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摘要: 运用同源克隆和 RACE 方法获得了半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)孕酮受体膜组分 1(PGRMC1)的 cDNA

全长序列, 生物信息学分析显示, 半滑舌鳎 PGRMC1 cDNA 序列全长 1335 bp, 开放阅读框长 546 bp; 其编码的蛋

白是单次跨膜蛋白, 在 N 端 13~35 位氨基酸残基处有一个跨膜区域。半滑舌鳎 PGRMC1 氨基酸序列与青鳉(Oryzias 

latipes)相似性最高, 达到了 82.9%; 与青斑河鲀(Tetraodon nigroviridis)相似度为 81.2%。系统进化分析表明, 半滑

舌鳎 PGRMC1 与鳉形目和鲀形目鱼类 PGRMC1 聚为一个分支。采用实时荧光定量 RT-PCR 技术研究发现, 性成熟

雌性半滑舌鳎 PGRMC1 mRNA 在各组织广泛表达, 其中在卵巢组织中相对表达量最高(P<0.05)。在不同卵巢发育

时期, 半滑舌鳎 PGRMC1 mRNA 在脑、垂体和卵巢中的周期表达变化特征显示: 脑中 PGRMC1 mRNA 在卵巢Ⅲ期

表达量升高明显, V 期表达水平最高(P<0.05); 垂体中 PGRMC1 mRNA 表达量在卵巢发育 V 期达峰值(P<0.05); 在

卵巢中, PGRMC1 mRNA 表达水平从卵巢发育 II 到 V 期稳步上升, V 期时达到最高值(P<0.05)。综上, 半滑舌鳎

PGRMC1 基因主要参与卵巢的发育和成熟过程, 并在繁殖期介导孕酮调控卵母细胞的最终成熟, 研究结果为半滑

舌鳎繁殖内分泌调控研究提供了基础资料。 
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孕酮受体膜组分(progesterone membrane receptor 

components, PGRMCs)属于小分子蛋白。目前在脊

椎动物中已鉴定出了两种 PGRMCs 亚型(PGRMC1

和 PGRMC2), 二者均属于膜相关孕激素受体家

族成员, 其中研究较多的是 PGRMC1。在所有哺

乳动物、无脊椎动物直系同源蛋白和酵母中 , 

PGRMC1 蛋白均有表达, 表明其在进化上是保守

的, 并且参与许多重要的细胞过程[1]。Peluso 等[2]

发现, PGRMC1 依赖 TCF/LEF (T 细胞特异性转录

因子/淋巴增强因子)机制, 参与调节基因转录。已

有研究表明 PGRMC1 参与哺乳动物精子的顶体

反应, 同时可以介导卵巢细胞中孕酮的抗凋亡活

动[3]; Petersen 等[4]研究显示, PGRMC1 在哺乳类

前腹侧的室旁核 (anteroventral periventricular nu-

cleus, AVPV)区域表达量很高, 而且雌激素受体

和雌二醇应答元件大量存在于该区域 , 暗示着

PGRMC1 在 AVPV 区域参与调节哺乳动物的发情

调控。对人(Homo sapiens)[5]、牛(Bovine)[6]、猴

(Macaca Mulatta)[7]、小鼠(Mus musculus)[8]等哺乳

动物的研究显示, PGRMC1 在调控和维持卵母细

胞成熟以及发情行为等方面有重要功能[9]。 

Luciano 等[10]研究发现 PGRMC1 mRNA 在牛

卵母细胞具有非常高的表达水平, PGRMC1 存在于

生发泡(germinal vesicle, GV)和 M II(metaphase II)
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期卵母细胞, 与牛受精卵原核的形成有关, 并且

