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摘要 : Dm rt基因家族是一个与性别决定相关的基因家族 ,该家族成员共有一个具有 DNA结合能力的保守基序 2DM

结构域。为了进一步探讨该家族在系统进化中的保守性 ,本研究通过简并 PCR技术 ,扩增并克隆了中国大鲵 (A n2
drias david ianus)基因组中的 DM结构域。序列分析显示 ,中国大鲵基因组中存在 Dm rt基因的 DM结构域。其核酸

序列与猕猴、青鳉、人、小鼠、牛、热带爪蟾相应 Dm rt基因 DM结构域的相似性分别为 91%、92%、92%、89%、91%、

84%。其蛋白序列与上述物种的相似性均为 91% ,表现为 4个氨基酸的变异 ,即第 19、34、36和 45位的精氨酸分别

由半胱氨酸、谷胱酰胺、色氨酸和谷胱酰胺所取代。这些氨基酸的变化对其蛋白总体的三维构型没有显著影响。

聚类分析结果表明 ,不同进化地位物种的 Dm rt基因 DM结构域编码序列存在高度的同源性 ,显示 Dm rt基因在系统

进化上的高度保守。
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　　Dm rt (Doublesex and mab23 related transcrip tion

factor) 基因家族是新发现的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与果蝇的

性别决定基因 D oublesex和线虫性别决定基因 M ab23
所编码的蛋白质一样 ,均包含一个具有 DNA结合能

力的保守基序 ,即 DM (D oublesex和 M ab23 )结构

域 [ 1, 2 ]。并以锌指结构与特异 DNA序列结合 ,调控

性别的分化和发育。

在小鼠中 Dm rt 1通过其 DM结构域来指导雄性

分化形成睾丸 [ 3 ]。人类第九号染色体 (9p2413)上含

有的 Dm rt 1、Dm rt 2和 Dm rt 3区域被证明与睾丸生殖

障碍 (DYS)及其 XY雄雌性反转相关 [ 4—6 ]。另有研

究表明 ,Dm rt基因家族 DM结构域的功能除与性别决

定和分化发育有关外 ,还与人类的肿瘤发育相关 [ 7 ]。

迄今 ,Dm rt基因的高度保守性已在哺乳类、鸟类、爬

行类、两栖类、鱼类、果蝇和线虫中均有报道 [ 8, 9 ]
,但有

关中国大鲵 Dm rt基因的情况仍未见报道。

中国大鲵俗名“娃娃鱼”,属于两栖纲 (Amphib2
ia)、有尾目 (V rodtle)、隐鳃鲵科 (Cryp tobranchidae)、

大鲵属 (A ndrias) ,是现存个体最大的两栖动物 ,也

是我国特有的珍稀有尾两栖动物 ,属于国家二级保

护动物 [ 10—12 ]。为了探讨 Dm rt基因家族在两栖类中

的保守性 ,本文首次以中国大鲵为材料 ,采用简并

PCR技术 ,扩增并克隆了中国大鲵基因组中 Dm rt基

因的 DM结构域 ,并将其与猕猴、青鳉、人、小鼠、牛、

热带爪蟾相应 Dm rt基因 DM结构域的同源性及系

统进化关系进行研究。

1　材料与方法

111　实验材料　成熟的中国大鲵 (雌、雄各一尾 ) ,

采自湖南省张家界大鲵保护中心。雄性个体体重

1015kg,体长 80cm。雌性个体体重 6kg,体长 45cm。

112　基因组 D NA的提取 　取中国大鲵的肌肉组

织 ,采用 Sambrook的方法 [ 13 ]
, SDS/蛋白酶 K裂解 ,

酚氯仿提取总 DNA, 1%琼脂糖凝胶检测 DNA质

量 , - 20℃保存备用。

113　简并 PCR　参考文献 [ 14—17 ] ,设计如下简

并 PCR引物用于扩增 Dm rt基因 DM保守区域 :

D1: 5′TGCG (AGC) (AC) G (AG) TGC (AC) G

(AG) AA (CT) CACGG3′
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D2: 5′C ( GT) ( GC) AG ( GC) GC ( GC) ACCTG

( GC) GC (AGCT) GCCAT 3′

引物由上海生工生物工程公司合成。 PCR反

应条件如下 : 95℃, 5m in; 94℃, 40 s; 64℃, 40 s; 72℃,

1m in; 35个循环 , 72℃, 5m in。扩增产物经 1%琼脂

糖凝胶电泳检测后拍照。

114　PCR产物的克隆与序列分析　PCR产物经纯

化试剂盒 (上海生工 )纯化后 ,与 pUCm2T载体连接 ,

转化入大肠杆菌 DH5α,筛选阳性克隆。测序由上海

英俊生物公司完成。测序结果经 DNAMAN软件去除

两端引物序列后进行 BLAST分析。采用 Clustal

w1183软件对所获的序列与 GenBank数据库中 : XM _

00108973011 (M acaca Dm rt) , AF130729 ( Hom o Dm 2
rt) , XM_592287 (B os Dm rt) , AF539811 (M us Dm rt) ,

