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摘要! 根据[MJ\FJ]上其他物种的!!1/

"

基因序列设计兼并引物!从鲈肝脏L@,-中扩增得

到鲈!!1/

"

基因L@,-序列 & =## PQ!分析表明该基因的开放阅读框为 & =<> PQ!编码 =$$ 个

氨基酸!理论等电点 <8%<!分子量 =>8%$ ]9" 将鲈BB-+

#

氨基酸序列比对后发现与欧洲鲈同

源性最高!为 >!8&_%与金头鲷的同源性为 >$8!_!与人同源性也达到为 <&8#_" 用+TDB4+

分析该基因组织表达模式!结果表明!鲈 !!1/

"

主要分布于肝脏'鳃和脂肪组织" 将鲈

BB-+

#

开放阅读框 & =<> PQ 序列克隆至原核表达载体 Q3TD$#F# d$ 构成 Q3TD$#FD

BB-+

#

&=<> 重组体!并转化大肠杆菌\.$&#@3!$!以终浓度 & EE67A.的0BT[对其进行诱导

表达 " I!1@1DB-[3电泳分析表明!Q3TD$#FDBB-+

#

&=<> 菌株在 << ]9 处有 & 条特异的蛋白

带!iMWOMVJDP76OOGJ: 检测表明该蛋白为鲈 BB-+

#

融合蛋白" 用镍离子亲和柱纯化的鲈

BB-+

#

融合蛋白免疫小鼠得到其多克隆抗体" 用间接3.01-法检测鲈BB-+

#

抗体的抗体效

价约为&n&< %%%" 实验结果为进一步研究鲈BB-+

#

蛋白的生物学特性及功能奠定了基础"

关键词! 鲈% 过氧化物酶体增殖剂激活受体
#

% 组织表达% 抗体

中图分类号! U>=>8"#!% U?#<% 1>&?'''''''文献标识码&-

''过氧化物酶体增殖剂激活受体"QMV6mGW6EM

QV67GYMVFO6VDFLOGfFOMN VMLMQO6V!BB-+# 是 0WWMEFJJ

等)&*于 &>>%年在小鼠中发现的一种新型激素核受

体!因其能被某些小分子配体激活!而且其表达与

过氧化物酶体的增殖有关而得名+ 目前在哺乳动

物(鸟类(两栖动物中发现 BB-+W存在三种亚型$

BB-+

$

(BB-+

%

"也称BB-+

&

#和BB-+

#

!分别由不

同的基因编码!具有组织分布特异性)$*

+

BB-+配体包括内源性配体和外源性配体!

它们在结构上的共同特点是含有一个羧基功能基

团和一个疏水区)!*

+ 对哺乳动物的研究认为!白

三烯 \"(贝特类药物是 BB-+

$

的配体!亚油酸(

亚麻酸(花生四烯酸等不饱和脂肪酸是BB-+

%

的

配体! 而 前 列 腺 素 B[($ 和 噻 唑 烷 二 酮

"OIGFH67GNGJMNG6JM#是BB-+

#

的特异性配体)! ;"*

+

但是配体对不同亚型 BB-+的激活也不是绝对

的!如苯扎贝特"PMHFYGPVFOM#即可激活 BB-+

$

!也

可激活BB-+

%

)=*

+ BB-+被配体激活后!和视黄

酸k受体形成异源二聚体后结合到靶基因启动

子上游特异的 BB-+反应元件 "BB-+VMWQ6JWM

M7MEMJOW!BB+3#而调控这些靶基因的表达!BB+3

的结构特点是单碱基插入直接重复序列 @+&!= D̀

-[[,4---[[T4-D! 序̀列)$ ;!*

+ 而参与脂肪细

胞分化和脂肪代谢的许多蛋白的基因启动子都含

有BB+3序列!这些蛋白也就成为 BB-+的靶蛋

白!如脂酰辅酶 -氧化酶!肝脏脂肪酸结合蛋白

等!所以 BB-+是研究脂类合成(分解(储藏的关

键因子!尤其是 !!1/

"

