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摘要    促性腺激素释放激素(GnRH)在脊椎动物的繁殖过程中起着至关重要的作用, 同时也存在

于许多无脊椎动物中。利用 cDNA末端快速扩增技术(RACE)克隆出曼氏无针乌贼(Sepiella japonica)

促性腺激素释放激素(命名为 SjGnRH, KP 982885.1)。SjGnRH基因的 cDNA全长 710 bp, 开放阅读框

(ORF)为 273 bp, 编码 90个氨基酸, 包括一条含有 31个氨基酸的信号肽、12个氨基酸的 GnRH多肽

和 44 个氨基酸的 GnRH 相关肽(GAP)；SjGnRH 与剑尖枪乌贼(Uroteuthis edulis)和真蛸(Octopus 

vulgaris)的同源性分别为 86.7%和 73.3%；SjGnRH高度保守的十二肽与剑尖枪乌贼和真蛸的 octGnRH

相似度达 100%, 其信号肽的相似性分别为 66.7%和 54.8%, GAP区的相似性分别为 95.5%和 77.3%；

实时荧光定量 PCR (qRT-PCR)结果显示, SjGnRH基因在成熟期的表达具有特异性, 在脑中表达量最

高, 且与其他组织差异显著(P<0.05)；采用原位杂交技术检测 SjGnRH mRNA在脑内的表达模式, 结

果表明: SjGnRH 在食道上神经团、食道下神经团和视叶的不同部位均有表达, 暗示 SjGnRH 可能参

与曼氏无针乌贼的生殖调控作用。 
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促性腺激素释放激素(GnRH)主要由下丘脑神经

元合成和分泌, 调节下丘脑-垂体-性腺轴, 参与控制

许多脊椎动物和无脊椎动物的生殖过程(Gottsch et al, 

2004; Chaiyamoon et al, 2020)。无脊椎动物的 GnRH

与脊椎动物的GnRH在结构和功能上同源, 参与调节

生殖相关功能 , 包括卵巢成熟和产卵(Tinikul et al, 

2014; Chaiyamoon et al, 2020)。脊椎动物的 GnRH可

刺激促性腺激素的产生和分泌(Ma et al, 2020), 且对

性别分化的开始和整个生殖过程都至关重要(Counis 

et al, 2005)。脊椎动物中的 GnRH主要分为三种类型: 

GnRH-I、GnRH-II 和 GnRH-III, 且在同一个物种中

GnRH可有多种形式(Chang et al, 2018)。GnRH-I存

在于鸟类、两栖动物和鱼类中 , 包括哺乳动物形式

(mGnRH)和各种鱼类特有的形式 , 如 cfGnRH、

hrGnRH、mdGnRH、sbGnRH 和 wfGnRH。GnRH-I

存在于视前区(POA)和下丘脑的神经元中(Selvaraj et 

al, 2012)；GnRH-II 存在于所有脊椎动物中, 主要表

达部位集中在中脑区域 (Schneider et al, 2008)；

GnRH-III仅存在于硬骨鱼中, 集中表达在嗅球、末梢

神经节和 POA的神经元中(Kah et al, 2007)。在七鳃

鳗中的 lGnRH-I和 lGnRH-III一开始被分为 GnRH-IV

型(Nozaki et al, 2000; Silver et al, 2004), 但后来分析

证明, 其与GnRH-II和GnRH-III有共同的祖先, 因此

不再被归类为 GnRH-IV 型(Decatur et al, 2013)；

GnRH-V 目前仅包含软体动物的两种类型, 分别为真

蛸(Octopus vulgaris)分离出的 octGnRH, 以及海蜗牛
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(Aplysia calfornica)分离出的 apGnRH (Zhang et al, 

