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摘要: 利用中国大鲵(Andrias davidianus)性腺转录组测序获得的生长激素受体(GHR)基因部分序列, 克隆获得基因

全长 2992 bp, 开放阅读框 1812 bp, 编码 604个氨基酸, 该蛋白具有高度保守的 FGEFS基序与 BOX框。系统进化

分析结果显示, 中国大鲵 GHR 氨基酸序列与两栖类非洲爪蟾(Xenopus laevis)同源性最高, 蜥形纲锦龟(Chrysemys 

picta bellii)次之, 哺乳类水牛(Bubalus bubalis)和鱼类半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis))最低。实时定量 PCR结果表

明, GHR基因在肝中表达最高, 肌肉、垂体、肾、性腺中的表达量次之, 其他各组织表达量较低。在精巢发育早期

GHR 表达较高, 随后表达量逐渐降低, 在卵巢中表达量随时间增长而增加; 17α-甲基睾丸酮(MT)与芳香化酶抑制

剂来曲唑(LE)短暂处理后 GHR基因在脑与卵巢中表达量发生变化, MT处理后, 脑与卵巢中 GHR表达量增加, LE

处理后脑与卵巢中表达量降低。研究表明, GHR基因在大鲵性腺发育中可能发挥作用, 且 MT与 LE可能通过不同

的途径调节 GHR基因的表达。 
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中国大鲵 (Andrias davidianus)又名娃娃鱼 , 

分类上属于两栖纲(Amphibia)、有尾目(Vrodtle)、

隐鳃鲵科 (Cryptobrachidae)、大鲵属 (Andrias)[1], 

野生大鲵是中国 II级重点保护有尾两栖类动物和

全球现存两栖类中体形最大, 寿命最长的古老动

物[2], 并且其具有较高的营养价值。野生大鲵在中

国陕西、云南、四川、湖北、云南等多省有分布, 

但是自 20世纪 80年代以来, 由于人类的捕杀, 野

生大鲵种群数量锐减, 因此人工繁殖的成功为该

物种的保护提供了一种有效途径, 同时大鲵养殖

业也应运而生, 并逐渐向规模化、集约化发展, 成

为一项新型养殖业。在养殖中为增加大鲵产量 , 

对大鲵生长与繁育的研究显得尤为重要。近年来, 

有学者报道 GH-IGF 轴上基因不仅参与动物体生

长, 而且在性腺发育中也发挥重要作用[3–5]。因此, 

从 GH-IGF 轴分析大鲵生长与繁育的分子机制越

来越受到学者关注。 

目前关于大鲵的研究多集中于抗病基因的克

隆与表达分析[6–8], 而对与生长、繁育相关基因的

报道较少, 仅见于 Yang等[9]克隆了大鲵生长激素

(growth hormone, GH)基因并对其不同组织表达

进行分析。生长激素(growth hormone, GH)是调节

动物生长发育等代谢过程的一种重要内分泌因子, 

能促进生物体生长、促进组织生长发育、性腺发

育成熟、提高鱼类渗透压调节等作用。生长激素

受体 (growth hormone receptor, GHR)处于 GH- 

GHR-IGFs 轴上, 通过介导 GH 来调控 IGFs 的表

达 , 从而产生一系列的生理效应。迄今 , 在人

(Homo sapiens)[10]、小鼠(Mus musculus)[11]、牛(Bos 

taurus)[12]等哺乳动物中均克隆了GHR基因 cDNA
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序列。在鱼类现已克隆了黄鳍鲷(Sparus latus)[13]、

