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摘　要：为了调查表皮细胞分裂原ｅｐｉｇｅｎ基因是否与牙鲆变态发育有关�分析了从变态期牙鲆仔鱼 ｃＤＮＡ文
库中测序得到的ｅｐｉｇｅｎ基因。发现ｅｐｉｇｅｎ基因编码162个氨基酸�具有信号肽序列�一个跨膜结构域和 ＥＧＦ-
ｌｉｋｅ结构域。ＥＧＦ-ｌｉｋｅ结构域包含有可形成3个二硫键的6个半胱氨酸残基�是表皮生长因子家族的结构特
征。此外�利用荧光实时定量ＲＴ-ＰＣＲ�调查了ｅｐｉｇｅｎ基因在牙鲆眼睛移动过程中的变化。相比眼睛移动之前
（17ＤＡＨ�ｄａｙａｆｔｅｒｈａｔｃｈｉｎｇ）�ｅｐｉｇｅｎ基因在眼睛移动初期 （19ＤＡＨ）表达明显增强�为17ＤＡＨ时的2．363倍；而
在眼睛移动过程的高峰期 （23ＤＡＨ）�表达量明显回落�相对 19ＤＡＨ的表达量降低了 80％；变态结束后
（27ＤＡＨ）ｅｐｉｇｅｎ基因的表达没有重新增强或进一步的回落�提示ｅｐｉｇｅｎ基因可能与眼睛移动初期的变态发育
事件有关�而与变态高峰期和变态后期的发育事件关系不明显。
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ｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｎｇｓｔａｇｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｅｅｐｉｇｅｎｍｉｇｈｔｂｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｅｖｅｎｔｓｉｎｐｒｅ-
ｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｎｇｆｌｏｕｎｄｅｒ�ｂｕｔｎｏｔａｔｍｅｔａｍｏｒｐｈｉｃｃｌｉｍａｘｏｒｐｏｓｔ-ｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｓｓｔａｇｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓｏｌｉｖａｃｅｕｓ；ｅｐｉｇｅｎｇｅｎｅ；ｒｅａｌ-ｔｉｍｅｑＰＣＲ；ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
　　成体比目鱼 （鲽形目 ）鱼类的外表呈现明显
的左右不对称�尤其是两只眼睛位于其头部的同
一侧。在早期发育的仔鱼阶段�两只眼睛位于头
部两侧�呈左右对称�但至仔鱼晚期�其中一只眼
睛开始向头背部移动�并最终移至头背部或头部
的另一侧 ［1－3］。这种外形上明显的左右不对称在
脊椎动物中是独一无二的。有关资料表明：比目
鱼类仔鱼眼睛移动是由于头部骨骼变形�主要是
颅骨的变形、侧筛骨左右侧不等速扩大以及眼睛
移动后期的眼睛移动一侧 “ｓｋｉｎｔｈｉｃｋｎｅｓｓ”的出现
等推动眼睛往上移动 ［4－7］。近年来�我们研究发
现�眼睛移动与颅骨变形无关�而与眼睛周围皮
肤组织的细胞分裂有关�是眶下皮肤组织的细胞
分裂推动眼睛向上移动 ［8］。

已有研究表明�甲状腺激素可调控比目鱼类
眼睛移动 ［9－12］。用 Ｔ4或 Ｔ3浸泡处理两眼左右
对称的比目鱼仔鱼�均能促进眼睛移动 ［10�13］�Ｔ3
因为与甲状腺激素受体的高亲和力�被认为起主
要作用�Ｔ4可能通过脱碘酶脱碘成为Ｔ3�从而起
作用 ［14］。但有报道指出�在眼睛移动过程中�鱼
体甲状腺素Ｔ4水平急剧升高�而甲状腺激素 Ｔ3
水平变动并不明显 ［11］�如 Ｔ4的作用是通过脱碘
成为Ｔ3而起作用�那仔鱼在眼睛移动过程中�Ｔ3
的水平也应该急剧升高才是�但Ｔ3的水平并没有
随着Ｔ4的升高而升高�表明大多数的Ｔ4并不完
全通过脱碘成为 Ｔ3。在哺乳动物�甲状腺素 Ｔ4
参与细胞分裂的调控�是通过与其细胞表面受体
整联蛋白 ＩｎｔｅｇｒｉｎαＶβ3结合�激活 ｍｉｔｏｇｅｎ-
ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ（ＭＡＰＫ）的信号通道�调控
细胞分裂 ［15］。在表皮细胞�ｅｐｉｇｅｎ（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｍｉｔｏｇｅｎ）作为一种分裂原�可激活 ＭＡＰＫ（ＭＡＰ
ｋｉｎａｓｅ）调控细胞分裂 ［15－16］。在比目鱼中�能否
参与Ｔ4／ＩｎｔｅｇｒｉｎαＶβ3的信号通道�目前还不清
楚。在本实验室构建的变态期牙鲆 （Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ
ｏｌｉｖａｃｅｕｓ）仔鱼的ｃＤＮＡ文库中�发现了Ｅｐｉｇｅｎ基
因序列。因而�本研究对牙鲆ｅｐｉｇｅｎ基因序列进
行了分析�并利用实时定量 ＰＣＲ技术调查了
ｅｐｉｇｅｎ基因在牙鲆眼睛移动前后各阶段的表达变

