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李亚亚1, 2 , 陈松林1, 林帆1, 王娜1, 刘洋3, 黄进强1
1. 中国水产科学研究院 黄海水产研究所, 农业部海洋渔业可持续发展重点实验室, 山东 青岛 266071;
2. 上海海洋大学 水产与生命学院, 上海201306; 
3. 大连海洋大学 水产与生命学院, 辽宁 大连 116023
摘要: 利用半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis) dmrt1基因和青鳉(Oryzias latipe) dmrt1基因构建过表达载体, 采用显微注射技术将两种载体分别导入青鳉受精卵中, 比较异源和同源dmrt1基因对青鳉胚胎孵化率的影响以及两种dmrt1基因在青鳉体内的基因整合率、基因表达率及对芳香化酶基因(cyp19a)表达的影响。结果表明, 注射48 h后, 两种载体均在胚胎内大量表达, 注射青鳉同源性dmrt1载体的受精卵孵化率(69.5%)要显著高于注射异源性dmrt1载体的受精卵(36.5%)。30 dph(days post hatching)两组被注射稚鱼均能检测到基因整合, 注射同源dmrt1的整合率(30%)要高于异源dmrt1(10%)。30 dph稚鱼体内检测不到异源性dmrt1载体的表达, 但能检测到同源dmrt1载体的mRNA表达, 同时芳香化酶基因的表达受到了抑制。本研究为研究舌鳎性别分化相关基因功能提供了基础, 并为在模式鱼类中研究海水鱼相关基因功能累积了必要的资料。
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半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)是中国重要的经济海水养殖鱼类, 具有生长速度快、耐低氧能力强、病害少等特点, 是一种理想的增养殖对象。半滑舌鳎在生长过程中表现出显著的雌雄二态性, 雌性个体生长速度比雄性个体快2~3倍[1]。因此, 研究性别分化相关基因功能对于揭示半滑舌鳎性别分化机理和性别调控机制具有重要意义。然而由于受到胚胎卵膜硬、胚胎存活率低以及世代周期长等因素的限制, 传统基因功能研究的方法(如显微注射等)在半滑舌鳎等海水鱼中仍无法成功地应用。因此, 目前关于鱼类性别分化基因功能的研究仍局限于少数淡水模式鱼类中, 如青鳉(Oryzias latipe)、斑马鱼(Danio rerio)、罗非鱼(Tilapia mossambia)等[2−5]。
dmrt1 (doublesex and mab-3-related transcription factor 1)基因是目前已知从无脊椎动物到人最保守的性别分化相关基因。在绝大多数脊椎动物中, dmrt1在性别分化期的雄性性腺及雄性成体的性腺中表达, 与雄性性腺的分化和形成有关。在多数硬骨鱼中, dmrt1基因在雌雄性腺分化过程中呈明显的雌雄二态表达, 雄性表达量要高于雌性[6]; 此外斑马鱼、青鳉等成鱼体内, dmrt1基因只在精巢表达, 在卵巢中未见表达[7]。这些都间接说明了dmrt1基因参与鱼类雄性性腺分化的过程。罗非鱼中, 过表达dmrt1基因可导致遗传雌性罗非鱼出现性反转即卵巢发育成精巢结构[3]; 青鳉中dmrt1基因突变, 导致了遗传雄性(XY)青鳉发育成雌性表型, 尽管过表达dmrt1基因未实现雌性转变为雄性[8]。这些都直接说明了dmrt1基因直接参与性腺分化过程, 是雄性性别决定的关键基因之一。
笔者在半滑舌鳎中也克隆了dmrt1同源基因, 并研究了其表达模式, 结果表明与其他硬骨鱼相似, 半滑舌鳎dmrt1在成鱼体内精巢中特异表达, 由此证明舌鳎dmrt1基因参与雄性分化的过程[6]。然而半滑舌鳎dmrt1在雄性分化中的具体功能, 在性别分化一系列基因通路中扮演的角色以及能否通过基因过表达或敲除实现性别控制仍不清楚。因此首先考虑在青鳉等模式生物中研究半滑舌鳎dmrt1同源基因的功能, 这可能为其他舌鳎性别相关基因功能的研究提供新的思路。本研究构建含有半滑舌鳎及青鳉dmrt1基因的过表达载体, 通过显微注射技术导入青鳉的受精卵中, 比较异源和同源dmrt1过表达载体在青鳉中的整合、表达及对胚胎发育和相关基因表达的影响, 为研究舌鳎性别分化相关基因功能提供基础数据, 并为在模式鱼类中研究海水鱼相关基因功能累积必要的资料。
1  材料和方法
1.1  材料
半滑舌鳎取自山东海阳基地, 青鳉来自于武汉水生生物研究所。FastagenRNA提取试剂盒购自上海飞捷生物技术有限公司, DNA提取试剂盒, RNA纯化试剂盒购自天根生化科技有限公司, 载体连接试剂盒及逆转录试剂盒均购自Takara大连公司, pIRES-hrGFP-1a载体购自美国Clontech公司; Omega质粒提取试剂盒购自上海史瑞可生物科技有限公司。
1.2  半滑舌鳎和青鳉成鱼精巢RNA提取及cDNA第一条链合成
分别取半滑舌鳎和青鳉成鱼精巢, 立即投入液氮保存, 用于RNA提取。按照Fastagen RNA提取试剂盒说明书提取精巢组织RNA, 并用TaKaRa逆转录试剂盒得到cDNA。
1.3  过表达载体构建
根据NCBI上已经公布的半滑舌鳎dmrt1 cDNA序列(EU007655)和青鳉的dmrt1cDNA序列(AF319994)分别设计两端带有BamHⅠ和XhoⅠ限制性酶切位点的半滑舌鳎dmrt1cds区特异引物(csDmrt1F和csDmrt1R)和青鳉dmrt1cds区特异引物(olDmrt1F 和olDmrt1R)。以上引物序列见表1。
利用上述已设计好的引物, 以精巢组织cDNA为模版, 进行PCR扩增。PCR扩增条件: 94℃5 min; 94℃30 s, 60℃30 s, 72℃45 s, 35个循环; 72℃7 min, 4℃保存。
将PCR产物进行纯化后, 用BamHⅠ和XhoⅠ双酶切, 回收纯化产物, 与经同样酶切处理的表达载体pIRES-hrGFP-1a连接, 转化感受态细胞E.coli Top10, 37℃过夜培养, 挑取单克隆测序, 阳性质粒接种于含氨苄西林的5 mL Luria-Ber​tani(LB)培养液中, 37℃振荡培养12~16 h, 用Omega质粒提取试剂盒提取阳性质粒, 将其分别命名为pIRES-Csdmrt1-hrGFP-1a和pIRES-Old​mrt1-hrGFP-1a(图1)。
 表1  本研究中使用的引物
Tab. 1  Primers used in this study

