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摘要! lPY% 诱导分泌蛋白"L"G!#基因家族与 #MK"%$#5DE$N?O基因共同构成了 33+家

族% 研究通过鲤基因组序列与斑马鱼 L"G!基因编码区全序列的比对获得 L"G!%F$L"G!%9$

L"G!#$和L"G!! 等 ? 条序列% 经过克隆$测序$比对拼接得到其开放阅读框!分别是 % $B<$

% $>>$% $!B 和 % $#" 9V!它们都是由 ; 个外显子和 ? 个内含子构成!分别编码 !"#$!;B$!?; 和

!?% 个氨基酸% 分子系统学分析表明!鲤 ? 个 L"G!基因具有高度同源性!其中 L"G!%F$

L"G!%9和L"G!# 均含有 ? 个模块!L"G!! 缺少第 # 个模块% 通过*UDA3*检测L"G!基因在

鲤组织中的表达!结果表明!L"G!%F鲤在 %! 个组织中均有表达!皮肤中表达最高!脾$肠$卵巢

次之!其他组织中表达较低% L"G!%9 在精巢$脑$皮肤$卵巢中表达较高% L"G!# 在血液$鳃

中表达较高% L"G!! 在血液$脑$肝中表达较高% 实时荧光定量A3*法分析L"G!基因在鲤胚

胎发育时期的表达!结果表明!除L"G!! 外!L"G!%F$L"G!%9 和 L"G!# 在前期表达较高!!" I

表达最低!随后逐渐升高至第 " 天开始下降%

关键词! 鲤& lPY% 诱导分泌蛋白& 克隆& 基因& 表达

中图分类号! Q>B;& 0<%>7?&&&&&&&文献标志码',

&&鲤科鱼类是世界上水产养殖生产中最重要的

鱼类之一"鲤##;&:'(,-.1:&'/$蛋白含量高"脂肪

多为不饱和脂肪酸"是中国淡水养殖的重要品种

之一' 关于鲤的生长发育目前有广泛研究"而

33+家族生物学功能广泛"可通过与其他信号分

子如生长因子受体间的串话"促进细胞生长&粘

附&迁移"诱导细胞凋亡及胞外基质的产生"参与

胚胎发育&血管生成&创伤修复&肿瘤生长等多种

生物学过程"对鲤的生长发育具有重要作用' 该

家族包括结缔生长因子#O5PP8OYGd8YGHHM8_J5gYI

SFOY5J"3U[.$&3LJ"%#OLHY8GP8DJGOI "%$&肾母细胞

瘤过度表达基因 # P8VIJ596FHY5EF5d8J8fVJ8HH8N

_8P8"P5d$&L"G!%#lPYD% GPNMO8N H8OJ8Y8N VJ5Y8GP

% 或称 86E%$&L"G!##或 *O5VD%$和 L"G!!

(% :!)

"

由于 3U[.&3LJ"% 和 P5d 是这个家族的最初成

员"因此称这个家族为 33+家族' 33+家族成

员的翻译产物是含 !?! h!B% 个氨基酸残基&相对

分子质量为 !; h?$ `M 的分泌蛋白"这些蛋白都

含有 !B 个保守的半胱氨酸"均包含 ? 个保守结构

域#N5EFGP$!%$类胰岛素生长因子结合结构域

#/[.CAH$%#$3型冯/维勒布兰德氏病结构域

#dl3$%!$血小板反应蛋白 :% 结构域#U0A%$%

?$富含半胱氨酸的羧基端结构域#3U$' 不过

L"G!# 和L"G!! 例外"L"G!# 没有3末端模块且

只有 #B 个半胱氨酸"L"G!! 通常在模块 # 上缺 ?

个半胱氨酸'

L"G!基因作为 33+家族成员"参与调节不

同的发育过程"如控制细胞增殖&粘附"细胞极性

以及确定细胞命运(? :;)

"是骨生长发育和形态发

生重要的调控因子之一(" :>)

' 但 L"G!基因在鲤

生长发育过程中的表达规律及在骨的形成和形态

发生中的调控作用还未见报道' 本研究以鲤为研
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# 期 孙&婷"等!鲤L"G!基因家族的克隆&表达及系统进化树的构建 &&

究对象"克隆了 L"G!基因"并利用半定量 *UD

A3*和实时荧光定量 A3*检测其在不同组织和

胚胎发育时期的表达差异"为进一步研究 L"G!

