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摘要: 为进一步提高半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis Günther)人工育苗技术水平, 对半滑舌鳎新型膜孕激素受体

(mPR-like)基因进行研究。采用同源克隆和末端快速扩增(RACE)方法, 获得全长为 2 002 bp的半滑舌鳎新型膜孕激

素受体的cDNA序列; 二级结构分析表明, 该蛋白存在 7 个跨膜区域; 三级结构分析表明该蛋白有多个结合位点。

使用MEGA4.0 临位相联法和Clustal X方法对mPR-like的氨基酸序列进行聚类分析和序列相似度分析, 发现半滑舌

鳎mPR-like 鳉与青 (Oryzias latipes)和三刺鱼(Gasterosteus aculeayus)的mPR-like聚为一支, 相似度分别为 68% 和

72%。应用实时定量PCR方法分析了mPR-like mRNA表达情况, 发现mPR-like mRNA在性成熟雌性半滑舌鳎不同组

织表达具有广泛性, 但表达量存在差异, 在脑、卵巢、心脏、鳃、脾和胃等组织表达丰富; 在不同发育阶段卵母细

胞中, mPR-like mRNA表达水平从II时相卵母细胞到V时相卵母细胞持续升高, 而在VI时相卵母细胞的表达水平显

著下降(P<0.05); 在半滑舌鳎繁殖周期的脑和卵巢组织中, mPR-like mRNA的表达水平从性腺发育II期到V期持续升

高 , 并且在V期达到最高峰 (P<0.05), VI期表达量开始下降 ; 在半滑舌鳎繁殖周期的垂体组织中 , 不同繁殖期

mPR-like mRNA表达水平变化幅度不大, 但在性腺发育V期时垂体中的表达量显著高于其他繁殖期(P<0.05)。放射

免疫测定的结果表明, 半滑舌鳎雌鱼血清中孕酮激素的含量变化在整个繁殖周期中差异显著(P<0.05), 在性腺发育

IV期含量迅速升高并在V期达到峰值。 该基因在半滑舌鳎多种组织中的表达特征, 预示其具有多种生理学作用; 在

卵母细胞和繁殖周期脑–垂体–卵巢的表达特征表明其参与卵母细胞成熟过程和生殖调控。 
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鱼类卵母细胞在卵黄生成阶段完成后体积增

至最大, 此时卵母细胞不能够受精, 第一次减数

分裂没有完成; 卵母细胞停滞在有丝分裂前期。

大量分泌的促性腺激素刺激卵巢滤泡细胞释放成

熟诱导类固醇激素即孕激素, 成熟诱导类固醇激

素促使鱼类卵母减数分裂重新开始[1], 进而成熟

诱导类固醇激素与卵母细胞膜表面的受体结合 , 

促进了卵母细胞成熟[2]。卵母细胞成熟是其成功

受精的先决条件。Masui等[3]发现孕激素可以诱导

两栖动物卵母细胞成熟, 并且孕激素能够把去除

细胞核的卵母细胞诱导成熟, 依此推测孕激素受

体位于卵母细胞核外。Sadler等[4]发现在分离得到

的非洲爪蟾(Xenopus laevis)卵母细胞膜, 孕激素

能够抑制腺苷酸环化酶活性, 这进一步说明孕激

素能够在卵母细胞膜引起细胞内的反应。但是关

于膜孕激素受体的研究进展较缓慢, 直到近年通
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过分子生物学实验方法确定了膜孕激素受体和相

