
青tsn的克隆与表达分析
汪丝雨, 郭海燕, 李茜, 廖敏, 李雅园, 关桂君

Cloning and expression analysis of tsn in medaka (Oryzias latipes)
WANG Siyu, GUO Haiyan, LI Xi, LIAO Min, LI Yayuan, GUAN Guijun

在线阅读 View online: https://doi.org/10.12024/jsou.20210203303

您可能感兴趣的其他文章

Articles you may be interested in

卵胎生许氏平Sox9基因的克隆、启动子分析、表达及其细胞定位研究

Cloning, promoter analysis, expression and cell localization of Sox9 gene in an ovoviviparous teleost, black rockfish Sebastes

schlegeli

上海海洋大学学报. 2020, 35(5): 671   https://doi.org/10.16535/j.cnki.dlhyxb.2019-277

三角帆蚌中WNT4基因克隆及表达分析

Cloning and expression analysis of WNT4 gene in the Hyriopsis cumingii

上海海洋大学学报. 2020, 29(6): 801   https://doi.org/10.12024/jsou.20191202894

三角帆蚌KLHL10基因的特征和表达分析

Characterization and expression analysis of KLHL10 gene in freshwater mussel Hyriopsis cumingii

上海海洋大学学报. 2021, 30(3): 389   https://doi.org/10.12024/jsou.20200402983

红鳍东方卵巢与精巢的蛋白质组比较分析

Comparative proteome analysis of ovary and testis in tiger puffer Takifugu rubripes

上海海洋大学学报. 2020, 35(6): 847   https://doi.org/10.16535/j.cnki.dlhyxb.2020-007

三角帆蚌cyclin B基因克隆及功能

Expression and function of cyclin B gene in Hyriopsis cumingii

上海海洋大学学报. 2020, 29(4): 496   https://doi.org/10.12024/jsou.20190402584

http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20210203303
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.16535/j.cnki.dlhyxb.2019-277
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.16535/j.cnki.dlhyxb.2019-277
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20191202894
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20191202894
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20200402983
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20200402983
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.16535/j.cnki.dlhyxb.2020-007
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20190402584
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20190402584


文章编号：１６７４５５６６（２０２２）０１００１１０８ ＤＯＩ：１０．１２０２４／ｊｓｏｕ．２０２１０２０３３０３

青
!

ｔｓｎ的克隆与表达分析

收稿日期：２０２１０２２０　　　修回日期：２０２１０５２０

基金项目：国家自然科学基金（８１７７１５４５）

作者简介：汪丝雨（１９９４—），女，硕士研究生，研究方向为鱼类性别调控分化机制。Ｅｍａｉｌ：Ｍ１８０１０００４９＠ｓｔ．ｓｈｏｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

通信作者：关桂君，Ｅｍａｉｌ：ｇｊｇｕａｎ＠ｓｈｏｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

汪丝雨
１，２，３
，郭海燕

１，２，３
，李　茜１，２，３

，廖　敏１，２，３
，李雅园

１，２，３
，关桂君

１，２，３

（１．上海海洋大学 农业农村部淡水水产种质资源重点实验室，上海　２０１３０６；２．上海海洋大学 国家海洋生物科学国际
联合研究中心，上海　２０１３０６；３．上海海洋大学 水产种质资源发掘与利用教育部重点实验室，上海　２０１３０６）

摘　要：有性繁殖的性别决定机制虽具有多样性，但其生殖细胞都经过几轮有丝分裂和增殖后进入减数分
裂，最终产生雌性或雄性配子。尽管有丝分裂过程中的生殖细胞在形态上没有雌雄差异，然而，未分化的生殖

细胞在有丝分裂过程中如何获得雌雄性别特征尚不清楚。青
!

（Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ）正常 ＸＸ卵巢、正常 ＸＹ精巢
以及性腺体细胞衍生因子（ｇｏｎａｄａｌｓｏｍａｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒ，ｇｓｄｆ）缺失型（ｇｓｄｆ／）卵巢的蛋白质组学质谱比对分析
结果显示，ｇｓｄｆ／ＸＹ卵巢中Ｔｓｎ（Ｔｒａｎｓｌｉｎ）蛋白产物显著高于ｇｓｄｆ＋／＋ＸＸ卵巢，提示Ｔｓｎ蛋白表达可能受 ｄｍｙ
（ＤＭｄｏｍａｉｎｏｎＹｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ，又名ｄｍｒｔ１ｂＹ）及下游Ｇｓｄｆ雄性信号调控。从青

!

性腺组织的ｃＤＮＡ中克隆了
ｔｓｎ基因的ＯＲＦ（ＯｐｅｎＲｅａｄｉｎｇＦｒａｍｅ）片段。氨基酸序列的同源性比对分析及系统发育树评估显示，Ｔｓｎ在脊
椎动物物种间具有进化保守性，青

!

和斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）的Ｔｓｎ氨基酸序列高度同源。反转录ＰＣＲ和实时
荧光定量ＰＣＲ检测结果显示，ｔｓｎ的ｍＲＮＡ在野生型青

!

多个组织中广泛表达，其中在精巢中的表达量显著

高于卵巢。免疫荧光检测发现，ｇｓｄｆ／ＸＹ卵巢中抗青
!

Ｔｓｎ抗体阳性反应的囊性生殖细胞异常增多，同蛋白
组学分析得到的ｇｓｄｆ／ＸＹ卵巢中Ｔｓｎ蛋白表达量高于ｇｓｄｆ＋／＋ＸＸ卵巢的结果相一致。在青

!

