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摘要! 利用*,32DA3*技术!从牙鲆肝脏组织总 *+,中克隆得到胰岛素样生长因子结合蛋

白D%"GPHM6GPD6G̀8_J5gYI SFOY5J9GPNGP_ VJ5Y8GP %!"DEF!D%#基因的全长 O=+,序列!该 O=+,

全长为 % $>$ 9V!开放阅读框为 >#< 9V!编码 #?# 个氨基酸% 通过系统进化树分析!牙鲆

"DEF!D% 与鱼类"DEF!D% 基因紧密聚为一支&通过同源性比对!牙鲆 "DEF!D% 基因的核苷酸

序列与大菱鲆同源性最高!为 <;T!而其推导的氨基酸序列与其它鱼类如大菱鲆$五条 $黄

金鲈$红点鲑$鲤和斑马鱼的同源性分别为 B<T$B<T$B?T$><T$">T和 ">T% 半定量 *UD

A3*显示!牙鲆"DEF!D% E*+,在未受精卵$受精卵$胚胎$仔鱼发育各阶段及成体各组织均

被检测% 荧光定量 *UDA3*结果表明!牙鲆 "DEF!D% 基因在成鱼肝脏中表达量最高!且在胚

胎和仔鱼发育期间具有明显的时期特异性%

关键词! 牙鲆& 胰岛素样生长因子结合蛋白D%"/[.CAD%#& O=+,全长& 基因& 表达

中图分类号! Q>B"& 0<%>&&&&&&&文献标志码',

&& 胰岛素样生长因子 # GPHM6GPD6G̀8_J5gYI

SFOY5JH"/[.H$信号系统主要由配体 /[.D%&/[.D#

及其受体和 % h" 个 /[.结合蛋白#/[.D9GPNGP_

VJ5Y8GPH"/[.CAH$组成"/[.CAD% 是 /[.H信号通

路中的重要成员"它是一个多功能蛋白"参与脊椎

动物的生长&发育&生殖及血糖调节等生理过

程(%)

' /[.CAD% 是重要的内分泌激素之一"主要

由肝脏&肾脏等组织器官分泌"对分泌细胞本身&

邻近组织细胞或通过血循环对远处靶器官产生作

用(#)

"其主要生物学意义是运输和调节 /[.D% 与

受体结合"延长/[.D% 的半衰期"并进行组织和细

胞识别定位"对/[.H通路的生物学功能起重要的

调节作用' 其次"/[.CAD% 自身还有独立于/[.D%

之外的生物学作用(!)

' 另外"在低氧胁迫下

/[.CAD% 蛋白可通过降低胚胎和成体生长"而使

机体细胞适应低氧环境(?)

' 迄今为止"对鱼类

"DEF!D% 基因序列和功能研究较少"国内外仅在

斑马鱼 # C1('/ :):'/ $

(;)

& 虹鳟 # ?(./:*;(.*,-

<;@'--$

(")

&五条 #G):'/+1 6,'(6,):10'121$

(>)

&鲤

##;&:'(,-.1:&'/ $

(B)

& 草鱼 # #2)(/&*1:;(4/0/(

'0)++,-$

(<)等鱼类中分离出 "DEF!D% 基因的全长

O=+,"但对其生物学功能研究却鲜有报道'

牙鲆#!1:1+'.*2*;-/+'B1.),-$是一种重要的

海水增养殖鱼类"也是鲽形目鱼类中有关变态研

究相对比较多的种类' 在仔鱼向稚鱼的变态阶

段"发生眼睛移位"体色及生活方式等一系列变

化(%$ :%#)

' 本课题组已构建了 /[.D

"

及其受体在

牙鲆发育变态中的表达谱"分析了/[.H系统在牙

鲆变态中的潜在作用(%% :%#)

' 但 /[.CAD% 作为鱼

类生长和发育的重要调控因子"其在牙鲆生长发

育中的作用至今未见报道' 因此"本研究克隆了

牙鲆"DEF!D% 基因的 O=+,全长"进行序列分析

比较"并用半定量 A3*和定量 A3*方法检测了

"DEF!D% 基因在牙鲆早期发育阶段和成体组织中
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# 期 翟万营"等!牙鲆胰岛素样生长因子结合蛋白/[.CAD% O=+,全长的克隆及表达分析 &&

