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摘要! 为研究性腺型芳香化酶 6593:C/9&"!"#41$4$ 基因编码#在不同倍性鲫鲤卵巢发育过

程中的作用!实验采用同源克隆和 B4%&末端快速扩增技术"$&-,#!获得了二倍体红鲫$三

倍体湘云鲫和四倍体鲫鲤的 !"#41$4$ 基因 B4%&全长% 结果显示!/ 种鱼 !"#41$4$ 基因均编

码 94: 个氨基酸残基!而且编码的蛋白都包含 6593:C/9&特有的跨膜螺旋区$)7螺旋区$

"D/0&<肽区$芳香化酶特异保守区以及血红素结合区% 采用 $E76-$分析 !"#41$4$ 基因

9$%&在 / 种不同倍性鱼类组织中的表达情况!结果显示!!"#41$4$ 基因主要在实验鱼的卵

巢中表达!其次在精巢$脑$脾脏有少量表达% 采用实时荧光定量 6-$对 !"#41$4$ 基因

9$%&在不同倍性鱼卵巢中的表达进行分析!结果发现!!"#41$4$ 基因在不同倍性鱼的非繁

殖期卵巢的表达都高于繁殖期卵巢!并且在繁殖期和非繁殖期!!"#41$4$ 基因在三倍体湘云

鲫的表达量高于二倍体红鲫和四倍体鲫鲤% 采用免疫组织化学方法对 -F641&蛋白在不同

倍性鲫鲤卵巢中的定位进行分析!结果发现!-F641&蛋白主要定位在滤泡细胞$

!

时相卵母

细胞的放射膜上以及
"

时相卵母细胞的卵浆中% 研究表明!性腺型芳香化酶在不同倍性鲫鲤

卵巢发育过程中的表达存在一定的差异性!三倍体鱼 !"#41$4$ 基因 9$%&水平表达异常!推

测与其不育有关联性%

关键词! 不同倍性鲫鲤' 性腺型芳香化酶' 卵巢发育' 9$%&表达' 组织定位

中图分类号! G:08' *1891466666666 文献标志码(&

666593 芳香化酶也称芳香化酶或雌性激素合

成酶"是将雄激素转化为雌激素的关键限速

酶
&4'

( 研究表明"雌激素在性别分化)卵巢滤泡

发育以及维持雌性性征等方面起着重要作用"特

别是雌激素中的雌二醇参与了许多关键的过程"

包括生长)发育和繁殖等( 因此"6593:C/9的适

量表达成为大多数脊椎动物性别分化和繁殖的关

键
&2'

( 迄今为止"学者们发现绝大部分脊椎动物

只存在一个拷贝的芳香化酶基因"主要依靠启动

子和非翻译外显子的选择性拼接从而在不同组织

表达
&/'

( 但也有研究表明"在硬骨鱼类中"6593

芳香化酶是由两种不同的基因编码形成的"它们

是性腺型芳香化酶 6593:C/9&#!"#41$4$ 基因编

码$和脑型芳香化酶 6593:C/98#!"#41$4% 基因

编码$

&5 79'

( 前者主要在卵巢中表达"参与雌激素

生物合成以及卵巢分化"在性腺分化中起主要作

用%后者主要在脑中表达( 而且"两种基因的排列

顺序也不同"它们之间最多存在 83H的相同区

域"因此"被认为是染色体复制的结果
&8'

( 目前"

已有 43 多种鱼类 !"#41$4$ 基因被克隆"如鲤

# &"#'()*+ !$'#(, $

&:'

) 罗 非 鱼 # -'.,!/',0(+

)(1,2(!*+$

&0'

)日本鳗鲡 #3)4*(11$ 5$#,)(!$$

&1'

)赤

点石斑鱼 # 6#().#/.1*+$7$$'$ $

&43'

) 条斑星鲽

#8.'$+#.'0,+.'($ 等
&44'

( 此外" 研究还表明"

!"#41$4$ 基因 9$%&在卵黄早期发生过程中表

达显著上升"但是在卵黄完全生成之后或者排卵
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后表达会显著下降
&42'

(

以红鲫#&$'$++(*+$*'$2*<C2A I:C1$为母本"