关功能特征分析, 孕激素通过其膜受体发挥生理

作用的重要性和复杂性才逐步被揭示。在硬骨鱼

类发现增加膜孕激素受体的浓度后, 孕激素诱导

卵母细胞成熟的作用也增强[5]。膜孕激素受体主

要包括膜孕激素受体 α (mPRα)、膜孕激素受体 β 

(mPRβ)和膜孕激素受体 γ (mPRγ), 该受体家族在

诱导鱼类和二栖类卵母细胞成熟、哺乳动物分娩

等过程发挥重要作用 [6−8]。在牙鲆 (Paralichthys 

olivaceus), 研究报道了孕激素脂联素受体家族新

成员(mPRL), 并分析其系统发生; mPRL mRNA在

牙鲆卵巢、精巢等繁殖相关组织表达丰富; 在牙

鲆精巢发育 IV期mPRL mRNA表达水平逐步升高

并在V期达到整个繁殖期最大值(P<0.05), 从V期

到 VI 期 mPRL转录水平下降[9]。但在鲆鲽类雌鱼, 

mPRL基因生理作用未见报道。  

半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis Günther)为

中国海水鱼类工厂化养殖的主要鱼类之一。近年

来在生产实践中发现, 大量使用的人工培育的半

滑舌鳎亲鱼时常出现产卵效果不佳, 卵子质量差

等现象, 影响了苗种生产[10−11]。因此需要加强其

性腺发育和卵母细胞成熟机理及调控方面的研

究。在半滑舌鳎中克隆得到新型膜孕激素受体

mPR-like基因的 cDNA全长, 并分析其系统发生, 

研究 mPR-like基因在半滑舌鳎性成熟的雌鱼各组

织、不同发育阶段卵母细胞以及繁殖周期内的脑−

垂体−卵巢中的 mRNA 的表达特征, 并结合繁殖

周期血清中孕酮激素含量的变化情况, 初步探讨

半滑舌鳎 mPR-like的生理功能。为今后人工亲鱼

的培育和强化调控技术研究提供科学依据, 以提

高全人工苗种繁育效率。  

1  材料与方法 

1.1  材料来源 

实验用性成熟的半滑舌鳎雌鱼取自青岛忠

海水产有限公司 , 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

成熟的 F1亲鱼, 半滑舌鳎雌鱼全长 53~66 cm, 体

重 1 266.3~2 271.0 g。其培育条件为: 全年开放流

水培育, 水温 8~25 , ℃ 盐度 27~31, pH 7.8~8.4, 

溶解氧 5 mg/L 以上。不同繁殖期时, 在相同亲鱼

培育池中随机选取 4 条半滑舌鳎雌鱼, 连续采集

1年。解剖前先用 MS-222麻醉, 测量实验鱼体质

量和体长, 尾静脉取血。迅速将半滑舌鳎各组织

样品取出, 卵巢和肝等称重, 样品迅速放入液氮

中冻存, 然后转入–80℃冰箱保存备用。部分卵巢

组织放于 Davidesons AFA中固定, 用于卵巢发育

组织学观察。血液样品于 4℃冰箱中静置 4~6 h

后, 12 000 r/min离心 10 min, 取血清于–40℃中保

存备用。 

1.2   卵巢组织学分析 

将固定在Davidesons AFA氏液中的卵巢组织

取出, 常规梯度酒精脱水, 二甲苯透明, 石蜡包

埋。LEICA RM 2235型切片机(德国) 切片, 厚度为

5 µm, HE染色, 中性树胶封片, LEICA DW4000B型

显微镜(德国) 下观察, 选择典型切片进行显微摄

影。根据 HE 染色结果, 确定半滑舌鳎卵巢发育

情况[12–13]。 

1.3  总 RNA提取和 cDNA第一链的合成 

取于 –80℃保存的半滑舌鳎卵巢组织 , 用

RNAiso Plus (TaKaRa公司) 抽提总 RNA, 通过 1% 

琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 完整性。采用 Thermo

公司 Nanodrop 2000测定总 RNA的浓度和纯度。取

1 g 总 RNA, 参照 TaKaRa 公司的 PrimerScriptTM 

1st Strand cDNA Synthesis Kit反转录试剂盒说明, 

反转录成 cDNA模板, –20℃保存备用。    

1.4  mPR-like 基因克隆 

1.4.1  mPR-like 基因保守片段克隆  使用简并引

物 mPRL/F(表1), 以上述 cDNA 为模板 , 扩增

mPR-like 基因片段。PCR 产物回收纯化后与

pEASY-T1载体连接 , 转化到 Trans1-T1 Phage 

Resistant 感受态细胞中, 在含有 Amp 抗性的 LB

平板培养基上培养12 h。随即挑取单克隆菌落, 接

种于含 Amp 抗性的液体培养基中, 37℃培养8 h

后进行菌液 PCR。将阳性克隆送至北京华大公司

测序。 

1.4.2  mPR-like 基因全长克隆  提取半滑舌鳎

新鲜性腺组织总 RNA, 用 SMARTerTM RACE 
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cDNA Amplification Kit(Clontech 公司)试剂盒合

