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摘要    视网膜视蛋白组成是动物识别光强与颜色视觉的基础, 其会随着不同生长环境和发育阶段

而发生变化。大菱鲆(Scophthalmus maximus)为重要的海水养殖鱼种, 在发育过程中经历了从浮游生

活到底栖生活的转变; 生活习性的转变伴随着生存环境的变化, 尤其是光照环境的变化。我们推测

大菱鲆光照感知功能包括视蛋白种类及表达模式等, 在不同阶段应有所不同, 目前未见相关研究报

道。本研究以 1、4 和 9 月龄大菱鲆为研究对象, 通过 qRT-PCR 探查了不同阶段大菱鲆视蛋白基因

表达的特征规律, 通过分析三个发育阶段的视蛋白基因表达比例, 推测鱼体光谱敏感性变化规律。结

果表明, 红视蛋白(LWS)基因表达量随鱼体发育逐渐降低, 视紫红质(RH1)、紫外视蛋白(SWS1)和蓝

视蛋白(SWS2)随鱼体发育表达量逐渐升高, 而绿视蛋白(RH2)中高表达的 RH2b1 无显著变化。LWS

表达比例由 1月龄 57.2%降至九月龄 11.4%, RH2b1表达比例由 1月龄 29.9%升至九月龄 73.3%。随

着大菱鲆由早期浮游生活转入底栖生活, 表达占主导地位的视蛋白, 逐渐由 LWS 转变为 RH2b1, 其

光谱敏感性可能由红色敏感向绿色敏感转变。大菱鲆视蛋白在不同发育阶段表达的特征变化引发的

光谱敏感性变化, 可认为是其对不同光环境的适应策略。 
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动物的视觉功能与其交配、觅食和躲避天敌等行

为密切相关。视色素介导视觉形成的第一步是由G蛋

白 偶 联 受 体 (GPCR) 视 蛋  白 (opsin) 和 发 色 团

(chromophore)共价结合形成。当光子被吸收后, 发色

团由11-顺式异构化为全反式, 从而引起视蛋白构象

的改变, 进而激活光感受器的下游转导通路, 并最终

传递光信号(Nathans, 1987)。鱼类的视觉系统同大部

分脊椎动物一样 , 基因组中都有五个视蛋白基因亚

家族 : 视杆细胞中表达的视紫红质(RH1, Rhodopsin), 

以及视锥细胞中表达的四种 : 红视蛋白 (M/LWS, 

red-sensitive)、紫外视蛋白(SWS1, ultraviolet-sensitive)、

蓝视蛋白 (SWS2, blue-sensitive)和绿视蛋白 (RH2, 

green-sensitive)(李志强等, 2009; 刘楚吾等, 2015)。 

鱼类通过基因复制形成了多样的视蛋白库 , 以

此来适应水体光环境变化的需要(Chinen et al, 2003; 

Matsumoto et al, 2006; Ward et al, 2008; Rennison et al, 
2012; Nakamura et al, 2013)。其在不同发育时期视蛋

白表达种类与组成的变化 , 被认为与光谱环境的识

别与适应相关, 如鲑科鱼类(salmonid)视网膜中紫外

敏感的视锥细胞在变态过程中消失 , 为进入更深的
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水域做准备 , 在其性成熟并返回浅水层后重新出现

(Bowmaker et al, 1987; Kunz et al,1994; Flamarique, 
2000; Allison et al, 2006)。虹鳟(Oncorhynchus mykiss)

单锥细胞表达的视蛋白 , 随着发育由SWS1转变为

SWS2(Cheng et al, 2007)。此外, 斑马鱼(Danio rerio)、慈

鲷(Cichlids)、孔雀鱼(Poecilia reticulata)等物种中也表现出

视蛋白表达随发育呈动态变化的特征(Takechi et al, 2005; 

