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摘 要 :SOX9 基因是重要的转录调控因子，与性别分化形成密切相关。以奥利亚罗非鱼 ( Oreochromis αurea) 

为研究材料，使用 RT-PCR 和 RACE 法分离和克隆了奥利亚罗非鱼卵巢中 SOX9 基因 cDNA 的全长序列。序

列全长 1582 峙，其中 5' 端非翻译区长 71 bp ， 3' 端非翻译区长 75 bp ，开放性阅读框长 1437 峙，编码 478 个氨

基酸。其中第 98 位开始共 81 个氨基酸为 HMG保守盒。将奥利亚罗非鱼 SOX9 基因与虹蹲等八种动物的氨

基酸序列相比较发现，它们同源性达 75%左右，表明 SOX9 基因在进化中较保守。
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Abstract: SOX9 gene is one of the important transcription factors involved in developments of many tissues and 

organs , particularly in sex determination and chondrogenesis. In this paper , RT -PCR and RACE ( rapid 

amplification cDNA ends) methods were used for the isolation of the whole cDNA of SOX9 gene from ovary of 

Oreochromis αureα. Sequence analysis revealed a 1 582 bp cDNA containing the 71 bp 5' -untranslated region , 

75bp 3 '-untranslated region and 1 437 bp open reading frame encoding 478 amino acids. HMG box of 

81-amino acid motif was confirmed to have appeared from the 96th to 176th amino acid site. Sequence 

alignment exhibited the identity rate of amino acid of SOX9 among eight kinds of animals including Tetraodon 

with more than 75 0;毛. The result indicated the SOX9 gene is relatively conservative in the progress of evolution. 
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人类和动物性别决定机制的探讨，一直是生命科学中的一个重要研究领域。近年来的研究表明，性

别决定是→个涉及进化时空的多基因活动的复杂发育调控过程。鱼类作为脊椎动物中最低等的一个类
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群，是从水生到陆生进化上的→个重要环节，其性别决定具有原始性、多样性和可塑性等特点。鱼类中

至今尚未发现类似哺乳动物中 SRY基因那样对性别决定和分化具有决定性作用的基因。 SOX 基因家

族是在 HMG 保守盒内与哺乳动物性别决定基因 SRY 的相似形大于 60% 的一系列基因 [IJ 。其中 SOX9

基因是紧靠 SRY基因的下游基因，它的研究对于性别决定机制的研究有非常重要的意义[2J 。

罗非鱼是我国常见的养殖鱼类，经济价值较大。雄性罗非鱼生长比雌性快，如果其性别控制能人为

操纵，在同等条件下实行单性养殖，将会提高单位面积产量，降低成本，提高效益[3J 。因而，研究罗非鱼

的性别决定相关基因具有重要的实践意义。由于罗非鱼存在两套性染色体，且至今未发现存在异型染

色体，给罗非鱼性别调控带来二定的困难。但可以试图通过分子遗传学的研究，从基因水平来探讨罗非

鱼性别控制机制，为系统研究鱼类性别决定机制提供参考。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 实验鱼

奥利亚罗非鱼取自淡水渔业研究中心渔场，鱼重 50 g 左右，组织为卵巢。

1.1. 2 试剂

Trizol Reagent 购自 Promega;M-MLV、 Rnase H 、TdT 酶、凝胶回收试剂盒购自 Takara; Taq DNA 聚合

酶、连接酶、限制性内切酶( EcoRI 和 HindIII )、Ex T，αq HS 等及克隆载体 pUCm-T，购自上海生物工程有

限公司;宿主菌大肠杆菌(Escheichia coli) JM 1 09 为本实验室保存。

1.1. 3 仪器

使用 eppendorl Mastercycler personal PCR 仪。

1. 1. 4 引物设计

引物 P1 、p2和p3、P4 为根据已发表的 SOX9 基因保守区序列，采用 Primer5 .0 设计;引物 P5 、P6 是

根据卵巢 SOX9 基因阅读框序列设计的 3' RACE 的引物p7用于克隆卵巢 SOX9 基因 5' RACE 的引

物。所有引物均由上海捷倍思基因技术有限公司合成，测序工作由上海生工完成。

P1 : 5 ' -GCTACGACTGGACCCTGGTGCC ( GC ) ATGCC -3' ; 

