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摘要 : 应用 PCR 和 Genome Walking 技术克隆获得长度为 168 bp的草鱼( Ctenopharyngodon idellus) α-淀粉酶基因外

显子Ⅰ序列和 2 063 bp 的 5′侧翼序列。将草鱼 α-淀粉酶基因外显子Ⅰ序列与已知几种鱼类 α-淀粉酶基因外显子

Ⅰ序列比对 , 相似度为 68% ～86% 。将草鱼 α-淀粉酶基因 5′侧翼序列进行生物信息学分析 , 确定了其转录起始

区域及转录起始位点( TSS) ; 在 TSS上游 30 bp处有 1 个 TATA-box, -58 bp处有 CCAAT-box; 在 5′侧翼序列中还

发现有 GATA-1、OCT-1、GR、HNF-3、AP1 和 SP1 等转录因子结合位点。草鱼 α-淀粉酶基因 5′侧翼序列的克隆 ,

为进一步研究不同食性鱼类 α-淀粉酶基因侧翼序列的差异、鱼类 α-淀粉酶基因的表达、功能及调控机理奠定基

础。
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Cloning and analysis of 5′flanking sequence of α-amylase
gene from Ctenopharyngodon idellus
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Abstract: PCR and Genome Walking methods were applied to obtain a 168 bp α-amylase gene exon Ⅰ sequence and a 2 063 bp α-

amylase gene 5′flanking sequence from grass carp ( Ctenopharyngodon idellus) . The sequence alignment of α-amylase gene exon Ⅰ

between grass carp and other fishes showed that the similarity was 68% ～86% . The sequence analysis of α-amylase gene 5′flanking

sequence of grass carp confirmed a transcription initiation region and a transcriptional start site ( TSS) . There were a TATA-box at 30

bp and a CAAT-box at -58 bp. There were some transcriptional factor binding sites in the α-amylase gene 5′flanking sequence, such

as GATA-1, OCT-1, GR, HNF-3, AP1 and SP1. The α-amylase gene 5′flanking sequence of grass carp was cloned successfully,

which provides references for studies on differences of α-amylase gene 5′flanking sequence between different feeding fishes, as well as

on the expression, function and regulation mechanism of α-amylase gene in fishes.
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  江河鱼类按食性可以分为肉食性、植食性、滤食性、

杂食性 [ 1] , 是构成江河水体生态系统中的重要成员。鱼类

食性因种类不同而异 , 食性与鱼类本身的消化酶组成状况

密切相关。关于鱼类消化酶的研究已有不少报道 [ 2 - 4] 。淀
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粉酶作为重要的消化酶 , 对鱼类食物的消化能力有重要的

影响。所有鱼类体内都有淀粉酶存在 , 不同鱼类淀粉酶的

分泌器官存在差异 , 有的鱼类主要由肝胰脏分泌 , 有的鱼

类肠道是分泌的重要器官
[ 5]

。草鱼( Ctenopharyngodon idel-

lus) , 隶属鲤形目, 雅罗鱼亚科, 属于草食性鱼类, 主要

分布于长江、珠江、黑龙江等江河及附属水体 , 是淡水捕

捞的主要对象 [ 6 - 7] 。关于草鱼淀粉酶的研究 , 倪寿文等 [ 8]

研究了草鱼肝胰脏淀粉酶的活性 , 并和其他几种鱼类做了

比较。李广丽和王义强 [ 9] 研究了不同水温、年龄及饵料组

成情况下草鱼淀粉酶活性的变化。

α-淀粉酶水解葡萄糖高分子聚合物中的 α-104-糖苷键 ,

作用于淀粉时生成糊精和还原糖 , 对动植物及微生物体内

的淀粉降解起重要作用。α-淀粉酶基因广泛存在于真核生

物和原核生物基因组中
[ 10 - 13]

。哺乳动物有 2 类 α-淀粉酶

基因 , 唾液淀粉酶 AMY1 基因 [ 14] 和胰淀粉酶 AMY2 基

因
[ 15] ; 鱼类只有胰淀粉酶基因, 与人类的 AMY2 基因相

似 [ 16] 。动物中多个物种的 α-淀粉酶基因 cDNA 序列已确

定
[ 17 - 19]

