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饥饿状态下转基因鲤鱼和对照鲤鱼血清生长激素的表达研究
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摘要 :研究采用酶联免疫吸附测定 ( Enzyme2linked immunosorbent assays, EL ISA )技术 ,比较分析了转 GH基因鲤鱼

和对照鲤鱼在饥饿和饱食状态下血清生长激素水平的变化规律 ,并探讨其可能机制。实验结果表明 ,在投喂实验

中 ,转基因鲤鱼和对照鲤鱼血清生长激素水平均无明显变化 ,但转基因鲤鱼血清生长激素远高于对照鲤鱼 ,分别为

(14210 ±419) ng/mL和 (116 ±012) ng/mL,转基因鲤鱼体重增长速率显著高于对照鱼。在饥饿实验中 ,转基因鲤

鱼的血清生长激素迅速下降 ,从 (14210 ±419) ng/mL降至 (4610 ±312) ng/mL,而后稳定在这一较低水平 ;对照鲤

鱼血清生长激素持续上升 ,从 (116 ±012) ng/mL升至 ( 1019 ±114) ng/mL,体重负增长速率没有显著差异。研究

结果提示 ,转 GH基因鲤鱼血清生长激素的调控机制与对照鲤鱼的不同 ,其表达水平不受脑垂体反馈抑制调控机制

的影响 ,而与重组 GH基因中β2actin基因启动子的调控模式相关。
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　　转生长激素 (Growth hormone, GH)基因鱼的促生

长效应明显 [1, 2 ]
,并且具有少食快长、适应性强等特点 ,

可为渔业带来巨大的经济效益。选择有效表达、稳定

整合的转基因鱼 ,经几代选择 ,可望建立转基因鱼品

系 ,培育新的优良养殖品种 [3 ]。目前 ,转基因鱼家系的

建立主要依据转基因鱼快速生长性状的筛选和转植基

因整合状态的鉴定 [ 4 ]
,转植基因在受体基因组中的表

达及其调控机制尚缺乏系统深入的研究。探讨转植基

因表达调控机制及其与快速生长性状的相互关系 ,对

培育快速生长转基因鱼品系具有重要意义。

在自然及养殖条件下 ,由于饵料基础、饵料的可

得性及其质量等营养因素 ,鱼类经常会在生活周期

的某些阶段受到饥饿胁迫。饥饿是影响鱼类生理生

态状况的重要因子之一 [ 5 ]
,鱼类在饥饿状态下代谢

发生明显的变化 ,但是这种变化的调节机制目前仍

不清楚。与其他脊椎动物类似 ,鱼类的代谢受到多

种激素的协同调节 ,其中生长激素起着重要的作

用 [ 6 ]。生长激素是脑垂体前叶嗜酸性细胞分泌的

一种单一肽链激素 ,是一种具有广泛生理功能的生

长调节素 ,鱼类生长激素是鱼类脑垂体合成和分泌

的一种分子量在 22 kD左右的多肽 ,对鱼类的生长

和发育有重要作用 [ 7 ]。在饥饿状态下 ,生长激素的

调控应答及其生理作用是一个备受关注的问题 ,转

GH基因鲤鱼为探讨这一问题提供了一个独特的研

究模型。

1　材料与方法

111　转基因鲤鱼获得　采用显微注射方法 ,获得转

“全鱼”生长激素基因 (pCAgcGH )黄河鲤鱼 ( Cypri2
nus carpio) P0代群体。重组“全鱼”生长激素基因

表达载体的基因元件包括鲤鱼 ( Cyprinus carpio) β2
actin基因启动子和草鱼 ( C tenopha ryngodon idellus)

生长激素基因结构基因 (图 1)。EcoR Ⅰ和 H ind Ⅲ

酶切片段用于基因转移。

P0代转植基因阳性个体与对照鱼杂交 ,获得 F1

代转基因鱼 , F1代阳性个体与对照鱼杂交 ,得到 F2代
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转基因鱼 ,同样方法得到 F3代。以转基因鲤鱼 F3代

