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淇河鲫R-spondin1基因cDNA克隆和表达
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摘要：为探索R-spondin1(Rspo1)基因在雌核发育三倍体鱼淇河鲫性别决定与分化过程中
的作用，本研究利用RACE技术克隆Rspo1基因cDNA序列，同时分析它的时空表达模
式，并检测芳香化酶抑制剂Letrozole及高温养殖诱导性逆转下它在性腺中的表达情况。
将扩增的PCR产物经亚克隆测序、拼接后获得淇河鲫Rspo1 cDNA序列，长1 243 bp
(MH243761)，包含5′非编码区318 bp，3′非编码区127 bp和开放读码框798 bp，共编码
265个氨基酸残基。氨基酸序列比对及系统进化分析结果显示，淇河鲫Rspo1与其他鲤科
鱼类同源性较高，与哺乳类、爬行类等脊椎动物同源性相对较低；组织分布检测结果显
示，Rspo1基因在淇河鲫各个组织中均有表达，其中肌肉组织表达量最高，卵巢次之，
而在脾脏、肾脏、心脏组织中表达量较低；在胚胎发育过程中Rspo1的表达量在未受精
卵与受精卵中无差异，随着胚胎发育而降低，神经胚期最低，从尾芽期至出膜期又逐步
升高。胚后阶段，Rspo1在性腺中的表达量从淇河鲫性别决定与分化关键时期(孵化后20 d)
开始上调。Letrozole处理或高温养殖引起的性逆转中，Rspo1在性腺中表达量升高。研究
表明，淇河鲫Rspo1作为一个母源性因子可能在卵巢分化与维持中起到一定作用，同时
它可能也参与精子发生过程。
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哺乳动物的性别决定是一个十分复杂的过

程，在胚胎发育过程中需要启动一系列转录因

子和生长因子的表达，从而完成这一过程。在

XY性腺中，性别决定关键时期SRY/Sry在支持细

胞中的瞬时表达可以诱导下游一系列雄性特异

基因(Sox9、Fgf9和Dmrt1等)在未分化的双向潜能

性腺中表达，从而激活雄性分化通路，性腺发

育为精巢 [1-2]。在XX性腺中，Foxl2、Rspondin-

1(Rspo1)/Wnt4/β-catenin等雌性特异转录因子和信

号通路启动雌性性别决定通路，性腺发育为卵

巢 [3-4]。Rspo1/Wnt4/β-catenin所介导的生殖细胞信

号通路和Foxl2等介导的体细胞信号通路与Sry诱

导的雄性Fgf9、Sox9信号通路相互拮抗，进而决

定哺乳动物未分化性腺的最终命运 [5-7]。在人类，

RSPO1基因的突变导致XX病人完全性逆转，因

此，RSPO1被认为是卵巢发育的激活基因[8]。

在小鼠(Mus musculus)、鸡(Gallus gallus)、红

耳龟(Trachemys scripta elegans)这3种具有不同性

别决定机制的物种雌性性别决定与分化的关键

时期，Rspo1的表达都显著上调，暗示在进化过

程中Rspo1信号通路在卵巢发育中的作用十分保

守 [9]。功能研究表明，在XX小鼠中，Rspo1突变

导致生殖细胞增殖与减数分裂等过程受阻；同

时，性腺出现多种雄性化特征，并伴随血清雄
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激素升高，但是并没有发生完全的性逆转。在XY
小鼠中，同时敲除Rspo1和Sox9，性腺仍发育为

精巢，暗示Rspo1对卵巢发育十分重要[10-14]。Rspo
家族成员包含N端信号肽、2个富含半胱氨酸的弗

林结构域(FU)和1个血小板反应素1型结构域(TSP1)
以及C端的基础氨基酸富含区，Rspo1蛋白主要

是通过2个FU结构域激活Wnt/β-catenin信号通路

从而发挥作用 [15-16]，但是TSP1结构域的缺失同样

会影响激活Wnt信号通路的效果[16]。

一直以来，鱼类性别的研究对于水产领域

有着较大的科研和经济价值。在哺乳动物中，

未分化性腺的发育方向主要由胚胎的染色体类

型决定，而鱼类由于进化地位特殊以及物种的

多样性，其性腺发育也表现出多样性。早期的

表达数据暗示，Rspo1/Wnt/β-catenin信号通路在

黑鲷(Sparus macrocephlus)、青鳉(Oryzias latipes)、
斑马鱼(Danio rerio)、虹鳟(Oncorhynchus mykiss)
的卵巢发育中具有重要作用 [17-20]。在青鳉中，雌

