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团头鲂 SPATA4 基因的分子克隆及表达分析
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摘要 采用 RACE(rapidamplificationofcDNAends)技术从团头鲂精巢中克隆出精子发生相关基因4
(spermatogenesisassociatedgene4,SPATA4)。该基因cDNA全长为1076bp,包括1个678bp的完整阅读框

架,编码225个氨基酸,预测的氨基酸序列的分子质量为25.72ku,等电点为9.32。序列分析显示团头鲂SPA-
TA4基因与其他脊椎动物同源性较高。荧光定量PCR结果显示SPATA4基因在受精后1~206h期间,该基因

在受精后4h和受精后28h的表达量最高,在受精后50h表达量最低,而在其他时期的表达水平基本一致;在
所检测的10个组织中,SPATA4基因在精巢中的表达量最高。
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  SPATA4(精子发生相关基因4,spermatogen-
esisassociatedgene4,曾用名TSARG2)于2001年

首次从小鼠精巢cDNA文库中克隆出以来[1],该基

因陆续在人[2]、大鼠[3]、斑马鱼[4]、虹鳟[5]和雏鸡[6]

等物种中分离出来。研究表明,SPATA4在精子生

成中具有重要生理功能,它可能参与到了脊椎动物

的性成熟过程,同时对生精细胞的分化以及细胞凋

亡过程也起着重要的调节作用[7]。然而,精子的发

生与凋亡是一个涉及到多个基因相互作用的复杂过

程,许多精巢生精细胞凋亡相关基因都涉及到精子

发生及凋亡过程,如CREM[8]、Hsp[9-10]、Fas[11]、
TRAIL[12]和 TR2[13]等基因,但这些基因都不属于

精巢特异基因,而研究证实了SPATA4是睾丸组织

特异性表达基因,且该基因通过表达量的上调或下

调实现其在机体内的调节功能[7]。然而鱼类中关于

该基因功能的研究并不多。
由于长期人工养殖和数代人工密集饲养,以及

人为和自然因素等影响,各天然水域团头鲂(Mega-
lobramaamblycephala)种群混杂繁殖,其经济性状

出现了退化现象[14]。此外,由于养殖环境严重污

染、水质恶化等因素,直接影响着团头鲂性腺发育和

正常繁殖。因此,随着团头鲂选育工作的全面开

展[15-17],进行团头鲂繁殖生物学的相关研究工作是

非常重要的。
笔者采用RACE(rapidamplificationofcDNA

ends)技术克隆出团头鲂SPATA4基因,并用生物

信息学方法分析该基因的cDNA和预测的蛋白质

序列;采用荧光定量PCR分析SPATA4基因在团

头鲂受精后不同发育时期及成鱼不同组织中的表达

情况,旨在为团头鲂育种奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材 料

试验所用材料取自湖北省鄂州市团头鲂原种

场。用于基因时间表达谱分析的样品取自受精后不

同发育时期的胚胎及仔鱼(水温(24±1)℃);用于

组织表达谱分析的样品来自成鱼的各个组织,包括

精巢、卵巢、肠、肌肉、脊髓、鳃、脑、心脏、肾脏和脾脏

等10个组织(n=3),样品取后迅速采用 Trizol
(TaKaRa)法提取总RNA,具体方法见说明书,然后

利用1%琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计分别检

测总RNA的浓度和质量。
1.2 引物设计

从笔者所在实验室构建的团头鲂cDNA文库

中筛选出SPATA4基因的部分cDNA序列,并根

据SPATA4基因部分序列采用Primer5.0设计5′
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和3′RACE引物,引物由上海英骏生物技术有限公

