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摘　要：为初步探究暗纹东方ｓｏｘ９基因在性腺发育和性别分化过程中的作用，通过设计兼并引物、ＲＡＣＥ
及荧光定量ＰＣＲ技术，成功克隆出暗纹东方ｓｏｘ９基因的ｃＤＮＡ全长序列，并分析其相应的生物信息学特征
及其在雌雄个体的组织表达水平。结果表明：ｓｏｘ９ａ基因ｃＤＮＡ全长为１２４８ｂｐ（ＮＣＢＩ登录号：ＭＨ２１８８１８），包
括６８４ｂｐ的ＯＲＦ，编码２２７个氨基酸，２９７ｂｐ的５′ＵＴＲ和２６７ｂｐ的３′ＵＴＲ。ｓｏｘ９ｂ基因全长为１９４１ｂｐ（ＮＣＢＩ
登录号：ＭＨ２１８８１９），包括１４７０ｂｐ的ＯＲＦ，编码４８９个氨基酸，３０６ｂｐ的５′ＵＴＲ和１６５ｂｐ的３′ＵＴＲ。同源性
和系统发育分析结果表明暗纹东方ｓｏｘ９基因与红鳍东方同源性最高，亲缘关系最近。氨基酸多重序列
比对结果显示两个Ｓｏｘ９氨基酸序列的ＨＭＧｂｏｘ结构域在哺乳动物和鱼类中均高度保守。荧光定量 ＰＣＲ分
析显示两个ｓｏｘ９基因普遍存在于雌鱼和雄鱼的各个组织中，且均在雌鱼下丘脑中表达量最高，在精巢中有少
量表达，卵巢中几乎不表达。总体来说，除少数组织外，两个ｓｏｘ９基因在雌鱼组织中的表达量普遍高于雄鱼。
本研究为了解暗纹东方ｓｏｘ９的遗传特性及相关的生理功能，探索性别分化与性腺发育的分子调控机制提
供理论依据。
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　　暗纹东方（Ｔａｋｉｆｕｇｕｏｂｓｃｕｒｕｓ）又名河，是
我国长江中下游地区重要淡水养殖种类，其营养

价值丰富、肉质鲜美，蛋白质和维生素以及硒、锌

等微量元素含量丰富，且脂肪含量低，被称为“鱼

中极品”［１２］，过去因受国内市场禁止销售的限

制，养殖产量多年以来一直在１万 ～２万 ｔ范围
内波动［３］。２０１６年９月农业部办公厅和国家食
品药品监督管理总局联合发布《关于有条件放开

养殖红鳍东方和养殖暗纹东方加工经营的

通知》［４］，解除了暗纹东方不准市场流通的禁

令，为暗纹东方产业的二次创业和可持续发展

提供了新的契机。暗纹东方在 ２．５龄前雄鱼
体质量生长速度大于雌鱼［５］，且雄鱼组织的毒素

量很低，精巢营养价值高，富含脱氧核糖核酸、鱼

精蛋白和微量元素 Ｓｅ和 Ｚｎ［６］，被认为是难得的
珍贵食材，有“西施乳”的美誉。一对精巢的价值

甚至超过雄鱼本身，养殖全雄苗种的利润是养殖

普通苗种的１．５倍以上。因此，生产和养殖全雄
暗纹东方，可以大幅度提高我国暗纹东方的

养殖经济效益。但遗憾的是，目前有关暗纹东方

的性别调控机制及其性控技术的研究还较少。

雄性哺乳动物的性别决定区域 （ｓｅｘｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ
ｒｅｇｉｏｎｏｆＹｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ，ＳＲＹ）［７］编码的蛋白质包
含一个高度保守的区域，称为高泳动组盒基序

（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘｍｏｔｉｆ，ＨＭＧｂｏｘｍｏｔｉｆ），属
于高速泳动族类非组蛋白，并且通过与 ＤＮＡ特
异性结合来调控下游基因的表达［７８］。ｓｏｘ基因
是指与性别决定基因ＳＲＹ相关的ＨＭＧｂｏｘ序列
相似性大于６０％的一系列基因 ［９１０］，而 ｓｏｘ９是
ｓｏｘ基因家族Ｅ亚族的一员，主要参与骨骼、神经
系统和胰腺的发育以及肿瘤的形成等过程，特别

是在性别决定和分化过程中起着重要的调控作
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用［１１１５］，在大鼠中，若 ｓｏｘ９基因缺失会导致个体
发生从雄性到雌性的性别逆转，同时ｓｏｘ９基因过
表达则会导制 ＸＸ雌性个体向雄性方向发
育［１６１８］。ｓｏｘ９基因分为ｓｏｘ９ａ和ｓｏｘ９ｂ两种类型，
据报道，已经在斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）［１９］、虹鳟
（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ）［２０］、黄颡鱼（Ｐｅｌｔｅｏｂａｇｒｕｓ
ｆｕｌｖｉｄｒａｃｏ）［２１］、黄鳝 （Ｍｏｎｏｐｔｅｒｕｓａｌｂｕｓ）［２２］、鲤
（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）［２３］、半 滑 舌 鳎 （Ｃｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓ
ｓｅｍｉｌａｅｖｉｓ）［２４］和孔雀花

!

（Ｐｏｅｃｉｌｉａｒｅｔｉｃｕｌａｔａ）［２５］

等鱼类中成功分离并克隆到ｓｏｘ９ａ或ｓｏｘ９ｂ基因。
证实了ｓｏｘ９基因在性别分化和性腺发育过程中
发挥着重要的作用。在此基础上，本实验以暗纹

东方为研究对象，克隆ｓｏｘ９基因的 ｃＤＮＡ全长
序列，分析该基因的序列结构、相关生物信息学

特征以及不同组织中的表达情况，为暗纹东方

ｓｏｘ９基因的遗传特性及相关生理功能的研究奠
定了基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料
暗纹东方样本购自江苏省南通市中洋集

团股份有限公司，选取雌鱼和雄鱼各３尾，体长
为１４．２～１５．５ｃｍ，体质量为１５０～２００ｇ，分别剖
取下丘脑、脑、垂体、性腺、心脏、肝脏、胆、胃、肠、

肌肉、眼等组织，置于 ＲＮＡＳｔｏｒｅ保存液中，－２０
℃冷冻保存。
１．２　ｓｏｘ９ａ和ｓｏｘ９ｂ基因全长序列的克隆

采用 ＭｉｎｉＢＥＳＴＵｎｉｖｅｒｓａｌＲＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ
（ＴａＫａＲａ，大连）提取精巢组织总 ＲＮＡ，通过１％
的琼脂糖凝胶电泳检测总 ＲＮＡ完整性，超微量
分光光度计测定总 ＲＮＡ浓度。按照 ＳＭＡＲＴｅｒ

ＲＡＣＥ５′／３′ＫｉｔＵｓｅｒＭａｎｕａｌ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，美国）说明
书合成 ｃＤＮＡ第一链。

根据已知河豚属鱼类的保守序列，利用

ＤＮＡＭＡＮ软件设计扩增引物 ｓｏｘ９ａＦ１／Ｒ１和
ｓｏｘ９ｂＦ１／Ｒ１（表１），以合成的 ｃＤＮＡ第一链为模
板进行ｓｏｘ９ａ和ｓｏｘ９ｂ基因保守片断的扩增，ＰＣＲ
反应程序：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５８℃
４０ｓ，７２℃ ４０ｓ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ；４
℃保存。ＰＣＲ产物经１％的琼脂糖凝胶电泳检测
后，送至上海生工生物工程有限公司测序。

