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半滑舌鳎 Dmrt1蛋白表达、纯化及功能 
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摘要: 通过分析半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis) Dmrt1重组蛋白注射卵巢后基因表达调控, 探讨 Dmrt1在半滑舌

鳎性别决定与分化中的功能。实验利用原核表达系统(Pet-32a)对半滑舌鳎 Dmrt1基因进行重组表达, 并通过亲和层

析纯化获得了重组目的蛋白(Pet-32-dmrt1)。重组蛋白注射卵巢后实时定量 PCR分析结果显示, Cyp19a和 Foxl2在

6～24 h内两基因表达量均显著下调, Sox9a基因表达量在 6～24 h内有显著上调, 但 48 h后 3个基因的表达量逐渐

恢复正常表达水平。研究结果证实, Dmrt1 重组蛋白具有生物活性, 且对性别相关基因表达调控具有一定的影响, 

在性别决定中发挥一定作用。 
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Dmrt (Doublesex and mab-3 related 
transcription factor)基因家族是与动物性别决定与
性别分化相关的基因家族, 特别在部分鱼类性别
决定中发挥至关重要的作用[1]。其中, Dmrt1是目
前发现唯一保守的参与动物性别决定及性腺发育

相关的性别基因。近年来, 在鱼类中 Dmrt1 基因
在斑马鱼 (Danio rerio)[2]、尼罗罗非鱼 (Oreoch-
romis niloticus)[3]、石斑鱼(Epinephelusmerra)[4]、

牙鲆(Paralichthys olivaceus)[5]、半滑舌鳎(Cynog-
lossus semilaevis Günther)[6]、黄颡鱼(Pelteobagrus 
fulvidraco)[7]、胡子鲇(Clarias fuscus)[8]、稀有 鲫

(Gobiocypris rarus)[9]中相继克隆和表达研究。发

现其仅在性腺中表达, 在其他组织中几乎不表达, 
并且在雌雄性腺中还存在显著性的差异表达, 在
雄性性腺中表达量显著高于雌性, 表明该基因可
能与性别分化和性腺发育相关。但关于该基因的

功能的研究报道较少, 在鸡中 Nanda 等 [10]发现

Dmrt1基因定位于 Z染色体上; Smith等[11]采用小

RNA 技术干扰 Dmrt1 两个不同外显子, 减弱了
Dmrt1的表达, 遗传雄性的鸡有部分性腺雌性化。 

半滑舌鳎属于舌鳎科 (Cynoglossidae), 舌鳎

属(Cynoglossus), 是中国近海常见的暖温性鱼类, 

近年来成为一种优良的增养殖对象[12]。半滑舌鳎

雌鱼生长速度是雄鱼的 3～4倍, 因而对该鱼性别

决定与性腺分化机理研究, 培育高雌性苗种, 提

高半滑舌鳎产量具有重要意义。本研究室近年来

克隆了半滑舌鳎性别相关基因 Cyp19a[13]、

Foxl2[14]、Dmrt1[6]、Sox9a[14]等, 并对其不同空间

与时间表达模式进行研究, 发现 Dmrt1 在雄性性

腺中特异表达, 在其他组织中无表达。有关鲆鲽

性别相关基因的研究主要见于半滑舌鳎、牙鲆的

Dmrt1和 Cyp19a[5], 大西洋鲽(Hippoglossus hipp-

oglossus)[15]的 CYP19Aarom。但对这些鲆鲽鱼类

性别相关基因的研究仅在于克隆与表达, 对性别

相关基因功能的研究鲜见报道。本研究通过构建
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Dmrt1 原核表达载体, 将表达纯化 Dmrt1 蛋白注

射 1 龄半滑舌鳎卵巢, 不同时间检测 Cyp19a、

Foxl2、Sox9a等基因表达情况, 进一步了解 Dmrt1

在半滑舌鳎性别决定与分化中的作用, 为半滑舌

鳎性别控制提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  实验材料  半滑舌鳎取自山东海阳海珍品
养殖基地, 精巢取出后迅速投入液氮保存, 后转
于−80℃低温冰箱保存用于组织 RNA提取。感受
态 TOP10和表达宿主菌 BL21(DE3)均购于北京天
根生化科技有限公司; 克隆载体 PMD18-T 购自
TaKaRa公司, 表达载体 PET-32a(+)质粒由本实验
室保存。 