2008), 其主要表达在中枢神经系统与外周神经系统中

(陈蕾等, 2003), octGnRH还可刺激真蛸的卵巢和精巢

产生睾酮、孕酮和雌二醇(Kanda et al, 2006)。有趣的

是, 所有脊椎动物的 GnRH 亚型都是十肽(Zhou et al, 

2012), 而 octGnRH是十二肽, apGnRH是十一肽(Tsai et 

al, 2010)。GnRH 除参与软体动物生殖外, 还影响其基

本生理活动, 如心率、脂肪代谢和行为等(Tsai, 2018)。 

曼氏无针乌贼(Sepiella japonica)曾是东海具有

较高经济价值的四大海产之一。自 20世纪 70年代以

来, 由于过度捕捞和环境变化, 资源逐渐衰减, 因此, 

发展人工养殖具有重要意义。然而, 在人工养殖过程

中 , 人们发现该物种出现性早熟现象 (Cao et al, 

2016)。因此, 本研究首次克隆曼氏无针乌贼 GnRH基

因的全长 , 并分析该基因在不同组织中表达的特异

性和在脑中的表达位置 , 旨在为曼氏无针乌贼的人

工繁育提供一定的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验样品 

成熟时期曼氏无针乌贼采自浙江舟山东极岛曼

氏无针乌贼养殖基地, 体重为 80—120 g。乌贼饲养

温度 23—25 °C, 盐度 28—30, 光照周期为光照 14 h, 

黑暗 10 h, 定时投喂虾, 2次/d。 

1.2  总 RNA提取及 cDNA合成 

用 0.1%乙醇将乌贼麻醉 5—10 min, 解剖取脑、鳃、

心脏、肌肉、肝脏、卵巢、缠卵腺、副缠卵腺和精巢组

织, 放至液氮速冻, –80 °C保存备用。采用 Trizol法提取

组织总 RNA (TaKaRa), 采用 PowerScript 逆转录酶

(TaKaRa)合成第一链 cDNA, 42 °C 反应 90 min 后使用

NucleoSpin柱(TaKaRa)进行纯化。 

1.3  SjGnRH基因全长克隆 

根 据 真 蛸 (BAB 86782.1) 和 剑 尖 枪 乌 贼

(Uroteuthis edulis, BAH 09303.1)序列设计兼并引物

GnRH-F/GnRH-R (表 1), 扩增反应按照本实验室的前

期工作进行, 并稍做改动(Cao et al, 2016)。根据引物

GnRH-F/GnRH-R 扩增出来的核心序列设计用于

cDNA 末端快速扩增(RACE)的特异性引物, 5′-RACE

和 3'-RACE操作均根据 Firstchoice RLM-RACE试剂

盒(Ambion)的说明书进行, 然后将 PCR 产物克隆到

pUCm-T载体(Bio Basic), 并送至生工生物工程(上海)

公司进行测序。 

表 1  GnRH 基因克隆引物信息 
Tab.1  The primers used in GnRH gene clone 

引物 序列(5′—3′) 

GnRH-F CAGACNCAAGCACARAAYTA 

GnRH-R TYTCTATCAAAGCYTTTGT 

5′-GnRH-outter TTACCACCAGGGTGCCATCC 

5′-GnRH-inner TTGCTAAAATGGTAATTCTG 

3′-GnRH-outter AGGAAATCACTCGTATAATT 

3′-GnRH-inner AATTACTACATGTACCAATA 

M13-F TGTAAAACGACGGCCAGT 

M13-R CAGGAAACAGCTATGACC 

5′RACE Adapter GGCCAGGCGTCGACTAGTACGGGGGGGGGG 

5′RACE Outer Primer ACUACUACUAGGGGCGTCGACGTA 

5′RACE Inner Primer ACUACUACUAGGGGCGTCGA 

3′RACE Adapter GCGAGCACAGAATTAATATTTTTTTTTTTT 

3′RACE Outer Primer GCGGATCCGAATTAATACGACT 

3′RACE Inner Primer GCGAGCACAGAATTAATACGACT 

 
1.4  SjGnRH基因生物信息学分析 

以 Premier 5.0 设计核心片段扩增引物和 RACE

引物；NCBI ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

gorf/gorf.html)查找序列的开放阅读框(ORF)；运用软

件 DNAMAN 8.0将 SjGnRH基因的 cDNA序列翻译

成氨基酸序列, 并用 Laser gene 软件(DNAStar, Inc., 

Madison, Wisconsin, USA)分析 cDNA序列。使用生物

序列分析中心  (h t tp : / /www.cbs .dtu .dk/serv ices / 

SignalP)的 SignalP 4.1鉴定潜在的信号肽及信号肽切

割位点；通过 SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/)
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预测其蛋白结构域；多序列比对分析通过 ClustalW 

