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多倍体银鲫F系bmp15不同等位基因的分子特征、

基因组结构和表达模式

江诗雨1, 2, 3    汪    洋1, 2, 3    周    莉1, 2, 3    陈    帆1, 2, 3    李    志1, 3    桂建芳1, 2, 3

(1. 中国科学院水生生物研究所, 淡水生态与生物技术国家重点实验室, 武汉 430072; 2. 中国科学院水生生物研究所种子创新

研究院, 北京 100101; 3. 中国科学院大学, 北京 100049)

摘要: 为探究骨形态发生蛋白15(Bone morphogenetic protein 15, bmp15)在银鲫(Carassius gibelio Bloch) F系卵

巢发育过程中的表达特征, 研究采用cDNA末端快速扩增(RACE)方法首先从银鲫F系卵巢cDNA中克隆了2个
bmp15部分同源基因(Homeologs), 将其命名为Cgbmp15a和Cgbmp15b, 它们各自具有3个不同等位基因。不同

脊椎动物Bmp15蛋白序列多重比对和系统进化树均表明, 银鲫为异源六倍体, 在其进化历程中发生了两轮多

倍化, 其中早期的异源多倍化整合了来自2个原始祖先的染色体组, 导致银鲫和鲫的四倍体共同原始祖先基因

组中包含bmp15a和bmp15b; 随后第二轮同源多倍化最终导致银鲫存在6个bmp15等位基因。bmp15基因及其

邻近基因同线性分析表明, 银鲫在形成异源多倍体后, 其基因组发生了复杂的变化, 包括bmp15邻近基因的丢

失。Cgbmp15a和Cgbmp15b均主要在卵巢中表达, 在皮质泡期卵母细胞中表达量最高; 无论是在银鲫成体组

织还是不同发育阶段的卵子中, Cgbmp15a的表达水平显著高于Cgbmp15b的表达水平。在孕酮激素DHP体外

诱导银鲫F系GV1期卵母细胞6h后,  Cgbmp15a开始上调表达,  诱导8h后达到最高表达水平,  随后下降;  而
Cgbmp15b在诱导8h后表达水平有微弱上调, 随后下降。上述的结果表明, Cgbmp15a和Cgbmp15b在银鲫F系
成体组织和不同发育和成熟阶段的卵子中, 均表现出偏性表达的特征, 暗示Cgbmp15a在银鲫的卵母细胞发育

和成熟中起着主要作用。

关键词: 银鲫;   异源六倍体;   bmp15;   卵子发生和成熟;   偏性表达
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骨形态发生蛋白信号通路(Bone morphogene-
tic protein signaling, BMP signaling)在动物生殖系

统的发育和功能维持的多个生命过程中发挥着重

要的调控作用, 包括原始生殖细胞特化、增殖和迁

移, 配子发生、滤泡形成等
[1]
。其中, BMP15主要

由卵母细胞分泌, 首先在人和小鼠中被克隆
[2], 后被

证实为脊椎动物所特有
[3], 在哺乳动物的滤泡发育

和闭锁、产卵、繁殖力维持以及授精等过程中起

着关键作用
[4—10]

。

关于鱼类bmp15基因研究得较少, 近年来仅在

斑马鱼(Danio rerio)[11]
、欧洲鲈鱼(Dicentrarchus

labrax)[12, 13]
、银鲫(Carassius gibelio)[14]

、稀有鲫

(Gobiocypris rarus)[15]
、黄尾(Seriola lalandi)[16]

、

黑鲷(Acanthopagrus schlegelii)[17]
、大西洋鲑(Salmo

salar L.)[18]
和胡鲇(Clarias batrachus)[19]

中报道了

bmp15的克隆和表达分析。对这些鱼类bmp15基因

的表达分析表明, bmp15基因不仅在成体组织的分

布, 而且在不同发育阶段性腺和胚胎中的表达谱式

以及在卵巢中的定位都存在差异, 表现出物种的特

异性。譬如, 在斑马鱼、欧洲鲈鱼、银鲫和稀有

鲫中, 除了在卵巢中高表达和精巢中中等丰度的

表达外, 在肝、肾、脑、垂体等多个组织中也有低

丰度的表达
[11, 12, 14, 15]; 而大西洋鲑bmp15-like仅在性

腺中表达, 在其他组织中检测不到
[18]

