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摘要: 为了从分子水平上研究鱼类生殖细胞发育的机制, 首次从重要的经济养殖鱼类—— 黑

鲃脊倒刺 中克隆了斑马鱼 vasa的同源基因 ScVHG。该 cDNA长 1 962 bp, 编码 654个氨基

酸, 氨基酸序列中含有 DEAD 蛋白家族特有的 9 个保守结构域。经比对发现, 其编码的蛋

白序列与斑马鱼 VASA蛋白等具有高度的同源性, 与斑马鱼、罗非鱼、虹鳟、银鲫、黄鳝、

金鱼、金枪鱼、草鱼的 VASA蛋白相似度分别为 77%, 77%, 79%, 90%, 74% , 89%, 79% 和

86%。RT-PCR结果显示: 在成鱼不同的组织中, ScVHG仅在精巢和卵巢中表达。RNA原位

杂交结果进一步表明: 在精子发生中, ScVHG只在精原细胞中表达, 而在后期的精母细胞、

精子细胞中均未发现明显的表达;在卵子发生中, ScVHG 在卵原细胞和卵母细胞的各个时相

中均有表达, 在卵原细胞中表达最为强烈, 而在随后各时相的卵母细胞中, 阳性信号逐渐减

弱。研究认为, 该基因中含有的保守序列、序列的相似性以及该基因在生殖细胞中的特异性

表达等结果均表明,克隆得到的 ScVHG是斑马鱼 vasa的同源基因, 此基因可作为一种有效的

分子标记, 鲃用于黑脊倒刺 以及其他鱼类生殖细胞发育机制的研究。 
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鲃黑脊倒刺 (Spinibarbus caldwelli), 属鲤科
(Cyprinidae) 鲃、 亚科(Barbinae) 鲃、倒刺 属(Spini- 
barbus), 分布于福建、广东等地的江河、湖泊、水
库中, 在民间具有重要的食用、药用价值以及较高
的经济价值[1-4]。近年来, 由于江河水质污染、滥捕
滥渔等原因, 其自然种质资源日渐衰退; 对其进行
批量养殖生产又受到苗种资源的制约。因此, 对其
生殖细胞的发育机制进行研究, 对于最终实现大
规模人工繁育、促进相关渔业生产的发展, 具有重
要的现实意义。 

鲃本课题组曾对黑脊倒刺 育苗、早期发育、

生殖细胞的起源分化等方面作了较为详细的研

究[1-4]。但是前期的研究多数基于传统组织学的水

平, 难以清晰地阐述其生殖细胞发育的确切机制。
为了能从分子水平上更为深入地研究其生殖细胞

发育的机制, 首先必须找到一种生殖细胞的分子
标记(molecular marker)。迄今, 在已研究的几种硬
骨鱼类中发现 vasa 基因只在斑马鱼 (Danio re-
rio)[5-6], 虹鳟(Oncorhynchus mykiss)[7], 尼罗罗非鱼
(Oreochromis niloticus)[8], 鳉青 (Oryzias latipes)[9], 
银鲫(Carassius auratus gibelio)[10], 金鱼(Carassius 
auratus)[10], 南方鲇(Silurus meridionalis)[14]等的生

殖细胞中表达。vasa 基因编码的蛋白是一类 ATP
依赖的 RNA解旋酶[11], 是 DEAD蛋白家族中最重
要的成员之一 ; 其基因最早在果蝇中被发现 [12], 
它在果蝇腹部形成和生殖细胞分化中发挥着重要
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作用。因此, vasa基因及其编码的蛋白有可能作为
鲃黑脊倒刺 生殖细胞发育研究的分子标记。  

迄今为止, 国内关于鱼类 vasa 基因的研究报
道[13-14]并不太多，本研究 鲃克隆得到黑脊倒刺 vasa
同源基因  (Spinibarbus caldwelli vasa homolog 
gene, ScVHG)的序列, 并对其在成鱼的不同组织以
及精子发生、卵子发生中的表达进行了分析, 为下

