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提要    采用 RT-PCR 和 RACE 技术克隆了大黄鱼胰岛素样生长因子-Ⅰ(IGF-Ⅰ) cDNA 的全序列, 
序列全长 2027bp, 由 57bp的 5’非翻译区、1409bp的 3’非翻译区和 561bp的开放阅读框组成。序列
分析表明, 大黄鱼 IGF-Ⅰ编码区包括信号肽、成熟肽(B、C、A、D)和 E等 6个区域的 186个氨基酸, 
形成成熟肽时, 信号肽和 E区被切除, 成熟肽分子量 7.5kDa, 等电点(pI)为 7.76, 成熟肽的 B区和 A
区有 6 个保守的半胱氨酸残基, 形成 3 对二硫键, 起到了稳定 IGF-Ⅰ三维结构的作用。与其它物种
的 IGF-Ⅰ比对后发现A、B区域比较保守, C、D区域保守性较差; E区域的分析结果表明, 大黄鱼 IGF-
ⅠcDNA序列为 Ea-4亚型。核苷酸同源性分析发现, 大黄鱼 IGF-ⅠcDNA与美国红鱼同源性最高, 为
99.47%; 与斜带石斑鱼、金头鲷和褐牙鲆的同源性依次降低, 分别为 97.68%、97.50%和 95.90%。 
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胰岛素样生长因子-Ⅰ(Insulin-like growth factor-
Ⅰ, IGF-Ⅰ)广泛存在于自然界, 作为胰岛素样生长因
子家族(IGFs)中的一员, IGF-Ⅰ是由 70个氨基酸残基
组成的碱性单链多肽, 分子质量为 7.5kDa, 有 B、C、
A、D四个结构域, 在脊椎动物中高度保守(Uchida et 
al, 2003; Froesh, 1985), 主要起刺激生长和分化的作
用, 在渗透压调节(Madsen et al, 1993)、繁殖(Grado- 
Ahuir et al, 2009)、生命周期(Bonafè et al, 2008)、骨
质平衡(Giustina et al, 2008)、免疫应答(Yada, 2007)和
新陈代谢(Aas-Hansen et al, 2005)等方面也具有重要
的生理功能。IGF-Ⅰ大部分由肝脏合成, 也可由局部
组织细胞产生和分泌, 在体内主要存在于血液中, 浓
度和活性受激素和营养状况等多种因素影响。1989
年, Cao 等首次从鲑(Oncorhynchus tshauytscha)中克
隆到鱼类的 IGF-ⅠcDNA (Cao et al, 1989), 此后, 虹
鳟(Salmo rgairdnei) (Chen et al, 2001)、鲤(Cyprinus 
carpio) (Queenie et al, 2003)、罗非鱼(Oreochromis 

mossambica) (Annette et al, 1999)、鲶(Clarias mac-
rocephalus) (McRory et al, 1994)、鲷(Sparus aurata) 
(Minoru et al, 1998) 和 鲨 鱼 (Squalus acanthias) 
(Duguay et al, 1995)等的 IGF-Ⅰ基因和氨基酸序列相
继得以研究。 

大 黄 鱼 (Larimichthys crocea) 隶 属 鲈 形 目
(Perciformes) 、 石 首 鱼 科 (Sciaenidae) 、 黄 鱼 属
(Pseudosciaena), 是舟山渔场传统四大渔产之一。由
于多年过度捕捞, 其自然资源遭受严重破坏, 形不成
渔汛 , 甚至濒临衰竭 , 基本没有渔获 (俞存根等 , 
2010)。目前大黄鱼的研究主要集中在遗传背景和遗
传多样性方面(李明云等, 2003; 王军等, 2001; 黄振
远等, 2011), 而关于功能基因的研究较少, 迄今尚未
发现大黄鱼 IGF-Ⅰ基因的报道。本研究克隆了大黄
鱼肝脏组织中 IGF-Ⅰ基因, 获得其核苷酸及氨基酸
序列 , 试验结果可为大黄鱼生长调控研究提供基础
理论。 
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1  材料与方法 

1.1  材料 
成体大黄鱼(Larimichthys crocea)原种由浙江大

海洋科技有限公司东极养殖基地提供。RNA 提取试
剂 Trizol购自 Invitrogen公司, RT-PCR试剂盒、限制
性内切酶等试剂购自宝生物(大连)公司, 其它试剂为
国产或进口分析纯。实验用克隆载体 pMD18-T 及克
隆菌株 Escherichia coli DH5α由本实验室保存。 
1.2  肝脏总 RNA提取及 cDNA第一链的合成 

