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鸟氨酸脱羧酶(Ornithine decarboxylase, ODC)活性能
够影响机体的多种生物学过程, 包括细胞生长、分化、转
化和凋亡等[1]。在人类疾病研究中, ODC被作为癌症等疾
病治疗的一个靶位点[2]。在养殖业中, ODC是生长密切相
关的候选基因, 研究报道鸡鸟氨酸脱羧酶基因位于生长
QTL 区内, 该基因启动子上的多态性与生长和躯体框架
特征显著相关[3]。鸟氨酸脱羧酶活性在生长旺盛的组织要

明显高于生长缓慢的细胞和组织, 常被作为细胞增殖的
指标[4]。肌肉鸟氨酸脱羧酶活性被认为是与蛋白合成相关

的生化指标。大西洋鲑(Salmo salar)的研究表明, 生长快
的大西洋鲑幼鱼背轴肌肉鸟氨酸脱羧酶活性明显高于生

长慢的[5], 能作为特定生长率的指标[6]。 
鸟氨酸脱羧酶基因自 1985 年从鼠(Mus musculus)[7]

中被克隆后 , 陆续在不同分类地位的物种中克隆到 , 如
莱茵衣藻 (Chlamydomonas reinhardtii)[8]、蟾蜍 (Xenopus 
laevis)[9]、牛(Bos Taurus)[10]、鸡(Gallus gallus)[11]、人(Homo 
sapiens)[12] 以 及 斑 马 鱼 (Danio rerio)[13] 、 褐 牙 鲆

(Paralichthys olivaceus)[14] 、 大 西 洋 鲑 [15] 和 虹 鳟

(Oncorhynchus mykiss)[16]等。本实验使用 RT-PCR 和

RACE 法, 在鲤鱼肝脏 cDNA 中克隆 CcODC1 (Cyprinus 
carpio ODC1, CcODC1 )cDNA全序列。然后, 在 DNA水
平克隆部分基因 , 通过搜索鲤鱼基因组序列 , 获得了两
个鲤鱼 ODC1基因, 分析了该基因序列特征和基因结构。
使用荧光定量 RT-PCR 方法测定了这两个 ODC1 基因在
鲤鱼不同组织中的表达水平, 研究不同生长率对基因表
达的影响, 探讨该基因的表达和鲤鱼生长的关系。本实验
为今后在该基因上筛选生长相关的分子标记提供了基础

和依据。  

1  材料与方法 

1.1  实验材料  
实验鱼取自中国水产科学院淡水渔业研究中心宜兴

养殖基地。两龄建鲤成鱼 3尾 500 g左右, 取肝组织抽提
RNA 克隆 ODC1 cDNA。尾静脉血抽提基因组 DNA, 克
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隆部分内含子。同批繁殖的 1龄建鲤养殖在池塘和网箱中, 
体重分别是(590±45) g和(45±3.5) g的雌雄各 3尾; 解剖
鱼体后分别取端脑、肝、肠、性腺和背部肌肉用于 RNA
提取。 

1.2  实验方法 
RNA、DNA抽提    RNA抽提使用 RNAiso Reagent 

(Takara, 大连), 按照使用说明书抽提总 RNA, 紫外分光
光度计(Eppendorf)测定 RNA 浓度, A260/280 一般为 1.9— 
2.0。DNA抽提使用传统酚-仿法。  

CcODC1s基因的克隆    引物: 通过搜索GenBank, 
获得斑马鱼(NM_131801)、褐牙鲆(AY214169)、大西洋鲑
(BT045263)、人 (AK292352)、鸡 (AJ392686)等的 ODC1 
cDNA序列, 使用 ClustalW进行序列比对, 在保守区设计
引物, 优先考虑斑马鱼序列。所有引物(表 1)均由上海博
尚生物有限公司合成。 

CcODC1 全长 cDNA克隆    肝脏总 RNA约 5 µg, 
使用 M MLV (Rnase H-) (Takara, 大连)按照说明书配制反
应液, 42℃ 1h, 85℃ 5min在 PCR仪 (Eppendorf)上进行
RT反应, 取 RT液 2 µL于 25 µL反应体系, 分别使用引
物对 E1F-E6R, E6F-E9R 和 E8F-E11R 获得部分片段, 及
3'RACE 获得基因 3′端序列, 拼接得 CcODC1 全长 cDNA
序列。 

CcODC1s部分内含子获得: 基因组 DNA 100 µg为
模板, 分别使用引物对 E5F-E6R、E6F-E9R和 E10F-E11R, 
克隆内含子 5、6、7、8和 10。结果均能得到两长度差异
的片段, 使用这些片段以及全长 cDNA序列, 在中国水产
科学研究院基因中心鲤鱼基因组测序结果中提取到鲤鱼

