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"的编码区!
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"全长序列)对其生物信息学进行分析)并

研究
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基因在异齿裂腹鱼组织中的分布情况)以及餐前餐后和禁食复喂对
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基因表达量的影响)为异齿裂腹鱼

摄食调控机制研究提供依据*+方法,以采集于西藏雅鲁藏布江的
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腹鱼为对象)采用
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和
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技术克隆异齿裂腹鱼
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基因的
TF<

全长序列)分析其编码蛋白质的氨基

酸序列和蛋白结构(采用实时荧光定量
YTP

)分析
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基因在异齿裂腹鱼组织中的分布情况)以及餐前餐后和禁食

复喂对
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基因在异齿裂腹鱼脑组织中表达量的影响*+结果,异齿裂腹鱼
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基因
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)编码
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个氨基酸*系统进化分析表明)异齿裂腹鱼
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基因与同属裂腹鱼属的鱼类

亲缘关系最近(氨基酸序列分析表明)
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蛋白质包括典型的特征序列和信号肽)其蛋白结构中具有亲水性结构和跨

膜结构*
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基因在异齿裂腹鱼脑组织中高度表达)在其他组织中微弱表达(餐前异齿裂腹鱼
!""

基因的表达量无

显著性差异)但餐后
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基因的表达量显著升高)且随着餐后时间的逐渐延长)其表达量继续升高(禁食使异齿裂腹

鱼脑组织中的
!""

基因表达量下降)复喂后
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基因的表达量极显著升高*+结论,成功克隆了异齿裂腹鱼
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基因的
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全长序列)
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基因在异齿裂腹鱼脑组织中高度表达)但在肠道中微量表达)异齿裂腹鱼
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基因是餐

后饱感信号因子)具有调节动物摄食的功能*
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异齿裂腹鱼是鲤科裂腹鱼属的一种鱼类)俗称

棒棒鱼)主要分布于雅鲁藏布江中上游的干支流和

附属水底)多生活于水质清新%砾石底质的河道)以

着生藻类为食)是一种性成熟晚%生长缓慢%寿命较

长的高原特有经济鱼类之一&
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'

*异齿裂腹鱼为西藏

高原特有鱼种)对保护当地河流生态环境具有重大

作用*近年来由于过度捕捞和外来鱼种入侵)异齿

裂腹鱼种群数量呈下降趋势*因此)研究异齿裂腹

鱼的摄食相关基因)可为人工养殖异齿裂腹鱼提供

理论依据)对其种群资源的保护也具有重要意义*
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个氨基酸缩合而成&
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*研究表明)
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可以进入循环系统)通过自

身或与其他激素共同作用来调控动物的摄食&
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可降低增食欲因子神经肽
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"的表达量
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"的表达&
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还具有抑制胰腺&
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和胃酸&

A%

'分泌%调节肠道蠕动&
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%促进血管收
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%抑制肿瘤生长以及改变肾脏功能&
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'等生物学

功能*

鱼类通过摄食来为个体的生长发育等活动提供

物质基础&
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*目前关于异齿裂腹鱼的研究主要集

中在其种群动态&
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%染色体核
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基因具有

调控动物摄食的作用)但其在异齿裂腹鱼中的研究

尚未见报道*本试验采用
PSCYTP

和
P4T>

方法

克隆了异齿裂腹鱼
!""

基因的
TF<

全长序列)并

对其生物信息学进行分析)采用
P2+,CS8M2YTP

技

术分析
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基因在异齿裂腹鱼组织中的分布情况

以及餐前餐后和禁食复喂对
!""

基因表达量的影

响)以期为从分子角度探明异齿裂腹鱼的摄食调控

机制提供依据*
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材料与方法
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试验材料

异齿裂腹鱼采集于西藏雅鲁藏布江二级支流巴
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试验设计
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个组织)用
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异齿裂腹鱼用于餐前餐后研究)餐前试验中)分别于
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P+=2C

YTP

引物
YRRC)+=2C6A

%

YRRC)+=2C6$

%

E;I

-

'(/2)

和
E;I

-

8**2)

)用于
!""

