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黄鳝性腺高表达的核糖体蛋白基因
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摘!要!采用高密点阵技术从黄鳝雄性性腺9K4L文库中获得’个克隆$序列分析和MNL*O结果显示它们编码的

蛋白质分别与&$*核糖体蛋白*&$*)$*(H$*("$*!$和H$*核糖体蛋白N"$N(’5$N!)高度同源(根据黄鳝P@蛋

白序列和其他物种的相应同源序列构建CN系统发生树$显示核糖体蛋白基因在进化中高度保守(核糖体蛋白基

因不仅可作为分子进化分析的有利工具$而且从它们的表达模式显示#/ 基因除具有看家基因的功能外$很有可

能参与包括性腺分化等过程的发育调控(

关键词!核糖体蛋白)黄鳝)性别决定
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!!核糖体是细胞中最古老的分子机器$它负责制
造所有细胞所需的蛋白质(从生物界分为原核生物
和真核生物两大类开始$核糖体的结构和功能几乎
没有改变(由于核糖体对细胞来说是如此重要$对
于它们的结构组成’’’核糖体蛋白!.62-B-F58,.-X
/067$P@"和核糖体P4L!.P4L"的研究一直是遗传学
研究的重要领域%(!#&(

哺乳动物的核糖体由")个P@B和&种P4L组
成%!&(其中$(’*.P4L和#!种P@B组成&$*核糖
体$而!’*.P4L*%*.P4L*%>’*.P4L和&"种P@B
组成H$*核糖体%($!&(由于从细菌到高等生物的广
泛物种中都存在$核糖体已经成为研究分子进化的
重要大分子(而P@B具有许多成员$可以提供大量
的同源序列用于分析$因此比.P4L更适合于作为



系统发生研究的工具!人类所有的")个P@B的结
构与功能都已基本清楚"但在脊椎动物的最大家
族###硬骨鱼类中"虽然已有一些研究$&"%%"但P@B
的结构和它们的编码基因还未被了解透彻!本研究
在对黄鳝性腺高密度膜的差异杂交研究中"分离了

%个&$*核糖体蛋白和#个H$*核糖体蛋白的同源
序列"并与其他物种的相应蛋白序列进行多序列比
对"构建了系统发生树"为鱼类核糖体蛋白研究提供
了新的分子资料!

(!材料和方法

<=<!材料
黄鳝购于武汉大东门水产市场"取性腺作冰冻

切片"SD染色后判断性别!黄鳝雄性性腺9K4L
文库为本室构建"采用 <8-7/09=公司 <.05/-.OC

*CLPOOC9K4LN62.5.39-7B/.+9/6-7?6/!杂交膜为

LF0.B=5F公司的S32-71X4a"FP4L提取试剂盒

@-83LO.59/*3B/0F($$$"CCNb反转录酶为@.-X
F0G5公司产品"测序由上海申能博彩公司完
成!!!!!

<=>!方法
常规碱裂解法提取了)!(H个黄鳝雄性性腺

9K4L文库克隆质粒"采用T070/6‘公司Q@6‘仪器"
点于S32-71X4a膜"制备高密度膜!按@-83LO.59/
*3B/0F($$$试剂盒说明书提取雌性黄鳝性腺FPX
4L"随机引物法"#!@X1<O@为标记制备差异探针!

H’c预杂交#="加入探针后H’c杂交!$=!选取
强信号克隆进行测序"序列在 T07M57_在线进行

MNL*O分析!将获得的序列用b09/-.4OZ等软件进
行分析!利用<8+B/58U软件进行多序列比对!用

O.00,+II80软件构建CN系统进化树!

!!结果

>=<!?个黄鳝!)基因的克隆
由于#/基因在细胞中属于高度表达的看家基

因"所以在9K4L文库中以高水平存在!将杂交获
得的呈强阳性信号的克隆测序"’个克隆的序列分
析发现与&$*核糖体蛋白*&"*)"*(H"*(""*!$和

H$*核糖体蛋白N""N(’5"N!)高度同源!其中

*!$"*(H和N!)含有完整的[P:B&图(’!

图<!由全长:@A9序列推导的黄鳝!)基因蛋白质序列
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>=>!!)基因的结构特征
完整的#个基因(!$"((H和;!)编码区(%dX

\OP和#dX\OP长度列于表(!所有的’个基因都
在第一个LOT处起始"完整的#个基因以OLL为终

表<!黄鳝F个完整!)基因:@A9的结构特征

G’#(,<!7+*C:+C*’(:1’*’:+,*"%+":%$E+1,:@A9%

,-:$6"-0*"#$%$&’(5*$+,"-%$E%8’&5,,(

基因

T070

编码区长度

<-167G.0G6-7
&2,’

%dX\OP长度
%dX\OP&2,’

#dX\OP长度
#dX\OP&2,’

@-83L信号
@-83&L’aB6G758

((H &&( #& #% LLOLLL

(!$ #H$ ’( !& LLOLLL

;!) ()% &’ %) LLOLL

止密码子"这些特征与9=5770895/;6B=的#/基因类
似$&"%%!但脊椎动物中最常用的终止密码子却是

OTL$H%!

