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摘要: 通过 RACE 方法获得半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis) Hh 基因家族的 Shh 基因, 该基因全长 1 922 bp, 其中

5′UTR 266 bp, 3′UTR 360 bp, ORF1 296 bp, 编码 431个氨基酸, 经预测该多肽的相对分子质量为 47.28 kD, 理论等电点

6.95, 具有 Hh基因家族特有的保守结构域。氨基酸序列分析表明, 半滑舌鳎 Shh与牙鲆的同源性最高, 为 82%, 与

其他鱼类同源性为 74%~81%, 与非洲爪蟾的同源性为 61%, 与人和鼠的同源性为 63%~64%。甲基化结果显示, 

Shh 基因在 1龄卵巢中的甲基化程度普遍低于雄鱼与伪雄鱼精巢。基因表达分析显示, Shh 基因在胚胎期的囊胚

期表达显著高于其它时期(P<0.05), 在雌雄成鱼 8个组织器官均表达, 在雌性性腺分化的关键期孵化后 50 d, 雌

性性腺中表达量较前期升高, 且显著高于同时期雄性性腺中的表达(P<0.05), 在雄性性腺分化的关键期 80~95 d, 

Shh基因在雄性中的表达水平显著升高(P<0.05), 在 8月龄、1龄及 2龄雌鱼性腺中表达显著高于雄鱼与伪雄鱼。

本研究表明, 半滑舌鳎 Shh 基因在进化中高度保守, 与胚胎分化、组织器官形成、雌雄性腺分化及性腺发育密切

相关。 
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Hedgehog (Hh)是编码一系列分泌蛋白的基

因家族, 它控制着细胞的生长, 代谢, 参与各种

无脊椎动物和脊椎动物的胚胎发育以及控制各种

机体器官的发生发育, 在多细胞生物生命活动中

扮演重要角色[1]。Hedgehog基因最早是从无脊椎

动物果蝇 (Drosophila melanogaster)中克隆得到 , 

通过研究发现 Hh 基因控制着果蝇的翅膀, 体节, 

腿和眼睛等组织的发育[2–5]。随后在水蛭(Hirudo 

medicinalis)、海胆(Diadema antillarum)、文昌鱼

(Branchiostoma belchefi)、蟋蟀 (Gryllus bimacu-

latus)等[6–8]无脊椎动物中也发现了 Hh基因。线虫

作为无脊椎模式动物, 虽然没有在其体内发现Hh

基因, 但仍有一些 Hh 受体 Patched (Ptch)的同源

蛋白存在, 并且在线虫中发挥着类似于 Hh 基因

的功能[9]。随着脊椎动物基因组的复制, Hh 基因

也发生了分化 , 主要可以分为三类 , 即 Desert 

Hedgehog (Dhh) 基因, Indian Hedgehog (Ihh)基因

和 Sonic Hedgehog (Shh) 基因[10–11]。Dhh主要表

达于性腺组织, 包括睾丸的支持细胞和卵巢的颗

粒细胞中[12–14], 该基因缺失的小鼠虽然绝大多数

组织的表型没有发生明显变化, 但是雄性小鼠会

因为缺乏没有成熟的精子而不育[12]。Ihh 基因特

异的表达与原始内胚层细胞, 肠道以及肥大软骨

细胞有关[15–18]。约有 50% Ihh缺失的胎儿在胚胎
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发育早期死于卵黄囊的发育不良, 而存活的胚胎个体