P2 :5' -TACACGCAGCTGACCCGGC -3' ; 

p3 :5' -AGGACCACCCCGACTACAAGTACCAGCC-3 ' ; 

P4:5' -CGTTAGGGGGCAGGTACTGGTC (AG) AACTC (AG) T -3' ; 

P5:5' -GTAAAGAACGGGCAAAGCGAGG -3' ; 

P6:5' -TGTGAAGGTGCGGGTACTGAT-3' ; 

P7 :5' -CGCTCAGACCCAGCATAGGA-3' ; 

AP 引物 :5' -CTGATCTAGAGGTACCGGATCC-3' 

1. 2 方法

1. 2.1 总 RNA 的抽提

取奥利亚罗非鱼卵巢，称重，用 Trizol Reagent 抽提总 RNA。用变性琼脂糖凝胶电泳 ， ì臭化己院染色

显示 28 s 和 18 s ，检测 RNA 的完整性。

1. 2. 2 保守片段的分离

取2μg 卵巢总 RNA ，以 OligodT-AP [dT-AP ,5' -CTGATCTAGAGGTACCGGATCC (T) 旷3' ]为引物，

根据使用说明用 M-MLV进行 RT 反应，然后用 10% 的 RT 液， P1 和p2进行 PCR 反应， PCR 反应体系为

25μL，其中含 2.5μL lO x 反应缓冲液，2μmolJL 氧化镜， 200μmolJL dNTP，引物各 O. 1μmolJL ， 

0.125 U Taq 酶。反应条件为: 94 "c预变性 3 min , 94 "c预变性 30 sec , 58 "c退火 45 sec , 72 "c延伸

1 min ， 30 个循环，72 "c延伸 10 min ,4 "c保存。 PCR 液用1. 2% 的琼脂糖凝胶电泳分离，回收目的片段，
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用 P3 和 P4 引物扩增回收液，反应体系同上，回收 PCR 产物。两次回收产物分别连接到 pUCm-T 载体，

转化质粒，测序。

1. 2.3 3'RACE 

取 2μg 总 RNA ，以 dT-AP[ dT-AP ,5' -CTGATCTAGAGGTACCGGATCC (T) 1ç3' ]为引物，根据使用

说明用 M-MLV进行 RT 反应，然后用 10% 的 RT 液，以 AP[ AP ,5' -CTGATCTAGAGGTACCGGATCC-3' ] 

和 3' RACE 特异引物凹进行 PCR 反应，PCR 反应体系为 25μL ，同上，反应条件为 :94 't:预变性 3 min , 

94 't:预变性 30 sec , 55 't:退火 45 sec , 72 't:延伸 1 min ， 30 个循环，72 OC 延伸 10 min ,4 't:保存。 PCR ~夜

