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摘要：CBX2(Chromobox homolog 2)作为 PcG(Polycomb Group)蛋白家族成员之一，在性
腺发育中具有重要作用。缺乏 cbx2的小鼠，雌雄性腺均发育不良，并且部分小鼠出现
雄性转变为雌性的性反转现象。实验选择模式生物青鳉作为对象，通过荧光定量 PCR
和免疫组化技术检测了 cbx2在青鳉胚胎发育过程和性腺中的表达。定量结果显示，在
胚胎发育时期，cbx2在原肠胚期、神经胚期和器官形成期均具有高的表达；在两性性腺
中，cbx2在精巢中的表达量较高。免疫组化结果表明，在精巢中，CBX2主要在精原细
胞和精母细胞中表达；在卵巢中，CBX2主要在Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ时相卵母细胞中表达。为进
一步研究 cbx2的功能，实验利用显微注射技术对 cbx2进行 RNA干扰，结果显示，注射
siRNA后，随着 cbx2表达量降低，雄性性别相关基因 sox9(SRY-related HMG box 9)的表
达也相应下调，雌性性别相关基因 foxl2(Forkhead transcriptional factor 2)的表达则上调。
研究表明，cbx2不仅参与了青鳉胚胎发育过程，而且在青鳉性腺分化以及雌雄配子发生
中也起重要作用。
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性腺发育对于行有性生殖的生物来说，是

基础的生物学问题之一，也是一个复杂而必不

可少的过程。尽管已经对性腺发育的理解有了

长足的进展，相关的新基因也在不断地被发现

和鉴定，但仍未完全阐明性腺发育的机制。鱼

类的性腺发育及成熟过程一直是鱼类学研究的

重点，不仅对水产养殖行业有重要的指导意义，

而且能为鱼类发育及性别调控的研究提供依据。

CBX2(Chromobox homolog 2)是多梳蛋白家

族 (Polycomb Group，PcG)的关键成员之一 [1]，在

哺乳动物的性腺发育中发挥着重要作用。PcG蛋

白家族是一类保守的蛋白家族，主要针对一系

列与细胞分化和发育相关的基因，在染色质水

平上进行表观遗传修饰，从而使基因沉默[2]。M33/
cbx2缺失的小鼠表现为雌雄性腺均发育不良，

甚至出现性反转 [3]。在人类中，cbx2突变也导致

类似的性反转现象发生 [4]。功能分析发现，突变

的 cbx2不能正确结合并且不能充分调节性腺发

育必需的靶基因的表达 [5]，表明 cbx2可能通过调

节性腺发育相关基因的表达而发挥作用。但迄

今为止，关于 cbx2在性别发育方面的研究主要

集中在人和小鼠等哺乳动物中，在鱼类中的研
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究鲜有报道。

青鳉(Oryzias latipes)是最早被确定性别决定

基因的鱼类 [6]，因其具有胚胎透明，性成熟周期

短以及性别可塑等特点，一直被视作研究脊椎

动物性腺发育和性别调控的模式动物 [7]。鉴于

cbx2在性腺发育中的重要作用，实验以青鳉为

对象，采用荧光定量 PCR和免疫组化技术建立

了 cbx2在青鳉胚胎发育和性腺中的表达谱，并

采用 RNA干扰技术抑制 cbx2的表达，分析 cbx2
抑制后性别调控相关基因 sox9 (SRY-related HMG
box 9)  和   foxl2 (forkhead transcriptional  factor  2)的
表达变化，进而探讨 cbx2的功能。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

实验用青鳉来自上海海洋大学青鳉养殖中

心，光暗周期比例为 14 h∶10 h，养殖水温为 26
°C，每日按时孵化、喂食丰年虫。从青鳉身上

摘取鱼卵，分离后养在胚胎培养液中，置于显

微镜下连续观察胚胎发育过程，对各时期的胚

胎进行拍照记录，胚胎发育参考 Iwamatsu[8] 的方

法进行阶段分类。

收集不同时期的青鳉卵，经 DEPC(焦碳酸

二 乙 酯 )处 理 水 冲 洗 干 净 ， 置 于 装 有 TRizol
(Invitrogen，美国)的离心管中匀浆，用于总 RNA
提取。同时解剖青鳉成鱼，取其精巢和卵巢用于

