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摘要! 应用引物退火控制技术"&-7#筛选尼罗罗非鱼雌雄鱼肌肉组织差异表达基因!寻找与

雌雄鱼肌肉生长发育相关的候选基因$ 本实验从同等条件下养殖的尼罗罗非鱼群体中随机选

取雌'雄鱼各 8 尾组成 $%&池!采用引物退火控制技术!分析了两组个体肌肉组织差异表达基

因$ 利用 12 对随机引物差异显示扩增!共获得 0 条 ,*QC!其中 8 个已知的 ,*QC分别为转录

变体 /"!@83227:384/#'72*核糖体蛋白"#!/#'小白蛋白
$

样蛋白'肌型肌酸激酶 C168J和

转录因子 $&/4!其余 / 个为未知的 ,*QC$ 实时定量 7-$分析各差异表达基因在尼罗罗非鱼

雌雄肌肉组织中的表达发现!0 个差异表达基因中转录变体 / 与 &-778S在尼罗罗非鱼雄鱼

肌肉组织中的表达均极显著高于雌鱼"9?2123#!&-7/8Y'72*核糖体蛋白"#!/#'小白蛋白

$

样蛋白'&-7388Y'肌型肌酸激酶 C168J与转录因子 $&/4 在尼罗罗非鱼雌鱼肌肉组织中的

表达均极显著高于雄鱼"9?2123#$ 结果表明!应用引物退火控制技术筛选获得了 0 个可能

参与了雌雄鱼肌肉生长发育调控的 ,*QC!为进一步筛选雌雄鱼肌肉生长发育相关候选基因奠

定了基础$

关键词! 尼罗罗非鱼& 肌肉组织& 差异性表达基因& 引物退火控制技术"&-7#

中图分类号! :908& *:785555555555文献标志码%&

5 5 引 物 退 火 控 制 技 术 # 3AA?30>AI E/AG4/0

K4>=?4" &-7$ 是 在 =$%& 差 异 显 示 技 术

#55$Q87-$$基础上发展起来的一种克隆差异

表达基因的方法
&3'

( &-7技术所需引物有 / 个

组成部分"/U端部分是由 32 个碱基的随机引物

序列组成核心的部分"8U端部分是由 12 个碱基

组成的通用序列"引物中间部分是由一个较低

Q=值区域构成的调节子部分
&1'

( &-7技术需

进行两步 7-$"第一个循环是利用 /U端核心引

物部分与靶底物结合"而引物中间的调节子部

分会形成泡状结构"能够阻止 8U端通用引物序

列与模板非特异性结合%第二个循环退火温度

提高"利用 8U端通用引物序列为有效引物"以第

一个循环 7-$产物为模板"扩增第一个循环所

得专一性 7-$产物
&3'

( 由于调节子部分特殊的

结构能够有效地阻止通用引物序列与模板非特

异性的结合"&-7技术中 7-$产物的假阳性会

大大降低
&/'

( 近年来"&-7技术已经在哺乳动

物和水产动物发育)抗病与性别相关差异表达

基因的克隆中得到了广泛的应用
&4 69'

(

尼罗罗非鱼#@54&%(5&,0.70+&)0%-.$属于鲈形

目#7?4E>D/4=?C$)丽鱼科 #->EJ0>O3?$)罗非鱼属

#10+*'0* $"是世界性的主要水产养殖对象之

一
&0'

( 自然界中"尼罗罗非鱼主要是 YY6YS性

别决定系统"而温度和常染色体等也会影响性别

决定
&:'

( 尼罗罗非鱼雌雄鱼在体型)生长速度等

性状方面存在较大的差异"尼罗罗非鱼雄鱼较雌

鱼生长速度更快)个体更大
&32'

( 动物机体生长发

育是遗传因素与环境共同作用的结果"动物的肌

肉发育涉及到生长发育)脂肪沉积)能量代谢等非

常复杂的生命活动"表达过程包含着复杂的基因

调控和多种代谢途径
&33'

( 生长发育与分子代谢
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存在密切关系"而肌肉生长发育和分子代谢是十

分复杂的生命活动"受多基因)多途径)多阶段的

影响
&31'

