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摘要! 采用同源性克隆和 24%&末端快速扩增"$&-,#方法克隆了条石鲷 !"#

!

24%&序列!

并分析了 !"#

!

:$%&在条石鲷组织中的表达差异和在卵巢发育不同时期的垂体$卵巢$脑中

表达水平变化% 结果发现!条石鲷 $%#24%&全长 884 EF!"$(长 /7/ EF!编码了 132 个氨基

酸!前 10 个氨基酸为信号肽% 条石鲷 &#24%&全长 089 EF!"$(长 482 EF!编码了 14: 个氨

基酸!前 34 个氨基酸为信号肽% (*+和 '+包含了 13 个保守的半胱氨酸残基"-@A#和一个

%7糖基化位点!在 '+的第 4 和第 8 个 -@A之间存在着硬骨鱼类特异性的 -@A7*GC7H0@7+<A

"-*H+#区域% 同源性比较和进化分析显示!条石鲷 (*+和 '+与鲈形目鱼类的进化关系较

近% 采用实时荧光定量 6-$法检测发现!$%#:$%&和 &#:$%&在垂体中的表达量最高!

其次是性腺&$%#:$%&在头肾和肾脏中不表达!&#:$%&在头肾中不表达% 周期表达分析

显示!垂体中的 $%#:$%&在卵巢发育的
!

期达到最大值!&#:$%&在
"

期达到最大值&卵

巢中的 $%#:$%&在
"

期达到最低值!而 &#:$%&在
"

期达到最大值&脑中的 $%#和 &#

:$%&在
"

期达到最低值% 激素分析显示!血清中 (*+在卵巢发育的
!

期达到最大值!而 '+

在
"

期达到最大值!血清中 (*+和 '+水平与垂体中 $%# :$%&和 &# :$%&表达趋势

一致%

关键词! 条石鲷& 促性腺激素
#

亚基& 24%&克隆& 表达& 卵巢发育周期

中图分类号! *:191455555555555 文献标志码'&

55鱼类的生殖活动主要受到下丘脑 6脑垂体 6

性腺轴 # 86H 轴 $ 的调控"其 中 促 性 腺 激 素

# I/D;J/3C/F<D K/C:/DG"H3+$起着重要的调控作

用( 卵泡刺激素 # B/00<20G7A3<:=0;3<DI K/C:/DG"

(*+$和黄体生成素#0=3G<D<?<DI K/C:/DG"'+$是

由脑垂体前叶合成和分泌的糖蛋白激素"对鱼

类性腺的发育)性类固醇激素和多肽类激素的

分泌)生殖活动的进行起着非常重要的作用'其

$

亚 基 与 促 甲 状 腺 激 素 # 3K@C/<J7A3<:=0;3<DI

K/C:/DG"L*+$和绒毛膜促性腺激素 #2K/C</D<2

I/D;J/3C/F<D"-H$的
$

亚基相同"但是
#

亚基具

有表达和调控的特异性
*1+

( 已有研究表明"(*+

在鱼类性腺发育的早期 #主要是配子发生和卵

黄产生阶段$起主要作用"它通过刺激性腺产生

雌二醇和睾酮等性类固醇激素来调节早期卵

子)精子的发生和卵黄生成
*3 6/+

"而 '+主要在

性腺成熟期发挥主导作用"'+主要刺激性腺分

泌促成熟激素#M)+$来促使精子和卵细胞的最
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后成熟并刺激排卵和排精
*3 6/+

( 目前已经对鲤

# '()*+,-./0*)+1$

*4+

)大麻哈鱼 #2,/1*3(,/3-.

45"0$

*8+

)鳙 # #()1)3"3067+/3"3(.,18+6+.$

*7+

)真

鲷 # '3*(.1)3*(.7091*$

*9+

)条 纹 狼鲈 # :1*1,5

.0;0"+6+.$

*0+

)西伯利亚鲟 #</+)5,.5*805*++$

*:+

)

团头鲂 # :5=0618*070 0786(/5)3060 $

*12+

)草鱼

# '"5,1)30*(,=1>1, +>5660 $

*11+

) 半 滑 舌 鳎

#'(,1=61..-..57+605?+.$

*13+

等 /2 多种鱼类的

H3+

#

亚基进行了研究"为认识其生殖调控机制

和突破调控产卵技术提供了理论和技术支撑(

条石鲷#2)65=,0"3+>05@0./+0"-.$隶属于鲈形

目#6GC2<B/C:GA$)石鲷科 #"F0GID;3K<J;G$)石鲷属

#2)65=,0"3-.$

*1/+

"主要分布在太平洋沿岸"包括中

国的黄海)东海)台湾沿海"朝鲜半岛的南部"日本

北海道以南和夏威夷的西北部太平洋沿岸
*14+

( 条

石鲷不仅肉质细嫩)口感独特)体色艳丽"具有很高

的营养价值和观赏价值"还适合网箱)池塘)陆基工

厂化养殖等养殖模式"有望发展为中国人工鱼礁增

殖放流和大型深水网箱养殖的新品种( 近年来"中

国开展了条石鲷繁殖生物学和人工繁育技术研究"

