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草鱼AdipoR1-B基因克隆、组织分布及其表达的营养调控
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摘要：为探讨AdipoR1-B在鱼类糖类和脂质代谢中的作用，本实验采用RACE方法获得了
草鱼AdipoR1-B的全长cDNA序列(登录号: KP733846)，利用生物信息学技术对该基因及其
所编码蛋白的结构特征进行了分析；采用实时定量PCR技术，检测了AdipoR1-B在19个
不同组织中的表达特性以及高糖(45%)、高脂(8%)和高糖高脂饲喂对草鱼肝脏中该基因
表达的影响。结果显示，草鱼AdipoR1-B cDNA全长2186 bp，其中开放读码框为1122 bp，
编码373个氨基酸；跨膜结构分析表明草鱼AdipoR1-B为典型的7次跨膜蛋白；同源性分
析结果显示，草鱼AdipoR1-B与其他物种的AdipoR1-B高度同源(氨基酸相似度78%以上)，
并与斑马鱼AdipoR1-B的进化关系最近；组织分布结果显示，AdipoR1-B在草鱼肝脏中表
达量最高，中枢神经系统和红肌次之；此外，高脂和高糖高脂饲喂均能够显著提高草鱼
肝脏中AdipoR1-B的表达水平。因此，草鱼肝脏中AdipoR1-B的表达水平受到日粮中脂类
水平的调控，推测该受体可能在调节鱼类脂质代谢中发挥重要作用。
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脂联素(adiponectin)，之前又被称为Acrp30、
AdipoQ、GBP28、apM1等。在哺乳动物中，脂

联素主要为脂肪组织大量分泌的脂肪细胞因

子。经过酶解作用其C端球状区域可形成球状脂

联素，该形式脂联素的生物学功能更为活跃，

也更为广泛 [1]。在哺乳动物中的研究发现，脂联

素在调控生物体的能量稳态、糖类和脂质代谢

中发挥着重要作用，它能够提高机体对葡萄糖

的摄入量，并促进脂肪酸的β氧化作用 [2-3]。脂联

素的生物学效应，是通过与其受体相结合并触

发 A M P K、 P P A R α等信号通路而产生的 [ 4 ] 。

Yamauchi等 [4]在人和小鼠体内首先发现了脂联素

的 2 个受体，并分别将其命名为脂联素一型受体

(AdipoR1)和脂联素二型受体(AdipoR2)。其中，

AdipoR1主要介导AMPK信号通路，进而抑制糖

质新生并促进脂肪酸的氧化作用；而AdipoR2则
介导PPARα信号通路，进而促进脂肪酸的氧化作

用 [5]。此外，这两种受体与脂联素的亲和力也有

所不同。AdipoR1是球状脂联素的高亲和力受体

和全长脂联素的低亲和力受体，而AdipoR2则是

全长和球状脂联素的中等亲和力受体[4]。

Nishio等 [6]首次报道了鱼类 [斑马鱼  (Danio
rerio)]的脂联素受体，斑马鱼的AdipoR1有两种

亚型，即AdipoR1-A和AdipoR1-B。随后，虹鳟

(Oncorhynchus mykiss)和斜带石斑鱼(Epinephelus
coioides)脂联素受体基因陆续被发现 [7-8]。在小鼠

体内，AdipoR1在骨骼肌中的表达量最高，而

AdipoR2则主要在肝脏中表达，在其他组织中表

达量很低 [4]。在鱼类中的研究发现，AdipoR1在
肝脏中的表达量要高于AdipiR2，并且在进化过

程中，AdipoR1的保守性更高，尤其是胞外配体

结合区域 [8]。这意味着AdipoR1介导的生物学功

能在进化上更为保守，在机体能量代谢过程中

可能也发挥着关键作用。目前，脂联素及其受

第 40 卷 第 7 期 水    产    学    报 Vol. 40, No. 7

2016  年 7  月 JOURNAL OF FISHERIES OF CHINA July,   2016

 
 

收稿日期：2015-08-10        修回日期: 2016-03-17

资助项目：国家自然科学基金(31372545, 31402311)；河南省高校科技创新团队支持计划(14IRTSTHN013)；河南省科技创新杰出青

年支持计划(154100510009)；河南师范大学博士启动课题资助(qd14177)

