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大黄鱼 ｇｓｄｆ和 ａｍｈ基因的克隆及表达分析
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摘要：该研究克隆了大黄鱼（Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ）ｇｓｄｆ （ｇｏｎａｄａｌ ｓｏｍａ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒ）和 ａｍｈ （ａｎｔｉＭüｌｌｅｒｉａｎ ｈｏｒｍｏｎｅ）

基因的开放阅读框序列并对它们的表达进行分析。大黄鱼 ｇｓｄｆ 基因 ｃＤＮＡ 序列开放阅读框长为 ６１８ ｂｐ，可编码
２０５个氨基酸，含有信号肽和 ＴＧＦβ结构域。系统进化分析显示，大黄鱼 Ｇｓｄｆ 与其他鱼类 Ｇｓｄｆ 聚为一枝，而与
ＴＧＦβ超家族其他成员分开。Ａｍｈ基因 ｃＤＮＡ序列开放阅读框为 １ ５６３ ｂｐ，可编码 ５２０ 个氨基酸，含有信号肽、
ＡＭＨＮ区域和 ＴＧＦβ保守结构域。系统进化分析显示，大黄鱼 Ａｍｈ 与舌齿鲈（Ｄｉｃｅｎｔｒａｒｃｈｕｓ ｌａｂｒａｘ）Ａｍｈ 进化关
系最近。荧光定量 ＰＣＲ表达分析显示，ｇｓｄｆ和 ａｍｈ基因主要在大黄鱼性腺表达，在精巢中的表达量显著高于卵
巢（Ｐ ＜ ０ ０５），２ 个基因都在性腺分化前开始表达，在雄鱼精巢中表达量呈现先升高后下降的趋势，在卵巢的表
达量很低。此外，相比于正常雌鱼，ｇｓｄｆ和 ａｍｈ基因在伪雄鱼（遗传性雌鱼）性腺中的表达量显著上调。这些结
果表明，ｇｓｄｆ和 ａｍｈ基因在大黄鱼性腺分化过程中起到重要的作用。

关键词：大黄鱼；ｇｓｄｆ基因；ａｍｈ基因；基因表达；性腺分化；荧光定量 ＰＣＲ
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ｃｒｏｃｅａ，ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｓｅｄ ｂｙ ｑＲＴＰＣＲ Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ （ＯＲＦ）ｏｆ ｇｓｄｆ ｇｅｎｅ
ｓｐａｎｅｄ ａ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ６１８ ｂｐ ａｎｄ ｃｏｄｅｄ ２０５ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｗｉｔｈ ａ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｎｄ ａ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｔｈｅ ＴＧＦβ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ Ｓｅ
ｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｇｓｄｆ ｏｆ Ｌ ｃｒｏｃｅａ ａｎｄ Ｄｉｃｅｎｔｒａｒｃｈｕｓ ｌａｂｒａｘ ｓｈａｒｅｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｈｏｍｏｌｏｇｙ Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｆｉｓｈ Ｇｓｄｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｈａｄ ａ ｃｌａｄｅ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｒｅｓｔ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ＴＧＦβ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ Ｔｈｅ ＯＲＦ ｏｆ ａｍｈ ｇｅｎｅ ｓｐａｎｅｄ
ａ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ １ ５６３ ｂｐ ａｎｄ ｃｏｄｅｄ ５２０ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｔｈａｔ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ａ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ，ａｎ ＡＭＨＮ ｄｏｍａｉｎ ａｎｄ ａ ＴＧＦβ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ
Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ Ａｍｈ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｌ ｃｒｏｃｅａ ａｎｄ Ｄ ｌａｂｒａｘ ｈａｄ ｔｈｅ ｎｅａｒｅｓｔ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ Ｔｈｅ ｑＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｓ ｔｈａｔ
ｇｓｄｆ ａｎｄ ａｍｈ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｍａｉｎｌｙ ｉｎ ｇｏｎａｄ，ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｅｓｔｉｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｏｖａｒｙ （Ｐ
＜ ０ ０５） Ｂｅｆｏｒｅ ｔｈｅ ｇｏｎａｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，ｇｓｄｆ ａｎｄ ａｍｈ ｇｅｎｅｓ ｈａｄ ａｌｒｅａｄｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ，ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｗｏ ｇｅｎｅｓ ｓｈｏｗｅｄ
ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｃｒｅａｓｅ ｔｒｅｎｄ ｉｎ ｔｅｓｔｉｓ ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｖｅｒｙ ｌｏｗ ｉｎ ｏｖａｒｉｅｓ Ｂｅｓｉｄｅｓ，ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｆｅｍａｌｅｓ，
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔｗｏ ｇｅｎｅｓ ｈａｄ ｍｏｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｇｏｎａｄ ｏｆ ｐｓｅｕｄｏｍａｌｅｓ （ｇｅｎｅｔｉｃ ｆｅｍａｌｅｓ） Ｉｔ ｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｇｓｄｆ ａｎｄ
ａｍｈ ｇｅｎｅｓ ｐｌａｙ ａ ｖｅｒｙ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ Ｌ ｃｒｏｃｅａ ｇｏｎａｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ；ｇｏｎａｄａｌ ｓｏｍａ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒ （ｇｓｄｆ）；ａｎｔｉＭüｌｌｅｒｉａｎ ｈｏｒｍｏｎｅ （ａｍｈ）；ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；ｇｏｎａｄ ｄｉｆ
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摇 摇 动物界中普遍存在着性别二态性，然而其性别
决定机制却多种多样［１］，有遗传性别决定，环境
性别决定，更有两者共同作用的复杂机制。因此，
性别决定基因一直是生命科学研究的热点。自从发
现人类和小鼠的性别决定基因 ＳＲＹ ／ Ｓｒｙ 以来［２３］，
已经在很多物种中发现不同的性别决定基因，而且
分析发现大多数的性别决定基因集中在转录因子部
分，如山羊（Ｃａｐｒａ ｈｉｒｃｕｓ）雌性性别决定基因
ＦＯＸＬ２［４］，鸡（Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ）和半滑舌鳎（Ｃｙｎｏｇｌｏｓ
ｓｕｓ ｓｅｍｉｌａｅｖｉｓ）的 Ｄｍｒｔ１［５６］，两栖类非洲爪蟾（Ｘｅｎｏ
ｐｕｓ ｌａｅｖｉｓ）的 ＤＭＷ［７］和青鳉（Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓ）的
Ｄｍｙ［８］。但是随着研究的深入，发现很多非转录因
子对于性别决定也起到非常重要的作用，如吕宋青
鳉（Ｏ ｌｕｚｏｎｅｎｓｉｓ）和裸盖鱼（Ａｎｏｐｌｏｐｏｍａ ｆｉｍｂｒｉａ）的
ｇｓｄｆ［９１０］，银汉鱼（Ｏｄｏｎｔｅｓｔｈｅｓ ｈａｔｃｈｅｒｉ）的 ａｍｈｙ［１１］

