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� � 银鲫 ( Carassius auratus gibelio ) , 因具有雌核发育的生殖

能力而其天然群体中又存在一定比例(约 5% � 20% )的雄性

个体[ 1] ,被认为是进行进化遗传和个体发育调控研究的独特

模型动物[ 2]。最近,确凿的分子标记证据表明,银鲫同时具

有雌核发育和两性生殖的能力[ 3� 6]。银鲫两种不同的生殖

方式意味着其卵子中存在微妙的调控体系,隐含有控制两性

生殖与雌核生殖的关键因子。为了揭示这些因子及其调控

机制, 采用抑制差减杂交技术, 先后构建了银鲫卵子与其两

性近亲物种彩鲫卵子的差减 cDNA 文库[ 7]、银鲫胚胎发育不

同阶段的差减 cDNA文库[ 8] , 并从中分离鉴别出了一批值得

进一步研究的候选基因
[ 8 � 10]

。作者在进行心跳期胚胎 cD�

NA 文库与尾芽期胚胎 cDNA 文库差减杂交, 发现银鲫肌球

蛋白的轻链 1、轻链 2 和轻链 3 基因在心跳期胚胎中差异表

达[8]的基础上, 利用抑制差减杂交与 SMART 3� RACE 和 5�

RACE 相结合技术, 分离克隆出了银鲫肌球蛋白的轻链 1、轻

链 2和轻链 3 的 cDNA, 并对其特征进行了分析与比较。

1 � 材料和方法

1�1 � 实验鱼 � D系银鲫取自中国科学院水生生物研究所关

桥实验场, 注射绒毛膜促性腺激素和鲤垂体催熟, 红鲤精液

人工授精,室温( 20 � )发育至尾芽期和心跳期。

1�2� RNA 分离、SMART cDNA合成和抑制差减杂交文库构

建 � 按超离法提取总 RNA 的试剂盒( Pharmacia)和磁珠法纯

化 mRNA 试剂盒( Promega)手册分离纯化雌核发育银鲫尾芽

期和心跳期 RNA。按 SMART cDNA 合成试剂盒( Clontech)和

抑制差减杂交试剂盒 ( Clontech) 手册合成尾芽期和心跳期

SMART cDNA 和构建相应时期差减 cDNA文库[ 8]。

1�3� 肌球蛋白差减片段的检出 � 挑取差减文库克隆进行

PCR和斑点杂交, 测序后通过 Blastx 在 NCBI 数据库 (包含

GenBank, EMBL , DDBJ, PDB 的所有序列)查询序列同源性,

获得肌球蛋白片段, 进行虚拟 Northern 杂交[ 8]。

1�4� 3� RACE 和 5� RACE 克隆肌球蛋白编码序列 � 根据

SMART cDNA的 Smart寡聚核苷酸和 CDS 引物的序列合成了

SMART 5� 引物( 5� �AAC GCA GAG TAC GCG GG�3� )和 SMART

3� 引物( 5� �AAG CAG TGG TAA CAA CGC AGA GTA CT( 30) N- 1

N�3� ) ,分别锚定于 SMART cDNA的 5� 和 3� 端。

根据抑制差减杂交所得到的肌球蛋白轻链片段的开放阅

读框设计上下游引物从心跳期SMART cDNA扩增全长。上游引

物和SMART 3� 引物扩增 cDNA 的3� 末端,下游引物和SMART 5�

引物扩增 cDNA 的 5� 端。PCR扩增条件: 94� 5min; 94� 30s,

60� 30s, 72� 1 min, 35 循环;72� 5min。5� 和 3� 末端之间有部

分核苷酸重叠,去掉重叠部分即得到 cDNA全长。
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克隆肌球蛋白轻链 1 的上游引物: 5� �ACG CCG ACC

