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摘要 以荷那龙罗非鱼胃组织中提取的总RNA为模板,采用RT-PCR方法克隆出荷那龙罗非鱼ghrelin前

体基因的cDNA全序列。所获得的ghrelincDNA总长为833bp,包括97bp的5′非编码区,412bp的3′非编码

区和324bp的开放阅读框,编码107个氨基酸残基。核苷酸序列同源性分析显示,荷那龙罗非鱼ghrelin与莫桑

比克罗非鱼和尼罗罗非鱼ghrelin序列的相似性达99.0%以上。采用半定量RT-PCR方法检测雌、雄荷那龙罗

非鱼胃、肌肉和垂体等多个组织中ghrelin基因的表达,结果显示,荷那龙罗非鱼ghrelin基因有广泛的组织分

布,ghrelin基因在雌、雄鱼胃中的表达量均最高,在其他组织的表达量存在雌雄个体差异。雌鱼肌肉中ghrelin
基因的表达量明显高于雄鱼,是雄鱼的132倍。试验鱼饥饿4周后,采用荧光定量 RT-PCR方法检测胃中

ghrelin基因表达量变化,结果表明:饥饿组较对照组ghrelinmRNA表达量有增加,饥饿组个体中ghrelin基因表

达量最高的个体的表达量比对照组中表达量最低的个体增加了47.3倍。
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  生长激素促分泌素即ghrelin,是生长激素促分

泌素受体的内源性配体,1999年,由Kojima等[1]首

次从大鼠胃中提取出来。ghrelin在体内存在无活

性的N端去辛酰基化和有活性的 N端辛酰基化2
种形式。ghrelin与受体GHSR-1a结合后具有调节

脑垂体生长激素释放的活性。在哺乳动物中已经证

明,ghrelin基因除了具有促进生长激素分泌的作用

外,还可通过外周和中枢途径参与胃肠生理活动的

调节等(http://music.qq.com/miniportal/static/

taoge/index.html)。近几年有关蛙类、鸟类等生物

的ghrelin基因的研究已有报道[2-3]。在水产动物方

面,金鱼(Carassiusauratus)[4]、鳗鲡(Anguillajapon-
ica)[5]、虹鳟(Oncorhynchusmykiss)[6]、黑鲷(Acan-
thopagrusschlegeli)[7]、鲶(Ictaluruspunctatus)[8]、尼
罗罗非鱼(Oreochromisniloticus)和莫桑比克罗非鱼

(O.mossabicus)[9-10]等也有关于ghrelin的研究报

道,但对荷那龙罗非鱼ghrelin基因的研究还未见

报道。
荷那龙罗非鱼(O.hornorum)原产于非洲,2001

年由中国水产科学研究院珠江水产研究所引入中

国,主要作为父本与橙色莫桑比克罗非鱼杂交生产

高雄性苗种。笔者克隆了荷那龙罗非鱼ghrelin基

因cDNA全序列,并分析了ghrelin基因在正常饲

养的雌雄鱼各组织中表达的差异,以及饥饿对罗非

鱼胃中ghrelin基因表达量的影响,以期了解ghre-
lin基因对罗非鱼能量平衡的调节作用。

1 材料与方法

1.1 试验鱼

荷那龙罗非鱼取自珠江水产研究所高要水产种

质工程中心的性成熟个体,体质量为(82±0.5)g。
活体取样,取胃、肌肉、垂体、鳃、心脏、肝、脾、性腺、
肠和肾等组织,立即置于液氮中,运回实验室后存于

-80℃超低温冰箱备用。ghrelin基因的饥饿调控

试验分2组(正常喂养组和饥饿组),室内暂养4周

后,每组随机选3尾鱼取其胃组织并立即置于液氮

中备用。
1.2 ghrelin 基因前体蛋白 cDNA 克隆与序列分析

取荷那龙罗非鱼胃组织,用高纯总RNA提取

试剂盒(百泰克)提取总RNA,依据AMV反转录试
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剂(TaKaRa)盒操作规程合成cDNA第一链。根据

莫桑比克罗非鱼(O.mossambicus)和尼罗罗非鱼

(O.niloticus)ghrelin基因cDNA序列的保守区域

设计特异引物,以cDNA第一链为模板,用特异引

物对(ghrelin-F与ghrelin-R)扩增ghrelin基因前体

cDNA序列。PCR反应程序为94℃预变性3min;

