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生長激素釋放素在養殖魚類應用之研究

廖欽峰、 �� 佩琪、吳金測

中央研究院動物研究所

t 生長激素 (growth hormone 或 somatotropin) 是腦垂體前葉 (anterior

pituitary) 所分泌最主要的激素之一 , 其功能在刺激生長。
腦垂體生長激素之分泌 , 受下視丘 (hypothalamus) 所分泌之生長激

素釋放素 (growth hormone-releasing hormone, 或 somatocrinin) 與生
長激素釋放抑制因子 (somatostatin) 調控。下視丘與腦垂體之閱有血管及
神經纖維聯繫 p 下視丘所分泌之生長激素釋放素便是經由下視丘底部正中
隆起(median eminence) 之微血管叢運送到腦垂體前葉。

有關哺乳類生長激素釋放素之研究 , 始於 1950 年代末期 , 支持上述結
論的証據包括 : ←) 、破壞下視丘與腦垂體之間的聯繫 , 導致生長激素之分
泌下降 ;( 二) 、電刺激下視丘的腹中核 (ventromedial nucleus) 或下視丘底
部 , 可增加生長激素之分泌 ; 但) 、直接將下親丘萃取液加至腦垂體前葉培
養 , 可促進生長激素之分泌 ; 個) 、注射生長激素釋放素的抗體至動物體
內 , 可抑制動物體重的增加 , 乃因生長激素之分泌受抑制 ; 反之如注射生
長激素釋放抑制因子的抗體至動物體內 , 則增加生長激素之基礎分泌
量 (Wehrenberg 1986); (函、生長激素分泌過多 ? 可引起肢端肥大
症(acromegaly) , 而某些肢端肥大症的患者 , 其血漿或腦髓液含有生長激
素釋放因子 (releasing factor) 0 1983 年至 1985 年間 , 利用基因選殖技術證
明 , 生長激素釋放因子即是生長激素釋放素 (Gubler et al. 1983, Mayor
et al. 1983, Mayor et al. 1985, Gelato et al. 1986) 。

一、別

二、哺乳類生長激素釋放棄之研究

有關哺乳類生長激素釋放素之研究很多 , 最主要的突破之一 , 是 1982
年 11 月 Vale 與Guillemin 兩個研究室分別發表兩篇有關生長激素釋放素的
胺基酸序列的報告(Rivier et al. 1982, Guillemin et al. 1982) 兩位肢端肥
大症的患者 , 同時患有膜臟小島細胞腫瘤 (pancreatic islet tumor) , 如將
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此腫瘤切除 , 則患者血中生長激素濃度下降 , 而患者之症狀亦減輕 ; 利用
蛋白質化學技術 ,Vale 與 Guillemin 等人 , 分別自患者所切除之膜臟腫
瘤 , 純化及定出人類膜臟生長激素釋放因子之胺基酸順序 (Rivier et al.
1982, Guilleminet al. 1982) 0 1984 年 , Guillemin 再利用蛋白質化學技
術 , 証明人額下視丘生長激素釋放素與人類膜臟生長激素釋放因子構造完
全一樣 (Ling et al. 1984) 0 1985 年 , Mayor 等人利用基因選殖技術 , 篩
選到人類與鼠類的生長激素釋放素基因 (Mayor et al. 1985) 。同
年 , Mayor 與Hammer 等人合作 , 將人類的生長激素釋放素基因轉殖於小
鼠 , 可促使小鼠生長成倍加速 , 且基因轉殖的母鼠可受孕 , 可將人類的生
長激素釋放素基因傳給後代 (Hammer et al. 1985, Palmiter et al.

1985) 。

目前已知的六種生長激素釋放素 , 都屬於哺乳類 , 其胺基酸序列非常
類似 , 如下圖 ( 圖一 ) :

hGRF YADAI FTNSYRKVLGQLSARKLLQDIMSRQQGESNQERGARARL -NH2

pGRF Y ADA I F TN S YRKVLGQL S ARKL LQD I MS RQQGERNQEQGAR VR L -NH2
C, bGRF Y ADA I FTN S YRK VLGQL S ARKL L QD I MNRQQGERNQEQGAK VR L -NH2

oGRF Y A D A 1FT N S Y R K I L G Q L S ARK L L Q D I MN R Q Q G ERN Q E Q G A K V R L - NH2
rGRF HAD A 1FT S S Y R R I L G Q L Y ARK L L HE I MN R Q QG ERN Q E Q R S R F N - 0 H
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圖一 Amino acid sequences of mammalian hypothalamic GRFs. h:

human; p: porcine; c: caprine; b: bovine; 0: ovine; r: rat. (Ling

et al. 1984).