取大黄鱼肝脏组织 0.1g 在液氮中研磨成粉末 , 
转移 50mg到 Eppendorf管中, 加入 1ml Trizol Regent, 
按说明书提取总 RNA。用 1%琼脂糖凝胶电泳分析
RNA 质量 , 紫外分光光度计检测 RNA, 并取少量
RNA 按照试剂盒操作说明合成 cDNA, −20℃保存备
用。 
1.3  IGF-Ⅰ基因克隆 

根据已报道的不同生物 IGF-Ⅰ的氨基酸序列保
守区(信号肽区域和成熟肽部分)设计大黄鱼 IGF-Ⅰ
基因引物, 序列如下:  

P1 5’-CAGTGGCATTTATGTGATGT-3’ 
P2 5’-AACTATGTCCAGGTGAAGG-3’ 
PCR 反应按照以下条件进行: 95℃预变性 5min; 

94℃ 30s, 52℃ 30s, 72℃ 35s, 35个循环; 接着进行
72℃延伸 5min。PCR 产物用 QIAGEN 公司的 DNA
凝胶回收试剂盒回收纯化后, 与 pMD18-T 载体连接, 
转化至 E. coli DH5α感受态细胞, PCR检测后将阳性
克隆送上海英骏公司进行测序。 
1.4  IGF-Ⅰ基因全长 cDNA 的获得 

根据前一步获得的 cDNA 序列设计特异性引物, 
用于获得大黄鱼 IGF-ⅠcDNA全长。引物序列如下:  

P3 5′-AAACCAACAGGCTACGGCCCAAATGC- 
AC-3′ 用于 3’RACE扩增 

P4 5′-TTTGGGCCGTAGCCTGTTGGT-3′ 用 于
5’RACE扩增 

按照 Clontech 公司的 SMARTTM RACE cDNA 
Amplification Kit说明书进行: 取 1μg肝脏总 RNA按
照说明书分别合成 3’RACE-cDNA和 5’RACE-cDNA。
分别以 3’RACE-cDNA 和 5’RACE-cDNA 为模板, 以
P3 和 P4 为引物 , 以及试剂盒提供的 UPM 进行

3’RACE和 5’RACE的 PCR反应。3’RACE和 5’RACE 
PCR反应程序: 94℃ 30s, 72℃ 3min, 5个循环; 94℃
30s, 70℃ 30s, 72℃ 3min, 5个循环; 94℃30s, 68℃
30s, 72℃3min, 27个循环; RACE产物纯化克隆和测

序方法同上。 
1.5  核苷酸序列的分析和氨基酸比对 

将得到的 3’和 5’cDNA 序列与原 cDNA 片段用 
DNAMAN 软件进行分析和序列拼接 , 获得大黄鱼
IGF-Ⅰ基因的全长 cDNA序列。 

使用 Expasy 网站 (http://www.expasy.org/tools/ 
protparam.html)计算编码产物分子量和等电点, 并在
网站(http://swissmodel.expasy.org/)进行同源建模。利
用 Clustal X软件将其与已知脊椎动物的 IGF-Ⅰ基因
进行同源性比对 , 并以该基因为分子标记分析大黄
鱼与其它脊椎动物的亲缘和进化关系 , 采用
MEGA3.1的 Neighbor-joining法构建分子进化树。 

2  结果与分析 

2.1  大黄鱼肝胰脏总 RNA的质量 
总 RNA 经甲醛变性琼脂糖凝

胶电泳后条带清晰(图 1), 紫外分
光光度计测定结果表明 , 所提
RNA的 A260 : A280值均在 1.8—2.0
之间, RNA的质量能够满足进一步
的实验要求。 
2.2  大黄鱼 IGF-Ⅰ基因的 cDNA

全长 
以引物 P1、P2进行 PCR反应, 

获得约 460bp 的单一条带(图 2A), 
测序结果为 461bp。用引物 P3、P4
进行 PCR 反应, 电泳检测 3’RACE
片段在 1 6 0 0 b p 左右 (图 2 B ) , 
5’RACE片段在 270bp左右(图 2C)。
测序后得到的 3’和 5’cDNA 序列与原 cDNA 片段用
DNAMAN软件进行分析和拼接, 获得大黄鱼 IGF-Ⅰ 
 

 
 

图 2  大黄鱼 IGF-ⅠcDNA的扩增 
Fig.2  The amplification of L. crocea IGF-ⅠcDNA 

注: M. DL DNA Marker, A. 中间片段, B. 3’RACE, C. 5’RACE 

 
 

图 1  大黄鱼肝
脏总 RNA甲醛变
性电泳结果 

Fig.1  Result of 
total RNA isolated 

from L. crocea 
liver on formalde-

hyde denatured 
agarose gel 
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基因全长 2027bp, 由 57bp 的 5’非翻译区(UTR)、
1409bp 的 3’非翻译区和 561bp 的开放阅读框(ORF)
组成(图 3)。克隆得到的基因已录入 GenBank, 序号
为 JN565945。 