总 RNA提取。 

1.2    Real-time PCR检测 cbx2在胚胎发育和性

腺中的表达

首先采用 TRizol法提取性腺和胚胎中的总

RNA，然后使用 PrimeScript™ RT reagent Kit with
gDNA  Eraser  (Perfect  Real  Time)(TaKaRa， 日 本 )
进行反转录，合成 cDNA的第一条链。通过搜

索 NCBI数据库，获得了青鳉cbx2的预测序列

(No. EF537027.1)，经克隆测序确认序列的正确性

后，使用 Primer 5.0软件设计青鳉cbx2和内参基

因 18S 的定量引物 (表 1)用于荧光定量实验。

Real-time  PCR反 应 在 CFX96  Touch  Real
Time(Bio-Rad，美国 )上进行，总体系为 20 μL：
cDNA模板 1 μL，上下游引物各 1 μL，TB Green
Premix Ex Taq™ Ⅱ(TaKaRa，日本 )10 μL及 7 μL
灭菌水。PCR扩增程序：95 °C，10 s；60 °C，30 s；
进行 39个循环，并制作熔解曲线。定量数据采

用平均值±标准差 (mean±SD)表示，用 2−ΔΔCt 方法

进行计算，并采用 SPSS 24.0软件对计算结果进

行显著性分析，获取 cbx2在青鳉胚胎发育和性

腺中的表达情况。 

1.3    免疫组化分析 CBX2在性腺中的表达

解剖成鱼，获取精巢和卵巢组织，用 PBS
洗涤后，立即在 4%的多聚甲醛中固定 24 h，然

后使用 70%、80%、90%、100% Ⅰ和 100% Ⅱ酒

精进行梯度脱水，再经过 1/2二甲苯+1/2无水乙

醇、二甲苯Ⅰ和二甲苯Ⅱ逐级进行透明，最后

用石蜡进行透蜡、包埋，制作石蜡切片。为了

验证切片的时期和完整性，实验对切片进行 H.E
染色，并将验证好的切片保存起来，用于后续

的免疫组化实验。

用上述验证过的精巢和卵巢切片做免疫组

化实验，抗体为兔源的多克隆抗体 Anti-CBX2
(Abcam，美国 )，用 SABC显色试剂盒进行化学

显色 (武汉博士德生物公司)，实验方法按照试剂

盒流程进行。使用正置光学显微镜 (尼康，日

本)对结果进行拍照并记录。 

1.4    RNA干扰

将 cbx2的序列号 (EF537027.1)发送至上海

吉玛生物公司，合成 siRNA序列 (表 2)。参照说

明书，对合成的 siRNA干粉进行稀释、混匀，

在胚胎 1细胞期的动物极进行显微注射，注射液

浓度为 20 μmol/L，每个胚胎注射 3 nL，同步注

射阴性对照组，并设置空白组。注射后，将其

放置在胚胎培养液中正常培养，在器官形成期

取样，进行 cbx2及性别相关基因 sox9、 foxl2的

定量表达分析。 

表 1    Real-time PCR引物

Tab. 1    Primers used for Real-time PCR

引物

primer
序列(5′→3′)

sequence (5′→3′)

cbx2-F GCCCAAGTCCAGCACCTCA

cbx2-R GCTCCTTCGCCTCACCTCT

sox9-F AAACTGGCCGACCAATAC

sox9-R CTCAGCCTCCTCCACAAA

foxl2-F TCCTACACGTCCTGCCAGAT

foxl2-R CCCATGCCGTTGTAAGAGTT

18S-F CTGAGAAACGGCTACCACAG

18S-R CAGCAACTTTAAGATACGC
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2    结果
 

