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奥利亚罗非鱼 DMO cDNA的分离和克隆

唐永凯
1, 2

,  俞菊华1
,  夏德全1

,  王光花1, 2
,  李建林1

,  吴婷婷1

( 1.中国水产科学研究院淡水渔业研究中心,江苏 无锡  214081;

2. 南京农业大学无锡渔业学院, 江苏 无锡  214081)

摘要:采用 RT-PCR和RACE 法分离和测定了奥利亚罗非鱼 DMO cDNA 的全序列。得到 1571 bp[不含po ly( A ) ]

的全长 cDNA, 包括148 bp 5. 非翻译区, 1230 bp 阅读框以及含 Poly( A)信号 AATAAA 的 193bp3. 非翻译区[不包

括 Poly( A) ]。阅读框共编码 409氨基酸, 与尼罗罗非鱼 DMO 编码的氨基酸序列进行比较,同源性为 96. 3% , 表

明 DMO在同一物种中差别较小。而与尼罗罗非鱼,红鳍东方豚, 虹鳟,青鱼将, 鼠,人等动物的 DMRT1 编码的氨

基酸序列进行比较,同源性分别为: 25. 7% , 25. 8% , 24. 3% , 29. 7% , 22. 5% , 22. 0% ,这说明 DMO 和 DMRT1 可

能是两个不同的基因。
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Cloning DMO cDNA of Oreochromis aurea
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Abstract: RT-PCR and RACE( rapid amplification cDNA ends ) were used for the isolation of the full length cDNA of DMO gene

from ovary of Oreochromis aurea. Sequence analysis revealed a 1571 bp cDNA containing the 148 bp 5.-untranslated region, 193 bp

3.-untranslated region and 1230 bp open reading frame encoding 409 amino acid. Sequence analy sis revealed the identity rate of

deduced amino acid of DMO in O. aurea and O. niloticus is 96. 3% , which showed high homology in species. However, we

compared the alignment of deduced amino acid sequences between DMO cDNA from O. aurea and DMRT1 cDNA from O. niloticus ,

fugu, rainbow trout, medaka, rat and human. The score was 25. 7% , 25. 8% , 24. 3% , 29. 7% , 22. 5% and 22. 0% ,

respectively. These results indicated that DMO and DMRT1 gene may be different genes.
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  DMRT( DM-related transcription factor)作为一

种为性别相关基因, 广泛存在于哺乳类、鸟类、爬

行类以及鱼类等动物。该基因家族含有果蝇的

doublesex 基因和线虫的 mab-3 基因共有的 DM-

domain( doublesex和 mab-3基因编码结合 DNA的

蛋白质基序) [ 1]。DMRT 1( DM-related transcription

factor 1)基因被认为是一种性别决定和性别分化

基因, 存在于鸡的 Z 染色体[ 2] , 人的常染色体

9p24. 7
[ 3]
以及鱼类的常染色体上

[ 4]
。国外有关鱼

类DMRT 基因研究工作主要集中在青鱼将, 尼罗罗

非鱼, 虹鳟以及河豚上。Matsude 等[ 5]通过对青鱼将

Y染色体上的性别相关区段的重组和缺失分析,

分离出一个新基因 DMY ( DM domain of Y

chromosome) , 该基因表达只限于 XY 精巢, Guan
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等
[ 6]
在尼罗罗非鱼的精巢和卵巢中分别分离出

DMRT 1和DMO( DM-domain gene in ovary)基因。

鉴于尼罗罗非鱼( XX/XY)和奥利亚罗非鱼( ZZ/

ZW)的染色体组型不同,性别调控机制可能不同,

我们根据 DM domain 的保守性, 用 RT-PCR 和

RACE( rapid amplif ication of cDNA ends)法在奥利

亚罗非鱼卵巢中克隆出 DMO 基因, 为今后的研

究奠定基础。

1  材料与方法

1. 1  材料

实验鱼   奥利亚罗非鱼取自本实验场, 组

织为卵巢。

试剂   Trizol Reagent购自Promega; AMV、

RnaseH、TdT 酶、Taq 酶、3. RACE 试剂盒购自

Takara;胶回收试剂盒、载体 pUCm-T、连接酶购自

上海生物工程技术服务有限公司, 大肠杆菌

JM109为本实验室保存。引物设计与合成: 根据

已知鱼类 DM-domain保守序列合成了下列引物,

各引物在全序列上的位置如下:

  primer1: 5.-AGT GCT CCC GGT GYA GGA

AYC AC-3. ( 300~ 322bp)

  primer2: 5.-CTS AAR GGM CAC AAG CGC

TTT TG-3. ( 338~ 360bp)

  primer3: 5.-TTG AGC CTG CTG CCK YCK

CAR AG-3. ( 435~ 457bp)

  primer4: 5.-TGG TCT CTG CGC TCA AAG

GC-3. ( 327~ 346bp)

  primer5: 5.-GAG ACT GCG TGT GCG CAA

AGT-3. ( 369~ 389bp)