以及红鳍东方鲀（Ｔａｋｉｆｕｇｕ ｒｕｂｒｉｐｅｓ）的 ａｍｈｒⅡ［１２］

等。转化生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒβ，
ＴＧＦβ）是一个拥有众多成员的超家族，这一家族
作用广泛，除影响细胞的增殖、分化、凋亡，对组
织重塑和免疫功能有重要作用外，同时还在胚胎发
育、胞外基质形成、骨的形成和重建等方面也起着
重要作用［１３］。在鱼类性别决定基因的研究中，发
现 ＴＧＦβ信号通路成员在鱼类性别决定与分化中
起重要作用。

Ｇｓｄｆ（ｇｏｎａｄａｌ ｓｏｍａ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒ）和 ａｍｈ（ａｎｔｉ
Ｍüｌｌｅｒｉａｎ ｈｏｒｍｏｎｅ）都属于 ＴＧＦβ超家族成员。Ｇｓｄｆ
基因最早在虹鳟（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓ）中被发现，
在虹鳟性腺发育早期，ｇｓｄｆ基因表达于原始生殖细
胞（ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ ｇｅｒｍ ｃｅｌｌ，ＰＧＣ）周围的体细胞中，在
性腺发育后期，表达于精巢的支持细胞（Ｓｅｒｔｏｌｉ
ｃｅｌｌｓ）以及卵巢的颗粒细胞（ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ）中。同
时，在受精卵阶段敲降虹鳟 ｇｓｄｆ 基因的表达后，
虹鳟原始生殖细胞 ＰＧＣ 的数目降低，表明 ｇｓｄｆ 基
因可能与原始生殖细胞和精原细胞的增殖有关［１４］。
此后，在多种硬骨鱼中成功克隆到 ｇｓｄｆ 基因，如
青鳉［１５］、银大麻哈鱼（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｋｉｓｕｔｃｈ）［１６］、
三斑海猪鱼（Ｈａｌｉｃｈｏｅｒｅｓ ｔｒｉｍａｃｕｌａｔｕｓ）［１７］、斑马鱼
（Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ）［１８］、尼罗罗非鱼（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｎｉｌｏｔｉｃ
ｕｓ）［１９］等。特别是在罗非鱼的研究中，通过靶向基
因敲除技术敲除 ｇｓｄｆ 基因，发现遗传雄性（ＸＹ）个
体缺失 ｇｓｄｆ 基因导致其发生性逆转，性腺发育为

卵巢，而在遗传雌性（ＸＸ）个体过表达 ｇｓｄｆ 基因也
能使性腺性逆转为精巢，表明 ｇｓｄｆ 基因在罗非鱼
性别决定中起重要作用。在这些研究中，ｇｓｄｆ 基因
主要在性腺中表达，因此被认为在鱼类性别决定、
分化和生殖细胞的增殖过程中发挥重要的作
用［１２，１５１９］。抗缪勒氏管激素 ＡＭＨ 属于 ＴＧＦβ 超家
族的分泌型糖蛋白，在哺乳动物中诱导雄性的缪勒
氏管退化，维持雄性特征。在雄性小鼠缺失 Ａｍｈ
基因导致小鼠部分雌雄同体，出现子宫和输卵管组
织［２０］。研究表明，在鱼类中并没有发现缪勒氏管，

但却存在 ａｍｈ 或其同源基因。在银汉鱼中发现
ａｍｈ基因在 Ｙ 染色体上有一个特异的复制 ａｍｈｙ，
且该基因在雄性特异表达，时空表达发现 ａｍｈｙ 在
银汉鱼受精后第 ６ 天的胚胎中开始表达于精巢的支
持细胞中，通过敲降 ａｍｈｙ 导致雌性特异基因的表
达上调，表明 ａｍｈｙ 是银汉鱼的性别决定基因［１１］。

尽管已有研究表明 ｇｓｄｆ 和 ａｍｈ 基因影响鱼类性别
决定与分化过程，但是在大黄鱼（Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏ
ｃｅａ）中还未有 ｇｓｄｆ和 ａｍｈ基因的研究报道。

大黄鱼属于鲈形目、石首鱼科、黄鱼属，是中
国重要经济海水鱼类，人工育苗关键技术的突破，
使大黄鱼成为中国南方沿海网箱养殖面积最大、产
量最高的海水鱼类［２１］。与大多海水鱼类相似，大
黄鱼生长存在雌雄差异，雌性生长速度快于雄性且
达到成熟时的个体通常也比雄性大，使得雌鱼更具
有市场价值，有必要在大黄鱼养殖生产中开展全雌
鱼培育和养殖。然而，目前关于大黄鱼性别分化的
调控网络以及有哪些基因参与到性别决定与分化都
了解得很少，大黄鱼的性别决定机制还不够清楚，
因此开展大黄鱼性别决定机制相关的研究，探索大
黄鱼单性育种技术，对于大黄鱼养殖产业的发展具
有重要意义和应用价值。该研究运用生物信息学的
方法从转录组中注释到大黄鱼的 ｇｓｄｆ及 ａｍｈ 基因，
采用分子生物学方法克隆了大黄鱼 ｇｓｄｆ 和 ａｍｈ 基
因的 ｃＤＮＡ 序列，同时使用实时荧光定量 ＰＣＲ 研
究这 ２ 个基因在大黄鱼不同组织、不同发育时期性
腺的表达规律，并分析它们在雌鱼诱导成伪雄鱼性
腺组织中的表达变化，以期为今后研究这 ２ 个基因
和其他性别相关基因的调控关系及大黄鱼的性别决
定与分化奠定基础。
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１摇 材料与方法

１ １摇 实验材料
１ １ １摇 实验样品摇 摇 实验所用的人工养殖大黄鱼
均采自福建省宁德市金陵水产科技有限公司。
１ １ ２摇 实验试剂摇 摇 ＤＮＡ提取试剂盒、ＤＮＡ凝胶
回收试剂盒购自上海捷瑞生物工程有限公司；
ＴｒａｎｓＺｏｌ 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；ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭ Ｒｅｖｅｒｓｅ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍｅｇａ）购自上海泰京生物技
术有限公司；Ｔａｑ ＤＮＡ聚合酶、ｐＭＤ１９Ｔ、ＳＹＢＲ

Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＴＭⅡ试剂盒购自宝生物工程（大连）
有限公司（ＴａＫａＲａ）；引物在华大基因合成。
１ ２摇 实验方法
１ ２ １摇 样品制备摇 摇 研究所用大黄鱼样品分别为：
１）孵化后第 ６、第 １３、第 ２０、第 ２７、第 ３４、第
４１、第 ４９ 和第 ５５ 天分别采集鱼苗样品，将整尾鱼
完整浸入 ＲＮＡ保护液中，４ ℃放置 １ ｄ，然后更换
ＲＮＡ保护液， － ８０ ℃保存，用于总 ＲＮＡ 的提取；
２）分别采集孵化后第 ６９、第 ８４、第 ９８、第 １１２ 和
第 １２３ 天的大黄鱼样品，用消毒的刀片去掉鱼的首
尾，剖开腹部去掉内脏后保存于 ＲＮＡ 保护液中，
保存方法同上；３）取 ８ 月龄、１２ 月龄、１６ 月龄及
２ 年龄的成熟大黄鱼性腺样品保存于 ＲＮＡ 保护液
中，同时取对应每条鱼的鳍条用于基因组 ＤＮＡ 提
取。８ 月龄前的样品每个时期至少取 ２０ 尾，８ 月龄
后的样品至少有 ３ 尾雌鱼和 ３ 尾雄鱼；４）分别取成
熟的 ３ 尾雌鱼和 ３ 尾雄鱼的脑、眼、心脏、肝脏、
脾脏、肾、头肾、肠、胃、肌肉和性腺共 １１ 个组
织样品，置于 ＲＮＡ保护液中， － ８０ ℃保存；５）取
３ 尾成熟的伪雄鱼性腺样品，置于 ＲＮＡ 保护液中，
－ ８０ ℃冰箱保存，取对应的胸鳍用于基因组 ＤＮＡ
提取。所取鱼的鳍条组织置于 ９５％的乙醇， － ２０
℃中保存，用于提取 ＤＮＡ进行性别鉴定。
１ ２ ２摇 大黄鱼 ＤＮＡ的提取及遗传性别的鉴定摇 摇
未成熟大黄鱼的性别难以根据其外部形态及性腺进
行辨别。根据笔者实验室的研究发现，大黄鱼基因
组中存在雌雄差异的 ＤＮＡ 片段（未发表），根据该
片段开发出的分子标记可以通过 ＰＣＲ 扩增及琼脂
糖电泳检测准确鉴定大黄鱼的遗传性别。该实验
中，首先使用 ＤＮＡ 提取试剂盒分别提取不同发育
时期的大黄鱼及成熟伪雄鱼鳍条的 ＤＮＡ，所提取
的 ＤＮＡ 用 １ ０％琼脂糖凝胶电泳检测其质量并用

ＭＵＬＴＩＳＫＡＮ ＧＯ 酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎ
ｔｉｆｉｃ公司）测量 ＤＮＡ 溶度，并将 ＤＮＡ 溶液稀释至
３０ ｎｇ·μＬ －１， － ２０ ℃保存备用。然后根据笔者实
验室开发的性别特异分子标记对大黄鱼进行遗传性
别鉴定。ＰＣＲ 扩增体系（共 １０ μＬ）为 ｄｄＨ２Ｏ ６ ７
μＬ，１０ × ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ １ ０ μＬ， ｄＮＴＰ Ｍｉｘ （２ ５
ｍｍｏｌ·Ｌ －１）０ ８ μＬ，上、下游引物（１０ μｍｏｌ·Ｌ －１，
序列见表 １）各 ０ ２ μＬ，Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶（５ Ｕ·
μＬ －１）０ １ μＬ，模板 ＤＮＡ １ ０ μＬ。ＰＣＲ 反应程序
为 ９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ３０ ｓ，５８ ℃退火
３０ ｓ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，３５ 个循环；最后 ７２ ℃延
伸 １０ ｍｉｎ，于 ４ ℃保存。ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电
泳检测根据电泳条带的不同进行性别的判定。
１ ２ ３摇 大黄鱼 ＲＮＡ的提取和 ｃＤＮＡ的合成摇 摇 不
同时期的大黄鱼经性别鉴定后，根据 Ｔｒａｎｓ Ｚｏｌ Ｕｐ
Ｐｌｕｓ ＲＮＡ Ｋｉｔ试剂盒操作说明分别提取不同发育时
期大黄鱼的性腺总 ＲＮＡ、雌雄大黄鱼成鱼各个组
织中的总 ＲＮＡ 及伪雄鱼性腺总 ＲＮＡ，并用 Ｄｎａｓｅ
Ⅰ ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ 去除基因组 ＤＮＡ。提取的
ＲＮＡ用 １ ０％ 琼脂糖凝胶电泳检测其质量并用
ＭＵＬＴＩＳＫＡＮ ＧＯ酶标仪测量 ＲＮＡ 浓度和质量。取
提取的 ＲＮＡ ２ μｇ，根据 ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ 试剂盒说明书合成 ｃＤＮＡ 的第一条
链，ｃＤＮＡ合成后用内参基因 βａｃｔｉｎ 引物（序列见
表 １）对 ｃＤＮＡ进行检测。
１ ２ ４摇 大黄鱼 ｇｓｄｆ和 ａｍｈ基因的克隆摇 摇 利用笔
者实验室已经测序的大黄鱼转录组数据，经生物信
息学分析得到大黄鱼 ｇｓｄｆ 和 ａｍｈ 基因片段。根据
参考序列，分别在 ｇｓｄｆ 和 ａｍｈ 开放阅读框（ＯＲＦ）
前后各设计 １ 对引物 ｇｓｄｆＯ 和 ａｍｈＯ（序列见表
１），以大黄鱼精巢 ｃＤＮＡ为模板，进行 ｇｓｄｆ和 ａｍｈ
片段的 ＰＣＲ扩增。２０ μＬ ＰＣＲ反应体系包括 ＲＮａｓｅ
Ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏ １３ ４ μＬ、１０ × Ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬ、ｄＮＴＰｓ １ ６

