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摘　要　　从半滑舌鳎犆狔狀狅犵犾狅狊狊狌狊狊犲犿犻犾犪犲狏犻狊Ｇüｎｔｈｅｒ脑垂体中提取总 ＲＮＡ，利用 ＲＴＰＣＲ和

ＲＡＣＥ技术首次克隆得到半滑舌鳎促滤泡激素（ＦＳＨ）基因全长ｃＤＮＡ序列。半滑舌鳎ＦＳＨｃＤＮＡ

全长为５４１ｂｐ，开放阅读框为３９３ｂｐ，编码１３０个氨基酸（ＧｅｎＢａｎｋ序列登录号：ＪＱ２７７９３３）。发现一

个Ｎ糖基化位点：２４～２７ＮＴＴ。与其他脊椎动物的ＦＳＨ成熟肽氨基酸序列同源性比较表明，半滑

舌鳎ＦＳＨ与鲽形目和鲈形目鱼类ＦＳＨ同源性为４２％～４９％，与鲤形目和高等脊椎动物ＦＳＨ同源

性为２７％～３１％。用 ＭＥＧＡ４．０软件构建了ＮＪ树，获得的进化树表明，半滑舌鳎ＦＳＨ与其他鱼类

ＦＳＨ聚类，亲缘关系较近。实时荧光定量组织表达分析表明，ＦＳＨ ｍＲＮＡ除在垂体中大量表达外，

其他组织也有表达，尤以脑、性腺表达量较高。半滑舌鳎ＦＳＨ ｍＲＮＡ在垂体以外组织中的广泛表

达，暗示ＦＳＨ可能具有广泛的生理功能。
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促性腺激素（ＧｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎＨｏｒｍｏｎｅ，ＧＴＨ）是由脊椎动物脑垂体合成和分泌的促进生殖细胞生长、发育、

成熟、排精及排卵的一类糖蛋白激素。哺乳动物的促性腺激素有两种，即促滤泡激素（ＦｏｌｌｉｃｌｅＳｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ

Ｈｏｒｍｏｎｅ，ＦＳＨ）和促黄体生成素（ＬｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇＨｏｒｍｏｎｅ，ＬＨ）。早期研究认为，鱼类只有一种类似ＬＨ的促性

腺激素；直到１９７５年，加拿大学者用伴刀豆球蛋白琼脂糖凝胶（ＣｏｎｃａｎａｖａｌｉｎＡＳｅｐｈａｒｏｓｅ）进行亲和层析，从

大麻哈鱼犗狀犮狅狉犺狔狀犮犺狌狊犽犲狋犪脑垂体中分离出两种ＧｔＨ，即ＧＴＨⅠ和ＧＴＨⅡ（Ｉｄｌｅｒ犲狋犪犾．　１９７５）。通过功

能研究表明，鱼类的ＧＴＨⅠ对应于哺乳动物的ＦＳＨ（ＶａｎｄｅｒＫｒａａｋ犲狋犪犾．　１９９２）。

性腺发育与配子成熟主要受下丘脑垂体性腺轴（ＨｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓＰｉｔｕｉｔａｒｙＧｏｎａｄａｘｉｓ，ＨＰＧ）３个不同层

次的内分泌系统调控。ＦＳＨ由脑垂体前叶细胞分泌，主要通过血液循环到达卵巢，刺激卵巢分泌性类固醇激

素，促进卵巢生长发育（林浩然　１９９９）。在大麻哈鱼中，用放射性同位素标记检测到ＦＳＨ受体（ＦＳＨＲ）存在

于初级卵泡的颗粒细胞，揭示ＦＳＨ 对卵泡的发育作用可能在初级卵泡就开始了（Ｍｉｗａ犲狋犪犾．　１９９４；Ｙａｎ

犲狋犪犾．　１９９２）。用放射免疫法测定大麻哈鱼（Ｐｒａｔ犲狋犪犾．　１９９６）和虹鳟犗狀犮狅狉犺狔狀犮犺狌狊犿狔犽犻狊狊（ｖａｎｄｅｎＨｕｒｋ

　１９８２）的促性腺激素，发现ＦＳＨ在性腺发育早期，即精子发生和卵黄生成阶段起主导作用，此时脑垂体和血

液中的ＧＴＨ 以ＦＳＨ 为主，尤其脑垂体中的ＦＳＨ 含量大约是 ＬＨ 的１０倍，刺激卵黄的生成。Ｎａｔｉｏ等

（１９９１）、Ｗｅｌｔｚｉｅｎ等（２００３）分别采用原位杂交技术和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ杂交技术研究虹鳟和大西洋庸鲽犎犻狆狆狅

