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０　 引言
大黄鱼 （Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ） 隶属于鲈形目石首鱼科黄鱼属， 是我国养殖量最大的海水鱼类。 因

大黄鱼雄性个体出肉率较高， 体形相对修长美观、 体色较鲜艳， 使其市场价格较雌鱼高， 部分养殖业

者希望培育和养殖全雄大黄鱼。 本实验室前期研究表明大黄鱼属雌性同配、 雄性异配的 ＸＸ♀ － ＸＹ♂
性别决定类型［１ － ３］ ， 因此培育全雄大黄鱼需要首先培育出 ＹＹ 型的 “超雄鱼”， 而通过诱导 ＸＹ 雄鱼

发育成功能性雌鱼 （ＸＹ）， 再与正常雄鱼 （ＸＹ） 交配是获得 ＹＹ 型雄鱼的有效途径。 此外， 本实验

室前期研究已阐明了大黄鱼雌性与雄性的性别分化时间， 建立了大黄鱼遗传性别鉴定与雄性化诱导技

术［４ － ５］ ， 并研究了 ｄｍｒｔ１、 ｇｓｄｆ、 ａｍｈ、 ｆｏｘｌ２ 和 ｃｙｐ１９ａ 等雄性与雌性性别决定与发育相关基因的时空

表达特性［６ － ７］ ， 但诱导大黄鱼雌性化的研究迄今尚未见报道。 已有报道显示， １７β － 雌二醇 （Ｅ２） 能

够影响鱼类性腺早期分化方向， 且已被成功地应用于诱导水产动物雌性化［８］ 。 如黄鳍结鱼

（Ｔｏｒｐｕｔｉｔｏｒａ） 在孵化后第 ３０ 天 （３０ｄｐｈ （ｄａｙｓ ｐｏｓｔ⁃ｈａｔｃｈ）） 开始用 １７β － 雌二醇诱导后， 雌鱼比率从

２４􀆰 ２％ 上升到 ６９􀆰 ５％ ［９］ ； 牙汉鱼 （Ｏｄｏｎｔｅｓｔｈｅｓ ｂｏｎａｒｉｅｎｓｉｓ） 在孵化后 ６ 周开始用 １７β － 雌二醇诱导， 雌

鱼比例从 ２７％ 提高到 ４２％ ～ ４６％ ［１０］ ； 用 １７β － 雌二醇诱导黄颡鱼 （Ｐｓｅｕｄｏｂａｇｒｕｓ ｆｕｌｖｉｄｒａｃｏ） 雄鱼性逆

转， 其逆转率与处理时间和药物含量成正比［１１］ 。 但有关 １７β － 雌二醇诱导鱼类雌性化的分子调控机

理研究还未见报道。
本研究通过添加不同含量的 １７β － 雌二醇 （β － ｅｓｔｒａｄｉｏｌ， Ｅ２） 的配合饲料喂养大黄鱼幼鱼， 利用实

时荧光定量 ＰＣＲ （ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ， ｑＲＴ － ＰＣＲ） 检测 Ｅ２ 诱导遗传雄性个

体性腺中性别决定与发育相关基因的表达变化情况， 以期为探讨 Ｅ２ 诱导遗传雄性大黄鱼发育成雌鱼的

机制， 探讨利用性别发育相关基因表达变化在性腺发育早期确定 Ｅ２ 诱导雌性化的可行性提供基础资料。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 实验鱼苗的来源

实验在福建省宁德市金玲水产科技有限公司育苗场进行， 取性腺充分发育成熟的雌性和雄性大黄

鱼， 按照正常育苗生产方法进行催产、 育苗。 鱼苗培育到 ４１ 日龄 （４１ ｄｐｈ） 时开始投喂含 １７β － 雌

二醇 （Ｅ２） 的配合饲料进行雌性化诱导， 以未添加 Ｅ２ 的配合饲料喂养组作为对照。
１􀆰 ２　 实验饲料的制备

１７β － 雌二醇购自 ａｌａｄｄｉｎ 公司 （ＣＡＳ５０ － ２８ － ２）。 将 Ｅ２ 粉末用 ９５％ （体积比） 的乙醇溶解， 配

制成 ４ ｍｇ ／ ｍＬ 母液备用。 称取一定量的大黄鱼配合饲料 （刚开始用的是一江春公司 ０ 号颗粒饲料，
８０ ｄｐｈ 以后使用该公司 １ 号颗粒饵料， 每次配制 １０ ｄ 左右的使用量） 放置于干净的塑料盆中， 按照

