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A mini review of studies on genetic basis of sex determination in fish
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Abstract: As lower vertebrates, f ishes have complex modes of sex determination. From the cytogenet ic

perspective, only a small proportion of f ish species have heteromorphic sex chromosomes. At the present stage

sex determination can only be explained via genetics rather than genes in most species. Nevertheless, genes

associated with sex determination and male development were identified in a model fish medaka, Oryzias latipes.

Sequences or genetic markers specif ic to certain sex chromosomes were reported in some f ishes. These f indings

lay the groundwork for further studies on the function and regulat ion of sex genes aiming at elucidation of the

mechanism of sex determination, and provide potential tool for sexing f ish. In this mini review , progress in the

past few decades in both cytogenetic and molecular genetic studies on sex determination of f ish were summarized.

Prospects, signif icance and possible future directions of the studies on fish sex determination were also discussed.
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动物从受精卵发育到具有不同性别特征的个体是一个奇妙而又严谨的过程, 是人类长期以来试图揭示的自然现象。

上世纪 90年代初在人类 Y 染色体上发现了性别决定基因 SRY[ 1] , 进而发现了一个新的 Sox基因家族[ 2]。上述基因的发

现,促进了以哺乳类为代表的动物性别决定和分化机制研究。由于鱼类在脊椎动物中的特殊进化地位、庞大的种类数量

以及显著的社会经济价值,鱼类的性别决定研究一直受到遗传和发育学者的重视。尽管离最终阐明鱼类性别决定的机

制还有距离, 但近 20 多年来鱼类性别决定的遗传基础研究已取得不少重要进展。本文试图根据现有文献资料, 对鱼类

性别决定的细胞遗传和分子遗传基础研究概况作一综述, 为今后的深入研究提供参考。
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1 鱼类性别决定的细胞遗传基础研究现状

1. 1 鱼类的染色体性别决定类型

高等脊椎动物的性别决定系统一般较为简单,如哺乳动物的XX/ XY, 鸟类的 ZW/ ZZ 等。几十年的细胞遗传学研究

表明,鱼类性别决定几乎包括了动物的所有性染色体类型。但是在 1985 年前已研究过染色体组型的 1600 多种真骨鱼类

中,只有 72 种被认为有性染色体[3] , 而能从细胞遗传学中鉴别出性染色体的不超过 30 种。1989年前我国学者认为 10

种鱼类中有性染色体[ 4] , 它们是鲫( Carassius auratus ) , 胡子鲶( Clarias fuscus ) , 革胡子鲶( C. leather ) , 斑点胡子鲶( C.

macrocephalus) , 蟾胡子鲶 ( C. batrachus ) , 白缘 ( Leiobagrus marginatus ) , 黑缘 ( L . nigricauda ) , 拟缘 ( L.

marginaoides) ,刺鳅 ( Mastacembelus sinensis ) 和短 鲚 ( Coilia brachygnathus ) , 后来又发现大鳞副泥鳅 ( Paramisgurnus

dabryanus )有性染色体分化[5] , 加上国际上近年来发现的近 20 种有性染色体的种类[ 6- 12] , 据不完全统计, 可能有近 100

种鱼类被认为有性染色体, 但是在细胞遗传上能分辨出来的、具有较好性染色体形态分化的鱼类可能只有 40种左右。

综合各方面的观点, 目前一般认为鱼类性别的染色体决定类型主要有 5 类: ) XX / XY 型, 即雌性同配、雄性异配

型,为大多数鱼类的性染色体类型, 例如刺鳅[ 4] ,青 ( Oryzias latipes ) [ 13] ; ZW/ ZZ 型, 即雌性异配、雄性同配型, 如大鳞

副泥鳅[ 5] , Tripp ortheus [ 9] ; 在数目上 ZW/ ZZ 型少于 XX/ XY 型, 据估计, XX/ XY 与 ZW/ ZZ 型两者共占到鱼类种类的 70%

左右[3] ; ZO/ ZZ 与 XX/ XO 型, 即其中一个性别少1 个性染色体, 前者为雌性配子异配, 如短 鲚[ 4] , 后者为雄性配子

异型, 如褶胸鱼 ( Sternoptyx diaphana ) [ 14] ; X1X 1X 2X 2/ X1X2Y 型, 即复性染色体型, 该类型仅发现于鱼类, 例如

