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摘要：为了研究ＴＧＦβ信号传导中的关键蛋白Ｓｍａｄ４在草鱼Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌｕｓ发育过程中的作用，克隆出草
鱼Ｓｍａｄ４基因ｃＤＮＡ全序列，其碱基长度为２９７４ｂｐ，其中开放阅读框１６４４ｂｐ，编码５４７个氨基酸．生物信息学分
析结果显示，草鱼Ｓｍａｄ４蛋白相对分子质量为５９６９０３，分子式为 Ｃ２６３２Ｈ４０７３Ｎ７５３Ｏ７９１Ｓ２４，理论等电点为６５，含有
ＭＨ１和ＭＨ２这２个高度保守的功能结构域．ＢＬＡＳＴ相似性分析显示，草鱼Ｓｍａｄ４蛋白的氨基酸序列与鲤鱼Ｃｙｐｒｉ
ｎｕｓｃａｒｐｉｏ、斑马鱼Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ的相似性较高，分别为９４２３％和９２９７％．还将草鱼Ｓｍａｄ４基因的开放阅读框片段反
向插入表达载体ｐｃＤＮＡ３１（＋），成功构建了反义Ｓｍａｄ４基因真核表达载体ｐｃＤＮＡ３１（＋）ＡｎｔｉＳｍａｄ４．
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　　在Ｓｍａｄｓ蛋白家族中已发现９个成员［１］，根据

结构和功能的差异可分为通用型、受体激活型和抑

制型Ｓｍａｄｓ．通用型Ｓｍａｄｓ的主要功能是与受体激活
型Ｓｍａｄｓ结合形成异源寡聚体，将信号转至细胞核
内，调节基因表达［２］，目前仅发现 Ｓｍａｄ４这 １种．
Ｓｍａｄ４是ＴＧＦβ／ｓｍａｄｓ信号转导通路中的中心转导
分子，它通过形成异源寡聚体，将信号转导至细胞核

内，从而调控靶基因的转录并诱导下游基因的表

达［３］，因此它的表达情况与生长、发育等生命过程密

切相关．在鱼类研究中，只有斑马鱼 Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ、鲤
Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ、虹鳟Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ、金鱼Ｃａｒａｓ
ｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ等少数物种的 Ｓｍａｄ４基因被克隆．在鲤
体内发现Ｓｍａｄ４基因有不同的组织表达模型，暗示
着Ｓｍａｄ４通过改变组织表达水平来调控ＴＧＦβ信号
通路［４］．在斑马鱼胚胎发育研究中发现 Ｓｍａｄ４的时
空分布广泛且表达量大，而与之相关的 Ｓｍａｄ３基因
呈现一种空间限制性表达模式［５］．将金鱼的 Ｓｍａｄ４
结构与 Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３及 Ｓｍａｄ７比较分析发现，
Ｓｍａｄ４编码的氨基酸序列中间连接区域少了４２个
氨基酸，这可能就是它在 ＬＴ２细胞中失活的原
因［６］．目前，有关草鱼Ｓｍａｄ４基因的研究鲜见报道．

研究基因功能常用的方法有基因转导技术、反

义技术、基因敲除和敲入、基因诱捕技术等，其中反

义技术利用 ＤＮＡ或 ＲＮＡ分子通过 ＷａｔｓｏｎＣｒｉｃｋ碱
基配对原则与目的基因的ｍＲＮＡ互补结合，通过各
种机制使其降解或抑制其编码蛋白的翻译，从而抑

制特定目的基因的表达［７］．作为反义技术中的一种，
反义转基因技术已成为下调生物体内源目的基因表

达效果的一种有效手段．其中，具有延熟保鲜特性的
转基因番茄 Ｓｏｌａｎｕｍｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ的培育是最经典的
成功范例［８］．采用反义转基因技术导入反义重组基
因，以抑制机体内的基因表达，可阻断其生理功能．
中国科学院水生生物研究所研究团队利用促性腺激

