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提 要

通过显微注射技术
,

将小鼠重金属鳌合蛋白���
一

�� 基因启动顺序与人生长激素基因顺

序的重组体 � � � � � � 注入鲤 鱼� �� �,�
�

,�� 
�
,’� �� 。 �的受精卵内

,

由此发育的转基 因鱼及其后

代 � � 和 � � 均显示出快速生长效应
。

去垂体后
,

转基 因鲤鱼 � � 持续生长
,

而非转基因鲤鱼和

卿 鱼 �� � �� �� ��
, �
�� ��

“ � �的生长停止
。

给去垂体的螂鱼腹腔注 射生物合成的人 生长激素

�� � � �
,

可恢复其生长
。

实验结果表明
,

转基因鱼体内表达和体外生物合成的 � � � 均能代偿

鲤鱼和娜鱼的内源生长激素并刺激去垂体鱼的生长
。

关被词 鲤鱼
,

人生长激素
,

人生长激素基因
�

代偿效应
,

去垂体

动物生长激素 �� � �为单链多肤
,

分 子量约 �
�

� 万道尔顿 ��� ��� ��
。

在脊椎动物体内
,

� � 由垂体前叶合成并分泌
。

� � 对哺乳动物的生长和发育至关重要
,

它通过诱导靶细胞

合成促生长因子 �如 �� �  而刺激肌肉
,

骨胳和有关组织的生长
。

� � 在低等脊椎动物鱼类

体内作用的机制尚不清楚
。

不过
,

早期的研究指出
,

哺乳动物的 � � 可以 促进鱼类的生

长「’」� 注射牛 � � ��� � � � �� � �� �
,

可增加去垂体鳍鱼的体重和体长
�� �

。

近期证明生物合成

的 � � 亦能促进鱼类体重和体长的生长
芝�

,

‘’� 在转人 � � 基因鱼及其后代 � � 和 � � 也证实

了这种促生长效应
, � � 。

本实验通过研究人 � � 和人 � � 基因在去垂体鱼体内的功能
,

试

图从另一角度证实外源人 � � 基因在转基因在鱼体内的表达
,

并建立一个鱼类垂体激素

的代偿模型
。

材料和方法

实验鱼包括鲤鱼 � � � ��� 。
, ,�

�

�� 川
产 �

�和卿鱼� ��� �� �� 
‘、 � �� � ��� �

� �

�
。

其中转人 � �

基因鲤鱼 � �
,

系由转 人 � � 基因鲤鱼 �� 阳性个体繁殖并经尾鳍 � �  斑点杂交所证实

的阳性鱼
。

螂鱼取 自本所关桥养殖场
。

实验 鱼均为 � 月龄
,

置室内饲养两周后供去垂体用
。

� �� � 年 � 月 � � 日收到
。
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萝

乡

图 � 质粒 ��� �� � 的结构�� �及其在转基因 �� 代鲤鱼体内的存在���
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用来获得亲代转基因鲤鱼的 �� � � � ��� � �  片段在 �� 代的脾和肾总 � � � 经 �� � � �酶

切时未完全出现
,

说明 ��� � ! 的 �� � � �位点在转基因鲤鱼或其后代体内被部分修饰
。

然而
,

��
� � �酶切脾和 肾的总 � � �

,

出现一个 �
�

�� � 的含完整 � � � � 的片段
,

同时
,

亦 出现约

�
�

��� 的片段
。

表明外源 � � � 在转基因鱼的后代体内的修饰发生在两端
,

整合的外源基因在转

基因鲤鱼的后代仍存在
。
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去垂体采用刘沛霖等闭改进的
“ 口腔

”

