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黄颡鱼LRH-1基因的分离和表达
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摘要：肝受体类似物 （Liver receptor homolog-1，LRH-1）是核受体家族Ftz-F1中一个亚家族成员，由于其在哺乳类卵巢中的

高表达而被认为在卵巢类固醇合成的调控中起着一定的作用。本研究使用RT-PCR、RACE法分离到了黄颡鱼（Pelteobagrus 

fulvidraco）肝受体类似物基因（LRH-1） 以及一个无活性的LRH-1′cDNA。LRH-1 cDNA全长1 945 bp，包括5′非翻译区207 

bp，3′非翻译区238 bp，开放阅读框 1 500 bp，编码500个氨基酸，推算的蛋白分子量为57.19 kD。LRH-1′全长1 663 bp，5′非

翻译区283 bp，3′非翻译区330 bp，开放阅读框1 050 bp，编码350个氨基酸，推算的蛋白分子量为39.7 kD。与LRH-1相比，

LRH-1′缺少存在于基因5′端的锌指结构和3′端起转录激活作用的AF-2基序。不同动物LRH-1氨基酸序列比对结果表

明，黄颡鱼LRH-1和其他动物的LRH-1相似性为79%～ 85%，和其他动物的类固醇生成因子（SF-1）相似性为59%～ 66%。

系统发育树显示，Ftz-F1分为两大支，一支包括鱼类SF-1；另一支又有2个分支，分别包含其他动物的SF-1和所有动物

的LRH-1，在LRH-1分支中鱼类LRH-1单独为一小支。以β-actin为内标的荧光实时定量RT-PCR结果显示，LRH-1在雌、

雄黄颡鱼脑、肝、肾、性腺均有表达，以肝脏的表达量为最高，雌鱼各组织的表达量均比雄鱼高，其中肝脏和性腺差异明显

（P<0.05）；在卵巢的不同发育阶段，该基因的表达量也不尽相同，Ⅲ期卵巢表达量最高，明显高于Ⅴ期（P<0.05），Ⅴ期又明显

高于Ⅱ、Ⅳ和Ⅵ期（P<0.05）；注射催产素促黄体释放激素类似物（LRH-A）12 h后，LRH-1在脑的表达量没明显变化，在肝脏

和肾脏的表达量明显增加，而在卵巢的表达量明显下降。[中国水产科学，2009，16（5）：649-659]
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Ftz-F1属于核受体超家族成员，是激活果蝇早期

胚胎形成阶段分割基因 （Ftz）转录因子的同源异形

盒（Homeobox）[1-2]。根据其作用和表达模式，Ftz-F1

基因分为2个亚家族，其中一个包括类固醇生成因子

基因（SF-1）或称肾上腺4结合蛋白基因（Adrenal 4 

binding protein，Ad4BP），另一个包含肝受体类似物基

因（Liver receptor homolog-1，LRH-1） [3-4]。

LRH-1在发育、胆固醇反向运输、胆汁酸动态

平衡和类固醇生成中起着主要的作用。在成体哺

乳类，LRH-1的表达主要局限在内胚层起源的组

织，如肝脏、胰和肠等，根据其作用被称为肝内核受

体（Nuclear receptor，NR） [3，5-7]。近期在哺乳动物猪、

鼠、人等研究中发现，LRH-1在卵巢高表达，暗示着

LRH-1参与了卵巢类固醇生成的调控 [8-14]。对哺乳

类的研究表明，LRH-1的表达局限在各发育阶段卵

巢的滤泡粒细胞和黄体细胞，而类固醇生成因子1

（Steroidogenic factor-1，SF-1）基因主要在膜细胞和间

质细胞中表达，在粒细胞中的表达量较低，在黄体细

胞中没有表达 [10-12]；LRH-1在怀孕期的表达明显受诱

导，但SF-1在妊娠期间的表达减少 [10-11]。LRH-1在

卵巢中的阶段特异性表达，提示它在卵泡和黄体形

成中具有调控作用。有关鱼类LRH-1基因的研究，

仅见在斑马鱼（Danio rerio）[15-16]、虹鳟（Oncorhynchus 

mykiss）[17]、青 鳉（Oryzias latipes）等 鱼 中 分 离 到 了
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LRH-1 cDNA，但对于该基因的表达研究较少 [16]。本

