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摘　要：通过ＰＣＲ技术，从牙鲆（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｙｓｏｌｖａｃｅｕｓ）总ＲＮＡ中获得牙鲆ｌｉｎ２９基因ｃＤＮＡ序列，该序列全长
１７６９ｂｐ，包括１３２９ｂｐ开放阅读框，编码４４２个氨基酸，预测其是一种多锌指结构蛋白；氨基酸序列对比分析
显示，牙鲆ＬＩＮ２９与大黄鱼（Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓｃｒｏｃｅａ）的同源性最高，达９５．２５％；系统进化树分析表明，牙鲆与其
他鱼类聚集一支，并且与罗非鱼的进化关系最近。荧光定量 ＰＣＲ显示，在牙鲆胚胎和仔鱼发育阶段，以原肠
胚期ｌｉｎ２９表达量最高；组织表达分析表明，脑中表达最高，肌肉中最低。外源甲状腺激素（ＴＨ）在牙鲆仔鱼
发育初期（ＴＨ处理后２ｄ、５ｄ）下调ｌｉｎ２９表达，ＴＨ处理后２１ｄ（３６ｄｐｈ）和２６ｄ（４１ｄｐｈ）上调 ｌｉｎ２９基因表
达，同时，硫脲（ＴＵ）处理均显著上调ｌｉｎ２９表达。结果显示牙鲆ｌｉｎ２９基因可能在牙鲆早期发育过程中扮演
着重要的角色，为进一步研究ｌｉｎ２９在牙鲆生长发育中的功能奠定基础。
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　　异时性（ｈｅｔｅｒｏｃｈｒｏｎｙ）是指在不同生物的发
生过程中，两个发育事件发生的时间点有相对的

改变［１－３］。异时性基因控制着整个发育过程的时

间性和空间性，决定细胞的命运，从而保证各种

器官 的 准 确 定 位 和 适 时 发 育［４］。目 前 在

Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓｅｌｅｇａｎｓ中研究最多的异时性基因
有：ｌｉｎ１４［５］、ｌｉｎ２８［６］、ｌｉｎ４１［７］、ｈｂｌ１［８－９］、ｌｉｎ
４２［１０］、ｌｉｎ２９［４，７，１１］和 ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｌｉｎ４［１２－１３］、ｌｅｔ
７［１３－１４］等。

ｌｉｎ２９基因编码一种锌指蛋白，这种锌指蛋
白含有半胱氨酸（Ｃｙｓ）２和组氨酸（Ｈｉｓ）２，且具有
５种锌指结构（ｚｆ１ｚｆ５），该蛋白在线虫中控制缝
线细胞从幼虫第四期到成虫蜕变期的终末分化，

是幼虫发育到成虫的开关，主要抑制第四期幼虫

皮下细胞中的表皮基因，激活成虫的表皮基因来

决定皮下细胞分化的命运［１１，１５－１７］。遗传学分析

表明：ｌｉｎ２９的功能缺失型突变体会使线虫的表
皮细胞停止蜕皮和分化［１８］。在线虫中，ｌｉｎ２９与

ｌｉｎ２８、ｌｅｔ７、ｌｉｎ４１和 ｈｂｌ１等组成时空性发育调
控网络，控制幼虫到成虫的发育，ｌｉｎ２９在 ｌｉｎ２８、
ｌｅｔ７和 ｌｉｎ４１等异时性基因的下游，ｌｉｎ２８可以
负调控 ｌｉｎ２９，下调 ＬＩＮ４１蛋白水平会解除对
ｌｉｎ２９的抑制，促进线虫从第四期幼虫向成虫的
转变［７］。在人、小鼠、非洲爪蟾和斑马鱼等脊椎

动物中，ｌｉｎ２９又叫 ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ基因，但其
是否参与脊椎动物的时序性发育调控并未见报

道。在牙鲆中，目前未见ｌｉｎ２９基因的相关研究。
牙鲆是一种冷温性底栖鱼类，因其个体大、

生长快、繁殖能力强的特点，成为我国重要的海

洋经济鱼类之一，不但是重要的捕捞对象，也是

主要的海水增养殖鱼类［１９］。长期以来，国内的许

多水产科研工作者对鲆鲽鱼的人工选育、雌核发

育、基因组辅助育种以及相关经济性状基因的功

能等开展了大量的工作［２０－２２］。牙鲆早期发育

中，有一个胚后仔鱼向稚鱼发育中的典型变态现

象，变态前后其形态、组织器官结构以及生活习
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性等都发生了显著的改变［２３］。近年来，牙鲆的胚

后变态发育引起了许多学者的关注，特别是其变

态发育机制的研究。ｌｉｎ２９是否也在牙鲆的早期
发育中起作用？至今尚未见有报道。因此，本研

究克隆了ｌｉｎ２９基因及以定量ＰＣＲ方法检测ｌｉｎ
２９在牙鲆成鱼组织、牙鲆胚胎、仔鱼各发育时期
的表达水平，研究了 ＴＨ、ＴＵ对 ｌｉｎ２９在牙鲆发
育过程中表达的影响，以期为进一步阐明 ｌｉｎ２９
在牙鲆发育过程中的功能研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料与试剂
牙鲆成鱼：购自上海市铜川路水产品市场；

牙鲆胚胎和仔鱼：采集于中国水产科学研究院北

戴河中心实验站。实验试剂：总 ＲＮＡ提取试剂
（Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ）购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＭＭＬＶ、
ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ＤＮａｓｅＩ、ｄＮＴＰ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ１ｓｔ
ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓｋｉｔ、３′ＲＡＣＥ和 ５′ＲＡＣＥ
试剂盒以及 ｐＭＤ１９Ｔ载体购自大连 ＴａＫａＲａ
生物工程有限公司；ＩＱＴＭＳＹＢＲＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒｍｉｘ
购自 ＢＩＯＲＡＤ；ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、琼脂糖、ＤＮＡ纯化
回收试剂盒、大肠杆菌 ＤＨ５α购自天根生化科技
有限公司；ＴＨ（０．１ｍｇ／Ｌ）、ＴＵ（０．１ｍｇ／Ｌ）购自
Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　实验鱼和样品采集

