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摘要    CSW3 基因序列来源于半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)全基因组测序项目，是经过筛选得

到的雌性特异候选基因之一。本研究探索了半滑舌鳎雌性相关基因 CSW3 的表达与应用，构建了半

滑舌鳎雌性特异 CSW3 基因重组表达载体，通过大肠杆菌进行了体外重组表达，对基因表达产物进

行分离纯化，并通过蛋白转染的方法研究了纯化的蛋白对几个性别相关基因的影响。结果显示，雌

性特异 CSW3 重组蛋白注射鱼体后对半滑舌鳎性腺 foxl2、sox9a、amh 这 3 种性别相关基因的表达

水平具有显著影响，能够引起雌性相关基因 foxl2 表达上调、雄性相关基因 sox9a 和 amh 表达下降。

从蛋白水平对雌性相关基因 CSW3 的基因功能进行初步研究，为半滑舌鳎性别控制及全雌苗育种提

供基因资源及技术方法。 
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半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)是我国特有的

名贵经济海水养殖鱼类，主要分布于黄渤海区，属于

近海温水性底层鱼类。由于其肉质鲜美、营养丰富，

深受消费者喜爱。半滑舌鳎雌、雄个体在生长速率上

存在巨大差异，雌性比雄性生长快 2−3 倍。由于雄性

个体生长缓慢、个体小，致使半滑舌鳎的养殖成本升

高，降低了养殖产量和效益，严重影响了半滑舌鳎苗

种的推广，阻碍了半滑舌鳎养殖产业的发展。半滑舌

鳎性别决定类型为 ZW 型，雌性具有特异的 W 染色

体。半滑舌鳎全基因组测序工作的完成为半滑舌鳎雌

雄特异基因的筛选鉴定提供有力支撑，而性别相关基

因功能的分析研究对于揭示半滑舌鳎性别决定机制、

培育半滑舌鳎高雌性化苗种、提高半滑舌鳎的养殖产

量至关重要(Chen et al, 2014)。 

鱼类性别决定相关基因的研究主要集中于 dmrtl 
(Raymond et al, 1998; Smith et al, 2009; Shetty et al, 

1999; Tannour-Louet et al, 2010; Matsuda et al, 2002; 
邓思平等 , 2008a; Chen et al, 2014)、芳香化酶基因

(邓思平等, 2008b)、amh、sox9 (Fukada et al, 1995; Ito 

et al, 1995; 常重杰等, 2000; Nakamoto et al, 2005; Dong 

et al, 2011)、GSDF 等基因。另外，dmrt4、foxl2 (Dong 
et al, 2011; Tannour-Louet et al, 2010; Uhlenhaut et al, 
2009)、sox10、dax1、dmrt3、wtl、sfl 和 tra2 基因也

有报道。在半滑舌鳎中已克隆出 dmrtl、cyp19a (Deng 

et al, 2008)、foxl2、sox9a、figla 等性别相关基因(孙

建等, 2014)，并从蛋白水平上对雄性特异基因 dmrt1

进行基因功能研究(胡乔木等, 2013)。半滑舌鳎雌性

特异基因序列来源于半滑舌鳎基因组测序项目(Chen 

et al, 2014)，对半滑舌鳎雌性个体和雄性个体采用

SOLEXA 测序技术分别进行全基因组测序和组装，采

用生物信息学方法对获得的雌鱼基因组序列和雄鱼

基因组序列进行比对分析，从中筛选出半滑舌鳎雌性
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特异候选基因。本研究构建了其中一个雌性特异候选