黑鲷(Acanthopagrus schlegelii)[14]、虹鳟(Oncor-

hynchus mykiss)[15]等 20多种鱼的 GHR基因, 并

对其表达模式进行了分析研究。有研究表明 , 

GHR 基因的缺失或是变异可能导致生物体生长

发育等模式的变异。例如，性连锁矮小鸡的生长

迟缓症就是因为 GHR 基因异常[16], 且发现在矮

小鸡中 GHR基因表达水平显著性高于正常鸡[17]。

此外, 雌雄生长具有二态性的鱼类中, GHR基因

在雌雄性腺中的表达具有显著性差异且在性腺

发育中发挥重要作用[3, 18–19], 在鸡性腺发育中也

发挥重要作用[20]。因此推测 GHR 基因可能在性

腺发育及雌雄生长二态性中发挥重要作用。本文

以雌雄生长具有二态性的大鲵为研究对象 , 克

隆获得 GHR 基因全长序列, 分析不同组织、不

同发育时期性腺以及 MT 和 LE 处理后性腺中

GHR 基因的表达变化 , 试图了解该基因在大鲵

性腺发育中的作用 , 为深入开展大鲵繁殖生物

学研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  实验材料  中国大鲵取自浙江永强农业有

限公司, 分别采集 1年龄(50 g)、2年龄(240 g)、

3年龄(519 g)、4年龄(1135 g)、5年龄(2280 g)、

6年龄(3700 g)雌雄大鲵性腺各 3组及 1年龄大鲵

3 尾分别取各组织  (性腺 , 脑 , 皮 , 胃 , 肝 , 肠 , 

肾 , 脾 , 肌肉 , 心脏 , 肺 , 垂体 ) 取出后迅速投

入液氮中 , 后转入–80℃低温冰箱中保存 , 用于

RNA提取。 

1.1.2  试剂及设备   RNA 提取试剂 TRIzol 

(Ambion); SYBR ExScript RT-PCR Kit (TaKaRa); 
Tap 酶、PrimeScript反转录试剂盒、PMD18-T 载

体购自大连宝生物 (TaKaRa)公司 ; SMARTTM 

RACE cDNA Amplification kit (Clontech); 17α-甲

基睾丸酮(MT)、芳香化酶抑制剂来曲唑(LE)购置

与大连美仑生物技术有限; 荧光定量 PCR反应在

ABI-7500 荧光定量 PCR 仪(Applied Biosystems 

公司)上进行。 

1.2  MT和 LE处理大鲵幼鱼 

MT与 LE经无水乙醇溶解至 20 mg/mL, 然

后植物油稀释至 2 mg/mL。取 1年龄幼鲵为实验

材料, 腹腔注射 MT、LE 的量为 10 mg/kg, 对

照组注射无水乙醇与植物油的混合液。注射后

12 h、24 h、36 h、48 h、72 h、96 h 取实验幼鲵 

(每次取 3尾雌性幼鲵) 脑与性腺组织, 迅速置于

液氮中 , 后转入–80℃低温冰箱中保存 , 用于

RNA提取。 

1.3  RNA提取与反转录 

取 40 mg 组织于液氮中充分研磨 , 按照

TRIzol Reagent 说明书提取总 RNA。DEPC 水溶

解总 RNA 后 , 用紫外分光光度计测定 RNA 在

260 nm 与 280 nm的 OD值, 并进行琼脂糖检测

RNA 完整性。将质量浓度较好的总 RNA 用反转

录试剂盒(TaKaRa)将 RNA反转录成 cDNA, -20℃保

存备用。 

1.4  GHR基因全长克隆 

根据本实验室大鲵转录组测序数据库中筛选

出 GHR基因部分序列, 设计引物 GHR-A/S (表 1) 

对转录组里获得的部分序列进行克隆验证。在验

证无误的 GHR 基因部分序列上设计 5′-RACE 与

3′-RACE特异引物GHR-5′GSP/GHR-3′GSP(表 1)。

按照 SMARTTM RACE cDNA Amplification kit说

明书上的操作构建 5′–RACE-Ready cDNA, 和

3′–RACE-Ready cDNA 库, 进行特异性 PCR扩增, 

反应程序为 94℃ 30 s, 72℃ 3 min, 5个循环; 94℃ 

30 s, 70℃ 30 s, 72℃ 3 min, 5个循环; 94℃ 30 s, 

68℃ 30 s, 72℃ 3 min, 25个循环; 72℃ 10 min。

特异性目的条带切胶回收、克隆、测序。 

1.5  GHR基因序列分析 

将克隆测序后序列用 Vector NTI Advance 10

软件进行序列拼接, 用 NCBI 数据库中在线软件

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/orfig.cgi; www. ncbi. 
nlm.nih. gov/ structure)预测 ORF区与保守区; 分