。不同于哺乳
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动物和其他鱼类bmp15的报道
[2, 12, 14, 15, 20—22], 斑马鱼

bmp15不仅在卵子中表达, 还在颗粒细胞和鞘细胞

中检测到了mRNA和蛋白的存在
[11]
。

多倍化(Polyploidization)是指基因组中加入了

一套或多套完整的染色体组。除了在脊椎动物进

化历程中均发生的两轮全基因组复制外, 辐鳍鱼类

还发生了第3轮鱼类特异的全基因组复制(Fish-spe-
cific genome duplication, Ts3R)[23—25]

。在突破不稳

定的瓶颈后, 多倍体会通过随后的二倍化进化成一

个新的二倍体。在“多倍化-二倍化”的进化历程中,
多倍体通过重复基因的新功能化或亚功能化、基

因组的重排、基因的表达变异、等位基因的特异

沉默、表观遗传的重塑等创造了大量的进化机会,
增加了等位基因的多样性, 改变了基因组的复杂性,
产生了新的性状并驱动改变生态位和扩大地理分

布
[26—31]

。多倍体银鲫通常被视为鲫(Carassius au-
ratus L.)的一个亚种(C. auratus gibelio Bloch)[32], 但
随着对其核型、生殖方式、性别决定方式等研究

的深入, 已逐渐被视为一个独立的物种
[33—40]

。银鲫

拥有156条染色体或162条染色体
[41], 由于其具有

100条染色体的近缘种金鱼已被证明发生了四倍化

事件
[42], 因此银鲫应为超三倍体或进化的六倍体

[43]
。

通过对银鲫2个歧化的Dmrt1基因的序列和染色体

定位分析揭示了银鲫进化历程中发生了两轮多倍

化事件
[44]
。尽管已在银鲫中鉴定了一个bmp15基因

[14],
但对银鲫Dmrt1基因

[44]
、头肾组织的转录组

[45]
以及

干扰素系统基因的分析
[46]

均表明, 银鲫是一个异源

多倍体, 一个基因在其基因组中至少存在2个高度

分化的等位基因。除了已鉴定的bmp15基因外, 银
鲫是否还存在其他bmp15等位基因, 它们在表达上

是否发生了明显歧化, 目前尚不清楚。因此, 本研

究克隆鉴定了2个歧化的bmp15基因Cgbmp15a和
Cgbmp15b的6个等位基因, 分析了它们的基因组结

构和与其邻近基因的共线性关系, 以及Cgbmp15a
和Cgbmp15b在成体组织、不同发育阶段卵子和孕

酮激素DHP诱导卵母细胞成熟过程中的表达差异,
为研究多倍体鱼类重复基因的进化和bmp15在鱼类

生殖调控中的作用提供基础数据。

1    材料与方法

1.1    实验材料

本研究所用的银鲫F系选自于中国科学院水生

生物研究所官桥实验基地。繁殖季节随机抽取3条性

成熟的银鲫F系, 取肝、脾、肾、脑、下丘脑、垂体和

卵巢组织部分样品; 并将卵巢置于盛有生理盐水的培

养皿中, 在显微镜下利用机械分离法获得不同发育时

期的卵细胞, 根据直径大小进行分类, 分为初级卵母

细胞(0.06—0.13 mm, Ⅰ期)、皮质泡期卵母细胞(0.21—
0.23 mm, Ⅱ期)、卵黄形成期卵母细胞(0.30—0.33 mm,
Ⅲ1期和0.45—0.48 mm, Ⅲ2期)、成熟卵母细胞

(1.04—1.22 mm, Ⅳ期)。将各样品放入无RNA酶的

EP管中, 迅速经液氮速冻后置于–80℃备用。

1.2    总RNA提取和SMARTer cDNA模板合成

所用离心管、枪头、溶液均无RNA酶, 玻璃器

皿及金属器械经240℃高温烘烤4h后使用。按照

Trizol和SV Total RNA Isolation System试剂盒(Pro-
mega)说明书进行各样品总RNA的提取, 并分别用

Nanodrop 2000C(Thermo Fisher Scientific, 美国)分
光光度计和1.2%(w/v)琼脂糖凝胶电泳检测RNA的

浓度和完整性。用SMARTer RACE 5′/3′ Kit(Clontech,
美国)合成了银鲫F系卵巢组织3′ cDNA和5′ cDNA,
具体参考Xie等[47]

描述的方法。合成的cDNA置于

–20℃保存。

1.3    银鲫F系Cgbmp15a和Cgbmp15b cDNA全长

克隆

以斑马鱼bmp15的基因组序列为搜索序列, 在银

鲫F系基因组中搜寻到了2个同源性较高的序列ENS-
DARP00000054590-C1和ENSDARP 00000054590-
C2, 分别命名为Cgbmp15a和Cgbmp15b。参照这2个
序列, 利用Primer Premier 5和Oligo7.0软件设计

