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摘要：()*+ ,)--.-)//（(01）是与原始生殖细胞发生相关的重要因子，果蝇、斑马鱼、青#鱼和小鼠的 (01
蛋白都含有一个进化上保守的 2324567 结构域。本研究应用简并 508 克隆技术，在鹌鹑（ !(1)*$#2
3(1)*$#2）中扩增得到 &’9 :;的 /3, 基因（包含 2324567结构域编码序列）保守序列。通过与线虫、果蝇、斑
马鱼、小鼠和人 /3, 同源序列的比对，发现该片段与它们的同源性分别为<!=$>、<<=$>、?$=@>、#9=@>
和 #@=?>。采用 83.508和 +8AB整体原位杂交方法，研究了 /3, 基因在不同组织和原条期胚胎中的表
达。结果显示，该基因在卵巢、精巢和肝中表达；/3, +8AB存在于原条期胚胎的生殖新月区。
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所有有性繁殖的高等生物，由生殖细胞分

化产生配子，雌、雄配子结合形成合子。原始生

殖细胞（;*N+O*UNG- L)*+ ,)--/，5(0/）是生殖细胞
的前体细胞，在胚胎发育过程中繁殖，并逐渐迁

移到生殖嵴中，最终分化成为精子或卵子［’，!］。

鸟类 5(0/ 起源于 P期的胚盘上胚层，而后逐
渐迁移到下胚层，于原条期迁移至生殖新月

区［&，$］。随着胚胎循环系统的发育，5(0/ 进入
血管，迁移到胚体的心及头部间充质，最后定位

到胚胎后端的生殖嵴［<，@］。

原始生殖细胞的发生是一个复杂的多基因

时空调控过程。在许多动物中，与原始生殖细

胞发生相关的基因已被鉴定。 ;+&+ 基因在果
蝇（:*(&(<"#,+ =%,+$(/+&1%*）、斑马鱼（:+$#( *%*#(）
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等动物的生殖细胞中特异表达，被认为是早期



胚胎发育过程中生殖细胞的标志物。鸡（!"##$%
&’()%*+,$%）的 -"%" 基因在 !"#$分化、迁移及成
熟性腺中都表达［% & ’］。

"()* +(,,-,($$（"#.）蛋白是生殖细胞发生
的重要调控因子，/’’0 年在果蝇中首先发
现［/1］，随后果蝇 .,# 同源基因在小鼠（ /$%
($%,$#$%）、青#鱼（0123+"% #"*+4)%）等动物中被鉴
定［// & /2］。"#.蛋白是一个转录抑制因子［/3］，通
过蛋白质序列分析，发现果蝇、斑马鱼、青#鱼
和小鼠的 "#.蛋白都含有一个保守的结构域
（4546!78结构域）。但是在不同动物胚胎发育
过程中，.,# 基因的表达模式不同［/1 & /9］。进化
上处于鱼类和哺乳类中间地位的鸟类，.,# 基因
的结构和表达模式如何，目前尚未见报道。

本文以鹌鹑（5’*$16+7 ,’*$16+7）为材料，采
用扩增青#鱼 .,# 基因的简并引物［/2］，从基因
组 :;<中扩增得到 "#. 4546!78结构域的编
码序列；同时应用 =5-!#= 和 *=;< 整体原位
杂交方法，研究了 .,# 基因在不同组织和原条
期胚胎中的表达，结果为脊椎动物原始生殖细

胞形成机制的研究提供基础理论资料。

! 材料与方法

!"! 实验动物 鹌鹑及其种蛋购自武汉市大
东门集贸市场。鹌鹑种蛋经消毒后，于（2%>? @
1>A）B，相对湿度 AAC & 91C孵化。鹌鹑胚胎
根据 DE*FG)H()和 DE*I,JKL［/%］建立的标准分期。
!"# 试剂 =;<=7MN =N<"N;5 为上海华瞬
公司产品。8"9 :;<聚合酶为 #<ME))EO公司产
品。P-P.Q 逆转录酶、=;E$(、R;5!、:;E$(、
5)I$、低熔点琼脂糖、S"NP-5载体连接试剂盒为
!)K*(HE公司产品。:;< 凝胶回收试剂盒为
7*(HE公司产品。:T"-//-U5!、ELJI-:T"-<! FKRO
为 =K+V(公司产品。限制性内切酶 :"#!、:",
" 为 5EWE=E公司产品。多聚赖氨酸、多聚甲
醛为 MIH*E公司产品。
!"$ 鹌鹑 %&’ ()(*+,-结构域编码序列的
+&.扩增 根据《分子克隆实验指南》（第三
版）中提取 :;<的方法，提取鹌鹑肌肉组织基
因组 :;<［/?］。以获得的基因组 :;< 为模板，

采用 M+VK,X等［/2］扩增青#鱼 .,# 基因的简并引
物（位于简并位置的核苷酸用括号标出）：

正向引物 AY-<#<5#5<##<（<"）<#（<"）
#5"55（#5）（<#5）5"<<5"-2Y；
反向引物 AY-5#（<"5）##（<"）#<#5"#5"

（"5）<5#<（<"5）（<"5）##<5#-2Y，扩增鹌鹑
"#. 4546!78结构域编码序列。

!#=反应体系总体积为 0A#,（/ Z 4G[[()、
0>A **K,6. PH#,0、1>0A **K,6. R;5!、1>3#*K,6.
两种引物、/ U 8"9 :;<聚合酶、/11 LH 基因组
:;<），扩增条件为：’3B预变性 A *IL；’3B 3A
$，A%B 3A $，%0B 3A $，2A个循环；后延伸 %0B
/1 *IL。!#=产物用 />0C琼脂糖凝胶电泳检
测。