基因!由于它还参与脂肪

细胞的分化!因而成为用来研究脂肪细胞分化和

脂肪代谢调节的重要基因)$ ;!!<*

+ 作为参与脂类

代谢关键因子的!!1/基因在许多鱼中被分离克隆

以及进行功能的研究!这些鱼包括大西洋鲑".(<4&

*(<(%#

)?*

(日本红鳍河豚"")5) %);%-'#*#

)#*

(欧洲鲈

"E-+#$:%(%+,)*<(;%(A#

)>*

(海鳟".(<4& :%)::(#

)&%*

(金
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"

基因的克隆(组织表达及其抗体制备 ''

头 鲷 " .'(%)* ()%(:( # 和 欧 鲽 " !<#)%&$#+:#*

'<(:#**(#

)&&*

!这些研究表明!鱼类也存在 ! 种不同

的BB-+类型!它们由单独的基因编码并且表现

出不同的组织分布类型+

鲈"F(:#&<(;%(A?('&$-+)*#是目前我国海水

网箱养殖的重要鱼类之一+ 本试验以鲈为研究对

象!通过克隆鲈 !!1/

"

基因!研究其在组织中的

分布!将 !!1/

"

基因在大肠杆菌中进行融合表

达(分离纯化并制备其多克隆抗体!为鲈 !!1/

"

基因的生物学功能研究提供理论基础+

&'材料与方法

!"!#实验材料

试验鲈购自宁波大世界水产市场+ TFRF+F

&WO1OVFJN L@,-WZOIMJWGWRGO!N,TB!7(8 @,-聚

合酶!Qa@&#DT载体!内切酶和 @,-凝胶回收试

剂盒等为TFRF+F公司产品"大连#+ TVGH67试剂为

0JfGOV6:MJ 公司产品+ 大肠杆菌 @2=

$

和 \.$&

"@3!#为本实验室保存+ B4+引物由 0JfGOV6:MJ

公司合成+ Ta\显色液(小鼠抗2GWDOF: 单克隆抗

体(辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠 0:[和

\MZ634.Q79W荧光检测试剂购自碧云天生物技术

研究所+ ,GD,T-2GWD\GJN 4679EJW为aMVL]公司

产品+ 1@1!TVGW等其他化学试剂为上海生工产品+

!"$#鲈肝脏../0

!

基因的1%&'克隆和序列分析

参照TVGH67试剂说明书提取鲈肝脏总 +,-+

总+,-的逆转录反应按照 TFRF+F&WO1OVFJN

L@,-WZOIMJWGWRGO进行!所合成的L@,-保存于

;$% b备用+ 根据 [MJ\FJ] 中已报道鱼类的

!!1/

"

基因的序列设计引物进行 B4+扩增+ 具

体序列$上游引物 = [̀T"4#4"-#[-4-T[[D

T[[-4-4! !̀下游引物 = T̀T[TT---["T# [

"T# 4T--T-4--[T4! +̀ B4+扩增的循环参

数$>" b预变性 = EGJ 后!进行以下 !% 个循环!

>" b!& EGJ'=$ "̂= b"前 # 个循环每个循环降

落 & b#& EGJ'?$ b!$ EGJ!最后 ?$ b延伸 &%

EGJ+ B4+产物用 &_的琼脂糖凝胶电泳分离后!

割胶回收目的片段!并与 Qa@&#DT载体连接!将

连接产物转化入大肠杆菌@2=

$

感受态细胞+ 通

过蓝白斑筛选!在选择培养基上挑取白色菌落!小

量培养后提取质粒@,-!进行酶切鉴定后送上海

0JfGOV6:MJ公司双向重复测序+ 在 [MJ\FJ] 数据

库中进行序列比较分析!确定序列正确的质粒命

名为 Qa@D&#TDBB-+

#

!用 \G6MNGO软件进行氨基

酸序列比对!用软件 a3[-"8% " IOOQ$

"

ccc8

EM:FW6YOcFVM8JMOA#构建了BB-+

#

的进化树+

!"(#鲈../0

!

