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提要    设计了黑鲷 ghrelin基因的特异性引物, 提取胃组织总 RNA并扩增出目的片段, 将 PCR产
物克隆到 pGEM-T Easy载体, 经质粒 PCR扩增、酶切和测序鉴定重组质粒, 构建标准曲线等, 成功
建立了 ghrelin基因荧光实时定量 PCR检测方法, 以准确分析 ghrelin基因在黑鲷摄食调节中的作用。
运用建立的荧光实时定量 PCR方法检测了不同饥饿时段(2天、7天)黑鲷胃、肠、下丘脑组织中 ghrelin 
mRNA的表达变化。结果表明, 饥饿 2天(短期饥饿), 黑鲷胃、肠组织中 ghrelin mRNA表达显著上
升(P<0.05), 下丘脑 ghrelin mRNA 表达无显著变化(P>0.05); 饥饿 7 天(长期饥饿), 黑鲷胃、肠组织
ghrelin mRNA表达比饥饿 2天显著下降, 但仍显著高于对照组, 下丘脑 ghrelin mRNA表达逐渐升高
(P<0.05); 在同一饥饿时间内不同组织 ghrelin mRNA 表达存在显著差异(P<0.05)。黑鲷不同组织
ghrelin基因的表达随不同饥饿时段呈现出不同的变化趋势, 推测 ghrelin基因参与了黑鲷摄食调节的
生物学过程。 
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ghrelin 是由日本学者 Kojima 等(1999)在大鼠胃
组织中发现的一种多肽 , 它是生长激素促分泌素受
体(Growth hormone secretagogue receptor, GHS-R)的
具有生物活性的内源性配体。ghrelin具有明显促进生
长激素(growth hormone, GH)分泌、促进摄食、调节
体重、参与能量平衡等生物学作用(徐伟等, 2007)。 

哺乳动物的 ghrelin主要由胃组织分泌, 下丘脑、
肠道等组织有少量分泌。此外, 在肾脏、心脏、胎盘、
垂体、甲状腺、胰腺、肺脏、脂肪组织、肌肉、生殖

系统以及免疫系统等均可检测到 ghrelin mRNA的表
达或 ghrelin的分泌(徐伟等, 2007)。鱼类 ghrelin基因
最早从金鱼中克隆得到(Unniappan et al, 2002), 之后
陆续在莫桑比克罗非鱼、尼罗罗非鱼(Parhar et al, 
2003)、日本鳗鲡(Kaiya et al, 2003a)、虹鳟(Kaiya et al, 

2003b)及黑鲷(Yeung et al, 2006)中克隆到。与哺乳动
物相似 , 鱼类 ghrelin 基因主要在胃肠中大量表达 , 
在脑区中等表达, 在其它组织如肾脏、肝脏、鳃中微
量表达(Unniappan et al, 2002; Kaiya et al, 2003a, b)。
在金鱼的脑室或腹腔注射 ghrelin 均可刺激金鱼摄食
(Unniappan et al, 2002; Unniappan et al, 2004); 金鱼
在摄食后 1—3h下丘脑 ghrelin mRNA表达明显下降; 
摄食后 3h, 胃肠 ghrelin mRNA 表达才明显下降, 且
血清中 ghrelin水平也显著下降; 饥饿 7天后下丘脑和
胃肠中 ghrelin mRNA 表达水平均显著上升; 以上结
果表明 ghrelin参与了金鱼的摄食调节过程。 

黑鲷(Acanthopagrus schlegeli)隶属鲈形目、鲷科、
鲷属, 广泛分布于日本、朝鲜及我国沿海, 具有适应
性强、食性杂、肉质鲜美等优良性状, 是名贵的海产
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食用鱼类之一。目前 Yeung等(2006)已克隆到黑鲷的
ghrelin 基因, 迄今未见饥饿对黑鲷 ghrelin mRNA 表
达影响的研究报道。本文拟通过研究不同饥饿时段

