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摘要: 根据已克隆的半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)生长激素(GH)基因和生长激素受体Ⅰ(GHR-Ⅰ)基因的 cDNA

序列信息设计引物, 用于扩增半滑舌鳎 GH、GHR-Ⅰ基因序列。随后, 分别利用表达载体 pET-32a 和 pGEX-6P-1

成功构建了包含半滑舌鳎 GH、GHR-Ⅰ基因 ORF 全序列及不同 ORF 片段的 6 个重组质粒, 并将获得的重组质粒

在表达宿主菌大肠杆菌(Escherichia coli) BL21(DE3)中, 用 IPTG诱导表达。SDS-PAGE电泳结果显示: 重组 GH 的

pET-32a-CSGH质粒在 40 kD处有特异性的蛋白条带, 重组 GHR-Ⅰ胞内区的 pGEX-6P-1-CSGHR1-2质粒在 70 kD

处发现诱导的蛋白条带, 其表达量分别占细胞蛋白总量的 37.6 %和 20.2%; 而构建的 pGEX-6P-1-CSGH重组质粒

和含有 GHR-Ⅰ基因跨膜区的重组质粒(pET-32a-CSGHR1-1、pET-32a-CSGHR1-2和 pGEX-6P-1-CSGHR1-1)均未获

得表达产物。由此可见, 半滑舌鳎 GHR-Ⅰ基因的跨膜区可能影响其在大肠杆菌中的表达。研究结果为实现半滑舌

鳎 GH、GHR-Ⅰ制剂的开发及应用于养殖生产实践奠定基础。 
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鱼类生长激素(GH)是一种由脑垂体前叶嗜酸
性细胞合成分泌的非糖基化单链多肽类激素, 分

子量为 21~22 kD [1]。GH具有调节鱼体生长发育、
促进蛋白质合成及脂肪代谢[2]、增加鱼类食欲和

提高食物转化效率[3]等生理功能, 对鱼类的生长
和发育有重要作用。在鱼类中, Sekine等[4]首次在

鲑(Oncorhynchus keta)中实现了 GH 在大肠杆菌
(Escherichia coli)中的表达。随后, 许多鱼类的重
组 GH 也相继在大肠杆菌中获得表达, 研究对象
包括牙鲆(Paralichthys olivaceus)[5]、金头鲷(Sparus 
aurata)[6]及青鱼 (Mylopharyngodon piceus)[7]等 , 
从而使大批量生产鱼类 GH 并将其应用于产业化
养殖成为可能。更有研究表明, 重组 GH 能被鱼
类消化道完整吸收而进入血液循环, 并具有显著

的促进生长活性[8−10], 而且外源 GH 在鱼体内很

快就会分解, 不会在鱼体内累积[11]。因而, 利用
基因工程表达的重组鱼生长激素通过注射、浸泡

或投喂等方式促进鱼体生长, 在水产养殖业中具
有重大应用价值。 

GH 在组织和细胞水平生理作用的发挥, 是
通过与靶细胞表面的生长激素受体 (GHR)结合 , 
将信号传入细胞内从而产生一系列生理效应。有

研究表明, 鱼类禁食后肝脏GHR的数量减少, GH
与 GHR的结合率下降, 从而降低 GH的促生长作
用, 引起使鱼类生长减慢[12−13]。GHR在硬骨鱼类
中存在两种类型[12, 14], 一种具有 6到 7个胞外的
半胱氨酸残基 , 可以代表大多数已报道的鱼类
GHR, 即 GHR-Ⅰ; 而 GHR-Ⅱ在胞外氨基酸序列
中仅存在 5 个半胱氨酸残基。迄今, 国内外学者