用1. 2 的琼脂糖凝胶电泳分离，回收，克隆，送测序。

1. 2.4 5'RACE 

方法原理参照文献[4-5 ]，用 2μg 总 RNA ，以 5' RACE 第一个引物町，根据使用说明用 M-MLV 进

行 RT 反应，然后加 RNAseH ，分解 mRNA ，用 DNA 回收试剂盒回收 cDNA ，去除多余的 dNTP ，引物等;再

用 TdT 酶在 cDNA3 '端加 poly( A) ，用试剂盒回收加了 poly( A) 尾的 cDNA ，以此为模板，用 5' RACE 第 2

个引物 P6 及 dT-AP( 同 3' RACE) 为引物，进行 PCR，反应体系组成同 3' RACE , PCR ~夜稀释 10 倍，取

2μL为模板，再用引物凹和 AP ，进行 PCR ，反应体系组成同上， PCR 液用1. 2% 的琼脂糖凝胶电泳分

离，回收，克隆并测序。

1. 2.5 PCR 产物的连接与转化

切下琼脂糖胶板上的目的条带，用胶回收试剂盒纯化，在 T4DNA 连接酶的作用下与 pUCm-T 载体

进行连接反应，连接产物转化到大肠杆菌 JM-109 的感受态细胞后，涂布于含 IPTG 和 X-gal 的 LB 固体

培养基(AMP 十)。挑白斑，抽提质粒。经 EcoRI 和 Hindm双酶切鉴定，并以质粒为模板进行 PCR 产物

扩增再鉴定。

1. 2. 6 序列分析

将所得 DNA 序列输人 Genebank 中已有的 SOX 基因信息资源进行比较，搜索最高同源基因。用

Dnastar 5. 2 , Dnaman 5. 2 分析奥利亚罗非鱼卵巢 SOX9 序列，以氨基酸序列差异作为遗传距离，构建聚

类图。

2 结果

2.1 SOX9 保守盒区的克隆

根据 RT-PCR 扩增先得到 P1 和凹的条带，约

为 1 000 bp (图 1 ) ，再以 P3 和 P4 进行扩增，得到

400 bp 左右的一条带(图 1) ， PCR 产物分别连接 T

载体转化大肠杆菌，双酶切鉴定后，选择阳性质粒测

1 M 

仅lO

2 M 3 M 4 M 

bp 

图 1 RT-PCR 产物琼脂糖电泳

序，测得片段分别长 940 bp 和 411 坤，经Blast 分析 Fig.l Agarose gel electrophoresis of RT-PCR product 

确定 P1 和凹的扩增产物即为奥利亚罗非鱼卵巢 M:DNA 分子量标记。 l 、2 ，3 、4 分别为引物 Pl 与p2、归与 P4 、p7
与 AP 、 P5 与 P6 PCR 扩增产物

SOX9 基因的保守片段。

2.2 3' RACE 结果

利用扩增出的奥利亚罗非鱼 SOX9 保守片段的序列，设计引物P7 0 根据 3' RACE 操作流程，P7和

AP 扩增得到 400 bp 的一条带(图 1 ) ，将其转化质粒，双酶切，将质粒测序，得到 435 bp 片段。经Blast

分析，确定为奥利亚罗非鱼卵巢 SOX9 的 3 '端序列。

2.3 5' RACE 

利用扩增出的奥利亚罗非鱼 SOX9 保守片段的序列，设计引物 P5 和 P6 0 根据 5' RACE 操作流程，

最后获得 400 bp 左右的特异条带(图 1) ，转化 T 载体，双酶切鉴定后，将阳性质粒送生物公司测序。测

序结果经Blast 分析，确定为奥利亚罗非鱼卵巢 SOX9 的 5' 非翻译区，大小为 449 bp 。
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2.4 序列的拼接与分析

根据 3'RACE 和 5'RACE 的结果，使用 DNAstar 5. 2 把 3' ， 5' 进行拼接，得到奥利亚罗非鱼卵巢

SOX9 cDNA 序列(图 2) ，结果显示奥利亚罗非鱼 SOX9 cDNA 全长共 1 582 bp ，其中 5 '端非翻译区长

71 bp ， 3' 端非翻译区长 75 坤，开放阅读框长 1437 bp ，编码 478 个氨基酸。其中第 98 位开始共 81 个氨

基酸为 HMG 保守盒(图 2) 。

cacgctctgtgcaggattcttcaatccg阿aaaacttttcttcttctamtcattttcttttctctcgcatgaatctcctcgagtcgtacgtgaagatggccgacgagca

MNLLE SYVKMA 0 EQ 

112 ggacaaatgtctctccgacgcaccgagtccgagcatgtcggaagactctgcagcctccccgtgtgagtccggctcgggctctgacaccgagaacacgcggc 
DKCLS DA PS P SMS EDS AAS PCE S GSGSD TE NTR 