素释放激素的反义基因抑制了转基因鲤鱼中促性腺

激素的合成和性腺发育［９］；反义桃拉综合病毒外衣

蛋白基因转基因虾显著增强了病毒抵抗力［１０］．在有
关Ｓｍａｄ４基因的研究中，通过构建反义 Ｓｍａｄ４真核
表达载体可以抑制 Ｓｍａｄ４蛋白的表达，从而减少Ⅰ
型胶原的表达量［１１］．为此，本研究拟通过 ＰＣＲ方法
和ＲＡＣＥ技术获得草鱼Ｓｍａｄ４ｃＤＮＡ全序列，并将开
放阅读框（Ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）序列反向插入真
核表达载体ｐｃＤＮＡ３１（＋）构建 Ｓｍａｄ４基因反义真
核表达载体ｐｃＤＮＡ３１（＋）ＡｎｔｉＳｍａｄ４，期望为进一
步研究Ｓｍａｄ４基因在草鱼胚胎发育过程中的生理机
制打下基础．

１　材料与方法
１．１　试验材料

２０１０年５月在广东省中山食品水产集团有限公
司南头养殖场采集３尾体质健康的草鱼，体质量为
（２０±０１０）ｋｇ，去鳞解剖后，采集肌肉组织，并立
即置于液氮中保存，运回实验室，置于－４０℃冰箱冷
冻保存备用．
１．２　主要试剂

总ＲＮＡ提取试剂盒（百泰克公司）；ＤＮＡＭａｒｋｅｒ
ＤＬ２０００、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴＰＣＲＫｉｔ、ｐＭＤ１９Ｔ载体、
ＤＨ５α、ＬＡＴａｑＤＮＡ聚合酶、ＥｃｏＲⅠ、ＸｈｏⅠ和 Ｔ４
ＤＮＡｌｉｇａｓｅ（大连 ＴａＫａＲａ公司）；ＳＭＡＲＴＴＭ ＲＡＣＥｃＤ
ＮＡＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ生物工程公司）；Ｐｌａｓ
ｍｉｄＭｉｎｉＫｉｔⅠ、ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ（ＯＭＥＧＡ公司）．
１．３　试验方法
１．３．１　总ＲＮＡ提取与 ｃＤＮＡ的合成　ＲＮＡ提取参
照百泰克公司总ＲＮＡ提取试剂盒说明书进行，利用
琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ纯度，然后使用微量分光
光度计测总 ＲＮＡ浓度．按照 ＴａＫａＲａＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ

ＲＴＰＣＲＫｉｔ说明书进行反转录合成 ｃＤＮＡ：ＯｌｉｇｏｄＴ
Ｐｒｉｍｅｒ１μＬ、总ＲＮＡ４μＬ、ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ１μＬ、ＲＮａｓｅ
ＦｒｅｅｄｄＨ２Ｏ４μＬ，反应程序为６５℃ ５ｍｉｎ，４℃条件
下保存；然后加入 ５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔⅡ Ｂｕｆｆｅｒ４μＬ、
ＲＮａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ０５μＬ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔⅠ ＲＴａｓｅ１μＬ和
ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄｄＨ２Ｏ４５μＬ，反应程序为 ４２℃ ３０
ｍｉｎ，９５℃ ５ｍｉｎ，４℃条件下保存．
１．３．２　草鱼 Ｓｍａｄ４基因 ｃＤＮＡ全序列克隆　以反
转录合成的ｃＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增草鱼 Ｓｍａｄ４基
因核心序列片段．ＰＣＲ反应体系２５μＬ：ｄｄＨ２Ｏ１９７
μＬ、ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２５μＬ、４×ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ０５μＬ、ｃＤ
ＮＡ１μＬ、Ｓｍａｄ４Ｆ（５′ＴＧＴＧＴＧＡＣＣＡＴＡＣＡＧＡＧＡＡＣ
３′）０５μＬ、Ｓｍａｄ４Ｒ（５′ＴＣＣＡＧＣＡＧＧＧＣＧＴＣＴＣＴＴ
ＴＡ３′）０５μＬ、ＬＡＴａｑ０３μＬ．ＰＣＲ反应条件：预变
性９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，６５℃３０ｓ，７２℃９０ｓ，３０
个循环；然后 ７２℃延伸 ８ｍｉｎ．ＰＣＲ产物经 １０
ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳检测后回收并克隆、测序，所
得的ｃＤＮＡ片段与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的已有物种的
Ｓｍａｄ４ｃＤＮＡ序列进行ＢＬＡＳＴ相似性分析．
３′ＲＡＣＥ试验按照ＳＭＡＲＴＴＭＲＡＣＥｃＤＮＡＡｍｐｌｉ