针对鱼类 GHR 开展了大量研究 , 主要集中在
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GHR-Ⅰ基因的序列克隆、多态性及 mRNA 表达
分析等方面。但由于 GHR具有复杂的跨膜区等蛋
白结构, 至今尚未见有关鱼类重组GHR原核表达
的相关报道。因此, 开展半滑舌鳎 GHR基因的原
核表达研究, 将为进一步研究鱼类 GH、GHR 的
生物学功能及应用奠定基础。 
半滑舌鳎 (Cynoglossus semilaevis Günther, 

1873), 属鲽形目 (Pleuronectiformes)、舌鳎科

(Cynoglossidae)、舌鳎属(Cynoglossus), 是中国大陆

重要的名贵海水鱼类和理想的近海增养殖对象[15]。

近年来, 半滑舌鳎规模化人工繁育技术日趋完善[16], 

但有关半滑舌鳎促生长制剂的开发尚属空白。本

研究对半滑舌鳎生长激素及其受体基因的原核表

达研究进行初步探讨 , 期望对半滑舌鳎特异性

GH、GHR-Ⅰ制剂的开发并应用于养殖生产实践

提供科学依据; 同时, 获得的重组蛋白将为开展

半滑舌鳎 GH﹑GHR-Ⅰ的蛋白质功能和生物活性

检测分析奠定前期基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
3 龄半滑舌鳎取自山东莱州明波水产养殖有

限公司, 取其脑垂体和肝脏组织用于总 RNA提取。 

1.2  方法 
1.2.1  总 RNA 的提取和 cDNA 的合成  将半滑
舌鳎的脑垂体和肝脏组织在液氮中研磨后, 利用

Trizol 法(Invitrogen)提取总 RNA。检测其浓度和
纯度, 以提取的总 RNA为模板, 利用 PrimeScript 
RTase试剂盒(Takara)合成第一链 cDNA。 
1.2.2  引物设计与 RT-PCR  根据半滑舌鳎
GH(HQ334196)和 GHR-Ⅰ (HQ334200)基因的
ORF 序列, 参照 pET-32a 载体上多克隆位点的排
列, 分别选取合适的酶切位点 EcoRⅠ和 XhoⅠ、
EcoRV 和 SalⅠ, 设计用于扩增 GH 和 GHR-Ⅰ基
因的引物 GH-EXP-F1/R1、GHR1-EXP-F1/R1 和
GHR1-EXP-F2/R2 (表 1)。3对引物分别用于扩增
GH 基因 ORF 全长、GHR-Ⅰ基因 ORF 全长及
GHR-Ⅰ基因部分序列(胞外区及跨膜区)。此外, 
参照 pGEX-6P-1 载体上多克隆位点的排列, 选取
合适的酶切位点 Hind Ⅲ和 SacⅠ, 设计一对引物
GH-EXP-F2/R2 用于扩增 GH 基因 ORF 全长; 选
取合适的酶切位点 EcoRⅠ和 XholⅠ, 设计 2对特

异性引物 GHR1-EXP-F3/R3和 GHR1-EXP-F4/R4, 
分别用于扩增 GHR-Ⅰ基因胞外区跨膜区部分序
列及胞内区部分序列。 

1.2.3  GH、GHR-Ⅰ基因重组质粒的构建  利用
上述 6对引物, 以半滑舌鳎第一链 cDNA为模板, 

分别扩增半滑舌鳎 GH、GHR-Ⅰ基因片段。随后, 
将目的片段与 pMD18-T simple载体连接, 获得的
重组质粒经菌落 PCR 检测后, 连同 pET-32a 和

pGEX-6P-1质粒共同进行双酶切。在 T4连接酶作
用下将目的片段定向克隆入表达载体, 转化感受 

 
表 1  本研究所使用的引物序列 

Table 1  Oligonucleotide primers used in this study 

 引物名称 
primer 

引物序列(5’- 3’) 
primer sequences (5’ - 3’) 

