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摘要: 促肾上腺皮质激素释放激素受体(corticotropin-releasing hormone receptor, CRHR)是鱼类下丘脑–垂体–头肾

调控轴上的重要应激调节因子。本研究通过 cDNA 末端快速扩增(RACE)技术成功克隆出团头鲂(Megalobrama 

amblycephala) CRHR1 mRNA全长序列, 应用生物信息学方法对其序列特征进行解析; 同时采用荧光定量 PCR技

术分析了团头鲂 CRHR1的组织分布图谱及外源性皮质醇注射模拟应激处理下团头鲂 CRHR1 mRNA的表达变化。

研究结果表明, CRHR1 mRNA序列开放阅读框(open reading frame, ORF)为 1290 bp, 编码 429个氨基酸。团头鲂

CRHR1 氨基酸序列与鲤科鱼类的 CRHR1 氨基酸序列同源性最高; 该受体具有 7 次横跨膜结构和氨基端激素受体

结构域。CRHR1 在垂体中表达量最高, 其次为下丘脑, 在心脏、肝、脾等组织中表达丰度较低。经外源性皮质醇

注射后, 实验组血糖和血清皮质醇显著高于对照组, 在处理 2 h后达到峰值; 实验组血清 ACTH水平与对照组差异

总体不显著, 但呈现先升高后下降。应激处理后, CRHR1 转录水平在 4 种组织中的表达变化存在差异; 垂体中

CRHR1 在早期出现明显的表达抑制, 在下丘脑中则呈现先缓慢升高后缓慢下降的趋势, 而心脏和头肾中 CRHR1

在早期则表现出表达迅速上调而后缓慢下降的趋势。本研究进一步丰富了 CRHR 在鱼类研究方面的基础资料, 为

鱼类应激调控提供了理论基础。 
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应激(stress)是机体对各种内外因素刺激所产

生的非特异应答反应[1]。渔业生产中养殖水生动

物常常面临着来自环境(如水温、溶氧、亚硝酸盐

等)、管理操作(如运输、分塘、疾病防治等)、生

物(如病原、放养密度等)等方面的应激因素影响。

Nardocci 等[2]认为鱼体应激状态是一个资源(特别

是能量)被积极需求的状态, 该状态下鱼体为保证

应激相关的能量物质供应, 其他相关需求(免疫防

御、生长等)供应受到限制。研究表明, 过度的应

激反应会对鱼类的生长 [3]、繁殖 [4]以及抗病力 [5]

等方面造成不利影响[6]。 

鱼体应激反应受到神经内分泌调控, 其中下

丘脑 –垂体 –肾间组织 (头肾 )轴 (hypothalamic- 

pituitary-interrenal axis, HPI 轴)为主要应激调控

轴之一。HPI轴在应激事件发生时被激活, 通过级联

释放的促肾上腺皮质激素释放激素(corticotrophin 

releasing hormone, CRH)、促肾上腺皮质激素

(adreno- corticotropic hormone, ACTH)以及皮质类

固醇激素 (corticosteroid)与其对应受体的相互作

用, 最终引起皮质醇(cortisol)浓度显著升高。促肾

上腺皮质激素释放激素受体(corticotropin-releasing 

hormone receptor, CRHR)作为 HPI轴上的关键调
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节因子, 其在 HPI 轴应激调控相关功能方面起到

了重要作用。目前研究发现脊椎动物中 CRHR主

要存在 2 种亚型, 仅在美洲 (Ameiurus nebulo-

sus)[7]中发现了第 3种亚型。其中 CRHR1主要在

脑和垂体中表达, CRHR2则主要在以心脏和骨骼

肌为代表的外周组织中的表达[8]。CRHR 被外界

应激源诱导产生的 CRH或其他 CRH样多肽激活, 

进而引起下游效应, 诱导皮质醇合成释放。目前, 

鱼类 CRHR1的相关研究较少, 仅见美洲 [7]、大

麻哈鱼(Oncorhynchus keta)[9]、鲤鱼(Cyprinus carpio)[10]、

鲀红鳍东方 (Fugu rubripes)[11]、慈鲷(Astatotilapia 

burtoni)[12]等鱼类的相关报道 , 鱼类相关基础研

究仍有待进一步加强。 

团头鲂 (Megalobrama amblycephala)是国内

大宗淡水养殖对象之一。目前高密度养殖模式下, 

应激现象非常突出, 病害频发。本实验以团头鲂

为研究对象, 在转录组研究的基础上进一步获取

CRHR1基因全长, 采用外源性皮质醇注射的方式

模拟应激, 分析 CRHR1 在应激过程中的时空分

布, 以期为其应激和疾病防控提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

本实验所用实验鱼团头鲂均由中国水产科学

研究院淡水渔业研究中心南泉基地提供, 鱼体健

康无伤 , 活力强 , 体重 (445±32) g, 体长 (32±4) 

