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摘要: 为分析黑鲷♀×真鲷♂ (Acanthopagrus schlegelii ♀×Pagrosomus major ♂)反交子代在生长、发育等经济性状优

于黑鲷亲本(A. schlegelii)的分子遗传差异, 本研究克隆了反交子代(PA)与黑鲷(As)的 CaM 基因, 运用生物信息学方

法对基因 PACaM 与 AsCaM 的序列进行了详细分析; 同时通过荧光定量分析了 PACaM 与 AsCaM 在仔鱼及 2 龄成

鱼不同组织的表达特征。研究结果表明, PACaM 基因 cDNA 全长 1180 bp, AsCaM 基因 cDNA 全长 1241 bp, 均具有

一个 450 bp 的开放阅读框, 编码 149 个氨基酸, 分子量约 16.84 kD, 等电点为 4.09; 序列比对、结构比较等分析表

明, PACaM 和 AsCaM 属 CaM 基因家族, 具有 4 个 EF-hand 钙结合功能域。定量分析表明 CaM 在两种鱼的仔鱼及

成鱼的脑与性腺中有较高表达; PACaM 和 AsCaM 在仔鱼及成鱼的鳃、肌肉及性腺中的表达存在显著差异(P<0.05), 

在脑、肝及肾中的表达没有明显差异(P>0.05); PACaM 在仔鱼中表达量最高, AsCaM 在成鱼性腺中表达最高, 均显

示了 CaM 基因在生长与繁殖中的重要作用。研究结果为鲷科属间杂交获得的子代与亲本性状差异的功能基因表达

提供一些基础资料。 
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钙调蛋白(calmodulin, CaM)是已知细胞内最

重要的 Ca2+结合蛋白[1]。CaM 与 Ca2+结合后参与

多种酶和众多细胞过程的调节, 是钙信息转导系

统中的主要组成部分[2–5]。CaM 与不同的钙调素

结合蛋白相互作用, 产生不同的生理效应, 发挥

其多样性功能[6]。CaM 基因在组织细胞中的分布

与含量变化, 与细胞类型、细胞周期及细胞功能

直接相关[7]。对 CaM 的表达差异分析表明, 在梭

子蟹(Portunus trituberculatu)蜕皮时期, 该基因显

示出了明显的调控作用 [8]; 在栉孔扇贝(Chlamys 

farreri)[9]、合浦珠母贝(Pincta dafucata)[10]及长牡

蛎(Crassostrea gigas)[11]的研究, 发现该基因与这

些贝类外壳形成密切相关。此外, 研究长牡蛎的

CaM 时, 发现位于 ORF 内第 158 位 TG 的 SNPs

位点突变, 对壳重有显著性影响(P<0.05)[12]。在赤

点石斑鱼(Epinephelus akaara)由雌转雄的性逆转

时期, 性腺中 CaM 的表达量呈逐渐升高趋势[13]。

这些报道反映了 CaM 在物种生长、生殖等活动中

的调节功能与密切关系。 

黑鲷(Acanthopagrus schlegeli)属鲷科(Spar-

idae)棘鲷属, 俗称黑加吉, 是中国南北沿海均可

养殖的名贵鱼类[14], 但其生长速度较慢、养殖周

期较长。以黑鲷为母本与鲷科中另一名贵鱼种真

鲷(Pagrosomus major)杂交获得的反交子代(P. 

major ♂×A. schlegeli ♀, PA)在生长速度及抗逆性

等方面表现出优于亲本的优势[15–16]。为探讨反交

子代与黑鲷母本在生长或性腺发育等相关性状的

基因差异表达与调控, 本研究分别克隆了黑鲷与

真鲷反交子代(PA)和黑鲷自交子代(As)的 CaM 基

因(分别命名为 PACaM 和 AsCaM), 并通过荧光定

量 PCR 技术检测 PACaM 与 AsCaM 在仔鱼期与成

鱼不同组织中 mRNA 表达差异情况, 从分子水平 
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上研究杂交后代与亲本之间在生长发育等性状上