基因的组织表达分析

分别提取鲈肝(鳃(脾脏(大脑(肠(脂肪组织(

肾(心脏和肌肉总 +,-!逆转录为 L@,-!方法同

上+ 通过已经测序的鲈 !!1/

"

基因的 L@,-序

列和其他动物!!1/

"

基因@,-序列跨内含子设

计+TDB4+引物!上游引物 BB[/$-4T-4[44TD

44-T4T44T44!下游引物BB[+$[---444TTD

-4-[444T4-4!扩增目的片段长度为 !"? PQ+

B4+反应条件为 >= b预变性 ! EGJ'>= b =% W!

=$ b "% W!?$ b !% W!!$ 个循环'?$ b = EGJ+

以 &#1为内标"-\%#>!"<#!上游引物 &#1/$

[T-[TT44[-44-T---4[-T[44!下游引物

&#1+$ -[--[TT[[-4[44[-44[4-4! 扩 增

片段长度为 !?! PQ+ B4+反应条件为 >" b预变

性 ! EGJ'>" b =% W!=< b "% W!?$ b !% W!$# 个

循环'?$ b延伸 = EGJ+ +TDB4+电泳产物用 &_

琼脂糖凝胶电泳检测+

!"H# 鲈 II'J

!

表达载体 8K)C$L*CII'J

!

!MNO

的构建和筛选

以 Qa@D&#TDBB-+

#

质粒为模板进行 B4+

反应用以构建鲈 BB-+

#

表达载体 Q3TD$#FD

BB-+

#

+ 正向引物 :F&=<>/前加0,#

!

酶切位点

[4T-[4! 为 [4T-[4-T[[T[[-4-444-['

反向引物 :F&=<>+前加 B-$=

'

酶切位点

--[4TT!--[4TT4T--T-4--[T44TT4-TD

[-T4+ B4+目的片段 经纯化后与 Qa@D&#T载

体连接!转化@2=

$

菌株!挑选阳性克隆!提质粒!

将质粒经过0,#

!

和B-$=

'

双酶切后!与同样经

过双酶切的 Q3T$#" d#质粒连接!转化 @2=

$

菌

株!挑选阳性克隆测序!确认为鲈 BB-+

#

表达载

体 Q3TD$#FDBB-+

#

!将构建好的质粒转入 \.$&

菌株!进行下一步表达实验+

!"M#鲈 II'J

!

融合蛋白诱导表达后的 ,%,C

I'PK检测

将\.$&"@3!#AQ3TD$#FDBB-+

#

&=<> 菌接入

装有 = E."卡那霉素终浓度为 !%

"

:AE.#.\培

养液的试管!!? b培养过夜+ 次日取 &%%

"

.菌

液接入 # E.卡那霉素.\培养液!在 =% E.三角

烧瓶中 !? b培养 ! I+ 诱导组加入终浓度为 &

EE67A.的0BT[!转入 !% b诱导 " I以上+ 对照

'"##
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组不加0BT[!同样在 !% b下诱导 " I 以上+ 取

诱导完的菌液 & E.至 &8= E.的离心管中!

&$ %%% VAEGJ离心 & EGJ去上清!加入 =%%

"

.水!

斡旋震荡沉淀菌液!加 $ o上样缓冲液 =%%

"

.!

&%% b下煮沸 = EGJ 后进行1@1DB-[3检测+ 含

Q3TD$#F空白载体的大肠杆菌 \.$& 做同样处理

后进行1@1DB-[3+

!"N#鲈II'J

!

融合蛋白的Q-97-50C+@47720=检测

将未经染色的 1@1DB-[3胶上的蛋白电转

至B5@/膜!=_脱脂奶粉"T\1T配置#封闭过

夜!用T\1T洗膜 ! 次+ 一抗为小鼠抗 2GWDOF: 单

克隆抗体!孵育 & I后T\1T洗膜 ! 次+ 二抗为辣

根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠0:[!孵育 & I后

T\1T用洗膜 " 次+ \MZ634.Q79W荧光检测试剂

进行化学发光反应!然后进行显影和洗片+

!"R#鲈II'J

!

