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摘要: 采用RT-PCR 和RACE技术, 克隆了小体鲟(Acipenser ruthenus)雄激素受体(AR)基因cDNA全长序列, 应用real-time qPCR法对雌、雄个体不同组织中AR mRNA 的表达进行检测。序列分析表明, AR基因cDNA全长为2 953 bp, 包括5′端68 bp的非编码区(untranslation region, UTR), 2 528 bp的开放阅读框ORF(open reading frame)和3′端327 bp的非编码区(不包括ploy A 的尾巴)。AR前体蛋白由843个氨基酸组成, 理论分子质量为94.24 kD。同源比较结果表明, 小体鲟AR氨基酸序列与其他鱼类的AR氨基酸序列同源性较高, 与杂交鲟(A. ruthenus × Huso huso)、西伯利亚鲟(A. baerii)、虹鳟(Oncorhynchus mykiss)和日本鳗鲡(Anguilla japonica)的雄激素受体同源性分别为99%、98%、83%和83%。real-time qPCR分析小体鲟雌雄个体不同组织中的表达结果显示, AR基因在雌雄个体中相对表达基本相同, 都是在性腺、肌肉和肾中高量表达, 而在其他组织中少量表达。AR基因在小体鲟体内广泛表达, 表明该基因可能对其生长和繁殖有重要作用。
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鲟(Acipenseriformes)是世界现有鱼类中体型大、寿命长的古老鱼类, 被称为“活化石”, 鲟类不仅具有重要的食用、营养、滋补、保健、药用、观赏等经济价值, 而且还具有重要的科学研究价值[1]。小体鲟(Acipenser ruthenus)隶属于鲟科(Aci​p​enseridae), 鲟亚科(Acipenserinae), 鲟属(Aci​​​p​​enser), 分为洄游和定栖两种类型, 主要分布于里海、黑海、亚速海、地中海、欧洲国家和中国的新疆地区[2]。小体鲟个体小、生长慢、性成熟早, 雌鱼怀卵量在0.2万~7万粒/kg, 是目前鲟养殖业中良好的杂交亲本, 适合大水面养殖, 具有良好的养殖前景[3]。同时小体鲟也是中国生产鱼子酱的重要养殖种类之一。生产鱼子酱需要培育优质的雌性个体, 而鲟性成熟时间长, 成熟个体无副性征且卵巢发育易受环境影响。有关研究发现,在鲟的养殖过程中其性腺出现分化异常和发育停滞等现象, 并且这一现象在雌性中发生比率更高[4]。因此, 掌握鲟类性腺发育规律及调控技术成为鲟鱼养殖业的当务之急。
在小体鲟性腺分化和发育等阶段起重要作用的是雄激素[6–10]。雄激素是一种类固醇激素, 在芳香化酶的作用下转化为雌激素, 被认为是所有雌激素的前体物质[5]。在虹鳟(Onchorynchus mykiss)性别分化的研究中发现, 雄激素睾酮能够促进未成熟虹鳟的性腺发育[11]。而雄激素的这些作用是通过雄激素受体(androgen receptor, AR)介导发挥的[12]。因此, AR在鱼类的生长发育过程中有非常重要的作用。AR是核受体超家族一员, 该受体家族基因具有相似的分子结构, 都由3个主要功能区域组成: 1) 高度变异的反转录激活区(transact​ivation domain, TAD); 2) 高度保守的DNA结合区(DNA-binding domain, DBD); 3) 中度保守的配体结合区域(ligand binding domain, LBD) [13–15]。鱼类AR基因结构与其他动物的相似, 如斑马鱼(Danio rerio)和人类的AR基因结构一样, 都是由8个外显子组成[16]。1999年, 在日本鳗鲡(Auguilla japonica)中首次克隆获得了鱼类的AR基因。到目前为止, 在鲈形目(Perciformes)、鲤形目(Cyprin​iformes)、鲇形目(Siluriformes)、鳉形目(Cyprinod​on​ti​formes)、鲟形目和鲽形目(Pleuronectiformes)等多种鱼类中都克隆得到AR基因序列[16–23]。由于硬骨鱼经历了特殊的基因组倍增, 部分鱼类中发现了两种AR亚型(ARα和Arβ), 例如日本鳗鲡[18]、欧洲鳗鲡(A. anguilla)、青鳉(Oryzias lati​pes)、食蚊鱼(Gambusia affinis)[19]等。而部分鱼类中只发现了1种AR亚型, 例如包括斑马鱼在内的鲤科鱼类, 如稀有鮈鲫(Gobiocypris rarus)[22]、大黄鱼(Pseudosciaena crocea)、金鱼(Carassius auratus) 等都只保留了ARα,  而ARβ已经缺失[21]。另外在半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)[24]、黑鲷(Pagrus major)、杂交鲟等鱼类中目前也只发现了一种AR亚型。
自从1999年从俄罗斯引进小体鲟后, 有关小体鲟的研究主要集中在繁殖生理、营养生理等方面[25]。目前, 有关小体鲟分子生物学方面的研究较少, 小体鲟AR基因及其mRNA组织表达分布的研究未见报道。鉴于AR通过与雄激素结合对动物的性腺分化和发育有重要作用, 本研究以小体鲟为研究对象, 利用分子生物学手段, 克隆得到AR 基因cDNA 的全长并进行氨基酸序列分析, 期望对鱼类AR基因的分子生物学特征增加了解, 也为探讨该鱼的内分泌以及生殖调控提供科学依据。通过采用相对荧光定量技术检测小体鲟雌雄不同组织中AR mRNA 的表达情况, 探讨其在雌性和雄性相同组织中的表达差异, 为有关小体鲟生长发育与繁殖的进一步研究的奠定基础。
1  材料与方法
1.1  实验鱼

