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摘要! 通过兼并引物扩增及 $&-,技术!克隆大菱鲆促黄体激素受体 "0FG?>A>H>AI J/4=/A?

4?E?KG/4!'+$#基因!分析其相应生物信息学特征和组织表达$ 结果显示%!"#基因序列全

长 / 304 LK!编码 708 个氨基酸!同大西洋庸鲽同源性最高$ 氨基酸序列分析发现!该基因

编码蛋白为疏水性蛋白!相对分子量 97184 MF!理论等电点 9111!存在信号肽序列和跨膜

区&亚细胞定位主要在内质网和细胞膜&预测该蛋白含有 // 个磷酸化位点'8 个糖基化位

点'7 个富含亮氨酸重复序列'9 个跨膜保守结构域!二级结构以无规则卷曲为主!三级结构

其结构域呈
!

螺旋状构象&蛋白功能预测表明!'+$主要在辅助'运载'翻译和代谢调节过

程中发挥关键作用$ 组织表达分析表明!!"#基因除在卵巢大量表达外!在其他非性腺组

织也有表达!尤其是在肝脏表达较高$ 上述结果为深入探讨 !"#基因在大菱鲆性腺发育过

程中的生物学功能奠定了遗传信息基础!也为研究其他海水养殖鱼类生殖调控提供重要

参考$

关键词! 大菱鲆& 促黄体激素受体& 克隆& 生物信息& =$%&表达

中图分类号! :908& *:781/55555555 文献标志码%&

55鱼类的生殖周期受下丘脑 6垂体 6性腺轴精

微调控
&3'

( 下丘脑通过接受内外源性刺激"激发

垂体分泌促性腺激素"而后作用于性腺"参与诱导

配子发生)发育和性类固醇激素分泌"因而促性腺

激素在硬骨鱼类乃至脊椎动物生殖调控中起着非

常 重 要 的 作 用( 促 黄 体 激 素 # 0FG?>A>H>AI

J/4=/A?"'+$是促性腺激素的一种"其主要功能

是促进生殖细胞生长)发育)成熟)排精和排卵"而

'+必须与靶细胞表面特异性受体 #0FG?>A>H>AI

J/4=/A?4?E?KG/4"'+$$结合后"通过 '+$介导"

才能行使其相应的生物学功能
&1 6/'

( '+$属于

N蛋白偶联受体 # N K4/G?>A8E/FK0?O 4?E?KG/4"

N7-$$超家族成员"具有一个典型的 %8端胞外区

域#?PG43E?00F034O/=3>A",-5$)9 个跨膜螺旋区

#G43AC=?=J43A?J?0>P O/=3>A"Q25$和一段细胞

内 -8端胞内控制区"当 ,-5对 '+进行特异性识

别和结合后"诱导 '+$构象活化"引起 Q25重

新排列"在 -8端胞内控制区通过与 N蛋白的偶

联"在细胞内产生第二信使环化腺苷酸 #EBE0>E

3O?A/C>A?=/A/KJ/CKJ3G?"E&27$"经过一系列的

酶促级联反应"将细胞外信号传递到细胞内"调控

细胞的分化)增殖和凋亡"在内外因素的影响下"

它在靶细胞上分布表达变化影响到细胞功能的发

挥
&4 60'

( '+$主要分布于性腺组织"对哺乳动物

研究表明"'+$在卵泡发育早期就已存在"随着

有腔卵泡的发育"'+$表达逐渐增高"在成熟卵

泡颗粒细胞和膜细胞中均有高度表达"而在未成

熟卵泡中仅在膜细胞中少许表达"'+$表达的提

高"增强了卵泡对 '+的反应性"最终诱导卵泡成

熟和排卵
&: 631'

( 对硬骨鱼类研究也初步证实"

'+$主要分布于排卵前发育成熟的卵母细胞滤

泡的膜细胞和颗粒细胞"与卵母细胞的最后成熟

和排卵密切相关
&3 61"3/ 638'

