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斜带石斑鱼生长激素 /催乳素家族基因
8?-@<的分子克隆及其进化意义
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摘要：从斜带石斑鱼垂体提取总 &’(，再取其 )# *+ 合成 ,-(&. /0’(。从所构建的垂体 ,-(&. /0’(质
粒文库中筛选到生长激素 1催乳素基因家族的 %个成员的全长 /0’(片段：生长激素（23）基因全长为 4"5 67，
编码 %#!个氨基酸；催乳素基因（8&9）全长为 : !%4 67，编码 %:% 个氨基酸。采用计算机软件 -;+< % 和
=9>,.(9 ?:@A! 6对 4种鱼的生长激素 1催乳素基因家族的 "个成员（23、8&9和生长催乳素 ,9）的氨基酸序
列进行系统分析，构建 ’B 分支系统树，对于序列中的插入 1缺失位点则采用 8<CD<CE; 0;F;GCH*，: ### 次自展
（IHHGEGD<7）分析计算各节点支持率。根据 "个基因的氨基酸序列构建的系统树表明，石斑鱼与金头鲷、金鲈和
牙鲆聚成一类，虹鳟与大马哈鱼聚成一类，鲫鱼与鲶鱼聚成一类，鳗鲡成另外一类。根据石斑鱼全长 /0’( 推
断的氨基酸序列比较表明，,9 相对 23 和 8&9 有较高的保守性。石斑鱼的 23、8&9 和 ,9 的氨基酸同源性在
%!J K ":J，但其 = L端的氨基酸同源性较高，尤其是 = L端的 "个 =ME是严格保守的。其中 ,9与 23的同源
性（"# @5J）高于与 8&9的同源性（%) @AJ），23和 8&9的同源性最低（%! @:J）。
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（!" #$%）&’() &* +,-（./ #0%），1’23’ 24 4526’&57 8*9: &’() &’: 2;:)&2&7 *< => &* +,-（.? #@%）A

!"# $%&’(：!"#$%"&%’() *+#+#,%)；+2&B2&(97；CDE,F 3GHE；=> I +,- <(8257；=9*1&’ ’*98*):；+9*5(3&2)

生长激素（ 69*1&’ ’*98*):，=>）、催乳素
（J9*5(3&2)，+,-）及生长催乳素（4*8(&*5(3&2)，C-）
基因具有相似的结构及交叉功能，被归为同一个多

肽激素家族，并认为由同一个基因进化而来（K’:)
:& (5，@LL?）。=>是由脑垂体前叶细胞合成分泌的
一种单链多肽，通过刺激胰岛素样生长因子的生成

来促进鱼体生长，是调控鱼类生长的重要内分泌因

子。+,-是脊椎动物垂体分泌的单链多肽类激素，
具有多种生理功能。C- 是由鱼类脑垂体中部细胞
产生的一种单链多肽激素，也具有多种生理功能。

但其生理功能大多数是推测性的。

斜带石斑鱼（69*BJ:9，!"#$%"&%’() *+#+#,%)）为
!科（C:99()2;(:）石斑鱼属（!"#$%"&%’()）的海珊
瑚礁鱼类。由于生长快、食物转化迅速以及市场销

售价格高，因而潜力巨大（M**)7(9(&J(52)，@LLN）；
同时人工繁殖与育苗技术难度也最大（O(* :& (5，
.""!）。为了揭示石斑鱼生长和生殖的分子机制，
促进人工繁殖与育苗技术的发展，我们构建了斜带

石斑鱼垂体的 CDE,F 3GHE 质粒文库。在前期工
作中，我们对 C- 基因其及表达模式做了初步分析
（P2( :& (5，.""?）。在此基础上，我们比较分析了生
长激素 I催乳素基因家族的另外 . 个成员（=> 和
+,-）的序列特征，并对 L种不同鱼类的生长激素
I催乳素基因家族 !个成员（=>、+,-和 C-）氨基
酸序列进行了系统分析。

) 材料与方法

) *) +,-的提取
取约 /"" 6 斜带石斑鱼 @尾，麻醉放血，开颅

取出垂体。垂体总 ,HE 用 CQ F*&(5 ,HE R4*5(&2*)
C74&:8（+9*8:6(）提取，具体步骤参照操作手册。
将抽提的 ,HE 于真空冻干机中超低温冻干后，溶
解于 ." S !"!-水中，取 " #/!-电泳检测其浓度和
质量。

) *. /0-+1 23,-合成
斜带石斑鱼垂体的 CDE,F（412&3’2)6 8:3’(T

)248 (& /U :); *< ,HE &9()4392J&）3GHE 的合成根据
V2: :& (5（.""@）按 CDE,F 3GHE -2W9(97 K*)4&9B3T
&2*) X2&（K5*)&:3’）操作手册并加以改进的方法进
行。具体操作如下：合成所用的 !个引物序列分别