的变化。有关鲷科鱼类的 CaM 基因相关研究目前

还很少见; 针对不同属鱼类的杂交子代与亲本进

行该基因表达的比较研究更少, 本研究将为基因

水平的遗传育种提供借鉴。 

1  材料与方法 

1.1  样本准备 

实验鱼均取自江苏省海水增养殖技术及种苗

中心。幼龄鱼样本分别取自室内培育的 30 日龄仔

鱼; 成鱼样本取自混合养殖于同一口池塘并随机

抽选的 2 龄健康个体。每种鱼各取 5 尾, 体长、

体质量数据见表 1。 

取仔鱼整体和成鱼的脑、肌肉、鳃、肝、肾、

性腺等组织分别放入置有 RNAlater RNA Stabil-

ization Reagent (QIAGEN)的 1.5 mL 离心管内, 用

灭菌小号剪刀剪成小碎粒(粒径小于 0.2 mm), 置

于 4℃过夜, 然后转−20℃保存备用。 

用RNeasy Mini Kit (QIAGEN)分别提取 PA与

As 的仔鱼整体和成鱼各组织样本的总 RNA。通

过分光光度计(Eppendorf)和琼脂糖凝胶电泳检测

总 RNA 的浓度和纯度。使用 PrimerScriptTM RT 

reagent Kit with gDNA EraserRR047A 试剂盒

(TaKaRa)进行反转录 PCR 获得 cDNA 模板。 

1.2  PACaM 与 AsCaM 基因 cDNA 全长序列克隆 

采用已知的其他鱼类  CaM 基因的保守序列

设计、合成 CaM 简并引物 CaMF/CaMR (表 2), 以

cDNA 第一链为模板进行基因中间片段的扩增。

PCR 反应体系(50 μL)包括: 25 μL 2×Ex-Taq Buffer 

(TaKaRa), 1 μL dNTP Mix (10 mmol/L), 15 μL 无

菌水, 1 μLTaq DNA 聚合酶(5 u/μL), 3 μL 基因简

并引物(10 μmol/L)和 5 μL cDNA, 最后用 50~ 

100 μL 矿物油覆盖。PCR 反应条件如下: 94℃ 

4 min 预变性; 然后 94℃ 0.5 min, 55℃ 0.5 min, 

72℃ 2 min, 30~35 个循环; 72℃扩展 10 min, 5℃

孵育至下样。PCR 产物经 2%的琼脂糖凝胶分离

检测 , 用凝胶纯化试剂盒(Ayxgen)纯化。纯化的

PCR 产物克隆入 pMD® 18-T 载体(TaKaRa), 转化进

入大肠杆菌感受态细胞 DH5α(TaKaRa), 经 PCR 验

证后取 3 个阳性克隆进行测序。 

根据克隆获得的 CaM 基因中间片段序列

(AsCaM基因序列的 GenBank 登录号 FM145609.1), 

设计并合成 5′-RACE 和 3′-RACE 基因特异引物

GSP-PACaM5′、GSP-AsCaM5′、GSP-PACaM3′、

GSP-AsCaM3′ (表 2)。用 5′RACE System for Rapid 

Amplification of cDNA Ends, Version 2.0 (Invitr-
ogen)及 SMARTer™ RACE cDNA Amplification 

Kit 试剂盒, 按试剂盒说明书进行操作, 利用设计

特异引物与通用引物配合进行 PCR 扩增, 其中, 

通用引物包括 Abridged Anchor Primer (10 μmol/L), 

Anchor Primer (10 μmol/L), AUAP 和 UAP 

(10 μmol/L), 与 GSP-PACaM5′、GSP-AsCaM5′搭

配来分别扩增 PACaM 与 AsCaM 的 5′-端 cDNA 序

列 , 10×Universal Primer A Mix(UPM)和 GSP- 

PACaM3′、 GSP-AsCaM3′被用来分别扩增获得

PACaM 与 AsCaM 的 3′端 cDNA 序列。PCR 产物

经检测、克隆、验证及测序列等步骤后, 获得该

基因的 5′端及 3′端序列。 

应用 DNAStar Lasergene 7.1 软件, 分别组装

PACaM 与 AsCaM 基因的 5′-RACE 片段、中间片

段和 3′-RACE 片段, 拼接生成 PACaM 与 AsCaM

基因的 cDNA 全长序列。 

1.3  PACaM 与 AsCaM 基因与蛋白的序列分析 

CaM 基因 cDNA 的开放阅读框(open reading 

frame, ORF)查找使用 ORF Finder (http://www. 

