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摘要: 本研究采用cDNA末端快速扩增法(RACE)克隆了草鱼(Ctenopharyngodon idellus)IGF-IR基因全长cDNA序列, 并对该基因在草鱼不同时期胚胎和成鱼不同组织中的表达进行了分析。序列分析表明, 草鱼IGF-IR基因cDNA序列全长5 741 bp, 包括5′端非翻译区822 bp, 3′端非翻译区581 bp, 开放阅读框4 338 bp, 共编码1 445个氨基酸。序列比对结果显示, 草鱼IGF-IR可能属于a型, 该基因编码的氨基酸序列与鲤(Cyprinus carpio)IGF-IRa、斑马鱼(Danio rerio)IGF-IRa和人类(Homo sapiens)IGF-IR的相似性分别为95%、93%和66%, 具有较高的同源性, 表明该基因在长期进化中具有较高的保守性。RT-PCR结果表明, 该基因从16 hpf(hours post fertilization)胚胎期到出苗期都有表达, 在成鱼大部分组织中均有表达。原位杂交结果显示, 草鱼IGF-IR mRNA在不同时期胚胎组织中广泛存在, 其中在脑部、脊索和尾部等生长旺盛组织的细胞中表达量较高。本研究为进一步探索草鱼IGF-IR基因在生长发育信号通路中的作用和育种提供了基础资料。
关键词: 草鱼; IGF-IR; 序列分析; RT-PCR; 原位杂交; 基因功能
中图分类号: S917      文献标志码: A           文章编号: 1005(8737((2014)03(0442(12
IGF-IR是胰岛素样生长因子系统重要的组成部分, 它与配体结合后促进大多数细胞的有丝分裂和抑制其凋亡[1], 影响细胞增殖及转化[2], 从而对胚胎[3]、神经[4]和骨骼肌[5]的生长发育起着至关重要的作用。早期国外学者以小鼠为样本进行了大量研究, 结果表明该受体基因被敲除或其表达被抑制, 会使小鼠骨基质矿化[6], 髓鞘无法再生[7], 肌纤维肥大表达迟缓[8]及中枢神经系统形态畸形[9]。随后发现IGF-IR与人类癌症的发生密不可分[10−12], 从而使IGF-IR受体基因备受关注。但是在鱼类中对其功能研究较少, 2006年Eivers等[13]对斑马鱼(Danio rerio)的IGF-IR基因研究表明, 其对脑和中枢神经系统的发育有重要的影响。除此之外, 在虹鳟(Oncorhynchus mykiss)[14]和牙鲆(Paralichthys olivaceus)[15−16]和半滑舌鳎(Cyn​​​o​​gl​ossus semilaevis)[17]中虽也克隆得到此基因, 但未对其功能进行研究, 有关鲤科养殖鱼类IGF-IR基因的发育表达模式尚未见报道。
草鱼(Ctenopharyngodon idellus)属于鲤形目(Cypriniformes)、鲤科(Cyprinidae)、雅罗鱼亚科(Leuciscinae)、草鱼属, 是中国重要的淡水草食性经济养殖鱼类。据2011年统计资料显示, 中国草鱼养殖总产量达到422.22万t, 位于中国淡水养殖鱼类首位[18]。在鲤科养殖鱼类中, 草鱼性成熟时间较晚、生长速度快和成鱼个体较大(＞10 kg), 使其成为研究IGF-IR基因的良好对象。本研究采用RACE方法克隆到草鱼IGF-IR基因cDNA全序列, 并通过RT-PCR方法对草鱼IGF-IR基因在不同时期胚胎及成鱼不同组织中的表达进行分析, 以探索IGF-IR基因时空表达特征, 通过原位杂交揭示该基因在胚胎发育过程中的作用, 为进一步探索草鱼生长发育的信号通路和育种工作奠定理论基础。
1  材料与方法
1.1  实验用鱼和胚胎
草鱼雌雄亲鱼在上海海洋大学青浦鱼类育种试验站培育, 开展人工授精, 受精卵置于胚胎培养液ERS(embryo rearing solution)中培养, 每隔4 h换水1次。实验用草鱼成鱼为3龄, 体质量约为3.0~4.0 kg, 取自上海海洋大学农业部团头鲂遗传育种中心。
1.2  方法
1.2.1  草鱼成鱼组织及胚胎总RNA提取  草鱼成鱼活体解剖获得脑、脾、心脏、肾、鳃、皮、眼、性腺(尚不能区分雌雄)、肝、肠、快肌和慢肌, 置于液氮中速冻, 取出后立即在液氮中研磨, 加入Trizol试剂(Takara, 日本), 经匀浆, 氯仿抽提, 异丙醇沉淀, 75%乙醇洗涤, 最后用30 µL 0.1%DEPC处理过的去离子水溶解总RNA。同时每隔4 h取草鱼成活胚胎20颗, 在Nikon SMZ1500荧光体视显微镜(Nikon, 日本)下进行发育时相观察, 拍照后提取总RNA。总RNA的完整性利用1.5%的琼脂糖凝胶150 V、60 mA进行电泳鉴定, 并用SmartSpecTM Plus紫外分光光度计(Bio-Rad, 美国)进行纯度分析。
1.2.2  cDNA全长扩增、克隆和序列测定  根据GenBank中斑马鱼(AAI63723.1)、鲤(AAN52​151.1)、黑头呆鱼(Pimephales promelas, AAT45​196.1)和牙鲆(Paralichthys olivaceus, BAB836​69.1)IGF-IR序列, 设计IGF-IR小片段引物(表1), 以脑组织cDNA为模板进行PCR扩增, 并进行克隆和序列分析。将获得的3个目的片段序列拼接。
3′末端扩增和5′末端扩增使用First Choice RLM-RACE Kit试剂盒(Ambion, 美国), 根据得到的拼接序列设计上游特异性引物: 3′-IGF-IR race和3′-IGF-IR nest(表1); 下游特异性引物: 5′-IGF-IR race和5′-IGF-IR nest(表1)。
RACE扩增产物经2%琼脂糖凝胶电泳分离检测, 用DNA琼脂糖凝胶回收试剂盒(北京天根生物)回收目的片段PCR产物, 经纯化的RACE产物与pMD-19T载体(Takara, 日本)连接构建重
表1  本研究所用引物列表
Tab.1  Primers used in the present study
	引物名primer
	序列(5′−3′) sequence(5′−3′)
	用途application
	片段大小/bp

