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雌激素受体基因调控团头鲂生长和性腺发育的初步研究

刘莉芳１,２,罗丽飞１,２,陈宇龙１,２,３,高泽霞１,２,３

１．华中农业大学水产学院/农业农村部淡水生物繁育重点实验室/

农业动物遗传育种与繁殖教育部重点实验室/湖北省名优鱼育种与健康养殖工程技术研究中心,武汉４３００７０;

２．湖北洪山实验室,武汉４３００７０;３．长江经济带大宗水生生物产业绿色发展教育部工程研究中心,武汉４３００７０

摘要　通过基因克隆获得了团头鲂３种雌激素受体(estrogenreceptor,ER)基因的 CDS(codingsequence)

序列:ERα(１９０４bp)、ERβ１(１８４２bp)和ERβ２(２６０９bp),比较不同物种间的ERs基因的同源性,结果显示团

头鲂ERs与鲤、金鱼和斑马鱼具有较高的同源性.为分析ERs对团头鲂性腺与生长发育的调控作用,分别以团

头鲂不同年龄阶段的生长快慢群体为研究对象,比较分析ERs在不同年龄阶段生长快慢个体肌肉和性腺组织

中的表达量.结果显示,在１龄到３龄团头鲂肌肉中,ERα和ERβ１在生长快组(FG)中的表达量整体高于生长

慢组(SG)(P＜０．０５),并且 ERα 在１龄 FG 和 SG 团头鲂中的表达量差异比２龄和３龄团头鲂更为明显

(P＜０．０５).ERβ２在FG和SG团头鲂中的表达量差异与ERα和ERβ１相反(P＜０．０５),且在３龄雄性团头鲂中,

ERβ２在FG组中的表达量极显著高于 SG 组.在１龄和２龄雌性团头鲂中,雌激素受体基因ERα、ERβ１和

ERβ２在FG组的表达量显著高于SG组.在雄性团头鲂中,ERα在１龄 FG组的性腺中的表达量高于SG组;

１龄和２龄雄性团头鲂性腺中,ERβ２在FG组的表达量显著低于SG组,但在３龄雄性性腺中,ERβ２在FG组的

表达量显著高于SG组.以上研究结果表明,ERs在一定程度上可促进鱼类生长和性腺发育,ERα、ERβ１和

ERβ２可能组成一个复杂的调控体系,彼此相互影响,并共同调节机体生长和性腺发育.
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　　雌激素(estrogen)是促进性腺发育和维持生殖

功能必不可少的类固醇激素,也在调节能量代谢和

生长发育方面起着关键的作用[１Ｇ２].在鱼类中,已有

研究表明雌二醇 (estrogen２,E２)可通过 GH/IGF
轴调控IGF的表达,也可通过雌激素受体(estrogen
receptor,ER)调 控IGF 的 表 达 从 而 影 响 生 长 发

育[３].ER是介导雌激素在多个组织器官中发挥调

节作用的关键受体[４Ｇ５].哺乳动物只有ERα和ERβ
两个雌激素受体基因[６].由于基因组复制,多数硬

骨鱼具有 ERα、ERβ１ 和 ERβ２ 三个雌激素受体

基因[７Ｇ９].
团头鲂(Megalobramaamblycephala),是中国

特有的淡水养殖鱼类,具有很高的经济价值.自

１９６０年推广养殖至今,已成为中国第六位大宗养殖

淡水鱼类[１０].目前,关于雌激素受体与团头鲂生长

发育的关系尚未报道.因此,本研究克隆获得了雌

激素受体基因(ERα、ERβ１和ERβ２)的核心序列,
并对其在３个年龄段的团头鲂生长快慢个体肌肉和

性腺组织中的表达情况进行定量分析,以期为研究

雌激素受体基因在调节生长与生殖发育过程中的潜

在影响提供研究基础.

1　材料与方法

1.1　试验材料

本试验所用的团头鲂人工繁殖样品来自湖北省

黄冈市百荣水产良种公司.其中,挑选出同一家系

中３个年龄段的团头鲂:１龄(性腺未成熟)团头鲂、

２龄(性腺初次成熟)团头鲂、３龄(性腺第２次成熟)
团头鲂.在不同年龄段中,各选取６尾生长快(fast
growth,FG)的和生长慢(slowgrowth,SG)的团
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头鲂(雌雄各３尾),其生长数据见图１.鱼体经１００
mg/LMSＧ２２２(Tricainemethanesulfonate)麻醉后,
冰上采集肌肉、性腺组织,液氮速冻后转至－８０℃
保存.