基因对鱼类生长发育特别是在骨骼生长和胚胎发

育中的作用提供基础'

%&材料与方法

!"!#材料

实验用鲤取自中国水产科学研究院黑龙江水

产研究所"暂养于中国水产科学研究院水产生物

应用基因组研究中心' 剪取新鲜鲤各组织#血

液&脑&肝&脾&头肾&体肾&肠&鳃&心脏&皮肤&肌

肉&卵巢和精巢$分别保存于 *+,HFS8_MFJN"储存

在:B$ Z冰箱里'

!"$#=V9的提取与+UV9的合成

用U*/m(-试剂盒#GPdGYJ5_8P")0,$分别提

取血液&脑&肝&脾&头肾&体肾&肠&鳃&心脏&皮肤&

肌肉&卵巢和精巢的总 *+,"并用无核苷酸水处

理' 反 转 录 为 O=+, 之 前 用 +FP54M8A6MH

0V8OYJ5VI5Y5E8Y8J#[218F6YIOFJ8-GS80OG8PO8H"

AGHOFYFgFL"+'" )0,$ 检测 *+,的含量并用

%7;T琼脂糖胶检测其完整性' 每个组织取 !

!

_

*+, 先 用 =+FH8

"

# FEV6GSGOFYG5P _JFN8"

/PdGYJ5_8P$前处理去掉其中的 =+,"再用反转录

试剂盒(引物为 (6G_5# NU$)合成 O=+,第一条

链"最后用*+FH8去掉剩余 *+,' O=+,样品均

用无核苷酸#=2A3$水稀释 %$ 倍备用'

!"G#90:4基因在鲤中的克隆"测序与进化树的

构建

利用斑马鱼 L"G!%F&L"G!%9&L"G!#&L"G!!

基因序列与鲤 20U以及基因组序列进行

C-,0U+比对得到鲤 L"G!%F&L"G!%9&L"G!#&

L"G!! 基因序列' 利用包括各个组织的全鱼

*+,#!

!

_$反转录得到全鱼 O=+,"用 AJGE8J

;7$设计扩增 L"G!%F&L"G!%9&L"G!#&L"G!! 基

因的引物 L'-&%F#.& L'-&%F#*& L'-&%9 !.&

L'-&%9 !*& L'-&# ?.& L'-&# %**& L'-&!I .%&

L'-&!I %*#表 %$"设计的引物要跨越至少一个内

含子"以防基因组的污染而产生假阳性现象"所有

的引物均由上海生工生物工程技术服务有限公司

合成"使用前将引物稀释至 %$ EE@-' 扩增得到

的片段用 AW=D%BU载体(宝生物工程#大连$有

限公 司 ) 克 隆 并 测 序 # ,C/!%!$f6[8P8YGO

,PF6Le8J$"测序A3*反应 %$

!

-体系包括O=+,

!

!

-&!

!

E56@-上游引物 %

!

-&CG_NL8$7;

!

-&;

倍稀释的 H8̂9MSS8J#

!

-"最后补水 !7;

!

-至终

体积 %$

!

-"A3*条件为 <B Z预变性 ; EGP"循环

程序为 <; Z变性 %$ H";; Z退火 ; H""$ Z延伸

? EGP"共 ?$ 个循环"? Z保温' 通过C-,0U+比

对分析与L"G!基因开放阅读框序列相似度较高

的其他物种 L"G!基因开放阅读框序列"使用软

件W2[,;7$ 构建系统进化树"计算方法为邻位

相连法#+8G_I95JD'5GPGP_"+'$"自展内部分枝法

#C55YHYJFVVGP_$评定进化树的可靠性"重复次数

为 % $$$"并利用CG52NGY>7$7% 软件进行L"G!基

因氨基酸序列的翻译和比对'

