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摘　要：源自 ＤＥＡＤｂｏｘ家族的 Ｖａｓａ基因是生殖细胞的分子标记之一。本研究克隆了七彩神仙鱼
（Ｓｙｍｐｈｙｓｏｄｏｎｈａｒａｌｄｉ）Ｖａｓａ基因的全长序列，并进行了不同组织的表达分析。结果表明：七彩神仙鱼Ｖａｓａ基
因ｃＤＮＡ序列共２３７０ｂｐ，其中５′ＵＴＲ占１２３ｂｐ，３′ＵＴＲ为２７９ｂｐ，ＯＲＦ编码６５５个氨基酸，长１９６８ｂｐ。氨基
酸序列同源性分析表明七彩神仙鱼的Ｖａｓａ基因与尼罗罗非鱼（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）的同源性最高。半定量
分析表明，Ｖａｓａ基因在成熟七彩神仙鱼的性腺中特异表达，在其它组织中无表达信号。ｑＲＴＰＣＲ结果显示，
Ｖａｓａ在七彩神仙鱼早期胚胎发育阶段及出膜后５０日内均有表达。在受精卵至囊胚期阶段，Ｖａｓａ基因表达持
续增加，在囊胚期至孵化期阶段，表达持续降低。在仔鱼阶段，Ｖａｓａ分别在２５日龄和４０日龄出现了最低和最
高表达量。繁殖前后比较发现，繁殖前的精巢组织中Ｖａｓａ表达量比繁殖后的表达量低，而卵巢恰好相反。本
研究结果可为研究七彩神仙鱼的性分化、生殖细胞分子标记及其发育提供参考。
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　　追踪鱼类配子细胞的细胞谱系发现，精细胞
与卵细胞都来自于原始生殖细胞［１］（ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ
ｇｅｒｍｃｅｌｌｓ，ＰＧＣｓ）。ＰＧＣｓ在胚胎早期发育阶段
由体细胞分化而来，是鱼类胚胎发育早期最早出

现的生殖细胞。ＰＧＣｓ分化后受到趋化因子的作
用迁移到生殖嵴，两者共同形成原始性腺。ＰＧＣｓ
在原始性腺内持续地分裂、增殖和分化后［２］，逐

步形成成熟的精子或卵子。随着两性配子的结

合而产生新个体，保证了物种的延续和进化［３］。

Ｖａｓａ基因源自 ＤＥＡＤｂｏｘ家族，许多研究表
明其编码的蛋白为一类ＲＮＡ解旋酶［４５］。ＤＥＡＤ
ｂｏｘ家族与多个重要的细胞进程有关［６７］，如ＲＮＡ
剪切、修饰及代谢处理和 ｍＲＮＡ的启动、核外转
运及降解［８］，且家族成员享有８个特异性基序序
列。ＳＣＨＵＰＢＡＣＨ等于１９８６年指出，Ｖａｓａ基因在
果蝇（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ）中属母源基因，是
该物种生殖细胞发育和腹节形成过程中必不可

少的成分之一［９１０］。在鱼类中，Ｖａｓａ是 ＰＧＣｓ的

第一个分子标记［１１］，同时也是生殖细胞的特异性

分子标记。目前，国内外学者已在多种无脊椎动

物和脊椎动物中克隆得到了Ｖａｓａ的同源基因，并
深入研究了 Ｖａｓａ对早期胚胎发育、原始性腺分
化、性腺发育和两性配子发生中的作用［９］，如斑

马 鱼［１２１３］ （Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ）、尼 罗 罗 非 鱼［１４］

（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）、青
!

［１５］（Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ）
和南方鲇［１６］（Ｓｉｌｕｒｕｓｍｅｒｉｄｉｏｎａｌｉｓ）。至今，人们已
经从超过５０种鱼类中获得 Ｖａｓａ的 ｃＤＮＡ序列，
但有关七彩神仙鱼Ｖａｓａ基因的研究尚未见报道。

七彩神仙鱼（Ｓｙｍｐｈｙｓｏｄｏｎｈａｒａｌｄｉ），又名铁
饼鱼，隶属于鲈形目 （Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ）、慈鲷科
（Ｃｉｃｈｌｉｄａｅ），是原生于南美洲亚马逊河流域的热
带观赏鱼［１７１９］。自２０世纪７０年代引入中国后，
七彩神仙鱼以其绚丽的色彩、美不胜收的花纹和

别具一格的体型获得了众多水族爱好者的喜爱，

素有“热带鱼之王”的美称［２０２１］。七彩神仙鱼早

期性别鉴定困难，但同批性成熟的个体雌雄间有
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生长差异，雄性个体体型一般较雌性个体的大。

人们一般根据体型大小鉴定其性别，这使得七彩

神仙鱼的配对需要耗费大量的人力物力，也加长

了七彩神仙鱼的繁殖周期。而利用特异的分子

遗传标记进行雌雄的鉴别，尤其是早期鉴别，将

是七彩神仙鱼育种的关键。

本研究以人工养殖的七彩神仙鱼为研究对

象，在克隆该鱼 Ｖａｓａ基因的 ｃＤＮＡ全长的基础
上，研究了该基因在成鱼各组织中的表达情况；

并应用荧光定量ＲＴＰＣＲ技术对其在早期胚胎发
育时期、仔鱼阶段以及繁殖前后性腺组织的表达

模式进行研究，为该鱼早期性别鉴定、单性育种

和性别决定机制的研究奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　材料
实验所用材料为上海海洋大学观赏水族养