突破了自然产卵调控和苗种培育关键技术"促进了

条石鲷养殖业的发展
*18 617+

"但关于条石鲷生殖调

控的机制研究鲜有报道( 本实验克隆了 $%#和

&#的全长"并分析了该基因在不同组织和卵巢发

育不同时期的表达情况"同时测定了血清中 H3+

在卵巢发育不同时期的含量变化"旨在为其生殖内

分泌机制研究提供基础资料"为建立条石鲷稳定的

生殖调控技术提供理论支撑(

15材料与方法

)*)+实验材料

条石鲷于 3213 年 4 月至 3213 年 13 月取自

青岛忠海水产有限公司"共取人工培育的 / 龄以

上性成熟的条石鲷雌鱼#全长 3913/ </1111 2:"

体质量 49013 <79119 NI$17 尾( 条石鲷培育水

温 18 <37 O"盐度 30 </3"F+012 <013"溶解氧

7 :I5'以上"日换水率 /22P<822P( 实验鱼活

体打包充氧运回实验室后"以 M*333#322 :I5'$

麻醉后解剖"先抽血"然后取其脑)垂体)卵巢)心

脏)胃)幽门盲囊)肠)脾脏)肾脏等组织并快速投

入液氮中"后转入 602 O冰箱保存"用于总 $%&

的提取( 用 4;Q<JA/D 固定液固定部分卵巢组织"

34 K 后转入 92P的酒精保存"用于组织学观察"

确定卵巢发育时期( 血液于 4 O以 12 222 C5:<D

离心 8 :<D"取上清"于 632 O保存"用于血清中

促性腺激素的测定(

)*,+-'(提取

利用 $%&<A/ 60=A#L;R;$;$从垂体)脑)卵

巢等 1/ 个组织中提取总 $%&( 利用超微量紫

外检测仪 #%;D/JC/F 32224$检测总 $%&的纯

度和浓度" 1P琼脂糖凝胶电泳检测 $%&的

质量(

)*.+条石鲷 !"#

!

%&'(保守片段的克隆

根据 HGD8;DN 数据库中已有的其他鲈形目

鱼类的 $%#和 &#全长序列设计了特异性引物

#表 1 $( 以 垂 体 中 总 的 $%& 为 模 板" 根 据

6C<:G*2C<F3

%

$L76-$ R<3反 转 录 试 剂 盒

#L;R;$;$中的操作说明合成 24%&( 然后分别

用 (*+和 '+特异性引物扩增其保守序列"6-$

条件!:4 O 8 :<D":4 O /2 A)L: O /2 A)93 O

82 A共 /2 个循环#L:

(*+

=8:10 O"L:

'+

=8018

O$"最后 93 O延伸 12 :<D( 6-$产物经 1P的

琼脂糖电泳检测) 切胶回收) 纯化后连接到

F,&*S7L1 载体#北京全式金生物技术有限公司$

上并转移至 LC;DA17L1 感受态细胞 #北京全式金

生物技术有限公司 $中"/9 O条件下振荡培养

13 <14 K"筛选阳性克隆菌株送至华大基因公司

测序( 将测序结果在 %-8)上分析比对(

)*/+条石鲷 !"#

!

基因 012-(34和 .12-(34

根据得到的保守序列分别设计了 $%#和 &#

的 $&-,引物 #表 1$"以垂体中总的 $%&为模

板" 根 据 -0/D3G2K *M&$LGC

LM

$&-, 24%&

&:F0<B<2;3</D R<3反转录试剂盒#L;R;$;$中的操

作说明分别合成 8T724%&和 /T724%&( 然后分

别以 8T724%& 和 /T724%& 为 模 板" 以 (*+7

/=3H*68)(*+7/=3H*6/)'+7H*68 和 '+7H*6/ 为

引物"根据 *:;C3$&-,&JQ;D3;IG3 6-$试剂盒

#-0/D3G2K$中的操作说明进行 6-$扩增"6-$条

件!:4 O /2 A"70 O /2 A"18 个循环"L:每个循

环降低 218 O"93 O延伸 3 :<D'然后 :4 O /2 A"

72 O /2 A"93 O 72 A"30 个循环(

将第一次 6-$产物稀释 42 倍后作为模板"

分别以 (*+7%H*68)'+7%H*68 和 '+7%H*6/ 为

引物进行巢式 6-$"6-$条件同第一次 6-$( 用

1P的琼脂糖电泳检测 6-$产物"然后切胶回收)

