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草鱼胰岛素样生长因子- Ñ基因克隆及序列分析
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摘要:采用逆转录- 聚合酶链式反应( RT-PCR)方法,从草鱼肝脏的总 RNA 中扩增出胰岛素样生长因子- I ( IGF-

I)基因序列,定向克隆至质粒 pUC18。测定了该基因序列, 推导其编码的蛋白质序列。克隆的 cDNA 序列编码

包括 B、C、A、D 和 E 五个区域的 117个氨基酸。与鲤 IGF- I成熟肽比较,核酸序列和氨基酸序列的同源性分别

为 93. 8%和 97. 1%。E 区域分析结果表明, 所克隆的草鱼 IGF- I序列属于 IGF- IEa-2 亚型。

关键词:草鱼; 胰岛素样生长因子- I;基因克隆

中图分类号: Q343. 1; S917   文献标识码: A

Molecular cloning and sequence analysis of

insulin-like growth factor I cDNA from Ctenopharyngodon idellus
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Abstract:Total RNA was isolated from grass carp ( Ctenopharyngodon idellus ) liver tissue. The cDNA encoding

insulin- like growth factor I ( IGF-I) peptide was amplified by reverse transcript ion polymerase chain reaction ( RT-

PCR) strategy using isolated total RNA as template. The amplif ied cDNA fragment was inserted to vector

pUC18. The cloned cDNA was sequenced and the amino acid sequence of grass carp IGF-I was predicted. The

nucleotide sequencing showed the cDNA encoded 117 amino acids including B, C, A, D and E f ive domains. The

nucleotide sequence and deduced amino acid sequence shared 93. 8% and 97. 1% homology with that of common

carp mature IGF-I. Analysis of E domain indicated that cloned grass carp IGF-I belonged to IGF-IEa-2 subtype.
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胰岛素样生长因子-I( IGF-I)是一种由 70个氨基酸组成的单链多肽,因其结构与胰岛素原相类似而

得名。在脊椎动物中 IGF-I通过介导生长激素达到促进生长的作用。IGF-I 前肽由 S、B、C、A、D和 E六

个区域构成,形成成熟肽时, S和E区域被切除。近十几年来,在人和部分哺乳类动物中 IGF-I 的研究已

经取得很大的成绩, 而对鱼类 IGF-I 的研究还尚处在起步阶段, 至今仅有鲑( Oncorhynchus tshawytsha)、虹

鳟( Salmo rgairdnei )、鲤( Cyprinus carpio)、罗非鱼( Tilapia mossambica )和鲶( Clarias macrocephalus)等少数几

种鱼类的 IGF-I基因和氨基酸序列得到研究。这些研究证明,鱼类 IGF-I同源性很强, 在整个进化过程

中 IGF-I比较保守。这也与 IGF- I 的生理功能上的重要性有关。

草鱼( Ctenopharyngodon idellus)是我国重要的养殖品种之一,为了探明其 IGF-I的结构与功能以及研

究 IGF-I在水产养殖业上的潜在应用前景,本研究克隆了草鱼 IGF-I 基因,进行序列分析和比较。
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1  材料和方法

1. 1  材料

体重约1 500g 草鱼来自本所水产良种基地。重组鲤生长激素由本所生产[ 1] ,限制性内切酶、T4DNA

连接酶及有关试剂购自 Promega 公司或华美生物工程公司。RNA提取试剂盒 High Pure RNA Isolation

Kit 和逆转录试剂盒Access RT-PCR system 分别为 ROCH 和 Promega公司产品。大肠杆菌 DH5A和质粒

pUC18由本室保存。

1. 2  草鱼肝脏总RNA提取

为了得到高产量的 IGF-I RNA, 核酸提取前给实验鱼注射两次重组鲤生长激素, 间隔为 8h, 剂量为

2Lg#g- 1体重。取 10Lg 肝脏组织,用 ROCH 公司 High Pure Tissue RNA Isolation Kit 介绍的方法提取总

RNA,电泳分析RNA质量。

1. 3  引物设计与RT-PCR

分析已报道的鲑、鲤及哺乳动物 IGF-I 基因的保守区域设计并合成 5c和 3c端引物: 5c端引物, 5c
CGGAATTCATGGGGCCGGAGACGCTGT 3c。3c端引物 , 5cCGCGGATCCTTACTAAATGCGATAGTTT 3c。
5c端引物拟从鱼 IGF-I 成熟肽的第一个氨基酸的密码子开始扩增, 3c端引物拟从 IGF-I 基因的终止密码

