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摘要  [ 目的] 为研究 Dmrt 基因的进化、尼罗罗非鱼性别决定机制和功能提供资料。[ 方法] 以尼罗罗非鱼精巢cDNA 为模板 ,采用简并
PCR 扩增和克隆其 Dmrt 保守区域,并采用3′RACE 反应获得 Dmrt1 基因全序列。[ 结果] 尼罗罗非鱼中 Dmrt 保守区域长度为158 bp。尼
罗罗非鱼 Dmrt1 基因的DM-domain 与奥利亚罗非鱼、虹鳟、青鱼将、新月鱼、人、小鼠中 Dmrt1 基因的DM-domain 和尼罗罗非鱼、奥利亚罗非
鱼中DMO 基因的DM-domain 的核苷酸同源性分别为98 .6 %、87 .9 %、81 .4 %、82 .1 %、77 .9 %、77 .1 %、72 .1 %、72 .1 % ,氨基酸同源性为100 .
0 %、97 .8 %、87 .0 %、87 .0 %、89 .1 %、89 .1 %、84 .8 %和84 .8 % 。通过3′RACE 反应 ,获得1 108 bp Dmrt1 的3′端序列。尼罗罗非鱼 Dmrt1
与奥利亚罗非鱼、虹鳟、青鱼将、新月鱼的氨基酸序列同源性分别为99 .0 %、62 .0 %、41 .0 %和73 .0 %。[ 结论] Dmrt1 基因具有高度保守性。
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RACE Amplification and Sequence Analysis of Sex-related Gene Dmrt1 in Tilapia nilotica
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Abstract  [ Objective] The research ai med to provide data for studying the evolution of Dmrt gene ,the sexual determi nation mechanismand functions i n
Tilapia nilotica .[ Method] With cDNA sequence fromspermary of T. nilotica as template ,the conservative regionof its Dmrt was amplified and cloned by
using degenerate PCR.And the whole sequence of Dmrt1 gene was obtained by usi ng 3′RACEreaction . [ Result] The length of Dmrt conservative region
in T .nilotica was 158 bp .The nucleotide homology of DM-domain in Dmrt1 gene of T. nilotica with DM- domain in Dmrt1 gene of Oreochro mis aurea ,
Sal mo gairdneri , Oryzias l atipes , Xiphophorus maculatus ,human and mouse and that in DMO gene i n T . nilotica and O. aurea were 98 .6 % ,87 .9 % ,
81 .4 % ,82 .1 % ,77 .9 % ,77 .1 % ,72 .1 % and 72 .1 % resp . ,and the amino acid homology were 100 .0 % ,97 .8 % ,87 .0 % ,87 .0 % ,89 .1 % ,89 .1 % ,
84 .8 % and 84 .8 % resp .Through3′RACEreaction ,3′end sequence of 1 108 bp Dmrt 1 gene was obtained .The sequence homology of amino acids in Dm-
rt1 between T. nilotica and O. aurea , S . gairdneri , O. latipes , X. maculates were 99 .0 % ,62 .0 % ,41 .0 % and 73 .0 % resp .[ Conclusion] Dmrt1 gene
was highly conservative .
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  Dmrt 1 是目前已知最保守的一种性别分化相关基因。该

