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尼罗罗非鱼 Orexin前体基因的克隆、 
组织分布及其在摄食调控中的表达 
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摘要：该文采用 RT-PCR和 cDNA末端快速扩增技术(rapid-amplification of cDNA ends, RACE)的方法, 从尼罗
罗非鱼(Oreochromis niloticus)下丘脑总 RNA中获得了尼罗罗非鱼 Orexin前体基因的 cDNA全长序列。该 cDNA
全长 648 bp, 其中开放阅读框的长 423 bp，编码 Orexin前体蛋白为 140个氨基酸, 包括 37个氨基酸的信号肽、43
个氨基酸的 Orexin-A、28个氨基酸的 Orexin-B和末尾 32个氨基酸组成的功能不详的多肽。采用 Real-time PCR 技
术对尼罗罗非鱼 Orexin 前体基因的组织表达模式以及在摄食前后、饥饿和再投喂状态下的表达量变化进行了研
究。 结果显示, 在脑部和外周等 18个组织中都检测到了Orexin前体基因的表达, 其中在下丘脑中表达量最高; 在
摄食前后, 尼罗罗非鱼 Orexin前体基因的表达量显著低于在摄食状态中; 饥饿 2、4、6和 8 d后, Orexin前体基因
在下丘脑中的表达量与正常投喂组相比均显著升高, 饥饿 4 d 再投喂后，表达量又恢复至正常水平。这些结果表
明, Orexin在尼罗罗非鱼摄食中可能有着重要的调节作用。 
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Molecular cloning, tissue distribution and the expression in the 
regulation of food intake of prepro-orexin in Nile  

tilapia (Oreochromis niloticus) 
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Abstract: We cloned the full length of tilapia prepro-orexin cDNA using RT-PCR and rapid-amplification of cDNA 
ends (RACE). The full-length of prepro-orexin cDNA was 648 bp containing an open reading frame of 423 bp. The 140 
amino acid prepro-orexin protein included a 37 AA signal peptide, a 43 AA Orexin-A and, and 28 AA Orexin-B and the 
end of the 32 AA peptide of unknown function. The expression of prepro-orexin on tissue distribution, peri-prandial 
changes, starvation and re-feeding were quantified by real-time PCR. We found that prepro-orexin mRNA was present in 
all tissues tested and that the highest level was observed in hypothalamus. Expression levels were significantly higher at 
mealtime (0 h) than before (−2 h, −1 h) and after (+1 h, +2 h) mealtime. Fasting for 2, 4, 6 and 8 d caused significant 
increases in prepro-orexin mRNA expression in the hypothalamus, and after re-feeding, expression levels of prepro-o 
rexin mRNA returned to the same level compared to that in the fed group. 
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鱼类摄食和食欲的调节与其他脊椎动物类似, 

也有一个极其复杂的机制, 包含脑和外周组织信号
的精细互作(Volkoff et al, 2005)。Orexin由 Sakurai
等在 1998年发现，是与 G蛋白偶联的重要神经肽, 
包括 Orexin-A 和 Orexin-B(也称为 hypocretin-I 和
hypocretin-II) 两种。它们是同一种蛋白前体的水解
产物, 以其有促进摄食作用而得名。Orexin 被认为
是 G蛋白偶联的细胞表面受体的配体, 也有人认为
具有促进摄食的功能(de Lecea et al, 1998; Sakurai et 
al, 1998)。Orexin-A 和 Orexin-B 均来自同一前体
-Orexin原, 经蛋白水解而成(Sakurai et al, 1998)。最
初用放免法分析发现, Orexin 大量分布在下丘脑、
延髓、脑桥和中脑, 大脑皮层中也含有, 而内脏器
官和脂肪组织则无。随着研究的不断深入, 发现
Orexin 的分布更为广泛, 生理功能也多种多样。
Orexin 通过其受体发挥作用, 参与机体摄食、能量
稳态、体温、睡眠、觉醒周期、生殖、内脏活动和

