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摘　要：温度依赖型性别决定（ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｓｅｘｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ，ＴＳＤ）是一种奇特的表型可塑性现象，
但其背后的分子机制尚不清楚。红耳龟（Ｔｒａｃｈｅｍｙｓｓｃｒｉｐｔａ）是一种典型ＴＳＤ动物，个体性别完全由胚胎发育时
所处的环境温度决定。为提供更多能够解释 ＴＳＤ机制的基础数据，选取红耳龟第 １６期产雄温度（ｍａｌｅ
ｐｒｏｄｕｃｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ＭＰＴ）和产雌温度（ｆｅｍａｌｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ＦＰＴ）性腺，采用ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ２５００高通
量平台进行转录组测序，筛选出雌雄差异表达基因４７４个，其中，ＭＰＴ高表达基因２８３个，ＦＰＴ高表达基因１９１
个。通过与 ＮＲ、ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ、ＧＯ、ＣＯＧ、ＫＯＧ、ＫＥＧＧ数据库进行比对，获得６０个 ＧＯ功能注释分类和１３９条
ＫＥＧＧ代谢通路。根据差异表达基因的功能注释分析发现：参与红耳龟性别决定和分化的候选基因，包括
Ｄｍｒｔ１、Ｓｏｘ９、Ｆｏｘｌ２等高度保守的性别分化基因，Ｃｙｐ１１ｂ１、Ｈｓｄ１１ｂ２等类固醇激素代谢相关基因，以及 Ｈｓｐｂ６、
Ｄｎａｊａ４、Ｓｅｒｐｉｎｈ１等热敏性蛋白编码基因。最后，通过荧光定量 ＰＣＲ和免疫荧光染色对部分候选基因进行表
达验证，与转录组结果相一致。该研究挖掘了一些新的温度响应因子和激素代谢相关因子，为破译红耳龟

ＴＳＤ分子机制提供了基础。
关键词：红耳龟；转录组；温度依赖型性别决定（ＴＳＤ）；性腺分化
中图分类号：Ｓ９１７．４　　　文献标志码：Ａ

　　脊椎动物的性别决定主要分为基因型性别
决定（ｇｅｎｅｔｉｃｓｅｘｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ，ＧＳＤ）和环境依赖
型性别决定 （ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｓｅｘｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ，
ＥＳＤ）［１］，其中，温度依赖型性别决定（ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｓｅｘｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ，ＴＳＤ）属于ＥＳＤ中最典型的一种
模式。ＴＳＤ动物的性别不由遗传因素决定，而是
取 决 于 特 定 胚 胎 时 期———温 度 敏 感 期

（ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｅｎｓｉｔｉｖｅｐｅｒｉｏｄ，ＴＳＰ）的环境温度，该
时期性腺对热信号敏感并具有性别双向分化的

潜能［２３］。红耳龟（Ｔｒａｃｈｅｍｙｓｓｃｒｉｐｔａ）被视为 ＴＳＤ
研究的一种理想的动物模型，２６℃产雄温度
（ｍａｌｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ＭＰＴ）下产出１００％
的雄性后代，３２℃产雌温度（ｆｅｍａｌｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ＦＰＴ）下产出 １００％的雌性后代［４］。

与哺乳动物［５６］和鸡［７］等 ＧＳＤ研究相比，目前
ＴＳＤ研究较为落后，主要局限在组织学观察、性

别分化相关基因的两性差异表达等关联性分析，

尚未涉及功能鉴定和机制研究。２０世纪９０年代
开始，学者们通过ＰＣＲ和原位杂交等技术对 ＴＳＤ
动物相关基因进行了克隆和表达分析，锚定了一

些潜在的性别发育基因，如 Ｗｔ１［８９］、Ｓｆ１［１０１１］、
Ｄａｘ１［１２１３］、 Ｓｏｘ９［１２，１４１５］、 Ｄｍｒｔ１［１２，１６１７］、
Ｃｙｐ１９ａ１［１８１９］等。参与红耳龟性别分化的雄性关
联基因有 Ｓｏｘ９［１４１５］、Ｄｍｒｔ１［１６１７］、Ｍｉｓ／Ａｍｈ［１８］等，
雌性分化关联基因有 Ｃｙｐ１９ａ１［１９２０］、Ｒｓｐｏ１［２１］、
Ｆｏｘｌ２［１８］等。这些基因是ＧＳＤ动物性别分化的关
键保守基因，提示ＴＳＤ和ＧＳＤ机制很可能共享一
套性别分化的下游信号通路。而关于环境温度

如何转换成生物信号调控性别决定基因表达（温

度感受机制）的研究非常少，导致 ＴＳＤ机制长期
未得到破解。采用基因组、转录组学等技术，筛

选一些能直接感受温度的温度敏感因子并进行
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功能鉴定将是推进ＴＳＤ研究的一项重要举措。
目前，ＴＳＤ分子机制已有几种假说。首先，

类固醇激素被认为在 ＴＳＤ非哺乳脊椎动物的性
别分化中发挥关键作用［２２］。糖皮质激素已被证

明在包括爬行动物的多种脊椎动物中可诱导性

逆转［２３２４］，而固醇类激素合成如何由温度来调

节，仍不清楚。其次，表观遗传修饰能将环境因

素和基因表达联系起来，也已被证明参与性别发

育过程，如Ｋｄｍ６Ｂ［２５２６］。此外，其他与温度应激

相关的因素，如热休克蛋白 ＨＳＰｓ（ｈｅａｔｓｈｏｃｋ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＨＳＰｓ）和冷诱导 ＲＮＡ结合蛋白（ｃｏｌｄ
ｉｎｄｕｃｉｂｌｅＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＣＩＲＢＰｓ）也被视
为在 ＴＳＤ中发挥作用［１９，２７］。最近，ＣＡＳＴＥＬＬＩ
等［２８］还提出了关于环境信号与性别决定通路内

在联系机制的模型，指出ＥＳＤ物种中细胞通过高
度保守的氧化还原态钙（ＣａＲｅ）———主要由 Ｃａ２＋

和活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）刺激后激
活并感知环境信号，转导相应信号通路，或影响

表观遗传过程来使性别有关基因差异表达。

ＲＡＤＨＡＫＲＩＳＨＮＡＮ等［２９］为检测 ＴＳＤ和 ＧＳＤ物
种在转录水平机制和作用环路是否一致，比较分

析了ＴＳＰ前和 ＴＳＰ阶段的锦龟（Ｃｈｒｙｓｅｍｙｓｐｉｃｔａ）
性腺以及同时期的角鳖（Ａｐａｌｏｎｅｓｐｉｎｉｆｅｒａ）性腺转
录组数据，发现 ＴＳＤ物种对温度更为敏感。此
外，Ｃｉｒｂｐ基因在两个物种较高温度下上调，表明
热信号能转为生物信号来调控性别发育基因表

达，期间可能由“信号和激素通路”“ＲＮＡ绑定”
“热休克通路”“ＪａｋＳｔａｔ信号通路”“ＮｆκＢ信号
通路”“Ｗｎｔ信号通路”等不同调控途径实现。但
这仅是推测，如何将温度和性别决定基因耦联起