cm。实验前, 团头鲂于循环养殖系统中暂养 2周, 

水温控制在(25±1) , ℃ 持续充氧 , 光周期同自然

光, 按体重的 3%投喂商品颗粒饲料, 1天 3次。 

1.2  样品采集 

基因组织表达分布分析所需组织样品来自随

机选取的 10尾团头鲂。鱼体经 MS-222(175 mg/L)

麻醉后, 快速解剖, 取心脏、肝、脾、鳃、肾、头

肾、下丘脑、垂体、皮肤、肌肉、肠道、性腺共

12种组织, –80℃保存备用。 

外源性皮质醇注射应激处理实验随机选取

140 尾, 分为实验处理组和对照组, 每组设置 2

个平行。经 2周时间适应后, 开始实验。实验组

腹腔注射皮质醇溶液(1 mL/kg体重, 质量浓度为

10 mg/mL, 溶剂为酒精, 皮质醇购自山东西亚化

工有限公司), 对照组注射等量的酒精, 在注射后

记为 0 h。分别在 0 h、2 h、4 h、8 h、12 h、24 h、

5 d取样; 每次每个平行组取 5尾鱼。取样前使用

175 mg/L 的 MS-222 对鱼进行麻醉, 采血。根据

组织分布研究结果, 采集心脏、头肾、下丘脑、

垂体共 4种组织供后续分析, –80℃保存备用。 

1.3  RNA 提取 

将组织(重量<0.1 g)放入 1 mL RNAiso Plus 

(TaKaRa, Japan), 用高通量组织破碎仪(宁波新芝

生物科技股份有限公司)迅速充分匀浆后, 取上清, 

按试剂操作说明提取 RNA, 使用 NanoDrop 

2000(Thermo Scientific)检测RNA质量及浓度, 选

取OD260/D280值在1.8~2.0的样品, 使用PrimeScriptTM 

RT reagent Kit with gDNA Eraser (TaKaRa, Japan), 
按照试剂使用说明处理 RNA 去除基因组 DNA, 

最终以 50 ng/µL 的 RNA 进行反转录, 获得的

cDNA于–20℃保存备用。 

1.4  血液指标分析 

通过尾椎静脉取血 , 采集的血液立即离心 , 

收集血清, 参数设置为 7500 r/min, 4 , 5℃  min, 血

清保存于–20℃备用。血糖直接由 ACCU-CHEK 

Pertorma 血糖仪(罗氏)测得。血清皮质醇及血清

ACTH的检测在化学发光免疫竞争法在MAGLUMI 

1000 全自动化学发光免疫分析仪上进行, 试剂盒

购于深圳市新产业生物医学工程有限公司。 

1.5  CRHR克隆与生物信息学分析 

根据团头鲂转录组中已获得的 CRHR 基因序

列片段 , 设计引物 (表 1) 结合 RACE 试剂盒

(Invitrogen)和 SMARTerTM RACE cDNA Amplifi-

cation Kit试剂盒(Clontech)扩增 5′端和 3′端序列。 

应用 Clustal Omega(https://www.ebi.ac. uk/ 

Tools/msa/clustalo/)对团头鲂 CRHR 氨基酸序列进

行在线分析比对。其磷酸化位点通过 Netphos软件

进行预测(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosK)。

团头鲂 CRHR 结构由疏水性检测(http://web.ex-

pasy.org/cgi-bin/protscale/ protscale. pl)、跨膜结构

预测(TMHMM Server v. 2.0, http://www.cbs.dtu.dk/ 

services/TMHMM-2.0/)和人 CRHR (NP_004373)
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结构模型综合分析。团头鲂 CRHR系统发育分析