RACE内外引物(表 1)。以卵巢3′ cDNA和5′ cDNA为

模板, 使用RACE外引物Cgbmp15a-5′-Outer、Cgb-
mp15b-5′-Outer、Cgbmp15a-3′-Outer、Cgbmp15b-3′-
Outer与UPM分别进行5′或3′第一次PCR, 电泳检测首

次PCR产物若无目的条带,  将首次PCR产物稀释

100倍后为模板, 用相应的RACE内引物Cgbmp15a-
5′-Inner、Cgbmp15b-5′-Inner、Cgbmp15a-3′-Inner、
Cgbmp15b-3′-Inner和NUP进行巢式PCR, 2次PCR的
反应体系和反应程序均参见文献[48]。目的条带经

1.1%琼脂糖凝胶电泳采用Gel Extraction Kit(Omega
Bio-Tek, 美国)回收后,  产物连接pMD18-T载体

(TaKaRa), 各选取20个阳性克隆由铂尚生物技术(上
海)有限公司进行双向测序, 序列经拼接后, 得到Cgb-
mp15a和Cgbmp15b的cDNA全长序列。

1.4    银鲫F系Cgbmp15a和Cgbmp15b基因序列分析

与进化分析

根据已获得的Cgbmp15a和Cgbmp15b全长

cDNA序列, 应用DNAMAN预测开放阅读框(ORF),
推导其编码的氨基酸序列, 并在Ensembl genome
browser 92(http://asia.ensembl.org/index.html)和
NCBI(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)上下载多个物

种的Bmp15氨基酸序列 ,  应用BioEdit软件进行
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Bmp15多重序列比对分析。不同物种Bmp15氨基

酸的登录号如下: 银鲫Carassius gibelio Bmp15
(ADW20149.1)、鲫Carassius auratus Bmp15a-
1(MH297584)、鲫Carassius auratus Bmp15a-
2(MH297583)、鲫Carassius auratus Bmp15b(MH
297582)、斑马鱼Danio rerio Bmp15(AAI24107.1)、
稀有鲫Gobiocypris rarus Bmp15 (AHK22790.1)、
河鲀Takifugu rubripes Bmp15(ENSTRUP000000
17355)、罗非鱼Oreochromis niloticus Bmp15(XP_
003457772.1)、青鳉Oryzias latipes Bmp15(XP_
004079992.1)、雀鳝Lepisosteus oculatus Bmp15
(XP_006632858.2)、爪蟾Xenopus tropicalis Bmp15
(XP_002936834.2)、鸡Gallus gallus BMP15(ENS-
GALP00000007547)、小鼠Mus musculus BMP15
(AAH55363.1)和人Homo sapiens BMP15(EAW
89914.1)。

以Cgbmp15a和Cgbmp15b cDNA序列为基础,
在其ORF区域设计引物来进行银鲫F系BAC文库筛

选。筛选到的BAC序列目的片段经测序验证后, 利
用同源法注释对BAC上的基因进行预测 ,  进行

bmp15的基因组结构和与其邻近基因的同线性关系

分析。用MEGA 6.06软件, 采用最大似然法(ML法)
对银鲫bmp15、鲫bmp15和斑马鱼bmp15的基因组

序列进行系统进化树构建。

1.5    Cgbmp15a和 Cgbmp15b在银鲫F系不同组织

以及不同时期卵母细胞中的表达

选取样品总RNA 0.1 μg, 利用GoldScript cDNA
合成试剂盒(invitrongen, 上海)反转录得到cDNA,
具体步骤参见文献[49]。使用Primer Premier 5.0设
计Cgbmp15a和Cgbmp15b基因RT-qPCR特异性引

