
脊椎动物体表附属器官的变异一直是进化和

发育生物学家关注的问题。早在 1875年，达尔文
在《动物和植物在家养下的变异》一书中指出，毛
发、羽毛、蹄、角以及牙齿等体表附属器官具有共

同起源，并描述了一户印度家庭四代人少汗和毛

发牙齿等发育缺陷的男性遗传疾病[1]。这种疾病后
来被称为止汗或少汗型外胚层发育不良症（an－
hidrotic/hypohidrotic ectodermal dysplasia，HED/E－
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摘 要：裂腹鱼亚科鱼类具有丰富的体表附属器官变异，而 Edar 是控制这类结构发育的关键基因。以 5 种裂腹
鱼的代表物种为材料克隆其 Edar 基因的编码区片段，序列分析表明：该基因编码的蛋白在裂腹鱼中存在长度
不同的组氨酸重复序列，串联组氨酸插入可能与蛋白定位有关；基因树支持裂腹鱼与金线鲃具有最近的亲缘

关系；分子进化分析未检测到正选择信号，裂腹鱼 Edar 基因的低复杂区可能是受选择区域。以上结果说明裂腹
鱼 Edar 基因的结构变异可能与裂腹鱼表型变异和演化有关。
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Abstract：Schizothoracine subfamily fishes are rich in variations of skin appendages. The Edar gene plays a
vital role in the development of these structures. The coding region segments of Edar gene were obtained
from five representative Schizothoracine species. Histidine repeats of different lengths were found in the pro－
tein sequences of this gene in Schizothoracine. Tandem histidine inserts might account for the localization of
the protein. The gene tree showed that Schizothoracine fishes clustered with the golden-line fish. Signals of
positive selection were not detected in our molecular evolution analysis, while the low complextity region of this
gene might be the target for selection. It is concluded from the above results that the structural mutations in
Schizothoracine Edar gene might be related to the phenotypic variation and evolution in these species.
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DA）。HED具有两大鲜明特征，一是同时影响多
个外胚层发育而来的器官，二是受影响的人群主

要为男性[2]。引起 HED的基因主要有 4种[3]：外胚

层发育不良因子 A（Ectodysplasin-A，Eda）、Eda受
体（Ectodysplasin-A receptor，Edar）、Eda受体相关
的死亡结构域 （Edar associated death domain，
Edaradd）和Wnt基因家族成员中的Wnt10a。研究
表明，EDA信号通路非常保守，上述基因的突变
不仅在狗、牛、大鼠、小鼠和人等哺乳动物中造成
相似的外胚层发育不良表型，在鸡、斑马鱼和青鱼将
等其他脊椎动物中也同样影响外胚层衍生的体表

附属器官发育[2, 4～7]。
裂腹鱼亚科（Schizothoracine）是鲤形目鲤科

鱼类的一个分支，因肛门和臀鳍基部两侧扩大的

臀鳞状似腹部有裂缝而得名。该亚科广泛分布于
青藏高原及其毗邻地区，包含 11~12属共 100多
种[8]。研究表明，在适应高原环境的过程中，裂腹
鱼亚科鱼类的形态具有三大演化趋势：体鳞趋于

退化、下咽齿行数趋于减少、触须趋于消失[9]。值
得注意的是，裂腹鱼类群中这些发生变异的结构，

均为外胚层衍生的附属器官。已经证明，在模式动
物斑马鱼和青鱼将中，Edar/Eda的突变会影响个体
鳞片、鳍条和咽齿等结构的发育，且个体能存活到
成体并具有可育性[6, 7, 10]。然而这些研究均为人工
突变体筛选得到的结果，自然选择是否会通过这

些基因来促进物种演化还不得而知。
研究 EDA信号通路在裂腹鱼亚科鱼类表型

变异中的作用，有助于在分子水平理解自然选择

下体表附属器官的变异机制以及生物的适应性演

化。本研究首次对裂腹鱼亚科鱼类的 Edar基因进
行了克隆和序列分析，为揭示 Edar基因在裂腹鱼
亚科鱼类表型变异中的作用奠定了基础。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 动物样品的采集
青海湖裸鲤（Gymnocypris przewalskii）采集于

青海省刚察县泉吉乡。由于青海湖裸鲤为国家二
级保护动物，经当地有关部门批准，采用粘网捕获

少量个体。异齿弓鱼（Schizothorax o’oconnori）、双
须叶须鱼（Ptychobarbus dipogon）和尖裸鲤（Oxy－
gymnocypris stewartii）购自西藏自治区拉萨市布
达拉宫西鱼市。高原裸裂尻鱼（Schizopygopsis
stoliczkae）采集于西藏自治区日土县，采用粘网捕

