
第18卷第3期 上 海 海 洋 大 学 学 报 Ｖｏｌ．18�Ｎｏ．3
2009年5月 ＪＯＵＲＮＡＬＯＦＳＨＡＮＧＨＡＩＯＣＥＡＮＵＮＩＶＥＲＳＩＴＹ Ｍａｙ�2009

文章编号：1674－5566（2009）03－0263－06

斑马鱼促性腺激素释放激素
及相关肽基因的克隆与序列分析

收稿日期：2008-11-05
基金项目：青海省高校日元贷款人才培养项目 （Ｌ／ＡＮＯ．ＣＯ3－Ｐ189）
作者简介：谢保胜 （1965－）�男�河南孟州人�硕士�副教授�主要从事细胞生物学与分子生物学方面的研究。Ｅ-ｍａｉｌ：ｘｂｓｈｊｃｈ＠

ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

谢保胜�段瑞君
（青海大学生物科学系�青海 西宁　810016）

摘　要：从斑马鱼脑组织提取总ＲＮＡ�应用ＲＴ-ＰＣＲ方法克隆促性腺激素释放激素 （ＧｎＲＨ）ｃＤＮＡ�其长度为
646ｂｐ�包括一个258ｂｐ开放阅读框；编码的ＧｎＲＨ前体为86个氨基酸残基�由一个信号肽、ＧｎＲＨ十肽和一
个由蛋白水解位点 （Ｇｌｙ-Ｌｙｓ-Ａｒｇ）连接的促性腺激素释放激素相关肽 （ＧＡＰ）组成；其中信号肽和相关肽的长
度分别为24和49个氨基酸。该ｃＤＮＡ编码的ＧｎＲＨ的前体氨基酸序列与其他物种的 ＧｎＲＨ前体基本一致。
表明物种间ＧｎＲＨｃＤＮＡ的蛋白编码区高度保守�而非编码区的保守性程度很低。进化分析发现�斑马鱼与
鲤、鲫、拟鲤、黑头软口鲦等淡水鲤科鱼类的同源性较高。
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ｐｉｔｕｉｔａｒｙ-ｇｏｎａｄａｌ�ＨＰＧ）轴的关键信息分子�通过刺激垂体前叶释放促性腺激素 （ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ�ＧＴＨ）�调
节脊椎动物的性腺发育和维持其繁殖功能 ［1］。鱼类脑中至少产生2种类型ＧｎＲＨ。目前�所有鱼类都有
ＧｎＲＨ-Ⅱ�所以它在进化上是非常保守的。ＧｎＲＨ-Ⅱ前体蛋白由信号肽、ＧｎＲＨ十肽、促性腺激素释放激
素相关肽 （ＧＡＰ）构成�经酶切加工后释放出有活性的十肽 ［2］。斑马鱼 （Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）是目前生命科学研
究中重要的模式脊椎动物之一�具有繁殖能力强、体外受精和发育、胚胎透明、性成熟周期短、个体小易
养殖等诸多特点�特别是可以进行大规模的正向基因饱和突变与筛选。本研究根据鱼类ＧｎＲＨ保守的
特点�设计基因特异性引物�通过ＲＴ-ＰＣＲ技术克隆斑马鱼ＧｎＲＨ-Ⅱ基因序列�并对其进行信息分析�为
进一步了解ＧｎＲＨ-Ⅱ对斑马鱼ＨＰＧ轴的协调及调控的分子机理提供了理论依据。
1　材料与方法
1．1　材料

斑马鱼来自日本高知大学分子发育研究室�挑选大小一致的斑马鱼�平均体长约3．0ｃｍ。Ｔ4ＤＮＡ
连接酶、ｐＧＥＭ-ＴＶｅｃｔｏｒ试剂盒为Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品。ＱＩＡＥＸⅡ试剂盒为ＱＩＡＧＥＮ公司产品。大肠杆菌
ＤＨ5α由高知大学分子发育研究室提供。引物由ＮＩＰＰＯＮＥＧＴ株式会社合成。其它试剂购自ＴａＫａＲａ
株式会社。
1．2　方法
1．2．1　斑马鱼总ＲＮＡ提取

按照谢保胜等 ［3］介绍的方法进行斑马鱼总ＲＮＡ提取和纯化。电泳分析ＲＮＡ质量�用Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公
司的 Ｂｉｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ测定其含量后�分装储存于超低温冰箱中。
1．2．2　引物设计