通信作者：聂国兴，E-mail: niegx@htu.cn

http://www.scxuebao.cn

http://dx.doi.org/10.11964/jfc.20150810022


体在鱼类中的具体功能，以及其是否参与对糖

类和脂质代谢的调节尚不清晰。

草鱼 (Ctenopharyngodon idella)属鲤形目

(Cypriniformes)、鲤科(Cyprinidae)，是我国特有

的淡水鱼类，同时也是我国国家大宗淡水鱼类

产业技术体系重点研究的鱼类之一。据中国渔

业统计年鉴，2014年我国淡水鱼类养殖产量为

2602.97万t，其中草鱼最高，养殖产量为537.68万t。
草鱼为草食性鱼类，其天然饵料为水生植物。

随着养殖规模的不断扩大，草鱼的养殖模式已

由传统的放养模式转向高投入、高产出的精养

模式。饲料是精养模式中的主要成本，而用于

提供草鱼所需蛋白质的鱼粉则占饲料原料成本

的比重较高。有研究表明，饲料中适当提高糖

类和脂质含量可以减少用于供能所消耗的蛋白

质，具有节约蛋白质的作用 [9]。然而，在精养模

式下，为降低养殖成本，饲料中糖类和脂质的

含量往往较高，极易引起草鱼肝脏中脂质的大

量蓄积，从而导致肝功能减弱和代谢紊乱 [10-12]。

因此，加深对鱼体糖类和脂质代谢调控机制的

认识，可为提高鱼体对糖类和脂质的利用并防

止肝脏脂质蓄积的产生提供理论参考。

为获得脂联素一型受体基因的相关信息以

及初步探讨其在鱼类能量代谢过程中的作用，

本研究以草鱼为实验对象，通过RACE方法获得

了草鱼脂联素受体AdipoR1-B的全长cDNA序列；

利用生物信息学方法，对该cDNA序列及其编码

蛋白的结构特征进行了分析和预测；采用实时

定量PCR技术检测了AdipoR1-B在草鱼各个组织

中的表达水平，以及高糖、高脂和高糖高脂饲

喂对草鱼肝脏中该基因表达水平的影响。本研

究结果为脂联素及其受体系统在鱼体的糖类和

脂质代谢中的作用提供了初步信息，并为以后

的功能研究奠定了基础。

1    材料与方法

1.1    实验试剂

RNA提取试剂RNAiso Plus、反转录试剂盒

PrimeScriptT M 1st Strand cDNA Synthesis Kit、
PrimeScriptTM RT reagent Kit (Perfect Real Time)和
荧光定量试剂盒SYBR®  Premix Ex TaqT M  (Tli
RNaseH Plus)均购自TaKaRa；Quick Gel Extraction
K i t 购 自 北 京 康 为 世 纪 生 物 科 技 有 限 公 司 ；

PGEM-T Vector 购自Promega公司。

1.2    草鱼AdipoR1-B的cDNA克隆

体质量约100 g的健康草鱼，取自河南师范

大学水产养殖基地，在实验室流水养殖系统中

暂养，水交换量1 L/min，投喂商品饲料，每天

饲喂 3次： 8:30、 13:00、 17:30，平均水温为

(25±1) °C，DO>5 mg/L，氨态氮<0.01 mg/L，光

照周期为12L∶12D。无菌条件下取肝脏，以液

氮为介质，在研钵中将组织研磨成粉末状，按

照RNAiso Plus说明书提取总RNA。琼脂糖凝胶

电泳法检测其完整性，超微量分光光度计法检

测其浓度和纯度。

通过草鱼转录组测序，实验已经获得了草

鱼AdipoR1-B部分cDNA序列。在此基础上，利用

Primer Premier 5.0生物软件设计3条特异性引物

(3F1、3F2、3F3)和2条通用引物(AP、AUAP)(表
1)，用于AdipoR1-B cDNA3'末端序列的克隆。以

提取的草鱼肝脏总RNA为模板，按照PrimeScriptTM

1st Strand cDNA Synthesis Kit 反转录试剂盒的说

明，用AP引物代替反转录试剂盒中的Olig(T)引
物合成cDNA第一条链，然后进行巢式PCR。第

一轮PCR以该cDNA为模板，分别以引物对3F1+
AUAP 和3F2+AUAP进行扩增；然后以各自稀释

50倍的第一轮PCR产物为模板，以3F2+AUAP和
3F3+ AUAP引物对进行第二轮嵌套PCR。2 轮
PCR扩增条件：94 °C预变性3 min；94 °C 30 s，55 °C
30 s，72 °C 1 min 40 s(第一轮PCR 30个循环，第

