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韩光杰，孙　俊，李传明，刘　琴，徐　健
（江苏里下河地区农业科学研究所，江苏扬州２２５００７）

　　摘要：研究苏云金芽孢杆菌原生质体制备与再生的最佳条件，为进一步提高原生质体转化率打下基础。通过酶解
法对苏云金芽孢杆菌库斯塔克亚种工业生产菌株（Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓｓｓｐ．ｋｕｒｓｔａｋｉ）２６７１原生质体的制备及再生条
件进行了研究，考察了菌体生长状态、溶菌酶浓度、处理时间等影响因素，采用 ＰＥＧ法对大质粒进行原生质转化。结
果表明，对数生长前期的菌体（培养３ｈ），以ＳＭＭＬ作渗透压稳定剂，溶菌酶浓度７ｍｇ／ｍＬ，４０℃下酶解４０ｍｉｎ，原生
质体生成量可达５．７×１０７个／ｍＬ，再生率可达１４．１％。在此条件下，采用ＰＥＧ法可将大质粒ｐＬＴＶ１－ｅｐ成功转化宿
主菌，转化率为０．３ＣＦＵ／μｇ。
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　　苏云金芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ，简称 Ｂｔ）是使用
最为广泛的生物农药［１］。目前，已经从Ｂｔ的不同亚种中分离
了超过１００种杀虫晶体蛋白［２－３］，但每个亚种的致病力又极

其有限。插入外源基因构建工程菌是提高其杀虫效果的有效

方法之一。Ｂｏｕｒｇｏｕｉｎ等将球形芽孢杆菌的毒素基因成功转
入Ｂｔ并表达［４］。Ｂａｒｂｏｚａ－Ｃｏｒｏｎａ等将几丁质酶基因导入 Ｂｔ
中，并分析了工程菌孢子及杀虫晶体的形成情况［５］。

目前，工程菌的构建主要采用原生质体转化和电转化。

Ｙｕ等通过电转化将ｃｙｔ１Ａａ和ｃｒｙ１１Ａａ导入Ｂｔ中产生工程菌
ＴｎＸ，并将Ｂｔ菌株Ｓ１８４－Ｔｅｔ与ＴｎＸ进行原生质融合，形成了
新的重组菌 ＴｎＹ［６］。Ａｋａｍａｔｓｕ等利用原生质体转化将质粒
ｐＣ１９４、ｐＵＢ１１０、ｐＣＢ１、ｐＡＣ３２Ｒ２成功导入枯草芽孢杆菌［７］。

然而在构建Ｂｔ工程菌时多采用电转化［８－１０］，对原生质体转化

的研究则相对较少，与电转化相比，原生质体转化相对温和，不

需转化设备，获得阳性转化子的概率较大，在试验条件不足、感

受态形成受阻或大质粒转化时，原生质转化显得尤其重要。

不同Ｂｔ菌株的理化性质、毒素基因的遗传定位都不尽相
同［１１］，这就决定了每个菌株的原生质形成条件是不同的。研

究表明，菌龄、溶菌酶的浓度、处理时间等对原生质体的形成

有很大影响［１２］，原生质体的形成率与再生率也影响着原生质

转化效率［１３］。本研究通过对苏云金芽孢杆菌库斯塔克亚种

原生质体形成的影响因素、再生率及大质粒原生质转化的分

析，建立起一套完整的原生质体转化方法，为基因工程改良奠

定了技术基础，也为不同菌株原生质转化提供了一种模式。

１　材料与方法

１．１　菌株和质粒
苏云金芽孢杆菌库斯塔克亚种（Ｂ．ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓｓｓｐ．

ｋｕｒｓｔａｋｉ２６７１）为实验室野外分离菌株，具有高效杀虫活性，已
工业化生产。质粒 ｐＬＴＶ１－ｅｐ为笔者所在实验室构建含增
效蛋白基因的Ｔｎ９１７转座子载体，其大小为２３．３ｋｂ。
１．２　试剂及培养基