性腺分化发

育过程中，Ｇｓｄｆ信号可能抑制Ｔｓｎ阳性的雄性囊性生殖细胞增殖，当该信号被破坏后，这种抑制作用消失，导
致Ｔｓｎ阳性生殖细胞在ｇｓｄｆ／ＸＹ卵巢中大量积累。青

!

Ｔｓｎ阳性生殖细胞的囊性增殖，是青
!

有丝分裂期

生殖细胞雄性分化的特征之一，为脊椎动物有丝分裂期生殖细胞的雌雄性别鉴定提供了线索。

关键词：ｇｓｄｆ；ｔｓｎ；生殖细胞；性别分化；卵巢；青
!

中图分类号：Ｑ７８６；Ｓ９１７　　　文献标志码：Ａ

　　 体细胞通过 ＴＧＦβ（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒβ）信号途径与生殖细胞相互作用，促进性
腺发育和配子成熟［１］。ＴＧＦβ家族在控制细胞
增殖与性分化中起着重要的作用［２］，并且与多囊

卵巢综合征（ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃｏｖａｒｉａｎｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＣＯＳ）
密切相关［３］。ｇｓｄｆ属于 ＴＧＦβ家族，受雄性决定
因子ｄｍｙ直接调控，参与启动生殖细胞的雄性分
化通路［４］。胚胎发育早期（Ｓｔ．３５，外周血循环开
启期），ｇｓｄｆ在雌雄性腺中微弱表达，随着胚胎发
育及性腺体细胞ｄｍｙ的表达（Ｓｔ．３６，心脏形成），
ｇｓｄｆｍＲＮＡ表达量开始在雄性性腺中表达ｄｍｙ的
体细胞中增加，呈现出明显的雌雄差异［５］；ｇｓｄｆ
缺失可导致野生型ＸＹ雄性青

!

雌性化，形成ＸＹ
巨大卵巢［４，６７］，卵巢中含有大量的卵黄发生前卵

母细胞，生育能力下降［７］。此外，在 ｇｓｄｆ缺失的
斑马鱼卵巢中，发现第Ⅲ期卵母细胞发育受阻，
早期卵母细胞积累［８］。以上研究显示，ｇｓｄｆ对雄
性和雌性性腺以及生殖细胞的发育均具有重要

作用。前期蛋白组学分析比对青
!

ｇｓｄｆ＋／＋ＸＸ卵
巢、ｇｓｄｆ＋／＋ＸＹ精巢以及 ｇｓｄｆ／ＸＹ卵巢，发现
ｇｓｄｆ＋／＋ＸＹ精巢和 ｇｓｄｆ／ＸＹ卵巢的 Ｔｓｎ蛋白表
达量明显高于ｇｓｄｆ＋／＋ＸＸ卵巢［９］。

ＴＳＮ最初被鉴定为单链ＤＮＡ结合蛋白，随后
在体外被证明也可与ＲＮＡ结合［１０］。在哺乳动物

中已发现，ＴＳＮ蛋白家族参与调控细胞分裂和细
胞增殖。它在多种生物体中表达，包括裂殖酵母

（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｐｏｍｂｅ）、 两 栖 类

（Ａｍｐｈｉｂｉａｎ）、昆 虫 （Ｉｎｓｅｃｔ）和 哺 乳 动 物
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（Ｍａｍｍａｌｉａ）。该蛋白在精子和卵子发生过程中
可进行不同水平的转录后调控，例如促进基因表

达，维持基因稳定性，进行亚细胞定位等［１１１３］。

在小鼠中，Ｔｓｎ缺失可导致２月龄雄性小鼠精巢
小区域出现空泡，并且空泡会随着个体增长而增

多，同时精子数目发生减少［１１］，表明ｔｓｎ对雄性生
殖细胞及精巢的发育具有重要影响。

为探究青
!

ｔｓｎ在配子发生中的作用及 ｔｓｎ
与ｇｓｄｆ之间的关系，利用免疫荧光技术分析 ｔｓｎ
在ｇｓｄｆ＋／＋ＸＸ卵巢和ｇｓｄｆ／ＸＹ卵巢中的差异表
达情况。

１　材料与方法

１．１　实验动物
在实验中用到的正常野生型青

!

ＨｄｒＲ品系
和ｇｓｄｆ缺失型青

!

，人工喂养于２６～２８℃的循
环系统中，光周期为光照期 １４ｈ、黑暗期 １０ｈ。
ｇｓｄｆ缺失型青

!

采用锌指核酸酶（Ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒ
ｎｕｃｌｅａｓｅ，ＺＦＮ）基因编辑技术获得［４］。

１．２　实验方法
１．２．１　ｔｓｎ序列分析与系统发育树构建

从Ｅｎｓｅｍｂｌ数据库中查找该因子在无脊椎动
物（果蝇，Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ）、鱼类（青

!

；斑

马鱼）、两栖类（爪蟾，Ｘｅｎｏｐｕｓｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ）、高等脊
椎动物（小鼠，Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ；人，Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ）中
编码的氨基酸序列；通过 ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ软件比对多
物种的氨基酸序列，比较分析进化保守性；利用

ＭＥＧＡ７．０软件，以果蝇Ｔｒｓｎ为外类群，选用参数
邻接法构建系统发育树。

１．２．２　青
!

多个组织ｃＤＮＡ的获取
分别取３条野生型雌性青

!

和３条野生型雄
性青

!

