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大菱鲆脂联素受体基因的克隆及饲料糖脂比对其表达的影响
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摘要: 脂联素作为一种重要的细胞因子在哺乳动物中起到调节糖脂代谢的重要作用, 为探究脂联素在大菱鲆

糖脂代谢中是否具有同样的调节作用, 研究利用分子克隆和RACE技术克隆到了大菱鲆脂联素AdipoR1受体

和AdipoR2受体的基因全长序列。其中AdipoR1受体的核苷酸序列全长为1125 bp, 共编码375个氨基酸, 氨基

酸序列与其他脊椎的同源性都很高。AdipoR2受体的核苷酸序列全长为1940 bp, 共编码380个氨基酸, 氨基酸

序列与其他脊椎动物同源性也都很高。蛋白跨膜结构域预测得出大菱鲆AdipoR1和AdipoR2都具有7个明显

的跨膜区, 最优拓扑模型为N端在细胞内侧模型, 与其他脊椎动物相同。配制不同糖脂比(1鲶6, 1鲶2, 2鲶1和14鲶
1)的饲料养殖大菱鲆9周, 利用实时荧光定量PCR技术检测大菱鲆肌肉和肝脏中脂联素受体基因的表达量。

结果显示, 在饲料糖脂比为1鲶2的处理组中, 大菱鲆肌肉中AdipoR1的表达量显著低于糖脂比为1鲶6的处理组

(P<0.05), 但与其他2组无显著差异。饲料糖脂比的变化对肌肉中AdipoR2和肝脏中这2种受体的表达量均没

有产生显著影响(P>0.05)。由此可见, 饲料糖脂比的变化可能通过改变脂联素受体的表达量, 从而间接影响大

菱鲆体内脂联素的作用。AdipoR1和AdipoR2对饲料糖脂比变化的反应不同步, 而且肌肉和肝脏中脂联素受

体对饲料糖脂比变化的反应也存在不同。适量提高饲料糖脂比可以显著下调肌肉中AdipoR1的表达。
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脂联素(Adiponectin)是哺乳动物脂肪组织特异

性分泌的一种胶原样细胞因子, 与C1q和TNF-α家
族具有结构同源性

[1]
。根据聚合度的不同, 可分为

球型脂联素和全长型脂联素
[2]
。在哺乳动物中, 脂

联素作用广泛, 参与机体糖脂代谢调控和炎症抵抗

等生理活动
[3]
。特别是在糖代谢调控方面, 其可增

强胰岛素敏感性, 改善高脂摄食引起的胰岛素抵

抗
[4]
。还具有阻碍细胞因子诱导的β细胞的凋亡, 修

复β细胞功能紊乱的作用
[5]
。脂联素能够抑制肝脏

中的糖异生过程, 减少内源性葡萄糖的生成, 增加

肌细胞对葡萄糖的摄取
[6, 7]

。

脂联素通过脂联素受体的介导发挥作用, 后者

包含2种亚型, 即AdipoR1和AdipoR2。脂联素受体

含有7个跨膜结构, 但与G蛋白偶联受体的结构相

反, 它们的N端在细胞内, 而C端在细胞外, 因此脂

联素受体可能不通过与G蛋白偶联发挥作用, 而是

直接与下游信号分子作用。AdipoR1对球型脂联素

亲和力高, 对全长型脂联素亲和力低。而AdipoR2
对两种脂联素具有同等亲和力。人体多种组织细

胞表面都有脂联素受体, 其中AdipoR1主要在骨骼

肌细胞表达, AdipoR2主要在肝细胞中表达。这两

种受体的分布与不同类型的脂联素在骨骼肌和肝

脏中发挥不同的作用有关
[8]
。

目前在鱼类中成功克隆到脂联素基因的只有斑

马鱼(Danio rerio)和虹鳟(Oncorhynchus mykiss)[9, 10]
。

在斑马鱼中克隆到脂联素2种类型的基因, 但在虹

鳟中只克隆到1种类型。斑马鱼和虹鳟脂联素的基

因表达受到禁食的影响。在斑马鱼、虹鳟和点带

石斑鱼(Epinephelus coioides)中均成功克隆到2种亚

型的脂联素受体基因
[9, 11, 12], 此外, 在GenBank数据
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库中还发现了大西洋鲑(Salmo salar)、青鳉(Oryzi-
as latipes)、罗非鱼(Oreochromis niloticus)和红鳍

