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摘要　应用荧光定量PCR方法检测团头鲂leptin及其相关基因—瘦素受体(leptinreceptor,leptinＧR)和瘦

素受体重叠转录产物类似物１基因(leptinreceptoroverlappingtranscriptlikeＧ１,leprotlＧ１)在胚胎发育早期及成

鱼各组织的表达量.结果显示,３个基因在团头鲂成鱼所有检测组织中均有所表达,表明３个基因在团头鲂机

体中具有多重生理功能.早期发育过程中的表达量结果显示leptinＧR 和leprotlＧ１基因在胚胎阶段的表达水平

变化趋势一致,而leptin在破膜后５d前一直处于较低并呈波动性变化;出膜后１２d时leptinＧR 和leprotlＧ１基

因表达量均达到了峰值,而leptin基因从破膜后第５天开始表达量持续上升,在第１５天到达峰值,表明３个基

因可能涉及到胚胎发育早期阶段的能量调控.Pearson相关分析显示３个基因在团头鲂胚胎发育早期中的表达

均为显著正相关关系(P＜０．０５).
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　　Leptin是肥胖基因的表达产物,其结构在进化

过程中高度保守.自Zhang等 [１]定位克隆出小鼠

肥胖基因后,对鱼类肥胖基因的研究也逐渐成为了

关注的焦点.２００５年,Kurokawa等[２]首次报道的

河豚(Takifugurubripes)leptin 基因序列编码氨

基酸,与人的编码氨基酸同源性仅１３．２％.随后,鲤
(Cyprinus carpio )[３]、 虹 鳟 (Oncorhynchus
mykiss)[４]、斑马鱼(Daniorerio)[５]、鲢(HypophＧ
thalmichthysmolitrix)、草鱼(Ctenopharyngodon
idella)[６]和黄颡鱼(Pelteobagrusfulvidraco)[７]等

鱼类leptin 序列研究也得到陆续报道.作为leptin
基因生理功能介导因子的leptinＧR 基因,目前已在

斑马鱼(D．rerio)[８]、河豚(T．rubripes)[９]及青鳉

(Oryziaslatipes)[１０]等多种鱼类中得以确定.关

于leprotlＧ１基因,Bailleul等[１１]证明了人类leprot
基因与leptinＧR 基因共享第一和第二个外显子,目
前仅在河豚(T．rubripes)[９]、斑马鱼(D．rerio)[１２]

和黄颡 鱼(P．fulvidraco)[７]等 鱼 类 中 得 到 克 隆

报道.
随着对leptin 基因结构和功能的进一步研究,

不断有leptin 的新功能被发现.现有研究表明,在
哺乳动物体内,leptin 具有广泛的生物学效应[１３],
包括对机体的摄食和能量消耗进行调控,并反映体

内脂肪组成及含量;其还参与调节机体的免疫应答,
并对动物胚胎发育和生长繁殖具有重要的作用.随

着对鱼类leptin 基因研究的不断深入,鱼类该基因

对机体调节摄食、能量代谢、激素分泌、生长、生殖和

免疫等过程的功能研究也有了一定的进展[１４],但关

于其在鱼类早期发育过程中的生理意义阐述还非常

有限.
团头鲂(Megalobramaamblycephala),是我国

主要淡水养殖鱼类之一.本研究采用荧光定量

PCR方法分析了leptin 及其相关基因leptinＧR 和

leprotlＧ１在团头鲂早期发育过程中的表达模式,旨
在为阐述leptin 及相关基因在鱼类早期发育过程

中的生理功能积累一定的资料.
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1　材料与方法

1.1　材料及试剂

试验所用材料均来自华中农业大学团头鲂遗传

育种中心(湖北省黄冈市团风县团风镇白鹤林村).
其中团头鲂成鱼为２龄鱼６条,采集每条鱼的肌肉、
脾脏、肝脏、心脏、脑、性腺、肠、鳃和肾脏等９个组织

样品,样品速冻于液氮中过夜后保存在 －８０ ℃
冰箱.

团头鲂早期发育的样品采集包括对催产后的团

头鲂个体进行成熟卵子及未激活精液的采集,以及

对团头鲂进行干法受精后,对受精卵进行定时观察,
采集１细胞期、２细胞期、４细胞期、多细胞期、囊胚

期、原肠胚期和破膜后５、７、１０、１２、１５、２０、２５及３０d
的胚胎发育及仔稚鱼时期的样品,将各样品速冻于

液氮过夜后转至－８０℃冰箱保存.

