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摘　要　　为研究 ＨＩＲＡ基因在半滑舌鳎胚胎发育中的作用及其组织差异表达，以半滑舌鳎为研究

对象，采用同源克隆策略从其精巢中分离了长度为７６４ｂｐ的ＨＩＲＡ部分ｃＤＮＡ序列，该片段编码２５４

个氨基酸，具有５个 ＷＤ结构域。对氨基酸进行比较发现，半滑舌鳎 ＨＩＲＡ与比较物种的氨基酸序

列具有很高的同源性，与红鳍东方亲缘关系最近。实时定量ＰＣＲ分析发现，ＨＩＲＡｍＲＮＡ在多细

胞期到原肠胚期的表达量较高，表明 ＨＩＲＡ对胚胎发育起重要作用；ＨＩＲＡ在不同组织中表达差异

显著，其中在性腺中表达最高，推测ＨＩＲＡ在维持性腺的功能方面有一定作用。
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真核生物细胞核中的染色质是以核小体为单位存在的。核小体由ＤＮＡ和４种组蛋白（Ｈ２Ａ、Ｈ２Ｂ、Ｈ３和

Ｈ４）组装而成。首先Ｈ３Ｈ４四聚体和ＤＮＡ结合，然后两个 Ｈ２ＡＨ２Ｂ二聚体再结合上来组成八聚体颗粒

（Ｐｏｌｏ犲狋犪犾．　２００６；Ａｋｅｙ犲狋犪犾．　２００３）。然而，在许多物种的精细胞里，染色质却有着不同于八聚体的特殊

结构，它们的染色质里存在着非组蛋白，称为精子核碱性蛋白（Ｓｐｅｒｍｎｕｃｌｅａｒｂａｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＳＮＢＰｓ），如鱼精

蛋白（Ｐｒｏｔａｍｉｎｅ）（Ｐｏｃｃｉａ犲狋犪犾．　１９９６）。这种特殊的染色质高度凝缩，并且ＤＮＡ没有转录活性，也不能复制

（Ｗｒｉｇｈｔ犲狋犪犾．　１９９９）。在授精的过程中，精子进入卵子，其精子碱性核蛋白会被卵子细胞质中提供的组蛋白

取代，从而重新形成核小体构成的染色质，形成雄性原核（Ｍａｌｅｐｒｏｎｕｃｌｅｕｓ），这个过程称为精子染色质重构

（Ｓｐｅｒｍｃｈｒｏｍａｔｉｎｒｅｍｏｄｅｌｌｉｎｇ，ＳＣＲ）（Ｗｒｉｇｈｔ犲狋犪犾．　１９９９）。组蛋白调节基因（Ｈｉｓｔｏｎｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｇｅｎｅ，