实验用的小体鲟均采自中国水产科学研究院鲟繁育工程中心, 体长(75.3±0.76) cm, 体质量(2.2±0.68) kg, 雄性和雌性各3尾。取精巢提取总RNA用以克隆小体鲟AR的全长cDNA; 取性腺、肌肉、肾、鳃, 肠、心脏、脑、脾和血存于–80℃冰箱, 用于提取RNA。
试剂: Trizol Reagent购自Invitrogen, Reverse Transcriptase 购自ABI, SMARTer RACE试剂盒购自Takara, DNA胶回收试剂盒购自TIANGEN, SYBR荧光定量PCR测定试剂盒、TaqTM、DL2000 DNA Marker、pMD18-T载体、大肠杆菌感受态(DH5α)均购自Takara, 其余均为国产分析纯试剂。仪器: Eppendorf 移液枪, Bio-PCR仪, ABI7500荧光定量仪, 凝胶电泳槽, 高速低温离心机等。

1.2  实验方法

1.2.1  总RNA的提取及cDNA模板的制备  用Trizol法提取总RNA。qRT-PCR将3尾雌鱼和3尾雄鱼分为两组, 每组3尾鱼的相同组织取等量混合研磨, 取混合样采用Trizol法提取总RNA。测定RNA的浓度以及琼脂糖电泳检测RNA样品的完整性。取各组织的总RNA用High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit(ABI, 美国)反转录试剂盒, 按照说明书合成cDNA第一条链, 得到cDNA模板, 4℃保存。