根据获得的保守片段序列设计特异性引物

ｓｏｘ９ａＦ２、ｓｏｘ９ａＦ３ 、ｓｏｘ９ｂＦ２、ｓｏｘ９ｂＦ３（３′
ＲＡＣＥ）和 ｓｏｘ９ａＲ２、ｓｏｘ９ａＲ３、ｓｏｘ９ｂＲ２、ｓｏｘ９ｂＲ３
（５′ＲＡＣＥ，表１），用于ＲＡＣＥ扩增ｓｏｘ９ａ和ｓｏｘ９ｂ
基因ｃＤＮＡ全长序列。使用 ＳＭＡＲＴＲＡＣＥ试剂
盒（ＴａＫａＲａ）进行５′ＲＡＣＥ和３′ＲＡＣＥ的半巢式
ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电泳检测后，
对目的条带切胶后进行纯化回收。切胶回收的

ＰＣＲ产物与ｐＥＡＳＹＴ３载体（全式金生物，北京）
连接，采用热激法将５μＬ连接产物转化至２０μＬ
Ｔｒａｎｓ１Ｔ１感受态细胞（全式金生物，北京），３７℃
过夜培养，挑取单一克隆菌落。经 ＰＣＲ鉴定后，
送至上海生工生物工程有限公司测序。

采用ＤＮＡｓｔａｒ软件将５′ＲＡＣＥ、保守片段和
３′ＲＡＣＥ的测序结果进行拼接，获得暗纹东方
ｓｏｘ９ａ和 ｓｏｘ９ｂ基因的 ｃＤＮＡ全长序列。同时将
克隆的基因ｃＤＮＡ全长序列与暗纹东方不同发
育期性腺组织转录组测序的序列比较后发现一

致，证明克隆获得的 ｓｏｘ９基因 ｃＤＮＡ全长序列准
确可靠。

１．３　ｓｏｘ９ａ和ｓｏｘ９ｂ基因的表达分析
取适量暗纹东方雌鱼和雄鱼各组织，提取

总ＲＮＡ，１％的琼脂糖凝胶电泳检测总 ＲＮＡ完整
性，ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００测定总 ＲＮＡ浓度。以暗纹东
方雌鱼和雄鱼提取的不同组织总 ＲＮＡ为模
板，按照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡ
Ｅｒａｓｅｒ（ＴａＫａＲａ，大连）说明书合成ｃＤＮＡ第一链。

根据已获得的ｓｏｘ９ａ和ｓｏｘ９ｂ基因序列，采用
ＤＮＡＭＡＮ设计特异性引物 ｓｏｘ９ａＦ／Ｒ和 ｓｏｘ９ｂ
Ｆ／Ｒ（表１），以暗纹东方雌鱼和雄鱼不同组织
的ｃＤＮＡ第一链为模板，以 βａｃｔｉｎ为内参基因，
采用ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ方法在 ＬｉｎｅＧｅｎｅ９６００型实
时荧光定量ＰＣＲ仪（博日，杭州）上检测ｓｏｘ９ａ和
ｓｏｘ９ｂ基因在暗纹东方不同组织中的相对表达
量。反应程序：９４℃ ３０ｓ；９４℃ ５ｓ，５５℃ ３４ｓ，
４０个循环；９５℃ １５ｓ；６０℃ １ｍｉｎ；９５℃ １５ｓ。
每个实验样品设置 ３个重复，实验步骤参考
ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ试剂盒（ＴａＫａＲａ，大连）操
作说明。

实时荧光定量 ＰＣＲ获得一系列 Ｃｔ值，数据
分析采用２－ΔΔＣｔ法，用ＳＰＳＳ１６．０软件进行数据的
统计分析，分析方法为单因素方差，即当Ｐ＜０．０５
时为差异显著，结果表示为平均值±标准误。

６３８
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表１　暗纹东方ｓｏｘ９ａ和ｓｏｘ９ｂ基因克隆和相对表达定量引物
Ｔａｂ．１　Ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｒｉｍｅｒｓｏｆｓｏｘ９ａａｎｄｓｏｘ９ｂｇｅｎｅｓｉｎＴ．ｏｂｓｃｕｒｕｓ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ
引物序列（５′３′）
Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

扩增序列长度

Ｌｅｎｇｔｈｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅ／ｂｐ
用途

Ｐｕｒｐｏｓｅ
ｓｏｘ９ａＦ１ ＡＧＴＴＣＣＣＣＧＴＧＴＧＣＡＴＣＡＧ ５２３ 扩增核心片段

ｓｏｘ９ａＲ１ ＴＣＣＧＴＣＴＴＧＧＧＡＧＴＧＧＴＣ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｏｒｅｆｒａｇｍｅｎｔｓ
ｓｏｘ９ｂＦ１ ＡＴＧＣＣＧＴＧＴＣＣＣＡＧＧＴＣＣ ５８２
ｓｏｘ９ｂＲ１ ＴＧＡＧＣＴＧＡＡＣＧＴＣＣＴＣＣＧＧ

ｓｏｘ９ａＦ２（３′ＲＡＣＥ） ＧＴＧＣＴＧＡＡＧＧＧＣＴＡＣＧＡＣＴＧＧＡＣＧＣＴＧＧ １２２２ ３′ＲＡＣＥ第一轮ｆｉｒｓｔｒｏｕｎｄ
ｓｏｘ９ａＦ３（３′ＲＡＣＥ） ＡＡＣＴＣＴＧＧＧＣＡＡＡＣＴＣＴＧＧＡ １０４８ ３′ＲＡＣＥ第二轮ｓｅｃｏｎｄｒｏｕｎｄ
ｓｏｘ９ｂＦ２（３′ＲＡＣＥ） ＣＧＴＧＴＣＣＣＡＧＧＴＣＣＴＣＡＡＡＧＧＣＴＡＣＧＡＣ １２４６ ３′ＲＡＣＥ第一轮ｆｉｒｓｔｒｏｕｎｄ
ｓｏｘ９ｂＦ３（３′ＲＡＣＥ） ＡＣＧＡＴＧＧＣＣＣＣＧＧＡＧＧＡＣＧＴＴＣＡＧＣＴＣ ６９５ ３′ＲＡＣＥ第二轮ｓｅｃｏｎｄｒｏｕｎｄ
ｓｏｘ９ａＲ２（５′ＲＡＣＥ） ＴＣＣＧＴＣＴＴＧＧＧＡＧＴＧＧＴＣ ７２２ ５′ＲＡＣＥ第一轮ｆｉｒｓｔｒｏｕｎｄ
ｓｏｘ９ａＲ３（５′ＲＡＣＥ） ＧＣＣＴＣＧＧＣＴＧＧＴＡＣＴＴＧＴＡＧ ５２９ ５′ＲＡＣＥ第二轮ｓｅｃｏｎｄｒｏｕｎｄ
ｓｏｘ９ｂＲ２（５′ＲＡＣＥ） ＴＧＡＧＣＴＧＡＡＣＧＴＣＣＴＣＣＧＧ ８０２ ５′ＲＡＣＥ第一轮ｆｉｒｓｔｒｏｕｎｄ
ｓｏｘ９ｂＲ３（５′ＲＡＣＥ） ＧＣＣＴＣＧＧＣＴＧＧＴＡＣＴＴＧＴＡＧ ５２９ ５′ＲＡＣＥ第二轮ｓｅｃｏｎｄｒｏｕｎｄ
ｓｏｘ９ａＦ（ｑＲＴ） ＡＡＣＴＣＴＧＧＧＣＡＡＡＣＴＣＴＧＧＡ １２２ 荧光定量ＰＣＲ
ｓｏｘ９ａＲ（ｑＲＴ） ＧＣＣＴＣＧＧＣＴＧＧＴＡＣＴＴＧＴＡＧ
ｓｏｘ９ｂＦ（ｑＲＴ） ＧＡＣＡＣＴＧＧＧＧＡＡＡＣＴＣＴＧＧＡ １２２
ｓｏｘ９ｂＲ（ｑＲＴ） ＧＣＣＴＣＧＧＣＴＧＧＴＡＣＴＴＧＴＡＧ
βａｃｔｉｎＦ（ｑＲＴ） ＣＡＧＧＧＡＧＡＡＧＡＴＧＡＣＣＣＡＧＡ １２８ ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
βａｃｔｉｎＲ（ｑＲＴ） ＣＡＴＣＡＣＣＡＧＡＧＴＣＣＡＴＧＡＣＧ