８０ ｍｇ ／ ｋｇ 与 １２０ ｍｇ ／ ｋｇ （Ｅ２ 与饲料的质量比） 的用量分别取相应的 Ｅ２ 溶液， 加入 １００ ｍＬ ９５％ 乙醇

稀释后， 用小型喷雾器均匀喷洒到配合饲料上。 对照组喷洒等量的 ９５％ 乙醇。 喷洒完成后， 饲料放

置于室内避光处过夜使乙醇挥发， 然后于 － ２０ ℃保存待用。
１􀆰 ３　 Ｅ２ 的诱导处理方法

大黄鱼鱼苗按常规方法培育到第 ４１ 天， 随机取 １８００ 尾， 按每组 ６００ 尾分别投放到 Ａ、 Ｂ、 Ｃ 三

个大小均为 ２􀆰 ０ ｍ × １􀆰 ０ ｍ × ０􀆰 ８ ｍ 的小水泥池中。 其中： Ａ 池为对照组， 投喂只喷洒过 ９５％ 乙醇的饲

料； Ｂ、 Ｃ 两池为实验组， 分别投喂含 Ｅ２ 质量比为 ８０ ｍｇ ／ ｋｇ、 １２０ ｍｇ ／ ｋｇ 的药饵。 每天投喂 ２ 次

（８： ００、 １７： ００ 各 １ 次） 至鱼苗不再摄食为止， 并于投喂 ２ ｈ 后进行换水 （换水量为原池水的 ２ ／ ３）。
待至 １２０ ｄｐｈ 后， 三池全部投喂不含 Ｅ２ 的商品化饲料进行正常饲养。
１􀆰 ４　 样品采集和制备

Ｅ２ 诱导处理开始前和开始后的第 ３０、 ５０、 ８０ 天， 即在 ４１ ｄｐｈ、 ７０ ｄｐｈ、 ９０ ｄｐｈ、 １２０ ｄｐｈ时， 从

Ａ、 Ｂ、 Ｃ 三个池中分别随机捞取约 ４０ 尾鱼苗。 用消毒的刀片切去鱼的头部与尾部， 剖开腹部去内脏

（保留性腺） 后放入加有 ＲＮＡ 保护液的冻存管 （每尾 １ 管） 中， ４ ℃ 放置 １ ｄ 后更换 ＲＮＡ 保护液，

·２０４·
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－ ８０ ℃ 保存， 用于总 ＲＮＡ 的提取。 切下的尾部则用 ９５％ 的乙醇固定并保存于 － ２０ ℃ ， 用于提取

ＤＮＡ 进行遗传性别鉴定。
１􀆰 ５　 ＤＮＡ 提取及幼鱼遗传性别鉴定

采用上海捷瑞生物工程有限公司的 ＤＮＡ 提取试剂盒， 从固定于 ９５％ 乙醇的幼鱼尾鳍中提取基因

组 ＤＮＡ， 利用本实验室开发的大黄鱼性别特异分子标记引物［５］ （见表 １） 对幼鱼进行遗传性别鉴定。

表 １　 性别鉴定及荧光定量 ＰＣＲ 的引物

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｓｅｘ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｑＲＴ － ＰＣＲ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

