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摘要：111为了解雌激素诱导金钱鱼卵黄蛋白原(Vtg)基因合成的分子机制，本研究采用
反转录PCR (RT-PCR)法与cDNA末端克隆(RACE)法克隆得到金钱鱼卵黄蛋白原3种亚型
(vtgAa、vtgAb、vtgC)的cDNA序列全长。vtgAa cDNA全长5360 bp (GenBank登录号：
KY676847)，编码1696个氨基酸；vtgAb cDNA全长5346 bp (KY654346)，编码1699个氨基
酸；vtgC cDNA全长4244 bp (KY676848)，编码1275个氨基酸。基于氨基酸序列的同源性
分析表明，金钱鱼VtgAa、VtgAb和VtgC与美洲狼鲈的相似性最高(分别为83%、85%和
85%)。金钱鱼VtgAa和VtgAb具有卵黄蛋白原完整的脂磷蛋白和高磷蛋白结构域：卵黄
脂磷蛋白重链(LvH)、卵黄脂磷蛋白轻链(LvL)和卵黄高磷蛋白(PV)，而VtgC缺少PV结构
域。类雌激素17α-ethynylestradiol (EE2)腹腔注射后金钱鱼的肝脏vtg mRNA表达水平显
示，3种亚型中，vtgAb在肝内高水平表达，vtgAa、vtgC在肝内表达量相对较低。肝脏中
vtgAb mRNA表达量在注射后72 h达到最高值，而96 h后表达量明显降低。类雌激素
EE2暴露金钱鱼肝原代细胞经EE2暴露后，vtgAb mRNA表达水平升高。我们推测EE2诱
导了肝脏内vtgAb基因的表达。
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卵黄蛋白原(vitellogenin，Vtg)是卵黄蛋白的

前体，其生成是通过下丘脑—垂体—性腺(hypo-
thalamic-pituitary-gonadal，HPG)轴激活雌激素受

体来实现 [1]。卵生脊椎动物的卵可以储蓄大量卵

黄。卵黄的主要成分是被称为雌性血清蛋白的

卵黄蛋白原，Vtg是卵黄发生的关键性物质，是

一种重要的生殖蛋白，在卵生动物的生殖、发

育等生命过程起重要作用。该蛋白是一类大分

子量的糖脂复合蛋白，含有1%~14%的糖类，

6%~16%的脂类和约84%的氨基酸[2]。

雌鱼性成熟期，下丘脑和垂体分泌的激素

进入血液，刺激滤泡细胞分泌卵黄促进激素

—雌二醇(17β-estradiol，E2)，E2经血液循环到达

肝脏，与肝细胞核膜上的激素受体(estrogen re-
ceptor，ER)结合，形成E2-ER复合体，识别并结

合卵黄蛋白原基因上的启动子序列(雌激素反应

元件：ERE)，介导基因转录表达，合成卵黄蛋

白原。合成的卵黄蛋白原通过血液循环输送到

卵巢，为卵细胞和胚胎发育提供营养[3]。

目前研究已证明Vtg是一个蛋白家族，在脊

椎动物卵母细胞内的主要水解产物为卵黄脂磷

蛋白重链(lipovitellin heavy chain，LvH)、卵黄高

磷蛋白 (phosvi t in，PV)和卵黄脂磷蛋白轻链

(lipovitellin light chain，LvL)[3]。近年来有学者按

照其功能对Vtg做了更细致的划分 (VtgAa、Vt-
gAb、VtgC、VtgAo、VtgAe、VtgAB和VtgAB-
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CD等)，其中VtgAa和VtgAb在卵细胞中水解程度

