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摘要! 为获知草鱼 W细胞淋巴瘤71"W=@00-''5038LG/8971!W=071#基因序列及其在草鱼各组

织和脂肪细胞中的表达情况!采用 =4%&快速末端扩增技术获得了草鱼 5&8J1 的全长 =4%&

序列!通过实时定量 6-$研究了 5&871 在草鱼不同组织中的表达水平及经二十二碳六烯酸

"E/=/C9G@I9@</:=9=:E!4+&#处理后!草鱼脂肪细胞 5&871 的表达变化$ 结果显示!所获得草

鱼 5&871 基因全长 =4%&序列长度为 3 181 JL!包含 3// JL 的 7Z非翻译区和 0:9 JL 的 /Z非翻

译区&开放阅读框为 /07 JL!编码 319 个氨基酸$ 草鱼 W=071 与鲤%斑马鱼 5&8J1 氨基酸同源性

分别为 :817>和 8313>!与人%原鸡%小鼠%野猪%欧洲牛%褐家鼠%家猫和犬等其他动物的氨基

酸同源性为 7010><6112>$ 其编码蛋白的分子量为 39139 U2!等电点为 916:$ 5&871 基因在

草鱼心脏%肝胰脏%脾脏%鳃%肾脏%肌肉%腹腔脂肪组织%脑%肠和精巢 32 个组织中均有表达!其

中在腹腔脂肪组织%肾脏和精巢中表达丰度最高!在肌肉中表达最低$ 4+&处理草鱼前体脂

肪细胞后!5&871 基因表达在增殖阶段下调!而在分化阶段上调$ 研究表明!5&871 在草鱼各组

织中广泛表达!且 4+&对其在脂肪细胞中的表达具有调控作用$

关键词! 草鱼& W细胞淋巴瘤71& 4+&& 基因表达

中图分类号! ?0:7& *8301944 444444文献标志码'&

44W细胞淋巴瘤71 #W=@00-''5038LG/8971"

W=071$蛋白家族是一类参与细胞凋亡过程的重要

蛋白质"主要分布在线粒体和内质网膜上"按功能

该家族成员可分为两类!一类具有抗凋亡作用"如

W=071(W=07I0(W=07K'一类具有促凋亡作用"如 W9I(

W9U(W9E+ 研究者发现"细胞凋亡的内源性凋亡途

径#也被称为线粒体途径$"主要由 W=071 家族成员

调控"它们是位于线粒体膜的一种整合蛋白
)3 51*

"

可激活 =9CL9C@78 使线粒体释放细胞色素 ="最终使

下游的 =9CL9C@7/ 等因子激活"引起细胞核内 4%&

的降解导致细胞凋亡
)/*

+ 另一方面"W=071 只有通

过结合 W9I 才能发挥抗凋亡作用
)9*

+ ':<ECH@<

等
)7*

发现 W9I 是多种组织正常发育所必需的"且

W9I 的表达促进细胞凋亡
)6*

"而 W=071 特有的 W+/

区域才能阻止 W9I 诱导的细胞凋亡
)0*

+

目前对于 W=071 的研究集中于癌细胞
): 58*

"在

肌肉
)32*

(肝脏
)33*

和脂肪组织
)31*

也有报道+ 关于水

产动物的研究仅见斑马鱼#H%)(* $1$(*$的W=071 家

族功能的探讨
)3/*

和鲤#9"@$(),-&%$@(*$5&871 基因

的克隆
)39*

等工作"而草鱼方面尚未见报道+

吉红等
)37*

发现高不饱和脂肪酸可以抑制脂

质蓄积"而脂肪细胞凋亡是减少脂质蓄积重要途

径之一
)36 530*

+ 二十二碳六烯酸# E/=/C9G@I9@</:=

9=:E"4+&$是高不饱和脂肪酸的一种"可促进

/F/7'3 细胞发生凋亡
)3:*

"并可通过上调 W9I5

W=071 比率促进人的乳腺癌 Q-(70 细胞凋亡
)38*

+

而 4+&能否通过调控 5&871 基因表达诱导脂肪

细胞凋亡尚未见报道+

实验 采 用 =4%& 快 速 末 端 扩 增 # A9L:E

98L0:B:=9H:/< /B=4%&@<EC"$&-,$技术克隆草鱼
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#9+1)*@'%$")3*<*) (<188%$5&871 的全长=4%&序列"