Carleton et al, 2008; Laver et al, 2011; Härer et al, 2017)。 

大菱鲆 (Scophthalmus maximus)隶属于鲽形目

(Pleuronectiformes) 、 鲆 科 (Bothidae) 、 菱 鲆 属

(Scophthalmus), 生长快、耐低温, 是我国重要的海水

养殖品种之一。大菱鲆早期发育过程中, 经历重要的

变态过程, 由浮游生活转变为底栖生活, 生存环境尤

其光照环境变化巨大。然而其视蛋白种类及表达模式

的研究却未见报道。本研究以大菱鲆为对象, 研究不

同发育阶段大菱鲆视蛋白组成、基因表达特征、光谱

敏感性变化及其对光谱环境变化的响应 , 以期在理

论上深入理解鱼类视觉发育规律、可塑性及对环境的

适应机制。 

1  材料与方法 

1.1  实验用鱼 

实验用大菱鲆取自威海圣航水产科技有限公司, 

分别为1月龄(0.15±0.09g)、4月龄(7.24±0.18g)和9月龄

(40.68±0.97g)人工繁育的健康稚、幼鱼。样本采集前

用300mg/LMS-222麻醉 , 随后立即摘除眼睛并置于

液氮中保存, 用于视蛋白qPCR分析。 

1.2  数据库搜索与引物设计 

大菱鲆视蛋白序列通过BLASTn和BLASTp以默

认参数搜索NCBI和Ensembl数据库获得(Altschul et al, 

1990), 斑马鱼和牙鲆视蛋白序列用作检索参照

(Chinen et al, 2003; Kasagi et al, 2018)。序列相似性由

ClustalW2网站获得 , 并利用MEGA7.0中邻接法

(Neigh-borJoining) 构建系统发生树。qPCR引物使用

PrimerPre mier 5.0设计, 具体见表1。内参基因β-actin

使用引物见文献(Dang et al, 2011)。 

表 1  qRT-PCR 所用引物及相应退火温度和扩增效率 
Tab.1  Nucleotide sequences of oligonucleotide primers 

引物 序列(5′—3′) 退火温度(°C) 扩增效率(%) 

LWS F TATTGCGTATGCTGGGGAC 

LWS R TGGGTTGTATATGGTGGCG 
58 95.9 

SWS1 F AAACACTTCCACCTGTATGAG 

SWS1 R TGACGAGGATGTAGTTGAGA 
58 100.4 

SWS2 F CATACCCTCCTGCCTCTCCA 

SWS2 R AATCCTCATCATCGCCTCCA 
58 93.8 

RH2a1 F GCAGTCAAACGATTCCCAT 

RH2a1 R GTTCCTCTAACAACCACCAAAA 
58 98.0 

RH2a2 F CTATCCACCAGCAAGACAGAAG 

RH2a2 R CCATTTCAAGTTAGCCATTCAG 
58 105.3 

RH2b1 F TTGACCAGTGACGAATGGCTCC 

RH2b1 R GCTGAGAGATTCCTGTTCCCCG 
57 95.1 

RH2b2 F TTACCGATTGCTTCCAGATTTC 

RH2b2 R ATGAGGCGGCATTCCTTTGTGT 
58 99.3 

RH2c F CTGTGGACGCTCTCCTTGAC 

RH2c R GACTTGCGAGTTGAGGTGAA 
57 99.9 

RH1 F AACGACTGAAGGCTAATGT 

RH1 R AACTCTGTAATGGGCTGAC 
57 102.6 

 
1.3  总 RNA提取与 cDNA第一链合成 

实验用RNA提取试剂盒购自南京诺唯赞生物科技

有限公司 , 用Nanodrop 2000超微量分光光度计检测

RNA浓度及纯度, 并用1%琼脂糖凝胶电泳检测RNA条

带完整性。随后, 利用反转录试剂盒(TAKARA)合成大

菱鲆cDNA第一链, –20°C保存备用。 

1.4  实时荧光定量 PCR 

以β-actin为内参基因, 每个样品设置三个复孔。总

反应体系为20μL: cDNA 1.6μL, 上下游引物各0.4μL, 

TB Green Premix Ex Taq 10μL (TaKaRa), RNase free 
H2O 7.6μL。荧光定量反应条件如下: 95°C 3min; 95°C 