成鱼组织取样：将牙鲆成鱼（３尾）解剖后取
其脑、鳃、肌肉、心脏、肝脏、脾、胃、肾、肠、性腺组

织，经 ＤＥＰＣ水洗净后迅速置于液氮中，再存于
－８０℃冰箱中备用。
胚胎细胞采集和仔鱼孵化：牙鲆成鱼饲养于

（１６±１）℃的过滤海水中，在产卵期进行人工
授精，受精卵于（１５±１）℃的过滤天然海水中
孵化（３ｄ）出膜，孵化后至仔鱼变态结束期间投
入轮 虫、卤 虫 无 节 幼 体 进 行 饲 养。按 照

ＭＩＮＡＭＩ［２４］的牙鲆早期发育阶段划分方法采样，
即分别采集未受精卵（Ｅ０）、受精后０．５ｈ的受精
卵（Ｅ１）、受精后２６ｈ（原肠胚期 Ｅ２）、受精后７１
ｈ（心跳期 Ｅ３）、出膜后 ３ｄ（３ｄｐｈ）、９ｄ（９ｄｐｈ）、
１４ｄ（１４ｄｐｈ）、１７ｄ（１７ｄｐｈ，变态前，眼睛即将开
始移位）、２０ｄ（２０ｄｐｈ，右眼已经开始移位）、２３ｄ
（２３ｄｐｈ，前变态，右眼移至背侧但从左眼侧还无
法看到右眼）、２９ｄ（２９ｄｐｈ，变态高潮，右眼可在
左眼侧看到但还未移至背中线处）、３６ｄ（３６ｄｐｈ，

后变态，右眼位于背中线处）和 ４１ｄ（４１ｄｐｈ，两
只眼睛均位于头部左侧）的仔鱼迅速在液氮中速

冻后存于－８０℃备用。
激素处理：用外源性 ＴＨ（０．１ｍｇ／Ｌ）和 ＴＵ

（３０ｍｇ／Ｌ）［２５］处理１４ｄｐｈ的仔鱼，处理后第３、９、
１５、２２和２７天后，即牙鲆出膜后１７ｄｐｈ、２３ｄｐｈ、
２９ｄｐｈ、３６ｄｐｈ和４１ｄｐｈ取样（ｎ＝３），迅速用
ＤＥＰＣ水冲洗干净后立即放入 ＲＮＡｓｔｏｒｅ保存液
中或置于－８０℃保存备用。
１．３　ＲＮＡ抽提和反转录

依照ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ试剂盒说明书中方法
提取牙鲆各时期样品以及成鱼各组织总 ＲＮＡ。
用 Ａｇｉｌｅｎｔ２１００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ测定总ＲＮＡ的ＯＤ２６０／
ＯＤ２８０均在 １．８～２．０之间。用１．５％ 琼脂糖凝
胶电泳检测 ＲＮＡ的完整性及其质量，满足实验
要求，置于 －８０℃保存备用。

以ＤＮａｓｅⅠ（Ｐｒｏｍｅｇａ）处理后的总 ＲＮＡ为
模板，按以下体系与程序进行反转录：在除酶离

心管中加入２μｇ总 ＲＮＡ，０．５μＬＯｌｉｇｏｄＴＰｒｉｍｅｒ
（５０ｍｏｌ／Ｌ），０．５μＬＲａｎｄｏｍＰｒｉｍｅｒｓ，补充 ＤＥＰＣ
ｄｄＨ２Ｏ至总体积１０μＬ；７０℃放置５ｍｉｎ后立即
置于冰上５ｍｉｎ；然后向上述反应体系中加入以
下试剂：ＭＭＬＶＲＴ５×ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，ＲＮＡｓｉｎ（４０
Ｕ／μＬ）０．６５μＬ，ＭＭＬＶＲｔａｓｅ（２００Ｕ／μＬ）１
μＬ，ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）５μＬ，补充ＤＥＰＣｄｄＨ２Ｏ
至总体积２５μＬ；混匀后于 ＰＣＲ仪上反转录，反
应条件为２５℃ １０ｍｉｎ，３７℃ １ｈ，９５℃ ５ｍｉｎ。
得到的 ｃＤＮＡ保存于－２０℃备用。
１．４　牙鲆ｌｉｎ２９的克隆

根据ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）
上发布的已知物种同源序列，设计多对 ｌｉｎ２９引
物（表１），用牙鲆各时期总混合的 ｃＤＮＡ为模板
进行 ＰＣＲ扩增。扩增条件为：９４℃预变性 ５
ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５０～６０℃退火３０ｓ（根据引
物不同设置温度梯度），７２℃延伸 ３０～６０ｓ（根
据克隆片段长短不同设置），共 ３４个循环。ＰＣＲ
扩增产物经１％琼脂糖凝胶电泳分离后的目的条
带用 ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ（Ｔｉａｎｇｅｎ，Ｃｈｉｎａ）纯化回
收。后将纯化产物连接到 ｐＭＤ１９ＴＶｅｃｔｏｒ上，
１６℃连接过夜后转化入大肠杆菌 ＤＨ５菌株中，
固体培养基上３７℃培养后挑选合适菌落进行培
养，再经菌落ＰＣＲ验证后取阳性克隆送上海生工
生物工程有限公司测序。

９
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根据克隆出的牙鲆ｌｉｎ２９片段设计３′ＲＡＣＥ
和 ５′ＲＡＣＥ的特异性引物（表１）并依照５′Ｆｕｌｌ
ＲＡＣＥＫｉｔ（ＴａＫａＲａ）和３′ＦｕｌｌＲＡＣＥＫｉｔ试剂盒
说明书进行 ＲＡＣＥＰＣＲ扩增。１％琼脂糖凝胶电
泳回收ＲＡＣＥＰＣＲ产物，进行连接、转化、克隆和
测序。

表１　用于 ＰＣＲ扩增的引物序列
Ｔａｂ．１　ＴｈｅｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

引物 ｐｒｉｍｅｒｓ 引物序列（５′→３′）ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｌｉｎ２９ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅｐｒｉｍｅｒＦ ＧＣＳＧＡＲＣＣＴＣＧＡＴＴＴＡＡＣＡＡ
ｌｉｎ２９ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅｐｒｉｍｅｒＲ ＧＡＣＡＴＧＴＧＣＴＴＣＡＴＡＡＧＧＴＡＧＧＴ
ｌｉｎ２９５′ｏｕｔｅｒＲ ＣＡＣＧＧＡＡＴＧＴＣＡＧＴＧＣＣＡＡ
ｌｉｎ２９３′ｏｕｔｅｒＦ ＣＡＡＧＣＣＧＴＡＣＡＡＡＴＧＴＣＣＴＡＡＣＴＧ
ｌｉｎ２９ｑＰＣＲＦ ＴＧＴＣＴＡＡＣＣＴＣＣＡＧＴＣＴＣＡ
ｌｉｎ２９ｑＰＣＲＲ ＴＡＧＧＣＡＣＧＧＴＡＧＣＡＧＴＴＡ
βａｃｔｉｎＦ ＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＴＡＡＧ
βａｃｔｉｎＲ ＣＣＴＣＴＧＧＡＣＡＡＣＧＧＡＡＣＣＴＣＴ