在囊胚高度表达; 他们通过进一步开展 PGRMC1 在

牛卵巢卵母细胞的蛋白表达和共定位研究等, 证

明 PGRMC1 可以直接参与调节卵母细胞的生存

和功能, 并在染色体分离机制中起重要作用。另外

该研究发现对牛的卵母细胞注射 PGRMC1 抗体, 

卵母细胞正常成熟受到损害, 并导致染色体异常

分离, 也证实了 PGRMC1 在卵母细胞成熟中的重

要调节作用[10]。在鱼类中, Mourot 等[11]首次从虹

鳟(Oncorhynchus mykiss)中克隆出 PGRMC1 基因

序列, 证实其参与了由孕酮诱导卵母细胞的成熟

调控过程, 但该过程可能发生在转录后水平。孕

酮受体膜组分 1(PGRMC1)属于膜孕激素受体家族

的一员，该基因家族在鱼类的相关研究不多，国内报

道的有斜带石斑鱼(Epinephelus coioides)PGMRC1 基

因[12]、半滑舌鳎膜孕激素受体 mPRα[13]、条石鲷

(Oplegnathus fasciatus)膜孕激素受体 mPRα[14]、新

型膜孕激素受体 mPRL[15]。PGMRC1 基因在鲆鲽

类的繁殖调控作用机制尚不清楚, 相关的研究亟

待开展。本研究运用 RACE 技术, 获得了半滑舌

鳎 PGRMC1 完整的 cDNA 序列, 并运用实时荧光

定量技术分析了 PGRMC1 的组织表达和时空表达

特性, 为进一步探究半滑舌鳎卵母细胞成熟过程

的生理功能及繁殖内分泌调控机制提供科学依据。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料和卵巢发育时期的确定 

实验用半滑舌鳎取自山东烟台黄海水产公司, 

在养殖池随机挑取人工培育达到性成熟的 3 龄雌

性性成熟亲鱼 21 条。所用亲鱼全长 52~59 cm, 体

重 1183.9~1349.2 g。实验用鱼的培育条件: 在室

内水泥池中(5 m×5 m×1 m)全年开放流水培育, 饲

喂人工配合饲料, 水质条件为: 水温 10~25℃, 盐

度 27~31, pH 7.8~8.4, 溶解氧 5 mg/L 以上。取脑、

垂体、性腺、肾等 12 种组织。液氮速冻后, 转至

℃−80 冰箱保存留用。Davidson 固定液固定卵巢

前、中、后部, 24 h 后转入 70%酒精中保存, 经苏

木精−曙红(HE)染色, 制片, 在显微镜(NIKON 90i)

下观察及拍照, 判别卵巢发育时期[16]。 

1.2  总 RNA 的提取和 cDNA 的合成 

取‒80℃存放的新鲜半滑舌鳎 12 个组织, 各

50~100 mg, 用 RNAiso Plus(TaKaRa)抽提各个组

织总 RNA。使用微量核酸测定仪(Nanodrop2000)

测量 RNA 浓度, 通过 1%琼脂糖凝胶电泳检测质

量。5ʹ-RACE 及 3ʹ-RACE cDNA 第一链合成体系: 