10s; 57/58°C 30s; 72°C 30s; 40个循环。引物特异性采

用CFX-96软件(Bio-Rad公司)进行高温熔解曲线分析

和1%琼脂糖凝胶电泳检测, 并以5倍梯度稀释模板获

得引物扩增效率。相对表达量计算采用2–Ct法, 统计

分析使用SPSS19.0软件, 以“LSD”单因素方差分析法
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对不同发育阶段大菱鲆视蛋白表达量进行比较。当

P<0.05时, 即为差异显著。 

1.5  视蛋白表达相对比例的计算 

参照相关文献方法(Fuller et al, 2004; Härer et al, 

2017), 对大菱鲆不同阶段 , 视锥细胞中各视蛋白表

达比例的计算采用如下公式:   
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T
表示各视蛋白基因占锥视蛋白表达总量的

比例, Ei表示各基因PCR扩增效率, Cti表示各基因的

循环阈值。 

2  结果与分析 

2.1  大菱鲆视蛋白基因类别 

大菱鲆拥有5类视蛋白基因, 分别为视杆细胞中

的视紫红质(RH1), 视锥细胞中的紫外视蛋白(SWS1, 

AWO98359)、红视蛋白(LWS, AF385826)、蓝视蛋白

(SWS2, AWP03347)以及绿视蛋白(RH2), 其中绿视蛋

白基因有五个亚型。序列相似性分析(表2)表明RH2a1

和RH2a2及RH2b1和RH2b2之间的序列相似性更高。

系统发生树分析 (图1)表明RH2a1和RH2a2及RH2b1

和RH2b2分别聚为一支 , 故绿视蛋白基因五个亚型

暂命名为RH2a1、RH2a2、RH2b1、RH2b2和RH2c。

视紫红质和绿视蛋白相关序列已提交到NCBI, 视紫

红质序列号为MN073188, 绿视蛋白五个基因分别为

MN073190-MN073194。  

表 2  大菱鲆视蛋白基因序列相似性分析 
Tab.2  Sequence similarity among S. maximus opsins 

 SWS2 LWS SWS1 RH1 RH2c RH2b1 RH2b2 RH2a1 RH2a2 

SWS2 100.00 49.10 52.21 55.23 55.95 55.18 54.60 56.03 56.23 

LWS 49.10 100.00 51.87 50.53 54.04 55.65 55.84 51.16 53.78 

SWS1 52.21 51.87 100.00 53.00 56.45 55.56 55.46 55.65 55.36 

RH1 55.23 50.53 53.00 100.00 62.71 64.35 64.35 62.22 63.38 

RH2c 55.95 54.04 56.45 62.71 100.00 85.17 87.72 75.34 79.29 

RH2b1 55.18 55.65 55.56 64.35 85.17 100.00 94.43 76.69 80.44 

RH2b2 54.60 55.84 55.46 64.35 87.72 94.43 100.00 77.55 81.41 

RH2a1 56.03 51.16 55.65 62.22 75.34 76.69 77.55 100.00 85.93 

RH2a2 56.23 53.78 55.36 63.38 79.29 80.44 81.41 85.93 100.00 

 

 

图 1  大菱鲆视蛋白核酸序列邻接法建树 
Fig.1  A phylogenetic tree constructed by the Neighbor-Joining 

method for nucleotide sequences of S. maximus opsins 
 

2.2  不同发育阶段大菱鲆视紫红质基因表达量的变化 

1月龄大菱鲆视紫红质基因RH1表达量较低, 其

后表达量逐渐增加 , 但4月龄和9月龄大菱鲆杆视蛋

白表达量无显著差异(图2)。 

 

