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摘要:为研究鲤鱼中与性别决定及骨组织发育相关基因 Sox 9 的特征及功能 ,从大量常见养殖鲤

鱼品种及黄河野生鲤鱼个体中克隆得到了多个版本 CcSox 9 基因的 HMG保守区序列 ,并对这些

序列及国内外的其他鲤鱼 Sox基因进行了启动子 、多态性等序列分析。结果显示 ,鲤鱼中至少存

在 5个版本的活性 Sox 9 基因及 1个 Sox 9 假基因。这些基因在编码序列中存在一定的多态性 ,

在内含子序列中存在大量序列多态 ,并且活性基因中都存在至少 1个启动子序列 。假基因无内含

子序列 ,在编码序列中存在多个终止密码子。
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Abstract:To investigate the features and functions of Sox 9 genes w hich are related to sex-deter-
mination and bony-tissue-development in C.carpio , several CcSox 9 genes w ere cloned from large

quanti ty of individuals of several usual C.carpio varieties and w ild Yellow River C.carpio.Se-
quences , including promo ter-sequences , polymo rphism , of these CcSox 9 genes and o ther CcSox 9

genes cloned by o ther domestic and fo reign areas w ere analy zed.The resul ts revealed that a t least

5 active CcSox 9 genes and a pseudo gene PCcSox9 were found.Abundant polymo rphisms , inclu-
ding sequence polymorphisms and length polymorphisms , were found in these genes' coding se-

quences , especially int rons.At least one promo ter sequence can be found in each active CcSox 9

gene' s int ron.Pseudo gene PCcSox9 has no int ron and several terminal codons w ere found in i ts

coding sequence.
Key words:Sox 9 gene;C.carpio;Clone;Sequence analy sis

　　Sox(SRY-related HMG-box)基因是在动物中发

现的一个编码转录因子的庞大基因家族
[ 1-3]
,在动物

胚胎发育及多种生化过程中扮演着重要角色[ 4-6] 。

Sox9 基因在哺乳动物中与性别决定 、骨组织发育密

切相关 ,有关 Sox 9 基因的研究是近年来的研究热点

之一
[ 7-11]

。鱼类的进化地位非常特殊 ,处于从无脊椎

动物向脊椎动物进化的关键节点 ,其性别决定体系表

现出一定的原始特征(如存在性别反转 、雌雄同体等

现象),但又有了相当程度的发展
[ 12]
。在鱼类中应该

存在一些性别决定及分化 、软骨组织发育遗传体系的

成员及运行机制的原始形式 ,因此 ,对鱼类中 Sox 9

基因的研究具有非常重要的意义
[ 13-14]

。

鱼类是最原始的脊椎动物 ,研究其骨骼发生发

育及相关基因对于研究脊椎动物起源 、骨组织进化
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及相关因素具有重要意义 。鲤鱼是最重要的经济鱼

种
[ 15]
,雌鱼的经济价值高于雄鱼 ,研究并控制其性

别具有重要的经济价值。鉴此 ,以鲤鱼为研究对象 ,

通过 PCR技术获得了鲤鱼中多个版本的 Sox 9 基

因 ,并对其编码序列及内含子序列进行了包括多态

性在内的多种分析 ,以期为研究 Sox 9 基因的进化

与功能提供参考 。

1　材料和方法

1.1　基因组的提取

多日多点购买兴国红鲤 、荷包红鲤 、建鲤等常见

淡水养殖鲤鱼及野生黄河鲤鱼 ,共 56尾(雌雄),取其

肝脏组织 ,用酚/氯仿/异戊醇法提取基因组 DNA ,

0.8%琼脂糖凝胶电泳检测所提基因组的质量[ 16] 。

1.2　基因扩增及测序

根据前期工作及公开发表的 Sox 9 基因 HMG

盒区保守序列 ,设计简并性较高的引物 P1 、P2。上

游引物 P1:5′-GG(C T)(C T)(G T)(A G)TA(C

 T)T T(A G)TA(A G)T(C T)(G C)GG-3′;下

游引物 P2:5′-CC(A C)ATGAA(C T)GC(G C)

