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中华鲟促性腺激素释放激素受体基因cDNA序列的克隆及表达分析
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摘要: 为了研究中华鲟(Acipenser sinensis)促性腺激素释放激素受体(Gonadotropin-releasing hormone receptor,
GnRH-R)基因在中华鲟中的组织表达特征,  为中华鲟生长发育调控研究提供基础数据,  通过构建中华鲟

(Acipenser  sinensis)垂体的SMART cDNA质粒文库,  采用cDNA末端快速扩增(RACE),  克隆得到了中华鲟

GnRH-R基因的cDNA全长序列。该序列全长1530 bp, 有478 bp的5′非翻译区, 579 bp的开放阅读框和473 bp的
3′非翻译区, 共编码192个氨基酸, 其成熟多肽含有5个Ｎ连糖基化位点。通过和已知其他鱼类的GnRH-R基因

进行氨基酸序列多重比对, 发现其与真鲷(Pagrus major)的同源性最高, 为76%, 与米氏叶吻银鲛(Callorhinchus
milii)的同源性最低, 为39%。采用实时荧光定量PCR (Real time PCR)方法, 检测了GnRH-R的mRNA在中华鲟

心、肝、脾、肾、肠道、精巢、肌肉及脑组织中的表达状况, 发现其在精巢中大量转录, 而在其他组织中则

表达微弱。以上结果表明中华鲟GnRH-R基因在性腺发育特别是精子发生过程中可能起重要作用。
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促性腺激素释放激素受体(GnRH-R)的cDNA
序列最早是在小鼠(Mus musculus)中被克隆鉴定出

来
[1], 随后在非洲爪蟾(Xenopus laevis)的卵母细胞

中进行了功能验证
[2]
。在鱼类中, 促性腺激素释放

激素(GnRH)参与了包括繁殖在内的多个生理学进

程, 和哺乳动物一样, 通过其与GnRH-R相结合, 合
成并释放促性腺激素, 从而促进性腺的成熟

[3]
。目

前, GnRH-R基因序列已在多种鱼类上有相关报道,
包括虹鳟(Oncorhynchus mykiss)[4]

、伯氏朴丽鱼

(Haplochromis burtoni)[5]
、真鲷(Pagrus major)[6]

、

斑纹隐小鳉(Kryptolebias marmoratus)[7]
、日本鳗鲡

(Anguilla japonica)[8]
、欧洲舌齿鲈(Dicentrarchus

labrax)[9]
和革胡子鲶(Clarias gariepinus)[10]

等。

中华鲟(Acipenser sinensis)是我国的一级保护

动物, 其隶属于硬骨鱼纲、软骨硬鳞总目、鲟形

目、鲟科、鲟属鱼类, 国际自然保护联盟(IUCN)濒
危级(Endangered, EN)物种, 国际濒危动植物种贸

易公约(CITES)附录Ⅱ保护物种。其寿命长, 体型

大 ,  初次性成熟年龄大(雌性 :  14—26年 ;  雄性 :
8—18年), 产卵间隔期长(约2—7年); 而且, 中华鲟

是1种溯河洄游性鱼类, 栖息空间跨度大, 种群一旦

遭到破坏, 就很难恢复。近几十年来, 由于人类活

动的影响(如过度捕捞、航运、污染和水利工程

等), 造成中华鲟的栖息地和产卵场遭到严重破坏,
尤其是长江中游葛洲坝水利工程和三峡工程的修

建阻断了中华鲟的产卵洄游路线, 导致中华鲟产卵

量急剧减少, 野生资源量持续下降
[11]

。因此, 自
20世纪80年代起, 我国学者对中华鲟进行了资源

动态
[11, 12]

、遗传多样性
[13]

、人工繁殖及幼鱼的培

育
[14, 15]

等理论和应用研究, 经过30余年的不懈努力,
目前, 已成功实现中华鲟全人工繁殖

[16]
。但是, 人

工养殖成鱼和亲鱼前期培育所需要的时间长、人

力、物力投入巨大。本研究通过基因同源克隆, 获
得了中华鲟GnRH-R基因的cDNA序列, 并对其序列
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特征、同源性、组织表达特征进行了分析, 以期为

