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摘要　　根据人的睾丸决定因子(SRY)的高速泳动组蛋白区设计简并引物 , 以中华绒螯蟹雌雄个

体的基因组 DNA 为模板进行 PCR扩增 , 从雌雄体均扩出 220 bp 左右的条带 , 说明中华绒螯蟹中

存在 SRY 基因的同源体 , 且无性别差异.经克隆 、 测序后得到两条SRY盒区相关基因(Sox 基因)

片段 , ES1和 ES 2 , 其序列与人相应 Sox 基因保守区的最高同源性分别为 66%和 93%.ES1和

ES2在成体 8种组织中的检测结果表明 , ES1 在精巢 、肌肉 、心脏 、肝脏 、鳃 、 胸神经团 、 不同

时期的卵巢及排出的成熟卵等组织中均表达 , 而 ES2只在精巢 、成熟的卵巢以及排出的成熟卵中

有表达 , 说明 ES 2基因可能参与性腺的发育和早期胚胎发育过程.

关键词　　中华绒螯蟹　Sox 基因　HMG盒区　表达分析

　　Sox(SRY-related HMG box genes)基因是指与

胚胎发育 、性别决定 、 软骨形成以及神经系统发育

等过程有关的一类基因 , 一般称这类基因为 Sox 基

因家族.这个家族的第一个成员 S RY(sex-determi-

ning region of Y chromosome)基因是在 1990 年首

先从人类 Y 染色体上分离得到的 , 同年在小鼠中也

发现了 Sry 基因[ 1 , 2] .SRY/S ry 是哺乳动物睾丸决

定因子 SRY 的前体基因 , 睾丸决定因子 SRY有一

个 HMG(high mobility group)盒区 , 可以与特异的

DNA序列结合 , 从而完成其调节作用.Sox 基因

家族的共同特点就是有一个或者多个与 SRY 的

HMG盒区相似的保守区域 , 与其同源性都在

50%以上[ 3] .

自小鼠的 S ry 基因发现以来 , 已有越来越多不

同动物的 Sox 基因被公布.现有关研究已深入到进

化地位明显不同的各个种类 , 从低等的多孔动物[ 4]

到高等的哺乳类都有 Sox 基因的报道.然而目前针

对 Sox 基因的研究主要集中在脊椎动物 , 对于无脊

椎动物的研究主要局限于模式动物果蝇和线虫
[ 3]
,

有关甲壳类 Sox 基因克隆的研究较少[ 5] , 到目前为

止还没有关于甲壳类 Sox 基因表达研究的报道.

中华绒螯蟹(E riocheir sinensis)是我国重要经

济蟹类 , 但是由于染色体数目多(2n=146), 且呈

点状 , 核型分析困难[ 6 , 7] , 在细胞染色体遗传学上

来研究其性别决定机制十分困难 , 是否存在性染色

体至今尚无定论.本研究克隆了中华绒螯蟹两个

Sox 基因保守序列 , 并检测了其转录本表达的组织

分布 , 其中一个基因只在性腺中表达 , 可为今后研

究中华绒螯蟹的性腺发育乃至性别分化过程提供重

要分子标记.

1　材料与方法

1.1　材料

实验用的中华绒螯蟹于 2006年 11 月—2007年

4月每月定期购自上海市铜川路水产市场 , 购买后

迅速运输到实验室进行解剖。卵巢分期参照文献
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[ 8]中组织切片方法进行.最后取雄蟹 3只 , 卵巢

不同时期的雌蟹各 2只进行实验。实验用蛋白酶 k ,

RNA 酶 , dN TP , 均购于天根生物工程有限公司;

T ris饱和酚购于北京鼎国生物技术有限责任公司;

ExTaq酶 , M-MLV RT 酶 , DnaseI , RN ase inhibi-

to r购自宝生物工程有限公司.

1.2　基因组 DNA的提取

取中华绒螯蟹螯中新鲜肌肉组织 100 mg 于

1.5mL Eppendo rf 管中 , 剪碎 , 加消化液 400μL

(pH8.5 50mmol /L T ris.cl , pH8.0 100mmol /L

EDTA , 2%SDS , 5mol / L N aCl , 100μg/mL 蛋白

酶 k), 56℃振荡消化过夜.

按酚 —氯仿提取法提取 DNA , 终产物溶于 T E

中 , 取 5μL 用 0.8%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 质

量 , 取2μL 用紫外分光光度计检测DNA的 OD值 ,

其余样品置于-20℃保存.

