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摘要 利用RT-PCR和cDNA末端快速扩增技术(rapidamplificationofcDNAends,RACE)克隆了黄颡鱼

DMRT1基因cDNA全长序列,并利用实时荧光定量RT-PCR技术对该基因在黄颡鱼成体不同组织及不同发育

阶段的表达情况进行研究。结果表明,黄颡鱼 DMRT1基因cDNA序列全长1381bp,其中5′端非翻译区30
bp,3′端非翻译区454bp[不包括poly(A)],开放阅读框885bp,编码295个氨基酸。氨基酸序列同源性分析表

明,黄颡鱼DMRT1基因与革胡子鲶同源性最高(为81%),与黑鲷、虹鳟、斑马鱼、青鳉的同源性分别为60%、

59%、64%和52%,与小鼠、人的同源性较低,分别为42%和44%。实时荧光定量RT-PCR分析表明:DMRT1
基因在黄颡鱼胚胎发育阶段及胚后发育的1~51d仔鱼均有表达,且在胚后发育的第31天表达量最高;在成

体,只在雄性精巢中特异性表达,其他组织均无表达,且性腺发育阶段的Ⅳ期精巢表达量最高,表明该基因可能

在黄颡鱼雄性性腺的形成或功能维持上具有重要作用。

关键词 黄颡鱼;DMRT1基因;cDNA末端快速扩增(RACE);基因克隆;荧光定量;表达分析

中图分类号 Q781;Q786  文献标识码 A  文章编号 1000-2421(2012)02-0220-07

  DMRT(doublesexand mab-3relatedtran-
scriptionfactor)基因家族是一个与性别决定和分化

相关的基因家族,广泛参与生物的性别发育过程,其
编码产物与果蝇的doublesex 基因和线虫的mab-3
基因一样,都含有一个DM 结构域(DM-domain),
以锌指结构与特异的DNA序列结合,调节目的基

因转录,从而调控性别的决定与分化[1]。DMRT1
是DMRT 基因家族成员之一,相继发现于哺乳

类[2]、鱼类[3]、鸟类[4]、爬行类[5]及两栖类[6]动物中,
被认为是目前已知最为保守的一个与性别分化相关

的基因,该基因在性别分化期的雄性性腺及雄性成

体的精巢中特异性表达,对于雄性性腺的形成和功

能维持具有重要作用。
黄颡鱼(Pelteobagrusfulvidraco),属于鲇形目

(Siluriformes)鲿 科 (Bagridae)黄 颡 鱼 属 (Pel-
teobagrusBleeker)。因其具有食性杂、易驯养、无
肌间刺、肉味鲜美、营养价值高等优点,而成为我国

江河湖泊中一种较为名贵的小型经济鱼类。但在自

然水域中,黄颡鱼生长速度较慢,且同龄性成熟的个

体雌雄差异显著,雄性个体明显大于雌性个体,生长

速度雄性比雌性个体快30%以上[7],往往造成养殖

上市规格小、不整齐,在一定程度上影响了其市场发

展前景。本研究采用RT-PCR及RACE技术,在黄

颡鱼中分离出了DMRT1基因,并利用实时荧光定

量PCR技术对其在胚胎发育阶段、胚后发育阶段、
雌雄成体阶段及性腺发育阶段的表达进行了研究,
以期为黄颡鱼早期性别鉴定、单性育种及其性别决

定机制研究提供参考。

1 材料与方法

1.1 材 料

试验所用材料取自中国水产科学研究院长江水

产研究所窑湾试验场。在胚胎发育阶段对受精卵进

行连续取样,每期各取20粒;胚后发育1~51d连
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续取样;成体阶段分别取1龄雌雄成鱼的脑、鳃、心
脏、肝脏、肾脏、胃、肠道、肌肉及性腺组织;以及雌雄