犵犾狅狊狊狌狊犺犻狆狆狅犵犾狅狊狊狌狊ＧＴＨ水平的变化规律，发现ＦＳＨ的产生和释放只用来刺激早期阶段的性腺发育。

半滑舌鳎犆狔狀狅犵犾狅狊狊狌狊狊犲犿犻犾犪犲狏犻狊Ｇüｎｔｈｅｒ是重要的海水养殖经济鱼类，属鲽形目Ｐｌｅｕｒｏｎｅｃｔｉｆｏｒｍｅｓ、舌

鳎科Ｃｙｎｏｇｌｏｓｓｉｄａｅ、舌鳎属犆狔狀狅犵犾狅狊狊狌狊，生长速度快，经济价值高，洄游距离短，是理想的增殖放流和人工养

殖种类（李思忠等　１９９５）。半滑舌鳎生殖调控及规模化人工繁育技术已获得重大突破（柳学周等　２００５、

２００６），推动了半滑舌鳎产业的快速发展。近些年，随着分子生物学技术的发展，对半滑舌鳎群体遗传变异、性

别和繁殖相关基因的克隆表达分析等方面进行了研究。目前多种鱼类的ＦＳＨ 的ｃＤＮＡ 序列已成功克隆

（Ｑｕｅｒａｔ犲狋犪犾．　２００４；Ｋａｊｉｍｕｒａ犲狋犪犾．　２００１；Ｈｅｌｌｑｖｉｓｔ犲狋犪犾．　２００４），但是半滑舌鳎ＦＳＨ的研究尚未见报

道。本研究应用分子生物学方法，克隆了半滑舌鳎ＦＳＨ的全长ｃＤＮＡ序列，对ＦＳＨｍＲＮＡ在繁殖期不同组

织的表达进行研究，为进一步阐明ＦＳＨ的生理功能奠定基础，同时也为鱼类生殖调控与人工繁育提供重要参

考。
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　第６期 　　王珊珊等：半滑舌鳎促滤泡激素基因全长ｃＤＮＡ的克隆与组织表达分析

１　材料与方法

１．１　实验材料

实验用半滑舌鳎于２０１１年９～１０月采自山东青岛忠海水产有限公司。实验鱼为野生亲鱼自然产卵后，人

工育苗得到的健康苗种经室内人工养成达到性成熟年龄的Ｆ１代亲鱼。所用４尾雌性亲鱼全长５３～６６ｃｍ，体

重１２６６．３～２２７１．０ｇ。将半滑舌鳎各组织样品取出，取组织样品时，各样品间不存在交叉污染，组织样品迅

速放入液氮中冻存，然后转入－８０℃冰箱保存备用。Ｄａｖｉｄｅｄｓｏｎ’ｓ液固定卵巢组织，用于组织学观察。

１．２　卵巢组织学分析

将固定在Ｄａｖｉｄｅｄｓｏｎ’ｓ液中的卵巢组织取出，常规梯度酒精脱水，二甲苯透明，石蜡包埋。ＬＥＩＣＡＲＭ

２２３５型切片机（德国）切片，厚度为５～７μｍ，Ｈ．Ｅ染色，中性树胶封片，ＬＥＩＣＡＤＷ４０００Ｂ型显微镜（德国）下

观察及显微摄影。参考柳学周等（２００９）半滑舌鳎卵巢发育组织学研究中的分类标准，对半滑舌鳎卵巢组织切

片的Ｈ．Ｅ染色结果进行分析，确定卵巢发育情况。

１．３　总犚犖犃提取和犮犇犖犃的合成

取－８０℃保存的半滑舌鳎各组织：脑、垂体、鳃、心、头肾、肾、肝、脾、胃、肠、卵巢、肌肉，用宝生物工程（大

连）有限公司的ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ抽提总ＲＮＡ，通过１％ 琼脂糖凝胶电泳检测ＲＮＡ完整性，采用Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００

（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）测定抽提的总ＲＮＡ浓度。各组织及部分垂体ＲＮＡ分别用宝生物（大连）有限公司的反

转录试剂合成ｃＤＮＡ第一链。２０μｌ反转录体系中最大使用１μｇ总ＲＮＡ，合成的ｃＤＮＡ于－２０℃保存，用于荧

光实时定量ＰＣＲ。

１．４　半滑舌鳎犉犛犎基因克隆

通过ＲＴＰＣＲ反应获得半滑舌鳎ＦＳＨ基因的保守片段，所用引物为ＦＳＨＦ和ＦＳＨＲ（表１）。ＰＣＲ扩增

体系为ｃＤＮＡ２μｌ、ＰＣＲ缓冲液５μｌ、ｄＮＴＰ０．５μｌ、引物各０．５μｌ、犜犪狇酶０．２μｌ，补无菌水至２５μｌ。反应条件

为９４℃５ｍｉｎ，９４℃３０ｓ、６０．８℃３０ｓ、７２℃５０ｓ共３０个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

