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　　摘要：为获得奥尼罗非鱼侧翼ＭＳＴＮ基因的３′未知序列以完成奥尼罗非鱼ＭＳＴＮ基因全序列的克隆，采用反向、
巢式、降落等３种ＰＣＲ技术对该未知序列进行克隆，对克隆到的序列进行测序，并与已有的奥尼罗非鱼ＭＳＴＮ基因核
苷酸序列进行比对，获得ＭＳＴＮ基因３′端１３７６ｂｐ新序列，从而完成奥尼罗非鱼ＭＳＴＮ基因全序列的克隆，为奥尼罗
非鱼ＭＳＴＮ基因功能的进一步研究以及奥尼罗非鱼的分子育种研究奠定基础。说明反向、巢式、降落 ＰＣＲ相结合是
扩增已知基因侧翼序列行之有效的方法。
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　　奥尼罗非鱼（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ×Ｏ．ａｕｒｅｕｓ）为奥利亚
罗非鱼父本同尼罗罗非鱼母本杂交获得的良种，雄性率高，生

长速度快，群体产量高，且抗病力强。因其肉白、富弹性、刺少

而被称为“白色三文鱼”，是联合国粮农组织向世界各国推荐

养殖的优良水产品之一，也是全球旺销的水产品之一［１］。肌

肉生长抑制素（ＭＳＴＮ，简称抑肌素）基因是转录生长因子 β
（ＴＧＦ－β）家族的一个成员，最先在小鼠中发现［２］，并且已有

研究证明该基因是哺乳动物骨骼肌生长发育的负调控因子。

有研究表明，该基因的功能在鱼与哺乳动物上一致，即均可抑

制骨骼肌生长，如转基因斑马鱼因 ＭＳＴＮ被抑制而使肌纤维
数量明显增加［３］；通过ＲＮＡ干扰沉默ＭＳＴＮ基因的斑马鱼表
现出体型巨大化［４］；ＭＳＴＮ基因显性失活形式的过表达导致
转基因青

!

的肌纤维数量在成年后加倍［５］；青
!

ＭＳＴＮ基因
的缺失，在幼鱼后期到成鱼初期表现为肌纤维数量的增加，随

后出现肌纤维的肥大，呈现“双肌”表型［６］。因此，笔者选择

反向、巢式、降落３种 ＰＣＲ技术克隆奥尼罗非鱼 ＭＳＴＮ基因
的３′侧翼序列，以有效获得这一未知序列，完成奥尼罗非鱼
ＭＳＴＮ基因全序列的克隆，从而为研究奥尼罗非鱼 ＭＳＴＮ基
因功能和分子育种奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试的奥尼罗非鱼由浙江省淡水水产研究所提供。限制

性内切酶 ＢａｍＨⅠ、ＸｈｏⅠ、ＸｂａⅠ、ＮｃｏⅠ、ＢｇｌⅡ、ＨｉｎｄⅢ，Ｔ４
ＤＮＡ连接酶，ｒＴａｑＤＮＡ聚合酶，ｄＮＴＰ，ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、

琼脂糖、大肠杆菌ＤＨ５α及质粒载体ｐＭＤ１９－Ｔｖｅｃｔｏｒ均购自
ＴａＫａＲａ公司。ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ凝胶回收试剂盒、ＡｘｙＰｒｅｐ质粒
小量制备试剂盒、ＡｘｙＰｒｅｐＰＣＲＣｌｅａｎ－ｕｐｋｉｔ均购自爱思进
生物技术（杭州）有限公司。此外，还有 ＥＤＴＡ、苯酚、三氯甲
烷、异戊醇等。

１．２　试验方法
１．２．１　ＤＮＡ的提取　采用经典的苯酚－三氯甲烷法提取鱼
血ＤＮＡ。２．０μＬＤＮＡ样品进行１．０％琼脂糖凝胶电泳，再结
合紫外分光光度计法检测所提取的ＤＮＡ的重量和浓度。
１．２．２　ＤＮＡ的酶切　参照限制性内切酶说明书进行酶切试
验，分别采用ＢｇｌⅡ、ＸｈｏⅠ、ＮｃｏⅠ、ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ、ＸｂａⅠ 等
６种限制性内切酶对基因组ＤＮＡ进行酶切，酶切反应总体积
为４０μＬ，３７℃水浴酶切１８ｈ。用电泳检测酶切效果，之后用
ＡｘｙＰｒｅｐＰＣＲＣｌｅａｎ－ｕｐｋｉｔ进行纯化，用２０μＬｄｄＨ２Ｏ洗脱以
去除限制性内切酶。

