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蒙古红鲴肥胖基因 cDNA的克隆与组织表达特异性研究 
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摘要 ：本文根据 已知 的人和 鼠 o6基 因序列设 计 引物 ，采用 RT-PCR(reverse transcriptase—polymerase chain reaction)技 

术，从蒙古红鲔脂肪组织 RNA中扩增到 o6基因片段，获得 o6基因编码区438bp的序列。与人和其他动物比较，蒙 

古红鲐与人、猪和鼠 o6基因核苷酸编码序列的同源性分别为 82．9％、84．0％和99．1％，蒙古红鲐 o6基因编码的蛋 

白leptin氨基酸序列与人、猪和鼠的同源性分别为80．8％ 、78 ％和95．9％；运用 RT-PCR技术分析 o6基因表达的 

组织特异性 ，结果表明 ：o6基 因在脂肪和肝脏组织中表达量最 大 ，在心脏 、脾脏 、肌 肉、脑 、卵巢 中表 达量减少 ，在 肾 

脏 中微量表达 ，而在精巢和肠道组织 中不表 达。 
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肥胖基因(obese gene；ob gene)于 1954年在小鼠 

中发现，为常染色体隐性遗传。Zhang Y 1 等于 1994 

年首次报道利用定位克隆技术获得小鼠 o6基因的 

cDNA序列，通过对小鼠 o6基因的克隆和分析充分 

证明了ob／ob肥胖型小 鼠的肥胖表型是 由于 o6基 

因的无义突变而不能产生正常功能蛋白质造成的。 

人 、鼠的大量研究表 明，o6基 因的表达产物 “瘦素” 

(1eptin)主要作用于大脑的摄食和饱食中枢，对体脂 

的蓄积、体重、摄食行为、繁殖、免疫力有重要的调节 

作用。因此 ，o6基因及其产物可能在鱼类生理功能 

调节 中起 重要 的调节作 用。鱼类有 别于 鼠和人 ， 

Zhang Y J 等在克隆鼠与人的 ob基 因时 已通过 

southern杂交证实 了鳗鱼 o6基 因的存在 ，Johnson R 

M E J等(2000)通过应用鼠的 leptin抗体原位杂交也 

证实了 o6基 因在鱼中的存在，然而鱼类的 o6基因 

序列及其 leptin氨基酸序列与功能尚未见报道。鉴 

于此 ，本文克隆了蒙古红鲐 (Erythroculter mongolicus) 

o6基因并对其组织表达特异性进行 了分析 ，为进一 

步研究该功能基因奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 蒙古红舶取于武汉市南湖，健康无病， 

雄鱼体长 16cm，体重 112g；雌鱼体长为 18cm，体重 

120g。取其脂肪 、肝脏 、肠 、心脏 、脾脏 、肾脏 、肌 肉、 

脑 、卵巢 、精巢等组织 ，用蒸馏水漂洗干净 ，再用滤纸 

吸干水分 ，供提取总 RNA。 

1．2 试剂 宿主菌 E．coli DH5 、克隆载体 pBlue— 

script SK(+)均 为本实验 室保 种 ，反转 录试 剂盒 、 

Taq DNA聚合 酶 、dNTPs、限制性 内切酶 、连接酶均 

购 自大连宝生物公 司，氨苄青霉素为华北制药公司 

产品 ，x—gal、IPTG为 Amersham公 司产 品，l3一巯基 乙 

醇 、异硫氰酸胍 为 Sigma公 司产 品 ，其他 试剂均 为 

国产分析纯。 

1．3 方 法 

1．3．1 总 RNA提取和浓度测定 参照文献 [3，4] 

用一步法提取总 RNA。取蒙古红铂脂肪(肠系膜)、 

肝脏 、肠、心脏、脾脏 、肾脏 、肌肉、脑 、卵巢、精巢等组 

织各 0．2g，在含有 2．8mL变性液 的均浆器 中破碎细 

胞 ，转 入 10mL离 心 管 中后 加 入 0．28mL(pH4．0) 

NaCOOH，再加酚：氯仿：异戊醇 ，振荡后离心取上清。 

加等体积异丙醇于一20℃静置 30min沉淀总 RNA。 

重复 以上 操作 一 次。总 RNA稀 释为 0．5 g／ L供 

RT—PCR使用。用 Eppendorf BIO—photometer测定含量 

与纯度。 
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本研究克隆了蒙古红鲴肥胖基因(ob)编码区序 

