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摘要　　用 RACE PCR技术 , 分别获得三倍体鲫鲂 、 四倍体鲫鲂 、红鲫和团头鲂的高迁移率族蛋

白1基因(HMG1)mRNA全长序列 , 其开放阅读框包含 579nt , 翻译成 193个氨基酸.不同倍性鲫

鲂 HMG1 的 cDN A和氨基酸序列比较分析表明:在 cDNA 水平上 , 四倍体鲫鲂与母本红鲫的同源

性(99%)高于同父本团头鲂的同源性(97%);三倍体鲫鲂与父母本同源性(95%)低于亲本之间的

同源性(98%);在氨基酸水平上 , 四倍体鲫鲂与父母本的同源性(100%)高于三倍体鲫鲂与亲本的

同源性(97%).结果表明:远源物种间的杂交对两性不育的三倍体鲫鲂 HMG1 基因造成了一定的

冲击 , 分子遗传效应表现为三倍体鲫鲂 HMG1 基因位点发生了变异;四倍体鲫鲂 HMG1氨基酸序

列与亲本的完全一致性 , 克服了等位基因的杂交不亲和性 , 为两性可育的异源四倍体鲫鲂遗传稳

定奠定了基础.生物信息学分析表明:HMG1蛋白二级结构具有 8个螺旋和 3个转角 , HMG1蛋

白三级结构于 N-端具有两个 DNA 结合基序 , C-端具有一长为 23个重复 D或 E的氨基酸尾.这种

结构决定了 HMG1能够与核 DNA发生 “蛋白-DNA” 的相互作用 , 参与多种核内生物学功能的完

成.另外 , 以 HMG1氨基酸序列构建了鱼类 、两栖类 、爬行类 、 鸟类和哺乳类的进化树 , 结果提

示 HMG1是一种古老的蛋白质 , 并在物种演化中具有保守性;首次构建了鱼类 HMG1 原核表达

载体 , 外源的鱼类 HMG1 基因编码蛋白在原核细胞中得到了表达 , 这为下一步 HMG1蛋白的制

备和生物学功能 、尤其与 DNA转座子相互作用的研究提供了条件 , 将助于了解物种间的杂交形成

异源多倍体的机制.
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　　物种间的远源杂交将对杂交种的基因组产生强

烈的冲击 , 长期以来 , 这种冲击被认为是物种分化

的机制
[ 1]
.冲击结果在基因组水平上表现为杂交种

的染色体的倍性变化 , 例如虹鳟(Oncorhyn mykiss ,

2n=60)(♀)和红点鲑(Salvelinus fontinalis , 2n=

84)(♂)杂交 , 后代为三倍体的杂交种(3n=102)
[ 2]
.

我们曾以团头鲂(Megalobrama amblycephala , 2n

=48)(♂)(鲤形目 Cyprini fo rmes 、 鲤科 Cyprini-

dae 、鳊亚科 Abramidinae
[ 3]
)和红鲫(Carassium au-

ratus red var., 2n=100)(♀)(鲤科 、 鲤亚科Cypri-

ninae[ 3])杂交获得了两种染色体类型的杂交种 , 即

性腺可育的四倍体鲫鲂(4n=148)和性腺不育的三
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倍体鲫鲂(3n=124)
[ 4]
.杂交种的染色体呈整套的

增加:四倍体鲫鲂的染色体中两套来自红鲫 , 另

两套来源于团头鲂;三倍体鲫鲂的染色体中两套

来自红鲫 , 另一套来源于团头鲂.鲫鲂远源杂交

对基因组冲击的分子遗传效应研究表明 , 基因组

内 “沉默” 的转座子发生了活化 , 产生新的转座

子(资料未发表).转座子为染色体内的独立的

DNA序列 , 是生物基因组的结构特征之一 , 在基

因组内能够从一个位点跳跃到另一个位点[ 5] .但

对真核生物体基因组内的转座子研究表明 , 寄宿

于现生物种的转座子表现为转座失活[ 6] .远源杂

交能够激活转座子的活性 , 其分子机制之一认为

是与一种核蛋白 ———高迁移率族蛋白(HMG)有

关
[ 7]
.HMG与转座子之间的 “蛋白-DNA” 的相

互作用 , 促使转座子 DNA 序列弯曲 , 有利于转座

酶的剪切[ 8] .此外 , HMG 蛋白家族广泛参与多种

重要的核内生物学功能的完成 , 包括调节 DNA复

制 、 转录 、重组和修复等[ 9] .

