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团头鲂nanos3基因的克隆鉴定
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摘要: 为了标记团头鲂(Megalobrama amblycephala)的原始生殖细胞(Primordial Germ Cells, PGCs), 首次克隆

并鉴定了团头鲂nanos3基因(mananos3)。mananos3全长1027 bp, 包括48 bp 5′UTR (5′untranslated Region),
490 bp 3′UTR和489 bp开放阅读框(Open Reading Frame, ORF)。该基因编码162个氨基酸。通过序列比对发现

Mananos3蛋白和其他物种Nanos蛋白一样,  存在一个保守的RNA结合功能域,  该功能域包含一个锌指基序

(Motif)。系统发育树结果显示, Mananos3与鲤(Cyprinus carpio)的Nanos3最为相近。半定量和定量PCR结果

表明, mananos3具有较高的母源表达, 并在胚胎发育早期高量表达, 而在1000细胞期之后表达量逐渐降低。在

成体组织中, mananos3仅在卵巢中检测到表达。mananos3和斑马鱼(Danio rerio) nanos3 (zfnanos3)的3′UTR均
可以介导绿色荧光蛋白特异标记团头鲂和斑马鱼胚胎发育早期的PGCs, 但是mananos3的3′UTR能够更特异

地标记团头鲂的PGCs。通过比对mananos3和zfnanos3的3′UTR发现, mananos3 的3′UTR中有一个非经典的

miR430识别位点(GCACTA)。通过对该位点的突变研究证实其有利于nanos3在非PGCs组织中的降解。综上

所述, 团头鲂mananos3的3′UTR序列中的非经典miR430识别位点(GCACTA)可能与介导报告基因在PGCs中
特异表达相关。
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Nanos通常被认为对生殖细胞的存活和全能性

的维持起重要作用。动物中一般存在1 — 4个
nanos基因

[1]
。该基因编码高度保守的RNA结合蛋

白。该蛋白C端拥有2个连续的半胱氨酸-半胱氨

酸-组氨酸-半胱氨酸(Cys-Cys-His-Cys, CCHC)锌指

基序
[2, 3]

。

Nanos基因在非脊椎动物和脊椎动物中均得到

了鉴定和研究。果蝇(Drosophila melanogaster)中
只有1个nanos基因, 该基因在介导腹部形成、原始

生殖细胞(Primordial Germ Cells, PGCs)特化和迁移

以及生殖干细胞的维持等方面发挥重要作用
[4, 5]

。

在小鼠(Mus musculus)中, nanos2和nanos3在PGCs
和未分化的精原细胞中表达, nanos2突变导致雄性

精原细胞的缺失, 而nanos3突变导致精巢和卵巢中

的生殖细胞均缺失
[6]
。在硬骨鱼类中, 斑马鱼(Danio

rerio)nanos有3个基因: nanos1、nanos2、nanos3。
Nanos1在成熟卵巢的早期卵母细胞中有表达 ;
nanos2在成鱼精卵巢的生殖干细胞中表达, 对于维

持生殖干细胞必不可少
[7 ,  8 ]; nanos3在生殖质和

PGCs中特异性表达
[9], 对PGCs的形成和迁移以及

卵母细胞的产生及维持至关重要
[7, 9]

。

在鱼类中, nanos3的3′UTR常被用于介导荧光

蛋白在PGCs中特异性表达, 用于PGCs的活体标

记
[10]

。利用胚胎注射EGFP-nanos3′UTR mRNA的

方法, 在斑马鱼
[10]

、鲤(Cyprinus carpio)[11]
、青鳉

(Oryzias latipe)[12]
、日本鳗鲡(Anguilla japonica)[13]

、

牙鲆(Paralichthys olivaceus)[14]
中实现了PGCs的可

视化标记。
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团头鲂(Megalobrama amblycephala)属鲤形目,
鲤科, 鲂属, 又名武昌鱼。其具有养殖成本低、生

长迅速、食性广、养殖成活率高、肉质鲜美等特

点, 是我国重要的经济鱼类之一
[15]

