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摘要:促性腺激素释放激素( Gonadotropin-releasing hormone, GnRH)是一个保守的十肽神经家族激素, 在脊椎动物的性

腺发育和繁殖功能的维持方面起着重要的调控作用。本文通过运用 RACE 和 RT-PCR 方法, 从黄鳝脑组织中克隆

得到 cGnRH- Ò cDNA全序列, 其核苷酸序列长度为 617bp。该 cDNA 编码的 cGnRH- Ò的前体氨基酸序列结构组成

与其他物种的 cGnRH- Ò前体结构一致,其推导的蛋白前体长度为 83 个氨基酸, 包括一个信号肽、cGnRH- Ò十肽和

一个由蛋白水解位点( Gly-Lys-Arg)连接的 GnRH 联接肽, 其中信号肽和联接肽的长度分别为 21 和 49 个氨基酸。

cGnRH- Ò的氨基酸序列和其他相关物种 cGnRH- Ò氨基酸序列比较结果显示, cGnRH- Ò cDNA 的蛋白编码区高度保

守,而非编码区的保守性程度很低。
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  促性腺激素释放激素( Gonadotropin-releasing hor-

mone, GnRH)是下丘脑-垂体-性腺( hypothalamic-pitu-

itary-gonad, HPG)轴的主要调控因子, 通过刺激垂体

前叶合成与释放促性腺激素( gonadotropin, GtH ) , 促

性腺激素刺激性腺分泌出类固醇激素( steroid hor-

mone) ,类固醇激素对整个性腺轴和繁殖周期调控起

到反馈作用[ 1]。因此, GnRH 在脊椎动物的性腺发

育调控和繁殖功能的维持中起着重要的作用。

20世纪 70年代初,Matsuo等[ 2]和 Burgus等[ 3]分

别从猪和绵羊下丘脑中发现 mGnRH ( mammal

GnRH, GnRH 最初被命名为促黄体素释放激素,

LHRH) ,迄今为止,从原索动物到脊椎动物的诸多物

种神经组织中, 已经发现有 16种不同形式的 GnRH

存在[ 4]。各种不同的 GnRH 的命名原则, 除了

mGnRH 外, 一般是以最先发现生物的名字的缩写加

在该 GnRH的前面[ 5, 6]。通过氨基酸序列的测定发

现, GnRH 是一类保守的神经十肽家族激素, 这些

GnRH 的成熟、有活性的分子都具有非常相似的结

构:一条由 10个氨基酸组成的多肽链, 其中 1, 4, 9,

10位氨基酸十分保守; 而第 8位氨基酸变动最大,

其次是第 5、7 和第 6 位[ 7]。同时这些不同形式的

GnRH也并非只是单一的存在于某一种类中, 而是

有可能几种形式的 GnRH 同时存在于同一种类中。

一般每种脊椎动物都有两种以上分子形式的

GnRH,其中最保守的是 chicken GnRH-II( chicken- Ò-

type Gonadotropin-releasing hormone, cGnRH- Ò) , 它随
同其他分子形式的 GnRH 共同存在于大多数脊椎动

物中,存在于所有的有颌类包括人类中[ 8]。

黄鳝(Monopterus albus)是我国常见的经济鱼类,

因其具有特殊的性逆转现象,常用于淡水经济鱼类

性别决定及其性逆转机制的研究。Zhou 等
[ 9]
从黄

鳝中分离出 SRY 相关基因,并且通过Southern杂交,

证明了 SRY 基因是个保守的基因。刘利等[ 10]克隆

并鉴定分析了黄鳝 Sox9基因, 进一步说明了 Sox9

基因在进化上是高度保守性。陶亚雄等[ 11]给黄鳝

注射鲑鱼促性腺激素释放激素类似物( sGnRH-A)成

功的诱导黄鳝提前性逆转, 推测 GnRH 可能是黄鳝

性逆转过程中一个关键的调节因子。在黄鳝性腺发

育和性逆转的研究报道中, 关于 GnRH 的分子机理

研究还没有文献报道。基于此, 本研究首次从黄鳝
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体内克隆其 cGnRH- Ò基因, 主要根据其他物种

