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为了探究
<=B:C'/,D

!

<='/,D

"在斑马鱼生殖细胞发育过程中所起的作用$本研究在斑马鱼胚胎期过表达
<='>

?#$

$结果发现原始生殖细胞!

%:=<C:E=9F

G

H:<BHFFD

$

%I+D

"迁移出现紊乱$并且通过
J

'3>%+'

发现
!"!#$%

&

&

'(')*

及

+,-,.

等生殖质基因的表达水平显著下调'此外$在斑马鱼性腺发育过程中$通过组织学观察发现过表达
<='>?#$

会导致

雌性斑马鱼卵母细胞发育异常&卵巢发育迟缓$但是对雄性生殖细胞及性腺的发育没有造成明显的影响$并且进一步统计

分析表明$

<='>?#$

不影响斑马鱼的性别分化'综上所述$本研究初步明确了过表达
<='>?#$

对斑马鱼
%I+D

迁移&性腺发

育以及性别分化的影响$并为进一步探究
<='>?#$

在斑马鱼生殖细胞发育过程中的功能及分子机制奠定了理论基础'

关键词#

!

斑马鱼%

<='>?#$

%显微注射%

%I+D

%卵母细胞%性腺发育
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生殖细胞是多细胞生物体内能繁殖后代的细胞的

总称$包括
%I+D

及其分化后形成的生殖细胞'

%I+D

通过有丝分裂产生$随后迁移至原始性腺形成的区域$

也就是生殖嵴$通过进一步的分化形成精原细胞或卵

原细胞$最终分化生成成熟的卵子和精子'

<='/,

是内源性的非编码小
'/,

$含有
@L

!

"!

个核苷酸$以序列特异性的方式参与转录后基因的表

达调控$通过识别和招募蛋白复合物结合到靶基因的

#_03'

来抑制翻译或影响
<'/,

稳定性$在细胞增

殖&分化以及器官发育等多种生物学过程中发挥关键

作用)

@

*

'其保守的种子区由
!_

端的第
"

!

6

位核苷酸

组成$是靶向配对过程中的决定因子)

"

*

'单个
<='/,

可以结合多个靶
<'/,

$因此每个
<='/,

均可以参

与并调节多种生物学过程)

#

*

'

<='/,D

在生殖细胞发育过程中扮演着十分重要

的角色$主要参与
%I+D

的分化&生殖细胞的维持及发

育过程$这在之前的研究中已经得到了广泛的证明'

在果蝇
%I+D

迁移分化过程中$

<='>A

和
<='>7

能够影

响
1"$"

和
!"!#$

的表达$这些基因都是关键的生殖质

组分)

?

*

'在生殖细胞的维持及分化过程中$

<='/,

同

样发挥着十分重要的功能'例如在生殖干细胞自我更

新时$

<='/,

在有丝分裂的
I@

期向
2

期转换的过程

中$通过抑制细胞周期抑制因子
E9

Z

来促进生殖干细

胞的有丝分裂进程$进而促进生殖干细胞的自我更

新)

!

*

'此外$果蝇中的
<='>@L?

可以调控
$"2

受体表

达$进而影响雌性生殖细胞的发育和分化过程)

A

*

'在

小鼠中$

<='>@""9

主要在晚期雄性生殖细胞中表达$抑

制精子发生过程中特异性表达的
<'/,

'

尽管
<='/,D

的功能得到了广泛的证实$但是在

鱼类中的研究还较少$大部分都在斑马鱼和青鳉等模

式生物中进行)

6>7

*

'

<='>?#$

家族最初是在硬骨鱼中被

发现和鉴定$该家族在脊椎动物中高度保守$与其他脊

椎动物
<='/,D

在进化上密切相关'在斑马鱼中$

<='>?#$

家族在受精卵中合子基因转录开始时表达$是

合子基因组中最早转录且转录水平最高的基因簇之

一)

@$

*

$能直接调控数百个靶基因'其中$大多数靶基因
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是母源基因$在缺失
<='>?#$

的情况下会在细胞中积

累)

@@

*

'在斑马鱼胚胎发育的过程中$

<='>?#$

参与维

持
%I+D

特异性表达基因的调控'例如$

<='>?#$

可靶

向体细胞中的
!"!#$

和
+,-,.

