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摘要: 采用 PCR 技术,扩增和克隆了中华鳖 Sox 基因( TSSox)。经 DNA 序列分析显示, Sox 基

因在系统进化上十分保守,其中 TSSox4 与鸟类 LF4 基因编码的氨基酸序列完全相同、与人类

SOX4和小鼠 Sox4 编码的序列仅一个氨基酸的差异; TSSox5与鸟类的 LF5 基因的编码也仅一

个氨基酸发生了改变; TSSox2 与海龟的 TSox2 相似性最高。4 条 TSSox 序列中, TSSox 与人

SRY基因序列相似性最高, 达 75% ;序列上的相似性可能暗示了它们在功能上的保守性。
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与人类和哺乳动物不同, 爬行动物的性别决定机制有基因型性别决定( Genotype sex

determination, GSD)和环境性别决定( Environment sex determ inat ion, ESD)等多种类型,

而后者又以温度依赖型性别决定( Temperature dependent sex determinat ion, TSD)为多数。

迄今爬行动物性别决定机制的研究表明,亲缘关系较近的近缘种间,性别决定机制的类型表

现有多种多样(如XY、ZW、TSD等) ,此暗示该类动物不同性别决定机制的分子本质也可能

十分相近[ 1, 2]。爬行类是哺乳动物和鸟类的共同祖先, 因此它们是研究人类和高等动物性

别决定机制的良好模式生物
[ 3]
。中华鳖是一种被广泛进行人工养殖的爬行动物,作者

[ 4]
通

过对中华鳖卵的人工孵化,表明中华鳖的性别决定属于TSD机制。但有关其性别决定分子

机制的研究,国内外尚未见报道。本文采用 PCR产物直接克隆法,克隆了中华鳖 Sox 基

因的保守区,并进行了序列测定,以期揭示中华鳖( Tr ionyx sinensi s Wiegmann)的性别决

定分子机制,进而为认识从低等脊椎动物到人类性别决定的机制提供线索。

1 � 材料与方法

1. 1 � 试验动物 DNA 的提取和 PCR扩增 Sox 基因保守区 � 中华鳖 ( T rionyx sinensis )

2 �、2� ,购自水产市场,性别按活体解剖确定,均为性成熟个体。DNA提取参照文献[ 5]。

PCR扩增 Sox 基因和测序用引物参照文献[ 2] ,由上海生工公司合成, PAGE 纯化。引物

序列为: Rg- 3�5�- GGT CAAGCGACCCATGAA( C/ T ) GC ( AGCT ) TT - 3� Rg- 4�5�-

AGGTCGGTACTT ( AG) TA( AG) T( CT ) ( AGCT) GG( AG) TA- 3�。该引物可特异扩增
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人 SRY 基因 HMG- box 内的保守序列, 扩增片段长为 217bp。

PCR扩增体系为 100uL, 含 1. 0ug 样品 DNA, 25pmoL�L- 1每引物, 2�0mmoL�L - 1

MgCl2, 4U Taq酶。扩增条件为: 94 � 1m in, 42 � 1�5min, 72 � 1min, 5 个循环, 接着,

94 � 1m in, 52 � 1min, 72 � 1min, 35个循环,再 72 � 延伸 15min, 4 � 保存。

PCR结束后,取 5uL PCR产物用 2%琼脂糖凝胶进行检测,拍照。余下产物用 DNA

纯化试剂盒纯化,纯化方法参照产品手册进行。

1. 2 � PCR产物直接克隆 � 混合 T 4 DNA连接酶、pEGM- T 载体、PCR纯化产物等, 4 �

冰箱中连接反应 14h。细菌的转化参照分子克隆方法
[ 6]
。挑取白色菌落, 转移到另一涂

有 X�gal的平板上, 37 � 培养 12h,可见每格生长一个菌落。再挑取白色菌落少许,置 Ep�
pendorf管中(每一菌落挑一管) , 加 20uL 无菌蒸馏水, 100 � 沸水煮 10min, 1500r/ min离

