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光周期对许氏平鲉性腺分化过程中形态学、性激素水平

及相关基因表达的影响

吕里康    张思敏    李吉方    温海深
(中国海洋大学海水养殖教育部重点实验室, 青岛 266003)

摘要: 研究以35日龄(dpb)许氏平鲉(Sebastes schlegelii)仔稚鱼为对象, 研究不同光周期(短光照组L﹕D=8﹕16、
长光照组L﹕D=16﹕8和对照组L﹕D=12﹕12)对性别分化、相关激素水平及基因表达水平的影响。结果显示非自

然的光周期尤其是较短的光照, 会不同程度地影响性腺分化时期性腺发育程度, 并且短光照会导致部分性腺

雄性化; 雌激素(E2)在短光照组中更早出现峰值, 而雄激素(T)在3个处理组中均在实验第9天时达到峰值; 4个
卵巢分化相关基因cyp19a1a、ERα、ERβ2和foxl2中, ERα、ERβ2和foxl2受短光照影响显著, 实验中后期出现

明显的抑制(P<0.05); 4个精巢发育相关基因sox3、sox9、amh和dmrt1相对表达水平未见明显规律, 可能与精

巢分化时间较晚有关。综合而言, 较短的光照会影响性腺的发育以及性腺的分化, 抑制卵巢分化基因的表达,
诱导原始性腺雄性化。
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鱼类性别决定与分化除了遗传型性别决定

(Genetic Sex Determination, GSD)外, 还存在环境型

性别决定(Environmental Sex Determination, ESD),
以及遗传+环境型性别决定

[1]
。影响鱼类性别分化

的环境因子主要包括温度、光周期、pH、盐度、

种群密度等
[2]
。温度是影响鱼类性腺分化的一种重

要环境因素。除了温度外, 光周期也能够影响鱼类

的性腺分化 ,  称为光周期依赖型性别决定(Pho-
toperiod-dependent sex determination, PSD)。Brown
等

[1]
研究表明, 在加利福尼亚银汉鱼(Leuresthes

tenuis)的性腺分化时期, 长光照(L﹕D=15﹕9)下性腺

分化偏雌性发育, 短光照(L﹕D=12﹕12)下偏雄性发

育。尽管光周期对鱼类的性腺分化有一定的影响,
但目前在光周期影响鱼类性腺分化这方面的报道

较少, 大部分关注的是光周期对鱼类性腺发育和成

熟, 比如: 月银汉鱼(Menidia beryllina) [3]
、金鱼

(Carassius auratus)[4]
等。

鱼类性别决定和性腺分化相关基因的研究主

要集中在cyp19a、sox9、dmrt1上, ERα、ERβ2等核

受体基因, 以及foxl2、sox3和amh等基因的相关报

道也逐渐增多。例如在日本鳗鲡(Anguilla japoni-
ca)的性腺分化时期cyp19a1a基因的表达量显著增

加
[5]
。在对金钱鱼(Scatophagus argus)的研究可见

雌激素受体在精巢和卵巢发育中都具有重要的作

用
[6]
。同时鱼类的性别分化也与内分泌系统有着密

切的联系。环境因素对鱼类性腺分化及发育的调

控主要是各种性类固醇激素通过下丘脑-垂体-性腺

轴实现的
[7], 这些性类固醇包括雌二醇(Estradiol,

E2)、睾酮(Testosterone, T)和11-酮基睾酮(Ketotes-
tosterone, 11-KT)等。

许氏平鲉(Sebastes schlegelii)属硬骨鱼纲(Os-
teichthyes)、鲉形目(Scorpaeniformes)、鲉科(Sco-
rpaenidae)、平鲉属(Sebastes), 俗称“黑头”、“黑石

鲈”等, 是一种分布在西北太平洋近海岩礁底栖卵

胎生硬骨鱼鱼类。其肉质鲜美, 营养丰富, 生长快

速且抗病能力强, 已成为我国北方沿海人工养殖的

重要品种之一。其产仔期间正值4—6月, 昼夜时长

变化剧烈, 发育阶段仔稚鱼会随着发育向水底下
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沉。目前对许氏平鲉性腺分化相关研究较少, 本实

