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提要    采用 RT-PCR方法克隆了斜带石斑鱼两种催乳素受体(Prolactin receptor, PRLR)的 cDNA序
列, 序列分析表明: PRLR1开放阅读框为 1947bp, 共编码 649个氨基酸, PRLR2开放阅读框为 1749bp, 
共编码 487个氨基酸, PRLR1与 PRLR2的氨基酸同源性为 40.4%。用 Real-time RT-PCR方法研究了
PRLR1和 PRLR2在各组织和早期发育不同阶段的表达情况, 结果表明: PRLR1和 PRLR2在所检测
的 12种组织中均有表达, 其中以鳃、肾、肠表达量较高; PRLR1在受精期表达最高, PRLR2在视囊
形成期表达最高, 而且除受精卵期外 PRLR2在各时期的表达量均高于 PRLR1。 
关键词    斜带石斑鱼, 催乳素受体, cDNA克隆, Real-time RT-PCR, mRNA表达 
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催乳素(Prolactin, PRL)是一种多功能的单链多肽
激素, 属于 GH/PRL/SL 蛋白家族。它主要通过与靶
组织细胞表面的特异膜受体相互作用 , 启动信号传
导来发挥作用。在高等的脊椎动物中, PRL与生物体
的盐水平衡、生长发育、内分泌和代谢、脑和行为、

繁殖以及免疫调控有关(刘臻等, 2010)。 
20世纪70年代 , 催乳素受体 (Prolactin receptor, 

PRLR)被证实是一种特异的、高亲和性的、膜锚定蛋
白。大鼠、人等哺乳动物中, PRLR 存在多种形式, 是
由不同启动子选择性的转录和转录后选择性剪切形

成的。PRLR 的不同形式在长度和细胞内区的组成上
有所不同, 分别被称为长型、中长型和短型PRL 受
体。例如: 在大鼠中就有291 个氨基酸(短型)、393
个氨基酸 (中长型 )和591 个氨基酸 (长型 )的PRLR 
(Bole et al, 1998) 。1995年, 在尼罗罗非鱼(Oreochromis 
niloticus)中第一次得到鱼类PRLR的全长cDNA (San-
dra et al, 1995)。迄今, 已经从多种鱼类中克隆到了
PRLR的全长cDNA, 并对黑鲷(Huang et al, 2007)、尼
罗罗非鱼(Zhang et al, 2010)中克隆得到的两种PRLR
基因的全长cDNA, 通过配体受体结合实验证明这两

种PRLR都能与PRL结合诱导下游信号通路, 从而证
明这两种PRLR的确是PRL受体基因。 

鱼类 PRLR在肾、鳃和肠中高丰度表达, 在其它组
织, 如脑、垂体、肝脏、肌肉、皮肤、脾、头肾、卵巢、
精巢及淋巴细胞中也检测到了 PRLR 的 mRNA, PRLR
在鱼类组织中广泛分布, 提示 PRL 在鱼类中除调节渗
透压外, 也参与其它生命活动的调节(Manzon, 2002)。
有关鱼类 PRL 和 PRLR 在早期发育中表达模式的研究
不多, 目前已在虹鳟、黑鲷和罗非鱼的早期发育阶段检
测到 PRLR的 mRNA(Yang et al, 1999; Shiraishi et al, 
1999), 表明 PRL对仔鱼胚胎发育可能起重要作用。 

本文以斜带石斑鱼(Epinephelus coioides)这一重
要经济鱼类为研究对象, 通过 RT-PCR和 RACE相结
合的方法克隆了两种 PRLR的 cDNA, 应用 Real-time 
PCR 方法比较分析了两种 PRLR 基因的时间和空间
表达模式, 拟为鱼类的内分泌研究提供基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  实验鱼    斜带石斑鱼(Epinephelus coioides) 
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表 1  克隆斜带石斑鱼 PRLRs cDNA 序列及检测 mRNA 表达所用引物 
Tab.1  Primers used for cloning and mRNA expression analysis of E. coioides PRLRs 