AAC GAG ATG AAA�3� , 下游引物: 5� �GCT CAA CCT CAT CTT

CCT TCA TC�3� 。

克隆肌球蛋白轻链 2的上游引物: 5��CTT CAC TGT CTT

CCT CAC CAT G�3� , 下游引物: 5��TCA CAC TGG GTG GTC

AGG AGT TC�3� 。

1�5� 氨基酸推测和序列比较 � 核酸测序结果拼接后输入

EXPASY 网站进行翻译, 得到相应的氨基酸序列。在 NCBI

数据库(包含 GenBank, EMBL, DDBJ, PDB 的所有序列)查找

斑马鱼、鲤、爪蟾、人和小鼠相应的氨基酸序列后, Clustal X

( 1. 8)软件分析序列的同源性。

2 � 结果

2�1 � 核苷酸序列和推测的氨基酸序列

肌球蛋白轻链 1、2和 3 分别编码 186、170 和 151 个氨基

酸(图 1)。轻链 1 的终止密码为 TGA,其余两种轻链为 TAA。

轻链 1 和轻链2 是从 SMART cDNA文库中通过 RACE 方法克

隆得到的。轻链 1的 3� 端非编码区未完全克隆, 没有出现多

聚腺苷酸( Poly A)加尾, 但是该基因的全部编码区已克隆得

到, 且 5� 端上游的非编码区也已完整克隆。

肌球蛋白轻链 2 cDNA 的编码区和非编码区均已克隆,

cDNA全长1171bp,有加尾信号AATAAA 和多聚腺苷酸(Poly A)加

尾,5� 非编码区与轻链 1长度相近,大约 60bp, 3� 非编码区很长,

有698bp,大大长于该基因的 5� 端非编码区, 比编码区还长

188bp。

轻链 3 不是从 SMART cDNA 文库由 RACE 方法克隆所

得,而是筛选抑制差减杂交文库时所得到的差异表达片段经

拼接而成, 没有完整的 5� 和 3� 末端非编码区。
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图 1 � 银鲫肌球蛋白轻链核苷酸序列和推测的对应氨基酸序列. A � 肌球蛋白轻链 1; B� 肌球蛋白轻链 2; C � 肌球蛋白轻链 3. 克隆 5� 端

的下游引物用下划线标出,克隆 3� 端的上游引物用双下划线标出。多聚腺苷酸加尾信号用黑体标出

Fig. 1� Nucleotide sequences and putative amino acid sequences of silver crucian carp myosin light chain cDNA. A myosin light chain 1; B myosin light chain 2;

C myosin light chain 3. Downstream primers used in cloning 5� ends were underlined and upstream primers used in cloning 3� ends were double�underlined. The

putative polyadenylation signal was showen in bold

2�2 � 与其他物种肌球蛋白氨基酸序列同源性比较

银鲫比小鼠、爪蟾、鲤以及人的肌球蛋白轻链 1 分别少

2、4、7、8 个氨基酸,主要是由于 N�端缺失了 1� 9 个氨基酸。

银鲫与同源性最高的爪蟾有 46 个氨基酸存在差异, 与同源

性最低的鲤肌球蛋白轻链 1a 有 75 个氨基酸存在差异与小

鼠和人的氨基酸分别有 58和 62 个氨基酸不同。

银鲫肌球蛋白轻链 2 编码的氨基酸羧基端比斑马鱼多

最后一个氨基酸,即谷氨酸; 与人和小鼠相比,除了多出谷氨

酸之外,在第 10、11位均多出了两个谷氨酰胺。银鲫肌球蛋

白轻链 2与斑马鱼仅有 8 个氨基酸不同, 与小鼠和人则分别

有 50、51 个氨基酸存在差异。

银鲫肌球蛋白轻链 3 与鲤和斑马鱼的氨基酸数目相同,

均为 151个氨基酸, 小鼠的肌球蛋白轻链 3编码 150 个氨基

酸。银鲫、鲤和斑马鱼比小鼠多出了第 2位和第3 位的甘氨酸

和谷氨酸,但是少了小鼠第 81 位的天冬酰胺。银鲫肌球蛋白

轻链 3 的第 40位和第 53位与鲤不同, 分别为脯氨酸和丝氨酸

而非亮氨酸和甘氨酸。斑马鱼肌球蛋白轻链 3有 11个氨基酸

与银鲫不同,小鼠的有55 个氨基酸与银鲫存在差异。
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图 2� 银鲫与其他物种肌球蛋白轻链氨基酸序列比较. A � 肌球蛋白轻链1; B� 肌球蛋白轻链2; C� 肌球蛋白轻链3. � * 下标号的是相同的氨基酸

Fig. 2 � Comparison of silver crucian carp myosin light chain amino acid sequences with other species. A myosin light chain 1; B myosin light chain 2;