(

大菱鲆 # $%&'()(*+,-.,*/0,-.$为原产于欧
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洲沿海的冷水性鲆科鱼类"其较高的经济价值使

之成为重要海水养殖良种之一"自 3::1 年引进中

国以来"在海水鱼类工厂化养殖领域取得了重大

成效"从而成为我国水产养殖业一个新的经济增

长点
&37'

( 在大菱鲆等海水鱼类繁殖过程中"促性

腺激素广泛应用于亲鱼的繁#选$育"在雌性亲鱼

的繁殖产卵期"注射促性腺激素促进卵母细胞的

成熟和释放"从而达到对卵子催熟和同步产卵的

效果( 本实验以大菱鲆为研究对象"应用分子生

物学方法"克隆 !"#基因全长 E5%&序列"从分

子水平研究大菱鲆 !"#基因的序列结构及相关

生物信息学特征"为进一步阐明 '+$的遗传特性

及相关生理功能提供理论依据"同时也为深入了

解促性腺激素在鱼类生殖周期调控中的生物学功

能提供重要参考(

35材料与方法

!"!#实验材料

实验用鱼选自烟台天源水产有限公司自行繁

育的大菱鲆亲鱼"体质量 / 822 <4 222 I( 取样前

禁食 31 J"2*8111#322 =I6'$麻醉后"迅速解剖

取出卵巢)肝)眼)肠)脑)心脏)胃)脾)肾和肌肉组

织于液氮中保存备用(

总 $%&提取试剂 Q$)9"'$?3I?AG),P 1*2

酶) K25):8Q *>=K0?载 体) *2&$Q?4

Q2

$&-,

E5%&&=K0>D>E3G>/A R>G#-0/AG?EJ"#*&$"*S;$

"

74?=>P ,P 1*2

Q2

"5'1222 234M?4均购自宝生物

工程#大连$有限公司 #Q3R3$3$%普通琼脂糖凝

胶 5%&回收试剂盒和大肠杆菌 # 3.%(450%(0*

%&+0$感受态细胞 5+8

!

"购自天根生化科技 #北

京$ 有 限 公 司% 反 转 录 试 剂 盒 购 自 QJ?4=/

*E>?AE?%引物由生工生物工程#上海$有限公司合

成( 其他试剂均为国产分析纯(

!"$#!"#基因全长 %&'(序列克隆

根据 Q$)9"'试剂盒说明提取卵巢组织总

$%&"3T琼脂糖凝胶电泳检测总 $%&质量( 根

据已知鱼类 '+$保守序列"利用 -/O?+/K 原

理
&39'

设计简并引物 '+$(3 和 '+$$3#表 3$"进

行 7-$扩增反应"克隆大菱鲆 !"#基因部分

-5*序列( 根据获取的片段"利用 74>=?474?=>?4

812 设 计 特 异 性 引 物 '+$(1 # /U8$&-,$ 和

'+$$1#8U8$&-,$"进行全长扩增#表 3$(

表 !#大菱鲆 !"#基因克隆引物

)*+"!#,-./0-1210345-$%&'()&*+!"#%657.78

引物

K4>=?4

引物序列#8U8/U$

K4>=?4C?VF?AE?

扩增序列长度6LK

0?AIGJ /DC?VF?AE?

'+$(3 QNN-QNQ&&QNNQQ&QQ-QN-Q /41

'+$$3 NQQNNQN&QNNQNQNN-&N-NQ

'+$(1#/U8$&-,$ Q&-Q&-&&--&-N--&-NN&-Q 3 001

'+$$1#8U8$&-,$ -&-&QN&N&&&--QNN&N&QNN 3 /91

'+$(# V$Q$ N-Q--Q--Q-&&-&Q--QNN 30:

'+$$# V$Q$ QN-NN&-&NQ-&N&Q&N&QN-Q

!

6*%)07 (# V$Q$ QN&&----&&&N--&&-&NN 320

!