研究分离了黄颡鱼（Pelteobagrus fulvidraco）的LRH-1 

cDNA，结合GenBank中Ftz-F1的序列资料，对Ftz-F1

的系统发育进行了较为全面的分析；测定了LRH-1在

雌、雄黄颡鱼脑、肝、肾和性腺中的表达，及其在卵巢

发育各阶段的表达量；同时还研究了催产素促黄体

释放激素类似物（LRH-A）对卵巢LRH-1的调控作用。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　实验动物　黄颡鱼体质量50~100 g，购自无

锡中桥菜场，用于分离LRH-1 cDNA。各卵巢发育期

雌鱼均取3尾，Ⅱ期鱼为隔年繁殖的鱼苗养殖到第

二年繁殖季节，体质量为13.5～ 15.6 g，性腺指数为

0.4～ 0.51；Ⅲ期鱼体质量28.2～ 43.0 g，性腺指数为

1.56～ 4.07；Ⅳ期鱼体质量50.5～ 64.0 g，性腺指数为

12.87～ 17.5，挤不出卵粒；Ⅴ期鱼体质量37.5～ 69.0 

g，性腺指数为7.3～ 14.37，轻压腹部卵粒自动流出；

Ⅵ期鱼体质量33.8～ 49.8 g，性腺指数3.5～ 5.9，卵巢

已退化；注射LRH-A的鱼性腺处于Ⅳ期，体质量为

45.5～ 54.9 g，性腺指数为18.0~20.9，LRH-A的剂量

为4 μg/kg，但注射后12 h，未产卵。雄鱼性腺发育处

于Ⅳ-Ⅴ期，体质量18.5～ 58 g。

1.1.2　 试 剂　Trizol Reagent购 自Promega；M-MLV、

RNase H、TdT酶、Taq酶、3′RACE试剂盒、Premix Ex 

TaqTM（Perfect Real time）、DNAseⅠ购自Takara；胶回

收试剂盒、PCR液回收试剂盒、PMD18-T载体、连接

酶购自上海生工生物工程技术服务有限公司；大肠

杆菌JM109为本实验室保存。

1.1.3　RNA　 取 新 鲜 肝 组 织50～ 100 mg，用Trizol 

Reagent抽提总RNA。使用紫外分光光度计测定RNA

的浓度，并根据OD260/OD280 值判断RNA的质量，一般

1.9～ 2.0符合要求。用于实时定量RT-PCR的RNA

再使用去除RNase的DNaseⅠ处理，然后，用酚-仿抽

提，以除去RNA中污染的DNA。

1.1.4　引物　根据已发表的LRH-1氨基酸保守区

序列特点，使用CodeHop[18] 设计兼并引物，用于分离

和扩增黄颡鱼LRH-1的部分序列。然后使用RACE

法分离基因的3′和5′端。具体引物序列、扩增反应

温度以及在该基因中的位置见表1。根据分离出

的序列，在靠近3′端设计特异性扩增LRH-1的RT-

PCR引物，以β-actin为内标进行定量表达分析，根据

现有鱼类如斑马鱼（BC067566）、黄鳝（AY647143）、

罗非 鱼（AB037865）、鸡（L08165）以 及 黑 斑 青 河 鲀

（CR692262）等的 β-actin序列，经比对后，选择这几个

动物共有的序列作为 β-actin的扩增引物。表1中提

供的位置为在斑马鱼 β-actin （BC067566）中的位置。

所有引物由上海申能博彩生物技术有限公司合成。

1.2　方法

1.2.1　黄颡鱼LRH-1基因的分离　保守片段的分

离：取肝脏总RNA 5 μg， 以dT-Ap [5′-CTGATCTAGA

GGTACCGGATC C（T）16-3′]为引物，根据 M-MLV使

用说明进行逆转录（RT）反应，然后用10% RT液，使

用兼并引物P1 和P2 扩增LRH-1的部分片段。PCR产

物用1.0%的琼脂糖凝胶电泳分离，切胶，使用胶回收

试剂盒回收，克隆到PMD18-T载体，送上海申能博彩

生物有限公司测序。根据此序列设计特异的3′RACE

和5′RACE引物，分离基因的3′和5′端序列。

3′端的分离：上述RT反应液用3′RACE第一个

引物P3 和锚定引物AP （5′-CTGATCTAGAGGTACCG

GATC）进行扩增，用第2个引物P4 和AP进行套式

