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摘要 为探讨大鳞副泥鳅(Paramisgurnusdabryanus)的性别决定与分化机制,采用Sox基因 HMG盒保

守区的2对简并引物,SoxN与Sox9,用以扩增大鳞副泥鳅的基因组DNA,并对其性腺组织进行RT-PCR分析。

SoxN引物扩增基因组DNA共获得pdSox1、pdSox2、pdSox3、pdSox4、pdSox11、pdSox14、pdSox19、pdSox21
等13个Sox基因,分属SoxB与SoxC 类群;Sox9引物扩增基因组DNA共获得pdSox8、pdSox9等5个Sox基

因,属于SoxE类群,这5个Sox基因均含有一个内含子,且内含子的起始位置一致。基于Sox基因 HMG盒蛋

白质的遗传距离构建的NJ系统进化树表明,大鳞副泥鳅18个Sox基因在小鼠或斑马鱼中均能找到相应的Sox
直系同源基因,其中,pdSox4、pdSox8、pdSox9、pdSox11、pdSox14、pdSox19等6个基因存在基因加倍现象,具
有2个或2个以上的拷贝。用Sox9引物对大鳞副泥鳅的性腺进行RT-PCR扩增和测序分析,结果表明,在精巢

中表达的是pdSox9a,在卵巢中表达的是pdSox8a。以上结果表明,pdSox8与pdSox9是大鳞副泥鳅的性别相

关基因,它们可能在大鳞副泥鳅的性别分化中发挥作用。
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  1990年,在人Y染色体上发现SRY 雄性决定

基因,后来,在哺乳类及非哺乳类中陆续发现众多

SRY 的同源基因Sry。SRY/Sry 拥有一个编码

79个氨基酸的保守序列,即 HMG盒,后来将那些

与SRY/Sry的HMG盒氨基酸序列有60%以上相

似性的编码基因称为Sox(SRY-relatedHMG-box
genes,Sox)基因[1]。迄今为止,在脊椎动物与果蝇

等无 脊 椎 动 物 中 克 隆 到 的 Sox 基 因 至 少 有40
种[2]。根据Sox基因内含子的位置、数目以及内含

子存在与否等序列特征将这些Sox基因归于10个

类群A-J,每个类群约有1~5个成员,它们在脊椎

动物的性别决定与分化、早期胚胎发育、神经系统发

育、晶状体发育、软骨及多种组织器官的形成中发挥

重要作用[1-3]。
大鳞副泥鳅(Paramisgurnusdabryanus)是一

种小型经济鱼类,被认为是雌性异配型(ZZ/ZW 型)
性别决定[4],是少数被报道具有异形性染色体的鱼

类之一。目前已经有一些关于鱼类包括大鳞副泥鳅

Sox基因的克隆和表达的报道[5-8],但是Sox基因家

族成员与大鳞副泥鳅性别决定和性别分化机制的关

系都还有待探讨。笔者采用Sox 基因的 HMG盒

保守区的2对简并引物,扩增大鳞副泥鳅雌雄个体

的基因组DNA,共克隆获得18个大鳞副泥鳅Sox
基因,同时在性腺中进行RT-PCR扩增与产物测序

分析,旨在为深入探讨大鳞副泥鳅的性别决定与发

育机制提供资料。

1 材料与方法

1.1 试验材料

试验用的大鳞副泥鳅购自武汉市水产批发市

场。将达到性成熟的雌雄个体各取4尾,剪尾鳍保

存于95%乙醇中备用。尾鳍基因组DNA的提取参

照萨姆布鲁克和拉舍尔[9]的酚-氯仿-异戊醇方法稍

加修改。同时取鱼的性腺组织,用液氮速冻,转移至

-80℃冰箱中备用。性腺总RNA的提取采用Tr-
izol试剂(Invitrogen公司)进行。
1.2 PCR 扩增与 RT-PCR 反应

扩增大鳞副泥鳅基因组DNA的2对简并引物,
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SoxN引物与Sox9引物(表1),来自欧洲黑鲈(Di-
centrarchuslabrax)[10]。SoxN引物用来扩增Sox
基因家族的SoxB 与SoxC 类群中的成员,Sox9引

