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摘要: 采用 RACE 技术, 在圆斑星鲽(Verasper variegatus)脑中克隆到 3 种 GnRH 基因的 cDNA 序列: cGnRH-Ⅱ、

sGnRH和 sbGnRH。每种 GnRH都包括 1个信号肽、1个 Gly-Lys-Arg连接序列和 1个 GnRH相关肽。其中, cGnRH-Ⅱ

的 cDNA全长为 568 bp, 编码 85个氨基酸, ORF为 255 bp, 5′UTR为 141 bp, 3′UTR为 169 bp。sGnRH的 cDNA全

长为 457 bp, 编码 90个氨基酸, ORF为 270 bp, 5′UTR为 41 bp, 3′UTR为 143 bp。sbGnRH的 cDNA全长为 381 bp, 

编码 98个氨基酸, ORF为 294 bp, 5′UTR为 48 bp, 3′UTR为 36 bp。分析了 3种 GnRH基因的编码氨基酸序列与其

他脊椎动物的同源性, 圆斑星鲽 GnRH 与鲽形目鱼类氨基酸同源性最高, 其次为鲈形目鱼类。对 3 种 GnRH 基因

的系统进化分析表明, 圆斑星鲽 GnRH 基因与其他鲽形目鱼类亲缘关系最近, 其次为鲈形目、鲑形目和鳗鲡目鱼

类。荧光定量 PCR分析表明, 3种 GnRH基因都在脑中表现出最高表达水平且具有性别特异性表达模式: 雌性中不

同组织的 GnRH mRNA 表达水平都相应高于雄性。组织表达分析表明, cGnRH-Ⅱ的 mRNA 仅在脑中表达, 而

sbGnRH在各个组织都有表达, sGnRH仅在脑、垂体和性腺中表达。脑中 sbGnRH mRNA的表达水平在卵巢成熟过

程中变化显著(P<0.05), 而其他两种 GnRH的 mRNA表达水平变化不显著(P>0.05)。本研究首次在圆斑星鲽脑中克

隆到 3种 GnRH基因, 其组织和季节表达水平变化表明 sbGnRH可能是圆斑星鲽生殖调控的关键 GnRH类型, 本结

果可为圆斑星鲽生殖调控机制和人工繁育技术研究提供理论支撑。 
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在自然资源下降的情况下, 开发新的海洋鱼

类资源是人类获取优质食物蛋白的重要途径。开

发新的海洋鱼种并成功实现其人工养殖, 首要前
提是认识该鱼种的生殖特性, 以控制其生殖周期

和产卵。鱼类的生殖受到脑−垂体−性腺轴(BPG
轴)调控。其中 , 促性腺激素释放激素(GnRH)是
BPG 轴的关键内分泌调控激素, 在脊椎动物的性
腺发育成熟中起着至关重要的调控作用。GnRH
由位于脑中的分泌神经元合成, 作用于垂体前部, 
刺激垂体合成促性腺激素(GtH)。促性腺激素包括

促滤泡素(FSH)和促黄体素(LH), 通过血液循环

系统到达性腺, 刺激性腺合成类固醇激素, 调控
性腺配子发生、性腺生长和发育成熟[1]。目前, 学
者们在脊椎动物中共鉴定出 14 种不同分子形式
的 GnRH, 通常人们以初次分离到该 GnRH 的物
种名字命名该 GnRH。在硬骨鱼类中发现存在 8
种形式的 GnRH, 这些不同分子形式的 GnRH 具

有共同的核心 10肽结构, 并在长期的进化过程中
具有保守的分子结构, 从而组成了 GnRH 多肽家

族[2]。现有研究表明, 硬骨鱼类一般在脑中表达
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2~3 种由不同基因编码的 GnRH 分子[3]。在 3 种
GnRH分子中, 其中一种是种特异性的 GnRH, 其
分泌神经元主要分布在视前区, 并在生殖过程中
起主要的调节作用; 另一种高度保守的 GnRH 形
式(如 cGnRH-Ⅱ), 其分泌神经元一般分布在中脑, 
起着神经调质或者神经递质的作用 [4]; 第 3 种
GnRH 分子为 sGnRH, 一般分布在末端神经节和
嗅球部位[2], 但其生理功能不详。 