为：" KGC 引物（ @" !8*5 I -）， /UTEE=KE=F=T
=FEEKEEK=KE=E=FEKF（!"）H Y @HT!U；# C8(9& $
寡核苷酸（@"!8*5 I -），/UTEE=KE=F==FEEKEEKT
=KE=E=FEK=K===T!U；%+K,引物（@"!8*5 I -），
/UTEE=KE= F==FEEKEEK=KE=E=FT!U。取垂体总
,HE /" )6，按文库构建方法合成第一链 3GHE：加
入 KGC引物和 C8(9&$寡核苷酸各 @!-，N. Z保温
. 82)后，冰上速冷 . 82)；然后在终体积为 @"!-
的反应体系中，加入 / [ 第一链反应缓冲液（./"
88*5 I - F924T>K5，J> $ #!；!N/ 88*5 I - XK5；!"
88*5 I - D6K5.）.!-、GFF（." 88*5 I -）@!-、
;HF+（@" 88*5 I -）@!- 和 +*1:9C392J& 逆转录酶 @

!-，?. Z保温 @ ’以合成第一链 3GHE。取 .!-第
一链 3GHE加入 ;HF+ .!-、+K,引物 ?!-和 .!-
/" [ E;\()&(6: . 3GHE +*578:9(4: D2]，于 @""!-
反应体系中进行如下 +K,循环：L/ Z预变性 @ 82)
后，以 L/ Z变性 / 4、0/ Z复性 / 4、0$ Z延伸 0
82)反应 @! 个循环，N. Z延伸 @" 82)。反应结束
后，取 /!- 电泳检测。此 +K, 产物用于构建质粒
文库。

) *4 /0-+1 23,-质粒文库的筛选
将石斑鱼脑垂体 CDE,F 3GHE连接到 J=^DTF

载体（+9*8:6(）中，取 /!- 连接产物转化 G>/&
感受态细胞，在 VT6(5 I R+F= 琼脂平板上挑取白色
菌落进行测序分析，并在 =:)M()_ 中进行同源搜
索，分别获得与 =>、+,-和 C-基因有较高同源性
的多个克隆。

) *5 数据分析
将斜带石斑鱼的生长激素、催乳素及生长催乳

素的氨基酸序列与 =:)M()_ 中的虹鳟、鳗鲡、鲫
鱼、金头鲷、金鲈、大马哈鱼、牙鲆和鲶鱼（表

@）作比较，同时采用计算机软件 D:6( . 和
K-‘CFE- a@#0? W对 L种鱼的生长激素 I催乳素基
因家族成员的氨基酸序列进行系统分析，构建 HP
分支系统树。对于序列中的插入 I缺失位点则采用
+(29124: G:5:&2*)，@ """次自展（M**&4&9(J）分析计
算各节点支持率。

. 结果与分析

. *) 石斑鱼垂体 /0-+1 23,-质粒文库的构建
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表 ! "种鱼的生长激素、催乳素和生长催乳素的基因登录号
#$%&’ ! ())’**+,- -./%’0 ,1 2’-3$-4 ,1 25，678，$-9 :8 ,1 ’+;<= 4+-9* ,1 1+*<
种名

!"#$%#&
基因名称

’#(#
登录号

)$$#&&%*( (+,-#.
参考文献

/#0#.#($#
斜带石斑鱼 !"#$%"&%’() *+#+#,%) 生长激素 )1234567 本文

催乳素 )1234568 本文

生长催乳素 )139:43; <%= #> =?，9;;6
金鲈 -%.*/ 0’/1%)*%$) 生长激素 )1;;74;4 @("+-?%&A#B

催乳素 )14496:3 @("+-?%&A#B
生长催乳素 )14496:; @("+-?%&A#B

金头鲷 2"/.() /(./3/ 生长激素 )C3:2565 )?,+?D #> =?，9;;;
催乳素 )C;5;263 @("+-?%&A#B
生长催乳素 E6:9;2 )&>*?= #> =?，3::5

牙鲆 -/./’#*&3&4) +’#1/*%() 生长激素 F32;22 G.*$H?#D #> =?，3:8:
催乳素 )C;67535 @("+-?%&A#B
生长催乳素 I445:2 J(* #> =?，3::;

大马哈鱼 5$*+.&4$*&() 6%3/ 生长激素 K;4;2; !#H%(# #> =?，3:82
催乳素 L;;96: K+M=(= #> =?，3:88
生长催乳素 L3;56; N=H=D=,= #> =?，3::3

虹鳟 5$*+.&4$*&() 746#)) 生长激素 I36:59 )O#??*( P QA#(，3:85
催乳素 I96748 I#.$%#. #> =?，3:8:
生长催乳素 L3;548 N=H=D=,= #> =?，3::3