表 !#实验所设计的引物序列

&'("!#&)*7,.2*,/@/*?.5-)**67*,.2*5-

引物

VJGE8J

引物序列#;]D!]$

VJGE8JH8̂M8PO8

L'-&%F%. U[33,[,,333,3,[3[,[U

L'-&%F%* [33[3,[[U3UUU[,[3,[[

L'-&%9 %. U[[[,[,[,33U[U,,U[,[

L'-&%9 %* 33,UU3,3,3,3,[,3,,3[

L'-&# %. 3[,333U[U3,[33U[UU3U

L'-&# %* [33,[U[U[[U,,[[,[U[3

L'-&! %. UU[U3U[3UU3[,33,U[U[

L'-&! %* UUU[[,3UU,UU[[[,,3[3

L'-&%F#. 3[3U[U[U,,U[,[U3U3,[33

L'-&%F#* 3,UU[[[[UUUUU,3,[3U3,[

L'-&%9 !. [U,33[3U[U3U[U[U[U[,,U

L'-&%9 !* 3U3,UU[,33U3,U,[U,3U[3

L'-&# ?. 3[U[U[3U3UU3,[U[U3,3U[UU3

L'-&# %** ,U[,,U,[[[[3,[UU[U,,3[

L'-&!I .% U,3,[[[,U33U333UU,[3

L'-&!I %* ,[3U,33,U[,,[3,3U[U[

!

H1.2'(D. U[3,,,[33[[,UU3[3U[[

!

H1.2'(D* ,[UU[[U[,3,,U,33[U[3

!"C#90:4基因在鲤各组织中的表达

采用半定量 *UDA3*

(B)的方法检测 L"G!基

因在鲤各组织的表达"用 AJGE8J;7$ 设计引物

L'-&%F#.&L'-&%F#*&L'-&%9 !.&L'-&%9 !*&

L'-&# ?.&L'-&# %**&L'-&!I .%&L'-&!I %*以及

%

DFOYGPD.&

%

DFOYGPD*' 先确定适当的循环数"使扩

#(#
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增产物处在平台期前的线性增长范围内"并在

%7;T琼脂糖凝胶上检测' 基因
!

H1.2'( 与 L"G!

的A3*反应体系为 %7$

!

-鲤 O=+,模板"#7$

!

-%$ cCMSS8J"#7$

!

-$7# EE56@-N+UAH"$7%

!

-%7$ )516 酶"%7#

!

-#7$ EE56@-W_36

#

"%

!

E56@-引物"最后补水至终体积 #$

!

-' 反应程

序!<; Z预变性 ; EGP%循环程序为 <; Z变性 !$

H"退火 !$ H"># Z延伸 !$ H"#%! h!" 个循环$%最

后 ># Z延伸 %$ EGP%? Z保温' %7;T琼脂糖凝

胶电泳检测A3*扩增产物"溴化乙锭染色后在紫

外凝胶成像仪#C/(D*,=$灯下观察&确定循环

数' 根据每个目的基因所确定的循环数对目的基

因进行 %! 个鲤组织 O=+,的 A3*扩增"并将扩

增产物在 %7;T琼脂糖凝胶电泳检测' 利用

0A00%;7$ 的 单 因 素 方 差 分 析 # 5P8gFL

,+(4,$差异显著性'

!"L#90:4基因在鲤各发育时期的表达

研究选取了鲤受精后 $"""%B"#?"!""?B">#

I"孵化后 ! 和 " N的O=+,"运用实时荧光定量法

检测鲤各发育时期的表达' 所用引物 #L'-&%F

%.@%*&L'-&%9 %.@%*&L'-&# %.@%*&L'-&! %.@

%*&

%

DFOYGPD.@*$序列如表 % 所示' 目的基因的

标准曲线是以全鱼 O=+,%$ 倍系列#%7$ c%$"

%7$ c%$

#

"%7$ c%$

!

"%7$ c%$

?

"%7$ c%$

; 倍$稀释

为模板"A3*反应体系为 %7$

!

-鲤 O=+,##$$

P_@

!

-$"$7!

!

-#%$

!

E56@-$上下游引物混合

液">7;

!

-0bC*[J88P J8F_8PY#东洋纺$"最后补

水至终体积 %;

!

