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黄鳝粘液雌雄差异的 cDNAＧSRAP 分析
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摘要　采用cDNAＧSRAP技术对黄鳝雌雄粘液进行基因差异表达分析,筛选黄鳝体表粘液中与性别相关的

分子标记.从６４对引物组合中筛选出１２对引物组合,共获得１２３个稳定清晰的扩增位点,并筛选出４条雌雄

有差异的条带.这４条特异性条带经过回收、克隆、测序后,将测序结果进行Blast分析,结果发现在GenBank中

只有片段１与白鳍豚硫酸盐/硫代硫酸盐CYSA样进口 ATP结合盒蛋白有较高的同源性.根据片段１的序列

设计１对引物进行半定量 RTＧPCR反应,结果发现,片段１在雌雄黄鳝体表粘液均可获得扩增条带,但其在雄

性粘液中的表达量显著高于雌性.这可能是由于雌雄黄鳝粘液中所存在的表皮细胞和粘液腺细胞有差异

所致.
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　　黄鳝的生命过程中会出现性逆转,刚出生到产

卵前为雌性,产卵后变为间性,最后进入雄性阶段.
因此,黄鳝一直是研究鱼类性逆转的好材料.一方

面,由于黄鳝的性逆转,处于雌性阶段的黄鳝个体

小、怀卵量少,导致了其繁殖力低,这也极大地限制

了黄鳝的规模化人工繁殖.只有弄清楚黄鳝性逆转

的机制,保留更多更大的雌性亲本,才能从根本上解

决黄鳝苗种短缺的问题.另一方面,由于目前黄鳝

的性别鉴定大都是在解剖取性腺后才能够进行判

定,而寻找一种可以在黄鳝存活的情况下用来区分

其性别的分子标记就显得尤为重要.因此,近年来

寻找黄鳝性别相关的基因以及与性别相关的分子标

记成为研究的热点.
对于其他鱼类来说,可以通过采取鳍条、鳞片或

尾静脉采血而不致死的方式[１Ｇ４]提取其 DNA 或

RNA进行分子方面的研究,而黄鳝无鳞片无鳍条,
尾静脉采血后也会很快死亡,因此,要在黄鳝存活的

条件下进行分子方面的研究相当困难.笔者先前研

究时尝试从黄鳝粘液中提取其基因组DNA,并已获

得了成功[５],同时由于黄鳝具有性逆转的特性,对于

同一条黄鳝来说,不管它处于雌性阶段还是雄性阶

段,其基因组DNA 是一样的,要想从 DNA 水平来

找出雌雄差异是不可能的.因此,本试验尝试从黄

鳝的粘液中提取RNA,旨在从基因表达的差异水平

上来寻找雌雄差异的分子标记.

SRAP技术是由 Li等[６]提出的一项分子标记

技术,可用于cDNA 的差异表达分析.随后,cDＧ
NAＧSRAP技术开始在植物研究中得到广泛的应

用,目前该技术应用于多种植物的遗传多样性分析、
比较基因组学分析、遗传图谱构建等方面的研究[７].
但是cDNAＧSRAP技术在动物上的研究还比较有

限,运用于鱼类的研究则更少.而在水产动物上进

行的SRAP分子标记大多是以 DNA 为模板进行

的,如对青虾[８]、草鱼[９]、黄颡鱼[１０]等进行的SRAP
分子标记筛选.cDNAＧSRAP技术不仅操作简单方

便,而且可以稳定地检测到差异表达的基因[１１],并
且扩 增 出 来 的 条 带 较 强,无 重 叠,可 直 接 回 收

测序[６].
本研究尝试从黄鳝粘液中无损伤地提取 RNA,

然后逆转录为cDNA,运用cDNAＧSRAP技术来寻

找黄鳝粘液中雌雄有差异的片段,旨在为黄鳝性别

转化的研究提供更多的借鉴.
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1　材料与方法

1.1　材　料

黄鳝来自于中国水产科学研究院无锡淡水渔业

研究中心南泉实验基地.试验前,随机挑选５０尾已

经性成熟的黄鳝(体质量３５~２００g;体长３０~７０
cm)暂养于循环水桶里,水温(２５±０．５)℃;pH７．３,
暂养时间为２周.