溶菌酶购于碧云天生物公司，ＰＥＧ６０００购于上海生工。
２×ＳＭＭ：０．１ｍｏｌ／Ｌ顺丁烯二酸，０．５ｍｏｌ／Ｌ蔗糖，０．０２ｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ。ＳＭＭＬ：由２×ＳＭＭ和４×ＬＢ等体积混合而成。

ＤＭ３再生培养基：每 １００ｍＬ含 １．６ｇ琼脂粉，５０ｍＬ
１ｍｏｌ／Ｌ琥珀酸钠（ｐＨ值 ７．３），２ｇ酪蛋白氨基酸水解物，１ｇ
酵母膏，０．７ｇＫ２ＨＰＯ４、０．３ｇＫＨ２ＰＯ４、０．２３４ｇＮａＣｌ、３ｍＬ
２０％葡萄糖、５００μＬ２％牛血清白蛋白。
１．３　原生质体的制备和再生

参考Ｂｉａｎｃａ等的方法［１２，１４］，并进行优化。从新鲜平板上

挑一单菌落，接种于５ｍＬＬＢ培养基中，３０℃、２５０ｒ／ｍｉｎ培养
过夜后以１％接种量转接到新鲜的２５ｍＬＬＢ培养基中，振荡
培养３ｈ。离心收集菌体，用４ｍＬＳＭＭＬ重悬，加２００ｍｇ／ｍＬ
溶菌酶至终浓度为７ｍｇ／ｍＬ，４０℃、１００ｒ／ｍｉｎ培养５０ｍｉｎ至
８５％的细胞变为原生质体。将原生质体离心去掉酶液，悬于
ＳＭＭＬ中，经稀释后涂布于ＤＭ３再生培养基上，培养２～３ｄ，
计算原生质体的形成率及再生率。计算方法为：

形成率＝（Ａ－Ｂ）／Ａ×１００％；
再生率＝（Ｃ－Ｂ）／（Ａ－Ｂ）×１００％。

式中：Ａ、Ｂ分别为溶菌酶处理前后在 ＬＢ培养基上的菌落数；
Ｃ为溶菌酶处理后在高渗培养基上的菌落数。
１．４　原生质体的转化

根据Ｃｈａｎｇ等的方法进行优化［１５］。培养２ｄ后，计算转化率。
１．５　转化子的检测

挑取抗性平板的单菌落，接种于红霉素（１５μｇ／ｍＬ）抗性ＬＢ
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培养基中，３０℃、２５０ｒ／ｍｉｎ培养过夜后，提取质粒，ＰＣＲ检测。

２　结果与分析

２．１　菌体生长状态对原生质体形成的影响
细胞的菌体生长状态是决定苏云金芽孢杆菌原生质体形

成的重要因素。在转接培养时，分别取对数前、中、后、稳定期

的菌体制备原生质体，研究菌体生长状态对原生质体形成的

影响，使用５ｍｇ／ｍＬ的溶菌酶处理菌体，４２℃水浴１ｈ后镜
检。从图１中可以发现，对数早期，转接培养３ｈ的菌体能形
成大量的原生质体，培养４ｈ后原生质体形成减少，且有很多
杆状菌体存在。随着培养时间的延长，原生质体的形成量逐

渐降低，对数后期和稳定期基本不形成原生质。

２．２　溶菌酶浓度对原生质体形成的影响
收集培养至对数前期３ｈ的菌体，用ＳＭＭＬ重悬，分别以

１、２、３、４、５、６、７、８、９ｍｇ／ｍＬ９个不同浓度的溶菌酶在４２℃，
１００ｒ／ｍｉｎ下酶解１ｈ，结果见图２。原生质体形成时酶浓度对
其有极大影响。当溶菌酶浓度为１ｍｇ／ｍＬ时，原生质体的形
成率最小，为５３．１％；随着溶菌酶浓度的提高，原生质体形成
率越来越大，当溶菌酶浓度为９ｍｇ／ｍＬ时，原生质体的形成
率达到９５％，但溶菌酶浓度越高，原生质体形成率就越低。
原生质体形成率达到８５％以上基本能满足试验要求，此时溶
菌酶浓度为７ｍｇ／ｍＬ。