基因家族与果蝇的性别决定基因 Doublesex 及线虫的性别决

定基因Mab - 3 有一个共同的结构特征 : 所编码的蛋白质都

含有一 个具 有 DNA 结 合能 力的 保守基 序———DM 结 构

域[ 1 - 2] ,在功能上 ,该基因在性别分化期的雄性性腺及雄性

成体 的性腺中 表达, 与雄性 性腺的 形成 和功 能维持 有

关[ 3 - 4] 。目前已在鱼类、爬行类、鸟类及哺乳类动物中检测

到DM盒基因的存在, 充分表明该基因在脊椎动物进化过程

中的高度保守性[ 5] 。

在脊椎动物系统进化中, 鱼类处于承先启后的地位, 研

究其 Dmrt 基因将有助于阐明从低等无脊椎动物到脊椎动物

乃至人类的性别决定机制的进化。尼罗罗非鱼是世界性的

主要养殖对象之一, 也是分析性染色体进化的一个重要模

型。为了探讨 Dmrt 基因家族在鱼类中的保守性, 笔者以尼

罗罗非鱼为材料 , 采用简并PCR, 扩增并克隆了尼罗罗非鱼

基因组中的 DM 结构域, 并采用3′RACE 方法获得 Dmrt1 基

因全长 ,以期为研究 Dmrt 基因的进化及尼罗罗非鱼性别决

定机制和功能分析提供分子资料。

1  材料与方法

1 .1  材料 尼罗罗非鱼采自中国水产科学研究院长江水产

研究所尼罗罗非鱼原种鱼场( 湖北荆州,1978 年长江水产研

究所从苏丹引进) ,经活体解剖鉴定为性成熟个体。

1 .2 总 RNA 的提取 用Trizol 试剂(Invit rogen 公司产品) 提

取精巢总RNA。将样品置于研钵中, 用液氮碾碎 , 加入适量

Trizol 试剂, 研磨混匀, 待冻融后转入1 .5 ml Eppendorf 管中 ,

用氯仿抽提 ,异丙醇沉淀,75 %( V/ V) 乙醇洗涤, 最后溶于焦

碳酸二乙酯( DEPC) 处理过的无菌水中, - 70 ℃保存。

1 .3 反转录合成cDNA  吸取 RNA 1～5 μg , 引物 oligo( dT) 1

μl ,补水到11 μl , 在70 ℃下放置10 min。加5 ×buffer 4 μl ,

dNTP 2 μl ,DTT 2 μl , 混匀, 加入1 μl 反转录酶,再混匀。42 ℃

保温1 .0～1 .5 h ,70 ℃15 min 终止反应。

1 .4 简并 PCR 设计以下简并PCR 引物用于扩增 Dmrt 保

守区域 :上游引物 Pri mer1 ,5′- TGCCCAAGTGCTC( TC) CG( CG)

TG( TC) ( AC) GGA-3′; 下游引物 Pri mer2 ,5′- CCTG( GAC) GC-

CGCCAT( GA) ACTCT-3′。该引物曾成功扩增出小鼠的 Dmrt 1

基因,50 μl 的反应体系中含有:2 μl 的 DNA 产物,5 μl 10 ×

PCR 缓冲液,1 .5 mol/ L MgCl 2 溶液,0 .2 mol/ L dNTPs 溶液, 上

下游引物各0 .8 mmol/ L ,2 .5 U TaqDNA 聚合酶( 大连TaKaRa

公司产品) 。PCR 反应条件 :94 ℃预变性5 min ,94 ℃ 30 s ,59

℃30 s ,72 ℃1 min , 循环35 次 ,最后72 ℃延伸10 min。

1 .5 3′RACE  按照BDSMART RACE cDNA Amplification Kit

说明书操作步骤进行。先合成3′RACE- Readyc DNA, 根据所

获得的 Dmrt 1 基因部分 cDNA 序列信息, 利用 DNAstar 软件

设计特异性引物Pri mer3 :5′- CGCTGTAGGAATCACG GATAC-3′;

再设计 1 个 5′端巢 式 PCR 的 引 物 Pri mer4 : 5′- CTCCACT-

GAAGGGACACAAGCG-3′。通过2 次PCR 获得3′RACE 扩增

产物, 再通过琼脂糖凝胶电泳分离该PCR 产物, 切下条带提

取纯化后,用于随后的连接反应。

1 .6  序列测定  PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳, 将目的 cDNA

片段切下 ,用胶回收试剂盒纯化,与pGEM- T 载体进行连接反

应,连接产物转化到大肠杆菌JM101 的感受态细胞后, 涂布

于含IPTG 和X- gal 的LB 固体培养基( AMP + ) 上。挑白斑, 抽

提质粒。以质粒为模板, 进行PCR 产物扩增鉴定 , 并对质粒
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进行测序。

