
!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

第 !" 卷第 #$ 期

%$## 年 #$ 月 &

水&产&学&报

'()*+,-(../012*/20(.31/+,

4567!"" +57#$

(897" %$##

文章编号!#$$$ :$;#"#%$##$#$ :#<"$ :$N >(/!#$7!?%<@0A7'7#%!#7%$##7#?<=<

收稿日期!%$## $< %#&&&修回日期!%$## $? $;

资助项目!中央级公益性科研院所基本科研业务费专项资金#%$$? $̂;$

通讯作者!房文红"2CDEF6!GJ_ELP$;M[EJ55785D78L

异育银鲫 A?@K 家族 !LA>'(>M 基因的克隆与表达

朱&磊#!%

!&胡&晓#!%

!&房文红#

"

!&胡琳琳#

!&

李新苍#

!&李国烈#!%

!&写腊月#

##7中国水产科学研究院东海水产研究所"农业部海洋与河口渔业资源及生态重点开放实验室"上海&%$$$=$%

%7四川农业大学动物医学院"四川 雅安&;%"$#<$

摘要! 根据 "种硬骨鱼已知3fA!,序列保守区设计兼并引物!以异育银鲫8>+,为模板扩增得

到3fA!,基因片段!根据得到片段序列设计特异引物并利用8>+,末端快速扩增技术"*,32#

获得全长8>+,$ 得到异育银鲫3fA!,基因全长为 # ?;= QR!开放阅读框为 # "<"个核苷酸!编

码 "#<个氨基酸$ 其预测蛋白质分子量为 "N7;%< TH!理论等电点为 ;7!$$ 将异育银鲫3fA!,

序列理论编码氨基酸序列提交细胞色素 A<"$ 命名委员会"3[958J\5DYA<"$ +5DYL86E9H\Y

35DDF99YY#并由其命名为3fA!,#!;$ 氨基酸序列分析显示!其与稀有 鲫&草鱼&鲦同源性较

高!并且具有高度保守的血红素结合区域.ddaddd3da$ 异育银鲫3fA!,基因的半定量*OC

A3*显示!在肝和肠组织中转录水平最高!在肾和鳃中次之!其余组织较低$

关键词! 异育银鲫% 3fA!,#!;% 克隆% 组织分布

中图分类号! W?N"% 0=#?&&&&&&&文献标志码',

&&细胞色素A<"$#8[958J\5DYA<"$"简称3fAI$

是一类含有亚铁血红素的超家族单加氧酶"它参与

许多外来物质#包括药物"环境化合物等$以及内

源性内固醇和胆汁酸的生物转化&#'

( 根据氨基酸

序列的相似性"3fAI可以划分到不同的家族和亚

家族&%'

( 在人和哺乳动物中"3fA!,同工酶类占

肝脏和小肠3fAI蛋白的最大比重"且具有丰富的

多样性"在哺乳动物使用的药物中有超过"$U的药

物是3fA!,的底物或者抑制剂&!'

( 这些酶参与

了许多化学结构不同的化合物代谢"如毒素)杀虫

剂)治疗药物)致癌物)饮食产品和激素等&<'

( 与哺

乳动物相比"鱼类中有关3fA!,的研究较少"主要

有舌齿鲈#@"5)06&,&5$'(*,.&,>$

&"'

)斑马鱼#@,0"%

&)&"%$

&;'

)稀有 鲫#1"-)#$,*)(#&%-)*,($

&?'

)鲦

#+%."%5=#&"( &,&'($

&N' 等" 国 内 仅 见 草 鱼

#;6)0%#$,&=02%B%0 "B)**'($

&='

( 和哺乳动物一样"

鱼类3fA!,同工酶具有多种亚型"主要存在于肝

脏组织"在肠和鳃等其它组织中也有存在(

药酶的诱导或抑制是研究药物相互作用的基

础"分析 3fA!,基因有助于揭示药物相互作用

模式的分子机制( 异育银鲫 #;,&,(("'(,'&,6'(

2".)*"%$是我国重要的淡水养殖经济鱼类"在我国

淡水水域广泛分布&#$'

"常用作环境污染评价( 本

研究使用同源序列法对异育银鲫 3fA!,基因进

行克隆"预测氨基酸序列)二级结构)功能区域)分

析组织表达"旨在探明异育银鲫 3fA!,基因分

子背景"为后续设计定点突变实验"构建分子相互

作用模型并进一步揭示其诱导和抑制等调控分子

机制"以及蛋白分子和底物之间相互作用的关系

等提供理论基础(

#&材料与方法

()(*实验材料

实验试剂&&!SC.H66*,3235\Y0Y94Y\

%7$)*+,FI5 A6HI)"SC.H66*,32 F̀9)A\FDY08\FR9

*OCA3* F̀9)OÈE*E-,9,:

*

15909E\94Y\IF5L)

R^>C#NO载体)>+EIY

#

及胶回收试剂盒均为大

连宝生物公司产品"所用引物为上海生工生物有
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#$ 期 朱&磊"等!异育银鲫A<"$ 家族3fA!,#!; 基因的克隆与表达 &&

限公司合成"其他试剂为国产分析纯(

实验动物&&异育银鲫采自上海市青浦淡水

鱼养殖场"体质量##;$ m#$$ P"暂于水循环)充氧

玻璃水族箱"水温 %" V%? ]"投食饲养 < 周后开

始实验(

(),*实验方法

3fA!,基因片段的获得&&从异育银鲫肝

脏中提取总 *+,"并用 >+EIY

#

除去基因组

>+,( 紫外分光光度计测定总 *+,浓度"取

"

$

P总*+,合成8>+,第一链(

根据硬骨鱼类底
!

#H'0B'*'($)6)&%5*"6'($

aYLBELT!,.#$"$;N7%)日本青
!

#C&=D",(*,6"#)($

aYLBELT! ,.#$"$#N7#) 虹 鳟 # C05%&$=05$'(

-=E"(($ aYLBELT! )=;$??7 #) 鲦 aYLBELT!

2)!!%?=<7#) 鲤 # ;=#&"0'( 5,&#"% $ aYLBELT!

a)$<;;=;7#所公布完全编码区序列设计兼并引物

.C!$<)*C=<= 扩增 8>+,并得到 3fA!,中间片

段( 扩增条件为 =< ] ! DFL##循环$"=< ] !$ I"

"" ] !$ I"?$ ] # DFL#!$ 循环$"?% ] #$ DFL##

循环$( 扩增片段在 #U的琼脂糖凝胶中电泳并回

收"将回收片段克隆到 #NO载体并送交大连宝生物

公司完成测序(

3fA!,基因全长的获得&&根据测序验证

后3fA!,的部分片段"设计 *,32!S引物 .C";?

和 "S引物 *C!#%"按照 *,32试剂盒说明分别进

行 !S*,32和 "S*,32扩增( 反应条件!=< ] !

DFL## 循环$"=< ] !$ I";$ ] !$ I"?$ ] % DFL

#!$ 循环$"?% ] #$ DFL## 循环$( A3*产物分

别克隆 #NO载体并由大连宝生物公司完成测序(

拼接全序列后得到 3fA!,D*+,完全编码序

列"将预测的氨基酸序列提交细胞色素A<"$ 命名

委 员 会 # 3[958J\5DY A<"$ +5DYL86E9H\Y

35DDF99YY$命名( 实验过程中所用引物设计软件

为A\FDY\R\YDFY\"7$"引物序列见表 #(

序列生物信息学分析&&使用 +3B/数据库

中 B6EI9程序对序列进行比对分析( 使用

>+,̂ ,+;7$ 软件和 (*..FLZY\#J99R!

!

GGG7

L8QF7L6D7LFJ7P5X@P5\_@$预测氨基酸序列)组成

和蛋白质基本理化性质( 信号肽和结构域分析采

用0FPLE6A!7$ 0Y\XY\#J99R!

!

GGG78QI7Z9H7ZT@

IY\XF8YI@0FPLE6A@$和 5̂9F_08EL#J99R!

!

JF9I7FIQC

IFQ78J@8PFCQFL@A.03,+$( 使用^2a,<7# 软件

构建系统发生树( 用 R\YZF89R\59YFL#J99R!

!

GGG7

R\YZF89R\59YFL75\P@$初步预测蛋白结构(

表 (*异育银鲫!LA>'基因+'!N和

半定量+-OA!+相关引物列表

-./)(*P42I6:<.1.48<96$2D2$9:2;6:<5<68D3:

+'!N.48<6;2O=5.4727.72I6+-OA!+

引物名称

R\FDY\

引物序列#"SC!S$

IYKHYL8Y

.C!$< O3OO3,33,,3̂ â ,aa,,3O

*C=<= 33aa3a,,a,Oa,,a,O3,Oaa

.C";? ,33,a3,3,a33OO3,a3aO3a

*C!#% Oa,OaOOaaO3,3,,,,aaaO

0W. ,Oaaa3O3Oa3O3,O,3OaOO

0W* O33O33O33,aO3aO3aO3OO

BY9EC. Oa333OaaO3aOOa,O,,

BY9EC* Oaa3,O,3,aaO33OO,3a,,

&&半定量检测 3fA!,D*+,在异育银鲫组织

分布&&使用*+,FI5 A6HI分别提取!尾异育银鲫

肝)头肾)肾)前肠)中肠)后肠)脾)鳃和肌肉总

*+,"以(6FP5 ZO和随机引物合成8>+,第一链(

根据已获得的3fA!,全长序列设计引物 0W.和

0W*"同时以异育银鲫
!