圆斑星鲽(Verasper variegatus)是一种冷水性
大型底栖鱼种, 主要分布在中国、日本和韩国沿
海, 其因肉质鲜嫩、经济价值较高、营养丰富而
成为理想的水产增养殖开发新品种, 而如何控制
其性腺发育成熟并获得产卵成为实现人工养殖的

首要问题。目前, 圆斑星鲽亲鱼在人工养殖条件
下存在雌雄发育不同步的现象, 导致优质受精卵
获取存在困难。因研究者和养殖业者对其生殖机

理的认识有限, 使得其人工繁育技术开发进展缓
慢。GnRH 是控制硬骨鱼类生殖的关键调控因子, 
人工养殖条件下亲鱼的生殖障碍可能是由于养殖

环境抑制了亲鱼 GnRH 的表达, 从而抑制了 FSH
和 LH 的合成和释放, 导致性腺类固醇激素的合

成和配子发育发生障碍 [1]。因此, 开展圆斑星鲽
GnRH 的研究, 认识其生殖内分泌调控机制是突
破其人工繁育技术并进行养殖开发的关键步骤 , 

同时可为这一稀有鱼种的资源增殖研究提供技术

支撑。 

1  材料与方法 

1.1  实验鱼来源和样品处理 
本实验用鱼全部来自青岛忠海水产有限公司

培育的圆斑星鲽亲鱼。亲鱼培育池为容积 25 m3

的圆形水泥池, 亲鱼年龄为 3−4龄, 体质量 1 500~ 
2 300 g, 培育密度 2~3尾/m3。亲鱼饵料为活沙蚕、

贝肉。日投喂 2次, 投喂量为鱼体质量的 2%~3%。 
2009年 5月, 取样圆斑星鲽亲鱼 4尾(2♀: 2♂), 

所有实验鱼以致死剂量的 MS222(400 mg/L)麻醉
致死后置于冰上, 迅速取出脑、垂体、性腺、肝、

脾、肾、肠道、心脏和胃组织, 迅速投入液氮保
存。取脑组织用于 GnRH 分子克隆, 其他组织用

于组织表达分析。 
2009 年 8 月开始, 对圆斑星鲽亲鱼进行温度

和光照调控 , 促进亲鱼性腺发育成熟。分别于
2009年 8月(卵黄生成期), 12月(产卵前期)和 2010
年 4 月(产卵结束后)取样雌性圆斑星鲽亲鱼各 3
尾, 取脑组织用于 3 种 GnRH 基因在产卵期的表
达变化研究。性腺发育期的划分根据徐永江等[5]

的研究结果确定。 

1.2  GnRH分子克隆 
1.2.1  RNA提取与 cDNA合成  利用 Trizol (In-
vitrogen, 美国)法提取脑组织总 RNA。总 RNA以
1. 0%的琼脂糖凝胶电泳检测质量, 以微量核酸测
定仪 (Nanodrop ND2000)测定浓度。以 DNase 
I(NEB, USA)处理总 RNA 以去除基因组 DNA 污
染。利用 SMARTTM RACE cDNA 合成试剂盒 
(Clontech, USA) 合成第 1链 cDNA, 所有操作按
照试剂盒说明书进行。 

1.2.2  GnRH 基因中间片段的克隆  根据其他已
知鲆鲽类GnRH序列的保守区, 设计 PCR引物(表
1)扩增圆斑星鲽 GnRH 码基因中间区段。引物
cF1、cR1和 cR2用来扩增 cGnRH-Ⅱ中间片段, 引
物 sbF和 sbR用来扩增 sbGnRH基因的中间片段, 
引物 sF和 sR用来扩增 sGnRH基因的中间片段。
PCR反应条件为: 94℃ 5 min; 94  1 min, 55  ℃ ℃ 1 
min, 72  1.5 min℃ , 30个循环; 72  ℃ 延伸 5 min。 

1.3  GnRH 3′和 5′端 RACE扩增 
根据测序所得的中间序列设计特异性引物进

行 3′和 5′端 RACE 扩增。设计 cGnRH-Ⅱ特异性
引物 cS1 和 cA1, sbGnRH 特异性引物 sbS1 和
sbA1, sGnRH特异性引物 sS1、sS2和 sA1(表 1)。
使用SMARTTM RACE cDNA 扩增试剂盒(Clontech, 
USA), 利用巢式 PCR进行 3′和 5′端 RACE扩增。 
3′端扩增: 以 3′-Race ready-cDNA为模板, 分别使
用引物 cF1 和接头引物 UPM 组合、引物 cS1 和
接头引物 NUP组合进行巢式 PCR扩增 cGnRH-Ⅱ

