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ｃＤＮＡ 部分序列的克隆及表达分析
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摘要： 为了确定 γ⁃氨基丁酸 Ｂ 受体（ ｇａｍｍａ⁃ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ Ｂ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＡＢＡＢ Ｒ）基因在异育银鲫

（Ｃａｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓ ｇｉｂｅｌｉｏ）不同组织中的表达，本实验分别对异育银鲫不同组织中 ＧＡＢＡＢＲ１ 基因进行

ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增，并进行了克隆和测序，在与 ＧｅｎＢａｎｋ 基因库中已知 ＧＡＢＡＢＲ１ 序列进行同源性比对的基础

上采用邻接法构建系统发育树，并进一步分析其在异育银鲫不同组织内的表达水平。 经克隆获得异育

银鲫 ＧＡＢＡＢＲ１ 基因 ＣＤＳ 区序列 ３８３ ｂｐ，编码 １２７ 个氨基酸。 荧光定量 ＰＣＲ 结果显示，ＧＡＢＡＢＲ１ 基因在

异育银鲫脑、肝、肾、心、肠、鳔、鳃、肌、尾鳍、脾、卵巢、精巢组织中均有表达，且在不同组织中的表达水平

由高到低依次是：脑 ＞尾鳍 ＞精巢 ＞心、肠、鳔 ＞卵巢、脾、鳃、肌 ＞ 肝、肾。 本研究证实了 ＧＡＢＡＢＲ１ 基因

在异育银鲫各组织中表达的广泛性，且有明显的组织特异性。
关键词：异育银鲫；ＧＡＢＡＢＲ１ 基因；克隆；组织表达
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ＧＡＢＡＢＲ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｃ． ａｕｒａｔｕｓ ｇｉｂｅｂｉｏ， ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｃａｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓ ｇｉｂｅｌｉｏ； ＧＡＢＡＢＲ１ ｇｅｎｅ； Ｃｌｏｎｅ； Ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 γ⁃氨基丁酸 （ ｇａｍｍａ⁃ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ，
ＧＡＢＡ）是一种广泛存在于动物神经系统中的

抑制性神经递质，在动物体内参与多种神经生

理活动（郭晓娜等 ２００３）。 研究表明，ＧＡＢＡ 传

递作用由离子型通道 ＧＡＢＡＡ 受体 （ ＧＡＢＡＡ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＧＡＢＡＡ Ｒ） 和 ＧＡＢＡＣ 受体 （ ＧＡＢＡＣ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＧＡＢＡＣ Ｒ） 以及代谢型 ＧＡＢＡＢ 受体

（ＧＡＢＡＢ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＧＡＢＡＢ Ｒ） 所介导 （李莹等

２００９）。 这些受体除了参与多种重要的生理功

能如 学 习、 记 忆、 疼 痛 等 外 （ Ｂｅｔｔｌｅｒ ｅｔ ａｌ．
２００４），还是各种有机氯类、阿维菌素类杀虫剂

的作用靶标。 据报道，ＧＡＢＡＢＲ 介导慢速的突

触抑制效应，包括两个异源亚基 ＧＡＢＡＢ １ 和

ＧＡＢＡＢ２，其中 ＧＡＢＡＢ１ 亚基是 ＧＡＢＡＢ Ｒ 的主

要部分 （ Ｃｈｅｂｉｂ ｅｔ ａｌ． １９９９， Ｍａｒｓｈａｌｌ ｅｔ ａｌ．
１９９９）。 异育银鲫（Ｃａｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓ ｇｉｂｅｌｉｏ）是

我国常见的一种重要的经济鱼类。 然而，作为

最具有药理学意义的药物靶点之一（Ｈｏｐｋｉｎｓ ｅｔ
ａｌ． ２００２，蒋明等 ２０１１），ＧＡＢＡＢＲ 在异育银鲫

各组织中的分布与表达情况却是空白。 鉴此，
本实验根据鲤科鱼类 ＧＡＢＡＢＲ１ 基因设计特异

性引物，分别对异育银鲫不同组织中 ＧＡＢＡＢＲ１
基因进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增，对 ＧＡＢＡＢＲ１ 基因进行

