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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（ｇｏｎａｄａｌｓｏｍａｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒ，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
（ＤＭｄｏｍａｉｎｏｎＹｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ，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 ＴＧＦβ（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒβ）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］。ＴＧＦβ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 ＴＧＦβ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［４，６７］，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［１１１３］。

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（Ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒ
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 ＭＭＬＶＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ（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 ＲＴＰＣＲ，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βａｃｔｉｎ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％ＴｒｉｔｏｎＸ１００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ＴＳＡＴＭＰｌｕｓ
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（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，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（ＧＴＰｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅ）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［１４１５］，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（ＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅ），ＤＮＡ／ＲＮＡＢＤ（ＤＮＡ／ＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅ）ａｒｅｂｏｘｅｄｉｎｂｌａｃｋ；ｍｏｔｉｆ１，ｍｏｔｉｆ２，ｍｏｔｉｆ３ａｒｅｂｏｘｅｄｉｎｒｅｄ；

ＧＴＰｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅａｒｅｂｏｘｅｄｗｉｔｈｄｏｔｔｅｄｌｉｎｅｓｉｎｂｌａｃｋ；ＮＥＳ（ｎｕｃｌｅａｒｅｘｐｏｒｔｓｉｇｎａｌ）（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ＲＴＰＣＲ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 ＲＴＰＣＲ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（ＩＧＦⅡ
ｍＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ）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；３５．２的单通道图像；６８．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．ａｎｔｉＴｓｎ；红

色．ａｎｔｉＩｇｆ２ＢＰ３；蓝色．ＤＡＰＩ。

１．ＬｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＴｓｎ／Ｉｇｆ２ＢＰ３ｉｎｇｓｄｆ＋／＋ＸＸｏｖａｒｉｅｓ；２．ｍａｇｎｉｆｉｅｄｉｍａｇｅｓｏｆ１；３５．ｔｈｅｓｉｎｇｌｅｃｈａｎｎｅｌｓｏｆ２；６８．ＬｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＴｓｎ／

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

ｏｖａｒｙ；Ｇｒｅｅｎ．ａｎｔｉＴｓｎ；Ｒｅｄ．ａｎｔｉＩｇｆ２ＢＰ３；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ｄｍｙｇｓｄｆ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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