采用 MEGA4.1 软件中 Neighbor-Joining 方法, 系

统发育树各节点支持率采用自举(Bootstrap)1000

次检验。 

 
表 1  团头鲂 CRHR1 克隆及实时荧光定量 PCR 所用引物 

Tab. 1  Primers used for M. amblycephala CRHR1 mRNA cloning and the quantitive real-time PCR reactions 

引物 
primer 

序列(5′–3′) 
primer sequence (5′–3′) 

用途 
usage 

CRHR1-f CTCAATGCCAGGAGATTCTCA 

CRHR1-r TTCCACAGTATCAAACAGTC 
扩增 CRHR1中间片段 

CRHR1-3 TAAGCACTCCATTCGGGCACGGGT RACE扩增 CRHR1 3′端 

CRHR1-5 CGAGGAGAAGAAAAGCAA RACE扩增 CRHR1 5′端 

β-actin-F TCGTCCACCGCAAATGCTTCTA 

β-actin-R CCGTCACCTTCACCGTTCCAGT 
Real-time PCR 扩增 β-actin 

RPII-F CGCGAGTCATTCCTGTAACATC 

RPII-R TGACCCTTCCTCAGCTTTACCA 
Real-time PCR 扩增 RPII 

CRHR1-F GCGATGCTCTGCTCCTACTC 

CRHR1-R CCCAGGTGCCATTAGCAAGA 
Real-time PCR 扩增 CRHR1 

 

1.6  实时荧光定量 PCR 

实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)采用相对标准

曲线法, 所用引物见表 1, 其中内参基因 β-actin

和 RPⅡ引物参照董晶晶等 [13], 引物合成及序列

测定由生工生物工程(上海)技术有限公司完成。

qRT-PCR反应采用 SYBR Premix Ex TaqTM II (Tli 

RNaseH Plus)试剂盒(大连宝生物有限公司), 在ABI 

PRISM 7500 Real-time PCR System仪器上进行检测

和分析。参数设置参照薛春雨等[14]。阴性对照, 以灭

菌双蒸水代替 cDNA模板; 每个样品设置 3个重复。 

1.7  数据统计与分析 

数据差异显著性分析使用 SPASS 18.0(SPASS 

Inc., Chicago)软件中的单因素方差分析(One-Way 

ANOVA)和独立样本 T 检验(Independent samples 

T test), 显著性水平设置为 0.05。 

2  结果与分析 

2.1  团头鲂 CRHR mRNA序列 

从团头鲂转录组中获得的 CRHR基因序列片

段 937 bp, 与其他物种 CRHR存在高度同源性。

经 5′RACE-PCR和 3′Tail-PCR扩增获得缺失的 5′

端和 3′端, 序列长度分别为 508 bp和 457 bp; 序列

拼接后获得全长 1690 bp, 其包含了一个 1290 bp的

开放阅读框, G、C含量为 49.26%, 编码 429个氨

基酸(图 1), 预测蛋白分子量大小为 49.51 kD, 理

论等电点为 9.53, 蛋白平均疏水性为 0.283。序列

氨基酸组成方面, 强碱性氨基酸(K, R)42 个, 强

酸性氨基酸(D, E)23个, 疏水氨基酸(A, I, L, F, W, 

V)181个, 极性氨基酸(N, C, Q, S, T, Y)132个。 

2.2  团头鲂 CRHR的同源性和进化分析 

序列同源性分析表明, 团头鲂 CRHR 氨基酸

序列与 GenBank 收录的其他脊椎动物 CRHR1 具

有很高的同源性。其与鲤科鱼类 CRHR1 氨基酸

序列同源性最高达 99.07%, 与人类、哺乳动物、

鸟类、爬行类以及其他鱼类 CRHR1 氨基酸序列的

同源性分别为 84.35%, 83.86%, 91.42%, 88.76%和

89.88%(表 2)。系统进化分析结果显示(图 2), 团头

鲂 CRHR 与鲤科鱼类 CRHR1 聚为一支, 且与金

鱼 CRHR1的进化距离最近。 

2.3  团头鲂 CRHR1的结构及特征 

序列结构分析显示: 团头鲂 CRHR1 存在两

个保守结构域(激素受体结构, HormR和七次横跨

膜结构, 7tm_2; 图 3)。其中, HormR结构主要存

在于激素受体中, 与配体结合相关; 而 7tm_2 结

构属于七次跨膜结构受体家族的特征结构。疏水

性检测结果表明: 团头鲂 CRHR1在 Ile12、Val150、

Ala175、Cys225、Trp250、Phe300、Thr340、Gly370残

基附近具有较强的疏水作用(图 4)。进一步的跨膜 
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图 1  团头鲂 CRHR cDNA序列及其翻译氨基酸序列 

氨基酸序列位于核酸序列之下, 粗体示起始密码子对应氨基酸, 星号对应终止密码子. 