基因末端序列扩增)引物信

息见表
A

*

!""

基因末端扩增利用以反转引物

I

-

+?+

L

/')

反转得到的
=F.4

为模板)进行
P+=2C

YTP

反应)第一轮扩增
YTP

反应体系!

$E

#

]

"#

$f

QTe(--2)

$

A$;E

#

]

)上游引物!

YRRC)+=2C6A

"

%;E

#

]

)下游引物!

E;I

-

'(/2)

"

%;E

#

]

)

F*/

L

!

#

]

)

??\

$

G#;I

#

]

)模板
A

#

]

)

]40-

C

聚合酶
%;$

#

]

*

YTP

反应程序#

BEc

预变性
IM8*

(

B!c

变性
I%3

)

E"c

退火
I%3

)

D$ c

延伸
#%3

)

D$ c

修复延伸
D

M8*

)

II

个循环*第二轮
YTP

反应体系!

E%

#

]

"#

$fQTe(--2)

$

$E

#

]

)上游引物!

YRRC)+=2C6$

"

A

#

]

)下游引物!

E;I

-

'(/2)

"

A

#

]

)

F*/

L

"

#

]

)

??\

$

G

A$;E

#

]

)模板!第一轮
YTP

稀释产物"

A

#

]

)

]4

0-

C

聚合酶
%;E

#

]

*

YTP

反应程序#

BEc

预变性
I

M8*

(

B!c

变性
I%3

)

E"c

退火
I%3

)

D$c

延伸
#%

3

)

D$c

修复延伸
DM8*

)

II

个循环*扩增产物经过

回收%纯化后送至上海生工生物工程有限公司进行

测序)最后将所得序列进行拼接)获得
!""

基因序

列*引物合成和序列测定均由上海生工生物工程有

限公司完成*

表
A

!

异齿裂腹鱼
!""

基因克隆所用引物

S+Z,2A

!

Y)8M2)3-')=,'*8*

X

!""

X

2*2'-./=+@$2=$3-A$

-

/$**$3+

引物名称

.+M2'-

L

)8M2)

引物序列!

EgUIg

"

<2

V

(2*=2'-

L

)8M2)

用途

73+

X

2

YRRCA6 SQ444Q4TSSTQT444Q4TSTQ PSCYTP

YRRCAP QT44TST4QTT4ST4T4STTS PSCYTP

YRRC$6 QTQTSQ4Q4T4TS4T4ST44TT PSCYTP

YRRC$P T4T44SQ44QS4S4T4T4S4S4T4SSSTT4 PSCYTP

YRRC)+=2C6A TT4TTSQSQTTSTTT4T4Q4444T P+=2CYTP

YRRC)+=2C6$ TT4ST4Q4T44TTST4STT4TTQTS P+=2CYTP

E;I

-

'(/2) QTSQST44TQ4S4TQTS4TQS44T P+=2CYTP

E;I

-

8**2) QTS4TQS44TQQT4SQ4T4QSQ P+=2CYTP

I

-

+?+

L

/')

QTSQST44TQ4S4TQTS4TQS44TQQT4SQ4T4QC

SQSSSSSSSSSSCSSSSSSSS

P+=2CYTP

YRRC)2+,6 TSTSSTSQTQSQTSTTSQSQ P2+,C/8M2YTP

YRRC)2+,P T4STTSTTQQ4QSQQ4TTSS P2+,C/8M2YTP

Q4YF\6 TTST4ST4TQ4Q4T44TQQS4SQQ P2+,C/8M2YTP

Q4YF\P SSQSQTSTSQSQST4STSTTQ44T P2+,C/8M2YTP

A;E

!

异齿裂腹鱼
!""

表达的实时荧光定量
YTP

!