基因$降低它们
<'/,

的稳定性并且抑制其翻译$从而维持它们在
%I+D

生殖

质中的特异性表达和分布)

L

*

'此外$

<='>?#$

还影响趋

化因子
$,

3

4"

和
525-.6

的表达$通过降解原表达域内

的
$,

3

4"<'/,

来调节其表达量和分布范围$同时调

节
525-66

的表达水平以避免
$,

3

@"

过度消耗$确保

%I+D

的准确迁移)

@"

*

'但是斑马鱼
%I+D

迁移到生殖

嵴之后$在其向成熟的生殖细胞分化以及性腺发育的

过程中$

<='>?#$

的功能还未得到探究'

本研究以斑马鱼为实验对象$通过上调
<='>?#$

的表达探究其对斑马鱼
%I+D

的形成&迁移&生殖细胞

发育以及性腺发育的影响'研究发现过表达
<='>?#$

会导致斑马鱼
%I+D

迁移紊乱$并且造成
!"!#$%

等生

殖细胞标记基因
<'/,

表达量的显著下调'通过组

织学观察发现过表达
<='>?#$

会造成卵母细胞发育异

常$卵巢发育迟缓$但不影响斑马鱼的性别分化以及精

巢的发育'

@

!

材料方法

@;@

材料

本实验所用斑马鱼包括野生型
,̀

品系以及
+a@L

品系$均购买于国家斑马鱼资源中心'其中
+a@L

品系

为
OC

Z

#

&I.%>03'>!"!#$%

转基因斑马鱼$其
%I+D

可

特异性表达绿色荧光蛋白!

&I.%

"'成鱼饲养在自动

水循环系统中$水温控制在
"Lb

$光周期为
@?P

光照(

@$P

黑暗$喂食卤虫或鱼饲料!每天
#

!

?

次"'斑马鱼

受精卵放置于斑马鱼胚胎培养液中$在
"Lb

恒温条件

下孵育$孵化后在静水中饲养一个月$而后转移至水循

环系统中喂养'

@;"

方法

@;";@

显微注射和荧光检测
!!

<='>?#$<=<=B

!

!_>

0,00I+,+00I0+++II++0I0>#_

"和
+CNV:CF

<='/,

!

!_>0,,+,+I0+0,0,+I+++,>#_

"由上

海吉玛制药技术有限公司合成%

-/,>?#$

!

!_>,+,I>

I++III,+,,0I+,,0,>#_

"由
&T(K)/

公司合

成$其与
<='>?#$

有较高的结合亲和力$用于抑制

<='>?#$

的功能'在斑马鱼胚胎
@

细胞时期进行显微

注射$其中
<='>?#$<=<=B

和
-/,>?#$

的注射浓度均

为
!

#

<CF

(

-

'

使用尼康
28a@!$$

体视显微镜在胚胎不同发育

阶段观察和跟踪
%I+D

的形成以及定位'

@;";"

实时荧光定量
%+'

!!

在受精后
@"P

收集
#$

枚

,̀

品系斑马鱼胚胎$每个处理重复取样
#

次$用
%̀ 2

清洗后转移至
'/, 9̂=V

中$

?b

保存'按照说明书用

3'(YCF

法提取斑马鱼胚胎
'/,

$使用
G

>H:9DH:

反转试

剂盒!宝生物工程有限公司"合成
B*/,

'

用
%:=<H:!

设计定量引物$选择
!

7"5+'!