-' 反应程序!<; Z预变性 %;

EGP%循环程序为 <; Z变性 %; H""$ Z退火 !$ H"

># Z延伸 !$ H#?$ 个循环$' 平行试验重复 ! 次"

所有样品检测均设置阴性对照#无模板$以排除

假阳性结果' 反应在实时定量 >;$$ A3*仪

#,VV6G8N CG5HLHY8EH$进行' 每个目的基因的相

对表达以内参
!

H1.2'( 为校准"数据由 >;$$ A3*

仪自带的软件分析得到"数据处理采用 #

:

$$

3

U

法(<)

' 利用0A00%;7$ 单因素方差分析进行组间

比较"!j$7$; 为差异显著'

#&结果

$"!#鲤90:4基因家族全长 +UV9序列的分析

及分子进化树的构建

利用斑马鱼L"G!基因家族与鲤基因组进行

C-,0U+比对"并以鲤 O=+,为模板进行克隆测

序验证"确定了 ? 个鲤 L"G!基因"分别与斑马鱼

中 L"G!%F& L"G!%9& L"G!# 和 L"G!! 基因相

对应'

L"G!基因的O=+,序列结构及分析&&鲤

L"G!%F全长 O=+,为 % $B< 9V#图 %DF$"包含起

始密码子 ,U[和终止密码子 U,,"编码 !"# 个

氨基酸残基的多肽"+D末端含有 ## 个氨基酸残基

的信号肽"与斑马鱼L"G!%F具有 B"T的相似性"

2fA,0b在线软件预测其编码的蛋白质分子量为

?%7%> `M"!/值为 B7""' 鲤 L"G!%9 为 % $>> 9V

的O=+,序列#图 %D9$' 包含起始密码子 ,U[

和终止密码子 U,,"编码 !;B 个氨基酸的多肽"

与斑马鱼L"G!%9 具有 <$T的相似性"编码的蛋

白质分子量为 ?%7$? `M"!/为 B7?#' 鲤L"G!# 全

长O=+,为 % $!B 9V#图 %DO$' 包含起始密码子

,U[和终止密码子U,,"编码 !?; 个氨基酸残基

的多肽"+D末端含有一个 #" 个氨基酸残基的信号

肽"与斑马鱼 L"G!# 具有 BBT的相似性"编码的

蛋白质分子量为 !B7!> `M"!/为 B7##' 鲤L"G!!

全长O=+,为 % $#" 9V#图 %DN$' 包含起始密码

子,U[和终止密码子 U,,"编码 !?% 个氨基酸

残基的多肽"+D末端含有一个 #$ 个氨基酸残基的

信号肽"与斑马鱼 L"G!# 具有 B<T的相似性"编

码的蛋白质分子量为 !>7< `M"!/为 <7%$'

鲤 L"G!%F&L"G!%9&L"G!# 及 L"G!! 的氨

基酸序列用 0W,*U在线软件分析"结果发现"

L"G!%F&L"G!%9 和 L"G!# 均含有 ? 个模块

#图 #DF$ "L"G!! 除没有第 # 个模块且第 # 模

块少 ? 个氨基酸残基外"其他 ! 个模块与

L"G!%F&L"G!%9 和 L"G!# 相同' 多氨基酸序

列比对显示"鲤 ? 个 L"G!基因具有高度同源

性#图 #D9$ '

鲤L"G!基因家族的进化树分析&&鲤 ? 个

L"G!基因与斑马鱼&人 #$/</ -1&')(-$&小鼠

#=,-<,-.,+,-$&褐家鼠#K122,-(/:B)4'.,-$&原

鸡#D1++,-41++,-$&沟鲶#".21+,:,-&,(.212,-$等进

行36MHYF6l比对"用W,[,;7$ 中+'法进行进

化树的构建确定其进化位置#图 !$"哺乳动物和

鱼类的 L"G!基因分别聚类在相应的群中"

L"G!%&L"G!#&L"G!! 分别聚类到各自相应的群

中"鲤 L"G!%F与斑马鱼 L"G!%F&沟鲶 L"G!% 聚

在一起"鲤 L"G!%9 和斑马鱼 L"G!%9 聚类在一

起"随后共同聚类为L"G!% 群'

