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奥利亚罗非鱼 EF21α基因的克隆与结构分析
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摘要 : 真核生物延伸生长因子基因 ( EF21α)在蛋白质翻译过程中起着重要的作用 ,其序列具有高度的保

守性 ,是一种管家基因。本文通过 RT2PCR 克隆出奥利亚罗非鱼 ( Oreochromis aureus) EF21α的部分 cDNA

序列 ,其长度为 425 bp ,翻译成 141 个氨基酸 ,计算的蛋白质分子量为 1511 ku。同源性分析显示 ,奥利亚

罗非鱼 EF21α氨基酸序列与尼罗罗非鱼 ( O. niloticus)的相似性最高 ,为 100 % ;与青　 ( Oryzias latipes) 、欧

洲鲈 ( Dicentrarchus labrax) 、斑马鱼 ( Danio rerio) 、鲑鱼 ( Salmo trutta) 的相似性分别为 92 %、91 %、85 %、

82 % ;与小鼠 ( Mus musculus) 、大鼠 ( Rattus norvegicus) 、人 ( Homo sapiens) 、鸡 ( Gallus gallus) 的相似性均为

85 %。同时克隆出奥利亚罗非鱼 EF21α相应的 DNA 序列 ,共 506 bp。cDNA 与 DNA 的序列比对显示克

隆出的奥利亚罗非鱼 EF21α含有 1 个内含子 ,这为将来设计 EF21α荧光定量引物以及测定其在不同组

织中的表达量变化打下基础。
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Abstract : Eukaryotic elongation factor 1α ( EF21α) plays an important role in translation and its sequence is highly

conservative as a housekeeping gene. The partial cDNA encoding EF21αin Oreochromis aureus was isolated using RT2
PCR. The cDNA encoding 141 amino acids with a calculated molecular weight of 1511 ku was 425 bp. The comparison

of the deduced amino acid sequence of O. aureus EF21αwith that of O. niloticus , Oryzias latipes , Dicentrarchus

labrax , Danio rerio or Salmo trutta showed that the homology rates were 100 % , 92 % , 91 % , 85 % , and 82 % ,

respectively ,while the amino acids homology was 85 % when comparing O. aureus with Mus musculus , Homo sapiens ,

Gallus gallus ,or Rattus norvegicus . The DNA sequence of O. aureus EF21αconsisting of 506 bp was also cloned.

Comparing the partial cDNA to its genomic sequence revealed that O. aureus EF21αgene consisted of an intron ,which

supplied useful information in designing the EF21αprimer in real time RT2PCR and calculating the EF21αexpression

in different tissues.
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　　在 real time RT2PCR 中 ,目标基因的表达量

是通过管家基因的均一化来确定。理想的管家

基因应该是它的表达量在不同的组织中恒定 ,

而且在实验的各处理阶段其表达量也不受影

响[1 ] 。大量的研究表明 ,目前还没有通用的管

家基因符合这一条件 ,最好的选择就是管家基

因表达量在自己所研究的各组织中变化较

小[2～4 ] 。真核生物延伸因子 EF21α( elongation

factor1α)是一种在细胞内普遍存在且大量表达

的多聚体核糖体蛋白质 ,在蛋白质合成过程中

起重要作用 ,其序列具有高度的保守性 ,具有管

家基因的特性[5 ,6 ] 。它与 EF21β、1γ共同组成延

伸因子复合物 ( EF21 complex) ,在 GTP 水解释放

能量的条件下 ,EF21α促进氨酰2tRNA 与核糖体

受位的结合 , EF21βΠ1γ 则催化 GDP 的磷酸

化[7～9 ] 。从 GenBank 中可搜索到大量物种的

EF21α基因序列 , 但还没有奥利亚罗非鱼

( Oreochromis aureus) EF21α基因序列的报道。

本文通过克隆奥利亚罗非鱼 EF21α基因的

cDNA 和 DNA 序列 ,分析其基因结构 ,找出内含

子 ,为将来设计 EF21α的荧光定量引物以及测

定其在不同组织中的表达量变化打下基础。

1 　材料与方法

111 　材料 　

11111 　实验鱼 　奥利亚罗非鱼取自中国水产

科学研究院淡水渔业研究中心实验场。

11112 　试剂 　Trizol Reagent 购自 Promega ;