6*%)07 $# V$Q$ -&N&NN-&Q&-&NNN&-&N-&-

!"9#:;<的组织表达分析

采用 4?308G>=?7-$方法检测 !"#基因在雌

性大菱鲆各组织中表达量( 取出液氮中保存组

织"提取总 $%&"反转录成第一链 E5%&"利用该

基因特异性引物 '+$(6$"以第一链 E5%&为模

板"以
!

6*%)07 为内参基因检测 '+$在大菱鲆不

同组织中的表达变化 #表 3 $( 实验流程参照

*S;$

"

74?=>P ,P 1*2

Q2

#Q3R3$3$试剂盒操作说

明"在 &;)*G?K"A?70FC型实时荧光定量 7-$仪

上进行"每个样品设置 / 个重复(

!"=#大菱鲆 :;<的生物信息学分析及数据

处理

扩增 全 长 序 列 在 %-;)数 据 库 中 进 行

;'&*Q比对和同源性分析"利用 "$((>AO?4

# JGGK!

!

WWW1AEL>1A0=1A>J1I/X6I/4D6I/4D1

JG=0$ "*2*# JGGK!

!

WWW1:3 L>/1E/=6*2*1 6

72/
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/4D=D>AO1JG=0$推断其开放阅读框和编码氨基

酸序列( 利用 5%&2&%712 软件进行物种同

源性分析( 采用 %?>IJL/F48!/>A>AI 法 # 3 222

4FAC$结合 -0FCG30Y)2,N& 412 软件"构建系

统进化树(

利用 74/G7343= 工具 # JGGK!

!

W?L1?PK3CB1

/4I6K4/GK343=6$分析 '+$蛋白质的基本理化性

质%%?G7J/C112 工 具# JGGK!

!

WWW1ELC1OGF1OM6

C?4X>E?C6%?G7J/C6$预测 '+$编码氨基酸存在的

磷酸化位点%*>IA307412 # JGGK!

!

WWW1ELC1OGF1

OM6C?4X>E?C6*>IA3076$和 %?G%N0BE312 # JGGK!

!

WWW1ELC1OGF1OM6C?4X>E?C6%?G%N0BE6$分别分析

其潜在信号肽剪切位点和糖基化位点%*=34G

#JGGK!

!

C=34G1?=L08J?>O?0L?4I1O?6$分析预测氨

基酸序列的保守结构域%Q2K4?O # JGGK!

!

WWW1

EJ1?=LA?G1/4I6C/DGW34?6Q27$,5=D/4=1JG=0$和

Q2+22 *?4X?4112 # JGGK!

!

WWW1ELC1OGF1OM6

C?4X>E?C6Q2+2281126$进行蛋白质序列的跨膜

区分析( 7*"$Q))74?O>EG>/A# JGGK!

!

KC/4G1JIE1

@K6D/4=11JG=0$预测蛋白质的亚细胞定位%利用

+/KD>?0O 神经网络 # JGGK!

!

AKC38KL>01>LEK1D46EI>8

L>A6AKC3=3FG/=3G1K0* K3I?>AKC3=I/441JG=0$和

CW>CC8=/O?0# JGGK!

!

CW>CC=/O?01?PK3CB1/4I$分别

预测蛋白质的二)三级结构% 74/GDFA # JGGK!

!