fragment size

	IGF-IR-F1
	CAAAGGCAACCTGAACATCAACATC
	小片段扩增
small fragment amplification
	1250

	IGF-IR-R1
	ACTCTTTCTCCAGCAGCTCTGGGTC
	
	

	IGF-IR-F2
	ACCGCAAAGTCTTTGAGAACTTCCT
	
	1111

	IGF-IR-R2
	TCACCCCGCGTCATCAGCTCCATT
	
	

	IGF-IR-F3
	TGTGCCAGATGAATGGGAAGTG
	
	623

	IGF-IR-R3
	CGACCAGACATCAGAATTAGTT
	
	

	3′- IGF-IR race
	CGCTGAAGAAGATGATTCAGATG
	3′-RACE扩增
3′-RACE amplification
	1534

	3′- IGF-IR nest
	CATGGTTGCTGAGGACTTCACAGT
	
	

	5′- IGF-IR race
	CTGCGAGCTCTTCTCCATTAATGT
	5′-RACE扩增
5′-RACE amplification
	2051

	5′- IGF-IR nest
	AGAACCCAGAGTCTGAGAGTGTTT
	
	

	IGF-IR RT-F
	TCAGCCCTTTTGAAATGTATGTAC
	表达研究
expression study
	799

	IGF-IR RT-R
	CATCCGCATCAGTTCAAACAGCAT
	
	

	β-actin-F
	CCGCTGCCTCTTCTTCCTC
	
	592

	β-actin-R
	CTACCTCCCTTTGCCAGTTTCCGC
	
	