根据鱼类ＧｎＲＨ-Ⅱ保守的特点�设计引物为：
ＧｎＲＨ1：5-′ＧＣＡＧＡＡＧＴＡＴＣＴＣＡＧＡＧＧＣ-3′；
ＧｎＲＨ2：5-′ＣＧＧＣＡＧＴＣＧＡＴＴＴＡＣＴＣＡＣＡ-3′。

1．2．3　ＲＴ-ＰＣＲ扩增
总ＲＮＡ溶解于ＤＥＰＣ处理过的水中�ＲＮＡ的终浓度为1μｇ／μＬ。取5μＬＲＮＡ样加2μＬＲＮＡ-ｆｒｅｅ

水�1μＬ10ｐｍｏｌ／μＬ（ｄＴ）17�热处理90℃�5ｍｉｎ�立即置于冰内。分别加4μＬ5×ＭＭＬＶＢｕｆｆｅｒ�2μＬ
100ｍｍｏｌＤＴＴ�4μＬ5ｍｍｏｌｄＮＴＰ�1μＬＲＮａｓｉｎ�1μＬＭＭＬＶＲＴａｓｅ。指弹混匀�室温放置10ｍｉｎ；37℃�
1ｈ；95℃�5ｍｉｎ。加80μＬＴＥ制备成 ｃＤＮＡ库备用。用上述引物进行 ＰＣＲ扩增�扩增条件：94℃
5ｍｉｎ；94℃30ｓ、50℃1ｍｉｎ、72℃1ｍｉｎ30个循环；循环结束后延伸3ｍｉｎ。取5μＬＰＣＲ产物1％琼
脂糖凝胶电泳检测。
1．2．4　扩增产物的连接、转化、阳性克隆筛选

取0．5μＬＰＣＲ产物�0．5μＬｐＧＥＭ-Ｔ�2．5μＬ2×Ｂｕｆｆｅｒ�0．5μＬＴ4ＤＮＡ连接酶�再加去离子水
1．5μＬ�总反应液为5μＬ。置于15℃的水浴锅中过夜。然后加50μＬ感受态细胞ＤＨ5α�置于冰上
20ｍｉｎ�42℃热休克1ｍｉｎ30ｓ；再加1000μＬ不含抗生素的ＬＢ培养基�37℃振荡1ｈ�倒入含ＬＢ培养
基的培养皿中�均匀涂抹。37℃培养12～15ｈ。用无菌牙签随机蘸取16个菌落制成细菌悬浮液。分
别取上述细菌悬浮液5μＬ�加入1μＬ10×Ｂｕｆｆｅｒ�25ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ20．6μＬ�2．5ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ0．8μＬ�
25ｐｍｏｌ／μＬ（Ｍ13Ｆｏｒｗｏｒｄ）0．5μＬ�25ｐｍｏｌ／μＬ（Ｍ13Ｒｅｖｅｒｓ）0．5μＬ�Ｔａｑ酶0．1μＬ的16个ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
管中�扩增反应的总体积为10μＬ。扩增参数为94℃1ｍｉｎ�94℃30ｓ�50℃1ｍｉｎ�72℃1ｍｉｎ30ｓ�
30个循环�72℃再延伸3ｍｉｎ。扩增后分别取样5μＬ和1μＬ染液 �1％的琼脂糖凝胶进行电泳检测。
检测后�选取可行条带的原扩增液�分别加1500μＬ2×ＹＴ／Ａｍｐ�置于摇床37℃�培养12～18ｈ。最后
参照ＡｌｉｃｅＹｏｕｎｇ介绍的方法做测序反应�该方法由美国国家健康学会网站提供 （ｈｔｔｐ：／／ｉｎｔｒａｍｕｒａｌ．
ｎｉｍｈ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｌｃｍｒ／ｓｎｇｅ／Ｐｒｏｔｏｃａｌ．ｈｔｍｌ／）。
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1．2．5　ＤＮＡ序列测定
在日本高知大学基础实验设施中心的ＡＢＩＰｒｉｓｍ3100-ＡｖａｎｔＧｅｎｅｔｉｃＡｎａｌｙｚｅｒ测序仪进行测序。用