2.1    cbx2在青鳉胚胎发育中的表达

使用正置光学显微镜对胚胎发育过程进行

连续观察，并利用徕卡成像系统记录胚胎发育

过程。青鳉胚胎发育 (从未受精到出膜 )可大致

可分为未受精期、卵裂期、囊胚期、原肠胚期、

神经胚期、器官形成期和出膜期。其中，每个

阶段又可细分为多个小阶段，不同的胚胎发育

阶段各有其特点，本实验主要选取以上 10个具

有代表性的发育时期收集样品，进行定量检测，

各时期胚胎的形态学特征如图版 Ⅰ所示。

从未受精时 cbx2 mRNA就有微量表达，卵

裂期时它的表达量保持较低水平，囊胚期时表

达量开始上升，原肠胚期时其表达量显著上升，

达到峰值 (图 1)。cbx2在神经胚期和器官形成期

也一直持续高表达，出膜前期和出膜后表达量

则明显降低 (P<0.05)。 

2.2    cbx2在青鳉性腺中的表达

荧光定量 PCR结果显示，cbx2 mRNA在精

巢中的表达量高于卵巢，约为卵巢中表达量的 3倍

(图 2，P<0.05)。
为了进一步检测 CBX2蛋白在性腺中的定

位表达，本实验进行了 H.E染色和免疫组化分析。

青鳉的整个卵巢发育过程共分为Ⅰ~Ⅵ期 6个阶

段。在青鳉卵巢中，同一时期卵巢中的卵母细胞

发育不同步，既可见Ⅴ期的成熟卵母细胞，同时

也存在少量Ⅰ期卵母细胞。免疫组化显示，CBX2

几乎在整个卵子发生过程中都有表达，在Ⅰ、

Ⅱ和Ⅲ期初级卵母细胞中高表达，而在Ⅳ和Ⅴ

表 2    siRNA靶位点和合成序列

Tab. 2    siRNA target site and sequence

基因

gene
方向

direction
序列

sequence

cbx2-siRNA-1 (251) sense (5′-3′) CCGACUCUGACCGCACUAATT

anti-sense (3′-5′) UUAGUGCGGUCAGAGUCGGTT

cbx2-siRNA-2 (853) sense (5′-3′) GCGCUGCACCUGAACCCUUTT

anti-sense (3′-5′) AAGGGUUCAGGUGCAGCGCTT

cbx2-siRNA-3 (1 337) sense (5′-3′) GCCUCAUCGAGCACGUGUUTT

anti-sense (3′-5′) AACACGUGCUCGAUGAGGCTT

1

6 7 8 9 10

2 3 54

 
图版 Ⅰ    青鳉胚胎不同发育时期

1. 未受精期；2. 1细胞期 (胚盘期 )；3. 2 细胞期；4. 8细胞期；5. 囊胚期；6. 原肠胚期；7. 神经胚期；8. 器官形成期；9. 出膜前期；

10. 出膜后，图 1同。比例尺为 100 μm

Plate Ⅰ    Different developmental stages of O. latipes embryos
1. unfertilized stage; 2. 1 cell stage (blastodisc stage); 3. 2 cell stage; 4. 8 cell stage; 5. blastula stage; 6. gastrula stage; 7. neurula stage; 8. organogenesis
stage; 9. hatching stage; 10. fry stage, the same as Fig.1. Scale bars. 100 μm
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期次级卵母细胞中表达较弱，Ⅵ期基本不表达

(图版Ⅱ)。
青鳉精巢体积较小，精巢中的生殖上皮随

着结缔组织向内部延伸，形成隔膜，进而把精

巢划分成多个形状不规则的精小叶，同一个精

小叶中生殖细胞发育不同步。从精小叶结构上

看，在精子发生过程中生殖细胞由外向内大体

可分为精原细胞、精母细胞、精细胞和精子。

免疫组化表明，CBX2主要在精原细胞和精母细

胞中表达，在精细胞和精子中没有明显的信号

(图版 Ⅱ)。 
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图 1    cbx2在青鳉胚胎发育中的定量表达分析

不同字母代表结果具有显著性差异 (P<0.05)

Fig. 1    Real-time PCR analysis of cbx2 mRNA in
different developmental stages of O. latipes embryos

Different letters indicate significant differences (P<0.05)
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图 2    青鳉 cbx2在性腺中的定量表达