扩增片段 
amplification

target 

片段长度/bp 
fragment size 

表达载体 
vector 

重组质粒 
recombinant

plasmid 

1 GH-EXP-F1 
GH-EXP-R1 

5’-GCCGATATCATGGACAAACTTGTTTTACT-3’ 
5’-CGGCTCGAGCTACAGGGTACAGTTAGCTT-3’ 

GH基因 
ORF全长 

603 pET-32a pET-32a-CSGH

2 GH-EXP-F2 
GH-EXP-R2 

5’-CCGAAGCTTCGTCAGAATCAGAACCAAACCAA-3’
5’-GCCGAGCTCGATCGTCCTCTTCATTGTGT-3’ 

GH基因 
ORF全长 

653 pGEX-6P-1 pGEX-6P-1- 
CSGH  

3 GHR1-EXP-F1 
GHR1-EXP-R1 

5’- GCCGATATCATGGCTATCCACTCACTCTC -3’ 
5’- GACGTCGACTCATGGTGAGAGATTTCCCA -3’ 

GHR-Ⅰ基因
ORF全长 

1902 pET-32a pET-32a- 
CSGHR1-1 

4 GHR1-EXP-F2 
GHR1-EXP-R2 

5’- GCCGATATCATGGCTATCCACTCACTCTC -3’ 
5’- GACGTCGACTGTGCTGCTGGGAGACGATA -3’ 

GHR-Ⅰ基因
胞外区及跨膜区

842 pET-32a pET-32a- 
CSGHR1-2 

5 GHR1-EXP-F3 
GHR1-EXP-R3 

5’- GCCGAATTCACCAGCGTGACCAAAGAGAT -3’ 
5’- GACCTCGAGTGTGCTGCTGGGAGACGATAA -3’

GHR-Ⅰ基因
胞外区及跨膜区

862 pGEX-6P-1 pGEX-6P-1- 
CSGHR1-1 

6 GHR1-EXP-F4 
GHR1-EXP-R4 

5’-ACAGAATTCTCCCAGCAGCACAGATTCAT -3’ 
5’- GACCTCGAGCCAGATTATAGGACTCAAC-3’ 

GHR-Ⅰ基因
胞内区 

1129 pGEX-6P-1 pGEX-6P-1- 
CSGHR1-2 



958 中国水产科学 第 19卷 

 
图 1  半滑舌鳎 GHR-Ⅰ基因重组质粒的构建 

Fig. 1  Recombinant plasmids of C. semilaevis GHR-Ⅰ 

 
态大肠杆菌 DH5α。经菌落 PCR 和酶切鉴定后, 
将获得的半滑舌鳎 2 个包含 GH 基因和 4 个包含
GHR-Ⅰ基因的重组质粒送华大基因测序。半滑舌
鳎 GHR-Ⅰ重组质粒的构建如图 1所示。 
1.2.4  重组 GH 和 GHR-Ⅰ在大肠杆菌中的诱导

表达  将测序正确的重组质粒转化到大肠杆菌 E. 
coli BL21(DE3)感受态细胞中, 涂布 LB平板并于
37℃培养过夜。挑取重组质粒的单菌落培养后鉴
定阳性克隆。选取鉴定正确的菌液按 1︰100的比

例接种于含氨苄青霉素的 LB液体培养基中, 37℃
震荡培养至对数生长期(OD600=0.6~0.8)。分别于

37℃、1.0 mmol/L IPTG 浓度下诱导 4 h, 未加
IPTG诱导的重组质粒作为阴性对照。培养结束后
离心收集菌体沉淀, 用 5×SDS-PAGE 蛋白上样