2.75 μL 总 RNA(≤1 μg, 5ʹ-RACE)、1.0 μL 5ʹ-CDS 

Primer A 或者 3.75 mL 总 RNA(≤1 μg, 3ʹ-RACE), 

混匀, 14000 g 离心 10 秒, 72℃孵育 3 min, 42℃冷

却 2 min。向 RACE cDNA 合成体系管加入 1 μL 

BD SMART A oligoⅡ 。然后向上述体系反应管中分

别加入下列试剂: 2 μL 5×First-strand Buffer、1.0 μL 

DTT(20 mmol/L)、1.0 μL dNTP Mix(10 mmol/L)、

0.25 μL RNase Inhibitor、1.0 μL SMARTScribeTM 

Reverse Transcriptase 总体积为 10 μL。轻轻混匀, 

小型离心机短暂离心, 42℃孵育 90 min, 70℃加热

10 min, 合成的 cDNA 于‒20℃保存备用。 

1.3  半滑舌鳎 PGRMC1 基因的克隆 

根据 NCBI 提交的相近物种 PGRMC1 基因序

列设计简并引物 PGRMC1-F(5ʹ‒TCAGCCTCTG-

TTTGTACCTAATC‒3ʹ)和 PGRMC1-R(5ʹ‒CATCT-

CTCATGTTCTCCCTCC‒3ʹ), 以卵巢 cDNA 为模

板, 扩增 PGRMC1 基因的保守区域。1%琼脂糖凝

胶电泳跑胶, 并回收目的带。快速与 pEASY-T1

克隆载体连接, 转入 Transl-T1 感受态细胞, LB 固

体培养基 37℃培养过夜, 挑取阳性克隆送至北京

华大公司测序。 

根据得到的核心序列设计 RACE 引物 PGRMC1 

GSP1(5ʹ-GGGGAAGAAGTTTTATGGACCAGAG-

GGACC-3ʹ) 、 PGRMC1 GSP2(5ʹ-CATCCTTTTTG-

TCCTTTGCTTCCTCATCG-3ʹ)、PGRMC1 NGSP1 

(5ʹ-AAAGAAGCCTTGAAGGAGGAGCACGACG

AC-3ʹ) 、 PGRMC1 NGSP2(5ʹ-TCCTTTTTGTCC-

TTTGCTTCCTCATCGTC-3ʹ)。3ʹ-RACE: 第一次梯

度 PCR 反应体系, 先配制一个 Master Mix: PCR- 

Grade Water 17.25 μL、50×dNTP Mix 0.5 μL、50× 

Advantage 2 Polymerase Mix 0.5 μL、10×Adva-

ntage 2 PCR Buffer 2.5 μL, 混匀, 离心; 然后向

Master Mix 中加 3ʹ-RACE-Ready cDNA 1.25 μL、
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UPM 2.5 μL和PGRMC1GSP2 0.5 μL, 总体积25 μL。