１．４　生物信息学分析
将拼接的暗纹东方 ｓｏｘ９ａ和 ｓｏｘ９ｂ基因的

全长序列在ＮＣＢＩ数据库中进行 ＢＬＡＳＴ比对，推
断其开放阅读框序列并进行同源性分析；使用

ＤＮＡＭＡＮ软件进行编码蛋白质的氨基酸多重序
列比对分析；利用ＭＥＧＡ５．１软件构建基于邻位
相接法（ＮＪ法）的系统进化树，并采用１０００次自
举检验分析（ｂｏｏｔｓｔｒａｐａｎａｌｙｓｉｓ）评估进化树分支
节点的置信度。

借助 ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔＰａｒａｍ工具推断两个 Ｓｏｘ９
蛋白质的基本理化性质，包括蛋白质的相对分子

质量、等电点、氨基酸组成和总平均亲水性等；使

用ＮｅｔＰｈｏｓ３．１Ｓｅｒｖｅｒ程序预测磷酸化位点；使用
ＮｅｔＮＧｌｙｃ１．０程序预测糖基化位点；利用 ＳＭＡＲＴ
和ＰＲＯＳＩＴＥ工具分别分析氨基酸序列的保守结
构域及其功能域位点；借助 ＳＯＰＭＡ工具分别预
测 Ｓｏｘ９ａ和 Ｓｏｘ９ｂ蛋白质的二级结构；使用
ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔＳｃａｌｅ程序分析两个Ｓｏｘ９蛋白质的疏
水性；采用 ＳｉｇｎａｌＩＰ４．１预测信号肽剪切位点；采
用ＰＳＯＲＴⅡ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ工具定位蛋白质的亚细
胞；利用ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒ２．０程序分析跨膜区；借
助ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ工具分别预测 Ｓｏｘ９ａ和 Ｓｏｘ９ｂ
蛋白质的三级结构。

２　结果与分析

２．１　暗纹东方 ｓｏｘ９ａ和 ｓｏｘ９ｂ基因克隆与序
列特征

暗纹东方ｓｏｘ９ａ基因ｃＤＮＡ序列全长１２４８
ｂｐ（不含多聚腺苷酸尾），包括 ５′非编码区 ２９７
ｂｐ，３′非编码区２６７ｂｐ（不含多聚腺苷酸尾），开
放阅读框６８４ｂｐ，编码２２７个氨基酸。ｓｏｘ９ｂ基因
ｃＤＮＡ序列全长为 １９４１ｂｐ（不含多聚腺苷酸
尾），包括５′非编码区３０６ｂｐ，３′非编码区１６５ｂｐ
（不含多聚腺苷酸尾），开放阅读框１４７０ｂｐ，编码
４８９个氨基酸。

Ｓｏｘ９ａ蛋白相对分子量为２５．６６ｋｕ，等电点
为６．５６，蛋白分子式为Ｃ１１１２Ｈ１７４７Ｎ３３１Ｏ３５１Ｓ９；成熟
蛋白质中含有３４个带负电荷的酸性氨基酸（Ａｓｐ
＋Ｇｌｕ）和 ３２个带正电荷的碱性氨基酸（Ａｒｇ＋
Ｌｙｓ）。推导出的氨基酸序列包括 １６个丝氨酸
（Ｓｅｒ）、４个苏氨酸（Ｔｈｒ）和３个酪氨酸（Ｔｙｒ）等蛋
白激酶磷酸化位点，１个Ｎ糖基化位点，１个Ｐｆａｍ
结构域（１１～９３位），１个 ＨＭＧ盒结构域（１０３～
１７３位），见图 １ａ。二级结构中 α螺旋（ｈ）占
３６．５６％，β折叠（ｅ）占 ３．５２％，β转角（ｔ）占
６．１７％，无规卷曲（ｃ）占５３．７４％。而Ｓｏｘ９ｂ蛋白
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相对分子量为５３．７４ｋｕ，等电点为５．９０，蛋白分
子式为Ｃ２３３１Ｈ３５９９Ｎ６７５Ｏ７６７Ｓ１２，成熟蛋白质中含有带
负电荷的酸性氨基酸（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）和带正电荷的
碱性氨基酸（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）分别为５６和４５个。推导
出的氨基酸序列包括４９个丝氨酸、１３个苏氨酸
和９个酪氨酸等蛋白激酶磷酸化位点，３个 Ｎ糖
基化位点，１个 Ｐｆａｍ结构域（２２～９３位），１个
ＨＭＧ盒结构域（１０３～１７３位）和１个低复杂度区
保守结构域（２３１～２４３位，见图１ｂ）。二级结构
中α螺旋（ｈ）占１９．４３％，β折叠（ｅ）占６．５４％，
β转角（ｔ）占１．４３％，无规卷曲（ｃ）占７２．６０％，这
种二级结构组成可使得 Ｓｏｘ９ｂ蛋白质构象多样
化，从而决定了Ｓｏｘ９ｂ蛋白质功能的多样性。
　　Ｓｏｘ９ａ和Ｓｏｘ９ｂ蛋白质均属于不稳定的亲水
性蛋白，存在信号肽剪切位点的概率分别仅为

０．１和０．１０１，因此推断两个 Ｓｏｘ９蛋白质均不存
在信号肽结构。亚细胞定位分析结果发现，Ｓｏｘ９ａ
和Ｓｏｘ９ｂ蛋白质定位于细胞核、细胞质、线粒体和
内质网的概率为６０．９％、２６．１％、８．７％和４．３％，
由此可推测两个 Ｓｏｘ９蛋白质最有可能定位于细
胞核，其次为细胞质。跨膜区分析结果显示，

Ｓｏｘ９ａ蛋白和 Ｓｏｘ９ｂ蛋白均没有跨膜结构域，而
且氨基酸均位于胞外，由此可推断暗纹东方两

个Ｓｏｘ９蛋白质可能是一种非跨膜蛋白，不发生跨
膜运动。以上分析结果说明Ｓｏｘ９ａ和 Ｓｏｘ９ｂ蛋白
均可能是一种非分泌性蛋白。除此之外，对２个
Ｓｏｘ９蛋白进行三级结构同源建模。结果显示，
Ｓｏｘ９ａ蛋白三级结构的构型（图２ａ）与Ｓｏｘ９ｂ蛋白
三级结构的构型（图２ｂ）相似，均包括３个 α螺
旋，以 Ｌ形聚集在一起，其中螺旋１和２形成短
臂，螺旋３和Ｎ末端链形成长臂。
２．２　暗纹东方 ｓｏｘ９ａ和 ｓｏｘ９ｂ基因同源性分
析及氨基酸序列比对

