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摘要: 为研究半滑舌鳎雌雄个体大小和生长速度差异悬殊的分子机理, 采集来自同一亲本、同一发育阶段的半滑舌

鳎雄鱼和雌鱼脑垂体, 分别与 Affymetrix 的斑马鱼基因芯片杂交, 筛选差异表达基因。芯片杂交结果显示二者共有

1 051 个基因检测到明显的杂交信号, 其中上调基因 486 个, 下调基因 561 个。进一步比较雄鱼和雌鱼杂交信号的

比值(Ratio 值), 有 39 个基因的 Ratio 值小于 0.6 或大于 1.5, 其中 sh3gl1b、meis2.1、acta1、Noxa、slc25a5 这 5 种

上调基因和 col1a2、klf7、acta2 这 3 种下调基因可能与半滑舌鳎雌雄生长差异相关。这一结果为深入研究半滑舌

鳎雌雄性别分化与生长调控机制提供了新思路。 
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半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)隶属于鲽形

目(Pleuronectiformes)、鳎亚目(Soleoidei)、舌鳎科

(Cynoglossidae), 为东北亚特有名贵冷温性海水

鱼类, 具有活动范围小、营养等级低、适应性强、

个体大、生长快等优良性状, 是一种理想的近海

增养殖对象[1]。同龄半滑舌鳎雌雄个体大小和生

长速度差异极为悬殊, 雌鱼生长快、个体大, 而雄

鱼性成熟时体长约为雌鱼的二分之一[1−2]。半滑舌

鳎这种典型的生长表型的性别二态性( sexual size 
dimorphism, SSD), 为研究雌雄个体发育差异悬

殊的成因提供了理想模型。 
鱼类脑垂体在生长发育、物质代谢和生殖中

起着十分重要的调节作用[3−4]。本研究针对半滑舌

鳎的特殊发育模式, 尝试采用基因芯片技术对其

脑垂体的基因表达谱进行研究, 以期筛选出与半

滑舌鳎性别决定和生长调控相关的差异表达基因, 
为这一名贵海水鱼类的苗种培育和增养殖业发展

奠定理论基础, 同时为进一步研究鱼类两性生长

二态性的调控机制提供新的研究思路。 

1  材料和方法 

1.1  半滑舌鳎脑垂体样品来源 
本研究所用半滑舌鳎(C. semilaevis)采自青岛

市忠海水产有限公司, 健康雌雄个体来自同一亲

本, 分别采集 1 龄(性别分化后)、2 龄(性成熟前)、
3 龄(性成熟后)的雌鱼和雄鱼各 1 尾, 取其脑垂体

组织, 置于液氮中保存备用。 
1.2  总 RNA 提取 

将组织样品匀浆后, 采用 Trizol 方法提取总

RNA, 用分光光度计分析 RNA 浓度和纯度, 合格

后保存于−80℃。为了获得更多的半滑舌鳎脑垂体

基因表达信息, 将雌、雄 3 个发育阶段的 RNA 样

品分别混合, 最终得到雌、雄两组 RNA 混合样品, 
再与 Affymetrix 斑马鱼基因芯片杂交。 
1.3  基因芯片杂交 

所用基因芯片为美国 Affymetrix 公司的斑马
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鱼 cDNA 基 因 芯 片 (Zebrafish Genome Array, 

Part#900487), 由北京博奥生物芯片有限公司提

供。该芯片含有斑马鱼 15 617 个基因的 cDNA 或

EST 片段。采用 Affymetrix-one cycle cDNA syn-

thesis Kit 合成第一和第二单链 cDNA, 用 Genchip 

IVT Labeling Kit 完成 cDNA 的转录合成和 Biotin

荧光标记, 然后根据芯片操作手册进行杂交。 

1.4  芯片扫描和数据处理分析 
经杂交洗涤后的基因芯片采用 Affymetrix 

418 Array Scanner 进行扫描分析, 所获数据应用

Affymetrix GCOS 软件进行数据处理和分析。半

滑舌鳎雄鱼和雌鱼脑垂体中基因表达按照雄 /雌

信号强度(Ratio 值)分别进行分析, Ratio 值大于 1 的

为上调基因, 小于 1 的为下调基因。采用 Molecule 

Annotation System(MAS3.0)软件对挑选出的差异

表达基因进行 Pathway 和 Go 统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  芯片杂交结果 
半滑舌鳎雌鱼和雄鱼脑垂体 cDNA 分别与斑

