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高温诱导对性成熟尼罗罗非鱼性腺中性别分化相关基因表达的影响
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摘要: 利用qRT-PCR系统分析了高温诱导对8月龄尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)性腺组织中8个性别分化相关基因、4个热激蛋白基因及2个甲基转移酶基因表达的影响。结果显示, 高温诱导能显著下调卵巢发育相关基因Cyp19a1a、ERα和ERβ的表达水平(P<0.05), 但对雌鱼精巢发育相关基因Cyp11b2和Dmrt1的表达水平没有显著影响(P>0.05), 这与高温对性腺分化期罗非鱼性别分化相关基因表达的影响不同。高温诱导后雌雄鱼性腺中Hsp70的表达水平显著上升(P<0.05), 而DNAJB1的表达水平却显著下降(P<0.05), Hsp27和Hsp90的表达水平无显著变化。高温诱导能显著上调雌鱼性腺中Dnmt1与Dnmt3a基因的表达水平(P<0.05)。本研究通过分析高温诱导对性成熟尼罗罗非鱼性别分化相关基因表达的影响, 旨在揭示高温诱导对罗非鱼性别分化相关基因表达的影响具有一定的时期特异性, 为研究温度影响鱼类性别分化的分子机理提供基础。
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鱼类的进化地位比较低, 其性别决定和分化除受遗传因素控制外, 还受激素、pH和环境(如温度)等多方面因素的调控[1]。目前已有报道中, 关于环境因素对性别分化的影响已在59种硬骨鱼类中进行了研究[23], 如尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)[4]、牙鲆(Paralichthys olivaceus)[5]等, 它们的性别决定主要由遗传决定, 但温度仍能改变其性别分化的方向, 颠覆这些遗传“指令”。早在1995年, Baroiller等[6]就发现, 在尼罗罗非鱼性腺分化期以32℃水温处理能使部分遗传性雌鱼性逆转为生理性雄鱼。

在许多鱼类中, 用雄激素处理性腺分化期的幼鱼也能诱导部分或全部遗传性雌鱼发生性逆转, 如孵化后的尼罗罗非鱼用500 μg/L的17α-甲基二羟睾酮(17α-methyldihydrotestosterone, MDHT)处理10 d (3 h/d), 雄性率可达100%[7]; 用11β-羟基雄烯二酮(11β-Hydroxy-androsten-dione)处理虹鳟(Salmo gairdneri Richardson)可得到性逆转雄鱼[8]。同样, 用雌激素处理性腺分化期的幼鱼可以有效引起雌性化[9]。因此, 性激素在鱼类性别决定和分化中起着重要作用。雌激素的生物合成需要许多酶的参与, 而其中芳香化酶(P450arom)能催化某些雄激素(如睾酮和雄烯二酮)转化为雌激素, 它是细胞色素P450家族中的一员, 由Cyp19单基因编码, 是将雄激素转变为雌激素的限速酶, 在非哺乳类脊椎动物的卵巢发育中起到至关重要的作用[10]。在罗非鱼中还有许多基因都与其性别分化有关, 如Foxl2、Dmrt1、Cyp11b2等[11], 其中Foxl2是在硬骨鱼类中发现的重要的卵巢发育相关基因, 在雌性性别决定和分化起重要作用, 它可能直接或通过Sf1(steroidogenic factor-1)蛋白间接结合Cypl9a1a基因的启动子, 上调Cypl9a1a基因的表达[1214]。Dmrt1是迄今在硬骨鱼类中发现的最为重要的精巢发育相关基因, 在罗非鱼和青鳉(Oryzias latipes)中, Dmrt1编码产物可能结合到Cyp19a1a基因的启动子, 下调该基因的表达[1516]。本实验室研究发现, 高温诱导能下调性腺分化关键期罗非鱼仔鱼雌性发育相关基因的表达, 上调雄性发育相关基因的表达, 提供强有力的雄性化信号[17], 但高温诱导对已过性腺分化期的罗非鱼性别分化相关基因表达的影响目前尚无报道。