引物 序列 

克隆引物  

中间片段克隆引物  

    PRLR-F 5′-CTAC(AT)AC(AC)T(CG)AC(CG)GTGGTGGC-3′ 

    PRLR-R 5′-GGC(CT)TACAG(TC)GCACCTGAAC-3′ 

5′RACE引物  

    PRLR1-R1 5′-GTACACCACATCTACATCCACAG-3′ 

    PRLR1-R2 5’-GAGAAGGTGCTGCCCAGTGC-3′ 

    PRLR2-R1 5′-CACGTTCTCAGGAGCGTATG-3′ 

    PRLR2-R2 5′-GGTGTCTGAAGTGGCATTCC-3′ 

3′RACE引物  

    PRLR1-F1 5′-GGATCACGCTCATCTACGAGCTC-3′ 

    PRLR1-F2 5′-GATGCACCTTGCAGGCCAGCAG-3′ 

    PRLR2-F1 5′-CTATAACACAGACACCAAG-3′ 

    PRLR2-F2 5’-CGTATTTCAGCCTGTATGG-3′ 

    AP 5′-GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTT-3′ 

    AUAP 5′-GGCCACGCGTCGACTAGTAC-3′ 

表达引物  

    β-actin F 5′-GGTGGGTATGGGTCAGAAAGA-3′  nt 213-233 

    β-actin R 5′-GCTGTGGTGGTGAAGGAGTAG-3′  nt 672-692 

    PRLR1-F 5′-ACCTACTCTGACCCTGTGGA-3′  nt 543-562 

    PRLR1-R 5′-GGAGATACTCGGGAACTTTG-3′  nt 881-900 

    PRLR2-F 5′-CAATGCCCTTGGGAATACA-3′  nt 538-556 

    PRLR2-R  5′-TCCGTGCGAGGAAAGTTAG-3′  nt 894-912 

 
表 2  斜带石斑鱼 PRLR 与其它脊椎动物 PRLR 氨基酸的相似性比较 
Tab.2  Amino acid identities among PRLR of E. coioides and other vertebrates 

PRLR 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

1 100             

2 36.6 100            

3 35.6 87.2 100           

4 46.3 34.8 33.6 100          

5 51.2 36.5 35.3 63.3 100         

6 38.2 34.2 33.6 38.4 40.4 100        

7 35.1 46.8 47.4 34.7 36.1 33.2 100       

8 35.1 44.6 45.8 34.5 34.9 33.3 68.9 100      

9 51.7 34.6 33.8 64.0 83.0 39.2 31.3 35.6 100     

10 37.2 32.3 31.4 34.6 36.1 66.7 30.8 31.3 35.6 100    

11 48.4 35.5 35.0 57.0 72.4 36.9 36.6 35.7 68.2 35.0 100   

12 34.1 28.8 29.0 32.2 34.7 53.2 29.1 28.8 34.6 48.9 34.3 100  

13 81.7 35.5 35.2 46.6 50.0 38.7 34.5 35.7 51.9 36.9 48.6 34.5 100 

注: 1. common carp, 2. frog-prlrA, 3. frog-prlrB, 4. fugu, 5. grouper1, 6. grouper2, 7. human, 8. rat, 9. seabream1, 10. seabream2, 11. tilapia1,   
12. tilapia2, 13. zebrafish。同源性关系通过 DNAstar软件包的MegAlign计算。各种动物的 PRLR氨基酸序列来自 NCBI, 序列号参考图 3—图 6 
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采自广东省大亚湾水产试验中心 , 组织取出后放入
经 DEPC处理的 1.5ml塑料离心管, 并立即置于液氮