203 cgccgtccgβgaacaggctgaagaaagacgaggagaatgaaaacaagttccctgtgtgcatccgcgacg∞gtgtcacaggtgctcaaaggctacgactg 

P P SE NRL KK DEE N ENKF PVCIR D AVSQ VLKGY DW 

303 gaccctggtgccgatgccggtgcgcgttaacggatctaccaagaa!aagccccacgttaagagaccaatgaacgcgtlcatggtgtgggctcaggctgctcg 
TLV PM PV RVNGS TKNK PHV KRPMN AFMVWAQAA R 

405 gaggaagctggcggatcagtacccgcaccttcacaacgcggagctcagcaagacactcggaaaactctggaggcttctcaatgaaggagagaagcggccg 
R KLA DQY PH LHNA E LS KTL GKLWR LLNEG E KR P 

505tCgtg四ggaggctgagcgtctcCgggtgcagcacaagaaggaccaccccgactacaagtaccagccccgaaggaggaagtctgtaaagaacgggcaaa

FVE E AE RLR VQH KKD H PDYK YQ PRR R KSVK NGQ 

6ο5 gcgagggcgaggacgggagcgagcagacacacamccccaaacgωatcttcaaagctctccagcaggcggacccccctgcatccagcatgggagaggt 

SE GE DGS EQT HIS PNA FKALQQ AD P PAS SMGE V 

705 gcattctcctggagagcactcaggctcccagggtccccctacccctcccactaccccaaagactgatgtcagctcaggcaaggtcgacctaaaaιgtgaagta 

HSPGE HSG S QGP PT PPT TP KTDVS SG K VDLKRE V 

808 ggcctccgctccctg∞tgatggtcccggtgggcgacagctcaacatcgacttccgcgacgtggacatcggcgagctgagcagtgatgtcatctcccatattg 

GL RSL PDGPG GR Q LNID FRDV DI G E LS SDVI SHI 

912 agaccttcgatgtcaatgagttcgaccagtatctccctcccaacggccacccgggctccaccaacgcagcgccagtaagttacactggcagctacagcatcag 
ET FDVNEFDQYLP PN GH P G STN AA P VSYTG SYS IS 

10 10 cagcggcggcgctccagtcagc币cccagtcaggaggcgcctggatggctaaaagcccgaaccagcagggacaacagcagcagcagcacaccctgacca

S G GAPVS P QS GGA WMAKS P NQQ G QQQQ QHT LT 

1111 ccctggggagcagcggggcttcagacggcgctcagacccagcat吨gaεcaccccgactacaagtaccagcctcgctccaccactcctccccagtctacac

TLG S GASD GA QTQ HRT T PT TS TS LAP PL LPSLH 

1213 gcagctgacccggctccccttaccccggcatctccagagcccaacagtaacgacttctctgagcaccaggcagcgaacaacagcggtacgaatgcctcctac 
AA D PA PLTPA SPE P NSNDFSE H QA ANNS GT NASY 

1313 tacagccacgcaggggcggggcagggggt刀gggctgtactcaacmcagctacgtgβgcagccccagccagaggcccatgtacatcgcagacacaactg

YS HAG A G Q GV GLYSTFSY V ss PS QR PMYI ADT T 

1417 gggtgccctctgtaccccagacccacagtccccagcatcactgggaccagcagccagtgtacacacagct立tcccggccctgamcttaaaaataagcttacc