94℃变性30s,55℃退火30s,72℃延伸1min,30
个循环;最后72℃延伸7min。扩增所得目的条带

在1.5%的琼脂糖凝胶上进行分离,切下目的条带。
用胶回收试剂盒(Omega)纯化目的产物后,克隆到

pMD19-T(TaKaRa)载体上,挑选阳性克隆测序。
测序结果用 VectorNTIsuit8.0软件推导氨基酸

序列,并与GenBank中其他物种的ghrelin基因序

列进行相似性比较。用Meg软件的NJ程序做进化

树分析。
1.3 雌鱼和雄鱼 ghrelin mRNA 的半定量 RT-PCR
分析

  依据上述方法分别提取3尾雌鱼和3尾雄鱼各

种组织的总RNA。分别将雌鱼和雄鱼相应组织的

RNA混 匀 后 各 取1μg作 为 模 板,按 照 Prime-
ScriptTM反转录试剂盒(TaKaRa)说明反转录获得

cDNA。取2μLcDNA进行PCR扩增。扩增引物

根据克隆到的荷那龙罗非鱼ghrelin基因的cDNA
序列设计(RT-F,RT-R)。PCR反应条件为:94℃
预变性3min;94℃变性30s,56℃退火30s,72℃
延伸1min,循环35次;最后1个循环结束时72℃

延伸7min。根据莫桑比克罗非鱼和尼罗罗非鱼β-
actincDNA序列保守区设计1对内源参照基因(β-
actin基因)的PCR扩增引物:β-actin-F和β-actin-
R。PCR反应条件为:94℃预变性3min;94℃变性

30s,55℃退火30s,72℃延伸1min,循环28次;

72℃延伸7min。取5μLghrelin基因和5μLβ-
actin基 因 的 PCR 产 物 在 同 一 块 琼 脂 糖 凝 胶

(1.2%)上电泳,然后用凝胶成像系统拍照。用凝胶

图像分析软件对 RT-PCR条带进行光密度扫描。
以ghrelin与β-actin光密度值的比值表示ghrelin
基因mRNA的相对表达量。
1.4 荧光实时定量检测饥饿状态下 ghrelin 基因的

表达调控

  1)标准质粒制备及标准曲线的绘制。设计并验

证实时定量引物ghrelin-R1,ghrelin-F1和β-actin-
R1,β-actin-F1分别扩增ghrelin基因和β-actin基因

的片段,反应程序为94℃ 预变性3min;40个循环:

94℃30s、60℃30s、72℃30s;最后72℃延伸

4min。上 述 PCR 产 物 分 别 经 胶 回 收,连 接 到

pMD19-T载体上,转化、增殖。按照PlasmidMini-
prepKit(AXYGEN)试 剂 盒 操 作 说 明 提 取 质 粒

DNA,应用生物分光光度计定量质粒的浓度,分别

取0.01mol的质粒作为标准品质粒,用灭菌双蒸水

将标准品质粒按10倍的梯度稀释至10-9mol后

-20℃保存备用,作为mRNA定量的标准品,以此

绘制标准曲线。
表1 荷那龙罗非鱼ghrelin基因克隆和定量检测使用的引物序列

Table1 Primersusedforcloningandassayofghrelingene

引物Primer 用途 Usage 引物序列Primersequence

ghrelin-F
ghrelin-R

cDNA扩增 ToamplythecDNAsequence
cDNA扩增 ToamplythecDNAsequence

5′-TCAGAATCAGATGAAAAGCA-3′
5′-GTTGATTGATGCTTTATTGT-3′

RT-F
RT-R

半定量RT-PCRSemi-qualityRT-PCR
半定量RT-PCRSemi-qualityRT-PCR

5′-CATAATCTGAAGCGGCTG-3′
5′-CAAAGTGAAGTCCTCCAGAATC-3′

β-actin-F
β-actin-R

半定量RT-PCRSemi-qualityRT-PCR
半定量RT-PCRSemi-qualityRT-PCR

5′-ATGGTGTGACCCACACAGTGCC-3′
5′-TACAGGTCCTTACGGATGTCGA-3′

ghrelin-R1
ghrelin-F1
β-actin-R1
β-actin-F1

实时定量PCRReal-timePCR
实时定量PCRReal-timePCR
实时定量PCRReal-timePCR
实时定量PCRReal-timePCR

5′-GTGAAGTCCTCCAGAATCGGTC-3′
5′-GTAGTCCGCCAAGTCTTCTGCTC-3′
5′-TGTGGTGTGTGGTTGTTTTG-3′
5′-CAGCAAGCAGGAGTACGATGAG-3′

  2)饥饿状态下ghrelin基因表达的定量分析。
用高纯总RNA提取试剂盒提取总RNA,每尾鱼分

别取1μg总RNA用DNase(Promega)处理后反转

录成cDNA,取1μLcDNA作为荧光定量PCR的

模板。PCR 反 应 条 件 参 考 SYBR Green PCR
(TOYOBO)试剂盒推荐的方法:反应体系为20

μL,SYBRGreenPCRMasterMix10μL,上下游引

物各0.4μL(10μmol/L),1μLcDNA,8.2μL灭

菌双蒸水。反应参数为:95℃1min,然后进入循环

(95℃变性15s,60℃退火30s,72℃延伸30s),共

40个循环,72℃延伸处采集荧光信号。反应结束后

根据熔解曲线分析产物特异性。ghrelinmRNA 相

对表达量用ghrelin基因的吸光值/β-actin基因的

吸光值表示。每个cDNA样品做3个平行扩增,取
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其平均值作为最终相对表达量。定量PCR所用的

PCR仪为ABI7300型定量PCR仪。

2 结果与分析

2.1 荷那龙罗非鱼 ghrelin 基因 cDNA 的克隆及序

列分析

  PCR扩增产物经1.2%琼脂糖电泳检测,将目

的片段回收,克隆到T-载体,进行测序分析,得到总

长度为833bp的ghrelincDNA序列,开放阅读框

(ORF)为324bp,polyA加尾信号AATAAA位于

816~821bp处。荷那龙罗非鱼ghrelin基因编码

107个氨基酸的前体蛋白,其中包括22个氨基酸的

成 熟 肽 (GSSFLSPSQKPQNKVKSSRIGR,如 图

1)。该鱼成熟肽N-末端第3位氨基酸为丝氨酸,和
其他已知脊椎动物该基因位点上的氨基酸类别相

同。已登录的ghrelin基因成熟肽N-末端4个氨基

酸残基序列除蛙和金鱼外,其他脊椎动物的氨基酸

均为GSSF(图1)。荷那龙罗非鱼ghrelin编码区推

测氨基酸序列的成熟肽序列与已知鱼类相应序列具

有很高的同源性。如与莫桑比克罗非鱼、尼罗罗非

鱼ghrelin基因的同源性均达到100%,与欧洲黑鲈

(Dicentrarchuslabrax)的同源性为81.8%,与黑鲷

(Acanthopagrusschlegeli)的同源性为86.4%;与
虹鳟(Oncorhynchusmykiss)ghrelin-1、ghrelin-2的

同源 性 分 别 为 69.2%、73.9%;与 鲶(Ictalurus
punctatus)、金鱼(Carassiusauratus)、鳗 鲡(An-
guillajaponica)的同源性分别为64%、55%、72%。
与蛙类(Ranaesculenta)、鸡(Galluggallus)以及哺

乳类的鼠(Rattusnorvegicus)、人(Homosapiens)
的同源性较低,分别为41%、52%、47%、47%。gh-
relin基因氨基酸序列构建的系统进化树与传统的

分类地位相吻合(图2)。
荷那龙罗非鱼(O.hornorum,EF371464)    (27)  GSSFLSPSQKP———QNKV———KSSRIGR
莫桑比克罗非鱼(O.mossambicus,AB077764) (27) GSSFLSPSQKP———QNKV———KSSRIGR
尼罗罗非鱼(O.niloticus,AB104859) (27) GSSFLSPSQKP———QNKV———KSSRIGR
黑鲈(D.labrax,DQ665912) (27) GSSFLSPSQKP———QSRG———KSSRVGR
黑鲷(A.schlegelii,AY643808) (27) GSSFLSPSQKP———QNRG———KSSRVGR
鳗鲡(A.japonica,AB062427) (27) GSSFLSPSQRP———QGKDK———KPPRVGRR
鲶鱼(I.punctatus,AB196449) (27) GSSFLSPTQKP———QNRGDRKPPRVGRR
金鱼(C.auratus,AF454389) (27) GTSFLSPAQKP———QGR———RPPRMGRR
虹鳟(O.mykiss,AB096919) (27) GSSFLSPSQKPQVRQGKG———KPPRVGRR
蛙(R.esculenta,AM055941) (28) GTSFLSPTQKP———QGR———RPPRVGRR
鸡(G.gallus,AB158617) (24) GSSFLSPTYKNIQQQKDTRKPTARLHRR
小鼠(M.musculus,AB060078) (24) GSSFLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR
大鼠(R.norvegicus,AB029433) (24) GSSFLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR
人(H.sapiens,AB029434) (24) GSSFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