表１　实验所用引物及其序列

Ｔａｂｌｅ１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓ

引物名称Ｐｒｉｍｅｒ 引物序列Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ＦＳＨＦ ＡＧＣＡＧＡＧＧＡＴＧＭＡＧＣＴＧＧＴ

ＦＳＨＲ ＴＧＧＣＣＡＣＡＧＧＧＴＡＧＧＴＳＡＣ

ＦＳＨＧＳＰ１ ＧＣＣＡＣＡＧＧＧＴＡＧＧＴＣＡＣＴＴＣＣＴＣＴＧＧＡＣ

ＦＳＨＮＧＳＰ１ ＧＧＴＣＣＡＧＴＣＴＣＣＧＴＴＧＣＡＣＧＴＣＴＴＣＴＧＣ

ＦＳＨＧＳＰ２ ＧＴＧＣＴＧＧＣＧＡＴＧＧＴＴＴＧＴＣＣＴＧＧＧＡＡＧＧ

ＦＳＨＦ１ ＴＧＡＴＧＧＧＴＧＴＣＣＡＧＡＧＧＡＡＧ

ＦＳＨＲ１ ＣＡＡＣＡＡＡＣＣＧＴＣＣＡＣＡＧＴＣＣ

１８ＳＦ ＧＧＴＣＴＧＴＧＡＴＧＣＣＣＴＴＡＧＡＴＧＴＣ

１８ＳＲ ＡＧＴＧＧＧＧＴＴＣＡＧＣＧＧＧＴＴＡＣ

提取新鲜垂体组织总 ＲＮＡ，用于

５′ＲＡＣＥ及３′ＲＡＣＥｃＤＮＡ第一链合

成。合成的ｃＤＮＡ 第一链分别用 Ａｄ

ｖａｎｔａｇｅ２ＰＣＲ试剂盒（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司）

进行ＰＣＲ扩增，各操作步骤、反应体系

以及 反 应 程 序 均 按 照 ＳＭＡＲＴｅｒＴＭ

ＲＡＣＥｃＤＮＡ扩增试剂盒（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公

司）使用手册进行。ＰＣＲ产物经２％琼

脂糖凝胶电泳分离后，切下目的条带，使

用Ｅ．Ｚ．Ｎ．ＡＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ回收纯

化ＰＣＲ产物（操作步骤严格按照ＯＭＥ

ＧＡ公司胶回收试剂盒说明书）。回收

的ＤＮＡ连接到ｐＥＡＳＹＴ１克隆载体，

重组子转化至Ｔｒａｎｓ１Ｔ１ＰｈａｇｅＲｅｓｉｓｔ

ａｎｔ化学感受态细胞，在含氨苄青霉素的ＬＢ平板上３７℃培养过夜，挑取阳性克隆送至北京华大公司测序。实

验中所用的引物见表１。
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１．５　序列分析

ＤＮＡＳＴＡＲ软件分析蛋白分子量和等电点。所得序列在ＮＣＢＩ数据库中进行ＢＬＡＳＴ比对，分析半滑舌

鳎ＦＳＨ与其他物种的ＦＳＨ同源性高低。使用ＳｉｇｎａｌＰ３．０Ｓｅｒｖｅｒ找出序列的成熟肽。使用ＣＢＳ在线软件分

析Ｎ糖基化位点。从ＧｅｎＢａｎｋ中选择脊椎动物哺乳纲、鸟纲、爬行纲、两栖纲和鱼纲不同分类地位的物种的

ＦＳＨ序列，鱼纲分类到目，具体见表２，这些序列用于同源性比较及进化树构建。运用ＣｌｕｓｔａｌＸ２进行多重序

列比对。系统进化树构建使用 ＭＥＧＡ４．０软件中Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ法（自展值为１０００）。

表２　同源性比较及进化树中引用的基因序列号

Ｔａｂｌｅ２　ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｏｆｇｅｎｅｓｕｓｅｄｆｏｒｈｏｍｏｌｏｇｕｅａｎｄｐｈｙｌｏｇｅｎｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓ

分类 Ｃａｔｅｇｏｒｙ 种名Ｓｐｅｃｉｅｓ　　　 学名Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃｎａｍｅ 登录号Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