二轮为35个循环)；72 °C后延伸10 min。
PCR产物经1.0%琼脂糖凝胶电泳后，将目的

条带切胶回收，并采用Quick Gel Extraction Kit进
行纯化，然后将纯化产物连接至PGEM-T载体，

经16 °C连接6~8 h后，转化JM109感受态细胞，

进行蓝白斑筛选。37 °C倒置培养10~14 h后，挑

取6~8个单菌落进行扩大培养。经菌液PCR验证

后，选择阳性克隆送生工生物工程(上海)股份有

限公司测序。

1.3    序列分析

将测序获得的片段和课题组已获得的序列

进行拼接，得到了AdipoR1-B完整的cDNA序列。

通过ExPASy(http: / /www.expasy.ch/tools/)的
Trans la teTool软件推导其氨基酸序列；利用

ExPASy在线分析软件(http://web.expasy.org/cgi-
bin/compute_pi/pi_tool)预测蛋白质分子量和等电

点；使用DAS-TMfilter server(http://mendel.imp.univie.
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ac.at/sat/DAS/)预测跨膜区氨基酸序列，利用

Tmpred Server(http:// www.ch.embnet.org/software/
TMPRED_form.html)和TMHMM(http://www.cbs.
dtu.dk/services/ TMHMM-2.0/)预测疏水性及跨膜

二级结构；利用ClustalX 1.83 软件比较氨基酸序

列 同 源 性 ， 并 用 M e g a  5 . 0 软 件 通 过 邻 接

(Neighbour-Joining，NJ)法构建进化树，1000次自

举 (Bootstrap)重复检验进化树的置信度；利用

microRNA(miRNA)预测软件(http://regrna.mbc.nctu.
edu.tw/html/prediction. html)预测草鱼AdipoR1-B
UTR区的miRNA作用靶位点。

1.4    草鱼AdipoR1-B组织表达分析

根据所获得的草鱼AdipoR1-B cDNA序列设

计正反向引物，并以β-actin为内参基因(表1)。取

3条健康草鱼 (体质量1~1.3 kg)，其养殖条件同

1.2。取样前禁食12 h，草鱼麻醉后，无菌条件下

迅速分离端脑、中脑、小脑、延脑、下丘脑、

头肾、垂体、心脏、脊髓、胸腺、性腺、肝

脏、白肌、红肌、肠、肾脏、脾脏、脂肪和鳃

19个组织。液氮速冻后保存于–80 °C备用。按照

R N A i s o  P l u s 说 明 书 提 取 总 R N A ， 利 用

PrimeScriptTM RT reagent Kit (Perfect Real Time)反
转录获得第一链cDNA。将cDNA进行梯度稀释，

检测目的基因和内参基因的扩增效率(扩增效率

分别为95%和97%)。
采用ABI 7500型荧光定量PCR仪，参照

SYBR® Premix Ex TaqTM (Tli RNaseH Plus)说明

书，进行实时定量PCR。PCR反应体系为20 μL：

SYBR® Premix Ex TaqTM (2×) 10 μL，PCR Forward
Primer (10 μmol/L) 0.5 μL，PCR Reverse Primer (10
μmol/L) 0.5 μL，ROX Reference Dye Ⅱ (50×) 0.4 μL，
cDNA模板1 μL，加无菌水至总体积为20 μL。

PCR程序采用两步法：95 °C 30 s；95 °C 5 s、60 °C
1 min，共40个循环。反应结束后进行熔解曲线

分析以验证产物特异性，反应条件为95 °C 15 s，
60 °C 1 min，95 °C 15 s。每个样品3个平行，反

应结束后进行数据分析。AdipoR1-B mRNA的相

对表达量参照Livark等 [13]提出的2-ΔΔCt法计算，然

后采用 S P S S  S t a t i s t i c s  1 7 . 0进行 O n e - W a y
ANOVA分析、LSD与Ducan比较，结果以平均值