ncbi.nlm.nih.gov/gorf/)。信号肽预测分析采用 SignalP 
 

表 1  鲷样品的体长和体重 
Tab. 1  Body length and body weights of sea porgy 

SD;x  n =5 

样本名称 sample name 体重/g body weight 体长/cm body length 

黑鲷仔鱼 larvae of Acanthopagrus schlegeli 0.039±0.0005 0.7±0.05 

黑鲷♀×真鲷♂仔鱼 hybrid larvae of A. schlegelii ♀ ×Pagrosomus major ♂ 0.042±0.0007 1.0±0.05 

黑鲷成鱼 adults of A. schlegelii 361.81±26.8 22.8±0.5 

黑鲷♀×真鲷♂成鱼 hybrid adults of A. schlegelii ♀ ×P. major ♂ 489.8±25.3 24.5±0.5 
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表 2  CaM 基因 cDNA 片段扩增与荧光定量 PCR 的引物与扩增片段长度 
Tab. 2  Primers used for CaM genes cloning and fluorescence real-time quantitative PCR and the length of PCR amplicons 

扩增片段
application 

引物 
primer 

引物序列(5′→3′) 
primer sequence (5′→3′) 

扩增片段长度/bp
amplicon length

CaMF GARGARCAGATYGCWGARTTCAA 中间片段 
intermediate 
fragments CaMR TCYCTRATCATYTCRTCHACTTC 

365 

5′-RACE 5′-RACE a bridged anchor primer GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGGGGGGGG  

 AUAP GGCCACGCGTCGACTAGTAC  

 UAP CUACUACUACUAGGCCACGCGTCGACTAGTAC  

 5′-RACE anchor primer CUACUACUACUAGGCCACGCGTCGACTAGTACGGGGGGGGGG  

 GSP-PACaM5′ GAGCTGCGCCATGTGATGACAAACC 188 (PACaM)

 GSP-AsCaM5′ GAAACCACCACTACCACG 269 (AsCaM) 

3′-RACE 3′-RACE 10×universal primer A CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT  

 Mix(UPM) CTAATACGACTCACTATAGGGC  

 GSP-PACaM3′ GAAACCACCACTACCACG 774 (PACaM)

 GSP-AsCaM3′ GAGCTGCGCCATGTGATGACAAACC 836 (AsCaM) 

RT-qPCR PACaMF CACCATCACCACCAAAGAGC  

 PACaMR TCGCTGTCTGTGTCCTTCAT 171 (PACaM)

 AsCaMF ATGCCGATGGAAATGGAACG  

 AsCaMR GCTTCTCCCCAAGGTTTGTC 180 (AsCaM) 

 ActinF TATCGTCATGGACTCCGGTG  

 ActinR TGATGTCACGCACGATTTCC 188 (-actin) 

 

(www.cbs.dtu.dk/services/SignalP)[17–18]。分子量与

理论等电点预测采用 ExPASy 在线服务器的

Compute pI/Mw工具(http://www.expasy.org/tools/pi_ 

tool.html)。CaM 蛋白的亚细胞定位采用 PSORTII

软件(http://psort.ims.utokyo.ac.jp/form2.html)。Mo-

tif 搜索使用 http://www.ncbi.nlm.nih.gov。三级结

构预测使用 SWISS-MODEL 服务器 (http://www. 

expasy.org/swissmod/SWISS-MODEL.html)[19]。PA-

CaM 与 AsCaM 基因全长 cDNA 序列的同源性分析

及 CaM 基因的氨基酸序列相似性搜索与下载, 采

用在 NCBI 网站运行 BLAST 程序[20]。搜索结果都

经过核实并进行聚类分析。利用 Mega 6.0 软件[21]