来有待进一步研究。

本研究选取第１６期（性别决定关键时期）红
耳龟ＭＰＴ和ＦＰＴ胚胎性腺组织，制备测序文库，
比较分析性腺转录本，筛选差异表达基因，对温

度敏感因子和类固醇激素通路着重展开讨论，为

研究红耳龟ＴＳＤ的分子调控机制提供基础数据。

１　材料与方法

１．１　红耳龟受精卵孵化与采集
本实验所用红耳龟龟卵购自湖南汉寿，均采

集于产卵后１２ｈ内。设置温度２６℃（ＭＰＴ）和３２
℃（ＦＰＴ）于恒温恒湿孵化箱进行孵化，湿度保持
在７５％～８５％。丢弃未受精的龟卵，待发育到１５

期（性腺开始分化）时，参考红耳龟发育图谱［３０］，

收集１６期（性腺初形成）、２３和２５期（性别决定
后）的 两 性 性 腺，一 部 分 置 于 Ｔｒｉｚｏｌ试 剂
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）以提取 ＲＮＡ，另一部分于 ４％
多聚甲醛（上海，国药集团）中固定２４ｈ，乙醇梯
度脱水后，于７０％乙醇４℃长期保存，以切片备
用。

１．２　ＲＮＡ提取、测序文库构建及测序
分别采集Ｆ１６和 Ｍ１６性腺，每２０对为１个

混样，各设３个生物学重复。根据 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒
法（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国），用 ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＤＮａｓｅⅠ
（ＴａＫａＲａ，日本）除去基因组，检测 ＲＮＡ完整程
度，采用微量核酸测定仪（Ｎａｎｎｏｄｒｏｐ）测定总
ＲＮＡ浓度、纯度，根据 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ反转录试剂盒
（Ｋ１６２２，ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）法实现文库构
建。根据 Ｑｕｂｉｔ２．０、Ａｇｉｌｅｎｔ２１００和 ＱＰＣＲ法确
保文库浓度、质量后，送至 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ２５００平
台上机测序（委托北京百迈客完成）。

１．３　测序数据质量分析
所得的原始数据（ＲａｗＲｅａｄｓ）过滤后得到高

质量的测序数据（ＣｌｅａｎＤａｔａ）。计算 Ｑ１０、Ｑ２０、
Ｑ３０、Ｑ４０、ＧＣ含量和重复序列水平，经 Ｔｒｉｎｉｔｙ进
行序列拼接、过滤和组装获得高质量的Ｕｎｉｇｅｎｅ。
１．４　基因表达水平检测与差异表达筛选

根据 ＲＳＥＭ估计基因定量表达水平，结合
ＦＰＫＭ（ＦｒａｇｍｅｎｔＰｅｒＫｉｌｏＢａｓｅｓｐｅｒＭｉｌｌｉｏｎｒｅａｄｓ）
值来呈现 Ｕｎｉｇｅｎｅ的表达量，参照 Ｂｅｎｊａｍｉｎｉ
Ｈｏｃｈｂｅｒｇ法，经显著性 Ｐ域值校正，以最终的
Ｐ———ＦＤＲ（ＦａｌｓｅＤｉｓｃｏｖｅｒｙＲａｔｅ）为标准。筛选
出ＦＤＲ≤０．０１且差异倍数 ＦＣ（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ）≥２
为显著性差异表达基因。

１．５　差异表达基因ＧＯ注释和ＫＥＧＧ代谢途径
分析

使用ＫＯＢＡＳ２．０得到 Ｕｎｉｇｅｎｅ在 ＫＥＧＧ中
的注释结果，运用ＷＥＧＯ和ＫＥＧＧ进行功能统计
和代谢通路分类，分析差异基因的富集情况，挖

掘更多性别相关且具有性别二态性表达的基因。

１．６　实时荧光定量ＰＣＲ分析
将合成的 １６期两性性腺 ｃＤＮＡ模板，使用

ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ（ＴａＫａＲａ）选择 １０个基因进行
ｑＲＴＰＣＲ扩增，配置 １２．５Ｌ反应液体系如下：
６．２５μＬＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ，上下游引物各０．５μＬ，
ｃＤＮＡ模板 １μＬ，灭菌蒸馏水 ４．２５μＬ。Ｐｒｉｍｅｒ

０４
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５．０设计引物，以 Ｇａｐｄｈ作为内参，采用２－ΔΔＣｔ计 算分析转录过程的表达情况，所用引物见表１。

表１　所有引物序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ
引物方向

Ｄｉｒｅｃｔｉｏｎｏｆｐｒｉｍｅｒｓ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｄｍｒｔ１
Ｆ ＡＣＴＡＣＣＣＴＣＣＴＧＣＣＴＣＣＴＡＣＣＴ
Ｒ ＣＴＣＣＴＴＴＧＧＴＧＣＴＴＴＣＡＴＴＧＣＴ

Ａｍｈ
Ｆ ＣＧＧＣＴＡＣＴＣＣＴＣＣＣＡＣＡＣＧ
Ｒ ＣＣＴＧＧＣＴＧＧＡＧＴＡＴＴＴＧＡＣＧＧ

Ｋｄｍ６Ｂ
Ｆ ＡＣＧＴＧＡＡＡＴＣＣＡＴＴＧＴＧＣＣＣＡＴ
Ｒ ＡＧＧＣＧＡＴＣＴＴＣＴＴＣＣＣＣＧＡＡＣ

Ｈｓｐｂ６
Ｆ ＣＣＣＴＴＴＧＧＧＡＣＡＧＣＡＧＡＡＴＴ
Ｒ ＣＣＡＧＣＡＧＧＴＧＡＧＴＧＧＡＧＴＴＴＡＴ

Ｇａｔａ４
Ｆ ＴＡＣＣＧＴＧＡＣＴＴＣＣＧＣＡＡＣＡＡ
Ｒ ＧＣＡＧＧＧＡＣＡＧＧＡＣＣＴＣＴＴＴＡＴＴ

Ｃｙｐ１１ｂ１
Ｆ ＧＧＧＴＣＴＧＴＣＴＣＧＧＴＡＧＣＡＣＡ
Ｒ ＣＣＧＴＣＴＴＣＧＧＧＴＴＣＡＴＣＣＴ

Ｈｓｄ１７ｂ１
Ｆ ＣＴＣＴＴＴＣＡＣＣＡＣＣＣＡＧＴＴＣＴＴＣ
Ｒ ＡＧＣＡＣＣＡＣＧＧＴＣＴＴＣＴＣＣＡＴ

Ｈｓｄ１１ｂ２
Ｆ ＧＴＧＣＴＴＧＡＧＧＣＣＧＴＴＣＴＧＴ
Ｒ ＡＡＡＧＴＧＡＧＣＧＴＧＡＴＣＣＴＡＣＣＣ

Ｄｎａｊａ４
Ｆ ＡＴＧＧＴＧＡＡＧＧＡＧＡＣＧＧＧＡＴＡＣＴＡＣＧ
Ｒ ＣＡＧＧＴＣＣＡＡＴＣＴＧＣＴＧＡＡＣＡＡ

Ｓｅｒｐｉｎｈ１１
Ｆ ＡＧＣＴＧＡＧＣＧＡＴＡＡＧＧＣＡＡＣＣ
Ｒ ＣＣＡＣＡＧＧＡＧＡＣＡＣＧＡＧＧＡＴＧ

Ｇａｐｄｈ
Ｆ ＧＧＣＴＴＴＣＣＧＴＧＴＴＣＣＡＡＣＴＣ
Ｒ ＧＡＣＡＡＣＣＴＧＧＴＣＣＴＣＣＧＴＧＴＡＴＣ

注：Ｆ为正向引物（Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ）；Ｒ为反向引物（Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ）。
Ｎｏｔｅｓ：ＦｉｓＦｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ；ＲｉｓＲｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ．