Fig. 1  Full-length nucleotide and deduced amino acid sequence of M. amblycephala CRHR 
The deduced amino acid is shown below the nucleotide sequence. The start codon is in bold and the stop codon is indicated by an asterisk. 

 

 
 

图 2  基于 CRHR1氨基酸序列构建的 NJ系统发育树 

Fig. 2  Phylogenetic tree of CRHR1 amino acid sequences built using NJ method 

 



第 4期 陈凯等: 团头鲂促肾上腺皮质激素释放激素受体基因序列特征及表达分析 837 

 

 



838 中国水产科学 第 23卷 

 

 
 

图 3  团头鲂 CRHR1保守结构域 

HormR: 激素受体结构; 7tm_2: 七次横跨膜结构. 

Fig. 3  The conserved domains of M. amblycephala CRHR1 
Horm R: Domain present in hormone receptors. 7tm_2: 7 transmembrane receptor. 

 

 
 

图 4  团头鲂 CRHR1疏水性分析 

图中分值越大, 其对应的氨基酸序列部分的疏水性越强. 

Fig. 4  ProtScale of M. amblycephala CRHR1 
The higher score means the stronger hydrophobicity. 

结构预测显示: 在 Val150、Ala175、Cys225、Trp250、

Phe300、Thr340、Gly370残基附近存在跨膜结构(图 5)。

与此同时, 氨基酸序列多重对比及人 CRHR1 结构

模型预测结果表明 : 其跨膜结构域的数量与

TMHMM 预测结果一致(图 6), 且不同方法预测的

跨膜结构位置具有一定的重合率(第一至第七跨膜

结构域的重合率分别为 63%, 29%, 4%, 41%, 49%, 

21%, 38%; 计算公式: 不同预测方法所预测跨膜结

构氨基酸重合残基数量/不同预测方法所预测跨膜

结构氨基酸残基数量的均值×100%)。此外 , 人

CRHR1结构模型预测还显示了团头鲂CRHR1可能

的激动剂、拮抗剂结合位点以及信号肽结构。而综

合人模型与Netphos K 1.0软件的预测结果显示: 团

头鲂 CRHR1的 Thr310为潜在的 PKC磷酸化位点。 

 

 
 

图 5  团头鲂 CRHR1跨膜结构域预测 

Fig. 5  The predicted transmembrane domain of M. amblycephala CRHR1 
 

2.4  团头鲂 CRHR1的组织分布特征 

团头鲂 CRHR1 组织分布的结果显示: 其在

垂体中的相对表达量最高 , 下丘脑次之 , 其他

检视组织中 , CRHR1 均有不同程度表达 , 但其

表达水平均显著低于垂体和下丘脑。此外 , 随机

选取用于组织分布研究的团头鲂 , 性腺发育状

态尚不能区分精巢与卵巢 , 故此并未对性腺进

行区别(图 7)。  
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图 7  CRHR1 mRNA在团头鲂不同组织中的表达分布 

H: 心脏; L: 肝; SP: 脾; GI: 鳃; HK: 头肾; HY: 下丘脑; K: 肾; SK: 皮肤; I: 肠道; M: 肌肉; G: 性腺; P: 垂体;  

不同字母表示不同时间点 CRHR1表达差异显著(One-Way ANOVA, P<0.05). 

Fig. 7  Tissue-specific expression of CRHR1 in M. amblycephala 
H: heart, L: liver; SP: spleen; GI: gill; HK: head kidney; HY: hypothalamus; K: kidney; SK: skin; I: intestine; M: muscle; G: gonad;  

P: pituitary. Different letter indicate statistical difference between different recovering time (One-Way ANOVA, P<0.05). 