"找到影响肌肉生长发育的相关基因有利

于提高鱼类生产性能( 利用差异显示技术"在生

产性能有显著差异的群体间"能够快速找到一系

列 =$%&水平上的差异表达基因片段"进而找到

与该种生产性状高度相关的基因
&3/'

( 本实验采

用 &-7技术"对尼罗罗非鱼雌雄肌肉组织 E5%&

进行基因差异表达研究"并进行序列分析"为进一

步筛选雌雄鱼肌肉生长发育相关候选基因提供一

些理论依据(

35材料与方法

!"!#实验材料与试剂

实验用的尼罗罗非鱼取自中国水产科学研究

院长江水产研究所窑湾试验场"同等条件下养殖

的尼罗罗非鱼雌)雄鱼各 8 尾"雌鱼体质量#182 @

32$I"雄鱼体质量#822 @32$ I( 活体解剖后取等

量背肌"每次采样的部位保持一致"置于液氮中速

冻"8 尾雌鱼)8 尾雄鱼的肌肉组织分开研磨均匀

后分装" 602 b保存(

N?A?(>CJ>AI

Q2

5,N74?=>P 试剂盒购自纽罗

西敏生物科技 #杭州 $有限公司"282'.购自

K4/=?I3公司"*3A74?K 柱式 5%&胶回收试剂盒

购自生工生物工程#上海$有限公司"K25308Q载

体和 Q3R3$374>=?*E4>KG$Q 4?3I?AGM>GW>GJ

I5%&,43C?4#K?4D?EG4?30G>=?$322 4?3EG>/AC反转

录试剂盒均购自宝生物工程 #大连$有限公司"

1 C*S;$4?308G>=?7-$K4?=>PGF4?为 ;>/G?M?公

司产品(

!"$#总 <'(的提取及检测

分别取尼罗罗非鱼雌)雄鱼的肌肉组织混合

样品 82 <322 =I"用 Q$)H/0法提取样品总 $%&"

602 b保存备用%取适量 $%&"溶解于 32

%

'无

$A3C?的水中( 取 /

%

'加入 3

%

'上述缓冲液进

行琼脂糖凝胶电泳"检测 $%&的完整性"用紫外

分光光度计检测其纯度(

!"9#逆转录合成 %&'(第一条链

分别在两个 218 ='的 7-$管中进行雌性和

雄性个体的反应"反应体系如下!/

%

I 总 $%&"

3

%

'32 ==/06'OQ8&-73"加入无 $%&酶的水

至总体积 34

%

'"混合均匀%92 b孵育 8 =>A"冰浴

1 =>A%在两个管中分别加入以下反应体系!8 C

$Q LFDD?4 4

%

'" 32 ==/06' O%Q7 3

%

'"

122 #6

%

'282'.逆转录酶 3

%

'"混合均匀%然

后 41 b :2 =>A%:4 b 1 =>A%合成的雌)雄个体肌

肉组织 E5%&第一条链分别用无 5%&酶的水稀

释 32 倍" 612 b保存备用(

!"=#$U 对 (>,随机引物筛选雌雄鱼肌肉组织

差异表达基因

&-7方法所用到的 12 对随机引物和 OQ8

&-7引物见表 3"7-$反应体系如下 #7-$反应

所需引物和试剂由 N?A?(>CJ>AI

Q2

5,N74?=>P 试

剂盒提供$!3

%

'E5%&# <82 AI$"1

%

'8

%

=/06

'34L>G434B &-7#/A?/DGJ?34L>G434B &-7C$"3

%

'

32

%

=/06'OQ8&-71"7

%

'5>CG>00?O W3G?4"32

%

'

1 C*??&=K

Q2

&-7

Q2

23CG?42>P"共 12

%

'%在冰

上加好样后将 7-$管放入预热 #:4 b$的 7-$

扩增仪中执行以下 7-$扩增反应程序! :4 b

8 =>A"82 b 1 =>A"91 b 1 =>A"3 个循环%:4 b

42 C"78 b 42 C" 91 b 42 C" 42 个循环% 91 b

8 =>A"4 b 8 =>A%取上述各 7-$产物 32

%

'电

泳"检测扩增结果(

!"C#基因克隆与序列分析

根据尼罗罗非鱼雌雄个体 7-$产物电泳检

测结果"使用 *3A74?K 柱式 5%&胶回收试剂盒回

收纯化差异片段"然后进行连接和转化"挑取阳性

克隆质粒送武汉擎科创新生物科技有限公司测

序( 获得的序列利用 ;'&*QA 和 ;'&*QP# JGGK!