验室已对其性腺分化模式及温度影响下性腺分化

情况展开了相关研究(未发表数据)。本研究在这一

时期进行不同光周期处理实验, 探究光周期对许氏

平鲉性腺分化的影响。通过组织学切片技术观察

许氏平鲉仔鱼性腺分化与发育情况, 通过测定性类

固醇激素水平和性别分化相关基因的表达情况, 探
究不同光周期对性腺分化影响中的潜在机制。同

时为光周期对卵胎生鱼类性腺分化的影响提供一

定的资料和依据, 并对许氏平鲉养殖生产提供一定

的指导。

1    材料与方法

1.1    实验用鱼

实验所用仔稚鱼于2016年5月采至山东省青岛

市贝宝有限责任公司养殖群体, 养殖环境水温14—
19℃, 盐度(29±1)‰。在自然条件下养殖, 30 dpb
(day post birth)后挑选体质健康, 发育良好的仔稚鱼

[体长 (1.190±0.028) cm, 体质量(0.032±0.001) g]转
至实验室循环水养殖系统养殖 ,  共布3个玻璃缸

(40 cm×40 cm×40 cm), 水温19—22℃, 盐度30‰, 养
殖密度为2尾/L。
1.2    实验设计及样品采集

从30 dpb时开始, 暂养4d, 35 dpb开始正式实

验。设置3组, 分别为: 短光照组(L﹕D=8﹕16, 光照时

间为7:00—15:00)、长光照组(L﹕D=16﹕8, 光照时间

为7:00—23:00)和对照组(L﹕D=12﹕12, 光照时间为

7:00—19:00), 因在室内循环水养殖系统中进行实

验, 所有光照条件均为8.5 W节能灯补充, 其他条件

不变。每日8:00和15:00投喂卤虫无节幼体, 实验第

10天添加配合饲料。

根据本实验室未发布研究结果显示, 卵巢在

35 dpb左右开始出现分化, 精巢分化时间较晚, 在
60—65 dpb左右, 70 dpb出现明显的精原细胞和输

精管, 故本实验从35 dpb为开始实验的第1天, 实验

到第21天为止。从1d起, 每3天采1次样, 随机取

2—3尾许氏平鲉仔稚鱼样品于Bouin固定液中保存;
取8尾许氏平鲉仔稚鱼样品在液氮中快速冷冻, 于
–80℃保存备用。

1.3    石蜡组织切片及观察

许氏平鲉仔稚鱼全鱼经过Bouin固定液固定

24h后, 经梯度酒精脱水, 二甲苯透明, 浸蜡, 石蜡包

埋, 待石蜡凝固后修整蜡块, 全鱼连续纵切, 切片厚

度为7 μm, 展片, 38℃烘箱烘干, 进行苏木精-伊红

染色(H.E染色), 中性树脂封片, 晾干。在显微镜下

观察拍照, 并统计性别比例。

1.4    许氏平鲉仔稚鱼雌二醇(E2)和睾酮(T)含量的

测定

因稚鱼规格太小, 无法抽取血液, 故使用未去

除内脏团的全鱼组织匀浆进行激素测定。每1尾鱼

为一个样本, 1个时期3个生物学重复, 共3尾鱼。制

备全鱼组织匀浆, 采用碘I125
雌二醇放射免疫分析试

剂盒(九鼎, 天津)及RIA液相平衡竞争放射性免疫

分析法测定E2和T的水平, 参考Shi等[8]
的方法。

1.5    许氏平鲉仔稚鱼性别分化相关基因表达分析

运用Trizo l法按照相应的步骤提取全鱼总

RNA, 每个时期3尾, 使用PrimeScriptTM RT reagent
Kit with gDNA Eraser(Perfect Real Time)试剂盒

(TaKaRa, 日本)去除基因组DNA并反转录成cDNA。

cyp19a1a(FJ594995.2)、ERβ2(HQ452829.1)、
foxl2(JN998083.1)和βactin(KF430616.1)基因序列来

源于GenBank, ERα、sox9、amh、sox3和dmrt1的
基因序列均来源于许氏平鲉转录组数据(登录号:
SRR4409372)。实验中所用的特异性引物用Primer
Premier 5.0软件设计(表 1)。

采用SYBR® Premix Ex TaqTM(Tli RNaseH
Plus)试剂盒(TaKaRa, 日本)在StepOnePlusTM Real-
Time PCR系统(Applied Biosystems, 美国)上进行实

