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摘要 : DNA重组激活基因 (Recombination activating genes RAG)是脊椎动物特异性免疫反应的关键基因 ,也是脊椎

动物进化分析的标记基因之一。鲫鱼具有很强的适应性和抗病能力 ,是我国广泛养殖的重要经济淡水鱼 ;由于具

有不同的倍性和丰富的遗传多样性 ,又是研究鱼类基因组进化的独特材料。本研究用 PCR方法扩增、克隆了鲫鱼

的 Rag基因。鲫鱼 Rag1基因从起始密码到终止密码总长 4188bp,由三个外显子和两个内含子组成 ,其中开放阅读

框长 3192bp,编码 1063个氨基酸。Rag2基因从起始密码到终止密码总长 1593bp,没有内含子 ,只有单一的编码

区 ,编码 530个氨基酸。Rag1和 R ag2基因的 ORF和氨基酸序列在不同鱼类中的对比结果表明其在进化过程中非

常保守。不同鱼类 R ag1基因的第二内含子也是高度保守的 ,转录因子结合位点分析表明在第二内含子的保守区

域中有许多转录因子的可能结合位点。其中有一段在所有已知鱼类中都存在的保守区域是与性腺发育相关的转

录因子 SRY和 SOX5的可能结合位点 ,提示 Rag1基因的表达可能与性腺发育具有相关性。用 RT2PCR方法进行的

组织特异性表达分析表明 Rag1基因在鲫鱼成体的头肾和精巢都能检测到表达 ,提示 Rag基因不仅主导了免疫组

织中的 DNA重组 ,也可能参与了生殖细胞的 DNA重组。RT2PCR检测证明 Rag1基因在鲫鱼胚胎发育至第 5天开

始表达 ,在第 7天鲫鱼胚胎的胸腺原基中可检测到 Rag1基因 mRNA的杂交信号 ,在第 9天鲫鱼胚胎的胸腺原基中

可以检测到很强的 R ag1 mRNA原位杂交信号 ,说明该时期可能是鲫鱼免疫基因重组的活跃时期。
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　　20世纪 80年代末 , Schatz, et a l1[ 1 ]在小鼠中发

现了与 DNA重组相关的重组激活基因 (Recombina2
tion activating genes RAG)。R ag基因由 R ag1基因

和 R ag2基因组成 ,其编码的蛋白可激活三个编码

B、T淋巴细胞抗原识别受体胞膜外可变区的胚系基

因在 B、T细胞发生过程中的重排。在成熟 B细胞

中 , Rag基因可通过对 V、D、J基因片段的第 2次重

组再次改变抗体基因 ,从而产生新的特异性抗原受

体。因此 , R ag基因所主导的免疫基因的重组是 Ig

和 TCR库多样性的产生的主要原因 ,在特异性免疫

反应中发挥重要作用 [ 1—4 ]。R ag基因在大多数情况

下一起表达。但在少数情况下 ,比如在哺乳动物的

中枢神经系统中和鸡的法氏囊中 [ 5, 6 ]
, R ag基因只有

其中一个表达。R ag基因在脊椎动物中普遍存在 ,

在进化过程中非常保守 ,而且分子大小适中 ,因此又

被用作脊椎动物进化分析的标记基因 [ 7—9 ]。

鲫鱼属于鲤科 ( Cyp rinidae) , 鲤亚科 ( Cyp rini2
nae)鲫属 (Ca rassius) ,广泛分布于欧亚大陆。鲫鱼

在低氧、碱性较强 ,以及结冰期很长的水体中都能生

存和繁殖 ,在一般鱼类不能生存的严重污染区也依

然能存活 ,说明它的适应能力和抗病能力都很强。

在我国 ,鲫鱼是广泛养殖的食用和观赏鱼类 ,具有重

要的经济价值。另外 ,鲫鱼具有丰富的遗传多样性 ,

存在多种不同倍性的亚种 ,如四倍体 (Ca rassius au2
ra tus aura tus)、八倍体 (Carassius au ra tus langsdorfi)