同源性分析结果显示：暗纹东方 ｓｏｘ９ａ与
红鳍东方（Ｔａｋｉｆｕｇｕｒｕｂｒｉｐｅｓ，ＡＹ２７７９６４．１）、银
鲫（Ｃａｒａｓｓｉｕｓｇｉｂｅｌｉｏ，ＮＭ＿１３１６４３．１）、斑马鱼
（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ，ＤＱ０９８６８５．１）、金 鱼 （Ｃａｒａｓｓｉｕｓ
ａｕｒａｔｕｓ，ＫＰ２５５９７４．１）和 银 鳕 鱼 （Ａｎｏｐｌｏｐｏｍａ
ｆｉｍｂｒｉａ，ＫＣ１１２９１８．１）等５种ｓｏｘ９ａ核苷酸序列的
相似性分别为９９％、８３％、８３％、８３％和８２％；暗
纹东方ｓｏｘ９ｂ与红鳍东方（Ｔａｋｉｆｕｇｕｒｕｂｒｉｐｅｓ，
ＡＹ２７７９６５．１）ｓｏｘ９ｂ、半 滑 舌 鳎 （Ｃｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓ
ｓｅｍｉｌａｅｖｉｓ，ＥＵ０７０７６２．１）ｓｏｘ９、军曹鱼（Ｒａｃｈｙｃｅｎｔｒｏｎ
ｃａｎａｄｕｍ，ＫＸ１５４７９４．１）ｓｏｘ９、银鳕鱼（Ａｎｏｐｌｏｐｏｍａ
ｆｉｍｂｒｉａ，ＫＣ１１２９１８．１）ｓｏｘ９ａ、黄鳝 （Ｍｏｎｏｐｔｅｒｕｓ
ａｌｂｕｓ，ＡＦ３７８１５１．１）ｓｏｘ９ｂ，青

!

（Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ，
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起始密码子．ＡＴＧ；终止密码子．ＴＧＡ（）；潜在的Ｎ糖基化位点．●；磷酸化位点．○；单下划线为Ｐｆａｍ保守结构域；灰色阴影区

为ＨＭＧ盒结构域；双下划线为低复杂度保守结构域

ＩｎｉｔｉａｔｉｏｎｃｏｄｏｎｉｓＡＴＧ；ＴｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｃｏｄｏｎｉｓＴＧＡ（）；ＰｏｔｅｎｔｉａｌＮｇｌｙｃｏｓｉｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｓａｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｃｌｏｓｅｄｂｌａｃｋｃｉｒｃｌｅ；Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ

ｓｉｔｅｓａｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｂｙｈｏｌｌｏｗｃｉｒｃｌｅｓ；Ｐｆａｍｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅｄｏｍａｉｎｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｓｉｎｇｌｅｕｎｄｅｒｓｃｏｒｅ；ｇｒｅｙｓｈａｄｏｗｓａｒｅｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｔｈｅＨＭＧ

ｂｏｘｄｏｍａｉｎｒｅｇｉｏｎ；Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅｄｏｍａｉｎｓｗｉｔｈｌｏｗｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｄｏｕｂｌｅｕｎｄｅｒｓｃｏｒｅｓ

图１　暗纹东方ｓｏｘ９ａ基因（ａ）和ｓｏｘ９ｂ基因（ｂ）ｃＤＮＡ及其编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｓｏｘ９ａｇｅｎｅ（ａ）

ａｎｄｓｏｘ９ｂｇｅｎｅ（ｂ）ｉｎＴ．ｏｂｓｃｕｒｕｓ
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图２　暗纹东方Ｓｏｘ９ａ（ａ）和Ｓｏｘ９ｂ（ｂ）蛋白质的三级结构
Ｆｉｇ．２　ＴｅｒｔｉａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＳｏｘ９ａ（ａ）ａｎｄＳｏｘ９ｂ（ｂ）ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＴ．ｏｂｓｃｕｒｕｓ

ＮＭ＿００１１０５０８５．１）ｓｏｘ９、和虹鳟（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ
ｍｙｋｉｓｓ，ＮＭ＿００１１２４２７０．１）ｓｏｘ９等核苷酸序列的
相似性分别为９８％、８６％、８５％８３％、８３％、８１％
和７６％，同源性分析结果说明克隆得到的序列属
于Ｓｏｘ家族，且与红鳍东方同源性最高。氨基
酸多重序列比对分析结果显示，哺乳动物或鱼类

Ｓｏｘ９ａ和 Ｓｏｘ９ｂ氨基酸的 ＨＭＧ盒结构域均高度
保守，除１４８位氨基酸残基处发生变异外其他序
列完全相同，此外近Ｎ末端的氨基酸序列也高度
保守（图３～４），表明这些保守区域可能与 ｓｏｘ９ａ
和ｓｏｘ９ｂ基因生理功能的发挥有关。
２．３　暗纹东方Ｓｏｘ９ａ和 Ｓｏｘ９ｂ系统进化树构
建

基于邻位相接法（ｎｅｉｇｈｂｏｕｒｊｏｐｎｉｎｇ，ＮＪ法）
构建Ｓｏｘ９基因编码氨基酸序列的系统进化树，结
果表明，暗纹东方Ｓｏｘ９的系统进化树可分为两
个大支：哺乳类和两栖类聚为一大支，所有鱼类

聚为另一大支，其中鱼类这一大支又分为两个分

支，暗纹东方 Ｓｏｘ９ａ和 Ｓｏｘ９ｂ的进化树分别位
于不同的鱼类分支中，且均与同属的红鳍东方

紧密聚为一个小分支，亲缘关系最近，而与非洲

爪蟾、鼠和人等较高等脊椎动物的亲缘关系最

远。这表明暗纹东方 Ｓｏｘ９基因的系统进化关
系与传统的物种进化地位基本一致（图５）。
２．４　暗纹东方雌雄个体 ｓｏｘ９ａ和 ｓｏｘ９ｂ基因
的组织表达分析

２．４．１　ｓｏｘ９ａ基因在雌雄个体各组织中的表达
分析

荧光定量 ＰＣＲ结果显示，ｓｏｘ９ａ基因普遍存
在于雌鱼和雄鱼的各个组织中（图 ６）。比较
ｓｏｘ９ａ基因在雌鱼不同组织中的表达水平，可以
发现：ｓｏｘ９ａ基因在雌鱼下丘脑中的表达量最高，
与其他组织均有显著性差异（Ｐ＜０．０５）；除此之
外，ｓｏｘ９ａ基因在雌鱼脑、垂体、肝、胆、肠、肌肉、
眼和胃等组织中表达水平较高。比较ｓｏｘ９ａ基因
在雄鱼不同组织中的表达水平，可以发现 ｓｏｘ９ａ
基因在雄鱼肌肉中表达水平最高，与其他组织均

有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。比较 ｓｏｘ９ａ基因在雌
雄个体相同组织中的表达水平，可以发现 ｓｏｘ９ａ
基因在雌鱼下丘脑、肝、胆、肠、眼和胃组织中的

表达量明显高于雄鱼，仅在雌鱼性腺和肌肉组织

中的表达量明显低于雄鱼。
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序列中相同氨基酸残基用黑色背景表示，同源性超过７５％用粉红色背景表示，同源性超过５０％用浅蓝色背景表示

序列号：金鱼（ＣＡ）ＡＢＡ４１５８８，半滑舌鳎（ＣＳ）ＧＱ４０２４６１，斑马鱼（ＤＲ）ＡＡＨ９３１３４，三刺鱼（ＧＡ）ＡＡＱ６２９７８，稀有
"

鲫（ＧＲ）

ＡＩＤ２１７００，人（ＨＳ）ＡＡＰ３６２３１，猕猴（ＭＭ）ＡＡＫ０１６５１，鼠（Ｍ）ＡＡＨ２４９５８，青
!