μＬ、正反向引物（１０ μｍｏｌ·Ｌ －１）各 ０ ４ μＬ、模板
ｃＤＮＡ ２ μＬ、Ｔａｑ ＤＮＡ聚合酶（５ Ｕ·μＬ －１）０ ２ μＬ。
ＰＣＲ反应条件为：９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃变性
３０ ｓ，６０ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，３５ 个循
环；最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。扩增产物经 １ ５％的
琼脂糖凝胶电泳分离后用 ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒回
收目的片段，纯化后的产物与 ｐＭＤ１９Ｔ 载体连接，
转化到感受态细胞 ＤＨ５α，经 ＬＢ平板（含氨苄青霉
素）培养后，将筛选的阳性克隆送到华大基因有限
公司进行测序。将测序的数据与参考序列进行比对
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分析，然后根据比对的序列设计荧光定量 ＰＣＲ 引
物 ｇｓｄｆＱ、ａｍｈＱ（序列见表 １）。
１ ２ ５摇 序列比较分析摇 摇 对所获得的 ｇｓｄｆ 和 ａｍｈ
开放阅读框 ｃＤＮＡ序列及其推导的氨基酸序列，采
用 Ｂｌａｓｔ ｎ ／ ｐ程序进行同源搜索。用 ＣＬＵＳＴＡＬ Ｗ程
序对搜索得到的 ｇｓｄｆ 和 ａｍｈ 核苷酸和氨基酸序列
进行多序列比对。利用分析软件 ＭＥＧＡ ５ ０ 以
ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ 法构建系统树，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 设置为
１ ０００。
１ ２ ６摇 实时荧光定量 ＰＣＲ 摇 摇 采用 ＡＢＩ７５００ Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅ ＰＣＲ仪（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，美国），按照 ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑⅡ使用说明，利用引物对 ｇｓｄｆＱ 和
ａｍｈＱ（表 １）进行实时定量 ＰＣＲ 反应。以大黄鱼 β
ａｃｔｉｎ为内参，应用 ２ － ΔΔＣＴ法确定各样品中 ｇｓｄｆ ｍＲ
ＮＡ和 ａｍｈ ｍＲＮＡ的相对含量。２０ μＬ反应体系包括
ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ（２ ×）１０ μＬ、ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒ
ｅｎｃｅ ＤｙｅⅡ０ ４ μＬ、正反向引物（１０ μｍｏｌ·Ｌ －１）各
０ ４ μＬ、模板 ｃＤＮＡ ５０ ｎｇ，其余体积用 ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ
ｄＨ２Ｏ补齐。反应条件为 ９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９５ ℃
变性 １０ ｓ，６０ ℃退火 ３０ ｓ，荧光采集 ８２ ℃ １０ ｓ，４０
个循环；熔解曲线反应条件为 ９５ ℃ １５ ｓ，６０ ℃ １
ｍｉｎ，９５ ℃ １５ ｓ。ＰＣＲ 结束后确认扩增曲线及熔解
曲线，以确保其特异性。每个样品重复 ３次。
１ ２ ７摇 数据处理 摇 摇 实时荧光定量数据以 ２ － ΔΔＣＴ

法处理，相对表达量以平均值 ±标准误（Ｘ ± ＳＥ）表

示，采用 ＳＰＳＳ １９ ０ 软件的 ｔ检验分析法比较不同
组织中 ｇｓｄｆ 和 ａｍｈ 基因表达量的差异，显著性水
平设为 ０ ０５。

２摇 结果与分析

２ １摇 大黄鱼遗传性别的鉴定
利用笔者实验室开发的大黄鱼性别特异分子标

记对大黄鱼进行遗传性别鉴定，经琼脂糖凝胶电泳
检测 ＰＣＲ产物后，根据电泳条带的情况便可判定
待测个体的遗传性别（图 １）。雄性个体有 ２ 个大小
不同的片段，而雌鱼仅有 １ 个片段。据此，判定了
不同个体大黄鱼的遗传性别。此外，经过人工诱导
雌核发育的子代雌性个体，用 １７α甲基睾酮处理
性逆转成伪雄鱼，其性腺外形与大黄鱼雌鱼卵巢相
似，但是成熟的性腺里面生成精子，通过此分子标
记进一步确认其遗传性别是雌性。
２ ２摇 大黄鱼 ｇｓｄｆ和 ａｍｈ基因的克隆及序列分析

根据转录组拼接、注释得到的大黄鱼 ｇｓｄｆ 和
ａｍｈ基因的参考序列，分别设计 １ 对引物，通过
ＰＣＲ对反转录产物进行扩增，经胶回收、克隆、
测序及比对分析分别得到了大黄鱼 ｇｓｄｆ 和 ａｍｈ 基
因开放阅读框的 ｃＤＮＡ序列。大黄鱼 ｇｓｄｆ基因 ＯＲＦ
为 ６１８ ｂｐ，可编码 ２０５ 个氨基酸。推导的大黄鱼
Ｇｓｄｆ氨基酸序列中含有信号肽和 ＴＧＦβ 结构域，
在 ＴＧＦβ 结构域内含有 ９ 个保守的半胱氨酸残基

表 １摇 相关引物及其碱基序列

Ｔａｂ １摇 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ

引物名
ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列（５′ － ３′）
ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

作用
ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ｍａｒｋＦ ＴＧＧＣＴＣＴＧＴＧＡＧＧＣＧＴＣＴ 性别鉴定

ｍａｒｋＲ ＡＴＡＣＡＡＴＧＡＴＧＡＣＡＴＣＡＡＴＣＣＴＧＡＴ

ｇｓｄｆＯＦ ＡＴＧＴＣＣＴＴＴＡＣＧＴＴＣＡＴＴＧＴＣＡＴＧ 开放阅读框扩增

ｇｓｄｆＯＲ ＴＴＡＣＴＣＴＴＣＧＣＴＧＧＧＣＴＧＣＴ

ａｍｈＯＦ ＡＴＧＴＴＧＴＣＧＧＴＧＧＡＴＧＴＣＴＴＣＴＧ

ａｍｈＯＲ ＴＴＡＧＣＧＧＣＡＴＣＣＧＣＡＣＴＣ

ｇｓｄｆＱＦ ＣＴＧＡＴＧＧＴＧＧＡＡＡＣＡＧＴＡＣＧＡＧＣＣ 荧光定量 ＰＣＲ

ｇｓｄｆＱＲ ＡＧＡＧＴＧＣＡＣＡＣＴＧＡＡＣＧＡＣＡＧＴＣ

ａｍｈＱＦ ＡＧＣＣＡＡＣＡＴＣＡＡＣＡＡＣＴＧＣＣ

ａｍｈＱＲ ＴＴＣＡＴＣＣＡＡＧＴＣＣＡＣＣＡＣＣＴ

βａｃｔｉｎＦ ＴＴＡＴＧＡＡＧＧＣＴＡＴＧＣＣＣＴＧＣＣ βａｃｔｉｎ 内参引物

βａｃｔｉｎＲ ＴＧＡＡＧＧＡＧＴＡＧＣＣＡＣＧＣＴＣＴＧＴ
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图 １摇 大黄鱼遗传性别的鉴定
Ｆｉｇ １摇 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｅｘ ｏｆ ｌａｒｇｅ ｙｅｌｌｏｗ ｃｒｏａｋｅｒ