等 ,被称为多倍体鱼类。因此 ,鲫鱼又是研究鱼类基

因组进化的独特材料。

研究鲫鱼的 R ag基因可为揭示鲫鱼免疫系统

的独特性及抗病能力和适应能力比一般鱼类强的原

因提供重要的线索。目前虹鳟鱼、斑马鱼、爪蟾等水

生脊椎动物的 Rag基因已经被克隆 [ 10—13 ]
,但尚未

有关于鲫鱼 R ag基因全长及基因结构和表达时空
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分析的报道。为此 ,我们克隆了鲫鱼的 R ag基因 ,

并用 RT2PCR方法和整胚原位杂交方法进行了初步

的时空表达模式分析。

1　材料与方法

111　实验材料　本试验所选的鲫鱼 (Carassius aura2
tus)品系为本实验室饲养的正常两性生殖的二倍体

“红帽子金鱼”近交系。试验所用的鲫鱼胚胎在 (22

±1)℃的水温条件下进行发育。剪取一定量的尾鳍 ,

在 PBS溶液中漂洗几次后 ,装入 EP管中 ,放进液氮

中迅速冷冻 5—10m in,放入 - 80℃冰箱中保存备用。

112　主要试剂 　AMV、RNase inhibitor、Taq酶、

dNTPs、DNA Marker和 pMD182T克隆载体试剂盒购

自 TaKaRa公司 ;胶回收试剂盒和 E1Z1N1A1TM Tis2
sue RNA Kit购自 OMEGA公司 ; D IG RNA Labeling

M ix购自 Roche公司 ; PCR引物合成和核苷酸序列

的测序均由上海生工生物工程技术服务有限公司

完成。

113　实验方法　

11311　R ag基因组 D NA序列的扩增　用已灭菌剪

刀在低温下剪碎鲫鱼尾鳍。用苯酚氯仿法提取基因

组 DNA。根据已有的斑马鱼 ( U71093、U71094、

AL935203 )、鲤鱼 ( AY787040、AY787041 )、草鱼

( EF178284、EF514220) R ag基因的碱基序列设计鲫

鱼 Rag基因的克隆引物。其中鲫鱼 R ag1基因每对

引物的 PCR扩增产物所覆盖的范围 (图 1)。

图 1　鲫鱼 Rag1基因的克隆引物的 PCR扩增范围

Fig11　Span of PCR p roduct by p rimers used for cloning of Carassius auratus R ag1

　　用 4对引物 (表 1) R ag121 s、R ag121a、R ag122 s、

R ag122a, R ag123 s、R ag123a和 Rag124 s、Rag124a以

鲫鱼基因组 DNA为模板 ,分别进行 PCR扩增、克隆

和测序。四段序列的测序结果在 NCB I网站上进行

比对 ,证实为 R ag1基因 ,然后进行拼接 ,得到鲫鱼

R ag1基因组序列。再根据斑马鱼 R ag1基因的结构

以及所得鲫鱼 R ag1基因的核甘酸序列 ,设计跨鲫

鱼 R ag1基因内含子的引物 :跨第 1内含子引物为

R ag125 s ( 5′GGAGAAAGGGAGGTGGAGTT 3′) 和

R ag125a (5′GGGAAGCAGAGGTCGCAGT 3′) ;跨第 2

内含子引物为 R ag121′s ( 5′GACTGGGTCCGT2
TAGACTCC 3′)和 R ag121a。

表 1　用于鲫鱼 Rag1基因克隆的引物

Tab11　Primers and their sequences used for cloning of

Carassius auratus R ag1

引物编号 Primer 引物序列 (5′23′) Sequence of p rimer

Rag121 s AGGAAGCGGGCTAAACCAC

Rag121a TTCTCGCTGACATCTCCCATAC

Rag122 s GCCAGTGAAGGCAATGAGT

Rag122a CCCTGTGGGACCAGTAAG

Rag123 s GGTATGGGAGATGTCAGCGAG

Rag123a GGAAGTGTAGAGCCAGTGGTGT

Rag124 s TATGGTATAATGCTGTACGCAGGGTC

Rag124a GGTGGGATGGATTTAGATGTTGGT

　　Note: s, Sense p rimer; a, Anti2sense p rimer

用 1对引物 r221 s ( 5′TCTCGCACTGAATGCT2
GGGTA 3′)和 r221a ( 5′TCAGTCAAAAAGTCTCTG2
CAGAAAGC 3′)以鲫鱼基因组 DNA为模板进行