列，经比较，蒙古红鲴 o6基因编码区核苷酸序列与 

人、猪和小 鼠 o6基 因编码 区序 列 同源 性分 别 为 

82．9％ 、84．0％和 99．1％，leptin蛋 白的氨基酸序列 

的同源性分别为 80．8％ 、78．8％和 95．9％。这一结 

果表明 o6基因在不同物种之间具有保守性，而且蒙 

古红鲇 o6基因编码序列与小 鼠同源性最高 ，与猪次 

之 ，与人最低 ，这一趋势与生物进化趋势是吻合 的。 

比较蒙古红鲐 o6基因编码区核苷酸序列与人 、猪和 

小鼠 o6基因编码 区核苷酸序列，共 有 93处发 生了 

点突变，比较蒙古红铂 o6基因编码区氨基酸序列与 

人、猪和小鼠 o6基 因编码区氨基酸 ，其中 38处发生 

了突变，其中 8处由亲水性氨基酸变疏水性氨基酸 ， 

有 3处由疏水性氨基酸变亲水性氨基酸。在进化过 

程 中某些位点上的突变只要不影响到生物体正常功 

能就被积累下来 ，此 现象是编码氨基酸的密码子摆 

动造成的。 

o6基因组织表达特异性的 RT．PCR分析结果表 

明：蒙古红鲐 o6基因不仅在脂肪组织中大量表达， 

而且在肝脏 中大量表达 ，在心脏 、脾脏 、脑 、卵巢 、肌 

肉组织中亦有表达，在肾脏 中微量表达 ，而在肠和精 

巢中不表达。这一结果与 o6基 因在猪 中的研究报 

道有相似之处 ，在猪 的脂肪 、肝脏 、心脏 、肾脏 、肌肉 

组织中均检测到 o6基因的表达 ，但脂肪组织中表达 

量较高，其他组织只是微量表达_6 J。这一结果与 o6 

基因在人和鼠的研究报道有不 同之处 ，在人 和鼠的 

研究中，o6基因主要是在脂肪组织 中表达 ，在胎盘、 

胃细胞和免疫细胞 中有微量表达 。o6基因表达 

与脂肪细胞的数量有关，蒙古红鲐的肝脏中检测到 

大量 o6基因表达物，说明蒙古红鲴脂肪合成的部位 

可能主要在脂肪组织和肝脏 。值得注意的是 o6基 

因在蒙古红舶脑组织中表达，这与某些非哺乳动物 

类似 J，这一结果预示鱼类 o6基 因可能有着不同的 

功能或调节方式。基 因的表达与多种因素有关 ，蒙 

古红鲴是低等变温动物，要具体阐明 o6基因在蒙古 

鲴不同组织中的差异性表达生物学意义及其作用机 

理 ，仍需进一步深入研究。 

在鼠的研究中已经表明 o6基因表达产物 leptin 

具有多样生理作用：减少脂肪含量、降低体重、启动 

青春期发育 、性成熟 、明显提 高生殖水平 、提高免疫 

力等。若鱼的 o6基因具有类似的生理效应，将可在 

鱼类养殖与加工等方面具有重大应用价值。如冷水 

性成熟期较长的大型鱼类 ，通过注射 leptin蛋 白或 

提高鱼体 自身 leptin蛋 白表达量 ，提前进入生殖期 

和提高生殖水平 ，可起到资源保护作用 ；脂肪组织含 

量减少便于加工 ；ob基因作为鱼类分子育种上 的一 

个候选基因等。 目前关于鱼类 o6基因的研究报道 

很少 ，已有的报道主要在 leptin与摄食 、脂肪含量的 

关系方面_9 ，本文首先克隆了蒙古红鲴 o6基因 

的编码区，为进一步开展鱼类 o6基因的功能和应用 

研究奠定了基础。蒙古红鲴为凶猛性鱼类 ，体脂含 

量适中且肉质鲜美，对其 o6基因的研究，也可为肉 

食性鱼类 o6基因的研究提供借鉴。 
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THE M oLECULAR CLoNING oF ( EJSE cDNA oF E尼y= DC观 ZE尼 

? D?、7GD￡ fC吣 AND ITS oRGANIZATIoN EXPRESSIoN SPECIFICⅡ lY 

PAN Ting—Shuang ，LONG Hang—Qi ，WU Xiao．Ping ，LUO Xiao-Song and ZOU Shi—Ping 

(1．Fisheries College ofHuazhongAgriculture Unitershy，Wuhan 430070； 

2．Yangtze RiverFisheries ResearchInstitute，ChineseAcademyofFishery Sciences，Jingzhou 434000) 

Abstract：In this study．Erythrocuher mongolicus were taken from the Nanhu Lake，the length and weight of male and female 

were about 16 centimeters，1 12 grams and 18 centimeters，120 grams，respectively．Tissues such as adipose，liver，heart， 

spleen，muscle，brain，ovary，kidney and spermary had been obtained from the fish and reserved．After washed with distilled 

water，total RNAs of each tissue samples were extracted by one step method and the extracted RNA was identified by Eppendorf 

Bio—photometer．All the total RNA that ratios of OD28o／OD2印 were diluted to 0．5 g／ L．The primers designed according to the 

consensus region of human and mouse ob genes were employed to perform RT-PCR(reverse transcriptase—polymerase chain reac— 

tion)．The product of RT-PCR from total RNA of E．mongolicus fat tissue and pBluescript SK(+)vector were both digested by 

EcoR I and Hind Ⅲ ，then linked and transformed into E．coli competent cel1．Th e positive recombinant plasmid was sequenced 

and got a 438bp coding region DNA sequence．Compared to the nucleotide sequences of ob genes in human，pig and mouse，the 

ob genes of E．mongolicus had a homology as 82．9％ ，84．0％ and 99．1％ ，respectively．The nucleotide sequences of ob 

genes were very conservative among the four animal species．In comparison in the leptin amino acid sequence with human，pig 

and mouse，the homologies were 80．8％ ，78．8％ and 95．9％ respectively．The result of ob gene tissue express specificity by 

RT-PCR method indicated that ob gene was expressed mainly in adipose and liver，less in heart，spleen，muscle，brain，ovary， 

slightly in kidney and none in spermary and intestines in E．mongolicus． 
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