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建鲤基因组中一个 ty3-gypsy反转录转座子的发现与分析 
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摘要: 转座子是动植物基因组的重要组成部分, 在前期研究中发现建鲤(Cyprinus carpio var. jian)基因组中存在一

个 ty3-gypsy反转录转座子类型的转座子, 并将其命名为 JRE转座子(Jian carp Retrotransposon, JRE )。为了研究 JRE

反转录转座子在建鲤基因组中的功能, 采用 PCR 扩增、荧光定量 PCR 和原位杂交等方法对 JRE 转座子的特性进

行了研究。JRE反转录转座子全长 5126 bp, 具有 5端 470 bp和 3端 453 bp长末端重复片段(long terminal repeat end, 

LTR), 中间的开放阅读框(ORF)包括核心蛋白基因(gag)和酶基因区域(pol), 其长度为 4203 bp。pol基因具有典型的

ty3-gypsy 反转录转座子结构, 基因顺序为 PR-RT-RH-IN 基因。对 pol 基因的同源分析表明, 其与虾夷扇贝(Mizuh-

opecten yessoensis)、栉孔扇贝(Azumapecten farreri)、大堡礁海绵(Xiphophorus maculates)和斑剑尾鱼(Xiphophorus 

maculates)pol基因相似性分别为 40.7%、40.0%、32.8%和 30.1%, 因此 JRE可能属于 JULE反转录转座子家族。采

用实时定量 PCR 对 JRE 转座子在建鲤基因组内的拷贝数进行了测定, 结果表明其拷贝数为 124, 同时对不同组织

中的 mRNA表达量的研究表明, JRE转座子在建鲤肝、肾、血、肌肉、性腺 5种组织中均有表达, 在肾和肝中表达

量略高。染色体原位杂交结果表明, JRE转座子在建鲤的染色体上随机分布, 没有明显的规律性。本研究表明, JRE

转座子具有典型的反转录转座子结构, 属于 JULE转座子的分枝, 在染色体上的分布不多, 其转录活性并不是很高, 

对我们了解建鲤基因组构成和特点增加了知识储备, 同时为利用转座子的活性进行转基因研究提供了一种新的途

径和工具。 
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DNA 转座子(transposon)是一类能在真核生

物染色体上不断移动位置的功能性 DNA 片段, 对

发现新基因和分析基因功能具有重要的作用, 被认

为是导致真核生物遗传变异的主要原因之一[1]。转

座子作为插入突变原或分子标签已被广泛用于基

因的分离和克隆 [2–3], 一些甚至可作为转化载体

用于转基因动植物的制备。piggyBac 转座子在果

蝇(Bactrocera tryoni, )[4]、家蚕(Bombyx mori)[5]等

昆虫中, 能作为一个高效、稳健的载体进行转基

因研究, 并促进生殖种系转化。家禽上也有报道

利用 mariner 转座元件可实现转基因鸡的制备[6]。

而在秀丽线虫 (Caenorhabditis elegans)中发现的

Tc3 转座元件则已经成功转化斑马鱼 (Danio 

rerio)[7]。根据转座方式的不同 , 转座子可分为

DNA转座子和反转录转座子(retrotransposon)。其

中, 反转录转座子是指以 RNA为中介, 反转录成

DNA 后进行转座的可动元件, 亦被称为返座元

(retroposon)。近几年的研究表明返座元是真核生

物中最重要的一类转座元元件, 也是目前所知高

等植物中数量最大的一类可活动遗传成分[8]。按
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照序列结构中是否含有长末端重复序列(long ter-

minal repeat, LTR)又可分为 LTR反转录转座子和

无 LTR反转录转座子。 

LTR 反转录转座子主要由 2 个开放阅读框

(open reading frames, ORFs)构成, 即核心蛋白基

因(gag)和酶基因区域(pol)。gag 基因编码类似于

RNA 病毒颗粒反转录相关的蛋白, pol 基因编码

逆转录过程中的主要蛋白, 包括蛋白酶(PR)、反

转录酶(RT)、RNase H和整合酶(INT)[9–10]。RT和

RNase H是反转子复制、转座的关键酶, INT主要

作用是使反转录转座子插入到染色体中的新位

点。由于 pol基因同源性及 INT蛋白的排列位置, 

LTR 反转录转座子又分为 ty3-gypsy 和 ty1-copia

两大类。LTR逆转录转座子采用的是“拷贝–复制”