1.1.2  实验试剂  RNA提取试剂 TRIzol (Ambion); 
限制性核酸内切酶, DNA marker (TaKaRa); 质粒
提取试剂盒及 DNA 凝胶纯化试剂盒(Zymo); T4 

DNA 连接酶(Fermentas); 其他试剂均为国产或进
口分析纯产品。 
称取 0.1 g 半滑舌鳎精巢组织, 利用 TRIzol

试剂一步法提取总 RNA。cDNA 采用 TaKaRa 反
转录试剂盒, 反应条件严格按照说明书操作。 

1.2  PET-32a-Dmrt1的表达与纯化 
1.2.1  表达载体的构建  据前期研究中 NCBI 报
道的Dmrt1序列(EU070761)和表达载体 PET-32a(+)
序列特征, 设计原核表达引物 P32- Dmrt1-S: 5’- 
GGCGATATCATGAACAAGAACAAGCAGCGC-3’；
P32-Dmrt1-A: 5’-CCGGAATTCTTATTTGTTTGT- 
TTCACCGTAAACG-3’。上游 5’端含 EcoRV酶切
位点, 下游 3’端含 EcoRI酶切位点。以精巢 cDNA
为模板进行 PCR 反应, 扩增 Dmrt1 编码区。将
PCR产物纯化后与克隆载体 pMD18-T连接, 将阳
性克隆进行测序。将测序正确的克隆质粒与

PET-32a(+)同时用 EcoRI 和 EcoRV 进行双酶切, 
琼脂糖电泳回收 Dmrt1 片段与表达载体质粒, 按
照连接酶说明书, 用 T4DNA连接酶连接, 构建重
组表达质粒 PET-32a-Dmrt1, 转化大肠杆菌
TOP10 感受态, 将检测阳性克隆进行测序, 测序

正确的克隆提取质粒。再将 PET-32a-Dmrt1 质粒
转化表达感受态 BL21(DE3), 同时用 30%甘油保
种待用 , 脂质体 (DC-CHOL/DOPE)制备参照
Zhang等(2010) [16]。 
1.2.2  重组蛋白的诱导表达与表达产物的初步分
析  取 5 μL保种的菌体与 1 mL新鲜的 LB培养
基中(含 100 μg/mL氨苄青霉素), 37℃, 200 r/min
过夜培养, 将过夜培养的菌体 1%接种与 10 mL新
鲜的 LB培养基中(含 100 μg/mL氨苄青霉素), 37℃, 
250 r/min 培养至 OD600达到 0.6～0.8 时, 在对照
组 (PET-32a)和实验组 (PET-32a-Dmrt1)菌液中加
入 IPTG诱导, 使 IPTG终浓度为 1 mmol/L, 28℃, 
200 r/min继续培养 6 h, 在 0、1、2、3、4、5和 6 h
分别取样 1 mL, 将采集的样本在 4℃, 12 000 r/min
条件下离心 5 min, 菌泥用 200 μL 的 PBS 缓冲

液(NaCl 137 mmol/L, KCl 2.7 mmol/L, Na2HPO4 
10 mmol/L, KH2PO4 2 mmol/L)洗 3次, 每次漂洗后
12 000 r/min离心2 min, 加入30 μL的PBS混匀, 在