化�以期为下一步调查ｅｐｉｇｅｎ及甲状腺素Ｔ4是否

对导致比目鱼眼睛移动的细胞分裂信号途径具

有调控作用作前期研究。
1　材料与方法
1．1　样品来源和总ＲＮＡ抽提

15ＤＡＨ（孵化后15ｄ）牙鲆仔鱼购自河北北
戴河养殖中心�于本实验室养殖。养殖用器具都
事先用高锰酸钾消毒洗净�海水盐度35�用盐卤
配制�充分曝气3ｄ后使用�水温控制在 （20±1）℃�
每天定时投喂至少3次新鲜孵化的卤虫。分别
取孵化后17ｄ（变态前�眼睛没有移动 ）�19ｄ（变
态初�右眼开始移动 ）�23ｄ（变态高峰期�右眼移
至头顶 ）以及27ｄ（变态后�右眼完全移至左侧 ）
的正常牙鲆�用作实时定量 ＰＣＲ分析。牙鲆总
ＲＮＡ抽提采用Ｔｒｉｚｏｌ法 ［17］�用1％琼脂糖凝胶电
泳�溴化乙锭 （ＥＢ）染色检测ＲＮＡ的完整性�并用
分光光度计测定 ＲＮＡ浓度�结果表明提取总
ＲＮＡ的 Ａ260／Ａ280吸光值比例在1．8～2．0之
间。
1．2　ｃＤＮＡ序列分析和蛋白质预测分析

在本实验室构建的变态前牙鲆仔鱼的ｃＤＮＡ

文库中�随机测序2193克隆�获得了1051个单
一基因序列�通过 ＢＬＡＳＴ分析�鉴定得到牙鲆的
表皮细胞分裂原 ｅｐｉｇｅｎ基因�该基因 ｃＤＮＡ序列
覆盖整个编码框。利用 ＮＣＢＩ的在线软件 ＯＲＦ
Ｆｉｎｄｅｒ［18］�对 ｅｐｉｇｅｎ基因序列进行开放阅读框预
测；通过 ＮＣＢＩ上的 ＰｒｏｔｅｉｎＢｌａｓｔ比对分析牙鲆
ｅｐｉｇｅｎ氨基酸序列与其它物种的相似性�并用
ＢｉｏＥｄｉｔ软件对ＧｅｎＢａｎｋ中相似性较高的各物种

的 ｅｐｉｇｅｎ进行同源性比较。用 ＤＮＡＳｔａｒ中的
Ｐｒｏｔｅａｎ软件计算该蛋白的分子量及等电点�进行
亲／疏水性分析及二级结构预测�用 ＳｉｇｎａｌＰ3．0
分析信号肽序列�用Ｔｍｐｒｅｄ进行跨膜结构分析�
通过搜索 ＰＲＯＳＩＴＥ蛋白质数据库进行功能域分

析 ［18］。
2　荧光定量ＰＣＲ分析
2．1　ｃＤＮＡ单链合成

取以上各时期牙鲆的总ＲＮＡ2μｇ�以合成的
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18Ｔ寡核苷酸为引物 （上海生工生物有限公司 ）�
逆转录获得 ｃＤＮＡ单链。具体方法参见 Ｍ-ＭＬＶ
反转录系统 （Ｐｒｏｍｅｇａ公司 ）说明书。
2．2　引物设计及常规ＰＣＲ反应

根据ｅｐｉｇｅｎ基因序列设计引物 ｅｐｉｇｅｎ-Ｆ：5’-
ＣＡＧＣＴＣＡＡＣＧＣＣＡＧＴＧＴＣ-3’； ｅｐｉｇｅｎ-Ｒ： 5’-
ＧＣＡＧＡＴＧＣＡＡＧＡＧＧＧＴＴＣＧ-3’�用于荧光定量
ＰＣＲ。以牙鲆的 β-ａｃｔｉｎ基因 （ＧｅｎＢａｎｋ序列号：
ＥＵ090804．1）作为参照基因�设计引物 ａｃｔｉｎ-Ｆ：
5’-ＧＡＧＧＴＴＣＣＧＴＴＧＴＣＣＣＧＡＧ-3’；ａｃｔｉｎ-Ｒ：5’-
ＣＡＧＧＴＣＣＴＴＡＣＧＧＡＴＧＴＣＣＡＣ-3’。引物均由上
海生工生物有限公司合成。利用常规 ＰＣＲ方法
扩增目的片段�具体反应过程如下：95℃预变性
5ｍｉｎ；94℃变性30ｓ�54℃退火30ｓ�72℃延伸
20ｓ�循环30次；最后72℃再延伸10ｍｉｎ。产物
进行1％琼脂糖凝胶电泳分析。
2．3　实时荧光定量ＰＣＲ

