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摘要　　用特异于 HMG-box 保守区的兼并引物扩增了异源四倍体鲫鲤及其原始亲本 (红鲫和鲤

鱼)的 Sox 基因.异源四倍体鲫鲤的扩增产物共有 4 条带 , 大小分别约为 200 , 600 , 900 和

1900 bp , 而其原始亲本的扩增产物只有 3条带 , 且在雌雄个体中未发现性别特异扩增带.回收雄

性四倍体鱼 600 bp扩增带 , 经亚克隆及测序分析得到一个新的编码 71个氨基酸残基的基因.该基

因与虹鳟鱼 (Oncorhynchus mykiss)、 蟾蜍 (Xenopus laevis)、 鲤鱼 (Cyprinus carpio)等的 Sox9

基因相似性达 97%, 据此命名为 Atsox9a.通过计算机分析和 RT-PCR方法确定该基因含有内含

子 , 并获得其内含子的序列和剪切位点 , 此内含子剪切位点在进化上是保守的.Atsox9a 对于研究

异源四倍体鲫鲤性别决定和分化机制及脊椎动物性别进化具有重要的理论意义.

关键词　　异源四倍体鲫鲤　Sox9a 基因　内含子

　　1990年 Sinclair 等[ 1]分离出的人的睾丸决定基

因(SRY)是性别决定及分化机制研究领域的一个重

大突破 , 使人们对性别决定及分化机制的认识有了

较大发展.SRY 基因具有高度的进化保守性 , 在许

多物种中已发现 S RY 的同源基因 , 如果蝇 、 两栖

类 , 鸟类和其他哺乳动物[ 2 , 3] .这些基因都具有

S RY 基因的 HMG 盒(high mobili ty group box)基

序 , 现已把同 S RY 保守区 HMG 基序具有 60%以

上相似性的基因统称为 S RY 基因即 Sox 基因

(SRY-box gene)[ 4] .目前已在不同的物种包括哺乳

类 、爬行类 、两栖类 、鱼类以及昆虫类中克隆了 30

多个这样的基因 , 而这些基因编码的氨基酸序列从

人类到果蝇都是高度保守的[ 2 , 5] .Sox 蛋白是一个

具有 HMG盒的转录因子家族 , 由 8 个亚组(A-H)

构成[ 6 , 7] .研究表明 Sox 基因在揭示脊椎动物性别

决定的分子机制和胚胎发育中的基因调控具有十分

重要的意义 , 如 Sox5 , Sox9 , Sox17 等与性别决

定和精子发生有关;Sox2 , Sox3 , Sox11 与神经系

统发育有关[ 8 , 9] .在这些基因中 Sox5 , Sox9 ,

Sox17 , Sox20 , Sox8 等具有不同数目的内含子 ,

而 Sox9 和 Sox17 有一个内含子位于 HMG 盒内.

Sox 基因盒区内含子的剪接可能具有重要的作用 ,

如在哺乳类 , Sox17 基因内含子的不同剪接方式对

精子的正常形成必不可少[ 10] , 而 Sox9 基因内含子

也有两种切除方式 , 产生的两种蛋白可能会诱发两

种不同的发育分化机制
[ 11]

.

湖南师范大学生命科学学院与其协作单位合

作 , 研制出两性可育 、能自然繁殖的异源四倍体鲫

鲤群体[ 12] , 其原始母本为红鲫(Carassius auratus

red variety), 原始父本为湘江野鲤(Cyprinus carpio

L .X iangJiang).经染色体 、 DNA含量等方法检测

证实鲫鲤F1 ～ F2 代为二倍体(2 n=100), F3 ～ F 11代
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为四倍体(4n =200)[ 12 ,13] .异源四倍体鲫鲤雌 、 雄

两性可育并能自然繁殖 , 形成了一个遗传性状稳定

的四倍体鱼新种群.利用四倍体鱼与二倍体鲫 、 鲤

鱼杂交 , 获得了具有生长快 、肉质鲜美 、 抗病力强

等优良性状的三倍体湘云鲫 、 湘云鲤 , 并在全国 28

个省市推广养殖 , 取得了显著的经济和社会效益.

以前我们对四倍体鲫鲤和三倍体湘云鲫的染色体 、

DNA含量 、 性腺发育 、 配子的特征 、 胚胎发育 、

mtDNA等生物学特征进行了较系统的研究[ 12 ～ 19] ,

但是至今还没有关于它们与性别相关基因的报道.

本文采用 PCR亚克隆技术及 RT-PCR , 对异源四倍

体鲫鲤 Sox9a基因进行研究 , 旨在为异源四倍体鲫

鲤性别决定的分子机制及 Sox9 基因的进化等研究

提供分子生物学证据.