东方鲀(Takifugu rubripes)等鱼类的2种亚型脂联素

受体的基因信息 ,  其中斑马鱼和红鳍东方鲀的

AdipoR1型受体又存在同源性较高的AdipoR1a和
AdipoR1b两个亚型。斑马鱼、虹鳟和点带石斑鱼

中的研究表明, 脂联素受体基因的表达量均受到禁

食状态的影响
[9, 11, 12]

。在虹鳟中的研究还表明, 胰
岛素、生长激素和炎症反应等会对脂联素受体产

生不同的影响 ,  并且脂联素可以激活肌肉中的

Akt信号因子, 可能与促进脂肪酸摄入和氧化的功

能有关
[12]
。

大菱鲆(Scophthalmus maximus)属于鲽形目

(Pleuronectiformes), 鲆科(Bothidae)。作为肉食性

鱼类的一种, 其对饲料糖的利用能力较弱。当饲料

糖含量超过15%时就会抑制其幼鱼的生长, 并会对

内脏器官产生不良的影响
[13]

。Nijhof和Bult[14]
的研

究表明大菱鲆糖类代谢系统并没有缺陷, 聂琴
[15]

的

研究也表明, 大菱鲆幼鱼糖代关键谢酶的基因表达

和活性均会对饲料糖水平的变化做出响应。然而,
大菱鲆不耐受高糖的机制仍不清楚。本研究采用

RT-PCR和RACE技术 ,  克隆大菱鲆AdipoR1和
AdipoR2的cDNA全长序列, 同时利用实时荧光定量

PCR技术 ,  探讨不同饲料糖脂比对AdipoR1和
AdipoR2基因表达的影响, 为研究脂联素及其受体

在大菱鲆糖脂代谢中的调控作用提供基础数据。

1    材料与方法

1.1    脂联素受体AdipoR1和AdipoR2基因全长序

列的克隆

实验用鱼和取样　　实验用大菱鲆购于山东

青岛胶南市大菱鲆养殖场, 体重为215—235 g。将

3尾大菱鲆用丁香酚(1鲶10000, 上海试剂厂, 中国上

海 )麻醉 ,  在冰上快速分离出脑、眼、鳃、肝、

胃、脾、肾、肠、幽门盲囊和肌肉, 分别放置于无

RNA酶的离心管中, 用液氮速冻后保存在–80℃冰

箱中, 肝脏用于脂联素受体基因的克隆, 所有组织

用于基因组织差异表达分析。

基因核心片段序列的克隆　　采用RNAiso
PlusTrizol试剂(TaKaRa, 日本)提取大菱鲆肝脏总

RNA, cDNA第一链合成使用PrimeScript Reverse
Transcriptase试剂盒(TaKaRa, 日本)。

选取NCBI的GenBank中人(Homo sapiens)、大

鼠(Rattus norvegicus)、非洲爪蟾(Xenopus laevis)、
斑马鱼(Danio rerio)、虹鳟(Oncorhynchus mykiss)、
罗非鱼(Oreochromis mossambicus)和青鳉(Oryzias

melastigma)等10个物种脂联素受体氨基酸序列为

模板, 通过引物设计软件CODEHOP设计AdipoR1
和AdipoR2的简并引物, 见表 1。

PCR扩增体系总体积为25 μL, 包括: 12.5 μL的
2×EsTaqMsterMix(北京康为世纪生物科技有限公

司), 9.5 μL的dH2O, 1.0 μL的cDNA模板, 以及上游

和下游引物(10 μmol/L)各1 μL。PCR扩增反应均在

Eppendorf Mastercycler gradient PCR仪(Eppendorf,
德国)中进行 ,  反应条件如下:  94℃预变性3min,
94℃变性30s, 55℃退火30s, 72℃延伸1min, 30个循

