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摘要: 运用同源克隆的方法和RACE技术, 从刀鲚(Coilia nasus)肌肉组织中克隆了肌肉生成抑制素基因(Myostatin, MSTN)的cDNA全长并分析了肌肉生长抑制素基因在刀鲚不同组织的表达情况。结果表明, 刀鲚MSTN 基因的cDNA全长2 252 bp, 编码区1 125 bp, 编码374氨基酸。二级结构预测显示, 刀鲚MSTN具有MSTN家族的典型结构域, 包含Pfam和TGFB结构域。运用荧光定量的方法检测了该基因在刀鲚不同组织中的表达。结果显示,  MSTN基因在健康刀鲚肌肉和脑中呈高表达, 鳃、肝、脾、肠、肾和头肾中微量表达。根据以上研究结果认为, 刀鲚MSTN基因的序列具有高度保守性, 组织表达模式相似, 推测该基因的功能也具有高度保守性。本研究旨为MSTN基因在刀鲚后续育种工作提供基础依据。
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刀鲚(Coilia nasus), 俗称刀鱼, 隶属于鲱形目(Clupeiformes)、鳀科(Engraulidae)、鲚属(Coilia), 是中国重要的洄游性经济鱼类, 因其肉质细嫩、味道鲜美, 富含脂肪而著称, 与河鲀、鲥鱼并称为长江三鲜[1–2]。历史上刀鲚资源极其丰富, 由于水利工程、过度捕捞、生态环境恶化等原因, 不仅其资源急剧衰退, 还引起了刀鲚肉质的变化[3–7]。据调查, 相比早年长江刀鲚, 目前刀鲚肉质鲜美程度明显下降, 体内残毒含量显著增加[8–9]。近年来, 经过众多科技工作者的攻关, 突破了灌江纳苗养殖、池塘扩繁、人工繁殖及苗种培育技术, 一定程度上缓解了刀鲚的资源威胁[10–13]。但是, 养殖刀鲚两周年才能达到商品规格(体质量125 g 以上), 生长速度有待进一步的提高。因此, 刀鲚个体的生长是该产业中备受关注并亟待解决的问题。
肌肉生成抑制素(Myostatin, MSTN)基因, 具有肌肉生长负调节作用[14]。1997年, Mcpherron等[14]最早发现该基因, 其缺失或基因敲除的小鼠会出现肌肉肥大的现象。MSTN是一种分泌型多肽, 是TGF-β超家族的成员之一。该基因的产物先形成52 kD的前提蛋白, 经过两次蛋白酶解活化, 去除信号肽, 切割前体蛋白产生N-端前肽和C-端多肽, C-端多肽通过二硫键相连形成二聚体, 并分泌到血液中, 与N-端前肽以非共价键形式形成LAP(Lantencv-Associated Peptide), 进而发挥生物学功能。由于该基因具有抑制肌肉生长重要功能, 在家畜和鱼类育种中表现出了巨大的潜力, 因此, 猪[15]、鸡[16]、牛[17]、绵羊[18]和斑马鱼[19]等的MSTN基因相继得到克隆。比利时蓝牛和皮德蒙特牛是两个经过长期遗传选育得到失活[20], 而皮德蒙特牛的MSTN基因有两个点突变, 导致其功能全部或几乎全部丧失[21]。

Mcpherron等[22]的研究显示, MSTN基因mRNA仅表达在小鼠的骨骼肌中, 而在其他组织(肺、胸腺、脑、肾、胰腺、肠、脾、睾丸、肝、卵巢)中均检测不到该基因的表达。后来的研究结果显示, 在羊[22]和牛的心脏, 猪乳腺组织[23]也有该基因的表达。美洲红点鲑(Salvelinus fontinalis)存在两种MSTN的异构体, 核苷酸的同源性92%, 一种表达于肌肉和大脑中, 另一种存在于卵巢中[24]。唐永凯等[25]首次分离了吉富罗非鱼(GIFT)MSTN基因, 并证实该基因的SNPs可作为吉富罗非鱼育种的候选分子标记。本研究通过克隆刀鲚MSTN基因的cDNA全长, 并研究其在不同组织中的表达分布, 为该基因在刀鲚后续育种工作提供基础依据。
1  材料与方法

