高密度养殖彭泽鲫造成雄鱼较多的分子机制及成因分析
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摘要：前期将同一批经雌核发育产生的F1彭泽鲫仔鱼（Pcc）分别置于实验室和池塘进行养殖，发现实验室养殖缸中出现了高比例的雄鱼。本研究为验证密度是否与雌雄比例有关，采用F1彭泽鲫雌鱼经人工雌核发育技术繁育出PccF2，分高、低密度在实验室进行养殖，并比较了高、低养殖密度下雌雄鱼中性腺分化相关基因的表达。结果表明在PccF2高、低密度养殖组中，雌鱼中dmrt1c、抗缪勒氏管激素基因amh、芳香化酶基因cyp19a1a的表达显著高于雄鱼中对应基因的表达；雌鱼中dmrt1a、dmrt1b、3β羟基类固醇脱氢酶 (3bhsd)、11β羟基类固醇脱氢酶2 (11bhsd2)、17α羟化酶/17, 20碳链裂解酶a1 (cyp17a1)和类固醇激素急性调节蛋白 (star)的表达显著低于雄鱼中对应基因的表达。实验室不同密度养殖、不同性别PccF2彭泽鲫中差异表达基因主要为类固醇合成酶类基因，这些基因的表达差异可能造成雄鱼过多。
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文章研究亮点:
本研究在前期发现密度可能影响彭泽鲫后代的雌雄比例，为了验证这一假说，设置高、低密度养殖组在实验室对彭泽鲫进行养殖，比较了雌、雄鱼性腺分化相关基因的表达。结果发现雌鱼中类固醇合成酶类基因的表达显著低于雄鱼中对应基因的表达，为研究雌、雄鱼之间的差异提供了一个新角度。
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MOLECULAR MECHANISM AND THE CAUSE FOR HIGH RATIO OF MALE PENGZE CRUCIAN CARP UNDER HIGH-DENSITY CULTURE CONDITION
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Abstract: In laboratory culture condition, a high proportion of gynogenic Pengze crucian carp (Carassius auratus var. Pengze, Pcc) male fish occurred in F1 progenies compared with pond culture condition. All these F1 progenies were breed form the same parents and obtained via artificial gynogenic method. In order to find the accurate relationship between this variant sex ratio and the culture density, gynogenic PccF2 progenies were obtained from female PccF1 offspring and activated by the sperm of red carp (Cyprinus carpio var. red style). They were maintained in different culture densities. Then we chose the male ones from the high-density culture groups, and the female ones from the low-density culture groups. Ovarian gene expression profiles were detected and compared between the male and female F2 progenies respectively. Results showed that ovarian transcripts of dmrt1c, anti-Mullerian hormone (amh), aromatase (cyp19a1a) were higher than those corresponding transcripts in the testis of PccF2 offspring both in low-density and high-density culture groups. Ovarian dmrt1a, dmrt1b, 3β-hydroxysteroid