PrimeScriptTM RTreagentKitwithgDNAEＧ

raser(PerfectRealTime)试剂盒和 RNAisoReaＧ
gent(TaKaRa公司),pMD１９ＧT Vector和 Taq
DNA聚合酶 TaKaRa公司),其他试剂均为进口分

装或国产分析纯.
1.2　总 RNA 提取和定量引物设计

取团头鲂成鱼各组织和胚胎发育早期各时期的

样品约每管２０g,按照 TaKaRa试剂公司总 RNA
提取试剂盒说明书指导操作,用 Trizol裂解法抽提

总 RNA.并使用 NanoDrop２０００ 对 RnaseＧfree
water溶解后的总 RNA 进行浓度测定,同时用１％
的琼脂糖加loadingBuffer(含 GelRed)染色后检

测RNA完整性.
该试验基于笔者所在研究室已有的研究 成

果[１５Ｇ１７],参照已克隆鉴定并提交到GenBank数据库中

的团头鲂βＧactin (AY１７０１２２．２)、leptin (KJ１９３８５４)、

leptinＧR (KJ１９３８５５)和leprotlＧ１(KJ１９３８５３)基因序

列,设计各基因的特异性定量引物 (表１).
表１　实验中所用到的基因荧光定量PCR引物序列

Table１　PrimersequencesforrealＧtimePCRinthepresentstudy

引物名称

Primername
引物序列

Primersequence(５′Ｇ３′)
退火温度/℃
Temperature

片段长度/bp
Fragmentlength

βＧactin
F:ACCCACACCGTGCCCATCTA

５８．０ ２０４
R:CGGACAATTTCTCTTTCGGCTG

leptin
F:CAGTTGAGATTGCGAGTGCC

５２．３ １６８
R:GTTGGAGGTAACGGGGAAGG

leptinＧR
F:TAGACGAACCAGGGTTTGATA

５８．０ ２６７
R:ATTCTTGCTCTGGCAGGTAA

leprotlＧ１
F:CAGTTGGCAGCAGTGGTGAAG

５７．３ １３９
R:CATCTATCAATGGGCGGCAGT

1.3　反转录和克隆测序

使用 TaKaRa公司的 PrimeScript® RTreaＧ
gentKitwithgDNAEraser(TaKaRa,Dalian)试剂

盒,按说明书推荐方法,进行cDNA 第一链的合成.
反转录体系设定为２０μL.将团头鲂成鱼相同组织

的RNA以及相同胚胎发育时期的 RNA 样品分别

等量混合,用１μg的总 RNA 完成反转录.以反转

录得到的cDNA 作为 PCR 的模板,用引物对lepＧ
tin、leptinＧR 和leprotlＧ１基因进行扩增,将扩增产

物连接到PMD１９ＧT 载体上,后转化到大肠杆菌感

受态细胞后进行平板培养,挑克隆测序.将测序所

得序列与该基因的cDNA 全长序列进行比对,以确

认该扩增序列为目的基因序列.
1.4　实时荧光定量 PCR

按照试剂盒操作说明,使用 PrimeScriptTM RT
reagentKitPerfectReal(TaKaRa,Dalian)试剂盒,

以团头鲂成鱼各组织和胚胎发育早期不同阶段样品

的cDNA作为荧光定量 PCR 反应的模板(n＝３),
按照以下反应条件进行荧光定量 PCR 反应:反应

总体积为２０μL,包括模板cDNA２μL,正向和反向

引物各０．２μL,１０μLSYBR® PremixExTaqTM

(TaKaRa公司),ddH２O７．６μL.实时荧光定量

PCR依托于三步法的热循环,反应程序如下:在

９５℃下预变性３０s,接着分别是９５℃５s,５８℃ (βＧ
actin)/５５℃(leptin)/５８℃ (leptinＧR)/５７．３℃
(leprotlＧ１)条件下退火２０s,７２℃延伸１５s,共４０
个循环,βＧactin 为内参基因.
1.5　数据处理和统计分析