每个样品设 3次重复。按下列组份配制
ＰＣＲ反应液：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ （2×）12．5
μＬ�ＰＣＲＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ（10μｍｏｌ／Ｌ）0．5μＬ�
ＰＣＲＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ（10μｍｏｌ／Ｌ）0．5μＬ�模板
（ｃＤＮＡ溶液 ）0．5μＬ�加入ｄｄＨ2Ｏ补足至25μＬ。

Ｒｅａｌ-ｔｉｍｅｑＰＣＲ反应条件如下：95℃ 3ｍｉｎ预变
性�然后以95℃10ｓ、54℃30ｓ进行40个循环�
再95℃1ｍｉｎ、54℃1ｍｉｎ1个循环�最后54℃
至95℃10ｓ。用ＢｉｏＲａｄｉＱ5软件进行熔解曲线
分析和 ＣＴ值分析�ｅｐｉｇｅｎ表达量以参照基因
（β-ａｃｔｉｎ）作为标准进行相对定量�相对定量方法
采取常用的比较ＣＴ值法 ［19］�用ＳＰＳＳ13．0软件
进行表达量的单因素方差分析 ［20］。
3　结果与讨论
3．1　牙鲆表皮细胞分裂原 ｅｐｉｇｅｎ基因的
分析
　　从变态前牙鲆仔鱼 ｃＤＮＡ文库中得到的

ｅｐｉｇｅｎ基因的 ｃＤＮＡ序列长度为636ｂｐ�覆盖整
个读码框。该基因的读码框489ｂｐ�编码162个
氨基酸 （图1）。Ｅｐｉｇｅｎ基因编码的蛋白分子量为
17808．86ｕ�等电点为6．44；氨基端有一个较大
的疏水性区域�从Ｖ12到Ｓ29之间的18个氨基酸为
信号肽序列�从Ｌ120到Ｉ142共23个氨基酸为疏水
性区域�是一个跨膜结构域；具有很强的抗原性�
二级结构以β螺旋和转角为主�也存在α螺旋和
随机卷曲。功能域分析发现�该蛋白有一个 ＥＧＦ-

图1　ｅｐｉｇｅｎｃＤＮＡ序列及其阅读框编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ．1　ＴｈｅｃＤＮＡａｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｅｐｉｇｅｎ

加下划线为起始密码子和终止密码子；阴影部分为ＥＧＦ-ｌｉｋｅ结构域。

579



上 海 海 洋 大 学 学 报 19卷

ｌｉｋｅ（表皮生长因子样 ）结构域�该功能域从第Ｓ64
到Ｌ105个氨基酸 （图1）�包含有6个半胱氨酸残
基�可形成3个二硫键：Ｃ1-Ｃ3、Ｃ2-Ｃ4和Ｃ5-Ｃ6�同
已知的其它物种的 ｅｐｉｇｅｎ基因一致 ［16］。ＥＧＦ结
构可与细胞表面受体结合�引发二聚体�从而激
活受体细胞质部分的酪氨酸激酶结构域�传递细
胞分裂和ＤＮＡ合成的信号。这一特殊结构域的
存在决定了ｅｐｉｇｅｎ作为表皮细胞分裂原具有与细

胞分裂等相关的功能。
　　通过ＮＣＢＩ的ＰｒｏｔｅｉｎＢｌａｓｔ比对分析�发现牙
鲆ｅｐｉｇｅｎ氨基酸序列与花斑剑尾鱼 （Ｘｉｐｈｏｐｈｏｒｕｓ
ｍａｃｕｌａｔｕｓ�ＡＣＺ04971．1）、大西洋鲑 （Ｓａｌｍｏｓａｌａｒ�

ＮＰ＿ 001134617．1）、白斑狗鱼 （Ｅｓｏｘｌｕｃｉｕｓ�
ＡＣＯ14290．1）、斑 马 鱼 （Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ�ＸＰ＿
001344391．1）、原 鸡 （Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓ�ＮＰ ＿
001012404．1）、人 （Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ�ＡＢＢ60048．1）和
小鼠 （Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ�ＮＰ＿444317．1）的氨基酸序列
相似性�分别为 47％、43％、41％、30％、34％、
30％和 27％�ＢｉｏＥｄｉｔ软件分析表明�各物种间
ｅｐｉｇｅｎ差异较大�但 ＥＧＦ-ｌｉｋｅ结构域区相对其他
区域而言较为保守�且在相近位置都分别具有6
个半胱氨酸残基 （图2）�这6个半胱氨酸残基形
成3个二硫键�可能对蛋白的二级结构和功能有
重要作用。

