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摘　要　　采用半定量ＰＣＲ的方法，分别从时空表达、温度应激调控和血清雌二醇（Ｅｓｔｒａｄｉｏｌ１７β，

Ｅ２）水平３个方面，共同研究雌性黄颡鱼犛狅狓９基因的功能。结果表明，犛狅狓９犪１基因在雌性黄颡鱼各

组织中存在广泛的表达，而犛狅狓９犪２则在脑和卵巢中有高表达（脑＞卵巢），胃中表达微弱。在卵巢年

周期发育中，卵巢中犛狅狓９犪１在Ⅲ期时达到高峰，犛狅狓９犪２则在Ⅴ期时达到峰值；脑中犛狅狓９犪１和

犛狅狓９犪２表达的最大值均在Ⅱ期，后随着卵巢的发育表达水平显著下降。在热应激调控试验中，卵巢

中犛狅狓９犪１虽然对热应激存在响应，但并没有出现Ｅ２相一致的变化趋势，而犛狅狓９犪２的变化趋势与血浆

中Ｅ２相同。虽然脑中犛狅狓９犪１和犛狅狓９犪２在卵巢年周期发育的表达变化出现下降的趋势，但在热应激条

件下，脑中犛狅狓９犪１和犛狅狓９犪２在Ⅱ期与Ｅ２的变化相反，而Ⅲ期到Ⅵ期与Ｅ２的变化相一致。该实验结果表

明，卵巢中犛狅狓９犪１可能不参与卵巢的年周期发育，犛狅狓９犪２则参与卵巢发育的调控和Ｅ２的合成；在脑中，

我们推测热应激可能改变了犛狅狓９与雌激素的负调控关系，但其机理需要更深入的研究。
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ｅｎｔｒｉｓｉｎｇｏｆ犛狅狓９犪２ａｎｄＥｓｔｒａｄｉｏｌ１７β（Ｅ２）ｉｎｆｉｓｈｅｘｐｏｓｅｄｔｏｈｉｇｈｅｒｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｒｅｖｅａｌｅｄｔｈｅｓｔｉｍｕｌａ
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Ⅱ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆ犛狅狓９犪１ａｎｄ犛狅狓９犪２ｗｅｒｅｃｌｏｓｅｌｙｒｅｌａｔｅｄｔｏｌｅｖｅｌｏｆｓｅｒｕｍＥ２ｉｎｓｔａｇｅⅢ～

Ⅵ．Ｒｅｓｕｌｔｓｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ犛狅狓９犪２ｉｎｏｖａｒｙｐｌａｙｅｄａｃｒｕｃｉａｌｒｏｌｅｉｎｔｈｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｃｙｃｌｅｏｆｆｅｍａｌｅ

ｙｅｌｌｏｗｃａｔｆｉｓｈ，ａｎｄ犛狅狓９犪１ｉｎｏｖａｒｙｗａｓｎｏｔｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇｔｈｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｃｙｃｌｅ．Ｉｎａｄｄｉ

ｔｉｏｎ，ｗｅｉｎｆｅｒｅｄｔｈａｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｃａｎａｆｆｅｃｔｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ犛狅狓９ｉｎｂｒａｉｎａｎｄＥ２，

ｗｈｉｌｅｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｎｅｅｄｓｆｕｒｔｈｅｒｒｅｓｅａｒｃｈ．

犓犈犢犠犗犚犇犛　　犛狅狓９　　Ｅｓｔｒａｄｉｏｌ１７β　　Ｏｖａｒｉａｎｃｙｃｌｅ　　Ｈｅａｔｓｔｒｅｓｓ

转录因子犛狅狓９属于ＨＭＧ蛋白家族（也被叫做Ｓｏｘ）中的Ｅ亚科（Ｆｏｓｔｅｒ犲狋犪犾．　１９９４）。有研究报道，在

小鼠的早期胚胎的卵巢细胞中，存在犛狅狓９表达（Ｍｏｒａｉｓ犲狋犪犾．　１９９６；Ｋｅｎｔ犲狋犪犾．　１９９６）。９８ｄ大的人类胚

胎的卵巢中，可以检测到微弱的犛狅狓９的表达（Ｈａｎｌｅｙ犲狋犪犾．　２０００）。但通过ＲＴＰＣＲ检测哺乳动物成熟性

腺犛狅狓９的表达，只发现精巢中存在表达（ＲｏｄｒｉｇｕｅｚＭａｒｉ犲狋犪犾．　２００５）。故推断犛狅狓９不仅参与了精巢的分

化和成熟，可能还与早期卵巢的发育有关系（Ｃｅｃｉｌｅ犲狋犪犾．　２００６）。

在鱼类中，对于犛狅狓９的研究仅限于斑马鱼犇犪狀犻狅狉犲狉犻狅、青!犗狉狔狕犻犪狊犾犪狋犻狆犲狊、鲈鱼犇犻犮犲狀狋狉犪狉犲犺狌狊犾犪犫狉犪狓

等少数几种鱼类（Ｃｈｉａｎｇ犲狋犪犾．　２００１；Ｍａｓａｔｏｓｈｉ犲狋犪犾．　２００５；Ｍａｌｙｋａ犲狋犪犾．　２００４）。与哺乳动物不同，在

一些鱼类中分离和克隆了两种犛狅狓９基因，命名为犛狅狓９犪１（犛狅狓９犪）和犛狅狓９犪２（犛狅狓９犫）两种类型，推测是在硬骨

鱼发生时整个染色体复制事件而导致两种基因型的出现（Ａｏｍｒｅｓ犲狋犪犾．　１９９８；Ｐｏｓｔｌｅｔｈｗａｉｔ犲狋犪犾．　１９９８）。

在１～３龄的史氏鲟犃犮犻狆犲狀狊犲狉狊犮犺狉犲狀犮犽犻犻精巢和卵巢中犛狅狓９基因均表达，说明犛狅狓９基因在史氏鲟性别分化

过程中所起的作用不明显（陈金平等　２００４）。且发现犛狅狓９在成熟雌鱼的性腺中表达（ＲｏｄｒｉｇｕｅｚＭａｒｉ犲狋犪犾．

２００５；Ｍａｓａｔｏｓｈｉ犲狋犪犾．　２００５），表明鱼类犛狅狓９有着与其他脊椎动物不同的作用。卵巢发育阶段，温度可以影

响鱼类的性别分化和芳香化酶相关基因的表达（Ｂｈａｎｄａｒｉ犲狋犪犾．　２００６），且以前的研究中发现热应激可以影响

鱼类性腺芳香化酶的活性（温海深等　２００６）。已知犛狅狓９是芳香化酶的上游调控基因，参与调控鱼类性别的

分化和芳香化酶的活性和雌激素的合成（ｄｅＳａｎｔａＢａｒｂａｒａ犲狋犪犾．　１９９８）。因此借此实验验证是否温度对

犛狅狓９表达存在影响。

黄颡鱼犘犲犾狋犲狅犫犪犵狉狌狊犳狌犾狏犻犱狉犪犮狅是我国重要的淡水经济鱼类。目前，已经克隆得到黄颡鱼犛狅狓９基因（俞

菊华等　２００５），但关于犛狅狓９基因在其卵巢的繁殖周期中的生理功能，尤其是环境因素对其影响却鲜有报道。

为进一步了解犛狅狓９基因的生理作用，作者以雌性黄颡鱼为研究对象，测定黄颡鱼两种犛狅狓９基因的时空表达；

同时对每一卵巢发育期进行热应激试验，借助血清中Ｅ２含量的变化，探索犛狅狓９基因犿犚犖犃的表达模式。验

证犛狅狓９对于黄颡鱼卵巢的周期性发育是否存在影响，探查硬骨鱼中犛狅狓９基因生理功能与哺乳动物的差异，

进一步完善犛狅狓９基因生理功能的研究。

１　材料与方法

１．１　实验鱼类

