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摘要! 胰岛素样生长因子"GOHL6GOD6GPMQR5I9S TF895RH!/U.H#系统对鱼类的生长和繁殖有着重要

的作用$ 利用A3*方法克隆获得了鲤胰岛素样生长因子结合蛋白"GOHL6GOD6GPMQR5I9S TF895R

VGONGOQ WR59MGO!/U.CA# :% 和 :! 基因的上游启动子部分序列!长度分别是 # #"% VW 和# $;?

VW$ !"#$% :% 启动子区域没有X,X,框和3,,X框$ 同时!!"#$% :! 中只含有X,X,框!但没

有3,,X框$ 研究结果表明!二者启动子不具备典型的启动子特征!同时!在二者启动子上还

发现了8,YA应答元件和肝细胞核因子结合位点!以及AG9D#%(89D#%*Z*和 U*等结合位点$

研究认为!鲤!"#$% :% 和:! 基因的表达受到潜在的多因子调控$

关键词! 鲤& 胰岛素样生长因子结合蛋白& 启动子& 序列分析

中图分类号! [?B<& 0=#?&&&&&&&文献标识码',

&&胰岛素样生长因子结合蛋白 "GOHL6GOD6GPM

QR5I9S TF895RVGONGOQ WR59MGOH!/U.CAH#是胰岛素样

生长因子"GOHL6GOD6GPMQR5I9S TF895RH!/U.H#系统的

重要组成部分( 在哺乳动物的循环系统和细胞外

液中!大部分/U.H都高亲和地与/U.CAH家族成员

结合!以免受降解并调节自身的生物学效应)# :%*

(

目前!在哺乳动物和硬骨鱼类中!; 个相互区别的

/U.CAH已经被分离和克隆!分别命名为 /U.CAD#

到 /U.CAD;!它们各自代表一个独立的基因产

物)#!! :<*

( /U.CAH在结构上有很高的相似性!都含

有相对保守的+端"含有 #% 个半胱氨酸残基#+3

端"含有 ;个半胱氨酸残基#结构域和变化较大的

中间区域( /U.CAH与/U.H结合后!对/U.H的生物

学效应既有增强作用又有抑制作用); :?*

(

鲤"&'%()*+,-.(%)/#属于鲤形目 "3KWRGOGD

T5REMH#!鲤科"3KWRGOGNFM#!鲤属"&'%()*+,#( 鲤

几乎分布于北半球的所有淡水区域!特别是在我

国+东南亚和非洲!其生长速度快!肉质细嫩肥美!

营养丰富!是淡水养殖鱼类中最常见的优良品种之

一( 因此!研究鲤的生长发育和繁殖调控机制对于

提高鲤的养殖产量!获取更大的经济价值具有重要

意义( 截止到目前!我们已经克隆得到了鲤 !"#$%

:%和:!的基因!并对其表达模式进行了初步的

探讨!结果显示其 E*+,表达分布广泛但表达量

存在很大的差异)B*

( 如今!除了在模式动物斑马鱼

"0.*)/ (1()/#中克隆得到了其!"#$% :% 部分启动

子序列外)=*

!目前!还没有关于鱼类其它!"#$%,启

动子序列的报道( 因此!本研究首先克隆了鲤

!"#$% :%和:! 基因的启动子序列!然后利用生物

软件对其潜在的转录因子结合位点进行分析!以期

了解潜在的基因表达调控机制!为进一步研究鲤的

生长和繁殖机制提供基础资料(

#&材料与方法

$%$&材料

实验用健康鲤!% 龄!体重约 B$$ Q!购自广州
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水产市场( 冰上取其肝脏样品!液氮速冻!然后保

存于:B$ \冰箱备用(

$%"&药品与试剂

)OG]MRHF6 UMO5EM̂ F6PMR

XY

_G9 为 C>

CG5H8GMO8MH公司产品'基因组>+,提取试剂盒27

7̀+7,

!

0[9GHHLM>+,_G9为(EMQF")0,#公司产

品'限制性内切酶0(.

"

+2-/*

#

为X(a(C("'FWFO#

公司产品!34+

$

+56+

"

为XF_F*F"'FWFO#公司产品'

胶回收试剂盒27̀7+7,

!

UM62b9RF89G5O _G9和质粒

提取试剂盒 27̀7+7,

!