如上圖所示 , 哺乳類生長激素釋放素之 N 端非常相似 y 故推測生長
激素釋放素之功能部位即位於 N 端 , 目前已知生長激素釋放素前面29 個
胺基酸 , 具有完整的生長激素釋放素 (40 位個胺基酸) 大部份的效力 (Ro-
bberecht et al. 198 店

. .

當生長激素釋放素與其腦垂體前葉生長激素分泌細胞 (somatotroph)

膜表面之受體結合後 , 刺激細胞內 cAMP 合成 (Bilezikjian et al. 1983) ,
再刺激位於生長激素外分泌顆粒膜之 cAMP-dependent protein kinase,

促進生長激素分泌到細胞外 (Lewin et al. 1983) 。此種分泌機制也受鉤離
子調控 , 因為加入鉛離子可降低生長激素釋放素之刺激作用 , 而結離子為
鈣離子通道之抑制劑 (Brazeau et al. 1982, Bilezikjian et al. 1983) 。

生長激素釋放素除了刺激生長激素分泌外 , 也刺激生長激素之合成。
如將生長激素釋放素注射到體內 ,30 分鐘後 , 可增加生長激素基因表現
2.5 倍 y 此種增加 , 具有專一性 y 因為生長激素釋放素並不增加泌乳素之
基因表現(Gick et al. 1984) 。

生長激素釋放素受體之分子結構也被証明具有 G 一蛋白偶合受體之
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特性 , 亦即具有穿越細胞膜七次之功能區 , 與VIP (vasoactive intestin-

al peptide) 受體 , 小腸內泌素 (secretin) 受體 , 降鈣素 (calcitonin) 受體 ,
副甲狀腺素 (parathyroid hormone) 受體分別具有47%, 42%, 35%, 及
28% 之相似性 , 與其他 G 一蛋白偶合受體相異性較大 (Gay linn et al.

1993) 。

三、魚類生長激素釋放素之研究

有關魚類之生長激素釋放素之基礎研究 , 還很缺乏。目前已有証據顯
示魚類具有生長激素釋放素類似物質。硬骨魚類 , 與其他脊椎動物不一
樣 , 沒有下視丘的正中隆起之微血管叢 , 而是下視丘的神經分泌纖維伸展
到腦垂體後葉之微血管叢 , 而腦垂體後葉之神經分泌纖維再伸展到腦垂體

4

前葉 ; 如以哺乳類生長激素釋放素與生長激素釋放抑制因子之抗體 , 利用
免疫化學染色法 , 可以証明腦垂體前葉之生長激素分泌細胞有生長激素釋
放素與生長激素釋放抑制因子之神經分泌纖維所分佈 ; 而生長激素釋放素
之分泌細胞主要分佈於下視丘之側節核 (nucleus lateral tuberis) 與親棄
前核 (preoptic nucleus)(Marivoetet al. 1988, Luo et al. 1989, Moons

et al. 1989, Olivereau et al. 1990, Parker et al. 1990) 。

1984 年 , Peter 利用 Vale 供給之人類膜臟生長激素釋放因子注射到金
魚體內 , 可促使魚血清生長激素濃度增加 , 但因種別特異性的關係 ? 其效
果並不是很好 (Peter et al. 1984) 。有關魚類生長激素釋放素之純化研究
報告 , 始於 1987 年美國 8alk 研究所Vale 博士的研究室 (Vaughan et al.

1987); 1989 年 Ackland 等人亦發表自魚腦萃取生長激素釋放素的結

果 (Ackland 1989), 但有關魚類之生長激素釋放素之胺基酸順序並未發
表 0 Luo 與McKeown 利用 Rivier 與Vale 等人純化之鯉魚生長激素釋放

素 , 進行有關魚類腦垂體生長激素分泌調控之研究 , 他們發現 :
(-

一) 、鯉魚
生長激素釋放素有兩種型態 , 分別為 29 個胺基酸與 45 個胺基酸 , 而 carp
GRF (1-29) 與 carp GRF (1-45) 皆可促進虹縛腦垂體細胞生長激素之分
泌 , 其有效半力價分別為 0.388 nM 與 0.186 nM, 但其最大效力沒有差
別 ; 而人類膜臟生長激素釋放園子對此系統並無作用 (Luo et al.
1990) ; (斗、鰻魚生長激素釋放素GRF (1-29) 與生長激素釋放抑制因子 88-
14 互為非競爭性之括抗齊U(noncompetitive antagonist) , 亦即GRF (1-29)
與 88-14 作用於不同受體 (Luo et al. 1991a) ; 白、低濃度甲狀腺素與腎上