司合成,引物序列见表1。
表1 试验所需引物序列

Table1 Theprimersequencesdesigned

引物

Primer
引物序列(5′-3′)
Primersequence

目的

Purpose

SPATA4-GSP3′-O GAGGAGAGAACCCAAGACCC 3′RACE

SPATA4-GSP3′-I CCACTCTTGGAGAACAGGCT 3′RACE

SPATA4-GSP5′-O GGTCTTGGGTTCTCTCCTCT 5′RACE

SPATA4-GSP5′-I CACTGAGGCTGTGGAACGAG 5′RACE

SPATA4-qRT-PCR-F CTCGTTCCACAGCCTCAGT qRT-PCR

SPATA4-qRT-PCR-R GGTCTTGGGTTCTCTCCTCT qRT-PCR

β-actin-F ACCCACACCGTGCCCATCTA qRT-PCR

β-actin-R CGGACAATTTCTCTTTCGGCTG qRT-PCR

GAPDH-F YGCYGGCATCTCCCTCAA qRT-PCR

GAPDH-R TCAGCAACACGRTGGCTGTAG qRT-PCR

EF1α-F CTTCTCAGGCTGACTGTGC qRT-PCR

EF1α-R CCGCTAGCATTACCCTCC qRT-PCR

1.3 RACE 扩增 cDNA 全长及序列分析

取5μL精巢总RNA,根据5′和3′RACE试剂

盒(TaKaRa)使用说明书进行反转录,然后采用巢

式PCR进行扩增,引物见表1。将PCR扩增产物

纯化回收,连接到pGEM-TEasy载体上,然后转化

到感受态细胞大肠杆菌DH5α中,经PCR鉴定后将

阳性克隆送到上海英骏生物技术有限公司测序。
利用DNAstar软件对基因的全长cDNA序列

进 行 拼 接,NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/BLAST/)在线软件进行序列同源性比对。应

用NCBIORFfinder(http://www.ncbi.nlm.nih.

gov/gorf/gorf.html)软件寻找候选基因的开放阅

读框(openreadingframe,ORF),并将其翻译成氨

基酸序列。蛋白质分子质量与等电点由ProtParam
(http://web.expasy.org/protparam/)在线软件进

行预测。采用PROSITE(http://cn.expasy.org/

prosite)寻找蛋白质基序。ClustalX软件对氨基酸

多序列进行比对,MEGA5.0用于构建基因的系统

进化树。
1.4 荧光定量 PCR

取不 同 发 育 时 期 及 不 同 组 织 的 总 RNA 各

1μg,利用反转录试剂盒PrimeScript® RTreagent
KitWithgDNAEraser(TaKaRa)进行反转录以获

得相应的cDNA。以获得的cDNA为模板进行荧光

定量PCR(real-timePCR)以分析目的基因的时空

表达谱,其反应体系:10×Buffer2.5μL,20×Eva
Green2.0μL,上下游引物各0.5μL,dNTPs(10
mmol/L)0.4μL,ExTaq酶 (5U/μL)0.2μL,

cDNA模板1.0μL,加水至20μL;反应条件见

表2。通过标准曲线法分析目的基因的时空表达谱。
同时选ACTB(β-actin)、GAPDH (glyceraldehyde-
3-phosphatedehydrogenase)和 EF1α (elongation
factor1,alpha)3个基因作为本试验的内参基因,利
用 geNorm 软 件 (http://medgen.ugent.be/

genorm/)对3个内参基因在不同发育时期及不同

组织中的稳定性进行评估,选择最稳定的作为分析

时空表达谱的内参基因。
表2 qRT-PCR扩增条件

Table2 TheamplifyingconditionsofqRT-PCR

基因 Gene 预变性Predenaturation 变性 Denaturation 退火 Annealing 延伸Extension 循环数Cycles

SPATA4 95℃30s 95℃5s 57℃15s 72℃20s 40

GAPDH 95℃30s 95℃5s 57℃11s 72℃20s 40

β-actin 95℃30s 95℃5s 55℃12s 72℃20s 40

EF1α 95℃30s 95℃5s 57℃30s 72℃20s 40

1.5 数据分析

利用One-wayANOVA分析候选基因在不同

发育时期间的表达差异性,其中P<0.05为差异显

著,P<0.01为差异极显著。

2 结果与分析

2.1 团头鲂 SPATA4 的 cDNA 序列分析

本研究通过RACE技术克隆得到团头鲂SPA-
TA4基因的5′端和3′端,并通过DNAstar软件对

序列进行拼接获得该基因的cDNA全长[GenBank:

JQ898682]。SPATA4基因cDNA序列全长1076
bp,其中3′和5′非翻译区(untranslatedregion,

UTR)长度分别为161bp和237bp,ORF为678
bp,共编码225个氨基酸,在3′UTR发现2个加尾

信号(AATAAA)及1个polyA尾巴(图1)。Blast
同源性分析显示团头鲂SPATA4基因cDNA序列

与稀有鮈鲫、斑马鱼和虹鳟的同源性较高,分别为

93%、88%和73%。

001
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 星号标注的序列为终止密码子Asteriskrepresentsstopcodon;方框中的序列为加尾信号 Thepolyadenylationsignalsequencesare

includedintheopenboxes.