马鱼的 cDNA 基因芯片进行芯片杂交, 结果显示, 

二者均能与斑马鱼 cDNA 基因芯片呈现明显的杂

交反应效果。斑马鱼芯片上的 15 617 个探针中, 

雌性半滑舌鳎有 432 个呈现明确的杂交信号, 占

总探针数的 2.8%; 雄性半滑舌鳎组有 530 个呈现

明确的杂交信号, 占总探针数的 3.4%。将两块杂

交芯片合并统计, 共有 1 051 个探针有明显或疑

似杂交信号, 其余 14 566 个基因探针则没有明显

的杂交信号。这些杂交信号结果详见表 1。 

2.2  基因表达谱分布 
利用北京博奥生物芯片有限公司的 MAS 软 

件分析表达基因的 Ratio 值(雄/雌)发现, 其中上

调基因 490个, 下调基因 561个, 而且这些表达基

因的 Ratio 值呈现正态分布, 即 Ratio 值越高越远

离 1, 表达基因的数目越多, Ratio 值越远离 1, 表

达基因的数目越少。根据置信区间 95%的统计学

要求, Ratio 值大于 1.5 和小于 0.6 的基因具有较高

的差异性, 通过筛选雄、雌鱼半滑舌鳎的杂交结

果, 只有 19 个上调基因的 Ratio 值大于 1.5, 20 个

下调基因的 Ratio 值小于 0.6(图 1)。 

2.3  半滑舌鳎雄/雌差异表达基因谱 
利用 Pathway软件对有杂交信号的 1 051个基

因进行了初步功能分类, 可分为 73 类(Clusters), 

其中核糖体(Ribosome)代谢相关基因最多 , 包括

39个基因; 其次是泛素介导的蛋白质降解(ubiquitin 

mediated proteolysis)(13)、细胞周期 (cell cycle) 

(12)、氧化磷酸化(oxidative phosphorylation)(12)、

MAPK 信号通路(MAPK signaling pathway)(10)、

钙离子信号通道(Wnt signaling pathway)(9)等生

理过程相关基因, 另外还发现 2 种雄激素和雌激

素代谢(androgen and estrogen metabolism)相关表

达基因(hsd3b1 和 cyp19a1b)。 

进一步用 Pathway 和 Go 软件对 19 个半滑舌

鳎脑垂体表达上调基因(ratio>1.5)和 20 个表达下

调基因(ratio<0.6)进行分析, 发现有 11 个上调基

因和 11 个下调基因为已知功能基因, 其余 17 个

基因功能未知(表 2)。这 22 个已知功能基因包括

3 种细胞内分泌和调控类蛋白基因(snap25a, Syt1, 

syntaxin 1b), 3 种核糖体蛋白基因(rpl11, rps20, 

rps7)、2 种泛素相关基因(arih2, sumo2)、2 种肌动

蛋白基因(acta1, acta2)、2 种细胞生长周期相关基

因(Noxa, slc25a5)以及其余 10 种基因(klf7, NKX2-8,
 

表 1  半滑舌鳎雄鱼和雌鱼脑垂体样品与斑马鱼基因芯片杂交的结果 
Tab. 1  The hybridization results of female and male Cynoglossus semilaevis by using Affymetrix zebrafish microarray 

雌性 female 雄性 male 合计 total 
探针类型 

type of probe 数目 
number 

百分率/% 
percentage 

数目 
number 

百分率/% 
percentage 

数目 
number 

百分率/% 
percentage 

有杂交信号 positive probes 432 2.8 530 3.4 

信号不确定 doubtful probes 193 1.2 165 1.1 
1051 6.7 

无杂交信号 nagetive probes 14992 96.0 14922 95.5 14566 93.3 

总探针 total probes 15617  15617  15617  
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图 1  半滑舌鳎雄鱼和雌鱼表达基因 Ratio 值(雄/雌)的分布图 
Fig.1   Distribution of ratio values(male/female) of Cynoglossus semilaevis for expressed genes 

