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摘要: 为研究半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis) vasa(Csvasa)基因调控区的功能, 在已克隆的Csvasa 基因编码序列的基础上, 采用基因组步移和PCR扩增的方法克隆得到Csvasa调控区, 通过生物信息学方法分析vasa基因5′区, 并构建了含Csvasa 基因调控区的绿色荧光蛋白(GFP)表达载体(pCsvasa-GFP-T), 进一步通过显微注射技术初步验证调控区的驱动活性。结果表明, 通过基因组步移和PCR扩增获得Csvasa 5′区5 166 bp和3′区1 655 bp, 利用在线生物信息学软件对5′区序列进行分析, 发现在转录起始点上游26 bp处存在保守的TATA框, 以及潜在的转录因子结合点如SRY、Oct-1、Sox-5、CREB、GATA、AP-1、C/EBP、Sp-1、c-Myc、HNF、NKX2-5、V-Myb等。通过显微注射技术, 将所构建的pCsvasa-GFP-T表达载体注射于青鳉(Oryzias latipes)受精卵并进行培养观测, 发现Csvasa调控区能够驱动GFP在青鳉胚胎内表达, 荧光表达率为81%。将有荧光的胚胎培养为成鱼, 检测外源基因的整合率为11.5%。这些结果为进一步研究半滑舌鳎原始生殖细胞(PGCs)的标记、追踪和操作研究以及半滑舌鳎的性别控制等奠定了基础。
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启动子是位于结构基因5′端上游的DNA序列, 通过与转录因子的结合而控制基因表达的起始时间和表达程度。启动子作为转录水平的重要调控元件, 是转基因研究的一个关键内容。vasa基因是最先在果蝇(Drosophila melanogaster)中发现的母源性基因, 它编码依赖ATP的RNA解旋酶, 是DEAD-Box家族中的一员[1]。此后, 这一基因在许多其他物种中相继被发现, 并且在多数物种的生殖细胞系中特异表达, 为生殖细胞的形成和配子的发生所必需。因此, vasa基因作为一种分子标记基因被广泛应用于生殖细胞和原始生殖细胞(PGCs)的信号跟踪, 从而揭示PGCs产生、迁移、分化的途径以及配子的发生过程。Olsen等[2]和Yoon等[3]早在1997年就利用vasa基因作为分子标记物鉴定斑马鱼(Danio rerio)的PGCs, 其后研究人员开始利用vasa基因调控区驱动绿色荧光蛋白(GFP)基因表达产物作为标记, 更直观地追踪PGCs。Yoshizaki等[4]利用虹鳟(Oncorhynchus mykiss)vasa调控区驱动GFP在PGCs中表达, 并成功建立了PGCs特异表达GFP的转基因虹鳟品系。随后, 研究人员对青鳉(Oryzias latipes)[5]和斑马鱼(Danio rerio)[6]的vasa调控区也开展了类似研究。林帆等[7–8]采用PCR方法扩增vasa基因调控区, 连接入去除巨细胞病毒(CMV)启动子的GFP载体, 构建真鲷(Pagrus major) vasa基因调控区的表达载体, 并分析了驱动活性和GFP在PGCs中的特异表达模式。

半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)属于鲽形目(Pleuronectiformes), 是暖温性近海底层鱼类, 因其活动范围小、食性温和、个体大、成长快、肉质鲜美等特性, 成为中国海水养殖中一种优良增养殖对象。但半滑舌鳎雌雄个体差异较大, 性成熟时间长, 雌鱼比雄鱼生长快且个体大2~4倍, 而在人工养殖中生理雌性个体的比例却只有10%~30%, 且亲鱼发育成熟时不能自然产卵, 这些缺点限制了半滑舌鳎养殖业的快速发展[9]。近年来, 半滑舌鳎全雌鱼培育已成为科研人员的研究热点, 但是由于缺乏性别分化的理论知识而进展缓慢。有研究报道PGCs与鱼的性别分化有一定关系[10], 另外, 半滑舌鳎在人工养殖条件下产卵量有限, PGCs移植和“借腹生子”技术可以被用来改善其繁殖。用vasa基因调控区构建的报告基因表达载体可以借助转基因的方法来直观标记PGCs, 从而为开展PGCs相关研究奠定基础。因此本研究以半滑舌鳎为研究对象, 通过基因组步移法克隆半滑舌鳎vasa基因(Csvasa)的调控区, 并对其进行生物信息学分析, 确定功能区域, 在此基础上构建Csvasa调控区驱动的绿色荧光蛋白基因报告载体pCsvasa-EGFP-T, 并通过显微注射验证调控区的驱动活性。从而为进一步研究半滑舌鳎PGCs的标记和分离奠定基础, 同时对半滑舌鳎的繁殖和性别控制具有重要意义。