（ＯＬ）ＡＡＸ６２１５２

Ｐｏｓｉｔｉｏｎｗｉｔｈ＞５０％ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙａｒｅｓｈａｄｅｄｉｎｌｉｇｈｔｂｌｕｅ，Ｐｏｓｉｔｉｏｎｗｉｔｈ＞７５％ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙａｒｅｓｈａｄｅｄｉｎｐｉｎｋ，ｗｈｉｌｅｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙｃｏｎｓｅｒｖｅｄ

ｐｏｓｉｔｉｏｎｓａｒｅｓｈａｄｅｄｉｎｂｌａｃｋ

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ：Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ（ＣＡ）ＡＢＡ４１５８８，Ｃｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓｓｅｍｉｌａｅｖｉｓ（ＣＳ）ＧＱ４０２４６１，Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ（ＤＲ）ＡＡＨ９３１３４，

Ｇａｓｔｅｒｏｓｔｅｕｓａｃｕｌｅａｔｕｓ（ＧＡ）ＡＡＱ６２９７８，Ｇｏｂｉｏｃｙｐｒｉｓｒａｒｕｓ（ＧＲ）ＡＩＤ２１７００，Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ（ＨＳ）ＡＡＰ３６２３１，Ｍａｃａｃａｍｕｌａｔｔａ（ＭＭ）

ＡＡＫ０１６５１，Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ（Ｍ）ＡＡＨ２４９５８，Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ（ＯＬ）ＡＡＸ６２１５２

图３　暗纹东方Ｓｏｘ９ａ与其他物种氨基酸序列比对图
Ｆｉｇ．３　ＭｕｌｔｉｐｌｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｔｈｅｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＴ．ｏｂｓｃｕｒｕｓＳｏｘ９ａ

ｗｉｔｈｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｒｏｍｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ
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序列中相同氨基酸残基用黑色背景表示，同源性超过７５％用粉红色背景表示，同源性超过５０％用浅蓝色背景表示

序列号：单丽鱼（ＣＭ）ＡＮＧ６０８５５，斑马鱼（ＤＲ）ＡＡＨ６７１３３，三刺鱼（ＧＡ）ＡＡＱ６２９７９，人（ＨＳ）ＡＡＰ３６２３１，猕猴（ＭＭ）ＡＡＫ０１６５１，鼠

（Ｍ）ＡＡＨ２４９５８，非洲齿鲤（ＮＦ）ＸＰ＿０１５８０１０４１，银大马哈鱼（ＯＫ）ＸＰ＿０２０３０９６２８，青
!

（ＯＬ）ＡＡＸ６２１５１

Ｐｏｓｉｔｉｏｎｗｉｔｈ＞５０％ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙａｒｅｓｈａｄｅｄｉｎｌｉｇｈｔｂｌｕｅ，Ｐｏｓｉｔｉｏｎｗｉｔｈ＞７５％ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙａｒｅｓｈａｄｅｄｉｎｐｉｎｋ，ｗｈｉｌｅｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙｃｏｎｓｅｒｖｅｄ

ｐｏｓｉｔｉｏｎｓａｒｅｓｈａｄｅｄｉｎｂｌａｃｋ

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ：Ｃｉｃｈｌａｍｏｎｏｃｕｌｕｓ（ＣＭ）ＡＮＧ６０８５５，Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ（ＤＲ）ＡＡＨ６７１３３，Ｇａｓｔｅｒｏｓｔｅｕｓａｃｕｌｅａｔｕｓ（ＧＡ）ＡＡＱ６２９７９，Ｈｏｍｏ

ｓａｐｉｅｎｓ（ＨＳ）ＡＡＰ３６２３１，Ｍａｃａｃａｍｕｌａｔｔａ（ＭＭ）ＡＡＫ０１６５１，Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ（Ｍ）ＡＡＨ２４９５８，Ｎｏｔｈｏｂｒａｎｃｈｉｕｓｆｕｒｚｅｒｉ（ＮＦ）ＸＰ＿

０１５８０１０４１，Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｋｉｓｕｔｃｈ（ＯＫ）ＸＰ＿０２０３０９６２８，Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ（ＯＬ）ＡＡＸ６２１５１

图４　暗纹东方Ｓｏｘ９ｂ与其他物种氨基酸序列比对图
Ｆｉｇ．４　ＭｕｌｔｉｐｌｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｔｈｅｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＴ．ｏｂｓｃｕｒｕｓＳｏｘ９ｂ

ｗｉｔｈｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｒｏｍｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ
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图５　不同物种Ｓｏｘ９氨基酸序列的系统进化树
Ｆｉｇ．５　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＳｏｘ９ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｐｅｃｉｅｓ

Ｈｙ．下丘脑；Ｂ．脑；Ｐ．垂体；Ｇ．性腺；Ｌ．肝；Ｇａ．胆；Ｉ．

肠；Ｍ．肌肉；Ｅ．眼；Ｈ．心脏；Ｓ．胃

雌鱼不同组织的显著性差异用大写字母表示，雄鱼不同组织

的显著性差异用小写字母表示

Ｈｙ．ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ；Ｂ．ｂｒａｉｎ；Ｐ．ｐｉｔｕｉｔａｒｙ；Ｇ．ｇｏｎａｄ；Ｌ．ｌｉｖｅｒ；Ｇａ．

ｇａｌｌｂｌａｄｄｅｒ；Ｉ．ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ；Ｍ．ｍｕｓｃｌｅ；Ｅ．ｅｙｅ；Ｈ．ｈｅａｒｔ；Ｓ．ｓｔｏｍａｃｈ

Ｔｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆｆｅｍａｌｅｔｉｓｓｕｅｓａｒｅｓｈｏｗｎｉｎｃａｐｉｔａｌ

ｌｅｔｔｅｒｓ，ａｎｄｔｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｍａｌｅｔｉｓｓｕｅｓａｒｅｓｈｏｗｎｉｎ

ｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓ

图６　暗纹东方ｓｏｘ９ａｍＲＮＡ的组织表达
Ｆｉｇ．６　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｏｘ９ａｍＲＮＡｉｎ
ｖａｒｉｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓｏｆＴ．ｏｂｓｃｕｒｕｓ

２．４．２　ｓｏｘ９ｂ基因在雌雄个体组织中的表达分析
荧光定量 ＰＣＲ结果显示，ｓｏｘ９ｂ基因普遍存

在于雌鱼和雄鱼的各个组织中（图 ７）。比较
ｓｏｘ９ｂ基因在雌鱼不同组织中的表达水平，可以发
现：ｓｏｘ９ｂ基因在雌鱼的下丘脑中表达量最高，与
其他组织均有显著性差异（Ｐ＜０．０５）；除此之外，
ｓｏｘ９ｂ基因在雌鱼脑、垂体、肝、眼和胃等组织中表
达水平较高。比较ｓｏｘ９ｂ基因在雄鱼不同组织中

的表达水平，可以发现：ｓｏｘ９ｂ基因在雄鱼肝中表
达水平最高，与其他组织均有显著性差异（Ｐ＜
０．０５）；除此之外，ｓｏｘ９ｂ基因在雄鱼下丘脑、脑、
垂体、胆、肌肉和眼等组织中表达水平较高。比

较ｓｏｘ９ｂ基因在雌雄鱼个体相同组织中的表达水
平，可以发现：ｓｏｘ９ｂ基因在下丘脑、脑、垂体、肝、
眼和胃等组织中的表达具有明显的性别差异性，

除性腺和肌肉以外的组织中，雌鱼 ｓｏｘ９ｂ基因的
表达水平要明显高于雄鱼。

Ｈｙ．下丘脑；Ｂ．脑；Ｐ．垂体；Ｇ．性腺；Ｌ．肝；Ｇａ．胆；Ｉ．

肠；Ｍ．肌肉；Ｅ．眼；Ｈ．心脏；Ｓ．胃

雌鱼不同组织的显著性差异用大写字母表示，雄鱼不同组织

的显著性差异用小写字母表示

Ｈｙ．ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ；Ｂ．ｂｒａｉｎ；Ｐ．ｐｉｔｕｉｔａｒｙ；Ｇ．ｇｏｎａｄ；Ｌ．ｌｉｖｅｒ；Ｇａ．