	引物名称
name of primers
	引物序列(5′−3′)

sequences of primers(5′−3′)
	引物用途
function of primers
	目的片段长度/bp

length of product

	csDmrt1F
	CGCGGATCCATGAACAAGAACAAGCAGCG
	扩增半滑舌鳎dmrt1cds区及检测
pIRES-Csdmrt1-hrGFP-1a的整合表达
	780

	csDmrt1R
	CCGCTCGAGTTTGTTTGTTTCACCGTAAAC
	
	

	olDmrt1F
	CGCGGATCCATGAGCAAGGAGAAGCAGGG
	扩增青鳉dmrt1cds区
	846

	olDmrt1R
	CCGCTCGAGTTTGCTCTCGCTGCTCATGG
	
	


	olsexF
	AGAGGAGGAGCTTGGGATTTGTAG
	鉴定青鳉性别
	雄性: 1906, 933

雌性: 1906

	olsexR
	TCAGACGCTTCCTCGCTGTAA
	
	

	olDmrt1TF
	GCTCTAGCCCGGGCGGAT
	检测pIRES-Oldmrt1-hrGFP-1a的整合及表达
	892

	olDmrt1TR
	TCCTTGTCATCGTCATCCTTGTAGTC
	
	

	cyp19aF
	CTGCAGGAGATAGACACCATTG
	检测青鳉芳香化酶的表达
	297

	cyp19aR
	ACCGAACGGCTGGAAATAAC
	
	


