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摘要:本研究采用RT-PCR和RACE相结合的方法,从长江流域重要的经济鱼类黄颡鱼(Tachysurusfulvidraco)中克隆

了与减数分裂密切相关基因Scp3的全长cDNA,并对它的序列、系统进化、组织和细胞表达模式进行了研究。克隆得到

的Scp3cDNA全长为1143bp,编码240个氨基酸;系统进化分析表明黄颡鱼Scp3蛋白与同为鲇形目(Siluriformes)的
斑点叉尾鮰(Ietaluruspunetatus)Scp3蛋白同源性最高;序列分析结果表明,黄颡鱼Scp3蛋白含有脊椎动物Scp3蛋白保

守的卷曲螺旋结构域(Coiledcoildomain)和2个保守基序(CM1和CM2);组织和细胞表达模式的研究显示Scp3基因仅

表达于黄颡鱼雌雄性腺:1)在精巢中仅表达于初级精母细胞和次级精母细胞;2)在卵巢中仅在初级生长期和卵黄发生前

期表达。本文首次从黄颡鱼中克隆得到Scp3全长cDNA并对其进行组织和细胞表达模式的研究,为后续研究脊椎动物

生殖细胞的分化及其相互作用奠定了基础。
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Scp3(Synaptonemalcomplexprotein3)蛋白是联会复合体蛋白的核心组分之一,仅表达于减数分裂时期的

生殖细胞,对脊椎动物的减数分裂有重要作用[1-2]。由于Scp3基因表达的特异性,故常被作为生殖细胞分化(尤
其是减数分裂)的标记基因广泛使用[3]。目前,对Scp3基因功能的研究主要集中在哺乳类,在鱼类的研究仅集

中在模式物种如青鳉(Oryziaslatipes)、斑马鱼(Daniorerio)等,在经济鱼类的研究报道较少。黄颡鱼(Tachy-
surusfulvidraco)俗称黄腊丁,属鲇形目(Siluriformes)、鲿科(Bagridae)、黄颡鱼属(Pelteobagrus)[4],是一种小

型淡水底栖鱼类,在中国各大水系都有分布,主要分布于长江流域,是重要的经济鱼类。本研究采用RT-PCR和

RACE相结合的方法,在黄颡鱼中克隆了Scp3基因的全长cDNA序列,并对它在黄颡鱼中的组织和细胞表达模

式进行了研究,从而为深入研究经济鱼类的生殖细胞减数分裂及其调控机制提供依据。

1材料与方法

1.1全长cDNA的克隆

从黄颡鱼成鱼提取性腺总RNA,并测定它的浓度和质量。取1μg总RNA,经gDNAEraser(TaKaRa)去除

基因组DNA后,按PrimeScriptRTreagentKit(TaKaRa)说明书合成第一链cDNA。
根据GenBank(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)上公布的青鳉、斑马鱼、虹鳟(Oncorhynchusmykiss)、尼罗

罗非鱼(Oreochromisniloticus)、斑点叉尾鮰(Ietaluruspunetaus)等Scp3基因的cDNA序列,设计简并引物并

扩增黄颡鱼Scp3基因cDNA部分开放阅读框序列。扩增条件为:94℃变性3min;35个循环的94℃变性30s、

55℃退火30s、72℃延伸30s;72℃延伸8min。PCR产物经1.0%的琼脂糖凝胶电泳分离、染色后,经凝胶成

像系统分析。含目的片段的胶段经胶回收试剂盒(Geneview)回收后,将之亚克隆入pMD-19T载体中,随后用

CaCl2法转化到大肠杆菌DH5α,经蓝白斑筛选后,将阳性克隆送上海英俊公司(Invitrogen)测序。
根据测序验证后的部分开发阅读框序列设计RACE引物,扩增黄颡鱼Scp3基因cDNA的5′和3′末端,步

骤依照SmartTMRACEcDNAAmplificationkit(Clontech)说明书进行。根据测序得到5′序列和3′序列,进行拼

接。并进行End-to-EndPCR扩增验证。本实验所用引物见表1。
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1.2在各组织中的表达模式