１．７　苏木素伊红染色和免疫荧光染色
将７０％乙醇中保存的２３、２５期两性性腺，经

乙醇梯度脱水、二甲苯透明、浸蜡后，进行石蜡包

埋，Ｌｅｉｃａ石蜡切片机（ＲＭ２２３５）制片，厚度为６～８
μｍ。成片通过脱蜡、乙醇梯度复水后，抗原修复液
９５℃处理２０～３０ｍｉｎ，室温备用。（１）苏木素伊
红染色：苏木素核染、分化、伊红染色、脱水、中性树

胶封片、晾干，正置显微镜（Ｎｉｋｏｎ）下观察拍照；
（２）免疫荧光染色：封闭液室温孵育１ｈ，吸去液
体，分别孵育兔抗 ＳＯＸ９（１∶５００，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，ＵＳＡ）、
兔抗 ＡＭＨ（１∶２００，华安生物）、羊抗 ＦＯＸＬ２
（１∶２００，华安生物）和鼠抗 ＣＴＮＮＢ１（１∶５００，
Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ），４℃过夜。用磷酸盐 ＴｒｉｔｏｎＸ１００
缓冲液（ＰＢＳＴ）清洗１５ｍｉｎ，重复３次。在室温避
光环 境 下，滴 加 羊 抗 兔 ＩｇＧ４８８（１∶５００，
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、驴抗羊 ＩｇＧ４８８（１∶５００，联科生物）、

羊抗鼠 ＩｇＧ５９４（１∶５００，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）和 ＤＡＰＩ
（１∶５０，Ｓｉｇｍａ）稀释液，孵育２ｈ，用 ＰＢＳＴ和洗脱
液清洗１５ｍｉｎ，重复３次。采用抗荧光淬灭剂封
片，于共聚焦荧光显微镜（Ｎｉｋｏｎ，Ａ１Ｐｌｕｓ）下观察
拍照。

２　结果

２．１　红耳龟胚胎性腺采集及形态学观察
１６期红耳龟龟胚示意图１ａ和１ｂ可见，中肾

复合物在靠近尾部位置。体视显微镜下观察到，

２５期 ＦＰＴ性腺发育呈扁平、细长状（图 １ｃａ），
ＭＰＴ性腺则相对短粗（图１ｃｂ），经苏木素伊红
染色后，结果显示：相比２５期 ＦＰＴ性腺高度发育
的皮质区，ＭＰＴ性腺退化为单细胞层；ＭＰＴ性腺
髓质区中，原始性索上分布着许多生殖细胞，ＦＰＴ
性腺的髓质区已完全退化（图１ｃａ’，１ｃｂ’）。
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Ｇｄ．性腺，标尺．１ｍｍ；ｐｇｃ．原始生殖细胞；Ｃｏｒ．皮质区；Ｍｅｄ．

髓质区，标尺．５０μｍ。

Ｇｄ．ｇｏｎａｄ，Ｓｃａｌｅｂａｒ．１ｍｍ；ｐｇｃ．ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌｇｅｒｍｃｅｌｌ；Ｃｏｒ．

ｃｏｒｔｉｃａｌａｒｅａ；Ｍｅｄ．ｍｅｄｕｌｌａａｒｅａ，Ｓｃａｌｅｂａｒ．５０μｍ．

图１　红耳龟胚胎性腺取样示意及组织形态学观察
Ｆｉｇ．１　Ｇｏｎａｄｓａｍｐｌｉｎｇｓｃｈｅｍｅａｎｄｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ

ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆＴ．ｓｃｒｉｐｔａｇｏｎａｄｓ

２．２　转录组测序和序列组装
测序所得的性腺转录本样品ＣｌｅａｎＤａｔａ均达

到２．３８Ｇｂ，Ｑ３０碱基百分比均大于８９．５４％，ＧＣ
含量在５０．３２％～５２．３２％。经组装共得１７６３９４
条转录本和９３９４２条Ｕｎｉｇｅｎｅ，Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ、Ｕｎｉｇｅｎｅ
的Ｎ５０与平均长度分别为２７２４ｂｐ、１６９５ｂｐ和
１４９６．０６ｂｐ、９９０．８４ｂｐ，见表２。
２．３　雌雄差异基因的功能注释

经ＣＯＧ、ＧＯ、ＫＥＧＧ、ＫＯＧ、Ｐｆａｍ及 ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ
数据库注释，共获得 ７５．９５％（４７４个中的 ３６０
个）ＤＥＧ，其中，ＮＲ数据库中注释到的基因数最
多，３６０（７５．９５％）个，具体 ＤＥＧ注释统计信息见
表３。ＧＯ注释分为３个大类别，２５７个ＤＥＧ被注
释到６０个ＧＯｔｅｒｍ上，注释数量最多三大子类别
有：生物学过程中的细胞过程，８７个；细胞组成中
的细胞部分，８７个；分子功能中的绑定，１０４个，
见图２。

表２　红耳龟胚胎性腺转录组组装结果
Ｔａｂ．２　ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅａｓｓｅｍｂｌｙｏｆＴ．ｓｃｒｉｐｔａｅｍｂｒｙｏｎｉｃｇｏｎａｄｓ

长度范围 Ｌｅｎｇｔｈｒａｎｇｅ／ｂｐ
转录本Ｔｒａｎｓｃｉｐｔｓ

数量Ｎｕｍｂｅｒ／条 百分比Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％
单基因簇Ｕｎｉｇｅｎｅｓ

数量Ｎｕｍｂｅｒ／条 百分比Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％
３００～５００ ５６６２４ ３２．１０ ４５２１５ ４８．１３
５００～１０００ ４２９５７ ２４．３５ ２５６８４ ２７．３４
１０００～２０００ ３２４９６ １８．４２ １１５２３ １２．２７
＞２０００ ４４３１７ ２５．１２ １１５２０ １２．２６
总数 Ｔｏｔａｌ １７６３９４ ９３９４２
总长度 Ｔｏｔａｌｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ ２６３８９５６２２ ９３０８１９５１
Ｎ５０长度 Ｎ５０ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ ２７２４ １６９５
平均长度 Ａｖｅｒａｇｅｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ １４９６．０６ ９９０．８４