的机制, 在宿主基因中不断扩增; 由于返座元带

有增强子、启动子等调控元件, 最终会参与到宿主

基因的表达及新基因的产生等过程[10]。目前在多

种水生生物基因组中已经鉴定出一些 LTR反转录

转座子, 如斑马鱼、金鱼(Carassius auratus)、团头

鲂(Megalobrama amblycephala)等[11–12], 但在建鲤

中并没有 LTR转座子的报道。反转录转座子的这

种插入导致产生变导的功能在鱼类重要性状相关

基因的筛选[13–14]、重要基因的功能研究以及转基

因动物等方面有着重要的研究和运用前景。例如, 

Tol2 转座系统 [14–15]已经用于多种动物的转基因

研究, 成功获得突变体, 如果蝇(Drosophila mel-

anogaster)[15]、斑马鱼 [16]、非洲爪蟾 (Xenopus 

laevis)[17]、鸡(Gallus gallus)[18]、小鼠(Mus mus-

culus)[19–20]等模式生物。 

鲤鱼是中国境内分布范围最广的重要淡水经

济鱼类之一。其养殖历史悠久, 品系繁多, 种群差

异显著, 为鲤鱼常规选育种提供了极好的材料。但

是, 与经济性状相关联的数量性状还无法与 DNA

分子遗传标记建立连锁关系, 没有足够的 DNA 分

子遗传标记可利用, 使鲤鱼的选育种研究还停留在

以性状选择为主的水平上, 从而导致鲤鱼选育种研

究带有一定的局限性。建鲤(Cyprinus carpio var. 

jian)是以荷包红鲤(Cyprinus carpio haematopterus)