WWW1ELC1OGF1OM6C?4X>E?C674/G(FA6$软件在线对

'+$编码产物进行功能预测分析(

根据实时荧光定量 7-$测得的 8

G

值"运用

1

6

##

8

G法计算 !"#基因在大菱鲆各组织表达水

平( 所得数据采用 *7**3712 软件中的 5FAE3A

氏法进行数据处理和统计分析"9?2128 时认为

差异显著"结果以平均值 @标准误 #=?3A @*,$

表示(

15结果

$"!#大菱鲆 !"#基因全长 %&'(克隆和序列

分析

通过简并引物 '+$(3 和 '+$$3 扩增出 4/4

LK 长度的片段#图 383$( 在此序列的基础上"采

用 $&-,方法扩增 /U端和 8U端序列"其中 /U8

$&-,产物长 3 001 LK#图 38L$"8U8$&-,产物长

3 /91 LK#图 38E$( 将中间片段)/U8$&-,和 8U8

$&-,序列拼接后"得到大菱鲆 !"#基因 / 304

LK 的全长 E5%&序列"此序列编码 708 个氨基

酸"包含 8U非编码区 314 LK 和 /U非编码区 3 221

LK"开放性阅读框 1 280 LK#图 1$(

$"$#大菱鲆 !"#基因同源性分析和系统进化树

构建

登录 %-;)经 ;'&*Q比对"大菱鲆 '+$序

列与其他鱼类 !"#基因有较高同源性#表 1$"这

表明这一序列属于 '+$家族%同时大菱鲆与

N?A;3AM 上其他 0 种动物的 '+$编码序列比较

发现"近 -8末端区域内的序列高度保守"表明该

区域可能对 '+$发挥有效生理功能有着重要作

用#图 /$( 根据大菱鲆和其他物种 !"#基因编

码的氨基酸序列构建系统进化树"结果显示"系统

进化树可分为两大支!哺乳类)两栖类和鸟类聚为

一支%所有鱼类聚为一支"其中大菱鲆处于鱼类这

一分支中"且与大西洋庸鲽合为一个小的分支"亲

缘性最近#图 4$(

图 !#大菱鲆 !"#基因部分 >&?"*#$

9@A<(>B"+#和 C@A<(>B"%#电泳图

D.8"!#E06060%F-5GH5-01.154$%&'()&*+

!"#>&?"*#%9@A<(>B"+#*73C@A<(>B"%#

表 $#大菱鲆 :;<核苷酸序列在

E07I*7J上同源性比较结果

)*+"$#;5/5658521%5/G*-.15754FH04-*8/07F54

$%&'()&*+:;<72%605F.30

N?A;3AM 登录号

3EE?CC>/A AF=L?4

物种

CK?E>?C

分值

CE/4?# L>GC$

同源性6T

>O?AG>G>?C

;R228808

红鳍东方

1*:0;-<- 5-=50'4.

3 4:7 02

R-129:44

日本鲐

974-,*)&'(&5-.>*'&70%-.

1 339 03

,#821048

大西洋庸鲽

"0''&<+&..-.(0''&<+&..-.

1 /2: 0/

,#//:318

黑鲷

?%*7)(&'*<5-..%(+4<4+0

3 ::: 03

%2=22319:8:8

吉富罗非鱼

@54&%(5&,0.70+&)0%-.

3 :43 03

+2970/37

大西洋鳕鱼

A*B-.,&5(-*

3 2/4 90

92/
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图 $#大菱鲆 !"#基因 %&'(及其编码氨基酸序列

起始密码子1&QN% 终止密码子1QN&% 信号肽序列127'<&'-''.&'*N.'5&% 亮氨酸重复序列#'$$$1

#

% 跨膜螺旋区#Q2 )8

Q2.))$1

$

% 潜在的 %糖基化位点1

%

D.8"$#)H0%&'(10K207%0*733032%03*/.75 *%.310K207%054!"#8070.7$%&'()&*+

QJ?CG34GE/O/A#&QN$W3CL/P?O 3AO GJ?CG/K E/O/A#QN&$1QJ?C>IA30K?KG>O?C?VF?AE?>CFAO?40>A?O1QJ?K/C>G>/A /D0?FE>A?84>EJ 4?K?3G

>CCJ/W?O 3C344/W1QJ?K/C>G>/A /DGJ?C?X?A K4?O>EG?O G43AC=?=L43A?O/=3>A >CCJ/W?O 3CL03EM L/P17/G?AG>30%8I0BE/C>03G>/A C>GC>C

>AO>E3G?O LB E0/C?O L03EM E>4E0?