序列 ５′ － ３′
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′ － ３′）

用途
Ｕｓａｇｅ

６Ｆ
６Ｆ － Ｔ

６Ｒ

ＡＴＣＴＧＴＣＡＡＣＣＡＣＴＧＴＡＴ
ＣＡＴＣＣＣＣＡＧＡＣＣＴＣＣＡＣＴ
ＧＧＡＴＧＧＣＧＴＴＴＧＧＣＴＧＡＧ

性别鉴定
Ｓｅｘ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

β － ａｃｔｉｎ － Ｆ
β － ａｃｔｉｎ － Ｒ

ＴＴＡＴＧＡＡＧＧＣＴＡＴＧＣＣＣＴＧＣＣ
ＴＧＡＡＧＧＡＧＴＡＧＣＣＡＣＧＣＴＣＴＧＴ

内参引物
Ｉｎｔｅｒｎａｌ ｃｏｎｔｒｏ

ａｍｈ － Ｆ
ａｍｈ － Ｒ

ＡＧＣＣＡＡＣＡＴＣＡＡＣＡＡＣＴＧＣＣ
ＴＴＣＡＴＣＣＡＡＧＴＣＣＡＣＣＡＣＣＴ

ｇｓｄｆ － Ｆ
ｇｓｄｆ － Ｒ

ＣＴＧＡＴＧＧＴＧＧＡＡＡＣＡＧＴＡＣＧＡＧＣＣ
ＡＧＡＧＴＧＣＡＣＡＣＴＧＡＡＣＧＡＣＡＧＴＣ 荧光定量 ＰＣＲ

Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｃｙｐ１９ａ － Ｆ
ｃｙｐ１９ａ － Ｒ

ＣＣＧＧＡＣＡＧＡＧＴＴＴＴＴＣＣＡＣＡＡ
ＧＡＡＣＣＧＡＡＴＧＧＣＴＧＧＡＡＧＴＡＡＣ

ｆｏｘｌ２ － Ｆ
ｆｏｘｌ２ － Ｒ

ＡＡＡＣＣＡＣＣＧＴＡＣＴＣＴＴＡＴＧＴＣＧ
ＧＧＴＴＧＴＧＴＣＴＧＡＴＡＣＴＧＴＴＣＴＧＣＣ

１􀆰 ６　 总 ＲＮＡ 提取、 ｃＤＮＡ 合成和 ｑＲＴ － ＰＣＲ
幼鱼样品经遗传性别鉴定后， 每组每个采样时间点各取 ９ 尾遗传雄性和遗传雌性个体， 每 ３ 尾的

性腺构成 １ 个混合样品。 用购自北京全式金生物技术有限公司的 Ｔｒａｎｓ Ｚｏｌ Ｕｐ Ｐｌｕｓ ＲＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒进

行 ＲＮＡ 提取， 用 ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭＲｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ （Ｐｒｏｍｅｇａ， 购自上海泰京生物技术有限公司）
试剂盒， 按照其说明书步骤进行 ｃＤＮＡ 第一条链的合成。 ｃＤＮＡ 合成后用 β － ａｃｔｉｎ 的引物 （见表 １）
检测反转录效果。

以 β － ａｃｔｉｎ 基因为内参基因， 使用 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ （Ｒｏｃｈｅ， ＵＳＡ） 荧光定量 ＰＣＲ 仪， 按照 ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑⅡ试剂盒 （ＴａＫａＲａ， 购自宝生物工程 （大连） 有限公司） 使用说明， 采用 ｑＲＴ － ＰＣＲ
方法检测各个混合样品中 ｆｏｘｌ２、 ｃｙｐ１９ａ、 ｇｓｄｆ、 ａｍｈ 基因的表达情况 （各基因的扩增引物见表 １， 所

有引物均由华大基因合成）。 ＰＣＲ 反应体系 ２０ μＬ， 包含： ｄｄＨ２ Ｏ ５􀆰 ０ μＬ， ２ × ＳｕｐｅｒＲｅａｌ ＰｒｅＭｉｘ Ｐｌｕｓ
（ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ） １０ μＬ， 上下游引物 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各 ０􀆰 ５ μＬ， 模板 ４􀆰 ０ μＬ （逆转录制备的 ｃＤＮＡ 模

板按照 １∶ ２０ 的比例稀释后使用）。 ＰＣＲ 反应条件及程序： ９４ ℃预变性 １ ｍｉｎ； ９４ ℃ 变性 １０ ｓ， ６０ ℃
退火 ３０ ｓ （３５ 个循环）； 荧光采集 ８０ ℃ ３０ ｓ。
１􀆰 ７　 数据处理

对 ｑＲＴ － ＰＣＲ 的结果， 采用 ２ － ΔΔＣｔ的方法［１２］处理。 用 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 软件对所得数据进行单因素方差