加入等体积的 2×上样缓冲液 (1 mol/L pH 6.8 
Tris-HCl, 1%溴酚蓝, 0.154 g DTT, 10% SDS, 10%

甘油)处理, 沸水浴 5 min 裂解菌体, 收集的样品
进行 12%SDS-PAGE电泳检测。 

1.2.3  重组蛋白的分离纯化   将上述保种菌在
37℃条件下大量 (250 mL)培养至菌体密度达到
OD600为 0.6, 加入 IPTG终浓度为 1 mmol/L 28℃
诱导 6 h后, 4℃12 000 r/min离心 5 min收集菌体, 
按照 1 g 湿菌体/10mL 裂解缓冲液(20 mmol/L 
Na3PO4, 0.5 mol/L NaCl, 20 mmol/L咪唑, DNaseI 10 U, 
200 μL 50 mmol/L, 200 μL 10 mg/L溶菌酶)的比例重
悬菌体, 在冰浴条件下超声破碎, 4℃, 12 000 r/min离
心 10 min收集上清, 将上清用 0.45 μL的过滤器
过滤 , 将过滤的上清收集备用。应用 His Trap 
HP(GE 公司)亲和层析柱进行分离纯化 , 具体操
作如下: 首先 , 用 5 mL 蒸馏水洗 1 mL 柱子一
次 , 随后 5 mL 结合缓冲液(20 mmol/L Na3PO4, 
0.5 mol/L NaCl, 20 mmol/L咪唑)洗柱子, 再将收集
的预处理的上清过柱子, 流速为 1～2 mL/min, 用
5 mL结合缓冲液洗柱子, 再用 5 mL的洗脱缓冲液
(20 mmol/L Na3PO4, 0.5 mol/L NaCl, 500 mmol/L
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咪唑)洗脱 1 次, 最后用 5 mL 的结合缓冲液再生
柱子。 

1.2.4  蛋白浓度测定  采用北京天根生化科技有
限公司的 BCA 蛋白定量试剂盒对纯化后的蛋白
进行定量分析, 具体操作按照说明书进行。 

1.3  重组目的蛋白(PET-32a-Dmrt1)注射卵巢后基
因表达分析 
取一龄半滑舌鳎雌鱼 40尾, 其中 4尾取性腺, 

迅速投入液氮中冻存, 作为 0 h对照。将目的蛋白
与脂质体按照每 100 μL脂质体包裹 50 μg重组蛋
白制备成重组蛋白混合液, 18尾注射重组目的蛋白
混合液, 另 18 尾注射失活重组蛋白(沸水浴 5 min)
混合液作为对照组。实验组与对照组分别在注射后

6 h、12 h、24 h、36 h、48 h、72 h取性腺迅速投入
液氮中, 随后转入−80℃保存备用, 每个组每个时
间点采样 3 尾。根据 NCBI 中报道的半滑舌鳎性
别相关基因 Cyp19a(EF134716)、Foxl2(GQ402462)

和 Sox9a(GQ402461)等序列设计定量引物:  
Cyp19a-S: ACGGGCTGAAATCGCAAG,  
Cyp19a-A: GGTGAGGATGTGACCCAGTGT;  
Foxl2-S: TGGTTGGAAGTGCGTGGG,  
Foxl2-A: GAGAGGAAGGGCAACTACTGGA;  
Sox9a-S: CGATTCCCCTGCGTCCA,  
Sox9a-A: GCTTCAGTTCGGCTTTATTGG。  

对注射重组蛋白后的性腺实时定量 PCR检测
各基因表达变化。将各基因不同时间表达量进行

单因素方差多重比较, 用 SPSS 17 统计软件单因
素 ANOVA, LSD两两比较显著性差异, 将有显著
性差异的组用不同字母表示。 

2  结果与分析 

2.1  重组蛋白表达载体构建 
对 Dmrt1 和 PET-32a 载体序列进行酶切位点

分析, 设计酶切位点引物, 以精巢 cDNA 序列为
模板进行 PCR 扩增, 获得含有 Dmrt1 的 777 bp

的目的片段 (图  1)。回收目的片段 , 连接到
pMD18-T 载体测序正确后, 提取阳性质粒, 再将
质粒与 PET-32a 载体双酶切, 回收 Dmrt1 目的片

段与 PET-32a酶切产物, 用 T4连接酶连接后转化
TOP10 感受态细胞, 送阳性克隆测序, 同时提质

粒双酶切验证, 结果如图 2所示。 
 

 
 

图 1  PCR扩增 Dmrt1基因 
M.DNA分子量 marker; 1.Dmrt1基因扩增结果 

Fig. 1  PCR amplification of Dmrt1 
      M: marker, 1. The PCR amplification of Dmrt1 