激素处理导致Rspo1在XY性腺中表达上调 [20]；反

之，在XY青鳉中，过表达Rspo1导致其性腺向卵

巢方向发育 [21]。此外，在对尼罗罗非鱼(Oreochr-
omis niloticus)的研究中也发现，Rspo1敲除导

致XX个体性腺减数分裂延迟，发育停滞，雄激

素水平升高，即Rspo1对卵巢的分化与维持必不

可少[22]。

在脊椎动物中，雌核发育是一种单性生殖

方式，通过这种生殖方式可以产生具有相似遗

传背景的全雌后代。在两性生殖的硬骨鱼类中，

Rspo1可以影响雄性基因的表达和雄激素的合成，

从而对卵巢分化与维持产生影响。然而，Rspo1
在单性生殖的硬骨鱼类中是否具有相似的表达

模式，并行使类似的功能目前还未见报道。淇

河鲫(Carassius auratus)，鲤形目(Cypriniformes)，
鲤科(Cyprinidae)，鲫属(Carassius)，是银鲫在长

期生态适应过程中形成的地方性变异种群，既

可以进行雌核发育也可以进行两性生殖，是河

南省特有名贵优质鱼类。相关研究表明，在繁

殖季节用异源精子刺激淇河鲫卵子，受精卵将

通过雌核发育成为全雌个体[23]，但相关的分子机

制尚不明确，为了探索Rspo1/β-catenin信号通路

在淇河鲫性别决定与分化中的作用，实验克隆

了Rspo1 cDNA，检测该基因时空表达规律，以

及芳香化酶抑制剂Letrozole处理及高温诱导性逆

转产生的雄鱼精巢中的表达情况，为更深入了

解该基因在雌核发育(单性生殖)鱼类性别决定与

分化中的作用提供一定的基础。

1    材料与方法

1.1    实验材料

雌性亲本淇河鲫取自河南师范大学水产养

殖基地，在繁殖季节将淇河鲫与雄性黄河鲤

(Cyprinus carpio)(取自河南师范大学水产养殖基

地)亲鱼按8∶1的比例放入亲鱼池，人工注射催

产素，随后放入养殖系统进行流水刺激，效应

时间结束后收集淇河鲫卵子，并挤入黄河鲤精

液刺激，用羽毛搅拌后布于网片上，在静水中

进行孵化。孵化过程中取各时期胚胎和不同时

期性腺材料，每个时期各取3个平行样品，置于

液氮保存。按TaKaRa RNAiso Plus (TaKaRa，大

连)试剂盒说明书提取总RNA。使用ND-2000核酸

蛋白仪测定RNA浓度与OD值，选取A260/A280为
1.8~2.0，且琼脂糖凝胶电泳完整的RNA样品用于

后续实验。

1.2    淇河鲫Rspo1基因cDNA的克隆

根据GenBank上已报道的其他硬骨鱼类Rspo1
保守序列设计淇河鲫Rspo1正、反向PCR引物(表1)，
以淇河鲫成鱼卵巢总RNA为模板，按照Prime
Script II 1st Strand cDNA Synthesis Kit (含gDNA Eraser)
(TaKaRa，大连)说明书合成第一链cDNA。以第