腺皮質素可加強鯉魚生長激素釋放素 GRF (1-29) 對虹縛腦垂體細胞生長激
素分泌之刺激作用 (Luo et al. 1991b) 。

四、生長激素釋放棄在養殖魚類應用之可行性

一 50 一



目前已知利用生長激素或生長激素釋放素皆可促進動物生長 , 但是何
者為佳 ? 根據基因轉殖小鼠的研究 , 生長激素釋放素可能優於生長激素。
主要理由是生長激素基因轉殖母鼠 , 因生長激素分泌過量而不孕 , 而生長
激素釋放素基因轉殖小鼠則無此副作用 (Palmiter et al. 1985) 。另一方
面 y 已知生長激素分子比生長激素釋放素分子大四至五倍 , 故推湖生長激
素在魚類種別問之差異應大於生長激素釋放素種別問之差異 ? 故同一種生

長激素釋放素應可用於較多的魚種。第三個理由 , 也是因為生長激素釋放
素較小 7 其主要功能區可能為 29 個胺基酸 , 容易利用化學合成獲得。

五、生長激素釋放棄基因之合成

目前尚無魚類之生長激素釋放素胺基酸順序發表 y 但確實有人在定序
中。故本計劃的目的在於建立小分子基因之試管內合成方法 , 以便當任何
一種魚類之生長激素釋放素分子被定序後 , 便可利用此一技術加以合成。
方法及結果如下 :

(一) 、電腦輔助設計 :

利用中央研究院生物巨分子資料庫中心所設置之電腦軟體 (GCG)
及設備 , 將豬之生長激素釋放素倒譯為基因密碼序列 ( 圖二 ) , 並繪出
可能之內在互補序列 , 以決定寡核背酸之合成段落。

Porcine GHRH
Fish codon

Porcine GHRH
Fish codon

Porcine GHRH
Fish codon

Porcine GHRH
Fish codon

Porcine GHRH
Fish codon

Porcine GHRH
Fish codon

圖二

Me t-Ar g-Ar g-Tyr-AI a-As p-AI a
GT-CGA-CA T-A TG-CGG-CGG-T AC-GCC-GAC-GCC ﹒

I Ie-Ph e-Th r-A s noS e roT y roAr g-L y soYa I-L e u-
AT CoT T C-AC C-AAC-T CC-T AC-CGC-AAG-GTG-C TG-

G I y -G I n - Leu - S e r -A I a - A r g - L y s - Leu - Leu -G I n-
GGC-C AG-C TG-T C CoG C C-CGC-AAG-C TG-C T G-C AG-

'A s p-II e-Me t-S e r-A r g-G I n-G I n-G I y-G I u-A r g-
GAC-A TC-A TG-TCC-CGC-CAG-CAG-GGC-GAG-CGC ﹒

A s n -G I n -G I u -G I n -G I y -A I a-A r g - Val - A r g - Leu -
AA C-CAG-G AG-CAG-GGC-GC C-CGC-GTG-CG C-C TG-

CAGCDATIOGTAQUTAgcrGACYClGGG

Amino sequence of I

nucleotide sequence using fish preferred codon. Additional amino

acids in both Nand C terminals are included for the translation

starting signal, processing signal, and amidation signal.

f
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(二) 、寡核苦酸之合成 :

利用中研院動物所之ABI 381A DNA 合成儀 , 依 phos-

phoramidite 方法合成 11 段豬之生長激素釋放素基因片段。這 11 段寡
核苦酸用聚丙婦臨胺電泳膠純化後 , 以電流濃縮儀回收之 (Ab-

ramowitz et al. 1988) 。

已) 、試管內基因組合 :

利用噬菌體T4 多核苦酸激酪將此 11 段寡核苦酸之 5' 端磷酸化 ,
以利基因片段之連接。再將互補之寡核苦酸兩兩黏合後 , 以噬菌體T4

DNA 連接酪將之與載體連接 ? 再轉殖感染大腸桿菌 (TG-1) , 利用細
菌合成生長激素釋放素。

閥、定序分析 :

取微量生長激素釋放素作定序分析 , 發現只有四段基因連接至載
體中 , 此原因正檢討中。、

(到、解決方法 :

重新設計及合成長一點的寡核苦酸 , 即利用目前已有的儀器 , 合
成四段約八十個核苦酸 , 足以構築成一生長激素釋放素基因。

六、未來研究方向

←) 、養殖魚類生長激素釋放素之基礎研究 , 如生長激素釋放素之純化 , 定
序 , 基因選殖 , 基因調控 , 生理功能 , 功能與構造關係等。

仁) 、魚類生長激素釋放素之病理研究 , 如以過量生長激素釋放素處理 , 是
否產生病變等。

(三) 、魚類生長激素釋放素之基因轉殖研究 , 如特定組織之基因表現等 ; 其
最終目標為建立優良品種的養殖魚類 (Zhang et al. 1990) 。如 1992

年 , Du 等人利用“全魚類 " 組合之生長激素基因 , 轉殖於大西洋桂
魚 , 可促其生長增加 13 倍之多 (Du et al. 1992) 。
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