殖实验室繁育的七彩神仙鱼。２０１５年 １２月至
２０１６年３月，在胚胎发育时期进行连续取样，每
期各取２５粒；仔鱼阶段１～５０日龄内，每５天取
样１次；实验用成鱼共８尾，１龄，体长（１４．４９±
０．４７）ｃｍ，体质量（８４．７±９．１）ｇ。取脑、鳃、心
脏、肝脏、肾脏、胃、肠道、食道、皮肤、肌肉及性腺

组织，所有样品均设置３个重复。样品取后放于
１．５ｍＬ离心管中，迅速冻于液氮，实验室 －８０℃
保存。

１．２　引物设计
根据已验证的七彩神仙鱼性腺转录组文库

的注释信息（林睿涓等，未发表），提取出 Ｖａｓａ基
因的不完整ｃＤＮＡ片段，根据该基因的保守区设
计本实验所需引物。以βａｃｔｉｎ作为内参基因，除
定量表达引物采用 ＡｌｌｅｌｅＩＤ６，其余引物均采用
Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计。
１．３　总ＲＮＡ的提取及ｃＤＮＡ的合成

根据Ｔｒｉｚｏｌ试剂使用说明书提取其总 ＲＮＡ。
１．５％的琼脂糖凝胶电泳，紫外分光光度仪检测
ＲＮＡ质量。参考ＳＭＡＲＴｅｒ ＲＡＣＥ５′／３′Ｋｉｔ试剂
盒说明将 ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ。用上述设计的
引物，ＶａｓａＦ和 ＶａｓａＲ，以 ｃＤＮＡ为模板，扩增获
得Ｖａｓａ基因片段。反应条件为：９４℃ ５ｍｉｎ，９４
℃ ３０ｓ，６０℃ ４０ｓ，７２℃ ４５ｓ，７２℃ １０ｍｉｎ，３０
个循环。经凝胶电泳检测，割胶回收纯化目的片

段。产物连接到 ｐＧＭＴ载体中，利用 ＤＨ５α感

受态细胞进行转化。挑取阳性克隆进行测序［生

工生物工程（上海）股份有限公司］。

１．４　３′和５′ＲＡＣＥ扩增
以上一步得到的 ｃＤＮＡ为模板，５′ＲＡＣＥ扩

增以 Ｖａｓａ５ａｄａｐｔｏｒ为正向引物，Ｖａｓａ５１、Ｖａｓａ
５２、Ｖａｓａ５３、Ｖａｓａ５４、Ｖａｓａ５５分别为反向引物。
３′ＲＡＣＥ扩增以 Ｖａｓａ３１、Ｖａｓａ３２、Ｖａｓａ３３、Ｖａｓａ３
４、Ｖａｓａ３５为正向引物，Ｖａｓａ３ａｄａｐｔｏｒ＋ｏｌｉｇｏ（Ｔ）
为反向引物（表１）。ＲＡＣＥ步骤参考 ＳＭＡＲＴｅｒ

ＲＡＣＥ５′／３′Ｋｉｔ试剂盒说明书。１．５％ 的琼脂糖
凝胶电泳检测ＰＣＲ产物，胶回收目的片段后进行
连接转化，挑阳性菌株送生物公司测序。

１．５　序列比对及进化树的构建
用ＤＮＡＳｔａｒ软件对测序片段进行拼接、翻译

氨基酸序列，并在 ＧｅｎＢａｎｋ上进行同源性比对。
根据克隆得到的七彩神仙鱼 Ｖａｓａ基因序列，用
ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进行氨基酸多重序列分析以及应
用ＭＡＧＡ５．０构建 ＮＪ（ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ）系统进
化树。所用物种的 Ｖａｓａ氨基酸序列均从
ＧｅｎＢａｎｋ下载。
１．６　Ｖａｓａ基因在各组织中表达

取１龄成熟七彩神仙鱼各组织的ＲＮＡ２μＬ，
参照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡ
Ｅｒａｓｅｒ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）试剂盒说明将其反转
录成ｃＤＮＡ。以ＶａｓａＦ和ＶａｓａＲ为特异性引物，
研究Ｖａｓａ基因在各组织中的表达情况，扩增条件
同上。琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ结果，凝胶成像
系统成像。

１．７　荧光定量ＲＴＰＣＲ
取七彩神仙鱼胚胎发育各个时期、仔鱼样本

和繁殖前后性腺组织的总ＲＮＡ，根据上述试剂盒
说明进行反转录，并调整样品总 ｃＤＮＡ质量浓度
至１００ｎｇ／μＬ。以 Ｖ７Ｆ和 Ｖ７Ｒ为目的基因引
物，β１２Ｆ和β１２Ｒ为内参引物，配制１２．５μＬ反
应体系，检测Ｖａｓａ基因在胚胎发育各时期及仔鱼
阶段的表达情况。反应条件：９５℃ １０ｍｉｎ；９５℃
１５ｓ；６０℃１５ｓ；７２℃２０ｓ，４０个循环。所有检测
样品均设置３个生物学重复，每个样品的Ｖａｓａ基
因和βａｃｔｉｎ基因分别进行４次技术重复。随后
查看溶解曲线并分析每个样品是否反应正常。