成熟雄性个体为父本 ,与对照鲤鱼杂交 ,获得实验鱼群

体 ,鱼苗饲养于武汉多福转基因鱼实验基地。

112　转植基因检测　剪取尾鳍 ,采用酚 /氯仿 /异戊

醇抽提方法制备样品 DNA , PCR扩增检测转植基

因 ,转植基因特异 PCR引物为 pⅡ: 5′TGGCGTGAT2
GAATGTCG3′, pc: 5′AACACGTATGACTGC3′,扩增

片段理论大小为 693 bp (图 2)。

图 1　转植基因表达载体 pCAgcGH

Fig11　Transgene exp ression vector pCAgcGH

11鲤鱼β2actin基因 5′侧翼序列 ; 21鲤鱼β2actin基因第 1外显子 ; 31鲤鱼β2actin基因第 1内含子 ; 41草鱼 GH基因 DNA编码顺序 ;

　　　　　 51草鱼 GH基因 3′侧翼顺序 ; 61质粒 pUC118; pⅡ, pC 1转植基因 PCR检测引物

115′flanking sequence of common carpβ2actin gene; 21first exon of common carpβ2actin gene; 31first intron of common carpβ2actin gene;

41DNA sequence of grass carp GH gene; 513′flanking sequence of grass carp GH gene; 61pUC118; Arrows (pⅡand pC ) indicate the primers for PCR

图 2　转基因阳性鲤鱼与阴性鲤鱼的 PCR分析

Fig12　PCR analysis of the positive transgenic carp

11Marker; 2、5、71阳性鲤鱼 ; 3、4、6、81阴性鲤鱼

Lane 1: marker; lane 2, 5, 7: transgenic individuals; lane

　　　　　 3, 4, 6, 8: non2transgenic controls

113　实验分组及采样 　取 6月龄转基因鲤鱼和对

照鲤鱼 ,饲养于室内循环水养鱼系统 ,水温 12℃。

转基因鲤鱼和对照鲤鱼各 60条 ,饱食投喂 15d后 ,

各分为 2组 ,每组 30条 , 4组分别为转基因鲤鱼饥

饿组、转基因鲤鱼投喂组、对照鲤鱼饥饿组和对照鲤

鱼投喂组。分组时及分组饲养后 1、2、4、6和 8周 ,

全部样本称量体重 ,同时采集尾动脉血液 015 mL,

4℃静置 4h后 , 6000 r/m in离心 4m in,取上层血清于

- 70℃冰箱中保存备用。

114　血清生长激素水平检测　

11411　试剂　0115 mol/L, pH714 PBS;包被缓冲液 :

0105 mol/L, pH916 Na2 CO3 2NaHCO3缓冲液 ;洗涤液 :

0105% Tween 202PBS;封闭液 : 1% BSA2PBS;稀释液 :

011% BSA2PBS; 2 mol/L H2 SO4 ; OPD显色液。

11412　鲤鱼生长激素单克隆抗体的制备　实验中

所用鲤鱼生长激素单克隆抗体 (包被抗体和酶标抗

体 )由中国科学院水生生物研究所与第四军医大学

免疫学系联合研制 :从鲤鱼脑垂体中提取生长激素 ;

用鲤鱼生长激素免疫小鼠 ;采用 B淋巴细胞杂交瘤

技术得到 14株鲤鱼生长激素单克隆抗体杂交瘤细

胞株 ,其中 12号作为包被抗体 , 6号作为辣根过氧

化物酶标记的酶标抗体 [ 8 ]。

11413　检测方法 　将稀释 ( 1∶600)的包被抗体加

入 EL ISA 板 , 4℃静置过夜 ;洗涤 EL ISA 板 , 1%

BSA2PBS 37℃静置封闭 2h;洗涤 EL ISA板 ,加待测

样品及标准品 (复孔 ) , 37℃静置 1h;洗涤 EL ISA板 ,

加稀释的酶标抗体 , 37℃静置 0175h;加 OPD显色

液 , 37℃显色 0125h, H2 SO4终止显色 ;用 EL ISA分析

仪测 490nm处每孔 OD值 ,绘制标准曲线 , 将所测

样品 OD值转为 GH浓度。

以 OD值 ( 490nm )为横坐标、生长激素标准品

浓度纵坐标绘制标准曲线 (图 3)。样品测定浓度小

于 200 ng/mL时 ,标准曲线呈线性 ,线性回归方程为

y = 141187x - 418237, R
2 = 01999。根据标准曲线

和样品测定 OD值计算样品血清生长激素浓度。

图 3　血清 GH水平检测的标准曲线

Fig13　Standard curve of the serum GH level
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115　统计方法　实验中所得平均值均表示为平均