则表现出皮质骨缺陷和长骨软骨组织异常[18–19]。Shh

基因是在脊椎动物表达最广泛的一类 Hh 信号分

子, 在脊椎动物早期胚胎发生过程中, Shh基因表

达于结节脊索和底板等部位, 调节胚胎左右和背

腹的不对称[20–22]。Shh 基因在四肢的发育过程中

表达于胚胎极化活性区(ZPA), 对四肢起到极化

的作用[23–25]。在随后的生长发育及各种器官的形

成过程中, Shh 基因主要表达于各种上皮组织中

并在其中发挥重要的调节作用[26–32]。Shh 基因在

生殖系统中也发挥一定作用, Shh 基因在胎儿前

列腺的形成过程中发挥重要作用, Shh 基因发生

突变的胎儿泌尿生殖系统发育异常, 并且无法形

成前列腺芽[33]。另外, Shh基因还在一定程度上参

与调控卵泡的发育[33]。Hh信号通路的组成主要包

括 4类蛋白: Hh基因家族, Hh信号受体 Ptch 1和

2, Smo(Smoothened)及 Gli1、Gli2、Gli3[1]。Hh

信号通路是一个复杂的网状系统, 在不存在 Hh

效应蛋白的状态下, Ptch与 Smo形成复合体, Smo

的活性被 Ptch抑制, 该信号通路被抑制。在存在

Hh效应蛋白时, Hh与其受体 Ptch结合, Ptch对

Smo 活性的抑制作用消失, Smo 进一步激活 Gli, 

Gli 调控相应靶基因的转录, 最终发挥该信号传

导通路的效应[34–36]。 

半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)是中国重要

的海水养殖鱼类, 在自然条件下, 雌雄个体生长

差异显著 , 成熟雌鱼全长及体重是雄鱼的数倍 , 

且存在性逆转现象, 导致养殖群体中生理雄鱼比

例高于雌鱼[37]。以上因素严重制约了半滑舌鳎规

模化养殖的发展进程, 因而研究半滑舌鳎性别相

关基因及性别决定机制, 对于半滑舌鳎性别控制

和全雌育种具有重要意义, 这也是目前国际上亟

待解决的一大难题[38]。目前, 未见有关半滑舌鳎

Hh 信号通路的研究报道。本研究主要研究 Hh

信号通路 Shh 基因在半滑舌鳎早期胚胎, 雌、雄

成鱼不同组织和不同发育时期性腺的表达 , 以

及成鱼性腺中的甲基化分析 , 为半滑舌鳎性别

相关基因研究以及全雌育种提供试验数据和理

论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验用半滑舌鳎样品均来自山东省海阳黄海

水产公司。其中 1 龄雌雄成鱼样品各 3 尾, 分别

取雌雄鱼的性腺、脾、肝、肾、心脏、脑、肠、

皮共 8种组织, 8月龄 3尾、1龄 3尾及 2龄雌雄

伪雄鱼各 3 尾, 分别取其性腺组织, 胚胎期样品

采取连续取样法, 分别取受精后发育卵裂早期、

囊胚期、神经胚期、心跳期、胚体扭动期、孵出

期胚体, 以及孵化后 35 d、50 d、65 d、80 d、95 d、

150 d性腺样品, 每个时期 3个平行, 其中一侧性

腺和其他所有样品液氮速冻 10 min, –80℃保存, 

用于 RNA 提取, 另一侧性腺投入 10 倍性腺体积

的戊二醛固定液中(2.5%)固定 24 h, 再转入乙醇

(75%)中保存, 用于石蜡切片的制备。另外, 每条

鱼取少量尾鳍鳍条放入已加 1 mL 无水乙醇的离

心管中, 使用海洋动物组织 DNA 提取试剂盒(天

根)提取其性腺组织 DNA, 具体实验步骤按照说

明书进行, 用于遗传性别鉴定。 

1.2  生理性别与遗传性别鉴定 

生理性别与遗传性别鉴定采用性别特异

CseF382标记为引物(CseF382a、CseF382s), 方法

参考文献[39]。 

1.3  RNA提取与 cDNA合成 

总 RNA提取及质量检测步骤参考胡乔木[40]。

检测合格后的 RNA 样品放入–80℃冰箱内保存。