融合蛋白的纯化

\.$&"@3!#AQ3TD$#FDBB-+

#

&=<> 菌经终浓

度为 & EE67A.的 0BT[在 !% b诱导 " I 后!于

&$ %%% VAEGJ 离心 &% EGJ 去上清!加入 B\1"&

E67A.Q2?8"#洗涤两次后超声波破碎!取破碎产

物&$ %%% VAEGJ 离心 &% EGJ 以分离上清和沉淀!

分别取上清和沉淀进 1@1DB-[3!考马斯亮蓝染

色以鉴定目的产物是否是包涵体形式+

由于目的产物成包涵体表达!取 $%% E.诱

导表达后的菌液经超声处理!&$ %%% VAEGJ 离心

&% EGJ 得到沉淀!加入 " E.的溶解液"< E67A.

盐酸胍!$% EE67A.TVGWD247!Q2>8?!%8= E67A.

,F47!&% EE67A.@TT#!!? b水浴 & I 溶解包涵

体+ 将溶解后的包涵体加入到平衡好的 2GWD\GJN

4679EJW",GD0@-#柱中!用 Q2<8% 的 TVGWD247溶

液逐步稀释去除盐酸胍!最后加入咪唑液 "$%

EE67A. TVGW! %8= E67A. ,F47! =%% EE67A.

GEGNFH67M!Q2<8%#洗脱目的蛋白!取少量蛋白进

行1@1DB-[3分析其纯度+

!"L#鲈 II'J

!

融合蛋白的多克隆抗体制备和

抗血清滴度的测定

用考马斯亮蓝法测定纯化得到的目的蛋白含

量+ 首次免疫将 &8$ E."约 &8% E:#纯化的目的

蛋白与完全弗氏佐剂以 &n& 体积比完全乳化!腹

腔注射 & 周龄小白鼠+ 一星期后用相同剂量的目

的蛋白"&8$ E.#和等体积不完全弗氏佐剂注射

加强免疫!重复 ! 次+ 末次免疫 & 周后眼眶取血!

!? b水浴 $ I 后 &$ %%% VAEGJ 离心分离血清!分

装置;?% b冻存+

用3.01-法测定多克隆抗体滴度+ 用包被

缓冲液液稀释纯化后的 BB-+

#

D2GW重组蛋白 "

b过夜!次日用T\1T缓冲液洗 ! 次!然后各孔加

入3.01-封闭液 $%%

"

.!!? b封闭 & I 后再洗 !

次!加入2+B标记的山羊抗小鼠 0:["&n& %%%#!

避光孵育 !% EGJ!洗涤液洗涤 ! 次!加入 $%%

"

.

Ta\显色液(室温避光孵育 !% EGJ后加入 =%

"

.

$ E67A.2

$

1)

"

终止反应+ "=% JE波长处测吸光

度+ 同时用免疫前小鼠血清作对照+

$'结果

$"!#鲈../0

!

基因1%&'的克隆和氨基酸序列

分析

以鲈肝脏 L@,-为模板!经过 B4+扩增!产

物经 &_琼脂糖电泳显示特异的目的条带!大小

在 &8< ]P 左右!与其它鱼类的 !!1/

"

基因大小

一致!而以蒸馏水为模板的阴性对照B4+产物则

没有目的条带"图 &#+

图 !#鲈../0

!

基因IEJ产物凝胶电脉分析

&8阴性对照 B4+产物' $8BB-+

#

B4+产物' a8@.$%%%

@,-标准分子量+

<2="!#P-@-@-17548?45-929431"2,+*&%#-(

II'J

!