一链cDNA为模板进行PCR扩增：94 °C预变性

3 min; 94 °C, 30 s，59 °C 30 s, 72 °C 1 min 30 s，共

35个循环；72 °C延伸10 min。PCR扩增产物经

1.5%琼脂糖凝胶电泳检测，纯化、连接、转化，

将阳性菌落送北京英俊公司进行测序。在已获

得核心序列的基础上设计3′-RACE和5′-RACE的

特异性引物(表1)，进行3′和5′末端扩增。

1.3    淇河鲫Rspo1基因cDNA序列及系统进化

分析

将测序所得Rspo1基因cDNA序列用DNAstar
软件进行拼接，利用NCBI进行Blastn同源性比对

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)，ExPASy程序

(http://www.expasy.ch/tools/)推算其开放阅读框和

编码氨基酸序列情况，用SMART(http://smart.emb-
lheidelberg.de/)进行信号序列和蛋白结构域分析。

利用MEGA 6.0软件邻位相连法Neighbor-Joining
(Bootstrap values为1 000)，以人的RSPO3为外类

群构建系统进化树。
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1.4    淇河鲫Rspo1组织分布

为探索Rspo1基因在淇河鲫不同组织中的表

达模式，取健康雌性成鱼(个体大小均一，约500 g)
肠、肝脏、脾脏、卵巢、肾脏、肌肉、心脏、

脑等组织，按照“实验材料”中的方法提取RNA，

以总RNA为模板，按照Prime Script RT reagent Kit
with gDNA Eraser (TaKaRa，大连)操作说明进行

逆转录合成cDNA，将cDNA稀释10倍作为定量

PCR模板。利用克隆得到的Rspo1基因开放读码

框序列设计相应PCR引物，并以包含相应基因的

质粒10倍梯度稀释来检测引物扩增效率。所有的

定量PCR反应体系如下，反应体系 (20 μL)：2×
SYBR Premix Ex Taq (TaKaRa, 大连)10 μL，上、

下游引物各0.5 μL，cDNA模板2 μL，ddH2O 7 μL；
反应程序采用两步法：94 °C预变性30 s；94 °C
5 s，60 °C 20 s，40个循环。为了保证定量PCR的

可靠性，每个组织分别取自3条鱼，即3个平行样

品，以β-actin为内参，依据2-ΔΔCt法计算Rspo1相对

表达量，以mean±SD表示。使用SPSS软件进行方

差分析和多重比较，显著性水平设为P<0.05。

1.5    淇河鲫Rspo1基因在不同发育时期的表达模式

取不同发育时期(未受精卵子、受精卵、囊

胚期、原肠胚期、神经胚期、尾芽期、心跳期、

出膜期)全胚和性别决定与分化关键时期[10、20、
30、40、60 dah (孵化后天数，days after hatching)]

性腺材料(10、20、30 dah为去除脑、卵黄和内脏

及肌肉的躯体材料)，不同时期各取3个平行样品，

提取RNA，并逆转录为cDNA，检测Rspo1表达

量。具体方法参照“实验材料”和“淇河鲫Rspo1组
织分布”。

1.6    Letrozole处理对Rspo1在性腺中表达的影响

按Letrozole 200 mg/kg的量将药物溶于无水

乙醇后混入相应重量的饵料，混匀，37℃烘干备

用。用Letrozole处理饵料投喂孵化后5 d的淇河鲫

(200尾)，持续投喂60 d，然后正常饲养至210 dah，
同时用只混有酒精的正常饲料饲养的淇河鲫作

为对照组。分别取对照组和处理组淇河鲫性腺，

波恩试液固定，石蜡包埋，切片，H.E染色，观

察处理组淇河鲫性腺表型。使用定量PCR检测

Rspo1在处理组和对照组性腺中的表达差异。RNA
提取、逆转录、定量PCR参照“实验材料”和“淇
河鲫Rspo1组织分布”。

1.7    不同养殖温度对淇河鲫性腺中Rspo1表达

的影响

研究表明鲫的性别分化受养殖温度影响，将

10 dah的淇河鲫分成2组，对照组室温养殖(21 °C)，
处理组33 °C养殖，60 d后将2组实验鱼同时转移

至室外水泥池分别常温养殖[(21±2)°C]。在120 dah
时取性腺组织，一半用于波恩试液固定，组织

切片观察性腺表型；另一半提RNA，检测性腺中

表 1    本研究中所用引物序列

Tab. 1    The sequences of primers used in present study

引物

primer
序列(5′→3′)