dehydrogenase (3bhsd), 11β-hydroxysteroid dehydrogenase 2 (11bhsd2), 17α-hydroxylase/17,20-lyase 1 (cyp17a1) and steroidogenic acute regulator protein (star) were lower than those corresponding transcripts in the testis of PccF2 offspring both in low-density and high-density culture groups. The gene expression profiles for steroidogenic genes of PccF2 progenies were differ from different genders and densities in laboratory culture conditions, which may attributed to the phenomenon of high proportion of the existing male ones.
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性腺分化相关基因参与了低等鱼类的性别决定过程。在这些性腺分化相关基因中，芳香化酶(aromatase, 由cyp19a1a基因编码)是雄激素向雌激素转化的关键酶，诸多的转录因子能通过调控芳香化酶的活性进而调节内源E2的生成，如抗缪勒氏管激素基因 (anti-Mullerian hormone, amh)，X染色体上剂量敏感性反转和先天性肾上腺发育不全决定区基因1 (dosage sensitive sex-reversal，adrenal hypoplasia congenital critical region on the X-chromosome，gene 1, dax1)，类固醇调控因子1 b (steroidogenic factor-1b, nr5a1b)，叉头框样蛋白2 (Forkhead transcriptional factor 2, foxl2)，DM结构域转隶因子1 dmrt1[1-2]。结构高度保守的雌、雄激素受体在鱼类性腺发育中也发挥着重要作用[3]，且外/内源性激素能直接通过胞内的雌、雄激素受体激活基因来达到调控通路的目的。同样，类固醇合成酶类通路也调控着内源性E2的合成并参与到鱼类的性腺发育之中[1]。
作者在前期工作中已获得三大类彭泽鲫性腺发育相关基因，这些基因包括（1）性腺分化相关基因(dmrt1a、dmrt1b、dmrt1c、foxl2、nr5a1b、SRY样HMG盒结构基因9a sox9a和DEAD-box RNA解旋酶vasa)；（2）雌、雄激素受体基因(雌激素受体α1 esr1、雌激素受体α2 er alpha2、雌激素受体β2 esr2a、雌激素受体β1 esr2b和雄激素受体ar)；（3）类固醇合成相关基因(3β羟化类固醇脱氢酶3bhsd、11β羟化类固醇脱氢酶2 11bhsd2、胆固醇侧链裂解酶1 cyp11a1、17α羟化酶/17,20碳链裂解酶a1 cyp17a1和类固醇急性调节蛋白star)。本实验室前期将经人工雌核发育技术繁育的彭泽鲫F1仔鱼置于实验室和野外进行养殖，野外池塘养殖出现极少数的雄鱼，而在实验室条件下获得了较大比例的雄鱼(实验室养殖雄鱼比例为43.6%，池塘养殖则为4.7%)。实验室养殖PccF1精巢中类固醇合成酶类基因的表达量显著高于卵巢中对应基因的表达量，但池塘养殖的PccF1精巢中绝大部分类固醇合成酶类基因的表达量极显著低于卵巢中对应基因的表达量。
前期研究结果说明实验室和池塘养殖PccF1雌、雄鱼出现差别的基因，主要为类固醇合成酶类基因及调控芳香化酶的转录因子；且这些基因的差异表达可能与彭泽鲫体内性激素的合成或调控相关，从而产生出现不同比例雄鱼的现象。本研究分别选择高、低密度养殖条件下PccF2雄、雌鱼，采用实时定量PCR技术对上述候选的差异表达基因进行了比较研究，从基因表达方面分析造成雄鱼较多的可能原因，为研究雌核发育鱼类的性腺分化机制提供参考依据。
1 材料与方法
1.1 实验材料