数据处理时,相对定量采用双标准曲线的方法

进行计算.因此,采用２－ΔΔCt法进行３个目的基因

的 mRNA相对表达水平计算[１８],最终数值以“平均

值±标准误(Mean±SE)”表示.采用 OneＧway方

３９



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３５卷　

差分析法完成统计分析,使用 SPSS 软件中 DunＧ
can’sMultipleRangeTest来比较各基因在不同时

间点的相对表达水平差异性,当P＜０．０５时认为差

异显著.同时,利用 Pearson进行基因表达相关性

分析,相关系数(r)绝对值在０．８~１．０区间内,认为

极强相关;０．６~０．８之间为强相关,０．４~０．６区间内

为中等程度相关;０．２~０．４为弱相关;０．０~０．２极弱

相关或无相关,且当P＜０．０５时认为相关性显著.

2　结果与分析

2.1　团头鲂 leptin 及相关基因在团头鲂成鱼各组

织中的表达

　　RealＧtimePCR定量结果显示,leptin、leptinＧR

和leprotlＧ１在团头鲂成鱼各检测组织中均有表达,
其中leptin 基因在肾脏中的表达量最高,剩下的依

次为鳃、肠、性腺、脑、心脏、肝脏、脾和肌肉组织

(图１).leptinＧR 基因在肌肉中表达量最高,在性腺

中的表达量最低(P＜０．０５).这些结果说明leptin
和leptinＧR 基因在团头鲂成鱼各组织中的表达模

式不同;而leprotlＧ１基因的表达方式与两者也不尽

相同,其在团头鲂性腺组织中的表达水平最高,在肌

肉组织中表达量最低.
2.2　团头鲂 leptin 及其相关基因在早期发育过程

中的表达

　　应用实时荧光定量PCR技术对leptin、leptinＧ
R 和leprotlＧ１基因在团头鲂胚胎发育早期不同阶

　有相同字母标注表示各组织表达差异不显著(P＞０．０５).下图同.Thesamemarkedletterindifferenttissuesmeansnosignificant

difference(P＞０．０５)．Thesameasbelow．

图１　团头鲂leptin(A)、leptinＧR (B)、leprotlＧ１(C)基因在成鱼各组织中的表达分析

Fig．１　Theexpressionanalysisofleptin(A),leptinＧR (B)andleprotlＧ１(C)invarioustissuesofadultsM．amblycephala

４９
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段的表达水平进行检测.结果显示,在成熟卵子和

未激活的精子中,leptin、leptinＧR 和leprotlＧ１基因

均是处于激活状态的,随后当受精卵卵裂到２细胞

期时,leptin 与leprotlＧ１基因的表达量显著性升高

(P＜０．０５),leptinＧR 虽具有相同变化趋势但并不

显著;除此之外,直至破膜第５天后leptin 基因的

表达量持续升高,至破膜后１５d表达量达峰值;而

leptinＧR 和leprotlＧ１基因则是在受精卵发育到原

肠胚时期表达量短暂上升,直至破膜后第１０天一直

处于较低且波动的表达水平,并均在破膜后第１２天

出现表达峰值(P＜０．０５),但在破膜后第１５天时,

leptinＧR 和leprotlＧ１基因的表达量又回落到较低

水平;之后,破膜第２０、２５和第３０天的表达量也一

直持续在最初的低水平状态.总的来讲,leptin、

leptinＧR 和leprotlＧ１ 基 因 在 团 头 鲂 胚 胎 发 育 早

期 各阶段的表达趋势基本一致,而leptin基因的表

　ME:成熟卵子 Maturationegg;MS:成熟精子 Maturationsperm;１c:１细胞期 Onecellstage;２c:２细胞期 Twocellsstage;４c:

４细胞期 Fourcellsstage;１６c:多细胞期 Multicellularstagefertilizedegg;N:囊胚期 Blastulastage;Y:肠胚期 Gastrulastage;５d、

７d、１０d、１２d、１５d、２０d、２５d、３０d:破膜后５d、７d、１０d、１２d、１５d、２０d、２５d、３０d　５,７,１０,１２,１５,２０,２５,３０daysposthatching．

图２　团头鲂leptin(A),leptinＧR (B),leprotlＧ１(C)基因在胚胎发育早期的表达分析

Fig．２　TheexpressionlevelsofM．amblycephalaleptin(A),leptinＧR (B)and
leprotlＧ１(C)duringtheearlydevelopmentalstages