sequence
用途

usage
Rspo1-F TCTTCCTCGGCTCCATGGGT 中间片段克隆　partial sequence PCR

Rspo1-R CCGAACAGGTCCACCACTGT

Rspo1-3′out CGCTGCCTGTCCTGTTGGAT 3′端扩增　3′- RACE PCR

Rspo1-3′in GTCCCAGAGACCCAGACCCA

Rspo1-5′out TCCATGGTGCCATTGACGGT 5′端扩增　5′- RACE PCR

Rspo1-5′in GCAGTGTTCACAGCCAGTCG

UPM-L CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 通用引物　universal primer

UPM-S CTAATACGACTCACTATAGGGC

Rspo1-real-F CGCTGCCTGTCCTGTTGGAT 定量PCR　Real-time PCR

Rspo1-real-R TCCATGGTGCCATTGACGGT

β-actin-F ACCATCTACCCCGGTATTGC 内参基因　housekeeping gene

β-actin-R TGGAAGGTGGACAGGGAAGC
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Rspo1表达变化。RNA提取、逆转录、定量PCR
方法同“实验材料”和“淇河鲫Rspo1组织分布”。

2    结果

2.1    淇河鲫Rspo1 cDNA和氨基酸序列分析

将扩增所得PCR产物经亚克隆测序、拼接，

获得淇河鲫Rspo1基因cDNA序列，长1 243 bp

(MH243761)。包括5′非编码区318 bp，3′非编码

区127 bp，开放读码框798 bp，共编码265个氨基

酸残基(图1)，预测相对分子质量29.32 ku，蛋白

等电点9.5。序列分析发现，淇河鲫Rspo1同其他

物种Rspo1一样，具有2个典型FU保守结构域(24~

86、92~136)和1个TSP1结构域(148~211)，N端信

号肽和C端低复杂区(图2，图3)。

2.2    淇河鲫Rspo1系统进化分析及蛋白序列同

源性比较

氨基酸序列比对结果显示，淇河鲫Rspo1与

金线鲃(Sinocyclocheilus rhinocerous)相似性高达

97%；与鲤、斑马鱼等鲤科鱼类相似性为89%~

92%；与尼罗罗非鱼、青鳉等非鲤科鱼类相似性

为61%~68%；与哺乳类、爬行类等高等脊椎动

物的相似性为51%~57%(表2)。利用MEGA 6.0构

建系统进化树，进化树分为2支，硬骨鱼类聚为

一支，哺乳类、鸟类、爬行类和两栖类聚为一

支。淇河鲫Rspo1位于鱼类的一支，并且与鲤科

鱼类聚为一小支，与青鳉、尼罗罗非鱼等非鲤科
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图 1    淇河鲫Rspo1基因cDNA与氨基酸序列

小写字母表示5′和3′非编码区，大写字母表示编码区，下划线表示起始密码子，*表示终止密码子

Fig. 1    Sequence of cDNA and deduced amino acid sequences of Rspo1 in C. auratus
The lowercase indicate 5′ and 3′ UTR, and the ORF is presented in capital letters, initiation codon is underlined and the termination codon
is indicated by an asterisk
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鱼类聚为一大支，这与淇河鲫的分类地位相一致

