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黄河裸裂尻鱼 ＭＳＴＮ基因 ＲＮＡ干扰研究
孔庆辉１，晁燕１，夏明哲２，祁得林１∗
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　 　 【摘要】 　 目的　 利用反义寡合甘酸技术抑制肌肉生长抑制素（ｍｙｏｓｔａｔｉｎ， ＭＳＴＮ）的表达，评估 ＭＳＴＮ基因的
沉默效果，并检测 ＲＮＡ干扰后对下游基因的影响。 方法　 通过构建黄河裸裂尻鱼（Ｓｃｈｉｚｏｐｙｇｏｐｓｉｓ ｐｙｌｚｏｖｉ）ＭＳＴＮ基
因 ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）重组腺病毒载体 １Ｐ３（ＤＳＰ ＭＳＴＮ ２７３ ＋ ２５０ ＋ １７３７）和 １Ｐ２（ＤＳＰ ＭＳＴＮ １９５ ＋ １６７０），并将其注射
黄河裸裂尻鱼肌肉组织，进行活体 ＲＮＡ干扰；利用 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ评估 ＭＳＴＮ基因的沉默效果，并
检测 ＭＳＴＮ基因 ＲＮＡ干扰后肌肉肌酸激酶（ｍｕｓｃｌｅ⁃ｔｙｐｅ ｃｒｅａｔｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ， Ｍ⁃ＣＫ）基因转录水平的调控作用。 结果　
ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ分析结果表明，与 ＨＫ组（病毒通用阴性对照组）和 Ｎ组（空白对照组）相比，重组腺病毒载体 １Ｐ３ 对
黄河裸裂尻鱼肌肉ＭＳＴＮ基因的转录具有明显的干扰作用（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），抑制率达 ５３􀆰 ５％ ；而重组腺病毒载体 １Ｐ２ 对
ＭＳＴＮ基因的转录无明显干扰作用（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析结果与 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 结果相一致。 同时，经
１Ｐ３ 干扰后随着 ＭＳＴＮ基因转录水平的下降，其肌肉肌酸激酶 Ｍ⁃ＣＫ 基因表达水平显著上升。 结论　 通过 ＲＮＡｉ
技术能够有效的抑制 ＭＳＴＮ基因的表达，并能够上调 Ｍ⁃ＣＫ基因的表达量。 因此，证明了在黄河裸裂尻鱼中 ＭＳＴＮ
能够抑制 Ｍ⁃ＣＫ的转录。 揭示高原土著鱼类 ＭＳＴＮ 基因的对肌肉的生长发育起到调控作用。
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ｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ＭＳＴＮ ｇｅｎｅ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＨＫ ｔｅａｍ （Ｖｉｒｕｓ ｇｅｎｅｒａｌ
ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ） ａｎｄ Ｎ ｔｅａｍ （ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ）， ｔｈｅ １Ｐ３ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ＭＳＴＮ ｇｅｎｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｉｎ Ｓｃｈｉｚｏｐｙｇｏｐｓｉｓ ｐｙｌｚｏｖｉ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｗｉｔｈ ａｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ５３􀆰 ５％ ， ｂｕｔ ｔｈｅ １Ｐ２ ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｔｅｒ⁃
ｆｅｒｅｎｃｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ＭＳＴＮ ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗａｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ＰＣＲ． Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ， ａｆｔｅｒ ｔｈｅ １Ｐ３ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ， ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＭＳＴＮ ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｃｌｉｎｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｍ⁃



中国实验动物学报 ２０１６ 年 ８ 月第 ２４ 卷第 ４ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ａｕｇｕｓｔ ２０１６，Ｖｏｌ． ２４ Ｎｏ． ４

ＣＫ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｏｕｒ ｒｅｓｕｌｔｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＳＴＮ ｇｅｎｅ
ｃａｎ ｂｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｍ⁃ＣＫ ｇｅｎｅ ｃａｎ ｂｅ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ． Ｔｈｅｒｅ⁃
ｆｏｒｅ， ｉｔ ｐｒｏｖｅｓ ｔｈａｔ ＭＳＴＮ ｇｅｎｅ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ Ｍ⁃ＣＫ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｓｃｈｉｚｏｐｙｇｏｐｓｉｓ ｐｙｌｚｏｖｉ， ａｎｄ ｒｅｖｅａｌｓ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａ⁃
ｔｏｒｙ ｒｏｌｅ ｏｆ ＭＳＴＮ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｕｓｃｌｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｐｌａｔｅａｕ ｆｉｓｈ Ｓｃｈｉｚｏｐｙｇｏｐｓｉｓ ｐｙｌｚｏｖｉ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｓｃｈｉｚｏｐｙｇｏｐｓｉｓ ｐｙｌｚｏｖｉ； ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ； Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ； Ｃｒｅａｔｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ； Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＱＩ Ｄｅ⁃ｌｉｎ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｄｅｌｉｎｑｉ＠ １２６． ｃｏｍ