环, 最后72℃后延伸10min。
用1.2%琼脂糖凝胶电泳检验PCR产物, 采用快

速琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒(北京康为世纪生物

科技有限公司)进行胶回收。选择pEASY-T1载体

(北京全式金生物技术有限公司)为连接载体, 将胶

回收产物转化至Trans1-T1感受态细胞中, 用蓝白斑

筛选的方法和菌落PCR挑选含有目的片段的菌液,
送生工生物工程(上海)股份有限公司进行测序。

基因5′端和3′端序列扩增　　根据克隆得到的

大菱鲆AdipoR1和AdipoR2基因的核心片段, 利用

Primer5软件, 设计3′RACE和5′RACE PCR扩增所需

要的内、外套引物(表  1)。3′RACE和5′RACE
PCR操作所需cDNA第一链的合成采用SMARTer
RACE cDNA Amplication Kit试剂盒(Clontech, 美
国)。RACE外套PCR扩增使用基因外套引物和试

剂盒中提供的UPM引物, 内套PCR扩增使用基因内

套引物和试剂盒中提供的NUP引物, 产物回收、纯

化和测序均同核心片段克隆。

1.2    AdipoR1和AdipoR2基因全长序列分析

受体基因序列的开放阅读框和编码的氨基酸

序列预测采用DNAMAN软件, 使用在线软件TM-
HMMServer v. 2.0(http://www.cbs.dtu.dk/services/
TMHMM/)进行氨基酸序列的跨膜区预测, 蛋白质

分子量和等电点预测采用在线软件Compute pI/Mw
tool (http://web.expasy.org/compute_pi/), 氨基酸多

重序列比对采用BioEdit软件中的Sequence Align-
ment Editor, 氨基酸序列的进化树构建采用MEGA
4.0 软件的neighbor-joining方法。

1.3    AdipoR1和AdipoR2基因组织差异表达检测

提取大菱鲆脑、眼、鳃、肝脏、胃、脾、

肾、肠、幽门盲囊和肌肉10个组织的总RNA, 并利

用PrimeScript RT reagent Kit with gDNA Eraser
(Takara, 日本)试剂盒进行cDNA第一链的合成, 用
于反转录的RNA为1 μg。根据得到的基因全长序

列, 利用Primer5.0软件设计特异性定量引物, 选择

β-actin为内参基因, 作为参照用于定量基因在每个
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组织中的mRNA水平, 并验证每个组织cDNA模板

的完整性, AdipoR1和AdipoR2定量引物和内参基

因引物及对应退火温度见表 1。PCR反应体系和反

应条件同基因核心序列扩增, 1.2%琼脂糖凝胶电泳

检测各组织扩增产物, 根据条带亮度推测基因在不

同组织中的表达差异。

1.4    不同饲料糖脂比对大菱鲆肌肉中AdipoR1和
AdipoR2表达的影响

实验饲料的设计和配制　　以糊精为主要糖

源, 鱼油和大豆卵磷脂为主要脂肪源, 白鱼粉、酪

蛋白和明胶为蛋白源, 配制等氮等能的实验饲料。

对照组为不添加糊精的基础饲料, 粗蛋白和粗脂肪

含量分别为50%和12%。其他组分别添加糊精

5%、15%和28%, 通过调节鱼油含量使4组饲料糖

脂比分别为1鲶6、1鲶2、2鲶1和14鲶1, 分别命名为Diet-
1、Diet-2、Diet-3和Diet-4。饲料原料粉碎并过

80目筛, 按饲料配方逐级放大混合均匀, 再加入大

豆卵磷脂和鱼油, 手工搓油后混匀, 最后加入蒸馏

水揉成面团, 用制粒机(EL-260, 山东威海友谊机械

厂)压出直径为1.5 mm的颗粒饲料, 50℃恒温烘干

后保存于–20℃备用。饲料配方及成分分析见表 2。

养殖实验和取样　　实验用大菱鲆为人工培

育的同一批苗种。养殖实验采用室内循环水养殖

系统, 位于青岛鳌山卫国家海洋科研中心。在正式

实验前 ,  用商品饲料(青岛七好生物科技有限公

司)饱食投喂2周, 使实验用鱼适应养殖环境。禁食

24h后, 将体重接近的大菱鲆幼鱼[平均体重(8.06±
0.08) g]随机分为4组, 每组3个重复, 每个实验桶(聚
乙烯材料, 500 L)28尾鱼。养殖实验持续9周, 每日