解剖雌雄黄颡鱼成鱼各组织,提取1μg总RNA,用gDNAEraser去除基因组DNA后,合成第一链cDNA。
用Scp3-F和Scp3-R引物扩增,研究Scp3基因(367bp)在黄颡鱼各组织中的表达模式,并以β-actin(β-actinF/

R)基因(252bp)作为内参。含质粒和蒸馏水为模板扩增的产物分别作为阳性和阴性对照。扩增条件为:94℃变

性3min;25个循环的94℃变性30s、55℃退火30s、72℃延伸30s;72℃延伸8min。PCR产物在1.0%的琼

脂糖凝胶上电泳,EB染色后在凝胶成像系统上进行拍照和分析。

1.3序列分析和系统进化树的构建

采用DNAStar和ClustalX软件对黄颡鱼Scp3基因cDNA全长序列进行推导和多重序列对比。用 Mega
5.0软件构建系统进化树,进化树中的数值表示随机进行1000次计算的重复率,代表该进化树的可靠性。除黑

鲷(Acanthopagrusschlegelii)、欧洲海鲈(Dicentrarchuslabrax )和斑点叉尾鮰Scp3蛋白的部分氨基酸序列由

EST(序列号分别为AFV31618、CCH75803、FD375644)推导外,其他物种Scp3蛋白氨基酸序列均从GenBank
下载。相关物种名和序列号分别为:斑马鱼(NP_001035440)、虹鳟(NP_001117979)、尼罗罗非鱼(XP_

003439417)、青鳉(NP_001098182)、红鳍东方鲀(TakifugurubripesXP_003967343)、河鲀(Tetraodonnigro-
viridisCAF89756)、非洲爪蟾(XenopuslaevisNP_001072226)、鸡(GallusgallusXP_416330)、大鼠(Rattus
norregicusEDM17006)、人(HomosapiensNP_710161)、海鞘(CionaintestinalisXP_002125203)。

表1 黄颡鱼Scp3基因全长cDNA扩增引物

Tab.1 PrimersusedforcloningtheScp3genecDNAofPelteobagrusfilvidraco

引物名 序列 (5′~3′) 目的

Scp3-F GGTGTRGGGAATGARGTTC

Scp3-R CTCCATCTCACCATGTTCTTGA
扩增中间片段

Scp3-RF1 CTGAAAGGCAGCAACCAGAAAATAGAGC

Scp3-RF2 GGAGATGCTGTCAGTGCTGCGGC

Scp3-RF3 GCTATATGAGCAGTTTGTCAAGAACATGGAGG

Scp3-RR1 GCTCCAATGTTCACCTGTCACCAAGG

Scp3-RR2 CCATACAAGTTTGTGCAAACAAGCCAGC

Scp3-RR3 CATGGACTGTAGAGACTTCCTCACGGTGG

RACE

Scp3-F0 GGCAGCAACCAGAAAATAGAG

Scp3-R0 TCCAATGTTCACCTGTCACC
组织分布

β-actinF GCTGTGCTGTCCCTGTATG

β-actinR GTGCCCATCTCCTGCTCG
扩增内参

CDSIII ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-d(T)30N-1N

SMARTIV AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTACGGCCGGG

UP CTAATACGACTCACTATAGGGC

NUP AAGCAGTGGTATCAACACGCAGAGT

Long CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT

SmartTMRace通用引物

1.4原位杂交

1.4.1cRNA探针的制备 根据测序结果,将含有Scp3基因cDNA片段的重组质粒线性化,采用地高辛标记系

统(Roche),利用T7RNA聚合酶(Promege)体外转录反义链cRNA探针。

1.4.2原位杂交 解剖出黄颡鱼雌雄成鱼性腺,在4%PFA中,4℃固定16h。随后在乙醇(DEPC)和二甲苯中

脱水、透明,并在60℃包埋。石蜡组织切片经常规二甲苯脱蜡、梯度酒精复水和0.85×PBS润洗后,蛋白酶K
室温消化12min,用甘氨酸抑制蛋白酶K活性。随后经4%PFA重新固定和0.25%乙酰酐溶液乙酰化;切片在

