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摘要 采用RT-PCR和实时荧光定量PCR方法,得到黄颡鱼(Pelteobagrusfulvidraco)消化系统胰蛋白酶

原基因cDNA,并且对其早期发育过程中仔稚鱼(1~3日龄)消化系统胰蛋白酶原基因表达进行检测和定量。结

果表明,黄颡鱼消化系统中胰蛋白酶原的基因表达起始于1日龄,1~6日龄表达量快速增加、6~23日龄表达量

呈起伏式增加、23~30日龄表达量显著增加。该结果同时表明使用实时荧光定量PCR的方法检测黄颡鱼胰蛋白

酶原基因的表达量,能反映其肠道消化功能在发育过程中的变化。建议黄颡鱼仔稚鱼转饵时间在23日龄后。
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  黄颡鱼 (Pelteobagrusfulvidraco)隶属鲇形目

鲿科黄颡鱼属,因其肉质鲜美而深受人们喜爱。目

前全国许多地方已开展黄颡鱼人工养殖。但在黄颡

鱼人工繁殖苗种培育过程中,早期发育的仔稚鱼死

亡率很高,严重制约了黄颡鱼养殖的发展[1]。为此

许多学者从不同角度开展提高黄颡鱼仔稚鱼成活率

的研究[1-3]。胰蛋白酶是消化系统中一类重要的蛋

白质消化酶,在鱼类早期发育蛋白质消化过程中起

重要作用[4]。通过对鱼类消化系统不同发育阶段胰

蛋白酶前体物质———胰蛋白酶原基因表达差异性的

研究,可以反映胰蛋白酶 mRNA 的时间表达模

式[5-6],从分子生物学层面反映早期发育过程中肠道

消化功能完善过程[7-9]。笔者采用实时荧光定量

PCR的方法,研究黄颡鱼早期发育过程中消化系统

胰蛋白酶原基因表达,旨在根据不同生长发育阶段

胰蛋白酶原基因表达量的差异,准确反映其肠道消

化功能的早期发育过程,为规模化培育优质苗种投

饵策略的制定提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 试验鱼及其饲养

试验鱼为湖泊野生黄颡鱼亲本经人工繁殖、孵
化的鱼苗(鱼苗出膜当天记为0日龄,0daypost-
hatching,0dph),出膜后1日龄转入华中农业大学

水产实验基地实验缸中饲养。实验缸为60cm×40

cm×30cm的水族箱,设置3个重复,每箱约1500
尾。试验期间水温为21~24℃,试验用水为曝气的

自来水,整个试验期间持续增氧,溶氧量保持在7~
9mg/L,pH值为6.8~7.0,光照为自然光。3日龄

(仔鱼开口)开始投喂浮游生物(取自武汉市南湖),
主要为轮虫(包括螺形龟甲轮虫 Keratellacochle-
aris等)和枝角类(微型裸腹溞Moinamicrura 等);
从10日龄起增投水蚯蚓 (Limnodrilushoffmeis-
teri)。每日饱食投喂2次(08:00和20:00),投喂前

清理污物,投喂2h后及时清理残饵。
1.2 实时荧光定量 PCR

1)总RNA的提取。于1~6、8、10、14、18、23、

30日龄上午08:00(投喂之前)从3组重复的实验缸

中分别取黄颡鱼仔稚鱼消化系统组织(每组200
mg)(1~2日龄取去头尾的仔鱼作为消化系统组织

提取总mRNA)。RNAisoTMPlus(宝生物工程有限

公司)提取样品总 RNA,参照说明书操作得到40

μL(核酸质量浓度约为1000~1200ng/mL)总
RNA,保存-80℃。总RNA经琼脂糖凝胶电泳显

示28S和16S,检测RNA的完整性,紫外分光光度

计(NANPDROP2000c,Thermo)检测RNA的纯

度和浓度。

2)反转录PCR及cDNA模板的制备。总RNA
经RNaseFreeddH2O(天根生化科技有限公司)稀
释10倍,作为cDNA第一链合成的模板。反应体
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系(10μL):1μL稀释后的总RNA,2μL5×Prime-
ScriptRT Master Mix(PrimeScriptRT Master
MixPerfectRealTime,宝生物工程有限公司),