中, 带回实验室保存在−80℃超低
温冰箱。 
1.1.2  试剂    总 RNA提取试剂
Trizol Reagent、DNaseⅠ试剂盒购
自 Invitrogen公司, ReverTra Ace- 
α-TM SYBR Green I Real-time 
RT-PCR 试剂盒购自 TOYOBO 公
司, Ex TaqTM由 TaKaRa公司生产, 
E.Z.N.A 质粒提取和胶回收试剂盒
为 Omega公司产品, pGEM-T Easy 
Vector 载 体 连 接 试 剂 盒 购 自
Promega 公司, 其余均为国产分析
纯试剂。大肠杆菌(Escherichia coli) 
DH5α由本实验室保存。所有引物由
上海生工生物工程公司合成, DNA
序列测定由上海博亚生物公司完成。 
1.2  方法 
1 .2 .1   cDNA 克隆与序列分析    
以斜带石斑鱼鳃组织为材料 ,  提
取 RNA, 经 DNaseⅠ处理后, 按
ReverTra Ace-α-TM RT-PCR试剂
盒说明书合成第一链。根据从

NCBI 上查找到的鱼类 PRLR 的氨
基酸和碱基序列 ,  在较保守的区
域设计简并引物 P R L R - F 和
PRLR-R, 以第一链为模板, 扩增
PRLR cDNA编码区。PCR反应程
序为: 94℃预变性 3min, 然后 94℃
变性 30s, 55℃退火 30s, 72℃延伸
2min, 35个循环后72℃延伸 15min。
将所获得的 PCR产物在 1.5%的琼
脂糖凝胶上 100V 电泳分离 DNA
片段, 切下目的条带。用 E.Z.N.A
胶回收试剂盒(Omega)纯化目的产
物, 直接克隆到 pGEM-T Easy 载
体上 ,  挑选阳性克隆进行序列测
定。根据 PRLR的中间片段测序结
果分析, 获得两种 PRLR中间片段
序列 ,  把这两种序列分别命名为
gPRLR2 和 gPRLR1。根据两种已
知的 PRLR中间片段, 分别设计反
向引物 PRLR1-R1/PRLR2-R1和反

向 nested引物 PRLR1-R2/PRLR2- R2进行 5′端片段的
扩增, 以 PRLR1-R1/PRLR2-R1 为 GSP, 进行反转录,  

 
 

图 1  斜带石斑鱼 PRLR1 cDNA的核苷酸序列和推测的氨基酸序列 
Fig.1  Nucleotide sequence of E. coioides PRLR1 cDNA and deduced amino acid sequence 
注: 上排为碱基序列, 下排为氨基酸序列。信号肽序列为斜体; 保守的半胱氨酸及编码
它们的碱基序列以黑体标出; WS结构和 box1用框框出; 23个氨基酸的跨膜区用灰色背
景显示; 细胞内区 8个酪氨酸以黑体表示; *表示终止密码子; 碱基序列上 poly(A)的加

尾信号以下划线标出 
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所得的 RT产物进行纯化, 加尾, 以
此为模板, 以 PRLR1- R2/PRLR2- 
R2和 5′特异接头引物 AP为引物进
行 PCR 扩增, PCR 扩增程序同上, 
nested PCR产物测序分析。再根据
两种已知的 PRLR 中间片段, 分别
设计正向引物 PRLR1-F1/PRLR2- 
F1和 nested引物PRLR1-F2/ PRLR2- 
F2进行 3′端片段的扩增, 用 PRLR1- 
F1/PRLR2-F1和反转录产物的 3’通
用引物AUAP对鳃组织反转录产物
进行 PCR, 程序同上。取 PCR产物
为模板, 用 PRLR1-F2/PRLR2-F2
和 AUAP再进行 PCR, 退火温度采
用 58℃。nested PCR产物测序, 在
http://www.ncbi.nlm. nih.gov/对序
列进行 blast、BioXM 2.0对序列进
行翻译分析、http://smart.embl-hei- 
delberg.de/对蛋白序列的氨基酸性
质进行分析、Clustal X1.8对脊椎动
物中 PRLR 的氨基酸序列进行比
对、Phylip 软件包对它们进行系统
进化分析、DNAstar 对各序列同源
性进行计算。 
1.2.2  mRNA 表达分析     组织
表达分析实验, 取成熟雌、雄斜带
石斑鱼, 经尾静脉取血后立刻取垂
体、下丘脑、鳃、胸腺、头肾、肝