IEJ854:/17

&8,M:FOGfML6JOV67B4+QV6N9LO' $8BB-+

#

B4+QV6N9LO' a8

@.$%%% @,-aFV]MV8

''将上述!!1/

"

基因B4+产物纯化后与 Qa@D

&#T载体连接!进行克隆并测序!得到一 & =## PQ

的序列!在 IOOQ$

"

ccc8JLPG8J7E8JGI8:6fA\.-1T

上进行比对后确认为鲈!!1/

"

基因!其4@1序列

长度为 & =<> PQ!预测编码由 =$$ 个氨基酸组成的

蛋白!理论等电点为 <8%<!分子量为 =>8%$ ]9!序列

已经登陆 :MJMPFJ] "登录号$ @U!"=="= #+ 用

1LFJBV6WGOM"ccc8MmQFWZ8LIAQV6WGOMA#软件对鲈

BB-+

#

氨基酸序列进行功能位点分析发现!鲈

BB-+

#

蛋白 =$$个氨基酸残基中共存在 " 个类型

的 $%个功能位点!即 ? 个酪蛋白激酶
(

磷酸化位

("##
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"

基因的克隆(组织表达及其抗体制备 ''

点!<个蛋白激酶4磷酸化位点!<个0;十四酰化

位点和 &个亮氨酸拉链结构+ 和多数核受体一样!

BB-+

#

的分子结构由 ,端的 -A\区!@,-结合

域 "@,-DPGJNGJ: N6EFGJ!也叫 4区#!铰链区

"IGJ:MN6EFGJ!@区#和配体结合域 .\@"7G:FJND

PGJNGJ: N6EFGJ!3区#组成"图 $#+ @\@是该蛋白

最保守的区域!和哺乳动物的保守性达到 >%_以

上!鲈 BB-+

#

@\@的两个锌指结构分别位于

&!$ &̂=$与 &?! &̂#< 的氨基酸区域!其中第 $ 个

锌指结构的两个 4ZW间只有 ! 个氨基酸残基"被

&?< &̂?#位的@.,#隔开!不同于其他核受体由 =

个氨基酸将它们隔开"图 $#+

图 $#鲈II'J

!

的氨基酸序列与其他 $ 种鱼及人II'J

!

氨基酸序列比对

<2="$#'@2=06-07431"2,+*&%#-(II'J

!

*6204 *12:9-./-01-*0:7?49-43$ 329?-9*0:?/6*0

)"##
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''对鲈BB-+

#

氨基酸序列进行比对后发现与

同为鲈形目的欧洲鲈同源性最高!为 >!8&_'与

金头鲷的同源性为 >$8!_!与人的同源性也达到

<&_+ 根据基因库中报道的鱼和其它生物的

BB-+

#

氨基酸序列!我们用软件a3[-"8%"IOOQ$

"

ccc8EM:FW6YOcFVM8JMOA#构建了 &> 种动物的

BB-+

#

的系统进化树"图 !#+ 从进化树可以看

出!不同动物中的 BB-+

#

蛋白可以分为 ! 个大

组!这一结果符合已知的进化规律+ 第 & 组为两

栖类(爬行类(鸟类和哺乳动物!鱼类构成两大组!

鲑鳟鱼类的大麻哈鱼"3$+&%,C$+,)*G#:(#和大西

洋鲑".(<4& *(<(%#构成第 $ 组'鲈和其他鱼类构

成第 ! 组+

$"$#鲈../0

!

基因的组织表达分析

利用灰度分析软件R6NF] @G:GOF71LGMJLM&@

对半定量 +TDB4+结果进行分析后发现!鲈

!!1/

"

基因在所检测的 > 个组织中都有不同水

平的表达+ 其中以肝脏(鳃和脂肪组织的表达为

最高!其次是脾(大脑(肠和肾!心脏和肌肉的表达

量最小"图 "#+

图 (#鲈与其他物种 II'J

!

氨基酸序列进化树

<2="(#I?;@4=-0-72175--43II'J

!

*6204 *12:9-./-01-431"2,+*&%#-(*0:47?-598-12-9

图 H#J)CIEJ分析鲈../0

!

基因的组织表达模式

a$@.$%%% 标准分子量+ &8肝' $8鳃' !8脾脏' "8大脑' =8肠' <8脂肪组织' ?8肾' #8心脏' >8肌肉+

<2="H#1"2,+*&%#-(../0

!

-S85-9924085432@-920:233-5-077299/-9

a$@.$%%% EFV]MVW8&87GfMV' $8:G77' !8WQ7MMJ' "8PVFGJ' =8GJOMWOGJM' <87GQGN' ?8]GNJMZ' #8IMFVO' >8E9WL7M8
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# 期 钱云霞!等$鲈!!1/

"

基因的克隆(组织表达及其抗体制备 ''

$"(#重组鲈 II'J

!