内分泌等方面的调节(Adamantidis & de Lecea, 2008; 
Matsuki & Sakurai, 2008)。Sakurai et al(1998)也克隆
到两种 Orexin 受体：Orexin-1 受体 (OX1R)和
Orexin-2 受体(OX2R)。前者特异性地与 Orexin-A
结合; 后者则对 Orexin-A和 Orexin-B没有选择性。 

目前对 Orexin 的研究还主要集中在小鼠等哺
乳动物, 近几年来才开始对鱼类进行研究。目前只
在斜带石斑鱼(Epinephelus coioides) (Zhang, 2006)、
金鱼(Carassius auratus )(Miura et al, 2007)、大西洋
鳕鱼(Gadus morhus )(Xu & Volkoff, 2007)和冬鲽
(Pleuronectes americanus )(Buckley et al, 2010)中成
功克隆出来 Orexin前体基因。斑马鱼（Danio rerio ）
(Kaslin et al, 2004; Faraco et al, 2006)、青锵（Oryzias 
latipes）  (Faraco et al, 2006)、河豚（Takifugu 
rubripes） (Faraco et al, 2006)等几种模式生物凭借
其全基因组序列已被测定的优势，也已被预测出了

Orexin序列。同时, 对 Orexin摄食调控的研究也仅
仅集中于金鱼(Volkoff et al, 1999; Volkoff et al, 2003; 
Miura et al, 2007)。截至目前, 对养殖经济鱼类摄食
调控的研究还鲜有报道。 
鉴于 Orexin 在摄食调控中的重要作用以及尼

罗罗非鱼的重要经济价值, 本文从尼罗罗非鱼下丘
脑中成功克隆出Orexin前体基因的 cDNA序列, 并
对其组织分布模式以及在摄食调控中的表达情况

进行了研究。这将对进一步阐明鱼类摄食调控的分

子机理提供理论依据, 为研制可应用于生产的促进
鱼类摄食和生长的新产品打下基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 
试验用尼罗罗非鱼, 均来自广东省国家级罗非

鱼良种场(广州番禺)。克隆和组织表达所用罗非鱼
体重约 500 g, 带回实验室, 冰上麻醉, 迅速分离出
各脑分区及外周等 18个组织, 用DEPC水快速洗去
残留血液, 立即装入 1.5 mL离心管中, 液氮速冻, 
然后转入−80 ℃保存备用。 

各生理实验中所用罗非鱼平均体重为(73.32±
3.54) g, 平均体长为(15.65±1.45) cm, 实验鱼以
18～20 ℃循环过滤水饲养, 正常日光。每天中午
12：00 准时投喂 1.5% BW 的饲料, 饲料购自中山
统一企业有限公司, 实验前至少驯养 2周。 

Trizol Reagent 、DNase I、SuperScript IIITM 
RT-PCR 试剂盒、Real-time PCR试剂盒Platinum® 
SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG购自Invitrogen 
(USA)公司; E.Z.N.A 质粒提取和胶回收试剂盒为
Omega 公司产品; Ins/AcloneTM PCR Product Cloning 
Kit 载体连接试剂盒、Taq DNA Polymerase、
RevertAidTM H Minus M-MuLV reverse transcriptase 
kit 购自Fermentas(USA)公司; PCR所用引物由上海
英俊生物技术有限公司合成; 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。 
1.2  方法 
1.2.1  引物  根据 NCBI GenBank 中已登录的哺
乳动物、鸡、大西洋鳕鱼、斑马鱼等物种的 Orexin 
前体基因的 cDNA序列保守区域, 设计一套用于扩
增中间片段的简并引物, 共有两条上游引物(P1 和
P2)和一条下游引物(P3)。引物序列见表 1。 
1.2.2  尼罗罗非鱼 Orexin 前体基因的 cDNA 克隆  
用 Trizol法提取尼罗罗非鱼下丘脑总 RNA, 260 nm
下的吸光值衡量 RNA 的浓度, 然后用 0.8%琼脂糖
凝胶, 通过 28S和 18S条带的亮度来确定总RNA完
整性。按照 Invitrogen SuperScript III RT-PCR试剂
盒说明书合成 cDNA第一链。扩增中间片段时, 第
一轮以 P1和 P2为引物。 PCR 反应程序为 94℃预
变性3 min , 然后94 ℃变性30 s, 55 ℃退火30 s , 72 ℃
延伸 30 s, 40 个循环后 72 ℃延伸 10 min。第一  
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表 1  用于尼罗罗非鱼 Orexin前体基因 cDNA克隆和定量 PCR所需引物序列 
Tab. 1  Nucleotide sequences of the primers used for the cDNA of tilapia prepro-orexin and real-time PCR 