连接转化)筛选阳性克隆并测序(

4971
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表 )+实验中所用的主要引物

567*)+89:;<9=>=<?:@AB:==A>?C

引物

FC<:GC

引物序列#8T7/T$

FC<:GCD=20G/3<JGAGU=GD2G

用途

=A;IG

(*+7( 8T7&H-&H&HH&LHM&H-LHHL7/T 中间片段扩增引物

(*+7$ 8T7LHH--&-&HHHL&HHL*&-7/T 中间片段扩增引物

'+7( 8T7-&HH--&H-&H&HLH&LHLL--7/T 中间片段扩增引物

'+7$ 8T7HH-LH-&HH-L-L-H&&HHL&-7/T 中间片段扩增引物

(*+7/=3H*68 8T7HHHL&HHLH&-H---&-LHH&-&L--LL7/T 8T7$&-,引物

(*+7%H*68 8T7LLL-&--L-&L&HH&L-&HL----HLL&7/T 8T7$&-,引物

(*+7/=3H*6/ 8T7H--H-&--H&HLL-&L-L&-&--&--&L7/T /T7$&-,引物

'+7H*68 8T7&&HH&HHH-LHLL--&&HLHL-7/T 8T7$&-,引物

'+7%H*68 8T7LL--LH&-LHL--L--LHH-HL7/T 8T7$&-,引物

'+7H*6/ 8T7H&LH&-&HHHL--LLHHLH&LH-7/T /T7$&-,引物

'+7%H*6/ 8T7L&H&H&-&--HLLLHHLLH&LH&H-7/T /T7$&-,引物

V7(*+7(1 8T7-H-&--H&HLL-&L-L&-&-7/T 荧光定量引物

V7(*+7$1 8T7H&--&HL----HLL&-&H&7/T 荧光定量引物

V7'+7(1 8T7&H&-&--HLLLHHLLH&LH&H7/T 荧光定量引物

V7'+7$1 8T7H-L---L-LLH&LHLLH&HLLL7/T 荧光定量引物

V7

#

7;23<D7( 8T7L-&L-&--&L-HH-&&LH&H&HHL7/T 内参引物

V7

#

7;23<D7$ 8T7LH&LH-LHLLHL&HHLHHL-L-HL7/T 内参引物

)*0+序列分析

测序结果在 %-8)数据库中利用 8'&*L

# K33F!

!

WWW1D2E<1D0:1D<K1I/Q5$进行同源性

比对( 利用 4%&A3;C软件进行序列拼接)预测蛋

白分子量和等电点'利用 ,>6&*@ 中的 LC;DA0;3G

L//0进行氨基酸序列翻译'利用 *<ID;06412

*GCQGC# K33F!

!

WWW12EA1J3=1JN5AGCQ<2GA5

A<ID;065$进行信号肽预测'利用 -0=A3;0X进行

氨基 酸 同 源 性 比 较' 利 用 M,H& 812 中 的

%G<IKE/C7!/<D<DI 法#自展值为 1 222 $进行分子

进化 分 析' 利 用 *"6M&# K33F!

!

DFA;7JGQG01

<E2F1BC5%6*&5DFA;7A/F:;1K3:0$进行蛋白质二

级结构预测'利用 )7L&**,$# K33F!

!

?K;DI0;E1

22:E1:GJ1=:<2K1GJ=5)7L&**,$5$进行蛋白质

三级结构预测(

)*D+条石鲷 !"#

!

基因的组织表达与周期表达

采用实时荧光定量 6-$法 #M;A3GC2@20GC

%

GF CG;0F0G> 实时荧光定量 6-$仪$检测 $%#和

&#:$%&在条石鲷不同组织中的相对表达量

和在卵巢发育不同时期脑)垂体)卵巢组织中

的表达水平变化( 根据序列分析得到的全长

设计了特异性引物 V7(*+(1 5$1 和 V7'+(1 5

$1"以各组织 $%&为模板"根据 6C<:G*2C<F3

%

$LCG;IGD3R<3W<3K I4%&,C;AGC反转录试剂盒

#L;R;$;$中的操作说明合成 24%&( 然后以

各组织 24%&为模板"分别以 V7(*+(1 5$1 和

V7'+(1 5$1 作为定量引物"以 V7

#

7;23<D (和

V7

#

7;23<D $作为内参引物 #表 1 $ "用 *S8$

HCGGD

&

荧光染料 # L;R;$;$进行荧光定量检

测"用比较阈值法测定不同组织的相对表达量

和卵巢发育不同时期脑)垂体)卵巢组织中的

表达水平变化( 每种组织取 / 尾鱼"每尾鱼设

定 / 个平行(

以各组织 $%&为模板"根据 6C<:G*2C<F3

%

$L

CG;IGD3R<3W<3K I4%& ,C;AGC反 转 录 试 剂 盒

#L;R;$;$中的操作说明合成 24%&( $G;073<:G

8971
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6-$程序!:8 O /2 A":8 O 8 A"8018 O 30 A"共

42 个循环#二者退火温度一样$"反应结束后进行

熔解曲线分析( 根据 '

3

值计算引物的扩增效率

和分析熔解曲线"以确定引物和扩增参数达到进

行荧光定量检测组织相对表达量的要求 #210 >

A>113"B

3

?21:0 $( 根据各组织的 '

3

值"以

3

6

''

'

3计算出不同组织中 $%# :$%& 和 &#

:$%&与内参基因
!

C0/"+, 的相对表达丰度( 结

果表示为 :G;D @*4"利用 *6**1712 软件进行单

因素方差分析 #"DG79;@ &%".&$"设定差异显

著水平为 2128"当D>2128 时即差异显著"当D>

2121 时即差异极显著(

)*E+血清中促性腺激素在条石鲷卵巢发育不同

时期含量的测定

采用
138

)放射免疫测定方法#$)&$对条石鲷

卵巢发育不同时期血清中 (*+)'+的含量进行

测定( 根据放射免疫测定试剂盒 #天津九鼎医

学生物工程有限公司$中的操作说明先制作标

准曲线"待标准曲线制作好后 #相关系数 B?