1  材料与方法

1.1  实验材料

半滑舌鳎取自山东海阳黄海水产公司, 青鳉为本实验室养殖房养殖。DNA和RNA提取试剂盒、胶回收试剂盒、高纯质粒中量小提提取试剂盒、大肠杆菌感受态均购自天根生化科技有限公司, Genome walking kit、PMD19-T载体、LA Taq酶、DNA marker、反转录试剂盒(PrimeScript ® RT reagent Kit with DNA eraser)、限制性内切酶、T4连接酶购自TaKaRa公司。Klenow Fragment购自Thermo公司。本实验引物合成和测序服务由北京华大基因公司提供。pEGFP-N3表达载体由本实验室保存。

1.2  实验方法

1.2.1  DNA和RNA的提取以及cDNA合成  DNA和RNA提取以及cDNA合成具体步骤按照试剂盒说明书进行。取约25 mg的半滑舌鳎鳍条组织用来提取基因组DNA, 取注射后有荧光的青鳉胚胎用来提取总RNA, 琼脂糖凝胶电泳检测其提取的完整性, 并用NanoDrop分光光度计检测浓度和纯度。

1.2.2  vasa 基因5′和3′区的克隆  根据vasa基因组序列[9, 11]设计5′和3′端特异性引物: Vasa- 5′-A1, Vasa-5′-A2, Vasa-5′-A3, Vasa-5′F-A, Vasa- 5′F-S和Vasa-3′-A1, Vasa-3′-A2, Vasa-3′-A3(表1)。按照Genome Walking Kit和普通PCR试剂盒说明书进行PCR扩增, PCR产物经电泳回收纯化, 连接到PMD19-T载体, 转化TOP10感受态细胞, 筛选阳性克隆并测序。

1.2.3  vasa基因5′区分析  利用Vector NTI 软件拼接扩增所得到的vasa基因5′区; 利用在线分析工具Promoter Scan (http://www-bimas.cit.nih. gov/molbio/proscan/)和NNPP (http://fruitfly.org: 9005/seq_tools/promoter.html)预测潜在转录起始位点和TATA框; 利用TFSEARCH程序(http: //www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html)和Al​i​​​b​a​ba 2.1程序(http://www.gene-regulation.com/ pub/programs/alibaba2/index.html)对潜在转录因子结合位点进行搜索分析。

1.2.4  pCsvasa-GFP-T表达载体构建及显微注射  通过生物信息学分析vasa基因5′和3′区, 设计特异引物(Vasa-5′-A, Vasa-5′-S; Vasa-3′-A, Vasa-3′- S)(表1)扩增5′和3′区, 并分别在5′区引入EcoR I 和 Sma I酶切位点, 在3′区引入Not I酶切位点。pEGFP-N3载体的CMV启动子序列经Ase I/Nhe I双酶切去掉, 然后用Klenow Fragment补平, 连接成载体pEGFP-N3-4.1。pEGFP-N3-4.1载体和扩增的3′区产物分别用Not I酶切, 连接成载体pEGFP-T。将载体pEGFP-T和扩增的5′区产物再

