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摘要: 生长阻滞和DNA损伤诱生蛋白45 (growth arrest and DNA damage inducible protein 45, Gadd45) 基因在胚胎发育和性别决定中起重要作用。本研究通过RACE方法在半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)中克隆得到了1个Gadd45g同源基因, 命名为Gadd45g3。该基因全长1 147 bp, 编码155个氨基酸残基。氨基酸序列分析表明, 半滑舌鳎Gadd45g3与其他鱼类 Gadd45g-like的同源性为79%~88%, 与硬骨鱼和高等脊椎动物的Gadd45g 同源性为58%~67%。对多个物种的Gadd45g 同源基因的CDS区进行Ka/Ks分析, 发现Ka/Ks均小于0.3。FISH结果显示, 半滑舌鳎Gadd45g3基因位于常染色体上。实时荧光定量PCR结果显示, Gadd45g3在雌雄成鱼的脑中都有很高的表达, 说明其参与了神经发育; 在成熟性腺中, Gadd45g3的表达具有精巢特异性, 说明Gadd45g3是性别相关基因; 而在不同发育时期的性腺中, Gadd45g3的表达量在孵化后20 d的雄性仔鱼中显著高于同龄雌鱼(P<0.05), 但在孵化后95 d的雌雄仔鱼中均有高表达, 说明在半滑舌鳎性别决定和性腺发育中起着重要作用。
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生长阻滞和DNA损伤诱生蛋白45 (growth arrest and DNA damage inducible protein 45, Gadd45) 基因家族是DNA损伤修复的重要基因[1]。该家族拥有Gadd45a、Gadd45b和Gadd45g (即Gadd45γ) 3个成员, 三者的氨基酸序列同源性较高, 它们编码的蛋白质在细胞周期停滞、细胞凋亡、衰老[2−3]和DNA的脱甲基[4−7]过程中起重要作用, 但具体功能、表达模式和刺激诱导物[8]均不同。作为Gadd45基因家族的重要成员之一, Gadd45g基因的早期相关研究主要集中于它在肿瘤[9]中的作用。进一步研究证实Gadd45g[10−12]不是维持生命活动的必需基因, 但在多个物种的胚胎发育和性别决定中发挥作用。在胚胎发育时期,


Gadd45g基因在原代神经元中高表达[13−14], 参与细胞周期调控, 促进神经细胞分化, 并参与神经器官的形成[15]。德国Mainz大学分子生物学研究所的科学家发现, 缺乏Gadd45g基因的雄性小鼠性别完全反转[16−17], 表现出雌性小鼠的体貌特征, 最终确定了Gadd45g蛋白是启动雄性性器官发育所必需的。在鱼类中, Gadd45g-like基因作为Gadd45g基因的同源基因, 虽然已被发现, 但关于该基因在鱼类中所起的作用却未见报道。

半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)是一种名贵海水鱼类, 其肉质鲜美, 具有极高的经济价值和市场前景, 因而成为优良的增养殖对象[18]。半滑舌鳎雌雄个体生长差异显著[19], 雌性幼鱼发育较早, 且生长速度是雄性的2~3倍, 成年雌鱼的体长及体质量均可达到同龄雄鱼的数倍。但半滑舌鳎存在自然性逆转现象[20–21]。其性逆转的具体机制尚不明确, 性别调控的原理有待深入研究。为解决上述问题, 本课题组从半滑舌鳎中成功克隆得到1个Gadd45g- like基因, 命名为Gadd45g3基因, 通过探讨该基因在半滑舌鳎性腺分化早期及同龄性成熟雌、雄鱼的不同组织中的表达, 结合Gadd45g同源基因的进化保守性, 初步阐明了Gadd45g3基因在半滑舌鳎性别分化中的作用, 为进一步研究半滑舌鳎性别决定机制, 控制半滑舌鳎性逆转现象提供了理论基础。半滑舌鳎Gadd45g3基因作用的初步研究, 也填补Gadd45g-like基因在鱼类中作用的研究空白。
1  材料和方法

1.1  材料样品

实验所用半滑舌鳎成鱼及幼苗均取自山东省海阳市黄海水产公司。其中1龄性成熟鱼的脑、性腺、肝、脾、肾、肌肉、皮肤、心脏、肠、鳃、血液, 以及孵化后20、35、50、65、80、95、150 d的雌雄仔鱼单侧性腺取出后立即投入液氮中, 转入(80℃低温冰箱保存, 用于RNA提取; 另一侧性腺保存于2.5%的戊二醛, 用于生理性别鉴定; 同时, 剪取各鱼少量鳍条保存于无水乙醇, 用于遗传性别鉴定。