PCR扩增、克隆和测序。测序结果在 NCB I网站上

进行比对 ,证实为 R ag2基因。

11312　R ag1基因内含子数目和剪接位点的确定以

及组织表达的 RT2PCR分析 　用 E1Z1N1A1TM
Tis2

sue RNA Kit分别提取鲫鱼成体器官 2鳃、心、肝、肠、
头肾、肌肉、脾、精巢、脑和胆囊的 RNA和受精后 3—

7d的鲫鱼胚胎的 RNA。并用琼脂糖凝胶电泳和分

光光度计的方法分别检测所提取 RNA的浓度和纯

度。在无 RNA酶的 200μL PCR管中加入 1μg总

RNA和 50pmol O ligd ( T) ,于 70℃变性 5m in后 ,快

速放置冰上冷却 ,再加入 5 ×Reverse Transcrip tase

Buffer 4μL、20U RNase Inhibitor、315U AMV RTase、

10mmol /L dNTP M ixture 115μL、加入无 RNA酶水使

反应总体系为 20μL,混合均匀 , 42℃反应 60m in,完

成 cDNA第一链的合成。

用引物 R ag125 s、R ag125a和 R ag121′s、R ag121a

以鲫鱼头肾的 cDNA为模板分别进行 PCR扩增 ,克

隆和测序。将所得碱基序列和本实验得到的鲫鱼

Rag1基因组序列用 jellyfish软件分别进行分析 ,以

分辨出鲫鱼 R ag1基因的 mRNA剪接位点 ,确定鲫
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鱼 R ag1基因的内含子和外显子。

用引物 R ag121′s和 R ag121a以上面所得到的

cDNA为模板分别进行 PCR扩增 , PCR反应循环参

数为 : 95℃预变性 5m in; 94℃变性 30 s、55℃退火

30 s、72℃延伸 1m in, 30个循环 ; 72℃终末延伸 7m in。

同时用鲫鱼β2actin基因引物 actinF (5′TCACACCT2
TCTACAACGAGCTGCG 3′)和 actinR ( 5′GAAGCTG2
TAGCTCTCTCGGTCAG 3′)以同样的 cDNA为模板