 

 
 

图 2  重组质粒酶切图谱 
M: DNA分子量 marker; 1: 重组质粒 PET-32-Dmrt1双酶切,  

2: 重组质粒 PET-32-Dmrt1 
Fig. 2  Electrophorogram of plasmid vectors restricted 

M: marker, 1: PET-32-Dmrt1 was restricted.  
2: PET-32-Dmrt1 

 

2.2  重组蛋白的诱导表达和表达产物的纯化 
2.2.1  重组蛋白的诱导表达  转化 BL21 感受态
的阳性菌株, 经 IPTG诱导 6 h后, 12%SDS-PAGE
胶电泳检测重组蛋白的表达, 结果显示: 转化重
组质粒的宿主菌蛋白表达谱与空载体对照组表达

谱不同。生物信息学预测的分子量为 51 kD, 而宿
主菌蛋白表达谱中在分子量 51 kD的位置出现一
条高表达的特异蛋白谱带(图 3), 该蛋白的分子量
与空载体组大小不一致, 且表达量与载体对照组

显著高, 所以推测这条高表达蛋白谱带为重组目
的蛋白。通过凝胶扫描系统分析发现, 重组目的
蛋白的表达量占总蛋白表达量的 50%左右。 
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2.2.2  蛋白的纯化  利用 GE 公司生产的亲和层
析柱对超声波破碎菌体后的上清液进行重组蛋白

的分离纯化, 经 SDS-PAGE电泳检测显示在 51 kD
位置有一条单一的条带(图 4), 与预期结果一致。
纯化后的目的蛋白经蛋白定量试剂盒检测后浓度

为 850 μg/mL。 
 

 
图 3  重组蛋白与 pet-32a载体经 IPTG诱导后的

SDS-PAGE检测结果 
M: 蛋白 marker; 1～2: pet-32a经 IPTG诱导后结果;  

3～4: pet-32-Dmrt1经 IPTG诱导后结果. 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of expressed PET-32a-Dmrt1 

fusion protein in E.coli BL21 
M: protein marker; lanes 1-2: induced PET-32a;  

lanes 3-4: induced PET-32a-Dmrt1 
 

 

 
 

图 4  重组蛋白经亲和层析后结果 
M: 蛋白 marker; 1: pet-32a经 IPTG诱导后结果;  

2: pet-32-Dmrt1经 IPTG诱导后结果; 3: pet-32-Dmrt1经亲和层析
纯化后 SDS-PAGE电泳结果. 

Fig. 4  SDS-PAGE analysis of expressed PET-32a-Dmrt1 
fusion protein in E.coli BL21  

M: protein marker; 1: induced PET-32a; 2: induced PET-32a-Dmrt1; 
3: Dmrt1 protein purified by Ni column. 

 

2.3  重组蛋白注射后对基因表达影响 
对一龄半滑舌鳎卵巢, 通过实验组注射目的

蛋白, 对照组注射失活的目的蛋白, 不同时间检

测性别相关基因 Cyp19a、Foxl2和 Sox9a等的表达
情况变化, 将不同时间表达量进行单因素方差多
重比较。分析结果显示; Cyp19a在 6～24 h内表达
量显著下调, 24～36 h内表达量逐渐上升, 到 36 h
表达量最高, 36 h之后表达量逐渐恢复至正常水平
(图 5); Foxl2在 6～36 h内表达量显著下调, 在 12 h
表达量最低, 36～48 h内表达量逐渐上升, 到 48 h
表达量最高, 48～72 h表达量逐渐恢复至正常水平
(图 6); Sox9a在 6～36 h内表达量显著上调, 6 h表
达量最高, 36 h后恢复正常水平(图 7)。 

 

 
 

图 5  Dmrt1重组蛋白与高温失活的重组蛋白注射卵巢后

不同时间采样的实时定量 PCR检测 Cyp19a表达结果 
柱上不同字母表示表示与对照组相比差异显著(P＜0.05). 
Fig. 5  Expression of Cyp19a at different stage of ovary 

after injection of recombination protein Dmrt1 
Values with different letters mean significant difference (P＜0.05). 