*号表示具有显著性差异 (P<0.05)，图 3同

Fig. 2    Real-time PCR of cbx2 mRNA in
O. latipes gonads

"*" indicates significant differences (P<0.05), the same as Fig.3
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图版 Ⅱ    青鳉精巢和卵巢免疫组化 (IHC)分析

Ⅰ~Ⅵ，卵母细胞阶段；sg.精原细胞；sc.精母细胞；sc1.初级精母细胞；sc2.次级精母细胞；SC.支持细胞。序号 1~3为 H.E染色，4~6
为免疫组化，其中，1、4为卵巢，2、3、5、6为精巢

Plate Ⅱ    Immunohistochemistry (IHC) analysis in ovary and testis of O. latipes
Ⅰ-Ⅵ, oocyte stage; sg. spermatogonia; sc. spermatocytes; sc1. primary spermatocyte; sc2. secondary spermatocyte; SC. sertoli cell. 1-3 were performed
H.E staining, 4-6 were performed immunohistochemistry analysis, 1 and 4 were ovaries, and others were testes
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2.3    cbx2、sox9和 foxl2在 RNA干扰后的表达

变化

干扰结果显示，显微注射 siRNA后， cbx2
的表达明显被抑制 (P<0.05)，相应的，雄性性别

相关基因 sox9的表达量随之降低，雌性性别相

关基因 foxl2的表达量则升高 (图 3)。 

3    讨论

本研究首先分析了 cbx2在青鳉胚胎发育中

的表达情况，结果显示 cbx2在胚胎发育初期表

达量相对较低，而在原肠胚期、神经胚期和器

官形成期的表达量显著升高。在胚胎经过卵裂

期，形成囊胚后，会经过一段被称为原肠胚形

成的形态发生过程。而原肠胚形成是外、中、

内 3种胚层的组合，是器官形成的先决条件 [9-12]。

有研究表明，在硬骨鱼中，原始生殖细胞 (PGC)
最早被发现于原肠胚期[13]。cbx2在囊胚期表达量

开始升高，在原肠胚期表达量达到最高值，在

神经胚期和器官形成期也一直保持较高的表达，

这表明 cbx2可能参与了鱼类器官的形成与发育，

或许还与原始生殖细胞的生成有关。

荧光定量结果表明 cbx2在青鳉精巢中的表

达量高于卵巢。NCBI显示  (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/gene/84733)，在人类正常组织中，cbx2在

精巢中的表达量最高，卵巢次之，其在精巢中

的表达量约为卵巢中表达量的 5倍。王新艳等 [14]

研究发现，cbx2在牙鲆 (Paralichthys olivaceus) 精
巢和卵巢中均较高表达，在精巢中的表达量同

样高于卵巢，与本结果类似。综上所述，cbx2
在脊椎动物中具有广泛的物种表达分布，但在

两性性腺中均具有较高的表达，表明该基因在

脊椎动物性腺发育中具有重要作用。cbx2在精

巢中均具有更高的表达，暗示了 cbx2在精巢的

发生和功能维持上可能发挥着更为重要的作用。

免疫组化结果表明，在精巢中，CBX2主要

在精原细胞和精母细胞中表达，而在精细胞和

精子中没有明显的信号。在卵巢中，CBX2主要

在初级卵母细胞中高表达，而在次级卵母细胞

中表达较弱。精巢和卵巢的发育即配子发生过

程，主要以有丝分裂和减数分裂为主。Eid等 [15]

在细胞中对 cbx2进行 RNA干扰，发现随着 cbx2
被抑制，减数分裂必不可少的基因 exol 的表达

量也随之降低。先前也有研究表明 cbx2在哺乳

动物的细胞周期变化 [16-17]、生殖细胞增殖分化、

减数分裂和同源染色体的联会中发挥着重要作

用 [18]。因此，本研究结果进一步表明 cbx2可能

通过参与生殖细胞的增殖与分化，进而在青鳉精

子发生和卵子发生过程中起作用。
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图 3    RNA干扰后 cbx2(a)、sox9(b)和

foxl2(c)的表达变化

1. 空白组，2. 阴性对照组，3. 实验组

Fig. 3    Expression changes of cbx2(a), sox9(b) and
foxl2(c) after RNA interference