  Gene Specific primer1: 5.-TAC TCA TTG GGC

TTC TCC G-3. ( 852~ 870bp)

  Gene Specific primer2: 5.-GGA GTA CTG

GCA GAT ACG-3. ( 559~ 579bp)

  Gene Specific primer3: 5.-AGC CTG CCT CCT

CAA AG-3. ( 435~ 454bp)

测序   将质粒送往上海中科开瑞生物芯片
科技股份有限公司测序。

1. 2  方法

总RNA的抽提   取奥利亚罗非鱼卵巢称
重,用 Trizol Reagent 抽提总 RNA。用变性琼脂糖

凝胶电泳, 溴化已啶染色显示 28 s和 18 s, 检测

RNA的完整性。

DM-domain 区的扩增   取 3 Lg 总 RNA

以 OligodT- AP [ OligodT- AP 5 . -

CTGATCTAGAGGTACCGGATCC ( T ) 16- 3 . ] 为

引物 , 根据 AMV使用说明进行 RT 反应, 然后用

10%的RT 液, primer 1和 primer 3进行PCR反应,

PCR反应体系为 25 LL, 其中含 2. 5 LL 10 @ 反应

缓冲液, 2 Lmol#L-1氯化镁, 200 Lmol#L- 1 dNTP,

引物各 0. 1 Lmol#L
- 1

, 0. 125U Taq 酶。反应条件

为: 94 e 3 min, 然后 30循环 94 e 1 min, 58 e 1

min, 72 e 1 min,最后 72 e 10 min, 4 e 保存。扩增

液用 1. 5% 的琼脂糖凝胶电泳分离, 回收, 用

primer 2, primer 3引物扩增回收液, 验证扩增液为

DM-domain, 将扩增液连接到 pUCm-T 载体,转化

质粒,测序。

3. RACE   根据试剂盒的操作流程进行,用

3 Lg 总 RNA 以 dT-Ap [ dT-AP, 5 .-
CTGATCTAGAGG TACCGGATCC ( T) 16-3. ] 为引

物,根据 AMV 使用说明进行 RT 反应, 然后用

10% 的 RT 液, AP [ AP5 . -

CTGATCTAGAGGTACCGGATCC-3. ] 和 primer 4

进行 PCR, 退火温度为 55 e , 其它同上。扩增液

稀释 5倍, 取 2 LL 作为模板, AP 和 primer 5作为

引物进行 PCR反应,退火温度为 58 e ,其它同上。

PCR产物用 1. 2%的琼脂糖凝胶电泳分离,回收,

连接,转化质粒,测序。

5. RACE   方法原理参照陈受宜等[ 7]
, 俞菊

华等[ 8] , 用 5 Lg 总 RNA, 以 gene specif ic primer 1

为引物, 进行 RT 反应, 然后加 RnaseH , 分解

mRNA,用试剂盒回收 cDNA, 去除多余的 dNTP,

引物等;再用 TdT 酶在 cDNA3. 端加 poly ( A) , 用

试剂盒回收加了 poly ( A)尾的 cDNA, 以此为模

板,用 gene specific primer 2及dT-AP(同3. RACE)

为引物, 进行 PCR 反应, 退火温度为 55 e , 其它

同上。PCR扩增液用胶回收试剂盒回收,再以此

回收液为模板,用 gene specif ic primer 3及 AP, 进

行PCR反应,退火温度为 57 e ,反应体系组成同

上。PCR产物用 1. 2% 的琼脂糖凝胶电泳分离,

回收,连接,转化质粒,测序。

PCR产物的连接与转化   切下琼脂糖胶板

上的目的条带, 用胶回收试剂盒纯化 PCR 产物,

在T4DNA连接酶的作用下与 pUCm-T 载体进行

连接反应, 连接产物转化到大肠杆菌 JM-109的感

受态细胞后, 涂布于含 IPTG 和 X-gal的 LB 固体
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培养基( AMP+ )。挑白斑, 抽提质粒。经 Ecol Ñ
和Hind Ó双酶切鉴定, 并以质粒为模板进行 PCR