鲤#&"#'()*+!$'#(,$为父本"两者交配形成了杂

交第一代鲫鲤 (

4

( 在鲫鲤 (

4

发现部分可育后代"

它们自交获得二倍体 (

2

&4/'

"一些二倍体 (

2

能产

生二倍体卵子和二倍体精子"它们受精后在 (

/

中

形成了两性可育的异源四倍体鲫鲤"经过连续繁

殖"形成了一个雌雄两性可育)遗传性状稳定的异

源四倍体鲫鲤群体#(

/

7(

2/

$"这是世界上在鱼类

乃至脊椎动物中人工培育的首例两性可育异源四

倍体鱼类
&45 749'

( 该品系的建立不仅为形成一个

染色体数目为 233 的新鱼种奠定了坚实基础"为

探讨自然界鱼类多倍体的起源和进化提供了重要

研究模型"而且为大规模生产不育三倍体鱼提供

了大量四倍体鱼亲本( 利用异源四倍体鲫鲤作为

父本"以二倍体日本白鲫#&$'$++(*+!*9(.'($作为

母本"制备了具有多种优势的不育三倍体湘云鲫(

四倍体)三倍体)二倍体鱼不但在遗传组成上存在

明显差异"在表型上也存在明显差异( 在生长速

度方面"三倍体湘云鲫快于四倍体鲫鲤和二倍体

红鲫"在繁殖特性上三倍体湘云鲫是不育的
&48'

(

三倍体鱼的不育性机制与其遗传#染色体$

&4:'

)内

分泌#+6J轴$

&40'

)生殖#性腺发育$

&41 723'

等一系

列异常性有密切联系( 已有的研究也表明"多种

生殖 相 关 基 因 # 如 :0!4" ;)'/2" ;2/" ;2/'

等$

&24 722'

在三倍体湘云鲫中表达异常"三倍体湘

云鲫的 <(=(和 3;$%&的表达也出现异常
&2/'

(

多年以来"脊椎动物的性腺发育机制一直是

生物学领域的研究热点( 关于硬骨类性腺发育相

关基因 !"#41$4$ 的研究在国内外已有大量报道"