根据宝生物公司的 PrimeScript®RT reagent kit 

with gDNA Eraser试剂盒反转录合成 cDNA第一

条链。cDNA于–20℃冰箱内保存备用。 

1.4  Shh基因的克隆 

根据半滑舌鳎全基因组的测序结果[38], 我们

得到了 Shh 基因的部分 cDNA 序列, 并进行准确

性验证。并根据验证后的序列使用末端扩增试剂

盒 SMARTer™ RACE cDNA Amplification Kit进

行 RACE末端扩增。扩增验证及特异扩增所需的

引物序列见表 1。 

1.5  序列和进化分析 

首先通过引物查找去除载体序列 ,  然后用 
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表 1  Shh 基因克隆使用的引物序列表 
Tab. 1  Nucleotide sequences of primers used in the experiment for Shh cloning 

引物名称 primer 引物序列(5′−3′) sequence(5′−3′) 目的 amplification target 

CseF382a ATTCACTGACCCCTGAGAGC 性别鉴定 

CseF382s TGGCACCATCATTGTAAAACTA for genetic sexidentification 

CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGT 

GGTATCAACGCAGAGT 

CTAATACGACTCACTATAGGG 

UPM-long 
 

UPM-short NUP 

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 

5′和 3′末端扩增 
for 5′ and 3′ RACE 

β-actin-a GCTGTGCTGTCCCTGTA 

β-actin-s GAGTAGCCACGCTCTGTC 

β-actin的表达 
 

expression of β-actin 

Shh-5′nest AGATGAGAGCGACCGAGGCGAC 

Shh-5′race AGGGTCAGAGTGGAGGATGCCG 

Shh-3′nest AGTCCATCCATCCACTGGGCAT 

Shh-3′race TTTTACGCAGGAACACCAGGGC 

5′和 3′末端扩增 
for 5′ and 3′ RACE 

Shh-1a ACGGAGTTCTCTGCTTTC 

Shh-1s CCTCGGTCGCTCTCATCT 

Shh-2s GTCCAAAGCCCACATCCA 

Shh-2a ACCACCACGGTCCCCTCC 

539 bp 

r-Shh-s CAGGAACACCAGGGCTCG 

r-Shh-a CCAGCCGCAGTCTGAGGG 

msp-Shh-a TGTTACGGTAGATAGTAGGATACGG 

msp-Shh-s ACAAAAACAAACAAATAAAAACGA 

msp-Shh-us TGTTATGGTAGATAGTAGGATATGG 

msp-Shh-ua ACAAAAACAAACAAATAAAAACAAC 

178 bp 
 

甲基化 
methylation 

 

SeqMan 软件将已验证序列与 5′序列和 3′序列进

行拼接, 最终获得 Shh 基因完整 cDNA 序列。再

使用 DNASTAR 5.0软件预测出 CDS区并翻译成

氨基酸序列, 用 SMART 对氨基酸序列进行结构

功能域分析 (http://smart.embl-heidelberg.de/), 用

Vector NTI 10软件进行多序列比对, MEGA 5.0软

件构建系统进化树。在线预测(http://www.expasy. 