(饥饿 2天、7天)对黑鲷胃、肠、下丘脑组织中 ghrelin 
mRNA 表达的影响, 以初步探讨 ghrelin 在黑鲷摄食
调节中的作用。 

目前, 荧光实时定量 PCR(real-time quantitative 
PCR)技术已经广泛用于检测基因的表达水平, 可以
非常可靠、高灵敏度地对 mRNA 的表达进行绝对定
量, 用质粒 DNA 构建标准曲线, 以标准曲线对样品
mRNA的表达进行可靠性很高的检测。本试验建立了
荧光实时定量 PCR 的标准品质粒和标准曲线, 以此
来对黑鲷 ghrelin 基因的表达进行准确定量, 为进一
步阐释其作用的分子机理奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  实验鱼的来源、驯化及实验设计    实验于
2007年 5—6月在广东省大亚湾水产试验中心进行。
实验用黑鲷(Acanthopagrus schlegeli)取自该中心人工
育苗并养殖的鱼苗, 选取体重 110.5—120.7g 的健康
鱼苗 200 尾, 暂养于室内大型塑料桶中, 每天投喂 2
次, 达饱食状态。待摄食和生长正常后, 随机选取其
中的 180尾平均放入 9个体积为 1m3的塑料桶中, 充
气, 日换水量为 1/3, 在实验条件下驯化 2 周后开始
实验。实验过程中使用经沉淀和沙滤后的自然海水, 
盐度为 26.5—27.8, 温度为 26.5—30.0℃, 光照周期
为 12L : 12D。 

实验设 1个对照组和 2个饥饿处理组, 每一处理
组 3 个重复, 每一重复 20 尾鱼。实验时间为 2 周。
实验设计如下： 

对照组, 连续每日喂食 14天; 饥饿 2天组, 饥饿
2天后连续每日喂食 12天; 饥饿 7天组, 饥饿 7天后
连续每日喂食 7 天; 喂食阶段, 各实验组于每天 8:00
和 16:00各投饵 1次。 

在实验第 0、2、7天分别从对照组、饥饿 2天组、
饥饿 7 天组中随机取鱼 5 尾, 碎冰速冻麻醉后, 尾静
脉取血, 之后立刻取胃、肠及下丘脑, 组织取出后放
入经 DEPC处理后的离心管内并立即置于液氮, 带回
实验室保存在－80℃超低温冰箱。 
1.1.2  试剂与药品    总RNA提取试剂Trizol Reagent
试剂盒购自 Invitrogen 公司。ReverTra Ace-a-TM Kit、
Real-time PCR Master Mix试剂盒购自 TOYOBO公

司。ExTaq PCR kit、TaqTM由 TaKaRa公司生产。胶
回收试剂盒 E.Z.N.A Gel Extraction Kit和质粒纯化试
剂盒 E.Z.N.A Plasmid Extraction Kit为Omega Bio-Tek
公司产品。InsT/AcloneTM PCR Product Cloning Kit载
体连接试剂盒购自 Fermentas公司。X-gal、IPTG、氨
苄青霉素为上海生物工程公司产品 ; 100bp DNA 
Ladder为天为时代公司产品; PCR引物由广州赛百胜
生物技术公司合成。 
1.1.3  仪器设备    PTC-200 thermocycler PCR扩增
仪为 MF Research (U.S.A)公司产品 ; 定量实时
RT-PCR扩增仪为 ABI PRISM 7900 Sequence Detec-
tion System (Applied Biosystems); 电泳仪和 Gel Doc 
2000 凝胶成像系统为 BioRAD (U.S.A)公司产品; 核
酸蛋白测定仪和 5804R 冷冻离心机为 Eppendorf 
(Germany)公司产品; 温控振荡培养箱为江苏省太仓
市实验设备厂产品。 
1.2  方法 
1.2.1  总 RNA提取    将在－80℃超低温冰箱中冻
存的组织取出, 组织匀浆后, 按照 Trizol Reagent 试
剂盒操作说明提取组织的总RNA, 并根据OD260值计