WWW1AEL>1A0=1A>I1I/X6L03CG$进行比对(

!"O#实时定量 ,><分析

应用 74>=?474?=>?48 软件对获得的差异表

达基因序列以及 %-;)公布的罗非鱼
!

6*%)07 基

因序列#登录号!&;2/907813$设计引物见表 1"

取尼 罗 罗 非 鱼 雌 雄 鱼 肌 肉 组 织 总 $%&" 用

Q3R3$374>=?*E4>KG$Q 4?3I?AGM>GW>GJ I5%&

,43C?4#K?4D?EG4?30G>=?$322 4?3EG>/AC反转录试剂

盒根据说明反转录合成第一链 E5%&后进行实时

定量 7-$"定量 7-$扩增在 $/G/48N?A?: 4?308

G>=?-BE0?4上进行"荧光染料采用的是 1 C*S;$

4?308G>=?7-$74?=>PGF4?"本实验所用的反应体系

为 12

%

'( 实验采用三步法 4?308G>=?7-$反应程

序"利用定量 7-$仪自带的 $/G/48N?A?:*?4>?C

*/DGW34?319 软件进行数据分析"采用的方法为

基因表达定量分析中常用的 1

6

##

8

G相对定量

法
&34'

"其中 8

G

值为与设定阈值相交时的循环数"

93/
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所有实验样本均设 / 次重复"利用 *7**3812 软

件进行样品间的差异水平分析"9?2128 表示显

著差异"9?2123 表示极显著差异(

表 !#(>,方法所用 ,><引物序列

)*+"!#,-./0-10K207%02103.7%&'(1N7FH01.1*73(>,

)L

A+*103,><

引物

K4>=?4

序列

K4>=?4C?VF?AE?