org/proteomics)蛋白的相对分子质量、等电点。 

1.6  Shh基因启动子区甲基化分析 

通过片段扩增验证形式获得半滑舌鳎 Shh 基

因起始密码子上游约 3000 bp 的片段。使用在线

软件 MethPrimer 预测 Shh 基因的 DNA 启动子区

域潜在的甲基化位点, 选出两对能覆盖多个甲基

化位点的引物。引物序列见表 1。 

性别鉴定后, 分别选取 1 龄雌、雄鱼及伪雄

鱼 3种类型的成鱼各 5条, 提取其性腺组织 DNA, 

实验步骤按照海洋动物组织 DNA 提取试剂盒(天

根)说明书进行。提取后, 使用 NanoVue™ Plus分

光光度计进行DNA浓度测定, 将 5 条鱼DNA 等

摩尔量混匀, 调节其浓度使其介于 10~25 ng/μL。 

使用 Zymo 公司的甲基化检测试剂盒 DNA 

Methylation-Gold Kit™分别处理雌鱼、雄鱼、伪

雄鱼的性腺 DNA。每次制备的 DNA 的量为

200~500 ng, 具体处理步骤参照说明书进行。 

以未处理的 DNA 为模版, 以 msp-Shh-a、

msp-Shh-s 为模版进行 PCR 扩增, 以获得修饰后

的 DNA为模板, 以 msp-Shh-ua、msp-Shh-us为上

下游引物, 再次进行 PCR扩增。获得 PCR产物后, 

将 PCR产物电泳切胶、回收纯化, 再连接、转化, 

随机选择 10个雌鱼、雄鱼、伪雄鱼阳性克隆样本

送往英潍捷基公司测序。用 BIQ Analyzer软件分

析测序结果并生成甲基化图谱。 

1.7  实时定量 PCR 

定量检测使用 Takara 定量试剂盒, 以 β-actin

为内参, 每个样本设置 3个平行, 每个实验重复 3

次, 结果用 ABI 7500SDS software 进行分析, 所
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得数据均表示为平均值±标准误 ( x ±SE), 采用

SPSS统计软件进行单因素方差分析并进行 Duncan

多重比较, 当 P<0.05时认为差异显著, 用Microsoft 

Office Excel作图。基因特异性引物见表 1。 

2  结果与分析 

2.1  半滑舌鳎 Shh基因的克隆 

通过基因序列验证和末端扩增 , 我们得到

Shh基因全长, cDNA序列及氨基酸分析见图 1。该基

因全长 1922 bp, 其中 5′UTR 266 bp, 3′UTR 360 bp, 

ORF 1296 bp, 编码 431个氨基酸, 经预测该多肽

的相对分子质量为 47.28 kD, 理论等电点为 6.95。 

经 SMART(http://smart.embl-heidelberg.de/)在

线预测, 结果显示, Shh蛋白有两个 HH家族成员

特有的保守结构域, 一个是 HintN结构域(位于第

196~318个氨基酸); 另一个是 HintC结构域(位于

第 321~365 个氨基酸 )。经信号肽预测 (http:// 

www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)为 1~23 个氨基

酸位置。丝氨酸苏氨酸酪氨酸磷酸化位点预测

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/)有多个位

点。蛋白激酶位点预测 (http://www.cbs.dtu.dk/ 

services/NetPhosK/)PKC位于 184位点。N-连接糖

基化位点(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) 