60℃下预杂交1h后,加入地高辛标记的Scp3cRNA探针,60℃杂交过夜。杂交后经柠檬酸钠缓冲液(2×
SSC)和DIGBufferI洗涤,DIGBufferII室温封闭至少1h,加入1/2000地高辛抗体anti-DIG-AP室温孵育30
min(Roche),BufferI洗涤3×15min,用NBT和BCIP显色,封片、拍照。
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   注:方框Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ分别表示保守序列1(CM1)、卷曲螺旋结构域和保守序列2(CM2),下划线分别

示起始、终止密码子。

图1 黄颡鱼Scp3基因cDNA及推导的氨基酸序列

Fig.1 YellowcatfishScp3cDNAanddeducedaminoacidsequence

2结果

2.1序列分析

克隆 到 的 黄 颡 鱼 Scp3
cDNA全长为1143bp,包含

5′非 编 码 区 (Untranslated
region,UTR)45bp,3′UTR
375bp,开放阅读框(ORF)

723bp,编码240个氨基酸

(图1)。该cDNA 在 NCBI
上的序列号为KJ633047。图

2为多重序列对比结果,其中

显示黄颡鱼Scp3蛋白具有

所有脊椎动物Scp3保守的

基 序:卷 曲 螺 旋 结 构 域

(Coiledcoildomain)、保守基

序 1(Conserved motif1,

CM1)和 保 守 基 序 2(Con-
servedmotif2,CM2)。

注:方框Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ分别表示保守序列1(CM1)、卷曲螺旋结构域和CM2。

图2 黄颡鱼与其他脊椎动物Scp3蛋白多重序列比对分析

Fig.2 MultiplealignmentofScp3sofyellowcatfishandothervertebrates

2.2系统进化分析

系统进化分析结果表明,鱼类和四足类Scp3蛋白明显分为两支。其中,黄颡鱼Scp3蛋白在鱼类中与同为
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注:数值表示随机进行1000次计算的重复率;*:部分序列。

图3 黄颡鱼与其他脊椎动物Scp3的系统进化树

Fig.3 PhylogeneticanalysiswithScp3sequencesof

yellowcatfishandothervertebrates

鲇形目的斑点叉尾鮰的亲缘关系最近,其次为鲤形目

(Cypriniformes)的斑马鱼,再与鲑形目(Salmoniformes)
的虹鳟和鲈形目(Perciformes)的尼罗罗非鱼Scp3蛋

白汇为一支,而与四足类Scp3蛋白亲缘关系较远;与
尾索动物(Urochordata)海鞘Scp3蛋白亲缘关系最远

(图3)。

2.3组织表达模式

组织表达模式结果表明,Scp3基因仅在黄颡鱼性

腺(精巢和卵巢)中表达(图4),而在其他非性腺组织中

没有表达,精巢中的表达水平略高于卵巢。

2.4在性腺中的细胞表达模式

封二彩图5A、B为黄颡鱼精巢和卵巢的组织学对

照。原位杂交结果显示,Scp3基因仅在黄颡鱼精巢和

卵巢的生殖细胞中表达。在卵巢中,黄颡鱼Scp3基因

仅表达于初级生长期和卵黄生成期(封二彩图5C);在
精巢中,Scp3基因在初级精母细胞和次级精母细胞中

  注:T:精巢;O:卵巢;H:心脏;Sp:脾脏;HK;头肾;K:肾脏;I:肠;P:垂体;