　 　 黄河裸裂尻鱼（Ｓｃｈｉｚｏｐｙｇｏｐｓｉｓ ｐｙｌｚｏｖｉ）隶属鲤形
目（ Ｃｙｐｒｉｎｉｆｏｒｍｅｓ） 鲤科 （ Ｃｙｐｒｉｎｉｄａｅ） 裂腹鱼亚科
（Ｓｃｈｉｚｏｔｈｏｒａｃｉｎａｅ），在青藏高原东北部黄河干支流
和湖泊以及柴达木水系中广泛分布［１］，同其他裂腹
鱼亚科鱼类一样，黄河裸裂尻鱼具有性成熟迟、繁殖
力低、生长期短、生长缓慢的典型生物学特性。 加之
受人类干扰和环境恶化的影响，导致黄河裸裂尻鱼
种群数量一再减少，栖息地日益片断化［２］。 鱼类肌
肉组织是鱼类的组织结构和运动器官，也是为人类
提供食物的重要蛋白源。 以鱼类为重要养殖对象的
水产养殖和自然环境的保护，实质上就是按照实际
的生态环境和条件，利用合适的技术，最大限度的加
快肌肉纤维细胞的快速增殖，从而促使肌肉快速生
长发育。 所以，鱼类在生长发育过程中肌肉的分化、
生长是重要的环节，受许多环境、激素和分子水平等
因素的调控。 在分子水平上，除了通过与肌肉分化
和生成有关的正向调控的生肌决定因子外［３］，肌肉
的生长还受到一些负调控因子，特别是肌肉生长抑
制素（ｍｙｏｓｔａｔｉｎ， ＭＳＴＮ）的影响［４］。
肌肉生长抑制素，又称 ＧＤＦ⁃８（ｇｒｏｗｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉ⁃

ａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ８），是 １９９７ 年由 Ｍｃｐｈｅｒｒｏｎ 等［４］发现在

骨骼肌的发育和生长中特异性表达且功能比较专一

的肌肉负调控因子，属于转化因子 β（ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｂｅｔａ， ＴＧＦ⁃β）超家族中的一员。 ＭＳＴＮ
同 ＴＧＦ⁃β超家族的其他成员一样，在近 Ｎ⁃末端的前
肽序列具有疏水性，是分泌用信号肽序列；Ｎ⁃末端和
Ｃ⁃末端之间的蛋白酶水解加工位点（ＲＸＸＲ）以及 Ｃ⁃
末端的成熟肽活性区。 成熟肽在被切割后可负向调
节肌肉的生长发育，ＭＳＴＮ 前肽在骨骼肌中可与
ＭＳＴＮ成熟肽结合，抑制 ＭＳＴＮ 成熟肽的活性，促进
肌肉的生长。 有研究表明，ＭＳＴＮ 基因过度表达，将
通过下调肌肉肌酸激酶 （ ｍｕｓｃｌｅ⁃ｔｙｐｅ ｃｒｅａｔｉｎｅ ｋｉ⁃
ｎａｓｅ， Ｍ⁃ＣＫ）的活性，可逆的抑制生肌的过程。 同
时，降低 ＭＳＴＮ 的表达水平，可以提高 Ｍ⁃ＣＫ 的转
录，从而促进生肌过程［５］。 肌酸激酶（ ｃｒｅａｔｉｎｅ ｋｉ⁃
ｎａｓｅ， ＣＫ）能够催化二磷酸腺苷 ＡＤＰ和磷酸肌酸之
间磷酸基的可逆转移［６］，是一个存在于动物的脑组

织、心脏及骨骼肌的细胞质和线粒体中的重要激酶，
与细胞内能量转运、能量代谢、肌肉收缩密切相
关［７，８］。 ２０１４ 年王景圆等［９］研究发现，肌肉细胞中
Ｒｈｅｂ基因上调可以引起 ＭＳＴＮ 表达量的上调，Ｍ⁃
ＣＫ 有不同程度的下降。 肌肉中 ＭＳＴＮ 基因的变化
能够引起 Ｍ⁃ＣＫ 不同程度的变化。 所以，肌肉肌酸
激酶不仅参与能量代谢过程，还与个体发育过程中
肌肉的生长有密切联系［５，１０，１１］。
国内外很多学者将目光投向了 ＲＮＡ干扰（ＲＮＡ

ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ， ＲＮＡｉ）技术。 从 ２０ 世纪 ９０ 年代，Ｃａｒ⁃
ｏｌｙｎ研究组发现矮牵牛花花瓣的深紫色的决定因素
是花青素［１２］，到 １９９５ Ｇｕｏ 等［１３］从线虫中发现 ＲＮＡ
干扰现象。 ＲＮＡ 干扰都是研究功能基因的有力工
具。 １９９７ 年首次在小鼠骨骼肌中发现了该基因，通
过基因敲除的方法发现敲除 ＭＳＴＮ基因的小鼠骨骼
肌重量大幅度增加。 对 ＭＳＴＮ 基因敲除的小鼠研究
发现， 脂肪沉积能力随着年龄的增加而降低［４］。 通
过对小鼠［１４，１５］、鱼类［１６，１７］、鸡［１８，１９］、猪［２０］和牛［２１］的

ＭＳＴＮ基因及其多克隆的抗体的研究表明，利用肌
肉生长抑制素的拮抗物可以有效的阻断肌肉生长抑

制素的分子通路，并且能够有效地促进动物肌肉的
生长和发育。 本研究以黄河裸裂尻鱼为研究对象，
通过前期获得的肌肉生长抑制素基因序列设计引

物、构建获得反义寡核苷酸序列。 利用反义寡合甘
酸技术抑制 ＭＳＴＮ基因表达，获得相关数据，为突破
高原冷水鱼类生长缓慢的瓶颈、推动土著鱼类的保
护利用研究提供科学依据。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 材料
１􀆰 １􀆰 １　 样本采集
黄河裸裂尻鱼共 ２４ 尾，雌性各半，体重为

２５􀆰 ０１ ～ １５􀆰 ３３ ｇ。 采集于青海省大通县湟水河支
流—宝库河（３７ｏ １４′２４􀆰 ７２′′Ｎ， １０１ｏ ２８′３６􀆰 １２′′Ｅ）。
将野外采集得到的样品，迅速带回实验室。 通过外
观、解剖、显微镜检查选择其体型体态体色正常、无
疖疮、无囊肿、无充血、无出血、无溃疡、无寄生虫或
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胞囊及其他病理变化的鱼。 在实验室饲养 ３ ｄ 适应
其环境，为后续实验做准备。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要仪器与试剂
小型垂直电泳槽 （Ｍｉｎｉ⁃ＰＲＯＴＥＡＮ Ｔｅｔｒａ Ｃｅｌｌ，

Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）；小型 Ｔｒａｎｓ⁃Ｂｌｏｔ转印槽（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）；全蛋白
提取试剂盒（生工生物工程有限公司）；Ｐｉｅｒｃｅ（Ｒ）
ＢＣＡ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ（碧云天生物技术公司）；Ｔｒｉｓ⁃
ｂａｓｅ（Ｂｉｏｔｏｐｐｅｄ）、ＳＤＳ（Ｗｏｌｓｅｎ）；冰乙酸、甲醇、异丙
醇、氯化钠（均为：天津市富宇精细化工）；Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ
（ｐＨ ８􀆰 ８； １􀆰 ０ Ｍ）、Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ（ｐＨ ６􀆰 ８； １􀆰 ５ Ｍ）、ＡＰ、
ＴＥＭＥＤ、４ × 蛋白上样缓冲液、Ｔｗｅｅｎ⁃２０、考马斯亮
蓝、ＰＶＤＦ 膜、Ｐｉｅｒｃｅ ＥＣＬ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ、
甘氨酸（均为：Ｓｏｌａｒｂｉｏ）；蛋白 ｍａｒｋｅｒ、 ＲＮＡｐｒｅｐ Ｐｕｒｅ
Ｔｉｓｓｕｅ Ｋｉｔ、 ＳｕｐｅｒＲｅａｌ ＰｒｅＭｉｘ Ｐｌｕｓ （ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ）、
ＦａｓｔＱｕａｎｔ ＲＴ Ｋｉｔ（Ｔｉａｎｇｅｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ Ｃｏ． ， Ｌｔｄ）；封闭用
脱脂奶粉、Ａｎｔｉ⁃ＧＡＰＤＨ（Ｓｉｇｍａ）、辣根酶标记山羊抗

兔 ｌｇＧ （中杉金桥）、Ａｎｔｉ⁃ＭＳＴＮ（上海英基生物）；
ＫＯＤ ＦＸ （ ＴＯＹＯＢＯ）、 ＨＥＫ ２９３ （ ＡＴＣＣ）、内切酶
ＢｓａＩ、ＸｂａＩ（ＴａＫａｒａ）、ＭｅｔａｆｅｃｔｅｎｅＴＭ（Ｂｉｏｎｔｅｘ公司）。
１􀆰 ２　 方法
１􀆰 ２􀆰 １　 构建 ｓｈＲＮＡ重组腺病毒载体