１．２．３　酶切片段的连接与酶切片段的连接环化　参照 Ｔ４
ＤＮＡ连接酶说明书进行连接，反应体系为 １００ｍＬ［包括
８２μＬｄｄＨ２Ｏ、１０μＬＴ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅＢｕｆｆｅｒ、６μＬ酶切产物（＞
５０ｎｇ／μＬ）和２μＬＴ４ＤＮＡ连接酶］，１６℃连接 ２１ｈ，再用
ＡｘＹＰｒｅｐＴＭ ＰＣＲＣｌｅａｎｕｐｋｉｔ进行纯化，以 １０μＬｄｄＨ２Ｏ洗
脱，获得５个酶切库。
１．２．４　引物设计与 ＰＣＲ扩增　已克隆到的奥尼罗非鱼
ＭＳＴＮ基因序列设计引物，由上海英骏公司合成。反向、巢式
ＰＣＲ第 １轮引物：１Ｓ为 ５′－ＣＴＴＣＴＴＣＣＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＣＴＣ
ＣＣＡＧＣＡＣ－３′，１Ａ为 ５′－ＣＴＡＣＣＣＡＣＴＣＡＣＴＧＴＧＧＡＣＴ
ＴＣＧＡＧＧＡＣ－３′；第 ２轮引物：２Ｓ为 ５′－ＴＣＧＴＡＣＴＧＡＴＣ
ＣＡＧＡＡＧＣＴＧＣＴＧＣＡ－３′，２Ａ为 ５′－ＣＣＣＣＡＡＣＡＡＡＧＡＴ
ＧＴＣＧＣＣＡＡＴＣＡＡ－３′。引物１Ｓ和１Ａ分别以各酶切库为模
板进行第１轮反向、巢式、降落ＰＣＲ，ＰＣＲ体系５０ｍＬ包括１０
ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ５μＬ、１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ４μＬ、１０ｐｍｏｌ／μＬ１Ｓ４μＬ；
１０ｐｍｏｌ／μＬ１Ａ４μＬ、２５ｎｇ／μＬ模板 ２μＬ、５Ｕ／μＬｒＴａｑ
０．４μＬ、ｄｄＨ２Ｏ３０．６μＬ。扩增程序：９５℃ 预变性 ４ｍｉｎ；
９５℃ 变性３０ｓ，７３、７１、６９、６７、６５、６３、６１℃退火４０ｓ，７２℃延
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伸３ｍｉｎ，每个退火温度均如此循环 ３次；９５℃变性 ３０ｓ；
５５℃ 退火 ４０ｓ，７２℃延伸 ３ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ。ＰＣＲ结束后电泳。

对ＰＣＲ产物进行３０倍稀释，以稀释后的 ＰＣＲ产物为第
２轮ＰＣＲ的模版，ＰＣＲ体系、程序同第１轮，只是引物为２Ｓ、
２Ａ，模版为４μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２８．６μＬ。ＰＣＲ结束后电泳。
１．２．５　ＰＣＲ产物克隆与测序　用 ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ凝胶回收试
剂盒回收和纯化ＰＣＲ扩增的目的片段。将纯化的ＤＮＡ片段
与ｐＭＤ－１９ＴＶｅｃｔｏｒ连接，构建重组质粒，转化感受态大肠杆
菌ＤＨ５α，ＰＣＲ法筛选重组子，摇匀，用ＡｘｙＰｒｅｐ质粒小量制备
试剂盒提取质粒，双酶切（ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ）鉴定正确后送往
上海英骏公司测序。

１．２．６　序列分析　采用 ＤＮＡｍａｎ软件进行序列分析，与
ＧｅｎＢａｎｋ数据库的相关序列进行核苷酸序列同源性比较。

２　结果与分析

２．１　奥尼罗非鱼ＭＳＴＮ基因３′侧翼序列的扩增与克隆
基因组 ＤＮＡ分别采用 ＢｇｌⅡ、ＸｈｏⅠ、ＮｃｏⅠ、ＢａｍＨⅠ、

ＨｉｎｄⅢ和ＸｂａⅠ进行酶切，结果见图１。由图１可知，Ｘ泳道
的基因组没切开，应舍弃；其余酶切较好，从上到下可看见弥

散的条带，分别纯化后连接作为 ＰＣＲ的模板库。第 １轮反
向、巢式、降落ＰＣＲ扩增结果见图２，未获得特异性的ＰＣＲ条
带。第２轮反向、巢式、降落ＰＣＲ扩增结果见图３，从ＢｇｌⅡ库
中扩增到约１４５０ｂｐ的特异性条带，从 ＮｃｏⅠ库中扩增出约
９６０ｂｐ的特异性目的条带，而从 ＢａｍＨⅠ、ＸｈｏⅠ和 ＸｂａⅠ库
中均未扩增出特异性目的条带。将所获得的２条特异性目的
条带进行克隆测序，将测序所获得的序列与已有的奥尼罗非

鱼ＭＳＴＮ基因序列进行核苷酸序列比对，获得３′端１３７６ｂｐ
新序列。

２．２　奥尼罗非鱼ＭＳＴＮ基因新获得序列分析
将所获得的新序列在网上进行在线Ｂｌａｓｔ分析，该新序列

与莫桑比克罗非鱼的ＭＳＴＮ基因序列相似度为９９％，与点带
石斑鱼和加州鲈的ＭＳＴＮ基因序列相似度为８５％，与尼罗尖
吻鲈的ＭＳＴＮ基因序列相似度为８１％。目前已经得到了奥
尼罗非鱼ＭＳＴＮ基因的全部序列，并已提交给 ＧｅｎＢａｎｋ，序列
号为ＫＣ５８３２５８。