T T(C T)A T (G C)G T(G C)TGG-3′)。引物由

上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

采用降落 PCR 对多样品基因组 DNA 进行扩

增
[ 17]
,扩增条件:95℃预变性 5min;中间循环参数

为 94℃变性 60 s ,退火 70 s ,退火温度从 69℃降至

45℃,每下降1℃1个循环 , 72℃延伸 90 s;前面共运

行 24个循环 ,最后再在 45℃运行 10个循环;最终

在 72℃充分延伸 10 min ,结束反应后保存于 4℃条

件下[ 18] 。扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳 。电泳条

带纯化后用 pUCm-T 载体及 JM 109 菌株进行克

隆 ,之后用 ABI3500基因序列分析仪进行测序。每

序列均经过正反 3次重复测定 , 确保测序结果的准

确性 。将所得序列先用 Pc gene 软件包进行分析 ,

推测其可能编码的蛋白质氨基酸序列。再将序列输

入GenBank进行在线“nucleotide blast”同源性检

索 ,对检索结果进行分析 ,确认其中 Sox 9 基因的身

份并按照通行的 Sox 基因命名规则对其进行命名。

1.3　RT PCR法确定内含子剪接位点

序列分析结果表明 ,在扩增到的 3个 CcSox9

基因(鲤里 So x9 基因)内存在内含子 ,为确定内含

子剪接位点 ,使用据前面所获 CcSox9 基因序列设

计的 3对特异性引物 ,对鲤鱼脑总 RNA 进行 RT-

PCR扩增 。

扩增所用的特异性引物(上海生工生物工程技

术服务有限公司合成):

针对 CcSox9a:引物 Pa1 , 5′-GCTCGCGGA T-

CAATAC-3′, 引物 Pa2 , 5′-TGA TCT TTCTTG T-

GCTG-3′;

针对 CcSox9b:引 物 Pb1 , 5′-GCTCAAGC-

CGCGCGC-3′, 引 物 Pb2 , 5′-G TCT TTCTTG T-

GCTGCAC-3′;

针对 CcSox9c:引物 Pc1 , 5′-GCTCAAGCG-

GCGCGC-3′,引物 Pc2 , 5′-G TCT TTCTTG TGCT-

GGAC-3′。

扩增条件为:94℃预变性 5min;中间各循环参

数为 94℃ 60 s , 48℃ 60 s , 72℃ 60 s ,总计 30 个循

环;最终在 72℃充分延伸 10min ,之后结束反应 ,琼

脂糖凝胶电泳检测扩增结果 。扩增产物回收 、克隆 、

测序 ,共得 3个序列 ,将这些序列输入 GenBank 查

询所编码的氨基酸序列 ,并进行同源搜索 ,确定为

Sox 9 基因 HMG 盒区的编码序列后 ,再将这些序

列与前面所获 Sox 9 的基因组序列分别进行比较 ,

确定内含子剪接位点。

1.4　序列分析

采用 DNAman软件对所获 CcSox 9 基因保守

区编码序列及内含子序列进行比对 、整理和初步分

析 ,并进一步采用 DNAsp5.0 对序列进行多态

分析。

2　结果与分析

2.1　基因扩增结果

鲤鱼 Sox 9 基因扩增结果如图 1所示 。扩增产

物测序结果表明 , Sox 9 相关基因主要有CcSox9a 、

CcSox9b 、CcSox9c(NCBI GenBank 中序列接受号

AY205247 - AY205249), 另 外 还 有 假 基 因

PCcSox9 ,GenBank中接受号为 AY318764。

M.DNA 分子 Ladder;1-2.雄性;3-4.雌性

图 1　鲤鱼基因组兼并引物降落 PCR结果

2.2　RT PCR 扩增 、测序结果及 CcSox 9 基因内

含子位点确定

GenBank查询结果显示 , RT-PCR扩增到的 3个

序列是 CcSox 9 基因 HMG 盒区编码序列(cDNA ,
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GenBank注册号 AY205250 、AY205251 、AY205252)。

