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　 　 摘要：　 为克隆与牙鲆生殖相关的神经内分泌因子 ｋｉｓｓ２ 基因，并检测该基因在牙鲆成体不同组织及早期

不同发育阶段的表达变化，本研究采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取牙鲆成鱼各组织及早期不同发育阶段样品总 ＲＮＡ；参照

其他物种的 ｋｉｓｓ２ ｃＤＮＡ 序列，设计并合成 ｋｉｓｓ２ 引物进行 ＰＣＲ 扩增；运用实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ｋｉｓｓ２ 基因在

牙鲆成鱼各组织及早期不同发育阶段的表达情况。 结果成功地获得长度为 ４４９ ｂｐ 的牙鲆 ｋｉｓｓ２ ｃＤＮＡ 序列，
其中编码区序列为 ３６６ ｂｐ，编码 １２１ 个氨基酸。 在该序列中发现了高度保守的“ ＦＮＹＮＰＬＴＬＲＦ”序列，此序列

可以调节促性腺激素释放激素和黄体生成素的合成与释放。 定量 ＰＣＲ 结果显示，牙鲆 ｋｉｓｓ２ 基因在脑组织中

的表达量最高，在卵巢和精巢中也均有表达；牙鲆 ｋｉｓｓ２ 基因在胚胎阶段表达量相对较低，而在孵化后第 ７ ｄ
其表达量显著增高，且在孵化后的第 ２９ ｄ 达到高峰。 说明牙鲆 ｋｉｓｓ２ 基因具有明显的时期和组织差异性表

达，其在牙鲆脑中的丰富表达及在精巢和卵巢中的表达表明该基因可能在牙鲆神经系统与生殖中发挥重要

作用。
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　 　 Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ 系统的鉴定及其生理学作用的特性

描述是神经内分泌学的一项重大突破，是脊椎动物

生殖研究领域的一场新革命［１⁃３］。 Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ 是

２００１ 年发现的一种肽类激素，由 ｋｉｓｓ１ 基因编码，最
初发现其具有抑制肿瘤转移的作用［４⁃５］。 然而在

２００３ 年，大量的研究报道称 Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ 的受体 Ｇｐｒ５４
基因突变的人和小鼠都表现出了生殖功能的损

伤［６⁃７］。 随后发现，ｋｉｓｓ１ 基因敲除的小鼠也表现出

了类似的损伤［８］。 这些研究结果表明 Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ 系

统与哺乳动物的生殖调控密切相关。 后来陆续发

现，该系统可以调节哺乳类动物促性腺激素释放激

素（Ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ⁃ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ，ＧｎＲＨ）神经元的

活性，影响性成熟的形成［９］。 并通过对下丘脑⁃垂
体⁃性腺（Ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ – ｐｉｔｕｉｔａｒｙ – ｇｏｎａｄａｌ，ＨＧＰ）
轴的调控影响青春期的启动。 另外，该系统还可影

响包括人类在内的啮齿类、家畜及灵长类动物促性

腺激素的分泌［１０⁃１３］。
迄今为止，对非哺乳类动物，尤其是硬骨鱼类

ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ 系统的研究还很少。 最近的研究发现一

些鱼类［１４⁃１７］ 存在 ２ 种 ｋｉｓｓ 基因，即 ｋｉｓｓ１ 和 ｋｉｓｓ２，其
中包括七鳃鳗（Ｐｅｔｒｏｍｙｚｏｎ ｍａｒｉｎｕｓ）、斑马鱼（Ｄａｎｉｏ
ｒｅｒｉｏ）、 青 鱂 （ Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓ ）、 金 鱼 （ Ｃａｒａｓｓｉｕｓ
ａｕｒａｔｕｓ ）、 鲫 鱼 （ Ｃａｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓ ） 和 鲈 鱼

（Ｄｉｃｅｎｔｒａｒｃｈｕｓ ｌａｂｒａｘ）以及两栖动物非洲爪蟾（Ｘｅ⁃
ｎｏｐｕｓ ｌａｅｖｉｓ）。 ｋｉｓｓ２ 基因在诱导鲈鱼促性腺激素表

达方面比 ｋｉｓｓ１ 作用大；斑马鱼脑部原位杂交结果也

表明 ｋｉｓｓ２ 与生殖调控有关，而 ｋｉｓｓ１ 基因则可能与

环境感知等其他方面的功能有关。
牙鲆（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ ｏｌｉｖａｃｅｕｓ）是一种重要的海