表1  本研究的引物及序列

Tab. 1  Primers and their sequences used in this study

	引物 primer
	序列(5′–3′) primer sequences (5′–3′)
	用途 usage

	Vasa-5′-A1
	AGGGTCAAGACTTTTGGCCTCACT
	基因组步移 genome walking

	Vasa-5′-A2
	GCGGAAAATTAGCAGCAAACGA
	基因组步移 genome walking

	Vasa-5′-A3
	CTTGATTTCGCCGCACTGTCCT
	基因组步移 genome walking

	Vasa-3′-A1
	GCCAGCTCTGGAGGAAACTTCAAC
	基因组步移 genome walking

	Vasa-3′-A2
	TCCACCTGAGGAAGAGGAAGAATG
	基因组步移 genome walking

	Vasa-3′-A3
	GTGCCACACATTGACCAGTTTAGTTG
	基因组步移 genome walking

	Vasa-5′F-A
	CATAAGGTCCTCTGGTGGATTGG
	5′区克隆 5′ region clone

	Vasa-5′F-S
	ATGTTGATGTATGATCCTGTTTAGTGG
	5′区克隆 5′ region clone

	Vasa-5′-A
	ACGCCCGGGCGTAAACATACCGTCTCTTCCCAGTC
	5′区克隆 5′ region clone

	Vasa-5′-S
	CGGAATTC ATGTTGATGTATGATCCTGTTTAGTGG
	5′区克隆 5′ region clone

	Vasa-3′-A
	GTTGTTGCGGCCGCATGCCAGTTTACTCACAATCG
	3′区克隆 3′region clone

	Vasa-3′-S
	GTTGTTGCGGCCGCGAGGAAGAGGAAGAATGGGA
	3′区克隆 3′region clone

	cGFP-S
	AGTGCTTCAGCCGCTACC
	转录产物检测 transcription detection

	cGFP-A
	TTCACCTTGATGCCGTTC
	转录产物检测 transcription detection

	pCsvasa-TS-S
	CCAGAGGACCTTATGTAATGCCA
	转基因检测 tansgene detection

	pCsvasa-TS-A
	GTAAACATACCGTCTCTTCCCAGTC
	转基因检测 transgene detection


分别经EcoR I和Sma I双酶切, 连接成表达载体pCsvasa-GFP-T并测序验证。显微注射参照Lin等[7]的方法, 即将稀释纯化后的pCsvasa-GFP-T重组表达载体注射于1细胞期的青鳉受精卵(以不含重组表达载体的、pH=7.5、0.02%酚红溶液注射于1细胞期的青鳉受精卵作为对照), 注射后的胚胎在Holtfreter溶液中于28℃培养, 荧光显微镜下定期观察受精卵pCsvasa-GFP-T的表达情况并拍照。
1.2.5  vasa启动子活性和整合率的PCR检测  收集注射pCsvasa-GFP-T载体并发荧光的青鳉胚胎和对照组青鳉胚胎, 分别提取总RNA, 用含DNase I去除基因组DNA的反转录试剂盒合成cDNA。根据GFP序列设计引物(cGFP-S, cGFP-A) (表1)检测启动子转录产物。剪取注射过pCsvasa- GFP-T载体的青鳉P0成鱼鳍条和对照青鳉成鱼鳍条, 分别提取基因组DNA, 设计引物(pCsvasa- TS-S, pCsvasa-TS-A)(表1)检测pCsvasa-GFP-T载体在转基因青鳉P0的整合情况。

2  结果与分析

2.1  半滑舌鳎vasa基因5′和3′区的克隆与分析

  通过基因组步移和PCR扩增最终获得5′区5 166 bp和3′区1 655 bp, 其中5′区包含5′侧翼区、外显子1、内含子1、外显子2。利用在线工具NNPP和Promoter Scan预测可能的转录起始位点, 结果显示可能的转录起始位点位于5′区起始翻译位点上2 539 bp处, 并且在其上游26 bp处存在保守的TATA框; 利用在线工具TFSEARCH程序和Alibaba 2.1程序对潜在的转录因子结合位点进行预测, 结果表明克隆所得半滑舌鳎vasa基因5′区潜在的转录因子结合位点包括SRY、Oct-1、Sox-5、CREB、GATA-1、AP-1、C/EBP、Sp-1、c-Myc、HNF、NKX2-5、V-Myb等主要反应元件(图1)。 