A6FHEGN 2b9RF89G5O _G9为

(EMQFCG5XMP")0,#公司产品' /OH@,865OM

XY

A3*

AR5NL89365OGOQ _G9载体连接试剂盒和 7.8 >+,

A56KEMRFHM购自YC/.MREMO9FH")0,#公司'其余为

国产分析纯试剂( A3*所用引物和>+,测序由上

海英骏生物技术有限公司完成(

$%#&构建鲤'()*+(,-./(0文库

基因组>+,提取&&取 !$ EQ 鲤肝脏组织

于 %7$ E-灭菌的离心管内!加入 =$$

%

-^X-

CLTTMR后用 # E-一次性注射器抽提混匀( 然后

加入 <

%

-AR59MFHM_溶液"%$ EQ@E-#!;$ \水

浴 ! S!至肝组织完全消化!每隔半小时!旋转混匀

一次( 加入 %$

%

-*+FHM,"$7%

%

Q@E-#!!? \

水浴 !$ EGO( 冷却至室温!加入 !$$

%

-A3A

CLTTMR!涡旋 !$ H混匀( 冰上放置 %$ EGO 后于室

温下 #" $$$ cQ 离心 #$ EGO( 先用 =$$

%

-异丙

醇沉淀!然后用 ?$d酒精洗涤( 空气中干燥大约

#$ e#< EGO 后!加入 <$

%

-NN1

%

(!!? \溶解

%$ EGO后!" \放置过夜( 最后!稀释 #$$ 倍后!

紫外分光光度计测(>值!#d琼脂糖凝胶电泳验

证>+,质量! :%$ \保存备用(

>+,酶切和纯化&&利用限制性内切酶0(.

"

+2-/*

#

+34+

$

和 56+

"

建立 " 个反应!分别酶切大

约 !7<

%

Q基因组>+,( 酶切完全后!用饱和苯酚

和氯仿进行分层分离得到酶切后的 >+,!继而用

冰溶的 =<d乙醇+! E56@-的 +F,8和糖原沉淀

>+,( 得到的 >+,沉淀用 B$d乙醇洗涤两次(

空气中干燥!双蒸水溶解后!#7<d琼脂糖凝胶中电

泳!测(>值!:%$ \保存备用(

酶切产物加接头&&分别用 " 种酶切产物建

立以下反应体系$"

%

-#$ c-GQF9G5O CLTTMR!#7%<

%

-,NFW95R#!#7%<

%

-,NFW95R%!#7%<

%

-X

"

>+,连接酶!%

%

Q酶切纯化>+,!最后加水至终

体积 %$

%

-( %% \连接 ! S!然后 ?$ \ < EGO 失

活连接酶( 向每管加入 %$

%

-NN1

%

(进行稀释!

低速涡旋 #$ e#< H! :%$ \保存备用(

$%1&引物设计

用已获得的鲤 !"#$% :% 和 :! 8>+,序列!

与人和鼠等其它物种的 !"#$%,基因序列进行比

对!预测鲤 !"#$% :% 和 :! 基因的外显子和内含

子的大致位置!从而保证使扩增所用引物位于第

一个外显子上( 另外!引物设计的位置尽量使预

计扩增得到的序列与之前克隆获得的8>+,序列

大约有 #$$ VW以上的重叠区域!以保证扩增得到

的序列为所需要的序列!所用引物见表 #(

表 $&鲤!"#$% !" 和!# 基因启动子克隆所需引物

2-3%$&405+(067*08.*)5)9 *7:;(<0*+*:(06*78*++*)8-0<!"#$% !" -)=!# 9()(6

引物 WRGEMRH 引物序列 "<fD!f# HMgLMO8MH"<fD!f#

基因特异性引物 QMOMDHWM8GTG8WRGEMRH

&&88CA%A*# <fUU3XXUUU,X,,3,33U3,U,3!f

&&88CA%A*% <fUUU,,,,UX3,33,UXU33,U3!f

&&88CA!A*# <f3X3UUX3,U3UUU3,,UX3,X!f

&&88CA!A*% <fX,3,3X,,,U33XUUU3X3X3,!f

基因组步移接头引物

QMO5EMIF6PMRFNFW95RWRGEMRH

&&,A# <fUX,,X,3U,3X3,3X,X,UUU3!f

&&,A% <f,3X,X,UUU3,3U3UXUUX!f

&&,NFW95R# <fUX,,X,3U,3X3,3X,X,UUU3,3U3UXUUX3U,3UU333UUU3XUUX!f

&&,NFW95R%

<f1

%

+D333U,33,:A(

"

!f

$%>&鲤!"#$% !" 和!# 基因启动子的克隆

以基因组 >+,酶切加尾后的产物为模板!