水养殖经济鱼类，其雌鱼的生长速度明显快于雄

鱼。 在幼体阶段，牙鲆的性别易受环境因子的影

响，如温度、ｐＨ 值、密度和光照都可影响牙鲆的

性别分化 ［１８⁃１９］ 。 大量研究结果表明 Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ 系

统与鱼类 ＨＧＰ 轴的活化有关，但是关于其是否

参与鱼类性别分化还未见报道。 因此本研究克

隆了牙鲆 ｋｉｓｓ２ 基因，并进行序列分析比较，运用

定量 ＰＣＲ 方法检测了 ｋｉｓｓ２ 基因在牙鲆早期发育

阶段和成体组织中的表达，期望为进一步研究

Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ 系统在牙鲆生殖调控中的作用积累

材料。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

试验用牙鲆胚胎和仔鱼采集于中国水产科学研

究院北戴河中心实验站，养殖水温控制在 （１６．０±
０􀆰 ５） ℃；试验用牙鲆成鱼购自上海市铜川路水产品

市场。
１．２　 样品采集

根据孙朝徽等［２０］对牙鲆胚胎发育时期的划分，
对牙鲆胚胎和仔鱼进行取样，分别采集未受精卵（０
ｈ），受精卵（０．５ ｈ），原肠胚期（２６ ｈ），心跳期（７１
ｈ），孵化后 ３ ｄ、７ ｄ、９ ｄ、１４ ｄ、１７ ｄ、２０ ｄ、２３ ｄ、２９ ｄ、
３６ ｄ 和 ４１ ｄ 仔鱼，各时期样品平行取样 ３ 组，每组

１５～３０ 个体。 同时解剖成鱼 ３ 尾，取其脑、鳃、肌肉、
心脏、肝脏、胃、肾、肠、性腺组织。 各样品立即在液

氮稍冻存，然后置于－８０ ℃保存备用。
１．３　 方法

１．３．１　 总 ＲＮＡ 的提取与鉴定　 利用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒

（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ， ＵＳＡ）对牙鲆胚胎、仔鱼及成鱼组织样

品进行总 ＲＮＡ 的提取，并用 ＤＮＡ 酶处理 １ ｈ，除去

各样品总 ＲＮＡ 中的基因组 ＤＮＡ 污染。 采用分光光

度计（ＮＡＮＯＤＲＯＰ ２０００Ｃ， ＵＳＡ）和琼脂糖凝胶电泳

检测所提取的总 ＲＮＡ 的质量和浓度。
１．３．２　 牙鲆 ｋｉｓｓ２ 基因的克隆　 根据已知物种的同

源基因，设计 ｋｉｓｓ⁃Ｆ 和 ｋｉｓｓ⁃Ｒ 引物。 取 ２ μｇ 的脑组

织 ＲＮＡ 在 Ｍ⁃ＭＬＶ 逆转录酶（Ｐｒｏｍｅｇａ， ＵＳＡ）的作

用下合成 ｃＤＮＡ 的第 １ 条链。 以此为模板进行 ＰＣＲ
扩增，ＰＣＲ 反应体系为：１ μｌ 的 ｃＤＮＡ 模板， ２􀆰 ０ μｌ
的 １０× Ｅｘ Ｔａｑ ｂｕｆｆｅｒ， １􀆰 ６ μｌ 的 ｄＮＴＰ （ ２􀆰 ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， １ μｌ 的上游和下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ），
２􀆰 ５ Ｕ 的 Ｅｘ Ｔａｑ 􀅺 ＤＮＡ 聚合酶 （ＴａＫａＲａ， Ｊａｐａｎ），
最后加水至 ２０ μｌ。 反应条件为 ９４ ℃ 预变性 ５
ｍｉｎ；９４ ℃变性 ３０ ｓ，５９ ℃ 退火 ３０ ｓ，７２ ℃ 延伸 ２０
ｓ，３５ 个循环。 ＰＣＲ 产物经 １％琼脂糖凝胶电泳分离

后，并将其连接到 ｐＭＤ 􀅺１９⁃Ｔ 载体上，１６ ℃连接过

夜后，转化到大肠杆菌 ＤＨ５α 菌株中，经蓝白斑筛

选，挑选阳性克隆抽提质粒后送上海生工生物工程

有限公司测序。
为得到牙鲆 ｋｉｓｓ２ 基因的全部编码区序列，根据

上述所得序列设计 ３′⁃ＲＡＣＥ 引物（表 １），进行 ３′⁃
ＲＡＣＥ ＰＣＲ 扩增。 扩增产物经 １％琼脂糖凝胶电泳

分离后，割胶回收纯化目的片段，进行连接、转化、克
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隆和测序。
１．３．３　 序列分析 　 所得的 ｃＤＮＡ 序列用 ＤＮＡＭＡＮ
软件进行拼接，开放阅读框用 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ （ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｇｏｒｆ ／ ｇｏｒｆ． ｈｔｍｌ）进行分析。 用