2.2  pCsvasa-GFP-T表达载体构建
以半滑舌鳎基因组DNA为模板, 利用特异引物扩增vasa基因5′和3′区, 以pEGFP-N3载体为基础构建的报告载体命名为pCsvasa-GFP-T。构建的pCsvasa-GFP-T载体(图2)包含了以下序列: 5 166 bp 的Csvasa 5′区、720 bp的GFP基因序列、1 655 bp的Csvasa 3′区。其中5′区包括3 943 bp的5′侧翼区, 90 bp的外显子1, 1 102 bp的内含子1, 31 bp的外显子2(包含起始密码子); 3′区包括353 bp的Csvasa 3′UTR和1 312 bp的3′侧翼区。
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图1  半滑舌鳎vasa基因的5′区中预测的转录起始位点和转录因子结合位点示意图

标尺在下方对应示出, 推测转录起始位点为+1.

Fig. 1  A schematic diagram of putative transcription initiation site and transcriptional factor binding sites in the 5′ region of Csvasa gene

The scale is given below and the putative transcription initiation site designated +1.
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图2  表达载体pCsvasa-GFP-T结构示意图 

pCsvasa-GFP-T载体包含GFP基因, 5′区(启动子, 外显子1, 内含子1和外显子2)和3′区(3′UTR和3′侧翼区)
Fig. 2  A schematic structure of pCsvasa-GFP-T vector

pCsvasa-GFP-T vector contains a GFP gene, 5′ region (major pro​m​oter, exon 1, intron1 and exon 2) and 3′ region of Csvasa gene.
2.3  pCsvasa-GFP-T在青鳉胚胎中的表达及检测 

在注射的115粒青鳉受精卵中, 12粒在胚胎早期死亡, 在荧光显微镜下观察发现有10尾没有荧光表达, 荧光表达率81%。注射后10 h可以在受精卵动物极观察到GFP表达。随着胚胎发育, 荧光强度有持续增加、面积逐渐扩大的趋势, 最终整个胚胎都有较强的荧光(图3)。从有荧光的胚胎中提取RNA, 反转录后通过PCR检测到了GFP片段(图4), 验证了Csvasa启动子具有驱动GFP转录的功能。 
2.4  pCsvasa-GFP-T在转基因青鳉P0的整合率检测

将有荧光表达的胚胎培养为成鱼, 剪切鳍条通过PCR检测外源基因pCsvasa-GFP-T整合率(图5), 发现检测的87尾转基因青鳉P0中有10尾可以扩增出目的条带, 显示外源基因的整合率为11.5%。
3  讨论

近年来, 随着vasa基因的发现及相关研究的不断开展, vasa基因以其在原始生殖细胞和生殖细胞中特异表达的特性, 成为公认的较为理想的生殖细胞分子标记, 被广泛应用于鱼类生殖发育的分子机制的研究中。目前国内外的研究人员已经对多种硬骨鱼类的vasa基因进行了克隆, 得到了这些鱼类的cDNA蛋白序列, 如斑马鱼[3]和青
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图3  Csvasa调控驱动绿色荧光蛋白在青鳉胚胎中表达

A. 胚胎阶段12; B. 胚胎阶段17; C. 胚胎阶段25; D. 胚胎阶段29.

Fig. 3  Expression of GFP in Pagrus major embryos directed by Csvasa regulatory regions
A. Stage 12; B. Stage 17; C. Stage 25; D. Stage 29.
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图4  有荧光表达的青鳉胚胎中GFP片段的RT-PCR检测

M: Marker; P: 阳性质粒; N: 阴性对照(未注射重组表达载体的胚胎); 1–4: 有荧光表达的胚胎.

Fig. 4  Detection of Oryzias latipes embryos with GFP expression by RT-PCR

M: DNA marker; P: positive control from pCsvasa-GFP-T vector; N: negative control (embryos without pCsvasa-GFP-T);
1–4: embryos with GFP expression.
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图5  转基因青鳉原代(P0)外源基因整合的PCR检测 

M: Marker; P: 阳性质粒; N: 阴性对照(胚胎期无荧光表达的成鱼); 1–5: 胚胎期有荧光表达的成鱼.