进一步研究其生长生殖调控功能提供基础资料。

1    材料与方法

1.1    实验材料

用于构建垂体SMART cDNA质粒文库的野生

中华鲟由中国水产科学院长江水产研究所于2005年
11月(中华鲟的繁殖季节) 于长江中捕获。其性别

鉴定为雌性, 年龄鉴定为24 龄, 全长303 cm, 体长

247 cm, 体重192 kg。养殖中华鲟取自中国长江三

峡集团公司中华鲟研究所, 选取健康无损伤的3龄
子二代中华鲟3尾, 经麻醉、放血, 取心、肝、脾、

肾、肠道、肌肉、精巢及脑组织, 在液氮中速冻,
然后存放于–80℃冰箱备用。

1.2    垂体RNA的提取及SMART cDNA的合成

将中华鲟垂体组织取出后, 利用SV Total RNA
Isolation System试剂盒(Promega)提取总RNA, 步骤

详见SV Total RNA Isolation System Promega操作手

册, 中华鲟垂体SMART cDNA的合成步骤参照文

献[17]。
1.3    垂体库的克隆、测序及数据分析

取合成好的中华鲟垂体SMART cDNA文库,
对其进行克隆, 测序分析, 具体步骤参照文献[17]。
将测序得到的SMART cDNA文库中全部小于200 bp
的测序结果废弃不用, 对剩下的测序结果通过blast-
clust方法(ftp.ncbi.nih.gov/blast)进行聚类并通过

CAP3软件(http://seq.cs.iastate.edu/download.html)来
进行功能汇编。并和公共数据库GenBank里的蛋

白质和核酸数据进行比对分析, 只有e-value值≤

10–5
的才被认为是可靠的数据。

1.4    中华鲟GnRH-R基因的全长cDNA序列的扩增

与序列分析

以中华鲟垂体SMART cDNA文库为模板, 所
用RACE PCR引物为: 3′-GnRH-R RACE-PCR:
ATATCTCGAGCTAATGAAATACAGTACGGGG
GTA; 5′-GnRH-R RACE-PCR: ATATCTCGAG
CTAATGAAATACAGTACGGGGGTA; UPM: CTA
ATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTA
TCAACGCAGAGT; 其具体RACE PCR步骤参照文

献[18]。
1.5    GnRH-R基因的序列分析及系统进化树的构

建

将所得序列利用Blast软件进行同源性分析, 利
用ORF Finder查找开放阅读框, 并推导其相应的氨

基酸序列; 通过NetNGlyc 1.0软件来预测N连糖基

化位点。从GenBank中查询出所有已有的鱼类

GnRH-R基因cDNA序列, 利用Cluster X进行氨基酸

序列多重比对, 并以米氏叶吻银鲛的GnRH-R为外

类群(NP_001279833), 用Mega 4 软件中的邻接法

(Neighbourjoining)及最大简约法(Maximum parsi-
mony)对相关蛋白质构建系统发育树, 用自展法

(Bootstrap) 进行系统树评估, 一致性指数(Consis-
tency index, CI)来衡量分析结果的可靠性。

1.6    实时荧光定量PCR
利用SV Total RNA Isolation System试剂盒

(Promega) 提取中华鲟的心、肝、脾、肾、肠道、

精巢、肌肉及脑组织用于组织表达特征研究; 步骤

详见SV Total RNA Isolation System Promega操作手

册。所得总RNA经琼脂糖凝胶电泳和分光光度计

检测, 取各组织总RNA 0.1 μg, 利用M-MLV逆转录

酶及oligo (dT)18引物(Promega), 按操作说明将其合

成第1链cDNA, 以此为模板。荧光定量PCR采用引

物为: GnRHR-rtime-F: GAATGTCACAGTTCAGT
GGCTCG; GnRHR-rtime-R: TTTCTTCTTCGCT
TCGTTGATG; 内参引物为: β-actin-F: TGGACT
TGGCTGGTCGTGAC; β-actin-R: CTGGCAGCT
CATAGCTCTTC。其他具体步骤参见文献[18]。

2    结果

2.1    中华鲟GnRH-R基因的cDNA全长序列及其推

导的氨基酸序列

中华鲟GnRH-R基因cDNA全长1530 bp, 有478 bp
的5′非翻译区, 579 bp的开放阅读框和473 bp的3′非
翻译区, 编码192个氨基酸, 在poly (A)尾巴前18 bp
处有一个典型的加尾信号(AATAAA)。通过软件

NetNGlyc 1.0进行N连糖基化位点的预测, 结果表

明, GnRH-R的氨基酸序列存在5个潜在的N连糖基

化位点(Asn2、Asn24、Asn 37、Asn 91和Asn 111)。
该序列的NCBI Bank ID是2033544。
2.2    中华鲟GnRH-R基因氨基酸序列的同源性分

析

运用BLAST软件对中华鲟GnRH-R蛋白进行了

氨基酸序列同源性分析(表 1)。结果表明, 在所有

序列中, 和中华鲟GnRH-R的氨基酸序列相比较, 同
源性范围为 39%—76%, 其中, 与真鲷GnRH-R的同

源性最高, 为76%, 而与软骨鱼类——米氏叶吻银

鲛的GnRH-R的同源性最低, 为39%。

我们将中华鲟GnRH-R和其他鱼类的GnRH-
R的氨基酸序列进行了分析。利用Mega 4.0 软件,
分别利用邻接法及最大简约法构建了进化树(图
1)。 结果发现, 以银鲛目的米氏叶吻银鲛为外类
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群, 鳗鲡目的日本鳗鲡、鲇形目的革胡子鲶、鲑形

