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摘要: 胰岛素样生长因子-I(insulin-like growth factor I, IGF-I)是脊椎动物生长发育的重要调控因子, 其生物学功能

主要通过与其特异的膜受体(IGF-I receptor, IGF-IR)结合而调节。因此, IGF-I及其受体表达特征的分析对于阐述 IGF

系统调控的发育过程具有重要的意义。本研究采用荧光实时 PCR 方法 , 以不同发育时期的牙鲆 (Paralichthys 

olivaceus)胚胎为材料, 分析了胰岛素样生长因子-I(IGF-I)及其两种受体基因在鱼类胚胎发育过程中的表达图式。结

果显示, 牙鲆 IGF-I、IGF-IR-1和 IGF-IR-2基因均有母源转录本, 且各基因的表达在胚胎发育的不同阶段具有明显

的发育性变化。IGF-I 基因在早期胚胎发育阶段仅有少量的 mRNA 存在, 而合子基因的表达在晶体出现至出膜前

阶段逐步增加。两种 IGF-I 受体基因则展现出迥然不同的表达时序。IGF-IR-1 基因在受精卵、卵裂及囊胚期的早

期胚胎发育中有相对较少的转录本, 至原肠期其合子基因强烈表达, 且在神经胚、晶体出现、心跳和出膜前各阶段

均有高量的表达; 相反, IGF-IR-2 基因在受精卵至原肠期的早期胚胎中有丰富的转录本, 但合子基因的表达在后

期胚胎形成中却相对降低, 暗示了二者可能在调节牙鲆胚胎发育中起着不同的作用。 
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胰岛素样生长因子-I(insulin-like growth fac-

tor I, IGF-I)是一种进化上高度保守、结构上与胰

岛素原同源的单链多肽, 在脊椎动物的胚胎发育

和出生后生长中发挥着重要作用。与哺乳类一样, 

IGF-I mRNA 主要由成体鱼类肝脏合成, 其他大

部分肝外组织如心脏、肾、脾、肠、生殖腺、鳃

和脑等都有 IGF-I 的表达[1]。IGF-I 主要通过与

其靶组织上的膜受体结合, 激活细胞内特定的信

号转导通路从而发挥其生物学作用。因而 IGF-I 

受体(IGF-I receptor, IGF-IR)被认为是 IGF 信号

的关键调节子, 其表达水平直接体现了 IGF-I 的

组织敏感性。与哺乳类不同, 在绝大多数鱼类中

发现有两种不同的 IGF-I 受体, 即 IGF-IR-1 和

IGF-IR-2, 二者分别由两个不同的基因编码 , 这

可能是由于在鱼类进化过程中经历了至少一次全

基因组倍增。两种 IGF-IR mRNAs 在牙鲆(Parali-

chthys olivaceus)、虹鳟(Oncorhyndius mykiss)、平

鲷(Sparus aurata) 和斑马鱼(Danio rerio)等多种

硬骨鱼类成体组织中广泛地表达 [2–5], 支持了

IGF-I 通过内分泌、旁分泌或自分泌的方式发挥

多重功能的可能。近年来, IGF-I 及其受体基因的

序列不断被克隆, 但关于其在鱼类早期发育中的

生理意义阐述仍十分有限。 

牙鲆是一种非常重要的海水增养殖鱼类, 也

是目前研究鲽形目鱼类变态发育的良好模型。经

过仔鱼期间的变态, 其外形、体位、肌纤维结构、

血细胞形态、食性和生活方式等都发生了巨大的

变化, 这种变态发育被认为是组织器官结构在胚

胎期间确立后, 通过增殖、分化与凋亡等细胞行

为进行重新塑造的胚后“二次发育”过程[6–7]。最
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近, 我们已建立了 IGF 系统在牙鲆仔鱼变态期间