（１）干扰质粒的构建
根据前期获得的黄河裸裂尻鱼 ＭＳＴＮ 基因序

列［２２］，利用晶赛公司 Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ
重组腺病毒构建系统，针对靶基因分别设计并合成
两种 ｓｈＲＮＡ 干扰载体。 针对 ＭＳＴＮ 基因编码区（１
号：２７３⁃２９２；２ 号：２５０⁃２６８；３ 号：１７３７⁃１７５５；４ 号：
１６７０⁃１６８８；５ 号：１９５⁃２１５）设计特异性插入片段序
列。 １Ｐ３：在 １、２、３ 号区域设计三条干扰片段；１Ｐ２：
在 ４、５ 号区域设计两条干扰片段，横线部位为基因
特异性序列（见表 １）。 以 ｐＧｅｎｅｓｉｌ⁃１０ 为底物进行
重组 ＰＣＲ，获得干扰质粒。

表 １　 黄河裸裂尻鱼 ＭＳＴＮ基因 ｓｈＲＮＡ 干扰片段
Ｔａｂ． １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｓｈＲＮＡｓ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｆｏｒ ＭＳＴＮ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｓｃｈｉｚｏｐｙｇｏｐｓｉｓ ｐｙｌｚｏｖｉ

干扰片段
ＲＮＡｉ

序列（５′—３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ＤＳＰ ＭＳＴＮ２７３ ＋ ２５０ ＋ １７３７⁃Ａ ＴＴＴＧＧＴＣＴＣＣＧＴＧＧＣＴＴＣＡＣＴＡＧＧＴＴＴＧＧＡＧＣＣＴＧＴＴＴＧＡＧＴＣＴＣＧＣＴＣＡＣＴＧＴＣＡＡＣ

ＤＳＰ ＭＳＴＮ２７３ ＋ ２５０ ＋ １７３７⁃Ｂ ＴＴＴＧＧＴＣＴＣＣＣＴＧＣＡＧＧＴＴＴＧＣＴＧＡＧＡＡＴＴＴＧＧＧＡＣＧＧＴＧＴＴＴＣＧＴＣＣＴＴＴ

ＤＳＰ ＭＳＴＮ２７３ ＋ ２５０ ＋ １７３７⁃Ｃ ＴＴＴＧＧＴＣＴＣＣＣＣＡＣＡＧＡＴＧＴＡＧＧＴＴＴＧＧＡＧＣＣＴＧＴＴＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＣＴＡＣＴＧＣＣＴＣＧ

