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　　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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挥作用，可与成肌细胞膜上的受体结合而引起受体自身的

磷酸化，启动一系列信号传导过程，最终抑制成肌细胞的增

殖和分化［３３］。ＭＳＴＮ作为肌肉生长发育相关的重要调控基
因，其相关研究对了解鱼类肌肉生长机理有重要作用。本

试验克隆了异育银鲫ＭＳＴＮ基因，并对其序列和组织表达进
行了分析。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验用异育银鲫中科３号质量约８０ｇ，购自扬州市江都

区，取２０尾于中国水产科学研究院淡水渔业研究中心（江苏
无锡）的育种实验室进行暂养，用于ＲＮＡ及ＤＮＡ的提取。基
因提取、反转录等试剂盒均购自ＴａＫａＲａ公司（大连）。
１．２　试验方法
１．２．１　总ＲＮＡ、基因组ＤＮＡ的提取和 ｃＤＮＡ模板的制备　
取试验鱼骨骼肌、脑、肝等６个组织，按ＲＮＡｉｓｏｐｌｕｓ试剂盒的
方法提取总ＲＮＡ，使用基因组 ＤＮＡ提取试剂盒从全血中提
取基因组ＤＮＡ，用１％琼脂糖电泳和分光光度计检测所提基
因的质量和浓度。按反转录试剂盒要求进行反转录，反应后

置于－２０℃保存。
１．２．２　ＭＳＴＮ基因克隆与序列分析　根据鲤鱼（Ｃｙｐｒｉｎｕｓ
ｃａｒｐｉｏ，ＧＱ２１４７７０．１）和斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ，ＡＹ３２３５２１．１）的
ＭＳＴＮ基因设计３对引物 ＭＳＴＮＦ１、ＭＳＴＮＲ１，ＭＳＴＮＦ２、ＭＳＴ
ＮＲ２，ＭＳＴＮＦ３、ＭＳＴＮＲ３（表１），用于扩增ＭＳＴＮｃＤＮＡ核心片
段。根据所得序列设计用于５′ＲＡＣＥ和３′ＲＡＣＥ的特异性引
物：ＭＳＴＮ５ｏｕｔｅｒ、ＭＳＴＮ５ｉｎｎｅｒ，ＭＳＴＮ３ｏｕｔｅｒ、ＭＳＴＮ３ｉｎｎｅｒ（表
１），分别按照５′ＲＡＣＥ和３′ＲＡＣＥ试剂盒进行２轮扩增的巢
式ＰＣＲ。由鲤鱼（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ，ＧＱ２１４７７０．１）ＭＳＴＮ基因全
序列设计２对引物ＭＳＴＮＦ４、ＭＳＴＮＲ４，ＭＳＴＮＦ５、ＭＳＴＮＲ５（表
１）扩增２个内含子。扩增产物均在１％琼脂糖凝胶中进行电
泳检测，胶回收后经连接、转化、扩大培养、酶切验证后，将阳

性克隆送至上海铂尚生物技术有限公司测序。将所测序列登

录ＮＣＢＩ进行 ＢＬＡＳＴ分析；用 ＤＮＡｓｔａｒ软件分析序列及开放
阅读框，并对其分子量、等电点、氨基酸组成等进行分析；用

ＭＥＧＡ５．０软件中的距离矩阵邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ）构建
系统进化树。

１．２．３　半定量ＲＴ－ＰＣＲ检测　取试验鱼骨骼肌、脑、肝、肠、
心、鳃６个组织，提取总 ＲＮＡ，平衡起始浓度后，反转录成
ｃＤＮＡ。根据拼接获得的ＭＳＴＮ全长 ｃＤＮＡ序列，设计半定量
ＲＴ－ＰＣＲ引物 ＭＳＴＮＦ６、ＭＳＴＮＲ６（表 １）和内参 β－ａｃｔｉｎ
（ＧｅｎＢａｎｋ：ＡＢ０３９７２６．２）基因引物 βＦ、βＲ［３４］（表１），以各组
织的反转录产物为模板，用以上２对引物进行扩增。产物用
１％琼脂糖凝胶进行电泳检测并拍照。