1.3　引物设计与 PCR扩增

参照人 SRY 因子的保守区设计一对简并引物

DF 和 DR(表 1), 委托上海生工生物工程技术服务

有限公司合成 , 此对引物均可扩增人的 SRY 基因

的 HMG-box 保守区序列 , 目的片段长度为 220 bp.

PCR反应体系为:2.5μL 10×Buffer , 2μL dNTP

(2.5mmol / L dNTPs)、 1μL 引物/条(100μmol/ L)、

100 ng 模板 DNA , 0.125 μL Ex TaqDNA 聚合酶

(5U/μL), 加灭菌 ddH20补足至25μL.

PCR循环条件为:97℃预变性 5 min , 94℃

50 s , 53℃50 s , 72℃50 s , 40 个循环 , 72℃延伸

10min , 4℃保存.1.5%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR

扩增产物 , 凝胶成像仪拍照.

表 1　引物名称及序列

引物名称 序列(5′※3′)

DF AGCGACCCA TGAAYa)GCN b)T T Ya)AT

DR TCY a)ACGAGGTCGA TAY a)T TRc)T ARc)T

SoxF1 GAGAAGAGAGA TTG TCAAAT ACGC

SoxR1 GCGCATG TGCAAT TGCT TGAGGCG

SoxF2 G TCTGGTCTCGCAT GCAGCGGCGTA

SoxR2 CT TGGCCTCGTCGA TGAAGGGA

betaF CGACGGTCAGGTCATCACCA

betaR ACG TCGCACT TCAT GATGGA

　　a)C T;b)A G C T ;c)A G

1.4　PCR产物的纯化 、 克隆及测序

PCR产物经琼脂糖凝胶电泳后 , 在长波紫外灯

下小心切下目的条带 , 用捷瑞公司试剂盒纯化 , 取

纯化后 PCR产物克隆.连接反应及转化均按 TaKa-

Ra 公司的 pMD19T-Vecto r 试剂盒的说明书进行.

挑取经菌落 PCR筛选后的阳性克隆委托生物公司

进行测序.

1.5　总 RNA的提取

取中华绒螯蟹活体解剖 , 迅速取其精巢 、 肌

肉 、心脏 、 肝脏 、鳃 、胸神经团 、 不同时期的卵巢

组织以及排出的成熟卵等组织.每个组织所取量约

为 100mg , 放入1.5mL Eppendo rf 管中 , 置液氮罐

冷冻备用.用 Trizol 试剂提取总 RNA , 最后溶于

焦碳酸二乙酯(DEPC)处理过的无菌水中 , 在

-70℃保存.

1.6　总 RNA的平衡及处理

取质量良好的 RNA 2μL 于紫外分光光度计上

测定其 OD值 , 计算 RNA 的浓度后平衡所有 RNA

样品浓度至 1μg/μL.为消除可能的基因组DNA污

染 , 总 RNA 用 RNase-f ree DN ase Ⅰ(TaKaRa)处

理 , 5μL反应体系中含 1μg 总 RNA , 1.25μL 的

10×buf fe r 缓冲液 , 0.5μL 的 DNA 酶 RN ase-f ree

DN ase Ⅰ及 0.25μL 的 RNA 酶抑制剂 RNase inhib-

itor.反应经 37℃ 25 min 酶切可能存在的基因组

DNA , 75℃10min使酶失活.

1.7　RT-PCR反应

取 DNA酶处理过的中华绒螯蟹所需各组织的

总 RNA500 ng 进行 cDNA 合成.程序如下:先加

RNA500 ng , Random Primers(25μmol/L)1μL , 加

RNA-f ree H 2O 补至 6μL 混合 , 于 70℃恒温器上

10 min , 迅速置冰上 , 然后按下述配方加入其他试

剂 , dN TP(10μmo l/L)0.5μL , 40u/μL RNase 抑制

剂 0.25 μL , 200 u/μL M-MLV RT 酶 0.25 μL ,

RNA-f ree H 2O补至 10μL.

RT-PCR 反应 条件为:30℃ 10 min , 42℃

60 min , 75℃15 min , 最后置冰上数分钟.反应结

束后于-20℃冰箱保存产物.

1.8　组织检测

根据已测出的中华绒螯蟹两个 Sox 基因保守区
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序列 ES 1 , ES 2 分别设计特异引物对 SoxF1 ,

S oxR1;SoxF2 , SoxR2(见表 1)用以检测其组织表

达情况 , 其中 SoxF1 , SoxR1 可扩增目的片段长度

为 145 bp , SoxF2 , SoxR2可扩增目的片段长度为

138 bp.以管家基因 beta-actin为阳性对照 , 其引物

对为 betaF , betaR(见表 1)可扩增目的片段长度为

132 bp.