 

2.5  皮质醇注射处理后血清应激相关指标的变化 

外源性皮质醇处理后, 实验组血清 ACTH 水

平在胁迫恢复前期出现明显的波动, 虽然与对照

组的变化趋势基本一致(另设空白组, 其结果存在

相似的变化趋势, 数据并未显示), 但其波动幅度

及后期稳定水平显著高于对照组, 且其恢复稳定

水平的时间明显晚于对照组(图 8)。血清皮质醇结

果显示: 实验组血清皮质醇水平在胁迫恢复前期

显著升高, 在 2 h时附近达到峰值, 之后呈下降趋

势, 但其持续高皮质醇水平时间长, 直到 12 h 时

才恢复到正常水平。相对而言, 对照组皮质醇水

平升高时间短 , 达到峰值水平低 , 恢复速度快 , 

高皮质醇水平维持时间短, 在 2 h 时附近就基本

恢复了正常水平(图 9)。实验处理后, 血糖水平变

化表现出一定的滞后性, 在 2 h 时显示出显著升

高, 且高血糖水平维持时间长, 在 24 h 后才恢复

到正常水平。而对照组在整个实验期间, 血糖水

平都维持在正常水平(图 10)。 

2.6  皮质醇注射处理后 CRHR1的表达调控 

皮质醇处理后, 垂体 CRHR1 表达受到抑制, 

在胁迫恢复早期 , 出现了显著的表达下调 , 直

到 8 h时才恢复正常水平(图 11A)。与垂体中的表

达变化不同, 下丘脑中 CRHR1 的表达在胁迫恢

复早期发生上调, 变化趋势似倒“V”形, 在 4 h时

达到峰值水平(图 11B)。头肾与心脏中 CRHR1在

胁迫恢复期的变化趋势类似 , 在胁迫恢复前期

CRHR1 表达量显著上调, 在 4h 左右恢复正常水

平(图 11C, D)。 
 

 
 

图 8  外源性皮质醇处理恢复期团头鲂血清 ACTH 

水平的变化 

不同字母表示不同时间点 ACTH 水平差异显著(One-Way 

ANOVA, P<0.05), 星号表示同一时间的不同处理间 ACTH水 

平差异显著(Independent samples T test). 

Fig. 8  Effects on serum ACTH level during recovery from 
exogenous cortisol-stress 

Different letter indicates statistical difference between different 
recovering time (One-Way ANOVA, P<0.05). Asterisk indicates 
statistical difference between different treatment at the same time 

(Independent samples T test). 
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图 9  外源性皮质醇处理恢复期血清皮质醇水平的变化 

不同字母表示不同时间点皮质醇水平差异显著 (One-Way 

ANOVA, P<0.05), 星号表示同一时间的不同处理间皮质醇水平 

差异显著(Independent samples T test). 

Fig. 9  Effects on serum cortisol level during recovery from 
exogenous cortisol-stress 

Different letter indicates statistical difference between different 
recovering time (One-way ANOVA, P<0.05). Asterisk indicates 
statistical difference between different treatment at the same  

time (Independent samples T test). 

 
 

图 10  外源性皮质醇处理恢复期团头鲂血清血糖水平的变化 

不同字母表示不同时间点血糖水平差异显著(One-Way ANOVA, 

P<0.05). 星号表示同一时间的不同处理间血糖水平差异显著 

(Independent samples T test). 
Fig. 10  Effects on serum blood glucose level during recovery 

from exogenous cortisol-stress 
Different letter indicates statistical difference between different 
recovering time (One-Way ANOVA, P<0.05). Asterisk indicates 
statistical difference between different treatment at the same time  

(Independent samples T test). 
 

 
 

图 11  外源性皮质醇处理恢复期团头鲂 CRHR1的组织表达变化 

不同字母表示不同时间点 CRHR1的组织表达水平差异显著(One-Way ANOVA, P<0.05). 星号表示同一时间的不同处理间

CRHR1的组织表达水平差异显著(Independent samples T test). 