获。实验用鱼就地解剖并迅速将组织放入液氮中
保存，带回实验室后置于-80 ℃冰箱保存。
1.1.2 主要试剂

RNAVzol试剂盒购于北京威格拉斯生物技术
公司，pGEM-T easy 载体购自 Promega 公司（美
国），反转录试剂盒购于 Thermo公司（美国），PCR
所需 10×Buffer、dNTP和 Ex Taq聚合酶购自大连
宝生物公司，感受态 DH5α购自北京全式金生物公
司，DNA凝胶纯化试剂盒购自上海生工生物工程有
限公司，其它生化试剂均为国产分析纯试剂。
1.2 方法
1.2.1 总 RNA提取与第一链 cDNA的合成

RNA提取采用 RNAVzol试剂盒，参照说明书
执行。每个物种选取一个个体，取 100 mg侧线上
方白肌组织置于加入了预冷 RNAVzol 试剂的组
织研磨器中，冰上迅速研磨至匀浆，裂解充分后经

氯仿抽提、异丙醇沉淀和乙醇洗涤等步骤获得
RNA沉淀。干燥的 RNA沉淀以 0.1 % DEPC处理
水溶解，利用 Nanodrop 2000紫外分光光度计测
定 OD260/280值以确定纯度，并通过 1 %的琼脂糖凝
胶电泳大致判断其完整性。第一链 cDNA合成利
用 Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit进行。
1.2.2 引物设计
从 GenBank获取人（Homo sapiens, NM_0223-

36.3）、斑马鱼（Danio rerio, NM_001115064.1）、青
鱼将（Oryzias latipes, NM_001104759.1）的 Edar mRNA
序列，用 Primer Premier 6（Premier Biosoft，USA）
软件在其高度保守区内设计引物，并利用 NCBI
的在线工具 Primer-BLAST在斑马鱼 Refseq mR－
NA数据库中检查引物特异性。最终设计的引物
序列为 ER-F：5′-ATCGCCATGTCAACCATCTTC-
ATC-3′和 ER-R：5′- CGTCTTCACCACCGCCTT-
ATCA-3′。
1.2.3 cDNA 克隆
以上述 cDNA为模板，通过 RT-PCR扩增 5
种裂腹鱼 Edar CDS片段。反应体系为 50 μL，其
中 cDNA（浓度约 200 ng/μL）2 μL，包含 10 ×
Buffer 5 μL，dNTP（浓度为 2.5 μmol/L）2.5 μL，上
下游引物（浓度为 10 μmol/L）各 2 μL，Ex Taq聚
合酶（5 U/μL）0.5 μL，加入 ddH2O补足体积。反应
条件为：94 ℃预变性 5 min，94 ℃变性 40 s，57 ℃
退火 40 s，72 ℃延伸 50 s，共 38 个循环，最后在
72 ℃下延伸 10 min。PCR产物经 1%琼脂糖凝胶
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电泳检测后，通过凝胶回收试剂盒回收目的片段，

连接至 pGEM-T easy 载体中，转化大肠杆菌
DH5α感受态细胞，通过氨苄青霉素抗性筛选得
到阳性克隆，其中每个平板挑取的克隆数目不少

于 3个。采用含氨苄青霉素的 LB培养基进行扩
大培养后送上海生工生物公司，利用 M13引物进
行双向测序，若发现不同克隆的测序结果不一致，

则增加测序的克隆数目。
1.2.4 序列比对与基因树的构建
测序结果通过 BLAST确定是否为目标序列，

同时从 GenBank 下载其他硬骨鱼 Edar 基因序
列，纳入分析的物种包括：秀美花鱼将（Poecilia for－
mosa, XM_007557129.1）、三刺鱼（Gasterosteus
aculeatus, DQ985077.1）、白斑狗鱼（Esox lucius,
GATF01013030.1）、 钳 鱼 （Ictalurus punctatus,
JT414449.1）和狭孔金线鱼巴（Sinocyclocheilus an－
gustiporus, GAHO01128845.1）。利用MEGA5软件[11]

对序列进行比对和人工处理，并利用 DNAMAN
软件生成氨基酸比对结果。通过 jModelTest 2.1.1
软件[12]基于赤池信息准则（Akaike information cri－
terion，AIC）选择最佳的核酸替代模型，进而构建
最大似然树和贝叶斯树。最大似然树的构建采用
PAUP 4.0b10[13]及 PaupUp 图形化界面，通过启发
式搜索算法进行 1 000次重复（方式为 random-
addition-sequence），Bootstrap 进行 1 000 次重复
以获得支持度。贝叶斯树的构建采用 MrBayes
3.2.1软件[14]，两组重复同时进行，每组 4条Metropo－
lis-coupled Markov chains（3条热链和 1条冷链），
运行 10 000 000 代 Monte Carlo，取样频率为每
1 000代，舍弃前 50 %样本，进而利用剩下的 5 002
棵样本树生成 50% majority-rule 一致性树。
1.2.5 分子进化分析
采用 PAML 4.7a 软件包 [15]中的 codeml 程序