PCR反应体系为:2.5μL 10×Buffer , 2μL dNTP

(2.5mmol / L dNTPs)、 1μL 引物(10μmol/ L)、 1μL

cDNA , 0.125μL Ex TaqDNA 聚合酶(5 U/μL), 加灭

菌ddH2O补足至 25μL.

PCR循环条件为:97℃预变性 5 min , 94℃

30 s , 63℃30 s , 72℃30 s , 40 个循环 , 72℃延伸

10min , 4℃保存.1.2%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR

扩增产物 , 凝胶成像仪拍照.

2　结果

2.1　中华绒螯蟹基因组 PCR扩增结果

用简并引物degenerateF 和 degenerateR对中华

绒螯蟹基因组进行 PCR扩增 , 结果在雌雄个体均

扩增出一条带 , 且带型一致 , 大小在 220 bp左右.

这个结果初步说明中华绒螯蟹的基因组中含有 SRY

基因同源体 , 且雌雄之间无性别差异.进一步以测

得的 ES1 , ES2序列设计的特异引物来扩增雌雄中

华绒螯蟹基因组 , 也分别得到一致条带(如图 1 ,

2), 说明所得的这两个基因在雌雄之间无差异.

2.2　测序及序列分析结果

挑选多个阳性克隆测序 , 得到中华绒螯蟹雌雄

个体中共两条不同的 Sox 基因同源序列.分别命名

为:ES1和 ES2.运用 Bioedi t及 clustal X 软件对

这两个序列进行核苷酸序列及可能编码的氨基酸序

列分析 , 结果如图 3 , 4.

图 3　两个 Sox基因片段核苷酸序列比较

＊表示一致的核苷酸
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图 4　两个 Sox基因片段可能编码氨基酸序列比较

＊表示一致的氨基酸

　　经 clustal X进行序列对比分析后发现这两个序

列的核苷酸同源性为 70%, 氨基酸同源性为 66%.

习惯上 , 与 SRY的 HMG保守区有着 50%以上

相似性的蛋白都归为 Sox 基因蛋白 , 经序列搜索及

比对后发现 , ES1 、ES2与 SRY在 HMG盒区内的氨

基酸序列同源性分别为 55%和 70%, 所以我们可以

确定这两个序列都属于 Sox 基因家族中的成员.

2.3　与其他物种 Sox基因序列比较结果

在GenBank 数据库 blast搜索与这两个 Sox 基

因片段同源性最高的序列 , 然后通过 Bioedit软件进

行序列比较分析 , 结果显示 ES1 序列与人类的

Sox4和 Sox11基因的同源性同为 66%, 与意大利

蜜蜂(Apis mell i f era)的 Sox1基因有着最高同源性

为 75%.

ES2与Sox21和 Sox14基因都具有 93%的氨基

酸同源性 , 在对其序列进行比较后发现 , 在所有比较

的这 73个氨基酸残基中 , 有 7个氨基酸位点存在差

异.其中 , 与Sox14基因相同而与Sox21基因不同的

位点有第 44位和第 59 位;而与 Sox21基因相同与

Sox14不同的位点为第 42位和第 49位 (图 5).

图 5　ES2 与其他物种 Sox14及 Sox21基因的氨基酸序列比较

＊表示一致的氨基酸
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2.4　组织表达检测结果

对 ES1和 ES2在中华绒螯蟹精巢 、 心脏 、 肝

脏 、 肌肉 、 鳃 、 胸神经团等 6 种组织及卵巢 5个

发育时期和排出的卵中进行表达检测 , 检测时均

以管家基因 beta-actin作阳性对照.检测结果显示

ES1在检测的所有组织中均表达.有趣的是 , ES2

只在精巢 、 成熟的卵巢(卵母细胞生发泡破裂)以

及排出的成熟卵中表达 , 尤其在精巢及排出的成

熟卵中有较强表达 , 在其他组织及未成熟卵巢发

育时期(包括卵黄发生前 、 中后期)中均不表达.

实验中 , 各组织检测重复 3 次 , 均可见一致结果.

如图 6 , 7所示:

3　讨论

3.1　Sox基因的保守性

目前在哺乳类 、 鸟类 、爬行类 、 两栖类 、 昆虫

等进化地位不同的动物中已发现的 So x 基因种类有

40余种[ 9] .但是 , 在基因组的研究中 , 性别专一的

Sox基因 SRY/S ry 仅存在于哺乳动物雄性中 , 其他

动物的所有 Sox 基因未见有性别差异性.