时荧光定量PCR(qRT-PCR)检测性腺分化相关基因

表达量, 每个时期5尾鱼的cDNA(500 ng/μL)等体积

混为一个样本。实验的反应体系及上机程序见本

实验室已发表文章
[9]
。以β-actin为内参基因, 根据

2－Δ Δ C t
法计算得到许氏平鲉性腺分化相关基因

mRNA的相对表达量。

1.6    数据处理

使用SPSS19.0统计软件进行单因素方差分析

(ANOVA), 探究许氏平鲉稚鱼不同发育阶段以及

不同光周期下各数据的差异显著性, 在假定方差齐

性的条件下, 作Tukey-HSD多重比较分析(若不满足

方差齐性, 采用Games-Howell法)。所得数据均用

平均值±标准误(Mean ± SE)表示。

2    结果

2.1    不同光周期对许氏平鲉性腺发育及分化的影响

根据本研究室前期研究结果, 35 dpb左右稚鱼

性腺开始分化, 并且卵巢先分化。一部分性腺出现

小的裂隙, 可能发育为卵巢腔, 性腺双叶大小差别

明显, 这类性腺一般发育为卵巢; 另外一部分性腺

双叶大小差别不明显, 性腺中无裂隙出现, 这类性

腺一般发育为精巢(未发表数据)。
处理第0天, 许氏平鲉性腺分化已开始, 根据对

全鱼组织学切片分析(图 1), 卵巢发育程度为长光
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照组发育最快, 短光照组最慢。该时期卵巢中有血

管的深入和卵巢腔的出现, 在短光照组中, 卵巢体

积较小, 卵巢腔的裂隙较小, 而对照组与长光照组

卵巢腔裂隙较大, 微血管明显, 卵巢体积相对较大,
其中长光照组卵巢体积最大。而2个处理组中精巢

均呈梨形或椭圆形, 性腺双叶大小差别不明显, 精
巢发育程度差别不明显。统计性别比例结果为短

光照组、对照组和长光照组的雌雄比均为1﹕1。
处理21d后(图 2), 卵巢的发育程度为对照组最

快, 短光照组发育最慢, 对照组中卵巢体积最大, 卵
巢腔发育较为完整, 并可见数个卵母细胞; 短光照

组和长光照组的卵巢腔裂隙较小, 卵巢体积最小。

精巢的发育程度为对照组和短光照组大于长光照

组, 对照组精巢中出现输精管, 短光照组精巢中可

观察到数个精原细胞, 精巢分化开始, 对照组和短

光照组中的精巢体积均较长光照组中的大, 长光照

组中未出现输精管或精原细胞的出现, 体积较小,
呈梨形(图 2)。统计性别比例结果为: 短光照组和

长光照组雌雄比无变化, 均为1﹕1, 对照组雌性率升

高, 达到66.7%, 说明光周期为L﹕D=12﹕12时, 性腺

分化偏雌性发育。

综合分析性腺发育程度和性别比例, 可以看出

非自然光周期(短光照和长光照)均会影响性腺分

化, 可能导致了性腺发育速度减慢, 同时通过对长

光照和短光照样品组织学比较发现在性腺发育受

影响的情况下, 短光照中精巢发育较长光照快, 说
明短光照可能会导致部分性腺雄性化。

2.2    不同光周期对许氏平鲉性类固醇激素水平的

影响

如图 3A所示, 在对照组中, 实验0—6d无显著

性变化, 9d时, E2水平显著上升至最大值(P<0.05),
12d时E2水平显著下降(P<0.05), 之后趋于平稳; 在
短光照组中, 实验第3天E2水平显著上升(P<0.05),
3—15d E2水平基本处于较高水平, 18d后显著下降

为(P<0.05), 之后趋于平稳; 长光照组处理0—3d无
显著性变化, 6d时, E2水平显著上升(P<0.05)后开始

下降, 至12d时E2水平显著下降(P<0.05), 之后趋于

平稳。可见在实验整个阶段中, E2水平波动基本出

现在0—18d。并且在短光照中, E2水平更早出现峰值。

如图 3B所示, 对照组0—6d时, T的含量处于

较低水平, 9d时, T水平显著上升至最大值(P<0.05),
12d时T水平显著下降(P<0.05), 之后趋于平稳; 短
光照组0—6d, T水平逐渐降低(P<0.05), 到第9天
开始上升并维持至15d之间, T水平基本处于较高