鲫鱼 8/./))#() /(./3() 生长激素 F23:5: QA%*+ #> =?，3::;
催乳素 F29883 QA#( #> =?，3::3
生长催乳素 @79:6; QA#(O #> =?，3::7

鲶鱼 9*3/’(.() "($*3/3() 生长激素 )C957:8: N=(O #> =?，3::4
催乳素 )C957::; N=(O #> =?，3::4
生长催乳素 )C957::3 @("+-?%&A#B

鳗鲡 :$;(#’’/ </"+$#*/ 生长激素 I96;55 !=%>* #> =?，3:88
催乳素 )1328;;: @("+-?%&A#B
生长催乳素 @54886 I=D #> =?，3::7

石斑鱼垂体的总 /R) 的琼脂糖凝胶电泳检测
显示：982 和 382 ./R) 条带清晰，前者的浓度是
后者的 9 倍以上，表明 /R) 未降解（图 3=）。用
3 S;T琼脂糖凝胶电泳检测扩增合成的 !I)/N $LU
R)结果显示：B& $LR) 的弥散带集中于 ; S3 V 6
H-，并具有富集带（图 3-）。
> ?> >种激素基因 )@A(全长序列及其氨基酸同源
性分析

9 S9 S 3 生长激素基因 斜带石斑鱼 ’W $LR)全长
序列及由此推断的氨基酸序列见图 9。$LR) 全长
:48 -"，编码 9;6 个氨基酸。其中，2X端非编码区
长 2: -"；4X端非编码区包含有典型的加尾信号
))N)))，长为 957 -"。通过 !%O(=? Y程序对 ’W存
在信号肽的可能性分析发现，R Z端的 38个氨基酸
肽段为信号肽，信号肽酶的可能切割位点位于第 38
和 3: 位氨基酸之间。斜带石斑鱼与虹鳟、鳗鲡、
鲫鱼、金头鲷、金鲈、大马哈鱼、牙鲆、鲶鱼的

’W基因遗传相似性在63T V :5T；与金鲈的遗传

图 3 斜带石斑鱼垂体 /R)抽提（=）和 !I)/N $LR)
合成（-）的电泳图谱

C%O S3 N*>=? /R) %&*?=>%*(（=）=(B !I)/N $LR) &D(>AU
#&%&（-）#?#$>.*"A*.#&%& "=>>#.( *0 O.*+"#.
（!"#$%"&%’() *+#+#,%)）"%>+%>=.D
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图 ! 斜带石斑鱼生长激素基因的 "#$%序列及其推导的开放阅读框的 !&’个氨基酸序列
()* +! $,"-./0)1. 2.3,.4". /5 *6/,7.6（!"#$%"&%’() *+#+#,%)）89 :41 0;. 76.1)"0.1 /7.4 6.:1)4*

56:<. "/40:)42 !&’ :<)4/ :")12 :2 2;/=4 ,41.6 0;. 4,"-./0)1. 2.3,.4".

距离最小（约 & +&>&）；而与鳗鲡的遗传距离最大
（& +>?@）。
! +! + ! 催乳素基因 ABC "#$% 全长序列及由此
推断的氨基酸序列见图 D。"#$% 全长为 @ ’!E F7，
编码含有 !@!个氨基酸的蛋白。>G端非编码区长 DE
F7；DG端非编码区长 H>@ F7，并具有脊椎动物典型
的加尾信号 %%I%%%，含有 !J F7 的 7/-K% 尾巴。
ABC $ L端的 !’ 个氨基酸肽段为信号肽，信号肽
酶的可能切割位点位于第 !’和 !>位氨基酸之间。
斜带石斑鱼的 ABC 基因具有硬骨鱼所特有的 ’ 个
半胱氨酸，而非四足动物所特有的 ? 个半胱氨酸
（M:=:,";) N O:2,1:，@EJJ）。斜带石斑鱼与虹鳟、
鳗鲡、鲫鱼、金头鲷、金鲈、大马哈鱼、牙鲆、鲶

鱼的 ABC基因的同源性较高，遗传相似性为 >>P
Q EHP。同 89分析结果类似，与金鲈的遗传距离
最小（约& + &!’）；与鳗鲡的遗传距离最大（& + >?@）。
而斜带石斑鱼的生长激素 R催乳素基因家族中

的 SC 基因（T): .0 :-，!&&’）与虹鳟、鳗鲡、鲫
鱼、金头鲷、金鲈、大马哈鱼、牙鲆、鲶鱼的遗传

相似性为 ’DP Q @&&P。同 89与 ABC的分析结果
一致，与金鲈的遗传距离最小（& +&?H），与鳗鲡的
遗传距离最大（& +>HJ）。
! "# $种鱼生长激素 R催乳素基因家族的序列比较
通过对斜带石斑鱼与虹鳟、鳗鲡、鲫鱼、金头