鲃一步研究黑脊倒刺 以及其它鱼类生殖细胞的形

成和分化机制等奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

鲃黑脊倒刺 成鱼购于福州市洪山桥头水产市

场, 体质量约 1 000 g, 解剖取性腺、肝脏、脑、鳃、
肌肉、肾和脾等组织。 
1.2  主要试剂 

Dnase I (RNase Free), RNA 酶抑制剂, DNA 
Polymerase, Marker 等均购自大连宝生物公司; T7 
RNA polymerase, 地高辛标记与检测试剂盒均为
罗氏(Roche)公司产品; 胶回收试剂盒购于 QIAG- 
EN 公司; 质粒小量抽提试剂盒, cDNA第一链合成
试剂盒购自 Omega 公司; Trizol 试剂, 引物购自
Invitrogen公司; DEPC, x-gal, IPTG购于 BBI公司; 
大肠杆菌感受态细胞 DH5α 和载体 pBlueScriptⅡ 
KS 由本实验室保存; 其他常规试剂均为分析纯, 
购于国药集团公司。 
1.3  鲃黑脊倒刺 ScVHG的克隆 

取新鲜性腺, 用液氮在研钵中研磨成粉末状,
然后迅速转移至 Trizol试剂中, 按照说明书步骤提
取纯化总 RNA。紫外检测 RNA产率和纯度, 并电

泳检测 RNA完整性。接着用 DNaseⅠ去除基因组
DNA后, 按照试剂盒说明书步骤合成cDNA第一链。 

根据 GenBank 公布的其他鱼类的 vasa 基因
cDNA序列, 设计扩增引物 VF、VR, 引物序列见表
1。以合成的第一链 cDNA为模板, 用引物 VF、VR 
扩增 ScVHG, 扩增条件为 95 ℃预变性 5 min; 95 
℃变性 30 s, 48 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 2 min, 25
个循环; 72 ℃延伸 10 min。PCR产物于 1%琼脂糖
凝胶电泳分离, 溴化乙锭染色, 然后于凝胶成像系
统上分析。 

含目的片段的胶段经胶回收试剂盒回收后 , 
将其克隆到含有 T7 RNA聚合酶启动子的 pSURE- 
T 载体中, 常规氯化钙法转化到大肠杆菌 DH5α, 
经蓝白斑筛选 , 将阳性克隆送至上海英韦创津
(Invitrogen)公司测序。 
1.4  序列及系统进化分析 

将测序结果与 GenBank 核酸数据库中的已知
序列作 BlastX 同源性分析 (http://www.ncbi.nlm. 
nih.gov/Blast.cgi), 确定开放阅读框序列并预测编

码氨基酸序列。 

将预测的编码氨基酸序列与 GenBank 数据库

中的已知序列作 BlastP同源性比对和相似性搜索。

使用 ClustalX 1.83 程序对 GenBank 中已报道的

VASA 蛋白序列和本研究得到的预测氨基酸序列

进行多序列比对, GeneDOC程序输出比对结果。 

采用多序列比对软件 ClustalX 1.83 程序和进

化树构建软件 MEGA 4.0 以邻位相连 (Neigh- 

bor-Joining, NJ)法构建系统进化树, 并做 Bootstrap

检验, Bootstrap值取 100, 分析计算各节点支持率。 
表 1  引物序列 

Tab. 1  Primer sequences 

基因 gene 
引物 

primer 
序列(5′→3′) 

sequence 
产物长度/bp 

length of the products

βF CTCTTCCAGCCTTCCTTCCT 
β-actin 

βR TCCACATCTGCTGGAAGGTG 
226 

VF ATGGCTTGTGCTCACAC 

VR GCTGTCTGCTTCATCCA 
1926 

VF-RT CATCCAGAACCAAATACCG 
vasa 

VR-RT GGACCCAAGGTTGTCTATG 
619 

VSF CGGGATCC CATCCAGAACCAAATAC 正义探针模板 
template of sense probe VSR CCCAAGCTT GGACCCAAGGTTGTCT 

619 

VAF CCCAAGCTT CATCCAGAACCAAATA 反义探针模板 
template of antisense probe VAR CGGGATCC GGACCCAAGGTTGTCT 

619 
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1.5  ScVHG 鲃在黑脊倒刺 不同组织中的表达分析 

选取精巢、卵巢、肝脏、脑、鳃、肌肉、肾脏

和脾等 8 种组织 , 提取各组织中的总 RNA, 经
DNase I去除基因组 DNA后, 分别逆转录为第一链
cDNA, 以 β-actin基因作为内参, 来检测 vasa基因