基因 CSW3 的原核表达载体，并将其转化到大肠杆菌

BL21 中，进行 CSW3 基因体外重组表达，获得纯化

的重组 CSW3 蛋白，并将纯化后的蛋白注射到 1 龄半

滑舌鳎雄鱼精巢，于不同时间检测 foxl2、sox9a、amh

这 3 种性别相关基因表达水平，旨在了解 CSW3 在半

滑舌鳎性别分化和性腺发育中的作用，为半滑舌鳎性

别控制和全雌苗种研究提供基因资源和技术方法。 

1  材料与方法 

1.1  实验用鱼 

注射用半滑舌鳎取自山东海阳黄海水产有限公

司，选择 1 龄健康并经过遗传学鉴定的雄鱼 40 尾，

体重 100−200 g。注射时间为 2013 年 11 月。 

1.2  CSW3 基因重组表达载体的构建 

半滑舌鳎雌性特异基因 CSW3 的 cDNA 序列来源

于半滑舌鳎全基因组测序项目(Chen et al, 2014)，其

cDNA 全长为 1677 bp，包括 414 bp 的开放阅读框

(ORF区域)，编码 137个氨基酸，5非编码区长 173 bp，

3非编码区长 1090 bp，有多聚腺苷酸加尾信号和多聚

腺苷酸尾巴。根据中国水产科学研究院黄海水产研究所

水产生物技术与基因组研究室获得的 CSW3 基因序列，

利用 PCR 技术，通过对 pET32a-CSW3(+)载体(Novagen)

序列和 CSW3 基因 ORF 区序列进行酶切位点分析，设

计带酶切位点特异引物 pET-32-CSW3S(AGCGGAT-

CCATGGAGAACGCTCACATGAA)和 pET-32-CSW3A 

(AGCAAGCTTCTACAATGTCTCCAGGAACG)。上游

5端含 BamH I 酶切位点，下游 3端含 Hind Ⅲ酶切位点。 

以本实验室保存的半滑舌鳎卵巢 cDNA 为模板

进行 PCR 反应，扩增 CSW3 基因编码区。将 PCR 产

物纯化，并与 pET32a(+)同时用 Hind Ⅲ和 BamH I

进行双酶切，琼脂糖电泳回收 CSW3 基因片段与表达

载体质粒，按照连接酶说明书，用 T4 DNA 连接酶连接，

构建重组表达质粒 pET32a-CSW3，转化大肠杆菌

TOP10 感受态，将检测阳性克隆进行测序，测序正确

的克隆提取质粒。再将 pET32a-CSW3 质粒转化表达

感受态 BL21(DE3)细菌，将 20% (体积比)的甘油加到

感受态细菌菌种中，于−80℃冷冻保存作为保种菌。 

1.3  重组蛋白的诱导表达与表达产物的分析 

取 5 µl 保种大肠杆菌菌株，加入到 1 ml 新鲜的 TB

培养基中(含氨苄青霉素终浓度为 100 μg/ml)，25℃、

200 r/min 过夜培养，将过夜培养细菌按 1%(体积比)接

种到 20 ml 新鲜的 TB 培养基中(含氨苄青霉素终浓度

为 100 μg/ml)，25℃、250 r/min 培养至 OD600 达到 0.6− 

0.8 时，在实验组(pET32a-CSW3)菌液中加入 IPTG 诱

导，使 IPTG 终浓度为 0.5 mmol/L，对照组(pET32a-CSW3)