物(表 1)。选取异育银鲫β-actin作为内参基因, 用
CFX96TM Optics Module(美国Bio-Rad公司)进行荧

光定量PCR, 反应条件如下: 95℃预变性30s; 95℃
变性5s, 60℃, 30s, 40cycles; 65℃, 5s; 95℃, 5s。进

行3次生物学重复, 并每个样品做3次技术性重复,
以β-actin作为内参引物, 序列参见文献[48], 用2–ΔΔCt

方法计算基因的相对表达量, 采用平均值±标准误

(Mean±SEM)来表示。数据分别经过正态性检验和

方差齐性检验后, 采用SPSS 21.0软件进行方差分

析, P<0.05表示存在显著性差异, 柱形图用Graph-
Pad Prism 6进行绘制。

1.6    Cgbmp15a和 Cgbmp15b在DHP体外诱导银鲫

F系卵母细胞成熟过程中的表达分析

在繁殖季节取性成熟的银鲫F系雌性个体, 用
镊子将卵母细胞从卵巢中剥离出, 挑取处于生发泡

1期(Germinal vesicle 1 stage, GV1期)卵母细胞, 转
移至预热(21—23℃)的卵母细胞培养液格氏平衡盐

溶液(Gey’s balanced salt solution, GBSS, 7.25 g
NaCl, 0.41 g NaH2PO4, 0.38 g KCl, 0.95 g HEPES,
1.0 g葡萄糖, pH8.5, 0.147 g CaCl2, 0.23 g MgSO4,
0.1 g 1000 U青霉素, 0.1 g硫酸链霉素, 配制1 L)中
培养。再向培养液中加入孕酮激素(17α, 20β-di-
hydroxy-4-pregnen-3-one, DHP, 终浓度为1 μg/mL),
每毫升培养液培养10颗卵母细胞, 23℃培养诱导卵

母细胞体外成熟
[50]

。每隔2h取样1次, 每次取30颗
卵, 利用Trizol和SV Total RNA Isolation System试

剂盒说明书进行各样品总RNA的提取、反转录

cDNA以及qRT-PCR检测Cgbmp15a和Cgbmp15b基
因的表达。扩增条件和数据分析同上。

2    结果

2.1    银鲫F系Cgbmp15a和Cgbmp15b的3个不同等

位基因的分子特征

根据银鲫F系基因组中2个与斑马鱼bmp15基
因的同源序列设计特异引物, 通过RACE-PCR各获

得了Cgbmp15a和Cgbmp15b的3个全长cDNA序

表 1   本文中所用引物

Tab. 1   Primers used in this study

引物名称
Primer 序列Sequence (5′－3′) 应用

Usage
Cgbmp15aF GGTCACGACTGTCTGAGA BAC克

隆筛选Cgbmp15aR GAGTCTGCAATCATGTCTTC

Cgbmp15bF CTACCAGCAGTCACACCT

Cgbmp15bR GAGTCTGCAATCATGTCTTC

Cgbmp15a-5′-
Outer

TATACAGGATAGCGGTGGAT RACE

Cgbmp15a-5′-
Inner

ACTGTAAGGCTGCTTCAAG

Cgbmp15b-5′-
Outer

GGCGTCACCAATACAGAA

Cgbmp15b-5′-
Inner

ACAAGTTATTCGGCTCCAA

Cgbmp15a-3′-
Outer

GAGTCTGCAATCATGTCTTC

Cgbmp15a-3′-
Inner

GCAGGATACGAGGACAATC

Cgbmp15b-3′-
Outer

GAGTCTGCAATCATGTCTTC

Cgbmp15b-3′-
Inner

CTCCATCATCAGCACACT

UPM CTAATACGACTCACTATAGGGCAAG
CAGTGGTATCAACGCAGAGT

NUP CTAATACGACTCACTATAGGGC

Cgbmp15a QF GGGTCCAACACTGTAAGGC RT-
qPCRCgbmp15a QR CACCAATTTGTCCAACGAG

Cgbmp15b QF TTATTCGGCTCCAACACTG

Cgbmp15b QR TGTCCAACGAGAGGTTTTCC

β-actin-QF AGCACGGTATTGTGACTAACTG

β-actin-QR TCGAACATGATCTGTGTCATC
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列。其中Cgbmp15a的3个全长cDNA大小分别为

2133、2147和2143 bp, 它们之间的平均一致性为

(98.73±0.35)%; 它们的开放阅读框(ORF)均为1128 bp,
编码375个氨基酸, 平均一致性为(99.29±0.13)%, 它
们在第152、第157、第164和第286位氨基酸存在

差异(图 1)。而Cgbmp15b的3个全长cDNA存在较

大的差异, 大小分别为2030、1824和1648 bp, 它们

之间的一致性为(84.88±4.40)%, 差异主要在3′端;
它们的开放阅读框均为1143 bp, 编码380个氨基酸,
平均一致性为(99.3±0.33)%, 在第167、第203、第

268和第359位氨基酸存在差异(图 1)。Cgbmp15a
和Cgbmp15b之间cDNA的一致性为(73.85±6.25)%,
氨基酸的一致性为(87.36±0.17)%。