。为了开展团头

鲂原始生殖细胞操作相关的研究, 我们克隆和分析

了团头鲂的nanos3基因, 并利用该基因的3′UTR序

列进行特异性标记PGCs实验。我们发现, 和斑马

鱼nanos3的3′UTR相比, 利用团头鲂自身的nanos3-
3′UTR能够更加特异地标记团头鲂的PGCs。这项

研究工作为将来开展基于团头鲂PGCs的遗传操作

提供便利。

1    材料与方法

1.1    实验材料

本研究所用雌、雄团头鲂均养殖于中国科学

院水生生物研究所官桥水产养殖基地, 在繁殖季节

采用人工授精的方法获取团头鲂的胚胎 ,  置于

(22±1)℃的环境发育。成体组织取自2龄的团头

鲂。AB品系的斑马鱼均来自于国家斑马鱼资源中

心(武汉, http://zfish.cn)。斑马鱼饲养于14h﹕10h光
暗周期及28.5℃恒温条件下。用于显微注射的胚胎

由雌、雄斑马鱼自然产卵而得。

1.2    方法

总RNA的提取　　获取团头鲂不同发育时期

胚胎及幼鱼和成体不同组织, 采用Trizol (Invitro-
gen)法提取胚胎、幼鱼及成鱼各组织的总RNA, 用
超微量分光光度计(Thermo, NanoDrop 2000)和
1.0%琼脂糖凝胶电泳检测总RNA的浓度及纯度, 将
RNA溶于无核酸酶水中, 置于–80℃冰箱中保存备用。

团头鲂nanos3基因全长cDNA的克隆　　根据

斑马鱼和鲤鱼nanos3基因的序列比对, 在保守功能

域设计引物nanos-F和nanos-R (表 1)。以团头鲂卵

巢组织总RNA为模板, 根据Revert Aid First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific)说明

书反转录获得cDNA。以此cDNA为模板进行

PCR扩增, 获得团头鲂nanos3基因的中间片段。根

据获得的中间片段, 设计RACE(Rapid-amplifica-
tion of cDNA ends)扩增引物(表 1)。3′RACE和
5′RACE利用System for Rapid Amplification of
cDNA Ends试剂盒(Thermo Fisher Scientific)并按照

说明书进行。

扩增的PCR产物经DNA纯化试剂盒(Thermo
Fisher Scientific)纯化回收DNA后连接至pMD18-T
(TaKaRa), 经转化、挑克隆和测序(武汉天一辉远

生物科技有限公司), 获得相应片段的阳性克隆。

所获得的片段序列经Lasergene软件拼接分析获得

团头鲂nanos3基因全长cDNA序列。

表 1    团头鲂nanos3基因cDNA全长的克隆及表达所用到的引物

Tab. 1    Primers used for nanos3 full length cDNA cloning and expression

引物名称Primer name 序列Sequence (5′—3′) 用途Usage

nanos-F CCTTGGAAGGACTACATGGG 同源片段扩增

nanos-R CAAACTTGTACACAAGCCAG

nanos-3gsp1 GAGACCAAGCAGAAAAGAAGCC 3′RACE扩增

nanos-3gsp2 CAAACATAATGGTGAGGCTGAGG

nanos-3gsp3 CCTACAGCTCCGTGTACGCC

nanos-5RT CTTTCTGTAAAAACTGTCC 5′RACE扩增

nanos-5gsp1 GGTTGGTTCCCTCTTGTCATCTC

nanos-5gsp2 GGCTTCTTTTCTGCTTGGTCTC

nanos-5gsp3 CATTGCGGTCTTTGAGGTAGTG

AAP GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIIGGGIIGGGIIG 3′和5′RACE扩增

AUAP GGCCACGCGTCGACTAGTAC

nanos-real time-F ACACTATCTCAAAGACCGCAATG 定量PCR
nanos-real time-R GCGGGCAGAACCTTTTAGTG

β-actin-F GATGATGAAATTGCCGCACTG 内参引物

β-actin-R ACCAACCATGACACCCTGATGT

XhoⅠ-mananos3UTR-S CCGCTCGAGACGGGACATTTCTGACCCAC 表达载体构建

XbaⅠ-mananos3UTR-A GCTCTAGATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGATATG

mananos-mut1-F GTTTGATTTTGCACTTCTTCT 构建突变载体引物

mananos-mut2-F GTTTGATTTTCTACTACTTCT
mananos-mut-R CGTGAAAGCACACATGCATAC
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nanos3基因氨基酸序列比对及系统进化分析

　　使用Lasergene软件预测团头鲂nanos3基因编

码的氨基酸序列, 采用BLAST (https://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi)和Clustal W (https://www.genome.jp/
tools-bin/clustalw)将预测的氨基酸序列与NCBI的
其他物种Nanos3进行蛋白质序列比对。同时, 基于

各个物种Nanos3蛋白序列, 使用MEGA5.1软件构建

NJ (Neighbor-joining方法)系统发育树
[16]