的 3′端序列; 以引物 sbF1和 UPM组合、引物 sbS1
和 NUP 组合扩增 sbGnRH 的 3′端序列; 以引物
sS1 和 UPM 引物组合、引物 sS2 和 NUP 引物组
合扩增 sGnRH 的 3′端序列。5′端扩增: 以扩增得 
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表 1  圆斑星鲽 GnRH 基因 cDNA 扩增表达所用引物 
Tab. 1  Primers used for PCR amplification of GnRH cDNAs in Verasper variegatus 

引物名称 primer name 核酸序列(5′−3′)  nucleotide acid(5′−3′) 

UPM-long CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 
UPM-short CTAATACGACTCACTATAGGGC 

NUP AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 
cF1 CACCTGTGAACCTGTGAGAC 
cR1 GGTCACCAGGTAGAAAAGCA 
cR2 AGCTCTCTGGCCAAAGCATC 
sbF AAGACCACCGAATCGGAGAC 
sbR CTGTAAATTCCGGCAAAAGG 
sF TACCTTCCTCTGCAGCTCTG 
sR GCTCAGGAAGAGACACCACT 
cS1 GTTCTGCTGCTGGGGCTGCTTCT 
cA1 CTGAAATCTCTGACGTGCCAAAA 
sbS1 CTTGTCAGTGTGGCTGCTCCTCG 
sbA1 GAGCAGCCACACTGACAAGGTTT 
sS1 CTGATGGAAGCGAGCAGCAGACT 
sS2 GGATGATGGGCACAGGCGGAGTGGT 
SA1 AGACACCACTCCGCCTGTGCCCATC 

 
到的 3种 GnRH的 3′末端序列为依据设计扩增 5′

末端的特异性引物 (表 1)。以 5′-RACE-Ready 
cDNA 为模板, 利用特异性引物 cR1 和接头引物
UPM 组合、引物 cA1和接头引物 NUP 组合进行

巢式 PCR, 扩增 cGnRH-Ⅱ的 5′端序列。以 sbR1
和 UPM 组合和 sbA1 和 NUP 引物组合扩增

sbGnRH的 5′端序列。以引物 sA1和 UPM、NUP
引物组合扩增 sGnRH的 5′端序列。 

上述 3种 GnRH基因的扩增采用相同的 PCR
条件, 第一次梯度 PCR扩增条件: 94℃ 30 s; 68℃ 
30 s, 10个循环, Tm每个循环降低 1℃, 在 72℃延
伸 1 min; 然后 94℃ 40 s, 58℃ 40 s, 72℃ 60s, 20
个循环, 最后在 72℃ 延伸 7 min。巢式 PCR扩增
条件: 94℃ 1 min; 58℃ 1 min, 72℃ 1 min, 30个
循环, 最后在 72℃ 延伸 10 min。用 1.5 %的琼脂
糖凝胶电泳对扩增的 PCR 产物进行检测, 利用
DNA 凝胶回收试剂盒(Montage, 美国)对目的条
带进行回收, 将回收的 PCR 产物克隆到 pEASY- 
T1 vector (Transgene Biotechnology, China), 后转移
至 JM109感受态细胞中过夜培养。挑选阳性克隆, 
M13通用引物测序。 