中提供的比对功能进行多序列比对并基于邻接法

(neighbor-joining method, NJ)构建系统进化树 , 

bootstrap 重复 1000 次。 

1.4  PACaM 与 AsCaM 基因的 mRNA 表达差异

分析 

根据已获得的 PACaM 与 AsCaM 基因全长

cDNA 序列, 分别设计 2 对特异性引物 PACaMF/ 

PACaMR 和 AsCaMF/AsCaMR(表 2), 用于实时荧

光定量 PCR, 内参基因引物为 ActinF/ActinR(表

2)。通过 IO-RAD CFX Connect™荧光定量 PCR

检测系统, 测定目的基因在 PA 与 As 不同组织样

品中的表达情况。荧光定量 PCR 反应体系为 20 μL, 

以各个样本的 cDNA为模板, 反应程序为: 95℃预

变性 3 min; 95℃ 10 s, 58℃ 20 s, 72℃ 20 s, 75℃ 

5 s 并采集荧光信号, 40 个循环; 添加溶解曲线生

成程序: 95℃到 65℃每降 0.5℃(5 s)采集一次荧

光。样品和内参均设 3 个重复。实验结束后, 用

溶解曲线分析产物专一性, 结果用 2 –ΔΔCT 法进行

初步数据统计分析。用 Prism 5 Software(GraphPad)

分析软件进行图表与数据统计, 以 Student’s t-test

分析数据的差异性(P<0.05 为差异显著)。 

2  结果与分析 

2.1  PACaM 与 AsCaM 基因 cDNA 全长序列的克

隆与分析 

利用 CaM 基因保守序列设计简并引物, 扩增

获得的 CaM 基因中间片段(365 bp), 进一步设计

引物、PCR 扩增及测序等程序, 获得 PACaM 和

AsCaM 的 5′端及 3′端序列(表 2), 软件拼接获得长

度分别为 1180 bp 和 1241 bp 的 PACaM 和 AsCaM 
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的 cDNA 序列; 经 BLAST 比对验证均为 CaM 基

因的 cDNA 全长序列。PACaM 的全长 cDNA 序列

具有一个 94 bp 的 5′非翻译区(un-translated region, 

UTR)和一个 636 bp 的 3′UTR, 具有一个 450 bp 

(从序列的 96~545 bp 处)的 ORF, 编码一个具 149

个氨基酸的多肽, 有长 27 bp 的 polyA 尾巴, A+T

和 C+G的百分比分别为 55.76%和 44.24%。AsCaM

基因的全长 cDNA 序列具有一个 93 bp 的 5′UTR

和一个 698 bp 的 3′UTR, 有一个 29 bp 的 polyA

尾巴, 同样具有一个 450 bp (从序列的 95 bp 至

544 bp 处)的 ORF, 编码一个具 149 个氨基酸的多

肽 , A+T 和 C+G 的百分比分别为 56.73%和

43.27%。PACaM 与 AsCaM 的开放阅读框序列有 2

个碱基差异, 均为 C/T 转换(图 1); 两者编码的氨

基酸序列完全一样(图 2), 翻译的起始密码子都为

ATG, 终止密码子都为 TGA; 都具有加尾信号序

列 AATAAA。 

CaM 基因序列和推导的氨基酸序列同源性搜

索比对表明, PACaM 与 AsCaM 的核苷酸序列与石

斑鱼(Epinephelu scoioides, KC540636.1)、Stegaste 
 

 
 

图 1  AsCaM 与 PACaM 核酸序列比对 

一致性序列用阴影表示, 差异序列和增加序列分别用蓝色和单点表示. 

Fig. 1  Alignment of PACaM and AsCaM gene sequences 
Consistency sequence were presented by shadow, different sites and sequences were presented by single point and blue colour. 
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图 2  AsCaM 与 PACaM 蛋白氨基酸序列比对 

阴影表示相同氨基酸. 
Fig. 2  Alignment of PACaM and PPCaM amino acids sequences 

Consistency sequence were presented by shadow. 
 

spartitus(XM_008276530.1)及 Notothenia coriiceps 

(XM_010788155.1)等鱼类的 CaM 基因同源相似

性都为 95%, 基因的氨基酸序列与大黄鱼(Lari-

michthys crocea, KKF28235.1)、Esox lucius(NP_ 

001290903.1)及 Oncorhynchus mykiss(CDQ87622.1)

