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黄鳝 芳香化酶基因的克隆及序列分析

俞菊华 吴婷婷 李建林 曹丽萍 夏德全
中国水产科学研究院淡水渔业研究中心

,

无锡

摘共 芳香化酶 是催化雄激素生物合成雌激素的关键酶
。

本文采用 代 和 记

丽 。 法
,

首次分离和克隆了雌雄同体鱼黄绪卵巢中 基因
。

该基因 全长 不包

括 即卜
, ,

端非翻译区有
, ,

端 不包含 州
,

阅读框 伴 加
,

翻译成

个氛羞酸
,

计算的蛋 白质分子量
。

同源性分析显 示
,

黄绪卵巢 的氨基 酸序列与其他 鱼 卵巢

琳匆 具有 一 同源性
,

与其他鱼脑 入 为 一 同源
,

与人胚 盘 和鸡卵巢 则为

一 同源 但在芳香化酶高保守区 包括
一

螺旋区
,

芳香化酶特异保守区和血红素结合区 的同源性高达

一
。

系统发育分析表明芳香化酶荃因是单起源
,

黄鳝卵巢芳香化酶基因与鲜鱼卵巢的关系最近
,

与鱼类卵

巢 玛知 属于同一分支的
,

与鱼类脑及鸡和人的属于不同分支
。

关一询 黄络 芳香化酶 末端快速扩增法 系统发育关系

中圈分类号 文傲标识码 文章编号 侧刃
一 一

乐

黄峪 侧护切、 属于硬骨鱼纲
,

黄峪亚科
,

是一种具有天然单向性逆转特

性的动物
。

自幼体到第一次性成熟为雌体
,

产卵后

变为雌雄间体并最终变为雄体〔’〕
。

有关黄鳝性别形

成
、

转化的分子机制 目前还没见研究报道
。

现有的

研究表明鸟类
、

爬行类以及更为低等的脊椎动物如

鱼类等卵巢的发育中雌激素起着至关重要的作用
。

而体内雌激素 主要为雌二醇 是由芳香化酶复合体

系催化 , ,雄激素生物合成 雌激素
,

其中包括依

赖 的 还原酶和 基因

产物
,

玛 芳香化酶是催化这一反应 的速度限制

酶
。

本研究首次分离 了黄缮卵巢中 基

因
,

为今后进一步研究黄鳝性别形成
、

性别逆转阶段

基因的表达规律
,

认识雌雄同体鱼性别形成
、

转化的分子机制
,

完善对鱼类性别决定机制的认识

奠定了基础
。

材料和方法

材料 黄鳝购 自无锡中桥菜市场
,

取卵巢
,

前

脑组织
。

试荆 抽提 用
’

“ 鳍 邵
、

反转录酶
一 、

尺朋
、

酶
、

胶 回收试剂盒
,

均购自 口 , 酶购 自
, 一

载体购

自上海生工生物工程技术有限公司

引物用于 反应的所有引物如下
,

其碱基位

置根据登录 序列

确 定
。 ,

咫
,

是 根 据 已 知 鱼 类

的保守序列设计的
,

是根据
,

分离的片段设计 的用于
’

的特异引物 肠
,

种
,

是根据
,

玛 引物分离的片段设计的用于
‘

的引物
,

所有引物均由 合成
,

其中 二

, 。

碱基
一

田
矛一

峨汀 找汀叭芜 七 陀 ℃
一

’

凡 碱基 乃 四
子
门℃月陀月 ℃ 毛 为七锐盯

, 一

’

玛 碱基 ,字
尸一

石 写 ℃
一 ‘

碱基
一 ’一 一 ’

巧 碱基
一 ‘一

毛
‘

巧 碱基
· ’一

兀
一 ’

价 碱基 以抖
一 ’一

兀 兀
’

咫 碱基
一 ’一

兀 化
一 ’

这些引物在黄鳝卵巢 以 上的相对位置见图
。

收摘日翔 以抖
一

阵 修订日期
二 一 一

‘ 项目 中国水产科学研究院科研墓金项 目
一 一

国家重点基础研究规划项 目
“ ” 以” 资助
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,
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,
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, 一
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刀
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今