1.1  实验鱼

刀鲚取自中国水产科学研究院淡水渔业研究中心宜兴屺亭养殖基地, 室内水泥池驯养, 体长(138.11±1.56) mm, 体质量(9.16±1.98) g, 水温(24.5±0.5)℃, DO(7.5±0.3) mg/L, pH(7.5±0.5)。 

1.2  总RNA的提取和MSTN基因序列的获得

Trizol reagent (Invitrogene,  USA)从刀鲚肌肉中提取总RNA, M-MLV reverse transcriptase (TOY​OBO, Japan)反转录获得第一链cDNA。根据人(Homo sapiens)、黑猩猩(Pan troglodytes)、家犬(Canis familiaris)、小鼠(Mus musculus)、大鼠(Rat​tus norvegicus)、大西洋鲑(Salmo salar)、大麻哈鱼(Oncorhynchus mykiss)、河鲀(Takifugu rubri​pes)、尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)、斑马鱼(Danio rerio)的MSTN cDNA序列(表2)保守区设计一对引物MSTN-F1、MSTN-R2(表1), 第一链cDNA为模板PCR, 获得276 bp的片段。将其克隆到PMD18-T载体(Takara, Japan), 测序(BGI, China), BLASTX分析276 bp的片段是MSTN基因的同源序列。
根据测得的核心片段设计3′-RACE和5′- RACE特异引物(表1), 以SMART cDNA为模板, 用RACE的方法扩增核心片段的5′和3′端序列, 纯化后, 连接到PMD18-T载体(Takara, Japan), 转化大肠杆菌DH5(感受态细胞, 筛选阳性克隆并测序。

1.3  核酸及氨基酸序列分析

NCBI (http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)的BLASTP分析刀鲚MSTN和其他同源蛋白的相似性。SMART (http: //smart.embl-heidelberg.de/)预测结构域。CLUSTALW(http: //www.genome.jp/tools/ clustalw/)和GeneDoc软件进行氨基酸的多序列比对。MEGA 4.1(http: //megasoftware.net)构建进化树。
1.4  刀鲚MSTN基因在不同组织中的转录表达

M-MLV reverse transcriptase(TOYOBO, Japan)反转录获得第一链cDNA。 MSTN特异性引物23S和23A(表1), 扩增180 bp的目的片段。β-actin作为内参基因, 引物B1和B2(表1), 扩增90 bp的目的片段。使用2× SYBR Green Real-time PCR Mix (TOYOBO, Japan) ABI 7500进行荧光定量。
表1  本研究用到的引物序列

Tab.1  Sequence of primers used in this study

	引物primer
	序列 (5′-3′) sequence (5′-3′)
	用途usage

	R796-1
	GGAGTTCTCGTCGCAGTCTA
	5'RACE第一轮特异性引物

	R796-2
	AGACCTTTTGGGGCCTTCGG
	5'RACE第二轮特异性引物

	457-1
	GACGAGAACTCCCCAGAATCCCGCT
	3'RACE第一轮特异性引物

	457-2
	CGCTACAAGGCCAACTACTGCTCCG
	3'RACE第二轮特异性引物

	MSTN-F1
	CTGCAACCYTTCATGGAGGTGA
	扩增MSTN核心片段上游引物

	MSTN-R2
	AGCATGTTGATGGSSGACATCTT
	扩增MSTN核心片段下游引物

	23S
	GCTTTGTTCACCAGGTGGGTG
	MSTN定量上游引物

	23A
	CCGGACTAGACTGCGACGAGA '
	MSTN定量下游引物

	B1
	AACGGATCCGGTATGTGCAAAGC'
	Beta-actin定量上游引物

	B2
	GGGTCAGGATACCTCTCTTGCTCTG
	Beta-actin定量下游引物


表2  其他物种MSTN的NCBI登录号

Tab.2  GenBank accession numbers of MSTN used in this study

	蛋白protein
	登录号Accession no.

