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奥利亚罗非鱼和尼罗罗非鱼
几种谷胱甘肽 S-转移酶基因克隆与分析

瞿春梅 梁旭方 沈 丹 何 珊 白小丽
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摘要 通过RT-PCR法和RACE法,分别从奥利亚罗非鱼(Oreochromiscoaureus)肝脏获得alpha、rho1、

rho2型GST (GSTA、GSTR1、GSTR2)基因cDNA 全序列,从尼罗罗非鱼(Oreochromisnilotica)肝脏获得

GSTR1、GSTR2基因cDNA全序列。结果表明:奥利亚罗非鱼GSTA 基因cDNA全序列为933bp,5′非翻译区

(5′-UTR)为98bp,3′非翻译区(3′-UTR)为166bp,开放阅读框(ORF)为669bp,编码222个氨基酸。奥利亚、

尼罗罗非鱼GSTR1基因ORF均为681bp、均编码226个氨基酸;奥利亚、尼罗罗非鱼GSTR2基因 ORF均为

693bp,均编码230个氨基酸。氨基酸序列同源性比较和系统进化分析均表明,罗非鱼GST 基因与鱼类GST 同

源性较高,与哺乳类、鸟类、两栖类GST 同源性较低。
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  微囊藻毒素(microcystins,MCs)是蓝藻的一些

属产生的单环七肽,在发生水华的水体中普遍存

在[1]。该毒素已经确定了多种异构体,最常见的为

MC-LR、MC-RR、MC-YR三种[2],其中 MC-LR因

其高急性毒性,强促癌活性而受到广泛的关注。水

体中含一定浓度的 MCs可导致鱼卵变形、鱼类行为

和生长异常及死亡[3-4],对人类健康也构成严重威

胁[5-6]。肝脏是微囊藻毒素去毒与致毒的靶器官[7]。
有研 究 表 明,谷 胱 甘 肽 S-转 移 酶 (glutathione
S-transferase,GST)能催化微囊藻毒素等毒性物质

与还原型谷胱甘肽 (GSH)的巯基结合,使亲电的疏

水化合物变成亲水物质,易于经排泄系统排出体外,
减少其毒性,在微囊藻毒素去毒过程中发挥重要作

用[8]。而在大口黑 鲈[9]、草 鱼[10]等 淡 水 鱼 类 中,

alpha型GST(GSTA)和rho型 GST(GSTR)蛋白

是鱼类肝脏GST蛋白的主要类型。因此,笔者对奥

利亚罗非鱼(Oreochromiscoaureus)、尼罗罗非鱼

(Oreochromisnilotica)不同型GSTA、GSTR 基因

cDNA全序列进行克隆,旨在为进一步比较研究不

同品种罗非鱼微囊藻毒素去毒能力的关系及从分子

水平揭示不同品种罗非鱼肝脏不同型GST 基因的

表达水平与表达调控机制提供基础资料。

1 材料与方法

试验用奥利亚罗非鱼、尼罗罗非鱼均由广东罗

非鱼良种场提供。
1.1 总 RNA 提取和 cDNA 第一链的合成

分别从奥利亚罗非鱼、尼罗罗非鱼分离肝脏组

织,总RNA的提取与纯化按Promega公司的SV
TotalRNAIsolationSystem试剂盒推荐方法进行。

cDNA第一链的合成使用 ToYoBoReverTraAce-
α-TM试剂盒,分别以奥利亚罗非鱼、尼罗罗非鱼总

RNA为模板,oligo(dT)20为反转录引物,操作按试

剂盒推荐方法进行。-80℃保存备用。
1.2 cDNA 核心序列的克隆

根据已发表的脊椎动物alpha型、rho型GST
氨基酸序列的保守区域设计2对简并引物。以上述

cDNA 为 模 板,用 GSTA01F 与 GSTA02R 和

GSTR01F与 GSTR02R 引物扩增奥利亚罗非鱼

GSTA 和 GSTR 基 因 cDNA 核 心 片 段;用
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GSTR01F 与 GSTR02R 引 物 扩 增 尼 罗 罗 非 鱼

