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杂交三倍体泥鳅性腺发育观察及其基因表达分析
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摘要　以杂交三倍体泥鳅(４n♀×２n♂)为研究对象,对其早期性腺分化的组织学进行观察,并采用荧光

定量PCR(qRTＧPCR)技术,对杂交三倍体泥鳅早期不同发育时期(孵化后４、１４、２１、２３、５０、６０和６５d)和不同组

织(性腺、肝脏、肌肉、肠、鳃、鳍、皮肤和脑)中性腺发育相关基因(hormad１、dmrt１Ｇa)的表达量进行定量检测.

研究结果发现:在早期不同发育时期,hormad１和dmrt１Ｇa基因均为在４日龄中表达量最高,１４日龄次之,在５０日

龄中表达量最低.在不同组织中,hormad１基因在雌鱼的鳍中表达量最高,肝脏中表达量最低;在雄鱼的性脑腺中

表达量最高,肝脏中表达量最低.dmrt１Ｇa基因在雌雄鱼的性腺中表达量最高,脑中表达量最低.杂交三倍体泥

鳅早期性腺的分化和发生与二倍体泥鳅无差别,可观察到原始生殖细胞、原始生殖细胞的迁移和原始性腺的生成

及性腺的分化等过程.研究结果表明,hormad１、dmrt１Ｇa这２个基因与杂交三倍体泥鳅早期性腺发育密切相关.
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　　在影响鱼类的性别决定、分化以及育性的各个

因素中,那些与鱼类性腺发育相关的基因则发挥着

重要的作用.随着现代分子生物技术的迅猛发展,
关于性腺发育基因的研究目前已有很多[１Ｇ２].horＧ
mad１基 因 是 hormad domain(Hop１p,Rev７p 和

MAD２)家族成员之一[３],它的表达与生殖细胞的减

数分裂过程中的染色体轴形成有关,在哺乳动物的

配子形成过程中起重要作用[４].dmrt１是从低等无

脊椎动物到高等脊椎动物中第１个被发现的参与性

别决定及分化最为保守的基因,在雄性性腺的分化

和形成中起着重要作用,并在性别分化期的雄性性

腺及雄性成体的性腺中表达.
泥鳅(Misgurnusanguillicaudatus)是亚洲特

有的鳅科鱼类之一,体型虽小,但肉质好,味美价高,
是我国重要的水产养殖种类之一.泥鳅具有多倍化

现象,中国除二倍体外还存在天然三倍体、四倍体和

六倍体[５Ｇ７].三倍体鱼类的生长速度快且育性相对

较差,在鱼类遗传育种研究中占有绝对优势.由于

人工诱导四倍体相对较难,四倍体和二倍体杂交又

能形成三倍体,因此,用天然四倍体与二倍体杂交得

到三倍体,是解决某些鱼类三倍体产业化的一个重

要突破口.近１０年来笔者所在课题组对长江流域

特有的天然四倍体泥鳅进行了研究,发现天然四倍

体泥鳅是遗传四倍体(４n＝１００)、雌雄均能产生正

常的２n配子[８Ｇ９];并利用天然四倍体泥鳅和二倍体

泥鳅杂交得到大量三倍体泥鳅,同时对其子代染色

体 组 稳 定 性 及 育 性 的 分 子 机 制 进 行 了 系 统 研

究[１０Ｇ１３],但关于杂交三倍体泥鳅性腺发育相关基因

的表达及早期性腺组织学观察尚未见报道.因此,本
研究以杂交三倍体泥鳅为研究对象,采用RTＧPCR技

术对杂交三倍体泥鳅不同发育时期(孵化后４、１４、２１、

２３、５０、６０、６５d)和不同组织中hormad１和dmrt１Ｇa
基因的表达量进行检测,并对子代早期性腺发育的不

同时期特征进行比较系统地观察,旨在为进一步探讨

杂交三倍体泥鳅性腺发育的分子机制提供理论基础.