鲃在黑脊倒刺 不同组织中的表达情况(引物 βF、βR、

VF-RT、VR-RT序列如表 1所示)。扩增条件为 95 ℃ 5 
min , 94 ℃ 30 s , 50 ℃ 30 s , 72 ℃ 1 min , 30个
循环后, 72 ℃延伸 10 min。取 5 μL扩增产物, 2 %
琼脂糖凝胶电泳检测。 
1.6  原位杂交 

原位杂交探针制备    以重组质粒 pSURE- 
ScVHG为模板, 用特异引物 VSF、VSR和 VAF、VAR

分别扩增正义探针模板及反义探针模板(引物序列
如表 1所示), 连接到 pBlueScript II KS载体上, 获
得正义探针模板质粒 pblue-ScVHG-s 和反义探针
模板质粒 pblue-ScVHG-a。 

分别提取正义探针模板质粒 pblue-ScVHG-s
和反义探针模板质粒 pblue-ScVHG-a , 线性化后作
为体外转录的模板。采用地高辛标记系统, 利用 T7 
RNA 聚合酶转录 cRNA 正义链和反义链探针。 

组织原位杂交    用焦碳酸二乙酯(DEPC)水
处理实验所需的工具及器皿, 并高压消毒; 实验所

需试剂均用去 RNase水配制。简要步骤如下: 取新
鲜性腺迅速投入 4%多聚甲醛(PFA)中, 4 ℃下固定
16 h后常规方法进行石蜡切片, 厚度为 7 μm, 展片

贴片后, 60 ℃烤片过夜。次日石蜡切片经脱蜡、复
水后, 蛋白酶K室温消化 12 min, 用甘氨酸抑制蛋
白酶 K 活性后, 0.25%乙酰酐溶液乙酰化; 之后, 

切片在 66%甲酰胺/2×SSC 预杂交液中 60 ℃预杂
交 1 h, 加入地高辛标记的浓度为 2~6 ng/μL的探针, 
60 ℃下杂交过夜。第 3天切片经 5×SSC漂洗、50%

的甲酰胺洗脱后, 用 RNaseA 和 RNaseT 在 37 ℃
下消化未杂交结合的探针; 然后用封闭剂 Buffer I 
(0.1 mol/L马来酸, 0.15 mol/L NaC1, pH 7.5)洗涤

5 min, 封闭剂 Buffer Ⅱ(含 1% BSA和 2% blocking 
solution)室温封阻至少 1 h; 最后加入抗 DIG抗体, 
4 ℃避光过夜。第 4天在洗脱液(0.1 mol /L Tris-HCl 

(pH9.5)、0.05 mol /L MgCl2、0.1 mol /L NaCl、0.1% 
Tween-20)中分 10次洗去多余抗体, 前 8次和第 10
次各1 h, 第 9次过夜漂洗, 最后两次洗脱液中应含

有终浓度为 2 mmol /L的左旋咪唑。第 5天漂洗后

加入显色液 NBT/BCIP, 室温避光显色。待显色完
全后, 直接将切片放入梯度乙醇中终止显色反应, 

最终用中性树胶封片。 

2  结果 

2.1  鲃黑脊倒刺 vasa同源基因的克隆 

使用 Trizol 鲃试剂分离得到黑脊倒刺 精巢组

织的总 RNA; 以其为模板, 使用Oligo dT引物, 反
转录出第一条链, 再以反转录出的 cDNA 为模板, 
用引物 VS 和 VA, 经过 PCR 鲃扩增得到黑脊倒刺

ScVHG的开放阅读框(图 1)。得到的片段大小和预
期一致, 约为 2 000 bp。该目的片段克隆到 pSURE-T
载体中, 常规氯化钙法转化到大肠杆菌 DH5α。 

 

 
 

图 1  PCR 扩增黑脊倒刺鲃 ScVHG 
M. DL10000TM 分子量标记; L. ScVHG扩增产物。 

Fig. 1  PCR amplification of ScVHG in S. caldwelli 
M. DL10000TM DNA Marker; L. PCR product of ScVHG. 
 