成 5′-RACE及 3′-RACE cDNA第一链, 各操作步

骤、反应体系以及反应程序均按照试剂盒使用说

明进行。合成的 cDNA第一链分别用 Advantage 2 

PCR 试剂盒(Clontech公司)进行 PCR扩增。引物

mPRLGSP1/mPRLNGSP1(表 1)用于 5′末端的扩增, 

引物 mPRLGSP2/mPRLNGSP2(表 1)用于 3′末端的

扩增。扩增产物经克隆、测序, 拼接获得全长序列。 
  

表 1  半滑舌鳎 mPR-like 基因克隆与表达所用引物序列  
Tab. 1  Primer sequences for Cynoglossus semilaevis mRNA 

cloning and expression analysis 

引物名称 
primer name 

引物序列(5′−3′) sequence (5′−3′) 

mPRLF TTCCAGCGCCACAAYGAGAC 

mPRLR CACCTGGCACACCTTRCGCA 

mPRLGSP1 CGTAACAGCAGCCGAGGCAGGACAGACA

mPRLNGSP1 CTGGCATGAAGATCCCACGAACGTGTCG 

mPRLGSP2 ACCGAGACCGTAGACTTTGTGGGTGA 

mPRLNGSP2 ACCATCGACACGTTCGTGGGATCTTCA 

RT-mPRLF CAGGGAGTGTAATGTGAAAACAGG 

RT-mPRLR AAAGAGGACAGAAGGAGAATCAACA 

RT-mPRLF2 TGTCCTCGTCCAGCGTCACT 

RT-mPRLR2 CCCTGTCCCAAGAAATCACACT 

18S F GGTCTGTGATGCCCTTAGATGTC 

18S R AGTGGGGTTCAGCGGGTTAC 

 

1.5  序列分析 

所得序列在 NCBI数据库中进行 BLAST比对, 

Dnastar 软件分析蛋白分子量和等电点 ; 使用

SOSUI软件分析跨膜区域[14]; 应用 I-TASSE(http: // 

zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/)进行蛋白

质三级结构预测; 使用 Clustal X 2 进行多重序列

比对, 分析半滑舌鳎 mPR-like 与其他物种的 mPR- 

Like 同源性高低; 系统进化树构建使用 MEGA6.0

软件中 Neighbor-joining法(自展值为 1 000)。 

1.6  mPR-like mRNA在雌鱼各组织及生殖周期中

的表达 

半滑舌鳎 mPR-like mRNA在雌鱼各组织中的

表达分析从挑取的 4 条性成熟的半滑舌鳎雌鱼, 

提取脑、垂体、卵巢、鳃、心脏和头肾等 12种组

织的总 RNA并参照 TaKaRa公司的 PrimerScriptTM 

RT reagent Kit with gDNA Eraser 试剂盒合成

cDNA 第一链并用于基因表达分析。半滑舌鳎

mPR-like mRNA在不同发育阶段卵母细胞的表达

分析[15]: 分别从 II 时相、III 时相、IV 时相、V

时相和 VI时相卵母细胞提取总 RNA进行反转录

用于基因表达分析; 每个卵母细胞发育时相设置

4个重复。半滑舌鳎 mPR-like mRNA在雌鱼生殖

周期的表达分析: 分别从 II期、III期、IV期、V

期和 VI 期的 4 条性成熟的半滑舌鳎, 各自提取

脑、垂体和卵巢总 RNA进行反转录用于基因繁殖

周期表达分析。 

荧光实时定量(qRT-PCR)反应体系为 20 µL: 