分别以 88CA%A*# 和 88CA!A*# 加上接头引物

,A# 为引物!进行第一轮 A3*扩增!退火温度均

!"#$
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为 <B \( 然后以第一轮 A3*扩增产物稀释 %$

倍后作为第二轮 A3*扩增的模板!分别以

88CA%A*% 和88CA!A*% 加上接头引物 ,A% 为引

物!进行第二轮嵌套 A3*扩增!退火温度分别为

<B \和 <; \(

$%?&序列分析

通过>+,HHGH9%7$ 对启动子序列和8>+,序

列重叠区域进行比对( 同时!将所获得启动子序

列经过网上启动子转录调控元件分析软件 X200

"S99W$

"

III78VG67LWMOO7MNL@8QGDVGO@9MHH@9MHH#

以及其它在线分析软件进行分析!获得潜在的转

录因子结合位点(

%&结果与分析

"%$&鲤基因组@AB的提取与酶切

分别用 #

%

-和 %

%

->+,溶液进行 #d

琼脂糖凝胶电泳!结果如图 # 所示( 从图上可

以看出!所得到的 >+,大约位于 %% PV 处!条

带较为清晰!整齐单一!没有出现拖尾和弥散

现象!说明获得的基因组 >+,质量较高!可以

进行 以 下 实 验( 核 酸 蛋 白 测 定 仪 测 得 其

(>

%;$

@(>

%B$

为#7?=!质量较纯( 同时酶切结果

显示基因组 >+,被 " 种限制性内切酶完全酶

切"图 %# (

"%"&鲤!"#$% !" 基因启动子的克隆与序列分析

通过嵌套A3*方法!测序得到了 # %B; VW 的

!"#$% :%序列!其中包含了之前克隆得到的#"" VW

的8>+,序列(通过对二者重叠区域的比较!结

果表明所扩增得到的片段确为鲤!"#$% :% 的启动

子序列"图 !#(

图 $&鲤基因组@AB电泳分析

Y7# PV >+,分子量标准' #7#

%

->+,溶液' %7%

%

->+,

溶液(

C59%$&B9-0*6(9(.-)-.D656*79()*+58@AB

70*+:;(.5E(0*78*++*)8-0<

Y7# PV >+,6FNNMR' #7#

%

->+,H56L9G5O' %7%

%

->+,

H56L9G5O7

图 "&鲤基因组@AB酶切产物电泳分析

Y7#$$ VW W6LH>+,分子量标准' #70(.

"

' %72-/ *

#

'

!734+

$

' "756+

"

(

C59%"&B9-0*6(9(.-)-.D656*79()*+58@AB

=59(6:5*)3D 0(6:058:5*)()=*)F8.(-6(

Y7#$$ VW W6LH>+,6FNNMR' #70(.

"

' %72-/ *

#

' !734+

$

'

"756+

"

7

图 #&!"#$% !" 启动子与8@AB序列的比对

阴影表示重叠部分(

C59%#&B.59)+():*78*++*)8-0<!"#$% !" <0*+*:(0-)=8@AB6(GF()8(6

XSM5]MR6FW GHGO HSFNM7

&&对 # #"% VW的!"#$% :%启动子序列进行分析!

结果显示!鲤 !"#$% :% 启动子没有 X,X,框和

3,,X框的存在!不具备典型的启动子特征( 但在

此区域存在一个0A#结合位点和富含U@3的基簇(

在启动子下游区域存在 " 个潜在的8,YA应答元

件,,,3*2C( 同时也存在 " 个肝细胞核因子

"SMWF958K9MOL86MFRTF895R!1+.#的结合位点( 另外!