通过实时定量6-$#T$F76-$$研究其在草鱼不同组

织中的表达状况"并评估4+&对草鱼前体脂肪细胞

中5&871基因表达的影响"以期为进一步探讨 5&871

的功能(4+&引起细胞发生凋亡的作用机理以及草

鱼脂质代谢的研究提供参考资料和理论依据+

34材料与方法

!"!#实验草鱼

用于5&871 基因克隆和组织表达检测的 9 尾草

鱼#722 <:22 D$购自陕西杨凌康乐路水产品市场"

均健康无病+ 实验鱼购回后立即解剖取其心脏(肝

胰脏(脾脏(鳃(肾脏(肌肉(腹腔脂肪(脑(肠和精巢

32 个组织"液氮浇冻后于 5:2 Y保存备用+

用于细胞培养的健康草鱼#3 UD 左右$"购自

陕西杨凌康乐路水产品市场+

!"$#草鱼前体脂肪细胞获得及培养

实验鱼在水族箱中停食暂养 3 E 左右+ 实验

前将鱼敲晕后剪断鳃弓放血"清洗干净并用 07>

酒精擦拭鱼体进行消毒"无菌环境中解剖取出腹

腔肠系膜脂肪组织"将其放入不含胎牛血清的

4Q,Q培养基#O:J=/$中"并称量记录分离的脂

肪组织总重量+

将脂肪组织用 6W*洗 / 次后放入烧杯"加入

等体积的 213>

!

型胶原酶#O:J=/$"用剪刀将脂肪

组织剪碎"12 8:< 后用含有 32>胎牛血清的培养

液终止消化反应+ 随后将混合液放于 72 8'离心

管":22 AD 离心 32 8:<"弃上清液"加入 12 8'红

细胞裂解液 # 21379 8/05' %+

9

-0" 32 88/05'

%9+-"

/

"213 88/05',4F&%9

1

$"静置 7 8:<":22

AD 离心 7 8:<"弃上清液+ 将获得的草鱼前体脂

肪细胞用不含血清的4Q,Q培养基#O:J=/$重悬"

:22 AD 离心 7 8:<"重复上一步操作+ 用含 32>胎

牛血清的 4Q,Q5(31 培养基#+3=0/<@$将细胞重

悬"以 32 D517 =8

1

密度接种于预先用 3>明胶

#*:D89$涂布板底的细胞培养皿"于 1: Y"7> -"

1

条件下进行培养"隔 1 E 换液+ 当细胞生长至汇合

阶段#接种第 0 天$"更换细胞诱导培养基)含 32>

胎牛血清的 4Q,Q5(31 培养基#+3=0/<@$"胰岛素

#*:D89$12

"

D58'(地塞米松#*:D89$3

"

8/05'(

三碘甲腺原氨酸#*:D89$32 <8/05'*继续培养+

!";#MQG处理草鱼前体脂肪细胞

增殖阶段处理44细胞接种后"隔 1 E 换液+

对照组继续用生长培养基培养"处理组更换含

322

"

8/05'4+&的生长培养基"分别处理 3 E#6

3 E$(/ E#6/ E$和 7 E#67 E$后"收集细胞提取

细胞总 $%&+

分化阶段处理44当细胞生长至汇合阶段"

对照组继续用诱导培养基培养"处理组更换含

322

"