（图 ２）。使用 ＮＣＢＩ 的 Ｂｌａｓｔｐ 分析大黄鱼 Ｇｓｄｆ 氨
基酸序列与其他物种的同源性（表 ２）。结果显
示，大黄鱼 Ｇｓｄｆ 氨基酸序列与舌齿鲈（Ｄｉｃｅｎｔｒａｒ
ｃｈｕｓ ｌａｂｒａｘ）同源性最高（６９％），与青鳉同源性为
５２％，与斑马鱼的同源性仅有 ３３％。对鱼类 Ｇｓｄｆ
氨基酸序列与 ＴＧＦβ 超家族内的其他成员使用
ＭＥＧＡ ５ ０ 构建系统发育树。结果显示，鱼类 Ｇｓ
ｄｆ单独聚为一枝，与超家族内的其他成员分开，
大黄鱼与赤点石斑鱼（Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ ａｋａａｒａ）、裸盖
鱼的亲缘关系较近，先聚为一枝，然后再与其他
鱼类聚在一起（图 ３）。大黄鱼 ａｍｈ 基因 ＯＲＦ 为 １
５６３ ｂｐ，可编码 ５２０ 个氨基酸。推导的大黄鱼
Ａｍｈ氨基酸序列中含有信号肽，并包含 １ 个
ＡＭＨＮ区域和 ＴＧＦβ 结构域，在 ＡＭＨＮ 区域内
含有 ３ 个保守的半胱氨酸残基，在 ＴＧＦβ 结构域
内含有 ７ 个保守的半胱氨酸残基（图 ４）。使用
ＮＣＢＩ的 Ｂｌａｓｔｐ 分析大黄鱼 Ａｍｈ 氨基酸序列与其
他物种的同源性（表 ３），结果显示，大黄鱼 Ａｍｈ
氨基酸序列与舌齿鲈相似性最高（７６％），与青鳉
相似性为 ５３％，与斑马鱼相似性最低（４２％）。
使用 ＭＥＧＡ ５ ０ 对大黄鱼 Ａｍｈ氨基酸序列与其他
脊椎动物的 Ａｍｈ构建系统发育树，结果显示大黄
鱼 Ａｍｈ紧密的和其他鱼类 Ａｍｈ 聚为一枝，且与
鲈形目的亲缘关系最近（图 ５）。
２ ３摇 大黄鱼 ｇｓｄｆ和 ａｍｈ基因在不同组织、不同发
育时期及伪雄鱼性腺的表达分析

通过实时荧光定量 ＰＣＲ 对雌性和雄性大黄鱼
脑、眼、心脏、肝脏、脾脏、肾、头肾、肠、胃、
肌肉和性腺共 １１ 个组织进行表达分析，结果显示
在这些组织中 ｇｓｄｆ和 ａｍｈ基因的表达量存在很大

表 ２摇 大黄鱼 Ｇｓｄｆ氨基酸序列的同源性分析

Ｔａｂ ２摇 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｌ ｃｒｏｃｅａ Ｇｓｄｆ ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

物种
ｓｐｅｃｉｅｓ

基因
ｇｅｎｅ

相似性 ／ ％
ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

舌齿鲈 Ｄｉｃｅｎｔｒａｒｃｈｕｓ ｌａｂｒａｘ ｇｓｄｆ１ ６９

赤点石斑鱼 Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ ａｋａａｒａ ｇｓｄｆ ６７

舌齿鲈 Ｄｉｃｅｎｔｒａｒｃｈｕｓ ｌａｂｒａｘ ｇｓｄｆ２ ６６

黄鳝 Ｍｏｎｏｐｔｅｒｕｓ ａｌｂｕｓ ｇｓｄｆ ６３

裸盖鱼 Ａｎｏｐｌｏｐｏｍａ ｆｉｍｂｒｉａ ｇｓｄｆ ６２

黄鳍棘鲷 Ａｃａｎｔｈｏｐａｇｒｕｓ ｌａｔｕｓ ｇｓｄｆ ６１

斑马宫丽鱼 Ｍａｙｌａｎｄｉａ ｚｅｂｒａ ｇｓｄｆ ６０

尼罗罗非鱼 Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ ｇｓｄｆ ６０

莫桑比克罗非鱼 Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｍｏｓｓａｍｂｉｃｕｓ ｇｓｄｆ ５９

大菱鲆 Ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｓ ｍａｘｉｍｕｓ ｇｓｄｆ ５９

三斑海猪鱼 Ｈａｌｉｃｈｏｅｒｅｓ ｔｒｉｍａｃｕｌａｔｕｓ ｇｓｄｆ ５８

红鳍东方鲀 Ｔａｋｉｆｕｇｕ ｒｕｂｒｉｐｅｓ ｇｓｄｆ ５３

青鳉 Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓ ｇｓｄｆ ５２

虹鳟 Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓｓ ｇｓｄｆ ４３

斑马鱼 Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ ｇｓｄｆ ３３

差异。Ｇｓｄｆ基因特异表达于大黄鱼性腺中，而且在
精巢中高表达，约是卵巢中的 ６ 倍，在其他组织未
检测到有表达；ａｍｈ基因同样在精巢中高表达，约
是卵巢中的 ８ 倍，而在其他组织表达量很低（图 ６
－ ａ和 ６ － ｂ）。对大黄鱼 ｇｓｄｆ和 ａｍｈ 基因在性腺不
同发育时期的表达分析表明，在雄鱼精巢中 ｇｓｄｆ
和 ａｍｈ基因都在孵化后第 ４１ 天（４１ ｄｐｈ）检测到微
量表达，而在孵化后 ５５ ｄｐｈ 表达都明显上调，在
孵化后 １２３ ｄｐｈ达到最高峰，此后表达量下降。与
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图 ２摇 大黄鱼 Ｇｓｄｆ氨基酸序列和其他鱼类 Ｇｓｄｆ氨基酸序列的比较
箭头代表信号肽切割位点，黑色上画线为 ＴＧＦβ结构域，９ 个保守的半胱氨酸残基用星号表示

Ｆｉｇ ２摇 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｏｆ Ｌ ｃｒｏｃｅａ ｇｓｄｆ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｖｅｒｔｅｂｒａｔｅ ｆｉｓｈｅｓ
Ｔｈｅ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ Ｔｈｅ ＴＧＦβ ｄｏｍａｉｎ ｉｓ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｃｋ ｏｖｅｒｌｉｎｅ

Ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｃｙｓｔｅｉｎｅｓ ａｒｅ ｍａｒｋｅｄ ｂｙ ａｓｔｅｒｉｓｋｓ

此相比，在卵巢中 ｇｓｄｆ和 ａｍｈ 基因表达量都很低，
ｇｓｄｆ基因在卵巢中的表达量也呈现先升高后下降的
趋势，且在孵化后 １２３ ｄｐｈ达到最高；而 ａｍｈ基因
在卵巢中的表达量一直处于很低的水平（图 ７ － ａ和
７ － ｂ）。此外，对大黄鱼 ｇｓｄｆ和 ａｍｈ基因在成熟的
正常雌雄鱼和伪雄鱼性腺的表达量分析显示，相对
于正常雌鱼，ｇｓｄｆ 和 ａｍｈ 基因在伪雄鱼性腺的表
达量显著上升（图 ８ － ａ和 ８ － ｂ）。