两个 ODC1基因。 

DNA 片段的回收、克隆和转化    PCR 反应液经
1%琼脂糖电泳, 切割目的条带, 使用胶回收试剂盒(上海
申能博彩)回收, 后与 pMD18-T 载体(Takara, 大连)16℃
连接 2h 以上, 后转入 DH5α 敏感态细胞, 蓝白斑挑选菌
落, EcoRⅠ+HindⅢ双酶切验证阳性克隆, 阳性克隆送至
上海博尚生物有限公司测序。 

组织表达    CcODC1a和 b定量引物均跨内含子 8
和 9, 通过较短的延伸时间避免 RNA中残留的少量 DNA
干扰, 根据产物 Tm温度和电泳片段长度可以判别是 RNA
或 DNA的产物。两基因定量引物扩增产物均为 320 bp, a
基因产物能被 Bsh 1236I酶切为 122 bp和 198 bp, 而 b基
因产物则不能。内标 β-actin 引物根据鲤鱼 β-actin 基因 
(M24113)设计, 扩增片段长 278 bp。实时定量 RT-PCR使
用 SYBR PrimeScript RT-PCR Kit (Takara), 反应在定量
PCR仪(Takara)上进行, 使用 5 µg总 RNA在 20 µL体系
进行 RT反应, PCR反应总体积 20 µL, cDNA模板 2 µL, 
引物各 0.8 µL (引物浓度 10 µmol/L), 反应条件 95℃ 30s; 
95℃ 5s, 61℃ 30s, 40个循环, Tm曲线。使用 2−ΔΔCt法[17] 计
算基因表达量。 

序列分析    使用 DNAStar、DNATools 5.1进行序
列拼接和氨基酸翻译, Clustal W 在线分析序列间的相似

性, Mega4.0构建系统进化树。 

2  结果 

2.1  CcODC1s基因结构和序列分析 
RT-PCR和 3'RACE获得包含鲤鱼 ODC1完整阅读框 

  

表１  实验使用引物信息 
Tab. 1  Information of primers used in this experiment 

引物 Primer 
序列 

Sequence (5′—3′) 
退火温度 

Annealing temperature (℃) 
扩增片段 

PCR fragment 

E6F GTTCTCCGCATCGCCACAGA 

E9R CGCCGTCATTCACGTAGTACATCAG 

58 
部分 cDNA序列及内含子 6—8 

E1F CTCTGGTCTAATGGGAACACTCTTTG 5′端 cDNA 

E6R GTACGTCTCAGGATCAGTGCAGC 

55 

 

E8F GATAAGTATTTCCCTGTTGACTGCGG 外显子 8—11 

E11R CACGAATCTGCTGCATGCACTG 

58 

 

3F1 GACCTGTGATGGGCTGGACC 56 3′端 cDNA 

3F2 GGCGACTGGCTGCTGTTTGA 58  

E5F AAGCAGGATCATCTACGCCAATC 55 与 E6R扩增内含子 5 

E10F GATGAGCGCATGTACCCCTGC 58 与 E11R扩内含子 10 

a-DF GGTCATCATGAAGGAGCAATCGT 定量 a基因 

a-DR AGCCATTAAAAGTGGAAGAAGCAG 

61 

 

b- DF GGTCATCATGAAGGAGCAATCAG 定量 b基因 

b- DR ATTGAAGGTGGAGGATGCGG 

61 

 

β-actin-DF CGCCCCAGACATCAGGGTG 定量内标 

β-actin-DR GTGTTGAAGGTCTCAAACATGATCTGTG 

61 
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1383 bp 的 cDNA序列(JQ342671), 编码 461 个氨基酸。
根据已获 cDNA序列和内含子 5—8、10的序列在已有鲤
鱼基因组序列中提取到 2 条 CcODC1 序列, 使用 PCR 对
序列进行部分验证, 得到两条 CcODC1 基因 (JQ342674, 
JQ342675), 与 cDNA序列比对, 发现整个基因有 10个内
含子, 内含子 1 和 2 在 5′UTR 内, 相对于人等哺乳动物, 
缺少内含子 6。10 个内含子的位置与斑马鱼的完全一致, 
但大部分的长度比斑马鱼的短 (表 2)。 

 
表 2  鲤鱼和斑马鱼 ODC1 基因内含子长度 

Tab. 2  Lengths of introns in ODC1s of common carp and zebrafish 

 ODC1a ODC1b 
Danio 
rerio 

ODC1* 
内含子 1 Intron 1 1115 764 758 

内含子 2 Intron2 646 644 1865 

内含子 3 Intron3 133 144 2070 

内含子 4 Intron4 143 149 261 

内含子 5 Intron5 278 491 1582 

内含子 6 Intron6 81 88 739 

内含子 7 Intron7 84 102 480 

内含子 8 Intron8 210 233 262 

内含子 9 Intron9 86 84 1741 

内含子 10 Intron10 577—607** 393—400** 1759 

注 : *斑马鱼 ODC1 DNA 序列来自 DNA 连锁群 17 
(CU638706)克隆 CH1073-378J2; **不同个体长度不等是因为其
中存在重复序列 

