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摘要: 以双棘黄姑鱼( Protonibea diacanthus) 为实验对象, 通过 RACE方法克隆得到 IGFs家族成员 IGF3。双棘黄

姑鱼 IGF3 cDNA全长 1 184 bp。氨基酸一致性分析显示, 双棘黄姑鱼 IGF3与尼罗罗非鱼( Oreochromis niloticus)一

致性最高, 仅为 58. 0% ; 与自身 IGF1的 2个亚型及 IGF2相比, 一致性分别低至 26. 2%、25. 2%和 21. 9%。系

统进化树显示鱼类 IGF3基因先与 IGF2聚类, 再与 IGF1汇聚构成 IGF家族, 最后 IGFs与胰岛素聚类。组织表达

模式显示 IGF3在双棘黄姑鱼心脏、性腺、脑区均有表达, 在性腺中表达最强。实时定量 PCR 结果表明, IGF3

在精巢发育期表达量显著高于其他时期, 呈显著下降趋势; 在卵巢成熟期的表达量显著高于其他时期。此外,

雌鱼在成熟期前、中、后脑 IGF3的表达量显著高于其他时期, 而雄鱼各脑区 IGF3表达趋势呈多样性。上述结

果表明, IGF3可能参与了双棘黄姑鱼精巢发育和卵巢成熟期生殖功能的调节, 且前脑可能主要参与了 IGF3在性

腺表达的反馈调节。
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Abstract: We cloned IGF-Ⅲ gene from Protonibea diacanthus by RACE method. The length of cDNA was 1 184 bp. The homologous

analysis of deduced protein shows that the identity of IGF-Ⅲ gene and Oreochromis niloticus was 58. 0% . Compared with IGF-Ⅱ and

two subtypes of IGF-Ⅰ of P. diacantus, the identities were 21. 9% , 26. 2% and 25. 2% , respectively. Phylogenetic tree analysis

shows that IGF-Ⅲ tended to cluster with IGF-Ⅱ firstly and then cluster with IGF-Ⅰ composing IGF family, and finally IGF family

clustered in the same branch with Insulin. Tissue distribution shows that IGF-Ⅲ was widely expressed in heart, gonad and brain of

P. diacanthus, especially highest in gonad. Quantitative real-time PCR analysis reveals that the expression of IGF-Ⅲ in testis was sig-

nificantly higher in developing phase than that in the others, showing a significant decline. The expression of IGF-Ⅲ in ovary of matu-

ration phase was also remarkably higher than that in other periods. Besides, the expression of IGF-Ⅲ in forebrain, midbrain and hind-

brain in female fish in mature phase was higher than that in other periods. However, IGF-Ⅲ expression pattern was different in male
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fish. It is suggested that IGF-Ⅲ might be important for the development of testis and maturation of ovary, and forebrain might involve

in the feedback regulation of IGF-Ⅲ expression in gonad.

Key words: Protonibea diacanthus; insulin-like growth factor 3; gene clone; expression patterns

  双棘黄姑鱼 ( Protonibea diacanthus) 隶属鲈形

目, 石首鱼科, 原黄姑鱼属, 俗称黑 、赤 , 是

近海暖温性底层鱼类。主要分布于朝鲜、日本、东

南亚及中国沿海, 是近年中国南方沿海新兴的养殖

品种
[ 1]
。

类胰岛素样生长因子 ( insulin-like growth fac-

tor, IGFs) 是一类进化上保守的多肽
[ 2]
。具有合

成代谢作用
[ 3-4]

, 能促进细胞的分裂和分化、抑

制细 胞凋 亡
[ 5 -6]

, 调控 动物 生长
[ 7-9]
、生殖 过

程
[ 4 , 10 ]
等。IGF家族包括 IGF配体、 IGF受体 ( in-

sulin-like growth factor receptor, IGFR) 和 6 种 IGF

结合蛋白 ( insulin-like growth factor binding protein,

IGFBPs)
[ 11 ]
。 IGFs由于与多种疾病有关, 已成为

哺乳类研究的热点
[ 4 -6 , 1 2-15 ]
。鱼类 IGFs 家族的研

究相对滞后 , 且更多倾向于 IGF1 和 IGF2 等相关

基因和受体的研究
[ 16 -1 9]
。2008 年有学者在尼罗罗

非鱼 ( Oreochromis niloticus) 和斑马鱼 ( Danio rerio)