图1 团头鲂SPATA4cDNA与氨基酸序列

Fig.1 SPATA4cDNAandaminoacidsequencesofMegalobramaamblycephala
2.2 团头鲂 SPATA4 的氨基酸序列特征

经ProtParam在线分析SPATA4氨基酸序列

分子质量为25.72ku,等电点为9.32。氨基酸序列

分析显示该基因与其他物种的同源基因有较高的同

源性(与稀有鮈鲫、斑马鱼和虹鳟SPATA4的同源

性分别为92%、88%和78%),并且在氨基酸19~

98之间存在一保守的功能域CAMSAP-CH,该功

能域属于CH超家族。经PROSITE预测后发现在

SPATA4序列存在4个基序,分别为蛋白激酶C磷

酸化位点、N-糖基化位点、N-豆蔻酰化位点和酪蛋

白激酶Ⅱ磷酸化作用位点,如图2。

 mSPATA4、gSPATA4、dSPATA4和oSPATA4分别代表团头鲂、稀有鮈鲫、斑马鱼和虹鳟SPATA4氨基酸序列 mSPATA4:Mega-

lobramaamblycephalaSPATA4,gSPATA4(AEC33234.1):GobiocyprisrarusSPATA4,dSPATA4(AAH93102.1):DaniorerioSPA-
TA4,oSPATA4(rNP_001117998.1):OncorhynchusmykissSPATA4;蓝色、红色和绿色标注的分别是蛋白激酶C磷酸化位点、N-糖基

化位点和N-豆蔻酰化位点Blue,redandgreenrepresentproteinkinaseCphosphorylationsite,N-glycosylationsiteandN-myristoyla-
tionsite,respectively;方框框住的是酪氨酸硫酸化位点Framed:Tyrosinesulfationsite;阴影标注的为酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化作用位点

Shadowed:CaseinkinaseⅡphosphorylationsite;虚线标注的为CAMSAP-CH功能区域Dottedline:CAMSAP-CHdomain.

图2 脊椎动物SPATA4氨基酸序列比对

Fig.2 AlignmentofthededucedaminoacidsequencesofSPATA4invertebrates
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2.3 团头鲂 SPATA4 的系统进化树

根据团头鲂及其他脊椎动物的SPATA4氨基

酸序列,应用 MEGA5.0和ClusterX构建SPA-
TA4系统进化树,见图3。由图3可知该进化树主

要由两个大的分支构成,哺乳动物和禽类聚为一个

大的分支,鱼类的SPATA4聚为另一个分支,其中

团头鲂与稀有鮈鲫及斑马鱼聚为一个小分支,亲缘

关系较近。

 下划线标注的为团头鲂 Megalobramaamblycephalaisunderlined;

比对序列及其在GenBank中的登录号如下 Thesequencesusedfor

comparisonandtheirGenBankaccessionnumberswereasfollowing:Go-

biocyprisrarus(AEC33234.1,Daniorerio (NP_001004013.1),On-

corhynchusmykiss (NP_001117998.1),Cionaintestinalis (NP_

001029005.1),Branchiostomafloridae(XP_002611669.1),Anoliscaro-
linensis(XP_003221696.1),Oreochromisniloticus(XP_003443449.1),

Saccoglossuskowalevskii (XP_002735132.1),Bostaurus (NP_

001011677.1),Macacafascicularis(EHH54075.1),Oryctolaguscunic-

ulus(XP_002709370.1),Homosapiens(NP_653245.2),Gallusgallus
(NP_001026309.1).