1.2  生理性别及遗传性别鉴定

成鱼及仔鱼性腺经2.5%戊二醛固定后, 经各级乙醇脱水、二甲苯透明、石蜡包埋, 做连续性腺超薄切片, HE染色后, 用Nikon光学显微镜(Nikon ECLIPSE 80i)进行观察, 鉴定生理性别。

鳍条用酚-氯仿法提取DNA, 以半滑舌鳎性别特异引物CseF382F/R[21]进行PCR反应, 经1.5%琼脂糖凝胶电泳检测后, 遗传雌性个体均有291 bp单一条带, 而遗传雄性个体无条带。遗传性别鉴定为雌性, 同时生理性别为雄性的个体即为伪雄鱼个体。

1.3  RNA提取和cDNA合成

利用 Trizol 试剂 (Invitrogen)提取总RNA。用 NanoVue™ Plus 超微量分光光度计检测 RNA 浓度和其他参数, 用琼脂糖凝胶电泳检测提取的RNA 的质量。所有组织的RNA均用Prime​Scr​iptTM RT regent Kit with gDNA Eraser (TAKA​RA)合成cDNA。RACE-Ready-cDNA利用BD SmartTM RACE cDNA 扩增试剂盒(Clontech)合成。

1.4  Gadd45g3基因的克隆

根据半滑舌鳎全基因组测序结果[22]获得Gadd45g3基因的部分片段, 以精巢、卵巢的混合cDNA 为模板, 设计特异引物Gadd45g3-A/S(表1)进行扩增, 经华大基因公司测序, 成功验证了Gadd45g3的部分cDNA序列。根据验证的序列设计基因特异引物Gadd45g3-5′R/3′R(表1)用于RACE第一步的Touchdown PCR反应。RACE反应按照SMARTerTM RACE cDNA Amplification Kit (Clontech)进行。将第一步产物稀释100倍后作为第二步Nest PCR的模板, 引物为Gadd45g3- 5′N/3′N(表1)。PCR产物经1.5%琼脂糖凝胶电泳分离后获取目的片段, 后经回收、纯化, 连接、转化、挑菌, 选取阳性克隆菌液送往华大基因测序。

表1  本研究所用引物及其序列

Tab. 1  Primers and its sequences used in the study
	引物primer
	序列(5′–3′) sequence(5′–3′)
	用途 application