但是在多倍体鱼类研究中鲜有报道( 不同倍性鲫

鲤的形成为研究多倍体物种中的 !"#41$4$ 基因

的功能与作用机制提供了很好的实验材料( 本实

验采用同源克隆和 $&-,等方法"获得了不同倍

性鲫鲤的性腺型芳香化酶 !"#41$4$ 基因 B4%&

全长"并且采用 $E76-$和实时荧光定量 6-$对

!"#41$4$ 基因 9$%&在不同倍性鱼不同组织的

表达进行比较分析"同时采用免疫组织化学方法

开展了 -F641&蛋白在不同倍性鲫鲤卵巢中定

位分析"旨在为进一步研究 !"#41$4$ 基因在不同

倍性鲫鲤性腺发育中的功能以及为三倍体鱼不育

和四倍体鱼可育提供科学依据"同时为不同倍性

鱼类的繁殖生理和繁殖技术提供资料(

46材料与方法

!'!(实验材料

实验鱼均同期#5 月和 43 月$取自湖南师范

大学教育部多倍体鱼繁殖及育种技术工程研究中

心"为池养健康的二倍体红鲫#2@ <433$)三倍体

湘云鲫#/@ <493$和异源四倍体鲫鲤#5@ <233$(

实验鱼麻醉后分离实验所需组织"经处理后保存

于 703 K的超低温冰箱中备用(

!')(*%&的分离和 #$%&第一条链的获得

不同倍性的鱼随机各取 8 条"运用 E$)D/0试

剂#)@I;LC/M2@ E$)D/0

#

$2:M2@L$分别从性腺 #卵

巢或精巢$)脑)肾脏)肝脏)心脏)脾脏)鳃)肌肉

中提取总 $%&"将总 $%&沉淀溶解于无核酸酶

的水中"采用凝胶电泳检测其片段的完整性并用

分光光度计测其浓度"以便后续的反转录( 检测

结果较好的总 $%&立即进行反转录实验或于 7

03 K冰箱保存(

采 用 (2C92@L:<# N8)$ 反 转 录 试 剂 盒

#$2I2CL&;A

EN

(;C<L*LC:@A B4%&*O@L>2<;<P;L$"合

成 B4%&第一条链( 反转录后产物立即进行

6-$扩增"或保存于 723 K冰箱(

!'+(#$%&编码区片段的克隆及末端分离

根据斑马鱼 #:$)(, '.'(,"&(228823 $)金鱼

#&$'$++(*+$*'$2*+"&8331//8$和鲤#,#/:9599$

!"#41$4$ 基因中保守的氨基酸序列"使用软件

6C;92C6C29;2C913 设计兼并引物#表 4$( 利用该

兼并 引 物 通 过 6-$ 扩 增 获 得 了 三 种 鱼 的

!"#41$4$ 基因 B4%&编码区中间片段( 412H琼

脂糖凝胶电泳检测到目的片段"继而将反应体系

扩大"进行回收纯化( 将回收的 4%&片段克隆

于 3N4407E载体( 连接反应及细菌转化均按

3N4407E载体试剂盒#E:P:$:公司$说明书进行

操作( 通过菌液 6-$及限制性酶切鉴定为阳性

重组质粒克隆后"送上海生物工程公司测序(

/Q末端的扩增66根据已克隆的 !"#41$4$

基因编码区部分 B4%&序列合成特异 /Q7$&-,

正向引物 /$4 和 /$2#表 4$( 首先以 E:P:$:/Q7

(?00$&-,-/C2*2L中的 /0;M/ AE7/<;L2<&A:3L/C

6C;92C为引物进行反转录反应"然后用另外两对

引物 进 行 套 式 6-$( 第 一 次 6-$用 /Q<;L2<

&A:3L/C6C;92C和 /$4 扩增%第二次 6-$用 /Q

<;L2<&A:3L/C6C;92C和 /$2 扩增(

2324
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9Q末端的扩增6 6使用 *N&$E

EN

$&-,

B4%&&930;R;B:L;/@ P;L#-0/@2L2B> 公司$对不同

倍性鱼 !"#41$4$ 基因的 9Q末端进行分离( 根据

已克隆的 !"#41$4$ 部分 B4%&序列设计了两个

反向引物 9$4 和 9$2#表 4$( 首先使用 *N&$E

))

EN

&"0;M/@?B02/L;A2和 9Q7$&-,-4*6C;92C&

引物 #表 4 $"6/S2C*BC;3L

EN

$2I2C<2EC:@<BC;3L:<2

进行反转录反应( 然后用另外两对引物进行套式

6-$( 第一次 6-$用 #6N 和 9$4 进行 6-$扩

增%第二次 6-$用 %#6和 9$2 扩增(

通过对 /Q7$&-,和 9Q7$&-,的产物进行回

收)连接)转化)鉴定及测序"获得了这 / 种鱼

!"#41$4$ 基因的全长 B4%&序列(

表 !(本研究所使用的引物

,-.'!(/01230454367809:144956;

引物名称

3C;92C@:92

引物序列

3C;92C<2T?2@B2#RC/99Q7/Q$

用途

?<:M2

!"#41$4$# =$ JJP&-PJ--&J-&&-E&- 克隆

BO341:4:# 7$ -&J---EE*&-&JJ&-&- 克隆

/Q<;L2<&A:3L/C6C;92C -EJ&E-E&J&JJE&--JJ&E-- /Q7$&-,

/$4 &JEEEE&E-&&EJ&JE-J-E--J /Q7$&-,

/$2 &-&E-&E&-EJ&&EJEJJJE-JJ /Q7$&-,

*N&$E))

EN

&

&&J-&JEJJE&E-&&-J-&J&JE&-J-JJJ 9Q7$&-,

9Q7$&-,-4*6C;92C& #E$29.%#.<&5J5-%%<&5-5J5E$ 9Q7$&-,

#6N 6C;92C#N;U$

-E&&E&-J&-E-&-E&E&JJJ-&&J-&JEJJE&E-&&-J-&J&JE#0/@M$

-E&&E&-J&-E-&-E&E&JJJ-#<>/CL$

9Q7$&-,

%#66C;92C &&J-&JEJJE&E-&&-J-&J&JE 9Q7$&-,

9$4 E---&&&J-JEJ&JJEJE&J&J 9Q7$&-,

9$2 &---J-&-&&EJE-E--JE& 9Q7$&-,

!"#41$4$7* -&JJ&&J-&E&&J&J&J&-J $E76-$

!"#41$4$7& -&&-&J-&&-&EJ&&J&&-& $E76-$

$L!"#41$4$7* EEEJ&-&--EJJ-&J&-&JE&EE& $2:07L;926-$

$L!"#41$4$7& J-&&-E--EJ&J-JE-E-E-EE&E $2:07L;926-$

!

