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提 要

本研究将人生长激素基因重组 � �  导入银螂受精卵
,

或用人生长激素对 �� 日龄银螂连

续 ‘周腹腔注射
,

均观察到了受体鱼的快速生长效应
,

转移人生长激素基因鱼在 �� 日龄时的

平均体重比对照鱼平均体重增加 �� �
,

相应体长平均值比对照鱼增加 ”
�

� � � 在 � �� 日龄时
,

转基因组平均体重比对照组增加 � �
�

� �
,

相应体长平均值比对照增加 �
�

, �
。

定期注射人生

长激素
,

在 � 周的注射实验过程中
,
实验鱼的体重

,

体长都与对照组相近或略有减小
。

但是
,

在

水泥池中饲养一个月后
,

注射 � �尸� � � 体重的实验组鱼平均体重比相应对照组鱼的平均体重

增加 �� 肠湘应体长平均值增加
� ��

。

关键词 银螂
,

人生长激素基因
,
人生长激素

,

增长效应

� �� � �� �� 【
, , ,首次发现

,

切除垂体的鳃鱼 ��
“ 。� , �� � � � � � �  � ���� �� 对注射牛或鱼的生

长激素有补偿效应
。
� �� �� 等

〔��
发现把牛的生长激素注人大麻哈鱼 ��

, �� 从夕, �� 。 衫, �

“ , � � � 体内 � 周
,

其生长速度比对照提高 � �一 � � �
。 � � � � � � � ��

� � �, 刃的研究表明
,

猪生长

激素有促进虹蹲 ��
� �� � � � �� � 。。� �� 生长的作用

。 � � � �� � � 〔
”, ‘,
发现注射鲤鱼 ����

� �, � �

。。 �
��

口 �� �
��

��� � 的生长激素也能促进鲤鱼本身生长
。

人们还发现
,

注射外源生长激素

不仅能加快受体鱼的生长
,

而且还能提高某些鱼对盐水的适应力
印, 和提高鱼的饵料转换

系数
〔, �了。 例如

,

� � � � �� � ��� 和 � �  “们将牛的生长激素注人狗鱼 ��
� �  ! � 口� �� � , , � , 。� �

� “ �� 。、� � � ��� �� � 体内获得了体长为 ��
�

� � � 的超大型个体
,

而夭然环境中所记录到这

种鱼的最大个体仅为 ��
�

�� �
。
� �� � � � 等〔习 将重组 � � � 表达的虹鳝生长激素注人虹

蹲体内后
,

受体鱼生长速度和饵料转换系数均有提高
。
� �� �� �

� � �
等 �� 认为

,

注射外源生

长激素导致受体鱼生长速度加快的原因可能是由于鱼类在正常情况下
,

鱼体内生长激素

的量并没有达到饱和值
,

而外来的此种激素仍有发挥其生理作用的余地
。

可是 �
� � ��� � ���

和 �� ���
‘�� 认为

,

快速生长的原因
,

可能是生长激素促进了肌纤维的生长
。

新形成的肌纤

维使轴肌群变得更为发达和充实
。

无论外源生长激素对受体鱼的作用机理如何
,

它对鱼

具有促生长效应是肯定无疑的
。
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蛋 白基因启动与调控顺序与人生长激素基因的重组 � � � 导入鱼的受精卵内
,

获得了快

速生长的转基因鱼
,

证明了外源基因在受体鱼体内的整合
,

表达和促进生长作用以及通过

性腺向子代的传递
,

从而建立了一个完整的转基因鱼模型
。

在此基础上
,

本实验以银螂为

对象
,

比较转移人生长激素基因和人生长激素之间的相应生理效应
,

并检验了人生长激素

对银螂的促生长作用
。

材 料 和 方 法

�一 � 实验材料

实验鱼银螂 ��
� � � � 了滚� , � � � � �� � � �� � ��� � �� � � � 取自本所实验场 � 人身生长激素基

因为 � � �� � � �
� � � � 线性顺序�图 ��
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义 �

图 � 转移用的外源基因 � � �� � ��
� � � �

·

�� �� � ��
�

� � �� � 为克隆在质粒 � � � � � � � � 。� �

位点上的 � �
一
� � � 融合基因

� —
小鼠 � �

一 � 基因 �
’

