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碱性磷酸酶在大菱鲆不同组织的表达及其与甲状腺激素的关系 

田娟, 施志仪 
上海海洋大学 生物技术研究中心,上海 201306 

摘要: 为了探讨碱性磷酸酶(ALP)基因在大菱鲆(Scophthatmus maximus)体内的表达情况及在细胞水平上三碘甲状

腺原氨酸(T3)对碱性磷酸酶(ALP)基因表达量的影响, 利用荧光定量 PCR法检测了大菱鲆肠、肌肉、脾脏、心脏、

鳃、肝脏、肾脏及脑 8个不同组织中 ALP mRNA的表达情况, 并且用 0 nmol/L、50 nmol/L、75 nmol/L、100 nmol/L、

200 nmol/L 5个不同浓度的 T3处理大菱鲆肾细胞(SMKC), 采用实时荧光定量 PCR法测定 T3处理后细胞中 ALP 

mRNA的表达情况。结果表明, ALP mRNA在大菱鲆不同组织中的表达量各不相同, 具有组织特异性。心脏组织中

ALP mRNA 的表达量最高, 其次是肝脏组织中和鳃组织中, 肌肉组织中 ALP mRNA 的表达量最少。不同浓度 T3

处理后大菱鲆肾细胞后, 细胞中碱性磷酸酶基因的表达量存在明显的差异, ALP mRNA的表达量随着 T3浓度的增

加有递增趋势。结论认为, ALP基因在大菱鲆成鱼 8个不同组织中均有表达, 但其表达量却有明显的差异, 具有组

织特异性。ALP基因的表达量受甲状腺激素 T3正向调控, 并有浓度依赖性。[中国水产科学, 2011, 18(1): 208–213] 
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碱性磷酸酶(ALP)是 1 个同型二聚体的磷酸
单酯酶, 是包含锌离子和镁离子的金属酶, 它能

在碱性条件下水解单磷酸酯[1–2]。碱性磷酸酶在生

物界分布广泛, 有众多催化底物和复杂的生理功

能[3–4]。除了在少数植物中外, 碱性磷酸酶广泛分
布于大多数生物体内, 在大肠杆菌中, 它分布在
细胞周质[5], 而在哺乳动物中它通过磷脂酰多糖

侧链结合在细胞膜上[6–7]。ALP不仅直接参与机体
内物质的代谢和运输, 而且还与蛋白质的合成和

分泌有关[8]。它对于生物钙质的吸收、骨骼的钙

化、胚胎的发育、营养的吸收、甲壳素的分泌及

形成具有重要作用, 是水生动物赖以生长、生存
的重要酶类之一[9–11]。 
在哺乳动物体内,多种激素对碱性磷酸酶的

表达均有影响, 特别是甲状腺激素。目前已经确

认人肠特异性碱性磷酸酶(IAP)是甲状腺激素受
体的下游靶基因, 甲状腺激素对ALP基因的表达

具有调控作用[12]。实验证明人甲状腺激素受体能

结合于肠碱性磷酸酶基因的启动子区, 直接参与

碱性磷酸酶的转录调节。水生动物ALP的研究较
多地集中于组织学、酶的生化性质等方面, 关于
基因表达和调控的报道还不多。在鱼类中斑马鱼

(Danio rerio)、河鲀(Fugu rubripes)、大菱鲆(Scoph- 
thalmus maximus)、牙鲆(Paralichthys olivaceus)的

碱性磷酸酶基因已被克隆。陈晓武等[13]在研究中

发现, ALP在牙鲆仔鱼变态发育过程中具有一定
的生理作用, 特别是对骨骼细胞形态和消化功能
的影响尤为显著。施志仪等[14]克隆出 1 段牙鲆
ALP基因 5′调控区序列, 并对其活性进行了初步
研究, 表明这段序列能够指导外源性的增强型绿
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色荧光蛋白在COS-7 细胞中表达。但迄今为止, 