的脑、卵巢、精巢、肝脏、头肾、肠、眼睛，将

雌雄个体相应的组织混合，以减少个体间的差

异。采用 Ｔｒｉｚｏｌ法（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，美国）提取
ＲＮＡ，用 ＭＭＬＶＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ（ＴａＫａＲａ大
连，中国）逆转录酶和ＲＮＡ模板合成ｃＤＮＡ。
１．２．３　实时荧光定量 ＰＣＲ（ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ，ｑＰＣＲ）

以ｃＤＮＡ为模板，进行 ＲＴＰＣＲ，检测 ｃＤＮＡ
和引物质量。然后通过ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ （ＴａＫａＲａ
大连，中国）荧光染料法进行 ｑＰＣＲ。ｑＰＣＲ的反
应条件：９５℃预变性３０ｓ，９５℃变性３ｓ，６０℃退
火３０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，循环数４０。以青

!

肌动

蛋白βａｃｔｉｎ作为内参基因。引物见表１。

表１　实时荧光定量ＰＣＲ分析的基因及引物
Ｔａｂ．１　ＧｅｎｅｓａｎｄｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｑＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ
序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

片段长度

Ｆｒａｇｍｅｎｔ
ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ

ｔｓｎＦｗ１ ５′ＣＡＴＧＧＣＡＡＧＴＧＡＡＣＴＧＴＣＣＣＧ
ｔｓｎＲＶ２ ５′ＣＣＧＣＧＧＡＴＡＧＡＣＡＡＧＴＣＧＴＡＧ

２１０

ａｃｔｉｎＱＦｗ ５′ＧＡＧＡＣＣＴＴＣＡＡＣＡＧＣＣＣＴＧＣ
ａｃｔｉｎＱＲｖ ５′ＣＧＣＴＣＣＧＴＣＡＧＧＡＴＣＴＴＣＡＴＧ

２００

１．２．４　双色免疫荧光
将组织用４％多聚甲醛固定液ＰＦＡ（生工，中

国）固定，置于摇床上（３５ｒ／ｍｉｎ，３７℃）每１５ｍｉｎ
更换新鲜的４％ＰＦＡ，更换３次后，４℃过夜；第２
天用体积分数５０％至１００％乙醇（国药，中国）进
行梯度脱水处理，４℃过夜；第 ３天用 Ｌｅｍｏｓｏｌ
（Ｗａｋｏ，日本）进行２次组织通透处理后，浸蜡包
埋。用组织切片仪（ＬｅｉｃａＲＭ２２６５，德国）进行石
蜡切片（厚度６μｍ）。切片在４２℃条件下过夜
烘片，之后用二甲苯（生工，中国）脱蜡３次，每次
２０ｍｉｎ；用体积分数１００％至５０％乙醇进行梯度
复水处理；０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００现配现用，浸泡４０
ｍｉｎ，增强细胞通透性；５％羊血清（生工，中国）阻
断封闭非特异抗原 ３０ｍｉｎ后，敷特异性一抗
（Ａｂｍａｒｔ，中国）４℃过夜。第２天复温３０ｍｉｎ，分
别用１×ＰＢＳ和１×ＰＢＳＴ洗片去除未结合的游离
一抗３０ｍｉｎ，然后分别与鼠源和兔源二抗（ＭＢＬ，
中国）在室温下避光孵育，在此期间用ＴＳＡＴＭＰｌｕｓ
ＴＭＲ／ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎＳｙｓｔｅｍ（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ，德国）进行
荧光信号增强放大染色，随后 ＤＡＰＩ负染，用体积
分数５０％至１００％乙醇梯度脱水处理后，加抗荧
光淬灭封片剂（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，美国）封片；共聚焦
显微镜（ＬｅｉｃａＴＣＳＳＰ８，德国）观察并拍摄图片。

２　结果与分析

２．１　青
!

ｔｓｎ的进化保守性
青

!

ｔｓｎ编码２２７个氨基酸，将其与果蝇、斑
马鱼、爪蟾、小鼠和人的氨基酸序列进行比对发

现，青
!

的氨基酸序列与哺乳类小鼠和人具有较

高的相似性（７８％），Ｎ端的 ＲＮＡ结合位点（ＲＮＡ
结合结构域，ＲＮＡＢＤ），ＤＮＡ／ＲＮＡ结合位点
（ＤＮＡ／ＲＮＡ结合结构域，ＤＮＡ／ＲＮＡＢＤ），Ｃ端
的核输出信号（ｎｕｃｌｅａｒｅｘｐｏｒｔｓｉｇｎａｌ，ＮＥＳ），与
ＧＴＰ结合域（ＧＴＰｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅ）关联的 ｍｏｔｉｆ１，含

２１
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有亮氨酸拉链结构（ＬｅｕｃｉｎｅＺｉｐｐｅｒ）的 ｍｏｔｉｆ２，以
及位于Ｃ末端的 ｍｏｔｉｆ３，从无脊椎动物至高等脊
椎动物高度保守（图１）。

利用ＭＥＧＡ７．０软件，选用参数邻接法以果
蝇Ｔｒｓｎ为外类群，对鱼类、两栖类、鸟类和哺乳类
多物种的 ｔｓｎ进行系统发育树分析。结果显示：
青

!

和斑马鱼等鱼类聚在硬骨鱼分支上，而哺乳

类、鸟类和两栖类聚在另一个大的分支（图 ２ａ）
上。根据基因同线性（ｓｙｎｔｅｎｙ）分析发现，ｔｓｎ位
于青

!

２１号染色体，同人２号染色体的 ＴＳＮ相
对应。人ＴＳＮ附近的 ＳＴＡＭ２也在青

!

ｔｓｎ附近
能找到，但是 ＩＮＨＢＢ和 ＧＬＩ２等紧密连锁基因却

独立于青
!