子TGA开始反向扩增。为了方便克隆, 在 5c端引物和 3c端引物中分别加入一个 EcoR I 和一个 Bam HI

酶切位点。按逆转录试剂盒Access RT- PCR system 介绍的方法进行 cDNA合成和PCR扩增。用逆转录

酶48 e 45 min 合成 cDNA第一条链,然后进行PCR扩增;头 10个循环 PCR反应条件为变性 94 e 、30s;
退火 50 e 、30s; 延伸 68 e 、45s。后 25个循环 PCR条件为变性94 e 、30s;退火55 e 、45s; 延伸 68 e 、1min,
循环结束后72 e 延伸 7min。取 5LL PCR产物作 1%琼脂糖凝胶电泳, PCR产物在约 380 bp处应有一条

扩增带。

图 1 PCR 产物及 pUCgIGF7 酶切的电泳图

Fig. 1  Electrophoresis of RT-PCR products

and restriction pattern of pUCgIGF7

1.KDNA/Hind Ó , 2. PUC18/ EcoR Ñ + BamH Ñ ,

3. pUCgIGF7/ EcoRÑ + BamH Ñ , 4. RT-PCR products,

5. 100bp DNA ladder

1. 4  克隆与测序

PCR产物纯化后,用 EcoR I 和 BamH I 双酶切,回收长

度约 400 bp DNA片段。同时用 EcoR I 和 BamH I 将 pUC18

双酶切,在 T4 DNA连接酶作用下, 将回收的DNA片段定向

插入 pUC18, 构建 pUCgIGF-I 重组质粒。转化感受态大肠

杆菌DH5A, 用蓝白斑和电泳酶切法筛选重组子[ 2]。DNA

测序在 ABI PRISMTM377 全自动萤光测序仪上进行, 用

DNA分析软件分析测定结果。

2  结果

2. 1  草鱼 IGF-I基因的克隆与测序

用5c端引物和 3c端引物扩增的 PCR 产物纯化后经

EcoR I 和 BamH I 酶切, 定向插入同样双酶切的质粒

pUC18, 筛选得到 3 个重组子 ( pUCgIGF2、pUCgIGF3、

pUCgIGF7、) , 经EcoR I和 BamH I 酶切鉴定, 均有约 380bp

的插入片段。图 1是 PCR 产物和质粒的酶切图。取质粒

pUCgIGF2和 pUCgIGF7进行序列测定,测序结果和推测的氨基酸序列见图 2, 图 3是测序的部分扫描结

果。克隆到的目的基因片段共 354bp,编码 117个氨基酸。从 IGF-I 成熟肽氨基酸的第一个密码子到终
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止密码子 TAG。去掉了该基因的信号肽序列。本文所克隆的基因序列和推测的蛋白质序列已登录入

GenBank、EMBL 和 DDBJ基因库,序号分别为AF247658和 AAF56819. 1。
GGG CCG GAG ACG CTG TGC GGG GCG GAG CTT GTA GAC ACG CTG CAG TTT GTG TGT GGA GAC 60

G P E T L C G A E L V D T L Q F V C G D  20

AGG GGC TTT TAT TTC AGC AAA CCA ACA GGA TAT GGG CCT TGT TCG AGG CGG TCG CAC AAC 120

R G F Y F S K P T G Y G P S S R R S H N  40

CGC GGC ATT GTG GAC GAA TGC TGC TTT CAG AGC TGC CAA CTG CGG CGC CTC GAG ATG TAC 180

R G I V D E C C F Q S C E L R R L E M Y 60

TGT GCA CCC GTG AAA ACC GGC AAA TCT CCA CGA TCC CTA CGA GCG CAA CGG CAC ACA GAT 240

C A P V K T G K S P R S L R A Q R H T D 80

ATC ACC AGG ACA GCA AAG AAA CCT TAT TCT GGA CAT AGC CAC TCT TCC TGT AAG GAG GTT 300

I T R T A K K P I S G H S H S S C K E V 100

CAT CAG AAG AAC TCT AGC CGA GGA AAC ACA GGG GGC AGA AAC TAT CGC ATT TAG    354

H Q K N S S R G N T G G R N Y R I     177

图 2 草鱼胰岛素样生长因子- I cDNA的核苷酸序列和推测的氨基酸序列

Fig. 2  Nucleotide sequence of IGF- I cDNA from grass carp and predicted amino acid sequence