试验前将黄鳝取出,放置于干净容器内加适量

生理盐水,待黄鳝适应３０min后用薄尺轻轻刮取黄

鳝体表的少量粘液,转移到１．５mL的灭菌离心管

中,粘液采集量约为４０μL.每采集完１条黄鳝的

粘液之后立即解剖,进行性腺组织学鉴定,以判别雌

雄.最终选择１０组(５雄,５雌)性腺特征比较明显

的粘液样品作为试验材料,冷冻于液氮中,并储存在

－７０℃冰箱里备用.
1.2　总 RNA 的抽提及 cDNA 的合成

雌雄黄鳝的粘液 RNA 采用 Trizol法进行抽

提.提取之后采用超微量紫外分光光度计(NANOＧ
DROPLITE,Thermo)测定黄鳝 RNA 溶液 D２６０/

D２８０比值和浓度,判断提取得到的 RNA 溶液的质

量.再采用１％的琼脂糖凝胶电泳进行检测,最后

RNA溶液储存在－７０℃冰箱里备用.
采用 PrimeScript１ststrandcDNAsynthesis

kit(TaKaRaBIO)将 RNA 溶液反转录成第一链

cDNA,操作按照说明书进行.反转录完成后,产物

保存在－２０℃冰箱里备用.
1.3　SRAP 扩增

根据先前的研究文献[１２]设计cDNAＧSRAP通

用引物.为了进行cDNAＧSRAP扩增,选择６４对

不同的引物组合(８个正向引物,８个反向引物).引

物由上 海 申 能 博 彩 生 物 工 程 公 司 合 成,cDNAＧ
SRAP通用引物及引物序列如表１所示.

总的扩增反应体系为２５μL,其中１０×PCR
Buffer２．５μL,MgCl２(２５mmol/L)２．０μL,dNTP
(２．５mmol/L)２．０μL,模板cDNA２．０μL,正反向引

表１　cDNAＧSRAP反应的引物及引物序列

Table１　PrimersandtheirsequencesofcDNAＧSRAPamplification

正向 Forward 序列(５′Ｇ３′)Sequence(５′Ｇ３′) 反向 Reverse 序列(５′Ｇ３′)Sequence(５′Ｇ３′)

me１ TGAGTCCAAACCGGTGC em１ GACTGCGTACGAATTCTG
me２ TGAGTCCAAACCGGAGC em２ GACTGCGTACGAATTCAA
me３ TGAGTCCAAACCGGTCC em３ GACTGCGTACGAATTGAC
me４ TGAGTCCAAACCGGTAA em４ GACTGCGTACGAATTGCA
me５ TGAGTCCAAACCGGAAG em５ GACTGCGTACGAATTAAC
me６ TGAGTCCAAACCGGACC em６ GACTGCGTACGAATTTGA
me７
me８

TGAGTCCAAACCGGAAT
TGAGTCCAAACCGGATA

em７
em８

GACTGCGTACGAATTTGC
GACTGCGTACGAATTAAT

物各０．５μL,Taq酶０．５μL,补充无菌水至２５μL.

cDNAＧSRAP扩增采用 EppendorfMastercyＧ
clernexus(EppendorfChinaLtd)进行,扩增程序:

９５℃预变性２min,９５℃变性３０s,３８℃复性３０s,

７２℃延伸６０s,５个循环;９５℃变性３０s,５０℃复性

３０s,７２℃延伸６０s,３０个循环;７２℃延长５min;然
后放入４℃冰箱保存备用.最后cDNAＧSRAP扩增

产物在１．５％的琼脂糖凝胶电泳上进行检测.
1.4　cDNAＧSRAP 扩增条带的分离及回收

采用６％的聚丙烯酰胺凝胶电泳(１×TBE缓冲

液)进行分离,１００V 电泳约４h,银染法染色.cDＧ
NAＧSRAP图像采用imageanalysissystem 进行分

析.把图像上雌性有差异的片段切割下来,进行回

收和二次扩增.扩增之后采用１．５％ 的琼脂糖凝胶

电泳(EB染色)来确定是否为目的条带.最后使用

３SSpinAgaroseGelDNAPurificationKit(ShenＧ

ergyBiocolor)对特定的差异条带进行纯化和回收,
然后送铂尚生物技术(上海)有限公司进行克隆和

测序.
1.5　差异片段在雌雄个体中的 RTＧPCR 分析

以雌雄黄鳝粘液cDNA 作为模板,设计特异性

引 物 F１ (５′ＧGAGTCCAAACCGGAGCAGAAAＧ
GAＧ３′)和 R１(５ＧGACTGCGTACGAATTGACGＧ
GCTTTＧ３′)来进行RTＧPCR反应,以检测黄鳝黏液

中差异片段的雌雄表达差异,并以βＧactin(２５２bp)
作为内参.

2　结果与分析

2.1　cDNAＧSRAP 引物筛选及扩增图谱

以雌雄黄鳝粘液的cDNA 为模板,对６４对cDＧ
NAＧSRAP引物组合进行筛选,得到１２个条带清晰

稳定 的 引 物 组 合,分 别 为:me２/em３、me５/em４、

５７
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me１/em６、me２/em６、me２/em４、me３/em６、me１/

em３、me１/em５、me２/em５、me７/em２、me８/em５、

me６/em２,条带大小主要分布在４０~４００bp之间,
如图１所示.