预测有 4 个。半胱氨酸位于 185 位, 具有保守位

点 G/C, 能将序列切割呈切割成 N端和 C端两部

分(图 1)。 

2.2  半滑舌鳎 Shh基因同源性分析 

同源对比结果显示, 半滑舌鳎 Shh 蛋白与牙鲆

(Paralichthys olivaceus )的同源性最高, 为 82%, 其

次 是 奥尼罗 非 鱼 (Oreochromisco aureus ♂ ×

Oreochromis niloticus ♀), 为 81%, 与虹鳟(Oncorh-

ynchus mykiss) 鲀、红鳍东方 (Takifugu rubripes)、鲤

(Cyprinus carpio)、斑马鱼( Danio rerio)的同源性分

别为 79%、78%、74%、74%, 与非洲爪蟾(Xenopus 

laevis)的同源性为 61%, 与人和鼠的同源性为

63%~64%, 由此可见, Shh在进化上是保守的。 

通过 NJ法构建了 Shh基因的系统发育树, 可

靠性评估为重复 10000次(图 2)。通过进化树结构

可清楚看出, 整个进化树明显的分为三支, 一支

为 Shh, 一支为 Dhh, 另一支为 Ihh。半滑舌鳎 Shh

和各种鱼类关系比较密切, 聚为小分支。 

2.3  成鱼性腺 Shh基因启动子区甲基化特征 

利用 BSP, 本研究分析了位于 Shh 基因启动

子区域的 11个 CpG位点的甲基化情况, 结果显示, 

Shh 基因启动子区域在雌、雄及伪雄鱼性腺中甲

基化水平差异很大。如图 3 所示, 在雌鱼卵巢中, 

有 3个 CG位点甲基化为 0, 其余位在 1/9~5/9, 整

体甲基化程度为 18% (18/99)(图 3A)。在雄鱼精

巢中, 所有位点都有不同程度的甲基化, 其中 1

个位点 100%甲基化 , 其余位点甲基化程度在

1/8~7/8, 整体甲基化程度为 67%(59/88)(图 3B)。在

伪雄鱼精巢中, 其平均甲基化程度为 49.5% (49/99), 

甲基化程度介于雌鱼和雄鱼之间(图 3C)。 

2.4  组织表达分析结果 

2.4.1  Shh 基因在半滑舌鳎早期胚胎中的转录水平  

通过 RT-PCR 结果显示, 半滑舌鳎 Shh 基因在不

同胚胎期发育时期的转录水平存在差异 (图4), 

从卵裂早期到囊胚期、神经胚期、心跳期、胚体

扭动期、孵出期, 囊胚期表达显著高于其他时期

(P<0.05), 而卵裂早期、神经胚期、心跳期的低

表达。 

2.4.2  Shh 基因在成鱼不同组织中的转录水平  

图 5 是 Shh 基因在雌雄成鱼 8 种不同组织中的

RT-PCR 结果。结果显示, Shh 基因在性成熟雌鱼

和雄鱼的肝、脑中高表达, 皮肤、性腺次之, 而在

肠、肾、脾中低表达。在雌性性腺表达显著高于

雄性(P<0.05)。 

2.4.3  Shh基因在仔鱼性腺中的转录水平  Shh基

因在不同发育时期仔鱼性腺中的表达情况如图 6

所示。结果显示, 在卵巢中, Shh基因在仔鱼出膜

后 35~50 d 的表达量, 呈现上升趋势, 在出膜后

50~80 d卵巢中的表达量呈下降趋势, 95 d有所上

升, 至 150 d表达平稳。而在精巢中, Shh基因在

仔鱼出膜后 35~80 d表达呈下降趋势, 95 d大幅上

升, 120 d时下降, 且 120~150 d时表达雌雄差异

不大。 

2.4.4  Shh 基因在成鱼性腺中的转录水平  研究

发现, Shh 基因在 8 月龄、1 龄及 2 龄卵巢中的 
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图 1  半滑舌鳎 Shh的 cDNA序列和氨基酸序列预测 

ploy A 用双下划线表示 ; 竖箭头表示信号肽切割位点 ;  黑色、红色和蓝色的下划线均为保守区域 ,  分别为 HH_signal 

(42~187 aa)、Hint (/Intein) domain N-terminal region (199~305 aa)以及 Hint (Hedgehog/Intein) domain C-terminal region (307~351 aa); 

丝氨酸、苏氨酸、酪氨酸磷酸化位点分别用黄底、绿底和紫底方框表示; 1 个蛋白激酶位点(PKC)用透明橙色椭圆框表示 ; 

N-连接糖基化位点用透明绿色方框表示. 

Fig. 1  Full length of nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of Shh in C. semilaevis 
The poly (A) is double underlined; vertical arrows indicate signal peptide cutting site; black, red and blue underline are conservative region, indicating 
HH_signal (42–187 aa), Hint (/Intein) domain N-terminal region (199–305 aa), and Hint (Hedgehog/Intein) domain C-terminal region (307–351 aa),  
respectively; serine, threonine and tyrosine phosphorylation sites are indicated by yellow, green and purple bottom boxes, respectively;  
the transparent orange oval box indicates protein kinase site (PKC); transparent green box indicates N-connecting the glycosylation site. 
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图 2  半滑舌鳎与其他脊椎动物 Shh蛋白进化比对 

Fig. 2  Phylogenetic analysis of Shh protein in C. semilaevis and other vertebrates 
 

 
 

图 3  1龄半滑舌鳎性腺 Shh启动子区的甲基化差异 

A: 1龄雌性腺; B: 1龄雄性腺; C: 1龄伪雄性腺. 