关于甲状腺激素与碱性磷酸酶关系的深入研究尚

未在鲆鲽鱼类中进行。 

大菱鲆 (Scophthalmus maximus)属于鲽形目
(Pleuronectiformes)鲆科 (Bothidae)菱鲆属 , 主要
产于大西洋东侧沿岸 , 是名贵的低温经济鱼类。
大菱鲆在早期阶段与牙鲆有相同的右眼移位变态

发育的过程, 从生物进化树角度分析, 也与牙鲆
的亲缘关系较近。本实验主要对碱性磷酸酶在大

菱鲆各组织中的分布、表达以及大菱鲆肾细胞

(SMKC)中三碘甲状腺原氨酸与碱性磷酸酶基因
的关系进行研究,以期为进一步探索碱性磷酸酶

和甲状腺激素的关系,为阐明鲆鲽鱼类变态发育

的调控机理提供资料。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 
实验用大菱鲆成鱼购于上海铜川路水产市场, 

在实验室暂养。大菱鲆肾细胞(SMKC)由中国水产
科学研究院黄海水产研究所陈松林老师惠赠。

DMEM 培养基粉末、胎牛血清、Hepes、成纤维
细胞生长因子(bFGF)购于 Invitrogen; 三碘甲状腺

原氨酸 (T3)购于 Sigma 公司 ; TRIzol、RNasin 
Ribonuclease Inhibitor、SYBR Premix Ex Taq购于
TAKARA 公司; M-MLV 逆转录酶购于 Promage 

公司。 

1.2  方法 
1.2.1  大菱鲆各组织总 RNA的提取与 cDNA的合
成  用手术剪准确剪取大菱鲆肠、肌肉、脾脏、
心脏、鳃、肝脏、肾脏及脑 8 个不同组织, 生理
盐水洗净后用 TRizol 试剂法提取 8 个组织的总
RNA, 分光光度计检测其 OD 值, 1.0%琼脂糖凝

胶电泳检测 RNA的完整性, 按 Promage逆转录酶
说明书反转录合成 cDNA。 

1.2.2  细胞培养及药物处理  SMKC用DMEM培
养基培养 , 培养基中含 15%胎牛血清、青霉素 
100 U/mL、链霉素 100 μg/mL、bFGF 2 ng/mL、
Hepes 20 mmol/L, 置于 24℃培养箱中培养。细胞
长满整瓶后用 0.25%胰酶消化传入六孔板中, 待
细胞长满孔板更换新鲜培养基, 同时加入甲状腺
激素T3 溶液作用 12 h, 参考Malo等[12]对Caco-2
人结肠腺癌细胞的实验, 设计了T3溶液的处理浓
度分别为 0 nmol/L、50 nmol/L、75 nmol/L、100 
nmol/L、200 nmol/L, 以处理浓度为 0 nmol/L组为
对照, 每个浓度设 3个重复。 

1.2.3  大菱鲆肾细胞(SMKC)总 RNA 的提取与
cDNA的合成 PBS溶液冲洗细胞 2次后用 TRIzol

法提取细胞的总 RNA, 分光光度计检测其 OD值, 
1.0%琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 的完整性 , 按
Promage逆转录酶说明书反转录合成 cDNA。 

1.2.4  引物设计  参照 GenBank 中大菱鲆 ALP 
(DQ848861)和 β-actin(AY008305)的相关序列, 分
别设计了各基因的特异性引物(表 1)。 

1.2.5  常规PCR扩增  PCR反应体系为: 10×PCR 
Buffer(含Mg2+)2.5 μL、dNTP 2 μL、10 μmol/l上下
游引物各 0.5 μL、5 U/μL的Taq DNA酶 0.2 μL、
反转录产物 0.5 μL, 补充ddH2O至 25 μL。反应条
件为: 94℃预变性 3 min; 94℃变性 30 s, 60℃退火 
30 s, 72℃延伸 30 s, 共 35个循环; 72℃延伸 10 
min。1.0%琼脂糖凝胶电泳检测。扩增产物回收
纯化后测序检测。 

1.2.6  实时荧光定量 PCR  
(1) 标准曲线的建立  样品 cDNA进行 10倍

系列稀释, 以稀释后的 cDNA为模板进行实时荧 

 