２　结果与分析

２．１　试验结果
将ＰＣＲ产物测序后进行比对，得到了异育银鲫 ＭＳＴＮ基

因的完整ＤＮＡ序列，包括 ４１６、３６０、４５４ｂｐ３段部分编码序
列，５′和３′两端３２４、９９０ｂｐ序列，以及７５６、７７６ｂｐ２段内含子
序列。经ＮＣＢＩ的ＢＬＡＳＴ序列比对，确认所得序列为鲫鱼的
ＭＳＴＮ序列。

表１　异育银鲫中科３号ＭＳＴＮ基因克隆和组织表达所用引物

引物 引物序列（５′→３′）
退火温度

（℃）
ＭＳＴＮＦ１ ＡＴＴＡＡＴＴＧＣＡＴＧＣＧＧＴＴＣＡＧＴＧＧ ５６．０
ＭＳＴＮＲ１ ＧＧＴＴＣＧＣＴＴＧＧＡＴＣＴＴＣＧＧＡＣ ５９．５
ＭＳＴＮＦ２ ＣＣＡＴＣＧＴＴＣＡＡＧＴＡＧＡＴＣＧＧＡＡＡＣＣ ５９．６
ＭＳＴＮＲ２ ＧＡＣＴＣＴＧＡＴＧＡＡＴＴＣＴＣＧＴＣＧＣＡＧＴ ５９．６
ＭＳＴＮＦ３ ＣＡＴＧＧＡＧＧＴＧＡＡＡＡＴＣＴＣＧＧＡＧＧ ５９．６
ＭＳＴＮＲ３ ＣＡＧＣＧＧＴＣＴＡＣＴＡＣＣＡＴＴＧＡＧＧＧ ６１．３
ＭＳＴＮ５ｏｕｔｅｒ ＣＣＡＴＣＣＴＴＡＣＴＧＴＣＡＴＣＣＣＣＣ ５９．５
ＭＳＴＮ５ｉｎｎｅｒ ＧＡＧＴＣＧＧＡＧＴＴＴＧＣＴＡＡＧＡＡＴＣ ５５．８
ＭＳＴＮ３ｏｕｔｅｒ ＣＣＡＣＡＣＣＣＡＴＣＴＧＧＴＧＡＡＣＡＡＧ ５９．５
ＭＳＴＮ３ｉｎｎｅｒ ＴＴＴＡＣＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＡＡＧＡＧＣＡＧＡ ５６．２
ＭＳＴＮＦ４ ＧＡＴＧＡＡＣＡＴＧＣＣＡＣＣＡＣＡＧＡＧＡＣ ５９．６
ＭＳＴＮＲ４ ＧＧＴＴＴＣＣＧＡＴＣＴＡＣＴＴＧＡＡＣＧＡＴＧ ５７．９
ＭＳＴＮＦ５ ＡＣＣＡＡＣＴＧＧＧＧＣＡＴＴＧＡＧＡＴＡＡＡＣ ５７．９
ＭＳＴＮＲ５ ＡＴＣＧＣＡＧＴＣＣＡＧＣＣＣＡＧＡＧＴＣ ６１．５
ＭＳＴＮＦ６ ＡＧＧＴＧＣＡＴＧＴＡＧＴＣＧＣＡＴＴＣＴＣＣ ５９．６
ＭＳＴＮＲ６ ＧＧＣＴＧＧＧＡＣＴＧＧＡＴＴＡＴＴＧＣＴＣ ５９．５
βＦ ＴＴＧＡＧＣＡＧＧＡＧＡＴＧＧＧＡＡＣＣＧ ５９．５
βＲ ＡＧＡＧＣＣＴＣＡＧＧＧＣＡＡＣＧＧＡＡＡ ５９．５