Parablennius tentacularis[ 15] ; 常染色体型, 即以现有技术手段未能发现任何异型性染色体, 性别可能主要由常染色体决

定,例如斑马鱼( Brachydanio rerio ) [ 14]。

需要说明的是,有些鱼类的性染色体之间以及性染色体与常染色体之间的差异细微, 可能需要特殊染色和经验判

断,以至有些种类中是否有性染色体还存在争议,例如鲫[ 3,4]和黄鳝( Monop terus alba) [16, 17]等。鉴别鱼类异型性染色体一

般用染色体显带方法(如 G- 和 C- 带等)和比较基因组杂交法( comparative genome hybridization, CGH)等方法[ 18]。荧光原

位杂交法( fluorescence in situ hybridization, FISH)也是可靠的鉴定方法[19, 20] ,但前提条件是必须预先克隆出性别或性染色

体特异的探针。

有少数鱼类具有双性别决定系统( dual sex determination) , 即除了正常的 1 对性染色体外, 某些群体还有 1 个或 1 对

常染色体(拟常染色体)参与性别决定,例如剑尾鱼( Xiphophorus spp. )的W X Y
[ 21]

, 以及某些罗非鱼( Oreochr omis spp. )的

AA( aa)W- X- Y[ 22]。剑尾鱼具有WY,WX 和 XX 为雌性, XY 和YY 为雄性。由于存在不同的染色体类型, 自然群体中

这些具有不同染色体类型的剑尾鱼个体交配, 可产生不同的性别比例。罗非鱼的种内群体或种间杂交也有类似情形。

在绝大多数鱼类中迄今鉴定不出异型性染色体。然而,对其中已进行过雌核发育或雄核发育以及人工转性,进而通

过交配获得了全雌性
[ 23, 24]

或全雄性
[ 25]
群体的一些鱼类,基本可以在遗传上确定它们具有 XX/ XY 型染色体性别决定行

为。笔者认为将其称为 隐性 XX/ XY 型是合适的[ 26]。 隐性 ZW/ ZZ 型的报道极少,因为还缺乏对这类鱼类的人工单

性发育研究。

1. 2 鱼类性染色体的起源、变异和可塑性

鱼类性染色体的分化主要有 3个层次: 常染色体型, 隐性染色体型, 异型性染色体型[14]。Ota 等[ 27]通过分子

系统学和细胞遗传研究,认为 Aulopiformes目中雌雄同体种类中是由于在进化中失掉了异型性染色体, 进而假设鱼类的

异型性染色体在进化中可能经历了多次出现与消失的过程。斑马鱼被认为是没有性染色体的类型[ 14] ,但它究竟是因为

系统发育中的原始性,或是在进化上后来失掉了异型性染色体,目前无从知晓。

利用人类X 染色体特异的 DNA 片段为探针,对 3 种不同性染色体分化水平的鱼类(斑马鱼、黄鳝和刺鳅)进行的染

色体组描绘发现,人类 X 染色体的同源片段散布于鱼类的几对同源染色体中。这些保守片段也许就是鱼类和其它脊椎

动物X 染色体起源和进化的物质基础[ 28]。

利用红点鲑属( Salvelinus )鱼类的性染色体作探针的染色体描绘证实, 鲑科鱼类中的大马哈鱼属( Oncorhynchus )、鲑

属( Salmo )和红点鲑属之间的性染色体没有同源性[ 29] , 因此它们的起源可能是相对不同的,或后期分化较大。Ohno[ 30]提

出假设,认为鱼类的异型性染色体是由常染色体融合而来。Kondo 等[31]根据青 X 和 Y 染色体上减数分裂重组频率的

差异的研究结果而支持此假说。

Nakayama 等[ 32]通过分子杂交证实 Z 和W染色体间发生了交换, 形成特殊的W染色体导致性别表型和性别遗传型
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不一致的个体。这也许提示这个种内雌性和雄性染色体异配系统正在渐变。Ueno 等[ 8]认为大头狗母鱼( Trachinocephalus