卜

礴

今

嘴
嘴

礴

图 所用引物在黄峪卵巢 上的相对位

畔 石 试 汪 州 颐

总 的抽提 取新鲜卵巢及前脑
,

用

抽提总
。

用变性琼脂糖凝胶电池澳化

乙吮染色显示 。和 。检测 的完整性
。

保守片段的分离 取 邢 从卵巢和脑抽提的

总 以
一

【
一 , ’一

代 狱 伙
一 ‘

为引物
,

用
一

“ 根据使用说
明进行 反应

,

然后取 液
,

使用引物 和

扩增 ’ 左右的保守序列
,

反应

体系总体积 拌 ,

其 中含 拜 反应缓 冲液
,

拌 抓化镁
,

拌 即
,

引物各 拜

,

鞠 酶
。

反应条件 ℃ 而
,

然后 循环

℃ 而
,

℃ 而
,

℃ 而
,

最后 ℃ 而
,

℃

保存 产物用 的琼脂糖凝胶电泳分离
,

切

胶
,

使用胶 回收试剂盒 回收
,

用
一

载体克隆
,

送测

序
。

同理
,

使用 玛 和 此 分离得到 左右的片

段
,

退火温度使用 ℃
,

℃延伸用 而
。

根据

这些序列设计特异的
‘

和
’

引物
,

分离

扩增 的
’

和
’

端序列
。

‘

方法 用 拌 总 以
一

同上

为引物
,

用
一

根据使用说明进行 反应
,

然后

用 液
,

以 【
, ’一

一 ‘

〕和 为引物进行
,

总体

积 拼
,

反应体系同上
,

反应条件 ℃ 而
,

然后

循环 ℃ 而
,

℃ 而
,

℃ 而
,

最后 ℃

而
,

℃保存 为增加扩增效率及扩增 的特异性
,

把上述 液稀释 倍
,

取 拌 作模板
,

用引物

和 进行再扩增
,

退火温度为 ℃
,

产物用

的琼脂糖凝胶电泳分离
,

回收
,

克隆
,

送测序
。

‘ ’ 方法原理参照文献 , ,
,

用 邵 总
,

以 玛 为引物
,

用 根据使用说明进行

反应
,

然后加 尺侧
,

分解
,

用 回收试剂

盒 ’ 回收
。 ,

去除多余的
,

引物等 再

用 酶在
’

端加
,

用试剂盒 回收加

了 尾的
,

以此为模板
,

用 及
一

同
’

为引物
,

进行
,

反应体系组成同
‘

,

液稀释 倍
,

取 拜 为模板
,

用 及
,

进行
,

反应体系组成同上
,

液用

的琼脂糖凝胶电泳分离
,

回收
,

克隆
,

送测序
。

测序和序列分析 产物克隆到
一

载

体后
,

送上海开瑞生物芯片科技股份有限公司测序
。

序列分析用软件
,

的氨基酸同

源性比较使用 分析
,

比对结果用

罗
,

计算系统发育关系
,

用 场
一

法
,

重

复 以 〕次
,

处 理 为缺失
。

在距 离 模 式 下
,

用

计算各个分支的支持度
。

结果

黄一 的分离

分别取 黄鳝 卵巢和脑组织 的
,

进 行
,

用引物 和 均扩增到 左右的
,

经

克隆后测序
,

得到 片段
,

比较两序列
,

发现完

全一致
。

根据所得序列设计合成引物
, ,

使用卵

巢和脑总 进行
‘ ,

均获 以刃 左右条带
,

测序结 果 表 明脑 和卵巢得 到 的序 列 也 一 致
,

为

饰
,

由于引物 和 是根据芳香化酶
一

螺旋区和

血红素结合区设计的
,

可以扩增出鱼类脑和卵巢中

的保守序列 用该对引物分离到了黄顺鱼

脑和卵巢
一 ,

并得到除了芳香化酶保守序列

较一致外
,

其他有较大差异
。

为此
,

初步认为黄鳝

卵巢与脑 中 ’ 是 由同一个基因编码的
。

使

用卵巢 液用引物
,

扩增得到 左右

条带
,

克隆测序为
。

根据这一片段设计
‘

引物
, , ,

按照
‘

实验程序
,

结果获

得 左右 条带 克隆后测序结果为
。

把上述 序列 拼接得 到黄鳝卵巢 全 序列
犯 ,

该 总

长为 一
,

其中阅读框
,

翻译 个 氨基

酸
,

测算 的蛋 白质分子量 为
, ,

非 翻译 区

不包括
, ’