数字 9~133代表潜在的启动区甲基化位点, ●代表甲基化位点, 〇代表未甲基化位点. 

Fig. 3  The methylation profiles of Shh in gonads of one-year old C. semilaevi  
A: one-year female; B: one-year male; C: one-year neo-male. 

Numbers 9–133 correspond to potential CpG methylation sites. Filled (black) circles correspond to methylated Cs, and unfilled (white) 
circles correspond to unmethylated Cs. 
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图 4  Shh基因在半滑舌鳎早期胚胎发育的表达量 

BS: 囊胚期，EC: 卵裂早期; ET: 胚体扭动期; HB: 心跳期; HS: 孵出期; NS: 神经胚期. *表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 4  Expression of Shh gene in different embryonic developmental stages of C. semilaevis 
BS: blastula stage; EC: early cleavage; ET: embryo twist; HB: heart-beating; HS: hatching stage; NS: neural stage. * donates signifi-

cant difference (P<0.05). 
 

 
 

图 5  Shh基因在性成熟雌鱼、雄鱼不同组织中的表达量 

Br: 脑, Go: 性腺, He: 心脏, In: 肠, Ki: 肾, Li: 肝, Sk: 皮肤, Sp: 脾. 

不同小写字母为差异显著(P<0.05). 

Fig. 5  RT-qPCR analysis of Shh expression in various tissues of sexually mature male and female 
Br: brain; Go: gonad, He: heart; In: intestine; Ki: kidney; Li: liver; Sk: skin; Sp: spleen. 

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

转录水平显著高于同时期的雄鱼及伪雄鱼成熟精

巢 (P<0.05), 且在 8 月龄时显著高于其他时期

(P<0.05)(图 7)。 

3  讨论 

3.1  半滑舌鳎 Shh基因同源性及进化分析 

本研究通过片段验证及 RACE 末端扩增得到

半滑舌鳎 Shh 基因 cDNA 序列, 其全长 1922 bp, 

编码 431 个氨基酸, 经预测该多肽的相对分子质

量为 47.28 kD, 具有 HH 家族成员特有的保守结

构域HintN和HintC, 以及切割位点具有保守位点

G/C, 能将序列切割呈切割成 N端和 C端两部分, 

其中 N端蛋白具有生物活性, C结构域包括 Hint模

块和 SRR (sterol-recognition region, the cholesterol- 

binding site of HHC)位点[41–42], C端借助 SRR以一

个十分独特的方式连接一个胆固醇分子到 HH-N 

的羧基端, 这可能影响 HH 蛋白分子的极性分布

和它与受体的结合, 影响临近分泌细胞较远靶细 
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图 6  Shh基因在仔鱼性腺中的表达量 

35 d: 出膜后 35 d; 50 d: 出膜后 50 d; 65 d: 出膜后 65 d; 80 d: 出膜后 80 d; 95 d: 出膜后 95 d; 150 d:  

出膜后 150 d. 不同字母表示组间差异显著(P>0.05). 

Fig. 6  The expression profile of Shh in gonads at different stages of development 
35 d: 35 d age after hatching; 50 d: 50 d age after hatching; 65 d: 65 d age after hatching; 80 d: 80 d age after hatching; 95 d: 95 d age 

after hatching; 150 d: 150 d age after hatching. Values with different letters mean significant differece (P>0.05). 
 

 
 

图 7  Shh基因在成鱼性腺中的表达量 

8M-F: 8月龄雌鱼; 1Y-F: 1龄雌鱼; 2Y-F: 2龄雌鱼; 8M-M: 8月龄雄鱼; 1Y-M: 1龄雄鱼; 2Y-M: 2龄雄鱼; 8M-P: 8月龄伪雄鱼; 

1Y-P: 1龄伪雄鱼; 2Y-P: 2龄伪雄鱼. 不同字母表示组间差异显著(P>0.05). 