算 RNA的浓度, 以 OD260/OD280的比值判断其纯度。

提取的 RNA用 DEPC处理的灭菌双蒸水融解, －80℃ 
保存备用。 
1.2.2  反转录(RT)合成 cDNA    RT 的反应体积为
20μl, 样品 RNA 2μl、2.5mmol/L dNTP 2μl、oligo(dT)18 
(16pmol/L) 2μl、5×逆转录缓冲液 4μl、AMV反转录
酶 1μl (5U)、RNasin 1μl (40U), 补充 DEPC处理过的水
至体积 20μl。上述成分混匀后于 PCR 仪器中, 42℃ 
45min、99℃ 5min灭活 AMV酶。 
1.2.3  引物设计    参照文献(Yeung et al, 2006), 设
计黑鲷 ghrelin 基因和β-actin 基因的特异性引物。
β-actin 作为检测 ghrelin mRNA 表达的内参基因。
ghrelin 所用引物为 F1: CAGCAGAAACATGCTGAT 
CTC和 R1: CTGAGACTCTGGGATGTGGTG, 扩增产
物为 148bp; β-actin 所用引物为 F2: ACCCAGATCA 
TGTTCGAGACC和 R2: ATGAGGTAGTCTGTGAGG 
TCG, 扩增产物为 212bp。 
1.2.4  PCR 扩增     PCR 扩增体系为反转录产物
2μl、10×PCR反应缓冲液 2μl、2.5mmol/L dNTP 2μl、
0.5U/μl TaqDNA酶 2μl、10μmol/L上下游引物各 1μl、
15mmol/L MgCl2 2μl, 补充 DEPC处理过的水至体积
20μl。反应条件为：94℃预变性 5min; 94℃变性 30s、
55℃退火 45s、72℃延伸 40s, 共 36个循环; 72℃延伸
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7min。 
1.2.5  重组标准品质粒制备    PCR 产物经 1.5%琼
脂糖电泳, 按照 E.Z.N.A Gel Extraction Kit的操作说
明对 PCR 扩增片段进行纯化、回收。按照 InsT/ 
AcloneTM PCR Product Cloning Kit载体连接试剂盒的
说明书将纯化的 PCR 扩增产物与 pGEM®-T 载体在
T4 DNA 连接酶作用下进行连接反应, 构建扩增产物
的重组质粒。转化 DH5α感受态细胞 , 涂于 Amp、
X-GaL和 IPTG处理的 LB琼脂平板上, 37℃过夜培养, 
挑取单个白色菌落, 在 Amp+/LB液体培养基中 37℃、
200r/min过夜, 按照质粒快速提取试剂盒的操作要求
提取质粒, 然后进行重组质粒 PCR、酶切(EcoRⅠ)和
测序鉴定。 
1.2.6  重组质粒定量标准曲线的建立    测定阳性
重组质粒的 OD值, 计算出拷贝数。将标准品重组质
粒进行 10 倍系列稀释, 以系列稀释的质粒为模板在
荧光实时定量 PCR 仪上扩增。反应体系 20μl, Mix 
10μl、上下游引物(10μmol/L)0.4μl、重组质粒 DNA 
1μl、荧光染料 SYBRGreenⅠ0.04μl、灭菌双蒸水
8.2μl。Real-time quantitative PCR反应程序为：95℃
预变性 60s; 95℃变性 15s、55℃退火 15s、72℃延伸
30s, 共 40个循环。在每个循环内加入读板步骤, 总延
伸结束后, 加入融解曲线的制备(65—95℃, 每 0.2℃
读板 1次)步骤。 
1.2.7  目的基因的定量    使用 ABI PRISM 7900 
Sequence Detection System 仪器和 Real-time PCR 
Master Mix 试剂盒对黑鲷 ghelin 基因 cDNA 进行定
量。反应体系及程序同 2.6。每个样品重复 3 次, 每
次都用标准曲线定量出相对应的域值(Ct)和 cDNA拷
贝数。 
1.2.8  数据分析     目的基因相对表达量(ghrelin/ 
β-actin)用平均值±标准差表示, 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  标准曲线和融解曲线分析 
根据紫外分光光度计测定的重组标准品质粒 OD

值, 对各质粒 10倍系列稀释, 选取 6个稀释度进行荧
光实时定量 PCR 扩增反应, 以 Ct 值为纵坐标, 以稀
释倍数的对数为横坐标, 获得相对定量标准曲线(β- 
actin：y =－1.559x + 27.409; ghrelin：y =－1.8402x + 
27.498), 且β-actin和 ghrelin基因标准曲线的相关系

数均大于 0.995, 可见β-actin和 ghrelin基因 real- time 
PCR 在稀释度范围内有很好的线性关系。PCR 后进
行熔解曲线分析 , 熔解曲线结果显示 β-actin 和
ghrelin 基因扩增产物均为单峰, 且峰值单一, 表明无
引物二聚体及非特异性产物, 扩增产物特异性高。 
2.2  基因的定量表达 