	Homo sapiens MSTN
	NP_058642.1

	Pan troglodytes MSTN
	NP_001073388.1

	Macaca mulatta MSTN
	NP_001073588.1

	Canis familiaris MSTN
	NP_001002959.1

	Gallus gallus MSTN
	NP_001001461.1

	Mus musculus MSTN
	NP_034964.1

	Rattus norvegicus MSTN
	NP_062024.1

	Takifugu rubripes MSTN2
	NP_001027844.1

	Salmo salar MSTN1a
	NP_001117021.1

	Oncorhynchus mykiss MSTN2
	NP_001117755.1

	Oncorhynchus mykiss MSTN1
	NP_001117754.1

	Salmo salar MSTN1b
	NP_001117106.1

	Takifugu rubripes MSTN1
	NP_001027843.1

	Oreochromis niloticus MSTN
	XP_003458880.1

	Oryzias latipes MSTN
	NP_001188428.1

	Oncorhynchus mykiss MSTN2a
	NP_001118048.1

	Drosophila melanogaster MSTN
	NP_726606.1

	Danio rerio MSTN
	NP_571094.1


反应条件为94℃ 2 min, 40个循环: 94℃15 s, 60℃ 15 s, 72℃ 45 s。检测基因的溶解曲线和扩增曲线, 对产物割胶测序, 以验证是否为基因特异性产物。9尾刀鲚, 每3尾的组织混为一个样品, 共有3个样品, 每个样品做3个重复。运用
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法计算基因表达量, 所有数据以平均相对表达量展现(means±SD)。SPSS软件进行t-test分析, 显著性差异为P<0.05。
2  结果与分析

2.1  刀鲚MSTN基因的cDNA全长序列

通过同源克隆的方法, 获得一条276 bp的片段(图1A), 经过测序获得该片段的核苷酸序列, 与其他物种的MSTN基因序列比对, 该片段为MSTN基因编码区的部分序列。以该序列为核心序列, 通过5'-RACE和3'RACE的各两轮PCR扩增, 分别在1 100 bp和1 200 bp附近获得两条较亮的条带(图1B), 分别割胶回收, 克隆入PMD-18T载体, 测序获得其核苷酸序列, 比对分析, 获得的序列均为MSTN基因的同源序列, 将以上获得的序列拼接, 获得刀鲚MSTN基因的cDNA全长序列。
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图1  刀鲚MSTN基因同源克隆和RACE产物的琼脂糖
凝胶电泳图

M: DL2000 Marker; 1: 核心片段; 2: PCR阴性对照, 未加模板; 3: 5′- RACE产物; 4: PCR阴性对照; 5: 3′-RACE产物; 6: PCR

阴性对照.

Fig. 1  The amplification results of Coilia nasus MSTN cDNA by homologous cloning 5′-RACE and 3′-RACE methods 

M: DL2000 Marker; 1: Core fragment; 2: Control; 3: PCR products by 5′-RACE methods; 4: Control; 5: PCR products by 

3′-RACE methods; 6: Control.