别用在线软件(http://www.bio-soft.net/sms/index. html; 

www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)预测蛋白分子量

和信号肽; 利用 ClustalX 1.8 和 Mega 4.0 构建分

子系统进化树。 
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表 1  引物及序列 
Tab. 1  primers and sequences in the study 

引物名称 primer 引物序列(5′-3′) primer sequence (5′-3′) 用途 utilization 

GHR-S GCCACCACCTTCTGCTGACA 序列验证 sequence confirmation 

GHR-A TCCTCATTAAAGCTCTGCTGCA 序列验证 sequence confirmation 

UPM-long CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT RACE扩增 RACE amplification 

GHR-5′GSP CATGCGGACGGCATCTTACTCGCATTTC 5′端特异扩增 5′ RACE amplification

GHR-3′GSP GGAAGACTTCTCCTTTCCCCAGGGCAGA 3′端特异扩增 3′ RACE amplification

GHR-S1 TGAAATGCGAGTAAGATGCCGT 定量 PCR Real time PCR 

GHR-A1 TGCTCCACCAAATGTCCCAA 定量 PCR Real time PCR 

β-Actin-F GGTTATGCCCTGCCTCACG 内参 internal reference 

β-Actin-R ATTTCCCTTTCGGCTGTGG 内参 internal reference 

 

1.6  实时荧光定量 PCR 

利用以制备好的 cDNA为模板, 以 β-actin为

内参基因(序列见表 1), 每个组织 3 个个体重复 3

次。采用 TaKaRa公司的 SYBR ExScript RT-PCR 

Kit, 20 µL的反应体系: 10 µL SYBR Premix Ex 

Taq (2×), 0.4 µL GHR-S1, 0.4 µL GHR-A1, 1 µL 

cDNA 和 0.4 µL ROX reference dye。在 ABI 7500 

Real-time PCR仪(Applied Biosystems, USA)上进

行荧光定量 PCR反应。所得数据用 SPSS 19.0软

件进行单因素方差下 (One-Way ANOVA), Dun-

can’s 法进行多重比较分析, 当 P<0.05 时认为差

异显著。 

2  结果与分析 

2.1  大鲵 GHR基因全长 cDNA克隆及序列分析 

对大鲵转录组数据库中筛选的部分序列设计

引物, 根据验证无误的 GHR部分序列设计 RACE

引物(表 1), 进行扩增, 分别获得 5′-RACE 918 bp

和 3′-RACE 1291 bp的特异片段。克隆测序后, 利

用序列拼接软件将 5′-RACE、3′-RACE 和已知的

部分序列进行拼接, 获得全长为 2992 bp的 GHR 

cDNA序列。ORF区预测结果为 1812 bp, 编码 604

个氨基酸, 3′UTR为 299 bp, 5′UTR为 881 bp, 并

将序列提交至 NCBI 数据库(Accession number: 