近年来, 表观遗传学研究发展迅猛, 大量证据显示, 表观遗传修饰是连接遗传和环境之间的桥梁, 是调控基因和环境相互作用的主要机制, 而DNA甲基化则是表观遗传修饰中研究最充分的内容 [1819], 2011年, Navarro-Martín等[20]对性腺未分化的欧洲海鲈(Lateolabrax japonicus)幼鱼进行高温诱导, 发现高温诱导可以提高雌鱼Cyp19启动子区的甲基化水平, 并证明Cyp19启动子区甲基化水平的上升反过来又下调了Cyp19的表达, 这表明DNA甲基化在高温诱导鲈鱼性逆转过程中起重要调控作用。因此, 研究高温诱导后尼罗罗非鱼甲基转移酶基因的表达变化对于罗非鱼性别转化研究意义重大。

热休克蛋白(Heat Shock Proteins, HSPs)又称热激蛋白, 在生物体温度变化中存在广泛的敏感响应, 具有修饰类固醇受体功能的能力。2010年, Kohno等[21]提出了Hsp27、Hsp70、Hsp90 蛋白在龟鳖类的相近物种美洲鳄(Crocodylus acutus)性别决定中可能起重要的调控作用。免疫印迹分析结果表明, DNAJB1 mRNA在小鼠精巢的精母细胞和圆形精细胞中特异性表达, 推测DNAJB1可能与精巢的形成有关[22]。

尼罗罗非鱼是全球性的养殖鱼类, 雄性个体的生长速度显著快于雌性, 发展全雄尼罗罗非鱼养殖意义重大。本研究利用荧光定量PCR(qRT- PCR)技术分析8月龄尼罗罗非鱼经高温诱导后性腺中性别分化相关基因表达水平的变化情况, 旨在研究高温诱导对罗非鱼性别分化相关基因表达的影响是否具有时期特异性, 为进一步研究温度影响罗非鱼性别分化的分子机制提供重要的基础。
1  材料与方法

1.1  实验用鱼的养殖与分组

8月龄尼罗罗非鱼取自山东省淡水水产研究所国家级尼罗罗非鱼原良种场, 饲养在山东农业大学动物科技学院实验站的水族箱内, 暂养17 d后, 将其分为2组, 进行高温诱导实验。高温诱导组: 在4 h内慢慢将第一组的水温升到36℃, 并维持12 d; 对照组: 水温一直保持在28℃, 并维持12 d。高温诱导结束后各组随机取10~15尾鱼, 解剖取性腺, 于液氮中速冻后保存于80℃冰箱中备用。

1.2  基因选择与测序

在本研究中, 首先选取雌性发育关键基因: 性腺型芳香化酶基因(Cyp19a1a)及其调控基因FoxL2; 此外还选择了3个雌性发育相关基因: 雌激素受体α(ERα), 雌激素受体β(ERβ), 和Y染色体性别决定区域相关促HMG盒基因9a(Sox9a)。选取2个雄性发育关键基因: 醛固酮合成酶(Cy​p1​1b2)和Dmrt1。另外, 为了与性腺型芳香化酶基因(Cyp19a1a)相比较, 还选取脑型芳香化酶基因(Cyp19a1b)。

选取热激蛋白基因4个, 分别为热休克蛋白27(Hsp27); 热休克蛋白40(DNAJB1或Hsp40); 热休克蛋白70(Hsp70)和热休克蛋白90(Hsp90)。

选取甲基转移酶基因2个: DNA甲基转移酶1(Dnmt1)和DNA甲基转移酶3a(Dnmt3a)。持家基因为尼罗罗非鱼延伸因子EF-1α(elongation factor 1α)[23]。

选择的14个基因中有7个基因(Hsp27、DNAJB1、Hsp70、Hsp90、Dnmt1、Dnmt3a和EF-1)的序列是预测序列, 为确定预测序列的正确性, 我们设计引物(表1), 对这7个基因进行RT-PCR

表1  qRT-PCR引物信息 

Tab. 1  Primers for qRT-PCR

	基因
gene
	上游引物
forward primer
	下游引物
reverse primer
	产物大小/bp 
product size
	登录号
GenBank No.