ＢｉｏＥｄｉｔ 软件进行不同物种 ｋｉｓｓ２ 基因编码的氨基酸

序列的比对。 用 ＭＥＧＡ ５．１ 软件中的 ＮＪ（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃
ｊｏｉｎｉｎｇ）法进行系统进化树的构建，预测氨基酸的理

化性质通过 ＥｘＰＡＳｙ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔ⁃

ｐａｒａｍ ／ ）来分析。
１．３．４　 荧光实时定量 ＰＣＲ　 取上述各 ＲＮＡ 样品分别

合成 ｃＤＮＡ 的第 １ 条链，所得产物 １０ 倍稀释后用于

荧光定量 ＰＣＲ。 所用引物采用 Ｐｒｉｍｅｒ ５．０ 设计，应用

普通 ＰＣＲ 确认是否有引物二聚体和其他非特异性扩

增片段的产生，选择特异性强的引物对用于定量

ＰＣＲ，选用引物分别为 ｑｋｉｓｓ⁃Ｆ 和 ｑｋｉｓｓ⁃Ｒ（表 １）；内参

基因为 １８ｓ，引物分别为 １８ｓ⁃Ｆ 和 １８ｓ⁃Ｒ（表 １）。

表 １　 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ＰＣＲ

引物种类 引物名称 　 　 引物序列 （５′→３′）

部分片段扩增引物 ｋｉｓｓ⁃Ｆ ＡＴＧＡＧＧＣＴＹＧＴＧＧＣＴＣＴＧ

ｋｉｓｓ⁃Ｒ ＡＧＧＣＡＣＣＴＣＣＡＧＴＴＣＹＣＧ

３′⁃ＲＡＣＥ 引物 ３′⁃ＲＡＣＥ ｏｕｔｅｒ ｐｒｉｍｅｒ ＴＡＣＣＧＴＣＧＴＴＣＣＡＣＴＡＧＴＧＡＴＴＴ

３′⁃ＲＡＣＥ ｉｎｎｅｒ ｐｒｉｍｅｒ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＣＣＡＣＴＡＧＴＧＡＴＴＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧ

３′⁃ｋｉｓｓ ＣＧＧＣＡＣＡＡＡＧＧＡＣＡＣＡＡＧＣＡＡ

３′⁃ｋｉｓｓ⁃ｎｅｓｔ ＴＣＧＣＴＴＴＧＧＧＡＡＡＣＧＣＴＡＣＡＴ

定量引物 ｑｋｉｓｓ⁃Ｆ ＣＧＧＣＡＣＡＡＡＧＧＡＣＡＣＡＡＧＣＡＡ

ｑｋｉｓｓ⁃Ｒ ＴＣＧＴＧＧＧＡＡＣＡＧＡＧＡＡＡＧＧＧＧ

１８ｓ⁃Ｆ ＣＴＴＡＧＴＴＧＧＴＧＧＡＧＣＧＡＴＴＴＧ

１８ｓ⁃Ｒ ＣＴＴＡＧＴＴＧＧＴＧＧＡＧＣＧＡＴＴＴＧ

简并碱基： Ｙ＝（Ｃ ／ Ｔ）； Ｆ：上游引物； Ｒ：下游引物。

　 　 首先进行目的基因和内参基因的标准曲线扩

增，Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 在 ＣＦＸ９６ＴＭ ＰＣＲ 仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）上

进行。 ＰＣＲ 反应体系为 ２０ μｌ，包括 １ μｌ 的 １０ 倍梯

度稀释的 ｃＤＮＡ，０􀆰 ４ μｌ 的基因上下游引物， １０ μｌ
的 ２×ＦａｓｔＳｔａｒｔ Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ＤＮＡ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ（Ｒｏｃｈｅ）。
反应条件为 ９５ ℃预变性 １０ ｍｉｎ；９５ ℃变性 １０ ｓ，６１
℃退火 １５ ｓ，７２ ℃延伸 ２０ ｓ，并随之采集荧光，４０ 个