KR030090)。推导的氨基酸序列在NCBI库中比对, 

结果显示与两栖类的相似性在 99%, 与蜥形纲(爬

行与鸟类)的相似性在 89%~100%, 与哺乳类和鱼

类相似性较低。对大鲵 GHR基因进行生物信息学

分析 , 结果显示该基因具有高度保守的 FGEFS 

(211aa~215aa)基序, 296个氨基酸的生长激素受体

结合蛋白区 (287aa~582aa)以及两个保守的 Box 

(图 1)。另外, 还具有 19 个氨基酸的信号肽序列

(1aa~19aa)以及蛋白分子量 68.21 kD等特征。 

2.2  序列比对及进化树分析 

将大鲵 GHR 基因氨基酸序列与 GenBank 中

已报道的部分两爬类动物相应序列进行比较分

析。从图中可以看出大鲵、非洲蟾蜍、锦龟和绿

海龟结构基本一致, 都具有 19个氨基酸的信号肽

(图 2), 与具有 621个氨基酸的热带蟾蜍不同。以

鱼类 GHR 氨基酸序列为外类群, 在大鲵 GHR 氨

基酸序列与 GenBank中已知物种的氨基酸序列进

行比对分析基础上, 使用 Mega 6.0软件构建大鲵

与其他物种间分子系统进化树(图 3)。从图中可见, 

大鲵与非洲蟾蜍等聚为单独一支, 爬行类与鸟类

聚为一支, 再与哺育类聚为另一支。该结果基本

符合一般的进化规律。 

2.3  GHR基因在组织与不同时期性腺中表达分析 

根据设计的特异性引物, 利用实时荧光定量

PCR 技术, 对大鲵 13 个组织进行组织表达分析, 

结果如图 4所示, GHR基因在各组织中都有表达, 

在肝中表达量最高, 在肌肉、垂体、精巢、肾、

脑等组织中表达相对较高, 其他各组织低表达。

不同发育时期性腺中的表达如图 5 所示, 在卵巢

中 GHR 基因表达是随卵巢成熟表达量逐渐增加; 

在精巢中, 发育早期表达量较高, 随精巢成熟表

达量逐渐降低。 
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图 1  中国大鲵 GHR基因 cDNA序列及推导的氨基酸序列 

灰色区域为生长激素受体蛋白结合区; 方框: box1与 box2; 单下划线: 信号肽; 双下划线: FGEFS基序. 

Fig. 1  cDNA sequence and deduced amino acid sequence of GHR from Chinese giant salamander 
The gray area indicates growth hormone receptor protein binding domain; BOX: box1 and box2; single underline: signal peptide; 

Double underline: FGEFS motif. 
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图 2  大鲵 GHR与部分两栖爬行类动物 GHR氨基酸序列比对结果 

方框表示信号肽序列. 

Fig. 2  Alignment of deduced amino acids of GHR from Chinese giant salamander and other amphibians and reptiles 
 The square frame indicates the signal peptide. 

 

 
 

图 3  脊椎动物 GHR氨基酸序列 NJ系统进化树 

Fig. 3  NJ phylogenetic tree analysis based on amino acid sequences of GHR from different vertebrates 
 

2.4  MT 与 LE 短暂处理后卵巢中 GHR 表达模式

分析 

注射MT后, GHR基因在脑与性腺中表达量都

升高, 且与对照组表达量存在显著差异(P<0.05)。卵

巢中 12 h时在表达量最高, 随后随时间增加而降

低, 至 96 h时恢复处理前水平(图 6 A); 脑中 12 h

表达量最高, 至 96 h 表达量降低, 但还是显著高

于处理前水平(P<0.05) (图 6B)。注射 LE后, 卵巢

与脑中 GHR基因的表达量都有显著性降(P<0.05); 

卵巢中 12 h 和 24 h 表达量最低, 随后表达量 
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图 4  GHR基因在大鲵不同组织中的表达 

柱上不同字母表示各组间差异显著(P<0.05). 

1: 肌肉, 2: 垂体, 3: 心脏, 4: 肾, 5. 肠, 6: 胃, 7: 肝; 8: 肺, 

9: 脾, 10: 精巢, 11: 卵巢, 12: 脑, 13: 皮.  

Fig. 4  Expressions of GHR gene in different tissues of salamander 
1: muscle, 2: hypophysis, 3: heart, 4: kidney, 5: intestine, 6: stomach, 
7: liver, 8: lung, 9: spleen, 10: testis, 11: oophoron, 12: brain,  
13: skin. Values with different letters mean significant difference 

 (P<0.05). 

逐渐增加, 至 96 h表达量与处理前仍有显著性差

异(P<0.05) (图 6C); 脑中 GHR基因表达量随时间 
 

 
 

图 5  GHR 基因在大鲵不同发育时期性腺中的表达 

柱上不同字母表示各组间差异显著(P<0.05). 

Fig. 5  Expression patterns of GHR gene in gonads of male 
and female salamander during different post-embryonic stages 

Values with different letters mean significant difference (P<0.05). 
 

 
 

图 6  MT与 LE短暂处理大鲵卵巢后 GHR基因表达模式分析 

A: MT处理对大鲵卵巢 GHR表达量影响; B: MT处理对大鲵脑 GHR表达量影响; C: LE处理对大鲵卵巢 GHR表达量影响;  

D: LE处理对大鲵脑 GHR表达量影响. 柱上不同字母表示不同时间组差异显著(P<0.05). 