P2+,C/8M2YTP

"分析

利用大连宝生物工程公司生产的
<ReP

%

Y)2M8b>bS+

V

Sa试剂盒进行
P2+,C/8M2YTP

分析)

检测
!""

基因在异齿裂腹鱼各组织中的相对表达

量以及餐前餐后和禁食复喂试验在脑组织中的相对

表达量*根据拼接所得的
!""

基因序列设计
P2+,C

/8M2YTP

引物
YRRC)2+,6

和
YRRC)2+,P

)内参基因

/

第
#

期 商振达)等#异齿裂腹鱼
!""

基因的克隆%组织分布及其调节摄食功能研究



为
D)!E6

)其引物为
Q4YF\6

%

Q4YF\P

)引物

序列见表
A

*

P2+,C/8M2YTP

反应体系!

$%

#

]

"#

$f

<ReP

%

Y)2M8b>bS+

V

Sa

A%

#

]

)上%下游引物!

A%

#

M',

$

]

"各
%;#

#

]

)

F.4

模板
%;"

#

]

)

??\

$

G"

#

]

*

P2+,C/8M2YTP

反应程序#

BEc

预变性
AM8*

(

BEcA%3

)

#%c$%3

)

D$c$%3

)

!%

个循环(

BEc

A%3

)

#Ec#%3

)

BDcA3

*

A;#

!

异齿裂腹鱼
YRR

的生物信息学分析

采用
F.4a4.

软件和
>bY4<

:

程序!

0//

L

#$$

111;2b

L

+3

:

;=0

$

/'',3

$"分别对
!""

基因进行碱基

序列编译和蛋白功能位点分析(采用
F.4a4.

软件

中的
4,8

X

*M2/

程序进行氨基酸序列同源性比较(采

用
a>Q4E;%

软件中的
Y0

:

,'

X

2*2/8=4*+,

:

383

程序构

建
!""

基因序列系统发育树(利用
<8

X

*+,YE;%

对

YRR

蛋白结构进行分析(利用
Y)'/<=+,2

程序对
YRR

蛋白的疏水性进行分析(采用
Y)'/Y+)+M

软件!

0/C

/

L

#$$

12Z;2b

L

+3

:

;')

X

$

L

)'/

L

+)+M

$"检索蛋白质序

列理化参数(采用
Y0

:

)2$

!

0//

L

#$$

111;3Z

X

;Z8';

8=;+=;(K

$

L

0

:

)2$

$

0/M,

$

L

+

X

2;=

X

8

/

8?h8*?2b

"预测

YRR

蛋白质的三级结构*

A;D

!

数据处理与分析

将
P2+,C/8M2YTP

所得数据采用
$

U

&&

#2法进行

分析)基因相对表达量的试验结果通过
Hea<Y<<

</+/83/8=3

软件进行处理分析)并采用单因素方差分

析!

4.G@4

"进行差异性检验)结果以
!

"

%;%E

作

为显著性判断标准*

$

!

结果与分析

$;A

!

异齿裂腹鱼
!""

基因全长
=F.4

序列克隆

和氨基酸序列分析

!""

基因
$

条核心片段长度分别为
$"B

和
I$"

Z

L

)

Ig

末端长度为
A#"Z

L

*对
I

段序列进行拼接分

析)结果!图
A

"表明
!""

基因
TF<

序列长度为
DIE

Z

L

)其中
Eg

端非编码区为
AA$Z

L

)

Ig

端非编码区为

I$BZ

L

)开放阅读框!

GP6

"为
$B!Z

L

)共编码
B"

个

氨基酸)且包含典型的
L

',

:

4

尾序列*起始密码子

为
4SQ

)终止密码子为
SQ4

*

粗体字母表示完整的开放阅读框*灰色阴影表示酪蛋白激酶
'

磷酸化位点!

T̀ C$

"(黑色虚线框表示环磷酸腺苷位点!