　FG代表快速生长组,SG代表慢速生长组;FG和SG之间的显著性

差异由∗(P＜０．０５)、∗∗(P＜０．０１)、∗∗∗(P＜０．００１)表示.FG

standsforfastＧgrowgroup,SGstandsforslowＧgrowgroup;theThesigＧ

nificantdifferencebetweenFGandSGisrepresentedby∗ (P ＜０．０５),

∗∗ (P＜０．０１),∗∗∗ (P＜０．００１)respectively．

图１　不同年龄快速生长和慢速生长的团头鲂体质量比较

Fig．１　ComparisonofbodyweightbetweenFGand
SGgroupsofM．amblycephalaatdifferentages

1.2　总 RNA 提取及 cDNA 合成

采用 Trizol法(TaKaRa,大连)提取总RNA,

并用琼脂糖凝胶电泳和 NanoDrop２０００核酸蛋白

仪(Thermo,美国)分别检测总 RNA 完整性和浓

度.按照 HiScript®Ⅱ QRTSuperMixforqPCR
(＋gDNAwiper)试剂盒(Vazyme,南京)说明书合

成cDNA的第一条链,稀释５倍后保存于－２０℃
待用.
1.3　团头鲂 ER 基因克隆

通过 NCBI下载斑马鱼ER 基因的cDNA 序

列,与笔者所在课题组已获得的团头鲂转录组序列

进行Blast,获得多个ER 基因亚型片段.利用 NCＧ
BI的primerdesigntool(https://www．ncbi．nlm．
nih．gov/tools/primerＧblast/)设计用于拼接的引物

(表１),引物由武汉擎科生物科技有限公司合成.
以合成的cDNA 为模板进行 PCR扩增,电泳检测

扩增产物,将条带单一的扩增产物送武汉擎科生

物科技有限公司测序.测序获得的目的基因片段

用 Mega６．０软件进行拼接,并与斑马鱼基因序列

进 行 比 对,确 定 团 头 鲂 各 ER 基 因 亚 型 的 核 心

序列.
表１　基因克隆引物

Table１　Primersforgeneclone

引物名称 PCR引物序列(５′Ｇ３′) 退火温度/℃ 扩增片段长度/bp
Primername Primersequences Annealingtemperature Amplifiedlength

ERαＧF１ AACTCTCGCCCATGTACCCC ６０ ４０６

ERαＧR１ TCAGTCGCACTGCACAACAC ６０

ERβ１ＧF１ ATCAGTGCGGCAGTCTCTAAG ６０ ４８６

ERβ１ＧR１ ACGCCATGGTAACCACCTC ６０

ERβ１ＧF２ ATGAGGTGGTTACCATGGCG ６０ ５７３

ERβ１ＧR２ CCCATACCAGAGCATCCGTC ６０

ERβ１ＧF３ TGAGTTCGTCTGAGGGAGGA ６０ ４４７

ERβ１ＧR３ GGCATCCGTGATGTTTTTCAAC ６０

ERβ１ＧF４ ACAACATTGAACTTGTCCGCC ６０ ４５０

ERβ１ＧR４ CTGCTACCCTCTTCACCAGT ６０

ERβ２ＧF１ TGACCACGCCTCTGGGTATC ６０ ４４２

ERβ２ＧR１ TGCCTCCAGAATACAGTTCACC ６０

ERβ２ＧF２ ACTGACGCTCTGGTTTGGAG ６０ ３４３

ERβ２ＧR２ TCTCCTGGTCGCTCTCTCTC ６０

ERβ２ＧF３ CCAGAATGAGCTTCTCCCCT ６０ ４８１

ERβ２ＧR３ TTACCCACAATGCCTGGTGAA ６０

1.4　团头鲂 ER 基因分析及进化树构建

通过NCBI的ORFfinder程序(https://www．
ncbi．nlm．nih．gov/orffinder/)分析团头鲂 ERβ１基

因的开放 阅 读 框 信 息.使 用 ProtPara程 序 (htＧ
tps://web．expasy．org/protparam/)分析 ERβ１ 的

分子质量及等电点等理化性质,同时使用 DNAman

软件对团头鲂ERβ１基因与其他脊椎动物进行氨基

酸序列比对.使用 Mega６．０软件构建ER 基因系

统进化树.
1.5　qRTＧPCR

基于获得的团头鲂 ER 基因序列信息,利用

NCBI的primerdesigntool设计定量引物(表２),

０８１
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并由武汉擎科生物科技有限公司合成.选择团头鲂

βＧactin 作为内参基因,以团头鲂３个年龄阶段２个

组织的cDNA 为模板,按照 Hieff® qPCRSYBR

GreenMasterMix(LowRox)试剂盒(翊圣,上海)
说明书进行qRTＧPCR反应.

