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　 　 摘要:　 为探究香鱼性腺发育及生殖机能调控机制ꎬ本研究拟克隆香鱼 Ｆｏｘｌ２ (Ｆｏｒｋｈｅａｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｇｅｎｅ
２)基因ꎬ检测成鱼不同组织中 Ｆｏｘｌ２ 的表达情况ꎬ分析腹腔注射不同质量浓度(１５ μｇ / μＬ、７５ μｇ / μＬ、１５０ μｇ / μＬ)甲基

睾酮(ＭＴ)对香鱼脑和性腺中 Ｆｏｘｌ２ 基因表达水平的影响ꎮ 结果表明:香鱼 Ｆｏｘｌ２ 基因开放阅读框(ＯＲＦ)碱基序列长

度为 ９１８ ｂｐꎬ编码蛋白质由 ３０５ 个氨基酸组成ꎬ含典型的叉头(Ｆｏｒｋｈｅａｄ)结构域ꎻ多重序列比对结果显示ꎬ各种脊椎动

物间 Ｆｏｘｌ２ 蛋白保守性较高ꎬ特别是 Ｆｏｒｋｈｅａｄ 结构域高度保守ꎻ系统进化树中香鱼 Ｆｏｘｌ２ 蛋白与虹鳟(Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ
ｍｙｋｉｓｓ)Ｆｏｘｌ２ 蛋白、大西洋鲑(Ｓａｌｍｏ ｓａｌａｒ) Ｆｏｘｌ２ 蛋白优先聚为 １ 支ꎬ说明它们进化关系较近ꎮ Ｆｏｘｌ２ 基因在香鱼卵巢

中高表达ꎬ雌鱼与雄鱼的脑和鳃中较低表达ꎬ精巢及其他组织中无表达ꎮ 腹腔注射甲基睾酮后 １ ｄꎬ不同质量浓度处

理雌鱼卵巢中 Ｆｏｘｌ２ 基因相对表达量显著上调ꎬ但脑中 Ｆｏｘｌ２ 基因相对表达量无显著变化ꎬ且卵巢中 Ｆｏｘｌ２ 基因相对

表达量增加幅度与 ＭＴ 质量浓度呈负相关ꎬ１５ μｇ / μＬ和 ７５ μｇ / μＬ质量浓度处理雄鱼脑中 Ｆｏｘｌ２ 基因相对表达量显著

升高ꎬ精巢中 Ｆｏｘｌ２ 基因始终无表达ꎮ 上述结果说明ꎬＦｏｘｌ２ 在香鱼性腺中呈性别二态性表达ꎬ外源性激素显著影响香

鱼卵巢中 Ｆｏｘｌ２ 基因相对表达量ꎮ 本研究结果为探究 Ｆｏｘｌ２ 基因功能及香鱼性别调控机制提供了基础ꎮ
关键词:　 香鱼ꎻ Ｆｏｘｌ２ꎻ 甲基睾酮ꎻ 基因表达
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(１.Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ Ｍａｎａｇｉｎｇ Ｂｉｏｔｉｃ ａｎｄ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｔｈｒｅａｔｓ ｔｏ ｔｈｅ Ｑｕａｌｉｔｙ ａｎｄ Ｓａｆｅｔｙ ｏｆ Ａｇｒｏ￣ｐｒｏｄｕｃｔｓꎬ Ｎｉｎｇｂｏ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｎｉｎｇｂｏ ３１５２１１ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
２.Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒａｌ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎꎬ Ｎｉｎｇｂｏ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｎｉｎｇｂｏ ３１５８３２ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３.Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｍａｒｉｃｕｌｔｕｒｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎ￣
ｓｔｉｔｕｔｅꎬ Ｗｅｎｚｈｏｕ ３２５００５ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｇｏｎａｄａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｐｌｅｃｏ￣
ｇｌｏｓｓｕｓ ａｌｔｉｖｅｌｉｓꎬ ｔｈｅ Ｆｏｘｌ２ (Ｆｏｒｋｈｅａｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｇｅｎｅ ２) ｇｅｎｅ ｏｆ Ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｕｓ ａｌｔｉｖｅｌｉｓ ｗａｓ ｔｏ ｂｅ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ
ｓｔｕｄｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆｏｘｌ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ａｄｕｌｔ ｆｉｓｈ ｗａｓ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏ￣
ｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ (１５ μｇ / μＬꎬ ７５ μｇ / μＬꎬ １５０ μｇ / μＬ) ｏｆ ｍｅｔｈｙｌｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ (ＭＴ) ｏｎ ｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｆｏｘｌ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｂｒａｉｎ ａｎｄ ｇｏｎａｄ ｏｆ
Ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｕｓ ａｌｔｉｖｅｌｉｓ ｗｅｒｅ ｔｏ ｂｅ ａｎａｌｙｚｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ (ＯＲＦ) ｏｆ Ｆｏｘｌ２ ｇｅｎｅ
ｗａｓ ９１８ ｂｐ ｉｎ ｌｅｎｇｔｈꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃｏｄｅｄ ｗａｓ ｃｏｍ￣
ｐｏｓｅｄ ｏｆ ３０５ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｎｄ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ａ ｔｙｐｉｃａｌ Ｆｏｒｋｈｅａｄ
ｄｏｍａｉｎ. Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｆｏｘｌ２
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ａｍｏｎｇ ｖａｒｉｏｕｓ ｖｅｒｔｅｂｒａｔｅｓꎬ