不同样品的反转录产物 cDNA 的定量差异在

10% (n = 3)以内, 同一样品在同一次实时荧光定量结
果的差异在 2%以内。由于看家基因在各种组织中表
达是恒定的, 故以看家基因β-actin 的定量作为标准
来比较不同样品目的基因表达量的差异 , 即以
ghrelin/β-actin±SE 表示 ghrelin mRNA 的相对表达
量。 
2.2.1  不同饥饿时段对黑鲷胃组织 ghrelin 基因表达
的影响    由表 1可以看出, 饥饿 2 天后, 黑鲷胃组
织 ghelin mRNA的相对表达量显著上升, 随着饥饿时
间的延长, ghrelin mRNA的相对表达量逐渐下降, 饥
饿 7 天组 ghrelin 相对表达量显著低于饥饿 2 天组但
仍明显高于对照组(P<0.05)。 
2.2.2  不同饥饿时段对黑鲷肠组织 ghrelin 基因表达
的影响     随着饥饿时间的延长 , 黑鲷肠组织
ghrelin mRNA 表达呈现出一个先升后降的变化趋势, 
饥饿 2天后黑鲷肠组织 ghrelin mRNA 相对表达量显
著升高, 约为对照组的 180%, 饥饿 7天后, 其表达量
又明显下降, 但仍然显著高于对照组(P<0.05)(表 1)。 
2.2.3  不同饥饿时段对黑鲷下丘脑组织 ghrelin 基因
表达的影响    饥饿 2天后, 黑鲷下丘脑组织 ghrelin 
mRNA相对表达量无明显变化, 饥饿 7天后, 其表达
量显著升高(P<0.05), 约为对照组表达量的140%(表1)。 
2.2.4  不同饥饿时段对黑鲷不同组织 ghrelin 基因表
达的影响    由表 1 可以看出, 在正常投喂情况, 黑
鲷不同组织中 ghrelin 基因的相对表达存在显著差异
(P<0.05), 胃组织中表达量最高, 肠次之, 下丘脑表 

 
表 1  不同饥饿时段对黑鲷不同组织 ghrelin mRNA 表达

的影响 
Tab.1  The effect of different fasting stages on ghrelin ex-

pression in different tissues of A. schlegeli 

组织 饥饿时段
(d) 胃 肠 下丘脑 

0 0.96±0.11c 0.50±0.09b 0.31±0.03a 

2 1.56±0.11e 0.90±0.17c 0.30±0.06a 

7 1.21±0.09f 0.75±0.02d 0.43±0.05b 

注：上标不同字母表示差异显著(P<0.05) 
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达最低, 仅为胃组织中的 1/3; 饥饿 2天后, 胃、肠组
织中的表达则显著上升 , 而下丘脑的表达无明显变
化; 饥饿 7 天后, 胃、肠组织表达明显下降, 下丘脑
组织表达显著上升。 

不同饥饿时段对黑鲷不同组织中 ghrelin 基因的
表达有不同的影响趋势, 随着饥饿时间的延长, 胃、
肠组织中的表达呈先升后降的趋势 ; 下丘脑组织的
表达早期无显著变化, 之后明显上升。 

3  讨论 

目前 , 国际上对基因表达检测通用的是实时定
量 PCR方法(Giulietti et al, 2001), 荧光实时定量 PCR
作为一个极有效的实验方法 , 已被广泛地应用于分
子生物学研究的各个领域。real-time quantitative PCR
技术较之以前的以终点法进行定量的 PCR 技术具有
无与伦比的优势。首先, 它不仅操作简便、快速高效, 
而且具有很高的敏感性和特异性。其次, 由于是在封
闭的体系中完成扩增并进行实时测定 , 大大降低了
污染的可能性并且无须在扩增后进行操作。利用实时

荧光定量RT-PCR对基因的mRNA表达水平进行研究
非常可靠, 研究结果具有可比性和可重复性(Tichopad 
et al, 2003)。本研究对黑鲷 ghrelin基因表达情况的检
测采用的是荧光染料结合法 , 荧光染料是 SYBR 
GreenⅠ, 该染料可在 PCR 产物形成过程中结合到双
链 DNA 上, 利用这种染料可以避免使用昂贵的特异
性水解探针。但是, SYBR GreenⅠ既可以与特异性的
PCR 产物相结合, 也可与非特性产物(如引物二聚体)
相结合。在本研究中, 通过优化 PCR反应条件, 有效
地避免了这种情况的发生。 

real-time quantitative PCR 根据其定量所选择标
准可分为绝对定量及相对定量两大类 , 前者是真正
意义上的定量 PCR, 它以已知不同浓度的同种模板
的系列样品作为外参照标准品 , 在相同条件下与待
测模板一起进行 PCR 扩增, 通过比较待测样品与标
准品的扩增结果 , 推断出待测样品中原始模板量
(Tichopad et al, 2003)。近年来 real-time quantitative 
PCR 尽管得到一定发展, 但由于各实验室采用标准
品不一致, 难以纵向比较, 限制着 real-time quantitative 
PCR的发展。标准品的构建可分为 3种方式：(1) 化学
合成目的基因, 它的优点是纯度高、定量准确, 缺点
是受化学合成工艺的限制, 只能合成 120bp以下的长
度。(2) 将 PCR扩增产物直接梯度稀释, 它的优点是
方便、简单, 缺点是不准确、不稳定, 容易造成污染。