表２　qRTＧPCR引物

Table２　PrimersofqRTＧPCR

引物名称 引物序列(５′Ｇ３′) 退火温度/℃ 扩增片段长度/bp

Primername Primersequences Annealingtemperature Amplifiedlength

ERαＧF GGCTGTCTGTTCACGTCAGA ６０
１７８

ERαＧR CAGCCAAGAGCTCTCCAACA ６０

ERβ１ＧF CACCAGACTAGCCCATCTGC ６０
１６９

ERβ１ＧR GGAGTGAGACAGACGTGAGC ６０

ERβ２ＧF GTCTGGTCATGTGAGGGGTG ６０
１８３

ERβ２ＧR ACAGAAAAGGGATAGGCGGC ６０

βＧactinＧF ACCCACACCGTGCCCATCTA ６０
１７２

βＧactinＧR CGGACAATTTCTCTTTCGGCTG ６０

1.6　数据分析

各基因的相对表达水平以２－△△Ct法进行计算,
使用SPSSStatistics２２和 GraphPadPrism８软件

进行数据分析及作图.采用独立样本t检验进行显

著性分析.将P＞０．０５描述为统计学差异不显著

(用“ns”表示),P＜０．０５描述为统计学差异显著(用
“∗”表示),P＜０．０１描述为统计学差异极显著(用
“∗∗”表示),P＜０．００１描述为统计学差异极显著

(用“∗∗∗”表示).

2　结果与分析

2.1　团头鲂 ER 理化性质分析

利用同源克隆拼接核心序列,获得了部分团头

鲂ERα和ERβ２的 CDS(codingsequencing)序列,
以及团头鲂ERβ１基因的完整的 CDS序列.ProtＧ
Param 软件预测结果显示,团头鲂ERβ１基因的开

放阅读框为１７０４bp,其编码的蛋白质由５６７个氨

基酸残基构成,分子质量为６３．７５ku,理论等电点

(pI)为 ７．５４,为 碱 性 蛋 白.氨 基 酸 残 基 中 Leu
(１１．６％)、Ser(１０．８％)、Pro(６．２％)、Glu(５．８％)、

Gly(５．８％)的频率较高,极性氨基酸占５９．６％,非极

性氨基酸占４０．４％(图２).消光系数(M－１cm－１γ＝
２８０nm)为６２．２２５,其不稳定系数为６１．７８,属不稳

定蛋白.疏水指数为７７．７２,平均亲水性为－０．３０,
属可溶性蛋白.
2.2　团头鲂 ER 同源性分析

使用 DNAman软件对人(Homosapiens)、小
鼠(Musmusculus)、鸡(Gallusgallus)、团头鲂及

图２　ERβ１氨基酸频率分布图

Fig．２　AminoacidfrequencydistributionofERβ１

　a:鲤Cyprinuscarpio;b:金鱼Carassiusauratus;c:斑马鱼 DaＧ

niorerio;d:大西洋鲑 Salmosalar;e:日本青鳉 Oryziaslatipes;

f:大黄鱼Larimichthyscrocea;g:小鼠 Musmusculus;h:非洲爪蟾

Xenopustropicalis;i:欧亚野猪Susscrofa;j:鸡Gallusgallus;k:人

Homosapiens．

图３　团头鲂ERβ１与其他脊椎动物的同源性比较

Fig．３　ComparisonofhomologybetweenERβ１
inM．amblycephalaandothervertebrates

１８１
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其他鱼类ER氨基酸序列进行同源性分析,并使用

Mega软件构建系统进化树.结果显示,团头鲂

ERβ１蛋 白 的 氨 基 酸 序 列 与 鲤 (８８．４３％)、金 鱼

(８７．３７％)和斑马鱼(８６．３９％)具有较高的同源性,
与大西洋鲑(６６．７２％)、日本青鳉(６５．１４％)和大黄

鱼(６２．０６％)具有中度同源性,与小鼠(５０．９６％)、非
洲爪蟾(５０．８７％)、欧亚野猪(５０．００％)、鸡(４７．９９％)
和人(４６．９５％)具有低度同源性(图３).系统进化树