和元江鲤(cyprinus carpio yuanjiang)为亲本, 运用

雌核发育、家系选育与系间杂交等人工育种方法

相结合经多代选育获得的具有稳定遗传性状的养

殖品种, 目前该品种在全国 27个省市得以推广养

殖, 具有生长速度快、体型佳和肉质好等优良性

状[21–22]。为此, 本研究以建鲤为实验对象, 从前

期构建的建鲤基因组库中获得了一个完整的

ty3-gypsy 转座子序列, 经与已报道的其他转座子

进行比对发现, 该逆转录转座子是 ty3-gypsy家族

JULE亚群的一员, 我们命名其为 JRE (Jian Retr-

otranspeson, JRE), 现采用定量 RT-PCR等方法在

建鲤基因组和不同组织中检测转座子的拷贝数和

RNA表达量, 同时对 JRE转座子的结构特点进行

了分析, 从而加深对建鲤基因组进化的了解, 为

日后通过反转录转座子标签研究鲤科鱼类基因的

功能和调控, 以及分离克隆基因奠定基础。  

1  材料和方法 

1.1  实验鱼 

建鲤为本实验室保存, 采集血液进行基因组

DNA和不同组织 RNA提取。 

1.2  基因组 DNA 和 RNA提取 

采用大连宝生物工程有限公司 Whole Blood 

Genomic DNA Extraction Kit 提取建鲤基因组

DNA, 主要步骤如下: 取建鲤 5 尾, 尾静脉无菌

采血, 采集的血液 10 µL使用含蛋白酶K和RNase 

A裂解液 56℃消化 15 min, 然后加入 200 µL 100%

乙醇, 进行过柱纯化, 最后使用 elution buffer 洗

脱与膜结合的 DNA, 采用琼脂糖凝胶电泳进行检

验。用蒸馏水将 DNA样品稀释备用, 其他样品保

存到–70℃备用。 

采用 TaKaRa 公司 RNAiso Plus, 按照说明书

提取肝等组织中的 RNA, 主要步骤如下: 将组织

研磨粉碎后, 加入 700 µL RNAiso Plus, 反复吸打

至组织完全裂解后, 加入 1/5氯仿, 室温静置 5 min, 

离心取上清后, 加入等量无水异丙醇沉淀 RNA, 

分光光度计测定吸光值, 保存到–70℃备用。 

1.3  分子系统学分析 

采用 NIH 网站 BLAST 软件分析获得的 JRE

反转录转座子全长序列, 同时在 GenBank 中进行



286 中国水产科学 第 23卷 

 

比对 , 下载氨基酸序列相似性较高的其他物种

ty3-gypsy 氨基酸序列, 使用 Clustal W 软件进行

分析, 采用 neighbor-joining 构建系统进化树进行

分析。进化树分析中所采用的序列为: Amphime-

don queenslandica (XP-003390581.1), Xiphophorus 
maculates (AF193865.), Saccoglossus kowalevskii 
(XP002732475.1), Azumapecten farreri (ABM90392), 
Mizuhopecten yessoensis (ABM90393), Oreochromis 
niloticus (XP_003460117), Xenopus tropicalis 
(XP_002935079.2), Danio rerio (AF503912), Can-
didatus entotheonella (ETW98900), Clonorchis 
sinensis (GAA49140)。 

1.4  JRE反转录转座子拷贝数评估 

在使用荧光定量 PCR进行 JRE转座子拷贝数

检测之前, 先通过普通 PCR进行引物的特异性判

定。PCR 产物首先用 1%的琼脂糖凝胶进行电泳, 

若电泳结果表明 PCR扩增中产生引物二聚体, 则

需要调整退火温度, 直至没有二聚体产生为止。

最后按此最佳温度进行定量 PCR检测。引物序列

为 , F1: 5′-AGAGCCTTGTTCAGTTATCG-3′, F2: 