物用来特异扩增Sox9的相关基因。PCR反应体系

为25μL,包括约100ngDNA,1×PCRbuffer,0.2
mmol/L引物,0.2mmol/LdNTP,2.5UTaq 酶

(BioStar)。PCR反应程序如下:94℃变性1min,

54℃退火1min,72℃延伸1min,35个循环;72℃
延伸10min。

RT-PCR反应分别以大鳞副泥鳅的精巢和卵巢

RNA为模板,采用9碱基随机引物合成第一链cD-
NA。反应体系为:1μg总RNA,1×RT-PCRbuff-
er,1mmol/LdNTP,5μmol/L 随机引物,100U
M-MuLV反转录酶(MBI公司),20URNA酶抑制

剂(Promega公司),总体积为10μL。PCR反转录

程序为:30℃保温10min,42℃保温1h,70℃变性

15min。获得的第一链cDNA经TE稀释5倍后,
取1μL作为模板用Sox9引物进行PCR扩增,PCR
反应条件同上。
1.3 PCR 产物的回收与测序

采用1.5%的琼脂糖凝胶电泳分离PCR产物,
切下目标电泳条带,经商品试剂盒(武汉柏傲生物工

程有限公司)纯化后,用 T4DNA 连接酶连接到

pMD18-T质 粒 (TaKaRa)上,转 化 至 大 肠 杆 菌

E.coliDH5α感受态细胞,37℃培养过夜,挑单克隆

菌落经PCR扩增鉴定阳性,将阳性单克隆菌落送上

海联合基因生物技术公司测序。

1.4 序列分析及系统进化树的构建

将所得序列用ClustalX(1.83)进行比对,非重

复序 列 在 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/进 行

BlastX同源搜索,序列间的相似性采用Bioedit软

件计算,Sox 基因的鉴定与命名通过BlastX搜索

GenBank和人类基因组中同源序列,并参照 Koop-
man等[11]脊椎动物SOX蛋白的标志性氨基酸残基

信息进行。依据Sox基因假定编码的氨基酸序列,采
用MEGA3.1构建系统进化树,bootstrap=1000。

表1 克隆大鳞副泥鳅Sox基因所用的引物

Table1 PrimersusedforcloningtheSoxgenesof

Paramisgurnusdabryanus

引物名称

Primername
引物序列(5′→3′)
Primersequence

SoxN
ATGAAYGCNTTYATGGTNTGG
GGNCGRTAYTTRTARTCNGG

Sox9
ATGAAYGCSTTYATGGTTTGG
GTCIGGGTGRTCYTTCTTRTGYTG

2 结果与分析

2.1 大鳞副泥鳅基因组 DNA 与性腺 cDNA 扩增

结果

  应用SoxN引物扩增大鳞副泥鳅雌雄个体的基

因组DNA,均获得单一电泳条带,大小为200bp左

右;采用Sox9引物进行扩增,每个个体均获得5条

电泳条带,且片段长度最大的条带在个体之间呈现

多态性,但雌雄之间无明显差异(图1);用Sox9引

物扩增大鳞副泥鳅的精巢与卵巢cDNA,均获得单

一电泳条带,大小约为190bp。

M:pBR322marker;1-4:♀;5-8:♂.

图1 Sox9引物扩增8尾大鳞副泥鳅的基因组DNA
Fig.1 PCRamplificationofthegenomicDNAofeightindividualsofP.dabryanuswiththeSox9primer

2.2 PCR 产物的测序及序列分析

用SoxN引物扩增基因组DNA获得单一的电

泳条带,取其中1尾个体的PCR产物纯化后连接到

载体上,挑选34个阳性单克隆菌落进行测序,得到

的序列用ClustalX(1.83)进行比对,共获得13个

不同的序列,片段大小均为204bp。去除引物后的

核苷酸序列见图2,假定编码的氨基酸序列见图3。
依据BlastX同源搜索结果,结合SOX蛋白的标志

性氨基酸残基分析结果(图3)及聚类结果(图4)
等,将这13个基因分别命名为pdSox1,pdSox2,
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 同首行等同的核苷酸用“.”表示 Abaseidenticaltothefirstlineineachpositionisindicatedbyadash.