2.2  ScVHG核苷酸序列和氨基酸序列特征 

测序结果表明, 鲃黑脊倒刺 中 vasa 同源基因
的开放阅读框长 1962 bp, 编码 654个氨基酸。通
过该基因推导得到，氨基酸序列含有 DEAD 蛋白家
族所有的 9 个保守结构域 (图 2): xYxxPTPVQ, 
AQTGSGKTA, PTRELINQ, TPGR, DEAD, SAT, 
xVFVETK, RGLD, HRIGRTGR以及 GG重复序
列[15]。其中 xYxxPTPVQ又称作 Q框, 是最近几年
发现的又一保守区域[16]。ARKF 框仅在 DEAD 蛋
白家族中的 VASA和 PL10蛋白中发现[17]。 
2.3  序列比对和系统进化分析 

与 GenBank 核酸数据库中已知的其他序列一
起, 进行 BlastX 分析, 鲃发现黑脊倒刺 ScVHG 与
其它物种的 vasa 基因, 特别是与鱼类的 vasa 基因
有很高的相似性。ScVHG 序列推导出的氨基酸序 
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图 2  ScVHG 基因编码的氨基酸序列 
DEAD-box家族蛋白的保守结构域用黑色框标出; 阴影部分为色氨酸; N末端 RGG重复、ARKF和 GG doublet均用下划线标出; 小
写字母显示的是含有 RG和 RGG重复序列的甘氨酸富集区。 

Fig. 2  Deduced amino acid sequence of ScVHG 
The well-conserved motifs of the DEAD-box protein family are boxed in black. Tryptophan is shaded. RGG repeats, ARKF motifs and GG 
doublet in the N-terminal are underlined. Lower-case letters show the glycine-rich region. 
 

列, 经GenBank数据库的BlastP同源相似性搜索发现: 
其与斑马鱼、罗非鱼, 虹鳟, 银鲫, 黄鳝(Monopterus 
albus), 金鱼, 太平洋黑鲔(Thunnus orientalis), 草鱼
(Ctenopharyngodon idellus)的 VASA 蛋白有很高的相
似性(图 3), 相似度分别为 77%, 77%, 79%, 90%, 
74% , 89%, 79%, 86%。序列比对的结果还表明, vasa
基因序列在硬骨鱼中是相当保守的。 

鲃黑脊倒刺 VASA 蛋白和银鲫的进化关系最
近(图 4), 首先聚在一起, 然后二者依次同鲤、斑马
鱼的 VASA 蛋白汇合构成了 VASA 蛋白的一个大
分支。可见, 鲃黑脊倒刺 VASA蛋白的进化地位与
其物种的生物学分类地位一致。   
2.4  ScVHG在黑脊倒刺鲃不同组织中的表达 

为进一步确认 vasa 鲃同源基因在黑脊倒刺 不

同组织中的表达情况, 本研究应用引物 VF-RT 和

VR-RT, 分别以精巢、卵巢、肝脏、脑、鳃、肌肉、
肠、脾的 cDNA为模板进行扩增, 通过 RT-PCR技
术分析 vasa 基因在不同组织中的表达分布状况。
为保证模板量相同, 鲃使用黑脊倒刺 的 β-actin 基
因作为内参。结果表明, 在卵巢和精巢中, vasa基
因的 mRNA 均有特异的表达, 而且其在卵巢中的
表达要显著强于在精巢中的表达; 但在黑脊倒刺
鲃的其它器官组织, 如肝脏、脑、鳃、肌肉、肠、
脾中则检测不到其表达的信号(图 5)。 
2.5  原位杂交法检测ScVHG mRNA在性腺组织中的表达 