PCR 反应条件: 94 30℃  s、67 30℃  s, 每个循环 Tm

降 0.5℃, 72 1 min℃ , 14 个循环; 然后 94 30 s℃ 、

60 30 s℃ , 72℃延伸 1 min, 28 个循环。 

以 50倍稀释后的第一次 PCR产物为模板, 分

别以 PGRMC1NGSP2、PGRMC1NGSP1 为引物, 

采取巢式 PCR 扩增 PGRMC1 基因的 5ʹ和 3ʹ末端 

(5ʹ-RACE 操作步骤与 3ʹ-RACE 相似)。1%琼脂糖

凝胶电泳检测目的片段后, 切胶回收, 连接载体, 

转至 Transl-T1 感受态细胞, 筛选阳性克隆并测

序。使用 BLAST 分析测序结果, Seqman 软件拼接

扩增片段, 获取半滑舌鳎 PGRMC1 基因全序列。 

1.4  实时荧光定量 PCR 

根据半滑舌鳎 PGRMC1 的 cDNA 序列设计扩

增产物为 200~300 bp 的实时定量引物 RT-PGRMC1 

F1(5ʹ−GCTGAGTGGGAGGCTCAGTT−3ʹ)和 RT- 

PGRMC1 R1(5ʹ−TGTCCTTTGCTTCCTCATCGT−3ʹ), 

以 18S rRNA 为内参基因, 引物分别为 18S F(5ʹ− 

GGTCTGTGATGCCCTTAGATGTC−3ʹ)和 18S R(5ʹ− 

AGTGGGGTTCAGCGGGTTAC−3ʹ), 取已采集的

半滑舌鳎 12 种组织样品各 50~100 mg, 提取总

RNA 完毕后, 按照 PrimeScript RT reagent Kit With 

gDNA Eraser 反转录试剂盒(TaKaRa)合成各组织

cDNA 第一链。然后以卵巢组织 cDNA 为模板进

行 10 倍梯度稀释, 选取其中 5 个梯度标准品制备

标准曲线。PGRMC1 基因和 18S 的扩增效率 E 值

分别为 1.06 和 1.02, 相关系数 r2 分别为 0.992 和

0.995; 熔解曲线单峰, 说明产物特异性较好。 

自 2014 年 9 月到 2015 年 1 月挑取 15 尾雌性

性成熟半滑舌鳎的卵巢, 运用组织学方法确定卵

巢发育时期 [16], 然后采集卵巢发育时相分别在

II‒VI 期时对应的脑、垂体、性腺 3 种组织, 每种

组织分别对应 3 条雌性半滑舌鳎, 提取总 RNA, 

合成各组织 cDNA 第一链。以卵巢发育 V 期的性

腺组织 cDNA 为模板, 5 倍梯度稀释, 选取 5 个梯

度浓度绘制标准曲线。PGRMC1 基因和 18S 的扩

增效率 E 值分别为 0.96 和 1.03, 相关系数 r2 分别

为 0.995 和 0.998; 分别以卵巢发育期在Ⅱ‒ Ⅵ期

时相应的脑、垂体、性腺组织为模板, 以 18S 作

为内参基因, 对 PGRMC1 基因 mRNA在繁殖周期

的表达情况进行实时荧光定量 PCR 检测。 

组织和周期表达均在 Mastercycler ep realplex 

real-time PCR 仪 (Eppendorf)进行 , 使用 SYBR 

Premix Ex TaqTM (Takara)Ⅱ 荧光试剂; PCR 反应体

系为 20 μL, 包括上下游引物各 0.8 μL, cDNA 模

版 1 μL, SYBR Premix ExTaqTM II 10 μL, 补充

ddH2O 至 20 μL。周期表达实验样品设 3 个平行, 

组织表达实验样品设 5 个平行, 实验重复 3 次, 并

设阴性对照(模板以 ddH2O 代替)。采用两步法, 

PCR 程序为: 95℃ 30 s, 95  5℃  s, 54.4  20℃  s, 40 个

循环。利用 2−Ct 方法[17]处理 PGRMC1 基因的相

对表达量数据。 

1.5  序列分析 

利用生物学软件 DNAstar5.0.1 完成对 PGRMC1

基因的序列拼接、开放阅读框搜索及氨基酸序列

推测 , 并预测分子量、等电点等。用 ClustalX 

2.0.12(http://www.clustal.org/download/current/) 进

行多重序列比对; 用 TMHMM Server v 2.0(http:// 

www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/)对蛋白质进行

跨膜分析; 利用 MEGA 5.1(http://www.megasoftware. 

net/mega51.html)以邻接法(Neighbor-Joining, NJ)构

建系统进化树, bootstraps 设置 l000 次进行系统进

化评估。 

1.6  数据统计分析 

利用 SPSS 16.0 软件进行单因素方差(ANOVA)

分析和 Duncan 多重比较分析, 所得数据以平均值±

标准误( x ±SE)表示, 当 P<0.05 时表示差异显著。 

2  结果与分析  

2.1  半滑舌鳎繁殖周期的卵巢组织学分析 

对半滑舌鳎卵巢组织切片的 HE 染色结果进

行分析, 发现半滑舌鳎 IIII 期卵巢组织, 中存在

不同发育时期的卵母细胞, 如 III、IV、V 时相的

卵母细胞。卵巢 IV 期卵黄颗粒相互融合成较大的

卵黄球, 核开始偏位, 并逐渐溶解, 卵母细胞进入

成熟期。V 时相的卵巢, 卵母细胞的核消失, 细胞

质中含有粗大的卵黄颗粒, 卵巢发育至 V 期(图 1)。 

2.2  PGRMC1 基因序列分析 

将所得序列拼接得到半滑舌鳎 PGRMC1 基因 
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图 1  半滑舌鳎各期卵巢组织切片 

A. Ⅱ期卵巢(×40); B. Ⅲ期卵巢(×200); C. Ⅳ期卵巢(×200); D.Ⅴ期卵巢(×200); E. Ⅵ期卵巢(×40). 

图中标注的Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ和Ⅵ是指对应时相的卵母细胞. 

Fig. 1  Different stages of ovary tissue slice of Cynoglossus semilaevis 
A. ovary of stageⅡ(×40); B. ovary of stage Ⅲ(×200); C. ovary of stage Ⅳ(×200); D. ovary of stageⅤ(×200); E. ovary of stage  Ⅵ

(×40). The symbols of , , ,  and Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ correspond with the phases of oocytes. 

 
cDNA 全长, 全长为 1335 bp, 其中 5ʹ非编码区(UTR)