还存在着若干个AG9D#+(89D#+*Z*和U*的结合位

$"#$
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点"图 "#(

图 1&鲤!"#$% !" 基因启动子序列及其分析

之前克隆所得到的!"#$% :% 8>+,序列用%

#

&表示'感兴趣的潜在转录因子结合位点均在序列中用下画线或阴影等标明(

C59%1&AF8.(*:5=(6(GF()8(-)=-)-.D656*78*++*)8-0<!"#$% !" <0*+*:(0

XSM!"#$% :% 8>+,HMgLMO8M865OMN WRM]G5LH6K GHNMO59MN VK

#

' /O9MRMH9MN WL9F9G]M9RFOH8RGW9G5O VGONGOQ HG9MHFRMLONMR6GOMN 5RHSFNMN7

"%#&鲤!"#$% !# 基因启动子的克隆与序列分析

通过嵌套A3*方法!测序得到了 # #B? VW 的

!"#$% :! 序列!其中包含了之前克隆得到的

##? VW的8>+,序列( 通过对二者重叠区域的比

较!结果表明所扩增得到的片段为鲤 !"#$% :! 的

启动子序列"图 <#(

图 >&!"#$% !# 启动子与8@AB序列的比对

阴影表示重叠部分(

C59%>&B.59)+():*78*++*)8-0<!"#$% !# <0*+*:(0-)=8@AB6(GF()8(6

XSM5]MR6FW GHGO HSFNM7

%"#$
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&&对 # $;? VW 的 !"#$% :! 启动子序列进行分

析!结果显示!距离转录起始位点 %% VW 处存在一

个X,X,框( 但是在其上游并没有发现 3,,X

框的存在!取而代之的是一个 0A# 结合位点"图

;#( 与鲤!"#$% :% 启动子一样!!"#$% :! 启动子

上也发现 " 个肝细胞核因子 1+.结合位点和若

干个AG9D#+(89D#+*Z*和 U*的结合位点( 不同

的是!!"#$% :! 上只发现一个潜在的 8,YA应答

元件,,,3*2C!而且!在 !"#$% :! 启动子上还存

在一个潜在的信号转导子与激活子"0X,X#的结

合位点(

图 ?&鲤!"#$% !# 基因启动子序列及其分析

之前克隆所得到的!"#$% :! 8>+,序列用%

#

&表示'潜在的转录起始位点用黑体表示'感兴趣的潜在转录因子结合位点均在序列

中用下画线或阴影等标明(

C59%?&AF8.(*:5=(6(GF()8(-)=-)-.D656*78*++*)8-0<!"#$% !# <0*+*:(0

XSM!"#$% :! 8>+,865OMN WRM]G5LH6K GHNMO59MN VK

#

' AL9F9G]M9RFOH8RGW9G5O GOG9GF9G5O HG9MGHHSFNMN' /O9MRMH9MN WL9F9G]M9RFOH8RGW9G5O

VGONGOQ HG9MHFRMLONMR6GOMN 5RHSFNMN7

&"#$
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!&讨论

基因启动子中 X,X,框决定基因转录起始

位点的选择!*+,聚合酶与X,X,框牢固结合之

后才能开始转录)#$*

( 3,,X框的作用主要是控

制转录的起始频率!不影响转录起始位点的确

定)##*

( 当这段顺序被改变后!E*+,的形成量会

明显减少!它是强启动子的必要元件( 在本文中!

我们通过网上转录因子分析系统 X200及其它在

线软件分析!发现鲤 !"#$% :! 启动子中距离转录

起始位点 %% VW 处存在 X,X,框!但是在其上游

并无3,,X框的存在!取而代之的是一个 0A# 结

合位点!这与在猪)#%*中的研究结果一致!在猪

!"#$% :! 启动子中 X,X,框上游也无 3,,X框

的存在!而是包含了 " 个 0A# 的结合位点( 已有

研究表明!在肝癌细胞中 0A# 可以激活 !"#$% :!

的启动子活性)#!*

!预示着0A# 在调节!"#$% :! 基

因转录方面发挥着重要作用( 在!"#$% :% 启动子

中研究没有发现X,X,框的存在!在其紧挨的上

游区域也没有 3,,X框( 已有研究表明!在缺少

X,X,框的启动子中!! 个 0A# 结合位点对于高

效率的转录是必须的)#"*

!和斑马鱼!"#$% :% 启动

子)=*不同的是!研究只发现一个潜在 0A# 结合位

点( 另外在此区域存在几个富含 U@3的基簇!说

明 0A# 可能和其它转录因子结合共同调节鲤

!"#$% :% 的基因表达(

在鲤 !"#$% :% 和 :! 启动子序列中都存在

8,YA应答元件,,,3*2C!这表明它们的基因表

达受第二信使 8,YA的调控( 在大鼠 3; U6G5EF

细胞中!8,YA能以浓度依存的方式抑制 !"#$% :

! E*+,的表达)#<*

!同时在共同培养的原代肝脏

细胞和枯否氏细胞中8,YA也能以浓度依存的方

式抑制!"#$% :! E*+,的表达)#;*

( 利用原代培

养的鲤肝细胞!我们也证实高浓度 8,YA能显著

性地刺激鲤 !"#$% :% E*+,的表达( 由此可以

得出!尽管都存在 3*2C元件!但是 8,YA对鲤

!"#$% :% 和 :! 基因表达的调节方式可能不同!