上午07:00和下午18:00各饱食投喂1次, 实验期间水

温为(19±1)℃, pH为7.7±0.1, 盐度为(25.2±1.0)%, 溶
氧大于6.0 mg/L。

实验结束取样前, 实验鱼禁食24h, 每桶随机取

3尾鱼用丁香酚麻醉后, 取肌肉和肝脏组织。取样

过程在冰上进行, 组织放入1.5 mL无RNase离心管

中, 液氮速冻后–80℃保存。

实时荧光定量PCR检测肌肉和肝脏中AdipoR1
和AdipoR2基因表达水平　　大菱鲆肌肉和肝脏

组织总RNA提取, cDNA第一链合成, 以及定量引物

同1.3。实时荧光定量PCR反应在Mastercycler ep
realplex荧光定量PCR仪中进行(Eppendorf, 德国),
采用的荧光染料为SYBR Green I (北京康为世纪生

表 1    大菱鲆脂联素受体AdipoR1和AdipoR2全长序列克隆和基因表达量检测所用引物

Tab. 1    Primers for cloning and RT-PCR

引物Primer 序列Sequences (5′-3′) 退火温度Tm (℃)

核心片段克隆引物Primers for partial cDNA
AdipoR1 F1 GASTGGCTRAAGGACAAYGAYT

55
AdipoR1 R1 AGRCCRTARCGRAAYTCCTG

AdipoR2 F1 TGTCCAGGGTGTTCTCCAARYTNGAYT
55

AdipoR2 R1 TGCAGGTTGGACACGCCRTGRAARTG

RACE PCR引物Primers for RACE PCR
3′-AdipoR1 F2 CTACCTCACCATTGTATGTGTCCTCGGC 63

3′-AdipoR1 F3 CCATGCACTTCACCATTGAGGAGGG 65

5′-AdipoR1 R2 GTAGTACAGCCAGGGCACGAAGGAGC 64

5′-AdipoR1 R3 GCATGGTTAACGTGCCCAGACAAATG 65

3′-AdipoR2 F2 GATGGGTTGGCTGCTGCTGATGG 63

3′-AdipoR2 F3 TTCCCTGGCAAGTGTGACATCTGGTTC 64

5′-AdipoR2 R2 CCCACAAACACTCCTGCTCTGACTCCTC 62

5′-AdipoR2 R3 GCGGCCAGTCCCAGTATACACACCAC 63

UPM Long-ACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT
Short-CTAATACGACTACTATAGGGC

NUP AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT

定量PCR引物Primers for real-time quantitative PCR
Q-AdipoR1 F TATATCACTGGTGCTGGTCTGTATG 59

Q-AdipoR1 R AGGTTGGAAACGCCGTAGAAG

Q-AdipoR2 F GTACAGAGGAGTCAGAGCAGGAG 59

Q-AdipoR2 R TAGAGCGTCGCCATCAGCAG

β-actin F TAGGTGATGAAGCCCAGAGC 58
β-actin R CTGGGTCATCTTCTCCCTGT
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物科技有限公司)。反应体系包括 :  UltraSYBR
Mixture 12.5 μL, cDNA 3 μL (50 ng/μL), 上下游引