ｆｉｃａｔｉｏｎ说明书进行．用上述的逆转录反应液、５×ＰＣＲ
Ｂｕｆｆｅｒ１０μＬ、ｄｄＨ２Ｏ２８７５μＬ、ＴａＫａＲａＥｘＴａｑＨＳ
０２５μＬ、Ｓｍａｄ４３′ＲＡＣＥ（５′ＣＣＴＧＣＴＡＴＣＡＧＴＴＴ
ＧＴＣＴ３′）０５μＬ、Ｍ１３ＰｒｉｍｅｒＭ４０５μＬ进行首次
ＰＣＲ反应，反应条件：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，
５５℃ ３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，共３０个循环；７２℃延伸１０
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ｍｉｎ．巢式 ＰＣＲ使用的引物为 Ｍ１３ＰｒｉｍｅｒＭ４和
Ｓｍａｄ４３′２ＲＡＣＥ（５′ＡＣＣＣＡＣＧＧＣＡＧＡＧＣＡＴＴＡ３′）．
ＰＣＲ产物在琼脂糖凝胶中电泳检测后进行胶回收，并
克隆测序．

根据前一步克隆的 Ｓｍａｄ４基因的 ｃＤＮＡ序列，
设计２个下游引物 Ｓｍａｄ４５′ＲＡＣＥ（５′ＧＴＡＧＧＧＧＴ
ＴＣＡＣＡＣＡＧＡＣ３′）与 Ｓｍａｄ４５′２ＲＡＣＥ（５′ＡＧＣＧＴ
ＴＣＴＣＴＧＴＡＴＧＧＴＣ３′），合成 ５′ＲＡＣＥｃＤＮＡ方法参
照试剂盒说明书进行．首次 ＰＣＲ反应体系：１０×Ａｄ
ｖａｎｔａｇｅ２ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ５μＬ、ｄＮＴＰＭｉｘ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１
μＬ、１０×ＵＰＭ５μＬ、Ｓｍａｄ４５′ＲＡＣＥ１μＬ、５′ＲＡＣＥ
ＲｅａｄｙｃＤＮＡ２５μＬ、５０×Ａｄｖａｎｔａｇｅ２ＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＭｉｘ
１μＬ、ＰＣＲＧｒａｄｅｗａｔｅｒ３４５μＬ．反应程序与３′ＲＡＣＥ
一致，将退火温度改为６５℃，循环数为２５．取首次
ＰＣＲ产物５μＬ，用 ＴｒｉｃｉｎｅＥＤＴＡＢｕｆｆｅｒ稀释５０倍．
然后取５μＬ作为模板，引物为 Ｓｍａｄ４５′２ＲＡＣＥ和
ＮＵＰ各１μＬ，进行巢式 ＰＣＲ反应．ＲＡＣＥ试验产物
进行胶回收并克隆测序．
１．３．３　草鱼Ｓｍａｄ４基因的生物信息学分析　Ｓｍａｄ４
基因的分析、Ｓｍａｄ４蛋白的疏水性分析及功能结构
域分析在 ｅｘｐａｓｙ网站（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）完
成；蛋白功能位点及二级结构分析在 ｈｔｔｐｓ：∥ｗｗｗ．
ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ．ｏｒｇ／完成；系统发育树使用 ＭＥＧＡ４．０
软件完成．
１．３．４　Ｓｍａｄ４基因 ＯＲＦ片段的获得与鉴定　以反