手术法
。

手术后的鱼饲养在 15℃
,

从第 25 一30 d

逐渐升温至 22 ℃
。

自手术之 日开始
,

每 10d 测一次实验鱼的体重(g )和体长 (c tn )
。

螂鱼分

为假手术组(A )
,

去垂体组(B )和人 G H 代偿组(C )三组
。

假手术组施行手术但不切除垂

体
。

所谓人 G H 代偿组
,

即施行去垂体手术 30 d 后
,

给螂鱼腹腔注射生物合成的人 G H
,

每

10d 注射一次样品
,

剂量为 2拌g / 9 B W /l 0d
,

共注射 8 次
。

鲤鱼分为实验和对照两组
,

两组

均施行去垂体
。

实验组是转人 G H 基因 F Z 鲤鱼
,

对照组为与实验组同月龄的普通鲤鱼
。

实验结束后
,

对一尾实验组鲤鱼的脾和肾组织的总 D N A 进行限制性内切酶解
,

S
ou

t
h er

n

转移和杂交
。

杂交用的探针为
3,

P 标记的转移基因 pM T hG H 的 E co RI /B g H I酶切片段

(0
·

S
K b

)( 图 1)
,

以确证实验组 F Z 为外源基因携带者
。

生长数据的处理采用单 因素方差分析和 T
一

检验
。

单因素方差分析的显著差异在 99 %

可信度水平
,

实验组之间的差异采用多重比较的 D
unc an 检验

。

转人 G H 基 因 F Z 鲤鱼的

条件因子 c F 一B w (m g ) /F L (m m )
’

·

吕’
x 1

00

。

指数 2
.
81 是通过一元线性 回归在整个实验

期间记录的实验组鲤鱼的重量和长度数据的 L
og 值求得

。

相关系数
r, 一 0

.
97

,

线性关系

极显著
,

斜率为 2
.
81

。

卿鱼组的条件因子 C F 二 B W (m g ) / F L (m m )
2’ ‘,

X 1
00

。

指数 2
·

81 是

通过一元线性 回归所有记录的假手术组和人 G H 代偿组鱼的重量和长度的 L
og 值求得

。

相关系数
rZ一 0

.
86

,

线性关系显著
,

斜率亦为 2
,

8 1

。

各实验组鱼的特殊生长率 (S G R )依公

式 (InV
,
一InV

。
) / (

t
l 一

t
。
) 义 10 0 0 求得

,

其中 I
nV ,

和 In V
。

是实验结束(t
,

) 和实验开始(t
。
) 时

重量 (m g )或长度(m m )的自然对数值
。

系数 1000 表示计算结果单位为 SG R /编/d
。

结果和讨论

(一 )去垂体鱼的存活率
鱼类垂体能分泌多种激素

,

调节机体的代谢
、

生长和繁殖
,

而损伤或切除垂体必然会

对鱼类的存活产生重要影响
。

故本实验首先测定了去垂体鱼的存活率(表 1)
,

从表 l 可以

发现
,

相同的饲养条件下
,

去垂体鲤鱼的存活率均低于去垂体卿鱼
。

鲤鱼和卿鱼在分类地

位上十分接近
,

但其存活对垂体的依赖性却表现出很大的趋异性
。

P
a r

w ez 等‘, 。〕曾就垂体

的重要性将硬骨鱼分为两大类
,

其中一类必需由垂体激素调节渗透压
,

以适于在淡水生

存
;
另一类则不然

,

去垂体不影响其渗透压调节和在淡水的生存能力
。

手术导致的器械损伤不是影响手术鱼存活的重要因素
,

因为手术后 45 d
,

假手术鱼的

存活率为 100 %
。

而手术后的饲养温度对去垂体鱼的存活率影响显著
,

当饲养温度由 15℃

升高至 2 5 C 时
,

去垂体对鱼类存活率的影响尤为显著
,

显示出较高温度条件下
,

鱼体较高

的代谢速率要求较严格的垂体激素调节
。

必须指出
,

去垂体的转人 G H 基因 F Z代鲤鱼的存活率(去垂体后 87d 为 40 % )明显

高于对照组(去垂体后 87d 为 15 % )( 表 2)
。

这一结果表明
,

转基因 F Z 代鲤鱼体内人 G H

基因的表达产物可在一定程度上代偿其内源 G H
,

从而维持去垂体鱼的存活
。
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图 2 去垂体对转人 G H 基因鲤鱼(A )和

对 照鲤鱼 (B )的 C F 值的影响
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图 3 去垂体及注射人 G H 对卿鱼 C F 值

的影响
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A 组为假手术组
;B 组和 C 组施行去垂

体
。

去垂体后 30d
,

对 C 组 注射人 G H
,

共

注射 s 次
,

剂量为 2林g / 9 B W 八 od
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表 1 去垂体鱼的存活率