Fig. 7  The relative expression of Shh in gonads among female, pseomale and male 
8M-F: 8-month female; 1Y-F: 1-year female; 2Y-F: 2-year female; 8M-M: 8-month male; 1Y-M: 1-year male; 2Y-M: 2-year male; 8M-P: 

8-month pseomale; 1Y-P: 1-year pseomale; 2Y-P: 2-year neomale. Values with different letters mean significant differece (P>0.05). 

 
胞的基因表达, 可以进行短距离和长距离的信号

传递[35]。 

通过多重序列比对, 发现从果蝇到人类, Hh 基

因的功能结构域具有高度的保守性。半滑舌鳎 Shh

和Dhh与其他鱼类的 Shh和Dhh分别聚为一个小分

支, 半滑舌鳎 Shh 和其他鱼类 Shh 同源性在 74%~ 

82%, 与哺乳类、两栖类的亲缘关系稍远, 但也达到

了 60%以上, 结合序列氨基酸预测结构分析, 进一

步说明半滑舌鳎 Shh基因在进化中保守的位置。 

3.2  半滑舌鳎 Shh基因的表达分析 

Shh 基因在半滑舌鳎胚胎发育过程中的表达

显示其在囊胚期的表达显著高于其他时期, 其次

是神经胚期。Shh 基因在卵裂早期呈现的低水平

表达可能是母系表达的结果[41–45]。到囊胚期大量
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升高, 囊胚期主要是细胞分化阶段, 说明 Shh 基

因与细胞的分化密切相关, 这种表达和文昌鱼、斑

马鱼及非洲爪蟾的模式类似[46–48]。而更进一步理解

Shh 基因在胚胎发育中的影响, 可以采用胚胎组织

原位杂交的方式, 通过定位进行深入的研究。 

Shh 基因在不同性腺发育期的结果显示 , 

50~65 d时, 雌性性腺中 Shh基因的相对表达量高

于雄性个体, 而在仔鱼发育 80~95 d时, 雄性性腺

中 Shh 基因的相对表达量高于雌性个体。马学坤

等[49]研究发现, 半滑舌鳎在 22℃养殖条件下, 出

膜 62 d以后, 雌鱼性腺发育开始, 体积略有增大, 

而雄鱼的性腺此时还没有开始分化。邓思平等[50]