作为内参

基因$本研究所用引物详见表
@

'使用宝生物工程有限

公司的
"Q24̀ 'I:HHN%+'89DVH:8=Q

试剂和罗氏

-=

G

PVB

W

BFH:?L$%+'

仪进行实时荧光定量
%+'

扩增'

采用
"

c

$$

+V法计算基因的拷贝数$用
2%22";$

进行显

著性分析'

@;";#

报告载体构建
!!

从
/+̀(

数据库获取
!"!#$%

的基因序列$设计带有酶切位点的引物扩增
!"!#$%

的

#_03'

区域$将其克隆至
Z

8*>@73

载体$验证序列正

确性后$用
89#

%

和
:'!E

&

酶对
!"!#$%#_03'

和

&I.%>/@

质粒进行双酶切$连接&转化后测序获得

&I.%>!"!#$%#_03'

报告载体'用
89#

%

酶线性化报

告载体后$按照
8HDD9

G

H89BP=NH2%A

试剂盒!赛默飞

公司"的指示在体外合成
<'/,

'

@;";?

组织切片
!!

为检测过表达
<='>?#$

对斑马鱼

性腺发育的影响$分别在
#$

&

A$

和
@$$

时取斑马鱼性腺

样品$每个处理组随机取
#$

尾斑马鱼样品'放在
?d

多聚甲醛中过夜保存$随后梯度甲醇脱水$

c"$b

保

存'将样品切成
"

!

#<<

#的小块$经脱水&透明后进

行石蜡包埋$使用徕卡
'8"$@A

切片机切片$分别在
A$

和
#6b

条件下展片和烘片$在脱蜡&脱水后进行切片

染色和封片'使用尼康
,a@$$

荧光显微镜观察不同发

育时期的斑马鱼性腺切片结果'

表
@

!

本研究所用引物

39RFH@

!

%:=<H:DXDHE=NVP=DDVXE

W

引物
%:=<H:

序列!

!_

#

#_

"

2H

J

XHNBH

!

!_

#

#_

"

!"!#$%>

J

%+'>.e +,,+,II3I3+,II3,3,3+I

!"!#$%>

J

%+'>'1 I,,,I,3+,I++,I+33+,

&

'(')*>

J

%+'>.e 3+I+3I++,+,,,+,,,

&

'(')*>

J

%+'>'1 +I3III,I,3I3+3I,3,,,I

+,-,.>

J

%+'>.e +,++3I,,+++3II3,,3I

+,-,.>

J

%+'>'1 I33I,+3+,3++I+33+3+

!

7"5+'!>

J

%+'>.e ,,I+,II,I3,+I,3I,I3

!

7"5+'!>

J

%+'>'1 I33,I,+,,+3,++3+++333I

!"!#$%#_03'>.e

!

89#(

"

++I+3+I,I+III,I,333I,>

,I,,,+,+3

!"!#$%#_03'>'1

!

:'!E(((

"