硬骨鱼纲 Ｏｓｔｅｉｃｈｔｈｙｅｓ

鲽形目Ｐｌｅｕｒｏｎｅｃｔｉｆｏｒｍｅｓ Ｔｏｎｇｕｅｓｏｌｅ 犆．狊犲犿犻犾犪犲狏犻狊 ＡＦＣ９０００９

Ｓｅｎｅｇａｌｅｓｅｓｏｌｅ 犛狅犾犲犪狊犲狀犲犵犪犾犲狀狊犻狊 ＡＢＷ８１４０３

Ａｔｌａｎｔｉｃｈａｌｉｂｕｔ 犎．犺犻狆狆狅犵犾狅狊狊狌狊 ＣＡＤ１０５０１

Ｊａｐａｎｅｓｅｆｌｏｕｎｄｅｒ 犘犪狉犪犾犻犮犺狋犺狔狊狅犾犻狏犪犮犲狌狊 ＡＡＫ５８６０１

鲈形目Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ Ｅｕｒｏｐｅａｎｓｅａｂａｓｓ 犇犻犮犲狀狋狉犪狉犮犺狌狊犾犪犫狉犪狓 ＡＡＮ４０５０６

Ｏｒａｎｇｅｓｐｏｔｔｅｄｇｒｏｕｐｅｒ 犈狆犻狀犲狆犺犲犾狌狊犮狅犻狅犻犱犲狊 ＡＡＯ３１９７１

Ｂｌｏｔｃｈｅｄｓｎａｋｅｈｅａｄ 犆犺犪狀狀犪犿犪犮狌犾犪狋犲 ＡＡＳ０１６１０

Ｔｈｒｅｅｓｐｏｔｇｏｕｒａｍｉ 犜狉犻犮犺狅犵犪狊狋犲狉狋狉犻犮犺狅狆狋犲狉狌狊 Ｑ９ＰＷ９９

Ｓｔｒｉｐｅｄｓｅａｂａｓｓ 犕狅狉狅狀犲狊犪狓犪狋犻犾犻狊 Ｑ９１１２０

Ｒｅｄｓｅａｂｒｅａｍ 犘犪犵狉狌狊犿犪犼狅狉 ＢＡＢ１８５６３

Ｍｏｚａｍｂｉｑｕｅｔｉｌａｐｉａ 犗狉犲狅犮犺狉狅犿犻狊犿狅狊狊犪犿犫犻犮狌狊 ＡＡＫ８３０７９

形目Ｔｅｔｒａｏｄｏｎｔｉｆｏｒｍｅｓ Ｇｒａｓｓｐｕｆｆｅｒ 犜犪犽犻犳狌犵狌狀犻狆犺狅犫犾犲狊 ＢＡＪ１２０８１

银汉鱼目Ａｔｈｅｒｉｎｉｆｏｒｍｅｓ Ｐｅｊｅｒｒｅｙ 犗犱狅狀狋犲狊狋犺犲狊犫狅狀犪狉犻犲狀狊犻狊 ＡＡＰ８５６０６

!

形目Ｃｙｐｒｉｎｏｄｏｎｔｉｆｏｒｍｅｓ Ｍｕｍｍｉｃｈｏｇ 犉狌狀犱狌犾狌狊犺犲狋犲狉狅犮犾犻狋狌狊 Ｐ３０９７１

鲤形目Ｃｙｐｒｉｎｉｆｏｒｍｅｓ Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ 犇犪狀犻狅狉犲狉犻狅 ＮＰ＿９９１１８７