对裂腹鱼 Edar基因进行分支模型、位点模型和分
支位点模型分析。因裂腹鱼属（Schizothorax）最为

原始，在分析时将裂腹鱼支系和除裂腹鱼属的异

齿弓鱼外的其他裂腹鱼支系分别作为前景支，其

他物种作为背景支。所有嵌套模型均采用似然比
检验法（LRT），利用卡方检验判断两模型间的似
然函数对数值（lnL，l）的差异（2Δl）是否显著。

2 结果

2.1 测序结果和序列比对
本实验获得 5种裂腹鱼的 Edar基因 CDS片
段长度为 585~612 bp，其中青海湖裸鲤的序列最
长（612 bp），异齿弓鱼的序列最短（585 bp）。翻译
成氨基酸后，本研究获得的序列对应 EDAR蛋白
的跨膜区和死亡结构域之间的区域，与斑马鱼相

比，裂腹鱼的序列中具有不同程度的插入缺失（图

1）。此外，该基因在异齿弓鱼、双须叶须鱼和高原
裸裂尻鱼分别存在两种单倍型（见表 1，分别编号
为 1和 2）。值得注意的是，与其他几种硬骨鱼相
比，裂腹鱼类在该蛋白的一处低复杂区域存在不

同长度的组氨酸（His，H）插入，其中异齿弓鱼无
插入，双须叶须鱼插入 1或 3个，其他裂腹鱼类插
入 3~5个。
2.2 基因树的构建
基于获得的序列联合其他已知的硬骨鱼

Edar序列，进行最大似然方法和贝叶斯方法的基
因树构建，结果显示两种方法得到的基因树结构

一致（图 2），且节点处的贝叶斯后验概率
（bayesian posterior probability，BPP）及基于最大似
然法的 bootstrap值（BP）也较为一致。其中鲤形目
的斑马鱼、狭孔金线鱼巴、裂腹鱼类聚为一支（BPP=
91，BP=65），青鱼将、秀美花鱼将、三刺鱼和白斑狗鱼聚
为一支（BPP=100，BP=100），钳鱼单独为一支。这
一结果显示裂腹鱼类与金线鱼巴具有较近的亲缘关

系。值得注意的是，裂腹鱼的特化类群形成一个支
持度较高的多岐分支（BPP=100，BP=92），而该分
支内部的系统发育关系却不能得到解析。

表 1 裂腹鱼种类及克隆测序结果
Table 1 Sampled taxa of Schizothoracine and the corresponding seq-by-clone result

注：括号里的代号表示序列或单倍型名称，冒号后的数字表示对应的克隆数目。
Notes: Designated codes of the sequences or haplotypes were in parentheses, with the respective number of
clones after a colon.

Number of haplotypes and respective clones
1 (GCP∶4)

2 (STO_1∶3, STO_2∶4)
2 (PBD_1∶7, PBD_2∶4)

1 (OGS∶3)
2 (SPS_1∶5, SPS_2∶3)

Species
Gymnocypris przewalskii
Schizothorax o′oconnori
Ptychobarbus dipogon
Oxygymnocypris stewartii
Schizopygopsis stoliczkae

Locality
Qinghai
Tibet
Tibet
Tibet
Tibet

Number of sequenced clones
4
7
11
3
8
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图 2 基于硬骨鱼 Edar 基因片段的基因树
节点处的支持度分别表示贝叶斯后验概率和最大似然树的 Bootstrap 值。
Fig.2 Gene tree topology based on Edar gene segments of teleosts
Support values at the nodes indicate Bayesian posterior probability and maximum likelihood bootstrap value, respectively.

图 1 多物种 Edar 基因片段编码的氨基酸序列比对
蓝色条带表示低复杂区域，黄色条带表示跨膜区，绿色条带表示死亡结构域，红色条带表示组氨酸插入。 裂腹鱼物种代号
同表 1，其他物种也一并用三字母代号表示，分别为：SCA（狭孔金线鲃）、DNR（斑马鱼）、ILP（钳鱼）、OZL（青鳉）、PCF（秀美
花鳉）、GSA(三刺鱼)和 EXL(白斑狗鱼)。
Fig.1 Amino acid sequence alignment coded by Edar gene segments of multi-species
Blue bars indicate the low complexity region, yellow bar indicates the transmembrane region, green bar indicates the death do-
main, and the red bar indicates the histidine inserts. Designated codes of Schizothoracine can be found to Table 1, and the fol-
lowing three-letter -codes are used to represent other species, specifically, SCA for Sinocyclocheilus angustiporus, DNR for
Danio rerio, ILP for Ictalurus punctatus, OZL for Oryzias latipes, PCF for Poecilia formosa, GSA for Gasterosteus aculeatus, and
EXL for Esox lucius.

