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摘要 :利用组织原位杂交技术 ,以地高辛标记的反义 RNA 为探针 ,检测了金鱼 ( Carassius auratus) DEAD2box 家

族基因 p68 和 p110 在卵子发生及精子发生中的表达分布特点。结果表明 :在金鱼配子发生中 ,p68 基因在各个

时期的卵母细胞均有表达 , Ⅰ、Ⅱ期卵母细胞中的表达水平较 Ⅲ、Ⅳ期卵母细胞中更高。p68 基因的表达只限

于精原细胞和初级精母细胞中。p110 基因在金鱼精子发生各阶段持续表达 ,其中精原细胞和初级精母细胞中

表达水平较高 ;在卵子发生中 , Ⅰ期卵母细胞中没有 p110 RNA 阳性信号 , Ⅱ期卵母细胞中信号较为强烈 ,但在

Ⅲ、Ⅳ期卵母细胞中杂交信号明显减弱。

关键词 :金鱼 ;原位杂交 ; DEAD2box ;p68 基因 ;p110 基因 ;卵子发生 ;精子发生

中图分类号 :S917 　　　文献标识码 : A

Expression pattern of Carassius auratus DEAD2box
family genes p68 and p110 during gametogenesis
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Abstract : In order to study the potential functions of DEAD2box family genes p68 and p110 in germ cell proliferation and

differntiation , using in situ hybridization on tissue sections with DIG labeled antisense RNA probe , we detected the location of

goldfish ( Carassius auratus) DEAD2box family genes p68 and p110 RNA during gametogenesis . The results are as follows : during

goldfish oogenesis , the expression of p68 RNA was observed in oocytes at all stages , and its expression was higher in stage Ⅰ, Ⅱ
oocytes than in stage Ⅲ, Ⅳoocytes . The expression of p110 RNA could not be found in stage Ⅰoocytes and strong signals could be

detected in stage Ⅱ oocytes , but the signals became much weaker in stage Ⅲ, Ⅳ oocytes . During goldfish spermatogenesis , the

expression of p68 RNA could only be detected in spermatogonia and primary spermatocytes . The expression of p110 RNA was visible

throughout spermatogenesis , and its expression was much higher in spermatogonia and primary spermatocytes than in spermatids .

Based on the active expression of p68 and p110 during goldfish gametogenesis , we speculated that they may play potentially important

roles in germ cell development of both sexes .
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　　DEAD2box 家族基因编码依赖 ATP 的 RNA