ｇａｌｌｂｌａｄｄｅｒ；Ｉ．ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ；Ｍ．ｍｕｓｃｌｅ；Ｅ．ｅｙｅ；Ｈ．ｈｅａｒｔ；Ｓ．ｓｔｏｍａｃｈ

Ｔｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆｆｅｍａｌｅｔｉｓｓｕｅｓａｒｅｓｈｏｗｎｉｎｃａｐｉｔａｌ

ｌｅｔｔｅｒｓ，ａｎｄｔｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｍａｌｅｔｉｓｓｕｅｓａｒｅｓｈｏｗｎｉｎ

ｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓ

图７　暗纹东方ｓｏｘ９ｂｍＲＮＡ的组织表达
Ｆｉｇ．７　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｏｘ９ｂｍＲＮＡ
ｉｎｖａｒｉｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓｏｆＴ．ｏｂｓｃｕｒｕｓ
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３　讨论

３．１　ｓｏｘ９基因的转录形式
ｓｏｘ９是一种含有高泳动组合基序的转录调

节因子，同时也是一种与哺乳动物决定雄性性别

直接相关的基因。研究表明，在鱼类基因组的进

化过程中由于基因组的复制导致 ｓｏｘ９基因内含
子的剪切方式不同，从而产生多种亚型。到目前

为止已报道的 ｓｏｘ９转录形式分为两种，分别为
ｓｏｘ９ａ（也称为 ｓｏｘ９ａ１）和 ｓｏｘ９ｂ（也称为 ｓｏｘ９ａ２）。
大多数鱼类主要存在ｓｏｘ９ａ和ｓｏｘ９ｂ这两种亚型，
如红鳍东方［２６］、斑马鱼［１９］和青

!

［２０］等。

ＴＡＫＡＳＥ等［２７］从成年皱皮蛙（Ｒａｎａｒｕｇｏｓａ）睾丸
中分离出 ｓｏｘ９基因的两种异构体亚型 ｓｏｘ９ａ和
ｓｏｘ９ｂ，并发现ｓｏｘ９ａ含有完整 ＨＭＧ盒结构域，具
有转录激活子功能，而ｓｏｘ９ｂ不含ＨＭＧ盒结构域
及近 Ｎ端氨基酸序列，其编码的氨基酸仅为
ｓｏｘ９ａ编码氨基酸序列的５５％，不具有转录因子
活性，因此推测ｓｏｘ９ｂ基因可能是ｓｏｘ９ａ基因剪切
包括ＨＭＧ盒结构域在内的第一个外显子后的产
物［２７］。暗纹东方克隆获得的 ｓｏｘ９ａ基因大小
与皱皮蛙ｓｏｘ９ｂ基因的大小一致，但结构不同，区
别在于暗纹东方ｓｏｘ９ａ基因编码的氨基酸序列
含有完整的ＨＭＧ盒但缺失 Ｃ末端序列；而暗纹
东方克隆获得的ｓｏｘ９ｂ基因大小及结构与皱皮
蛙的ｓｏｘ９ａ基因相同。由此可以看出ｓｏｘ９基因转
录的形式及其结构具有物种的差异性。

３．２　暗纹东方Ｓｏｘ９蛋白功能域分析
Ｓｏｘ家族具有转录因子典型的结构特征：

ＨＭＧ盒 ＤＮＡ结合结构域和转录激活结构域。
ＨＭＧ盒结构域由１个特征性基序、１个核定位信
号（ＮＬＳ１）和１个核输出信号（ＮＥＳ）等３部分组
成，此外ｓｏｘ９基因在近Ｃ末端也存在１个核定位
信号 ＮＬＳ２ ［２８］，其中特征性基序的序列为

ＡＱＡＡＲＲＫＬ，核定位信号ＮＬＳ１和ＮＬＳ２序列分别
为ＶＫＲＰＭＮＡＦＭＶＷＡＱＡＡＲＲＫ和 ＲＲＲＫ，核输出
信号序列为ＬＳＫＴＬＧＫＬＷＲＬＬ［２９］。有一种蛋白并
非是一直位于核内，而是需要经常往返于核质和

细胞质之间，这类穿梭蛋白既含有核定位信号，

同时又含有核输出信号，由此可知Ｓｏｘ９蛋白是一
种同时含有ＮＬＳ和ＮＥＳ的穿梭蛋白。

暗纹东方克隆获得的 ｓｏｘ９ａ和 ｓｏｘ９ｂ基因
作为ｓｏｘ基因家族的一员，具有家族典型的 ＨＭＧ

盒结构域、１个特征性基序、２个核定位信号
（ＮＬＳ１和ＮＬＳ２）和１个核输出信号（ＮＥＳ）等结
构，其中特征性基序、核定位信号 ＮＬＳ１和核输出
信号 ＮＥＳ位于 ＨＭＧ盒结构域内，核定位信号
ＮＬＳ２位于ＨＭＧ盒结构域外，且这些结构域的位
置与金钱鱼（Ｓｃａｔｏｐｈａｇｕｓｏｒｇｕｓ）和泰国斗鱼
（Ｂｅｔｔａｓｐｌｅｎｄｅｎｓ）的位置完全相同［２９３０］，这说明

ＨＭＧ盒在不同物种中均十分保守。除了这些结
构以外，ｓｏｘ９基因在近Ｃ末端１／３处存在１个反
式转录激活结构域 （ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｄｏｍａｉｎ，ＴＡ域），据报道人Ｓｏｘ９蛋白在Ｃ末端有
２个富含脯氨酸谷氨酸丙氨酸（ＰｒｏＧｌｕＡｌａ，
ＰＱＡ）和脯氨酸谷氨酸丝氨酸 （ＰｒｏＧｌｕＳｅｒ，
ＰＱＳ）转录激活域，这两个结构域在进化上相当
保守，因此推测Ｓｏｘ９蛋白因为含有 ＨＭＧ盒 ＤＮＡ
结合结构域和反式转录激活结构域才具有转录

因子活性［３１］，若Ｓｏｘ９蛋白缺少 ＴＡ域，可能会导
致丢失转录激活能力 ［１９］、无法发育为雄性个

体［３２］或性别逆转［３３］，然而ＴＡ域在哺乳动物中较
为保守但是在大多数鱼类的Ｃ末端是不保守的，
因此鱼类ｓｏｘ９基因转录激活的机制可能与哺乳
动物有所不同，需要其他保守域与 ＴＡ域一起参
与转录激活过程［３３］。暗纹东方 ｓｏｘ９ａ基因编
码的氨基酸序列具有完整的 ＨＭＧ结构域却丢失
了Ｃ末端的转录激活结构域，而 ｓｏｘ９ｂ基因编码
的氨基酸序列虽然不存在 ＰＱＡ区但具有完整的
ＨＭＧ结构域和 ＰＱＳ区，且在近 Ｃ末端还存在几
个高度保守的区域，可能代替ＰＱＡ区的作用并与
ＰＱＳ区一起参与转录因子活性的激活过程，故此
推测暗纹东方Ｓｏｘ９ａ蛋白可能不具有转录因子
活性，而Ｓｏｘ９ｂ蛋白具有转录因子活性。
３．３　暗纹东方 ｓｏｘ９ａ和 ｓｏｘ９ｂ基因的组织表
达分析

在通常情况下，目的基因的组织表达模式能

够在一定程度上反映该基因的生物学功能。荧

光定量结果显示暗纹东方 ｓｏｘ９ａ和 ｓｏｘ９ｂ基因
的ｍＲＮＡ均在雌鱼下丘脑中表达量最高，这说明
暗纹东方ｓｏｘ９ａ和 ｓｏｘ９ｂ基因在神经系统调控
方面可能发挥十分重要的作用；在精巢中有少量

表达，但在卵巢中不表达，这种表达情况与半滑

舌鳎［２４］、斑马鱼［１９］、青
!