１．５　序列和进化树分析
用 ＤＮＡＭＡＮ软件将已得牙鲆 ｌｉｎ２９片段除

去序列间重叠部分、ＲＡＣＥ试剂盒添加的两端引
物部分，拼接得到基因全长。用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５
软件及 ＳＭＳ（ＴｈｅＳｅｑｕｅｎｃｅＭａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎＳｕｉｔｅ）
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｉｏｓｏｆｔ．ｎｅｔ／ｓｍｓ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）预测
并生成 ｌｉｎ２９编码的氨基酸序列（图 １），再用
ＳＭＡＲＴ（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／ｓｍａｒｔ／
ｓｅｔ＿ｍｏｄｅ．ｃｇｉ？ＮＯＲＭＡＬ＝１）分析得到牙鲆 ｌｉｎ
２９编码翻译的主要二级结构（图２）。用 ＳＷＩＳＳ
ＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）预测牙
鲆 ｌｉｎ２９基因的蛋白质三级结构（图３）。将预测
得到的牙鲆ｌｉｎ２９编码的氨基酸序列与 ＮＣＢＩ数
据库的其他生物ｌｉｎ２９编码的氨基酸序列进行比
对并通过ＭＥＧＡ５．０［１６］软件和 ＤＮＡＭＡＮ软件分
别绘得氨基酸序列的系统进化树［采用 ＮＪ
（ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ１０００ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）法］（图４）和各
物种间氨基酸序列比对图（图５）。从 ＮＣＢＩ数据
库提取的与牙鲆 ｌｉｎ２９氨基酸序列相关的代码
如 下：ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ３６２ｌｉｋｅｉｓｏｆｏｒｍ Ｘ２
［Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓｃｒｏｃｅａ］（ＸＰ＿０１０７３０７０２．１）；ｚｉｎｃ
ｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ３６２ｌｉｋｅｉｓｏｆｏｒｍ Ｘ１［Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ
ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ］（ＸＰ＿００３４４４８４２．１）；ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ
３６２ｌｉｋｅｉｓｏｆｏｒｍＸ１［Ｃｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓｓｅｍｉｌａｅｖｉｓ］（ＸＰ＿
００８３１６８５５．１）；ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ３６２ｌｉｋｅｉｓｏｆｏｒｍ
Ｘ２［Ｍａｙｌａｎｄｉａｚｅｂｒａ］（ＸＰ＿００４５５４１９４．１）；ｚｉｎｃ
ｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ３６２ｌｉｋｅ［Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ］（ＸＰ＿
００４０７０４１３． １）； ｕｎｎａｍｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｄｕｃｔ

［Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ］（ＣＤＱ６６７０７．１）；ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ３６２［Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ］（ＮＰ＿００１０８３０１７．１）；ｚｉｎｃ
ｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ３６２［Ｏｒｃｉｎｕｓｏｒｃａ］（ＸＰ＿００４２６６５４３．
１）；ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ３６２［Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ］（ＮＰ＿
００１１７９０９７．１）；ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ３６２ｉｓｏｆｏｒｍＸ２
［Ｃａｌｌｉｔｈｒｉｘｊａｃｃｈｕｓ］（ＸＰ＿００８９９９１００．１）；ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ３６２［Ｏｔｏｌｅｍｕｒｇａｒｎｅｔｔｉｉ］（ＸＰ＿００３８０１３１４．
１）；ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ３６２ｉｓｏｆｏｒｍＸ２［Ｆｉｃｅｄｕｌａ
ａｌｂｉｃｏｌｌｉｓ］（ＸＰ＿００５０５７５９４．１）；ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ
３６２ｉｓｏｆｏｒｍＸ３［Ｃａｖｉａｐｏｒｃｅｌｌｕｓ］（ＸＰ＿００５００４２７７．
１）；ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ３６２［Ｆａｌｃｏｐｅｒｅｇｒｉｎｕｓ］（ＸＰ＿
００５２３７６３１．１）；ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ３６２ ［Ｍｕｓ
ｍｕｓｃｕｌｕｓ］（ＮＰ＿００１０７４５６７．１）；ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ
３６２（ＺＮＦ３６２），ｍＲＮＡ［Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ］（ＮＭ＿
１５２４９３．２）；ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ３６２（ｚｎｆ３６２），
ｍＲＮＡ［Ｘｅｎｏｐｕｓ（Ｓｉｌｕｒａｎａ） ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ］（ＮＭ＿
００１０７８８８２．１）；ＰｒｏｔｅｉｎＬＩＮ２９，ｉｓｏｆｏｒｍａ（ｌｉｎ２９）
ｍＲＮＡ，ｃｏｍｐｌｅｔｅｃｄｓ［Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓｅｌｅｇａｎｓ］
（ＮＭ＿０６４１４４．５）；ＩＳＥ／ｉｎｂｒｅｄ ＩＳＥ ｇｅｎｏｍｉｃ
ｓｃａｆｆｏｌｄ，ｓｃａｆｆｏｌｄ＿ｐａｔｈｏｇｅｎｓ＿Ｈｃｏｎｔｏｒｔｕｓ＿ｓｃａｆｆｏｌｄ＿
１８。
１．６　定量 ＰＣＲ

设计高效特异的引物（表 １），在 ＣＦＸ９６
ＴｏｕｃｈＴＭ ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ ＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ（Ｂｉｏ
Ｒａｄ，ＵＳＡ）上进行实时定量检测。