8/05'4+&的诱导培养基"分别处理 3 E#4

3 E$(/ E#4/ E$和 7 E#47 E$后"收集细胞提取

细胞总 $%&+

!"%#总 KNG提取

采用 $%&:C/ 602C试剂盒 #F9R9$9$提取草

鱼各组织总 $%&"利用 3>琼脂糖凝胶电泳检测

$%&质量" 5:2 Y保存备用+

!"?#8,3<$ 2MNG中间片段克隆

以提取的草鱼脂肪组织总 $%&为模板"进行

=4%& 的 合 成"按 6A:8@*=A:LH

FQ

$F A@9D@<HU:H

#F9R9$9$ 说明书"合 成 =4%&第一链+ 根 据

O@<W9<U 中斑马鱼#登录号!&X687:12$的 5&871 保

守序列设计 5&871 引物 6@"65#表 3$合成 5&871

中间片段+ 5&871 =4%&7Z端和 /Z端非编码区的扩

增采用 7Z7$&-,*3CH@8B/A$9L:E &8L0:B:=9H:/< /B

=4%&,<EC".@AC:/< 112 和 /Z7$&-,*3CH@8 B/A

$9L:E &8L0:B:=9H:/< /B=4%& ,<EC扩增试剂盒

#)<M:HA/D@<$"按照说明书进行操作"采用的引物见

表 3+ 利用琼脂糖凝胶 4%&回收试剂盒)生工生

物工程#上海$有限公司*"将所获得的 6-$产物进

行纯化+ 回收的 4%&片段连接到 LQ43:7F载体

#F9R9$9$上"随后转化到感受态 K;&*8(4+7

#

感

受态细胞#F)&%O,%$后筛选阳性克隆"送交南京

金斯瑞生物科技有限公司测序+

!"A#8,3<$ 4KNG组织差异表达

根据克隆得到的草鱼 5&871 =4%&序列"用

6A:8@A?2@CH

*Q

设计实时定量6-$特异引物#W=071

@

"

W=071

5

$并在上海生物工程技术服务有限公司合成

#表 3$+ 提取草鱼心脏(肝胰脏(脾脏(鳃(肾脏(肌

肉(腹腔脂肪(脑(肠和精巢 32 个组织"参照反转录试

剂盒说明进行反转录+ 实时定量检测利用 -(N86

实时定量6-$检测系统#W:/7$9E"#*&$进行"反应

体系如下!216

"

'32 88/05

"

'的上下游引物(3

"

'

反转录产物(32

"

'*XW$

$

6A@8:I ,I #%D

FQ

%

(01:

"

'EE+

1

"+ 反应条件为 87 Y"32 C'87 Y"37 C'70

Y"/2 C'92 个循环+ 同一样品重复 / 个反应"以
!

J

%&+() 作为参照基因+ 根据扩增曲线得到的9

H

值#荧

808
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光信号达到设定的阈值时所经历的循环数$"计算出

目的基因5&871和对照基因
!

J%&+() 9

H

值的差异

&

9

H

'得到不同样品相对于参照样本基因表达倍数

1

5

&&

9

H

"从而制作出相对定量的图表+

表 !#检测引物列表

&'("!#)314+35>5+76-3)EK

引物

LA:8@A

引物序列#7Z7/Z$

LA:8@AC@T2@<=@

用途

2C9D@

6

@

O&O&FOO-OF---&OOF&O&F&&F& 中间片段扩增

6

5

&-OFOFFFFOFOFOF-O&F-F-FOF 中间片段扩增

O*63 -&O&&FO&OO&-F-O-&OO&& /Z端扩增

O*61 -&OO&&-O-F---&-&-FFF& /Z端扩增

%O*63 &FOOOFOO&&-&F&O&OF- 7Z端扩增

%O*61 &&-F--&-&&&OO-&F---& 7Z端扩增

%O*6/ -&F---&&--F--&FFFF--F 7Z端扩增

&&6 OO--&-O-OF-O&-F&OF&-OOO))OOO))OOO))O 7Z端扩增

&#&6 OO--&-O-OF-O&-F&OF&- /Z端和 7Z端扩增

W=071

@

&O&FOO-OF---&OOF&O&F&& 荧光定量引物

W=071

5

&OF-F-F-FO-FO&--OF&-&& 荧光定量引物

'

79=H:<

@

-OFO&-&F-&&OO&O&&O 内参引物

'