５９
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达模式与其他２个基因相比有所不同.
2.3　团头鲂 leptin 基因表达关联性分析

对leptin、leptinＧR 和leprotlＧ１基因在团头鲂

胚胎发育早期个体中表达的关联性分析表明,３个

基因的 发 育 相 关 系 数 均 为 显 著 性 正 相 关 (P ＜
０．０５),且leptin 与其他２个基因的表达相关性较弱

(０．２＜r＜０．４),而leptinＧR 与leprotlＧ１基因之间为

强相关性(r＞０．６)(表２).而３个基因在团头鲂成

鱼各组织中表达关联性较之发育相关性而言具有不

同的模式:leptin 与其他２个基因的表达关联性均

为正相关,但leptinＧR 和leprotlＧ１基因为负性相

关,同时,３个基因之间的组织表达相关性为弱或极

弱不显著相关(P＞０．０５,r＜０．４).
表２　团头鲂３个基因在其胚胎发育早期

及成鱼各组织中表达的相关系数

Table２　Thecorrelationcoefficientsamongthreegenes

mRNAexpressioninearlydevelopmentstages

andtissuesofadultM．amblycephala

基因名称 Genename leptin leptinＧR leprotlＧ１
leptin ０．３２５∗ ０．３２１∗

leptinＧR ０．２４６ ０．６６０∗∗

leprotlＧ１ ０．３５６ －０．１２７

　注:对角线上方数据为不同发育时期表达相关系数,下方为不同

组织表达相关系数.∗表示相关显著性在０．０５水平;∗∗表

示相关显著性在０．０１水平.Note:Dataabovethediagonal

showedthedevelopmentＧrelatedcorrelationcoefficientsandthe

below expressed the tissuesＧrelated correlation coefficients．

∗,correlationissignificantatthe０．０５level (１Ｇtailed);

∗∗,correlationissignificantatthe０．０１level(２Ｇtailed)．

3　讨　论

Leptin的功能存在物种特异性[１９].本研究通

过RealＧtimePCR技术检测,结果显示leptin、lepＧ
tinＧR 和leprotlＧ１基因在团头鲂成鱼各组织中均有

所表达.但leptin 基因在团头鲂成鱼肝脏组织中

的表达量较低的这一结果与其在金鱼[２０]、虹鳟[４]、
斑马鱼[５]、草鱼[２１]、吉富罗非鱼[２２]和黄颡鱼[７]中的

研究结论不同.团头鲂成鱼肝脏中检测到leptin
基因的表达量很低,这一结果出现的原因可能是由

于实验采样前,我们的实验鱼体经过了短期的禁食,
使得leptin 基因于肝脏中的表达结果与鲤鱼控食

试验的结果相似[３];或是类似于leptin 基因在青

鳉[１０]中表达的结论,肝脏组织可能不是团头鲂lepＧ
tin基因的主要表达场所.同时,leptin 和leprotlＧ１
基因在脑和性腺组织中的较高表达说明了该leptin