1.4  GnRH的组织和性别特异性表达检测 
采用荧光定量 PCR方法检测了 3种 GnRH基

因的组织表达和性别差异表达模式。RNA提取、
cDNA反转录按照 1. 2. 1的方法进行。定量 PCR
实验使用 realplex 实时定量 PCR 仪(Eppendorf, 
德国 )。PCR 反应体系为 25 μL, 包括 12. 5 
μL2×SYBR® Premix Ex TaqTM , 1 μⅡ L定量引物
(1 μmol/l), 1 μL 的 1:100 稀释的 cDNA 模板和
9.5 μL 去离子水(ddH2O)。利用圆斑星鲽 β-actin 
做为内参。定量引物(表 2)设计以获得的 GnRH的
cDNA序列为依据, 使用 Beacon designer 7.0软件
(Premier BioSoft)。引物 cF2 和 cR2 用于 cGnRH 
–Ⅱ的定量扩增, sF2和 sR2用于 sGnRH的定量扩
增, sbF2和 sbR2用于 sbGnRH的定量扩增, β-actin 
F 和 β-actin R用于 β-actin基因的定量扩增。荧光
定量 PCR条件: 94℃ 30 s, 然后 94℃ 5 s, 60℃ 
30 s, 40个循环。对 PCR产物进行测序以验证定
量引物的特异性, 以 β-actin 基因的扩增量作为参
照计算 3种 GnRH基因的定量扩增结果。 

1.5  雌性圆斑星鲽脑中 GnRH mRNA在产卵前后
的表达水平检测 
为了认识 3 种 GnRH 与圆斑星鲽卵巢发育成

熟的关系, 利用荧光定量 PCR 技术, 对雌性圆斑
星鲽脑中 GnRH 基因的 mRNA 表达水平在产卵
前、产卵中和产卵后的变化进行了检测。实验鱼 
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表 2  圆斑星鲽 GnRH 基因定量表达引物列表 
Tab. 2  Primers used for quantitative expression of GnRH 

genes in Verasper variegatus 

引物名称  
primer name 

核酸序列(5′−3′)  
nucleotide sequence (5′−3′) 

cF2 TGACTGTAGGACGAGCAGAG 

cR2 GCAGAACCAGCCGAGATG 

SbF2 AAGGACTGAAGACCACCGAATC

sbR2 CACGAGGAGCAGCCACAC 

sF2 CAGGTGTTGGTGTTGATG 

sR2 AGGTCTCTCTTGGGTTTG 

β-actin F TTCTGGTGATGGTGTGAC 

β-actin R GTGGTGGTGAAGGAGTAG 

 
的取样见 1.1。定量 PCR扩增使用的引物(表 2)、
PCR体系及 PCR反应条件和结果的计算等同 1.4。 

1.6  数据分析 
利用 DAMBE (http://aixl. uottawa. ca/)对已知

物种 GnRH 序列进行比对分析。测序结果利用
Chromas(http://www.technelysium.com.au/chromas. 
html)进行序列拼接, BLAST软件(http://www.ncbi. 
nlm.nih.gov/BLAST/) 进行基因序列的同源性分
析 ; 用 DNAStar 软件 (http://dnastar.com)确定

GnRH 编码基因开放阅读框并翻译成氨基酸序列, 

预测分子量、等电点等参数。用 SignalP V3.0 
(www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)预测每种 GnRH
分子的信号肽区域。用 Clustalx 2. 0. 12(http://www. 
clustal.org/download/current/)和 MEGA 4.1(http:// 
www.megasoftware.net/mega41.html)进行氨基酸
序列对位排列、系统树构建和序列相似性分析。 
定量 PCR扩增的结果计算参照 Schmittgen等[6]

的方法 , 对计算得出的数据进行统计分析(SPSS  
16.0), 差异显著性水平设为 0.05, 当 P<0.05时认
为差异显著。  

2  结果与分析 

本研究首次在圆斑星鲽脑中克隆到 3种 GnRH
基因的 cDNA 序列, 分别为 cGnRH-Ⅱ、sbGnRH
和 sGnRH。3 种 GnRH 基因结构模式图及其所用
引物的位置见图 1。所有的 cDNA 序列都编码 1

个 5′非编码区、信号肽、GnRH 十肽、GnRH 相
关肽和 3′非编码区。 

2.1  GnRH前体的 cDNA序列 
cGnRH-Ⅱ的 cDNA序列全长为 568 bp, 编码

85 个氨基酸, 包括 1 个长 255 bp 的开放阅读框 
 

 
 

图 1  cGnRH-Ⅱ、sGnRH和 sbGnRH cDNA序列结构模式图和对应的引物位置 
SP: 信号肽; GnRH: 促性腺激素释放激素; GAP: GnRH相关肽. 

