#C55WJWX8P d86LH$"代

表该进化树的可靠性)

%&+'$#!"#"在组织中的表达模式

从性成熟雌性半滑舌鳎收集卵巢"性成熟雄

性半滑舌鳎收集精巢*肝脏*脑*垂体*肠*心*肾

脏*脾脏*胃*头肾*鳃*肌肉组织"提取总 *+,"经

=+8JH

#

去除基因组 =+,后"反转录为 M=+,)

根据已得到的!"#" M=+,全长"设计基因特异性

引物4.和4*#;#; OP$来研究!"#" 在半滑舌鳎

各组织中的表达模式"A3*反应条件为 B? ^

; EF9"B? ^ !% J""%7; ^ !% J">$ ^ !% J"$? 个

循环后">$ ^延伸 ; EF9) #<0X*+,###B OP$为

内参"反应条件为 B? ^ ; EF9"B? ^ !% J""$ ^

!% J">$ ^ !% J"$! 个循环后">$ ^延伸 ; EF9)

#7;S琼脂糖凝胶电泳检测 A3*反应结果"用凝

胶成像系统成像) 用 /E8ZH'软件计算条带的亮

度来测量相对表达量'$$(

)

%&,'$#!"#"在半滑舌鳎繁殖周期中的表达模式

收集 ? 月*> 月*#% 月和翌年 # 月的性成熟

雌性半滑舌鳎的卵巢"组织学鉴定卵巢发育期"

!
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将卵巢分为核周期*初级卵黄期*囊泡期和退化

吸收期 ? 个时期'$!(

"研究方法同上) 实验设 !

个平行组) 数据采用 0A00#!7% 统计分析软件

中的 =L9M89氏法进行数据处理和检验分析"当

Be%7%;时认为差异显著"用 2̀ 32-表格生成

柱状图"所用数据均用平均数 f标准误#EH89 f

02$表示)

%&-'$#!"#"在雄性半滑舌鳎繁殖周期中的表达

模式

从性成熟雄性半滑舌鳎收集 ! 月*" 月*B 月

和 #$ 月的精巢"组织学方法鉴定精巢发育期)

由于 " 月和 B 月采集的样品精巢均处于精子细

胞增殖期"故按照采样月份来研究 !"#" 在性成

熟雄性半滑舌鳎繁殖周期中的表达模式) 半滑

舌鳎 !"#" 基因克隆和表达分析所用引物见

表 #)

表 %'半滑舌鳎!"#"克隆和./#$

表达研究所用引物

012&%'345.6478769:;4%&#'()*"'+)#!"#"

!<;=5=> 1=9./#$6?@46775;=1=1<A757

引物

PXFEHX

引物序列

JHgLH9MH5\PXFEHX

引物作用

LJ8ZH

4=.;_DQ3TQQ[[Q*Q,b3T4,TQQ3D!_

扩增M=+,

片段

4=*;_DQQ3T3,,,,T*T33,*3,TD!_

产物长度!

!?; OP

40! ;_DQ3QQ3TQ,TQQ,3,TQ,T,Q,Q,Q,QQD!_扩增!_末端

40; ;_DQ3T3,,333,,33TTT33T3T3T3T,TD!_ 扩增;_末端

4. ;_DQ,3T33,33QT,,,3,,33,3D!_ 表达

4* ;D,,3,Q,QQQ,TQ,,QQ3,QTD!

产物长度!

;#; OP

#<0.;_D33TQ,Q,,,3QQ3T,33,3,T3D!_ 扩增内参

#<0*;_D33,,TT,3,QQQ33T3Q,,,QD!_

产物长度!

##B OP

T> ;_DQT,,T,3Q,3T3,3T,T,QQQD!_ 载体引物

0A" ;_D,TTT,QQTQ,3,3T,T,Q,,T,3D!_

$&结果

(&%'$#!"#" !"#$全长序列

克 隆 得 到 !"#" # QH9C89] 登 录 号!

