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［摘要］ 为探索 ｇｓｄｆ （ｇｏｎａｄａｌ ｓｏｍａ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒ） 基因对黄姑鱼性别分化和性腺发育的作用， 克隆了黄

姑鱼 ｇｓｄｆ 基因 ＯＲＦ 序列全长， 并运用实时荧光定量 ＰＣＲ （ｑＲＴ － ＰＣＲ） 技术检测了该基因在黄姑鱼不同组

织和不同发育时期性腺中的表达情况。 结果显示： 黄姑鱼 ｇｓｄｆ 基因开放阅读框长 ６４８ ｂｐ， 可编码 ２１５ 个氨

基酸， 含有 ＴＧＦ － β 超家族的保守功能结构域； 组织表达分析结果显示， 黄姑鱼 ｇｓｄｆ 基因主要集中在精巢

中表达； 在 ２３ ℃左右水温下， 孵化后 ４０ ｄ 的遗传雄性鱼苗性腺中开始检测到 ｇｓｄｆ 基因有明显表达 （此时

组织学上尚看不出精巢形态）， ４９ ｄ 后表达量迅速升高， 孵化 １２０ ｄ 后 （精巢分化完成） 表达量达到高峰，
随后表达量开始下降， 直到黄姑鱼精巢成熟之后呈现稳定表达。 上述结果提示， 黄姑鱼 ｇｓｄｆ 基因与黄姑鱼

性别决定和分化发育过程密切相关。
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０　 引言
长期以来， 性别一直是生命科学领域研究的热点命题。 鱼类在动物系统进化中处于承前启后的地

位， 其物种数量占已知脊椎动物的 １ ／ ２ 以上［１］ ， 因而其性别决定的遗传基础及其机制研究一直广受关

注。 大量研究表明， 脊椎动物的性别异型主要是进化过程中的遗传选择造成的［２］ ， 是胚胎、 幼体和

成体发育生长过程中基因差异表达的产物［３］ 。 与控制其他组织生长发育的基因相比， 涉及性腺分化

发育的基因呈现明显的多变性和可塑性［４］ 。
随着研究的不断深入， 鱼类性别的关键基因除了转录因子家族中的 “明星基因”， 如 ｓｒｙ 基因［５］

和 ｄｍｒｔ１ 基因［６］等， 很多非转录因子家族的基因也被发现在性别决定中起着非常重要的作用。 其中转

化生长因子 β 超家族 （ＴＧＦ － β） 的成员在性别分化和发育过程中发挥着举足轻重的作用， 如吕宋青

鳉 （Ｏｒｙｚｉａｓ ｌｕｚｏｎｅｎｓｉｓ） ［７］和裸盖鱼 （Ａｎｏｐｌｏｐｏｍａ ｆｉｍｂｒｉａ） ［８］中的 ｇｓｄｆ 基因， 银汉鱼 （Ｏｄｏｎｔｅｓｔｈｅｓ ｈａｔｃｈ⁃
ｅｒｉ） 中的 ａｍｈｙ 基因［９］ ， 红鳍东方鲀 （Ｔａｋｉｆｕｇｕ ｒｕｂｒｉｐｅｓ） 中的 ａｍｈｒⅡ基因［１０］ 以及罗非鱼 Ｙ 染色体上

重复的 ａｍｈ 基因［１１］等。 ＴＧＦ － β 超家族成员在细胞生长、 分化、 凋亡及细胞动态平衡等方面发挥重

要作用， 其中 ｂｍｐ （ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ）、 ａｍｈ （ ａｎｔｉｍüｌｌｅｒｉａｎ ｈｏｒｍｏｎｅ） 等基因均涉及脊椎动

物性腺的分化过程［１２］ 。 ｇｓｄｆ （ｇｏｎａｄａｌ ｓｏｍａ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒ） 基因作为 ＴＧＦ － β 超家族中的一种细胞因

子， 最先在虹鳟 （Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｍｙｌｉｓｓ） 的原始生殖细胞 （ ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ ｇｅｒｍ ｃｅｌｌ， 简称 ＰＧＣ） 中被分离