±标准差(mean±SD)表示。在组织表达分析中，以

肝脏为对照，其他各组织AdipoR1-B的mRNA的

表达量为肝脏中表达量的倍数。

1.5    高糖、高脂饲喂对草鱼肝脏AdipoR1-B
mRNA表达的影响

选取360尾平均体质量为(40.15±0.18)g的草

鱼，随机分为 4 组，根据草鱼对糖和脂类的营养

需求量并参照文献 [14]，设计对照组、高糖组

(45%)、高脂组(8%)和高糖高脂组，实验饲料组

成及成分分析见表2。每组3个重复，每个重复

30尾鱼，养殖条件同“草鱼Adipo1-B的cDNA克

隆”，实验周期为60 d。实验结束时，每个重复

取6尾鱼，麻醉后无菌条件下分离肝脏，液氮速

冻后–80 °C保存备用。采用qRT-PCR技术，检测

每组肝脏中AdipoR1-B的相对表达量，方法同“草
鱼Adipo1-B组织表达分析”。

表 1     本研究所用的主要引物

Tab. 1     Primers used in the study

引物名称

primer name
序列

sequences(5'→3')
用途

usage
产物长度/bp

product length
退火温度/°C

Tm

AP GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTT 3'RACE

AUAP GGCCACGCGTCGACTAGTAC 3'RACE

adipoR1-B-3F1 TAGTGCAGAGAAATCCAGAG 3'RACE

adipoR1-B-3F2 TGGCGAGTTATTCCATACAATC 3'RACE 855 55

adipoR1-B-3F3 CACCGTCTACTGCCACTCAG 3'RACE 556 55

adipoR1-B-F TAGTGCAGAGAAATCCAGAG qRT-PCR

adipoR1-B-R GAAGCAGGTAATCATTGTCC qRT-PCR 206 60

β-actin-F CGTGACATCAAGGAGAAG qRT-PCR

β-actin-R GAGTTGAAGGTGGTCTCAT qRT-PCR 288 60
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2    结果

2.1    草鱼AdipoR1-B的cDNA序列和氨基酸序列

草鱼Adipo1-B的cDNA全长为2186 bp，其中

5' UTR区为400 bp，3' UTR 区为664 bp，开放读

码框为1122 bp，编码373个氨基酸(图1)。其蛋白

质分子量为42.00 ku，等电点(pI)为6.00，不含信

号肽。

将草鱼AdipoR1-B氨基酸序列分别与斑马

鱼、大西洋鲑 ( S a l m o  s a l a r )、青鰆 ( O r y z i a s
latipes)、尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)和虹

鳟的氨基酸序列进行了同源性比对分析，结果

发现该受体在鱼类中的同源性极高(图2)。

2.2    草鱼AdipoR1-B跨膜区预测

跨膜区预测结果显示，AdipoR1-B的N端存

在较强的疏水区域，其C端则表现出较强的亲水

性(图3)；经TMHMM跨膜结构预测发现，该序列

存在7个跨膜结构，且C端位于膜外，N端位于膜

内(图1，4)，这与G蛋白耦联受体的拓扑结构正

好相反。

2.3    草鱼AdipoR1-B同源性比对分析

序列比对结果显示，草鱼AdipoR1-B和斑马

鱼的同源性最高，达到了93.8%，和其他物种的

同源性也达到了78.0%以上(表3)。因此，AdipoR1-B
的氨基酸序列在脊椎动物中的保守性较高。

2.4    草鱼AdipoR1-B的结构分区及同源性比对

分析

A d i p o R 1 - B 在 N 端 胞 内 区 的 同 源 性 为

56.8%~87.0%，HlyIII结构域和C端胞外区的同源

性分别达到了87.7%和91.3%，说明N端胞内区变

异程度比较大，而其他区域则相对保守(表4)。

表 2    实验饲料组成及成分分析

Tab. 2    Formulation and proximate composition of the experimental diets %

成分 ingredients 对照组 control 高糖组 H-CHO 高脂组 H-LIP 高糖高脂组 H-CHO&H-LIP

配方 formulation

酪蛋白 casein 31 31 31 31

明胶 gelatin 7 7 7 7

鱼油 fish oil 2.03 2.03 4 4

大豆油 soybean oil 2.02 2.03 4 4

DL-甲硫氨酸 DL-Met 0.2 0.2 0.2 0.2

糊精 dextrin 30 44.36 29.98 44.35

矿物质预混料 mineral mix 1 1 1 1

维生素预混料 vitamin mix 0.1 0.1 0.1 0.1

乙氧基喹啉 ethoxy quinoline 0.05 0.05 0.05 0.05

微晶纤维素 microcrystalline
cellulose

22.6 8.23 18.67 4.3

磷酸二氢钙 Ca(H2PO4)2 2 2 2 2

羧甲基纤维素钠盐 CMC-Na 2 2 2 2

组成成分分析 proximate
analysis

粗蛋白 crude protein 32.36 32.36 32.36 32.36

粗脂肪 crude lipid 4.19 4.19 8.06 8.06

碳水化合物 carbohydrates 30.8 45.17 30.8 45.18

注：预混料由河南康达尔农牧科技有限公司提供。其中矿物质预混料可为每 kg 饲料提供 Cu 2.8 mg，Fe 35 mg，Mn 15 mg，Zn 35 mg；维生素