近年利用单链构象多态性分析技术(sscp)报道

过雌雄个体的分型间存在差异的现象 , 如汪桂玲

等[ 10] 对斑节对虾雌雄个体 Sox 基因 sscp分析得到 3

种相异带型 , 而杨超等
[ 11]
也曾发现蛇的 Sox 基因

sscp带型在雌雄个体间略有差异.然而他们都未能

提供序列测定结果来证实雌雄差异现象的存在.

本研究参照人的 SRY 保守区序列设计简并引

物对中华绒螯蟹的雌雄个体基因组进行 Sox 基因扩

增 , 结果显示雌雄均可扩增出条带 , 且大小一致 ,

经序列测定后发现其片段无性别差异性 , 该结果与

蛙类 、 龟类 、鱼类等非哺乳动物的 Sox 基因研究报

道一致[ 12—14] .利用测得的序列设计特异引物来扩增

雌雄中华绒螯蟹的基因组 , 发现均可得到一致条

带 , 此结果进一步证明了所得的两个 Sox 基因序列

是在雌雄间无差异的.说明在中华绒螯蟹的基因组

中存在 S RY 的同源基因且无性别差异.

3.2　Sox基因的命名

Sox 基因家族的所有成员可划分为 10 个亚族

(A-J), 除 H , I , J3个亚族只有一个成员外 , 其他

亚族都至少有 3 个成员 , 而且同亚族的成员在

HMG盒区的同源性都在 80%以上 , 不同亚族成员

间则低于这个值
[ 15]
.本研究得到的 ES 1 Sox 基因

片段与意大利蜜蜂的 Sox1 基因在 HMG 盒区有着

最高的氨基酸同源性仅为 75%, 低于 80%, 根据

Sox 基因家族的分类规则 , 该基因不属于任何一个

亚族 , 推测可能为一个新的 Sox 基因家族成员 , 其

名称需要待其全长得出及对其功能了解后才能加以

确定.

按照 Sox 基因的一般命名规则 , 是以与其保守

区同源性最高的人类 Sox 基因为之命名 , ES2 Sox

基因片段与人类的Sox14及 Sox21基因的 HMG区

都有着最高的同源性 , 均为 93%, 故难以确认 ES 2

Sox 基因片段是 Sox14还是 Sox21 , 须待获得其全

长后再为之定名 , 因为根据 PCR产物克隆到的部

分 HMG盒区序列来为基因定名的方法有些时候显

得不很精确 , 保守区的氨基酸序列差异较小.曾经

就有许多物种的 Sox 基因先根据保守区定名 , 然后

克隆到全长后却不得不改名的例子 , 如仅根据 PCR

所得的片段 , 小鼠中的 Sox9被划分为 E 族成员 ,

而人类中的 Sox9则被认为是 B族的成员 , 在得到
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其全长并接合其他物种 E 族成员特点后确定 Sox9

应为 E 族而不是 B族
[ 3]
.

3.3　组织表达分析

在小鼠和鸡中 , Sox14 基因的表达仅局限于发

育的脑和脊髓的少数神经元中
[ 16]
, 在其他组织中没

有表达 , 而本研究中的 Sox 基因ES 2在中华绒螯蟹

的神经组织胸神经团中没有表达 , 只在成熟期的卵

巢中有较弱表达 , 而在精巢及排出的成熟卵子中有

较强的表达.可见 , ES2的表达类型是与其他物种

的 Sox14 基因的表达类型不相同的.果蝇的

Sox21b基因 , 在其胚胎时期有较强的表达 , 在成体

果蝇中 , Sox21b 则只在其雄性的头部有较弱的表

达[ 17] .蜜蜂的 Sox21b基因在蜂王卵巢管中的滋养

细胞及其卵子中有较强表达[ 18] .ES 2在成熟卵巢中

开始有微量表达至排出的卵子中有较强表达的现象

说明它有可能作为母体内源 RNA 参与胚胎发育过

程[ 19] , 这一表达特点是与果蝇及蜜蜂的 Sox21b基

因较为相似的.所以从组织表达类型来看 ES2基因

更接近于 Sox21基因.

ES2只在精巢及卵巢中的表达特点说明它有可

能参与性腺的发育过程.而它从成熟卵巢中开始有

较弱表达 , 到排出的卵子中有较强表达的现象还说

明它有可能参与早期胚胎的发育过程 , 然而其功能

的确定仍然需要更深入的研究来证明.
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