３８５１



ｔｈｅ Ｆｏｒｋｈｅａｄ ｄｏｍａｉｎ ｗａｓ ｅｘｃｅｐｔｉｏｎａｌｌｙ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ. Ｉｎ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅꎬ Ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｕｓ ａｌｔｉｖｅｌｉｓ Ｆｏｘｌ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ
ｐｒｅｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｗｉｔｈ ｒａｉｎｂｏｗ ｔｒｏｕｔ (Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓｓ) Ｆｏｘｌ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ Ａｔｌａｎｔｉｃ ｓａｌｍｏｎ (Ｓａｌｍｏ ｓａｌａｒ) Ｆｏｘｌ２
ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅｙ ｈａｄ ｃｌｏｓｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ. Ｆｏｘｌ２ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖａｒｙ ｏｆ Ｐｌｅｃｏ￣
ｇｌｏｓｓｕｓ ａｌｔｉｖｅｌｉｓꎬ ａｎｄ ｗａｓ ｌｏｗｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ａｎｄ ｇｉｌｌ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ａｎｄ ｍａｌｅ ｆｉｓｈꎬ ｂｕｔ ｗａｓ ｎｏｔ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｅｓｔｉｓ ｏｒ
ｏｔｈｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｏｎｅ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔｈｙｌｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆｏｘｌ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｏｖａｒｙ ｏｆ
ｆｅｍａｌｅ ｆｉｓｈ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄꎬ ｂｕｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆｏｘｌ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｂｒａｉｎ. Ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆｏｘｌ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｏｖａｒｙ ｗａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒ￣
ｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＭＴ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆｏｘｌ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｏｆ ｍａｌｅ ｆｉｓｈ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １５ μｇ / μＬ ａｎｄ
７５ μｇ / μＬ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｗｈｉｌｅ Ｆｏｘｌ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｅｓｔｉｓ ｗａｓ ａｌｗａｙｓ ｎｏｔ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ. Ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ
Ｆｏｘｌ２ ｇｅｎｅ ｉｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｓｅｘｕａｌ ｄｉｍｏｒｐｈｉｓｍ ｉｎ ｔｈｅ ｇｏｎａｄｓ ｏｆ Ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｕｓ ａｌｔｉｖｅｌｉｓꎬ ａｎｄ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆｏｘｌ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖａｒｙ ｏｆ Ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｕｓ ａｌｔｉｖｅｌｉｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ
ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｆｏｘｌ２ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｘ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｕｓ ａｌｔｉｖｅｌｉｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｕｓ ａｌｔｉｖｅｌｉｓꎻ Ｆｏｘｌ２ꎻ ｍｅｔｈｙｌｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅꎻ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 香鱼(Ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｕｓ ａｌｔｉｖｅｌｉｓ)是鲑形目(Ｓａｌｍｏｎｉ￣
ｆｏｒｍｅｓ)、鲑亚目(Ｓａｌｍｏｎｏｉｄｅｉ)、香鱼科(Ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉ￣
ｄａｅ)、香鱼属(Ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｕｓ)的一种小型名贵经济鱼