了克隆和测序，在与 ＧｅｎＢａｎｋ 基因库中已知

ＧＡＢＡＢＲ１ 基因序列进行同源性比对的基础上

采用邻接法构建系统发育树，并进一步分析了

其在异育银鲫不同组织内的表达水平，以期为

ＧＡＢＡＢＲ 在异育银鲫各组织中的分布与表达情

况提供科学依据，为渔药在异育银鲫体内的药

物靶向及相关渔药理论研究奠定基础。

１　 材料与方法

１ １　 实验材料　 异育银鲫，健康无伤病，平均

体重 ６０ ｇ（ｎ ＝ １００ 尾），由南通某国营农场提

供，在实验室暂养 １ 个月； ＲＮＡ 提取试剂

（ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ）、反转录试剂盒（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ）、荧光定量试剂盒（ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
Ｔａｑ）、Ｍａｒｋｅｒ（ＤＬ ５００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ）均购自宝生

物工程（大连）有限公司；其他相关试剂购自北

京索来宝科技有限公司。
１ ２　 主要仪器 　 紫外分光光度计 ＢＥＣＫＭＡＮ
ＤＵ８００；ＰＣＲ 仪 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ ｇｒａｄｉｅｎｔ；
Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪为伯乐 ＣＦＸ⁃９６。
１ ３　 ＧＡＢＡＢＲ１ 基因在异育银鲫不同组织中

的表达分析

１ ３ １　 引物的设计与合成 通过对 ＧｅｎＢａｎｋ 中

登录的鱼类及哺乳动物的 ＧＡＢＡＢＲ１ 基因序列

进行同源性比较，选择保守性高的编码区，应用

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ ０ 软 件， 设 计 特 异 性 引 物

（ＧＡＢＡＢＲ１：Ｆ１ ＼Ｒ１）；并根据所获得的异育银鲫

ＧＡＢＡＢＲ１ 基因序列设计荧光定量 ＰＣＲ 引物

（ＧＡＢＡＢＲ１：Ｆ２ ＼Ｒ２）。 管家基因 β⁃ａｃｔｉｎ 以鲤鱼

（Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ）基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号：
Ｍ２４１１３ １）为模板进行设计。 引物均由上海生

工生物工程有限公司合成。 引物序列及目的基

因长度见表 １。

表 １　 ＧＡＢＡＢＲ１ 和管家基因 β⁃ａｃｔｉｎ 的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ＧＡＢＡＢＲ１ ａｎｄ β⁃ａｃｔｉｎ ｈｏｕｓｅ ｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅ ｕｓｅｄ ｉｎ ＰＣＲ

基因
Ｇｅｎｅ

序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′ － ３′）

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ （℃）

ＰＣＲ 产物
ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ （ｂｐ）

ＧＡＢＡＢＲ１ Ｆ１ ＧＡＴＣＡＡＡＧＡＴＣＣＡＧＣＣＡＴＣＡＡ ５５ ３ ３８３
Ｒ１ ＣＡＴＣＡＡＡＣＡＣＧＡＣＡＴＧＡＣＣＡＧ

ＧＡＢＡＢＲ１ Ｆ２ ＴＣＴＣＣＧＣＡＧＴＧＡＴＴＴＣＣＴ ５６ ２ ２１９
Ｒ２ ＧＴＧＣＣＴＣＣＡＡＣＣＴＧＡＣＣＴ

β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ ＴＡＣＧＴＴＧＣＣＡＴＣＣＡＧＧＣＴＧＴＧ ５６ ２ １２４
Ｒ ＣＡＴＧＧＧＧＣＡＧＧＧＣＧＴＡＡＣＣ
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１ ３ ２　 总 ＲＮＡ 提取与 ｃＤＮＡ 合成　 随机取异

