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革胡子鲶生长激素 cDNA克隆与蛋白质结构分析 
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摘要: 从革胡子鲶(Clarias lazera(Burchell))的脑垂体组织中提取总 RNA, 应用 RT-PCR 方法, 扩增得到了革胡

子鲶生长激素(Growth hormone, GH)基因 cDNA的开放阅读框(Open reading frame, ORF)序列。ORF全长为 603 nt, 

编码由 22 个信号肽氨基酸和 178 个成熟肽氨基酸共同组成的生长激素前体蛋白。序列同源比较结果表明, 研

究中得到的革胡子鲶生长激素氨基酸序列与 GenBank 中已报道的其他 6 种鲶形目鱼类的氨基酸序列同源性高

达 95.8%。二级结构预测分析结果表明, 革胡子鲶生长激素蛋白中含有α 螺旋、β 折叠和β 转角以及无规卷曲等

二级结构, 以α 螺旋为主, 是典型的α 型结构蛋白质。此外, 抗原性分析表明, 在氨基酸序列中的 4 个区域均可

形成优势抗原表位, 其结构特点非常适合改造成为重组生长激素疫苗或单克隆抗体制剂加以开发利用。 
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cDNA cloning and protein structure analysis of growth hormone 
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Abstract: Total RNA was isolated from pituitary gland of Clarias lazera, and the cDNA encoding growth hormone (GH) 

protein was amplified and cloned by reverse transcription polymerase chain reaction(RT-PCR). The open reading frame 

(ORF) of cDNA is of 603 nt which encodes GH precursor consisted of a signal peptide with 22 amino acid residues and a 

mature peptide with 178 amino acid residues. Sequence alignment indicated that the amino acid sequence homology ap-

proached to 95.8% between C. lazera and other 6 species of Siluriforms catfish. Secondary structure assessment showd that 

the GH protein containd different structural regions of α-helix, β-sheet, β-turn and random coil, among which α-helix has 

main proportion. Antigenicity analysis indicates that there exist 4 domains in amino acid sequence where B cell dominant 

epitopes could form. Summarily, the structure characteristics of C. lazera GH should provide a great benefit in its modifica-

tion into recombinant vaccine or monoclonal antibody for future application. 

Keywords: Clarias lazera; growth hormone; cDNA cloning; secondary structure   

鱼类生长激素(Growth hormone, GH)是由鱼脑 垂体腺分泌的一种单链多肽类激素, 是与鱼类生长
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发育关系密切的最重要的激素之一。它具有促进个

体生长发育、调节新陈代谢和提高食物转化率等重

要作用[1], 并参与蛋白质、脂肪的合成和代谢[2]; 此
外, 还能调节体内渗透压, 使海河洄游型的鱼类适
应高盐和低盐环境的转换[3]。大量实验已经证实, 外
源性生长激素具有与鱼体内天然激素相同的生物活

性, 对鱼体具有明显的促生长作用[4~6]。因此, 从功
能上说 , 鱼类生长激素是一种重要的生长促进剂 , 
具有广泛的开发应用前景。一直以来, 鱼类生长激
素制剂都是国内外水产界研究的热点。 

目前国内外对鱼类生长激素制剂开发的一般思

路是首先克隆得到不同鱼类的 GH 基因, 应用分子
生物学手段对得到的基因序列加以重新设计, 然后
在原核或真核生物体内大量表达生产, 再进行加工
提纯, 开发成饲料添加剂或生长激素疫苗产品投喂
或注射鱼体, 从而达到加快鱼体生长、提高养殖产
量的目的。因此, 生长激素的基因克隆是开发利用
的关键。经作者初步统计, 截至目前为止, 在全球最
大的核苷酸数据库 GenBank中已经发布了 100多种
鱼类的 GH基因序列。 

革胡子鲶(Clarias lazera)属鲶形目、胡鲶科、胡
鲶属鱼类, 原产非洲尼罗河流域, 80 年代初从埃及
引进我国, 又称埃及胡子鲶或埃及塘角鱼。其主要
特点是生长速度快 , 抗病力强 , 肉质细腻 , 营养丰
富。目前革胡子鲶已成为我国广大农村地区普遍养

殖的重要淡水鱼类品种。 
目前, 国内外已经公开报道了 4 种鲶形目鱼类的

GH基因序列[7~10], 但尚无胡鲶科胡鲶属鱼类GH的报
道。为此, 本研究克隆了该属革胡子鲶的GH基因, 得
到了GH基因的cDNA序列和氨基酸序列。以往研究都
侧重于对基因序列和氨基酸序列进行分析, 极少的文
献对鱼类生长激素蛋白质的二级结构进行分析。本文