02/
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图 9#大菱鲆 :;<与其他物种氨基酸序列比对图

序列中相同氨基酸残基用黑色背景表示"同源性超过 02T用灰色背景表示( 序列号!石斑鱼 +:782992"鸡 &;22:10/"大西洋庸鲽

,#821048"鼠 203/32"鲑鱼 &!89:9:2"爪蟾 &;721:1:"草鱼 ,(3:4973"斑马鱼 &S9343//

D.8"9#L26F.G60*6.87/07F54FH03032%03*/.75 *%.310K207%054$%&'()&*+

:;<M.FHFH0%5--01G573.78 10K207%014-5/ 5FH0-1G0%.01

7/C>G>/A W>GJ A02T C>=>034>GB 34?CJ3O?O >A 0>IJGI4?B"WJ>0?E/=K0?G?0B E/AC?4X?O K/C>G>/AC34?CJ3O?O >A L03EM

&EE?CC>/A AF=L?4C!3'074'(4+-.%&0&0B4.#,-$ +:782992"A*++-.<*++-.#NN$ &;22:10/""0''&<+&..-.(0''&<+&..-.#++$ ,#821048"

C&-.4#2$203/32"$*+,& .*+*5#**$&!89:9:2"D47&'-.+*4E0.#Y'$&;721:1:"8)47&'(*5F7<&B&7 0B4++* #-)$,(3:4973"G*70& 5450&

#9$&S9343//

:2/
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图 =#不同物种 :;<氨基酸序列构建系统进化树

欧洲狼鲈 &S741334"金头鲷 &S809173"石斑鱼 +:782992"塞

内加尔鳎 N:491342"大西洋鲑 &!89:9:2"玫瑰马苏大麻哈鱼

&;2/2228" 虹 鳟 &(4/:424" 鲶 鱼 &(/14842" 斑 马 鱼

&S9343//"草 鱼 ,(3:4973" 大 西 洋 庸 鲽 ,#821048" 爪 蟾

&;721:1:"鸡 &;22:10/"人 *899:/"鼠 203/32

D.8"=#,HN658070F.%F-00+*103573.440-07FJ.73154

1G0%.01&1:;<*/.75 *%.310K207%0

G0%47)5*5%(-.+*=5*/#&S741334$ "$'*5-.*-5*)*#&S809173$ "

3'074'(4+-. %&0&0B4. # +:782992 $ " $&+4* .474<*+47.0.

# N:491342 $ " $*+,& .*+*5# &!89:9:2 $ " @7%&5(F7%(-.

5(&B-5-.# &;2/2228 $ " @7%&5(F7%(-.,F:0..# &(4/:424 $ "

8+*50*.<*504'07-.# &(/14842 $ " G*70& 5450& # &S9343// $ "

8)47&'(*5F7<&B&7 0B4++* # ,(3:4973 $ " "0''&<+&..-.

(0''&<+&..-.#,#821048$ " D47&'-.+*4E0.#&;721:1:$ " A*++-.

<*++-.# &;22:10/ $ " "&,& .*'047.# *899:/ $ " C&-.4

#203/32$

$"9#大菱鲆 :;<蛋白结构与功能分析

蛋白理化性质分析5574/G7343=分析 '+$

蛋白理化性质"其蛋白理论分子量 97184 MF"等电

点 9111( 蛋白分子式 -

/488

+

8443

%

0:8

"

:91

*

47

"总原

子数 32 0:2"不稳定参数 /9191"属于稳定蛋白"

N$&.S # I43AO 3X?43I? /DJBO4/K3GJ>E>GB $ 为

211:7"由于 N$&.S值的范围为 1 <61"正值表

明此蛋白为疏水性蛋白)负值表明为亲水性蛋白"