３摇 讨论

从发现虹鳟 ｇｓｄｆ 基因以来，不断地在斑马鱼、

红鳍东方鲀、三刺鱼（Ｇａｓｔｅｒｏｓｔｅｕｓ ａｃｕｌｅａｔｕｓ）和青鳉
等鱼类中发现该基因。然而，此前的研究发现 ｇｓｄｆ
基因仅限于硬骨鱼类，后来在肉鳍鱼类矛尾鱼
（Ｌａｔｉｍｅｒｉａ ｍｅｎａｄｏｅｎｓｉｓ）［２２］和软骨鱼类象鲨（Ｃａｌｌｏ
ｒｈｉｎｃｈｕｓ ｍｉｌｉｉ）［１９］中也发现了 ｇｓｄｆ 基因，表明 ｇｓｄｆ
基因不只是存在于硬骨鱼类。目前，在比鱼类更原
始的物种中，以及鱼类之后的四足类中都未能发现
ｇｓｄｆ的同源基因［２３］，推测 ｇｓｄｆ 基因可能只特定存
在于鱼类，并且该基因的出现有可能是基因组复制
的产物。结合主流的基因组复制学说，第一次基因
组复制发生在脊椎动物有颌类和无颌类分离前，而
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图 ３摇 大黄鱼 Ｇｓｄｆ与其他物种 ＴＧＦβ超家族成员系统进化分析
Ｆｉｇ ３摇 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｌ ｃｒｏｃｅａ Ｇｓｄｆ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ＴＧＦβ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ

表 ３摇 大黄鱼 Ａｍｈ氨基酸序列的同源性分析

Ｔａｂ ３摇 Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｏｆ Ｌ ｃｒｏｃｅａ Ａｍｈ ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

物种
ｓｐｅｃｉｅｓ

相似性 ／ ％
ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

舌齿鲈 Ｄｉｃｅｎｔｒａｒｃｈｕｓ ｌａｂｒａｘ ７６

裸盖鱼 Ａｎｏｐｌｏｐｏｍａ ｆｉｍｂｒｉａ ７１

金钱鱼 Ｓｃａｔｏｐｈａｇｕｓ ａｒｇｕｓ ７０

奥利亚罗非鱼 Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ａｕｒｅｕｓ ６７

银汉鱼 Ｏｄｏｎｔｅｓｔｈｅｓ ｂｏｎａｒｉｅｎｓｉｓ ６１

三斑海猪鱼 Ｈａｌｉｃｈｏｅｒｅｓ ｔｒｉｍａｃｕｌａｔｕｓ ６０

青鳉 Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓ ５３

虹鳟 Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓｓ ４９

斑马鱼 Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ ４２

第二次基因组复制只发生在有颌类，第三次基因组
复制是辐鳍鱼类特有的基因组复制［２４］，推测 ｇｓｄｆ

基因可能是在第二次基因组复制而产生的新基因，
且该基因对于鱼类有特殊的功能。该研究中氨基酸
序列分析显示，大黄鱼 Ｇｓｄｆ 存在 ＴＧＦβ 功能结构
域，且在该保守域内有 ９ 个半胱氨酸残基。在鱼类
中，ＴＧＦβ这些半胱氨酸残基相对保守，即其保守
半胱氨酸的数量稍有不同。与大黄鱼相比，在三刺
鱼 Ｇｓｄｆ 蛋白的 ＴＧＦβ 保守域内，缺少第 ６ 位的半
胱氨酸残基；而在虹鳟的 Ｇｓｄｆ 则缺少第 ９ 位的半
胱氨酸残基［１７］。ＴＧＦβ 超家族成员总体上有 ６ 个

保守半胱氨酸［１４］，这种结构上的保守也可能说明
了其在功能上的保守。系统进化分析显示，大黄鱼
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图 ４摇 大黄鱼 Ａｍｈ氨基酸序列和其他鱼类 Ａｍｈ氨基酸序列的比较
箭头代表信号肽切割位点，灰色上画线为 ＡＭＨＮ区域，黑色上画线为 ＴＧＦβ结构域，１０ 个保守的半胱氨酸残基用星号表示

Ｆｉｇ ４摇 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｏｆ Ｌ ｃｒｏｃｅａ Ａｍｈ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｖｅｒｔｅｂｒａｔｅ ｆｉｓｈｅｓ
Ｔｈｅ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ Ｔｈｅ ＡＭＨＮ ｄｏｍａｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ＴＧＦβ ｄｏｍａｉｎ ｔｈａｔ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｔｈｉｓ

ｆａｍｉｌｙ ａｒｅ ｌａｂｅｌｌｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒａｙ ａｎｄ ｂｌａｃｋ ｏｖｅｒｌｉｎｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ Ｔｈｅ ｔｅｎ ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｃｙｓｔｅｉｎｅｓ ａｒｅ ｍａｒｋｅｄ ｂｙ ａｓｔｅｒｉｓｋｓ

的 Ｇｓｄｆ 与其他鱼类的 Ｇｓｄｆ 聚为一枝，而与 ＴＧＦβ
超家族的其他成员相分离，表明 Ｇｓｄｆ 是 ＴＧＦβ 超
家族一个独特的成员，也可能预示着 Ｇｓｄｆ 具有系
谱特异的功能。

在该研究中，采用实时荧光定量 ＰＣＲ 比较了
ｇｓｄｆ基因在大黄鱼不同组织的表达量，结果发现，
ｇｓｄｆ基因在大黄鱼的性腺特异表达且在精巢高表
达，在精巢的表达量约为卵巢的 ６ 倍以上，而在大
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图 ５摇 基于 Ａｍｈ氨基酸序列的大黄鱼与其他物种系统发育分析
Ｆｉｇ ５摇 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ａｍｈ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ Ｌ ｃｒｏｃｅａ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

黄鱼的其他组织中不表达，表明 ｇｓｄｆ 基因主要在
大黄鱼的性腺中发挥功能。此结果与其他鱼类的研
究结果相似，在尼罗罗非鱼和青鳉中［１５，２５］，ｇｓｄｆ
基因只特异在性腺中表达，其他组织不表达，而且
在精巢中的表达量显著高于卵巢，预示 ｇｓｄｆ 基因
只在性腺中发挥作用，特别是在精巢中发挥重要的
功能。此外，通过原位杂交（ＩＳＨ）发现，在三斑海
猪鱼和青鳉精巢的支持细胞中有很强的 ｇｓｄｆ 基因
表达信号，而只在卵巢的颗粒细胞发现微弱的表达
信号［１５，１７］。在这些鱼中，ｇｓｄｆ 表现出明显的性别
表达差异模式，表明 ｇｓｄｆ 基因在鱼类性腺发育过
程中发挥独特的作用。