(http://www.ebi.ac.uk/tools/msa/clustalw2/)完成；
ExPASy ProtParam Server (http://web.expasy.org/ 

protparam/)用来预测蛋白的理化性质如蛋白分子量

(MW)及等电点(pI)；Phylogeny.fr Gblocks 0.91b Server 

(http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/one_task.cgi?task 

_type =gblocks)提取待建树氨基酸序列的保守区间。

利用软件 MEGA-X 根据推导的氨基酸序列进行最大

似然法进化树的构建。 

1.5  qRT-PCR检测 SjGnRH基因表达 

qRT-PCR使用 SYBR PreMix Ex TaqTM II试剂盒

(TaKaRa), 按照 7500 荧光定量 PCR 仪 (Applied 

Biosystems)的说明书进行 , 反应体系和反应条件参

考本实验室先前的工作积累进行(Cao et al, 2016), 选

用曼氏无针乌贼 β-actin (JN564496.1)作为内参基因。 

1.6  原位杂交检测SjGnRH基因mRNA在脑中的表达 

原位杂交插入片段为 SjGnRH基因 cDNA中位于

第 49—305 位的核苷酸, 将其克隆至 pSPT 18 质粒, 

再以 EcoR I和 Hind III将质粒线性化, 用 SP6/T7 Dig 

RNA标记试剂盒(Roche Diagnostics)引入地高辛标记

正、反义 RNA 探针, 样品处理和操作流程按照我们

实验室先前的工作稍有改动(Cao et al, 2016)。 

1.7  数据分析 

用 2–ΔΔCt法分析 SjGnRH 在 mRNA 水平的表达, 

所有数据均与心脏的 mRNA 表达水平进行对比, 结

果以平均值±标准差(S.D.) (n=3), 数据分析采用单因

素方差分析(One-way ANOVA), 然后进行 t 检验, 显

著性由 P<0.05表示。 

2  实验结果 

2.1  SjGnRH基因的鉴定及特性分析 

SjGnRH基因(KP 982885.1)的 cDNA全长为 710 bp, 

包含 273 bp的 ORF、86 bp的 5′-非编码区(UTR)以及

352 bp的 3′-UTR(图 1)；SjGnRHMW为 10.1 kDa, 预

测 pI为 7.71；BLASTn分析结果表明, SjGnRH与剑尖

枪乌贼和真蛸的序列具有较高的相似性；预测的

SjGnRH蛋白序列包括 31个氨基酸的信号肽、高度保

守的十二肽和 44个氨基酸的 GnRH相关肽(GAP)；在

十二肽的 C 末端之后存在一个切割位点 (GKR, 

Gly-Lys-Arg), 这表明酰胺化发生在翻译后的加工过

程中。 

 

图 1  SjGnRH基因的序列分析 
Fig.1  Sequence analysis of the GnRH gene in S. japonica 

注: 预测的 N-末端信号肽用黑色下划线表示。预测的跨膜区域用灰色阴影表示, 预测的磷酸化位点用红色线框标记。预测的起始密码子

(ATG)、终止密码子(TGA)和多聚腺苷酸信号(AATAAA)用黑色线框标记。序列中所含的 GnRH的十二肽以红色字体标出, 碱性切割位点

以绿色字体标出, C末端酰胺化甘氨酸以蓝色字体标出。GnRH相关肽(GAP)以虚线标出 

 

2.2  SjGnRH基因的同源性和系统发育分析 

将预测的 SjGnRH 氨基酸序列与不同物种的

GnRH氨基酸序列在 ClustaW2网站上进行了比对(图

2), 所用序列的 GenBank登录号分别如下: 曼氏无针

乌贼(KP 982885.1)、真蛸(BAB 86782.1)、剑尖枪乌贼

(BAH 09303.1)、皱纹盘鲍(Haliotis discus hannai, ARE 

30281)、澳大利亚绿边鲍(Haliotis laevigata, AKR 

13997.1)、美洲牡蛎 (Crassostrea virginica ,  XP 

022319572.1)、长牡蛎 (Crassostrea gigas ,  ADZ 

17180.1)、虾夷扇贝(Mizuhopecten yessoensis, XP 

0 213 475 51 .1 )和法螺 ( Ch aron ia  t r i t o n i s ,  AQS 

80512.1)。对比结果表明, 预测的 SjGnRH 与剑尖枪 
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图 2  曼氏无针乌贼与其他物种的 GnRH氨基酸序列比对 
Fig.2  Multiple alignments of the deduced amino acid sequences of GnRH from S. japonica and other species 