!(#
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图 !#90:4!'$'%"90:4!($(%"90:4$$+%"90:4G$?%的Y=;序列及其所翻译的氨基酸序列

起始密码子,U["终止密码子用
"

标注'

;.<"! &)*Y=;5@+3*0-.?*'5??*?@+*?'2.50 '+.?/*D@*5+*/0190:4!'$'%#90:4!($(%#90:4$$+%#90:4G$?%,*/7*+-.>*3E

UI8HYFJYO5N5P#,U[$GH95f8N FPN YI8HY5V O5N5P#U[,$GHJ8VJ8H8PY8N gGYI FP FHY8JGH̀7

图 $#鲤90:4编码序列的结构及其氨基酸序列比对

#F$ L"G!基因的 ? 个模块' #9$ 鲤L"G!基因氨基酸序列的比对"L"G!%F"L"G!%9"L"G!#"L"G!! 分别含有 ##&%<&#"&#$ 个氨基

酸残基的信号肽#红色$"L"G!! 缺少第 # 个模块#绿色$"且其第 # 个模块缺少 ? 个氨基酸残基"蓝色为 L"G!基因第 ! 模块 UA0%

的保守序列l0a30aU3['

;.<"$#&)*/-,@+-@,*0190:4Y=;'5?-)*T3'/-7,*/@3-.5+02205+',7

#F$ UI8N5EFGPH5SL"G!!/C"4l3"U0A% FPN 3UN5EFGP7#9$ UI8J8HM6Y5SYI896FHYV"L"G!%F"L"G!%9"L"G!#"L"G!! IFN V8VYGN8H

gGYI ##"%<"#" FPN #$ FEGP5 FOGNHJ8HV8OYGd86L#J8N$7L"G!! 655H8N YI8H8O5PN N5EFGP#_J88P$FPN YI896M8GPNGOFY8N YIFYYI8O5PH8Jd8N

H8̂M8PO85SUA0% N5EFGP gFHl0a30aU3[7

%(#
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# 期 孙&婷"等!鲤L"G!基因家族的克隆&表达及系统进化树的构建 &&

图 G#基于不同物种90:4基因核苷酸序列构建的分子系统树

;.<"G#H)E30<*5*-.+-,**0190:4/5@+3*0-.?*/*D@*5+*/

&&L"G!基因 O=+,序列进行 36MHYF6l比对"

用W,[,;7$ 中 +'法进行进化树的构建"重复

次数为 % $$$"各物种[8PCFP`登录号见表 #'

$"$#鲤90:4基因2=V9在组织中的表达

L"G!基因在组织中的表达用半定量方法检

测' 实验分别用 " 个不同循环数##%&#?&#>&!$&

!!&!" 个循环$对目的基因进行扩增"选择适当循

环数"使扩增产物处在平台期前的线性增长范围

内"分析定量扩增产物用 #T琼脂糖凝胶电泳#图

?$"L"G!%F在 !! 个循环达到最亮"!" 循环的亮

度基本保持不变"说明在 !! 个循环已进入平台

期"最后选取 !% 为 A3*扩增循环数' 同理"

L"G!%9在 !$ 个循环进入平台期"故最后选取 #<

循环' L"G!#&L"G!! 在 !! 个循环进入平台期"

最后L"G!#& L"G!! 选取 !# 循环进行A3*扩增'

%

DFOYGP在 #! 个循环进入平台期"故最后选取 #%

循环'

表 $#不同物种90:4基因Y=;序列

&'("$ V@+3*0-.?*/*D@*5+*/0190:4@/*?10,7)E30<*5*-.+

-,**+05/-,@+-.05'5?2@3-.73*/*D@*5+*/'3.<52*5-

物种

HV8OG8H

基因

_8P8

[8PCFP`登录号

FOO8HHG5P P57

斑马鱼C9:):'/ L"G!%F +W\$$%%""#!$7%

L"G!%9 [Q#>!?<"7%

L"G!# +W\$$%%<<%$%7%

L"G!! +W\$$%%""#!%7%

沟鲶"9&,(.212,- L"G!% +W\$$%#$$!?%7%

人$9-1&')(- L"G!% C3$>?B?%

L"G!# +W\$$!BB%7#

L"G!!F C3%$;<?%

L"G!!9 +[\$%%>?B

褐家鼠K9(/:B)4'.,- L"G!% +W\$!%>%"7%

L"G!# +W\$!%;<$7%

L"G!! +W\$$%%>$?B!7%

小鼠=9<,-.,+,- L"G!% +W\$%BB";7#

L"G!# +W\$%"B>!7#

L"G!! +W\$$%%#>!>"7%

原鸡D941++,- L"G!% +W\$$%$#?;><7%

&(#
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图 C#目的基因与
!