转录合成 ｃＤＮＡ为模板，设计引物 Ｐ１（５′ＡＴＧＴＣ
ＴＡＴＣＡＣＡＡＡＣＡＣＧＣＣＣＡＣＣ３′）、Ｐ２（５′ＴＣＡＧＴＣＴＡ
ＡＣＧＧＣＧＴＧＧＧＧＴＣ３′），ＰＣＲ扩增 Ｓｍａｄ４基因 ＯＲＦ
片段，产物经凝胶电泳检测后回收并克隆测序．
１．３．５　带酶切位点的 Ｓｍａｄ４基因 ＯＲＦ片段的获得
与鉴定　将上述进行过验证的菌液提取质粒
ｐＭＤ１９ＴＡｎｔｉＳｍａｄ４，并以此为模板，Ｐ３（５′ＣＣＧ
ＣＴＣＧＡＧＡＴＧＴＣＴＡＴＣＡＣＡＡＡＣＡＣＧ３′）、Ｐ４（５′ＣＧ
ＧＡＡＴＴＣＴＣＡＧＴＣＴＡＡＣＧＧＣＧＴＧＧＧ３′）（加粗的为保
护碱基，带下划线为酶切位点）为引物进行 ＰＣＲ扩
增，反应体系及反应条件同 １３２．获得两端含有
ＸｈｏⅠ和 ＥｃｏＲⅠ ２个酶切位点的 Ｓｍａｄ４ＯＲＦ片段．
ＰＣＲ产物经凝胶电泳检测后回收并克隆测序．
１．３．６　反义真核表达载体的构建　如图１所示，将
Ｓｍａｄ４片段反向插入ｐｃＤＮＡ３１（＋）载体中．同时用
ＸｈｏⅠ和ＥｃｏＲⅠ对质粒ｐｃＤＮＡ３１（＋）进行双酶切，
反应体系：ＸｈｏⅠ１μＬ，ＥｃｏＲⅠ１μＬ，１０×ＨＢｕｆｆｅｒ
２μＬ，质粒１μｇ，加无菌水至２０μＬ．反应条件：３７℃，
２ｈ．利用相同的反应体系对 ｐＭＤ１９ＴＡｎｔｉＳｍａｄ４进
行双酶切．产物进行１０ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳，按照
ＯＭＥＧＡ胶回收试剂盒说明书纯化回收目的片段．连接
载体和 Ｓｍａｄ４片段，反应体系：１０×Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ
ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，Ｓｍａｄ４酶切片段１５μＬ，ｐｃＤＮＡ３１（＋）酶
切片段２μＬ，Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ１μＬ．１６℃连接１５ｈ，转
化并将菌液送至上海英骏生物技术有限公司测序．

ａ：ｐｃＤＮＡ３１（＋）载体；ｂ：插入的带酶切位点的反义Ｓｍａｄ４ＯＲＦ片段（加粗的为保护碱基，带下划线的为酶切位点，带框的为起始密码子，带
下划线虚线的为终止密码子）；ｃ：构建好的重组载体ｐｃＤＮＡ３１（＋）ＡｎｔｉＳｍａｄ４．

图１　反义Ｓｍａｄ４重组载体图谱
Ｆｉｇ．１　ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒｏｆａｎｔｉｓｅｎｓｅＳｍａｄ４

１．３．７　重组载体的 ＰＣＲ检测和酶切鉴定　提取重
组载体 ｐｃＤＮＡ３１（＋）ＡｎｔｉＳｍａｄ４，方法按照 ＯＭＥ
ＧＡ质粒提取试剂盒说明书进行．以 Ｐ１、Ｐ２为引物，