AMV、Taq 酶、胶回收试剂盒、pUCm2T 载体、连

接酶等购自宝生物工程 (大连) 有限公司 ,大肠

杆菌 JM109 为本实验室保存。

11113 　仪器 　PCR 仪为 Eppendorf Mastercycler

Personal。

11114 　引物 　根据尼罗罗非鱼 ( O . niloticus ,

AB075952) 、鲑鱼 ( Salmo trutta ,AF321836) EF21α

的 cDNA 序 列 以 及 斑 马 鱼 ( Danio rerio ,

AB020734) EF21α的 DNA 序列设计能扩增出内

含子的一对引物 ,其序列为 P1 :5′2GTC GGT CGT

GTT GAG ACT GGT ATC CT2 3′; P2 :5′2ATC AGT

TTGACA ATG GCG GCA TCT23′。引物由上海捷

瑞生物工程有限公司合成。

112 　方法 　

11211 　总 RNA 的抽提 　取奥利亚罗非鱼成鱼

肌肉 ,用 Trizol 裂解法抽提总 RNA ,用变性琼脂

糖凝胶电泳 ,溴化乙啶染色显示 28S 和 18S ,检

测 RNA 的完整性。

11212 　部分 cDNA 序列的分离 　取 5μg 从肌

肉中抽提的总 RNA ,以 OligodT2AP [5′2CTG ATC

TAGAGG TAC CGG ATC C ( T) 1623′]为引物 ,根

据 AMV 使用说明进行 RT反应 ,然后用 10 %的

RT液 ,使用引物 P1 和 P2 扩增 EF21α400 bp 左

右的序列。PCR 反应体系为 25μl ,其中含 215

μl 10 ×buffer ,2μmolΠL MgCl2 ,200μmolΠL dNTP ,

引物各 011μmolΠL ,01125 U Taq 酶 ,2μl 模板

(RT液) 。反应条件为 94 ℃ 3 min ;然后 30 循

环 ,94 ℃30 s ,58 ℃30 s ,72 ℃40 s ;最后 72 ℃10

min ,4 ℃保存。

11213 　部分 DNA 序列的分离 　以奥利亚罗非

鱼血液 DNA 为模板 ,以引物 P1 、P2 进行扩增 ,

PCR 反应体系同 11212。

11214 　PCR 产物的连接与转化 　扩增产物用

112 %的琼脂糖凝胶电泳分离 ,用胶回收试剂盒

切胶纯化 PCR 产物 ,用 pUCm2T 载体连接纯化

后的 PCR 产物 , 连接产物转化到大肠杆菌

JM109 感受态细胞后 ,涂布于含 IPIG 和 X2Gal

的LB 固体培养基 (AMP
+ ) 。挑白斑 ,抽提质

粒。经 EcoR Ⅰ和[0 ]
Hind Ⅲ双酶切鉴定 ,并以

质粒为模板进行 PCR 扩增再鉴定。

11215 　测序和序列分析 　将含有 EF21α的阳

性质粒送上海捷瑞生物工程有限公司测序。用

Dnastar、Clustalw、Mega 软件分析奥利亚罗非鱼

EF21α序列。

2 　结 　果

211 　奥利亚罗非鱼 EF21α的分离 　取奥利亚

罗非鱼肌肉的 RNA ,进行 RT2PCR ,用引物 P1 和

P2 扩增得到 400 bp 左右的条带 (图 1A) ,经克

隆后测序 ,得到 425 bp 片段。取奥利亚罗非鱼

血液 DNA ,用引物 P1 和 P2 扩增得到 506 bp 片
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图 1 　PCR扩增产物图

Fig. 1 　The results of PCR amplification

M. DL2000 DNA 分子量标准 ; 11 以 cDNA 为模板的

扩增条带 ; 21 以 DNA 为模板的扩增条带。

M. DL2000 Marker ; 11Product of amplification as

cDNA template ; 21Product of amplification as DNA template.
　

段 (图 1B) 。

212 　序列拼接与分析 　将奥利亚罗非鱼 EF2
1α的 cDNA 和 DNA 序列提交到 GenBank ,两条

序列的登陆号分别为 EU503120、EU503119。其

中 cDNA 编码 141 个氨基酸 ,预测的蛋白质分

子量为 1511 ku ,理论等电点 (pI) 为 7199 ,含疏

水氨基酸 51 个 ,极性氨基酸 28 个 ,酸性氨基酸

17 个 ,碱性氨基酸 18 个。cDNA 和 DNA 的序列

比对显示奥利亚罗非鱼 EF21α含有 1 个内含

子 ,而且内含子的 5′端为 GT ,3′端为 AG,符合

真核生物基因的剪接位点 GT2AG规律 (图 2) 。

摘录 GenBank 中已登录的一些动物的 EF2
1α氨基酸序列 :尼罗罗非鱼 (AB075952) 、青　

( Oryzias latipes ,NP001098132) 、斑马鱼 (NP571338) 、

欧洲鲈 ( Dicentrarchus labrax , CAI28930) 、鲑鱼

(ABN54434) 、小鼠 ( Mus musculus , P10126) 、人

( Homo sapiens ,NP —001393) 、鸡 ( Gallus gallus ,

　　

图 2 　奥利亚罗非鱼 EF21α基因及其推导的氨基酸序列

Fig. 2 　The DNA and deduced amino acid sequences of O . aureus EF21α

大写字母为外显子序列 ,小写字母表示内含子序列。内含子与外显子交接处用黑体表示。

Extron regions were shown in capital case ,and intron regions were shown in lower case.

