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摘要: 利用简并 PCR 克隆技术, 扩增和克隆了大鳞副泥鳅(Paramisgurnus dabryanus)Dmrt 基因的 DM 结构域, 

获得了 3 个具有不同 DM 序列的克隆。结果表明, 在大鳞副泥鳅基因组中存在 Dmrt 基因家族的多个成员。同

源性比较和系统进化分析显示不同进化地位脊椎动物的 Dmrt 基因存在高度的进化保守性。 
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Abstract: We amplified genomic DNA of the Paramisgurnus dabryanus using the DM degenerate primers and detected a 
band, approximately 150 bp. After cloned into pMD18-T vector and sequenced, three sequences showed high homology 
with the DM domain. They were named as PdDmrt1, PdDmrt3, and PdDmrt5. Based on similarities of amino acid se-
quences of the DM domain, Dmrt gene protein sequences from six vertebrates species were included in a phylogenetic tree. 
It confirmed the identity of the three PCR products. Our results reveal that Dmrt gene is highly conservative in phylogeny. 
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Dmrt(Double-sex and Mab-3 related transcription 
factor)基因家族是一个与性别决定相关的基因家族, 
该家族成员所编码的蛋白质都含有一个具有 DNA
结合能力的DM保守基序[1~3], 通过染色体定位和胚
胎表达分析 ,这些基因被推测与脊椎动物的性别分
化发育以及早期胚胎发育及器官形成等功能有   
关[4~7]。在人类中已发现 8个 Dmrt基因家族成员[8], 
硬骨鱼中也至少存在 6个 Dmrt基因[9]。它们中的许

多是未知功能的, 但研究发现其中至少有 3 个成员即
Dmrt1、Dmrt2、Dmrt5是性别决定中的候选基因[10~12]。 

与高等脊椎动物相比，鱼类的性别决定具有原

始性和可塑性，易受环境条件如温度等的影响，目

前人们对在鱼类性别决定与分化中起关键作用的基

因或染色体区域还知之甚少。大鳞副泥鳅是我国常

见的鲤形目鳅科鱼类。常重杰等[13]在对其染色体进

行银染和 C 带研究时发现它为 ZZ/ZW 性别决定。
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对大鳞副泥鳅Dmrt基因家族成员进行克隆分析, 将
有助于阐明大鳞副泥鳅乃至鱼类的性别决定机制 , 
从于进行性别的有效控制, 同时也为与之相关的发
育生物学和系统进化研究提供一定的理论基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

大鳞副泥鳅购自武汉市集贸市场, 为性成熟雌
雄健壮个体。 

1.2  方法 

1.2.1  DNA 的提取 

将尾鳍组织(约 50 mg)剪碎后加入 500 μL组织裂
解液, 然后加入蛋白酶 K 至终浓度 200 μg/mL, 转入
37℃水浴过夜(12~15 h), 间歇振摇离心管几次。加 800 
μL苯酚、苯酚/氯仿(3:1)、氯仿各抽提 1次, 12 000 r/min
于 4℃条件离心 10 min, 取上清转入另一 1.5 mL的离
心管, 加入 1/6倍体积 3 mol/L的 CH3COONa和两倍
体积的无水乙醇, −20℃沉淀 30 min~1 h, 12 000 r/min
于 4℃条件离心 10 min, 倒去上清,加入 1 mL 70%乙醇
洗涤沉淀后离心, 去上清, 将沉淀放于 37℃烘箱中干
燥, 加入 30~50 μL的 TE溶解 DNA。 

1.2.2  PCR 扩增和 DM 序列的克隆 

参照文献[14~17]并结合下载的 Dmrt 基因序列设
计简并引物用于扩增 DM 保守区, 上游引物: 5′- 
TGCGC(ACG)(AC)G(AG)TGC(AC)G(AG)AACCA 
CGG-3′; 下游引物: 5′-C(GT)(GC)AG(GC)GC(GC) 
ACCTG(GC)GCAGCCAT-3′, 由 Inventrigen 公司合
成纯化。PCR反应体系 20 μL, 循环参数为: 94℃预
变性 4 min, 94℃, 30 s; 60℃, 30 s, 72℃, 40 s共 35个循
环, 最后 72℃延伸 5 min。1.2%的琼脂糖胶电泳检。 

PCR 扩增产物经纯化试剂盒(AXGEN 公司)纯
化, 与 pMD18-T载体(TaKaRa公司)连接后, 转化大
肠杆菌 Gold菌株。 

1.2.3  DM 序列的筛选与测序 

通过蓝白斑筛选、菌落 PCR、质粒酶切和
SSCP[18]方法筛选阳性克隆。阳性质粒快转后送

Inventrigen公司测序。 

1.2.4  DM 序列的分析 

将筛选得到的 3 条 DM 核苷酸序列通过 Blastn
在线检索 , 根据与其他物种的相似性确定相应的
Dmrt基因并命名; 利用 Clustal X软件对 Dmrt基因
的核苷酸和氨基酸序列进行比对, 系统进化树通过