Tab
.
1 T he survial rates of hypophyseetom ized fish

手术后不同时间的存活率 (% )

鱼/手术方式
F ish /O perat一o n

饲养温度(
‘

C )

R

e a r

i

n
g

t
e

m
P

( ℃ )

手术鱼数
N o
.
fish

oPerated

Survial rates(% ) at

2 days 25 days 45 d ays

国

娜鱼/假手术 C
rueiao earp/Sm 15 15 100

卿鱼/去垂体 C
rueian earp/H x 15 15 100

卿鱼 /假手术 C
rueian earp/Sm 25 15 100

卿鱼/去垂体 C
roeian 。a r p

/ H
x

2 5 1 5 1 0 0

鲤鱼/假手术 C
oo m on carp/Sm 15 10 10 0

鲤鱼/去垂体 C
om m on 。a r p

/ H
x

1 5 1 0 1 0 0

鲤鱼/假手术 C
om m on 。 a rp

/ S m 2 5 1 0 1 0 0

鲤鱼/去垂体 c
om m on ca rP /H

x 一
~

-

兰址一一一二生一一一一竺
注
:H x :去垂体

,

H y p o p h y s e e t o
m y ;

5
11 1 :

假手术
,

Sh

a
m

一 o p e r a t i
o n

1 0 0

9 3

.

3

1 0 0

6 6

.

7

1 0 0

7 0

1 0 0

4 0

1 0 0

9 3

.

3

1 0 0

5 3

.

5

1 0 0

6 0

1 0 0

2 0



水 生 生 物 学 报 17 卷

表 2 去垂体对鲤鱼的影响

Ta b
.
2 T he effe亡t o f h y p o P h y s e e r o m y o n e o

mzn

o n e a r p

鱼

F ish

转基因鲤鱼 F Z 代 非转基因鲤 鱼

p M T hG H
一
t r a n s

g
e n

i
e e o

mmo

n e a r
p

F Z N
o n

一 t r a n s g e n
i
e e o

m m
o n e a r p

手术方式 即
era 6on

手术鱼数 N
o o伴rated (day o )

存活鱼数 N
o survs记 (doy 87)

存活率

Survialrate(% )

体 重 B W at day o

体 重 B W at day 57

厌子R w (编/d
ay )

l5

83
.5士2

.
4

7 8
.
3士2

.
3

一 0
.
7 4士 0

.
2 4

, ,

长 F L at day o

长 F L at day 87

体体

SG R L(喻/day )

4 0

88
.0土4

.
3

9 7
.
0 士5

.
4

1
.
12 士 0 3 2

1 3 8
.
5士 5

.
]

1 4 3
.
5 士 4

.
2

0
.
4 1士 0

.
1 8

1 3 8
.
2士 3

.
4

1 3 8
.
5士 4

.
2

0
.
0 3 士 0

.
0 1 关

注
:B W

:
体重

,

】玉妇y w e ig h t(g ) ;F L
:
体长

.
Fork length(m m )

SG
R w一体重特殊生长率

,

S p e e
i f i

e g r o
w

t
h

r a t e o
f b

od

y w e :
g h

t

SG

R
L 一体长特殊生长率

,

s 碑eifie grow th rate of fork Iongth

数值以平均值士标准方差表示 v
alues are expressed as m eans士s D

, ‘

与去垂体转基因鲤鱼 F Z 代比较
.T

一

检验
:p< 0

.02 eo m 附ring w ith H x
一 t

ra
n s g e n i。 F Z

,

T

一
t e s t

,

与去垂体转基因鲤鱼 F Z 代比较
,

T

一

检验
:p < 0

.05 e om p ari喀 w i
th H x

一
t r a n s

g
e n

i
。
F Z

,

T

0

,

0
5

P
<

0

.