大小为 137 bp, 开放阅读框(ORF)546 bp, 3ʹ非编

码区(UTR)552 bp, 编码181个氨基酸, 预测PGRMC1

成熟肽分子量大小为 20.64 kD, 等电点为 4.67, 

不稳定指数(II)为 29.28, 属稳定蛋白, 脂溶指数

为 70.11, 总平均亲水性为‒0.697。有 2 个保守的

半胱氨酸残基分别位于 31 和 118 位氨基酸, 3ʹ非

编码区(UTR)含有 1 个加尾信号 ATTAAA(图 2)。

TMHMM Server2.0 软件预测, 半滑舌鳎 PGRMC1

是单次跨膜蛋白 , 在 N 端的跨膜区域位置为

13~35 位氨基酸残基。通过 BlastP 比对, 检测

PGRMC1 蛋白存在一个细胞色素 b5 样血红素/类

固醇结合域。利用 HNN 软件预测分析 PGRMC1

二级结构中 α 螺旋占 40.33%。糖基化位点预测结

果表明, PGRMC1 蛋白既无 O 糖基化位点, 也无

N 糖基化位点。 
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图 2  半滑舌鳎 PGRMC1 cDNA 序列及推导的氨基酸序列 

起始密码子 ATG 用阴影标出, 终止密码子 TAG 加星号标注; 2 个保守的半胱氨酸残基加粗表示; 

3ʹ-UTR 端加尾信号(ATTAAA)以框标注. 

Fig. 2  PGRMC1 cDNA sequence and the deduced amino acid sequence of Cynoglossus semilaevis 
The start codon ATG and the stop codon TAG are shown in grey and by an asterisk, respectively; two conservative  

Cys residues and the poly(A) adenylation signal ATTAAA are indicated by bold and box, respectively. 

 
2.3  PGRMC1 氨基酸序列比对及同源性分析 

半滑舌鳎 PGRMC1 的氨基酸序列与其他脊 

椎动物的氨基酸序列比对如图 3 所示。同源性分

析结果显示, 半滑舌鳎 PGRMC1 与鳉形目鱼类中

的青鳉(Oryzias latipes)同源性最高, 达到 82.9%, 

与鲀形目中的青斑河鲀(Tetraodon nigroviridis)同

源性达到 81.2%, 与虹鳟同源性为 77.4%, 与非洲

蟾蜍 (Xenopus laevis)同源性为 70.8%, 与原鸡

(Gallus gallus)同源性为 61.5%, 与人类 (Homo 

sapiens)同源性为 62.6%。 

2.4  PGRMC1 系统进化分析 

利用 MEGA 5.1 软件对半滑舌鳎 PGRMC1 氨

基酸序列(XP-008330630)与半滑舌鳎 PGRMC2 预

测氨基酸序列(XP-008314298.1)、虹鳟 PGRMC1 

(AAL49963.1)、PGRMC2(NP- 001118045.1), 斑马鱼

(Danio rerio)PGRMC1(AAH85558.1)、PGRMC2 (NP- 

998269.1), 青鳉 PGRMC1(BAE47967.1)、PGRMC2 

(NP-001098199.1), 原鸡 PGRMC1 (NP-001258868.1)、

PGRMC2(NP-001006441.1), 青斑河鲀(CAF97306.1), 

褐家鼠(Rattus norvegicus) PGRMC1(NP-068534.1)、

PGRMC2(NP-001008375.1), 野猪(Sus scrofa) PGRMC1 

(NP-999076.1)、PGRMC2 (ABX45132.1), 非洲蟾

蜍 PGRMC1 (NP-001006842.1)、非洲爪蟾(X. laevis) 

PGRMC1 (AAH72727.1)、小家鼠 (M. musculus) 

PGRMC1 (NP-058063.2)、PGRMC2 (AAH44759.1), 

人 类 PGRMC1(NP-006658.1) 、 PGRMC2(NP- 

006311.2)的氨基酸序列进行聚类分析，结果如图

4 所示。 
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图 3  半滑舌鳎 PGRMC1 的氨基酸序列与其他脊椎动物的氨基酸序列比对 

Fig. 3  Amino acid sequence alignment of Cynoglossus semilaevis PGRMC1 with the  
corresponding sequences of PGRMC1 in other vertebrates 

