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摘要 为研究团头鲂Dmrt4基因的可能作用,采用RACE-PCR技术克隆了团头鲂卵巢Dmrt4基因的cD-
NA全长序列,采用实时荧光定量PCR技术对其胚胎及出膜后30d内各期、成鱼不同组织、雌雄性腺各分期的

表达进行研究。结果表明,团头鲂Dmrt4基因至少存在2种不同的剪接形式,分别命名为Dmrt4a 和Dmrt4b。
其中,Dmrt4acDNA全长1265bp,编码352个氨基酸,含DM和DMA2个结构域;Dmrt4bcDNA全长1081
bp,编码281个氨基酸,仅含DMA结构域。氨基酸序列同源性分析显示,团头鲂Dmrt4与牙鲆、奥利亚罗非鱼

的同源性最高。实时荧光定量PCR结果表明,Dmrt4基因在团头鲂胚胎期至出膜后30d内均有表达,且在受

精后32h的表达量最高;成鱼卵巢的表达量显著高于其他组织(P<0.01);Ⅱ期卵巢的表达量显著高于其他时

期,也显著高于精巢各分期(P<0.01)。上述结果表明,Dmrt4基因可能对团头鲂卵母细胞初期的生长起到重

要作用,在雌鱼性腺发育过程中亦发挥一定的作用。
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  果蝇的性别决定基因 Double-sex 与线虫的性

别决定基因Mab-3具有一个高度同源的区域,称为

DM(double-sexandmab-3related)结构域,进一步

的研究发现在哺乳类、鸟类、爬行类以及鱼类等脊椎

动物中也存在具有DM结构域的基因,统称为Dm-
rt(double-sexandmab-3relatedtranscriptionfac-
tor)基因家族。Dmrt基因被认为是一类对性别决

定与分化起重要作用的转录调控因子[1-2],近年的研

究发现,它在器官发育和功能维持等方面也发挥着

一定的作用[3-4]。Dmrt4基因是Dmrt基因家族成

员之一,因其在生物体存在普遍的选择性剪接现象

及对雌性的发育起到重要作用[5]而备受关注,目前,

已在奥利亚罗非鱼(Oreochromisaureus)[5]、稀有鮈

鲫(Grobiocyprisrarus)[6]、赤 子 爱 胜 蚓(Eisenia

foetida)[7]和栉孔扇贝(Chlamysfarreri)[8]等生物

中发现了其不同剪接体的存在。Dmrt4基因在雌

雄两性性腺中表达,或仅在一个性腺中表达[9],对生

物的性别决定和分化起到一定的作用;在非性腺组

织中也有表达,较其他Dmrt基因的表达更普遍一

些。也有 研 究 表 明,Dmrt4基 因 在 神 经 系 统 形

成[10]、免疫活动[11]等方面发挥一定的作用。
团头鲂(Megalobramaamblycephala)系鲤科

鲂属的一类草食性鱼类,又名武昌鱼,因其具有病害

少、食物链短、味道鲜美等优点,被推广至全国养殖,
目前年产量达60万~70万t[12]。但对其Dmrt基

因的研究尚未见任何报道。笔者拟对团头鲂Dm-
rt4基因进行克隆和系统进化分析,并通过实时荧光

定量PCR技术研究该基因在成鱼各组织的表达特

征、在胚胎及胚后发育早期以及雌雄性腺不同发育

时期的时空表达模式,从而发现其表达规律,推测其

可能功能,为研究团头鲂性别决定与分化机制奠定

理论基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料

试验所用团头鲂均采自湖北鄂州国家级团头鲂
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原种场,每次均是将鱼充氧打包带回华中农业大学