GV PSVPQ T HS PQHHWD QQ PVYT QLSR p* 

1521 ttmgtattgtamgcaataaaagagaaa 

图 2 奥利亚罗非鱼 SOX9 cDNA 及其推导的氨基酸序列

Fig.2 Nucleotide and deduced amino acid sequences of O. ourea SOX9 cDNA 

其中下划线为 HMG box 

将奥利亚罗非鱼 SOX9 基因 cDNA 序列推导的

氨基酸序列与己知的鱼类和人等的 SOX9 基因氨基

酸序列进行同源性分析(图 4) 0 结果表明，本实验

所得奥利亚罗非鱼 SOX9 基因氨基酸序列与河豚

SOX9 基因的同源性最高，达 769毛，与黄鳝的 SOX9

氨基酸序列相似性达 759毛。与其他硬骨鱼类同源

性在 65%左右。奥利亚罗非鱼 SOX9 基因 HMG 盒

氨基酸序列同其他鱼类一样具有高度的保守性，

HMG 盒中只有第 47 位氨基酸在人、虹蹲等动物中

_ House mouse 
-…__~ Human 

户~ L-- GaIlus gallus 
一一~ ~一一-- Rainbow trout 
~ Zebrofish i L::-:…--一___ _ __ Swamp 叫
L …一-一… Tilapia

Tetraodon 63. 1 
I Fugu rubripes 

Fig.3 

60 50 40 30 20 10 0 

图 3 SOX9 系统进化树

Maximum-parsimony tree for SOX9 coding sequences 

of O. ourea and other representative species 
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: - - - -MNDY KMTD- - - - - - KGS DA$SMSDDSAGSC SGS-GS DTNTRSNG- - -- - - MRADG 一… -DKKDDKACRDAVS…VKGYDWTV 63 F咱u.山npes

1 : MNLLDPFMKMTEEQDKCISDAPSPTMSDDSAGSPCPS-GSGSDTENTRPQENTFPKGDPDLK一-KESDEDKFPVCIREAVSQVLKGYDWTL 88 Gallus 

1 : MNLL 0 PFMKMTDEQEKGLSGAP S PTMSE DSAGS PCP S - GSGS DTENTRPQENTF PKGE PDLK - - - RESEEDKFPVC 1 REAVSQVLKGY DWTL 88 mou国

1 ; MNLL 0 PFMKMTDEQEKGLSGA PS PTMSE DSAGS PCP S - GSGS DTENTRPQENT FPKGE PDLK - - - KE SEEDKFPVC 1 REA VSQVLKGY DWT L 88 human 

1 刚LLDPFLKMTDEQEKCF SDAPSPSM$ED$VGS PCP 5 -GSGS DTENTRP S DNHL LLGP DGVLGE FKKADQDKFPVC IRDA VSQVLKGY DWTL 91 rainbow trout 

1 :MNLLDPYL附TEEQDKCLSDAPSPS 1 5E DS AGS PCP S - GSGS DTENTRP S ENGLLRTDGTLS - 0 FKK DEDDK FPAC 1 REAVSQVLKG Y DWT L 90 swamp _ eel 