myop s) ZZ ZW1W2性别系统的产生涉及到Z 和W 性染色体与常染色体的罗伯逊易位。

有证据显示剑尾鱼的祖先是XX YY 性别决定系统, 而目前的W X Y 系统可能是基因突变或染色体重排的结果。由

于常染色体上的基因与性染色的基因相互作用,使得性别决定基因的作用发生异常,产生与 1 1比例不符的后代[ 21]。复

性染色体( X1X1X2X2 / 1X2Y)类型的形成中,可能是由于某个常染色体被转移到 Y 染色体中,变成了巨大的中部着丝点性

染色体[ 33]。红大马哈鱼( Oncorhynchus nerka) Y 染色体也与 1 个常染色体发生了融合[ 34]。因为这种转移和融合只发生在

雄性,所以雌性比雄性多 1 条染色体。

因此,鱼类的性染色体形成和进化在不同类群可能涉及了不同的机制。从性染色体的遗传类型和变异来看,鱼类具

有复杂的性别决定系统,甚至同一个种的性别决定系统也可能有异质性[ 17, 19] ,这反映出鱼类性染色体有一定的可塑性。

2 鱼类性别决定的分子细胞学与分子遗传学研究概况

2. 1 鱼类中寻找可能的性别相关基因的历程

目前人们对在鱼类性别决定与分化中起关键作用的基因或染色体区域还知之甚少,研究过程也经历了在鱼类基因

组中寻找哺乳动物性别基因的同源基因,逐渐转向寻找鱼类自身的性别决定基因。以下是鱼类中先后被研究的几个基

因或片段,有些被证明可能与性别决定相关, 有些则不相关。

2. 1. 1 SRY、ZFY和 BKM

以哺乳类、鸟类及某些爬行类中与性别决定相关的 SRY 和ZFY 以及 BKM ( banded krait minor)片段为探针, 在珊瑚鱼

类不能产生性别特异性的杂交带[ 35]。Tiersch等[ 36]进一步确认, 在沟鲶( I ctalurus punctatus)的正常雌雄个体及经过激素诱

导的性逆转个体上都有与 SRY结合的同源片段。近几年来, 我国几个实验室在多种淡水鱼类(包括泥鳅、大鳞副泥鳅、刺

鳅和黄鳝等)中也得到有关 SRY 基因同源性的类似实验结果[ 37- 39]。人的 SRY 基因还被试图定位在黄鳝的第 1 号染色

体上[ 40]。总的来看, SRY等因子不是鱼类性别决定的因子。但是, 它是否可能像哺乳动物那样对性别决定的下游基因

(例如 Sox9基因)有调控作用, 目前还没有证据。

BKM 在鸟类和爬行类性别决定中有一定作用, 也是性染色体的标志之一。鱼类也有此类重复序列的同源片

段[35, 36, 41, 42] ,但还没有证据显示它们具有性别决定作用[ 41]。

2. 1. 2 Sox

Sox 基因是一类基因的统称,特点是均含有一个 SRY 样 HMG 盒( high mobility group box)。尽管 Sox 基因家族以 SRY

为代表,但其成员与 SRY 基因有着明显区别。SRY 在不同物种间有较大差异, 但是 Sox 基因在进化上十分保守, 在雌雄

性别的基因组中均存在[ 2]。在脊椎动物中已报道的 40多个 Sox 基因中, So x9已被证实是参与性别决定的基因。

根据其它脊椎动物中报道的 Sox基因序列设计兼并引物, 已在虹鳟( Oncorhynchus mykiss )
[ 43]
、青

[ 44]
和两种泥鳅

[ 45]