绘制目的基因和内参基因（βａｃｔｉｎ）的标准
曲线，反应体系共 ２０μＬ：１μＬｃＤＮＡ（１００ｎｇ～
０．８ｎｇ，５倍浓度梯度稀释），上下游特异性引物
（ｌｉｎ２９ｑＰＣＲＦ和ｌｉｎ２９ｑＰＣＲＲ）各０．５μＬ，２×
ｉＱＴＭＳＹＢＲＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒｍｉｘ（ＢｉｏＲａｄ，ＵＳＡ）１０μＬ
及 ｄＨ２Ｏ８μＬ。反应程序：９５℃３ｍｉｎ，９５℃１０ｓ
和６１℃ ２０ｓ，采集荧光 ３９次（两步法），６５℃
０．０５ｓ。熔解曲线的扩增、标准曲线结果显示目
的基因和内参基因的 Ｒ值均大于０．９９，相应的扩
增效率（Ｅ）均介于９５％ ～１００％之间，并且目
的基因和内参基因的 Ｍ值相差小于０．１。随后
对所有样品进行定量检测，ＲＴＰＣＲ反应体系和
程序同上，重复实验 ３次。
１．７　统计分析

运用 ２－ΔΔＣＴ方法计算牙鲆ｌｉｎ２９的相对表达
水平，其数值用平均值 ±标准误差（ｍｅａｎ±
ＳＥ）表示，ｎ＝３。牙鲆胚胎和仔鱼不同发育时期
样品以未受精卵（Ｅ０）中的相对 ｍＲＮＡ量为对
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照，牙鲆成鱼不同组织以肌肉中的相对 ｍＲＮＡ量
为对照。试验数据采用 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ１２．５软件进行
方差分析和相对表达分析，当Ｐ＜０．０５时表示差
异显著。

２　结果

２．１　ｌｉｎ２９基因的克隆及结构分析
以牙鲆各时期总 ＲＮＡ池为模板，以其兼并

引物（表１）、３′ＲＡＣＥ和５′ＲＡＣＥ法克隆获得

牙鲆ｌｉｎ２９ｃＤＮＡ序列。基因全长１７６９ｂｐ，包括
１１２ｂｐ的５′ＵＴＲ、３２８ｂｐ的３′ＵＴＲ和１３２９ｂｐ
的开放阅读框，并预测其编码４４２个氨基酸（图
１）。ｌｉｎ２９氨基酸序列分析后得到其蛋白质二级
结构（图 ２），有 ６个主要的锌指结构（ＺｎＦ＿
Ｃ２Ｈ２），各锌指结构分别由氨基酸序列中的第
２４９～２７１、２７７～２９９、３０５～３２７、３３３～３５７、３６３～
３８５及３９３～４１５个氨基酸构成。这与其他物种
中已知的类似氨基酸序列形成的锌指结构蛋白

图１　牙鲆ｌｉｎ２９的 ｃＤＮＡ全长及其预测氨基酸序列
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｃＤＮＡａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｌｉｎ２９ｉｎＰａｒａｌｉｃｈｔｙｓｏｌｉｖａｃｅｕｓ

 表示终止密码子。
 ｉｎｄｉｃａｔｅｓｓｔｏｐｃｏｄｏｎ．
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图２　牙鲆ｌｉｎ２９编码的６个主要保守性结构域
Ｆｉｇ．２　ＰｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅｄｏｍａｉｎｓｏｆＦｌｏｕｎｄｅｒｌｉｎ２９ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅ

图３　预测的牙鲆ＬＩＮ２９蛋白的相似三级结构
Ｆｉｇ．３　Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｔｅｒｔｉａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆ

ＦｌｏｕｎｄｅｒＬＩＮ２９

图４　ＬＩＮ２９氨基酸序列构建
的系统进化树

Ｆｉｇ．４　Ａｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｆｏｒ
ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＬＩＮ２９

分支上的数字是 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值。

Ｂｏｏｔｓｔｒａｐｖａｌｕｅｓａｒｅｓｈｏｗｎａｔｔｈｅｂｒａｎｃｈｐｏｉｎｔｓ．

（ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ３６２ｌｉｋｅ，ＮＣＢＩ数据库）相似。
预测得到的牙鲆 ＬＩＮ２９蛋白质的三级结构图
（图３）中，蛋白由 αββαββαββαββαββα构
成，是一种锌指成对间隔排列的锌指蛋白。

２．２　ＬＩＮ２９序列比对及进化树构建
由 ＮＪ系统进化树（图４）可知牙鲆ＬＩＮ２９氨

基酸序列与鱼类系统进化关系最近，该图同时也

表明ＬＩＮ２９从低等的无脊椎动物秀丽隐杆线虫
到高等脊椎动物到人类的系统进化关系。通过

多物种ＬＩＮ２９氨基酸序列比对（图５）分析表明：
牙鲆ＬＩＮ２９基因与大黄鱼、尼罗罗非鱼、半滑舌
鳎、青

"

、斑马鱼、白领姬
#

、豚鼠、非洲爪蟾和人

类的同源性依次为９５．２５％、９４．１２％、９３．４７％、
９２．５３％、８１．４９％、７１．１１％、７０．８８％、６９．３０％和
６８．４２％。
２．３　ｌｉｎ２９基因在牙鲆早期发育阶段和成体组
织中的表达

定量结果显示，牙鲆 ｌｉｎ２９基因在牙鲆未受
精卵、胚胎期和仔鱼发育的各个阶段均有表达，

并且多个发育时间点表达水平有显著差异（图

６）。在牙鲆早期发育过程中，牙鲆 ｌｉｎ２９基因在
原肠胚期（Ｅ２）表达量最高；随着发育时间变化，
到心跳期，ｌｉｎ２９的表达量迅速下降，出膜后 ３天
（３ｄｐｈ）时降到最低；随后ｌｉｎ２９的表达又开始逐
渐增加，到孵化后 １７天（１７ｄｐｈ）时表达量再次
下降，孵化后 ２９天（２９ｄｐｈ）表达量达到 Ｅ２期的
４１．２％左右，再逐步减少。
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图５　牙鲆 ＬＩＮ２９和其他物种的氨基酸序列对比
Ｆｉｇ．５　ＡｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆＰａｒａｌｉｃｈｔｙｓｏｌｉｖａｃｅｕｓＬＩＮ２９ｗｉｔｈｔｈａｔｏｆｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ

黑色表示这些物种间的氨基酸高度保守。

Ｌｉｇｈｔｂｌａｃｋｂｌｏｃｋｓｓｈｏｗｉｄｅｎｔｉｃａｌａｍｉｎｏａｃｉｄｓｒｅｓｉｄｕｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｏｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｓｈｏｗｎ．
Ｐ．ｏ：Ｐａｒａｌｉｃｈｔｙｓｏｌｖａｃｅｕｓ；Ｃ．ｓ：Ｃｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓｓｅｍｉｌａｅｖｉｓ；Ｄ．ｒ：Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ；Ｈ．ｓ：Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ；Ｌ．ｃ：Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓｃｒｏｃｅａ；Ｏ．ｌ：Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ；
Ｆ．ａ：Ｆｉｃｅｄｕｌａａｌｂｉｃｏｌｌｉｓ；Ｘ．ｔ：Ｘｅｎｏｐｕｓｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ；Ｏ．ｎ：Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ；Ｃ．ｐ：Ｃａｖｉａｐｏｒｃｅｌｌｕｓ．

　　图７表明牙鲆ｌｉｎ２９基因在所检测的组织中
广泛表达；在几个不同组织中的表达有显著差

异：ｌｉｎ２９基因在脑中表达量最高，约是肌肉中
（最低）的 １５２倍、心脏中的 １７倍、肠中的 ６倍
（Ｐ＜０．０５）；牙鲆ｌｉｎ２９在鳃、肾、胃、肝脏和性腺
中的表达水平没有显著差异。

２．４　甲状腺激素（ＴＨ）和硫脲（ＴＵ）处理后 ｌｉｎ
２９的表达

本实验已有研究表明甲状腺激素（ＴＨ）能够
促使牙鲆仔鱼变态发育，在此基础上运用外源性

的 ＴＨ和 ＴＵ处理变态前仔鱼，然后对不同变态
阶段的仔鱼进行ｌｉｎ２９基因定量检测，结果表明，

ｌｉｎ２９基因的水平明显受到 ＴＨ、ＴＵ的影响（图
８）。在 ＴＨ处理后 ２ｄ（１７ｄｐｈ）和５ｄ（２０ｄｐｈ），
ＴＨ组的ｌｉｎ２９表达水平显著低于对照组，ＴＨ处
理后２１ｄ（３６ｄｐｈ）和２６ｄ（４１ｄｐｈ）时 ＴＨ组的表
达水平显著高于对照组，ＴＨ处理后 ８ｄ（２３ｄｐｈ）
和１４ｄ（２９ｄｐｈ）的ｌｉｎ２９表达量与对照组没有明
显差异（Ｐ＜０．０５）；ＴＵ处理后的每个检测时期
ｌｉｎ２９基因的表达量都显著高于对照组，且除了
ＴＵ处理后２６ｄ（４１ｄｐｈ）外，各个检测时期 ＴＵ组
的 ｌｉｎ２９基因表达量也明显高于 ＴＨ组。
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图６　牙鲆ｌｉｎ２９在早期发育中
的相对表达

Ｆｉｇ．６　Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｅｖｅｌｓｏｆｌｉｎ２９ｍＲＮＡ
ｄｕｒｉｎｇｅａｒｌｙｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｆｌｏｕｎｄｅｒ

这些数据以参照组未受精卵（Ｅ０）为基础，其数值用平均值 ±
标准误差（ｍｅａｎ±ＳＥ）表示。Ｅ１：受精后０．５ｈ；Ｅ２：原肠胚
期；Ｅ３：心跳期。
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖａｌｕｅｓｗｅｒｅｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｔｏｔｈｏｓｅｏｆβａｃｔｉｎ，ａｎｄｄａｔａ
ａｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｔｈｅｍｅａｎｓ±ＳｔａｎｄａｒｄＥｒｒｏｒ（ＳＥ）（ｎ＝３）
ｆｒｏｍｔｈｅｃａｌｉｂｒａｔｏｒｇｒｏｕｐ（Ｅ１）．Ｅ１：ｔｈｅｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄｓｔａｇｅ；Ｅ２：
ｇａｓｔｒｕｌａｓｔａｇｅ；Ｅ３：ｈｅａｒｔｂｅａｔｉｎｇｓｔａｇｅ．

图７　牙鲆成鱼组织中ｌｉｎ２９基因的表达
Ｆｉｇ．７　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ

ｌｉｎ２９ｍＲＮＡｉｎａｄｕｌｔｔｉｓｓｕｅｓｏｆｆｌｏｕｎｄｅｒ
这些数据以参照组（肌肉）为基础，其数值用平均值 ±标准
误差（ｍｅａｎ±ＳＥ）表示。相同字母表示差异不显著（Ｐ＞
０．０５）。
Ｔｈｅｄａｔａａｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｔｈｅｍｅａｎｓ±ＳｔａｎｄａｒｄＥｒｒｏｒ（ＳＥ）
（ｎ＝３）ｆｒｏｍｔｈｅｃａｌｉｂｒａｔｏｒｇｒｏｕｐ（Ｍｕｓｃｌｅ）ａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｖａｌｕｅｓｗｅｒｅｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｔｏｔｈｏｓｅｏｆβａｃｔｉｎ．Ｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｓ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｓｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＞０．０５）．

３　讨论

３．１　牙鲆 ｌｉｎ２９基因的氨基酸结构特征和同源
性

本研究克隆了牙鲆 ｌｉｎ２９基因 ｃＤＮＡ序列，
全长１７６９ｂｐ，开放阅读框编码 ４４２个氨基酸。
氨基酸序列同源比对分析显示，牙鲆 ｌｉｎ２９基因

的氨基酸序列与大黄鱼的一致性最高，达到

９５．２５％，其次与尼罗罗非鱼、半滑舌鳎和青
"

的

一致性都在 ９０％ 以上，与斑马鱼的一致性为
８１．４９％，而与两栖类的非洲爪蟾、鸟类的白领姬
#

和哺乳类的豚鼠的一致性在７０％ 左右，与人
类的一致性为 ６８．４２％；系统进化树分析显示牙
鲆与各种鱼类处于同一大分支，与线虫的进化距

离最远。这些结果表明ｌｉｎ２９基因的氨基酸序列
在物种的系统进化中是相对保守的。

图８　ｌｉｎ２９在ＴＨ和ＴＵ处理的
仔鱼变态期的相对表达

Ｆｉｇ．８　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
ｌｉｎ２９ｉｎＴＨａｎｄＴＵｔｒｅａｔｅｄｌａｒｖａｅ
ｄｕｒｉｎｇｆｌｏｕｎｄｅｒｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｓ

这些数据以参照组（对照组 ４１天）为基础，其数值用平均

值±标准误差（ｍｅａｎ±ＳＥ）表示。Ｃｏｎｔｒｏｌ：未处理组；ＴＨ和

ＴＵ分别表示甲状腺激素和硫脲处理组；：有显著差异（Ｐ＜

０．０５）。

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖａｌｕｅｓｗｅｒｅｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｔｏｔｈｏｓｅｏｆβａｃｔｉｎ，ａｎｄｄａｔａ

ａｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｔｈｅｍｅａｎｓ±ＳｔａｎｄａｒｄＥｒｒｏｒ（ＳＥ）（ｎ＝３）

ｆｒｏｍｔｈｅｃａｌｉｂｒａｔｏｒｇｒｏｕｐ（４１ｄＣｏｎｔｒｏｌ）．Ｃｏｎｔｒｏｌｄｉｓｐｌａｙｅｄｔｈｅ

ｕｎｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ；ＴＨａｎｄＴＵｄｉｓｐｌａｙｅｄｔｈｅｔｈｙｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅａｎｄ

ｔｈｉｏｕｒｅａｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅａｓｔｅｒｉｓｋｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔｈｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）．

通过对牙鲆ｌｉｎ２９基因的氨基酸序列和蛋白
结构预测分析显示，ＬＩＮ２９是一种多锌指结构的
蛋白，含有６个典型的锌指结构域，其蛋白结构
由６个 α螺旋和１０个 β折叠构成，属于锌指蛋
白家族中的一员。锌指蛋白是一类具有手指状

结构域的转录因子，可以结合 ＤＮＡ和 ＲＮＡ、
ＤＮＡＲＮＡ杂交双链分子、其他锌指蛋白或自身
结合，在基因表达调控、细胞分化、胚胎发育、增

强物种适应性等方面具有重要的作用［２６－２７］。目

前，有关ｌｉｎ２９基因功能研究主要是在线虫中的
异时性调控作用，其作为一种异时性基因，控制

着线虫第四期幼虫向成虫的发育。研究证实，在
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１期 高丽娜，等：牙鲆ｌｉｎ２９基因的全长ｃＤＮＡ克隆、鉴定及其在早期发育中的表达分析

线虫中ｌｉｎ２９的功能缺失型突变体会使线虫的表
皮细胞停止蜕皮和分化，导致幼虫向成虫的发育

过渡失败［１８］。该研究中，通过对牙鲆 ｌｉｎ２９基因
的序列和蛋白结构分析，推测其可能在牙鲆早期

发育中扮演着重要的作用。

３．２　牙鲆ｌｉｎ２９基因的表达模式
ｌｉｎ２９是一种异时性基因，它在线虫发育阶

段的研究已经比较深入，ｌｉｎ２９、ｌｉｎ２８、ｌｅｔ７、ｌｉｎ４１
和ｈｂｌ１等组成了线虫的时空性发育调控网
络［７］。有研究发现，ｈｂｌ１和 ｌｉｎ４１会协同阻遏
ｌｉｎ２９的表达，而 ｈｂｌ１和 ｌｉｎ４１是 ｌｅｔ７ｍＲＮＡ
的靶基因，在线虫幼虫后期阶段，ｌｅｔ７表达作用
于其靶基因ｈｂｌ１和ｌｉｎ４１的３′ＵＴＲ使其不能正
常作用，最终使得 ｌｉｎ２９表达量增加［８－９，２８］。下

调ＬＩＮ４１蛋白水平也会解除对ｌｉｎ２９的抑制［７］。

在牙鲆早期发育中的表达谱分析显示，ｌｉｎ２９基
因在多个发育时间点的表达水平有显著差异。

ｌｉｎ２９基因在原肠胚期（Ｅ２）表达量最高，其作为
转录因子可能与合子基因的启动以及胚胎三胚

层的形成有关，还有待进一步研究。出膜后 ｌｉｎ
２９的表达水平逐渐升高，在１７ｄｐｈ后又逐渐降
低，这可能与仔鱼早期的摄食、适应性、变态前的

能量蓄积以及变态前仔鱼向变态期仔鱼的过渡

调节有关，这些推论有待进一步研究。

ｌｉｎ２９在牙鲆各组织中广泛表达，它在牙鲆
大脑里的表达要显著高于其他组织，已有研究表

明ｌｉｎ２９在线虫阴门肌肉细胞、缝合细胞、咽、头
部神经元、腹索神经元、肛门节、末端细胞、锚定

细胞、阴门细胞、雄性特异的连接细胞和尾部细

胞中均有表达；它主要表达于头部的咽和神经

元、尾部的直肠细胞 Ｂ、Ｆ和 Ｕ中及在性成肌细
胞和其后代也有表达［２９］，牙鲆中ｌｉｎ２９在各组织
中的表达情况与此一致，大脑表达量也是最高，

这可能与大脑的神经生理活动和内分泌调控有

关。

３．３　ｌｉｎ２９基因在ＴＨ、ＴＵ处理的牙鲆各发育阶
段的表达

牙鲆的变态发育像许多其他生物一样受到

多种激素的调控，在牙鲆变态阶段，甲状腺激素

的水平显著升高，并且其浓度分布具有明显的组

织和时间特异性［３０］。研究表明，外源性 ＴＨ能显
著诱导牙鲆仔鱼的提前变态，而硫脲则抑制其仔

鱼的变态［２５］。本研究中检测了 ｌｉｎ２９基因在外

源ＴＨ诱导和 ＴＵ抑制的仔鱼中的表达水平，在
１７ｄｐｈ和２０ｄｐｈ外源性ＴＨ显著下调ｌｉｎ２９的表
达，而在３６ｄｐｈ和 ４１ｄｐｈ外源性 ＴＨ显著上调
ｌｉｎ２９的表达，硫脲在整个变态过程中都显著上
调ｌｉｎ２９基因的水平，由此我们推测：ＴＨ可能间
接调控ｌｉｎ２９基因的表达，并且在表达早期，外源
性ＴＨ下调ｌｉｎ２９的水平可能与仔鱼的提前变态
存在关联；而在 ＴＵ抑制组中，ｌｉｎ２９的高水平表
达可能与仔鱼的变态抑制有关。这些结果初步