性腺发育的Ⅲ-Ⅵ期,样品取后迅速冻于液氮,带回

实验室-80℃保存。
1.2 引物设计

根据已发表的 DMRT1基因保守区序列设计

引物P1、P2和P3,用于克隆黄颡鱼 DMRT1基因

保守区,引物P4和P5、P6分别用于克隆 DMRT1
基因的5′RACE和3′RACE,P7为半定量表达的基

因特异性引物,β-actin1为半定量表达的内参引物,

P8为定量表达的基因特异性引物,β-actin2为定量

表达的内参引物,以上引物均采用Primer5.0设

计,由上海生工生物技术有限公司合成。
P1:5′-TTCTGTAACTGGCGGGACT-3′

P2:5′-CCACTGCAAAGCCGTAATC-3′

P3:5′-TCCTGGCTCATCCTTCACC-3′

P4:5′-TCACCACAATGTCCGGATCTGACAGG-3′

P5:5′-GTCAGCAGGCTCAGGAGGAGGAGATG-3′

P6:5′-GAGATGGGCATCTGCACTCCAGTCA-3′

P7:F5′-ACAACATGTCCCAGCAATACCG-3′

R5′-TGTTCTCAGCACTCACCATAGG-3′

P8:F5′-TGGTGAGTGCTGAGAACAAGG3′

R5′-TGGGCAAAATCGAACTGAAAC-3′

β-actin1:F5′-CCCTGTATGCCTCTGGTCG-3′

R5′-GCTGTAGCCTCTCTCGGTC-3′

β-actin2:F5′-TCCCTGTATGCCTCTGGTCGT-3′

R5′-AAGCTGTAGCCTCTCTCGGTC-3′

1.3 总 RNA 抽提

将上述所取雌雄成体各组织及不同发育阶段性

腺组织100mg,胚胎发育期各20粒及胚后发育的

整条仔鱼,用TrizolReagent(Invitrogen),根据使用

说明抽提总RNA。1%的琼脂糖凝胶电泳,溴化乙

锭染色显示28SrRNA和18SrRNA,检测RNA完

整性。
1.4 cDNA 全长扩增

取2μg精巢总RNA,以Random9mers[5′-
(P)NNNNNNNNN-3′]为引物,根据AMV使用说

明进行RT反应。以P1和P2为引物进行扩增,取

1μL产物以P1和P3为引物进行2次扩增,回收、
纯化所得片段,连接到pMD18-TVector,转化到大

肠杆菌克隆,挑菌送上海生工生物技术有限公司测

序。
根据黄颡鱼DMRT1基因保守区序列,设计5′

RACE和3′RACE基因特异性引物P4和P5、P6,

利用SMARTerTMRACEcDNAAmplificationKit
(Clontech)及3′-FullRACECoreSetVer.2.0
(TaKaRa)采用SMARTRACE技术分别进行5′区
及3′区 扩 增。将 所 得 片 段 回 收、纯 化,连 接 到

pMD18-TVector,转化到大肠杆菌克隆,挑菌送上

海生工生物技术有限公司测序。利用DNASTAR
软件包对所得序列进行序列拼接及分析,并在Gen-
Bank上进行同源性检索。
1.5 标准曲线制备

取1管精巢总RNA反转录液进行5倍梯度稀

释(100、100×5-1、100×5-2、100×5-3、100×5-4

ng/μL)用 作 荧 光 定 量 RT-PCR 扩 增 模 板,进 行

DMRT1基因定量表达引物P8和内参引物β-actin2
的标准曲线制备,检测扩增效率。每个标准各做3
个重复,另做3个无模板的阴性对照。
1.6 荧光定量 RT-PCR

利用紫外分光光度计检测总RNA纯度及浓度,
调整样品总RNA质量浓度至100ng/μL。取2μL
总RNA,以Random9mers[5′-(P)NNNNNNNNN-
3′]为引物,根据AMV使用说明进行RT反应,获得