	Gadd45g3-A
	AGTGAGCGTCTTCCAGTTGC
	克隆中间片段cloning the internal fragments

	Gadd45g3-S
	ACCAGTGTGTGGGTCAGGC
	

	Gadd45g3-3′R
	CACGGATGAGGAGTTTGAGTGCGAC
	克隆基因末端序列 cloning the 5′ and 3′ ends

	Gadd45g3-5′R
	GTCTCCGCCGACAATCTCAGCCAGT
	

	Gadd45g3-3′N
	ACTGGCTGAGATTGTCGGCG
	

	Gadd45g3-5′N
	ACTCAAACTCCTCATCCGTGGC
	

	Gadd45g3-qRT-A
	CTCAGCCCAGGAGGACATCATT
	实时定量PCR Real-time PCR

	Gadd45g3-qRT-S
	AGAGCAGATGCCGCAAACG
	


本研究涉及的所有引物均用Primer Premier 5.0软件设计, 由华大基因公司合成。
1.5  序列和进化分析

利用生物学软件DNASTAR 7.0对所得序列进行序列拼接、开放阅读框搜索及蛋白翻译。用在线软件(http://www.expasy.org/tools)分析氨基酸的理化性质。用BLASTP 软件在NCBI数据库中(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)搜索同源氨基酸序列。利用MEGA 5.0 软件以邻接法(Neighbor-Joining, NJ)构建系统进化树, 设置1 000次bootstraps进行系统进化评估。蛋白质编码基因的非同义替换率(Ka)和同义替换率(Ks)的比值用软件KaKs_Calculator2.0[23]进行计算, 预测分析基因CDS区的适应性进化。各物种同源Gadd45g氨基酸序列的GenBank登录号如下: 红鳍东方鲀(Takifugu rubripes, Gadd45g: XP_00397​4851.1, Gadd45g-like: XP_003965186.1)、斑点绿河鲀(Tetraodon nigroviridis, Gadd45g: CAG0​9562.1, Gadd45g-like: CAF90456.1)、青鳉(Oryzias latipes, Gadd45g: XP_004072265.1, Gadd45g-like: XP_004075174.1)、罗非鱼(Oreochromis niloticus, Gadd45g: XP_003446131.1, Gadd45g-like: XP_00​34​4​0122.1)、大西洋鲑(Salmo salar, Gadd45g: ACM​0​8843.1)、斑马鱼(Danio rerio, Gadd45g: NP_ 9​91​25​4.1, Gadd45g-like: NP_998391.1)、矛尾鱼(Lati​​meria chalumnae, Gadd45g: XP_006003​020.1)、非洲爪蟾(Xenopus laevis, Gadd45g: NP_0​0​10​​83928.1)、人(Homo sapiens, Gadd45g: NP_006​69​6.1)、小家鼠(Mus musculus, Gadd45g: AAH01989.1)、伯氏朴丽鱼(Haplochromis burtoni, Gadd45g-like: XP_005921760.1)、斑马宫丽鱼(Maylandia zebra, Gadd45g-like: XP_004538544.1)。

1.6  染色体荧光原位杂交

 根据基因特异引物Gadd45g3-A/S, 在半滑舌鳎BAC文库[24]中筛选出含有该基因的克隆, 接种扩大培养并提取质粒。采取切口平移法制备探针, 使用DIG-Nick Translation Mix (ROCHE)试剂对质粒进行标记。雌性及雄性半滑舌鳎染色体玻片按照文献[25]的方法制备。

将制备好的探针与染色体玻片杂交, 先后用羊抗DIG抗体和FITC标记的驴抗羊抗体(Molecular)孵育, 经PI复染后置于荧光显微镜(Nikon ECLIPSE 80i)下观察并拍照。

1.7  实时荧光定量PCR
根据已知cDNA序列设计定量引物Gadd​45g3-qRT-A/S(表1), 以β-actin为内参, 用ABI 7500 Real-time PCR仪进行实时定量分析。每种性别或时期分别选取3个实验个体, 每个实验个体设置3次重复。实验所用试剂盒为SYBR Premix Ex Taq(TaKaRa), PCR反应程序依据试剂盒说明书进行。PCR 扩增体系为 20 μL, 包括0.3 μL cDNA模板, 10 μL SYBR Premix Ex Taq, 0.4 μL ROX Reference DyeII, 上下游引物各0.4 μL和8.5 μL的RNase-free H2O。

实验所得数据均表示为平均数±标准误(
[image: image1.wmf]x

±SE), 采用SPSS 18.0统计软件进行单因素方差分析和Duncan’s多重比较, 当P<0.05时认为是差异显著。

2  结果与分析
2.1  半滑舌鳎Gadd45g3基因的克隆

通过基因序列验证和末端扩增, 在半滑舌鳎中成功获得了1个Gadd45g同源基因, 命名为Gadd45g3(图 1)。该基因全长1 147 bp, 包括97 bp的5′非编码区(untranslated region, UTR), 1个468 bp的开放阅读框和582 bp的3′UTR。经预测, 该基因编码1个含有155个氨基酸残基的蛋白, 该蛋白的相对分子量为17.4 kD, 理论等电点为4.20。cDNA序列中发现保守结构域Ribosomal_ L7Ae, 说明Gadd45g3编码的蛋白质属于核糖体蛋白L7Ae/L30e/S12e/Gadd45超家族。Gadd45g3基因的全长序列已提交到 GenBank 数据库(登录号: KF937804)。 

2.2  半滑舌鳎Gadd45g3基因同源性分析

BLASTP分析显示, Gadd45g3与硬骨鱼的Gadd45g-like有较高同源性, 其中与斑马宫丽鱼的同源性最高, 为88%, 与伯氏朴丽鱼和罗非鱼的同源性为87%, 与青鳉和红鳍东方鲀的同源性为83%, 与斑马鱼的同源性为79%。此外, Gadd45g3与鱼类和高等脊椎动物的Gadd45g也有58%~ 67%的同源性。