Fig. 11  CRHR1expression in tissues of M. amblycephala during recovery from exogenous cortisol-stress 
Different letters indicates statistical difference between different recovering time (One-Way ANOVA, P<0.05). Asterisk indicates  

statistical difference between different treatment at the same time (Independent samples T test). 
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3  讨论 

3.1  团头鲂 CRHR1的结构特点 

通常蛋白跨膜结构具有一定强度的疏水性。

团头鲂 CRHR1 疏水性分析结果发现 Ile12残基附

近的强疏水性与 TMHMM 2.0跨膜结构预测结果

出现了偏离。由于细胞膜存在一定厚度, 跨膜区

通常由 20 个左右的强疏水性氨基参与构成, 因此

Ile12残基附近的强疏水性与跨膜结构并不相关[15]。

此外, 结构模型预测显示其氨基端存在信号肽结

构。信号肽假说[15]认为, 信号肽在蛋白质合成时

会形成跨膜片段, 辅助多肽链穿过内质网膜。因

此, Ile12 残基附近的强疏水性恰好符合信号肽假

说。就预测结果而言, 3种方法所预测的 7个跨膜

结构位置存在一定的重合率, 确保了预测的准确

性[16]。由于 TMHMM 2.0软件分析与疏水性分析

的核心算法相近, 因此两种方法在结构位置的预

测结果上基本一致; 而模型分析依赖于 CRHR1

在物种进化过程中的保守性, 然而物种间毕竟存

在差异, 因此可能存在偏差。 

多重序列比对与模型预测分析结果显示在

EL1存在激动剂结合位点, 与团头鲂CRHR1保守

结构分析结果一致。而磷酸化位点的预测分析中, 

Netphos K 1.0预测与模型预测结果均显示其位于

IL3上, 由此可见 IL3结构在 CRHR1中的重要性

以及在进化中的保守性。 

3.2  团头鲂 CRHR1组织分布特点 

团头鲂 CRHR1 在垂体与下丘脑中的高丰度表

达。该结果与 A. nebulosus[7]、O. keta[9]、A. burtoni[12]

等鱼类的研究结论一致。而哺乳动物 [17]与两栖

动物 [18–19]CRHR1 也有此分布特点。下丘脑作为

CRHR1配体的主要合成部位, 而垂体又恰好是其

发生作用的主要区域 , 由此可见在进化过程中 , 

CRHR1于脊椎动物 HPI轴中的功能具有保守性。 

团头鲂 CRHR1 在外周组织中的广泛表达 , 

与其他学者的研究结果存在一定差异。Pohl 等[9]

对 O. keta CRHR1在脑、心脏以及侧线系统等 9

种组织的表达情况进行了检测, 结果显示仅有 6

种组织表现出阳性结果。这种差异可能与作者所

用终点法 PCR的灵敏度相关。 

团头鲂CRHR1在外周组织中的表达分布极有

可能与其功能调控相关。已有研究表明: CRHR1

在胰岛中的表达与胰岛 B细胞的功能相关[20]; 而

免疫相关的研究中发现 CRHR1 参与了白细胞凋

亡过程 [21]。鱼类的相关研究中也有学者指出 F. 

rubripes 鳃中 CRHR1 的分布与其渗透压调节密切

相关[11]。因此, 团头鲂 CRHR1能广泛的参与到其

表达分布所在组织的功能调控中, 但其具体机制

有待进一步研究。 

3.3  团头鲂 CRHR1 在应激处理恢复阶段的调控

作用 

经典的 HPI 调控轴中, 机体受到应激源刺激

后, 激活 HPI 轴, 最终引起皮质醇等激素的合成

释放, 而达到阈值水平的激素最终促使机体动员

能源应对应激事件。团头鲂在应激恢复早期血清

ACTH水平所表现的波动性, 与虹鳟(Onchorynchus 

mykiss)在应激后 5 min出现的 ACTH峰值的结果

不同 [22], 这可能主要与取样时间点及鱼种有关。

本文团头鲂皮质醇水平的变化与此前团头鲂应激

研究[13]中观察到的现象一致。从最终能量调动的

结果来看, 实验组血糖水平在应激恢复早期表现

出的滞后性升高以及应激恢复后期长时间维持的

高血糖水平, 与赵建华等[25]的观察结果一致。 

受到外界刺激的团头鲂, 其下丘脑大量合成

分泌CRH促使机体产生应激反应, 以保护自身免

受外界刺激的影响。与此同时, 为避免受到过度

应激带来的伤害, 位于应激轴上游的下丘脑中在

应激发生的早期出现的 CRHR1 受体转录水平上

调, 作者认为这属于对应激反应进行约束的一种

方式, 而这一现象与前人对小鼠[23]进行 LPS注射

研究时观察到的下丘脑中 CRHR1 表达变化结果

一致。我们认为应激状态下下丘脑通过 CRHR转

录水平的变化的调控手段有两个方面, 其一, 通

过 CRHR1 显著上调表达, 增强相应的反馈机制

以削弱下游的应激反应, 另一方面, 位于 CRH源

头的对应受体的转录表达上调可能增加了对

CRH 的消耗, 进而减弱传递至下游组织的信号强

度。然而 Makino等[23]在应用皮质醇注射时, 却与
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我们发现不同, 这可能是使用的溶剂不同所导致