端侧翼顺序 � � � �
—

小鼠 � �
一 � 基因启动顺序 � 〔二习

—
人生长
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’

端侧翼顺序 � 八内
、
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( 二 ) 实验方法

1
.
人生长激素墓因转移

在繁殖季节
,

实验用银螂经人工催产和授精
,

用 o
,

2 5 多 的胰蛋白酶消化去卵壳
,

将无

壳卵移至 H olt fr eter 氏液中
,

在第一次卵裂前
,

用显微注射法将人生长激素基因导人银

娜受精卵胚盘内
,

每个卵接受 1一2
nl 注射液

,

约含 10
“

基因拷贝
。

显微注射后
,

受体卵在

H oltf
rete : 氏液中培养发育

,

随着胚胎发育至原肠末期
,

培养液逐渐用充气的冷开水 稀

释
,

心跳期后移至充气的冷开水中直至孵化出苗
。

鱼苗能摄食后移到水族箱内饲养
,

定期

换水和投喂饵料
,

观察其生长效应
。

在发育不同时期提取胚胎或成鱼总 D N A
,

经与 a
一”P -

do T P 标记的 M T
一
h G H 片段探针进行分子杂交

,

检测外源基因在受体鱼胚胎发育过程中

的行为和外源基因整合率
。

对照组除了不接受外源基因外
,

其它的饲养管理
,

样品处理及

检测程序均与实验组相同
。
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2
.
人生长激素对鱼体注射

将银螂鱼苗养到 60 日龄 (约 3c m ) 开始做人生长激素的鱼体注射实验
。

实验包括

2 声g
/
g 体重和 10群g / g 体重 2 个不同剂量的实验组和一个对照组

,

每组 12 尾鱼
。

对实验

组鱼进行腹腔注射
,

每周注射一次
,

连续 6 周
,

对照组不注射
。

另外随机取 12 尾转移人生

长激素基因的同龄银螂在同样条件下饲养观察
,

以比较其生长效果
。

每次注射前测量体

重
,

体长
。

注射期间分别养在同一水体的 4个大小相同的网箱内
,

水温在 28 一30 ℃ 之间
。

最后一次注射后
,

4 组鱼分别放养在大小相同的 4 个水泥池 (5二
,

x 3 m x o

.

s m ) 中
。

定

期换水和投喂饲料
。

一个月后再测量其体重和体长
。

结 果 和 讨 论

(一 ) 外源荃因的促生长效应

D N A 分子杂交结果证明
,

在银卿胚胎发育过程中
,

外源基因的行为基本上与在受体

娜鱼
,

泥鳅的结果一致[2]
。

在成活的受体银螂群体中
,

外源基因整合率约为 50 %
。

60 日

龄时
,

对照组 12 尾银卿平均体重 0
.
479 士 0

.
15 ,

实验组 12 尾平均体重为 。
.
86 9 土 0

.
2 3 ,

比对

照组平均体重增加 82 %
。

实验组平均体长 (3
.
Ic m 士 。

.
1 9 ) 的增加为对照组平均值 (2

.
59

、
m 士 0

.
3 3 ) 的 19 7多;125 日龄时

,

对照组 12 尾平均体重为 22
.
99 士 3

.
2 ;实验组 12 尾平均

体重为 279 士 2
.
6 ,

比对照组平均值增加 17
.
7多

,

但体长没有明显增加(表 l)
。

T
a
b
.

表 1

E ffects

人生长激素甚因和人生长激素对银娜生长的影响
of h G H g ene and hG H on grow th of (;ru eian carp

时间(周)
T im e( w

eek s)

1
60一 d a y

一 o
l d f i

s
h

体重

B o dy w eig h t

(g )

体长

B od y leng th

(
em )

体重

B o dy w eigh t

(g)

体长

B o dy len gth

(
em )

体重

B o dy w eigh t

(g)

体长

B od y leng th

(
cm )

五G H g e n e

h G H 20 拜g / g

h G H Z 拜g / g

co n tr o l

0
.
8 6土 0

.23**

0 .53土 0
.17

0 .51土0
,

1 4

0

.

4
7 士 0

.
15

3
.1 + 0

。

1
9

* *

2

.