1 : MNLLDPYLKMTEEQDKGM5DAP5P5M5ED5 PG5PCT5-G5G5 DTENTRP5ENGLLRADG----DLKKDEEDKFPAC IRDAV5QVLKGYDWTL 87 Tetraodon 

1 : MNLLE5 YVKMADEQDKC15DAP 5 P 5MSE D5AAS PCE S -G5G5 DTENTRPPSENR1KKDE- - --一--ENENKFPVCIRDAV5QVLKGYDWTL 83 Tilapia 

1 : MNL1QRG1KN5--一…VSGAP5 P 51SE D5AG5 PCASAG5G5 D5ET PR 一一…-AEPPLH----RDEQEKFPVCIRDAVSQVLKGYDW5L 74 zebrafish 

64 ， M一- VRVNG55 KN K - HVKRMN --AMVWAAARR-……阻DYHHNA5KTG 一-KWRNVKRVARR- -- -----v一-HKKDH-DYKY--RRRK 126 Fugu rubri阳

89 : VPMPVRVNG55KNKPHVKRPMNAFMVWAQAARRKLADQYPHLHNAEL5KTLGKLWRLLNESEKRPFVEEAERLRVQHKKDHPDYKYQPRRRK 180 Gallus 

89 : VPMPVRVNGS5KNKPHVKRPMNAFMVWAQAARRKLADQYPHLHNAELSKTLGKLWR1LNESEKRPFVEEAERLRVQHKKDHPDYKYQPRRRK 180 Mouse 

89 :VPMPVRVNGSSKNKPHVKRPMNAFMVWAQAARRKLADQYPHLHNAEL5KTLGKLWRLLNE5EKRPFVEEAERLRVQHKKDHPDYKYQPRRRK 180 Human 

92 : VPMPVRLNG5S KNKP HVKRPMNAFMVWAQAARRKLADQY PHLHNAEL5KTLGKLWRLLNEGEKRP FVEEAER1RVQHKKDHP DYKYQPRRRK 183 Rainbow trout 

91 : VPMPVRVNGSTKN KPHVKRPMNAFMVWAQAARRKLADQYPHLHN AEL5 KTLGKLWRLLNEGEKRPFVEEAERLRVQHKKDHPDYKYQPRRRK 182 Swamp eel 

88 : VPMPVRVNGSSKNKPHVKRPMNAFMVWAQAARRKLADQYPHLHNAELSKTLGKLWRLLNEVEKRPFV皿AERLRVQHKKDHPDYKYQPRRRK 179 Tctraodon 

84 : VPMPVRVNG5TKNKPHVKRPMNAFMVWA口AARRKLADQYPHLHNAELSKTLGKLWRLLNEGEKRPFVEEAERLRVQHKKDHPDYKYQPRRRK 175 Tîlapia 

75 : VPMPVRV SG5GKSKPHVKRPMNAFMVWAQAARRKLADQY PHLHNAEL$KTLGKLWRLLNEGEKRPFVEEAERLRVQHKKDHPDYKYQPRRRK 166 zebrafish 

127 : 5VK NGN 5 - - DDGST H5N- - - -- - - AKAADSASSMG- - - - - -VHSGHSGSG- - - - -- - - -TTTKT DVT-SVKMDKRGGR -- - - -- SN - DGGGR 186 F昭u rubripes 

181 : 5VKNGQSEQEEGSEQTH 1 5 PNAI FKALQ -ADS PQS SS5 1 SEVH S PGEH SGQSQG PPTP PTT PKTDAQQ PGKQDLKREG -- - - - RPLAEG -GR 265 Gallus 

181 ， SVKNG口AE阻EATEQTHISPNAI FKA LQ-ADS PHSSSGMSEVHS PGEHSGQSQGPPTP PTTPKT DVQ-AGKVDLKREG- - - - - RPLAEG -GR 264 Mou自
181 : SVKNGQAEAEEATEQTHI 5 PNAI FKALQ-AD5 PHSSSGMSEVHS PGEHSGQS口GPPTPPTTPKTDVQ-PGKADLKREG-----RPLPEG-GR 264 H四旧

184 ， SVKNG口SEPE DG-EQT HI SSGD 1 FKALQQADS PASS - - MGEVHS PSEHSGQSQG PPTPPTTPKTDLA-VGKADLKREG -- - - - R PLQEGTGR 266 Rainbow trout 

183 ， SVKNGQSEPEDGSEQTH一-NAI FKALQQADS PASS - - MGEVH S PSE H SG- 5QG P PT P PTT PKTDVT-SGKMDLKREG- - -G1RS L PDGSGG 264 Swamp eel 

180 : 5VKNGQNESDDGGEQTHISPNAI FKALQQADSPASS--MGEVHS PGEH5G< SQGPPTPPSTPKTDVT-SVKIDLKREG---SLRTLTDGPGG 264 Tctraodon 

116 : 5VKNGQSEGEDGSEQTHISPNAIFKALQQADPPASS--MGEVHSPGEHSG-SQGPPTPPTTPKTDVS-SGKVDLKREV---GLRSLPDGPGG 260 Tilapia 

167 : SVK SG5AESE DG-EQTQI STNALFRALQRAETPDSS--TGELHS PGEHSGQSQGPPTP PTTPKTDLPVCSKADLKRERERDRERP LQDG- - - 252 Zebrafish 

187 : ---------N---DRDVDGSSDVSHTDVNDYNGHGSANATVA 一……YSGTYSS5S - -- -- -GVSTGGV AAWTKN 一…--- 238 Fugu rubcipes 