Fig. 1  Schematic structure of cGnRH-II, sGnRH, and sbGnRH precursor cDNAs of Verasper variegates and positions of  
primers used for RT-PCR 

SP: signal peptide; GnRH: gonadotropin-releasing hormone; GAP: GnRH-associated peptide. 
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(ORF), 1个 141 bp的 5′非编码区, 1个 169 bp的 3′
非编码区, 1个终止密码子(TGA), 信号肽长为 23
个氨基酸, 预测的蛋白分子量为 9.59 kD , 等电
点为 8.53。GenBank数据库获取号 HM131601(图
2-A)。sGnRH的 cDNA序列全长为 457 bp, 编码
90 个氨基酸, 包括 1 个长 270 bp 的开放阅读框

(ORF), 1个 41 bp的 5′非编码区, 1个 143 bp的 3′
非编码区, 1个终止密码子(TGA)。预测的蛋白分
子量为 10 kD , 等电点为 10.18。GenBank数据库
获取号 HM131602(图 2-B)。sbGnRH 的 cDNA 序
列全长为 381 bp, 编码 98个氨基酸, 包括 1个长
294 bp的开放阅读框(ORF), 1个 48 bp的 5′非编码 

 

 
 

图 2  圆斑星鲽 GnRH cDNA的核苷酸序列及其推导的氨基酸序列 
A. cGnRH-II; B. sGnRH; C. sbGnRH. 

信号肽序列(SP)、GnRH核心肽(cGnRH-II、sGnRH、sbGnRH)和 GnRH相关肽(GAP)分别在图中标示, 终止密码子 TGA下方
以星号(*)标注, 加尾信号 AATAAA以双划线标注. 

Fig. 2  Nucleotide sequence of the cDNA encoding the GnRH precursors of Verasper variegatus and the deduced amino acid sequence 
Nucleotides are numbered from 5′to 3′ end, beginning with the initiation codon (ATG) in the coding region for the opening reading 
frame. Amino acid residues are numbered with the first residue (Met) in the open reading frame. Signal peptide (SP), GnRH core 

peptide (cGnRH-II, sGnRH, sbFnRH) and GnRH-associated peptide (GAP) are underlined. The asterisk indicates the stop codon. The 
nucleotides corresponding to the polyadenylation signal in the 3′-untranslated region (AATAAA) are double underlined. 
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区, 1个36 bp的3′非编码区, 1个终止密码子(TGA)。
预测的蛋白分子量为 10.84 kD, 等电点为 9.31。
GenBank数据库获取号 HM131603(图 2-C)。 

2.2  序列同源性比对和系统进化分析 
将推导的 cGnRH-Ⅱ前体的氨基酸序列与哺

乳动物、鸟类、两栖动物、爬行动物和其他鱼类

进行了比对分析。结果发现 cGnRH-Ⅱ的 GnRH
十肽区域和裂解位点 Gly-Lys-Arg 在所有脊椎动
物中高度保守(表 3)。cGnRH-Ⅱ前体的氨基酸序
列与鱼类的同源性为 56.5%~100%, 其中与鲆鲽

类的同源性达 97.6%以上。当与哺乳动物、鸟类、
爬行类和两栖类比较时 ,  氨基酸同源性下降为
25.9%~61. 2%。圆斑星鲽 sGnRH的氨基酸序列与
其他鱼类的同源性为 42.2%~97.8%, 其中与条斑
星鲽同源性最高, 达 97.8%。与其他鲈形目鱼类相
比, 同源性仍保持较高的水平(78.9%~85.2%), 与
鲤形目鱼类的同源性为 42.4%~44.4%, 与鲑形目
鱼类的同源性为 61%~70% (表 3)。圆斑星鲽
sbGnRH 前体的氨基酸序列与其他鲆鲽类的同源
性最高, 达 90.8%~93.8%, 与鲈形目鱼类的同源 

 
表 3  圆斑星鲽 GnRH 氨基酸序列与其他硬骨鱼类的同源性比对分析 

Tab. 3  Amino acid identity between prepro-GnRHs of Verasper variegatus and those of other teleosts 
                                                                                         % 