的表达"期望能为进一步阐明胰岛素样生长因子

系统在牙鲆生长发育中的作用积累资料'

%&材料与方法

!"!#材料

实验鱼&&实验用牙鲆胚胎和仔鱼采集于中

国水产科学研究院北戴河中心实验站"养殖水温

控制在#%" n$7;$ Z%实验用牙鲆成鱼购自上海

市铜川路水产品市场'

试剂&&总 *+,提取试剂#UJGe56*8F_8PY$

购自 /PdGYJ5_8P 公司%/Q

UW

0bC*[J88P 0MV8JEGf

购自C/(D*,=公司%WDW-4逆转录酶&516 =+,

聚合酶&=+FH8

"

#*+FH8SJ88$&N+UA&VW=%<DU载

体&!]D*,32和 ;]D*,32试剂盒购自大连UFXF*F

生物工程有限公司%=+,WFJ̀8J&琼脂糖&普通

=+,纯化回收试剂盒购于天根生化科技有限公

司%大肠杆菌=1;

#

为本实验室保存%引物由上海

捷瑞生物工程有限公司合成%=+,测序在上海生

工生物工程有限公司进行'

!"$#方法

总*+,的提取与鉴定&&根据刘海金等(%!)

对牙鲆胚胎发育和 WGgF等(%?)对牙鲆变态时期

的划分"对牙鲆胚胎和仔鱼进行取样"分别采集未

受精卵#$ I$&受精卵#$7; I$&囊胚期#< I$&原肠

胚期##" I$&神经胚期 #?#7; I$&胚孔封闭期

#?B I$&心跳期#>% I$&出膜前#>; I$及刚出膜

#>B7; I$&孵化后 !&>&%$&%?&%>&#$&#!&#<&!" 和

?% N#=A1$仔鱼"各期样品平行取样 ! 组"每组

%; h!$ 个体"仔鱼变态始于 #$ =A1"在 ?% =A1

结束%同时解剖成鱼#! 尾$"取其脑&鳃&肌肉&心

脏&肝脏&脾&胃&肾&肠&性腺组织' 各样品立即进

行总*+,的提取"然后置于:B$ Z保存备用'

检测所提总*+,的质量"分别测定所提取的

*+,在 #"$ PE和 #B$ PE波长处的吸光度"并计

算其纯度#!值$与浓度##值$"!值均在 %7B h

#7$"总*+,经过 #T甲醛变性琼脂糖凝胶电泳

后条带清晰"#B0条带的亮度约是 %B0条带亮度

的两倍"说明*+,的质量较好"能够满足后续实

验的要求'

O=+,链的合成及牙鲆 "DEF!D% 全长 O=+,

的克隆&&反转录采用 AJGE80OJGVY%HYHYJFPN

O=+,HLPYI8HGH̀GY#UFXF*F$试剂盒完成"具体方

案如下!在无 *+FH8的离心管中加入 #

!

_ 总

*+,"%

!

-(6G_5 NUAJGE8J#;$

!

E56@-$"%

!

-

N+UAWGfYMJ8#%$ EE56@-8FOI$"补充*+FH8SJ88

N1

#

(至 %$

!

-%然后在A3*仪上进行变性&退火

反应"条件为 "; Z ; EGP"冰上急冷%加入以下试

剂!; cAJGE80OJGVYCMSS8J?

!

-"*+FH8/PIG9GY5J

#?$ )@

!

-$ $7;

!

-"AJGE80OJGVY*UFH8##$$ )@

!

-$%

!

-"补充 *+FH8SJ88N1

#

(至 #$

!