T4aY

"(

黑色实线框表示色氨酸磷酸化位点!

S)

:

CY

"(黑色下划线表示特征序列

e',?-+=2=0+)+=/2)3)2

L

)232*/'

L

2*)2+?8*

X

-)+M2

!

GP6

"

;T+328*K8*+32

'L

0'3

L

0')

:

,+/8'*38/23

!

T̀ C$

"

+)230+?'12?8*

X

)+

:

;

T

:

=,8=+?2*'38*2M'*'

L

0'3

L

0+/2

!

T4aY

"

838*Z,+=K?'//2?Z'b;S)

:L

0'3

L

0'),+/8*

!

S)

:

CY

"

838*Z,+=KZ'b;62+/()232

V

(2*=283(*?2),8*2?

图
A

!

异齿裂腹鱼
!""

基因序列及其编码的氨基酸序列

68

X

;A

!

<2

V

(2*=23'-!""

X

2*2+*??2?(=2?+M8*'+=8?3-)'M./=+@$2=$3-A$

-

/$**$3+

0
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!!

氨基酸序列分析!图
A

"表明)异齿裂腹鱼
!""

基因全序列有
I

个酪蛋白激酶
'

磷酸化位点!

T̀ C

$

"%

A

个环磷酸腺苷位点!

T4aY

"和
A

个色氨酸磷

酸化位点!

S)

:L

0'3

L

0'),+/8*38/2

"*预测异齿裂腹

鱼
YRR

分子式为
T

EAA

\

D"A

.

AIA

G

A!#

<

#

)相对分子质

量为
AA$"D;BD

)原子总数为
AEDE

)理论等电点为

E;EB

)不稳定系数为
#A;I#

)因此异齿裂腹鱼
YRR

属于不稳定蛋白)正电荷氨基酸残基!

4)

X

i]

:

3

"总

数
AA

个)负电荷氨基酸残基!

43

L

iQ,(

"总数
AI

个)疏水值为
D";!E

)平均亲水性为
!

%;IB"

)因此异

齿裂腹鱼
YRR

为亲水性蛋白*

$;$

!

异齿裂腹鱼
!""

基因的进化分析

由表
$

可知)异齿裂腹鱼
YRR

氨基酸序列与齐

口裂腹鱼!

./=+@$2=$3-A

F

3&*-*2+

"%重口裂腹鱼

!

./=+@$2=$3-A8-;+8+

"%草鱼!

#2&*$

F

=-3

9

*

'

$8$*

+8&%%47

"%金鱼!

#-3-77+47-43-247

"%斑马鱼!

E-*+$

3&3+$

"%日本鳗鱼!

)*

'

4+%%-

G

-

F

$*+/-

"%大西洋鲑鱼

!

.-%,$7-%-3

"%鳜鱼!

.+*+

F

&3/-/=4-27+

"%罗非鱼

!

H3&$/=3$,+7,$77-,1+/47

"%西伯利亚鲟鱼!

)/+I

F

&*7&31-&3+

"%中华鲟 !

)/+

F

&*7&37+*&*7+7

"%脂鲤

!

#=-3-/+*

"%鲈鱼!

J-2&$%-13-A

G

-

F

$*+/47

"%非洲爪

蛙!

K&*$

F

47%-&;+7

"%小鼠!

L47,47/4%47

"%猪!

.47

7/3$

(

-

"%牛!

M$72-4347

"%原鸡!

D-%%47

'

-%%47

"%人

!

6$,$7-

F

+&*7

"的 同 源 性 依 次 为
BD;B!d

)

BD;B!d

)

B#;BAd

)

B!;"Ed

)

B$;D"d

)

"A;!!d

)

"%;!Ad

)

"%;!Ad

)

DB;I"d

)

DA;AId

)

DA;AId

)

#%;"$d

)

EB;DBd

)

EE;E#d

)

E$;%!d

)

E%;E$d

)

!";!Ed

)

!D;!$d

和
!D;!$d

*这表明异齿裂腹鱼

YRR

氨基酸序列与同属于裂腹鱼属的齐口裂腹鱼

和重口裂腹鱼的同源性最高)与同属于鲤形目的草

鱼%金鱼%斑马鱼的同源性次之*

表
$

!