圆斑星鲽 Verasper variegatus 促性腺激素释放

激素类型 
GnRH form 

物种 species 
cGnRH-Ⅱ sbGnRH sGnRH 

条斑星鲽 Verasper moseri 100 16. 5 24. 7 

牙鲆 Paralichthys olivaceus 97. 6 16. 5 27. 1 

金头鲷 Sparus aurata 92. 9 16. 5 21. 2 

欧洲海鲈 Dicentrarchus labrax 90. 6 21. 2 24. 7 

金鱼 Carassius auratus 1/2 60/64. 7 20. 9/14 20. 9/20. 9 

鲤 Cyprinus carpio 61. 2 14 18. 6 

虹鳟 Oncorhynchus mykiss 83. 5 18. 6 24. 4 

大麻哈鱼 Oncorhynchus keta 90. 8 24. 6 32. 3 

鲇 Ictalurus punctatus 68. 2 20. 9 20. 9 

鳗鲡 Anguilla japonica 70. 6 19. 5 26. 4 

丽鱼 Pseudotropheus crabro 60. 9 18. 8 22. 4 

cGnRH-Ⅱ 

鳉青  Oryzias latipes 83. 8 17. 5 22. 5 
     

条斑星鲽 Verasper moseri 15. 3 93. 8 20 
牙鲆 Paralichthys olivaceus 22. 4 92. 9 18. 9 
巴西鲆 Paralichthys orbignyanus 22. 4 90. 8 18. 9 
金头鲷 Sparus aurata 21. 2 55. 2 18. 4 
真鲷 Pagrus major 24. 7 67. 2 26. 6 
欧洲海鲈 Dicentrarchus labrax 21. 2 68. 4 22. 2 
丽鱼 Pseudotropheus crabro 20 70. 2 18. 9 

sbGnRH 

鳉青  Oryzias latipes 21. 2 51. 6 14. 4 
     

条斑星鲽 Verasper moseri 24. 7 20 97. 8 
牙鲆 Paralichthys olivaceus 9. 8 19. 7 88. 5 
金头鲷 Sparus aurata 21. 2 20. 5 85. 2 
欧洲海鲈 Dicentrarchus labrax 25. 9 20 80 
金鱼 Carassius auratus 23. 5 23. 4 44. 4 
虹鳟 Oncorhynchus mykiss 1/2 15. 9/23. 2 17. 1/17. 1 67. 1/61 
大西洋鲑 Salmo salar 1/2 27. 1/25. 7 18. 6/20 74. 3/70 
丽鱼 Pseudotropheus crabro 20 17. 8 78. 9 

sGnRH 

鳉青  Oryzias latipes 20 20 75. 6 
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性为 55.2%~77.9%。 
利用Clustalx 2. 0. 12和Mega 4. 1软件构建圆

斑星鲽 cGnRH-II 和其他脊椎动物的系统进化树, 
结果表明, 圆斑星鲽 cGnRH-II与其他鲽形目鱼类
和鲑形目鱼类聚为一个分支, 和鲈形目及鳗鲡目

鱼类聚为一个大的分支, 哺乳类的 cGnRH-II聚为
一个独立的分支(图 3)。圆斑星鲽的 sGnRH 与其
他鲽形目鱼类、鲈形目和鳗鲡目鱼类聚为一个小

的分支, 并与鲑形目鱼类聚为一个大的分支, 鲤
形目鱼类聚为一个独立分支(图 4)。sbGnRH属于 

 

 
 

图 3  圆斑星鲽与其他脊椎动物基于 cGnRH-II氨基酸序列的系统进化树 
Fig. 3  Phylogenetic tree of prepro-cGnRH-II between Verasper variegatus and other vertebrates 
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鱼类特异性 GnRH(如 sbGnRH、cfGnRH、mGnRH、
pjGnRH 等)分支。圆斑星鲽 sbGnRH 和其他鲆鲽
类聚为一个小的分支, 与鲈形目和鳗鲡目鱼类聚
为一个大的分支, 鲤形目鱼类 sbGnRH 聚为一个
独立分支(图 5)。 

2.3  GnRH mRNA的组织和性别特异性表达 
本研究表明, 无论雌性和雄性圆斑星鲽, 脑

中 3 种 GnRH 基因 mRNA 的表达水平最高。
cGnRH-ⅡmRNA 只在雌鱼和雄鱼的脑中检测到
表达(图 6-A), 而 sbGnRH mRNA在检测的每个组
织中都有表达(图图 6-B), sGnRH mRNA 在雌鱼
的脑、垂体和性腺中表达, 而未在雄性性腺中检
测到表达(图 6-C、D)。这 3种 GnRH基因都呈现
性别特异性表达模式, 即雌性组织中的表达水平
高于雄性。脑中表达量最高的为 sbGnRH, 其

mRNA 表达水平分别是 cGnRH-ⅡmRNA 和
sGnRH mRNA表达水平的 30~2 500倍。 

2.4  卵巢发育过程中雌鱼脑中 GnRH mRNA表达
水平的变化 
在圆斑星鲽卵巢发育成熟过程中 , sbGnRH 

mRNA 表达水平呈现出与性腺发育协同一致的

表达水平变化, 自 8 月份(卵母细胞卵黄发生期)