图1 荷那龙罗非鱼与其他脊椎动物的ghrelin基因成熟肽氨基酸序列比较

Fig.1 ComparisonsofaminoacidsequenceofmatureghrelinamongZanzibartilapiaandothervertebrates

图2 荷那龙罗非鱼和其他物种ghrelin前体蛋白序列的系统进化树

Fig.2 ThephylogenetictreebasedontheaminoacidsequencesofghrelinprecursorofZanzibartilapiaandotherspecies
2.2 荷那龙罗非鱼 ghrelin 基因的组织表达

采用RT-PCR方法,分别检测了ghrelin基因

在雌雄个体不同组织中的表达情况,包括胃、肌肉、
垂体、鳃、心脏、肝、脾、肾、肠、性腺等,同时以β-ac-
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tin的表达量作为内参照(图3)。结果表明:雌鱼的

胃和肌肉组织中ghrelin基因表达量高,鳃、垂体、
脾、卵巢、肠组织中有较弱的表达;雄鱼只有胃中检

测到ghrelin基因的高表达,肌肉和肾中检测到微弱

的表达信号,而其他被检测组织未检测出ghrelin基

因的表达。

 M:DNAmarker;1~10为雌鱼组织,依次为:胃、肌肉、垂体、

鳃、心脏、肝、脾、卵巢、肠、肾;11为空白;12~21为雄鱼组织,组织

顺序同 雌 鱼。Lane1-10:stomach,muscle,pituitary,gill,heart,

liver,spleen,ovary,intestines,kidneyforfemale;Lane11was

blank;Lane12-21weretissuesformaleinthesameorder.

图3 RT-PCR分析荷那龙罗非鱼

ghrelinmRNA的组织表达

Fig.3 AnalysisofghrelinmRNAexpressionintissues
ofZanzibartilapiabyRT-PCR

2.3 定量 PCR 分析饥饿对荷那龙罗非鱼 ghrelin
基因表达的影响

  根据β-actin和ghrelin质粒DNA定量结果,梯
度稀释后PCR所得扩增曲线为典型的倒S形曲线,
且模板浓度越高,其循环阈值(Ct)越小,且5个样本

基本处于一条直线,标准曲线的直线回归相关系数

Rg为0.997,Rβ为0.997,斜率分别为-3.11和

-3.29,说明荧光定量PCR的质量控制较好,检测

结果可信[11]。
饥饿实验的分析结果显示饥饿组鱼胃中ghre-

lin基因的相对表达量均高于对照组(ghrelinmR-
NA相对表达量=ghrelin的表达量(Xg)/β-actin的

表达量(Xβ)),同时饥饿组个体中ghrelin基因表达

量最高的个体的表达量比对照组中表达量最低的个

体增加了47.3倍(图4)。

图4 饥饿对荷那龙罗非鱼胃中

ghrelinmRNA表达量的影响

Fig.4 Effectoffastingonexpressionofghrelin
mRNAinZanzibartilapiastomach

3 讨 论

本试验克隆的荷那龙罗非鱼ghrelin基因的

cDNA全序列具有和其他物种ghrelin基因相似的

结构特征,如具有ghrelin保守的活性中心序列

GSSF、成熟肽的C-末端变异较大而N-末端则比较

保守等。对哺乳动物的研究显示,ghrelin的 N-末
端的前7位氨基酸非常保守,最前端的4个氨基酸

GSSF是ghrelin的活性中心,其中位于第3位的丝

氨酸残基具有对ghrelin与其受体结合起重要作用

的酰化基团[12-13]。迄今发现金鱼、虹鳟和鲶都具有

2种ghrelin前体[4,6,8],但尼罗罗非鱼中只发现了1
种,因为在尼罗罗非鱼的ghrelin前体中只发现了1
个分裂位点[10]。荷那龙罗非鱼ghrelin前体的第26
位氨基酸处存在1个潜在的酶切位点,推测也只具