等鱼类的相似度为 99%。基于邻接法对 AsCaM 与

其他 23 种鱼类 28 个 mRNA 序列(表 3)的 CaM 序

列进行系统聚类分析, 构建的 NJ 拓扑树(图 3)。 

2.2  PACaM 与 AsCaM 蛋白质基本属性与功能

结构分析 

PACaM 与 AsCaM 的蛋白氨基酸序列完全一

致。对黑鲷 AsCaM 蛋白理化性质进行分析, 表明

CaM 分子式为 C719H1129N189O256S10, 蛋白的分子

量约为 16.84 kD, 理论等电点 pI 为 4.09; 不稳定

指数为 28.21 (小于 40), 属稳定蛋白; 脂肪指数为

65.5; 不含有信号肽序列 , 为非分泌型蛋白。

AsCaM 蛋白的亚细胞定位于细胞质中的可能性

最大(52.2%), 为非线粒体蛋白, 无跨膜区, 无核

定位信号。 

功能域分析表明 AsCaM 蛋白含有 4 个 EF- 

hand 结构域, 属于 EF-hand 家族, 有 16 个 Ga2+

结合位点(图 4a)。同源建模获得 AsCaM 蛋白的三

维结构(图 4b~c), 显示 AsCaM 蛋白包括 7 个 α 螺

旋和 4 个 β 折叠。 

2.3  PACaM与 AsCaM基因 mRNA差异表达分析 

CaM 在仔鱼及成鱼的脑、鳃、肝、肾、性腺

和肌肉等组织中均有表达, 其中表达量相对较高

的为仔鱼及成鱼的脑与性腺(图 5)。PACaM 依次 

表 3  用于黑鲷 AsCaM 基因系统进化分析的其他 

鱼类钙调蛋白 mRNA 序列登录号 
Tab. 3  Accession number of other fishes CaM mRNA  
sequences for phylogenetic analysis with AsCaM gene  

of Acanthopagrus schlegeli 

物种 
species 

登录号 
accession number 

复瓦眶锯雀鲷 Stegastes partitus XM_008276530.1 

褐牙鲆 Paralichthys olivaceus EU519228.1 

尖吻鲈 Lates calcarifer XM_018694615.1 

褐菖鲉 Sebastiscus marmoratus EU871679.1 

南极鳕 Nototheniacoriiceps XM_010788155.1 

点带石斑鱼 Epinephelus coioides KC540636.1 

大黄鱼 Larimichthys crocea XM_010739665.2, 
XM_019257339.1 

褐石斑鱼 Epinephelus bruneus JF430618.1 

尼罗罗非鱼 Oreochromis niloticus XM_003452322.4 

伯氏朴丽鱼 Haplochromis burtoni XM_005936862.2 

布氏亮丽鲷 Neolamprologus brichardi XM_006799078.1 

斑马鱼 Maylandia zebra XM_004554577.3 

红丽鱼 Pundamilia nyererei XM_005735127.1 

半滑舌鳎 Cynoglossus semilaevis XM_008321317.2 

杂色鳉 Cyprinodon variegatus 
XM_015373659.1, 
XM_015373658.1 

底鳉 Cyprinodon variegatus XM_012862386.1 

花鳉 Poecilia formosa XM_007577169.2 

短鳍花鳉 Poecilia mexicana XM_015007947.1 

青鳉 Oryzia slatipes XM_004076927.1 

大西洋鲑 Salmo salar XM_014200496.1, 
BT149934.1, 
BT125344.1, 
BT043796.1 

虹鳟 Oncorhynchus mykiss 
BT074083.1, 
BT074184.1 

墨西哥脂鲤 Astyanax mexicanus XM_007255786.2 

 

在仔鱼、脑、鳃及性腺中表达水平较高, 在肝、

肾和肌肉中的表达量低且相互不存在显著差异

(P>0.05); 在仔鱼中的表达量显著高于在 2 龄成

鱼个体各组织中的表达量(P<0.01)。AsCaM 在性

腺中表达水平显著高于脑和仔鱼(P<0.05), 极显

著高于肝、肾、鳃及肌肉组织(P<0.01), 肝、肾、

鳃与肌肉组织间不存在明显差异表达。CaM 在反

交鱼与黑鲷不同组织中的定量表达结果比较表明, 

在黑鲷与反交子代两者中的 CaM 表达有相似之

处 , 如在仔鱼及成鱼的脑组织中有较高表达量 , 

在肾及肌肉中的表达相对低, 在脑、肝与肾间的

表达量没有明显差异(P>0.05); 同时, 2 种鱼中该

基因的表达又有明显差异, 如在黑鲷性腺中的表 
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图 3  黑鲷 AsCaM 与其他鱼类 CaM 基因 mRNA 序列的聚类树状图 

利用 Mega 6.0 软件中的比对功能进行多序列比对并基于邻接法(neighbor-joining method)构建系统进化树,  

bootstrap 重复 1000 次, 标尺为进化距离. 