中发现性腺特异的 IGF, 将其命名为 IGF3 [ 20 ]
。而

后有研究发现, IGF3 在斑马鱼脑和咽弓部在不同

时间都有不同程度的表达
[ 21 ]
。 IGF3 在生物体内

能促进卵巢细胞的发育成熟和相关激素合成
[ 22 ]

,

增强细胞的增殖和迁移能力
[ 23 ] , 缺乏则会导致生

物体疾病的产生
[ 24 -25 ]
。最近有学者通过制备 IGF3

多克隆抗体和基因敲除等技术手段证明 , IGF3 与

性别分化相关转录因子及类固醇酶等相互作用,

影响罗非鱼生殖细胞的减数分裂
[ 26 ]
。由于 IGF3

发现较晚, 一致性较低 , 组织表达具有特异性,

为研究人员将 IGF3 扩展到其他物种研究带来不

便。从 IGF3 被发现至今 , 研究也仅限于罗非鱼、

斑马鱼等一些物种, 虽然围绕 IGF3 研究的内容

逐渐增多, 但还无法与 IGF1 和 IGF2 研究的深度

与广度相比。文章以双棘黄姑鱼为实验对象, 通

过 RACE的方法成功克隆得到 IGF3 基因, 在生

物信息学研究的基础上, 通过 IGF3 在性腺和脑

区的表达模式分析 , 研究 IGF3 在双棘黄姑鱼中

的表达变化情况, 为在其功能和调节机制方面更

深层次的研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料与主要试剂

双棘黄姑鱼采样于广东省饶平县养殖场, 体长

60 ～80 cm, 体质量 4 ～6 kg。表达实验鱼用碎冰麻

醉后解剖, 依次分离前脑、中脑、后脑、垂体、肝

脏、心脏、脾脏、肾脏、头肾、胃、肠 、鳃、肌

肉、性腺, 样品保存在冻存管中, 液氮速冻处理,

存放于 - 80 ℃超低温冰箱待用。

1.2 总 RNA 提取和反转录

总 RNA参照 Trizol��reagent( Invitrogen, USA)

说明书进行提取。参照 ReverTra Ace反转录试剂盒

( TOYOBO, Japan) 说明书合成第一链 cDNA。以内

参 18S为引物, 进行 PCR扩增, 验证反转录 cDNA

质量( PCR反应参数为预变性 94 ℃ 3 min; 变性 94

℃ 30 s, 退火 53 ℃ 20 s, 延伸 72 ℃ 20 s, 循环次

数: 25; 后延伸 10 min; 4 ℃保存) 。

1.3 双棘黄姑鱼 IGF3引物设计与基因克隆

以反转录合成的第一链 cDNA为模板, 根据已

知的斑马鱼和尼罗罗非鱼 IGF3 cDNA 序列设计中

间片段引物, 扩增出双棘黄姑鱼 IGF3 cDNA 部分

片段。在此基础上, 设计 RACE扩增引物 IGF3-F2

( OUTER ) 、 IGF3-F3 ( INNER )、 IGF3-R2 ( OUT-

ER) 、IGF3-R3( INNER) , 运用 RACE 技术, 分别

克隆出 5′和 3′端序列。将序列拼接得到 IGF3 全长

序列( 表 1) 。

1.4 双棘黄姑鱼 IGF3组织分布及表达

设计特异引物 IGF3-QF和 IGF3-QR 检测双棘

黄姑鱼 IGF3 在各个组织分布情况, 内参基因为

18S。PCR反应所用试剂为 Blend Taq-plus( TOYO-

BO, Japan) , 反应条件为 94 ℃预变性 3 min; 94

℃变性 20 s, 55 ℃退火 20 s, 72 ℃延伸 1 min, 循

环 30 次; 后延伸 10 min; 4 ℃保存。检测的组织

有肝脏、心脏、脾脏、肾脏、头肾、胃、肠、鳃、

肌肉、性腺、垂体、前脑、中脑、后脑。运用实时

定量 PCR检测性腺中 IGF3 的表达模式。目标基因

引物与组织分布引物相同, 内参基因选择双棘黄姑

鱼 18S基因。运用 Applied Biosystems软件计算性腺

发育各时期 IGF3相对表达量; 使用 Graphpad Prism
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表 1 双棘黄姑鱼 IGF3 cDNA克隆引物表