育银鲫 １０ 尾，分别采集其脑、肝、肾、心、肠、鳔、
鳃、肌、尾鳍、脾、卵巢、精巢组织样品，液氮速冻

后放入 － ８０℃ 冰箱保存备用。 按照 ＲＮＡｉｓｏ
Ｐｌｕｓ 试剂的使用说明书操作，分别提取鲫鱼各

组织总 ＲＮＡ，溶于 ＤＥＰＣ 水中，应用紫外可见

分光光度计分别在 ２６０ ｎｍ 和 ２８０ ｎｍ 波长下测

定吸光度（Ａ２６０和 Ａ２８０）来计算 ＲＮＡ 的浓度，通
过 Ａ２６０ ／ Ａ２８０的比值来判定 ＲＮＡ 的纯度。 然后

将提取的各组织总 ＲＮＡ，以 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）为反转

录引物，参照 ＴａＫａＲａ 公司反转录试剂盒方法

进行 ｃＤＮＡ 的 合 成。 反 转 录 条 件 为： ３７℃
１５ ｍｉｎ、 ８５℃ ５ ｓ；获得的 ｃＤＮＡ 置 － ２０℃备用。
１ ３ ３　 ＧＡＢＡＢＲ１ 基因的克隆及测序分析　 以

ｃＤＮＡ 为模板，采用 １ ３ １ 中的引物（ＧＡＢＡＢＲ１
Ｆ１ ＼ Ｒ１） 进行 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 反应体系为

５０ μｌ：ｃＤＮＡ（２５ ｎｇ ／ μｌ）２ μｌ、ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ（各
２ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）４ μｌ、１０ × ｂｕｆｆｅｒ ５ μｌ、特异上下游

引物各（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）１ μｌ、Ｅｘ Ｔａｑ ＨＳ（５ Ｕ ／ μｌ）
０ ２５ μｌ、 ｄＨ２Ｏ ３６ ７５ μｌ。 ＰＣＲ 扩增条件为：
９４℃ 预变性 ５ ｍｉｎ；９４℃ 变性 ３０ ｓ，５５ ３℃ 退

火 ３０ ｓ，７２℃ 延伸 １ ｍｉｎ，共 ３５ 个循环；最后

７２℃延伸 ５ ｍｉｎ。 扩增产物用 ３％ 的琼脂糖凝

胶电泳检测后用胶回收试剂盒进行回收，然后

与 ｐＭＤ⁃１８Ｔ 载体连接后转化到 ＤＨ５α 感受态

细胞，经 ＬＢ 平板（含 Ｘ⁃Ｇａｌ、 ＩＰＴＧ、Ａｍｐ）培养

后，挑取阳性克隆送上海桑尼生物科技有限公

司双引物测序。 将测得序列用 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件

编辑并推导相应氨基酸序列，在 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：∥
ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ）中利用 ＢＬＡＳＴｎ 软件

与 ＧｅｎＢａｎｋ 中的已知序列进行同源性比较，并
利用软件 ＢｉｏＥｄｉｔ ７ ０ 和 Ｍｅｇａ ４ ０ 进行多重比

较后通过邻接法构建系统发育树。
１ ４　 ＧＡＢＡＢＲ１ 基因在异育银鲫不同组织中

的表达分析 　 采用实时荧光定量 ＰＣＲ 测定

ＧＡＢＡＢＲ１ 基因在异育银鲫不同组织中的表达

水平。 其中，实时定量 ＰＣＲ 反应体系为 ２５ μｌ：
ｃＤＮＡ ２ μｌ （约 ５０ ｎｇ）、 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ
１２ ５ μｌ、上下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ０ ５ μｌ，加
水至总体积为 ２５ μｌ。 每个样品设 ３ 个重复，设

ｄｄＨ２Ｏ 作为模板的空白对照。 实时定量 ＰＣＲ
反应条件：９５℃ ３０ ｓ；９５℃ ５ ｓ， ５６ ２℃ ３０ ｓ，共
４０ 个循环。 扩增反应结束后继续从 ６５℃缓慢