ｔｓｎ，在青
!

２号染色体上。值得注意
的是，人ＴＳＮ的连锁基因 ＩＮＨＢＢ、ＧＬＩ２、ＭＡＰ３Ｋ２、
ＡＣＶＲ２Ａ与青

!

ｔｓｎ连锁基因 ａｃｖｒ２ａｂ、ｍａｐ３ｋ２、
ｇｌｉ２ｂ、ｉｎｈｂｂ在染色体上的排列方向正好相反。这
些结果表明，青

!

２号染色体和人２号染色体的
这一区域可能起源于一个共同祖先，并且在向高

等哺乳动物的进化过程中发生了反转及 ＴＳＮ、
ＳＴＡＭ２等片段的插入。ＧＬＩ２、ＩＮＨＢＢ和ＭＡＰ３Ｋ２、
ＡＣＶＲ２Ａ都是生殖细胞发生发育重要关联因
子［１４１５］，ＴＳＮ的插入可能改变这些基因在生殖细
胞性分化和发育过程的表达，影响其生理功能的

发挥（图２ｂ）。

结构域ＲＮＡ结合位点和ＤＮＡ结合位点用黑色框标出；基序１，基序２和基序３用红色框标出；ＧＴＰ结合位点用黑色虚线框标出；核

输出信号用蓝色下划线标出；亮氨酸拉链结构用红色下划线标出。

ＲＮＡＢＤ（ＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅ），ＤＮＡ／ＲＮＡＢＤ（ＤＮＡ／ＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅ）ａｒｅｂｏｘｅｄｉｎｂｌａｃｋ；ｍｏｔｉｆ１，ｍｏｔｉｆ２，ｍｏｔｉｆ３ａｒｅｂｏｘｅｄｉｎｒｅｄ；

ＧＴＰｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅａｒｅｂｏｘｅｄｗｉｔｈｄｏｔｔｅｄｌｉｎｅｓｉｎｂｌａｃｋ；ＮＥＳ（ｎｕｃｌｅａｒｅｘｐｏｒｔｓｉｇｎａｌ）（ｂｌｕｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ）；ＬｅｕｃｉｎｅＺｉｐｐｅｒ（ｒｅｄｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ）．

图１　青
!

与哺乳动物（人、鼠）、两栖类（爪蟾）以及无脊椎动物（果蝇）的氨基酸序列比对

Ｆｉｇ．１　Ａｍｉｎｏａｃｉｄａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｔｈｅｄｏｍａｉｎｓｏｆｍａｍｍａｌ（ｈｕｍａｎ，ｍｏｕｓｅ），
ａｍｐｈｉｂｉａｎ（ｘｅｎｏｐｕｓ），ｆｉｓｈ（ｍｅｄａｋａ，ｚｅｂｒａｆｉｓｈ）ａｎｄｉｎｖｅｒｔｅｂｒａｔｅ（ｆｒｕｉｔｆｌｙ）
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图２　ｔｓｎ分子序列和结构的保守性
Ｆｉｇ．２　Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｔｓｎａｃｒｏｓｓｐｈｙｌａ

２．２　青
!

ｔｓｎ的时空表达
通过ＲＴＰＣＲ分析 ｔｓｎｍＲＮＡ在胚胎多个时

期的表达，发现 ｔｓｎｍＲＮＡ在囊胚期、原肠胚期、
神经胚期、受精后３ｄ（Ｓｔ．２９：３４体节期，ｄｍｙ未
表达）、受精后７ｄ（Ｓｔ．３７：心包腔形成期，ｄｍｙ表
达）均有表达（图３ａ）。同时，利用 ＲＴＰＣＲ分析
ｔｓｎｍＲＮＡ在青

!

多个组织中的表达，结果显示，

ｔｓｎｍＲＮＡ在脑、眼睛、肝脏、头肾、肠、精巢、卵巢
中广泛表达（图３ｂ）。以脑、眼睛、肝脏、头肾、肠、
精巢、卵巢的ｃＤＮＡ为模板，对 ｔｓｎｍＲＮＡ在多个
组织中的表达进行相对定量分析，发现ｔｓｎｍＲＮＡ
在精巢中表达量最高，并且 ｔｓｎｍＲＮＡ在精巢中
的表达量极显著高于雄性脑及卵巢。此外，该结

果也显示在卵巢中的表达量极显著高于雌性脑

（Ｐ＜０．００１），见图 ３ｃ。
２．３　青

!

ｔｓｎ在ｇｓｄｆ＋／＋ＸＸ卵巢和ｇｓｄｆ／ＸＹ卵
巢中的差异表达

在ｇｓｄｆ＋／＋ＸＸ卵巢中，细线期卵母细胞的细
胞核中有微弱 Ｉｇｆ２ＢＰ３蛋白表达，偶线期卵母细
胞（根据细胞形态学判断）的细胞核和细胞质中

有大量抗Ｉｇｆ２ＢＰ３红色信号，Ｔｓｎ仅在细胞质中表
达，这使核周细胞质呈黄色，细胞核呈现红色（图

版２）；随着卵母细胞减数分裂进行到双线期，核
中只检测到抗Ｔｓｎ绿色信号附着在双线期卵母细
胞的染色体上（图版２）；Ⅰ期减数分裂末期，Ｔｓｎ
和 Ｉｇｆ２ＢＰ３完全移出到细胞质中（图版１）。

ｇｓｄｆ／ＸＹ型卵巢囊性生殖细胞的细胞质含

有大量的抗Ｔｓｎ（绿色）信号（图版６白色箭头所
示，７），即使这些生殖细胞进入减数分裂，Ｔｓｎ信
号也大多停留在细胞质中（图版８白色箭头所
示），少有进入细胞核（图版８三角箭头所示）；
Ｉｇｆ２ＢＰ３在卵母细胞中大量表达（图版６），同时
还有一些Ｔｓｎ和Ｉｇｆ２ＢＰ３共表达的初级卵母细胞
（图版８中）以及抗Ｉｇｆ２ＢＰ３深染的死细胞残骸
（图版８中）。

３　讨论

　　本研究首次在青
!