解旋酶 ,广泛存在于从细菌到哺乳类的许多物种

中 ,因其蛋白具有一个高度保守的序列 DEAD

(Asp2Glu2Ala2Asp) ,故而得名[1 ] 。DEAD2box 家族

蛋白在细胞的 RNA 代谢中具有重要作用 ,涉及转

录调控、pre2mRNA 剪接、核糖体组装、RNA 运输、

　第 29 卷第 5 期
2005 年 10 月 　

　　　　　　　　 　　
水 　产 　学 　报

JOURNAL OF FISHERIES OF CHINA
　　　　　　 　　　　　

Vol . 29 , No. 5 　
Oct . , 2005 　



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

翻译起始调控、细胞器基因表达以及 RNA 降解等

生命活动[ 2 ] 。p68 和 p110 基因编码的蛋白均具

有高度保守的序列 DEAD , 因此同属 DEAD2box

基因家族。p68 蛋白是 20 世纪 80 年代初由 Lane

和 Hoeffler [3 ]在研究 SV40 病毒 T 蛋白的不同单抗

时发现的 , 它具有依赖 RNA 的 ATP 酶活性和

RNA 解旋酶活性[4 ,5 ] 。p68 蛋白在进化上高度保

守 ,广泛存在于从酵母到人的真核细胞中 , 在

mRNA 转录起始、pre2mRNA 剪接及 rRNA 的转录

和加工以及细胞增殖与器官分化等方面有着重要

功能[6210 ] 。p110 基因编码真核生物翻译起始因子

3 (eIF23) 的 110 kD 的亚基[11 ] 。已有几种与 p110

同源性较高的 DEAD2box 家族成员被鉴定出来 ,

包括小鼠 ( Mus musculus) 的 PL10 蛋白[12 ] ,非洲爪

蟾 ( Xenopus laevis ) 的 An3 蛋白[13 ] , 酿酒酵母

( Saccharomyces cerevisiae) 的 Ded1 蛋白[14 ] 。酵母

Ded1 蛋白涉及 pre2RNA 剪接及蛋白质翻译起

始[14 ,15 ] ;非洲爪蟾的 An3 基因编码一个母源的

RNA ,为卵子发生所必需的[16 ] ; PL10 蛋白在小鼠

中涉及精子发生的调控[17 ] 。

为探讨 p68 和 p110 基因在金鱼配子发生中 ,

尤其是在其细胞增殖和分化中的功能。本研究以

金鱼的精巢和卵巢为材料 , 以 DIG (地高辛) 标

记的 p68、p110 基因的反义 RNA 为探针 , 利用组

织切片原位杂交方法 , 对这两个基因在卵子发生

和精子发生过程中的表达特征及功能进行分析。

1 　材料与方法

1. 1 　实验用鱼

成熟金鱼购于武昌中北路花鸟虫鱼市场。

1. 2 　重组质粒

金鱼 p68 和 p110 基因的 cDNA 均由本实验

室克隆。以上基因的 cDNA 均克隆于 p GEM2T 载

体 ( Promega ,USA) 中 ,作为合成探针的模板。

1. 3 　主要试剂与药品

NTP Set , SP6/ T7 RNA polymerase 均为 MBI

公司产品。DIG2112UTP 和 sheep anti2DIG2AP Fab

fragments 为 Roche 公司产品。NB T/ BCIP 检测试

剂盒为华美公司产品。

1. 4 　实验方法

质粒载体的转化、扩增与抽提 　　按参考文

献[ 18 ]的方法操作。

质粒载体的酶切线性化 　　在 60μL 的总反

应体系中 ,带有目的基因核糖探针模板的重组质

粒均为 1μg。对于 Nsi Ⅰ的酶切反应 ,含有 4U Nsi

Ⅰ(华美公司) ;对于 Sph Ⅰ的酶切反应 , 含有 4. 5

U Sph Ⅰ(华美公司) 。酶切反应在 37 ℃保温 4 h

后 ,异丙醇沉淀过夜。经 70 %乙醇洗涤 ,空气干

燥后 ,溶于 20μL DEPC2H2O ,经琼脂糖凝胶电泳

检测其浓度。

地高辛标记核糖探针的体外转录合成 　　

体外转录地高辛标记核糖探针按文献[ 19 ]并稍加

修改进行。

性腺组织切片的原位杂交 　　 (1) 冰冻切片

的制备 :在 - 25 ℃,将性腺切成厚 10～12μm ,贴于

载玻片上 ; (2)性腺组织切片的预杂交和原位杂交 :

在预杂交液 (50 %甲酰胺的 4 ×SSC) 中 37 ℃预杂

交 15 min 以上。滴加 30～40μL 含 5～10 ng 探针

的杂交液 ,盖上盖玻片。60 ℃温盒杂交过夜。

杂交后漂洗 　　2 ×SSC 和 1 ×SSC 各漂洗 3

次 ,每次 10 min。再用 RNAseA 在 37 ℃消化未杂

交 RNA 探针 30 min。然后用 0. 1 ×SSC 漂洗 4

次 ,每次 10 min。

杂交信号的免疫检则 (染色) 　　Buffer I (100

mmol·L - 1 Tris - HCl ,p H 7. 5 ,150 mmol·L - 1NaCl)

漂洗 2 次 , 每次 10 min。接着在抗体封闭液

(BufferI + 0. 1 % Triton ×- 100 + 2 %羊血清) 中浸

泡 30 min。然后进行免疫结合 : anti2DIG2AP 按 1∶

500 稀释于稀释于封闭液中 ,滴加于切片上 ,湿盒

中孵育 2 h。接下来以 Buffer I 洗 3 次 , 每次 10

min。然后 ,在 Buffer Ⅱ(100 mmol·L - 1 Tris2HCl ,

p H9. 5 ,100 mmol·L - 1NaCl , 50 mmol·L - 1 MgCl2)

中浸泡 10 min。每片覆盖 50μL 显色液 ,湿盒中
暗处显色 0. 5 ～ 4 min。终止反应 :用 Buffer Ⅲ
(10 mmol ·L - 1 Tris2HCl , p H 8. 0 , 1 mmol ·L - 1