不同，二者都具有完整的PV结构，VtgC结构中

则缺乏PV结构或PV结构不完整[4]。

对中华乌塘鳢(Bostrichthys sinensis)的研究发

现，雌鱼性腺发育过程中， II期卵巢个体血清

E2的含量最低，III期卵巢个体E2的含量开始上

升并在IV期卵巢个体E2的含量达到高峰 [5]，E2的
含量变化与整个发育时期肝组织内vtg含量的变

化规律相一致。而外源雌激素或类雌激素能诱

导未成熟期雌性动物体内Vtg大量表达 [6]，根据

这一特性Vtg除了可作为判断性腺成熟的一个指

标外，也可通过检测鱼体内的Vtg/vtg表达量来评

价外源性雌激素物质的影响[7，8，9]。

金钱鱼(Scatophagus argus)属鲈形目(Perci-
formes)，为广盐性亚热带鱼类，是我国东海和南

海常见的优质经济鱼类。本研究以人工养殖金

钱鱼为实验对象，采用RACE技术克隆得到金钱

鱼Vtg 3种亚型vtgAa、vtgAb、vtgC基因的cDNA序

列，并通过对金钱鱼进行腹腔注射17α-ethyny-
lestradiol (EE2)(Sigma，USA)以及对金钱鱼肝细

胞EE2暴露处理，对vtg mRNA在不同激素浓度和

处理时间的活体内、离体表达水平进行研究，

该研究为进一步阐明金钱鱼卵黄蛋白原在生殖

调控中的分子机制奠定基础。对金钱鱼卵黄蛋

白原基因及其结构的分析，有助于预测雌鱼的

性成熟时间，从而对金钱鱼的人工繁殖有着非

常重要的理论意义；对类雌激素诱导金钱鱼合

成卵黄蛋白原的研究，对其作为生物标志物评

价外源性雌激素的污染有着广泛的应用前景。

1    材料与方法

1.1    实验对象

实验用金钱鱼取自广东珠海养殖基地，体

质量(9.0±0.27) g，性腺成熟系数0.11%~0.27%(性
腺重/体质量×100%)，暂养于实验室循环水养殖

系 统 中 。 水 温 控 制 在 ( 2 7 ± 1 )  ° C ， 光 周 期

14∶10(光照∶黑暗 )。暂养2周后，取实验鱼

125尾，根据注射浓度分组，每25尾为1组，共

4组。另取25尾作为空白对照组。

1.2    腹腔注射EE2

EE2粉末(Sigma，USA)10.0 mg溶于10.0 mL
无水乙醇，配制浓度为1.0 mg/mL母液。实验分

为4个浓度梯度进行腹腔注射，分别为：0.01、
0.1、1.0和10.0 μg/g (OECD标准)[10]。对照组使用

相同剂量无水乙醇进行注射。注射后分别在24、
48、72和96 h采集肝脏和性腺组织，肝脏样品通

过液氮迅速冷冻，–80 °C保存备用。性腺样品通

过波恩氏液固定保存，用于组织学观察。

1.3    总RNA的提取和cDNA合成

使用Trizol Reagent提取肝脏样品总RNA。用

琼脂糖电泳检测RNA的完整性，用Nanodrop
2000对RNA浓度进行测定，1.0 μg RNA为模板，

以Oligo d (T)16作为接头引物，合成cDNA第一

链。合成的cDNA于–20 °C保存备用。

1.4    金钱鱼卵黄蛋白原序列克隆

通过NCBI数据库，检索硬骨鱼类vtg基因序

列。通过同源性比对，选择保守区域设计简并

引物，用于中间片段扩增。PCR反应体系为25.0 mL：
2.5 μL 10×buffer、2.5 μL MgCl2、1.0 μL dNTP
(2.5 mmol/L)、上游和下游引物各0.5 μ L (10.0 μmol/
L)、0.3 μL Taq酶(5.0 U/μ L)和1.0 m L模板，以

ddH2O补充至25.0 μL。扩增条件：94 °C预变性

3 min；94 °C变性 45 s，58 °C退火30 s，72 °C 延
伸1 min 30 s，30个循环；72 °C终延伸10 min。
PCR产物经切胶回收后，连接到pGEM-T Easy
(Promega，USA)载体，转化至大肠杆菌DH5α(天
根生物，上海)，使用蓝白斑筛选方法，挑选阳

性克隆，经鉴定后测序(生工生物，上海)。
根据已得到的中间片段序列设计RACE引物

(表1)，参照SMARTer RACE cDNA Amplification
Kit (Clontech，USA)试剂盒说明书进行两端扩

增。首先按照试剂盒的体系合成5′-RACE-Ready
cDNA和3′-RACE-Ready cDNA，-20 °C冰箱保

存备用。分别使用2种cDNA作为模板，以GSP1
及为引物UPM (试剂盒内提供)进行扩增，扩增条

件：94 °C预变性30 s，68 °C 退火30 s，72 °C
延伸 4 min，25个循环；72 °C终延伸10 min。用

第1轮PCR产物为模板，上游巢式引物NGSP1和
NUPM (试剂盒内提供 )为引物进行巢式PCR扩

增。扩增条件：94 °C 预变性30 s，68 °C变性 30 s，
72 °C延伸 4 min，25个循环；72 °C终延伸1 0 min。
将获得的PCR产物连接到pGEM-T Easy载体，转

化至大肠杆菌DH5α，挑取阳性克隆进行测序(生
工生物，上海 )。3 ′端克隆使用引物为GSP2和
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UPM，巢式PCR使用引物为NGSP2和NUPM，方

法与5′端相同。

1.5    序列分析

用MacVector将vtgAa、vtgAb和vtgC的中间片

段、3′  RACE和5′  RACE测序所得序列进行拼

接，并通过设计全长引物克隆获得全长序列。

通过NCBI BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
BLAST)进行同源性分析，使用 ORF F inde r
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/orfig.cgi)确定开