-%然后

在A3*仪上进行反转录"反应条件为 ?# Z "$

EGP">$ Z %; EGP"然后冰上放置 # EGP" :#$ Z

保存'

根据已知物种同源基因"设计 /[.CAD%D.和

/[.CAD%D*引物#表 %$"取牙鲆肝脏组织 O=+,

进行 A3*扩增"A3*反应条件为 <? Z预变性 ;

EGP%<? Z变性 !$ H";> Z退火 !$ H"># Z延伸 %#

H"!; 个循环%># Z延伸 %$ EGP' A3*产物经 #T

琼脂糖凝胶电泳分离后"用天根胶回收试剂盒纯

化回收"并将其连接到 VW=%<DU载体上"%" Z连

接过夜后"转化到大肠杆菌=1;

#

菌株中"经蓝白

斑筛选"挑选白色单菌落"培养后做菌落 A3*鉴

定"挑选正确的阳性克隆抽提质粒后送上海生工

生物工程有限公司测序'

表 !#H8=使用的引物

&'("!#H,.2*,/*D@*5+*/10,H8=.5-)*7,*/*5-/-@?E

引物

VJGE8J

引物序列#;]

&

!]$

VJGE8JH8̂M8PO8

片段长度@9V

SJF_E8PY68P_YI

"DEF!D%D. ,,3,[[[,333U[U3,U[

#$#

"DEF!D%D* ,U3UU3UU333,[U33,[[

!]D"DEF!D%D. ,33,33UU3U,33U3333,,3U

?!B

!]D"DEF!D%DP8HYD. [33,,[3,[U[3[,UUU[U3U

;]D"DEF!D%D* [3[,[3,[[,[[U33,,33,[,[

">;

;]D"DEF!D%DP8HYD* 3,[UU[[[[,[[U,[,,[[U[[U[,,

6"DEF!D%D. [[[,333U[U3,U[UU[,,3U33

%?;

6"DEF!D%D* 3,[,[,3[,,U3[3,3U[3UU[[

!

H1.2'(D. [[,,,U3[U[3[U[,3,UU,,[

%;;

!

H1.2'(D* 33U3U[[,3,,3[[,,33U3U

#'#
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&&根据所得牙鲆 "DEF!D% 片段"设计 !]D*,32

引物 #!]D/[.CAD%D.$和 !]D*,32巢式引物 #!]D

/[.CAD%DP8HYD.$#表 %$"进行 !]D*,32A3*扩增"

A3*反应条件均为 <? Z预变性 ; EGP%<? Z 变性

!$ H";B Z 退火 !$ H"># Z延伸 ;$ H"!;个循环%>#

Z延伸 %$ EGP' 同样根据所得牙鲆"DEF!D% 序列

设计 ;]D*,32引物#;]D/[.CAD%D*$和 ;]D*,32巢

式引物#;]D/[.CAD%DP8HYD*$ #表 %$"首先依照 ;]D

.M66*,32XGY#UFXF*F$进行反转录合成 ;]D*,32

O=+,链"然后进行 ;]D*,32A3*扩增"A3*反应

条件均为 <? Z预变性 ; EGP%<? Z变性 !$ H""$ Z

退火 !$ H"># Z延伸 "; H"!; 个循环%># Z延伸 %$

EGP' !]D*,32和;]D*,32A3*产物经分别经#T

琼脂糖凝胶电泳分离后"割胶回收纯化目的片段"

进行连接&转化&克隆和测序'

序列分析&&用CG52NGY软件(%;)将测序所得

的 ;]D*,32和 !]D*,32序列的中间重叠部分去

掉"并且去掉试剂盒提供的两端添加的引物部分"

拼接得到全长O=+,序列"然后应用A*(0/U2软

件 # IYYV!

!

VJ5HGY878fVFHL75J_@$& A.,W 软件

#IYYV!

!

VSFE7HFP_8J7FO7M`@$和 *FHW56软件预

测其氨基酸合成蛋白质的二级结构和三级结构并

进行进一步生物信息学分析'

用W2[,?7$

(%")软件的+'#+8G_I95JD'5GPGP_$

法进行序列比对并构建系统进化树"分析结果用

W2[,?7$软件的 YJ88dG8g表示' 其他脊椎动物

的/[.CAD%氨基酸序列均从+3C/中[8PCFP` 下

载"登录号如下!大菱鲆 # G./&*2*1+<,-<1I'<,"