Ｃｈｒｏｍａｓ、ＤＮＡＳｔａｒ、Ｃｌｕｓｔａｌｘ、Ｍｅｇａ、Ｄｎａｓｉｓ等软件对测序结果进行分析。
2　结果
2．1　ＰＣＲ获得的ＤＮＡ片段

扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳�可见到介于600～800ｂｐ的条带 （图1）。与预期大小的目的片段
（600～700ｂｐ）一致。

图1　斑马鱼ＧｎＲＨ-Ⅱ 转化后ＰＣＲ结果
Ｆｉｇ．1　ＴｈｅＰＣＲｒｅｓｕｌｔｏｆＤａｎｉｏｒｅｒｉｏＧｎＲＨ-Ⅱ ｇｅｎｅａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

Ｍ：ＤＮＡ标准分子量；1～16：菌落样品�其中6、8、9、10、12、16号样品与预期的大小目的片段一致

2．2　序列分析
测序结果显示斑马鱼ＧｎＲＨ-Ⅱ ｃＤＮＡ长度为646ｂｐ�包括长度185ｂｐ的5′非编码区、一个编码86

个氨基酸的ＯＲＦ、起始密码子ＡＴＧ、终止密码子ＴＧＡ（图2）。蛋白质分子量为9824．09ｕ、等电点ｐＩ为
8．60。ＢＬＡＳＴ比对发现与其它鱼类的ＧｎＲＨ基因在编码区上具有很高的相似性 （图3）。斑马鱼ＧｎＲＨ-

图2　斑马鱼 ＧｎＲＨ-Ⅱ的核苷酸序列及编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ．2　ＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＤａｎｉｏｒｅｒｉｏＧｎＲＨ-Ⅱ ａｎｄｔｈｅｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅ

灰色底纹表示起始密码子和终止密码子；下划线表示相关肽；下划虚线表示信号肽；方框表示十肽区和蛋白水解位点
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图3　斑马鱼与其它鱼类和动物的ＧｎＲＨ-Ⅱ氨基酸序列同源性比较
Ｆｉｇ．3　ＴｈｅｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓａｌｉｇｎｍｅｎｔｓｏｆｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＤａｍｉｏｒｅｒｉｏＧｎＲＨ-Ⅱ ｗｉｔｈｏｔｈｅｒｆｉｓｈｅｓａｎｄａｎｉｎａｌｓ

灰色阴影区表示氨基酸相似区；黑色阴影表示十肽完全相似区；
鲤Ｃ．ｃａｒｐｉｏＡＹ189961；鲫 Ｃ．ａｕｒａｔｕｓＵ30386；拟鲤 Ｒ．ｒｕｔｉｌｕｓＵ60668；黑头软口鲦 Ｐ．ｐｒｏｍｅｌａｓＥＦ672264；斑马鱼 Ｄ．ｒｅｒｉｏ；北非鲶鱼
Ｃ．ｇａｒｉｅｐｉｎｕｓＣＡＡ54969；尼罗罗非鱼 Ｏ．ｎｉｌｏｔｉｃｕｓＡＢ101666；平鲷 Ｒ．ｓａｒｂａＥＦ433771；青鳉 Ｏ．ｌａｔｉｐｅｓＮＭ＿001104671；黄鳝 Ｍ．ａｌｂｕｓ
ＡＹ786183；虹鳟Ｏ．ｍｙｋｉｓｓＡＦ125973；鲱形白鲑 Ｃ．ｃｌｕｐｅａｆｏｒｍｉｓＡＹ245102；豹纹睑虎 Ｅ．ｍａｃｕｌａｒｉｕｓＡＢ104485；猕猴 Ｍ．ｍｕｌａｔｔａ
ＮＭ＿001034202；人Ｈ．ｓａｐｉｅｎｓＮＰ＿001492；褐家鼠 Ｒ．ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓＮＭ＿012767；火鸡 Ｍ．ｇａｌｌｏｐａｖｏＡＹ632693；非洲爪蟾 Ｘ．ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ
ＮＭ＿001113693；大西洋鲑Ｓ．ｓａｌａｒＸ79709。