　　注：引物均由上海铂尚生物技术有限公司合成。

２．２　结果分析
２．２．１　ＭＳＴＮ基因序列、氨基酸组成及特征位点分析　以异
育银鲫骨骼肌ｃＤＮＡ为模板，经ＰＣＲ扩增、胶回收、克隆和测
序，去除载体序列和重叠序列，拼接得到 ２０９８ｂｐ的全长
ｃＤＮＡ，其中５′端扩增得到２６８ｂｐ，５′ＵＴＲ为８９ｂｐ；３′端扩增
得到９３４ｂｐ，３′ＵＴＲ为８８１ｂｐ，详见图１，可以看出，该 ｃＤＮＡ
包括典型的转录终止信号序列（ＡＡＴＡＡＡ）和 ｐｏｌｙＡ尾。用
ＤＮＡＳＴＡＲ软件预测可知，ＭＳＴＮ的分子量约为４２．２５ｋｕ，开
放阅读框为１１２８ｂｐ，编码３７５个氨基酸，其中包含强碱性氨
基酸（Ｋ、Ｒ）４３个，强酸性氨基酸（Ｄ、Ｅ）４７个，疏水性氨基酸
（Ａ、Ｉ、Ｌ、Ｆ、Ｗ、Ｖ）１１６个，极性氨基酸（Ｎ、Ｃ、Ｑ、Ｓ、Ｔ、Ｙ）１０５
个，等电点为６．５５。ＢＬＡＳＴＰ分析发现，异育银鲫ＭＳＴＮ蛋白
有２个典型的ＴＧＦ－β蛋白结构域（图１），１个是 ＴＧＦ－β前
肽结构域，从第３７位到第２５６位，共２２０个氨基酸残基；另１
个是ＴＧＦ－β功能域，是 ＴＧＦ－β家族基因的活性区域，从第
２８１位到第３７５位，共９４个氨基酸残基。信号肽预测结果显
示，Ｎ末端含有１个２２个氨基酸组成的信号肽序列，切割位
点位于２２位的Ｇ和２３位的 Ｄ之间；碳端生物活性区含有９
个保守的半胱氨酸残基；异育银鲫 ＭＳＴＮ蛋白也有典型的
ＲＸＸＲ蛋白酶水解位点，为 ＲＡＲＲ（第２６３－２６６位）；起始密
码子为ＡＴＧ，终止密码子为ＴＧＡ（图１）。总体看出，异育银鲫
与其他物种的ＭＳＴＮ基因特征相同［２２－２４］。

２．２．２　异育银鲫ＭＳＴＮ序列同源性与系统发育分析　将异
育银鲫ＭＳＴＮ与其他动物 ＭＳＴＮ的 ＯＲＦ序列进行同源性比
较，结果见表２。
　　用 ＤＮＡＭＡＮＶｅｒｓｉｏｎ６．０软件，比较异育银鲫与人、小
鼠、原鸡、斑点叉尾 、斑马鱼、大马哈鱼、大西洋鲑、虹鳟、鲢

鱼、鲤和牙鲆的ＭＳＴＮ氨基酸同源性。结果显示，异育银鲫与
上述物种的序列同源性分别为 ７５．０％、７３．５％、７５．０％、
８８１％、８９．９％、９１．３％、７５．４％、７６．９％、９７．０％、９８．０％、
７９８％，异育银鲫ＭＳＴＮ与鲤鱼ＭＳＴＮ的遗传距离最小，仅为
０．０２０。
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表２　异育银鲫中科３号与其他动物ＭＳＴＮ基因ＯＲＦ的比较

常用名
碱基同源性

（％）
氨基酸同

源性（％）
编码氨基酸

的长度（个）

鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ） ９７．５ ９８．０ ３７５
斑马鱼 ９３．８ ８９．９ ３７４
鲢鱼（Ｈｙｐｏｐｈｔｈａｌｍｉｃｈｔｈｙｓｎｏｂｉｌｉｓ） ９６．５ ９７．０ ３７５
斑点叉尾 ７８．８ ８８．１ ３８９
大马哈鱼（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｋｉｓｕｔｃｈ） ８１．１ ９１．３ ３２５
虹鳟 ７１．８ ７６．９ ３６３
大西洋鲑（Ｓａｌｍｏｓａｌａｒ） ７６．３ ７５．４ ３７３
牙鲆 ７６．９ ７９．８ ３７７
原鸡（Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓ） ６４．４ ７５．０ ３７５
小鼠（Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ） ６４．５ ７３．５ ３７６
人（Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ） ６４．８ ７５．０ ３７５