1 µL cDNA 模板, 1.5 µL 引物 RT-mPRLF/R 和

RT-mPRLF2/R2 (10 µmol/L), 10 µL SYBR Premix 
ExTaqTM II和 6 µL dH2O。采用两步法 PCR扩增

程序, 反应条件为 95℃预变性 30 s, 95  5℃  s, 60  ℃

18 s共 40个循环。使用 18S rRNA基因作为内参

对照, 用以校正所有样品中 RNA的量。荧光实时

定量 PCR 反应及信息的收集都在Mastercycler ep 

realplex实时定量 PCR仪(Eppendorf公司)上进行。

程序运行完成后进行熔解曲线(melting curve)分

析以确定引物及反应是否正常。每个样品设置 3

个平行复孔, 重复 3 次实验, 同时实验设阴性对

照, 以确认实验结果的可靠性。  

1.7  血清孕酮含量测定 

采用放射免疫测定方法, 测定半滑舌鳎血清

中孕酮激素在繁殖周期的含量变化, 每个繁殖阶

段测定 4 个样品。孕酮放射免疫测定试剂盒购自

天津九鼎医学生物工程有限公司, 测定方法参照

其说明书, 采用双管平行进行测定。测定的精密

度在批次内为 7.2%, 批次间为 8.9%。测定的灵敏

度为 0.03 ng/mL。                             

1.8  数据处理与分析 

基因表达实验所得数据用相对定量的 T2 CDD

方法[16]计算处理后, 再用 SPSS16.0 进行数据处

理和显著性检验分析(P<0.05)。相对表达量数据

均表示为平均数±标准误 ( x ±SE), 并制成柱状

图。孕酮激素测定数据均表示为平均数±标准误

( x ±SE), 采用单因素方差分析并进行显著性检验

分析(P<0.05)。 
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2  结果与分析 

2.1  卵巢发育组织学分析 

对半滑舌鳎卵巢组织切片的 HE 染色结果进

行分析, 采用性腺切面中平均面积超过50%或居 

最高比例的卵细胞的对应时相来确定性腺的发育

时期。对实验样品进行分析, 将采集的卵巢组织

样本分为 5个期: II期卵巢, III期卵巢, IV期卵巢, 

V期卵巢和 VI期卵巢(图 1)。  

 

 
 

图 1  半滑舌鳎各期卵巢组织切片 

A: II期卵巢, 比例尺=100 µm; B: III期卵巢, 比例尺=100 µm; C: IV期卵巢, 比例尺=200 µm; D和 E: V期卵巢, 比例尺=200 µm; 

F: VI期卵巢, 比例尺=200 µm. 

图中标注的 II、III、IV、V和 VI分别指对应时相的卵母细胞. 

Fig. 1  The stained sections for each of ovarian stage of Cynoglossus semilaevis 
A: ovary of stage II, bar=100 µm; B: ovary of stage III, bar=100 µm; C: ovary of stage IV, bar=200 µm; D&E: ovary of stage V, 

bar=200 µm; F: ovary of stage VI, bar=200 µm. 
The symbols of II, III, IV, V, and VI were corresponding to the phases of oocytes. 

 

2.2  mPR-like的序列分析和蛋白质结构分析 

从半滑舌鳎卵巢内分离得到了 mPR-like基因

全长 cDNA, 该 cDNA全长为 2 002 bp, 5′非编码

区为 163 bp, 3′非编码区 783 bp, 同时在 3′非编码

区发现有典型的加尾信号AATAAA; 该基因的开

放阅读框为 1 059 bp, 编码 352 个氨基酸, 分子

量为 40 kD (GenBank 登录号为 KF277065) (图

2)。采用 SOSUI 软件预测蛋白质二级结构, 发现

半滑舌鳎 mPR-like是具有 7个跨膜区域的膜蛋白

(图 3)。通过 I-TASSER 软件预测了半滑舌鳎

mPR-like 蛋白质的三级结构, 发现在其蛋白质三

级结构中存在多个蛋白结合位点(图 4)。                    

2.3  mPR-like氨基酸同源性比较及系统进化分析  

对半滑舌鳎 mPR-like 鳉氨基酸序列与青 和

三刺鱼的 mPR-like 氨基酸序列进行比对, 发现

半滑舌鳎 mPR-like 氨基酸序列与其他鱼类的

mPR-like 氨基酸序列较为保守(图5)。对半滑舌

鳎 mPR-like 氨基酸序列与上述的硬骨鱼类的

mPR-like 氨基酸序列同源性进行分析 , 结果表

明半滑舌鳎 mPR-like 鳉与青 (Oryzias latipes)的

同源性为68%, 与三刺鱼(Gasterosteus aculeayus)