２００９年１０月～２０１０年１０月从山东某养殖场每１４ｄ从固定养殖池挑选１龄性成熟雌性黄颡鱼１０尾。通

５３
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过ＨＥ染色判断性腺发育期，实验鱼体重１９．３～５６．５ｇ，体长１０．８～１４．８ｃｍ。在多数鱼处于Ⅱ期、Ⅲ期、Ⅳ

期、Ⅴ期和Ⅵ期的时期分别挑选１２０尾雌性黄颡鱼进行温度应激实验。实验鱼在实验室循环水系统里暂养

５ｄ，流水充氧（溶解氧≥４ｍｇ／Ｌ），人工调节光照（２５０ｌｘ，１２Ｌ∶１２Ｄ），自然水温（１５～２２℃，依据不同月份的自

然水温），投喂人工饲料。暂养后，以环境温度为基准设定常温对照组，每上升４～５℃设一温度应激组，设定２

～３组（设定的应激温度和组数根据特定性腺分期所处月份的环境温度所定）。每组放置３０～４０条鱼进行试

验，应激时间持续２４ｈ。

１．２　样品采集

实验结束后，从实验鱼尾静脉采集血液样品（采用 ＭＳ２２２进行麻醉，浓度为１／３００００），分离血清（４℃储

存４～６ｈ后，１６０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液），－４０℃保存。解剖后迅速取出卵巢、肝脏、胃、肠、鳃、心、

脾、肾、头肾、脑１０种组织，一部分组织用Ｂｏｕｉｎ’ｓ液固定，用于组织切片，其余放在液氮中速冻，然后转移至

－８０℃超低温冰箱中保存备用。

１．３　组织学实验方法

性腺用Ｂｏｕｉｎ’ｓ液固定２４～３６ｈ后，常规梯度酒精脱水，二甲苯透明，石蜡（熔点５４～５６℃）包埋，ＬＥＩＣＡ

ＲＭ２０１６切片机连续切片，厚度为５～７μｍ。采用苏木精曙红（Ｈ．Ｅ）染色，中性树胶封片，ＮｉｋｏｎＥ２００型光学

显微镜观察及显微摄影，对性腺进行组织学分期（图１），挑选卵巢发育阶段相同的实验鱼进行 ｍＲＮＡ表达及

激素测定实验。

Ａ：Ⅱ期，比例尺＝２４μｍ；Ｂ：Ⅲ期，比例尺＝７０μｍ；Ｃ：Ⅳ期，比例尺＝７０μｍ；Ｄ：Ⅴ期，比例尺＝１００μｍ；Ｅ：Ⅵ期，比例尺＝７０μｍ）

Ａ：ＳｔａｇｅⅡ，ｂａｒ＝２４μｍ；Ｂ：ＳｔａｇｅⅢ，ｂａｒ＝７０μｍ；Ｃ：ＳｔａｇｅⅣ，ｂａｒ＝７０μｍ；Ｄ：ＳｔａｇｅⅤ，ｂａｒ＝１００μｍ；Ｅ：ＳｔａｇｅⅥ，ｂａｒ＝７０μｍ

图１　黄颡鱼卵巢组织切片

Ｆｉｇ．１　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｐｈｏｔｏｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｏｆｔｈｅｏｖａｒｙ

１．４　试剂来源

本研究所用特异性引物均由上海生工生物技术公司合成。犜犪狇酶、ＤＮａｓｅⅠ（ＲＮａｓｅｆｒｅｅ）、Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ＲＮＡ

提取试剂 ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ购自ＴＡＫＡＲＡ公司，ＭＭＬＶ购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，普通琼脂糖凝胶、Ｍａｒｋｅｒ购自北