21::: :$再上样"每次上样时都选择双管平行

上样"每个样品重复 / 次( 结果表示为 :G;D @

*4"采用 *6**1712 统计进行单因素方差分析

#"DG79;@ &%".&$和 4=D2;D 多重比较分析"

当 D>2128时即差异显著(

35结果与分析

,*)+条石鲷卵巢各发育时期的特征

对各样本组的条石鲷卵巢进行组织切片观

察"确定其性腺发育时期( 在 4 月份"卵母细胞体

积增大"卵细胞多为圆形"细胞核嗜碱性"核仁多

靠近核膜分布( 初期近细胞膜细胞质内出现数量

不等的液泡"其数目和大小随着卵母细胞的生长

而增加"并逐渐向核中央靠近( 以
(

时相卵母细

胞为主的卵巢称为
(

期卵巢#图 17;$'8 月份"卵

母细胞随着营养物质的不断积累"细胞体积继续

增大"胞质中储存着大量卵黄颗粒和油球( 卵母

细胞外有两层滤泡细胞"随着发育的进行"以
!

时

相卵母细胞为主的卵巢称为
!

期卵巢#图 17E$'7

月份"卵母细胞呈圆球形"卵黄颗粒大量积累和融

合"此时的核仁已经消失"卵母细胞已经脱离滤泡

膜进入卵巢腔"以
"

时相卵母细胞为主的卵巢称

为
"

期卵巢#图 172$'0 月份"由于亲鱼刚刚产完

卵"卵巢萎缩"呈皱缩厚囊状( 卵母细胞呈圆球

形"卵黄颗粒已经相互融合"核膜消失"此时为
)

期卵巢#图 17J$(

图 )+条石鲷卵巢发育不同时期的组织切片

#;$

(

期卵巢' # E$

!

期卵巢' #2$

"

期卵巢' # J$

)

期卵巢

!:F*)+5B<=A6:@<?=<%A:G@=HG9<6%BGH

GI69:6@?<I<JGK;<@A=A6F<GH

$%&'()*'"+(

#;$ /Q;C@ /BFK;AG

(

A42' # E$ /Q;C@ /BFK;AG

!

A322' #2$

/Q;C@ /BFK;AG

"

A322' # J$ /Q;C@ /BFK;AG

)

A322

,%,+条石鲷 ,-#和 .#的序列分析和蛋白质结

构预测

条石鲷 $%# 24%&全长为 884 EF"其中开

放阅读框为 /7/ EF"编码了 132 个氨基酸( 第

1 <10 个氨基酸为信号肽( 成熟肽部分包含了

13 个保守的 -@A残基 #图 37;$ ( 此外"在 (*+

氨基 酸 序 列 中 发 现 了 一 个 %7糖 基 化 位 点

#%)*$ "在 /T端非编码区内含有一个加尾信号

&&&L&&#图 37;$ ( &# 24%&全长 089 EF"其

中开放阅读框为 482 EF"编码 14: 个氨基酸"第

1 <34 个氨基酸为信号肽"成熟肽序列包含了 13

个保守的 -@A#图 37E$ "在第 78 个 -@A残基位点

和第 7: 个 -@A残基位点之间存在着硬骨鱼类特

异性的 -@A7*GC7H0@7+<A#-*H+$区域 #图 37E$ (

此外"在 '+氨基酸序列中发现了一个 %7糖基

化位点#%VL$ "在 /T端非编码区内含有一个加

尾信号 &&&L&&#图 37E$ (

通过 *"6M&软件对条石鲷 (*+和 '+氨基

酸 序 列 进 行 了 二 级 结 构 预 测" 在 (*+

蛋白质的二级结构中"

$

7螺旋占1/1//P"

#

7转角
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占 01//P"无规则卷曲占 72P"延伸链占 101//P

#图 /7;$( 在 '+蛋白质二级结构中"

$

7螺旋占

1412:P"

#

7转 角 占 412/P" 无 规 则 卷 曲 占

/3131P"延伸链占 4:177P #图 /7E $( 通过 )7

L&**,$软件预测 (*+和 '+蛋白质的三级结构

#图 4$"在其蛋白质结构中存在着多个蛋白结合

位点( (*+预测的蛋白分子量为131:7 N="等电

点为 7128"'+预测的蛋白分子量为 17187 N="等

电点为 8183(

图 ,+条石鲷 !"#

!

%&'(全长以及推断的氨基酸

#;$$%#全长以及推断的氨基酸' # E$&#全长以及推断的氨基酸

阴影部分表示起始密码子' 方框部分表示终止密码子' 下划线部分表示加尾信号' 椭圆部分表示 13 个半胱氨酸

!:F*,+5B<%&'(=<L><@%<6@?:A=?<?>%<?6;:@G 6%:?=<L><@%<GH

!"#

!