诱导表达及 ,%,CI'PK和

Q-97-50C+@47720=分析

将构建正确的 Q3TD$#FD&=<> 质粒转入 \.$&

"@3!#菌株!诱导表达后经 1@1DB-[3检测发

现!经过 & EE67A.0BT[在 !% b诱导 " I 后!该

菌株比没有经过0BT[诱导的菌株和只转入 Q3TD

$#F空质粒的\.$&"@3!#菌株在 << ]9左右多出

一条带"图 =D-#+ iMWOMVJDP76OOGJ: 实验结果显示

"图 =D\#!Q3TD$#FD&=<> 质粒在\.$&"@3!#菌株

中经过 & EE67A.00BT[诱导 " I 后存在能与抗

< o2GW单抗反应的蛋白!其分子质量约为<< ]9左

右!与目的蛋白的理论计算值相吻合!而转入

Q3TD$#F质粒的 \.$& "@3!#菌液和转入 Q3TD

$#FD&=<> 质粒诱导前的菌液不能与 < o2GW单抗

反应+ 以上实验说明 Q3TD$#FD&=<> 质粒在 \.$&

"@3!#菌株中经过 & EE67A.0BT[诱导 " I后表

达了BB-+

#

的2GW融合蛋白+

$"H#重组鲈 II'J

!

表达产物的分离纯化和抗

体制备

鲈BB-+

#

的 2GW融合蛋白表达菌体经超声

波破碎高速离心处理后!分别取上清(沉淀进行

1@1DB-[3电泳"图 <D-#!从结果得知BB-+

#

蛋

白主要在沉淀中!即以包涵体形式存在+ 将包涵

体溶解后加入到2GWD\GJN 4679EJW",GD0@-#柱纯

化!1@1DB-[3电泳分析结果见图<D\!纯化的

BB-+

#

蛋白经计算机扫描分析表明其纯度在

#=_以上+ 将纯化后的鲈 BB-+

#

的 2GW融合蛋

白免疫小鼠!经过 " 次免疫后得到鲈BB-+

#

的多

克隆抗体+ 以纯化后的融合蛋白 BB-+

#

为包备

抗原!抗 BB-+

#

多克隆抗体为夹心抗体!2+B标

记的山羊抗小鼠 0:[作为酶标二抗!进行 3.01-

检测!滴定曲线如图 ? 所示+ 结果表明!经 " 次免

疫后!抗体效价达到 &n&< %%%+

图 M#鲈II'J

!

蛋白的,%,CI'PK分析#'$和

Q-97-50C+@47720=检测#T$

a$蛋白标准分子量' &$ \.$& "@3! #AQ3TD$#F' $$ \.$&

"@3!#AQ3TD$#FDBB-+

#

&=<> 无 0BT[诱导' !$\.$&"@3!#A

Q3TD$#FDBB-+

#

&=<> 经 & EE67A.0BT[诱导 " I+

<2="M#,%,CI'PK*0:Q-97-50+@47720= 345

5-146+20*07II'J

!

431,3'*4,5),6 2,+*&%#-(

a$ BV6OMGJ aFV]MV' &$ \.$& " @3! #AQ3TD$#F' $$ \.$&

"@3!#AQ3TD$#FDBB-+

#

&=<> cGOI69O0BT[GJN9LOG6J' !$\.$&

"@3!#AQ3TD$#FDBB-+

#

&=<> GJN9LMN " I PZ &EE67A.0BT[8

图 N#II'J

!