预混料可为每 kg 饲料提供 VA 5500 IU，VB2 6 IU，VB6 8 IU，泛酸钙 20 IU，烟酸 16 IU，VD3 1050 IU，VE 20 IU，VK3 3IU, 氯化胆碱 500 IU
Notes: the premix was provided by Henan Kondarl Agro-pastoral Science &Technology CO.Ltd.. The mineral mix can provide the following diets of per
kg: Cu 2.8 mg, Fe 35 mg, Mn 15 mg, Zn 35 mg; the vitamin mixcan provide the following diets of per kg:VA 5500 IU, VB2 6 IU, VB6 8 IU, calcium
panto-thenate 20 IU, niacin 16 IU, VD3 1050 IU, VE 20 IU, VK3 3 IU, choline chloride 500 IU
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2.5    草鱼AdipoR1-B UTR区miRNA作用靶位

点的预测

m i R N A 作 用 靶 位 点 预 测 结 果 显 示 ， 在

AdipoR1-B的3' UTR区存在与miRNA let-7结合的

位点，包括let-7a、let-7b、let-7c、let-7d、let-7f、
let-7g和let-7i(表5)，并且miRNA let -7与脂类代谢

密切相关。

2.6    草鱼AdipoR1-B系统进化树分析

采用Mega 5.0软件，基于氨基酸序列比对分

析，以邻接法构建脊椎动物AdipoR1-B进化树(图
5)。从图中可以看出，哺乳类、鸟类的AdipoR1-
B各聚为一支，鱼类则单独聚为一支。并且草鱼

与斑马鱼的AdipoR1-B聚在一起，草鱼和斑马鱼

同属鲤科鱼类，符合氨基酸同源性比对结果。

因此，AdipoR1-B的系统进化关系与传统分类学

的进化关系相一致。

2.7    草鱼AdipoR1-B组织表达分析

AdipoR1-B在肝脏中表达量最高，红肌和中

 
图 1   草鱼AdipoR1-B的cDNA序列与推测的氨基酸序列

图中灰底部分为预测的跨膜区，星号代表终止密码子

Fig. 1    cDNA and deduced amino acid sequences of grass carp AdipoR1-B
The predicted transmembrane regions are shaded, and the stop codon is denoted by an asterisk
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图 2   草鱼AdipoR1-B与其他鱼类同源分子的氨基酸序列的多序列比对分析

大西洋鲑 . NP 001133596.1；虹鳟 . AEV89975.1；尼罗罗非鱼 . XP 003441547.1；青鳉 . XP 003441547.1；斑马鱼 . NP 998665.1；草鱼 .
KP733846。相同的氨基酸用星号标出. 高度保守和低度保守的氨基酸分别用(:)和(.)标出

Fig. 2    Amino acid sequences alignment of AdipoR1-B from different fishes
S. salar. NP 001133596.1; O. mykiss. AEV89975.1; O. niloticus. XP 003441547.1; O. latipes. XP 003441547.1; D. rerio. NP 998665.1; C. idellus.
KP733846. The identical amino acids are noted by (*). and the highly or less conserved amino acids are indicated by (:) and (.)
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枢神经系统各组织次之，其他组织的表达量较

低(图6)。

2.8    高糖、高脂对草鱼肝脏中AdipoR1-B表达

水平的影响

采用qRT-PCR技术检测了高糖、高脂以及高

糖高脂饲喂对草鱼肝脏AdipoR1-B mRNA表达的

影响(图7)。结果显示，高脂、高糖高脂饲喂均

能够显著增加草鱼肝脏AdipoR1-B的mRNA表达

量(P<0.05)，而高糖饲喂对基因的表达水平没有

影响(P>0.05)。

3    讨论

目前，脂联素受体基因在人、小鼠、绵

羊、野猪、原鸡、牛、斑马鱼、石斑鱼、虹鳟

等物种中已被克隆，但其功能研究尚只局限于

哺乳动物。本研究结合课题组转录组测序数据

及RACE方法获得了草鱼AdipoR1-B的完整开放阅

读框。经过氨基酸同源性分析发现，其与斑马

鱼AdipoR1-B的同源性高达94.1%，与其他鱼类

AdipoR1的同源性在81%以上，说明AdipoR1在鱼

类中具有高度的保守性。这与在哺乳动物中的

研究结果一致，人类和小鼠AdipoR1具有96.8%的

同源性 [4]。本实验通过生物信息学的方法对草鱼

AdipoR1-B的跨膜区进行了预测分析，发现它是

一个7次跨膜蛋白，并且它的羧基端(C端)位于细

胞膜内，而氨基端(N端)位于细胞膜外，与G蛋

 
图 3   草鱼AdipoR1-B疏水结构预测

Fig. 3     The hydrophobic structure prediction of grass
carp AdipoR1-B

 
图 4   草鱼AdipoR1-B跨膜结构预测

Fig. 4     Transmembrane helices prediction of grass carp
AdipoR1-B

表 3     草鱼AdipoR1-B与其他脊椎动物AdipoR1-B的氨基酸序列同源性比较

Tab. 3     Percentage amino acids homology of AdipoR1-B between grass carp and other vertebrates %