循环；随后进行溶解曲线的扩增。 内参基因和目的

基因的相应扩增效率均为 ９５％～ １００％，Ｒ 值均大于

０􀆰 ９９，且目的基因和内参基因的 Ｍ 值相差小于 ０􀆰 １。
随后进行所有样品的定量检测，ＰＣＲ 反应体系和条

件同上，试验设 ３ 次重复。 此外，各样品的 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ＰＣＲ 也同时进行。
１．３．５　 统计分析 　 牙鲆胚胎和仔鱼不同发育时期

以及成鱼各组织的 ｋｉｓｓ２ 的相对 ｍＲＮＡ 水平采用

２－△△ＣＴ法计算。 其数值用平均值±标准误差表示，

ｎ＝ ３。 统计分析采用 ＳＰＳＳ１７．０ 软件中的单因素方

差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），使用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ ｓ Ｔ３ ｔｅｓｔ
进行比较。

２　 结果与分析

２．１　 牙鲆 ｋｉｓｓ２ ｃＤＮＡ 的克隆及序列分析

以牙鲆脑组织总 ＲＮＡ 为模板，首先进行 ｋｉｓｓ２
部分 ｃＤＮＡ 片段的 ＰＣＲ 扩增，得到 １ 段长为 ３６６ ｂｐ
的序列；然后通过 ３′⁃ＲＡＣＥ ＰＣＲ 得到长为 ２６１ ｂｐ 的

序列。 经过拼接，得到长度为 ４４９ ｂｐ 的牙鲆 ｋｉｓｓ２
序列（图 １）。 该序列包括 １ 段 ８３ ｂｐ 的 ３′非翻译区

和 １ 段编码 １２１ 个氨基酸残基的 ３６６ ｂｐ 开放阅读

框。 经序列分析发现其信号肽有 １９ 个氨基酸残基，
在 ＰｌｏｙＡ 尾部上游 １４ ｂｐ 处有多聚腺苷酸化信号

（ＡＡＴＡＡＡ）；其包含的 Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ⁃１０ 片段氨基酸序

列为 “ＦＮＹＮＰＬＴＬＲＦ”，序列附近有一个蛋白水解切
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割位点（ＧＫＲ）。 经预测，ｋｉｓｓ２ 蛋白的理论等电点为

１０􀆰 ２０，分子量为１３ ７００。 通过 ＢｉｏＥｄｉｔ 软件分析，在
其第 ５ 和第 １５ 个氨基酸之间有一个典型的疏水性

区域。

＿表示信号肽；∗表示终止密码子；□表示加尾信号和 Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ⁃１０ 序列；◇表示蛋白水解切割位点。
图 １　 牙鲆 ｋｉｓｓ２ 基因序列及其推导的氨基酸序列

Ｆｉｇ．１　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｊａｐａｎｅｓｅ ｆｌｏｕｎｄｅｒ ｋｉｓｓ２

２．２　 牙鲆 ｋｉｓｓ２ 同源性比对及系统进化树构建

通过氨基酸序列比对发现，牙鲆 ｋｉｓｓ２ 与条纹鲈

（Ｍ ｏｒｏｎｅ ｓａｘａｔｉｌｉｓ）的同源性最高（７６％），其次是欧

洲海鲈（Ｄｉｃｅｎｔｒａｒｃｈｕｓ ｌａｂｒａｘ） （７４％）、带点石斑鱼

（Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ ｃｏｉｏｉｄｅｓ） （ ７２％）、罗非鱼 （Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ
ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）（７０％）和塞内加尔鳎（ Ｓｏｌｅａ ｓｅｎｅｇａｌｅｎｓｉｓ）

（６９％）。 而其与虹鳟（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓｓ）、斑马鱼

（Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ）、鲫鱼（Ｃａｓｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓ）的同源性仅

为 ３４％、２８％和 ２５％，与巴西乌龟（Ｔｒａｃｈｅｍｙｓ ｓｃｒｉｐｔａ
ｅｌｅｇａｎｓ）和非洲爪蟾（Ｘｅｎｏｐｕｓ ｓｉｌｕｒａｎａ ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ）的同

源性仅为 ２４％。 然而，Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ⁃１０ 片段区域在脊

椎动物中高度保守（图 ２）。

颜色不同表示保守性不同。
图 ２　 牙鲆 ｋｉｓｓ２ 氨基酸序列比对分析

Ｆｉｇ．２　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｋｉｓｓ２ ｆｒｏｍ Ｊａｐａｎｅｓｅ ｆｌｏｕｎｄｅｒ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ
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　 　 经 ＮＪ 系统进化树分析，脊椎动物 Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ 分