升温至 ９５℃ （０ ５℃ ／ ｓ），建立 ＰＣＲ 产物的熔解

曲线，以鉴定产物是否单一。 对每一样品的分

析都重复三次。 同时使用 β⁃ａｃｔｉｎ 作为内参对

照，用以校正所有样品中 ＲＮＡ 的量。 根据扩增

曲线得到的 ＣＴ 值（荧光信号达到设定的阈值

时所经历的循环数），计算出目标基因 ＧＡＢＡＢ

Ｒ１ 和对照基因 β⁃ａｃｔｉｎ ＣＴ 值的差异△ＣＴ，进而

以差异最大的样本作为参照样本，计算出不同

样品相对于参照样本基因表达倍数 ２ － △△ＣＴ，从
而制作出相对定量的图表。

２　 实验结果

２ １　 ＧＡＢＡＢＲ１ 基因的克隆及序列分析 　 总

ＲＮＡ 经提取纯化后用紫外分光光度计检测其

浓度及纯度，吸光度值 Ａ２６０ ／ Ａ２８０在 １ ８ ～ ２ １ 之

间，可以进行后续实验。 取异育银鲫脑的总

ＲＮＡ 经反转录后，用引物 ＧＡＢＡＢＲ１ Ｆ１ ＼ Ｒ１ 扩

增得到 ４００ ｂｐ 左右的条带（图 １），经克隆后测

　 　

图 １　 ＰＣＲ 扩增产物

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｍ． ＤＬ５００ ＤＮＡ 分子标准量。 Ｍ． ＤＬ５００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ．
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序得到 ３８３ ｂｐ 的片段。 将测序所得的异育银

鲫 ＧＡＢＡＢＲ１ 基因 ｃＤＮＡ 序列用 ＤＮＡｓｔａｒ 软件分

析，推测其 ｃＤＮＡ 编码 １２７ 个氨基酸，含疏水氨

基酸 ４７ 个，极性氨基酸 ３４ 个，酸性氨基酸

１７ 个，碱性氨基酸 ９ 个（图 ２）。
选取 ＧｅｎＢａｎｋ 中已登录的一些动物的

ＧＡＢＡＢ Ｒ１ 氨 基 酸 序 列： 人 （ Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ，
ＣＡＱ０６６９０ １）、牛（Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ， ＤＡＡ１６２９２ １）、
家兔（Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓ ｃｕｎｉｃｕｌｕｓ， ＸＰ＿００２７１４３８４ １）
小家鼠 （Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ， ＡＡＨ５４７３５ １ ）、 野鸽

（ Ｃｏｌｕｍｂａ ｌｉｖｉａ， ＥＭＣ８５９９９ １ ）、 非 洲 爪 蟾

（Ｘｅｎｏｐｕｓ ｌａｅｖｉｓ， ＡＤＱ４３７４５ １）、热带爪蟾（Ｘ．
ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ， ＮＰ ＿ ００１１０７２９１ １ ）、 金鱼 （ Ｃａｒａｓｓｉｕｓ
ａｕｒａｔｕｓ， ＡＡＶ３４２８６ １ ）、斑马鱼 （ Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ，
ＣＡＰ０９５８８ １）、日本青鳉（Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓ， ＸＰ＿
００４０７８５３８ １ ）、 吉 富 罗 非 鱼 （ Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ
ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ， ＸＰ ＿ ００３４５９３５６ １ ）、 红 鳍 东 方 鲀

（Ｔａｋｉｆｕｇｕ ｒｕｂｒｉｐｅｓ， ＸＰ ＿００３９６５７５３ １ ）。 选 择

与异育银鲫 ＧＡＢＡＢＲ１ 氨基酸序列相似的区

域，使用 Ｄｎａｓｔａｒ 软件包中的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件

对 ＧＢＡＢＡＢＲ１ 氨基酸序列进行比对，结果表

明异育银鲫 ＧＡＢＡＢＲ１ 氨基酸序列与其他鱼

类的相似度较高，其中，与金鱼、斑马鱼相似

度最高，分别为 ９６ ９％ 、９２ ２％ ；而与鸟类、
两栖 类、 哺 乳 类 动 物 的 相 似 度 相 对 较 低

　 　 　