分别进行 PCR扩增。其 PCR产物长 300bp左右 ,以

作为 R ag1基因表达的 RT2PCR分析的阳性对照。

11313　Rag1基因表达的原位杂交分析　用跨 Rag1

基因第 2内含子的引物 Rag121′s和 Rag121 a以鲫

鱼头肾 cDNA为模板进行 PCR扩增。按照 Roche

公司 D IG RNA Labeling M ix说明书制备原位杂交的

探针。鲫鱼第 7天、第 9天胚胎原位杂交步骤按照

文献 [ 14 ]进行 ,并做了适当的修改。

2　结　果

211　鲫鱼 R ag基因的结构及其预测的蛋白结构 　

本实验克隆的鲫鱼 Rag1和 Rag2基因的碱基序

列均已提交到 GenBank,登陆号分别为 EF186007和

EU159586。Rag1基因从起始密码 ATG到终止密码

TGA的基因组序列总长 4188bp。两对跨内含子引物

Rag125s、Rag125a和 Rag121′s、Rag121a进行 RT2PCR

扩增的产物电泳结果 (图 2)。引物 Rag125s和 Rag12
5a扩增产物片段的大小比预期的基因组序列大约短

100个碱基 ;引物 Rag121′s和 Rag121a扩增产物片段

的大小比预期的大约短 800个碱基。对这些产物进

行测序分析后确定第一内含子位置位于“2AATCT2
TCTCAGgt2”和“2agATGCCTGTGTC2”之间 ;第二内含

子位置位于“2TATGATGCAAGgt2”和“2agGCAGGG2
GATTT2”之间 ,其剪接位点符合“GT2AG法则”。

图 2　两对跨内含子引物的 RT2PCR电泳图谱

Fig12　 The p roducts of PCR with p rimers which span the introns of

　　　　　　 Rag1 gene

a1引物 Rag125 s和 Rag125a的扩增产物 ; b1引物 R ag121′s和　　　

　　　 Rag121a的扩增产物

a: The p roduct of PCR with R ag125 s and Rag125a; b: The p roduct of

　　　　　　PCR with Rag121′s and Rag121a; M: Marker

这些结果说明 R ag1基因结构由三个外显子和

两个内含子组成 (图 3a )。三个外显子分别长

308bp、1136bp和 1748bp。第一、第二内含子分别长

105bp 和 891bp。 R ag1 基因开放阅读框总长

3192bp,编码 1063个氨基酸。R ag2基因从起始密

码 ATG到终止密码 TGA的基因组序列总 1593bp,

和斑马鱼 R ag2基因 cDNA序列一样长。两者通过

jellyfish软件比对有 9310%的同源性 ,仅仅是零星

的少许碱基存在差异。因此可以确定鲫鱼 R ag2基

因没有内含子 ,只有单一的编码区 ,编码 530个氨

基酸。

根据鲫鱼 RAG蛋白的氨基酸序列和小鼠 RAG

蛋白的氨基酸序列的同源性 ,以及小鼠的蛋白质结

构 [ 15, 16 ]所推测出的鲫鱼 RAG蛋白的结构与小鼠

RAG蛋白的结构基本相同。鲫鱼 RAG1蛋白也是

由 N端结构域 ( 1—408 aa)和核心结构域 ( 408—

1035 aa)组成 (图 3 b) ,在 N端结构域中有环指和

锌指结构 (277—408 aa)。鲫鱼 RAG 2蛋白只有一

个核心区域 (1—380 aa) (图 3c)。

图 3　鲫鱼 Rag1基因结构及推测的 RAG蛋白结构示意图

Fig13　The structure of R ag1 genom ic and the putative structure of RAG p rotein in Carassius auratus

a1R ag1基因 ,其中白色框示非翻译区 ,黑色框示外显子 ,直线示内含子 ; b1推测的 RAG1蛋白结构 ; c1推测的 RAG2蛋白结构

a1Structure of Rag1 gene, W hite boxes, black boxes and lines indicate untranslated regions, exons and introns, respectively; b1Putative structure of

RAG1 p rotein; c1Putative structure of RAG2 p rotein
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212　不同鱼类 Rag基因编码区碱基序列及其氨基

酸序列比较及类聚分析　

用 jellyfish软件对几种不同鱼类的 R ag基因

的碱基序列进行分析。鲫鱼 R ag1基因编码区与

斑 马 鱼 ( U71093 )、草 鱼 ( EF178284 )、鲤 鱼

(AY787040)、虹鳟鱼 (U15663 )的 R ag1编码区的

同源性分别为 8818%、9214%、9413%、7018%。

鲫鱼 R ag2基因编码区与斑马鱼 (U71094 )、草鱼

( EF514220)、鲤鱼 (AY787041)、虹鳟鱼 (U31670)

R ag2编码区的同源性分别为 9310%、9011%、

9212%、7012%。根据这几种鱼类 R ag1和 R ag2

的 ORF序列 ,用 DNA star软件中 M egA lign程序的

Jotun Hein方式分别构建系统进化树 (图 4)。在根

据 R ag1ORF建立的进化树中 ,鲫鱼先跟鲤鱼类

聚 ;而在根据 R ag2 ORF建立的进化树中 ,鲫鱼先

跟斑马鱼类聚。

图 4　根据鲫鱼、斑马鱼、草鱼、鲤鱼、虹鳟鱼 Rag1基因 ORF ( a)和 R ag2基因 ORF ( b)所建立的系统进化树

Fig14　Phylogenetic tree of Rag1 ( a) and Rag2 ( b) based on open reading frame from Carassius auratus, D anio rerio, C tenopharyngodon idella, Cyp2