ＨＩＲＡ）是一种保守的染色质装配分子伴侣，它能够帮助组蛋白组装到ＤＮＡ上去，并且这个过程不依赖于

ＤＮＡ复制（ＲａｙＧａｌｌｅｔ犲狋犪犾．　２００２）。体外实验证明，ＨＩＲＡ参与了 Ｈ３Ｈ４二聚体的装配，这种二聚体含有

一种特异的Ｈ３变体：Ｈ３．３组蛋白（Ｔａｇａｍｉ犲狋犪犾．　２００４）。也有研究表明，在果蝇体内，ＨＩＲＡ参与了 Ｈ３．３

组蛋白的装配。Ｌｏｐｐｉｎ等（２００５）使用果蝇的一种ｓéｓａｍｅ突变型（ｓｓｍ）为材料，发现这种突变体在授精的过程

中雄性原核不能正常形成，从而导致了受精卵不能正常发育。通过分析，ＨＩＲＡ的基因突变是产生这种ｓｓｍ

突变体的主要原因。Ｂｏｎｎｅｆｏｙ等（２００７）通过基因打靶敲除了果蝇的 ＨＩＲＡ基因，结果发现突变个体虽然能够

存活，但却是不育的。由于缺少了ＨＩＲＡ蛋白，精核不能参与到受精卵的形成过程。可以看出 ＨＩＲＡ基因的

表达对胚胎发育具有重要的作用。

在鱼类中，目前关于ＨＩＲＡ只有在鲫属鱼类和河犉狌犵狌狉狌犫狉犻狆犲狊中有报道（Ｚｈａｏ犲狋犪犾．　２０１１；郭秋红

等　２０１０；周　励等　２００８；Ｄｕ犲狋犪犾．　２００８；杜新征等　２００７；王玉凤等　２００５；Ｌｌｅｖａｄｏｔ犲狋犪犾．　１９９８），主

要的研究方面是对 ＨＩＲＡ基因的克隆以及表达分析。ＨＩＲＡ基因在雌核发育银鲫犆犪狉犪狊狊犻狌狊犵犻犫犲犾犻狅和两性生

殖彩鲫犆犪狉犪狊狊犻狌狊犪狌狉犪狋狌狊胚胎发育过程中具有不同的转录表达模式，即银鲫 ＨＩＲＡ基因（犮犪犵犎犻狉犪）在成熟的

未受精卵和受精后的胚胎发育不同时期转录本的量变化并不显著，而彩鲫 ＨＩＲＡ基因（犮犪犎犻狉犪）在受精后转录

本表达迅速下降，原肠期表达量又上升到成熟卵的水平，并一直维持到出苗期。研究还发现，ＨＩＲＡ蛋白在银鲫

的卵巢中特异表达，而在彩鲫的卵巢和肝脏中大量表达。ＨＩＲＡ基因的确切功能目前还没有定论，前期研究总结

发现，其不仅与组蛋白基因的转录调节有关，而且与核小体组装、调节染色质结构及细胞周期的进程等有关。

半滑舌鳎犆狔狀狅犵犾狅狊狊狌狊狊犲犿犻犾犪犲狏犻狊是属于鲽形目Ｐｌｅｕｒｏｎｅｃｔｉｆｏｒｍｅｓ的硬骨鱼类，主要产自中国黄渤海区，

中国东海以及朝鲜、日本沿海也有一定的分布，其个体大、肉质高、味道鲜美，是重要的海水养殖经济鱼种。目

前对半滑舌鳎胚胎发育过程及组织学观察报道较多（刘　美等　２００８；万瑞景等　２００４；杜　伟等　２００４；

姜言伟等　１９８８），但鲜有对半滑舌鳎授精及胚胎发育的分子机制研究。本研究通过同源克隆的方法克隆了半

滑舌鳎的ＨＩＲＡ部分ｃＤＮＡ序列，并设计特异的引物检测了ＨＩＲＡ在半滑舌鳎胚胎发育过程及雄性个体各组

织中的表达状况，这为研究半滑舌鳎授精及胚胎发育的分子机制奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料

人工养殖半滑舌鳎（２龄的雌鱼、雄鱼、伪雄鱼各３尾，受精卵约１５０颗）２０１１年６月采自山东海阳黄海水

产公司。分别取２龄雄鱼（体重约１５０ｇ）的性腺、心脏、肝脏、脾脏、肾脏、脑、肌肉、皮肤、肠、鳃、垂体等组织，以

及２龄雌鱼（体重约４００ｇ）和伪雄鱼性腺（体重约２００ｇ），液氮迅速冷冻后置于－８０℃冰箱中待用。通过人工

诱导产卵，收集不同发育时期胚胎。将受精卵置于直径１５ｃｍ的培养皿中，在２０～２１．５℃、ｐＨ值７．８～８．６、

盐度３５的过滤海水中培养（刘　美等　２００８），每２～３ｈ对受精卵和胚胎进行１次换水，收集多细胞期（４ｈｐｆ，

４ｈｏｕｒｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，即受精后４ｈ）、囊胚期（８ｈｐｆ）、原肠早期（１２ｈｐｆ）、原肠末期（１６ｈｐｆ）、神经胚期

（２０ｈｐｆ）、尾芽形成期（２５ｈｐｆ）、胚体绕卵黄囊１／２（２８ｈｐｆ）、胚体绕卵黄囊３／４（３２ｈｐｆ）、胚体绕卵黄囊４／５（３６ｈｐｆ）

和出膜前（３８ｈｐｆ）的成活胚胎，保存于液氮中。上述样品均设３组重复。

５２
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１．２　实验试剂

ＲＮＡ提取试剂ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；ｄＮＴＰｓ、狉犜犪狇、ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、反转录试剂盒Ｐｒｉ