分析 （ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）。

２　 结果
２􀆰 １　 大黄鱼遗传性别鉴定

本研究中对 Ａ、 Ｂ、 Ｃ 三组 ４ 个时间点采集的幼鱼各取 ３０ 尾进行了遗传性别鉴定， 其电泳检测结果

（见图１） 表明： 遗传雌性和雄性都有一条３８４ ｂｐ 的条带， 而遗传雄性个体还有一条１９４ ｂｐ 的扩增条带。
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遗传性别统计结果如表 ２ 所示。 各组遗传雌性与遗传雄性幼鱼比例相近， 基本都接近 １∶ １。

bp

500
250
100

bp

348
194

图 １　 大黄鱼遗传性别的鉴定

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｅｘ ｏｆ ｌａｒｇｅ ｙｅｌｌｏｗ ｃｒｏａｋｅｒ

表 ２　 各组幼鱼遗传性别鉴定的结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｅｘ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｒｉｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
尾 ｉｎｄ

采样时间
Ｓａｍｐｌｅ ｔｉｍｅ

Ａ（对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ）

遗传雌性 ＸＸ 遗传雄性 ＸＹ

Ｂ（８０ ｍｇ ／ ｋｇ）

遗传雌性 ＸＸ 遗传雄性 ＸＹ

Ｃ（１２０ ｍｇ ／ ｋｇ）

遗传雌性 ＸＸ 遗传雄性 ＸＹ

４１ ｄｐｈ １３ １７ １２ １８ １７ １３
７０ ｄｐｈ １５ １５ １１ １９ １５ １５
９０ ｄｐｈ １８ １２ １６ １４ １１ １９

１２０ ｄｐｈ １３ １７ １５ １５ １４ １６
合计 Ｔｏｔａｌ ５９ ６１ ５４ ６６ ５７ ６３

２􀆰 ２　 无 Ｅ２ 处理的大黄鱼幼鱼 ４ 个性别相关基因表达情况

ｑＲＴ － ＰＣＲ 检测结果 （见图 ２） 显示， ４１ ｄｐｈ 时 ａｍｈ、 ｇｓｄｆ、 ｆｏｘｌ２ 三个基因在遗传雄性幼鱼性腺

中都只有微量表达， 随后在整个实验过程中表达量不断上调， 且在 １２０ ｄｐｈ 时达到高峰。 其中： ａｍｈ
基因在 ９０ ｄｐｈ 时表达量仅微量上调， 与 ４１ ｄｐｈ 时无显著差异， 但 ９０ ｄｐｈ 后表达量急剧上升， 至 １２０
ｄｐｈ 时表达量为 ４１ ｄｐｈ 时的 ２３􀆰 ５ 倍、 ９０ ｄｐｈ 时的 ５ 倍 （见图 ２ａ）； ｇｓｄｆ 的表达量则在 ７０ ｄｐｈ 时就上

调到４１ ｄｐｈ时的 ９ 倍， 至 ９０ ｄｐｈ 时上调至 ４１ ｄｐｈ 时的 ２２ 倍， 至 １２０ ｄｐｈ 时表达量则达到 ４１ ｄｐｈ 时的

３３􀆰 ８ 倍且出现显著差异 （见图 ２ｂ）； ｆｏｘｌ２ 在 ７０ ｄｐｈ 时表达量仍然维持在与 ４１ ｄｐｈ 时接近的水平， 其

后表达量急剧上升， 至 ９０ ｄｐｈ 时达到 ４１ ｄｐｈ 时的 １５􀆰 ７ 倍， １２０ ｄｐｈ 时表达量已达到 ４１ ｄｐｈ 时的２７ 倍

（见图 ２ｃ）。 ｃｙｐ１９ａ 基因在整个实验阶段其表达量也呈缓慢上升趋势， 但上升的幅度不大， 到 １２０ ｄｐｈ
时表达量为 ４１ ｄｐｈ 时的 ４ 倍左右， 且各时间点表达量差异不显著 （ Ｐ ＞ ０􀆰 ０５ ， 图 ２ｄ）。
２􀆰 ３　 Ｅ２ 处理对大黄鱼性腺中 ４ 个性别相关基因表达的影响