rinus carpio and O ncorhynchus m ykiss

　　用 jellyfish软件分析推导的鲫鱼 RAG1氨基酸

序列与斑马鱼、草鱼、鲤鱼、虹鳟鱼的 RAG1氨基酸

序列的同源性分别为 9119%、9316%、9419%、

7511% (图 5 ) ;推导的 RAG2氨基酸序列分别有

9319%、9010%、9315%、7212%的同源性 (图 6)。

213　不同鱼类 R ag基因结构的比较

鲫鱼 R ag1基因和草鱼、斑马鱼 R ag1基因一

样 ,都有两个内含子 ,而虹鳟鱼的 R ag1基因只有一

个内含子。鲫鱼 R ag1基因的 3个外显子和草鱼的

3个外显子都一样长 ,仅第二个外显子比斑马鱼的

长 18bp。由于鲫鱼 R ag1基因的第一内含子在虹鳟

鱼中缺失 ,其第一和第二外显子相当于虹鳟鱼的第

一外显子 ,但其第一和第二外显子的总长比虹鳟鱼

的短 21bp ,第三外显子也比虹鳟鱼的第二外显子短

9bp (表 2)。

表 2　鲫鱼、草鱼、斑马鱼、虹鳟鱼 Rag1基因的外显子和内含子的比较

Tab12　Comparison of exon and intron of R ag1 in Carassius auratus,

D anio rerio, C tenopharyngodon idella and O ncorhynchus m ykiss

物种

Species

各外显子长度
The length of exons ( bp)

各内含子长度
The length of
introns( bp)

1 2 3 1 2

鲫鱼 308 1136 1748 105 891

草鱼 308 1136 1748 117 837

斑马鱼 308 1118 1748 88 850

虹鳟鱼 1465 1757 666

　　用 jellyfish软件对不同鱼类 Rag1基因的内含

子碱基序列进行对比分析的结果表明 :鲫鱼与斑马

鱼第一内含子的同源性为 5711% ,与草鱼的同源性

为 7311% ;鲫鱼与斑马鱼及草鱼的第二内含子的碱

基序列同源性分别为 8014%和 8215% (图 7)。由
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图 5　推测的鲫鱼、斑马鱼、鲤鱼、草鱼和虹鳟鱼 RAG1氨基酸序列比对

Fig15　A lignment of RAG1 putative am ino acid sequences of Carassius auratus, D anio rerio, Cyprinus carpio, C tenopharyngodon idella and

O ncorhynchus m ykiss
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图 6　推测的鲫鱼、斑马鱼、鲤鱼、草鱼和虹鳟鱼 RAG2氨基酸序列比对

Fig16　A lignment of RAG2 putative am ino acid sequences of Carassius auratus, D anio rerio, Cyprinus carpio, C tenopharyngodon idella