的时空表达谱, 发现其 mRNAs 表达呈现明显的

发育性变化[8]。因此, 本研究利用荧光实时 PCR

方法进一步分析了 IGF-I 及两种不同受体基因在

牙鲆胚胎发育进程中的表达图式 , 旨在为阐述

IGF 系统在鲆鲽鱼类早期发育和后期生长中的生

理功能积累更多的资料。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

实验材料于 2009年 4月在中国水产科学研究

院北戴河中心实验站采集。亲鱼为该站人工养殖

的牙鲆, 产卵水温约 15℃。在牙鲆产卵期进行人

工挤卵, 干法受精, 孵化水温为 15～16℃, 盐度

为 30.5。首先在奥林巴斯显微镜下观察胚胎发育

情况并拍照, 从受精卵至出膜前共 8 个不同时间

点取材[9], 每个时间点平行取 3个样, 每个样各取

20 枚胚胎。采集样品先用 DEPC(Sigma 公司)水

冲洗干净, 在 RNAstore(天根公司)中 4℃放置 2 d 

以去除内源的 RNase, 然后置于–80℃保存备用。 

1.2  RNA提取与反转录 

取上述各期样品, 按照 Invitrogen 公司试剂

盒方法提取总 RNA。所有 RNA 样品均用 DNase 

I(Qiagen公司)处理 30 min, 以除去少量的基因组

DNA污染。然后进行 1%的琼脂糖凝胶电泳检测, 

28S 和 18S 两条带清晰可见; 用紫外分光光度法

测 RNA 样品的 OD 值和浓度, OD260/280 值均在

1.90～2.05之间。所有 RNA样品各取 500 ng, 按

照 PrimeScript™ 1st Strand cDNA Synthesis 

kit(TaKaRa公司)说明合成 cDNA第一条链。 

1.3  实时 PCR 

PCR 引物采用 Primer 5.0 设计, 选择扩增效

率高的引物对用于实时 PCR, 序列见表 1。为了

检测两个 IGF-I 受体基因的扩增特异性 , 将

IGF-IR-1和 IGF-IR-2的普通 PCR产物纯化, 分别

连接到 pMD-19 载体(TaKaRa 公司), 转化、挑选

阳性克隆后抽提质粒, 然后以质粒为模板, 分别

用 IGF-IR-1和 IGF-IR-2的引物进行 PCR扩增, 由

此确认引物是否存在非特异性退火。 

首先制备目的基因和内参基因的标准曲线。

PCR反应在 iCycler PCR仪(Bio-Rad公司)上执行, 

反应总体积为 25 μL, 包括 10倍梯度稀释的样品

cDNA 2 μL, 400 nmol/L 基因特异性上下游引物, 

12.5 μL SYBR® Premix Ex Taq™(TaKaRa公司)。

其中 IGF-I 和内参 β-actin 基因采用两步法 PCR, 

反应条件为: 95℃预变性 4 min; 随后 95℃解链 10 

s; 60℃退火并延伸 30 s, 共 40个循环; 随后进行

融解曲线的扩增。IGF-IR-1 和 IGF-IR-2 基因采

用三步法 PCR, 60℃退火 15 s; 然后进行 72℃延

伸 30 s, 其他步骤与上述相同。标准曲线显示相关

系数均大于 0.99, 相应的扩增效率(E)均高于 0.95, 

并且目标基因和内参基因的 M值相差小于 0.1。 

随后进行不同时间点样品中各目的基因的实

时 PCR 反应, 反应体系和条件同上, 实验设 3 次

重复。内参基因 β-actin 的实时 PCR 检测也被平

行执行。 

 
表 1  实时 PCR 所用引物序列 

Tab.1  Primer sequences for real-time PCR 

引物 
primer 

序列 
sequence 

片段长度/bp 
fragment length 

IGF-I-f 5′- TGTAAGCGAGTAAATGTATCTGTG- 3′ 147 

IGF-I-r 5′- GGCATAAGGGATCTATGTTGAG -3′  

IGF-IR-1-f 5′- TGGGTGAGGTAAGAAATGAC -3′ 123 

IGF-IR-1-r 5′- CCAAATGCTTTAGCAGGTT -3′  

IGF-IR-2-f 5′- GAGGAACTGCCGCCGTAT -3′ 118 

IGF-IR-2-r 5′- GAGGGTTTGCCGTCTGGT -3′  

β-actin-f 5′- GGAAATCGTGCGTGACATTAAG -3′ 155 

β-actin-r 5′- CCTCTGGACAACGGAACCTCT -3′  
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1.4  数据处理和统计分析 