ＤＳＰ ＭＳＴＮ ２７３ ＋ ２５０ ＋ １７３７⁃Ｄ３ ＴＴＴＧＧＴＣＴＣＣＴＡＣＣＧＡＧＧＧＣＴＧＴＴＴＧＡＣＡＡＡＴＧＣＧＧＧＡＡＡＧＡＧＴＧＡＴＣＴ

ＤＳＰ ＭＳＴＮ ２７３ ＋ ２５０ ＋ １７３７⁃Ｅ ＧＣＡＧＴＴＴＧＣＴＧＡＧＡＡＴＴＴＧＧＧＡＣＴＴＴＴＴＣＡＡＡＡＡ ＧＣＡＴＴＴＧＴＣＡＡＡＣＡＧＣＣＣＴ

ＤＳＰ ＭＳＴＮ ２７３ ＋ ２５０ ＋ １７３７⁃Ｆ ＧＧＴＡ ＡＧＧＧＣＴＧＴＴＴＧＡＣＡＡＡＴＧＣ ＴＴＴＴＴＧＡＡＡＡＡ ＧＴＣＣＣＡＡＡＴＴＣＴＣＡＧＣＡＡＡ

ＤＳＰ ＭＳＴＮ １９５ ＋ １６７０⁃Ａ ＴＴＴＧＧＴＣＴＣＣＧＴＧＧＣＴＴＣＡＣＴＡ ＧＴＣＴＧＡＡＣＴＣＡＣＡＴＧＴＧＧＡＡＣ ＴＣＧＣＴＣＡＣＴＧＴＣＡＡＣ

ＤＳＰ ＭＳＴＮ １９５ ＋ １６７０⁃Ｂ ＴＴＴＧＧＴＣＴＣＣＣＴＧＣＡＧＧ ＡＧＴＧＴＧＴＧＴＧＧＡＡＧＴＴＴＧＣ ＧＧＴＧＴＴＴＣＧＴＣＣＴＴＴ

ＤＳＰ ＭＳＴＮ １９５ ＋ １６７０⁃Ｃ ＴＴＴＧＧＴＣＴＣＣＣＣＡＣＡＧＡＴＧＴＡ ＧＴＣＴＧＡＡＣＴＣＡＣＡＴＧＴＧＧＡＡＣ ＣＴＧＣＣＴＡＣＴＧＣＣＴＣＧ

ＤＳＰ ＭＳＴＮ １９５ ＋ １６７０⁃Ｄ ＴＴＴＧＧＴＣＴＣＣＧＣＡＧ ＡＧＴＧＴＧＴＧＴＧＧＡＡＧＴＴＴＧＣ ＴＴＴＴＴＡＡＣＴＣＴＡＧＡＣＣＣＡＧ

　 　 （２）包装腺病毒载体
所需的 ｓｈＲＮＡ 表达框已成功构建在 ｐＧｅｎｅｓｉｌ

上。 从 ｐＧｅｎｅｓｉｌ 上通过 ＬＲ 体外同源重组将 ｓｈＲＮＡ
表达框转移至有荧光蛋白的腺病毒表达载体 ｐａｄ
上。 用 ＤＮＡ纯化试剂盒（天根）提取质粒，用 ＸｂａＩ
单酶切进一步鉴定提取的质粒。 准备进行转染的线
性化腺病毒 ＤＮＡ，用 ＰａｃＩ酶切重组腺病毒质粒。 从
而可以用 ＰａｃＩ线性化的腺病毒 ＤＮＡ 转染 ＨＥＫ ２９３
和放大培养重组腺病毒，检测重组腺病毒的滴度。
１􀆰 ２􀆰 ２　 黄河裸裂尻鱼活体注射重组腺病毒
将前期饲养并已适应实验室环境的黄河裸裂尻

鱼，进行分组：１Ｐ３ 组（ＲＮＡ 干扰组 １，６ 尾）；１Ｐ２ 组
（ＲＮＡ干扰组 ２，６ 尾）；ＨＫ 组（腺病毒通用阴性对
照组，６ 尾）；Ｎ组（正常空白对照组，６ 尾）。 对 １Ｐ３

组和 １Ｐ２ 组进行右侧背鳍部肌肉注射腺病毒载体溶
液 ２０ μＬ，重组腺病毒滴度为 ５􀆰 ０ × １０１０ ｐｆｕ ／ ｍＬ。 在
相同的时间点，对 ＨＫ 组背鳍右侧肌肉注射相同量
的空病毒载体溶液。 Ｎ 组不做任何处理，饲养条件
同以上三组。 在注射 １０ ｄ 后分取各组实验鱼右侧
背鳍肌肉，用 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测
ＭＳＴＮ的表达量，分析干扰效率。
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ检测 ＲＮＡ干扰后ＭＳＴＮ基因
表达以及对下游基因 Ｍ⁃ＣＫ的影响
分别取四组黄河裸裂尻鱼右侧背鳍部肌肉组

织，提取总 ＲＮＡ，利用 ＦａｓｔＱｕａｎｔ ＲＴ Ｋｉｔ 试剂盒反转
录合成 ｃＤＮＡ。 依照 ＳｕｐｅｒＲｅａｌ ＰｒｅＭｉｘ Ｐｌｕｓ （ ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ）试剂盒进行 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分析。 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ＰＣＲ反应体系 ２０ μＬ：２ × ＳｕｐｅｒＲｅａｌ ＰｒｅＭｉｘ Ｐｌｕｓ１０

６４３
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μＬ、上下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ０􀆰 ６ μＬ、ｃＤＮＡ 模板
１ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ ８􀆰 ４ μＬ。 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 时，每份样品
重复 ３ 次，ＧＡＰＤＨ为内参基因，引物见表 ２。 结果采
用 ２ － ΔΔｃｔ法分析［２３］。

表 ２　 黄河裸裂尻鱼 ＲＮＡ干扰分析引物
Ｔａｂ． ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ

Ｓｃｈｉｚｏｐｙｇｏｐｓｉｓ ｐｙｌｚｏｖｉ
引物名称
Ｐｒｉｍｅｒｓ

序列（５′—３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ＭＳＴＮｒｅａｌＦ１ ＡＡＴＡＡＴＣＣＡＧＴＣＣＣＡＧＣＣＧＡＡＧ
ＭＳＴＮｒｅａｌＲ１ ＣＣＣＧＡＣＣＴＣＡＣＣＡＡＧＣＡＣＡＡＣＡ
Ｍ⁃ＣＫｒｅａｌＦ１ ＧＡＣＴＡＡＧＡＡＣＴＧＣＡＡＣＡＡＣＧ
Ｍ⁃ＣＫｒｅａｌＲ１ ＣＣＡＡＣＡＧＣＣＧＴＧＧＴＧＡＧＣＧＴＡＧＡ
ＧＡＰＤＨＦ ＧＣＧＡＧＣＣＡＴＧＣＣＡＧＣＡＧＡＣＡＡ
ＧＡＰＤＨＲ ＧＴＧＡＡＡＡＣＡＣＣＡＧＴＡＧＡＣＴＣＣＡＣＡＡＣＡ

