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摘要
:
序列分析表明

:

欧洲鳗鲡 G H 基因从 A T G 到 T A G 共计 2 393 bP
,

有 4 个外显子
、

3 个内含子
,

推测编码 209

个氨基酸
。

第一 内含子存在 3 个重复单体构成的微卫星序列
。

同源性分析表明
:

欧洲鳗鲡 G H 可分为 5 个结

构域
,

G D I 一 G D4 区域与 G H 的活性有关
,

为 G H 与其受体专一性结合区域
,

G D S 区域与 G H 分子的结构
、

稳定

性有关
。

进化分析表明
,

鱼类 G H 分可成 3 个不同的组
,

欧洲鳗鲡 G H 基因属 I组
,

11 组可分含 4 个内含子基因

及含 5 个内含子基 因二个亚组
,

111 组 G H 基因有 5 个 内含子
。

推测原始的 G H 基因在进 化过程中
,

通 过丢失

或增加内含子导致基因歧化
。
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Ab str ae t :

Th
e an a lys is o f th e s eq u e n c e sh o w s th at th e gro w th h o

rm
o n e g e n e (G H g e n e ) o f A鳍

u illa a
咭

u illa

c o n tain s 2 39 3 bP fro m A T G to T A G
,

an d c o n sis ts o f 4 e x tro n s an d 3 in tro n s ,

al s o it w as de d ue ed to e n e o d e 2 0 9

a m in o ac id s
.

T he fi r st in tro n e o n sists o f 3 re Peat ed m o n o Plo id fo rm in g its 而
n isa te llite s eq u e n e e

.

Al ig n m e n t

an a lys is in d ieat e d that the G H g e n e can b e d iv id ed in to 5 s tru e tu re d o m ai n s
.

G D I 一 G川 d o m ai n s m a y be

re la tiv e to th e G H a e tiv ity an d the sPe c ial ly b in din g fi eld o f th e

rec eP to r ,

an d G D S d o m ai n to m o le e ular

s

trU
e tu re an d s ta b ility o f th e G H re sPe e tiv ely

.

E v o lu tio n s tu d y d em o n stra te d that the re w ere l
,

11 an d 11 1 g ro u Ps

e x is tin g am
o n g th e fi shy G H g e n e s ,

an d th e Ang
u illa a

嗒
u illa G H be lo n g s to g ro u P I : g ro u P 11 e an b e re div ide d

to 2 su b g ro uPs w hieh w e re 4 in tro n s o r 5 in tro n s ,

an d g ro u P 111 h a s 5 in tro n s o n ly
.

It w as Pre su

me d th at th e

d ism u ta tio n o f the G H g e n e had h aPPe n e d th ro u g h lo sin g o r ad d in g in tro n s d u ri n g th e ev o lu tio n
.

K ey wo
rds

: Ang
u illa a

嗒
u illa G H g e n e ; m ie ro s

ate llite ; al ig n m e n t ; e vo lu tio n

生长激素 (G H )是一种单链多肤类激素
,

在脊椎动物的生长发育中起重要作用
。

由于其有潜在增

加水生鱼类的生长速度
,

因此科学家已从多种鱼中获得了编码生长激素基因 (G H )的克隆
,

希望通过基

因工程生产大量的 G H
,

以 配制促进鱼快速生长的饲料
。

在所调查的大部分真骨鱼中
,

仅发现一种 G H

基因
,

而在畦蹲及罗非鱼中发现了两种 G H 基 因
。

有报道认为鱿缚 中 G H 基 因以两种形式存在
,

是在

25 一 100 百万年前
,

由原始祖先中发生四倍体化事件所导致 的结果 [’〕
。

在罗非鱼中
,

G H 基因存在两个

收稿 日期 : 200 1
一

10
一

16

资助项 目 : 苏州大学
“ 2 1 1 ”

标志性成果研 究项 目 (X B 1 13 05 6 )

作者简介 : 贡成 良(1965 一 )
,

男
,

江苏丹 阳人
,

副教授
,

博士
,

主要从事基因调控
、

表达及基 因工程制药研究
。

E
一

m all : ch lgon g @ 163
.