表 1  实时荧光定量 PCR 所用引物 

Tab.1  Primers used for real-time quantitative PCR analysis 

引物 primer 序列 sequence 

ALP-F 
ALP-R 

5'-ATCGATTACCAGGAAAACAACTACC-3' 
5'-CGTCCCGCCAAATGACATAC-3' 

β- actin-F 
β- actin-R 

5'-GGAAATCGTGCGTGACATTAAG-3' 
5'-CCTCTGGACAACGGAACCTCT-3' 
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光定量PCR, 每个模板重复 2 次。反应体系为: 
SYBR Premix Ex Taq(2×)10 μL、10 μmol/L上下游
引物各 0.4 μL、cDNA模板 2 μL, 加ddH2O至 20 
μL。反应条件为: 95℃预变性 1 min; 95℃变性 10 
s、60℃退火 30 s、72℃延伸 30 s, 共 40个循环。
融解曲线制备: 55~90℃, 每 0.5℃收集 1次荧光信
号, 共 71个循环。 

(2) 目的基因的定量  对样品 cDNA 进行目
的基因实时荧光定量 PCR扩增, 反应体系及反应
条件同标准曲线建立部分, 每个样品重复 3次。 

1.2.7  数据分析  根据实时荧光定量PCR结果 , 
以β-actin为参照基因 , 根据目的基因及β-actin的
Ct值, 按照 2-ΔΔCt法计算目的基因的表达情况。运

用SPSS统计软件进行多重比较分析差异显著性, 

P<0.05时差异有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  大菱鲆各个组织和肾细胞中碱性磷酸酶基因
的表达 
常规 PCR扩增检测大菱鲆肠、肌肉、脾脏、

心脏、鳃、肝脏、肾脏及脑 8 个不同组织及肾细

胞中的碱性磷酸酶的表达情况, 从扩增结果看出, 
肠、肌肉、脾脏、心脏、鳃、肝脏、肾脏及脑 8

个不同组织及大菱鲆肾细胞中均检测到有碱性磷

酸酶基因表达(图 1)。 
对大菱鲆肠、肌肉、脾脏、心脏、鳃、肝脏、

肾脏及脑 8 个不同组织的cDNA进行荧光定量
PCR扩增, 根据实时荧光定量PCR结果, 以β-actin
为参照基因 , 根据目的基因及β-actin的Ct值 , 按
照 2-ΔΔCt法计算碱性磷酸酶(ALP)在大菱鲆 8 个组
织中的表达情况。从图 2 结果看出, 碱性磷酸酶
在大菱鲆各组织中的表达量有明显的差异, 心脏
组织中碱性磷酸酶的表达量最高; 其次是肝脏组

织中和鳃组织中; 脾脏、肾脏、脑和肠中碱性磷
酸酶的表达量较少; 肌肉组织中碱性磷酸酶的表
达量最少。 

2.2  T3处理对大菱鲆肾细胞ALP mRNA表达量的
影响 

T3 处理后, 大菱鲆肾细胞 ALP mRNA 表达 

 
 

图 1  大菱鲆各个组织与肾细胞中碱性磷酸酶基因的表
达情况 

A: 组织中 ALP表达情况. M. marker, 1. 肠, 2. 肌肉, 3. 脾脏, 
4. 心脏, 5. 鳃, 6. 肝脏, 7. 肾脏, 8. 脑.  

B: 肾细胞中 ALP表达情况. 1、2为 ALP mRNA在 SMKC中
的表达; M. marker. 

Fig. 1 Expression of alkaline phosphatase gene in different 
tissues and SMKC of Scophthatmus maximus 

A: The expression of alkaline phosphatase gene in different 
tissues. M. marker; 1.intestine; 2. muscle; 3. spleen; 4. heart; 5. 

gill; 6. liver;7. kidney ; 8. brain. 
B: The expression of alkaline phosphatase gene in Scophthat-
mus maximus kidney cell. 1–2. expression of alkaline phos-

phatase gene in SMKC; M.marker.
 

