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!"#$"%&$!!%"是果蝇发育中一种必需的体节极性
基因’()#*"+$"%&$ 编码的蛋白在胚胎体节发育和肢芽图
式形成中起着重要作用 ’, -./# 在高等脊椎动物中 #
!"+$"%&$ 基因家族至少含有 0%%!0&123 %"+$"%&$"$4%%
!41+251 %"+$"%&$"$6%%!6"7"89 %"+$"%&$": 种成分 ;:-</%

音猬因子!=&123 %"+$"%&$> 0%%"是 *% 在脊椎动物中的
同源基因之一# 是胚胎发育过程中由脊索产生的一种
因子#已相继在斑马鱼$鸡$鼠$人等不同物种中被发
现’?/% 0%% 是 !% 家族中表达最广泛的基因#在 !% 信号
传导通路中起主要作用%分泌性糖蛋白 0%%作为一种胞
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根据已报道的软骨鱼#硬骨鱼#两栖类#鸟类#哺乳类和人的 (-./0 )1231)-3 4())5基因序列$在 ()) 基因保守区设计一对简并
性引物$利用 678 技术从多鳍鱼 09:; 中扩增 ())基因% 结果显示$多鳍鱼 ()) 基因全长 % !<&=>$编码 ’!% 个氨基酸% 通过同源性
比较发现$多鳍鱼与肺鱼的同源性最高$为 ?!@$A$二级结构分析表明$()) 蛋白含有 &"@#%A的 ! 螺旋$!%@<#A的扩展线条和 ’#@<!A
的无规卷曲$不含 " 片层&并以蛋白质结构数据库!69B"中已解析的 ()) 蛋白的三维结晶结构C&9D为模板$利用 )EE>FGGHHH@1I>JKL@
-M3GKH/KKN-2G(OP((QRS9TU@)ENV 同源模建 ()) 蛋白的三维结构$为进一步研究 ()) 基因在胚胎体节发育和肢芽图式形成中的功
能奠定了基础%

多鳍鱼&())基因&分子进化&同源性分析
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外信号因子!"#参与脊椎动物胚胎发育的许多过程!它与
细胞在肢体"体节"神经管发育中的分化建立有关!调
节着神经管 $%&#’()*+,%-./0)+,$发育模式%肢体 1%2
&+/0.)3()%4(*0.)3()$发育模式%胚胎早期不对称发育模
式和体节形成模式 !5#!与多种器官如脑%脊索%肺脏%毛
发%眼%颌面结构%牙齿%四肢等的形态形成有关!67%68#’
多鳍鱼&9./.:+, ;3<=3)$的背鳍由一列尖棘状小鳍

组成!每 6 小鳍由 6 鳍轴骨支持着!并有一前后扁平的
硬鳍条(臀鳍较短!位于鱼体的后下部(胸鳍基部呈肉
质叶(腹鳍肉质叶较胸鳍小!距胸鳍较远(尾鳍呈歪形)
多鳍鱼体被菱形的厚硬鳞覆盖! 是远古时代遗留下来
的鱼类之一!由于其在进化关系上的地位特殊!所以有
活化石之称* 为了探明 9== 基因的结构和定义该基因
能否作为分子信标基因!本文从多鳍鱼的 <$>?中克隆
了 9==基因&9.;3@9==$!并对其基因序列与氨基酸序列
进行了分析! 为进一步研究多鳍鱼分子进化规律奠定
了基础*

8 材料与方法
848 多鳍鱼
本文共使用 68 尾多鳍鱼!来自北京自然博物馆水

生生物馆*
845 -7?提取与 "@7?合成
首先用 A)3B(, 试剂&C3;<(DEF$从多鳍鱼肌肉组织

中提取总 D>?!以总 D>? 为模板 !用 4’G>HI 随机引
物 +J3)*0 @90)+/’ <$>K 9L/0=.*3* 试 剂 盒 &2=+)M+<3+
E3(0.<=$反转录合成第一链 <N>1OP<N>KQ*
84< 简并性引物设计
根据已报道的软骨鱼"硬骨鱼"两栖类"鸟类"哺乳

类和人的 9== 基因序列! 在 9== 基因保守区设计一对
引物* 上游引物,RS@KACTUCTAVWUCKT&KCK@XS(下
游引物,RS@ATK&TAEC&&UNAKTYTZTKA@XS* 其中 U
代表 A 或 C(V 代表 C!A 或 T(W 代表 A!T 或 K( & 代
表 K 或 C( N 代表 C!A 或 K(Y 代表 A 或 T( Z 代表 K
或 T*
以 P<N>K 为模板 !用上%下游引物!参照 A+[+D+

\]A+^ 2TD试剂盒&A+[+D+$进行 2TD 扩增* 2TD 反应
总体积为 _7 !F! 模板添加量为 7!_ !:* 2TD 程序如
下,首先 5‘"热变性 ‘ M3/a加入 \]A+^ 酶(再 5b"热变
性 6 M3/!然后 RR"退火 6 M3/%c8"延伸 X M3/* 2TD反
应在 2TD \]4).**仪上进行 X7 个循环*反应产物经 8d
琼脂糖电泳!用 C\>\TF\?> 试剂盒&Eef676$回收 6
877;4 左右的条带! 然后与 A@\+*L 载体 &2)(M+:+$连
接! 转化 gZ675 感受态细胞( 再用 heK\i "试剂盒
&heKC\>$ 纯化重组质粒 ! 用 KEe 2De9Z E3: NL.
2)3M.) TL<,. 9.^j./<3/: D.+’L D.+<03(/ 试剂盒和 KVe
Xcc型 N>K自动测序仪&2.)[3/ \,M.) 公司$从 Ac 引物