表３　差异表达的编码转录本注释概述
Ｔａｂ．３　Ｏｖｅｒｖｉｅｗｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｃｏｄｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

注释数据库

Ｄａｔａｂａｓｅ
ａｎｎｏｔａｔｅｄ

ＣＯＧ注释
ＧＯ

ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

ＧＯ注释
ＧＯ

ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

ＫＥＧＧ注释
ＫＥＧＧ
ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

ＫＯＧ注释
ＫＯＧ
ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

Ｐｆａｍ注释
Ｐｆａｍ
ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ注释
ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ
ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

Ｎｒ注释
Ｎｒａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

所有注释

Ａｌｌａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

ＤＥＧ注释数目
ＤＥＧｎｕｍｂｅｒ／条 １０９ １５７ ２４３ ２３５ ３２４ ２６６ ３６０ ３６０

ＤＥＧ百分比
ＤＥＧｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％ ２３．００ ３３．１２ ５１．２７ ４９．５８ ６８．３５ ５６．１２ ７５．９５ ７５．９５

　　ＫＥＧＧ注释结果显示，４７４个显著性差异基
因被映射到１３９条代谢通路，显著性富集最可靠
的前２０条通路［即ｌｏｇ１０（Ｑｖａｌｕｅ）越大，可靠性越
高］中，排前三的有“补体和凝血级联”（２１个
ＤＥＧ）、“类固醇激素代谢合成通路”（７个ＤＥＧ）、
“组氨酸代谢”（５个 ＤＥＧ），见图３ａ。同样，在一

级分类的“环境信息处理”中，筛选到６条涉及性
别分化的途径：“ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路”、“ＴＧＦβ信
号通路”、“ｃＡＭＰ信号通路”、“雌激素信号通
路”、“Ｗｎｔ信号通路”、“炎症介质对 ＴＲＰ通道的
调节）”（图３ｂ）。经统计，共有２４３个 ＤＥＧ涉及
这前２０条显著富集的ＫＥＧＧ通路中。

２４
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ＧＯ三大类别下的子分支，分为生物过程（蓝色柱）、细胞组分（绿色柱）和分子功能（红色柱）。

ＡｓｕｂｂｒａｎｃｈｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅＧＯｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ，ｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓｅｓ（ｂｌｕｅｂａｒ），ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ（ｇｒｅｅｎｂａｒ），ａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ（ｒｅｄｂａｒ）．

图２　差异表达基因ＧＯ功能注释统计
Ｆｉｇ．２　ＳｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆＧＯｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｎｏｔａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ

２．４　雌雄差异表达基因的筛选
所得测序结果，按 ＦＤＲ≤０．０１且差异倍数

ＦＣ（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ）≥２和聚类分析筛选差异表达
基因，共获４７４个性别偏向表达基因，相对于ＦＰＴ
性腺ＤＥＧｓ，上调表达基因２８３个，下调表达基因
１９１个（图４ａ）。火山图展示了差异基因的表达
情况，基因聚类分析呈现了基因整体的表达模式

（图４）。
为挖掘一些在ＴＳＤ中起重要作用的基因，通

过红耳龟早期性腺转录本，结合 ＧＯ注释和
ＫＥＧＧ代谢通路，筛选获得了参与性别决定、性腺
发育和分化、信号转导等相关靶基因。转录组数

据显示，以 ＦＰＴ性腺为对照组，红耳龟 Ｄｍｒｔ１、
Ａｍｈ、Ｓｆ１、Ｇａｔａ４基因在 ＭＰＴ性腺中显著上调。
其中，Ｋｄｍ６Ｂ、Ｄｍｒｔ１和 Ａｍｈ的表达量分别约为
ＦＰＴ性腺中的１３４倍、１６倍和３０倍。Ｄｍｒｔ１参与
雄性性别决定（ＧＯ：００３０２３８）和支持细胞分化
（ＧＯ：００６０００８）。Ａｍｈ的 ＫＥＧＧ编码通路为
Ｋ０４６６５，调控缪勒氏管的形成，指导雄性性别决
定和性腺分化。Ｓｏｘ９是脊椎动物雄性决定和睾
丸分化的一种重要转录因子，该基因在 ＭＰＴ和
ＦＰＴ性腺中均高表达，推测其参与红耳龟早期性
腺发育过程。
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（ａ）Ｘ、Ｙ轴分别代表ＫＥＧＧ富集因子、ＫＥＧＧ途径中差异表达的编码转录本的富集可靠性；（ｂ）Ｘ、Ｙ轴分别为所注释对应通路的

基因个数及其占所有注释基因数的比率和代谢通路名称。

（ａ）ＸａｘｉｓａｎｄＹａｘｉｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｒｅｐｒｅｓｅｎｔＫＥＧＧｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｆａｃｔｏｒｓａｎｄｔｈｅｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｏｄｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙ；（ｂ）ＸａｎｄＹａｘｉｓａｒｅｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｐａｔｈｗａｙａｎｎｏｔａｔｅｄａｎｄｔｈｅｉｒｒａｔｉｏｔｏａｌｌ

ａｎｎｏｔａｔｅｄｇｅｎｅｓａｎｄｔｈｅｎａｍｅｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图３　差异表达基因ＫＥＧＧ通路分类
Ｆｉｇ．３　ＡｎｎｏｔａｔｉｏｎｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙ
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（ａ）红色、绿色分别代表上、下调基因，黑色代表无显著性差异表达基因；（ｂ）蓝色为弱表达基因，黄色为高表达基因。

（ａ）Ｒｅｄａｎｄｇｒｅｅｎｒｅｐｒｅｓｅｎｔｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｗｈｉｌｅｂｌａｃｋｒｅｐｒｅｓｅｎｔｇｅｎｅｓｗｉｔｈｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．（ｂ）Ｂｌｕｅｉｓｗｅａｋｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅａｎｄｙｅｌｌｏｗｉｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅ．

图４　性腺差异表达基因火山图及聚类热图
Ｆｉｇ．４　Ｖｏｌｃａｎｏｐｌｏｔａｎｄｈｅａｔｍａｐｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｉｎｔｕｒｔｌｅｇｏｎａｄｓ

　　ＫＥＥＧ富集散点图显示，类固醇激素代谢合
成通路中有 ７个显著性差异表达的基因，
ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０２Ｃ５ｌｉｋｅ、Ａｋｒ１ｄ１在ＦＰＴ性腺中高
表 达，Ｃｙｐ１１ａ１、Ｃｙｐ１１ｂ１、Ｈｓｄ３ｂ１、Ｈｓｄ１７ｂ１、
Ｈｓｄ１１ｂ２在 ＭＰＴ性 腺 中 高 表 达 （图 ５ａ）。
ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０２Ｃ５ｌｉｋｅ编码细胞色素 Ｐ４５０２Ｃ５
酶，能催化孕酮的２１羟基化，从而形成脱氧皮质
酮。Ｃｙｐ１１ａ１基因编码胆固醇侧链裂解酶是一种
线粒体酶，催化胆固醇为孕烯醇酮，启动类固醇