图3 SPATA4基因的系统进化树

Fig.3 PhylogeneticanalysisoftheSPATA4gene

2.4 团头鲂 SPATA4 在不同发育时期的表达谱

经 过 geNorm 软 件 对 β-actin、GAPDH 和

EF1α3个内参基因筛选之后发现EF1α在团头鲂

不同发育时期及不同的组织中表达最稳定,因此将

EF1α用于分析SPATA4基因时空表达谱的内参

基因。由图4可知,SPATA4在团头鲂早期胚胎及

仔鱼不同发育时期均有表达,从受精后1h到4h
其表达量逐渐升高,然后降低,而在受精后28h出

现第2个波峰,然后又逐渐降低,到受精后50h达

到最低,而后升高并保持不变。并且在受精后4h
及受精后28h该基因表达量显著高于其他发育时

期的表达量(P<0.05)。
2.5 团头鲂 SPATA4 的组织表达谱

利用荧光定量PCR方法分析SPATA4基因在

团头鲂10个组织中的表达情况。由图5可知,

SPATA4基因在脾脏、肾脏、心脏、脑、鳃、脊髓、肌
肉、肠、卵巢和精巢等组织中均有表达,而在精巢中

的表达量最高,然后依次为卵巢、肠、肌肉、脊髓、鳃、
脑和心脏,而在脾脏和肾脏中几乎检测不到表达。

 图中不同的字母表示差异显著(P<0.05)Thedifferentletters

onthetopofbarsweresignificantlydifferent(P<0.05);h为受

精后时间(小时)Hourspost-fertilization;Zg表示受精卵Zg:Zy-

gote.

图4 团头鲂SPATA4在不同发育时期中的表达谱

Fig.4 SPATA4expressionatdifferentdevelopmental
stagesofMegalobramaamblycephala

 图中S、K、H、B、G、SC、M、I、O和T分别表示脾脏、肾脏、心

脏、脑、鳃、脊髓、肌肉、肠、卵巢和精巢S,K,H,B,G,SC,M,I,O

andTrepresentspleen,kidney,heart,brain,gill,spinalcord,

muscle,intestine,ovaryandtestis,respectively.