引物 Primer 序列 Sequence 

克隆中间片段所需引物 
Primers for partial fragment  

P1 5' ATG(GTC)(CT)GCTGCT(GC)(GT)CTC(AT)(GC)CT 3' 

P2 5' GGCATCCTCAC(GTC)CTGGGCAA 3' 

P3 5' TCCTC(AC)(AG)(AGCT)CCTCTT(GC)CCCAT 3' 

3′-RACE所需引物 
Primers for 3′-RACE  

F1 
F2 

5' AGAGGACGAGTATCGCTTTCAG 3' 
5' TTTCAGAGCCGACTCCAACAG 3' 

5′-RACE所需引物 
Primers for 5′-RACE  

R1 5' AATGGTCGTTCCAGATTGAG 3' 

R2 5' GTCAGAATCCCTGCTGCTTG 3' 

接头引物 
Adaptor primers  

AUAP 5′ GGCCACGCGTCGACTAGTAC 3′ 

AAP 5′ GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGGGGGGGG 3′ 

实时荧光定量 PCR引物 
Primers for real-time PCR 

 

qF1 5' GTCCCTGCCGCCTTTATGTG 3 ' 

qR1 5' GCTTGGTTCCTGGAGCCTTG 3 ' 

18S-F 5′ CCTGAGAAACGGCTACCACATCC 3′ 

18S-R 5′ AGCAACTTTAGTATACGCTATTGGAG 3′ 

 
轮 PCR产物稀释 100倍作为模板, 进行第二轮巢式
PCR(Nested PCR), 引物为 P2和 P3, 反应程序同上。 

根据所获得中间片段序列设计特异引物(F1、
F2、R1 和R2), 结合RACE试剂盒接头引物AAP和
AUAP, 进行 3′-RACE和 5′-RACE扩增。将扩增得到
的PCR产物在 1.5%琼脂糖凝胶上电泳分离DNA片
段, 并在紫外光下回收目的条带。用E.Z.N.A胶回收
试剂盒纯化目的产物, 然后亚克隆到PTZ57R/T载体上, 
挑选阳性克隆并进行测序。 
1.2.3  序列分析  将所获得的3个片段用DNAssist 
2.0 软件进行拼接。用 DNAtools 6.0 对开放阅读框
进行分析并翻译成蛋白质。运用 SignalP3.0 
Server(http：//www.cbs.dtu.dk/service/SignalP)进行信
号肽的预测。运用 Clustalx1.83 软件对多个物种
Orexin前体氨基酸序列进行比对, 并用 DNAstar软
件对各序列的同源性进行计算。运用Mega3.1软件, 
采用 Neighbor-Joining法构建脊椎动物 Orexin前体
蛋白的系统进化树。 
1.2.4  尼罗罗非鱼Orexin前体基因的组织表达分析  
提取下丘脑(hypothalamus)、垂体(pituitary)、嗅球
(olfactory bulb) 、 脊 髓 (spinal cord) 、 端 脑