目的虹鳟, 以及鲈形目的伯氏朴丽鱼可以聚类为一

个分支; 中华鲟则与腔棘鱼目的矛尾鱼(Latimeria
chalumnae)与其他鱼类如鳉形目的斑纹隐小鳉、底

鳉(Fundulus heteroclitus)以及鲈形目、鲽形目、鲉

形目等代表物种聚为另一个分支。从图中的结果

看, 虽然两棵树之间存在一些细微差异, 主要体现

在有几个支持率比较低的节点上, 但是几个关键节

点的支持率还比较高, 在90%以上, 例如, 以银鲛目

的米氏叶吻银鲛为外类群, 鳗鲡目的日本鳗鲡、鲇

形目的革胡子鲶、鲑形目的虹鳟, 以及鲈形目的伯

氏朴丽鱼可以聚类一个分支, 2棵进化树都显示这

几个物种聚类为一个分支, 支持率分别为100%和

97%。

2.3    中华鲟GnRH-R基因的组织表达分析

在3-龄的雄性中华鲟中对GnRH-R基因的组织

表达进行分析, 发现其在精巢中大量转录, 其精巢

已发育至II期; 在肌肉和脑组织中可以检测到微量

的GnRH-R基因的mRNA; 而在心、肝、脾、肾及

肠道等组织中几乎无法检测到其mRNA (图 2)。

3    讨论

本研究通过基因同源克隆和RACE方法, 获得

了中华鲟GnRH-R基因cDNA全长序列, 这也是该基

因序列首次在鲟形目鱼类中的报道。中华鲟是一

种原始的硬骨鱼类。通过将其GnRH-R基因的氨基

酸序列与其他已登记在NCBI上的鱼类GnRH-R氨

表 1    中华鲟的GnRH-R基因与其他鱼类氨基酸同源性比较

Tab. 1    Amino acid identities of GnRH-R of Chinese sturgeon and other fishes

纲/目Class/Order 中文学名Chinese name 拉丁学名Scientific name Identity (%) GenBank No.
辐鳍鱼纲/硬骨鱼亚纲/鲑形目/鲑形亚目 虹鳟 Oncorhynchus mykiss 46 NP_001117823
辐鳍鱼纲/鲈形目 朴丽鱼 Haplochromis burtoni 51 AAK29745
软骨鱼纲/全头亚纲/银鲛目 叶吻银鲛 Callorhinchus milii 39 NP_001279833
硬骨鱼纲/肉鳍亚纲/腔棘鱼目 矛尾鱼 Latimeria chalumnae 59 NP_001273666
辐鳍鱼纲/新鳍亚纲/鲈形目/鲈亚目 真鲷 Pagrus major 76 BAM17648
辐鳍鱼纲/银汉鱼目 斑纹隐小鳉 Kryptolebias marmoratus 67 ABK88281
硬骨鱼纲/鳗鲡目 日本鳗鲡 Anguilla japonica 57 BAB11961
硬骨鱼纲/辐鳍亚纲/鲈形目/鲈亚目 鲈鱼 Dicentrarchus labrax 65 CAD11992
硬骨鱼纲/鲥形目/鲥亚目 许氏平鲥 Sebastes schlegelii 72 AFR51715
辐鳍鱼纲/鲤齿目/鲤齿亚目 底鳉 Fundulus heteroclitus 72 JAR83415
硬骨鱼纲/鲽形目 牙鲆 Paralichthys olivaceus 75 AAY28982
硬骨鱼纲/鲶形目 革胡子鲶 Clarias gariepinus 53 CAA66128
辐鳍鱼纲/鲈形目/鲈亚目 高体這 Seriola dumerili 74 CAB65407
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图 1    基于邻接法(a)和最大简约法(b)构建的鱼类GnRH-R的系统进化树

Fig. 1    Unrooted phylogenetic trees [Neighbour-joining (a) & Maximum parsimony (b) of the deduced amino acid sequence of GnRH-R of
Chinese sturgeon and other fishes]

所有序列来源于GenBank, NCBI序列号见表 1, 拉丁学名首字母缩写代表各物种

The sequences were extracted from the GenBank databases and NCBI accession no. is in Tab. 1, the abbreviation of scientific name was
used in representing the species
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基酸序列进行序列比对后, 我们发现鲑形目, 鲇形