OQ8&-73

8U8-QNQN&&QN-QN-N&-Q&-N&QYYYYY#Q$

30

8/U

OQ8&-71 8U8-QNQN&&QN-QN-N&-Q&-N&QYYYYY#Q$388/U

&-73 8U8NQ-Q&--&NN-&QQ-N-QQ-&QYYYYYN--&Q-N&--8/U

&-71 8U8NQ-Q&--&NN-&QQ-N-QQ-&QYYYYY&NN-N&QN--8/U

&-7/ 8U8NQ-Q&--&NN-&QQ-N-QQ-&QYYYYY--NN&NN&QN8/U

&-74 8U8NQ-Q&--&NN-&QQ-N-QQ-&QYYYYYN-QN-Q-N-N8/U

&-78 8U8NQ-Q&--&NN-&QQ-N-QQ-&QYYYYY&NQN-N-Q-N8/U

&-77 8U8NQ-Q&--&NN-&QQ-N-QQ-&QYYYYYNN--&-&Q-N8/U

&-79 8U8NQ-Q&--&NN-&QQ-N-QQ-&QYYYYY-QN-NN&Q-N8/U

&-70 8U8NQ-Q&--&NN-&QQ-N-QQ-&QYYYYYNNQ-&-NN&N8/U

&-7: 8U8NQ-Q&--&NN-&QQ-N-QQ-&QYYYYYN&QN--N-QN8/U

&-732 8U8NQ-Q&--&NN-&QQ-N-QQ-&QYYYYYQNNQ-NQN--8/U

&-733 8U8NQ-Q&--&NN-&QQ-N-QQ-&QYYYYY-QN-&NN&--8/U

&-731 8U8NQ-Q&--&NN-&QQ-N-QQ-&QYYYYY&--NQNN&-N8/U

&-73/ 8U8NQ-Q&--&NN-&QQ-N-QQ-&QYYYYYN-QQ-&--N-8/U

&-734 8U8NQ-Q&--&NN-&QQ-N-QQ-&QYYYYYN-&&NQ-NN-8/U

&-738 8U8NQ-Q&--&NN-&QQ-N-QQ-&QYYYYY--&--NQNQN8/U

&-737 8U8NQ-Q&--&NN-&QQ-N-QQ-&QYYYYYNQ-N&-NNQN8/U

&-739 8U8NQ-Q&--&NN-&QQ-N-QQ-&QYYYYY-&&N---&-N8/U

&-730 8U8NQ-Q&--&NN-&QQ-N-QQ-&QYYYYY-NN&N-&Q--8/U

&-73: 8U8NQ-Q&--&NN-&QQ-N-QQ-&QYYYYY-Q-QN-N&N-8/U

&-712 8U8NQ-Q&--&NN-&QQ-N-QQ-&QYYYYYN&-NQQNN-N8/U

表 $#实时定量引物序列信息

)*+"$#,-./0-.745-/*F.5745--0*6AF./0,><

基因

I?A?

引物

K4>=?4

产物长度6LK

K4/OFEG0?AIGJ

&-7/8Y (!8U8NN&NN&QN-QN&&QNQN8/U

$!8U8QQ-NQQNQ-&N&NQ-&-&N8/U

:4

&-788S (!8U8NN&N&QNN-QQQN&&NQNQQN8/U

$!8U8NQ&NN&&N-&&N-&N&NNN&N8/U

00

&-778S (!8U8&Q-N-&Q-QQQ--Q-Q&-QQ-8/U

$!8U8QNQQQQ-Q&N--&N--NNQN&8/U

79

&-7318Y (!8U8&NN--QQ-&QNNNQ--N-Q-&8/U

$!8U8QQ&QQ&&&-&QQQ-QN-&N-&-Q8/U

331

&-7348Y (!8U8&N-NNQQQ-&QQN&NN&NN&-8/U

$!8U8&&QNQNNN-&QQNQQNQQ--&8/U

139

&-7388Y (!8U8N&&-Q-NQN&&-NNN-Q--Q&8/U

$!8U8NQN&QQNNQ-&NQQNN-QQNN8/U

3//

&-7308Y (!8U8N&N-&Q--QNNN&Q-&&Q--&8/U

$!8U8QN&QQ-Q-&-&QNNNN-&Q-&8/U

313

&-73:8Y (!8U8&QNN&N-QN-QN-N-QQQ-Q-8/U

$!8U8NN-N&NNQQ-Q-NQQNQQNQN8/U

07

!

6*%)07 (!8U8-NN&&Q--&-N&&&--&--Q&8/U

$!8U8--&&NN&&NN&&NN-QNN&&N8/U

128

03/
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15结果

$"!#尼罗罗非鱼雌雄鱼肌肉差异表达基因

总 $%&的提取结果55分别取 /

%

'尼罗罗

非鱼 8 尾雌鱼)8 尾雄鱼的肌肉组织混合样品总

$%&样"经 312T琼脂糖凝胶电泳 #图 3$"$%&

纯度用紫外分光光度计测定""5

172 ==

6"5

102 ==

值

为 31: <112"$%&质量良好(

&-7方法获得的尼罗罗非鱼雌雄鱼肌肉差

异表达基因55本实验共扩增到 0 个差异表达基

因#图 1$"其中用 &-78 与 &-77 引物扩增到了 1

个雄性个体肌肉组织差异表达基因"利用 &-7/)

&-731)&-734)&-738)&-730 与 &-73: 引物在

雌性个体肌肉组织中获得了 7 个差异表达基因(

图 !#尼罗罗非鱼肌肉组织总 <'(

S1雄性% Y1雌性

D.8"!#)H0F5F*6<'(54'.60F.6*G.* /21%60F.1120

S1=30?%Y1D?=30?

