
鱼类是人类所需动物蛋白的重要来源。中国是

世界第一的渔业大国和水产养殖大国，其中，水产养

殖产量占世界总产量 70% 左右。在水产养殖品种中，

鱼类是继藻类、贝类和虾类之后的第四个发展浪潮。

目前，中国的养殖鱼类产量已占水产养殖产量的 56%

以上。鱼类养殖是中国水产业今后发展的主攻方向。

养殖鱼类的生殖生长和苗种规模化繁育是鱼类养殖

业持续健康发展的必要前提和关键技术基础之一。

20 世纪 80 ～ 90 年代，本实验室系统进行鱼类

生殖内分泌调控机理研究，并运用理论研究成果，研

制成功国内外首创的新型鱼类催产剂，取得显著的

推广应用成效，解决了养殖鱼类人工繁殖和苗种来

源的问题。进入 21 世纪后，开发利用水产养殖动物

基因资源成为建设现代养殖业的重要研究方向。本

实验室系统进行鱼类生殖调控相关激素与神经内分

泌因子及其受体基因的克隆和重组表达，取得一些

新的进展，为研制新一代鱼类催产剂奠定基础。本

文侧重对这方面的研究进行归纳与分析，旨在为深

入了解鱼类生殖内分泌调控相关功能基因提供基础

信息。
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摘要：新型的神经内分泌因子 kisspeptin 与 GnIH （gonadotropin-inhibitory hormone） 对哺乳动物的生殖轴起着直接而相反的

调控作用，kisspeptin 刺激脑垂体促性腺激素（GtH，gonadotropin） 的合成与释放，而 GnIH 抑制 GtH 的合成与释放。然而，在

鱼类中，相关研究甚少。本研究室利用比较基因组学技术，通过同线性分析结合分子生物学手段，在斑马鱼（Danio rerio）、

金鱼（Carassius auratus）中克隆得到了 kisspeptin（kiss1、kiss2）与 GnIH 以及它们相关受体的基因 cDNA 序列。氨基酸序列

同源比对结果显示：在脊椎动物中，kisspeptin 的核心肽相对保守，而 GnIH 的核心肽在不同物种中则有较大的差异。比较

基因组分析显示 kisspeptin 与 GnIH 基因在鱼类、两栖类、鸟类和哺乳类都维持着保守的同线性结构；并且，同线性的结果

表明，鱼类 kiss1 与 kiss2 基因来源于早期的基因组复制，在漫长的进化过程中，哺乳类丢失了 kiss2 基因。通过配体受体结

合实验，证明 2 种 kisspeptins 均能激活其相关受体 GPR54（GPR54a、GPR54b），启动下游通路，但却存在一定的配体 - 受体

选择性差异。金鱼、斑马鱼组织表达模式研究显示：kisspeptins 与 GnIH 以及它们相关受体在生殖相关组织或区域（下丘脑、

垂体、性腺）均有丰富的表达，提示 kisspeptins 与 GnIH 可能参与鱼类的生殖调控。通过化学合成金鱼 kisspeptins 与 GnIH

的核心肽，在体注射成熟的雌性金鱼，发现 kiss1 能显著刺激金鱼 LH 的分泌，并且能诱导金鱼排卵，而 kiss2 不能；在高剂

量的状况下，GnIH 亦能有效抑制金鱼 LH 的分泌。然而，在离体实验中，2 种 kisspeptin 与 GnIH 对金鱼垂体细胞 LH 的分

泌均没有显著的影响，提示 kisspeptins 与 GnIH 对金鱼的 LH 调控可能发生于下丘脑水平。以上结果表明：与哺乳动物相

类似，在鱼类生殖轴中也存在 kisspeptins 与 GnIH 的正负调控系统。本文侧重对这项研究以及相关的研究成果进行归纳

与分析，旨为深入探讨鱼类生殖内分泌调控相关功能基因提供参考。[ 中国水产科学，2010，17（2）：363-368]
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1  鱼类生殖活动的调控