PCR，产物经电泳切胶回收、克隆、送测序。

5′端的分离： 5′RACE原理参考Frohman等[19]。取

5 μg 总RNA，用5′RACE第1个引物P6 进行RT反应，然

后使用RNase H （Takara）降解RT反应液中的mRNA，后

使用PCR液回收试剂盒去除多余的引物、dNTP、酶等，

然后使用TdT酶在cDNA3′端加poly（A），反应结束再用

PCR液回收试剂盒纯化加了poly（A）尾的cDNA模板。

然后，使用dT-Ap和第2个引物P7 进行第1次PCR，再

使用AP和5′RACE第3个引物P8 进行套式PCR扩增。

产物经电泳、切胶回收、克隆、送测序。

1.2.2　 序 列 分 析　 用 软 件DNATools5.1进 行 序 列

分 析，序 列比 对 和 构 建Ftz-F1的系统 发 育 树 使 用

ClustalW1.8.1的NJ模式 [20]。
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1.2.3　实时定量PCR　采用SYBR Green I嵌合荧光

法，在Bio-Rad Mini-Opticon定量PCR仪上，根据Premix 

Ex TaqTM 说明书进行定量RT-PCR。使用β-actin为内参，

对所加cDNA模板量进行均一化。另外，用5 μg RNA 

在20 μL的体积中进行RT反应，然后取原液和稀释5

倍、10倍、100倍、500倍 的cDNA模 板 各2 μL在20 μL

体系中进行定量PCR，制作标准曲线和标准方程，比

较 LRH-1和β-actin的扩增效率，确定是否符合2-△△CT

法[21]，计 算 基 因 相 对 表 达 量LRH-1 mRNA/β-actin 

mRNA，确定LRH-1的表达水平。

1.2.4　数据处理　实验数据采用SPSS统计软件中

的 t检验以及ANOVA方差分析和Duncan氏多重比

较分析。

2　结果与分析

2.1　LRH-1基因的分离以及测序

兼并引物P1和P2 扩增到1 133 bp左右的条带， 经

Blast比对后发现该序列和LRH-1相似性较高。根据

该片段设计了3′RACE引物，结果得到长度为400 bp

和450 bp的2个片段，根据400 bp的cDNA翻译的氨

基酸链具有AF-2结构域。使用5′RACE引物扩增也

得到了2个长度为450 bp和700 bp左右条带，测序结

果表明，根据700 bp片段翻译成的氨基酸具有锌指结

构。为了确定它们是如何拼接的，根据有无锌指结

构和AF-2结构域，设计2对引物，使其相互配对在肝

cDNA中扩增。结果表明，有锌指结构域的5′端片段

和有AF-2结构域的3′端片段能够进行拼接，从而获得

了黄颡鱼LRH-1（EU860284）全长cDNA 1 945 bp，包

括5′非翻译区207 bp，3′非翻译区238 bp，阅读框1 500 

bp，编码500个氨基酸，计算的蛋白分子量为57.19 kD

（图1）；不含锌指结构的5′端片段和无AF-2基序的3′

端片段能拼接上，获得了黄颡鱼LRH-1′（EU860285）

cDNA，其全长1 663 bp，5′非翻译区283 bp，3′非翻译

区330 bp，阅读框1 050 bp，编码350个氨基酸，计算

的蛋白分子量为39.7 kD。两个cDNA序列5′端和3′端

相差较大，但LRH-1中的590～ 1 590 nt和LRH-1′中的

318～ 1 318 nt序列完全一致，而且均在翻译区内，翻

表1　实验所使用的引物
Tab. 1　Primers used in the experiment

引物
Primer

编号
Code

序列
Sequence

退火温度/℃
Tm

位点/nt
Position

兼并引物  P1 5′-CGGAACAAGTTCGGCCCNATGTAYAA -3′； 58 562-587
Degenerate primers P2 5′-TGCAGCATCTCGATCAGCARRTTRTTRCA -3′； 58 1694-1666