	In situ F
	TGGCTCGGGAGAAAATCACCATGT
	载体构建
vector construction
	834

	In situ R
	GGCTCCAGTTCCTCTTTTATGCTG
	
	


组质粒, 转化到感受态大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α中, 经氨苄抗性的LB培养基(37℃)过夜培养后, 挑取单菌落进行目的片段检测, 获得的阳性克隆由生工生物工程(上海)股份有限公司进行序列测定。本研究所用引物(表1)均由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。
1.2.3  序列比对及进化树分析  根据3′-RACE和5′-RACE的测序结果, 用BioEdit7.0软件中的Clustal W程序比较3′-/5′-RACE序列重叠部分, 去掉3′-/5′-RACE序列两端引物部分, 拼接得到草鱼IGF-IR基因cDNA全长序列。采用BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)、Clustal W软件进行核苷酸序列验证、翻译及氨基酸序列相似性分析。利用ORF(open reading frame) finder程序(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/ gorf)寻找正确的开放阅读框。应用Compute pI-Mw程序和Sigal P 3.0 server分别预测氨基酸序列等电点、相对分子质量和信号肽。运用Clustal W程序进行序列比对, 使用MEGA 4.0软件构建Neighbor- joining系统进化树。
1.2.4  RT-PCR分析  根据获得的草鱼IGF-IR基因全长cDNA序列设计1对特异性引物: IGF-IR RT-F和IGF-IR RT-R(表1), 用草鱼β-actin基因序列设计1对特异性引物: β-actin F和β-actin R(表1)。以β-actin为内参, 用两对引物对草鱼成鱼不同组织和草鱼不同时期胚胎进行RT-PCR, 以期得到IGF-IR基因时空表达情况。用Band Scan Version 5.0软件分析相对表达量。
1.2.5  整胚原位杂交  用表1中引物(In situ F/R)在IGF-IR基因编码区扩增1段834 bp目的片段, 将目的片段与 pGM-T载体(Takara, 日本)连接。限制性内切酶线性化后, 经T7或者SP6 RNA聚合酶(Promega, 美国)体外转录生成正义或者反义RNA探针。
原位杂交胚胎先经4%多聚甲醛(PFA)、4℃过夜固定, 除去4% PFA后加入纯甲醇, 可长期置于4℃保存。固定胚胎经不同浓度PBST复水, 蛋白酶K消化, 4% PFA再固定, 60℃预杂交及杂交后, 回收探针, 与抗体结合, 清洗之后加入BM Purple AP显色液(Roche, 瑞士)。胚胎显色后在Nikon SMZ1500荧光体视显微镜下进行拍照。
2  结果与分析
2.1 草鱼IGF-IR全长cDNA序列的克隆
提取草鱼脑组织总RNA, 用1.5%琼脂糖凝胶电泳检测, 可见3条清晰条带, 分别为28 S、18 S 和5 S (图1 A)。用SmartSpecTM Plus分光光度计(Bio-Rad, 美国)测OD值, OD260/OD280为1.85, 表
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图1  草鱼脑组织总RNA完整性检测、小片段扩增及IGF-IR基因3′/5′RACE扩增产物电泳图
A: RNA完整性检测; B, C, D: 小片段扩增产物; E: 3′RACE扩增产物; F: 5′RACE扩增产物.

M1, M2, M3, M4, M5, M6: DNA Marker D2000分子量标准.