水平, 至18d的T水平显著下降(P<0.05), 之后趋于

平稳; 长光照组第3天T水平显著下降, 第6天时显

著上升至最大值(P<0.05), 并在12d之前含量一直

维持在较高水平, 第15天时开始显著下降(P<0.05),
之后趋于平稳。在整个实验周期中, T水平在3个
处理中均在9d时达到峰值, 到18—21d, 各组之间

趋于稳定。

2.3    光周期对许氏平鲉性腺分化相关基因表达水

平的影响

如图 4所示, cyp19a1a在短光照组第1天时开始

显著下降 ( P < 0 . 0 5 ) ,  第9天时进一步显著下降

(P<0.05), 之后水平基本保持不变; 对照组中从第

6天逐渐下降至接近0, 之后处于极低水平, 21d时有

所上升, 但仍处于较低水平; 长光照组9d之后处于

极低水平, 21d时有所上升, 但仍处于较低水平。可

见cyp19a1a在实验第6天均出现下降趋势, 并在后

期处于较低的稳定期, 不同处理之间无明显差异。

E R α的相对表达水平在短光照组的波动类似

cyp19a1a, 呈波动下降趋势, 从第3天开始下降, 在
15d时出现一个较小的峰值, 然后趋于稳定; 对照组

和长光照组均呈先上升后下降的趋势, 对照组中

1—12d逐渐上升至峰值后逐渐下降 ,  长光照中

1—9d逐渐上升峰值后有所下降, 但整体处于较高

水平。可见在3个处理组中, 短光照组的ERα在中后

表 1    基因表达分析的特异性引物

Tab. 1    Primer sequences for mRNA expression analysis

引物名称Primers 核苷酸序列Sequence (5′—3′)
cyp19a1a F: ACCTGGACAGTTTGGCTCA R: GAGGCAGTCCAAGGTAAGG

ERβ2 F: GCCACGGACCTCTAACCT R: GACTTCCTCCTCTGACCTCTT

foxl2 F: CAAGAAAGGTTGGCAGAA R: GTAGGACATCGGAGTGGG

ERα F: CCTGACGCAGAGCAAGCA R: GAGTCCAGAGGAGCAGAGTA

sox9 F: AGAGGCTCCTTCCATCCG R: AGCACGCCAGACTCAGAC

amh F: AGCCTCACCGTGTCCCTA R: TCCCGTGTTCGTTCAAGTC

sox3 F: CTGCTGCGTGGTGGTGTA R: CCTCATCAGCACCATAGCA

dmrt1 F: TGGAGGCTATCATCACGG R: CAGGCAACTCTTCATTCTTA
β-actin F: TGGAGGCTATCATCACGG R: CAGGCAACTCTTCATTCTTA
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期表达受到了明显的抑制。ERβ2的相对表达水平

在短光照组第6天时显著上升但在9d时迅速显著下

降(P<0.05), 之后均处于极低水平, 21d时有所上升;
对照组和长光照组均呈稳定下降的趋势, 并在9d后
趋近于0。类似于ERα, 短光照组对ERβ2表达模式

有同样的影响。foxl2的相对表达水平在短光照组

6d时显著上升并在9d时显著下降至极低水平, 之后

有轻微上升趋势; 对照组和长光照组均呈先下降后

趋于平稳再上升的趋势。在对照组中第6天后逐渐

下降并在之后处于极低水平, 21d时有所上升; 而在

长光照组中第9天逐渐下降并在之后处于极低水平,
21d时有所上升。由此可见相对短光照处理, 长光

照处理对foxl2的表达未见影响。

如图 5所示, sox3的相对表达水平在短光照组

3—6d显著上升至最大然后在第9天时开始下降,
18d时显著上升至较高水平(P<0.05)然后在21d时开

始下降; 对照组处理阶段在21d之前sox3均处于较

低水平, 21d时显著上升(P<0.05); 在长光照组中第

6天和18d处于较高水平, 其他时期均处于较低水

平。sox9的相对表达水平在短光照组1—6d逐渐上

升但在第9天显著下降至较低水平(P<0.05), 第21天
逐渐上升; 对照组在1—6d逐渐下降后趋于稳定,
21d时显著上升(P<0.05); 长光照组在6d后逐渐下降