图5 团头鲂SPATA4的组织表达谱

Fig.5 TissueexpressionprofileofMegalobrama
amblycephalaSPATA4

3 讨 论

SPATA4基因作为与细胞凋亡相关的精巢特

异基因第一次在小鼠中被克隆。至今,该基因已在

多个脊椎动物中克隆出来,且SPATA4在人、小鼠、
大鼠、黑猩猩等脊椎动物中高度保守[18]。为了研究

SPATA4基因在团头鲂中的表达与分布,本试验采

用RACE技术克隆出1076bp的全长cDNA序列,

Blast同源性分析发现团头鲂与稀有鮈鲫、斑马鱼和

虹鳟SPATA4基因cDNA序列的同源性在73%~

201
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93%之间。系统进化分析显示鱼类和哺乳动物的

SPATA4分别聚为2个大的分支,其中团头鲂与稀

有鮈鲫及斑马鱼聚为1个小分支,这与生物的进化

程度是一致的。氨基酸序列分析显示团头鲂SPA-
TA4序列中存在一保守CAMSAP-CH 功能域,该
功能域属于CH超家族。而CH超家族是钙调蛋白

超家族同源结构域,包括肌动结合蛋白,如膜收缩蛋

白、α-辅肌动蛋白、抗肌萎缩蛋白、肌营养相关蛋白

和丝束蛋白等,这些蛋白质对于调节细胞形态和信

号传导是必不可少的[19]。由此可以推测出隶属CH
超家族的SPATA4也可能具备这些生物学功能。

胚胎发育受基因表达和细胞间信号等综合调

控,调控基因的表达具有时空性,在胚胎发育不同阶

段、部位适度表达是胚胎正常发育所必需的[20]。在

动物发育过程中,SPATA4基因起着重要的调控作

用,已有报道提示SPATA4基因参与大鼠和雏鸡性

腺的发育调控[3,6],但目前关于SPATA4基因胚胎

发育全程中时期表达的研究还存在空白。据报道,
为了检测SPATA4基因在大鼠中的表达情况,自大

鼠出生后14d开始取其睾丸样,结果表明该基因自

大鼠出生后30d开始表达且表达量逐渐增加,至出

生后65d达到最高并趋于稳定[3]。取1月龄雏鸡

睾丸检测SPATA4基因表达情况时发现,该基因自

雏鸡出生后1个月开始表达且表达量逐渐增加,至
出生后6个月达到最高并趋于稳定[6]。本研究发现

SPATA4基因在团头鲂早期胚胎发育时期均有表

达,具体而言,该基因在受精后1h到受精后4h表

达量逐渐升高,然后降低,而在受精后28h出现第2
个波峰,然后又逐渐降低,到受精后50h(也可称为

出膜后12h)达到最低,而后升高并保持不变。本

研究中团头鲂受精后4h和28h分别是囊胚期和心

跳期,鱼类囊胚腔的形成需要运送胚外离子(如

Na+)到胚胎中心,而胚胎进入心跳期后,心脏开始

搏动,向这两个期转变的胚胎均需要大量的能量,因
此推测该基因在胚胎囊胚期和心跳期对于提高细胞

活力和能量的供给方面发挥着重要作用。迄今为

止,SPATA4基因在动物早期胚胎发育阶段表达水

平的研究尚未见报道,本研究结果中关于该基因在

团头鲂早期胚胎发育及稚仔鱼中的动态表达模式推

测,该基因在动物早期发育阶段中可能起着重要作

用,但具体机制需要进一步研究。而SPATA4基因

在团头鲂稚仔鱼后期至成鱼发育过程中的表达模式

与在大鼠及雏鸡中的表达模式是否一致有待于进一

步研究。
组织表达谱的结果显示SPATA4基因在脾脏、

肾脏、心脏、脑、鳃、脊髓、肌肉、肠、卵巢和精巢等组

织中均有表达,而在精巢中的表达量最高,其次是卵

巢,其他组织中表达量较低(图5)。以往对SPA-
TA4基因研究表明,该基因在人[2]、大鼠[3]和雏

鸡[6]精巢中特异表达,其他组织中没有表达。因此

SPATA4基因被认为是在精巢中特异表达的基因。
而SPATA4基因在斑马鱼[4]和虹鳟[5]的精巢中大

量表达,在卵巢中表达量较少,而其他组织中没有表

达。在小鼠中的研究发现,SPATA4基因主要在精

巢中表达,在卵巢和子宫中少量表达,其他组织没有

表达[21]。以往针对SPATA4基因在鱼类与哺乳动

物及禽类中不同的表达模式,认为造成这一现象的

原因可能是由于鱼类与哺乳动物及禽类的不同进化

路线和不同性别分化机制所造成的[4-5]。而本试验

中SPATA4基因在团头鲂组织中的普遍表达可能

是由于本试验采用的是qRT-PCR方法,以往对该

基因表达谱的分析采用的是半定量PCR方法。在

准确度和灵敏度方面半定量PCR方法都不如qRT-
PCR,因此SPATA4基因在精巢和卵巢以外组织中

的少量表达,半定量PCR方法可能检测不到。虽然

本试验结果与以往报道结果稍有偏差,但是SPA-
TA4基因在团头鲂精巢中的表达量显著高于在其

他组织中的表达量的结果与以往报道是相符合的,
证实该基因在团头鲂精巢发育中也可能起着重要的

作用。

参 考 文 献

[1] JIANGH,LILY,LUGX.Molecularcloningofgenesrelated

toapoptosisinspermatogeniccellsofmouse[J].ChinJBio-

chemBiophys,2001,33:421-425.
[2] LIUSF,LILY,FUJJ,etal.Rapididentificationofhuman

testisspermatocyteapoptosis-relatedgene,TSARG2,bynested

PCRanddrafthumangenomesearching [J].ActaBiochim

BiophysSin,2002,34:378-382.
[3] LIUSF,HES,LIUBW,etal.Cloningandcharacterizationof

testis-specificspermatogenesisassociatedgenehomologousto

humanSPATA4inrat[J].BiolPharmBull,2004,27:1867-

1870.
[4] LIUSF,LIUBW,HES,etal.Cloningandcharacterizationof

zebrafishSPATA4geneandanalysisofitsgonadspecificex-

pression[J].Biochemistry(Mosc),2005,70:773-781.
[5] LIUBW,LIUSF,HES,etal.Cloningandexpressionanaly-

sisofgonadogenesis-associatedgeneSPATA4fromrainbow

301



  华 中 农 业 大 学 学 报 第32卷 

trout(Oncorhynchusmykiss)[J].JBiochem MolBiol,2005,

38:206-210.
[6] XIEMC,AIC,JINXM,etal.Cloningandcharacterizationof

chickenSPATA4geneandanalysisofitsspecificexpression
[J].MolCellBiochem,2007,306:79-85.