心 5min,取上清液做模板进行 PCR 扩增, 条件同前, 2%琼脂糖凝胶检测, 有扩增产物者

可视为阳性克隆。阳性克隆选出后,再分别挑取一环接种到 5mL LB液体培养基中, 37 �
摇床( 250r/ min)培养 12h。培养产物用小制备法提取质粒。

1. 3 � Sox基因片段的筛选和测序 � � 采用 SSCP( Single St rand Conformat ion Polymor�
phism)法筛选不同的 Sox 基因片段,分析方法参照文献

[ 5]
。采用 PE 公司的测序试剂盒,

在ABI自动测序仪( 373型)上进行 DNA 测序。

1. 4 � Sox基因的分析 � � 对筛选出的 4个不同 Sox 基因序列利用 Pc gene软件先进行氨

基酸序列推导(引物间可编码氨基酸 56个) , 再将此 4条氨基酸链输入 GenBank, 与已发

表的其他 32条 Sox/ SOX基因的编码链进行同源性分析, 采用 MEGA 软件, 用基于氨基

酸差异百分比作为遗传距离, NJ法构建聚类树。由此命名中华鳖 Sox 基因( Sox of Tri�
onyx sinensis, 简写为 T SSox)。

2 � 结果

2. 1 � 中华鳖 Sox基因的 PCR扩增

图 1 � 中华鳖 S ox 基因 PCR扩增结果

Fig. 1 � The amplyf icat ion result of Sox of T rionyx sinensi s

M pGEM3( + ) marker; 1.人 SOX 基因; 2, 3,

4. 阴性对照; 5, 6. 雄性和雌性个体

图 2 � SSCP法筛选出不同的 Sox 基因片段

Fig. 2 � The dif ferent Sox f ragments

were selected by SSCP

1. TSSox- 2; 2, 3. TSSox- 1; 4. TSSox- 3;

5, 6. TSSox- 4
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� � 采用密码子第 3位完全简并的引物扩增 Sox 基因, 以便得到较多的相似性 PCR产

物。扩增结果显示, 雌雄个体均出现一条扩增带, 大小与人 SRY基因扩增产物相同, 约为

220bp(图 1)。

2. 2 � 阳性克隆的测序

在 1205个阳性克隆中,筛选出 4个有差异的插入片段(图 2) ,对筛选出的 4 个有差

异的阳性克隆进行了测序,结果见图 3:

图 3 � 中华鳖 S ox 基因 HMG- box 区 DNA序列

Fig. 3 � The HMG- box DNA sequence of Sox gene of T rionyx sinensi s

推测的编码氨基酸的序列见表 1。

表 1 � 中华鳖 Sox基因( 4条)编码的序列

Tab. 1 � T he amino acid sequence of Sox gene of Trionyx sinensis

TSSox1: MVWSHIQRRK LALEYPSMRN SEICKQLGKQ WKLLT DAEKL PFFQEAQQLQ QMHIEN

TSSox2: MVWSQIERRK IHRSSPRTCT TPRSKRLGKR WKLLKDSDKI PFIREAERLR LKHIAN

TSSox4: MVWSQIERRK IMEQSPDMHN AEISKRLGKR WKLLKDSDKI PFIREAERLR LKHMAD

TSSox5: MVWSQHERRK IMDQWPDMHN AEISKRLGRR WQLLQDSEKI PFVKEAERLR LKHMAD

2. 3 � 进化程度不同的物种 Sox/ SOX基因家族的相似性分析

聚类分析的结果见图 4。结果表明, 中华鳖 TSSox4 基因与鸟类 LF4、海龟的 T Sox4

基因编码的氨基酸序列完全相同,与人 SOX4和小鼠 Sox4基因的编码序列仅一个氨基酸

的差异; TSSox5与鸟类的 LF5基因的编码也只有一个氨基酸发生了替换, 故分别命名为

T SSox4和 TSSox5。由图 4可见, Sox 家族可分为三大类群, 第一大类群包括了人 SRY,

SOX9, SOX20;小鼠 mSry , Sox1,家兔 rSry 以及袋鼠 ESry,蛙类 XSox11,鸟类 LF2 � 3等,

中华鳖 T SSox1也聚类在这一族, 与人 SOX20的相似性较高,与人 SRY 基因 HMG- box
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的相似性为 75%, 故命其为 TSSox1。第二大类群则为人类 SOX5, SOX8,小鼠的 Sox5 �

7,蛙类的 XSox5, XSox12, 果蝇的 DSox15。第三大类群包括人 SOX4, 鼠 Sox4, 鸟类

LF4 � 6 以及海龟的 TSox1 � TSox6, 蛙类的 XSox13 和果蝇的 DSox14, 中华鳖的

T SSox2, TSSox4, TSSox5均在这一族, 其中, TSSox2 与海龟的 TSox2相似性最高,故此

命名。

图 4 � Sox 基因家族的同源性分析

Fig. 4 � The phylogenet ics analysis of SOX/ Sox gene family

3 � 讨论

根据作者的研究,中华鳖雌雄个体均未见有异型性染色体的分化,一般认为, 没有性

染色体的分化是具 TSD机制的种类共同特征;受精卵的人工孵化实验也证实其性别决定

与孵化温度有关,故中华鳖性别决定属于 T SD 机制[ 4]。其性别决定分子机制的研究表

明,如同哺乳动物一样,中华鳖也有 SRY 的同源基因 � Sox,此可能反应了具 GSD和 TSD

两种类型性别决定机制的本身在分子水平上的一致性。前人的研究认为,人和哺乳动物
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的性别决定可能是以 SRY 基因为主导一系列基因参与的协调表达的级联反应的结果,

SRY 基因的产物是一类转录因子, 通过对其他基因表达的调节而对男性性别分化起着开

关控制的作用
[ 7, 8]

,此外, SOX5、6、9、17等也与性别决定和精子形成有关
[ 9]
。对 SOX基

因的功能研究还表明, SRY和 SOX基因在胚胎发育过程中还具有调控作用,如 SOX1、2、

3、11等与神经系统发育有关; SOX4、6与体细胞分化有关。本研究克隆到的中华鳖 4条

SOX基因,其在具 T SD机制的物种中的功能是否与具 GSD动物的 SRY 或其他 SOX基

因相同,以及其基因表达的规律是一个有意义的后续课题, 将进一步研究。

本文分离得到的中华鳖 4条 Sox 基因中, TSSox4与鸟类 LF4、人类的 SOX4 和小鼠

的 Sox4基因编码的氨基酸序列完全相同或仅一个氨基酸的差异,充分显示出这一基因极

其古老,并在系统进化上十分保守,因为早期的爬行动物在 3亿年以前即分化形成鸟类和

哺乳动物。编码的序列相同可能暗示了其在功能上的一致性。近年对人类和高等动物的

研究表明, Sox4 基因能促进胸腺细胞的分化和发育[ 10] ; 更有趣的是, Sox4 基因在由

Hep3B细胞异体移植的裸鼠皮下生长瘤中大量表达, 显示 Sox 基因可能与导致细胞凋亡

或肿瘤的发生有关
[ 11]
。因此, Sox4基因在细胞生命活动中可能有重要的作用。
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THE CONSERVATIVE REGION SEQUENCE ANALYSIS OF FOUR

Sox GENES IN THE TRIONYX SINENSIS
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Abstract: � The Sox genes of Tr ionyx sinensis were amplified and cloned using PCR. The

four dif ferent f ragments of Sox gene HMG- box DNA were selected and sequenced. The re�
sults indicated that the Sox gene is conservat ive in phylog eny , in w hich the amino acid se�
quence encode by TSSox4 ( The Sox of T . Sinensis ) is ident ical to those encode by LF4

( bird) or differ f rom SOX4( human) and Sox4( mouse) only on one amino acid; T he amino

acid sequences encode by TSSox5 have an amino acid dif ference from those encode by LF5

( bird) ; TSSox1 has about 75% identical to SRY HMG- box at the nucleotide level, and is

most resemblance among four T SSox. Phylog enet ic analysis of available 32 Sox sequences in�
cluding SRY/ Sry sequence suggests that there w olud be a high deg ree of divergence betw een

any possible immediate common ancestor of the T . Sinensis Sox sequence and the SRY

( Sry) sequences.

Key words: � Tr ionyx sinensis ; Sox gene; Sequence analysis; PCR
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