在基因克隆和测序的基础上, 同时对其蛋白质二级结
构、抗原表位和亲水性等结构特征进行了预测, 评估
其结构特点, 以期为今后开发这一品种的生长激素疫
苗或单克隆抗体等其他生物制剂奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

实验鱼: 革胡子鲶活鱼购自南宁市五里亭农贸
市场。健康无病害, 体表完整无损伤。 

宿主菌和质粒: 大肠杆菌 E. coli DH5α为广西

大学动物繁殖研究所保存。克隆质粒 pMD18-T 
Vector购于宝生物工程(大连)有限公司。 

酶和主要试剂 : RT-PCR 使用 RNA PCR Kit 
(AMV) Ver 3.0试剂盒, Trizol试剂、质粒小量提取试
剂盒、DNA胶回收纯化试剂盒、T4 DNA连接酶、
限制性内切酶 BamHⅠ和 SalⅠ均购自宝生物 (大连)
生物工程有限公司; 其他试剂为国产分析纯。 

引物: 由上海鼎安生物科技有限公司合成。 

1.2  方法 

引物设计 : 根据 GenBank 中本地胡子鲶
(Clarias batrachus (Linnaeus))生长激素基因编码区
序列(AF416486), 设计并合成一对特异性引物。上
游引物 : 5′-ATGGCTCGAGTTTTGGTGCTGCT-3′, 
下游引物 : 5′-CTACAGAGTGCAGTTGGAATCCA- 
GGG-3′。上下游引物序列跨度为 603 bp, 理论上包
含了革胡子鲶生长激素 cDNA编码区完整序列。 

总 RNA的提取: 实验鱼运回实验室后处死, 迅
速从脑颅内取出脑垂体, 立即用 Trizol 试剂严格按
照操作步骤提取总 RNA, 1%琼脂糖凝胶电泳检测其
完整性。如完整性好则立即用于反转录, 或−70℃保
存备用。 

目的基因片段的 RT-PCR: 按 RNA PCR Kit 
(AMV) Ver 3.0试剂盒说明的方法合成单链 cDNA。
然后以该单链 cDNA为模板直接进行 PCR。PCR扩
增参数设置为: 94℃预变性 3 min; 94℃变性 40 s,  
61℃复性 40 s, 72℃延伸 45 s, 30个循环; 72℃后延
伸 5 min。PCR产物在 1％的琼脂糖凝胶中电泳并观
察结果。 

目的基因片段克隆与重组子鉴定: 将 PCR产物
与 pMD18-T 载体用 T4 DNA 连接酶进行连接反应, 
连接产物转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞, 涂布含
有 50 mg/L 的氨苄青霉素(AMP) LB 平板培养。用
BamHⅠ、SalⅠ双酶切和 PCR两种方法筛选鉴定阳
性克隆。 

序列测定: 将经过阳性鉴定的菌液送上海鼎安
生物科技有限公司进行测序。 

序列分析: 序列的同源性比对用 DNAStar 软件
包的MegAlign程序分析, 氨基酸序列信号肽切割位
点用 SingnalP 3.0(http: //www.cbs.dtu.dk/services/ 
SingnalP)分析, 用DNAStar的 Protean程序分析预测
蛋白质的二级结构。 
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2  结果与分析 

2.1  RT-PCR扩增目的片段 

RT-PCR扩增后得到了长度为 600 bp左右的单一
特异性片段, 与目的序列的估计值 603 bp十分接近。
据此,可初步确定获得革胡子鲶鱼 GH 基因的 cDNA 
片段。 

2.2  重组质粒的鉴定 

重组质粒经 Bam HⅠ、SalⅠ双酶切和 PCR鉴定
后, 证明该质粒是含有外源目的片段的阳性重组子。 

2.3  重组质粒测序 

测定的革胡子鲶生长激素 cDNA 序列和推导的
氨基酸序列见图 1。序列全长 603 bp, 其开放阅读框
(ORF)亦为 603 bp。该核苷酸序列与本文的参考序列
本地胡子鲶的生长激素编码序列的同源性达到

94.5%, 表明克隆得到的片段确实为革胡子鲶生长
激素 cDNA的编码序列。该序列编码 1个由 200个
氨基酸残基组成的蛋白质多肽 , 分子量 (MW)为

22.59 kDa, 等电点(pI)为 6.21。推断的信号肽切割位
点位于 Phe22和 Thr23之间, 从而产生含 22个氨基
酸的信号肽和 178 个氨基酸的成熟肽。基因序列  
和氨基酸序列已提交 GenBank, 登录号分别为
EF411172和 ABN58481.1。 