异齿裂腹鱼与其他动物
YRR

氨基酸序列同源性的比较

S+Z,2$

!

T'M

L

+)83'*'-+M8*'+=8?32

V

(2*=23'-YRRZ2/122*./=+@$2=$3-A$

-

/$**$3++*?'/02)+*8M+,3

物种

<

L

2=823

肽
RR

类型

YRR/

:L

2

氨基酸长度$
Z

L

]2*

X

/0'-+M8*'+=8?3

Q2*e+*K

登录号

Q2*e+*K+==2338'*.';

同源性$
d

H?2*/8/

:

齐口裂腹鱼
./=+@$2=$3-A

F

3&*-*2+ YRR BD 4QRDBAE! BD;B!

重口裂腹鱼
./=+@$2=$3-A8-;+8+ YRR BD 4@_"BI$! BD;B!

草鱼
#2&*$

F

=-3

9

*

'

$8$*+8&%%47 YRR BD 46>"B!AB B#;BA

金鱼
#-3-77+47-43-247 YRR BD 4T&%IEBI B!;"E

斑马鱼
E-*+$3&3+$ YRR BD 44H#$!$" B$;D"

日本鳗鱼
)*

'

4+%%-

G

-

F

$*+/- YRR BD e4F%AE%A "A;!!

大西洋鲑鱼
.-%,$7-%-3 YRR BD .Y

0

%%AAI$BBE "%;!A

鳜鱼
.+*+

F

&3/-/=4-27+ YRR BD 4\T%$!EB "%;!A

罗非鱼
H3&$/=3$,+7,$77-,1+/47 YRR BD NY

0

%%I!!#!!! DB;I"

西伯利亚鲟鱼
)/+

F

&*7&31-&3+ YRR BD 4&O#""D! DA;AI

中华鲟
)/+

F

&*7&37+*&*7+7 YRR BD 4eR$DI%A DA;AI

脂鲤
#=-3-/+* YRR B# 4>TA$D$# #%;"$

鲈鱼
J-2&$%-13-A

G

-

F

$*+/47 YRR BD T4e#!BI! EB;DB

非洲爪蛙
K&*$

F

47%-&;+7 YRR BB .Y

0

%%A%D$!$D EE;E#

小鼠
L47,47/4%47 YRR B" .Y

0

%%A%$B$E$ E$;%!

猪
.477/3$

(

- YRR BD .Y

0

%%A$!I!ED E%;E$

牛
M$72-4347 YRR BD .Y

0

%%A%IE#DD !";!E

原鸡
D-%%47

'

-%%47 YRR B% 4.FDI"$E !D;!$

人
6$,$7-

F

+&*7 YRR B% T4Q!#B$# !D;!$

!!

利用
a>Q4E;%

软件中的
Y0

:

,'

X

2*2/8=4*+,C

:

383

程序)构建了不同物种
YRR

氨基酸序列系统发

育树)结果见图
$

*由图
$

可知)

YRR

在系统发育树

上聚成
I

支)分别为硬骨鱼类%哺乳动物类和两栖动

物类)在硬骨鱼类中)异齿裂腹鱼与同属鲤形目的草

鱼%金鱼%斑马鱼聚在一支上)且与同属裂腹鱼属的

齐口裂腹鱼和重口裂腹鱼距离最近*

$;I

!

异齿裂腹鱼
YRR

的蛋白结构分析

利用
<8

X

*+,YE;%

在线软件对
YRR

蛋白结构进

行分析)发现异齿裂腹鱼
YRR

序列包含
A

个由
$"

个氨基酸残基!第
AU$"

位氨基酸"组成的信号肽(

YRR

蛋白具有典型的特征序列1

RYỲ Y>.YQFC

.4YY>>]4̀ RRS4]P\RH.]HSP[PR

!第
$BU

#!