(3) 将 PCR 产物克隆到载体上, 然后抽提出质粒, 经
过测量浓度和拷贝数的换算, 可准确定量, 它的优点
是稳定、准确。因此, 作者选用第 3种方式构建标准
品。本研究成功构建的标准品质粒和标准曲线是

mRNA 表达水平定量的基础, 对不同样品中基因含
量进行定量, 进而确定基因表达的水平, 为研究黑鲷
ghrelin基因的表达提供了一种新的研究手段。 

在 real-time quantitative PCR中, 对整个 PCR反
应扩增过程进行了实时的监测 , 并连续分析扩增相
关的荧光信号, 随着反应时间的延伸, 监测到的荧光
信号的变化可以绘制成一条曲线。Ct 值的含义是：
每个反应管内的荧光信号达到设定的域值时所经历

的循环数。研究表明, 每个模板的 Ct 值与该模板的
起始拷贝数的对数存在线性关系, 起始拷贝数越大, 
Ct值越小(Ginzinger, 2002)。本研究中的各基因的 Ct
值相对固定 , 重复性好 , 以不同浓度标准品质粒
DNA 分别进行荧光实时定量 PCR 扩增, 发现起始浓
度越高, Ct值越小, 即起始模板浓度与 Ct值之间呈良
好的线性关系, 与文献报道一致(Ginzinger, 2002)。 

大量试验表明, ghrelin 参与了动物机体能量平
衡的调节。大鼠外周注射 ghrelin 会导致脂肪利用减
少而引起肥胖(Nakazato et al, 2001; Wren et al, 2001a), 
脑室内注射 ghrelin 会出现剂量依赖性摄食增多和体
重增加(Wren et al, 2001b); 在常规饮食喂养大鼠饥饿
72h 以内(短期饥饿), 其胃壁组织 ghrelin 表达升高
(24h, P<0.05; 72h, P<0.01), 饥饿持续时间达 120h(长
期饥饿 )时 , 大鼠胃壁组织 ghrelin 表达又下调
(P<0.01), 但长期高脂饮食喂养的肥胖的大鼠模型 , 
其胃壁组织 ghrelin表达不受饥饿时段的影响(邵莉等, 
2005)。鱼类饥饿后胃(肠)组织中 ghrelin 的表达变化
存在种的特异性。饥饿 7 天后, 尼罗罗非鱼胃组织
ghrelin的表达无显著变化(Parhar et al, 2003), 金鱼短
期饥饿(1—5 天)后胃肠 ghrelin 的表达无显著变化, 7
天后表达量显著升高(Unniappan et al, 2004), 而本研
究表明黑鲷随着饥饿时间的延长 , 胃、肠组织的
ghrelin 表达出现了先升后降的变化趋势, 这与常规
饮食喂养大鼠的实验结果相一致。这可能与 ghrelin
的生理功能存在种的特异性有关。已有研究表明 , 
ghrelin 可刺激日本鳗鲡催乳素(PRL)的释放(Kaiya et 
al, 2003a), 却不能刺激虹鳟 PRL的释放(Kaiya et al, 
2003b)。本研究实验结果表明, 黑鲷胃、肠组织 ghrelin 
mRNA 的表达随饥饿时间的延长先升后降, 即饥饿 2
天后表达显著上升, 但饥饿 7 天后表达明显下降, 推
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测其原因可能有两个, 一是饥饿起始, 机体处于能量
负平衡状态, ghrelin mRNA的表达量增加, 促进食欲, 
希望得到食物的补充, 从而维持机体能量的平衡, 但
在持续饥饿的状态下, 胃、肠中储备的 ghrelin含量已
经达到一个饱和的水平 , 仅需少量合成即可维持其
含量的平衡 , 并足以满足重新恢复进食时所需要的
分泌量; 另一可能原因是在持续的饥饿状态下, 机体
仍未得到食物的补充, 机体由糖、脂肪供能逐步转向
由蛋白质消耗供给 , 且能量供应主要流向最基本的
生理活动, 同时, 相对一部分蛋白质的合成过程必然
受到抑制, ghrelin mRNA的表达量下降, 以降低代谢
水平、减少能量消耗。 