将3个 cDNA序列与相应 CcSox9 基因 DNA 序列比

较 ,确定了 3 个 CcSox 9 基因的内含子剪接位

点[ 8 , 19] 。图 2-5为所获 4 个 CcSox 9 基因的序列

信息 。其中 , CcSox 9a 片段共 910 bp ,其中内含子

序列 714bp , 内含子剪接位点符合 AG-GT 规律;

CcSox 9b 片段共822bp ,其中内含子序列616bp ,内

含子剪接位点符合 AG-G T 规律;CcSox 9c 片段共

332bp ,其中内含子序列 176 bp ,内含子剪接位点一

个为 AG-GT ,一个为 AG-A T ,比较特殊;PCcS ox 9

片段共 212bp ,序列后半部分与人 S ox 9 基因同源

性达到 64.9%,但是在其前半部分出现了 4 个终止

密码子 ,没有内含子 ,因此 ,它应该是一个假基因 ,被

命名为 PCcSox 9 。

下划线者为编码序列 ,编码序列下注为对应氨基酸序列 ,其余为内含子序列 ,
带框字符为内含子剪接位点所在位置 ,阴影部分为启动子相关序列。下同

图 2　CcSox 9a 基因序列

图 3　CcSox 9b 基因序列

图 4　CcSox 9c 基因序列

　　另外 ,在实验室后期工作中 ,还扩增到了另一个版本

的鲤鱼CcSox9b基因 HMG盒区片段 ,长809 bp。经序

列分析发现 ,该片段有 1个 603 bp的内含子 ,内含子剪

接位点符合 AG-GT 规律。湖南师范大学研究组扩增

到了 1个鲤鱼Sox9 基因HMG盒区片段(GenBank接

受号 EU105397),长918 bp ,序列分析发现 ,该片段有 1

个 701bp的内含子 ,内含子剪接位点符合AG-GT规律。

这是目前能找到的所有CcSox 9 基因序列信息。
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图 5　PCcSox 9 基因序列

2.3　基因序列分析

由以上分析结果可知 ,在鲤鱼中至少存在 5 个

版本的活性 Sox 9 基因和一个假基因PCcSox 9 。

2.3.1　编码序列多态分析[ 20] 　在对克隆到的 5个

活性 CcSox 9 基因的保守区编码序列(206 bp)分析

(DNA sp5.0)中发现 ,可变位点共 38 个 ,其中单多

态位点 26个 ,分别存在于第 12 、15 、18 、27 、45 、48 、

57 、60 、69 、90 、93 、96 、105 、111 、114 、120 、126 、129 、

153 、159 、162 、183 、190 、192 、198 、203 位 ,简约信息

位点 12 个 ,分别存在于第 3 、9 、21 、33 、54 、63 、99 、

138 、141 、168 、202 、204 位 。就目前得到的序列来

看 ,这 38 个多态位点共组成了 4 种活性单倍型 。

CcSox 9bh 与CcSox 9bw 的编码区序列完全相同;