后保持在较低水平。sox9的表达模式在长光照组

中并未受影响, 但在短光照处理下出现不同的表达

模式, 尤其是在6d前显著上升。amh的表达水平在

短光照组中从第3天时显著下降(P<0.05), 之后保持

在较低水平; 对照组在1—6d逐渐下降之后基本不
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图 1    不同光周期下第0天许氏平鲉的性腺组织切片

Fig. 1    The gonads histologic section of Sebastes schlegelii at day 0 under the different photoperiod conditions
A. 短光照(L﹕D=8﹕16)组卵巢; B. 短光照组精巢; C. 对照(L﹕D=12﹕12)组卵巢; D. 对照组精巢; E. 长光照(L﹕D=16﹕8)组卵巢; F. 长光照

组精巢; 比例尺=50 μm; MD. 中肾管; BV. 血管; OC. 卵巢腔; O. 卵巢; T. 精巢; I. 肠
A. Ovarian under the short light photoperiod; B. Testis under the short light photoperiod; C. Ovarian under the control condition; D. Testis
under the control condition; E. Ovarian under the long light photoperiod; F. Testis under the long light photoperiod. Scale=50 μm. MD.
mesonephric ducts; BV. blood vessel; OC. ovarian cavity; O. ovarian; T. testis; I. intestines
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变, 但在18d时显著上升(P<0.05); 长光照组总体呈

上升趋势, 21d上升至最大值。不同的光照对amh的
表达模式影响显著, 短光照抑制其表达, 长光照则

相反。dmrt1的表达水平在短光照组中除了第6d外,
其他时期均处于较低水平; 对照组中15d之前基本

处于较低水平, 15d时显著上升(P<0.05), 之后逐渐

下降; 长光照组中除了第6和第15天外, 其他时期均

处于较低水平, 其中15d时达到最大值。

3    讨论

3.1    光周期对许氏平鲉性腺分化的影响

鱼类生殖受多种因素影响, 在中高纬度季节变

化中, 光周期对其影响尤其大
[10]

。本实验室未发表

结果显示, 本实验开始时(30 dpb)性腺已开始分

化。本实验处理21d时, 对照组的卵巢发育速度最

快, 其次是长光照组, 短光照组最慢, 对照组和短光

照组精巢的发育速度差异不明显, 但快于长光照组,
短光照组和长光照组雌雄比无变化, 对照组雌雄比

升高, 光周期为L﹕D=12﹕12时, 性腺分化偏雌性发

育。综合分析本实验结果性腺发育程度和性别比

例, 可以看出非自然的光周期尤其是较短的光照,
均会不同程度地影响性腺分化时期性腺发育程度;
并且短光照会导致部分性腺雄性化。在加利福尼

亚银汉鱼的性腺分化时期, 长光照(L﹕D=15﹕9)处理

下性腺分化偏雌性发育, 短光照(L﹕D=12﹕12)处理

下偏雄性发育
[1], 这与本研究的结果有所不同。从

性腺发育速度来看, 在本研究中卵巢与精巢对光周

期的响应相反, 对照组中卵巢和精巢发育均较快。
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图 2    不同光周期下第21天许氏平鲉的性腺组织切片

Fig. 2    The gonads histologic section of Sebastes schlegelii at day 21 under the different photoperiod conditions
A. 短光照组卵巢; B. 短光照组精巢; C. 对照组卵巢; D. 对照组精巢; E. 长光照组卵巢; F. 长光照组精巢; 比例尺=50 μm; MD. 中肾管;
BV. 血管; SG. 精原细胞; OC. 卵巢腔; OG. 卵原细胞; O. 卵巢; SD. 输精管; T. 精巢; I. 肠; GC. 生殖细胞

A. Ovarian under the short light photoperiod; B. Testis under the short light photoperiod; C. Ovarian under the control condition; D. Testis
under the control condition; E. Ovarian under the long light photoperiod; F. Testis under the long light photoperiod. Scale=50 μm. MD.
mesonephric ducts; BV. blood vessel; SG. spermatogonia; OC. ovarian cavity; OG. Oogonia; O. ovarian; SD. sperm ductus; T. testis; I.
intestines; GC. germ cell
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在松江鲈(Trachidermis fasciatus)[11]
生长和性腺发