通过荧光定量 ＰＣＲ，最先在孵化后第 ４１ 天的
大黄鱼雄鱼性腺中检测到 ｇｓｄｆ 基因的表达，而雌

鱼性腺中未发现表达，表现出性别差异。根据游秀
容等［２６］对大黄鱼性腺分化的研究，大黄鱼卵巢的
分化早于精巢，约在孵化后第 ５５ 天，半数幼鱼性
腺中形成成簇发育的卵原细胞群，减数分裂和卵巢
腔的形成约在孵化后第 ６０ 天。因此，该研究中 ｇｓ
ｄｆ基因的表达要明显早于大黄鱼性腺的分化。相
似的发现在罗非鱼［２５］中报道过，罗非鱼性腺分化
在孵化后第 ２５ 天左右，然而，通过 ＩＳＨ 研究发现
罗非鱼 ｇｓｄｆ基因的表达开始于孵化后第 ４ 天未分化
的 ＸＹ鱼苗的性腺，且此时在 ＸＸ 鱼苗性腺中未检
测到 ｇｓｄｆ 信号，表明 ｇｓｄｆ 基因在未分化的性腺中
已经行使其功能。在虹鳟孵化前，即性腺还未分
化，通过抑制 ｇｓｄｆ 基因的翻译，发现原始生殖细
胞的增殖受到抑制，推断在性腺分化前 ｇｓｄｆ 基因
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图 ６摇 ｇｓｄｆ（ａ）和 ａｍｈ（ｂ）基因在大黄鱼不同组织中的表达
ｅｙｅ． 眼；ｂｒａｉｎ． 脑；ｈｅａｒｔ． 心脏；ｌｉｖｅｒ． 肝；ｓｐｌｅｅｎ． 脾；ｋｉｄｎｅｙ． 肾；ｈｅａｄｋｉｄｎｅｙ． 头肾；ｇｏｎａｄ． 性腺；ｍｕｓｃｌｅ． 肌肉；ｓｔｏｍａｃｈ．

胃；ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ． 肠；表示性腺表达量差异显著（Ｐ ＜ ０ ０５），且标在表达量较高的一侧

Ｆｉｇ ６摇 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｇｓｄｆ （ａ）ａｎｄ ａｍｈ （ｂ）ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｌ ｃｒｏｃｅａ ｔｉｓｓｕｅｓ
“”ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｏｎａｄｓ ａｎｄ ａｐｐｅａｒｓ ａｂｏｖｅ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （Ｐ ＜ ０ ０５）ａｎｄ

ｗａｓ ｍａｒｋｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖａｌｕｅ．

图 ７摇 ｇｓｄｆ（ａ）和 ａｍｈ（ｂ）基因在大黄鱼不同发育时期性腺中的相对表达
Ｆｉｇ ７摇 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｇｓｄｆ （ａ）ａｎｄ ａｍｈ （ｂ）ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｌ ｃｒｏｃｅａ ｇｏｎａｄｓ ｄｕｒｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｓｔｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｓｔａｇｅｓ

对原始生殖细胞的增殖可能起到重要的作用［１４］。
第 ４１ 天后大黄鱼 ｇｓｄｆ 基因在雄鱼性腺中的表达量
逐渐上升，并且在 １２３ 日龄左右达到最高峰。大黄
鱼精巢分化约在 ９５ 日龄左右，在这段时间 ｇｓｄｆ 基
因的表达升高，结合其他鱼类 ｇｓｄｆ 基因特异表达
于原始生殖细胞周围的体细胞中而且在精原细胞周
围体细胞高表达，推测在这一发育阶段 ｇｓｄｆ 基因
的表达水平升高促进体细胞的扩散或者精原干细胞
的增殖。Ｇｓｄｆ基因在大黄鱼雌鱼性腺中也有少量表

达，推测其对于卵巢的发育有一定的调控作用，但
是具体作用还要进一步研究。

Ａｍｈ是一种分泌性糖蛋白，普遍存在于脊椎
动物中，由一个长的 Ｎ 末端和短的 Ｃ 末端组
成［２７］。该研究中，通过对大黄鱼 Ａｍｈ 氨基酸序列
和其他鱼类 Ａｍｈ 的同源性比对发现，大黄鱼 Ａｍｈ
与舌齿鲈、裸盖鱼和金钱鱼的同源性比较高，超过
７０％。同时，可以发现 Ａｍｈ 在 Ｃ 端保守性较高，
含有 ７ 个保守的半胱氨酸残基，由于 Ａｍｈ 有活性
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图 ８摇 ｇｓｄｆ（ａ）和 ａｍｈ（ｂ）基因在大黄鱼正常雌雄鱼和伪雄鱼性腺中的相对表达
Ｆｉｇ ８摇 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｇｓｄｆ （ａ）ａｎｄ ａｍｈ （ｂ）ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｌ ｃｒｏｃｅａ ｇｏｎａｄｓ ｆｒｏｍ ｆｅｍａｌｅｓ，ｍａｌｅｓ ａｎｄ ｐｓｅｕｄｏｍａｌｅｓ

的区域是 Ｃ 末端，而 Ｎ 末端无生物活性，起到辅
助 Ｃ末端穿过细胞膜并分泌的作用，因此其结构
上的保守是必要的。在构建的进化树中，大黄鱼
Ａｍｈ与其他鱼类 Ａｍｈ 紧密聚为一枝，且与舌齿鲈
的亲缘关系最相近，这与氨基酸序列比对的结果一
致，说明在进化过程中该基因具有一定的保守性。

该研究中，采用实时荧光定量 ＰＣＲ 方法对大
黄鱼 ａｍｈ基因在不同组织的表达量进行分析。结
果显示，大黄鱼 ａｍｈ 基因主要在大黄鱼的性腺表
达且在精巢高表达，其他组织表达很低或者不表
达。在很多鱼类的研究中发现 ａｍｈ 基因并非性腺
特异基因，在舌齿鲈的脑、性腺、垂体和心脏等组
织中都有发现 ａｍｈ 基因的表达［２８］；半滑舌鳎 ａｍｈ
基因除在性腺显著表达，在血液、皮肤和脑中也有
表达［２９］。特别的是，大黄鱼脑中 ａｍｈ 基因也有一
定的表达。在脊椎动物体中，下丘脑 －垂体 －性腺
轴是重要的内分泌调节系统，脑及其分泌的激素在
脊椎动物性别分化与性腺发育过程中起着重要的作
用，结合其他鱼类在垂体检测到 ａｍｈ 基因的表达，
推测 ａｍｈ基因可能在下丘脑 －垂体 －性腺轴中发
挥一定作用。

与 ｇｓｄｆ 基因相似，在对不同发育时期大黄鱼
性腺中 ａｍｈ 基因的表达量进行分析发现，同样在
孵化后第 ４１ 天的雄鱼性腺中检测到 ａｍｈ 基因的表
达，在雌鱼的性腺中不表达，此时大黄鱼性腺还未
分化。此后 ａｍｈ 基因在雄鱼性腺的表达量上升，
特别是在 ５５ 日龄显著上升，可能预示着 ａｍｈ 基因