AF319992 (O ryzias Dm rt) 和 NM _00110025611 (Xeno2
pus tropicalis Dm rt)序列进行比对分析 ,MEGA 410软

件构建 NJ系统进化树 , Bootsrap方法对构建的 NJ系

统进化树进行评估。

2　结　果

211　扩增结果

简并 PCR扩增中国大鲵 Dm rt基因 DM结构域

的结果 (图 1)。从图 1可以看出 ,在中国大鲵雌雄

个体中均有一段长度约 140bp的 DNA片段。

图 1　大鲵 Dm rt基因 DM结构域 PCR扩增结果

Fig11　PCR amp lification of A ndrias david ianus Dm rt DM domain

M1Marker; 1.雌 ; 2.雄 ; 3.阴性对照

M1Marker; 11Female; 21Male; 31Control

212　序列分析

BLAST分析表明 , PCR扩增所获得 140bp的序

列是中国大鲵 Dm rt基因 DM结构域。同源性检索

发现 ,中国大鲵 Dm rt基因 DM结构域的核酸序列与

猕猴、青鳉、人、小鼠、牛、热带爪蟾相应 Dm rt基因

DM结构域的同源性分别为 91%、92%、92%、89%、

91%、84% (图 2)。

图 2　不同物种 Dm rt基因 DM结构域的核酸序列比较分析

Fig12　Comparative analysis of DM domain of Dm rt in different species
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　　氨基酸序列比对分析发现 ,猕猴、青鳉、人、小

鼠、牛、热带爪蟾 Dm rt基因 DM结构域之间的相似

性为 100% ,而中国大鲵 Dm rt基因的 DM结构域与

其他物种的相似性仅为 91%。这主要是由于中国

大鲵 Dm rt基因 DM结构域的编码区较其他物种在 4

个位置发生了氨基酸的变异。即第 19、34、36和 45

位的精氨酸 ( R )分别由半胱氨酸 ( C)、谷胱酰胺

(Q)、色氨酸 (W )和谷胱酰胺 (Q )所取代 (图 3)。

除色氨酸外 ,其他位置的变异均属于脂肪族极性α2
氨基酸的更替。这些氨基酸的更替造成了分子极性

的变化 ,使其等电点 (pH i)由 101757下降为 81435,

从而使得该分子的理化特性发生了些许变化。

SPL IT程序分析发现 [ 18 ]
,这些氨基酸变化使得其膜

蛋白羟基端的透膜螺旋性增加 ,氨基端的亲水性增

加。但这些更替对蛋白总体三维构型没有大的影响

(图 4) ,以维持分子生物学特性不变。

图 3　不同物种 Dm rt基因 DM结构域氨基酸序列比较分析

Fig13　Comparative analysis of the am ino acid sequences of

DM domain of Dm rt in different species

图 4　中国大鲵 (A)和小鼠 (B) Dm rt基因 DM结构域氨基酸序

列模拟三维构型比较

Fig14　Three dimensional structure modeling of Dm rt DM domain from

Andrias davidianus (A) and M us m usculus (B)

213　Dm rt基因 DM结构域分子进化树构建

不同物种 Dm rt基因编码的氨基酸序列的分子进

化树结果 (图 5)。结果表明 ,猕猴和人类最相近 ,然后

是牛和小鼠先后加入 ,在青鳉之后是中国大鲵 ,最后是

热带爪蟾。以 Dm rt基因所得到的系统进化树原则上

反映了各物种在系统进化中的位置 ,比较直观地显示

出该基因的 DM结构域在分子水平上的差异大小。

3　讨　论

311　大鲵 Dm rt基因 DM结构域

迄今为止 ,控制发育的基因家族主要有 Hox基

图 5　不同物种 Dm rt基因 DM结构域分子进化树

Fig15　Phylogenic tree of DM domain of Dm rt genes in different species

因家族、S ox基因家族以及近些年发现的 Dm rt基因

家族 [ 19 ]。其中 , Sox基因和 Dm rt基因近几年已成为

研究的热点。这是因为 ,它们一方面在性别决定中

起重要的作用 ;另一方面也参与了许多组织、器官的

形成及相关功能的维持。大鲵作为我国珍稀名贵特

产 ,属于国家二级保护动物 ,是由水生脊椎动物向陆

生脊椎动物过渡的类群 ,是研究动物进化的一个好

材料。本研究利用 Dm rt基因 DM结构域在物种间

高度保守的特征 ,设计兼并引物 ,以大鲵基因组

DNA为模板 , PCR扩增该基因片段 ,将所得到的

DNA产物做克隆和序列分析。序列比对证明克隆

所获得的 140bp的片段为大鲵 Dm rt基因的 DM结

构域序列。本研究首次证实在大鲵的雌雄个体中均

存在 Dm rt基因 DM结构域。该结果将为探讨大鲵

Dm rt基因的功能打下坚实的理论基础 ,同时也将为

今后研究这一古老物种的分子遗传学、发育生物学

与胚胎学奠定基础。
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312　Dm rt基因 DM结构域的保守性