表明，在ＴＨ调控牙鲆仔鱼变态的分子信号通路
中，ｌｉｎ２９基因可能在仔鱼变态发育中扮演着重
要的角色，其相关的功能和作用机制还有待进一

步研究。
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ｃｏｎｔｒｏｌｓｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｔｉｍｅａｎｄｉｓｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｍｉｃｒｏＲＮＡｓ

［Ｊ］．ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌＣｅｌｌ，２００３，４（５）：６２５－６３７．

［１０］　ＪＥＯＮＭ，ＧＡＲＤＮＥＲＨＦ，ＭＩＬＬＥＲＥＡ，ｅｔａｌ．Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ
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ｏｆｔｈｅＣ．ｅｌｅｇａｎｓｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｔｉｍｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＬＩＮ４２ｔｏ

ｃｉｒｃａｄｉａｎｒｈｙｔｈｍｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９９，２８６（５４４２）：

１１４１－１１４６．

［１１］　ＰＡＰＰＡ，ＲＯＵＧＶＩＥＡＥ，ＡＭＢＲＯＳＶ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｌｏｎｉｎｇｏｆ

ｌｉｎ２９，ａｈｅｔｅｒｏｃｈｒｏｎｉｃｇｅｎｅｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆ

ｈｙｐｏｄｅｒｍａｌｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｃｅｓｓａｔｉｏｎｏｆｍｏｌｔｉｎｇｉｎＣ．ｅｌｅｇａｎｓ

［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓｅａｒｃｈ，１９９１，１９（３）：６２３－６３０．

［１２］　ＭＯＳＳＥＧ，ＬＥＥＲＣ，ＡＭＢＲＯＳＶ．Ｔｈｅｃｏｌｄｓｈｏｃｋｄｏｍａｉｎ

ｐｒｏｔｅｉｎＬＩＮ２８ｃｏｎｔｒｏｌｓｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｔｉｍｉｎｇｉｎＣ．ｅｌｅｇａｎｓ

ａｎｄｉｓｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｔｈｅｌｉｎ４ＲＮＡ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，１９９７，８８（５）：

６３７－６４６．

［１３］　ＢＡＧＧＡＳ，ＢＲＡＣＨＴＪ，ＨＵＮＴＥＲＳ，ｅｔａｌ．Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｂｙ

ｌｅｔ７ａｎｄｌｉｎ４ｍｉＲＮＡｓｒｅｓｕｌｔｓｉｎｔａｒｇｅｔｍＲＮＡｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２００５，１２２（４）：５５３－５６３．

［１４］　ＰＡＳＱＵＩＮＥＬＬＩＡＥ，ＲＥＩＮＨＡＲＴＢＪ，ＳＬＡＣＫＦ，ｅｔａｌ．

Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｔｅｍｐｏｒａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｅｔ７

ｈｅｔｅｒｏｃｈｒｏｎｉｃｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＲＮＡ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０００，４０８

（６８０８）：８６－８９．

［１５］　ＲＯＵＧＶＩＥＡＥ，ＡＭＢＲＯＳＶ．Ｔｈｅｈｅｔｅｒｏｃｈｒｏｎｉｃｇｅｎｅｌｉｎ２９

ｅｎｃｏｄｅｓａｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ ｔｈａｔｃｏｎｔｒｏｌｓａｔｅｒｍｉｎａｌ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｅｖｅｎｔ ｉｎ Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ［Ｊ］．

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，１９９５，１２１（８）：２４９１－２５００．

［１６］　ＥＵＬＩＮＧＳ，ＢＥＴＴＩＮＧＥＲＪＣ，ＲＯＵＧＶＩＥＡＥ．ＴｈｅＬＩＮ２９

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｉｓｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒｐｒｏｐｅｒｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｔｈｅ

Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓｅｌｅｇａｎｓｍａｌｅｔａｉｌ［Ｊ］．ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌＢｉｏｌｏｇｙ，

１９９９，２０６（２）：１４２－１５６．

［１７］　ＨＡＲＲＩＳＤＴ，ＨＯＲＶＩＴＺＨＲ．ＭＡＢ１０／ＮＡＢａｃｔｓｗｉｔｈＬＩＮ

２９／ＥＧＲｔｏｒｅｇｕｌａｔｅｔｅｒｍｉｎａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ

ｆｒｏｍｌａｒｖａｔｏａｄｕｌｔｉｎＣ．ｅｌｅｇａｎｓ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，２０１１，

１３８（１８）：４０５１－４０６２．

［１８］　ＢＥＴＴＩＮＧＥＲＪＣ，ＥＵＬＩＮＧＳ，ＲＯＵＧＶＩＥＡＥ．Ｔｈｅｔｅｒｍｉｎａｌ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＬＩＮ２９ｉｓｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒｐｒｏｐｅｒｖｕｌｖａｌ

ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｅｇｇｌａｙｉｎｇｉｎＣａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓｅｌｅｇａｎｓ［Ｊ］．

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，１９９７，１２４（２１）：４３３３－４３４２．

［１９］　田永胜，陈松林，徐田军，等．牙鲆不同家系生长性能比

较及优良亲本选择［Ｊ］．水产学报，２００９，３３（６）：９０１－

９１１．

ＴＩＡＮＹＳ，ＣＨＥＮＳＬ，ＸＵＴＪ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ

ｇｒｏｗｔｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｓｏｆＪａｐａｎｅｓｅｆｌｏｕｎｄｅｒ（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ

ｏｌｉｖａｃｅｕｓ）ｆａｍｉｌｉｅｓａｎｄｓｅｌｅｃｔｉｏｎｏｆｐａｒｅｎｔｓｗｉｔｈｇｏｏｄｔｒａｉｔ

［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＦｉｓｈｅｒｉｅｓｏｆＣｈｉｎａ，２００９，３３（６）：９０１－

９１１．

［２０］　ＣＨＥＮＳＬ，ＺＨＡＮＧＧＪ，ＳＨＡＯＣＷ，ｅｔａｌ．Ｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆａ ｆｌａｔｆｉｓｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓｉｎｓｉｇｈｔｓｉｎｔｏＺＷ ｓｅｘ

ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｎｄａｄａｐｔａｔｉｏｎｔｏａｂｅｎｔｈｉｃｌｉｆｅｓｔｙｌｅ

［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＧｅｎｅｔｉｃｓ，２０１４，４６（３）：２５３－２６０．

