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摘 要 采用人 )*+ 基因的一段保守序列的引物，通过 ,-* 在雄性赤麂中扩增出了赤麂 )*+ 基因的特异片段，

通过 ./0 斑点杂交证实其扩增产物与人 )*+ 基因有着较高的同源性。将 ,-* 产物克隆到载体 1234" 5 6789:;
中，转化 .<$!菌，经与人 )*+ 基因探针进行菌落杂交筛选出赤麂 )*+ 基因的阳性克隆，并对其进行了测序 =
将其序列与基因库中录入的所有偶蹄目动物的 )*+ 基因序列进行同源性比较，用 >,240 法构建了其系统进化

树，从分类和进化上对赤麂 )*+ 基因进行分析。
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性别决定一直是遗传学研究的一个热点。)*+
基因是哺乳动物染色体上的性别决定基因的最佳候

选基因，是 "&&’ 年 )EI8FDE; 等人在人类 + 染色体上

克隆的一个单拷贝基因（)EI8FDE; ,# $’ -，"&&’），研

究表明其在性别分化中起着重要作用。该基因在哺

乳动物中具有高度的保守性，人们曾在兔、猩猩、

牛、马、猪、虎、大熊猫甚至鱼类中都找到了 )*+
基 因 的 同 源 基 因 （ 张 思 仲 等，"&&#； 黄 晓 等，

"&&?）。现在将具有编码 ./0 结合蛋白的 <42 框

的基因称作 )*+@K:L 基因家族，即 )MN 基因（徐晋

麟等，"&&?）。目前基因库中已录入的各种哺乳动

物的 )MN 基因序列约有 !’’ 多种，因此将新发现的

动物的 )*+ 基因与基因库（27IODIP）中的各种资

料进行比较，可以从进化和分类地位上对 )*+ 基

因进行研究（周荣家等，"&&(）。

近来人们又发现和提出了一些新的性别决定的

相关基因，如副中肾抑制基因 4Q)、)*+ 相关基因

)MN&、编码甾类因子的基因 )R"、N@连锁的 .0N
基因、SEFC’T 肿瘤抑制基因 S5" 等。此外人们还

提出了 U@基因模型，.))@基因模型等几种哺乳动物

性别决定的模型（徐晋麟等，"&&?），因此选用一

些有价值的模式动物继续深入进行性别决定机制的

研究具有重要的意义。

赤麂（./+#)$"/0 1/+#2$3 4$()+$’)0）仅分布于印

度和我国云南地区，是迄今为止发现的染色体数目

最少 的 脊 椎 动 物， 其 染 色 体 特 别 大 （ 施 立 明，

"&(B）。国内自 (’ 年代以来有众多实验室用赤麂细

胞株研究细胞周期、染色体生物学行为及遗传毒

理，是公认的一种模式动物（马昆等，"&??）。另

外赤麂在性别决定方面也与一般动物不同，它具有

! 条 + 染色体，细胞学研究提示其可能是由小麂通

过串联易位而形成的，但无分子水平证据，所以赤

麂是研究哺乳动物 )*+ 基因结构及性别决定机制

的一种很有价值的动物。

& 材料和方法

&’& 材料

雌性和雄性赤麂细胞株引自中科院昆明动物研

究所，正常男性和女性血液取自南京妇幼保健医

院。

,-* 产物克隆载体为 ,;:C7GD 公司的 1234 5