中克隆和研究了鱼类 Sox 同源基因。在泥鳅和大鳞副泥鳅 Sox8和 Sox9基因的保守性分析中, 未发现性别特异性的杂交

带[45]。这两种基因被初步定位在大鳞副泥鳅的 2 个端部着丝粒染色体上[ 46]。Northern 杂交分析表明 Sox9 在大鳞副泥鳅

精巢中有宏量表达[47] , 表明该基因与精巢形成和分化有关。有意思的是,过去报道的鱼类 Sox基因都不含内含子,而大

鳞副泥鳅中的 Sox9 基因有内含子[ 47] ,其内含子拼接方式可能对进一步研究 Sox9 基因在鱼类性别决定和分化的作用有

一定意义。

2. 1. 3 DMY

简单地利用哺乳动物的 SRY/ Sry寻找鱼类的性别决定基因(区)的途径已经不能走通, 最终还是必须从鱼类本身的

基因组中去定位和寻找性别相关的基因或 DNA标记, 作为研究性别决定基因及其功能的后选基因,或作为遗传性别的

鉴定工具加以利用。

这方面的研究中,以青 中得到的结果最令人鼓舞。通过对青 Y 染色体上的性别决定相关区段的重组和缺失分

析,最后逐步缩小到 1 个 250 kb 的区域, 从中找到的 1 个新基因被命名为 DMY ( doublesex/ mab 3 domain of Y

chromosome) [ 48] , 在雌性染色体上没有它的同源序列。DMY 的表达只局限于 XY 精巢,它的突变将直接导致鱼向雌性化

方向发展。DMY 基因是迄今鱼类在 Y染色体上找到的、与精巢发生与分化直接相关证据最充分的一个性别决定功能基

因。

2. 1. 4 DMRT1Y

紧接着 DMY的报道, 几个月后在青 中克隆出了一个 DMRT1( DM related transcription factor 1)基因的拷贝, 命名为
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DMRT1Y [49] , 它具有与DMY 有相似的性别决定作用。DMRT1 本来是近年新克隆到的、被认为是脊椎动物中最原始的性

别决定基因,位于常染色体上(即在雌雄性基因组中均存在) ,但雌雄中的表达不同, 该基因的功能可能与精巢的足细胞

发育有关[ 50]。有意义的是,青 的复制拷贝 DMRT1Y 只存在于 Y染色体上, X 染色体上没有它的同源基因, 其表达也只

限于雄性的胚胎和成体精巢足细胞。因此 DMY 和 DMRT1Y 均是青 性别决定基因的强有力的后选基因,在作用上被

初步认为与哺乳动物中的 SRY/ Sry类似。不过它们的具体调控机制、相互关系以及进化特性等, 还有待深入探讨。

在另外在一些具有初步或较好异型性染色体分化的鱼类, 如虹鳟[51]、几种太平洋鲑 ( Oncorhynchus keta, O.

gorbuscha, O. kisutch , O. tshawytscha) [ 52]和罗非鱼等,也已经有了关于性染色体作图( mapping )的报道。这些工作为在更

多鱼类中寻找和定位性别决定位点(区段) ,进而克隆和鉴定性别决定基因奠定了初步基础。

2. 2 性染色体特异片段与性别遗传鉴定

除了上述性别决定基因的研究以外,通过比较基因组杂交和差减克隆研究,在鱼类中还发现了许多性别或性染色体

特异的 DNA 片段(含重复序列) , 为定位和鉴定性染色体,以及鉴定鱼类遗传性别( fish sexing)奠定了基础。

在具有初步性染色体分化的大鳞大麻哈鱼 ( Oncorhynchus tshawytscha)中, 发现雌性基因组比雄性多了一个生长激素

基因的假基因GH- psi[ 53] ; 此外,大鳞大麻哈鱼 Y 染色体上的串联重复 DNA 是鉴定是否具有 Y 染色体的可靠标志[ 54]。

一段 8 kb 的重复序列片段被发现与大鳞大麻哈鱼的雄性性别决定座位( sex determining locus)紧密连锁[ 55]。虹鳟中的

OmyP9 是性染色体特异的序列[ 56]。剑尾鱼中的 Xmrk(来源于黑色素瘤原癌基因)是 X 和 Y 染色体共同的标记, 而 XIR

是Y 染色体特有的末端重复序列[ 41]。

依据大鳞大麻哈鱼性别特异的 GH- psi片段,在鲑鳟鱼类中实现了遗传性别鉴定[ 57]。OmyP9 的 RSI 酶切片段是鉴

别虹鳟雌雄性别的标记[ 56]。利用克隆的 Z 和W染色体的特异序列为探针,在 Leporinus elongatus 中发现了不正常的 ZW

雄性个体,以及实际为雄性的 ZW 雌性个体。这些不正常个体是在某些情况下由于 Z 和 W染色体交换而形成的特异性

W 染色体的影响而产生
[ 32]
。在剑尾鱼

[ 58]
和非洲鲶( Clarias gariepinus)