ｍｅＳｃｒｉｐｔ
?ＲＴＲｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）、实时定量试剂盒ＳＹＢＲ?ＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇

（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）、ｐＭＤ１８Ｔ载体均购自宝生物（大连）有限公司；胶回收试剂盒ＺｙｍｏｃｌｅａｎＧｅｌＤＮＡＲｅ

ｃｏｖｅｒｙＫｉｔ购自ＺＹＭＯＲｅｓｅａｒｃｈ生物科技公司；大肠杆菌菌株犈．犮狅犾犻Ｔｏｐ１０购自天根生化科技（北京）有限

公司；其他试剂均为国产分析纯，购自国药集团。

１．３　方法

１．３．１　引物设计

实验用引物详见表１。参照杜新征等（２００７）设计的简并引物 ＨＩＲＡＦ１和 ＨＩＲＡＲ１进行同源克隆，根据

获得的ＨＩＲＡ基因保守区片段设计特异性引物ＨＩＲＡＲＴＦ１和ＨＩＲＡＲＴＲ１，以检测组织分布及胚胎期ＨＩ

ＲＡｍＲＮＡ表达，βａｃｔｉｎＦ和βａｃｔｉｎＲ作为内参引物扩增半滑舌鳎βａｃｔｉｎ基因，所有引物委托南京金斯瑞生

物有限公司合成。

１．３．２　ＲＮＡ的提取和ｃＤＮＡ的合成

用ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ法提取各组织及胚胎的总ＲＮＡ，ＮａｎｏＤｒｏｐ分光光度计测量ＲＮＡ样品的纯度和浓度，

再分别以相应的总ＲＮＡ各５００ｎｇ为模板，按照ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ?ＲＴＲｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ的操作步骤

进行反转录，反应结束后采用内参引物βａｃｔｉｎ对ｃＤＮＡ进行检测。

表１　相关引物及其碱基序列

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

退火温度

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（℃）

ＨＩＲＡＦ１ ＴＴＣＡＧＴＴ（Ｇ）ＧＡＣＡＴＣ（Ｔ）ＣＡＴ（Ｃ）ＣＣＴＧＡＴＧＧ ６０

ＨＩＲＡＲ１ ＡＧＣＴＴＴＡ（Ｃ）ＣＧＧ（Ａ）ＴＧＡ（Ｔ）ＣＣＣＡＣＧ（Ａ）ＡＡＧＴＣ

ＨＩＲＡＲＴＦ１ ＣＧＧＧＡＣＣＴＡＴＧＴＣＧＴＴＧＡＴＴＣＴＧ ６０

ＨＩＲＡＲＴＲ１ ＴＴＧＴＴＧＧＡＣＣＡＴＣＴＣＡＣＧＣＡＣＴＴ

βａｃｔｉｎＦ ＧＣＴＧＴＧＣＴＧＴＣＣＣＴＧＴＡ ６０

βａｃｔｉｎＲ ＧＡＧＴＡＧＣＣＡＣＧＣＴＣＴＧＴＣ

１．３．３　半滑舌鳎 ＨＩＲＡ部分ｃＤＮＡ片段的克隆

以ＨＩＲＡＦ１和ＨＩＲＡＲ１为引物，半滑舌鳎精巢总ＲＮＡ反转的ｃＤＮＡ为模板，扩增 ＨＩＲＡ基因的保守

区部分序列。ＰＣＲ反应体系为１０×Ｂｕｆｆｅｒ４μｌ、ｄＮＴＰｓ３．２μｌ、正反向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μｌ、模板ｃＤＮＡ

１μｌ、狉犜犪狇０．５μｌ，加ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２Ｏ至４０μｌ。反应程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５６℃退火

３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，进行３０个循环；最后７２℃延伸７ｍｉｎ。

扩增产物经１．５％的琼脂糖凝胶电泳分离后进行切胶回收、载体连接、转化、ＰＣＲ阳性克隆，由华大基因有

限公司进行测序。

１．３．４　序列比较分析

对所获得的 ＨＩＲＡ部分ｃＤＮＡ序列，采用Ｂｌａｓｔｎ／ｐ程序进行同源搜索。用ＣｌｕｓｔａｌＷ（Ｌａｒｋｉｎ犲狋犪犾．　

２００７）程序将半滑舌鳎与 ＧｅｎＢａｎｋ中已有 ＨＩＲＡ 核苷酸和氨基酸序列进行同源性比较。利用分析软件

ＭＥＧＡ４．０（Ｋｕｍａｒ犲狋犪犾．　２００８）以ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ法构建系统树，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ设置为１０００。所用到的其他