开始显著增加(P<0.05), 并在 12月份达到(产卵前

期)达峰值, 在产卵结束后的 4 月, 表达水平下降

(图 7)。然而, sGnRH和 cGnRH-Ⅱ mRNA 表达水

平在性腺发育过程中未呈现显著变化 (P>0.05) 

(图 8)。 

3  讨论 

本研究首次在圆斑星鲽脑中克隆到 3种 GnRH 
 

 
 

图 4  圆斑星鲽与其他脊椎动物基于 sGnRH氨基酸序列的系统进化树 
Fig. 4  Phylogenetic tree of prepro-sGnRH between Verasper variegatus and other vertebrates 
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图 5  圆斑星鲽与其他脊椎动物基于 sbGnRH氨基酸序列的系统进化树 
Fig. 5  Phylogenetic tree of prepro-sbGnRH between Verasper variegatus and other vertebrates 

 

 
 

图 6  3种 GnRH基因的 mRNA在半滑舌鳎不同组织的定量表达 
A. cGnRH-Ⅱ; B. sbGnRH; C. sbGnRH ♀; D. sbGnRH ♂. B: 脑; P: 垂体; G: 性腺; L: 肝脏; Sp: 脾; K: 肾; H: 心脏; I: 肠道; St:胃. 

Fig. 6  The mRNA expression levels of three GnRH genes in various tissues determined by quantitative RT-PCR 
A. cGnRH-Ⅱ; B. sbGnRH; C. sbGnRH ♀; D. sbGnRH ♂. B: brain; G: gonad; L: liver; Sp: spleen; K: kidney; H: heart; I: intestine; St: stomach. 
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图 7  cGnRH-Ⅱ和 sbGnRH mRNA表达水平在圆斑星鲽

卵巢发育过程中的表达变化 
Fig. 7  Fluctuation of brain cGnRH-Ⅱ mRNA and sbGnRH 

mRNA levels during ovary maturation cycle 
 

 
 

图 8  sGnRH mRNA表达水平在圆斑星鲽卵巢发育过程

中的表达变化 
Fig. 8  Fluctuation of brain sGnRH mRNA level during ovary 

maturation cycle 

 
基因: sGnRH、sbGnRH、cGnRH-Ⅱ, 为鲆鲽类脑
中表达 3种 GnRH提供了新证据。圆斑星鲽 GnRH

包括信号肽(SP)、GnRH 十肽和 GnRH 相关肽区
域 , 与其他脊椎动物具有类似的结构 , 表明
GnRH基因可能具有共同的起源。研究表明, 脊椎
动物脑中至少表达 2 种不同的 GnRH 基因, 目前
所有已研究的鲆鲽类脑中都表达 3种 GnRH[7−9]。 

圆斑星鲽GnRH的表达模呈现性别特异性(雌
性表达水平高于雄性), 这在其他一些硬骨鱼类中

也有类似报道 , 如在尼罗罗非鱼 (Oreochromis 
niloticus)中, sbGnRH分泌神经元和细胞在雄性中
较早出现, 且数量较多于雌性[10], 这种 GnRH 发
生和发育的雌雄差异表达表明 GnRH 可能与性别
生长差异相关。本研究 GnRH 的表达呈现性别特

异性表达, 而 GnRH 是否参与了圆斑星鲽的性别

差异生长尚有待进一步实验证实。 
研究表明, cGnRH-Ⅱ一般只在鱼类中脑表达, 

起着神经调质或者神经递质的生理作用[4,10]。例

如 , 在大麻哈鱼 (Oncorhynchus masou)和条斑星
鲽(Verasper moseri)中, cGnRH-Ⅱ分泌神经纤维的
胞体只在中脑检测到, 起神经调质的作用[7,11−12]。

