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摘要：参考多 种 生 物 的 胰 岛 素 样 生 长 因 子+#（ ,-.+#）基 因 序 列，设 计 并 合 成 引 物。用 胭 脂 鱼

（102(304*#$)& +&#+5#3)&）肝总 /01 逆转录得到 2301 并扩增获得特异性片段，回收纯化后亚克隆到 453+
)67 载体上。测序后经序列比对分析表明，所得到的序列是胭脂鱼胰岛素样生长因子+#（,-.+#）2301
片段，共 $6& 84，包括该基因完整的开放阅读框（9/.）$6* 84，编码 )*! 个氨基酸。氨基酸序列与其他鲤

形目鱼类具有较高的同源性，对胭脂鱼 ,-.+#在一些组织中的表达研究发现，,-.+#在肝中表达最多，

其次是胰、性腺，在脑、垂体、鳃、心、脾中也有不同程度的表达，而在肠、肾、肌肉中的表达不十分明显。
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胭脂鱼（102(304*#$)& +&#+5#3)&），隶属于硬

骨鱼纲、鲤形目、胭脂鱼科、胭脂鱼属。其肉质

细嫩，且具有很高的观赏价值，现在野生资源数

量正在逐年减少，是国家二级保护动物。胭脂

鱼类是一个由二倍体向四倍体过渡的鱼类，是

研究鱼类起源进化和地理变迁的重要物种［)，!］。

胰岛素样生长因子家族（ @FLEM@F+M@NK IOCPQD

R?2QCOL，,-.L）是一类在结构上与胰岛素原具有
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高度同源性的多肽，参与脊椎动物的生长发育



和生殖。!"# 系统包括 $ 个配体（!"#%!，%"）、

$ 个受体（ !"#%! &’(’)*+&，%" &’(’)*+&）和 , 个

!"# 结合蛋白（ -./01-.%1-2’ 3&+4*5 67(*+&/ 8-.9-.3
)&+*’-.，!"#:;/）。!"#%!具有广泛而重要的生

物学作用，如调节细胞代谢，促进细胞生长、分

化和分裂，抑制细胞死亡和调节渗透压等，在鱼

类的生长和生殖生理中具有重要意义［<，=］。鱼

类胰岛素样生长因子系统的研究起步较晚，

>?@? 年 A7+ 等［B］首次从鲑鱼克隆得到 !"#%!
(CDE，自此一些鱼类的 !"#%!基因得到研究，

但是主要集中在鲑鳟鱼类、日本鳗鲡、鲤科和鲈

形目等少数几个品种中［,］。本实验采用 FG%
;AF 技术克隆了胭脂鱼 !"#%!基因片段，并得

到其编码的核苷酸序列，初步研究了 !"#%!在

胭脂鱼组织中的表达，期望能为胭脂鱼的深入

研究提供基础理论依据。

! 材料与方法

!"! 材料及主要试剂 胭脂鱼购自重庆市渝

中区棉花街观赏鱼市场，在清水中暂养 < 9 后

用于实验。G&-)0&’ F’73’.* FDE 提取试剂盒购

自上海华舜生物工程有限公司。)HC>@%G 载

体、CI$JJJ、!"# CDE 聚合酶、H%H0IK 逆转录

酶、CD7/’ !（FD7/’ 6&’’）、9DG;、琼脂糖、G&-/ 均

购自大连 G7L7F7 生物工程有限公司。大肠杆

菌 CMB#为本实验室保存。

!"# 引物设计与合成 根据 DA:! 上公布的斑

马鱼（$"%&’ ()(&’，DH ><>@$B）、鲮鱼（ *&((+&%,-
.’/&0’()//"，EN J,??=B）、团 头 鲂（ 1)2"/’3("."
".3/45)6+"0"，E# <<$@,B）以及草鱼（*0)%"6+"(47
%2’8’% &8)//,-，E# $=O,B@）的 !"#%! PFDE 序