相关实验表明 , 大鼠下丘脑弓状核腹侧存在
ghrelin 免疫反应原性的神经元, 并且在弓状核中用
逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR)方法检测到了 ghrelin 
mRNA 的表达, 这表明弓状核可能是中枢神经系统
中 ghrelin的主要来源(Nakazato et al, 2001)。本实验
通过 RT-PCR 方法同样检测到了黑鲷下丘脑 ghrelin 
mRNA的表达。下丘脑 ghrelin mRNA的表达在短期
饥饿时(饥饿 2 天)无显著变化, 饥饿 7 天后表达量显
著升高, 这与在金鱼中的检测结果相一致(Unniappan 
et al, 2004)。ghrelin 促进摄食的作用可能主要通过
NPY、AGRP和 Orexin等有较强刺激食欲作用的物质
来实现。ghrelin 通过与这些下丘脑特定神经元上的
GHS-R 结合, 促进 NPY、AGRP 、Orexin和其它神
经递质的释放, 形成一个促进摄食的调节路径, 说明
ghrelin 在下丘脑室旁核(PVN)通过神经肽 Y1 受体和
促肾上腺激素释放因子(CRF1)受体发挥肠胃动力的
中枢调节作用 (Volkoff et al, 2001)。黑鲷下丘脑
ghrelin mRNA的表达量在饥饿短期(饥饿 2天)内无明
显变化可能是因为下丘脑中储备的 ghrelin 含量已经
达到一个相对稳定的水平, 随着饥饿时间的延长, 下
丘脑中储备的 ghrelin 含量不足以维持其含量的平衡, 
无法满足重新恢复进食时所需要的分泌量 , 故在下
丘脑室旁核(PVN)通过神经肽 Y1 受体和促肾上腺激
素释放因子 (CRF1)受体等作用发挥中枢调节作用 , 
ghrelin mRNA表达量增加。 

本文比较了不同饥饿时段(2天、7天)对黑鲷胃、
肠、下丘脑组织 ghrelin mRNA 表达的影响, 结果表
明, 短期饥饿(2 天)就可引起黑鲷胃、肠组织 ghrelin 
mRNA 表达的显著变化, 且两者变化趋势相同, 而下
丘脑组织 ghrelin mRNA 表达的升高要在长期饥饿(7
天)后才出现, 推测 ghrelin 基因参与了黑鲷的摄食调

节、能量平衡代谢的生物学过程。 
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EFFECT OF DIFFERENT FASTING STAGES ON GHRELIN EXPRESSION IN BLACK 
SEABREAM ACANTHOPAGRUS SCHLEGELI 

MA Xi-Lan1, 2,  ZHANG Yong1,  LIU Yun1,  HUANG Wei-Ren1,  LIU Xiao-Chun1,  ZHOU Li-Bin2 
(1. State key Laboratory of Biocontrol, Institute of Aquatic Economic Animals and Guangdong Provincial Key Laboratory for Aquatic 

Economic Animals, Sun Yat-Sen University, Guangzhou, 510275; 2. Department of Life Science, Huizhou University, Huizhou, 516007) 

Abstract    To analyze the roles of ghrelin in food intake of black seabream in detail, real-time quantitative PCR was 
adopted to examine the ghrelin gene expression. Total RNA was extracted from black seabream stomach tissue and the 
fragments of target gene were amplified by RT-PCR with special primers. PCR product was cloned via pGEM-T Easy vec-
tor and plasmid extracted. The recombinant plasmid was identified by PCR amplification and restriction enzyme analysis. 
Real time quantitative PCR was also applied to detect the ghrelin expression in stomach, intestine and hypothalamus tis-
sues during different fasting stage. The results show that the expression of ghrelin increased in stomach and intestine tissue 
but not in hypothalamus tissue during a short period of fasting (2 days) (P<0.05) . However, during a long period of fasting 
(7 days), the expression decreased in stomach and intestine tissue, but still higher than that of the control (P<0.05), which 
was increased in hypothalamus tissue (P<0.05). Besides, the expression of ghrelin in different tissues at the same stage was 
different (P<0.05). The expression of ghrelin in different tissues did change in different fasting stages, suggesting that 
ghrelin is involved in the regulation of food intake in black seabream. 
Key words    Black seabream Acanthopagrus schlegeli,  Ghrelin,  Real-time quantitative PCR,  Fasting 
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