以对照组遗传雄性幼鱼同时期同基因的表达量为参照， 统计分析经不同含量的 Ｅ２ 处理后遗传雄

性大黄鱼幼鱼性腺中 ａｍｈ、 ｇｓｄｆ、 ｆｏｘｌ２ 和 ｃｙｐ１９ａ 基因的表达情况。 结果 （见图 ３） 显示， 经过 Ｅ２ 处

理后， 遗传雄性大黄鱼幼鱼性腺中 ａｍｈ、 ｇｓｄｆ 和 ｆｏｘｌ２ 基因的表达均受到抑制， 表达量显著下调。 ａｍｈ
基因在 Ｅ２ 处理第 ３０ 天 （７０ ｄｐｈ） 表达量开始出现显著下降， ８０ ｍｇ ／ ｋｇ 与 １２０ ｍｇ ／ ｋｇ 两个处理组分别

只有对照组遗传雄性幼鱼表达量的 １ ／ １３ 和 １ ／ １４， 但仍高于对照组遗传雌性幼鱼卵巢中的表达量

（Ｐ ＞ ０． ０５）； ９０ ｄｐｈ 时 ８０ ｍｇ ／ ｋｇ 组基因表达量与 ７０ ｄｐｈ 时差别不大， 为对照组遗传雄性幼鱼的１ ／ １２，
而１２０ ｍｇ ／ ｋｇ组下降幅度稍大， 为对照组遗传雄性幼鱼的 １ ／ １６， 但两个处理组间差异不显著 （Ｐ ＞
０􀆰 ０５）， 且均高于对照组遗传雌性幼鱼卵巢中的表达量 （Ｐ ＞ ０． ０５） ； １２０ ｄｐｈ 时 ８０ ｍｇ ／ ｋｇ 组下降的幅

度略有增大， ａｍｈ 表达量为对照组遗传雄性幼鱼的 １ ／ １５， 高于对照组遗传雌性幼鱼卵巢中的表达量，
但差异不显著 （Ｐ ＞ ０． ０５） ， 而 １２０ ｍｇ ／ ｋｇ 组表达量仅为对照组的 １ ／ ８２， 与遗传雌性幼鱼卵巢中的表

·４０４·
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达量基本一致 （见图 ３ａ）。 ｇｓｄｆ 与 ａｍｈ 一样也在 Ｅ２ 处理第 ３０ 天 （７０ ｄｐｈ） 表达量就出现显著下降，
两个 Ｅ２ 组下降的幅度相近， 都为对照组遗传雄性幼鱼的 １ ／ ３， 约为对照组遗传雌性幼鱼的 ２８ 倍

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ； 其后 ｇｓｄｆ 的表达量进一步下降， ９０ ｄｐｈ 时两个处理组的表达量均只有对照组雄性幼鱼

的１ ／ １１左右、 对照组雌性幼鱼的 ８ 倍 （Ｐ ＞ ０． ０５） ； １２０ ｄｐｈ 时 ８０ ｍｇ ／ ｋｇ 组 ｇｓｄｆ 的表达量略有回升，
为对照组遗传雄性的 １ ／ ４、 对照组遗传雌性的 １８ 倍 （Ｐ ＜ ０． ０５） ， 而 １２０ ｍｇ ／ ｋｇ 组 ｇｓｄｆ 的表达量则进

一步下降到对照组遗传雄性幼鱼的 １ ／ １５、 对照组遗传雌性的 ５ 倍 （Ｐ ＞ ０． ０５，见图 ３ｂ） 。 ｆｏｘｌ２ 基因在

７０ ｄｐｈ 时两个 Ｅ２ 实验组中的表达量均有所下降， 但与对照组雄性幼鱼差异尚不显著， 仅与对照组雌

性幼鱼存在显著差异 （Ｐ ＜ ０． ０５） ； 到 ９０ ｄｐｈ 时 ｆｏｘｌ２ 的表达水平与对照组相比均显著下降 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， ８０ ｍｇ ／ ｋｇ与 １２０ ｍｇ ／ ｋｇ 两个处理组分别只有对照组遗传雄性幼鱼的 １ ／ １６、 １ ／ ４１， 以及对照组