京天根生化科技有限公司，其余为国产分析纯试剂。

１．５　分子生物学实验方法

１．５．１　总ＲＮＡ的提取和ｃＤＮＡ的合成

取－８０℃保存的组织各１００ｍｇ，用ＲＮＡｉｓｏＲｅａｇｅｎｔ抽提总ＲＮＡ，通过１％琼脂糖凝胶电泳检测ＲＮＡ完

整性。以ＤＮａｓｅＩ酶去除基因组ＤＮＡ，紫外分光光度计测定ＲＮＡ浓度。各组织ＲＮＡ分别用 ＭＭＬＶ逆转

录酶以Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８为引物合成ｃＤＮＡ第一链。合成的ｃＤＮＡ于－２０℃保存备用。

１．５．２　犛狅狓９ｍＲＮＡ表达分析

每实验组选用３～４条发育阶段相同的雌性黄颡鱼（参与周期测定和热应激调控的实验鱼不重复），采用半
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定量ＲＴＰＣＲ法，来检测犛狅狓９犪１和犛狅狓９犪２ｍＲＮＡ在雌性黄颡鱼不同组织中的表达情况，ｃＤＮＡ稀释（１∶４）

后取１μｌ作为模板进行ＰＣＲ扩增。以黄颡鱼１８ｓｒＲＮＡ（张　娟等　２００９）（表１）作为反应的内参照物。特

异性引物利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计（表１）。取５μｌ的ＰＣＲ产物进行电泳。对电泳结果采用Ｌａｎｅ１Ｄ凝胶图

像处理系统进行分析。

表１　黄颡鱼犛狅狓９基因犘犆犚半定量表达所用引物

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒｙｅｌｌｏｗｃａｔｆｉｓｈ犛狅狓９ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