本实验数据处理采用 ２－ΔΔＣｔ值的方法［２２］计算

Ｖａｓａ基因的表达水平。

１３３
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表１　本试验所用引物名称及序列
Ｔａｂ．１　Ｎａｍｅｓａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ
序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）
用途

Ｕｓａｇｅ
ＶａｓａＦ ＣＴＣＣＣＴＧＧＴＣＡＣＡＡＴＣＣＴ ＲＴＰＣＲ
ＶａｓａＲ ＣＴＣＴＴＣＣＡＣＴＧＡＡＴＣＣＡＣ ＲＴＰＣＲ
βａｃｔｉｎＦ ＡＧＡＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡ ＲＴＰＣＲ
βａｃｔｉｎＲ ＧＣＴＧＡＡＧＴＴＧＴＴＧＧＧＣＧＴＴ ＲＴＰＣＲ
Ｖａｓａ３ａｄａｐｔｏｒ ＣＴＧＡＴＣＴＡＧＡＧＧＴＡＣＣＧＧＡＴＣＣ ３′ＲＡＣＥ
Ｖａｓａ３ａｄａｐｔｏｒ＋ｏｌｉｇ（Ｔ） ＣＴＧＡＴＣＴＡＧＡＧＧＴＡＣＣＧＧＡＴＣＣ（Ｔ） ３′ＲＡＣＥ
Ｖａｓａ３１ ＣＴＣＣＣＴＧＧＴＣＡＣＡＡＴＣＣＴ ３′ＲＡＣＥ
Ｖａｓａ３２ ＣＣＴＴＴＣＧＣＣＴＣＣＡＣＡＧＡＣ ３′ＲＡＣＥ
Ｖａｓａ３３ ＴＧＴＴＴＣＣＡＧＧＡＣＧＧＣＡＧＴ ３′ＲＡＣＥ
Ｖａｓａ３４ ＧＧＡＧＴＡＧＡＴＧＧＡＧＴＡＧＴＧ ３′ＲＡＣＥ
Ｖａｓａ３５ ＡＧＣＧＴＴＴＧＴＧＴＧＴＧＧＡＡＧ ３′ＲＡＣＥ
Ｖａｓａ５ａｄａｐｔｏｒ ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ ５′ＲＡＣＥ
Ｖａｓａ５１ ＧＣＡＣＴＴＧＣＣＧＣＴＴＴＣＣＣＧ ５′ＲＡＣＥ
Ｖａｓａ５２ ＴＧＴＴＴＣＣＴＧＣＴＣＴＴＣＣＣＡ ５′ＲＡＣＥ
Ｖａｓａ５３ ＧＡＧＣＡＣＡＣＣＴＧＣＧＴＴＡＧＡ ５′ＲＡＣＥ
Ｖａｓａ５４ ＧＴＴＴＴＴＧＡＡＴＣＣＴＣＣＣＣＧ ５′ＲＡＣＥ
Ｖａｓａ５５ ＣＴＣＴＴＣＣＡＣＴＧＡＡＴＣＣＡＣ ５′ＲＡＣＥ
Ｖ７Ｆ ＡＧＣＣＴＴＴＣＧＣＣＴＣＣＡＣＡＧＡＣ ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
Ｖ７Ｒ ＧＣＡＣＴＡＣＴＣＣＴＴＣＴＡＣＴＣＣＣＡＣＴＣ ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
β１２Ｆ ＣＧＡＣＧＡＴＧＧＡＧＧＧＧＡＡＧＡＣＡＧ ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
β１２Ｒ ＣＧＣＣＧＣＡＣＴＧＧＴＴＧＴＴＧＡＣ ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

２　结果与分析

２．１　ＶａｓａｃＤＮＡ全长序列和分析
通过ＲＡＣＥ技术克隆得到七彩神仙鱼 Ｖａｓａ

基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＵ９４５２７３）。结果显示，
七彩神仙鱼ＶａｓａｃＤＮＡ序列全长２３７０ｂｐ，其中
有１２３ｂｐ是５′端非翻译区，编码６５５个氨基酸的
开放阅读框长１９６８ｂｐ，３′端非翻译区长２７９ｂｐ。

ｃＤＮＡ全长序列中，４６．２％为Ａ＋Ｔ，５３．８％是Ｇ＋
Ｃ。预测Ｖａｓａ的氨基酸序列发现 Ｎ端存在８个
ＲＧＧ盒、１０个 ＲＧ重复和１个甘氨酸富集区［２３］

（Ｇｒｉｃｈ）；Ｎ末端起始密码子及 Ｃ末端终止密码
子附近有 Ｖａｓａ保守结构常见的色氨酸（Ｗ）残
基［２３２５］，并包含了 ＤＥＡＤｂｏｘ家族蛋白特有的 ８
个保守基序（图１）。