79=H:<

5

O&OFFO&&OOFOOF-F-&F 内参引物

!"B#草鱼前体脂肪细胞 8,39$ 基因表达

收集 63 E(6/ E(67 E(43 E(4/ E 和47 E

的对照组和处理组细胞提取总 $%&+ 将提取的

总 $%&"参照反转录试剂盒说明进行反转录+ 采

用 T$F76-$法检测 5&871 在草鱼脂肪细胞不同时

间点的表达情况+ 实验方法及条件同上+

!"C#数据分析

采用 *6**3/12 软件和 ,I=@01220"所得数

据用平均值 B标准差#L

-

B*4$表示"使用 +检验

进行比较"当 2>2127 时"认为差异显著'当 2>

2123 时"认为差异极显著+

14结果与分析

$"!#8,3<$ 2MNG全长序列扩增克隆

用引物 6

@

"6

5

进行 6-$"扩增得到 799 JL 的

特异性条带"菌液送检测序"结果在 O@<W9<U 中

W'&*F分析确定为草鱼 5&871 目的片段+ /Z端和

7Z端经巢式6-$扩增得到特异性条带"测序结果经

4%&Q&%分析"去掉重叠区后拼接得到 5&871

=4%&全长序列#图 3 为全长 =4%&序列$+

图 !#草鱼 8,3<$ 2MNG及预测的氨基酸序列

L18"!#8,3<$ 2MNG5+=>+,2+',77+7>2+7'41,- '2175+=>+,2+-683'552'30

$"$#8,3<$ 2MNG全长序列基本特征

使用 -'- Q9:< K/AUJ@<=G 软件分析草鱼

5&871 =4%&序列"结果显示"全长 =4%&序列为

3 181 JL"各碱基含量为 &!/72"-!/26"O!/22"F!

//6'预测开放阅读框与 %-W)网上分析一致"包

括 3// JL 7Z#F$"0:9 JL /Z#F$"编码区 /07 JL"

编码 319 个氨基酸'预测蛋白质的分子量和等电

点分别为 39139 U2 和 916:+

$";#8,3<$ 基因及预测氨基酸同源性分析

在 O@<W9<U 中进行 W'&*F分析"获取到斑马

鱼 # H%)(* $1$(* %Q C 2232/217/ $( 鲤 # 9"@$(),-

&%$@(* ,#98292: $( 人 # F*0* -%@(1)- %Q C

2:8
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[[[\]]$(原鸡 #M%88,-3%88,-%QC127//8$(小鼠