+++,,I+33+3I,+,333,,,>

,II,II,+3,,,+
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结果

";@

过表达
<='>?#$

影响
%I+D

迁移

为检验合成的
<='>?#$

能否影响
%I+D

的形成及

迁移$本文作者将
<='>?#$<=<=B

注射到
+a@L

品系斑

马鱼的
@

细胞时期的胚胎中$使用荧光显微镜检测

%I+D

的形成和迁移情况'检测结果表明
<='>?#$

不

影响
%I+D

的正常形成$但在原肠晚期发现过表达

<='>?#$

的胚胎中
%I+D

的迁移发生紊乱$多数
%I+D

分散成单个细胞进行迁移运动!见图
@9

,"$而对照组胚

胎中的
%I+D

以体轴为中心聚集成两簇进行迁移!见图

@H

,"'在胚胎发育至受精后
"$P

时$

<='>?#$

过表达

的胚胎中
%I+D

的排列更为分散$排成一列向生殖嵴迁

移!见图
@R

,"'在受精后
"?P

时$对照组中
%I+D

簇已

经迁移至生殖嵴附近!见图
@

G

,"$而过表达
<='>?#$

的

胚胎中部分
%I+D

迁移至卵黄延伸部的尾端$定位在生

殖嵴以外的区域!见图
@B

,"'受精后
#AP

时
%I+D

迁

移已经结束$对照组中
%I+D

聚集在生殖嵴区域!见图

@P

,"$相较于对照
%I+D

的紧密分布$过表达组胚胎中

%I+D

排列松散$并且部分
%I+D

定位在卵黄延伸部

的尾端!见图
@E

,"'本文作者还对
%I+D

的迁移情况

进行了统计分析!见图
@̀

"$结果表明过表达组中有

LAd

的胚胎出现
%I+D

迁移紊乱的表型$显著高于对

照组'

!

,;

注射
<='>?#$<=<=B

和
+CNV:CF<='/,

的胚胎中
%I+D

的迁移情况'

9

!

E

分别为受精后
7

&

"$

&

"?

和
#AP<='>?#$<=<=B

注射组胚胎!白光"%

9

,

!

E

,分别为受精后
7

&

"$

&

"?

和
#AP<='>?#$<=<=B

注射组胚胎!荧光"%

H

!

P

分别为受精后
7

&

"$

&

"?

和
#AP

对照组胚胎!白光"%

H

,

!

P

,分别为受精后
7

&

"$

&

"?

和
#AP

对照组胚胎!荧光"'箭头指示迁移中的
%I+D

'

;̀

注射
<='>?#$<=<=B

和
+CNV:CF<='/,

后表型统计$每组处理分别统计了
"$$

枚胚

胎'数据代表平均值
f

误差% 表示
&$

$g$@

'

,;%I+D<=

G

:9V=CN=NH<R:

W

CD=N

M

HBVHE =̂VP+CNV:CF<='/,9NE<='>?#$<=<=B;9

!

E

#

&<R:

W

CDU:C<

<='>?#$<=<=B=N

M

HBVHE

G

:CX

Z

9V7

$

"$

$

"?9NE#AP

Z

CDVUH:V=F=Y9V=CN

!

P̂=VHF=

G

PV

"%

9

,

!

E

,#

&<R:

W

CDU:C<<='>?#$<=<=B=N

M

HBVHE

G

:CX

Z

9V7

$

"$

$

"?

9NE#AP

Z

CDVUH:V=F=Y9V=CN

!

UFXC:HDBHNVF=

G

PV

"%

H

!

P

#

&<R:

W

CDU:C<BCNV:CF

G

:CX

Z

9V7

$

"$

$

"?9NE#AP

Z

CDVUH:V=F=Y9V=CN

!

P̂=VHF=

G

PV

"%

H

,

!

P

,#

&<R:

W

>

CDU:C<BCNV:CF

G

:CX

Z

9V7

$

"$

$

"?9NE#AP

Z

CDVUH:V=F=Y9V=CN

!

UFXC:HDBHNVF=

G

PV

"

;,::ĈD=NE=B9VH%I+D=N<=

G

:9V=CN;̀;%PHNCV

WZ

HDV9V=DV=BD9UVH:=N

M

HB>

V=CNCU+CNV:CF<='/,9NE<='>?#$<=<=B

$

"$$H<R:

W

CD Ĥ:HHQ9<=NHEUC:H9BP

G

:CX

Z

;3PHE9V9:H

Z

:HDHNVVPH<H9Nf2*

!

H::C:R9:D

"%

=NE=B9VHD

&$

$g$@;

"

图
@

!

<='>?#$

过表达导致
%I+D

迁移紊乱

.=

G

;@

!

)[H:HQ

Z

:HDD=CNCU<='>?#$:HDXFVD=N9RH::9NV<=

G

:9V=CNCU%I+D
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!!

随后$通过实时荧光定量
%+'

检测了过表达
<='>

?#$

对生殖细胞特异性表达基因
!"!#$%

&

&

'(')*

和

+,-,.