中ERα和 ERβ亚型各聚成一类,形成两大分支.
团头鲂ER 基因各亚型分别与鲤、金鱼和斑马鱼中

相 应 亚 型 的 同 源 性 较 高,在 进 化 树 中 距 离 最

近(图４).
2.3　 ER 基因在生长快慢个体各组织中的表达

１)雌激素受体基因在肌肉中的表达.在１龄到

３龄团头鲂肌肉中,ERα 和ERβ１在生长快组(FG)
中的表达量整体高于生长慢组(SG)(P＜０．０５),并
且ERα在１龄FG组和SG组团头鲂中的表达量差

异比２龄和３龄团头鲂更为明显(P＜０．０５).然而,

ERβ２在FG组和SG 组团头鲂中的表达量差异与

ERα和ERβ１相反(P＜０．０５).在３龄雄性团头鲂

中,ERβ２ 在 FG 组 中 的 表 达 量 显 著 高 于 SG 组

(P＜０．００１)(图５).

团头鲂ERβ２为部分CDS序列 MegalobramaamblycephalaERβ２ispartoftheCDSsequence．

图４　基于氨基酸序列的ER 基因的系统进化分析

Fig．４　PhylogeneticanalysisofERgenesbasedontheiraminoacidsequences

　　２)雌激素受体基因在性腺中的表达.在１龄和

２龄雌性团头鲂中,雌激素受体基因ERα、ERβ１和

ERβ２在FG组的表达量显著高于SG 组.在雄性

团头鲂中,ERα在１龄 FG 组的性腺中的表达量

高于SG组;在２龄阶段,FG 组的性腺中的表达

量低于SG;在３龄阶段,FG 组的性腺中的表达

量高于 SG 组.１龄和２龄雄性团头鲂性腺中,

ERβ２在 FG组的表达量显著低于 SG 组,但在３
龄雄性性腺中,ERβ２在 FG组的表达量显著高于

SG组.

２８１
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　A:ERα,B:ERβ１,C:ERβ２;FG:快速生长组,SG:慢速生长组;FG 与 SG 之间的统计学差异由“ns”(P＞０．０５),“∗”(P＜０．０５),

“∗∗”(P＜０．０１),“∗∗∗”(P＜０．００１)表示.下同.FGstandsforfastＧgrowgroup,SGstandsforslowＧgrowgroup;thesignificantdifferＧ

encebetweenFGandSGwasrepresentedby“ns”(P＞０．０５),“∗”(P＜０．０５),“∗∗”(P＜０．０１),“∗∗∗”(P＜０．００１),respectively．The