利用 RNA原位杂交技术, 检测 vasa mRNA在 

鲃黑脊倒刺 性腺组织及配子发育中的表达情况。结

果表明: 在精子发生中, vasa mRNA仅在精原细胞

中有较强的表达, 而在精母细胞、精子细胞、精子

中均未发现明显的阳性信号（图版Ⅰ，图版Ⅱ）。

而在卵子发生中, vasa mRNA在卵原细胞中的杂交

信号最强, 而在Ⅱ、Ⅲ等时相的卵母细胞中, vasa 

mRNA 的杂交信号明显减弱, 最终定位于细胞的

外层区域。 

3  讨论 

vasa 蛋白是 DEAD 蛋白家族的一员[18], 而且具有

RNA 鲃解旋酶的活性。本实验成功克隆出黑脊倒刺 vasa

同源基因(ScVHG)的开放阅读框(1 962 bp); 根据此序列

推导出的氨基酸序列含有 DEAD 蛋白家族所有的 9 个

保守结构域[19]。其中, AQTGSGKTA序列位于蛋白质N

端第260~269位, 该区域是ATP-A结构域, 是ATP的结

合位点, 与ATP酶和解旋酶活性密切相关; DEAD序列

位于374~378位, 该区域是ATP-B结构域[20], 是ATP的

水解位点, 这一区域是DEAD蛋白家族中最为保守区域, 

在 VASA、PL10和 P68亚蛋白家族均保守存在[21]。除

此之外, 在其N端还含有16个RG(arginine-glycine)重复

序列和 9个RGG (arginine-glycine-glycine)重复序列, 这

些与其他种类中发现的 VASA 同源蛋白的标志性特征

一致。上述含有多个重复序列的甘氨酸富集区(G-rich re- 

gion), 与单链核酸的结合有关, 而这正是 RNA 解 
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图 3  VASA 蛋白氨基酸序列比对分析 
Fig. 3  Comparison of the deduced amino acid sequences of VASA proteins 

 

 
 

图 4  VASA 蛋白的系统进化树 
数字代表各分支的置信度。 

Fig. 4  Phylogenetic analysis of the VASA proteins 
Numbers indicates the confidence level of each branch. 
 

旋酶的重要特征。本研究中得到的基因序列所编码

的蛋白质应是属于 DEAD 蛋白家族, 且具有 RNA
解旋酶的活性。系统进化树的分析进一步表明, 此

基因为 vasa同源基因。 
本研究结果表明, 鲃黑脊倒刺 vasa 同源基因

只能特异地在成鱼的精巢和卵巢中表达,而不在其 
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图 5  ScVHG 在不同组织中的 RT-PCR 表达分析 
M. 150 bp DNA Ladder Marker; 1. 精巢; 2. 卵巢; 3. 肝脏; 4. 脑; 5. 鳃; 6. 肌肉; 7. 肾; 8. 脾。 

Fig. 5  RT-PCR analysis of ScVHG expression in different tissues 
1. testis; 2. ovary; 3. liver; 4. brain; 5. gill; 6. muscle; 7. kidney; 8. spleen. 

 

他的器官、组织中表达。原位杂交的结果进一步表

明: 在精子发生过程中, vasa mRNA仅在精原细胞

中有较强的表达, 而在精母细胞、精子细胞、精子
中均未发现明显的阳性信号。 这说明 vasa 基因可
能仅在精子发生的初期起着重要作用。在小鼠精子

发生的试验中,如果将 vasa基因敲除,精子发生会在
第一次减数分裂前期的偶线期被终止 [22]。可见 , 
vasa基因在小鼠精子发生的早期起着重要作用。在

鲃黑脊倒刺 卵子发生中, vasa mRNA在卵原细胞中
阳性信号最强, 而在Ⅱ、Ⅲ等时相的卵母细胞中, 
vasa mRNA 的杂交信号明显减弱, 并最终定位于

细胞的外层区域。造成这一现象的原因可能是随着

卵子发生的进程, 卵巢中各时相生殖细胞的体积
不断增大, 可能导致 vasa mRNA 在细胞中的相对

密度降低; 与此同时, vasa mRNA的转录速度也可
能下降并逐渐中止。最终, 存在于成熟卵子中的
vasa mRNA, 作为母源性遗传物质, 通过受精卵被

带入新生的个体中。有研究者发现, vasa基因敲除
的小鼠, 其自身卵子发生的进程并未受到影响[22]。

上述结果表明, vasa基因可能与新生个体中原始生

殖细胞(PGCs)的形成、迁移和分化等过程密切相
关。  

近期, Okutsu等[23]利用精原细胞移植技术, 成
功地在鲐中得到了蓝鳍金枪鱼的配子。这项技术应

用的关键在于能够分选和得到高浓度的精原细胞, 
而精原细胞等生殖细胞的分选则需要一个可靠的

鲃分子标记。黑脊倒刺 vasa 同源基因的克隆为应
鲃用上述技术及黑脊倒刺 人工育苗技术的发展奠

定了基础。 
vasa 基因最早是在果蝇中被发现, 它作为一

种母源效应基因在果蝇腹部形成和生殖细胞分化 

中发挥重要作用[12]。本研究克隆得到的 vasa 基因

的序列极为保守; 鲃在黑脊倒刺 中的表达模式也

与其他硬骨鱼乃至其他生物的研究结果十分相近; 