(telencephalon)、小脑(cerebellum)、中脑(optic tectum)、
延脑(medulla oblongate)、肝脏(liver)、肾脏(kindey)、
脾脏(spleen)、脂肪(fat)、头肾(head kindey)、肌肉
(muscle)、胃(stomach)、肠(gut)、心脏(heart)和鳃(gill)
等 18 个组织总RNA, 经DNase I处理后 , 按照
《RevertAidTM H Minus M-MuLV reverse transcriptase 
kit》说明书, 用 1 µg RNA 进行反转录。将反转录
产物稀释10倍作为Real-time PCR反应的cDNA模板, 
参照《Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix- 
UDG试剂盒》说明书准备反应体系。Real-time PCR
所涉及的引物设计、质粒的浓度梯度制备以及具体

测定方法参照Chen et al (2009)进行, 具体反应程序
如下：首先 50 ℃反应 2 min, 紧接着 95 ℃ 预变性
3 min, 然后 95 ℃预变性 30 s, 55 ℃ 退火 30 s, 72 ℃
延伸 30 s, 共进行 40个循环, 最后进行溶解曲线分
析, 以确定PCR扩增产物特异性。为保证结果的可
信性, 进行定量PCR反应时每个样品设置三个平行。 
1.2.5  尼罗罗非鱼 Orexin 前体基因在摄食前后的
表达分析  实验开始前, 所有实验鱼在实验条件下
驯养 2周。按照下列时间点对正常喂养下的罗非鱼
进行下丘脑取样：摄食前 2 h (-2 h)、摄食前 1 h (-1 
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h)、摄食中 (0 h)、摄食后 1 h (+1 h)和摄食后 2 h (+2 
h), 每个时间点取 8~10条鱼, 取样、RNA提取及定
量 PCR操作参照前面 1.2.4节方法。 
1.2.6  饥饿和再投喂对尼罗罗非鱼 Orexin 前体基
因的表达影响  大约 100条实验鱼分成 3组：第一
组正常投喂组; 第二组饥饿组; 第三组先饥饿 4 d, 
从第四天开始投喂。实验鱼经过 2周的驯养后进行
实验饥饿处理, 分别在处理后第 2、4、6 和 8 天取
样, 取样时间为投喂后 4 h。下丘脑取样、RNA提
取及定量 PCR操作参照前面 1.2.4节方法。 
1.2.7  数据分析  分别以含有Orexin和 18S rRNA
基因片段的质粒浓度梯度所对应的CT值和质粒浓

度的负对数值为坐标, 做出标准曲线。将不同样品
中Orexin和 18S rRNA基因的表达量所对应的CT值

与标准曲线相对照, 即可得到该样品所测基因表达
量的相对浓度值, 最后以目的基因同内参基因的比
值来表示目的基因的相对表达量(target gene/18S 

rRNA)。 
所有数据用平均值±标准差(Means±SEM)来表

示。采用 SPSS13.0 (SPSS, Chicago, IL, USA)软件来
分析数据, 用 Duncan's multiple range test来检测统
计差异, 当 P<0.05认为差异显著。 

2  结  果 

2.1  尼罗罗非鱼 Orexin的 cDNA序列及特征 
以尼罗罗非鱼下丘脑总 RNA 为模板, 采用

RT-PCR和 RACE方法成功克隆出 Orexin前体基因
cDNA (此序列在 GenBank 数据库的登录号为：
FJ871159)。该 cDNA全长 648 bp, 其中 5′ 非编码
区长 29 bp, 开放读码框 423 bp, 3' 非编码区长 196 
bp (图 1)。计算出：尼罗罗非鱼 Orexin 前体蛋白为 
140 个氨基酸, 其中包括 37 个氨基酸的信号肽、
43 个氨基酸的 Orexin-A、28 个氨基酸的 Orexin-B
和末尾 32个氨基酸组成的功能不详的多肽。 