水产学院暂养后进行取样。平均水温27.6℃条件

下,对团头鲂进行人工繁殖,分别取受精后0、2、6、

11、32h及出膜后1、4、10、20、30d的样品。分别取

2+龄雌雄团头鲂成鱼的卵巢、精巢、鳃、脑、心脏、
肝、脾、肾、肌肉9个组织。于1周年内,通过组织切

片的方法确定并采集雌雄鱼性腺各Ⅰ~Ⅵ期的样

品。所有样品均取3个重复,取后立即置于液氮快

速冷冻,之后移到-80℃冰箱保存备用。
1.2 总 RNA 的提取和 cDNA 模板的合成

将上述采集得到的组织样品用研钵在液氮中充

分研磨,取100mg左右的研磨干粉,根据 Trizol
Reagent(TaKaRa,Dalian,China)试剂盒说明书分

别提取各样品总RNA。用1%的琼脂糖凝胶电泳,
溴化乙锭染色,检测RNA的完整性。将所有样品

的总RNA用紫外分光光度法检测纯度和浓度。根

据PrimeScript®RTreagentKitWithgDNAEraser
(TaKaRa)试剂盒说明,每20μL反应体系中加入

1μgRNA,进行反转录,得到的cDNA用于之后的

荧光定量PCR。
1.3 引物设计

本试验所涉及的引物及用途详见表1。所有需

要合成的引物均用Primer5.0设计,并用 Oligo7
评价,送上海Invitrogen公司合成。引物均稀释成

10μmol/L后备用。

表1 试验涉及引物的名称、序列及用途

Table1 Thename,sequenceandpurposesoftheprimersrelatedtothisexperiment

引物名称Primer 引物序列(5′→3′)Sequence(5′→3′) 用途Purpose
Dmrt4-Y-F CCGAACACACGAGTCCACAG

EST序列验证ESTverification
Dmrt4-Y-R TGAAGGGCTCTTTGGGGTAG

Dmrt4-5-outer TTCAGAGCCGAATCCAGAGCGTC
5′端扩增5′amplification

Dmrt4-5-inner GAGACTGTGGACTCGTGTGTTCG

Dmrt4-3-outer CAGGAATCACGGGGTGGTGTCGGCG
3′端扩增3′amplification

Dmrt4-3-inner TCTCCGAACACACGAGTCCACAGTC

Dmrt4-Q-F GAACCTGCTGGTCTCACGAT
定量分析qRT-PCR

Dmrt4-Q-R GGTGGAATGAAGTTGGGTGT

18SrRNA-Q-F CGGAGGTTCGAAGACGATCA
实时荧光定量PCR内参

ReferenceforqRT-PCR
18SrRNA-Q-R GGGTCGGCATCGTTTACG
ACTB-Q-F CGGACAGGTCATCACCATTG
ACTB-Q-R CGCAAGACTCCATACCCAAGA

SMARTⅡ AOligonucleotide AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG

RACEPCR中cDNA合成

cDNAsynthesisforRACEPCR
5′-CDS

(T)25N-1N(N=A,C,G,orT;N-1=A,G,orC)

3′-CDS
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC(T)30N-1N
(N=A,C,G,orT;N-1=A,G,C)

Long(0.4mmol/L)
CTAATACGACTCACTATAGGGC
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT

RACEPCR中的UPM
UPMforRACEPCR

Short(2mmol/L) CTAATACGACTCACTATAGGGC

NUP AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 巢式PCRNestedPCR

1.4 Dmrt4 基因的 cDNA 全长克隆

以实验室前期获得的团头鲂转录组测序结果为

基础(NCBI登录号:SRA045792),获得了 Dmrt4
基因的部分序列。根据得到的Dmrt4基因部分序

列设计引物Dmrt4-Y对其进行验证。根据基因已

知序列设计RACE引物Dmrt4-5扩增其5′端序列,
引物 Dmrt4-3扩 增 其3′端 序 列。用 SMARTTM

RACEcDNAAmplificationKit(Clontech,Dalian,

China)试剂盒进行团头鲂Dmrt4基因的cDNA全

长序列扩增。首先将提取的单条团头鲂卵巢的总

RNA按试剂盒说明合成5′和3′-RACE-ReadycD-
NA,然后以outerprimer和 UPM 为引物进行第1
次PCR反应,再以稀释10倍的第1次PCR产物为