鉴定。 在孵化后 ４０ ｄ 的虹鳟胚胎中， ｇｓｄｆ 基因特异地在其性腺细胞表达， 该基因对于维持虹鳟原始

生殖细胞和精原细胞的正常增殖发育具有重要作用［１３］ 。 Ｙａｓｕｓｈｉ 等［１４］ 以寻找 ｄｍｙ 基因下游的靶基因

为目的构建了青鳉各个发育时期的 ｃＤＮＡ 文库， 并从中筛选出与虹鳟 ｇｓｄｆ 基因同源的下游基因。 为了

进一步揭示 ｇｓｄｆ 基因在青鳉性别分化中的作用， Ｙａｓｕｓｈｉ 等人成功克隆了青鳉的 ｇｓｄｆ 基因并检测了该

基因在青鳉发育各个时期的表达模式， 研究结果表明 ｇｓｄｆ 基因在雄性青鳉的胚胎中高表达， 而雌性

个体中几乎不表达， 性逆转的雄性个体中 ｇｓｄｆ 基因表达明显下降。 随后在吕宋青鳉 （ Ｏ ｌｕｚｏｎｅｎｓｉｓ）
中， ｇｓｄｆ 被发现取代了 ｄｍｙ 成为该物种的性别决定主效基因［１３］ 。 该研究结果再次揭示和肯定了 ｇｓｄｆ
基因在鱼类性别分化过程的重要角色。 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术靶向敲除罗非鱼中的 ｇｓｄｆ 基因， 导致

遗传雄性 （ＸＹ） 的个体发生性逆转， 过表达 ｇｓｄｆ 基因致使遗传为雌性 （ ＸＸ） 个体的性腺发育为精

巢， 表明 ｇｓｄｆ 基因在罗非鱼的性别决定中也发挥了关键的作用［１５］ 。 因此， 探索 ｇｓｄｆ 基因在鱼类性别

决定通路中的角色， 对解析性别决定和分化的分子机理具有重要意义。
黄姑鱼 （Ｎｉｂｅａ ａｌｂｉｆｌｏｒａ） 隶属于鲈形目 （ Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｓ）、 石首鱼科 （ Ｓｃｉａｅｎｉｄａｅ ）、 黄姑鱼属

（Ｎｉｂｅａ）， 主要分布在我国沿海、 朝鲜半岛及日本南部海域［１６］ 。 黄姑鱼表现出显著的雌雄二态生长模

式， １５ 月龄黄姑鱼的雌性个体体重约是雄性个体的 １ ３ 倍［１７］ ， 开展全雌化养殖， 可望在不增加养殖

量的情况下大幅度提高产量。 高效地挖掘和筛选黄姑鱼性别决定分化相关基因并探讨其基因功能对于

阐明黄姑鱼性别决定的分子机理具有重要意义。 本研究拟克隆黄姑鱼 ｇｓｄｆ 基因的 ＯＲＦ 序列全长， 利

用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术进一步检测和分析该基因在不同组织和不同发育时期性腺中的表达情况，
以期为阐明黄姑鱼的性别决定和分化机理提供基础资料。

１　 材料与方法
１ １　 实验材料

实验所用的黄姑鱼均为人工养殖个体， 采自福建省宁德市金铃水产科技有限公司。 其中 ２６ 日龄

至 ３９０ 日龄的样品均为 ２０１６ 年 ３ 月繁育的鱼苗， 育苗期间水温 ２２ ～ ２５ ℃ ， 盐度为 ２５ ～ ３１。 成鱼

（５４０ 日龄） 为性成熟但未产卵的样品， 系来自 ２０１５ 年秋季繁育的鱼苗。
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黄姑鱼遗传性别鉴定的材料取自于其鳍条组织， 置于 ９５％ 的乙醇中， － ２０ ℃ 保存备用。 基因克

隆的材料取自于性成熟黄姑鱼的性腺组织， 组织表达分析的材料取自于性成熟黄姑鱼的性腺、 肌肉、
脾脏、 胃、 心脏、 肝脏、 脑、 肾、 眼和头肾， 不同发育阶段的材料分别取自孵化后 ２６ ｄ、 ３７ ｄ、
４０ ｄ、 ４９ ｄ、 ６４ ｄ、 ９３ ｄ、 １２０ ｄ、 １８０ ｄ （６ 月龄）、 ２４０ ｄ （８ 月龄）、 ３９０ ｄ （１３ 月龄） 及 ５４０ ｄ （１８
月龄， 性腺已发育成熟） 的黄姑鱼， 这些材料置于 ＲＮＡ 保护液中， － ８０ ℃保存备用。
１ ２　 实验试剂