缓冲液重悬、混匀, 100℃煮沸 5 min, 冷却后进行
SDS-PAGE电泳, 考马斯亮蓝染色后观察结果。 

2  结果与分析 

2.1  GH、GHR-Ⅰ基因重组质粒的构建 
上述 6 个重组质粒经双酶切后, 均可获得与

预期长度一致的条带 (表 1)。相关测序结果经
BLAST比对后亦证明, 插入片段分别为半滑舌鳎

GH、GHR-Ⅰ基因 ORF 全序列及不同 ORF 片段, 
并且插入方向正确。由此可见, 本研究成功构建
了 6个半滑舌鳎 GH、GHR-Ⅰ基因的重组质粒。

其中, 分别利用表达载体 pET-32a 和 pGEX-6P-1
成功构建了半滑舌鳎 GH基因全长 ORF的 2个重
组质粒(pET-32a-CSGH和 pGEX-6P-1-CSGH); 构
建了 GHR-Ⅰ基因全长 ORF(pET-32a-CSGHR1-1)、
胞外跨膜区(pET-32a-CSGHR1-2 和 pGEX-6P-1- 
CSGHR1-1)及胞内区 (pGEX-6P-1-CSGHR1-2)的

重组质粒。 

2.2  GH在大肠杆菌中的表达 
将半滑舌鳎 GH 基因的重组质粒转化入大肠

杆菌 BL21进行诱导表达, 并以未诱导的 BL21作
为阴性对照。经 SDS-PAGE检测, pET-32a-CSGH
在大肠杆菌中有表达, 在预期分子量 40 kD 处发
现诱导的蛋白条带 , 与预测的结果基本一致(图
2)。利用 BandScan软件进行扫描分析, 结果表明, 
目的蛋白约占菌体总蛋白的 37.6%。但 pGEX-6P- 
1-CSGH在大肠杆菌中未成功表达。 

 

 
图 2  半滑舌鳎 GH基因原核表达产物 SDS-PAGE电泳 

1: 蛋白分子量 marker; 2: 重组质粒未诱导对照;  
3−5: 重组质粒表达产物. 

Fig. 2  SDS-PAGE for the expression of GH fusion protein 
from C. semilaevis 

1: M protein weight marker; 2: the uninduced control;  
3–5: the induced GH protein. 

 
2.3  GHR-Ⅰ在大肠杆菌中的表达 
分别将半滑舌鳎 GHR-Ⅰ基因的 4 个重组质

粒转化入大肠杆菌 BL21 进行诱导表达, 并以未
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诱导的 BL21作为阴性对照。经 SDS-PAGE检测, 
仅有 pGEX-6P-1-CSGHR1-2在大肠杆菌中成功表
达, 在预期分子量 70 kD处发现诱导的蛋白条带, 
与预测的结果基本一致(图 3)。BandScan 软件扫
描分析结果显示 , 目的蛋白约占菌体总蛋白的
20.2%。但其他含有 GHR-Ⅰ跨膜区的重组质粒
(pET-32a-CSGHR1-1、pET-32a-CSGHR1-2和 pGEX- 
6P-1-CSGHR1-1)均未获得表达产物。 

 

 
图 3  半滑舌鳎 GHR-Ⅰ基因原核表达产物 

SDS-PAGE电泳 
1: 蛋白分子量 marker; 2: 重组质粒表达产物;  

3: 重组质粒未诱导对照. 
Fig. 3  SDS-PAGE for the expression of GHR-Ⅰ fusion  

protein from C. semilaevis 
1: M protein weight marker; 2: the induced GHR-Ⅰ protein;  

3: the uninduced control. 

3  讨论 

本研究前期克隆获得的半滑舌鳎 GH 
(HQ334196)和 GHR-Ⅰ(HQ334200)的 cDNA 全序
列分别为 826 bp和 2 364 bp。其中, GH基因编码
200个氨基酸, 预测其分子量为 23.15 kD; GHR-I
基因编码 633 个氨基酸, 预测其分子量为 70.62 
kD。同源性分析结果表明, 本研究前期克隆到的
半滑舌鳎 GH 氨基酸序列与已报道其他鲽形目鱼