5′-CCAGTCAGGGTGT ATTTTGTC-3′。 

采用 BIORAD 荧光定量 PCR 仪进行 PCR 反

应 , 试剂为购自大连宝生物工程有限公司的

TaKaRa SYBR Premix Ex Taq, 反应体系为: SYBR 

Premix Ex Taq 12.5 µL, 引物 0.5 µL, DNA模板 2 µL, 

灭菌水 9.5 µL, 总体积 25 µL。扩增程序为: 95℃

预变性 30 s; 95℃变性 10 s, 60℃ 30 s, 40个循环。

所有实验重复 3 次, 同时在整个实验过程中均设

置阴性对照, 从而排除假阳性结果。实验中的建

鲤基因组模板 DNA 和转座子的质粒标准品都进

行 10倍梯度稀释, 用于定量分析。 

1.5  转录子活性检测 

采用实时定量 PCR对建鲤肝、肾、血、肌肉、

性腺 5种组织中 JRE转座子的活性进行检测。总

RNA 的抽提见 1.2。取 2 μg 总 RNA 合成第一链

cDNA, 反应成分为: oligo dT 1 µL、MMLV反转

录酶 0.5 µL, dNTP 1 µL, 缓冲液 4 µL, RNase In-

hibitor 1 µL, 加水补至 20 µL, 42℃温育 1 h后, 

冰浴冷却。同时设置阴性对照, 检测有无 DNA

污染。 

设计针对 RT 基因的特异引物 JRC1: 5′-GAA 

GTTTTGGAAATGGGGGAG-3′, JRC2: 5′-GTAAT 
AGGGGGTACATGGGGC-3′。以 β-actin基因作为

参考基因, 相应的引物为 Actin-F: 5′-GTCAAGT 

CCGTTGAGATGCACC-3′和 Actin-R: 5′-GGATG 

ATGACCTGAGCATTGAAGC-3′, JRE 转座子的

表达量根据 β-actin的表达量来进行计算。同时将

这两个基因克隆转进 T 载体中, 经测序验证后, 

其浓度经分光光度计进行测定。将含 JRE转座子

RT基因片段和 β-actin基因的质粒梯度稀释后, 构

建标准曲线, 最终用来计算 JRE 转座子表达量。

平行实验重复 3 次, 所有样品都设置阴性对照, 

从而排除假阳性。 

1.6  荧光原位杂交(FISH)检测 

探针的合成采用罗氏 PCR 探针标记试剂盒

(11636090910)完成, 具体按照说明书操作。中期

染色体的制备见曹丽萍等[23]。原位杂交的方法参

照罗氏原位杂交试剂盒(11758888001)说明书, 主

要步骤如下:  

1.6.1  染色体标本的准备  –80℃保存的染色体, 

60℃烤片 2 h 后置于 37℃过夜; 杂交区滴加适量

RNnase (100 μg/mL, 溶于 2×SSC中), 37℃, 水浴

1 h; 2×SSC室温洗涤后, 依次经过 70%、85%、90%

和 100%乙醇脱水, 室温晾干; 杂交区滴加适量胃

蛋白酶(0.01%, 溶于 0.01 mol/L HCl中), 37℃, 水

浴 10 min; PBS和 PBS (含 50 mmol/L MgCl2)依次

洗涤后, PBS (含 50 mmol/L MgCl2和 1%甲醛)处

理后修复, 再依次经过 70%、85%、90%和 100%

乙醇脱水, 室温晾干。 

1.6.2  原位杂交  杂交区滴加杂交液, 杂交液总

体系为 20 μL, 将探针杂交液(含 50%去离子甲酰

胺, 2×SSC, 10%硫酸葡聚糖, 50 mmol/L磷酸钠, 

2.5 ng已标记的转座子 JRE DNA探针)于 80℃变

性 5 min, 冰浴 10 min; 加盖盖玻片, 置湿盒中避

光, 37℃, 杂交过夜。 

1.6.3  洗脱及荧光检测   杂交后的片子放入

2×SSC (50%甲酰胺)和 2×SSC溶液中, 45℃, 充分

洗涤; Blocking solution (Roche公司)封闭后滴加

AP偶联的抗地高辛抗体(Roche公司), 于 37℃温育
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60 min, Washing buffer和Detection buffer (Roche 公

司)分别洗涤 3 次, 每次 5 min; 最后加入 HNPP/ 

Fast Red TR Mix, 20℃温育 30 min, 此过程重复 2

次, 每次反应之间Washing buffer (Roche 公司)漂

洗 1次, 每次 10 min; DDW浸泡 10 min终止反应, 

滴加 20 μL DAPI (0.02 mg/mL)复染后封片, 即可

在荧光显微镜下观察。 

1.6.4  图像检测及分析  染色体制片在避光的条

件下, 用 Olympus BX51 荧光显微镜观察杂交信

号, 利用 Applied Spectral Imaging FISH view 5.5

软件(Applied Spectral Imaging, Inc, USA)控制的

SenSysCCD相机捕获图像。 

1.7  数据统计分析 

实验结果采用 SPSS 15.0进行分析, 数据均作

单因素方差分析(ANOVA), P<0.05表示差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  结构特点 