6 十0
.
24

2 .6土0
.74

2
.
5+ 0

.
33

2
.
34 土0

.
33**

1.56土 0
.19

1 .68土0
.
44

1
.
48士0

.
4斗

斗
.
1士0

.2**

3
.
7土 0

.
6

3
.
8+ 0

.
2

3
.
6土 0

.
4

3
.
78土 0

.
53* *

2
.
48 土0

.
81

2
.
68土 0

.43

2
.
58 + 0

.
63

峪
.
7 士0

.
2**

4
.
1土0

.
3

4
.
2 土0

.
2

4
。

2 + 0

.

3

时间(周)
T im e (w

eek s) 125一 d a y
一 o

l d f i
s
h

体重

B o dy w eig ht

{
(g )

休长
B o dy

leng th

(
cm )

体重
B ody

w e ig h r

(g )

体长
B od y

leng th

(
em )

体重
B od y
w eigh t

(g )

体长
Bo dy

len g th

(
em )

体重
B od y
w eigh t

(g)

体长
B o dy

leng th

(
cm )

h G H g ene

五G H 1 0拌g /g

h G H Z并g /
g

e o n tr o l

4
.
9土0

.
78**

3
.
3士0

.85

3
.
7士 0

.
41

3
.
6士 0

.
87

5
.
02 土0

.2*}6
.04士 1

.28*15
.
45 土0

.
3*}8

.
7 , 士1

.
3若6.28土0

.
27{27

.0土2
.
6 8

.
98+ 1

.
7

4
.
3 8士0

.4

4 .49 土0
.
2

4 .50土 0
.
5

4
.
20土 0

.
87

呜
.
2 7土0

.
7 2

5
.02土 0

.
34

4
.
69土0

.
3}5
.
25土 0

.
87}5

.
31土0

.
4 1}30

.
5土7

.
9*{9

.
61土0

.
9*

4
.
85士0

.
315
.
85土0

.
71}5

.
斗9士0

.
16}21

.
1土1

.
8

5
.11 士0

.
4}6
.
91土 1

.
4 5}5

.
90土0

.
39}2 2

.
9土3

.
2

8
.
46+ 0

.
2

8
.
65土0

.
7

* P < 0
.0 1; ** P < 0

.
0 01
.
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实验证明: l) 转移人生长激素基因的银螂表现出快速生长效应 ; z) 这种快速生长效应在

个体发育的早期尤为显著
,

如 60 日龄时增重 82 多
,

差异极显著 (P < 0
.
00 1)

,

12
, 日龄时

增重 17
.
7多

,

差异显著 (P < 0
.
01) ; s) 受体鱼体重增加大于体长的增加值

。

如 125 日龄

时
,

实验组的体长与对照组相比未表现出显著差异 (P > 0
.
6)

。

在外形上
,

快速生长的转

移人生长激素基因受体鱼表现出体高
,

背部肌 肉明显增厚
,

反映了生长激素基因促进生长

机制是加速体内蛋白质的合成
。

( 二) 注射人生长激素对鱼体的生长效应

人生长激素对银螂的腹腔注射实验是从 60 日龄开始的
,

注射后一周
,

剂量为 2那g / g

体重的实验组的体重
,

体长平均值分别为 1
.
“g 士 0

.
4 4 ,

3

.

sc m 土 0
.
2 ;剂量为 10拌g / g 体重的

实验组的体重
,

体长平均值分别为 1
.
56 9 土 0

.
1 9 ,

3

.

7c m 士 0
.
6 ,

对照组的体重
,

体长平均值

分别为 1
.
489 士 住44

,
3

.

