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水生动物卵黄蛋白原研究新进展

田海峰, 孟

 

彦, 肖汉兵
( 中国水产科学研究院长江水产研究所, 湖北 武汉 430223)

摘要 : 卵黄蛋白原( vitellogenin, VTG)是卵生动物卵黄中主要成分的前体。文章简述了水产动物如鱼类、两栖类

及甲壳类动物中卵黄蛋白原基因的鉴定及其基因家族的分类及进化研究, 介绍了 VTG分子的生物学新功能, 以

及 VTG作为标记分子在环境雌激素监测、反映雌性动物性腺成熟度、区分雌雄性别等方面的应用 , 以期为 VTG

在水产动物中的研究以及繁殖中的应用提供参考。
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Advances in vitellogenin research of aquatic animals

TIAN Haifeng, MENG Yan, XIAO Hanbing
( Yangtze River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuhan 430223, China)

Abstract: Vitellogenins ( VTG) are precursors of major components of female yolk proteins in oviparous animals. The paper briefly re-

views the VTG gene characterization in aquatic animals such as fish, amphibian and crustaceans as well as the classification and evolu-

tion of their gene families, introduces the new physiological functions of VTG, and summarizes their usages as biomarker in monitoring

environmental endocrine disruption, predictive factor of gonad maturity and effective marker in gender discrimination. Thus, the re-

view provides references for researches on VTG in aquatic animals and breeding of aquatic animals.
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  卵黄蛋白原( vitellogenin, VTG) 是卵生动物雌性卵黄蛋

白的前体 , 主要作为分子载体运输多种营养物质到卵细胞。

但近年来的基因克隆揭示了其更为广泛的存在 , 分子系统

发生分析研究揭示了卵黄蛋白原基因多拷贝存在的原因以

及其在后生动物中的进化路线。近年来在生物学功能方面

的研究显示 VTG还可调节卵细胞渗透压 , 作为重要的免疫

分子抵御病原微生物 , 甚至还可协助精子受精等。值得注

意的是 , VTG分子可作为多种不同的标记分子 , 如在鱼类

发现血清中的 VTG含量可以反映动物卵巢的成熟度和卵细

胞直径 , 在一些外部性征不明显的动物中也可以作为有效

的性别标记分子和环境雌激素标记分子。文章对水生动物

中 VTG的这些研究进展做一综述 , 以期为 VTG在水产动物

的繁殖发育研究中的应用提供参考。

1 卵黄蛋白原的分布、分离鉴定、分子结

构及其进化

1.1 卵黄蛋白原的分布

卵黄蛋白原是高分子量 ( 200 ～600 kDa) 的磷酸脂糖蛋

白, 是雌性卵生动物卵黄中卵黄高磷蛋白( phosvitin, Pv) 和

脂卵黄蛋白( lipovitellin, Lv) 等成分的前体, 是胚胎发生和

早期幼体的主要营养来源。VTG自 20世纪即从多种脊椎动

物如鱼类、两栖类、爬行类和鸟类 , 及多种无脊椎动物如

甲壳类动物( 如虾蟹类) 中分离鉴定出来。近些年随着卵黄

蛋白原基因克隆和物种基因组测序的完成 , 不仅在原始的



 

]92   

 

南 方 水 产 科 学

 