图 $#差异表达基因片段筛选电泳图

#3$&-78)&-77)&-7/)&-731 电泳结果% # L$&-734)&-738)&-730)&-73: 电泳结果% S1雄性% Y1雌性% 21234M?4% 箭头表示

目的基因条带

D.8"$#(8*-510060%F-5GH5-01.1543.440-07F.*66N 0SG-0110380701%-007.78

#3$QJ??0?EG4/KJ/4?C>C4?CF0GC/D&-78"&-77"&-7/3AO &-731% # L$QJ??0?EG4/KJ/4?C>C4?CF0GC/D&-734"&-738"&-730 3AO &-73:%

S1=30?% Y1D?=30?% 21234M?4% &44/W>AO>E3G?CGJ?G34I?GI?A?L3AO

55差异表达序列的比对结果55将各个序列在

%-;)进行比对"0 个差异表达基因中有 8 个为已

知 基 因" 其 中 &-788S 为 转 录 变 体 /

#!@83227:384/$)&-7318Y为 72*核糖体蛋白

!/)&-7348Y为小白蛋白
$

样蛋白)&-7308Y为

肌型肌酸激酶 C168J) &-73:8Y 为转录因子

$&/4"而 &-7/8Y)&-778S与 &-7388Y为 / 个未

知基因#表 /$(

:3/
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表 9#差异表达基因的比对结果

)*+"9#&.440-07F.*66N 0SG-0110380701*6.87/07F-0126F1

基因

I?A?

同源基因

J>IJ?CGJ/=/0/IB

物种

CK?E>?C

长度6LK

0?AIGJ

一致性

E/AC>CG?AEB

表达模式

?PK4?CC>/A K3GG?4A

&-7/8Y 555555+ 5555+ 342 +

下调

O/WA84?IF03G?O

&-788S

转录变体 /#!@83227:384/$

)5*7.%50')E*50*7)/#!@83227:384/$

尼罗罗非鱼

@H70+&)0%-.

318 333633/#:0T$

上调

FK84?IF03G?O

&-778S 555555+ 5555+ 32: +

上调

FK84?IF03G?O

&-7318Y

72*核糖体蛋白 !/##!/$

72$ 50=&.&,*+'5&)407 !/##!/$

斑点叉尾

K%)*+-5-.'-7%)*)-.

388 3/:6393#03T$

下调

O/WA84?IF03G?O

&-7348Y

小白蛋白
$

样蛋白

'*5E*+=-,07 =4)*6+0:4

尼罗罗非鱼

@H70+&)0%-.

4:1 47:6493#::T$

下调

O/WA84?IF03G?O

&-7388Y 555555+ 5555+ /31 +

下调

O/WA84?IF03G?O

&-7308Y

肌型肌酸激酶 C168J

,-.%+46)F'4%54*)074:07*.4C168J

莫桑比克罗非鱼

@54&%(5&,0.,&..*,=0%-.

3/0 3/263/4#:9T$

下调

O/WA84?IF03G?O

&-73:8Y

转录因子 $&/4

)5*7.%50')0&7 ;*%)&5$&/4# $&/4$

红鳍东方

1*:0;-<- 5-=50'4.

144 3316348#99T$

下调

O/WA84?IF03G?O

注!&-7/8Y)&-778S)&-7388Y为未知序列"上调与下调指肌肉生长

%/G?C!&-7/8Y"&-778S"&-7388Y34?FAMA/WA C?VF?AE?"FK84?IF03G?O 3AO O/WA84?IF03G?O 4?K4?C?AGCGJ?I4/WGJ /D=3CE0?

$"$#实时定量 ,><结果

以尼罗罗非鱼
!

6*%)07 基因为对照"以尼罗罗

非鱼雌雄鱼肌肉组织总 $%&逆转录后的 E5%&

为模板进行实时定量 7-$反应#图 /$( &-788S

为转 录 变 体 / # !@83227:384/ $ 与 未 知 基 因

&-778S在尼罗罗非鱼雌雄鱼肌肉组织中的表达

差异极显著#9?2123$"且两者在雄鱼肌肉组织

中的表达量均高于雌鱼%其余的 7 个基因中

&-7318Y为 72*核糖体蛋白 !/)&-7348Y为小

白蛋白
$

样蛋白)&-7308Y为肌型肌酸激酶 C16

8J)&-73:8Y为转录因子 $&/4"而 &-7/8Y与

&-7388Y未知基因"在雌鱼肌肉组织中的表达极

显著高于雄鱼#9?2123$(

/5讨论

3::1 年"'>3AI 等
&38'

发明 =$%&差异显示技

术#55$Q87-$$以来"国内外学者陆续发展了诸

如代表性差异分析 # 4?K4?C?AG3G>/A30O>DD?4?AE?