数据处理时以受精卵组作为实验的对照组 , 

不同时间点各目的基因的mRNA相对表达水平采

用 2∆∆CT 法 [10] 计算 , 其数值用平均值±标准误

( x ±SE)表示, n=3。统计分析采用 One-way方差分

析, 使用 SAS 软件中 Duncan’s Multiple Range 

Test 比较各基因相对表达水平在不同时间点的差

异, 当 P<0.05时接受差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  牙鲆胚胎的发育图谱 

为研究 IGF-I 及受体基因的表达与鱼类胚胎

发育间的相互关系, 本研究观察了在水温 15～16 

℃下牙鲆胚胎生成中的几个重要时期 (图 1)。牙

鲆受精卵(图 1 A)在受精 30 min后形成胚盘, 并开

始均等分裂; 图 1 B受精后 5 h 25 min, 胚胎经过

多次卵裂, 细胞数量增加, 呈桑葚状; 图 1 C受精

后 11 h 5 min, 囊胚隆起明显, 胚盘呈帽状盖在卵

黄上; 图 1 D受精后 21 h 45 min, 胚盘外包至整

个胚体 3/5, 发育进入原肠中期; 图 1 E受精后 29 

h, 胚盘几乎包被整个胚胎, 形成了较清晰的胚体

雏形, 头突出现, 随后在头的两侧突出一对视囊, 

此期为神经胚期; 图 1 F受精后 45 h 50 min, 视囊

内晶状体出现; 图 1 G 受精后 59 h, 胚体包卵黄

囊 2/3 左右, 心脏开始有规律搏动, 进入心跳期; 

图 1 H受精后 69 h 40 min, 出膜前期, 胚体绕卵

黄 1周左右, 尾尖指向头端, 胚体不断摆动, 即将

出膜。 

2.2  PCR引物的特异性鉴定 

图 2 中 1～4 是以出膜前胚胎 cDNA 为模板, 

各目的基因和内参 β-actin 基因的普通 PCR 扩增

产物, 结果显示与预期片段大小一致。图 2中 9～

10是以 IGF-IR-1质粒为模板, 11～12以 IGF-IR-2

质粒为模板的 PCR 扩增结果 , 表明所采用的

IGF-I受体引物对在 IGF-IR-1和 IGF-IR-2之间无

非特异性扩增。其中 5~8和 13~16为阴性对照。 

2.3  牙鲆 IGF-I 基因在胚胎发育过程中的表达 

Real-time PCR检测(图 3)显示, 牙鲆 IGF-I基

因在受精卵中存在微量的 mRNA, 在卵裂、囊胚、

原肠及神经胚的早期胚胎发育阶段一直保持较低

的 mRNA 水平, 其在晶体出现期开始强烈表达, 

且表达量逐步增加, 至出膜前阶段其 mRNA水平

达到刚受精时的 164.9倍(P<0.05)。 

2.4  牙鲆 IGF-IR-1 和 IGF-IR-2 基因在胚胎发育

过程中的表达 

在牙鲆受精卵至出膜前的胚胎发育各个阶段

都检测到了 IGF-I 两种受体基因的转录本, 但二

者展现出了截然不同的表达图式(图 4)。IGF-IR-1 

 

 
 

图 1  牙鲆胚胎发育(水温 15～16℃) 

A: 受精卵; B: 卵裂期; C: 囊胚期; D: 原肠期; E: 神经胚期; F: 晶体出现期; G: 心跳期; H: 出膜前期. 