的(酒精易溶于水的性质决定了本实验中皮质醇

能迅速进入周围的组织环境, 因此我们的实验更

趋向于急性应激; Makino 等[23]应用芝麻油包被, 

对皮质醇起到了缓释作用, 更类似于慢性应激)。

而已有研究表明, 在急、慢性应激实验中, CRHR1

的调控表达存在不同表现[24]。 

而垂体作为 CRH 与 CRHR 发生作用的主要

场所, 因此应激反应中 CRHR1 在垂体中表达变

化有着重要意义。由于机体需要维持稳定的内环

境, 受到刺激而产生的上游信号虽然在下丘脑中

受到了相应的削弱处理, 但传至垂体的信号势必

是要求产生应激反应以应对外界刺激, 面对要求

产生应激反应的信号, 应激调控轴进一步行使其

维持机体稳定、调控应激的功能, 对应激的产生

进行控制, 因此机体抑制了 CRHR 在垂体中的表

达, 以削弱下游效应, 进而确保机体不会产生过

度强烈的应激反应。这一结果与鲤鱼[10]以及鸟类[25]

急性应激实验中 CRHR1 的转录表现一致。然而

血清皮质醇的变化与垂体中 CRHR1 的转录表现

在时间轴上并不统一, 这可能与下游应激反应的

即时性以及转录调控需进一步翻译修饰的滞后造

成的, 因此这两者并不矛盾。 

而头肾以及心脏中 CRHR1 的转录变化趋势

相同, 在应激发生的早期都出现了表达上调, 这

与下丘脑中转录变化存在相似之处。在这些组织

中也可能通过 CRHR1 的上调表达, 增加应激信

号在非靶组织发生的接收甚至是代谢处理, 从而

实现对上游应激信号的调节作用, 然而其中具体

调控机制有待进一步研究。 
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Molecular cloning, characterization, and regulation of Megalobrama 
amblycephala corticotropin-releasing hormone receptor expression 
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Abstract: Corticotropin-releasing hormone (CRH) and its receptor (CRHR) play important roles in the hormonal 
response to stress by regulating the release of adrenocorticotropin (ACTH) from the hypothalamic-pituitary-in-
terrenal axis and consequent secretion of glucocorticoids. In this report, Megalobrama amblycephala CRHR1 
cDNA was cloned by rapid amplification of cDNA ends-polymerase chain reaction (RACE-PCR) analysis and 
characterized by bioinformatics analysis. The expression profile of M. amblycephala CRHR1 in different tissues 
was analyzed by quantitative real-time PCR and changes in expression with stress were detected following a cor-
tisol injection. Serum glucose, cortisol, and ACTH levels were monitored after the injection. The full-length M. 
amblycephala CRHR1 mRNA contained a 1290-bp open reading frame and encoded 429 amino acids. The amino 
acid sequence alignment showed that M. amblycephala CRHR1 had 99% sequence identity with Carassius auratus 
CRHR1. The tissue expression analysis revealed that M. amblycephala CRHR1was expressed at high levels in the 
pituitary and hypothalamus, but lower levels were detected in liver, kidney, muscle, skin, and heart. Serum glucose 
plateaued at 2–24 h, serum cortisol peaked at 12 h, and serum ACTH and mRNA expression in different tissues did 
not change after the cortisol injection. A significant decrease in pituitary CRHR1 expression was detected imme-
diately after the cortisol injection, whereas it increased significantly in the head kidney and heart. The change in 
hypothalamic CRHR1 followed a unimodal pattern of increasing slowly at the early stage and then decreasing 
slowly at the end. In conclusion, we cloned the full-length M. amblycephala CRHR1 mRNA and detected changes 
in CRHR1 expression after a cortisol injection. 

Key words: Megalobrama amblycephala; corticotropin-releasing hormone receptor; gene cloning; expression 
analysis; tissue distribution 
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