模板,以innerprimer和 NUP为 引 物 进 行 巢 式

PCR,最后将得到的 PCR 产物用 PCRCleanKit
(AXYGENUSA)回收,连接至载体pGEM-TVec-
tor(Promega,Beijing,China),转到感受态细胞(鼎
国DH5α,Beijing,China)中进行克隆,挑取单克隆

后摇菌培养,对菌液进行PCR检测后,挑取合适片

段大小的单克隆送上海华大公司测序。
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1.5 序列分析

RACE测序结果 用 DNASTAR 软 件 包 里 的

SeqMan进行拼接后得到完整的cDNA 全长。在

NCBI的 ORFFinder网站预测开放阅读框,CDD
网站分析蛋白质序列的保守结构域,在 EXPASY
(http://expasy.org/tools/)的 ProtParam 主页预

测其氨基酸的组成、理化性质等。在 NCBI的CO-
BALT网站进行多个物种同一基因的比对分析,

BLASTP 进 行 同 源 比 对,搜 索 同 源 基 因,用

MEGA5.05软件构建系统进化树,分析该基因在不

同物种间的亲缘关系。
1.6 实时荧光定量 PCR 技术检测 Dmrt4 基因的相

对表达量

  根据团头鲂已知序列设计Dmrt4基因及内参

基因18SrRNA 和 ACTB的实时荧光定量 PCR
(qRT-PCR)引物(表1),采用双标准曲线相对定量

方法对团头鲂Dmrt4基因在成鱼各组织、胚胎至出

膜30d发育各时期及性腺发育各时期的表达进行

测定。通过对2个内参基因表达量的分析发现18S
rRNA的稳定性明显高于ACTB,因此本试验即以

18SrRNA作内参基因进行相对定量的分析。标准

曲线以10倍倍比稀释质粒为模板,样品和标准曲线

用相同的反应体系和反应条件,每个标准及所有样

品均做3个重复,另做3个无模板的阴性对照。实

时荧光定量PCR反应体系:ddH2O6.45μL,Ex
TaqBuffer1.25μL,EvaGreen1μL,GSPPrimer
(10μmol/L)0.25μL,dNTP(10μmol/L)0.2μL,Ex
Taq (5U/μL)0.1μL,模板1μL。反应条件:95℃
30s;95℃5s,57℃20s,72℃20s,40个循环。

2 结果与分析

2.1 团头鲂 Dmrt4 基因 cDNA 序列分析

通过 RACE-PCR 技 术,得 到 Dmrt4基 因 的

cDNA全长序列,分析发现在团头鲂中至少存在

Dmrt4的2种剪接形式(图1),该基因的选择性剪

接现象发生在5′端。其中 Dmrt4acDNA长1265
bp,5′端非翻译区长31bp,编码352个氨基酸,含

DM和DMA2个结构域;Dmrt4bcDNA长1081bp,

5′端非翻译区长60bp,编码281个氨基酸,仅含

DMA1个结构域,3′端非翻译区均为175bp。

图1 团头鲂Dmrt4基因的2个选择性剪接体

Fig.1 ThetwoisoformsofDmrt4geneinMegalobramaamblycephala
2.2 团头鲂 Dmrt4 基因推测氨基酸序列的分析

Dmrt4基因编码的氨基酸包含2个结构域

(图2)。团头鲂Dmrt4a基因编码的氨基酸序列含

DM和DMA2个结构域,分子质量为38ku,理论

等电点pI为9.07,酸性氨基酸占9.66%,碱性氨基

酸占14.20%,极性不带电荷氨基酸占33.24%;