退火温度

Ｔｍ（℃）

循环数

Ｃｙｃｌｅ

备注

Ｎｏｔｅ

１８ＳＦ ＣＣＴＧＡＧＡＡＡＣＧＧＣＴＡＣＣＡＣＡＴＣＣ

５７ ２０ 内源性基因表达
１８ＳＲ ＡＧＣＡＡＣＴＴＴＡＡＴＡＴＡＣＧＣＴＡＴＴＧＧＡＧ

犛狅狓９ａ１Ｆ１ ＡＧＡＣＣＴＧＡＡＧＣＧＡＧＡＡＧＧ

５８ ３５ 脑周期，温度调控和空间

表达
犛狅狓９ａ１Ｒ１ ＧＡＡＧＧＡＡＣＣＧＴＡＡＧＣＣＡＣ

犛狅狓９ａ１Ｆ２ ＣＣＡＧＡＣＴＡＣＡＡＡＴＡＣＣＡＧＣ

５９ ３５ 性腺周期和温度调控
犛狅狓９ａ１Ｒ２ ＡＣＧＴＣＡＣＧＧＡＡＧＴＣＡＡＴ

犛狅狓９ａ２Ｆ ＧＡＣＴＣＴＧＧＧＣＡＡＧＴＴＡＴＧＧ

６０ ３０ 犛狅狓９ａ２基因表达
犛狅狓９ａ２Ｒ ＣＴＴＧＡＡＧＡＴＧＧＣＧＴＴＧＧＴ

１．６　血清雌二醇含量测定

用１２５Ｉ放射性免疫测定方法（ＲＩＡ）测量雌性黄颡鱼血清中雌二醇（Ｅ２）的含量，每组选用７～８条实验鱼进

行激素测定，其中参与周期测定和应激调控的实验鱼不重复。激素测定根据温海深等（２００６）报道的方法进

行。

１．７　数据分析

所得数据均表示为平均数±标准误（Ｍｅａｎ±Ｓ．Ｅ．），采用ＳＰＳＳ统计软件进行单因素方差分析并进行

Ｄｕｎｃａｎ多重比较和Ｔ检验（当犘 ＜０．０５时认为差异显著，当犘＜０．０１时认为差异极显著）。

２　结　果

２．１　雌性黄颡鱼犛狅狓９在各组织中的表达

通过ＲＴＰＣＲ方法检测犛狅狓９犪１和犛狅狓９犪２在雌性黄颡鱼心脏、肝、脾、胃、肾、卵巢、鳃、脑、头肾和肠１０种

组织中的表达。结果表明，雌性黄颡鱼犛狅狓９犪１基因分别在肝脏、脾脏、胃、肾脏、卵巢、脑、肠中表达，且在肝脏

和脑中有较高量的表达，其次是卵巢、胃、肠、脾脏和肾脏。犛狅狓９犪２分别在卵巢和脑中存在表达，且在脑中的表

达量高于卵巢，胃中表达十分微弱，未检测出胃中有表达（图２）。

２．２　雌性黄颡鱼卵巢发育周期中犛狅狓９基因的表达水平及血清中雌二醇含量的变化

雌性黄颡鱼Ｅ２含量和犛狅狓９的表达水平随着卵巢发育均出现相应的变化。根据对全年各项数据的统计，

雌性黄颡鱼Ｅ２的最高峰出现在Ⅳ期（犘＜０．０５）。卵巢中犛狅狓９犪１高峰出现在Ⅲ期；犛狅狓９犪２在Ⅴ期达到峰值

（犘＜０．０５）。脑中犛狅狓９犪１和犛狅狓９犪２均在Ⅱ期出现峰值（犘＜０．０５），随着性腺的发育，显著下降（犘＜０．０５）（图

３）。
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Ａ．Ｍ：．ＤＮＡ分子量标准；Ｈ：心脏；Ｌ：肝脏；ＳＰ：脾；ＳＴ：胃；Ｋ：肾；

Ｏ：卵巢；Ｇ：鳃；Ｂ：脑；ＨＫ：头肾；ｌ：肠；０：阴性对照（以水为模板）

Ｂ．犛狅狓９／１８ＳｍＲＮＡ在组织中相对表达量

Ａ．Ｍ：ＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ；Ｈ：Ｈｅａｒｔ；Ｌ：Ｌｉｖｅｒ；

ＳＰ：Ｓｐｌｅｅｎ；ＳＴ：Ｓｔｏｍａｃｈ；Ｋ：Ｋｉｄｎｅｙ；Ｏ：Ｏｖａｒｙ；

Ｇ：Ｇｉｌｌ；Ｂ：Ｂｒａｉｎ；ＨＫ：ＨｅａｄＫｉｄｎｅｙ；

Ｉ：Ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ；０：Ｃｏｎｔｒｏｌ（ｕｓｉｎｇｗａｔｅｒａｓｔｅｍｐｌａｔｅ）

图２　犛狅狓９在雌性黄颡鱼各组织中的表达及相对表达量

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犛狅狓９ｉｎｆｅｍａｌｅｙｅｌｌｏｗｃａｔｆｉｓｈ

数据均表示为平均数±标准误，图中标有不同的字母表示

存在显著性差异（犘＜０．０５，Ｄｕｎｃａｎ氏多重比较）

ＶａｌｕｅｓａｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓＭｅａｎ±Ｓｔａｎｄａｒｄｅｒｒｏｒｏｆｍｅａｎ．