抽提的质粒为模板进行 ＰＣＲ检测，反应体系和条件
同１３２．用 ＸｈｏⅠ和 ＥｃｏＲⅠ双酶切重组载体 ｐｃＤ
ＮＡ３１（＋）ＡｎｔｉＳｍａｄ４，酶切产物进行１０ｇ·Ｌ－１琼
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脂糖凝胶电泳分析．然后，参照测序结果筛选阳性的
反义表达载体．

２　结果与分析
２．１　草鱼Ｓｍａｄ４基因 ｃＤＮＡ全序列及推导的氨基

酸序列分析

　　测序结果显示：草鱼 Ｓｍａｄ４ｃＤＮＡ全长为２９７４
ｂｐ，开放阅读框为１６４４ｂｐ（第３６７～２０１０ｂｐ），编码
５４７个氨基酸，其相对分子质量为５９６９０３，分子式
为Ｃ２６３２Ｈ４０７３Ｎ７５３Ｏ７９１Ｓ２４，理论等电点为６５，无信号

肽和跨膜序列．草鱼 Ｓｍａｄ４基因含有２个 Ｎ糖基化
位点，２个蛋白激酶 Ｃ磷酸化位点，４个酪蛋白激酶
ＩＩ磷酸化位点，９个Ｎ－豆蔻酰化位点和１个酰胺化
位点（图２）．
２．２　草鱼与其他生物 Ｓｍａｄ４蛋白氨基酸序列的相

似性比较和进化树分析

　　草鱼Ｓｍａｄ４氨基酸序列与其他生物的相似性比
较高，其全长序列与斑马鱼、鲤、非洲爪蟾 Ｘｅｎｏｐｕｓ
ｌａｅｖｉｓ、小鼠和人的相似性分别达到了 ９５６１％、
９４３３％、８４６３％、８５７７％和８５９５％（表１）．

阴影表示Ｎ－糖基化位点；加粗斜体表示蛋白激酶Ｃ磷酸化位点；双下划线表示酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化位点；方框表示 Ｎ－豆蔻酰化位点；粗下
划线表示酰胺化位点；“”表示终止密码子．

图２　草鱼Ｓｍａｄ４基因全长ｃＤＮＡ序列推导的氨基酸序列
Ｆｉｇ．２　Ｓｍａｄ４ｇｅｎｅｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｆｒｏｍｇｒａｓｓｃａｒｐ

表１　草鱼Ｓｍａｄ４蛋白氨基酸序列相似性比较
Ｔａｂ．１　ＨｏｍｏｌｏｇｙｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＳｍａｄ４ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅ

ｑｕｅｎｃｅｆｒｏｍｇｒａｓｓｃａｒｐ

物种
与草鱼相似性／％

全长 ＭＨ１ 连接区域 ＭＨ２
斑马鱼 ９５．６１ １００．０ ８９．３３ ９７．８３
鲤 ９４．３３ １００ ９１．５７ ９３．０４
非洲爪蟾 ８４．６３ ９９．２ ５８．１５ ９７．８３
小鼠 ８５．７７ ９９．２ ６２．３０ ９７．３９
人 ８５．９５ ９９．２ ６２．３０ ９７．８３

　　用ＭＥＧＡ软件构建了Ｓｍａｄ４蛋白氨基酸序列的
系统进化树（图 ３）．分析结果显示，草鱼和鲤鱼
Ｓｍａｄ４蛋白的亲缘关系比较近．
２．３　Ｓｍａｄ４蛋白疏水性分析

Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ软件的疏水性预测结果如图 ４所示，
Ｓｍａｄ４蛋白存在６个高分值（Ｓｃａｒｅ＞１５）峰，分布在
第１６～１８、４７３～４７４、４７７、４８０～４８１、４８３、４９７氨基酸
位点，属于高疏水性域；１９个低分值（Ｓｃａｒｅ＜－１．５）
峰，分布在第２６～２８、４５～５０、１００～１０１、１０３～１０４、
１０６～１０７、１５８～１６４、１７９、２４３～２４５、２４７、２５０、２５５～