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1. 草鱼 Ctenopharyngodon idella 100 93.8 82.4 80.7 82.1 79.1 78.0 78.0 78.5 79.1

2. 斑马鱼 Danio rerio 100 82.5 80.6 81.6 78.9 77.6 77.6 78.3 78.9

3. 青鳉 Oryzias latipes 100 91.6 93.8 83.0 82.4 82.2 83.6 83.6

4. 虹鳟 Oncorhynchus mykiss 100 92.8 80.2 79.1 79.1 79.9 80.4

5. 尼罗罗非鱼 Oreochromis niloticus 100 81.8 81.2 81.5 82.9 83.2

6. 人 Homo sapiens 100 91.7 91.7 97.1 96.8

7. 原鸡 Gallus gallus 100 97.3 91.7 92.5

8. 绿头鸭 Anas platyrhynchos 100 91.4 92.0

9. 绵羊 Ovis aries 100 97.3

10. 小鼠 Mus musculus 100
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白耦联受体家族蛋白的拓扑结构正好相反，这

与在人类、小鼠和斜带石斑鱼中的研究结果相

吻合 [4,8,15] 。脂联素受体属于PAQR家族，家族成

员均可以划分为3个结构域：N端胞内区、Hly
III结构域和C端胞外区 [16]。其中Hly III结构域与

细菌溶血素III高度同源，编码7次跨膜螺旋，对

于稳定AdipoRs的跨膜结构具有重要功能 [16]。斜

带石斑鱼AdipoR1的Hly III结构域与其他脊椎动

物的同源性分别达到了91.5%以上 [8]，而斑马鱼

的AdipoR1-B则在88.0%以上 [6]，本研究中草鱼的

AdipoR1-B在87.7%以上。同时，研究发现在C端

胞外区，草鱼 A d i p o R 1 - B与其他脊椎动物

AdipoR1的同源性在90%以上，这与斜带石斑鱼

中的研究结果高度一致[8]。

通过miRNA预测分析软件，发现在草鱼

A d i p o R 1 - B  的 3 '  U T R区存在稳定性很高的

miRNA，如let-7家族，这是在以往鱼类AdipoR1
的序列特征分析中所没有被关注的。Sun等 [17]研

究发现， let-7参与调节3T3-L1细胞的脂质生成，

在3T3-L1细胞脂质生成期间，let-7a、let-7b和let-
7d的含量都出现了明显的上调。Esau等 [18]在人类

细胞分化的研究中发现，相对于前脂肪细胞来

表 4     AdipoR1的结构分区与氨基酸序列百分比同源性

Tab. 4     Schematic diagram illustrating the structures of AdipoR1 and amino acids identities in the different domains of
grass carp AdipoR1-B compared with their counterparts in other vertebrates %

N端胞内区  N-terminal domain Hly III 结构域  Hly III domain C端胞外区  C-terminal domain

草鱼 Ctenopharyngodon idella 100 100 100

斑马鱼 Danio rerio 87.0 96.9 100

虹鳟 Oncorhynchus mykiss 64.1 87.7 95.7

尼罗罗非鱼 Oreochromis niloticus 64.4 90.3 91.3

青鳉 Oryzias latipes 64.9 90.3 95.7

人 Homo sapiens 60.7 87.7 95.7

小鼠 Mus musculus 62.4 87.7 91.3

绿头鸭 Anas platyrhynchos 56.8 87.7 91.3

原鸡 Gallus gallus 56.8 87.7 91.3

绵羊 Ovis aries 60.7 87.7 91.3
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说， let-7a和 let-7c的表达水平在脂肪细胞中增

加。Frost等 [19]在对小鼠的研究中发现，miRNA
let-7家族调控葡萄糖稳态和胰岛素的敏感性。陆

地动物的脂联素具有增强胰岛素敏感性、抑制

肝脏葡萄糖生成和降低血糖水平等作用 [20-22]。这

 
图 5   脊椎动物AdipoR1-B系统进化树

Fig. 5     Phylogenetic tree of AdipoR1-B in vertebrates

 
图 6   草鱼AdipoR1-B mRNA 的组织分布

1.肝脏；2.中脑；3.红肌；4.小脑；5.垂体；6.延脑；7.下丘脑；

8.端脑；9.心脏；10.肾脏；11.鳃；12.脊髓；13.性腺；14.脂肪；

15.胸腺；16.肠道；17.脾脏；18.白肌；19.头肾。图中数据表示

为平均值±标准差(n=3)