7μLRNaseFreeddH2O(天 根 生 化 科 技 有 限 公

司)。反应条件:37℃孵育15min,85℃5s终止反

应。cDNA在-20℃保存。

3)引物设计合成及质粒标准品的制备。根据

GenBank中已报道黄颡鱼胰蛋白酶原基因序列,

GeneID :AY940114,运用PrimerPremier5.0设

计1对荧光定量引物,引物序列如下:正向引物

Try_F:5′-CCTTAGAGCCAATCCTTATC-3′;反

向引物 Try_R:5′-GCCGTACCCATATCCGCAG-
3′,退火温度55℃,引物扩增产物长度为96bp,引
物由生工生物工程(上海)有限公司合成。采用绝对

荧光定量PCR的方法,标准品为黄颡鱼胰蛋白酶原

基因亚克隆的质粒,制备方法如下:以合成的cDNA
为模板,PCR扩增黄颡鱼胰蛋白酶原部分基因片

段。反应体系(50μL):1μLcDNA(核酸含量约为

600ng),25μLPremixTaq(PremixTaqVersion
2.0,宝生物工程有限公司),2μL正向引物(10

μmol/L),2μL 反 向 引 物 (10μmol/L),20μL
RNaseFreeddH2O(天根生化科技有限公司)。反

应条件:94℃预变性3min;94℃变性30s、55℃退

火30s、72℃延伸60s,循环30次;72℃5min。

PCR扩增产物以2%琼脂糖凝胶电泳,AgaroseGel
DNAPurificationKitVer.2.0(宝生物工程有限公

司)凝胶纯化。产物连接到pMD18-T载体(宝生物

工程有限公司),转化到感受态大肠杆菌(E.coli)细
胞JM109(宝生物工程有限公司)中,37℃SOC培

养基(含有X-gal、ITPG及Amp)中培养12h,筛选

阳 性 克 隆。MiniBEST PlasmidPurification Kit
Ver.2.0(宝生物工程有限公司)质粒纯化,PCR扩

增检验,纯化的质粒即为荧光定量PCR反应的标准

品。标准品经10倍逐级稀释,选择5个适合的梯度

浓度进行荧光定量PCR反应,经过Rotor-GeneQ
Series1.7软件分析,即得到标准曲线(图1)。

4)实时荧 光 定 量 PCR 反 应。反 应 体 系(25

μL):1μLcDNA(核酸含量约为600ng),12.5μL
SYBRPremixExTaqⅡ(2×)(宝生物工程有限公

司),1μL正向引物 (10μmol/L),1μL反向引物

(10μmol/L),9.5μLRNaseFreeddH2O(天根生

化科技有限公司)。Rotor-GeneQ2000(QIAGEN)
进行荧光定量PCR反应。反应条件:95℃预变性

30s;95℃变性5s、55℃退火30s、72℃延伸60s,
循环40次;预溶解90s,72~95℃溶解,每5s增加

1℃。反应包括各日龄样品(3组重复)、标准曲线

(3个重复)、空白对照、阳性对照和阴性对照。

5)数据处理。标准曲线由 Rotor-GeneQSe-
ries1.7软件分析并输出结果。各日龄样品基因表

达量由Rotor-GeneQSeries1.7软件输出,结果以

平均值±标准误(Mean±SE)的形式表示。采用

SPSSStatistics17.0作图,并对不同日龄之间基因

表达量的差异进行one-wayANOVA 分析,Dun-
can’s程序评价其差异显著性(P=0.05)。

2 结果与分析

采用绝对荧光定量PCR的方法,对黄颡鱼仔稚

鱼胰蛋白酶原基因表达进行定量检测,携带黄颡鱼

胰蛋白酶原基因部分片段的质粒经分离纯化,作为

荧光定量PCR反应的标准品,经荧光定量PCR反

应得到标准曲线———CT值=-3.409×基因表达