cGnRH- Ò序列设计基因特异性引物, 应用 RACE

( Rapid Amplification of cDNA Ends, cDNA末端快速扩

增)技术, 成功获得了黄鳝 cGnRH- ÒcDNA全序列,

为进一步研究 cGnRH- Ò对黄鳝性逆转机制、下丘

脑-垂体-性腺轴的协调作用和调控的分子机理奠定

了基础。

1  材料和方法

1. 1  实验鱼和取材  黄鳝从水产市场购买,体长约

25cm,体重约 200g, 经活体解剖确定全部为雌性个

体。鱼活体运回实验室, 迅速取出脑,分离出下丘脑

区称重40mg用于提取总 RNA。

1. 2  黄鳝脑总 RNA提取  脑组织在冰上充分匀浆
后,用上海华舜生物公司的组织小量 RNA 抽提试剂

盒分离总 RNA, 操作步骤按照说明书进行。提取的

总RNA经电泳和分光光度计的定性和定量检测后,

分装贮存于- 80 e 冰箱。

1. 3  黄鳝 cGnRH-Ò3cRACE扩增  根据 GenBank发

表的与黄鳝亲缘关系很近的鲈形目鱼类cGnRH-Ò基

因mRNA序列,进行同源序列比对,分别设计基因特

异性引物 cGn3-1: 5c-CAGCACTGGTCCCATGGTTGGTA-3c

和 cGn3-2: 5c-GAATGCAGCTACTTGAGACCCC-AG-3c,

以获得黄鳝 cGnRH- Ò基因的 cDNA3c末端序列, 引

物由上海生物工程有限责任公司合成。用于第一链

cDNA合成的 Oligo ( dT) 接头引物是 5c-CTGATCTA-

GAGGTACCGGATCC( T) 20-3c, 特异接头引物 ( adaptor

primer, AP) 是 5c-CTGATCTAGAGGTACCGGATCC-3c。
3c端的第一链 cDNA 合成按照 3cRACE 试剂盒

(TaKaRa)说明书进行。3c末端序列扩增的 PCR扩增

循环参数为: 94 e 预变性 3min, 94 e , 1min, 55 e ,

1min, 72 e , 1min, 共 30个循环, 72 e 延伸 10min。取

第一轮 PCR产物,用双蒸水稀释 20倍, 按照上面程

序扩增1LL 稀释产物,退火温度改为 60 e 。

1. 4  黄鳝 cGnRH- Ò5cRACE扩增  黄鳝 cGnRH- Ò
5c端 cDNA扩增采用 Invitrogen公司的 GeneRacer Kit,

cDNA第一链合成和加尾等具体操作见试剂盒说明。

根据已知黄鳝 cGnRH- Ò3cRACE产物的测序结果,

分别设计用于扩增 5c端的基因特异性引物 cGn5-1:

5c-AGTATGCTCCTCCTCTGGGGTCT-3c和 cGn5-2: 5c-

AAAGAGTCCAGCTCCCTCTTGCC-3c, 上游通用扩增引

物GeneRacer 5c为5c-CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3c。
用基因特异性引物 cGn5-1 和通用扩增引物 Gene

Racer 5c进行第一轮PCR扩增; 再以此PCR产物的稀

释物(稀释 100倍)为模板, 用基因特异性引物 cGn5-2

和通用扩增引物 GeneRacer 5c进行巢式扩增,以获得黄

鳝 cGnRH-ÒcDNA 的 5c端。第一次 PCR 退火温度为

55 e ,共30个循环,第二次PCR退火温度为 58 e ,共 30

个循环, PCR反应的其他条件同/ 1. 30。

1. 5  亚克隆和测序  所有 PCR扩增产物用琼脂糖

凝胶电泳分离,采用胶回收试剂盒(上海华舜生物公

司)纯化特异片段,然后将纯化片段克隆到 pMD18-T

载体(TaKaRa) ,具体操作按照说明书进行。DNA测

序由上海博亚生物公司完成。用 Vector NTI 9. 0序

列分析软件对测序结果进行整理和比较分析。

2  结  果

2. 1  RACE扩增结果

运用引物 cGn3-1 和 AP, cGn3-2 和 AP 扩增

cGnRH- ÒcDNA编码区3c末端得到约400bp和 300bp

的特异片段, 测序结果表明引物 cGn3-1和 AP 扩增

片段长度为 385bp,巢式引物 cGn3-2和 AP 扩增片段

长度为 286bp。cGn3-2和 AP 扩增片段序列包含在

cGn3-1 和 AP 扩增片段当中。运用引物 cGn5-1 和

GeneRacer 5c, 巢式引物 cGn5-2 和 GeneRacer 5c扩增
cGnRH- ÒcDNA 编码区 5c端, cGn5-1和 GeneRacer 5c

用于第一次 PCR扩增, 未得到非常明亮的特异性条

带,将第一次 PCR扩增产物稀释后作为模板, 用巢

式引物 cGn5-2和 GeneRacer 5c进行巢式扩增, 结果

得到约 300bp 的特异性片段, 测序结果表明 cGn5-2

和 GeneRacer 5c的巢式扩增产物长度为 328bp。

根据 cGnRH- Ò 3cRACE 和 5cRACE 结果分析,

3cRACE扩增的 385bp cDNA 片段与 5cRACE 获得的

328bpcDNA片段的重叠区序列完全一致, 拼接得到

包括完整编码区的 cDNA长度为617bp,根据3cRACE

和 5cRACE 结果设计两端特异性引物进行全长扩
增,扩增结果与前面得到的结果完全一致。通过

BLAST 分析发现它与很多生物的 cGnRH- Ò基因在

编码区上具有较高的相似性,说明本研究克隆的基

因确实是 cGnRH- Ò家族中的成员。和部分已报道

的 cGnRH- Ò前体氨基酸进行序列比较发现, 黄鳝

cGnRH - Ò 前体氨基酸与舌齿鲈 ( Dicentrarchus

labrax )
[ 12]
、条纹狼鲈(Morone saxatilis )