１􀆰 ２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 ＲＮＡ 干扰后 ＭＳＴＮ 基
因的表达量

取 ４ 组黄河裸裂尻鱼背鳍部肌肉组织，利用全
蛋白提取试剂盒，提取总蛋白质，依照 Ｐｉｅｒｃｅ （Ｒ）
ＢＣＡ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ进行蛋白浓度测定。 ４ ×蛋白
上样缓冲液与蛋白按照 １ ∶ ３的比例进行混合后，
９９℃ 变性 １０ ｍｉｎ， － ８０℃保存。 统一上样量，利用
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ试剂盒使用说明，配制 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
进行电泳检测。 ６０ Ｖ恒压电泳 ２５ ｍｉｎ左右，样品到
达分离胶与浓缩胶分界处时调整电压为 １２０ Ｖ恒压
电泳 ６５ ｍｉｎ 左右。 利用甲醛溶液侵泡 １ ｍｉｎ 激活
ＰＶＤＦ膜，用于转印。 转膜时 １００ ｍＡ 恒流转印 ５０
ｍｉｎ左右。 将固定好的 ＰＶＤＦ膜置于 ５％ ＴＢＳＴ配制
的脱脂奶粉溶液，３７℃ 封闭 ２ ｈ。 将 ＰＶＤＦ 膜和
ＴＢＳＴ １ ∶ １０００ 配制好的一抗置于孵育袋 １２ ｈ。
ＰＶＤＦ膜洗涤 １０ 次，每次 ６ ｍｉｎ。 置于 ＴＢＴＳ １⁃５０００
配置好的二抗孵育液，室温孵育 ２ ｈ，用 ＴＢＳＴ洗涤 ５
次，每遍 ６ ｍｉｎ。 将蛋白转到 ＰＶＤＦ 膜，用 ＥＣＬ 显
色。 以 ＧＡＰＤＨ为内参基因，进行胶片曝光。

２　 结果与分析
２􀆰 １　 腺病毒载体的构建
２􀆰 １􀆰 １　 ｓｈＲＮＡ干扰载体的构建

１Ｐ３ 载体以 ｐＧｅｎｅｓｉｌ⁃１０ 为底物进行重组 ＰＣＲ，
获得 １Ｐ３ 干扰质粒 ＰＧ１０ － ３Ｐ － ＭＳＴＮ （Ｍｉｒ３０ ３’ －
ＤＳＰ ＭＳＴＮ ２７３ － Ｍｉｒ３０ ５’ － ＥＧＦＰ － ＣＭＶ － Ｕ６ Ｐｒｏ⁃
ｍｏｔｅｒ － ＤＳＰ ＭＳＴＮ ２５０ － ＤＳＰ ＭＳＴＮ １７３７ － Ｈ１ Ｐｒｏ⁃
ｍｏｔｅｒ）。 １Ｐ２ 载体，以 ｐＧｅｎｅｓｉｌ⁃１０ 为底物进行重组
ＰＣＲ，获得干扰质粒 ＰＧ１０⁃２Ｐ － ＭＳＴＮ（Ｍｉｒ３０ ３’ －
ＤＳＰ ＭＳＴＮ １９５ － Ｍｉｒ３０ ５’ － ＥＧＦＰ － ＣＭＶ － Ｕ６ －

ＤＳＰ ＭＳＴＮ １６７０）（见图 １）。
２􀆰 １􀆰 ２　 包装重组腺病毒
从 ｐＧｅｎｅｓｉｌ上通过 ＬＲ 体外同源重组将 ｓｈＲＮＡ

表达框转移至腺病毒表达载体 ｐａｄ上。 提取质粒并
用 ＸｂａＩ 进行单酶切进一步鉴定提取的质粒，１％
ａｇａｒｏｓｅ凝胶电泳。 酶切结果分析：正确的克隆将切
出一条约 ２􀆰 ５ ｋｂ 的小条带，且大条带大于 １５ ｋｂ
（说明载体为腺病毒载体），从上图可知目的克隆是
正确的（见图 ２）。 目的重组腺病毒中有荧光蛋白真
核表达框。 所以，在 ＰａｃＩ 线性化的腺病毒 ＤＮＡ 转
染 ＨＥＫ ２９３ 和放大培养重组腺病毒的过程中有明
显的荧光蛋白表达，即说明有感染能力的重组腺病
毒包装成功（见图 ３）。
２􀆰 ２　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测黄河裸裂尻鱼 ＲＮＡ干扰
后 ＭＳＴＮ的相对表达量

Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ分析结果表明，当以 Ｎ组表达量
作为参考时，１Ｐ３ 和 １Ｐ２ 组表达量分别是 Ｎ 组表达
量的 ０􀆰 ４６５ 和 ０􀆰 ８９ 倍。 所以，与 ＨＫ 组和 Ｎ 组相
比，重组腺病毒载体 １Ｐ３ 对黄河裸裂尻鱼肌肉
ＭＳＴＮ基因的转录具有明显的干扰作用（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
抑制率达 ５３􀆰 ５％ ；而重组腺病毒载体 １Ｐ２ 对 ＭＳＴＮ
基因的转录无明显干扰作用（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）（见图 ４）。
２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔｔｉｎｇ测定 ＲＮＡ 干扰对 ＭＳＴＮ 蛋
白相对表达情况

Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔｔｉｎｇ结果表明，当以 Ｎ 组表达量作
为参考时，１Ｐ３ 和 １Ｐ２ 组表达量分别是 Ｎ 组表达量
的 ０􀆰 ４７９ 和 ０􀆰 ７６５ 倍。 所以，与 Ｎ组和 ＨＫ组相比，
重组腺病毒载体 １Ｐ３ 对黄河裸裂尻鱼肌肉 ＭＳＴＮ基
因的转录具有明显的干扰作用（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），干扰效
率可达 ５２􀆰 １％ 。 Ｐ２ 组干扰效率不明显（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）
（见图 ５）。
２􀆰 ４　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测黄河裸裂尻鱼 ＭＳＴＮ 基
因 ＲＮＡ干扰后对下游基因 Ｍ⁃ＣＫ的表达调控
经 １Ｐ３ 干扰后随着 ＭＳＴＮ 基因转录水平的下

降，其肌肉肌酸激酶 Ｍ⁃ＣＫ 基因表达水平显著上升
（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），以 Ｎ 组表达量作为参考时（见图 ６），
１Ｐ３ 组 Ｍ⁃ＣＫ表达量是 Ｎ组表达量 ２􀆰 ４３７ 倍。

３　 讨论
本研究通过设计两种 ｓｈＲＮＡ 分别为 １Ｐ３ 和

１Ｐ２，并成功包装成重组腺病毒。 将重组腺病毒注
射到黄河裸裂尻鱼右侧背鳍部，检测 ＲＮＡ 干扰后
ＭＳＴＮ基因的表达量。 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分析结果表

７４３
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注：Ａ：质粒转染后荧光显微镜图；Ｂ：扩大培养重组腺病毒后荧光显微镜图。

图 ３　 荧光显微镜检测腺病毒转染 ＨＥＫ ２９３ 细胞
Ｎｏｔｅ： Ａ： Ｐｌａｓｍｉｄ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ； Ｂ： Ｅｘｐａｎｄｅｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｗｉｔｈ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ．

Ｆｉｇ． ３　 Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ⁃ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ＨＥＫ ２９３ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

图 １　 构建质粒图谱
Ｆｉｇ． １　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｌａｓｍｉｄ ｐｒｏｆｉｌｅｓ

明，与 ＨＫ组和 Ｎ组相比，重组腺病毒载体 １Ｐ３ 对黄
河裸裂尻鱼肌肉 ＭＳＴＮ基因的转录具有明显的干扰
作用（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），抑制率达 ５３􀆰 ５％ ；而重组腺病毒载
体 １Ｐ２ 对 ＭＳＴＮ基因的转录无明显干扰作用（Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ⁃ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析结果与 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ
结果相一致。 表明，ＲＮＡ干扰后 ＭＳＴＮ 基因转录水
平和翻译水平是一致的。 经 １Ｐ３ 干扰后随着 ＭＳＴＮ
基因转录水平的下降，其肌酸激酶 Ｍ⁃ＣＫ 基因表达
水平显著上升。 能够有效的干扰 ＭＳＴＮ 基因，这对
今土著鱼的生长发育提供基础资料。 有助于高原土
著鱼类生态适应机制、保护生物学、发育生物学的深
入研究。
肌肉的生长和发育除了与细胞分化因子（ｍｙｏ⁃

ｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ， ＭｙｏＤ）家族特异基因启动子上
的 Ｅ⁃ｂｏｘ结合而激活肌肉特异蛋白的转录进而调控

注：Ｍ１： ２０００ ｍａｒｋｅｒ （Ｔａｋａｒａ）：从上到下依次为 ２ × １０３、１ × １０３、
７５０、５００、２５０、１００ ｂｐ；Ｍ２： ５００ － １５ ０００ ｍａｒｋｅｒ （Ｔａｋａｒａ）：从上到
下依次为：１５、８、５、２􀆰 ５、１ ｋｂ；Ａ： ｐａｄ⁃ ＤＳＰ ＭＳＴＮ ２７３ ＋ ２５０ ＋ １７３７
ＸｂａＩ单酶切鉴定结果；Ｂ： ｐａｄ⁃ ＤＳＰ ＭＳＴＮ １９５ ＋ １６７０ ＸｂａＩ单酶
切鉴定结果。