HMG蛋白由英国科学家 Goodw in 于 1973 年

在牛胸腺细胞中首次发现 , 因其在聚丙烯酰胺凝胶

电泳中的高迁移率得名[ 10] .广义的 HMG 包括了两

类蛋白:HMG-基序蛋白和经典的 HMG 蛋白.前

者蛋白序列中含有一个或数个 HMG 的 DNA 结合

结构域 , 如 SRY(sex determining region Y pro-

tein).经典的 HMG 蛋白分为 3 类:HMGB(原

HMG-1/-2), HMGA 和 HMGN[ 9] .最近 , NCBI

数据库(www .ncbi.nlm.nih.gov)将 HMGB按最初

的 HMG1和 HMG2分类.虽然 HMG 蛋白具有高

度的保守性 , 因其具有特异性的功能基序 , 所以能

与组织特异性的调控因子 、 转录或复制机制成分发

生相互作用[ 11] .目前 HMG1 基因的相关研究 , 主

要是二倍体脊椎动物基因组内 HMG1 的克隆和表

达方面 , 如鳖[ 12] 和人[ 13] 等 , 而远缘物种间的杂交

是否对 HMG1 基因造成冲击尚未见有报道.本实

验利用 3′RACE和 5′RACE结合 PCR扩增 、 克隆 、

测序等技术 , 克隆出不同倍性鱼 HMG1 基因

mRNA全序列 , 基于 HMG1 的 cDNA 序列和氨基

酸序列 , 分析了远源物种间的杂交对 HMG1 基因

的冲击效应 , 并探讨了 HMG1 的进化及其与转座

子的关系 , 将有助于了解物种间的杂交形成异源多

倍体的机制.本文还构建了 HMG1 原核表达系统 ,

为进一步研究 HMG1 的生物学功能 , 尤其与 DNA

的相互作用奠定了基础.

1　材料与方法

1.1　材料和总 RNA提取

三倍体鲫鲂 、四倍体鲫鲂 、团头鲂和红鲫均取

自湖南师范大学教育部多倍体鱼繁殖及育种技术工

程研究中心 , 其中三倍体和四倍体鲫鲂是通过红

鲫♀×团头鲂♂获得.1龄实验鱼的 0.5 g 肝脏用液

氮充分研磨后 , 按总 To tal RNA Kit II(OMEGA)

试剂盒说明书操作提取总 RNA , 然后用 DNase Ⅰ

酶消化去除总 RNA 中残留的 DNA.

1.2　引物设计与 RT-PCR扩增

根据已知斑马鱼 Danio rerio(BC165307), 鲶

鱼 Ictalurus punctatus (DQ399438)和虹鳟 On-

corhynchus myk iss(X02666)等鱼的 HMG1 保守

cDNA序列和氨基酸序列 , 利用 Prime r premie r 5.0

和 Oligo 6软件设计一对兼并引物 , 引物 S 和 A 序

列见表 1.以 RT-PCR试剂盒(TIANGEN)的 O lig o

(dT)12—18为引物 , 逆转录酶 M-M LV 以总 RNA 为

模板 , 在 42℃经 1.5 h 合成 cDNA , 然后进行 PCR

扩增.20 μL PCR 反应体系为:10 ×PCR buf fer

2.5μL , MgCl2(25μmol/ L)2.0μL , 引物 S 和 A

(10μmol/L)各 0.5μL , dN TPs(10μmo l/L)0.5μL ,

Taq DNA 聚合物(1 U)0.5 μL 和 cDNA 模板

(100μmo l/L)1μL.PCR扩增程序为:94℃预变性

5min , 然后 94℃30 s , 58℃30 s , 72℃1 min , 共 30

个循环 , 最后在 72℃延伸 5 min.PCR 扩增产物用

胶纯化试剂盒(上海生工)回收后 , 目的片段插入

TA 载体 , 大肠杆菌 DH5α亚克隆 , 用含 X-gal和

IPTC的 LB平板进行蓝白斑筛选 , 每个片段选择 3

个阳性克隆送往上海生工测序.