脏、脾脏、胃、肠、肾脏、卵巢、

精巢 12种组织。早期表达分析实验, 
选取发育同步的一批受精卵进行观

测及拍照, 观察期间的水温为 26—
28℃, 海水盐度为 31.5, 按斜带石
斑鱼胚胎发育的时间顺序取样, 每
管样品约为 50 粒受精卵, 其重量
约为 20mg。用 Trizol提取各样品的
总 RNA, 通过 DNase I 处理后, 采
用 ReverTra Ace-α- TM First Strand 
cDNA Synthesis Kit (TOYOBO, Japan)进行反转录。采
用β-actin 基因作为内参基因, 校正各基因的反转录
效率。同时设计各基因的特异性引物, 引物选用见表 1。 

Real-time PCR 反应体系采用 20μl 体系: 10μl 
SYBR Green Real-time PCR Master Mix (TOYOBO, 

Japan), 1μl RT产物, 0.4μl的特异性引物。PCR反应
程序: 95℃预变性 60s, 然后 95℃ 变性 15s, 65℃退火
15s, 72℃延伸 23s, 40个循环。 

通过 ABI PRISM 7900 Sequence Detection Sys-
tem (Applied Biosystems)测定各基因的阈值循环数

 
 
图 2  斜带石斑鱼 PRLR2 cDNA的核苷酸序列和推测的氨基酸序列 

Fig.2  Nucleotide sequence of E. coioides PRLR2 cDNA and deduced amino acid sequence 
注: 上排为碱基序列, 下排为氨基酸序列。信号肽序列为斜体; 保守的半胱氨酸及编
码它们的碱基序列以黑体标出; WS结构和 box1用框框出; 23个氨基酸的跨膜区用灰
色背景显示; 细胞内区 8个酪氨酸以黑体表示; *表示终止密码子; 碱基序列上 poly(A)

的加尾信号以下划线标出 
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(threshold cycle, CT)。通过质粒浓度梯度和所对应的
CT值建立β-actin、PRLR1、PRLR2基因的标准曲线。
然后通过各样品所对应的 CT值和标准曲线计算出各 
待测样品的浓度。结果采用相对浓度表示, 即表示为
目的基因浓度/内参基因浓度(GHR/β-actin)。 
1.2.3  数据分析    用平均值±标准差表示斜带石
斑鱼 PRLR mRNA 相对表达量, 数据分析采用 SPSS
统计分析软件 Duncan’s 法进行多重比较, 当 P<0.05
时认为差异显著。 

2  结果 

2.1  斜带石斑鱼 PRLR cDNA克隆及序列分析 
以简并引物 PRLR-F、PRLR-R 在鳃反转录产物

中 PCR扩增, 得到一条约 350bp的片段, 与设计引物
时预测片段大小一致, 将这个 350bp的片段克隆、测
序 , 序列分析发现 , 有两种不同的 PRLR 序列 , 经
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/网站 blastn和 blastp比对, 
结果与其它鱼类 PRLR的氨基酸序列相似, 将这两种
序列分别命名为 gPRLR1和 gPRLR2。 

根据已知的中间片段 cDNA 序列设计特异性引

物, 进行扩增 5′端和 3′端的扩增, 并应用 DNATOOL6.0
拼接和推导氨基酸序列, 将所得的中间片段、5′端片
段和 3′端片段拼接起来, 得到 cDNA 全长。PRLR1 
cDNA 全长 2012 个碱基, 包括 5′端非翻译区(UTR)3
个碱基和 3′UTR 287 个碱基, 在多聚腺苷酸(PolyA)
尾上游 20 个碱基处有一加尾信号 ttaaa, 该 cDNA 共
编码 649 个氨基酸, 经 SMART 分析, 该氨基酸序列
具有以下特点: 前 22 个氨基酸为信号肽; 序列内部
23个亲水氨基酸为跨膜区; 细胞外区由 211个氨基酸
组成; 细胞内区由 234个氨基酸组成, 13个可被酪氨
酸激酶磷酸化的酪氨酸残基分别位于第 308、315、
319、400、428、452、468、538、565、574、608、
611和第 637位氨基酸上(图 1)。 