量(copies/μL)+36.618(R2=0.99)。根据荧光定

量的标准曲线对黄颡鱼仔稚鱼胰蛋白酶原基因表达

进行定量研究,结果发现:在1日龄胰蛋白酶原基因

即有表达;前2日龄基因表达量很少;3日龄起基因

表达量显著增加(P<0.05);4日龄和5日龄相对减

少后在6日龄又显著增加,但与3日龄无明显差异

(P<0.05)。基因在8日龄表达量相对较少,但是

与3、4和5日龄相比没有显著性差异(P>0.05)。

10日龄基因表达量逐渐增加但与6日龄时无显著

差异(P>0.05);14日龄基因表达量继续增加,显著

高于6日龄(P<0.05),但与10日龄无显著差异

(P>0.05);18日龄基因表达量明显减少(P<0.05),
降至4~5日龄及8日龄水平;23日龄基因表达量重

新增加,恢复并超过10日龄和14日龄水平;30日龄

基因表达量显著增加(P<0.05)(图1)。试验的空白

对照没有检测到荧光信号,阴性对照有极少量荧光

信号检出,阳性对照则检测出荧光信号。
对不同日龄基因表达量进行趋势拟合,发现黄

颡鱼仔稚鱼消化系统发育过程胰蛋白酶原基因表达

呈二 元 三 次 方 程(y=-3.774e6+7.421e6x-
5.824e5x2+1.408e4x3,R2=0.94)发育趋势,该曲

线 反映出黄颡鱼仔稚鱼(1~30日龄)消化系统胰

蛋白酶原基因表达存在3个阶段:1~6日龄表达量

快速增加,6~23日龄表达量存在起伏并缓慢增加,

23~30日龄表达量显著增加。
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 数值以平均值±标准误的形式表示,不同字母表示差异显著

(P<0.05)。ValuesexpressasMean±SEwiththedifferentsu-

perscriptaresignificantlydifferent(P<0.05).

图1 不同日龄黄颡鱼仔稚鱼消化系统胰蛋白酶原基因表达

Fig.1 GeneexpressionoftrypsinogeninP.fulvidraco
larvaefrom1to30dph

3 讨 论

与消化酶的发育密切相关的消化系统功能的完

善是影响鱼类早期发育的重要因素之一。胰蛋白酶

是鱼类对蛋白质消化过程中起重要作用的消化

酶[4]。消化酶的活性受到多种因子的调控,而其前

体酶原的合成则是受到基因的调控[10]。荧光定量

PCR检测结果显示,黄颡鱼仔鱼胰蛋白酶原基因在

1日龄即开始表达,早于开口时间(3日龄)。相似结

果在对其他鱼类如罗非鱼(Oreochromismossambi-
cus)[7]、赤鲷(Pagruspagrus)[8]、草鱼(Ctenopha-
ryngodonidellus)[9]、翘嘴红鲌(Culteralburnus)[9]

等研究中也有报道。本研究表明黄颡鱼消化系统中

胰蛋白酶原基因在1日龄开始表达,但是在其早期

生活史中胚胎期及刚出膜仔鱼(0日龄)是否有胰蛋

白酶原的基因表达有待于进一步深入研究。开口前

胰蛋白酶原的基因表达表明出膜后仔鱼消化功能发

育迅速,为蛋白质的消化吸收做好准备。
本试验结果表明,在6~23日龄时黄颡鱼仔稚

鱼胰蛋白酶原基因表达量存在起伏增长的过程,特
别地在18日龄还存在一个明显下降的过程。而对

黄颡鱼消化道胰蛋白酶活性的研究表明,胰蛋白酶

活性表现 为 先 增 加 后 降 低 的 现 象[5]。在 舌 齿 鲈

(Dicentrarchuslabrax)[11]和 塞 内 加 尔 鳎(Solea
senegalensis)[12]早期发育胰蛋白酶活性的研究中,
同样发现这一现象。Wang等[6]认为这并不意味着