 

图 1  尼罗罗非鱼 Orexin前体的全长 cDNA序列和推导的氨基酸序列 
Fig. 1  The full-length cDNA sequence and deduced amino acid sequence of the tilapia prepro-orexin 

粗体：序列中信号肽；单下划线：Orexin-A；双下划线：Orexin-B；阴影：蛋白切割位点；*：终止密码子；波浪线：加尾信号。 
Putative signal peptide was in bold letters. Orexin-A amino acid sequence was single underlined while Orexin-B was double underlined. Cleavage 
sites for proteolysis were shaded. Stop codon was indicated by asterisk (*). The two poly-adenylation signals (aataa) were wave-underlined. 
 

为了分析 Orexin 前体蛋白的结构特征, 运用
Clustalx1.83 软件对尼罗罗非鱼 Orexin 前体蛋白与
其他物种进行了比对(图 2)。结果显示, 分别存在于
Orexin-A 和 Orexin-B 末端的两个保守切割位点
GKR 和 GRR在罗非鱼中同样保守。与其他脊椎动
物一样, 尼罗罗非鱼Orexin-A中同样存在四个半胱
氨酸(Cys), 但是与哺乳动物不同的是它们所处的
位置略有差异。在罗非鱼中四个半胱氨酸的位置分

别是 Cys6、Cys7 、Cys14和 Cys21, 而在哺乳动物

中则分别是 Cys6、Cys7 、Cys12和 Cys14。另外, 罗
非鱼 Orexin 前体蛋白与其他物种一样, OrexinB 的
保守度要高于 Orexin-A的保守度。同时, Orexin-B
后的多肽部分氨基酸变异则较大。 
运用 DNAStar软件包中的 MegAlign子软件计

算尼罗罗非鱼 Orexin 前体蛋白与其他物种的同源
百分比, 结果显示尼罗罗非鱼Orexin-A与 fugu同源
性最高为 81.1%, 而与其他物种则较低 ,  均在
36.4%～69.8%之间; Orexin-B的同源性也是与 fugu  
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图 2  尼罗罗非鱼与其他物种 Orexin 前体蛋白的序列比对 
Fig. 2  Alignment of the amino acid sequences of prepro-orexin among tilapia and other vertebrates 

﹡：一致的氨基酸；“﹕”：高度保守度的氨基酸；“﹒”：低保守度的氨基酸；加框：GKR和 GRR切割位；阴影：Orexin-A和 Orexin-B。 
所需各物种的Orexin 前体蛋白GenBank登录号分别为人(Homo sapiens): NP_001515; 大鼠(Rattus norvegicus): NP_037311; 猪(Sus scrofa): NP_999321; 
鸡(Gallus gallus): NP_989516; 金鱼(Carassius auratus): ABK58728; 斑马鱼(Danio rerio): NP_001070860; 罗非鱼(Oreochromis niloticus): ACT65742; 大
西洋鳕鱼(Gadus morhua): ABF29871。青鳉(Oryzias latipes)和河豚(Takifugu rubripes)从基因组数据库中获得(Faraco et al, 2006)。  
The identical, highly conserved and less conserved amino acid residues are indicated by (﹡), (﹕), (﹒) respectively. GKR and GRR cleavage sites were boxed 
while the mature peptide sequences of Orexin-A and Orexin-B were shaded. The GenBank accession numbers of pre-orexin amino acid sequences used for 
analysis are: human, Homo sapiens (NP_001515); Rat, Rattus norvegicus (NP_037311); Pig, Sus scrofa (NP_999321); Chicken, Gallus gallus (NP_989516); 
Goldfish, Carassius auratus (ABK58728); Zebrafish, Danio rerio (NP_001070860); Tilapia, Oreochromis niloticus (ACT65742); Atlantic cod, Gadus morhua 
(ABF29871). The sequences of Medaka (Oryzias latipes) and Fugu (Takifugu rubripes) were obtained by searching the genome databases (Faraco et al, 2006). 
 