图 2  大菱鲆稚、幼鱼视紫红质基因(RH1)相对表达量随生

长发育的变化 
Fig.2  Relative expression of RH1 during the development of 

juvenile S. maximus 
注: 不同的字母表示有显著差异(P<0.05) 

 

2.3  不同发育阶段大菱鲆锥视蛋白基因表达量的变化 

大菱鲆锥视蛋白基因相对表达量随发育的变化见

图3。其中, LWS相对表达量在1月龄最高, 其后逐渐降

低; SWS1和SWS2在9月龄的相对表达量均显著高于1、

4月龄 ,  且1、4月龄之间无显著差异 ;  绿视蛋白中

RH2a1和RH2b2在4、9月龄相对表达量显著低于1月龄; 
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图 3  大菱鲆稚、幼鱼锥视蛋白基因相对表达量随生长发育的变化 
Fig.3  Relative expression of cone opsin genes during the development of juvenile S. maximus 

注: a. LWS, b. SWS1, c. SWS2, d. RH2a1, e. RH2a2, f. RH2b1, g. RH2b2, h. RH2c。不同的字母表示有显著差异(P<0.05) 

 

RH2a2和RH2b1在三个时期表达量均无显著变化 ; 

RH2c在1、4月龄相对表达量无明显变化, 而9月龄时

显著降低。 

2.4  大菱鲆个体发育中视蛋白表达比例的变化 

大菱鲆锥视蛋白中, LWS、RH2b1和RH2c为表达

比例最高的三个锥视蛋白基因 , 三者表达比例之和

在三个阶段均超过95%(图4)。1月龄时, LWS为表达比

例最高的锥视蛋白, 超过总量的50%。随着大菱鲆的

生长发育, LWS表达比例逐渐降低, 到9月龄时减少至

约6%。RH2b1则刚好相反, 1月龄时表达量约占29.9%, 

9月龄时升高至75.1%, 成为表达量最高的锥视蛋白。

RH2c的表达比例从1月龄至9月龄略微增加, 由9.2%

升高至14.8%。 

在其他未占优势锥视蛋白基因中, SWS1 和 SWS2

表达比例均在 9 月龄时显著增加。绿视蛋白中 RH2a1

表达比例随着发育逐渐降低, 至 9月龄时所占比例几乎

为零; RH2a2在三个时期表达比例无显著变化, 且均不

超过 0.2%; RH2b2在 4月龄的表达比例不足 0.2%, 显著 
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图 4  大菱鲆三种主要视蛋白表达比例随生长发育的变化 
Fig.4  Proportional expression of three main opsin during the 

development of juvenile S. maximus 
 

低于 1、9月龄(表 3)。 

3  讨论 

3.1  大菱鲆绿视蛋白基因的多拷贝性 

鱼类视蛋白基因的多拷贝事件报道较多 , 其中

以绿视蛋白基因RH2最为常见(刘楚吾等, 2015)。如斑

马鱼(Danio rerio)的RH2基因通过复制形成了光谱敏

感峰值(λmax)各不相同的四个基因, 串联排列在基因

组上 (Chinen et al, 2003) 鲀。而红鳍东方 (Takifugu 

rubripes)和黑青斑河豚(Tetraodon nigroviridis)的RH2

也发生了加倍 , 但它们的RH2-2趋同退化为假基因

(Neafsey et al, 2005)。在已有报道中, 太平洋蓝鳍金

枪鱼(Thunnus orientalis)RH2基因最多, 其至少有5个

旁系同源基因。相关氨基酸位点替换导致光谱敏感蓝

移, 形成不同λmax的绿视蛋白亚型, 进而增强了太平

洋蓝鳍金枪鱼对蓝光的识别能力 (Nakamura et al, 

2013)。在大菱鲆视蛋白基因中, 我们发现其有五个

RH2基因, 推测RH2基因的碱基替换引起λmax的改变, 

可能是变态后大菱鲆对深海短光谱为主的光照环境

的一种适应表现。  

表 3  大菱鲆锥视蛋白各基因表达比例(%) 
Tab.3  Proportional expression of different cone opsin during the development of juvenile S. maximus 