因此该蛋白为疏水性蛋白"摩尔消光系数为

78 :38"在哺乳动物体内半衰期为 /2 J"酵母体内

大于 12 J"菌里大于 32 J( 成熟蛋白所含有的负

电荷残基#&CK BN0F$和正电荷残基#&4I B'BC$

分别为 89 和 89 个(

亚细胞定位55亚细胞定位与蛋白质功能存

在非常重要的联系"蛋白质位置为阐释其功能提

供了非常有价值的信息( 7*"$Q))分析预测结

果显示"'+$蛋白定位于内质网)细胞膜)空泡和

线粒体的概率 为 4414T) //1/T) 3313T 和

3313T"由此推测 '+$最可能定位于内质网和细

胞膜"属于分泌性蛋白(

蛋白潜在的信号剪切位点!磷酸化位点和糖

基化位点55通过 *>IA307412 软件分析 '+$编

码的蛋白质序列信号肽"结果表明"该 E5%&编码

的蛋白含前端含有长 30 氨基酸 #33383033$的信

号肽结构"其剪切位点位于第 30 和 3: 位氨基酸

处#图 883$( %?G7J/C112 和 %?G"N0BE/13 预测

结果表明"13 个 *?4)8 个 QJ4和 9 个 QB4可能成

为蛋白激酶磷酸化位点#图 88L$"同时存在 8 个

潜在糖基化位点#图 88E$(

图 C#:;<信号肽剪切位点"*#$

磷酸化位点"+#和糖基化位点"%#

D.8"C#:;<1.87*6G0GF.301G6.%01.F0"*#%

GH51GH5-N6*F.571.F0"+#*7386N%51N61.F0"%#
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55保守结构域和跨膜结构分析55根据 *=34G

和 74/G*E30?软件分析结果表明"'+$在 87 <

190)1: <194 和 /90 <717 氨基酸残基分别有

*-"7)75;和 9 个跨膜受体保守结构域 #图 78

3$"38 <//)321 <318)319 <349)387 <398)123 <

114)110 <140 氨基酸残基是富含亮氨酸重复序

列#0?FE>A?84>EJ 4?K?3G"'$$$( Q27$,5预测表

明"该蛋白含有 9 个跨膜结构域 #图 78L $"

Q2+22 *?4X?4112 对跨膜区分析表明"该蛋白

在 /7: </:3) /:0 <412) 441 <474) 408 <829)

8/3 <88/)894 <8:7 和 733 <77/ 氨基酸处含有 9

个跨膜结构域#图 78E$(

蛋白二级结构!三级结构及编码产物功能预测

与分析55+/KD>?0O 神经网络和CW>CC8=/O?0预测蛋

白质二级和三级结构"结果显示"'+$蛋白二级结构

中"

!

8螺旋#J$占 18104T"

$

8折叠#?$占 131/3T"无

规则卷曲#E$占 81108T#图 983$%蛋白三级结构中"

'+$存在 9 个
!

螺旋组成的跨膜结构域#图 98L$(

对蛋白功能预测分析结果表明"该蛋白具有生物合

成辅因子 # L>/CBAGJ?C>C/DE/D3EG/4C$)脂肪酸代谢

#D3GGB 3E>O =?G3L/0>C=$)翻译#G43AC03G>/A$和运载结

合#G43ACK/4G3AO L>AO>AI$功能的概率分别为 11:39)

31/20)31734和 31008#表 /$(

$"=#大菱鲆各组织中 :;</<'(水平

利用 4?308G>=?7-$技术检测 '+$=$%&在

大菱鲆不同组织中表达情况( 结果发现"'+$

=$%&在卵巢组织中表达量最高"显著高于其他

组织#9?2128$"其次是肝脏组织"而眼)肠)脑)

肌肉)脾)胃)心)肾中有少量表达且无显著差异

#9A2128$"鳃和肾的表达无显著差异#9A2128$"

但二者表达均显著低于眼#9?2128$#图 0$(

图 O#:;<蛋白保守结构区域"*#$

跨膜结构"+#和跨膜区域"%#

D.8"O#:;<G-5F0.7%5710-P0335/*.7"*#%

F-*71/0/+-*701F-2%F2-0"+#*73-08.57"%#

图 Q#:;<蛋白二级结构"*#和三级结构"+#

D.8"Q#:;<G-5F0.710%573*-N 1F-2%F2-0"*#*73F0-F.*-N 1F-2%F2-0"+#

33/



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

555 水5产5学5报 /0 卷

表 9# :;<编码产物功能预测

)*+"9#)H0G-03.%F.5754:;<427%F.57

功能分类

DFAEG>/A30E3G?I/4B

概率

K4/L3L>0>GB

氨基酸生物合成 3=>A/ 3E>O L>/CBAGJ?C>C 21822

生物合成辅因子 L>/CBAGJ?C>C/DE/D3EG/4C 11:39

细胞被膜 E?00?AX?0/K? 21843

细胞过程 E?00F034K4/E?CC?C 21433

中央中介代谢 E?AG430>AG?4=?O>34B =?G3L/0>C= 21971

能量代谢 ?A?4IB =?G3L/0>C= 21/0:

脂肪酸代谢 D3GGB 3E>O =?G3L/0>C= 31/20

调节功能 4?IF03G/4B DFAEG>/AC 21133

复制和转录 4?K0>E3G>/A 3AO G43ACE4>KG>/A 21298

翻译 G43AC03G>/A 31734

运载结合 G43ACK/4G3AO L>AO>AI 31008

图 R#大菱鲆 :;</<'(的组织表达

,1眼% )1肠% ;1脑% 21肌肉% "1卵巢% N1鳃% *K1脾% '1肝%

*1胃% +1心% R1肾

D.8"R#BSG-011.5754:;</<'(.7

P*-.521F.1120154$%&'()&*+

,1?B?% )1>AG?CG>A?% ;1L43>A% 21=FCE0?% "1/X34B% N1I>00% *K1

CK0??A% '10>X?4% *1CG/=3EJ% +1J?34G% R1M>OA?B

/5讨论

'+$作为 N7-$家族成员"具有一个典型的

%8端胞外区域 #?PG43E?00F034O/=3>A",-5$"9 个

跨膜螺旋区#G43AC=?=J43A?J?0>P"Q2 J?0>P$和一

段细胞内 -8端胞内控制区( 本实验获得的大菱

鲆 !"#基因 E5%&全长 / 304 LK"编码 708 个氨

基酸"蛋白理论分子量 97184 MF"等电点 9111"该

基因核苷酸序列同大西洋庸鲽 '+$的同源性最

高#0/T$"且编码氨基酸序列具有 N7-$家族典

型的 9 次跨膜螺旋结构"%8端胞外区域和 -8端胞

内区%系统进化树分析结果显示"此序列位于鱼类

'+$分支中"同大西洋庸鲽亲缘性最接近( 以上

结果表明所得序列为目的基因"且该基因属于

N7-$家族(

信号肽是位于分泌性蛋白 %端"由 38 </2

个氨基酸组成的一段连续的氨基酸序列( 信号假

说认为"编码分泌性蛋白的 =$%&首先翻译合成

的是 %末端带有疏水性氨基酸残基的信号肽"信

号肽引导核糖体并将其定位于内质网膜通道上"

并将不断合成蛋白质肽链通过内质网膜进入网腔

内"随后信号肽被切除"而新合成的蛋白质则由内

质网腔转运到相应靶位
&30'

( 因此"信号肽的功

能"不仅决定了一个蛋白质是否为分泌性蛋白"而

且和蛋白质或新生肽链在细胞内的定位密切相

关( 通过对信号肽剪切位点预测分析"发现大菱

鲆 '+$蛋白存在明显的信号肽切割位点"这在其

他硬骨鱼类 '+$蛋白上也发现了与其相类似的

信号肽序列
&3: 611'

( 亚细胞定位的结果显示"'+$

蛋白大部分定位于内质网和细胞膜上"这表明

'+$主要在内质网合成"合成后由内质网腔转运

到细胞膜上"随后与相应的配体识别结合后"通过

与 N蛋白偶联"产生酶促级联反应"激活细胞内

信号转导通路"进而发挥调控细胞增殖)分化和凋

亡的生物学功能(

蛋白质翻译结束后"从核糖体上释放的多肽

链要经过不同方式的加工修饰才能成为具有特定

结构和功能的成熟蛋白质( 翻译后肽链中残基修

饰是一类广泛的后加工"其中糖基化和磷酸化是

非常重要的侧链修饰方式"对蛋白功能正常发挥

有非常重要的调控作用( 对硬骨鱼类 '+$研究

发现"大西洋庸鲽 '+$蛋白氨基酸序列中"存在

蛋白激酶 -)酪蛋白激酶 )))环化腺苷酸依赖的蛋

白激酶等磷酸化位点和 "8糖基化位点
&1/'