重组表达产物与纯化产物的,%,CI'PK检测

a$蛋白标准分子量' &$\.$&"@3!#AQ3TD$#FDBB-+

#

&=<> 经0BT[诱导超声后沉淀' $$\.$&"@3!#AQ3TD$#FDBB-+

#

&=<> 经0BT[

诱导超声后上清' !!<$无0BT[诱导\.$&"@3!#AQ3TD$#FDBB-+

#

&=<> 对照' "$经0BT[诱导\.$&"@3!#AQ3TD$#FDBB-+

#

&=<> 超

声后沉淀的纯化产物' =$\.$&"@3!#AQ3TD$#FDBB-+

#

&=<> 经0BT[诱导总蛋白' ?$\.$&"@3!#AQ3TD$#F经0BT[诱导总蛋白+

<2="N#,%,CI'PK*0*@;9293457?-8/5232-:8547-2043TU$!#%K($V8K)C$L*CII'J

!

!MNO!

a$WOFJNFVN QV6OMGJ EFV]MV' &$\.$& "@3!#AQ3TD$#FDBB-+

#

&=<> 97OVFW6JGLNMQ6WGOGJN9LMN PZ 0BT[' $$\.$& "@3!#AQ3TD$#FD

BB-+

#

&=<> 97OVFW6JGLW9QMVJFOFJOGJN9LMN PZ 0BT[' !!<$ J6JDGJN9LOG6J L6JOV67' "$ Q9VGYGMN QV6N9LOYV6E \.$& "@3! #AQ3TD$#FD

BB-+

#

&=<> 97OVFW6JGLNMQ6WGOGJN9LMN PZ 0BT[' =$O6OF7QV6OMGJW6Y\.$& "@3! #AQ3TD$#FDBB-+

#

&=<> GJN9LMN PZ 0BT[' ?$O6OF7

QV6OMGJW6Y\.$&"@3!#AQ3TD$#FGJN9LMN PZ 0BT[8
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图 R#KUW,'检测鲈II'J

!

蛋白的多克隆抗体

<2="R#W0:25-17KUW,'*0*@;929437?-84@;1@40*@

*072+4:; 345,-*8-51?II'J

!

!'讨论

我们根据其他动物的 BB-+

#

序列设计兼并

引物!用+TDB4+的方法率先在鲈肝脏中克隆到

!!1/

"

基因遍码区序列!该序列编码由 =$$ 个氨

基酸组成的蛋白质+ 蛋白质序列分析发现!和多

数核受体一样!鲈 BB-+

#

的分子结构由 ,端的

-A\区!@,-结合域@\@!铰链区和配体结合域

.\@组成+ BB-+不同于其他核受体的特征之一

是其@\@的第 $ 个锌指结构只有 ! 个氨基酸残

基将两个 4ZW隔开!而其他核受体由 = 个氨基酸

将它们隔开"图 $#!鲈 BB-+蛋白也具有这一特

征!而且它与欧洲鲈(金头鲷 BB-+

#

蛋白同源性

均高达 >%_以上!因而可以确定我们克隆到的是

!!1/

"

基因+

@,-结合域是整个BB-+

#

分子中最保守的

部分!鲈与欧洲鲈(金头鲷和欧鲽 "!<(:-+,:,C*

H<#*)*#在@\@区域的同源性都高达 >#8"_!与人

的同源性也达到 >$8!_+ .MFfMV等)&&*对金头鲷

和欧鲽的研究发现!BB-+的@,-结合域的结合

特性在低等脊椎动物鱼类中是保守的!因而和哺

乳动物的BB-+一样!鱼类 BB-+和视黄酸 k受

体形成二聚体后!可以和哺乳动物和鱼类某些基

因的BB+3结合!推测鱼类 BB-+依赖的转录激

活的目标基因需要哺乳动物类似的启动子结构+

到目前为止!已经在牙鲆"!<#):%&$#+:#*'<(:#**(#

谷光甘肽 1;转移酶 " :79OFOIG6JM.DOVFJWYMVFWM!