　　基于异育银鲫ＭＳＴＮ氨基酸序列和公布的其他物种的相
应序列，用 ＭＥＧＡ５．０构建了脊椎动物 ＭＳＴＮ的分子进化树
（图２）。结果表明，整个进化树分为２大分支，其中１支由
人、哺乳类和禽类组成，另１支由鱼类组成；异育银鲫与鲤关
系最近，与鲤鱼、斑马鱼、鲢鱼、斑点叉尾 ４种鲤形目鱼类在
１个分支里。由进化树分析可知，所克隆到的 ＭＳＴＮ基因属
于Ⅰ型，物种ＭＳＴＮ系统发育与物种间的亲缘关系一致。
２．２．３　异育银鲫 ＭＳＴＮ基因组织表达分析　采用半定量
ＲＴ－ＰＣＲ方法检测了 ＭＳＴＮ基因 ｍＲＮＡ在异育银鲫鳃、心、
肠、肝、脑、肌肉６个组织中的表达情况，图３显示，异育银鲫
不同组织均有１条７０ｂｐ大小相同的条带，条带亮度具有组织
差异性，在脑中表达量最高，在肌肉和鳃中表达量次之。以

β－肌动蛋白基因为对照，进行了以上组织的ＲＴ－ＰＣＲ检测，
在所检测的组织样品中均得到β－肌动蛋白基因的特意扩增
条带，说明不同组织中 ＲＮＡ的提取和反转录过程正常，模板
ｃＤＮＡ完整，推测不同组织中检测到的 ＭＳＴＮ转录子存在的
差异是各组织ＭＳＴＮ表达情况的自然表现。

３　讨论与结论

本研究采用分子克隆技术得到了异育银鲫中科３号ＭＳＴＮ
基因的基因组ＤＮＡ序列全长，并通过半定量 ＲＴ－ＰＣＲ方法
检测了ＭＳＴＮ基因ｍＲＮＡ在异育银鲫鳃、心、肠、肝、脑、肌肉
６个组织中的表达情况。ＭＳＴＮ作为胞外信号分子，可与成肌
细胞膜上的受体结合而引起受体自身的磷酸化，从而启动细

胞内一系列信号传导过程，作用于生肌决定因子（ＭｙｏＤ）靶基
因的调控区，调节肌肉组成蛋白和蛋白基因的表达。ＭＳＴＮ
的生物学功能主要为抑制成肌细胞增殖和分化，其中抑制增

殖是通过调控细胞周期进程来实现的，ＭＳＴＮ通过抑制生肌
决定因子（ＭｙｏＤ、Ｍｙｆ５、ＭｙｏＧ）和Ｐ２１的表达来可逆地抑制成
肌细胞的分化。ＭＳＴＮ的信号传导途径是 ＭＳＴＮ－ＡｃｔＲⅡＢ
型受体（蛋白激酶受体）－Ｓｍａｄ蛋白信号传导通路，并通过
内分泌、自分泌和旁分泌３种不同的途径发挥作用［３３］。

　　根据ＣｌｕｓｔａｌＸ２．０．１１软件对于异育银鲫ＭＳＴＮ氨基酸序
列进行的同源性比较结果以及利用 ＭＥＧＡ５．０软件的 ＮＪ方
法构建的分子进化树表明，异育银鲫 ＭＳＴＮ氨基酸序列与其
他物种的相似度在７３．５％～９８．０％之间，符合鱼类的分类地
位和亲缘关系，异育银鲫 ＭＳＴＮ基因的氨基酸与鲤鱼的氨基
酸相似度最高，其次是斑马鱼和鲢鱼，它们同属于鲤形目鲤
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科，亲缘关系最近；大马哈鱼、虹鳟和大西洋鲑隶属于鲑形目，