;-#,%/循环数确定的电泳图

;.<"C#&)*'273.1.+'-.055@2(*,/0190:4'5?

!

;-#,%/'5?-)*1.<@,*2*'5-)*

'273.1.+'-.055@2(*,/

&&图 ; 为鲤L"G!基因及
!

H1.2'(在各组织中表

达凝胶电泳结果"利用 GEF_8'分析得出目的基

因在各组织表达的灰度值"分别除以
!

H1.2'(在各

组织表达的灰度值"得出相对灰度值"即为目的基

因相对表达量' 如图 " 所示"L"G!%F在 %! 个组

织中均有表达"皮肤中表达最高"脾&肠&卵巢次

之"在其他组织中表达较低且血液中表达最低'

L"G!%9在精巢中表达最高"脑&皮肤&卵巢次之"

在血液&肝&体肾&肠&等组织中表达较低或检测不

到' 此结果提示"L"G!% 基因的两个拷贝已经分

化出了空间表达差异"有可能会有一些功能上的

异化' L"G!# 在血液中表达最高"次之"在其他组

织中表达较低或检测不到' L"G!! 在血液中表达

最高"脑次之"在肝&脾&头肾中表达较低"而在其

他组织中检测不到或不表达' 从 L"G!在血液中

的表达推测其可能与骨的生长有关'

图 L#鲤90:4基因与
!

:'+-.5在 !G 个组织中的表达电泳图

%7血液"#7脑"!7肝"?7脾";7头肾""7体肾 >7肠"B7鳃"<7心脏 %$7皮肤"%%7肌肉"%#7卵巢"%!7精巢' 不同字母表示差异显著'

;.<"L#&)**67,*//.050190:4'5?

!

:'+-.5.5!G -.//@*/

%7O866H"#79JFGP"!76Gd8J"?7HV688P";7I8FN `GNP8L""795NL `GNP8L">7GPY8HYGP8"B7_G66"<7I8FJY"%$7H̀GP"%%7EMHO68"%#75dFJL"%!7Y8HYGO687

=GSS8J8PY68YY8JH#F"9"O)21+$FJ8HG_PGSGOFPY6L NGSS8J8PY#!j$7$;$FE5P_ YI8YJ8FYE8PYH7

图 %#90:4基因在各组织中的相对表达量

%7血液"#7脑"!7肝"?7脾";7头肾""7体肾">7肠"B7鳃"<7心脏"%$7皮肤"%%7肌肉"%#7卵巢"%!7精巢' 不同字母表示差异显著'

;.<"%#&)*,*3'-.>**67,*//.050190:4/.5-)*-.//@*/

%79655N"#79JFGP"!76Gd8J"?7HV688P";7I8FN `GNP8L""795NL `GNP8L">7GPY8HYGP8"B7_G66"<7I8FJY"%$7H̀GP"%%7EMHO68"%#75dFJL"%!7Y8HYGO687

=GSS8J8PY68YY8JH#F"9"O)21+$FJ8HG_PGSGOFPY6L NGSS8J8PY#!j$7$;$FE5P_ YI8YJ8FYE8PYH7

$"G#实时荧光定量H8=

鲤L"G!基因在胚胎发育时期的表达用实时

荧光定量相对定量中的 #

:

$$

3

U法进行检测 #图

>$"除L"G!! 外"L"G!%F&L"G!%9 和 L"G!# 基因

在鲤的 < 个胚胎发育时期均检测到"L"G!%F在受

精后 $ I相对表达量最高"" I 次之"两者均显著

"(#
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# 期 孙&婷"等!鲤L"G!基因家族的克隆&表达及系统进化树的构建 &&