266 : QP PH 1 DFRDVDI GELS S DVI SN 1 E TFDVNEFDQY LP PNGH PGVP ATHGQVTTY SGT Y -G 1 S S S - - ASS P AGAG- HAWMAKQ一一----Q-- 343 Gallus 

265 : QPP- IDFRDVDIGEL5SDVI SN IETFDVNEFDQYLPPNGHPGVPATHGQVT- YTGSY-GISST--APTPATAG- HVWMSKQQAPPPPPQQPP 350 Mouse 

265 : QPP- IDFRDVDIGELSSDVI SNIETFDVNEFDQYLPPNGHPGVPATHGQVT- YTGS Y-GISST--AATPASAG-HVWMSKQQAPPPPPQQPP 350 Human 

267 : Q1N - 1 DFRDVDI GELSSDVI SN 1 EAFDVHEFDQYLPPHGH PGMPG 1 NGAQT S YTGS YRG 1 S SN - - S 1 GQVGAGGHGWM5KQ一一一…- - 344 Rainbow trout 

265 : RQLDI DFHDVDIGE FSS DVI S H 1 ETFDVNE FDQY LPPNGHPG - - - TTPVS - - YTG 5 Y -S 1 SSS - APVS PQPGGAT AWMAK - - - - ---一-- 337 Swamp eel 

265 : RQLN 1 DFRDVD 1 GE15 SDVI SHI ETFDVNEFDQY L P PNGH PGSANATPVS - - Y SGTY - S 1 S 55 -GPVS PQAGGVAAWL TKP …-一 341 Tetca叫on

261 : RQLN 1 DFR DV D1 GELS 5DV 1 5H 1 ET E' DVNE FDQY LPPNG H PGSTNAAPVS - - YTGS Y - S 1 SSGGA PVS PQSGG- - A阳AK---一一一… 335 Tilapia 

253 一- - 1 DFGAVDI GELS SDVI SN 1 EAFDVNE F叩YLPPHGA四PAGAG- --- - FSSGY---一一……--GS--AAWMHKP----------- 309 Zebcafish 

239 一一一一一--- -----NGHTTTVG…一一-一一一一一一 -SSTAHRTKTSSHYNDSSHVTYSN----一一一一一…HYS5--- 273 Fugu rubripes 

344 一-…---P-Q 一-PPQPPAQPPAQ---HTLPALSGEQGPAQQRP-HIKTEQLSPSHYSEQQQHSPQQQQQQQQQLGYGSFNLQHYGS-S- 416 Gallus 

351 ， QAPQAPQAPPQ白白口APPQ口PQAPQQQ-QAHTLTT LS SE PGQSQ- RT - H 1 KTEQLS PSH Y SEQQQHS PQQ一 ISYSPFNLPHYSP-S- 429 Mou臼

351 : QAP P A PQA P PQ PQAAPPQQ PAAP PQQPQAHTL TTLSS EPGQSQ- R T-H 1 K TEQLS PSH YS EQQQHS PQQ四 ------IAYSPFNLPHYSP-S- 431 Huamn 

345 ，一-一一一-Q一一--QQPISILSG… --GG-GTGGEQGQSQGRTTQIKTE口LSPSHY5EQQGSPPQH…一一-VTYGSFNLQHYSASS- 407 Rainbow trout 

338 , 一一--TQNPQG口QQT一LTTLGSSGGSEAASAQHRTQIKTEQLSPSHYSEQQG-SPQH- --- - --VAYSPFNLQH YSSPSS 403 Swamp eel 

342 ,------------ ----NQNQQGQQQQ--QHTL TTLVGS -GSEAQHRTQIKTEQLSPSHYNDQQG-SPQH---- - -- ITYSPFNLQHYSPPSP 406 Tetraodon 

336 一一一一一------$PN∞GQQQQ- - QH TL TTLG 5S -GAS DGAQTQHRTT町TSTSLAPPL一LP…一一一一一---SLHAADPAPL 391 Tilapia 