注: 序列中相同的氨基酸用黑色表示, 保守序列标记为灰色 

 
乌贼和真蛸中的相似度分别为 86.7%和 73.3%；

SjGnRH 高度保守的十二肽与剑尖枪乌贼和真蛸的

octGnRH 有 100%的相似性，其中，信号肽区的相似

性分别为 66.7%和 54.8%，GAP 区的相似性分别为

95.5%和 77.3%。 

软体动物 GnRH的氨基酸序列如图 3所示。头足

类物种之间有高度保守的序列和结构上的相似性。到

目前为止, 已在三种双壳纲海洋贝类长牡蛎(Bigot et 

al, 2012)、虾夷扇贝(Nagasawa et al, 2015b)和菲律宾

蛤仔(Ruditapes philippinarum) (Song et al, 2015)中发

现了 invGnRH, 这些研究表明, 神经节内存在以下两

种形式的 invGnRH肽: invGnRH 12 aa-OH和 invGnRH 

11 aa-NH2。 

为确定 SjGnRH的进化位置, 利用脊椎动物和无脊

椎动物的 GnRH 前体蛋白序列, 以最大似然法构建了

系统发育树(图 4)。分析结果表明, SjGnRH与无脊椎动

物 GnRH聚在一起, 且与拟目乌贼(Sepia lycidas)、虎斑

乌贼(Sepia pharaonis) GnRH的亲缘关系较近。 

 

图 3  不同种类 GnRH与氨基酸序列对比图(验证或推导) 
Fig.3  Amino acid sequences of representative notochord GnRH and non-chord GnRH molecules (validation or derivation) 

注: 黄色表示在大多数动物中高度保守的氨基酸, 灰色表示更为保守的氨基酸 
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图 4  SjGnRH的氨基酸序列与其他物种的 GnRH氨基酸序列通过最大似然法构建系统进化树 
Fig.4  The phylogenetic tree was constructed by maximum likelihood method between the amino acid sequence of SjGnRH and the 

amino acid sequence of GnRH of other species 
 

2.3  SjGnRH 在不同性别曼氏无针乌贼组织中的表

达分布 

SjGnRH 在曼氏无针乌贼不同性别组织中的表达

模式如图 5所示。实验结果表明, SjGnRH在不同性别

的组织中均有表达, 但表达水平不同；其中, 在雌性

和雄性的脑中表达量较高 , 与其他组织表达水平呈

显著性差异(P<0.05)。 

2.4  SjGnRH基因 mRNA在脑组织中的定位 

如图 6所示, SjGnRH mRNA阳性信号广泛存在

于大脑中, 当与正义探针(阴性对照)杂交时, 没有检

测到明显的信号(图 6a)；乌贼的大脑由三个主要部分

组成: 食道上神经团、食道下神经团和视叶(于新秀等, 

2011)；SjGnRH特异性表达存在于食道上神经团的多

个区域, 且主要在胞体表达, 表达最强的是脑亚脚叶

和亚垂直叶(图 6b), 其次是下额叶(图 6c)和后基底叶

(图 6d), 而最弱的表达出现在前基底叶；在食道下神

经团(图 6e), 三个形态不同的区域(前、中、后区)均

有阳性表达。其中, 在食道下神经团前部, 腕叶呈阳

性染色；在食道下神经团中部, 足叶呈阳性染色；在

食道下神经团后部, SjGnRH 主要表达在巨细胞叶和 

 

图 5  SjGnRH基因 mRNA在不同曼氏无针乌贼组织中的分布 

Fig.5  Distribution of SjGnRH mRNA in various S. japonica tissues 
注: 以心脏表达水平作为参考值。结果以平均±标准差(S.D.)(n=3)表示, 分别分析在雌性与雄性不同组织中的表达含量, 包括脑、鳃、心

脏、肌肉、肝脏、卵巢、缠卵腺、副缠卵腺和精巢。以 β-actin作为内参基因, 对组织表达量进行 LSD(Least significant Difference)多重

比较, 图中的 a、b和 c代表组织表达量之间存在显著性差异(P<0.05) 
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图 6  SjGnRH基因 mRNA在脑组织的原位杂交 
Fig.6  The expression of SjGnRH mRNA in the brain 