1.2.2  PCR引物设计和AR序列全长的获得  根据GenBank中杂交鲟的AR序列(序列号BAI49​424)设计2对PCR引物AR-F1、AR-R1和AR-F2、AR-R2 (表1)克隆AR cDNA 部分序列。反应体系25 μL: 10×Buffer 2.5 μL, 2.5 mmol/L dNTP(Mix) 1 μL, 模板cNDA 1 μL, 上、下游引物各 0.5 μL,  rTaq酶 0.2 μL, 无菌水 19.3 μL, 混匀, 进行PCR反应, 94℃、5 min预变性; 94℃、40 s变性, 58.5℃、30 s退火, 72℃、40 s延伸, 28个循环; 72℃、2 min复延伸。然后根据已获得的中间序列, 设计3′端和5′端的RACE引物AR-GSP3、 AR-NGSP3、 AR-GSP5、AR-NGSP5(表1), 按照Clontech 3′RACE和5′RACE试剂盒说明书分别进行3′和5′端的扩增。
1.2.3  扩增产物克隆测序  PCR产物使用TIA​NGEN胶回收试剂盒回收DNA片段, 产物在16℃与pMD18-T载体(Takara)连接过夜, 转化到DH5α感受态细胞中在LBAmp+平板上37℃培养过夜, 挑取圆而大的单个菌落与LBAmp+液体培养基中于37℃、220 r/min摇菌, 扩大培养, 做菌液PCR检测, PCR产物经1%凝胶电泳检测菌液中的目的DNA, 将有目的条带的菌液送上海英俊生物技术有限公司测序, 每个平板至少送5管。

1.2.4  序列分析  将测序的得到的结果在NCBI上进行同源性检索; 利用DNAstar以及ORF finder软件分析所得小体鲟AR序列以及开放阅读框, 氨基酸组成等; 用MEGA5.2软件中的邻位相连(neighbor-joining, NJ)方法构建进化树。

1.2.5  组织AR mRNA表达  根据得到的AR基因的全长设计的相对荧光定量PCR引物为qAR- F、qAR-R(表1), 扩增长度为149 bp, 以施氏鲟(Acipenser schrenckii)的β-actin基因(登录号为AY649619)和小体鲟18S rRNA基因(登录号为AY544132)为双内参, 引物对分别设计为Actin-F和Actin-R, 扩增的片段长度为212 bp; 18S-F和 18S-R, 扩增的片段长度为185 bp。RT-PCR反转录使用ABI反转录试剂盒, 荧光染料使用SYBR Premix Ex Taq Ⅱ(Takara, 中国大连), 根据说明书进行实验, 反应在荧光定量仪(ABI7500)上进行, 采用ΔΔCT分析法, 计算方法为: 相对定量= 
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表1  小体鲟AR基因克隆和组织表达所用引物

Tab. 1  The primers used for cloning and tissue expression of AR gene in Acipenser ruthenus
	引物 primer
	序列(5′−3′) sequence(5′−3′)
	退火温度/℃ Tm
	基因上的位点/bp site

	AR-F1
	GTGAGTTCCTGCGAGCTACCTTTGCC
	55
	271~296

	AR-R1
	CAGAGTCTTCCCAACCCGTGATTTT
	55
	924~948

	AR-F2
	ACAATGACCGAGGGTACAGG
	58.5
	1089~1114

	AR-R2
	AATCCTGGCAGTCCTTTCGC
	58.5
	1889~2008

	AR-GSP3
	CCAGACACGGAGTTCGCAGGCCACG
	68
	1877~1902

	AR-NGSP3
	TGAACTGGGGGAGAGGCAGATGGTG
	68
	1548~1973

	AR-GSP5
	ACCACGGTTCTGTTGCCACGCCATC
	68
	1332~1351

	AR-NGSP5
	CCCGCATTGCCCTGTGTCCTGTGAA
	68
	1253~1272

	18S-F
	CCGCTTTGGTGACTCTGGAT
	60
	222~241

	18S-R
	CTTGGATGTGGTAGCCGTTTC
	60
	386~406

	ACTIN-F
	ATCGCCGCACTGGTTGTTGA
	60
	19~39

	ACTIN-R
	ATGCCGTGCTCGATGGGATA
	60
	212~231

	qAR-F
	GAAGCGTCGGGGTGTCACTATG
	60
	1533~1554

	qAR-R
	ACAGGATGGGCAGTTCTTTCTC
	60
	1661~1682


2  结果与分析

2.1  AR基因序列、氨基酸组成及特征位点分析

运用DNAstar除去测序结果中的载体序列和重叠序列后, 拼接得到2 953 bp的全长cDNA, 其中5′端非编码区(UTR)为68 bp, 3′端非编码区(UTR)为327 bp(不包括ploy A尾巴), 开放阅读框(ORF)为2 528 bp, 编码843个氨基酸。在NCBI