不同物种Bmp15蛋白序列比对结果显示, 本研

究克隆的CgBmp15a和CgBmp15b与已报道的银鲫

Bmp15[14]
的一致性分别为(92.13±0.12)%和(94.20±

0.12)%, 表明已报道的银鲫Bmp15跟CgBmp15b同
源性更高。同时我们在四倍体鲫基因组中搜索到

3个bmp15等位基因 ,  分别命名为Cabmp15a-1、
Cabmp15a-2和Cabmp15b; 在斑马鱼、稀有鲫、

河鲀、罗非鱼、青鳉和雀鳝等其他鱼类基因组中,
均只搜索到一个bmp15基因。CgBmp15a和CgB-
mp15b与其他鱼类Bmp15的平均一致性分别在

35.50%—80.52%和36.55%—81.82%, 而与人、小

鼠、鸡和爪蟾Bmp15的一致性在28.27%—41.52%
和29.30%—32.48%。

2.2    银鲫F系Cgbmp15a和Cgbmp15b的不同等位基

因的基因组结构和相邻基因共线性分析

我们将所克隆到的6个银鲫bmp15等位基因序

列在银鲫F系的BAC文库中进行筛选, 并将筛选到

的BAC克隆的全序列与6个cDNA序列进行比对, 分
别获得6个含银鲫bmp15 cDNA序列的BAC克隆。

Cgbmp15a的3个BAC克隆的大小分别为122.75、
145.62和106.83 kb, Cgbmp15b的3个BAC克隆的大

小分别为90.06、151.96和35.05 kb。我们对6个
BAC克隆上的基因进行了预测, 并分析了银鲫6个
bmp15等位基因的基因组结构。研究结果表明 ,
Cgbmp15a和Cgbmp15b的3个不同等位基因具有相

同的基因组结构, 均由两个外显子和一个内含子组

成(图 1)。Cgbmp15a的3个等位基因的两个外显子

长度均分别为315和810 bp, 内含子大小为398 bp;
Cgbmp15b的3个等位基因的2个外显子长度均分别

为333和807 bp, 内含子为416 bp; 通过SMART(http://
smart.embl-heidelberg.de/)软件分析表明这6个
Bmp15蛋白都含有一个保守的TGF-β结构域, 且
N端都含有一个信号肽。其中CgBmp15a的信号肽

处于N端1—32位, TGF-β结构域位于第274—375位
氨基酸; 而CgBmp15b的信号肽处于N端1—28位,
TGF-β结构域位于第279—380位氨基酸。

接着, 我们比较了6个BAC克隆上与其他邻近

基因的同线性关系(图  2)。Cgbmp15a-1-BAC、

Cgbmp15a-2-BAC和Cgbmp15a-3-BAC均含有NHS-
like 2(nhsl2)、ribosomal protein S4、X-linked(rps4x)、
histone deacetylase 8(hdac8)、liver-expressed anti-
microbial peptide 2(leap2)、bmp15、glutamic-ox-
aloacetic transaminase 2b(got2b)、solute carrier
family 38、member 7(slc38a7)基因, 且具有保守的

共线性关系。由于Cgbmp15a-2-BAC比Cgbmp15a-

179
398

829

398
843

398
841

Cgbmp15a-1

Cgbmp15a-2

Cgbmp15a-3

118
416

501 772

123
416

561

79
416

429

Cgbmp15b-3

Cgbmp15b-2

Cgbmp15b-1

5′ Flanking sequence 3′ UTR
96 209 504 306

504 306179 96 209

504 306177 96 209

30684 249

84 249

84 249

501 306

501 306

Signal peptide ORFTGF-β domain

图 1    银鲫Cgbmp15a和Cgbmp15b的3个等位基因的基因组结构

Fig. 1    Schematic diagram for gene structure of gibel carp Cgbmp15as and Cgbmp15bs
方框表示外显子, 实线表示内含子; 方框/细线上方对应数字表示外显子/内含子大小(bp)

Exons are indicated with boxes and intron with line. The number on the box/line indicates the size of exon/ intron (bp)
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1-BAC和Cgbmp15a-3-BAC分别长22.87和38.79 kb,
因此还包含lysosomal protective protein-like(lppl)、
cytochrome P450, family 2、subfamily X、poly-
peptide 10.2(cyp2x10.2)、3A1-like、pollen-specific
leucine-rich repeat extensin-like protein 2 (pslr
relp2)基因。而Cgbmp15b的3个BAC克隆序列长度

和包含的序列差异较大, 除了bmp15基因外, 还均含

有got2b基因。与Cgbmp15b-1-BAC和Cgbmp15b-3-
BAC相比, Cgbmp15b-2-BAC缺失了slc38a7基因。

与Cgbmp15a的3个BAC序列相比, Cgbmp15b-2-
BAC的bmp15上游还存在Tc1-like基因, 但缺失了

nhsl2、leap2和slc38a7基因; 而Cgbmp15b-1-BAC的
bmp15下游还包含3A1-like基因, 但缺失了lppl和
cyp2x10.2基因。同时, 我们在Ensembl数据库获得