	Cyp19a1a
	AGGCGATGAGTCCTGTAGGCTTAG
	TTATTGTAGTAGTTGCTGGCTGTGC
	241
	AF472620

	Cyp19a1b
	CTCATCTTCGCCCAGAACCAC
	CACCTTCAGGCTTTGGTAATCG
	222
	AF472621

	Cyp11b2
	CAAAGAAGTCCTCAGGTTGTACCCA
	GGACCAAAGTTCCAGCAGGTATGT
	104
	FJ713103

	Dmrt1
	TGAGCCAGGACAAACAGAGTAAGC
	GCTCCAACTTCATTCTTGACCATC
	319
	AF203489

	Foxl2
	TGGCAGAACAGCATCAGACACAAC
	TGTAGGACATCGGAGTGGGTGGCT
	313
	AY554172

	Sox9a
	GTGTTGAAGGGTTACGACTGGACG
	CCGTTCTTGACAGACTTTCTCCGC
	317
	DQ632574

	ERα
	ACCACTTCAACACCCGTCTACAG
	GGTCCTTACGCATACCTCCTTTC
	364
	U75604.1

	ERβ
	GCCAAGAAGATTCCAGGGTTT
	GGAACTGAGGCACATGTTGGAG
	306
	U75605.1

	*Hsp27
	CCCAGAACTAATGACACCGCA
	GTGCTCGATGGCTGGTTTGA
	376
	XM_003456155

	*DNAJB1
	TCGCTGAGTTCTTCGGTGGC
	CGTCTGGATTGAGCCTCTTGC
	285
	XM_003442106

	*Hsp70
	CAGACCTTCACCACCTACTCCGAC
	CTCGGCTTTGTATTTCTCTGCGTC
	198
	XM_003460596

	*Hsp90
	TTCCCTCAAGGACTATGTCTCTCG
	CCATCCATAGGTGCTGGTGACAAT
	395
	XM_003440645

	*Dnmt1
	ACAGGAAGGTCTCTTTGAACGATG
	TCCATACCACCCTCCATAAACCAG
	308
	XM_003442087

	*Dnmt3a
	CTACACTATGGCAATGGCACAGGT
	CAGGCAGTCATCATTGGCTTTCTC
	241
	XM_003442794

	*EF-1α
	GATTGGCGGTATCGGAACTG
	AGGATGATGACCTGAGCGTTG
	276
	XM_003458541


注: “*”为预测序列, 已克隆验证.

Note: “*” means prediction sequence, which has been cloned and certificated.
扩增[24], PCR产物经纯化后, 克隆到pBS-T载体中, 然后转染大肠杆菌DH5a, 挑选阳性克隆后送北京六合华大基因科技有限公司测序。将所得序列与斑马鱼的相应序列进行比对分析。

1.3  总RNA提取和cDNA合成

利用Trizol试剂(Tiangen, Beijing)按照说明书提取对照组和诱导组雌雄鱼性腺总RNA。第一链cDNA的合成按照TaKaRa公司反转录试剂盒的说明书进行, 分为两步: (1) 基因组DNA的去除。在PCR管中加入以下混合物: 2 μL 5 × gDNA Eraser buffer, 1 μL gDNA Eraser, 1 μg total RNA, RNase-free dH2O补足10 μL, 程序为42℃ 2 min, 4℃ 30 s, 然后立即放在冰上。(2) 反转录反应。在PCR管中依次加入以下反应物: 4 μL RNase-free dH2O, 4 μL 5 × PrimeScript buffer, 1 μL PrimeScript RT Enzyme MixⅠ, 1 μL RT Primer Mix (Takara, Dalian, China)。轻轻混匀上述混合物后, 立即放入PCR仪中进行反转录反应, 程序为: 37℃ 15 min, 85℃ 5 s, 4℃, 最后于20℃保存备用。
1.4  qRT-PCR引物来源及设计    

根据已发表或克隆验证的15个基因的cDNA部分或全部序列, 用Primer5软件设计qRT-PCR扩增用引物, 由上海生物工程服务有限公司合成。引物序列、扩增片段长度等信息如表1所示。
1.5  实时荧光定量PCR(qRT-PCR) 