［２０］、三倍体鲫鱼［３４］和胡

子鲶［３５］的表达情况基本一致，这说明暗纹东方

ｓｏｘ９ａ和 ｓｏｘ９ｂ基因可能通过神经系统调控间接

４４８
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参与精巢的发育过程，除此之外 ｓｏｘ９ａ基因在其
他组织如脑、垂体、肝、胆、肠、肌肉、眼和胃中也

有低等水平的表达；ｓｏｘ９ｂ基因在下丘脑、脑、垂
体、肝、眼和胃等组织中的表达具有明显的性别

差异性，雌鱼中 ｓｏｘ９ｂ基因的表达水平要明显高
于雄鱼，由此可知暗纹东方ｓｏｘ９ａ和ｓｏｘ９ｂ基因
的功能比较复杂，参与了多种组织的发育和功能

发挥，但具体的作用机制目前为止还尚未有文献

报道过，其基因功能有待于进一步的研究和探

索。ｓｏｘ９ａ和ｓｏｘ９ｂ基因的表达模式除上述特点
外，还有另外两种情况：一种是既在精巢中表达

又在卵巢中表达，如红鳍东方［２６］和黄鳝［２２］中

ｓｏｘ９ａ基因既在精巢中表达又在卵巢中表达，鲤
鱼［２３］、孔雀花

!

［２５］和黄鳝［２２］中 ｓｏｘ９ｂ基因既在
精巢中表达又在卵巢中表达；另一种是 ｓｏｘ９ｂ基
因仅在卵巢中表达，如红鳍东方［２６］和斑马

鱼［１９］等。这说明ｓｏｘ９ａ和ｓｏｘ９ｂ基因不仅与精巢
发育有关，还有可能参与卵巢的发育，这种性腺

表达的差异可能与鱼的种类和发育时期有关。

由暗纹东方的组织表达谱可知 ｓｏｘ９ａ和 ｓｏｘ９ｂ
基因在雌鱼和雄鱼中的作用具有很大的区别，主

要表现在神经调控、性腺及其他组织发育这３个
方面，但具体的作用机制还有待于进一步地研

究。

４　结论

本实验首次克隆得到了暗纹东方 ｓｏｘ９ａ和
ｓｏｘ９ｂ基因的ｃＤＮＡ全长序列，并利用生物信息学
方法分析了其序列结构、蛋白质的结构特点、相

关的生物信息学特征以及基因的组织表达水平，

为深入探索ｓｏｘ９ａ和 ｓｏｘ９ｂ基因在暗纹东方性
腺发育和性别分化过程中的生物学功能奠定了

重要基础，也为今后实现河豚属鱼类良种人工繁

育中的性别控制提供重要参考。
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ＮａｔｕｒｅＧｅｎｅｔｉｃｓ，２００１，２８（３）：２１６２１７．

［１９］　ＣＨＩＡＮＧＥＦＬ，ＰＡＩＣＩ，ＷＹＡＴＴＭ，ｅｔａｌ．Ｔｗｏｓｏｘ９ｇｅｎｅｓ

ｏｎｄｕｐｌｉｃａｔｅｄｚｅｂｒａｆｉｓｈｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ：ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｉｍｉｌａｒ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｏｒｓｉｎｄｉｓｔｉｎｃｔｓｉｔｅｓ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ

Ｂｉｏｌｏｇｙ，２００１，２３１（１）：１４９１６３．

［２０］　ＫＬＶＥＲＮ，ＫＯＮＤＯＭ，ＨＥＲＰＩＮＡ，ｅｔａｌ．Ｄｉｖｅｒｇｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｓｏｘ９ｄｕｐｌｉｃａｔｅｓｉｎｔｅｌｅｏｓｔｓｉｎｄｉｃａｔｅａｌｉｎｅａｇｅ

ｓｐｅｃｉｆｉｃｓｕｂｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔＧｅｎｅｓａｎｄ

Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ，２００５，２１５（６）：２９７３０５．

［２１］　俞菊华，李建林，曹丽萍，等．黄颡鱼ｓｏｘ９基因的分离及

分析［Ｊ］．农业生物技术学报，２００５，１３（５）：６２０６２３．

ＹＵＪＨ，ＬＩＪＬ，ＣＡＯＬＰ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｓｏｘ９ｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｙｅｌｌｏｗｃａｔｆｉｓｈ（Ｐｅｌｔｅｏｂａｇｒｕｓｆｕｌｖｉｄｒａｃｏ）

［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００５，１３（５）：

６２０６２３．

［２２］　ＺＨＯＵＲＪ，ＬＩＵＬ，ＧＵＯＹＱ，ｅｔａｌ．Ｓｉｍｉｌａｒｇｅｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

ｏｆｔｗｏｓｏｘ９ａｇｅｎｅｓａｎｄｔｈｅｉｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓｄｕｒｉｎｇ

ｇｏｎａｄａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎａｔｅｌｅｏｓｔｆｉｓｈ，ｒｉｃｅｆｉｅｌｄｅｅｌ

（Ｍｏｎｏｐｔｅｒｕｓａｌｂｕｓ）［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄ

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２００３，６６（３）：２１１２１７．

［２３］　杜启艳，常重杰，王凤羽，等．鲤鱼中 ｓｏｘ９ｂ基因的克隆

和表达［Ｊ］．实验生物学报，２００５，３８（５）：３９７４０３．

ＤＵＱＹ，ＣＨＡＮＧＺＪ，ＷＡＮＧＦＹ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｃｌｏｎｉｎｇａｎｄ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｏｘ９ｂｉｎＣｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ［Ｊ］．Ａｃｔａ

ＢｉｏｌｏｇｉａｅＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｉｓＳｉｎｉｃａ，２００５，３８（５）：３９７４０３．

［２４］　ＤＯＮＧＸＬ，ＣＨＥＮＳＬ，ＪＩＸＳ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｌｏｎｉｎｇ，

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｏｘ９ａａｎｄＦｏｘｌ２

ｇｅｎｅｓｉｎｈａｌｆｓｍｏｏｔｈｔｏｎｇｕｅｓｏｌｅ（Ｃｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓｓｅｍｉｌａｅｖｉｓ）

［Ｊ］．ＡｃｔａＯｃｅａｎｏｌｏｇｉｃａＳｉｎｉｃａ，２０１１，３０（１）：６８７７．

［２５］　ＳＨＥＮＸＹ，ＣＵＩＪＺ，ＧＯＮＧＱＬ，ｅｔａｌ．Ｃｌｏｎｉｎｇｏｆｔｈｅｆｕｌｌ

ｌｅｎｇｔｈｃｏｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｏｘ９ｂｉｎ

ｇｕｐｐｙ（Ｐｏｅｃｉｌｉａｒｅｔｉｃｕｌａｔａ）［Ｊ］．ＦｉｓｈＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙａｎｄ

Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００７，３３（３）：１９５２０２．

［２６］　ＳＨＥＮＸＹ，ＣＵＩＪＺ，ＹＡＮＧＧＰ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ

Ｄｍｒｔｓ ａｎｄ ｔｗｏ ｓｏｘ９ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｔａｋｉｆｕｇｕ ｒｕｂｒｉｐｅｓ