人工雌核发育彭泽鲫F1于2011年4月20日在湖北荆州窑湾养殖基地进行(水温18℃)，父本兴国红鲤(C. carpio var. red style)选择基地养殖池中3~5龄（1600 ± 175）g，母本选择2龄经雌核发育繁殖的成鱼（450 ± 15）g (n=300)，雌雄鱼采用腹部检查法分辨，本研究中实验用鱼采用1雄1雌进行繁殖并重复2次，人工催产雌鱼采用hCG (400 IU/kg鱼)，LRH-A (6 µg/kg鱼)和鲤垂体干粉(1 mg/kg鱼, w/w, 用0.7％NaCl溶解)剂量配合进行，两次注射间隔时间为6~8 h，雄鱼减半。人工雌核发育PccF2操作参照文献[4]中的方法于2012年4月10日进行，母本选择2龄PccF1代雌鱼，父本选择与催产等与PccF1操作相同。彭泽鲫的受精卵是以红鲤的精子来激活彭泽鲫成熟卵细胞得到的，然后转入20℃左右的孵化桶中。子代约3~4天出膜，半月龄PccF2带回实验室采用125 L大玻璃缸养殖(600尾，120 cm×40 cm×80 cm)，将F2按高、低养殖密度分别放置160，80尾进行养殖，从2012年4月15日开始养殖，到2014年1月15日止。1月龄内喂食蛋黄。1月龄-2月龄按0.1% (w/w)喂食卤虫Artemia naupli，之后选择商品化的鱼用饲料。卤虫孵化方法按盐度10~15 ppm，pH为7.5~8.5之间，在28℃充氧培养，第二天收卵，喂食之前用清水洗净。彭泽鲫养殖条件：水温（25 ± 1）℃；光周期14 h: 10 h (白/黑)；pH 7.1 ± 0.5; 溶解氧（7.16 ± 0.16）mg/L。
1.2 PccF2雌雄鱼生物学指标测定及雌雄鱼比例统计
分别选取高、低密度养殖组中的雄、雌鱼各10尾，进行生物学指标（全长、全重、肝重和性腺重）的测定，性体指数GSI (gonadosomatic index)=性腺重/全重*100，肝体指数HSI (hepatosomatic index)=肝重/全重*100，肥满度 (condition factor) = (全重/全长³)×100。从F2高、低密度养殖组中分3批连续抽取80，40尾鱼进行雌雄性别比例的统计，按照传统的腹部检查法(轻压腹部是否能挤出精液，卵巢腹部柔软)初步将鱼分为两类，并进行性别比例的统计(按总数)。统计后按20%比例抽取个体采用组织切片法进行验证。
1.3 PccF2雌雄鱼组织学切片观察
解剖彭泽鲫F2，取其性腺固定于4%的多聚甲醛24 h后分别包在纱布内，流水冲洗12 h后将固定好的卵巢用自来水冲洗12~24 h，经上行梯度乙醇70％、80％、95％、100％Ⅰ、100%Ⅱ脱水，后经二甲苯透明，置于石蜡中进行包埋。采用石蜡切片机连续进行6 μm厚切片，将切片贴在处理好的载玻片上，50℃烘片3 h后，放置于37℃烘箱中，次日进行常规组织学苏木精-伊红染色（Hematoxylin-eosin staining，HE）染色。组织切片染色步骤：已烘干的切片脱蜡步骤为二甲苯Ⅰ溶液中置于 5min，二甲苯Ⅱ溶液中置于10min；复水步骤为100% 乙醇Ⅰ溶液中置于2min，100% 乙醇Ⅱ溶液中置于3min，95% 乙醇溶液中置于3min，95% 乙醇溶液中置于3min，80% 乙醇 中2min，70% 乙醇中 2min；再经蒸馏水洗 2min；37℃苏木精染核 10min；自来水洗 10s后置于1.0% 盐酸酒精处理 20s，再进行蓝化（即自来水冲洗 10min。采用伊红染细胞质 5min；蒸馏水洗浮色 10s；再经下行梯度乙醇脱水：70% 乙醇 30s，80% 乙醇 30s，90% 乙醇 1min，95% 乙醇 2min，100% 乙醇Ⅰ 2min，100% 乙醇Ⅱ 2min；二甲苯透明（二甲苯Ⅰ 2min→二甲苯Ⅱ 2min）；中性树胶封片。采用光学显微镜观察切片，并用NIKON TE2000-U系统进行拍摄。
1.4 PccF2雌、雄鱼性腺中总RNA的提取、质量检测及反转录实验
分别取低、高密度养殖组中的雌、雄鱼(各n=10)进行解剖，参照文献[5]中的方法进行性腺总RNA提取、质量检测及反转录操作。
1.5 PccF2不同密度养殖组雌、雄鱼性腺中性腺发育有关基因表达差异
参照文献[5]报道的内参基因筛选办法，本研究中内参基因采用tubulin。本研究中将实验室养殖下雌、雄鱼之间的差异基因记为组合Ⅰ；将池塘养殖下雌、雄鱼之间的差异基因记为组合Ⅱ。检测的基因选择组合Ⅰ和Ⅱ中存在变化的基因，这些变化的基因包括性腺分化相关基因(dmrt1a、dmrt1b、dmrt1c、amh、foxl2)；雌激素受体基因(esr1和esr2a)；类固醇合成酶类相关基因(3bhsd、11bhsd2、cyp17a1、cyp19a1a和star)。参见文献[5]中的方法进行荧光实时定量PCR的操作，引物见表1。
1.6数据分析
应用SPSS(18.0版本)统计学分析软件对实验数据进行分析。实验数据采用2−ΔΔCt方法[6]，数据结果均用“平均数±标准差”的方法表示。数据分析使用单因素方差分析，P<0.05表明差异显著，用不同字母a，b表示。
表1 定量引物
Tab. 1 qRT-PCR primers