菌液中不加 IPTG，28℃、250 r/min 继续培养 16 h，离

心(4℃、12000 r/min，5 min)收集菌体，采用 JY92-IIDN

超声波细胞粉碎机破碎细胞，离心后分别取上清液和

沉淀，进行 12% SDS-PAGE 电泳检测。 

1.4  重组蛋白的分离纯化 

将表达阳性的原菌液 1∶100(体积比 )接种于

1000 ml TB 培养基中，在 37℃培养至 OD600 为 0.6−0.8

时，加入终浓度为 0.5 mmol/L 的 IPTG，在 25℃继续

培养 16 h，离心收集菌体，将菌体沉淀重悬于 25 ml 

pH 为 7.9、冰预冷的结合缓冲液(25 ml 结合缓冲液中

含有 0.5 mol/L NaCl、20 mmol/L Tris-HCl、5 mmol/L

咪唑)中。超声破碎裂解细胞，离心(4℃、12000 r/min，

10 min)收集上清液，将上清液用 0.45 μm 的过滤器过

滤，将过滤液收集备用。参照胡乔木等(2013)的方法，

应用 His Trap HP(GE 公司)亲和层析柱进行分离纯化。 

收集经过亲和层析后纯化的重组蛋白样品，采用

Solarbio 公司的透析袋进行过夜透析处理后，在 Thermo

公司的冻干机 Heto PowerDry LL3000 上真空冷凝干

燥，PBS 溶解。15% SDS-PAGE 电泳检测，然后用

His 标签单克隆抗体进行 Western-blot 分析(胡乔木等, 

2013)，鉴定表达的融合蛋白正确与否。 

1.5  蛋白浓度测定 

采用北京天根生化科技有限公司的 BCA 蛋白定

量试剂盒，按说明书要求绘制标准曲线，对纯化后的

蛋白进行定量分析。 

1.6  CSW3 对半滑舌鳎性别相关基因表达的影响 

取 100−200 g 重的 1 龄半滑舌鳎雄鱼 40 尾，其

中 4 尾取性腺，检测其中的 foxl2、sox9a、amh 这 3 种

性别相关基因表达水平作为 0 小时对照。将目的蛋白

与转染佐剂脂质体 DC-CHOL/DOPE(Sigma 公司，   

5 µg/µl)按照每 100 µl 脂质体包裹 150 µg 目的蛋白的

比例制备重组蛋白混合液，用无菌注射器在 18 尾鱼

精巢中注射 CSW3 蛋白(15 µl，1.5 mg/ml)，另 18 尾

注射失活 CSW3 蛋白(沸水浴 5 min 失活，注射量为

15 µl，1.5 mg/ml)作为对照组。实验组与对照组分别

在注射后 6、12、24、48、72、96 h 取性腺迅速投入

液氮中，每组在每个时间点采样 3 尾。根据 NCBI 中报

道的半滑舌鳎性别相关基因 foxl2 (GQ402462)、sox9a 

(GQ402461)和 amh (JN100095)等序列设计定量 PCR

引物，各引物的序列如下： 
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Foxl2-S：GAGAGGAAGGGCAACTACTGGA； 

Foxl2-A：TGGTTGGAAGTGCGTGGG； 

Sox9a-S：CGATTCCCCTGCGTCCA； 

Sox9a-A：GCTTCAGTTCGGCTTTATTGG； 

Amh-S：GAGGATTGGCATTGAAAC； 

Amh-A：GACAAGCAGAAGCGGAGT。 

采用实时定量 PCR 技术对注射重组蛋白后的半

滑舌鳎性腺进行 foxl2、sox9a、amh 这 3 种性别相关

基因表达水平的分析。 

2  结果 

2.1  重组蛋白的诱导表达与表达产物的分析 

构建了 CSW3 原核表达载体 pET32a-CSW3，将

此载体转染大肠杆菌并用 IPTG 诱导表达。发现经

IPTG 诱导后的菌液上清(图 1-A: 3)中有 1 条分子量为

33 kDa 的蛋白带，与经分子生物信息学预测的目的蛋

白分子量相同。而菌体沉淀(图 1-A: 4)和未经 IPTG

诱导的对照组中则无此条蛋白带(图 1-A: 1, 2) 

2.2  重组蛋白的分离纯化 

收集经过亲和层析后纯化的重组蛋白样品，采用

Solarbio 公司的透析袋进行过夜透析处理后，在

Thermo 公司的冻干机 Heto PowerDry LL3000 上真空冷

凝干燥，PBS 溶解。12% SDS-PAGE 电泳检测，观察

到 1 条单一的分子量为 33 kDa 左右的蛋白，与预测结 
 

 
 

图 1  半滑舌鳎 CSW3 原核表达 

Fig.1  The prokaryotic expression of CSW3 of half  
smooth tongue sole 

1, 2: 未诱导的 pET-32a-CSW3 蛋白; 3, 4: 诱导的

pET-32a-CSW3 蛋白; 5: 纯化后的 pET-32a-CSW3 蛋白:  

M: 标准蛋白 Marker 

Lane 1 and 2: pET-32a-CSW3 without induction; Lane 3 and 
4: pET-32a-CSW3 induction; 5: pET-32a-CSW3 purified 

product, M: Protein marker 

果一致(图 1-B)，命名为 CSW3 重组蛋白。纯化后的

目的蛋白经蛋白定量试剂盒检测，浓度为 1.5 mg/ml。 

2.3  半滑舌鳎 CSW3 重组表达产物生物活性的测定

及其应用 

将 CSW3 蛋白注射到 100−200 g 的半滑舌鳎雄鱼

精巢，检测重组 CSW3 蛋白对性腺 foxl2、sox9a、amh

这 3 种性别相关基因表达水平的影响，发现注射

CSW3 蛋白，雌性相关基因 foxl2 的表达水平在 12、24、

72 h 都有升高趋势(图 2)。与此相反，雄性相关基因

sox9a 的表达水平在注射后 24−96 h 之间都有下降趋

势(图 3)，雄性相关基因 amh 的表达水平在注射后 12、

48、72、96 h 也有下降趋势(图 4)。 
 

 
 