1　材料与方法

1.1　材料

异源四倍体鲫鲤及原始亲本红鲫和鲤鱼均取自

湖南师范大学” 国家四倍体鱼种质资源保护基地” ,

性别按活体解剖确定 , 均为性成熟个体.兼并引物

参照 Sox 基因保守区序列[ 20] , 由 Sangon 公司合

成.上游引物:5' TGAAGCGACCCATGAA(C/T)

G3' , 下游引物:5' AGGTCG(A/G)TACTT(A/G)

TA(A/G)TT3' .

1.2　基因组 DNA的提取及 PCR扩增 Sox 基因保

守区

取四倍体鱼及原始亲本的血液提取基因组

DNA , 实验方法参照文献[ 21]进行.PCR扩增反应

总体积为 25 μL , 其中基因组 DNA 80μg , 每种

dNTP 200μmol·L-1 , 每种引物各 0.3μmol·L-1 ,

TaqDNA聚合酶 0.9U , 反应液在 94℃变性 1 min ,

52℃退火 1min , 72℃延伸 1min , 共 35个循环 , 最

后在 72℃延伸7min.PCR产物在 1.5%琼脂糖凝胶

电泳中分离后 , 选取雄性四倍体鱼 600 bp左右扩增

片段 , 用 Sangon公司胶回收试剂盒纯化.

1.3　PCR产物的克隆及序列分析

将回收的 DNA 片段克隆于载体 pUCm-T 中 ,

转化到大肠杆菌 DH5a , 经培养后 , 采用 PCR方法

进一步筛选阳性菌株;对阳性菌株扩大培养后提取

质粒并用 PstI 酶切鉴定.对筛选到的不同阳性克隆

进行测序并推测编码的氨基酸序列 , 在 NCBI 数据

库查找斑马鱼 、 黄鳝 、 鼠 、 鲤等相应的氨基酸序

列 , 用 Jellyfish(2.1)软件进行同源性分析 , 根据其

与查询序列的最高相似性而命名所得克隆.

1.4　总 RNA的提取及 RT-PCR

取雄性四倍体鱼精巢提取总 RNA.RT-PCR反

应总 体 积 为 25 μL , 含 25 pmol·L -1 每 引 物 ,

1.5mmol·L-1 MgCl2 , AMV 反转录酶和 Taq聚合

酶各 1 U.反转录条件为:42℃热循环 60 min进行

cDNA第一链的合成 , 接下来的 PCR反应程序为:

94℃预变性4min , 然后进行 30 个热循环 , 每一个

热循环包括 94℃变性1min , 55℃退火 40 s , 72℃延

伸1min , 最后在 72℃延伸10min.取 PCR 产物用

1.5%的琼脂糖凝胶电泳进行检测.对 PCR产物进

行克隆及测序 , 方法同 1.3节所述.

2　结果

2.1　四倍体鱼及其原始亲本 Sox 基因的扩增

PCR扩增产物琼脂糖凝胶电泳结果如图 1.在

雌雄四倍体鱼中有 4条明显的扩增带 , 分子大小分

别约为 200 , 600 , 900和 1900 bp , 而在其原始母本

红鲫和原始父本鲤鱼中均只有 3条扩增带 , 大小分

别约为 200 , 600和 1900及 200 , 500和 900 bp.这

些结果表明在四倍体鱼及其原始亲本中存在 SRY

的同源基因 , 但在雌雄四倍体鱼中均未发现性别特

异扩增带.选取雄性四倍体鱼 600 bp左右的扩增带

回收后亚克隆.

图 1　异源四倍体鱼及其原始亲本 Sox 基因的扩增图谱

M , 100bp DNA分子标记;1 , 雌性四倍体鱼;2 , 雌性红鲫;

3 , 雌性鲤鱼;4 , 雄性四倍体鱼;5 , 雄性红鲫;6 , 雄性鲤鱼
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图 2 　计算机推测的 Atsox9a 内含子剪切位点

A , Atsox9 a 基因的 DNA 序列 , 其中下划线表示内含子的剪接位点;B , 根据 Atso x9a 基因序列推导的氨基酸序列

图 3　异源四倍体鱼 Sox9 a 基因组序列与 cDNA序列的比较

A , So x9a 基因组序列;B , Sox9a cDNA序列;阴影部分表示基因组序列和 cDNA序列相同的部分;虚线表示内含子部分
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2.2　Atsox9a 基因保守区的克隆及测序

为了确定这些扩增产物的性质 , 对 600 bp左右

扩增带进行了克隆及序列分析.将测序结果输入

NCBI数据库与青 鱼(Oryzias Latipes)Sox9 、 黄

鳝(Monopterus albus)Sox9 、 鲤鱼(Cyprinus carpio)

Sox9b 、 蛙(Rana rugosa)Sox9 、鼠(Mus musculus)

Sox10 氨基酸序列进行比较 , 同源性分别为 97%,

97%, 97%, 95%和 93%, 由此命名为 Atsox9a.