3  讨论 

Dmrt 基因家族是一个保守的性别相关基因家
族, 先后在哺育类、鸟类、爬行类和鱼类中发现。
Dmrt1 基因是 Dmrt 基因家族成员之一, 也是继
SRY和 Sox9a之后发现的又一个雄性性别和精巢发
育相关基因[1]。在小鼠的研究中发现, Dmrt1 基因
的缺失可使支持细胞向粒层细胞转变, 表明Dmrt1
基因是睾丸分化所必需[17]。Matsuda等[18] 鱂发现青

精巢中表达且位于 Y 染色体上的雄性性别决定基
因 DMY, 也属于 Dmrt家族, 是 Dmrt1基因的一个
拷贝, 鱂在青 性别决定中发挥主效作用。 

本研究在前期获得半滑舌鳎Dmrt1全长 cDNA 
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图 6  Dmrt1重组蛋白与高温失活的重组蛋白注射卵巢后
不同时间采样的实时定量 PCR检测 Foxl2表达结果 
柱上不同字母表示表示与对照组相比差异显著(P＜0.05). 

Fig.6  The expression of Foxl2 at different stage of ovary 
after injection of recombination protein Dmrt1 

Values with different letters mean significant difference (P＜0.05). 
 

 
 

图 7  Dmrt1重组蛋白与高温失活的重组蛋白注射卵巢后
不同时间采样, 实时定量 PCR检测 Sox9a表达结果 
柱上不同字母表示表示与对照组相比差异显著(P＜0.05). 

Fig.7  The expression of Sox9a at different stage of ovary 
after injection of recombination protein Dmrt1 

Values with different letters mean significant difference (P＜0.05). 
 

序列 (EU070761)的基础上 , 通过构建 PET-32- 
Dmrt1原核表达载体, 转化大肠杆菌BL21来表达
Dmrt1蛋白, 通过 6 h的诱导, His融合蛋白在原核
表达体系中有效表达, 并且通过分离纯化了可溶
性的目的蛋白。采用亲和层析的方法对目的蛋白

进行了纯化, 并注射一龄半滑舌鳎雌鱼卵巢, 不
同时间取性腺提 RNA定量分析检测。根据以往研
究显示蛋白进入细胞有多种途径, 如蛋白转导和
蛋白转染。蛋白转导是蛋白中具有蛋白转导结构

域, 具有这种蛋白转导结构域的蛋白可以进入细
胞, 无需转导载体; 没有蛋白转导结构域的蛋白
有部分也能进入细胞, 但是这种方式进入细胞的
机制现在依旧未知。例如, Zhou 等[19]利用原核表

达系统构建带蛋白转导结构域的原核表达载体 , 
在大肠杆菌中表达携带蛋白转导结构域的 SOX2
等转录因子蛋白, 将表达的转录因子蛋白与干细
胞一起孵化 , 在细胞中检测到转导的目的蛋白 , 
同时发现干细胞也被重组蛋白所诱导, 表明重组
蛋白能转导进细胞, 并产生生物活性。在没有蛋
白转导结构域的蛋白中, 利用蛋白转染载体也能
将目的蛋白转染进细胞, 如李铮等[20]利用两种方

法制备阳离子脂质体包裹目的蛋白转染小鼠脾细

胞, 用免疫荧光, SDS 聚丙烯酰胺和免疫印迹检
测转染效果, 结果表明两种方法都能将目的蛋白
转染进细胞, 且无显著性差异。蛋白转染进入细
胞主要是通过脂质体将目的蛋白包裹起来, 形成
较小的颗粒, 再通过细胞的生理活动将 
包裹的颗粒转进细胞中, 这种外来的颗粒在细胞
中首先会被溶酶体消化, 所以用这种方法转染蛋
白会有部分被消化掉[21], 但是没有被消化的颗粒
就会进入细胞质中, 进入细胞质中的颗粒就会释
放出重组蛋白, 释放的重组蛋白可能有部分会被
溶酶体再次消化, 剩下一部分蛋白可能就会参与
生理活动。如 Zhou 等[22]用蛋白转染法将蛋白抗