在这个时间段的大黄鱼雄鱼性腺中有着重要的作
用。这与对斑马鱼和半滑舌鳎的研究相似，斑马鱼
中性腺显著分化是在受精后第 ３１ 天，而在受精后
第 １７ 天未分化的性腺就发现了 ａｍｈ 基因的表达，
此后表达逐渐上升，并在第 ３３ 天的精巢中高表
达［３０］；半滑舌鳎中发现 ａｍｈ基因在孵化后第 ７０ 天
之前未分化的雄鱼性腺中有较低的表达，在第 ７０
天即性腺分化前后表达水平显著升高且达到最高
峰［２９］。许多研究发现，ａｍｈ 基因表达于未成熟精
巢的支持细胞中，并且直到性腺成熟，此外，ａｍｈ
基因高表达会抑制雄性精子的形成［３１３２］。该研究
中，ａｍｈ基因在第 １１２ 天的雄鱼性腺中的表达量达
到最高峰后出现下降，并在此后维持较低水平到性
腺成熟。在大西洋鲑（Ｓａｌｍｏ ｓａｌａｒ）未成熟的精巢中
ａｍｈ基因持续高表达，而在精子快速增殖时开始下
降，在精子生成最多时 ａｍｈ 基因的表达量最
低［３３］。推测在大黄鱼中 ａｍｈ 基因的表达量在成鱼
期间维持较低的水平，可能是精子的形成抑制了
ａｍｈ基因的表达。通过这些研究表明，ａｍｈ 基因对
鱼类性腺的分化和发育，特别是雄鱼精巢的分化和
发育有很大的作用。此外，ａｍｈ基因在大黄鱼卵巢
中也有少量表达，相似的结果曾在金钱鱼（Ｓｃａｔｏｐｈ
ａｇｕｓ ａｒｇｕｓ）［３４］的研究中报道过。Ａｍｈ 基因在金钱
鱼Ⅲ、Ⅳ期的卵巢中表达量升高，这 ２ 个时期为卵
母细胞大生长期和卵黄充满期，表现为滤泡膜细胞
分裂增殖，逐渐积累卵黄，因此认为 ａｍｈ 基因可
能在金钱鱼卵泡发育过程中发挥作用，但其在鱼类
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卵巢中的作用还需深入的研究。
鱼类性别分化容易受到外界环境的影响，外源

性激素对于鱼类的性别分化具有重要的作用，已经
有多种鱼类成功用外源激素诱导使其发生性别逆
转。为了研究 ｇｓｄｆ 和 ａｍｈ 基因在性别逆转大黄鱼
性腺中的表达变化，该研究利用 １７α甲基睾酮投
喂雌核发育后代的大黄鱼雌鱼幼苗，使得大黄鱼的
生理性别出现逆转，变成伪雄鱼。通过荧光定量
ＰＣＲ发现，ｇｓｄｆ基因在伪雄鱼性腺中的表达量显著
高于其在雌鱼性腺中的表达量，预示 ｇｓｄｆ 基因在
性别逆转中受到调控，因此表达量发生变化。黄鳝
（Ｍｏｎｏｐｔｅｒｕｓ ａｌｂｕｓ）［３５］中 ｇｓｄｆ 基因在卵巢低表达，
在由雌性向雄性逆转的精巢中表达量上升，在卵精
巢的后期表达量达到最高峰；相似的结果在三斑海
猪鱼［１７］中也有报道，这些结果表明 ｇｓｄｆ 基因可能
在性别逆转中发挥潜在的作用。相比于正常雌鱼，
ａｍｈ基因在大黄鱼伪雄鱼性腺的表达量也显著上
升，接近于在雄鱼精巢中的表达量，这与半滑舌
蹋［２９］相似。半滑舌蹋中 ａｍｈ 基因在伪雄鱼性腺的
表达量显著高于正常雌鱼性腺的表达量。由此说
明，ａｍｈ基因可能参与了这些鱼类的性逆转过程，
在精巢发育中起到了一定的作用。

Ｇｓｄｆ 和 ａｍｈ 基因同是 ＴＧＦβ 超家族成员，而
ＴＧＦβ不仅能影响细胞的增殖、分化，还在胚胎发
育等方面起着重要作用。该研究中观察到，ｇｓｄｆ 和
ａｍｈ基因都在大黄鱼性腺中显著表达，且在精巢高
表达，在性逆转的性腺中表达量发生显著变化，说
明 ｇｓｄｆ 和 ａｍｈ 基因在大黄鱼性别分化和性腺发育
中起到了重要作用。因此，该研究对大黄鱼 ｇｓｄｆ
和 ａｍｈ基因的克隆和表达进行分析，为探讨大黄
鱼性别决定及分化的机制奠定了基础。但是，更多
关于大黄鱼 ｇｓｄｆ 和 ａｍｈ 基因的功能，可通过基因
敲除或敲降和过表达，或借助 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 介导
的基因组定点编辑技术进行定向诱变，再配合细胞
学方面的研究，来分析它们潜在的功能，从而进一
步了解它们在大黄鱼性别调控中的作用，为大黄鱼
性别控制及单性育种奠定基础。
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ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｉｎｂｏｗ ｔｒｏｕｔ （Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓｓ）［Ｊ］． Ｄｅｖ Ｂｉ
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［１８］ＧＡＵＴＩＥＲ Ａ，ＳＯＨＭ Ｆ，ＪＯＬＹ Ｊ Ｓ，ｅｔ ａｌ Ｔｈｅ ｐｒｏｘｉｍａｌ ｐｒｏｍｏｔｅｒ
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［Ｊ］． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ，２００３，２１１（１ ／ ２）：１５１９

［２１］ＨＯＮＧ Ｗ Ｓ，ＺＨＡＮＧ Ｑ Ｙ Ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｃａｐｔｉｖｅ ｂｒｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｆｒｙ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｒｉｎｅ ｆｉｓｈ ｉｎ Ｃｈｉｎａ［Ｊ］． Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ，２００３，２２７

（１ ／ ２ ／ ３ ／ ４）：３０５３１８

［２２］ＦＯＲＣＯＮＩ Ｍ，ＣＡＮＡＰＡ Ａ，ＢＡＲＵＣＣＡ Ｍ，ｅｔ ａｌ Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

ｏｆ ｓｅｘ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｘ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｌａｔｉｍｅｒｉａ［Ｊ］．

ＰＬｏＳ Ｏｎｅ，２０１３，８（４）：ｅ５６００６

［２３］闫红伟，田雨顺，姜丽楠，等  红鳍东方鲀 ｇｓｄｆ 基因的克隆

及表达模式分析［Ｊ］． 大连海洋大学学报，２０１６，３１（２）：

１４０１４６

［２４］ＥＳＣＲＩＶＡ Ｈ，ＭＡＮＺＯＮ Ｌ，ＹＯＵＳＯＮ Ｊ，ｅｔ ａｌ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌａｍ
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１９（９）：１４４０１４５０

［２５］ＫＡＮＥＫＯ Ｈ，ＩＪＩＲＩ Ｓ，ＫＯＢＡＹＡＳＨＩ Ｔ，ｅｔ ａｌ Ｇｏｎａｄａｌ ｓｏｍａｄｅ
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（５）：６５５６６７
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