类的同源性在 51.6%~68.5%, 说明 GH 基因在鲽
形目物种间具有较高的保守性 [17]。有研究表明 , 
酵母表达的重组草鱼 GH 对鲤鱼亦具有促生长效
应, 从而可以推测一种外源 GH 可对亲缘关系较
近(同目同科)的多种鱼类起作用[18]。因而, 本研究

获得的重组半滑舌鳎 GH 有望作为舌鳎科甚至鳎
亚目种类的生长促进剂, 以提高鲽形目重要经济
种类的生长速度。 
本研究选择了大肠杆菌 BL21(DE3)作为宿主

菌, 分别选取 pET-32a 和 pGEX-6P-1 作为表达载

体。结果表明, 利用 pET-32a 表达载体可成功表

达半滑舌鳎的重组 GH, 但利用 pGEX-6P-1 载体

并未获得预期的结果。此外, 郝羽等[1]选用表达载

体  pET-28a 成功表达了军曹鱼 (Rachycentron 

canadum)GH融合蛋白; 冯浩等[19]也利用 pET-28a

表达载体获得青鱼(M. piceus)的重组 GH。由此可

推测 pET系列载体在鱼类重组 GH的表达方面具

有较强的适用性。 

在 GHR 的外源表达方面, Sobrier 等[20]对人

GHR进行了真核表达, 并证明了其表达产物与人

GHR 具有相同的结合 GH 的能力。李吉涛等[21]

构建了五指山猪(Sus scrofa) GHR 基因真核表达

载体, 为进一步研究GHR的功能和下游信号转导

奠定了基础。本研究成功构建了半滑舌鳎 4 个包

含GHR-Ⅰ基因ORF全序列及部分 ORF序列的重

组质粒, 但仅有 pGEX-6P-1-CSGHR1-2 获得成功

表达。推测其原因可能为: (1) 跨膜区对外源蛋白

原核表达有影响。有研究表明, 跨膜蛋白基因由

于存在 C 端的跨膜区可影响其融合蛋白的表达
[22]。孙润红等[23]亦发现只有切除跨膜区的 Imp基

因的基因序列能得到大量表达。由此可见, 半滑

舌鳎 GHR-Ⅰ基因的跨膜区可能影响其在大肠杆

菌中的表达。(2) 原核细菌具有密码子偏爱性, 并

存在 8种稀有密码子[24]。如果外源基因含有较高

比例的稀有密码子, 其表达效率往往不高。而半

滑舌鳎GHR-Ⅰ基因编码区含有 CCT(19)、CTC(16)

和 GTC(15)等共 78个稀有密码子, 因而按照常规

的实验方法可能难以获得原核表达产物。(3) 外

源细胞生长因子可能与单细胞生物中的细胞因子

产生竞争, 从而影响重组蛋白的表达[25]。 

据报道, GHR-Ⅰ具有细胞外 N末端配体结合
域和单一跨膜区的复杂蛋白结构[26]。其胞外区为

激素结合区, 在该区域含有的半胱氨酸残基两两
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形成二硫键, 形成 GHR 的特定空间结构; 另外, 
该区域存在的保守的糖基化位点是与配体结合的

部位。而大肠杆菌表达系统作为原核表达系统 , 
缺乏对表达的真核蛋白的翻译后加工功能, 使得
表达的蛋白的生物活性得不到保障[27]。酵母作为

低等的单细胞真核生物, 不仅具备大肠杆菌表达
系统增殖快、易培养、便于基因操作等特性, 同
时又具有真核生物的蛋白质翻译后加工的功能和

重组蛋白正确折叠的细胞内环境, 可以增加蛋白
的稳定性、减少表达产物对宿主菌的毒害作用 , 
是真核生物基因的理想表达载体[28]。因此, 下一
步实验应考虑选用酵母表达系统构建 GHR-Ⅰ的
真核表达载体来获得半滑舌鳎的重组 GHR-Ⅰ , 
用以揭示 GHR-Ⅰ的生物学活性和功能。 
半滑舌鳎主要分布于渤、黄海, 是中国重要