1U>$>;"#$序列全长 $ "%$ OP"其中 ;_非编码区

?B OP"!_非编码区 !<> OP"开放阅读框 $ #"" OP"

编码 >$$ 个氨基酸) 推导的氨基酸序列中包含

=2,=DO5R家族特有的 < 个保守基序以及 ; 个

*QQ盒和 #% 个*Q重复) 未发现该基因的亚型

存在)

(&('序列分析和系统进化分析

利用C68JW分析氨基酸序列发现"$#!"#"与东

方蓝 旗 鲔 的 相 似 性 最 高 # B#S$" 丝 足 鲈

#.#3/)(&*0,#5()"07"B%S$*黄鳝 #:(&(3-*),#

"16,#">$S$次之) 利用 36LJW86̀ 进行半滑舌鳎

!"#"与其它物种!"#" 的氨基酸序列进行多重对

比"发现半滑舌鳎!"#"与其它后口动物具有很高

的相似性"共享 !"#" 在后口动物中保守的基序"

即! ,UTQ0QhT* AT*2-* QQ* TAQ** =2,=*

0,T*1*/Q*TQ*和 ,*Q-=以及 +端的 ; 个

*QQ重复和 #% 个 *Q重复) 其中 ,UTQ0QhT

为,TA的结合位点+=2,=为 ,TA发生水解的

部位+0,T为 *+,解旋基序" 1*/Q*TQ*为

*+,结合基序) 序列分析见图 #) 在半滑舌鳎与

其它物种!"#" 的氨基酸序列构建的系统进化树

#图 $$中"!"#"在昆虫*鱼类*爬行类和哺乳动物

各成一个分支"$#!"#" 属于鱼类一支#方框指示

半滑舌鳎!"#"$)

(&)'$#!"#" 的组织表达模式

采用 *TDA3*研究了 $#!"#" 在性成熟半滑

舌鳎各组织中的表达模式"结果表明"半滑舌鳎

!"#"在精巢和卵巢中表达"且卵巢中表达量丰

富"在性腺外组织中"仅观察到在心脏中有微量表

达#图 !$)

(&*'$#!"#"在雌鱼繁殖周期中的表达模式

对$#!"#"在雌性半滑舌鳎繁殖周期的表达

模式的研究结果表明"!"#" 在核周期的表达量最

低"!"#"@#<0的平均值为 #7%%?+随后表达量迅速

上升"在初级卵黄期已明显升高"到囊泡期达到最

高值"相对比值的平均值为 #7<">+退化吸收期恢

复至核周期水平#图 ?$)

(&+'$#!"#" 在雄鱼繁殖周期中的表达模式

研究了$#!"#" 在雄性半滑舌鳎繁殖周期的

表达模式"结果表明在 ! 月份#精母细胞增殖期$

表达量最低"相对表达量#!"#"@#<0$的平均值为

为 %7><;+然后在 "*B 月份#精子细胞增殖期$表

达量显著升高#Be%7%;$"并在 B 月份达到最高

值"相对表达量的平均值为 #7;%$+在 #$ 月份#精

子成熟期$表达量下降至最低值"相对表达量的

平均值为 %7;?$#图 ;$)

"
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图 %'半滑舌鳎!"#" !"#$全长序列和氨基酸序列分析

方框指示=2,=DO5R家族蛋白共有的 < 个保守基序+下划线指示*Q重复"粗体下划线指示*QQ重复+圆圈指示+末端和 3末端

的酸性氨基酸残基#2谷氨酸残基"=天冬氨酸残基$和色氨酸#i$残基) 数字中核苷酸序列从 ;_第一个开始#上行$"氨基酸序列

从起始密码子[开始#下行$)

B5>&%'C;.@<6D676E86=!6;:%&#'()*"'+)#!"#" 1=91=1<A757;:9698!691.5=; 1!5976E86=!6

C5RHJM5XXHJP59N W5 WIHHFZIWM59JHXdHN E5WF\J5\WIH=2,=DO5R PX5WHF9 \8EF6j7ZF9F9HDZ6jMF9H#*Q$XHPH8WJ89N 8XZF9F9HDZ6jMF9HDZ6jMF9H