6c m 士 0
.
4 ,

差异均不显著 (P > 。
.
匀

。

在以后的注射实验过程中

(第二至第六周 )
,

两组实验组鱼的体重
,

体长不但没有增加
,

反而比对照组的略有减少 (图

2 ,
3

)

。

30
.
282824

几‘
0

O‘介‘

�忽去淤
a字

14
·

1210 8

认P。a侧效

5 6
周 (W

ee k ,

图 2 人生长激素基因和人生长激素对银卿体重的影响

一 . 一转移人生长激素基因 一 。一注射人生长激素 (2拜g /g )
·
-

. 一注射人生长激素

(10拌g /g ) 一 o 一对照组

F 19
.
2 E ffeets of the hG H gen e and hG H

一

o n
t

h

e

b

o

d
y

w

e

i
g

h

t o

f C

r u e

i

a n

C

a r

p

一 . 一h G H g
en。 一 。一五G H (

2拼g /
g
)

·
-

. 一 h G H ( 10拼g / g ) 一 。一C
ontrol
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图 3 人生长激素基因和人生长激素对银螂体长的影响

一 . 一转移人生长激素基因 一0 一注射人生长激素 (z 拜g / g )
·
-

. 一注射人生长激素

(10拌g /g ) 一。一对照组

F 19
.
3 E ffects of th e h G H g ene an d h G H on th ,

b
o

d尹l
eng‘h o

f C
r u c

i
a n c a r

p

一 . 一五G H g en e 一 。一 h G H (2拜g / g )
·
-

. 一h G H (10户g /g !) 一 。一c
ontro l

有趣的是
,

第六周注射后一个月(即 125 日龄)检查时
,

注射剂量为 1。户g / g 体重的实验组

鱼平均体重为 30
.
59 土 7

.
9 ,

对照组鱼平均体重为 22
.
99 士 3

.
2 ,

实验组比对照组平均值增重

32
.
9多

。

实验组的平均体长为 9
.
6c m 士 0

.
9 ,

对照组平均体长为 8
.
65c m 土 0

.
7

,

体长平均值

增加 11%
。

体重和体长增加均有显著差异 (P < 0
.
01 和 P < 0

.
02)

。

但是
,

注射剂量为

2户g /g 体重的实验组鱼未表现出促生长效应
。

如前所述
,

无论注射天然的或工程菌表达的高等动物或鱼的生长激素
,

对鱼均有明显

的促生长作用
。

在本实验中
,

注射 10 产g
/
g 体重的工程菌表达的人生长激素的生物活性

对银螂未表现出严格种族特异性
。

即有加快银螂生长的作用
。

生长激素的生理功能是通

过作用肝细胞
,

由后者释放出生长促进因子 (IG F ) 实现的
。

已有实验证实
,

鱼类肝细胞

生长激素受体具有对高等脊椎动物生长激素的广泛适应性
,

这也许是因为鱼类处于脊椎

动物进化较低水平的缘故
。。

一般说来
,

正常情况下
,

生长激素在血液中的含量在 ng /m l

水平
,

即小剂量的生长激素含量便显示其生物学功能
。

比较 2 , : g
/
g 体重和 10邵 g

/
g 体重

1) F
·

L
e u n

g

,

私人通讯
。
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两个注射实验组的结果
,

不难看出前者因剂量低而对银螂无促进生长效应
。

A g
e
n
o n 等

人用 0
.
2户g

/
g 体重的虹蹲生长激素处理同种幼鱼

,

也获得明显的促生长效应
。

说明人生

长激素对银螂虽然有生物学功能
,

但其效率却低于鱼类自身的生长激素
。

Gi
n 等叨和 A gen on[ ”的工作均表明

,

大西洋娃和虹蹲在接受外源生长激素注射第二

周即表现出快速生长效应
。

而我们在注射实验的第六周内
,

实验鱼不但没有加速生长
,

其

生长速度反而比对照鱼稍有下降(图 2
,

3
)

。

直到注射结束一个月后
,

剂量为 l。那g / g 体重

的实验组才表现出明显的快速生长效应
。

原 因可能是
,

由于我们开始注射实验时
,

受体鱼

苗太小(约 0
.
独)

,

承受机械损伤和压力的能力很弱
,

影响到正常的摄食和新陈代谢活动
,

导致整个注射过程中实验鱼体重的下降
。

另外
,

肝细胞生长激素受体的亲和力又与营养

状况有关
,

高水平营养有利于生长激素与受体的结合
[1‘] 。 我们的实验鱼在注射过程中

,

摄

食和营养处于不佳的状态
,

可能影响到生长激素和受体的结合
。

停止注射后
,

银螂表现出

的快速生长效应也从另一方面反映了肝脏产生生长促进因子的能力
,

以及后者的生理效

应可 以维持相当长的时间
。
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