（图 ３） 。
通过邻接法构建的基于异育银鲫 ＧＡＢＡＢ

Ｒ１ 氨基酸序列的系统发育树（图 ４）进一步可

以看出，异育银鲫 ＧＡＢＡＢＲ１ 氨基酸序列与金

鱼的亲缘关系最近，在系统发育树中依次与鲤

形目的斑马鱼、鲈形目的吉富罗非鱼以及颌针

鱼目的日本青鳉、鲀形目的红鳍东方鲀聚为一

支；哺乳类、鸟类、鱼类分别聚支，物种间亲缘关

系与其传统分类地位一致。
２ ２　 ＧＡＢＡＢＲ１ 基因在异育银鲫不同组织中

的表达　 １０ 倍梯度稀释（共 ５ 个梯度）的脑、
肝、肾、心等 １２ 种组织的混合 ｃＤＮＡ 为模板，β⁃
ａｃｔｉｎ、ＧＡＢＡＢＲ１ 基因特异性引物进行实时荧光

定量 ＰＣＲ 反应，构建各基因的标准曲线。 β⁃
ａｃｔｉｎ 和 ＧＡＢＡＢ Ｒ１ 的扩增效率 Ｅ 值分别为

１０１ ５％和 ９９ ８％ ，相关系数 Ｒ２ 分别为 ０ ９９８
和 ０ ９９２。 ＧＡＢＡＢＲ１ 与内参基因基因标准曲线

的线性关系良好，能够在所设置的实验浓度范

围内进行准确的定量分析。
异育银鲫各组织中 ＧＡＢＡＢＲ１ ｍＲＮＡ 的相

对表达量见图 ５。 ＧＡＢＡＢＲ１ 在所检组织中均有

较广泛的表达，但其在各组织中的表达水平存

在明显差异：在脑中表达量最高（Ｐ ＜ ０ ０５），约
为肝的 １２０ 倍；其次是尾鳍、精巢；心、肠、鳔次

之；肝、肾表达量较低。
　 　 　

图 ２　 异育银鲫 ＧＡＢＡＢＲ１ 基因及推导的氨基酸序列

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＧＡＢＡＢＲ１ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｃａｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓ ｇｉｂｅｌｉｏ
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图 ３　 序列相似性分析

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ
　

图 ４　 异育银鲫与其他动物 ＧＡＢＡＢＲ１ 氨基酸序列的分子进化树

Ｆｉｇ． ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＧＡＢＡＢＲ１ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｃａｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓ ｇｉｂｅｌｉｏ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ａｎｉｍａｌｓ
节点处的数字为 １ ０００ 次 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 检验的支持率；标尺表示采用邻接法计算的进化距离。
Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ ｓｕｐｐｏｒｔｉｎｇ ｅａｃｈ ｎｏｄｅ ｆｒｏｍ １ ０００ ｒｅｐｌｉｃａｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｅｌｏｗ ｓｃａｌｅ ｓｔａｎｄｓ ｆｏｒ
ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｄｉｓｔａｎｃｅ．
Ｃａｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓ ｇｉｂｅｌｉｏ： 异育银鲫； Ｃａｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓ：金鱼 （ ＡＡＶ３４２８６ １ ）； Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ： 斑马鱼 （ ＣＡＰ０９５８８ １ ）； Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ
ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ： 吉富罗非鱼（ＸＰ＿００３４５９３５６ １）； Ｏｒｙｚｉａｓ ｌａｔｉｐｅｓ： 日本青鳉（ＸＰ＿００４０７８５３８ １）； Ｔａｋｉｆｕｇｕ ｒｕｂｒｉｐｅｓ： 红鳍东方鲀（ ＸＰ＿
００３９６５７５３ １）； Ｃｏｌｕｍｂａ ｌｉｖｉａ： 野鸽（ＥＭＣ８５９９９ １）； Ｘｅｎｏｐｕｓ ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ： 热带爪蟾（ＮＰ＿００１１０７２９１ １）； Ｘｅｎｏｐｕｓ ｌａｅｖｉｓ： 非洲爪蟾