每组取雌雄鱼各3尾用于qRT-PCR分析, qRT-PCR反应在Mx3000p™实时荧光定量PCR仪中进行, 反应体系为20 μL: SYBR Premix Ex Taq (2×) 10 μL, 候选基因引物各0.4 μL, cDNA 2 μL, ROX reference dye ІІ 0.4 μL, 无菌水6.8 μL, 每个样品重复3次。PCR采用三步法, 反应条件为: 95℃预变性30 s; 95℃ 5 s、60℃ 30 s、72℃ 30 s, 循环数为 40。溶解曲线: 95℃ 1 min、62℃ 30 s、95℃ 30 s。

1.6  数据分析 

采用
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法计算目的基因相对表达量(目的基因/持家基因), 相对表达量用平均值±标准误差(
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± SE)表示。用SPSS13.0(SPSS Co. Ltd., Chicago)对数据进行单因素方差分析(one-way ANOVA)和LSD法多重比较, 统计分析高温诱导组和对照组间目的基因表达水平差异, 当P<0.05时表示差异显著。

2  结果与分析

2.1  尼罗罗非鱼克隆鉴定

克隆鉴定分析结果显示, 7个基因(Hsp27、DNAJB1、Hsp70、Hsp90、Dnmt1、Dnmt3a和EF-1α)克隆所得序列与预测的序列同源性达99%。多态性比对分析显示, 这7个基因的氨基酸序列与斑马鱼的相应序列同源性在50%~90%(表2), 同源性较高。 
2.2  高温诱导对尼罗罗非鱼卵巢发育相关基因表达的影响 

Cyp19a1a基因存在两性差异表达, 在雄鱼中的表达水平显著低于雌鱼中的(P<0.05)(图1 A)。高温诱导使雌鱼性腺型芳香化酶基因(Cyp19a1a)


的相对表达水平下降了1.65倍(表3), 与对照组相比达到显著水平(P<0.05)(图1A), 提供了较强的雄性化信号。高温诱导后雄鱼性腺中Foxl2的相对表达水平显著下降, 在雌鱼中却无显著变化(图1B)。高温诱导后雌鱼性腺中ERα的相对表达水平从1.25±0.35降低到0.03±0.02, 且差异显著(P<0.05); 雄鱼性腺中ERα的相对表达水平从1.00±0.09降低到0.50±0.16, 但差异不显著(P>0.05)(图1C, 表3)。高温诱导后雌雄鱼性腺中ERβ的相对表达水平均显著下降(图1D)。
2.3  高温诱导对尼罗罗非鱼精巢发育相关基因表达的影响

高温诱导后, 雌鱼性腺中Cyp11b2的相对表
表2  尼罗罗非鱼7个克隆鉴定的基因氨基酸序列与斑马鱼的同源性比较

Tab. 2  Sequence comparison between 7 cloned deduced partial amino acid sequences of O. niloticus and that of zebrafish

	基因gene
	Hsp27
	DNAJB1
	Hsp70
	Hsp90
	Dnmt1
	Dnmt3a
	EF-1α

	同源性/% homology
	70
	78
	90
	67
	74
	50
	84
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图1  高温诱导对尼罗罗非鱼性腺中卵巢发育相关基因表达的影响

柱上相同字母表示实验组与对照组差异不显著, 不同字母表示差异显著(P＜0.05). A: Cyp19a1a; B: Foxl2; C: ERα; D: ERβ.

Fig.1  Expression differences of ovary development related genes in the gonad of Nile tilapia between high-temperature induction group and control group

Column with different letter means significant differences (P＜0.05) compared with control, and the same letter means no significant differences. A: Cyp19a1a; B: Foxl2; C: ERα; D: ERβ.
达水平下降, 但差异不显著(P>0.05); 而雄鱼Cyp11b2的相对表达水平却显著升高(图2A)。雌雄鱼性腺中Dmrt1(图2B)的变化趋势与Cyp11b2的相似, 且高温诱导后尼罗罗非鱼Cyp11b2和Dmrt1基因均存在两性差异表达, 在精巢中的表达强于卵巢中的表达。