高于随后各时期的表达量"推测与受精卵的细胞

增殖有关"在 #? 和 ?B I的表达量高于除 $ 和 " I

外的其他时期的表达量"推测在这两个时期

L"G!%F行使一定的功能' L"G!%9 在受精后 " I

表达量最高"$ I 次之"%B I 最低"随后逐渐升高

但幅度较小' L"G!# 的表达起伏较大"从 $ I到

#? I都处在较高水平"" I表达量最高"在 !" I 降

到最低"随后都是逐渐升高最后在 " N 时的表达

量降低到稍低于 $ I 的水平"推测 L"G!# 对胚胎

发育具有重要功能并持续到孵化以后的生长发育

时期' L"G!! 在 $ I到 #? I期间不表达或没有被

检测到"L"G!# 和L"G!! 从 !" I到 " N 的表达规

律相似"推测两者功能有一定的相关性'

图 X#90:4基因在各胚胎发育时期的相对表达量

;.<"X#&)*,*3'-.>**67,*//.050190:4/.5-)**2(,E05.+?*>*3072*5-7*,.0?/

!&讨论

L"G!基因是33+家族的重要成员之一"参

与调节不同的发育过程"特别是对骨骼发育和胚

胎发育具有重要的调控作用' 通过对鲤 L"G!基

因的克隆和表达研究有助于从分子水平阐明鲤骨

骼生长和胚胎发育的调控机理' 本实验得到鲤 ?

个L"G!基因"分别是L"G!%F&L"G!%9&L"G!# 和

L"G!!' L"G!%F全长 O=+,长 % $B< 9V"编码

!"# 个氨基酸残基的多肽' L"G!%9 的 O=+,全

长 % $>> 9V"编码 !;B 个氨基酸残基的多肽'

L"G!# 全长 O=+,长 % $!B 9V"编码 !?; 个氨基

酸残基的多肽' L"G!! 全长 O=+,长 % $#" 9V"

编码 !?% 个氨基酸残基的多肽"且它们都具有 ;

个外显子和 ? 个内含子' 鲤 L"G!%F&L"G!%9&

L"G!# 和L"G!! 与相对应的斑马鱼L"G!基因具

有较高的同源性(%$)

"分别为 B"T&<$T&BBT&

B<T的相似性' 0W,*U软件预测鲤 L"G!%F&

L"G!%9&L"G!# 都含有 ? 个与 33+家族相同的

保守模块!/C&dl3&U0A% 和 3U模块' 鲤 L"G!#

有3末端的 3U模块"与人&小鼠&鸡等的 L"G!#

没有3U模块是不同的(% :!)

"3U模块与受体结合

和二聚化有关"U[.D

%

&血小板衍生生长因子和神

经生长因子都作为二聚体而含有 3U模块(%%)

"推

'(#
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测鲤L"G!# 与其他受体的结合区域同其他 33+

家族成员相同' 鲤 L"G!! 则缺少第 # 个模块

dl3"只有/C&U0A% 和3U三个模块"而人和小鼠

等哺乳动物的L"G!! 具有 dl3模块(% :!)

' .5JO8

等(%#)指出基因复制可使复制的基因获得不同的

表达模式&新的功能或变成假基因' 不清楚鲤

L"G!# 和L"G!! 与哺乳动物直系同源基因是否

会产生功能的不同"但鲤 L"G!基因与斑马鱼

L"G!基因结构是相同的(%$)

"且都具有UA0% 模块

的保守序列 l0a30aa3["鲤 L"G!基因的结构

与高等脊椎动物L"G!基因同源性较高但又具有

其特异性"推测基因可能在从低等到高等动物的

进化中产生了符合自身条件的变异'

哺乳动物和鱼类的 L"G!基因分别聚类在相

应的群中"L"G!%&L"G!#&L"G!! 分别聚类到各自

相应的群中"鲤 L"G!%F与斑马鱼 L"G!%F&沟鲶

L"G!% 聚在一起"鲤L"G!%9和斑马鱼L"G!%9聚

类在一起"随后共同聚类为 L"G!% 的群' 此结果

说明L"G!%&L"G!#&L"G!! 早于以上各物种的进

化时间"如果沟鲶没有其他 L"G!% 基因的话"推

测L"G!% 的两个拷贝可能为鲤科鱼类特有"甚至

鲤中会有多个L"G!% 的拷贝"但需要进一步的硬

骨鱼类基因组研究的证据' 研究发现斑马鱼&鲤

的L"G!基因与人和小鼠等哺乳动物编码的氨基

酸肽链长度均不相同"这可能是导致鱼类 L"G!