PRLR2 cDNA全长 2137 个碱基, 包括 5′端非翻
译区(UTR)179个碱基和 3’UTR 497个碱基, 该 cDNA
编码的多肽链序列具有以下特点: 前 19 个氨基酸为
信号肽; 序列内部 23个亲水氨基酸为跨膜区; 细胞外
区由 230 个氨基酸组成; 细胞内区由 235 个氨基酸组
成, 8 个可被酪氨酸激酶磷酸化的酪氨酸残基分别位
于第 329、322、343、369、389、422、454和第 476

位氨基酸上(图 2)。 
用 Clustal X1.8软件对斜带石斑鱼、

罗非鱼和黑鲷的两种 PRLR氨基酸序列
进行比对 , 结果发现 , 斜带石斑鱼
PRLR cDNA 编码的氨基酸序列具有与
其它鱼类 PRLR一样的保守区。这些保
守区包括: 4个保守的半胱氨酸, 分别位
于 32、42、71 和 82 位氨基酸上, 这 4
个半胱氨酸的位置在脊椎动物的 PRLR
中都是保守的; 位于细胞外区的 WS 结
构; 细胞内区由富含脯氨酸和疏水氨基
酸的 8个氨基酸残基组成的 box1(图 3)。 

用 DNAstar 软件对多种脊椎动物
PRLR 氨基酸的同源性进行分析, 发现
斜带石斑鱼 PRLR1 cDNA 编码的蛋白
与黑鲷的同源性最高, 有 83.0%同源性; 
而与其它鱼类如鲤鱼、罗非鱼、斑马鱼

则分别只有 63.3%、72.4%、50.0%同源
性, PRLR2 cDNA编码的蛋白与黑鲷和
罗非鱼的同源性分别为 66.7%和 53.2 
(表 2)。 

用 Clustal X 1.8对斜带石斑鱼、黑
鲀鲷、罗非鱼、河 、鲤鱼、斑马鱼、蛙、 
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小鼠及人的 PRLR 氨基酸比对, 据此结
果再采用 MEGA 3.1软件构建系统发生
树, 发现斜带石斑鱼、黑鲷、罗非鱼的 
PRLR1与鲤鱼、斑马鱼的 PRLR在同一
分支; 哺乳类与两栖类的 PRLR 并为另
一分支; 斜带石斑鱼、黑鲷、罗非鱼的
PRLR2 鲀与河 PRLR构成另一支。鱼类
中, 不论是 PRLR1还是 PRLR2, 斜带石
斑鱼和黑鲷最接近(图 4)。 
2.2  斜带石斑鱼 PRLR mRNA表达分析 
2.2.1  组织表达分析     斜带石斑鱼
PRLR1和 PRLR2 mRNA在所检测的 12
种组织中均有表达, PRLR1 mRNA在鳃
的表达量最高, 肾和肠其次, 胃表达量
也较高, 脑部(垂体, 下丘脑)最低; PRLR2 
mRNA 在肠的表达量最高, 鳃其次, 肾
表达量也较高, 同样脑部最低(图 5)。 
2.2.2  早期发育表达分析     PRLR1 
mRNA 只在受精卵期有较高表达, 随后
骤降为零, 至肌节形成期才有微量表达
(图 6A), 在孵出后 10 天、20 天仔鱼中, 
PRLR1 表达量显著提高, 并在随后的发
育阶段维持此表达水平 (图 6B); 而
PRLR2 mRNA 在检测的各个阶段均有
表达, 其中受精卵、4细胞期 PRLR2表
达水平中等偏低, 从桑椹期起 PRLR2表
达水平开始显著升高, 到视囊形成期达
到最高峰, 听囊形成期稍有回落(图 6A), 
在孵出后第 10天、20天仔鱼中, PRLR2
表达量处于较低的水平, 随后降得更低(图 6B)。 