Their boundary regions were shown in bold face letter.
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图 3 　奥利亚罗非鱼与其他脊椎动物 EF21α氨基酸序列的比较

Fig. 3 　EF21αalignment of O . aureus with other vertebrates

其中包括尼罗罗非鱼 (AB075952) 、青　 (NP001098132) 、斑马鱼 (NP571338) 、欧洲鲈 (CAI28930) 、鲑鱼 (ABN54434) 、小鼠 (P10126) 、

人 (NP —001393) 、鸡 (Q90835) 、大鼠 (P62630) ;相同及相似氨基酸分别以星号与点表示。

Other vertebrates including O. niloticus (AB075952) , O. latipes (NP001098132) , D. rerio (NP571338) , D . labrax ( CAI28930) , S . trutta

(ABN54434) , M . musculus (P10126) , H. sapiens (NP —001393) , G. gallus (Q90835) and R . norvegicus ( P62630) . Identical and similar

amino acids were marked by asterisks and dots ,respectively.
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Q90835) 、大鼠 ( Rattus norvegicus ,P62630) 。选择

与奥利亚罗非鱼 EF21α氨基酸序列相似的区

域 ,使用 Clustalw 软件对 EF21α氨基酸序列进行

比对。结果显示 ,奥利亚罗非鱼 EF21α氨基酸

序列与尼罗罗非鱼的相似性最高 ,为 100 % ,与

青　、欧洲鲈、斑马鱼、鲑鱼的相似性分别为

92 %、91 %、85 %、82 % ,与小鼠、大鼠、人、鸡的

相似性均为 85 %(图 3) 。将上述 EF21α氨基酸

序列进行同源性比较 ,构建系统树 (图 4) 。结

果表明 ,奥利亚罗非鱼 EF21α与其他鱼类 EF21α

属于同一分支 ,分子系统进化树结果与传统的

形态学及生化特征分类的进化地位基本一致。

图 4 　根据 NJ 法构建的 EF21α氨基酸序列系统树

Fig. 4 　EF21α sequence relationship in different species was shown in a

phylogenetic tree created by Neighbor2Joining method

节点处的数字为 1 000 次 bootstrap 检验的支持率。

The numbers were the percentages of bootstrap values supporting each node from 1 000 replicas.
　

3 　讨 　论

真核生物延伸因子 EF21α是细胞内广泛存

在并且含量第二多的蛋白 ,占正常生长细胞所

有蛋白的 1 %～2 % ,在不同的物种中它的基因

及表达调控有高度保守性。本文克隆出的奥利

亚罗非鱼 EF21α基因翻译出的氨基酸序列与

尼罗罗非鱼的相似性为 100 % ,与其他鱼 EF21α

氨基酸序列的相似性为 82 %～92 % ,而与小

鼠、大鼠、人、鸡的相似性均为 85 % ,这与刘军

等研究银鲫 ( Carassius auratus gibelio) EF21α的结

果相似[11 ] 。银鲫与金鱼 ( Carassius auratus) 、斑

马鱼的 EF21α氨基酸序列同源性分别高达 99 %

和 98 % ,与人和鼠 EF21α的一致性均为 90 %。

这表明 EF21α在物种间高度保守。EF21α这种

高度的进化保守性可以作为研究物种间系统发

育的良好标记 ,在研究物种间亲缘关系方面很

有价值 ,目前已有学者将 EF21α用于物种间亲

缘关系研究[12 ,13 ] 。

在 real time RT2PCR 中 ,为了消除 DNA 的

污染 ,通常需要将 RNA 用 DNAse 酶进行处理 ,

但这也同时增加了样品被染污的机率。最直接

的方法就是通过设计跨越内含子的引物来消除

DNA 的污染 ,使大片段的 DNA 不能被扩增。本

文克隆出的 EF21α基因正好含有内含子 ,这无

疑为将来设计管家基因 EF21α的引物提供了

可靠的基础数据。
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