6789:;，宿主菌为 .<$!。.Q2 标记及检测试 剂 盒

（0, 显色）和 ,-* 产物纯化试剂盒购自 O:7;EIG7;
4DIIV7EC公司，杂交用尼龙膜为 WQ023/ 公司的

WEDK;DI7 尼龙膜。5DX 酶和 H/5, 购自上海生工生物

工程公司，,-* 所用引物由上海生工生物工程公司

合成，引物 "：$Y52002-20---05200-2AY，引物

!：$Y5-20-20225-2050-55AY，可扩增人 )*+ 基

因保守区内 !!" K1 的片段。

&’( 方法



!"#"! !"# 的提取 赤麂雌性和雄性培养细胞的

基因组 !"# 及正常男性和女性血细胞基因组 !"#
的提取分别按照我们实验室的常规操作进行。

!"#"# $%& 扩增 反应总体积为 ’(!)，反应液中

含模板 !"# 约 ’** +,，(* --.) 的 /%)，0* --.) 的

123456%)（76 89*），’**!-.) : ; <"1$，两种引物各

为 *9(!-.) : ;。反应在 => &?4?@2AB ’** 型 $%& 仪上

进行，先 CDE变性 8 分钟，再加入 0F 的 1@G 酶。

扩增人 H&I 基因的条件为：CDE D* 4，(8E D( 4，
J’E 0 分钟。扩增赤麂 H&I 基因的条件为 CDE D*
4，(’9(E D( 4，J’E0 分钟。反应共 K( 个循环，

最后延伸为 J’E J 分钟。

!"#"$ 探针的制备 以正常男性基因组 !"# 作为

模板，用引物 0 和引物 ’ 进行 $%& 反应，掺入 !LM
标记的 <F1$，然后用公司 $%& 产物纯化试剂盒

（N.?23+,?2 =@++B?3- 公司）进行纯化，溶于适量 1O
待用。探针的灵敏度按照 N.?23+,?2 =@++B?3- 公司

提供的方法进行测试。

!"#"% 赤麂 H&I 基因扩增产物的斑点杂交 将赤

麂 HPQ 基因扩增产物按照 0* +,，0 +,，*90 +, 在

R3@S2@+? 尼龙膜上点样，与人 H&I 基因探针进行斑

点杂交，杂交条件为 (’9(E过夜。洗膜条件为 ’ T
HH% : *90UH!H，*9( T HH% : *90UH!H，(’9(E。

!"#"& 赤麂 H&I 基因扩增产物的克隆 按方法

09’9’ 进行 $%&，但将最后延伸时间延长为 0( 分钟

（王瑛，0CCV）。然后按照 $2.-?,@ 公司提供的方法

进行 15# 互补克隆，转化到宿主菌 !6("中。

!"#"’ 菌落杂交 转化菌用含 Q5,@) 平板培养，从

中挑选 D’ 个白色菌落列于平板上继续培养，过夜

后印到 R3@S2@+? 尼龙膜上与人的 H&I 基因探针进行

菌落杂交，杂交及洗膜条件同斑点杂交。

!"#"( 赤麂 H&I 基因克隆的测序 测序由大连宝

生物公司进行，测序仪为 #NL $&LH=1=KJJ!"# 自

动测 序 仪，反 应 试 剂 为 !W? 1?2-3+@X.2 %WA)? H?5
GY?+A3+, /3X Z3XB #-7)31@G !"# $.)W-?2@4?， [H