 
crygm2d, meis2.1, nktr, col1a2, GPR173, rgs12, 
sh3gl1b, Fam65c)。 

3  讨论 

3.1  斑马鱼 cDNA 基因芯片在鱼类基因表达分析

中的应用 
目前, 硬骨鱼类中的斑马鱼 cDNA 基因芯片

(Aflymatrix)已经开始商业化应用, 且异源 cDNA

芯片杂交和应用已在其他研究中有所尝试。Renn

等 [5] 采 用 非 洲 丽 鱼 (Astatotilapia burtoni) 大 脑

cDNA 片段的基因芯片成功地检测了 8 种不同鱼

类的基因表达。Wang 等[6]用人的 Affymetrix 芯片

来研究猴子、猩猩等基因表达模式。张建社等[7]

用斑马鱼 cDNA 芯片检测鳜(Siniperca chuatsi)和

鲢(Hypophthalmichthys molitrix)肌肉组织基因表

达谱。本研究由于半滑舌鳎与斑马鱼在系统进化

地位上存在一定差异, 导致检测出的基因数目受

到一定程度的限制, 但半滑舌鳎脑垂体 cDNA 与

斑马鱼 cDNA 基因芯片的异源杂交仍能清晰地显

示出雌雄两种性别脑垂体基因表达谱差异, 为后

续相关基因研究奠定了基础 , 同时也证明应用

Aflymatrix 斑马鱼芯片研究半滑舌鳎基因表达是

有效和可行的。 

3.2  与半滑舌鳎生长二态性相关的表达上调基因 
在半滑舌鳎脑垂体中表达的 19 个上调基因

中, 目前对其中 11 个基因的功能了解较多(表 2)。

进一步分析发现 sh3gl1b、meis2.1、slc25a5、Noxa

和 acta1 这 5 种上调基因可能与个体的生长有关。

雌鱼 sh3gl1b 基因和 meis2.1 基因分别是雄鱼的

3.8(165.07/43.74)和 3.7 倍(531.52/144.4), 这两种

基因都具有促进细胞增殖与分化的作用, sh3gl1b

基因的体外表达能增加细胞的增殖能力 [8], 从而

参与细胞增殖与分化的调控[9]; meis 基因是细胞

增殖的潜在调控子, 在发育过程中能促进细胞增

殖, 抑制细胞分化, 拮抗 BMP 信号[10−11]。雌鱼

slc25a5 和 Noxa 基因的表达量均为雄鱼的 1.7 倍 

(670.11/395.96, 12.87/7.54), 前者的主要功能是结

合腺嘌呤转运蛋白, 在线粒体运输中起重要作用, 

能在增殖性细胞中高度表达, 表达受到抑制会导

致细胞的生长抑制 [12−13]; 后者亦定位于线粒体 , 

在诱导细胞凋亡中起重要作用[14]。另外半滑舌鳎

雌鱼 acta1 的表达量为雄鱼的 1.7 倍。从这些基  

因已知的生物学功能上分析, 这些基因表达越活

跃, 细胞增殖生长就越快, 其个体生长发育相应

越快。 

3.3  与半滑舌鳎生长二态性相关的表达下调基因 
在半滑舌鳎脑垂体中表达的 20 个上调基因

中 , 目前只对 11 个基因有所了解(表 2), 其中

COL1A2、acta2、KLF7 等 3 种下调基因可能与个
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体的生长有关。雄鱼 COL1A2 的表达量仅是雌鱼