#C,-0,-&,8,-%Q C 300932 $(野 猪 # >,--&$*7%

,(6:3:66$(欧洲牛 #5*-+%,$,-%QC2233669:6$(

褐家鼠#?%++,-)*$.13(&,-%QC23688/$(家猫#=18(-

&%+,-%Q C 223228/92 $ 和 犬 # 9%)(-7%0(8(%$(-

&X72876/$32 个物种的 5&871 基因序列+ 结果显

示"草鱼 5&871 与鲤(斑马鱼的基因同源性分别为

8310> 和 :013>"而与其他物种的基因同源性在

9113><0312>之间'编码氨基酸与其他物种之间

的同源性为 7010><6112>"而与鲤和斑马鱼则为

:817> 和 8313>+ 图 1 为草鱼 W=071 与其他物种

W=071 氨基酸序列比对结果+

图 $#草鱼 R2:<$ 与其他物种 R2:<$ 氨基酸序列比对

L18"$#G41,- '2175+=>+,2+':18,4+,.-6R2:<$ (+.9++,83'552'30',7-.*+350+21+5

3:8
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$"%#构建 R2:<$ 基因系统进化树

使用 4%&Q&%软件构建草鱼(斑马鱼(鲤(

人(原鸡(小鼠(野猪(欧洲牛(褐家鼠(家猫和犬

33 个物种 W=071 基因系统进化树+ 结果发现"草

鱼和斑马鱼的亲缘关系最近"与鲤次之"与其他物

种的亲缘关系较远#图 /$+

图 ;#8,3<$ 基因系统发育树

L18";#)*/:-8+,+.12.3++-68,3<$

$"?#R2:<$ 蛋白结构特征

使用 FQ+QQ *@AM@A112 软件对编码氨基酸

跨膜结构进行分析发现"草鱼 W=071 具有 3 个螺

旋跨膜结构"从 %端的第 322 个氨基酸残基开

始"至第 311 个氨基酸残基完成跨膜"其 %端在

细胞外"-端在细胞内'其它 32 个物种分析都存

在 3 个跨膜区+ 草鱼 W=071 蛋白结构与哺乳类动

物 W=071 蛋白结构十分相似+ 使用 W'&*F软件

将草鱼 W=071 蛋白与其他物种比对"发现草鱼

W=071 蛋白仅含有 W+3(W+1 和 W+/ 结构域"而斑

马鱼等物种含有 W+3(W+1(W+/ 和 W+9 区域+

$"A#8,3<$ 4KNG组织表达

采用 T$F76-$方法 "对草鱼各组织的5&871

8$%&丰度进行检测 #图 9$"由图 9 可知"5&871

基因在脂肪组织(肾脏和精巢中的表达量显著高

于其它各组织#2>2127$"在脑和肠的表达次之

#2>2127 $"在心的表达较低 #2>2127 $"其中

5&871 基因在肝胰脏(脾脏和鳃中的表达分别与在

脑(肠及心的表达不存在显著差异"在肌肉中表达

量显著低于其它各组织#2>2127$+

图 %#8,3<$ 基因在草鱼不同组织的表达

31心' 11肝脏' /1脾脏' 91鳃' 71肾' 61肌肉' 01脂肪' :1脑'

81肠' 321精巢+

字母不同代表差异显著#2>2127$ +

L18"%#&155>++S03+551-,-68,3<$ 1,83'552'30

31G@9AH' 110:M@A' /1CL0@@<' 91D:00C' 71U:E<@3' 6182C=0@' 01

0:L:E' :1JA9:<' 81:<H@CH:<@' 321H@CH:C1

4:BB@A@<H0@HH@AC8@9< C:D<:B:=9<HE:BB@A@<=@#2>2127$1

$"A#MQG对草鱼脂肪细胞 8,3<$ 基因表达的

影响

T$F76-$方法分析结果表明"从接种到汇合

阶段#图 779$"322

"

8/05'4+&处理草鱼脂肪细

胞后"5&871 表达水平在第 / 天极显著低于对照组

#2>2123$"此后维持到第 7 天基本不变 #2>

2127$'细胞汇合进入诱导阶段后#图 77J$"处理

组 5&871 的表达在诱导第 / 天极显著高于对照组

#2>2123$+

图 ?#MQG对草鱼脂肪细胞 8,39$ 基因表达的影响

#9$为增殖阶段"# J$为分化阶段+

同一天
"

代表差异显著#2>2127$ "

""

代表差异极显著#2>2123$ +

L18"?#&*++66+2.-6MNG-,8,39$ 8+,++S03+551-,-683'552'30'710-2/.+

#9$:<E:=9H@CLA/0:B@A9H:/< CH9D@"# J$:<E:=9H@CE:BB@A@<H:9H:/< CH9D@1

"

9<E

""