端测定阳性克隆基因序列*
84= !(( 基因序列分析与分子进化系统树的构建
根据已报道的软骨鱼%硬骨鱼%两栖类%鸟类%哺乳

类和人 9== 氨基酸序列!利用 N>KM+/ 软件!采用 k2C
法绘制分子系统树*
846 !(( 基因二级结构的预测与三级结构的同源构建
应用 \i2K9Y 服务器 &=004lmmnnno.]4+*Lo<=m0((,*m$

上的 CfD法预测 9==蛋白的二级结构* 以蛋白质结构
数据库 &2NE$ 中已解析的 9== 蛋白的三维结晶结构
&XN$ 为 模 板 ! 利 用 =004lmmnnno.]4+*Lo():m*n3**M(’m
9pe99@ZfN\Fo=0M,同源模建 9== 蛋白的三维结构!应
用 D+*M(,法分析软件绘制其结构图*

5 结果
548 !(( 基因的扩增与酶切鉴定
以多鳍鱼 <N>K 为模板!用上%下游引物进行 2TD

扩增!产物经 6d琼脂糖凝胶电泳!在 6 8qq ;4 左右处
有一特异性条带* 将扩增产物回收%纯化!插入 A载体!
经 !"#De酶切鉴定! 在大约 X qqq ;4 和 6 8qq ;4 处分
别有一条特异性的条带!与预期结果相符&图 6$*

545 !(( 基因序列分析
将鉴定阳性克隆进行基因测序 ! 并输入 NNEgm

\ZEFmC./E+/[ 进行 ;,+*0 比对分析!结果显示!多鳍鱼
9== 基因全长 6 8rX ;4! 编码 b86 个氨基酸 ! 在第
8b!R6!6q8!6‘X!65‘!XbR 和 XcX 位氨基酸处分别含有
一个半胱氨基酸!可以形成 X 对二硫键!结果如图 8 所
示*
54< !(( 基因同源性比较
将多鳍鱼 9== 氨基酸序列与已报道的软骨鱼%硬

骨鱼%两栖类%鸟类%哺乳类和人 9== 氨基酸序列进行
比较! 结果发现, 多鳍鱼与爬行类的同源性最高!达
‘8oXd(和哺乳类的同源性在 rRo5d!rrobd之间&图 X$*
值得一提的是! 所有动物的 9== 基因在 6!8qq 氨基酸
处高度保守!同源性达 5qd以上* 这可能是脊椎动物所
特有的保守区域! 还没有研究表明无脊椎动物的 9==
基因有相应的结构*

图 8 !(( 基因的扩增与酶切鉴定
A#+4 8 B*$"CD)E()D$F#F )G !(( +$%$ -’HIJ- ED)K:"C L%K

D$");M#%L%C ’N$LF,N.$"C)DF K#+$FC$K M, !"#-O

?DC#"*$F
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!(’ )**基因分子系统进化树的构建
根据已报道的软骨鱼!硬骨鱼!两栖类!鸟类!哺乳

类和人 !"" 氨基酸序列"利用 #$%&’( 软件"采用 )*+
法绘制分子系统树"结果如图 ,所示#
!($ )**基因二级结构的预测与三级结构的同源构建
应用 -.*%!/ 服务器上的 012 法预测 !"" 蛋白

的二级结构"!"" 蛋白含有 345678的 ! 螺旋"不含 " 片
层"975:68的扩展线条和 ,65:98的无规卷曲$并以蛋白
质结构数据库%*#;&中已解析的 !"" 蛋白的三维结晶
结构 <3=>为模板 "利用 "??@ABBCCC5DE@’FG5HIJBFCKFF&HLB

!MN!!OP1=-Q5"?&R 同源模建 !"" 蛋白的三维结构"结
果如图 S所示’

& 讨论与结论
!"" 是胚胎发育过程中由脊索产生的一种因子"它

是一种重要的发育调控因子"参与体内多种发育过程"
包括神经管的定型!肢体的发育!细胞表型的定向诱导
等T9U’ 本研究首先克隆了在动物进化上有特殊位置的多
鳍鱼 !"" 基因" 对其多态性! 三级结构进行了量化分
析’ !""基因分子系统进化树所表现出的物种之间的亲

图 ! )** 基因序列分析
+,-( ! ./01234,52 627/2802 985 9:,83 90,5 3; )** -282 ;<3: 6982-91 =,0*,<

研究论文

!$

C M Y K



!"#$%"$ & ’$"(%)*)+, -$.#$/ 0112 3)*4 56 7)4 85 9!:; 7)4 5<=>

图 < !(( 氨基酸序列比较分析
注! "?#表示缺失$%@&表示同源

A#+4 < B*#+%;$%C )D !(( +$%$ DE); C($ F$%$+G* H#"(#E G%I I#DD$E$%C .$EC$HEGC$
7)C$J K?KGHF$%CL K@K();)*),):F
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缘关系与传统形态学研究得到的结

果有很高的符合率!本文的研究结果
表明"!"" 基因可以作为一种可靠的
分子信标基因用于对动物分类学的

研究#为进一步进行多鳍鱼的进化研
究奠定了基础!
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图 ’ /00 基因分子进化系统树的构建
1234 ’ 567),879+ :0;763)-)<2, <+)) 6* /00 3)-)

图 $ /00 蛋白三级结构的同源构建
1234 $ =+)>2,<)> &? .<+8,<8+) 6* /00 :+6<)2-
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