Ｇｏｌｄｆｉｓｈ 犆犪狉犪狊狊犻狌狊犪狌狉犪狋狌狊 Ｑ９８８４８

Ｃｏｍｍｏｎｃａｒｐ 犆狔狆狉犻狀狌狊犮犪狉狆犻狅 Ｏ１３０５０

鲇形目Ｓｉｌｕｒｉｆｏｒｍｅｓ Ｃｈａｎｎｅｌｃａｔｆｉｓｈ 犐犮狋犪犾狌狉狌狊狆狌狀犮狋犪狋狌狊 Ｑ９ＤＧ８１

鲑形目Ｓａｌｍｏｎｉｆｏｒｍｅｓ Ｒａｉｎｂｏｗｔｒｏｕｔ 犗．犿狔犽犻狊狊 ＢＡＢ１７６８６

Ｃｈｅｒｒｙｓａｌｍｏｎ 犗狀犮狅狉犺狔狀犮犺狌狊犿犪狊狅狌 Ｐ４８２５２

Ｌｅｎｏｋ 犅狉犪犮犺狔犿狔狊狋犪狓犾犲狀狅犽 ＡＡＲ９９８１０

Ａｒｃｔｉｃｃｉｓｃｏ 犆狅狉犲犵狅狀狌狊犪狌狋狌犿狀犪犾犻狊 Ｐ４８２５０

Ｓｗｅｅｔｆｉｓｈ 犘犾犲犮狅犵犾狅狊狊狌狊犪犾狋犻狏犲犾犻狊 ＡＡＭ９２２６９

鳗鲡目Ａｎｇｕｉｌｌｉｆｏｒｍｅｓ Ｅｕｒｏｐｅａｎｅｅｌ 犃狀犵狌犻犾犾犪犪狀犵狌犻犾犾犪 ＡＡＮ７３４０７

Ｊａｐａｎｅｓｅｅｅｌ 犃狀犵狌犻犾犾犪犼犪狆狅狀犻犮犪 Ｑ９ＹＧＫ３

Ｗｈｉｔｅｓｐｏｔｔｅｄｃｏｎｇｅｒ 犆狅狀犵犲狉犿狔狉犻犪狊狋犲狉 ＢＡＢ９７３９０

鲟形目Ａｃｉｐｅｎｓｅｒｉｆｏｒｍｓ Ｓｉｂｅｒｉａｎｓｔｕｒｇｅｏｎ 犃犮犻狆犲狀狊犲狉犫犪犲狉犻犻 ＣＡＢ９３５０４

两栖纲 Ａｍｐｈｉｂｉａ Ｊａｐａｎｅｓｅｆｒｏｇ 犚犪狀犪犼犪狆狅狀犻犮犪 ＢＡＤ１６７５７

爬行纲 Ｒｅｐｔｉｌｉａ Ｒｅｅｖｅｓ＇ｓｔｕｒｔｌｅ 犕犪狌狉犲犿狔狊狉犲犲狏犲狊犻犻 ＢＡＢ９２９４８

鸟纲 Ａｖｅｓ Ｊａｐａｎｅｓｅｑｕａｉｌ 犆狅狋狌狉狀犻狓犼犪狆狅狀犻犮犪 ＢＡＣ０１１６４

哺乳纲 Ｍａｍｍａｌｉａ Ｈｕｍａｎ 犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 ＮＰ＿００１０１８０９０

１．６　荧光实时定量犘犆犚

为了检测半滑舌鳎体内ＦＳＨ基因的表达情况，取４条性成熟的半滑舌鳎雌鱼的脑、垂体、鳃、心和头肾

等组织，按照１３的方法合成ｃＤＮＡ第一链。根据克隆得到的半滑舌鳎ＦＳＨｃＤＮＡ的序列，设计并合成实
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时定量ＰＣＲ引物ＦＳＨＦ１和ＦＳＨＲ１，同时合成作为内参的１８Ｓ基因的引物１８ＳＦ和１８ＳＲ。实时定量ＰＣＲ

反应体系参考ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇
ＴＭ
Ⅱ（宝生物工程有限公司，大连）试剂盒，使用２ｓｔｅｐ法，反应条件为

９５℃预变性３０ｓ，９５℃５ｓ、６０℃２２ｓ共４０个循环。实时定量ＲＴＰＣＲ反应及信息的收集都在Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

公司的 Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒｅｐｒｅａｌｐｌｅｘ上进行。程序运行完成后进行熔解曲线分析以确定引物及反应是否正常。

为保证结果的可靠性，对每一样品的分析均重复３次。使用１８Ｓ基因作为内参对照，用以校正所有样品中

ＲＮＡ的量。

根据扩增曲线得到的ＣＴ值（荧光信号达到设定的阈值时所经历的循环数），计算出目标基因ＦＳＨ和对照

基因１８ＳＣＴ值的差异△ＣＴ；进而以垂体作为参照样本，计算出其他不同样品△ＣＴ值相对于垂体的△ＣＴ值

的差值△ △ＣＴ。所得实验数据采用ＳＰＳＳ（１３．０版本）统计进行单因素方差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ）和Ｄｕｎ