具体机制有待进一步深入研究(

肝细胞核因子是调节肝脏内基因特异性表达

的一类转录因子!在肝脏中表达量较高!对肝脏的

正常发育和代谢起着重要作用( 1+.家族主要

包括33,,X@增强子结合蛋白"3@2CA#+1+.D#+

1+.D!+1+.D"+>结合蛋白和 1+.D; 等六大

类)#?*

( 在鲤!"#$% :% 和 :! 启动子序列中存在

着若干个1+.D#+1+.D! 和3@2CA的潜在结合位

点!这与3SMO

)B*组织表达中所做的结果相吻合(

在组织表达中我们发现!"#$% :% 和:! E*+,在

肝脏组织中的表达量都较高!这表明它们可能对

!"#$% :% 和 :! 的基因表达起正调控作用( 同

时!研究发现在小鼠中3@2CA对卵泡的发育起重

要作用)#B*

( 鲤 !"#$% :% 和 :! 启动子中均存在

有3@2CA识别位点!表明 /U.CAD% 和 :! 可能参

与到了鱼类性腺的发育(

近几年的研究结果表明!U1主要是通过结

合其受体激活相应的信号通路从而达到刺激细胞

的增值+分化+阻止凋亡和调节代谢等功能!其中

Y,A_!A/!_和 0X,X信号通路是 ! 个主要的信

号途径)#= :%$*

( 同时!研究发现 U1激活 0X,X家

族可以调节某些基因的表达!如 !"#:

"

)%#*

( (O5

等)%%*也证实了 0X,X<V 可以介导 U1抑制 !"#$%

:# E*+,的表达( 尽管在!"#$% :! 的启动子序

列中我们也发现了一个0X,X结合位点!但是U1

调控!"#$% :! E*+,的表达是不是也需要0X,X

介导还需要进一步研究(

AG9D# 转录因子在垂体特异表达!并且指导

U1!A*-!X01等多种垂体特异性基因的表达(

在鲤垂体中我们检测到大量 !"#$% :% 和 :!

E*+,表达)B*

!推测 AG9D# 可能是 !"#$% :% 和 :!

在垂体中的表达增强子( 在鲤!"#$% :% 和 :! 启

动子序列中均发现大量糖皮质激素受体

" Q6L8585R9G85GN RM8MW95R! U*#+ 雌 激 素 受 体

"MH9R5QMO RM8MW95R!2*#+孕激素受体"WR5QMH9MR5OM

RM8MW95R!A*#和性别决定蛋白的结合位点( 由肾

上腺皮质细胞分泌的糖皮质素与其受体结合形成

配体 :受体复合物再以二聚体的形式结合在

U*2元件从而激活一系列参与糖异生和脂肪代

谢过程的基因表达)%!*

( 已有研究表明!可的松可

以增加!"#$% :# E*+,的表达量)%"*

!这些结果预

示着!"#$% :% 和:! 的基因表达也可能受到糖皮

质激素的调控!且/U.CA:% 和:! 可能参与了鱼

类糖类和脂肪代谢( 2*和 A*可以与 !"#$% :%

和:! >+,调控区域结合!表明 /U.CAD% 和 :!

的合成与分泌亦受到性类固醇激素的调控( 0*a

结合位点的存在进一步表明了 /U.CAH参与了鱼

类性腺的分化和发育(

_FhGELRF等)%<*研究发现!斑马鱼 !"#$% :# 启

#"#$
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动子上存在着一个功能性的厌氧诱导因子

"SKW5bGFGONL8GV6MTF895R!1/.#结合位点!在厌氧

状态下刺激斑马鱼胚胎和成体肝脏中 !"#$% :#

E*+,的表达( 同时!人 !"#$% :# 基因在厌氧状

态下也被1/.直接调控!且为正调控)%; :%?*

( 这些

结果表明 /U.CAD# 与厌氧状态下细胞的生长和

代谢有关( 然而!本文在鲤 !"#$% :% 和 :! 启动

子中没有发现潜在的 1/.结合位点!这表明

/U.CAH尽管结构类似!但其基因表达可能受到不

同的方式调控!从而发挥特异的功能(

本文克隆并分析了鲤!"#$% :% 和 :! 基因上

游启动子的序列!结果表明鲤 !"#$% :% 和 :! 基

因可能存在基础和激素应答表达( 尽管存在这些

保守的应答元件!但具体功能还需要进一步的

研究(
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