为 ２ 支， 即 Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ⁃１ 和 Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ⁃２。 牙 鲆

Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ 与脊椎动物 Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ⁃２ 聚为 １ 支 （图

３）。

图 ３　 ｋｉｓｓ１ 和 ｋｉｓｓ２ 编码的氨基酸序列构建的系统进化树

Ｆｉｇ．３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖｅｒｔｅｂｒａｔｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｋｉｓｓ１ ａｎｄ ｋｉｓｓ２ ｇｅｎｅｓ

２．３　 牙鲆 ｋｉｓｓ２ 基因在成体组织及胚胎、仔鱼不同

发育阶段中的表达

　 　 如图 ４ 显示 ，在牙鲆各个组织中 ， ｋｉｓｓ２ 基

因 在 脑 中 的 表 达 量 最 高 ， 其 次 是 肝 和 鳃 ， 在

肠 、肌 肉 、 卵 巢 、 精 巢 和 心 脏 中 的 表 达 量 较

低 ，而 在 胃 和 肾 中 没 有 检 测 到 ｋｉｓｓ２ 基 因 的

表达 。
　 　 图 ５ 显示，在牙鲆胚胎发育时期，ｋｉｓｓ２ 基因

处于低表达水平，在未受精卵中没有检测到 ｋｉｓｓ２
的表达。 在孵化后第 ７ ｄ，ｋｉｓｓ２ 表达量开始显著

增加，至孵化后第 ２９ ｄ 达到高峰。 之后，ｋｉｓｓ２ 基

因的表达量有所降低。
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不同小写字母表示 ｋｉｓｓ２ 基因在不同器官中的表达量差异显著

（Ｐ＜０．０５）。
图 ４　 ｋｉｓｓ２ 基因在牙鲆成体各组织中的表达

Ｆｉｇ． ４ 　 Ｔｉｓｓｕｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｋｉｓｓ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ａｄｕｌｔ
Ｊａｐａｎｅｓｅ ｆｌｏｕｎｄｅｒ

３　 讨 论

本研究成功克隆了牙鲆 ｋｉｓｓ２ 基因，并对其序列

特征和表达情况做了初步的分析。 其推导的氨基酸

序列与其他脊椎动物氨基酸序列的同源性在２４％～
７６％，此外，系统进化树显示牙鲆 ｋｉｓｓ２ 基因与鱼类

ｋｉｓｓ２ 基因紧密聚为一支。 在其氨基酸序列中存在 １
段高度保守的区域，即 Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ⁃１０，它是 １ 段成熟

的功能性肽。 牙鲆 Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ⁃１０ 的序列为“ＦＮＹＮ⁃
ＰＬＴＬＲＦ”，其与斑马鱼和青鱂的 Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ⁃１０ 序列

“ＦＮＹＮＰＦＧＬＲＦ”有 ２ 个氨基酸不同。 在多数的哺

乳类动物中，Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ⁃１０ 在体内可以显著地刺激

ＧｎＲＨ ／ ＬＨ 的释放［２０］ 。 在硬骨鱼类中，ｋｉｓｓ２ 基因所

不同小写字母表示 ｋｉｓｓ２ 基因在不同发育时期的表达量差异显著（Ｐ＜０．０５）。
图 ５　 ｋｉｓｓ２ 基因在牙鲆不同发育时期的表达

Ｆｉｇ．５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｋｉｓｓ２ ｇｅｎｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｊａｐａｎｅｓｅ ｆｌｏｕｎｄｅｒ

编码的 Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ⁃１０ 序列被认为是卵泡刺激素

（Ｆｏｌｌｉｃｌｅ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ， ＦＳＨ） 和黄体生成素

（ Ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ， ＬＨ ） 合 成 的 主 要 调 控 因

子［２，２１］。 这表明 ｋｉｓｓ２ 基因在脊椎动物生殖调控方

面具有保守性的重要作用。 而此区域以外的序列则

同源性较低，这也是 Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ 的一个共同特征。
由于前肽翻译后的修饰作用，这些区域被切掉以离