育的关键时期, 长光照14h较自然光照周期有利于

促进松江鲈的性腺发育, 长光照组的卵巢较自然光

对照组发育更快。月银汉鱼
[3]
、金鱼

[4]
等性腺发育

研究表明, 光照时间越长发育成熟速度越快, 但对

大西洋鲑(Salmo salar)的研究结果相反
[12]

。因此,
这说明在同一光照周期下, 不同物种的性腺分化和

发育速度对光照周期的应答和敏感程度不同。

3.2    光周期对许氏平鲉全鱼性类固醇激素水平的

影响

光照周期在硬骨鱼类性腺分化、发育和成熟

等过程中起着重要的作用, 主要是各种性激素通过

下丘脑-垂体-性腺轴实现调控的
[7], 其中包括E2、

T、11-KT等。Frisch[13]
的研究表明, E2和11-KT在

鱼类性别改变中也起着重要的作用, 而T不能直接

影响性别的改变, 但是可以间接地通过影响其他激

素(如E2)的合成来影响性别改变。在虹鳟(Onco-
rhynchus mykiss)和尼罗罗非鱼(Oreochromis niloti-
cus)性腺分化中, 尤其是卵巢分化中, 雌激素的合成

起着重要的作用
[14]

。在本研究中, 在3组不同光周

期处理下第9天时, E2和T均达到较高水平, 12d时对

照组E2和T水平下降到较低水平, 而长光照组E2和

T水平下降到较低水平是在12d和15d, 短光照组

E2和T在18d时才下降到较低水平。结合组织切片

结果可知, 性腺分化过程中的前期E2和T处于较高

水平, 之后下降到较低水平。因此, 对照组卵巢发

育最快, 短光照组的精巢发育较快, 可能是由于T的
含量处于较高水平时间较长所导致。综合来说, 光
周期为L﹕D=12﹕12时有利于许氏平鲉的性腺分化,
但不同的物种E2和T对光周期的应答不同, 比如对

半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis) [15]
的研究中光周

期对T和E2的影响不显著; 在对虹鳟
[16]

的研究中, 增
加光照周期, E2和T含量增高, 在短光照下, 2种激素

含量上升更快, 证明短光照刺激使E2和T含量升高,
短光照对虹鳟性腺成熟发育非常重要。

3.3    光周期对许氏平鲉性腺分化相关基因表达水

平的影响

目前, 大多数对硬骨鱼类性别分化相关基因的

A

B

0

10

20

30

40

50

60

0 3 6 9 12 15 18 21

0 3 6 9 12 15 18 21

时间 Time (d)

时间 Time (d)

aA bA

aB

E
2
的
含
量

L
ev

el
 o

f 
E

2
 (

n
m

o
l/

L
)

T
的
含
量

L
ev

el
 o

f 
E

2
 (

n
m

o
l/

L
)

aA
aA

aC
aA

bB

aD aB

bC

aE

bC

bA

bD

aE

aF
bC aD

aC

aFbD aC
aD

0

50

100

150

200

250

aB

aA

cA

bA

bA

cB

aC
aB

bC

aD

bC

cC

aE

bD

aD

aG
bD

bD

aF
cC

aD

aG
aD

aD

短光照 (L:D=8:16)

对照组 (L:D=12:12)

长光照 (L:D=16:8)

短光照 (L:D=8:16)

对照组 (L:D=12:12)

长光照 (L:D=16:8)

图 3    不同光周期对许氏平鲉仔稚鱼E2(A)、T(B)水平的影响

Fig. 3    Effects of the E2 (A) and T (B) level of Sebastes schlegelii larvae under different photoperiod condition
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研究表明, 与性腺分化相关的基因主要有dmrt基因

家族、cyp11a1基因、sox基因家族、核受体基因

(雌激素受体和雄激素受体)、amh基因和foxl2基因

等
[17]

。其中cyp19a1a、ERα、ERβ2和foxl2基因与

卵巢的分化密切相关, 在卵巢分化中起着重要的调

控作用; 而sox3、sox9、amh和dmrt1基因与精巢的

分化相关, 但sox3基因在一些鱼类的卵巢分化也起

着一定的作用
[18]

。外界环境通过这些基因来调控

性腺分化和发育等过程。

cyp19a1a是介导雄激素向雌激素转化的关键
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Fig. 4    The relative mRNA expression level of ovary differentiation related genes in Sebastes schlegelii under different photoperiod
condition (A, B, C and D showed the relative mRNA expression level of cyp19a1a, ERα, ERβ2 and foxl2, respectively)
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酶基因, 被认为是一个鱼类卵巢分化的早期标志,
并且在性腺分化过程中有重要作用