位氨基酸"2(运用
Sa\aa

服务器的分析表明)

异齿裂腹鱼
YRR

蛋白结构中有
A

个跨膜结构!图

I

")因此推测异齿裂腹鱼
YRR

属于跨膜蛋白*

利用
Y)'/<=+,2

程序对异齿裂腹鱼
YRR

蛋白的

亲疏水性进行分析)结果如图
!

所示*

1

第
#

期 商振达)等#异齿裂腹鱼
!""
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节点上数据表示
A%%%

次重复的支持率)比例尺表示每千碱基的替换数目

.(MZ2)3+//02*'?23?2*'/2/02Z''/3/)+

L

9+,(23'-A%%%)2

L

,8=+/23

)

3=+,2)2

L

)232*/3/02*(MZ2)'-3(Z3/8/(/8'*3

L

2)A%%%Z+323

图
$

!

基于
YRR

氨基酸序列构建的异齿裂腹鱼及其他动物的系统发育树

68

X

;$

!

Y0

:

,'

X

2*2/8=/)22'-./=+@$2=$3-A$

-

/$**$3++*?'/02)+*8M+,3Z+32?'*YRR+M8*'+=8?32

V

(2*=23

图
I

!

异齿裂腹鱼
YRR

蛋白跨膜结构分析

68

X

;I

!

S)+*3M2*Z)+*2+)2+

L

)2?8=/2?8*

L

2

L

/8?2RR

L

)'/28*-)'M./=+@$2=$3-A$

-

/$**$3+

图
!

!

异齿裂腹鱼
YRR

蛋白的疏水结构

68

X

;!

!

\

:

?)'

L

0'Z8=3/)(=/()2'-YRR

L

)'/28*

-)'M./=+@$2=$3-A$

-

/$**$3+

!!

由图
!

可知)异齿裂腹鱼
YRR

蛋白质的
!

个低分值!

<=+)2

"

%

"峰分别分布在
IE

)

!E

)

#!

和
"E

区域)这些区域均属于高亲水性*运用
Y0

:

)2$

对

YRR

蛋白的三级结构进行预测)结果显示
(

螺旋占

预测序列的
#%d

*

$;!

!

异齿裂腹鱼
!""

基因的组织表达特征研究

通过实时荧光定量
YTP

!

P2+,C/8M2YTP

"技术)

检测
!""

基因在异齿裂腹鱼心脏%肝脏%肌肉%脑%

眼睛%肾脏%肠道%鳃%皮肤%鳔和脾脏组织中的相对

表达量)结果如图
E

所示*由图
E

可知)

!""

基因

在异齿裂腹鱼的
AA

个组织中均有表达)其中在脑组

织中表达量最高)显著高于其他组织!

!

"

%;%E

")其

2
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次是肝脏和眼)而在心脏%肌肉%肾脏%肠道%鳃%皮

肤%鳔和脾脏组织中表达微弱*

!""

基因在脑组织

中的表达量为肝脏的
$B;!%

倍*

图
E

!

异齿裂腹鱼
!""

基因的组织分布

68

X

;E

!

S833(2?83/)8Z(/8'*'-!""

X

2*28*./=+@$2=$3-A$

-

/$**$3+

$;E

!

异齿裂腹鱼
!""

基因的功能研究

$;E;A

!

餐前餐后
!""

基因的表达
!

通过实时荧光

定量
YTP

技术检测餐前餐后对
!""

基因在异齿裂

腹鱼脑组织中的相对表达量)结果见图
#

*由图
#

可知)餐前试验中)随着饲喂时间的变化)对照组

!""

基因的相对表达量无显著性变化!

!

#

%;%E

"(

而餐后试验中)摄食使异齿裂腹鱼
!""