#*QQ$XHPH8WJF9 WIH+DWHXEF986XHZF59 8XHL9NHX6F9HN 89N O56N L9NHX6F9HN"XHJPHMWFdH6j7,MFNFM8EF95 8MFN XHJFNLHJ#8JP8XWFM8MFN+ =89N

Z6LW8EFM8MFN+ 2$89N WXjPW5PI89#i$F9 WIH+DWHXEF98689N 3DWHXEF986XHZF59J8XHJI5G9 Oj F9JFNHMFXM6HJ7+LEOHXJF9NFM8WHWIH9LM6H5WFNH

P5JFWF59 JW8XWF9Z 8WWIH;_5\WIHJHgLH9MH#W5P 6F9H$89N WIH8EF95 8MFN P5JFWF59JJW8XWF9Z 8WWIHF9FWF86EHWIF59F9H#["O5WW5E6F9H$7

#
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# 期 张远青"等!半滑舌鳎!"#"基因M=+,克隆及其在繁殖周期的表达 &&

图 ('(( 种物种!"#"氨基酸序列构建的系统进化树

B5>&('3FA<;>6=6D5!D466:;4(( G5=97;:1=5.1<7!"#" 1.5=; 1!5976E86=!67

图 )'/0H3C/分析$#!"#"在性成熟半滑舌鳎各组织的分布

[h!=+,分子量标准+ T!精巢+ (!卵巢+ -!肝脏+ C!脑+ A!垂体+ /!肠+ h!肾+ 1!心脏+ 0P!脾+ 0W!胃+ 1]!头肾+ Q!鳃+[!肌肉)

B5>&)'057786957D4528D5;=;:!"#" 6?@46775;=5=198<D%&#'()*"'+)#2A /0H3C/

[h!=+,E56HML68XGHFZIWE8X]HX+ T!WHJWFJ+ (!5d8Xj+ -!6FdHX+ C!OX8F9+ A!PFWLFW8XFLE+ /!F9WHJWF9H+ h!]FN9Hj+ 1!IH8XW+ 0P!JP6HH9+

0W!JW5E8MI+ 1]!IH8N ]FN9Hj+ Q!ZF66+ [!ELJM6H7

图 *'繁殖周期中!"#" ./#$在雌性

半滑舌鳎卵巢的表达水平

B5>&*'!"#" ./#$6?@46775;=<6I6<5=;I14A ;:

:6.1<6%&#'()*"'+)#46@4;98!D5I6!A!<6

图 +'繁殖周期中!"#" ./#$在雄性

半滑舌鳎精巢的表达水平

不同字母代表差异显著#Be%7%;$)

B5>&+'!"#" ./#$6?@46775;=<6I6<5=D67D57;:

.1<6%&#'()*"'+)#46@4;98!D5I6!A!<6

TIHNF\\HXH9W6HWWHXJEH89 JFZ9F\FM89W6j NF\\HXH9W7
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!&讨论

$#!"#"全长为 $ "%$ OP"推导的氨基酸序列与

东方蓝旗鲔同源性最高#B#S$"并含有=2,=DO5R

家族蛋白共有的全部 < 个保守基序#E5WF\$"这表

明所得序列为目的基因) 与其它物种 !"#" 相似"

半滑舌鳎 !"#" 在非保守区域也具有很多与 *+,

结合有关的结构"如!+末端存在;个*QQ盒和#%

个*Q重复序列*#个甘氨酸富集区#QDXFMI$+ +末

端起始密码子和3末端终止密码子附近的色氨酸

#i$残基'$? :$;(

) 3末端最后 >个氨基酸残基中有

"个是酸性氨基酸残基#2$

'#(

) 这充分表明"!"#"

在进化上非常保守"这些保守的基序和结构可能对

于维持!"#"蛋白的结构和功能至关重要)

