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黑鲷 !"#$) 基因 :@.$ 的克隆、组织表达谱

及在性别逆转前后性腺中的表达

刘绪生，梁 冰，张树义"

（中国科学院动物研究所，北京 !"""#"）

摘要：利用 $%&’($ 和 )*&$+(, 的方法从黑鲷精巢中克隆了 !"#$! 基因 -./+ 的部分序列。组织特异性

表达分析表明 !"#$! 基因只在精巢中表达。半定量 $%&’($ 检测显示 !"#$! 基因在性别逆转前、性别逆转期

和性别逆转后的精巢中的表达量无显著差异。在鱼类成体的精巢中，!"#$! 的表达量可能不会因精巢结构或

生理状态的改变而发生改变，而始终维持一定量的表达。
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!"#$! 是一种目前已知最保守的性别分化相

关基因，编码的蛋白质都包含一个具有 ./+ 结合

能力的保守基序，即 .R（=EOIC>8>L <:= G<I&)）结

构域；在性别分化期的雄性性腺及雄性成体的性腺

中表达，与雄性性腺的分化和形成有关（$<DGE:=
>B <C， !11#；SA<:=9 >B <C， 5"""；QAO::>A >B <C，
5""!）。

黑鲷为雌雄同体雄性先熟鱼类。同一个体中存

在精巢和卵巢两种组织，中间以结缔组织相间隔。

在第一和第二个繁殖季节，精巢内精子发生并成熟，

以雄性的形式参与繁殖；第二次繁殖结束后，黑鲷开

始性别逆转，精巢组织退化，卵巢组织渐渐发育成功

能性卵巢，因而在第三个繁殖季节以雌性的形式参

与繁殖。黑鲷性别逆转完成后，精巢组织退化为残

迹形式，精 原 细 胞 消 失，失 去 了 生 成 精 子 的 能 力

（(H<:; T UO>H，!11"；V>> >B <C，5""!）。因此，性别

逆转前后黑鲷精巢组织在生理状态和结构上都有很

大差异。鉴于其他研究者揭示的 !"#$! 基因在鱼
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类中的功能，我们推测 !"#$! 基因可能与黑鲷性

别逆转有关，其表达量会随着性别逆转而发生变化。

基于这种推测，我们克隆了黑鲷 !"#$! 基因 "#$%
的部分序列，分析了该基因在不同组织中的分布，并

通过半定量 &’()*& 检测了 !"#$! 基因在性别逆

转前、性别逆转期和性别逆转后的精巢组织中的表

达情况。

! 材料与方法

! "! 材料和 #$% 的提取

在浙江沿海黑鲷的繁殖期为 + , - 月。繁殖结

束后的第 + 个月是黑鲷 . 龄鱼性别逆转的关键时期

（/00 12 13，.44.），因此本研究于 .44. 年 5 月取

样。人工养殖黑鲷样品来自浙江舟山半岛海水养殖

公司，其个体发育比较一致。采集 !、. 和 - 龄分

别代表性别逆转前、性别逆转期和性别逆转后，样

本量分别为 -、6 和 - 条，平均体重分别为 !!+ 78 9
!8 7:、+!4 7. 9 .! 7- 和 6!: 74 9 5; 7. <。黑鲷捕捞上

岸后，立即解剖取出精巢等各种组织，剪成小块后

加入适量的 &$%/120= 溶液（%>?@AB 公 司 产 品），

运回实验室后保存于 C ;4 D冰箱待用。用 ’=@EA3 试

剂（FBG@2=A<0B 公司产品）提取总 &$%。

! "& 黑鲷 !"#$! 基因 ’($% 部分序列的克隆

以精 巢 总 &$%（!!<）为 模 板，利 用 HIJ0=(
H"=@J2 "反转录酶（FBG@2=A<0B 公司产品）合成 "#(
$% 第一链。根据已发表的鱼类 !"#$! 基因 #K 结

构域保守序列，设计一对简并引物，上游引物：-L(
’M***%%M’M*’* （ ’* ） *M （ *M ） ’M （ ’* ）

（%*）MM%(+L，下 游 引 物：-L(**’M（M%*）M*(
*M**%’（M%）%*’*’(+L。以 "#$% 第 一 链 为 模

板，用此对引物进行 )*&。-4!/ 反应体系中含：.

!/ 第一链 "#$% 产物，-!/ !4 N )*& ?IOO0=，! 7-
>>A3 P / K<*3. 溶液，4 7. >>A3 P / Q$’)R 溶液，上

下游引物各 4 75!>A3 P /，. 7- S ’1T #$% 聚合酶

（大连 ’1U1&1 公司）。)*& 反应条件为：6: D预变

性 - >@B；6: D变性 +4 R，-6 D退火 +4 R，;. D延

伸 ! >@B，循环 +- 次；;. D延伸 !4 >@B。

根据获得的 "#$% 片段序列，设计特异性引

物： -L(%’M’%%M*’M%’%M*MM%M%MM*%M%(+L，
用于 +L&%*V。用 HK%&’ &%*V "#$% %>J3@O@"12@AB
U@2（*3AB020"W 公司产品）进行 &%*V，具体操作按