列，用 ;&-P’& BQJ 软件设计胭脂鱼 !"#%!的上、

下游引物 #>、#$、F>。根据 #>、F> 的测序结果，

设计基因特异性引物 "R;#、"R;F 用于组织表

达。同时，设计一对金鱼$%7(*-. 引物 #、F 扩增

保守的细胞骨架肌动蛋白作为组织内参。

!"$ 组织总 %&’ 的提取 快速分离胭脂鱼脑

（8&7-.，:）、垂 体（)-*0-*7&S，;）、鳃（3-11，"）、心

（ 5’7&*，M）、脾（ /)1’’.，R）、肝（ 1-T’&，I）、胰

（)7.(&’7/，;7）、肠（-.*’/*-.’，!）、性腺（3+.79，"+）、

肾（2-9.’S，L）、肌肉（P0/(1’，H）各 $B P3，放入液

氮中速冻，组织匀浆后按照 G&-)0&’ F’73’.* FDE
提取步骤进行操作，<U甲醛变性琼脂糖凝胶电

泳检测 FDE 质量，并用紫外分光光度计测定

FDE 的 E$,J V E$@J 值和 FDE 浓度，然后保存于 W
@JX冰箱中备用。

表 ! 引物序列

()*+, ! -./0,. 1)0,2 )13 2,45,16,2 52,3 /1 78/2 27539

引物名称

;&-P’& .7P’/
引物序列

;&-P’& /’Y0’.(’/
!"#%! #> BZ%AEG"GAGE"A""EAEGGGAGGA%<Z
!"#%! #$ BZ%"G"G"G""E"EAE""""AGG %<Z
!"#%! F> BZ% "AAGEAEEG"A"EGE"GGGAG"AA %<Z

"R;# BZ% "G"""A"GG""G"G"EG"GAG %<Z
"R;F BZ% EGE"GGGAG"AAAAAG"G"GG %<Z

$%7(*-. # BZ% AAEGAGAAG"AGA"EE"GA%<Z

$%7(*-. F BZ% AEAG"G"AAAEGAGEA"E"%<Z

!": ;<=>!基因克隆

!":"! (CDE 第一条链的合成 取 B%3 肝脏组

织的 总 FDE，以 H%H0IK 逆 转 录 酶 催 化 合 成

(CDE，参照说明书操作。

!":"# ;AF 扩增 以 >Q=Q> 节合成的 (CDE 为

模板，用引物 #>、F> 进行第一轮 ;AF 扩增，参

数为：预变性 ?=X，< P-.；变性 ?=X，<J /，退火

,JX，<J /，延伸 O$X，=B /，循环数 <B；后延伸

O$X，>J P-.。再以第一轮扩增产物为模板，用引

物 #$、F> 进行巢式 ;AF 扩增，参数同上，扩增后

用 >U琼脂糖凝胶电泳检测 ;AF 扩增产物。

!":"$ 扩增片段的克隆和测序 用少量胶回

收试剂盒纯化目的片段，并将其连接到 )HC>@%
G 载体上，转化到大肠杆菌 CMB#菌株中，经蓝

白斑筛选，挑选白色单菌落，培养后用菌落 ;AF
鉴定，挑选插入正确的阳性克隆抽提质粒后送

上海英骏生物技术有限公司测序。

!"? ;<=>!的序列分析 用 A10/*71 [ 的 D%\
P’*5+9 进行序列对比并构建系统进化树，分析

结果用 A10/*71 [ 软件的 *&’’ T-’4 表示。其他脊

椎动物的 !"#%!氨基酸序列均从 "’.:7.2 下

载，序 列 号 如 下：斑 点 叉 尾 (（ 950"/,(,-
6,%50"0,-，A57..’1 A7*6-/5 ） EE]B,B?$；银 鲑

（:%5’(+4%5+,- ;&-,05+，A+5+ R71P+.）EEE=?=>J；
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!"#$!前蛋白（图 %）。从 "&’()’* 上获得已经公

布的部分脊椎动物!"#$!氨基酸序列，进行序列

对比并构建系统进化树，结果如表 +、图 ,、图 -。

图 ! 胭脂鱼 "#$%! &’() 序列及其编码的氨基酸序列

$*+,! (-&./01*2/ 3/4-/5&/3 652 /5&02/2 67*50 6&*2 3/4-/5&/3 8907 "#$%! &’() 08 :;*5/3/ <-&=/9

图 > "#$%!氨基酸序列比对分析

$*+,> ?-.1*@./ 6.*+57/51 656.A3*3 08 "#$%! 67*50 6&*2 3/4-/5&/3

BC> 胭脂鱼 "#$%!基因在组织中的分布 总

./0 用 1/)2& !（./)2& 34&&）去除基因组 1/0
污染后，用 上 下 游 引 物 "56#、"56. 进 行 .7$

68.，将扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳，没有得

到 "56#、"56. 期望的条带，表明基因组 1/0
的干扰已被去除（图 9）。各组织的总 ./0 逆转
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录得到的 !"#$ 为模板，确定 %&’(!和"()!*+,
扩增的最适循环数 - . /0 和 # . 01。组织分布