Ⅱ前体氨基酸与鲤 （Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）、鲫 （Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ）、拟鲤 （Ｒｕｔｉｌｕｓｒｕｔｉｌｕｓ）、黑头软口鲦
（Ｐｉｍｅｐｈａｌｅｓｐｒｏｍｅｌａｓ）之间的相似性很高�分别为87．2％、82．6％、86．1％、86．1％；与其他鱼类如鲱形
白鲑 （Ｃｏｒｅｇｏｎｕｓｃｌｕｐｅａｆｏｒｍｉｓ）、虹鳟 （Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ）、北非鲶 （Ｃｌａｒｉａｓｇａｒｉｅｐｉｎｕｓ）、尼罗罗非鱼
（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）、平鲷 （Ｒｈａｂｄｏｓａｒｇｕｓｓａｒｂａ）、黄鳝 （Ｍｏｎｏｐｔｅｒｕｓａｌｂｕｓ）、青鳉 （Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ）的同
源性分别为75．6％、74．4％、73．3％、70．9％、67．4％、64．0％、61．3％；而与其他物种如爬行纲豹纹睑虎
（Ｅｕｂｌｅｐｈａｒｉｓｍａｃｕｌａｒｉｕｓ）、两栖纲非洲爪蟾 （Ｘｅｎｏｐｕｓｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ）、鸟纲火鸡 （Ｍｅｌｅａｇｒｉｓｇａｌｌｏｐａｖｏ）、哺乳纲人
（Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ）、猕猴 （Ｍａｃａｃａｍｕｌａｔｔａ）、褐家鼠 （Ｒａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ）、大西洋鲑 （Ｓａｌｍｏｓａｌａｒ）同源性较低�
分别为47．7％、35．6％、31．2％、24％、24％、28．7％、28．4％。
2．3　同源性比较和系统分析

利用Ｍｅｇａ3．0软件构建邻接 （Ｎ-Ｊ）系统进化树�选择在进化上具有代表性的物种进行比对�采取默
认参数进行构建�同时应用自举检验估计系统发育树各节点的自引导值 （重复次数为1000次 ）。从中
看出斑马鱼与鲤、鲫、拟鲤、黑头软口鲦等淡水鲤科鱼类的同源性较高 （图4）。
3　讨论

本研究用ＲＴ-ＰＣＲ法和基因克隆获得斑马鱼ＧｎＲＨ-Ⅱ的ｃＤＮＡ�其长度为646ｂｐ�编码的前体为86
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图4　斑马鱼与其他物种的ＧｎＲＨ系统进化树
Ｆｉｇ．4　ＴｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＤａｎｉｏｒｅｒｉｏＧｎＲＨａｎｄ

ｏｔｈｅｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｓｐｅｃｉｅｓ

个氨基酸�包括24个氨基酸的信号肽、ＧｎＲＨ成熟
十肽和由蛋白成熟加工位点 （Ｇｌｙ-Ｌｙｓ-Ａｒｇ）连接的
49个氨基酸残基的 ＧＡＰ。比较分析得知�所有
ＧｎＲＨ基因具有相同的基本结构�由4个外显子和
3个内含子组成。4个外显子的编码特点一致：仅编
码5′非编码区的外显子；编码信号肽、ＧｎＲＨ十肽、
蛋白成熟加工位点和ＧＡＰ的氨基端的外显子；编码
ＧＡＰ的中间部分的外显子；编码ＧＡＰ的羧基端和3′
非编码区外显子 ［4－5］。比较其他物种的ＧｎＲＨ前体
蛋白的氨基酸序列�同源性从87．2％到28．4％�但
ＧｎＲＨ十肽是一致的�表明ＧｎＲＨ十肽区在进化过
程中一直是比较保守的 ［6－9］。而ＧｎＲＨ前体结构变
异最大的部分为 ＧＡＰ�推测 ＧＡＰ可能起着分子伴
侣的作用�有利于 ＧｎＲＨ前体的准确折叠加工 ［10］。
由此推断�各物种ＧｎＲＨ在长期的进化过程中�在不
同的进化支上其功能也可能发生相应的改变。