同源性为72%。   

为分析半滑舌鳎 mPR-like 的进化地位, 构建了

14 个物种的 mPR 家族成员氨基酸序列系统进化树, 

包括硬骨鱼类和哺乳类(图 6)。结果发现此进化树共

分为 3大分支, 分别为mPRα分支、mPR-like (缩写

为 mPRL)分支、mPRβ 分支; 半滑舌鳎 mPR-like 基

因属于硬骨鱼类mPR家族新基因分支。 
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图 2  半滑舌鳎 mPR-like cDNA全长及其推断的氨基酸序列 

Fig. 2  The cDNA sequence and its deduced amino acid sequence of mPR-like from Cynoglossus semilaevis 
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图 3  半滑舌鳎 mPR-like蛋白跨膜结构预测 

Fig. 3  Proposed model for mPR-like transmembrane domains of Cynoglossus semilaevis 

             

 
 
图 4  半滑舌鳎 mPR-like蛋白三维结构 

Fig. 4  Tertiary structure of mPR-like protein of Cynoglossus 
semilaevis 

       

Mega6.0 软件(Neighbor-Joining 法)进行聚类

分析所用不同蛋白序列 GenBank 登录号为: 半滑

舌鳎 mPRα, AFC90009; 大西洋绒须石首鱼 mPRα, 

ABU68407.1; 云纹犬牙石首鱼 mPRα, AF262028_1; 

牙鲆mPRα, AGE13751.1; 漠斑牙鲆mPRα, ACW83621; 

三刺鱼, BT026752; 鳉青 , BAC82706; 家鼠 mPRβ, 

NP 083105; 斑马鱼 mPRβ, AAN78114.1; 斑点叉尾

鮰 mPRβ, AAS45555.1; 鲀红 鳍 东 方 mPRβ, 

SINFRUP00000160848; 人类mPRβ, NP_588608.1。 

2.4  mPR-like mRNA在繁殖期的组织表达特征 

qRT-PCR的结果表明mPR-like基因在性成熟

半滑舌鳎雌鱼的脑、垂体、鳃、心脏、卵巢和肌

肉等 12 种组织中均有表达, 但其表达量存在差

异。分析表明, mPR-like基因在卵巢组织中相对表

达量最高 , 其次心脏、鳃、脾、胃和脑组织中的

表达量也较为丰富, 而在肝、肾和头肾组织中的

表达量很弱(图 7)。显著性检验和多重比较分析

发现在半滑舌鳎雌鱼的 12 个组织中, 该基因在

卵巢和其他 11 种组织的表达水平均差异显著

(P<0.05)。 

2.5  mPR-Like mRNA 在不同发育阶段卵母细胞

表达 

qRT-PCR的分析结果表明mPR-like基因在半

滑舌鳎卵母细胞不同发育阶段均有表达, 但其表

达量有明显差异。mPR-like 基因的表达水平从 II

时相卵母细胞到 V 时相卵母细胞持续升高, 而 
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图 5  半滑舌鳎 mPR-like氨基酸与其他鱼类 mPR-like氨基酸序列的比较 

C.S: 半滑舌鳎, O.L: 鳉青 , G.A: 三刺鱼. 

Fig. 5  Alignment amino acid of Cynoglossus semilaevis mPR-like with other teleosts 
C.S: Cynoglossus semilaevis; O.L: Oryzias latipes, G.A: Gasterosteus aculeayus. 