结果表明，%&’(!在胭脂鱼肝中表达最多，其次

为胰、性腺，在脑、垂体、鳃、心、脾中也有不同程

度的表达，而在肠、肾、肌肉中则表达不明显（图

2）。

表 ! 胭脂鱼 "#$%!氨基酸与其他脊椎动物同源性比较（&）

’()*+ ! ’,+ ,-.-*-/0 1-.2(3454-6 -6 "#$%! (.46- (147 5+89+61+5 )+:;++6 <,46+5+ =91>+3 (67 -:,+3 ?+3:+)3(:+5

鲤鱼

34554,
3)67

斑马鱼

89:6);+<=

鲮鱼

->?
3)67

)鳟

@)+,:4A
B64>*

斑点

叉尾(
3=),,9C
3)*;+<=

银鲑

34=4
D)C54,

斜带

石斑鱼

E6),F9(
<74**9?
&64>796

黑鲷

GC)!H
D9)

G69)5

大杜

父鱼

D=46*=46,
D!>C7+,

牙鲆

G)<*)6?
I)C+:>*

非洲

爪蟾

$;6+!),
3C)A9?
’64F

鸡

3=+!H9,
人

I>5),
鼠

-4><9

胭脂鱼

3=+,9<9
D>!H96

JKLK J/L0 JMLK 2JLN 21LM 22L1 2/LO 2MLN PJL1 PMLM PPLN PKL2 PNL1 OJLK

图 @ 脊椎动物 "#$%!进化分析

$4/A@ B,0*-/+6+:41 (6(*0545 -C :302546 -C ?+3:+)3(:+5
相关序列从 &9,G),H 下载，序列号见方法与材料，图中的数

字代表 M NNN 个重复的 :44*<*6)79 值，水平线代表遗传距离。

B=9 !4669C)*+4, <9Q>9,!9< A969 ?4A,C4)?9? ;645 &9,G),HR ’46

&9,G),H )!!9<<+4, ,>5:96<，69;96 *4 -)*96+)C< ),?

59*=4?<R #>5:96< +,?+!)*9 *=9 :44*<*6)79 S)C>9< ;645 M NNN

697C+!)*9<R B=9 =46+T4,*)C C+,9< +,?+!)*9 F9,9*+! ?+<*),!9<R

D 讨 论

DEF 胭脂鱼 "#$%!基因的同源性 本实验克

隆得到的胭脂鱼 %&’(! !"#$ 编码由 MPM 个氨

基酸残基组成的 %&’(!前蛋白，与鲤形目鱼类

比较具有高度的同源性，如与鲤鱼、斑马鱼、鲮

鱼的同源性分别为 JKLKU、J/L0U、JMLKU；而

与*形目、鲈形目、鲑形目、鲽形目、鲇形目鱼类

比较相似性较低，如与大杜父鱼、斜带石斑鱼、

黑鲷、)鳟、银鲑、牙鲆、斑点叉尾(的同源性分

别为 PJL1U、2/LOU、2MLNU、2JLNU、22L1U、

PMLMU、21LMU。而与两栖类、鸟类和哺乳类差

异较大，与非洲爪蟾、鸡、鼠、人的同源性分别为

PPLNU、PKL2U、OJLKU、PNL1U（表 0）。

从构建的系统进化树（图 O）可以看出，鱼

类的 %&’(!基因与其他脊椎动物的明显分为两

个大的分支。而在鱼类之间，分类地位相近的

鱼类出现在同一分支，如鲤鱼、鲮鱼、斑马鱼等

鲤科鱼类出现在同一分支，鲑形目、鲈形目等鱼

类则分布在另一分支，与其形成姐妹群。胭脂

图 G 去基因组 HIJ 的 KIJ 为模板的 B<K 扩增产物的琼脂糖凝胶电泳分析

$4/AG J/(3-5+ /+* +*+1:3-2,-3+545 -C B<K 23-791:5 9546/ KIJ :+.2*(:+ +*4.46(:+7 /+6-.41 HIJ
G：脑；V：垂体；&：鳃；I：心；D：脾；W：肝；D：肠；&4：生殖腺；X：肾；-：肌肉。（下图同）

G：:6)+,；V：7+*>+*)6Y；&：F+CC；I：=9)6*；D：<7C99,；W：C+S96；%：+,*9<*+,9；&4：F4,)?；X：H+?,9Y；-：5><!C9R（’4CC4A+,F ;+F>69 <)59）
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图 ! 胭脂鱼 "#$%!的组织表达

$&’(! "#$%! )*+,)--&./ &/ 01,&.2- 3&--2)- .4 56&/)-) 7289),
! ：阳性对照；" ：阴性对照；以!#$%&’( 作为内参。