ｃａｎ’ｓ多重比较分析，犘＜０．０５表示差异显著。最终依据２
－△△ＣＴ方法（Ｌｉｖａｋ犲狋犪犾．　２００１），制作出各组织

ｍＲＮＡ相对表达量的关系图表。

Ⅴ期卵巢，黑色箭头所指为不同时相卵母细胞

ＯｖａｒｙｉｎＳｔａｇｅⅤ，ｔｈｅｂｌａｃｋａｒｒｏｗｓｈｏｗｓｏｏｃｙｔｅｓ

ｉｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｐｈａｓｅ

图１　半滑舌鳎卵巢组织学

Ｆｉｇ．１　Ｏｖａｒｉａｎｈｉｓｔｏｌｏｇｙｏｆ犆．狊犲犿犻犾犪犲狏犻狊

２　结果

２．１　半滑舌鳎卵巢组织学分析

通过半滑舌鳎卵巢 Ｈ．Ｅ染色分析，观察到卵

巢中存在不同发育时期的卵母细胞。卵巢中含有

Ⅱ时相卵母细胞、Ⅲ时相卵母细胞、Ⅳ时相卵母细

胞和Ⅴ时相卵母细胞。此时期卵巢以Ⅴ时相卵母

细胞为主，卵母细胞的核消失，细胞质中含有粗大

的卵黄颗粒；确定卵巢已经发育至Ⅴ期（图１）。

２．２　犉犛犎序列分析

通过 ＲＴＰＣＲ 方法，使用引物 ＦＳＨＦ 和

ＦＳＨＲ获得长度为２７９ｂｐ的保守片段。经ＲＡＣＥ

反应后克隆测序，将５′ＲＡＣＥ和３′ＲＡＣＥ所得

片段与所获得保守序列拼接得到 ＦＳＨ 基因

ｃＤＮＡ全长，其长度为５４１ｂｐ，其开放阅读框为

３９３ｂｐ，编码了含１３０个氨基酸的蛋白，其分子量为１４ｋＤ，等电点为７．３；第１～２７个氨基酸为信号肽，成熟肽

序列包含１２个保守的半胱氨酸残基（Ｃｙｓ），且此序列３＇端非编码区含有一个加尾信号ＡＡＴＡＡＡ（图２）。该序

列已提交至ＧｅｎＢａｎｋ（序列号ＪＱ２７７９３３）。

２．３　犉犛犎氨基酸序列比对及同源性分析

半滑舌鳎ＦＳＨ成熟肽与鲽形目鱼类ＦＳＨ成熟肽的相似性分别为塞内加尔鳎犛狅犾犲犪狊犲狀犲犵犪犾犲狀狊犻狊４６％、庸

鲽犎犻狆狆狅犵犾狅狊狊狌狊犺犻狆狆狅犵犾狅狊狊狌狊４５％和牙鲆犘犪狉犪犾犻犮犺狋犺狔狊狅犾犻狏犪犮犲狌狊４９％。半滑舌鳎ＦＳＨ成熟肽与鲈形目鱼

类ＦＳＨ成熟肽的相似性分别为狼鲈犇犻犮犲狀狋狉犪狉犮犺狌狊犾犪犫狉犪狓４６％、斜带石斑鱼犈狆犻狀犲狆犺犲犾狌狊犮狅犻狅犻犱犲狊４４％和真

鲷犘犪犵狉狌狊犿犪犼狅狉４８％。半滑舌鳎ＦＳＨ成熟肽与鲤形目鱼类ＦＳＨ成熟肽的相似性分别为金鱼犆犪狉犪狊狊犻狌狊犪狌

狉犪狋狌狊３１％和斑马鱼犇犪狀犻狅狉犲狉犻狅２７％。半滑舌鳎ＦＳＨ成熟肽与哺乳纲人类犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊ＦＳＨ成熟肽的相

似性为２７％（图３）。

半滑舌鳎的ＦＳＨ成熟肽与其他硬骨鱼类和人类的ＦＳＨ进行多序列比对时发现，半滑舌鳎ＦＳＨ氨基酸具

有糖蛋白激素保守的１２个半胱氨酸残基。在半滑舌鳎的ＦＳＨ成熟肽的氨基酸序列中，发现了１个Ｎ糖基化

位点：２４～２７ＮＴＴ。

９１
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起始密码子ＡＴＧ和终止密码子ＴＡＧ以黑框表示；表示终止密码子；加尾信号以下划线标出；黑体为Ｃｙｓ

Ｔｈｅｓｔａｒｔａｎｄｓｔｏｐｃｏｄｏｎｓａｒｅｓｈｏｗｎｂｙｂｏｘ；ａｓｔｅｒｉｓｋｉｎｄｉｃａｔｅｓｓｔｏｐｃｏｄｏｎ；ｔｈｅｐｕｔａｔｉｖｅｐｏｌｙａｄｅｎｙｌａｔｉｏｎ

ｓｉｇｎａｌ（ＡＡＴＡＡＡ）ｉｓｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ；Ｃｙｓｉｓｉｎｂｏｌｄｆａｃｅ

图２　半滑舌鳎ＦＳＨ全长以及推断的氨基酸序列

Ｆｉｇ．２　ｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｐｕｔａｔｉｖｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅ犆．狊犲犿犻犾犪犲狏犻狊ＦＳＨ

灰色阴影代表半胱氨酸残基位点；黑色阴影代表Ｎ糖基化位点

Ｇｒａｙｓｈａｄｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｃｙｓｔｅｉｎｅｒｅｓｉｄｕｅｓ；ｂｌａｃｋｓｈａｄｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓＮｌｉｎｋｅｄｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｓ

Ｓｏｌｅ为半滑舌鳎 （Ｔｏｎｇｕｅｓｏｌｅ），Ｓｅｎｅｇａｌｅｓｅ为塞内加尔鳎 （Ｓｅｎｅｇａｌｅｓｓｏｌｅ），Ｈａｌｉｂｕｔ为庸鲽 （Ａｔｌａｎｔｉｃｈａｌｉｂｕｔ），