=>7>@:AH9G; $%&'()*'"+(

#;$LKG24%&AGU=GD2G;DJ <3AJGJ=2GJ ;:<D/ ;2<J AGU=GD2G/B$%#' # E$LKG24%&AGU=GD2G;DJ <3AJGJ=2GJ ;:<D/ ;2<J AGU=GD2G

/B&#

LKG<D<3<;3</D 2/J/D #&LH$ <AAK;J/W F;C3' 3KGA3/F 2/J/D <AE/> AG23</D F;C3' F/0@;JGD@0;3</D A<ID;0<A=DJGC0<DGJ F;C31LKG3WG0QG

2/DAGCQ;3<QG2@A3G<DGA;CGAK/WD <D G00<FAGF;C3
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图 .+"M8N(软件对 OA#

!

蛋白质

二级结构的分析结果

#;$(*+蛋白质二级结构' # E$'+蛋白质二级结构

蓝色表示
$

7螺旋'绿色表示
#

7转角'紫色表示无规则卷曲'红

色表示延伸链

!:F*.+"<%G@?69C =A9>%A>9<GH$%&'()*'"+(

OA#

!

K9GA<:@6@6JCP<?7C "M8Q(

#;$AG2/DJ;C@ A3C=23=CG/B(*+' # E$AG2/DJ;C@ A3C=23=CG/B(*+

80=G!

$

7KG0<>' HCGGD!

#

73=CD' 6=CF0G!C;DJ/:2/<0'$GJ!G>3GDJGJ

A3C;DJ

图 /+R25(""4-软件对 OA#

!

蛋白质

三级结构的分析结果

#;$(*+蛋白质三级结构' # E$'+蛋白质三级结构

!:F*/+5<9A:69C =A9>%A>9<GH$%&'()*'"+(

OA#

!

K9GA<:@6@6JCP<?7C R25(""4-

#;$3GC3<;C@ A3C=23=CG/B(*+' # E$3GC3<;C@ A3C=23=CG/B'+

,*.+条石鲷 !"#和 $#氨基酸的同源性比较和

进化分析

通过 80;A3和 -0=A3;0X对条石鲷的 H3+

#

氨

基酸序列与其他物种的 H3+

#

氨基酸序列进行同

源性比较"发现条石鲷的 (*+氨基酸序列与鲈形

目 的 真 鲷 # D0=*-.7091*$) 条 纹 鲈 # :1*1,5

.0;0"+6+.$)花鲈#&0"51608*0;90)1,+/-.$)斜带石斑

鱼 #A)+,5)356-./1+1+>5.$)蓝曼龙 #E*+/31=0."5*

"*+/31)"5*-A$)斑鳢#'30,,0 70/-60"0$)莫桑比克

罗非鱼 #2*51/3*17+.71..078+/-.$)蓝鳍金枪鱼

#E3-,,-."3(,,-.$ 同源性分别为 90P) 0/P)

0/P)00P)02P)08P)99P)04P'与其他脊椎动

物 (*+氨基酸序列的同源性为 /0P<9:P#图 87

;$( '+氨基酸序列与鲈形目中斜带石斑鱼)斑

鳢) 莫 桑 比 克 罗 非 鱼) 蓝 鳍 金 枪 鱼) 狼 鲈

#F+/5,"*0*/3-.608*0;$)真鲷的同源性分别为

:0P):2P):3P):4P):9P):2P'与其他脊椎动

物的 '+氨基酸序列同源性为 40P<04P#图 87

E$(

通过M,H&812 软件中的 %G<IKE/C7!/<D<DI 法

构建了条石鲷与其他脊椎动物(*+和'+氨基酸的

系统进化树"置信度检验 1 222 次( 结果发现"条石

鲷(*+和'+都与硬骨鱼类构成一个大分支"与鲈

形目鱼类的亲缘关系较近"(*+与斑鳢聚为一个小

分支#图 77;$"而'+与斜带石斑鱼和鲈聚为一个小

分支#图 77E$(

,*/+条石鲷 ,-# ;-'(和 .# ;-'(的组织

表达分布

采用 $G;03<:G6-$法检测了雌性条石鲷

$%#:$%&和 &#:$%&的组织表达分布"$%#

:$%&和 &#:$%&在垂体和卵巢中的表达量较

高"$%#:$%&在脑)脾脏)鳃)心)幽门盲囊)胃)

肠)肌肉)肝脏微量表达"在头肾和肾脏中不表达"

而 &#:$%&在鳃)心脏)脾脏)肾脏)肝脏)脑)胃)

肠)肌肉)幽门盲囊微量表达"在头肾中不表达'二

者在垂体中的表达量最高( 统计分析表明"$%#

:$%&和 &#:$%&在垂体中的表达量与其他组

织差异极显著#D>2G21$( $%#:$%&在卵巢的

表达量相对于脑)脾脏)鳃)心脏)肝脏)胃)肠)肌

肉)幽门盲囊差异极显著#D>2G21$"在脑和胃中

的表达量相对于脾脏)鳃)心脏)肝脏)肠)肌肉)幽

门盲囊差异显著#D>2G28$"而在鳃)幽门盲囊)心)

肠)肝脏)和肌肉之间的表达差异不显著 #D?