图2 SoxN引物扩增大鳞副泥鳅基因组DNA获得的Sox基因的HMG盒核苷酸序列

Fig.2 AlignmentofthenucleotidesequencesencodingtheHMGdomainsofSoxgenesof
P.dabryanuswhichwereclonedfromthegenomicDNAwiththeSoxNprimer

 类群的标志性氨基酸残基被涂上阴影,用来确定Sox基因直系同源的标志性氨基酸残基被框住Residuesactingassignaturesfordif-

ferentSoxgroupsareshadedandthoseusedforassigninggeneorthologyareboxed.

图3 大鳞副泥鳅SOX蛋白的HMG盒氨基酸序列

Fig.3 AlignmentoftheinferredaminoacidsequencesofSOXHMGdomainofP.dabryanus
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pdSox3,pdSox4a,pdSox4b-1,pdSox4b-2,pd-
Sox11a,pdSox11b,pdSox14a,pdSox14b,pd-
Sox19-1,pdSox19-2,pdSox21(表2)。其中,除

pdSox11a及pdSox14b各只有1个克隆外,其他基

因均有2个以上的克隆,且pdSox11a与它的拷贝

pdSox11b、pdSox14b与它的拷贝pdSox14a 的核

苷酸序列相差超过20个核苷酸,不可能是测序错

误。13个基因中,pdSox11、pdSox14及pdSox19
各有2个 拷 贝,pdSox4有3个 拷 贝,其 中,pd-
Sox4b-1与pdSox4b-2只相差1个第二位置的核苷

酸,pdSox19-1与pdSox19-2只相差2个第三位置

的核苷酸(图2)。将这13个基因与GenBank中已

有的 大 鳞 副 泥 鳅 Sox 基 因 进 行 比 对,发 现 pd-
Sox11b 与 GenBank 中 大 鳞 副 泥 鳅 的 Sox11a
(AY685137)、Sox11b (AY685136)及 Sox11c
(AY685140)去除引物后的核苷酸序列完全一致,应
是同一基因;pdSox21与GenBank中大鳞副泥鳅的

Sox21a(AY685135)、Sox21b(AY685139)的核苷酸

序列相差超过10个核苷酸,是不同的拷贝;pd-
Sox19-1、pdSox19-2与GenBank中大鳞副泥鳅的

Sox19(AY685138)的核苷酸序列相差超过20个核

苷酸,是 不 同 的 拷 贝,而 pdSox1、pdSox2、pd-
Sox3、pdSox4及pdSox14是本研究最新发现的大

鳞副泥鳅Sox 基因家族的成员。依据 Koopman
等[10]的分类标准,将pdSox1、pdSox2、pdSox3与

pdSox19等5个基因归于B1类群,pdSox14与pd-
Sox21等3个基因归于 B2类群,pdSox4与 pd-
Sox11等5个基因归于C类群(图3)。

将Sox9引物扩增大鳞副泥鳅基因组DNA获

得的5条电泳带逐一测序,得到的最小的电泳条带

为190bp,与应用SoxN引物扩增获得的pdSox14a
的核苷酸序列完全一致,应是同一基因;其他4个片

段按照片段大小依次命名为pdSox8a-1/pdSox8a-
2(531bp/589bp),pdSox9a(487bp),pdSox8b
(431bp)与pdSox9b(381bp)(图 1),其中,pd-
Sox8a-1与pdSox8a-2的外显子序列几乎完全一