了人、小鼠、鸡、斑马鱼、青鳉和河鲀的bmp15基
因所在区域的基因组序列, 与银鲫bmp15基因所在

区域进行同线性分析。结果表明, 斑马鱼bmp15基
因及其8个邻近基因与银鲫 Cgbmp15a和邻近基因

的同线性关系保守性最强, 仅在bmp15下游缺失了

lppl和pslrrelp2基因。而其他脊椎动物bmp15基因

下游未预测到与银鲫Cgbmp15a的相同下游基因。

与银鲫Cgbmp15a-BAC、斑马鱼和青鳉相比, 人、

小鼠、鸡和河鲀bmp15基因上游还缺失了leap2

基因。

为了揭示银鲫6个bmp15等位基因的进化关系

和起源, 我们以斑马鱼bmp15、3个鲫bmp15等位基

因、6个银鲫bmp15等位基因的基因组全序列, 采用

最大似然法(ML法)构建了系统进化树(图 3)。从图

中我们可以看出, 斑马鱼Drbmp15作为外群, 银鲫

Cgbmp15a的3个等位基因与鲫的Cabmp15a的2个
等位基因聚为一簇, 银鲫Cgbmp15b的3个等位基因

与鲫的Cabmp15b聚为另一簇, 而不是同一物种

bmp15的不同等位基因聚在一起。由此我们推测银

鲫和鲫拥有共同的原始祖先, 并且在图 3中标注出

了在祖先家系中基因/基因组复制事件。

2.3    银鲫F系Cgbmp15a和Cgbmp15b在卵巢中高丰

度表达

由于Cgbmp15a和Cgbmp15b的3个不同等位基

因之间的一致性非常高, 因此我们针对Cgbmp15a
和Cgbmp15b之间的序列差异, 设计2对特异引物,
采用RT-qPCR方法检测Cgbmp15a和Cgbmp15b在
银鲫F系成体组织中的分布。结果表明, 银鲫F系
Cgbmp15a和Cgbmp15b均在卵巢中高表达, 并且

Cgbmp15a的表达水平显著高于Cgbmp15b(P<0.05)。
Cgbmp15b在垂体中可检测到微量转录本的存在,
而在肝、脾、肾、脑和下丘脑中检测不到转录本
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图 2    银鲫Cgbmp15a和Cgbmp15b基因与其邻近基因保守的共线性关系(数据来自Ensemble数据库)
Fig. 2    Schematic diagram for bmp15 and context genes of gibel carp Cgbmp15a and Cgbmp15b BACs and the bmp15 homologs of other
species from Ensemble database
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的存在。与Cgbmp15b不同的是, 除了在垂体中外,
Cgbmp15a还可以在肝、脑和下丘脑中检测到低丰

度转录本的存在(图 4)。
2.4    银鲫F系Cgbmp15a和Cgbmp15b随着DHP体
外诱导卵母细胞成熟上调表达水平

由于Cgbmp15a和Cgbmp15b在银鲫卵巢中高

表达, 随后我们分析了它们在不同发育阶段卵母细

胞中的表达水平差异。结果表明, 随着卵母细胞的

发育和成熟, Cgbmp15a和Cgbmp15b表达水平均呈

先升高再降低的趋势; 在皮质泡期卵母细胞中表达

量达到最高, 随后降低; 且在初级卵母细胞到卵黄

形成期卵母细胞中, Cgbmp15a的表达量始终显著

高于同时期Cgbmp15b的表达量(P<0.05); 在成熟卵

母细胞中二者无显著性差异(图 5A)。
接着, 我们采用DHP体外诱导银鲫F系GV1期

卵母细胞成熟, 并分析了Cgbmp15a和Cgbmp15b在
诱导成熟过程中的动态变化。结果表明, Cgbmp15a
在诱导6h后开始上调表达, 在诱导8h后达到最高表

达水平, 随后下降。而Cgbmp15b在诱导8h后表达

水平有微弱上调 ,  随后下降。在诱导后6—12h,
Cgbmp15a表达量均显著高于同时期Cgbmp15b的
表达量(P<0.05, 图 5B)。

3    讨论

在本研究中, 我们首先从银鲫F系中克隆了2个
歧化的bmp15基因Cgbmp15a和Cgbmp15b, 它们各

自具有一致性较高的3个不同等位基因。在鱼类的

进化历程中, 除大部分鱼类共同经历的Ts3R外[23—25],
多倍化是一个重要且频繁发生的现象。多倍化根

据染色体组的来源差异分为同源多倍化和异源多

倍化 ,  其中 ,  异源多倍体通过种内或种间杂交产
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图 3   ML法构建的银鲫、鲫和斑马鱼bmp15基因的系统进化树