 

 
 
图 6  基于 MEGA 6.0中的 NJ方法的半滑舌鳎 mPR-like与其他脊椎动物 mPR家族成员进化树聚类分析 

Fig. 6  Phylogenetic tree of the mPR-like from Cynoglossus semilaevis and other vertebrates mPR family in MEGA 6.0 

 
在 VI时相卵母细胞表达水平显著下降(P<0.05)。

对卵母细胞的不同发育阶段表达的分析, 发现在

卵母细胞成熟阶段表达水平达到峰值 , 预示

mPR-like基因参与到卵母细胞的成熟过程(图 8)。 

2.6  mPR-like mRNA在繁殖周期的表达 

qRT-PCR的结果表明在半滑舌鳎繁殖周期的 
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图 7  半滑舌鳎 mPR-like mRNA在不同组织中的表达水平 

B: 脑, P: 垂体, G: 鳃, H: 心脏, HK: 头肾, K: 肾, L: 肝, S: 脾, St: 胃, I: 肠, O: 卵巢, M: 肌肉. 

无相同字母的两项间差异显著(P<0.05). 

Fig. 7  Expression level of mPR-like mRNA in different tissues of Cynoglossus semilaevis 
B: Brain, P: Pituitary, G: Gill, H: Heart, HK: Heard kidney, K: Kindney, L: Liver, S: Spleen, St: Stomach, I: Intestine, O: Ovary, M: Muscle. 

Columns marked with different letter do differ significantly from each other (P<0.05). 

 

 
 

图 8  mPR-like mRNA在半滑舌鳎 

不同发育阶段卵母细胞中的表达 

不同字母的两项间差异显著(P<0.05). 

Fig. 8  Expression level of mPR-like mRNA at 
 various stages of oogenensis 

Columns marked with different letters do differ significantly 
from each other (P<0.05). 

 

脑组织中, mPR-like mRNA 的表达水平从卵巢发

育 II 期到 V 期一直显著升高(P<0.05), 并且在卵

巢发育 V期时达到最高峰, VI期时该基因表达量

下降。在半滑舌鳎繁殖周期的垂体组织中 , 

mPR-like mRNA的表达水平在繁殖周期变化幅度

不大, 但是从卵巢发育 II期到 V期也是一直缓慢

升高的, 而在 IV 期时有所下降, 并且卵巢发育 V

期时该基因在垂体表达量显著高于其他繁殖期

(P<0.05)。在半滑舌鳎繁殖周期的卵巢组织中 , 

mPR-like mRNA的表达水平在繁殖周期不同阶段

的变化是从 II 期到 III 期表达量稍微下降, 从 IV

期时表达量开始显著升高(P<0.05), 并在 V 期时

表达量迅速升高至整个繁殖期的最高峰, 到VI期

时该基因的表达量迅速下降至整个繁殖周期的最

低值(图 9)。   

2.7  孕酮激素在半滑舌鳎繁殖周期中的变化 

半滑舌鳎雌鱼血清中孕酮激素(progesterone, 

P)的含量变化在整个繁殖周期中差异显著(P<0.05), 

从卵巢发育 II期到 III期时含量开始升高, IV期时

含量迅速升高并在 V期时达到繁殖周期的最高值, 

VI期时孕酮激素含量开始下降(图 10)。血清中孕

酮激素的含量变化与半滑舌鳎卵巢发育、成熟的

过程相吻合, 说明孕酮激素在卵母细胞成熟和排

卵过程中发挥重要的生理功能。 

3  讨论 

本研究首次克隆获得半滑舌鳎 mPR-like基因

的 cDNA 全长序列, 编码含有 352 个氨基酸的蛋

白, 分子量为 40 kD。半滑舌鳎 mPR-like具有典

型的孕激素脂联素受体家族(PAQRs)的 7 次跨膜

区域。同时, 在预测的该蛋白的三维空间结构中

发现有多个蛋白结合位点, 这为 mPR-like未来在

生产实践中应用提供了依据。氨基酸序列多重 
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图 9  半滑舌鳎 mPR-like mRNA在不同繁殖期的脑、垂体和性腺中表达水平 

不同字母的两项间差异显著(P<0.05). 

Fig. 9  Expression level of mPR-like mRNA in brain, pituitary and ovary of reproductive cycle of Cynoglossus semilaevis 
Columns marked with different letters do differ significantly from each other (P<0.05). 

 

 
 

图 10  半滑舌鳎血清中孕酮在繁殖周期的变化规律  

无相同字母的两项间差异显著(P<0.05). 