 
 

图 2  ALP mRNA在大菱鲆不同组织中表达 
1为肠; 2为肌肉; 3为脾脏; 4为心脏; 5为鳃; 6为肝脏; 7为

肾脏; 8为脑. 
Fig. 2  Expression of ALP mRNA in different tissues of 

Scophthatmus maximus 
1. intestine; 2. muscle; 3. spleen; 4. heart; 5. gill; 6. liver; 7. 

kidney ; 8. brain.
 

量较对照组均明显升高。ALP mRNA的表达量随
着 T3浓度的增加而递增, T3浓度为 50 nmol/L时, 
ALP mRNA表达量达到了对照组的 1.4倍(P<0.05); 

T3浓度为 75 nmol/L时, ALP mRNA表达量达到
了对照组的 2.4 倍(P<0.05); 而 T3 浓度为 100 
nmol/L时, ALP mRNA表达量达到了对照组的 2.9
倍(P<0.05); 在 T3浓度 200 nmol/L时, 表达量达
到了对照组的 3 倍(P<0.05)(图 3)。多重比较分析
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表明, 各浓度 T3 处理组与正常组相比差异均显
著, 但相邻两浓度处理组之间的差异不显著, T3
处理浓度为 100 nmol/L和 200 nmol/L时与对照组
相比差异极显著(P<0.01)。 

     

 
 
图 3  大菱鲆肾细胞中 ALP的相对表达量 
标注不同字母的各项间差异显著(P<0.05). 

Fig. 3  Rrelative expression of ALP mRNA in Scophthatmus 
maximus’ kidney cells 

Different letters donate significant difference between different 
treatments(P<0.05). 

 

3  讨论 

碱性磷酸酶是一种广泛分布的单脂磷酸水解

酶, 它本身是 1种膜结合金属糖蛋白, 由 2个亚单

位组成 , 其同工酶种类很多 , 以人和小鼠为例 , 

都具有 1 种组织非特异性ALP(Tissue-Nonspecific 

Alkaline Phosphatase, TSNALP)在肝、肾、骨骼、

早期胚胎等组织中表达[14]。另外人和小鼠还分别

有 3 种和 2 种组织特异性ALP(Tissue-Specific 

Alkaline Phosphatase, TSALP), 包 括 人 的 肠

ALP[15]、胎盘ALP[14]和生殖细胞ALP[16], 以及小

鼠的肠ALP[17]和胚胎ALP[18]。很多研究表明, 胎

盘型ALP、生殖细胞型ALP和小肠型ALP的基因具

有高度的同源性 , 98%的氨基酸序列是相同的
[14–16]。陈晓武等[19]克隆了牙鲆ALP基因cDNA全

序列, 并对其进行分析。RT-PCR显示ALP mRNA

在牙鲆体内广泛分布于肝、肾、皮肤、皮下肌肉

和胃肠内表层等组织[13], 从其mRNA的组织表达

特点来看, 认为是组织非特异性ALP。 

3.1  ALP mRNA表达量的组织特异性 
在脊椎动物早期发育中, ALP的表达具有时

间和组织特异性[20–21]。从大菱鲆 8 个组织中ALP
的表达情况看来, 在大菱鲆成鱼中, ALP mRNA
的分布比较广泛, 但是在各个组织中的表达量有
明显的差异, 心脏组织中的ALP mRNA表达量最
高, 其ALP mRNA的表达量是肠组织中的 35.7倍; 
其次是肝脏, 其ALP mRNA的表达量是肠组织中
的 16.9 倍; 鳃组织中的表达量是肠组织中的 12.4
倍; 脾脏组织中的表达量是肠组织中的 4.4倍; 肾
脏和脑组织中的表达量是肠组织中的 3 倍; 肌肉
组织表达量最少, 仅是肠组织中ALP mRNA表达
量的 0.6倍。由此可见, 在大菱鲆成鱼中ALP的表
达具有组织特异性。 