目和鳗鲡目的物种, 其GnRH-R可以聚为一类, 而中

华鲟与同属古老硬骨鱼类的矛尾鱼一起, 与其他硬

骨鱼类可以聚为一类。这是否意味着硬骨鱼类的

GnRH-R在进化过程中有着2个不同的演化方向, 值
得在今后的工作中进行更深入的探讨。

本研究应用实时定量RT-PCR方法, 检测其在

3龄雄性中华鲟中的表达特征, 经检测发现, 中华鲟

GnRH-R基因在精巢中大量转录, 和我们之前的报

道
[18]

相吻合的是, 其精巢已发育至II期, 暗示其在性

腺发育特别是精子发生过程中可能起重要作用。

但是其在脑组织的表达微弱, 而在其他硬骨鱼类如

斑纹隐小鳉
[7]
中, 其GnRH-R基因在脑组织和性腺中

均有较高的mRNA的表达水平。在虹鳟
[4]
中, 该基

因则在视网膜, 大脑, 卵巢中均有较高的mRNA的

表达水平。由于中华鲟物种非常珍贵, 无法获得新

鲜的野生样本, 而人工养殖的中华鲟也不易取材,
所以本研究所用样本数较少, 此结果还需进一步验

证。目前, 养殖中华鲟个体较野生的偏小、怀卵量

少, 绝对繁殖力下降明显; 性腺发育往往仅停留在

Ⅱ期 ,  很难向Ⅲ期或者Ⅳ期过渡 ,  其性腺发育至

Ⅲ期普遍需要10年以上时间。同时, 由于中华鲟的

寿命长, 体型大, 相比较人工养殖的施氏鲟(初次性

成熟年龄: 雌性: 9—11年; 雄性: 6—7年), 中华鲟初

次性成熟年龄大(雌性: 14—26年; 雄性: 8—18年),
产卵间隔期长(约2—7年)。因此, 急需缩短中华鲟

的初次性成熟年龄和繁殖周期, 并提高怀卵量和繁

殖力。GnRH与GnRH-R的主要作用是促进促性腺

激素的释放, 并促使性腺发育成熟, 但是其在中华

鲟这一古老物种中的具体调控机制还有待于进一

步的深入研究。本研究结果为中华鲟生长发育调

控、GnRH-R基因结构与功能探讨、鱼类GnRH-
R进化奠定了基础。
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图 2   GnRH-R的mRNA在中华鲟各个组织中的表达差异

Fig. 2   Relative expression of GnRH-R mRNA in heart, liver,
spleen, kidney, testis, muscle, intestine and brain of Chinese
sturgeon

心脏为参考组织, 其组织GnRH-R表达量为1
The heart tissue was used as the reference sample and to normalize
expression levels
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CLONING AND EXPRESSION ANALYSIS OF GONADOTROPIN-RELEASING
HORMONE RECEPTOR, GNRH-R IN CHINESE STURGEON (ACIPENSER

SINENSIS)

WANG Gui-Ping1, 2, DU He-Jun2, LENG Xiao-Qian3, LI Chuang-Ju3 and CAO Hong1, 2

(1. State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology, Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan
430072, China; 2. Hubei Key Laboratory of Three Gorges Project for Conservation of Fishes, Chinese Sturgeon Research Institute,

China Three Gorges Corporation, Yichang 443100, China; 3. Key Laboratory of Freshwater Biodiversity Conservation and
Utilization of Agriculture Ministry of China, Yangtze River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of

Fishery Sciences, Wuhan 430223, China)

Abstract: The Chinese sturgeon (Acipenser sinensis), an endangered and national protected species, is an important re-
source for sturgeon aquaculture industry. This study cloned the full-length cDNA of the gonadotropin-releasing hor-
mone receptor (GnRH-R) from pituitary cDNA library of a 24 years old female Chinese sturgeon using rapid amplifica-
tion of cDNA ends (RACE). The nucleotide sequences of AsGnRH-R is 1530 bp in length, containing a 478 bp 5′-un-
translated region (UTR), a 473 bp 3′-UTR, and a 579 bp open reading frame (ORF) with a mature peptide of 192 amino
acids encompassing 5 putative N-glycosylation sites. Multiple sequence alignment and phylogenetic analysis of the de-
duced amino acid sequence of AsGnRH-R indicated that the most similar ortholog was red sea bream (Pagrus major)
(76%), and that the least similar ortholog was Callorhinchus milii (39%). Real-time quantitative PCR analysis indica-
ted that the AsGnRH-R was expressed in tissues including liver, spleen, kidney, testis, muscle, intestine, and brain with
the highest level in the testis.

Key words: Chinese sturgeon; GnRH-R; Gene cloning; Gene expression
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