Ｆｌｏｕｎｄｅｒ为牙鲆（Ｊａｐａｎｅｓｅｆｌｏｕｎｄｅｒ），Ｓｅａｂａｓｓ为狼鲈（Ｅｕｒｏｐｅａｎｓｅａｂａｓｓ），Ｇｒｏｕｐｅｒ为斜带石斑鱼（Ｏｒａｎｇｅｓｐｏｔｔｅｄｇｒｏｕｐｅｒ），

Ｓｅａｂｒｅａｍ为真鲷 （Ｒｅｄｓｅａｂｒｅａｍ），Ｔｉｌａｐｉａ为莫桑比克罗非鱼（Ｍｏｚａｍｂｉｑｕｅｔｉｌａｐｉａ），Ｍｕｍｍｉｃｈｏｇ为底!

（Ｍｕｍｍｉｃｈｏｇ），

Ｇｏｌｄｆｉｓｈ为金鱼（Ｇｏｌｄｆｉｓｈ），Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ为斑马鱼（Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ），Ｔｒｏｕｔ为虹鳟 （Ｒａｉｎｂｏｗｔｒｏｕｔ），Ｅｅｌ为欧洲鳗鲡 （Ｅｕｒｏｐｅａｎｅｅｌ），

Ｓｔｕｒｇｅｏｎ为西伯利亚鲟 （Ｓｉｂｅｒｉａｎｓｔｕｒｇｅｏｎ），Ｈｕｍａｎ为人类（Ｈｕｍａｎ）

图３　半滑舌鳎ＦＳＨ氨基酸与其他物种ＦＳＨ氨基酸序列的比较

Ｆｉｇ．３　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆ犆．狊犲犿犻犾犪犲狏犻狊ＦＳＨａｍｉｎｏａｃｉｄｗｉｔｈｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ

０２
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２．４　犉犛犎系统进化分析

通过 ＭＥＧＡ４．０软件ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ法构建ＮＪ系统进化树（图４），置信度检验１０００次。获得的进化

树表明，硬骨鱼类ＦＳＨ聚类亲缘关系较近，而与哺乳类和鸟类等亲缘关系较远。不同物种ＦＳＨ氨基酸序列比

较发现，半滑舌鳎ＦＳＨ与鲽形目、鲈形目、形目、银汉鱼目的ＦＳＨ相似性（４５％～５０％）比鳗鲡目（２６％～

２７％）、鲑形目（２６％～２８％）、鲤形目（２３％～２６％）和高等脊椎动物（２１％～２４％）ＦＳＨ同源性高。但是半滑舌

鳎ＦＳＨ与鲽形目中的其他鱼类ＦＳＨ 同源性相对低（４５％～５０％），与鲈形目ＦＳＨ 同源性较接近（４７％～

５０％）；这可能是导致鲽形目ＦＳＨ不能聚为一簇的原因。

所用物种的ＧｅｎＢａｎｋ的序列号见表２

ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｏｆｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｒｅｓｈｏｗｎｉｎＴａｂｌｅ２

图４　基于 ＭＥＧＡ４．０中的ＮＪ方法的半滑舌鳎ＦＳＨ与其他物种分子进化树聚类分析

Ｆｉｇ．４　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｔｈｅＦＳＨｆｒｏｍ犆．狊犲犿犻犾犪犲狏犻狊ａｎｄｏｔｈｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｔｅｓｕｓｉｎｇＮＪｍｅｔｈｏｄｉｎＭＥＧＡ４．０