放阅读框(open reading frame，ORF)。利用在线工

具SignalP 4.1Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/
SignalP)预测信号肽 [11]；用ProtParam (http://web.
expasy.org/protparam)对所推测的蛋白质基本物理

化学参数进行分析；利用Mega 6.0软件采用邻位

相连法(Neighbor-joining)结合Clustal X软件构建分

子系统进化树。根据模式种斑马鱼(Danio rerio)
Vtg蛋白结构域比对 [4]，对金钱鱼VtgAa、VtgAb
和VtgC结构域进行预测。

1.6    EE2处理后金钱鱼vtg基因绝对定量分析

采用ABI  7500荧光定量PCR仪 (Appl ied
Biosystems，USA)对金钱鱼3种亚型的vtg基因表

达进行定量分析。以Elongation factor 1α(EF1-α)为
内参基因，利用定量引物 (表1)进行PCR扩增，

PCR反应体系为(共20.0 μL)：SYBR Premix Ex Taq
II (2×)10.0 μL，上、下游引物(10.0 μmol/L)各0.4 μL，
ROX II (50×)0.4 μL，cDNA模板1.0 μL，用水补至

20.0 μL。二步法反应程序如下：(1)95 °C预变性

30 s；  (2)95 °C变性  5 s，60 °C退火34 s，PCR反

应40个循环；(3)溶解曲线：95 °C变性15 s，60 °C
退火1 min，95 °C变性15 s)。实时荧光定量PCR
(quantitative real-time reverse transcription PCR，

qRT-PCR)数据用标准曲线绝对定量法处理分

析，表达量变化以平均值±标准误差表示。为确

保qRT-PCR反应的准确性和可重复性，每个样品

均重复测定3次，使用SPSS 16.0统计软件进行数

据分析。

1.7    金钱鱼性腺组织学染色

用新鲜配置的波恩氏液固定性腺组织，采

样时间点分别为24、48、72与96 h。固定好的性

腺组织酒精梯度脱水后，经二甲苯透明、石蜡

包埋和石蜡切片 (厚度5~6 μm)，组织切片进行

H.E染色，Nikon显微镜观察、拍照。卵巢发育分

期参照崔丹等[12]的方法。

表 1    实验用引物序列

Tab. 1    Primer sequences for PCR

引物

primers
序列

sequences (5′-3′)

VtgAa F ACTGYYKCWGGTCTKCCNATGGAGCT

VtgAa R AGCTTCTCYGCASCCTTWGGKCC

VtgAb F TTCTKGAGKTYGGAGYSMGADCTG

VtgAb R GCAGCWGYRAGRYCYTCMACATYT

VtgC F TWMRGCCVYTGSTGRAHATGG

VtgC R AKYCCHTCHGSRCGRAYACC

VtgAa GSP1 CCTGGACCTTGGCTCTTGAGACTATGG

VtgAa NGSP1 CCTTGGCTCTTGAGACTATGGCAGC

VtgAa GSP2 CGACCTCATCTGGAAAACACCAACAC

VtgAa NGSP2 GCTGGCTTTACATCTTCCCATTGCTCTC

VtgAb GSP1 GCAGGAACGATTGTGTAAACTCTGGCTC

VtgAb NGSP1 TGGAAGTTCTCAGGCAGAGGTGG

VtgAb GSP2 ACGCCTACTTGAGAAGCCTTGCC

VtgAb NGSP2 CTGCTGGAGTTGGGTATCCGTGC

VtgC GSP1 AAGGCGGGCTTGTTGGCGGGCAG

VtgC NGSP1 CCTTCAGCACGGATACCCAACTCC

VtgC GSP2 TGGGGAACGCAGGTCATCCAGGC

VtgC NGSP2 TTGCCACCTCGTGTGCTGAGTGC

VtgAa full F GTATCAACGCAGAGTACATGGGGT

VtgAa full R AGATAGGTGACTGACAGGACAAAGTGTTA

VtgAb full F ATGGGGACATTCACCAGCCATGAGGGT

VtgAb full R GGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAG

VtgC full F GTTTCACAAAGGATTTCTGGGT

VtgC full R GTGGGAGAGGGACTGGAATAGC

VtgAa q-PCR F TTTGCCACAATCTGCAGAGG

VtgAa q-PCR R TCAAACTGAGCTGCTTTGCG

VtgAb q-PCR F ATTCCCATTGACCTGCCAAG

VtgAb q-PCR R AAAGCGGCATTGCGAGATTC

VtgC q-PCR F TGCAGGGTCAAAATCGTTGG

VtgC q-PCR R TTTTCCCCGGAAAGCCATTG

EF1-a q-PCR F TGTGAAGCAGCTCATCGTTG

EF1-a q-PCR R ATGTAGGTGCTCACTTCCTTGG

注：Y=C/T，K=T/G，W=A/T，M=A/C，S=C/G，R=A/G，

D=A/T/G，V=A/C/G，H=A/T/C，N=A/G/C/T
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1.8    金钱鱼肝细胞培养