激素合成的第一步，是合成途径的关键调控位

点。Ｈｓｄ３ｂ１编码一种双功能酶，将 ３ｂｅｔａ羟基
ｄｅｌｔａ５甾体前体氧化和异构化为 ３ｏｘｏｄｅｌｔａ４甾
体，这是甾体激素生物合成的必要步骤。Ｈｓｄ１７ｂ１
编码１７Ｂｅｔａ羟基类固醇脱氢酶，催化雌激素活化
的最后一步，利用 ＮＡＤＰＨ将雌激素 Ｅ１和 Ｅ２以
及４雄烯二酮等雄激素转化为睾酮。同时，ｑＲＴ

ＰＣＲ结果也显示，Ｃｙｐ１１ｂ１、Ｈｓｄ１７ｂ１、Ｈｓｄ１１ｂ２在
ＭＰＴ中高表达，与测序数据一致（图 ５ｃ）。以上
结果强烈提示类固醇激素对红耳龟性腺分化起

着重要的调控作用。

近年来，热休克蛋白（ＨＳＰ）和瞬时受体电位
（ＴＲＰ）离子通道蛋白是 ＴＳＤ温度感受机制研究
的关注热点。转录组数据检测到６个 ＴＲＰ家族
的基因和７个 ＨＳＰ家族的基因，在１６期 ＭＰＴ和
ＦＰＴ性腺转录水平上出现差异表达，显著性差异
表达有 ６个（Ｔｒｐｖ６、Ｔｒｐｍ２、Ｔｒｐｍ４、Ｄｎａｊａ４、Ｈｓｐｂ６
和Ｓｅｒｐｉｎｈ１），见表４。ＴＲＰ家族的差异表达基因
中，与温度感受有关的Ｔｒｐｖ２、Ｔｒｐｖ４和Ｔｒｐｍ４温度
激活范围分别为 ＞５２℃、＞２７℃和１５～３５℃。
其中Ｔｒｐｖ４和Ｔｒｐｍ４通道的温度激活范围与红耳
龟孵化温度（２６～３２℃）相吻合，这提示 Ｔｒｐｖ４和
Ｔｒｐｍ４很可能介导红耳龟ＴＳＤ的温度感受过程。
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表４　红耳龟雌雄性腺差异表达的部分基因
Ｔａｂ．４　ＳｅｖｅｒａｌｇｅｎｅｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｍａｌｅａｎｄｆｅｍａｌｅｇｏｎａｄｓｏｆＴ．ｓｃｒｉｐｔａ

转录组ＩＤ
ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔＩＤ

基因名称

Ｇｅｎｅｎａｍｅ
ＦＰＴＡｖｅｒａｇｅ
ＦＰＫＭ

ＭＰＴＡｖｅｒａｇｅ
ＦＰＫＭ

ｌｏｇ２（ＦＣ） Ｕｐ／Ｄｏｗｎ ＫＥＧＧ
ｏｒｔｈｏｌｏｇｙ

ｃ７０７６２．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｄｍｒｔ１ ０．２３０１４１７８０ ３．８１７１３５２００ ３．８６９７４０５０７ Ｕｐ 
ｃ１０４９６５．ｇｒａｐｈ＿ｃ１ Ｓｏｘ９ １３．９３８７９８１３０ １４．６５９２４６３６０ －０．０７６５４８３５３ Ｄｏｗｎ Ｋ１８４３５
ｃ１００１５２．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ａｍｈ ０．４３９４６９８２７ １３．５８２４８５２７０ ４．８４６１５６３０４ Ｕｐ Ｋ０４６６５
ｃ１０４２８６．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｓｆ１ ６．１０４７３７１１６ ２５．５０７０６００７０ １．９１９１５７８９３ Ｕｐ Ｋ０８５６０
ｃ９４８２９．ｇｒａｐｈ＿ｃ１ Ｇａｔａ４ １．２４５６３０１５８ ３．１１３２９２９７２ １．２２５５１５８７１ Ｕｐ Ｋ０９１８３
ｃ９５１１５．ｇｒａｐｈ＿ｃ１ Ｋｄｍ６Ｂ／ＪＭＪＤ３ ５２．００７２７９７９０ ３５０．３９２１５１８００ ２．６０７８０４０６３ Ｕｐ Ｋ１１４４８
ｃ９２２８１．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｃｙｐ１１ａ１ ９．４０２１２１２５９ ５５．３０８８５０９６０ ２．３９０６６５０７４ Ｕｐ Ｋ０４６８６
ｃ１０２０８８．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｃｙｐ１１ｂ１ １６．８１５８１６４９０ ２３２．７６８８６８０００ ３．６６６３４０４９０ Ｕｐ Ｋ００４９７

ｃ７４９９２．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
Ｐ４５０２Ｃ５ｌｉｋｅ ２．００４０８１８８７ ０．１９７８８０３２２ －３．３９７２２２４０９ Ｄｏｗｎ Ｋ０７４１３

ｃ８１３７８．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ａｋｒ１ｄ１ ２２．７１５９９１０３０ １１．６６４０５２０４０ －１．１０２８５５０７２ Ｄｏｗｎ Ｋ００２５１
ｃ１０５０３６．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｈｓｄ３ｂ１ １４６．２５２７１９１００ ４７３．９５４５２０１００ １．５３０６４６９１１ Ｕｐ 
ｃ９５２６５．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｈｓｄ１７ｂ１ １４．３９４５３４２８０ ３２．５０２２５３０８０ １．０２９４７６２３９ Ｕｐ Ｋ０００４４
ｃ９６５２１．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｈｓｄ１１ｂ２ １９．０８８２８３２６０ ４６．３５２３９９７４０ １．１６９０２２８１０ Ｕｐ Ｋ０００７１
ｃ８６０８４．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｄｎａｊａ４ １６．６１７６６１４５０ ５．９０１３０６９８７ －１．６１３８２４０１１ Ｄｏｗｎ Ｋ０９５０５
ｃ８０５８７．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｈｓｐｂ６ ７０．３９１６７４８４０ １４．３２４８３４５１０ －２．４５１６４２９９４ Ｄｏｗｎ Ｋ０９５４５
ｃ１０４１０５．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｓｅｒｐｉｎｈ１ １３５．３４１９０７８００ ３７．８１５９０３２３０ －１．９９４６４３６０５ Ｄｏｗｎ Ｋ０９５０１
ｃ７５８０３．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｔｒｐｖ４ ０．７２００８８０５０ ０．８８７８６４０５９ ０．１６９９０１０３９ Ｕｐ Ｋ０４９７３
ｃ８５５５５．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｔｒｐｍ４ １．８１４４０１２６６ ０．６５５１０６８８２ －１．５６４２５７６４３ Ｄｏｗｎ Ｋ０４９７９