1.3　RACE PCR扩增 、序列拼接和同源性分析

兼并引物 S/A 扩增的已知序列为模板 , 利用

引物设计软件获得 3′和 5′基因特异引物(GSP)(表

1).参考 SMART
TM
RACE cDNA 试剂盒(CLON-

T ECH)说明 书 , 首先 合 成 3RACE 和 5RACE

cDNA , 然后采用巢式 PCR扩增 , 产物经大肠杆

菌 DH5α亚克隆和测序后 , 便获得了 3′和 5′末端
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序列 , 与兼并引物 S/A 扩增的序列一起经计算机

分析和拼接 , 最终得到 HMG1 基因 cDNA 全长.

用 Blast软件于 NCBI 数据库(www .ncbi.nlm.nih.

gov)中进行序列的同源性搜索 , 利用 ClustalW 软

件(www .ebi.ac.uk/clustalw/)在线进行序列同源

性比较.克隆基因命名后递交到 GenBank数据库 ,

得到基因登录号.

表 1　不同倍性鲫鲂 HMG1 基因 PCR扩增引物名称和序列

引物名称 引物序列(5※3)

兼并
S GAGGA(G/A)CA(C/ T)AAGAAGAAACACC

A CTC(G/A)TA(C/ T)T TCT CCT TCAGC(T/C)TG

RACE

UPM

NUP

3′GSP1

3′GSP2

5′GSP1

5′GSP2

Long:CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCA

GTGGTATCAACGCAGAGT

Short:CTAAT ACGACTCACT ATAGGGC

AAGCAGTGGTA TCAACGCAGAG T

CAAGACAAGGTCCGT TACGAGAGG

TCCGACCCAAGG TGAAGGAAGAG

CGT AACGGACCTTG TCT TGT TT GGC

CTTGGCTGACA TAGTCTT CCATCGC

1.4　生物信息学和系统进化分析

红鲫 HMG1 基因推测的蛋白氨基酸序列 , 用

软件 Predictpro tein(www .predictprotein.org)在线

分析蛋白二级结构 , 预测其 “蛋白-DNA” 相互作

用的结构单位;将 HMG1氨基酸序列输入 NCBI数

据库中 , 进行蛋白三级结构检索(www .ncbi.nlm.

nih.gov/st ructure/cdd/w rpsb.cgi), 预测其是否具

有保守的同源框.从GenBank 数据库中下载不同物

种的 HMG蛋白氨基酸序列 , 用于系统进化分析.

具 HMG1的物种分别是斑马鱼(AAH45917)、鲑鱼

Salmo salar(ACM09402)、 虹鳟(AAA58771)、 爪

蟾 Xenopus laev is(NP-001080836)、 猪 Sus scrof a

(AAW29969)、 短尾负鼠 Monodelphis domestica

(XP-001363686)、 小家鼠 Mus musculus(CAA56631)、

牛 Bos Taurus(NP-788785)、 马 Equus cabal lus

(XP-001488130)、 褐家鼠 Rat tus norvegicus(XP-

573095)、 珍 珠 鸟 Taeniopygia guttata (XP-

002194652)、 红原鸡 Gallus gal lus(N P-990233)、

黑猩猩 pan troglody tes(XP-509611)、 人 Homo sa-

piens(AAP36330)和中华鳖 Pelod iscus sinensis

(AY673604);酵 母 Saccharomyces cerev isiae

HMG1(CAA86503)作为外群.真鲷 Pagrus major

(AA P20177)HMG 用以确定 HMG1 的进化时序.

用 ClustalX软件
[ 14]
对各物种 HMG 氨基酸序列排序

后 , 输入 MEGA4.0 软件中 , 基于邻接法(NJ)模型

构建系统进化树 , 置信度(Boo tst rap)经 1000次重

复抽样检验
[ 1 5]
.

1.5　重组 HMG1 原核表达载体的构建

根据已知的红鲫 HMG1 基因 cDN A 全长序列

(GenBank 登录号:FJ785327), 利用软件设计一对

引物 , 上游 S:5′CCGGAA T TCA TGTCCTCA T-

ACGCA TACT TT3′, 下游 A:5′CCGCTCGAG T-

GT TGTGG TGG TT TA TT TCTC3′.其中 S 5′端引

入 EcoR Ⅰ酶切位点(G
↑
AA T TC)和 3个保护碱基

(CCG), A 5′端引入 XhoⅠ酶切位点(C↑TCGAG)

和 3个保护碱基(CCG).按 “1.2.引物设计与 RT-

PCR扩增” 获得红鲫 cDNA.PCR 扩增条件为:

94℃5min , 然后 94℃30 s , 61℃30 s , 72℃1 min ,

共 30个循环 , 最后 72℃延伸5m in.PCR扩增产物

经 1.2%琼脂糖凝胶电泳 , 回收 HMG1 目的片段 ,

然后将 HMG1 目的片段插入载体 pMD18-T , 重组

载体命名为 pMD18-HMG1 , 将重组载体 pMD18-

HMG1转化 DH5α感受态细胞 , 蓝白斑挑选阳性克

隆测序 , 序列分析后 , 挑取具载体 pMD18-HMG1

的菌液在 LB 培养液(含 0.1 g ·L-1氨苄青霉素)中

扩大培养(1∶500), 提取质粒 , 用 EcoRⅠ和XhoⅠ

对质粒 pMD18-HMG1双酶切 , 回收 HMG1目的片

段.将表达载体质粒 pGEX-4T 同样用 EcoR Ⅰ和

XhoⅠ双酶切 , 回收表达载体质粒 pGEX-4T 的线

性片段.在 T4 DNA 连接酶的作用下 , 将 HMG1

片段和表达载体 pGEX-4T 的线性片段进行连接反

应 , 即构建了原核表达的重组载体质粒 , 命名为

pG EX-HMG1.

1.6　原核表达和 SDS-PAGE检测

将重组表达载体质粒 pGEX-HMG1转化 LB21

感受态细胞 , 经氨苄青霉素筛选 , 阳性克隆测序 ,

经序列分析后 , 挑取单个经 pGEX-HMG1 转化的

序列正确的 LB21 菌落继续培养至 A600 nm约为 0.6

时 , 加入 IPTG 诱导 6 h.将诱导菌和非诱导菌离

心 , 沉淀部分用于 SDS-PAGE 鉴定[ 16] .
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2　结果

2.1　RT-PCR扩增结果

利用兼并引物 S/A 对三倍体鲫鲂 、 四倍体鲫

鲂 、 团头鲂和红鲫的总 RNA 进行 HMG1 基因的

RT-PCR扩增 , 结果在 4 种鱼中各扩增出 1 条约

400bp的条带(图 1), 与先前预测的大小相同.经

测序并将该序列在 NCBI 数据库内经 BLASTN 比

对 , 结 果 表 明 克 隆 序 列 与 斑 马 鱼 HMG1

(BC165307)具有很高的序列同源性(ID =92%,

E=2e -161), 说明我们已成功获得了实验鱼的

HMG1 的中间部分序列.

图 1　不同倍性鱼 HMG1 基因 RT-PCR 扩增结果

RCC , 红鲫;BSB , 团头鲂;4nJF , 四倍体鲫鲂;3nJF , 三倍体

鲫鲂;M , DNA 标志 (100bp)

2.2　不同倍性鱼 HMG1 基因 cDNA全长拼接及同

源性比较

用引物GSP1(3′GSP1或 5′GSP1)和 UPM 扩增

RACE cDNA 模板 20 个循环后 , 将此 PCR稀释产

物(1∶20)作模板 , 用 GSP2(3′GSP2或 5′GSP2)和

NUP 进行第 2轮 PCR扩增后 5′RACE 获得 200bp

的条带 , 3′RACE获得 450bp 的条带.将目的片段

克隆测序 , 序列经计算机分析 , 去除引物 NUP 和

载体序列 , RACE 扩增序列与兼并引物扩增序列拼

接后 , 即获得不同倍性鱼 HMG1 基因 cDNA 全长

序列(图 2).该序列包括 1个 579nt 的开放阅读框 、

5′末端和 3′末端各 1 个非编码区 , 开放阅读框以

ATG 为起始密码子 , TAG 为终止密码子 , 编码

193个氨基酸(图 3).3′末端非编码区具有两个

mRNA不稳定信号(A TT TA)和 1个 mRNA的加尾

信号(AATAAA)(图 2).

用 ClustalW 在线软件(www.ebi.ac.uk/clust-

alw/)分别对不同倍性鱼 HMG1 cDNA 序列进行同

源性比对(表 2).结果发现:红鲫与团头鲂的序列

同源性为 98%;四倍体鲫鲂与其母本红鲫同源性高

达 99%, 与其父本团头鲂达97%, 而与三倍体鲫鲂

同源性为 96%;三倍体鲫鲂与其父母本同源性各为

95%.用 ClustalW 在线软件分别对多倍体鲫鲂及

其亲本 HMG1 推测的蛋白氨基酸进行同源性比较

(表 2), 发现四倍体鲫鲂与其父母本同源性各达

100%, 而三倍体鲫鲂与其亲本同源性各为 97%.