的同源性最高为 78.6%, 与其他物种的同源性则在
53.6%～75%之间。进一步应用Mega 3.1 软件构建
Orexin 前体蛋白系统进化树(图 3)。由进化树可见, 
Orexin 前体蛋白共分为两大支, 尼罗罗非鱼 Orexin
前体蛋白位于硬骨鱼类这一分支上, 且与青锵、河
豚、大西洋鳕鱼的关系较近; 与鲤形目(斑马鱼和金
鱼)关系次之; 与哺乳动物的关系最远。这与同源性
分析的结果相一致。 
2.2  尼罗罗非鱼 Orexin前体基因的组织表达 
运用 Real-time PCR 分别检测尼罗罗非鱼

Orexin前体基因在18个组织中的表达量, 结果显示, 
尼罗罗非鱼 Orexin 前体基因分布广泛, 在 18 种组 

 
图 3  脊椎动物 Orexin前体蛋白的进化树分析 

Fig. 3  Phylogenetic tree based upon the alignment of amino  
acid sequences of vertebrates prepro-orexins 

采用Mega3.1软件(Neighbor-Joining法)构建。图中各分支数值：
置信度(%);▲：尼罗罗非鱼 Orexin前体蛋白。 
Phylogenetic tree was constructed by Mega 3.1, and the number 
shown at each branch indicates the bootstrap values (%). The tilapia 
prepro-orexin was noted by ▲. 
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织中均不同程度的检测到其表达(图 4)。Orexin前体
基因在脑中的表达量较高, 其中在下丘脑有最高表
达量, 远远高于在其他组织中的表达水平。在外周

组织中 Orexin前体基因的表达量则相对较低, 其中
以肝脏和肌肉中为最高; 其次是胃和心脏; 而在肠
中的表达量为最低。 

 

图 4  尼罗罗非鱼 Orexin 前体基因在不同组织中的表达 
Fig. 4  Expression of tilapia prepro-orexin mRNA in a variety of tissues 

mRNA水平用 real-time PCR测得, 所有数值用平均值±标准差(Means±SEM)来表示。 
mRNA expression level was qualified by real-time quantitative PCR respectively. Data were represented as Means±SEM. 
 

2.3  摄食前后的尼罗罗非鱼 Orexin 前体基因在下
丘脑中的表达影响 
运用 Real-time PCR 对尼罗罗非鱼摄食前后 5

个时间点 Orexin 前体基因的表达量分别进行检测, 
结果显示与摄食中的 Orexin 前体基因表达量相比, 
摄食前 2 h和 1 h与摄食后 1 h和 2 h, Orexin前体基
因表达量均显著降低(P<0.05), 表达量均为摄食状
态下的 50%～70%(图 5)。同时, 从图中可以看出随
着摄食时间点的临近, Orexin 前体基因的表达量逐
渐升高, 在摄食中达到最大值。 
2.4  饥饿和再投喂对尼罗罗非鱼 Orexin 前体基因

的表达影响 
在饥饿和再投喂实验中, 把正常组的表达量设

为 1, 其余组均与正常组相比较, 结果如图 6。尼罗
罗非鱼分别饥饿 2、4、6和 8 d后, Orexin前体基因
在下丘脑的表达量与正常投喂组相比均显著升高

(P<0.05), 其中饥饿 4 d后的表达量达到最高, 为正
常投喂的 2.2倍左右; 同时, 饥饿恢复组在饥饿 4 d
重新恢复投喂 4 h后, Orexin前体 mRNA 表达量又
恢复至正常水平。 