and O ncorhynchus m ykiss

于第二内含子在这三种鱼之间高度保守 ,提示它可

能具有某种重要的调控功能 ,于是我们利用在线转

录因子结合位点分析软件 TFSEARCH ( ver113)对

鲫鱼第二内含子进行分析 ,结果显示该内含子中有

许多可能的转录因子结合位点。这些转录因子包括

CdxA、GATA21、GATA 22、SRY和 SOX5等等。进一

步对几种鱼类的第二内含子序列在 NCB I网站中

进行 BLASTn对比分析 ,发现与性腺发育相关的两

个转录因子 SRY和 SOX5[ 17 ]的结合位点序列 (在

鲫鱼 R ag1基因中位于第 2001位到第 2169位 )在

所有 R ag1基因结构已知的鱼类中都存在高度

保守。

214　R ag1基因的表达分析 　

用 RT2PCR方法在发育至第 5天的鲫鱼胚胎中

可以检测到低水平的 R ag1基因表达 ,在第 7天时其

表达水平有明显提高 (图 8Ⅰ)。组织特异性表达分

析表明在鲫鱼成体的精巢和头肾中有较强表达 ,在

肠和鳃有很弱表达 ,而在肌肉、胆囊、脑、心、肝和脾

中没有检测到表达 (图 8Ⅲ)。原位杂交分析表明 ,

在受精后第 7天的鲫鱼胚胎的胸腺原基中可以检测

到明显的 R ag1基因的表达 ,在受精后第 9天的胚胎

中其表达信号更强 (图 8Ⅱ)。

3　讨　论

本实验的结果表明 ,不仅鲫鱼与斑马鱼、草鱼、

鲤鱼、虹鳟鱼 R ag1基因的编码序列和氨基酸序列

是非常保守的 ,具有高度的同源性 ,而且鲫鱼、斑马

鱼、草鱼 Rag1基因的内含子序列也是高度同源的 ,

特别是第 2内含子同源性高于 80%。鱼类 R ag1基

因第二内含子在进化过程中的高度保守性说明该序

列对该基因的选择性表达调节或功能的发挥可能具

有至关重要的作用。转录因子结合位点的分析结果

表明 ,在 Rag1基因第二内含子存在许多转录因子

的结合位点 ,其中有一段在所有已知鱼类中都存在

的保守区域是与性腺发育相关的转录因子 SRY和

SOX5的可能结合位点。这些与基因表达调节有关

的转录因子结合位点的存在 ,可能就是该非编码区

域在进化上高度保守的原因。

依据 R ag1基因 ORF建立的系统进化树以及鲫

鱼 Rag1基因两个内含子的序列及长度对比的结果

来看 ,鲫鱼与草鱼 Rag1基因的同源性更高 ,与斑马

鱼的同源性相对较低 ,这些都表明鲫鱼和草鱼的亲

缘关系比鲫鱼和斑马鱼的更近一些。但用 R ag2基

因 ORF所建立的鲫鱼、斑马鱼、草鱼、鲤鱼、虹鳟鱼
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图 7　鲫鱼和斑马鱼 ( a)、鲫鱼和草鱼 ( b) R ag1基因第 2内含子碱基序列比对

Fig17　Sequence comparison of the second intron of R ag1 between Carassius auratus and D anio rerio ( a) , Carassius auratus

and Ctenopharyngodon idella ( b)
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的系统进化树中 ,这些鱼类的亲缘关系与用 R ag1

所得到的结果不完全一致。这种不一致说明单纯根

据一个基因的序列分析结果来确定不同物种的亲缘

关系并不精确。其原因可能与鱼类是经历了三轮基

因组加倍的脊椎动物有关。在鱼类特异性的第 3次

基因组加倍后的二倍体化过程中 ,两个不同的等位

基因中哪一个等位基因被选择沉默和最终丢失可能

是随机的。由这种加倍的祖先所进化而产生的鲫

鱼、斑马鱼和草鱼中 ,鲫鱼和草鱼的 R ag1基因可能

是同一个等位基因进化而来的 ,斑马鱼的 R ag1基

因可能是由另一个等位基因进化而来的。而在

R ag2基因座位上则鲫鱼和斑马鱼可能保留的是同

一个等位基因 ,而草鱼所保留的是另一个等位基因。

原位杂交结果表明 Rag1基因在鲤鱼 [ 18 ]、斑马

鱼 [ 19, 20 ]和鲫鱼的胸腺原基中均有表达。第 9天的鲫

鱼胚胎中 Rag1基因原位杂交信号比第 7天胚胎的原

位杂交信号更强 ,说明该时期可能是鲫鱼免疫基因重

组的活跃时期。与斑马鱼 [ 12 ]中相同 ,本实验也在鲫

鱼的性腺中检测到了 Rag1基因的表达。而在 Rag1

基因保守的第二内含子序列中存在可能与性腺发育

相关转录因子的结合位点 ,也提示 Rag1基因的表达

可能与性腺的发育具有相关性。这些结果提示 Rag1

基因可能在进行减数分裂的性腺中参与了染色体的

交换和重组过程 ,但这还需要进一步的实验来证明。

图 8　Rag1基因在鲫鱼不同发育时期胚胎及不同成体组织和器官中的表达分析

Fig18　Exp ression analysis of Rag1 in different developmental stage of embryo and tissues or organs in Carassius auratus