参照酶消化法分离金钱鱼肝细胞 [13]。将金

钱鱼用50.0 mg/L的MS-222 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)麻醉后从尾柄部抽去静脉血，在

超净工作台中解剖取出肝脏。使用含有双抗(青
霉素和链霉素各100.0 IU/mL)的PBS溶液对肝脏组

织漂洗3次。将肝脏剪碎至1.0 mm3的小块，将剪

碎的组织放入15 mL的离心管内，加入10.0 mL
0.25%的胰酶在28 °C条件下进行消化。100目筛

网过滤，1000 r/min离心5 min收集细胞，弃上清

液，在沉淀中加入培养液制成细胞悬液。计数

细胞密度使其达到5×105个/mL，台盼蓝染色，在

光镜下计算肝细胞的产率和即时存活率。肝细

胞在培养瓶中培养，每隔3~4 d更换培养液1次，

培养温度为28 °C，CO2浓度为2%。

1.9    EE2处理金钱鱼肝细胞

金 钱 鱼 肝 细 胞 使 用 含 1 5 % 胎 牛 血 清 的

M199培养基于28 °C条件下进行培养 [14]，细胞培

养 2~3  d，待细胞长至 50%~70%左右，釆用

0.25%含EDTA的胰蛋白酶消化细胞，进行传代。

处理肝细胞的雌激素浓度梯度：10– 1 1、10– 1 0、

10– 9、10– 8、10– 7、10– 6和10– 5 mol/L[15]，分别在

24、48、72和96 h时间点进行采样。

待肝细胞稳定生长至第3代时，使用0.25%
含EDTA的胰蛋白酶消化、重悬细胞，充分吹打

均匀后，取200.0 μL至1.5 mL的EP管内，台盼蓝

染色，充分混匀后吸取20.0 μL至血细胞技术板上

镜检计数。

根据细胞数量，将细胞接种于24孔板内(约
5×105个/孔)，每孔培养液为1.0 mL。24 h后，换

液50%继续培养。24 h后换液并向培养基中加入

相应浓度的EE2。28 °C培养，对照组则加入相同

剂量的无水乙醇。

2    结果

2.1    金钱鱼vtg基因序列分析

金钱鱼vtgAa cDNA全长5360 bp，开放阅读

框 ( O R F ) 为 5 0 9 1  b p  ( G e n B a n k 登 录 号 为

KY676847)，共编码1696个氨基酸。预测金钱鱼

VtgAa蛋白分子量为186.07 ku，等电点为9.16，
N端的前15个氨基酸为信号肽 (图1)。金钱鱼vt-
g A b的 c D N A全长 5 3 4 6  b p， O R F为 5 1 0 0  b p

(KY654346)，共编码1699个氨基酸。预测金钱鱼

VtgAb蛋白分子量为186.37 ku，等电点为9.24，
N端的前15个氨基酸为信号肽 (图1)。金钱鱼vt-
g C的 c D N A全长 4 2 4 4  b p， O R F为 3 8 2 8  b p
(KY676848)，共编码1275个氨基酸。预测蛋白分