（$O&/L" O;=O&）及 N3,!W?1= 1?2-3+@X.2 AWA)? H?5
GY?+A? &?@<W &?4?@2AB /3X（$O&/L" O;=O&）。

!"#") 偶蹄目部分动物 H&I 基因的同源性比较及

系统进化分析 根据赤麂 H&I 基因的部分序列，

运用 N;#H1 分析软件与基因库（M?+N@+\）中登录

的所有偶蹄目动物的 H&I 基因序列进行同源性分

析。赤麂及基因库中偶蹄目部分种类共 ’D 个个体

H&I 基因的核苷酸序列，利用 =OM# 分析软件包中

/3-Y2@ 二参数模型估计彼此间的遗传距离，并根据

遗传距离利用 F$M=# 法构建了 H&I 基因的系统发

生树（#)X4ABY) !" #$ %，0CCJ）。

# 结 果

#"! 用人 *+, 基因的保守引物扩增赤麂同源的

*+, 基因

采用人 H&I 基因的这对引物可在男性中扩增

出 ’’0 S7 的 H&I 基因片段，同样的引物在雄性赤

麂中扩增出与人 H&I 基因同源的 ’’0 S7 的片段，

在雌性赤麂中未见特异扩增带（图 0）。

#"# 人 *+, 基因探针的灵敏度、特异性及斑点

杂交

用 $%&5!LM 法 制 备 的 探 针 灵 敏 度 达 *9*0 7,
（图 ’），说明用该方法制备的探针具有很高的标记

效率，并在与男性和女性 !"# 同时进行斑点杂交

时显示了较好的特异性（图 K）。

图 ! 赤麂 *+, 基因片段 -.+ 结果

"! /0123456378 79 ! "" " #$%&’$(&) *+, :;8; <= -.+
0：分 子 量 标 记 （=@2\?2） ’： 正 常 男 性 ［6Y-@+

（-@)?）］ K：雄性赤麂（=@)? & % ’ % (#)*+#$*,） D：雌

性赤麂（[?-@)? & % ’ % (#)*+#$*,） (：空白对照（N)@+\

A.+X2.)）

图 # 人 *+, 基因探针标记灵敏度

3:># ?5<;238: @;8@363A36= 79 BC058 *+, :;8; 1D7<;
对照（%.+X2.)） ’：人 H&I 基因探针（6Y-@+ H&I ,?+? 72.S?）
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图 ! 人 "#$ 基因探针的特异性

% ! "&’()*)(+,)-. -* /01+. "#$ 2’.’ 34-5’
!，"：正常男性［#$%&’ %&()］ *：正常

女性［#$%&’ +)%&()］

雄性赤麂 ,-. 基因扩增产物与人 ,-. 基因探针斑

点杂交结果，显示扩增产物与人 ,-. 基因有着高

度的同源性（图 /）。

67! 菌落杂交筛选阳性克隆及序列测定

选取 0" 个白色菌落，印在尼龙膜上用制备的

人 ,-. 基因探针进行菌落杂交（图 0），取其中一

个阳性克隆 "1 进行序列测定，结果如下：

2233243353 5355323253 5442544542 544455356
52 3234545443 2224444352 4444232454 5432452445
2452355553 4354535544 4455233424 5435235444
4525222433 2333545545 5242454542 3423452243 46
242254542 4443422255 52343

678 偶蹄目部分动物 "#$ 基因的同源性比较结果

（表 9）

8 以人 "#$ 基因探针菌落杂交筛选阳性克隆

:)2%8 ;<’.,)*)(+,)-. -* &-=),)>’ (-?-.@ 5@ (-?-.@
/@54)<)A+,)-. B),/ /01+. "#$ 2’.’ &4-5’

C 赤麂 "#$ 基因 3D# 产物的斑点杂交

C EFG <-, /@54)<)A+,)-. -* 3D# &4-<0(, -*
!" # " $%&’(%)’* "#$ 2’.’

表 9 赤麂 "#$ 基因部分序列与偶蹄目部分种类动物 "#$ 基因同源性分析结果

H+5?’ 9 #’=0?, -* /-1-?-2)(+? +.+?@=)= -* ! 7# 7 $%&’(%)’*’= "#$ 2’.’ *4+21’.,
B),/ =-1’ +.)1+?’= "#$ 2’.’ -* G4,)-<+(,@?+

物 种

,7)89):

基因序列号

4::)::9;’ <;=

比 数

,8;>)（?9@:）

期望值

AB7)8@ C&($)

同源性

DE)’@9@9):

牛 !"# $%&’&# F*GH"! *0* G) I J* JHK

欧洲 牛 (&’")*%+ ,-#"+ L*M*"! *0* G) I J* JHK

日本梅花鹿 .*’/&# +-))"+ 4NMM0GGO *M/ !) I H! JHK

山羊 .%)’% 0-’1&# L!HO/O *"* /) I HO JOK

绵羊 2/-% %’-*% L!HHMO **! ") I HJ JOK

小鹿瞪羚 3%4*55% 6"’1%# 4PMM*!"O !"/ ") I "O J0K

小鼷鹿 7’%8&5&# 9%/%+-1&# Q!*0G* "!M /) I /* J*K

原驼 :%;% 8&%+-1"* RGGMGH !O" !) I 0! HOK

猪 <&# #1’"=% L"GJMJ !*O O) I *! HGK

野猪 <>-+* ,OJG"/ !0J ") I *0 HOK
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!"# 赤麂 $%& 基因部分序列与偶蹄目部分种类