。所用到

各物种的氨基酸序列GenBank登录号如下: 团头鲂

(M. amblycephala): MH215557; 金线鲃(Sinocyclocheilus
grahami): XP_016139847; 鲤(C. carpio): XP_018955255;
银鲫(Carassius gibelio): AKP99418; 斑马鱼(D. rerio):
NP_571953; 大西洋鲑(Salmo salar); XP_013985774;
虹鳟(Oncorhynchus mykiss): NP_001268351; 青鳉

(O. latipes): NP_001116380; 罗非鱼(Oreochromis
niloticus): XP_005467279; 人(Homo sapiens):
NP_001092092; 小鼠(Mus musculus): NP_918948;
果蝇(Drosophila melanogaster): NP_476658; 爪蟾

(Xenopus laevis): XP_018107247。
团头鲂nanos3 mRNA在不同发育时期和成体

组织中的表达分析　　根据已获得的团头鲂nanos3
基因序列, 设计半定量及定量引物(表 1)。以β-actin
作为内参, 采用半定量(定量)方法检测团头鲂nanos3
基因mRNA在不同发育时期及成鱼不同组织中的

表达情况。

pCS2-SP6﹕EGFP-mananos3-3′UTR 质粒的构

建、mRNA合成及显微注射实验　　以团头鲂卵

巢cDNA为模板 ,  以XhoⅠ-mananos3UTR-S和
XbaⅠ-mananos3UTR-A为引物(表 1)进行PCR扩

增。其产物经双酶切后插入到pCS2+的载体上得

到pCS2-SP6﹕EGFP-mananos3-3′UTR质粒。质粒

pCS2-SP6﹕EGFP-zfnanos3-3′UTR和pCS2-SP6﹕
EGFP-mananos3-3′UTR, 分别使用NotⅠ和XbaⅠ线

性化后, 通过mMessage mMachine sp6 UltraKit
(Thermo Fisher Scientific)体外转录试剂盒合成和纯

化mRNA。合成的mRNA用超微量分光光度计测

浓度和纯度, 用琼脂糖凝胶电泳检测mRNA的质

量。将合成的mRNA分别注射进入1细胞期团头鲂

和斑马鱼的胚胎中, 在斑马鱼发育至1 dpf和团头鲂

发育至2 dpf时, 于荧光显微镜下观察各自PGCs被
标记效率并作统计。

mananos3-3′UTR 点突变质粒的构建及显微注

射实验　　利用BioEdit7.0和Clustal W将团头鲂和

斑马鱼的3′UTR进行序列比对, 比对后分别设计突

变引物mananos-mut1-F/mananos-mut2-F与mana-
nos-mut-R, 并利用反向PCR构建pCS2-SP6﹕EGFP-

mananos3-3′UTR_mut1和pCS2-SP6﹕EGFP-mana-
nos3-3′UTR_mut2突变质粒。质粒经XbaⅠ线性化

后用mMessage mMachine sp6 UltraKit (Thermo
Fisher Scientific)体外转录试剂盒合成然后纯化

mRNA, 注射1细胞期的斑马鱼胚胎, 在斑马鱼发育

至1 dpf时, 观察胚胎荧光情况并作统计。

2    结果

2.1    团头鲂nanos3基因全长cDNA的克隆及序列

分析

本研究利用RT-PCR和RACE方法成功获得团

头鲂的nanos3基因全长 cDNA序列(GenBank登录

号MH215557), 其全长为1027 bp, 包括48 bp的 5′非
编码区(5′UTR), 490 bp的3′非编码区(3′UTR)和
489 bp的开放阅读框(ORF)。该基因编码162个氨

基酸。氨基酸序列比对结果显示, 团头鲂Nanos3蛋
白同其他物种的Nanos3蛋白具有较高的相似性, 与
鲤科鱼类中的金线鲃(S. grahami)、鲤(C. carpio)、
银鲫(C. gibelio)和斑马鱼(D. rerio)相似性较高, 依
次为77.2%、77.1%、75.9%和69.2%; 同鲑科鱼类