Ⅰ1不同发育阶段 RT2PCR检测电泳图 ; Ⅱ1第 7、9天胚胎原位杂交图 a, b1第 7天胚胎 ; c, d1第 9天胚胎 ; a, c1背面观 ; b, d1侧面观 ; Ⅲ1不

　　　　　　 同组织和器官的 RT2PCR检测电泳图

Ⅰ1R ag1 exp ression in different developmental stages; Ⅱ1W hole mount in situ hybridization analysis on embryos; a, b1Embryo of 7 dpf; c, d1Embryo

　　　　　　 of 9 dpf; a, c1Dorsal view ; b, d1Lateral view; Ⅲ1Rag1 exp ression in difference adult tissues
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SEQUENCE CLO N I NG AND EXPRESS IO N ANALY S IS O F RAG GENES I N GOLD F ISH

FAN Si2Gang
1, 2

, ZHANG Q iong2Yu
1, 2

and LUO Chen
2

(11College of L ife Sciences, Hunan N orm al U niversity, Changsha　410006; 21College of L ife Sciences, Zhejiang U niversity, Hangzhou　310058)

Abstract: Recombination activating genes (Rag) are key genes in specific immunity system of vertebrate and also used as

one of the molecular marker for analysis of vertebrate evolution. Goldfish, Carassius auratus, with strong adap tive and dis2
eases2resistant abilities, is one of the important freshwater econom ic fish extensively cultivated in China. And it also ap2
pears to be an excellent model animal for the evolution study of fish genome for its varied p loidy and abounding genetic di2
versity. The goldfish Rag genes have not been cloned and the specificity of goldfish specific immunity system has not been

studied yet. In the p resent study, goldfish Rag1 and Rag 2 genes were cloned by polymerase chain reaction ( PCR) meth2
ods, and the temporal and spatial exp ression pattern of RAG21 were exam ined with methods of reverse transcrip tion2poly2
merase chain reaction (RT2PCR) and whole mount in situ hybridization. The total length of the genom ic sequence of the

goldfish Rag 1gene from the initiation codon to the stop codon is 4188 bp, which composed of three exons and two introns.

The length of exon 1, 2 and 3 is 308bp, 1136bp and 1748bp respectively. The length of intron 1 and 2 is 105bp and

891bp respectively. The entire open reading frame (ORF) is 3192bp long, which p redicated encoding a p rotein of 1063

am ino acids. The goldfish Rag 2 has no intron in its open reading frame, the length of the genom ic sequence from the initi2
ation codon to the stop codon is 1593bp, which p redicated encoding a p rotein of 530 am ino acids. The putative structure of

RAG p rotein in Carassius auratus are consisted of both an N2term inal domain and a core region. Comparative analysis on

the sequences of ORFS and p rotein am ino acid of Carcasses auratus, Danio rerio, C tenopharyngodon idella, Cyprinus

carpio and Oncorhynchus m ykiss revealed that both Rag 1 and Rag 2 are highly conserved in evolution. Phylogenetic tree

analysis on these fish based on Rag1 ORF suggested that Carassius auratus was more closely related to Cyprinus carpio,

and which based on Rag 2 ORF indicated that Carassius auratus was more closely related to Danio rerio. The second intron

of the Rag 1 was also highly conserved during evolution. Transcrip tion factor binding sites analysis on the conserved region

of this intron suggested that there were some putative transcrip tion factor binding sites in it. A common conserved area

which is appeared to be the SRY and SOX5 transcrip tion factor binding sites was observed in all the exam ined fish, sug2
gesting that the exp ression of Rag 1 may have some relationship with the development of gonad. Tissue2specific exp ression

analysis by RT2PCR methods, and it revealed that Rag 1 exp ressed mainly in the spermary and head kidney. This observa2
tion suggested that the RAGs directed DNA recombination took p lace not only in immunity tissue but also in gonads. Rag1

exp ression was first detected at the 5d post2fertilization by RT2PCR. Strong mRNA in situ hybridization signal was detected

in the thymus p rimordium at the 9d post2fertilization, suggesting that this period m ight be an active DNA recombination

stage of immunogenes in goldfish.

Key words: Recombination activating genes; Cloning; Gene Exp ression; Carassius auratus