YMJ95Y$ ,2C<"#?<7 %% 五 条 # G):'/+1

6,'(6,):10'121" L8665gYFG6$ ,3=%$><>7%%黄金鲈

#!):.1 3+1B)-.)(-"_56N8P V8JOI$,3(B#$#%7%%大西

洋鲑#G1+</ -1+1:",Y6FPYGOHF6E5P$,C(!";!$7%%

大鳞大麻哈鱼#?(./:*;(.*,-2-*1J;2-.*1"OIGP55`

HF6E5P$,,4B!<<;7%%虹鳟#?(./:*;(.*,-<;@'--"

JFGP95gYJ5MY$,C,;;$#$7%%斑点叉尾 #".21+,:,-

&,(.212,-" OIFPP86 OFYSGHI $ ,3+?%B"%7%% 鲤

##;&:'(,-.1:&'/"O5EE5P OFJV$,34>#$""7%%斑马

鱼#C1('/ :):'/"e89JFSGHI$ 3,3???;!7%%牛 #F/-

21,:,-"OFYY68$=,,!$?>%7%%羊#?B'-1:')-"HI88V$

,3W%>?";7%%松鼠#G&):</&*'+,-2:'0).)<+'()12,-"

YIGJY88PD6GP8N _J5MPN ĤMGJJ86$ ,,0">$#<7%%小鼠

#=,-<,-.,+,-"I5MH8E5MH8$,,1%!!?;7%%大鼠

#K122,-(/:B)4'.,-"JFYH$ ,,,B#;B%7%%人 #$/</

-1&')(-"IMEFP$,,1;>B$"7%'

半定量*UDA3*&&采用AJGE8J;7$ 设计"同

时应用(6G_5"软件分析"选择扩增特异性强&效率

高的引物应用于半定量和定量 A3*"引物分别为

^/[.CAD%D.和 ^/[.CAD%D*#表 %$"内参基因为
!

H

1.2'("引物分别为
!

H1.2'(D.和
!

H1.2'(D*#表 %$'

用=+FH8

"

#*+FH8SJ88$除去各组织总 *+,

中的基因组 =+,污染"然后合成 O=+,的第一

条链' 通过循环次数递增的方法确定牙鲆

"DEF!D% 和
!

H1.2'( 扩增的最适扩增循环数"然后

进行A3*扩增"A3*产物进行 #T琼脂糖胶凝胶

电泳检测"分析 "DEF!D% 基因在牙鲆胚胎&仔鱼

发育各时期及成鱼各组织中的相对表达'

荧光定量 ^*UDA3*&&所用引物与上述半

定量A3*的相同' 首先制作目的基因和内参基

因标准曲线"J8F6DYGE8A3*在 G3LO68JA3*仪

#C/(D*,=$上进行' A3*反应体系 #;

!

-"包括

%$ 倍梯度稀释的仔鱼 O=+,"?$$ PE56@-基因特

异性的正反向引物#表 %$"%#7;

!

-/Q

UW

0bC*

[J88P 0MV8JEGf' 反应条件为 <; Z"% EGP% <; Z"

%$ H%"$ Z"!$ H"并随之采集荧光"?$ 个循环%随后

进行融解曲线的扩增' 结果显示内参基因和目的

基因的相应的扩增效率#%$均为 <;T h%$$T"K

值均大于 $7<<"且目的基因和内参基因的=值相

差小于 $7%' 随后进行所有样品的定量检测"A3*

反应体系和条件同上"实验设 !次重复'

统计分析&&牙鲆胚胎和仔鱼不同时期以未

受精卵中的相对 E*+,量为对照"成鱼不同组织

以肌肉中的相对 E*+,量为对照' "DEF!D% 的相

对E*+,水平采用 #

:

$$

#

U法计算' 其数值用平均

值n标准误#E8FP n02$表示"( i!' 统计分析采

用0A00%%7;软件中的单因素方差分析#(P8DlFL

,+(4,$"使用=MPP8YY+HU! EM6YGV68O5EVFJGH5PH

进行比较"当 !j$7$;时接受差异显著'