物种的ＧｅｎＢａｎｋ序列号详见表２。用ＳＭＡＲＴ（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）来进行 ＨＩＲＡ蛋白结构

预测和功能分析。

６２
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表２　用于构建系统树的氨基酸序列犌犲狀犅犪狀犽序列号

Ｔａｂｌｅ２　ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄ

ｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

物种名称 Ｓｐｅｃｉｅｓ ＧｅｎＢａｎｋ序列号ＧｅｎＢａｎｋＮｏ．

萍乡鲫 犆犪狉犪狊狊犻狌狊犪狌狉犪狋狌狊Ｐｉｎｇｘｉａｎｇ ＡＤＧ６０２６２

黑腹果蝇 犇狉狅狊狅狆犺犻犾犪犿犲犾犪狀狅犵犪狊狋犲狉 ＣＡＡ１０９５４

彩鲫 犆犪狉犪狊狊犻狌狊犪狌狉犪狋狌狊 ＡＢＣ５９５１８

银鲫 犆犪狉犪狊狊犻狌狊犵犻犫犲犾犻狅 ＡＢＣ５９５１７

斑马鱼 犇犪狀犻狅狉犲狉犻狅 ＸＰ＿６９６４７８

红鳍东方 犜犪犽犻犳狌犵狌狉狌犫狉犻狆犲狊 ＮＰ＿００１０２７８５２

爪蟾 犡犲狀狅狆狌狊犾犪犲狏犻狊 ＣＡＣ４１０９３

鸡 犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊 ＢＡＣ１１８４２

黑线仓鼠 犆狉犻犮犲狋狌犾狌狊犵狉犻狊犲狌狊 ＥＧＶ９７５８２

小鼠 犕狌狊犿狌狊犮狌犾狌狊 ＣＡＡ６８０４９

褐家鼠 犚犪狋狋狌狊狀狅狉狏犲犵犻犮狌狊 ＮＰ＿００１１２９２３２

非洲象 犔狅狓狅犱狅狀狋犪犪犳狉犻犮犪狀犪 ＸＰ＿００３４１９２１８

马 犈狇狌狌狊犮犪犫犪犾犾狌狊 ＸＰ＿００１４８８５２４

野猪 犛狌狊狊犮狉狅犳犪 ＸＰ＿００１９２７５１６

人 犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 ＣＡＧ３０３８９

１．３．５　半滑舌鳎ＨＩＲＡｍＲＮＡ在

组织及胚胎中的表达分析

取反 转 录 得 到 的 半 滑 舌 鳎

ｃＤＮＡ第一链为模板，ＨＩＲＡＲＴＦ１

和 ＨＩＲＡＲＴＲ１为引物，采用 ＡＢＩ

７５００ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪，按照ＳＹＢＲ

ＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇 （ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）

使用说明，进行荧光实时定量ＰＣＲ

反应。以半滑舌鳎βａｃｔｉｎ为内参，

应用２－△△ＣＴ法（Ｌｉｖａｋ犲狋犪犾．　２００１）

确定各样品中ＨＩＲＡｍＲＮＡ的相对

含量。反应体系为：ＳＹＢＲ? Ｐｒｅｍｉｘ

Ｅｘ犜犪狇
ＴＭ（２×）１０μｌ、ＲＯＸＲｅｆｅｒ

ｅｎｃｅＤｙｅⅡ０．４μｌ、正 反 向 引 物

（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．４μｌ、模板ｃＤＮＡ

５０ｎｇ，用ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２Ｏ补齐至

２０μｌ。反应条件为：９５℃预变性

３０ｓ；４０个循环包括９５℃变性５ｓ，

６０℃退火３４ｓ；熔解曲线反应条件

为９５ ℃ １５ｓ，６０ ℃ １ｍｉｎ，９５ ℃

１５ｓ。ＰＣＲ结束后确认ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ的扩增曲线及熔解曲线，以确保其特异性。每个样品重复３次。得到的数