	定量引物qRT primer
	序列sequence (5′ to 3′)
	大小/bp length 

	tubulin-F
	CCAGGGCTGTGTTTGTAGACC
	144

	tubulin-R
	CAATAGTGTAGTGTCCACGGGC
	

	dmrt1a-F
	GTCGCCTGTCCAGCCATAA
	306

	dmrt1a-R
	CGATGGAGTTGATGGAGAAGGT
	

	dmrt1b-F
	GGTCGCCATAACGTGTCC
	144

	dmrt1b-R
	GATGGAGTCGACAGAGAAGGTT
	

	dmrt1c-F
	TATCACCTCAGAACCACCGTC
	146

	dmrt1c-R
	TCGGAGAAAACCTGGTATTGC
	

	amh-F
	CTCACAGAGTGGAGGTGACA
	220

	amh-R
	AACAGCAAAACGGATCGGTA
	

	foxl2-F
	TTTATTTCAGTCAAAAGTCTCGTC
	124

	foxl2-R
	CAAAGCCATTGCGTCATC
	

	esr1-F
	TACGGCATCAGTAAATCGGGT
	111

	esr1-R
	GTGCTCCATTCCTTTGTTGCTC
	

	esr2a-F
	TATCATTATGGTGTGTGGTCGTG
	254

	esr2a-R
	ATCCTGCCAGAGAATCGTGTC
	

	ar-F
	ATGGCAGGTTTGATGGAGGG
	125

	ar-R
	TCCACAAGTGAGGGCTCCATA
	

	3bhsd -F
	GAGGAATGGAATCCGCAATG
	271

	3bhsd -R
	CAGAAGTGAGAAGGGCAGAACG
	

	11bhsd2-F
	GTTTGGCATCATACGGGGC
	322

	11bhsd2-R
	TGGGGTTGAGGAGAGAGGAGT
	

	cyp17a1-F
	GGCTGCAGATATTCCCAAATAAAG
	144

	cyp17a1-R
	TCAGAAGTGCGTCCAAGAGGT
	

	cyp19a1a-F
	AGACTGGCCTGGTGGTTGC
	174

	cyp19a1a-R
	AGTGCTCAGCTCCCCGTG
	

	star-F
	CCACATCCGAAGAAGAAGC
	130

	star-R
	CTGGTTACTGAGGATGCTGAT
	


2 结果
2.1 实验室不同密度养殖组PccF2雌、雄鱼生物学指标及雌、雄鱼比例
实验室养殖F2群体低密度养殖组中雌、雄鱼全长、全重、GSI显著高于高密度养殖组中的雌、雄鱼(表2)。对F2分组养殖的雌雄鱼进行统计，发现高密度养殖组中出现了高比例的雄鱼(雄鱼所占总比例为25%)，而低密度养殖组(3.3%)出现雄鱼的数量较少。
表2 实验室不同密度养殖PccF2代雌、雄鱼生物学指标a
Tab. 2 The bioindicator for male and female PccF2 offspring cultured in different densities
	
	全长/cm total length
	全重/g total weight 
	肥满度condition factor
	性体指数/% gonadsomatic index 
	肝体指数/% hepatopancreas somatic index 

	高密度养殖组雌鱼
high-density female group
	6.12±0.36b
	4.82±0.40b
	2.74±0.15
	1.41±1.21b
	4.95±0.34

	高密度养殖组雄鱼
high-density male group
	5.93±0.61b
	4.65±0.56b
	2.69±0.25
	1.34±1.20b
	4.65±0.55

	低密度养殖组雌鱼
low-density female group
	7.78±0.49a
	7.02±1.22a
	2.75±0.35
	1.72±0.76a
	4.14±0.76

	低密度养殖组雄鱼
low-density male group
	7.49±0.32a
	6.74±0.35a
	2.47±0.17
	1.52±0.45a
	4.05±0.38