类ꎮ 自 ２０ 世纪 ８０－９０ 年代香鱼人工育苗技术和养殖

技术逐步成熟后ꎬ香鱼养殖产业的规模在中国浙江、
福建等地呈增加趋势ꎮ 香鱼为一年生鱼类ꎬ秋季繁殖

后陆续死亡ꎬ虽然可以通过水温、光照等措施延缓其

性成熟ꎬ但其销售期仍无法覆盖全年[１]ꎮ 养殖上雌性

香鱼更具优势ꎬ而雄性香鱼生长速度慢而且进入繁殖

期后鱼体消瘦、体色变暗ꎬ导致商品价值下降[２]ꎮ 鱼

类的性别决定因素多种多样ꎬ性别分化调控机制复

杂[３￣４]ꎬ香鱼的性别调控研究对于繁育全雌群体以提

高养殖效益具有重要参考价值ꎮ 目前在香鱼性腺发

育、性别分化方面已有一些研究ꎮ Ｓａｓａｋｉ 等[５]的研究

结果表明ꎬ利用 １７￣β 雌二醇处理香鱼幼鱼可以显著

提高雌鱼比例ꎻＷａｔａｎａｂｅ 等[６] 和闫松松等[７] 分别对

日本和中国香鱼群体的遗传多样性进行了分析ꎬ发现

了与性别连锁的扩增片段长度多态性(ＡＦＬＰ)标记ꎮ
香鱼 Ｄｍｒｔ１ 基因[８]、Ｃｙｐ１９ 基因[９]在卵巢分化和功能

维持中发挥作用ꎮ 注射甲基睾酮可引起雌、雄香鱼血

清睾酮含量上升和雌二醇含量下降[１０]ꎮ 随着高通量

测序技术的出现ꎬ香鱼性别形成的分子机制得到进一

步研究ꎮ Ｌｉ 等[１１] 从雄性香鱼性别特异性 ＤＮＡ 区域

发现 ａｍｈｒ２ 基因的一个拷贝(ａｍｈｒ２ｂＹ)与香鱼性别

有关ꎬ而 Ｎａｋａｍｏｔｏ 等[１２]发现该基因功能缺失可导致

雄鱼性腺发育为卵巢ꎮ
叉头框 (Ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ)转录因子家族在动物雌

性性腺分化及生殖细胞增殖中有重要作用[１３]ꎬ该家

族蛋白质的代表性特征是具有一个高度保守的叉头

框结构域 ( Ｆｏｒｋｈｅａｄ ｄｏｍａｉｎ)ꎮ 叉头转录因子 ２
(Ｆｏｒｋｈｅａｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２ꎬ Ｆｏｘｌ２) 是叉头框

(ＦＯＸ)转录因子家族成员ꎬ参与 Ｃｙｐ１９ 等性别调控基

因表达及生殖系统发育ꎬ在性别分化、性腺发育及卵

巢功能稳态维持中发挥关键作用[１３￣１４]ꎮ 人、小鼠等哺

乳动物 Ｆｏｘｌ２ 的表达起始于性别分化决定前的原始

生殖细胞ꎬ并贯穿于卵巢发育的整个过程[１５￣１６]ꎬＦｏｘｌ２
突变可导致人和小鼠卵巢功能紊乱、早衰[１７￣１８]ꎮ 目前

研究者已对尼罗罗非鱼 (Ｏｒｅｃｈｒｏｍｉｓ ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ) [１９]、青
鳉 (Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓ) [２０]、乌鳢 (Ｃｈａｎｎａ ａｒｇｕｓ) [２１]、白
斑狗鱼 (Ｅｓｏｘ ｌｕｃｉｕｓ) [２２]、泰国斗鱼 (Ｂｅｔｔａｓ ｐｌｅｎ￣
ｄｅｎｓ) [２３]、斑鳢 (Ｃｈａｎｎａ ｍａｃｕｌａｔａ) [２４]、三角鲂 (Ｍｅｇ￣
ａｌｏｂｒａｍａ ｔｅｒｍｉｎａｌｉｓ) [２５]等鱼类 Ｆｏｘｌ２ 基因的特征及功

能进行了研究ꎬ并证实该基因参与性别分化和性腺发

育ꎮ 雌性个体缺失 Ｆｏｘｌ２ 后卵原细胞退化ꎬｃｙｐ１９ａ１ａ
基因表达水平降低ꎬ血清雌激素含量下降ꎬ性腺出现

雄性化甚至完全性逆转[２６]ꎮ
针对香鱼 Ｆｏｘｌ２ 基因特征与功能研究较缺乏的

现状ꎬ本研究克隆了香鱼 Ｆｏｘｌ２ 基因 ｃＤＮＡ 序列并

分析其特征ꎬ检测其在雌性香鱼和雄性香鱼各组织

中的表达水平ꎬ并分析注射外源雄性激素甲基睾酮

(ＭｅｔｈｙｌｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅꎬＭＴ) 对香鱼性腺和脑组织中

Ｆｏｘｌ２ 基因表达模式的影响ꎬ以期为香鱼 Ｆｏｘｌ２ 基因

的功能研究及性别调控提供基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料及样品采集

本研究用香鱼购自浙江省宁波市宁海县西店毛

天岗水产养殖场ꎮ 外源雄性激素甲基睾酮(ＭＴ)购
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自上海麦克林生化科技公司ꎮ 试验前利用无水乙醇

配制得到 １５ μｇ / μＬ、７５ μｇ / μＬ、１５０ μｇ / μＬ ３ 个质量

浓度的 ＭＴ 溶液ꎮ
选取 ７ 月龄、平均体重约 ８４.５ ｇ 的雌性香鱼与雄

性香鱼各 ９０ 尾进行试验ꎮ 随机选取雌鱼、雄鱼各 ５
尾ꎬ用丁香酚麻醉后进行冰上解剖ꎬ得到雌鱼和雄鱼

皮肤、心脏、肝、脾、肾、胃、肠、肌肉、鳃、脑、卵巢(雌
鱼)、精巢(雄鱼)等组织样本ꎬ用于进一步的 Ｆｏｘｌ２ 基

因表达水平检测ꎮ 选取雌鱼和雄鱼各 ６０ 尾进行不同

质量浓度的 ＭＴ 腹腔注射试验ꎮ 试验设 １５ μｇ / μＬ、７５
μｇ / μＬ、１５０ μｇ / μＬ ３ 个 ＭＴ 质量浓度处理ꎬ每处理分

别注射雌鱼和雄鱼各 ２０ 尾ꎬ注射剂量为每尾 ５０ μＬꎮ
注射后的鱼放入容积约 ４００ Ｌ 的圆桶中养殖ꎮ 在注

射前 (０ ｄ)和注射后 １ ｄ、３ ｄ、５ ｄ 进行取样ꎬ每次每组

随机取雌鱼与雄鱼各 ５ 尾ꎬ用丁香酚麻醉后进行冰上

解剖ꎬ得到香鱼性腺和脑组织样本ꎬ用于 Ｆｏｘｌ２ 基因

表达水平检测ꎮ
１.２　 总 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 合成

参照 Ｗａｎｇ 等[８] 的方法提取香鱼皮肤、心脏、
肝、脾、肾、胃、肠、肌肉、鳃、脑、卵巢(雌鱼)、精巢

(雄鱼)等组织总 ＲＮＡꎬ并反转录合成 ｃＤＮＡꎮ
１.３　 Ｆｏｘｌ２ 基因克隆

从本单位建立的香鱼性腺转录组测序数据库中

检索 Ｆｏｘｌ２ 序列并设计扩增引物ꎬ各引物名称、序列

及用途见表 １ꎮ
用 ３′￣Ｆｕｌｌ ＲＡＣＥ Ｃｏｒｅ Ｓｅｔ ｗｉｔｈ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ

ＲＴａｓｅ 试剂盒(日本 ＴａＫａＲａ 公司产品)进行 ３′￣ＲＡＣＥ
(ｃＤＮＡ 末端快速扩增技术)反应ꎮ 步骤如下:将卵巢

总 ＲＮＡ 反转录合成 ｃＤＮＡ 并与 ３′ＲＡＣＥ 接头(Ａｄａｐ￣
ｔｏｒ)连接ꎬ用引物 ３′￣Ｐａ￣ｆｏｘｌ２￣Ｏｕｔｅｒ 和 ３′ＲＡＣＥ 外侧引

物进行第 １ 轮扩增ꎬ用引物 ３′￣Ｐａ￣ｆｏｘｌ２￣Ｉｎｎｅｒ 和 ３′
ＲＡＣＥ 内侧引物进行第 ２ 轮扩增ꎮ 其中 ３′ＲＡＣＥ 外侧

引物和 ３′ＲＡＣＥ 内侧引物为试剂盒自带ꎮ ＰＣＲ 反应

体系构建及程序运行参数均参照试剂盒操作说明书ꎮ
ＰＣＲ 产物经 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳检测后回收目的条

带、连入 ｐＥＴ￣２８ａ 载体、转化入大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ)感受态菌株ꎬ筛选阳性克隆并测序ꎬ经序列拼接

后获得香鱼 Ｆｏｘｌ２ 基因 ｃＤＮＡ 序列ꎮ ＤＮＡ 引物合成

及高通量测序由上海甬川生物科技有限公司完成ꎮ
１.４　 序列分析及系统进化树构建

用 ｇｅｔ ＯＲＦ 工具 (ｈｔｔｐ: / / ｅｍｂｏｓｓ.ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.
ｎｌ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｅｍｂｏｓｓ / ｇｅｔｏｒｆ) 对所获香鱼的 Ｆｏｘｌ２ 基因

ｃＤＮＡ 序列预测开放阅读框(ＯＲＦ)及其编码的氨基

酸编码序列ꎮ 用 ＢＬＡＳＴ 在线工具 (ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｎｃ￣
ｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ＢＬＡＳＴ / ) 检索 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中

Ｆｏｘｌ２ 基因的同源序列ꎬ用 Ｃｌｕｓｔａｌｘ ２. １ 软件进行

Ｆｏｘｌ２ 蛋白氨基酸多重序列比对ꎻ设置自展值(Ｂｏｏｔ￣
ｓｔｒａｐ) 为 １ ０００ꎬ 利用 ＭＡＧＥ ５. １ 软 件 和 邻 接 法

(Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ)构建系统进化树ꎮ

表 １　 引物序列及用途

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｕｓａｇｅ

引物名称　 　 　 序列 (５′→３′) 　 　 　 　 引物用途　 　

ｖ￣Ｐａ￣ｆｏｘｌ２Ｆ ＧＴＴＧＧＡＣＣＴＡＧＴＧＡＧＧＡＡＧＴ 序列验证

ｖ￣Ｐａ￣ｆｏｘｌ２Ｒ ＣＴＧＧＣＡＣＴＧＴＣＴＧＧＴＧＴＴＡＴＴＴＧＡ

３′̄ Ｐａ￣ｆｏｘｌ２￣Ｉｎｎｅｒ ＡＴＴＴＡＣＴＴＡＴＴＡＧＧＣＴＴＴＧＡＧＧＣＣＣ ３′̄ ＲＡＣＥ 内侧引物

３′̄ Ｐａ￣ｆｏｘｌ２￣Ｏｕｔｅｒ ＡＧＡＡＴＧＴＧＡＡＣＴＧＡＧＣＧＧＴ ３′̄ ＲＡＣＥ 外侧引物

ｑ￣Ｐａ￣ｆｏｘｌ２Ｆ ＴＧＡＧＴＣＣＣＧＴＣＡＡＴＧＴＧＡＡＡＧ 表达检测

ｑ￣Ｐａ￣ｆｏｘｌ２Ｒ ＡＧＴＧＴＴＴＧＣＴＣＴＣＡＴＧＧＴＣＣ

ｑ￣Ｐａ￣β￣ＡｃｔｉｎＦ ＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧＡＧ 表达检测内参

ｑ￣Ｐａ￣β￣ＡｃｔｉｎＲ ＣＧＣＡＣＴＴＣＡＴＧＡＴＧＣＴＧＴＴＧ
ＲＡＣＥ:ｃＤＮＡ 末端快速扩增ꎮ

１.５　 Ｆｏｘｌ２ 基因的组织差异表达及ＭＴ 处理后表达

变化检测

　 　 参照杜静雅等[２７] 的方法ꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ 为内参基

因ꎬ通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测香鱼皮肤、心脏、肝、脾、肾、
胃、肠、肌肉、鳃、脑、卵巢(雌鱼)、精巢(雄鱼)等组