注: a. SjGnRH正义探针对照图; 反义探针组: b. 亚垂直叶; c. 下额叶; d. 后基底叶; e. 食道下神经团; f. 视叶。阳性信号以黑色箭头标出。

VL. 垂直叶; SVL. 亚垂直叶; SPL. 脑亚脚叶; SFL. 上额叶; IFL. 下额叶; ABL. 前基底叶; PBL. 后基底叶; BL. 腕叶; PL. 足叶; PVL. 

外套内脏叶; MAG. 巨细胞叶 

 
外套内脏叶；SjGnRH 探针在视叶的髓质中(图 6f)也

出现阳性信号, 而在视腺或嗅叶中未见阳性表达。 

3  讨论 

3.1  SjGnRH基因的鉴定及分析 

SjGnRH的 cDNA全长为 710 bp, 包含 273 bp的

开放阅读框(ORF), 编码 90个氨基酸, 其信号肽由 31

个氨基酸组成, 具有高度保守的十二肽, GAP序列为

44 个氨基酸；在十二肽的 C 末端之后存在一个切割

位点(GKR, Gly-Lys-Arg), 这与脊椎动物相似, 表明

酰胺化发生在翻译后的加工过程中 , 无脊椎动物促

性腺激素释放激素活性的 C 末端结构可能是保守的

(Onitsuka et al, 2009)。 

根据预测的 SjGnRH氨基酸序列与其他物种多序

列比对的结果, 我们认为 SjGnRH 在成熟肽区高度保

守, 但在 N 端信号肽和 C 端 GAP 区表现出变异；

ClustalW 分析表明, SjGnRH 的氨基酸序列与剑尖枪

乌贼和真蛸中的 GnRH分别有 86.7%和 73.3%的相似

性, 信号肽区的相似性分别为 66.7%和 54.8%, GAP

区的相似性分别为 95.5%和 77.3%；且 SjGnRH 高度

保守的十二肽与剑尖枪乌贼和真蛸的 octGnRH 有

100%的相似性；进化树结果显示: SjGnRH与真蛸和

剑尖枪乌贼的GnRH聚于一类, 与海兔(Ovula ovum)、

网纹野蛞蝓(Deroceras reticulatum)等腹足纲的亲缘

关系较远, 其中与真蛸GnRH的亲缘关系比剑尖枪乌

贼 GnRH 的更近。这表明在曼氏无针乌贼中克隆的

SjGnRH 属于仅存在于软体动物中的 GnRH-V 类型, 

且属于其中的 octGnRH。对枪乌贼(Loligo bleekeri)脑

内的GnRH神经元进行免疫组织化学分析, 观察到两

种类型的GnRH神经元, 表明在枪乌贼脑中至少存在

两种类型的 GnRH神经系统(Amano et al, 2008)；在

双壳动物中发现了两种GnRH多肽, 即十一肽和十二

肽, 如长牡蛎(Bigot et al, 2012; In et al, 2016)、虾夷扇

贝(Nagasawa et al, 2015a, b), 这些数据进一步表明, 

在无脊椎动物同一物种中可能存在不同形式的

GnRH, 在曼氏无针乌贼中是否存在多种形式的

GnRH还需进一步证明。 

3.2  SjGnRH 在不同性别组织中的表达分布与组织

定位 

qRT-PCR 结果表明, SjGnRH 在曼氏无针乌贼的

雌性脑、卵巢和雄性脑中均表达显著, 这一结果与其

他头足类动物相似。对商乌贼 (Sepia officinalis)的

RT-PCR分析结果表明 GnRH在脑、卵巢和卵中都有

表达(Di Cristo et al, 2009)；在剑尖枪乌贼中, RT-PCR

和 Southern blot分析结果表明, GnRH基因的前体主

要在中枢神经系统表达(Onitsuka et al, 2009)；在海蜗
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牛中, apGnRH-like肽(Tsai et al, 2010)存在于中枢神