注：不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。
Note：Different lower-case letter stands for highly significant change (P<0.05).
2.2 实验室不同密度养殖组PccF2雌、雄鱼组织学
实验室不同密度养殖组PccF2雌、雄鱼组织切片见图版。实验室高、低密度养殖组中的雄性F1鱼出现了未成熟的精原细胞(图版-1)，对应的高、低密度养殖组中雌鱼出现了未成熟的卵母细胞(图版-2)。
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图版 实验室养殖F2雌、雄鱼组织学观察
Plate  Photomicrographs of testes and ovaries sections of PccF2 under laboratory culture condition
1.实验室高密度养殖组精巢(80×), 红色箭头表示未成熟精原细胞；2.实验室低密度养殖组卵巢(80×)
1.testes, 80×, arrow in A showed immature spermatocytes; 2. ovaries, 80×. 
2.3 实验室不同密度养殖组PccF2雌、雄鱼性腺中性腺分化相关基因表达差异
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图2 PccF2实验室不同密度养殖雌、雄鱼性腺中性腺分化有关基因表达差异
Fig.2 Relative sex differentiation related gene expressions between male and female gonadal tissue compared with tubulin from F2 of Pengze crucian carp cultured in different density for laboratory glass tanks [image: image5.jpg]]
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图3 PccF2实验室不同密度养殖雌、雄鱼性腺中雌雄激素受体基因表达差异
Fig.3 Relative steroid receptor gene expressions between male and female gonadal tissue compared with tubulin from F2 of Pengze crucian carp cultured in different density for laboratory glass tanks
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图4 PccF2实验室不同密度养殖雌、雄鱼性腺中类固醇合成酶类基因表达差异
Fig.4 Relative steroidogenesis enzyme gene expressions between male and female gonadal tissue compared with tubulin from F2 of Pengze crucian carp cultured in different density for laboratory glass tanks
在实验室不同密度养殖组PccF2雌、雄鱼性腺中，我们对上述基因进行了检测，差异见图2-4。针对不同性别彭泽鲫来说，在高、低密度养殖组中，雌鱼dmrt1c、cyp19a1a表达显著高于雄鱼中对应基因的表达(图2, 4)； amh在不同密度雌、雄鱼之间的差异相反；雌鱼dmrt1a、dmrt1b、3bhsd和11bhsd2的表达量显著低于雄鱼中对应基因的表达量(图2, 4)。