织中 Ｆｏｘｌ２ 基因表达情况ꎮ
以 β￣ａｃｔｉｎ 为内参基因ꎬ利用 ＳＹＢＲ 􀅺 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ

ＴａｑＴＭ试剂盒 (日本 ＴａＫａＲａ 公司产品)ꎬ进行实时荧

光定量 ＰＣＲ (ｑＲＴ￣ＰＣＲ)ꎬ检测注射 ＭＴ 后香鱼性腺

和脑中 Ｆｏｘｌ２ 基因表达水平的变化ꎮ ２０ μＬ ＰＣＲ 反

应体系:ＳＹＢＲ 􀅺 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ １０ μＬꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ
ｑ￣Ｐａ￣ｆｏｘｌ２ 正向引物和反向引物各 １ μＬꎬｃＤＮＡ 模板

１ μＬꎬｄｄＨ２ Ｏ ７ μＬꎮ 反应程序为:９５ ℃ 预变性 ３
ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ２０ ｓꎬ６１ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ
４０ 个循环ꎮ 用 ２－△△Ｃｔ法[２８] 计算目的基因的相对表

达量ꎮ 各处理设 ３ 个重复ꎮ 利用 ＳＰＳＳ ２１.０ 软件进

行处理间差异显著性分析(Ｐ<０.０５)ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 香鱼 Ｆｏｘｌ２ 基因序列特征

香鱼 Ｆｏｘｌ２ 基因 ｃＤＮＡ 碱基序列长度为２ １１９
ｂｐꎬ包括 ２８８ ｂｐ 的 ５′端非编码区、９１８ ｂｐ 的开放阅

读框(ＯＲＦ) 和 ９１３ ｂｐ 的 ３′端非编码区ꎬ预测该基

５８５１潘　 帆等:香鱼 Ｆｏｘｌ２ 基因克隆及甲基睾酮对其表达的影响



因编码的蛋白质含有 ３０５ 个氨基酸ꎬ并具有 １１１ 个 氨基酸组成的 Ｆｏｒｋｈｅａｄ 结构域 (图 １)ꎮ

灰色阴影为开放阅读框(ＯＲＦ)ꎬ∗为终止密码子ꎬ双下划线为加尾信号 ＡＡＴＡＡＡꎬ单下划线为叉头(Ｆｏｒｋｈｅａｄ)结构域ꎮ
图 １　 香鱼 Ｆｏｘｌ２ 基因 ｃＤＮＡ 序列及预测编码的氨基酸序列

Ｆｉｇ.１　 ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｆｏｘｌ２ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｕｓ ａｌｔｉｖｅｌｉｓ

２.２　 氨基酸序列比对和系统进化分析

经过 Ｆｏｘｌ２ 蛋白氨基酸序列的多重序列比对发

现ꎬ脊椎动物各类群间 Ｆｏｘｌ２ 蛋白具有较高的保守

性ꎬ且都含有 １ 个高度保守的 Ｆｏｒｋｈｅａｄ 结构域ꎮ 香

鱼 Ｆｏｘｌ２ 蛋白氨基酸序列与虹鳟 ( Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ
ｍｙｋｉｓｓ) 序列相似性最高ꎬ为 ９６.１０％ꎬ与欧洲鲈 (Ｄｉ￣
ｃｅｎｔｒａｒｃｈｕｓ ｌａｂｒａｘ)、大西洋鲑 (Ｓａｌｍｏ ｓａｌａｒ)、尼罗罗

非鱼、青鳉等几种鱼类的序列相似性均>９０％ꎬ与中

华鳖 ( Ｐｅｌｏｄｉｓｃｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ)、鸡 ( Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ)、人

(Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ)的序列相似性为７５％~ ８０％(图 ２)ꎮ
Ｆｏｘｌ 蛋白系统进化树显示ꎬ所有成员聚为 ３ 个大簇

(Ｆｏｘｌ１、Ｆｏｘｌ２、Ｆｏｘｌ３)ꎻ在 Ｆｏｘｌ２ 大簇中ꎬ各种鱼类的

Ｆｏｘｌ２ 蛋白聚为一簇ꎬ香鱼与虹鳟、大西洋鲑进化关

系较近ꎬ优先聚为 １ 支 (图 ３)ꎮ

２.３　 Ｆｏｘｌ２ 基因在香鱼各组织中的表达

香鱼各组织中 Ｆｏｘｌ２ 基因表达水平的 ＲＴ￣ＰＣＲ
检测结果如图 ４ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬＦｏｘｌ２ 基因

在香鱼卵巢中高表达ꎬ雌鱼和雄鱼的脑和鳃中均为较

低表达ꎻ精巢以及雌鱼和雄鱼的皮肤、心、肝、脾、肾、
胃、肠、肌肉等组织中均未检测到 Ｆｏｘｌ２ 基因表达ꎮ
２.４　 外源雄性激素对香鱼性腺中 Ｆｏｘｌ２ 基因表达