（ＡＤＱ４３７４５ １ ）； Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ： 小家鼠 （ ＡＡＨ５４７３５ １ ）； Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ： 牛 （ ＤＡＡ１６２９２ １ ）； Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓ ｃｕｎｉｃｕｌｕｓ： 家兔 （ ＸＰ ＿
００２７１４３８４ １）； Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ： 人（ＣＡＱ０６６９０ １）
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图 ５　 ＧＡＢＡＢＲ１ 基因在异育银鲫不同组织的相对表达量

Ｆｉｇ． ５　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ＧＡＢＡＢＲ１ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｃａｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓ ｇｉｂｅｌｉｏ
Ｂｒ． 脑； Ｌｉ． 肝； Ｋｉ． 肾； Ｈｅ． 心； Ｉｎ． 肠； Ｂｌ． 鳔； Ｇｉ． 鳃； Ｍｕ． 肌； Ｃａ． 尾鳍； Ｓｐ． 脾； Ｏｖ． 卵巢； Ｔｅ． 精巢。 表达值以 β⁃ａｃｔｉｎ 内参基因

加以校正，数值表示为相对于对照因子（肝） 的倍数变化（平均值 ± 标准差）。
Ｂｒ． Ｂｒａｉｎ； Ｌｉ． Ｌｉｖｅｒ； Ｋｉ． Ｋｉｄｎｅｙ； Ｈｅ． Ｈｅａｒｔ； Ｉｎ． Ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ； Ｂｌ． Ｂｌａｄｄｅｒ； Ｇｉ． Ｇｉｌｌ； Ｍｕ． Ｍｕｓｃｌｅ； Ｃａ． Ｃａｕｄａｌ ｆｉｎ； Ｓｐ． Ｓｐｌｅｅｎ； Ｏｖ． Ｏｖａｒｙ；
Ｔｅ． Ｔｅｓｔｉｓ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖａｌｕｅｓ ｗｅｒｅ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔａ⁃ａｃｔｉｎ． Ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｍｅａｎ ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ
（Ｍｅａｎ ± ＳＤ，ｎ ＝ ３） ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃａｌｉｂｒａｔｏｒ ｇｒｏｕｐ （ｌｉｖｅｒ） ．
　