该公司的产品说明书进行。

! ") ($% 序列测定和序列分析

)*& 产物经琼脂糖凝胶电泳回收和 #$% 凝胶

回收试剂盒纯化后，克隆于 JS*>(’ 载体（上海生工

产品）上，再将重组体克隆转化到感受态大肠杆菌

中，通过蓝、白斑筛选，将阳性克隆进行扩大培养，纯

化重组质粒 #$%。以 K!+ 引物在 K0<?1R0 !444 测

序仪（%>0=RW1> )W1=>1"@1 公司）上测序（&’()*& 测

+ 个克隆，+L(&%*V 测 - 个克隆）。将测得的 "#$%
序列翻译成氨基酸序列，用 X/%H’ 软件进行同源性

分析。

! "* 半定量 #+,-.#
各种组织及不同鱼龄的精巢组织均取 !!< 总

&$% 逆 转 录 为 "#$%。取 !!/ "#$% 产 物 进 行

)*&。)*& 引物为根据已知黑鲷 !"#$! 基因 "#(
$% 序 列 设 计 的 一 对 引 物， 上 游 引 物：-L(M**(
*%%M’M*’*’*MM’M’%(+L， 下 游 引 物： -L(%%M(
M%MM*’M**%’MM’*’*%(+L。 )*& 反 应 条 件 为：

6: D预变性 - >@B；6: D变性 +4 R，84 D退火 +4 R，
;. D延伸 ! >@B，循环 +4 次；;. D延伸 !4 >@B。根

据黑鲷#(1"2@B 基因序列（未发表）设计一对引物，

上 游 引 物：-L(M%M%%M*’M’M*’%’M’*M*(+L，下

游引 物：-L(’%%M’****%M%’M*%%*(+L。利 用 该

引物进行 )*& 作为内源参照物。)*& 反应条件为：

6: D预变性 - >@B；6: D变性 +4 R，-: D退火 +4 R，
;. D延伸 ! >@B，循环 .8 次；;. D延伸 !4 >@B。取

!4!/ )*& 产物电泳，VX 染色，数码凝胶成像系

统拍照。用 M03()=A : 74 凝胶图像分析软件（K0Q@1
*Y?0=B02@"R，SH%）对 &’()*& 条带进行光密度扫

描定量。以 !"#$! 与#(1"2@B 的比值表示 !"#$!
基因 >&$% 的转录水平。

& 结果与分析

& "! 黑鲷 !"#$! 基因 ’($% 部分序列的克隆结

果及同源性分析

通过 &’()*& 和 +L(&%*V，获得的 "#$% 序列

总长度为 5+4 ?J，含终止子 ’%%，推导出 .;- 个氨

基酸残基（图 !）。同源性分析表明，所获得的黑

鲷 !"#$! 基因氨基酸序列与其他鱼类 !"#$! 基

因相应序列的同源性较高，如与罗非鱼的同源性为

54Z，与青!的同源性为 88Z，与虹鳟的同源性

为 -5Z。

& "& 组织特异性表达

通过 &’()*& 检测了 !"#$! 基因在黑鲷大脑、

心脏、肝、肌肉、肠、肾脏、精巢和卵巢等 5 种组
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织中的表达情况（图 !）：!"#$" 基因只在精巢中

表达，在其他 # 种组织中则未检测到 !"#$" 基因

的表达。将 $%& 循环数增加到 ’( 后，在这 # 种组

织中仍则未检测到 !"#$" 基因的表达。

! "# !"#$$ 基因在性别逆转前后黑鲷精巢组织

中的表达水平

通过半定量 &)*$%& 检测了 !"#$" 基因在 "、

! 和 ( 龄黑鲷精巢组织中的表达情况。+,-./- 检验

表明，!"#$" 基因在这 ’ 个年龄段精巢组织中的

表达量无显著差异。

# 讨 论

同其他鱼类 !"#$" 基因 .+01 的全长序列相

比，我们获得的黑鲷 !"#$" 基因 .+01 序列缺少

了 (2端约 34 56 左右的序列。虽然我们设计了多条

引物进行 (2*&1%7，但均未成功，可能是 (2*&1%7
技术在本研究中的局限性所致。

在我们即将完成本项研究时，其他研究者在

图 " 黑鲷 !"#$" 基因 .+01 片段核苷酸序列及推导的氨基酸序列

89: ;" $/<=9/> .+01 ?@A,@-.@ /-B B@B,.@B /C9-D /.9B ?@A,@-.@ DE !"#$" 9- %&’()*+,’-./0 0&*12-213

图 ! 黑鲷 !"#$" 基因在 3 种组织中的表达

89: ;! )9??,@ ?6@.9E9. @F6<@??9D- DE !"#$" =</-?.<96= 9- G/<9D,? =9??,@? DE
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HI：分子量标准（HD>@.,>/< J@9:K=）；L：大脑（L</9-）；M：心脏（M@/<=）；N：肝（N9G@<）；H：肌肉

（H,?.>@）；O：肠（O-=@?=9-@）；P：肾脏（P9B-@Q）；)：精巢（)@?=9?）；R：卵巢（RG/<Q）；%P：阴性对照

（0@:/=9G@ .D-=<D>）。
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!"#$%#&上公布了 黑 鲷 !"#$’ 基 因 的 全 长 序 列

（登录号：()*+*,-*）。我们获得的序列与他们获

得的序列的相应部分在长度上一致，但在碱基水平

上有 ’+ 个位点的差异，在蛋白质水平上有两个位

点的差异。这可能是不同地方种群间的多态性造成

的。如能补充其他地方的黑鲷样品测序，将有可能

解释这一差异。

经性腺组织学检查，’ 龄（性别逆转前）、+ 龄

（性别逆转期）和 - 龄（性别逆转后）黑鲷的精巢

组织无论在结构还是生理状态上都有很大的差异，

但 !"#$’ 基因的转录水平却没有显著的差异。这

与虹鳟精子发生前后 !"#$’ 基因在精巢中的转录

水平未发现显著差异（.%/01%#2 "3 %4，+555）的结

果相同。因此我们推测，在鱼类成体精巢中，!"%
#$’ 的表达量可能始终维持一定量，不会因精巢结

构和生理状态的改变而改变。
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