[ 13]
、尼罗罗非

鱼( Oreochromis niloticus ) [ 14]、金头鲷( Sparus aurata) [ 15]

等鲈形目鱼类 cGnRH-Ò前体氨基酸之间的相似性很

高,分别为86%、85%、88%、86%,与其他硬骨鱼类如

鳗鲡( Anguilla japonica ) [ 16]、青 ( Oryzias latipes ) [ 17]、

虹鳟( rainbow trout ) [ 18]、斑马鱼( Danio rerio ) [ 19]、拟鲤
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( Rutilus rutilus ) [ 20] 的同源性分别为 68%、77%、

75%、70% 、71% , 而与爬行纲的斑睑虎( Eublepharis

macularius)
[ 21]
、两栖纲的牛蛙( Rana catesbeiana)

[ 22]

和哺乳纲的人( Homo sapiens) [ 23]同源性则比较低, 均

低于65% ,分别是 53%、63%、61%。该 cDNA 序列

已被 GenBank 数据库接受, 注册号为 AY786183,

cDNA全序列及其推导的氨基酸序列见图 1。

图 1 黄鳝 cGnRH- Ò的核苷酸序列及推测的氨基酸序列

Fig. 1 Nucleot ide sequence encoding the chicken-Ò-type Gonadotropin-releasing hormone (GnRH) precursor of rice field eel and the deduced amino acid sequence

氨基酸序列位于核苷酸序列下面。起始密码子,联接肽和终止密码子用下划线表示。信号肽和AATAAA序列用下划虚线表示,十肽区和

蛋白水解位点用方框表示

The amino acid sequence is shown below the nucleotide sequence. The start codon, associated pept ide and stop codon are underlined. Signal peptide

and AATAAA sequence in the 3c- untranslated region are underlined by broken line. The decapeptide coding region and proteolytic processing are boxed

2. 2  序列分析

根据图1的核苷酸序列及预测的氨基酸序列可

以看出,黄鳝 cGnRH- Ò的 cDNA全长 617bp, 包括一

个5c非编码区序列 (长度为 168bp)、一个包括编码

83个氨基酸的开放阅读框、TGA终止密码子和一个

包括 poly(A)信号的 3c 非编码区。编码区核苷酸长

度为 249bp,共编码 83个氨基酸,是由信号肽( 21个

氨基酸)、成熟肽( 10个氨基酸)、三肽加工位点和联

接肽( 49个氨基酸)组成。

2. 3  同源性比较及系统分析

从NCBI上查找到其他物种的 cGnRH- Ò序列,

现已知在哺乳动物、爬行动物、两栖动物和鱼类中都

已经克隆出了 cGnRH- ÒcDNA序列, 利用 Vector NTI

9. 0分析软件, 分别选择各个物种比较有代表性种

类的 cGnRH- Ò序列, 与本试验得到的 cGnRH- Ò序

列进行氨基酸同源性序列比对(见图 2) , 分析各个

物种 cGnRH- Ò序列的相似性。

  运用 Vector NTI 9. 0序列分析软件,根据所选择

的 cGnRH- Ò的氨基酸序列进行系统进化树分析,从

图中可以看出,黄鳝的 cGnRH- Ò氨基酸序列与鲈形

目鱼类的相似性比较高。结果见图 3。

3  讨  论

本研究从黄鳝中克隆了 cGnRH- Ò的 cDNA 全

长序列,该序列编码的前体蛋白有 83个氨基酸, 包

括信号肽、cGnRH- Ò成熟十肽和一个由蛋白水解位

点( Gly-Lys-Arg)连接起来的 GnRH 促性腺激素释放

激素联接肽( GnRH-associated peptide, GAP) , 其基本

结构和从其他脊椎动物中提取的GnRH神经肽家族

成员的基本结构一致
[ 24]

, 表明黄鳝 cGnRH- Ò基因

和其他类型的 GnRH 基因可能有共同的祖先起源。

迄今为止发现的 16种 GnRH 都有相同的分子结构,

其特点均由 4个外显子组成。其中, 第 2个外显子

编码信号肽、一个蛋白水解位点和 GnRH 联接肽的
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图 2  由黄鳝 cGnRH-Ò推断的氨基酸序列与其他物种的比较结果