为获得序列的全长, 我们进行了至少 4 个克

隆的重复测序, 测序结果表明我们获得了转座子

的全长 , 通过 BLASTX 搜索 GenBank 分析和

Staden Package 1.6软件中的重复序列分析工具证

实了该 JRE转座子具有 LTR反转录转座子的经典

结构(图 1), 包含 gag 蛋白和 pol 蛋白结构域的编

码序列。其中 pol 结构域的基因顺序为 PR-RT- 

RH-IN, 因而该转座子属于 ty3-gypsy类型[24]。JRE

一共由 5126 bp 核苷酸构成, 包括 470 bp 5端

LTR, 4203 bp ORF和 453 bp 3端 LTR。整个 ORF

编码 1401个氨基酸, 5端 LTR和 3端 LTR具有 2

个倒转重复的边界序列 TG. . .CA。JRE转座子两

边是以 ATCTT 为边界的正向重复。LTR 具有以

TGT 开始、以 ACA 结束的典型反向重复序列区, 

在 LRT中也发现了多嘌呤位点, 如位于 203 bp处

的 AAAGGAGGTAA[25], 在 5端 LRT 中具有与

ser-tRNA 3端互补的 PBS序列。 

根据 JRE 中间区域的 RT、RH 和 IN 基因推

测的氨基酸序列进行了系统分析, 采用 Clustal W

软件进行序列比对, 蛋白序列比对见图 2, JRE转

座子与虾夷扇贝(Mizuhopecten yessoensis)  具有

40.7%的相似性。JRE的 gag 蛋白、RT、IN均分

别拥有长末端反转录转座子中相应蛋白质的结构

域模式[26–28]。gag蛋白含有两个锌指蛋白结构域, 

分别为 CX2CX4HX4C和 CX2CX3HX4C[29], 推测它

们在 RNA 结合中起着重要的作用。PR 蛋白中含

有 DTG 和 LLG 结构域[30–31], 类似于逆转录病毒

中的天门冬氨酸蛋白酶活性裂解位点。RT结构域

中包含了 6 个保守区域, 而 IN 蛋白含有保守的

亚结构域 : HHCC 锌指模式 [32], 中间区域的

DD35E模式[33]。 

2.2  分子系统学分析 

采用 BLAST程序对 JRE转座子进行分析表明, 

其转座子 RT 酶与虾夷扇贝、栉孔扇贝(Azum-

apecten farreri)、大堡礁海绵(Amphimedon queen-

slandice)和斑剑尾鱼(Xiphophorus maculates)RT酶

氨基酸分子相似性分别为 40.7%、40.0%、32.8%

和 30.1%, 然而在核苷酸水平上的相似性却很低, 

其原因是序列中存在一些简并密码子或者沉默突

变。将 JRE 序列与下载的 Ty3/gypsy 转座子序列 

 

 
 

图 1  JRE转座子结构图 

开放阅读框以长方形表示; 2 个三角形表示反向重复序列(TG...CA); gag, 核心蛋白; pol, 酶基因相关蛋白; PR, 蛋白酶; 

RT, 反转录酶; RH, RNase H; IN, 整合酶; PBS, PPT 分别表示引物结合位置和多聚嘌呤位置; 黑色三角形表示反转座中 

复制时的起点位置(ATCTT). 

Fig. 1  Schematic representations of JRE elements 
Open reading frames (ORF) are boxed; two triangles in LTR boxes showed inverted repeats (TG...CA) at the end of LTR. gag, 

group-specific antigen; pol, polyprotein; PR, protease; RT, reverse transcriptase; RH, RNase H; IN, inegrase; 5 bp (ATCTT) target 
site direct duplication region (TSD) caused by retrotransposition is indicated by black triangle. 
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(图 2待续  Fig. 2 to be continued) 
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(续图 2  Fig. 2 continued) 

 
(待续 to be continued) 
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(续图 2  Fig. 2 continued) 

 
(待续 to be continued) 
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(续图 2  Fig. 2 continued) 

 
 

图 2  不同来源 ty3-gypsy类型反转录转座子氨基酸序列的多重比较 

保守结构域和区域以上标线表示; 相同的氨基酸序列以*表示. 