8,56"0基因序列#aYLBELT!

,B$!=?%;$为内参设计引物 QY9EC.和 QY9EC*"对各

组织中3fA!,的表达进行半定量分析( 扩增条件

同为 =< ] # DFL## 循环$"=< ] !$ I""? ] !$ I"

?$ ] # DFL#%N 循环$"?% ] #$ DFL## 循环$( 产

物经 #7"U琼脂糖电泳"通过 WHEL9F9[ (LY<7; 软

件对条带进行分析"以aEHII痕迹量的3fA#,@

!

C

E89FL表示>+,的相对含量(

%&结果

,)(*异育银鲫 !LA>'(>M 基因的克隆和氨基酸

序列分析

根据 " 种硬骨鱼类 3fA!,同源性区域设计

简并引物"获得了异育银鲫细胞色素 A<"$ !,的

部分片段"在此基础上进行 *,32CA3*得到了 %

个长度分别为 ;"! QR 和 # #!" QR 大小的 "S和 !S

端序列片段"由此拼接成长 # ?;= QR 的全长

8>+,序列#aYLBELT!a)==N=;<$"R56[,加尾信

号,,O,,,## ?<$ V# ?<" QR$""S端非编码区

!$ QR"!S端非编码区 #=< QR"开放阅读框 # "<"

QR"编码 "#< 个氨基酸#图 #$( 提交氨基酸序列

到 A<"$ 命 名 委 员 会 并 将 该 基 因 命 名 为

3fA!,#!;( 预测其蛋白质分子量为 "N7;%< TH"

理论等电点为 ;7!$(

#%"#
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图 (*异育银鲫!LA>'(>M 开放阅读框及其编码的氨基酸序列

起始密码子用粗体标记"终止密码子用星号标出"信号肽用矩形框标出"血红素结合区用阴影标出(

B2#)(*0964:6.824# D:.;6.488685$68.;243 .$28<6=564$63D!LA>'(>M D:3;$:5$2.4$.:9

/LF9FE9F5L 85Z5L FIFLZF8E9YZ FL Q56Z"9Y\DFLE95\85Z5L FIFLZF8E9YZ Q[ I9Y\FIT"IFPLE6RYR9FZEIYFIQ5cYZ Q[ Q6E8T"JYDYCQFLZFLP \YPF5L E\Y

IJEZ5GYZ7

!%"#
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#$ 期 朱&磊"等!异育银鲫A<"$ 家族3fA!,#!; 基因的克隆与表达 &&

&&通过异育银鲫 3fA!,#!; 亚铁血红素结合

区域和其他物种 3fA!,基因的亚铁血红素结合

区域 进 行 对 比" 发 现 血 红 素 结 合 区 域

.ddaddd3da在不同物种间具有高度保守性"

除第 % 位氨基酸有物种间差异"其余氨基酸基本

相同#图 %$(

利用蛋白预测软件 R\YZF89R\59YFL以氨基酸序

列对蛋白结构进行预测"结果显示在 #$ :%? 和

%#; :%!! 氨基酸序列段存在高疏水区域"在

%;< :%;N 位氨基酸存在蛋白结合信号(

图 ,*不同物种间!LA>'氨基酸亚铁血红素结合区域序列对比

"血红素结合区域高亮标出#

B2#),*!LA>'C6;6O/24824# :6#234.;243 .$28<<6=564$6.12#4;64724

82DD6:647<96$26<"E6;6O/24824# :6#2342<C2#C12#C7#

,),*!LA>'(>M 基因序列比对和系统进化分析

以异育银鲫3fA!,#!; 开放阅读框序列通过

+3B/网站B6EI9d同源对比发现!本实验所得异育

银 鲫 3fA!,#!; 基 因 与 稀 有 鲫 3fA!,

#aYLYQELT!,B4$#!<?7#$相似性为 N!U"与草鱼

3fA!,#aYLYQELT!,>(#=?<=7#$相似性为 N%U"