2.3  序列分析 
序列分析表明, 大黄鱼 IGF-

ⅠcDNA 的 ORF 编码包括信号
肽、成熟肽(B、C、A、D)和 E区
等 6 个区域 186 个氨基酸。信号
肽和 E区域被切除后, 形成 68个
氨基酸残基的成熟肽 , 分子量为
7.5kDa, 等电点(pI)为 7.76。在成
熟肽的 B区和 A区有 6个保守的
半胱氨酸残基 (CysB6, CysB18, 
CysA6, CysA7, CysA11 和

CysA20), 形成 3 对二硫键, 起到
了稳定 IGF-Ⅰ三维结构的作用
(图 4), 所建 IGF-Ⅰ成熟肽的三级
结构模型如图 5, 具有 2 个α螺
旋。 
2.4  同源性分析 

将大黄鱼 IGF-Ⅰ成熟肽与 12
种脊椎动物的 IGF-Ⅰ氨基酸序列
进行对比(图 4)。结果表明大黄鱼
IGF-Ⅰ的氨基酸序列与美国红鱼
的完全相同 , 与其它鱼类及脊椎
动物的差异主要在 C和D区, A和
B 区同源性较高。进行核苷酸的
序列比对后发现与同为石首科的

美国红鱼同源性最高, 为 99.47%; 
与鲈形目的其它鱼类也具有较高

的同源性, 如与斜带石斑鱼、金头
鲷和尼罗罗非鱼的同源性分别为

98.92%、97.85%和 88.17%; 与鲽
形目的褐牙鲆和虹鳟同源性也很

高, 达到了 98.39%和 82.26%; 与
鲤形目的鲤鱼、鲟形目的欧洲鳇

的同源性稍低为 68.62%、60.75%, 
与两栖类、鸟类和哺乳类差异较

大, 与非洲爪蟾、鸡、鼠、人的同
源性分别为 58.84%、52.15%、
50.00%、50.00%(表 1)。从系统进 

化树(图 6)可以看出, 鱼类的 IGF-Ⅰ与去他脊椎动物
的分支较明显。在鱼类之间, 分类地位较近的鱼类出
现在同一分支, 大黄鱼与美国红鱼在一个分支上, 也
证明它们的亲缘关系较近。 

 
 

图 3  大黄鱼 IGF-Ⅰ基因全长 cDNA和推测的前肽序列 
Fig.3  cDNA and deduced propeptide sequence of L. crocea IGF-Ⅰ 

注: 灰色阴影部分表示起始密码子, *表示终止密码子, 下划线表示多聚腺苷酸加尾信号 
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3  讨论 

本实验通过 RT-PCR和 RACE技术克隆了大黄鱼
的胰岛素样生长因子 -Ⅰ (IGF-Ⅰ )cDNA 的全序列

2027bp, 其中开放阅读框为 561bp, 编码长度为 186
个氨基酸的 IGF-Ⅰ前肽, 包括信号肽、B、C、A、D
和 E等 6个区域, 成熟时切掉信号肽和 E区, 形成 68
个氨基酸的碱性多肽。通过与其它脊椎动物的 IGF-Ⅰ
比较后发现B区和A区比较保守, 有国外学者认为在
哺乳动物 IGF-ⅠB 区和 A 区存在的保守型残基与其
结合蛋白和受体有关(Duvall et al, 2002), 这些保守
残基说明了 IGF-Ⅰ在脊椎动物中有着相似的功能 ; 

另外 , 结构上的保守性
也表明 IGF-Ⅰ的生物学
功能在脊椎动物进化过

程中的重要性 (Upton et 
al, 1998)。 

通过与其它物种的

IGF-Ⅰ核苷酸序列比对 , 
发现大黄鱼与鲈形目和

鲽形目的鱼类同源性很

高 , 与鲤形目和鲟形目
也具有较高的同源性 , 

而与两栖类、鸟类和哺乳类同源性较低。有关鱼类

IGF-Ⅰ基因同源性的研究已有很多报道 , 也有学者
将其作为亲缘关系远近的评定依据(张殿昌等, 2002; 
白俊杰等, 2001; 石和荣等, 2005)。大黄鱼与美国红鱼
IGF-Ⅰ基因的 561个核苷酸中仅有 3个碱基差异、186
个氨基酸残基完全相同, 也在 IGF-Ⅰ基因的水平上
说明大黄鱼和美国红鱼亲缘关系较近。 

研究发现, 鲑鳟鱼类 IGF-Ⅰ存在四种亚型, 这四
种亚型的 E区域氨基酸残基数目不同, 分别含有 35、
47、62与 74个氨基酸, 依其大小依次命名为 Ea-1、
Ea-2、Ea-3与 Ea-4 (Sakamoto et al, 1995; Duan et al, 
 