[ 59]
中也克隆出性染色体片段,并以此为基础实现了

利用简单的 PCR 方法的遗传性别鉴定。据说这些性别特异性的序列和引物都有种类特异性。考虑到性别特异探针的理

论和应用价值,鲑鳟鱼类的遗传性别鉴定方法已经申请了美国专利[57]。

由于基因组水平上的差异可能较小,在没有异型性染色体分化的鱼类中寻找性别特异片段的难度较大, 迄今罕见公

开报道。高度变异性的 DNA 指纹技术(例如 AFLP[ 60] )在这一类物种中分离性别特异片段可能有一定潜力[ 61, 62]。在 2 种

鲤科鱼类以及大黄鱼( Pseudosciaena crocea)中初步发现了基因组间有性别差异的 DNA指纹图谱片段, 但它们与性别或性

染色体的相关性还有待研究。

3 鱼类性别决定的假说与推论

目前看来,只有在具有初步异型性染色体分化,并且已经鉴定或定位出性别决定后选基因的少数鱼类 (如青 和鲑

鳟鱼类等)中, 可以认为性别是由性别决定基因所控制的。对绝大部分鱼类来说,性别决定基因还有待寻找与证实,性别

决定还只能从 遗传 而不是基因的角度解释[ 14]。隐性 XX/ XY 或 ZW/ ZZ 型的解释至少在目前仍有其客观合理性[ 25]。

一般来说,雌核发育和雄核发育可以帮助在 遗传 上确定一种鱼类的染色体性别决定类型。若雌核发育全部为雌性个

体,至少可以推断雌性是同配的, 而雌核发育后代中大约 1 半为雌性, 1 半为雄性,则可以推论雌性可能是异配的 (即

ZW/ ZZ 型)。雄核发育的情况应该正好相反。

但是鱼类的性别往往不是这样简单的。由于常染色体也有可能参与性别决定, 以及可能存在的性别决定的多因子

剂量效应,有时若干小的因子就会掩盖主要的性别决定因子的作用,表现为雌核发育或雄核发育的性别并不是完全与预

期相符合,例如斑马鱼[ 63, 64]。罗非鱼也有类似情形[65]。尽管有报道推测斑马鱼可能具有 ZW/ ZZ 性别机制[ 15] , 但新近

有观点认为它可能是常染色体性别决定的代表[ 13]。

上世纪 60年代末期, 有观点认为鱼类的性别决定并不完全取决于性染色体, 常染色体可能也参与其性别决定,当占

所有染色体上决定雄性的因子总和大于染色体上所有决定雌性的因子总和时, 该鱼就会发育成雄性,反之则成为雌性。

这种假说虽然有一定道理,但过于简单, 无法说明多因子相互作用的机制。

总之,鱼类性别决定机制的研究还是一个有待深入研究和揭示的重大课题。

4 展望

目前,鱼类性别决定的研究还有许多问题有待解决 ,主要有: 由于鱼类性染色体分化程度较低,加之染色体细小而

数目众多, 凭借目前的细胞遗传学显带技术, 开展更多鱼类的性染色体标记和鉴定还有较大困难; 在大多数鱼类中,
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因为染色体组(基因组)雌雄性别间差异小,克隆探针较难, FISH 等鉴定方法的成效不明显, 性别决定基因还难以直接用

物理图谱基础上的大片段克隆方法获得; 具有良好性染色体分化的鱼类较少,而且这些种类的研究成果不一定适合于

更原始的性别决定类型; 性别多基因决定的作用模式不明。

然而,随着人类基因组计划和后基因组计划实施,新的研究思路以及新的分子细胞生物学和分子遗传学研究方法不

断成熟,对鱼类性别决定的分子基础研究将会有很大促进作用。鱼类性别决定的分子遗传研究领域也正在不断地深入

和拓宽,要准确预测今后的发展方向不太容易 ,但作者认为下列方面可能值得今后关注:

Sox 基因的研究,特别是 Sox9 基因在鱼类性别决定中功能的证实, 以及它与鱼类其它性别决定后选基因的相互

作用。

对有性染色体分化的鱼类, 重点研究对象仍将是 Y 染色体上性别决定基因(如 DMY, DMRT1Y 等 )的调控与功

能研究; 同时,应进一步开展鱼类性染色体作图和性别决定区的精细定位, 克隆更多的性别决定基因位点,为研究鱼类

可能的多基因性别决定奠定基础。此外, ZW/ ZZ 型性别决定基因的研究也应予以重视。

对没有性染色体分化的鱼类, 要开发和利用更加灵敏的方法扫描基因组, 筛选 DNA 片段, 进而克隆性别相关基

因或建立性别特异性的探针池,研究这一大类鱼类性别决定在分子水平上的模式,以及进行性别遗传鉴定的潜力。开展

性别分化前后基因差异表达( differential display)的研究,将为寻找涉及鱼类性别决定与分化过程中的相关基因进而研究

他们的功能提供线索。筛选差异表达基因的方法有很多, 其中 SSH( suppression subtractive hybridization) [ 66]是新近发展起来

并使用较多的方法之一。DNAarray和 SAGE ( serial analysis of gene expression) 等高通量筛选方法今后也有可能逐步应用

于鱼类性别决定的分子遗传研究。

鱼类在性别决定研究方面的优势。尽管鱼类性别决定有复杂与多样的一面, 但是,鱼类也有其优势: 例如鱼类具

有雌雄同体和雌雄异体等性别系统; 鱼类性别分化期对激素很敏感,因而人工诱导性转换相对容易; 另外, 一些鱼类繁

殖周期短(例如青 和剑尾鱼) ,是研究性别决定基因功能和调控因子的良好模型。河 ( Fugu rubrip es )和斑马鱼的基因

组测序已经完成或接近完成,它们与人类基因组全序列一起,可以作为鱼类的性别决定后选基因或相关序列片段进行同

线性比较的模板。

鱼类性别决定的分子基础研究的意义

) 对脊椎动物进化生物学的意义。通过染色体微切割和大片段克隆等方法,建立一系列探针池,鉴定鱼类性染色

体,探讨性染色体进化的模式并协助克隆性别决定基因,将不仅有助于揭示鱼类性别决定的奥秘, 同时对脊椎动物性染

色体的起源和性别决定模式的进化等理论问题有积极意义。

) 对于鱼类性别控制育种的意义。通过获得全雌性或全雄性鱼类是提高生长速度或控制生态环境的有效育种方

法之一。但是,对性别决定的(染色体)机制的了解是该项遗传操作的前提。由于缺乏性别或性染色体特异的分子遗传

标记,遗传性别的准确鉴定问题也一直是许多经济鱼类性别控制研究中的一个难点。例如, XX 型 雄性 与 XY 正常雄

性, XY型遗传雄性与 YY 超雄性不易区分。对一个群体所有个体的遗传性别进行测交的方法[ 67]在实践中几乎无法实

施。例如, 全雄性莫桑比克罗非鱼( Oreochromis mossambica )高产育种路线虽然早已获得实验室研究成功[ 68] , 无法推广应

用的原因正是因为 YY 型超雄性 鱼鉴定问题无法较好解决。

) 对环境生物学的意义。环境温度等对鱼类性别分化的作用已经在少数鱼类中得到证实。环境中的外源激素可

以导致天然水体中的鱼类性逆转,产生性比例失调。遗传性别的鉴定, 将为此类问题的研究提供比形态解剖更为精确有

力的手段。例如, 在野外调查中发现美国哥伦布河中的大鳞大麻哈鱼雌性异常增多。通过性别特异的分子标记证实, 很

高比例的雌性实际上是遗传上的雄性。主要由于河流中外源性激素等的污染, 导致一些大麻哈鱼个体成长中自仔鱼阶

段开始就性别发育异常[ 69]。这样的环境问题在我国很可能也存在, 但是相关的分子水平的研究还未能起步。
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