Fig.1  Embryonic development of P. olivaceus (1516℃) 
A: fertilized egg; B: cleavage stage; C: blastula stage; D: gastrula stage; E: nerula embryos; F: eye len formation stage;G: heart beat-

ing stage; H: prehatching stage. 
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图 2  引物特异性的鉴定 

1～4是以出膜前胚胎 cDNA为模板, 各基因的普通 PCR产物; 其中, 1. IGF-I; 2. IGF-IR-1; 3. IGF-IR-2; 4. β-actin ; 5～8分别是

1～4的阴性对照; 9、10分别是以 IGF-IR-1质粒为模板, IGF-IR-1和 IGF-IR-2基因的普通 PCR结果; 11、12分别是以 IGF-IR-2

质粒为模板, IGF-IR-1和 IGF-IR-2基因的普通 PCR结果; 13~16分别是 9~12的阴性对照; M: DNA标准. 

Fig.2  Identification of the primer specificity 
1–4 indicate PCR products using cDNA from prehatching embryos as templates; 1. IGF-I; 2. IGF-IR-1; 3. IGF-IR-2; 4. β-actin;  
5–8 indicate the negative controls of 1–4; 9 and 10 indicate PCR results of the IGF-IR-1 and IGF-IR-2 using IGF-IR-1 plasmid  
as templates, respectively; 11 and 12 indicate PCR results of the IGF-IR-1 and IGF-IR-2 using IGF-IR-2 plasmid as templates,  

respectively; 13–16 indicate the negative controls of 9–12; M. DNA marker. 
 

 
 

图 3  IGF-I 基因在牙鲆胚胎发育中的相对表达水平 

1. 受精卵; 2. 卵裂期; 3. 囊胚期; 4. 原肠期; 5. 神经胚

期; 6. 晶体出现期; 7. 心跳期; 8. 出膜前期. 字母不同表

示差异显著(P<0.05). 

Fig. 3  Relative expression levels of IGF-I gene during 
embryonic development of P. olivaceus 

1. fertilized egg; 2. cleavage stage; 3. blastula stage; 4. gas-
trula stage; 5. nerula embryos; 6. eye len formation stage; 7. 

heart beating stage; 8. prehatching stage. Different letter 
indicate significant difference (P<0.05). 

 
基因在受精卵、卵裂和囊胚阶段仅有相对较低水

平的 mRNA, 从原肠期开始大量表达, 至出膜前

各阶段均保持较高的表达水平 , 是受精卵中的

5.9倍(P<0.05)。与此相反, IGF-IR-2 基因在受精

卵中有丰富的 mRNA, 至原肠期阶段仍有相当高

水平的转录本, 但从神经胚期开始明显下调, 在

晚期胚胎发育中保持相对较低的表达水平。 

3  讨论 

与在哺乳动物中相似, 较多的研究已经表明 

 
 

图 4  IGF-IR-1和 IGF-IR-2 基因在牙鲆胚胎发育中的相

对表达水平 

1. 受精卵; 2. 卵裂期; 3. 囊胚期; 4. 原肠期; 5. 神经胚

期; 6. 晶体出现期; 7. 心跳期; 8. 出膜前期. 字母不同表

示差异显著(P<0.05). 

Fig. 4  Relative expression levels of IGF-IR-1 and IGF-IR-2 
genes during embryonic development of P. olivaceus 

1. fertilized egg; 2. cleavage stage; 3. blastula stage; 4. gas-
trula stage; 5. nerula embryos; 6. eye len formation stage; 7. 

heart beating stage; 8.prehatching stage. Different letter 
indicate significant difference (P<0.05). 
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IGF-I 主要在鱼类的胚后及成年期发挥作用介导