2.4  与其他几种鲶形目鱼类生长激素氨基酸序列
的比较 

以普通鲤鱼(Cyprinus carpio)为外科代表, 将革胡子
鲶与其他 5 个科的 6 种鲶形目鱼类的生长激素氨基
酸序列进行比较 , 分别是 : 鲶科的大口鲶 (Silurus 
meridionalis meridionalis Chen)和鲶(Silurus asotus 
Linnaeus); 胡鲶科的本地胡子鲶(Clarias batrachus); 
鱼芒鲶科的越南鲶(Pangasius pangasius (Hamilton)); 
鲿科的黄颡鱼(Pelteobagrus fulvidraco (Richardson))

鮰 鮰和 科的斑点叉尾 (Ictalurus punctatus (Rafi-
nesque))。比较结果见图 2, 阴影部分显示与革胡子
鲶 GH不同的氨基酸残基。 

比较的 7 种鲶形目鱼类生长激素前体都由 200 
 

 
 
图 1  革胡子鲶 GH 基因 cDNA 序列及其氨基酸序列 
“□”为氨基酸序列; 阴影部分显示与结构相关的重要氨基酸残基; “←”方向为信号肽(signal peptide)序列; “→”方向为成熟肽(mature peptide)序
列; “↑P”处为信号肽切割位点。 
Fig. 1  The cDNA sequence and deduced amino acid sequence of GH from C.lazera 
“□”represents amino acid sequence; shaded letters represent important amino acid residues related to structure comformation; “←”directs the 
signal peptide sequence; “→” directs the mature peptide sequence; “↑P”shows the signal peptide cleavage site. 



 
916 HEREDITAS (Beijing)  2008 第 30卷 

  

 

个氨基酸组成, 都具有 22 个氨基酸的信号肽和 178
个氨基酸的成熟肽, 信号肽切割位点相同。信号肽
序列在鲶形目不同鱼类间差异较大, 在 22个信号肽
氨基酸序列中, 第 3、4、6、11、15、16、22 等 7
个位置的氨基酸残基不同; 而不同鱼类的成熟肽氨
基酸序列却高度一致, 178个残基中仅在第 24、136、
148、150 位出现差异, 其余 174 个氨基酸都相同。
说明鲶形目鱼类生长激素的成熟肽序列在不同科属

间是高度保守的。而鲤鱼与鲶形目鱼类间的序列差

异显然要比不同鲶形目鱼类间大得多。此外, 鲤鱼
与鲶形目鱼类生长激素的氨基酸数目不同, 组成鲤
鱼生长激素前体的氨基酸数目是 210 个, 正好在第
112~121的连续位置多了 10个氨基酸。 

序列同源性比较表明, 7种鲶形目鱼类间 GH氨
基酸序列的同源性很高, 平均为 95.8%, 大口鲶和
鲶之间 , 以及黄颡鱼与越南鲶之间的同源性最高 , 
为 98.5%, 鮰革胡子鲶和本地胡子鲶及斑点叉尾 间

的同源性最低, 为 93.6%。鲤鱼与 7种鲶形目鱼类间
同源性平均值为 78.0%。 

2.5  革胡子鲶生长激素蛋白质二级结构预测和分析  

应用准确率较高的Garnier-Robson法 [11]预测蛋

白质分子中的卷曲螺旋(Coiled coil)、α 螺旋、β折叠、

β转角以及无规卷曲等二级结构区域 , 用Kyte- 
Doolittle法[12]预测蛋白质的亲水区和疏水区, Emini
法[13]预测特定氨基酸形成蛋白质表面区域的可能性, 
Karplus-Schulz法[14]预测蛋白质柔韧性, James-Wolf
法[15]预测B细胞抗原表位。预测结果见图 3。 

3  讨 论 

本研究所得到的革胡子鲶生长激素氨基酸序列, 
与参考序列的同源性达到 94.5%, 与 7 种鲶形目鱼
类间的同源性平均达到了 95.8%。因此, 可以肯定地
说, 本文克隆得到的革胡子鲶生长激素基因序列和
推导的氨基酸序列是正确的。 

生长激素是典型的结构决定功能的蛋白质。氨

基酸序列的线性排列属于蛋白质的一级结构, 氨基
酸顺序直接决定了蛋白质的二级、三级等更高级结 

 

 
 