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０５，ＯｎｅＷａｙ

ＡＮＯＶＡ，ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙＤｕｎｃａｎ’ｓ）

图３　雌性黄颡鱼性腺发育周期中犛狅狓９在性腺和

脑的表达以及血清中雌二醇含量的变化

Ｆｉｇ．３　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ犛狅狓９ｉｎｏｖａｒｙａｎｄ

ｂｒａｉｎａｎｄｓｅｒｕｍｅｓｔｒａｄｉｏｌ１７βｌｅｖｅｌｏｆｆｅｍａｌｅ

ｙｅｌｌｏｗｃａｔｆｉｓｈｄｕｒｉｎｇｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｃｙｃｌｅ

２．３　犛狅狓９基因在雌性黄颡鱼各卵巢发育阶段热应激调控和血清雌二醇含量的变化

通过ＲＴＰＣＲ方法检测犛狅狓９基因在雌性黄颡鱼各卵巢发育期的热应激表达和１２５Ｉ放射性免疫法测定血

清中雌二醇的含量。结果表明，犛狅狓９在各发育阶段均有表达，随卵巢的发育，脑中犛狅狓９基因表达对温度应激

反应增强，卵巢中犛狅狓９基因对温度应激反应减弱。在卵巢发育Ⅱ期，卵巢中犛狅狓９表达水平显著上升（犘＜

０．０５）；而脑中犛狅狓９的表达变化趋势与雌二醇相反，显著性降低，３０℃处理组达到最低值（犘＜０．０５）。卵巢发

育Ⅲ期，犛狅狓９在卵巢和脑中的表达趋势和血清中雌二醇相似，均在１５℃（常温对照组）出现最高值，随着热应

激温度的升高而显著下降（犘＜０．０５或犘＜０．０１）。在Ⅳ期，雌二醇含量和性腺犛狅狓９犪２表达水平均在３０℃达

到峰值（犘＜０．０５），但雌二醇在２０℃低于检测值。而犛狅狓９在脑中，以及犛狅狓９犪１在性腺中变化不显著，但脑中

犛狅狓９的变化趋势相似。Ⅴ期中，犛狅狓９犪２在卵巢和脑中以及犛狅狓９犪１在脑中的表达趋势与雌二醇相似，均在

３０℃达到最大值；但犛狅狓９犪１在卵巢的表达随着调控温度的提高而显著上升（犘＜０．０５或犘＜０．０１）。在卵巢

发育Ⅵ期，脑中犛狅狓９犪１与卵巢中犛狅狓９犪２的表达水平与雌二醇的变化趋势相似，但脑中犛狅狓９犪２的表达在

３１℃出现显著升高（犘＜０．０５），２６℃极显著升高（犘＜０．０１）（图４Ａ～图４Ｅ）。

３　讨论

本研究采用半定量ＲＴＰＣＲ的方法对雌性黄颡鱼犛狅狓９犪１和犛狅狓９犪２ｍＲＮＡ组织表达进行分析。结果表

明，犛狅狓９犪１在雌性黄颡鱼的肝脏、脾脏、胃、肾脏、卵巢、脑、肠中均有表达，且在肝脏和脑中的表达高于其余组

织。研究结果与俞菊华等（２００５）相似，也与史氏鲟的研究结果相同（陈金平等　２００４）。说明犛狅狓９犪１基因广

泛存在于许多组织中，且哺乳动物犛狅狓９的研究中也有类似的结果（Ｗｅｇｎｅｒ　１９９９）。犛狅狓９犪２基因分别在卵巢

和脑中存在表达，且在脑中的表达量高于卵巢。徐　跑（２００６）对犛狅狓９犪２的系统进化分析发现，黄颡鱼的

犛狅狓９犪２基因存在于一个特殊的分支，与其同源性最高的为斑马鱼犛狅狓９犫和鲤鱼犆狔狆狉犻狀狌狊犮犪狉狆犻犛狅狓９犫，平均

为６７％。其中斑马鱼犛狅狓９犫为卵巢特异性表达，而鲤鱼犛狅狓９犫在脑和卵巢中存在表达，表达量为脑＞卵巢，同

时在肝脏、心脏和肾脏中也存在表达（Ｃｈｉａｎｇ犲狋犪犾．　２００１；杜启艳等　２００５）。不同的表达结果是否与处于同

一进化分支但彼此同源性较小有关，需要进一步探讨。黄颡鱼犛狅狓９犪２特殊性的进化位置和在脑与卵巢中的

特异性表达，说明它还可能参与除性别分化外的调控功能。
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数据均表示为平均数±标准误，采用Ｔ检验方法，标有表示显著性差异（犘＜０．０５）表示极显著性差异（犘＜０．０１）