而且, vasa基因及其蛋白产物还是不同种类生物生

殖细胞中生殖质(germ plasm)的重要组成成分。因

此,推测 vasa基因在鱼类生殖细胞发育的调控过程

中起着关键作用; 作为一种母源性基因, vasa基因

还可能与子代原始生殖细胞的形成、迁移、分化等

发育过程密切相关, 其中相关的调控机制有待于

进一步的研究。 
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cDNA cloning and expression analysis of  
a vasa-like gene in Spinibarbus caldwelli 
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Abstract: In order to interpret the development mechanism of fish germ cells at a molecular level, a Spi-
nibarbus caldwelli homolog of the zebrafish vasa gene, ScVHG(S. caldwelli vasa homolog gene), was 
cloned and characterized for use as a molecular marker for germ cells in this species. Analysis of the nu-
cleotide sequence revealed that ScVHG comprises an open reading frame of 1 932 bps encoding 644 amino 
acids. The deduced amino acid sequence contained nine conserved motifs belonging to the DEAD-box 
protein family. The S. caldwelli VASA protein sequence showed high similarity to that of zebrafish (77%), 
Oreochromis niloticus(77%), Oncorhynchus mykiss(79%), Carassius auratus gibelio(90%), Monopterus 
albus(74%), Carassius auratus(89%) Thunnus orientalis(79%) and Ctenopharyngodon idellus(86%). In 
adult tissues, the ScVHG transcripts were specifically detected in ovary and testis. In situ hybridization 
analysis showed that ScVHG messenger RNA (mRNA) was detected in spermatogonia, but not in sperma-
tocytes, spermatoblasts and sperms; During oogenesis, ScVHG mRNA was detected in all time phases from 
oogonia to oocytes. The earlier phase of oogenesis, the more ScVHG mRNA molecules were detected. The 
positive signals of ScVHG mRNA gradually weakened in the late phase of oocytes and finally these signals 
gathered round the cell edge. Consequently, consensus sequences, sequence similarity, and specific local-
ization of ScVHG mRNA in the germ cells all suggest that ScVHG is the S. caldwelli homolog of the ze-
brafish vasa. Further, ScVHG can be used as a molecular marker for S. caldwelli germ cells. 
Key words: Spinibarbus caldwelli; vasa; in situ hybridization analysis; germ cell 
Corresponding author: TANG Liang-hua. E-mail: biotlh@fjnu.edu.cn 
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图版Ⅰ  黑脊倒刺鲃 vasa (ScVHG)在精巢中的表达 
1. H.E染色的组织切片; 2,  4,  5. 与反义探针杂交的组织切片, 其中可见 vasa mRNA在精原细胞中特异地表达; 3. 为与正义探针
杂交的组织切片, 正义探针杂交的切片中没有发现特异性的染色。4. 图(2)下半部的放大; 5.图（4）上半部的放大, 黑箭头所指是精
原细胞。 

PlateⅠ  vasa homolog expression in testis 
1. Sequential sections stained with H. E; 2, 4, 5. hybridized with an antisense; sense (3) vasa probe. No unspecific staining is observed with 
the sense probe. The signal of vasa mRNA is specifically expressed in spermatogonia. 4 is high magnification of the inset in the lower 
region of (2), and (5) is high magnification of the inset in the upper region of (4). Black arrow shows spermatogonium(5). 
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图版Ⅱ 黑脊倒刺鲃 vasa (ScVHG)在卵巢中的表达 
1. H. E染色的组织切片; 2, 4, 5. 与反义探针杂交的组织切片, 其中发现 vasa mRNA能在卵原细胞及卵母细胞中特异性地表达; 3. 
与正义探针杂交的组织切片, 正义探针杂交的切片中没有发现特异性地染色。4. 图 2局部的放大; 5. 图 4局部的放大。图中黑箭头
所指是卵原细胞。 

Plate Ⅱ vasa homolog expression in ovary 
1. Sequential sections stained with H. E. (1) and hybridized with an antisense (2, 4, 5) and sense (3) vasa probe. No unspecific staining is 
observed with the sense probe. The signal vasa mRNA is specifically expressed in the oogonia and oocytes. (4) is high magnification of the 
inset in (2), and (5) is high magnification of the inset in (4). Black arrow shows oogonium(4, 5). 
 