图１　七彩神仙鱼Ｖａｓａ编码的氨基酸序列分析
Ｆｉｇ．１　ＡｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＶａｓａｇｅｎｅｉｎｄｉｓｃｕｓｆｉｓｈ

方框指示ＤＥＡＤｂｏｘ家族蛋白共有的８个保守基序
ＢｏｘｅｓｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｔｏｔｈｅｅｉｇｈｔｃｏｎｓｅｒｖｅｄｍｏｔｉｆｓｏｆｔｈｅＤＥＡＤｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎｆａｍｉｌｙ
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　　七彩神仙鱼 Ｖａｓａ基因编码的蛋白质由６５４
个氨基酸组成，分子质量为７０３８４，理论等电点
ＰＩ为５．１９。此外，Ｖａｓａ编码的酸性氨基酸比例
占１４．１％，碱性氨基酸占 １１．６％。七彩神仙鱼
Ｖａｓａ氨基酸序列与尼罗罗非鱼的同源性为８０％，
和人类（Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ）的同源性较低，为６７％（图

２）。根据其他物种的Ｖａｓａ基因氨基酸序列，构建
系统进化树（图３）。结果显示，七彩神仙鱼与尼
罗罗非鱼亲缘关系最近，聚为一支，与人的亲缘

关系最远，与其他鱼类的亲缘关系介于两者之

间。

图２　七彩神仙鱼与其他物种Ｖａｓａ氨基酸序列比较
Ｆｉｇ．２　ＡｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＶａｓａｇｅｎｅｉｎｄｉｓｃｕｓｆｉｓｈｗｉｔｈｏｔｈｅｒｓｓｐｅｃｉｅｓ

阴影表示氨基酸相同；“．．”表示氨基酸缺失
Ｓｈａｄｏｗｒｅｇｉｏｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｄｅｎｔｉｃａｌａｍｉｎｏａｃｉｄ；“．．”ｉｎｄｉｃａｔｅｓａｍｉｎｏａｃｉｄｄｅｌｅｔｉｏｎ
Ｓｙｍｐｈｙｓｏｄｏｎ：Ｓｙｍｐｈｙｓｏｄｏｎｈａｒｌｄｉ；Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ：Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ；Ｈｏｍｏ：Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ；Ｌａｔｅｏｌａｂｒａｘ：Ｌａｔｅｏｌａｂｒａｘｊａｐｏｎｉｃｕｓ；
Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ：Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ；Ｄａｎｉｏ：Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ
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图３　Ｖａｓａ基因氨基酸序列的ＮＪ系统树
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅＮＪｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂｙａｍｉｎｏ

ａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＶａｓａｇｅｎｅ

２．２　Ｖａｓａ基因在各组织中表达
采用ＲＴＰＣＲ方法来研究 Ｖａｓａ在七彩神仙

鱼成鱼组织中的表达情况，以 βａｃｔｉｎ为内参。结
果显示，ＶａｓａｍＲＮＡ在性腺组织中特异性表达，
并且卵巢的表达量要高于精巢，而在其余组织中

均无表达信号显示（图４）。
２．３　荧光定量ＰＣＲ分析

荧光定量 ＲＴＰＣＲ结果显示，七彩神仙鱼胚
胎发育时期，从受精卵至出膜，均能检测到 Ｖａｓａ
基因的存在。从受精卵到原肠胚期间有较高的

表达量，从神经胚到出膜时期表达量较低。并且

出膜期表达量较微弱，囊胚期的表达量最高，其

次是桑葚胚，分别为出膜期的１２．７５倍和１１．３０
倍（图５ａ）。在仔鱼阶段，从出膜后到 ２５日龄，
Ｖａｓａ的表达量较低；在３０日龄至４０日龄期间的
表达量较高，后期阶段表达量均维持在较低水

平。并且在第 ４０日龄的表达水平最高，为对照
的３．５倍（图５ｂ）。

图４　Ｖａｓａ基因半定量电泳结果
Ｆｉｇ．４　ＲＴＰＣＲｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆＶａｓａ

Ｍ．Ｍａｋｅｒ；Ｂ．脑；Ｇ．鳃；Ｈ．心脏；Ｌ．肝脏；Ｋ．肾；Ｓ．胃；Ｉ．

肠；Ｅ．食道；Ｓｋ．皮肤；Ｍｕ．肌肉；Ｔ．精巢；Ｏ．卵巢

Ｍ．ＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ；Ｂ．ｂｒａｉｎ；Ｇ．ｇｉｌｌ；Ｈ．ｈｅａｒｔ；Ｌ．

ｌｉｖｅｒ；Ｋ．ｋｉｄｎｅｙ；Ｓ．ｓｔｏｍａｃｈ；Ｉ．ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ；Ｅ．ｅｓｏｐｈａｇｕｓ；Ｓｋ．