相应的cDNA。利用定量表达引物P8及内参引物

β-actin2来检测DMRT1基因在黄颡鱼不同组织及

不同发育时期的表达情况。
反应 体 系:10μL2×SYBR Real-timePCR

Premixture,P8/β-actin2上下游引物各0.8μL(10

μmol/L),1μLcDNA模板,加水至20μL。反应条

件:95℃10min;95℃15s,63℃15s,72℃20s,

40个循环。所有检测样品均做3个重复。
1.7 相对表达量计算

试验数据以mean±S表示,以受精卵的表达量

作为对照(即为1),确定DMRT1基因在不同组织

及不同阶段的表达量,相对定量采用 Livak等的

2-△△Ct法进行[8],结果采用Statistica6.0统计软件

进行单因素方差分析(ANOVA)及t检验(t-test)。

2 结果与分析

2.1 cDNA 结构

利用同源克隆的方法得到黄颡鱼 DMRT1基

因保守区片段,通过 RACESMART技术获得其

cDNA全长(GenBank登录号为 HM245921),共

1381bp,其中5′端非翻译区30bp,3′端非翻译区

454bp(不包括poly(A)),开放阅读框885bp,编码

295个氨基酸,A+T含量53%,G+C含量47%。
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2.2 氨基酸结构

采用DNASTAR软件对黄颡鱼DMRT1基因

编码的蛋白质结构进行分析,结果显示其编码的蛋

白质由295个氨基酸组成,分子质量为32.18ku,理
论等电点pI为6.93,酸性氨基酸占9.49%,碱性氨

基酸占9.15%,极性氨基酸占36.27%,疏水性氨基

酸占25.08%。
2.3 同源性比较

Blast分析发现,黄颡鱼DMRT1基因氨基酸序

列与其他物种的同源性较高,其中,与革胡子鲶

(Clariasgariepinus,AF439561)DMRT1基因的氨

基酸 序 列 同 源 性 最 高,为 81%;与 黑 鲷(Acan-

thopagrusschlegelii,AY323953)、虹鳟(Oncorhyn-
chusmykiss,AF209095)、斑 马 鱼 (Daniorerio,

AF439562)、青鳉(Oryziascurvinotus,AB091696)
的同源性分别为60%、59%、64%和52%;与小鼠

(Musmusculus,AF202778)和人(Homosapiens,

AF130728)的同源性最低,分别为42%和44%,氨
基酸序列比较结果见图1。

根据以上物种 DMRT1基因氨基酸序列运用

MEGA4.0软件构建NJ系统进化树(图2),可以看

出,黄颡鱼与革胡子鲶聚为一支,亲缘关系最近,与
小鼠、人的亲缘关系最远,与其他鱼类的亲缘关系介

于两者之间。

 阴影表示氨基酸相同;“--”表示氨基酸缺失。Shadowregionindicatesidenticalaminoacid;“--”indicatesaminoaciddeletion.

Pelteobagru:PelteobagrusfulvidracoDMRT1;Clarias:ClariasgariepinusDMRT1;Acanthopagrus:AcanthopagrusschlegeliiDM-

RT1;Oncorhynchus:OncorhynchusmykissDMRT1;Danio:DaniorerioDMRT1;Oryzias:OryziaslatipesDMRT1;Mus:Musmus-

culusDMRT1;Homo:HomosapiensDMRT1.

图1 黄颡鱼与其他物种DMRT1氨基酸序列比较

Fig.1 AlignmentoftheaminoacidsequencesofDMRT1geneinPelteobagrusfulvidracowithotherspecies
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图2 DMRT1基因氨基酸序列的NJ系统树

