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贵州草海鲫鱼Spo11基因的克隆、生物信息学和表达分析
*
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摘要:【目的】探索环境内分泌干扰物壬基酚(Nonylphenol,NP)对贵州草海鲫鱼(Carassiusauratus)Spo11 基因表达的影

响。【方法】通过PCR方法克隆实验鱼Spo11 基因,利用生物信息学方法分析SPO11蛋白的氨基酸序列、理化性质和结

构特点;并设置1个对照组和低、中、高共3个不同剂量NP处理组,用NP质量浓度分别为0,25,50和100μg·L-1的水

体浸浴实验鱼28d后,检测各组实验鱼Spo11 基因的表达情况。【结果】Spo11 基因cDNA 序列长度为1471bp(Gen-
Bank登录号:MF66470),包括66bp的5′非翻译区、编码383个氨基酸的1152bp的开放阅读框和253bp的3′非翻译

区。预测SPO11蛋白质相对分子质量为43.23kDa,等电点IP为6.89,主要由亮氨酸、丝氨酸和缬氨酸组成。该蛋白是

含有信号肽的不稳性亲水蛋白,二级结构以α-螺旋和无规则卷曲为主。与对照组实验鱼的Spo11 基因相对表达量相比,

中剂量和高剂量的NP处理组实验鱼Spo11 基因相对表达量均有所升高,与前者的差异均具有统计学意义(p<0.05)。
【结论】环境内分泌干扰物NP可以影响贵州草海鲫鱼Spo11 基因的表达。
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减数分裂时,SPO11(MeioticproteincovalentlyboundtoDSBhomolog,SPO11)蛋白参与DNA双链断裂的

形成,并且能与 Mre11(MRE11homolog,doublestrandbreakrepairnuclease),Rad50(RAD50doublestrand
breakrepairprotein),NBS1(Nijmegenbreakagesyndrome1)等蛋白一起形成蛋白质复合体参与染色体重组[1]。
目前,Spo11 基因在硬骨鱼类中的研究主要集中在日本鳗鲡(Anguillaanguilla)、斑马鱼(Daniorerio)和尼罗罗

非鱼(Oreochromisniloticus)中[2-4]。壬基酚(Nonylphenol,NP)是一种典型的环境内分泌干扰物,在世界上多条

河流中均检测到这一物质[5-8]。目前,有关NP对硬骨鱼类影响的研究主要集中在生殖毒性和生物累积方面,而
有关NP对鱼类减数分裂影响方面的研究较为少见[9-15]。因此,本研究以贵州草海中主要经济鱼类鲫鱼(Caras-
siusauratus)为研究对象,通过PCR克隆得到Spo11 基因的cDNA序列,并通过生物信息学方法,对SPO11蛋

白的氨基酸序列、理化性质和结构特点进行了分析。同时,本研究还使用含有不同剂量NP的水体浸浴鲫鱼,检
测Spo11 基因的表达情况。研究结果有望为后续有关Spo11 基因功能的研究以及有关环境内分泌干扰物对鱼

类减数分裂影响的研究提供基础资料。

1材料与方法

1.1总RNA提取和cDNA合成

研究用鲫鱼捕自贵州省威宁县草海湖。在实验室暂养7d后取实验鱼性腺,液氮速冻后-80℃冰箱保存。
总RNA提取步骤按RNAisoReagent试剂操作流程进行。用大连宝生物公司试剂盒合成cDNA第一链。

1.2Spo11基因克隆

从笔者所在实验室草海鲫鱼性腺转录组数据中分离出Spo11 基因序列,设计特异性引物Spo11-F和Spo11-
R(表1)。以性腺cDNA为模板,通过PCR反应得到Spo11 基因序列。25μL反应体系为:10×LAPCR缓冲液

2.5μL,25mmol·L-1MgCl22.5μL,dNTPs1.0μL,10μmol·L-1上述两种引物各1.0μL,LATaq0.5μL,
模板1.0μL,ddH2O15.5μL。反应程序为:95℃预变性5min;95℃变性30s,52℃退火30s,72℃延伸90s,
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32个循环;72℃延伸8min。目的片段用凝胶回收试剂盒(BioFlux,Tokyo,Japan)回收。回收产物进行亚克隆,
参考文献[16]的方法进行相关操作。