ｓｋｉｎ；Ｍｕ．ｍｕｓｃｌｅ；Ｔ．ｔｅｓｔｉｓ；Ｏ．ｏｖａｒｉｅｓ

取繁殖前与繁殖后的七彩神仙鱼的卵巢和

精巢检测，荧光定量ＰＣＲ结果显示：在精巢中，繁
殖前Ｖａｓａ基因的表达水平比繁殖后的低；在卵巢

中，则出现了相反的情况（图５ｃ），且繁殖前的表
达水平约是繁殖后的３．５倍。

３　讨论

本研究完成了Ｖａｓａ基因的克隆与表达分析，
七彩神仙鱼Ｖａｓａ基因的ｃＤＮＡ与其他物种相似。
说明Ｖａｓａ在进化上较为保守，这些保守基序与结
构可能在维持 Ｖａｓａ蛋白的基础结构和生理功
能［２３］方面有重要的作用。

Ｖａｓａ基因仅在成熟七彩神仙鱼的卵巢及精
巢中表达，与部分物种的组织表达模式研究结果

一致［２６２７］，如太平洋蓝鳍金枪鱼［２８］（Ｔｈｕｎｎｕｓ
ｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ）和栉孔扇贝［２９］（Ｃｈｌａｍｙｓｆａｒｒｅｒｉ）。这表
明Ｖａｓａ与七彩神仙鱼生殖细胞的发育有关。但
张远青等的研究结果表明，Ｖａｓａ除了在半滑舌鳎
（ＣｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓｓｅｍｉｌａｅｖｉｓＧüｎｔｈｅｒ）的卵巢和精巢中
表达外，在心脏中有微量表达［９］。另外，鼠（Ｍｕｓ
ｍｕｓｃｕｌｕｓ）的肾上腺和中肾组织中 Ｖａｓａ基因也有
微量表达［３０］。这表明Ｖａｓａ在更高等的物种中与
组织特异性细胞类型的特化和分化有关［３１］。

周倩如等研究结果显示，ＶａｓａｍＲＮＡ最早存
在于中国明对虾（Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）的２细
胞期，且在后面各期胚胎均有表达信号［７］，但表

达信号呈现逐渐降低趋势，且自出膜后开始无表

达信号显示［３２］。斑马鱼Ｖａｓａ基因相关研究结果
表明：在发育早期所有细胞中都有母源性的 Ｖａｓａ
ｍＲＮＡ分布，而后其在形成生殖质的区域逐渐聚
集［３３］。斑马鱼胚胎中Ｖａｓａ的表达贯穿于整个胚
胎发育过程［３４］，ＶａｓａｍＲＮＡ是组成斑马鱼生殖
质的重要成分［３５３６］。至于七彩神仙鱼，自受精卵

开始到出膜期，均能检测到 Ｖａｓａ基因的表达。
Ｖａｓａ基因从受精卵开始稳定表达且逐渐增加，
ＶａｓａｍＲＮＡ在囊胚期含量达到最大，随后表达量
逐渐降低。这可能是因为 ＶａｓａｍＲＮＡ为母系遗
传［３５，３７３８］，在卵子中就已存在，随后在配子中被

分配到生殖质。并且在囊胚期发生细胞分化，产

生了体细胞系与生殖细胞（即ＰＧＣｓ）系［３９］。Ｖａｓａ
表达于ＰＧＣｓ中，随着生殖细胞的数量增加，Ｖａｓａ
的表达量也达到高峰。随后从原肠胚到出膜阶

段，胚胎发育至形成各个器官，使得体细胞大量

分裂，而生殖细胞维持在一定数量，生殖细胞占

总细胞的数量减少，故 Ｖａｓａ的表达量降低。同
时，这项结果表明，七彩神仙鱼的原始生殖细胞
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可能在囊胚期形成。

图５　Ｖａｓａ基因荧光定量ＲＴＰＣＲ结果
Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｎＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆＶａｓａ

Ｚｙ．受精卵；２ｃｅｌｌ．二细胞期；４ｃｅｌｌ．四细胞期；ｍｏ．桑椹胚；ｂｌ．囊胚期；ｇａ．原肠胚；ｎｅ．神经胚；ｍｕ．肌肉效应；ｈｅ．心跳期；

ｈａ．出膜期；ＢＴ．繁殖前的精巢；ＡＴ．繁殖后的精巢；ＢＯ．繁殖后的卵巢；ＡＯ．繁殖后的卵巢

Ｚｙ．Ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄｅｇｇ；２ｃｅｌｌ．Ｔｗｏｃｅｌｌｓｔａｇｅ；４ｃｅｌｌ．Ｆｏｕｒｃｅｌｌｓｔａｇｅ；ｍｏ．Ｍｏｒｕｌａｓｔａｇｅ；ｂｌ．Ｂｌａｓｔｕｌａｓｔａｇｅ；ｇａ．Ｇａｓｔｒｕｌａｓｔａｇｅ；ｎｅ．Ｎｅｕｒｕｌａｓｔａｇｅ；

ｍｕ．Ｍｕｓｃｌｅｅｆｆｅｃｔｓｔａｇｅ；ｈｅ．Ｈｅａｒｔｂｅａｔｓｔａｇｅ；ｈａ．Ｈａｔｃｈｏｕｔｓｔａｇｅ；ＢＴ．Ｔｅｓｔｉｓｂｅｆｏｒｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ；ＡＴ．Ｔｅｓｔｉｓａｆｔｅｒｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ；ＢＯ．