利用MEGA5.0软件构建氨基酸序列系统进化树(图2)。结果显示, Gadd45g3的氨基酸序列与硬骨鱼的Gadd45g-like聚为一支, 其中与斑马宫丽鱼、
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图 1  半滑舌鳎Gadd45g3基因cDNA序列及预测的氨基酸序列
阴影区域为编码区, 方框内为翻译起始位点ATG, 两个相对的箭头指示Ribosomal_L7Ae结构域.
Fig. 1  cDNA sequence and deduced amino acid sequence of Gadd45g3 in half-smooth tongue-sole
The encoding sequence is highlighted in gray and the start codon (ATG) is boxed. Two opposite arrows indicate a Ribosomal_L7Ae
domain.


伯氏朴丽鱼、罗非鱼和青鳉的亲缘关系最近。而硬骨鱼中的Gadd45g与爬行、哺乳动物等的Gadd45g也聚为一支, 展现了二者之间较近的亲缘关系。

2.3  适应性进化分析结果

通过KaKs_Calculator 2.0软件, 将半滑舌鳎Gadd45g3基因分别与罗非鱼、斑马鱼、小鼠和人的Gadd45g同源基因的CDS区进行比对、YN法计算分析。结果发现, 所有物种的Ka均小于Ks, 且Ka/Ks<0.3。其中, Gadd45g3与罗非鱼Gad​d45g-like的Ka/Ks值最小, 为0.033 241 2 (P=5.27× 10–30), 与小鼠的Gadd45g基因比值最大。
2.4  FISH结果

在实验室已建立的半滑舌鳎BAC文库中成功筛选到含有目的基因Gadd45g3的阳性克隆: Bam027D12。通过接种阳性菌、扩大培养、提取质粒, 成功制备了Gadd45g3基因的探针。将探针与已制备的半滑舌鳎染色体杂交后, 在雌、雄染色体组中均可捕捉到2对杂交信号, 证明Gadd45g3基因位于半滑舌鳎的1对常染色上(图3)。
2.5  实时荧光定量 PCR 检测结果

对Gadd45g3基因在半滑舌鳎雌性和雄性成鱼各器官或组织(脾、肝、脑、皮肤、肾、肌肉、心、肠、鳃、血、性腺)中的表达进行检测, 结果
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图 2  以NJ法建立的系统进化树以及所用氨基酸序列
括号内为氨基酸序列的GenBank登录号.
Fig. 2  The phylogenetic tree based on Neighbor-Joining (NJ) method 
GenBank numbers of amino acid sequences are shown in the brackets.
表2  各物种Gadd45g同源基因的Ka/Ks 比值

Tab. 2  Ka/Ks ratio for Gadd45g homologous genes in some species
	序列

sequence
	方法
method
	非同义替换率Ka
	同义替换率
Ks
	非同义替换率/
同义替换率Ka/Ks
	P值(费舍尔)
P-value(Fisher)
	分化时间divergence time

	Gadd45g3/Gadd45g-like
罗非鱼Oreochromis niloticus
	YN
	0.059656
	1.79464
	0.0332412
	5.27×10–30
	0.397908

	Gadd45g3/Gadd45g
罗非鱼Oreochromis niloticus
	YN
	0.238716
	2.18823
	0.109091
	3.05×10–21
	0.678679

	Gadd45g3/Gadd45g-like
斑马鱼Danio rerio
	YN
	0.108231
	1.32079
	0.0819438
	1.12×10–22
	0.375075

	Gadd45g3/Gadd45g
斑马鱼Danio rerio
	YN
	0.235486
	2.292
	0.102742
	4.01×10–17
	0.719462

	Gadd45g3/Gadd45g
人Homo spiens
	YN
	0.260966
	1.95903
	0.133212
	2.86×10–18
	0.612445