GSTR (表1)。PCR扩增条件均为:94℃预变性

3min;94℃1min,40℃1min,72℃1min,共30
个循环;72℃延伸5min。

表1 奥利亚罗非鱼、尼罗罗非鱼GST基因PCR引物

Table1 PCRprimersequencesforcloningofblue

tilapiaandNiletilapiaGSTsgene

引物Primer 引物序列 (5′→3′)Primersequence
核心序列cDNA

GSTA01F
5′-ATCCTGAACTACATCGCAGG(A/G)AA
(G/A)TA(T/C)-3′

GSTA02R
5′-TGGAGGTTTCCTAGCGCTGCC (A/T/

C)GG(T/C)TG-3′

GSTR01F
5′-TGGAGGGTGATGATCGCGCTGGA(A/

G)GA(A/G)AA(A/G)-3′

GSTR02R
5′-CGTGTCTGGACCCTCAGG(T/G)TT(T/

C)TCCA(A/G)CCA-3′
5′RACE

AOGSTA5′01R 5′-CCACCAAAGGGACCTGTTG-3′
AOGSTA5′02R 5′-CCGAGTTGTCAGAAGCAC-3′
GSTR15′01R 5′-TGAATGTTGGAAGCTGTC-3′
GSTR15′02R 5′-CTTCTTTGGACTTGTGCTC-3′
GSTR25′01R 5′-TGATGACATTGTCTCCATG-3′
GSTR25′02R 5′-CTTGTTGGGACTTGTGTT-3′

3′RACE
AOGSTA3′01F 5′-CTTGCTGATGTGCTGCTTG-3′
AOGSTA3′02F 5′-CAGGGCAGGATGACACAA-3′
GSTR13′01F 5′-TCAGGCTCTCATGTGGCAG-3′
GSTR13′02F 5′-GGAGAGTATCACAATCTGC-3′
GSTR23′01F 5′-CCAACAGTTGGCACTCTCTT-3′
GSTR23′02F 5′-GGAGAGTATCACAATCTGC-3′

1.3 5′末端 cDNA 扩增

根据获得的奥利亚罗非鱼肝脏GSTA 基因cD-
NA核心序列和2种罗非鱼GSTR 基因cDNA核

心序列,设计6条 特 异 引 物(AOGSTA5′01R 和

AOGSTA5′02R、GSTR15′01R 和 GSTR15′02R、

GSTR25′01R 和 GSTR25′02R)用 于 5′RACE
(表1)。5′RACE的操作按SMARTRACEcDNA
扩增试剂盒(Clontech,USA)推荐方法进行,取1μL
总RNA(约1μg),以试剂盒提供的5′-RACECDS
PrimerA,SMARTⅡTMAOligonucleotide为引物,
合成cDNA第一链后,用 TEBuffer稀释10倍备

用。首次PCR反应体系为:10倍稀释产物2.5μL、

10×PCRbuffer5μL、dNTP (各 10 mmol/L)

1μL、PowerScriptReverse Transcriptase1μL,

AOGSTA5′01R、GSTR15′01R、GSTR25′01R引物

分别为1μL、试剂盒提供的10×UniversalPrimer
AMix(UPM)引物5μL,最后加双蒸水至50μL。

PCR反应条件为:94℃预变性3min;94℃1min,

62℃1min,72℃1min,25个循环;72℃延伸

5min。取首次扩增产物1μL,用试剂盒提供的Nes-
ted Universal Primer (NUP) 引 物、 以

AOGSTA5′02R、GSTR15′02R、GSTR25′02R引物

进行2次 PCR 扩增,反应条 件 为:94℃预 变 性

3min,94℃1min,57℃1min,72℃1min,共30
个循环,最后72℃延伸5min。获得奥利亚罗非鱼

肝脏 GSTA 基因和2种罗非鱼 GSTR1、GSTR2
cDNA序列的5′末端。
1.4 3′末端 cDNA 扩增

根据获得的奥利亚罗非鱼肝脏GSTA 基因cD-
NA核心序列和2种罗非鱼GSTR 基因cDNA核

心序列,设计6条特异引物(AOGSTA3′01F 和

AOGSTA3′02F、GSTR13′01F 和 GSTR15′02F、

GSTR23′01F 和 GSTR23′02F)用 于 3′RACE
(表1)。参考3′-FullRACECoreSet试剂盒(TaKa-
Ra)所提供方法,以oligodT-3sitesAdaptorprimer
为引物进行反转录反应。然后以试剂盒提供的引物