3  讨论 

从斜带石斑鱼鳃中克隆到的两种催乳素受体

(gPRLR1和 gPRLR2)均具有脊椎动物 PRLR的一般特
性。哺乳动物 PRLR细胞外区 C端有 4个半胱氨酸形 
成的 2个二硫键和五肽序列 W-S-X-W-S (X为任意氨
基酸), 亦称为 WS结构。这两个特性对 PRLR蛋白在
细胞内的正确折叠和转运是必须的 , 可能参与了与
PRL的结合。鱼类 PRLR中 2个二硫键的位置很保守, 
而 WS结构的位置有些不同。相对于哺乳动物的序列
来说, 鱼类的 WS 结构高度保守, 但是金鱼和黑鲷第
五位的 S(Ser)被 T(Thr)替换。细胞外区最大不同在于
N-糖基化位点的数量。已知鱼类的 PRLR在第二和第

三个半胱氨酸之间比哺乳动物少一个N-糖基化位点。
哺乳动物长型 PRL 受体的细胞内区有两个保守域: 
box1, 近膜的 8 个氨基酸, 由脯氨酸和疏水氨基酸组
成, 包含信号转换分子的识别位点; box2, 在短型哺
乳动物 PRLR 中没有, 由疏水氨基酸、带负电的氨基
酸和带正电的氨基酸组成, 其组成很不保守(Freeman 
et al, 2000)。box1序列在鱼类和哺乳动物中非常保守, 
box2在序列上的变化很大, 但在鱼类中却保守。细胞
内的保守区表明 , 鱼类和哺乳动物的信号传导机制
在进化上是保守的。斜带石斑鱼的 PRLR与黑鲷的同
源性最高, PRLR1达到 89.3%, PRLR2达到 74.3%, 与
其它鱼的同源性则相对偏低 , 可能是因为斜带石斑
鱼和黑鲷都属鲈形目海水鱼, 生活环境相似。 

这 2 种 PRLR 在斜带石斑鱼所检测的 12 种组织

 
 

图 3  斜带石斑鱼 PRLR与几种其它脊椎动物 PRLR的比对 
Fig.3  Multiple sequence alignment of E. coioides PRLR with PRLRs from several 

other vertebrates 
注: 细胞外区保守的半胱氨酸以黑体标出, WS结构和 box1用框框出, 23个

氨基酸的跨膜区用灰色背景显示, 细胞内区酪氨酸以黑体表示。各 PRLR氨基酸
在基因库中的序列号: black seabream PRLR1 EF429092 and PRLR2 EF429093; 

and the Nile tilapia PRLR1 Q91513 and PRLR2 EF429094 
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中均有表达, 但具有组织特异性。在鳃、肾、肠中 2
种 PRLR的表达较高, 表明 PRL在鱼中的主要功能还
是参与渗透压调节; 在性腺中 PRLR 也有表达, 表明
PRL可能也参与生殖调节; 脾和头肾中亦有 PRLR的 

 

 
 

图 4  部分脊椎动物 PRLR进化系统树 
Fig.4  Phylogenetic tree of PRLR in several vertebrates 
注: 本进化树采用 MEGA 3.1软件构建。由软件 Clustal X 

1.8生成, 图形显示采用软件 Tree View 1.6.6。各 PRLR氨基酸
在基因库中的序列号: black seabream (Acanthopagrus schlegeli) 
PRLR1, sPRLR1, EF429092 and PRLR2, sPRLR1, EF429093; 
Nile tilapia PRLR1 nPRLR1, Q91513 and PRLR2, nPRLR1, 

EF429094. fugu (Takifugu rubripes) PRLR1, FPRLR1, 
BAE94535; Common carp, cPRLR, AAK95833; zebrafish 

(Danio rerio), zPRLR, AAQ84555; frog (Xenopus laevis) A, 
FrPRLRa, AAF05776.1; frog (Xenopus laevis) B, FrPRLRb, 

AAF05777.1; Rat, RPRLR, A36116; human, hPRLR, A40144. 
grouper PRLR1 (gPRLR1) and PRLR2 (gPRLR1)即本文克隆序列 