$%& 基因的系统进化分析结果

基于偶蹄目 !’ 个动物个体 $%& 基因部分序列

差异，对其彼此间的距离进行分析，构建的 ()*+
,- 系统进化树见图 .。

图 ! "#$%& 法构建的偶蹄目部分动物

’() 基因系统发生树

*+,-! #./01,2324+5 4622 17 4.2 ’() ,232
829:2352 17 81;2 <3+;<08 17 =6>- &64+1><54/0<

513846:542> ?/ 4.2 "#$%& ;24.1>
/ 0/1 表示序列差异（234 567 896:4 ;< /"/1

=>?=96@4? 84AB4>94 ?=C478=@D）

@ 讨 论

@AB 我们采用人 $%& 基因的保守区的引物，通过

)E%在雄性赤麂中特异扩增出了与人 $%& 基因有

着高度同源性的 $%& 基因片段，再次证实了 $%&
基因在哺乳动物中的保守性，并暗示这一基因在赤

麂中可能对性别决定也起着关键作用。

@AC 通过将赤麂与从基因库中获得的所有偶蹄目

动物 $%& 基因序列的同源性进行比较，发现 $%&
基因在整个偶蹄目动物中也是非常保守的，其中赤

麂与梅花鹿 $%& 基因同源性高达 FGH，与原驼的

同源性也达 GIH（表 1）。从对偶蹄目部分动物

$%& 基因的聚类结果可以看出，赤麂和梅花鹿同属

鹿科，麂亚科的赤麂在进化地位上与鹿亚科的日本

梅花鹿的亲缘关系最近，与牛总科羊亚科的山羊、

绵羊及牛科羚羊亚科的小鹿瞪羚的关系也比较近，

而与鼷鹿科的小鼷鹿、猪科的猪、牛总科中牛科的

家牛、欧洲 牛、骆驼科的原驼的亲缘关系比较远

（图 .），这与它们在分类和进化上的不同地位基本

上是相对应的。需要指出的是小鹿瞪羚的聚类结果

似乎有些意外，这应该是由于小鹿瞪羚在基因库中

收录的基因片段与赤麂等动物 $%& 基因重叠部分

太短而造成的误差。

本文所获得的赤麂 $%& 基因序列已被 *4>J6>K
收录，编码为 -L1F.’II。

@A@ 在赤麂 $%& 基因的扩增中，只在雄性赤麂中

有特异的扩增产物，暗示在赤麂的两条 & 染色体

上可能只有一条 & 染色体上存在 $%& 基因，或者

两条都有至少是保守区序列相同的 $%& 基因。如

果是前一种可能的话，那么从基因水平上讲，在赤

麂性别分化过程中真正起着性别决定作用的只有一

个 & 染色体，而如果是后一种可能的话，则说明

赤麂的性别决定方式与一般哺乳动物有着明显的不

同之处，两条 & 染色体上 $%& 基因在保守区序列

相同的情况下，其两翼序列可能相同也可能存在差

异。

南美仓鼠 !"#$#% 中也有两种 & 染色体，其中

一种 & 染色体传给子代后诱导睾丸发育，长成雄

鼠，而另一种 & 染色体却不能诱导子鼠性腺分化，

产生可育雌鼠（J=6>93= &’ () "，1FFM）。研究表明这

种雌鼠性反转的原因并非由于 $%& 基因缺失或突

变引起，而是因为在性分化阶段 $%& 基因未能表

达，因此研究 & 染色体上 $%& 基因可能不同的结

构和功能对于进一步深入研究哺乳动物性别决定机

制将有非常重要的价值。赤麂的性别决定方式与此

是否相似还有待探讨，为了弄清这个问题，就要对

赤麂 $%& 基因进行染色体定位，目前本实验室正

在进行这一工作。

参 考 文 献（(272623528）

-:@893B: ，$0 L0，20 N0 ,6??4>，-0 -0 $93O<<47，P0 Q36>R，Q0 Q36>R，S0 ,=::47 6>? T0 P0 N=UV6> 1FFI *6UU4? JN-$2 6>? )$W+JN-$2：6 >4X R4>47+