(图4)。

2.3    淇河鲫Rspo1 mRNA组织表达模式

定量PCR结果显示Rspo1在成体淇河鲫不同

组织中呈现泛表达模式，在肌肉中相对表达量

最高，在卵巢、鳃、肝脏等组织中次之，在其

他组织中表达量较低(P<0.05)(图5)。

2.4    淇河鲫Rspo1 mRNA在胚胎期和性别决定

与分化关键时期的表达模式

定量PCR结果显示，在胚胎发育过程中，

Rspo1相对表达量从受精卵期到神经胚期持续降

低，尾芽期至出膜期逐步升高。该基因在未受

精的卵子和受精卵中表达量没有显著差别，推

测Rspo1很可能是一个母源因子(P<0.05)(图6)。个

体发生结果显示，Rspo1在性腺中表达量从20 dah
(20~30 dah为鲫性别决定与分化关键时期)开始逐

渐升高，随后一直维持在较高水平(P<0.05)(图7)。

2.5    Letrozole处理对性腺中Rspo1表达的影响

淇河鲫作为天然雌核发育三倍体，异源精

子刺激，自然条件下发育为全雌个体，实验利

用Letrozole处理性腺未分化淇河鲫60 d，然后投

喂正常饵料饲养至210 dah，组织学结果显示，对

照组性腺中充满各时相卵母细胞，Letrozole处理

S FU 1 FU 2 TSP 1 low complexity

1 1 934 8 692 136 148 211 236 265
 

图 2    Rspo1蛋白保守结构域

S. 前导信号肽；FU1、FU2. 富含半胱氨酸的 furin-like结构域；

TSP1. 血小板反应蛋白结构域；low complexity. 低复杂区

Fig. 2    Conserved domain structure of
C. auratus Rspo1

S. a leading signal peptide; FU1, FU2. cysteine-rich furin-like domains;
TSP1. a thrombospondin-type 1 domain
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MQL G-- L VVL AMI F L SS MGHS D--- AL KL S KARRQRR VS P E MPL S CP KGCDR CSE YNGCIKC KPKLFI F LERNDIRQ I GVCL AS CP I GYF GMRNPEG N 93
MQL G-- L VAL AMVF L GS MGHS DS -- GL KL S KGQRQRR I S T E GPPS CSN GCER CSE YNGCIKC KPKLFI L LERNDIRQ I GVCL AS CP QGYF GMRTP DT N 94
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- KC TQ CKI E NCE ACF S RNFCTKCKEG LY S HRGRCF S S CP E G- F TV NGT MEC V---- VQCDL S EWSP WGP CMKKNKT CGF KKG NQT RT RE P I QL P - SP S 184

A-------- ACSDTK E T RRC T VR- RVP CP ------- E GQK- RRKGGQ GRRENAN RNLAR KES ---- KEA GAGS RRRK GQQQQQQQG T VGP LT S AGPA - 263
S -------- L CPAT TE VRRC T VQ- KSQ CP ------- E GKR - KKKDEQ GKQDNTNGN RNRKDT ---- KDAKS GT KKRK ---- SKQ RGAVA P T T S AS PAQ 260
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T S LALV P SQT CAPE TE RKKC T L SK KAP CGRE -- RNG KGDQQG DTNR RERE NGRGHGR GGGGG ----- GGGGG GRRKK G---- QS RT TS AP S I T TS S VS 278
T VSASS P - RP CAPQ TE RQKC T VQ- KAP CGKGDGNKN KGE RRDPQRRQDKE NVRGHGHGGKGGR --- EGGK GGGRRKK G---- QNQA TT T P S L T P S T VA 274
T S TGAA P ASG CVPE I QTQ RC T VQKKI P C-------- KGE NKKNQQN RG E - NS KNRGR DS KE ------- RGGN- KKRK N---- TN RS TT VP T I T TS MVT 261
T S TGAA P PLG CVPE TQ TQ RC T VQKKIT C-------- KGE NKKNPQN RG EK NGKNRG QDS KES ----- GKGGN- KKKK T ---- PNQ S TT VP T I T TS MVT 264
T S TGAA P PSG CVPE TQ TQ RC T VQKKI P C-------- KGE NKKNPQN RG EK NGKNRGR DS KES ----- GKGGN- KKKK T ---- PN RS TT VP T I T TS MVT 264
T S TGAA P PSG CVPE TQ TQ RC T VQKKI P C-------- KGE AKKNPQN RG EK NGKNRGR DS KEN ----- GKEKNG KKKK T ---- PN RS TT VP T I T TS MVT 265

S FU1

FU2
......................................................................

..........................................