2.4  高温诱导对尼罗罗非鱼性腺中其他性别分化相关基因表达的影响

高温诱导后Cyp19a1b、Sox9a在雌雄鱼性腺中的表达情况如表3和图3所示。高温诱导后,


雌雄鱼性腺中Cyp19a1b的相对表达水平都显著下降(P<0.05), Sox9a在雌鱼性腺中的相对表达水平显著上升, 而在雄鱼性腺中的表达量却无显著变化。
2.5  高温诱导对尼罗罗非鱼性腺中甲基转移酶基因表达的影响

高温诱导后雌鱼性腺中Dnmt1的相对表达水平却从1.01±0.17升高到3.65±0.46, 且差异显著(P<0.05), 雄鱼性腺中Dnmt1的表达水平无显著变化(图4A, 表3)。雌雄鱼性腺中Dnmt3a(图4B)
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图2  高温诱导对尼罗罗非鱼性腺中精巢发育相关基因表达的影响

柱上相同字母表示实验组与对照组差异不显著, 不同字母表示差异显著(P＜0.05). A: Cyp11b2; B: Dmrt1.

Fig.2  Expression differences of testis development related genes in the gonad of Nile tilapia between high-temperature induction group and control group

Column with different letter means significant differences (P＜0.05) compared with control, and the same letter means no significant differences. A: Cyp11b2; B: Dmrt1.
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图3  高温诱导对尼罗罗非鱼性腺中其他性别分化相关基因表达的影响

柱上相同字母表示实验组与对照组差异不显著, 不同字母表示差异显著(P＜0.05).

A: Cyp19a1b; B: Sox9a.

Fig.3  Epression differences of other sex differentiation related genes in the gonad of Nile tilapia between high-temperature induction group and control group

Column with different letter means significant differences (P＜0.05) compared with control, and the same letter means no significant differences. A: Cyp19a1b; B: Sox9a.
表3  高温诱导对尼罗罗非鱼性腺中性别相关基因表达的影响                             

Tab.3  Epression differences of sex differentiation related genes in the gonad of Nile tilapia between high-temperature induction group and control group

	组织

tssue
	基因 gene
	雌鱼female
	雄鱼 male

	
	
	对照组control
	诱导组induction
	对照组control
	诱导组induction

	性腺

gonad
	性别相关基因

sex related gene
	Cyp19a1a
	10.80±1.05
	6.55±0.11*
	0.89±0.09
	0.31±0.04

	
	
	Foxl2
	1.06±0.36
	1.23±0.03
	1.02±0.15
	0.01±0.00*

	
	
	ERα
	1.25±0.35
	0.03±0.02*
	1.00±0.09
	0.50±0.16

	
	
	ERβ
	1.56±0.19
	0.10±0.01**
	1.14±0.13
	0.11±0.02**

	
	
	Cyp11b2
	1.00±0.07
	0.03±0.00
	1.00±0.14
	9.22±0.59**

	
	
	Dmrt1
	1.05±0.30
	0.54±0.01
	1.07±0.06
	5.86±0.30**

	
	
	Cyp19a1b
	1.29±0.18
	0.01±0.00**
	1.02±0.21
	0.07±0.10**

	
	
	Sox9a
	1.03±0.24
	6.57±0.27**
	1.01±0.17
	0.90±0.15

	
	热激蛋白

Hsps
	Hsp27
	1.08±0.22
	0.54±0.13
	1.18±0.15
	0.83±0.20

	
	
	DNAJB1
	1.08±0.31
	0.04±0.00*
	1.03±0.24
	0.22±0.03

	
	
	Hsp70
	1.80±0.12
	9.50±0.48**
	2.74±0.44
	5.06±0.73*

	
	
	Hsp90
	1.17±0.31
	0.27±0.11
	0.11±0.29
	0.57±0.19

	
	甲基转移酶

methyltransferase
	Dnmt1
	1.01±0.17
	3.65±0.46*
	1.03±0.24
	0.36±0.10

	
	
	Dnmt3a
	1.00±0.02
	4.13±1.00**
	1.06±0.12
	0.86±0.32


注: “*”表示与对照相比差异达显著水平(P <0.05); “**”表示极显著水平(P<0.01).