6@=;> ;< U7;@4=> ?6@65684 846793 U7;R76V80 *+,)&-, !,-$. /&. 0 CD：M MGF Y M ’/!0

J=6>93=，Z0 [0，,0 $0 J=6>93=，*0 J6=::=47，-0 ?4 :6 E36U4::4 1FFM E36769@47=\6@=;> 6>? 84AB4>94=>R ;< @34 84] ?4@47V=>=>R 74R=;> & R4>4（$%&）=>

!"#$#%（E7=94@=?64）8U49=48 X=@3 84] 74C4784? <4V6:480 123#4#.#4(（1/!）：MGF Y MF#0

^B6>R，_0，%0 P0 Q3;B，̂ 0 ^0 E34>R 6>? &0 ‘0 *B; 1FFG 234 $[_ R4>4 => @X; 8U49=48 ;< <7483+X6@47 <=83480 !,’( 0 5##) 0 6-% 0 EE（!）：!MF Y !’/ 0［黄

晓，周荣家，程汉华，郭一清 1FFG 两种淡水鱼 $[_ 基因的扩增和测序 0 动物学报 EE（!）：!MF Y !’/0］

G’1 动 物 学 报 ’I 卷



!"，#$ "%& ’$ !$ ()* +,-- ./01"2"3*45 637&*56 /% 68%"13/%50"9 :/0195;56 *% 0"3/:8356 /< .)*%565 !"#$%&’"( )**+*(%，=9":> 07%3?": ! , ’)%#%-).#( "%& @%A

&*6% 07%3?": ! , /"#$0&1 , 2’$& 3*#*$%’& 4%#%’& !"（B）：C-C D C-,$［马 昆，施立明 +,-- 小麂、黑麂、赤麂精母细胞联会复合体的比较研究 $
遗传学报 !"（B）：C-C D C-,$］

(*%:9"*2，E$ F$，G$ =523"，!$ ($ G"9052，H$ I$ F"J>*%6，=$ ’$ K*2*<<*3)6，!$ H$ (0*3)，H$ L$ M/6352，E$ !$ M2*6:)"7< "%& G$ N$ K//&<599/J +,,O

E P5%5 <2/0 3)5 )70"% 65;A&53520*%*%P 25P*/% 5%:&56 " 12/35*% J*3) )/0/9/P8 3/ " :/%65245& QNEAR*%&*%P 0/3*< $ 5&$")* #$%：CBO D CBB$

()*，’$ !$ +,ST U)5 >"28/3815 /< ! , / , +&6%#&7%( , 2’$& , 8..7 , 4%# , &&（+）：++T$［施立明 +,ST 赤麂的核型 $ 动物学报 &&（+）：++T$］

L"%P，V$ +,,T ./01"2*6/% /< 053)/&6 /< &*25:3 :9/%*%P /< G.I 12/&7:3 $ 9).6 , :%.*#6%#**)%#6 ,!%（W）：WW D WS$［王 瑛 +,,T G.I 产物直接克隆的

几种方法 $ 生物工程进展 !%（W）：WW D WS$］

X7，H$ ’$ "%& !$ X7 +,,- (5; &53520*%"3*/% "%& 65; 254526"9 /< 0"00"9 $ 9).6 , :%.’;*/ , :%.<;=( , &"（+）：YO D YW$［徐晋麟，徐 沫 +,,- 哺乳