TSP1

 
图 3    淇河鲫Rspo1与其他物种Rspo1氨基酸序列比对

使用ClustalX进行多序列比对，下划线表示信号肽(S)，黑框分别表示FU1和FU2结构域，黑色虚线表示TSP1结构域

Fig. 3    Alignment of Rspo1 in C. auratus with those of other vertebrates
The program ClustalX is used to align the Rspo1 sequences; the N-terminus signal is indicated by a solid horizontal line(S); two furin-like type Cys-rich
domains (FU1, FU2) are boxed; the thrombospondin-type 1 domain (TSP1) is indicated by dotted line
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组性腺中可以观察到各时期精细胞，即原本将

发育为卵巢的淇河鲫性腺发育为精巢(性逆转率

98%)。定量PCR结果显示，与对照组相比，Rspo1
在处理组性腺(精巢)中的表达量显著高于对照组

(卵巢)(P<0.05)(图8)。

2.6    不同温度对淇河鲫Rspo1在性腺中表达的

影响

将10 dah淇河鲫于室温和33 °C下分别养殖

60 d，然后转移至室外水泥池正常饲养至120 dah，
取性腺材料进行组织学观察，结果显示，33 °C
可以诱导原本要发育为卵巢的淇河鲫性腺发育

为精巢(雄性率100%)(图9)。定量PCR结果显示，

与对照组相比，Rspo1在处理组性腺(精巢)中的

表达量显著高于对照组(卵巢)(P<0.05)(图10)。

3    讨论

本研究克隆得到淇河鲫Rspo1基因cDNA，

并对其时空表达模式进行探索。淇河鲫Rspo1基
因与斑马鱼类似，系母源因子，在性分化关键

时期上调，同时表现出两性表达差异，暗示Rspo1
可能在淇河鲫卵巢分化与维持中起到一定作用。

Rspo1作为一种分泌蛋白，具有N端信号肽，

2个FU结构域，1个TSP1结构域，1个碱性氨基酸

表 2    淇河鲫与其他物种Rspo1氨基酸序列的同源性

Tab. 2       GenBank accession numbers and
the identity of Rspo1 %

物种(登录号)
species (accession no.)

同源性

identity

人　Homo sapiens (NP_001033722.1) 51

原鸡　Gallus gallus (NP_001305373.1) 57

非洲爪蟾　 Xenopus laevis (NP_001121500.1) 51

安乐蜥　Anolis carolinensis (XP_008118101.1) 52

红鳍东方鲀　Takifugu rubripes (XP_003965687.2) 62

青鳉　Oryzias latipes (AEL21375.1) 61

尼罗罗非鱼　Oreochromis niloticus (ADY05341.1) 63

虹鳟　Oncorhynchus mykiss (XP_021451080.1) 68

斑马鱼　Danio rerio (NP_001002352.1) 92

金线鲃　Sinocyclocheilus rhinocerous (XP_016428549.1) 97

鲤　Cyprinus carpio (XP_018975469.1) 89

0.05
52

100
99

99

99

100

95
71

97

63

青鳉 O. latipes Rspo1

尼罗罗非鱼 O. niloticus Rspo1
红鳍东方鲀 T. tubripes Rspo1

虹鳟 O. mykiss Rspo1
斑马鱼 D. rerio Rspo1

鲤 C. carpio Rspo1
金线鲃 S. rhinocerous Rspo1
淇河鲫 C. auratus Rspo1

非洲爪蟾 X. laevis Rspo1
原鸡 G. gallus Rspo1

人 H. sapiens RSPO1

人 H. sapiens RSPO3
安乐蜥 A. carolinensis Rspo1

 
图 4    Rspo1系统进化树

Fig. 4    Phylogenetic tree of Rspo1 from vertebrates
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图 5    Rspo1组织分布

不同的字母表示差异显著(P<0.05)，下同。1.脑；2.鳃；3.心脏；

4.肠；5.肝脏；6. 脾脏；7.肾脏；8.肌肉；9.卵巢

Fig. 5    Tissue distribution of C. auratus Rspo1 by
Real-time PCR

Different lowercase indicates significant difference (P<0.05), the same
below. 1. brain; 2. gill; 3. heart; 4. intestines; 5. liver; 6. spleen; 7.
kidney; 8. muscle; 9. ovary
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图 6    Rspo1基因在淇河鲫胚胎期的相对表达量