刀鲚MSTN基因(NCBI登录号: KF638401)的cDNA全长2 252 bp, 5′-UTR 86 bp, 3′-UTR 1 041 bp, 开放阅读框区1 125 bp, 预测编码374个氨基酸(图2)。Polyadenylation signal (AATAA)序列位于poly-A tail上游13 bp的位置。
根据SMART结构预测, 刀鲚MSTN的二级结构包括Pfam结构域(12～255)和TGFB结构域(280~374) (图3)。
2.2  MSTN的同源性分析

分析了刀鲚MSTN的氨基酸序列与其他物种的相似性, 结果如下, 斑马鱼(89%)、青鳉(85%)、罗非鱼(83%)、红鳍东方鲀MSTN1(71%)、MSTN2 (84%), 大麻哈鱼MSTN1(88%)、MSTN2(88%)、MSTN2a(67%); 人(65%)、黑猩猩(65%)、猕猴(72%)、家犬(71%)、大鼠(63%)、小鼠(64%)、鸡(64%)、果蝇(24%)。

所有物种MSTN的Pfam和TGFB结构域氨基酸相似性较高(图4)。进化树分析结果显示, 哺乳类MSTN聚为一个大类, 鱼类聚为另一个大类, 而果蝇MSTN与这两大类的差异较大, 单独成为一类。我们克隆到的基因在鱼类MSTN类别中, 与
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tagttgacacctatgagtgtggtacacagtgctggttacctcgggtgcaaacttatatca
M H F A K L L I S V C L
actggatcccgctgaagcgacagaacCATTTTGCAAAACTTCTGATTTCGGTGTGTT
L I A L G P V G Y G DI TTWHHIQT S V
TATTAATTGCGCTAGGTCCAGTTGGTTATGGTGATATAACAACGCACCACCAGACTTCAG
AT E D S E Q C S T CE Y R Q Q S K L M
TAGCCACGGAGGACAGTGAGCAGTGCTCAACATGTGAGTACAGACAGCAAAGCAAGCTCA
R L Q A I K S Q I L S K L R L K Q A P N
TGAGGCTACAAGCCATCAAGTCCCAAATTCTGAGTAAACTTCGGCTCAAACAAGCTCCCA
I S R DV V K QL L P K AP P L Q Q L L
ACATCAGTCGAGATGTGGTCAAGCAGTTACTTCCAAAGGCACCTCCGCTGCAGCAACTCC
D Q YDV L GD DN RD IR IV E DDDD
TCGACCAGTACGATGTGCTTGGAGATGATAACAGAGATAGAATAGTTGAAGATGATGATG
H AT TE T I MTMATE P D P I V QV
ACCATGCCACCACAGAGACCATCATGACGATGGCTACCGAGCCGGATCCCATCGTTCAAG
b R R P K CCF F S F NP K I Q P S R I
TAGATCGGAGACCCAAGTGTTGTTTTTTCTCCTTCAATCCGAAGATTCAGCCCAGCCGCA
V. X A Q L WV HL R P S D EDTTV F L
TTGTGAAGGCGCAGCTTTGGGTACACTTGCGACCATCGGATGAGGATACCACTGTATTTC
Q I S R L M PV T D GNIRHIRTIR S L K
TGCAGATATCGCGACTGATGCCTGTCACAGATGGAAACAGGCATAGAATCCGATCGTTAA
I DV NAGTI K S W Q S I DV K Q V L T
AAATCGACGTAAATGCAGGGACCAAATCATGGCAAAGCATAGATGTCAAACAGGTTTTGA
vV W L K Q P E T N W G I E I N A Y D G M
CAGTGTGGCTCAAACAACCGGAGACCAACTGGGGCATTGAGATAAACGCATATGACGGCA
G T DL A I TS AUEQGEE G L Q P F M
TGGGAACCGACTTGGCTATTACCTCTGCGGAACAGGGAGAGGAAGGACTGCAACCCTTCA
E v K I S E G P K R S R R D S G L D C D
TGGAGGTCAAGATTTCCGAAGGCCCCAAAAGGTCTAGGAGGGATTCCGGACTAGACTGCG
E N S P E S R CCWRY P L TV D F E D F
ACGAGAACTCCCCAGAATCCCGCTGCTGCAGGTACCCTCTTACCGTGGACTTTGAGGACT
G WD W I I AUPIKI RY K ANYCS G E C
TTGGCTGGGACTGGATTATCGCCCCCAAGCGCTACAAGGCCAACTACTGCTCCGGGGAGT
E Y M HL Q K Y P HTH L V N K A N P R
GCGAGTACATGCACCTGCAGAAGTACCCCCACACCCACCTGGTGAACAAAGCCAACCCGC
G T AGP CCTW®PTIKMSPINMMILY F
GGGGCACGGCCGGGCCCTGCTGCACCCCCACCAAGATGTCGCCCATCAACATGCTGTACT
N R K E Q I I Y G K I P S MV V D R C G
TCAACAGGAAGGAGCAGATCATCTACGGCAAGATCCCATCGATGGTGGTGGACCGCTGTG
c S *
GCTGCTCCtcagcctgtggtccacacagcctcgccccctaccctctgtcctcctc C
cccaccctcttgcaggacttctgaaagtaatcatttaaccgtttagcagtgctttctct
cactgtgcaatagagcgagaaaacgccacagggatgectcgeccatttgetgggecatcggc
atcgcaaggatgtactggtggaatgtcatagatttaggacttgggaaaggacacggcaaaa