Fig. 2  Alignment of protein sequences of JRE and JULE elements 
Conserved motifs and domains are overlined; identical residues are marked by *.  

 

进行多序列比对, 并利用 Clustal X软件将序列匹

配排列后, 再用 MEGA 4.0 软件采用近邻归群法

(Neighbor Joining, N-J)构建系统发育树(图３)。从

系统发育树可以看出, 建鲤 JRE 转座子和虾夷扇 
 

 
 

图 3  ty3-gypsy分子系统树的构建 

Fig. 3  Phylogenetic tree of ty3-gypsy retransposons from various species 
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贝、栉孔扇贝、大堡礁海绵和斑剑尾鱼等聚为一枝。 

2.3  JRE转座子拷贝数分析 

采用定量 PCR对 JRE转座子在不同组织中的

拷贝数进行了检测, 选择了 RT 区域一段特异的

区域作为定量检测的目的片段。首先建立了 RT

基因的标准曲线方程(Y=–2.54X+26.78, R=0.998), 

对照 β-actin 标准曲线方程(Y=–3.45X+30.08, R= 

0.9991)。将建鲤基因组和携带 JRE转座子的阳性

质粒进行倍比稀释。在不同的稀释倍数下, 经实

时定量 PCR 检测, 结果表明建鲤基因组 DNA 中

JRE 转座子的拷贝数约为 124, 鲤鱼基因组 DNA

大小约为 1700 Mb[34], 根据 JRE转座子的大小为

5.2 kb, 预计 JRE 转座子在建鲤基因组中的比例

约为 0.04%。 

2.4  JRE转座子在不同组织中的表达量 

取建鲤脑、肾、脾、肝、肾和心脏等组织提

取 RNA进行定量表达研究, 结果见图 4。实验结

果表明, JRE转座子在脑、肾、脾、肝、肾和心脏

中都有表达, 肝、心脏里表达量略高(图 4)。 
 

 
                 

图 4  采用定量 PCR检测鲤鱼各组织中 JRE转座子

mRNA表达量 

Fig. 4  Differential mRNA expression of JRE elements in 
different tissues revealed by realtime RT-PCR 

 

2.5  染色体原位杂交 

采用针对 JRE RT酶部位的 DNA序列制备的

杂交探针进行原位杂交实验, 建鲤中期染色体见

图 5B, 由于建鲤是二倍化了的四倍体, 染色体数

为 2n=100, 原位杂交使用红色荧光染料对 DIG标

记进行显色和信号放大, 可以获得明亮的杂交信

号, 探针被定位在染色体上, 由图 5A可见多处散

在的信号分布。 
 

 
 

图 5  JRE转座子定位结果 

A图为原位杂交阳性染色结果, B图为阴性对照染色结果. 

Fig. 5  Location of JRE in chromosome 
A: chromosomal localization of the positive probe; B: FISH as 

a negative control. 
 

3  讨论 

本研究从 BAC 序列测定中发现了 JRE 转座

子序列, 分析发现它具有典型的 LTR反转录转座

子的特点, 如包含 gag 蛋白和 pol 蛋白的完整阅

读框 [35–36]。同源性分析进一步表明 , JRE 与

JULE[12]、CFG1等转座子具有较高的相似性, 可能

从进化上来说具有共同的祖先。研究表明, 鱼类中

已报道的 Ty3-Gypsy 家族及相关返座元有 sushi 成

分[37]、JULE成分、SW1成分等。Butler等[29]在河鲀

基因组中发现了一个全长 5645 bp的 sushi反转录

转座子, 它的 ORF 序列类似于反转录病毒的 gag

基因序列, 同源性分析表明其类似于 gypsy 反转

录转座子。Volff等[38]在斑剑尾鱼中发现 JULE反

转录转座子, 其全长为 4.8 kb, 侧翼有 202 bp 的

长末端重复序列, 编码 gag和 pol (包括蛋白酶、

逆转录酶、RNase H 和整合酶), 不编码膜蛋白, 

在基因组中有 3~4个拷贝。此外在青鳉、罗非鱼、

斑马鱼、河鲀等鱼类中均有相似成分存在, 是一

个广布的反转录转座元。本研究中发现的 JRE转

座子与 JULE 转座子的相似性很高, 具有相类似
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的分子结构, 据此可知 JRE 属于 c 家族的一员, 