基因与哺乳动物L"G!基因同源性差异较大的原

因"推测与物种进化有关' 刘春伟等(%!)指出可能

由于进化程度不同"导致 ?KA% 基因在不同物种

间同源性差异较大'

明确基因的表达规律是研究基因功能的重要

手段之一' 本研究利用*UDA3*和实时荧光定量

A3*检测了鲤 L"G!基因在 %! 个组织和 < 个胚

胎发育时期的表达特点' 结果表明"L"G!%F在鲤

%! 个组织中皮肤&肠&脾&卵巢表达量相对较高"

L"G!%9在精巢&脑&皮肤&卵巢中表达量相对较

高"L"G!# 主要在血液&鳃&皮肤中表达"其中在血

液中表达最高"L"G!! 仅在血液&脑&肝&脾&头肾

中检测到有表达' 鲤各 L"G!基因在组织中的表

达差异较大"即使L"G!% 的两个拷贝其组织表达

也大不相同"推测鲤 L"G!基因间的功能差异较

大"L"G!%F和 L"G!%9 在血液中表达量很低"而

L"G!# 和L"G!! 都在血液中表达量最高"推测可

能与骨的发育和代谢有关".J8POI 等(") 指出

L"G!% 可抑制软骨分化"L"G!# 在成骨的成骨细

胞&分散碱性磷酸酶阳性的骨髓细胞中均有高水

平表达' 实时荧光定量 A3*的分析结果显示"

L"G!%F&L"G!%9和L"G!# 前期表达量较高"推测

可能与细胞增殖和分化有关"3FNG_FP 等(?)指出

L"G!作为lPY诱导分泌蛋白控制细胞增殖&粘

附"细胞极性以及确定细胞命运' L"G!%F在胚胎

发育后期表达量很低"L"G!%9&L"G!# 和 L"G!!

则逐渐升高至第 ! 天"随后降低"推测可能与骨的

发育和形成有关' .8JPFPN5等(%$)指出L"G!%9在

斑马鱼受精后 ;$ h;" I 的甲状腺中表达"而

L"G!%F却在斑马鱼的胚胎早期没有被检测到%

L"G!# 在斑马鱼受精后 >$ I 的咽弓表达"L"G!!

在斑马鱼发育中的中线脑&耳泡中检测到"而甲状

腺和咽弓等都与骨的发育有间接或直接的关系'

进一步确定L"G!基因在鲤生长发育中的具体功

能还需更多的如 ./01#荧光原位杂交$&+5JYI8JP

965Y&基因敲除与敲入等方法的研究'

本研究利用斑马鱼 L"G!基因与鲤基因组进

行C-,0U+比对"经过克隆测序验证得到鲤四个

与斑马鱼相对应的 L"G!基因"分别为 L"G!%F"

L"G!%9"L"G!#"L"G!!' 系统进化树和氨基酸序

列比对分析显示"鲤 L"G!基因与其他物种 L"G!

基因存在高度同源性"但鲤可能含 L"G!% 的多个

拷贝"鲤L"G!# 和L"G!! 与哺乳动物同源基因的

功能结构存在明显差异' 采用*UDA3*法和实时

荧光定量A3*法对鲤L"G!基因的组织表达和胚

胎发育时期的表达进行了分析"从结果推测其与

骨的生长发育有关' 但鲤 L"G!基因是否具有多

拷贝&其功能结构域的不同是否产生新的功能则

不清楚"其在鱼类生长发育过程中的规律还需要

进一步研究'

对实验过程中张研博士!赵紫霞博士!李炯堂

博士!冀培丰!万玉美等的帮助和支持表示衷心

感谢"
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