的影响'实验结果如图
"

所示$在
%I+D

迁移的

关键时期$

<='>?#$

的过表达会引起内源
!"!#$%

&

&

'7

(')*

和
+,-,.<'/,

表达水平的显著下调'

!数据代表平均值
f2*

!误差棒"% 表示
&$

$g$@

'

3PHE9V9:H

Z

:HDHNV

VPH<H9Nf2*

!

H::C:R9:D

"%

=NE=B9VHD

&$

$g$@;

"

图
"

!

<='>?#$

的过表达对
%I+D

迁移相关的基因表达量的影响

.=

G

;"

!

3PHHQ

Z

:HDD=CNBP9N

G

HDCU%I+D>D

Z

HB=U=B

G

HNHD9UVH:X

Z

>:H

G

XF9V=N

G

<='>?#$

!!

在确定
<='>?#$

影响靶基因的表达后$通过将

-/,>?#$

&

<='>?#$<=<=B

和
+CNV:CF<='/,

分别与

体外合成的
&I.%>!"!#$%#_03'

混合后共注射斑马

鱼受精卵$进一步探究了过表达和抑制
<='>?#$

的表

达对其靶基因
!"!#$%

表达和分布的影响'在受精后

#AP

时$荧光检测发现对照中绿色荧光蛋白可以在生

殖细胞中表达$并且生殖细胞簇定位在生殖嵴!见图

#+

&

+

,"'在注射
-/,>?#$

的处理组中!见图
#,

&

,

,"$观察到斑马鱼全身荧光相对于对照组增强$并且

无法准确辨认被标记的
%I+D

'在共同注射
&I.%>

!"!#$%#_03'

和
<='>?#$<=<=B

组中!见图
#̀

&

`

,"$

斑马鱼体内的绿色荧光明显弱于以上两个处理组$并

且发现
%I+D

迁移紊乱$部分
%I+D

定位于生殖嵴以外

的区域'

";"<='>?#$

对性腺发育和性别分化的影响

为了进一步探究
<='>?#$

对斑马鱼性腺发育的影

响$向
,̀

品系斑马鱼受精卵中注射
<='>?#$<=<=B

$

制备受精后第
#$

&

A$

和
@$$

天的性腺组织切片并进行

观察分析!见图
?,

&

`

"'受精后第
#$

天的对照组和实

验组切片结果表明$斑马鱼性腺发育正常$此时性腺未

出现明显的雄鱼特征$均表现为雌性特征'卵母细胞处

于初级生长期$卵母细胞发育正常$和对照相比没有明显

区别'对
"

月龄斑马鱼性腺组织切片的观察发现$在

!

,

和
,

,代表共注射
-/,>?#$

和
&I.%>!"!#$%#_03'

的斑马鱼%

`

和
`

,代表共注射
<='>?#$<=<=B

和
&I.%>!"!#$%#_03'

的斑马鱼%

+

和
+

,代表

共注射
+CNV:CF<='/,

和
&I.%>!"!#$%#_03'

的斑马鱼'箭头指示
%I+D

的定位'

,9NE,

,

:H

Z

:HDHNVYHR:9U=DP=N

M

HBVHE =̂VP-/,>?#$9NE&I.%>

!"!#$%#

,

03'

%

9̀NÈ

,

:H

Z

:HDHNVYHR:9U=DP=N

M

HBVHE =̂VP<='>?#$<=<=B9NE&I.%>!"!#$%#

,

03'

%

+9NE+

,

:H

Z

:HDHNVYHR:9U=DP=N

M

HBVHE =̂VP+CNV:CF

<='/,9NE&I.%>!"!#$%#

,

03';,::ĈDEH<CNDV:9VHVPHFCB9V=CNCU%I+D;

"

图
#

!

<='>?#$

的表达水平对其靶基因
!"!#$%

的影响

.=

G

;#

!