EDTA) 浸洗 2 次 ,每次 5 min。最后以系列乙醇 —
二甲苯脱水透明 ;中性树脂封片 ,显微镜检。

2 　结果

2. 1 　金鱼卵子发生中 p68、p110 基因的原位杂交
检测

金鱼 p68 RNA 在各个时期卵母细胞的胞质
中均能检测到 ,但不存在于细胞核中 (图 12A) 。
其杂交信号均匀地分布于 Ⅰ、Ⅱ期卵母细胞的胞
质中 ,且非常强烈 (图 12A、图 22A) ;而在 Ⅲ、Ⅳ期
卵母细胞的胞质中则明显减弱 ,但分布仍然是均
匀的 (图 12A、图 22C) 。在滤泡细胞中也能检测到
p68 RNA 的阳性信号 (图 22C) 。
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图 1 　金鱼 p68、p110 基因在卵子发生中的原位杂交分析
Fig. 1 　Detection of goldfish p68 ,p110 gene expression during oogenesis by in situ hybridization

A :p68 反义链探针杂交结果 ;B :p68 正义链探针杂交结果 ; C :成熟卵巢 H. E 染色 ;D :p110 反义链探针杂交结果 ; E :p110 正义链探针

杂交结果 A、D 中Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ分别代表各时期的卵母细胞 ,放大倍数均为 100 倍

A : The expression of p68 gene can be detected in stage Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ, Ⅳoocytes by anti2sense RNA probe (100 ×) ;B : Detection of p68 gene expression

by sense RNA probe (100 ×) ; C : H. E staining on mature ovary section (100 ×) ;D : The expression of p110 gene can be detected in stage Ⅱ, Ⅲ, Ⅳ

oocytes by anti2sense RNA probe (100 ×) ; E : Detection of p110 gene expression by sense RNA probe (100 ×) ; Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ, Ⅳin A and D indicate

stage Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ, Ⅳoocytes respectively

图 2 　金鱼 p68、p110 RNA 在 Ⅱ、Ⅳ期卵母细胞中的表达模式
Fig. 2 　Expression pattern of goldfish p68 ,p110 RNA in stage Ⅱ, Ⅳoocyte

A :p68 RNA 在Ⅱ期卵母细胞的胞质中均匀地分布 ;B :p110 RNA 在Ⅱ期卵母细胞的胞质中均匀地分布 ; C :p68 RNA 在 Ⅳ期卵母细胞的整
个胞质中均匀地分布 ,在滤泡细胞中也有表达 (如短箭头所示) ;D :p110 RNA 在Ⅳ期卵母细胞的整个胞质中均匀地分布 GV 生发泡 ; A、B
放大倍数 400 倍 ; C、D 放大倍数 100 倍
A : In stage Ⅱoocyte , positive signal of p68 RNA is strong and p68 RNA is uniformly distributed throughout the cytoplasm (400 ×) ; B : In stage Ⅱ
oocyte , positive signal of p110 RNA is intense and p110 RNA is dispersed throughout the cytoplasm. (400 ×) ; C : p68 RNA is distributed ubiquitously

throughout the cytoplasm of stage Ⅳ oocyte and positive signal can be detected in follicle too (arrowhead) . (100 ×) ; D : p110 RNA is dispersed

uniformly throughout the cytoplasm of stage Ⅳoocyte . (100 ×) . GV indicate germinal vesicle
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　　在金鱼 Ⅰ期卵母细胞中几乎检测不到 p110