图 3  草鱼胰岛素样生长因子- I cDNA 序列部分激光扫描结果

Fig. 3  Part sequencing analysis of IGF-I cDNA from grass carp by automatic laser scaning

2. 2  序列分析

参照人和其它脊椎动物的 IGF-I 结构, 推测所克隆的草鱼 IGF-I 基因的氨基酸序列分为 B、C、A、D

和E 五个区域, 其中 B 区 29个氨基酸、C 区 12个、A区 21个、D区和 E 区分别为 8个和 47个氨基酸。

成熟肽 B、C、A、D四个区域共有 6个半胱氨酸残基。

3  讨论

本文采用RT-PCR技术首次成功地克隆到草鱼 IGF-I cDNA基因,从该基因的核酸序列推断出 IGF-I

蛋白质的一级结构。将草鱼 IGF-I 的基因序列与鲤 IGF-I
[ 3]
进行比较, 发现在 B、C、A、D 和 E五个区域

中两种鱼核酸的同源性达 92. 6%。差异主要分布在 C 和 D 区, 同源性分别为 88. 9%和 87. 5%。而 B

区和 A区的同源性分别是 100%和92. 1%。图 4是草鱼 IGF- I与鲤[ 3]、金鱼( GenBank 序号AF001006)、

鲑[ 4]、鲶[ 5]、罗非鱼[ 6]、黑鲷(GenBank序号AF030573 )、大杜父鱼( Cottus scorpius) [ 7]等几种鱼类和蛙[ 8]、

鸡[ 9]、大鼠[ 10]等脊椎动物及人[ 11]的 IGF- I 氨基酸序列比较。草鱼 IGF- I与鲤和金鱼仅在 D区有两个

氨基酸残基的差别。与人和鼠类等的同源性在78%以上。而且差异主要集中在 C和 D区上, B 和A区

的同源性较高, 在 90%以上。在比较的 12种动物中都含有定位相同的 6个半胱氨酸残基,这对于蛋白

质构象的确定是必要的。图 4同源性的比较基本显示了动物的系统分类地位,即草鱼 IGF-I 与同属鲤

科的鲤和金鱼的同源性最高, 与鲑科的鲑、丽鱼科的罗非鱼等次之,与哺乳类的人和鼠类的同源性较低。
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图 4 草鱼胰岛素样生长因子-I 与几种不同脊椎动物的氨基酸序列比较

Fig . 4 Comparison of amino acid sequences of IGF- I in grass carp and several vertebrates

注:-表示该氨基酸与草鱼 IGF-I 氨基酸一致;#表示该处氨基酸缺失

Shamblott 和Chen [ 12]在研究鲑鳟鱼类 IGF-I时发现存在四种 IGF-I mRNA,依其分子大小分别命名为

Ea-1、Ea-2、Ea-3和 Ea-4。这些转录产物都含有相同的 B、C、A和D 区域, 仅仅是E 区域转录后不同剪接

造成的。Ea-1的 E区域含有35个氨基酸、Ea-2 含 47个、Ea-3含 62个, Ea-4含 74个氨基酸。通过与鲑

这四种 IGF-I序列比较,本文所报道的草鱼 IGF-I序列应属于 IGF-IEa-2亚型。根据Liang 等[ 3]对鲤成鱼

肝 cDNA进行的检测,认为 IGF-IEa-2是鲤成鱼肝脏表达的主要形式。草鱼是否也是这样还有待进一步

研究。目前,草鱼 IGF-I基因已在原核细胞中获得表达,有关基因表达和重组草鱼 IGF-I对鱼类的生理

作用有待进一步研究。
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