２．３　酶解温度对原生质体形成的影响
温度对酶解作用有双重影响，温度升高，酶解作用加快，

温度降低，酶解时间延长，原生质体被毒害作用增加。分别以

３２、３５、３７、４０、４２℃ ５个温度酶解１ｈ进行试验，结果见图３。
随着温度升高，原生质体的形成率变大，４２℃酶解１ｈ，原生
质体形成率能达到 ９４．４％，但原生质体的形成量很低。在
４０℃ 时，原生质体的生成量相对较高，形成率达到８７．９％。

２．４　酶解时间对原生质体形成的影响
溶菌酶对细菌的质膜会有一定的破坏，因此酶解时间的

长短会严重影响原生质体的再生。将菌体分别酶解 ３０、
４０、５０、５５、６０ｍｉｎ后稀释涂布再生培养基，结果见表１。酶解
温度４０℃时，随着酶解时间的增长，原生质体的形成率逐渐
增大，原生质体的形成量在酶解 ５０ｍｉｎ时达到最大，为
７．４×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，但原生质体再生率在酶解４０ｍｉｎ达到最
大值，为１４．１％，酶解６０ｍｉｎ后，原生质体基本上不能再生。
２．５　原生质体的转化与检测

使用带有红霉素抗性的质粒ｐＬＴＶ１－ｅｐ转化Ｂ．ｔｈｕｒｉｎｇ
ｉｅｎｓｉｓｓｓｐ．ｋｕｒｓｔａｋｉ２６７１，转化率为０．３ＣＦＵ／μｇ。挑取阳性转
化子，经菌落ＰＣＲ扩增，结果有２．７ｋｂ左右大小的目的条带，
与预期大小一致，表明得到的转化子为阳性（图４）。

３　讨论

苏云金芽孢杆菌作为微生物杀虫剂，在中国被广泛应用，

基因工程杀虫菌的研究为提高杀虫活性和杀虫谱提供了重要
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表１　酶作用时间对原生质体形成及再生的影响

酶解时间

（ｍｉｎ）
原生质体数

（ＣＦＵ／ｍＬ）
原生质体形成率

（％）
原生质体再生率

（％）

３０ １．９×１０７ ６１．３ １０．７
４０ ５．７×１０７ ８７．６ １４．１
５０ ７．４×１０７ ９３．７ ６．２
５５ ７．２×１０７ ９４．１ ０．７
６０ ５．４×１０７ ９７．３ ０．０５

方向。前人在构建工程菌的时候多采用电转化。电转化理论

上的转化效率较高，但质粒较大时就很难转化，且缓冲液配方

的选择是形成感受态的关键因素。相关方面前人已有较多研

究［９－１０，１６－１８］，制作不同的电击缓冲液，并摸索了电击转化条

件等影响因素，质粒ｐＬＴＶ１－ｅｐ均不能被转化。可能由于该
质粒大于１５ｋｂ，电击转化相对较难，且该菌株不易形成感受
态。原生质体转化则从理论上来讲，所有菌株都应该可以被