与鲦3fA!,#%;#,3,!"$%;7#$相似性为 N$U( 基

于不同物种的 3fA!,氨基酸序列构建系统发生

树"进化树显示"异育银鲫与硬骨鱼类同属一支"哺

乳动物"爬行动物)鸟类和脊索动物属于另外 < 支

#图 !$(

,)>*异育银鲫!LA>'(>M 基因的各组织活性

使用半定量 *OCA3*方法对异育银鲫

3fA!,#!; 基因在各组织中的转录情况进行研

究"结果显示"3fA!,#!; 转录活性最强的组织是

肝和后肠"在前肠和中肠也有活性"在其他组织中

转录保持较低水平#图 <$(

图 >*基于!LA>'氨基酸序列构建的几种生物

&Q系统发生树"( KKK R337<7:.9#

B2#)>*ACF13#64272$7:66$34<7:5$768D:3;

7C6.;243 .$28<6=564$6/F

&62#C/3:OQ32424#"( KKK R337<7:.9#

!&讨论

首个A<"$ 蛋白于 #="N 年在大鼠肝微粒体中

被发现&##'

"后续从古细菌)植物到各类动物"细胞

$%"#
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图 ?*半定量+-OA!+检测!LA>'(>M 基因;+&'在异育银鲫的组织分布

#E$ # V! 号泳道为肝组织" < V; 号泳道为头肾组织" ? V= 号泳道为肾组织" #$ V#% 泳道为前肠" #! V#" 泳道为中肠" #; V#N 泳

道为后肠" #= V%# 泳道为鳃组织" %% V%< 号泳道为脾组织" %" V%? 为肌肉组织( # Q$ 以 aEHII痕迹量的 3fA!,@

!

CE89FL 表示

>+,相对含量"异育银鲫各组织3fA!,分布柱状图#0 n!$(

#7肝" %7头肾" !7肾" <7前肠" "7中肠" ;7后肠" ?7鳃" N7脾" =7肌肉(

B2#)?*;+&'82<7:2/5724# 2482DD6:6473:#.4<8676$768/F <6;2O=5.4727.72I6+-OA!+

#E$ >Y9Y89YE8J 5\PELI\YRY9F9FXYP\5HR RY\YXY\[ 9J\YY6ELYI"E885\ZFLP 9JYLHDQY\"5\PELIE\Y6FXY\"JYEZCTFZLY["TFZLY["_5\DY\@DFZZ6Y@

6E99Y\FL9YI9FLY"PF66"IR6YYL ELZ DHI86YFL 9H\L7#Q$ IYDFCKHEL9F9E9FXY*OCA3*ELE6[IFI5_3fA!,D*+,ZFI9\FQH9F5L7OJY9\E8Y5_9JYA3*

R\5ZH89IGEIELE6[IYZ Q[ HIFLP aEHIID5ZY6ELZ

!

CE89FL GEIHIYZ 95 L5\DE6FeY9JYZE9E7*YIH69IE\YYcR\YIIYZ EIDYELIm0>7#QE\$#0 n!$7

#76FXY\" %7JYEZCTFZLY[" !7TFZLY[" <7_5\DY\FL9YI9FLY" "7DFZZ6YFL9YI9FLY" ;76E99Y\FL9Yc9FLY" ?7PF66" N7IR6YYL" =7DHI86Y7

色素A<"$ 超家族几乎在所有生物中被发现&#%'

(

#=N% 年"细胞色素 A<"$ 首次被克隆)测序&#!'

"这

标志着A<"$ 研究重点也慢慢由生物化学"生物物

理学特征的鉴定及酶学功能的研究转变为基因表

达的调控机制和结构与功能的对应关系上来( 截

至 %$$= 年 N 月"已发布 ==? 个家族"% "#= 个亚家

族总计 ## %=< 个A<"$ 超家族基因( 在众多A<"$

酶系中"3fA!,亚家族占主导地位"广泛参与外

源性脂质有机物及内源性类固醇激素类代谢&#<'

(

在遗传进化上"脊椎动物3fA!,基因主要包括 <

个分支"硬骨鱼类#OY6Y5I9$)爬行类#>FERIFZ$)鸟

类#,XYI$和哺乳动物#^EDDE6FEL$"虽然3fA!,

具有较大物种间差异"但整个硬骨鱼类 3fA!,

有着较为保守的进化趋势( 细胞色素 A<"$ 参与

催化的底物种类和反应类型具有广泛性和多样

性"各亚家族序列之间具有差异性"但所有的

A<"$ 都具有高度保守的血红素结合区域

#.ddaddd3da$"其中绝对保守的半胱氨酸与

催化活性中心亚铁血红素中铁元素形成硫醇盐离

子键"从而成为铁的一个配体"这正是蛋白能够与

氧结合的关键结构"同时也是作用于底物的酶活

性中心&#%'