子量142.87 ku，等电点6.43，信号肽为N端前

15个氨基酸(图1)。通过斑马鱼VtgAo2(NP_0010
38378)的蛋白结构比对预测金钱鱼Vtg的蛋白结

构(图2)，结果显示金钱鱼VtgAa和VtgAb均含有

卵黄蛋白原蛋白完整结构：LvH、PV和LvL，而

VtgC结构中则缺乏PV结构。

2.2    VtgAa、VtgAb和VtgC氨基酸同源性分析

根据NCBI GenBank中查找同源序列，利用

CLUSTAL X对金钱鱼的氨基酸序列进行比对，

金钱鱼VtgAa与美洲狼鲈(Morone americana)同源

性较高为83%，与真鲷(Pagrus major)的同源性为

81%，与大黄鱼(Larimichthys crocea)的同源性为

76%，与斑马鱼同源性为55%(表2)。金钱鱼Vt-
gAb与美洲狼鲈同源性较高为85%，与真鲷的同

源性为82%，与大黄鱼的同源性为84%，与斑马

鱼同源性为57%(表2)。金钱鱼VtgC同样与美洲狼

鲈同源性较高为85%，与真鲷的同源性为83%，

与大黄鱼的同源性为79%，与斑马鱼同源性为

49%(表2)。

2.3    金钱鱼性腺组织学观察

根据金钱鱼性腺发育情况，将卵巢分为四

个不同的发育时期[12]。石蜡切片结果显示本实验

所用金钱性腺均处于I期(图4)，为发育过程中的

未成熟期。此阶段生物E2本底低，可以保证外

源性激素实验结果的可靠性。

2.4    EE2处理后肝脏vtg mRNA表达分析

根据本实验肝脏qRT-PCR分析结果显示，在

不同的采样时间及不同剂量的EE2注射条件下，

金钱鱼vtgAb基因表达均高于其他两种亚型，且

预实验结果表明vtgAb基因在表达水平和对雌激

素诱导敏感度上均为最高，故选取vtgAb作为

mRNA表达水平检测的主要基因(图5)。
根据腹腔注射EE2后肝脏组织内vtgAb的qP-

CR结果显示，EE2处理浓度为1.0 mg/g和10.0 μg/g
时，vtgAb的mRNA表达水平较高，而在浓度为

0.01和0.1 mg/g时mRNA表达水平较低(图6)，其中

vtgAb在剂量为10.0 μg/g时的mRNA表达水平均显
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著升高(P<0.05)。在表达时间上：24 h时vtgAb表
达水平较低，48和72 h时表达量逐渐升高并在72 h
达到最高，在96 h时表达量呈下降趋势。

2.5    EE2处理后肝细胞vtgAb mRNA表达分析

将分离得到的肝细胞进行原代培养至第3代
后使用EE2暴露处理(图7)。金钱鱼肝细胞内vtgAb
基因的表达量在EE2暴露浓度为 10 – 8 、 10 – 7 、

10–6、10–5mol/L时表达量较高，其中10–5  mol/L时

的表达量较低于10– 6mol/L的表达量(图8)。而在

EE2暴露浓度为10– 1 1mol/L时，表达量最低。vt-
gAb基因从24 h开始表达，随后逐渐升高并在72 h
时达到最高，在96 h时表达量下降至较低于48 h
表达量。

由于Ⅱ期鱼体内激素含量为发育期内最低[6]，

无法诱导vtg的大量合成，故经过EE2处理的肝细
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图 1    金钱鱼Vtg氨基酸序列

方框.金钱鱼Vtg信号肽；阴影.VtgAa和VtgAb卵黄高磷蛋白区；下划线.金钱鱼VtgC卵黄脂磷蛋白轻链区；SsVtgAa、SsVtgAb、SsVtgC.
金钱鱼卵黄蛋白原

Fig. 1    Amino acid sequence of S.argus Vtg
.MR. signal peptide; shaded. the PV of VtgAa and VtgAb; underline. LvL of VtgC;SsVtgAa, SsVtgAb, SsVtgC. spotted scat Vtg
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胞内所合成的vtg为外源性EE2的诱导作用所致。

EE2处理后肝细胞内vtgAb的表达量最高点为暴露

浓度10–7mol/L处理72 h后，vtgAb的相对表达量达

到近30倍，而在活体内实验中，使用最大剂量

10.0 mg/g腹腔注射金钱鱼后，其肝脏vtgAb的表

达量最高点也为激素处理72 h后，vtgAb的相对表

达量仅达到近3倍，与离体外实验结果相差较

大。推测原因为体内注射实验为腹腔注射，

EE2注射进入腹腔内经过血液循环进入肝脏，在

循环过程中，EE2经过血液和体液的稀释后与肝

脏内激素受体结合合成vtg，此时的EE2经过血液

和体液稀释后浓度较低。而离体实验中，EE2直
接暴露在肝细胞培养液中，与肝细胞直接接

触，进一步与激素受体结合合成vtg，所以经过

EE2处理的肝细胞的vtgAb的表达量要明显高于腹

腔注射EE2的肝脏组织内vtgAb的表达量。

3    讨论

Vtg基因不同的功能区域具有不同的进化速

率，既含有进化较快的富含丝氨酸的结构区

域，也有进化速率极慢的高度保守结构区域。

Vtg是一个多亚型基因家族，鱼类已被证实存在

多种亚型的vtg基因 [10， 16]。本研究通过RACE技

术克隆得到金钱鱼 v tg基因的 3种亚型 v tgAa、
vtgAb、vtgC的cDNA序列全长，分别编码1696、
1699和1275个氨基酸。金钱鱼Vtg三种亚型编码

的氨基酸均与美洲狼鲈的同源性最高，分别为

83%、85%和85%，同样与同为鲈形目的真鲷同

源性较高，分别为81%、82%和83%，与斑马鱼

的同源性分别为55%、57%和49%。与其他8种鱼

表 2    Vtg氨基酸序列的同源性比对

Tab. 2    Comparative identity of amino acid sequence of Vtg

%

物种(GenBank登录号)
species (GenBank accession No.)