Fig.1  Total RNA integrity in brain tissue, small fragment amplification products and 3′-/5′-RACE amplification product of IGF-IR gene in Ctenopharyngodon idellus
A: integrity verification of RNA; B, C, D: small fragment amplification products; E: 3′RACE amplification product; F: 5′RACE amplification product. M1, M2, M3, M4, M5, M6: DNA Marker D2000 molecular weight standard.
明提取的总RNA纯度较高, 符合实验要求。用特异性引物IGF-IR-F1/R1、IGF-IR-F2/R2、IGF-IR- F3/R3进行小片段扩增, 均得到1条单一明亮与预期大小相符的目的条带, 其大小分别约为1 200 bp、 1 100 bp、600 bp(图1 B, C, D)。以通用引物3′-RACE Outer Primer和特异性引物3′-IGF-IR race进行3′RACE第一轮PCR扩增, 再以第一轮PCR产物为模板, 用通用引物3′-RACE Inner Primer和特异性引物3′-IGF-IR nest进行3′RACE第二轮PCR扩增, 在1 500 bp附近获得1条较亮且与预期大小相符的目的条带(图1 E)。以同样的方法进行5′RACE扩增, 获得1条约2 100 bp的目的条带(图1 F)。
2.2  草鱼IGF-IR氨基酸序列同源性及分子进化分析
小片段扩增产物、3′RACE和5′RCAE扩增产物分别经克隆、测序后拼接, 获得草鱼IGF-IR基因全长cDNA序列。该序列全长5 741 bp, 包括822 bp的5′非翻译区(5′-UTR), 4 338 bp的开放阅读框(ORF)和581 bp的3′非翻译区(3′-UTR)。3′-UTR含有1个poly-A尾巴和1个AT富集区, 未发现加尾信号。IGF-IR基因编码1 445个氨基酸, 包括30个氨基酸的信号肽(图2)和1 145个氨基酸的成熟肽。推测IGF-IR基因前体蛋白等电点为5.78, 相对分子量为163.1 kD。
由于先后经历过3次大规模全基因组重复, 在硬骨鱼类中存在重复的IGF-IR基因, 如在鲤和斑马鱼中均存在IGF-IRa和IGF-IRb。将草鱼IGF-IR基因ORF编码的氨基酸序列与斑马鱼、鲤和人类进行相似性比较, 草鱼IGF-IR与鲤和斑马鱼IGF-IRa的相似度分别为95%和93%, 而与鲤和斑马鱼IGF-IRb的相似度分别为75%和73%, 表明该基因可能为IGF-IRa, 与人类IGF-IR基因的相似度为66%。如图2所示, 与斑马鱼、鲤和人类一样, 草鱼成熟IGF-IR多肽也包括7个结构域, 分别为: 2个Recep-L-domain, 1个Furin-like domain, 3个FN3 domain, 1个PTKc-IGF-1R domain。该基因含有43个半胱氨酸残基, 其中在Furin-like domain含有24个保守半胱氨酸残基, 在这7个结构域中, PTKc-IGF-1R domain的保守性最高。IGF-IR羧基端序列保守性很低, 但是含有2个保守的酪氨酸残基。序列比对结果显示, 草鱼IGF-IR编码的氨基酸序列与鲤、斑马鱼和人类的IGF-IR编码的氨基酸序列具有较高的同源性。
用Clustal W软件将草鱼IGF-IR与其他物种IGF-IR氨基酸序列进行多重序列比对, 再用MEGA 4.0软件构建Neighbor-joining系统进化树(图3)。系统发育树结果显示, 非洲爪蟾、褐家鼠和人类聚为一支, 说明这3个物种的IGF-IR可能来源于一个共同祖先。草鱼IGF-IR先与鲤IGF-IRa聚为一支, 然后与斑马鱼IGF-IRa聚在一起, 再次证明本研究得到的草鱼IGF-IR可能属于a型。斑马鱼和鲤IGF-IR的两个亚型分别聚在一起, 说明硬骨鱼类在进化过程中经历过全基因组重复, 导致该基因出现不同的亚型。草鱼IGF-IR与红鳍东方鲀、非洲齿鲤、青鳉、牙鲆、斑马鱼和罗非鱼IGF-IR相聚较近, 与爪蟾、褐家鼠和人类相聚较远。

