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施氏鲟 Asnanos1 基因序列分析及其在雌雄不同组织中表达 
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摘要: 本研究首先从施氏鲟(Acipenser schrenckii)性腺转录组中获得 nanos1(Asnanos1)基因全长 cDNA, 

并对其序列的准确性和特征分别进行 PCR 验证和生物信息学分析。进一步利用荧光定量 RT-PCR 技术

检测 Asnanos1 基因在雌、雄施氏鲟的性腺、心脏、鳃、脑、肾、肝脏、脾脏等组织中的表达量。利用

荧光定量 RT-PCR 技术检测 Asnanos1 基因在雌、雄施氏鲟的性腺、心脏、鳃、脑、肾、肝脏、脾脏等

组织中的表达量。结果显示: Asnanos1 的 cDNA 全长为 1 389 bp, 其中, 5′非编码区(UTR)为 414 bp, 

3′UTR 为 279 bp, ORF 为 696 bp。该基因共编码 231 个氨基酸。Asnanos1 基因在施氏鲟除心脏以外的

各组织中均有表达, 在雌、雄鱼的鳃、脑、肾、肝脏、脾脏等组织中表达量无显著差异, 但在卵巢中的

表达量显著高于其他各组织(P<0.05)。所得到的结果可为人工培育全雌施氏鲟苗种提供一些基础资料。 
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母源效应基因 nanos 最早在果蝇 (Drosophila 

melanogaster)中被发现, nanos 基因参与前后体轴的

建立、原始生殖细胞的迁移和维持, 并对生殖干细胞

的分化及性别分化有一定的作用[1]。目前的研究结果

表明, 每个物种至少含有 1个 nanos基因同源物, 不

同的物种具有不同数目的 nanos 基因同源物[2-7], 同

一物种不同 nanos 基因同源物所发挥的功能存在着

显著差异。迄今 anos1 的功能报道还不多, 在线虫

(Caenorhabditis elegans)nanos基因中, 有 3种 nanos

同源物, 其中 nanos1 主要在生殖细胞发育和维持中

发挥作用[2] ; 在小鼠(Mus musculus)中, nanos1表达

于胚胎和成体的脑中以及成熟精巢的曲精小管中 , 

原始生殖细胞中未见表达且 nanos1缺陷的小鼠中生

殖细胞发育也并未受到影响[8]; 鳉在青 (Oryzias lati-

pes)胎发育时, nanos1a和 nanos1b主要表达于头部等

区域, 并未在原始生殖细胞中表达[9]。可见 nanos1

在不同物种中表达方式不同, 作用也存在差异。鱼类

性别分化除受到如激素、环境条件、遗传等因素的

影响外, 原始生殖细胞也发挥了重要作用 [10], 为了

分析鱼类 nanas1基因与原始生殖细胞及性别分化的

关系, 进行鱼类 nanas1 基因克隆及在雌雄不同组织

中表达的研究是有必要的。目前已克隆出几种鱼类

的 nanos1基因, 如斑点雀鳝(Lepisosteus oculatus, 登

录号 : XP_006630660.1) 鲃、黑脊倒刺 (Spinibarbu. 

caldwelli)[11]、中华鲟 (Aclpenser Sinensis, 登录号 : 

AFD10415.1)[12]、矛尾鱼(Latimeria chalumane, 登录

号: XP_005999283.1) 鳉、青 (登录号: ABU63571.1)[9]等。

但施氏鲟(Acipenser schrenckii)nanas1 基因(Asnanos1)