3A30BC>C" $5&$) 抑 制 性 差 减 抑 制 杂 交

#CFKK4?CC>/A CFLG43EG>X?JBL4>O>H3G>/A"**+$)基因

芯片技术 #5%&EJ>K G?EJA>VF?$)E5%&8&('7技

术等多种分离和克隆差异表达基因的方法"但这

些方法自身存在着操作技术较为繁琐)工作量大)

假阳性高等不同的缺点
&37 63:'

( 本实验采用的

&-7技术能降低实验过程中假阳性结果的出现"

增强 7-$产物的特异性"其操作简单)速度快且

经济实惠"还可以在较短时间内克隆到有效的差

异表达基因
&7'

( 利用该方法对尼罗罗非鱼雌雄

鱼肌肉组织基因的差异表达情况进行研究可以取

得较为可靠的结果( 目前国内外的一些实验室已

经通过 &-7技术取得了许多成果( 田万年等
&12'

应用 12 对 &-7引物在肌内脂肪含量差异极显著

的延边黄牛背最长肌肉组织中筛选得到了 31 个

可能参与了肌内脂肪沉积调控的 ,*QC"为进一步

筛选肌内脂肪沉积相关的基因奠定了基础( R>=

等
&4'

利用 312 对 &-7引物获得了 /3 个人类脐静

脉上皮细胞衰老过程中的差异表达基因"进一步

研究发现 1: 个已知基因中-5: 抗原)重组2+-)

类链相关序列 &#CK8?$和 8G8/9 基因能够使细

胞衰老上调"而骨形态发生蛋白 4 # LC94 $)

G0%::&';63#GJJ3$)转录因子 9 63 #18I9!3$基

因能够下调细胞衰老( +W3AI 等
&8'

获得了在牛

的孵化囊胚早期囊胚的 : 个差异表达基因"其中

4 个为已知基因"8 个为 ,*QC"包括核糖体蛋白

$31 基 因 # #9$31 $ 和 核 糖 体 蛋 白 !318

# #9!31 $基因 (+W3AI等
&13'

获得了:个猪单性

21/
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图 9#各基因在尼罗罗非鱼雌雄鱼肌肉组织中的表达分析

""

表示极显著差异#9?2123$

D.8"9#)H00SG-011.57540*%H8070.7/21%60F.112054/*60*7340/*60'.60F.6*G.*

""

>AO>E3G?C>IA>D>E3AGO>DD?4?AE?C#9?2123$

生殖 1 细胞期与胚泡期胚胎中的差异表达基因"

均为已知基因或 ,*QC"实时定量研究结果表明这

: 个基因均在早期卵裂过程中扮演着重要的角

色( 谢芳靖等
&7'

成功地克隆到 3 个 3 /72 LK 纤维

蛋白原
$

链基因长片段的抗病候选基因( 沈冰

玲
&9'

获 得 0 个 日 本 囊 对 虾 # C*5.-'47*4-.

>*'&70%-.$精巢与卵巢差异表达基因"其 4 个已知

基因中凝血酶敏感蛋白基因#)(5&,=&.'&7B07$和

皮质棒蛋白基因#%&5)0%*+5&B '5&)40761$为在日本

囊对虾卵巢中显著表达的基因"而增殖细胞核抗

原基因# '5&+0;45*)07< %4++7-%+4*5*7)0<47$和泛素

缀合酶基因 # -=02-0)076%&7>-<*)07< 47MF,415$在

精巢的表达量高于卵巢(

本实验在同等条件下养殖的尼罗罗非鱼群体

中"应用引物退火控制技术在尼罗罗非鱼雌雄鱼

肌肉组织中获得 0 条表达差异序列片段( 实时定

量 7-$是对模板 5%&进行定量研究的方法"具

有可实时监测)高特异性)高灵敏性和高精确性的

特点"是一种检测基因差异表达的快速有效的方

法
&11'