图 2  pET-32a-CSW3 蛋白注射后 foxl2 的表达分析 
Fig.2  The expression of foxl2 after the injection of 

pET-32a-CSW3 
 

 
 

图 3  pET-32a-CSW3 蛋白注射后 sox9 表达分析 
Fig.3  The expression of sox9 after the injection of 

pET-32a-CSW3 

3  讨论 

在半滑舌鳎中已发现并克隆出了雄性相关基因

dmrt1(邓思平等, 2008a)、amh、sox9 (Dong et al, 2011)，

并通过蛋白转染将 dmrt1 原核表达蛋白注入雌鱼卵

巢，发现其能引起卵巢雄性相关基因 sox9a 表达上调，

并抑制雌性相关基因 cyp19a 和 soxl2 表达(胡乔木等, 

2013)。半滑舌鳎雌性相关基因 cyp19a (Deng et al, 

2008)、foxl2 (Dong et al, 2011)等基因也相继被克 
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图 4   pET-32a-CSW3 蛋白注射后 amh 表达分析 
Fig.4  The expression of amh after the injection of 

pET-32a-CSW3 
 

隆，本实验室先前将 UBC9 重组表达蛋白注入半滑舌

鳎卵巢中，发现在一定时间内能引起 FST 基因表达上

调，雌性表达基因 cyp19a1a、foxl2、ctnnb1 表达量下

降(Hu et al, 2013)。本研究在前期获得 CSW3 基因序

列的基础上，通过将构建的原核表达载体 pET32a- 

CSW3 转化大肠杆菌 BL21，优化诱导条件，成功获

得 CSW3 重组蛋白，通过蛋白转染的方法将目的蛋白

导入雄鱼精巢。有关蛋白质等生物大分子在进入细胞

发挥生物学作用前首先要跨过主要障碍——细胞膜

(Belting et al, 2005)，蛋白可利用自身携带的跨膜结

构域或与细胞穿透肽等协助跨膜分子融合跨过细胞

膜。Frankel 等(1988a、b)发现，HIV-TAT 蛋白含有一

段包含 48−60 个氨基酸片段的短肽，该短肽协助 TAT

蛋白穿过细胞膜继而激活 HIV 特异表达基因。细胞

穿透肽(Cell Penetrating Peptide, CPP)是一类含有丰

富碱性氨基酸(如精氨酸、赖氨酸)的天然多肽，能自

由跨过细胞膜(El-Sayed et al, 2009)。Kim 等(2009)将

4 种重编程基因(oct4, sox2, klf4, c-Myc)表达蛋白与一

种锚定 CPP 融合后，导入人类成纤维细胞，成功将

该细胞诱导为 iPS 细胞，这种蛋白诱导的人类 iPS 细

胞与人类胚胎干细胞在形态、增殖性、特殊标记蛋白

表达等方面的极高相似性，表明生物大分子蛋白质能

够被转导进入细胞并发挥生物学功能。对于不具备跨

膜转导结构域的蛋白，还可借助脂质体转染等方法进

入细胞。利用逆向蒸发法和超声冻融法制备的脂质体

包裹人 IgG 转染小鼠脾细胞，经检测发现 IgG 成功进

入脾细胞(李峥等, 2004)。将制备的沙雷菌肽酶脂质

体作用 Caco-2 细胞模型发现，该酶的跨膜转运效果

增强(Kv et al, 2008)。脂质体介导的胰高血糖素样多

肽进入实验动物细胞中，能够发挥降血糖功能(Hanato 

et al, 2009)。蛋白可借助脂质体跨过细胞膜障碍进入 

 
 