sameasbelow．

图５　雌激素受体基因在肌肉中的表达

Fig．５　Expressionofestrogenreceptorgenesinthemuscletissue

A:ERα;B:ERβ１;C:ERβ２．

图６　雌激素受体基因在性腺中的表达

Fig．６　Expressionofestrogenreceptorgenesinthegonadtissue

3　讨　论

同源性在一定程度上反映了物种之间的亲缘关

系,本研究中团头鲂ER 基因与鲤科鱼类同源性较

高,与其他科鱼类次之,与其他脊椎动物同源性较

低.说明ER 基因同源性高低与物种亲缘关系有

关,在亲缘关系接近的物种中具有较高的同源性,奥
利亚罗非鱼的同源性比对结果证实了这一推测[１１].
本研究中系统进化分析结果表明ERα 和ERβ亚型

分成２类.ERβ 亚型中ERβ１和 ERβ２各聚成一

类,与张民等[１２]对海水青鳉的研究结果一致.
已有研究表明,莫桑比克罗非鱼(Oreochromis

mossambicus)在性腺切除术后出现生长迟缓的现

象,在异位性腺移植后生长恢复[１３],表明内源雌激

素一定程度上促进了鱼体生长,这种促进作用主要

通过ER 介导,推测ERs表达上调对于性腺已发育

成熟的团头鲂具有一定的促进生长的作用.因此,
我们挑选不同年龄阶段中生长快(FG)和生长慢

(SG)的团头鲂,检测了雌激素受体基因ERα、ERβ１
和ERβ２在肌肉和性腺组织中的表达情况.结果显

示,在性腺发育早期(１龄团头鲂),ERα 在FG组的

性腺和肌肉中的表达量显著高于SG组(P＜０．０５),
但是在FG 组和SG 组的肌肉中,ERα 的表达量差

异显著高于在性腺中的表达量差异(P＜０．００１).表
明在性腺早期发育过程中,ERα 更倾向于在生长方

面而不是性腺方面发挥作用.在性腺发育成熟时期

(２龄团头鲂),ERα在FG组和SG组中的表达量差

异在性腺中更明显.该结果表明,在性腺中期发育

过程中,ERα 更倾向于在性腺发育方面发挥作用;
并且ERβ１替代了ERα 在生长方面的作用.在性

腺发育成熟后(３龄团头鲂),ERα 和ERβ１同时在

生长方面发挥作用,但是ERβ１只在雄性个体中发

挥作用,而ERα在雄性和雌性个体中均发挥作用.
此外,ERβ２与ERα、ERβ１的表达结果相反,在性腺

发育早期和中期,ERβ２在雄性FG组的肌肉和性腺

中表达量显著低于SG 组,但是在性腺发育早期的

雌性个体中,ERβ２在FG组的性腺中的表达量显著

高于SG 组,与肌肉中的结果相反(P＜０．０５).其结

果表明ERβ２的作用与ERα 和ERβ１相反,在性腺

发育早期和中期,对生长起到抑制作用.因此我们
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推测,ERα和ERβ１在肌肉组织中的上调可一定程

度上促进肌肉生长,而ERβ２的功能可能与ERα、

ERβ１存在一定拮抗作用.有研究结果显示,对小

鼠使用ERα 的激动剂丙吡唑三醇(propylpyrazole
triol),可促进糖脂代谢通路中重要基因的表达[１４],
这表明ERα在生长代谢方面发挥作用.

综上,本研究克隆了团头鲂ER 基因的CDS序

列,该序列与鲤科鱼类具有较高的同源性.对ERs
在团头鲂３个年龄阶段生长快慢个体的肌肉和性腺

组织中的表达情况进行分析,结果表明ERs在一定

程度上可促进性腺已发育成熟的鱼类生长,对尚未

性成熟的鱼类则偏向于促进其性腺发育.同时

ERα、ERβ１和ERβ２可能组成一个复杂的调控体

系,彼此相互影响,在生长发育过程中共同调节机体

生长和性腺发育.
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BiologicalIndustryintheYangtzeRiverEconomicBelt,
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Abstract　EstrogenisanessentialsteroidhormonethatpromotesfishgonaddevelopmentandmainＧ
tainsreproductivefunction,contributingtoregulateenergymetabolismandgrowthdevelopment．EstroＧ
genreceptors(ERs)arethekeyreceptorthatmediateestrogenregulationinmultipletissuesandorgans．
Therefore,ERsmayberelatedtofishgrowthandgonadaldevelopment．Inthisstudy,weclonedthecodＧ
ingsequences(CDS)ofestrogenreceptorgenesinbluntsnoutbream (Megalobramaamblycephala),

includingERα (１９０４bp),ERβ１(１８４２bp)andERβ２(２６０９bp)．Throughcomparingthehomologyof
ERsamongdifferentspecies,wefoundthattheERsofM．amblycephalasharehighsimilaritywith
carp,goldfishandzebrafish．ToanalyzetherelationshipbetweenERsandgonadandgrowth,wecollectＧ
edoneＧyear,twoＧyear,andthreeＧyearoldM．amblycephala,andselectedindividualswithfastgrowth
(FG)andslowgrowth(SG)ateachagestage．TheexpressionofERsinthegonadandmusclesofM．
amblycephalaatdifferentageswasanalyzed．TheresultsshowedthatintheearlystageofgonadaldeＧ
velopment,ERatendedtoplayanimportantroleingrowthratherthangonaddevelopment．AtthemetＧ
aphaseofgonadaldevelopment,ERαhadaneffectongonaddevelopment,andERβ１replacedtheeffect
ofERaingrowth．Aftergonadalmaturation,theexpressionofERαandERβ１intheFGgroupwassigＧ
nificantlyhigherthantheSGgroup,buttheexpressiondifferenceofERβ１betweenFGandSGgroups
wasonlyshowninmales,whileERαaffectedbothmalesandfemales．Inaddition,theexpressiondifferＧ
enceofERβ２betweenFGandSGgroupswascontrarytothatofERαandERβ１,whichinhibitgrowthin
theearlyandmiddlestagesofgonadaldevelopment．Takentogether,ERscouldpromotethegonadsand
growthoffishtoacertainextent．Meantime,ERα,ERβ１andERβ２mightformacomplexregulatory
systemtoinfluencewitheachotherandjointlyregulatebodygrowthandgonadaldevelopment．

Keywords　Megalobramaamblycephala;estrogenreceptorgene;growth;gonadaldevelopment;

geneexpression
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