1　材料与方法

1.1　试验材料

自然四倍体泥鳅(４n＝１００)(♀)、二倍体泥鳅
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(２n＝５０)(♂),分别取自湖北省赤壁市及辽宁省

大连市农贸市场.将亲本进行人工催产及杂交,取
孵化后４、１４、２１、２３、５０、６０、和６５d的子代样品,每
个时期３个平行;选取１龄雌雄鱼各３尾,取性腺、
肝脏、肌肉、肠、鳃、鳍、皮肤和脑７种组织.其中早

期不同发育时期样品的一部分迅速置于液氮中,之
后保存于－８０℃冰箱,用于提取 RNA,另一部分则

先用Bouin’s固定液固定,于２４h后换８０％乙醇以

便长期保存,用于制备石蜡切片.
1.2　试验方法

１)杂交三倍体泥鳅性腺组织学观察.将已固定

的样本用乙醇脱水,石蜡包埋,LEICAＧRM２０１６切

片机连续切 片,设 置 厚 度 为 ５μm,苏 木 精Ｇ曙 红

(H．E)染色,中性树胶封片,用LeicaDM２０００荧光

显微镜观察,LeicaDF４５０CCCD装置捕获图像,利
用Leica和Photoshop软件进行图像处理.

２)总RNA的提取及cDNA的合成.选取之前

保存 于 －８０ ℃ 中 的 样 品,用 TianGen 公 司 的

RNAprepPureMicroKit提取试剂盒,按试剂盒说

明书进行总 RNA 的提取.检测质量合格后,放入

－８０℃冰 箱 中 保 存.cDNA 的 合 成 采 用 第 一 链

cDNA合 成 试 剂 盒 RevertAid Premium Reverse
Transcriptase(ThermoScientificTM EP０７３３)进行,
合成后于－２０℃中保存.

３)内参基因和目的基因引物设计.在 NCBI数

据库中查出目的基因序列并从中筛选出与鱼类相关

的序列,在其DM 结构域上利用软件(PrimerPremＧ
ier５．０)设计引物,然后进行PCR扩增,得到中间序

列;在此基础上设计５′端和３′端引物得到全长,设
计荧光定量PCR引物.引物交由上海生工基因科

技服务有限公司合成,具体见表１.

４)RealTimePCR反应.以βＧactin作为内参,每
个样本３个平行.在 ABISteponeplus型荧光定量

PCR仪中进行反应.反应体系如下:２×SybrGreen
表１　引物序列

Table１　Primersequence

基因名称

Genename
引物名称

Primername
引物序列５′Ｇ３′

Primersequence

管家基因

HouseＧkeepinggenes

βＧactinＧF ５′ＧCTCAATCCCAAAGCCAACAGＧ３′

βＧactinＧR ５′ＧGGAAGAGCATAACCCTCGTAGAＧ３′
hormad１ＧF ５′ＧGGTGGATGATGATGTGGAAGTCＧ３′

目的基因

Targetgene

hormad１ＧR ５′ＧGCCTGTTGTGAGCTTTCTGAAＧ３′
dmrt１ＧaＧF ５′CGAGGTGAACGATGAGGAGAＧ３′
dmrt１ＧaＧR ５′ＧTCCAGTCGGTGCCTTTAGTTＧ３′

qPCR MasterMix１０μL,浓度为１０μmol/L的上

下游引物各０．４μL,ddH２O７．２μL,cDNA 模板

２μL,反应条件如下:９５℃,３min;９５℃ ７s,５７℃
１０s,７２℃１５s,４５个循环.

５)数据处理.通过内参基因及目的基因的扩增

曲线和熔解曲线得出目的基因的 CT 值,把所获得

的CT值采用２－ΔΔCt的方法分析各个基因在不同组

织中的表达水平.利用SPSS软件分析实验数据,
荧光定量PCR条形图利用 Origin７．５软件绘制.

2　结果与分析

2.1　杂交三倍体泥鳅早期性腺组织学观察

１)原始生殖细胞的观察.４日龄的泥鳅未开口

摄食,卵黄囊不完全吸收.组织学观察发现,体细胞

旁存在较大的椭圆形细胞,位于肾管腹膜上皮,此时

原始生殖细胞已从中胚层发生迁移.箭头所示即为

原始生殖细胞(图１A).

２)原始生殖细胞的迁移.１４日龄的泥鳅开口

摄食.组织学观察发现腹膜上皮向体腔内褶皱突出

形成一对生殖脊,原始生殖细胞迁入其中,可清晰看

到生殖脊中包裹的原始生殖细胞(图１B).

３)原始性腺的形成.２１日龄和２３日龄的泥

鳅组织切片中,观察到随着原始生殖性腺的生长,

原始性腺开始慢慢脱离腹腔上皮,仅依靠组织系

膜连接于腹膜上皮,以此标志着原始性腺的形成

(图１C、D).