。已知的鱼类 α-淀粉酶基因 cDNA 序列有鳜 ( Sini-

perca chuatsi) [ 20] 、尖 吻 鲈 ( Lates calcarifer) [ 21] 、斑 马鱼

( Brachydanio rerio) [ 22]
、大西洋鲑( Salmo salar) [ 23]

、青斑河

豚( Tetraodon nigroviridis) [ 24] 、日本鳗鲡 ( Anguilla japoni-

ca) [ 25]
、胭脂鱼 ( Myxocyprinus asiaticus) [ 26]

、美洲鲽 ( Pleu-

ronectes americanus ) [ 27] 和 斜 带 石 斑 鱼 ( Epinephelus co-

ioides) [ 28] 等。不同鱼类 α-淀粉酶基因 cDNA 序列具有高度

的相似性。基因可分为结构基因和非结构基因。结构基因

是基因中编码 RNA 或蛋白质的碱基序列 ; 非结构基因是结

构基因两侧的一段不编码的 DNA 片段 , 即侧翼序列。在基

因的表达中 , 侧翼序列虽然不编码氨基酸 , 却在调节基因

表达的过程中起着重要的作用。由于基因转录与否直接决

定一个基因能否表达 , 所以基因转录的调控是基因表达调

控的中心。转录起始水平的调控是最主要的环节 , 侧翼序

列在这个过程中发挥这重要的作用。转录调控主要受基因

启动子以及起作用的顺式作用元件控制 , 它们在转录水平

精确地调控基因的表达。鱼类 α-淀粉酶基因 5′侧翼序列的

研究仅见鳜和尖吻鲈有报道。该研究克隆获得草鱼 α-淀粉

酶基因 5′侧翼序列 , 为进一步研究不同食性鱼类 α-淀粉酶

基因侧翼序列的差异、鱼类 α-淀粉酶基因的表达、功能及

调控机理奠定基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料

试验用的草鱼为珠 江流域鱼类资源 调查的样本。

AxyPrep基因组 DNA 小量试剂盒。Genome Walking Kit,

PMD19-T载体 , 大肠杆菌( E. coli) JM109 感受态细胞购于

TAKARA 公司。普通琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒购于

TIANGEN公司。

1.2 基因组 DNA 提取

从新鲜草鱼剪取鳍条组织, 基因组 DNA 的提取采用

“AxyPrep 基因组 DNA 小量试剂盒”, 按照试剂盒说明书推

荐方法操作。

1.3 草鱼 α-淀粉酶基因外显子Ⅰ部分序列的克隆

根据 NCBI 数据库里已知脊椎动物 α-淀粉酶基因 cDNA

序列 , 利用 Primer Premier 5. 0 在外显子Ⅰ保守区域设计 1

对引物 F 和 R( 表 1) 。以上述提取的基因组 DNA 为模板进

行 PCR 扩增。反应体系为 10 ×buffer( 含 Mg2 + ) 2 μL, 10

mmol·L - 1 dNTP 0. 5 μL, 10 mmol·L - 1 F 0. 5 μL, 10 mmol·

L - 1 R 0. 5 μL, Taq聚合酶 0. 2 μL, 模板 1 μL, 加水至 20