[大西洋鲑鱼(S. salar)和虹鳟(O. mykiss)]和哺乳类

[人类(H. sapiens)和小鼠(M. musculus)]的相似性较

低, 在34%—48.1%(图 1A)。但是, 它们均拥有1个
保守的RNA结合功能域。在该功能域里面包含一

个锌指基序“CCHC CCHC”。基于蛋白质序列, 利
用MEGA5.1软件构建NJ系统发育树(图 1B), 结果

显示团头鲂的Nanos3蛋白同鲤鱼和斑马鱼的

Nanos3聚为一支。这表明团头鲂的Nanos3与鲤鱼

和斑马鱼的Nanos3最为相近。

2.2    团头鲂nanos3 mRNA在不同发育时期和成体

组织中的表达分析

我们利用半定量和荧光定量PCR方法检测了

团头鲂不同发育时期胚胎以及成鱼不同组织中

nanos3 mRNA表达水平。我们发现团头鲂的nanos3
具有母源表达, 在胚胎发育早期(shield时期以前)均
具有较高的表达。在bud时期之后, nanos3 mRNA
的表达量逐渐减少。从受精后3—15d, 在幼鱼中很

难检测到nanos3的表达 (图 2A)。nanos3在团头鲂

胚胎发育各时期的表达特征同该基因在其他鱼类

胚胎发育中的表达特征相似
[17—19], 这暗示了nanos3

在鱼类中可能具有相对保守的表达调控机制。在

成鱼各组织中, nanos3 mRNA在卵巢中高表达, 在
肝、肾、肌肉、心脏、腮、脑、肠、脾和精巢等

组织中不表达(图  2B)。以上结果表明 ,  团头鲂

nanos3不仅是一个母源基因, 还是一个卵巢特异高
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量表达基因。

2.3    团头鲂nanos3-3′UTR能够稳定EGFP在PGCs
中的表达

接下来, 我们分别在团头鲂和模式动物斑马鱼

中研究了mananos3-3′UTR介导绿色荧光蛋白(EGFP)
特异性标记PGCs的功能。我们将EGFP-mananos3-
3′UTR mRNA或者EGFP-zfnanos3-3′UTR mRNA分

别注射进入斑马鱼和团头鲂1细胞期受精卵, 并统

计了非PGCs组织具有较强荧光(High background)
和较弱荧光(Low background)的胚胎数。我们发现

所有注射有以上任意一种mRNA的胚胎均能够标

记PGCs, 其区别主要在于背景荧光强度上, 即nanos3-
3′UTR介导mRNA在非PGCs组织中的降解效率(图
3C、3D)。在注射有EGFP-zfnanos3-3′UTR mRNA

M amblycephala MAFSLLRYIL SSHGSMESNN EDFQPWKDYM GLSDMIKGMQ R---AGEQSG AGDDK----- ------REPT 56
S grahami MAFSLLRYIL SAHGSMESKN QDFQPWKDYM GLADMIRGMQ R---PAEQSD ADDDKS---- -----KRAAA 58
C carpio MAFSLLHYIL SAHGSMESTN QYFQPWKDYM GLADMIRGMQ R---PAEQPD ---------- ---------- 47
C gibelio MAFSLLHYIL SAHGSMESGN QDFQPWKDYM GLADMIRGMQ R---PAEQPD AADDA----- -------AAS 55
D rerio MAFSLLQFIL SAHGSMETRN QDFQPWKDYM GLADMIRGMK R---QEMQSD ADSDE----- --------QA 54
S salar -MVSFSSQLQ HLPK-MESEN KGFQLWRDYM KLADAVREMK LGNFTSEPST VDGHHSGICS TMVELEQFPS 68
O mykiss -MNAMICQLQ HLPRYMESEN RRFQPWRDYM KLADAVREMQ LGNFTSEPST VEGHDSGICS TMVEFEEFPP 69
H sapiens ---------- ---------M GTFDLWTDYL GLAHLVRALS GKEGPETRLS PQPEPE---- --------PM 39
M musculus ---------- ---------M GTFNLWTDYL GLARLVGALH KEEELDVRLD PKPEPK---- --------PS 39

M amblycephala AALM------ ---------- ---------- ---------- ETPSDPTRAR TPETKQKRSQ QHCKSAS--- 87
S grahami AALL------ ---------- ---------- ---------- ESPSGPTRAH TTVSTEKRSP ERGRSTSC-- 90
C carpio -ALL------ ---------- ---------- ---------- ESPSGPTRAH GTLTTEKRDP ERGKSTRS-- 78
C gibelio AALP------ ---------- ---------- ---------- ESPSGPTRAH GTVTTENRDP GHGKSTRS-- 87
D rerio AALL------ ---------- ---------- ---------- ESPSGPIRSR DSPE-QNTSP GGGKPKS--- 84
S salar RALLSPITPV ATPPLWHEME PLDSEIVPVR KGPPLHPNSS EGPEPPTAAS RPSAGTRGQR ERKKATRSKT 138
O mykiss RALLSPITPV ATPPLWHEME PLDSEIVPLH KHAALRPSST KGPEPPTASS RSSAGTRGQK ERMKATCSKT 139
H sapiens LEPV------ ---------- ---------- ---------- -SALEPMPAP ESVPVPGPKD QKRSLESS-- 70
M musculus SE-------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------S QQASKESS-- 50