2.3  草鱼成鱼不同组织和不同时期胚胎中的IGF-IR mRNA表达分析
IGF-IR mRNA在组织中的表达模式用半定量RT-PCR方法检测。以β-actin为参照, 用表1中引物(IGF-IR RT-F/R和β-actin F/R)对草鱼12个组织(脑、眼、鳃、皮、心脏、肝、脾、肾、快肌、慢肌、性腺和肠)进行RT-PCR分析, 获得草鱼IGF-IR基因及β-actin在各组织中表达的凝胶电泳结果(图4), 利用Band Scan Version 5.0分析目的基因在各组织中表达的灰度值, 分别除以β-actin在对应各组织中表达的灰度值, 得到相对灰度值, 即目的基因相对表达量(图5)。草鱼IGF-IR mRNA在检测组织中除肠以外均有表达, 但表达量存在很大差异。其中以心脏中相对表达量最高, 其次依次为性腺、鳃、肾、慢肌、脑、皮、肝、快肌、眼和脾。
IGF-IR mRNA在不同时期胚胎中的表达模式同样用半定量RT-PCR方法检测。以β-actin为参照, 用表1中引物(IGF-IR RT-F/R和β-actinF/R)对草鱼不同时期胚胎进行RT-PCR分析, 获得草鱼
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图2  草鱼与斑马鱼、鲤和人类IGF-IR氨基酸序列比对及结构分析
(表示保守的半胱氨酸残基; (表示酪氨酸残基; 各序列名称对应的物种及GenBank登录号为: HIGF-IR (Homo sapiens, NP_000866.1), zfIGF-IRa (Danio rerio, AAI63723.1), zfIGF-IRb (Danio rerio, NP_694501.1), ccIGF-IRa (Cyprinus carpio,
AAN52151.1), ccIGF-IRb (Cyprinus carpio, AAN52152.1), gcIGF-IR (Ctenopharyngodon idellus).
Fig.2  Alignment of grass carp IGF-IR deduced amino acid sequence with Danio rerio, Cyprinus carpio and Homo sapiens and structural analysis
( stands for conserved cysteine residues; ( stands for tyrosine residues; sequence corresponds to the name of each species and GenBank accession number: HIGF-IR (Homo sapiens, NP_000866.1), zfIGF-IRa (Danio rerio, AAI63723.1), zfIGF-IRb (Danio rerio, NP_694501.1), ccIGF-IRa (Cyprinus carpio, AAN52151.1), ccIGF-IRb (Cyprinus carpio, AAN52152.1), gcIGF-IR
(Ctenopharyngodon idellus).
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图2  草鱼与斑马鱼、鲤和人类IGF-IR氨基酸序列比对及结构分析
(表示保守的半胱氨酸残基; (表示酪氨酸残基; 各序列名称对应的物种及GenBank登录号为: HIGF-IR (Homo sapiens, NP_000866.1), zfIGF-IRa (Danio rerio, AAI63723.1), zfIGF-IRb (Danio rerio, NP_694501.1), ccIGF-IRa (Cyprinus carpio,
AAN52151.1), ccIGF-IRb (Cyprinus carpio, AAN52152.1), gcIGF-IR (Ctenopharyngodon idellus).
Fig.2  Alignment of grass carp IGF-IR deduced amino acid sequence with Danio rerio, Cyprinus carpio and Homo sapiens and structural analysis
( stands for conserved cysteine residues; ( stands for tyrosine residues; sequence corresponds to the name of each species and GenBank accession number: HIGF-IR (Homo sapiens, NP_000866.1), zfIGF-IRa (Danio rerio, AAI63723.1), zfIGF-IRb (Danio rerio, NP_694501.1), ccIGF-IRa (Cyprinus carpio, AAN52151.1), ccIGF-IRb (Cyprinus carpio, AAN52152.1), gcIGF-IR
(Ctenopharyngodon idellus).

IGF-IR基因及β-actin在不同时期胚胎中表达的凝胶电泳结果(图6)和相对表达量(图7)。从图7可知草鱼IGF-IR mRNA在早期胚胎中不表达, 直到16 hpf时才开始表达且表达量逐渐升高, 24 hpf达到最大量, 32 hpf时下降, 36 hpf又升高。

2.4  草鱼IGF-IR基因转录产物的整胚原位杂交分析
整胚原位杂交结果显示IGF-IR mRNA从16 hpf开始, 在各时相胚胎中均有表达, 但表达模式不同。在16 hpf时, 全身均有表达, 其中在脑部和脊索信号较强, 尾部信号相对较弱(图8D); 在24 hpf
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图3 不同物种IGF-IR氨基酸序列构建的NJ树

节点上的数字为重复1 000次的自展(Bootstrap)检验置信值.