3′RACE-PCR P3 5′- AACAACCTCCTGAGTCGGGC -3′； 55 1357-1376/1085-1104

P4 5′- TGGTGGAGAGTGTTCAGGAGC -3′； 54 1490-1510/1238-1218

P5 5′- GCTGCGGCTGCCTGAGAT -3′； 58 1584-1601

5′RACE-PCR P6 RT：5′-GGGGCTGCGGTCATAGTC -3′； 42 831-814/559-542

P7 TAP：5′-CCTTGGAAGCCGAGTGGA-3′； 52 733-716/561-544

P8 AP：5′-GATAGTGAGGTCAGCGGGAGC-3′； 58 696-676/424-404

连接分析引物 P9 5′-GTCCGTCATTAGCGGCGTT-3′； 55 157-175
Primers forligation 
anlysis

P10 5′-CTGGATGAGATGTGTCCCGTG-3′； 55 313-333

P11 5′-TAGAGGGGACGATGTGTGGG-3′； 54.5 1387-1368

P12 5′-TCGCCGTTCAGGTGTTTGTAGT-3′； 54 1658-1637

Real time PCR for P13 5′- CAGGAGCAGGTGAACGCAG -3′； 60 1504-1522

LRH-1 P14 5′- TCGCCGTTCAGGTGTTTGTAG -3′； 60 1658-1638

Real time PCR P15 5′- ACTTCGAGCAGGAGAT-3′； 60 735-750

for  β-actin P16 5′-ACAGTGTTGGCATACAG-3′. 60 963-947

注： LRH-1 RACE引物的位点表示为LRH-1 / LRH-1′，其中R=A+G； N=A+T+C+G；Y=C+T.

Note：The primer position is showed as LRH / LRH-1′for RACE. R=A+G；N=A+T+C+G；Y=C+T.
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图1　黄颡鱼LRH-1和LRH-1′cDNA序列的比较

*代表相同的碱基；…代表省略的碱基

Fig. 1　Comparison of LRH-1 and LRH-1′cDNA sequences in Pelteobagrus fulvidraco
* represents identical bases；… represents base not printed