图 ２　 ｓｈＲＮＡ质粒 ＸｂａＩ单酶切检测
Ｎｏｔｅ． Ｍ１： ２０００ ｍａｒｋｅｒ （Ｔａｋａｒａ）： ２ ｋｂ， １ ｋｂ， ７５０ ｂｐ， ５００ ｂｐ，
２５０ ｂｐ， １００ ｂｐ； Ｍ２： ５００ － １５０００ ｍａｒｋｅ ｒ（Ｔａｋａｒａ）： １５ ｋｂ， ８ ｋｂ，
５ ｋｂ， ２􀆰 ５ ｋｂ， １ ｋｂ， ０􀆰 ５ ｋｂ； Ａ： ｐａｄ⁃ ＤＳＰ ＭＳＴＮ ２７３ ＋ ２５０ ＋ １７３７
ＸｂａＩ ｓｉｎｇｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ； Ｂ： ｐａｄ⁃ ＤＳＰ ＭＳＴＮ １９５ ＋
１６７０ ＸｂａＩ ｓｉｎｇｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｈＲＮＡ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｕｓｉｎｇ
ＸｂａＩ ｓｉｎｇｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

肌肉分化和发育外，还受到特异性肌细胞增强子结
合因子 ２（ｍｙｏｃｙｔｅ ｅｎｈａｎｃｅｒ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ ２， ＭＥＦ２）
的调控。 ＭＥＦ２ 能够在肌肉发育过程中介导细胞的
分化，控制肌细胞分化过程中的基因转录，可与大多
数肌肉的启动子和增强子直接结合而调控肌肉的发

育［２４］。 转录因子 ＭＥＦ２ 的 ＤＮＡ 结合位点是一段保
守的序列， 该序列广泛存在于肌肉组织特异性表达
基因的调控区， ＭＥＦ２ 与 ＭｙｏＤ 基因家族成员具有

８４３
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注：上标不同字母表示差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

图 ４　 ＲＮＡ干扰后肌肉组织 ｃＤＮＡ样品中 ＭＳＴＮ基因表达量
Ｎｏｔｅ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ ｉｎｄｉｃａｔｅ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＳＴＮ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃＤＮＡ
ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｍｕｓｃｌｅ ａｆｔｅｒ ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

注：上标不同字母表示差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

图 ５　 ＲＮＡ干扰后黄河裸裂尻鱼 ＭＳＴＮ蛋白的表达结果
Ｎｏｔｅ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ ｉｎｄｉｃａｔｅ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ．

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＳＴＮ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ Ｓｃｈｉｚｏｐｙｇｏｐｓｉｓ ｐｙｌｚｏｖｉ
ａｆｔｅｒ ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ．

协同作用，共同调节肌肉发育［２５］。 由于ＭＥＦ２ 具有
ＤＮＡ的结合活性，所以可与肌肉肌酸激酶基因启动
子中的 Ａ ／ Ｔ ＤＮＡ序列结合，能够调节肌肉的生长和
发育［２６］。 肌肉肌酸激酶的另一重要生物学功能就
是与动物骨骼肌的形成和生长有关，Ｍ⁃ＣＫ 作为
ＭｙｏＤ和 ＭＥＦ２ 的下游靶基因，启动与肌细胞分化和
肌肉生长有关的基因的表达［１１］。 同时，２００２ 年
Ｓｐｉｌｌｅｒ等［２７］发现 ＭＳＴＮ 启动子序列上存在肌肉增
强子因子 ２ 的结合位点，它们对 ＭＳＴＮ 基因的转录
和表达起到一定的调控作用［２７］。 本研究通过对黄

注：上标不同字母表示差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

图 ６　 ＭＳＴＮ基因 ＲＮＡ干扰后 Ｍ⁃ＣＫ基因的相对表达量
Ｎｏｔｅ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ ｉｎｄｉｃａｔｅ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ．

Ｆｉｇ． ６　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｍ⁃ＣＫ ｇｅｎｅ ａｆｔｅｒ ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ＭＳＴＮ ｇｅｎｅ

河裸裂尻鱼 ＭＳＴＮ 基因进行 ＲＮＡ 干扰后。 结果表
明，抑制 ＭＳＴＮ基因的表达，在一定程度上能够上调
Ｍ⁃ＣＫ基因的表达量。 因此，证明了在黄河裸裂尻
鱼中 ＭＳＴＮ的表达在一定程度上能够抑制 Ｍ⁃ＣＫ 的
转录。 但是，Ｍ⁃ＣＫ 基因表达量的上升是否能够引
起肌细胞的增生和增殖？ 是否能够促进肌肉的生长
和发育？ 还需进一步研究。
黄河裸裂尻鱼是裂腹鱼亚科鱼类的代表种，在

青藏高原淡水生态系统的食物链中具有重要的地

位。 但是，同裂腹鱼亚科鱼类一样，黄河裸裂尻鱼固
有的生物学特性，如生长期短、生长缓慢、性成熟迟、
繁殖力低等，极大地限制了该种群的发展。 本研究
通过 ＲＮＡ干扰技术首次对黄河裸裂尻鱼 ＭＳＴＮ 基
因进行干扰，并检测 ＭＳＴＮ 表达水平和下游基因的
转录水平。 这对今后研究高原土著鱼类 ＭＳＴＮ基因
在肌肉生长发育中的作用机理奠定了理论基础，具
有一定的科学意义。
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