net



水 产 学 报 2 6 卷

拷贝〔2〕
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,

斑点叉尾胡闭中
,

GH 基因组含 5 个外显子
,

4 个 内含子
,

类似于鸟类和哺乳类动物的

GH 基因 ;而虹蹲图
,

尼罗罗非鱼 [6j
,

牙坪川
,

黄尾颤阁 G H 基因的最后一个外显子 中有一个附加的内

含子
。

对于不同的来源的 G H 基因序列分析
,

可 以帮助我们认识 G H 基 因的进化及内含子起源的踪

迹
,

内含子的模型也许可以作为一个 自然标记
,

有助于认识不同生物的进化关系
。

我们通过 PC R 克隆

了欧洲鳗鲡 G H 基因
,

对其进行了序列分析
,

并将欧洲鳗鲡 G H 基因与其它 G H 基因进行了比较和进化

分析
,

现将研究结果报道如下
。

1 材料与方法

鳗鲡
:

欧洲鳗鲡 (Angu
ill a
叨g “ill 。 )

,

购 自苏州外贸冷冻厂
。

工 具酶 : 限制性 内切酶
、

T a g 酶
、

D N A 连接酶购自 Cib ic o B
RL 公司

。

鳗鲡墓因组 D N A 的抽提
: 取肌肉组织按常规方法进行

。

克 隆 及 测 序
:

根 据 日 本 鳗 鲡 ( A n g u i“a 抑on ica ) 的 序 列
,

设 计 一 对 引 物 (Pl :

AT G G C A TC A G G G T rCCT T C
,

P2
: CT ACA G G G T G C AG T TGC 明rT C )

,

引物 由上海生物工程公司合成 ; PC R

反应条件为 93 ℃ 1 m in
,

55 ℃ 1而
n ,

7 2℃ 2
.

5 nil
n 进行 30 个循环

。

PC R 产物用低熔点胶 回收
,

TA 法克

隆进 pB lue sc riP t n sK + 后
,

用引物追踪法进行序列分析
。

酶切
、

连接
、

转化等按常规法进行
。

分子进化分析
:

应用 PC /g en e (v er 6
.

8 In tek k i Ge ne ki es ) Cl us tal 程序进行分析
。

2 结果

2
.

1 欧洲鳗鲡 G H 基因组的结构

表 1 欧洲组鲡 G H 基 因第 1 内含子 中的微卫星序列

Ta b
.

1 Mic re sat
e山te se que nce of th e n rs t in tr o n of A n g u 砚如 朋g 翻如 G H ge ne
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注 : 小写字母 为微卫星序列重复单体的一致核昔酸
,

大写字母为非一致核昔酸
, *

表示重复单体中缺失核昔酸
。

No te s : C o n

serv ed 而ni sate llite 卿
u enc e (lo w er eas e let ter )

,

nu
sai ig n n le n t nu ele oti de (e ani tal lett er )

,

de leti o n n u e leoti d e (ast eri sk )

欧洲鳗鲡 G H 基因的序列如图 1 所示
,

全基因从 A TG 到 TA G 共计 23 93 bP
,

分 4 个外显子 (第 1 外

显子 15 0 b p
,

第 2 外显子 11 7b p
,

第 3 外显子 l能b p
,

第 4 外显子 Zo lbP )
,

3 个内含子 (第 l 内含子 43 4 b p
,

第 2 内含子 8 52 bP
,

第 3 内含子 477 bP )
。

欧洲鳗鲡 G H 基因的 3 个内含子都起始于 GT
,

终止于 AG
,

符

合内含子共同剪接位点序列
。

4 个外显子共计 6 30 bP
,

编码 209 个氨基酸
,

分子量为 23
.