图 2  7 种鲶形目鱼类氨基酸序列比较 
Fig. 2  Amino acid sequence alignment of 7 species of catfish 
C. lazera: 革胡子鲶(EF411172); C. batrachus: 本地胡子鲶(AF416486); S. asotus: 鲶(AY157496); S. meridionalis: 大口鲶(AF530481); P. pan-
gasius: 越南鲶(M63713); I. punctatus: 鮰斑点叉尾 (AF267989); P. fulvidraco: 黄颡鱼(DQ112163); C. carpio: 鲤鱼(EU147277). 
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图 3  革胡子鲶生长激素蛋白质二级结构及亲水性、表面可能性、抗原性预测 
X: 卷曲螺旋; A: α螺旋; B: β折叠; T: β转角; C:无规卷曲; G: 疏水区; W: 亲水区; S: 表面区; F: 柔韧区。 
Fig. 3  Prediction of secondary structure, hydrophilicity, surface probability and antigenicity of GH 
X: Coiled coil; A: α-helix; B: β-sheet; T: β-turn; C: Random coil; G: Hydrophobic region; W: Hydrophilic region; S: Surface region;  F: 
Flexible region. 
 

构。在编码的氨基酸顺序中, 某些氨基酸残基对蛋
白质二、三级结构的形成起着重要的作用, 如半胱
氨酸(Cys, C)和脯氨酸(Pro, P)。半胱氨酸几乎在所有
蛋白质中都存在。相邻的两个半胱氨酸残基经氧化

反应形成一个 1 个二硫键, 二硫键对于维持蛋白质
的结构稳定和生物活性具有重要作用[16], 也是蛋白
质某些特殊构象的形成, 如单肽链的折叠等所必不
可少的。在革胡子鲶GH氨基酸序列中, 在 71、135、
173、190、198 位含有 5 个半胱氨酸。从空间构象
分析 , C135与C173, C190与C198的空间位置比较接近 , 
它们之间形成 2 个二硫键的可能性很大, 而C71的位

置较远, 很可能不参与二硫键的形成。 
另外 , 革胡子鲶GH氨基酸序列中也存在类似

其他物种GH的 5 个保守结构域 (Domain)。参照
Masanori的定位方法[17], 它们分别是: GD1: 28~ −50; 
GD2: 71~ −86; GD3: 93~ −111; GD4: 121~ −137; GD5: 
170~ −198。这 5个区域在包括人在内的不同动物间
具有高度保守性, 其中GD1~GD4对生长激素行使生

理功能密切相关, 而GD5在蛋白质特殊构像的形成

和维持结构稳定性方面具有重要作用。 
二级结构预测表明, 革胡子鲶生长激素蛋白结

构中既有α螺旋, 也有β折叠和β转角以及无规卷曲, 
但以α螺旋为主, α螺旋占结构的 65%以上, β折叠很
少, 仅有 3个区域的几个氨基酸残基形成β折叠。在
各α螺旋内部或邻近位置, 都有至少 1个脯氨酸残基
(Pro, P), 使螺旋段发生一定程度的弯折, 形成反向
平行的α螺旋结构。此外, 还有一定数量的β转角和
无规卷曲。因此, 在分类结构上, 革胡子鲶生长激素
是典型的α型结构。这与其他几种鲽形目和鲑形目鱼

类生长激素的结构相同 [17]。已知α螺旋是最为稳定
的蛋白质空间结构, 普遍存在于各类蛋白质中, 并
常常位于蛋白质表面。由此可以推测, 革胡子鲶生
长激素的空间结构和理化性质是比较稳定的。 

蛋白质疫苗的功能能否正常发挥, 以及发挥作
用的程度, 与蛋白质 B 细胞抗原表位的形成以及抗
原表位的数量多少关系十分密切。从革胡子鲶生长

激素抗原表位的预测看, 能够形成抗原表位的区域
很多, 从 70~ −200 位置都有, 基本覆盖了成熟肽的
全部序列, 特别是在 73~ −76、107~ −111、141~−146、
191~ −197这 4个区域, 是优势抗原表位, 均存在很
好的抗原结合位点。这样的结构特点, 对生长激素
疫苗发挥良好的促生长功能是十分有利的。同时 , 
从图 3 中可以明显看出, 抗原表位区域与柔性区域
和表面可能性区域出现了很好的一致, 上述推测的
抗原表位存在的可能性很大。因为在蛋白质表面的

柔性区域, 肽链的氨基酸残基活动性较大, 使抗原、
抗体能够自由方便地结合在一起。而且, 抗原表位
作为功能结合位点, 它一定是在蛋白质的表面。因
此, 从结构特点来看, 革胡子鲶生长激素非常适合
作为疫苗制剂或单克隆抗体进行开发利用。 
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