ＤＮＡ 提取试剂盒购自上海捷瑞生物工程有限公司； ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒、 ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭ Ｒｅｖｅｒｓｅ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ （Ｐｒｏｍｅｇａ） 购自上海泰京生物技术有限公司； Ｔｒａｎｓ Ｚｏｌ Ｕｐ Ｐｌｕｓ ＲＮＡ Ｋｉｔ、 感受态

细胞 ＤＨ５α 购自北京全式金生物技术有限公司； ＴａｑＤＮＡ 聚合酶、 ｐＭＤ１９ － Ｔ、 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ

Ⅱ试剂盒购自宝生物工程 （大连） 有限公司 （ＴａＫａＲａ）； 引物由华大基因合成。
１ ３　 实验方法

１ ３ １　 黄姑鱼遗传性别鉴定

由于幼小的黄姑鱼个体无法通过外部形态与性腺组织学观察辨别其雌雄， 需要通过提取基因组

ＤＮＡ 并利用本实验室开发的黄姑鱼性别特异分子标记引物 （见表 １） 对其进行遗传性别鉴定［１８］ 。
ＰＣＲ 产物经琼脂糖凝胶电泳检测判定： 遗传雄性黄姑鱼个体能检测到一条 ２５８ ｂｐ 的条带， 而遗传雌

性黄姑鱼个体没有扩增条带。
１ ３ ２　 总 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 链的合成

使用 Ｔｒａｎｓ Ｚｏｌ Ｕｐ Ｐｌｕｓ ＲＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒进行 ＲＮＡ 提取， 使用 ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ
（Ｐｒｏｍｅｇａ） 试剂盒按照其说明书合成 ｃＤＮＡ 的第一条链， 后用内参基因 β － ａｃｔｉｎ 引物 （序列见表 １）
检测反转录效果。

表 １　 基因克隆和荧光定量所用到的引物

Ｔａｂ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ 序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′ － ３′） 用途 Ｕｓａｇｅ

ＭＳ⁃Ｆ ＧＣＡＡＧＧＡＣＡＡＧＣＣＧＡＡＣＡＡＧ

ＭＳ⁃Ｒ ＴＣＧＴＣＡＣＡＡＡＴＡＴＧＧＡＡＲＷＡＴＫＧＡＴ
性别鉴定

Ｓｅｘ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｆ ＴＴＡＴＧＡＡＧＧＣＴＡＴＧＣＣＣＴＧＣＣ

β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｒ ＴＧＡＡＧＧＡＧＴＡＧＣＣＡＣＧＣＴＣＴＧＴ
内部参照

Ｉｎｔｅｒｎａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ

Ｍ１３⁃４７ ＣＧＣＣＡＧＧＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣ

ＲＶ⁃Ｍ ＡＧＣＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣＡＧＧＡ
阳性克隆鉴定

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅｓ

ｇｓｄｆ⁃ｏｒｆ⁃Ｆ ＡＴＧＴＣＣＴＴＴＧＣＧＴＴＣＡＴＴＧＴＣＡ

ｇｓｄｆ⁃ｏｒｆ⁃Ｒ ＴＴＡＣＴＣＴＡＴＧＣＣＧＧＧＣＴＧＣＴＧ
ＯＲＦ 扩增

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＯＲＦ

ｇｓｄｆ⁃Ｆ ＣＧＣＣＡＣＴＧＡＡＧＡＧＣＣＣＡＡＴＡＧＣ

ｇｓｄｆ⁃Ｒ ＧＣＡＣＣＴＧＧＡＣＣＡＴＣＡＣＴＧＴＣＴＧ
ｇｓｄｆ 基因定量

Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｓｄｆ

１ ３ ３　 黄姑鱼 ｇｓｄｆ 基因的克隆

利用生物信息学方法从本实验室的黄姑鱼性腺转录组学研究数据中获得 ｇｓｄｆ 的开放阅读框序列，
根据拼接的参考序列设计引物 ｇｓｄｆ⁃ｏｒｆ⁃Ｆ ／ Ｒ （序列见表 １）， 以黄姑鱼成鱼的性腺 ｃＤＮＡ 为模板扩增 ｇｓ⁃
ｄｆ 的开放阅读框片段。 产物经琼脂糖凝胶电泳验证后， 利用 ＤＮＡ 回收试剂盒纯化回收并连入 ｐＭＤ１９⁃
Ｔ 载体， 转化到大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞中， 挑取阳性克隆送到华大基因有限公司进行测序。 用