Fig. 6     Tissue distribution of AdipoR1-B mRNA in
grass carp

1.liver; 2.mesencephalon; 3.red muscle; 4.cerebellum; 5.pituitary gland;
6.medulla oblongata; 7.hypothalamus; 8.telencephalon; 9.heart;
10.kidney; 11.gill; 12.spinal cord; 13.gonad; 14.fat; 15.thymus;
16.intestine; 17.spleen; 18.white muscle; 19.head kidney. Error bars
indicate the mean and standard deviation

 
图 7   草鱼肝脏AdipoR1-B mRNA 在不同营养条件下

的相对表达丰度

1. 对照组；2. 高糖组；3. 高脂组；4. 高糖高脂组。图中数据表

示为平均值±标准差(n=6)，不同字母表示差异显著(P<0.05)

Fig. 7     The relative abundance of AdipoR1-B mRNA in
the liver of grass carp under different nutrient conditions
1. control; 2. H-CHO; 3. H-LIP; 4. H-CHO&H-LIP. Error bars indicate
the mean and standard deviation, different letters indicate statistical
difference (P<0.05)
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些研究结果提示AdipoR1-B在调节鱼体糖和脂类

代谢方面与miRNA关系密切。

实时定量  PCR 分析结果表明，AdipoR1-B
mRNA在草鱼体内广泛分布，它在19个被检测组

织中都有表达，这与哺乳动物 [4,23]、鸟类 [24]以及

其他硬骨鱼类 [ 6 - 8 ]中的研究结果相似。因此，

AdipoR1-B在脊椎动物中均具有广泛的组织表达

模式，这提示该受体在不同的组织中可发挥不

同的生物学功能。此外，AdipoR1-B在脊椎动物

的脑、肌肉或肝脏中具有最高的表达量，但不

同的物种有所区别。例如，小鼠、虹鳟和鸡体

内的研究表明，AdipoR1-B在肌肉中表达水平最

高 [ 4 ,  7 ,  2 4 ]。而在斜带石斑鱼体内的研究表明，

AdipoR1在脑中具有最高的表达量 [8]。在对斑马

鱼的研究中发现，AdipoR1-B在肝脏和脑等组织

中表达量较高 [6]。与对斑马鱼的研究结果相似，

本研究表明草鱼AdipoR1-B的mRNA在肝脏中表

达量最高，脑(端脑、中脑、小脑、延脑、下丘

脑)和红肌中也比较高。脑、肝和肌肉都是能量

代谢比较旺盛的组织，在对机体能量代谢调控

过程中发挥重要作用。AdipoR1-B在草鱼中的这

种表达特性，暗示该受体可能参与鱼体的能量

代谢调控过程。

有研究表明，一些能量因素(如饥饿与再投

喂、胰岛素等 )能够影响鱼类脂联素受体的

mRNA表达水平。Qin等[8]研究显示，在饥饿7 d的
食物胁迫情况下，斜带石斑鱼肌肉和脂肪组织

中AdipoR1和AdipoR2的表达水平上升，重新投喂

后则下降，这表明AdipoR1和AdipoR2在斜带石斑

鱼的肌肉和脂肪组织中，可能参与能量代谢的

调控和维持能量平衡。Sánchez-Gurmaches 等 [7]研

究发现在饥饿条件下，虹鳟脂肪组织中的脂联

素表达水平升高，白肌和红肌中脂联素受体的

表达量增多；注射胰岛素能够显著降低白肌和

红肌中AdipoR1基因的表达，说明虹鳟肌肉中的

脂联素受体会根据血浆中的胰岛素水平做出相

反的应答，以保持该组织对胰岛素的敏感性。

为进一步探讨作为脂联素受体的AdipoR1-
B与鱼体糖和脂质代谢的关系，实验检测了高糖、

高脂应激下AdipoR1-B mRNA在草鱼肝脏中的表

达情况。结果表明高脂和高糖高脂饲喂均可上

调AdipoR1-B mRNA的表达水平，说明草鱼肝脏

AdipoR1-B的表达可响应日粮中脂类水平的应

激。草鱼为草食性鱼类，高脂饲料投喂能够下

调其肝脏中脂肪酸合成相关酶的活性或mRNA表

达水平，如脂肪酸合成酶(FAS)、乙酰辅酶A羧

化酶(ACC)等，从而抑制脂肪酸的合成 [14, 25]。然

而，高脂日粮条件下，草鱼的肠系膜脂肪指数、

肝脏脂质的蓄积水平以及血脂水平则升高[14, 26-27]。

这有可能是草鱼体内存在某种控制机制，在摄

入过多的外源性脂肪时，能够通过降低脂肪酸

合成相关酶的活性或转录，进而抑制内源性脂

肪的合成[25]。AdipoR1-B是否参与这种调控机制需

要进行后续的相关研究。

此外，本研究表明草鱼肝脏AdipoR1-B的

mRNA表达不能够响应高糖日粮的应激，这与小

鼠中的研究结果较为相似。小鼠在摄食高糖日

粮前后，其肝脏中AdipoR1的mRNA表达水平保

持不变 [28]。对小鼠的研究表明，AdipoR1在介导

AMPK信号通路后可产生 2 种效应，即抑制糖质

新生和促进脂肪酸氧化。然而，在高糖日粮

下，机体并未通过转录水平启动AdipoR1 mRNA
的大量表达。高糖条件下，脂联素受体AdipoR1
可能是通过其他方式实现对糖代谢的调控，如

在蛋白水平调控AdipoR1表达、将胞浆中储存的

AdipoR1转移到细胞表面、促进脂联素的表达

等。有研究表明，在脂联素的刺激下细胞表面

AdipoR1的表达量升高，而AdipoR2在细胞表面的

水平不发生变化[29]。

本 研 究 成 功 获 得 了 草 鱼 A d i p o R 1 - B 的

cDNA全长序列，并对该序列及其所编码蛋白质

的部分分子生物学特征进行了分析，研究了草

鱼AdipoR1-B的组织表达特性以及高糖、高脂、

高糖高脂饲喂对草鱼肝脏中AdipoR1-B mRNA表

达的影响，发现高脂及高糖高脂饲料均能够上

调草鱼肝脏中AdipoR1-B mRNA的表达水平，提

示AdipoR1-B可能参与介导脂联素对草鱼脂质代