 
图 5  尼罗罗非鱼 Orexin前体基因在下丘脑中随 

摄食时间的表达量变化 
Fig. 5  Peri-prandial changes in tilapia prepro-orexin  

mRNA expression in hypothalamus 
纵座标数值：在摄食前后各时间点的 Prepro-orexin mRNA表达水
平与摄食中的比值, 摄食中的表达量设为 100%, 用平均值±标
准差(Means±SEM)来表示(n=8); * ：与对照组相比差异显著
(P<0.05)。  
The values represent the relative level of prepro-orexin mRNA 
compared with the level in the mealtime (0 h), which was defined as 
100%. Vertical bar represents means ± SEM (n=8). *: significantly 
different from control group at P<0.05. 
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图 6  饥饿和再投喂对尼罗罗非鱼 Orexin 

前体基因的表达的效应 
Fig. 6  Effects of fed and refeeding on the expression  
     of tilapia prepro-orexin mRNA in hypothalamus 
纵座标数值：处理组 Prepro-orexin mRNA表达水平与正常投喂组
的比值, 正常投喂组设为 1.0, 用平均值±标准差(Means±SEM)
来表示(n=8); *：与正常投喂组差异显著(P<0.05)。 
The values represent the relative level of prepro-orexin mRNA 
compared with the level in the fed group which was defined as 1.0. 
Vertical bar represents Means ± SEM (n=8). *: significantly different 
from control group at P<0.05. 

3  讨  论 

本研究运用 RT-PCR和 RACE技术, 从尼罗罗
非鱼下丘脑反转录产物克隆得到了全长为 648 bp
的 Orexin前体 cDNA序列。开放读码框为 423 bp, 
编码 140 个氨基酸组成的Orexin 前体蛋白, 含有 43 
个氨基酸的 Orexin-A和 28 个氨基酸的 Orexin-B。
同源性分析表明, 在哺乳类和鸡中Orexin-A之间的
同源性高于 Orexin-B, 而在硬骨鱼类中这一结果则
相反。Xu & Volkoff (2007)认为在硬骨鱼类中
Orexin-A 的同源性降低与插入的十几个氨基酸变
异程度较大有关。我们的氨基酸序列比对结果也证

实了这一解释（见图 2）, 与哺乳类和鸡相比, 硬骨
鱼类Orexin-A插入了 12～16个氨基酸(位于哺乳动
物Orexin-A的第 24与第 25个氨基酸之间), 且这些
氨基酸序列上没有同源性。Kane et al (2000)研究发
现, 人Orexin-A和Orexin-B的结构类似, 都能够结
合其受体。尽管 Alvarez & Sutcliffe(2002)认为这一
间隔序列对于 Orexin-A 的活性来说可能并不是必
要的, 但这些氨基酸的存在对其结构是否有一定的
改变, 它们的存在有何意义, 还需要进一步研究。 

在哺乳类和鸡Orexin-A中存在 4个位置保守的
半胱氨酸(Cys6、Cys7、Cys12和 Cys14), 形成两个
内部二硫键 (Cys6-Cys12 和 Cys7-Cys14)维持
Orexin-A 的稳定性和生理功能(Ohno & Sakurai, 

2008)。然而, 包含尼罗罗非鱼在内的硬骨鱼类中这
4个半胱氨酸的位置只有 3个是保守的(Cys6、Cys7
和 Cys14), 另外一个半胱氨酸(Cys12)位于罗非鱼
Orexin-A的第 21位氨基酸。尽管位置不保守, 但仍
可能形成两个二硫键。与 Orexin-A相比, Orexin-B
不含半胱氨酸 , 无法形成二硫键 , 这可能是
Orexin-A 促进摄食的作用持续时间长于 Orexin-B
的原因之一(Tan et al, 2004)。 
本文通过定量 PCR发现, Orexin前体基因在尼