３　 讨　 论

ＧＡＢＡＢＲ 介导慢的、持续较长的抑制性效

应，与众多神经系统疾病有关，包括疼痛（陈志

峰等 ２００６）、癫痫（和姬苓 ２０１１）、药物成瘾（金
义超等 ２０１１）、痉挛以及抑郁和焦虑（朱珊珊等

２００６），同时在动物的心血管系统（彭友清等

１９９９）、呼吸系统（郭莲军 １９９３，陆月明 １９９６）
以及应激反应（王博等 ２０１１）的调节中发挥着

重要的作用（李华 ２０００）。 本实验克隆了异育

银鲫 ＧＡＢＡＢＲ１ 基因的 ＣＤＳ 区部分序列，片段

长度 ３８３ ｂｐ，编码 １２７ 个氨基酸。 与 ＧｅｎＢａｎｋ
中已登录的其他动物相应序列进行比较，并用

ＮＪ 法构建了分子进化树。 由分子进化树可以

看出，异育银鲫与金鱼、斑马鱼、吉富罗非鱼、日
本青鳉、野鸽、非洲爪蟾、小家鼠、家兔、牛、人等

的亲缘关系依次变远，与人、家兔、小家鼠、牛的

同源性最低为 ７１ １％ ，符合遗传进化规律。 提

示 ＧＡＢＡＢＲ１ 基因在进化过程中具有一定的保守

性，但在不同种属间又形成了各自不同的区别特

征，因此有必要深入研究异育银鲫 ＧＡＢＡＢＲ 分

子的结构和功能，这对揭示其药理学作用以及

开发针对性的靶点药物具有重要意义（蒋明等

２０１１）。
ＧＡＢＡＢＲ 在哺乳动物体内主要分布于中枢

神经系统，而其在外周组织也有部分表达。 王

智 明 等 （ ２０００ ） 的 研 究 表 明 大 鼠 （ Ｒａｔｔｕｓ
ｎｏｒｒｅｇｉｃｕｓ）脑内主要的胆碱能和单胺能神经元

几乎 均 呈 ＧＡＢＡＢ Ｒ１ 样 阳 性。 Ｎａｋａｊｉｍａ 等

（１９９６）通过免疫组织化学法在大鼠的胃肠道

发现 ＧＡＢＡＢＲ 的分布。 龚玲等（２００６）的研究

表明，ＧＡＢＡＢＲ 在颌下腺中有表达，并在腺泡和

导管系统中有不同的表达强度和细胞分布特

征。 此外，研究还发现，ＧＡＢＡＢＲ 在肺（郭莲军

１９９３）、肝总管、肾小管、生殖腺等外周组织都

有分布（谢佳等 ２０１１）。 本研究发现 ＧＡＢＡＢＲ
不仅分布在异育银鲫的脑中，且在肝、肾、心、
肠、鳔、鳃、肌、尾鳍、脾、卵巢、精巢中均有表达。
提示，与哺乳动物一样，ＧＡＢＡＢＲ 不仅参与异育

银鲫的中枢系统的传递作用，也与呼吸、循环、
消化、运动、生殖等多系统的活动密切相关。

ＧＡＢＡＢＲ 在异育银鲫各组织中有广泛表
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达，但也表现出明显的组织特异性。 本研究实

时荧光定量 ＰＣＲ 结果显示，ＧＡＢＡＢＲ１ 在异育银

鲫脑组织中表达量最高；其次是尾鳍、精巢；心、
肠、鳔次之；肝、肾表达量较低。 这与 Ｃａｌｖｅｒ 等

（２０００）对于 ＧＡＢＡＢＲ１ 在人和大鼠中枢系统及

外周组织的表达特征基本相似。
ＧＡＢＡＢＲ１ 在异育银鲫脑组织中表达水平

最高；而在尾鳍中也有较高水平的表达，约为肝

组织表达量的 ７５ 倍。 李人等（１９８５）以大鼠作

为研究对象，证明 ＧＡＢＡ 与运动有着密切的关

系。 有研究表明 ＧＡＢＡＢ Ｒ 也参与了对大鼠运

动的调节，提示我们 ＧＡＢＡＢＲ１ 在异育银鲫的

运动调节也有着重要作用。 此外，在异育银鲫

体内精巢 ＧＡＢＡＢＲ１ 的表达量明显高于卵巢，这
与陈忠等（２００４）报道的 ＧＡＢＡＢＲ 主要分布于

精子膜上也一致。
近年来，ＧＡＢＡＢＲ 一直是药理学研究的热

点（Ｈｏｐｋｉｎｓ ｅｔ ａｌ． ２００２），而国内外对于异育银

鲫 ＧＡＢＡＢＲ 的研究鲜有报道。 本实验克隆了

异育银鲫 ＧＡＢＡＢＲ１ 基因的 ｃＤＮＡ 部分序列，然
后对其进行 ＤＮＡ 测序及进化树分析，并通过实

时荧光定量 ＰＣＲ 方法研究了 ＧＡＢＡＢＲ１ 在不同

组织中的表达及定量，为进一步研究该受体与

药物的关系，丰富渔药基础理论研究（胡鲲等

２０１１）及后期的药物开发、鱼病防治具有重要

的意义。
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