的研究证实, 半滑舌鳎出膜后 30 d, 雌雄性腺结

构出现差异。张丽燕[51]的研究发现半滑舌鳎雌鱼

自出膜后 65 d左右性腺分化, 且雄鱼晚于雌鱼的

性腺分化。从出膜后 95 d起, 其精巢体积明显增

大, 精巢内细胞开始分化为不同形态, 在出膜后

120 d, 精巢已经初具精小叶结构, 之后精小叶逐

渐完善 , 精小叶内初级精母细胞已经被染成紫

色。因此, 本研究中 50~65 d时, 为雌性性腺分化

的关键时期 , 此时期为雌性性腺分化起始阶段 , 

雌性性腺中 Shh基因的相对表达量高于雄性个体, 

而在 80~95 d时, 为雄性性腺分化的关键时期, 雄

性性腺中 Shh 基因的相对表达量高于雌性个体, 

因此, 我们推测 Shh 基因与半滑舌鳎的性腺分化

密切相关。进一步分析 Shh 基因在 8 月龄、1 龄

及 2 龄雌、雄及伪雄性腺中的表达, 发现各时期

卵巢的表达显著高于雄鱼及伪雄鱼精巢中的表达, 

由此推断半滑舌鳎 Shh 基因很可能参与了生理雌

鱼的卵巢发育过程。另外, 我们检测到雌雄成鱼 8

种组织中 Shh 基因均有表达 , 说明其对多种组

织器官的发生产生重要作用 , 尤其是雌性腺的

发育。  

3.3  半滑舌鳎 Shh基因的甲基化分析 

我们比较了 Shh 基因启动子区在雌鱼雄鱼以

及伪雄鱼性腺中的甲基化程度。结果表明, 半滑

舌鳎 Shh 基因在 1 龄卵巢中的甲基化程度普遍低

于雄鱼与伪雄鱼精巢。这与邵长伟对全基因组的

甲基化测序结果一致[52]。结合 Shh基因在精巢、

卵巢中的表达量特征, 不难得出以下推论, Shh基

因在卵巢中的甲基化程度较低, 因而该基因在卵

巢中的表达量较高; 而在精巢中, Shh基因的甲基

化程度较高, 高甲基化抑制了该基因在精巢中的

表达。综上, 这 3 个基因和胡乔木[40]对半滑舌鳎

Dmrt1 基因, 张丽燕[51]对半滑舌鳎 piwil2 基因的

研究结果一致, 即同一基因甲基化程度和该基因

的表达量成负相关, 当甲基化密度高时抑制转录, 

当甲基化密度低时转录就强[53]。在鲈鱼(Dicentrarchus 

labrax), cyp19a基因启动子 DNA甲基化调控芳香

化酶基因的表达, 并且受温度影响, 高温增加雌

鱼 cyp19a 启动子甲基化[54]。已报道的半滑舌鳎

Cypl9ala与 Gsdf基因在温度诱导的性逆转前后均

具有显著的表达差异[52]。而本研究中, 未进行不

同温度下系统调控的影响, 可以进一步进行不同

温度下的整体表达调控情况试验, 探索 Shh 基因的

甲基化程度对该信号通路的影响。 

本研究通过对半滑舌鳎 Shh 基因的克隆、表

达分析及甲基化分析, 初步说明 Shh 基因在性腺

分化中的作用, 为进一步研究半滑舌鳎 Hh 信号

通路及半滑舌鳎性别决定提供理论基础。 
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Cloning, expression and methylation analysis of the Shh gene in 
half-smooth tongue sole (Cynoglossus semilaevis) 
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Abstract: The hedgehog (HH) signaling pathway plays an important role in embryonic development and adult tissue 

balance. To understand the function of the Shh (sonic hedgehog) gene in gonadal differentiation and development, we 

cloned Shh from the Cynoglossus semilaevis.The full-length Shh cDNA was 1922 bp, including a 1296-bp open reading 

frame (ORF), a 266-bp 5′-untranslated region (UTR) and a 360-bp 3′-UTR. The cDNA encoded a predicted protein of 

431 amino acid residues. Phylogenetic analysis showed that the Shh putative protein belonged to the HH family, with 

typical HH-N and HH-C domains. Amino acid sequence analysis revealed that C. semilaevis Shh shared 74%–82% 

identity with Shh proteins in other fish and 60%–70% with Shh proteins from higher vertebrates. The CpG methylation 

levels of Shh were significantly lower in females than in males and neo-males. Real-time quantitative PCR showed that 

the relative expression of the Shh gene was significantly higher in the blastula stage than in other embryonic develop-

mental stages (P<0.05). Shh was expressed in eight organs in males and females, and at the critical period of female 

gonad differentiation (50 d), the relative expression of the Shh gene sharply increased compared with earlier stages and 

was significantly higher than at the same period in the male gonads (P<0.05). In male gonads, during the critical period 

of differentiation (80 to 95 d), the relative expression of the Shh gene was significantly higher than in the female gonads. 

In 5-month, 8-month and 1-year-old gonads, the relative expression of the Shh gene was significantly higher in females 

than in males and pseudo males. These results suggest that the Shh gene is highly conserved in evolution and plays an 

important role in embryonic differentiation, tissue and organ formation, gonadal differentiation and the development of 

C. semilaevis. 
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