月龄 LWS SWS1 SWS2 RH2a1 RH2a2 RH2b1 RH2b2 RH2c 

1 57.201a 0.275a 2.393a 0.454a 0.070a 29.945a 0.448a 9.213a 

4 37.568b 0.298a 2.687ab 0.036b 0.113a 48.803b 0.143b 10.353a 

9 6.214c 0.740b 2.860b 0.007b 0.112a 75.057c 0.224c 14.787b 

注: 不同的字母表示有显著差异(P<0.05) 

 
3.2  大菱鲆发育过程中视蛋白基因表达特征变化 

视蛋白基因在鱼体发育不同阶段表达的不一致

性 , 是其适应不同发育阶段下各异光谱环境的强大

机制之一(Cheng et al, 2004; Carleton et al, 2008)。大

菱鲆在仔稚鱼期营浮游生活 , 变态后则转营底栖生

活。本实验结果表明, 大菱鲆虽然经历长时间的养殖

驯化 , 但其可能仍保留了野生状态的视蛋白表达模

式: 从 1 月龄至 9 月龄, 大菱鲆杆视蛋白基因表达量

增加; 大菱鲆在进入更深的水层后, 栖息环境光线逐

渐变暗, 需要更多的视紫红质。 

在锥视蛋白中, LWS 表达量逐渐降低, SWS1 和

SWS2 表达量逐渐升高, 绿视蛋白中占主导的 RH2b1

表达量无显著变化。大菱鲆变态前生存在表层水域, 

光线以长波长为主, 变态后向更深的水层移动, 光谱

以中短波长为主。我们的结果表明大菱鲆变态前后颜

色识别能力的转变, 正好与大菱鲆生活史(从浮游向

底栖生活转变 )的视觉需求相吻合。条斑星鲽

(Verasper moseri)有着与大菱鲆类似的生活史和光谱

环境转变, 其在 3—27月龄的发育过程中 LWS表达逐

渐降低, RH1表达升高, 但 SWS1和 SWS2b表达量下

降 (Kasagi et al, 2015)。南地刺鲷 (Acanthopagrus 

butcheri)在仔鱼期视蛋白表达以 SWS1、SWS2b 和

RH2aα为主, 而 SWS2a、RH2aβ和 LWS表达水平很

低 ; 然而在成鱼中 , 视蛋白表达情况刚好相反 , 并

且从仔鱼到成虫, RH1的相对表达水平上升了 25倍

(Shand et al, 2008), 这种变化可能与其稚鱼期到以

长波长为主的单宁酸污染河口水域生活有关(Shand 

et al, 2002)。可见, 鱼类视蛋白表达的阶段特征与发

育中环境光谱变化密切相关。 

3.3  大菱鲆发育过程中的光谱敏感性变化 

发育过程中视蛋白基因表达比例的变化 , 可以

在一定程度上推测鱼类在不同发育阶段的光谱敏感

性。各锥视蛋白表达比例的计算结果表明, 大菱鲆锥

视蛋白在 1月龄时 LWS占主导, 随着发育, RH2b1逐

渐取代了 LWS高表达的地位。据此可推测: 大菱鲆在

变态前的 1月龄可能对长波长的红光更为敏感, 而变

态后可能对中短波长的绿光更敏感, 与其生活史中光

谱环境变化吻合。美洲拟鲽(Pleuronectes Americanus)

拥有与大菱鲆类似的生活史, 但其变态前只有 RH2

表达, 意味着仔鱼期的绿光高敏感性; 变态后 SWS2
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和 LWS 两类锥视蛋白基因亦有表达, 其光谱敏感性