>$!2()7* E-E&-&&-J&J-EJ-JEJEEJ 内参基因

!

>$!2()7& --EJEEJJ-EEEJJJ&EEJ& 内参基因

!'<(同源性分析

在 %-8)的 J2@8:@V 数据库中搜索脊椎动物

-F641&的氨基酸序列"选取其中 0 种代表性脊

椎 动 物 的 -F641& 氨 基 酸 序 列! 斑 马 鱼

# &&P3385/ $) 金 鱼 # &,W1:480 $) 鲤

#&-84/41:$)大西洋鳕鱼#&4N493/8$)日本青

!

#%6>334289030$)日本鳗鲡#&&*5:320$)小家

鼠 # %6> 3/40/8 $) 人 # %6> 44293/ $( 运 用

4%&*E&$对*41/+中获得 / 种鱼 !"#41$4$ 基因

的全长 B4%&序列进行分析"分别找到其开放阅

读框"推导出相应的氨基酸序列( 采用 ,8)提供

的 -0?<L:0S在线服务 # >LL3!

!

SSS12X;1:B1?V5

E//0<59<:5B0?<L:0S25$对这 / 种鱼与搜索的其他

0 个物种进行序列比对分析并人工校正( 然后通

过 N,J& 514

&25'

软件构件邻接系统进化树

#%2;M>X/?C7!/;@;@M"%!$"同时采用 8//L<LC:3 重复

检验 4 333 次该进化树的置信度(

!'=(!"#!"$!$ 基因在不同倍性鲫鲤的表达分析

采用 $E76-$分析 !"#41$4$ 基因在不同倍

性鱼的卵巢)精巢)脑)肾脏)肝脏)心脏)脾脏)鳃)

肌肉等组织的表达情况( 根据已测定的不同倍性

鱼 !"#41$4$ 编码区中完全相同的序列设计特异

引物 !"#41$4$7*和 !"#41$4$7&#表 4$进行 6-$

扩增"

!

7:BL;@ 基因作为内参基因#表 4$(

/324
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采用 $2:07L;926-$的方法研究 !"#41$4$ 基

因#

!

>$!2() 基因作内参$在不同倍性鱼卵巢中的

转录水平( 根据测序获得不同倍性鱼编码区中完

全相同序列"设计了荧光实时定量 6-$特异引物

$L!"#41$4$7*和 $L!"#41$4$7&#表 4 $( 6-$反

应及检测在 6C;<9:933 *2T?2@B242L2BL;/@ *O<L29

#&8)公司$上进行"操作严格遵照仪器的操作程

序( 为保证 6-$结果的准确性"对每一种样品的

分析都重复了 5 次( 反应条件为 93 K 2 9;@%

19 K 43 9;@%19 K 49 <"83 K 59 <"53 个循环(

参照 ';I:V 等
&29'

提出的相对标准曲线法 2

7

$$

&

L

"

对相对定量的结果进行分析"得到不同倍性鱼的

相对表达量图谱( 采用 *6**4/13 软件的单因素

方差分析检测各组间的显著性差异( 当组间 <?