	Gadd45g3/Gadd45g
小鼠Mus musculus
	YN
	0.257465
	1.83576
	0.140249
	6.14×10–18
	0.597294
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图3  半滑舌鳎Gadd45g3基因在染色体中的定位
A. 雌鱼染色体; B. 雄鱼染色体.实心箭头指示W染色体, 空心箭头指示杂交信号 标尺5 μm.
Fig. 3  The location of Gadd45g3 in the chromosomes of Cynoglossus semilaevis
A. Female chromosomes; B. Male chromosomes. The solid arrow indicate W chromosome, and hollow arrows indicate fluorescence signals.
显示, Gadd45g3基因在雌鱼和雄鱼各组织中的表达量差异较大(图4, 图5)。在雄鱼中, Gadd45g3在脑中的表达水平显著高于其他各组织(P<0.05), 在皮肤、性腺、肝、鳃中有微量表达; 在雌鱼中, Gadd45g3同样在脑中显著高表达(P<0.05), 在皮肤、肝、脾中有微量表达。
检测Gadd45g3在雄鱼、雌鱼和伪雄鱼性腺中的表达水平(图6)。结果显示, Gadd45g3在雌鱼性腺中基本不表达, 而在正常雄鱼和伪雄鱼性腺中的表达量都较高, 显著高于在雌鱼中的表达量(P<0.05), 说明 Gadd45g3 基因是性别相关基因。
不同发育时期Gadd45g3基因在半滑舌鳎性腺的表达情况(图7)显示, 同批同家系雌性仔鱼在
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图 4  Gadd45g3 在半滑舌鳎1龄雌鱼各组织中的表达
Sp: 脾; Li: 肝; He: 心脏; In: 肠; Br: 脑; Sk: 皮肤; Ki: 肾; Te: 性腺; Mu: 肌肉; Gi: 鳃; Bl: 血液. 图中标有不同字母
的组织间存在显著性差异(P<0.05, Duncan多重比较).
Fig.4  Expression of Gadd45g3 in various tissues of one year old female Cynoglossus semilaevis
Sp: spleen; Li: liver; He: heart; In: intestinal; Br: brain; Sk: skin; Ki: kidney; Te: testis; Gi: gill; Mu: muscular; Pi: pituitary; Bl: blood. Different letters indicate significant difference between
tissues(P<0.05, one-way ANOVA, followed by Duncan’s).
孵化后20~35 d表达量维持低水平, 50 d表达量有所升高, 65 d后表达量降低; 在孵化后95~150 d, 表达量显著升高, 但在成年雌鱼的性腺中却基本不表达。在雄性仔鱼中, 孵化后20 d时显著高表达, 之后表达量急剧降低并维持在较低水平, 孵化后65 d时达到最低水平, 之后略有回升, 并在孵化后95 d达到高峰值, 孵化后150 d时表达量
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图 5  Gadd45g3 在半滑舌鳎1龄雄鱼各组织中的表达
Sp: 脾; Li: 肝; He: 心脏; In: 肠; Br: 脑; Sk: 皮肤; Ki: 肾; Te: 性腺; Mu: 肌肉; Gi: 鳃; Bl: 血液. 图中标有不同字母
的组织间存在显著性差异(P<0.05, Duncan多重比较).
Fig. 5  Expression of Gadd45g3 in various tissues of one year old male Cynoglossus semilaevis
Sp: spleen; Li: liver; He: heart; In: intestinal; Br: brain; Sk: skin; Ki: kidney; Te: testis; Gi: gill; Mu: muscular; Pi: pituitary; Bl: blood. Different letters indicate significant difference between
tissues(P<0.05, one-way ANOVA, followed by Duncan’s).
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图 6  Gadd45g3基因在1龄半滑舌鳎成鱼性腺中的表达
图中标有不同字母的性别间存在显著性差异(P<0.05, Duncan多重比较).
Fig. 6  Expression of Gadd45g3 in gonads of adult Cynoglossus semilaevis
Different letters indicate significant difference between sexes(P<0.05, one-way ANOVA, followed by Duncan’s).

降低趋于性成熟时的水平。
3  讨论

3.1  半滑舌鳎Gadd45g3基因同源性及进化分析

本研究通过RACE方法克隆得到1个半滑舌
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图7  不同发育时期Gadd45g3基因在半滑舌鳎性腺中的表达
图中标有不同字母的各项间存在显著性差异(P<0.05, Duncan多重比较).
Fig. 7  Expressions of Gadd45g3 gene in gonads of Cynoglossus semilaevis in different seedling periods

Different letters indicate significant difference between groups(P<0.05, one-way ANOVA, followed by Duncan’s).