Fig.3  Neighbor-Joining phylogenetic tree of different species’ amino acid sequence

Node number is repeated 1 000 times Bootstrap inspection confidence value.
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图4  草鱼IGF-IR基因在成鱼不同组织中的表达
1. 慢肌; 2. 快肌; 3. 肠; 4. 肝; 5. 性腺; 6. 眼; 7. 皮肤; 8. 鳃; 9. 肾; 10. 心; 11. 脾; 12. 脑.
Fig. 4  IGF-IR expression in different tissues of adult Ctenopharyngodon idellus

1. Slow-twitch muscle; 2. Fast-twitch muscle; 3. Intestine; 4. Liver; 5. Gonad; 6. Eye; 7. Skin; 8. Gill; 9. Kidney; 10. Heart; 11. Spleen;
12. Brain.
时, 在脑部信号最强, 脊索中信号其次, 尾部信号最弱(图8E); 在32 hpf时, 在生长旺盛的尾尖

组织信号表达增强, 其他部位的信号相对弱(图8F)。对照正义探针在所有时期胚胎中均没有信号(图8A, B, C)。

3  讨论
3.1  草鱼IGF-IR基因序列分析
硬骨鱼类在长期进化过程中, 全基因组经历过倍增[19−21], 在斑马鱼[22]、虹鳟[14]、牙鲆[15−16]等硬骨鱼类中均发现2种IGF-IR mRNAs。本实验采用cDNA末端快速扩增法(RACE)仅克隆到1个草鱼IGF-IR基因, 不排除草鱼基因组存在该基因的另一个变异体。IGF-IR氨基酸序列与鲤、
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图5  草鱼IGF-IR基因在成鱼各组织中的相对表达量
1.慢肌; 2.快肌; 3.肠; 4.肝; 5.性腺; 6.眼; 7.皮肤; 8.鳃; 9.肾; 10.心; 11.脾; 12.脑.
Fig. 5  IGF-IR relative expression in different tissues of adult Ctenopharyngodon idellus

1. Slow-twitch muscle; 2. Fast-twitch muscle; 3. Intestine; 4. Liver; 5. Gonad; 6. Eye; 7. Skin; 8. Gill; 9. Kidney; 10. Heart; 11.Spleen; 12. Brain.
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图6  草鱼IGF-IR基因在不同时期胚胎中的表达
Zg: 受精卵; hpf: 受精后小时.
Fig. 6  IGF-IR expression in Ctenopharyngodon idellus’s embryos at different stages
Zg: zygote; hpf: hours post fertilization.
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图7  草鱼IGF-IR基因在不同时期胚胎中的相对表达量
hpf: 受精后小时. IGF-IR mRNA在早期胚胎中不表达, 直到16 hpf时才开始表达.
Fig. 7  IGF-IR relative expression level in Ctenopharyngodon idellus’s embryos at different stages
hpf: hours post fertilization. IGF-IR mRNA does not express in embryo until 16 hpf.
斑马鱼和人类IGF-IR的序列同源性为66%~95%, 证明IGF-IR基因在脊椎动物进化过程中具有高度保守性, 尤其是位于β亚基内的酪氨酸激酶区域, 在该区域中存在1个ATP结合位点和1个自身磷酸化位点(YETDYY)。Kato等[23]发现酪氨酸激酶活性对IGF-IR发挥生物学作用是必须的。本实验中氨酸激酶区域高度保守也证明该区域对IGF-IR基因活性的重要性。IGF-IR羧基端对细胞信号转导具有特异性, 羧基端酪氨酸残基参与信号转导, 影响细胞有丝分裂和肿瘤发生[24]。获得的草鱼IGF-IR羧基端仅存在2个酪氨酸残基, 与斑马鱼和鲤一样, 但是人类IGF-IR基因羧基端存在3个酪氨酸残基, 对这3个酪氨酸残基进行突变研究, 发现不保守的酪氨酸残基不参与促细胞有丝分裂、转化和抗凋亡活动, 而保守酪氨酸残基具有重要作用。羧基端氨基酸序列保守性很低, 可能与该区域在不同物种中的信号转导作用不同有关。草鱼IGF-IR基因3′UTR仅581 bp, 相对于斑马鱼1 715 bp的3′UTR较短。在草鱼IGF-IR基因3′UTR存在1个polyA尾巴, 但是未找到多聚腺苷酸化信号——AAUAAA, 在斑马鱼IGF-IR序列中也不存在该信号序列[25], 可能其他序列代替了该信号序列的作用。半胱氨酸富集区含有24个保守的半胱氨酸残基, 对于配体的特异性结合非常重要。