生长激素(GH)的促生长效应。除促生长外, IGF-I 

还在鱼类营养代谢、生殖、渗透压调节及免疫等

多种生理过程中具有重要意义[11–12]。但是, 目前

关于 IGF-I 在鱼类早期胚胎发育和生长中的基础

生物学研究却相对较少。在本研究中, 采用高度

灵敏的荧光实时 PCR 方法检测了在水温 15～

16℃条件下, 牙鲆 IGF-I 及其受体基因在胚胎不

同发育阶段的表达, 结果表明各个基因的转录本

在从受精卵至出膜前的整个胚胎发育期间均是广

泛存在的。尽管Ayson 等[13]报道, 在河鲀(Siganus 

guttatus)中, IGF-I 基因仅仅在孵化后仔鱼中表达, 

而在胚胎期间未检测到其转录本, 但先前的几个

研究表明, 在平鲷、虹鳟和普通鲤(Cyprinus car-

pio)的胚胎和仔鱼中都检测到了 IGF-I 及其受体

基因的表达[4, 14–15]。此外, 在平鲷和虹鳟的未受

精卵中也发现了 IGF-I 基因的转录本 [4, 14]。

Peterson 等 [16]发现, IGF-I 基因在沟鲇(Ictalurus 

punctatus)和杂交鲇 (Ictalurus punctatus × I. fur-

catus)的胚胎发育和早期仔鱼阶段均有表达。在鱼

类中 , 合子基因的表达最早始于中囊胚转换期 , 

一般在第十次卵裂左右, 此时细胞分裂的同步性

丧失, 细胞获得一定的运动能力。胚胎早期发育

基因的启动表达对细胞命运的决定起着至关重要

的作用。本研究中, 牙鲆 IGF-I及两种受体基因均

有母源转录本, 且合子基因的表达变化具有较明

显的时期特异性, 暗示了 IGF-I 及其受体在牙鲆

的胚胎发育中可能具有重要的调控作用。 

研究表明, 鱼类肝 IGF-I 表达是依赖于 GH

的[17–18]。非常有趣的是, IGF-I 对牙鲆胚胎阶段的

生长发育调控可能独立于 GH, 这是因为在牙鲆

中 GH 在仔鱼孵化后才开始产生, 比 IGF-I 的转

录起始晚。同样, 在中国重要的养殖鱼类黄河鲤

(Cyprinus carpio L.)中发现, IGF-I 基因于受精后

23 h即开始转录, 但 GH 基因直到仔鱼孵出的第

1 天才开始转录[19]。另有研究认为, 肝外组织产

生的 IGF-I 不受 GH 的影响[20]。另一方面, 在斑

马鱼中 , 基于基因功能缺失和获得的实验表明 , 

IGF 信号对于早期胚胎的背前轴建立是至关重

要的[21]。在本研究中, 牙鲆 IGF-I 基因在从受精

开始至神经胚期的早期胚胎发育阶段仅有相对较

低水平的转录本, 而合子基因的表达在晶体出现

至出膜前的晚期阶段迅速上调, 似乎表明 IGF-I在

牙鲆胚胎期间组织器官的后期形成和生长中发挥

着更为重要的作用。 

一般认为, IGF-I作为有丝分裂原促进细胞增

殖和分化的作用是通过与 IGF-I 受体结合实现的, 

IGF-IR 的表达水平则直接体现了 IGF-I 的组织敏

感性。因而, 为了进一步阐述 IGF-I调节的牙鲆胚

胎发育过程, 本研究还分析了它的两种不同受体

基因 IGF-IR-1 和 IGF-IR-2 在不同发育时期的牙

鲆胚胎中的表达, 结果表明二者在牙鲆胚胎发育

过程中展现出迥然不同的表达图式。牙鲆

IGF-IR-2 基因在受精卵中存在相当丰富的母源

mRNA, 随着胚胎发育的进行, 母源 mRNA 开始

降解, 其合子基因在神经胚至出膜前阶段具有相

对较低的表达。与此相反的是, 牙鲆 IGF-IR-1 基

因在胚胎发育的早期仅有少量的转录本存在, 在

原肠作用开始后的胚胎发育阶段其合子基因开始

强烈表达。这两种受体基因不同的时序表达图式

说明它们在调节牙鲆胚胎发育和生长中有不同的

作用。类似地, 斑马鱼 IGF-IR-1 和 IGF-IR-2 基

因的转录本在 16 细胞期至孵化后仔鱼广泛地存在, 

且二者呈现出与本研究较为一致的表达模式[5]。在

虹鳟中有两种不同的 IGF-I受体, 定名为 IGF-IRa

和 IGF-Irb。研究表明, 虹鳟 IGF-IRa 基因的转录

本在卵裂期未被检测到, 卵裂期之后基因表达启

动, 其 mRNA水平逐渐增加, 而 IGF-IRb 基因在

卵裂期即有转录本存在, 原肠期后其 mRNA水平

则明显降低[14]。如图 1 所示, 在牙鲆胚胎发育的

早期主要是细胞的分裂、运动和迁移 , 此时

IGF-IR-2 基因有大量的转录本存在, 如果能翻译

成蛋白将会增强 IGF-I 的组织敏感性; 进入神经

胚期, 细胞开始形态功能上的分化, 随之而来的

是组织器官的发生与形成, 胚胎体积的增大, 在

出膜前发育成完整的个体, 这时 IGF-IR-1 mRNA

水平的上调可能是对 IGF-IR-2 mRNA 水平降低

的一种补偿。因而, 我们推测 IGF-IR-2 可能主要
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在牙鲆胚胎细胞的分裂和迁移中发挥作用 , 而

IGF-IR-1 主要在胚胎细胞分化和后期细胞增殖中

起更加重要的作用, 甚或二者在牙鲆胚胎发生的

不同阶段进行着功能上的互补。 

事实上, 由于基因组复制而产生的两个相似

的基因在生物进化中也倾向于发生基因功能上的

变化[22]。Chauvigne 等[23]发现, IGF-IRa mRNA在

