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Abstract: Nitric oxide ( NO) is a highly reactive, labile gas produced by the enzymatic conversion of L -

arginine by nitric oxide synthases NOS. In mammals, NO mediates multiple physiological processes from

cardiovascular control to neural transmission. Three NOS isoforms neuronal, inducible and endothelial have been

cloned, sequenced and characterized from several mammalian species. nNOS isoforms were characterized from

adult grouper ( Epinephelus coioides ) by using RT- PCR with degenerate oligonucleotide primers designed against

a portion of the mammalian NOS gene that codes for the calmodulin - binding region, this region was chosen

because it is highly conserved among NOS sequences to date and is a functionally important region of NOS

proteins. A partial gene sequence of 377 bp corresponding to mammalian nNOS is obtained. This sequence

showed 82% - 83%, 85% - 93% homogeneity with that of mammalian and the other f ish respectively. The

deduced amino acid of E . coioides show s high identity with that of mammalian ( 92% - 93%) , and the other fish

( 93%- 99% ) . Phylogenetic analysis of these sequences conf irms the conserved nature of NOS, particularly of

the calmodulin- binding domains.
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一氧化氮合酶 ( nitric oxide synthase , NOS)专一性催化 L- 精氨酸转化为 L- 瓜氨酸和一氧化氮( nitric oxide , NO ) , 产

物NO 是一种重要的生物信使分子, 对其功能和代谢的研究越来越受人们的重视[ 1]。国际上,鱼类 NOS 的研究还刚起

步,已有研究者在鱼类中检测到 NOS 的存在[ 2- 5]。虹鳟[6]、金鱼[ 4]、大西洋鲑[7]和沟鲶[ 8]的诱导型 NOS( iNOS)和 神经型

NOS( nNOS)的部分序列已鉴定。国内对哺乳动物的 NOS 也进行了研究[ 9- 11] , 尚未见关于鱼类 NOS 方面的研究报道。
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斜带石斑鱼( Epinephelus coioides )俗称青斑 ,其肉鲜味美, 价格稳定, 倍受东南亚及我国广大消费者的青睐, 为海水名

贵鱼类。本文选用斜带石斑鱼进行一氧化氮合酶( NOS)基因研究,为重组 NOS 产品的研究提供依据。

1 � 材料和方法

1. 1 � 材料

1. 1. 1 � 实验鱼
斜带石斑鱼采自广东省大亚湾水产试验中心。

1. 1. 2 � 菌种
大肠杆菌( E. coli) DH5�为中山大学水生经济动物研究所鱼类分子生物学实验室保存。

1. 1. 3 � 工具酶和试剂
Trizol Reagent total RNA isolation Reagent、SuperscriptTM First- Strand Synthesis System for RT- PCR Kit为 GIBcoBRL 公司

产品; EX TaqE、限制性内切酶为 TaKaRa公司产品、pGEM- T easy vector systems 为 Promega 公司产品。E. Z . N . A . Gel

Extraction Kit、E. Z . N. A. Plasmid Miniprep Kit为 Omega 公司产品。相关试剂均为国产分析纯试剂。

1. 2 � 方法

1. 2. 1 � 石斑鱼下丘脑组织总 RNA提取

将活的斜带石斑鱼断头处死,分离 100�g 下丘脑组织, 用 DEPC 水洗掉血液后, 按照进口 Trizol试剂说明书所提供

的方法提取总RNA。定量, 电泳鉴定其质量后, 置- 80 � 备用。

1. 2. 2 � RT- PCR扩增石斑鱼 NOS编码区 377bp cDNA片段

引物委托上海申友生物技术有限责任公司合成,引物设计参考哺乳动物和其它鱼类 NOS 编码区的保守区, 设计简

并引物。

P1: 5� GGYTGGTACATGRGCACYGAGATYGG � 3�; � P2: 5� CCNGTBTTYCAYCAGGAGATG � 3�

P3: 5� GGRTCNCCRTTSCCAAAKGT � � 3�; � � � � P4: 5� AAGGCRCARAASTGDGGRTA � 3�

其中 P1、P4 为合成 NOS 的第一轮引物; P2、P3 为套式 PCR引物。

按照逆转录试剂盒 SuperscriptTM First- Strand Synthesis Sistem for RT- PCR kit提供的方法进行 cDNA 合成, 产物置于

冰上待PCR反应。PCR反应条件根据 EX TaqE 试剂盒提供的试剂比例设置。退火温度为55 � , 由 Biometra 的 PCR 仪设

定 PCR 操作程序自动完成,置于 4 � 备用。

1. 2. 3 � 石斑鱼 NOS编码区 377bp片段克隆

将 PCR 产物用 E. Z . N. A. Gel Extraction K it纯化后,与 PGEM- T Easy Vector载体连接, 转化感受态大肠杆菌 DH5�,

按照E. Z . N. A . Plasmid M iniprep Kit要求进行质粒的分离纯化。将纯化后的质粒 DNA 用限制性内切酶 EcoRI 酶切鉴定。

1. 2. 4 � DNA序列分析
委托上海申友生物技术工程公司进行双向测序。

1. 2. 5 � NOS序列系统树分析
NOS序列系统树分析的材料来源于 GenBank, 应用 Clustal 1. 5 软件对钙调蛋白区氨基酸进行系统树分析。

2 � 结果

2. 1 � RT- PCR扩增石斑鱼NOS编码区 377bp cDNA片段及其克隆

利用总RNA 反转录得到的 cDNA 为底物, 以引物 P1、P4 和 P2、P3 进行套式 PCR,成功合成了 377bp 的 NOS 编码区

cDNA片段。RT- PCR产物与 T- easy载体连接后,转化入大肠杆菌 DH5�, 回收纯化后的质粒经酶切鉴定,其中全部为

插入的 NOS 编码区 cDNA 片段,结果见图 1。

2. 2 � 序列分析

双向测序后得到的片段,序列如图 2 所示。
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图1 � 石斑鱼套式 PCR产物