Fig. 10  Progesterone levels of Cynoglossus semilaevis in the 
reproductive cycle 

Columnars marked by the different letter do differ significantly 
from each other (P<0.05). 

 

比较分析表明, mPR-like 在进化过程中较为保守, 

半滑舌鳎 mPR-like 与其他硬骨鱼类 mPR-like 的

氨基酸序列相似度达到 68%~72%, 同源性较高。

对半滑舌鳎mPR-like的氨基酸序列与其他物种膜

孕激素受体家族成员的氨基酸序列构建系统进化

树, 显示出脊椎动物 mPR-like 系统分类关系, 即

半滑舌鳎 mPR-like 与其他鱼类的 mPR-like 聚为

一簇, 说明在长期进化过程中, 它们具有较近的

亲缘关系。由上述分析也可以发现 , 半滑舌鳎

mPR-like 属于硬骨鱼类膜孕激素受体家族新基因

分支。 

采用qRT-PCR的方法研究了性成熟雌性半滑

舌鳎各组织中mPR-like基因的表达情况, 发现半

滑舌鳎mPR-like mRNA较丰富地表达在脑、垂体、

卵巢、心脏、鳃、脾和胃等组织, 这表明mPR-like

可能在半滑舌鳎多种组织中参与调节孕激素的生

理功能。Kazeto等[17]采用qRT-PCR方法检测斑点

鮰叉尾 (Ictalurus punctatus)膜孕激素受体家族成

员基因的组织特异性表达 , 发现mPRα和mPRβ 

mRNA主要分布在脑、垂体、心脏、卵巢和精巢

等组织; mPRγ mRNA主要分布在脑、鳃、腹大动

脉、肠、肾和精巢等组织。在本研究中发现半滑

舌鳎mPR-like mRNA表达具有广泛性, 这与膜孕

激素受体家族成员的基因表达模式相似。对膜孕

激素受体家族基因在脑和垂体组织的生理功能报

道很少。使用外源孕激素刺激离体培养的大西洋

绒须石首鱼(Micropogonias undulatus)脑组织, 发

现孕激素可抑制促性腺激素释放激素的分泌; 这

种抑制作用进一步导致促性腺激素分泌减少, 同

时刺激脑组织分泌孕激素, 并通过神经内分泌的

途径协同促进卵母细胞成熟[18]。采用qRT-PCR的

方法研究了mPR-like基因在半滑舌鳎不同时相卵

母细胞中的表达, 发现mPR-like mRNA在卵母细

胞成熟过程中表达量逐步升高, 预示着该基因参

与半滑舌鳎卵母细胞成熟过程。研究表明mPRα

和mPRβ能够在卵母细胞通过介导孕激素信号通

路从而诱导鱼类和两栖类卵母细胞成熟[7, 19], 在

本研究发现半滑舌鳎mPR-like可能发挥相似的生
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理功能 ; 这也初步从功能方面说明新发现的半