同源性identity

VtgAa VtgAb VtgC

斑马鱼　Danio rerio(NP_001038362.3) 55 57 49

青鱂　Oryzias latipes1(NP_001098147.1) 63 69 64

虹鳟　Oncorhynchus mykiss(CAA63421.1) 62 66 61

美洲狼鲈　Morone americana(AAZ17415.1) 83 85 85

条纹鲈　Morone saxatilis(ADZ57174.1) 79 82 84

真鲷　Pagrus major(BAE43871.1) 81 82 83

大黄鱼　Larimichthys crocea(AKK31325.1) 76 84 79

蓝鳍金枪鱼　Thunnus thynnus(ACX32463.1) 81 79 82

草鱼　Ctenopharyngodon idella(APB93352.1) 57 59 30

红鳍东方鲀　Takifugu rubripes(XP_011613259.1) 56 62 65

大西洋鲑　Salmo salar(XP_014024135.1) 61 65 62

signal peptide lipovitellin heavy chain phosvitin lipovitellin light chain 

zfVtg2 N

zfVtg3 N

N

N

SsVtgAa

NSsVtgAb

SsVtgC

16

16

16

19

16

C

C

C

C

C

1058 1164

1696

1699

C

1047 1107

1060 1161

1043 1061 1251

1038 1157 1275

1610

 
图 2    金钱鱼Vtg氨基酸结构域示意图

zfVtg2、zfVtg3. 斑马鱼卵黄蛋白原；SsVtgAa、SsVtgAb、SsVtgC.金钱鱼卵黄蛋白原

Fig. 2    Diagrams of Vtg proteins domains of S. argus
zfVtg2, zfVtg3. Danio rerio Vtg; SsVtgAa, SsVtgAb, SsVtgC. S. argus Vtg
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类的同源性为30%~84%。以金钱鱼Vtg氨基酸序

列与其他6种硬骨鱼类Vtg氨基酸序列进行系统进

化分析，其3种亚型皆与同为鲈形目的美洲狼鲈

和真鲷聚为一支，推测金钱鱼Vtg在进化关系中

比较保守。

Vtg在脊椎动物的卵母细胞内主要水解为卵

黄脂磷蛋白重链(LvH)、卵黄高磷蛋白(PV)和卵

黄脂磷蛋白轻链(LvL)[4]。本研究通过与斑马鱼卵

黄蛋白原蛋白结构域的比对，初步预测金钱鱼

3种亚型卵黄蛋白原结构，其中VtgAa和VtgAb与
斑马鱼VtgAo2的蛋白结构相同 [ 1 7 ]，具有LvH、

LvL2种脂磷蛋白和PV高磷蛋白完整结构，而

VtgC具有LvH和LvL的完整结构，而缺少PV结

构，这与斑马鱼VtgC的结构相同[4]。

在硬骨鱼中，性成熟雌性动物体内存在大

 Dicentrarchus labrax Vtg Aa

 Pagrus major Vtg Aa

 Pagrus major Vtg Ab

 Pagrus major Vtg C

 Dicentrarchus labrax Vtg Ab

 Dicentrarchus labrax Vtg C

 Scatophagus argus Vtg Aa

 Scatophagus argus Vtg C

 Scatophagus argus Vtg Ab

 Danio rerio Vtg Ao1

 Danio rerio Vtg Ao2

 Danio rerio Vtg C

 Mugil cephalus Vtg Aa

 Mugil cephalus Vtg C

 Mugil cephalus Vtg Ab
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 Gambusia affinis Vtg Ab

 Gambusia affinis Vtg C
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图 3    金钱鱼与其他硬骨鱼类卵黄蛋白原的系统进化推论

GenBank登录号：美洲狼鲈 (VtgAa，AAZ17415.1；VtgAb，AAZ17416.1；VtgC，AAZ17417.1)，青鳉 (VtgAa，BAB79696；VtgAb，
BAB79591；VtgC，ENSORLP00000008173)，真鲷 (VtgAa，BAE43870；VtgAb，BAE43871；VtgC，BAE43872)，斑马鱼 (VtgAo1，
NP_001038362；VtgAo2，NP_001038378；VtgC，AAG30407； )，食蚊鱼 (VtgAa，BAD93697.1；VtgAb，BAD93698.1；VtgC，

BAD93699.1)，金钱鱼(VtgAa，KY676847；VtgAb，KY654346；VtgC，KY676848)

Fig. 3    Phylogenetic inference of the deduced amino acid sequences of vitellogenin (Vtg) in Spotted scat and
various teleosts