基因的相对

表达量显著升高!

!

"

%;%E

")其中在餐后
A0

时)饲

喂组中
!""

基因的相对表达量是对照组的
A;!%

倍(餐后
I0

时)饲喂组中的
!""

基因相对表达量

是对照组的
$;!#

倍*

图柱上标不同小写字母表示不同处理间差异显著!

!

"

%;%E

"*

$

和
$$

分别表示同一处理时间下

不同处理间差异显著!

!

"

%;%E

"或极显著!

!

"

%;%A;

"*图
D

同

F8--2)2*/,'12)=+32,2//2)38*?8=+/238

X

*8-8=+*/?8--2)2*=2+M'*

XX

)'(

L

3

!

!

"

%;%E

"

;

$

+*?

$$

8*?8=+/238

X

*8-8=+*/

!

!

"

%;%E

"

+*?2b/)2M2,

:

38

X

*8-8=+*/?8--2)2*=2

!

!

"

%;%A

"

8*)2,+/8922b

L

)2338'*,292,'-!""

X

2*2+M'*

X

?8--2)2*/

X

)'(

L

38*/023+M2/8M2;S023+M2-')68

X

;D

图
#

!

餐前餐后异齿裂腹鱼脑组织中
!""

基因的表达

68

X

;#

!

Y)2

L

)+*?8+,+*?Y'3/

L

)+*?8+,=0+*

X

2!""

X

2*22b

L

)2338'*8*/02Z)+8*'-./=+@$2=$3-A$

-

/$**$3+

$;E;$

!

禁食复喂对
!""

基因表达的影响
!

由图
D

可知)禁食复喂对
!""

基因的相对表达量有明显影

响*在禁食试验中)禁食使异齿裂腹鱼
!""

基因的

相对表达量降低*与对照组相比)在禁食
A?

时)试

验组异齿裂腹鱼
!""

基因在脑组织中的相对表达

量显著降低!

!

"

%;%E

"(而禁食
I

和
E?

时)试验组

!""

基因的相对表达量虽有所降低)但差异不显著

!

!

#

%;%E

"*在复喂
A

)

I

和
E?

时)试验组
!""

基

因的相对表达量均极显著高于对照组!

!

"

%;%A

")

但随着复喂时间的延长)

!""

基因的相对表达量逐

渐下降*复喂
A?

时)试验组
!""

基因的相对表达

量最高)为对照组的
A;D$

倍(复喂
I

和
E?

时)试验

组
!""

基因的相对表达量分别为对照组的
A;!D

和

A;I%

倍*

3

第
#

期 商振达)等#异齿裂腹鱼
!""

基因的克隆%组织分布及其调节摄食功能研究



图
D

!

禁食复喂对异齿裂腹鱼脑组织中
!""

基因表达的影响

68

X

;D

!

>--2=/3'--+3/8*

X

+*?)2-22?8*

X

'*!""

X

2*22b

L

)2338'*8*Z)+8*'-./=+@$2=$3-A$

-

/$**$3+

I

!

讨
!

论

本研究克隆得到异齿裂腹鱼
!""

基因序列为

DIEZ

L

)其中开放阅读框!

GP6

"为
$B!Z

L

)编码
B"

个氨基酸*蛋白结构分析表明)异齿裂腹鱼
YRR

氨

基酸序列包含
A

个由
$"

个氨基酸残基组成的信号

肽!第
AU$"

位氨基酸"和
A

个典型的特征序列!第

$BU#!

位氨基酸")这与齐口裂腹鱼&

$$

'和草鱼&

$I

'等

其他鱼类的研究结果相似*蛋白结构分析也表明)

异齿裂腹鱼
!""