6 kD
a 。

推测 N

端 20 个氨基酸为欧洲鳗鲡 G H 的信号肤序列
。

欧洲鳗鲡 G H 基因在外显子
、

内含子组织结构上不同于

以往报道的 G H 基因
,

比骨缥类 中的草鱼少 1 个 内含子
,

比鲜形总 目中的红大马哈鱼
、

大西洋缝 以及妒

形总 目中的罗非鱼
、

石首鱼少 2 个内含子
。

如图 1
、

表 1 所示
,

在鳗鲡 G H 基因的第一内含子中出现微

卫星序列
,

根据重复单体序列特征
,

可分为 A
、

B
、

C 三种基本类型
,

三者串连排列
。

其中 A (tgtg 盯cg / tt/
ettt )重复 1 1 次

,

B (g t/ e盯 g ea )重复 10 次
,

C〔g g tg
a
g/ aa tac / g (一 )盯 一 g / a

l重复 9 次
。

类似的重复序列在

尖吻妒 GH 的 第 3 内 含 子 中也 曾发 现刚
。

欧 洲 鳗 鲡 的 第 3 内 含 子 在 18 75 一 189 3 位 点 出现

~
ac tt at tg ag tg ttt 序列

,

该序列可以形成茎环结构
,

其 中 18 75 一 18 81 为茎
,

18 8 2 一 188 6 为环
。
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D A F S 月 S 五 河 F C T 5 D G 1 F D 尺 L E D L N 尤 G I N 万 L 付
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K
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t t t a a aa e a g t ta t g a c e tt t a a 七七t g e a a t aa a e a e g at t a g a t 七t a t g a g t Ca t a t g t t g t g a t t a t g a g g aa e a t a C a g a七仁t a t t g

t t a a a 七g g a g g aa g e e t e e a a a a a 仁aa a t g e 仁ac a a 仁七aa a a a a t a ta 匕a C a t t 七c a g g ea aa a a a a a C aa a a a aa a C a C a a aa a g 匕C a a

e aa a g a t aa a t a e g g a g t t a aa c a c a 七a 七C t t a a aa a t e e 七c a a a 匕g t g tt g g 亡C a 七a a 七c a a 七ee C a a a c t g C a t g g 七t g t a a t ac C O g

e t g t a e t aa g e e e a tg a e e t at e 七e e t e a e a g GAT G T AGC TG ACGCT GG T AT TT ACA T T G AG G AT GTG AG习认TCT CCGCT入CG八CAACT

D V G D 召 G 1 Y l 召 D V R N L R Y E N F

T CGACG TACACCT叹入G CAACGAT G CCGG CCT G AT GAAG八A CT AT G G CCTG CT G CCCT GCT丁T AAG习认G ACAT G CAC月认G T( 粥A GACCT

D V H L 入 N D A G L M K N Y G L L A C F K K D H H K V E T Y

入CC叹犯AAG丁CAC月该GT G CAGG CG C于r rGT AG月认G C再A CT G CACCCT GT AG 2 3 9 3

8 1 0

9 0 0

9 9 0

1 0 8 0

1 1 7 0

12 6 0

1 35 0

1 44 0

1 53 0

1 62 0

1 7 1 0

1 8 0 0

IB9 0

1 9 8 0

2 07 0

2 16 0

2 2 50

2 3 4 0

L E V 犷 K C 刀 月 尸 V E 夕 N 口 T 五 *

图 l 欧洲鳗鲡 G H 基 因的序 列

Fig 1 S eq u e n e e o f A n g u illa a , ; g , : 111“ G H g en e

注
:

大写字母为外显子核着 酸序列 ;小写字 母为内含子序列 ; 大写斜体字母为据 外 显子推测 的氨基酸序 列 ; 小写黑 体为推测 的形成茎环

结构序列 ; 下划线
、

枢盒
.

阴影 分别示 A
、

B
、

c 微卫星序列重复单体
,

大写黑体字母为 与日本鳗鲡 G H c D N A 不同的核 修酸
。

N o te s :
E 大tr o n (e apita l le tter )

,

in tr o n (lo w e r e a se le tt e r )
,

d e d u e e d a
mi

n o a e id s闪u e n e e (e apita lan d italie le tte r )
.

d e d u e e d str u e t ure o f ste m lo o p ; A
,

B
,

C r e pe a ted 皿 n is at e llite 、qu e n e e (u n derl in e
,

b o x a n d sh ad o w re spe e tlv ely) ; d iffe re n t n u e le o id fro m e

州
A o f a n g u illa ja po n le (bla ek e a p tial le tt e r )

2
.

2 鱼类 G H 氨基酸序列的同源性 比较

鱼类 G H 氨基酸序列与 G en B an k 中鱼类 G H 氨基酸序列比较结果如图 3 所示 欧洲鳗鲡 G H 与 日

本鳗鲡 G H 氨基酸一致序列达 99 %
,

与猪 G H 氨基酸一致序列达 52 %
,

高于本文中所收集的其它鱼类

o H
。

根据 Ma san o d 等l‘o了的描述
,

o H 可分为 5 个不 同的结构域 (o D I 一 G n s )
,

它们对 o H 基 因家簇共

同结构的形成具有重要作用
。

用 Ch o u 一 Fas m an 对 G H 二级结构分析表明
,

G D I
、

G D Z
、

G D 3
、

G D 4 和

G D S 分别含有 俘一 折叠
+ Q

螺旋
、

反转 声
一 折叠 + a 一 螺旋

、
a 一 螺旋和

a 一 螺旋 + 日折叠结构
,

这些结 构

特征 同人类 G H 的一致
。

2
.