成功转化的，除非有限制修饰系统。然而在形成原生质体的

时候，会受到各个因素的影响，比如菌体培养时间、溶菌酶浓

度、酶解温度、酶解时间等。本研究从上述因素分析了

Ｂ．ｔｈｕｒｔｉｎｇｉｅｎｓｉｓｓｓｐ．ｋｕｒｓｔａｋｉ２６７１菌株原生质体的形成条件、
再生率及转化。

苏云金芽孢杆菌为革兰氏阳性细菌，细胞壁较壁中肽聚糖

层厚，原生质体较难制备。菌龄过大，细胞壁致密，对酶有抗

性，原生质体形成较难；菌龄较小，制备的原生质体大小不均，

量小且易破裂不易再生。本研究采用１％接种量培养３ｈ后，
获得稳定性好、形成率高的原生质体。相关文献报道，在培养

时添加甘氨酸，可以直接形成原生质体，本研究按此方法，在转

接时添加４％的甘氨酸培养４ｈ后，形成了原生质体，但原生质
体的形成量极低，且菌液黏稠，不适宜用于原生质转化。

不同的细菌还需要调整原生质体制备液各组分的含量和

ｐＨ值。相关研究表明，增加马来酸的含量可以提高原生质体
的形成率，本研究在使用含０．０２ｍｏｌ／Ｌ马来酸的制备液时，
原生质体很难形成，但含量增加到０．１ｍｏｌ／Ｌ时，原生质体形
成就相当稳定。细胞酶解的ｐＨ值也随着酶和菌种的特性而
定。韩璞等在ｐＨ值为８．０的溶液中制备了罗伊氏乳杆菌原
生质体［１９］；Ｂｏｉｘｅｔ等在ｐＨ值７．０的溶液中制备保加利亚乳
杆菌的原生质体［２０］；莫静燕等在 ｐＨ值６．５的溶液中制备了

地衣芽孢杆菌的原生质体。本研究选用溶菌酶最适的 ｐＨ值
６．５的条件下制备了原生质体，研究结果表明，只有当菌龄很
低的时候，才能形成原生质体，菌龄超过３ｈ后，原生质体形
成率就很低，可能由于菌龄增大，细胞壁厚度增加，不利于溶

菌酶的作用。在后期的研究中发现，提高 ｐＨ值至８．０时，原
生质的形成不受菌龄的影响，但再生率下降。

本研究对Ｂ．ｔｈｕｒｔｉｎｇｉｅｎｓｉｓｓｓｐ．ｋｕｒｓｔａｋｉ２６７１原生质体的
研究主要集中在制备、再生方面，但原生质体最终目的是用于

ＤＮＡ转化。在质粒转化的研究中，主要参考 Ｃｈａｎｇ等的方
法［１５］，选用４０％ ＰＥＧ６０００介导，成功获得阳性转化子。在保
证原生质体感受状态的条件下，原生质体的转化效率还与质

粒的构型、选择标记相关。本研究在电转化无法进行的情况

下，利用原生质体转化成功获得阳性转化子，但转化效率还很

低，原生质体的形成和转化还有待继续优化。
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１９９８，６２：７７５－８０６．
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ｉｓｒａｅｌｅｎｓｉｓａｎｄｔｈｅｉｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，１９９０，５６（２）：３４０－３４４．

［５］Ｂａｒｂｏｚａ－ＣｏｒｏｎａＪＥ，Ｏｒｔｉｚ－ＲｏｄｒíｇｕｅｚＴ，ｄｅｌａＦｕｅｎｔｅ－ＳａｌｃｉｄｏＮ，
ｅｔａｌ．Ｈｙｐｅｒｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｃｈｉｔｉｎａｓｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓｃｒｙｓｔａｌｔｏｘｉｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ａｎｄｓｐｏｒｕｌａｔｉｏｎｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ［Ｊ］．ＡｎｔｏｎｉｅｖａｎＬｅｅｕｗｅｎ
ｈｏｅｋ，２００９，９６（１）：３１－４２．

［６］ＹｕＪ，ＰａｎｇＹ，ＴａｎｇＭ，ｅｔａｌ．Ｈｉｇｈｌｙｔｏｘｉｃａｎｄｂｒｏａｄ－ｓｐｅｃｔｒｕｍｉｎ
ｓｅｃｔｉｃｉｄａｌＢａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｂｙｕｓｉｎｇｔｈｅｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ
Ｔｎ９１７ａｎｄｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｆｕｓｉｏｎ［Ｊ］．ＣｕｒｒｅｎｔＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００１，４３（２）：
１１２－１１９．