上克隆了ｔｓｎ，并对其结构
进行分析，同时，在 ｇｓｄｆ＋／＋ＸＸ卵巢和 ｇｓｄｆ／ＸＹ
的卵巢中对 Ｉｇｆ２ＢＰ３和 Ｔｓｎ进行定位，针对青

!

Ｔｓｎ的表达展开研究。
通过对ｔｓｎ时空表达分析发现，ｔｓｎ在青

!

性

成熟期的多个组织中表达，与果蝇和小鼠 ｔｓｎ研
究结果相一致：ＳＵＳＥＥＮＤＲＡＮＡＴＨＡＮ等［１６］发现

ｔｓｎ在果蝇胚胎期，幼虫和成虫的各个组织中表
达；ＣＨＥＮＮＡＴＨＵＫＵＺＨＩ等［１１］也发现 ｔｓｎ在小鼠
脑、头肾、肝脏、精巢中表达，提示了 ｔｓｎ在组织生
长时发挥重要作用。此外，ｔｓｎ在青

!

胚胎发育的

多个时期也均有表达，表明 ｔｓｎ对胚胎发育同样
具有重要功能。值得注意的是，ｔｓｎ在精巢中的表
达量显著高于卵巢，由此推测 ｔｓｎ在精巢发育过
程中的作用机制不同于卵巢。目前，已有研究［１１］

提出在肝脏中 Ｔｓｎ可与 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ结合，但 Ｔｓｎ／
ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ复合体的调节功能有待确定，因此Ｔｓｎ
在组织生长和胚胎发育中的具体调控机制仍需
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!

ｔｓｎ的克隆与表达分析

进一步深入探究。

ｄａｆ３．受精后３天；ｄａｆ７．受精后７天。星号表示 ｔｓｎ在青
!

精巢和脑中有显著性差异 （Ｐ＜０．０５；Ｐ＜０．０１；Ｐ＜

０．００１）。

ｄａｆ３．３ｄａｙｓａｆｔｅｒｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ；ｄａｆ７．７ｄａｙｓａｆｔｅｒｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ；Ｔｈｅａｓｔｅｒｉｓｋｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇｔｅｓｔｉｓ，ｏｖａｒｙａｎｄｂｒａｉｎ

（Ｐ＜０．０５；Ｐ＜０．０１；Ｐ＜０．００１）．

图３　ｔｓｎ在多组织中的时空表达分析
Ｆｉｇ．３　Ｔｅｍｐｏｒａｌａｎｄｓｐａｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｓｎｉｎｍｕｌｔｉｐｌｅｔｉｓｓｕｅｓ

　　基因的表达和在细胞内的定位，蛋白质翻译
以及翻译后的修饰，对调控生殖细胞在早期胚胎

发育过程中的增殖和性别分化十分重要。ＲＮＡ
结合蛋白（核糖核酸结合蛋白）参与转录后调控，

与哺乳动物的生育能力有关，如 ＩＭＰｓ（ＩＧＦⅡ
ｍＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ）在卵巢恶性生殖细胞肿
瘤中大量表达。介导生殖细胞发育［１７］。ＣＨＯ
等［１８］发现，ＲＮＡ结合蛋白 ＴＳＮ在粗线期生殖细
胞的细胞核与Ⅰ期减数分裂末期的生殖细胞质

中表达，本研究抗 Ｔｓｎ／抗 Ｉｇｆ２ＢＰ３双色免疫荧光
结果显示，Ｔｓｎ蛋白产物穿梭于青

!

雌性生殖细

胞的细胞质及细胞核中，与小鼠ＴＳＮ的研究结果
类似。氨基酸序列比对分析发现，Ｔｓｎ的核输出
信号以及亮氨酸拉链结构在青

!

中完全保守（图

１），提示了在青
!

雌雄生殖细胞发育过程中 Ｔｓｎ
的核质间进出可能与靶转录物的阶段特异性输

出和释放有关。小鼠 ＴＳＮ与 ＴＲＡＸ（Ｔｒａｎｓｌｉｎ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆａｃｔｏｒＸ）的相对比例影响二者在雄性
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生殖细胞中的核质分布［１８］，青
!

Ｔｒａｘ同其他物
种（鱼至哺乳动物）的氨基酸序列和功能域高度

保守，Ｔｓｎ／Ｔｒａｘ蛋白复合体可能参与青
!