1. 未受精卵；2. 受精卵；3. 囊胚期；4. 原肠胚期；5. 神经胚

期；6. 尾芽期；7. 心跳期；8. 出膜期

Fig. 6    Expression of Rspo1 in different embryonic
development stages of C. auratus

1. unfertilized eggs; 2. fertilized egg; 3. blastula stage; 4. gastrula stage;
5. neurula stage; 6. tail-bud; 7. heart-beating; 8. hatching stage
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富含区(BR)，以及富含正电荷氨基酸的C端 [24-25]。

研究表明，Rspo1主要通过2个FU结构域激活

Wnt/β-catenin信号通路，从而在人、小鼠、羊等

哺乳动物性别决定与分化中发挥重要作用，否

定了长久以来人们认为雌性性别决定是被动发

育过程这一观点 [15-16，26]，但是TSP1和BR结构域

的缺失同样影响激活Wnt信号通路的效果 [16]。本

研究中克隆到淇河鲫Rspo1同样具有以上结构

域，同时淇河鲫Rspo1与四足动物以及其他硬骨

鱼类具有较高的相似性，暗示本研究中克隆得

到的序列是淇河鲫Rspo1基因，在进化过程中，

Rspo1可能在卵巢发育过程中具保守功能。

与斑马鱼、青鳉研究结果一致，淇河鲫

Rspo1基因在各个组织都有表达，在肌肉组织中

的表达量最高，卵巢、鳃、肝脏次之，作为一

个泛表达因子，它在参与性别分化的同时，Rspo1
还可能与肌肉生长、免疫等有关。淇河鲫Rspo1
基因在未受精的卵子与受精卵中表达没有显著
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图 7    Rspo1基因在淇河鲫性别决定与分化关键时期的

相对表达量

Fig. 7    Expression of Rspo1 during the critical period of
sex determination/differentiation in the C. auratus

gonads assayed by real-time PCR
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图 8    定量PCR检测Letrozole处理后Rspo1在

性腺中的表达变化

1. 对照组；2. Letrozole处理组

Fig. 8    Expression of Rspo1 in gonads of the control and
Letrozole-treated female C. auratus

1. control group；2. Letrozole treatment group

25 μm 25 μm

(b)(a)
 

图 9    33 °C养殖对雌性个体性腺分化发育的影响

(a)室温(21 °C)养殖组淇河鲫性腺发育为卵巢，性腺中充满不同时相的卵母细胞；(b)33 °C养殖组淇河鲫性腺发育为精巢，性腺中无卵

母细胞，可见不同时期精母细胞

Fig. 9    Morphological observation of gonad in fish reared at 33 °C for 2 months
(a)the fish reared at room temperature (21 ℃) was female, with the ovary filled with oocytes at different phases; (b)fish reared at 33 °C for 2 months，
the gonad developed into testis, and there is no oocytes, the gonads are filled with spermatocytes
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差异，并且在发育早期先降低，后升高，暗示