物(10 μmol/L)各1 μL和dH2O 7.5 μL。反应程序为

95℃ 10min后, 40个循环的95℃ 10s, 60℃ 10s, 以及

72℃ 20s。反应结束后进行溶解曲线分析: 95℃
15s, 60℃ 15s, 然后用15min升温到95℃并保持

15s。选择β-actin为内参基因, 目的基因和内参基因

的定量引物的扩增效率一致且接近1, 基因的相对

表达水平计算用“2–ΔΔCt”法[16]
。

1.5    统计分析

采用SPSS17.0对实验数据进行单因素方差分

析, 当差异显著(P<0.05)时, 用Tukey检验进行多重

比较。

2    结果

2.1    AdipoR1和AdipoR2基因全长序列分析

大菱鲆AdipoR1核苷酸序列全长1514 bp, 包括

开放阅读框(ORF)1125 bp, 5′-非编码区(5′-UTR)
120 bp, 3′-非编码区(3′-UTR) 254 bp。GenBank序

列号为KF201648。ORF从第121 bp到第1249 bp编
码由375个氨基酸构成的前体蛋白, 预测其分子量

为42.25 kD, 等电点为5.62。通过在线功能域预测

软件分析发现大菱鲆AdipoR1具有一个保守的Hly
III结构域(F130-F353)。经NCBI blastx比对大菱鲆

AdipoR1与其他脊椎动物的同源性, 结果显示与人

类、斑马鱼、大西洋鲑、红鳍东方鲀、虹鳟、罗

非鱼和青鳉同源性分别为80%、81%、92%、93%、

92%、97%和94%。结合多种脊椎动物AdipoR1氨
基酸序列多重比对结果可以看出, AdipoR1在脊椎

动物中的保守性非常高。系统进化树结果表明, 大
菱鲆AdipoR1与罗非鱼、红鳍东方鲀、青鳉和大西

洋鲑聚为一支, 自展支持率为100%, 哺乳动物和鸟

类各自聚为一支后与两栖类共同聚为一支, 自展支

持率为100% (图 1)。
大菱鲆AdipoR2核苷酸序列全长1940 bp, 包括

5′-UTR 356 bp, 3′-UTR 444 bp, ORF从第357 bp到
第1497 bp, 共编码380个氨基酸, GenBank序列号为

KP204852。预测AdipoR2蛋白分子量为42.66 kD,

表 2    实验饲料配方及营养组成

Tab. 2    Ingredients and compositions of the experimental diets (%)

原料Ingredient Diet-1 Diet-2 Diet-3 Diet-4
白鱼粉White fish meal 36.00 36.00 36.00 36.00

酪蛋白Casein 21.20 21.20 21.20 21.20
明胶Gelatin   5.30   5.30   5.30   5.30

海藻酸钠Sodium alginate   1.00   1.00   1.00   1.00
糊精Dextrin   0.00   5.00 15.00 28.00

微晶纤维素MCC 20.50 17.50 11.50   3.50
大豆卵磷脂Soybean

lecithin   2.00   2.00   2.00   2.00

鱼油Fish oil 11.00   9.00   5.00   0.00
诱食剂Attractanta

  0.60   0.60   0.60   0.60
多矿Mineral premixc

  1.50   1.50   1.50   1.50
多维Vitamin premixb

  0.80   0.80   0.80   0.80
乙氧基喹啉Ethoxyquine   0.10   0.10   0.10   0.10

营养成分分析Analyzed nutrients compositions (dry matter basis)

可利用糖Carbohydrate (%)   1.91   5.78 16.27 28.14
粗蛋白Crude protein (%) 50.22 49.47 50.43 50.08
粗脂肪Crude lipid (%) 12.36 11.78   7.35   2.39
总能Gross energy (kJ/g) 20.37 20.64 20.00 19.02

注: a. 诱食剂组成: 牛磺酸鲶甘氨酸鲶甜菜碱=1鲶3鲶3; b. 多维(mg/kg饲料): 维生素A. 32 mg; 维生素B1. 25 mg; 维生素B2. 45 mg; 维
生素B6. 20 mg; 维生素B12. 10 mg; 维生素C. 2000 mg; 维生素D. 5 mg; 维生素E. 240 mg; 维生素K. 10 mg; 烟酸. 200 mg; 泛酸钙.
60 mg; 生物素. 60 mg; 肌醇. 800 mg; 叶酸. 20 mg; 微晶纤维素. 4292.54 mg; c. 多矿(mg/kg饲料): CuSO4·5H2O, 10 mg; MnSO4·H2O, 45 mg;
FeSO4·H2O, 80 mg; ZnSO4·H2O, 50 mg; Na2SeO3, 20 mg; Ca(IO3)2, 60 mg; MgSO4·7H2O, 1200 mg; CoCl2·6H2O (1%), 50 mg; 沸石粉:
18485 mg