[19]
。研究表明,

cyp19a1a基因只在卵巢中表达, 在精巢中基本上没

有表达, 并且其表达水平及活性与雌激素的合成紧

密相连
[18]

。在暗纹东方鲀(Takifugu obscures)[20]
性

腺分化期间用芳香化酶抑制剂处理仔鱼 ,  雌鱼

cyp19a基因表达被显著抑制, 原始卵巢退化, 并向

功能性精巢发育。在本研究中, 实验第1天(35 dpb)
时性腺已开始分化, 在3组实验中cyp19a1a的表达

量均逐渐下降, 之后稳定在较低水平。在开始时
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图 5    不同光周期下许氏平鲉精巢分化相关基因mRNA相对表达水平(A、B、C和D分别为sox3、sox9、amh和dmrt1 mRNA的相对

表达水平)
Fig. 5    The relative mRNA expression level of testis differentiation related genes in Sebastes schlegelii under different photoperiod
condition (A, B, C and D showed the relative mRNA expression level of sox3, sox9, amh and dmrt1, respectively)
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3组的cyp19a1a的表达量处于较高水平, 可能是由

于此时是卵巢分化时期, 21d时均已降低到最低水

平, 但长光照组表达量相对较高。结合组织切片初

步推断, 性腺分化时期光周期为L﹕D=12﹕12时, 性腺

分化偏雌性发育, 较长的光照时间可能导致卵巢发

育速度加快, 短光照可能使精巢分化速度加快。

在鱼类中ER包含3种类型, 分别为ERα、ERβ1
和ERβ2, 参与鱼类的性别分化等生理过程

[21]
。有

研究表明, 核受体也可以调控芳香化酶
[22]

。在本研

究中, ERβ2、foxl2和cyp19a1a的表达水平的总趋势

基本一致, ERβ2的表达可能也和cyp19a1a的表达有

关。21d时, 在短光照组中ERβ2的表达显著上升, 说
明ERβ2可能在精巢的分化中也起一定的作用。在

金钱鱼
[6]
的研究表明, 雌激素受体可能在精巢和卵

巢发育中都具有重要的作用。在甲状腺激素诱导

斑马鱼(Danio rerio)[23]
雄性化的研究中, 性腺分化

期间, esr1、esr2a和esr2b的表达水平下降。而在本

研究中ERα与ERβ2、foxl2和cyp19a1a的表达模式

不同, 在短光照组中, 除了第1天处于较高水平, 之
后一直处于较低水平, 长光照组的ERα表达水平基

本比其他两组都高, 对照组次之。这说明短光照可

能抑制了ERα的表达, 长光照可能会促进ERα的表

达, 但在性腺分化中起的作用并不大。

foxl2基因是目前发现的最早的脊椎动物卵巢

分化的标志性启动基因, 对卵巢芳香化酶和卵巢分

化起重要作用
[17]

。foxl2在乌鳢(Channa argus)[24]
早

期性腺分化中起重要作用, 在1—11日龄表达显著

上调, 27日龄时在卵巢中表达量升高。有研究表达

明, foxl2参与cyp19a1a的上游调节, foxl2和cyp19a1a
的表达具有显著的正相关关系

[25]
。在本研究中,

foxl2表达水平总趋势与cyp19a1a的一致, 开始时处

于较高水平可能是由于此时期为卵巢分化时期, 精
巢未分化, 随着卵巢的逐渐发育, foxl2和cyp19a1a
的表达逐渐降低, 最后稳定在较低水平。在短光照

处理的第6天, foxl2的相对表达水平突然上升, 可能

是由于样品的原因, 具体仍需进一步研究。光周期

为L﹕D=12﹕12在21d时foxl2相对表达水平较其他两

组显著上升, 这与组织切片结果一致, 进一步说明

非自然光照有可能影响性腺的发育和分化。

sox3和sox9均属于sox基因家族, 与SYR基因序

列有较高的相似性, 并在性腺分化中起着重要的作

用。dmrt1基因是dmrt基因家族中的一员, 该基因

被认为是性别分化基因, 与雌雄性别发育相关
[17, 26]