Dmrt4b基因编码的氨基酸序列仅含DM 结构域,
分子质量为30ku,理论等电点pI为6.31,酸性氨

基酸占10.32%,碱性氨基酸占11.74%,极性不带

电荷氨基酸占36.30%。团头鲂 Dmrt4基因的2
种剪接体编码的氨基酸相差71个氨基酸,其余部分

都相同。
2.3 团头鲂 Dmrt4 基因同源性比较和系统进化

分析

  BLAST分析发现,团头鲂Dmrt4氨基酸序列

与其他物种的同源性不高,这可能和已有该基因序

列的物种与团头鲂的亲缘关系较远有关。团头鲂

Dmrt4a氨基酸序列与半滑舌鳎(Cynoglossussem-
ilaevis)、牙鲆(Paralichthysolivaceus)、青鱂(Ory-
ziaslatipes)、奥利亚罗非鱼、剑尾鱼(Xiphophorus
hellerii)、东方暗鳍魨(Takifugurubripes)、非洲爪

蟾(Xenopuslaevis)的同源性分别为46%、47%、

46%、47%、45%、42%、43%,与 人(Homosapi-
ens)、牦牛(Bosmutus)、小鼠(Musmusculus)的同

源性均为40%;Dmrt4b氨基酸序列同源性分析与

Dmrt4a的结果基本相同,但同源性稍低。根据以

上物种,综合该基因2个亚型的氨基酸比对结果,运
用 MEGA5.05软件构建 NJ(bootstrap=1000)系
统进化树(图3),可以看出团头鲂与鱼类聚在一个

大支上,与牦牛、人的亲缘关系最远,与非洲爪蟾的

亲缘关系介于两者之间。
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 阴影表示氨基酸相同;“--”表示氨基酸缺失。Shadowregionindicatesidenticalaminoacide;“--”indicatesamimoaciddeletion.Meg:

团头鲂Dmrt4基因 Megalobramaamblycephala(Dmrt4);Cyn:半滑舌鳎Dmrt4基因 Cynoglossussemilaevis(Dmrt4);Ory:青鱂

Dmrt4基因Oryziaslatipes (Dmrt4);Ore:奥利亚罗非鱼 Dmo基因Oreochromisaureus (Dmo);Xip:剑尾鱼 Dmrt4基因 Xi-

phophorusmaculatus(Dmrt4);Bos:牦牛DMRT-likefamilyA1Bosgrunniensmutus(DMRT-likefamilyA1);Hom:人DMRT-like

familyA1Homosapiens(DMRT-likefamilyA1).

图2 团头鲂和其他物种Dmrt4氨基酸序列的比对

Fig.2 ThealignmentofDmrt4aminoacidsequencesinMegalobramaamblycephalaandotherspecies

图3 Dmrt4基因编码氨基酸序列的系统进化树

Fig.3 Phylogenetictreeoftheaminoacid

sequencesencodedbyDmrt4genes

2.4 团头鲂 Dmrt4 基因在胚胎至出膜后 30 d 发育

期表达分析

  Dmrt4基因在团头鲂胚胎发育及胚后30d均

有表达,其中,在受精后32h(即出膜前后)表达量

最高,受精后6h(即原肠胚期)仅次之,分别是受精

卵表达量的3.06倍和3.04倍。出膜至出膜后

30d,Dmrt4基因的表达量呈现先降低后升高的趋

势,在出膜后10d表达量最低,出膜后30d表达量

最高(图4)。
2.5 团头鲂 Dmrt4 基因在成鱼不同组织表达分析

  试验所取团头鲂成鱼不同组织中的雌雄性腺处
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在Ⅱ期和Ⅲ期之间。qRT-PCR分析显示,Dmrt4
基因在2+龄团头鲂各个组织中均表达,但是Dm-
rt4基因在团头鲂卵巢中表达量显著(P<0.01)高
于其他组织,是精巢表达量的9.3倍,是脾脏表达量

的38倍,在除卵巢外的其他各组织间表达量无显著

性差异(图5)。

 数据为平均值±标准误,**表示胚胎及胚后发育期具有显著

性差异(P<0.01),下图同。hpf:受精后时间/h;dph:出膜后时

间/d。Datawasmeans±SE;**indicatessignificantdifference

amongstagesofembryoandpostembryo(P<0.01),thesameas

below.hpf:Hourspostfertilizing;dph:Daysposthatching.