[7] 辜清泉.SPATA4基因启动子结构功能研究及SPATA4蛋白

纯化[D].北京:清华大学图书馆,2010:5-8.
[8] BLENDYJA,KAESTNERK H,WEINBAUERGF,etal.

Severeimpairmentofspermatogenesisin micelackingthe

CREMgene[J].Nature,1996,380:162-165.
[9] DIXDJ,ALLENJW,COLLINSBW,etal.Targetedgene

disruptionofHsp70-2resultsinfailedmeiosis,germcellapop-
tosis,andmaleinfertility[J].ProcNatlAcadSciUSA,1996,

93:3264-3268.
[10]SARGEKD,CULLENKE.Regulationofhspexpressiondur-

ingrodentspermatogenesis[J].CellMolLifeSci,1997,53:

191-197.
[11]NAGATAS,GOLSTEINP.TheFasdeathfactor[J].Sci-

ence,1995,267:1449-1456.
[12]BRETZJD,RYMASZEWSKI M,ARSCOTT PL,etal.

TRAILdeathpathwayexpressionandinductioninthyroid

follicularcells[J].JBiolChem,1999,274:23627-23632.

[13]GUOCX,HUZY,ZHOUYJ,etal.Theexpressionofor-

phanreceptorTR2mRNAinspermatocyteofratandMacaca

mulattacryptorchidism[J].ChinSciBull,1999,44:2539-

2544.
[14]陈道印,欧阳敏,熊国荣,等.鄱阳湖、梁子湖、淤泥湖团头鲂池

塘养殖对比试验分析[J].江西农业学报,1999,11(1):47-51.
[15]赵岩,李思发,唐首杰.团头鲂“浦江1号”选育后期世代群体同

野生群体间遗传变异的ISSR分析 [J].水产学报,2009,33
(6):893-900.

[16]曾聪,阎里清,高泽霞,等.梁子湖、鄱阳湖和淤泥湖团头鲂的形

态学比较[J].华中农业大学学报,2012,31(1):88-94.
[17]张新辉,夏新民,罗伟,等.团头鲂雌核发育后代的微卫星标记

分析[J].华中农业大学学报,2012,31(6):737-743.
[18]LIUSF,AIC,GEZ,etal.Molecularcloningandbioinformatic

analysisofSPATA4gene[J].JBiochem MolBiol,2005,38
(6):739-747.

[19]KORENBAUME,RIVEROF.Calponinhomologydomainsat

aglance[J].JournalofCellScience,2002,115:3543-3545.
[20]贾聪聪,张小晶,黄陈平,等.斑马鱼胚胎发育过程中FGF3基

因的表达[J].中国细胞生物学学报,2012,34(4):355-360.
[21]郭睿,李喜霞,王惠珍.小鼠睾丸特异基因在生精细胞中阶段性

表达的定量分析[J].动物学杂志,2009,44(1):39-46.

MolecularcloningandexpressionanalysisofMegalobrama
amblycephalaSPATA4

WEIXin-lan ZHANGJie CHENLi-ping WANGWei-min GAOZe-xia WANGHuan-ling

CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity/

KeyLaboratoryofAgriculturalAnimalGenetics,

BreedingandReproductionofMinistryofEducation,Wuhan430070,China

Abstract Thespermatogenesisassociated4(SPATA4)genefromtestisofWuchangbream(Meg-
alobramaamblycephala)wereclonedusingRACE(rapidamplificationofcDNAends)technologyand
characterized.ThefulllengthcDNAofSPATA4was1076bpincludinga678bpopenreadingframe,

whichencodeaputativeproteinof225aminoacidsresidueswithatheoreticalmolecularweightof25.72
kuandanisoelectricpointof9.32.FurtheranalysisofSPATA4sequenceindicatedthatithadhighi-
dentitywithothervertebrates.QuantitativerealtimePCRwasperformedtodetecttheSPATA4mR-
NAindifferenttissuesofadultfishandvariousdevelopmentalstages.Theresultsshowedthatduring1-
206hpost-fertilization,theSPATA4genehadthehighestexpressionlevelsat4hand28h,decreasedat
50htothelowestlevel,andhadsimilarexpressionlevelsatothertimepoints.Inthetentissuestested,

theSPATA4geneshowedhighestexpressionlevelintestis.
Keywords Megalobramaamblycephala;testis;SPATA4;cloning;temporalandspatialexpres-

sion
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