3.2  甲状腺激素正向调控 ALP mRNA的表达 
甲状腺激素对于动物的生长发育、神经系统

的形成、营养的吸收和代谢等具有重要作用。目

前已经确认甲状腺激素在牙鲆变态发育中具有重

要作用[22–23], 而甲状腺激素是通过其受体介导从
而发挥生物学作用。甲状腺激素进入细胞核后与

受体结合, 激活受体, 并使之结合于基因的一段
特定的DNA序列, 即甲状腺应答因子(responsive 
element), 从而正向或反向调节特定基因的转录

和表达[24–25]。对人和老鼠中的研究表明, 碱性磷
酸酶是甲状腺激素受体下游的靶基因。哺乳动物

细胞中关于ALP基因调控转录的分子机制已有不
少报道, 研究表明, 在小鼠成骨细胞中三碘甲状
腺原氨酸T3可以刺激ALP的释放, 增强其活性[26]。

Malo等[12]用 100 nmol/L的T3 作用于Caco-2 人结
肠腺癌细胞 0 h、6 h、12 h、24 h, Northern blots
检测发现, 随着T3 处理时间的延长, ALP基因的
表达量随之增加。通过启动子片段缺失分析表明

人IAP基因启动子存在 1 个甲状腺激素应答元件
(Thyroid Hormone Response Element, TRE), 
EMSA表明只有 TR和 TRα1-retinod X receptor 
α(RXRα)形成异源二聚体复合物才能有效结合在
人IAP的甲状腺激素应答元件上。 

从本实验的结果来看, 随着T3 浓度的增加, 
大菱鲆肾细胞中ALP mRNA的表达量随之增加 , 
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在T3浓度为 200 nmol/L时, 表达量达到了对照组
的 3 倍, 表明ALP基因的表达量受甲状腺激素T3
正向调控, 并有浓度依赖性。这与Malo等[12]的结

果相似, 说明在海水鱼类细胞中, 甲状腺激素对
ALP基因的表达存在直接或间接的调控关系, 并
且正向调控ALP mRNA的表达。 

综上所述, 碱性磷酸酶基因在大菱鲆成鱼 8

个不同组织中均有表达, 但其表达量却有明显的

差异, 具有组织特异性。在细胞水平的研究表明

三碘甲状腺原氨酸(T3)对碱性磷酸酶有一定的调

控作用, ALP的表达量受 T3的正向调控, 其中具

体的调控分子机制有待进一步的研究。 
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Expression of alkaline phosphatase (ALP) gene in tissues of Scophtha- 
tmus maximus and relationship between thyroid hormone and alkaline 
phosphatase  

TIAN Juan, SHI Zhiyi
Biotechnology Research Center, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China 

Abstract: It had been proved that the change of ALP activity had obvious effect on the morphology of osteocyte and digestive 
function in the metamorphism stage of Japanese flounder (Scophthatmus maximus) larvae. In order to study the expression of 
alkaline phosphatase (ALP) gene and the effects of triiodothyronine (T3) on the expression of ALP gene in S. maximus, 
real-time fluorescent quantitative PCR was applied to detect the expression of ALP mRNA in eight different tissues which 
were intestine, muscle, spleen, heart, gill, liver, kidney, brain and the S maximus’ kidney cell(SMKC) treated by T3 in five 
different concentrations (0 nmol/L,50 nmol/L,75 nmol/L,100 nmol/L,200 nmol/L). The results showed that the expression of 
ALP mRNA were various in different tissues, and was tissue-specific. The expression of ALP mRNA was the highest in 
heart, followed by liver and gill, and the lowest was in muscle. There was significant difference on expression of alkaline 
phosphatase（ALP）gene in SMKC after treated by different concentrations of T3. From the results, it can be concluded that 
ALP gene was expressed in eight different tissues, but there was significant difference in expression level, with tissue-specific 
characters. The expression of ALP mRNA had an incremental trend with the increase of T3. It was indicated that expression of 
ALP gene was positively regulated by T3, and was concentration-dependent. [Journal of Fishery Sciences of China, 2011, 
18(1): 208–213] 
Key words: Scophthatmus maximus; triiodothyronine (T3); alkaline phosphatase (ALP); SMKC; real-time fluorescence 
quantitative PCR
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