Note: “*” means P < 0.05. “**”means P < 0.01.
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图4  高温诱导对尼罗罗非鱼性腺中甲基转移酶基因表达的影响

柱上相同字母表示实验组与对照组差异不显著, 不同字母表示差异显著(P＜0.05). A: Dnmt1; B: Dnmt3a.

Fig.4  Expression differences of methyltransferase genes in the gonad of Nile tilapia between high-temperature induction group and control group

Column with different letter means significant differences (P＜0.05) compared with control, and the same letter means no significant differences. A: Dnmt1; B: Dnmt3a.

的变化趋势与Dnmt1的相似。高温诱导后尼罗罗非鱼Dnmt1和Dnmt3a均存在两性差异表达, 在卵巢中的表达强于精巢中的表达。

2.6  高温诱导对尼罗罗非鱼热激蛋白基因表达的影响

qRT-PCR分析结果显示, 高温诱导后雌雄鱼性腺中Hsp27的相对表达水平略有下降, 但下降不显著(图5A); 雌雄鱼性腺中Hsp90高温诱导后的表达变化趋势(图5D)与Hsp27的相似。雌雄鱼性腺中DNAJB1的表达水平高温诱导后都下降, 但在雌鱼中下降显著(图5B), 而雌雄鱼性腺中Hsp70的表达水平高温诱导后均显著上升(图5C)。
3  讨论

3.1  高温诱导对尼罗罗非鱼性别分化相关基因表达的影响

性腺型芳香化酶(Cyp19a1a)是合成雌激素的关键酶和限速酶, Cyp19a1a基因的上调表达对于
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图5  高温诱导对尼罗罗非鱼性腺中热激蛋白基因表达的影响

柱上相同字母表示实验组与对照组差异不显著, 不同字母表示差异显著(P＜0.05).

A: Hsp27; B: DNAJB1; C: Hsp70; D: Hsp90.

Fig.5  Expression differences of heat shock protein genes in the gonad of Nile tilapia between high-temperature induction group and control group

Significant differences (P＜0.05) is indicated by different letters and the same letter means no significant differences.

A: Hsp27; B: DNAJB1; C: Hsp70; D: Hsp90.
启动和维持卵巢的分化是必需的, 而其下调表达就足以保证精巢的分化[25]。已有研究证明, 高温诱导能显著影响Cyp19a1a基因的表达水平。邓思平[26]研究发现, 高温诱导半滑舌鳎性腺分化期仔鱼能显著下调Cyp19a1a的表达水平; Uchida等[27]也发现高温诱导能下调Cyp19a1a的表达。我们的前期研究表明, 在性腺分化的关键时期, 36℃高温诱导能抑制雌性尼罗罗非鱼性腺中卵巢发育相关基因的表达, 促进精巢发育相关基因的表达[17]。但高温诱导对已过性腺分化关键期的尼罗罗非鱼性别相关基因表达的影响还未见报道。在本研究中我们发现, 高温诱导能显著下调雌鱼性腺中Cyp19a1a的表达水平, 表明高温诱导对Cyp19a1a表达的影响不具有时期特异性。ER在调控雌激素合成方面具有极为重要的作用, 在人的胎盘上, ERα能介导雌激素对Cyp19的调控作用[18]; ERα和ERβ共敲除的小鼠是不育的, 共敲除的雌性小鼠会性逆转, 长出精巢的细精管等结构[28]。本研究显示, 高温诱导后雌鱼性腺中ERα和ERβ的表达水平均显著下降(P<0.05)。Foxl2是重要的卵巢发育调控基因, 在雌性小鼠卵巢发育成熟后敲除Foxl2基因, 发现卵巢逐渐转变为睾丸, 卵母细胞也转变为睾丸细胞[29]。Foxl2也能直接或间接地参与性腺分化期鱼类Cyp19a1a的表达转录调控[14, 30]。对性腺分化关键期的尼罗罗非鱼进行高温诱导能显著下调雌雄鱼性腺中Foxl2的表达水平[17]。本研究发现高温诱导8月龄尼罗罗非鱼12 d后, 雌鱼性腺中Foxl2的表达水平无显著变化。总之, 高温诱导对性腺分化期仔鱼和8月龄尼罗罗非鱼Cyp19a1a和ERβ的表达的影响结果是基本一致的; 但高温诱导对性腺分化期仔鱼和8月龄尼罗罗非鱼ERα和Foxl2的表达的影响不同。