2  结果与分析

2 .1 DM-domain 区的扩增 以精巢cDNA 为模板,采用简并

引物Pri mer1、Pri mer2 进行PCR 扩增 ,获得长约140 bp 的PCR

产物( 图1) 。将其克隆到pGEM- T 载体中, 对质粒进行测序 ,

序列长140 bp( 图2) , 在 National Center for Bioteehnology Infor-

mation( NCBI) 网站上进行 Blast 分析, 将尼罗罗非鱼 Dmrt1 基

因的 DM-domain 与 奥 利 亚罗 非 鱼( O. aurea) 、虹 鳟( On-

corhynchus mykiss) 、青鱼将( Oryzias latipes) 、新月鱼( Xipho- phorus

macul at us) 、人、小鼠等动物的 Dmrt 1 基因的 DM-domain 序列

和尼罗罗非鱼、奥利亚罗非鱼的 DMO 基因的DM- domain 序列

进行比较,核苷酸同源性分别为98 .6 %、87 .9 %、81 .4 %、82 .1 %、

77 .9 %、77 .1 %、72 .1 %、72 .1 % , 氨基酸同源性分别为100 .0 %、

97 .8 %、87 .0 %、87 .0 %、89 .1 %、89 .1 %、84 .8 %、84 .8 %。

图1 尼罗罗非鱼cDNA 中 Dmrt 的扩增结果

Fig .1  Amplification result of Dmrt fromcDNA in Oreochromis

niloticus

图2 Dmrt 基因DM 区的DNA 序列

Fig.2 DNAsequence of Dmrt gene DMin DMregion

2 .2  Dmrt1 基因的3′RACE 反应及 RACE 产物克隆  根据

Dmrt1 基因的部分 DM 保守区的序列信息 , 设计了用于3′-

RACE 反应的各自特异引物, 同时为了确保以后克隆产物的

正确性, 又设计巢式引物。RACE 反应扩增得到1 条很亮的

条带,约1 100 bp( 图3) , 将其转化质粒, 将质粒送往生工测

序, 得到1 108 bp 片段( 图4) , 经 BLAST 分析, 确定为 Dmrt 1

的3′端序列。使用软件对尼罗罗非鱼 Dmrt 1 基因的氨基酸

序列与奥利亚罗非鱼( O . aurea) 、虹鳟( Oncorhynchus mykiss) 、

青鱼将( Oryzias latipes) 、新月鱼( Xiphophorus maculatus) 等动物的

Dmrt1 基因的氨基酸序列进行比较, 同源性分别为99 .0 % 、

62 .0 %、41 .0 % 、73 .0 %。

图3 3′RACE的PCR 产物

Fig .3 PCRproducts of 3′RACE

3  讨论

Dmrt 是新近发现的以 Dmrt1 基因为代表的一个基因家

族, Dmrt 基因是目前为止的参与各个进化地位的物种性别

决定与分化发育的唯一一个共同的例子[ 4 ,6] 。在脊椎动物中

已发现了多种DM相关基因: 人类共有8 种 Dmrt 基因, 分别

命名为 Dmrt 1～8。尽管 Dmrt1 是目前为止已知的在各个进

化地位的物种中都参与了性别发育过程的基因, 但是它在不

同进化地位、具有不同性别发育机制的不同物种中所发挥的

功能不尽相同[ 7 - 9] 。

人类 Dmrt 1 基因位于与性别反转密切相关的常染色体

区域9p24 .3[ 1] , Dmrt 1 的表达模式类似于SRY,它在性别分化

前只在生殖嵴中特异表达,以后也只在睾丸中表达。

在鸟类中有与哺乳动物不同的染色体性别决定机制

( ZZ/ ZW) , 而鸡的 Dmrt1 基因位于Z 染色体上[ 10] 。mRNA 原

位杂交表明 ,在胚胎时期从生殖嵴形成到性别开始分化, 生

殖嵴中有 Dmrt1 的表达。另外 Dmrt1 还在形成雄性特异的

内部生殖结构的前体——— 吴尔夫氏管中表达, 这表明它可

能在性腺外调控性别的分化。

图4 尼罗罗非鱼 Dmrt 1cDNA及其氨基酸序列

Fig .4 Dmrt1cDNA of O. niloticus andits amino acidsequence

鱼类的性别决定形式更为原始, 性别决定的机制也更为

多样。对虹鳟的 Dmrt 1 基因的表达研究发现[ 11] :其在精巢的

分化过程中高表达, 而卵巢的分化过程中则没有, 用激素诱

导其产生单性的全雌或全雄的个体中, 遗传雄性的个体转变

为生理雌性的个体时 , Dmrt1 基因的表达量下调 ,而遗传雌性

的个体转变为生理雄性的个体时 ,可能由于激素诱导的时效

性, Dmrt 1 基因的表达量并没有上调。在青鱼将的性别决定期

的性腺中未检测到 Dmrt 1 的表达, 在成体组织中, Dmrt 1 也只

在精巢中表达[ 4] 。上述结果表明, 与在其他脊椎动物中的功

能一样 ,在鱼类中 , Dmrt1 是一个性别分化基因, 与精巢的形

成和功能维持有关[ 4] 。
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注 :SSR 引物为bnlg2181。Note : SSR pri mer is bnlg2181 .

图4 TaqDNA 聚合酶浓度对SSR 扩增的影响

Fig .4 Effects of TaqDNA polymerase concentrationonSSRamplification

注 :1 - 15 号依次为Lx9801、鲁单981、齐319、济522、济单8 号、昌7- 2、178、农大108、黄C、昌7-2、郑单958、郑58、昌7-2、济单7 号、济533。

Note :No .1～15 are Lx9801 ,Ludan 981 ,Qi 319 ,Ji 522 ,Jidan No . 8 ,Chang 7-2 ,178 ,Nongda 108 ,Huang C,Chang 7- 2 ,Zhengdan 958 ,Zheng 58 ,Chang 7- 2 ,Jidan

No . 7 and Ji 533 ,respectively .

图5 引物bnlg2181 对玉米杂交种及其双亲SSR 扩增结果

Fig .5SSRamplificationresults of corn hybrids andtheir parents by pri mer bnlg2181

3  讨论

SSR 标记技术从 DNA 提取到PCR 扩增再到电泳检测和

银染, 每一个过程都会影响最终结果。该研究虽未对模板

DNA 质量和浓度加以讨论, 但DNA 质量的好坏 ,在整个试验

中起着先决作用, 应严格加以控制。另外, 由于扩增体系成

分的复杂性和各种因素的关联性 ,维持反应体系稳定是非常

重要的。除了上述讨论的因素外, 其他一些次要的因素也要

严格控制, 甚至试剂生产的厂家和批号都不应忽视, 只有这

样才能确保试验的稳定性和重演性。
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