第 10卷

棘皮动物 ( Echinoderms) 如海星亚门 ( Asterozoa) 的海 胆

( Strongylocentrotus purpuratus)中鉴定到假基因化的卵黄蛋白

原基因
[ 1] , 也在更为原始的刺胞类动物 ( Cnidaria) 如珊瑚

( Galaxea fascicularis) 、扁盘类 动物 ( Placozoa) 如丝盘 虫

( Trichoplax adherens) 乃至单孔目哺乳动物鸭嘴兽 ( Ornitho-

rhynchus anatinus) 基因组中都发现卵黄蛋白原基因存在的证

据 [ 2 - 3] 。这些研究表明 VTG 的分布要比之前认识的更为广

泛, 是一种古老的卵黄蛋白组份。

1.2 VTG的合成与其受体系统

VTG的合成主要受类固醇类激素 17β-雌二醇( estradioL-

17β, E2 )的调控。脊椎动物中 VTG主要在肝脏合成 , 经分

泌进入血液后运送到卵巢 , 通过与卵细胞膜上的受体结合

经内吞途径进入卵母细胞 , 称为外源合成途径 [ 4]
。但近来

在斑马鱼 ( Danio rerio) 和虹鳟 ( Oncorhynchus mykiss) 中还发

现白色脂肪组织( white adipose tissue, WAT) 具有 VTG的表

达与翻译
[ 5]
。尤为值得注意的是在斑马鱼中还证实卵巢滤

泡( ovarian follicle) 可合成 VTG[ 6] , 表明脊椎动物中亦具有

内源性合成途径。在甲壳类动物如拟穴青蟹 ( Scylla para-

mamosain)中肝胰腺、卵巢等部位都是 VTG 的主要合成部

位
[ 7] , 但在贻贝( Mytilus galloprovincialis)则仅于卵巢合成 [ 8]

。

在白鲈( Morone americana) 中发现有着 3种不同的 VTG受体,

研究显示它们对不同的 VTG分子具有不同的结合能力 , 提

示在硬骨鱼中可能存在一个复杂的 VTG 受体系统, 它们可

能分别负责不同 VTG分子的结合与后续加工 [9] 。

1.3 卵黄蛋白原基因的基因克隆与其进化路线图

起初通过蛋白分离鉴定发现不同物种间 VTG 在亚基组

成上差别很大 , 尤其是在甲壳类动物及昆虫中亚基数目很

大, 认为可能是分离方法或是分离过程中造成的裂解所致。

但很多物种克隆鉴定到多拷贝的卵黄蛋白原基因, 如刀额

新对虾 ( Metapenaeus ensis) 克隆鉴定到 2 个卵黄蛋白原基

因 [ 10] , 在鱼类中亦克隆鉴定到多拷贝的卵黄蛋白原基

因
[ 11]
。脊椎动物中卵黄蛋白原基因的结构为 Lv重链、Pv、

Lv轻链和 von Willebrand factor type D( vWFD) 结构域串联,

vWFD在鸟类中保持完整形式, 称为 YGP40, 但在硬骨鱼

中则裂解为 β′-组分和 C末端编码区。序列分析显示脊椎动

物与甲壳类的 VTG相比在结构上不尽相同 , 脊椎动物多拷

贝的卵黄蛋白原基因来自于不同水平的基因复制, 无脊椎

动物中多拷贝的卵黄蛋白原基因则可能来自于逆转座( ret-

rotransposition) [ 12 - 13] , 这些多拷贝基因的发现部分回答了

不同物种中 VTG亚基数目上的差异来源。通过对卵黄蛋白

原基因进行表达分析发现, 不同 VTG编码基因有着不同的

组织或时空特异性表达 , 如刀额新对虾和栉孔扇贝 ( Chla-

mys farreri) 中的 2个卵黄蛋白原基因分别在肝胰腺和卵巢表

达 [ 10, 14] , 抑或在卵巢成熟与胚胎发育的不同阶段行使不同

的功能
[ 15]
。

基于序列结构比对和分子系统发生分析 , 人们发现甲

壳纲动物中以前所谓的 VTG 与昆虫的 apolipophorin II/ I

( apoLp-II/ I) 和脊椎动物的载脂蛋白 B( apolipoprotein B-100)