因此与异育银鲫的亲缘关系较远；原鸡属于鸟类，小鼠和人属

于哺乳纲，因此亲缘关系最远。研究发现 ＭＳＴＮ基因在鱼类
中存在２个异构体；在斑马鱼、大西洋鲑、大马哈鱼、虹鳟和鲤
鱼中都发现了２种ＭＳＴＮ，根据与其他物种的ＭＳＴＮ基因序列
及氨基酸序列比较分析，本研究得到的异育银鲫 ＭＳＴＮ基因
与其他物种的ＭＳＴＮ－１同源性较高，推测所克隆的为异育银
鲫ＭＳＴＮ－１基因，是否存在ＭＳＴＮ－２则需进一步探究。

采用半定量ＲＴ－ＰＣＲ技术对异育银鲫鳃、心、肝、肠、脑、
肌６个组织中ＭＳＴＮ的表达量进行检测，结果在上述６个组
织均有表达，根据条带的明暗程度推断，ＭＳＴＮ在上述组织中
的表达水平依次为脑 ＞肌≈鳃 ＞心 ＞肠 ＞肝，与其他物种
ＭＳＴＮ表达谱不同。ＭＳＴＮ在哺乳动物中主要表达于骨骼肌
中，小鼠 ＭＳＴＮ基因只在骨骼肌中表达［６］；在猪中，ＭＳＴＮ基
因除了在骨骼肌中表达外，在乳腺中也有表达［３５］；有研究表

明，ＭＳＴＮ基因还在藏系绵羊真胃、瘤胃中表达［３６］。与哺乳

动物相比，ＭＳＴＮ基因在鱼类中的表达更广泛，可以在脑、心、
肠、鳃、肾、眼睛、脾、性腺等多个组织中表达，但在不同鱼类中

表达情况也不一样。该基因在
!

的肌肉、脑和心脏中均有表

达［２２］；而在鲤鱼中 ＭＳＴＮ仅在肌肉和脑组织中检测到，在其

他组织如心脏、精巢、眼睛和鳃中均未检测到［３７］；在斑马鱼

中，ＭＳＴＮ的表达谱也较广，在肝、心、胃、鳃、卵巢、精巢、肾、
肌肉、眼、脑中均有表达［３８］；在黄河裸裂尻鱼中，ＭＳＴＮ的表
达在心脏、肝胰脏、肾、肌肉、脑、脂肪、肠、鳃和精巢共 ９个组
织中均能检测到［３０］。由此可见，ＭＳＴＮ基因的表达情况在鱼
类中有较大差异，由ＭＳＴＮ在异育银鲫中的表达特征和表达
水平分析可知，异育银鲫ＭＳＴＮ基因除调控肌肉生长发育外，
还有可能参与心肌发育调控和代谢等其他功能。

ＭＳＴＮ是肌肉生长的负调控因子，异育银鲫 ＭＳＴＮ基因
的克隆为进一步研究异育银鲫肌肉生长分化与调节及其他鱼

类该基因的克隆提供了依据，并为进行分子育种和其他应用

创造了条件，人工控制ＭＳＴＮ的活性成为养殖业的一大课题。
进一步可以有以下研究方向：利用分子标记技术选育肉质性

状优良的鱼类；利用基因敲除技术获得ＭＳＴＮ缺失鱼类；利用
ＲＮＡｉ技术干扰ＭＳＴＮｍＲＮＡ的表达筛选ＭＳＴＮ基因的抗体，
开发饲料添加剂［３８］。本试验将继续研究２代异育银鲫ＭＳＴＮ
基因的单核苷酸多态性（ＳＮＰｓ）并进行比较。在动物育种方
面，ＳＮＰｓ作为一种分子标记辅助育种强有力的工具也得到了
广泛的应用，研究中会将ＳＮＰｓ与２个品种异育银鲫体型及体
质量增长进行相关性分析，以期为异育银鲫分子标记辅助育
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种提供一定依据，确定有效的育种方案，并运用到生产实践

中，为养殖品种的选择提供一定的依据。
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