数据库中, 对克隆得到的序列进行比对, 所得到的序列与杂交鲟的AR基因序列同源性最高, 达到了99%, 与虹鳟、日本鳗鲡、和欧洲狼鲈(Dic​e​ntrarchus labrax)AR基因的同源性均在80%以上, 证明所得序列确为小体鲟AR基因。已经提交到NCBI, GenBank 登录号 KF765735。

将小体鲟AR氨基序列与杂交鲟、斑马鱼、欧洲狼鲈和欧洲鳗鲡的AR氨基酸通过ClustalW2进行序列比对, 序列分析表明小体鲟AR氨基酸具有核激素受体所共有的3个主要功能区域, 即保守性较低的氨基酸结构域(NTD)、高保守的DNA结合域(DBD)和C端配体结合域(LBD)(图1)。其中DBD和LBD与其他5种鱼类氨基酸同源性很高, 达到了97%~98%。NTD位于第一个外显子, 具有较大的变异性, 同源性10%~20% (图1)。
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图1  小体鲟AR氨基酸与其他5种鱼类AR氨基酸序列的比较

相同的氨基酸, 高度保守的氨基酸, 比较保守的氨基酸分别以“*”、“:”和“.”表示.

Fig. 1  Alignment AR amino acid of Acipenser ruthenus and other 5 species fish

The idengtical, highly conserved, and less conserved amino acid residces were indicated by“*”, “:”and“.”.
2.2  AR氨基酸系统进化分析

将克隆得到的AR基因的编码区(CDS)运用Primer Premier 5中的Protein推导氨基酸序列, 摘录GenBank中已登录同源性高的动物和人的AR氨基酸序列: 杂交鲟、日本鳗鲡、欧洲鳗鲡、稀有鮈鲫、斑马鱼、金鱼、罗非鱼、西氏拟隆头鱼(Pseudolabrus sieboldi)、真鲷(Pagrus major)、欧洲狼鲈、褐家鼠(Rattus norvegicu)和人类(Homo sapiens), 序列号和同源性见表2。将这16种AR氨基酸进行同源比对, 采用MEGA5.2软件的NJ进行系统进化分析, 设置1 000次bootstraps进行评估(图2)。结果表明: AR的分子进化关系与目前已知的相应的物种进化关系相似, 鱼类和哺乳动物人类、褐家鼠在两个明显不同的分枝, 克隆得到的小体鲟AR编码的氨基酸处在鱼类分枝中, 与杂交鲟聚为一枝(图2), 遗传距离最小。其次是日本鳗鲡、欧洲鳗鲡、稀有鮈鲫、斑马鱼、金鱼、尼罗罗非鱼、欧洲狼鲈、真鲷等鱼类。
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图2  系统发育树分析小体鲟AR氨基酸的进化关系
分叉处数值表示1 000 次重复抽样所得到的bootstrap置信度百分比, 标尺长度表明每个位点发生0.05次置换. 所用序列的GenBank登录号及相似性见表2.
Fig. 2   Phylogenetic analysis of Acipenser ruthenus AR amino acids
The values at the forks indicate the percentage of trees in which this brouping occurred after bootstrapping the data (1 000replicates). The scale bar shows the number of substitutions per site. GenBank accession numbers are in Table 2.

表2  16种动物的AR氨基酸序列GenBank 登录号及相似度

Tab. 2  GenBank accession numbers and ident of 16 species AR amino acids
	物种species
	GenBank登录号accession number
	相似度/% identity

