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赤鹿 S ry 基因的定位及 Y 染色体的鉴别
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摘要 应用流式细胞仪分离赤虎的 l
,

Y l ,

砚 染色体
,

通过简并寡核普酸引物聚合

酶链式反应 (oo P
一

代R ) 增加模板数量
.

用人的性别决定基因 H MG 框内设计 1 对引

物进行 CP R 扩增
.

在雄性赤虎 姚 染色体 DO-P CP R 产物中扩增出与人 SRY 基因同源

的 s yr 基 因片段
,

经克隆测序后
,

初步证明赤虎几 染色体是真正 的 Y 染色体
,

同时对

赤虎 S yr 基因进行了初步定位
.

关链词 赤度 S叮基因 D O .P p C R 性染色体

赤鹿 ( uM砚沁k m u耐诚。 ,内笋an ils )是 目前 已知 的哺乳动物中染色体最少的动物
,

其核型为

Z n = 6早
,

7 舍〔’ 〕
.

雄性赤鹿具有两条 Y 染色体
,

究竟是哪一条 Y 染色体在性别决定机制中起

作用还是两条 Y 染色体均起作用 ? 这是一个令人迷惑的问题
.

20 世纪 50 年代末
,

人们才知道哺乳动物的性别决定依赖于 Y 染色体
,

推测 Y 染色体上应

有一种皋丸决定 因子 ( est ist de t

~ iin gn fac otr
,

DT )F 决定性岭发育为肇丸
.

直到 19喇〕年
,

iS n -

e l a ir [ 2 ]等才克隆到人 Y 染色体上的性别决定 区基因 (
, ex d e te

耐
n i n g er ig

o n o f 小 e e h or mo
s o

me y
,

SYR )
,

在人类称为 SYR
,

其他动物称为 S yr
.

该基 因在所有已检测 的哺乳动物 中是高度保守

的
.

199 1年
,

K oo p l n an a[] 等将含有 物 基因的 14 kb DN A 片段导人雌鼠体 内地诱导 出雄性转基

因小 鼠
,

从而确定小 鼠 s yr 基因就是 I U y ( t es ist
一

de et 丽 in gn y )
,

也使 s R Y 基因成为人类 DT F 的最

佳候选基因
.

我们应用流式细胞仪染色体分离技术
、

DO-P CP R 和在人 S R y 基因 HM G be x
内设计引物进

行特异性扩增 赤鹿的 SYR 基因的方法
,

成功地将赤鹿的 Syr 基 因进行 了克隆和测序
,

从而在

分子水平上确定了 几 在赤鹿的性别决定中起真正的作用
.

1 材料与方法

1
.

1 材料

赤鹿雄性细胞株来 自胚胎肺组织
,

引 自中国科学院昆明动物研究所细胞库
.
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1
.

2方法

1
.

2
.

1 染色体的制备及分离

细胞按常规培养
,

加秋水仙素
,

低渗
、

离心
,

沉淀悬浮在 500 拜L PA B 缓冲液
,

用 40 滩 / mL
色霉素 3A

,

2 lnnI
o F L M爵仇

,

2拼g/ mL Hoe
c
ha t 33 2 5 8 固定染 色体至少 2 h

.

染色体分离前 10

而
n ,

加人亚硫酸钠 和柠檬酸钠 (终浓度分别为 or
~

F L
,

25
~

F )L
.

染色体置于 FA C S住rI 正

向分离器 (ecB otn iD ck isn on )中
,

分离出赤鹿的 1号
,

Y l
及 姚 染色体闭

.

1
.

2
.

2 D O P
.

P CR

引物序列
: 5

一

C CGA C代GA NG NN NNN A叭汀GG
一

3
.

100 拌L 反应 物如下
: T a q 酶 2

.

S U
,

d y rP

0
.

2

~
F L

,

引物 50 p m o l
,

模板 50
一 100 gn

.

反应参数为
:
94 ℃

,

9 而
n ,

1个循环 ; 94 ℃
,

1 而
n ,

3 0℃
,

1 而
n ,

7 2℃
,

3 而
n ,

9 个循环 ; 9 4℃
,

l 而
n ,

62 ℃
,

l 而
n ,

7 2℃
,

3 而 n ,

3 0 个循环 ; 7 2℃ 10

而
n

.

在 1%琼脂糖凝胶电泳 10 一 巧 m in 检查扩增产物
.

1
.

2
.

3 Syr 基因特异性扩增
、

克隆及鉴定

SYR 引 物 参 照 文 献 「5 」设 计
,

序 列 为 5气 T GAA GC GA C C CA TG AAC 0 3
,

和 5
尸 -

c GA CGA GGA C GAT AC TT A3
, .

反应体系如下
: T a q 酶 2

.

S U
,

dNTp 0
.

2

~
F L

,

引物 0
.