#&结果

$"!#牙鲆01234:!全长+UV9的克隆及结构分析

以牙鲆肝脏总*+,为模板"首先进行"DEF!D

%中间部分O=+,片段的A3*扩增"得到一段 #$#

9V序列%然后通过 !]D*,32和 ;]D*,32A3*分别

获得一条 ?!B和 ">; 9V序列#图 %$' 经CG52NGY软

件拼接"得到牙鲆 "DEF!D% 基因的 O=+,全长序

列#图#$ "该O=+,全长为% $>$ 9V"包括一段编

!'#
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# 期 翟万营"等!牙鲆胰岛素样生长因子结合蛋白/[.CAD% O=+,全长的克隆及表达分析 &&

图 !#=98A法克隆牙鲆01234:! 基因全长+UV9

W!WFJ̀8J% #F$ 部分O=+,片段% #9$ ;]D*,32结果% #O$ !]D*,32结果'

;.<"!#&)*1@33:3*5<-)+UV9+305.5< 014"$.%5-#'*(01234:! <*5*(E -)*-*+)5030<E 01=98A

W!WFJ̀8J% #F$ VFJYO=+,SJF_E8PY% #9$ YI8J8HM6Y5S;]D*,32% #O$ YI8J8HM6Y5S!]D*,327

图 $#牙鲆01234:! 基因+UV9全长及其推导的氨基酸序列

"

表示终止密码子% &&表示E*+,快速降解信号% ,,,表示加尾信号% 表示1,0序列'

;.<"$#&)*1@33:3*5<-)+UV9'5??*?@+*?'2.50 '+.?/*D@*5+*/014-6-.%#7,78($.%5-#'*(01234:! <*5*

"

GPNGOFY8N HY5V O5N5P%&& GPNGOFY8N JFVGN N8_JFNFYG5P HG_PF65SE*+,% ,,GPNGOFY8N YI8V56LFN8PL6FYG5P HG_PF6H8̂M8PO8% GPNGOFY8N

1,0H8̂M8PO8J8_G5P77

$'#
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码 #?# 个氨基酸残基的 >#< 9V 开放阅读框

#(*.$"一段 "< 9V 的 ;]非翻译区#)U*$和一段

#># 9V的 !]非翻译区' 在其 !]D)U*区域包含 !

个与 E*+,瞬时表达有关的快速降解信号

,UUU,和 % 个低氧诱导因子D%#ILV5fGFDGPNMOG968

SFOY5JD%"1/.D%$辅助顺式元件 1,0#3,[[U$'

此外"其+端残基富含半胱氨酸#3LH$"数目多达

%# 个"在 3端残基中也有 " 个 3LH存在#图 !$'

对其预测氨基酸合成蛋白质的二级结构和三级结

构研究"发现该蛋白包含两个结构域"分别是胰岛

素样生长因子结合蛋白 +端结构域和甲状腺球

蛋白:% 结构域"并且显示该蛋白含有 ?B 个 1:

键"% 个
#

:螺旋"< 个
%

:转角#图 ?$'

图 G#SM;TH:! 氨基酸序列比对分析

箭头所指氨基酸残基为保守的半胱氨酸% 黑框包含的氨基酸序列为/[.CA基序% 黑色区域代表氨基酸残基完全保守'

;.<"G#92.50 '+.?/*D@*5+*/'3.<52*5-01SM;TH:! (*-Q**54-6-.%#7,78($.%5-#'*('5?0-)*,/7*+.*/

UI8O5PH8Jd8N OLHY8GP J8HGNM8HFJ8GPNGOFY8N 9L FJJ5g% 96FÒ 95f O5PYFGPHYI8/[.CAE5YGS% 96FÒ 965ÒHJ8VJ8H8PYGN8PYGOF6FEGP5 FOGN

J8HGNM8H7

%'#
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# 期 翟万营"等!牙鲆胰岛素样生长因子结合蛋白/[.CAD% O=+,全长的克隆及表达分析 &&

图 C#牙鲆SM;TH:! 预测蛋白质的二级"三级结构

;.<"C#&)*?*?@+*?/*+05?',E /-,@+-@,*'5?-*,-.',E

/-,@+-@,*014"$.%5-#'*(SM;TH:!