3139 时被判定为显著性差异(

!'>(免疫组织化学分析

取不同倍性鲫鲤卵巢"用 5H多聚甲醛固定

过夜"用 :3H酒精清洗 2 次"最后用 :3H酒精固

定并放在 723 K冰箱中备用( 按照常规的实验

方法对材料进行脱水)二甲苯透明等过程"用石蜡

进行包埋"将包埋好的实验材料切片"厚度为

8

%

9( 用 433H二甲苯浸泡脱蜡"继而用酒精梯

度复水"然后在 43 99/05'柠檬酸钠#3+813$中

煮沸 43 9;@ 进行抗原修复"接着用 /H +

2

"

2

进行

内源性过氧化物酶活性的清除)9H山羊血清封

闭"一抗湿盒 5 K孵育过夜后"用 68*清洗 / 次"

然后用酶标二抗进行杂交 4 >"68*清洗后滴加

+$6#过氧化氢酶$标记链霉亲和素"最后用 4&8

#二氨基联苯胺$显色检测信号( 用 "0O93?<显

微镜观察)彩色摄影(

26结果

)'!(不同倍性鱼 !"#!"$!$ 基因 #$%&全长序列

的克隆及分析

对扩增获得的不同倍性鱼 !"#41$4$ 基因编

码区中间片段进行测序"用 !200OR;<> 软件和 %-8)

网址的 8'&*E# >LL3!

!

SSS1@BX;1@091@;>1M/I$

对测序结果进行同源性分析( 8'&*E分析发现"

该片段为斑马鱼)金鱼和鲤 !"#41$4$ 基因的同源

片段( 分别对获得二倍体红鲫"三倍体湘云鲫"四

倍体鲫鲤中 !"#41$4$ 基因的 9Q7$&-,和 /Q7

$&-,产物进行测序"与之前扩增部分编码区序

列拼接后可获得不同倍性鲫鲤 !"#41$4$ 基因

B4%&全长( 其中二倍体红鲫 B4%&全长 4 195

X3#J2@8:@V 登录号!P-45:331$"三倍体湘云鲫

B4%& 全 长 为 4 183 X3 # J2@8:@V 登 录 号!

P-45:343$"四倍体鲫鲤 B4%&全长为 4 :02 X3

#J2@8:@V 登录号!P-45:344$( 分离的这 / 种鱼

!"#41$4$ 基因的开放阅读框都为 4 995 X3"编码

94: 个氨基酸残基(

)')(同源性分析和分子进化树的构建

应用 -0?<L:0Y 软件进行的同源性分析表明

在所比较的 44 个物种中"不同倍性鲫鲤 -F641&

氨基酸序列与其他物种的 -F641&氨基酸序列

相比较为保守"特别是不同鲤科鱼类的 -F641&

氨基酸序列保守性很强"且在)7螺旋区)"D/0,<肽

区)芳香化酶特异保守区)血红素结合区最为保守

#图 4$(

基于以上获得的氨基酸序列"利用 N2M:51

4 构建了 %!系统进化树#图 2$ ( 与相似性的分

析相一致"这 8 种鲤科鱼类"即红鲫)三倍体湘云

鲫)四倍体鲫鲤与金鱼)鲤)斑马鱼的 -F641&

氨基酸序列聚类为一支"与其他硬骨鱼类的分

化较远( 整个鱼类作为一个大支聚类在一起"

与此相对的是其他几个非鱼类的脊椎动物则聚

类为一个大支( 该系统进化树与传统分类学的

分类相吻合(

)'+(!"#!"$!$ 基因在不同倍性鲫鲤的表达分析

对三倍体湘云鲫的卵巢)精巢)脑)肾脏)肝

脏)心脏)脾脏)鳃)肌肉 1 种组织的 !"#41$4$ 基

因进行 $E76-$扩增"结果显示 !"#41$4$ 基因主

要在三倍体鱼的卵巢中表达"其次在精巢)脑)脾

脏有少量表达( 同时"在以上所有组织中均有阳

性对照
!

>$!2() 基因的扩增带( !"#41$4$ 基因在

其他不同倍性鱼的上述 1 种组织中的表达情况与

湘云鲫的表达情况基本一致(

采用实时荧光定量 6-$对 !"#41$4$ 基因

9$%&在不同倍性鱼卵巢中的表达进行分析"结

果显示"!"#41$4$ 基因在不同倍性鱼的非繁殖期

卵巢的表达都高于繁殖期卵巢"并且在繁殖期和

非繁殖期"!"#41$4$ 基因在三倍体湘云鲫的表达

量都高于二倍体红鲫和异源四倍体鲫鲤#图 /$(

溶解曲线#A;<</B;:L;/@ B?CI2$显示"荧光实时定量

6-$扩增时产物单一符合实验标准和要求(
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图 !(不同脊椎动物的 ?@/!"&氨基酸的同源性分析