3.2  草鱼胚胎不同时期IGF-IR mRNA的表达特征
RT-PCR是一种非常敏感的检测方法。本实验采用RT-PCR 方法探索草鱼IGF-IR mRNA在胚胎发育各时期的时序表达模式。IGF-IR基因在草鱼早期胚胎中没有表达, 在16 hpf左右才开始表达, 表达量的变化并不是线性增加的。斑马鱼从
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图8  草鱼IGF-IR mRNA在胚胎时期的整胚原位杂交结果
A, B, C: IGF-IR对照正义探针原位杂交结果; D, E, F: IGF-IR反义探针原位杂交结果, 横向观察所有胚胎头部在左边. 
Fig. 8  In situ hybridization analysis of IGF-IR mRNA in early developmental stages of Ctenopharyngodon idellus
A, B, C: in situ result of IGF-IR sense probe; D, E, F: in situ result of IGF-IR antisense probe. All embryos are viewed laterally with the head to the left. 
囊胚期(2 hpf)至早期幼鱼的所有发育阶段均检测到IGF-IR基因的存在[25]。类似的, 在牙鲆早期胚胎中IGF-IRa仅有少量的转录本存在[15], IGF-IRb表达量很高。本实验在草鱼胚胎发育早期未检测到IGF-IR基因表达, 可能IGF-IR另一个转录本控制着早期胚胎的发育状况, 随着本研究得到的IGF-IR基因表达量的增加, IGF-IR在胚胎生长发育过程中逐渐占据主导地位, 但是在发育后期表达量降低, 可能此时IGF-IR另一个转录本或者其他基因代替了本研究得到的IGF-IR基因的功能。
为了研究IGF-IR基因空间分布模式, 采用整胚原位杂交技术检验其表达情况。整胚原位杂交结果发现, IGF-IR mRNA在不同时期胚胎组织中广泛存在, 其中在脑部、脊索和尾部等生长旺盛的组织细胞中表达量较高。Maures等[26]利用模式生物斑马鱼进行原位杂交发现, IGF-IRa和IGF-IRb在8细胞期至16细胞期的所有细胞中均表达, 广泛存在于胚胎形成过程中, 但在一些生长快速的组织细胞中杂交信号很强, 比如在尾部、眼睛、耳原基和脑部表达明显。本实验结果与Maures等[26]利用斑马鱼进行原位杂交的结果基本一致。但是与斑马鱼不同的是, 草鱼IGF-IR基因在胚胎发育后期表达量减弱, 此种现象在虹鳟中也有发现。虹鳟IGF-IR mRNA在早期胚胎发育组织中普遍存在, 在脑、视网膜和骨骼肌中表达量最高, 鳃和胃肠次之, 但是在发育后期和成鱼组织中表达量很低, 包括骨骼肌、肝、鳃和脑组织中表达量均降低[14]。Parpaillon等[27]用爪蟾(Xenopus)胚胎进行原位杂交发现, IGF-IR mRNA主要分布在脑部和神经管前端。以上研究表明, IGF-IR基因介导的信号通路不仅对胚胎的生长具有重要作用, 而且由于其在脑组织中表达量较高, 表明IGF-IR基因在中枢神经系统形成过程中也具有重要的调节作用。
3.3  草鱼成鱼不同组织IGF-IR mRNA的表达
同时采用RT-PCR 方法探索IGF-IR mRNA在草鱼成鱼各组织中的表达模式。研究发现IGF-IR mRNA在草鱼成鱼大部分组织中广泛存在, 其中心脏、性腺、鳃和肌肉组织中均存在IGF-IR mRNA, 说明IGF-IR基因可能是硬骨鱼类渗透压和骨骼肌生长的主要调节基因[28]。在检测的12个组织中, 心脏、性腺和脑等组织中IGF-IR mRNA表达量较高。以生长20 d的鸡胚为材料, 取其组织检测IGF-IR mRNA表达情况, 发现在脑和心脏组织中表达量最高, 其次依次为腿肌、胸肌和肝[29]。IGF-IR mRNA在斑马鱼卵巢、精巢和脑组织中含量最高, 其次是眼和肠, 肝中含量最低[26]。本研究结果与前人研究结果相似, 均在脑组织中检测到IGF-IR mRNA, 再次证明IGF-IR基因在神经系统发育中具有重要的调节作用。但是在不同物种中, IGF-IR mRNA表达依然存在细微的差别, 表明IGF-IR基因的表达存在种属差异和组织特异性。
本研究首次克隆到草鱼IGF-IR基因cDNA全序列。氨基酸序列比对及进化树分析发现IGF-IR基因在脊椎动物长期进化过程中高度保守。在各时期胚胎组织和成鱼的大部分组织中都检测到IGF-IR基因表达, 表明IGF-IR基因在草鱼生长发育过程中具有重要的调节作用。本研究为进一步探索该基因的生长发育信号通路和草鱼育种提供了基础资料。
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cDNA cloning and function of insulin-like growth factor-I receptor   gene (Igf-Ir) in grass carp (Ctenopharyngodon idellus)   
ZHOU Chunxue, JIANG Xiayun, CHEN Jie, ZOU Shuming
Key Laboratory of Freshwater Aquatic Genetic Resources, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China