Ａ：ＳｔａｇｅⅡ；Ｂ：ＳｔａｇｅⅢ；Ｃ：ＳｔａｇｅⅣ；Ｄ：ＳｔａｇｅⅤ；Ｅ：ＳｔａｇｅⅥ

ＶａｌｕｅｓａｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓＭｅａｎ±Ｓｔａｎｄａｒｄｅｒｒｏｒｏｆｍｅａｎ．ｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

（：犘＜０．０５，：犘＜０．０１，ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ，ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙＴｔｅｘｔ）

图４　犛狅狓９在雌性黄颡鱼每个卵巢发育阶段热应激表达量和血清浆中雌二醇含量的热应激调控变化

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆ犛狅狓９ａｎｄｓｅｒｕｍｅｓｔｒａｄｉｏｌ１７βｌｅｖｅｌｉｎｆｅｍａｌｅｙｅｌｌｏｗｃａｔｆｉｓｈａｆｔｅｒｔｈｅｈｅａｔｓｔｒｅｓｓ

ｉｎｅｖｅｒｙｓｔａｇｅｄｕｒｉｎｇｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｃｙｃｌｅ
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　渔　业　科　学　进　展 第３３卷　

　　在雌性黄颡鱼卵巢发育周期中，Ｅ２在Ⅳ期达到峰值，这与中华乌塘鳢犅狅狊狋狉犻犮犺狋犺狔狊狊犻狀犲狀狊犻狊的变化相一致

（洪万树等　２００９）。证明Ｅ２诱导肝脏合成卵黄蛋白原，促进卵母细胞卵黄的积累（林浩然　１９９９），对性腺发

育和卵细胞成熟等方面有重要作用。采用半定量ＲＴＰＣＲ分析犛狅狓９在卵巢和脑中的变化，发现犛狅狓９犪１在卵

巢Ⅲ期表达量最高，随着卵巢发育表达量急剧下降，到Ⅵ期低于检测值。犛狅狓９犪２的表达水平在Ⅴ期达到峰值，

与徐　跑（２００６）的研究结果相似。斑马鱼卵巢中犛狅狓９犪１在进入卵巢周期发育后出现显著性下降并伴随着芳

香化酶表达量的上升，表明犛狅狓９犪１参与卵巢的分化和卵巢成熟期前的发育（Ｃｈｉａｎｇ犲狋犪犾．　２００１）。已知

犛狅狓９是芳香化酶的上游转录因子，与芳香化酶存在负反馈作用（ｄｉＣｌｅｍｅｎｔｅ犲狋犪犾．　１９９２；ＲｏｕｉｌｌｅｒＦａｂｒｅ犲狋

犪犾．　１９９８）。Ｐ４５０芳香化酶（Ｐ４５０ａｒｏｍ），是雌激素生物合成中的唯一的关键酶和限速酶（Ｇｕｉｇｕｅｎ犲狋犪犾．　

１９９９），表明卵巢中犛狅狓９与Ｅ２的合成存在相关性（Ｕｈｌｅｎｈａｕｔ犲狋犪犾．　２００９）。但是不同于其他脊椎动物，在黄颡鱼

中存在两种犛狅狓９基因编码，根据犛狅狓９犪１和犛狅狓９犪２在卵巢发育周期不同的变化趋势，作者推测卵巢中犛狅狓９犪１参

与卵巢的分化和卵巢的发育；犛狅狓９犪２则可能参与卵巢的周年发育调控。脑中犛狅狓９犪１和犛狅狓９犪２的表达在Ⅱ期达