310 一……一 一一一LASSSMAN 一- -AGEQHQQR - - -AQIKTEQLSPGH YSQQ- - - P PQQ----一-一 ------QFYSA--- 350 Zebcafish 

274 ， ---YGSRAYDSHAANNSGTN …--ASYYSHAGAG 四 GVGYSTSYVS---SSRMYT--ADNTGVTS-----5--H …--WAVY凹R--- 333 Fugu rubIi阳

417 ， YPPITRSQY-DYTEHQN-SG一一一-SYYSHA】AGQSGGLYSTFTYMN-PTQRPMYTPI ADTSGVPS 1 P-QTHSPQ-HWEQ- PVYTQ1TRP 494 Gallus 

430 ， YPPITRSQY-DYADHQN-SG一一- --5 YY 5HA- AGQGSGLYS TFTYMN- P AQRPMYT PIADTSGVPS 1 P -QT HSPQ- HWEQ- PVYTQL TRP 507 Mou目
432 'YPPITRSQY-DYTDHQN-SS-------SYYSHA-AG口GTGLYS T FTYMN- PAQR PMYT PIADTSGV PS 1 P-口THSP口 HWEQ-PVYTQLTRP 509 Hwnan 

408 ,YPSITRTQY-DYSDHQGGA 

图 4 奥利亚罗非鱼 SOX9 基因的氨基酸与人、虹蹲、斑马鱼等 SOX9 基因同源性比较

Fig.4 Alignment of O. ourea SOX9 polypeptide sequence with the human , rainbow trout , and zebrafish homologues 

红色部分为 HMG box 序列
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存在多态性。与人的同源性较高，为 80% 0 根据上述结果，以人、老鼠、鸡、虹蹲、奥利亚罗非鱼等进行

系统发育分析，构建系统进化树(见图 3) 。系统分析表明，奥利亚罗非鱼 SOX9 基因与河豚鱼属于同一

分支，具有较高的亲源性。

3 讨论

本研究成功地从奥利亚罗非鱼卵巢中分离到了 SOX9 基因，序列分析及同源性分析表明该基因同

样含有具有 DNA 结合能力的 HMG 盒，与其它动物 SOX9 基因核昔酸序列的相似性在 759毛左右，这与

SOX9 基因在性别决定及分化过程中高度保守性的结论是一致的。人类和小鼠中的研究表明 SOX9 基

因在性别决定及分化过程中起着重要的作用，一个等位基因的突变将引起 SOX9 剂量不足而导致骨综

合征和性反转[6 -7J 。该基因在迄今已研究的所有脊椎动物中都高度保守，说明了其功能的相似性和重

要性。有关该基因在不同组织中的表达，以及与其它性控基因的关系等，还有待于进一步研究。

SOX9 基因被认为是哺乳动物 SRY仅有的直接调节目标基因，在 SRY基因表达后被激活，出现雄性

特异性的上调[8J 在足细胞分化过程中起着重要的作用，因此也被称为足细胞分化因子;然后与 WT1

( Wilms ' s tumor-associated zinc-fi吨er gene , Wilms ' s 肿瘤相关钵指基因)、SFl ( Steroidogenic factor 1 ，类固

醇生成因子 1 )共同作用调节抗穰勒氏激素 AMH 的表达，保证雄性性别的正常发育[9-IOJ 0 SOX 基因家

族参与了广泛的发育调控过程并与性别决定和分化具有密切的关系 [IIJ 因此，在鱼类中克隆并研究

SOX 基因，对于揭示高等动物中一些 SOX 基因的进化历程，研究这些基因的功能，透视高等动物的性别

决定机制，发现新的性别基因都具有重要的理论和实践意义。
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