Fig. 3   The phylogenetic tree of gibel carp, crucian carp, and
zebrafish bmp15 based on ML method

分支上数值代表置信度, 设置1000次bootstrap进行评估

The numbers on the branches indicate the hits supporting the
branching pattern from 1000 bootstraps
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图 4   Cgbmp15a和Cgbmp15b mRNA在银鲫不同成体组织中的

表达分析

Fig. 4   Relative expression of Cgbmp15a and Cgbmp15b in
different adult tissues
以β-actin为内参; Mean±SD (n=3); *表示Cgbmp15a和Cgbmp
15b在同一组织中表达水平具有显著性差异(P<0.05); 下同

β-actin was used as control. Each bar represents mean ± standard
deviation (SD, n=3). Asterisks (*) indicate significant differences
(P<0.05) between Cgbmp15a and Cgbmp15b expression in same
tissue. The same applies below
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图 5   不同发育阶段卵母细胞(A)以及DHP体外诱导GV1期卵母

细胞成熟过程(B)中Cgbmp15a和Cgbmp15b的表达分析

Fig. 5   Expression of Cgbmp15a and Cgbmp15b in oocytes during
oogenesis (A) and GV1 oocytes induced by DHP in vitro (B)
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生。对鲤全基因组序列的解析表明在820万年前发

生了一次全基因组复制, 形成了异源四倍体
[51]

。对

银鲫2个歧化的Dmrt1基因的序列分析表明, 银鲫在

额外两轮多倍化历程中, 经过大约1849万年前的一

次早期多倍化事件, 形成了银鲫、鲫和鲤的四倍体

共同祖先; 而第二轮多倍化则发生在大约51万年

前, 在鲫这一分支上形成了六倍体银鲫
[44]

。本研究

克隆鉴定的6个银鲫F系bmp15不同等位基因的序

列比对表明, 银鲫是一个异源六倍体。接着, 我们

搜索了四倍体鲫以及人、小鼠、鸡、爪蟾、雀

鳝、斑马鱼、稀有鲫、青鳉、罗非鱼和河鲀的

基因组中的bmp15基因, 结果表明, 在鲫基因组中有

3个bmp15等位基因, 而在其他物种的基因组中, 均
只搜索到一个bmp15基因。系统进化树和bmp15相
邻基因的同线性分析均表明(图 2和图 3), 在银鲫的

进化历程中发生了两轮多倍化, 其中早期的异源多

倍化整合了来自2个原始祖先的染色体组, 导致银

鲫和鲫的四倍体共同原始祖先基因组中包含

bmp15a和bmp15b; 随后第二轮同源多倍化最终导

致银鲫存在6个bmp15等位基因。

由于染色体不平衡和基因组的不稳定, 新形成

的异源多倍体会发生复杂的、非孟德尔遗传方式

的基因组变化, 包括染色体重排
[52, 53]

、不同来源的

2个部分同源基因(Homeologs)的缺失和沉默
[54—59]

、

偏性或显性表达
[59—61]

等。相对于Cgbmp15a的3个
BAC克隆上的邻近基因的分布, Cgbmp15b的3个
BAC克隆基因均缺失了leap2基因, 并且Cgbmp15b-
2-BAC还缺失了nhsl2和slc38a7基因, Cgbmp15b-1-
BAC还缺失了lppl和cyp2x10.2基因(图 2)。同时, 尽
管在成体组织分布、不同发育阶段卵子及孕酮激

素DHP诱导卵母细胞成熟过程中,  Cgbmp15a和
Cgbmp15b具有相似的表达谱式, 但Cgbmp15a的表

达水平均显著高于Cgbmp15b的表达水平(图 4和图 5)。
这表明银鲫在形成异源多倍体后, 其基因组在随后

的二倍化过程中发生了复杂的变化, 包括不同来源

的2个部分同源基因的缺失或偏性表达。

与其他物种bmp15在成体组织中的分布相同,
银鲫Cgbmp15a和Cgbmp15b均在卵巢中检测到了

高丰度的转录本, 同时Cgbmp15a也在肝脏、脑、

下丘脑和垂体等组织中检测到低丰度的mRNA存

在。在不同鱼类中, bmp15基因在卵子发生的不同

阶段表达水平的变化是不同的。譬如, bmp15在斑

马鱼不同发育阶段的卵母细胞中均有表达, 且表达

水平无显著性差异
[11]