1.4  亲鱼培育及显微注射
青鳉亲鱼在淡水循环系统中于28℃恒温培养, 每日以颗粒饲料和卤虫为食, 光照周期为14 h(光照):10 h (黑暗)。注射前一天傍晚将青鳉亲鱼雌雄分开饲养, 第2天上午将雌雄混合(1∶1), 约15 min后人工收集受精卵并用于显微注射。用10 mmol/L Tris-Cl, pH7.5, 0.05%的酚红溶液将过表达质粒稀释至 30 ng/L, 并注射于1细胞期受精卵中(每种质粒各注射200个胚胎)。对照组注射同等剂量的ddH2O。注射后的胚胎在 1×Holf(胚胎培养液)中于 28℃培养, 统计胚胎孵化率, 并在荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白(GFP)表达情况。
1.5  基因整合及表达检测
取注射pIRES-Csdmrt1-hrGFP-1a及pIRES- O​l​d​m​rt1-hrGFP-1a的30 dph(days post hatching)的稚鱼各10条。尾部用于提取DNA进行遗传性别及基因整合鉴定; 性腺组织用于提取RNA, 并进行逆转录合成cDNA用于检测基因表达。青鳉性别鉴定引物(olsexF和olsexR), pIRES-Old​mrt1-hrGFP-1a整合及表达检测引物(olDmrt1TF和olDmrt1TR)以及青鳉芳香化酶基因(cyp19a)引物序列均列于表1。
pIRES-Csdmrt1-hrGFP-1a整合表达检测引物与构建载体时使用的cds区特异引物相同。以上PCR条件均为: 95℃5 min; 95℃30 s , 60℃30 s , 72℃45 s, 35个循环; 72℃7 min, 4℃保存。进行电泳检测, 分析结果。

2  结果与分析
2.1  注射后青鳉胚胎及仔鱼的GFP表达情况
注射pIRES-Oldmrt1-hrGFP-1a和pIRES- Csdmrt1-hrGFP-1a后胚胎的GFP表达情况相似。受精后24 h开始出现GFP表达(图2), 并主要集中于胚体; 受精后48 h GFP在胚胎内大量表达, 甚至整个胚胎都发出绿色荧光。随着胚胎发育的进行, GFP表达逐渐减弱。孵化后在性腺部位及卵黄囊处可见GFP的表达, 随着卵黄囊的吸收, GFP表达逐渐减弱。

2.2  异源性及同源性dmrt1过表达载体对青鳉孵化率的影响
两组过表达载体注射后第7天均开始孵化, 注射过表达载体后的孵化率均低于对照组(注射ddH2O), 同时注射半滑舌鳎dmrt1(pIRES-Csd​mrt1-hrGFP-1a)过表达载体组的孵化率(36.5%)要明显低于注射青鳉dmrt1(pIRES-Oldm​rt1-hrG​FP-1a)过表达载体组的孵化率(69.5%)(图3)。
2.3  异源性及同源性dmrt1过表达载体在青鳉体内的整合及表达情况比较
PCR结果表明, 青鳉dmrt1过表达载体在青鳉体内的整合率(30%)要明显高于半滑舌鳎dmrt1过表达载体的整合率(10%); 同时注射青鳉dmrt1组青鳉体内能检测到载体的表达(20%), 而注射舌鳎dmrt1组青鳉体内未检测到舌鳎dmrt1载体的表达(图4)。
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图1  半滑舌鳎dmrt1(A)和青鳉dmrt1(B)基因的过表达载体图谱
Fig.1  Expression vector map of Cynoglossus semilaevis dmrt1(A) and Oryzias latipe dmrt1(B)
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图2  绿色荧光蛋白(GFP)在青鳉受精卵及仔鱼中的表达情况
A.受精卵发育至24 h时GFP表达情况. B. 受精卵发育至48 h时GFP表达情况. C. 受精卵发育至72 h时GFP表达情况. D. 小鱼孵化1 d时GFP表达情况. E.小鱼孵化3 d时GFP表达情况. F. 小鱼孵化5 d 时GFP表达情况.

Fig.2  The expression of green fluorescent protein(GFP) in fertilized eggs and fry of Oryzias latipe
A. GFP expression in zygote of 24 h post fertilization. B. GFP expression in zygote of 48 h post fertilization. C. GFP expression in zygote of 72 h post fertilization. D.GFP expression in fry of 1 d post hatch. E.GFP expression in fry of 3 d post hatch. F. GFP expression
in fry of 5 d post hatch.
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图3  对照组及实验组青鳉鱼卵的孵化情况
C:对照组; OL:pIRES-Oldmrt1-hrGFP-1a过表达载体注射组; CS:pIRES-Csdmrt1-hrGFP-1a过表达载体注射组.

Fig.3  The hatching result of Oryzias latipe eggs

C: control group; OL: injected with pIRES-Oldmrt1-hrGFP-1a overe​xp​ression vector; CS: injected weth pIRES-Csdmrt1-hrGFP-1a overexpression vector.