Fig.2 TheNJphylogenetictreebyamino
acidsequencesofDMRT1gene

2.4 引物扩增效率检测

精巢总RNA反转录液5倍梯度稀释后,每个

梯度标准各做3个重复,同时做3个无模板的阴性

对照,标准曲线绘制采用3个重复的平均循环数(Ct
值)。基因特异性引物P8及内参引物β-actin2两条

标准曲线的斜率差值<0.1,表明2对引物扩增效率

基本一致,可以用2-△△Ct法来进行DMRT1基因的

相对定量。

2.5 成体阶段组织表达分析

以DMRT1基因cDNA序列设计的特异性引

物P7,采用RT-PCR技术对黄颡鱼雌雄成体各组织

的表达进行分析,结果显示,DMRT1基因只在雄鱼

精巢特异表达,其他组织均无表达(图3-A、B)。

RT-PCR相对定量结果见图4-A。
2.6 性腺发育阶段表达分析

DMRT1基因在黄颡鱼精巢及卵巢的Ⅲ期、Ⅳ
期、Ⅴ期、Ⅵ期发育阶段的RT-PCR结果显示,精巢

各期都有表达,但不同时期表达强度有差异,而卵巢

各期均无表达(图3-C)。RT-PCR相对定量结果显

示,精巢Ⅳ期表达量最高,Ⅴ期最低,分别为对照受

精卵表达量的4.46和1.30倍(图4-B)。
2.7 胚胎发育阶段表达分析

RT-PCR分析显示,DMRT1基因在胚胎期从

受精卵一直到出膜,都可以检测到其转录本的存在

 A:雄性成体各组织;B:雌性成体各组织;C:精巢及卵巢不同发育阶段;D:胚胎期;E:胚后1~12d;F:胚后13~24d;G:胚后25~

35d;H:胚后36~51d;[M.Marker;B.脑;G.鳃;H.心脏;L.肝脏;K.肾脏;S.胃;I.肠;Mu.肌肉;T.精巢;O.卵巢;TⅢ:Ⅲ期

精巢;TⅣ:Ⅳ期精巢;TⅤ:Ⅴ期精巢;TⅥ:Ⅵ期精巢;OⅢ:Ⅲ期卵巢;OⅣ:Ⅳ期卵巢;OⅤ:Ⅴ期卵巢;OⅥ:Ⅵ期卵巢;Fe.受精卵;

Tc.二细胞期;Fc.四细胞期;Mc.多细胞期;Hb.高囊胚期;Sb.低囊胚期;Eg.原肠早期;Mg.原肠中期;Lg.原肠晚期;Bc.胚孔封闭

期;Tf.尾节形成期;Me.肌肉效应期;Hb.心跳期;Ho.出膜;1~51:胚后发育天数]。

 A:Maleadulttissues;B:Femaleadulttissues;C:Testisandovarydevelopmentstage;D:Embryonicdevelopment;E:1to12

daysafterhatching;F:13to24daysafterhatching;G:25to35daysafterhatching;G:36to51daysafterhatching;[M:Marker;

B:Brain;G:Gill;H:Heart;L:Liver;K:Kidney;S:Stomach;I:Intestines;Mu:Muscle;T:Testis;O:Ovary;TⅢ:Ⅲstageoftestis

development;TⅣ:Ⅳstageoftestisdevelopment;TⅤ:Ⅴstageoftestisdevelopment;TⅥ:Ⅵstageoftestisdevelopment;OⅢ:Ⅲ

stageofovarydevelopment;OⅣ:Ⅳstageofovarydevelopment;OⅤ:Ⅴstageofovarydevelopment;OⅥ:Ⅵstageofovarydevelop-
ment;Fe:Fertilizedegg;Tc:Twocellstage;Fc:Fourcellstage;Mc:Multicellularstage;Hb:Highblastulastage;Sb:Shortblastula

stage;Eg:Earlystageofgastrula;Mg:Eiddlestagegastrula;Lg:Latestagegastrula;Bc:Blastoporeclosingstage;Tf:Tailbudforma-
tionstage;Me;Muscleeffectstage;Hb:Heartbeatstage;Ho:Hatchoutstage;1-51:Daysafterhatching].

图3 DMRT1基因RT-PCR电泳结果

Fig.3 RT-PCRelectrophoresisresultsofDMRT1
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(图3-D)。RT-PCR相对定量结果显示,DMRT1
基因在原肠中期表达量最高,原肠早期次之,分别为

对照受精卵表达量的2.37和2.29倍(图4-C)。
2.8 胚后发育阶段表达分析

黄颡鱼 DMRT1基因在胚后发育的1~51d
里,RT-PCR结果同样显示其一直有表达(图3-E、

F、G、H)。RT-PCR相对定量结果显示,DMRT1基

因在胚后发育的前期阶段(1~35d)表达量要高一

些,且在第31天的表达量最高,为对照受精卵表达

量的2.59倍,后期阶段其表达量维持在一个较低水

平(图4-D、E、F)。

 A:雄性及雌性成体各组织;B:精巢及卵巢不同发育阶段;C:胚胎期;D:胚后1~16d;E:胚后17~32d;F:胚后33~51d;[B.脑;