Tab.1 Primer pairs used for amplification of IGF3 of P. diacanthus

引物
primer

引物序列( 5′→3′)
primer sequences

扩增目标
amplification target

IGF3-F1 GTGGTCTGGTTATGGCACTC cDNA fragment of IGF3

IGF3-R1 CACAGTACATGTCCAGATGCTG cDNA fragment of IGF3

IGF3-F2( OUTER) GTGTTGTGTGTTCGGATGTG 3′RACE of IGF3

IGF3-F3( INNER) CTGTGGTACTGACCTCCTCA 3′RACE of IGF3

IGF3-R2( OUTER) GCAGCACTGGTCTACAATCC 5′RACE of IGF3

IGF3-R3( OUTER) GAGTGCCATAACCAGACCAC 5′RACE of IGF3

IGF3-F CAGGATGCACTCCTCATGCT ORF of IGF3

IGF3-R TAAAGGTCATGATTCAGAGC ORF of IGF3

IGF3-QF CAGGATGCACTCCTCATGCT Expression of IGF3

IGF3-QR CTGTGGTTTGCTGCTGGCTC Expression of IGF3

18S-F CCTGAGAAACGGCTACCACATCC Expression of 18s rRNA

18S-R AGCAACTTTAGTATACGCTATTGGAG Expression of 18s rRNA

软件中的 One-Way Analysis of Variance进行显著性

检验的统计学分析。

2 结果

2.1 IGF3基因克隆及序列分析

设计全长验证引物 IGF3-F、 IGF3-R( 表 1) ,

通过 RACE PCR 技术扩增得到双棘黄姑鱼全长

片段。双棘黄姑鱼 IGF3 cDNA 全长 1 184 bp。

其中 5′非编码 区 ( UTR) 14 bp; 开放 阅读 框

( ORF) 600 bp, 编码 199 个氨基酸 ; 3′UTR 570

bp。IGF3 也可以划分为前体信号肽、B、C、A、

D、E区。但 IGF3 的 D区与 E区在氨基酸序列

处没有明显的划分标志 ( 图 1) 。

2. 2 IGF3氨基酸一致性比较

通过 Pairwise Alignment进行氨基酸序列一致

性比较发现 , 双棘黄姑鱼与尼罗罗非鱼和斑马

鱼 IGF3 一致性在 34. 5% ～58% 之间 , 而 IGF3

与 IGF1 和 IGF2 的 一 致 性 更 低 ( 21. 9% ～

26. 2% ) 。

2.3 IGF3系统进化树

使用 MEGA 4. 0 构建 IGF3 NJ系统进化树 ( 图

2) 。鱼类 IGF3 基因先与 IGF2 聚类, 再与 IGF1 汇

聚构成 IGF家族, 最后 IGFs与胰岛素聚类。

2.4 IGF3组织表达模式

结果显示, 心脏、性腺、脑分区中检测到了

IGF3 mRNA的表达( 表 3) 。性腺 IGF3 mRNA的表

达量明显高于其他组织。

图 1 IGF3基因序列及编码氨基酸序列

起始密码子和终止密码子用方框标出

Fig. 1 cDNA and deduced amino acid sequence of full-length

of P. diacanthus IGF3

The start codons and stop codons are marked with boxes.
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表 2 用于序列比对和系统进化树构建的 IGF3氨基酸序列

Tab. 2 IGF3 amino acid sequences used for alignment and construction of phylogenetic tree

物种
species

蛋白质
protein

登录号
GeneBank accession No.