的影响

　 　 注射 ＭＴ 后香鱼性腺、脑中 Ｆｏｘｌ２ 基因的相对表

达量变化特征如表 ２ 所示ꎮ 从表中可以看出ꎬ注射

ＭＴ 后 １ ｄꎬ １５ μｇ / μＬ、７５ μｇ / μＬ、１５０ μｇ / μＬ 质量浓

度处理雌性香鱼卵巢 Ｆｏｘｌ２ 基因的相对表达量分别

是注射前的 ５􀆰 ９８ 倍、３􀆰 ３２ 倍和 ２􀆰 ４２ 倍ꎬ显著高于注

射前ꎬ且相对表达量增加幅度与 ＭＴ 质量浓度呈负相
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关ꎮ 注射 ＭＴ 后 ３ ｄꎬ７５ μｇ / μＬ、１５０ μｇ / μＬ质量浓度

处理雌性香鱼卵巢 Ｆｏｘｌ２ 基因的相对表达量分别为

注射前的 ４８􀆰 ５６％和 ５６􀆰 １８％ꎬ显著降低ꎮ 注射 ＭＴ 后

５ ｄꎬ１５ μｇ / μＬ、７５ μｇ / μＬ质量浓度处理雌性香鱼卵巢

Ｆｏｘｌ２ 基因的相对表达量与注射前无显著差异ꎬ而 １５０
μｇ / μＬ质量浓度处理雌性香鱼卵巢 Ｆｏｘｌ２ 基因的相对

表达量仍显著低于注射前ꎮ 注射 ＭＴ 后 １~５ ｄꎬ不同

质量浓度处理雌鱼脑中 Ｆｏｘｌ２ 基因的相对表达量无

显著变化ꎮ 注射ＭＴ 后 １ ｄꎬ１５ μｇ / μＬ、７５ μｇ / μＬ质量

浓度处理雄鱼脑中 Ｆｏｘｌ２ 基因的相对表达量分别为

注射前的 ２􀆰 ２９ 倍、１􀆰 ７８ 倍ꎬ显著高于注射前ꎻ注射 ＭＴ
后３~５ ｄꎬ １５ μｇ / μＬ、７５ μｇ / μＬ质量浓度处理雄鱼脑

中 Ｆｏｘｌ２ 基因的相对表达量与注射前无显著差异ꎻ注
射 ＭＴ 后１~ ３ ｄꎬ１５０ μｇ / μＬ质量浓度处理雄鱼脑中

Ｆｏｘｌ２ 基因的相对表达量与注射前无显著差异ꎬ而注

射 ＭＴ 后 ５ ｄꎬ１５０ μｇ / μＬ质量浓度处理雄鱼脑中

Ｆｏｘｌ２ 基因的相对表达量为注射前的 １􀆰 ８６ 倍ꎬ增加显

著ꎮ 注射 ＭＴ 前、后ꎬ不同质量浓度处理雄鱼精巢中

均未检测到 Ｆｏｘｌ２ 基因的表达ꎮ

图 ２　 香鱼与其他动物 Ｆｏｘｌ２ 蛋白氨基酸序列比对结果

Ｆｉｇ.２　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｆｏｘｌ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｕｓ ａｌｔｉｖｅｌｉｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ａｎｉｍａｌｓ
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图 ３　 基于邻接法构建的香鱼与其他动物 Ｆｏｘｌ２ 蛋白的系统进化树

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｆｏｘｌ２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｉｎ Ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｕｓ ａｌｔｉｖｅｌｉｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ａｎｉｍａｌｓ

３　 讨 论

本研究获得了香鱼 Ｆｏｘｌ２ 基因 ｃＤＮＡ 碱基序

列ꎬ其编码蛋白质具有 Ｆｏｘ 家族典型的叉头框结构

域ꎮ 多重序列比对结果显示ꎬ各种鱼类、爬行类、鸟
类、哺乳类动物 Ｆｏｘｌ２ 蛋白叉头框结构域高度保守ꎬ
该结构域对于 Ｆｏｘｌ２ 蛋白作为一种转录调控因子而

进行的核内定位、特定 ＤＮＡ 序列识别非常重要[１６]ꎮ
构建的系统进化树中ꎬ香鱼 Ｆｏｘｌ２ 蛋白与虹鳟和大

西洋鲑优先相聚为 １ 类ꎬ说明这 ３ 个动物之间进化

关系较近ꎬ这与传统分类中胡瓜鱼目和鲑形目亲缘

关系较近相一致ꎮ 另外ꎬ在尼罗罗非鱼[２９]、牙鲆

(Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ ｏｌｉｖａｃｅｕｓ) [３０]、大西洋鲑[３１]、 欧洲鲈