2G28$#图 97;$( 而 &#:$%&在性腺和脑中的表

达量相对于脾脏)鳃)心)胃)肠)肌肉)肾脏)幽门盲

囊差异显著#D>2G28$"而在鳃)肾脏和肌肉之间

的表达差异不显著#D?2G28$#图 97E$(

,*0+条石鲷 ,-# ;-'(和 .# ;-'(在卵巢

发育不同时期的表达分布

采用 $G;03<:G6-$法检测了 $%#:$%&和

&#:$%&在卵巢发育不同时期垂体)卵巢)脑的表

达分布"与脑和性腺相比"垂体中的 $%#:$%&和

&#:$%&在卵巢发育各个时期都有较高的表达

水平( 由 *6**1712 软件显著性检验分析得出"

$%#:$%&和 &#:$%&在各繁殖周期垂体)脑)
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卵巢组织的表达水平差异显著#D>2G28$(

在垂体中"$%#:$%&在
(

7

!

期的相对表达

量逐渐上升"到
!

期时达到最高"在
"

7

)

期时显

著下降#图 07;71$'在卵巢中"$%#:$%&在
(

7

"

期的相对表达量急剧下降"到
"

期时达到最小值"

在
)

期又开始慢慢回升#图 07;71$'在垂体和卵巢

组织中"&#:$%&在
(

7

"

期的相对表达量逐渐

上升"到
"

期时达到最高水平"到
)

期时显著下降

#图 07E71$( 而在脑中"$%#:$%&和 &#:$%&

在
(

7

"

期的相对表达量逐渐下降"到
"

期时达最

低水平"并明显低于其他发育期"之后在
)

期时又

开始上升#图 07;73 和图 07E73$(

图 0+条石鲷 OA#

!

氨基酸序列与其他物种 OA#

!

氨基 酸序列的比较

#;$(*+氨基酸序列与其他物种 (*+氨基酸序列的比较' # E$'+氨基酸序列与其他物种 '+氨基酸序列的比较

细框部分代表半胱氨酸残基位点' 粗框部分代表 %7糖基化位点

!:F*0+(;:@G 6%:?=<L><@%<6J:F<@;<@AGHOA#

!

H9G; $%&'()*'"+(S:AB:@%9>%:6@%69KS:ABGAB<9=K<%:<=

#;$;:<D/ ;2<J AGU=GD2G;0<IGD:GD3/B(*+W<3K<D 2G@0./+0"-.W<3K /3KGCB<AKGA' # E$;:<D/ ;2<J AGU=GD2G;0<IGD:GD3/B'+W<3K<D 2G

@0./+0"-.W<3K /3KGCB<AKGA

LKG2/DAGCQGJ 2@A3G<DGCGA<J=GAW<3K 3K<D BC;:GAG23</D1LKG%7I0@2/A@0;3</D A<3GACGA<J=GAW<3K E/0J BC;:G
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图 D+条石鲷 OA#

!

氨基酸序列与其他脊椎动物 OA#

!

的系统进化树

#;$(*+氨基酸序列的系统进化分析' # E$'+氨基酸序列的系统进化分析

线长表示遗传距离' 条石鲷 H3+

#

用直线标出

!:F*D+8BCJGF<@<A:%A9<<76=<?G@AB<6;:@G 6%:?=<L><@%<=GHOA#

!

=BGS:@F AB<

9<J6A:G@=B:K7<AS<<@AB<$%&'()*'"+(6@?GAB<9T@GS@I<9A<796A<=

#;$6K@0/IGDG3<23CGGE;AGJ /D 3KG;:<D/ ;2<J AGU=GD2GA/B(*+' # E$6K@0/IGDG3<23CGGE;AGJ /D 3KG;:<D/ ;2<J AGU=GD2GA/B'+

LKG0GDI3K /D 3KGFK@0/IGDG3<23CGG<DJ<2;3GA3KGIGDG3<2J<A3;D2G1LKGA3C;<IK30<DG:;CNA3KG2G@0./+0"-.H3+

#
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图 E+条石鲷 !"#

!

;-'(在不同组织中的相对表达水平

#;$$%#:$%&的组织表达' # E$&#:$%&的组织表达

61垂体' 81脑' "1卵巢' '1肝脏' +1心脏' R1肾' *F1脾' +N1头肾' *31胃' )1肠' M1肌肉' H1鳃' 6-1幽门盲囊

!:F*E+5B<9<J6A:I<<UK9<==:G@J<I<JGH!"#

!

;-'(:@I69:G>=A:==><=GH$%&'()*'"+(

#;$3KG3<AA=GG>FCGAA</D /B$%#:$%&' # E$3KG3<AA=GG>FCGAA</D /B&#:$%&

61F<3=<3;C@' 81EC;<D' "1/Q;C@' '10<QGC' +1KG;C3' R1N<JDG@' *F1AF0GGD' +N1KG;J N<JDG@' *31A3/:;2K' )1<D3GA3<DG' M1:=A20G' H1

I<00' 6-1F@0/C<22;G2=:

图 V+!"#

!

;-'(在条石鲷卵巢不同发育时期的相对表达量

#;$$%#:$%&的周期表达' # E$&#:$%&的周期表达

(

1

(

期卵巢'

!

1

!

期卵巢'

"

1

"

期卵巢'

)

1

)

期卵巢

!:F*V+5B<9<J6A:I<<UK9<==:G@GH!"#

!