图4 Dmrt4基因在团头鲂胚胎及胚后发育期的表达

Fig.4 ExpressionofDmrt4geneinMegalobrama
amblycephaladuringembryoandpostembryodevelopment

 T:精巢 Testis;O:卵巢 Ovary;G:鳃 Gill;B:脑 Brain;H:心
脏 Heart;L:肝Liver;S:脾脏Spleen;K:肾脏 Kidney;M:肌肉

Muscle.
图5 Dmrt4基因在团头鲂成鱼组织的表达

Fig.5 ExpressionofDmrt4geneindifferentadulttissues
ofMegalobramaamblycephala

2.6 团头鲂 Dmrt4 基因在性腺不同分期表达分析

从图6可知,Dmrt4基因在团头鲂卵巢各期的

表达量明显高于精巢,这与团头鲂不同组织表达量

的分析结果是一致的。雌鱼Ⅱ期卵巢Dmrt4基因

的表达量最高,Ⅵ期表达量次之,这可能与Ⅵ期卵巢

退化到Ⅱ期有关,Ⅳ期表达量最低;雄鱼Ⅲ期精巢的

表达量最高,Ⅵ期表达量最低,Ⅱ期表达量稍高于

Ⅵ期。

 Ⅰ~Ⅵ指雌雄性腺的分期 Ⅰ-Ⅵrepresentsfemaleormalego-
nadogenesis.

图6 Dmrt4基因在团头鲂雌雄性腺不同分期的表达

Fig.6 ExpressionofDmrt4geneinMegalobrama
amblycephala’sgonadogenesis

3 讨 论

Dmrt基因家族共同的特点是都含有一个DM
保守结构域(除Dmrt8外[13]),根据DM 结构域的

氨基酸组成及结构特点推测其可形成一种特殊的

C2/H2锌指结构与DNA进行结合,在性别决定与

分化发育中起到调控作用[14]。另外,Dmrt3(Dmr-

tA3)、Dmrt4(DmrtA1)、Dmrt5(DmrtA2)3个基

因特有一个DMA结构域,组成Dmrt基因家族的

一个亚族(subfamily),该亚族基因都含有2个外显

子,第1个外显子编码DM结构域,第2个外显子编

码DMA结构域[15]。本文对团头鲂Dmrt4基因的

研究发现,Dmrt4a编码的氨基酸含有DM和DMA
2个结构域,Dmrt4b编码的氨基酸仅含有DMA结

构域。由此我们推测,团头鲂Dmrt4b基因在转录

时选择性地剪切掉了第1个外显子。DMA结构域

被证明在神经形成和神经系统发育类型方面起到一

定的作用。团头鲂Dmrt4b基因仅含有DMA结构

域,是否对神经系统形成起作用还有待于进一步的

研究。对脊椎动物Dmrt4基因编码的氨基酸进行

同源性比对,发现团头鲂该基因与其他物种的同源

性较低,最高为47%,但DM和DMA2个结构域的

同源性较高,结构域之外序列的同源性较低。

Dmrt基因被认为是一类整合性别、时空信息,

从而使一小部分细胞群发育成雌性或雄性性腺组织
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的特异性的发育调控因子[16]。Balciuniene等[17]通