Note: a. Attractant composition鲶taurine鲶glycine鲶betaine=1鲶3鲶3; b. Vitamin premix (mg/kg diet): Vitamin A, 32 mg; Vitamin B1, 25 mg;
Vitamin B2, 45 mg; Vitamin B6, 20 mg; Vitamin B12, 10 mg; Vitamin C, 2000 mg; Vitamin D, 5 mg; Vitamin E, 240 mg; Vitamin K,
10 mg; Nicotinic acid, 200 mg; Calcium pantothenate, 60 mg; Biotin, 60 mg; Inositol, 800 mg; Folic acid, 20 mg; Microcrystalline cellulose,
4292.54 mg; c. Mineral premix (mg/kg diet): CuSO4·5H2O, 10 mg; MnSO4·H2O, 45 mg; FeSO4·H2O, 80 mg; ZnSO4·H2O, 50 mg; Na2SeO3,
20 mg; Ca(IO3)2, 60 mg; MgSO4·7H2O, 1200 mg; CoCl2·6H2O (1%), 50 mg; Zeolite Powder, 18485 mg
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等电点为5.73。通过在线功能域预测软件分析发现

大菱鲆AdipoR1具有一个保守的HlyIII结构域(F134-
F357)。经NCBI blastx比对大菱鲆AdipoR2与其他脊

椎动物的同源性, 结果显示, 大菱鲆AdipoR2氨基酸

序列与人类、非洲爪蟾、斑马鱼、罗非鱼、红鳍

东方鲀和青鳉的同源性分别为78%、74%、93%、

92%、89%和87%, 多种脊椎动物AdipoR2氨基酸序

列多重比对结果表明, AdipoR2在脊椎动物中的保

守性非常高。通过构建系统进化树发现, 大菱鲆

AdipoR2与所有鱼类聚为一支, 哺乳动物和鸟类聚

为一支(图 2)。
通过蛋白跨膜结构域预测得出大菱鲆AdipoR1

和AdipoR2都具有7个明显的跨膜区, 最优拓扑模型

为N端在细胞内侧模型。AdipoR1和AdipoR2氨基

酸序列都可以分为4部分: 不保守的N端区、保守的

N端区、HlyIII区域(编码7个跨膜螺旋束)和C端区。

2.2    大菱鲆AdipoR1和AdipoR2组织差异表达

AdipoR1在所选10个组织中均有表达, 其中在

鳃和肾脏中表达最多, 其次为胃、脾和幽门盲囊;
AdipoR2在肠和肾脏中表达量最高, 其次为鳃、胃

和幽门盲囊(图 3)。
2.3     不同饲料糖脂比对大菱鲆肌肉和肝脏中

AdipoR1和AdipoR2基因表达的影响

饲料糖脂比为1鲶2处理组肌肉中AdipoR1的表

达量显著低于对照组(糖脂比为1鲶6)(P<0.05), 但与

其他两组无显著差异(P>0.05)(图 4A)。饲料糖脂比

变化对肌肉中AdipoR2的表达无显著影响(P>0.05,
图 4B)。饲料糖脂比变化对肝脏中AdipoR1和AdipoR2
的表达均无显著影响(P>0.05, 图 4C、4D)

3    讨论

与哺乳动物相同 ,  大菱鲆脂联素受体有

AdipoR1和AdipoR2亚型 ,  其包括N端结构域、

HlyIII结构域和C端结构域。HlyIII结构域在脊椎动

物中保守性很高, 可能是脂联素受体形成特殊拓扑

 
图 1   大菱鲆与其他物种脂联素受体AdipoR1氨基酸序列系统

进化树分析

Fig. 1   Phylogenetic analysis of adiponectin receptor AdipoR1
每个节点处的数字表示自展支持率, 自展值检验为1000次重复

抽样。GenBank序列号分别为: 人(NP_057083.2)、羊(NP_
001272659.1)、鸡 (NP_001026198.1)、蛙(AAH80374.1)、大西

洋鲑 (NP_001133596.1)、红鳍东方鲀a (XP_003973528.1)、
红鳍东方鲀b (XP_003973529.1)、罗非鱼(XP_003441547.1)、
青鳉(XP_004069161.1)
Numbers at nodes indicate the bootstrap value (%) that obtained
from 1000 replicates. GenBank Accession No.: Human (NP_
057083.2); Goat (NP_001272659.1); Chicken (NP_001026198.1);
Frog (AAH80374.1); Atlantic salmon (NP_001133596.1); Puffer-
fish a (XP_003973528.1); Pufferfish b (XP_003973529.1); Tilapia
(XP_003441547.1); Japanese medaka (XP_004069161.1)