                                         (图2 待续  Fig.2 to be continued)

                                          (续图2  Fig.2 continued)
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caaacgagagaaaacttaatgacattctctgacaaaccttttttttcctcctcattcatt
cttgcttggtgtttttaagtatcacctcacatacatcctgtacacattctcatgtctgca
cctctctcacacatcacacactcgttttgtagtatccacacggagcaagactggctgtca
gcgtcagatggccctgctatcctaggegacatttcttttetttttcttttttaaggaaat
acctgagtgagatggagagggactcaagaacatttgactagagctggaaatcctatctga
ggtgttacagttggaacccagaacctggcctcatgtgcatcgccatacatgccaaacctt
cattctgtcctgataatagcatttaccattactcaactgcttgaactgccctacacacttg
aattattataattatatgcattactgcatttactggacggaaggacttgaaccagaggcac
tatgaatgcagtgtacacgtatttaaatgtgtaacaaaggcagaggtatatgaaacgaatg
aatgatttaaaccatgcttaaaactctgtctttcaaacaacacagtttgcactatggcaga
ccaatagaagtcattggttgttaaaaagttgtaaaaactgattttgatatgtttgctaat
tgtattatatgccattgtttccagtagcagtttacttttttaacctccgttagtaaatgt

ataagaccacattctagcaacaagtgcacaatatcaaatctatatatctgtaaaacaaa
taaaggtgcttgctctaaaaaaaaaaaaaaaaa




图2  刀鲚MSTN cDNA序列和推测的氨基酸序列

全长2 252 bp, 编码区1 125 bp, 推测编码374个氨基酸, 5'非编码区86 bp, 3'非编码区1 041 bp; 大写字母是下方核苷酸序列对应的氨基酸序列, 方框内的分别是起始密码子(ATG)和终止密码子(TAG), (attta)motif用单下划线标出, polyadenylation signal
(aataa)双下划线标出.
Fig. 2  Nucleotide and deduced amino acid sequences of Coilia nasus MSTN 
The full-length cDNA of CnMSTN was 2 252 bp and contained an 1 125 bp ORF that encoded a protein of 374 amino acids. Capital letters above the nucleotide sequences indicate the corresponding amino acid sequence. The start codon (ATG), stop codon (TGA) are boxed. The motif associated with mRNA instability (attta) are in bold and under line, poly(A) signal sequence (aataa) is in bold
and under double line.
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图3 刀鲚MSTN二级结构的预测

Fig. 3  Coilia nasus MSTN domain prediction
斑马鱼的MSTN关系最近, 进一步说明我们克隆到刀鲚的MSTN基因(图5)。
2.3  刀鲚MSTN在不同组织的转录表达分布

采用荧光定量的方法, 检测了MSTN基因在刀鲚鳃、脑、肝、脾、肠、头肾、肾、肌肉组织中的表达。结果显示, MSTN在健康刀鲚的肌肉和脑高表达, 鳃、肝、脾、肠、头肾和肾中微量表达(图6)。
3  讨论
3.1  刀鲚MSTN二级结构域的分析