ＤＮＡＭＡＮ 软件对测序所得数据和参考序列进行比对分析， 并使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ ０ 软件（ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ． ｐｒｅｍｉｅｒｂｉｏｓｏｆｔ． ｃｏｍ ／ ）设计荧光定量 ＰＣＲ 引物 ｇｓｄｆ⁃Ｆ ／ Ｒ （序列见表 １）。
１ ３ ４　 ｇｓｄｆ 基因的生物信息学分析

分析蛋白质的物理参数： ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ；

·３８·
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预测信号肽： ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ ／ ；
分析蛋白质结构域： 用 ＮＣＢＩ 的 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎｓ （ＣＤ⁃Ｓｅａｒｃｈ） 程序；
序列同源性分析： ＤＮＡＭＡＮ 软件；
氨基酸多重序列比对： ＢｉｏＥｉｄｔ 软件；
构建系统进化树： ＭＥＧＡ ５ ０ 软件 （邻接法， Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ， ＮＪ）。

１ ３ ５　 实时荧光定量 ＰＣＲ
选择 β⁃ａｃｔｉｎ 基因为内参基因 （引物为 β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｆ ／ Ｒ， 序列见表 １）， 使用 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ （ Ｒｏｃｈｅ，

ＵＳＡ） 荧光定量 ＰＣＲ 仪， 按照 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ Ⅱ试剂盒使用说明， 采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｇｓｄｆ 基因

在不同组织和不同发育时期的表达情况 （引物 ｇｓｄｆ⁃Ｆ ／ Ｒ 序列见表 １）， 每个样品做 ３ 个重复。
１ ３ ６　 数据处理

对实时荧光定量 ＰＣＲ 结果， 采用 ２ － ΔΔＣｔ方法计算每个样品目的基因的相对表达量， 利用 ｔ － 检验

分析比较各组织不同性别中 ｇｓｄｆ 基因的雌雄表达量差异。

２　 结果
２ １　 遗传性别鉴定

对无法辨别性别的苗期个体进行遗传性别鉴定的结果如图 １ 所示。 由图 １ 可知， 遗传雄性个体可

以检测到 １ 条 ２５８ ｂｐ 左右的特异条带， 而遗传雌性个体则没有扩增条带。

图 1 黄姑鱼遗传性别鉴定

Fig.1 Detection of genetic sex in Nibea albiflora
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２ ２　 ｇｓｄｆ 基因的结构

克隆获得黄姑鱼 ｇｓｄｆ 基因 ＯＲＦ 长度为 ６４８ ｂｐ， 编码 ２１５ 个氨基酸 （见图 ２）， 预测蛋白质相对分

子质量为 ２２８２０ ７６ ｕ， 理论等电点 （ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ， ｐＩ） 为 ５ ２２。 黄姑鱼的 ｇｓｄｆ 与 ＧｅｎＢａｎｋ 中可查

到基因组序列的其他 ７ 种鱼类的 ｇｓｄｆ 基因一样， 均包含 ５ 个外显子和 ４ 个内含子 （见图 ３）。 黄姑鱼

ｇｓｄｆ 编码蛋白有一个信号肽， 包含 １９ 个氨基酸 （图 ２ 中深色方框所示）。 图 ４ 为用 ＣｌｕｓｔａｌＷ 对 １２ 种

不同鱼类 ＧＳＤＦ 氨基酸序列进行比对的结果， ＴＧＦ － β 超家族保守结构域位于黄姑鱼 ＧＳＤＦ 第 １１４ ～
２０４ 氨基酸处， 图 ４ 中星号标注为 ９ 个保守的半胱氨酸残基。 表 ２ 为黄姑鱼 ＧＳＤＦ 与其他 １０ 种鱼类