"在黑

鲈 '+$蛋白序列上也存在类似的磷酸化和糖基

化位点
&14'

( 大菱鲆 '+$编码蛋白序列中存在多

处磷酸化蛋白激酶和糖基化位点"这表明大菱鲆

'+$蛋白具有和其他硬骨鱼类相类似的翻译后

加工方式"都需要经过相应的磷酸化和糖基化侧

链修饰"才能发挥其正常的生理功能(

对大菱鲆 '+$氨基酸序列结构和跨膜区域

进一步分析发现"该基因除了具有 N7-$典型的

9 个跨膜受体保守结构外"还存在 7 个富含亮氨

酸重复序列 #0?FE>A?4>EJ 4?K?3G"'$$$( '$$具

有广泛的生物学作用"其作为一个蛋白质的识别

基序介导蛋白与蛋白之间的相互作用"'$$广泛

13/
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分布于真核生物和原核生物中"并且在多种组织

和细胞中表达"其定位的特异性以及同蛋白相互

作用的复杂性"决定了富含 '$$蛋白功能的多样

性"而富含 '$$的蛋白"大部分都参与了信号通

路的转导"如激素 6受体的相互作用)细胞黏附和

细胞内物质转运等
&18 619'

( 大量研究证实"在哺乳

动物和硬骨鱼类 '+$氨基酸序列中都普遍存在

数量不等的 '$$"这些 '$$序列对 '+$蛋白功

能发挥起到重要辅助调节作用
&1"10 6/3'

( 氨基酸二

级结构是高级结构的基础"同时也会对高级结构

形成产生影响"对蛋白质二级和三级结构分析发

现"大菱鲆 '+$蛋白二级结构主要以
!

螺旋和无

规则卷曲为主"三级结构中存在 9 个
!

螺旋构象

结构域"这显著符合 N7-$基本特征( 蛋白质结

构与其相应的生物学功能密切相关"通过对蛋白

功能预测发现"大菱鲆 '+$蛋白主要具有生物合

成辅因子)脂肪酸代谢)翻译和运载结合等功能"

其中在运载结合和作为辅助因子方面起着关键性

作用"这进一步表明了大菱鲆 '+$作为 N7-$超

家族成员"通过与特异性配体识别结合后"启动不

同的信号转导通路"将外源性信息传递到细胞内"

引起细胞状态的改变"并最终发挥其调控性腺发

育的生物学功能(

'+$是促性腺激素受体家族重要成员"在脊

椎动物卵子发育过程中扮演着重要角色( 对硬骨

鱼类研究表明"'+$受体主要分布于卵巢组织

中"通过介导卵母细胞和周围滤泡细胞之间物质)

能量和信息交流"调控卵母细胞的最后成熟和排

卵
&1 6/'

( 荧光定量 7-$结果显示"!"#基因在大

菱鲆卵巢组织中表达水平最高"同时在其他组织

中也有表达"但都显著低于卵巢组织"这表明

!"#基因在卵巢组织的高度表达"促进了大菱鲆

雌性亲鱼卵巢的发育和排卵行为发生( 鱼类物种

多样性"决定了其繁殖策略多样性"!"#基因在

非性腺组织中也有表达"特别是肝脏组织"这预示

'+$除了参与卵巢的发育外"也可能对其他组织

的发育有调控作用"但其作用机理需要进一步

研究(

综上所述"本实验首次克隆了大菱鲆 !"#基

因全长 E5%&序列"并采用生物信息学方法预测

分析了该基因的序列结构)编码蛋白特性及相关

生物信息学特征"同时分析了该基因在各组织中

=$%&表达水平"为进一步揭示 '+$在卵巢发育

过程中的生物学功能奠定了遗传信息基础"同时

也为研究其他海水养殖鱼类生殖周期调控提供重

要参考(
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