有1种前体。
本研究在荷那龙罗非鱼雌雄个体的胃中均检测

到ghrelin高表达,这和在其他鱼类如鳗鲡[5]、虹
鳟[6]、黑鲷[7]、鲶[8]、莫桑比克罗非鱼[9]、尼罗罗非

鱼[10]、花鲈(山川棘花鮨)[14]中观察到的结果一致。
胃以外的组织中,本研究检测到雌性个体肌肉组织

中ghrelinmRNA高表达,鳃、垂体、脾、卵巢、肠中

微弱表达,而雄性个体肌肉、肾中有微弱表达,其他

组织未检测到表达信号。胃以外的组织中可检测到

ghrelin的表达,说明其他组织也可以分泌ghre-
lin[15-16]。ghrelin、生长激素释放激素(GHRH)和生

长抑素(SS)共同参与调节GH 的分泌。ghrelin在

垂体中的表达与其促进垂体GH的分泌作用有关,

ghrelin可促进体外培养垂体细胞释放GH。ghre-
lin在荷那龙罗非鱼鳃中有微弱表达,这与在莫桑比

克罗非鱼观察到的结果一致,ghrelin有可能参与渗

透压调节[9]。荷那龙罗非鱼ghrelin基因的表达存

在明显的性别差异,差异最显著的为肌肉组织,雌鱼

肌肉中ghrelin的表达量是雄鱼的132倍。雌雄个

体中这种肌肉表达的差异在其他物种中未见报道。

ghrelin在肌肉组织中的生理功能尚未清楚,荷那龙

罗非鱼雌雄鱼肌肉组织中表达量差异是否是导致雌

雄个体生长差异需进一步的研究。

ghrelin基因主要由胃分泌,其他组织的表达量

比胃中的表达量低,调控表达研究表明:ghrelin可

以调节鱼类的摄食[15,17]。本研究中饥饿调控后荷

那龙罗非鱼胃中ghrelin基因表达量增加,这一结果
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与在花鲈中的研究结果相一致[14]。饥饿引起胃中

ghrelin的 类 似 变 化 在 鼠、鸟 类、两 栖 类 均 有 发

现[18-20]。Richards等[21]发现饥饿后火鸡胃中ghre-
linmRNA表达量增加,但血浆中ghrelin并无变

化。Kim等[18]发现饥饿的大鼠胃中ghrelin上升,
饥饿后再进食,ghrelin表达量则下降;营养状态对

胃中ghrelin的表达起负调控作用。这些研究结果

表明,禁食可刺激ghrelin合成,促进胃内分泌细胞

分泌ghrelin[22]。在啮齿类动物中,机体主要通过

ghrelin和leptin分别传递外周饥饿和饱食信号,在
下丘脑能量平衡中枢进行整合,通过各种途径对食

欲进行调节,从而维持机体的能量稳态[23]。鱼类胃

中ghrelin是直接促进摄食行为还是通过促使垂体

GH及下丘脑其他因子的释放间接促进摄食行为的

机制还需进一步的研究。
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cDNACloningandExpressionCharacterizationof
GhrelinofZanzibartilapia,Oreochromishornorum
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Abstract GhrelinprecursorcDNAwasidentifiedfromthestomachofZanzibartilapia,Oreochromis
hornorumbyRT-PCR.Thetotalsequenceofghrelinwas833bpinlength,consistingof97bpof5′-un-
translatedregion(UTR),412bpof3′-UTRand324bpopenreadingframe(ORF)encoding107-amino-
acidsprepro-ghrelin.ThenucleotidesequenceidentitiesamongZanzibartilapiaandothertilapiaareabove
99.0%.Theexpressionofghrelingenesinstomach,muscleandpituitaryandsomeothertissuesinmale
andfemaleZanzibartilapiaweredetectedbyRT-PCR.Theresultsshowedthatghrelinwaswidelydis-
tributedinZanzibartilapiatissues.Highexpressionlevelsweredetectedinstomachesofbothfemaleand
maleindividuals,butthereweredifferentexpressionlevelsinothertissuesdetectedbetweenfemalesand
males.Theexpressionlevelofghrelininfemalemusclewas132timeshigherthaninmale’s.Theeffect
offastonghrelinexpressioninZanzibartilapiawasalsoinvestigatedusingrelativeRT-PCR.Theresults
indicatedthattheexpressionlevelofghrelininstomachincreasedinthefastingindividualmuchmore
thaninthenormalfeedingindividual.Thehighestghrelinexpressionlevelinfastingindividualwas47.3
timesthanthelowestinnormalones.

Keywords Oreochromishornorum;ghrelin;cDNAcloning;tissueexpression;fastingregulation
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