;-'(:@GI69:6@?<I<JGK;<@A=A6F<GH$%&'()*'"+(

#;$ 3KGCG0;3<QGG>FCGAA</D /B$%# :$%& <D /Q;C@ JGQG0/F:GD3A3;IG' # E $ 3KGCG0;3<QGG>FCGAA</D /B&# :$%& <D /Q;C@

JGQG0/F:GD3A3;IG

(

1/Q;C@ /BFK;AG

(

'

!

1/Q;C@ /BFK;AG

!

'

"

1/Q;C@ /BFK;AG'

)

1/Q;C<;D /BFK;AG

)
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,*D+血清中 !"#和 $#在条石鲷卵巢发育不同

时期的含量变化

在制作标准曲线过程中"选择曲线拟合方式为

四参数方程( 当相关系数$接近于 1 时"曲线理想(

(*+和'+激素测定标准曲线分别如图 :7;和图 :7

E"相关系数分别为 21::4和 21::0 :"标准曲线较好(

血清中 (*+在
(

<

!

期之间显著上升"在
!

期

时达到最大值"为 8190 :)#5:'"之后在
"

<

)

期

开始急剧下降"在
)

期达到最小值"为 3138 :)#5

:'( 血清中 '+在
(

<

"

期之间显著上升"在
"

期

时达到最大值"为 7144 :)#5:'"然后在
)

期开始

急剧下降"达到最小值"为 3198 :)#5:'( 由 *6**

1712 软件分析表明"(*+在
(

)

!

)

)

期之间差异显

著#D>2G28$'而在
(

期和
"

期之间差异不显著

#D>2G28$"'+在卵巢发育的各个时期差异显著

#D>2G28$#图 12$( 当血清中 (*+和 '+分别在

!

期)

"

期达到最大值时"垂体中$%#:$%&和&#

:$%&也分别在
!

期)

"

期达到最大值"这在一定

程度上说明血清中 (*+和 '+激素与垂体中分泌

的 $%#:$%&和 &#:$%&密切相关(

图 W+血清中 !"#和 $#的标准曲线

!:F*W+5B<?<A<9;:@6A:G@=A6@?69?%>9I<GHKJ6=;6 !"# 6@?$#

图 )X+促性腺激素在条石鲷卵巢

不同发育时期的含量变化

(

1

(

期卵巢'

!

1

!

期卵巢'

"

1

"

期卵巢'

)

1

)

期卵巢

字母不同代表存在显著差异#D>2128$

!:F*)X+5B<%G@A<@AJ<I<J=GHFG@6?GA9GK:@=:@

GI69:6@?<I<JGK;<@A=A6F<=GH$%&'()*'"+(

(

1/Q;C@ /BFK;AG

(

'

!

1/Q;C@ /BFK;AG

!

'

"

1/Q;C@ /B

FK;AG'

)

1/Q;C@ /BFK;AG

)

LKGJ<BBGCGD30G33GCA:G;D 3KGA<ID<B<2;D3J<BBGCGD2G#D>2128$

/5讨论

.*)+!"#和 $#序列分析

本研究利用 $L76-$和 $&-,法从条石鲷垂

体中扩增出了全长 884 EF 的 $%#24%&序列和

全长 089 EF 的 &#24%&序列( 序列分析发现"

在 (*+和 '+的成熟肽序列中都含有一个 %7糖

基化位点和 13 个保守的 -@A"在 /T端非编码区内

都含有一个加尾信号 &&&L&&"此外"在 '+中

还存在着硬骨鱼类特异性的 -@A7*GC7H0@7+<A

#-*H+$区域"这些结构表明 (*+和 '+在进化

中具有高度保守性( 同源性比较表明"条石鲷

(*+和 '+与斜带石斑鱼同源性最高"与其他脊

椎动物的同源性较低( 系统进化分析表明"条石

鲷 (*+与蓝曼龙和斑鳢聚为一个小分支"而 '+

与斜带石斑鱼和鲈聚为一个小分支"二者都与硬

骨鱼类构成一个大分支"说明了在长期进化中它

们具有较近的亲缘关系( 已有的突变研究表明"

%7糖基化位点和 -@A残基是 (*+和 '+异二聚

体形成)蛋白折叠)特异性受体结合等功能所必需

的
*19+

( 硬骨鱼类 (*+和 '+结构中 %7糖基化位

点和 -@A残基的变化会影响到其与受体结合的能

力以及异源二聚体的稳定性
*10+

( 在条石鲷的

(*+和 '+结构中只有一个 %7糖基化位点"而有

些鱼类的 (*+和 '+存在着两个 %7糖基化位点"

这可能是由种的特异性所决定的(
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.*,+,-#;-'(和 .#;-'(组织表达分析

采用 U$L76-$方法检测了各组织中 $%#

:$%&和 &#:$%&的相对表达量( 结果表明!