 

 
 

图 5  Real-time PCR分析斜带石斑鱼 PRLR1和 PRLR2 
mRNA的组织分布 

Fig.5  Analysis of PRLR1 and PRLR2 mRNA distribution in E. 
coioides tissues by Real-time PCR 

 
 

图 6  Real-time PCR分析斜带石斑鱼不同胚胎发育阶段和
孵化后不同时间 PRLR1和 PRLR2的 mRNA表达 

Fig.6  Analysis of PRLR1 and PRLR2 mRNA expression in E. 
coioides of different embryo development stages and different 

days after hatching by Real-time PCR 
A: 不同胚胎发育阶段, 1—15分别表示受精卵期、四细胞期、
多细胞期、桑椹期、低囊胚期、胚体形成期、视囊出现期、肌

节形成期、听囊形成期、脑泡形成期、心脏分化期、尾牙期、

晶体形成期、将孵化期、孵出期。B: 孵化后不同时间 
 

表达, 可能与免疫调节相关。 
在鱼类中, PRL主要被认为是一种与渗透压调节

相关的激素(Manzon, 2002), 在广盐性鱼类如罗非鱼
(Sandra et al, 2000)、虹鳟(Le Rouzic et al, 2001), 淡水
硬骨鱼如金鱼(Tse et al, 2000)和海水硬骨鱼如金头鲷
(Santos et al, 2001)中, 与渗透压调节相关的组织如
鳃、肠、肾的 PRLR表达量都很高。海水硬骨鱼为了
适应高渗的体外环境 , 吞饮大量海水以补充鳃和体
表失去的水分。海水中带入的大量的一价离子(Na+, 
Cl−)通过鳃氯细胞中的 Na+-K+ATPase 主动运输排出; 
而二价离子则在进入食道后被转运到血液中 , 通过
血液循环进入肾脏, 由肾脏排出体外; 水则在胃肠道
被吸收(林浩然, 1999; 潘鲁青等, 2006)。有研究表明, 
在金头鲷和罗非鱼鳃的氯细胞中, 都检测到 PRLR的
表达, 推测 PRL可能与 Na+-K+ATPase 的活性调控有
关(Santos et al, 2001)。然而 PRL对于鳃中氯细胞的
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Na+-K+ ATPase 的具体作用, 现在还没有一致意见。
在本实验中, 斜带石斑鱼鳃丝的 PRLR 表达量很高, 
说明 PRL及其受体在鳃丝中可能起着很重要的作用。 

有研究表明, PRL能够影响肠道上皮粘膜的通透
性从而进行渗透压调节(Manzon, 2002)。肠道上皮粘
膜的通透性与其上的 Na+-K+ATPase 的活性有关。肠
道中水分的吸收是随着Na+离子的主动吸收创造的渗

透压梯度而发生的 , 而 Na+离子的吸收则被认为是

Na+-K+ATPase 驱动的。在褐鲳中 , PRL 通过降低
Na+-K+ ATPase活性, 减少肠道对 NaCl的吸收, 同时
也减少了对水分的吸收(Seidelin et al, 1999)。相反, 
在海鲷中, PRL则可增强肠道 Na+-K+ATPase活性, 增
强对水分的吸收(Kelly et al, 1999)。这说明 PRL在鱼
体内的作用有明显的种属特异性 , 它的作用与鱼的
生理活动要求相一致。在本实验中, 斜带石斑鱼肠道
的 PRLR表达量也很高, 提示其肠道也是 PRL的重要
靶组织。 

PRL 可以刺激雌性和雄性罗非鱼的配子生成
(Tan et al, 1988), 精原细胞和卵母细胞都是 PRLR基
因的潜在作用靶位点(Cavaco et al, 2003)。在黑鲷和
罗非鱼中 (Huang et al, 2007; Zhang et al, 2010), 
PRLR2 在卵巢中的表达都比 PRLR1 高, 在斜带石斑
鱼中, 作者同样发现这个现象, 表明鱼类 PRLR2 可
能在性腺中具有重要的功能。 