PAUP4.0软件 MP法构建, 用 Bootstrap方法对构建
的 MP 树进行评估, 参数设置如下: random number 
seed为 3, number of bootstrap trials为 1 000。生成的
系统发生树经过 Treeview软件处理。 

2  结果与分析 

2.1  PCR结果 

以大鳞副泥鳅基因组 DNA 为模板, 利用简并
引物扩增获得长为 150 bp左右的片段, 此结果初步
说明大鳞副泥鳅中存在Dmrt基因, 且雌雄个体中均
存在, 没有明显的性别差异。 

2.2  筛选结果 

挑取白色菌落做菌落 PCR, 然后摇菌抽提质粒, 
酶切和质粒 PCR得到阳性克隆。经 SSCP电泳后筛选
得到最后含有不同 DM序列的 3个 DNA片段(图 1)。 
 

 
 

图 1  大鳞副泥鳅 SSCP 分析结果 
3个阳性克隆: (1、2、6); (3、7); (4、5)。 
Fig. 1  SSCP analysis in Paramisgurnus dabryanus 
Three different positive clones: (1、2、6); (3、7); (4、5) 
 

2.3  PdDmrt基因 

对筛选出的阳性克隆进行测序得到 3 个 Dmrt
基因的 DM 保守区序列, 根据大鳞副泥鳅的拉丁名
Paramisgurnus dabryanus,分别暂命名为 PdDmrt1、
PdDmrt3 和 PdDmrt5。经 Blastn 同源性检索 , 
PdDmrt1与斑马鱼、刺鱼、鲤鱼、虹鳟及小鼠 Dmrt1
基因保守区编码序列的相似性分别为 89%、87%、
86%、85%和 82%; PdDmrt5与人类、小鼠、斑马鱼,

鳉青 基因保守区编码序列的最高相似性分别为

85%、84%、90%、82%; PdDmrt3与斑马鱼、虹鳟、
鳉青 、人类及小鼠 Dmrt3基因保守区编码序列的最高
相似性分别为 89%、88%、83%、84%和 83%(图 2)。  

2.4  Dmrt基因家族成员的系统进化关系 

利用 PAUP4.0 软件构建的不同物种 Dmrt 基因
DM域核苷酸序列的进化树为一无根树(图 3)。其中
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大鳞副泥鳅的 PdDmrt1与斑马鱼(Danio rerio) 鳉、青

(Oryzias latipes ) 及鲤鱼(Cyprinus carpio) 的 Dmrt 
1 聚为一支, 同时 PdDmrt3 和 PdDmrt5 分别与斑马

鳉鱼、青 、小鼠(Mus musculus)的 Dmrt3 和 Dmrt5

聚为一支 , 鳉斑马鱼、青 和罗飞鱼 (Oreochromis 
niloticus)的 Dmrt2 也聚为一支。且各个基因的聚类
均能体现出斑马鱼、大鳞副泥鳅和 鳉青 之间的进化

亲缘关系。 
 

 
 
图 2  PdDmrt1、PdDmrt3、PdDmrt5 DM 域的 DNA 序列(a)和氨基酸序列(b) 
b图中箭头所示为保守的半胱氨酸和组氨酸。 
Fig. 2  DNA and amino acid sequences of the DM domain of PdDmrt1, PdDmrt3, PdDmrt5  
Conserved cysteine and histidine residues are showed by vertical arrows. 
 

 

 
 

图 3  Dmrt 基因家族的系统进化树 
PdDmrt1、PdDmrt3 和 PdDmrt5 的 DM 域氨基酸序列为本文所得结果，其他序列来自 GenBank 数据库, 它们是斑马鱼的 NM_205628、 
NM_001007064、AY621084 和 AF080622 序列, 人的 AF130728, NM_021951 序列, 鳉青 的 AF319994、 AB071534、 AB083691、AF319993
和 AF319992序列, 小鼠的 AF202778, AY145837和 AF541936序列及鲤鱼的 DQ241767序列。 
Fig. 3  Phylogenetic analysis of Dmrt gene family 
The amino acid sequences of the DM domain of PdDmrt1, PdDmrt3 and PdDmrt5 were the results of this paper, while the others were 
searched from GenBank. The accession numbers are Danio rerio (NM_205628, NM_001007064, AY621084, AF080622), Homo sapiens 
(AF130728, NM_021951), Oryzias latipes (AF319994, AB071534, AB083691,AF319993, AF319992), Mus musculus(AF202778, AY145837, 
AF541936), Cyprinus carpio (DQ241767).  
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3  讨 论 