２．５　实时荧光定量ＰＣＲ和免疫组化染色
为确定转录组测序结果的可靠性，选取９个

基因进行 ｑＰＣＲ验证，结果表明：在１６期两性性
腺中，所选基因的ｍＲＮＡ表达水平与转录组测序
结果相一致，且 Ｄｍｒｔ１、Ａｍｈ、Ｋｄｍ６Ｂ、Ｇａｔａ４、
Ｃｙｐ１１ｂ１、Ｈｓｄ１７ｂ１、Ｈｓｄ１１ｂ２在ＭＰＴ性腺中的表达
水平较高，而Ｈｓｐｂ６、Ｄｎａｊａ４、Ｓｅｒｐｉｎｈ１在 ＦＰＴ性腺
中表达较高（图６）。同样，ＳＯＸ９、ＡＭＨ和 ＦＯＸＬ２
蛋白的免疫荧光染色也表明：在２５期 ＭＰＴ性腺
中，ＳＯＸ９和 ＡＭＨ蛋白大量表达，分别定位在髓
质区支持细胞的细胞核和细胞质中，ＦＰＴ性腺中
则未检测到荧光信号（图７ａ，７ｂ）。相反，ＦＯＸＬ２
在２３期 ＦＰＴ性腺中大量表达，分布于髓质区体
细胞细胞核，ＭＰＴ性腺中未见表达，见图７ｃ。

３　讨论

动物性别决定和分化长期以来都是生物学

的研究热点。自 Ｓｒｙ雄性性别决定基因［３１］被发

现以来，ＧＳＤ动物中其他性别决定基因如 Ｄｍｙ、
Ｄｍｗ、Ｄｍｒｔ１、Ａｍｈｙ、Ｇｓｄｆｙ、Ａｍｈｒ２陆续被研究报
道［３２３８］，并获得许多阐述详尽的分子调控通路。

在ＴＳＤ动物中，ＧＥ等在红耳龟上发现组蛋白去
甲基化酶 Ｋｄｍ６Ｂ通过去除 Ｄｍｒｔ１启动子区的
Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３标记，直接激活 Ｄｍｒｔ１转录，从而启动
雄性性腺分化［３９］。但 ＴＳＤ的机制研究仅仅局限

在某几个物种上，研究深度远落后于 ＧＳＤ。本研
究分析了红耳龟早期性腺转录组，筛选到４７４个
性别相关 ＤＥＧｓ，除报道较多的 Ｄｍｒｔ１、Ａｍｈ、Ｓｏｘ９
和Ｓｆ１［３７３８，４０４３］外，通过 ＧＯ和 ＫＥＧＧ分析发现
Ｃｙｐ１１ａ１、Ｃｙｐ１１ｂ１、Ａｋｒ１ｄ１等在“类固醇激素代谢
合成”性别分化相关的通路中显著富集（图５ａ），
以及Ｔｒｐｖ４、Ｔｒｐｍ４、Ｄｎａｊａ４、Ｈｓｐｂ６、Ｓｅｒｐｉｎｈ１等在热
信号传导中呈差异表达（表４）。因此，ＴＳＤ机制
很可能构成了一个极其复杂的网络，由多基因多

途径共同调控性别决定和分化。本研究主要对

类固醇激素代谢合成通路和温度敏感因子重点

筛选分析。

类固醇激素代谢合成通路中，Ｃｙｐ１１ａ１作为
控制类固醇生物合成的第一步和限速步骤，经垂

体激素的控制，通过 ＣＡＭＰ信号通路在肾上腺皮
质和性腺中表达［４４］。Ｓｆ１与Ｃｙｐ１１ａ１的启动子结
合，在类固醇基因的组织特异性和激素调控表达

中起重要的作用［４５］。我们转录组数据显示

Ｃｙｐ１１ａ１和 Ｃｙｐ１１ｂ１在 ＭＰＴ性腺中显著上调。
ＭＡＲＴ?Ｎ等认为 Ｃｙｐ１１ａ１在胡子鲇 （Ｃｌａｒｉａｓ
ｂａｔｒａｃｈｕｓ）发育成熟的睾丸中高表达，可能参与调
节硬骨鱼性腺外或循环类固醇水平［４６］。Ｃｙｐ１１ｂ１
是编码由睾酮产生１１β羟基睾酮的关键酶，博纳
里牙汉鱼 （Ｏｄｏｎｔｅｓｔｈｅｓｂｏｎａｒｉｅｎｓｉｓ）中已证实
Ｃｙｐ１１ｂ１表达与睾丸的形态分化呈正相关［４７］。
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由此可推出，这两个基因具有促进睾丸分化的重

要作用。转录组数据中 Ａｋｒ１ｄ１表达下调（即 ＦＰＴ
高表达），而ＣＲＥＷＳ等认为红耳龟、鸟类中Ａｋｒ１ｄ１

在ＭＰＴ表达是另一个潜在的雄性化机制［４８］，这

与国外推测的研究结果相反。ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０
２Ｃ５ｌｉｋｅ涉及含血清素的神经突触、炎症介质对ＴＲＰ

（ａ）红色、绿色分别代表上、下调基因；（ｂ）和（ｃ）ｎ≥３，柱状图上方“”代表差异显著（Ｐ＜０．０５）。
（ａ）Ｒｅｄａｎｄｇｒｅｅｎｒｅｐｒｅｓｅｎｔｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；（ｂ）ａｎｄ（ｃ）ｎ≥３，“”ａｔｔｈｅｔｏｐｏｆｔｈｅｂａｒｃｈａｒｔ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．

图５　类固醇激素代谢合成通路中的差异表达基因及部分验证结果
Ｆｉｇ．５　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓａｎｄｓｅｖｅｒａｌｖａｌｉｄａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｉｎｓｔｅｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｐａｔｈｗａｙ
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通道的调节、类固醇类激素生物合成等过程，表

明其参与着重要基础生命代谢合成过程。此外，

转录组和 ｑＰＣＲ虽检测到 Ｈｓｄ３ｂ１、Ｈｓｂ１７ｂ１、
Ｈｓｄ１１ｂ２的差异表达，但目前并没有这些基因参
与性别调控过程的相关报道，有待进一步研究。

ＰＩＥＡＵ［４９］于１９９９年已提出热敏感基因能直
接或间接激活芳香化酶，作用于ＧＰＣＲ型受体后，
由蛋白激酶Ａ使 Ｔｒｐｖ４敏感；另一种则由热休克
蛋白参与雌激素受体的结合或解离发挥作用［５０］。