３　结论与讨论

反向ＰＣＲ技术是由Ｏｃｈｍａｎ等研究开发的［７－８］，主要用

于扩增与已知ＤＮＡ序列相临的未知ＤＮＡ序列。对含有已知
序列及其相邻未知序列的基因组 ＤＮＡ样品用一种在已知序
列中无酶切位点的限制性内切酶进行酶切，再用 Ｔ４ＤＮＡ连
接酶使酶切片段连接环化，之后以环化的 ＤＮＡ库为模板，用
一对与已知序列两端特异性结合的引物向夹在中间的未知序

列部分进行扩增。该方法在很多研究中都有应用［７－１２］，本研

究利用该方法也成功得到了奥尼罗非鱼 ＭＳＴＮ基因 ３′端
１３７６ｂｐ的未知序列。

巢式ＰＣＲ在医学检测和分子生物学方面研究应用较
多［１３－１６］。该方法的原理是设计２对引物，第１次 ＰＣＲ采用
能扩增较大片段的引物，扩增结束后，采用能扩增较小片段的

引物，以第１次扩增的产物为模板进行第２次扩增，以增强扩
增的特异性。本研究设计了２对引物，先用扩增较大片段的
引物进行扩增，结果如图２所示，未扩增到单一的目的条带；
再用扩增较小片段的引物以第１次扩增产物为模板进行第２
次扩增，结果如图３所示，得到了非常单一、特异性的目的条
带，达到了试验的目的。由此可见，巢式 ＰＣＲ能有效获得特
异性目的片段。

降落ＰＣＲ是一种多循环ＰＣＲ，其原理是：随循环数增加，
退火温度逐渐降低，当退火温度低于解链温度（Ｔｍ≈１０℃）
时，则固定于该退火温度进行扩增，从而达到最佳扩增效

果［１７－１８］。起始退火温度可高于 Ｔｍ（约为５℃），然后每个循
环降低１～２℃或每几个循环降低１～２℃，直到退火温度低
于Ｔｍ（约为１０℃）。尽管退火温度最终降低到非特异性杂交
的Ｔｍ，但此时目的扩增产物已开始几何扩增，在剩余循环中
超过任何非特异性产物的扩增量。虽然降落 ＰＣＲ程序复杂，
但能非常有效地降低或避免假阳性［１９］，尤其对那些不了解的
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引物和目的模版匹配程度，比如在用简并引物进行扩增时，笔

者就曾经利用降落ＰＣＲ、简并引物顺利克隆了草鱼的ＰＫＲ基
因［２０］。对于Ｔｍ相近的ＰＣＲ反应可在同一循环条件下进行，
可大大提高工作效率［２１］。对不确定退火温度基因的扩增而

言，这是首选［２２］。由此可见，降落 ＰＣＲ在基因克隆上有较强
的优势，可用于普通ＰＣＲ难以扩增的基因片段。反向ＰＣＲ结
合巢式ＰＣＲ在低拷贝甚至是单拷贝基因的侧翼序列克隆时，
可显示其较好的特异性和灵敏度［２３］。本试验联合使用这３
种ＰＣＲ，有效获得了奥尼罗非鱼 ＭＳＴＮ基因的３′侧翼这一未
知序列，完成了奥尼罗非鱼ＭＳＴＮ基因全序列的克隆。

从本试验顺利成功的实施可以看出，反向、巢式、降落

ＰＣＲ相结合是扩增已知基因侧翼序列行之有效的方法。如
只采用反向ＰＣＲ（图２）不能获得目的条带，但结合巢式 ＰＣＲ
就得到了特异性目的条带。但反向、巢式 ＰＣＲ相结合，用普
通的ＰＣＲ程序进行扩增，本研究没有扩增到到任何条带，而
在此基础上采用降落 ＰＣＲ后扩增到了目的条带，说明３种
ＰＣＲ技术相结合可有效获得目的条带，提高效率。另外，该
方法比较经济，避免了使用 ＲＡＣＥ法的高昂费用。笔者计算
过该方法涉及到的试剂费用约需２５００元，而完成该试验每
种试剂只用了一点点；而ＲＡＣＥ法只１个１０次的３′ＲＡＣＥ试
剂盒就２０００元左右。再者，该方法操作严格度低，虽然步骤
繁琐，但都是在 ＤＮＡ上进行的，操作严格度相对宽松；而
ＲＡＣＥ法的对象是ＲＮＡ，操作与ＤＮＡ相比相对比较严格。由
此可见，反向、巢式和降落 ＰＣＲ技术相结合是克隆已知基因
旁侧序列经济、有效并可广泛使用的好方法，为科研工作者提

供了克隆已知基因旁侧序列的新途径。
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