细胞中发挥生物学功能。本项研究将纯化后的 CSW3

重组蛋白与脂质体混合注射到 100−200 g 重的半滑舌

鳎雄鱼精巢，检测重组 CSW3 蛋白对性腺 foxl2、

sox9a、amh 这 3 种性别相关基因表达水平的影响，

发现注射 CSW3 蛋白后，雌性相关基因 foxl2 的表达

水平在 12、24、72 h 都有升高趋势。与此相反，雄

性相关基因 sox9a 的表达水平在注射后 24−96 h 之间

都有下降趋势，雄性相关基因 amh 的表达水平在注

射后也有下降趋势，然而注射后精巢中性别相关基

因的表达量变化趋势无规律性，可能是由于鱼体自身

对外源蛋白有免疫与消化过程，原因有待深入研究。

通过蛋白转染初步研究半滑舌鳎性别相关基因功能

及相互间的影响，为今后构建性别相关基因调控网

络、探索半滑舌鳎性别决定与分化调控机制打下良好

基础。 

本项研究首次获得了半滑舌鳎雌性特异基因

CSW3 的重组蛋白，并通过蛋白转染的方法发现体外

重组蛋白 CSW3 蛋白能够明显升高雌性相关基因

foxl2 的表达水平，具有刺激雌性相关基因 foxl2 表达

的生物活性，同时还有降低雄性相关基因 sox9a 和

amh 表达水平的生物活性。近年来，随着微乳载药
(Zhang et al, 2004; Cheng et al, 2009; Zhang et al, 
2010)、定位释药(Kumar et al, 2008)及基因工程(Page 

et al, 2001; 张文平, 20101))技术的不断发展，多肽和

蛋白质药物(PPD)口服制剂的成功开发已不再遥远。

半滑舌鳎雌性特异基因及其重组表达蛋白的获得为

半滑舌鳎性别特异基因在性别控制和提高雌性鱼苗

比例上的应用开辟了一个新的途径，具有重要的应用

潜力。 
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The Expression and Application of the Recombinant Protein of the Female 
Specific Gene CSW3 in Half-Smooth Tongue Sole (Cynoglossus semilaevis) 

WANG Tianzi1,2, WANG Na2, HU Qiaomu2, SHAO Changwei2, CHEN Songlin2①
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Abstract    The half-smooth tongue sole (Cynoglossus semilaevis) is a mariculture fish species in China 

that has high economic values. The growth of this fish is sexually dimorphic, and females grow 23 times 

faster than males. The tongue sole exhibits the phenomenon of sex reversal during the growth and has a 

ZZ-ZW sex-determining system, thus it is a valuable animal model in the study of the mechanisms of fish 

sexual growth dimorphism. Several sex-specific genes have been cloned from half-smooth tongue sole, 

but the functions of these genes remain unknown. This research aimed to preliminarily study the function 

of the female-related gene CSW3. CSW3 was one of the female specific genes in half-smooth tongue sole 

which was identified from the screening in the whole genome sequencing project of half-smooth tongue 

sole. The full length of CSW3 cDNA was 1677 bp and contained a 414 bp open reading frame which 

coded 137 amino acids. The sequence also included a 173 bp 5 noncoding region and a 1090 bp 3 
noncoding region that possessed a polyadenylation signal and a poly A tail. We constructed a recombinant 

expression vector for CSW3 and the plasmid was transformed into E. coli. IPTG was used to induce the 

expression of CSW3 protein. The proteins were isolated and purified with His-tag purification of affinity 

chromatography. The western-blot analysis showed that the recombinant protein was 33 kDa, which was 

consistent with the bioinformatics prediction. We then investigated the function of CSW3 protein using 

protein transfection. The liposomes encapsulating CSW3 protein were injected into the gonad of male 

half-smooth tongue sole. The experimental group was injected with bioactive CSW3 protein, and the 

control group was injected with heat-inactivated CSW3 protein. Real time quantitative PCR analysis 

showed that there were changes in the expression of three sex-related genes including one female-related 

gene and two male-related genes. The results suggested that the female specific CSW3 protein may cause 

the up-regulation of the female-related gene foxl2, and the down-regulation of the male-related genes 

sox9a and amh. 

Key words    Half-smooth tongue sole (Cynoglossus semilaevis); Recombinant protein; CSW3; Protein 

transfection; Sex-related gene 
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