Fig. 6  Expression pattern of GHR in ovary after MT and LE transiently treatment 
A: Effect of GHR expression after MT treated in ovary; B: Effect of GHR expression after MT treated in brain; C: Effect of GHR 
expression after LE treated in ovary; D: Effect of GHR expression after LE treated in brain. Values with different letters mean sig-

nificant difference (P<0.05). 
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而降低, 至 48 h和 72 h表达量最低, 随后表达量

恢复处理前水平(图 6D)。 

3  讨论 

GH 在脊椎动物中发挥重要的生理功能, 包

括调控体细胞生长与分化, 海水适应与免疫以及

性腺发育与成熟[5, 21–22]。GH的各种功能是与靶细

胞膜上 GHR启动的, 为能更好了解 GH在中国大

鲵中的调控机制 , 我们克隆了 GHR 基因全长

cDNA序列, 根据克隆的全长 cDNA, 推导其编码

603 个氨基酸, 包括 19 个氨基酸的信号肽序列, 

296个氨基酸的 GHBP结合区, 保守的 FGEFS结

构模块以及 BOX区。以鱼类为外类群的分子系统

进化树分析结果显示 , 中国大鲵与非洲爪蟾

(Xenopus laevis)和热带爪蟾(Xenopus tropicalis) 聚

为一支, 哺乳类、鸟类和爬行类聚为另一支, 该结

果表明在两栖类中 GHR 基因的进化缓慢, 各类群

之间没有很大的差别。 

本实验研究了 GHR 基因在不同组织与不同

发育时期性腺中 mRNA 的表达情况, 结果显示, 

GHR 基因在各组织中都有表达, 其中肝表达量最

高, 肌肉、垂体、精巢、脑等组织表达次之, 其他

各组织表达较低, 在大鼠中研究结果也显示 GHR

基因在肝中丰度最大, 肾、脑、睾丸次之[23]; 对

GHR 基因在鸡各组织细胞中的检查结果表明 , 

GHR 基因首先在肝组织细胞中表达, 然后在肠、

肾、睾丸、卵巢等组织中也有表达, 但在雌雄性

腺中表达无差异[24]; 对鱼类中 GHR 基因表达模

式分析表明, 大鲵GHR基因在各组织中的分布与

大部分鱼类中的表达模式较为一致[14, 19, 25–26], 表

明 GHR 基因具有组织表达模式特异性。然而, GHR

基因在组织中的表达也受季节的影响, 秋季 GHR

基因在肝与性腺中的表达明显高于其他各季节[27]。

前期研究结果显示大鲵生长激素基因在大鲵垂体

中特异表达[9], GH基因的这种特异表达模式在其

他类群中也有报道, 鱼类中报道较多, 例如点带

石斑鱼 (Epinephelus coioides)[28], 尼罗罗非鱼

(Oreochromis niloticus)[29]等。动物的生长发育依

赖于下丘脑-垂体-靶器官通路来完成, 而垂体分

泌的生长激素, 通过靶细胞表面的生长激素受体

对生长发育进行调节。每个生长激素分子与两个

受体分子结合导致受体二聚化, 产生大量的信息

分子, 激活目的基因转录[30]。 

不同发育时期性腺中表达结果显示, GHR 基

因在精巢发育早期表达较高, 随精巢发育不断成

熟表达量逐渐降低; 卵巢中表达量则是随卵巢发

育成熟表达量逐渐增加。在罗非鱼研究中也表明, 

GHR 基因在卵巢发育过程中发挥作用, 表达量随

卵巢成熟不断增加; 在精巢发育早期表达量较高, 

随精巢成熟表达量降低[3]。在莫桑比克罗非鱼研

究中发现, GHR 基因在未成熟卵巢中表达较成熟

卵巢中显著高[31], 与尼罗罗非鱼中研究结果完全

不同。推测出现这种不同结果的原因可能是两种

罗非鱼取样时成熟卵巢所处发育阶段不同, 不同

发育阶段卵泡在成熟卵巢中都能找到 [32]。因此, 

卵巢中 GHR 的表达水平可能受到卵泡发育阶段

不同所影响。在之前的报道中发现 GHR基因在虹

鳟未成熟精巢中表达较高, 随后逐渐下降[5]。众所

周知 , 在精子发生过程中支持细胞不断减少 [33], 

然而, 支持细胞上富集有较多的 GH 蛋白结合位

点, 而在生殖细胞上没有, 所以综上推测 , GHR

基因在精子发生过程中发挥重要的生物作用。 

外源性激素和芳香化酶抑制剂能有效诱导雌

雄异体鱼类及两栖类发生性转化[34–37], 而在性转

化过程中性别相关基因有明显的升高或是降低。

将非洲爪蟾幼体暴露于芳香化酶抑制剂, 可使其

发生性反转[38]; 将雌性牛蛙(Rana catesbeiana)蝌

蚪用芳香化酶抑制剂处理 3 个月后, 雌性牛蛙性

反转为生理雄性牛蛙[39]。雄激素诱导两栖类性反

转也有较多报道, 如用雄激素处理非洲爪蟾能使

雌性爪蟾雄性化[40]; 甲基睾丸酮定量混合到人工

配合饲料中投喂仔鲵, 至性腺分化完成后, 性比

分析结果显示, 雄性化大鲵比例高至 96%[41], 表