 
2.5  PGRMC1 mRNA在性成熟雌鱼的组织表达特征 

实时荧光定量 RT-PCR 结果表明, PGRMC1

基因在雌性半滑舌鳎的脑、垂体、心脏、头肾、

肾脏、肝脏、卵巢等 12 种组织中均有表达, 只是

在表达量上有着明显差异。经 Duncan 多重比较分

析 PGRMC1 基因在卵巢组织中相对表达量最高, 

显著高于其他组织(P<0.05); 在肌肉、胃和心脏组

织中相对表达量较低, 且 3 种组织间表达量差异

均不显著(P>0.05)(图 5)。另外, PGRMC1 基因在

脑、垂体和肝脏组织中表达量也较高。 

2.6  PGRMC1 mRNA 在卵巢不同发育时期脑、

垂体、卵巢中的表达 

PGRMC1 基因在半滑舌鳎不同卵巢发育时期, 

脑、垂体和卵巢中相对表达量的变化特征表明 ,  

在卵巢发育 II 期, 脑中的表达量相对最低, Ⅲ期

表达量升高明显, V 期表达量最高, VI 期略有下降

(P<0.05, 图 6A); 从卵巢发育 II 期开始, 垂体中

PGRMC1 mRNA 表达水平缓慢升高, V 期时达到

最高水平, VI 期下降明显(P<0.05, 图 6B); 在卵

巢中, 可以发现 PGRMC1 mRNA 表达量从卵巢 II 

期到 V 期稳步上升, 至 V 期时达到最高, VI 期时

下降显著且表达水平最低(P<0.05, 图 6C)。 

在垂体和脑中, PGRMC1 mRNA 表达水平显

示从卵巢发育 II 到 V 期缓慢升高, 且在 V 期达峰

值; 但在脑和垂体中 PGRMC1 mRNA 表达水平显

著低于卵巢中PGRMC1 mRNA在各期(VI期除外)

的表达水平(图 6)。 
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图 4  半滑舌鳎 PGRMCs 氨基酸序列与其他物种的 NJ 系统进化树 

Fig. 4  NJ phylogenetic analysis based on Cynoglossus semilaevis PGRMCs’ amino acid sequences  
and the corresponding sequences of PGRMCs in other vertebrates 

 

 
 

图 5  PGRMC1 mRNA 在雌性半滑舌鳎各个组织中的 

表达水平 

O: 卵巢; L: 肝脏; B: 脑; P: 垂体; G: 鳃; Sp: 脾脏;  

K: 肾脏; M: 肌肉; HK: 头肾; H: 心脏; St: 胃; I: 肠.  

不同字母表示各组织间差异显著(P<0.05). 

Fig. 5  The relative expression level of PGRMC1 mRNA in 
various tissues of Cynoglossus semilaevis 

O: ovary; L: liver; B: brain; P: pituitary; G: gill; Sp: 
spleen; K: kidney; M: muscle; HK: head kidney; H: heart; St: 
stomach; I: intestine. Different letters denotes significant dif-

ferente between tissues (P<0.05). 

3  讨论  

3.1  半滑舌鳎 PGRMC1 基因的生物信息学分析 

运用 RACE 克隆技术获取了半滑舌鳎 PGRMC1

的 cDNA 全长序列, 生物信息学分析显示, PGRMC1

基因编码 181 个氨基酸, 分子量约为 20.64 kD, 

不稳定指数 (II)29.28, 属稳定蛋白 , 脂溶指数

70.11, 总平均亲水性为‒0.697, 推测该蛋白具疏

水性。TMHMM Server2.0 预测半滑舌鳎 PGRMC1

是单次跨膜蛋白, 这与预测的虹鳟 PGRMC1 蛋白

空间结构相似 [11] 。通过 BlastP 比对 , 检测

PGRMC1 蛋白存在一个细胞色素 b5 样血红素/类

固醇结合域。通过 ProtComp 9.0 软件预测, 半滑舌

鳎 PGRMC1 亚细胞定位主要在质膜或细胞质内。

另外, 有多项研究也表明 PGRMC1 分布在细胞内

的膜结构上, 但具体存在于细胞内质网、原生质膜

的外膜、顶体膜或细胞核内尚不清楚[18]。因此考虑

到 PGRMC1 亚细胞定位的复杂性, 本研究认为 
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图 6  PGRMC1 mRNA 在雌性半滑舌鳎不同卵巢发育阶

段脑、垂体、卵巢中的相对表达分析 

A、B、C 分别代表 PGRMC1 mRNA 在雌性半滑舌鳎繁殖周

期脑、垂体、卵巢组织中的相对表达. 不同字母表示各发育

阶段间差异显著(P<0.05). 