［７］ＡｋａｍａｔｓｕＴ，ＴａｇｕｃｈｉＨ．ＰｌａｓｍｉｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｅｔｅｎｔＢａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓｂｙｌｙｓｅｄｐｒｏｔｏｐｌａｓｔＤＮＡ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅａｎｄＢｉｏ
ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２０１２，１１４（２）：１３８－１４３．

［８］ＫａｌｍａｎＳ，ＫｉｅｈｎｅＫＬ，ＣｏｏｐｅｒＮ，ｅｔａｌ．Ｅｎｈａｎｃｅｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆ
ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＢａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓｓｔｒａｉｎｓｃａｒｒｙｉｎｇａｎ
ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｃｒｙｓｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｇｅｎｅｉｎｔｈｅｉｒｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ［Ｊ］．Ａｐｐｌｉｅｄａｎｄ
ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，１９９５，６１（８）：３０６３－３０６８．

［９］李　林，邵宗泽，喻子牛．电脉冲法转化苏云金芽孢杆菌ＢＭＢ１７１
的研究［Ｊ］．微生物学通报，２０００，２７（５）：３３１－３３４．

［１０］刘　萍，夏立秋，胡胜标，等．外源基因在苏云金杆菌染色体上
的定点整合及表达［Ｊ］．微生物学报，２００８，４８（５）：６６１－６６６．

［１１］ＦｉｓｃｈｅｒＨＭ，ＬüｔｈｙＰ，ＳｃｈｗｅｉｔｚｅｒＳ．ＩｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｐｌａｓｍｉｄｐＣ１９４
ｉｎｔｏＢａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓｂｙｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｐｌａｓｍｉｄ
ｔｒａｎｓｆｅｒ［Ｊ］．ＡｒｃｈｉｖｅｓｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，１９８４，１３９（２／３）：２１３－２１７．

［１２］莫静燕，陈献忠，王正祥．地衣芽孢杆菌原生质体的制备、再生
及转化研究［Ｊ］．生物技术，２００９，１９（５）：７５－７７．
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［１３］张义正，刘白玲，何先祺．影响枯草杆菌原生质体转化的因素

［Ｊ］．微生物学通报，１９９７，２４（４）：２１０－２１３．
［１４］ＷａｓｃｈｋａｕＢ，ＷａｌｄｅｃｋＪ，ＷｉｅｌａｎｄＳ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆｒｅａｄｉｌｙ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｂｌｅＢａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓｍｕｔａｎｔｓ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏ
－ｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００８，７８（１）：１８１－１８８．

［１５］ＣｈａｎｇＳ，ＣｏｈｅｎＳＮ．ＨｉｇｈｆｒｅｑｕｅｎｃｙｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂ
ｔｉｌｉｓｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓｂｙｐｌａｓｍｉｄＤＮＡ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ＆ＧｅｎｅｒａｌＧｅｎｅｔ
ｉｃｓ，１９７９，１６８（１）：１１１－１１５．

［１６］唐雪明，邵蔚蓝，王正祥，等．地衣芽孢杆菌感受态细胞的形成
及高效电转化［Ｊ］．生物技术，２００２，１２（４）：１３－１５．

［１７］ＬｕＹＰ，ＺｈａｎｇＣ，ＬｖＦＸ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅｅｌｅｃｔｒｏ－ｔｒａｎｓｆｏｒｍａ

ｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｉｍｐｒｏｖｉｎｇｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｆｏｒＢａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ［Ｊ］．ＬｅｔｔｅｒｓｉｎＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１２，５５（１）：９－１４．

［１８］ＹａｎｇＭＭ，ＺｈａｎｇＷＷ，ＢａｉＸＴ，ｅｔａｌ．Ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎｉｓａｆｅａｓｉｂｌｅ
ｍｅｔｈｏｄｔｏｉｎｔｒｏｄｕｃｅｃｉｒｃｕｌａｒｉｚｅｄｏｒｌｉｎｅａｒｉｚｅｄＤＮＡｉｎｔｏＢ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙＲｅｐｏｒｔｓ，２０１０，３７（５）：２２０７－
２２１３．　