在果蝇的性别决定基因 D oublesex和线虫的性

别决定基因 M ab23中首先发现了一个共有的 DM结

构域 [ 20 ]
,同时在人类 9号染色体 P24性反转区段也

鉴定了一个具有 DM结构域的基因即 Dm rt 1,随后

在人类 9号染色体 P24性反转区段又克隆了第 2个

具有 DM结构域的基因 ,命名为 Dm rt 2。之后又分

别在鱼类、爬行类、鸟类中发现了 Dm rt的同源基因。

这一系列的同源基因被统一归类为 Dm rt基因家族。

本研究将中国大鲵 Dm rt基因 DM结构域的核

酸和氨基酸序列在不同数据库进行同源性搜索 ,证

实得到的克隆片段为 Dm rt基因的 DM结构域序列。

同源性比对发现 ,大鲵 Dm rt基因 DM区的核酸序列

与猕猴、青鳉、人、小鼠、牛、热带爪蟾相应 Dm rt基因

的同源性分别为 91%、92%、92%、89% , 91% ,

84% ,氨基酸序列的相似性均为 91% ,显示出高度

的相似性。以上研究结果证实 , Dm rt基因在进化上

的高度保守性 ,也再一次验证了 Dm rt基因家族是性

别决定相关基因中较为保守的一个基因家族。需要

指出的是 ,就 Dm rt基因 DM结构域的核苷酸序列而

言 ,中国大鲵与同为两栖类的热带爪蟾的同源性最

低 ,只有 84% ,但它的氨基酸却高度保守 ,没有因为

同位置上碱基的突变而引起氨基酸突变 ,属于无意

义的点突变。与此同时 ,不同物种 Dm rt基因 DM结

构域核酸序列及氨基酸序列的同源性与变异还反映

在系统进化上。Dm rt基因的 DM保守区氨基酸序

列的变异体现了不同物种的进化地位的不同。在系

统进化树中 ,两栖类的中国大鲵和热带爪蟾与其他

物种的亲缘关系最远。这或许也进一步体现了两栖

动物在进化上由水生向陆生过渡的特殊地位。

尽管如此 ,就 Dm rt基因在中国大鲵组织器官中

的表达情况、表达调控机制及其与生殖激素协调作

用关系等方面的情况还有待于进一步的研究。这些

后续研究的开展将为中国大鲵的资源保护和繁殖育

种提供更为充足的理论依据 ,同时也将对现代繁殖

生物学及物种的性别决定机制理论的丰富起到十分

重要的意义。
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CLO N ING AND SEQUENC ING DM DOM A IN O F THE DM R T GENE

FROM THE CH INESE G IANT SALAM AND ER, ANDR IAS DAV ID IANUS

X IAO Tiao2Yi
1
, WU Bao2L in

1
, GE Xi2Kai

1
, SU J ian2M ing

1
, CHEN Kai2J ian

1
, XU Bao2Hong

1
,

CU I Shu2L iang
1

and ZHANG Huai2Yun
1, 2

(1. College of A nim al Science, Hunan Agricultura l U niversity, Changsha　410128; 2. Centra l South U niversity of Forestry and Technology,

Changsha　410000)

Abstract: The Dm rt genes constitute a new gene fam ily related to sex2determ ination, which encoded putative transcrip tion

factors with a conserved DM domain that initiates genetic p rocess in early development through its DNA binding ability. So

far, the Dm rt genes have been discovered in a wide range of animal species, such as fish, amphibian, rep tiles, birds, and

mammals, which evidently revealed the evolutionary conservation of Dm rt gene fam ily. Amphibians is a key in the evolu2
tion during the aquatic and the terrestrial, the research of Dm rt gens in Andrias davidianus, which was a very important

group in phylogenic evolution, has not been reported. In order to confirm the evolutionary conservation of Dm rt gen fam ily

in Andrias davidianus, degenerate PCR p rimers, designed from a highly conserved region of aligned multip le sequences,

was successfully used for the amp lification of the DM domain of the Dm rt gene from the Chinese giant salamander (Andrias

david ianus) . A DNA fragment with about 140 bp in length was obtained by PCR using A. david ianus genom ic DNA as

temp late. The DNA was cloned and its nucleotides were determ ined by sequencing. Homology searching against databases

confirmed its identity as Dm rt gene fragment from the A. davidianus. The sequence comparison analysis showed that the

Andrias Dm rt shared high sequence sim ilarity with Dm rt genes from M acaca m ulatta (91% ) , O ryzias latipes (92% ) , Ho2
m o sapiens (92% ) , M us m usculus (89% ) , B os taurus (91% ) and Xenopus tropicalis ( 84% ) , but its am ino acid se2
quence remained at a sim ilar level with other Dm rts ( 91% ). The A rginine of location 19, 34, 36 and 45 was rep laced

with cysteine, Glutam ine, Tryp tophane and Glutam ine respectively. The results further indicated that Dm rt genes were

highly conserved in phylogeny and the strong evolutionary conservation of this gene fam ily suggested that Dm rt genes m ight

be importance in developmental p rocess.
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