(Ｄｉｃｅｎｔｒａｒｃｈｕｓ ｌａｂｒａｘ) [３２]等鱼类中发现有 ２ 个 Ｆｏｘｌ２
同源基因———Ｆｏｘｌ２ａ、Ｆｏｘｌ２ｂꎬ一般认为这与鱼类进

化中的基因组复制事件有关ꎮ 但在革胡子鲇(Ｃｌａｒ￣
ｉａｓ ｇａｒｉｅｐｉｎｕｓ) [３３]、青鳉[２０]、南方鲇 (Ｓｉｌｕｒｕｓ ｍｅｒｉｄｉｏ￣
ｎａｌｉｓ) [３４]、朝鲜石斑鱼 (Ｓｅｂａｓｔｅｓ ｓｃｈｌｅｇｅｌｉ) [３５] 等鱼类
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中均明确 Ｆｏｘｌ２ 基因是单拷贝的ꎬ香鱼基因组中是 否存在 Ｆｏｘｌ２ 的同源基因还有待进一步研究ꎮ

Ｍ:ＤＬ１０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎮ
图 ４　 香鱼各组织中 Ｆｏｘｌ２ 基因的表达水平

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｆｏｘｌ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｕｓ ａｌｔｉｖｅｌｉｓ

表 ２　 不同质量浓度甲基睾酮注射处理对香鱼 Ｆｏｘｌ２ 基因相对表达

量的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｙｌｔｅｓｔｏｓ￣
ｔｅｒｏｎｅ (ＭＴ) ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｏｆ Ｆｏｘｌ２ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｕｓ ａｌｔｉｖｅｌｉｓ

ＭＴ 质量浓度
(μｇ / μＬ)

注射后天数
(ｄ)

不同组织中 Ｆｏｘｌ２ 基因相对表达量

卵巢 雌鱼脑 雄鱼脑

１５ ０ １.０４８ ６ｂｃ ０.３３４ ７ａ ０.３３４ ５ｂ

１ ６.２７５ ５ａ ０.２４０ ２ａ ０.７６６ ６ａ

３ ０.４３０ ８ｃ ０.３２６ ８ａ ０.４３５ ９ｂ

５ １.０６７ ４ｂ ０.１４７ ８ａ ０.６２１ ４ａｂ

７５ ０ ０.９１４ ０ｂ ０.３４６ ７ａ ０.３２７ ８ｂ

１ ３.０３７ ５ａ ０.３６３ ７ａ ０.５８２ ９ａ

３ ０.４４３ ８ｃ ０.３３９ ４ａ ０.４８３ １ａｂ

５ ０.６２６ ８ｂｃ ０.５７９ ３ａ ０.４５１ ４ａｂ

１５０ ０ ０.９００ ２ｂ ０.４１５ ２ａ ０.４１０ ６ｂ

１ ２.１８２ ４ａ ０.５６５ ３ａ ０.２１９ ２ｂ

３ ０.５０５ ７ｃ ０.４５０ ４ａ ０.４０４ ５ｂ

５ ０.４４４ ４ｃ ０.６０５ ５ａ ０.７６３ ４ａ
相同 ＭＴ 质量浓度的同列数据后不同小写字母表示处理间差异显著
(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

　 　 不同鱼类 Ｆｏｘｌ２ 基因在性腺中的表达模式具有

明显的性别差异ꎮ 朝鲜石斑鱼[３５]、革胡子鲇[３３]、虹
鳟[３６]、南方鲇[３４]、尼罗罗非鱼[１９]、斑鳢[２４]、泰国斗

鱼[２３]、白斑狗鱼[２２]、四川裂腹鱼 (Ｓｃｈｉｚｏｔｈｏｒａｘ ｋｏｚｌｏ￣

ｖｉ) [３７]、青鳉[２０]、三角鲂[２５]、欧洲鲈[３２] 等鱼类卵巢

中 Ｆｏｘｌ２ 基因都是高表达ꎬ精巢中微弱表达甚至不

表达ꎬ香鱼中亦是如此ꎬ且很多鱼类卵巢发育早期

Ｆｏｘｌ２ 基因就开始表达ꎬ产卵前和产卵期间表达量显

著升高[１９ꎬ２４ꎬ３３ꎬ３８￣３９]ꎬ说明 Ｆｏｘｌ２ 基因参与卵巢分化及

其功能维持ꎮ Ｌｉ 等[２６] 利用转录激活因子样效应物

核酸酶诱导尼罗罗非鱼 Ｆｏｘｌ２ 基因突变ꎬ发现基因

突变后雌鱼的卵原细胞退化、性腺雄性化ꎬ甚至部分

雌鱼发生性别逆转ꎬ说明 Ｆｏｘｌ２ 基因在卵巢发育中

有重要作用ꎮ 同时ꎬＦｏｘｌ２ 基因在草胡子鲇雌鱼与雄

鱼的脑垂体中都表达ꎬ且在雌鱼脑中的表达水平高

于雄鱼脑ꎬ说明 Ｆｏｘｌ２ 参与脑垂体、性腺中性类固醇

激素合成的调控[３３]ꎮ 黄鳝 (Ｍｏｎｏｐｔｅｒｕｓ ａｌｂｕｓ) [３９]、
三斑海猪鱼(Ｈａｌｉｃｈｏｅｒｅｓ ｔｒｉｍａｃｕｌａｔｕｓ) [４０]等自发性逆