	杂交鲟     Acipenser ruthenus× Huso huso
	BAI49424
	98

	人类       Homo sapiens
	ADD26781
	64

	褐家鼠     Rattus norvegicus
	AAA40759
	64

	尼罗罗非鱼 Oreochromis niloticus
	NM_001279613
	62

	欧洲鳗鲡   Anguilla anguilla beta
	CBV44425
	51

	真鲷       Pagrus major
	BAA33451
	51

	西氏拟隆头鱼 Pseudolabrus sieboldi
	ADI24924
	51

	金鱼       Carassius auratus
	AAM09278
	51

	欧洲狼鲈   Dicentrarchus labrax
	AAT76433
	50

	稀有鮈鲫   Gobiocypris rarus
	ADC35724
	50

	斑马鱼     Danio rerio
	ABO47800
	50

	日本鳗鲡   Anguilla japonica
	BAA75464
	46


2.3  雌雄小体鲟不同组织AR mRNA的表达 

以actin和18S基因为内参进行相对定量RT-PCR检测AR基因在雄鱼和雌鱼的性腺、脑、肝、肾、脾、肠、血液、鳃、肌肉和心脏中的表达, 各组样本荧光定量的溶解曲线峰值单一, 无非特异性荧光, 产物特异性较好, 非特异性产物对结果的影响不大(图3)。相对定量结果表明: AR基因在小体鲟雌性和雄性以上10个组织中均有表达, 并且都是在性腺中的表达力量最高, 其次是肾、肝和肌肉; 在肠和鳃中的表达量最低(图4)。

3  讨论

本研究采用分子克隆技术得到了小体鲟AR基因cDNA全长和ORF全长





























































































































, 并通过荧光定量PCR检测了AR在小体鲟雌性和雄性不同组织中的相对表达量。小体鲟AR氨基酸序列不仅与同属鲟形目鱼类的杂交鲟具有较高的同源性(98%), 而且与鲤形目以及鲇形目鱼类也具有较高的相似性。说明获得基因确实为小体鲟AR基因。AR基因系统进化树表明, 小体鲟AR基因与同属于鲟形目的杂交鲟遗传距离最小, 其次是日本鳗鲡、斑马鱼等鱼类, 与纳氏伪龟(Pseudemys nelsoni)和人类
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图3  小体鲟AR mRNA Real-time PCR扩增熔解曲线(Tm=86℃)

Fig. 3  Amplification melt curve of Acipenser ruthenus AR mRNA Real-time PCR (Tm =86℃)

的遗传距离最远。本研究与南方鲇(Silurus meri​d​ionalis)[19]、稀有鮈鲫[21]、斑马鱼[15]等鱼类AR基因研究的结果一致, 经同源性分析和进化分析表明, AR基因具有低保守的NTD, 高保守的DBD和LBD。在小体鲟AR基因 DBD和LBD中, 特异的结构都高度保守, 如组成两个锌指结构的8个半胱氨酸残基, 以及锌指结构中的P-box (GSCKV)和D-box(ASKND), LBD中的亮氨酸拉链等(图1)。这一结果与其他硬骨鱼类AR基因DBD和LBD的结果一致。
在某些AR鱼类中, 例如虹鳟和日本鳗鲡等, AR具有两种亚型, 即ARα和ARβ, 但二者在表达模式上有很大的不同。研究显示, ARα在脑、精巢、卵巢、肝、肾等许多组织中均有表达, 在性腺中高水平表达, 而ARβ仅在某些组织如精巢、脾和肌肉中特异表达且与ARα的表达量有差异[17–18]。本实验获得的小体鲟AR在雌性和雄性的性腺、脑、肝、心脏、肠、脾、肾、肌肉、血和鳃中均有表达, 这种组织表达模式与只发现了1种AR的斑马鱼、半滑舌鳎和南方鲇的组织表达模式相同[16, 20, 23], 而与上述虹鳟、日本鳗鲡等具有两种AR亚型的鱼类的AR的组织表达模式不同。因此, 推测小体鲟中只存在一种AR, 其功能包括具有两个AR亚型鱼类的ARα和ARβ的功能。