［１９］韩　璞，田洪涛，苑社强，等．罗伊氏乳杆菌原生质体的制备与
再生条件的研究［Ｊ］．中国食品学报，２０１０，１０（１）：１０－１８．

［２０］ＢｏｉｚｅｔＢ，ＦｌｉｃｋｉｎｇｅｒＪＬ，ＣｈａｓｓｙＢＭ．ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｂｕｌｇａｒｉｃｕｓｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓｂｙｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅＤＮＡ［Ｊ］．Ａｐｐｌｉｅｄａｎｄ
ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，１９８８，５４（１２）：３０１４－３０１８．

张　颖，李　冰，朱　健，等．异育银鲫中科３号ＭＳＴＮ基因的克隆与序列分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１４，４２（１１）：４０－４４．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１４．１１．０１１

异育银鲫中科３号 ＭＳＴＮ基因的克隆与序列分析
张　颖１，２，李　冰２，朱　健１，２，蒋高中１，２

（１．南京农业大学无锡渔业学院，江苏无锡２１４０８１；２．中国水产科学研究院淡水渔业研究中心，江苏无锡 ２１４０８１）

　　摘要：采用同源克隆和末端快速扩增（ｒａｐｉｄａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ，ＲＡＣＥ）方法分离克隆了异育银鲫（Ａｌｌｏｇｙｏｇｅ
ｎｅｔｉｃｓｃｒｕｃｉａｎｃａｒｐ）中科３号肌肉生长抑制素（ｍｙｏｓｔａｔｉｎ，ＭＳＴＮ）基因全长ＤＮＡ，得到３３９４ｂｐ全长的ＤＮＡ，包含３段外
显子和２段内含子，其中２０９８ｂｐ的全长ｃＤＮＡ在ＮＣＢＩ数据库中进行序列比对后，确定为异育银鲫中科３号 ＭＳＴＮ
基因。对推测的ＭＳＴＮ基因氨基酸序列进行同源性比对和系统分析显示：ＭＳＴＮ基因在异育银鲫与斑马鱼及其他鱼
类间的氨基酸序列相似度为７３．５％～９８．０％，与鲤鱼ＭＳＴＮ基因相似度最高（９８．０％），不同物种间ＭＳＴＮ的氨基酸序
列较为保守。用半定量ＲＴ－ＰＣＲ检测ＭＳＴＮ基因在异育银鲫心、肠、肌、脑、鳃和肝的相对表达量结果表明，ＭＳＴＮ基
因在脑中含量最高，其次是肌、鳃、心、肠，在肝脏中含量最低。

　　关键词：异育银鲫；肌肉生长抑制素；同源法克隆；末端快速扩增法；序列分析；组织表达分析
　　中图分类号：Ｓ９１７．４；Ｑ７８５　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１４）１１－００４０－０５
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资助项目：国家科技支撑计划（编号：２０１２ＢＡＤ２５Ｂ０７）；中央级公益性
科研院所基本科研业务费专项基金（编号：２０１３ＪＢＦＣ０８）。

作者简介：张　颖（１９８８—），女，江苏南通人，硕士研究生，研究方向
为水产动物遗传育种及养殖生物学。Ｅ－ｍａｉｌ：８６７４５１２８０＠
ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：蒋高中，博士，研究员，主要从事渔业文化与科技发展、渔

业科技史等研究。Ｔｅｌ：（０５１０）８５５５０７０２；Ｅ－ｍａｉｌ：ｊｉａｎｇｇｚ＠ｆｆｒｃ．ｃｎ。

　　鲫鱼是我国重要的淡水经济养殖鱼类，异育银鲫（Ａｌｌｏ
ｇｙｏｇｅｎｅｔｉｃｓｃｒｕｃｉａｎｃａｒｐ）中科３号是当前主要的鲫鱼养殖品种
之一。该品种是中国科学院水生生物研究所淡水生态与生物