100/100

91/65

100/-

100/85

100/92

1.0

100/99
100/100

63/53

58/-

ILP
EXL
GSA
OZL
PCF
DNR
SCA
STO_1
STO_2
SPS_2
PBD_1
GCP
OGS
SPS_1
PBD_2
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2.3 分子进化分析
利用 PAML 软件进行的分子进化分析结果

见表 2。分支模型分析显示，不论是否将异齿弓鱼
纳入前景支进行分析，似然比检验的结果均不支

持裂腹鱼支系的氨基酸非同义/同义替换比率（dN/
dS，ω）发生显著变化（P>0.05）。同时，分支位点模

型分析的结果也不支持裂腹鱼支系存在正选择位

点（P>0.05）。在位点模型分析中，M3与 M0模型
的比较显示该基因不同位点的氨基酸替换比率在

物种间具有异质性（P=0），而 M8和 M7模型以及
M2和 M1模型的 LRT检验均不支持 Edar基因在
硬骨鱼中存在正选择位点（P>0.05）。

表 2 不同嵌套模型之间的似然比检验
Table 2 Likelihood ratio tests (LRTs) between different nested models

Model
Branch models
Two ratio vs. M0 (include Schizothorax o’oconori)
Two ratio vs. M0

Site models
M3 vs. M0
M2a vs. M1a
M8 vs. M7

Branch-site models
Model A vs. null (include Schizothorax o’oconori)
Model A vs. null

df

1
1

4
2
2

1
1

2Δln L

1.355
0.946

98.346
0
5.502

0
0

P value

0.244
0.331

0
1
0.064

1
1

3 讨论

本实验克隆了 5 种裂腹鱼亚科鱼类的 Edar
基因 CDS片段，并将其编码的氨基酸序列与其他
硬骨鱼的该基因氨基酸序列进行了分子进化分

析。Edar基因为肿瘤坏死因子受体（tumor necro－
sis factor receptor，TNFR）超家族的一员，其编码
的 EDAR蛋白为分泌型的跨膜蛋白，包含信号肽
序列、TNFR 位点、跨膜区、低复杂区域和死亡结
构域[2, 16]。研究表明 Edar的 5′UTR和 3′UTR区域
在不同物种间差异较大，其信号肽序列的同源性

也不高，且跨膜区两端的低复杂区域也具有较大

变异，说明该基因发挥生物学作用的途径可能具

有物种特异性[16]。本研究发现，裂腹鱼 EDAR蛋白
的低复杂区域存在不同数目的组氨酸插入。已有
研究表明，蛋白序列中的串联组氨酸插入可能影

响分泌型蛋白的靶向部位，从而改变蛋白的生物

学效应[17]。此外，裂腹鱼中的组氨酸插入呈现一定
的规律性，即具有不同插入缺失数目的物种正好

可以对应曹文宣等[9]划分的裂腹鱼的 3个等级。然
而，在青海湖裸鲤和尖裸鲤中我们没有检测到其

他单倍型，这可能是由于测序的克隆数目不够。此
外，利用 Edar片段构建的基因树并不能很好地反
映裂腹鱼的进化关系，这可能是由于该片段为核

基因 CDS片段，积累的变异较少，因此无法准确
反映较低阶元的物种发生关系。另外，本试验的分
子进化分析并没有提供 Edar基因发生正选择的

证据，这可能是因为该基因所受自然选择正是发

生在上述发生插入事件的低复杂区域，而 PAML
软件无法对插入缺失的信息进行很好的处理[15]。
影响生物表型变异与演化的因素有很多，研

究人员基于基因序列上的变化提出了两种假说，

即支持变异与演化由基因调控区域主导的“调控
变异”（regulatory mutation）假说和支持由编码区
变异主导的“结构变异”（structural mutation）假说[18]。
在本研究中，裂腹鱼 Edar基因在编码序列中存在
结构变异，即氨基酸序列的变异和插入缺失。鉴于
该基因在外胚层衍生的体表附属器官发育中的重

要作用，我们推测这些结构变异与裂腹鱼相应结

构的演化存在密切联系，有必要在今后的工作中

对裂腹鱼亚科鱼类 Edar基因的表达调控及该信
号通路上的其他基因如Eda、Edaradd等进行研究。
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