RNA 的杂交信号 ;但在 Ⅱ期卵母细胞中能检测到

强烈的、均匀分布于胞质中的阳性信号 (图 12D、

图 22B) 。Ⅲ、Ⅳ期卵母细胞胞质中的杂交信号仍

然呈现均匀地分布的特征 ,但却急剧地减弱 (图 12
D、图 22D) 。与 p68 一样 , p110 RNA 在各个时期

卵母细胞的细胞核中均无阳性信号。

2. 2 　金鱼精子发生中 p68、p110 基因的原位杂交

检测

金鱼 p68 RNA 杂交信号在精原细胞和初级

精母细胞中均能检测到 ,并且较强烈 ,但在精子细

胞中无阳性信号 (图 42A ) 。用低倍镜观察 , p68

RNA 阳性细胞在切片中呈现出网格状的分布特

征 (图 32A) 。金鱼 p110 RNA 同样在精原细胞和

初级精母细胞中有强烈的阳性信号 ;与 p68 不同

的是 ,在精子细胞中能检测到 p110 RNA 的微弱

阳性信号 (图 42B) 。低倍镜观察时 , p110 阳性细

胞也呈现出网格状的分布特征 (图 32D) 。

3 　讨论

3. 1 　金鱼 p68 基因在配子发生中的表达与功能

分析

自 20 世纪 80 年代初发现 p68 蛋白以来 ,大

量研究表明 ,该蛋白不仅具有依赖 RNA 的 ATP

酶活性和 RNA 解旋酶活性[4 ,5 ] ,而且参与多种涉

及 RNA 的代谢活动。研究表明 ,在体内 , p68 蛋

白与转录辅激活因子的许多区域相互作用 ,并以

其 N 端的 80 个氨基酸与 RNA 聚合酶 Ⅱ相结合促

进转录起始[6 ] 。体外与体内的研究共同表明 ,p68

蛋白是 pre2mRNA 剪接所必需的[7 ,8 ] 。在酿酒酵

母中 ,p68 的同源物 dbp2 基因点突变后 , rRNA 加

工受阻 ,多聚核糖体 (polyribosome) 缺失 , 导致蛋

白合成受阻 ,细胞生长缓慢[9 ] 。Samantha 等还报

道在有丝分裂末期的 HeLa 细胞的新生核仁中 ,

p68 蛋白与核纤蛋白 (fibrillarin) 相互作用 , 参与

rRNA 转录和 rRNA 加工 ,并促进分裂末期核仁的

重建[10 ] 。

由于卵子负责胚胎发育的启动和指导胚胎早

期发育 ,在卵细胞质中积累和储存大量物质 ,如酶

类、核酸、结构蛋白和蛋白合成前体分子及卵黄以

供胚胎早期发育之用 ,这些物质主要在第一次成

熟分裂前期 Ⅰ中产生和积累[20 ] 。本研究显示 ,

p68 RNA 不仅在金鱼各时期卵母细胞的胞质中大

量表达 ,而且在滤泡细胞中也有表达 (图 12A、图

22A、图 22C) 。

　　金鱼 p68 基因在金鱼卵子发生过程中的持续

高表达 ,表明其直接或间接参与了卵子发生中有

关物质的合成代谢活动。

在人类 ,p68 蛋白与人类雌激素受体α(hERα)

N2末端的 A/ B 域相互作用 ,尽管它的 RNA 解旋

酶活性并不为 hERαN2末端激活域 (AF21) 的协同

作用所必需 ,但 p68 蛋白与 hERα的 A/ B 域的这

个作用对 hERαAF21 的完整活性是必需的[21 ] 。金

鱼 p68 RNA 在各时期卵母细胞及滤泡细胞中都

有表达 ,那么该基因在金鱼卵子发生中是否也具

有通过同样的方式 ,经雌激素2受体信号通路参与

对卵子发生调控的作用 ,这还有待证实。

p68 基因在体外培养处于增殖期的细胞中高

表达 ,且其表达是血清诱导的 ;相反在静止的细胞

中几乎检测不到[22 ] , 推测其表达与细胞增殖有

关。在体内 , p68 蛋白的水平在精巢这种高度增

生的组织中比在脑等相对静止的组织中的水平要

高得多。在小鼠胎儿中 , p68 基因的表达是发育

调控的 ,并且与器官的分化和成熟相关[23 ] 。在金

鱼精子发生过程中 ,p68 RNA 在精原细胞和初级

精母细胞中有较高表达 ,但是在精子细胞中不表

达 (图 32A、图 4A) 。这表明 ,p68 基因在金鱼精原

细胞和初及精母细胞的增殖过程中 ,可能同样起

着重要的作用。

3. 2 　金鱼 p110 基因在配子发生中的表达与功能

分析

p110 基因编码真核生物翻译起始因子 3 (eIF2
3) 的一个 110 kD 的亚基[11 ] 。目前已鉴定出几种

与 p110 同源性较高的 DEAD2box 家族成员 ,如酿

酒酵母中的 Ded 1 蛋白 ,它涉及酵母中 pre2mRNA

剪接并且是蛋白质翻译起始所必需的[14 ] 。还有

非洲爪蟾中的 An3 蛋白[13 ] ,研究发现 An3 基因

编码的母源 RNA 定位于卵母细胞和早期胚胎的

动物半球 ;在卵子发生的中期 ,An3 蛋白大量出现

在卵母细胞核的附加核仁 (extra2nucleoli) 中 ,参与

rRNA 转录、rRNA 加工及核糖体组装等过程[16 ] 。
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图 3 　金鱼 p68、p110 基因在精子发生中的原位杂交分析