Fig. 6  The relative expression levels of PGRMC1 in brain, 
pituitary and ovary during ovary maturation of  

Cynoglossus semilaevis  
A, B, C represent the relative expression levels of PGRMC1 in 

brain, pituitary and ovary during ovary maturation in Cy-
noglossus semilaevis. Different letters denotes signifcant dif-

ference between development stages (P<0.05) 

PGRMC1 可能在膜/细胞质和细胞核内参与重要

的细胞过程。 

氨基酸同源序列比对表明, 半滑舌鳎 PGRM1

与鳉形目鱼类中的青鳉相似性最高, 达到了 82.9%, 

与鲀形目中的青斑河鲀相似度为 81.2%, 与虹鳟的

同源性也达到 75%以上, 说明其与硬骨鱼类同源

性较高。这与根据虹鳟 PGRMC1 的 cDNA 序列

推断出来的研究结果一致[11]。在已知硬骨鱼类虹

鳟、青鳉中, PGRMC1 和 PGRMC2 的序列已见诸

报道[11]。从系统进化分析看出, 半滑舌鳎 PGRMC1

和其他鱼类的 PGRMC1 聚为一支, 而与哺乳类的

不聚合, 说明半滑舌鳎 PGRMC1 和鱼类的亲缘关

系更近。此外, 本研究还将基因组数据库中预测的

半滑舌鳎 PGRMC2 进化地位进行分析, 结果显示

半滑舌鳎 PGRMC2 与其他鱼类的 PGRMC2 聚为一

簇。这也进一步说明, 本研究获取的全长序列是

半滑舌鳎 PGRMC1 的 cDNA 序列。 

3.2  半滑舌鳎 PGRMC1 时空表达与生理功能分析 

本研究结果显示半滑舌鳎 PGRMC1 mRNA

主要在卵巢中表达, 在 12 个不同组织中, 卵巢中

的相对表达水平比其他组织高很多(图 6), 推断半

滑舌鳎 PGRMC1 基因主要在卵巢中发挥作用。相

似研究发现, 虹鳟 PGRMC1 mRNA 仅在卵巢中

发现, 且表达量相对较大[11]; 检测分析了 PGRMC1

基因在不同性别石斑鱼组织的分布情况, 表明在

雌鱼中 PGRMC1 mRNA 在卵巢中的表达量最高[12]; 

在雌性斑节对虾(Penaeus monodon)组织分布分析

发现, PGRMC1 mRNA 在卵巢中大量表达[19]。同

样研究发现, 在牛[20]、大鼠[21]、人[22]卵母细胞中, 

PGRMC1 mRNA 表达丰度也较高。为进一步研究

PGRMC1 在卵母细胞中的作用, Nousiainen 等[23]

研究发现 PGRMC1 存在于人卵母细胞有丝分裂

纺锤体, 这说明 PGRMC1 直接参与调节卵母细胞

成熟(减数分裂)。另外, Luciano 等[6]在牛的卵母细

胞注射 PGRMC1 抗体, 发现卵母细胞正常成熟受

到损害, 导致了染色体异常分离, 该研究也证实

了 PGRMC1 在卵母细胞成熟中的重要调节作用。 

本研究通过检测半滑舌鳎 PGRMC1 基因在脑

垂体性腺轴的表达变化规律发现 , 在卵巢发育

III 期, 脑中 PGRMC1 mRNA 相对表达量明显升
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高, 在 V 期中表达量最高(P<0.05, 图 6A)。有文

献报道在人的下丘脑等组织也发现 PGRMC1 基

因表达量较高[5]; Intlekofer 等[24]运用实时荧光定

量的方法证实 PGRMC1 mRNA 在大鼠的前腹侧

的室旁核、视前区、腹内侧核等组织中高丰度表

达。本研究在所采集的卵巢发育 II~VI 期半滑舌

鳎脑组织中都检测到 PGRMC1 mRNA 的表达, 可

能参与了繁殖的神经内分泌调控。本研究结果印

证了 Petersen 等[4]认为的 PGRMC1 参与动物繁殖

功能有关的神经调节的结论。在卵巢中, PGRMC1 

mRNA 表达水平在卵巢发育各个阶段(VI 期除外)