MSTN基因发挥作用的机制是先合成前体蛋白质, 经二次蛋白酶酶解活化, 将成熟蛋白分泌到胞外, 分泌后形成的前肽在RXXR区被切除掉N端大约266个氨基酸, 成熟区剩余109个氨基酸, 包含9个保守的半胱氨酸的生物活性区, 它们以二硫键的方式结合生成二聚体, 然后和膜上的特异性受体发生相互作用, 通过3种Smad蛋白的介导将信号传入细胞核, 进而调节效应基因的表达, 以达到对骨骼肌纤维数量和粗细的调节[26–27]。与其他鱼类的MSTN结构相似, 刀鲚MSTN氨基酸包含保守的半胱氨酸残基和RXXR蛋白水解位点(图4), 这种结构上的相似性, 预示着刀鲚MSTN在功能上的保守性。目前在虹鳟中, 通过抑制MSTN基因的表达,  获得了“六块腹肌”的转基因个体, 这表明MSTN基因在鱼类育种中的巨大潜力, 我们的工作也为后续刀鲚育种的开展提供了基础数据。
3.2  刀鲚MSTN基因在各组织的表达分析

MSTN基因主要表达于骨骼肌, 但其在哺乳类和鱼类的组织表达存在差异。哺乳类MSTN基因表达特异性强, 一般只在骨骼肌或少数组织中
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图 4  刀鲚MSTN和其他物种MSTN氨基酸序列的多重比对

黑色方框表示的是RXXR蛋白水解为点, 左侧是序列名称, 前两个字母代表物种, 具体如下: Cl, 家犬; Cn, 刀鲚; Dr, 斑马鱼; Gg, 鸡; Hs, 人; Mm, 小鼠; Mmu, 猕猴; Ol, 青鳉; Om, 大麻哈鱼; On, 尼罗罗非鱼; Pt, 黑猩猩; Rn, 大鼠; Ss, 大西洋鲑; 
Tr, 红鳍东方鲀.
Fig. 4  Alignment of the deduced amino acid sequence of CcMSTN and other reported MSTN sequences

RXXR proteolytic cleavage site was boxed.Cl, Canis lupus familiaris; Cn, Coilia nasusu; Dr, Danio rerio; Gg, Gallus gallus; Hs, Homo sapiens; Mm, Mus musculu; Mmu, Macaca mulatta; Ol, Oryzias latipes; Om, Oncorhynchus mykiss; On, Oreochromis niloticus;
Pt, Pan troglodytes; Rn, Rattus norvegicus; Ss, Salmo salar;  Tr, Takifugu rubripes;
表达。根据报道, MSTN基因只在小鼠骨骼肌中表达[22], 而在牛的心肌细胞[28]、猪的乳腺细胞[23]也有表达。作为低等脊椎动物的鱼类, MSTN基因的表达模式呈现多样性, 归结起来有两个特点。

首先, 鱼类MSTN基因在不同组织广泛表达。目前已经研究过的斑马鱼[19]、虹鳟[29]、大麻哈鱼[30]、金头鲷(S. aurate)[31–32]、罗非鱼(O. mossambicus)[33]、斑点叉尾[image: image7.png]


(I. punctatus)[34]、石首鱼(U. cirros)[35], 在鳃、肝、心脏、脑、肾、脾、肠、性腺等组织有表达, 刀鲚的MSTN主要表达于肌肉和脑, 其他组织微量表达。这表明鱼类的MSTN不仅具有调控肌肉生长, 可能发挥着其他的生物学功能。