遗传雌性幼鱼的 １ ／ １１０、 １ ／ ２９０； 到 １２０ ｄｐｈ 时表达水平更低， ８０ ｍｇ ／ ｋｇ 组的表达量只有对照组遗传雄

性幼鱼的 １ ／ ２４、 对照组遗传雌性幼鱼的 １ ／ １７７， １２０ ｍｇ ／ ｋｇ 组 ｆｏｘｌ２ 基因的表达量只有对照组遗传雄性

幼鱼的 １ ／ ２７７、 对照组遗传雌性幼鱼的 １ ／ ２００６ （见图 ３ｃ）。 遗传雄性大黄鱼经 ８０ ｍｇ ／ ｋｇ Ｅ２ 处理后，
性腺中 ｃｙｐ１９ａ 基因的表达量在处理第 ３０ 天 （７０ ｄｐｈ） 和第 ５０ 天 （９０ ｄｐｈ） 也出现了较明显的下降

（Ｐ ＞ ０． ０５） ， １２０ ｄｐｈ 时恢复到与对照组遗传雄性幼鱼同样的水平， 但仍然显著低于对照组中同样日

龄的遗传雌性； 而在 １２０ ｍｇ ／ ｋｇ Ｅ２ 处理后的第 ３０ 天 （７０ ｄｐｈ） 和第 ５０ 天 （９０ ｄｐｈ）， ｃｙｐ１９ａ 的表达

量则上调到与对照组遗传雌性基本一致的水平， 但在 １２０ ｄｐｈ 时又下降到只有对照组遗传雄性的 ６０％
左右 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５） 、 对照组遗传雌鱼的 １ ／ ３ 左右 （Ｐ ＜ ０． ０５， 见图 ３ｄ）。
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图 2 不同时间点对照组遗传雄性大黄鱼性腺中 amh、gsdf、foxl2、cyp19a 基因的表达

Fig.2 Expression of amh,gsdf,foxl2 and cyp19a genes in gonads of
genetic male large yellow croakers in different periods
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Note：Significant difference between different letters.
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图 3 E2 处理后大黄鱼 amh、gsdf、foxl2、cyp19a 基因的表达变化

Fig.2 Expression changes of amh,gsdf,foxl2 and cyp19a genes in large yellow croaker after E2 treatment
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３　 讨论
本研究对 ３６０ 尾实验鱼进行了遗传性别鉴定， 发现遗传雌性有 １７０ 尾、 遗传雄性有 １９０ 尾， 统计

检验认为雌雄性比符合 １∶ １ 的比例， 表明大黄鱼性别主要由遗传决定。 已有研究证实， 雌激素类物质

长期作用可影响鱼类的性腺发育， 导致性腺形态和组织学结构出现雌性化特征甚至发生性逆转现

象［１３ － １６］ ， 但对其作用机制并不十分明了。 从形态学上能够区分雌雄之前， 就可以记录鱼类性别分化

相关基因的表达图谱［１７］ 。 在大黄鱼中， 游秀容等［１８］通过组织学观察发现大黄鱼精巢和卵巢的细胞学

分化发生在 １２０ 日龄之后， 且卵巢的细胞学分化早于精巢。 曹款等［１９］ 通过对 ３ 月龄大黄鱼性腺的转

录组学分析， 挖掘了众多雌雄差异表达的基因。 林爱强等［６］ 发现 ｄｍｒｔ１、 ｇｓｄｆ、 ａｍｈ 等基因在大黄鱼

发育的不同时期表达量不同， 且存在雌雄差异表达的现象。 因此推测， 大黄鱼体内存在一个复杂的调

控网络来控制其性别的发育方向。
本实验采用 ｑＲＴ － ＰＣＲ 的方法， 试图从转录水平上研究 Ｅ２ 促进大黄鱼发育为雌性的机制。 本研

究中对照组大黄鱼遗传雄性幼鱼的 ａｍｈ、 ｇｓｄｆ、 ｆｏｘｌ２ 三个性腺分化相关基因的表达情况与林爱强等［６］

的前期研究结果基本相符； 遗传雄性幼鱼 ｃｙｐ１９ａ 基因虽然在整个实验过程中也呈上升趋势， 但各取

样时期差异并不显著， 与淇河鲫 （Ｃａｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓ ｉｎ Ｑｉｈｅ Ｒｉｖｅｒ） ［１３］发育早期的研究相似。
ａｍｈ 基因在硬骨鱼性腺发育中起着重要的作用， 主要调节精原细胞的增殖和分化［２０］ ， 并且已有
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研究证明 ａｍｈＹ 基因是银汉鱼 （Ｍｅｎｉｄｉａ ｍｅｎｉｄｉａ） 的性别决定基因［２１］ ， ｇｓｄｆ 基因对 ＰＧＣ 和精原细胞的