２５８、２６５、２６７、２７０、２７７～２８５、３１４、４１４～４１５、４３６～
４４４、５１０～５１３氨基酸位点，属于高亲水性域．

Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌｕｓ：草 鱼 （ＡＤＲ８０６１６）；Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ：鲤

（ＢＡＢ７１７９２）；Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ：斑马鱼（ＡＣＡ５８５０２）；Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ：

尼罗罗非鱼（ＸＰ＿００３４５３９１０）；Ｘｅｎｏｐｕｓｌａｅｖｉｓ：非洲爪蟾 （ＮＭ＿

００１０９７０６７．１）；Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ：小鼠（ＡＡＭ７４４７２）；Ｓｕｓｓｃｒｏｆａ：猪（ＮＭ＿

２１４０７２．１）；Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ：牛（ＮＭ＿００１０７６２０９．１）；Ｐａｎｔｒｏｇｌｏｄｙｔｅｓ：黑猩猩

（ＸＭ＿００１１５５４８０．２）；Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ：人（ＢＡＢ４０９７７）；Ｓａｌｍｏｓａｌａｒ：大西

洋鲑（ＮＰ＿００１１３３７７５）．

图３　草鱼Ｓｍａｄ４蛋白氨基酸序列系统进化树分析
Ｆｉｇ．３　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＳｍａｄ４

ｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍｇｒａｓｓｃａｒｐ
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图４　Ｓｍａｄ４蛋白氨基酸序列的疏水性分析
Ｆｉｇ．４　ＨｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＳｍａｄ４

ｐｒｏｔｅｉｎ

２．４　Ｓｍａｄ４蛋白功能结构域和二级结构特征预测
用ＥｘＰａｓｙ服务器中的 Ｐｒｏｓｉｔｅ工具对 Ｓｍａｄ４蛋

白进行预测，发现 ２个结构域（图 ５ａ），第 １个为
ＭＨ１结构域，由第１５～１３９共１２５个氨基酸残基组
成；第２个是ＭＨ２结构域，由第３１８～５４７共２３０个
氨基酸残基组成．

Ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ软件预测结果如图５ｂ所示，Ｓｍａｄ４
蛋白二级结构中有５个α螺旋结构域，分布在第１２～
２１、３０～６０、３６８～３７８、４３５～４６１、５２５～５３７氨基酸区
域；有１２个 β－折叠结构域，分布在第６９～７１、８９～
９５、３１９～３２５、３３３～３３６、３４２～３４５、３８２～３８７、３９２～
３９５、４０２～４０５、４２１～４２４、４３０～４３３、４９３～５０２、５１８～
５２３氨基酸区域，其余区域均为无规则卷曲域．

ａ：Ｓｍａｄ４蛋白功能结构域；ｂ：Ｓｍａｄ４蛋白序列二级结构

图５　草鱼Ｓｍａｄ４蛋白序列二级结构和功能结构域预测分析
Ｆｉｇ．５　ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｄｏｍａｉｎｓａｎｄｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＳｍａｄ４ｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍｇｒａｓｓｃａｒｐ
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２．５　重组质粒构建与ＰＣＲ检测和酶切鉴定
以 ｐｃＤＮＡ３１（＋）ＡｎｔｉＳｍａｄ４为模板的 ＰＣＲ

扩增，可见１条长度约１６ｋｂ的目的条带．将测序结
果与已知的草鱼Ｓｍａｄ４基因 ＯＲＦ序列比对，序列一
致，Ｓｍａｄ４片段已经成功地反向插入了 ｐｃＤＮＡ３１
（＋）载体．如图 ６所示，ｐｃＤＮＡ３１（＋）共由 ５４２８
ｂｐ组成，ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ分别位于９５２和９８５ｂｐ处，
经双酶切后除去３３ｂｐ，再加上新插入的片段１６５５
ｂｐ，重组载体的长度为 ７０５０ｂｐ．重组表达载体
ｐｃＤＮＡ３１（＋）ＡｎｔｉＳｍａｄ４经ＸｈｏⅠ和 ＥｃｏＲⅠ双酶
切，可见在１６ｋｂ处有１条目的条带．