G.鳃;H.心脏;L.肝脏;K.肾脏;S.胃;I.肠;Mu.肌肉;T.精巢;O.卵巢;TⅢ:Ⅲ期精巢;TⅣ:Ⅳ期精巢;TⅤ:Ⅴ期精巢;TⅥ:Ⅵ
期精巢;OⅢ:Ⅲ期卵巢;OⅣ:Ⅳ期卵巢;OⅤ:Ⅴ期卵巢;OⅥ:Ⅵ期卵巢;Fe.受精卵;Tc.二细胞期;Fc.四细胞期;Mc.多细胞期;

Hb.高囊胚期;Sb.低囊胚期;Eg.原肠早期;Mg.原肠中期;Lg.原肠晚期;Bc.胚孔封闭期;Tf.尾节形成期;Me.肌肉效应期;

Hb.心跳期;Ho.出膜;*:P<0.05;**:P<0.01]。

 A:Maleandfemaletissues;B:Testisandovarydevelopmentstage;C:Embryonicdevelopmentstage;D:1to16daysafterhatching;

E:17to32daysafterhatching;F:33to51daysafterhatching;[B:Brain;G:Gill;H:Heart;L:Liver;K:Kidney;S:Stomach;I:In-
testines;Mu:Muscle;T:Testis;O:Ovary;TⅢ:Ⅲstageoftestisdevelopment;TⅣ:Ⅳstageoftestisdevelopment;TⅤ:Ⅴstageof

testisdevelopment;TⅥ:Ⅵstageoftestisdevelopment;OⅢ:Ⅲstageofovarydevelopment;OⅣ:Ⅳstageofovarydevelopment;

OⅤ:Ⅴstageofovarydevelopment;OⅥ:Ⅵstageofovarydevelopment;Fe:Fertilizedegg;Tc:Twocellstage;Fc:Fourcellstage;

Mc:Multicellularstage;Hb:Highblastulastage;Sb:Shortblastulastage;Eg:Earlystageofgastrula;Mg:Middlestagegastrula;Lg:

Latestagegastrula;Bc:Blastoporeclosingstage;Tf:Tailbudformationstage;Me;Tuscleeffectstage;Hb:Heartbeatstage;Ho:

Hatchoutstage;*:P<0.05;**:P<0.01].

图4 DMRT1基因real-timeRT-PCR相对定量结果

Fig.4 Thereal-timefluorescencequantificationRT-PCRresultsofDMRT1
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3 讨 论