阴影区
&

7

'

依次表示!跨膜螺旋区))7螺旋区)"D/0,<肽区)芳香化酶特异保守区)血红素结合区( *

"

+表示保守的氨基酸残基"* !+表

示保守替换的氨基酸残基"*1+表示相似性氨基酸

&?$*'$2*+C2A I:C1#红鲫!P-45:331$% &?$*'$2*+#金鱼!&,W1:480$% &?!$'$++(*+@&?!$'#(,#四倍体鲫鲤!P-45:344$% &?!$'#(,#鲤!&-84/41:$%

&?$*'$2*+@&?!$'#(, @&?!*9(.'(#三倍体湘云鲫!P-45:343$% :?'.'(,#斑马鱼!&&P3385/$% -?1$2(#.+#日本青
!

!%6>334289030$% ;?0,'/*$#大

西洋鳕鱼!&4N493/8$% 3?5$#,)(!$#日本鳗鲡!&&*5:320$% @?0*+!*1*+#小家鼠!%6>3/40/8$% A?+$#(.)+#人!%6>44293/$

A1B'!(C828D8B; -E-D;41487?@/!"&F08931E1E6177303E9G3093.0-934

*>:A/SC2M;/@<

&

7

'

;@A;B:L2<?BB2<<;I20O!LC:@<929XC:@2>20;U C2M;/@")7>20;U C2M;/@""D/0,<323L;A2C2M;/@":C/9:L:<27<32B;R;BB/@<2CI2A

C2M;/@ :@A >2927X;@A;@M C2M;/@1

"

;<?<2A L/ ;@A;B:L2>;M>0O B/@<2CI2A :9;@/ :B;A C2<;A?2% !;@A;B:L2<B/@<2CI:L;I2:9;@/ :B;A C2<;A?2S>;B>

S:<C230:B2A"1C23C2<2@L<<;9;0:C:9;@/ :B;A

&?$*'$2*+C2A I:C1#P-45:331$ % &?$*'$2*+#&,W1:480$ % &?!$'$++(*+@&?!$'#(,#P-45:344$ % &?!$'#(,#&-84/41:$ % &?$*'$2*+@&?

!$'#(, @&?!*9(.'(#P-45:343$ % :?'.'(,#&&P3385/$ % -?1$2(#.+#%6>334289030$ % ;?0,'/*$#&4N493/8$ % 3?5$#,)(!$#&&*5:320$ %

@?0*+!*1*+#%6>3/40/8$ % A?+$#(.)+#%6>44293/$
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图 )(基于不同脊椎动物的 ?@/!"&氨基酸序列构建的 %H 系统进化树

节点上的数字表示 X//L<LC:3 的置信度% 编号代表 J2@2X:@V 序列号

A1B')(,:3F:;D8B3E391#9033B3E30-936.; %H 239:86

.-4368E?@/!"&1E6177303E94F3#134

8//L<LC:3 I:0?2<:C2;@A;B:L2A :L@/A2<% L>2<2T?2@B2@?9X2CB/92<RC/9J2@2X:@V

图 +(!"#!"$!$ 在三倍体湘云鲫不同组织的表达图谱"*,I/?*结果#

41分子标记"21心脏"/1脾脏"51肝脏"91肾脏"81垂体":1肌肉"01卵巢"11精巢"431脑"441阴性对照

A1B'+(,:3914453614901.5918E87!"#!"$!$ 2*%&1E

901FD8164.; *,I/?*

41N:CV2C"21>2:CL"/10;I2C"51<3022@"91V;A@2O"813;L?;L:CO":19?<B02"01/I:CO"11L2<L<"431XC:;@"441@2M:L;I2B/@LC/0

图 <(!"#!"$!$ 在非繁殖期和繁殖期

不同倍性鱼卵巢中 *3-DI9123/?*结果

4"21二倍体卵巢% /"51三倍体湘云鲫卵巢% 9"81四倍体鲫鲤

卵巢( 含有不同字母代表组间有显著性差异#<?3139$

A1B'<(JKF034418EF0871D387!"#!"$!$ 1E9:3

8G-0134876177303E9FD816; 714:34

4"21/I:CO /RC2A BC?B;:@ B:C3% /"51/I:CO /RLC;30/;A R;<>% 9"81

/I:CO /RL2LC:30/;A R;<>14;RR2C2@L02LL2C<;@A;B:L2<;M@;R;B:@L

A;RR2C2@B2<X2LS22@ 2U3C2<<;/@ 02I20#<?3139$

)'<(?@/!"&蛋白在不同倍性鲫鲤的卵巢定位

分析

二倍体红鲫的卵巢中充满大量
!