鲷、金鲈、大马哈鱼、牙鲆、鲶鱼的 89、ABC 及
SC的氨基酸序列的进行比较，我们发现 89的 U L
端的序列相对较保守，几乎均有 ?个亮氨酸和 !个
半胱氨酸。SC 有 ? 个保守的半胱氨酸，其中 $ L
端有 !个半胱氨酸，U L端有 ’ 个半胱氨酸。E 种
鱼的氨基酸序列系统分析结果（图 ’:，F，"）表
明，以生长 R催乳素基因家族 D个成员的氨基酸序
列构建的系统树相似性较高，均为石斑鱼与金头

鲷、金鲈和牙鲆聚成一类；虹鳟与大马哈鱼聚成一

类；鲫鱼与鲶鱼聚成一类；鳗鲡成另外一类。

! "% 石斑鱼生长激素 R催乳素基因家族 #个成员的
序列比较

石斑鱼生长激素 R催乳素基因家族的 D 个成员
的氨基酸序列的比较表明，石斑鱼的89、ABC和SC

>’!D期 贾海波等：斜带石斑鱼生长激素 R催乳素家族基因 "#$%2的分子克隆及其进化意义



图 ! 斜带石斑鱼催乳素基因的 "#$%序列及其推导的开放阅读框的 &’&个氨基酸序列
()* +! $,"-./0)1. 2.3,.4". /5 *6/,7.6（!"#$%"&%’() *+#+#,%)）89: ;41 0<. 76.1)"0.1 /7.4

6.;1)4* 56;=. "/40;)42 &’& ;=)4/ ;")12 ;2 2</>4 ,41.6 0<. 4,"-./0)1. 2.3,.4".

的氨基酸同源性在 &?@ A !’@。B: 的保守性高于
CD和 89:。CD 与 B: 的遗传距离较小（E +FG&），
而与 89:的遗传距离较大（E +HIG），89: 与 B: 的
遗传距离为 E +H??。这 !个基因 J K端的氨基酸同
源性非常高，尤其是 J K端的 !个 JL2是严格保守
的。

! 讨 论

CD、89:和 B:都是由垂体分泌的结构相关的
激素。CD 和 89: 在 脊 椎 动 物 中 广 泛 存 在
（M;>;,"<) N O;2,1;，’GPP），但 B: 仅在硬骨鱼类
中被鉴定出来（Q;L .0 ;-，’GGG）。CD、89:和 B:
在结构上的一致性表明这些蛋白可能起源于一个共

同的祖先（R4/ .0 ;-，’GGE；9;41ST.;U.6 .0 ;-，

’GG’，’GG!；J<.4 .0 ;-，’GG?）。B:的氨基酸大小
范围较窄，为 &E? A &EP 个（$/2/ .0 ;-，’GPP）；
CD为 ’HI A ’G’个（9;41ST.;U.6 .0 ;-，’GG&）；而
89: 的大小范围最大，为 &’E A &!I。因而 B: 比
CD 和 89: 有较高的保守性（V;W;L;=;，’GG’）。
我们的分析也同样表明了这一点。

鳗鲡 B: 与 CD 的基因序列的同源性（&F@）
高于与 89:的同源性（&E@）；大麻哈鱼 B:与 CD
的同 源 性（ &I@）也 高 于 与 89: 的 同 源 性
（’G@），据此，Q;L .0 ;-（’GGH）推测 B: 可能起
源于 CD，而非 89:。而金鱼的 CD、89: 和 B: 的
成熟肽的氨基酸序列的同源性为 &&@ A &!@，
J<.4* .0 ;-（’GGH）由此认为这!种激素是相互独立
进化的。但肺鱼的B:与CD的同源性（&H + H@）高于

F?& 动 物 学 研 究 &I卷



图 ! 根据斜带石斑鱼与 "种鱼的生长激素（#）、催乳素（$）和生长催乳素（%）的氨基酸序列，
利用 &’(# )和 *+,-./+ 0123! $软件构建的系统树

45( 2! 6789:(’;’<5% <=’’> :? !"#$%"&%’() *+#+#,%) #;@ :<7’= ’5(7< A5;@> :? ?5>7 B>5;( CD E’<7:@ 5;?’==’@
?=:E FG>（#），6H+（$）#;@ -+（%），5EI9’E’;<’@ 5; &’(# ) #;@ *+,-./+ 0123! $

与 6H+的同源性（)3J）（&#8 ’< #9，1KKK）。在本
研究中，石斑鱼的 -+ 与 FG 的同源性最高
（LM 2"J），而与 6H+ 的同源性为 )N 23J，FG 和

6H+ 的同源性最低，仅为 )! 21J。与 &#8 ’< #9
（1KKO）的结果类似。
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