表达量的 0.359 倍, 而 COL 是多种结缔组织的主

要成分, 维持着组织和器官的结构完整, 并与早期 

发育、器官形成、细胞间连接、细胞趋化、血小

板凝集以及膜的通透性等功能密切相关。分子生

物学研究证明, I 型胶原的 COL1A1 及 COL1A2 基

因存在约 200 种突变, 这种突变容易引起胶原基

因相关的疾病, 如身材矮小、成骨不全、软骨发

育不良等疾病[15]。雄鱼 klf7 的表达量高于雌鱼 1.5

倍, klf7 基因广泛存在, 与脂肪的形成密切相关, 

在细胞发育和分化过程中起重要作用, klf7 的大

量表达可抑制脂肪形成, 抑制脂肪细胞内脂联素

的表达[16], 导致动物个体脂肪含量减少, 个体变

小。值得关注的是, 雄鱼 acta-α2 表达量是雌鱼的

1.802 倍, 这与 acta1 的表达正好相反, 由于 acta1

对应于骨骼肌型肌动蛋白, 而 acta2 对应于血管

平滑肌型[17], 这种差异是否与二者的功能相关尚

有待于进一步研究。 

3.4  其他差异表达基因与半滑舌鳎生长发育的关系 
在比较分析中还发现 snap25a、Syt 1、syntaxin 

1b、rpl11、rps20、rps7、Fam65c、ARIADNE、SUMO2、
Crystallin、GPR173、nkx2.8、rgs12 等基因在雌雄

鱼之间呈现明显的差异表达。尽管已经了解和发

现了这些基因在人类或其他动物体内的作用和功

能, 如 nkx2.8 与肺的发育和成熟相关[18], rgs12 能够

促进和 / 或维持动物的肌肉和神经分化 [19−20], 
snap25a、Syt 1 和 syntaxin1b 和细胞分泌和调控密

切相关[21−22], NKTR 基因促进 NK 细胞与靶抗原的

结合[23−24], SUMO 与蛋白连接后增强蛋白质分子

的稳定性或者调节其亚细胞定位[25], ARIADNE 蛋

白具有泛素缀合酶的活性[26]等, 但是半滑舌鳎的

相关研究尚属空白。更让人不解的是, 除了 nkx2.8
和 rgs12 基因以外, 其余基因的表达量均是雄鱼

高于雌鱼, 这些基因与半滑舌鳎生长发育的关系

均有待进一步研究。 

4  展望 

生物的每一种生理过程都需要多个基因的共

同参与。本研究利用基因芯片技术发现了一些可

能或潜在的与个体生长差异相关的基因。从上述

分析可以看出 , 雌鱼的 sh3gl1b 、 meis2.14 、

COL1A2、slc25a5、Noxa 等基因的表达量明显高

于雄鱼。这些基因表达量高, 则细胞的活性增强、

细胞增殖加快、细胞分化受到抑制, 否则就会出

现细胞活性降低、细胞的生长受到抑制、细胞形

态变小、甚至个体身材矮小等。因此, 这些基因

的表达水平高低与半滑舌鳎雌雄个体大小和生长

速度差异悬殊的现象密切相关, 它们在半滑舌鳎

体内的具体生物学功能及基因之间的相互作用关

系有待于进一步深入研究。 
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Differential gene expression profiles between the pituitaries of female 
and male half-smooth tongue sole (Cynoglossus semilaevis) 

LIU Shufang1, MA Qian1,2, MA Hui1,3, SUN Zhongzhi1, LIU Xuezhou1, ZHUANG Zhimeng1 

1. Key Laboratory for Fishery Resources and Ecological Environment of Shandong, Yellow Sea Fisheries  
Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao 266071, China; 

2. College of Oceanography and Environmental Science, Xiamen University, Xiamen 361005, China; 
3. College of Life Science and Technology, Dalian Ocean University, Dalian 116023, China 

Abstract: The half-smooth tongue sole (Cynoglossus semilaevis) is an important marine flatfish with significant 
potential for aquaculture in China. This species exhibits a typical sexual dimorphism in which males grow sig-
nificantly slower and smaller than females. Thus, there is little economic benefit to culturing males. To improve 
our understanding of this sex-associated dimorphic growth phenomenon, we screened differentially expressed 
genes from the pituitary tissues of female and male half-smooth tongue sole using the Affymetrix zebraf-
ish microarray. A total of 486 genes were up-regulated and 561 genes were down-regulated. Based on standards 
for the relative strength of the difference (i.e., a ratio of the male to female hybridization signals of >1.5 or <0.6), 
we identifed 39 differentially expressed genes, including meis2.1, col1a2, sh3gl1b, acta1, slc25a5, lf7, and acta2. 
Our results provide a foundation for investigating the molecular mechanisms controlling differential growth 
among the sexes. 
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