克隆及在雌雄不同组织中表达未见报道。 

施氏鲟是中国黑龙江水系特有珍稀名贵的大

型经济鱼类 [13], 目前在施氏鲟养殖中 , 施氏鲟雄

鱼作为鱼肉销售 , 而施氏鲟雌鱼则用于生产鱼籽

酱。随着鲟鱼养殖的发展 , 鲟鱼养殖的重点己从生

产商品鱼向生产高附加值的鱼籽酱转变 [14], 因此

人工培育全雌苗种具有重要的理论价值及现实意

义 , 本研究对 Asnanos1 进行克隆、测定 Asnanos1

在雌雄不同组织中的表达水平 , 以期为施氏鲟性

别分化机制的研究及人工培育全雌施氏鲟苗种提

供一些基础资料。  
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1  材料与方法 

1.1  样品采集 

2014年 12月, 在福建莆田一水产养殖场。采集

体质量为 2.5~3.5 kg 3龄的雌雄施氏鲟各 5尾, 参照

高艳丽[15] 对施氏鲟性腺发育阶段的分期, 本研究采

集雌雄施氏鲟性腺发育阶段均为二期, 解剖取精巢、

卵巢、心脏、鳃、脑、肾、肝脏、脾脏等组织在液

氮中速冻后于–80℃冰箱中保存。 

1.2  总 RNA 提取与模板制备 

提取施氏鲟精巢、卵巢、心脏、鳃、脑、肾、

肝脏、脾脏等不同的组织的 RNA, 提取过程及模板

制备参照李文辉等[16]实验方法。从 Promega 公司购

买逆转录所用的 M-MLV酶。 

1.3  Asnanos1 序列验证 

在本课题组完成的施氏鲟性腺(雌雄混合)高通

量转录组测序的数据中(由北京百迈客生物科技有限

公司采用 PE125测序方法进行高通量转录组测序), 获

得了 Asnanos1的全长序列, 采用验证引物 1(Asnanos1- 

F1: ATGACGGAAACTTTTCACACA-GTGG, Asnanos1- 
R1: TTAACGATTTTTTTTCCC-GATG-ATG)对其开

放阅读框 (ORF)的准确性进行验证 , 采用验证引

物 2(Asnanos1-F2: TTTGATTAAGTAATTGAGAAG, 

Asnanos1-R2: CAGTACATGTTCTTCATAC)对其非

编码区(UTR)的准确性进行验证。实验所用引物由上

海捷瑞生物工程有限公司合成。 

1.4  目的基因的生物信息学分析 

对 Asnanos1 的全长序列分别使用 Blast(http: // 

blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)和 ORF Finde(http: // 

www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/orfig.cgi)等工具

验证所得序列是否为目的基因。使用 ExPASy (http: // 

web.expasy.org/compute_pi/)预测蛋白的等电点及分

子量。可能的磷酸化位点使用 NetPhos 2.0 Server 

(http: //www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/)进行预测。

通过使用 SWISS-MODEL(http: //swissmodel.expasy. 

org/)进行三级结构的预测。序列的多重比对通过

BioEdit 软件进行, 随后使用 MEGA5.0 软件完成系

统进化树的构建。 

1.5  荧光定量 RT-PCR 

在进行荧光定量 RT-PCR(罗氏公司 LightCycler 

480实时定量 PCR仪)测定时每个样品设置 3个平行, 

各组织定量使用 β-actin 作为内参基因 (β-actin-R: 

TGTTGGCCTTGGGGTTCAG, β-actin- F: CATCA- 
GGGTGTCATGGTTGG)。20 μL反应体系中, SYBR 

Green PCR Mix 10 μL, 目的基因正反向引物(10 μmol/L) 

(Asnanos1-F: ATCAGACACGCAAACGG-CTA, As-
nanos1-R: AGCCTCTCTCCCACCTGAA-T)各 0.5 μL, 