Fig. 2  Comparision of amino acid sequence deduced from cGnRH-Ò cDNA of rice f ield eel with some similar protein sequences

灰色阴影区表示氨基酸相似区,黑色阴影表示完全相似区

A . japonica , 日本鳗鲡, BAA83598; C . carpio, 鲤鱼, AAO89186; C . gariepinus,北非鲶, CAA54969; E . macularius ,斑睑虎, BAC99084;

R . catesbeiana , 牛蛙, AAL05971; H . sapiens, 人, NP 001492; S . murinus ,鼠, O97686; S . jardinii ,澳洲巩鱼, BAB72183; C . clupeaformis,

鲱形白鲑, AAP57219; O. mykiss ,虹鳟, AAF08687; C. nebulosus,云纹犬牙石首鱼, AAV74402; M . saxatilis , 条纹狼鲈, O73811; V. moseri ,

条斑星鲽, BAB83983; O. bonariensis,牙银汉鱼, AAU94307; O. latipes,青 Q9DGC9.

Regions of moderate similarity are indicated by the gray shade. The highly conserved GnRH decapeptide sequence is indicated by the black shade

一部分, 该外显子相当保守, 第三个外显子编码

GnRH 联接肽的其余部分。第 1、第 3和第 4处外显

子不像第 2外显子那样保守, 而 5c非翻译区则变化

很大。在许多脊椎动物种类中都有两种或多种

GnRH, 而 cGnRH- Ò是最普遍具有的类型。这表明

最早的脊椎动物有一个基因复制,而 cGnRH- Ò在脊

椎动物进化过程中是高度保守的[ 25]。

从 cGnRH- Ò相似性角度分析表明, cGnRH- Ò分

子高度保守并且分布在所有的脊椎动物类群,包括

低等哺乳动物, 很可能是一个比较古老的 GnRH 分

子。将几种代表不同脊椎动物类群的 cGnRH- Ò前

体氨基酸序列比较发现: cGnRH- Ò前体的成熟十肽

和蛋白水解位点是完全一致的, 而信号肽和联接肽

有较大的变异。因此脊椎动物在长期的自然选择压
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图 3 黄鳝与其他物种 cGnRH-Ò的系统进化树

Fig. 3  Phylogenet ic tree based on cGnRH-Ò deduced amino acids of rice field eel and other species

进化树由Vector NTI 9. 0序列分析软件生成(括号的数值是表示序列间相对差异程度)

力条件下, cGnRH- ÒcDNA的编码特点、cGnRH- Ò成
熟肽和蛋白水解位点序列十分保守,而在不同的进

化分支脊椎动物之间, cGnRH- Ò前体信号肽和 GAP

的氨基酸序列相似性大大降低。由此可以推测,

cGnRH- Ò在长期的进化适应过程中,在不同分类地

位的物种中其功能也可能发生相应的变化。迄今为

止,对于 cGnRH- Ò在生物体中的确切功能仍然还不

是很清楚, 仅仅只推测 cGnRH- Ò十肽对刺激垂体前

叶释放促性腺激素起一定的作用,在黄鳝的性腺发

育和性逆转方面起协调作用, 但其主要功能可能还

是起神经递质或神经调节剂的作用[ 26]。
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CLONING AND SEQUENCE ANALYSIS OF cDNA ENCODING cGnRH- Ò FROM

RICE FIELD EEL(MONOPTERUS ALBUS)
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Abstract:Gonadotropin-releasing hormone ( GnRH) is a conserved nerval decapeptide that regulates the development and mainte-

nance of reproductive function in vertebrate1The cDNA encoding the [His5Trp7Tyr8] gonadotropin-releasing hormone ( chicken-

Ò-type GnRH, cGnRH- Ò) precursor from the brain of rice field eel ( Monopterus albus) has been isolated and sequenced by

using reverse transcription and rapid amplification of cDNA ends ( RACE) 1From the subcloning and sequence analysis of 3c-

RACE and 5c-RACE product, the complete sequence of the cDNA encoding its cGnRH- Òpept ide was identified and determined

to be 617 bp in length1The structure of the encoded peptide is identical to all other cGnRH- Ò reported to date. The deduced

pept ide is composed of a signal pept ide (SP) , a GnRH decapept ide and a GnRH-associated peptide ( GAP) which is connected

to GnRH by a Gly-Lys-Arg sequence1The cGnRH- Ò cDNA encoded SP of 21 amino acids and GAP of 49 amino acids. The

amino acid sequence of cGnRH- Ò in combining with the Gly-Lys-Arg sequence is highly conserved during evolution when com-

pared with the corresponding regions of other GnRH precursors. However, the untranslated region of GnRH are markedly diver-

gent in nucleotide sequences1

Key words:Monopterus albus; GnRH( Gonadotropin-releasing hormone) ; cDNA cloning; Sequence Analysis
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