本研究发现, 高温诱导后, 雌雄鱼性腺中Cyp19a1b的相对表达水平都显著下降(P<0.05), 这与高温诱导对性腺分化期仔鱼Cyp19a1b表达的影响结果相反[17]。程晓春[31]在江黄颡鱼(Pseudobagrus vachelli)10日龄时对其进行高温诱导, 在5月龄时取其性腺进行qRT-PCR分析, 发现在诱导江黄颡鱼雌性化的水温中雌鱼性腺中Cyp19a1b的表达水平升高; Kitano等[32]在用高温(27℃)诱导遗传型日本青鳉雌鱼雄性化的实验中发现, 高温组鱼苗芳香化酶基因在性腺中的表达量比对照组(18℃)的低。由此可见, 高温诱导对不同时期和不同鱼类Cyp19a1b表达的影响是不同的。
Dmrt1和Cyp11b2是精巢发育相关基因[11, 33], 且在XY(遗传雄性)罗非鱼中, Dmrt1可以直接抑制Cyp19a1a的转录, 使雌激素水平下降, 促使性腺向精巢分化[15]。高温诱导雌性罗非鱼幼鱼性逆转为雄鱼的过程中, 高温能上调雌雄鱼Cyp11b2和Dmrt1的表达[17]; 邓思平[26]也发现在高温诱导半滑舌鳎由雌性性反转为雄性时, 高温诱导组个体性腺中Dmrt1开始表达, 对照组个体中Dmrt1不表达。本研究结果显示, 高温诱导8月龄的尼罗罗非鱼12 d后, Cyp11b2和Dmrt1的表达水平在雌鱼性腺中无显著变化, 而在雄鱼性腺中显著上升。热胁迫下Cyp11b2和Dmrt1表达变化的时期特异性还有待进一步研究。
3.2  高温诱导对尼罗罗非鱼甲基转移酶基因表达的影响

DNA 甲基化是一种表观遗传修饰形式, 它参与了遗传信息的控制、基因表达的调控和细胞组织的正常发育[34]。Navarro-Martín等[20]首次揭示了DNA甲基化在高温诱导欧洲海鲈鱼幼鱼性逆转过程中起重要调控作用。而有关高温诱导对甲基转移酶基因表达的影响, 在鱼类上还未见报道。在体外Dnmt1对半甲基化的DNA的活性比对未甲基化的底物的活性强7~100倍, 与其他甲基转移酶相比Dnmt1对从头甲基化作用也有较高活性。Dnmt3能以同等速率催化半甲基化和未甲基化的CpG甲基化, 启动子的转录活性往往与其甲基化状态呈负相关[35]。有研究发现, 牙鲆(Paralichthys olivaceus) Dmrt1启动子CpG 位点在精巢中的甲基化水平为0, 卵巢中的甲基化水平为57.69%, 牙鲆性腺中Cyp19a1a和Dmrt4 基因启动子CpG位点的甲基化水平也存在两性差异[36]。对水牛卵巢特异近端启动子Ⅱ进行甲基化分析, 结果表明大卵泡表现出低甲基化水平, 而黄体表现出高甲基化水平[19]。本研究采用qRT-PCR法检测了高温诱导对尼罗罗非鱼甲基转移酶基因表达的影响, 结果显示, 尼罗罗非鱼起始性甲基转移酶基因Dnmt3a和维持性甲基转移酶Dnmt1在高温诱导后均存在两性差异表达, 在卵巢中的表达强于精巢中的表达, 显示了高温诱导能提高罗非鱼雌鱼的甲基转移酶表达水平, 高温诱导可能通过影响罗非鱼的甲基化水平, 调控其他基因的表达, 特别是性别分化相关基因的表达。
3.3  高温诱导对尼罗罗非鱼热激蛋白基因表达的影响