&UUHBVDCU<='>?#$HQ

Z

:HDD=CNFH[HFCN=VDV9:

G

HV

G

HNH!"!#$%

!6



中
!

国
!

海
!

洋
!

大
!

学
!

学
!

报
"$""

年

!

,;

受精后第
#$

&

A$

和
@$$

天对照组和
<='>?#$<=<=B

注射组斑马鱼的卵巢切片%

;̀

受精后第
A$

和
@$$

天对照组和
<='>?#$<=<=B

注射组斑马鱼的精

巢切片'

%)

为初级生长期卵母细胞$

%1)

为卵黄发生前卵母细胞$

1)

为卵黄发生期卵母细胞$

8)

为成熟卵母细胞$

2I

为精原细胞$

2%

为精母细胞$

2*

为精细胞'标尺均为
"$

#

<

'

,;)[9:=9FP=DVCFC

GW

HQ9<=N9V=CNCUYHR:9U=DPU:C<BCNV:CF

G

:CX

Z

9NE<='>?#$<=<=B=N

M

HBVHE

G

:CX

Z

9V#$

$

A$

$

9NE@$$

E

Z

CDVUH:V=F=Y9V=CN

%

;̀2

Z

H:<9V=BP=DVCFC

GW

HQ9<=N9V=CNCUYHR:9U=DPU:C<BCNV:CF

G

:CX

Z

9NE<='>?#$<=<=B

G

:CX

Z

9VA$

$

9NE@$$E

Z

CDVUH:V=F=Y9V=CN;%)

$

Z

:=<9:

W

>

G

:ĈVPCCB

W

VH

%

%1)

$

Z

:H[=VHFFC

G

HN=BCCB

W

VH

%

1)

$

[=VHFFC

G

HN=BCCB

W

VH

%

8)

$

<9VX:HCCB

W

VH

%

2I

$

D

Z

H:<9VC

G

CN=9

%

2%

$

D

Z

H:<9VCB

W

VH

%

2*

$

D

Z

H:>

<9V=E;2B9FHR9:h"$

#

<;

"

图
?

!

不同日龄斑马鱼性腺切片

.=

G

;?

!

ICN9EP=DVCFC

GW

CU =̂FE>V

WZ

H9NE<='>?#$>=N

M

HBVHEU=DP

注射
<='>?#$

的斑马鱼中$雄鱼性腺和对照组并无区

别%对照组的卵母细胞处于从初级生长期向卵黄发生

期过渡的阶段$而过表达组的卵巢发育明显滞后$卵母

细胞数目少且发育异常$细胞形态不完整'在受精后

第
@$$

天时$斑马鱼已经性成熟$精巢中有大量精细胞

形成$同时可以观察到精原细胞和精母细胞%此时卵母

细胞进入成熟期$卵黄颗粒基本充满卵母细胞$而过表

达
<='>?#$

组的卵母细胞发育略有滞后$其内部的卵

A6
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对斑马鱼原始生殖细胞迁移和性腺发育影响的初步研究

黄颗粒数目明显少于对照组卵黄颗粒数目'

另外$在受精后第
@$$

天时对斑马鱼性腺的大小进

行了进一步分析测定$解剖观察结果如图
!

所示$注射

<='>?#$

组雄鱼的精巢和对照组雄鱼的精巢形态与大小

不存在明显差异%而注射
<='>?#$

的雌鱼的卵巢明显发

育不良&体积偏小$约为对照组卵巢体积的二分之一'

图
!

!

受精后
@$$E

的斑马鱼性腺

.=

G

;!