1. blank group, 2. negative control group, 3. experimental group
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为了进一步探讨 cbx2的功能，本研究在青

鳉胚胎中通过注射 siRNA以抑制 cbx2的表达，

结果发现 cbx2与 sox9的表达量下调， foxl2的表

达量却相应上调。 foxl2是 Forkhead/HNF-3相关

转录因子家族中的一员，它通过调节 cyp19a1的

表达，参与卵巢分化、发育与功能维持[19-20]。sox9
被认为是受 sry 直接调控的性别基因 [21-22]，影响

生殖细胞与体细胞的分化 [23]，研究表明 sox9影

响性腺的发育[24]，是精巢形成所必需的。在人类

细胞中，当 cbx2被抑制后，雄性性别相关基因

sry 和 sox9的表达量也相应降低，而雌性相关基

因表达量反而升高 [15]。CBX2作为 PcG蛋白家族

的组成成分，在表观遗传中主要起抑制作用，

但也有研究表明，cbx2还可作为基因转录的激

活因子发挥作用[25]。人类的全基因组测序结果表

明，cbx2一方面为雄性特异基因，通过刺激雄性

特异基因 sox9的表达而在精巢中起作用；另一

方面还通过调控 foxl2信号通路进而抑制雌性相

关基因的表达 [15]。这与本研究结果类似，表明

cbx2可能通过调节性别相关基因如 sox9和 foxl2
的表达，进而影响鱼类的性腺分化。 

4    结论

本研究通过荧光定量 PCR和免疫组化技术，

分析了 cbx2在青鳉胚胎发育和性腺中的表达模

式，结果显示，在胚胎发育过程中，cbx2在原

肠胚期、神经胚期和器官形成期均具有高的表

达；在性腺中，该基因在精巢中的表达水平高

于卵巢；在精巢中，CBX2蛋白主要在精原细胞

和精母细胞中表达，在卵巢中，CBX2蛋白主要

在Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ期时相的卵母细胞中表达。RNA
干扰实验表明，cbx2能影响性别相关基因 (sox9
和 foxl2)的表达，为后续深入探讨其在鱼类性腺

发育中的作用奠定了基础。
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Expression pattern and localization analysis of cbx2 during embryonic and
gonadal development in the medaka (Oryzias latipes)

CHAO Qinghe 1,     SHEN Fengfeng 1,     CAI Zhenxi 1,     ZHANG Junling 1,2,3*

(1. Key Laboratory of Freshwater Aquatic Genetic Resources, Ministry of Agriculture and Rural Affairs,
Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;

2. Key Laboratory of Exploration and Utilization of Aquatic Genetic Resources, Ministry of Education,
Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;

3. Shanghai Collaborative Innovation for Aquatic Animal Genetics and Breeding,
Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China)

Abstract: CBX2 (Chromobox homolog2), as a key member of the Polycomb Group protein (PcG) family, plays an
important role in gonadal development. Mice lacking cbx2 showed defects in gonads (both ovary and testis) devel-
opment, and some mice have exhibited male-to-female sex reversal. But little is known about the function of cbx2
in gonadal development of fish. In this study, we used Oryzias latipes, a model organism, to investigate the expres-
sion of cbx2 during embryonic and gonadal development by real-time PCR and immunohistochemistry. Real-time
PCR results showed that cbx2 was highly expressed in embryos at gastrula, neurula and organogenesis stages. In
bisexual gonads, cbx2 had a relatively high expression in testis. Immunohistochemistry results revealed that cbx2
mRNA  was  mainly  localized  in  spermatogonia  and  spermatocytes  in  testis.  And  cbx2  was  also  predominately
observed in oocytes at stages I, II and III in ovary. In order to further study the function of cbx2, we used microin-
jection technology to knock out cbx2. The results showed that the expression of cbx2 was significantly decreased
after injecting siRNA, and thus the expression of sox9 (SRY-related HMG box 9) was down-regulated, whereas the
expression of foxl2 (Forkhead transcriptional factor 2) increased. This indicated that cbx2 was not only involved in
embryonic development but also played a role in gonadal differentiation and gametogenesis in O. latipes.
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