!"/ +&.扩增产物的克隆和测序 !#=扩增
产物经 />0C琼脂糖凝胶电泳，目的片段用
:;<回收试剂盒回收、纯化，并连接到质粒载
体 S"NP-5中。将含有目的片段的质粒（S"NP-
5H+,）转化到大肠杆菌 :D-A$中，在含氨苄青霉
素的 .4琼脂平板培养，挑取单克隆测序（华诺
公司）。

!"0 不同动物 !"# 基因同源序列的比对 用
Q(+JK) ;5T MGIJ( ?软件中的 <,IHL\和 "(L(:K+对
鹌鹑 .,# 基因同源序列和从 "(L4EL]中获取的
线虫（E++($$IKL LK^ ;P—1%1/?3）、果蝇（E++($$IKL

LK^ ;P —/9A900）、斑马鱼（ E++($$IKL LK^ ;P —
01%1A1）、小鼠（E++($$IKL LK^ ;P—1//?/?）以及人

（E++($$IKL LK^ 4#11%301）.,# 基因序列进行比对
分析。

!"1 .)2+&.检测 !"# 基因在不同组织中的表
达 取鹌鹑卵巢、精巢和肝组织，!4M 洗涤，根
据 =;<=7MN =N<"N;5说明书提取总 =;<，得
到的总 =;<用 :;E$(!消化 /A *IL。以获得的
=;<为模板，采用 7,IHK R5/?引物，通过 P-P.Q
逆转录酶合成 +:;<第一链。根据测序结果合
成鹌鹑 .,# 基因特异引物：
正向引物 AY-#<5#5<##<<<#"#5"55#<5-

"<<5"-2Y；反向引物 AY-5#"##"#<#5"#5""-
<5#<<"##<5#-2Y，以 +:;< 第一链为模板，
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!"#反应条件同 $%&。扩增产物经 $%’(琼脂
糖凝胶电泳检测。

!"# 整体原位杂交（$%&’()*&+,- !" #!$%
%./012134-1&,） 根据《分子克隆实验指南》中的
碱裂解法提取 )*+,-./01 质粒［$2］，分别用 !"#
!、!"$"进行单酶切，纯化、回收后，体外转录
合成地高辛标记的鹌鹑 %$# 正、反义 #34 探
针。取原条期的鹌鹑胚胎，参照 #567589等［$:］的
方法进行 ;#34整体原位杂交，采用 3<.=<">!
显色系统检测杂交信号。实验组加反义探针，

阴性对照组分别为加正义探针和不加探针。

5 结 果

5"! 鹌鹑 678 9:9;<=>结构域编码序列的
扩增和测序 采用扩增青#鱼 *"? <.<=!@A
结构域编码序列的简并引物，以鹌鹑基因组

B34为模板，经 !"#扩增，扩增产物用 $%’(琼

脂糖凝胶电泳检测，得到扩增片段约为 C’D E)
（图 $）。目的片段经试剂盒回收、纯化，连接到
质粒载体 )*+,-.中，再转化到大肠杆菌 BF-G#
中，单克隆经测序，得到插入片段的长度为 C$: E)，
与预期鹌鹑 %$# 基因同源序列的片段大小相符。

图 ! 鹌鹑基因组 ?@A的 <7B扩增结果
C1DE ! :%( <7B 4*F’1G1H4-1&, 0(I+’-

&G D(,&*( ?@A 1, J+41’
$% 阴性对照；’% %$# 基因片段，约 C’D E)；

C%B34分子量标准（3+< $DD E) B34 1HII58）。

$%35/HJ6K5 0LMJ8L1；’% &$# /5M5 78H/;5MJ，HELNJ C’D E)；

C%,L150N1H8 ;H8O58（3+< $DD E) B34 1HII58）P

5"5 不同动物 &’( 基因同源序列的比对 对

图 5 鹌鹑 &’( 基因同源序列与线虫、果蝇、斑马鱼、小鼠和人 &’( 基因序列的比对分析
C1DE 5 :%( H&*F401I1&, &G J+41’ &’( %&*&’&D&+I I(K+(,H( $1-% -%4- &G

) E *(*&+"，,-.#./0!(+，>(/04G1I%，L&+I( 4,2 M+*4,
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!"#蛋白存在于极细胞以及极细胞的核膜
中［$%］。在小鼠中，!"# 基因在精巢中大量表达，
在卵巢及其他组织中少量表达，在胚胎发育过

程中直到原始生殖细胞迁移到生殖嵴后才表

达［$$，$&］。在青#鱼中，!"# 基因在精巢中少量表
达，而在卵巢中却有大量表达［$’］。()*+"( 显
示鹌鹑 !"# 基因在卵巢、精巢和肝中都有表达，
与其他动物 !"# 基因的表达模式存在差别。我
们推测鹌鹑 !"# 基因不但在生殖细胞的发生过
程中起作用，而且在其他组织中具有功能。

!"! 鹌鹑 !"# #$%&在原条期胚胎中的表达
鸟类 +!", 起源于 - 期的胚盘上胚层，而后
逐渐迁移到下胚层，于原条期迁移至生殖新月

区［’，.］。随着胚胎循环系统的发育 +!", 进入
血管，$% 体节期时首次迁移到胚体上，聚集于
心及头部间充质中，最后定位到胚胎后端的生

殖嵴中［/，0］。1(23整体原位杂交结果显示，在
原条期，鹌鹑 !"# 1(23 于生殖新月中大量表
达，与鸟类 +!",在原条期存在的位置一致，结
果说明 !"# 在 +!",形成过程中可能发挥重要
作用。
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