原转进 T淋巴细胞并成功对其诱导, Ignatius等[21]

利用脂质体包裹卵白蛋白进入 CD8+T细胞, 在 T
细胞中能检测到卵白蛋白, 且发现 T 细胞有应答
作用, 表明卵白蛋白通过脂质体包裹进入 T细胞, 
并发挥一定生物作用。本实验中也采用脂质体包

裹重组目的蛋白注射雌鱼卵巢 , 不同时期检测
Cyp19a、Foxl2和 Sox9a等基因表达变化, Cyp19a
基因的表达检测中发现, 6～24 h内 Cyp19a的表
达量较对照组显著性降低 , 表明注射的重组
Dmrt1蛋白转入细胞并对基因表达调控发生影响; 
24～36 h 内 Cyp19a 的表达量逐渐上升, 到 36 h
时表达量最高, 且显著性高于对照组, 可能是注
射蛋白后生物体的一种反弹现象 ; 36 h 之后
Cyp19a表达量逐渐下降至正常水平, 可能与注射
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的蛋白在这个阶段逐渐降解有关。对 Foxl2 基因
的表达情况进行检测时, 发现 Foxl2 表达图谱与
Cyp19a 相似 6～36 h 内表达量显著低于对照组, 
36～48 h逐渐增高, 48 h最高且与对照组也存在
显著性差异, 72 h恢复正常水平。在检测 Sox9a表
达情况变化时发现, 在 6 h 时 Sox9a 表达量锐增, 
并与对照组显著性差异, 12～36 h 内表达量下降
但依旧高于对照组, 36 h 之后与对照组无差异, 
恢复正常水平。Sox9a与 Cyp19a和 Foxl2表达谱
有较大差异, 注射 Dmrt1 重组蛋白后 Sox9a 表达
有个锐增阶段 , 随后维持在比对照组稍高阶段; 
然而, Cyp19a 与 Foxl2 的表达在一定阶段受到抑
制, 出现这两种差异表达谱的可能是 Dmrt1 维持
Sox9a的表达, 但对Cyp19a与 Foxl2表达有抑制作
用。在小鼠中发现, 当敲除 Foxl2 基因时, 卵巢细
胞表现出雄性化 , 且 Dmrt1 表达上升 , 当敲除
Dmrt1时, Foxl2被激活, 且支持细胞向粒层细胞转
变; 另外还发现 Dmrt1 能维持 Sox9a 基因的表达, 
当 Sox9a敲除时, Foxl2表达增强[11, 16]。 

本研究首次构建 Dmrt1 原核表达载体, 诱导
表达半滑舌鳎 Dmrt1 蛋白, 并首次在蛋白水平上

对 Dmrt1基因功能初步研究。揭示了 Dmrt1作为
一种性别相关基因, 其重组蛋白在一定时间内对
Sox9a 表达有维持作用, 对 Foxl2 与 Cyp19a 表达

有抑制作用, 表明纯化的重组蛋白具有一定的生
物活性, 且 Dmrt1 是一个雄性性别决定与发育相
关基因, 但 Dmrt1 更精确的生物学功能还有待深
入的研究。 
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Protein expression, purification, and elementary function of Dmrt1 in 
half-smooth tongue sole (Cynoglossus semilaevis) 
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Abstract: We evaluated the role of Dmrt1 in regulating sex determination and differentiation in half-smooth 
tongue sole (Cynoglossus semilaevis). The recombinant protein of C. semilaevis Dmrt1 was expressed by the 
prokaryotic expression system (Pet-32a) and the protein (Pet-32-dmrt1) was subsequently purified by 
immobilized-metal affinity chromatography. We measured gene expression after injection of the recombinant 
protein Pet-32-Dmrt1 into the ovary. The expression of CYP19A and Foxl2 decreased significantly between 6 and 
24 h after injection and the mRNA transcription level of Sox9aa was significantly increased between 6 and 24 h. 
However, the expression of all three genes expression returned to normal 48 h after injection. Our results indicate 
that Dmrt1 recombinant protein has biological activity, and plays a role in sex differentiation by regulating sex 
related gene expression. 
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