［２１］　刘海金，王常安，朱晓琛，等．牙鲆单倍体、三倍体、雌核

发育二倍体和普通二倍体胚胎发育的比较［Ｊ］．大连水产

学院学报，２００８，２３（３）：１６１－１６７．

ＬＩＵＪＨ，ＷＡＮＧ ＣＡ，ＺＨＵ Ｘ Ｃ，ｅｔａｌ．Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ

ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｇｙｎｏｇｅｎｅｔｉｃｄｉｐｌｏｉｄａｎｄｔｒｉｐｌｏｉｄＪａｐａｎｅｓｅ

ｆｌｏｕｎｄｅｒＰａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓｏｌｉｖａｃｅｕｓ［Ｊ］． ＪｏｕｒｎａｌｏｆＤａｌｉａｎ

ＦｉｓｈｅｒｉｅｓＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２００８，２３（３）：１６１－１６７．

［２２］　ＮＡＫＡＭＵＲＡ Ａ， ＳＨＩＫＡＮＯ Ｌ， ＭＩＺＵＴＡ Ａ， ｅｔａｌ．

Ｍｅｌａｎｏｐｈｏｒｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｄｕｒｉｎｇｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｓｉｎｐｓｅｕｄｏ

ａｌｂｉｎｉｃｃｌｏｎｅｏｆＪａｐａｎｅｓｅｆｌｏｕｎｄｅｒＰａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓｏｌｉｖａｃｅｕｓ［Ｊ］．

ＮｉｐｐｏｎＳｕｉｓａｎＧａｋｋａｉｓｈｉ，２００５，７１（５）：７２９－７３５．

［２３］　ＦＵＹＳ，ＳＨＩＺＹ，ＷＵＭ Ｌ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏＲＮＡｓｄｕｒｉｎｇｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｓｏｆ

ｔｈｅＪａｐａｎｅｓｅｆｌｏｕｎｄｅｒ（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓｏｌｉｖａｃｅｕｓ）［Ｊ］．Ｐｌｏｓ

Ｏｎｅ，２０１１，６（７）：ｅ２２９５７．

［２４］　ＭＩＮＡＭＩＴ．ＴｈｅｅａｒｌｙｌｉｆｅｈｉｓｔｏｒｙｏｆａｆｌｏｕｎｄｅｒＰａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ

ｏｌｉｖａｃｅｕｓ［Ｊ］．ＢｕｌｌｅｔｉｎｏｆｔｈｅＪａｐａｎｅｓｅＳｏｃｉｅｔｙｏｆＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ

Ｆｉｓｈｅｒｉｅｓ，１９８２，４８（１１）：１５８１－１５８８．

［２５］　ＩＮＵＩＹ，ＭＩＷＡＳ．Ｔｈｙｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｉｎｄｕｃｅｓｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｓｏｆ

ｆｌｏｕｎｄｅｒ ｌａｒｖａｅ ［Ｊ］． Ｇｅｎｅｒａｌ ａｎｄ Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ

Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，１９８５，６０（３）：４５０－４５４．

［２６］　ＭＩＬＬＥＲＪ，ＭＣＬＡＣＨＬＡＮＡＤ，ＫＬＵＧＡ．Ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅｚｉｎｃ

ｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎｓｉｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＩＩＩＡｆｒｏｍ

Ｘｅｎｏｐｕｓｏｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＴｈｅＥｍｂｏＪｏｕｒｎａｌ，１９８５，４（６）：

１６０９－１６１４．

［２７］　ＬＥＥＭＳ，ＧＩＰＰＥＲＴＧＰ，ＳＯＭＡＮＫＶ，ｅｔａｌ．Ｔｈｒｅｅ

ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｓｏｌｕｔｉｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆａｓｉｎｇｌｅｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒＤＮＡ

ｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９８９，２４５（４９１８）：６３５－

６３７．

［２８］　ＣＯＮＲＡＤＲ，ＢＡＲＲＩＥＲＭ，ＦＯＲＤＬＰ．ＲｏｌｅｏｆｍｉＲＮＡａｎｄ

ｍｉＲＮＡｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｆａｃｔｏｒｓｉｎｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．

ＢｉｒｔｈＤｅｆｅｃｔｓＲｅｓｅａｒｃｈＰａｒｔＣ：ＥｍｂｒｙｏＴｏｄａｙ：Ｒｅｖｉｅｗｓ，

２００６，７８（２）：１０７－１１７．

［２９］　余刚．异时性基因在Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓｅｌｅｇａｎｓ寿命调控中的

作用及在小鼠发育中的表达研究［Ｄ］．厦门：厦门大学，

２００９．

ＹＵ Ｇ． Ｈｅｔｅｒｏｃｈｒｏｎｉｃ ｇｅｎｅｓ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｌｉｆｅｓｐａｎ ｏｆ

Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓｅｌｅｇａｎｓａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

ｏｆｍｏｕｓｅ［Ｄ］．Ｘｉａｍｅｎ：ＸｉａｍｅｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２００９．

［３０］　ＤＥＪＥＳＵＳＥＧ，ＨＩＲＡＮＯＴ，ＩＮＵＩＹ．Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｃｏｒｔｉｓｏｌ

ａｎｄｔｈｙｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｄｕｒｉｎｇｅａｒｌｙｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

ａｎｄｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｓｉｎｔｈｅＪａｐａｎｅｓｅｆｌｏｕｎｄｅｒ，Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ

ｏｌｉｖａｃｅｕｓ［Ｊ］．ＧｅｎｅｒａｌａｎｄＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，

１９９１，８２（３）：３６９－３７６．
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１期 高丽娜，等：牙鲆ｌｉｎ２９基因的全长ｃＤＮＡ克隆、鉴定及其在早期发育中的表达分析

ＦｕｌｌｌｅｎｇｔｈｃＤＮＡｃｌｏｎｉｎｇ，ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｌｉｎ２９
ｄｕｒｉｎｇｅａｒｌｙｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＪａｐａｎｅｓｅｆｌｏｕｎｄｅｒ，Ｐａｒａｌｉｃｈｔｙｓｏｌｉｖａｃｅｕｓ

ＧＡＯＬｉｎａ，ＦＵＹｕａｎｓｈｕａｉ，ＳＨＩＺｈｉｙｉ，ＳＵＹａｎｆａｎｇ，ＺＨＡＮＧＨｏｎｇｍｅｉ
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