非翻译区 图
。
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序列分析

同耳性比较 使用 分析了黄鳝

卵巢 。。 氨基酸序列与鳍鱼卵川
,

虹缚卵阁
,

金鱼卵
,

斑马鱼卵 ’“〕
,

鳃鱼卵 川
,

金鱼脑
,

斑马

鱼 脑〔,
,

蛛 鱼 脑 川
,

鸡 卵 巢 ”〕
,

人 胎 盘 ” 等

琳 氛基酸序列的同源性
,

结果表明
,

黄鳝卵巢

的氛基酸序列与鲜鱼卵巢同源性达
、

与虹缚卵 同源
、

与金鱼卵 麟 同源
、

与斑马鱼卵

同源
、

与蛤鱼卵 同源
、

与给鱼脑 印 同源
、

与

金鱼脑 同源
、

与斑马鱼脑 同源
、

与鸡 同

源
、

与人 同源
。

相对氨基酸序列
,

科父 的碱

墓序列 同源 性较 低为 一
,

由于 虹 缚
、

人

巧山叨 的 序列没有
,

为此在分析表格中缺
,

见表
。

但对芳香化酶活性起关键作用的保守区包

撒 螺旋区
、

特异保守区
、

血红素

结合 区 的 同 源 性 高 达 一
、

一
、

月 表
。

使 用 点 突 变 方 法 研 究 人

酶催 化 活 性 发 现 位点
, , ,

珊
,

”
, ,

对酶活性起着重要作用【’ 〕
,

对

比分析发现黄鳝
一

在这些位点的氨基酸与人

的一致
。

进一步的结构分析显示
,

糖基化位点
一

在
,

与其他鱼类卵巢
一

, 相似 , ’“
。

蛋

白激酶 磷酸化 相关的位点
一 一

份 在
, , , ,

仍
,

其中
,

位为黄鳝和鲜鱼特

有
,

位为黄鳝和虹缚特有
, ,

位是大部分动

物 琳 都具有的
,

黄鳝与人一样缺少 处

位点
,

黄鳝为
,

人为
,

而大部分动物为
。

这些分析结果表明 砰 , 在进化过程 中
,

与酶活

性或作用相关的位点较保守
,

本实验分离得到的黄鳝

以 , 具有该酶的基本特征
。

’ 〔
一

毛八
’ ‘

〔 石

人 佣 义人 喘

下义
卜 刀

竹 凡 叱 从
汀

’ ’

阅
口

’

就喘父

份

从 从

几
‘

咙

喘

喘 几

︵﹄一﹃户幻﹃叮

厅 尽

优

弱

端

‘

弱

几 几

竹 佑 阴

‘

门
、

‘

叮

人

凡

‘ ,

口

凡
‘

目
,

〔
,

凡‘几甲

’’
八卜︸

︻七血“

气比

八七
从

人 “

几

〔

八

⋯ 月⋯ 民
川 “ 六 几 呈

竹

口再 飞 几 人口 口

心
’ ‘

撇



期 俞菊华等 黄鳝
一

芳香化酶基因的克隆及序列分析

“ 从姗
人优 人 优 人

厅 翻 娜 立 卫一
人 人 解

务
竹 几 以 八 竹 竹 从 八

从 竹 阴

“

人

丁 兀 人

工 石 丛 卫 」
川

加 抽 抽 长

’

礼 肠 心 优 成
妞

口 人 兀
卜 抽

人 几

阳八心月︸﹃‘甲欲汽
孟’