Note: *Zebrafish ODC1 DNA sequence was from clone 
CH1073-378J2 in linkage group 17 (CU638706); **Repeated se-
quences lead to different lengths in different individuals 

 
鲤鱼ODC1的5′UTR区外显子1存在一个短阅读框, 编

码 9 个氨基酸 (MGKLFVNAF.), 与斑马鱼(MGTLFVNAF.)
相差 1 个氨基酸, 和牙鲆(MDKKFVNAF.)相差 2 个氨基 
酸 , 与褐鼠 (Rattus norvegicus) (MGPASRFPVL. NM_ 
012615)相比少 1个氨基酸, 序列相差也较大。在外显子 3
起始部位存在内部核糖体插入位点 UUUC 序列(Internal 
ribosome entry site, IRES)。ODC1a和 b 5′UTR序列相似
性为 93%, 主要差异为 b的外显子 2a多 14 bp和 10 bp两
小段。CcODC1 5′UTR序列与斑马鱼相似性为 92%, 与牙
鲆为 69%, 与哺乳类鼠的为 23%。CcODC1 3′UTR序列与
斑马鱼相似性最高为 64%, 与牙鲆为 42%, 与哺乳类鼠的
为 18%。 

CcODC1 基因阅读框碱基序列间相似性高达 96%, 
阅读框编码 461个氨基酸, 两者相似性为 96%, 与斑马鱼
的相似性分别为 94%和 95%。和其他物种 ODC1 氨基酸
序列比对发现 : ODC1 二聚物形成关键位点  (D134、
K169、K294、Y324、Y332、D365、G388、F398)以及酶
活性关键位点 (K69、D88、R154、K169、H197、G235、
G236、G237、R277、Y324、D333、C361、D362、Y390、

N399)高度保守, 在鱼类 (鲤鱼、斑马鱼、大西洋鲑、褐
牙鲆)和人、鸡等的完全一致; 与 ODC抑制酶结合的氨基
酸区域 (117VSQIKYASAHGVQMMTFDSDVELM140)保
守性也很高, 只有下划线的 4个位点存在差异, 其中前面
3 个在鱼类中一致 ; C-端对应人的两个蛋白降解元件
(376—424, 422—461)保守性较差。 

2.2  CcODC1s的系统进化 
在基因库中提取其他物种的 ODC1 氨基酸序列, 包

括鱼类的斑马鱼(NM_131801)、虹鳟(ACT22738)、大西洋
鲑(ACI33056, ACI33525)、罗非鱼(XP_003445497)和褐牙
鲆(AAO92750)、两栖类的蟾蜍(NP_001080167), 爬行类
的绿安乐蜥(Anolis carolinensis, XP_003215471), 鸟类中
的鸡 (NP_001161238)和哺乳类包括鸭嘴兽 (Ornithorhy-
nchus anatinus, XP_001513468)、鼠 (AAH33264)和人(NP_ 
002530), 以莱茵衣藻(CAE46410)为外群, 使用 Mega 软
件构建 NJ 系统树(图 1)。结果显示, 鲤鱼的两个 ODC1
是斑马鱼 ODC1的同源基因, 所有鱼类的 ODC1聚为一支, 
其中鲤科(斑马鱼和鲤鱼)、鲑鳟(虹鳟和大西洋鲑)和鲈科
(罗非鱼和牙鲆)又分属不同的小支, 且鲤科鱼类与鲑鳟鱼
类的亲缘关系比与鲈科鱼类近; 另一大支包括蟾蜍一小
支, 爬行类绿安乐蜥和鸟类 (鸡)一小支以及哺乳类 (鸭
嘴兽、鼠、人)一小支, 但考虑到置信值低于 70分支不可
信的情况, 鸭嘴兽可能是单独一支。 

 

 
 

图 1  ODC1邻接法系统进化树 
Fig. 1  Phylogenetic tree of ODC1 protein sequences based 
Neighbor-joining method 
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2.3  ODC1s的表达 
CcODC1a 和 b 引物的特异性    对 CcODC1a 和 b

定量产物进行随机检测,  Bsh 1236I 酶切后电泳发现, a
基因产物均能被完全切为 122 bp和 198 bp两片段, b产
物则不能被酶切 (图 2), 证明本实验使用的引物特异。 

CcODC1s 的表达    CcODC1a 和 b 的组织表达结果
如下: a基因在性腺、脑、肝和肌肉组织中表达量高于 b, 但
肠中 b的表达量要略高于 a, 除了在肝脏两者表达量差异