表 2　多倍体鲫鲂与其原始父母本 HMG1 cDNA(对角线下)

和蛋白氨基酸(对角线上)序列同源性比较(单位:%)

实验鱼 RCC BSB 3nJF 4nJF

RCC 100 97 100

BSB 98 97 100

3nJF 95 95 97

4nJF 99 97 96

2.3　HMG1生物信息学和系统进化分析

将推测的红鲫的 HMG1 193个蛋白氨基酸 , 经

Predictprotein软件在线预测二级结构 , 结果发现氨

基酸序列 N-端具有 8个螺旋(helix)单位 , 其位点分

别 为 3—16 , 26—36 , 42—44 , 48—62 , 88—103 ,

110—122 , 126—128 , 和 132—146;3 个 转 角

(switch)单位 , 其位点分别为 1—6 , 63—64 , 88—

92.C-端具有一长为 23 个以 D或 E重复的氨基酸

尾.在NCBI上用软件进行蛋白三级结构预测 , 结果

表明氨基酸序列具有两个 DNA 结合基序.在 NCBI

数据库 , 将红鲫 HMG1蛋白氨基酸序列经 BLASTP

软件比对 , 结果表示红鲫 HMG1蛋白氨基酸序列与

斑马鱼 HMG1(AAH45917)的相似性为 94%, 与鲑

鱼(ACM09402)、 虹鳟 HMG1(AAA58771)和真鲷

HMG(AAP20177)各为 87%, 与爪蟾 HMG1 为

83%(NP-001080836), 与猪 HMG1(AAW29969)

和短尾负鼠 HMG1 (XP-001363686)各为 85%, 与

小家鼠 HMG1 (CAA56631)、 牛 HMG1 (NP-

788785)和马 HMG1(XP-001488130)各为 86%, 与

褐家鼠 HMG1(XP-573095)为 83%, 与珍珠鸟

HMG1(XP-002194652)和 红原鸡 HMG1(NP-

990233)各为 85%, 与黑猩猩 HMG1(XP-509611)
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图 2　多倍体鲫鲂及其原始亲本 HMG1 cDNA序列同源性比对

“ ＊” 表示相同的核苷酸位点 , “-” 表示缺失位点 , 下画线 “A TT TA” 表示 mRNA 的

不稳定信号 , 下画线 “AAT AAA” 表示 mRNA 的加尾信号

和人 HMG1(AAP36330)各为 86%, 与中华鳖为

63%.因此 , 红鲫 HMG1 基因被命名为 rcHMG1 ,

团头鲂为 bsHMG1 , 三倍体鲫鲂为 3 nj f HMG1 ,

四倍体鲫鲂为 4nj f HMG1 , GenBank登录号分别为

FJ785327 , FJ785328 , FJ785329和 FJ785330.

以酵母 HMG1(CAA86503)的氨基酸序列为外

群 , 将上述物种的 HMG 蛋白氨基酸序列经

CLUSTA LX软件比对后 , 用 MEGA4.0软件构建

系统进化树(图 4).

从图 4 可见 , 不同物种的 HMG1 和真鲷的

HMG 为平行演化关系 , 在 HMG1 的一支聚类群

中 , 中华鳖处于分支树的根部 , 然后分为 2 分支 ,

1分支包括鱼类(鲑鱼 、 虹鳟 、 三倍体鲫鲂 、 斑马

鱼 、团头鲂 、 红鲫和四倍体鲫鲂), 另 1 分支包括

两栖类(爪蟾)、 鸟类(珍珠鸟和红原鸡)和哺乳类.

结果表明 , 在动物还没有分化之前 , HMG1 可能就

已存在于其体内 , 在随后已分化的物种中 , 由于各

自的生物进化速率不同 , HMG1 出现了序列变异.