技术国家重点实验室桂建芳研究员等技术人员利用银鲫的双

重生殖方式，从高体型（Ｄ系）异育银鲫（♀）与平背型（Ａ系）
异育银鲫（♂）交配所产后代中选育出来，再经异精雌核培育
而来的异育银鲫第３代新品种［１］。中科３号异育银鲫具有生
长速度快、遗传性状稳定等优点［２－４］，作为经济鱼类，其肌肉

的生长发育是重要的生长过程，受分子水平调控等多因素的

影响［５］。

肌肉生长抑制素（ｍｙｏｓｔａｔｉｎ，ＭＳＴＮ）又称生长分化因子－
８（ｇｒｏｗｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ－８，ＧＤＦ－８），属于转化生长因
子－β（ｔｒａｎｓｆｏｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－β，ＴＧＦ－β）超家族，是肌肉

发育和生长的负调控因子［６］。该基因是ＭｃＰｈｅｒｒｏｎ等于１９９７
年在小鼠骨骼肌的 ｃＤＮＡ文库中发现的，试验表明，ＭＳＴＮ基
因敲除后的小鼠会发生肌细胞的增生与肥大，从而导致骨骼肌

大量增加的现象［６］；牛中ＭＳＴＮ基因的自然缺失与突变也已被
发现，突变结果导致ＭＳＴＮ基因失活，肌肉增生［７－８］。

目前，已有不少关于ＭＳＴＮ基因克隆及作用机制的研究，
包括哺乳类［９－１１］、鸟类［１２－１４］动物，在鱼类的研究中，也有不

少物种的ＭＳＴＮ基因被报道，包括斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）［８，１５］、
虹鳟（Ｏｎｃｏｒｈｙｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ）［１６］、大麻哈鱼（Ｓａｌｍｏｓａｌａｒ）［１７］、莫
桑比克罗非鱼（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｍｏｓｓａｍｂｉｃｕｓ）［１８］、斑点叉尾 （Ｉｃ
ｔａｌｕｒｕｓｐｕｎｃｔａｔｕｓ）［１９］、石首鱼（Ｕｍｂｒｉｎａｃｉｒｒｏｓａ）［２０］、奥利亚罗
非鱼（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓａｕｒｅｕｓ）［２１］、

!

鱼（Ｅｌｏｐｉｃｈｔｈｙｓｂａｍｂｕｓａ）［２２］、
军曹鱼（Ｒａｃｈｙｃｅｎｔｒｏｎｃａｎａｄｕｍ）［２３］、牙鲆（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓｏｌｉｖａ
ｃｅｕｓ）［２４］、勒氏笛鲷 （Ｌｕｔｊａｎｕｓｒｕｓｓｅｌｌｉｉ）［２５］、黄 颡鱼 （Ｐｅｌ
ｔｅｏｂａｇｒｕｓｅｆｕｌｖｉｄｒａｃｏ）［２６］、泥 鳅 （Ｍｉｓｇｕｒｎｕｓａｎｇｕｉｌｌｉｃａｕｄａ
ｔｕｓ）［２７］、真鲷（Ｃｈｒｙｓｏｐｈｒｙｓｍａｊｏｒ）［２８］、鳙鱼（Ａｒｉｓｔｉｃｈｔｈｙｓｎｏｂｉｌ
ｉｓ）［２９］等。鱼类ＭＳＴＮ基因除在骨骼肌中表达外，还可在其他
组织如脑、心脏、肾、肠、精巢、鳃、脾、眼、肝等中表达［２２，３０］，

不同于哺乳动物和鸟类的表达谱［３１－３２］。试验表明，ＭＳＴＮ
基因功能缺失可以导致斑马鱼肌肉数量和体积的增加［１５］。

ＭＳＴＮ通过内分泌、自分泌和旁分泌３种不同的作用途径发
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