$"$#牙鲆SM;TH:! 序列比对及进化树构建

经+'系统进化树分析#图 ;$"牙鲆 /[.CAD%

与脊椎动物/[.CAD% 聚为一支"而与鱼类/[.CAD

% 更为紧密地聚为一支' 通过核苷酸序列比对发

现"牙鲆 /[.CAD% 与大菱鲆&黄金鲈&大鳞大麻哈

鱼& 五 条 的 同 源 性 分 别 为 <;T& B;T&

>!T&"<T%同时将推导的牙鲆/[.CAD%氨基酸序

列与其它物种相应序列进行比较#图 !$"发现其

与大菱鲆&五条 的同源性都为 B<T"与黄金鲈&

红点鲑&鲤鱼&斑马鱼的同源性分别为 B?T&

><T&">T&">T"而与小鼠和人的同源性仅为

?$T和 !BT'

$"G#牙鲆 01234:! 基因在胚胎"仔鱼不同发育

阶段及成体组织中的表达

半定量 *UDA3*结果显示"牙鲆 "DEF!D%

E*+,在未受精卵&受精卵&胚胎&仔鱼发育各阶

段及成体各组织中均被检测到#图 "$' 荧光定量

结果#图 >$显示"除 "DEF!D% 在至原肠期##" I$

的早期阶段具有相对较高的E*+,水平外"牙鲆

"DEF!D% 基因在胚胎发育的各阶段仅有较低水平

的表达"在出膜后第 ! 天#! =A1$达到一个高峰"

接下来从第 > 天 #> =A1$一直到第 #$ 天 ##$

=A1$""DEF!D% E*+,都保持在一个较低的水

平"从第 #! 天##! =A1$开始""DEF!D% 基因的表

达逐渐增多"到变态高峰期##< =A1$达到最高

峰"随后至变态结束#?% =A1$牙鲆"DEF!D% 基因

的表达又有所降低'

同时"在牙鲆各个组织中"荧光定量结果显

示""DEF!D% 基因在肝脏中表达量最高"是肌肉中

的 ?"B7> 倍#!j$7$;$%其次在胃&脾&肠&性腺&

肾&鳃&脑&心脏和肌肉中也有不同程度的表达"彼

此间无显著差异'

图 L#SM;TH:! 氨基酸序列构建的系统进化树

;.<"L#97)E30<*5*-.+-,**+05/-,@+-*?(E -)*V*.<)(0@,:W0.5.5< 2*-)0?10,'2.50 '+.?/*D@*5+*/01SM;TH:!

C55YHYJFV dF6M8HFJ8HI5gP FYYI89JFPOI V5GPYH7

&'#
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图 %#牙鲆01234:! 基因在胚胎"仔鱼

不同发育阶段$'%和成体组织$(%中的表达

#F$ %7$ I"#7$7; I"!7" I"?7#" I";7?#7; I""7?B I">7>% I"

B7>; I"<7>B7; I"%$7! =A1"%%7> =A1"%#7%$ =A1"%!7%?

=A1"%?7%> =A1"%;7#$ =A1"%"7#! =A1"%>7#< =A1"%B7!"

=A1"%<7?% =A1"#$7阴性"#%7阳性' #9$ %7心脏"#7肝脏"!7

脾脏"?7胃";7肾脏""7大脑">7鳃"B7肌肉"<7性腺"%$7肠"%%7

阴性"%#7阳性'

;.<"%#A67,*//.050101234:! <*5*?@,.5<

*2(,E05.+'5?3',>'3?*>*3072*5-'5?.5

'?@3--.//@*/.54"$.%5-#'*(

#F$ %7$ I"#7$7; I"!7" I"?7#" I";7?#7; I""7?B I">7>% I"

B7>; I"<7>B7; I"%$7! =A1"%%7> =A1"%#7%$ =A1"%!7%?

=A1"%?7%> =A1"%;7#$ =A1"%"7#! =A1"%>7#< =A1"%B7!"