鱼类的生殖活动主要受“脑 / 下丘脑-脑垂体-

性腺”轴（brain-pituitary-gonad axis，BPG 轴）调控，脑 /

下丘脑分泌产生促性腺激素释放激素（gonadotropin 

releasing hormone，GnRH）刺激脑垂体促性腺激素

（gonadotropin，GtH）的合成与释放，促性腺激素作用

于性腺，刺激性腺类固醇激素的生成与分泌，促进性

腺发育成熟、配子生成排放。脑 / 下丘脑分泌产生

许多神经内分泌因子可以直接或间接参与生殖轴的

调控，例如刺激性因子神经肽 Y（NPY），抑制性因子

多巴胺（DA）等调控 GnRH 和 GtH 的合成与分泌 [1]。

2  kisspeptin/GPR54 与 GnIH/GnIHR 信号系统

随着现代生物学的发展，生物信息学和分子生

物学提供了更快更有效地发现新功能基因的方法，

特别是在神经内分泌研究方面，极大地加快了新型

神经内分泌因子的研究 [2]。现已证明，在脊椎动物

脑中普遍存在一种 C 末端为 Arg-Phe-NH2 （RFamide）

的 短 肽。 它 们 最 早 在 软 体 动 物（Macrocallista 

nimbosa）中被发现，是一种心血管调节因子 [3]。近

20 年的研究发现，从鱼类、两栖类到鸟类、哺乳类，

都普遍存在这种结构相似的肽类，根据结构特征可

把它们归类为 RF 肽家族 [4]。研究表明，RF 肽家族

对生殖系统的神经内分泌调控起着直接或间接的作

用，其中，kisspeptin 和 GnIH （gonadotropin-inhibitory 

hormone）这 2 种 RF 肽对生殖轴的调控起着直接而

相反的作用。kisspeptin 通过刺激 GnRH 的分泌，从

而控制 GtH 的合成与释放；而 GnIH 则抑制 GnRH

和 GtH 的合成与释放。

Kisspeptin 由 kiss-1 基因编码 [5]，它的受体是一

种 G 蛋白偶联受体 GPR54[6]。2003 年的研究发现，

编码 GPR54 的基因发生失活突变，将导致人类的性

腺功能减退和青春期迟滞 [7-8]，而且，在敲除 kiss-1

或 GPR54 基因的小鼠也发现类似的表现型 [8-9]。原

位杂交和免疫组织化学显示，kisspeptin 主要分布于

下丘脑的弓状核区与前腹侧室周核区，其神经纤维

一直延伸到 GnRH 神经元聚集的视前区 [10-11]。研

究发现，kisspeptin 通过调控 GnRH 的释放，从而刺

激脑垂体 GtH 的合成与释放，进而控制生殖轴的

各种生理活动；同时，下游的性类固醇激素可以通

过负反馈或正反馈途径来调控 kisspeptin 的表达，

维持生殖轴上各个信号分子处于动态平衡中 [10-15]。

kisspeptin/GPR54 信号系统的发现，极大地拓展了

人们对神经生殖内分泌网络调控的认识，如青春期

启动、性类固醇激素对 GtH 的正负反馈调控、雌性

动情周期的分子调控机理、季节繁殖活动调控等方

面 [16-17]。

GnIH 最先在鸟类中发现 [18]，它的受体是一种

G 蛋白耦联受体 [19-20]，称之为 GnIHR。在体和离体

研究都表明，外源 GnIH 能以剂量依存的方式抑制

GtH 的释放 [18]；在哺乳类中，同样存在 GnIH 对生

殖轴的负调控作用，而且性类固醇激素对促性腺激

素负反馈作用也是通过 GnIH 介导的 [21]。在鸟类和

哺乳类中，GnIH 免疫阳性细胞主要集中于下丘脑

的内背侧核，视前核，正中隆起等 GnRH 神经元集

中的区域，双荧光免疫组织化学结果表明 GnIH 神

经纤维能深入 GnRH 神经元 [21]。表明 GnIH 既可以

直接作用于脑垂体抑制 GtH 分泌，也可以通过作用

于 GnRH 神经元，从而抑制 GtH 合成与分泌 [22]。

kisspeptin 和 GnIH 作为脊椎动物生殖神经内

分泌轴的一个重要的组成部分，可能起到精确调控

生殖过程的作用，它们的发现引起了广泛的关注与

讨论，成为近年来生殖生理学研究领域的热点。随

着对 kisspeptin 和 GnIH 研究的深入，发现它们很可

能在各个脊椎动物类群的生殖内分泌调控轴中起到

重要的纽带作用。

3  鱼类 kisspeptin/GPR54 的研究

2004 年，Parhar 等 [23] 在罗非鱼中首次克隆了鱼

类第一个GPR54，并发现其在GnRH神经元上有表达，

开启了鱼类 kisspeptin/GPR54 系统的研究。随后，在

胭脂鱼（Myxocyprinus asiaticus）、军曹鱼（Rachycentron 

canadum）中相继克隆了 GPR54 的 cDNA 序列 [24-25]；

在 2008 年，鱼 类 kisspeptin 分 别 在 斑 马 鱼、青 鳉

（Oryzias latipes）中克隆得到 [26-28]，紧接着，在 2009
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年又报道了鱼类存在第 2 种 kisspeptin[29]。这些结