动物性别决定和性反转 $ 生物化学和生物物理进展 &"（+）：YO D YW$］

Z)"%P，($ Z$ "%& I$ H$ Z)/7 +,,B G.I "%& :9/%*%P /< 3)5 K*"%3 G"%&" (IV P5%5$ 2’$& 6*#*$%’& 4%#%’& &!（B）：C-+ D C-T$［张思仲，周荣家 +,,B
大熊猫 (IV 基因的 G.I 扩增和克隆 $ 遗传学报 &!（B）：C-+ D C-T$］

Z)/7，I$ H$，V$ [$ K7/ "%& F$ F$ .)5%P +,,S U)5 1)89/P5%53*: :/01"2"3*45 3255 /< (IV "%& (\X P5%5$ 2’$& 8..7 , 4%# , $#（C）：+,C D +,T$［周荣家，

郭一清，程汉华 +,,S (IV 和 (\X 基因比较树 $ 动物学报 $#（C）：+,C D +,T$］

外 文 摘 要（’()*+,-*）

./01/23425 .67 5/2/ 89 !"#$%&’"( !"#$%&) *&+%#&,%( ’2:
’ ;<7=85/2/>43 38?;’64.82 @4>< .8?/ 89 ’6>48:’3>7=’!

K]\ H*%AF7 (FEN X*"%PAN*"% .FENK [*%P V] Q7/AL5*
（>*<&)$/*#$ .- :%.7.6=，5&#0%#6 5.)/&7 ?#%+*)(%$=，5&#0%#6 C+OO,S，@;%#&）

L] H*%PAV"%P
（>*<&)$/#*$ .- :%.7.6=，5&#0%#6 A&%7B&= !*C%’&7 @.77*6*，5&#0%#6 C+OOO,，@;%#&）

L*3) )70"% (IV P5%5 12*0526 /< 3)5 :/%65245& 25P*/%，3)5 (IV P5%5 <2"P05%3 /< ! , / , +&6%#&7%( )/0/9/P/76 3/
)70"% (IV J"6 "019*<*5& R8 G.I$ @% 0"95 ! , / , +&6%#&7%(，" P5%5 <2"P05%3 /< CC+ R1 )/0/9/P/76 3/ )70"% (IV J"6
*&5%3*<*5& R8 QNE &/3 )8R2*&*^"3*/% $ =8 9*P"3*%P 1K_!"U ‘5:3/2 J*3) 3)5 G.I 12/&7:36 /< (IV P5%5 /< ! , / , +&6%#&7%(
"%& 32"%6</20*%P 3)5 R":352*" QFW!"%& :9/%8 )8R2*&*^"3*/% J*3) )70"% (IV 12/R5，3)5 1/6*3*45 :9/%8 J*3) ! , / , +&6%D
#&7%( (28 P5%5 <2"P05%3 J"6 *&5%3*<*5& P5%5，3)5 (IV <2"P05%3 /< 3)*6 :9/%8 J"6 65a75%:5&$ U)5 65a75%:56 *&5%3*3*56 /<
(IV P5%5 <2"P05%36 /< "99 "%*0"96 /< E23*/&":389" "4"*9"R95 <2/0 K5%="%> J525 :/01"25& J*3) 3)5 ! , / , +&6%#&7%( (IV
P5%5 <2"P05%3 $ U)5 1)89/P5%53*: 3255 J"6 :/%327:35& "%& "%"98^5& R8 ]GK!E 053)/& "%& *3 J"6 637&*5& "3 3)5 95459 /<
3";/%/0*:6 "%& 54/973*/% $
ABC DE+F) ! , / , +&6%#&7%(，(IV P5%5，(5; &53520*%"3*/%，E23*/&":389"，QNE 65a75%:5，G)89/P5%8

! U)*6 J/2> J"6 6711/235& R8 3)5 N"3*/%"9 N"372"9 (:*5%:5 M/7%&"3*/% /< .)*%"（N/$Y,TSOY,Y）

,B+C 期 郭金虎等：赤麂 (IV 基因的测序及其与部分偶蹄目动物 (IV 基因序列的比较