开高度保守的信号肽［９］。 Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ⁃１０ 之后的 ３ 个

氨基酸（ＧＫＲ）被认为是酰胺化和切割位点，在哺乳

动物和鱼类中高度保守［４，１５］。
鱼类中存在 ２ 种 ｋｉｓｓ 基因的现象很常见，但目

前在红石斑鱼 （Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ ｃｏｉｏｉｄｅｓ）、星点东方鲀

（ Ｔａｋｉｆｕｇｕ ｎｉｐｈｏｂｌｅｓ ）、 塞 内 加 尔 鳎 （ Ｓｏｌｅａ
ｓｅｎｅｇａｌｅｎｓｉｓ）和大西洋比目鱼（Ｈｉｐｐｏｇｌｏｓｓｕｓ ｈｉｐｐｏｇｌｏｓ⁃

ｓｕｓ） ［２２⁃２６］中仅报道了 ｋｉｓｓ２ 基因的存在。 另外，Ｆｅｌｉｐ
等人指出在黑鲈中，ｋｉｓｓ２ 在诱导促性腺激素的释放

方面较 ｋｉｓｓ１ 作用大［１４］。 因此，本研究克隆了牙鲆

ｋｉｓｓ２ 基因，旨在进一步探讨其在牙鲆生殖发育和性

别分化方面的作用。
本研究结果显示 ｋｉｓｓ２ 基因在牙鲆脑中的表达

量最高。 在斑马鱼和青鱂中，ｋｉｓｓ２ 基因主要在脑中

表达［１６，２２］。 在鲐鱼脑中 ｋｉｓｓ２ 基因也有较高的表达，
但在鲐鱼性腺中并没有检测到 ｋｉｓｓ２ 基因的表

达［２７］。 本研究发现，ｋｉｓｓ２ 基因在牙鲆的精巢和卵巢

都有表达。 以往的研究结果表明，ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ 系统通

过调节 ＧｎＲＨ 的分泌来调控多种生殖活动［９］。 在

青鱂中的研究结果中表明，ｋｉｓｓ２ 基因在下丘脑的 ２
个核区高表达，即后室旁核和核腹侧结节［１６］。 在斑
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马鱼和黑鲈中，ｋｉｓｓ１ 神经元存在于脑部缰核区域，
这一区域与环境感知和代谢有关。 而 ｋｉｓｓ２ 神经元

主要位于下丘脑的背侧和腹侧，预示着 ｋｉｓｓ２ 与

ＧｎＲＨ 的合成与分泌有关。 综合这些研究结果，暗
示了牙鲆 ｋｉｓｓ２ 基因在精巢和卵巢的表达可能与其

生殖调控有关。
除了胃和肾脏以外，ｋｉｓｓ２ 基因在牙鲆其他组织

中也有表达，包括肌肉、心脏、肝脏、鳃和肠。 在其他

硬骨鱼中，ｋｉｓｓ２ 基因也被检测到在不同组织中表

达［３，１４⁃１５］。 这表明，ｋｉｓｓ２ 基因可能与鱼类除生殖以

外的其他功能有关，但其在这些组织中的生理学作

用目前尚不清楚。
关于 ｋｉｓｓ２ 基因在鱼类早期发育阶段表达情况

的研究非常有限。 在斑马鱼中［２１］，ｋｉｓｓ２ 基因的表达

在受精后 １～７ ｄ 升高，在受精后 ３０ ｄ 时显著升高。
在本研究中，ｋｉｓｓ２ 基因表达水平在牙鲆胚胎发育时

期较低，而孵化后表达量显著升高，在孵化后第 ２９ ｄ
时达到顶峰。 孙朝徽等人［１９］ 指出，在牙鲆中，原始

生殖细胞在孵化后第 １０ ｄ 开始出现，在孵化后第 ２０
ｄ 时原始性腺原基形成，之后性腺原基显著增长。
在大约孵化后第 ３０ ｄ 时，原始上皮细胞开始出现，
标志着原始性腺的形成，之后性腺开始分化。 因此，
相比胚胎时期，ｋｉｓｓ２ 基因在牙鲆仔鱼发育阶段的高

表达（尤其是孵化后第 ２９ ｄ）可能与牙鲆的性腺分

化有关。 另外，有研究结果表明在孵化后第 ２６ ｄ 的

军曹鱼（Ｒａｃｈｙｃｅｎｔｒｏｎ ｃａｎａｄｕｍ）幼体脑部也发现了

ｋｉｓｓ 基因受体 ｇｐｒ５４ 基因的表达高峰［２８］。 由此看

来，Ｋｉｓｓｐｅｐｔｉｎ 系统可能在鱼类性腺发育中发挥重要

作用，但关于其在鱼类性腺发育中的表达模式及其

生理功能仍需要进一步的深入研究。
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