尼罗罗非鱼( O. niloticus) IGF3 ABY88870. 1

斑马鱼( D. rerio) IGF3a ADO16599. 1

斑马鱼( D. rerio) IGF3b ABY88869. 1

金鲷( Sparus aurata) Insulin ADV90806. 1

热带爪蟾( Xenopus tropicalis) Insulin NP_001093706. 1

斑马鱼( D. rerio) Insulin CAC20109. 1

人( Homo sapiens) Insulin AAP36446. 1

尼罗罗非鱼( O. niloticus) Insulin XP_003458727. 1

莫桑比克罗非鱼( O. mossambicus) IGF1 AAB86652. 1

点带石斑鱼( Epinephelus coioides) IGF1 AAS01183. 1

褐牙鲆( Paralichthys olivaceus) IGF1 AAC62228. 1

虹鳟( Oncorhynchus mykiss) IGF1 NP_001118168. 1

黄鳍鲷( Acanthopagrus latus) IGF1 AAT35826. 1

赤鲈( Perca flavescens) IGF1 AAP93861. 1

眼斑拟石首鱼( Sciaenops ocellatus) IGF1-Ea1 ADK38548. 1

眼斑拟石首鱼( S. ocellatus) IGF1-Ea2 GU175982

眼斑拟石首鱼( S. ocellatus) IGF1-Ea3 ADM15566. 1

眼斑拟石首鱼( S. ocellatus) IGF1-Ea4 GQ443297

斑马鱼( D. rerio) IGF1 NP_571900. 1

鲮鱼( Cirrhinus molitorella) IGF1 AAY21902. 1

斑点叉尾 ( Ictalurus punctatus) IGF1 NP_001187224. 1

牛( Bos taurus) IGF1 NP_001071296. 1

羊( Ovis aries) IGF1 AAA80534. 1

野猪( Sus scrofa) IGF1 ABG88023. 1

人( H. sapiens) IGF1 NP_000609. 1

鼠( Mus musculus) IGF1 NP_001104745. 1

斑马鱼( D. rerio) IGF2a NP_571508. 1

斑马鱼( D. rerio) IGF2b NP_001001815. 1

虹鳟( O. mykiss) IGF2 NP_001118169. 1

斑点叉尾 ( I. punctatus) IGF2 NP_001187128. 1

金鲷( S. aurata) IGF2 ABQ52655. 1

尼罗罗非鱼( O. niloticus) IGF2 ABY88873. 1

点带石斑鱼( E. coioides) IGF2 AAS58520. 1

牛( B. aurus) IGF2 ABD34310. 1

家鼠( M. musculus) IGF2 NP_034644. 2

非洲爪蟾( X. laevis) IGF2a NP_001082128. 1

非洲爪蟾( X. laevis) IGF2b AAH72153. 1

人( H. sapiens) IGF2 NP_001121070. 1

羊( O. aries) IGF2 NP_001009311. 1
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表 3 双棘黄姑鱼与部分脊椎动物 IGF3氨基酸序列一致性比较

Tab. 3 Pairwise comparison of amino acid sequences of P. diacanthus IGF3 with those of selected IGF3

种类
species

蛋白质
protein

氨基酸一致性 /%
amino acid identity

尼罗罗非鱼( O. niloticus) IGF3 58. 0

斑马鱼( D. rerio) IGF3a 35. 4

斑马鱼( D. rerio) IGF3b 34. 5

双棘黄姑鱼( P. diacanthus) IGF1-Ea2 26. 2

双棘黄姑鱼( P. diacanthus) IGF1-Ea4 25. 2

双棘黄姑鱼( P. diacanthus) IGF2 21. 9

图 2 邻接法构建的 IGF3系统进化树

Fig. 2 IGF3 Phylogenetic

2.5 性腺发育各时期 IGF3 mRNA 的表达

石蜡切片确定双棘黄姑鱼所处的生殖时期分别

为发育期、成熟期和退化期(图 4)。实时定量 PCR

分别检测了双棘黄姑鱼雌鱼和雄鱼在各时期 IGF3

mRNA的表达量( 图 5) 。

2.6 性腺发育过程脑区 IGF3的表达模式

双棘黄姑鱼雌鱼在生殖周期过程中, 前脑成熟

期 IGF3 mRNA表达最高; 发育期至成熟期时 IGF3
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图 3 IGF3组织表达