时相卵母

细胞及少量
"

时相卵母细胞"免疫组化的结果

显示"在二倍体红鲫中 -F641&主要在滤泡细

胞中表达"另外在
"

时相卵细胞的胞浆和较成

熟的卵细胞放射膜周边也有表达#图 97:箭头所

示$ (

三倍体湘云鲫成熟季节的卵巢中主要由体积

较小呈囊状排列的卵原细胞及少量
"

)

(

时相卵

母细胞组成( 免疫组化的结果显示"-F641&蛋

白在卵原细胞中大面积表达和
"

时相卵细胞的胞

浆中表达#图 97X 箭头所示$(

异源四倍体鲫鲤的卵巢与二倍体红鲫相似"

卵巢中可见大量
!

时相卵母细胞及一些
"

时相卵

母细胞"-F641&主要在滤泡细胞和
"

时相卵细

胞的胞浆及较成熟的卵细胞放射膜周边表达#图

97B箭头所示$(
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图 =(?@/!"&蛋白在不同倍性鲫鲤的卵巢定位

#:$二倍体红鲫卵巢"-F641&蛋白主要定位在滤泡细胞#红色箭头$ "

!

时相卵母细胞的放射膜#蓝色箭头$ "

"

时相的卵浆#绿色

箭头$ % # X$三倍体湘云鲫卵巢"-F641&蛋白在卵原细胞中大面积表达#黑色箭头$和定位在滤泡细胞#红色箭头$ )

"

时相卵细胞

的胞浆中#绿色箭头$ % #B$四倍体鲫鲤卵巢"-F641&蛋白主要定位在滤泡细胞#红色箭头$ "

!

时相卵母细胞的放射膜#蓝色箭

头$ ( 标尺为 233

%

9

A1B'=($14901.5918E87?@/!"&1E9:38G-0134876177303E9FD816; 714:34

#:$ /I:C;2</RC2A BC?B;:@ B:C3"-F641&:C22U3C2<<2A ;@ R/00;B02B200<#C2A :CC/S$ "D/@:C:A;:L:# X0?2:CC/S$;@

!

//BOL2<":@A <L:M2

"

# MC22@ :CC/S$ % # X$ /I:C;2</RLC;30/;A R;<>"-F641&:C2:X?@A:@L0O 2U3C2<<2A ;@ //M/@;?9# X0:BV :CC/S$ "D/@:C:A;:L:# X0?2:CC/S$;@

!

//BOL2<":@A <L:M2

"

# MC22@ :CC/S$ % #B$ /I:C;2</RL2LC:30/;A R;<>"-F641&:C22U3C2<<2A ;@ R/00;B02B200<#C2A :CC/S$ ":@A D/@:C:A;:L:

# X0?2:CC/S$;@

!

//BOL2<1*B:02X:C!233

%

9

/6讨论

已有的研究表明"三倍体湘云鲫的性腺具有

三种类型!精巢型)卵巢型和脂肪型"这些结构都

不能产生正常配子
&41 723'

( 鱼类的性腺发育与配

子成熟主要受到下丘脑 7垂体 7性腺轴 #+6J

轴$为核心的神经和内分泌系统调控"下丘脑分

泌促性腺激素释放激素 #J@$+! M/@:A/LC/3>;@

C202:<;@M >/C9/@2$"激发脑垂体分泌促性腺激素

#JE+!M/@:A/LC/3;B>/C9/@2$与性腺表面特异的

促性腺激素受体 #JE+$! M/@:A/LC/3;@ C2B23L/C$

结合"促使性腺分泌性类固醇激素"从而使性腺发

育成熟
&48'

( 已有的研究表明"+6J轴相关基因

#如 ;)'/2";2/";2/'等$

&22'