。

Sutton等[27]
的研究表明, 特殊品系的小鼠中sox3基

因通过介导sox9表达上调的途径诱导精巢的分

化。常重杰等
[28]

研究发现, 大鳞副泥鳅(Paramis-
gurnus dabryanus)的sox9基因的表达水平在精巢中

显著较高, 可能精巢分化与形成有一定的关系。在

本研究中, sox3、sox9和dmrt1基因的表达水平变化

总趋势基本一致, 也可能是由于sox9基因是sox3和
dmrt1基因上游调节基因, 调节sox3和dmrt1的转录

表达。sox3、sox9和dmrt1基因在实验后期表达量

逐渐升高可能与精巢分化较晚有关。结合组织切

片结果, 短光照组的sox9和dmrt1的表达水平显著上

升可能与精巢的分化有关, 进一步说明, 短光照有

利于精巢的分化。

目前对amh基因的研究表明, 虽然在硬骨鱼类

中没有缪勒氏管的存在, 但在其性腺中也检测到了

amh, 这说明amh可能在鱼类性腺分化和雄性性腺

的维持中起一定的作用
[29]

。在斑马鱼
[30]

性腺分化

中, amh的表达呈性别二态性, 在31日龄的幼鱼的精

巢中amh较高。在本实验后期amh的相对表达水平

逐渐升高 ,  这可能与精巢的后分化有关。但在

21d时, amh与sox3、sox9和dmrt1基因的表达模式

不同, 在长光照下amh的表达显著上升, 随着光照时

间的增长amh的表达水平逐渐上升 ,  初步推测 ,
amh可能与卵巢分化有一定的关系。

本研究通过对许氏平鲉30 dph的仔稚鱼进行不

同光周期处理, 对其性腺分化及发育情况进行探索,
发现非自然的光周期尤其是较短的光照, 均会不同

程度地影响性腺分化时期性腺发育程度, 并且短光

照会导致部分性腺雄性化; E2水平在非自然光周期

影响尤其是在短光照下更早出现峰值, 而T在不同

处理下水平均较高; 4个卵巢分化相关基因cyp19a1a、
ERα、ERβ2和foxl2的相对表达水平在短光照处理

下均受到抑制, 联系组织切片结果可发现, 短光照

在一定层面上影响卵巢的发育, 导致性腺雄性化;
4个精巢分化相关基因sox3、sox9、amh和dmrt1的
相对表达水平未见明显规律, 可能与精巢分化时间

较晚有关。综合而言, 较短的光照会影响性腺的发

育以及性腺的分化, 抑制卵巢分化基因的表达, 诱
导原始性腺雄性化。
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EFFECTS OF PHOTOPERIOD ON MORPHOLOGY, SEX HORMONE LEVELS
AND GENE EXPRESSION OF GONADAL DIFFERENTIATION OF BLACK

ROCKFISH (SEBASTES SCHLEGELII)

LÜ Li-Kang, ZHANG Si-Min, LI Ji-Fang and WEN Hai-Shen
(The Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education, Ocean University of China, Qingdao 266003, China)

Abstract: Genetic sex determination (GSD) along with environmental sex determination (ESD) are two crucial sex de-
termination mechanisms. This study investigated gonadal differentiation mechanisms under 3 different photoperiod
conditions (long light photoperiod: L﹕D=8﹕16; short light photoperiod: L﹕D=16﹕8; control: L﹕D=12﹕12) of black rock-
fish (Sebastes schlegelii) larvae, which are demersal at coast in the mid and high latitudes, at 35 dpb (day post birth).
The result showed that the unnatural photoperiod conditions impacted the gonadal differentiation and development with
the short light photoperiod condition to induce gonad masculinization. Estrogen level (E2) first reached the peak value
in the short light photoperiod condition, while androgen (T) level reached the peak value at 9d after treatment in all
three conditions. The short light photoperiod condition significantly reduced the expression of the ovary differentiation
related genes such as ERα, ERβ2 and foxl2 (P<0.05). Consider that the testis differentiation time was relatively late, the
testis differentiation related genes of sox3, sox9, amh, and dmrt1 did not impact by photoperiod. In conclusion, short
photoperiod could affect the gonad differentiation and development by restrain the ovary differentiation related genes
expression and induce primitive gonad masculinization.

Key words: Gonad differentiation; Photoperiod; Sex hormone; Gene expression; Black rockfish
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