在序 列 上 更 为 相 似, 被 重 新 命 名 为 apolipocrustacein

( apoCr) , 同属于 APO家族; 而甲壳类动物中与血液凝集

有关的凝集蛋白( clotting protein, CP) 才是脊椎动物与昆虫

中 VTG的真正直系同源物 ( ortholog) , 同属于 VTG/CP家

族 [ 16] ( 图 1) 。这 2个家族与微粒体甘油三酯转运蛋白 ( mi-

crosomal triglyceride transfer protein, MTP) 同属于大型脂转运

蛋白( large lipid transfer proteins, LLTP) 超家族。分析显示

LLTP超家族在扁盘动物( Placozoa) 和刺胞动物( cnidiaria) 分

化前就已存在 , 在两侧对称动物( bilateria) 分化产生后经由

基因重复分化为 VTG、APO和 MTP家族 , 它们通过功能分

化执行不同的功能 [ 13, 17] ( 图 1)。值得注意的是, 与甲壳纲

动物所谓的卵黄蛋白是 APO家族成员的情形类似 , 棘皮动

物和双翅目( Diptera) 中卵黄蛋白也不是 VTG, 分别为 trans-

ferrin-like蛋白和 lipophorin[ 18 - 19] , 这表明不同动物间卵黄

蛋白的前体分子在进化上可能属于不同的蛋白质家族 , 显

示 LLTP超家族在进化过程中的复杂性。

2 卵黄蛋白原的生物学新功能

2.1 调节卵细胞渗透压

VTG除作为分子载体为卵细胞提供各种蛋白质、脂肪、

维生素等生物大分子以及多种金属离子外 , 近年来在硬骨

鱼中的研究还发现 VTG可通过降解为氨基酸调节卵细胞渗

透压 , 为其提供浮力。在硬骨鱼中 , 多拷贝的 VTG 进入卵

细胞后 , 在酶切作用下可以发生不同的降解 , 如在产浮性

卵( pelagophils) 的海水鱼中, VTG 裂解产物 LvH会继续彻

底降解为游离的氨基酸 , 为卵细胞提供了较高的渗透压,

使得卵细胞可储存大量水分 , 这可能是大部分海水鱼产生

浮性卵的机制 [ 12]。相对而言 , 在产沉性卵的海水鱼及淡水

鱼中则都不具有这种现象 , 如条纹鲈 ( Morone saxatilis) 中的

3个参与形成卵黄蛋白的 VTG都只有部分降解 [ 20]
。这些研

究表明 VTG分子可以通过不同程度的降解为卵细胞提供不

同的渗透压以适应不同环境。

2.2 作为免疫因子抵御病原微生物

最初在文昌鱼( Branchiostoma japonicum) 中发现 VTG具

有抗微生物的活性 [ 21]。后来在鲤鱼中发现 VTG可以抑制大

肠杆菌和金黄色酿脓葡萄球菌( Staphylococcus aureus) 活性,

可以与革兰氏阴性细菌的脂多糖( LPS) 结合, 具有抵抗细

菌的功能 [ 22] 。研究显示 VTG可以通过与革兰氏阴性细菌的

LPS、革兰氏阴性菌和革兰氏阳性菌的肽糖 ( peptidoglycan,

PGN) 、革兰氏阴性菌的脂磷壁酸 ( lipoteichoic acid, LTA)

以及真菌的葡聚糖( glucan) 等结构来识别各类病原分子 [ 23]
。

与此相一致的是 VTG也发现具有不同的脂多糖、肽糖、脂

磷壁酸结合位点 , 而且电镜观察还显示 VTG 可以破坏细菌

和真菌的细胞壁结构 [ 24] 。最近在斑马鱼中发现 Pv可以作

为模式识别受体在胚胎时期抵抗各类细菌 , 并且体外试验

证实重组 Pv( rPv)分子可以杀死革兰氏阴性菌及阳性菌 [ 25] 。
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图 1 LLTP超家族的进化及各家族成员的功能结构域组成示意图

白框 ( LPD_ N) . 脂蛋白氨基端 ; 灰框 ( DUF1943 和 DUF1081 ) . DUF1943 和 DUF1081 功能结构域 ;

黑框 ( vWD superfamily) . vonWillebrand factor type D 结构域 ( 修自 [ 17 ] )

Fig. 1 Schematic figure of evolutionary path of LLTP superfamily and structure of VTG, Apo and MTP families

white boxes ( LPD_ N) . domains of lipoprotein amino terminal regions; grey boxes ( DUF1943 and DUF1081) . DUF1943

and DUF1081 domains; black boxes ( vWD superfamily) . vonWillebrand factor type D domains ( revised from Reference[ 17 ] )