在三倍体湘云鲫中表

达失常( 雌激素在鱼类卵黄生成)生殖细胞发育)

性逆转等过程中起关键作用
&28'

"而 6593 芳香化

酶主要作用是将雄激素转化为雌激素
&4 72'

"因此"

6593 芳香化酶在鱼类卵巢发育中起着较为重要

的作用(

为了进一步探讨 6593:C/9&#!"#41$4$ 基因

编码$在不同倍性鲫鲤卵巢发育过程中的作用"

本实验首次获得了二倍体红鲫)三倍体湘云鲫和

四倍体鲫鲤的 !"#41$4$ 基因 B4%&全序列( 通

过同源性分析"发现这 / 种不同倍性鱼 !"#41$4$

基因编码的氨基酸序列相似性高达 14H"并且"

基于不同物种 -F641&氨基酸序列构建的 %!系

统进化树表明"-F641&蛋白在鲤科鱼类中具有

高度保守性( 根据氨基酸序列的高度保守性和推

导蛋白具有的 -F641&蛋白特殊的结构域"可以

确定实验获得的正是不同倍性鲫鲤的 !"#41$4$

基因( 同时"三倍体湘云鲫和四倍体鲫鲤的

!"#41$4$ 基因并不与其原始亲本完全一致"因

此"推测染色体配对时的重组交换可能导致三倍

体和四倍体鱼 !"#41$4$ 基因与原始亲本的差异"

但有待进一步深入分析(

本实验结果显示"!"#41$4$ 基因 9$%&在不

同倍性鲫鲤的表达具有组织特异性"在卵巢中的

表达最高"在大脑)精巢和脾脏中有微弱表达"该

结果与 !"#41$4$ 基因在斑马鱼和鲤中表达模式

相一致
&9":'

"进一步表明"该基因在不同倍性鱼中

的功能与其他鱼类的 !"#41$4$ 基因的功能相一

致"都是与芳香化酶的生理功能相关"促进卵巢的

发育和性腺分化(

刘少军等
&23'

研究认为"在繁殖季节"三倍体

湘云鲫卵巢中有很多体积较小成囊状排列的卵原

细胞和少量初级卵母细胞"卵母细胞主要停留在

&

)

"

时相"少量进入第
(

)

!

时相%而红鲫和四倍

体鲫鲤的卵母细胞主要以
&

)

"

)

!

时相卵母细胞

存在%在非繁殖季节"三倍体湘云鲫主要以
&

时相

卵母细胞存在"而红鲫和四倍体鲫鲤的卵巢以
&

)

"

时相卵母细胞存在( 6;R2CC2C等
&42'

则认为"

!"#41$4$ 基因 9$%&在卵黄早期发生过程中表

:324



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

666 水6产6学6报 /0 卷

达显著上升"但是在卵黄完全生成之后或者排卵

后表达会显著下降( 本研究结果发现"!"#41$4$

基因在非繁殖季节二倍体红鲫和四倍体鲫鲤卵巢

表达会比成熟期的卵巢表达高"而 !"#41$4$ 基因

在繁殖期和非繁殖季节三倍体鱼卵巢的表达差异

不大"并且在各个时期三倍体鱼 !"#41$4$ 基因在

不同组织的表达都是最高的( 结合以前的性腺切

片观察
&23'

"表明 !"#41$4$ 基因在二倍体红鲫和

四倍体鲫鲤卵巢中的表达模式和其他鱼类一致"

在成熟期趋向于下降%三倍体鱼则由于其卵巢不

能正常发育"而使 !"#41$4$ 基因在其卵巢的表达

模式上与其他鱼类存在一定的差异性( 此外"免

疫组化结果显示"-F641&蛋白在二倍体红鲫和

四倍体鲫鲤卵巢中的组织定位情况与三倍体湘云

鲫卵巢中的定位情况具有一定的差别"这可能也

导致了三倍体湘云鲫卵巢中的 !"#41$4$ 基因表

达量明显高于其他两种鱼( 同时"性腺型芳香化

酶在不同倍性鲫鲤卵巢发育过程中的表达存在一

定的差异性"三倍体鱼 !"#41$4$ 基因 9$%&水

平表达异常"推测与其不育有关联性(
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