这也是我们首次在建鲤中发现的全长 LTR类型转

座子, 之所以说它是全长 LTR 转座子是因为它具

有两侧完整的 LTR区, 并且以 TG与 CA为标志。

LTR 序列以 TGT 开始、ACA 结束是 LTR 反转录

转座子的一个共有的特征[8], 其 ORF 内部也包含

ty3-gypsy 的经典氨基酸结构域编码序列 , 如

CCHC 结构域, 该结构域具有类似反转录病毒颗

粒内结合到 RNA 上的功能。同时在 JRE 转座子

LTR序列 203位置中发现了 poly A AATAAAA信

号。同样在 JRE转座子中存在可能的引物结合点

PBS (primer binding sites), 尽管 Volff等[30]的研究

表明还没有相应的 tRNA 发现, 但是该序列却与

Ser-tRNA 3′端一段序列有互补性。这表明 JRE转

座子可能具有一定的活性。 

研究表明, ty3-gypsy 转座子在植物基因组内

的变化是很大的, 例如, 豌豆中 ty3-gypsy 占到基

因组的 18%~35%[39]。而本研究发现建鲤基因组中

JRE拷贝数为 124, 占基因组大小的比例为 0.04%, 

只是很少的一部分, 可能是由于 JRE 转座子在建

鲤体内活跃程度不够; 同时 mRNA 检测结果显示, 

该转座子在各组织中均有表达, 肝、心脏中相对表

达量稍高, 表明这一转座子可作为转基因研究的

载体来利用, 但是总的来说其表达程度不够活跃, 

这也可能与水生动物细胞分裂速度快有关[40]。对

反转录转座子在染色体上的分布研究发现 , JRE

转座子在建鲤的染色体上呈弥散分布, 基本上都

分布于染色体的端部, Takahashi等[41]的研究表明

转座子在染色体上的分布位置和数量没有规律性, 

这表明 ty3-gypsy型反转录转座子具有高度的异质

性, 在不同物种内存在高度的多态性, 同时该结

果再次验证了 JRE在建鲤体内并不是一个拷贝数

高的转座子。同时转座子数量对建鲤基因组大小

的变化起到一定的作用。SanMiguel等[42]对玉米的

研究表明反转录转座子填满了整个玉米基因组 , 

而且这些具有长末端的反转录转座子的 DNA 结

构具有典型的反转录转座子完整结构, 只是在排

列方式上有一定的相嵌。也就是说, 一个反转录

转座子内部含有另一个完整的反转录转座子的序

列。通过对比现有的反转录转座子的研究资料可

知, 转座子拷贝数的差异可能是造成高等动植物

基因组大小差别很大的原因。尽管反转录转座子

在整个基因组内的拷贝数可能很多, 但是由于反

转录转座子具有很多亚群, 有些亚群在动植物基

因组内的数量仅有一个或几个拷贝组成, 这些反

转录转座子具有一定的结构特点, 容易区分, 从

而可以彻底研究反转录转座子的转座规律, 最终

利用其进行基因功能的研究。另外, 拷贝数也反

映了反转录转座子在动植物基因组中的活跃程

度。一个 LTR反转录转座子在动物基因组内的拷

贝数可从很少的几个拷贝到几千个拷贝, 不同谱

系的反转录转座子具有不同的进化轨迹, 从而影

响了基因组的大小和基因组重排, 最终导致基因

组大小发生了变化[2, 43]。多倍体, 特别是异源多倍

体可能会改变亲代基因组中反转录转座子种群动

态, 因此可能导致基因组规模缩小(通常也影响反

转录转座元件的种群数)或增加[44]。 

综上所述, 本研究在前期实验中发现了一个

完整结构的逆转录转座子, 对其全长的分析表明, 

其具有典型的 LTR 逆转录转座子的典型结构; 其

同源性分析表明, 其与 JULE 转座子具有较高的

相似性, 但其在建鲤体内的拷贝数并不高, 表明其

转录活性可能并不高, 对我们了解建鲤基因组构成

和特点增加了知识储备, 同时为利用转座子的活性

进行转基因研究提供了一种新的途径和工具。 
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Isolation and analysis of a ty3-gypsy retrotransposon from the genome 
of Cyprinus carpio var. jian 

DING Weidong, CAO Liping, CAO Zheming, BING Xuwen 

Key Laboratory of Freshwater Fisheries and Germplasm Resources Utilization, Ministry of Agriculture; Freshwater 
Fisheries Research Center, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi 214081, China 

Abstract: Transposable elements are major constituents of eukaryote genomes and have a significant effect on genome 
structure and stability. They also contribute to the genetic diversity and evolution of organisms. Knowledge of their 
distribution among several genomes is an essential condition to study their dynamics and to better understand their role 
in species evolution. Long terminal repeat (LTR)-retrotransposons have been reported in diverse eukaryote species, 