（Ｔｅｔｒａｏｄｏｎｔｉｄａｅ， Ｖｅｒｔｅｂｒａｔａ）［Ｊ］． ＪｏｕｒｎａｌｏｆＯｃｅａｎ

ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎａ，２００７，６（２）：１８２１８６．

［２７］　ＴＡＫＡＳＥＭ，ＮＯＧＵＣＨＩＳ，ＮＡＫＡＭＵＲＡＭ．Ｔｗｏｓｏｘ９ｍｅｓｓｅｎｇｅｒ

ＲＮＡｉｓｏｆｏｒｍｓ：ｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｓａｎｄｔｈｅｉｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｄｕｒｉｎｇｇｏｎａｄａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｉｎｔｈｅｆｒｏｇＲａｎａｒｕｇｏｓａ［Ｊ］．

ＦＥＢＳＬｅｔｔｅｒｓ，２０００，４６６（２／３）：２４９２５４．

［２８］　ＳＥＫＩＤＯＲ，ＬＯＶＥＬＬＢＡＤＧＥＲ．Ｓｅｘｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｉｎｖｏｌｖｅｓ

ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃａｃｔｉｏｎｏｆＳＲＹａｎｄＳＦ１ｏｎａｓｐｅｃｉｆｉｃｓｏｘ９ｅｎｈａｎｃｅｒ

［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２００８，４５３（７１９７）：９３０９３４．

［２９］　陈建华，何毛贤，牟幸江，等．金钱鱼ｓｏｘ９ｃＤＮＡ克隆及

其表达分析［Ｊ］．动物学杂志，２０１５，５０（１）：９３１０２．

ＣＨＥＮＪＨ，ＨＥＭＸ，ＭＯＵＸＪ，ｅｔａｌ．ｃＤＮＡｃｌｏｎｉｎｇａｎｄ

ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｏｘ９ｉｎＳｃａｔｏｐｈａｇｕｓａｒｇｕｓ［Ｊ］．

ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＺｏｏｌｏｇｙ，２０１５，５０（１）：９３１０２．

［３０］　贺超，洪广，吴静娴，等．泰国斗鱼ｓｏｘ９基因的克隆及组

织表达研究［Ｊ］．安徽农业科学，２０１７，４５（８）：１５１１５５，

１７９．

ＨＥＣ，ＨＯＮＧＧ，ＷＵＪＸ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｙｏｎｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｔｉｓｓｕｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｏｘ９ｉｎＢｅｔｔａｓｐｌｅｎｄｅｎｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｎｈｕｉ

ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０１７，４５（８）：１５１１５５，１７９．

［３１］　ＱＩＮＹＪ，ＫＯＮＧＬＫ，ＰＯＩＲＩＥＲＣ，ｅｔａｌ．Ｌｏｎｇｒａｎｇｅ

ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｓｏｘ９ｉｎＯｄｄＳｅｘ（Ｏｄｓ）ｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｈｕｍａｎ

ＭｏｌｅｃｕｌａｒＧｅｎｅｔｉｃｓ，２００４，１３（１２）：１２１３１２１８．

［３２］　裴开颜，王介东．Ｙ染色体性别决定区（Ｓｒｙ）：性别决定

关键开关［Ｊ］．生殖医学杂志，２０１２，２１（４）：４００４０５．

ＰＥＩＫ Ｙ，ＷＡＮＧ ＪＤ．ＳｅｘｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｒｅｇｉｏｎｏｆＹ

ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ（Ｓｒｙ）：ｍａｓｔｅｒｓｗｉｔｃｈｏｆｓｅｘｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ［Ｊ］．

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１２，２１（４）：４００４０５．

［３３］　ＳＤＢＥＣＫＰ，ＳＣＨＭＩＴＺＭＬ，ＢＡＥＵＥＲＬＥＰＡ，ｅｔａｌ．Ｓｅｘ

ｒｅｖｅｒｓａｌｂｙｌｏｓｓｏｆｔｈｅＣｔｅｒｍｉｎａｌｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｉｏｎｄｏｍａｉｎｏｆ

ｈｕｍａｎｓｏｘ９［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＧｅｎｅｔｉｃｓ，１９９６，１３（２）：２３０２３２．

［３４］　ＧＵＯＸＨ，ＹＡＮＪＰ，ＬＩＵＳＪ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ａｎａｌｙｓｅｓｏｆｔｈｅｓｏｘ９ａｇｅｎｅｉｎｔｒｉｐｌｏｉｄＣｒｕｃｉａｎｃａｒｐ［Ｊ］．Ｆｉｓｈ

ＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１０，３６（２）：１２５１３３．

［３５］　ＲＡＴＨＥＲＭＡ，ＢＨＡＴＩＡ，ＧＩＲＥＥＳＨＢＡＢＵＰ，ｅｔａｌ．

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎｇｅｎｅａｎｄｅｆｆｅｃｔｏｆ

ｎａｎｏｅｎｃａｐｓｕｌｔｅｄｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ１０ｏｎｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｍａｔｕｒａｔｉｏｎｉｎ

６４８



６期 高莹莹，等：暗纹东方ｓｏｘ９基因的克隆和组织表达分析

Ｃａｔｌａｃａｔｌａ［Ｊ］．ＤｏｍｅｓｔｉｃＡｎｉｍａｌＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，２０１６，５６： ３６４７．

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｔｉｓｓｕｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｏｘ９ｇｅｎｅｉｎＴａｋｉｆｕｇｕ
ｏｂｓｃｕｒｕｓ

ＧＡＯＹｉｎｇｙｉｎｇ１，２，３，ＬＩＵＸｉｎｆｕ２，３，ＨＵＰｅｎｇ４，ＬＩＵＢｉｎ２，３，ＧＵＯＺｈｅｎｇｌｏｎｇ５

（１．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＦｉｓｈｅｒｉｅｓａｎｄＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；２．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｆｏｒ
ＳｕｓｔａｉｎａｂｌｅＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＭａｒｉｎｅＦｉｓｈｅｒｉｅｓ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅａｎｄＲｕｒａｌＡｆｆａｉｒｓ，ＹｅｌｌｏｗＳｅａＦｉｓｈｅｒｉｅｓＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，
ＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＦｉｓｈｅｒｙＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｑｉｎｇｄａｏ　２６６０７１，Ｓｈａｎｄｏｎｇ，Ｃｈｉｎａ；３．ＱｉｎｇｄａｏＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＦｉｓｈＳｅｅｄＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ
ａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｑｉｎｇｄａｏ　２６６０７１，Ｓｈａｎｄｏｎｇ，Ｃｈｉｎａ；４．ＮｅｉｊｉａｎｇＮｏｒｍａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｎｅｉｊｉａｎｇ　６４１１００，Ｓｉｃｈｕａｎ，Ｃｈｉｎａ；
５．ＪｉａｎｇｓｕＺｈｏｎｇｙａｎｇＧｒｏｕｐＣｏｍｐａｎｙＬｉｍｉｔｅｄ，Ｈａｉ’ａｎ　２２６６００，Ｊｉａｎｇｓｕ，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｈｅｐｕｒｐｏｓｅｏｆｔｈｉｓｓｔｕｄｙｗａｓｔｏｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｒｏｌｅｏｆｓｏｘ９ｇｅｎｅｉｎｇｏｎａｄ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｓｅｘｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎＴａｋｉｆｕｇｕｏｂｓｃｕｒｕｓ．ＴｈｅｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｓｏｘ９ｇｅｎｅｉｎ
Ｔａｋｉｆｕｇｕｏｂｓｃｕｒｕｓｉｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｌｏｎｅｄｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅｄｅｓｉｇｎｏｆｄｅｇｅｎｅｒａｔｅｐｒｉｍｅｒａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＲＡＣＥａｎｄ
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