3sitesAdaptorprimer分别与引物AOGSTA3′01F、

GSTR13′01F、GSTR23′01F进行首次PCR反应,反
应条件为:94℃预变性3min,94℃1min,55℃
1min,72℃1min,共30个循环,最后72℃延伸

5min;巢式PCR所用引物为3sitesAdaptorprim-
er与AOGSTA3′02F、GSTR13′02F、GSTR23′02F,
进行2次PCR反应,与5′RACE二次PCR扩增条

件相同,获得奥利亚罗非鱼肝脏GSTA 基因和2种

罗非鱼GSTR1、GSTR2cDNA序列3′末端片段。
1.5 PCR 产物的克隆、分析及系统树构建

PCR产物经2%琼脂糖凝胶电泳纯化,H.Q.
&Q.GelExtractionKitII(U-gene)回收后克隆至

pMD19-T 载 体(TaKaRa),转 化 感 受 态 E.coli
DH5α,利用 M13正反向引物,通过PCR筛选阳性

克隆,阳性克隆菌液由上海英骏生物技术公司ABI
3730测序仪进行测序。将所获得的5′、3′末端片段

与核心片段进行序列拼接,得到罗非鱼GSTs基因

cDNA全序列。
根据测序结果整理得到奥利亚罗非鱼肝脏

GSTA、GSTR1、GSTR2基因cDNA全序列和尼罗

罗非鱼GSTR1、GSTR2cDNA全序列,推测其氨基

酸序 列,应 用 BLAST(http://www.Ncbi.Nlm.
Nih.gov/BLAST/)和VectorNTIsuite8.0软件与

GenBank上发表的多种脊椎动物GSTs氨基酸序
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列进行序列同源性分析。用 Mega4.0软件采用邻

接法构建系统树,1000次重复计算靴带(boot-
strap)值。

2 结果与分析

2.1 奥利亚罗非鱼 GSTA、GSTR1、GSTR2 基因

cDNA 全序列的克隆与分析

  利用RT-PCR和RACE技术,我们从奥利亚罗

非鱼肝脏克隆得到 GSTA、GSTR1、GSTR2基因

cDNA全 序 列。对 其 分 析 发 现,奥 利 亚 罗 非 鱼

GSTA、GSTR1、GSTR2基因cDNA全序列分别为

933、915、1063bp,其中5′非翻译区(5′-UTR)分别

为98、61、61bp,3′非翻译区(3′-UTR)分别为166、

173、309bp,开放阅读框(ORF)为669、681、693bp,
分别编码222、226、230个氨基酸,终止密码子为

TAA、TGA、TGA,polyA加尾信号为 AATAAA、

TATTAA、AATTAA (GenBankno.FJ436095,

FJ436093,FJ436094)。

 氨基酸序列中的“-”表示比较时必要的氨基酸缺口,“*”表示保守的氨基酸残基。下图同。Theaminoacidsequenceofdashesindi-
catetheaminoacidgapsthatarenecessarytoalignthesesequences,theconservedresiduesinallsequencesareindicatedbyasterisk.The

sameasbelow.

图1 奥利亚罗非鱼推测氨基酸序列及与其他鱼类、哺乳类GSTA 氨基酸序列同源性的比较

Fig.1 ComparisonofthededucedaminoacidsequencesofGSTAfrom
bluetilapiawithotherfishesandmammals

图2 奥利亚、尼罗罗非鱼GSTR1、GSTR2推测氨基酸序列同源性的比较

Fig.2 Comparisonofthededucedaminoacidsequencesof
GSTR1andGSTR2frombluetilapiaandNiletilapia

48
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 ThesequencesofglutathioneS-transferaserespectivelywereGSTpi:HumanHomosapiensBC010915,mouseMusmusculusNM_

013541,zebrafishDaniorerioNM_131734,commoncarpCyprinuscarpioDQ497597,andAfricanclawedfrogXenopuslaevisNM_