!

aHR:9U=DP

G

CN9ED9V@$$E

Z

CDVUH:V=F=Y9V=CN

在出生后第
@$$

天$已经可以通过表观特征群区

分斑马鱼的雌雄$雄鱼的胸鳍表面存在锯齿状突起!见

图
A,

"$雌鱼的胸鳍表面光滑!见图
À

"'在显微镜下

观察斑马鱼胸鳍鉴定雌雄比例$发现
<='>?#$

注射组

雄鱼胸鳍表面锯齿状突起较少!见图
A+

"且没有对照组

明显'统计结果显示#

<='>?#$

注射组
"#g!d

雄鱼$

6Ag!d

雌鱼%对照组
"?g$d

雄鱼$

6Ag$d

雌鱼$表明斑

马鱼的性别分化不受
<='>?#$

的影响'

!

,

和
`

分别代表对照组雄性和雌性斑马鱼胸鳍%

+

和
*

分别代表
<='>

?#$

过表达组雄性和雌性斑马鱼胸鳍'

,9NE`

#

%HBVC:9FU=NDCU<9FH

9NEUH<9FHYHR:9U=DP=NVPHBCNV:CF

G

:CX

Z

%

+9NE*

#

%HBVC:9FU=NDCU<9FH

9NEUH<9FHYHR:9U=DP=NVPH<='>?#$C[H:HQ

Z

:HDD=CN

G

:CX

Z

;

"

图
A

!

过表达
<='>?#$

不影响斑马鱼性别分化

.=

G

;A

!

<='>?#$C[H:HQ

Z

:HDD=CNP9DNCHUUHBVCN

YHR:9U=DPDHQE=UUH:HNV=9V=CN

#

!

讨论

在本研究中$发现
<='>?#$

的过表达会引起斑马

鱼
%I+D

迁移的紊乱$致使部分
%I+D

无法正常迁移至

生殖嵴$并且导致
!"!#$%

等
%I+D

特异性表达基因

<'/,

水平降低'在生殖细胞发育过程中$上调
<='>

?#$

可以抑制卵母细胞的发育$并且造成卵巢发育迟

缓$但是对斑马鱼精巢发育及性别分化没有明显影响'

<='>?#$

此前已被证明在
%I+D

迁移中发挥关键

作用$

<='>?#$

及其哺乳动物同源基因
<='>#$"

均可

拯救
<='/,D

缺失突变体中的
%I+D

异位表型$

<='>

?#$

能够通过调节趋化因子
$,

3

4"

和
525-.6 <'/,

的表达确保
%I+D

的准确迁移)

@"

*

'本研究通过注射

<='>?#$<=<=B

在斑马鱼胚胎中过表达
<='>?#$

$同样

发现
%I+D

的定位出现异常$从另一个角度探究了

<='>?#$

对
%I+D

迁移的影响'在斑马鱼中$

%I+D

的

形成由生殖质这种特殊的母源性细胞质决定)

@#

*

$一些

母源
<'/,

$如
,!,

&

1"$"

和
!"!#$%

等定位于生殖质

中$这些
<'/,

随着胚胎发育被整合进入体细胞和

%I+D

'

<='>?#$

在受精卵中合子基因转录开始时就大

量表达)

6

*

$由于受到
<='>?#$

介导的
<'/,

去烯化&

<'/,

降解和翻译抑制$部分生殖质基因在体细胞中

会被迅速降解'在
%I+D

中$其靶
<'/,

也受到
<='>

?#$

的调控)

@@

*

$但
!"!#$%

和
+,-,. <'/,#_03'

中

的顺式作用元件能补偿
<='>?#$

介导的抑制作用$使

这些
<'/,

能在
%I+D

中稳定存在'此外$近些年的

研究发现$一些生殖系特异性
'/,

结合蛋白也在维持

生殖质基因的特殊表达模式中发挥重要作用'其中$

,!,4

可以通过结合
<'/,

以及阻止
<='/,D

与靶

位点的相互作用$来抵消斑马鱼
%I+D

中
<='>?#$

等

<='/,D

的功能)

@?

*

%

*,a-

能与
+,-,.

结合$通过诱导

Z

CF

W

!

,

"尾部的伸长!聚腺苷酸化"来缓解
<='>?#$

介

导的对
+,-,.<'/,

的抑制)

@!