μL。条件为 94 ℃预变性 3 min, 94 ℃ 30 s、55 ℃ 30 s、72

℃ 1 min, 共 30 个循环 , 最后 72 ℃延伸 7 min。将 PCR 产

物经 1% 琼脂糖凝胶电泳纯化, 克隆到 pMD19-T 载体上,

转化至感受态 E. coli JM109, 进行 PCR 反应检测获得阳性

克隆 , 测序由中美泰和公司完成。

1.4 Genome Walking 法克隆草鱼 α-淀粉酶基因

5′侧翼序列

Genome Walking 法采用 TaKaRa公司的 Genome Walking

Kit, 试验操作按照试剂盒说明书推荐方法进行。应用

Primer Premier 5. 0, 根据已克隆的外显子Ⅰ部分序列设计 3

条特异性上游步移引物 sp1、 sp2 和 sp3( 表 1) 。以基因组

DNA 为模板进行平 PCR 反应。反应体系为 : dNTP Mixture

( 2. 5 mmol·L - 1 each) 8 μL, 10 ×LA PCR Buffer II( Mg2 +

plus) 5 μL, TaKaRa LA Taq( 5 U·μL - 1) 0. 5 μL, AP Primer

1 μL, SP Primer 1 μL, 模板 1 μL, 加水至 50 μL。反应条

件为 1st PCR: 94 ℃ 1 min; 98 ℃ 1 min; 94 ℃ 30 s, 58 ℃

1 min, 72 ℃ 2 min, 5 个循环; 94 ℃ 30 s, 25 ℃ 3 min,

72 ℃ 2 min; 94 ℃ 30 s, 58 ℃ 1 min, 72 ℃ 2 min, 94 ℃

30 s, 58 ℃ 1 min, 72 ℃ 2 min, 94 ℃ 30 s, 44 ℃ 1 min,

72 ℃ 2 min, 15 个循环 ; 72 ℃ 10 min。2 nd和 3 rd: 94 ℃

30 s, 58 ℃ 1 min, 72 ℃ 2 min, 94 ℃ 30 s, 58 ℃ 1 min,

72 ℃ 2 min, 94 ℃ 30 s, 44 ℃ 1 min, 72 ℃ 2 min, 15 个

循环 ; 72 ℃ 10 min。3 次步移 PCR 产物经 1% 琼脂糖凝胶

电泳检测 , 分析目的片段。然后将第 3 步步移 PCR 产物电

泳, 目的片段胶回收纯化。目的片段纯化回收后克隆到

pMD19-T载体上, 转化感受态 E. coli JM109, 再进过 PCR

反应检测得到阳性克隆 , 测序由中美泰和公司完成。

表 1 引物序列

Tab.1 Primer sequences

引物 primer 序列 sequence

F 5′-GCCATCGTCCACCTGTT-3′

R 5′-CTGAACTCCACCAAAGCC-3′

sp1 5′-CTGAACTCCACCAAAGCCATTTGGTC-3′

sp2 5′-TAGCGCTCGCACTCCGCTGCAATAT-3′

sp3 5′-CGCCACTCAAACAGGTGGACGATGG-3′
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图 1 外显子Ⅰ部分序列 PCR 产物电泳图