显著外, 其余差异不显著; 两 CcODC1s 在性腺的表达量
最高, 是肠表达量的百倍以上, 其余依次是肝脏、前脑、
肌肉和肠; 两基因的表达量在雌雄鱼没有显著差异 (图 3)。 

生长呈明显不同的个体的前脑、肝脏、肠、肌肉中

两 CcODC1s 的表达量, 结果: 生长快个体组织中的表达
量普遍比生长慢个体组织中的表达量高, 在雌鱼肌肉中, 
表达量差异显著, 雄鱼脑中 b和肝中 a的表达量差异显著, 
其余差异不显著 (图 4)。 

 

 
 

图 2  CcODC1a和 b定量 PCR产物的特异性 
Fig. 2  Specificity detection of PCR products of two CcODC1s 

4个点样孔为一组, 前 2个为 ODC1b、1a PCR液酶切后结果、后面 2个为对应的 PCR产物。1—12为雌鱼, 13—24为雄鱼, 依次为
脑、肝和肌肉组织产物 
Four sample wells are one group, the first two show the restriction fragments of ODC1b and 1a PCR, followed by two corresponding PCR 
products. 1—12 are female and 13—24 are male, in the order of brain, liver and muscle tissue products 
 

 
 
图 3  建鲤雌雄鱼 ODC1s基因组织表达差异 

Fig. 3  Expression variation of CcODC1s in different tissues be-
tween the male and female of C. carpio var. Jian 
F 表示雌鱼, M 表示雄鱼, 显著性差异检验使用 t-检验不同字母
表示 a和 b基因表达差异显著 
F. female; M. male. T-test is used to test significant difference. 
Different letters indicate a and b genes significant difference 
 

3  讨论 

本实验在鲤鱼基因组克隆到两个与斑马鱼 ODC1 相
似性极高的基因, 系统树也显示鲤鱼的两个 ODC1 基因
对应斑马鱼的 1 个 ODC1 基因 ,  这一结果和鲤鱼的
MSTN[18]、GHR[19]、GHSR[20]等一样, 均反映了鲤鱼染色
体数是斑马鱼的两倍的事实。CcODC1s 中存在 ODC1 功
能和结构保守的氨基酸位点, 说明了这两个基因均具有
鸟氨酸脱羧酶活性, 5′UTR区和其他动物的 ODC1一样也 

  
 
图 4  ODC1s基因在建鲤雌鱼(A)和雄鱼(B)不同组织间的表达 

Fig. 4  Expression of CcODC1s between the different tissues of 
the male (A) and female (B) of C. carpio var. Jian 
F 表示生长快个体, S 表示生长慢个体, 不同字母表示同一基因
在不同个体间表达差异显著 
F. fast growing individuals; S. slow growing individuals. Different 
letters indicate significant difference of one gene between different 
individuals  
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存在一短的相对保守的阅读框和内部核糖体插入位点 , 

显示翻译后调控机制存在一定保守性 [14], 但 5′UTR 和
3′UTR 序列与哺乳类的差异比较大, 说明调控效率和哺

乳类的存在差异。双倍化基因的存在或者是两基因表达存

在组织或发育阶段的差异, 或者功能有差异[19]。本实验的

定量表达分析显示, 两基因在不同组织的表达存在着差
异, 如在脑、肝和肌肉中 a 的表达量要高于 b, 提示了两

基因的调控已经存在一定的差异。 
已有研究证明凡生长旺盛的组织如胚胎、再生肝、

肿瘤组织或动物给予生长激素, 尿氨酸脱羧酶的活性和
多胺含量均会增加[2, 4], 鸟氨酸脱羧酶基因的表达受多种

生长因子、紫外线、雄激素等的刺激上调[21]。鲤鱼两个

ODC1基因的定量表达结果显示在富含雄性激素、细胞增

殖频繁的性腺组织表达量最高, 其次是有多种生长因子
存在的肝脏和脑 , 在肠中的表达量最低 , 这些结果符合

上述观点。大西洋鲑的研究表明肌肉中鸟氨酸脱羧酶活性

与生长有正相关性, 可以作为特定生长率的指标[5,6]。在

鲤鱼中生长快个体肌肉中 CcODC1s基因的表达量比生长

慢个体中的要高, 特别是在雌鱼中, 说明 CcODC1s 基因
的表达量和鲤鱼生长也有一定的正相关性。鲤鱼两个

ODC1基因在生长不同个体的表达量变化说明鲤鱼 ODC1
基因的表达与生长呈正相关, 可以作为筛选生长相关分

子标记的候选基因。本文揭示的基因序列和基因结构为进

一步的分子标记筛选提供了基础数据和依据。 
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