Fig. 1 � Nested amplification product
1.分子量标准; 2.套式 PCR产物

1. 100bp marker; 2. nested PCR product

图 2� nNOS部分核苷酸及推测的氨基酸序列

Fig . 2� The nucleotide sequence of nNOS cDNA

synthesized by RT- PCR from grouper hypothalamic tissue

and deduced amino acid sequence
下划线为钙调蛋白结合区 the calmodulin-binding domains are

underlined

2. 3� 同源性比较

将得到的石斑鱼碱基序列和推断的氨基酸序列与其它鱼类和哺乳类的相应序列进行比较,结果见表 1 和图 3。

表 1 � 石斑鱼 NOS与其它已知类型 NOS比较

Tab. 1 � Identities of grouper NOS to others

拉丁学名
species

常用名
common name

蛋白质
protein

氨基酸同源性( % )
amino acid identities

碱基同源性( % )
nuclotide identities

Epinephelus coioides 石斑鱼 grouper nNOS 100 100

Danio rerio 斑马鱼 zebraf ish nNOS 98 85

Takifugu poeilonotus 河豚 fugu nNOS 95 88

Homo sapiens 人 human nNOS 93 83

Oryctolagus cuniculus 兔 rabbit nNOS 92 82

Rattus noregicus 鼠 rat nNOS 92

Cavia porcellus 豚鼠 guinea pig nNOS 92 83

Salmo salar 大西洋鲑Atlantic salmon nNOS 93 85

Stenotomus chrysops 刺棘鲷 scup nNOS 99 93

Oncorhychus mykiss 虹鳟 rainbow trout iNOS 53

Homo sapiens 人 human eNOS 63

图 3� 由石斑鱼 NOS 基因推断的氨基酸序列与其它鱼类及人的比较结果

Fig. 3 � Multipe alignment of protein sequences predicted from the diferent nitric ox ide synthases genes

CaM indicated conserved elements characteristic ( the calmodulin-binding domains) for the different fish and human

CaM为钙调蛋白, grouper 代表石斑鱼, scup代表刺棘鲷, human代表人, goldfish代表金鱼
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图 4� NOS 系统树分析结果

Fig . 4� Unrooted NOS phylogenetic trees

human nNOS, 人的 nNOS, Homo sapiens, L02881; rat nNOS, 大鼠的

nNOS, Rattus rattus , X59949; mouse nNOS, 家 鼠的 nNOS, Mus

musculus , D14552; scup nNOS , 刺棘鲷的 nNOS, Stenotomus chrysops,

AF191749; human iNOS, 人的 iNOS , Homo sapiens , X73029; rat iNOS,

大鼠的 iNOS, Rattus noregicus , L12562; mouse iNOS, 家鼠的 iNOS, Mus

musculus, M87039; chicken iNOS , 鸡的 iNOS, Gappus gallus, U46504;

rainbow trout,虹鳟的 iNOS, Oncorhynchus myki ss, X97013; goldf ish iNOS,

金鱼的 iNOS, Carassius auratus, X97603; human eNOS, 人的 eNOS,

Homo sapiens , M95296; bovine eNOS,牛的 eNOS, Bos taurus, M89952;

pig eNOS, 猪的 eNOS, Sus scrofa , U59924; f ruit f ly NOS ,果蝇的 NOS,

Drosophila melanogaster , U25117; blood sucking bug NOS,臭虫的 NOS,

Rhodnius prolixus, U59924; tobacco hornworm NOS,蛾的 NOS, Manduca

sexta, AF062749; mosquito NOS, 蚊 的 NOS, Anopheles stephensi ,

AF053344; snail NOS, 蜗牛的 NOS, Lymnaea stagnalis AF012531; sea

urchin NOS 1, Arbacia punctulata, 海胆的 NOS1, AF191750; sea urchin

NOS2, Arbacia punctulata ,海胆的NOS2, AF191751

2. 4 � 系统树分析

系统树分析结果表明, 本实验克隆的基因为 nNOS,

而不是 iNOS 和 eNOS, 结果见图 4。

3 � 讨论
将测得编码石斑鱼 nNOS 的 377 个碱基及推测的氨

基酸序列输入 GenBank进行同源性比较 ,结果表明石斑鱼

与哺乳类动物的碱基序列同源性为 82% ~ 83% ; 与鱼类

的碱基序列同源性为 85% ~ 93%。推测的氨基酸序列与

哺乳类动物、其它鱼类相应序列的同源性分别为 92% ~

93%、93% ~ 99% 。证明一氧化氮合酶的钙调蛋白结合区

具有高度的保守性, 提示该区域在鱼类生理功能中具有

重要意义。

NOS的基因结构均由一连串相对独立的分子结构域

折叠组成, 包括 L - Arg 结合区、CaM 结合区、FMN 结合

区、FAD 结合区和 NADPH 结合区, nNOS 合成 NO 的催化

功能依赖于 CaM 的调节, 其识别位点在 CaM 结合区, 通

过 CaM 与该位点的特异结合,启动合成过程的电子传递,

从而调控 NO的合成[ 12]。

近来关于 nNOS在生殖中的作用愈来愈引起人们的

重视。目前越来越多的证据表明, nNOS 与性成熟有

关[13] , 并能刺激促性腺激素的分泌[ 14] , 今后可以在此基

础上, 进行石斑鱼 NOS 重组的表达研究, 探讨重组 NOS

产品对石斑鱼繁殖的影响。
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