哺乳类中的鼠 、 马 、 人 、猪 、黑猩猩和牛等聚为一

个类群 , 红鲫和团头鲂及其杂交后代的四倍体鲫鲂

聚为另一个类群 , 表明 HMG1 在已分化的物种中

又具有保守性.
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图 3　多倍体鲫鲂及其原始亲本 HMG1 蛋白氨基酸序列同源性比对

“ ＊” 表示相同的核苷酸位点

2.4　原核表达及 SDS-PAGE检测

用 Xho Ⅰ 和 EcoR Ⅰ 双酶切重组载体质粒

pMD18-HMG1 , 获得了约 700 bp的 HMG1 基因片

段(图 5), 并构建成重组质粒 pGEX-HMG1.重组

质粒 pG EX-HMG1转化 BL21细胞并在 IPTG 的诱

导下 , 表达了目的蛋白(图 6), 在 SDS-PAGE 胶上

50 ku 处呈现为一条较浓的蛋白带 , 其大小与预期

的相当;而不作诱导处理的转化菌 , 没有出现这条

蛋白带.说明我们已成功地对 HMG1 基因进行了

原核表达 , 从而为进一步研究 HMG1 蛋白的生物

学作用奠定了基础.

3　讨论

红鲫 、 团头鲂及其杂交后代三倍体鲫鲂和四

倍体鲫鲂组织总 RNA 中 , 经兼并引物 S/A PCR

扩增后 , 都能扩增 1 个条带(图 1), 说明物种基

因组虽然遭受种间的远源杂交的冲击
[ 1]
, 但

HMG1 基因能够稳定地从父母本遗传给其杂交

种.染色体组型分析表明[ 4] , 三倍体鲫鲂有两套

染色体来自母本红鲫 , 1 套染色体来自父本团头

鲂;四倍体鲫鲂有两套染色体来自母本 , 另两套

染色体 来自 父本.在 不同 倍性 鱼中 扩增 出

HMG1 , 说明 H MG1 基因在鱼类的转录调控不

受倍性效应调节[ 17] .事实上 , HMG1 基因编码

蛋白参与了生物体内诸如调节基因转录 、 核小体

重建和细胞凋亡等生物发育的基本过程[ 9] , 这类

功能性基因真实地从亲本遗传给子代 , 对杂交种

的存活是必要的.

对从不同倍性鱼中克隆出的 HMG1 cDNA 全长

(表 2)分析后发现红鲫和团头鲂之间的序列相似性

为 98%, 四倍体鲫鲂和母本红鲫的序列相似性为

99%, 四倍体鲫鲂和父本团头鲂的序列相似性为

97%, 表明两性可育的异源四倍体鲫鲂基因组中 ,

HMG1 基因与母本具有较高的同源性.三倍体鲫鲂

HMG1 序列与父母本的相似性各为 95%, 低于父

母本之间的序列相似性(98%), 表明 HMG1 基因
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图 4　NJ法构建的不同物种 HMG1 氨基酸序列系统进化树

rnHMG1 褐家鼠;ecHMG1 马;hmHMG1 人; sscHMG1 猪;

ptHMG1黑猩猩;btHMG1牛;mmHMG1小家鼠;mdHMG1短

尾负鼠;tg HMG1 珍珠鸟;gg HMG1 红原鸡;xlHMG1 爪蟾;

ssHMG1鲑鱼;omHMG1 虹鳟;3njfHMG1三倍体鲫鲂;zbH-

MG1斑马鱼;bsHMG1团头鲂;h jHMG1红鲫;4njf HMG1四倍

体鲫鲂;p sHMG1中华鳖;pmHMG 真鲷;scHMG1酵母

在两性不育的异源三倍体鲫鲂基因组中发生了位点

变异 , 可能是物种间的杂交冲击基因的结果 , 并提

示三倍体鲫鲂不是染色体简单叠加后的多倍体.在

植物多倍体的研究中 , 倍性效应与远源杂交都能引

起 DNA 甲基化的变异从而影响基因表达[ 18] .三倍

体鲫鲂 HMG1 序列与父母本相似性降低 , 可能是

远源杂交的结果 , 随之基因功能发生改变 , 造成三

倍体鲫鲂与四倍体鲫鲂性腺可育性的差异.HMG1

氨基酸序列分析发现(表 2), 红鲫 、 团头鲂和四倍

体鲫鲂之间的氨基酸序列相似性均为 100%, 三倍

体鲫鲂与父母本间的相似性为 97%, 三倍体鲫鲂在

氨基酸序列水平上发生的变化 , 进一步说明了远源

杂交对三倍体鲫鲂 HMG1 基因造成了一定的影响 ,

三倍体鲫鲂 HMG1 蛋白的功能是否发生了改变 ,

有待于深入研究.四倍体鲫鲂 HMG1 氨基酸序列

与亲本的 100%同源性 , 克服了等位基因的杂交不

亲和性 , 为两性可育的异源四倍体鲫鲂成为自然界

中新型多倍体物种奠定了基础.