( 本实验应用实时定量 7-$技术对 0 个基

因进行了在雌雄鱼肌肉组织中的表达分析"结果

表明"鉴定的 0 个基因均可作为雌雄鱼肌肉生长

发育相关的候选基因"以做进一步的分析研究(

在筛选到的差异表达基因中"72*核糖体蛋

白 !/ 属于 '/7核糖体蛋白家族"位于细胞质中(

核糖体蛋白主要在蛋白质合成中发挥作用"但它

们还在细胞的增殖)凋亡)发育的多种调控与恶性

转化等方面发挥作用
&1/'

( 本实验进一步揭示

72*核糖体蛋白 !/ 基因可能参与了尼罗罗非鱼

雌雄鱼肌肉生长发育的调控( 肌酸激酶#%54*)074

:07*.4"8J$能够催化磷酸基在二磷酸腺苷 &57

与磷酸肌酸之间的可逆性转移"是心脏与肌肉等

组织能量代谢过程中重要的作用因子"广泛分布

于脊椎动物与无脊椎动物
&14'

( 脊椎动物肌酸激
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酶有 胞 质 型 # EBG/C/0>E D/4=$ 和 线 粒 体 型

#=>G/EJ/AO4>30D/4=$两大类型
&18'

"本实验中肌型

肌酸激酶 C168J为胞质型肌酸激酶( *FA 等
&17'

在鲤#8F'507-.%*5'0&$肌肉文库中得到了 / 种不

同的 C68JE5%&"这 / 种 C68J主要在肌肉中表

达"心脏中有微弱表达"脑)肾)鳃和肝脏中并未发

现表达( 另外"肌型肌酸激酶 C68J在鳜肌肉)心

脏)皮肤)卵巢)肾脏与胃组织中均有表达"在眼)

肝脏和脑组织中 C68J有微弱表达"表明这些组

织的能量代谢过程有肌型 C68J的参与"其可能

是 7-46&Q7平衡主要的调控因子
&19'

( 可将 72*

核糖体蛋白 !/ 和肌型肌酸激酶 C168J作为影响

尼罗罗非鱼雌雄鱼肌肉生长的候选基因进行

研究(

小白蛋白最先是从蛙与鱼的肌肉中分离出来

的"是一种水溶性酸性蛋白质"其分子量大约 31

MF"但由于其分子较小和有较高的水溶性"称之小

白蛋白"是一种特异性神经元内蛋白质"其作用机

理的一个推测是参与钙离子和镁离子平衡调

控
&10'

"但有关小白蛋白
$

样蛋白对尼罗罗非鱼肌

肉生长发育的影响还尚未见报道( 本实验中小白

蛋白
$

样蛋白下调尼罗罗非鱼肌肉生长发育"提

示小白蛋白
$

样蛋白的表达与尼罗罗非鱼肌肉

生长发育存在一定的关系"但小白蛋白
$

样蛋

白"是否在尼罗罗非鱼肌肉生长发育调控中发挥

重要作用"有待进一步研究( $&/4 基因是 */P 家

族的重要成员"人类 $&/4 基因可在脑)心和睾丸

组织中大量表达"推测其功能不仅与性腺功能有

关"还参与了许多动物生长发育过程"如胚胎期心

脏)中枢神经系统以及胸腺的发育"还有 ;)Q淋

巴细胞的分化与成熟等过程
&1: 6/1'

( 本实验中

$&/4 基因下调尼罗罗非鱼肌肉生长发育"显示该

基因的表达与尼罗罗非鱼肌肉生长发育存在一定

的关系"但 $&/4 基因是否在尼罗罗非鱼肌肉生长

发育调控中发挥重要作用"有待进一步研究( 本

实验中转录变体 / #!@83227:384/$上调尼罗罗

非鱼肌肉生长发育"表明该基因的表达与尼罗罗

非鱼肌肉生长发育可能存在一定的关系"另外"有

/ 个未知的 ,*QC在尼罗罗非鱼雌雄鱼肌肉组织

中差异表达"这些基因或许在尼罗罗非鱼肌肉生

长发育调控中发挥着重要的作用( 因为本实验只

用了 12 对 &-7引物组合进行差异表达研究"所

检测的差异片段只有部分是与肌肉生长相关的基

因"下一步研究应加大随机引物数量进行筛选(
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