M amblycephala ----IPPERK FCSFCKHNGE AEAVFTSHYL KDRNGNVTCP YLSQYVCPLC GATGASAHTK RFCPLVDKTY 153
RNA binding domain

S grahami ----SPSEKK FCSFCKHNGE TEAVFTSHYL KDRAGNVMCP YLNQYVCPLC GATGAKAHTK RFCPLVDKTY 156
C carpio ----NPSEKK FCSFCKHNGE TEAVFTSHYL KDRAGDVTCP YLSQYVCPLC GATGAKAHTK RFCPLVDKTY 144
C gibelio ----NPSEKK FCSFCKHNGE SETVFTSHYL KDRSGAVTCP YLSQYVCPLC GATGAKAHTK RFCPLVDKTY 153
D rerio ----SPAERK FCSFCKHNGE TEAVYTSHYL KNRDGDVMCP YLRQYKCPLC GATGAKAHTK RFCPMVDKNY 150
S salar PEEVPSPERQ FCSFCKHNGE SESVFGSHSL KDQDGGVVCP YLRQYVCPLC GATGAQAHTK RFCPRVETTY 208
O mykiss PEEVSSPERK ICSFCKHNGE LESVFGSHSL KNQDGDVVCP YLRQYICPLC GATKAKAHTK RFCPQVETTY 209
H sapiens -----PAPER LCSFCKHNGE SRAIYQSHVL KDEAGRVLCP ILRDYVCPQC GATRERAHTR RFCPLTGQGY 135
M musculus -----AAPER LCSFCKHNGE SRAIYQSHVL KDEAGRVLCP ILRDYVCPQC GATQEHAHTR RFCPLTSQGY 115

M amblycephala SSVYAKTTW- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- --- 162
S grahami SSVYAKATW- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- --- 165
C carpio SSVYAKSTW- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- --- 153
C gibelio SSVYAKTTWG PGRF------ ---------- ---------- ---------- ---------- --- 167
D rerio CSVYAKSTW- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- --- 159
S salar NSVYVK---- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- --- 214
O mykiss SSVYVKS--- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- --- 216
H sapiens TSVYSHTTRN SAGKKLVRPD KAKTQDTGHR RGGGGGAGFR GAGKSE---- -PSPS-CSPS MST 192
M musculus TSVYCYTTRN SAGKKLTRPD KAKTQDAGHR LGGEAAAGVY AGSKSGRKPP GPSPSACCPS TTA 178
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图 1    团头鲂Nanos3氨基酸序列比对及系统进化分析

Fig. 1    The Alignment of predicted amino acid sequence of Megalobrama amblycephala Nanos3 with its homologs in selected vertebrates
(A) and Neighbor-Joining phylogenetic tree (NJ tree) of Nanos3 homologs of selected vertebrates (B)
A. 团头鲂与所选物种nanos3基因的氨基酸序列比对及结构分析;在全部所选物种中均保守的氨基酸残基用黑色标记; 方框标示

RNA结合结构域; “▲”标示锌指基序; B. 团头鲂nanos3基因基于氨基酸序列构建的NJ系统进化树; 团头鲂在进化树中的位置被“▲”
标记。所选物种中文及英文名称请见材料方法

A. Conserved amino acid residues among all selected vertebrates are marked black; the RNA binding domain is marked with box; the zinc
finger motif is indicated by“▲”; B. Megalobrama amblycephala in NJ tree is marked with “▲”. Please refer to the section of materials and
methods for selected vertebrates
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的斑马鱼胚胎中, 绝大多数胚胎(98%, n=100)具有

较弱的荧光背景; 而同样的mRNA注射进入团头鲂

胚胎中, 大多数胚胎(96.4%, n=83)的荧光背景较强

(图 3C、3E)。在注射有EGFP-mananos3-3′UTR mRNA
的团头鲂胚胎中, 有86.7%的胚胎(n=60)具有较弱

的荧光背景, 而同样的mRNA注射进入斑马鱼胚胎

中, 83.3%的胚胎(n=90)却具有较强的荧光背景(图
3D、3F)。这些数据表明, 物种本身的nanos3-3′UTR
能够更加特异地标记自身的PGCs。总之, mananos3-
3′UTR具有同其他硬骨鱼类nanos3-3′UTR相似的功