 
图 2   大菱鲆与其他物种脂联素受体2氨基酸序列系统进化树

分析

Fig. 2   Phylogenetic analysis of adiponectin receptor AdipoR2
每个节点处的数字表示自展支持率, 自展值检验为1000次重复

抽样。GenBank序列号分别为: 人类(NP_078827.2)、小鼠

(AAI54263.1)、鸭(EOB08163.1)、红鳍东方鲀(XP_003972858.1)、
罗非鱼(XP_003445015.1)、青鳉(XP_004083071.1)、斑马鱼

(AAI54263.1)
Numbers at nodes indicate the bootstrap value (%) that obtained
from 1000 replicates. GenBank Accession No.: Human (NP_
078827.2); Mouse (AAI54263.1); Duck (EOB08163.1); Pufferfish
(XP_003972858.1); Tilapia (XP_003445015.1); Japanese medaka
(XP_004083071.1); Zebrafish (AAI54263.1)

 
图 3   大菱鲆脂联素受体AdipoR1(AR1)和AdipoR2(AR2)的组

织差异表达分析

Fig. 3   The expression of turbot adipnectin receptor AdipoR1
(AR1) and AdipoR2 (AR2) in multiple tissues
L. 分子量梯度; 1. 眼; 2. 脑; 3. 鳃; 4. 胃; 5. 肠; 6. 肝; 7. 肾; 8. 脾;
9. 幽门盲囊; 10. 肌肉; N. 阴性对照。内参基因β-actin (β-AC)用
来验证每个组织cDNA模板的完整性

L. Ladder; 1. Eyes; 2. Brain; 3. Gill; 4. Stomach; 5. Intestine; 6.
Liver; 7. Kidney; 8. Spleen; 9. Pyloric caeca; 10. Muscle; N.
Negative control. β-actin (β-AC) was used as an internal control
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结构和发挥生理功能的关键。跨膜结构域预测结

果显示, 大菱鲆脂联素受体的最优拓扑模型为N端

在细胞内, C端在细胞外的模型, 这与小鼠等动物中

的研究一致
[8], 因此, 脂联素只能与受体在细胞外的

C端结合, 进而通过受体在细胞内的N端激活下有信

号因子发挥作用。已报道的哺乳动物脂联素受体可

以与多种衔接蛋白结合, 激活不同信号通路, 包括

亮氨酸拉链基元和蛋白激酶CK2 β亚基等
[17, 18]

。与

点带石斑鱼
[11]

中的结果相似, 大菱鲆AdipoR1和
AdipoR2的N端区可以明显划分为两个区域: 一个

不保守N端区和一个保守的N端区。与其他区域不

同, 鱼类不保守的N端区与其他脊椎动物的同源性

很低, 这表明鱼类可能具有一些不同于其他物种的

脂联素受体结合蛋白, 鱼类脂联素受体下游信号通

路及生理功能可能与其他脊椎动物存在差异。

与其他脊椎动物的脂联素受体一样, 大菱鲆两

种脂联素受体组织表达广泛, 说明脂联素受体可以

在多种组织中发挥生理功能。在人和小鼠中的研

究显示, 脂联素水平与肾脏疾病具有一定相关性,
脂联素在肾脏氧化应激等方面发挥重要作用

[19]
。

与点带石斑鱼相似, 大菱鲆AdipoR1在肾脏中的表

达量最高, 表明大菱鲆脂联素在肾脏中同样具有重

要的作用。此外AdipoR1在大菱鲆鳃中也具有较高

的表达水平, 在其他鱼种还未见类似报道, 脂联素

在大菱鲆鳃部的功能还需进一步探究。与哺乳动

物脂联素受体在肌肉中大量表达不同
[8, 20], 大菱鲆

脂联素受体在肌肉中的表达量较少, 与AdipoR1相
比, AdipoR2在肌肉中mRNA水平更低, 推测大菱鲆

脂联素主要通过AdipoR1在肌肉中发挥作用。

脂联素受体AdipoR1和AdipoR2的表达受到胰

岛素的调控。在AdipoR1和AdipoR2高表达的小鼠

骨骼肌中, 补充胰岛素后会引起这两种受体表达的

减少
[21]