值 ±标准误的形式。采用体重和血清生长激素水平

值单因素方差分析方法 ,分别比较转 GH基因鲤鱼

和对照鲤鱼 ,在投喂和饥饿状态下 ,体重与血清 GH

水平的差异。在无差异假设情况下 ,当 P < 0105

时 ,表示假设不成立 ,两者存在显著性差异。

2　结　果

211　投喂和饥饿状态下转基因鲤鱼和对照鲤鱼的

体重变化

在投喂状态下 ,转基因鲤鱼的体重持续增长 ,从

起始体重 ( 34510 ±1216) g到终止体重 ( 45216 ±

1914) g,特定生长率为 1193 g/d;对照鲤鱼也保持

体重的增长 ,从起始体重 ( 23917 ±313) g到终止体

重 (27813 ±314) g,特定生长率为 0168 g/d,显著小

于转基因鱼的生长速度 ( P < 0105) (图 4)。

在饥饿状态下 ,转基因鲤鱼和对照鲤鱼的体重

都出现负增长。实验开始 1周后 ,转基因鲤鱼投喂

组的平均体重为 (35014 ±1216) g,饥饿组的平均体

重为 (34119 ±1616) g,差异显著 ,在整个实验周期

中 ,饥饿组的负增长速率为 0159 g/d;实验开始 1周

后 ,对照鲤鱼投喂组的平均体重为 (24618 ±313) g,

饥饿组的平均体重为 (23012 ±611) g,差异显著 ,在

整个实验周期中 ,饥饿组的负增长速率为 0164 g/d

(图 4)。转基因鲤鱼和对照鲤鱼的饥饿负增长率没

有显著差异。

图 4　转基因和对照鲤鱼饥饿和投喂状态下

体重随持续时间的变化 ( 3 : P < 0105)

Fig14　 The body weight change of transgenic and control carp s with

　　　　　consecutive time under starvation and normal condition (3 : P <0105)

212　投喂和饥饿状态下转基因鲤鱼和对照鲤鱼的

血清生长激素水平变化　

在投喂状态下 ,转基因鲤鱼和对照鲤鱼的血清

生长激素表达保持在一个稳定的水平 ,血清生长激

素平均浓度分别是 (14210 ±419) ng /mL和 (116 ±

012) ng/mL,转基因鲤鱼血清生长激素浓度是对照

鲤鱼的 8817倍 (图 5)。

图 5　转基因和对照鲤鱼饥饿和投喂状态下血清生长激素随持续时间的变化 ( 3 : P < 0105)

Fig15　The serum GH level change of transgenic and control carp s with consecutive time under starvation and normal condition ( 3 : P < 0105)
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　　在饥饿状态下 ,转基因鲤鱼血清生长激素浓度

逐渐下降 ,从第 1周开始 ,饥饿组的血清生长激素浓

度就显著低于投喂组的浓度 ,分别是 ( 7717 ±812)

ng/mL和 ( 12917 ±816) ng/mL ( P < 0105) ;从第 4

周开始 ,转基因鲤鱼血清生长激素水平处于一个较

低水平的稳定状态 ,第 4、第 6和第 8周 ,血清生长

激素浓度分别是 (4812 ±317) ng/mL、(4417 ±310)