从表达水平上看, 小体鲟AR mRNA在雌性和雄性各个组织中均有表达, 不同组织中表达水
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图4  小体鲟雄性和雌性不同组织AR mRNA 表达分布 
Fig. 4  Expressin distribution of AR mRNA in male and female Acipenser ruthenus
平有差异, 这说明雄激素受体在小体鲟中具有广泛的生理作用。其在与生殖发育相关的组织性腺和脑中高水平表达, 特别是在卵巢中, 其相对表达量是精巢的5倍, 表明AR在小体鲟发育和生殖方面确实有重要作用。在与雄激素代谢和分泌相关的组织肾、肝、脾以及肌肉中也均有表达, 表达量低于脑和性腺。而且雌性肾、肝、肌肉以及心脏中AR的表达量比雄性相应组织中的表达量高。以上结果与其他鱼类中的研究结果有差异: 在虹鳟中的研究显示AR在精巢中的表达量比卵巢高[17]; 斑马鱼中AR在精巢和雄性肌肉中的表达量显著高于雌性卵巢和肌肉[16]; 狼鲈中也是精巢的表达量显著高于卵巢。小体鲟中AR的异常表达现象可能与其生长发育时期有关[26–27], 该猜测还需要进一步研究小体雌、雄组织在各个发育阶段AR的表达水平及其变化规律。

本实验克隆得到了小体鲟AR基因cDNA的全长, 并对AR mRNA组织特异表达进行了研究, 分析得出了小体鲟AR基因的部分分子生物学特征, 为深入研究AR在小体鲟性别分化和性腺发育中的作用机理奠定了基础, 也为该鱼生理和生殖调控提供科学依据。
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Cloning, sequence analysis, and mRNA expression distribution of the androgen receptor from Acipense ruthenus
YU Jing1,2, DONG Xiaoli1, ZHANG Ying1, LIU Xiaoyong3, PAN Peng3, MAI Likai3, SUN Dajiang1
1. Heilongjiang Fishery Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Harbin 150070, China;
2. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China;
3. Technological and Engineering Center of Reproduction and Rearing for Sturgeon, Chinese Academy of Fishery      Sciences, Beijing 100039, China
Abstract: Sterlet (Acipenser ruthenus) belongs to the Acipenseridae which is one of the oldest families of fishes. Sterlet are suitable for large scale aquaculture as they will breed in captivity. Despite their relatively small body size (maximum body length 1 m and mass of 20 kg), starlet are of great interest to fishermen, fish farmers, and consumers due to the excellent taste of their meat and caviar. Androgen receptor (AR), a ligand-dependent transcription factor of androgens, is important for sexual differentiation, gonadal maturation, reproductive behavior, and maintenance of male sexual characteristics. This study on AR focused on the sequencing and characterization of cDNA encoding, and the expression of AR mRNA in different tissues in A. ruthenus. The full length of AR cDNA was cloned from gonadal tissue by RT-PCR and RACE. AR mRNA expression was detected using real-time qPCR in different male and female tissues. Sequence analysis showed that the AR was 2 953 bp in length, including a 68 bp 5′ terminal untranslation region(UTR), a 2 528 bp encoding region, and a 327 bp 3′ terminal UTR(except ploy A). AR precursor protein was encoded by 843 amino acids and had a predicted molecular weight of 94.24 kD. Alignment analysis showed that the sequence was 99%, 98%, 83%, 83% and 81% similar to those of A. ruthenus×Husohuso, A. baerii, Oncorhynchus mykiss, Anguilla japonica and Ovisaris, respectively, and the coding sequence had a higher homology with fish. Several domains present in all cloned ARs were identified in starlet AR. The domains corresponded to an amino-terminal hypervariable transcriptional activation domain (TAD), a central highly conserved DNA-binding domain(DBD), and a carboxy-terminal ligand-binding domain(LBD). Percentages of homology-similarity among these functional domains in teleost fish ranged between 60% and 80% for the LBD, 70% and 99% for the DBD, and 10% and 60% for the TAD when compared with those of sterlet. Application of real-time qPCR found that AR mRNA was expressed in all experimental tissues. Male and female fish all had a high expression level in gonad, muscle and kidney, and low expression levels in other tissues. AR gene mRNA was expressed widely in sterlet tissues, suggesting that it plays an important role in growth and reproduction.
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