果初步证明，鱼类存在 kisspeptin/GPR54 信号系统，

并且在鱼类青春期启动、刺激 GtH 的合成与释放等

方面具有重要的作用。

与哺乳类不同，在鱼类中存在 2 种 GPR54 与 2

种 kisspeptin 基因，通过基因共线性分析，可以发现：

鱼类的 2 种 kisspeptin 来源于一个共同的祖先基因，

在脊椎动物发生早期，通过基因组或者染色体片段

的复制而形成，经过漫长的生物进化，在高等哺乳

动物中已经丢失了 kiss2 基因，而在鱼类仍然保留着

两个 kisspeptin 基因。以金鱼为实验模型，首先，克

隆了金鱼（Carassius auratus）的 kisspeptin 和 GPR54 

cDNA，序列分析显示：金鱼 2 种 kisspeptin 的氨基

酸序列有着较大的差异，但是它们的核心十肽则较

为保守，有 3 个氨基酸差异，但性质相似；金鱼的 2

种 GPR54 的氨基酸相似度达到 56%，在胞外区差

异较大，但在跨膜区极其保守。此外，它们在各个

组织中的表达也有着较大的区别，kiss1 基因在视

顶盖、肠、肾与精巢中表达较高，而 kiss2 基因主要

在下丘脑、前脑、视顶盖、脂肪、肾、心脏及性腺中表

达；GPR54a 与 GPR54b 在各个脑区都有较高的表

达，但在外周组织 GPR54b 的表达比 GPR54a 要广

泛。其次，为了更进一步了解 kisspeptin/GPR54 系

统，本实验室将金鱼的 2 种 GPR54 通过瞬时转染表

达到 COS7 细胞上，研究受体-配体之间的相互关

系。结果显示：金鱼 2 种 kisspeptin 的核心十肽均

能有效地结合 2 种 GPR54，激活受体下游信号，但

表现出一定的受体-配体选择性差异。kiss1 能通

过 GPR54a 显著地增加下游 SRE、CRE 信号，但却

只能诱导 GPR54b 下游的 CRE 信号；kiss2 通过与

GPR54b 结合，激活其下游的 SRE、CRE 信号，但对

GPR54a 不敏感；提示了在鱼类中 2 种 kisspeptin 可

能通过不同的受体、和不同的信号通路参与鱼类的

生理活动调控。最后，为了揭示 2 种 kisspeptin 在金

鱼生殖系统中的生理功能，笔者用合成的 kisspeptin

核心十肽腹腔注射金鱼，发现 kiss1 能有效地诱导性

成熟金鱼的 LH 大量释放，而 kiss2 则不能；离体条

件下，2 种 kisspeptin 均不能刺激垂体细胞 LH 的释

放，表明了在金鱼中，kiss1 直接参与了金鱼的生殖

神经内分泌调控，其诱导 LH 释放的作用可能是通

过调控 GnRH 来介导的。更进一步的研究还发现

kiss1 还能刺激金鱼和泥鳅的排卵活动
[30]。

4  鱼类的 GnIH/GnIHR 信号系统

对于鱼类 GnIH/GnIHR 信号系统的研究，最早

在金鱼中克隆得到 GnIH 的同源基因，原位杂交结

果证明其在下丘脑大量表达 [31]，然而合成的金鱼

GnIH 多肽却会刺激鲑鱼的 LH 和 GH 的释放 [32]。

所以，对于鱼类是否存在 GnIH 及其确切的功能，目

前尚未见报道。

本实验室利用比较基因组学技术，通过基因

同线性分析，发现 GnIH 基因在脊椎动物染色体上

的位置都非常保守，结合分子生物学手段，在斑马

鱼中克隆得到 GnIH 的 cDNA 序列，通过与不同物

种 GnIH 的氨基酸序列比对，可以看出：GnIH 的氨

基酸序列并不保守，在斑马鱼、金鱼、青鳉、鸟类的

GnIH 蛋白前体中均含有 3 个潜在的 RFamide 的短

肽，而在河鲀、三刺鱼、鼠中只含有 2 个，说明 GnIH

在不同物种中序列变化较大。同时，本实验室还克

隆了斑马鱼 3 个 GnIH 的潜在受体（GnIHRs）。3 个

GnIH 受体均属于 7 次跨膜的 G 蛋白偶联受体，在

跨膜区域的氨基酸残基相当保守；进化树分析表

明：3 个 GnIH 受体与其他物种的 GnIH 受体聚类，

处于同一个分支。组织分布的结果显示：GnIH 主

要在斑马鱼的脑中表达，在外周组织如眼睛、卵巢中

也有较高的表达；3 个 GnIH 受体在脑、眼、腮、肾及

精巢中均能检测到表达信号；值得注意的是在脑垂

体，只能检测到 GnIHR1 与 GnIHR3 的表达。为了

了解鱼类 GnIH 的确切功能，本实验室合成了斑马

鱼的 GnIH 活性肽，腹腔注射性腺成熟的雌性金鱼，

发现在注射后 3 h，金鱼血清中的 LH 水平显著降低，

这表明：GnIH 在金鱼中同样起着抑制 LH 释放的

作用，同时也说明了在鱼类的生殖轴中同样存在着

GnIH/GnIHR 的负调控系统 [33]。

本实验室对鱼类生殖内分泌调控相关功能

基因的研究结果表明，在鱼类生殖轴中同样存在
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kisspeptins 与 GnIH 的刺激性和抑制性的调控系统。

kisspeptin 刺 激 GtH 的 合 成 与 释 放，而 GnIH 抑 制

GtH 的合成与释放。这些新发现的调控生殖轴的神

经内分泌因子和它们相关的功能基因，具有明显的

应用前景，将有助于建立调控养殖鱼类（特别是海

水养殖鱼类）生殖活动和苗种繁育的新技术。
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Abstract：Kisspeptin and GnIH （gonadotropin-inhibitory hormone），the RFamine peptides，play important roles in 