Fig. 3  Phylogenetic neighbor-joining tree of AsCaM and other fishes representative CaM mRNA sequencs of Acanthopagrus schlegeli 
The phylogenetic tree was constructed using the neighbour-joining method and analysed using the Poisson correction models with 

1000 bootstrap replicates in MEGA 6.0. The scale bar corresponds to 0.01 estimated amino acid substitutions per site. 
 

达量最大, 且极显著高于在反交子代性腺中的表

达量; 在反交子代中则是仔鱼表达量最高, 而且

在仔鱼及成鱼的鳃及肌肉组织中的表达水平, 均

有极显著(P<0.01)高于在黑鲷中相应的表达(图 5)。 

3  讨论 

实验得到的 2 个基因全长 cDNA 序列中, ORF

序列相差仅为 2 个碱基(C/T), 在氨基酸水平完全

相同; PACaM 与 AsCaM 的氨基酸序列与其他鱼

类的相似性为 97%以上, 如与大黄鱼的 CaM 氨基

酸序列的相似性为 99%, 显示了 CaM 的保守性。

庞俊峰等 [22]利用克隆的木榄 (Bruguiera gymno-

rhiza)的 BgCaM 氨基酸 , 与拟南芥(Arabidopsis 

thaliana)、甘薯(Dioscorea esculenta)、桑树(Morus 

alba)、大麦(Hordeumv ulgare)和甘蔗(Saccharum 

officinarum)等比较得到的同源性约为 98%, 而且

这些种类的基因 ORF 序列差别也多为碱基 C 和 T

之间的同义替换。有报道总结得出动植物间的

CaM 氨基酸序列的相似度在 90%以上[12]。钙调蛋

白这种高保守性可以由它参与细胞活动之多、在

细胞功能行使中地位之重要来解释[23]。CaM 因其

功能的重要性而结构保守 , 包括其具有的特殊

EF-hand 结构域[24]。EF-hand 多基因家族的蛋白结

构有 2 个、4 个或 6 个 EF-hand, 成对的 EF- hand

之间可以相互沟通, 显示正向协同效应[25–26]。不过, 

在长牡蛎等贝类中有 3 个 EF-hand 结构[10]。PA-

CaM 与 AsCaM 基因有 4 个 EF-hand 手性结构域, 

可以结合 16 个 Ca2+位点。 

不过 2 个基因在 3′非编码序列则有较多差异

位点, 且 AsCaM 的 3′非编码序列长度比 PACaM

的多 62 bp。有报道 CaM 基因不同亚型的差异部

位可能就存在于非编码区[27]。基因的 5′或 3′端区

域可以独自或者协同作用调节基因表达[28], 也可

以启动基因的组织特异性表达[29]; 实际上, 这些

非编码 DNA 才是遗传中心, 正是由它们决定基

因何时何地何量表达, 以及如何高效生产出各种

蛋白质[30]。 

从成鱼 6 个不同组织的定量分析结果发现,  
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图 4  黑鲷 AsCaM 蛋白功能域与三维结构预测结果 

a. 基因结构域; b. 氨基酸基序; c. 蛋白三级结构. 

Fig. 4  The predicted three-dimensional structure and function domains analysisresults of AsCaM  
protein search from Acanthopagrus schlegeli 

a. gene structure; b. proteinmotifs; c. three-dimensional structure of the protein. 
 

 
 

图 5  PACaM 和 AsCaM 的定量表达水平与差异比较 

数值用平均值±标准误表示; ns 表示无显著差异,  

*P<0.05, **P <0.01, ***P<0.001. 
Fig. 5  Relative expression results of PACaM and AsCaM 

Values are expressed as mean ± SE. ns means no significant 
differences, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. 