致,仅相差1个第三位置的核苷酸,二者编码相同

的氨基酸(图3),它们分别包含339、397bp的内

含子 序 列,pdSox8a-1的 内 含 子 比pdSox8a-2小

58bp,并且,二者的内含子序列还相差19个核苷

酸。

pdSox9和pdSox8等5个基因属于SoxE 类

群,将它们与GenBank中已有的大鳞副泥鳅SoxE
类群基因进行比对,发现pdSox8a-1(531bp)与Xia
等[8]克隆的pdSox8b的外显子序列完全一致,在内

含子区二者仅相差7个核苷酸(包括4个核苷酸置

换、3个核苷酸缺失),它们应是同一基因;pdSox8b
与Xia等[8]克隆的pdSox8a去除引物后的核苷酸

序列在外显子区仅相差1个第二位置的核苷酸,导
致编码的氨基酸序列相差1个,可能是PCR扩增、
测序错误所致,在内含子区也仅相差1个核苷酸,它
们应是同一基因。Xia等[8]克隆的pdSox8b与早期

克隆的Sox8(AF116250,500bp)[5-6]应是同一基

因;常重杰等[5,7]克隆的Sox9(AF116249)与本研究

中pdSoxE 类群的所有基因的核苷酸序列相差均很

大,且其编码的氨基酸如ARAA残基与SoxE 类群

的标志性氨基酸残基 AQAA(图3)不符,因此未

采用。

Sox9引物扩增大鳞副泥鳅精巢cDNA得到的

序列与pdSox9a共有的核苷酸序列完全一致,表明

精巢表达的是pdSox9a,pdSox9a含有295bp内含

子;扩增卵巢cDNA得到的序列与pdSox8a-2共有

的核苷酸序列完全一致,与pdSox8a-1仅相差1个

第三位置的核苷酸,表明卵巢表达的是pdSox8a。
结合BlastX同源搜索,发现大鳞副泥鳅pdSoxE 类

群中5个基因片段均含有1个内含子,且内含子的

起始位置一致(从编码的第29位精氨酸R开始),

pdSox9b、pdSox8b各自含有189bp、239bp的内

含子。
本研究共获得18个大鳞副泥鳅Sox 基因,其

中,pdSox4b-1与 pdSox4b-2、pdSox19-1与 pd-
Sox19-2、pdSox8a-1 与 pdSox8a-2、pdSox9a 与

pdSox9b,各自编码相同的氨基酸。18个Sox基因

之间氨基酸序列的相似性见表3。
2.3 系统聚类分析

将大鳞副泥鳅Sox 基因与小鼠相应的Sox 基

因以及斑马鱼的Sox19、Sox21基因,依照 HMG盒

蛋白质的遗传距离构建系统进化树。3种聚类方法

(最大简约法 MP、最小进化法 ME与邻接法NJ)构
建的进化树几乎完全一致。18个大鳞副泥鳅Sox
基因分别归于B、C、E3个类群,其中,E类群与C
类群距离较近,与B类群距离较远,而B类群又分

为2小类群,其中,pdSox21并未与pdSox14聚在

一起,而是单独聚为一小类(图4)。
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  pd:大鳞副泥鳅;m:小鼠;zf:斑马鱼;ch:鸡;各基因在 GenBank中登录号:mSOX1,P53783;mSOX2,P48432;mSOX3,P53784;

mSOX4,Q06831;mSOX8,Q04886;mSOX9,Q04887;mSOX10,AAH23356;mSOX11,Q7M6Y2;mSOX14,Q04892;zfSOX19,

P47792;zfSOX21a,AAH56274;zfSOX21b,AAH95366;chTCF-1,AF454504.pdindicatedP.dabryanus;mindicatedthemouse;

zfindicatedthezebrafish;chindicatedthechicken.TheGenBankaccessionsofthosesequencesare:mSOX1,P53783;mSOX2,

P48432;mSOX3,P53784;mSOX4,Q06831;mSOX8,Q04886;mSOX9,Q04887;mSOX10,AAH23356;mSOX11,Q7M6Y2;

mSOX14,Q04892;zfSOX19,P47792;zfSOX21a,AAH56274;zfSOX21b,AAH95366;chTCF-1,AF454504.