ＧＳＤＦ、 以及几种鱼类 ＡＭＨ、 ＴＧＦ － β 或 ＢＭＰ 氨基酸序列比较分析的结果， 从表 ２ 中可见： 黄姑鱼

ＧＳＤＦ 与鲈鱼 ＧＳＤＦ 同源性最高， 达 ７０ ２％ ； 其次是石斑鱼 （６７ ６％ ） 和牙鲆 （６４ ５％ ）， 与同属于

石首鱼科的大黄鱼 ＧＳＤＦ 同源性为 ６３ ４％ ， 与斑马鱼 ＧＳＤＦ 的同源性最低 （只有 ３１ １％ ）， 与鱼类

ＴＧＦ － β 及 ＡＭＨ、 ＢＭＰ 等其他 ＴＧＦ － β 超家族成员的同源性则均低于 ２０％ 。 系统进化树 （见图 ５）
分析结果显示各种鱼类的 ＧＳＤＦ 同聚为一枝， 而 ＴＧＦ － β 超家族的其他成员分别聚为一枝； 在 ＧＳＤＦ
分枝内部， 黄姑鱼 ＧＳＤＦ 与大黄鱼 ＧＳＤＦ 首先聚合为同一个小分枝， 显示两者的亲缘关系最近， 而与

斑马鱼的亲缘关系最远。

·４８·
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图 2 黄姑鱼 gsdf 基因 ORF 核酸序列及对应氨基酸序列

Fig.2 Nucleic acid sequences and amino acid sequences of gsdf gene ORF in N. albiflora

说明：深色框内的序列表示一个信号肽，浅色方框内为 9 个保守的半胱氨酸残基。
Notes:The sequence in dark box represented for a signal peptide，the light box indicated nine cysteine residues.

图 3 黄姑鱼与其他 7 种鱼类的 gsdf 基因结构图

Fig.3 The gsdf gene structure diagram of N. albiflora and other 7 fishes

说明：黑色方框代表外显子，外显子编号及长度标注其上方，破裂线代表内含子
Notes： Exons were represented by black boxes,while the number given above it represented the relative base pair sizes of
exons.Introns were represented by break鄄lines.

·５８·
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图 4 黄姑鱼与其他鱼类 GSDF 氨基酸序列的比较

Fig.4 Alignment of amino acid sequences of GSDF in N. albiflora and other fishes

·６８·
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表 ２　 黄姑鱼 ＧＳＤＦ 氨基酸序列与其他鱼类 ＧＳＤＦ 及 ＴＧＦ － β 超家族其他成员的同源性分析

Ｔａｂ ２　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ ＧＳＤＦ ｉｎ Ｎ． ａｌｂｉｆｌｏｒａ ａｎｄ
ｏｔｈｅｒ ｆｉｓｈｅｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ ＴＧＦ⁃β ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

ＧｅｎＢａｎｋ 检索号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

氨基酸同源性
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ／ ％

Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ＿ＧＳＤＦ 本实验室［１９］ ６３． ４

Ｄｉｃｅｎｔｒａｒｃｈｕｓ ｌａｂｒａｘ＿ＧＳＤＦ ＡＧＡ５４１３５． １ ７０． ２

Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ ａｋａａｒａ＿ＧＳＤＦ ＡＩＷ５２５６６． １ ６７． ６

Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ ｏｌｉｖａｃｅｕｓ＿ＧＳＤＦ ＡＲＲ７５２０４． １ ６４． ５

Ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｓ ｍａｘｉｍｕｓ＿ＧＳＤＦ ＡＪＯ６７８９４． １ ６１． ８

Ｍｏｎｏｐｔｅｒｕｓ ａｌｂｕｓ＿ＧＳＤＦ ＡＬＧ６２６３１． １ ６０． ８

Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓ＿ＧＳＤＦ ＮＰ＿００１１７１２１３． １ ５７． ０

Ｈａｌｉｃｈｏｅｒｅｓ ｔｒｉｍａｃｕｌａｔｕｓ＿ＧＳＤＦ ＢＡＭ７５１８６． １ ５６． ４

Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｍｏｓｓａｍｂｉｃｕｓ＿ＧＳＤＦ ＡＬＯ１８７９２． １ ５４． ０

Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ＿ＧＳＤＦ ＡＦＩ９８３９２． １ ３１． １

Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ＿ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ＿ＡＭＨ ＣＤＩ３０２４１． １ １６． ５

Ｄａｎｉｏ＿ｒｅｒｉｏ＿ＡＭＨ ＡＡＴ７７７２９． ２ １２． ６

Ｏｒｙｚｉａｓ＿ｌａｔｉｐｅｓ＿ＡＭＨ ＮＰ＿００１０９８１９８． １ １１． １

Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ＿ｍｙｋｉｓｓ＿ＴＧＦ ＣＡＡ６７６８５． １ １３． ４

Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ＿ＴＧＦ － β２ ＮＰ＿９１９３６６． １ １０． ８

Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓ＿ＢＭＰ ＮＰ＿００１０９８３７８． １ １６． ３

Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ＿ＢＭＰ ＢＡＡ２４４０６． １ １６． １

Nibea_albiflora_GSDF
Larimichthys_crocea_GSDF

Dicentrarchus_labrax_GSDF
Epinephelus_akaara_GSDF

Monopterus_albus_GSDF
Scophthalmus_maximus_GSDF

Paralichthys_olivaceus_GSDF
Halichoeres_trimaculatus_GSDF

Oreochromis_mossambicus_GSDF
Oryzias_latipes_GSDF

Danio_rerio_GSDF
Danio_rerio_BMP

Oryzias_latipes_BMP
Oncorhynchus_mykiss_TGF
Danio_rerio_TGF-2

Danio_rerio_AMH
Oryzias_latipes_AMH

Oreochromis_niloticus_AMH

100

100

72
100

75

99
88

36 58

62

30

27
36

36

11

0.2

GSDF

AMH

TGF

BMP

图 5 黄姑鱼 GSDF 与其他鱼类 GSDF 及 TGF-β 超家族其他成员的系统进化分析

Fig.5 Phylogenetic analysis of GSDF in N. albiflora and other fishes and other members of TGF-β superfamily
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２ ３　 ｇｓｄｆ 基因在不同组织和不同发育阶段的表达分析

２ ３ １　 不同组织中的表达情况
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图 6 黄姑鱼 gsdf 基因在各组织中的相对表达

Fig.6 Expression of gsdf in each tissues of N. albiflora

图 7 黄姑鱼 gsdf 基因在不同发育时期性腺中的相对表达

Fig.7 Expression of gsdf in N. albiflora gonad during
different day post hatch
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以 β⁃ａｃｔｉｎ 基因为内参， 利用实时荧光定

量 ＰＣＲ 检测黄姑鱼 ｇｓｄｆ 基因在性腺、 心脏、
肝脏、 脾脏、 肾、 胃、 脑、 肌肉、 眼和头肾

共 １０ 个组织中的表达情况。 结果如图 ６ 所

示， 黄姑鱼 ｇｓｄｆ 基因主要集中在精巢中表

达， 其表达量远远高于卵巢 （Ｐ ＜ ０ ００１） 。
在雄鱼的心脏、 脾脏、 眼、 胃中也有比较明

显的表达， 但与精巢相比其表达量都很低，
其他组织中的表达量更低， 肝脏中完全没有

检测到表达； 雌性黄姑鱼各组织中 ｇｓｄｆ 的表

达量都很低， 除了在肌肉、 胃和眼中的表达

量与雄鱼相近外， 在肾脏、 脑和卵巢中都只

有痕量表达， 在心脏和脾脏中的表达量也显

著低于雄性 （Ｐ ＜ ０ ０１） 。
２ ３ ２　 不同发育时期性腺中的表达情况

利用实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ｇｓｄｆ 基因在

黄姑鱼不同发育时期性腺中的表达量 （见图

７）， 结果进一步显示了该基因在雄性精巢中

高表达的性别特异性表达特征。 其中 ｇｓｄｆ 基
因从孵化后第 ４０ 天在雄鱼性腺中开始表达，
第 ４９ 天后表达量快速升高， 在孵化后第 １２０
天表达量达到高峰， 随后开始下降， 在第

１８０ 天时的表达量只有第 １２０ 天时的 ３５ ３％ ，
到第 ３９０ 天时表达量只有第 １２０ 天时的

８ ３％ ， 之后到第 ５４０ 天表达量基本保持稳

定。 在整个发育过程中 ｇｓｄｆ 基因在卵巢中的

表达量相对极低， 几乎检测不到其表达。

３　 讨论
已有的研究表明， 控制脊椎动物性腺发

育的基因及机制具有多变性和可塑性， 往往

那些本不参与性别决定的基因可能通过基因

复制或突变等途径跨越基因遗传的层级而被

招募成为新的性别决定开关基因［２０］ ， 导致在

分类地位上相近、 甚至同一个属不同物种的鱼类其性别决定的基因都可能不一样 （如 Ｏ ｌａｔｉｐｅｓ［２１］ 与

Ｏ ｌｕｚｏｎｅｎｓｉｓ［２２］ ） 。 因此， 每一个参与性别决定分化及发育的基因都具有深入剖析和研究的意义。
本研究首次克隆了黄姑鱼 ｇｓｄｆ 基因， 序列比对和同源性分析的结果显示， 黄姑鱼 ｇｓｄｆ 基因具有