! $() " $* +,*’&’-. $() (./$&’-. %,(&0,1*；!#$%&’( $* $( ’(&.0($1 %,(&0,1 2

鱼与鲤科鱼类在同一分支。将所克隆的胭脂鱼

345#" %678 预测编码的氨基酸和其他脊椎动

物的氨基酸序列进行比对后发现（图 9），与其

他四足动物相比，鱼类之间 345#"同源性很高，

这也与传统的脊椎动物分类地位相一致。

:;< 胭脂鱼 "#$%!基因的组织表达 从本研

究的结果中可以看到 345#"在胭脂鱼肝中的表

达量最多，这是因为 345#"绝大部分由肝合

成［:］，但是局部组织细胞，如性腺、骨髓、脑及多

种肿瘤细胞也可以产生和分泌［;］。所以 345#"
在胰、性腺、脑、垂体、脾、腮，心中也有不同程度

的表达，这与报道过的其他鱼类的研究结果是

一致的。<.’(.%=. 等［>］的研究发现，莫桑比克

罗非鱼（ !"#$%&"$’() ’$))*’+(%,)）肝、胰腺、胃、

小肠、大肠、肾、鳃、生殖腺、脑、心和眼等组织中

都有 345#"的表达。还有研究表明，在大麻哈

鱼（ -.*",) *,"*/*）的 脂 肪 中 也 有 345#"的 表

达［?@］。A&&.*,( 等［??］在金鱼（ 0*"*))(,) *,"*/,)）

的视网膜中也检测到了 345#"的表达，而且表

达量相对较高。胭脂鱼 345#"在肠、肾、肌肉中

的表达不是十分明显，出现这种情况有很多原

因，一方面可能是个体差异所致，另一方面就是

345#"受诸多表达调控因子的调控所致，不仅

如此，345#"的表达还受营养状况、激素水平和

生长环境等因素的调节。如有学者［?B，?C］通过饥

饿实验研究了营养对鱼类 345#" D<78 表达

水平的影响，发现禁食或能量不足都会导致血

清和肝组织 345#" D<78 表达水平下降。本

研究中所用的鱼曾在清水中暂养，由于饥饿可

能使 345#" D<78 的表达量受到影响，直接导

致一些组织中的低丰度表达。除了饥饿外，还

有很多外部因素和内部因素对 345#"的表达会

产生影响。大量证据表明 4E 能显著促进肝和

血清中的 345#" D<78 表达，且呈剂量依赖性

反应，345#"则 反 过 来 负 反 馈 调 节 4E 的 分

泌［?9］。而在肝以外组织中，345#"对于 4E 则

有不同的反应：一些研究显示 4E 对于脑、肾、

肠、鳃等组织中的 345#"有促进作用［?F］，而另

外一些报道又认为 4E 对于心、脂肪、脑、脾、垂

体等组织中的 345#"没有任何影响或有抑制作

用［?G］。同时又有研究表明，胰岛素在 4E 刺激

345#"表达的过程中也起到协同作用［?:］。除

4E 和胰岛素外，谷氨酸、糖皮质激素［?;］、甲状

腺激素［?>］对 345#"的表达也有一定的调节作

用。温度、盐度、渗透压等环境因子的改变也会

影响鱼类 345#"的表达。盐度对 345#"表达的

影响可能与 345#"参与渗透压调节有关，在等

渗溶液中肝 345#"的表达水平最高［B@］。这种

调节作用可能与 345#"的内分泌以及 345#"在

体内的清除率有关，当鱼类开始经历环境胁迫

时，体内 345#"水平显著下降，必须经过一段时

间后才能逐渐恢复到原有水平［B?］。还有研究

发现，温度对 345#"的表达水平也会造成一定

的影响［BB］。这些因素的综合作用，对 345#"的

表达就产生了复杂的影响。

自然条件下，胭脂鱼一般 F H G 龄进入生殖

年龄，性成熟较迟，繁殖周期较长。目前环境污

染日益严重，资源受到严重破坏，数量明显下

降，且在短期内很难自然恢复。众所周知，生长

和生殖是生物体最基本的现象，而 345 又与生

长和生殖密切相关，这意味着将 345 的研究成

果用于动物保护研究非常重要。然而到目前为

止，动物的生长和生殖是如何受 4E#4E<#"45
轴的调节，4E、4E< 是如何与 345 家族成员在
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生物体内共同作用，某些环节仍不十分清楚。

因此，如何从 !"# 的角度认识鱼类的生长发育

和生殖规律，是一个有意义的课题。
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