=A1"%<7?% =A1"#$7阴性"#%7阳性' #9$ %7I8FJY"#76Gd8J"!7

HV688P"?7HY5EFOI" ;7̀ GNP8L" "79JFGP" >7_G66" B7EMHO68" <7

_5PFN"%$7GPY8HYGP8"%%7P8_FYGd8"%#7V5HGYGd87

!&讨论

G"!#牙鲆SM;TH:! 的同源性与氨基酸结构特征

本研究采用 *,32法成功地克隆得到牙鲆

"DEF!D% 基因的全长 O=+,序列"该 O=+,编码

由 #?# 个氨基酸组成的 /[.CAD% 蛋白"与同属鲽

形目的鱼类具有高度的同源性"如与大菱鲆的同

源性为 <;T%其氨基酸序列与鲈形目的五条 &

黄金鲈"鲑形目的红点鲑也有很高的同源性"分别

为 B<T&B?T和 ><T%而与亲缘关系较远的鲤形

目鱼类如鲤和斑马鱼也都具有 ">T的同源性"这

些结果表明"不同鱼类的 /[.CAD% 间具有较高的

同源性' 此外"系统进化树分析也证实了这一点"

牙鲆与鱼类"DEF!D% 基因紧密聚为一支'

在编码氨基酸序列结构上"牙鲆 /[.CAD% 与

其它脊椎动物 /[.CAD% 以及 /[.CAH家族其它成

员类似"其+端和 3端均富含半胱氨酸"这些保

守的半胱氨酸和它们空间位置在 /[.CAD% 中是

恒定的' 它们是 %[.CAD% 功能的基础"%B 个半胱

氨酸形成<对链内二硫键"这些二硫键的意义尚

图 X#牙鲆01234:! 基因在胚胎"仔鱼

不同发育阶段$'%和成体组织$(%中的定量检测

#F$ %7$ I"#7$7; I"!7" I"?7#" I";7?#7; I""7?B I">7>% I"

B7>; I"<7>B7; I"%$7! =A1"%%7> =A1"%#7%$ =A1"%!7%?

=A1"%?7%> =A1"%;7#$ =A1"%"7#! =A1"%>7#< =A1"%B7!"

=A1"%<7?% =A1' #9$ %7心脏"#7肝脏"!7脾"?7胃";7肾""7

大脑">7鳃"B7肌肉"<7性腺"%$7肠'

;.<"X#K@'5-.-'-.>**67,*//.057,01.3*0101234:!

<*5*?@,.5< *2(,E05.+'5?3',>'3?*>*3072*5-

'5?.5'?@3--.//@*/.54"$.%5-#'*(

#F$ %7$ I"#7$7; I"!7" I"?7#" I";7?#7; I""7?B I">7>% I"

B7>; I"<7>B7; I"%$7! =A1"%%7> =A1"%#7%$ =A1"%!7%?

=A1"%?7%> =A1"%;7#$ =A1"%"7#! =A1"%>7#< =A1"%B7!"

=A1"%<7?% =A17#9$ %7I8FJY"#76Gd8J"!7HV688P"?7HY5EFOI";7

`GNP8L""79JFGP">7_G66"B7EMHO68"<7_5PFN"%$7GPY8HYGP87

%

DFOYGP E*+,g5J̀8N FHFP 8PN5_8P5MHO5PYJ567UI8FHY8JGH̀

J8VJ8H8PY8N YI8HYFYGHYGOF6HG_PGSGOFPYNGSS8J8PO8HFYFHG_PGSGOFPO8

68d86#!j$7$;$72JJ5J9FJHJ8VJ8H8PY8N HYFPNFJN N8dGFYG5P 5S

YIJ88GPN8V8PN8PY9G565_GOF6J8V6GOFY8H7

不明了"可能与 /[.CAD6空间结构形成有关(#)

'

而且"/[.CAD% 与 /[.特异性结合等功能也与蛋

白表面的半胱氨酸有关"它们起着识别和结合

/[.H的作用(#"%> :%B)

' 与其它脊椎动物一样"在牙

鲆"DEF!D% 的 !]D)U*区域中潜在 ! 个与 E*+,

瞬时表达有关的快速降解信号和 % 个低氧诱导因

"'#
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# 期 翟万营"等!牙鲆胰岛素样生长因子结合蛋白/[.CAD% O=+,全长的克隆及表达分析 &&