鳎的Gadd45g3基因, 全长1 147 bp, 预测编码1个含有155个氨基酸残基的蛋白, 该蛋白属于核糖体蛋白L7Ae/L30e/S12e/Gadd45超家族。经BLASTP 比对可知, Gadd45g3与硬骨鱼Gadd45g-like有较高同源性, 其中与斑马宫丽鱼的同源性最高, 与鱼类和高等脊椎动物的Gadd45g也有很高的同源性。Gadd45g-like基因是鱼类特有的基因, 其来源可能是由于鱼类特有的全基因组复制[26–27]导致Gadd45g基因加倍。鱼类基因组虽然比较小, 但有更多的基因数, 对同源异形框基因(homeobox genes, Hox gene)的研究结果表明, 在辐鳍鱼进化历程中发生了一次鱼类特异的全基因组复制事件, 导致基因加倍; 比较基因组学的研究结果也表明, 很多基因或基因家族在硬骨鱼中存在两个或多个拷贝, 而在其他脊椎动物中仅有1个拷贝。在硬骨鱼中, Gadd45g和Gadd45g-like基因位于不同的染色体上, 如斑马鱼的Gadd45g基因(NM_205691.1)位于8号染色体, 而Gadd45g-like(NM_213226.1)基因位于21号染色体上。在半滑舌鳎中, 我们已经得到了两个Gadd45g基因①, 命名为Gadd45g1和Gadd45g2,

① Molecular charaterization of two Gadd45g homologs revealed in proceeding of their functional divergence on sex determination in half-smooth tongue sole (Cynoglossus semilaevis) (unpublished).
它们分别位于W和Z染色体上, 与脊椎动物的Gadd45g基因有极高的相似性。而Gadd45g3基因位于常染色体上, 作为Gadd45g1和Gadd45g2的旁系同源基因(paralog), 可能是由鱼类特异的全基因组复制产生。

核苷酸中某些碱基的突变会导致相应氨基酸发生改变(即非同义替换), 但是由于密码子的简并性, 某些碱基的突变并不会引起氨基酸序列的改变(即同义替换)[28]。蛋白质编码基因的非同义替换率(Ka)和同义替换率(Ks)的比值可以用来诊断序列进化的形式。当Ka/Ks=1时, 蛋白受到中性选择; 当Ka/Ks>1时, 蛋白受到正向选择而发生改变; 当Ka/Ks<1, 表示蛋白受到纯化选择作用。对半滑舌鳎、罗非鱼、斑马鱼、小鼠和人的基因序列进行适应性进化分析, 结果显示Ka/Ks结果均小于0.3, 说明Gadd45g同源基因在进化过程中受到强烈的纯化选择作用, 因而进化保守性非常高, 同样也预示着半滑舌鳎的Gadd45g3基因在其性别决定和分化中可能也起着重要的作用。然而通过对比可发现, 半滑舌鳎的Gadd45g3基因与小鼠和人的Gadd45g基因的Ka/Ks值较大, 表明Gadd45g3基因在半滑舌鳎的性别决定和分化中所起的作用与Gadd45g在小鼠中的作用可能存在较大区别。