产物扩增再鉴定。

序列分析   用 Dnastar 5. 2, Dnaman 5. 2分

析奥利亚罗非鱼 DMO 序列, 以及它与其它鱼类

的系统发生。

2  结果

2. 1  DM-domain

根据DM-domain区的扩增法先得到 primer 1

和primer 3 的条带, 约为 150 bp (图 1-1) , 再以

primer 1和 primer 3扩增产物为模板, 用 primer 2

和primer 3进行扩增, 得到 130 bp左右的一条带

(图 1-2) , 认为 primer 1和 primer 3扩增产物即为

DM-domain,将其转化质粒, 双酶切片段约为 270

bp(图 1-3) , 将质粒测序, 序列长 130 bp, 经 Blast

分析, 与其它鱼类 DM-domain 的同源性高达

90% ,确定 primer 1 和 primer 3 的扩增产物即为

DM-domain。

2. 2  3. RACE

利用扩增出的奥利亚罗非鱼 DM-domain 的

序列, 设计引物 primer 4, primer 5。根据 3. RACE

操作流程, primer 4和 AP 扩增得到较多条带 (图

1-4) ,而 primer 5和 AP 扩增只有一条带(图 1-5) ,

约为 1300 bp,将其转化质粒,双酶切片段(图 1-6)

约为 1400 bp。将质粒测序, 得到 1217 bp 片段。

经 Blast分析, 确定为奥利亚罗非鱼 DMO的 3. 端

序列。

2. 3  5. RACE

利用 3. RACE 得到的序列, 设计引物 Gene

Specific primer1, Gene Specif ic primer2, Gene

Specific primer3。根据 5. RACE操作流程, 最后获

得 500 bp左右的特异条带(图 1-7) , 转化质粒,酶

切片段(图 1-8)约为 600 bp,将质粒测序,得到 455

bp 片段。经 Blast 分析, 确定为奥利亚罗非鱼

DMO的 5. 端序列。

图 1 RT-PCR和酶切结果

Fig. 1  Results of RT-PCR and enzyme products

Marker Ñ : DNA Marker DL 2000; Marker Ò : Gene RulerTM 100 bp DNA ladder plus1, 2, 4, 5, 7为 PCR 产物,分别为 primer 1和 primer 3, primer 2

和 primer 3, primer 4和 AP, primer 5和AP, Gene Specif ic primer 3和 AP。3, 6, 8为酶切产物。分别为 primer 1和 primer 3, primer 5和AP,

Gene Specif ic primer 3和 AP的产物

1, 2, 4, 5 and 7 are PCR products. They are the products respect ively of primer 1 and primer 3, primer 2 and primer 3, primer 4 and AP, primer 5 and

AP, Gene Specif ic primer 3 and AP. 3, 6, 8 are enzyme products. They are the products respectively of primer 1 and primer 3, primer 5 and AP, Gene

Specif ic primer 3 and AP

2. 4  序列拼接与分析

根据 3. RACE 和 5. RACE 的结果, 使用

Dnastar 5. 2把 5. , 3. 拼接得到奥利亚罗非鱼 DMO

cDNA 序列( GenBank accession number: AY487938

图2)。

序列分析显示, 奥利亚罗非鱼DMO cDNA共

1571 bp, 包括 148 bp 5. 非翻译区, 1230 bp阅读框

以及含加 Poly( A)信号AATAAA的193 bp 3. 非翻

译区[不包括 Poly ( A) ]。奥利亚罗非鱼 DMO 阅

读框共编码409个氨基酸。

使用 Dnaman 对奥利亚罗非鱼 DMO 的氨

基酸序列与尼罗罗非鱼的 DMO , DMRT1 以

及红鳍东方豚 , 虹鳟, 青鱼将, 鼠及人等动物的

DMRT1氨基酸序列进行比较 (图 3)。同源性分
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别为: 96. 3% , 25. 7%, 25. 8%, 24. 3% , 29. 7%,