子辅助顺式元件 #1,0$"说明牙鲆 /[.CAD%

E*+,易受低氧等因素的瞬时调控(;)

'

G"$#牙鲆01234:! 基因在不同发育阶段的表达

在鱼类中"目前有关 "DEF!D% 在胚胎和仔鱼

发育不同阶段的表达研究很少' 在斑马鱼中发

现" 有 "DEF!D%F和 "DEF!D%9 两 个 同 源 基

因(;"%<)

"其中"DEF!D%F在整个胚胎阶段都有转录

本存在"而 "DEF!D%9 直到胚胎发育后期才开始

转录(;)

%如果同时敲除"DEF!D%F和D%9"胚胎发育

!$ I就会死亡(#$)

' 研究表明"虹鳟"DEF!D% 基因

在未受精卵中无母源 E*+,

(")

"草鱼 "DEF!D% 基

因的转录本在受精后 ? 和 B I 也未被检测到(<)

%

然而"本实验发现牙鲆 "DEF!D% 基因在未受精

卵&受精后 $7;&< 和 #" I 时有相对较高水平的

E*+,"可能是由于存在母源转录本的原因' 本

实验还发现"牙鲆 "DEF!D% 基因在整个胚胎及仔

鱼发育阶段均有不同程度的表达"在第 ! 天#!

=A1$达到一个高峰"与实验室先前研究的 "DED

%*D# 基因在第 ! 天#! =A1$也有较高的转录(%#)

相似"这暗示/[.系统可能参与了鱼类内源营养

向外源营养方式的转变' 在后期仔鱼中""DEF!D

% 基因的表达量相对较高"尤其是在变态高峰期

的 #< =A1"/[.CAD% E*+,达到最高值"与其它

时期相比有显著性差异#!j$7$;$' 先前的研究

表明"牙鲆 /[.D% E*+,水平较变态前和变态起

始阶段有所降低"同时与早期仔鱼阶段相比"变态

期间及变态刚结束阶段仔鱼体长和体质量生长率

也降低(%%)

' 鉴于/[.系统在鱼类生长&代谢和发

育等过程中的重要作用(#%)

"牙鲆"DEF!D% 基因的

表达变化可能与调节/[.信号在变态阶段的生物

学作用发挥有关"但这需要进一步的实验验证'

总之"牙鲆"DEF!D% 基因在胚胎和仔鱼发育不同

阶段的广泛表达"说明 "DEF!D% 基因在鱼类发育

和生长中具有重要的意义'

G"G#牙鲆01234:! 基因在不同组织的表达

对牙鲆 "DEF!D% 基因在成鱼各组织中的半

定量及荧光定量分析发现""DEF!D% 在牙鲆肝脏

中表达量最高"这与在哺乳动物和其它鱼类中相

似(## :#!)

' 同时发现"牙鲆 "DEF!D% 基因在胃&

脾&肠&性腺&肾&鳃&脑&心脏和肌肉中也均有表

达' 但有研究表明"在成体草鱼的脾&肌&眼&鳃&

胰脏&肠&脑和性腺中均未检测到/[.CAD% E*+,

的表达(<)

' 在五条 中""DEF!D% 基因除在肝脏

中有较高的表达外"在其它各组织中仅有很微弱

的表达(>)

' 在大鳞大麻哈鱼中""DEF!D% 基因在

肌肉中也有相对较高的表达(#?)

' 这些结果说明"

不同鱼类 /[.CAD% 的合成均以肝脏为主"但在鱼

类其它肝外组织中的表达分布差异较大"导致

/[.CAD% E*+,组织分布上的差异原因目前还很

不清楚"这可能与不同的物种或物种的生理状态

有关"或许生活环境和生活习性的改变也可能使

得"DEF!D% 基因表达发生差异'

综上所述"牙鲆 /[.CAD% 是 /[.系统中的重

要成员"其 O=+,全长序列的克隆及表达分析对

于进一步研究其在牙鲆生长&发育中的生理功能

和理解/[.信号通路在牙鲆胚胎发育&仔鱼变态

以及生长和繁殖过程中的作用机制"都将具有非

常重要的意义'
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