转的鱼类卵巢、精巢及性逆转期的兼性性腺中 Ｆｏｘｌ２
基因均表达ꎬ说明 Ｆｏｘｌ２ 基因在该类鱼中的功能与

雌雄异体鱼类中有所差异ꎮ 此外ꎬ部分鱼类除卵巢、
脑外ꎬ鳃、肾、心、肝、脾等组织中 Ｆｏｘｌ２ 基因亦有表

达[２４ꎬ３３]ꎬ说明不同物种 Ｆｏｘｌ２ 基因的组织表达模式

有较大差异ꎬＦｏｘｌ２ 基因可能还有其他一些功能ꎮ
Ｆｏｘｌ２ 基因在动物卵巢形成、发育、功能维持等

方面具有重要作用ꎬ在卵泡发生、维持颗粒细胞活力

以及调节下丘脑￣垂体轴发育等过程中发挥重要作

用[４１]ꎮ 分泌性激素是卵巢的重要功能之一ꎬＦｏｘｌ２
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基因参与性激素合成途径的调节ꎮ 人类颗粒细胞

中ꎬＦｏｘｌ２ 负调控甾体激素酶的转录激活ꎬ该酶能促

进雄激素的合成[４２]ꎮ 外源睾酮处理可提高光棘球

海胆(Ｍｓｅｏｃｅｎｔｒｏｔｕｓ ｎｕｄｕｓ)和中华鳖卵巢 Ｆｏｘｌ２ 基因

的表达水平[４３￣４４]ꎬ而外源雄激素处理却导致南方

鲇、虹鳟卵巢 Ｆｏｘｌ２ 基因相对表达水平下降[３４ꎬ３６]ꎬ这
种差异可能与物种、卵巢发育阶段、激素处理浓度及

方法等不同有关ꎮ 本研究中ꎬ香鱼注射不同质量浓

度甲基睾酮后 １ ｄ 卵巢中 Ｆｏｘｌ２ 基因相对表达量显

著升高ꎬ而注射后 ３ ｄ 卵巢中 Ｆｏｘｌ２ 基因相对表达量

显著降低ꎬ说明单次注射 ＭＴ 的效应时间有限ꎬ若要

引起性腺组织学改变可能需要使用缓释药剂或进行

长时间的注射、投喂处理ꎻ同时ꎬ卵巢 Ｆｏｘｌ２ 基因相

对表达量增加幅度与甲基睾酮质量浓度成反比ꎬ说
明激素作为高效能生物活性物质ꎬ极微剂量即有明

显效果ꎬ使用时应严格控制剂量ꎬ以防过高剂量带来

的负作用ꎮ 作为一种转录因子ꎬ Ｆｏｘｌ２ 可以调控

Ｃｙｐ１９ａ１ａ、Ｓｏｘ９、ｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｉｃ ｆａｃｔｏｒ￣１ (ＳＦ￣１)等基因

的表 达ꎬ 从 而 影 响 性 激 素 合 成、 性 腺 发 育 过

程[３６ꎬ４２ꎬ４５]ꎮ 本研究中ꎬ注射甲基睾酮后香鱼卵巢中

Ｆｏｘｌ２ 相对表达量上调ꎬ说明外源性激素的注射会引

起鱼体内源性激素代谢的变化ꎮ

４　 结 论

香鱼 Ｆｏｘｌ２ 基因 ｃＤＮＡ 序列含有 １ 个 ９１８ ｂｐ 的

开放阅读框ꎬ预测编码蛋白质由 ３０５ 个氨基酸构成ꎬ
含有典型的 Ｆｏｒｋｈｅａｄ 结构域ꎮ 多重序列比对显示

各种动物的 Ｆｏｘｌ２ 蛋白保守性较高ꎬ特别是 Ｆｏｒｋｈｅａｄ
结构域高度保守ꎬ构建的系统进化树中香鱼 Ｆｏｘｌ２
蛋白与虹鳟、大西洋鲑优先聚为 １ 类ꎮ 香鱼 Ｆｏｘｌ２
基因在雌性性腺中高表达ꎬ在雌鱼与雄鱼脑、鳃中较

低表达ꎬ其他组织中不表达ꎮ 腹腔注射甲基睾酮后

１ ｄꎬ不同质量浓度处理雌鱼卵巢中 Ｆｏｘｌ２ 基因相对

表达量显著上调ꎬ但脑中 Ｆｏｘｌ２ 基因相对表达量无

显著变化ꎬ１５ μｇ / μＬ和 ７５ μｇ / μＬ质量浓度处理雄鱼

脑中 Ｆｏｘｌ２ 相对表达量显著升高ꎬ精巢中 Ｆｏｘｌ２ 基因

始终无表达ꎮ
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ｍｅｎｔａｌ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓ[Ｊ] . Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅꎬ２００２ꎬ２０８(３ / ４):１９１￣３６４.
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ａｎｔｉ￣Ｍüｌｌｅｒｉａｎ ｈｏｒｍｏｎｅ ｔｙｐｅ￣ＩＩ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｓ ｔｈｅ ｓｅｘ￣ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ｇｅｎｅ
ｉｎ ａｙｕꎬＰｌｅｃｏｇｌｏｓｓｕｓ ａｌｔｉｖｅｌｉｓ [ Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ２０２１ꎬ１７ ( ８):
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ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｏｎａｄａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆｏｘｌ２ ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｄａｋａꎬ
Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓ[Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎｄ Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｏｍｍｕ￣
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