Fig. 5  Detection of transgene by PCR in P0 Oryzias latipes
M: DNA marker; P: positive control from pCsvasa-GFP-T vector; N: negative control from adult fish (embryos without GFP
expression); 1–5: adult fish (embryos with GFP expression).
鳉[12]等模式鱼类及罗非鱼(Oreochromis niloticus)[13]、虹鳟[14]、草鱼(Ctenopharyngodon idella)[15]、鲈(Dicentrarchus labrax)[16]、大菱鲆(Scophthalmus maximus)[17]、牙鲆(Paralichthys olivaceus)[18]等大型养殖鱼类, vasa基因相关信息的获取, 为这些鱼类PGCs的准确定位提供了可能。目前研究人员已经利用vasa基因的调控区驱动GFP作为标记物, 结合RNA定点表达技术和转基因技术成功标记活体鱼类的PGCs, 但这些研究主要针对虹鳟[4]、青鳉[5]、斑马鱼[6]、真鲷[7]等有限的几种鱼类, 对常见海水养殖经济鱼类的vasa基因调控区的功能研究较少。因此, 本研究通过构建半滑舌鳎vasa基因调控区的绿色荧光蛋白表达载体, 结合显微注射技术, 对调控区的活性进行初步验证, 以期对半滑舌鳎的生殖发育生物学过程更加了解, 为PGCs的鉴定、分离、迁移和代理繁殖奠定基础。

通过基因组步移和PCR扩增获得5′区和3′区, 利用在线生物信息学软件对5′区序列进行分析, 发现在潜在转录起始点上游26 bp处存在保守的TATA框, 在多数鱼类如青鳉、真鲷、牙鲆等启动子的核心区域均证实存在TATA框, 研究发现, TATA框对于基因的转录、表达是至关重要的[19]。除启动子核心区外, 通过生物信息学软件分析发现, vasa基因5′区中还包括许多其他重要的转录因子结合位点, 如: SRY, Oct-1, Sox-5, CREB, GATA, AP-1, C/EBP, Sp-1, c-Myc, HNF, NKX2-5, V-Myb 等。这些转录因子结合位点结合不同的转录因子, 转录因子之间相互作用, 共同完成基因的转录和表达。

SRY是雄性性别决定基因, 自首次在人Y染色体得到以来已在多数哺乳类动物中发现[20]。SRY蛋白的HMG结构域具有高度保守性, 并以一种序列特异的方式与DNA结合。Sox-5是SRY高度相关的HMG-box家族的一员, 研究发现Sox-5在成年老鼠的精巢有着较高的表达水平, 在减数二次分裂的生殖细胞中也可以检测到, 表明其在配子形成时可能有一定的作用[21]。Sox-5基因不仅在半滑舌鳎的vasa启动子中被发现, 也出现在真鲷[8]和牙鲆[18]的vasa启动子区域, 这可能暗示Sox-5通过调控鱼类下游基因影响了鱼类的性别决定。Oct-1是POU同源异型结构域家族的一员, 在小鼠(Mus musculus)[22]、鸡(Gallus gallus)[23]、真鲷[8]和牙鲆[18]的vasa启动子区域均被发现。研究小鼠Nanog基因启动子时发现Oct-1蛋白结合位点对于小鼠的Nanog基因启动子序列的活性非常重要[24], Nanog基因又可以在生殖细胞和干细胞中特异表达, 因此可以推测Oct-1对于vasa启动子的活性可能也有重要影响[23]。GATA是一组组织特异性表达的转录因子家族, 它影响许多不同种类动物的多个发育过程, 包括胚胎胚芽层的特化。不同种类的刺丝胞动物只有一个GATA转录因子, 但在脊椎动物已证实有6个GATA转录基因, 每个包含1个高度保守的DNA结合区域[25], 这个区域由2个锌指结构(Cys-X2-Cys-X17-Cys-X2-Cys)组成, 其C末端主要结合DNA[26]。以上这些转录因子对半滑舌鳎vasa基因启动子的启动功能可能起到调控作用, 但具体的调控机理尚需进一步的研究。