经和外周组织；长蛸(Octopus minor)的 qRT-PCR研究

结果中显示, octGnRH主要表达于神经系统及神经纤

维所控制的部分组织, 在雌雄个体的食道上、下神经

团中表达量都较高, 在雄性的精巢中表达次之, 而在

雌性的卵巢中表达则较低(朱之发等, 2020), 本文实

验结果显示在雌、雄脑中的表达量最高, 在卵巢中的

表达较高, 精巢的表达则较低, 推测 SjGnRH 的表达

量可能与性腺发育时期相关。 

有研究显示: GnRH-I 与 GnRH-II 的类似物能够

促进大西洋鳕鱼(Gadus morhua)的排卵(Hildahl et al, 

2011)；sbGnRH 和 sGnRH 在大菱鲆中的表达量具有

周期性变化(赵春彦, 2017), 这两种类型的 GnRH 在

进化上趋同(Imanaga et al, 2014; Andrea et al, 2016), 

sGnRH可辅助 sbGnRH表达；sbGnRH在性腺与脑中

的表达模式相似 , 可能具有一定的关联性(赵春彦 , 

2017), 另外 , sbGnRH 在性腺中的高表达表明了

GnRH 系统同时具有刺激性腺成熟和调控性腺发育

作用(赵春彦, 2017), 同时说明 GnRH 与繁殖作用联

系紧密 , 还能促进生殖腺的生长发育和精卵细胞的

产生(Gray et al, 2002)；且 sbGnRH在条斑星鲽的卵

巢发育与排出过程中也具有重要作用(Masafumi et al, 

2008)；GnRH类似物对 LH的释放以及产卵作用也具

有促进作用(Nyuji et al, 2013)；有研究发现 GnRH多

肽在金头鲷(Sparus aurata)和鲭鱼(Gothilf et al, 1997; 

Selvaraj et al, 2012)中, 也有参与生殖调控的功能。

GnRH在性腺的高表达表明了GnRH系统在刺激性腺

成熟、调控性腺发育(Powell et al, 1996)和调节雌雄性

腺激素含量的作用(Soverchia et al, 2007)。在软体动

物中的研究显示, 如真蛸 octGnRH 肽的转录本在食

道上神经团、食道下神经团、视腺以及脑脚叶中均有

表达(Iwakoshi et al, 2002)；先前的一项研究提供了有

关表达 octGnRH基因 mRNA的神经元胞体在中枢神

经系统的定位 , 以及在真蛸中枢和外周器官中的

octGnRH 免疫反应胞体和纤维分布的详细信息

(Iwakoshi-Ukena et al, 2004), 在该研究中, octGnRH

的 mRNA 表达定位在食道上神经团的前后背侧基底

叶、下额叶以及后颊叶, 与食道下神经团的外套内脏

叶、足叶、后腕叶、前臂叶、血管舒缩叶以及视叶中；

在本研究中, SjGnRH基因 mRNA在食道上神经团的

脑亚脚叶、亚垂直叶、前基底叶、后基底叶和下额叶

均出现不同程度的阳性表达 , 在食道下神经团的巨

细胞叶、外套内脏叶、足叶和腕叶以及视叶也有阳性 

表达, 这与先前的结果研究结果基本一致。在真蛸的

中枢和外周器官中 octGnRH 样免疫反应胞体和纤维

的分布表明, octGnRH参与了脑亚脚叶-视腺轴, 这与

脊椎动物的下丘脑-垂体轴相似, 都有参与生殖的功

能 (Di Cosmo et al, 1998; Iwakoshi et al, 2002; 