001088783;GSTmu:HumanNM_000849,AfricanclawedfrogAJ416998,commoncarpDQ411312,andzebrafishNM_212676;GST

alpha:HumanNM_145740,ratRattusnorvegicusNM_017013,mouseBC012639,noblecarpHypophthalmichthysnobilisEF100902

andzebrafishBC060914;GSTtheta:HumanNM_000853andmouseMMU48419;GSTzeta:HumanNM_145870,mouseNM_010363;

GSTomega:MouseNM_214050,ratNM_010362,pufferfishTakifugurubripesNM_001007602;GSTrho:GrasscarpCtenopharyng-

odonidellaEU107283,commoncarpDQ411314,zebrafishNM_001045060;GSTkappa:MouseNM_029555,ratNM_181371andhu-
manNM_015917;andbluetilapiaGSTalpha,rho1,rho2andNiletilapiaGSTrho1,rho2arehighlightedbyblackdiamond.

图3 罗非鱼GSTA、GSTR1、GSTR2和其他生物的GSTs基因核苷酸系统进化树

Fig.3 PhylogenetictreeofglutathioneS-transferasebasedonnucleotidesequencesofbluetilapia
Oreochromiscoaureus,NiletilapiaOreochromisniloticaandotherspecies

2.2 尼罗罗非鱼 GSTR1、GSTR2 cDNA 全序列的

克隆与分析

  利用RT-PCR和RACE技术,从尼罗罗非鱼肝

脏克隆得到GSTR1、GSTR2基因cDNA 全序列。
分析发现,尼罗罗非鱼GSTR1、GSTR2基因cDNA
全序列分别为902、1093bp,其中5′非翻译区分别
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为60、67bp,3′非翻译区分别为161、333bp,开放阅

读框为681、693bp,编码226、230个氨基酸,终止密

码子 均 为 TGA,polyA 加 尾 信 号 为 TATTAA、

AATAAT(GenBankno.EU107284,FJ436092)。
2.3 氨基酸同源性比较与系统树分析

使用VectorNTIsuite8.0软件进行氨基酸序

列比较发现,奥利亚罗非鱼GSTA 与尼罗罗非鱼、
真鲷(Pagrusmajor)、斑马鱼(Daniorerio)GSTA
同源性较高,分别为99.5%、75.2%、64.3%,与鸡

(Gallusgallus)、非 洲 爪 蟾(Xenopuslaevis)、人
(Homosapiens)GSTA 同 源 性 较 低,分 别 为

55.9%、58.5%、50.9% (图1)。
用VectorNTIsuite8.0软件进行氨基酸序列

比较发现,奥利亚罗非鱼和尼罗罗非鱼GSTR 基因

氨基酸序列高度保守。其中,奥利亚与尼罗罗非鱼

GSTR1、GSTR2 氨 基 酸 序 列 同 源 性,分 别 高 达

99.6%、94.8%。而 奥 利 亚 罗 非 鱼 GSTR1 与

GSTR2氨基酸序列同源性仅为81.3%,尼罗罗非

鱼 GSTR1 与 GSTR2 氨 基 酸 序 列 同 源 性 仅 为

82.2% (图2)。
根据基因结构、氨基酸序列、底物特异性、化学

亲和力及动力学行为等不同标准,哺乳动物的GST
可分为:alpha、mu、pi、sigma、theta、omega、kappa
和zeta型。近年来在其他生物中又相继发现了许