４)卵巢的形成.５０日龄的泥鳅性腺横切面为

扁状,两侧的性腺向中间靠拢,且产生一条较大的裂

隙(图１E),此裂隙即为卵巢腔的雏形,因此判断此

性腺有向卵巢分化的趋势.

６０日龄的泥鳅性腺横切面为扁状,两侧卵巢融

合在一起,卵巢腔明显变大,其中散布着处在第一时

３８
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相的卵母细胞(图１F).

５)精巢的形成.组织学观察发现,６５日龄的

泥鳅两侧性腺位于体腔两侧,未向中间靠拢,性腺膨

大且横切面成梨形,在性腺柄部出现了较小的裂隙,
并非向卵巢腔分化的较大的裂隙,此为输精管的雏

形,因此判断此性腺有向精巢分化的趋势(图１G).

　A:４日龄;B:１４日龄;C:２１日龄;D:２３日龄;E:５０日龄;F:６０日龄;G:６５日龄;PGC:原始生殖细胞;PD:前肾管;G:消化道;Mn:

中肾．A:４days;B:１４days;C:２１days;D:２３days;E:５０days;F:６０days;G:６５days;PGC:Primordialgermcells;PD:Pronephricduct;

G:Gut;Mn:Mesonephr．

图１　杂交三倍体泥鳅早期性腺分化过程

Fig．１　Theearlygonaddifferentiationofhybridtriploidloach

2.2　 hormad1 和 dmrt1Ｇa 基因在杂交三倍体泥鳅

不同发育时期的表达情况

　　１)hormad１基因在杂交三倍体泥鳅不同发育

时期的表达量变化.结果如图２所示,hormad１基

因在杂交三倍体泥鳅的各个不同时期中都有表达,
表达量高低顺序为:４d＞１４d＞６５d＞２３d＞２１d＞
６０d＞５０d.其中hormad１基因在４日龄表达量

最高,５０日龄表达量最低.在２１日至６０日龄的

表达量水平则明显低于其他３个时期(P＜０．０５).

２)dmrt１Ｇa基因在杂交三倍体泥鳅不同发育

时期的表达量变化.结果如图３所示,dmrt１Ｇa 基

因在杂交三倍体泥鳅的各个不同时期中都有表

达,表达量高低顺序为:４d＞１４d＞６５d＞２３d＞
２１d＞６０d＞５０d.dmrt１Ｇa基因在４日龄中表达

量最高,５０日龄表达量最低.在２１日至６０日龄

的 表 达 量 水 平 则 明 显 低 于 其 他 ３ 个 时 期

(P＜０．０５).
2.3　 hormad1 和 dmrt1Ｇa 基因在杂交三倍体泥鳅

不同组织的表达情况

　　１)杂交三倍体泥鳅不同组织中hormad１基因

图２　hormad１基因在杂交三倍体泥鳅

不同发育时期的表达量变化

Fig．２　Expressionofhormad１geneintriploidloach

atdifferentdevelopmentalstages

图３　dmrt１Ｇa基因在杂交三倍体泥鳅

不同发育时期的表达量变化

Fig．３　Expressionofdmrt１Ｇageneintriploid

loachatdifferentdevelopmentalstages
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的表达水平.结果如图４所示,hormad１基因在

杂交三倍体雌性泥鳅不同组织的表达量由高到低

依次为:鳍＞鳃＞性腺＞肌肉＞肠＞皮肤＞脑＞
肝脏;而在雄性泥鳅中则为:性腺＞肌肉＞鳃＞
鳍＞皮肤＞脑＞肠＞肝脏.hormad１基因在雌鱼

的鳍中表达量最高,肝脏中表达量最低;在雄鱼的

性腺中表达量最高,肝脏中表达量最低.