[1T#基因中发现有 BB+3D7G]M结构!而过氧化物

酶体增殖剂会引起[1T基因的表达增加)&$*

+

配体结合域 .\@在 BB-+结构中也是比较

保守的!鲈与欧洲鲈(金头鲷和人在该区域的同源

性分别为 >$8>_(>$8&_和 <<8&_+ 对人BB-+

#

的空间结构研究表明!其[$#< 和 R!%! 之间是一

个由 &< 个氨基酸残基组成的环状结构!和配体结

合后构象会发生变化)&! ;&"*

! 而鲈和欧洲鲈

BB-+

#

在该区域为 "% 个氨基酸残基!欧鲽为 =&

个氨基酸"图 $#+

在哺乳动物中!BB-+

#

能有效地被单不饱和

脂肪酸等天然配体激活!但是!这些天然配体对鱼

类BB-+

#

并没有转录激活作用!同样!哺乳动物

BB-+

#

的人工配体罗格列酮 "V6WG:7GOFH6JM#和

[i&>$> 对金头鲷 BB-+

#

几乎没有激活作

用)&&*

+ 人BB-+

#

的激活作用是基于其配体结合

域.\@的两个组氨酸2!=& 和2"??"图 $ 带星号

部分#和噻唑烷二酮及其他脂肪酸配体形成氢

健)&!*

!所以.MFfMV等)&&*认为脂肪酸等配体对金

头鲷BB-+

#

没有激活作用的原因是与人 2!=&

对应的氨基酸在金头鲷 BB-+

#

中被异亮氨酸替

代的缘故"与人BB-+

#

中 2"?? 对应的氨基酸在

金头鲷中保持不变#+ 和欧洲鲈(金头鲷(欧鲽等

一样)>!&&*

!鲈BB-+

#

中与人 2!=& 对应的氨基酸

也被异亮氨酸替代!但是哺乳动物BB-+

#

的配体

是否对鲈BB-+

#

有激活作用还有待研究+

在哺乳动物中!.\@末端的-/$ 基序和一些

共激活子"L6FLOGfFO6V#作用!对核受体配体依赖

的转录活性是必需的)&=*

+ 将人 BB-+

#

蛋白的

-/$ 基序去掉后!其转录活性会降低!核受体和共

激活子间的相互作用由于 -/$ 基序的缺失而受

到影响)&<*

+ 鲈BB-+

#

蛋白 .\@的 4末端也存

在-/$ 基序"图 $ 双划线部分#!推测其实现转录

功能时也需要共激活子的作用+

在啮齿动物中!!!1/

"

主要分布在脂肪组

织(脾脏以及单核细胞(巨噬细胞等免疫细胞中!

这与啮齿动物 BB-+

#

的功能为调控脂肪细胞的

分化和参与炎症反应相适应)&?*

+ 但我们对鲈

!!1/

"

基因在各个组织中的表达进行 +TDB4+

分析却发现!鲈的 !!1/

"

基因在心脏(脑(肝脏(

肌肉(脾脏(肾脏(鳃和脂肪组织中都有表达!其中

以肝脏!鳃和脂肪组织的表达为最高!其次是脾(

大脑(肠和肾!心脏和肌肉的表达量最小+ 这与其

他学者对斑马鱼(金头鲷和欧鲽!!1/

"

的组织分

布结果类似!推测鱼类!!1/

"

在功能上可能与哺

乳动物不同)&&!&#*

+

我们通过构建鲈 BB-+

#

原核表达载体 Q3TD

$*##



# 期 钱云霞!等$鲈!!1/

"

基因的克隆(组织表达及其抗体制备 ''

$#FDBB-+

#

&=<>!在大肠杆菌 \.$&"@3!#中成功

表达了鲈BB-+

#

!并将纯化的目标蛋白免疫小鼠

制备了鲈BB-+

#

多克隆抗体!结果表明!该抗体

可以特异性的识别纯化的鲈BB-+

#

蛋白!说明我

们制备的多克隆抗体具有良好的免疫学活性!能

够满足用免疫学的方法研究鲈 BB-+

#

的蛋白组

织分布(细胞内定位等!并为研究鲈 BB-+

#

蛋白

功能提供了重要工具+

综上所述!本研究对我国主要海水经济鱼种

之一鲈!!1/

"

基因进行了克隆!用+TDB4+对其

组织表达做了分析!并在原核系统中得到了

BB-+

#

表达产物!在此基础上制备了抗体!为进

一步研究鲈BB-+

#

蛋白的功能研究奠定了理论

基础+
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