5 脚
o F

L
,

分别取 1号
、

Y , 和 姚 染色体的 oo P
一

CP R 产物各 4 拼L作为模板
,

加无菌水至终体积 100 沙
.

条件如下
:
94 ℃ 5 而

n ,

1个循环 ; 94 ℃
,

1 而
n ,

58 ℃
,

1 而
n ,

72 ℃
,

1 而
n ,

35 个循环 ; 72 ℃ 20

而
n

.

5 拌L 反应产物进行琼脂糖电泳
.

只有 姚 的 D OP
一

CP R 产物扩增 出 Zoo bP 的片段
.

从低

熔点胶纯化回收的 cP R 产物 ( 25 喇汕 )
,

用 -T A 互补克隆法 e[] 将赤鹿物 基 因的扩增产物克

隆到 pGE M
一

T 载体中
,

转化 DSH
。
菌

,

通过
。
互补筛选和菌落 CP R 验证

,

挑选出一个阳性克隆
,

进行测序
.

2 结果与讨论

2
.

1 D O口
.

P C R 的扩增

oo -P cP R 扩增赤鹿 1号
,

Y l ,

姚 染色体的产物约为 l oo bP
-

2仪刃 坤 的片段
,

其浓度约为 50
一 100 呵

拌L (图 1)
.

2
.

2 s yr 基因 I卫以G
.

b o x 的 P C R 结果

用 场 基因 H MO box 序列设计的引物在雄性赤鹿 h 染色体

D oP
一

代R 产物中扩增 防 基 因片段
,

在 1 号及 Y ;
染 色体 DO -P CP R

产物未见特异扩增带 (图 2 )
.

赤鹿 防 基因 MH O bex CP R 产物的

克隆测序的结果见图 3
.

2
.

3 讨论

D ( ) P
~

PCR 是 一种 通 用 引物 扩增 方 法
,

可 以扩增 未 知 序 列
.

oo -P CP R 的原理是在足够低 的复性温度下
,

只有引物 3’ 端的 6 个

特异性碱基与模板 DNA 结合 (理论上模板 DNA 上每妒个碱基 中就

有一个结合位点 )
,

因此任何 6 个特异性序列都可以按这样的频率

bP

一 5 0 0

— 2 0 0

图 1 雄性赤鹿 1号
,

Y , ,

飞

染色体 DO P
`

CP R 扩增结果
,

1
,

Y , ; 2
,

2Y ; 3
,

l 号染色体 ;

4
,

100 帅 DNA 标记

与模板 DNA 结合
,

进行高密度的扩增
,

所以它 的扩增产物可以完整地代表原始 DN A 样品图
.

这种方法特别适用于 DNA 模板量较少时 (如单个分离的染色体 )
,

具有简便
、

高效的特点
.

施立明等【“ 〕对鹿属动物曾在细胞水平上作过大量研究
,

对染色体及核型 的研究表 明在魔
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b P

一 3 00 0

一 2 00

图 2 雄性赤魔 衡 H憾 ; 咏
扩增结果

.

1
,

lY
; 2

,

2Y ; 3
,

l

号染色体 ;4
,

1田坤 DNA 标记
.

属动物中广泛地存在着染色体多态性
.

赤鹿雄性和雌性之间存在

着数目上 的差异
,

雄性要 比雌性多 1 条性染色体
.

马昆等 0[] 对赤

鹿的精母细胞 联会复合体研究 中认为性别决定模式为 XAX A /

X AY
.

我们通过流式细胞仪染色体分离技术
、

D O-P CP R 和代 R 技术
,

以赤鹿的 Y 染色体 IX ) -P CP R 产物为模板
,

用人的性别决定基因

(阮
x ~

det
e rr in in gn R e

ig on of ht e Ch or m OOS
n l e Y

,

SYR )中 HM G 框内的 1

对引物进行 CP R 扩增 S yr 基 因片段
,

进行克隆
、

测序结果表明赤鹿

柳基因的保守区序列 与人 SYR 基因保守 区序列 的同源性高达

82
.

6%
,

将赤鹿 S yr 基 因定位于赤鹿的 姚染色体上
,

证实 几是真正

意义上的性染色体
.

C C T T C A I
,

1
,

C T

C C C A A A产T G C

A A GG C T T A C A

T A C T A GC C A I
,

G T G G TC T C G T

A A A A C T C AG A

G A I〔 ℃T G A A A

A C A C C G A G A C

G A A C G A AG A C

G A TC A G C AA G

AG C G C C C A T I…

A A尤队C C C G G

GA A A G G T A A C

C A G ( !T G GG G T

C l
,

1
,

】
,

G A GG AG

C C T八T

肠订A G A G A A T

A TG A G T G G A A

C C A C A G A G A C

图 3 赤虎 卿 基因 MH O hax 序列
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