研究［５０］表明 ＴＲＰ通道响应温度刺激形成钙离子
流，降钙素能作为温度调节器调节哺乳动物的血

清钙激素。因此，它作为介质使温度诱导性腺中

的钙离子流，本研究结果显示，与钙离子有关的

热敏感基因 Ｔｒｐｖ４、Ｔｒｐｍ４呈差异表达，其温度激
活范围分别为 ＞２７℃和１５～３５℃，与红耳龟孵
化温度（２６～３２℃）相吻合［５１５２］，推测很可能通

过温度激活下游靶基因参与调控决定性别和分

化过程。本研究还发现热休克蛋白家族的

Ｄｎａｊａ４、Ｈｓｐｂ６、Ｓｅｒｐｉｎｈ１呈现差异表达。目前，大
鳞大 马 哈 鱼 Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｔｓｈａｗｙｔｓｃｈａ、虹 鳟
Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ等鱼类中ＨＳＰ７０和ＨＳＰ９０的
表达会随着水温变化而改变［５３５４］。此外，ＨＳＰ７０
已被证实能与Ｓｏｘ９ａ、Ｇａｔａ４和Ｌｈｘ６一起参与罗

非鱼的性腺发育过程，且ＨＳＰ７０在睾丸中呈高表
达［５５］。同样，猜测Ｄｎａｊａ４、Ｈｓｐｂ６、Ｓｅｒｐｉｎｈ１很可能
在红耳龟性别分化过程中也起到高温候选传感

器的作用。综上，ＴＲＰ蛋白编码基因和ＨＳＰ热休
克蛋白基因很可能响应温度通过钙调素或其他

某种未知方式，直接调控下游靶基因或激素来

影响性腺性别分化过程。

图６　部分差异表达基因的ｑＲＴＰＣＲ
与转录组的比较分析

Ｆｉｇ．６　Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ｓｅｖｅｒａｌｓｅｌｅｃｔｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｇｅｎｅｓｂｙｑＲＴＰＣＲａｎｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

标尺．５０μｍ。
Ｓｃａｌｅｂａｒ．５０μｍ．

图７　３个差异表达基因的免疫组化验证
Ｆｉｇ．７　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｒｅｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ

　　激素、热敏性基因与性别相关基因的网络尤
为复杂，候选基因能否在性别分化过程中起到关

键作用，还有待进一步证实。通过此次研究，我

们筛选获得了与红耳龟性别有关的候选基因，结

合相关通路和研究报道，分析并预测了性别分化

的靶向基因，为进一步阐明红耳龟ＴＳＤ机制提供
基础数据。

４　总结

本研究对红耳龟１６期两性性腺进行了转录

８４



１期 刘　芳，等：红耳龟性别分化相关基因的筛选与分析

组测序，经ＧＯ注释和ＫＥＧＧ功能富集分析，发现
雌雄差异表达转录本主要在“类固醇激素代谢合

成通路”“ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路”“ｃＡＭＰ信号通路”
“ＴＧＦβ信号通路”“Ｗｎｔ信号通路”“雌激素信号
通路”“ＴＲＰ通道”等与性别分化相关的通路中显
著富集。所筛基因可能是爬行动物 ＴＳＤ机制研
究的重要目标基因，包括 Ｄｍｒｔ１、Ｓｏｘ９、Ｆｏｘｌ２等高
度保守的性别分化基因，Ｃｙｐ１１ｂ１、Ｈｓｄ１１ｂ２等类
固醇激素代谢相关基因，以及 Ｈｓｐｂ６、Ｄｎａｊａ４、
Ｓｅｒｐｉｎｈ１等热敏性蛋白编码基因，这为解析 ＴＳＤ
分子机制提供了基础数据。

感谢实验室其他成员在红耳龟卵孵化和取

样过程中的帮助。
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Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，２０１４，１０（１１）：６７３６８３．

［４１］　ＫＵＲＯＫＩＳ，ＭＡＴＯＢＡＳ，ＡＫＩＹＯＳＨＩＭ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｏｕｓｅ ｓｅｘ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｂｙ ｔｈｅ ｈｉｓｔｏｎｅ
ｄｅｍｅｔｈｙｌａｓｅＪｍｊｄ１ａ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０１３，３４１（６１５０）：
１１０６１１０９．

［４２］　ＭＯＲＲＩＳＨＢＣ，ＳＩＮＣＬＡＩＲＡＨ．Ｖｅｒｔｅｂｒａｔｅｓｅｘｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ：
ｍａｎｙｍｅａｎｓｔｏａｎｅｎｄ［Ｊ］．Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，２００２，１２４（４）：
４４７４５７．

［４３］　ＫＯＨＮＯＳ，ＰＡＲＲＯＴＴＢＢ，ＹＡＴＳＵＲ，ｅｔａｌ．Ｇｏｎａｄａｌ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｅｐｔｉｌｅｓ ｅｘｈｉｂｉｔｉｎｇ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｓｅｘ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＳｅｘｕａｌＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２０１４，８（５）：２０８
２２６．

［４４］　ＴＯＩＴＲＬＤ，ＳＴＯＲＢＥＣＫＫＨ，ＣＡＲＴＷＲＩＧＨＴＭ，ｅｔａｌ．
Ｐｒｏｇｅｓｔｉｎｓｕｓｅｄｉｎｅｎｄｏｃｒｉｎｅｔｈｅｒａｐｙａｎｄｔｈｅｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒ
ｔｈｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｓｔｅｒｏｉｄ
ｈｏｒｍｏｎｅｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒａｎｄＣｅｌｌｕｌａｒＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，２０１７，
４４１：３１４５．

［４５］　ＧＵＯＩＣ，ＨＵＭＣ，ＣＨＵＮＧＢＣ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆＣＹＰ１１Ａ１［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｍｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅ，２００３，１０
（６）：５９３５９８．

［４６］　ＲＡＪＡＫＵＭＡＲＡ，ＳＥＮＴＨＩＬＫＵＭＡＲＡＮＢ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆｃｙｐ１１ａ１ｄｕｒｉｎｇｇｏｎａｄａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ｒｅｃｒｕｄｅｓｃｅｎｃｅａｎｄ
ａｆｔｅｒｈＣＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｓｅｘｓｔｅｒｏｉｄａｎａｌｏｇｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｔｈｅ
ｃａｔｆｉｓｈ，Ｃｌａｒｉａｓｂａｔｒａｃｈｕｓ［Ｊ］．ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄ
ＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙＰａｒｔＢ：ＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，
２０１４，１７６：４２４７．

［４７］　ＢＬＡＳＣＯＭ，ＦＥＲＮＡＮＤＩＮＯＪＩ，ＧＵＩＬＧＵＲＬＧ，ｅｔａｌ．
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｃｙｐ１１ａ１ａｎｄｃｙｐ１１ｂ１ａｎｄｔｈｅｉｒ
ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｉｎｐｅｊｅｒｒｅｙ（Ｏｄｏｎｔｅｓｔｈｅｓｂｏｎａｒｉｅｎｓｉｓ）
ｄｕｒｉｎｇ ｅａｒｌｙ ｇｏｎａｄａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ
ＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙＰａｒｔＡ：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ＆Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２０１０，１５６（１）：１１０１１８．