( A<"$ 与底物的结合能诱导酶发生构

象上的改变并引起氧化还原配体的相互作用"铁

自旋态平衡"氧化还原电位和氧的结合)活化以及

插入底物等等&#"'

( 本研究表明"在3fA!,#!; 中

血红素结合区序列为 .a-aA*+3/a"其中 .a组

成一个转角#9H\L$"*+3组成另一个转角"在不

同物种间存在差异的第三号氨基酸正好处于两个

转角之间( 这种关键结构域中间存在的非保守氨

基酸可能通过周围氨基酸的位阻效应而屏蔽其对

催化活性可能带来的负面影响(

通过对 3fA!,#!; 蛋白二级结构的预测所

"%"#
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发现的高疏水区域氨基酸序列段提示可能存在跨

膜结构域"鉴于 #$ :#?EE区域是信号肽序列"故

该蛋白可能为单次跨膜蛋白"此分析结果和 A<"$

超家族蛋白分布主要于内质网膜上的研究结果一

致&#;'

( 有假说认为"由于存在疏水性的膜结合结

构域"其.Ca环和
!

C折叠能通过和膜结合的方式

提高底物进出酶的能力&#?'

( 脂质和 3fA<"$ 的

相互作用能增强磷脂横向扩散速率使底物接近膜

结合的血红素部位&#N'

( 3fA!,#!; 第 !$ :%#"EE

构成内质网膜结构域"而 %!< :"#< 构成其膜外结

构域"血红素结合结构域和酶活性中心也存在细

胞胞质溶胶侧( 3fA!,作用底物绝大多为脂溶

性药物和通过转运蛋白进入细胞膜的药物分子这

一现象从而可以得到解释&#= :%$'

( 蛋白质相互作

用分析表明"在 %;< :%;N 位序列#2Ẁ `̀ $有一

个强有力的蛋白相互结合信号"提示 3fA!,#!;

可能通过此位点与内质网膜蛋白相互结合从而将

其锚定在质膜或细胞骨架上(

通过组织分布半定量结果表明"3fA!,#!; 在

各个组织上均有表达"表明其基因可以通过组成型

表达模式进行表达"而肝肠等组织较高的基因转录

水平的差异则在胚胎时期就已经建立起来&##'

(

细胞色素A<"$ 作为一类异源物质代谢酶类"

其家族成员在进化过程中不断增加"并在进化压力

下获得更多不同的新功能"这些进化趋势主要体现

在增加了单种酶类对多种底物的适应性&%# :%<'

( 部

分氨基酸位点的突变导致酶对底物识别的特异性

降低从而识别更多底物"但是仍然有大量的 A<"$

酶具有非常精确的底物专一性"对此有学者认为进

化负压的存在加强了对有用表型的选择&%" :%;'

(

3fA!,在人类基因组中一共发现 < 个亚型和两个

假基因"很难想象如此少量的分子竟然参与几乎

;$U的药物代谢( A<"$ 分子对底物的识别能力和

关键氨基酸残基的理化结构有着重要关系"在兔

A<"$I%3#和 %3!中第 ##!和 !;"号氨基酸残基决

定了黄体酮水解酶活性的特异性&%? :%N'

( 鼠 A<"$

%B#依赖 ##<"%$;"!;!和 <N?号氨基酸残基改变底

物特异性&%='

( 在人类A<"$ %3=中第!"=位的亮氨

酸残基突变为异亮氨酸残基会改变苯妥英水解酶

的活性以及丙酮苄羟香豆素水解酶的活性&!$ :!#'

(

如此众多的例子同时表明"氨基酸的改变"对整个

A<"$家系的进化和演变来说都是十分关键的( 包

括A<"$家族基因的命名"主要是依靠其序列差异

性进行划分的"同一家族的A<"$ 氨基酸同源性能

达到 <$U以上"亚家族同源性则达到 ""U以上(

本实验得到异育银鲫的3fA!,#!; 的8>+,序列"

为下一步对该基因实现定点突变以及用酶动力学

方法研究其与底物和诱导剂抑制剂的结合提供了

一个物质基础(
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