图４　杂交三倍体泥鳅不同组织中hormad１
基因的相对表达量

Fig．４　Relativeexpressionofhormad１gene

indifferenttissuesoftriploidloach

图５　杂交三倍体泥鳅不同组织中dmrt１Ｇa

基因的相对表达量

Fig．５　Relativeexpressionofdmrt１Ｇagene

indifferenttissuesoftriploidloach

　　２)杂交三倍体泥鳅不同组织中dmrt１Ｇa 基因

的表达水平.结果如图５所示:dmrt１Ｇa基因在杂

交三倍体雌性泥鳅不同组织的表达量由高到低依

次为:性腺＞鳍＞肝脏＞肠＞鳃＞肌肉＞皮肤＞
脑;而在雄性泥鳅中则为:性腺＞肌肉＞鳃＞肝脏＞

鳍＞肠＞皮肤＞脑.dmrt１Ｇa 基因在雌雄鱼的性腺

中表达量均为最高,脑中的表达量均为最低.

3　讨　论

3.1　三倍体鱼类的育性

关于三倍体鱼类的育性一直都是水产界关注的

热点.三倍体鱼类不育的主要原因是因为染色体组

数目为奇数,这导致了减数分裂无法正常进行,或是

产生非整倍体配子,也可能使性腺发育衰退.关于

鱼类三倍体育性方面,Ueno[１４]报道了人工诱导三

倍体尼罗罗非鱼,其雌雄均不可育.尹洪滨等[１５]研

究结果显示,三倍体雌性鲶鱼的卵巢不进行分化.

Wolters等[１６]通过组织学研究证明８月龄的三倍体

斑点叉尾鮰具有精巢,但是与正常二倍体相比其内

并未发现有精子产生.Lincoln[１７]证实了三倍体鲽

雄鱼具有组织学上发育正常的精巢,其精子也能与

正常的卵子受精,但是所形成的受精卵在胚胎发育

早期即全部死亡.关于泥鳅三倍体的育性因形成途

径不同而不同,通过抑制第二极体释放形成的三倍

体泥鳅雌的不育、雄的可产生少量精子[１８].四倍体

与二倍体杂交产生的三倍体是雄的不育、雌的能产

生单倍体和三倍体卵[１９Ｇ２３].最近 Li等[２４]报道了用

四倍体与二倍体杂交获得的三倍体泥鳅雌、雄少数

个体能产生卵和精子,并有受精能力,但没有产生存

活的后代.黄松钱等[２５]报道了冷休克处理通过抑

制受精卵第二极体的释放获得泥鳅三倍体后代.但

关于杂交三倍体泥鳅的早期性腺发育尚不明确,因
此,本研究对杂交三倍体泥鳅子代早期性腺发育的

不同时期特征进行比较系统的观察.结果表明,从

４日龄开始到６５日龄可观察到原始生殖细胞形成、
迁移和原始性腺的生成及性腺的分化等过程,表明

杂交三倍体泥鳅早期性腺发育正常.
3.2　杂交三倍体泥鳅 hormad1 和 dmrt1Ｇa 基因时

空表达的差异性分析

　　hormad１基因及其家族成员在动物的睾丸里

表达量较高,而在其他组织中表达量很低[２６].horＧ
mad１基因在鱼类中的研究相对较少,Small等[２７]

在研究斑马鱼(Daniorerio)的性腺以及性别相关

基因时克隆到了该基因.本研究中杂交三倍体泥鳅

早期性腺发育不同时期hormad１基因在４日龄和

１４日龄中高表达,而在５０日龄中表达量最低.结

合同步性腺组织学观察结果来看,４日龄可观察到

原始生殖细胞,１４日龄可观察到原始生殖细胞从中
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胚层转移到肾管下方的腹膜上皮,充分说明horＧ
mad１基因与原始生殖细胞的形成及迁移有密切关

系.在不同组织中,hormad１基因在雌鱼的鳍中表

达量最高,肝脏中表达量最低;在雄鱼的性腺中表达

量最高,肝脏中表达量最低,说明hormad１在鱼类

精巢发育中也起到重要的作用.该结果与前人研究

结果相一致[２８].

dmrt１Ｇa 基因在性别分化期的雄性性腺及雄性

成体的性腺中表达,对雄性性腺的分化和形成有重

要影响.与雄性性腺的形成和功能的维持有关,是
低等无脊椎动物到高等脊椎动物中最早发现的参与

性别决定分化的最保守的基因.dmrt１基因在西伯

利亚鲟(Acipenserbaeri )[２９]、乌鳢(Ophiocephalus
argusCantor)[３０]、奥里亚罗非鱼 (Oreochromisco
aureus)[３１]、尼 罗 罗 非 鱼 (OreochromisniloticＧ
us)[３２]、石 斑 鱼 (Epinephelussp)[３３]、河 川 沙 塘 鳢