Ｍ１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ５０００；１：空载体 ｐｃＤＮＡ３１（＋）；２：重组载体
ｐｃＤＮＡ３１（＋）ＡｎｔｉＳｍａｄ４；３：重组载体双酶切检测；４：ＰＣＲ检测；
Ｍ２：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００．

图６　草鱼Ｓｍａｄ４反义真核表达载体的ＰＣＲ检测和双酶切鉴定
Ｆｉｇ．６　ＰＣＲａｎｄｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｖｅｃｔｏｒｐｃＤＮＡ３１（＋）ＡｎｔｉＳｍａｄ４ｆｒｏｍｇｒａｓｓｃａｒｐ

３　讨论与结论
从系统进化树分析结果来看，Ｓｍａｄ４基因推导

的氨基酸序列系统进化树主要分成２大支：鱼类和
哺乳类．系统进化树显示，草鱼与鲤、斑马鱼等鲤科
鱼类具有较近的亲缘关系，其中与鲤的亲缘关系最

近．进化树中各个物种 Ｓｍａｄ４蛋白的亲缘远近与各
自的分类地位相符合，说明 Ｓｍａｄ４蛋白的氨基酸序
列具有很高的保守性．相似性比较结果显示，草鱼
Ｓｍａｄ４基因符合 Ｓｍａｄ４基因高度保守的特征，与其
他鱼类相比，氨基酸序列的相似性都在９０％以上；与
人和小鼠等其他物种相比，氨基酸序列的相似性则

达到了８５％左右．草鱼 Ｓｍａｄ４基因推导的氨基酸序
列系统进化树分析结果和相似性分析都与传统的鱼

类分类地位相吻合．
Ｓｍａｄｓ蛋白非常保守，它们结构相似，均由保守的

Ｎ端ＭＨ１结构域［１２］、Ｃ端ＭＨ２结构域［１３］和富含脯氨

酸的连接区域构成．ＭＨ１结构域是Ｓｍａｄｓ蛋白的１个
ＤＮＡ绑定区域，通过β－发夹结构与ＤＮＡ结合，ＭＨ２
结构域位于Ｓｍａｄｓ蛋白的Ｃ端，对与Ｉ型受体结合、磷
酸化触发、异源低聚物形成及转录激活等都有作用，对

于Ｓｍａｄ４与其他Ｓｍａｄ分子形成低聚物及调节转录有
十分重要的作用．结构域 ＭＨ１和 ＭＨ２可相互作用，
ＭＨ２结构域抑制ＭＨ１结构域的ＤＮＡ结合功能，ＭＨ１
结构域抑制ＭＨ２结构域的转录激活功能［１４］．本试验
克隆的草鱼Ｓｍａｄ４基因经软件分析发现，由它推导的
氨基酸序列ＭＨ１结构域位于第１５～１３９个氨基酸残
基处，ＭＨ２结构域位于３１８～５４７个氨基酸残基处，
中间为连接区域，是典型的Ｓｍａｄｓ蛋白结构．

已有研究发现 Ｓｍａｄ４蛋白的 ２个功能结构域
（ＭＨ１、ＭＨ２）比较保守，而富含脯氨酸的连接区域是
可以进行不同剪切的，不同的选择性剪切可以造成

Ｓｍａｄｓ蛋白的连接区域长短不同．在非洲爪蟾体内发
现了２种 Ｓｍａｄ４的剪切体，尽管二者在连接区域存
在差异，但是两端的功能结构域都非常保守［１５］，而且

２个剪切体都具有相似的转录活性［１６］，在鲤中也发

现了４种不同的Ｓｍａｄ４剪切体［１２］，它们的ＭＨ１结构
域均含有１４１个氨基酸残基，ＭＨ２结构域氨基酸数
量也相差不多．草鱼与其他几个物种的 Ｓｍａｄ４氨基
酸序列相似性比较显示，ＭＨ１结构域的相似性极高，
与斑马鱼和鲤达到了１００％，ＭＨ２结构域的相似性
也很高，除了鲤以外，相似性均在９７％以上，而中间
连接区域的相似性则相对较低，除了与斑马鱼和鲤