表 1  大黄鱼 IGF-Ⅰ核苷酸与其它脊椎动物同源性比较(%) 
Tab.1  The homology comparison on IGF-Ⅰnucleotide sequences between L. crocea and other vertebrates(%) 

大黄鱼 美国红鱼 斜带石斑鱼 褐牙鲆 金头鲷 尼罗罗非鱼 虹鳟 鲤鱼 欧洲鳇 非洲爪蟾 鸡 鼠 人 

100 99.47 98.92 98.39 97.85 88.17 82.26 68.82 60.75 54.84 52.15 50.00 50.00 
 

 
 

图 4  大黄鱼与 12种不同脊椎动物的 IGF-Ⅰ氨基酸序列比较 
Fig.4  Comparison of amino acid sequences of IGF-Ⅰin L. crocea and 12 vertebrates 

注: Red drum, 美国红鱼(Sciaenops ocellatus) GQ443297.1; Japanese flounder, 褐牙鲆
(Paralichthys olivaceus) AF061278.1; Orange-spotted grouper, 斜带石斑鱼(Epinephelus 
coioides) AY513719.1; Gilthead seabream, 金头鲷(Sparus aurata) AY996779.2; Nile tilapia, 尼
罗罗非鱼(Oreochromis niloticus) EU272149.1; Rainbow trou, 虹鳟(Oncorhynchus mykiss) 
M95183.1; Common carp, 鲤鱼(Cyprinus carpio) BAA11879; Beluga, 欧洲鳇(Huso huso) 
AB512770.1; African clawed frog, 非洲爪蟾(Xenopus laevis) AAA70330; Mouse, 鼠(Musmus culus) 

AAH12409; Chicken, 鸡(Gallus gallus) NP001004384; Human, 人(Homo sapiens) CAA40342 
 

 
 

图 5  IGF-Ⅰ的三维结构
模型 

Fig.5  The three dimen-
sional structure model of 

IGF-Ⅰ 
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图 6  大黄鱼与 12种脊椎动物 IGF-Ⅰ氨基酸序列的系统发
生树 

Fig.6  Phyogenetic tree inferred from L. crocea and 12 ver-
tebrates IGF-Ⅰamino acid sequences 

 
1993)。本文将克隆到的大黄鱼 IGF-Ⅰ与鲑鳟鱼类的
IGF-Ⅰ结构进行比较, 认为大黄鱼肝脏表达的 IGF-Ⅰ
属 Ea-4亚型。美国红鱼 IGF-Ⅰ三种亚型(Ea-2, Ea-3, 
Ea-4)在成体的肝脏、卵巢、脾脏、胆囊、脑、红肌、
胰腺、脊髓中检测到表达, 而 Ea-1亚型只在幼年阶段
表达(Cynthia et al, 2010), 在大黄鱼的系统发育过程
和各部分组织是否也存在 IGF-Ⅰ的四种亚型, 有待
进一步研究。 
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MOLECULAR CLONING AND SEQUENCE ANALYSIS OF INSULIN-LIKE GROWTH 
FACTOR ⅠcDNA FROM LARIMICHTHYS CROCEA 

CHANG Kang-Mei,  ZHENG Xiao-Liang,  LIU Hui-Hui,  ZHANG Jian-She,  WU Chang-Wen 
(Marine Science College of Zhejiang Ocean University, Key Laboratory of Zhejiang Provincial Marine Culturing Equipments  

and Engineering Technology, Zhoushan, 316004) 

Abstract    The insulin-like growth factor (IGF-Ⅰ) gene of Larimichthys crocea was cloned from liver by RT-PCR and 
RACE technique. All the length of the nucleotide sequence was 2027bp, including 5’UTR (57bp), 3’UTR (1409bp) and 
ORF (561bp). Nucleotide sequence analysis showed that ORF encoded 186 amino acids that was composed of signal pep-
tide, mature peptide (B, C, A, D) and E domain. Signal peptide and E domain were cut off when the peptide was processed. 
The molecular weight of mature peptide was 7500Da and its pI was 7.76. There were three disulfide bonds formed by six 
cysteines in B and A domains. The disulfide bonds comparing the amino acid sequence of IGF-Ⅰof L. crocea with those of 
other species, the sequence conservation of A and B domains is high, while low in C and D domains. E domains in IGF-Ⅰ
of L. crocea was belonged to IGF-ⅠEa-4 subtype. Analysis of nucleotide sequence showed that IGF-ⅠcDNA of L. crocea 
is similar to other fishes which shared sequence homology of 99.47% with Sciaenops ocellatus, 97.68% with Epinephelus 
coioides, 97.50% with Sparus aurata and 95.90% with Paralichthys olivaceus. 
Key words    Larimichthys crocea,  IGF-Ⅰ,  Cloning 