GenBank accession number: Morone americana (Vtg: VtgAa, AAZ17415.1; VtgAb, AAZ17416.1; VtgC, AAZ17417.1), Oryzias latipes (Vtg: VtgAa,
BAB79696; VtgAb, BAB79591; VtgC, ENSORLP00000008173), Pagrus major (Vtg: VtgAa, BAE43870; VtgAb, BAE43871; VtgC, BAE43872),
Danio rerio (Vtg: VtgAo1, NP_001038362; VtgAo2, NP_001038378; VtgC, AAG30407), Gambusia affinis (Vtg : VtgAa，BAD93697.1; VtgAb,
BAD93698.1; VtgC, BAD93699.1)，Scatophagus argus (Vtg : VtgAa，KY676847；VtgAb，KY654346；VtgC，KY676848)

25 μm

Oo

 
图 4    金钱鱼性腺组织学观察

Oo.卵原细胞

Fig. 4    Morphological obseration of gonad in S. argus
Oo. oogonia
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量的Vtg蛋白[18]。然而在EE2诱导下，未成熟时期

的鱼体也能合成此蛋白[19]。根据这种特性，硬骨

鱼类可用于研究EE2污染和干扰物对水生生物性
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图 5    EE2促进金钱鱼vtg的活体内基因表达

采用时间点a. 24 h，b. 48 h，c. 72 h，d. 96 h；激素浓度：0.01、0.1、1.0和10.0 μg/g；基因类型：vtgAa、vtgAb、vtgC，不同*表示差异显

著(P<0.05), **表示差异极显著(P<0.01)

Fig. 5    Analysis vtg mRNA expression in S. argus for different processing time and concentration after EE2 injection
Treatment time a. 24 h, b. 48 h, c. 72 h, d. 96 h; concentration: 0.01, 0.1, 1.0, 10.0 μg/g; types of Vtg: vtgAa, vtgAb, vtgC, bars with * are significantly
different (P<0.05)，** are significantly extreme different (P<0.01)
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图 6    EE2金钱鱼vtgAb诱导实验的活体内基因表达

激素浓度：0.0、0.1、1.0、10.0 μg/g；采样时间点：24、48、72、
96 h，不同*表示差异显著 (P<0.05)**表示差异极显著 (P<0.01)

Fig. 6    Analysis of vtgAb mRNA expression in S. argus
for different processing time and concentration after

EE2 injection
Concentration: 0.01、0.1、1.0 μg/g、10.0 μg/g; treatment time: 24, 48,
72, 96 h, bars with * are significantly different (P<0.05)，** are signi-
ficantly extreme different (P<0.01)

N

100 μm

 
图 7    金钱鱼肝细胞

N. 细胞核

Fig. 7    Hepatic cells of S. argus
N. nucleus
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腺发育的影响[20]。海洋鱼类研究表明，卵巢Ⅱ期

个体体内雌二醇的含量为整个发育期内最低水

平不能大量合成Vtg [6，18]。金钱鱼性腺的石蜡切

片结果显示(图4)，本研究所用金钱鱼皆为性腺

发育过程中未成熟期的卵巢Ⅱ期，生物个体本

底低，确保实验结果可靠。EE2注射后肝脏vtgAb
基因水平大量表达，推测主要为EE2诱导导致。

卵黄蛋白原的合成方式分为内源性和外源

性两种：一是外源性卵黄合成(heterosynthesis)即
由卵母细胞以外的部位合成；二是内源性卵黄

合成 (autosynthesis)，即在卵母细胞内合成[21]。鱼

类主要进行外源性Vtg合成，肝脏为鱼类Vtg的主

要合成器官。肝脏内合成的Vtg经血液循环运输

至卵巢，储存在卵母细胞中为胚胎发育提供能

量 [22]。斑马鱼和青鳉vtg基因只在雌鱼肝脏中表

达 [23 ]。研究表明，肝脏是剑尾鱼 (Xiphophorus
helleri)vtg表达的主要器官，表达量明显高于其他

器官 [24]。在本实验结果中，腹腔注射EE2后肝脏

内vtg的mRNA表达水平证明了“雌二醇进入血液

循环到肝脏组织，与肝脏组织上的雌激素受体

相结合，在肝内合成vtg”的观点。

本实验中金钱鱼EE2注射剂量为0.01、0.1、
1.0和10.0 μg/g，在0.01和0.1 μg/g时vtgAb mRNA表

达量较低，推测注射剂量0.01和0.1 μg/g接近于金

钱鱼卵巢Ⅱ期个体体内雌二醇的含量，不会大

量诱导肝脏内vtg的大量表达。而1.0和10.0 mg/g
注射后，vtgAb mRNA表达量升高，故推测EE2的
注射剂量为1.0 μg/g时，金钱鱼体内血清中雌二