将上述显示有目的电泳条带的PCR产物进行纯化后, 回收纯化产物, 并与pMD18-T载体连接, 转化感受态细胞E.coli Top10, 37℃过夜培养, 挑取阳性克隆进行测序, 测序结果与构建的载体序列进行比对。注射青鳉dmrt1过表达载体组结果显示, 测序序列为带有载体pIRES-hrGFP-1a上引物序列的青鳉dmrt1 cds区序列, 注射舌鳎dmrt1过表达载体组测序结果显示, 测序序列为舌鳎dmrt1 cds区序列, 这两种序列在青鳉中都是不存在的, 证明所测基因序列确实为外源基因注射所产生, 而非内源性序列扩增产生。
2.4  过表达dmrt1基因对芳香化酶基因表达的影响
采用半定量RT-PCR检测dmrt1过表达性腺中芳香化酶基因(cyp19a)表达情况, 结果表明具有青鳉dmrt1过表达的遗传性别为雌性(XX)的性腺中, cyp19a的表达受到抑制, 明显低于对照青鳉组和无dmrt1表达的组(图5)。

3  讨论
半滑舌鳎是中国重要的经济海水鱼类, 由于其显著的雌雄生长差异, 雌性个体生长速度比雄性个体快2~3倍, 对其性别分化基因功能的研究无论对于性别分化理论还是性别控制生产实践都具有重要意义。dmrt1是重要的精巢发育促进基因和卵巢发育抑制基因, 在鱼类性别分化中起重要作用[9−11]。然而在不同鱼当中, dmrt1对于雄性分化的重要程
[image: image4.png]C 1 2 3 45 6 7 &89 10

Al
C 123 45 6 7 8 9 10

C 1 2 3 4 567 8 9 10
- =

Cc 1 2 3 45 6 7 8 9 10

C 1 23 45 6 7 8 9 10

ey

CcC1 2 3 45 6 78 9 10





图4  注射后青鳉性别检测及外源dmrt1基因在青鳉体内的整合及表达分析
A.注射pIRES-Csdmrt1-hrGFP-1a过表达载体的10条青鳉遗传性别检测, C为对照.

B.注射pIRES-Oldmrt1-hrGFP-1a过表达载体的10条青鳉遗传性别检测, C为对照.

C.注射pIRES-Csdmrt1-hrGFP-1a过表达载体的10条青鳉中半滑舌鳎dmrt 1基因整合情况, C为对照.

D.注射pIRES-Oldmrt1-hrGFP-1a过表达载体的10条青鳉中青鳉dmrt 1基因整合情况, C为对照.

E.注射 pIRES-Csdmrt1-hrGFP-1a过表达载体的10条青鳉中半滑舌鳎dmrt 1基因未表达, C为对照.

F.注射 pIRES-Oldmrt1-hrGFP-1a过表达载体的10条青鳉中青鳉dmrt 1基因表达情况, C为对照.

 Fig. 4  Gene integration and expression analysis in Oryzias latipe after overexpression vector injection

A. Genetic sexuality of Oryzias latipe injected pIRES-Csd​mrt1-hrGFP-1a overexpression vector. C is control group.

B. Genetic sexuality of O.latipe injected pIRES-Old​mrt1-hrGFP-1a overexpression vector. C is control group.

C. Integration analysis of pIRES-Csdmrt1-hrGFP-1a overexpression vector in O.latipe. C is control group.

D. Integration analysis of pIRES-Oldmrt1-hrGFP-1a overexpression vector in O.latipe. C is control group.

E. Expression analysis of pIRES-Csdmrt1-hrGFP-1a overexpression vector in O.latipe. C is control group.

F. Expression analysis of pIRES-Oldmrt1-hrGFP-1a overexpression vector in O.latipe. C is control group.
度有所不同。罗非鱼中过表达dmrt1能导致遗传雌性罗非鱼发育为雄性表型[3], 青鳉中过表达dmrt1未观察到性反转, 而过表达dmy基因能导致性反转[12]。尽管舌鳎dmrt1的基因表达模式与其他鱼类相似, 但仍有必要进一步研究舌鳎dmrt1基因在性别分化过程中的重要程度, 如能否通过dmrt1过表达或dmrt1基因敲除实现半滑舌鳎性别控制。
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图5  注射pIRES-Oldmrt1-hrGFP-1a过表达载体的雌性青鳉cyp19a表达情况
1、5、7为未检测到dmrt1基因表达的青鳉雌性(XX)个体; 2、3为检测到dmrt1基因表达的青鳉雌性(XX)个体.

Fig. 5  Expression of cyp19a in female Oryzias latipe fry after injecting pIRES-Oldmrt1-hrGFP-1a overexpression vector 

The expression of dmrt1is not detected in fry 1, 5 and 7; but was dectected in fry 2 and 3.