第5期 653唐永凯等：黄颡鱼LRH-1基因的分离和表达

译的氨基酸具有Hinge结构域以及部分LBD结构域，

其他区域的cDNA序列相差较大。LRH-1中的5′端

322～ 522 nt以及3′端1 675～ 1 692 nt分别翻译成具

有锌指结构和具有AF-2结构域的氨基酸，而LRH-1′

翻译区的蛋白则无锌指结构和AF-2结构域（图2）。

2.2　黄颡鱼Ftz-F1氨基酸序列的同源性分析

使用CLUSTAL W （1.81）对黄颡鱼LRH-1和其他

鱼类和动物的Ftz-F1氨基酸序列进行比对，包括青鳉

LRH-1（ABA01329）和SF-1（BAA32394）、斑马鱼LRH-1

（NP_571538）和SF-1（NP_571869）、虹鳟LRH-1（BAE71417）

和SF-1（AAW83490）、鸡LRH-1（NP_990409）和SF-1

（BAA76713）、人（Homo sapiens）的LRH-1（NP_995582）

和SF-1（NP_004950）以及非洲鲶（Clarias gariepinus）

SF-1 A （AAG49004）和SF-1 B （AAG49005）。结果表明，

黄颡鱼LRH-1和其他动物LRH-1的相似性为79%～85%，

和其他动物SF-1的相似性为59%～ 66%。比较各

结构域之间的相似性，发现处于C区的Ftz-F1盒以

及C端E区的AF-2基序在LRH-1和SF-1中均非常保

守，在所分析的脊椎动物中相似性大于97%；处于

D区的配体结合结构域（Ligand-bingding domain）在

LRH-1和SF-1之间相似性较差，为61%～ 69%，但在

LRH-1和SF-1之内则保守性很高，达90%以上，这说

明这2个基因的调控存在着差异。另外，A/B区的长

度LRH-1明显比SF-1长，而且，A/B区的长度在不同

动物中不完全一致。图2直观地比较了Ftz-F1各分

区的相似性。

图2　不同物种Ftz-F1各结构域的序列相似性比较

图中百分比为相对于人LRH-1各结构域序列的相似性，数字为各结构域氨基酸位点. 

Fig. 2　Comparison of Ftz-F1 sequence of various species on various domains

Identities of different domains compared with human LRH-1 are given as percentage. Amino acids’ positions are shown as numbers.
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2.3　Ftz-F1的系统发育树

根据本研究分离的黄颡鱼LRH-1 cDNA翻译的

氨基酸序列以及在蛋白库或基因库中已报道的其他

动物的相关序列，使用Clustal W （1.81）在NJ模式下

构建Ftz-F1的系统发育树（图3）。由系统发育树可见，

果蝇Ftz-F1和所有脊椎动物Ftz-F1的关系最远，以果

蝇Ftz-F1作为外群可见，Ftz-F1明显地分为两大支，

一支为硬骨鱼类的SF-1  另外一支则有两个分支，其

中一支为爬行类、鸟类、哺乳类的SF-1，另一分支为

LRH-1，在该分支有硬骨鱼类和其他动物LRH-1两个

小支。

图3　使用Clustal W构建的Ftz-F1系统发育树

Fig. 3　Phylogenetic tree of vertebrate Ftz-F1 proteins constructed by Clustal W method

2.4　黄颡鱼LRH-1基因的表达

2.4.1　LRH-1和β-actin扩增效率的分析　取RT反

应原液、×5、×10、×50、×100、×500的RT倍数稀

释 液，共6个 模 板 浓 度。 取2 μL各 浓 度 的RT液

作模板，以LRH-1、β-actin的引物分别进行实时定

量PCR反应，制备标准曲线。设原液中相应基因

的拷贝数为100 000，则得到LRH-1的标准方程为

y= - 0.273 7x + 8.90，相关系数为0 .978；β-actin的标准

方程是y＝- 0.281 4 x  + 9.27，相关系数为0.994，其中y

为模板浓度以10为底的对数，x代表Ct值。从上面2

个方程的斜率，可知LRH-1、β-actin的扩增效率分别

为87.58%和91.16%，基本相同。因此使用2-△△CT 法

计算基因的相对表达量。

2.4.2　LRH-1在雌雄黄颡鱼组织中的表达   使用

RT-PCR对黄颡鱼LRH-1的组织表达进行分析。结

果表明，LRH-1在雌黄颡鱼脑（包括端脑、下丘脑和脑

垂体）、肝、肾和性腺均有表达（图4）。LRH-1在雌鱼肝

脏表达量最丰富，基本上是脑的11倍；而在肾脏的

黑鲷 LRH-1 A. schlegelii LRH-1 （AAS75791）

果蝇 FTZ-F1
Drosophila melanogaster FTZ-F1

（AAA28542）
鲫 SF-1 Carassius auratus SF-1（AAM89250）

斑马鱼 SF-1 Danio rerio SF-1（NP_571869）
黄颡鱼 SF-1 Pelteobagrus fulvidraco SF-1

斑点叉尾  SF-1 Ictalurus punctatus SF-1（AAY45704）
非洲鲶 Ftz-F1B Clarias gariepinus Ftz-F1B（AAG49005）
非洲鲶 Ftz-F1A C. gariepinus Ftz-F1A（AAG49004）

虹鳟 SF-1 Oncorhynchus mykiss SF-1（AAW83490）
黑斑青河鲀 SF-1 Tetraodon nigroviridis SF-1（CAG01304）

青鳉 SF-1 Oryzias latipes SF-1（BAA32394）
黑鲷 SF-1 Acanthopagrus schlegelii SF-1 （AAS75792）