22. 5% , 22. 0%。从图中可看出,除了 DM-domain

相似外, DMO 与 DMRT1的同源性较低。但和尼

罗罗非鱼的 DMO 的同源性却较高, 相差的氨基

酸较少。图 4是根据 Dnaman 5. 2作的系统树形

图。图中直观地显示了奥利亚罗非鱼 DMO与其

它各种动物DMO, DMRT 1的相似程度。

图 2  奥利亚罗非鱼 DMO cDNA 及其推导的氨基酸序列

Fig. 2  The cDNA and deduced amino acid sequences of the Oreochromis aurea DMO

其中小写字母代表 5. , 3. 非翻译区,上面为核苷酸序列,下面为氨基酸序列, * 表示终止子, 3. 端Poly( A)信号( AATAAA)用大写表示

The DNA sequences of the 5.- and 3.-untranslated region are shown as lowercase letters, while coding regions are shown as uppercase letters. Stop code

are marked asterisks( * ) . The polyadenylat ion signals(AATAAA) in the 3.-untranslated regions are shown as upper case letters
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图 3  奥利亚罗非鱼 DMO 与其它动物的 DMO, DMRT1 氨基酸序列比较

Fig . 3 Alignment of DMO and DMRT1 amino acid sequences

相同或相似氨基酸用 * 、#表示, - 表示此位置缺失氨基酸各物种 DMO, DMRT1 的 Genebank 号分别为: 奥利亚罗非鱼的 DMO

( AY487938) ,人的 DMRT1( AF130728) ,鼠的DMRT1( AF202778) ,尼罗罗非鱼的DMO( AF203489) ,尼罗罗非鱼的 DMRT1( AF203490) ,虹鳟

的 DMRT1( AF209095) ,红鳍东方豚的DMRT1 (AJ295039 ) , 青鱼将的DMRT1( AB091696)

Comparison of DM proteins f rom Oreochromis aurea , human, rat , Oreochromis niloticus, rainbow trout, fugu, medaka, Ident ical and similar amino acid

residues are marked by asteri sks and dots respectively. The GenBank accession numbers of the sequence used in the figure were as follows: AY487938

( Oreochromis aurea DMO) ,AF130728( human DMRT1) , AF202778( rat DMRT1) , AF203489 ( Oreochromis niloticus DMO) , AF203490( Oreochromis

niloticus DMRT1) ,AF209095( rainbow trout DMRT1) , AJ295039( fugu DMRT1) , AB091696( medaka DMRT1)

图 4  DMO和 DMRT1 蛋白质的系统树

Fig. 4  A neighbor- joining tree

based on the DMO and DMRT proteins

3  讨论

3. 1  DMO和 DMRT1基因的区别

DM-domain基因在果蝇,线虫, 脊椎动物以及

鱼类上是高度保守的。用 RACE法分离的奥利亚

罗非鱼DMO与尼罗罗非鱼的 DMO相比较,两者

编码的氨基酸同源性高达 96. 3%。而与其它鱼

类以及鼠和人之间 DMRT1 的同源性则较低, 均

为20%左右,除了 DM-domain相似外, 5. 和 3. 端
差异较大。这与 Guan等[ 6]在尼罗罗非鱼中发现

DMRT1和 DMO 的同源性较低一致。Guan 等[ 6]

还在 XX型的精巢检测到了 DMRT1基因的表达,

而DMO基因则不表达。这一现象说明, DMO和

DMRT1是性别决定的下游基因, DMRT1 基因不

是Y染色体联锁基因。在对奥利亚罗非鱼 DMO

的研究中, 我们也发现根据 DMO基因合成的特

异引物在雌鱼和雄鱼的 DNA 中扩增到相同的条

带,另外我们在奥利亚罗非鱼中精巢中也克隆出

了DMRT1 的 3. RACE 系列, 除了 DM-domain 相

似外, 3. 端差异较大, 这说明 DMO 和 DMRT1可

能是两个不同的基因。有关 DMO基因在不同组

织中的表达,以及与性激素的关系等,还有待于进

一步研究。

3. 2  RACE法分离全长 cDNA 的优势和关键因

素

从 cDNA 文库中分离和克隆目的基因的经典

方法繁琐而且代价大。并经常出现 PCR 扩增效

率低和特异性差的问题,不易得到完整的全长序

列(包括 5. 和 3. 非翻译区) ,特别是在基因的 5.

端。RACE法技术的出现解决了这些难题, 它可

以从低丰度的转录模板中快速扩增 cDNA 的 5.