　M:DL５００DNAmarker;１、３、５、７、９:♂;２、４、６、８、１０:♀;箭头

所指示的 为 差 异 片 段 ThearrowindicatesthedifferencefragＧ

ments．

图１　引物组合me２/em３的cDNAＧSRAP扩增图谱

Fig．１　ThecDNAＧSRAPamplificationresults
ofme２/em３primercombination

2.2　黄鳝性别特征性序列筛选结果

在进行性别差异序列的筛选时,有数对引物的

扩增图谱有雌雄差异,即相同大小的条带在雌雄中

扩增出来的亮度差异较大,其中以 me２/em３、me５/

em４、me１/em６、me２/em６这４组引物组合扩增得

到的黄鳝性别特征性序列差异最为明显,并分别编

号１、２、３、４.
这４个可能与雌雄性别相关的片段分子大小从

１００~１７５bp不等,将这些序列上传至NCBI上进行

比对,结果如表２显示.
2.3　特异片段的雌雄表达差异

由于在４个雌雄差异片段中,只有片段１(me２/

em３引物扩增出来的)蛋白与黄鳝比较接近,都是动

物性蛋白.因此,只根据片段１的测序结果设计１
对半定量引物来进行雌雄表达的差异分析.半定量

RTＧPCR反应扩增得到的片段大小在１００~１５０bp
之间,与片段１大小相符合,如图２所示.

表２　４条片段序列的BlastX比对结果

Table２　TheBlastXresultsofthe４sequences

编号

No．
引物组合

Primercombinations
序列大小/bp
Fragmentsize

比对结果

Blastresults
同源性大小/％

Identity

１ me２/em３ １３７
硫酸盐/硫代硫酸盐CYSA样进口 ATP结合盒蛋白[白鳍豚]

Sulfate/thiosulfateimportATPbindingprotein
CysAＧlike[Lipotesvexillifer]

９５

２ me５/em４ １７５
γＧ谷氨酰基Ｇγ氨基丁酸水解酶 [假单胞菌]

GammaＧglutamylＧgammaＧaminobutyratehydrolase
[Pseudomonasfluorescens]

８２

３ me１/em６ １００
粘附 G蛋白的E１状[山羊]

AdhesionGproteinＧcoupledreceptorE１[Ovisaries] ５７

４ me２/em６ １０６
假定蛋白 THAOC_０７８９２[大洋洲海链藻]

HypotheticalproteinTHAOC_０７８９２[Thalassiosiraoceanica] ５０

１、２、３、４、５:♀,６、７、８、９、１０:♂．

图２　片段１在雌雄黄鳝黏液中的半定量RTＧPCR分析

Fig．２　ThesemiＧquantitativeRTＧPCRanalysisoffragment１inthemucusofricefieldeels

　　结果显示,片段１在雌雄黄鳝粘液中都有表

达,但是表达量差异比较明显,在雌性黄鳝的粘

液中表 达 量 较 低,而 在 雄 性 黄 鳝 的 粘 液 中 大 量

表达.

3　讨　论

鱼类的粘液腺在外界的刺激下会分泌粘液,而
黄鳝的粘液腺发达,分泌的粘液量也非常大.先前

６７
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我们已经成功无损伤地从黄鳝粘液中提取得到了基

因组DNA,并对其原因进行了分析[５].可能在黄鳝

的粘液中含有少量的表皮细胞和粘液腺细胞,它们

是因衰老而正常脱落的,因此,本次也可以成功提取

到其RNA.

cDNAＧSRAP技术在分离表达差异基因方面有

着广泛的应用,但大部分研究多用于植物上,而在水

产动物上的研究则非常少.与本研究在黄鳝上得到

的相似蛋白片段结果相比,在植物上都取得了很好

的效果,一般都能分离到差异表达的基因片段.例

如,马爱芬等[１３]通过cDNAＧSRAP技术分析了黄色

和黑色甘蓝型油菜种皮之间的表达差异,并获得了

可能与种皮颜色相关的两个差异片段;曾黎琼等[１４]