都较高, 从卵巢发育 II 到 V 期稳步上升, V 期时

达到最高值(P<0.05, 图 6C)。由此推断, PGRMC1

对半滑舌鳎性腺发育成熟起重要的调控作用, 其

可能的原因为卵母细胞的最终成熟以及排卵等过

程的完成需要大量 PGRMC1 的参与。在牛卵母细

胞中, PGRMC1 mRNA 在生发泡(germinal vesicle, 

GV)和 M II(metaphase II)期卵母细胞具有非常高

的表达水平, 这与牛受精卵原核的形成有关, 并

且在囊胚 PGRMC1 mRNA 相对表达量进一步升

高; PGRMC1 在牛卵母细胞的蛋白表达和共定位

研究等表明 PGRMC1 可以直接参与调节卵母细

胞的存活和功能, 并在染色体分离机制中起重要

作用[6]。柳学周等[15]在半滑舌鳎繁殖周期中发现, 

孕酮激素在整个繁殖周期的变化趋势与性腺指数

变化趋势相似。本研究得到的半滑舌鳎 PGRMC1 

mRNA在整个繁殖周期卵巢组织 mRNA的相对变

化规律也与卵巢发育、卵巢成熟过程相吻合; 这

有力地证明了在半滑舌鳎卵母细胞成熟及排卵过

程中, PGRMC1 可能参与介导孕酮激素发挥着重

要的生理功能。斑节对虾 PGRMC1 mRNA 的过表

达实验结果也表明适当形式的孕激素有可能通过

PGRMC1 诱发卵母细胞/卵巢发育和成熟[19]。尽管

鱼类和甲壳类处于不同进化地位, 但其 PGRMC1 

mRNA 在性腺组织表达规律和生理作用上表现出

相似性, 这与该基因在生物进化上具有很高的保

守性并具有重要功能有关。结合 PGRMC1 mRNA 在

半滑舌鳎中的时空表达结果和孕酮激素变化结果

的数据, 推测 PGRMC1 主要参与半滑舌鳎卵巢的

发育、成熟过程, 并在繁殖期主要介导孕酮促使

卵母细胞成熟。 

本实验初步分析了半滑舌鳎 PGRMC1 基因结

构及表达特征, 关于 PGRMC1 的具体生理功能作

用途径及机制, 以及它与该基因家族各成员间的

相互作用关系、协同调控作用过程和途径等方面

的研究尚不明了, 如何解析这些问题需今后进行

更深入的研究。 
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Abstract: To investigate the role of progesterone receptor membrane component 1 (PGRMC1) in oocyte matura-
tion in the half-smooth tongue sole (Cynoglossus semilaevis), we cloned the full-length cDNA sequence of 
PGRMC1 from the ovary using homology cloning and rapid amplification of cDNA ends methods. The full-length 
cDNA of PGRMC1 was 1335 bp long with an open reading frame of 546 bp encoding a 181 amino acid prepro-
hormone with a deduced molecular mass of 20.64 kDa and a theoretical isoelectric point of 4.67. The precursor 
was a single transmembrane protein with an N-terminal transmembrane domain. The predicted transmembrane 
domain was located at positions 13–35 of the deduced PGRMC1 protein. Sequence alignment of the C. semilaevis 
PGRMC1 precursor protein with corresponding sequences from other species revealed that the highest identity 
(82.87%) was with the PGRMC1 from Oryzias latipes, followed by that from Tetraodon nigroviridis (81.22%). In 
a phylogenetic analysis, the C. semilaevis PGRMC1 clustered with its counterparts in the Cyprinodontiformes and 
Tetraodontiformes. The transcript levels of PGRMC1 were high in the ovary, moderate in the liver and brain, and 
low in other tissues. We also monitored changes in PGRMC1 transcript levels in the pituitary, brain, and ovary at 
different ovarian developmental stages. The PGRMC1 mRNA levels increased sharply in the brain at stage III, 
remained at high levels until stage V, and then decreased at stage VI. In the pituitary, the transcript levels of 
PGRMC1 increased to peak at stage V and decreased significantly after ovulation (stage VI). Similarly, in the 
ovary, the PGRMC1 levels increased gradually to peak at stage V and then decreased markedly after spawning 
(stage VI). Taken together, our results shed light on the role of PGRMC1 in oocyte maturation and in regulating 
reproductive endocrine function in C. semilaevis. 
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