C myosin light chain 3 The star indicates identical amino acids

3 � 讨论

肌球蛋白是肌纤维的主要组成成分之一,是一种多功能

的马达蛋白 ,广泛存在于肌肉和非肌肉细胞, 是细胞骨架的

重要组分, 为肌肉收缩、细胞物质运输和细胞分裂等提供动

力。肌球蛋白是一个超级家族, 存在多种型式的重链和轻

链。目前为止,肌球蛋白轻链虽然已经在包括斑马鱼和鲤在

内的众多物种中克隆, 然而, 经查询 NCBI 数据库发现, 尚未

在斑马鱼和普通鲤中同时克隆到 3 种肌球蛋白轻链, 鲫中也

未见报道。差减杂交和差异显示技术已广泛用于分离鉴定

疾病相关基因、胚胎发育特定阶段特异表达基因以及细胞分

化和器官形成决定基因[ 11,12]。抑制性差减杂交引进差异表

达基因 PCR扩增技术, 从而克服了传统方法耗时太多, 假阳

性率很高[ 13] , 不宜于分离鉴定表达丰度低的基因的缺

点[14 � 16]。在筛选银鲫心跳期抑制性差减杂交质粒文库时得

到了肌球蛋白轻链 1、2、3酶切片段, 拼接后直接获得了轻链

3 基因 cDNA的开放阅读框及 5� 和 3� 端部分非编码区。虚

拟Northern 杂交实验结果表明,肌球蛋白轻链在银鲫尾芽期

不表达而在心跳期表达,证实肌球蛋白轻链基因为胚胎发育

阶段特异性表达。尾芽期和心跳期之间还有包括肌肉效应

期在内的多个胚胎发育阶段。肌肉效应期胚胎在卵膜内间

歇性地剧烈扭动, 肌肉收缩和胚胎的扭动需要消耗大量能

量。肌球蛋白作为肌纤维的重要组分之一 ,与肌动蛋白等相

互作用,为该发育提供动力。肌球蛋白轻链是调控链, 调控

重链的表达。因此,肌球蛋白轻链应在尾芽期与肌肉效应期

之间某个时期开始表达。小鼠肌球蛋白轻链 3 在受精后第

9�5d开始表达
[ 17]
。其他研究也表明肌球蛋白轻链基因在胚

胎发育过程中的激活受到严格调控[ 15, 16] ,肌球蛋白轻链及其

增强子异常会影响中胚层和体节等正常发育[ 17, 18]。

自 20世纪 70 年代中叶首例互补 DNA( cDNA)克隆问世

以来,涌现了许多获取特定基因全长 cDNA序列的新方法, 然

而, 5� 端序列的获得仍然不是一件容易的事。Smart cDNA 技

术利用改进的 oligo( dT ) Primer 合成第一链 cDNA,反转录酶的

末端转移酶活性在第一链 cDNA 末端加 oligo( C) , 再利用 3�

末端含有 oligo( G)的 Smart oligonucleotide 合成第二链, 大大提

高了全长 cDNA获得的可能性。根据抑制性差减杂交获得心

跳期特异性表达肌球蛋白轻链 1 和 2 的片段设计引物 ,以心

跳期 Smart cDNA 为模板分别克隆了银鲫肌球蛋白轻链 1 的

开放阅读框和轻链2 cDNA 全长。已有的研究表明, Smart cD�

NA 技术和 3� RAC 与 5� RACE 技术相结合是克隆全长 cDNA

的有效途径[19, 20]。

银鲫与斑马鱼肌球蛋白轻链 2 和肌球蛋白轻链 3 氨基

酸同源性超过 90% , 银鲫与鲤的肌球蛋白轻链 3 的氨基酸同

源性更是高达 98. 6%。银鲫与小鼠和人的肌球蛋白轻链 2

和肌球蛋白轻链 3同源性均不足 70% [ 21 � 23]。这一结果与银

鲫同这些物种间的亲缘距离相一致。银鲫和斑马鱼、鲤属于

进化上比较原始的生物类群, 而且同属鲤科鱼类, 亲缘关系

较近 ,因而它们间的分子进化水平相近, 遗传物质间的同源

性要比相对亲缘关系较远的人和小鼠高得多。然而, 银鲫与

其他物种肌球蛋白轻链 1 的同源程度却与它们间的亲缘关

系不一致。银鲫同鲤的亲缘关系比银鲫同爪蟾等要近得多,

由此银鲫同鲤肌球蛋白轻链 1 的同源性应比同另外几个物

种间的同源性高得多, 然而, 银鲫肌球蛋白轻链 1 与鲤肌球

蛋白轻链 1a 和爪蟾、鼠、人肌球蛋白轻链 1 的同源性分别为

59. 68%、77. 44%、68. 82% 和 66. 67% , 银鲫同鲤肌球蛋白轻

链 1a 的同源性最低,比银鲫同爪蟾间同源性低 17�76% 。银

鲫同其他物种间肌球蛋白轻链 1 氨基酸序列的一致性与它

们间亲缘关系不一致。这种不一致性的原因仍需要进一步

研究和分析。
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