Ｏｖａｒｙｂｅｆｏｒｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ；ＡＯ．Ｏｖａｒｙａｆｔｅｒｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

　　在仔鱼阶段，ＰＧＣｓ将穿过各种胚胎组织（体
细胞组织），抵达正在形成的原始生殖基，即性原

基［３］。一旦迁移到性原基，ＰＧＣｓ便携同周围体
细胞形成一个完整的生殖腺［３］。ＰＧＣｓ在分化为
卵原细胞或精原细胞的过程中，生殖腺也会随之

分化成卵巢或精巢。荧光定量 ＲＴＰＣＲ检测得
出，七彩神仙鱼繁殖前后的性腺都有 Ｖａｓａ
ｍＲＮＡ；这说明Ｖａｓａ基因与生殖细胞的产生以及
发育有关。并且，无论哪个阶段，卵巢的 Ｖａｓａ表
达量都要比精巢的高；繁殖前的精巢组织中含有

大量成熟的精子，但其Ｖａｓａ表达量却低于繁殖后

的精巢组织，这进一步验证了Ｖａｓａ为母源性物质
的结论。半滑舌鳎和革胡子鲶的相关实验亦表

明，在精母细胞增殖期，ＶａｓａｍＲＮＡ的表达信号
较弱；在精子细胞增殖期时表达信号显著增强，

在精子成熟期又呈现出较低水平［９，４０］。在七彩

神仙鱼的卵巢中，繁殖前的ＶａｓａｍＲＮＡ含量远高
于繁殖后的含量。这是因为卵母细胞在生长和

发育过程中开始合成并积累大量的母源性 ＲＮＡ
以满足早期胚胎发育的需要。卵巢中储备了大

量的成熟卵子，使得繁殖前的卵巢中有较大的

Ｖａｓａ积累量。在罗非鱼的研究中，也出现了相似
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的结果［１６］。

七彩神仙鱼１～５０日龄的仔鱼中都有 Ｖａｓａ
基因的转录本。且在 ｄｐｈ１～ｄｐｈ２０日龄的表达
量维持稳定，在 ｄｐｈ２５的表达量最低。这可能是
因为随着受精作用的开始，母源性的 ＲＮＡ的蛋
白质被激活，而发育的推进，迫使仔鱼必须依赖

于鱼体自身基因组的调控，也就是需要新的

ＲＮＡ，从而母源性的 ＶａｓａｍＲＮＡ消耗降解；仔鱼
逐渐自身合成 ＶａｓａｍＲＮＡ。因此 ｄｐｈ３０至
ｄｐｈ４０，Ｖａｓａ的表达量较高，后期皆维持一个稳定
的水平。故而推测出七彩神仙鱼在３０～４０日龄
阶段，ＰＧＣｓ在分子水平可能已经开始分化［４１４２］，

性腺也将分化成精巢或卵巢。但 Ｖａｓａ在这一阶
段的表达是否真的与ＰＧＣｓ分化有关还需要更进
一步的验证。
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１２２６２．

［２６］　ＹＥＤ，ＬＶＤＹ，ＳＯＮＧＰ，ｅｔａｌ．Ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

ｏｆａｒｉｃｅｆｉｅｌｄｅｅｌｖａｓａｌｉｋｅｇｅｎｅｃＤＮＡａｎｄｉｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

ｇｏｎａｄｓｄｕｒｉｎｇｎａｔｕｒａｌｓｅｘｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ

Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，２００７，４５（３／４）：２１１２２４．

［２７］　ＫＩＬＥＤＪＩＡＮＭ，ＤＲＥＹＦＵＳＳＧ．Ｐｒｉｍａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｂｉｎｄｉｎｇ

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｈｎＲＮＰＵｐｒｏｔｅｉｎ：ｂｉｎｄｉｎｇＲＮＡｔｈｒｏｕｇｈＲＧＧ

ｂｏｘ［Ｊ］．ＥＭＢＯＪｏｕｒｎａｌ，１９９２，１１（７）：２６５５２６６４．

［２８］　ＮＡＧＡＳＡＷＡＫ，ＴＡＫＥＵＣＨＩＹ，ＭＩＷＡＭ，ｅｔａｌ．ｃＤＮＡ

ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｖａｓａｌｉｋｅｇｅｎｅｉｎＰａｃｉｆｉｃ

ｂｌｕｅｆｉｎｔｕｎａＴｈｕｎｎｕｓｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ［Ｊ］．ＦｉｓｈｅｒｉｅｓＳｃｉｅｎｃｅ，

２００９，７５（１）：７１７９．

［２９］　邵明瑜．栉孔扇贝生殖相关基因 ＤＥＡＤｂｏｘ家族和 ｂｏｕｌｅ

的ｃＤＮＡ克隆及其发育表达图式［Ｄ］．青岛：中国海洋大

学，２００７．

ＳＨＡＯＭ Ｙ．ｃＤＮＡｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｒｅｌａｔｅｄＤＥＡＤｂｏｘｆａｍｉｌｙａｎｄｂｏｕｌｅ