M. DL2000 DNA 分子量标记 ; 1. 目的产物条带 ; 2. 100 bp 标记条带

Fig. 1 Electrophoresis of partial sequence of

exonⅠPCR product

M. DL2000 DNA Marker; 1. PCR product band; 2. 100 bp Marker band

1.5 序列分析

α-淀粉酶基因外显子Ⅰ序列分析使用 vector NTI suite

8. 0 软件。α-淀粉酶基因 5′侧翼序列元件分析应用在线分

析软件。利用在线分析工具 NNPP( Neural Networ Promoter

Prediction) ( http: ∥ www. fruitfly. org/ cgi-bin/ seq _ tools /pro-

moter. pl) 和 Promoter Scan ( http: ∥ www-bimas. cit. nih. gov /

molbio /proscan /) 预测潜在转录起始位点 ( transcription start

site, TSS) ; 5′侧翼序列潜在转录因子结合位点预测采用

Alibaba 2. 1( http: ∥www. generegulation. com/pub/programs/

alibaba2 /index. html 及 TFSEARCH( http: ∥ www. cbrc. jp/ re-

search/ ) db/TFSEARCH. html) , CpG 岛预测采用 CpG Island

Prediction ( http: ∥ www. urogene. org/ cgi-bin/methprimer/

methprimer. cgi) 预测分析。

2 结果与分析

2.1 草鱼 α-淀粉酶基因外显子Ⅰ序列克隆结果与分析

由于草鱼 α-淀粉酶基因编码区序列未知 , 通过比较斑

马鱼、胭脂鱼、鳜、尖吻鲈和大西洋鲑 α-淀粉酶基因外显

子Ⅰ序列, 长度为 168 bp, 找到 2 段高度保守序列区域。在

这 2段区域中设计 1 对上下游引物( F 和 R) , PCR 得到 1 段

90 bp的草鱼α-淀粉酶基因部分外显子Ⅰ序列, 电泳检测结果

见图 1。另外, 通过 3 次巢式 PCR, 克隆获得了草鱼 α-淀粉

酶基因外显子Ⅰ另外一部分序列 , 长度为 78 bp。

将试验 1. 3 和 1. 4 获得的两部分外显子Ⅰ序列进行拼

接, 获得草鱼 α-淀粉酶基因外显子Ⅰ序列 , 长度为 168 bp

( 图 2) 。应用 Vector 软件, 对草鱼和斑马鱼、胭脂鱼、日

本鳗鲡、大西洋鲑、鳜、尖吻鲈、斜带石斑鱼、美洲鲽、

重牙鲷( Diplodus annularis) 的 α-淀粉酶基因外显子Ⅰ核酸

序列进行比对分析。相似度分别为 86% 、83% 、72% 、

68% 、76% 、77% 、76% 、74% 和 75% ( 表 2) 。

表 2 草鱼 α-淀粉酶基因外显子Ⅰ序列相同度比对表

Tab.2 Comparison of similarity of α-amylase gene exon Ⅰ sequence from C. idellus

日本鳗鲡

A. japonica

斑马鱼

B. rerio

草鱼

C. idellus

胭脂鱼

M. asiaticus

大西洋鲑

S. salar

美洲鲽

P. americanus

重牙鲷

D. annularis

斜带石斑鱼

E. co io ides

尖吻鲈

L. calcarifer

鳜

S. chuatsi

日本鳗鲡 100 73 72 77 66 68 70 69 73 71

斑马鱼 100 86 89 65 75 77 76 78 78

草鱼 100 83 68 74 75 76 77 76

胭脂鱼 100 72 80 81 81 83 83

大西洋鲑 100 73 75 74 74 74

美洲鲽 100 88 87 86 88

重牙鲷 100 92 91 93

斜带石斑鱼 100 93 93

尖吻鲈 100 94

鳜 100

图 2 草鱼 α-淀粉酶基因外显子Ⅰ序列

方框为起始密码子

Fig. 2 α-amylase gene exonⅠ sequence from C. idellus

Box indicates start codon
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2.2 草鱼 α-淀粉酶基因 5′侧翼染色体步移结果

应用 Genome Walking 方法, 经过 3 轮步移 PCR 扩增,

从草鱼基因组中克隆得到约 2 000 bp 的 PCR 条带 ( 图 3) 。

将该条带回收、克隆、测序后得到 2 167 bp 的 DNA 片段。

经过分析 , 与草鱼 α-淀粉酶基因外显子Ⅰ序列重叠部分为

104 bp, 其余 2 063 bp 为 5′侧翼序列。分析获得的序列发

现, 序列两端有 1 段是反向互补的, 这段序列包括 104 bp

的外显子Ⅰ序列和 266 bp 的侧翼区域序列。

图 3 轮步移 PCR 产物电泳图

M. DL2000 DNA 分子量标记 ; sp1. 第 1 轮步移 PCR 产物 ;

sp2. 第 2 轮步移 PCR 产物 ; sp3. 第 3 轮步移 PCR 产物条带 ;

1、2. 目的条带 ; 3. 2 000 bp Marker band

Fig. 3 Electrophoresis of Genome walking-PCR product

M. DL2000 DNA Marker; sp1. 1 st PCR product;

sp2. 2nd PCR product; sp3. 3 rd PCR product;