cDNA模板 9 μL。反应参数为: 95℃, 1 min; 95℃ 15 s, 

60℃ 10 s, 72℃ 10 s, 40个循环。采用 2 –Ct法计算

在不同组织中的表达水平, 基因表达水平由相对表

达量的平均值(Mean ± SEM)表示; 利用 SPSS 20.0软

件进行显著性检验, P<0.05为差异显著。 

2  结果 

2.1  Asnanos1 基因的克隆与序列分析 

采用验证引物所得到 ORF及 UTR序列与高通量转

录组测序时所得到ORF及UTR序列完全相符, Asnanos1

的 cDNA 全长为1 389 bp, 其中, 5′UTR为414 bp, 3′UTR

为 279 bp, ORF为 696 bp。该基因共编码 231个氨基酸。

经预测, 蛋白质的分子量为 25.8 kD, 等电点为 9.03。经

SingaIP的分析, Asnanos1不含信号肽序列(图 1)。 

2.2  Asnanos1 空间结构模拟 

通过 SWISS-MODEL 软件的同源建模 , 将

Asnanos1 蛋白序列与软件搜索得到的模板进行人工

配联, 构建其三维结构, 结果显示, 该蛋白共含有 5

个 α-螺旋和 2个 β-折叠(图 2)。 

2.3  编码 Asnanos1 蛋白序列的多重比对以

及系统进化树的构建 

将 Asnanos1的氨基酸序列与别的物种的 nanos1

蛋白进行多重序列比对。结果表明 nanos1基因编码

的蛋白虽然具有较高的保守型, 但编码的氨基酸的

长度却存在一定差异(图 3A)。另外, 通过 Blast分析

可知, Asnanos1 蛋白与斑点雀鳝的 nanos1 蛋白相似

性最高, 达到了 67%。根据已在NCBI上注册的 nanos

基因的氨基酸序列, 采用 MEGA 7.0 软件, 以 N-J 

法构建了 18 种生物的系统进化树(图 3B)。N-J 系统

进化树结果显示: Asnanos1与 nanos2和 nanos3在分

类进化上的关系更远, 而与 nanos1 聚为一大支。在

nanos1 的进化中, 施氏鲟与斑点雀鳝聚为一支, 与

其他物种的 nanos1分开。 

2.4  Asnanos1 基因在雌、雄施氏鲟不同组

织中的表达 

以 β-actin 为内参基因, 实时荧光定量 RT-PCR 
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图 1  Asnanos1全长 cDNA序列及氨基酸序列 

Fig. 1  cDNA and deduced amino acid sequences of the Asnanos1 gene 

黄色底为磷酸化位点; 起始密码子 atg 用红色线表示; 终止密码子 taa 用加粗表示; 灰色区域为 α 螺旋。下划线所指示的区域为保守的

-CCHC-锌指结构域, 黑色加粗显示的为核心的 Cys或 His 

Phosphorylation sites are marked in yellow; The initiation codon(atg) is marked by red line; The stop codon(taa) is characterized in bold; Five 
α-helixed are marked with gray; Conserved -CCHC- zinc finger domain is underlined; Cys or His are in bold 

 

 

图 2  推测的 Asnanos1氨基酸序列的三级结构 

Fig. 2  Predicted three-dimensional structure of the Asnanos1 
gene 

 

结果显示(图 4), Asnanos1 基因在施氏鲟除心脏以外

的各组织中均有表达, 在雌、雄鱼的鳃、脑、肾、肝

脏、脾脏等组织中表达量无显著差异, 但在卵巢中的

表达量显著高于其他各组织(P<0.05)。 

3  讨论与结论 

本研究获得了Asnanos1的cDNA 全长为1 389 bp, 

其中, 5′UTR为 414 bp, 3′UTR为 279 bp以及 696 bp

的 ORF。该基因共编码 231个氨基酸。Blast分析可

知, Asnanos1与 nanos2和 nanos3在分类进化上的关

系较远, 而与 nanos1 聚为一大支。这些结果充分表

明本研究所得到的基因序列为 Asnanos1。系统进化

树结果显示: 在 nanos1 的进化中, 施氏鲟与斑点雀

鳝聚为一支 , 但与中华鲟有一定的距离 , 产生这个

现象的原因有待于进一步研究。 

Asnanos1蛋白氨基酸序列的C端具有两个保守- 

CCHC-(-Cys-Cys-His-Cys-)锌指结构域, 这一结构特

征与在其他物种 nanos1中也同样存在, 是 nanos1蛋

白发挥功能所必需的。 
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图 3  Asnanos1基因氨基酸序列与其他物种的多重比对及系统进化树 

Fig. 3  Multiple alignment and phylogenetic tree analyses of the Asnanos1 amino acid sequence between Acipenser schrenckii 
and other species 

A. Asnanos1基因氨基酸序列与其他物种的 nanos1基因氨基酸序列多重比对。图中方框内为保守的锌指结构域中的 Cys和 His; B. 不同

物种 nanos基因的系统进化树。多重序列比对和系统进化树所用物种的 Nanos氨基酸序列在 GenBank上的登录号如下: 其中, 人(Homo 

sapiens): nanos1, NP_955631; nanos2, NP_001025032; nanos3, NP_001092092.1; 小鼠 (Mus musculus): nanos1, AAH56473.2; nanos2, 