Abstract: The insulin-like growth factor-I receptor (IGF-IR) is an important component of the insulin-like growth factor system, which plays a key role in embryonic growth, formation of the nervous system, skeletal muscle development, and also appears to contribute to the establishment and progression of tumors. Despite its importance, little is known about the tissue distribution and expression pattern of IGF-IR during embryonic development in most commercially important cultured fish species. We isolated a 5 741 bp IGF-IR full-length cDNA from grass carp(Ctenopha ryngodon idellus). The IGF-IR cDNA included an 822 bp complete 5′ untranslated region (5′UTR), a 581 bp 3′UTR, and a 4 338 bp open reading frame (ORF) region which encoded a 1 445 amino acid protein. The mature peptide contained seven structural domains including two Recep-L-domains, one Furin-like domain, three FN3 domains, and one PTKc-IGF-1R domain. Among these, the PTKc-IGF-1R domain was the most conservative domain of IGF-IR. The less conservative 3′UTR suggests that IGF-IR may play different transductional roles among different teleost species. The ORF deduced from the cDNA sequence was 95%, 93%, and 66% identical to the corresponding regions of IGF-IRa in common carp, zebrafish, and human IGF-IR, respectively, indicating a high level of conservation of IGF-IR during evolution. The grass carp IGF-IR has a high amino acid sequence identity with common carp and zebrafish IGF-IRa, suggesting it belongs to the same type. Grass carp IGF-IR mRNA was detected during embryogenesis, beginning at 16 hpf (hours post fertilization) and continuing through the larval stages. The IGF-IR mRNA was transcribed in almost all adult tissues except the intestine, with expression being highest in the grass carp heart. Using whole mount in situ hybridization, IGF-IR mRNA was detected ubiquitously in 16 hpf embryos, with strong signals in the brain and spinal cord, but only a weak signal in the tail-fin. In 24 hpf embryos, the IGF-IR mRNA signal was strong in brain, spinal cord, and in rapidly growing regions such as tail-fin tip. Our results provide insight into the IGF-IR signaling pathways and provide a basis for future genetic breeding of grass carp. 
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