。在欧洲海鲈中, bmp15在初

级卵母细胞中高表达, 从卵黄生成时期开始显著降

低
[12]

。在黑鲷中, bmp15在早期卵母细胞中高表达,

随着卵母细胞的生长, 表达水平下降, 在卵黄发生

的卵母细胞中基本检测不到转录本的存在
[ 1 7 ] ;

bmp15在银鲫Ⅰ期卵母细胞(0.025—0.062 mm)中表

达水平最高, 在Ⅱ-Ⅳ期卵母细胞中维持着相对低

丰度、稳定的转录本含量
[14]

。研究结果与已报道

的银鲫bmp15不同, Cgbmp15a和Cgbmp15b在卵母

细胞发育过程中高表达于皮质泡期卵母细胞中

(0.21—0.23 mm, 图 5A)。通过比较卵母细胞分期

的直径大小, 我们推测导致这种不同结果的原因可

能是由于取材分析的银鲫卵巢处于不同发育阶段,
或者银鲫克隆系的不同。与人绒毛膜促性腺激素

(hCG)体外诱导银鲫卵母细胞成熟过程中, 银鲫

bmp15上调表达结果相同
[14], 当我们采用DHP体外

诱导银鲫F系GV1期卵母细胞成熟时, Cgbmp15a在
诱导6h后开始上调表达水平, 在诱导8h后达到最高

表达水平, 随后下降。而Cgbmp15b变化较小(图 5B)。
前期的研究表明, 银鲫GV1卵母细胞在DHP体外诱

导4.5h后, 生发泡开始破裂; 诱导8h后, 超过90%的

卵母细胞的生发泡均破裂
[50]

。结合Cgbmp15a和
Cgbmp15b在成体组织及不同发育阶段卵子中的表

达差异(图 4和图 5A), 我们推测Cgbmp15a在银鲫

的卵母细胞发育和成熟中起着主要作用。Cgbmp15a
和Cgbmp15b在银鲫生殖中的功能歧化有待进一步

的研究。
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MOLECULAR CHARACTERISTICS, GENOMIC STRUCTURE AND
EXPRESSION PATTERNS OF DIVERSE BMP15 ALLELES

IN POLYPLOID GIBEL CARP CLONE F

JIANG Shi-Yu1, 2, 3, WANG Yang1, 2, 3, ZHOU Li1, 2, 3, CHEN Fan1, 2, 3, LI Zhi1, 3 and GUI Jian-Fang1, 2, 3

(1. State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology, the Innovative Academy of Seed Design, Institute of
Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072, China; 2. University of Chinese Academy of Sciences,

Beijing 100049, China; 3. University of Chinese Academy of Sciences Beijing 100049, China)

Abstract: Bone morphogenetic protein 15 (bmp15) plays key roles in regulating development and function mainte-
nance of reproductive system in vertebrates. In this study, we first identified two divergent bmp15 homeologs from gi-
bel carp (Carassius gibelio Bloch) clone F. Both Cgbmp15a and Cgbmp15b possess 3 different alleles, which were ob-
tained from ovary cDNA by using rapid-amplification of cDNA ends (RACE). Multiple sequence alignment of Bmp15
protein in vertebrates and phylogenetic analysis of gibel carp, crucian carp, and zebrafish bmp15 genomic sequences in-
dicated that two rounds of polyploidization had been occurred during allo-hexaploid gibel carp evolution. The early
polyploidy produced the two divergent bmp15a and bmp15b, and the late polyploidy generated the 6 Cgbmp15 alleles
of gibel carp. Synteny analysis of genomic regions around bmp15 gene in vertebrates suggested that the complex ge-
nomic  changes  might  occur  after  the  polyploidization in  gibel  carp,  such as  the  loss  of  bmp15 adjacent  genes.
Cgbmp15a and Cgbmp15b were predominantly expressed in ovary with the highest level in cortical alveolus oocytes.
The Cgbmp15a level is remarkably higher than Cgbmp15b in adult tissues and oocytes at different developmental
stages (P<0.05). Moreover, Cgbmp15a increased at 6 hours and reached peak level at 8 hours after DHP induction in
vitro, while Cgbmp15b slightly increased at 8 hours after DHP induction. These results indicate that Cgbmp15a play a
major role in gibel carp oocyte development and maturation.

Key words: Gibel carp; Allo-hexaploid; Bmp15; Oogenesis and oocyte maturation; Biased expression
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