红鲫 HMG1 蛋白二级结构经 Predictpro tein软

件预测 , 发现具有 8 个螺旋单位 , 3 个转角单

位[ 19] .螺旋单位和转角单位能够构成 “螺旋-转角-

螺旋” 结构 , 这种复合结构可以伸入 DNA 双螺旋

的大沟或小沟 , 每个复合结构采取非特异性的方式

与 DNA结合
[ 20]
.HMG1蛋白经 NCBI 三级结构预
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测 , 发现具有两个 DNA 结合区 , 1 个包括了 N-端

前 4个螺旋单位 , 另 1个包括了 N-端后 4个螺旋单

位[ 21] .HMG 蛋白 C-端具有一个氨基酸尾[ 22] , 一

般包括 C 尾端连续的约 30个氨基酸
[ 23]
.进一步研

究表明 , HMG1这种长的氨基酸尾 , 能与核小体的

核组蛋白 H3发生特异性的连接
[ 24]
.HMG1蛋白的

这种结构 , 决定了其能够与 DNA 片段的两端连接 ,

从而使 DNA 发生弯曲 , 改变 DNA 的结构
[ 25]
.我

们曾研究了红鲫 、 团头鲂 、三倍体鲫鲂和四倍体鲫

鲂基因组中的 DNA 转座子 , 红鲫未检测出类 TC1

的转座子 , 团头鲂和三倍体鲫鲂具有相似的类 TC1

转座子 , 而四倍体鲫鲂出现了一种不同于父本的转

座子(资料未发表).本文研究结果初步表明一种推

测:异源四倍体鲫鲂基因组中存在功能性的 HMG1

蛋白 , 该蛋白与母性来源的转座子发生了 “蛋白-

DNA” 的相互作用 , 导致转座子发生弯曲继而剪

切;异源三倍体的 HMG1氨基酸序列与亲本相似

性降低 , 这种变化可能削减了 HMG1 与转座子的

结合能力 , 三倍体鲫鲂基因组中的转座子因此没有

发生变化.

邻接法(NJ)构建的系统进化树(图 4)分析可见 ,

真鲷的 HMG与其他脊椎动物的 HMG1 是一种平行

演化关系[ 26] , 两种基因在进化历程中 , 可能因功能

分化而采取不同的进化方式.从 HMG1的聚类树

可见 , 爬行动物的中华鳖处于聚类树的根部 , 随后

分为 2分支 , 1 分支包括鱼类 , 另 1 分支包括两栖

类 、 鸟类和哺乳类.郑济芳等
[ 12]
用 HMG1 的两个

DNA 结合区序列构建了鱼类 、 爬行类和哺乳类等

物种的进化树 , 中华鳖 HMG1 也是处于进化树的

根部.HMG1的聚类研究结果证明了一个观点 , 即

HMG1被认为是进化上较为古老的一种蛋白 , 起源

可能早于 5 亿年前 , 生物还未分化之前就已存

在[ 22] .此外 , 黑猩猩 、人 、牛 、马 、猪和鼠等不同

的哺乳动物聚为一群 , 表明 HMG1 虽然历经了漫

长的演化 , 可能因为在生物发育方面有重要的调控

作用 , 其氨基酸序列又具有保守性.由此断定 , 物

种的分化与 HMG1 的演化可能速率不一致 , 由此

在新物种形成时 , HMG1 能正常行使其生物学功

能 , 从而保证了新物种的正常发育 、 存活和以至于

繁殖后代.通过红鲫和团头鲂杂交所获得的可育四

倍体鲫鲂便是一个很好的例证.

我们用红鲫 HMG1 cDNA 开放阅读框序列构建

了原核表达载体.实验表明 , 外源的鱼 HMG1 基

因在原核表达载体中能够表达融合蛋白.鱼 HMG1

基因编码蛋白在原核细胞中得到了表达 , 为下一步

该蛋白的制备和生物学功能研究 , 尤其是与 DNA

转座子相互作用的研究奠定了基础.
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