明遗传雌性大鲵能在甲基睾丸酮的诱导下发生性

反转。然而 , 性激素和芳香化酶抑制剂对

GH-GHR-IGFs轴上基因是否也能产生影响, 本研

究通过 1龄大鲵注射MT与 LE后, 不同时间点检

测 GHR 基因在脑与性腺中的表达量变化, 表明
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MT处理后卵巢与脑中 GHR基因表达量增加, LE

处理后卵巢与脑中表达量减少, 推测MT与 LE在

诱导性反转过程中作用机制可能不同。以往的研

究显示, MT 能调控 GH-GHR-IGFs 轴上基因, 且

在体外培养组织中 MT 能增加肝等多个组织中

GHR基因的表达量[42], 与本文中研究结果较为一

致。另外, 在体外研究中还发现 LE通过磷脂酰肌

醇 3-激酶抑制 IGF-IR基因的表达[43], IGF-IR又为

IGF 的受体, 所以推测 LE 可能也抑制 GHR 的表

达。用 LE浸泡处理青鳉雌性受精卵或成鱼, 可抑

制芳香化酶的表达, 影响卵黄蛋白原在卵母细胞

中的合成与积累, 抑制卵子的发生[44], 然而 GH

与 GHR 基因在卵黄发生与卵巢发育中又发挥重

要作用[4]。因此, MT与 LE短暂处理影响 GHR基

因在脑与卵巢中的表达, 且能产生不同的表达模

式, 但关于其作用机制尚不清楚, 需进一步深入

研究。 
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Cloning and expression of the growth hormone receptor gene from the 
Chinese giant salamander, Andrias davidianus 
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Abstract: The growth hormone receptor (GHR) cDNA was isolated and characterized in Chinese giant salamander 
(Andrias davidianus), based on a partial sequence from the transcriptome database. The full-length cDNA was 
2992 bp, containing an open reading frame of 1812bpthat encoded a deduced protein of 604 amino acids with one 
conserved FGEFS domain and two BOX domains. System evolution analysis showed that Chinese salamander 
GHR had the highest similarity with the GHR proteins from amphibians Xenopus laevis, followed by sauropsida 
(Chrysemys picta bellii), and the lowest with mammals (Bubalus bubalis) and fish (Cynoglossus semilaevis). The 
expression pattern of GHR in different tissues was evaluated. Its expression level was the highest in the liver, fol-
lowed by the muscle, pituitary gland, kidney and gonads; its expression was very low in other tissues. The expression 
level of GHR in the testis was higher at the early stage, and then decreased as the testes developed. However, the 
expression level increased as the ovary developed. Furthermore, transient treatment with 17α-Methyltestosterone 
(MT) and letrozole (LE) had different effects on the expression of GHR. The expression level of GHR in the brain 
and ovary was increased by MT treatment but decreased by LE treatment. Our results indicated that GHR may play 
an important role in gonadal development, and was affected differently by MT and LE treatment. 
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