胰蛋白酶的合成量减少,而是生长和发育过程中一

系列新的组织和器官生成,导致鱼体蛋白质总量增

加实际检测出来的胰蛋白酶活性降低。根据本试验

的结果,笔者则认为基因表达量的下降意味着胰蛋

白酶原的合成量下降,表明黄颡鱼仔稚鱼在此阶段

存在一个胰蛋白酶合成减少的阶段。黄颡鱼仔稚鱼

在发育过程中存在的胰蛋白酶合成量下降的阶段,
可能与仔稚鱼各器官发育不同步有关,如欧洲无须

鳕(Merlucciusmerluccius)早期发育的特点是头部

和躯干部迅速增长而鱼体其他部位生长缓慢,这种

生长模式是为了让头部摄食器官口裂发育到能捕食

到更多种类的饵料[13]。
黄颡鱼仔稚鱼胰蛋白酶原基因表达量随日龄的

增长呈二元三次方程曲线变化的趋势,表明其消化

系统发育也存在阶段性:在出膜后1~6日龄迅速发

育,为消化利用外源性饵料做好准备;在6~23日龄

蛋白质更多地用于其他组织器官的生长发育,所以

胰蛋白酶原基因表达并没有明显增加,但是为了维

持正常的消化生理活动,其表达量必须维持在一定

水平;23日龄后表达量显著增加,表明仔鱼在将蛋

白质用于其他组织器官发育变化后,重新将蛋白质

分配到胰蛋白酶原的合成,以利于机体消化功能的

进一步完善,以消化更多的饵料来满足进一步生长

需要。本研究结果也暗示6~23日龄黄颡鱼仔稚鱼

可能处于一个机能变化较剧烈的发育敏感期。
在规模化的苗种培育过程中,饵料转换直接影

响仔稚鱼存活、生长和发育,转饵时间的确定被认为

是影响仔稚鱼成活率的重要因素之一[14]。目前对

于黄颡鱼转饵时间的确定存在争议,有研究认为最

早可在6日龄转饵[2],但是该研究同样发现在12日

龄以前,投喂人工饵料的仔鱼体质量和全长明显小

于投喂活饵料的仔鱼[2]。通过对黄颡鱼早期发育胰

蛋白酶原基因表达的研究,笔者认为6~23日龄黄

颡鱼仔稚鱼尚处于发育敏感期,消化功能尚不完善,
建议转饵时间在23日龄以后。这也与笔者前期通

过对黄颡鱼个体发育过程中消化道显微和超微结构

的研究所建议的转饵时间相吻合[1]。
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Trypsinogengeneexpressionofyellow
catfishPelteobagrusfulvidracolarvaeandjuvenile

GAOChao1 YANGRui-bin1 HU Wen-biao1 FANJin-hui2

1.CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China;

2.TheFisheryTechnicalServiceStationofQitao,Datian366108,China

Abstract Thefirst-strandcDNAsequenceencodingpancreatictrypsinogen(TRY)genewasisola-
tedfromyellowcatfish(Pelteobagrusfulvidraco)larvae(1-30dph,daypost-hatching)byRT-PCR,and
usingreal-timePCRtodetectedandquantitatedthetrypsinogengeneexpression.Theresultsshowed
thattheonsetoftrypsinogengeneexpressioninP.fulvidracolarvaewas1dphandthetrypsinogengene
expressionincreasedsignificantlyfrom1to6dph,increasedfluctuantlyfrom6to23dphandrosesharp-
lyfrom23to30dph.Theexperimentalresultsdemonstratedthatthedetectionandquantitationoftryp-
sinogengeneexpressioninP.fulvidracolarvaewouldaccuratelyreflecttheprocessthatdigestivefunc-
tioningdevelopedinintestinaltract.AndwesuggestedthatweaningtimeofP.fulvidracolarvaewould
bemuchbetterafter23dph.

Keywords Pelteobagrusfulvidraco;larvae;trypsinogen;geneexpression;real-timePCR
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