(Odontobutispotamophila)等鱼类中曾有过很多

报道[３４].但dmrt１Ｇa 基因在杂交三倍体泥鳅早期

性腺发育不同时期及不同组织的表达尚未见报道.
因此,为探讨杂交三倍体泥鳅育性的分子机制,本研

究采用RTＧPCR技术对杂交三倍体泥鳅早期性腺

发育不同时期和不同组织中dmrt１Ｇa 基因的表达

量进行检测,结果显示,dmrt１Ｇa 基因与hormad１
基因表达趋势相同,在４日龄和１４日龄中高表达,
而在５０日龄中表达量最低.也表明dmrt１Ｇa 基因

与杂交三倍体泥鳅原始生殖细胞的形成及迁移有密

切关系.dmrt１Ｇa 基因在杂交三倍体雌性泥鳅不同

组织的表达量由高到低依次为:性腺＞鳍＞肝脏＞
肠＞鳃＞肌肉＞皮肤＞脑;而在雄性泥鳅中则为:性
腺＞肌肉＞鳃＞肝脏＞鳍＞肠＞皮肤＞脑.研究发

现,dmrt１Ｇa 基因在杂交三倍体雌雄泥鳅的性腺中

均有高表达,但在雄鱼性腺中的表达量明显高于雌

鱼性腺.dmrt１Ｇa 基因在雄性性腺中的高表达说明

dmrt１Ｇa 基因对雄性性腺发育有重要影响,该结果

与前人研究结果一致[２９Ｇ３６].
综上所述,杂交三倍体泥鳅早期性腺发育正常.

hormad１和dmrt１Ｇa 基因在杂交三倍体泥鳅早期

性腺发育及雄鱼性腺成熟过程中具有一定作用.该

结果可为进一步探讨杂交三倍体泥鳅育性分子机制

提供依据.
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Histologicalobservationofearlygonadaldifferentiation
andexpressionofgonadaldevelopmentＧrelatedgenesin

hybridtriploidMisgurnusanguillicaudatus

SUNYuqing１,CHENQi１,ZHENGXinyi１,XUQizheng１,

ZHUANGZixin１,WANG Wei１,CAOXiaojuan２,ZHOU He１

１．CollegeofFisheriesandLife,DalianOceanUniversity,Dalian１１６０２３,China;

２．CollegeofFisheries/KeyLaboratoryofFreshwaterAnimalBreeding,

MinistryofAgricultureandRuralAffairs/KeyLaboratoryofAgriculturalAnimalGenetics,

BreedingandReproduction,MinistryofEducation/HubeiProvincialEngineering
LaboratoryforPondAquaculture,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Thehistologyofearlygonaddifferentiationwasobserved,andexpressionofthegenesreＧ
latedtogonadaldevelopment(hormad１,dmrt１Ｇa)atdifferentearlydevelopmentstages(４,１４,２１,２３,

５０,６０and６５dph(dayspostＧhatch))andindifferenttissues(gonad,liver,muscle,intestine,gill,fin,skin
andbrain)ofthehybridtriploidloach (４n ♀×２n ♂)wasquantitativelydetectedbyfluorescence
quantitativePCR (qRTＧPCR)．Theresultsshowedthatatdifferentearlydevelopmentalstages,thehorＧ
mad１anddmrt１Ｇageneswereexpressedthehigheston４dph,followedby１４dphandtheloweston
５０dph．Indifferenttissue,thehormad１genewasexpressedhighestinthefemalefinsandlowestinthe
liver,highestinthemalegonadsandlowestintheliver．Theexpressionofthedmrt１Ｇagenewashighest
inthegonadsofbothmaleandfemaleloachesandlowestinthebrain．Thedifferentiationandoccurrence
ofgonadsatearlystageofthehybridtriploidloachwasnotdifferentfromthatofthediploidloach．The
primitivegermcellsanditsmigration,formationoftheprimitivegonadsanddifferentiationofthegonads
wereobserved．Insummary,thehormad１anddmrt１ＧagenesplayacertainroleduringearlygonadaldeＧ
velopment．

Keywords　Misgurnusanguillicaudatus;hybridtriploid;hormad１;dmrt１Ｇa;gonadaldevelopＧ
ment;geneexpression;qRTＧPCR
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