$%#:$%&和 &#:$%&主要表达的部位是垂

体"其次是卵巢"表明垂体是(*+和'+的主要分

泌和发挥作用的靶器官( 此外还发现" $%#

:$%&和 &#:$%&在脑)脾)鳃)心)肠)肌肉)幽

门盲囊)肝)胃组织中微量表达( */ 等
*1:+

发现斑

马鱼#F0,+1 *5*+1$的 $%#:$%&在除垂体以外

的多种组织中都有表达"如性腺"脑"肾脏和肝脏"

尽管其表达量都显著低于垂体"陈德林
*32+

在研究

斜带石斑鱼时利用 */=3KGCD E/03法检测杂交信号

时发现"$%#:$%&在垂体中表达最丰富"在性

腺中有较高的表达量"在脑中微量表达"而 &#

:$%&在垂体中表达量最高"在脑和性腺中也有

较高的表达量"在肝脏)心)肾)脾中也检测出了微

弱的信号"表明 &#:$%&在这些组织中表达量

较低( 研究还发现"$%#和 &#:$%&在金头鲷

#%)0*-.0-*0"0$的卵巢中也有表达
*31+

( 这些结

果表明"鱼类的内分泌调节系统可能具有更为复

杂的作用模式(

.*.+,-#;-'(和 .#;-'(周期表达分析

垂体中的 $%#:$%&在
!

期达到最大值"之

后逐渐降低"在
)

期达到最低水平"表明 (*+的

主要作用是促进卵黄的形成和积累以及调控配子

的产生和发育( &#:$%&在
"

期达到最大值"

在
)

期急剧降低"其可能原因是卵母细胞的最后

成熟以及产卵等过程的顺利进行需要大量 '+参

与( M<33G0K/0?GC等
*33+

对 大 西 洋 鳕 鱼 # !0>-.

71*3-0$的研究发现"$%#:$%&在卵巢生长及

卵黄生成阶段表达量非常高"揭示了 (*+对卵母

细胞的生长发育和卵黄的生成起到重要作用(

R<:等
*3/+

在研究许氏平
!

# %580."5../365=56+$时

发现"卵巢中 &#:$%&在卵黄形成阶段迅速增

加"在排卵时期达到最高水平"产卵后其表达水平

急剧下降"表明 '+的分泌主要是为了卵黄的成

熟和卵母细胞的最终成熟( 对于(*+和'+在条

石鲷生殖周期垂体中的这种表达特性的具体作用

机制需要进一步研究(

本实验还发现"卵巢中的 $%#:$%&在
(

7

"

期的相对表达量急剧下降"到
"

期时达到最小

值"其可能原因是卵黄的生成和配子的发生需要

大量的 (*+参与'在产卵期其含量达到最低值"

产卵后卵巢开始退化"卵巢中除含有很多退化的

卵母细胞外"还含有部分处于
&

时相和
!

时相的

卵母细胞"此时 (*+又开始发挥作用"因此 $%#

:$%&在
)

期略有回升( 而卵巢中的 &#:$%&

表达量的变化趋势与垂体中的相似"这进一步证

明了 '+对卵母细胞的最终成熟以及排卵是必不

可 少 的( ';CAGD 等
*34+

曾 对 银 大 麻 哈 鱼

#2,/1*3(,/3-.45"0$进行性腺切除实验"发现性

腺切除后的银大麻哈鱼垂体中 $%#和 &#的表达

量明显降低( 性腺可能通过自身来合成和分泌

(*+和 '+"然后作用于其他靶器官和性腺"同时

对垂体分泌 (*+和 '+产生反馈作用( 本研究中

(*+和 '+的两种分泌方式可能共同调控条石鲷

的生殖活动"以保证卵巢中卵母细胞能够成熟以

及排卵)产卵等过程能够顺利进行(

.*/+血清中 !"#和 $#的表达分析及与基因表

达之间的关系分析

通过对血清中 (*+和 '+含量的测定发现"

血清中 (*+在卵巢发育的
)

期达到最大值"而在

"

期明显下降"说明 (*+对卵黄生成和积累的作

用明显大于对卵母细胞成熟及排卵的作用"表明

(*+在卵黄生成阶段发挥主导作用( '+在卵巢

发育的
(

7

)

期浓度急剧上升"在
"

期达到最大

值"表明 '+主要在卵母细胞的成熟阶段发挥主

导作用"这也揭示了 (*+和 '+在卵巢发育的不

同时期有着不同的生理作用( *;D3/A等
*38+

在研

究虹鳟#2,/1*3(,/3-.7(4+..$时也发现在卵黄形

成阶段"血清和垂体中的 H3+

*

的表达量逐步上

升"在即将排卵时"血清和垂体中 H3+

&

的浓度急

剧增大"达到最大值"表明 H3+

*

和 H3+

&

在虹鳟

卵巢发育的不同时期起着不同的生理功能(

本实验还发现"血清中 (*+)'+的含量变化

趋势与周期表达中 $%#:$%&)&#:$%&的表

达量变化趋势呈正相关"这在一定程度上说明血

清中 (*+和 '+激素主要在垂体 $%#:$%&和

&#:$%&的调控下参与鱼类的生殖调控过程(

王 珊 珊
*13+

在 研 究 半 滑 舌 鳎 # '(,1=61..-.

.57+605?+.$时也得到了与本实验相似的结果( 已

有研究表明"在鱼类脑垂体中存在着性激素受体"

并且雌)雄性激素都会促进垂体中 $%#:$%&和

&#:$%&的表达
*37+

( 在硬骨鱼类中"86H轴分

泌的 H3+和性类固醇激素之间的调节是相当复

杂的"也可能涉及到鱼类自身一些其他调控因子
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的作用"这需要今后更全面更深入地去研究(
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