金头鲷和莫桑比克罗非鱼在刚受精后就可检测

到 PRLR mRNA的表达, 且在原肠胚时期表达显著增
加(Shiraishi et al, 1999)。本实验结果亦表明斜带石斑
鱼的 PRLR 从刚受精刚开始至此后各个时期都有表
达, 与金头鲷和莫桑比克罗非鱼 PRLR的早期表达模
式相似。有研究表明, 在通透性非常低的卵黄膜上发
现了形成多细胞复合物的氯细胞 , 而在氯细胞中也
检测到了 PRLR的存在。氯细胞在鱼类中的主要作用
是调节盐水平衡(林浩然, 1999), 因此推测 PRL 在胚
胎时期可能有渗透压调节的作用。原肠期以前的各个

时期检测到 PRLR, 推测可能是来自于母体信息遗传
(Power, 2005)。通过对多种硬骨鱼如海鲷、海鲈、银
大麻哈鱼、日本鳗鲡的垂体发育进行研究, 发现 PRL
蛋白在幼鱼阶段才能被检测到 , 而在斜带石斑鱼胚
胎发育的整个过程中都可检测到 PRL mRNA 的表达
(Zhang et al, 2004), 本实验结果表明在斜带石斑鱼的
早期发育过程中始终可检测到 PRLR mRNA 的存在, 
这说明在斜带石斑鱼整个胚胎发育过程中, PRL是一
个重要的调控因子。 
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cDNAs CLONING AND mRNA EXPRESSION OF TWO PROLACTIN RECEPTORS IN 
ORANGE-SPOTTED GROUPER EPINEPHELUS COIOIDES 

ZHANG Yong1,  MA Xi-Lan2, 3,  CHEN Yong-Zhi3,  LI Shui-Sheng1,  
CHEN Hua-Pu1,  LIU Xiao-Chun1,  LIN Hao-Ran1 

(1. Institute of Aquatic Economic Animals and Guangdong Provincial Key Laboratory for Aquatic Economic Animals, Sun Yat-Sen Uni-
versity, Guangzhou, 510275; 2. School of Life Sciences, South China Normal University, Guangzhou, 510631; 3. Department of Life 

Science, Institute of Biotechnology, Huizhou University, Huizhou, 516007) 

Abstract    Prolactin (PRL) has many important physiological roles in the control of growth, osmoregulation and re-
production, which is mediated by prolactin receptor (PRLR). In this study, two cDNAs encoding PRLR were isolated from 
the gill of orange-spotted grouper Epinephelus coioides. The two cDNAs, one consisting of 1947bp and the other of 
1749bp, encoding for putative 649- and 487-amino acid PRLR (designated PRLR1 and PRLR2, respectively), shared 
40.4% identity in deduced amino acid sequence. PRLR1 and PRLR2 showed the conserved structural characteristics of 
PRLR family, including the WS motif, the box1 region, extracellular cysteine residues and intracellular tyrosine residues. 
However, there were differences of structural features between the two receptors as well. PRLR1 has 13 intracellular tyro-
sine residues while PRLR2 only has 8. The structural discrepancies thus undoubtedly indicated the distinct biological 
functions of PRLR1 and PRLR2. Real-time RT-PCR analysis showed that both PRLR1 and PRLR2 mRNAs were presented 
in all tissues tested and expressed extremely highly in gill, kidney and intestine, lowly in pituitary and hypothalamus. The 
expressions of PRLR1 and PRLR2 in different embryo developmental stages were also detected by real-time PCR. The 
strongest signal was detected in the fertilized egg stage for PRLR1, while in the stage of optic vesicle and smoite formation 
for PRLR2. The expression level of PRLR2 is much higher than PRLR1 in all stages examined except in the fertilized egg 
stage. The expression distinction of PRLR1 and PRLR2 suggested that they may play different roles during early devel-
opment of orange-spotted grouper. 
Key words    Orange-spotted grouper Epinephelus coioides,  Prolactin receptor,  cDNA clone,  Real-time RT-PCR,  
mRNA expression 