组织表达模式中"!"#" 在卵巢和精巢中表达

量非常高"其它组织中仅在心脏中有微量表达) 这

与该基因在生殖细胞系发育的突出作用相一

致'$"(

) 然而"!"#"在性腺外的组织也表达"但表达

量很低"如鼠的肾上腺和中肾组织'$>(

"非洲爪蟾

#F*&(3,#1*";'#$的体细胞'$< :$B(

"性成熟黑斑蛙

#G"&" &'5)(0"$,1"-"$的心脏*肾脏*肌肉和脑'!%(

"

蜜蜂#>3'#0*11'H*)"$的下颚'!#(和脂肪体'!$(

"虹鳟

的心脏和脑'!!(

"狼鲈的除性腺外的几乎其它所有

组织'#B(

) 这表明 !"#" 可能通过它的解旋酶活性

参与调节与其它组织特异性细胞类型的特化和分

化有关的E*+,J转录调节'$B(

)

人工养殖半滑舌鳎"在 ? 月卵巢处于核周期"

尚未进入繁殖期+从 " 月开始"卵母细胞内开始沉

积卵黄颗粒"处于卵黄生成前期+#% 月"卵巢大部

分处于卵黄发生后期"少量开始排卵"此时卵巢处

于囊泡期+翌年 #月"卵巢闭锁或退化吸收"此时繁

殖期结束'!?(

) 卵巢中 !"#" 在核周期的相对表达

量最低"随后相对表达量迅速上升"在卵黄生成前

期已明显升高"到囊泡期达到最高值"然后在翌年

退化吸收期时恢复到核周期水平) 可以看出"!"#"

在雌性半滑舌鳎繁殖周期中的表达量与卵巢发育

时期密切关联) 在革胡子鲶的实时定量表达*罗非

鱼和银鲫的原位杂交和人的免疫染色中"!"#" 在

未成熟的卵细胞中表达量高"而在成熟卵细胞中表

达量相对较低) 这可能是因为转录产物广泛扩散

增加了成熟卵细胞卵黄蛋白原的积累量'#$"#;"#<"$?(

)

这些结果表明"!"#"与卵黄发生密切相关)

人工养殖半滑舌鳎"在 !月精巢处于
$

期"为精

母细胞增殖期+"月份"雄性半滑舌鳎进入繁殖期"此

时精巢处于
%

期"为精子细胞增殖期+<月份"启动生

精活动+在 #$月份时精巢发育成熟'!>(

) 本研究中"

!"#"在精母细胞增殖期的相对表达量较低"在精子

细胞增殖期#"*B月$时显著升高"在精子成熟期下降

至很低水平"这与在革胡子鲶'#<(中的研究结果一致"

暗示!"#"在精子发生中有重要作用) 罗非鱼的原

位杂交中发现"在精原细胞中信号很强"初级精母细

胞信号强度中等"而在次级精母细胞*精子细胞和精

子中没有检测到信号'#$(

+然而"在人和鼠中"!"#"的

表达在精子细胞中能观察到'$?"!;(

) 在该批半滑舌鳎

中"先前已经对雌雄鱼的雌二醇#2

$

$周年变化进行

了研究'$!"!"(

"雌鱼的2

$

周年变化趋势与本研究中

!"#"表达量的变化趋势基本一致"而雄鱼中二者的

变化趋势完全一致) 金头鲷中已经证实2

$

对!"#"

的表达有刺激作用'#!(

) 在狼鲈中的研究结果与本

研究相一致'#B"!>(

)

本研究克隆了半滑舌鳎的全长 !"#" M=+,"

在鲆鲽类中首次获得该基因"为从分子水平研究

半滑舌鳎AQ3的起源*迁移和分化提供可靠的分

子标记"也为其它鲆鲽类鱼类!"#"基因的研究提

供参考) 另外"本实验研究了!"#"在人工养殖的

半滑舌鳎的组织表达模式和繁殖周期的表达模

式"推测!"#"在配子发生中有重要的功能)
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