增殖同样起到重要作用［２２］ 。 本研究结果显示， Ｅ２ 能够显著下调大黄鱼遗传雄性幼鱼性腺中 ａｍｈ 基因

的表达， 并呈现对作用时间和剂量的依赖性。 这与红鳍东方鲀 （Ｔａｋｉｆｕｇｕ ｒｕｂｒｉｐｅｓ） ［１７］ ａｍｈ 基因在炔

雌醇作用下的表达情况十分相似。 红鳍东方鲀在 ５５ ～ １１６ ｄｐｈ 持续处理期间， 其表达量与对照组遗传

雄性相比显著下调， 而与遗传雌性没有显著差异。 同样地， 本研究中 Ｅ２ 处理也显著下调了遗传雄性

大黄鱼性腺中 ｇｓｄｆ 基因的表达， 也呈现出对作用时间和剂量的依赖性。 已知 ａｍｈ 和 ｇｓｄｆ 基因是与雄

性性别及精巢发育相关的重要基因， 在大黄鱼雄性性腺中高表达［６］ ， 并且根据作者前期利用 Ｅ２ 诱导

大黄鱼雌性化的实验结果， １２０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量组的诱导效果显著优于 ８０ ｍｇ ／ ｋｇ 组 （已申请专利）。 因此

ａｍｈ 和 ｇｓｄｆ 基因的低表达对于诱导遗传雄性大黄鱼幼鱼发育成雌鱼是必需的， 而且足够的 Ｅ２ 含量和

处理时间是必要的。
在鱼类中， ｆｏｘｌ２ 基因主要在卵巢中表达［２３］ 。 在罗非鱼 （Ｏｒｅｃｈｒｏｍｓ ｍｏｓｓａｍｂｃｕｓ） 中利用靶向基因

敲除技术敲除雌性个体中的 ｆｏｘｌ２ 基因， 导致其性逆转为雄性［２４］ 。 本研究在大黄鱼中也发现 ｆｏｘｌ２ 为

雌性高表达基因。 但本研究结果却显示， 经 Ｅ２ 处理后遗传雄性大黄鱼性腺中 ｆｏｘｌ２ 的表达却出现下调

的现象， 而且随着处理浓度增加和处理时间延长， 下调的幅度更加显著。 这一结果与雌激素作用下的

斑马鱼 （Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ） ［２５］ 、 红鳍东方鲀［１７］的研究结果相悖， 推测原因可能是由于药饵中雌二醇含量过

高， 鱼苗吸收了大量的外源雌激素 Ｅ２， 导致体内的雌激素浓度过高， 以负反馈机制抑制了内源雌激

素的生成， 而 ｆｏｘｌ２ 作为 ｃｙｐ１９ａ 的上游调控基因［１７］ ， 其表达量可能也受到了影响。 在整个实验过程

中， 经 Ｅ２ 处理后雄性幼鱼性腺中芳香化酶基因 ｃｙｐ１９ａ 的表达水平则表现出无规律的变化， 这与已报

道的 １７β － 雌二醇作用于斑马鱼［２５］ 以及 １７α － 炔雌醇作用于红鳍东方鲀［１７］ 所得到的结果基本一致，
可能是外源性雌激素的持续作用使体内芳香化酶基因的表达机制紊乱， 其原因究竟为何， 值得深入研

究加以阐明。
综上所述， 本实验从转录水平探究了 １７β － 雌二醇对大黄鱼早期性别分化相关基因表达的影响。

发现 Ｅ２ 能够下调部分雄性相关基因 （ａｍｈ、 ｇｓｄｆ） 的表达， 并呈现出一定的作用时间和作用剂量的

依懒性， 研究结果提示将雄性发育相关基因的表达水平降低到与正常雌鱼相近的水平可能是伪雌鱼诱

导成功的关键。 同时， 下调部分雌性相关基因 （ ｆｏｘｌ２） 的表达， 对大黄鱼体内 ｃｙｐ１９ａ 基因的表达在

不同发育阶段的影响不同。 本文为阐明大黄鱼的性别发育与分化的分子机制， 以及全雄鱼的培育等方

面提供了基础资料。
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