NP_918953.2; nanos3, BAC82558.1; 斑马鱼(Danio rerio): nanos1, NP_001292590.1; nanos2, DAA64468.1; nanos3, NP_571953.1; 鳉青

(Oryzias latipes): nanos1, ABU63571.1; nanos2, NP_001153919.1; nanos3, NP_001116300.1; 斑点雀鳝(Lepisosteus oculatus): nanos1, 

XP_006630660.1; 西部锦龟(Chrysemys picta bellii): nanos1, XP_005284212.1; 褐背拟地鸦(Pseudopodoces humilis): nanos1, XP_005520948.1; 

矛尾鱼(Latimeria chalumane): nanos1, XP_005999283.1; 大黄鱼(Larimichthys crocea): nanos2, AHN52225.1; nanos3, AHE78415; 尼罗罗

非鱼(Oreochromis niloticus): nanos2, XP_005448912.1.中华鲟 (Acipenser sinensis): nanos1, AFD10415.1 

A. Multiple alignment of the Asnanos1 amino acid sequence between A. schrenckii and other species. Cys and His are conserved. The -CCHC- 
zinc finger domain is marked with a square. B. Phylogenetic tree of the nanos amino acid sequences between A. schrenckii and other species 

 

 

图 4  Asnanos1基因在雌雄各组织器官的表达 

Fig. 4  Distribution pattern of the Asnanos1 gene in different 
Acipenser schrenckii tissues 

*. Asnanos1基因在卵巢中的表达量与其他各组织存在显著性差异 

*. Significant difference between ovary and other tissues 

鳉在青 中, nanos1(nanos1a和 nanos1b)在脑中有

表达, 且 nanos1a存在于精母细胞或卵母细胞周围的

体细胞中, 而性腺组织中未检测到 nanos1b 的表达[9]; 

中华鲟 nanos1 mRNA在肝脏、脾脏、心脏、卵巢、

肾、肌肉、肠、脑垂体、下丘脑、端脑、中脑、延

脑等组织中都有表达, 在脑垂体、下丘脑、端脑中表

达量最高, 在脂肪组织中没有表达[12]。本次实时荧光

定量 RT-PCR 结果显示(图 4), Asnanos1 基因除心脏

以外, 在雌、雄鱼的脾、脑、肝、鳃和肾等组织中均

有表达 , 在卵巢中的表达量显著高于其他各组织

(P<0.05), 可见 nanos1 在不同的鱼类中表达的模式

存在明显的差异。Asnanos1 基因在卵巢中的表达量
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显著高于其他各组织, 鳉而青 和中华鲟 nanos1 没有

这种现象, 这是否预示 Asnanos1 与施氏鲟性别决定

及性别分化有关？这个问题有待于进一步研究。 

总之, 本研究结果表明 Asnanos1的 cDNA 全长

为 1 389 bp, 其中, ORF为 696 bp, 5′UTR为 414 bp, 

3′UTR 为 279 bp。该基因共编码 231 个氨基酸。

Asnanos1 在施氏鲟精巢和卵巢中表达量存在显著差

异, 本研究所得到的结果可为人工培育全雌施氏鲟

苗种提供一些基础资料。至于 Asnanos1是否与施氏

鲟性别决定及性别分化有关有待进一步研究。 
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Abstract: The full-length cDNA of the Asnanos1 gene was obtained from the gonadal transcriptome of Acipenser 

schrenckii. The sequence was confirmed by polymerase chain reaction (PCR) and analyzed with a bioinformatics 

tool. The expression levels of Asnanos1 mRNA in gonad, heart, gill, brain, kidney, and spleen were examined in 

males and females by quantitative real-time PCR. The results showed that the full-length cDNA was 1 389 bp in-

cluding a 414 bp 5′-untranslated region (UTR), a 279 bp 3′-UTR, and a 696 bp open reading frame encoding a 231 

amino acid. Asnanos1 was expressed in all tissues tested except the heart. The expression levels of the Asnanos1 

gene in spleen, brain, liver, gill, and kidney were not significantly different between males and females. The ex-

pression level was highest in the ovary among all tissues tested (P < 0.05). Our results provide insight into the de-

velopment of all-female breeding technology for A. schrenckii. 
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