然而, 房保海等[8]报道在牙鲆(Paralichthys oliva-
ceus)中, 除了在脑中表达外, cGnRH-Ⅱ还在垂体
中表达, 表明在牙鲆中 cGnRH-Ⅱ除了作为神经
调质外可能还有其他一些生理功能。在本研究中, 
cGnRH-Ⅱ仅在脑中表达且在卵巢成熟周期中未
有显著的变化, 表明圆斑星鲽 cGnRH-Ⅱ可能仅
起神经调质或者神经递质的作用, 而与生殖功能
的调控没有直接的关系。 

sGnRH 除了在鱼类中被发现外, 研究者利用
高效液相色谱技术和放射免疫技术, 在哺乳动物
脑中也发现了 sGnRH 类似物, 表明 sGnRH 可能
也是一种在脊椎动物普遍存在的分子形式[13−15]。

前人报道 sGnRH除在脑中表达外, 还在其他组织
表达, 如在大麻哈鱼, sGnRH 神经纤维在脑和垂
体中都有分布, 提示 sGnRH除了具有刺激促性腺
激素释放的功能外, 还起着神经调质的作用[11,16]。

另外, sGnRH mRNA可在虹鳟性腺发育和成熟过
程中检测到表达, 表明 sGnRH除了具备促性腺激
素刺激释放功能外, 可能在性腺发育成熟过程中
起直接调节性类固醇激素表达的生理作用[17]。本

研究中, 圆斑星鲽 sGnRH在脑、垂体和性腺中都
有表达 , 表明其可能除起着神经调质的作用外 , 
还具有其他更为复杂的生理功能。但在雌性亲鱼

中, 其表达水平的变化在卵巢成熟过程中不显著, 
表明其可能不是促进促性腺激素分泌的必要因子。 

sbGnRH 的表达模式和可能的生理功能研究

已在许多种类中开展 , 如大菱鲆(Scophthalmus 
maximus)、牙鲆、虹鳟(Oncorhynchus mykiss)、大
麻哈鱼等[7,17−21]。现有证据表明, 在硬骨鱼类中, 

sbGnRH 在繁殖过程中起主要调控作用。sbGnRH
是脑和垂体中表达最为丰富的分子形式, 它主要
调控脑垂体合成和释放促性腺激素 [21−23]。牙鲆

sbGnRH表现出普遍的组织表达模式[7]。在一些鱼 
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种中, 虽然脑中 cGnRH-Ⅱ和 sGnRH 分泌神经元

与 sbGnRH 分泌神经元分布区域重合[24−26], 但是

他们在脑垂体中不表达或者是表达量很低, 说明

它们不参与或者很小程度上参与刺激脑垂体合成

和释放促性腺激素的生理调节[27−28]。Collins等[21]

报道 sbGnRH在 鲉纵痕平 (Sebastes rastrelliger)繁

殖过程中表达水平发生显著变化, 并在脑和垂体

中检测到高水平的 sbGnRH。在另一研究中, 真鲷

(Pagrus major)脑和垂体中 sbGnRH表达水平从 10

月份(未成熟期)开始升高, 在 4月(产卵期)达到峰 

值[28]。大菱鲆脑和垂体中 sbGnRH 激素表达水平

与性腺发育周期呈一致性的紧密变化[18]。在本研

究中, 圆斑星鲽 sbGnRH 同样表现组织表达的普

遍性, 在脑、垂体、性腺、肝、脾、肾、肠道和

胃中都能检测到表达, 但是以在脑中的表达水平

最高。与 cGnRH-Ⅱ和 sGnRH相比较, sbGnRH是

脑中表达量最高的 GnRH 分子形式, 同时其表达

水平在卵巢发育过程中变化显著, 与卵巢发育期

为密切相关, 显示 sbGnRH 可能是圆斑星鲽生殖

调控的关键 GnRH 形式, 同时它的组织的广泛表

达还表明其具有神经递质和神经调质的作用。另

外, 其可能在圆斑星鲽的消化系统、免疫系统等

起着重要的生理作用[1,4,29]。 

综上 , 本研究从分子水平研究了圆斑星鲽

GnRH 的分子结构、表达特性及其与性腺发育的

关系, 为认识其生殖的分子内分泌调控机制提供

了直接证据, 同时也为这一养殖新资源人工繁育

技术开发提供了理论依据和技术支撑。 
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