 
本研究通过构建半滑舌鳎及青鳉dmrt1过表达载体, 研究异源和同源dmrt1基因在青鳉体内的整合、表达差异及对芳香化酶基因(cyp19a)的影响。注射ddH2O的对照组孵化率达到92%, 排除了显微注射本身带来的伤害; 两组注射过表达质粒青鳉的孵化率要显著低于注射生理水的对照组, 说明过表达dmrt1基因对胚胎产生了一定的不良影响。注射半滑舌鳎dmrt1质粒青鳉受精卵的孵化率要明显低于注射青鳉dmrt1质粒组, 这说明半滑舌鳎dmrt1异源基因对青鳉受精卵的发育产生了干扰甚至是毒害作用而导致其大量死亡。
注射青鳉dmrt1过表达载体的个体中, dmrt1基因的整合和表达均可以检测到, 经性别鉴定其遗传性别和生理性别是相同的, 没有发生性反转, 说明dmrt1基因虽然在青鳉性腺发育中起关键作用, 但可能并不是青鳉性别控制的主效基因, 这与先前在青鳉性别控制研究中的报道一致[12]。同时发现注射青鳉dmrt1过表达载体的个体中, dmrt1基因的过表达可以抑制cyp19a的转录, 使cyp19a表达量下降, 说明青鳉中dmrt1是调控cyp19a表达的关键基因。这与先前在青鳉及罗非鱼中的研究报道一致[5,9]。然而在注射半滑舌鳎dmrt1过表达载体的个体中, 只能检测到较低的异源基因的整合率, 这可能是由于相对于青鳉自身dmrt1过表达载体来说, 舌鳎dmrt1的同源性较低, 降低了其在青鳉体内的整合率。此外本研究在青鳉体内检测不到半滑舌鳎dmrt1的表达, 这可能是由于发生了转录水平的基因沉默, 可能是启动子失活, 转录被抑制, 也可能虽然转录出了mRNA但发生了降解。一般情况下, 转录水平上的基因沉默一般只发生于异源基因, 而转录后的基因沉默一般是异源基因与同源基因一起发生沉默, 即异源基因转入生物体后, 不但它自身不表达, 生物体自身与异源基因同源的基因也一起被抑制了[13]。因此推断本研究中半滑舌鳎dmrt1转录失活可能是发生了转录水平上的基因沉默所致, 但其具体机制需要进一步研究。
综上所述, 本研究比较分析了半滑舌鳎dmrt1和青鳉dmrt1过表达载体在青鳉中的整合及表达情况, 为半滑舌鳎性别决定相关基因功能研究提供了基础资料, 并为异源基因在动物体内的整合和表达研究提供了借鉴。
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Integration and expression comparative analysis of heterologous and homologous dmrt1 expression vector in Medaka, Oryzias latipe
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Abstract: Fish are an ideal model for research on functional genes. Transgenic fish have many important applications in aquaculture. Recently, a number of researchers have evaluated the use of transgenic fish to improve the commercial value of a species by manipulating traits such as growth, sex, and disease resistance. In particular, the function of sex-determining genes has received significant attention. The current studies of gene function, which are related to sex differentiation, are largely confined to a few fresh water fish species. In contrast, little effort has been made to study gene function in marine fish because of logistical difficulties, such as the presence of a hard fertilized egg membrane, low survival rate, and/or long period of a generation. To address this gap, we studied the function of a homologous gene in a model marine fish species. A number of methods have been used to modify the fish genome, among which microinjection is the most commonly used approach. We constructed expression vectors by subcloning Cynoglossus semilaevis and Medaka dmrt1 into a pIRES- hrGFP-1α vector. In vivo over-expression of dmrt1 in Medaka was induced by injecting these GFP constructs into the cytoplasm of fertilized Medaka embryos at the one cell stage. We then measured GFP expression and hatching rate. Additionally, we quantified the level of gene integration, expression, and the effect on cyp19a expression. GFP was expressed at high levels 48 h after injection and the number of embryos expressing GFP decreased with the development of embryos. The hatching rate and integration efficiency of embryos injected with the homologous dmrt1 expression vector was significantly higher than those injected with the heterologous dmrt1 expression vector. We observed  the RNA expression of Medaka dmrt1 but not Cynoglossus semilaevis dmrt1. Furthermore, in fishes with dmrt1 expression, the expression of cyp19a was down-regulated. Our research provides a foundation for the study of Cynoglossus semilaevis sex differentiation and contributes to our knowledge of sex-determining genes in marine fish.
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