1 , 2. target band; 3. 2 000 bp Maker band

将草鱼 α-淀粉酶基因 5′侧翼序列应用网络启动子分析

软件进行分析 , 找出 1 个潜在的启动子区域 , 位于-252 bp

至-2 bp 处。TSS 位于起始密码子上游 30 bp 处, 图 4 中已

标出。在 TSS 上游 30 bp 处有 1 个 TATA-box, 在-58 bp 和-

1 853 bp 处 有 CCAAT-box, 在-162 bp、-285 bp、-427

bp、-501 bp、-625 bp、-832 bp、-1 375 bp、-1 680 bp、1

747 bp 处有 GATA 元件, -43 bp 处有 OCT-1 元件, 在-97

bp、-1 039 bp、 -1 152 bp、-1 466 bp、-1 667 bp、-1 655 bp

处有 GR 元件 , 在-470 bp 处有 FOXJ2 元件 , 在-580 bp 和-

667 bp 处有 HNF-3 元件, 在-862 bp 处有 AP-1 元件, 在-

975 bp、 -1 209 bp 和-1 941 bp 处有 SP-1 元件 , 在 -2 001 bp

处有 YY-1 元件。各元件位点已在图 4 中标出。在线分析

侧翼序列中没有发现有 CpG 岛。

2.3 鱼类 α-淀粉酶基因 5′侧翼序列比较

从 NCBI数据库中查找到了斑马鱼( BX510342) 、尖吻

鲈( AY442519) 、鳜( EU908272) 、河豚 ( AJ308233) α-淀粉

酶基因 5′侧翼 , 其中河豚有 3 个 α-淀粉酶基因重复 , 使用

MEGA 5. 2 软件进行比较分析。采用 Neighbor-Joining 算

法, 以 p-distance 算法作为构建进化树的模型, 构建距离

进化树( 图 5) 。进化树结果显示 , 河豚的 3 个 α-淀粉酶基

因 5′侧翼聚为一类 , 鳜和尖吻鲈聚为一类 , 草鱼和斑马鱼

聚为一类。结果说明草鱼和斑马鱼 α-淀粉酶基因的表达可

能受到相似调控机制的调节 , 鳜和尖吻鲈聚为一类 , 而且

均为肉食性鱼类 , 其 α-淀粉酶基因的表达调控机制可能相

似。

2.4 草鱼 α-淀粉酶基因 5′侧翼序列酶切位点分析

应用 DNAman软件对草鱼 α-淀粉酶基因 5′侧翼序列进

行酶切位点分析。筛选出了 21 种限制性内切酶, 共找到 37

个内切酶位点( 图 6) 。AvrⅡ和 MscⅠ /BalⅠ酶切可获得 TA-

TA-box 和 OCT-1 元件; AlwNⅠ和 AvrⅡ酶切可分离 CAAT元

件; SphⅠ和 MscⅠ /BalⅠ酶切可得到 GATA-1、HNF-3、

FOXJ2 元件; SphⅠ和 BstEⅡ酶切可得到 Sp-1、AP-1 和 GR

元件。草鱼 α-淀粉酶基因 5′侧翼的酶切位点信息为研究 5′

侧翼不同区域的活性提供依据 , 找出对 α-淀粉酶基因表达

起调控作用的调控元件 , 进一步研究草鱼 α-淀粉酶基因表

达调控的机制。

3 讨论

基因侧翼序列的克隆技术有 Inverse PCR[ 29] 、Panhandle

PCR[ 30]
、Versatile PCR[ 31]