ＴＧＦ － β 超家族保守功能结构域和 ９ 个保守的半胱氨酸残基， 提示这些半胱氨酸残基对于维持 ＴＧＦ －
β 超家族蛋白质的空间结构和行使其生理功能具有极其重要的作用。 系统进化分析发现黄姑鱼 ｇｓｄｆ 基
因同其他物种 ｇｓｄｆ 基因聚为一枝， 明显有别于 ＴＧＦ － β 超家族的其他成员， 由此可以推测黄姑鱼 ｇｓｄｆ

·８８·
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与其他物种的 ｇｓｄｆ 有着同样或相似的功能。 有趣的是黄姑鱼与大黄鱼同属于石首鱼科， 但其 ｇｓｄｆ 的
氨基酸序列与大黄鱼的相似性却低于与鲈鱼、 石斑鱼和牙鲆的相似性， 这一方面说明分类地位很近的

物种之间其基因和所编码的蛋白质氨基酸序列除了与功能密切相关的区域外， 其余区域也可以有较大

的变化和差异， 另一方面是否也暗示黄姑鱼与大黄鱼的 ｇｓｄｆ 之间存在着具体功能上的差别， 值得进

行比较研究。
荧光定量 ＰＣＲ 检测发现黄姑鱼 ｇｓｄｆ 基因在雄鱼精巢中表现为特异性高表达， 除性腺外， ｇｓｄｆ 基

因在心脏、 脾脏、 胃、 眼和肌肉等其他器官 ／ 组织中也能检测到一定量的表达， 雌鱼胃、 眼、 肌肉、
心脏、 脾脏等中也能检测到少量的表达。 作为 ＴＧＦ － β 超家族的一员， 这个结果与 ＴＧＦ － β 超家族的

成员对于细胞增殖分化、 胚胎发育等多方面都起着重要作用的研究结论相一致， 另一方面也提示该基

因不太可能是黄姑鱼性别决定的关键起始基因。
组织学研究结果表明孵化后第 ３６ 天为黄姑鱼性别决定的关键时期， 孵化后第 ６１ 天在雄性黄姑鱼

中可观察到无限性小叶组织的存在， 标志着黄姑鱼雄性精巢开始分化［２３］ 。 本研究发现黄姑鱼 ｇｓｄｆ 基
因在精巢未分化， 孵化后第 ４０ 天在雄鱼性腺中开始有明显表达， 孵化后第 ４９ 天表达量迅速升高， 到

孵化后第 １２０ 天表达量达到高峰， 此时黄姑鱼精巢已分化完成， 正处于其快速发育和精原细胞快速增

殖的阶段。 之后随着精巢发育成型， ｇｓｄｆ 基因的表达量显著下降， 但在精巢发育成熟之后仍保持着一

定的表达量。 这些结果提示 ｇｓｄｆ 基因与黄姑鱼雄性性别分化与发育过程密切相关， 同时对于维持精

巢的继续发育也有重要作用， 因为黄姑鱼生殖细胞是分批成熟， 在整个生活史中性腺首次发育成熟

后， 仍然不断有新的生殖细胞生成与发育， 但具体的作用机制， 还有待今后深入研究。 研究［１９］ 表明

大黄鱼精巢的 ｇｓｄｆ 基因在孵化后第 ４１ 天检测有明显表达， 孵化后第 ４９ 天表达量显著升高， 孵化后第

１２３ 天达到高峰， 随后表达量逐渐下降， 到精巢发育成熟后 ｇｓｄｆ 基因的表达量下降到只有第 １２３ 天的

１０％ 左右， 而在雌鱼性腺中的表达量远远低于雄鱼性腺。 与大黄鱼不同的是， 黄姑鱼雌鱼在整个性腺

分化、 发育与成熟过程中 ｇｓｄｆ 基因都几乎检测不到其表达， 或只有极少量的表达， 其表达的性别特

异性比大黄鱼更加明显， 这也显示出两种鱼之间的差异。 关于什么是黄姑鱼性别决定的关键起始基

因， ｇｓｄｆ 基因在黄姑鱼性别决定和分化中的角色和具体功能是什么， 还需进一步研究阐明。 本文为深

入研究黄姑鱼性别决定、 发育与分化的分子机制提供了有益的资料。
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