*

'这些机制共同作用$

保证了
!"!#$%

和
+,-,.

等基因在
%I+D

中的稳定表达

和功能发挥'在本研究中$

<='>?#$

的过表达会进一步

加剧其对体细胞中靶
<'/,

的抑制作用$并且超出了

%I+D

中
!"!#$%

和
+,-,.

等基因的顺式作用元件以及

*,a-

和
,!,

等保护机制对
<='>?#$

介导的降解的补

偿范围$进而导致这些生殖质基因在
%I+D

中表达量减

少'

斑马鱼中已有的研究显示
!"!#$%

的正常表达对

于
%I+D

的迁移和存活至关重要$敲降
!"!#$%

会造成

部分
%I+D

的错误定位)

@A

*

'本研究结果证明过表达

<='>?#$

可导致内源
!"!#$%

表达的下调以及外源

!"!#$%#_03'

的分布和定位变化$和已有的研究结果

是一致的'表明
<='>?#$

可以通过调控
%I+D

中
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等生殖质基因的表达$参与调节
%I+D

的迁移

运动'

鱼类的卵泡发育和卵母细胞成熟受下丘脑&垂体

和卵巢产生的激素控制)

@6

*

$卵母细胞的成熟是在卵泡

刺激素!

-5

"&成熟诱导激素!

8(5

"和成熟促进因子

!

8%.

"三种主要调节因子的控制下发生的)

@L

*

'近些年

来$多项研究证明有多种
<='/,D

通过转录后调控在

硬骨鱼类的卵母细胞发育&成熟以及卵子发生等过程

中发挥作用'青鳉
<='>"$"

在卵子发生(卵泡发生中

的起到关键作用$敲除
<='>"$"

导致早期卵泡发育受

损$卵子数量减少)

@7

*

'斑马鱼
"#

号染色体上的
<='>

/,>"$$

簇是卵母细胞成熟和排卵所必需的)

"$

*

'已有

研究在斑马鱼卵泡细胞中检测到了
<='>?#$R

$认为

<='>?#$R

可能参与调控斑马鱼卵母细胞的成熟)

"@

*

'

斑马鱼的性腺发育一般从出生后第
#$

天开始$在性

别分化之前$所有性腺均发育为卵巢%在出生后第
?$

!

!$

天期间$性腺开始分化%当发育到第
A$

天时$性腺分

化结束$卵巢和精巢形成'已有的研究表明$足够数量

的早期生殖细胞对雌性斑马鱼的性发育至关重要$斑

马鱼早期胚胎中生殖细胞的缺失$会导致斑马鱼发育

为雄性)

""

*

'本研究结果表明$过表达
<='>?#$

会影响

斑马鱼卵母细胞的正常发育$并导致卵巢发育迟缓$但

不影响斑马鱼的性别分化'由于
%I+D

在迁移到生殖

嵴后能与体细胞共同形成原始性腺$并最终增殖分化

形成两性配子$

%I+D

的正常迁移和准确定位是其功能发

挥的前提条件'因此$本文作者推测过表达
<='>?#$

导

致部分
%I+D

不能正常迁移至生殖嵴$造成定位于生殖

嵴的
%I+D

数目减少$进而影响了后续卵巢的正常发育'

综上所述$本研究对
<='>?#$

在斑马鱼生殖细胞

发育中的功能进行了初步探究'证明过表达
<='>?#$

会造成
%I+D

迁移紊乱$

<='>?#$

可能通过影响
%I+D

中
!"!#$%

&

&

'(')*

和
+,-,.

等生殖质基因的表达及定

位$在
%I+D

迁移过程中发挥关键作用'另外$在胚胎

发育早期上调
<='>?#$

还会将会影响性腺分化时期卵

母细胞的正常发育$导致卵巢发育迟缓'上述结果为

后续研究
<='>?#$

在
%I+D

迁移和生殖细胞发育中的

分子调控奠定了基础'
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