和 Restriction-site PCR[ 32]
等, 但这

些方法受到的限制因素较多 , 如步移范围有限、酶切及连

接反应操作繁琐等。该研究采用基于热不对称 PCR[ 33] 的基

因组步移技术 , 通过 3 次巢式 PCR 反应获得侧翼序列。该

方法有高效、简便、特异性高等优点 ; 可以有效获取与已

知序列相邻的未知序列。由于草鱼 α-淀粉酶基因编码区序

列未知 , 该研究的一个难点在于引物的设计。比对已知几

种鱼类 α-淀粉酶基因外显子Ⅰ序列 , 找到 2 段高度保守的

序列作为模板设计引物 , 克隆获得草鱼 α-淀粉酶基因外显

子Ⅰ序列。在此基础上 , 在外显子Ⅰ上设计 3 条特异性引

物, 通过基因组步移技术扩增得到草鱼 α-淀粉酶基因 5′侧

翼序列。该研究中获得的草鱼 α-淀粉酶基因外显子Ⅰ序列

与已知鱼类 α-淀粉酶基因外显子Ⅰ序列比对相似度为 68%

～86% , 这与陈亮等 [ 20] 研究鳜 α-淀粉酶基因的结果相一致 ,

可以确定得到序列属于草鱼 α-淀粉酶基因。

启动子是位于结构基因 5′端上游的 1 段 DNA 序列, 是

RNA 聚合酶识别并与模板 DNA 特异性结合的部位 , 保证转

录起始的精确性
[ 34]

。真核生物的启动子常含有 TATA-box、

GC-box 和 CAAT-box 等作用元件, 对转录调控有着重要作

用。TATA 盒和 CCAAT 盒保证了转录起始的精确性和频

率 [ 35] 。该研究所得草鱼 α-淀粉酶基因 5′侧翼序列分析发现

1 个潜在的启动子区域 , 位于-252 ～-2 bp处, TSS 位于起始

密码子上游 30 bp 处。该启动子区域包含有典型的 TATA-

box 和 CAAT-box, 其 TATA-box ( 5′-TATATAAA-3′) 位于-22

～-29 bp, 符合真核生物启动子 TATA-box 序列模式以及与

TSS的一般距离。CAAT-box 位于-58 bp, 距离转录起点较

近, 能够增强淀粉酶基因转录效率。侧翼序列中未发现有
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图 4 草鱼 α-淀粉酶基因 5′侧翼序列

Fig. 4 α-Amylase gene 5′flanking sequences from C. idellus

CpG 岛。在草鱼 α-淀粉酶基因 5′侧翼序列预测的转录因子

结合位点中 GATA-1 出现的频率最高, 推测其在草鱼 α-淀

粉酶基因的表达调控上具有重要作用。此外 , 草鱼 α-淀粉

酶基因 5′侧翼序列中存在多个糖皮质激素受体 ( GR) 位点。

糖皮质激素调节胰腺外分泌消化酶基因的表达。在鼠胰腺

中糖皮质激素增加淀粉酶、胰蛋白酶和胰凝乳蛋白酶基因
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图 5 鱼类 α-淀粉酶基因 5′侧翼序列进化树分析

Fig. 5 Phylogenetic analysis of 5′flanking sequences of α-amylase gene from different fishes

图 6 限制性内切酶位点模式图

Fig. 6 Restriction endonuclease sites

的表达 , 并减少激肽释放酶基因的表达
[ 36]

。在尖吻鲈 α-淀

粉酶基因 5′侧翼序列中已鉴别出 1 个 GRE 元件 , 与人和鼠

淀粉酶基因 GRE元件在侧翼序列上的位置不同。5 种不同

鱼类的 α-淀粉酶基因 5′侧翼序列的进化树分析表明 , 草鱼

和斑马鱼的进化距离最近 , 可能具有相似的调控表达机制。

但由于数据库中关于鱼类 α-淀粉酶基因 5′侧翼序列的数据

太少, 该研究中构建的进化树并不能完整地展示鱼类 α-淀

粉酶基因 5′侧翼序列的进化全貌。

鱼类 α-淀粉酶基因的研究尚处于起步阶段 , 关于鱼类

α-淀粉酶基因侧翼序列的报道则更少。该研究可以初步判

定, 已获得完整的草鱼 α-淀粉酶基因 5′侧翼序列, 预测分

析其中包含有完整的启动子结构。食性不同的鱼类淀粉酶

活性存在差异 , 草食性和杂食性鱼类的淀粉酶活性要高于

肉食性鱼类
[ 37 - 38]

。侧翼序列在基因表达调控中发挥着重要

的作用 , 该研究为不同食性鱼类 α-淀粉酶基因侧翼序列的

差异、鱼类 α-淀粉酶基因的表达、功能及调控机理的进一

步研究奠定基础。
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