本研究与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库报道的斑马鱼

ＧｎＲＨ-Ⅱ （ＡＹ657018）的相似性为90．56％�主要是扩增后的ＰＣＲ产物的部分5′非编码区和部分3′非编
码区产生的差异�可能在长期的进化过程中�不同种群斑马鱼的非编码区核苷酸序列对ＧｎＲＨ的转录以
及转录的效率和时期等调控方式的差异不同所致。另外�尽管两者编码的氨基酸相似性为100％�但其
编码氨基酸的基因序列中也有6个核苷酸位点不同�可能是不同种群间歧异性的具体表现。对上述问
题的深入研究�有可能为斑马鱼的系统发育和进化提供证据。本研究与ＧｅｎＢａｎｋ数据库报道的斑马鱼
的ＧｎＲＨ-Ⅲ ｃＤＮＡ（ＮＭ＿182887）的相似性只有31．85％�编码的氨基酸相似性也仅为23．16％�并且前体
十肽也有两个氨基酸不同�而与淡水鲤科鱼 （鲤 ［7］、拟鲤 ［8］、鲫 ［11］ ）ＧｎＲＨ-Ⅱ前体氨基酸间的相似性也很
高�平均为85％。因此�ＧｎＲＨ也可作为系统发育的分子标记。

ＧｎＲＨ在脊椎动物脑组织中以多种形式存在�可能是脊椎动物进化过程中多次基因复制的结
果 ［12］。根据脊椎动物ＧｎＲＨ前体的差异�可将其分为3种不同的类型：分布于鱼类、两栖类至哺乳类的
下丘脑、间脑�促使脑垂体ＧＴＨ合成与分泌的ＧｎＲＨ称为ＧｎＲＨ-Ⅰ型；分布于鱼类和哺乳类的中脑及其
他脑区�起神经递质作用�间接参与生殖活动的调节的ｃＧｎＲＨ称为ＧｎＲＨ-Ⅱ型；分布于各种鱼类的嗅
叶、端脑�起神经递质作用�间接参与生殖活动的调节的ｓＧｎＲＨ称为ＧｎＲＨ-Ⅲ型。斑马鱼ｓＧｎＲＨ在成
熟斑马鱼嗅球-终神经区、腹侧端脑-视觉区、中脑分布�证明斑马鱼ｓＧｎＲＨ是以下丘脑促垂体的形式存
在的 ［13］。而斑马鱼ＧｎＲＨ-Ⅱ在中脑具有高度专一性�表明ＧｎＲＨ-Ⅱ在斑马鱼ＨＰＧ轴的调节作用中并
不起特异的功能�其主要功能是起神经递质或神经调质的作用 ［14］。
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参考文献：
［1］　ＡｍａｎｏＭ�ＵｒａｎｏＡ�ＡｉｄａＫ．Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ-ｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ（ＧｎＲＨ）ｉｎｔｈｅｔｅｌｅｏｓｔｂｒａｉｎ ［Ｊ］．ＺｏｏｌｏｇＳｃｉ�

1997�14（1）：1－11．
［2］　ＦａｒａｈｍａｎｄＨ�ＲａｈｍａｎＭＡ�ＳｏｈｍＦ�ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｉｌａｐｉａ（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）ｓｅｒｉｎｅ8-ｔｙｐｅＧｎＲＨｃｏｄｉｎｇａｎｄ

ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｓｅｑｕｅｎｃｅｓ［Ｊ］．Ｇｅｎｅ�2003�304：97－106．
［3］　谢保胜�藤原滋树．斑马鱼总ＲＮＡ提取和纯化 ［Ｊ］．生物学杂志�2007�24（6）：67－69．
［4］　ＨａｎＪ�ＳｅｏｎｇＪＹ�ＫｉｍＫ�ｅｔａｌ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｘｏｎｉｃｓｐｌｉｃｉｎｇｅｎｈａｎｃｅｒｓｉｎｔｈｅｍｏｕｓｅｇａｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ-ｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ（ＧｎＲＨ）ｇｅｎｅ［Ｊ］．

ＭｏｌｅｃｕｌａｒａｎｄＣｅｌｌｕｌａｒＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ�2001�173（1－2）：157－166．

2673期　　　　　　　　　　谢保胜�等：斑马鱼促性腺激素释放激素及相关肽基因的克隆与序列分析



［5］　ＷｈｉｔｅＲＢ�ＦｅｒｎａｌｄＲＤ．Ｇｅｎｏｍｉｃｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｔｅｓｏｆｔｈｒｅｅｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ-ｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅｇｅｎｅｓｉｎｏｎｅｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］．Ｇｅｎ
ＣｏｍｐＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌ�1998�112（1）：17－25．