编码的蛋白质包含多个磷酸化位

点)该蛋白质序列中有明显的高亲水性结构和跨膜

结构)这对深入研究该蛋白的功能具有重要意义*

氨基酸同源性分析表明)异齿裂腹鱼
YRR

氨基酸序

列与同属于硬骨鱼纲鲤形目的鱼类同源性最高)为

BD;B!d

"

B$;D"d

(与其他鱼类
YRR

氨基酸序列的

同源性较低)为
"A;!!d

"

EB;DBd

(与哺乳动物和

两栖动物氨基酸序列的同源性最低)为
E$;%!d

"

!D;!$d

*

!""

基因系统进化树分析表明)异齿裂腹

鱼与齐口裂腹鱼%重口裂腹鱼%金鱼%草鱼%斑马鱼聚

在一个分支上)亲缘关系最近(而与哺乳动物和两栖

动物亲缘关系较远)这说明异齿裂腹鱼
!""

基因的

结构较为保守*前人在一些硬骨鱼中发现
!""

基

因还存在另外一种基因型&

$!

'

)但本研究在异齿裂腹

鱼中仅获得一种
!""

基因型)是否还存在其他亚

型)尚有待进一步研究*

基因在组织中的表达可能与组织的某种生理功

能有关*为了明确
!""

基因在异齿裂腹鱼中的功

能)本研究采用实时荧光定量
YTP

技术)检测了

!""

基因在异齿裂腹鱼
AA

种组织中的分布情况*

结果表明)

!""

基因在异齿裂腹鱼脑组织中高度表

达)而在肠道组织中微弱表达)这与前人在齐口裂腹

鱼&

$$

'

%金鱼&

#

'

%草鱼&

$A

'等鱼类中的研究结果相似)但

与斑马鱼&

$E

'

%大西洋鲑&

$#

'以及哺乳动物&

$D

'中的研

究不同)说明物种不同)

!""

基因的组织表达特征

不同)其参与的生物学功能也可能不同(此外本研究

结果也暗示)

!""

基因可能参与异齿裂腹鱼神经系

统的生理功能)未参与消化系统的生理功能*

组织表达特征研究证实)

!""

基因主要在异齿

裂腹鱼脑组织中表达)因此推断异齿裂腹鱼
!""

调

节摄食的主要组织是脑而不是肠道)因此本试验选

择脑组织作为
!""

基因摄食功能的研究材料*研

究结果表明)餐前异齿裂腹鱼
!""

基因的相对表达

量无显著性差异)但餐后
!""

基因的相对表达量显

著升高)且随着餐后时间的延长)其表达量也持续升

高)这说明
YRR

是异齿裂腹鱼餐后饱感信号因子*

已有研究表明)齐口裂腹鱼脑部
!""

基因的相对表

达量在餐后
A0

有明显升高)但在餐后
I0

时下

降&

$$

'

(金鱼大脑
!""

的表达量在餐后
A0

时无明显

变化)但在餐后
I0

时明显增加&

#

'

(草鱼摄食
$0

后)

大脑
!""

基因的表达量最高)而后表达量逐渐下

降&

$I

'

(而大西洋鲑鱼大脑
!""

的表达量在餐后并

无变化&

$"

'

*以上研究表明)鱼种不同
!""

基因对

摄食的响应存在差异)这可能是不同种类鱼的生存

环境和饲料组成不同所致*本研究结果表明)禁食

使异齿裂腹鱼脑组织中
!""

基因的表达量下降)除

禁食第
A

天时试验组鱼的
!""

基因表达量显著低

于对照组外)试验第
I

天和第
E

天时)试验组鱼的

!""

基因相对表达量虽低于对照组)但二者差异不显

著(与禁食第
A

天相比)禁食第
I

天和第
E

天时试验

组鱼
!""

基因的相对表达量显著升高)这可能是异

齿裂腹鱼对禁食产生了适应性所致*复喂后)试验

组鱼的
!""

基因表达量极显著高于对照组)综合禁

食复喂后
!""

基因表达量的变化规律)推断
!""

基因在异齿裂腹鱼中具有调节摄食的作用*
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