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　　摘要：利用生物信息学方法对牛ＤＡＺＬ基因的一级结构和同源性进行分析，并根据牛 ＤＡＺＬ基因序列设计引物来
克隆该基因，通过酶切、连接、转化构建该基因的表达载体，成功克隆到了 ＤＡＺＬ基因。生物信息学分析结果显示，哺
乳动物的ＤＡＺＬ基因同源性很高。此外，构建了牛ＤＡＺＬ基因的带绿色荧光蛋白的真核表达质粒ｐＥＧＦＰ－Ｎ３－ＤＡＺＬ。
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　　Ｄｅｌｅｔｅｄｉｎａｚｏｏｓｐｅｒｍｉａｌｉｋｅ（ＤＡＺＬ）基因是ＤＡＺ基因家族
中的一员，最早克隆于蝇类的睾丸组织，是一个在进化上高度

保守的基因，在脊椎动物的生殖细胞中特异表达，是生殖细胞

形成所必须的调控因子。ＤＡＺＬ通过ＲＮＡ识别基序与ｍＲＮＡ
结合，并以多聚体的方式在翻译水平发挥作用［１］。ＤＡＺＬ基
因是ＢＯＵＬＥ基因通过基因修饰、倍增而来，广泛分布于人类、
鼠、爪蟾、蝾螈、斑马鱼、青鱼等物种中［２］。许多物种的 ＤＡＺＬ
同系物对生殖细胞的分化都是非常重要的。ＤＡＺＬ基因的突
变、微缺失以及表达下调均可引起生精障碍，导致雄性不

育［３］。Ｒｕｇｇｉｕ等发现，与正常鼠相比，杂合ＤＡＺＬ基因缺陷鼠
的畸形精子率增高，但仍有正常生育力，而纯合鼠表现为严重

的生殖细胞减少，成熟阻滞，睾丸体积减小，不能生育［４］。此

外，Ｓｃｈｒａｎｓ－Ｓｔａｓｓｅｎ等研究证实，ＤＡＺＬ基因敲除鼠表现出双
睾丸干细胞数目减少、以及减数分裂早期精原细胞分化失败，

从而导致不育［５］。因此，研究 ＤＡＺＬ基因及其编码蛋白对探
索配子发生和成体生殖缺陷及修复具有重要意义。本试验主

要对ＤＡＺＬ基因进行克隆和开展生物信息学分析，并构建牛
ＤＡＺＬ基因真核表达载体 ｐＥＧＦＰ－Ｎ３－ＤＡＺＬ，以期为探索
ＤＡＺＬ基因的功能和在精子发生过程中的作用提供前期基础
和试验依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
成年牛（约４０月龄）睾丸组织，取自哈尔滨成高子屠宰

场；ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ和ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，反
转录试剂盒购自ＡＢＩ公司，ｐＥＡＳＹ－Ｔ１ＳｉｍｐｌｅＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ购
自北京全式金生物技术有限公司，Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自 ＮＥＢ
公司 ＤＭＥＭ／Ｆ１２、胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ公司，ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＨＳ

ＤＮＡ聚合酶、限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ、ＢａｍＨⅠ及其他常规试
剂均购自大连宝生物公司。