在生物信息学分析相应的顺式作用元件的基础上, 我们构建了pCsvasa-GFP-T表达载体, 在构建的载体中, GFP 基因上游插入的片段包括Csvasa的5′侧翼区、外显子1、内含子1及外显子2(含起始密码子), 下游插入的片段包括Csvasa 的3′UTR 和3′侧翼区。通过显微注射技术, 将pCsvasa-GFP-T重组表达载体注射于青鳉受精卵并进行培养, 并对vasa基因调控区的驱动活性进行验证。研究结果表明, Csvasa调控区能够驱动GFP在青鳉体内表达, 荧光表达率为80%, 而且随着胚胎的发育, 荧光强度和表达面积均增大, 表明本实验构建的pCsvasa-GFP-T载体具有有效驱动GFP表达的功能。一些研究报道了利用vasa 基因调控区驱动GFP通过转基因技术来标记PGCs[4–7], 然而, 本研究在青鳉胚胎发育期没有较清晰地观察到绿色荧光特异标记的PGCs。有学者也发现虹鳟vasa调控区驱动GFP的转基因鱼在胚胎发育前期也没有观察到有荧光特异表达的细胞[4]。对于半滑舌鳎vasa调控区是否具有生殖细胞特异驱动活性有待进一步研究。此外, 本研究将有荧光表达的胚胎培养为成鱼, 检测其表达载体的整合率为11.5%, 符合显微注射法获得转基因鱼10%左右的阳性率[27]。

综上所述, 本研究分离得到了半滑舌鳎Csvasa基因的调控区, 并在此基础上构建了Csvasa调控区驱动绿色荧光蛋白基因的表达载体pCsvasa- GFP-T, 通过显微注射初步验证了调控区的驱动活性, 为进一步研究半滑舌鳎PGCs的标记和示踪、生殖细胞生物学以及半滑舌鳎的性别控制提供了基本资料。
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Molecular cloning, construction of the expression vector and detection of transcription activity of vasa regulatory regions in half-smooth tongue sole (Cynoglossus semilaevis)
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Abstract: The Vasa gene is an excellent candidate molecular marker for studying primordial germ cells (PGCs) because of its specific expression in germ cell lineages. PGCs can be labeled by a reporter gene driven by regulatory regions of the vasa gene. Half-smooth tongue sole (Cynoglossus semilaevis) is an economically important flatfish in China, and the females of this species grow two to four times bigger than males. Sex reversal is common in this fish and females cannot guarantee egg production by natural spawning under artificial culture conditions. Therefore, transplantation of PGCs and surrogate broodstock production might be employed to improve the production of this fish. Promoter choice in transgenic research is important for regulating expression of a foreign gene. However, the function of vasa gene (Csvasa) regulatory regions in tongue sole remains unknown. We aimed to isolate the regulatory regions of the Csvasa gene, examine its transcriptional activity in transgenic medaka fish, and identify the conditions required for manipulation of PGCs. Two DNA fragments, including a 5166-bp 5′ region and a 1655-bp 3′ region, were obtained by genome walking and polymerase chain reaction of genomic DNA. The 5′ region of Csvasa contains the major promoter region, exon 1, intron 1 and exon 2. The transcription initiation site and a putative TATA box were identified and potential transcription factor binding sites were bioinformatically analyzed. Several potential transcription factor binding sites that may perform important function relating to gene transcription, such as SRY, Oct-1, Sox-5, CREB, GATA, AP-1, C/EBP, Sp-1, c-Myc, HNF, NKX2-5, and V-Myb were predicted. Based on the above information, the Csvasa regulatory regions were inserted into a pEGFP-N3 vector lacking the CMV promoter. This vector expresses the green fluorescent protein(GFP). The recombinant pCsvasa-GFP-T plasmid was injected into medaka fertilized eggs by microinjection. Microfluoroscopy revealed that the level of GFP expression was 81% in the injected embryos. GFP-fluorescent medaka embryos were cultured to adult fish and the integration efficiency of pCsvasa-GFP-T was 11.5% in these samples. These results show that the Csvasa promoter can efficiently drive GFP expression in medaka embryos, and lay the foundations for identifying, labeling and tracing PGCs, investigating germ cell biology, and manipulating the sex of half-smooth tongue sole.
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