尼罗罗非鱼 SF-1 Oreochromis niloticus SF-1（BAC75890）
奥利亚罗非鱼 SF-1 O. aureus SF-1（ABA39863）

斑胸草雀 SF-1 Taeniopygia guttata SF-1（AAK97659）
鸡 SF-1 Gallus gallus SF-1（BAA76713）

红耳龟 SF-1 Trachemys scripta SF-1（AAD01975）
人 SF-1 Homo sapiens SF-1（NP_004950）

牛 SF-1 Bos taurus SF-1（BAA02764）
马 SF-1 Equus caballus SF-1（AAG35648）

爪蟾 A LRH-1 Xenopus tropicalis A LRH-1（AAA18356）
爪蟾 B LRH-1 X. tropicalis B LRH-1（AAA18357）

鸡 LRH-1 G. gallus LRH-1（NP_990409）
旋木雀 LRH-1 Canis familiaris LRH-1（XP_547371）

褐家鼠 LRH-1 Rattus norvegicus LRH-1（BAA36340）
人 LRH-1 H. sapiens LRH-1（NP_995582）

黄颡鱼 LRH-1 P. fulvidraco LRH-1
斑马鱼 LRH-1 D. rerio LRH-1（NP_571538）

虹鳟 LRH-1 O. mykiss LRH-1（BAE71417）
青鳉 LRH-1 O. latipes LRH-1（ABA01329）

半滑舌鳎 Ftz-F1 Odontesthes bonariensis Ftz-F1（AAP84609）

0.1
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表达量只是脑的19%左右；卵巢中的表达量为脑的

55%。雄鱼各组织的表达量也是在肝脏最丰富，在脑、

肾和精巢表达量较低。雌鱼各组织的表达量均比雄

鱼相同组织的表达量高，其中，肝脏和性腺差异显著

（P＜0.05），详见图5。

2.4.3　LRH-1在卵巢不同发育阶段的表达量　分

别测定卵巢处于Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ期的黄颡鱼卵巢

LRH-1的表达水平（每发育期取3尾鱼）。结果表明，

Ⅲ期、Ⅴ期卵巢LRH-1的表达量明显高于其他各期

（P＜0.05），Ⅲ期是Ⅱ的23倍，Ⅴ期是Ⅱ期的16倍，Ⅳ

期和Ⅵ期表达量则大约只有Ⅱ期的80%和6% （图6）。

2.4.4　LRH-A对LRH-1表达的调控　对卵巢处于Ⅳ

期的雌性黄颡鱼注射催产素LRH-A，12 h后取脑、肝、

肾、卵巢组织，测定LRH-1的表达量。结果表明，脑中

LRH-1的表达量没有显著变化，肝脏和肾脏则有明显

增加，而卵巢的表达量则明显降低（P＜0.05）（图7）。

3　讨论

3.1　LRH-1的保守性 

本研究分离到的黄颡鱼LRH-1 cDNA及其翻译

的氨基酸序列和其他动物的LRH-1相比有着比较高

的相似性，说明是Ftz-F1的同源基因，并且该基因在

进化中是比较保守的。从LRH-1各结构区域的相似

程度可知，LRH-1结构中的DBD、Ftz-F1和LDB保守

性很高，反映了这些结构所受选择压力大，对该基因

的功能至关重要。另外，本实验过程中还分离到了一

个较短的LRH-1′，该序列缺少DNA结合结构域、Ftz-

F1盒以及位于C端的起转录激活作用的AF-2基序。

类似的短缺LRH-1在人、爪蟾和斑马鱼等动物中也存

LRH-1

β-actin

M FB FL FK 0 MB ML MK T

500

500

bp

图4　LRH-1在雌、雄黄颡鱼各组织中的表达

FB：雌鱼脑；FL：雌鱼肝；FK：雌鱼肾；O：卵巢；MB：雄鱼脑；ML：雄鱼肝；MK：雄鱼肾；T：精巢

Fig. 4　Expression of LRH-1 in different tissues of female and male Pelteobagrus fulvidraco 
FB：female brain；FL：female liver；FK：female kidney；O：ovary；MB：male brain；ML：male liver；MK：male kidney；T：testis
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图5　LRH-1在雌、雄黄颡鱼各组织的表达量
不同大、小写字母分别表示LRH-1在雄鱼、雌鱼不同组织中表达量差异显著（P＜0.05）；*表示LRH-1在同一组织内雌雄间表达量差异显著.