3.2  半滑舌鳎Gadd45g3基因的表达分析
对半滑舌鳎成鱼各组织的荧光定量PCR结果显示, Gadd45g3基因在雌雄鱼的脑中均有高表达, 暗示其可能在半滑舌鳎的神经系统发育方面具有重要作用。Gadd45g基因在其他物种的脑中也有较高的表达。Candal等[13]研究发现, 在青鳉中, Gadd45g基因在幼鱼脑视顶盖区高表达, 并证实该基因参与了对青鳉前体神经节分化过程的调节。de laCalle-Mustienes等[14]和Kaufmann等[15]也发现, 在非洲爪蟾和哺乳动物中, Gadd45g基因分别参与了其神经形成及分化过程。
对小鼠的性别分化研究发现, Gadd45g基因并没有两性差异表达[29]。但在半滑舌鳎的成鱼中Gadd45g3基因存在两性差异: Gadd45g3在卵巢中基本不表达, 而在性成熟雄鱼和伪雄鱼的精巢中有明显表达。这说明Gadd45g3基因可能参与了半滑舌鳎性逆转过程, 且对于成熟雄性个体来说是必需的, 可能在维持半滑舌鳎雄性性征或完成雄鱼生理功能方面发挥着十分重要的作用。
自然状态下半滑舌鳎仔鱼在孵化后56 d开始出现性腺的分化[30]。通过观测Gadd45g3基因在半滑舌鳎仔鱼性腺发育过程中的表达变化, 发现Gadd45g3在雌雄仔鱼中有不同的表达模式。在孵化后20~80 d, Gadd45g3基因在雌鱼性腺中持续低表达, 而在雄性仔鱼中, Gadd45g3基因在孵化后20 d时大量表达, 之后明显降低, 说明Gadd45g3基因对雄性性别分化的调控作用可能不是出现在性腺分化时期, 而是出现在更早的时期。孵化后95 d, Gadd45g3基因的表达量在雌雄鱼性腺中都维持在高水平, 但在成熟卵巢中基本检测不到, 暗示Gadd45g3基因可能参与了仔鱼精巢和卵巢的初期发育, 但并不参与成熟卵巢行使其生理学功能。Gadd45g3基因在半滑舌鳎中的作用可能通过调控细胞周期来实现。半滑舌鳎中已克隆得到的Gadd45g1和Gadd45g2基因均为卵巢特异基因。而本研究中Gadd45g3基因的表达模式说明该基因可能对半滑舌鳎雄性性别决定和性腺发育起关键作用, 已证实Gadd45g蛋白是启动小鼠雄性性器官发育所必需的[16], 两者结论相近。
本研究通过对半滑舌鳎Gadd45g3基因的克隆、染色体定位和进化、表达分析的研究, 初步揭示了Gadd45g3基因在半滑舌鳎性别决定和性腺分化中的作用, 为进一步研究半滑舌鳎的性别决定机制及性逆转机制提供了理论基础。
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Cloning and expression analysis of Gadd45g3 in half-smooth tongue sole (Cynoglossus semilaevis)

LIU Wanjun1, 2, ZHANG Liyan2, SHAO Changwei2, WANG Kailin2, QI Qian1, CHEN Songlin2, WEN Haishen1

1. College of Fisheries, Ocean University of China, Qingdao 266003, China;
2. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fisheries Sciences, Qingdao 266071, China
Abstract: The half-smooth tongue sole, Cynoglossus semilaevis, is an increasingly important marine flatfish of potentially significant aquaculture value in China. It exhibits prominent sexually dimorphic growth in which females grow two to three times faster and larger than males. The growth arrest and DNA-damage-inducible protein 45 gamma (Gadd45g) plays a major role in embryonic development and sex determination. We evaluated the physiological function of a homologous Gadd45g gene on sex determination in C. semilaevis. Using RACE, we obtained a Gadd45g homologous gene from half-smooth tongue sole (named Gadd45g3). The full length Gadd45g3 was 1 147 bp, encoding 155 amino acid residues. A ribosomal_L7Ae domain was found in the sequence. Amino acid sequence analysis revealed that C. semilaevis Gadd45g3 shared 79%–88% identity with Gadd45g-like proteins in other fish and 58%–67% with Gadd45g in bony fish and higher vertebrates. The phylogenetic tree suggested that Gadd45g3 in C. semilaevis and Gadd45g-like in other fish were closely clustered in one branch because of their high similarity. Gadd45g-like genes were homologous with Gadd45g and typical for fish. They were produced from the additional fish-specific whole genome duplication. The ratio of Ka to Ks was used to diagnose the pattern of sequence evolution. The Ka/Ks for all comparisons of Gadd45g3 with homologous genes in other species was <0.3 suggesting that Gadd45g homologous genes are highly conserved. However, the Ka/Ks ratio for Gadd45g3 and Gadd45g homologous genes in mammals was higher than the former comparisons, suggesting that the function of Gadd45g3 in C. semilaevis varies from that of Gadd45g in mice. FISH results revealed that the Gadd45g3 gene is located on the autosome. Gadd45g3 expression was highest in the brain of both males and females, suggesting it is involved in the neurological development of C. semilaevis. Gadd45g3 expression was significantly higher in the testis of mature males and neo-males than in the ovary. In 20-day-old male larva, the expression of Gadd45g3 was markedly higher in the gonad than in same-aged females, whereas there was no difference in the level of gonadal expression between sexes in 95-day-old larva. Our results suggest that Gadd45g3 is a gender related gene that is necessary for testis maturation. Additionally, Gadd45g3 is involved in sex determination prior to gonadal differentiation. Moreover, Gadd45g3 also plays an important role in the early development of the ovary and testis.
Key words: Cynoglossus semilaevis; Gadd45g3; Ka/Ks ratio; sex determination; fluorescence in situ hybridization; clone; expression
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