ｇｅｎｅｓｆｒｏｍＣｈｌａｍｙｓｆａｒｒｅｒｉ［Ｄ］．Ｑｉｎｇｄａｏ：ＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ

ｏｆＣｈｉｎａ，２００７．

［３０］　ＺＡＭＢＯＮＩＬ，ＵＰＡＤＨＹＡＹＳ．Ｇｅｒｍｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎ

ｍｏｕｓｅａｄｒｅｎａｌｇｌａｎｄｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＺｏｏｌｏｇｙ，

１９８３，２２８（２）：１７３１９３．

［３１］　ＩＫＥＮＩＳＨＩＫ，ＴＡＮＡＫＡＴＳ．Ｓｐａｔｉｏｔｅｍｐｏｒａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

Ｘｅｎｏｐｕｓｖａｓａｈｏｍｏｌｏｇ，ＸＶＬＧ１，ｉｎｏｏｃｙｔｅｓａｎｄｅｍｂｒｙｏｓ：

ＴｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＸＶＬＧ１ＲＮＡｉｎｓｏｍａｔｉｃｃｅｌｌｓａｓｗｅｌｌａｓ

ｇｅｒｍｌｉｎｅｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，Ｇｒｏｗｔｈ＆Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，

２０００，４２（２）：９５１０３．

［３２］　周倩如．中国明对虾（Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）两个ＤＥＡＤ

ｂｏｘ家族基因 Ｆｃｖａｓａ和 ＦｃＰＬ１０α的克隆和表达分析

［Ｄ］．青岛：中国海洋大学，２００７．

ＺＨＯＵＱＲ．ｃＤＮＡｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｗｏ

ＤＥＡＤｂｏｘｆａｍｉｌｙｇｅｎｅｓ， Ｆｃｖａｓａａｎｄ ＦｃＰＬ１０ａ， ｆｒｏｍ

Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ［Ｄ］．Ｑｉｎｇｄａｏ：ＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆ

Ｃｈｉｎａ，２００７．

［３３］　周倩如，邵明瑜，张志峰．Ｖａｓａ基因编码蛋白的结构特

征和应用展望［Ｊ］．海洋湖沼通报，２００７（４）：１２９１３４．

ＺＨＯＵ Ｑ Ｒ， ＳＨＡＯ Ｍ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｚ Ｆ． Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｓｐｅｃｔｓｏｆｖａｓａｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．

ＴｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓｏｆＯｃｅａｎｏｌｏｇｙａｎｄＬｉｍｎｏｌｏｇｙ，２００７（４）：１２９

１３４．

［３４］　ＢＲＡＡＴＡＫ，ＶＡＮＤＥＷＡＴＥＲＳ，ＧＯＯＳＨ，ｅｔａｌ．Ｖａｓａ

ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｚｅｂｒａｆｉｓｈ［Ｊ］．

ＭｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２０００，９５（１／２）：２７１２７４．

［３５］　ＫＮＡＵＴＨ，ＰＥＬＥＧＲＩＦ，ＢＯＨＭＡＮＮＫ，ｅｔａｌ．Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

ｖａｓａＲＮＡｂｕｔｎｏｔｉｔｓｐｒｏｔｅｉｎｉｓａｃｏｍｐｏｎｅｎｔｏｆｔｈｅｇｅｒｍ

ｐｌａｓｍ ａｎｄ ｓｅｇｒｅｇａｔｅｓ ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃａｌｌｙ ｂｅｆｏｒｅ ｇｅｒｍｌｉｎｅ

ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｅｌｌＢｉｏｌｏｇｙ，２０００，１４９

（４）：８７５８８８．

［３６］　刘晓奕，张雁，喻佩，等．Ｋｉｎ１７基因在斑马鱼胚胎发育

过程中的表达特性分析［Ｊ］．吉林农业大学学报，２０１５，

３７（１）：１０３１１０．

ＬＩＵＸＹ，ＺＨＡＮＧＹ，ＹＵＰ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎ

ａｎａｌｙｓｉｓｏｆＫｉｎ１７ｇｅｎｅｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｍｂｒｙｏｎｉｃｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＪｉｌｉｎＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１５，３７（１）：

１０３１１０．

［３７］　ＢＲＥＩＴＷＩＥＳＥＲＷ，ＭＡＲＫＵＳＳＥＮＦＨ，ＨＯＲＳＴＭＡＮＮＨ，

ｅｔａｌ．ＯｓｋａｒｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｗｉｔｈＶａｓａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓａｎ

ｅｓｓｅｎｔｉａｌｓｔｅｐｉｎｐｏｌａｒｇｒａｎｕｌｅａｓｓｅｍｂｌｙ［Ｊ］．Ｇｅｎｅｓ＆

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，１９９６，１０（１７）：２１７９２１８８．

［３８］　ＷＯＬＫＥＵ，ＷＥＩＤＩＮＧＥＲＧ，Ｋ?ＰＲＵＮＮＥＲＭ，ｅｔａｌ．Ｍｕｌｔｉｐｌｅ

７３３
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ｌｅｖｅｌｓｏｆｐｏｓｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｃｏｎｔｒｏｌｌｅａｄｔｏｇｅｒｍｌｉｎｅｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｚｅｂｒａｆｉｓｈ［Ｊ］．ＣｕｒｒｅｎｔＢｉｏｌｏｇｙ，２００２，