醇含量大于卵巢Ⅱ期个体体内雌激素的含量，

诱导了肝脏内vtg的大量表达。从表达时间上来

看，星点石斑鱼(Epinephelus magniscuttis)通过腹

腔注射EE2(5.0 μg/g)后，肝脏vtg mRNA表达水平

在48 h后达到最高值，表达上调35倍，但在72 h
后又下降到激素注射4 h的表达水平，研究表明

石斑鱼Vtg的合成是由腹腔注射后72 h开始大量

合成 [25]。本实验中金钱鱼注射EE2 72 h时，肝脏

中vtgAb mRNA表达量达到最高值，但在96 h时又

恢复到48 h的表达水平，在表达时间趋势上与石

斑鱼中的实验结果相一致，根据以上研究结

果，推测金钱鱼Vtg是从腹腔注射后96 h开始大

量合成。

EE2对金钱鱼原代培养的肝细胞中 vtgAb
mRNA表达水平的影响同样具有剂量以及时间依

赖性。EE2暴露浓度为10– 1 1mol/L时，vtgAb表达

量最低接近于不表达，当EE2浓度为10– 8、10– 7、

10– 6和10– 5 mol/L时， vtgAb表达量较高，其中

10– 5 mol/L浓度的EE2处理相比10– 6 mol/L的浓度

EE2处理肝细胞时，vtgAb表达量较低。研究中发

现，不同发育时期的虹鳟肝细胞内vtg的含量不

同，其中未成熟时期虹鳟个体的肝细胞内vtg的
含量最低 [17]，在双棘黄姑鱼(Protonibea diacan-
thus)中，未成熟时期个体血清雌二醇含量处于整

个发育期内最低水平 [13]。这表明EE2暴露浓度为

10–11mol/L时，vtgAb表达量接近于不表达是由于

此时雌二醇浓度与金钱鱼卵巢Ⅱ期个体血清内

激素浓度相近，而后其他浓度均大于卵巢Ⅱ期

个体血清内激素浓度，故诱导了肝细胞内vtg的
大量表达。其中EE2处理浓度为10–5mol/L浓度比

10– 6mol/L浓度EE2处理肝细胞时，vtgAb表达量

低，认为过高浓度的EE2对细胞合成vtg存在抑制

作用或是对细胞造成了损伤，具体原因还需后

续实验深入。

本研究克隆得到金钱鱼vtg基因3种亚型的

cDNA序列全长，并对其在EE2处理后进行了

mRNA水平表达分析，初步揭示了金钱鱼vtgAb
在EE2处理后体内和体外的表达规律，金钱鱼

vtgAb用于近海环境雌激素类物质检测的生物标

志物具有良好的应用前景，为进一步研究硬骨

鱼类的繁殖及卵黄蛋白原的合成机制奠定基

础。雌激素对金钱鱼生长发育过程中Vtg的诱导

机制还需进一步探讨。
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图 8    EE2促进金钱鱼vtgAb的体外基因表达

Fig. 8    Analysis of vtgAb mRNA expression for
different processing time and concentration in S. argus

hepatocytes after exposure to EE2
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Molecular cloning of multiple vitellogenins in Scatophagus argus and their gene
expressions after 17α-ethynylestradiol exposure in vivo and in vitro

WU Di 1,     WU Meiqin 2,     SU Maoliang 1,     ZHONG Yong 1,     WANG Wu 1,     ZHANG Junbin 1*

(1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;
2. College of Marine Ecology and Environment, Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China)

Abstract: With the aim to explore the molecular mechanism of vitellogenin (Vtg) in Scatophagus argus, we
cloned the full-length cDNA sequence of three types of vtg by using reverse transcription-polymerase chain reac-
tion (RT-PCR) and rapid amplification of cDNA ends (RACE) procedures. The length of the vtgAa cDNA is 5360
bp (GenBank No. KY676847), and it encodes a protein consist of 1696 amino acids. The length of the vtgAb
cDNA is 5346 bp (KY654346), and it encodes a protein consist of 1699 amino acids. The length of the vtgC cDNA
is 4244 bp (KY676848), and it encodes a protein consist of 1275 amino acids. Sequence analysis showed that three
vitellogenin homologs of Scatophagus argus have highest homology with Morone americana (83%, 85% and
85%). VtgAa and VtgAb contain all the three major portions, but VtgC lacks phosvitin (PV). Quantitative real-
time PCR (qPCR) assay were employed to determine the mRNA expression of vtgAb in the liver after 17 α-
ethynylestradiol (EE2) injection in vivo and hepatocytes after exposure EE2 in vitro. Results of qPCR showed that
the hepatic expression of vtgAb was higher than vtgAa and vtgC. 48 h after injection, mRNA expression of vtgAb
was extremely increased and obviously decreased after 72 h. The expression of vtgAb mRNA was elevated after
EE2 exposure to hepatic cells. Based on our results, expressions of vtgAb could be induced by EE2.
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