1.3SPO11蛋白的生物信息学分析

从NCBI数据库中下载以下生物的SPO11蛋白氨基酸序列:人(Homosapiens)(GenBank登录号:NP_

036576.1)、小鼠(Musmusculus)(GenBank登录号:NP_001077429.1)、家鸡(Gallusgallus)(GenBank登录号:

XP_001232076.2)、非洲爪蟾(Xenopuslaevis)(GenBank登录号:XP_018090447.1)、斑马鱼(GenBank登录号:

NP_991245.1)、青鳉(Oryziaslatipes)(GenBank登录号:XP_004070604.1)、鲤鱼(Cyprinuscarpio)(GenBank
登录号:XP_018931692.1)、尼罗罗非鱼(GenBank登录号:XP_003439029.1)、日本鳗鲡(GenBank登录号:

BAE86870.1)、拟果蝇(Drosophilasimulans)(GenBank登录号:XP_002082235.1),并用拟果蝇的这一序列做

外类群,用 MEGA7构建系统进化树。氨基酸序列比对用Genedoc软件进行。开放阅读框预测网址为http://

bioinf.ibun.unal.edu.co/servicios/sms/orf_find.html。信号肽预测网址为http://www.cbs.dtu.dk/services/

SignalP-3.0/。CpG岛预测网址为http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/cpgplot。氨基酸理化性

质预测网址为http://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam。蛋白质二级结构预测网址为https://

npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl? page=/NPSA/npsa_sopm.html。蛋白质空间结构预测网址为

https://swissmodel.expasy.org/。

1.4NP处理方案和Spo11基因表达分析

表1 引物序列

Tab.1 Primersequences

引物名称 引物序列 目的

Spo11-F 5′-AGCTACAACTACAGCGAGAC-3′

Spo11-R 5′-TTGACAAAGAAAGGGAAG-3′
普通PCR

Spo11-QF1 5′-ACCAGATTTGCCCTAACT-3′

Spo11-QR1 5′-GTCGCATCCTTCTCCACTA-3′
定量PCR

β-actin-QF2 5′-GGCATCACACCTTCTACAACG-3′

β-actin-QR2 5′-CGGTCAGGATCTTCATGAGG-3′
内参

1.4.1处理方案 将NP溶于溶质体积分数为95%的乙醇溶液中,配成NP质量浓度为2g·L-1的母液。浸浴

处理时,分别向装有100L水的鱼缸中加入0,1,2和4mL母液,使鱼缸内水体中NP质量浓度分别为0,25,50
和100μg·L-1,分别作为1个对照组和低、中、高共3个不同剂量NP处理组的培养水体。每个NP处理组设置