M. marker; A. 肝脏 ; B. 心脏 ; C. 脾脏 ; D. 肾脏 ; E. 头肾 ; F. 胃 ; G. 肠 ; H. 鳃 ; I. 肌肉 ; J. 性腺 ;

K. 垂体 ; L. 前脑 ; M. 中脑 ; N. 后脑 ; NC. 阴性对照

Fig. 3 Tissue distribution of IGF3 in P. diacanthus

M. marker; A. liver; B. heart; C. spleen; D. kidney; E. head kidney; F. stomach; G. intestines; H. gill; I. muscle;

J. gonad; K. pituitary; L. forebrain; M. midbrain; N. after brain; NC. negative control

图 4 双棘黄姑性腺生殖周期组织切片

雌鱼 : a为发育期 ( Ⅲ期 , ×60 ) ; b为成熟期 ( Ⅳ期 , ×200) ; c 为退化期 (Ⅴ期 , ×200 ) ; 雄鱼 : d 为发育期

(Ⅲ期 , ×100 ) ; e为成熟期 ( Ⅳ期 , ×100) ; f为退化期 ( Ⅴ期 , ×100)

Fig. 4 Gonadal histology sections of gonad development of P. diacanthus

Female: a. developmental phase; b. maturation phase; c. involutional phase; Male: d. developmental phase;

e. maturation phase; f. involutional phase

mRNA表达量显著上升, 退化期显著下降; 雄鱼在

生殖周期中, IGF3 mRNA 表达量呈下降趋势, 发

育期 IGF3 mRNA表达量最高, 至退化期时显著下

降; 成熟期与退化期差异不显著(图 6 - a) 。

生殖周期雌鱼中脑成熟期 IGF3 mRNA表达最

高; 发育期至成熟期 IGF3 mRNA表达量显著升高,

至退化期显著下降。雄鱼 IGF3 表达趋势与雌鱼类

似( 图 6 - b) 。

双棘黄姑鱼雌鱼后脑 IGF3 mRNA表达趋势和

前脑、中脑相似; 成熟期 IGF3 mRNA表达量最高、

退化期最低, 但各时期 IGF3 mRNA表达量差异不

显著。雄鱼后脑发育期检测不到 IGF3 mRNA信号,

成熟期和退化期有微弱的 IGF3 mRNA 信号表达

( 图 6 - c) 。
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图 5 性腺发育周期双棘黄姑鱼性腺 IGF3表达量的变化

不同小写字母表示雌鱼之间存在显著性差异 ( P < 0. 005) ;

不同大写字母表示雄鱼之间存在显著性差异 ( P < 0. 005) 。

所有数据均以平均值 ±标准误差 ; 星号表示同时间内

雌雄表达量极显著 , 下图同此。

Fig. 5 IGF3 expression level in gonad development

of P. diacanthus

Different lowercase letters represent female significant

difference ( P <0. 005) ; different uppercase letters represent the

male significant differences( P < 0. 005 ) ; all data were expressed

as X±SE. Asterisks indicate the expression of male and female

significantly in the same time. The same case in the following figure.

3 讨论

3.1 双棘黄姑鱼 IGF3基因克隆与鉴定分析

有研究将斑马鱼、尼罗罗非鱼和青鳉 ( Oryzias

图 6 性腺发育阶段双棘黄姑鱼脑区 IGF3表达量的变化

Fig. 6 IGF3 expression of different regions of brain in gonad development phase of P. diacanthus