滑舌鳎mPR-like基因为膜孕激素受体基因家族

的一员。    

对 mPR-Like mRNA 在半滑舌鳎繁殖周期的

脑–垂体–卵巢中的表达情况研究发现, 3 种组织

中该基因在卵巢发育的不同阶段均有表达, 但是

表达规律不同。半滑舌鳎繁殖周期 mPR-like基因

在脑和垂体的表达变化的总体趋势是先升高后降

低, 据此推测 mPR-like 可以在脑–垂体的神经内

分泌系统调节孕激素在繁殖过程中的生理作用。

mPR-like mRNA在半滑舌鳎卵巢中的周期表达变

化趋势是从 II期到 V期显著升高并且在 V期时达

到整个繁殖期的最大值 (P<0.05)。由此可见 , 

mPR-like mRNA在半滑舌鳎卵巢中的周期表达变

化趋势与卵巢的发育成熟过程相吻合, 进一步说

明 mPR-like参与半滑舌鳎卵母细胞的发育、成熟

过程。Kazeto 等[20]采用 qRT-PCR 方法检测斑点

鮰叉尾 繁殖周期的膜孕激素受体家族成员在卵巢

组织的表达变化, 发现 mPRα mRNA 在卵母细胞

发育阶段表达量开始升高, 在卵母细胞成熟阶段

表达量达到峰值; mPRβ和 mPRγ mRNA在卵母细

胞发育阶段相对表达量最大。本研究结果与斑点

鮰叉尾 的 mPRα 基因周期表达模式相似。半滑舌

鳎血清中孕酮激素的在繁殖周期的含量变化情况

与mPR-like mRNA在脑–垂体–卵巢中的周期表达

变化趋势相似, 初步说明 mPR-like参与调节孕酮

的生理活动 , 参与孕激素促进卵巢发育成熟过

程。从 mPR-Like表达模式及其与孕激素关系, 可

以看出其在硬骨鱼类卵母细胞发育成熟过程中发

挥着重要的作用, 但其作用方式和作用机制尚不

完全清楚。本研究为进一步探讨 mPR-Like 的繁

殖内分泌功能奠定基础。 
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Molecular characterization of the novel membrane progestin receptor 
gene and its role during ovarian development in the half smooth 
tongue sole Cynoglossus semilaevis Günther 

LIU Xuezhou1, SHI Bao1, LI Xiaoxiao1, 2, XU Yongjiang1, WANG Shanshan1, LI Xiaoni1 

1. Key Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture, Qingdao Key Laboratory 
for Marine Fish Breeding and Biotechnology, Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery 
Sciences, Qingdao 266071, China;  

2. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China 

Abstract: To improve techniques of artificial breeding, this research focused on the novel membrane progestin receptor 
(mPRL) of half smooth tongue sole Cynoglossus semilaevis Günther. The full-length cDNA encoding mPRL was 
cloned from the half smooth tongue sole by means of homology cloning and RACE PCR analyses. The complete cDNA 
sequence of mPRL (GenBank accession number: KF277065) was 2 002 bp in length, consisting of a 5′ untranslated 
region (UTR) of 163 bp, a coding sequence of 1 056 bp, and a 3′UTR of 783 bp. The molecular weight of mPRL was 
17.62 kD. Structural analysis of the translated cDNA suggested that it encoded membrane protein with seven trans-
membrane domains. Tertiary structure of the mPRL protein showed that it had several binding sites. The rooted phy-
logenetic tree was constructed using the neighbor-joining method on MEGA4.0 for comparative analysis of half smooth 
tongue sole mPRL and selected vertebrate sequences. The similarity (%, identity) of half smooth tongue sole mPRL in 
comparison with other representative sequences was analyzed using Clustal X. The results indicated that the half 
smooth tongue sole mPRL was clustered with mPRL of other fish. Half smooth tongue sole had 68% identity with 
Japanese medaka (Oryzias latipes) and 72% with three-spined stickleback (Gasterosteus aculeatus). The mPRL mRNA 
expression in half smooth tongue sole was detected by quantitative real-time PCR. And found to be widely, although 
not homogeneously expressed. mPRL transcripts were highly abundant in the brain, ovary, heart, gill, spleen, and 
stomach. In addition, positive signals were obtained for mPRL mRNA in the pituitary gland, muscle, and intestine, al-
though the resulting transcript levels were lower than in the ovary. Representative sections of ovaries showed the mor-
phological characteristics during development, which was divided into five stages. The expression level of mPRL 
mRNA at various stages of oogenensis in the sole showed that the level of mPRL mRNA in the brain and ovary signifi-
cantly increased from stage II to stage V (P<0.05), climaxing at stage V, then sharply decreasing in stage IV. The tran-
script level of mPRL mRNA in the pituitary peaked at stageV, although itwas not significant (P>0.05). Serum proges-
terone levels were measured using radioimmunoassay to evaluate the relationship between levels of mPRL transcript 
and serum progesterone. Changes in the serum progesterone were dramatic at stage II (P<0.05), from which progester-
one values increased rapidly, reached a maximum at stage V. Expression in multiple tissue simplies that mPRL plays 
various biological roles in half smooth tongue sole. We can infer from the mPRL mRNA expression pattern at various 
stages of oogenensis and the reproductive cycle that mPRL also contributes to the process of oocyte maturation of the 
half smooth tongue sole. 
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