3个小组,对照组设置1个小组,总共10个小组。从暂养7d的实验鱼中,选取80尾健康个体随机平均分配到每

个小组中,每小组8尾。浸浴处理时间为28d。浸浴期间每日9:00和17:00各饱食投喂1次实验鱼,水温范围

控制在18~20℃,溶氧质量浓度范围为6~8mg·L-1,水体pH控制在7.5左右。浸浴处理结束后,取各组实

验鱼的性腺检测Spo11 基因表达情况。

1.4.2Spo11 基因表达分析 总RNA提取和cDNA合成方法同本文1.1部分。25μL反应体系为:SYBR襆

PremixExTaqTMII(TaKaRa公司)12.5

μL,10μmol·L-1 的 Spo11-QF1,Spo11-
QR1,β-actinQF2和β-actinQR2共4种引物

各1μL,模板2μL,无酶水3.5μL。反应条

件参见试剂盒,定量PCR引物具体信息见表

1。采用Excel2013和SPSS21软件整理和

分析数据,定量PCR结果用2-ΔΔCt法表示,
各组数据之间的多重比较采用单因素方差分

析中的 LSD和 Ducan法进行,当p<0.05
时,比较结果具有统计学意义。

2结果

2.1Spo11基因序列及SPO11蛋白的氨基酸序列、理化性质

通过PCR扩增得到草海鲫鱼Spo11 基因(GenBank登录号:MF66470)cDNA序列长度为1471bp。该序

列包括66bp的5′非翻译区、编码383个氨基酸的1152bp的开放阅读框和253bp的3′非翻译区。对不同物种

SPO11蛋白的氨基酸序列比对结果显示,脊椎动物中SPO11蛋白的氨基酸序列在N-末端相似性较低,草海鲫

鱼SPO11蛋白与鲤鱼、斑马鱼、罗非鱼、日本鳗鲡、青鳉、非洲爪蟾、小鼠、鸡、人和拟果蝇SPO11蛋白的氨基酸序

列相似度分别为85%,83%,68%,68%,66%,63%,63%,60%,57%和35%(图1)。系统进化分析显示,脊椎动

物中四足类和硬骨鱼类分别聚成两个大的分枝,且本研究中草海鲫鱼SPO11蛋白跟鲤鱼SPO11蛋白聚在一枝

(图2)。这一结果表明进化树可以准确地反映出所选物种的进化关系,也基本符合它们的系统演化关系。

SPO11蛋白的理化性质分析结果显示:草海鲫鱼Spo11 基因cDNA序列编码的蛋白质相对分子质量为
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43.23kDa,等电点为6.89,共包含负电荷氨基酸(天冬氨酸和谷氨酸)47个,正电荷氨基酸(精氨酸和赖氨酸)47
个。预测该蛋白的分子式为C1918H3085N523O574S18,原子总数为6118个。SPO11蛋白主要由亮氨酸、丝氨酸和

缬氨酸组成,分别占氨基酸总数的10.4%,9.7%和8.1%,半衰期为30h。预测该蛋白的不稳定指数为53.47,
表明它是不稳定的蛋白质。SPO11蛋白的总平均亲水指数为-0.088,说明它是亲水性蛋白。

此外,CpG岛预测结果显示,Spo11 基因cDNA序列在101~338bp处胞嘧啶或鸟嘌呤含量较高。SignalP
3.0Sever分析也表明,该段序列包含信号肽的概率为99.8%。

图1 SPO11蛋白的氨基酸序列比对

Fig.1 AlignmentoftheaminoacidsequencesofSPO11protein

2.2SPO11蛋白结构预测

2.2.1二级结构 通过SOPM预测草海鲫鱼SPO11蛋白二级结构,结果显示其中无规则卷曲、α-螺旋、延伸链和

β-折叠的比例分别约为37.6%,35.76%,20.63%和6.01%(封二彩图3)。在NCBI已公布的SPO11蛋白预测
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二级结构中,鲤鱼SPO11蛋白无规则卷曲,α-螺旋,延伸链和β-折叠的比例分别约为35.55%,34.27%,20.97%
和9.21%;而非洲爪蟾SPO11蛋白上述4种结构分别约为32.98%,33.51%,23.32%和10.19%;人SPO11蛋

白上述4种结构则分别约为34.6%,42.42%,14.39%和8.59%。通过对上述数据的比较不难发现,脊椎动物的

SPO11蛋白二级结构相对保守,且贵州草海鲫鱼和鲤鱼SPO11蛋白二级结构更为相似。

2.2.2空间结构 利用SWISS2MODEL预测贵州草海鲫鱼SPO11蛋白的空间结构[17-19],结果显示该蛋白的空

间结构主要是由9个α-螺旋和无规则卷曲组成(封二彩图4)。预测结果还显示,鲤鱼、非洲爪蟾和人的SPO11
蛋白的空间结构也均主要由9个α-螺旋和无规则卷曲组成。这表明在脊椎动物中,SPO11蛋白的空间结构相对

保守。

2.3NP对Spo11基因表达的影响

定量PCR结果显示:对照组和低剂量NP处理组的实验鱼Spo11 基因相对表达量无统计学意义上的差异;
中、高剂量NP处理组实验鱼Spo11 基因相对表达量均高于对照组实验鱼Spo11 基因相对表达量,与后者的差

异均具有统计学意义(p<0.05);中、高剂量NP处理组实验鱼Spo11 基因相对表达量无统计学意义上的差异。

    
  注:进化树用 MEGA7构建,以拟果蝇SPO11为外类群;