到峰值，随后显著性下降。大量研究证明，脑中芳香化酶调控中枢神经雌二醇的合成，参与了脑脑垂体性腺轴的

生理繁殖活动（Ｃａｖａｃｏ犲狋犪犾．　２００１；Ｋａｚｅｔｏ犲狋犪犾．　２００３），且芳香化酶与犛狅狓９存在负反馈调节作用。作者推测，

犛狅狓９对脑性别的分化和脑的发育存在影响，但是否还存在其他调控模式还需要进一步的研究。

对实验鱼进行热应激调控发现，在不同的卵巢发育阶段，犛狅狓９基因存在不同的表达模式。Ｏｗｅｎ等

（２００１）发现，ＨＳＰ７０与犛狅狓９基因存在紧密的相互作用，通过ＡＴＰ激活犛狅狓９基因的转录通路，这种激活作用

不仅存在于性别分化时期，而且存在于整个转录调控过程。这证明了热应激能够调控犛狅狓９基因的表达，但其

表达模式差异性的作用机理尚不清楚。卵巢中犛狅狓９犪１的表达水平与Ｅ２的变化趋势不同，而犛狅狓９犪２的表达水

平与Ｅ２相似，已知青!

和斑马鱼中犛狅狓９基因均具有两种形式，与软骨生成有关，但两种犛狅狓９基因在斑马鱼中

表达方式有差异，说明这两种基因在组织发育过程中起着不同的作用，但其相关的生理机制需要进一步研究

（Ｍａｓａｔｏｓｈｉ犲狋犪犾．　２００５；Ｃｈｉａｎｇ犲狋犪犾．　２００１）。从犛狅狓９犪１在卵巢中的表达发现，虽然该基因受到热应激调

控的影响，但并没有参与Ｅ２合成的调控，作者推测卵巢中犛狅狓９犪１的调控作用只存在于性别的形成和性腺发育

的早期阶段，这和犛狅狓９在哺乳类、鸟和龟性腺形成以及发育中具有重要作用的论证相一致（ＭｏｒｅｎｏＭｅｎｄｏｚａ

犲狋犪犾．　１９９９）。但在Ⅲ期发现，卵巢中犛狅狓９犪１的表达水平与Ｅ２相似，这可能归因于所使用技术的敏感性。卵

巢中犛狅狓９犪２与Ｅ２相似的趋势，进一步验证了上面的推测，卵巢中犛狅狓９犪２参与卵巢周期发育并对血浆Ｅ２的合

成具有调控作用，且似乎应证了犛狅狓９犪２基因在成熟的卵巢存在特异性表达的这一特点。在黄颡鱼脑中发现

了一个奇特的现象，犛狅狓９随着卵巢的发育显著性下降，但在热应激调控下，除卵巢发育Ⅱ期，犛狅狓９的表达趋势

与Ｅ２相似。已经知道Ｅ２与犛狅狓９之间存在负反馈调节作用（Ｕｈｌｅｎｈａｕｔ犲狋犪犾．　２００９），但这种认识只限于性别

分化和性腺早期发育阶段，所以推测性腺发育Ⅱ期也存在相似的调节作用。已有研究表明，存在一种与犛狅狓９

具有对立关系的雌激素信号因子，可以使芳香化酶对犛狅狓９存在上调作用（Ｂｒｉｔｔ犲狋犪犾．　２００４；Ｃｏｕｓｅ犲狋犪犾．　

１９９９；Ｄｕｐｏｎｔ犲狋犪犾．　２００３）。在进入卵巢发育阶段，作者推测热应激使这种负反馈调节产生突变，使芳香化

酶与犛狅狓９之间的关系转变成正反馈调节作用，但这种推测需要蛋白水平上进行更深入的研究。

本研究通过时空、热应激调控表达并结合血清雌二醇水平共同研究犛狅狓９基因的功能。推测犛狅狓９犪２参与

性成熟阶段卵巢的雌二醇调控，在脑中犛狅狓９可能受到热应激调控的影响，而参与卵巢雌二醇的合成。
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