CcSox9ah 与CcSox 9bhn 仅在 189 、202 、203 3个位

点存在 A 、G 颠换;CcSox 9 c 与其他几个基因均存

在序列差异。

2.3.2　氨基酸序列多态分析　5个活性 CcS ox 9

基因的保守区氨基酸序列差别极小 , 仅第 6 位

CcSox 9c 由 M 变为 I , CcSox 9 a 第 64 位由 D变为

N ,第 68 位由 R变为 Q ,其余均一致 。推测的假基

因 PCcSox 9 的氨基酸序列与其他基因差别较大。

2.3.3　内含子序列分析[ 21] 　长度多态:活性 Sox 9

基因都有内含子 ,内含子长度存在 704bp 、701 bp 、

616 bp 、603bp 、176 bp共 5种多态。

内含子剪接位点多态:CcSox 9c HMG 盒右端

的剪接点为 AG-AT ,其余皆符合 AG-GT 规律 。

内含子序列多态:由于内含子序列承受的遗传

选择压力相对较小 ,因此 ,鲤鱼 Sox 9 基因内含子序

列变化非常大 ,尤其 CcSox 9c ,其内含子和其他几

个鲤鱼 Sox 9 基因相比短了 500 bp 左右。但其所

拥有的 176 bp序列与其他内含子序列的局部区段

同源性达到了 59.4%。DNA sp5.0软件分析显示 ,

在 5个基因内含子共同拥有的这段序列(含空缺共

约 194 bp)中 ,不可变位点 48个 ,仅占 24.7%,说明

序列在进化中变异较大;可变位点 120个 ,单多态位

点 51个 ,简约信息位点 69个 。4 个内含子序列(包

括本研究克隆得到的 CcSox 9a (下称 CcSox 9ah)、

CcSox 9c (下称 CcSox 9ch )、2 个 CcSox 9b (下称

CcSox9bh 、CcSox9bw)、湖南师大克隆到的 CcSox 9b

(下称 CcSox 9bhn)分析显示 ,不可变位点 298 个 ,

占全部参比序列 734bp 的 40.6%;可变位点 270

个 ,单多态位点 12 个 ,简约信息位点 258个 。将长

度较接近的内含子(CcSox 9bh 与 CcSox 9bw 、

CcSox 9ah 与 CcSox 9bhn)进行两两比较 , 发现

CcSox 9bh 仅比CcSox 9bw 在 491位后多了 1个13

bp的 polyA 尾;CcSox 9ah 与 CcSox 9bhn 相比仅

16个差异位点 ,13个单多态位点 ,10个颠换 ,3个置

换 ,与本试验得到的 CcSox 9a 相比 ,湖南 Sox 9b片

段存在 3个缺失。

启动子序列:在 5个活性基因的内含子区域 ,都

存在至少 1 个启动子序列(Pribnow 盒或 TA TA

盒 ,CcSox 9ah 、CcSox 9bh 、CcSox9 ch(图2-图 4),

CcSox 9bw 及CcSox 9bhn 各含有 2 个启动子(1个

Pribnow 盒 、1个 TA TA 盒))。这也论证了内含子

序列具有调控基因表达功能的推测。

3　讨论

综合分析鲤鱼 5个版本基因的内含子和编码序

列差异 ,鲤鱼 Sox 9 基因至少存在 5 个活性版本。

CcSox 9bh 与 CcSox 9bw 相比 ,仅前者内含子 491

位后 13 bp的 polyA差异 ,两者编码序列完全一样 ,

因此进化上关系很近;CcSox 9ah 与CcSox 9bhn 的

编码序列仅存 3个位点的 A 、G 颠换 ,内含子序列仅

16 个差异位点 , 因此在进化上关系也较近。

PCcSox 9 在序列中出现了 4个终止密码子 ,且没有

内含子序列 。推测在进化过程中可能正因为丢失了

内含子序列而表达受到影响 ,进而导致基因所受选

择压力丧失 ,从而进一步发生了较大变异 。因此 ,内

含子在 Sox 9 基因中应该具有非常重要的功能。

CcSox 9c 的内含子仅剩下 176 bp ,但仍拥有 1 个

Pribnow 盒 ,仍具有相应的功能 ,因此可能 Sox 9 基

因内含子这一段较为重要 ,拥有这一段即可保障基

因功能的正常发挥;从另一个角度也可以说 ,拥有不

同类型内含子的 Sox 9 基因的表达强度或表达场所

与丰度会有差异
[ 4]
。

本研究所获得的信息对研究 Sox 9 基因的进化
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与功能具有一定的参考价值。继续研究这几个不同

版本的 CcSox 9 基因的组织表达差异 、时序表达差

异 、性别表达差异 、病态与健康个体表达差异与序列

多态性的关系 ,则有可能揭开 Sox 9 基因在性别决

定 、软骨发育中的具体作用及作用方式;研究和比较

不同进化时序的动物中的 Sox 9 基因及其多态性 ,

可进一步探索 Sox 9 基因的进化及功能发展情

况[ 22] 。
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