mammalian reproductive system. Kisspeptin stimulates the GtH （gonadotropin） release and synthesis via control of 

GnRH （gonadotropin-release hormone） secretion. In contrast，GnIH inhibits the GtH release and synthesis directly or 

via control of GnRH secretion. However，much less is known about these two novel neuropeptide in teleost fish. We 

have isoiated kisspeptide （kiss1，kiss2），GnIH and their putative receptors （GPR54a，GPR54b，GnIHR1，GnIHR2，

GnIHR3） cDNAs from goldfish and zebrafish by a combination of bioinformatics method and PCR cloning. Genomic 

syteny analysis revealed that kisspeptin and GnIH were preserved in vertebrates during evolution，and indicated that 

the two Kisspeptin isoforms were created by ancient duplication events. Sequence analysis showed that the functional 

regions of kisspeptin （kisspeptin-10s） were relatively conserved in vertebrates，while that of GnIH varied greatly. 

RT-PCR analysis demonstrated that the expression of the kiss1s，gpr54s，GnIH and GnIHRs were observed in the 

neuronal and reproductive related tissues，including the brain，pituitary，and gonads. Subsequent studies revealed 

that both mature goldfish kisspeptin-10 peptides （gfKiss1-10 and gfKiss2-10） are biologically active as they could 

functionally interact with the two goldfish receptors expressed in cultured eukaryotic cells to trigger the down-stream 

signaling pathways with different potencies. The actions of gfKiss1-10，gfKiss2-10 and zebrafish GnIH on luteinizing 

hormone （LH） secretion were further investigated in vitro and in vivo. Intraperitoneal administration of gfKiss1-10 

to sexually mature female goldfish could increase the serum LH levels，indicating that this peptide is active in vivo. 

However，this peptide does not significantly influence LH release from goldfish pituitary cells in primary culture，

indicating that the peptide does not exert its actions at the pituitary level. Whereas gfKiss2-10 appears to be a much 

less potent peptide as it exhibits no significant in vivo bioactivity and is also inactive on the primary pituitary cells. 

On the other hand，Intraperitoneal administration of the mature zebrafish GnIH peptide （LPXRFa peptide-3） could 

significantly reduce the basal serum LH level in goldfish. These data indicated that kisspeptin/GPR54 and GnIH/

GnIHRs systems were also operative in teleost fish. [Journal of Fishery Sciences of China，2010，17（2）：363-368]
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