１．２　试验方法
１．２．１　牛ＤＡＺＬ基因的生物信息学分析　利用 ＤＮＡＳｔｒａ软
件分析ＤＡＺＬ的一级结构；采用 ＣｌｕｓｔａｌＸ进行 ＤＡＺＬ基因同
源性多重比对；采用ＭＥＧＡ４程序构建分子进化树。
１．２．２　牛 ＤＡＺＬ基因真核表达载体的构建　参照 ＧｅｎＢａｎｋ
牛ＤＡＺＬ基因序列（ＮＭ＿００１０８１７２５）设计其编码区特异性克
隆引物 Ｆ：ＣＧＧＡＡＴＴＣＴＡＴＧＴＣＴＧＣＴＧＣＡＡＡＴＣＣＴＧＡＧＡＣＴＣ和
Ｒ：ＣＧＧＡＴＣＣＡＡＣＡＧＡＣＴＴＡＡＧＣＡＣＴＧＣＣＣＧＡＣＴＴ（上、下游分
别引入ＥｃｏＲⅠ和 ＢａｍＨⅠ酶切位点），引物由华大基因公司
合成。利用Ｔｒｉｚｏｌ法提取成牛睾丸组织总 ＲＮＡ，并反转录成
ｃＤＮＡ，以其为模板，利用高保真 Ｐｒｉｍｅ－ＳＴＡＲＨＳＤＮＡ聚合
酶对牛ＤＡＺＬ基因全长编码区进行ＲＴ－ＰＣＲ扩增，目的片段
经凝胶回收加Ａ后连接到ｐＥＡＳＹ－Ｔ１ｓｉｍｐｌｅ载体上，进一步
亚克隆到ｐＥＧＦＰ－Ｎ３载体上。构建好的质粒经 ＥｃｏＲⅠ和
ＢａｍＨⅠ双酶切鉴定后，送往北京华大公司测序。

２　结果

２．１　ＤＡＺＬ基因的生物信息学分析
２．１．１　ＤＡＺＬ基因一级结构分析　牛ＤＡＺＬ基因的ＣＤＳ全长
为８８８ｂｐ，由２６４个腺嘌呤（Ａ）、１９４个胞嘧啶（Ｃ）、１８７个鸟
嘌呤（Ｇ）和２４３个胸腺嘧啶（Ｔ）组成，４种碱基的含量依次为
２９．７３％、２１．８５％、２１．０６％、２７．３６％。该基因 ＯＲＦ位于
１８８８ｂｐ，编码２９５个氨基酸，含２９个强碱性氨基酸残基（Ｋ，
Ｒ），２４个强酸性氨基酸（Ｄ，Ｅ），８２个疏水性氨基酸残基（Ａ、
Ｉ、Ｌ、Ｆ、Ｗ、Ｖ），１０３个极性氨基酸残基（Ｎ、Ｃ、Ｑ、Ｓ、Ｔ、Ｙ），分子
量为３３．０２Ｋｕ，等电点为８．７８，脯氨酸、丝氨酸、缬氨酸所占
比例较高。

２．１．２　ＤＡＺＬ基因同源性分析　从 ＮＣＢＩ的ＧｅｎＢａｎｋ数据库
中选取人（Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ）、大鼠（Ｒａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ）、小鼠（Ｍｕｓ
ｍｕｓｃｕｌｕｓ）、牛（Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ）、中国牦牛（ｄｏｍｅｓｔｉｃｙａｋ）、猪（Ｓｕｓ
ｓｃｒｏｆａ）、狨猴（Ｃａｌｌｉｔｈｒｉｘｊａｃｃｈｕｓ）、松鼠猴（Ｓａｉｍｉｒｉｓｃｉｕｒｅｕｓ）、小
黑猩猩（Ｐａｎｐａｎｉｓｃｕｓ）、獠狨（Ｓａｇｕｉｎｕｓｏｅｄｉｐｕｓ）、原鸡（Ｇａｌｌｕｓ
ｇａｌｌｕｓ）共１１个物种的ＤＡＺＬ基因，采用ＣｌｕｓｔａｌＸ进行多重比
对，结果显示牛与中国牦牛的同源性最高，为９９％，与小鼠、
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人、狨猴、小黑猩猩、猪、獠狨、松鼠猴、大鼠、原鸡的同源性分别

为９８％、９７％、９７％、９７％、９７％、９６％、９６％、９２％、８０％（图１）。
２．１．３　分子进化树构建　使用 ＭＥＧＡ４程序，采用
Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ算法，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ设为 １０００，构建分子进化