１２（４）：２８９２９４．

［３９］　许莉佳，张薪，伍莎，等．鱼类生殖细胞移植的研究进展

［Ｊ］．生命科学，２０１２，２４（３）：２８０２８６．

ＸＵＬＪ，ＺＨＡＮＧＸ，ＷＵＳ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｇｒｅｓｓｏｎｒｅｓｅａｒｃｈｏｆ

ｇｅｒｍｃｅｌｌｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｉｎｆｉｓｈ［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＢｕｌｌｅｔｉｎｏｆＬｉｆｅ

Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，２０１２，２４（３）：２８０２８６．

［４０］　ＲＡＧＨＵＶＥＥＲ Ｋ，ＳＥＮＴＨＩＬＫＵＭＡＲＡＮ Ｂ．Ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆｖａｓａｉｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇａｎｄ

ｒｅｃｒｕｄｅｓｃｉｎｇｇｏｎａｄｓｏｆｃａｔｆｉｓｈ，Ｃｌａｒｉａｓｇａｒｉｅｐｉｎｕｓ［Ｊ］．

ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙＰａｒｔＡ：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

＆ＩｎｔｅｇｒａｔｉｖｅＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２０１０，１５７（１）：７９８５．

［４１］　ＯＨＭＵＲＯＭＡＴＳＵＹＡＭＡＹ，ＭＡＴＳＵＤＡＭ，ＫＯＢＡＹＡＳＨＩ

Ｔ，ｅｔａｌ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤＭＹａｎｄＤＭＴＲ１ｉｎｖａｒｉｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓ

ｏｆｔｈｅＭｅｄａｋａ（Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ）［Ｊ］．ＺｏｏｌｏｇｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅ，

２００３，２０（１１）：１３９５１３９８．

［４２］　李林，梁宏伟，李忠，等．黄颡鱼 ＤＭＲＴ１基因 ｃＤＮＡ全

长克隆及其表达分析［Ｊ］．华中农业大学学报，２０１２，３１

（２）：２２０２２６．

ＬＩＬ，ＬＩＡＮＧＨＷ，ＬＩＺ，ｅｔａｌ．Ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ａｎａｌｙｓｉｓｏｆＤＭＲＴ１ｇｅｎｅｉｎＰｅｌｔｅｏｂａｇｒｕｓｆｕｌｖｉｄｒａｃｏ［Ｊ］．

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕａｚｈｏｎｇＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１２，３１（２）：

２２０２２６．

ＣｌｏｎｉｎｇａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＶａｓａｇｅｎｅｉｎＳｙｍｐｈｙｓｏｄｏｎｈａｒａｌｄｉ

ＬＩＮＲｕｉｊｕａｎ，ＧＡＯＪｉａｎｚｈｏｎｇ，ＪＩＮＳｈｉｒｏｎｇ，ＺＨＡＯＹｕｍｉｎｇ，ＣＨＥＮＺａｉｚｈｏｎｇ
（ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＦｉｓｈｅｒｉｅｓａｎｄＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＡｓａｍｅｍｂｅｒｏｆＤＥＡＤｂｏｘｆａｍｉｌｙ，Ｖａｓａｉｓｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄｔｏｂｅｏｎｅｏｆｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒｓｏｆｇｅｒｍ
ｃｅｌｌｓ．Ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，ｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｏｆＶａｓａｃＤＮＡｉｎｄｉｓｃｕｓｆｉｓｈ（Ｓｙｍｐｈｙｓｏｄｏｎｈａｒａｌｄｉ）ｗａｓｃｌｏｎｅｄａｎｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｗａｓａｎａｌｙｚｅｄ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｏｆｃＤＮＡｗａｓ２３７０ｂｐ，
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａ１２３ｂｐ５′ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ，ａ２７９ｂｐ３′ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎａｎｄａ１９６８ｂｐｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｍｅ，ｅｎｃｏｄｉｎｇ６５５ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ．ＡｌｉｇｎｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＶａｓａｇｅｎｅｉｎ
ｄｉｓｃｕｓｆｉｓｈｗａｓｍｏｓｔｉｄｅｎｔｉｃａｌｗｉｔｈｔｉｌａｐｉａ（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）．ＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｃｌｅａｒｌｙｔｈａｔｔｈｅＶａｓａ
ｇｅｎｅｗａｓｅｓｐｅｃｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅｇｏｎａｄｓｏｆｍａｔｕｒｅｆｉｓｈ，ｗｈｉｌｅｉｔｗａｓｎｏｔｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅｏｔｈｅｒｔｉｓｓｕｅｓ．
ｑＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅＶａｓａｇｅｎｅｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｆｒｏｍｔｈｅｗｈｏｌｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｓｔａｇｅｓ
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