能, 除可以有效标记团头鲂的PGCs外, 也可以标记

斑马鱼的PGCs。
2.4    团头鲂nanos3-3′UTR表达调控区域的鉴定

在斑马鱼中, miR430通过结合nanos3-3′UTR序
列介导mRNA在体壁细胞中的降解

[20, 21]
。经典的

miR430识别位点为GCACUU[22]
。通过比对团头鲂

和斑马鱼nanos3-3′UTR序列, 我们发现在团头鲂

nanos3-3′UTR的173—178 nt位置具有一个潜在的

miR430识别位点GCACUA (WT, “_”标识出了与经

典miR430识别位点不同的碱基)(图 4A、4B)。我
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图 2    团头鲂nanos3在胚胎发育不同时期和成体不同组织表达谱

Fig. 2    The expression level of mananos3 during embryogenesis and among different adult tissues
A. 团头鲂nanos3在早期胚胎发育及幼鱼阶段15 dpf之前的表达水平; B. 团头鲂nanos3在成鱼不同组织中的表达水平。在荧光定量

PCR中, 所有时期胚胎样本或组织样本的mananos3 表达量均相对于团头鲂β-actin计算获得

A. The expression level of mananos3 during embryonic stages and larva stages before 15 dpf; B. The expression level of mananos3 among
different adult tissues. For RT-qPCR, the manons3 level was normalized to β-actin
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图 3    团头鲂和斑马鱼的原始生殖细胞均能被EGFP-mananos3-3′UTR和EGFP-zfnanos3-3′UTR标记

Fig. 3    Primordial germ cells (PGCs) of zebrafish and blunt snout bream were labeled by both EGFP-mananos3-3′UTR and EGFP-
zfnanos3-3′UTR
A、B. EGFP-zfnanos3-3′UTR和EGFP-mananos3-3′UTR的示意图; C. 注射有EGFP-zfnanos3-3′UTR的1 dpf斑马鱼胚胎; D. 注射有

EGFP-mananos3-3′UTR的1 dpf斑马鱼胚胎; E. 注射有EGFP-zfnanos3-3′UTR的2 dpf团头鲂胚胎; F. 注射有EGFP-mananos3-3′UTR的
2 dpf团头鲂胚胎。图片右上角统计了代表照片胚胎的数量占观察总数的百分比, n值为总胚胎数

A, B. Diagram of the EGFP-zfnanos3-3′UTR and the EGFP-mananos3-3′UTR; C. 1 dpf zebrafish embryo injected with EGFP-
zfnanos3UTR; D. 1 dpf zebrafish embryo injected with EGFP-zfnanos3-3′UTR; E. 2 dpf bunt snout bream embryo injected with EGFP-
zfnanos3-3′UTR; F. 2dpf bunt snout bream embryo injected with EGFP-mananos3-3′UTR. The number at the right-up corner indicates the
percentage of representative embryos. “n” is the total number of observed embryos
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们通过设计引物(表 1), 将mananos3-3′UTR的该位

点分别突变为miR430经典的识别位点GCACUU
(mut1)和不能识别的位点CUACUA (mut2, “_”指出

了与经典miR430识别位点不同的碱基)(图 4B), 并
以斑马鱼为模式动物进一步探究该位点是否有利

于EGFP在非PGCs细胞中有效降解从而使PGCs能
够被EGFP更特异的标记。通过观察1dpf的胚胎,
我们发现在注射有EGFP-mananos3-3′UTR WT的群

体中, 具有高背景的胚胎占比73%(n=100); 在注射

有EGFP-mananos3-3′UTR mut1 (突变位点理论上

能够被miR430更好地识别)的群体中, 具有高背景

的胚胎得到明显减少(40%, n=90); 而在注射有

EGFP-mananos3-3′UTR mut2 (突变位点理论上不

能被miR430识别)的群体中, 具有高背景的胚胎进

一步增多(87%, n=120)(图 4C)。该数据表明团头鲂

nanos3-3′UTR中的序列“GCACUA”可能是miR430
识别的位点。

3    讨论

本研究首次克隆了团头鲂的nanos3 全长cDNA
(mananos3, GenBank: MH215557)。序列分析发现

预测的Mananos3氨基酸序列与鲤科鱼类相似性较

zf_UTRnos3 AGCGGACATT GATGCTCCG- -GGAGATTTG A--------- ---------- ---AGAAACA C--TTTTTAC CGCAGGTTTT AATGTTTAAG 64
ma_UTRnos3 ACGGGACATT TCTGACCCAC AGAAGATCTG GACATGGGAA TCGAGACTAT TTAAAAAGGA CAGTTTTTAC AGAAAGTTTT AATGTTCAAG 90