基因可能参与团头鲂机体的性腺发育及生殖调控;
而leptin 基因在团头鲂肾脏组织中的高表达,也进

一步验证了leptin 通过信号转导,参与调节机体自

身的免疫平衡,因此,团头鲂leptin 基因对于机体

也具有重要的免疫功能作用[２３Ｇ２４];而leptinＧR 基因

在团头肌肉和肠组织中的较高表达暗示着其可能具

有调控能量代谢、摄食,促进机体生长和影响鱼体肉

质的潜在功能.leptin 及其相关基因在团头鲂机体

内的广泛分布,决定了其重要的生物学功能和地位.
对团头鲂３个基因在成熟卵子、未激活精子、胚

胎发育各阶段直至破膜后３０d的不同发育时期的

RealＧtimePCR表达量检测,发现３个基因在团头

鲂胚胎发育和仔稚鱼发育过程中发挥着重要的生理

功能.成熟的卵子和未激活精子的leptin、leptinＧ
R 和leprotlＧ１基因均已处于活化状态,说明这些基

因可能参与团头鲂的性腺发育,这一结论与在大西

洋鲑检测中发现的雄性幼鱼leptin 基因表达和血

循环中瘦素水平的研究一致,表明leptin 基因发挥

着重要的生殖调控功能[２５].在受精后的一段时间

除了２细胞期,３个基因的表达水平一直处于较低

且波动的状态,而该阶段的受精卵也正不断地进行

卵裂,该过程需要消耗大量的能量,因此,leptin 及

相关基因表达水平可能与胚胎发育时期机体自身的

能量状态相关,这与leptin 基因表达对斑马鱼胚胎

代谢率影响研究中的结论相一致[２６];而在破膜后第

１２天,leptinＧR 和leprotlＧ１基因的表达量均出现了

峰值,leptin 基因的表达量也在破膜后第１５天时达

到最高,Zhang等[２７]在对点带石斑鱼(Epinephelus
coioides)leptin 及其受体基因在胚胎发育及早期

阶段表达研究中发现,leptin 和leptinＧR 基因对稚

鱼后期鱼体发育具有一定的生理作用;此外,根据

leptin及相关基因在人类胚胎发育阶段性别分化中

发挥作用的结论[２８],推测leptin 及其相关基因可能

也参与并影响了团头鲂的性别分化.

leptin、leptinＧR 和leprotlＧ１基因在团头鲂胚

胎发育早期个体中表达均为显著性正相关(P＜
０．０５),且相对而言leptinＧR 与leprotlＧ１基因的关

联性较密切(r＞０．６)且尤为显著(P＜０．０１),此结果

与leptin 和leptinＧR 基因在点带石斑鱼胚胎发育

过程及成鱼中的调控作用机制相一致:随着leptin
表达量的升高或降低,leptinＧR 基因的表达量变化

与之相一致[２７].３个基因在团头鲂成鱼各组织中表

达的关联性,leptin 与其他２个基因为正性相关,但

６９
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leptinＧR 和leprotlＧ１基因为负相关,且３个基因之

间的组织表达相关性并不紧密(r＜０．４).同时,

leptinＧR 与leprotlＧ１在团头鲂成鱼各组织表达的

负性相关,更进一步验证了leprotlＧ１基因对于靶器

官中leptinＧR 基因表达的抑制作用.
综上所述,leptin、leptinＧR 和leprotlＧ１３个基

因在团头鲂成鱼各检测组织中的广泛表达模式,说
明了３个基因在团头鲂机体中具有着多重生理功

能.同时,３个基因在团头鲂早期发育早期过程中

也广泛存在,且各基因的表达具有明显的发育相关

性变化,这些结果为进一步研究leptin 及相关基因

在鱼类早期发育中的生理功能提供了一定的基础

资料.
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Expressionanalysisofleptingenesinadults’tissuesandduring
earlydevelopmentinMegalobramaamblycephala
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Abstract　Inthepresentstudy,theexpressionlevelsoftheleptinanditsrelatedgenesincluding
leptinreceptor(leptinＧR)andleptinreceptoroverlappingtranscriptlikeＧ１(leprotlＧ１)inMegalobrama
amblycephaladuringembryonicandlarvaldevelopmentaswellasinvariousadults＇tissueswerestudied
usingqRTＧPCR．Theresultsshowedthatthethreegeneswereubiquitouslyexpressedinalltheexamined
adults＇tissues,whichsuggestedtheirmultiplephysiologyfunctionsinM．amblycephala．DuringembryＧ
onicandlarvaldevelopmental,theleptinＧRandleprotlＧ１geneshadlowerandfluctuantexpressionlevＧ
els．Expressionlevelsofthethreegeneshadnodifferencesbefore５dayspostＧhatching(dph),whichsugＧ
gestedthatthesegenesmayberelatedtotheregulationofenergyduringearlydevelopmentalstages．ExＧ
pressionlevelsofboththeleptinＧRandleprotlＧ１genesreachedthepeakat１２dph,buttheleptinexＧ
pressionincreasedfrom５dphandreachedthepeakat１５dph,whichindicatedthatthethreegenesmay
participatedintheM．amblycephalasexdifferentiationduringlarvaldevelopmentalstages．ThecorrelaＧ
tioncoefficientsamongleptin,leptinＧRandleprotlＧ１mRNAlevelsindicatedthatthesethreegeneswere
positivelycorrelatedduringembryonicandlarvaldevelopmentalstagesinM．amblycephala．

Keywords　Megalobramaamblycephala;leptingene;leptinＧRgene;leprotlＧ１gene;earlydevelＧ
opment;tissue;expressionpatterns
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