Fig. 5　Expression levels of LRH-1 in female and male Pelteobagrus fulvidraco
Different capital and small letters donate significant differences of LRH-1 expression among different tissues in male and female Pelteobagrus fulvidraco 

respectively（P< 0.05）. * donate significant differences of LRH-1 between male and femals P. fulvidraco expression in the same tissue.

图6　LRH-1在黄颡鱼卵巢发育各阶段的表达量
不同字母表示LRH-1表达量在雌鱼不同发育期存在显著差异（P < 0.05）.

Fig. 6　Expression levels of LRH-1 in ovary with different development stages
Different letters donate significant differences of LRH-1 expression among different development stages（P < 0.05）.
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图7　注射LRH-A后雌鱼卵巢LRH-1的表达量
不同大、小写字母分别表示注射LRH-A组和对照组的LRH-1表达量在不同组织中差异显著（P < 0.05）；*表示同一组织内对照组和注射LRH-A组

的LRH-1表达量差异显著（P < 0.05）.
Fig.7　The expression levels of LRH-1 in ovary of Pelteobagrus fulvidraco after LRH-A injection

Different capital and small letters donate significant differences of LRH-1 expression among different tissues in LRH-A injection group and control group 
（P < 0.05）；* donates significant differences of LRH-1 expression in the same tissue between LRH-A injection group and control（P < 0.05）.
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在 [22-24]，并且，研究表明这一短缺的LRH-1没有转录