和3. 末端,是一种简便而且有效的方法。通过本

实验体会到,要想获得实验成功,一定要设计合适

的引物, 退火温度不宜太低, 控制在 55 ~ 60 e 。
在 3. RACE中,通过 Nested PCR取得了满意的效

果。
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=书评> 汇集海水鱼类养殖精粹
力推现代养殖产业波澜

由雷霁霖教授主编的5海水鱼类养殖理论与技术6一书,已由中国农业出版社出版发行了,这是我国
海水养殖界值得庆祝的一件大喜事。

我国是世界上惟一水产养殖产量超过捕捞产量的国家,海水养殖业的地位日显重要;特别在改革开
放大潮的推动下,海水鱼类养殖获得了前所未有的发展良机。近 20年来, 在广大科技工作者的不懈努
力下, 使许多国家优良品种的产业化技术连续获得重大突破;同时还从国外引进了多个优良品种,迅速

建立起全新的良种养殖模式和新产业。目前,我国以鱼类养殖为主体的/第四次海水养殖浪潮0波澜壮
阔,受到全球的广泛关注。

在当前海水鱼类养殖产业迅猛发展的大好形式下,学术界与产业界迫切企盼有一部理论联系实际
的海水鱼类养殖专著问世。雷霁霖教授等 70多位专家,以发展我国海水鱼类养殖科技产业为己任,顺
应时代潮流,在中国农业出版社的大力支持下,肩负起撰写5海水鱼类养殖理论与技术6的重任, 满腔热
情地为满足产、学、研各界朋友的期望而倾注巨大心血。在 5年的撰写和统稿过程中, 作者们努力克服
困难, 不断汲取新信息、开创新论点、追踪新技术、终于铸就这部宏篇巨著, 奉献给/海洋世纪0和热心从
事海水鱼类养殖的广大读者。他们高度的责任心十分难能可贵。

中国水产科学研究院黄海水产研究所的雷霁霖教授是我国著名海水鱼类养殖学家, 数十年如一日,

全身心地投入海水鱼类养殖理论与技术研究,先后对 20多种经济鱼类的育苗和养殖进行了系统、深入

的探索,取得了丰硕的科研成果,为我国海水鱼类养殖科研和产业的发展做出了重大贡献。由他主持完
成的这部5海水鱼类养殖理论与技术6,是他和多学科的知名专家密切合作和辛勤耕耘的成果。全书共
分四篇、47章,约 150万字,丰富的内容涵盖了海水鱼类养殖的主要理论和技术, 其中:

第一篇概论: 全面深入论述了我国海水鱼类养殖历史、现状和未来。
第二篇海水鱼类养殖理论: 分7章,包括海水鱼类养殖生物学基础、繁殖原理、摄食特性、营养物质

消化与吸收、营养需求与代谢和能量学研究等基础理论。
第三篇 海水鱼类养殖应用技术与设施:分 9章,包括海水鱼类遗传育种、诱导与催产、病害防治、微藻

和动物饵料培养、配合饲料研制、工厂化养鱼工程设施、工业化养鱼水质处理、网箱养鱼等技术与设施。
第四篇海水鱼类养殖技术各论: 共分 30 章, 论述了 30种中外名优海水经济鱼类的养殖技术, 包

括:传统的养殖品种,如鲻、遮目鱼等;目前正在大量进行商业化养殖的经济种, 如真鲷、牙鲆、红鳍东方

、许氏平蚰、花鲈、大黄鱼、赤点石斑鱼、军曹鱼、杜氏 、卵形鲳 、花尾胡椒鲷和紫红笛鲷等; 从国外
引进的优质良种,如大菱鲆、美国红鱼。条纹狼鲈等;还有极具发展潜力的半滑舌鳎和石鲽等国内新开
发品种,以及新近从国外引进的大西洋庸鲽、大西洋牙鲆、塞内加尔鳎、欧洲鳎、斑点海鳟等许多名贵鱼
种。

读者可以看出: 该书贯穿了/求新、求全、创新、务实和理论联系实际0的中心思想: 汇集了我国沿海
数十年来的科研成果和技术精髓; 大量吸纳了国际上的先进理论和技术基础;推出了构建未来海水鱼类
养殖大产业的理念。全书内容丰富、图文并茂、结构合理、层次清晰、学术观点新颖, 是一部反映时代特
征的海水鱼类养殖科技专著, 也是一部具有较高学术价值和使用意义的世纪佳作。它的出版,将为我国
新世纪海水鱼类养殖产业的发展推波助澜,亦将对科研和教学起到良好的促进作用。

中国工程院院士  张福绥
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