Dmrt基因是一类转录调控因子，它们编码的产
物以锌指方式与特异的 DNA序列相结合，通过调节
目的基因转录参与发育调节过程。目前已在鱼类、

爬行类、鸟类和哺乳类等各个进化阶层动物中检测

到 Dmrt基因的存在。本研究从大鳞副泥鳅的基因组
中扩增并克隆出了 Dmrt 基因家族 3 个成员
PdDmrt1、PdDmrt3和 PdDmrt5的 DM结构域序列, 
序列比对与聚类结果显示这些序列与其他脊椎动物

的Dmrt基因 DM序列存在高度的同源性, 它们都具
有保守的 CCHC和 HCCC锌离子结合位点。值得注
意的是，以各物种 DM 序列构建的系统进化树中

Dmrt1、Dmrt2、 Dmrt3 和 Dmrt5 四个基因的聚类
均体现出斑马鱼、 鳉青 、鲤鱼和大鳞副泥鳅四种鱼

类在进化上的亲缘关系，表明 DM 结构域中非保守
序列在进化中同样起着重要的作用，Dmrt基因是随
着物种的进化而不断进化的，这也许与 鳉青 中 DMY
这一雄性性别决定基因的唯一出现有一致的地方。

另外, 本研究没有克隆出大鳞副泥鳅的其他Dmrt基
因家族成员, 这可能是简并引物的偏差和 SSCP 筛
选过程中的遗漏导致的。 

已有研究表明，Dmrt基因家族成员在脊椎动物
的发育过程中有许多功能, Dmrt1 基因是目前为止
已知的参与各个进化地位物种的性别决定与分化发

育的一个基因, 主要在脊椎动物成体的睾丸中表达, 
对诱导睾丸的正常发育起着至关重要的作用 [1, 8]; 
在人类、小鼠和斑马鱼中, Dmrt3基因定位于 Dmrt1
基因的 3′端, 可能参与了 Dmrt1 基因的性别调控作
用[4, 7], Dmrt5 基因的表达主要集中于脑中, 同时在
其他几种组织如睾丸、卵巢、肾、肺、心中也有较

低的表达量, 但其在卵巢中的表达量则明显高于它
在睾丸中的表达量 [12]。 PdDmrt1、 PdDmrt3 和
PdDmrt5 基因在大鳞副泥鳅中的发现和克隆表明
Dmrt 基因有可能参与了该物种个体发育乃至性别
的分化与决定过程，对这些问题的探究，有待于我

们对其全基因的克隆、时空表达分析及基因在基因

组中的准确定位等后续工作的进行。 
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•综合信息• 

 

第十一次全国畜禽遗传标记学术研讨会在青岛召开 
 

     中国畜牧兽医学会畜禽遗传标记学分会第十一次全国学术研讨会于 2008年 10月 17日－19日在青岛农业大学隆重召开。来
自全国各地高等院校、科研机构、基层畜牧兽医站、企业及政府部门的代表共 240余人参加了会议。 

  18日上午，在青岛农业大学信息中心召开了隆重的大会开幕式。中国畜牧兽医学会副理事长、中国农业大学张沅教授，青
岛农业大学宋希云副校长，中国畜牧兽医学会办公室李传业主任，《遗传学报》、《遗传》编辑部李绍武主任，青岛农业大学动物

科技学院单虎院长，分会理事长、华南农业大学杨关福教授及分会副理事长等出席了开幕式。青岛农业大学宋希云副校长首先致欢迎

词，李传业主任、李绍武主任等分别在开幕式上致辞，分会理事长杨关福教授致开幕词。开幕式后，张沅教授、赵要风教授、沈伟教

授分别做了“从表型选择到全基因组选择”、 “脊椎动物免疫球蛋白基因的进化 ”、“生殖细胞发生弱遗传调控” 的特邀报告；李绍武主
任作了“如何向《遗传学报》、《遗传》投稿”的报告。在两天的学术研讨会上，来自全国各地 50多位代表分别做了精彩发言。 

本次会议学术气氛浓厚，论文涉及领域广泛，质量较高。本次研讨会还专门成立了论文评审委员会，经评审的 160余篇论文
继续发表在联合国粮农组织《Animal Biotechnology Bulletin》刊物上，主要内容包括畜禽遗传标记的新方法、新技术及在畜禽遗传
育种中的应用等，反映了国内畜禽遗传标记最前沿的研究进展和发展动态。大会论文评审委员会推荐的 9篇优秀论文将推荐到《遗
传学报》、《遗传》两个刊物上投稿送审。 
  会议期间，还召开了畜禽遗传标记学分会理事会，会议讨论增补刘娣、张廷荣、刘文忠、赵淑娟、王启贵等 5人为理事。会议
决定：第十二次全国畜禽遗传标记学术研讨会将于 2010年在江苏省南京市召开，由南京农业大学动物科技学院承办。 

最后，大会对青岛农业大学动物科技学院以及孙金海教授为承办此次大会所付出的辛勤劳动表示诚挚的感谢！  
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