激活活性，据此推测黄颡鱼LRH-1′也无活性。LRH-

1′除了缺少上述结构域外，其他序列和LRH-1完全一

致，因此，推测很可能是由同一基因经过不同转录切

割方式得到的，考虑到在较多物种个体内都存在这

一短缺形式，推测这种切割方式也存在着保守性。

从本研究构建的Ftz-F1系统发育树可见，鱼的

SF-1和LRH-1属于两个大分支，说明这两个基因很

早就分化了，可能是由于进化早期整个基因组复制

引起的，而人等其他动物的SF-1和LRH-1属于同一

大支中稍后分化的两支，说明他们的分化比鱼的要

晚，也许是由于功能需要基因组的某个部分复制而

产生的。至今，还没有证据表明在人SF-1一支存在

鱼的另一个SF-1，斑马鱼中分离到了3个不同的Ftz-

F1，但系统树分析也没有一个属于人等动物的SF-1

分支。

3.2　LRH-1的表达和调控 

本实验结果表明，黄颡鱼LRH-1在雌雄成鱼脑、

肝、肾和性腺中都有表达，但在肝脏的表达量最高，

精巢和肾中表达量相对较低，这与哺乳类的研究结

果类似 [7-8，13]。在卵巢中的表达量明显与卵巢发育

阶段相关，在卵黄开始形成的III期和V期卵巢中该

基因表达量很高，而卵巢退化后该基因的表达量明

显下降，其作用可能与哺乳类LRH-1具有调控卵泡

和黄体形成的作用一致 [10-12]，但结果显示IV期卵

巢LRH-1的表达量明显比III期和V期低，这可能是

LRH-1诱导的基因反馈抑制IV期卵巢LRH-1的表

达。LRH-1在卵巢不同阶段的表达量可能和其他相

关基因调控的类固醇激素含量变化有关，如鲑鳟卵

母细胞临近成熟和排卵时，血液中雌二醇含量降低，

紧接着17α-雌二醇，20β-雌二醇的含量在排卵时迅

速增加，而对鲤的研究表明血液中雌二醇含量在排

卵过程中都很低，产卵后明显降低 [25]，激素含量在排

卵期的剧烈变化是多种基因相互促进或抵制的结

果。有关鱼类LRH-1表达和性类固醇激素之间的相

互关系还有待进一步研究。

在哺乳类中，SF-1和LRH-1通过与类固醇合成酶

基因如P450scc、CYP11B1、CYP21、P450arom的启动子

结合，激活这些酶基因的本底转录和部分通过cAMP

途经来增加转录表达水平，增加性激素的合成[26-27]。

在鱼类中，LRH-A刺激鱼类GtH的释放，GtH诱导卵

母细胞合成性类固醇激素 [25]。给卵巢发育处于IV

期的黄颡鱼肌肉注射LRH-A后，脑中LRH-1的表达

量没有明显变化，肝脏、肾脏LRH-1的表达量稍有增

加，这说明LRH-A可间接诱导肝脏、肾脏LRH-1的表

达。但在卵巢LRH-1的表达量反而有所下降，这可

能与卵母细胞中类固醇激素含量较高有关，反馈抑

制LRH-1在卵巢的表达。
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Isolation and expression pattern of LRH-1 in yellow catfish (Pelteobagrus 
fulvidraco)

TANG Yong-kai，YU Ju-hua，XU Pao，LI Jian-lin

（Key Laboratory for Genetic Breeding of Aquatic Animals and Aquaculture Biology，Ministry of Agriculture；Freshwater Fisheries Research 

Center，Chinese Academy of Fishery Sciences，Wuxi 214081，China）

Abstract：Liver receptor homolog-1 （LRH-1） is an orphan member of the Ftz-F1 subfamily of nuclear receptors. LRH-1 is 

highly expressed in ovary and so it is thought to be involved in the regulation of steroidogenesis in ovary. Here we isolated 

LRH-1 cDNA and inactive LRH-1′ cDNA in yellow catfish （Pelteobagrus fulvidraco） using RT-PCR and RACE method. 

The yellow catfish LRH-1 cDNA （1 945 bp） had a 207 bp 5′-untranslated region （UTR），a 238 bp 3′ UTR and a 1 500 

bp open reading frame，which encoded a 500-amino-acid residues protein with deduced molecular weight of 57.19 kD. 

However，LRH-1′ was 1 663 bp with 283 bp 5′UTR，330 bp 3′ UTR and a 1 050 bp open reading frame，which encoded 

a 350-amino-acid residues protein with deduced molecular weight of 39.7 kD. Compared with LRH-1，LRH-1′ were absent 

of zinc-fingers and AF-2 motif. The alignment results of LRH-1 ’s amino acid sequences indicated the similarity was 

from 79% to 85% between yellow catfish LRH-1 and other vertebrate animals’ counterparts，and was from 59% to 66% 

between yellow catfish LRH-1 and other animals’ steroidogenic factor-1 （SF-1），another member of Ftz-F1 subfamily. 

Using Clustal W，we constructed the phylogenetic tree of the Ftz-F1 which showed two main branches. All teleost SF-1 

clustered into one branches，and the other branches bifurcated into two clear sub ones，one of which contained other 

animals ’ SF-1 and the other contained two smaller groups of all teleost ’s LRH-1 and other animals ’ LRH-1，rseparately. 

Real-time RT-PCR with β-actin as internal control was used to explore the expression levels of LRH-1 in brain （including 

forebrain，hypothalamus，pituitary），liver，kidney and gonad. The results indicated LRH-1 expressed in brain，liver，

kidney，and gonad with relatively high level in male and female fish liver. The expression levels in female liver and ovary 

were significantly higher than in male fish liver and testis，respectively. In ovary，the expression level of LRH-1 varied 

with the developmental phases. There were two highest expression levels in overy of phase III and V. After spawning or 

degeneration of ovary，the LRH-1 expression level decreased sharply. And after 12 h of LRH-A intramuscular injection，

the expression level of LRH-1 significantly decreased in ovary. However，it significantly increased in liver and kidney. 

[Journal of Fishery Sciences of China，2009，16（5）：649-659]

Key words：Pelteobagrus fulvidraco；liver receptor homolog-1 （LRH-1）；phylogenetic analysis；real-time RT-PCR；

expression pattern
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