以带

,’’。似、,目心

图 黄峪卵巢 川 , 抽即 全长 序列及翻译的氮基酸序列阅读框 帅编码 个氮基酸
。

序列中高度保守的片段用下划线指示 为
一

姗

旋区
,

芳香化酶特异的保守区
,

血红素结合区
,

对酶活起重要作用的位点用粗体字表示 掩基化和蛋白激醉位点用方框表示
。

袱
,叫 司 脚 仆

·

帅 闭 川。

二 卜 。 , 呵 ,
一

阮
,

。
介旧 刚卜

卿 , 司 陀即
,

而 己 娜漱 忿脾 卜
一

砂 “ 网 云 油璐

叮 如锐

裹 黄 卯橄 叨 奴鑫胜序列与麟鱼卯及其他舟推动物的 州即助 奴二序列的比较
, 时

·

帅 娜 初 队月 即

黄峪卵 鳅鱼卯 金鱼卵

幻

虹傅卵 绘鱼卵

币

斑马鱼脑

劝

金鱼脑

山 右

给鱼脑 斑马鱼脑 鸡 人

口困

犯印印印印印印印印麟

,二,山,咤曰

飞」气一

,声弓︸﹃、︸

,飞︸咤‘丹

黄绪卵

麟鱼卵

金鱼卵

虹搏卵

捻鱼卵

斑马鱼卵

金鱼脑

缝鱼脑

斑马鱼脑

鸡

人

注 表中右上方为氮基酸序列的同源性
,

左下方为碱基序列的同源性
。

包括岭鱼卵巢 沪
、

虹鲜卵巢 晰
、

金鱼卵集

一叨一
、

斑马鱼卵巢 。叉沁
、

给鱼卵巢 一
、

金鱼脑 , 闭
、

斑马鱼脑 加
、

给鱼脑 一肠一
、

鸡卵巢 一 一
、

人胎

盘
。

。。

, 伴二 绍
,

, ,

例明
一

面 户叮 呵 沪
,

叼 伪
,

咧面
, 别 , 汕山 柳

以笼闷
,

币。 脚 甲
,

, 曲 面
,

汕涵 。叉沁
,

山。
, 。

衅 一
,

记

仍
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衰 即 幼 与其他有推动物 裂沁 保守区
,

之间的妞‘酸序列同派性

件代 试 。而 面 悦 ‘ 汕
、
成 ,

。 , ,

黄绪卵 井鱼卵 金鱼卵 虹鲜卵 始鱼卵 斑马鱼卵 金鱼脑 给鱼脑 斑马鱼脑 鸡 人

凡 曲 山 卜 西 断硫 山 冷 涵 聪以

玩 、 ,

卯 卯 叨

系统发育分析 为了比较黄鳝卵巢叫叹 功 与

其他鱼类及脊椎动物 和日知功 的系统发育关系
,

使用

上述比对结果
,

用 ’软件计算系统发育关系
,

在总

共 个位点中
,

个位点由于处于变化较大的区域

而被排除在系统发育关系的之外
,

采用 场

法
,

重复 叨 次
,

处理为缺失
,

构建了系统发育树

图
,

上标数据为在距离模式下
,

用 , 刃以 计算的

各个分支支持度
。

从系统树可见 周印明 是单起源
,

但在基因进化中由于复制或在基因某些部分分化与集

中
,

导致形成两个或多个拷贝
,

并在不同组织中表达
。

从图上可见黄鳝卵 州印 与鲜鱼的关系最近
,

并同

属于鱼类卵巢 以功明 那一大分支
。

虹搏卵 柳
黄给卵 叼
常鱼卵 叼
始鱼卵 一、 脚
金鱼卵 柳
斑马鱼卵 劝

始鱼脑
金鱼脑

斑马鱼脑 ,

鸡卵 叼
人胚盘

图 芳香化醉蛋白质系统树用 以 软件 两 泊 比 方法构建

分支上的数字代表 ‘扣 值

外 瞅 试 再 刚 仆 姗 如 司 ‘ 犷 嗯

肠山湘 雌 反 仆 浏比 ”

讨论

至今研究结果表明在人 是 由

基因家族中的一个基因表达的
,

但在猪等动物 已

发现不同组织
,

不同发育阶段表达的 , 是由
基 因家族中的不 同基因编码 的 ’

,

”〕,

在虹

缚
、

金鱼
、

斑马鱼等鱼中也分离到了分别在神经系统

和 性 腺 组 织 表 达 的 由 不 同 基 因 编 码 的

〔卜
,

本实验室在对黄顺鱼的研究中也发

现脑和卵巢中的 是不一样 的 未发表
。

但由于鱼类种类繁多
,

生活环境
,

进化程度又不完全

一致
,

因此
,

上述情况也有例外
,

如现有研究证明鲜

鱼脑和卵巢 , 是由同一个基因编码的〔
’ ,

本

研究发现在黄鳍脑中用引物
,

克隆到的序列及
’

序列与黄绪卵巢中完全一致
,

这很可能说明

黄塔脑和卵巢 是 由同一个基 因编码 的
。

至少黄鳍卵巢中 在脑中也有一定的表达
。

分析黄鳝和鲜鱼两者的基因组量发现它们都 比较

小 ’“
·

‘ 〕, 因此
,

很可能在进化过程中缺少大部分鱼

类都有的基因复制或四倍化过程
,

导致 没

有 发 生 复 制 等现 象
,

从 而 在 脑 和 卵 巢 表 达 的

是由同一个基因编码的
。

但要确定黄鳝脑

和卵巢是由同一个基因编码的还需要作进一步的

杂交等研究
。
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