在本研究中, 我们发现Hsp70是4种尼罗罗非鱼HSPs中对高温反应最敏感的热激蛋白, 高温诱导后Hsp70的表达水平显著上升。在9种虹鳟(Oncorhynchus mykiss)HSPs中, 研究也发现热应激后Hsp70的表达水平提高的幅度最大[37]。Qian等[38]对热应激后虾的4种HSPs基因的表达谱进行比较, 也得到了类似的结果。热激对Hsp70表达的影响机制十分复杂, 研究表明, ERK抑制剂PD98059和U0216能中断热应激引起的ERK1/2的磷酸化, 同时减少Hsp70的表达, 这表明斑马鱼(Danio rerio)是通过促分裂原活化蛋白激酶(MAPKs)信号转导通路对热应激做出反应的。因此, 确定热胁迫下尼罗罗非鱼MAPKs信号转导通路在HSPs基因表达中所起的作用是非常必要的。另外, 在处于性腺分化期的尼罗罗非鱼中研究发现, 高温诱导后雌雄鱼性腺中Hsp27和Hsp90的相对表达水平均显著上升, 而本研究发现高温诱导对Hsp27和Hsp90的表达无显著影响, 这种差异性值得深入研究。

3.4  热胁迫下罗非鱼各基因表达变化的关联性

本研究发现高温诱导能显著下调雌性发育相关基因的表达水平, 如Cyp19a1a、Foxl2等; 能显著上调雄性发育相关基因的表达水平, 如Dmrt1和Cyp11b2等。雌雄性相关基因的表达变化情况是一致的, 都是提供强有力的雄性化信号。具体到个别基因上可以看出, Cyp19a1a的表达变化情况与其转录调控因子Foxl2的表达变化也基本吻合, 因此, 总体上讲各个性腺发育相关基因的表达变化是具有一定关联性的。DNA 甲基化是一种表观遗传修饰形式, 它参与了基因表达的调控等[34]。本研究显示, 高温诱导能显著上调雌鱼甲基转移酶基因(Dnmt1和Dnmt3a)的表达水平, 高温诱导可能通过影响罗非鱼的甲基化水平, 调控其他基因的表达, 特别是性别分化相关基因的表达, 但这种关联性还需进一步证实。热激蛋白在高温诱导罗非鱼性逆转过程中起着重要作用, 高温诱导后多个热激蛋白基因表达水平都发生变化, 但热激蛋白表达的变化与其他基因表达变化的关联性还需进一步研究。
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Differential expression analysis of genes involved in high-tempera​ture-induced sex differentiation in the gonads of mature Nile tilapia (Oreochromis niloticus)

LI Chunge1, ZHAO Yan1, CHEN Hongju1, FU Peisheng2, Wang Hui1, JI Xiangshan1

1. College of Animal Science and Technology, Shandong Agricultural University, Taian 271018, China; 
2. Shandong Institute of Freshwater Fisheries, Jinan 250117, China
Abstract: In Nile tilapia, the mRNA expression level of various sex differentiation-related genes can be affected by high-temperature induction during the critical period of sexual differentiation, triggering sex-reversal from female to physiological male. However, it is unknown whether the effect of high temperature on Nile tilapia (Oreochromis niloticus) sex differentiation-related genes is period-specific. In this study, the expression of eight sex differentiation-related genes, four heat shock protein genes and two methyltransferase genes were systematically analyzed in 8-month-old Nile tilapia under high-temperature (36℃) treatment by quantitative real-time RT-PCR techniques. The results showed that the expression levels of Cyp19a1a, ERα and ERβ, which are ovary development-related genes, were down-regulated (P<0.05), but the expression levels of Cyp11b2 and Dmrt1, which are testis development-related genes, were not significantly changed (P>0.05) under high-temperature treatment. The results differed from those for high-temperature treatment of Nile tilapia during the critical period of sexual differentiation. The expression level of Hsp70 was significantly up-regulated, while the expression level of DNAJB1 was significantly down-regulated. The expression levels of Hsp27and Hsp90 were not significantly changed in the gonads of females and males under high-temperature induction. Furthermore, it was also found that high temperature significantly up-regulated the expression level of Dnmt1 and Dnmt3a in the female gonad. 
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