图2　ｅｐｉｇｅｎ氨基酸序列的同源比较
Ｆｉｇ．2　Ｈｏｍｏｌｏｇｕｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｅｐｉｇｅｎａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｐ．ｏｌｉｖａｃｅｕｓ：牙鲆；Ｘ．ｍａｃｕｌａｔｅｓ：花斑剑尾鱼；Ｓ．ｓａｌａｒ：大西洋鲑；Ｅ．ｌｕｃｉｕｓ：白斑狗鱼；Ｄ．ｒｅｒｉｏ：斑马鱼；Ｇ．ｇａｌｌｕｓ：原鸡；Ｈ．ｓａｐｉｅｎｓ：
人；Ｍ．ｍｕｓｃｕｌｕｓ：小鼠；阴影部分为ＥＧＦ-ｌｉｋｅ结构域部分�加方框的为其中的6个半胱氨酸。

3．2　ｅｐｉｇｅｎ基因在眼睛移动前后的实时定
量分析

3．2．1　常规 ＰＣＲ扩增产物琼脂糖凝胶电泳检
测

为测试用于荧光定量ＰＣＲ的引物特异性�先

进行了常规ＰＣＲ的检测。每对引物的扩增产物
在琼脂糖凝胶电泳中只出现唯一符合预期长度

的明亮条带 （图3）：β-ａｃｔｉｎ和ｅｐｉｇｅｎ基因片段的
扩增产物大小在121ｂｐ和138ｂｐ标准片段附近�
与预期结果一致�表明不存在明显的引物二聚体
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或非特异 ＰＣＲ产物；阴性对照由于没有加入模
板�琼脂糖凝胶电泳中没有出现条带�没有产生
引物二聚体�所以设计的引物满足试验要求。

图3　ＰＣＲ扩增产物凝胶电泳
Ｆｉｇ．3　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

Ｍ．Ｄｌ2000ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；ＮＣ．阴性对照；ＤＡＨ．孵化后天数

3．2．2　ｅｐｉｇｅｎ在牙鲆眼睛移动前后的表达量分
析

熔解曲线分析表明�ｅｐｉｇｅｎ和β-ａｃｔｉｎ基因均
为特异性扩增�没有发现非特异性扩增和引物二
聚体存在。荧光实时定量分析表明 （图4）�ｅｐｉｇｅｎ
基因在仔鱼眼睛移动前后都有表达�17ＤＡＨ（眼
睛未开始移动 ）时表达量较低�19ＤＡＨ（眼睛开始
移动 ）时表达量显著升高�平均值为17ＤＡＨ时的
2．363倍�23ＤＡＨ（变态高峰期 ）、27ＤＡＨ（眼睛移
动完成后 ）表达量显著降低 （Ｐ＜0．05）�相比
17ＤＡＨ�约降低50％�相比19ＤＡＨ�约降低80％。
23ＤＡＨ与27ＤＡＨ时ｅｐｉｇｅｎ表达量无显著性差异
（Ｐ＞0．05）。

图4　Ｅｐｉｇｅｎ相对β-ａｃｔｉｎ基因的表达情况
Ｆｉｇ．4　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｐｉｇｅｎｒｅｌａｔｉｖｅｔｏβ-ａｃｔｉｎ

Ｅｐｉｇｅｎ基因在牙鲆仔鱼眼睛开始移动的

19ＤＡＨ表达增强�表明其与变态有关。甲状腺素
Ｔ4水平在牙鲆眼睛开始移动后也开始增强

［11］�
其与Ｅｐｉｇｅｎ基因表达增强是否与调控细胞分裂

有关�值得进一步的研究。Ｅｐｉｇｅｎ基因在变态高
峰期 （23ＤＡＨ）表达量就开始明显下降�这与甲状
腺素Ｔ4水平的变化明显不同�Ｔ4在牙鲆变态高
峰期�水平进一步提高 ［11］。在变态高峰期�除了
眼睛继续移动外�还存在脑颅及脑腔逐渐变形、
视轴和内耳平衡逐渐偏转�有些组织类型从仔鱼

型向稚鱼型转变等其它变态事件 ［21－25］�已表明
甲状腺素Ｔ4调控比目鱼整个变态事件�而Ｅｐｉｇｅｎ
基因在牙鲆变态高峰期水平显著降低�提示我们
其与其它变态事件没有很密切的关系�而可能只
参与眼睛的起始移动。
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