latipes) IGF3 与其他 IGFs序列进行序列多重比对发

现, IGF3 的 B和 A结构域与 IGF-1 的一致性只有

60% , C和 D为 30% , E 结构域通常是在形成成

熟肽时被切除, 一致性最低
[ 20 ]
。参照现有文献,

不能准确划分出双棘黄姑鱼 IGF3 氨基酸序列的 D

区和 E 区。硬骨鱼类 IGF3 氨基酸序列的结构划

分, 还需进一步研究确定。

氨基酸一致性分析, 双棘黄姑鱼 IGF3 基因保

守性较低。与尼罗罗非鱼 IGF3 和斑马鱼 2 种 IGF3

亚型一致性分别为 58. 0%、35. 4% 和 34. 5%。不

同物种间如此低的保守性, 有无可能 IGF3 是 IGF2

的亚型? 一致性分析显示双棘黄姑鱼 IGF3 与双棘

黄姑鱼 IGF2、IGF1-Ea2、IGF1-Ea4 氨基酸序列一

致性更低, 分别为 21. 9%、26. 2% 和 25. 2%。这

揭示鱼类 IGF3 基因的进化分化可能早于 IGF1 和

IGF2。系统进化树结果显示, 鱼类 IGF3 基因先与

IGF2 聚类, 再与 IGF1 汇聚构成 IGF 家族, 最后

IGFs与胰岛素聚类, 这更加佐证 IGF3 是 IGFs家族

的新成员。然而 IGF3 遗传信息在生物进化史上丢

失于哪个时期、哪个物种, 仍需进一步研究。

3.2 双棘黄姑鱼 IGF3组织表达模式分析

在双棘黄姑鱼性腺中克隆到 IGF3。 IGF3 虽在

性腺内优势表达但并非性腺特异性表达, 其在脑分

区及心脏中也有较高表达。这与 IGF3 在尼罗罗非

鱼和斑马鱼性腺中特异性表达不同
[ 20]

, 预示着

IGF3 除对鱼类生殖细胞有影响外, 在双棘黄姑鱼

中还存在着其他未知的生物功能。

3.3 双棘黄姑鱼 IGF3性腺发育表达模式分析

精巢 IGF3 表达量在发育期显著高于其他时期,

且表达量呈显著下降趋势 ( 图 5) 。雌鱼卵巢 IGF3

表达量在成熟期显著高于发育期, 发育期精巢

IGF3 mRNA表达量要显著高于卵巢; 此外在成熟

期及退化期, 精巢 IGF3 表达量要显著低于同一时

期的卵巢。这种变化预示着 IGF3 可能与双棘黄姑

鱼雄性精巢精子的早期发生以及雌性卵巢卵子的成

熟及卵巢功能的维持有关。

有研究显示斑马鱼 IGF3 表达情况与该研究
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结果相似, IGF3 表达量随着卵泡的发育呈逐渐上

升的趋势: IGF3 在发育前期微弱表达, 而在卵黄

生成期时表达量显著增加 , 至完全生长期时达到

峰值
[ 27 ]
。同样在尼罗罗非鱼性腺发育阶段中,

IGF3 在雄性中高表达而在雌性中低表达 [ 2 8]
。尼

罗罗非鱼在个体发育早期便开始转录 IGF3 mR-

NA, 原位杂交结果显示 IGF3 mRNA 首先出现在

卵巢的体细胞, 之后在卵巢的颗粒细胞及精巢的

间质细胞检测到 IGF3 mRNA 的表达
[ 20 ]

; 在尼罗

罗非鱼的早期性腺发育过程中, 受精卵在出膜后

5 ～40 d卵巢 IGF3 表达量要高于精巢 , 但在出膜

50 d 后精巢 IGF3 表达量高于卵巢 , 后期卵巢

IGF3 表达量无明显变化, 而精巢中 IGF3 的表达

量一直呈上升趋势
[ 29 ]
。综合分析认为, IGF3 在

不同时空下对不同物种的生殖细胞功能有所不

同。

3.4 双棘黄姑鱼性腺发育各脑分区 IGF3表达模

式分析

硬骨鱼类的生殖活动是受脑-垂体-性腺轴调控

的
[ 30]
。脑能分泌神经肽、促性腺激素释放激

素
[ 31]
、GnIH[ 32-33]

、NKB[ 34-35 ]
等与生殖相关的激素

和因子。在生殖周期中, 利用实时定量 PCR 在脑

区检测 IGF3 mRNA。雌鱼成熟期前、中和后脑

IGF3 mRNA表达量显著高于其他时期, 雄鱼各脑

分区 IGF3 mRNA表达趋势具多样性。

4 小结

通过 RACE方法首次在双棘黄姑鱼中克隆出

IGF3 基因, 并对其基因结构、氨基酸一致性、系

统进化、性腺表达模式、脑区表达模式进行了系统

性的分析。在性腺组织之外的心脏及脑区等也检测

到 IGF3 的表达, 丰富了 IGF家族在 IGF3 方面的信

息。但 IGF3 在性腺发育中的具体功能以及发挥作

用的机制如何、各脑区是如何控制下游信号的传

导, 其反馈调节机制如何, 均是需亟待解决的问

题。
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