图上数字表示进化枝在经过1000次计算后出现的次数

图2 SPO11蛋白系统进化树

Fig.2 PhylogenetictreeofSPO11protein

注:不同字母代表组间数据差异具有统计学意义(p<
0.05),每组样本量n=5

图5 NP对Spo11基因表达的影响

Fig.5 EffectsofnonylphenolonexpressionofSpo11gene

3讨论

SPO11蛋白是减数分裂染色体重组时不可或缺的蛋白质,因此可被用作生殖细胞减数分裂时的特异标

记[4,20]。本研究从草海鲫鱼中成功克隆到Spo11 基因,编码383个氨基酸。序列分析显示,草海鲫鱼SPO11蛋

白与鲤鱼SPO11蛋白氨基酸序列的相似度最高,与斑马鱼SPO11蛋白氨基酸序列的相似度次之。系统进化分

析也表明,草海鲫鱼SPO11蛋白与其他硬骨鱼类SPO11蛋白聚在一枝,然后与四足类聚在一枝,这也证实该蛋

白确为SPO11蛋白。蛋白质理化性质分析结果显示,草海鲫鱼SPO11蛋白主要是由亮氨酸和丝氨酸组成;NC-
BI中公布的鲤鱼、非洲爪蟾和人的SPO11蛋白也主要是由这两种氨基酸组成。对该蛋白的结构预测表明,

SPO11蛋白的二级结构和空间结构在脊椎动物中也是相对保守的。因此,本研究得到的上述结果为今后研究

SPO11蛋白在贵州草海鲫鱼中的功能奠定了基础。

NP通过影响硬骨鱼类生殖器官的发育以及正常功能从而间接影响鱼类的生存和繁殖[21-22]。本研究中,一
定剂量的NP可以明显上调草海鲫鱼性腺中Spo11 基因的表达。已有研究表明,孕激素和雌激素均可以诱导远

东哲罗鱼(Huchoperryi)和草鱼(Ctenopharyngodonidella)性腺中Spo11 基因的表达[23]。而孕激素受体拮抗

剂米非司酮则可以明显抑制尼罗罗非鱼性腺中Spo11 基因的表达[4]。本研究中一定剂量的NP诱导草海鲫鱼

Spo11 基因表达上调可能是由于NP具有雌激素活性,在生物体内可以模仿雌激素的作用,因此促进了Spo11 基

因的表达[23]。
总之,本研究成功从草海鲫鱼中克隆得到Spo11 基因,并对它编码的SPO11蛋白氨基酸序列的同源性进行

分析,预测了该蛋白的理化性质和结构特点;同时本研究还发现一定剂量的NP浸浴处理可明显上调草海鲫鱼

Spo11 基因表达,表明环境内分泌干扰物NP对鱼类Spo11 基因表达存在一定影响。
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AnimalSciences

Cloning,Bioinformatic,andExpressionAnalysisofSpo11Geneof
CrucianCarpinCaohaiLakeofGuizhouProvince

DONGRanran,CHENXiuyun,WANGGangyi,LÜChangqian
(CollegeofAnimalScience,GuizhouUniversity,Guiyang550025,China)

Abstract:[Purposes]ToexploretheeffectofenvironmentalhormoneNonylphenol(NP)ontheSpo11geneexpressionofthecrucian
carp(Carassiusauratus)inCaohailakeofGuizhouProvince.[Methods]ThecDNAofSpo11genewasclonedbyPCRincrucian
carp.Anditsphysico-chemicalpropertiesandstructurecharacteristicswereanalyzedbybioinformatics.Spo11geneexpressionwere
detectedafterthefishweretreatedwithNPmassconcentrationsof0,25,50,and100μg·L-1for28days.[Findings]Itwas
shownthatthesequenceofSpo11genewas1471bp(GenBankID:MF66470)inlength,containing66bp5′UTR,1152bpORF,

and253bp3′UTR.Thepredictedmolecularweightwas43.23kDa,andthevalueofPIwas6.89.Proteinsaremainlymadeupof
leucine,serineandvaline.Andtheproteinisanunstablehydrophilicproteincontainingsignalpeptide.Itssecondarystructureswere
showntobemainlyα-helixandrandomcoil.Comparedwiththecontrolgroup,therelativeexpressionofSpo11geneweresignifi-
cantlyhigherinmediumandhighconcentrationgroupsafterNPtreatment(p<0.05).[Conclusions]Itisshownthattheenviron-
mentalendocrinedisruptornonylphenolcanaffecttheSpo11geneexpressionofcruciancarpinCaohailakeofGuizhouProvince.
Keywords:cruciancarpinCaohailakeofGuizhouProvince;Spo11gene;genecloning;bioinformatics;nonylphenol
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