3 鱼类生长激素基因进化分析

应用鱼类 G H 氨基酸序列
,

对 G H 基因进行进化分析
,

结果如图 4 所示
。

可将鱼类 G H 分成 3 个不

同的组
,

I组 中欧洲鳗鲡 G H 基因有 3 个 内含子
,

11 组可分二个亚组
,

其 中 11 一 1 亚组 中的草鱼
、

斑点叉

尾蛔及维 G H 基因有 4 个内含子
,

n 一 2 中虹蹲
、

红大马哈鱼 2
、

红大马哈鱼 l( 红大马哈鱼 l 和 2 来 自

不同研究结果 )的 G H 基因有 5 个内含子 ; 111 组中尖吻妒
、

牙鲜
、

尼 罗 罗非鱼的 G H 基因有 5 个内含子
。
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图 2 鱼类生长激素氨基酸序列联配分析
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3 讨论

有关鳗鲡 G H 基因的 c D N A 序

列 (助1 3 53
,

M2 4 o的 )业已报道
,

但至

今未见鳗鲡 G H 基因组的有关研究
。

研究表 明
:

欧洲鳗 鲡 G H 基 因组 从

A T G 到 T A G 共计 2 3 93 b p
,

有 4 个外

显子
、

3 个 内含子
,

在组织结构上不

同于 以往报道的任何 G H 基因
。

在

尖吻妒 G H 基因的第 3 内含子中曾

发现微 卫星序列
,

且 在不 同来源 尖

吻妒 G H 基因 中表现 出多态 性回
。

在欧洲鳗鲡 G H 基 因的第 I 内含子

中
,

也发现微卫星序列
,

但组织方式

不同于尖吻妒 G H 基因
,

由 3 个重复

单体 A
、

B
、

C 串连构成
。

尖吻妒 G H

基因的第 3 内含子的多态性是由于

微卫 星序列 的 重复 次数 不 同所 引

起
,

欧洲鳗鲡 G H 基 因的第 l内含子

是否也呈现 多态性
,

这需 要对不 同

来源欧洲鳗鲡 G H 基 因进一步分析

才能下结论
。

我们有理 由相信对于

不同的来源的 G H 基 因序列分析
,

可

以帮助我们认识 G H 基因的进化及

内含子起源 的踪迹
,

内含子 的模 型

也许可 以 作为一个 自然标 记
,

有助

于认识不同生物的进化关系
。

除去信号肤序列部分
,

在所 比

较的 G H 中
,

有 37 个氨基酸残基完

I

ll- 1

ll- 2
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图 3 生长激素基因进化分析
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全保守
,

这 37 个氨基酸残基在人
、

鼠
、

马
、

山羊
、

鸭的 G H 中也呈现较好的保守性
,

可 以认为这 37 个氨基

酸残基对 G H 专一性生物活性有重要作用
。

由疏水性分析及同源性 比较结果推测
,

鳗鲡 G H 的 5 个不
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同的结构域 (G D I 一 G D S) 中
,

G D I 一 G D嗓 区域位于分子的外侧
,

为 G H 的结合决定 区域
,

与 G H 的活性

有关
,

为阳 与其受体专一性结合区域
,

其 中 R 3 5
、

此9
、

琳。
、

A 43
、

5 73
、

5 9 7
、

L 13 1
、

L 14 1
、

D 14 7 氨基酸残

基与 G H 专一性结合的决定关系非常密切 (图 2 中黑体字母 )
,

而 G D S 则位于分子的内部
,

该 区域不决

定 G H 的专一性
,

与 G H 分子的结构
、

稳定性有关
。

应用鱼类 G H 氨基酸序列
,

对 G H 基因进行进化分析
,

可以将鱼类 G H 分成 3 个不 同的组
,

n 组 中

的二个亚组的成员拥有共同的祖先
,

有可能原始 的 G H 基因在进化过程中
,

通过丢失或增加 1 个 内含

子形成二个不同的亚组 ; 含有 5 个内含子的 G H 基因可分为两个 明显不同的进化分枝 (n 一 2 亚组和 m

组 )
,

从而分属于二个不同的组
。

从系统进化分析来看
,

鳗鲡 G H 更多地与哺乳类动物猪 G H 相似己
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