有趣的是 , 注射 LPS或 LTA在雄性斑马鱼中可诱导 VTG 的

表达, 并可抑制细菌的增殖 , 提示 VTG亦可作为动物体内

的应急分子来抵御病原 [ 26]。

另外 , 近来在大西洋鲑中还发现 VTG 可以中和传染性

胰 腺 坏 死 病 毒 ( infectious pancreatic necrosis virus,

IPNV) [ 27] , 在斑马鱼中证实 Pv 可以抑制淋巴囊肿病毒

( lymphocystis disease virus, LCDV) 引起的细胞病变、降低

病毒数量 [ 28] 。这些研究表明 , 在鱼类中 VTG及其裂解产物

是重要的免疫分子 , 具有抵御细菌及病毒的功能。

2.3 参与受精过程

VTG还可以协助精子受精。在真海鞘( Halocynthia roret-

zi) 中发现 VTG的羧基端(包括 vWF-D和 CT结构域) 定位于

卵黄被 ( vitellin coat) , 可与精子中的 2 个酶 ( HrProacrosin

and HrSpermosin) 结合, 能参与精子进入卵细胞过程的受精

过程 [ 29] , 进一步的研究显示其在受精前定位于 VC下的囊

泡, 但受精后则与其解离 , 提示参与受精过程中的配子结

合 [ 30] 。

2.4 其他生物学功能

此外还发现 VTG对于蜜蜂的多种社会性特征 , 如劳动

时间分工、觅食专业化、激素的动态调控、味觉反应性的

变化等方面起着作用 [ 31] , 并在蜜蜂及线虫中都发现还可以

通过捕获自由基以降低氧化压力的功能 [ 32] 。

3 性腺成熟度标记、环境激素标记及性别

标记分子及其检测方法

  研究表明动物血清中的 VTG水平在繁殖季节波动 , 这

与卵细胞的发育阶段密切相关。在东部箱龟( Terrapene caro-

lina carolina) 、哲罗鲑 ( Hucho taimen) 及红鳌螯虾 ( Cherax

quadricarinatus) 血液中 VTG 水平在繁殖周期内呈现波动,

尤其以生殖期 VTG 的表达显著升高 [ 33 - 35] 。在斑马鱼中发

现 VTG含量与成熟指数( maturity index) 密切相关 [ 36] , 在斑

点叉尾 ( Ictalurus punctatus)中也发现血液中 VTG的水平与

卵直径直至产卵有着线性相关关系 [ 37] 。因此 , 通过监测血

液的 VTG蛋白水平可以反映水产动物的性腺成熟度及卵母

细胞发育状况。

VTG受雌激素调控表达 , 在雌性动物中大量表达 , 可

用于区分外部性征不显著物种的雌雄性别。如生活于亚马

逊河流域的巨骨舌鱼 ( Arapaima gigas) 从外观难以辨识性

别, 通过酶免疫测定 ( EIA) 方法检测 VTG 可以准确区分 6

龄鱼的雌雄性别 , 并且试验表明可用于 3. 5 至 4 龄鱼的性

别鉴定 [ 38] , 在小体鲟( Acipenser ruthenus) 中也可通过酶联免

疫吸附剂测定 ( enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)

检测血清中的 VTG含量来区分性别 [ 39] , 如在两栖纲美洲隐

鳃鲵( Cryptobranchus alleganiensis alleganiensis) 中也成功鉴定

雌雄性别 [ 40] 。有研究显示 VTG 可能在雄性个体中有表达 ,

但进一步的研究显示雌雄个体间 VTG 的基础值仍然有着显

著差异 , 如繁殖季节新西兰海鲈( Polyprion oxygeneios) 雌雄

个体间的 VTG 含量有着显著差异 [ 41]。因此, VTG 可以用

于鉴定水产动物的性别 , 尤其适用于外部性征不明显的水

产动物。

另外 , 各种类雌激素、杀虫剂、持久性污染物等内分
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泌干扰物 ( endocrine disrupting chemicals, EDC) 及重金属都

具有雌激素效应 , 如 DDT、壬基酚( NP) 、1-萘酚、双酚 A、

全氟辛烷磺酸 ( perfluorooctane sulfonate, PFOS) 、金属铬等

在多种水产动物如林蛙、斑马鱼、食蚊鱼中诱导卵黄蛋白

原基因表达 [ 42 - 43] , 因此通过检测肝组织的 VTG mRNA 水

平已成为检测多种环境雌激素或污染物的方法 [ 44 - 45] , 也用

于了多个不同水域环境激素污染情况调查研究
[ 46]
。

VTG作为有潜力的标记分子 , 建立其灵敏快捷的测定

方法十分必要。已有间接方法如通过碱不稳定性蛋白结合

磷法测定磷含量来反应血液中的 VTG蛋白浓度 [ 47] , 或是通

过 EIA、ELISA、时间分辨免疫荧光测定方法等直接对 VTG

进行测定
[ 38 - 39, 48 - 49]