。发生胰岛素抵抗的糖尿病小鼠中研究也

表明, 血浆胰岛素水平和脂联素受体的表达呈负

相关
[22]

。在本研究中, 随着糖添加量的增加, 大菱

鲆血清胰岛素水平从(9.19±0.89) ng/mL上升到

(22.20±0.58) ng/mL(未发表数据), 肌肉中AdipoR1
表达的下调可能与上升的胰岛素水平有关。此外,
在给予胰岛素后, 糖尿病小鼠骨骼肌和C2C12肌细

胞中都发现AdipoR1表达量大幅减少, 但AdipoR2的
表达没有显著变化

[23]
。Staiger等[24]

在正常葡萄糖

耐量的人类肌细胞中的研究也表明, 胰岛素分泌与

AdipoR1的表达有关, 而可能与AdipoR2的表达无

关。与哺乳动物相似, 虹鳟腹腔注射胰岛素后, 肌

图 4    不同饲料糖脂比对大菱鲆肌肉和肝脏中脂联素受体AdipoR1和AdipoR2基因表达的影响

Fig. 4    Effects of dietary carbohydrate-to-lipid ratios on turbot AdipoR1 and AdipoR2 expression in muscle and liver
实验数据用平均数±标准误(n=3)表示, 不同字母表示不同处理间有显著差异(P<0.05)

Each bar represents the mean ±SEM of three replicates. Significant difference among the diets are indicated by different letters (P<0.05)
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肉中AdipoR1表达受到抑制, 但AdipoR2的表达没有

显著变化
[12]

。本研究同样发现, 饲料糖变化引起血

清胰岛素水平的改变虽然下调了肌肉中AdipoR1的
表达, 却并没有引起肌肉AdipoR2表达量的变化, 推
测大菱鲆脂联素可能主要通过AdipoR1在肌肉中发

挥与胰岛素或糖代谢相关的作用。
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MOLECULAR CLONING OF ADIPONECTIN RECEPTORS IN TURBOT
SCOPHTHALMUS MAXIMUS AND ITS EXPRESSION RESPONSE

TO DIETARY RATIOS OF CARBOHYDRATE TO LIPID

HAN Dong-Dong1, MIAO Shu-Yan1, 2, NIE Qin1, MIAO Hui-Jun1, WEI Ze-Hong1, ZHANG Wen-Bing1 and
MAI Kang-Sen1

(1. The Key Laboratory of Aquaculture Nutrition and Feeds, Ministry of Agriculture, Ocean University of China, Qingdao 266003,
China; 2. College of Animal Science and Technology, Yangzhou University, Yangzhou 225009, China)

Abstract: The present study cloned the full-length cDNA sequences of adiponectin receptors (AdipoR1, AdipoR2) in
turbot. The cDNA sequence of AdipoR1 was 1125 bp, encoding 375 amino acids. The deduced amino acid sequence of
AdipoR1 was conserved with the vertebrate’s AdipoR1, such as human (80%) and tilapia (97%). The cDNA sequence
of AdipoR2 was 1940 bp, encoding 380 amino acids. The amino acid sequence of AdipoR2 was 78% identical to hu-
man and 92% to tilapia. Like invertebrates, both AdipoR1 and AdipoR2 had 7 transmembrane domains, and the N-ter-
minal of the optimal topological structure was inside cells. Turbot adiponectin receptors were widely expressed in all
detected tissues. The highest mRNA level of AdipoR1 was found in gill and kidney. The high level of AdipoR2 was
found in gill, stomach, intestine, kidney and pyloric caeca. A 9-week feeding trial using diets with different ratios of
carbohydrate to lipid (1鲶6, 1鲶2, 2鲶1 and 14鲶1) indicated that 1鲶2 dietary carbohydrate-to-lipid ratio but not other two di-
ets significantly decreased the expression of AdipoR1 (P<0.05) in turbot muscle. All 3 diets had no significant effect on
the AdipoR2 expression in muscle and the expressions of AdipoR1 and AdipoR2 in liver (P>0.05). These results sug-
gest that the dietary carbohydrate-to-lipid ratios may influence the function of adiponectin through changing the adipon-
ectin receptors expression in muscle.
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