indicating a ubiquitous distribution. Among retrotransposons, the transposable element (TE) class, which are specific to 
eukaryotes, transpose via an RNA intermediate. Based on their structure, LTR-retrotransposons have been divided into 
two classes: ty3-gypsy and ty1-copia. In previous research, we found a ty3-gypsy-like retrotransposon, named JRE, in 
the genome of Jian carp, Cyprinus carpio var. jian. To investigate the function of JRE in the genome of Jian carp, PCR 
amplification, fluorescence quantitative PCR and fluorescent in situ hybridization were used to explore the structure and 
characteristics of JRE retrotransposon. Multiple alignments of DNA and protein sequences were constructed using 
MEGA 5.0 software and were manually curated using BioEdit. Pairwise distances were estimated using the option 
pairwise deletion of gaps in MEGA5.0. The full-length JRE retrotransposon is 5126 bp, which includes two LTRs of 

470 bp at the 5 end and 453 bp at the 3 end, and two open reading frames (ORFs) between them. One ORF of 4203 bp 
encodes the group-specific antigen (GAG) and polyprotein (POL). The pol gene has a typical Ty3/gypsy retrotranspo-
son structure, and the gene order is protease, reverse transcriptase, RNase H, and integrase (PR–RT–RH–IN). A phy-
logenetic analysis of the pol gene showed that it has similarities of 40.7%, 40%, 32.8%, and 30.1% to retrotransposons 
of the Yesso scallop, Farrer’s scallop, a Great Barrier Reef sponge, and the spot swordtail fish, respectively. Therefore, 
JRE might belong to the JULE retrotransposon family. The copy number of the JRE retrotransposon in the genome of 
the Jian carp is 124, as determined by real-time quantitative PCR. The mRNA of the JRE retrotransposon is expressed 
in five Jian carp tissues: the liver, kidney, blood, muscle, and gonad, and is slightly higher in the kidney and liver than 
in the other tissues. Fluorescent in situ hybridization shown that JRE is randomly distributed in Jian carp chromosomes 
and no regular patterns were found. In conclusion, the complete structure of a retrotransposon found in a previous study 
was determined. Detailed analyses indicated that it has the typical structure of an LTR retrotransposon. Phylogenetic 
analysis showed that it is highly similar to JULE transposons. Its copy number in the Jian carp is not high, suggesting 
that its transcriptional activity is low. These findings extend our knowledge of the structure and features of the Jian carp 
genome, and might provide a new method of transgenic fish production. 
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