可能有所转变(Mader et al, 2004)。 

本实验中, 9 月龄大菱鲆 SWS1 表达比例显著高于

1、4 月龄。然而大部分研究表明紫外敏感性的增强可

能是不利的(Losey et al, 1999)。如罗非鱼(Oreochromis 

niloticus)的紫外敏感性随着发育逐渐降低 , 其仔鱼

期对紫外的高敏感性与摄食习性有关。浮游动物会

吸收紫外线 , 仔鱼的紫外视觉能够增强浮游动物与

海水背景颜色的对比 , 从而有助于其对浮游生物的

捕捉(Sabbah et al, 2012); 罗非鱼成鱼为杂食性, 由

于紫外线在水中的强烈散射造成视网膜图像形成的

模糊化 , 不利于其对大型水生植物及无脊椎动物的

捕食。但大菱鲆 9月龄 SWS1所占比例依然很低, 可

能对光谱敏感性影响微乎其微。SWS2的表达比例变

化亦不大 , 表明大菱鲆对蓝光敏感程度可能亦无显

著变化。 

4  结论 

大菱鲆视蛋白基因在不同发育阶段表达特征不

同。1 月龄 LWS 表达比例为 57.2%, 9 月龄时降至

11.4%; 绿视蛋白从 1 月龄 29.9%升高至 9 月龄

73.3%。表达占据主导地位的 LWS 逐渐被 RH2b1 取

代 , 进而可能引起视觉敏感性由长波长转变为中短

波长敏感。不同阶段视蛋白表达特征变化引发的光谱

敏感性转变 , 可能是大菱鲆应对底栖光环境变化的

一种适应策略。 
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EXPRESSION CHARACTERISTICS OF OPSIN GENES IN DIFFERENT 
DEVELOPMENTAL STAGES OF SCOPHTHALMUS MAXIMUS 

WANG Yu-Nong1, 2, 3, 4,  LI Xian1, 2, 3,  WU Le-Le1, 2, 3, 4,  ZHOU Li1, 2, 3, 4,   
MA Xiao-Na1, 2, 3,  LI Jun1, 2, 3 

(1. CAS Key Laboratory of Experimental Marine Biology, Institute of Oceanology, Chinese Academy of Sciences, Qingdao 266071, 
China; 2. Laboratory for Marine Biology and Biotechnology, Qingdao National Laboratory for Marine Science and Technology, 

Qingdao 266071, China; 3. Center for Ocean Mega-Science, Chinese Academy of Sciences, Qingdao 266071, China; 4. University of 
Chinese Academy of S ciences, Beijing 100049, China) 

Abstract    Opsin plays a critical role in scotopic and color vision, and teleosts show a great variety in visual opsin 

complement and expression pattern. Turbot Scophthalmus maximus is one of the important aquacultural species. However, 

little is known about its visual sensitivity in detail. To evaluate ontogenic changes in visual sensitivity, we investigated the 

opsin gene expression in juvenile turbot with quantitative RT-PCR. The results show that opsin gene expression of turbot 

had a significant change: the main “green-sensitive” opsin gene subtype (RH2b1) was expressed at a constant level, 

whereas the expression of “red-sensitive” opsin gene (LWS) decreased, and that of “ultraviolet-sensitive” opsin gene SWS1, 

“blue-sensitive” opsin gene SWS2, and “dim-light sensitive” rhodopsin gene RH1 increased during the ontogenic 

development. By calculating the proportional expression level, we found that the dominant one shifted from LWS to RH2b1, 

meaning that the visual sensitivity shifted from red to green during the development. Our results indicate the dramatic shift 

in visual sensitivity, which is caused by heterochronic opsin expression in turbot, would be an adaptive way to benthic life. 

Key words    Scophthalmus maximus;  opsin;  heterochronic expression;  visual sensitivity 

 