Rspo1可能是一个母源性因子，这与斑马鱼研究

结果一致，所以淇河鲫Rspo1作为一个母源因子

可能参与了早期胚胎发育。

在山羊、小鼠、鸡、红耳龟早期性别决定

与分化的起始阶段，Rspo1表达呈现出两性差异[6，9]。

在小鼠卵巢发育过程中Rspo1表达的不断上调，

进一步暗示它在卵巢发育过程中具有重要作用[27]。

同样，在青鳉、尼罗罗非鱼卵巢早期发育过程中

Rspo1表达在雌性个体中也逐步上调 [20，22]。经异

源精子刺激产生全雌淇河鲫个体，在发育过程

中Rspo1在性腺中表达量从20 dah (淇河鲫性别决

定与分化关键时期)开始上调，暗示该基因在淇

河鲫卵巢决定与分化过程中很可能具有重要作用，

在进化过程中该基因在雌性动物卵巢分化中可

能具有保守功能。

越来越多的研究表明，在硬骨鱼类的性别

分化关键时期，温度的变化可以影响雌雄性别

比例，即温度可以影响鱼类性别分化发育的方

向 [28-34]。最新研究表明，银鲫性别决定与分化也

受温度影响，高温条件可以使雌核发育的银鲫

雄性比例升高，当养殖温度超过31 °C时，原本

要发育为全雌个体的银鲫却全发育为雄性群体[35]。

本研究发现高温 (33 °C)养殖使淇河鲫发育为全

雄个体。在山羊、小鼠、鸡、红耳龟、斑马

鱼、青鳉、尼罗罗非鱼等动物性别分化过程中，

Rspo1在性腺中表达都具有两性差异：卵巢高于精

巢 [6， 9， 19-20， 22]，在半滑舌鳎精子发生关键时期，

Rspo1在精巢中表达量出现上调，并高于卵巢，

Rspo1在参与卵巢早期分化的同时可能也参与精

子发生，所以在精子发生过程中出现上调[36]。本

研究中Rspo1表达量在高温养殖和Letrozole诱导

的性逆转精巢中均高于卵巢，推测Rspo1可能在

参与卵巢分化的同时也参与淇河鲫精巢精子发

生等过程，但也不能排除Rspo1在由雌性向雄性

的性逆转过程中可能发挥了某种作用。

本研究成功克隆了淇河鲫Rspo1基因的cDNA，

进行了系统进化分析，并对其在不同组织、不

同发育时期的表达量进行了检测，同时检测了

Letrozole、高温处理导致性逆转过程中Rspo1在
性腺中的表达变化，为进一步探讨Rspo1基因在

雌核发育鱼类性别决定与分化中的作用机制奠

定基础。
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图 10    定量PCR检测不同养殖温度对

性腺中Rspo1表达的影响

1. 对照组；2. 33 °C组

Fig. 10    Expression profile of Rspo1 in the gonad at
different rearing temperature by Real-time PCR

1. control group; 2. 33 °C group
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Molecular cloning and expression of R-spondin1 gene in Carassius auratus

WU Limin ,     LI Yongjing ,     SANG Tian ,     WEI Huizhe ,     DUAN Shenghua ,     LI Mutong ,    
WANG Lei ,     MA Xiao ,     TIAN Xue ,     DONG Chuanju ,     LIU Huifen ,     LI Xuejun *

(College of Fisheries, Henan Normal University, Xinxiang    453007, China)

Abstract: In order to study the roles of R-spondin1(Rspo1) gene in the sex determination and differentiation of the
Qihe crucian carp (Carassius auratus), a natural gynogenesis triploid fish, we cloned its cDNA by using reverse
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) and rapid amplification of cDNA 5′ and 3′ ends (RACE). We
also examined Rspo1 spatio-temporal expression profiles by real-time PCR, at the same time, expression level of
Rspo1 in the testis induced by Letrozole or high temperature treatment was also examined. The results showed that
the cDNA of Rspo1 was 1243 bp including a 318 bp 5′-untranslated region (UTR), a 127 bp 3′UTR, and a 798 bp
open reading frame (ORF) encoding a polypeptide of 265 amino acids. Sequence analysis revealed that Rspo1
from Qihe crucian carp showed the highest similarity with Cyprinidae fish, while had low similarity with other
vertebrates including mammalians and reptiles. Tissue distribution by real-time PCR revealed that Rspo1 was
abundantly expressed in the muscle, and then in the ovary, gill, intestine, and was barely detectable in other tissues.
The expression of Rspo1 was gradually downregulated from fertilization stage, and then upregulated from the
tailbud stage, so Rspo1 might be a maternal factor. Ontogenic analysis demonstrated that Rspo1 was expressed
abundantly from 20 days after hatching (dah) in the gonad. However, Rspo1 was upregulated in the gonad of sex-
reversed males by Letrozole or high temperature treatment, indicating that Rspo1 exhibited a sexual dimophic
expression pattern. These results suggested that, as a maternal factor, Rspo1 might be involved in both the ovarian
differentiation and spermatogenesis in the testis of C. auratus.
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