禁食的虹鳟中表达增加, 在喂食后表达水平下降; 

而 IGF-IRb mRNA水平则没有变化。这些发现说

明, 两种 IGF-I 受体在调节鱼类发育和生长中可

能具有不同的作用, 但它们在鱼类发育不同阶段

及不同组织中的广泛表达似乎又增加了区分它们

的功能作用的难度。因而, 仍需要进一步的基因

敲除 (或敲降 )或过表达研究才能更清楚地揭示

IGF-I 及其受体在鱼类早期发育和生长中的生理

意义及其机制。 

综上所述, 牙鲆 IGF-I 及其两种受体基因的

转录本在胚胎发育的整个过程中广泛地存在, 且

各基因的表达具有明显的发育性变化, 这些结果

为进一步研究 IGF系统在鲆鲽鱼类早期发育和生

长中的生理功能提供了很有意义的理论指导。 
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Expression patterns of IGF-I and its receptor genes during embryonic 
development of Japanese flounder  

ZHANG Junling, SHI Zhiyi, CHENG Qi, ZHAI Wanying 
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201306, China 

Abstract: Insulin-like growth factor I (IGF-I) is an important regulator of growth and development in verte-
brates, and its biological actions are mediated by binding to membrane-specific IGF-I receptors (IGF-IRs). 
Therefore, the analysis of IGF-I and IGF-IR expression can help to further elucidate the role for IGF in the 
regulation of developmental processes. In this study, the expression patterns of IGF-I and its receptor genes 
during the embryonic development of Japanese flounder (Paralichthys olivaceus) were analyzed by fluores-
cent real-time PCR using embryos at different developmental stages. We observed that maternal transcripts of 
IGF-I, IGF-IR-1 and IGF-IR-2 were present in early embryos and that their expression is developmentally 
regulated at different embryonic stages. A few IGF-I mRNAs are detected in early embryos, and the zygotic 
IGF-I transcripts are gradually increased from the eye lens formation stage to the pre-hatching stage. 
IGF-IR-1 and IGF-IR-2 exhibit distinct temporal expression patterns during embryonic development. 
IGF-IR-1 has fewer transcripts than IGF-IR-2, and these appear at the fertilized egg, cleavage and blastula 
stages. The zygotic IGF-IR-1 transcripts are abundantly expressed at the gastrula stages and maintain a high 
level at the neurula, eye lens formation, heart beating and pre-hatching stages. By contrast, the considerable 
transcripts of IGF-IR-2 are detected as early as the fertilized egg through to the gastrula stage, but the zygotic 
IGF-IR-2 transcripts decrease significantly following embryogenesis. This indicates that the two IGF-I re-
ceptors might play different functional roles during embryonic development of Japanese flounder. 
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