zf_UTRnos3 TTTTAACTCT TTAATTGTTT GTTTGGTTGA TACGCGGCGG ATTGCGAGTT TGCATGCATG TGTGCGTTCA CTGTTTGATT TTGCACTTTT 154
ma_UTRnos3 TTTTAATTTA TCATTGTTTG TTTTTATCCA TAATGGCTTG TGTGTGAGTT TGTATGCATG TGTGCTTTCA CGGTTTGATT TTGCACTACT 180

zf_UTRnos3 TGTGTGTGTG TATATGTGTG TGTTTGCTGT GTTTTATTTT GTGTGCAC-- TGGTGTTGTG T--------- --TTTCACTT GGTAACAAAC 231
******

ma_UTRnos3 TCTTT-TCTG TCT-----TT TTTTCTTTGT ATTTCAGTT- GTGTGCACTA TGGTCTTGTG TGTTTCACTT TTTTTCTCTT TTTAACAAAC 263

zf_UTRnos3 TTGTACACAA GCCAGCAGGC TCGCTACAGG CGCAACCGCA CTCAAAAACA AACCCTTTCA --TGCTTATT TGGTAAATAC AATGTGTGTT 319
ma_UTRnos3 TTGTACACCA GCCATTAGGC TCGCTACAGG TGCAACCGT- -TTGAGCTCT TTCTCTAAAA ACTGTTTATT CTGACACATT TGTATTTGAT 351

zf_UTRnos3 TAGTCCTCCT TTTAAATGTC AGATTTTATG GTGT-TGTAT TTAAACAAAA AATTCAATGT TAATATTTAG ATTTTAGTGA TTTTATTATT 408
ma_UTRnos3 ATAACCCCTT TTTTAATT-- --GTTTTATT TTATCAATGT TTAAAAAAAT ATTTTACTGT TAATATT-GT GTTTTACT-- CTTTAGAGCT 434

zf_UTRnos3 GAAAACGGCT TGTTTTGTAT AAGTAACCTT TAAAAAAAGT TTTCTCCATT GCATTTAAAT TCAGTTTGAC AAACATAATC GCCATATTTT 498
ma_UTRnos3 GCATGTGTAT TGCATCA-AT AACAAAACCA TATCAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAA--- ---------- ---------- ---------- 490

zf_UTRnos3 CATGTCGCTT GCTAAAATTC ATGTACTACT TTCATCATTT TATGTCAGTG TGTGATTTTT GACTTGTGAT GGAGTGAAAA ATGTGAGGAA 588
ma_UTRnos3 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 490

zf_UTRnos3 AATATAAACA TTTTCTCTAG ACTTAAAAAA AAAAAAAAAA AAA 631
ma_UTRnos3 ---------- ---------- ---------- ---------- --- 490
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图 4    团头鲂nanos3-3′UTR miR430结合位点的鉴定

Fig. 4    Identification of miR430 binding motif in mananos3-3′UTR
A. 团头鲂和斑马鱼nanos3-3′UTR的序列比对; B. miR-430结合位点碱基替换示意图; C. 在注射了EGFP融合的突变型mananos3-
3′UTR的胚胎中, 对非PGCs组织中的EGFP表达情况进行统计分析。“*”标记了潜在的miR-430结合基序; “n”代表统计的胚胎总数

A. Sequences alignment of 3′UTR of nanos3 homologs between zebrafish and blunt snout bream; B. diagram of base substitution in putative
miR-430 binding motif; C. statistics analysis of EGFP repression in tissue of non-PGCs after injection of EGFP-fused mutated mananos3-
3′UTR. “*” marks the putative miR-430 binding motif; “n” is the total number of observed embryos
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高, 同鲑科鱼类、哺乳类、非脊椎动物和两栖类的

相似性较低。在进化树上, 其与鲤和斑马鱼被聚到

同一分支上。虽然nanos3在不同物种间的序列差

异较大, 但是其RNA结合功能域的氨基酸序列高度

保守。定量和半定量PCR结果显示, Mananos3具有

母源表达, 并在胚胎发育早期高量表达, 而在PGCs
特化完成后表达量逐渐减少。这种表达模式与斑

马鱼
[19]