其次, 很多鱼类MSTN基因包含两个亚型。如虹鳟(O. mykiss)[29]、大麻哈鱼(S. salar)[30]、金头鲷(S. aurate)[31–32]等, 而且两种亚型的组织表达分布不同, 虹鳟的Ⅰ型MSTN在肌肉、脑、心脏、肾、肝、肠、鳃、性腺有表达, 而Ⅱ型只在脑和肌肉表达[29]。大麻哈鱼的Ⅰ型MSTN在肌肉、心脏、脑、肠、鳃、舌、眼、脾、卵巢表 达, Ⅱ型表达于肌肉、脑、肠、舌、眼、鳃[30]。不同亚型组织表达不同, 暗示他们发挥不同的功能。
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图5  MSTN的进化树分析
Cl, 家犬; Cn, 刀鲚; Dm, 果蝇; Dr, 斑马鱼; Gg, 鸡; Hs, 人; Mm, 小鼠; Mmu, 猕猴; Ol, 青鳉; Om, 大麻哈鱼;
 On, 尼罗罗非鱼; Pt, 黑猩猩; Rn, 大鼠; Ss, 大西洋鲑; Tr, 红鳍东方鲀.

Fig. 5  Phylogenetic analysis of Coilia nasus MSTN and other reported MSTN sequences

Cl, Canis lupus familiaris; Cn, Coilia nasusu; Dm, Drosophila melanogaster; Dr, Danio rerio; Gg, Gallus gallus; Hs, Homo sapiens; Mm, Mus musculus; Mmu, Macaca mulatta; Ol, Oryzias latipes; Om, Oncorhynchus mykiss; On, Oreochromis niloticus; Pt, Pan
troglodytes; Rn, Rattus norvegicus; Ss, Salmo salar; Tr, Takifugu rubripes.
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图6  MSTN在刀鲚不同组织的表达情况

Fig. 6  RT-qPCR analysis of the expression profiles of Coilia nasus MSTN in different tissues  
刀鲚的MSTN在肌肉和脑中表达量相对较高, 而鳃、肝、脾、肾、头肾、肠中微量表达。我们克隆到的MSTN基因, 组织表达模式类似于Ⅱ型, 但是刀鲚中是否存在MSTNⅠ型和Ⅱ型之分, 这需要进一步的研究。
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Cloning and tissue expression of the MSTN gene in Coilia nasus

DU Fukuan, NIE Zhijuan, XU Gangchun, XU Pao, GU Ruobo

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: Estuarine tapertail anchovy (Coilia nasus, junior synonym C. ectenes) are widely distributed throughout the Yangtze River, the coastal waters of China and Korea, and the Ariake Sound of Japan. The species is commercially important because of its nutritional value and taste. In recent years, overharvest and changes in the aquatic ecosystem almost resulted in the extinction of the species in the middle reaches of the Yangtze River. Researchers have evaluated a number of measures to conserve the species, including captive breeding in ponds, artificial propagation, and larval rearing. As a result, the immediate threat to C.nasus has been alleviated at present. However, artificially cultured C. nasus grow relatively slowly (~125 g in 2+ years) so there is a need to improve the growth rate. To determine the molecular mechanisms controlling growth and meat quality in Coilia nasus, we cloned the myostatin gene in C. nasus by homologous cloning methods. Its full-length cDNA was 2 252 bp long, with a 1 125 bp open reading frame (ORF) that encoded a 374 amino acid protein. The C. nasusu MSTN protein was predicted to contain a signal peptide sequence, conserved cysteine ​​residues, and RXXR proteolytic sites. Gene expression was deduced by qRT-PCR. The MSTN gene of C. nasus was expressed strongly in the muscle and brain, but weakly in the gills, liver, spleen, intestine, kidney, and head kidney. MSTN expression in C. nasus was not limited to skeletal muscle. Our results suggest that the biological actions of MSTN in C. nasus, and possibly in other fishes, may not be limited to skeletal muscle growth repression, but may also influence different cell types and organ systems, particularly brain cells. The MSTN gene has shown significant potential in mammalian breeding programs, and our results provide for a basis for development of breeding programs in C. nasus.
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