据通过ＳＰＳＳ１０．０软件进行单因素试验统计分析和显著性检验，犘＜０．０１为显著性差异。

２　结果与分析

２．１　半滑舌鳎犎犐犚犃部分犮犇犖犃片段的克隆及序列分析

本研究通过同源克隆的方法得到的 ＨＩＲＡ部分ｃＤＮＡ片段。经测序后发现半滑舌鳎这段 ＨＩＲＡｃＤＮＡ

序列长度为７６４ｂｐ，编码２５４个氨基酸（图１）。分析结果表明，半滑舌鳎 ＨＩＲＡ氨基酸序列中包含５个 ＷＤ４０

结构域。将半滑舌鳎和ＧｅｎＢａｎｋ中１５种代表物种的 ＨＩＲＡ氨基酸序列进行多序列比对和同源性比较，结果

发现，半滑舌鳎 ＨＩＲＡ基因片段氨基酸序列与硬骨鱼类的 ＨＩＲＡ相似性为９３％～９５％，与其他脊椎动物的

ＨＩＲＡ相似性为８１％～８８％，与无脊椎动物果蝇的ＨＩＲＡ相似性相对较低，为６３％。使用ＭＥＧＡ软件基于各

物种 ＨＩＲＡ氨基酸序列构建了系统进化树，结果表明，所有鱼类的 ＨＩＲＡ聚为一支，半滑舌鳎与红鳍东方的

ＨＩＲＡ亲缘关系最近，两栖类的非洲爪蟾和鸡则和哺乳类亲缘关系更近（图２）。通过 ＨＩＲＡ氨基酸序列构建

的进化树较为符合传统形态学和生化特征分类进化地位。

２．２　半滑舌鳎犎犐犚犃犿犚犖犃在胚胎期和各组织的表达分析

本研究利用荧光实时定量ＰＣＲ技术检测了半滑舌鳎 ＨＩＲＡ基因在胚胎不同发育阶段的表达状况。结果

显示，ＨＩＲＡｍＲＮＡ在多细胞期（４ｈｐｆ）到原肠末期（１６ｈｐｆ）表达量较高（犘＜０．０１），其中原肠末期的表达最

高，随后从神经胚期（２０ｈｐｆ）开始，表达量逐渐降低。但是在出膜前（３８ｈｐｆ）ＨＩＲＡ的表达量又有所回升（犘＜

０．０１）（图３）。从表达量上可以看出，ＨＩＲＡ在胚胎发育早期发挥了重要的作用。

同时也检测了 ＨＩＲＡｍＲＮＡ在不同组织中的表达状况。ＨＩＲＡｍＲＮＡ在大部分组织中均有表达，尤其

在伪雄性腺、雌性性腺和雄性性腺中表达量显著高于其他组织（犘＜０．０１），而肌肉中表达水平极低（犘＜０．０１）

（图４）。在性腺中的高表达可能暗示ＨＩＲＡ在生殖细胞的发育过程中起到了重要的作用。

７２
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黑色边框区域表示 ＷＤ结构域

ＷＤｄｏｍａｉｎｓａｒｅｉｎｔｈｅｂｌａｃｋｆｒａｍｅｓ

图１　ＨＩＲＡ基因的部分ｃＤＮＡ序列和编码的氨基酸序列

Ｆｉｇ．１　ＰａｒｔｏｆｔｈｅｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｅｎｃｏｄｉｎｇ

ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＨＩＲＡｇｅｎｅ

３　讨论

本研究克隆了半滑舌鳎的 ＨＩＲＡ部分

ｃＤＮＡ序列并检测了其在不同组织以及不同

的胚胎发育阶段的表达状况。从获得的

ｃＤＮＡ可以看出，ＨＩＲＡ的结构在从低等的

脊椎动物鱼类到高等的哺乳动物的长期进化

中高度保守，含有５个 ＷＤ４０结构域，而 ＷＤ

结构域具有调节信号传递和 ｍＲＮＡ前体加

工的功能，推测半滑舌鳎 ＨＩＲＡ蛋白可能也

具有调节组蛋白基因表达的功能。

目前已有多种证据证明 ＨＩＲＡ 在胚胎

发育过程中发挥了重要作用。在果蝇中，

ＨＩＲＡ可能是母源性的，在早期胚胎发育过

程中可能起了特别重要的作用（Ｋｉｒｏｖ犲狋犪犾．

１９９８）。对高等脊椎动物来说，ＨＩＲＡ的突变

则是致死性的，导致小鼠在原肠作用期就出

现异常，如原条扭曲，所有突变体在胚胎发育

期死亡（Ｋｉｒｏｖ犲狋犪犾．　１９９７），说明ＨＩＲＡ基

图２　基于ＮＪ法构建半滑舌鳎与其他动物 ＨＩＲＡ氨基酸系统进化树

Ｆｉｇ．２　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＨＩＲＡａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ犆．狊犲犿犻犾犪犲狏犻狊ａｎｄ

ｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ

因对于脊椎动物的发育可能是必

需的，而且在原肠作用时可能就

发挥功能。对小鼠不同胚胎发育

阶段的整体原位杂交表明，ＨＩ

ＲＡ在原肠作用开始后的阶段表

达，表达范围很广，从早期发育的

胚胎直到成体阶段都有表达，但

在胚胎的头盖神经褶、额鼻区、前

两对咽弓处、围咽神经嵴和肢芽

处 ＨＩＲＡ 转录本的水平较高

（Ｗｉｌｍｉｎｇ犲狋犪犾．　１９９７）。而在

果蝇中，ＨＩＲＡ突变个体虽然能

够成活，但却是不育的（Ｂｏｎｎｅｆｏｙ

犲狋犪犾．　２００７）。通过转基因技术

制作 ＨＩＲＡ过表达果蝇，发现其

过表达胚胎也会出现大量死亡

（王玉凤等　２００５），可以看出

ＨＩＲＡ表达量的控制对胚胎的发

育也是非常重要的。此外，对鸡和小鼠的研究表明，ＨＩＲＡ基因对胚胎期神经系统和心脏的发育至关重要

（Ｒｏｂｅｒｔｓ犲狋犪犾．　２００２、１９９７），可以看出在不同的物种里，ＨＩＲＡ的功能发挥存在差异。在胚胎发育过程中，

ＨＩＲＡ基因在雌核发育银鲫和两性生殖彩鲫胚胎发育过程中的转录表达模式也呈现不同，银鲫 ＨＩＲＡ基因

（犮犪犵犎犻狉犪）从成熟的未受精卵到受精后的胚胎发育各阶段转录本的量没有显著变化，而彩鲫 ＨＩＲＡ基因（犮犪

犎犻狉犪）在受精后转录本的量迅速下降，在受精后３０ｍｉｎ、多细胞期、桑椹期、囊胚期４个时期的表达量显著低于成

熟卵期，到原肠期又上升至成熟卵期的水平，之后到出苗期没有大的波动（Ｄｕ犲狋犪犾．　２００８）。而半滑舌鳎ＨＩＲＡ

８２
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４：多细胞期；８：囊胚期；１２：原肠早期；１６：原肠末期；２０：神经胚期；

２５：尾牙形成期；２８：胚体绕卵黄囊１／２；３２：胚体绕卵黄囊３／４；

３６：胚体绕卵黄囊４／５；３８：出膜前；大写字母不同表示差异极显著（犘＜０．０１）

４：Ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｓｔａｇｅ；８：ｂｌａｓｔｕｌａｓｔａｇｅ；１２：ｅａｒｌｙｇａｓｔｒｕｌａｓｔａｇｅ；

１６：ｌａｔｅｇａｓｔｒｕｌａｓｔａｇｅ；２０：ｎｅｕｒａｌｓｔａｇｅ；２５：ｔａｉｌｂｕｄｓｔａｇｅ；

２８：ｅｍｂｒｙｏｅｎｃｉｒｃｌｉｎｇ１／２ｏｆｔｈｅｙｏｌｋｓａｃ；

３２：ｅｍｂｒｙｏｅｎｃｉｒｃｌｉｎｇ３／４ｏｆｔｈｅｙｏｌｋｓａｃ；

３６：ｅｍｂｒｙｏｅｎｃｉｒｃｌｉｎｇ４／５ｏｆｔｈｅｙｏｌｋｓａｃ；３８：ｐｒｅｈａｔｃｈｉｎｇｓｔａｇｅ

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｉｔｈｅａｃｈｏｔｈｅｒ（犘＜０．０１）

图３　ＨＩＲＡｍＲＮＡ在半滑舌鳎胚胎不同发育时期表达分析

Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＨＩＲＡｍＲＮＡｉｎ犆．狊犲犿犻犾犪犲狏犻狊

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｍｂｒｙｏｎｉｃｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓｔａｇｅ

ＢＲ：脑；ＦＧ：雌性性腺；Ｇ：鳃；ＨＥ：心脏；ＨＹ：垂体；Ｉ：肠；Ｋ：肾脏；

Ｌ：肝脏；Ｍ：肌肉；ＭＧ：雄性性腺；ＮＭＧ：伪雄性腺；ＳＫ：皮肤；ＳＰ：脾脏

大写字母不同表示差异极显著（犘＜０．０１）

ＢＲ：Ｂｒａｉｎ；ＦＧ：ｆｅｍａｌｅｇｏｎａｄ；Ｇ：ｇｉｌｌ；ＨＥ：ｈｅａｒｔ；ＨＹ：ｈｙｐｏｐｈｙｓｉｓ；

Ｉ：ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ；Ｋ：ｋｉｄｎｅｙ；Ｌ：ｌｉｖｅｒ；Ｍ：ｍｕｓｃｌｅ；ＭＧ：ｍａｌｅｇｏｎａｄ；ＮＭＧ：

ｎｅｏｍａｌｅｇｏｎａｄ；ＳＫ：ｓｋｉｎ；ＳＰ：ｐｐｌｅｅｎ

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｉｔｈｅａｃｈｏｔｈｅｒ（犘＜０．０１）

图４　ＨＩＲＡｍＲＮＡ在半滑舌鳎不同组织中表达分析

Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＨＩＲＡｍＲＮＡｉｎ

ｔｉｓｓｕｅｓｏｆ犆．狊犲犿犻犾犪犲狏犻狊

在胚胎发育阶段的表达模式和这两种鲫鱼都不一致。在半滑舌鳎胚胎多细胞期直至原肠末期，ＨＩＲＡ均有相

对高量表达。虽然在检测方法上的差异，如半定量分析方法（研究银鲫和彩鲫中 ＨＩＲＡ表达所采用方法）和实

时定量分析方法的灵敏度不同，可能会造成不同研究之间数据的差异，但是还是可以推测，ＨＩＲＡ对半滑舌鳎

胚胎发育具有重要的作用。

在无脊椎动物果蝇中，ＨＩＲＡ不仅主要在卵巢中转录表达，而且在精巢中也大量转录（Ｌｏｐｐｉｎ犲狋犪犾．　

２００５）。在低等的脊椎动物中，彩鲫的ＨＩＲＡ在卵巢和肝脏中表达很强，在脑、心、脾、肾中表达较弱，在精巢和

肌肉中没有表达，对维持肝脏和卵巢的功能方面可能有一定作用，而对精巢和肌肉的发育没有影响（杜新征等

２００７）。银鲫中仅在卵巢中大量表达（Ｄｕ犲狋犪犾．　２００８）。在不同组织中，半滑舌鳎 ＨＩＲＡ在性腺中表达较强，

其表达模式与彩鲫和银鲫均有差异，而与果蝇的研究结果较为一致。对果蝇的研究表明，ＨＩＲＡ基因的突变体

可以存活，但导致雌性不育，精子入卵后精核不能完全解凝，卵细胞质中的组蛋白Ｈ３．３不能整合到精核中，因

此不能形成正常的雄性原核（Ｌｏｐｐｉｎ犲狋犪犾．　２００５；Ｂｏｎｎｅｆｏｙ犲狋犪犾．　２００７），说明果蝇 ＨＩＲＡ基因产物对于精

核解凝形成正常的雄性原核起关键作用。ＨＩＲＡ在半滑舌鳎性腺中大量表达，可能对维持性腺的功能有一定

作用，其中在伪雄鱼和雄鱼的精巢中高表达，可能为受精时精子进入卵后精核解凝形成雄性原核做准备。研究

表明，ＨＩＲＡ在硬骨鱼类中的表达模式不同，即使是在亲缘关系比较近的物种中也有不同的表现，暗示其可能

存在不同的作用过程，对半滑舌鳎胚胎发育过程中ＨＩＲＡ作用分子机制的揭示还需要更深入的研究。
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