［6］　方　平�李英文�胡　炜�等．黄鳝ｃＧｎＲＨ-Ⅱ的ｃＤＮＡ克隆与序列分析 ［Ｊ］．水生生物学报�2007�31（2）：259－264．
［7］　黎双飞�胡　炜�汪亚平�等．鲤鱼两个ｃＧｎＲＨ-Ⅱ基因的发现及其在成熟个体的表达分析 ［Ｊ］．中国科学Ｃ辑：生命科学�2004�34

（1）：88－95．
［8］　ＰｅｎｌｉｎｇｔｏｎＭＣ�ＷｉｌｌｉａｍｓＭＡ�ＳｕｍｐｔｅｒＪＰ�ｅｔａｌ．ＩｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓａｔｉｏｎｏｆｍＲＮＡｅｎｃｏｄｉｎｇｔｈｅｓａｌｍｏｎ-ａｎｄｃｈｉｃｋｅｎ-ｔｙｐｅｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ-

ｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅｓｉｎｔｅｌｅｏｓｔｆｉｓｈＲｕｔｉｌｕｓｒｕｔｉｌｕｓ（Ｃｙｐｒｉｎｉｄａｅ） ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ�1997�19：337－346．
［9］　ＤｕｂｏｉｓＥＡ�ＺａｎｄｂｅｒｇｅｎＭＡ�ＰｅｕｔｅＪ�ｅｔａｌ．Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｔｈｒｅｅｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ-ｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ（ＧｎＲＨ）ｓｙｓｔｅｍｓｉｎ

ｖｅｒｔｅｂｒａｔｅｓ［Ｊ］．ＢｒａｉｎＲｅｓｅａｒｃｈＢｕｌｌｔｉｎ�2002�57：413－418．
［10］　ＣａｒｏｌｓｆｅｌｄＪ�ＰｏｗｅｌｌＪＦ�ＰａｒｋＭ�ｅｔａｌ．Ｐｒｉｍａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｈｒｅｅｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ-ｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅｓ�ｉｎｃｌｕｄｉｎｇａｎｏｖｅｌｆｏｒｍ�

ｆｒｏｍａｎａｎｃｉｅｎｔｔｅｌｅｏｓｔ�ｈｅｒｒｉｎｇ［Ｊ］．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ�2000�141（2）：505－512．
［11］　ＬｉｎＸＷ�ＰｅｔｅｒＲＥ．Ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆａｓｅｃｏｎｄ ［Ｈｉｓ5Ｔｒｐ7Ｔｙｒ8］　ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ-ｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ（ｃｈｉｃｋｅｎＧｎＲＨ-Ⅱ ）

ｍＲＮＡｉｎｇｏｌｄｆｉｓｈ：Ｅｖｉｄｅｎｃｅｆｏｒｔｗｏｄｉｓｔｉｎｃｔｇｅｎｅｓ［Ｊ］．ＧｅｎｅｒａｌａｎｄＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ�1997�170：262－272．
［12］　ＯｈｔａＴ．Ｍｕｌｔｉｇｅｎｅｆａｍｉｌｉｅｓａｎｄｔｈｅｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｖｏｌｕｔｉｏｎ�1991�33（1）：34－41．
［13］　ＧｏｔｈｉｌｆＹ�Ｍｕｎｏｚ-ＣｕｅｔｏＪＡ�ＳａｇｒｉｌｌｏＣＡ�ｅｔａｌ．Ｔｈｒｅｅｆｏｒｍｓｏｆｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ-ｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅｏｎａｐｅｒｃｉｆｏｒｍｆｉｓｈ （Ｓｐａｒｕｓａｕｒａｔａ）：

Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄｂｒａｉｎｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢｉｏｌＲｅｐｒｏｄ�1996�55：636－645．
［14］　ＬｉｎＸＷ�ＯｔｔｏＣＪ�ＰｅｔｅｒＲＥ．Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆｎｅｕｒｏｅｎｄｏｃｒｉｎｅｐｅｐｔｉｄｅｓｙｓｔｅｍｓ：Ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ-ｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅａｎｄｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎ ［Ｊ］．

ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙＣ�1998�119：375－388．

268 上　海　海　洋　大　学　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　18卷