Fig. 3 　Detection of goldfish p68 ,p110 gene expression during spermatogenesis by in situ hybridization

A : p68 反义链探针杂交结果 ; B : p68 正义链探针杂交结果 ; C :成熟精巢 H. E 染色 ;D : p110 反义链探针杂交结果 ; E : p110 正义链探针

杂交结果 放大倍数均为 100 倍

A : Detection of p68 gene expression by anti2sense RNA probe (100 ×) ;B : Detection of p68 gene expression by sense RNA probe (100 ×) ; C : HE

staining on mature testis section (100 ×) ; D : Detection of p110 gene expression by anti2sense RNA probe ( 100 ×) ; E : Detection of p110 gene

expression by sense RNA probe (100 ×) ;

图 4 　金鱼 p68、p110 RNA 在各阶段生精细胞中的表达

Fig. 4 　Expression pattern of goldfish p68 ,p110 RNA in spermatogenic cells

A :p68 RNA 杂交信号可在精原细胞和初级精母细胞中检测到 ,精子细胞中无阳性信号 ;B :p110 RNA 杂交信号可在精原细胞和初级精母

细胞检测到 ,两类细胞中杂交信号均较强烈 ,在精子细胞中也有微弱杂交信号 ; C :成熟精巢 , H. E 染色 ,Sg 精原细胞 ;SC 初级精母细胞 ;

St 精子细胞 ; 放大倍数均为 400 倍

A : Intense positive signal of p68 RNA can be found in spermatogonia and primary spermatocytes while no signals can be detected in spermatids (400 ×) ;

B : Very strong signal of p110 RNA can be detected in spermatogonia and primary spermatocytes and weaker signal can be found in spermatids (400 ×) ;

C : H. E staining on mature testis (400 ×) Sg , SC and St in A ,B , C indicate spermatogomia , spermatocytes and sprematomateds respectively

　　在 Ⅰ期的金鱼卵母细胞中未能检测到 p110

RNA ,但在 Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ期的卵母细胞中 p110 RNA

均有较高表达 (图 12D , 图 22B , 图 22D) 。金鱼

p110 基因的这种表达特征 ,是同该时期卵母细胞

内物质合成代谢由低水平转向活跃相一致的。金

鱼卵母细胞的生长期主要集中在 Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ期 (尤

其是进入双线期后) ,这一阶段卵母细胞生长迅

猛 ,各种物质合成代谢旺盛。在金鱼卵子发生过

程中 ,p110 基因从不表达的 Ⅰ期卵母细胞到开始

并且大量表达的 Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ期卵母细胞 ,间接反映

了卵母细胞中物质合成代谢的动态变化 ,同时也

表明了 p110 基因的表达是该时期卵母细胞中物
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质合成代谢活动所必需的。

研究表明 , p110 基因的同源物小鼠 PL10 基

因在精子发生的减数分裂和单倍体细胞时期有高

水平转录活性 ,推测其可能参与精子发生过程中

的翻译调控 ,是精子发生中的关键因子[17 ] 。本研

究结果显示 ,金鱼 p110 基因在精原细胞和初级精

母细胞中有高水平表达 ,在精子细胞中有微弱表

达 (图 32D、图 42B) 。p110 基因在金鱼精子发生中

的这种持续表达 ,表明该基因可能在精子发生的

整个过程中 ,尤其在精原细胞和初级精母细胞阶

段起着重要的作用。

总之 ,p68 基因在金鱼卵子发生中持续表达 ,

其中在 Ⅰ、Ⅱ期卵母细胞中较为强烈 ;在精子发生

中 ,p68 基因的表达仅限于精原细胞和初级精母

细胞。p110 基因虽然在精子发生中持续表达 ,但

在精子细胞中较为微弱 ; 在卵子发生中 , p110 基

因的表达只出现在 Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ期卵母细胞中 ,但在

Ⅱ期卵母细胞中最为强烈。p68 和 p110 基因在其

它生物中涉及 rRNA 转录、加工和翻译调控等活

动 ,在金鱼配子发生中 ,它们也可能有着同样的重

要功能。
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