 

CaM 在反交鱼及黑鲷的脑、肝与肾等关键器官中

的表达没有明显差异, 这与 CaM 的功能重要性而 

呈现的稳定性相对应。研究表明 CaM 在脊椎动物

脑中的含量最丰富[31]。Ca2+在神经系统中占有重

要地位, 是通过与细胞内的特殊受体蛋白结合发

挥作用, 而 CaM 是最重要的 Ca2+受体蛋白[32]。杜

喆等 [33]利用新生小鼠大脑皮层的神经干细胞研

究发现, CaM 的表达对神经元的生长和发育起着

重要作用。本研究也得出 CaM 在反交鱼及黑鲷的

脑组织中均有明显高于肝、肾、鳃、肌肉等组织

的表达水平。另外, 仔鱼中的 CaM 也有较高表达

量, 仔鱼期是鱼类快速生长阶段, 推测 CaM 对鱼

早期生长具有较高的阶段性调控作用。反交仔鱼

的 CaM 显著高于黑鲷仔鱼的表达量, 同样培育日

龄的反交仔鱼生长速度快于黑鲷仔鱼, 该进一步

体现了 CaM 基因在鱼类生长中的作用。CaM/Ca2+

具有参与调控酶活性、促进细胞增殖的作用[34]。

Taft 等[35]通过调控 CaM 表达量的血吸虫(Schisto-
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somamansoni)幼虫早期发育不良和生长缺失诱导

(defect-inducing)的 RNAi 实验, 显示了 CaM 在幼

虫早期发育中的重要作用。再者, 在性腺、鳃、

肌肉及仔鱼中, 反交鱼的肌肉及鳃中的 CaM 表达

水平显著性高于黑鲷, 也为该杂交子代相对于亲

本黑鲷成鱼的生长优势提供了一些分子水平上的

研究资料。黑鲷性腺组织的 CaM 表达显著高于杂

交鱼, 这一方面是由于 CaM 参与有关生殖的许多

重要生化过程[11, 32]; 另一方面, 可能是由于生长

与生殖在一定程度上有相互为负调控的关系, CaM

基因在性腺中的高表达伴随有在生长性状等方面

低于反交鱼的态势。同时, 从黑鲷母本对反交子

代在性腺上的极显著差异性高表达, 体现了属间

杂交可能导致的在生殖腺发育上的明显变化, 值

得引起下一步关注与研究。 
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Molecular cloning, mRNA expression, and characterization of calm-
odulin genes in hybrids of Acanthopagrus schlegeli (♀)×Pagrosomus 
major (♂) 
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REN Zhonghong 1 
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Nanjing 210023, China 

Abstract: The hybrid offspring from black porgy (Acanthopagrus schlegeli ♀) and red porgy (Pagrosomus major 
♂) have been successfully farmed in an attempt to develop new marine aquaculture species with optimal target 
traits. To analyze the molecular mechanism of different growth traits between A. schlegeli parent fish (As) and 
hybrids (PA), the full-length cDNA sequences of CaM genes (named PACaM and AsCaM) from each were cloned 
and identified. The expression profiles of CaM genes in six different tissues of two-year-old and 30 d larvae of F1 
generation hybrids and pure A. schlegeli individuals were evaluated and compared using real-time quantitative 
PCR. The PACaM gene is 1180 base pair (bp) in length and the AsCaM gene is 1241 bp, both including an open 
reading frame (ORF) of 450 bp and encoding a peptide of 149 amino acids with an estimated molecular mass of 
16.84 kD and a predicted isoelectric point (pI) of 4.09. Sequence alignment, structure comparison, and bioinfor-
matics analyses showed that PACaM and AsCaM are members of the CaM family. Functional domain analysis in-
dicated that the protein has four EF-h and calcium-binding domains, with sixteen Ca2+ binding sites. PACaM and 
AsCaM are non-secretory and non-transmembrane proteins, and likely have their functional location in the cyto-
plasm. Quantification of expressed CaM mRNA showed comparatively high levels in the brain and gonadal tissues 
of two-year-old fish and in larval fish. PACaM mRNA expression was significantly different from AsCaM in gill, 
muscle, and gonadal tissue, as well as in larvae, but not significantly different in the brain, liver, or kidney tissues 
(P>0.05). The stage-specific enrichment of PACaM transcripts in the hybrid larvae, and the highest enrichment of 
AsCaM in the gonad, may signify an essential role for CaM in growth and development. This study provides a 
basis for further research into gene function and differing genetic traits between the parent and hybrid offspring of 
genus crosses of Sparidae. 

Key words: Acanthopagrus schlegeli; Acanthopagrus schlegeli×Pagrosomus major hybridization; calmodulin; 
gene clone; mRNA expression 

 
 