雌雄生

殖细胞分化和发育过程，为进一步深入理解脊椎

动物生殖细胞性分化的调控机制奠定了坚实的

基础。

１．Ｔｓｎ／Ｉｇｆ２ＢＰ３在ｇｓｄｆ＋／＋ＸＸ卵巢中的定位；２．１的放大图；３５．２的单通道图像；６８．Ｔｓｎ／Ｉｇｆ２ＢＰ３在ｇｓｄｆ／ＸＹ卵巢中的定位；

．初级卵母细胞；．死细胞残骸；Ｏｃ．卵母细胞；Ｏｇ．卵原细胞；Ｏｄ．双线期卵母细胞；ＧＯ．巨大卵巢；绿色．ａｎｔｉＴｓｎ；红

色．ａｎｔｉＩｇｆ２ＢＰ３；蓝色．ＤＡＰＩ。

１．ＬｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＴｓｎ／Ｉｇｆ２ＢＰ３ｉｎｇｓｄｆ＋／＋ＸＸｏｖａｒｉｅｓ；２．ｍａｇｎｉｆｉｅｄｉｍａｇｅｓｏｆ１；３５．ｔｈｅｓｉｎｇｌｅｃｈａｎｎｅｌｓｏｆ２；６８．ＬｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＴｓｎ／

Ｉｇｆ２ＢＰ３ｉｎｇｓｄｆ／ＸＹｏｖａｒｉｅｓ；．ｐｒｉｍａｒｙｏｏｃｙｔｅ；．ｄｅａｄｃｅｌｌｄｅｂｒｉｓ；Ｏｃ．ｏｏｃｙｔｅ；Ｏｇ．ｏｏｇｏｎｉａ；Ｏｄ．ｄｉｐｌｏｔｅｎｅｏｏｃｙｔｅ；ＧＯ．ｇｉａｎｔ

ｏｖａｒｙ；Ｇｒｅｅｎ．ａｎｔｉＴｓｎ；Ｒｅｄ．ａｎｔｉＩｇｆ２ＢＰ３；Ｂｌｕｅ．ｃｈｒｏｍａｔｉｎ（ＤＡＰＩ）．

图版　Ｔｓｎ在ｇｓｄｆ＋／＋ＸＸ卵巢和ｇｓｄｆ／ＸＹ卵巢中的差异表达

Ｐｌａｔｅ　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴｓｎｉｎｇｓｄｆ＋／＋ＸＸｏｖａｒｉｅｓａｎｄｇｓｄｆ／ＸＹｏｖａｒｉｅｓ

　　抗 Ｔｓｎ／抗 Ｉｇｆ２ＢＰ３双色免疫荧光结果也显
示，在ｇｓｄｆ＋／＋ＸＸ卵巢和ｇｓｄｆ／ＸＹ卵巢减数分裂
不同时期的卵母细胞中，Ｔｓｎ蛋白表达有明显差
异。ｇｓｄｆ＋／＋ＸＸ卵母细胞的细胞核和细胞质中检
测到大量的抗Ｔｓｎ信号（图版２），而ｇｓｄｆ／ＸＹ卵
母细胞中，Ｔｓｎ蛋白大量聚集在细胞质，只有少量
附着在细胞核内（图版８白色箭头所示）；抗
Ｉｇｆ２ＢＰ３信号在减数分裂早期（细线期，偶线期）
卵母细胞的细胞核中，随着卵母细胞发育到双线

期，该信号转移至细胞质。这表明Ｉｇｆ２ＢＰ３与Ｔｓｎ
蛋白质产物进出细胞核的动态变化，可能同生殖

细胞减数分裂特定时期的染色体复制和亚细胞

结构变化有关。

与此同时，根据抗 Ｔｓｎ／抗 Ｉｇｆ２ＢＰ３双色免疫
荧光结果发现，ｇｓｄｆ／ＸＹ卵巢中，Ｉｇｆ２ＢＰ３在早期
生殖细胞的细胞质中与 Ｔｓｎ共同表达（图版８中
），然而有一部分 Ｔｓｎ表达的囊性生殖细胞异
常增殖，这部分囊性生殖细胞没有表达 Ｉｇｆ２ＢＰ３
（图版６，７）。本研究在早期发现的 ｇｓｄｆ／ＸＹ卵
巢囊性生殖细胞异常增殖的基础上［１９］，发现了

Ｔｓｎ的表达量以及进出细胞核的胞内动态变化同
Ｇｓｄｆ信号相关联，并且Ｔｓｎ在Ｇｓｄｆ缺失的异质化
有丝分裂囊性增殖的生殖细胞中大量表达，提示

了Ｔｓｎ可能同Ｉｇｆ２ＢＰ３和／或其他 ＲＮＡ结合蛋白
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!

ｔｓｎ的克隆与表达分析

一起，参与 ＲＮＡ代谢并介导囊性生殖细胞的增
殖和凋亡。而Ｔｓｎ如何参与调控生殖细胞发育和
性分化，最终产生精子或卵细胞的分子机制还有

待研究。

综上所述，本研究以青
!

为模式生物发现了

Ｔｓｎ是潜在的雄性生殖细胞增殖的分子标志物，
可能受ｄｍｙｇｓｄｆ信号直接或间接调控，参与生殖
细胞有丝分裂和增殖，并介导生殖细胞从有丝分

裂向减数分裂转换。青
!