该基因大小为 630 bp , 属于 HMG-box 基序的一部

分 , 通过计算机分析推测可能具有一个内含子 , 该

内含子的位置及大小与同属于 E 亚组的人的 Sox8

基因有较大的区别 , 但插入位点却完全一致 , 符合

GT-AG规则(图 2).

2.3　Atsox9a 基因组序列与 cDNA序列的比较

经RT-PCR及 cDNA 序列的测定 , Atsox9a 的

cDNA 序列大小为 217 bp , 与基因组序列比较发现

Atsox9a 确实含有一个内含子 , 其大小为 413 bp ,

插入位点符合 GT-AG规则(图 3).

3　讨论

鱼类的性别决定机制是多样的和易变的 , 大部

分鱼无异形性染色体 , 仅少数鱼类存在异形性染色

体 , 并且染色体的数目差异很大 , 其中鲤形目的鲫

鱼 、鲶形目的胡鲶鱼以及鲈形目的刺鳅具有 XX/

XY型性染色体 , 鲱形目的短颌鲚具有 ZZ/ZO 性染

色体.大鳞副泥鳅为ZZ/ZW型.我们以前对异源四

倍体鱼核型及染色体显带的研究结果没有发现异源

四倍体鱼有明显性染色体 , 但我们对异源四倍体鱼

雌核发育的研究表明其雌性为 XXXX , 属雌性配子

同型 , 这可能是四倍体鱼性染色体尚处于进化的原

始状态 , 性染色体与常染色体在形态上无法用传统

的细胞学方法区分所致.而雄性四倍体鱼是否为

XXYY或 XXXY , 目前我们正在用雄核发育 、 性反

转和杂交的方法做进一步研究.因此 , 关于四倍体

鱼性别决定机制的研究是一个非常复杂而有意义的

话题.本文通过兼并 PCR技术克隆了一个新的 Sox

基因即 Atsox9a , 它的主要特征是具有 HMG 结构

域 , 可以和 DNA 进行序列特异性结合 , 该区域的

突变将会使其失去与 DNA的结合能力从而导致性

反转[ 22] .所以 , Atsox9a 基因在四倍体鱼的性别决

定中可能具有重要的作用.其次 , 令人注目的是

Atsox9a 在 HMG 盒区有一个内含子 , 而在目前已

发现的 30 多个 Sox 基因中 , 仅 Sox5 , Sox9 ,

Sox17 和 Sox8 等具有数目不等的内含子 , 其中

Sox9 基因与性别决定直接相关 , 且在进化上是十

分保守的 , 其保守基序内的内含子可能具有重要的

作用.Takase 等曾报道蛙 Sox9 的内含子有两种不

同的剪切方式 , 产生两种不同的蛋白 , 在性腺发育

中起重要的作用.而且 , 目前在与 Sox9 同属于 E

亚组的人的 Sox8 基因 HMG 盒区也发现一个

1.39 kb大小的内含子 , 该内含子的大小和位置虽然

与四倍体鱼 413bp的内含子不同 , 但其插入位点却

是一致的
[ 23]

.因此 , Atsox9a 基因 HMG 盒区内含

子剪切位点是非常保守的.在高等真核生物中 , 绝

大多数基因都具有内含子 , 内含子与外显子重新组

合对促进基因的大幅度进化起主要作用[ 24] .所以 ,

深入研究 Atsox9a HMG-box 基序中内含子的拼接方

式是十分有意义的.此外 , 从图 1中可知 , 四倍体

鱼兼有其原始父母本的扩增带 , 但也有变异 , 如四

倍体鱼中没有 500 bp的扩增带 , 这也说明四倍体鱼

是异源四倍体而不是同源四倍体 , 它们是通过杂交

而来 , 不是雌核发育或雄核发育的后代.在四倍体

鱼 Sox 基因的扩增中发现 4条不同的扩增带 , 但未

发现性别特异带 , 这可能是因为鱼类的性别决定机

制较原始 , 与性别决定有关的 Sox 基因尚未集中到

某一特定染色体上.异源四倍体鱼具有 4套染色体

组 , 两套来自鲫鱼 , 两套来自鲤鱼 , 经过 9 代

(F 3 ～ F11)的四倍体性繁殖已形成了一个数目庞大 、

遗传性状稳定的群体.而鱼类在脊椎动物的系统进

化中处于承前启后的关键地位 , 研究四倍体鱼性别

决定及分化机制不仅可以用来指导生产实践 , 而且

可以帮助人们更好地理解性染色体的进化问题和高

等脊椎动物的性别决定.
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