0 1

t e
s

t
:
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表 3 人 G H 对去垂体娜鱼的影响
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(二 )转人 G H 基因 F Z 代鲤鱼的生长代偿效应

朱作言等
仁5〕
的研究结果表明

,

外源人 G H 基因能够在转基因鲤鱼体内整合与表达
,

并

能随性腺传递到子代
。

本实验进一步证明
,

外源人 G H 基因不仅存在于转基因鱼 F Z 代的

肾脏和脾脏 中
,

而且保持了转移基因在转基因鱼 F Z体内的结构完整性 (图 1)
。

去垂体后
,

对照组鲤鱼的生长停止 (
rZ一 0

.
4

,
n 一 3 )

,

而去垂体的实验组鲤鱼保持继续生长 (
rZ~ 0

.
97 ,

n 一 4 )
,

说明外源人 G H 基因在 F Z 代鲤鱼体内得到了表达
,

其表达 产物补偿了因去垂体

造成的内源 G H 馈缺
,

并在鲤鱼体内行使了促生长功能
。

比较实验组和对照组鲤鱼的特殊

生长率亦得到同样结论 (表 2)
。

(三 )人 G H 对去垂体螂鱼的影响

去垂体后
,

螂鱼的生长停止 (螂鱼 B 组
:r, 一 0

.
54

,
n 一8 )

。

当给去垂体螂鱼注射人 G H

(2拼g /9 B W / l od )
,

可恢复去垂体螂鱼 的生长(螂鱼 C 组
:rZ一 0

.
85

,
n 一8)

,

但这种生长的

线性关系不及假手术组显著(鲤鱼 A 组
:rZ一 0

.
9 1

,
n 一10 )

。

由于手术切除了整个垂体腺
,

而注射人 G H 仅补偿了去垂体鱼的内源 G H
,

不能补偿去垂体导致的其它各种垂体激素

的缺失
。

对各实验组螂鱼的生长结果 比较 (表 3) 亦发现
,

人 G H 能够在螂鱼体内行使促生

长效应
。

( 四 )实验鱼 C F 值的变化

在手术后的 20 d 内
,

去垂体的实验组鲤鱼平均体重下降而平均体长不变
,

因而其 C F

值降低(p< 0
.
05 )

。

随后
,

实验组鲤鱼的平均体长和体重都增加
,

同时其 C F 值逐渐回升
。

手术后 50d 时
,

实验组鲤鱼的 C F 值同手术前没显著差别(P > 0
.
05 )

。

然而
,

对照组鲤鱼的

C F 值在整个实验过程 中下降显著(p< 0
.
01)

,

最后稳定在比手术前低的水平(图 2)
。

在螂鱼组的实验中
,

手术后的最初 30 d
,

假手术鱼 (A 组 )和去垂体鱼 (B
,

C 组)的平均

体长变化不大而平均体重减轻
,

其 c F 值均显著下降(p< 0
.
05)

。

补充人 G H 的最初 20d
,

人 G H 代偿组 (C 组)的平均体长几乎不变而平均体重下降
,

其 CF 值亦下降
;
20 d 以后

,

其

平均体长和体重均增加
,

C F 值回升
;
持续注射人 G H 80 d

,

C F 值恢复到一个稳定的水平
。

手术 30d 以后
,

假手术组 (A 组)的 c F 值稳定在与人 G H 代偿组相似的水平
。

在整个实验

过程中
,

去垂体组 (B 组 )的平均体重降低而体长几乎不变
,

因而其 C F 值持续下降(图 3)
。

作者注意到
,

手术鱼 C F 值 的早期下降是 由于手术损伤导致体重下降引起的
。

转基因

F Z 鲤鱼体内表达的人 G H 和给 去垂体螂鱼注射的人 G H
,

对体重的刺激效应优先于对体

长的刺激效应
,

因而
,

它们的 CF 值在下降后回升
。

这一结果同转 pM T hG H 基因鲤鱼体重

加倍而体长增加很少的观察一致
「‘」。

但与 Gi ll 等
仁‘」
的观察不一致

,

他们认为牛 G H 对虹蹲

体长的刺激效应优先于对体重 的刺激效应
,

因而导致 C F 值的下降
。

此外
,

实验组鲤鱼与

人 G H 代偿组螂鱼的 C F 值回升幅度不同
,

导致这种差别的原因尚不清楚
。

目前
,

垂体激素作用的机制及其相互关系的研究尚待深人
;
此外

,

对垂体激素功能缺

陷症的治疗尚无良方
。

为此
,

我们的研究有助于建立了一 个研究垂体激素功能及垂体激素

基因治疗的动物模型
。
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