8@9< C:D<:B:=9<HE:BB@A@<=@#2>2127$9<E M@A3 C:D<:B:=9<HE:BB@A@<=@#2>2123$ /< HG@C98@E931

1:8
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/4讨论

W=071 家族因其在细胞凋亡中的作用受到了

人们的关注+ 目前"人(小鼠(鸡(猪的 5&871 基因

均已被克隆"在鱼类中仅见于斑马鱼(鲤+ 实验成

功克隆了草鱼 5&871 基因 =4%&全长"并发现"草

鱼 5&871 =4%&和氨基酸与斑马鱼(鲤具有很高同

源性"而与其他动物的同源性较低+ 通过构建

5&871 系统进化树分析表明"草鱼 5&871 位于鱼纲

这一支"与斑马鱼的亲缘关系最近+ -/0C.:E90

等
)39*

通过对鲤和其他物种 5&871 基因构建系统发

育树指出"鲤 5&871 基因与斑马鱼的亲缘关系最

近+ 这与草鱼(斑马鱼和鲤都是鱼纲鲤科鲤形目

的分类地位是一致的+

对草鱼 W=071 氨基酸序列结构预测分析显

示"该蛋白具有与哺乳动物十分相似的 3 个螺旋

跨膜结构"通过一段螺旋跨膜区域固定在细胞膜

上"1/ 个氨基酸组成跨膜区"说明 W=071 是一种跨

膜蛋白"这与 +/=U@<J@A3 等
)3*

和 X9<D 等
)1*

发现

人的 W=071 是一种位于线粒体膜的跨膜蛋白一

致+ 草鱼 W=071 蛋白仅含有 W+3(W+1 和 W+/ 结

构域"在靠近 7Z的 %端缺少 W+9 结构域"而斑马

鱼
)8*

(哺乳动物
)12 511*

等物种同时含有 W+37W+9

区域+ 草鱼 5&871 基因缺少 9 个 W+结构域中的

W+9 结构域"这可能是由于可变剪切造成的
)1/*

+

人的 W=071 蛋白分子量 17 U2

)3*

"实验获得草鱼

W=071 蛋白的分子量为 39139 U2"这可能也是由于

草鱼 W=071 蛋白发生可变剪切造成
)1/*

+ 在 W=071

家族参与的细胞凋亡中"*HA9CC@A

)19*

发现在 W=071

的 9 个 W+结构域中"W+3(W+1 和 W+/ 发挥重

要作用"W+9 结构域在细胞凋亡中也不可或

缺
)17*

+ 实验发现草鱼 5&871 基因缺少 W+9 结构

域"其具体机制还需要进一步研究+

实验发现"5&871 在草鱼的 32 个组织中均有

表达"且在脂肪组织(肾脏和精巢表达量最高"在

脑(小肠中表达量次之"在肌肉中表达量最低+ 而

实验发现 5&871 主要存在于胸腺髓质存活的 F细

胞中"在非淋巴组织也有限表达"并存在于激素或

生长因子调节增生和退化的腺上皮以及可以分化

为多种类型细胞的上皮"例如皮肤和肠"还有长寿

命的有丝分裂后细胞"如神经
)16*

+ 此外"5&871 在

肝脏发育阶段(成人肝脏和肝脏处于病变状态时

中均有表达
)10*

+ 而在哺乳动物脂肪组织中"随着

脂肪生成 5&871 表达升高
)1:*

+ -G9<E0@A等
)18*

发

现"在人的后肾间充质细胞诱导分化成肾泡和肾

单位时"5&871 表达快速上调"但 5&871 在间叶细胞

和肾壶腹中基本检测不到'处于发育时期的肾脏

中"凋亡细胞的分布与 5&871 的表达成负相关'在

成人肾脏中 5&871 也有表达+ 关于 5&871 基因的

组织差异表达分析尚未见报道+

4+&能诱导平滑肌细胞等正常细胞(结肠癌

细胞和 /F/7'3 脂肪细胞发生凋亡
)/2 5/3"3:*

"其在

/F/7'3 脂肪细胞中的作用具有剂量-效用关系"

浓度越高"促进效果越明显
)3:*

+ 实验发现"在脂

肪细胞增殖阶段"处理组 5&871 的表达低于对照

组"细胞汇合进入分化阶段后"处理组 5&871 的表

达高于对照组"且在诱导第 / 天存在极显著差异+

先前有研究指出"添加 4+&复合物后"#173 胶质

瘤细胞的 5&871 8$%&水平显著降低
)/1*

"与实验

脂肪细胞增殖阶段的情况类似'而 .@A0@<D:9

等
)//*

发现 4+&处理后"$9;:细胞中 5&871 的表达

升高"与实验脂肪细胞分化阶段的结果一致+ *G2

等
)/9*

发现细胞性别和细胞年龄会影响人的脂肪

组织来源的干细胞"而对患有乳腺癌的患者研究

发现"W=071 表达与患者的年龄(肿瘤大小等无

关
)/7*

+ 由于实验对 5&871 基因表达所采用的草鱼

均为 3 UD 左右雄性草鱼"未能深入研究性别对

5&871 表达的影响+ 4+&对草鱼脂肪细胞凋亡基

因的影响及其与脂肪细胞凋亡的关系(5&871 的表

达是否与年龄及体质量有关尚需深入研究+
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