、家蚕(Bombyx mori)[17]
、文昌鱼(Bran-

chiostoma)[18]
非常相似。综上, nanos3基因蛋白序

列及其mRNA表达模式的保守性暗示nanos3在不

同物种中可能具有相似的生物学功能。

早在2006年, Saito等[10]
就使用斑马鱼nanos3基

因的3′UTR序列插入到EGFP开放阅读框下游, 介导

EGFP在青鳉(Oryzias latipes)、泥鳅(Misgurnus an-
guillicaudatus)、金鱼(Carassius auratus)等8种鱼类

的PGCs中特异稳定的表达。在本研究中, 我们同

样发现mananos3-3′UTR和zfnanos3-3′UTR均可以

标记团头鲂和斑马鱼的PGCs。通过比较发现, 利
用mananos3-3′UTR标记团头鲂本身的PGCs能使其

他组织中的荧光(背景噪声信号)更弱。因此, mana-
nos3-3′UTR比zfnanos3-3′UTR更加适合团头鲂

PGCs的特异性标记, 这为将来开展基于团头鲂PGCs
的遗传操作提供便利。

EGFP-nanos3-3′UTR之所以能够特异性标记

PGCs, 主要是由于两个方面的分子机制共同作

用。一方面, 在体细胞中, miR430能够识别并结合

到nanos3-3′UTR上的特殊位点从而介导mRNA的

降解
[20]

。另一方面, 在PGCs中, 生殖细胞特异的

RNA结合蛋白Dnd1能够结合到nanos3-3′UTR上富

含尿嘧啶区域从而保护mRNA免受miR430介导的

RNA降解
[21]

。在本研究中, 我们在团头鲂nanos3-
3′UTR中发现了一个非经典的nanos3 miR430结合

位点GCACUA, 对其进行点突变后, 发现该序列的

改变可以影响Mananos3-3′UTR对斑马鱼PGCs的标

记效率。所以我们推测, mananos3同样存在通过

miR430介导的mRNA降解及在生殖细胞中收到

Dnd1蛋白保护的转录后调控机制, 并且mananos3-
3′UTR与miR430结合位点可能包含GCACUA。
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MOLECULAR CLONING AND IDENTIFICATION OF NANOS3 IN BLUNT
SNOUT BREAM (MEGALOBRAMA AMBLYCEPHALA)

ZHU Lin1, 2, WANG Hou-Peng1, ZHU Zuo-Yan1, SUN Yong-Hua1 and YE Ding1

(1. State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology, Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan
430072, China; 2. School of Advanced Agricultural Sciences, University of Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072, China)

Abstract: Nanos3 is one of the components of germ plasm which is generally considered to be the determinant of pri-
mordial germ cells (PGCs) in most of the ovipara. The miR430 bind to the 3′untranslated region (UTR) of nanos3 to
mediate the degradation of its mRNA in somatic cells, while in PGCs, the Dnd1 binds to the 3′UTR region of nanos3 to
protect it from degradation through miR430. Therefore, the 3′UTR of nanos3 was generally used to mediate the speci-
fic expression of fluorescent protein in PGCs. In this study, we cloned and characterized the cDNA of the nanos3
homolog in Megalobrama amblycephala (mananos3). Mananos3 is of 1027 bp length including 48 bp 5′UTR, 490 bp
3′UTR and 489 bp opening reading frame. It encodes a peptide with 162aa. By peptide alignment, there was a con-
served RNA binding domain with one zinc finger motif. Phylogenetic analysis revealed that Mananos3 has the highest
similarity with its homolog in common carp. Semi-quantitative and Real-time qPCR showed that nananos3 was highly
maternally expressed. During early embryonic stage, it was high expressed before 1k-cell stage and then gradually de-
creased. Mananos3 was specifically expressed in ovary among different selected tissues. Both 3′UTR of mananos3 and
zebrafish nanos3 (zfnanos3) can mediate the specific expression of green fluorescent protein (EGFP) in PGCs while it
appeared that 3′UTR of mananos3 has higher efficiency and specificity. Finally, the alignment of the 3′UTR of ma-
nanos3 and zfnanos3 revealed a potential non-classical recognition site (GCACTA) for miR430 that promotes the de-
gradation of mRNA in non-PGCs tissues.

Key words: Nanos3; Blunt snout bream; Primordial germ cells; Zebrafish
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