。然而不同物种间 VTG 在免疫学上具

有物种特异性 , 如鲑属不同物种间 VTG的抗体不能很好反

应 [ 50] , 因此在实际工作中需要针对不同物种开发特异的抗

体及检测技术。相比而言, RT-PCR 或荧光实时定量 PCR

技术灵敏度更高
[ 51] , 适用于以小型水生动物评价环境雌激

素或不同污染物的影响, 但在大型珍稀濒危水产动物中,

使用 PCR方法则在取样时难免需要牺牲个体 , 这制约了其

应用。此外 , 已有使用 VTG启动子构建调节绿色荧光蛋白

表达的重组酵母和转基因斑马鱼来评价环境雌激素污染的

系统 [ 52 - 53] , 是基于卵黄蛋白原基因对于环境雌激素的响应

机制而发展起来 , 具有响应灵敏应用方便的优点。另外采

用基质辅助激光解析电离飞行时间质谱 ( MALDI-TOF-MS)

进行质谱测序确认 [ 54] , 或采用高效液相色谱-电喷雾串联质

谱( HPLC-ESI-MS/MS) 结合, 都可直接完成 VTG的分离及

测序及定量分析
[ 55] , 这些新技术的应用都提高了 VTG鉴定

的速度与准确性。

4 小结与展望

VTG作为雌性卵生动物卵黄组成前体 , 其合成除受 E2

调控外还受到多种雌激素的调控 , 如在甲壳动物中受到性

腺抑制激素 ( gonad-inhibiting hormone, GIH) 和中枢系统脑、

胸神经节分泌的性腺刺激激素 ( gonad-stimulating hormone,

GSH) 及类萜类激素甲基法尼酯 ( methyl farnesoate, MF) 等

激素的调节 , 但调控机制以及如何进一步调控参与卵巢的

发育及卵黄发生都不清楚。对这些机制进行深入研究有助

于认识水产动物的卵黄发生与成熟机制 , 必将有助于经济

水产动物的人工繁殖。

近来的研究显示 VTG除了作为营养物质载体外 , 更具

有多种生物学功能 , 甚至在蜜蜂和线虫中研究发现其还具

有抗氧化、延长寿命以及调节社会行为等功能 [ 56] , 尤其值

得注意的是 VTG及其裂解产物还具有免疫功能 , 可以识别

并杀死细菌、真菌以及病毒等微生物的活性, 这使其在水

产动物领域有着巨大的潜在应用价值。继续研究 VTG的诱

导表达机制 , 设法增加亲本的 VTG表达, 将可以增强亲本

个体的免疫力 , 而且还可以传递给子代在胚胎发育时期抵

御各类病原侵害 , 这将极大提高各类水产动物亲本以及幼

苗的成活率 [ 57] 。

此外 , VTG分子作为性腺成熟度标记和性别标记分子

在水产动物的繁殖工作中有着极大的应用前景。通过研究

认识养殖物种 VTG表达量与卵巢成熟度以及卵细胞直径的

关系 , 就可以在生产中通过检测血液中的 VTG含量来判断

雌性动物的性腺成熟度 , 甚至可以用来预测产卵情况 ; 另

外通过研究弄清楚 VTG的表达量, 可以用于如大鲵 ( An-

drias davidianus)这类副性征不明显的动物的雌雄性别鉴定。

这些都需要建立对 VTG 快速而灵敏的检测方法。虽然液

谱、质谱等仪器的运用 , 或者荧光实时定量 PCR检测体系

都可以快速鉴定出 VTG蛋白或基因的表达并可实现定量分

析, 但它们都需要复杂的设备 , 并不便于现场分析。因此 ,

针对特定养殖物种使用多克隆抗体或单克隆抗体开发物种

特异的 ELISA检测试剂盒, 在繁殖工作中有着较大应用前

景。
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