树，从树的拓扑结构上来看，牛的ＤＡＺＬ基因与中国牦牛的关
系最近，与大鼠和小鼠一同构成了一个小群，同人、獠狨、猪共

同构成一个亚类群（图２）。

２．２　ＤＡＺＬ基因编码区的克隆
提取的ＲＮＡ进行反转录合成 ｃＤＮＡ，检测内参基因和

ＤＡＺＬ基因的表达情况，结果发现成年牛睾丸中有ＤＡＺＬ基因
的表达。

以成年牛睾丸组织ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增，扩增出

１条与预期长度相符的片段，得到了ＤＡＺＬ基因的全部编码区
（图３－Ａ）。将扩增出与预期长度相符的片段进行胶回收，
与ＰＭＤ１８－Ｔ载体连接、转化，对构建的载体进行 ＰＣＲ鉴定
和ＥｃｏＲⅠ、ＢａｍＨⅠ双酶切鉴定，结果显示在９０２ｂｐ处出现特
异条带（图３－Ｂ、图３－Ｃ），与预期的插入片段大小相符。
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２．３　表达载体的制备与鉴定
将ＤＡＺＬ－ＰＭＤ１８－Ｔ和 ＰＥＧＦＰ－Ｎ３进行 ＥｃｏＲⅠ和

ＢａｍＨⅠ双酶切、胶回收，然后按摩尔比１∶１的量，用Ｔ４ＤＮＡ
连接酶进行连接，得到构建的载体，然后将构建好的 ＤＡＺＬ表
达载体进行ＥｃｏＲⅠ和ＢａｍＨⅠ双酶切及ＰＣＲ鉴定，琼脂糖凝
胶检测为所要片段大小（图４）。转化，挑菌阳性克隆进行序
列测定，测序正确的质粒用于下一步的试验。

３　讨论

不同物种ＤＡＺＬ基因具有高度的同源相似性，参与调控
生殖细胞的发育和分化。有研究表明，ＤＡＺＬ基因的缺失或
突变会引起精子发生过程中减数分裂阻滞，导致精子缺乏和

男性不育［３］。小鼠ＤＡＺＬ基因突变可影响两性生殖细胞的功
能，ＤＡＺＬ基因敲除鼠表现出不育［５］。ＤＡＺＬ和 ＢＯＵＬＥ都是
ＤＡＺ家族的重要成员，二者都具有典型的 ＲＮＡ识别基序
（ＲＮＡｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｍｏｔｉｆｓ，ＲＲＭ）和ＤＡＺ重复序列［６］，能够与一

系列影响精子发生基因的 ｍＲＮＡ结合，如 ＣＤＣ２５Ａ、ＴＰＸ１、
ＤＤＸ４和ＴＳＳＫ３等［７］，并以多聚体的方式在翻译水平发挥

作用。

将目的基因超表达是研究基因功能的主要手段之

一［８－９］，即将目标基因与合适的载体相连接，使其在体外或体

内过量表达，观察该基因超量表达后细胞或组织或机体所发

生的表型变化，从而对该基因的功能作出评价。Ｙｕ等利用
ＤＡＺＬ基因的超表达技术，将胚胎干细胞诱导分化成精子样
细胞［１０－１１］，可见ＤＡＺＬ基因是精子发生的一个主要基因。本
试验扩增牛ＤＡＺＬ基因的编码区，构建了ＰＥＧＦＰ－Ｎ３－ＤＡＺＬ
表达载体，为进一步探讨 ＤＡＺＬ基因超表达的体细胞能否向
精细胞方向分化、ＤＡＺＬ基因超表达的生殖干细胞能否加速
分化形成精子奠定基础。

４　结论

本试验成功构建了牛ＤＡＺＬ基因的带绿色荧光蛋白的真
核表达质粒ｐＥＧＦＰ－Ｎ３－ＤＡＺＬ，为阐明ＤＡＺＬ基因调控精子
发生的机制奠定基础。
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