针对不同养殖密度来说，高密度养殖组中dmrt1c基因表达量显著低于低密度养殖组中的表达量；而高密度养殖组中cyp17a1和star基因表达量显著高于低密度养殖组中的表达量。foxl2、esr1和esr2a表达在不同养殖密度、不同性别彭泽鲫中的表达无显著性变化(图2, 3)。总体上讲，实验室养殖F2雌、雄鱼基因表达差异主要为类固醇合成酶类基因。与实验室养殖F1雌、雄鱼基因表达差异相比(未发表)，F2dmrt1a/b基因表达和类固醇合成酶类基因表达(3bhsd、11bhsd2、cyp17a1及star)在雌、雄鱼差异表达上是一致的，且在雄鱼中表达量高。
3 讨论
3.1 实验室高密度养殖组造成PccF2雄鱼过多的分子机制
前期研究中，实验室和池塘养殖F1雌、雄鱼在类固醇合成酶类基因表达上存在差异，实验室养殖下PccF1雄鱼类固醇合成较为活跃，而池塘养殖下的PccF1雌鱼类固醇合成较为活跃，导致产生几乎接近于全雌彭泽鲫雌核发育群体。不管是针对不同密度，还是针对同一养殖密度下的雌、雄鱼，差异表达基因主要是dmrt1s (除dmrt1c)和类固醇合成酶类基因，和实验室养殖的PccF1雌、雄鱼差异结果一致（未发表）。此结果说明雄鱼类固醇合成活动虽较雌性彭泽鲫活跃，但雌鱼体内的芳香化酶基因的表达始终要高于雄鱼体内相应基因的表达，一方面与基因表达相呼应，也说明雌鱼为了维持自己的第二性征需要足够量的雌激素，而雄鱼没有卵巢器官，活跃的性激素合成途径让雄鱼体内积累了足够多的雌激素，雄鱼收到反馈抑制，芳香化酶基因的表达被显著抑制；另一方面还说明实验室分不同密度养殖的雌、雄鱼类固醇合成途径不同，体现在F1、F2雄鱼类固醇合成酶类基因表达始终要极显著高于雌鱼，这可能与雌核发育这种特殊的鱼类有关。不管是雄鱼还是雌鱼，高密度养殖组鱼体内类固醇合成酶类基因(cyp17a1和star)的表达量始终要高于低密度养殖组，说明拥挤会改变鱼体内激素合成的方向，密度高可能会引起子代向雄鱼方向转化，这些差异可能主要是通过类固醇合成酶类基因的表达进而影响内源性激素的合成，进而改变雌雄鱼比例。
转录因子能参与期间芳香化酶活性的调控，如赛托利细胞分化的分子标志物(sox9a, dmrt1, amh)和精巢发育的标志物(dax1)都被证明能够抑制NR5A1/foxl2-介导的cyp19a1a基因的转录和卵母细胞的发育[7]；foxl2能够直接或间接调控NR5A1诱导cyp19a1a的转录从而激活E2产生[8]。本研究中，雌鱼amh和cyp19a1a表达极显著高于雄鱼。截止目前，鱼类amh的功能还不是很清楚，一般认为amh在两性鱼类的性别形成和功能维持中都能发挥作用[9]。amh在雌鱼中的高表达抑制了雌鱼类固醇合成途径，减少内生雌激素的合成，但是鱼自身具有自分泌和旁分泌调控[10]及脑-垂体-性腺轴的反馈抑制[1, 7-8]，以维持体内激素的平衡。
3.2 造成雄鱼较多的其他因素分析
目前有研究采用性别判定方程[11-12]、核型[13]等方法[14]来鉴定雌、雄鱼，且产生高比例雄鱼的原因较多[15]，从遗传学角度看，微小染色体的产生(supernumerary chromosome fragments)能对鱼类的性腺分化造成影响[16]，也有杂交的因素[17]。最近在半滑舌鳎上的研究表明伪雄鱼后代中90%以上的ZW个体性转变为伪雄鱼，且伪雄鱼后代中的伪雄鱼保留了父本伪雄鱼的甲基化模式，造成了养殖苗种中生理雄鱼比例明显偏高[18]。前期研究中利用流式细胞仪检测PccF1、F2子代DNA，结果表明子代DNA值在134-162之间，且已经有研究表明经雌核发育的彭泽鲫后代为三倍体[19]，排除存在因紫外照射导致精子DNA损伤造成微小染色体的产生[20]。关于环境和激素对鱼类的性别决定影响也有不少报道，温度[21]、密度、pH、盐度、光照、溶氧、群体信号和食物丰度等都可以在不同程度上影响鱼类性别[7]。前期研究中在实验室养殖F1、F2中出现较大比例雄鱼，可能跟水温有关。实验室养殖温度较高，冬季野外养殖温度较高，高温能够抑制芳香化酶的活力[1,22]，体内雄激素过高从而产生更多的雄性鱼。不能确定温度是彭泽鲫性腺分化主要因素的原因在于相同温度处理下金鱼性别易受到父母本的影响[23]，也就是说温度性别决定也需要依赖一定的遗传背景。前期研究实验室养殖彭泽鲫使用的饲料来自于商品化饲料，粗蛋白含量丰富，利用率和转化效率很低。但池塘水体中浮游植物丰度较高，浮游动物主要有原生动物、轮虫、枝角类、桡足类(数据未显示)。利用F2对F1进行的验证实验中，对F2按照不同养殖密度进行分开养殖，采用相同水体积、投饵、同样管理，能够排除温度营养和等因素，与此同时，1雄1雌也能保证同组后代的一致性。但鱼的密度增加所造成的后果可能有溶解氧不同，排泄物量不同如氨、硝酸盐等。前期研究也表明实验室环境下氨氮含量较池塘高(数据未显示)，最近有研究表明营养和氨氮也能够改变南亚野鲮(Labeo rohita)体内雌雄激素和甲状腺激素的水平[24]。高浓度氨氮跟鲫鱼激素水平也有关[25]。高浓度氨氮能否改变彭泽鲫体内的激素水平需要进一步研究。
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