B:脑;M:肌肉;L:肝脏;NC:阴性对照;PC:阳性对照;β-actin 基因作为内参基

因。

图4 Scp3在黄颡鱼各组织中的表达

Fig.4 TissueexpressionpatternofScp3inyellowcatfish

有表达,在其他时期的生殖细胞中不表达(封二

彩图5D)。

3讨论

Scp3蛋白是脊椎动物雌雄生殖细胞中联会

复合体形成的必需组分,在染色体联会、减数分

裂和精子发生中起重要的作用[6]。序列分析和

多重序列对比表明,黄颡鱼Scp3蛋白主要由一

个位于中心的α螺旋区和位于两侧无螺旋的N末端和C末端构成,存在两个保守基序即CM1和CM2,这与其

他脊椎动物Scp3蛋白的结构保持高度一致[7]。系统进化分析显示,黄颡鱼与其他脊椎动物Scp3蛋白的同源性

都较高,其中与同为鲇形目的斑点叉尾鮰的Scp3蛋白同源性最高。因此,可以推测黄颡鱼Scp3蛋白与其他脊

椎动物Scp3蛋白功能极为相似。
通过RT-PCR分析可知,黄颡鱼Scp3基因特异表达于雌雄性腺,且雄性性腺中表达量略高于雌性,与南方

鲇(Silurusmeridionalis)、尼罗罗非鱼和黑脊倒刺鲃(Spinibarbirbuscaldwelli)的研究相同[8-9];这种表达差异

可能与鱼类雄性性腺正常功能的维持密切相关。
目前,对鱼类Scp3基因的研究较少,主要集中在虹鳟[10]和青鱂[11-12]等少数物种。本研究发现,在卵巢中,黄

颡鱼Scp3基因仅表达于初级生长期和卵黄生成期,在其他时期的生殖细胞中不表达。由此可以推测,黄颡鱼

Scp3基因在生殖细胞早期发育尤其在减数分裂过程中至关重要,而对生殖细胞后期发育的作用不明显。与虹鳟

和尼罗罗非鱼的研究相似,该基因主要表达于精巢初级精母细胞[8,10],暗示与Scp3蛋白可能也在黄颡鱼减数分

裂中起重要作用。但不同的是,黄颡鱼Scp3基因不仅表达于初级精母细胞,在次级精母细胞中也有表达。有研

究发现,黑脊倒刺鲃Scp3基因不仅表达于初级精母细胞,在精原细胞也有表达[9]。因此可以推测,鱼类Scp3基

因在精巢中的细胞表达模式可能存在明显的物种差异性,其中原因还需进一步研究。
本研究首次从重要的经济养殖鱼类黄颡鱼中克隆了减数分裂的分子标记基因Scp3。通过RT-PCR和原位

杂交的方法,研究了Scp3基因的组织和细胞表达模式,这不仅为后续硬骨鱼类研究提供了初步数据,也为深入

研究脊椎动物生殖细胞的分化及相互作用奠定基础。
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AnimalSciences

MolecularCloningofScp3GenecDNAandItsExpressionin
YellowCatfish(Tachysurusfulvidraco)

WUDi,LIYingwen,ZHUMin,KUANGYuchan,LIUZhihao
(SchoolofLifeSciences,ChongqingEngineeringResearchCenterofBioactiveSubstances,

ChongqingKeyLaboratoryofAnimalBiology,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:Inthepresentstudy,fulllengthScp3(synaptonemalcomplexprotein3)cDNAwasisolatedbyreversetranscriptionpoly-
merasechainreaction(RT-PCR)andrapidamplificationofcDNAends(RACE)inyellowcatfish(Tachysurusfulvidraco),andthe
sequenceandphylogeneticanalyses,tissueandcellexpressionpatternswerefurtherexamined.TheisolatedyellowcatfishScp3gene
was1143bpinlength,containinga45bp5′untranslatedregion(UTR),a375bp3′UTRanda723bpopenreadingframe
(ORF),encoding240aminoacids(aa).Phylogeneticanaylsisrevealedthatthehighhomologyofthisproteinbetweenyellowcatfish
andchannelcatfish.MultiplealignmentofvertebrateScp3srevealedthatyellowcatfishScp3sharedcommondomainsconservedin
vertebrates,namely,conservedmotif1(CM1),CM2andcoiledcoildomain.Tissuedistributionanalysisshowedthat,yellowcat-
fishScp3wasexpressedexclusivelyintestisandovary.Inthetestis,yellowcatfishScp3wasexpressedinprimaryandsecondary
spermatocytes.Burintheovary,yellowcatfishScp3wasexpressedintheprimarygrowth(PG)andprevitellogenic(PV)oocytes.
ThisisthefirsttimetocloneScp3(germcellmeiosisrelatedgene)cDNAfromyellowcatfish,tissueandcellexpressionpatterns
werefurtherexamined.Theresultsofthestudyareimportantforresearchesonthedifferentiationofgermcellsandtheirinterac-
tionsinvertebrates.
Keywords:yellowcatfish(Tachysurusfulvidraco);Scp3gene;molecularcloning;expressionpatterns
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