用cDNAＧSRAP技术分析了在低、中、高钾水平下

富源花魔芋叶片基因的差异表达情况,获得４条与

已知功能基因高度同源的差异片段.而在水产动物

上的研究,如闻海波等[１５]运用cDNAＧSRAP技术分

析了２种不同壳色三角帆蚌外套膜的表达差异,没
有得到相关的差异表达基因片段,只获得了２个与

已知蛋白相似的差异片段,这与本研究所得到的结

果比较类似.
本研究利用cDNAＧSRAP技术来寻找黄鳝体

表粘液中的雌雄表达有差异的片段.从全部的６４
对引物组合中筛选出１２对引物组合,并获得１２３个

稳定清晰的扩增位点,这表明SRAP可扩增到多个

等位基因,可以应用于黄鳝的分子生物学研究.在

进行雌雄性别差异表达片段的筛选过程中,共筛选

出４条雌雄有差异的条带,差异条带占总条带的

３．２％,它们可能与黄鳝基因的雌雄差异表达相关.
这４条特异性条带经过回收、克隆、测序后,片段分

子大小从１００~１７５bp不等,将这些序列上传至

NCBI上进行 Blast比对分析,未找到相似基因序

列,但是片段１与白鳍豚硫酸盐/硫代硫酸盐CYSA
样进口 ATP结合盒蛋白有较高的同源性,而其他３
条都不属于鱼类上的蛋白,且同源性较低.这也进

一步证实了cDNAＧSRAP技术可以寻找到相关序

列蛋白的特点.随后根据片段１的序列设计１对半

定量引物来进行雌雄表达的差异分析.结果发现,
片段１在雌雄黄鳝粘液中都有表达,但是表达量存

在差异,在雌性黄鳝的粘液中,其表达量较低,而在

雄性黄鳝的粘液中,其大量表达.

ATP结合盒蛋白(ABC转运蛋白)存在于多种

生物中,它可以将与自身结合的物质进行跨膜转运,

期间需要利用 ATP水解所释放的能量[１６].与其结

合进行跨膜转运的物质可以是蛋白质、氨基酸、多
肽、糖类,也可以是无机盐和细胞代谢产物等.研究

发现,ATP结合盒蛋白参与了体内的多种生理功

能,而且它在维持细胞渗透压及脂质类物质的转运

方面起着重要的作用[１７].而在试验过程中得到的

差异表达序列１(硫酸盐/硫代硫酸盐CYSA样进口

ATP结合盒蛋白)即属于 ATP结合盒蛋白的一种,
而且目前还没有关于它的研究,但我们推测它可能

是与黄鳝表皮细胞或粘液腺细胞中的硫酸盐、硫代

硫酸盐的转运有关的一种蛋白,以维持细胞内外的

渗透压平衡.本研究中虽然没有发现与性别调控相

关的基因,但是得到了一种相似蛋白.而在黄鳝性

逆转的过程中是否直接伴随着硫酸盐、硫代硫酸盐

代谢的某些变化,还需要进一步研究.
在黄鳝的养殖实践中,需要在黄鳝存活的条件

下进行性别区分时,通过片段１在黄鳝黏液中的表

达水平的高低来推测其性别,这对养殖实践有一定

的指导意义,也为黄鳝性别分化提供了一些基础研

究.黄鳝的性别转化一直以来都是研究的热点,但
是没有取得突破性进展,在这方面应该更多地从分

子标记上入手,从而更加全面揭示黄鳝性逆转的分

子机制.
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Differenceanalysisofmucusbetweenfemaleandmale
ricefieldeelbycDNAＧSRAP

HUBin１　CAOZheming２　DING Weidong２　BINGXuwen１,２

１．WuxiFisheriesCollege,NanjingAgriculturalUniversity,Wuxi２１４１８２,China;

２．FisheriesResearchCenter,ChineseAcademyofFisherySciences,Wuxi２１４０８１,China

Abstract　ThecDNAＧSRAPtechniquewasappliedtoanalyzethedifferenceofgeneexpressionin
themucusbetweenfemaleandmalericefieldeelandtoscreensexＧrelatedmolecularmarkers．Twelve
polymorphicmarkersselectedfrom６４pairsofprimerwereusedforcDNAＧSRAPamplificationand１２３
polymorphiclociand４sexＧspecialfragmentswereobtained．Aftergelextraction,cloningandsequencing,

４sexＧspecialsequenceswereobtainedandsubmittedtodbGSS(dataofgenomesequencesurvey)．The
resultofblastanalysisshowedthatonlyonesequencehittheLipotesvexillifersulfate/thiosulfateimＧ
portATPＧbindingproteinCysAＧlike,whichwasusedtodesignonepairofprimerforsemiＧquantitative
RTＧPCR．PCRproductwasamplifiedinmucusofbothfemaleandmalericefieldeel．However,therewas
asignificantdifferenceintheirexpressionlevels,withtheexpressioninmalesignificantlyhigherthanin
female,whichmayduetothedifferenceofskincellsandmucousglandcellsbetweenfemaleandmale．

Keywords　ricefieldeel;mucus;cDNAＧSRAPtechnique;sexＧspecial;molecularmarkers
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