图4 基于大鳞副泥鳅与小鼠Sox基因的HMG盒蛋白遗传距离构建的NJ系统进化树

Fig.4 PhylogenetictreebasedonthegeneticdistanceofSOXHMGboxproteinsof
P.dabryanusandMusmusculusbyusingtheneighboralgorithm

3 讨 论

自1997年有学者认为大鳞副泥鳅具有异形性

染色体[4]之后,相继有许多学者对其产生兴趣,并采

用多种方式、从多个角度探讨大鳞副泥鳅的性别决

定和性别分化机制[12-14]。Sox基因家族的一些成员

如Sox3、Sox5、Sox6、Sox8、Sox9、Sox17等被认为

与动物的性别决定或性别分化相关[2]。本研究采用

HMG盒简并引物进行扩增,共克隆到18个大鳞副

泥鳅Sox基因,分别归于SoxB、SoxC及SoxE3个

类群,其中pdSoxE 类群包含内含子。通过构建

Sox基因的HMG盒蛋白遗传距离的系统进化树,

每个大鳞副泥鳅Sox 基因在哺乳动物或斑马鱼中

均能找到相应的Sox 直系同源基因(图4),并且在

pdSoxB、pdSoxC类群中各大鳞副泥鳅Sox 基因与

哺乳动物人、小鼠SRY/Sry的HMG盒氨基酸序列

的相似性均超过50%(表2),符合Sox基因的命名

法则。在pdSoxE 类群中,pdSox8与pdSox9等

5个基因与人、小鼠SRY/Sry的氨基酸序列的相似

性低于35.2%(表2),与大鳞副泥鳅其他Sox基因

的氨基酸序列的相似性也不超过35.2%(表3),但
是它们与一些已经报道的鱼类Sox8、Sox9基因的

同源性很高(高于96%;表2),因此,笔者认定本研

究中克隆的这批Sox 基因是大鳞副泥鳅Sox 基因
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家族成员。
在所克隆的18个大鳞副泥鳅Sox 基因中,多