Iwakoshi-Ukena et al, 2004)。octGnRH除了促进生殖

作用之外, 还参与很多其他重要的生理作用, 包括进

食(Newth, 1972)、触觉和记忆(Balaban, 1996)、运动

和自主行为(Iwakoshi-Ukena et al, 2004)等。此外, 在

枪乌贼脑组织中分别进行了 cGnRH-II和 GnRH类似

物抗体的免疫组织化学, 显示 cGnRH-II 免疫阳性的

胞体主要存在于巨细胞叶和视叶(Amano et al, 2008), 

阳性神经纤维广泛分布于脑组织(Osada et al, 2013)。

GnRH 类似物免疫阳性的细胞体广泛分布于巨细胞

叶中, 但在嗅叶和垂直叶中分布较少。束状轴突从腹

部巨细胞叶延伸到脑内部 , 免疫阳性神经纤维主要

分布在食道上神经团与食道下神经团中 , 但视叶中

只有神经纤维有免疫阳性反应(Amano et al, 2008)；在

真蛸的脑亚脚叶、嗅叶和视叶中均发现 octGnRH 神

经肽, 在视腺细胞上也发现含有GnRH神经肽的神经

末梢, 而视腺分泌活动受神经肽的调控, 因此, 推测

嗅叶可能是 GnRH 神经肽的来源(Di Cosmo et al, 

1998; Iwakoshi-Ukena et al, 2004)；而本研究结果表明, 

SjGnRH 探针在视叶的髓质中出现阳性信号, 但在视

腺或嗅叶却未见阳性表达。对 GnRH的免疫反应也出

现在其他物种的大脑中 , 如淡水硬骨鱼高身丽脂鲤

(Atyanax altiparae)的嗅球、末梢神经节、视前区、中

脑被盖核, 也存在于纵环核、肾小球核以及丘脑背侧

中央和背侧后核(Gomes et al, 2013)。我们推测, 这几

项研究结果之间的差异可能是由于物种差异性所致, 

也可能是由于不同物种的在生殖周期内受到周围环

境刺激的影响所致, 如光周期、温度等(Andrea et al, 

2016)。在本研究中, 针对我国重要的经济乌贼——曼

氏无针乌贼, 进行了 SjGnRH 基因的克隆鉴定以及系

统发育特征分析, 这将有助于我们理解GnRH在无脊

椎动物中的适应和进化过程, 关于 SjGnRH 在曼氏无

针乌贼中的生理调控机制还有待进一步研究。 

4  结论 

(1) 在曼氏无针乌贼中克隆的 SjGnRH 基因属于

仅存在于软体动物中的GnRH-V类型, 且属于其中的

octGnRH。 

(2) SjGnRH 具有高度保守的十二肽 , 与真蛸
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GnRH的亲缘关系比剑尖枪乌贼 GnRH的更近。 

(3) SjGnRH在雌、雄无针乌贼脑中的表达量显著

高于其他组织。 

(4) SjGnRH 在食道上神经团的脑亚脚叶和亚垂

直叶表达最强, 其次是下额叶、后基底叶以及前基底

叶；在食道下神经团的腕叶、足叶、巨细胞叶和外套

内脏叶中均有阳性表达；在视叶的髓质中也出现阳性

信号, 而在视腺或嗅叶未见阳性表达。 
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IDENTIFICATION, CHARACTERIZATION, AND EXPRESSION ANALYSIS OF A 
GNRH-LIKE GENE AT MATURE STAGE IN THE CEPHALOPOD SEPIELLA  

JAPONICA (SEPIIDAE) 

WU Jun-Hong,  CAO Zi-Hao,  ZHENG Li-Bing,  CHI Chang-Feng 
(National and Provincial Joint Laboratory of Exploration and Utilization of Marine Aquatic Genetic Resources, National Engineering 
Research Center of Marine Facilities Aquaculture, School of Marine Science and Technology, Zhejiang Ocean University, Zhoushan 

316022, China) 

Abstract    Gonadotropin-releasing hormone (GnRH) is known for playing a crucial role in vertebrate reproduction and 

has been characterized in many invertebrate species. In this study, a GnRH-like gene (designated SjGnRH, KP 982885.1) 

was firstly identified in the common Chinese cuttlefish Sepiella japonica using rapid amplification of cDNA ends (RACE) 

method. The full-length sequence of SjGnRH cDNA is 710 bp and the open reading frame (ORF) contains 273 bp, encoding 

90 amino acids, a putative signal peptide containing 31 amino acids, a 12 amino acid GnRH peptide and a 44 amino acid 

GnRH related peptide (GAP) sequence. It has 86.7% and 73.3% identity with Uroteuthis edulis and Octopus vulgaris, 

respectively. The highly conserved dodecapeptide of S. japonica shares 100% similarity with octGnRH of U. edulis and O. 

vulgaris, exhibits 66.7% and 54.8% similarity in the signal peptide region, and 95.5% and 77.3% in the GAP region, 

respectively. According to the results of qRT-PCR, the SjGnRH gene is tissue-specific at the mature stage, with the highest 

expression in brain, which is significantly different from other tissues (P<0.05). The expression pattern of SjGnRH mRNA 

was detected in the brain using in situ hybridization method. Therefore, SjGnRH is expressed in different regions of the 

supraoesophageal mass, subesophageal mass, and optic lobes, which suggests that SjGnRH might be involved in the 

reproduction of the cuttlefish S. japonica. 
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