过对小鼠 Dmrt1、Dmrt4、Dmrt7的定量结果研究

认为Dmrt基因在性腺发育过程中能独立地发挥作

用。小鼠中,Dmrt4基因在两性性腺中同等水平表

达[18],该基因的突变不会影响其正常的生存及繁

殖,但会对性腺组织发育及繁殖行为产生一定的影

响[17]。奥利亚罗非鱼中,Dmrt4基因仅在成鱼的

脑、垂体、卵巢中表达,用17β-雌二醇处理其鱼苗后,

Dmrt4基因的表达量显著升高[5]。Huang等[10]对

非洲爪蟾的研究发现,Dmrt4基因在脑组织中有表

达,且可以激活神经原质蛋白,对其嗅觉系统的神经

发生起重要作用。而 Winkler等[11]对青鱂的研究

发现,Dmrt4基因在两性性腺及成鱼的脑、眼、鳃、
肾表达。此外,剑尾鱼的原位杂交试验表明,Dmrt4
基因在嗅觉系统、前脑、鳃弓上可以检测,对其嗅觉

系统的发育起到一定作用[19]。对团头鲂成鱼不同

组织表达的研究发现,Dmrt4基因在两性性腺中都

有表达,且卵巢的表达量显著高于精巢和其他组织,
在鳃中的表达量也较高,这与Dmrt4基因在红旗东

方鲀[9]、大西洋鳕(Gadusmorhua)[20]的组织表达

情况相同。团头鲂中Dmrt4基因虽然在其他组织

中也有一定的表达,但表达量都较低。性腺不同分

期的定量结果显示其在团头鲂Ⅱ期卵巢中表达最

高,显著高于卵巢其他分期及精巢各分期的表达量,
表明Dmrt4基因可能对团头鲂卵母细胞初期的生

长起到重要作用,在雌鱼性腺发育过程发挥一定的

作用,此结果与奥利亚罗非鱼的研究结果[5]基本一

致。团头鲂胚胎及出膜后样品的实时荧光定量分析

表明,Dmrt4基因在胚胎期呈现上升趋势的表达,
并在出膜前后达到最高水平,这一结果与奥利亚罗

非鱼在胚胎至出膜后1d持续高表达的研究结果[5]

一致;但与青鱂直到幼鱼期才开始表达的结果[11]不

同。这些结果表明,Dmrt4基因在不同的物种中功

能有所差异,该基因为多功能的基因。根据Dmrt4
基因在团头鲂成鱼各组织、性腺各分期及发育早期

的表达特点,认为Dmrt4基因可能对团头鲂卵母细

胞初期的生长起到重要作用,在雌鱼性腺发育过程

中发挥重要的作用。
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MolecularcloningandexpressionanalysisofDmrt4
geneinMegalobramaamblycephala
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Abstract TheDmrt4genewasclonedfromtheovaryofMegalobramaamblycephalaviausing
rapidamplificationofcDNAends(RACE)PCR.TherelativeexpressionofDmrt4geneatdifferentsta-
gesofembryonicandpost-embryonicdevelopment,indifferentadulttissues,andatdifferentstagesof
gonadinM.amblycephalawereanalyzedbyquantitativereal-timePCR.Theresultsshowedthatthe
Dmrt4geneinM.amblycephalacontainsatleasttwoisoformsnamedDmrt4aandDmrt4b,respective-
ly.ThecDNAofDmrt4awas1265bpencoding352aminoacidscontainingDMandDMAdomains,and
thecDNAofDmrt4bwas1081bpencoding281aminoacidscontainingDMAdomain.Theaminoacids
sequencesofDmrt4genesinM.amblycephalahadhighidentitieswiththatofParalichthysolivaceus
andOreochromisaureus.TheDmrt4genewasexpressedfromembryoto30dph(dayposthatching)

continuouslyandreachedthepeakat32hpf(hourpostfertilization),thegeneexpressioninovarywas
significantly(P<0.01)higherthaninotheradulttissues,andthegeneexpressionatStageⅡoftheo-
varywassignificantly(P<0.01)higherthanthatofotherovarystagesandthetestisstages,suggesting
thattheDmrt4genemayplayavitalroleinprimaryoocytesandfemalegonaddevelopmentinM.am-
blycephala.

Keywords Megalobramaamblycephala;Dmrt4gene;molecularcloning;genedifferentialex-
pression;embryonicdevelopment;sexdeterminationanddifferentiation
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