［４８］　ＣＺＥＲＷＩＮＳＫＩＭ，ＮＡＴＡＲＡＪＡＮＡ，ＢＡＲＳＫＥＬ，ｅｔａｌ．Ａ
ｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｙｓｔｅｍｉｃａｎｄ ｇｏｎａｄａｌｅｆｆｅｃｔｓｏｆ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｓｅｘｕａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｔｈｅｒｅｄｅａｒｅｄｓｌｉｄｅｒ
ｔｕｒｔｌｅＴｒａｃｈｅｍｙｓｓｃｒｉｐｔａｅｌｅｇａｎｓ［Ｊ］．ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌＢｉｏｌｏｇｙ，
２０１６，４２０（１）：１６６１７７．

［４９］　ＰＩＥＡＵＣ，ＤＯＲＩＺＺＩＭ，ＲＩＣＨＡＲＤＭＥＲＣＩＥＲＮ．Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｓｅｘｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎａｎｄｇｏｎａｄａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎ
ｒｅｐｔｉｌｅｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌｕｌａｒａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓＣＭＬＳ，
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１９９９，５５（６）：８８７９００．
［５０］　ＤＡＲＢＹＷＧ，ＧＲＡＣＥＭＳ，ＢＡＲＡＴＣＨＩＳ，ｅｔａｌ．Ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｏｆ

ＴＲＰＶ４ｂｙｄｉｖｅｒｓｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ［Ｊ］．ＴｈｅＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌ
ｏｆＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＣｅｌｌＢｉｏｌｏｇｙ，２０１６，７８：２１７２２８．

［５１］　ＭＡＲＴíＮＥＺＪＵ?ＲＥＺＡ，ＬＰＥＺＬＵＮＡＭ Ａ，ＰＯＲＲＡＳ
ＧＭＥＺＴＪ，ｅｔａｌ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅＳｏｘ９，Ｆｏｘｌ２，Ｖａｓａ，
ａｎｄＴＲＰＶ４ｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅｏｖａｒｉｅｓａｎｄｔｅｓｔｅｓｏｆｔｈｅＭｏｒｅｌｅｔ’ｓ
ｃｒｏｃｏｄｉｌｅ，Ｃｒｏｃｏｄｙｌｕｓｍｏｒｅｌｅｔｉｉ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ＺｏｏｌｏｇｙＰａｒｔＢ：ＭｏｌｅｃｕｌａｒａｎｄＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌＥｖｏｌｕｔｉｏｎ，
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［５２］　ＭＯＮＴＥＬＬＣ．ＴｈｅＴＲＰｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙｏｆｃａｔｉｏｎｃｈａｎｎｅｌｓ［Ｊ］．
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ｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎＣｈｉｎｏｏｋｓａｌｍｏｎｆｏｌｌｏｗｉｎｇｈｅａｔｓｈｏｃｋ，ｓｅａｗａｔｅｒ
ｃｈａｌｌｅｎｇｅ， ａｎｄ ｈａｎｄｌｉｎｇ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ［Ｊ］． Ｍａｒｉｎｅ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０００，２（４）：３２９３３８．

［５４］　ＮＡＫＡＮＯＫ，ＩＷＡＭＡＧＫ．Ｔｈｅ７０ｋＤａｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎｔｗｏｉｎｔｅｒｔｉｄａｌｓｃｕｌｐｉｎｓ，Ｏｌｉｇｏｃｏｔｔｕｓｍａｃｕｌｏｓｕｓａｎｄ
Ｏ．ｓｎｙｄｅｒｉ：ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｈｓｐ７０ａｎｄｔｈｅｒｍａｌｔｏｌｅｒａｎｃｅ［Ｊ］．
ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙＰａｒｔＡ：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
＆ＩｎｔｅｇｒａｔｉｖｅＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２００２，１３３（１）：７９９４．

［５５］　ＴＡＯＷＪ，ＣＨＥＮＪＬ，ＴＡＮＤＪ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｄｉｓｐｌａｙ
ｄｕｒｉｎｇｔｉｌａｐｉａ ｓｅｘ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｓ
ｒｅｖｅａｌｅｄｂｙＲＮＡＳｅｑａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＢＭＣＧｅｎｏｍｉｃｓ，２０１８，１９
（１）：３６３．

Ｓｃｒｅｅｎａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｅｎｅｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｓｅｘｕａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｒｅｄｅａｒｅｄ
ｓｌｉｄｅｒｔｕｒｔｌｅ，Ｔｒａｃｈｅｍｙｓｓｃｒｉｐｔａ

ＬＩＵＦａｎｇ１，２，ＭＡＸｉａｏｈｕｉ１，２，ＳＵＮＷｅｉ１，ＱＩＡＮＧｕｏｙｉｎｇ１，２，ＧＥＣｈｕｔｉａｎ１，２

（１．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＺｈｅｊｉａｎｇＷａｎｌｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｎｉｎｇｂｏ　３１５１００，Ｚｈｅｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ；
２．ＮａｔｉｏｎａｌＤｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎＣｅｎｔｅｒｆｏｒＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＦｉｓｈｅｒｉｅｓＳｃｉｅｎｃｅＥｄｕｃａｔｉｏｎ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，
Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｓｅｘｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｉｓａｎｏｔａｂｌｅｍｏｄｅｌｏｆｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ；ｈｏｗｅｖｅｒ，ｉｔｓ
ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｒｅｍａｉｎｓｕｎｃｌｅａｒ．ＡｓａｔｙｐｉｃａｌＴＳＤｓｐｅｃｉｅｓ，ｔｈｅｒｅｄｅａｒｅｄｓｌｉｄｅｒｔｕｒｔｌｅ
（Ｔｒａｃｈｅｍｙｓｓｃｒｉｐｔａ）ｈａｓｉｔｓｏｆｆｓｐｒｉｎｇｇｅｎｄｅｒｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ．Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏ
ｐｒｏｖｉｄｅｍｏｒｅｂａｓｉｃｄａｔａｆｏｒｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｎｇｔｈｅＴＳＤｍｅｃｈａｎｉｓｍ，ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎＴ．
ｓｃｒｉｔｐａｅａｒｌｙｅｍｂｒｙｏｎｉｃｇｏｎａｄｓｏｆｓｔａｇｅ１６ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（ｍａｌｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（ＭＰＴ）ａｎｄ
ｆｅｍａｌｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（ＦＰＴ））ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ．ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ２５００ｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｐｌａｔｆｏｒｍｗａｓｕｓｅｄ
ｆｏｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．Ａｔｏｔａｌｏｆ４７４ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄｏｕｔ，ａｍｏｎｇｗｈｉｃｈ
２８３ｇｅｎｅｓｓｈｏｗｅｄＭＰＴｈｉｇｈｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄ１９１ｇｅｎｅｓｓｈｏｗｅｄＦＰＴｈｉｇｈｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｂｙｃｏｍｐａｒｉｎｇｗｉｔｈ
ＮＲ，ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ，ＧＯ，ＣＯＧ，ＫＯＧａｎｄＫＥＧＧｄａｔａｂａｓｅｓ，６０ＧＯｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎｎｏｔａｔｉｏｎｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｓａｎｄ１３９
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