相比在９０％以外，与其他几个物种相比均在６０％左
右．据此推测，Ｓｍａｄ４蛋白结构和功能的保守性可能
与ＭＨ１和ＭＨ２这２个功能结构域的高度保守有关．

Ｓｍａｄ４是ＴＧＦβ信号传导的中心环节，它在分
子伴侣 ＴＲＡＰ１（ＴＮＦＲａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，肿瘤坏死
因子受体相关蛋白 １）［１７］的作用下与受体激活型
Ｓｍａｄｓ结合形成异源复合物，将信号传导至细胞核
内，研究发现，受体激活型 Ｓｍａｄ与 Ｓｍａｄ４形成的异
源复合物是由２个受体激活型Ｓｍａｄｓ和Ｓｍａｄ４组成
的异源三聚体［１８］，异源三聚体进入细胞核后通过３
种方式作用于靶基因．第１种是异源三聚体直接与
ＤＮＡ结合，Ｓｍａｄ４通过识别靶基因上的５′ＡＧＡＣ３′
序列，并通过Ｎ端ＭＨ１结构域利用 β－发夹结构与
之结合，从而调节靶基因的转录［１９］；第２种是 Ｓｍａｄｓ
蛋白通过与其他 ＤＮＡ结合因子相互作用而与 ＤＮＡ
结合［２０］；第３种是Ｓｍａｄｓ蛋白复合物与非ＤＮＡ结合
因子相互作用［１６］．根据软件预测结果，草鱼 Ｓｍａｄ４
蛋白的ＭＨ１结构域也存在２个 β－折叠，具备形成
β－发夹结构的条件，暗示草鱼 Ｓｍａｄ４蛋白可能与其
他物种的Ｓｍａｄ４蛋白一样具有ＤＮＡ结合功能［１９］．
１９８４年，Ｌｚａｎｔ等［２１］就发现反义ＲＮＡ具有下调目

的基因表达的功能．目前，反义基因技术已在鱼类研究
中得到了应用，Ｕｚｂｅｋｏｖａ等［２２］研究发现带重组反义

ｓＧｎＲＨ（促性腺激素释放激素）载体的转基因大西洋
鲑鱼Ｓａｌｍｏｓａｌａｒ的ｓＧｎＲＨ表达量远远低于非转基因
鱼．有关鱼类的 Ｓｍａｄ４反义基因技术的研究鲜见报
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道，本试验构建了草鱼反义 Ｓｍａｄ４基因真核表达载
体，以探究草鱼Ｓｍａｄ４基因在其胚胎发育等过程中的
作用．在构建反义真核表达载体的过程中，本文选择真
核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１（＋）［２３］，载体上人巨噬细胞介
导的启动子（ＣＭＶ）保证重组蛋白高效地表达［２４］，丰

富的多克隆位点有助于目的片段的有效插入和扩增，

牛生长激素 ｐｏｌｙＡ尾巴（ＢＧＨｐＡ）能高效地终止转
录［２５］，载体上的ｐＵＣｏｒｉ则保证了载体在大肠埃希菌
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ体内的增殖和合成．因此，本试验构建
的草鱼反义 Ｓｍａｄ４基因真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３１
（＋）ＡｎｔｉＳｍａｄ４可为进一步研究草鱼Ｓｍａｄ４基因的
功能及在胚胎发育过程的作用机理奠定基础．
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