谢的调控。本研究为深入开展脂联素及其受体

在草鱼能量代谢过程中的作用奠定了基础。

杨峰和秦超彬为同等贡献第一作者。
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Molecular cloning, tissue distribution and nutritional regulation of
AdipoR1-B in grass carp (Ctenopharyngodon idella)

YANG Feng,    QIN Chaobin,    LU Ronghua,    SUN Junjun,    YANG Liping,    NIE Guoxing*

(College of Fisheries, Engineering Technology Research Center of Henan Province for Aquatic Animal Cultivation,
Henan Normal University, Xinxiang    453007, China)

Abstract: Adiponectin is an abundantly secreted adipokine from the adipose tissue of mammals, and plays central
roles in the regulation of glucose and lipid metabolism. The biological function of adiponectin is mediated by at
least two putative receptors (AdipoR1 and AdipoR2). In order to investigate the molecular regulatory mechanisms
of lipid metabolism and liver lipid accumulation in fish, the full-length cDNA sequences of adiponectin receptor1-
B (AdipoR1-B) from grass carp has been identified by rapid amplification cDNA ends (RACE), and the structural
features of the gene and its encoded protein have been analysed through bioinformatics methods. Using the method
of real-time PCR, the expression pattern of AdipoR1-B in nineteen different tissues of grass carp has been studied,
and the expression levels of AdipoR1-B in the liver of grass carp under different nutrient conditions with high
carbohydrate (H-CHO), high lipid (H-LIP) and high carbohydrate & high lipid (H-CHO & H-LIP) have been
studied. The result revealed that the obtained cDNA of AdipoR1-B in grass carp was 2186 bp in length, which
consisted of a 1122 bp open reading frame (ORF), encoding 373 amino acids. Alignment based on amino acid
sequences showed that grass carp AdipoR1-B had a homology of 81.0%–94.1% to its counterparts in other fishes.
Phylogenetic analysis showed that grass carp AdipoR1-B clustered with that of zebrafish. The AdipoR1-B mRNA
could be detected in all the examined tissues of grass carp. But the expression level in liver was the highest,
followed by central nervous system and red muscle. Compared with the control group, the expression levels of
AdipoR1-B in the H-LIP and H-CHO & H-LIP groups had increased significantly. This result suggested that
adiponectin may improve the utilization of lipid in grass carp and it may be involved in the lipid metabolism
process in fish. The research data can enrich the knowledge of lipid metabolism regulation mechanism of fish, and
lay a foundation for the further functional research of the adiponectin/AdipoRs system in fish.

Key words:  Ctenopharyngodon  idella;  adiponectin  receptor;  gene  cloning;  tissue  distribution;  nutritional
regulation
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