图５　半滑舌鳎ＦＳＨｍＲＮＡ在不同组织中的表达水平

Ｆｉｇ．５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＦＳＨｍＲＮＡｉｎ

ｔｉｓｓｕｅｓｏｆ犆．狊犲犿犻犾犪犲狏犻狊

２．５　犉犛犎基因在不同组织的表达分析

以１８Ｓ基因为参照，研究繁殖期半滑舌

鳎不同组织ＦＳＨ 基因的表达水平。实时荧

光定量ＰＣＲ检测结果发现，ＦＳＨ基因在脑、

垂体、鳃、心、头肾、肾、肝脏、脾脏、胃、肠、卵

巢、肌肉１２种组织中都有表达，但表达量有

明显差异。如图５所示，在垂体中相对表达

量最高。单因素方差分析结果显示，ＦＳＨ

ｍＲＮＡ在垂体的表达与其他组织中的表达

差异显著（犘＜０．０５）。ＦＳＨ ｍＲＮＡ在脑和

卵巢中表达量亦较丰富，尽管分别比垂体低

３９２０倍和１１８倍。另外，在鳃、心、头肾、肾、

肝脏、脾脏、胃、肠、肌肉这９个组织中，ＦＳＨ

ｍＲＮＡ虽然表达量很小，但仍可检测到表达。

１２
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３　讨论

３．１　半滑舌鳎犉犛犎基因克隆及序列分析

本研究运用ＲＴＰＣＲ和ＲＡＣＥ技术获得了半滑舌鳎ＦＳＨｃＤＮＡ的全长序列，并对半滑舌鳎的ＦＳＨ与其

他脊椎动物氨基酸序列的同源性进行比较。分析表明，半滑舌鳎ＦＳＨ同鲽形目、鲈形目的ＦＳＨ相似性较高，

而同鲤形目和哺乳动物ＦＳＨ的相似性相对低。半滑舌鳎ＦＳＨ成熟肽序列包含１２个半胱氨酸残基（Ｃｙｓ）和１

个Ｎ糖基化位点（２４～２７ＮＴＴ），这反映出ＦＳＨ在进化中高度的保守性。１２个保守的半胱氨酸残基在ＦＳＨ

和促性腺激素α亚基（Ｃｏｍｍｏｎａｌｐｈａｓｕｂｕｎｉｔ）结合形成稳定二聚体中起到重要作用。硬骨鱼类ＦＳＨ结构的

变化会影响到与受体结合能力及异源二聚体的稳定性（Ｋｉｍ犲狋犪犾．　２００５）。有研究指出，鱼类中ＧＴＨ和受体

之间的反应不是一一对应的（ＬｅｖａｖｉＳｉｖａｎ犲狋犪犾．　２０１０），大马哈鱼ＦＳＨ与ＦＳＨＲ特异结合（Ｍｉｗａ犲狋犪犾．　

１９９４；Ｙａｎ犲狋犪犾．　１９９２），而玫瑰大麻哈鱼犗．狉犺狅犱狌狉狌狊的ＦＳＨ既与ＦＳＨＲ结合也能与ＬＨＲ结合（Ｏｂａ犲狋

犪犾．　１９９９）。另外有研究报道，ＦＳＨ一般包含两个Ｎ糖基化位点，这两个Ｎ糖基化位点都会影响激素与细胞

受体的结合力，其中第２个Ｎ糖基化位点还会影响信号转导（曲宪成等　２００７）。半滑舌鳎ＦＳＨ不含第１个

Ｎ糖基化位点，至于是否会影响ＦＳＨ的空间结构以及生物活性，还有待深入研究。依据Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ方

法构建系统进化树，发现半滑舌鳎ＦＳＨ与鲽形目中的其他鱼类ＦＳＨ同源性（４５％～５０％）比鲈形目（４７％～

５０％）相对较低，推测这可能是导致鲽形目ＦＳＨ不能聚为一簇的原因。这也表明半滑舌鳎ＦＳＨ一级结构和鲽

形目鱼类ＦＳＨ一级结构相差较大。鲽形目鱼类ＦＳＨ同源性比较低，预示着ＦＳＨ在鲽形目鱼类生理功能可能

存在细微的差异，但这需要进一步的实验验证。

３．２　犉犛犎基因在繁殖季节半滑舌鳎组织表达特征

本研究采用实时荧光定量ＰＣＲ方法检测ＦＳＨｍＲＮＡ在半滑舌鳎各组织的表达，结果发现，在垂体表达

量最丰富，其他组织表达量都很小，脑和性腺相对表达量较高。利用半定量ＲＴＰＣＲ方法和免疫细胞化学检

测方法，在尼罗罗非鱼犗狉犲狅犮犺狉狅犿犻狊狀犻犾狅狋犻犮狌狊和红大马哈鱼犗．狀犲狉犽犪（Ｐａｒｈａｒ犲狋犪犾．　２００３）、金头鲷犛狆犪狉狌狊

犪狌狉犪狋犪（Ｗｏｎｇ犲狋犪犾．　２００４）和斑马鱼（Ｓｏ犲狋犪犾．　２００５）检测到ＦＳＨ ｍＲＮＡ的表达，除垂体外，ＦＳＨｍＲＮＡ

亦分布在其他组织中，本研究结果与之相似。采用实时荧光定量ＰＣＲ方法检测到半滑舌鳎ＦＳＨｍＲＮＡ在非

垂体组织中也广泛表达，但有关该表达方式的生理机制尚未明确，暗示半滑舌鳎ＦＳＨ可能具有更加广泛的垂

体外的生理功能。ＦＳＨ在鱼类发育的不同时期的作用和表达量的多少存在差异（胡红霞等　２００６），ＦＳＨ 在

鱼类性腺发育早期起主导作用。所以，需要对ＦＳＨ基因在不同性腺、不同发育时期的表达进行更深入的研究，

进而更全面地了解ＦＳＨ在半滑舌鳎性腺发育中的生理作用。
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