Ｇｓｄｆ调控 Ｔｓｎ介导的
生殖细胞增殖以及胞内动态变化为研究脊椎动

物配子发生和性分化提供了线索。
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ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＣｏｌｄＳｐｒｉｎｇＨａｒｂｏｒＳｙｍｐｏｓｉａｏｎＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ

Ｂｉｏｌｏｇｙ，２０１６，８（５）：ａ０２１８７３．

［３］　ＲＡＪＡＫＨＡＮＮ，ＵＲＢＡＮＥＫＭ，ＲＯＤＧＥＲＳＲＪ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ

ｒｏｌｅ ｏｆＴＧＦβ ｉｎ ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃ ｏｖａｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ［Ｊ］．

ＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０１４，２１（１）：２０３１．

［４］　ＺＨＡＮＧＸ，ＧＵＡＮＧＪ，ＬＩＭＹ，ｅｔａｌ．Ａｕｔｏｓｏｍａｌｇｓｄｆａｃｔｓ

ａｓａｍａｌｅｓｅｘｉｎｉｔｉａｔｏｒｉｎｔｈｅｆｉｓｈｍｅｄａｋａ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ

Ｒｅｐｏｒｔｓ，２０１６，６（１）：１９７３８．

［５］　ＳＨＩＢＡＴＡＹ，ＰＡＵＬＰＲＡＳＡＮＴＨ Ｂ，ＳＵＺＵＫＩＡ，ｅｔａｌ．

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｏｎａｄａｌｓｏｍａｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒ（ＧＳＤＦ） ｉｓ

ｓｐａｔｉａｌｌｙａｎｄ ｔｅｍｐｏｒａｌｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｅａｒｌｙｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｍｅｄａｋａ［Ｊ］．ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＰａｔｔｅｒｎｓ，

２０１０，１０（６）：２８３２８９．

［６］　ＩＭＡＩＴ，ＳＡＩＮＯＫ，ＭＡＴＳＵＤＡＭ．Ｍｕｔａｔｉｏｎｏｆｇｏｎａｄａｌｓｏｍａ

ｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒｉｎｄｕｃｅｓｍｅｄａｋａＸＹｇｏｎａｄｓｔｏｕｎｄｅｒｇｏｏｖａｒｉａｎ

ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎｄＢｉｏｐｈｙｓｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈ

Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，２０１５，４６７（１）：１０９１１４．

［７］　ＧＵＡＮＧＪ，ＳＵＮＫＱ，ＺＨＡＮＧＸ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｔｒａｃｉｎｇ

ｏｆｏｏｃｙｔｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｉｎ ｇｏｎａｄａｌｓｏｍａｄｅｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒ

ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｍｅｄａｋａ（Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ） ｕｓｉｎｇａｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ａｐｐｒｏａｃｈ［Ｊ］．ＭｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２０１７，１４３：５３

６１．

［８］　ＹＡＮＹＬ，ＤＥＳＶＩＧＮＥＳＴ，ＢＲＥＭＩＬＬＥＲＲ，ｅｔａｌ．Ｇｏｎａｄａｌ

ｓｏｍａｃｏｎｔｒｏｌｓｏｖａｒｉａｎｆｏｌｌｉｃｌｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈＧｓｄｆｉｎ

ｚｅｂｒａｆｉｓｈ［Ｊ］．ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌＤｙｎａｍｉｃｓ，２０１７，２４６（１１）：

９２５９４５．

［９］　ＺＨＡＮＧＸＴ，ＣＨＡＮＧＹＹ，ＺＨＡＩＷＹ，ｅｔａｌ．Ａｐｏｔｅｎｔｉａｌ

ｒｏｌｅｆｏｒｔｈｅＧｓｄｆｅＥＦ１αｃｏｍｐｌｅｘｉｎｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｇｅｒｍ ｃｅｌｌ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ： ａ ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｍｅｄａｋａ

（Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ） ｆｒｏｍ ａｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ［Ｊ］．

ＭｏｌｅｃｕｌａｒａｎｄＣｅｌｌｕｌａｒＰｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２０２１，２０：１０００２３．

［１０］　ＩＳＨＩＤＡＲ，ＯＫＡＤＯＨ，ＳＡＴＯＨ，ｅｔａｌ．Ａｒｏｌｅｆｏｒｔｈｅ

ｏｃｔａｍｅｒｉｃｒｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，Ｔｒａｎｓｌｉｎ，ｉｎｍｉｔｏｔｉｃｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎ［Ｊ］．

ＦＥＢＳＬｅｔｔｅｒｓ，２００２，５２５（１／３）：１０５１１０．

［１１］　ＣＨＥＮＮＡＴＨＵＫＵＺＨＩＶ，ＳＴＥＩＮＪＭ，ＡＢＥＬＴ，ｅｔａｌ．Ｍｉｃｅ

ｄｅｆｉｃｉｅｎｔｆｏｒｔｅｓｔｉｓｂｒａｉｎＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｅｘｈｉｂｉｔａ

ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｌｏｓｓｏｆＴＲＡＸ，ｒｅｄｕｃｅｄｆｅｒｔｉｌｉｔｙ，ａｌｔｅｒｅｄｇｅｎｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｂｒａｉｎ，ａｎｄｂｅｈａｖｉｏｒａｌｃｈａｎｇｅｓ［Ｊ］．

ＭｏｌｅｃｕｌａｒａｎｄＣｅｌｌｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２００３，２３（１８）：６４１９６４３４．

［１２］　ＨＡＮＪＲ，ＧＵＷ，ＨＥＣＨＴＮＢ．ＴｅｓｔｉｓｂｒａｉｎＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇ

ｐｒｏｔｅｉｎ，ａｔｅｓｔｉｃｕｌａｒｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇ

ｐｒｏｔｅｉｎ，ｉｓｐｒｅｓｅｎｔｉｎｔｈｅｂｒａｉｎａｎｄｂｉｎｄｓｔｏｔｈｅ３′

ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎｓｏｆｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｄｂｒａｉｎｍＲＮＡｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｌｏｇｙ

ｏｆＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，１９９５，５３（３）：７０７７１７．

［１３］　ＨＡＮＪＲ，ＹＩＵＧＫ，ＨＥＣＨＴＮＢ．Ｔｅｓｔｉｓ／ｂｒａｉｎＲＮＡ

ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｔｔａｃｈｅｓ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｌｙ ｒｅｐｒｅｓｓｅｄ ａｎｄ

ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｄｍＲＮＡｓｔｏｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｓ［Ｊ］．Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅ

ＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓｏｆ

Ａｍｅｒｉｃａ，１９９５，９２（２１）：９５５０９５５４．

［１４］　Ｍ′ＢＡＹＥＭ，ＨＵＡＧＨ，ＫＨＡＮＨＡ，ｅｔａｌ．ＲＮＡｉｍｅｄｉａｔｅｄ

ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＩＮＨＢＢ ｉｎｃｒｅａｓｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｓ

ｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｍｏｕｓｅｇｒａｎｕｌｏｓａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２０１５，６１（５）：３９１３９７．

［１５］　ＧＡＯＹ，ＦＡＮＧＸ，ＶＩＮＣＥＮＴＤＦ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎｏｆ

ｐｏｓｔｎａｔａｌｆｏｌｌｉｃｕｌｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｏｖａｒｉａｎｔｕｍｏｒｉｎ

ａｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｗｉｔｈａｂｅｒｒａｎｔｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．ＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅＢｉｏｌｏｇｙａｎｄＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，

２０１７，１５（１）：９４．

［１６］　ＳＵＳＥＥＮＤＲＡＮＡＴＨＡＮＫ，ＳＥＮＧＵＰＴＡＫ，ＲＩＫＨＹＲ，ｅｔａｌ．

ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆＤｒｏｓｏｐｈｉｌａｔｒａｎｓｌｉｎａｎｄｂｅｈａｖｉｏｒａｌ

ａｎａｌｙｓｅｓｏｆｔｈｅｍｕｔａｎｔ［Ｊ］．ＥｕｒｏｐｅａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｅｌｌＢｉｏｌｏｇｙ，

２００７，８６（３）：１７３１８６．

［１７］　ＨＡＭＭＥＲＮＡ，ＨＡＮＳＥＮＴＶＯ，ＢＹＳＫＯＶＡＧ，ｅｔａｌ．

ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＧＦⅡ ｍＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ（ＩＭＰｓ）ｉｎ

ｇｏｎａｄｓａｎｄｔｅｓｔｉｃｕｌａｒｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，２００５，１３０

（２）：２０３２１２．

［１８］　ＣＨＯＹＳ，ＣＨＥＮＮＡＴＨＵＫＵＺＨＩＶＭ，ＨＡＮＤＥＬＭＡ，ｅｔ

ａｌ．Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｌｅｖｅｌｓｏｆｔｒａｎｓｌｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒＸ

（ＴＲＡＸ）ａｎｄｔｅｓｔｉｓｂｒａｉｎＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｄｅｔｅｒｍｉｎｅ

ｔｈｅｉｒｎｕｃｌｅｏｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎｍａｌｅｇｅｒｍｃｅｌｌｓ［Ｊ］．

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００４，２７９（３０）：３１５１４

３１５２３．

［１９］　ＷＵＸＷ，ＺＨＡＮＧＹＱ，ＸＵＳＭ，ｅｔａｌ．ＬｏｓｓｏｆＧｓｄｆｌｅａｄｓ

ｔｏａｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＩｇｆ２ＢＰ３ｍｅｄｉａｔｅｄｏｏｃｙｔｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｉｎ

ｍｅｄａｋａ［Ｊ］．ＧｅｎｅｒａｌａｎｄＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，２０１９，

２７７：１２２１２９．
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Ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｓｎｉｎｍｅｄａｋａ（Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ）

ＷＡＮＧＳｉｙｕ１，２，３，ＧＵＯＨａｉｙａｎ１，２，３，ＬＩＸｉ１，２，３，ＬＩＡＯＭｉｎ１，２，３，ＬＩＹａｙｕａｎ１，２，３，ＧＵＡＮＧｕｉｊｕｎ１，２，３

（１．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＦｒｅｓｈｗａｔｅｒＡｑｕａｔｉｃＧｅｎｅｔｉｃＲｅｓｏｕｒｃｅｓ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅａｎｄＲｕｒａｌＡｆｆａｉｒｓ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；２．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒｆｏｒＭａｒｉｎｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；３．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＥｘｐｌｏｒａｔｉｏｎａｎｄＵｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＡｑｕａｔｉｃ
ＧｅｎｅｔｉｃＲｅｓｏｕｒｃｅｓ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ａｌｔｈｏｕｇｈｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｓｅｘｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｉｎｓｅｘｕａｌｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｒｅｄｉｖｅｒｓｅ，ｔｈｅｒｅｉｓａｃｏｍｍｏｎ
ｆｅａｔｕｒｅｏｆｇｅｒｍｃｅｌｌｓｔｏｕｎｄｅｒｇｏｍｉｔｏｔｉｃｄｉｖｉｓｉｏｎａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔｈｅｅｎｔｅｒｙｏｆｍｅｉｏｓｉｓｔｏｄｅｖｅｌｏｐ
ｏｏｃｙｔｅｏｒｓｐｅｒｍ．Ｉｔｉｓｕｎｃｌｅａｒｗｈｅｔｈｅｒｇｅｒｍｃｅｌｌｓａｒｅｓｅｘｕａｌｌｙｄｉｍｏｒｐｈｉｃｄｕｒｉｎｇｔｈｅｍｉｔｏｔｉｃｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｐｒｉｏｒ
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