的名贵海水鱼类和理想的近海增养殖对象。但其

同龄雌雄个体的大小和生长速度存在显著差异 , 

雌鱼的生长速度是雄鱼的 2~3倍。自然水域中, 雌

鱼的平均体长为 523 mm, 而雄鱼的平均体长仅

为 280 mm[29]。半滑舌鳎这种雌雄个体大小和生

长速度的差异严重制约了其养殖产业化进程。已

有报道表明, 动物的矮小型性状可能受到 GHR-

Ⅰ活性的影响。例如: 禽类的生长在很大程度上

决定于靶组织中的 GHR[30]。Burnside等[31]通过检

测鸡肝脏细胞的GHR结合活性, 发现正常公鸡为

7.1%, 杂合公鸡为 3.9%, 而矮小型则几乎检测不

到这种受体。关于鱼类该方面的研究, 马细兰等
[32]研究证实尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)雄

鱼垂体和肝脏中的 GHR mRNA的表达量均明显

高于雌鱼, 表明垂体和肝脏的 GHR mRNA 表达

的雌、雄差异是雌、雄生长差异的主要原因。 

本研究对半滑舌鳎 GH 和 GHR-Ⅰ原核表达
进行了初步探讨, 后续实验可将获得的表达产物

进行蛋白质印迹分析(Western Blot)和蛋白纯化后, 
根据激素受体结合原理, 通过酶联免疫吸附测定
(Elisa)、免疫组织化学等方法, 检测雌、雄半滑舌
鳎GH和GHR-Ⅰ的结合能力是否存在差异, 探讨
GHR-Ⅰ的结合活性与半滑舌鳎生长的性别二态

性是否存在联系; 此外, 利用获得的重组蛋白进
一步制备用于 Western Blot 检验的 GH 和 GHR-
Ⅰ多克隆抗体, 检测雌、雄半滑舌鳎体内 GH 和
GHR-Ⅰ含量的差异 , 有助于从蛋白水平揭示两
个生长因子在调控半滑舌鳎生长发育的性别二态

性中的重要作用。 
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Prokaryotic expression of growth hormone and its receptor genes in 
the tongue sole (Cynoglossus semilaevis)  

MA Qian, LIU Shufang, ZHUANG Zhimeng, TANG Qisheng 

Key Laboratory for Fishery Resources and Eco-environment, Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese 
Academy of Fishery Sciences, Qingdao 266071, China 

Abstract: In this study, the GH and GHR-I sequences of the tongue sole (Cynoglossus semilaevis) were sub-cloned 
into the expression vectors pET-32a and pGEX-6P-1, respectively. Subsequently, these recombinant plasmids were 
expressed in Escherichia coli BL21 (DE3) cells. The total bacterial proteins were analyzed by sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). As a result, a new specific GH band expressed by using 
the pET-32a vector (pET-32a-CSGH) was found with molecular mass of about 40 kD, and a new specific GHR-I 
band expressed by using the pGEX-6P-1 vector (pGEX-6P-1-CSGHR1-2) was found with molecular mass of about 
70 kD. The GH and GHR-I recombinant proteins were expressed and composed of 37.6% and 20.2% of the total 
bacterial proteins, respectively. However, pGEX-6P-1-CSGH and the other three recombinant plasmids 
(pET-32a-CSGHR1-1, pET-32a-CSGHR1-2 and pGEX-6P-1-CSGHR1-1) containing the sequences of GHR-I 
trans-membrane domain were not successfully expressed. The relevant results showed that the trans-membrane 
domain of the GHR-I might have an influence on its prokaryotic expression from C. semilaevis. These findings 
may lay a theoretic foundation for applying the growth-promoting effects of GH and GHR-I to the aquaculture 
industry. 
Key words: Cynoglossus semilaevis; growth hormone gene; growth hormone receptor I gene; prokaryotic expres-
sion  
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