ng/mL和 (4512 ±311) ng/mL,没有显著差异 ,平均

浓度为 (4610 ±312) ng/mL (图 5)。

在饥饿状态下 ,对照鲤鱼血清生长激素的变化

表现出不同的趋势。在实验进程中 ,对照鲤鱼的血

清生长激素浓度持续上升 ,从第 2周开始 ,饥饿组血

清生长激素浓度显著高于投喂组的浓度 ,分别是

(214 ±011) ng/mL和 (1 ±011) ng/mL ( P < 0105) ,

到第 8周 ,饥饿组的血清生长激素浓度达到 (1019 ±

114) ng/mL (图 5)。

3　讨　论

311　鲤鱼生长激素含量检测技术　

本研究采用鲤鱼生长激素单克隆抗体 ,建立

了鲤科鱼类生长激素检测技术 ,鲤鱼血清生长激

素检测灵敏度达到 0107 ng /mL ,大幅提高了生长

激素的检测灵敏度 [ 8 ]。本研究的实验结果进一步

证实了该检测系统良好的稳定性和可操作性。生

长激素灵敏、稳定检测技术的建立 ,为研究转 GH

基因鲤鱼转植基因蛋白水平的表达调控奠定了重

要基础。

312　饥饿及投喂状态下转基因鲤鱼和对照鲤鱼的

体重生长　

转基因鲤鱼和对照鲤鱼的生长对比实验结果

显示 ,在正常投喂时 ,转基因鲤鱼体重增长速率显

著高于对照鲤鱼 ,而在饥饿状态下 ,转基因鲤鱼和

对照鲤鱼的体重负增长速率没有显著差异 ,这一

结果提示 ,鲤鱼体重的增长和负增长遵循不同的

生理机制。正常投喂状态下 ,转基因鲤鱼血清生

长激素浓度显著高于对照鲤鱼 ,体重增长速率是

对照鲤鱼的 218倍 ,表明鲤鱼体重的增长与血清

生长激素水平显著相关 ;在饥饿状态下 ,尽管转基

因鲤鱼血清生长激素水平有所下降 ,但仍然保持

较高水平 [ (4610 ±312) ng /mL ] ,显著高于对照鲤

鱼 [ ( 1019 ±114) ng /mL ] ,数据显示两者体重负增

长速率并无显著差异 ,表明鲤鱼血清生长激素水

平的高低对体重饥饿负增长没有影响 ,鲤鱼体重

饥饿负增长受其他机制的调节。

313　饥饿及投喂状态下转基因鲤鱼和对照鲤鱼血

清生长激素的表达调控　

在正常投喂的状态下 ,转基因鲤鱼血清生长激

素浓度是对照鲤鱼的 8817倍 ,表现出显著的快速生

长效应 , Tsukasa, et a l1采用 RT2PCR方法 ,在mRNA

水平上间接证实转生长激素基因大麻哈鱼生长激素

水平大约是对照组的 40倍 [ 9 ]。有趣的是 ,在饥饿状

态下 ,转基因鲤鱼血清生长激素表达水平显著下降 ,

而对照鲤鱼的血清生长激素表达却上调表达。从重

组生长激素基因的结构来看 ,草鱼生长激素基因是

在鲤鱼β2actin基因启动子的驱动下表达 ,因此 ,转

基因鲤鱼血清生长激素的表达水平主要与β2actin

基因的表达水平相关。在饥饿条件下 ,机体的营养

代谢水平相应下降 ,尽管β2actin是细胞的重要组成

性蛋白 ,它的表达仍然可能受到下调调控 ,这可能就

是转基因鲤鱼血清生长激素在饥饿状态下出现下调

表达的原因 ;对照鲤鱼的生长激素表达受脑垂体调

控 ,是机体对内外环境变化的响应 ,在饥饿状态下 ,

动物血清生长激素水平升高的机制尚未完全清楚 ,

一般认为与 IGF21的负反馈效应减弱有关 [ 10 ]
,生长

激素在一定程度上的上调表达 ,可能有利于机体维

持必要的生理代谢。上述研究结果显示 ,转基因鲤

鱼和对照鲤鱼生长激素表达调控机制不尽相同 ,转

基因鲤鱼生长激素的表达主要与β2actin基因启动

子的调控模式相关。
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Abstract: This study comparatively analyzed the change regulation of serum growth hormone of transgenic fish and control

under starvation and feeding condition by using the Enzyme2linked immunosorbent assays, EL ISA technology, and dis2
cussed its possible mechanism1The result showed that there was no obviously change in serum growth hormone level of both

transgenic fish and the control in feeding experiment, but serum growth hormone level of the former was extremely higher

than the latter, which were (14210 ±419) ng/mL and (116 ±012) ng/mL respectively, body weight growth rate of the

former was also higher than the latter1 In starvation experiment, the concentration of serum growth hormone in transgenic

fish descended from (14210 ±419) ng/mL to (4610 ±312) ng/mL rap idly, and then kep t at this lower level, while the

concentration of serum growth hormone in the control rose up from (116 ±012) ng/mL to (1019 ±114) ng/mL continu2
ously, there was no significant difference in body weight m inus growth rate between transgenic fish and the control1The

study result revealed that the regulatory mechanism of serum growth hormone of transgenic common carp was different with

that of the control, because its exp ression level was not impacted by p ituitary feedback inhibition mechanism but related to

the control mode ofβ2actin gene p romoter in the transgene1

Key words: Transgenic common carp; Growth hormone; Starvation; EL ISA