个基因存在基因复制现象。例如,大鳞副泥鳅的

Sox4、Sox8、Sox9、Sox11、Sox14、Sox19等6个家

族成员均存在2~3个拷贝,这提示脊椎动物在硬骨

鱼类分化之前曾发生过一次全基因组复制事件[15]。
其中,Sox19基因为鱼类所特有[15]。大鳞副泥鳅

Sox19基因存在基因复制现象,进一步证实鱼类在

进化过程中曾发生过另外的部分或全基因组复制事

件[16],例如自然界中的四倍体泥鳅(Misgurnusan-
guillicaudatus)可能就是由二倍体泥鳅自然进化而

来[17]。将大鳞副泥鳅Sox基因与小鼠相应的SOX
蛋白进行聚类,pdSox 基因的各拷贝间显示一种

“外类群”拓扑结构而不是预期的“姊妹群”拓扑结构

(图4),暗示大鳞副泥鳅Sox 基因的各拷贝间存在

不同的进化速率[18]。
小鼠的Sox9已被证实在雄性的性别分化过程

中发挥重要作用,它的表达激活了下游一系列与雄

性性别发育相关的基因的表达,最终促使哺乳动物

性腺分化成精巢[19];而Sox8则起着强化Sox9功能

的作用,甚至能部分替代Sox9的功能[20-21]。迄今,
在一些鱼类中已经克隆到Sox9基因,并且多数鱼

类的Sox9基因存在基因复制现象,它们主要在精

巢或卵巢中表达[22-23]。斑马鱼Sox9a 主要在精巢

中表达,但在其成鱼的第Ⅱ期卵母细胞的卵浆中却

同时 检 测 到 Sox8 和 Sox9b 的 表 达[24],这 暗 示

Sox9、Sox8可能在硬骨鱼类的性别分化过程中发

挥一定作用。本研究克隆到大鳞副泥鳅的2个pd-
Sox9和3个pdSox8基因,并且发现pdSox8a在大

鳞副泥鳅的不同个体中呈现多态性,分别表现为

pdSox8a-1或pdSox8a-2,这是硬骨鱼类中Sox8基

因存在个体多态性的首次报道。本文还在大鳞副泥

鳅的精巢与卵巢中分别检测到pdSox9a、pdSox8a
的表达,这与常重杰等[7]发现pdSox9在精巢、脑中

宏量表达的结果一致。Xia等[8]发现pdSox8a 与

pdSox8b主要在大鳞副泥鳅的脑与性腺中表达,并
且,在精巢中的表达量均高于卵巢,认为pdSox8和

pdSox9可能与大鳞副泥鳅的性腺分化有关[7-8]。
本研究在大鳞副泥鳅的卵巢中仅克隆到pdSox8a
基因,未能克隆到pdSox8b基因。笔者的结果以及

他人的证据表明,pdSox9、pdSox8是大鳞副泥鳅的

性别相关基因,它们可能在其性别分化过程中发挥

作用。至于这2种Sox 基因是否与大鳞副泥鳅的

性别决定机制相关,尚需开展深入的基因功能研究

才能提供线索。
常重杰等[6]报道大鳞副泥鳅Sox8基因具有内

含子。本研究进一步发现大鳞副泥鳅Sox8a基因

存在2个拷贝(pdSox8a-1与pdSox8a-2),它们的

外显子序列几乎完全一致,其内含子序列存在很大

的差异性,并且长度也不相同。此外,本研究还发现

pdSox9a与pdSox9b的内含子序列也存在多态性。
其他鱼类的Sox9基因也存在类似的现象,例如不

同品系或群体的鲤至少存在5个有活性的不同的

Sox9基因,这些基因的内含子中存在大量的序列多

态,导致它们在鱼体组织中的表达强度或表达场所、
丰度有差异[25]。大鳞副泥鳅的Sox9和Sox8基因

的内含子序列的多态性是否与pdSox9、pdSox8在

性别分化过程中发挥的功能相关,有待进一步的研

究证实。
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Cloningandcharacterizationofconservativeregionsequences
ofSoxgenesinParamisgurnusdabryanus

YOUCui-hong1,2 TONGJin-gou1 YUXiao-mu1

1.StateKeyLaboratoryofFreshwaterEcologyandBiotechnology/
InstituteofHydrobiology,ChineseAcademyofSciences,Wuhan430072,China;
2.MarineBiologyInstituteofShantouUniversity,Shantou515063,China

Abstract Inordertofurtherinvestigatethesexdeterminationandsexdifferentiationmechanismof
largescaleloachParamisgurnusdabryanus,twodegenerateprimers,SoxNandSox9,wereusedtocarry
outPCRamplificationofthegenomicDNAandRT-PCRanalysisofthegonadtissues.Thirteengenesof
theSoxfamilyincludingpdSox1,pdSox2,pdSox3,pdSox4,pdSox11,pdSox14,pdSox19andpdSox21
wereclonedfromthegenomicDNAofP.dabryanuswiththeSoxNprimerandclassifiedastheSoxB
andSoxCgroups.AnotherfiveSoxgenesincludingpdSox8andpdSox9,withoneintronstartingatthe
sameposition,wereobtainedbyusingtheSox9primerandclassifiedastheSoxEgroup.Basedonthe
geneticdistanceoftheHMG-boxaminoacid,alltheeighteenpdSoxwereorthologoustotheSoxgenes
ofmouseorzebrafishontheNJphylogenetictree.Sixofthe13SoxgenesincludingpdSox4,pdSox8,

pdSox9,pdSox11,pdSox14andpdSox19hadtwoormorecopies.Moreover,theresultsofRT-PCRand
sequenceanalyseswiththeSox9primershowedthatpdSox9awasexpressedinthetestiswhereaspd-
sox8awasexpressedintheovary.ThepresentresultssuggestedthatpdSox8andpdSox9weresex-re-
latedgenesandtheymightplayaroleinthesexdifferentiationofP.dabryanus.

Keywords Paramisgurnusdabryanus;Soxgene;HMGbox;sexdetermination;sexdifferentiation
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