多类型:如鱼类中的rho型,细菌中的beta型,昆虫

中的delta、U、epsilon型,植物中的tau、lambda和

phi型等[11-12]。将所获得的罗非鱼GSTscDNA全

序列采用 Mega4.0软件,以邻接法(NJmethod)构
建系统进化树(图3)。系统进化树结果表明,各型

GST 分别聚为一支,其中克隆所得到的奥利亚罗非

鱼GSTA 与其他鱼类、哺乳类GSTA 聚为一支,且
从进化水平上与鱼类更近、与哺乳类较远,与其在进

化中的地位相一致。奥利亚、尼罗罗非鱼GSTR1、

GSTR2,均与其他鱼类GSTR 聚为一支,证实所得

GST 基因均属于rho型,而对2种rho型GST 基因

功能的确定仍有待进一步研究。

3 讨 论

淡水水体富营养化导致有害蓝藻水华频频发

生,并可能产生具有严重危害的微囊藻毒素。罗非

鱼具有食性杂、抗逆性强等优点,可吞食、消化有毒

微囊藻。关于罗非鱼微囊藻毒素去毒作用分子机制

的研究表明,GST在微囊藻毒素去毒代谢过程中扮

演了重要角色[13-14]。GST是鱼类重要的第二时相去

毒酶基因,其表达产物一方面缓解氧化压力、抑制活

性氧对机体的损伤,另一方面催化毒素形成亲水化合

物经排泄系统排出体外[15]。
本研究从奥利亚罗非鱼获得933bp的GSTA

基因cDNA全序列,其中5′-UTR为98bp,3′-UTR
为166bp,ORF为669bp,编码222个氨基酸。与

我们 先 前 获 得 的 尼 罗 罗 非 鱼 GSTA 基 因 高 达

99.5%的同源性,与真鲷、斑马鱼GSTA 同源性适

中,分别为75.2%、64.3%,与鸡(鸟类)、非洲爪蟾

(两栖类)、人(哺乳类)GSTA 同源性较低,分别为

55.9%、58.5%、50.9%。奥 利 亚、尼 罗 罗 非 鱼

GSTR1基因5′-UTR分别为61、60bp,3′-UTR分

别为173、161bp,ORF均为681bp,均编码226个

氨基酸;奥利亚、尼罗罗非鱼GSTR2基因5′-UTR
分别为61、67bp,3′-UTR分别为309、333bp,ORF
均为693bp,均编码230个氨基酸。其中,奥利亚与

尼罗罗非鱼GSTR1、GSTR2氨基酸序列同源性,分
别高达99.6%、94.8%。而奥利亚罗非鱼GSTR1
与GSTR2氨基酸序列同源性仅为81.3%,尼罗罗

非鱼 GSTR1与 GSTR2氨基酸序列同源性仅为

82.2%。系统进化分析也进一步表明,罗非鱼GST
基因与鱼类GST 同源性较高,与哺乳类、鸟类、两栖

类GSTs同源性较低,且各型GST 分支清晰明确,
分别聚为一支。

对于比较研究,同一型GST 基因在不同品种罗

非鱼肝脏微囊藻毒素代谢过程中所起作用的大小,
以及同种罗非鱼不同型GST 在其微囊藻毒素代谢

过程中所起作用的大小次序是否与这些鱼类对微囊

藻毒素耐受能力的高低次序呈一定的相关性,还需

进一步确定。本研究成功克隆的奥利亚罗非鱼的

GSTA、GSTR1、GSTR2 以 及 尼 罗 罗 非 鱼 的

GSTR1、GSTR2基因cDNA全序列,为从分子水平

研究淡水鱼类肝脏微囊藻毒素的代谢去毒分子机制

及调控机制奠定了基础,对罗非鱼的选育和安全养

殖也有一定的指导意义。
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Molecularcloningandsequenceanalysisofalpha-andrho-classes
ofglutathioneS-transferasesintwotilapias,Oreochromisco

aureusandOreochromisnilotica

QUChun-mei LIANGXu-fang SHENDan HEShan BAIXiao-li

CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Thefull-lengthcDNAsencodingalpha-class,rho1-class,rho2-classGST(GSTA,GSTR1,

andGSTR2)wereclonedandsequencedfromthebluetilapia(Oreochromiscoaureus),andtheGSTR1,

GSTR2wereclonedandsequencedfromtheNiletilapia(Oreochromisnilotica)byRT-PCRandRACE
method.Thefull-lengthbluetilapiaGSTAcDNAwas933bpinlength,containinganopenreadingframe
of669bp(encoding222aminoacids),flankedby98bp5′UTRand166bp3′UTR.Boththebluetilapia
andNiletilapiaGSTR1cDNAORFwere681bp(encoding226aminoacids),andboththebluetilapia
andNiletilapiaGSTR2cDNAORFwere693bp(encoding230aminoacids),respectively.Homologyand
thephylogenetictreeconstructedbasedonGSTsequencesshowedthatthetilapiaGSTsaminoacidsequence
werehighlyconservedwithfish,andhadlowhomologousrelationshipwithamphibian,birdandmammalGSTs.

Keywords glutathioneS-transferase;molecularcloning;sequenceanalysis;Oreochromiscoau-
reus;Oreochromisnilotica
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