DMRT1基因作为目前已知最为保守的一个与

性别决定及分化相关的基因,广泛参与诸多物种的

性别发育过程,在性别决定、分化以及器官的功能维

持上具有重要作用[9],但其在进化地位不同、性别发

育机制不同的物种性别发育过程中所起的作用及表

达特性不尽相同。

Raymond等[10]发现,人类 DMRT1基因位于

与性别反转密切相关的常染色体区域9p24.3,该区

域若发生DMRT1片段缺失会导致精巢发育障碍。

Raymond等[11]研究表明,XY雄性小鼠如果 DM-
RT1基因被敲除会导致睾丸分化受阻及生殖细胞

死亡,说明DMRT1基因对于小鼠的精巢分化和精

子形成具有重要作用。Smith等[12]将鸡的DMRT1
基因定位于Z染色体上,通过胚胎原位杂交发现早

期表达于生殖嵴,雄性表达高于雌性,但在性分化开

始时DMRT1基因表现为雄性精巢特异表达,表明

DMRT1在诱导鸡的精巢分化时起重要作用。在鱼

类中,Kobayashi等[13]在研究DMRT1基因在青鳉

性腺分化中的表达位点和表达形式时,发现 DM-
RT1调控精原细胞的分化。孙业盈等[14]对半滑舌

鳎DMRT1基因进行研究时,发现成鱼中只在雄性

精巢 中 有 特 异 表 达,其 他 组 织 均 无 表 达。Guan
等[15]在尼罗罗非鱼的精巢中分离出了DMRT1基

因,组织特异性表达检测DMRT1基因只在成体精

巢中表达,用雄激素处理遗传上XX型幼鱼使其发

生性逆转,发现性腺中也有DMRT1表达。本文利

用RT-PCR技术及real-timeRT-PCR技术对黄颡

鱼DMRT1基因在雌雄不同组织和不同发育阶段

的表达进行了研究,结果显示雌雄成体阶段,DM-
RT1基因只在黄颡鱼雄性精巢特异性表达,这与上

述研究结果基本一致,表明其在黄颡鱼的精巢形成

或功能维持上可能具有一定的作用。性腺发育阶

段,DMRT1基因在黄颡鱼精巢的Ⅲ期、Ⅳ期的表达

水平明显高于Ⅴ期及Ⅵ期,卵巢各期均无表达。而

Shibata等[6]运用 RT-PCR技术,也发现 DMRT1
基因在日本粗皮蛙性腺中的表达是雄性特异的,而
在雌性卵巢无表达;Klinbunga等[16]发现热带鲍鱼

DMRT1基因在精巢发育Ⅱ期、Ⅲ期、Ⅳ期的表达水

平显著高于未发育Ⅰ期精巢;而本研究结果显示

DMRT1基因在黄颡鱼精巢发育的Ⅳ期表达量最

高,在精子成熟的Ⅴ期及退化的Ⅵ期其表达量下降,

表明DMRT1基因可能跟精巢的功能维持有关。
胚胎发育阶段,整个过程都能检测到DMRT1基因

的表达,但在原肠前期的表达量显著高于其他时期,

Yuki等[17]曾用RT-PCR技术检测出DMRT1在青

鳉胚胎发育的早期有表达。胚后发育阶段,DM-
RT1基因在黄颡鱼1~51d的仔鱼都能检测到其转

录本的存在,且前期1~35d的表达量较高,后期

36~51d其表达量维持在一个较低的水平,同时我

们还发现,在胚后发育的第31天表达量最高,这与

孙业盈等[14]在半滑舌鳎胚后发育的第22天 DM-
RT1基因表达量明显高于其他各期的研究结果较

为相似,表明黄颡鱼在这一时期其性腺在细胞及分

子水平可能已经开始分化,但DMRT1基因在这一

时期的高表达与性腺分化是否有关,还有待进一步

的研究证明。
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CloningandexpressionanalysisofDMRT1geneinPelteobagrusfulvidraco
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Abstract TheDMRT1genewasclonedbyRT-PCRandrapidamplificationofcDNAends(RACE)
methodsinyellowcatfish(Pelteobagrusfulvidraco).Theexpressionofthegenewasanalyzedinadult
tissuesanddifferentdevelopmentalstagesbyreal-timequantitativeRT-PCR.Sequenceanalysisrevealed
thatthefull-lengthofcDNAwas1381bp,containing30bp5′-untranslatedregion,454bp3′-untranslat-
edregion[excludingpoly(A)]and885bpopenreadingframe(ORF),whichencode295aminoacids.A-
lignmentanalysisshowedthattheaminoacidsequencesofDMRT1geneinyellowcatfish(Pelteobagrus
fulvidraco)were81%,60%,59%,64%,52%,42%and44%identicaltothatfromclariaslazera(Clar-
iasgariepinus),blackporgy(Acanthopagrusschlegelii),rainbowtrout(Oncorhynchusmykiss),ze-
brafish(Daniorerio),medaka(Oryziaslatipes),mouse(Musmusculus)andhuman(Homosapiens),re-
spectively.Real-timequantitativePCRanalysisindicatedthattheDMRT1geneexpressedinthewhole
embryonicdevelopmentstagesand51-dayjuvenilesofpostembryonicdevelopment,buttheexpression
reachedthehighestlevelinjuvenilesat31-dayafterhatching.Duringthegonaddevelopmentstages,it
wasexpressedinthemaletestisspecifically.Intheadultfish,theexpressionwasdetectedonlyinthe
maletestis,butnotinothertissues.TheseresultsindicatedthattheDMRT1genemayplayanimportant
roleinthegonadformationorfunctionmaintainingofmaleyellowcatfish(Pelteobagrusfulvidraco).

Keywords Pelteobagrusfulvidraco;DMRT1gene;rapidamplificationofcDNAends;geneclone;
real-timeRT-PCR;expressionanalysis
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