>=F!黄鳝F个完整!) 基因与其他物种的!) 基
因的同源性分析

对#个完整#/ 基因的氨基酸序列分析后发
现"它们与哺乳动物和其他鱼类的相应基因非常类
似&表!’!氨基酸的数目在进化中高度保守!*(H
和*!$的氨基酸数目在鱼类(小鼠和人中完全一
致"同源性也在)%B以上!但黄鳝&AC987**6’的

N!)基因的氨基酸数目和同源性与小鼠和人类差异
较大"与运河鲶鱼&<?9--*6<913+A?’却很相似"这说
明N!)基因可能在进化中发生一定变异!
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表>!黄鳝!)基因与其他物种的!)基因的同源性比较

G’#(,>!H$&5’*"%$-$E*"#$%$&’(5*$+,"-%"&"(’*"+2’&$-0%8’&5,,(’-6$+1,*$*0’-"%&%

基因

T070

氨基酸数量

4+F20.-;5F67-5961B
黄鳝

*J5F,008

运河鲶鱼

<=5770895/;6B=

小鼠

C-+B0

人类

S+F57

相似性

*6F685.6/3/-!e"
运河鲶鱼

<=5770895/;6B=

小鼠

C-+B0

人类

S+F57
((H (&H (&H (&% (&H ))># )%>) ))>#
(!$ (() (() (() (() )’># )’># )’>#
;!) H& H& (H$ (%) ’">% #&>& #&>H

>=I!!)基因的进化树分析
由于#/基因的独特生物学特性#它们对进化

分析具有理论意义和实际意义$许多#/基因已成
为进化分析中的分子标准%"&$所有用于构建进化树
的#/ 基因的序列数据源自T07M57_数据库$本

文共选取了脊椎动物中的模式生物的()个#/ 基
因的相应全长氨基酸编码序列!包括本实验室获得
的黄鳝#/基因序列"作为分析对象#使用O.00,+IX
I80软件#构建 CN!C5‘6F+FN6_086=--1#最大似然
法"进化树!图!"$

图>!!)的系统进化树

B"0=>!G1,512($0-,+":+*,,$E!)
*0]+0790B;.-FT07M57_’N!)<5/;6B=!LL?)%(%H"#N!)C-+B0!@&")(%"#N!)P5/!@!%’’H"#N!)S+F57!@&")(&"#N!)@6G!Q)%!’("#

*(H<5/;6B=!LL?)%())"#*(HC-+B0!@(&(#("#*(HP5/!@("$$’"#*(HS+F57!@("$$’"#*(H@6G!Q!)!$("#*!$<5/;6B=!LL?)%!$#"#

*!$C-+B0!4@＿$’$&!#"#*!$P5/!LL?)%(%H"#*!$S+F57!@("$"%"#*!$@6G!LL*%%)!’"#*!$U>850̂60B!@!#&$#">

L88*J5F,D08B0]+0790BJ0.098-70123-+.852>
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#!讨 论

F=<!!)基因的分子进化研究
分子生物学发展起来后!进化遗传分析逐渐集

中在分子水平"’!($#$由于不同的研究人员使用不
同的建树方法和不同的基因序列作为标准!得到的
结论并不一定互相吻合!更好的分子标准还在探索
之中$b0+/=03""#利用核糖体蛋白同源性比较的方
法推测#大真核生物群真菌%植物和动物间的进化
遗传关系!获得了较好的结果$提示#/ 基因成为
进化遗传分析中的重要分子&’((#/ 基因广泛存在
于从低等到高等的各类生物中!而且许多物种的

#/ 基因序列已被测出!新的序列也在不断添加)
’!(#/基因的分子分类十分清楚!可以避免不适当
地将蛋白家族中隐蔽性同源进化和定向同源进化混

淆的错误$fL4T"((#用P@*"的第一内含子序列对
鲤科鱼类间的亲缘关系进行分析!并认为使用这一
内含子序列构建的进化树比使用细胞色素2序列构
建的进化树可信度更高$从本文用#/基因序列构
建的进化树也可看出!其结果基本符合现在公认的
进化关系$说明#/基因是分子进化遗传分析的合
适分子$

F=>!!)的生物学功能

#/作为核糖体的组成成分!是生命活动的重
要部件$但在后续的研究中发现!#/ 基因的表达
量并不恒定!它在不同的遗传背景下表现为差异表
达!推测!#/基因还可能有其他的生物学功能$
目前!有关#/的起源有两种假说&’((#/是专

为组成核糖体而出现的)’!(#/ 本来存在并具有自
身特定的功能!后来才演化为核糖体的组成部分$
现在已有很多直接和间接的证据证明P@除了是核
糖体的组成因子外!还有许多别的生物学功能$
如M0̂-./"(!#等在用视黄醛诱导人4ODPL!细

胞神经元分化时发现!#个#/ 因子表达下调$而
人的#/(($"(##在结肠癌组织的表达中明显高于正
常组织$#/因子在细胞分化前后表达不恒定的事
实提示!#/基因很有可能参与发育调控$

#/(&具有两种同源异型体!分别位于人的U
和V染色体上$#/(&D 不受U染色体失活的影
响!但 U[ 表型的个体可能缺少 P@*&蛋白质$

:6B=0."(&#的研究证明!#/(&的缺乏可能导致泰勒
氏综合症!及女性生殖器官功能低下等组织畸形$

这些实验说明#/基因也与某些遗传病的发生有关
系$#/在黄鳝不同性腺存在差异表达!这是否表
明它们也参与性别分化发育!还有待进一步研究$
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