罗罗非鱼脑部特别是下丘脑有较高的表达量, 这与
其他物种的研究结果相一致。下丘脑外侧区是经典

的摄食中枢, Orexin前体mRNA在下丘脑中的表达, 
说明 Orexin有可能参与摄食和能量平衡的调节, 同
时也说明 Orexin在种系发生上具有一定保守性。在
被检测的尼罗罗非鱼 10 种外周组织中也有不同程
度 Orexin前体基因的表达, 这一结果与在其他物种
中的表达模式略有不同。在大西洋鳕鱼鳃、皮肤、

肾、脾、小肠中检测到少量 Orexin前体基因的表达, 
但在心脏、肝脏里未见表达(Xu & Volkoff, 2007)。
在斑马鱼心脏、鳃中检测到 Orexin前体基因的表达, 
而在肝脏、肠及肌肉中均未发现(Kaslin et al, 2004)。
在啮齿动物中目前仅在脑和心脏中有报道(Johren 
et al, 2001; Caillol et al, 2003), 但通过放免方法在
猪肠和胰腺中检测到 Orexin-A 的分布(Dyer et al, 
1999; Kirchgessner & Liu, 1999; Kirchgessner, 
2002)。这些结果表明, Orexin前体基因在物种间的
表达可能存在一定的差异, 同时, Orexin 前体基因
在尼罗罗非鱼各组织中的广泛表达表明其在体内

可能扮演着多种生理功能, 但具体功能模式和作用
机制还需要进一步研究。 
我们的结果还显示在摄食状态中尼罗罗非鱼

Orexin前体基因的表达量较之摄食前和摄食后均有
显著性提高, 并且随着摄食时间的临近表达量逐渐
升高, 这和在大西洋鳕鱼中的研究结果相一致(Xu 
& Volkoff, 2007)。之前的研究报道也发现其他调节
食欲的多肽, 如NPY(Kehoe & Volkoff, 2007)、ghrelin 
(Unniappan et al, 2004)、CART (Volkoff & Peter, 
2001)等的表达量也随着摄食状态的变化而变化。这
些结果预示着 Orexin 可能作为一个摄食信号参与
到了尼罗罗非鱼的摄食调控。另外, 摄食 1 h和 2 h
后 Orexin 的表达量随之又显著降低 , 这也表明
Orexin 可能并不参与摄食后的消化过程, 仅仅是食
欲的刺激者。饥饿实验中, 饥饿不同时间后 Orexin
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的表达量与正常投喂组相比均显著升高, 这进一步
证实了Orexin与罗非鱼的摄食调控密切相关。同时, 
饥饿恢复组在饥饿 4 d重新投喂 4 h后, Orexin前体
mRNA 表达量又恢复至正常水平 , 这预示着
Orexin对摄食的调控可能属于一种短期的的机制。
尽管目前在鱼类中还没有有关饥饿对 Orexin 基因
表达影响的报道, 但是 Orexin基因表达对饥饿这一
生理状态的响应与其他摄食刺激因子是一致的, 例
如NPY (Kehoe & Volkoff, 2007)和 ghrelin (Unniappan 
et al, 2004); 相反, 相关抑制摄食的因子则在饥饿
状态下表达量下降(Volkoff et al, 2005; Kehoe & 
Volkoff, 2007)。这些结果表明, Orexin在尼罗罗非鱼

摄食调控中可能有着重要的促进作用。 
总之, 本文首次克隆了尼罗罗非鱼的 Orexin前

体基因序列并对其结构和表达模式进行了研究。尼

罗罗非鱼在下丘脑有最大表达量, 这与其他脊椎动
物类似; 同时, 在被检测的 10种外周组织中也有不
同程度 Orexin前体基因的表达, 这一结果与在其他
物种中的表达模式略有不同。随后, 摄食和饥饿实
验表明, Orexin前体基因 mRNA表达量在摄食后显
著降低, 同时饥饿处理后其表达量显著升高, 这些
结果预示着 Orexin 可能是以食欲的刺激者的角色
参与到鱼类的摄食调控之中。但是, Orexin 刺激鱼
类摄食的具体调控机制还需要进一步深入研究。 
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