
!""#!

!

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

第 /0 卷第 1 期

2345 年 1 月 6

水6产6学6报

!"#$%&'"(()*+,$),*"(-+)%&

./01/0" %/11

*231" 2345

文章编号!4333 73849#2345$31 7425/ 742 4")!431/:255*61!142/412345151289

收稿日期!2345735720666修回日期!2345738728

资助项目!国家自然科学基金#/42:2809$ %福建省海洋与渔业厅项目#234242453338$ %福建省教育厅#!&44493"!&31498$ %集美大学

创新团队基金#2343&334$ %集美大学科研基金#-83041$

通信作者!王艺磊",79:;0!O0S:@M;=9?12A?1B@

大黄鱼碱性磷酸酶基因的克隆及表达特征分析

冯建军!6姚志刚!6张子平!6钟恩惠!6庄道华!

林6鹏!6郭松林!6关瑞章!6王艺磊"

#集美大学水产学院"鳗鲡现代产业技术教育部工程研究中心"

农业部东海海水健康养殖重点实验室"福建 厦门6/84324$

摘要! 碱性磷酸酶":0V:0;@23>/<3>:L:<2!&'6#是一种广泛分布的单脂磷酸水解酶!是动物生

物代谢过程中重要的调控酶% 实验首次克隆了大黄鱼 3M<基因 B4%&全序列!命名为

M!3M<!其全长为 2 /59 X3!开放阅读框为 4 821 X3!编码 95/ 个氨基酸% 实时荧光定量 6-$检

测发现!M!3M<在大黄鱼雌雄各组织中均有表达!其中在眼和头肾的表达量最高!雌性鳃和脑

中 M!3M<表达量显著高于雄性!而在性腺和脾脏中的表达量则显著低于雄性'胚胎发育过程

中!多细胞期$囊胚期和原肠期 M!3M<基因表达水平相对较低!在卵黄栓形成期明显提高!至

孵出期达到峰值!而初孵仔鱼期则显著下调'大黄鱼肌肉细胞系经 '6*处理后 8 > M!3M<表达

量降低!42 > 显著下调!而 3/0O )

(

-处理后表达水平持续上升!25 > 显著上调至峰值% 研究表

明!M!&'6在大黄鱼胚胎发育调控以及机体免疫防御中发挥重要作用%

关键词! 大黄鱼' 碱性磷酸酶' 脂多糖' 胚胎发育

中图分类号! G:09' *1891/66666666 文献标志码(&

66碱性磷酸酶#:0V:0;@23>/<3>:L:<2"&'6$是一

种同型二聚体的金属酶"在碱性条件下能催化水

解磷酸酯)磷酸核苷以及 87磷酸核糖等含磷酸单

酯键的非特异性水解酶"广泛存在于人体)动物)

植物和微生物中"是生物代谢的重要酶类
&4'

(

&'6主要参与机体内的物质跨膜运输
&2'

)离子分

泌
&/'

)蛋白质的合成
&5'

)软骨钙化
&9'

以及机体免

疫防御
&8 7:'

等"是生物体赖以生长)生存的重要酶

类之一( 动物 &'6<由多个基因簇编码"分为非

组织特异性 &'6#E;<<?27%/@<32B;R;B6>/<3>:L:<2"

E*%&'6$ 和 组 织 特 异 性 &'6# E;<<?27<32B;R;B

6>/<3>:L:<2"E*&'6$两类( 目前"已有多种哺乳

动物如人
&0'

)小鼠
&1'

)牛
&43'

等的 3M<基因被克隆

与分析( 水产生物 3M<基因研究相对较少"在贝

类和 甲 壳 类 中 仅 有 合 浦 珠 母 贝 # <()!2$B$

I*!$2$$

&44'

和北方长额虾 #<$)B$1*+%,'.$1(+$

&42'

3M<B4%&全长的报道( 鱼类 &'6的研究则主

要集中在 &'6分离纯化)生长发育
&4/ 749'

以及活

性检测
&48 74:'

方面"而 3M<基因表达与调控方面

的研究仅限于斑马鱼#:$)(, '.'(,$

&40'

)大西洋鲑

# F$10, +$1$'$

&41'

) 牙 鲆 # <$'$1(!/2/"+

,1(9$!.*+$

&23'

以 及 大 菱 鲆 # F!,#/2/$20*+

0$G(0*+$

&24'

等少数种类( 近年来"一些学者对于

碱性磷酸酶参与鱼体免疫应答方面进行了探讨"

发现牛膝多糖)甘露寡糖能够明显提高鱼体血清

中 碱 性 磷 酸 酶 活 性
&48"22'

" 而 鳗 弧 菌 # 8(%'(,

$)4*(11$'*0$ 感 染 后 的 花 鲈 # M$2.,1$%'$G

5$#,)(!*+$血清 &'6活性显著降低
&4:'

"表明针对

不同免疫刺激物"鱼体碱性磷酸酶的表达调控方

式有着明显的差异(

大黄鱼 #M$'(0(!/2/"+!',!.$$是我国东南沿

海的主要经济和养殖鱼类"其人工繁育技术的突

破解决了大黄鱼人工养殖苗种来源匮乏的问题"

促使大黄鱼成为我国养殖产量最大的海水鱼类之
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一
&2/'

( 最近"葛明峰等
&8'

研究发现溶藻弧菌#8?

$14(),1"2(!*+$)哈氏弧菌 #8?/$'9."($和副溶血弧

菌#8?#$'$/$.0,1"2(!*+$对大黄鱼血清 &'6活性

有显著影响"但有关脂多糖 #0;3/3/0O<:BB>:C;A2"

'6*$) 3/0O )

!

-# 3/0O;@/<;@;B3/0OBOL;AO0;B:B;A"

3/0O )

!

-$等不同病原模式分子所引起的大黄鱼

3M<基因表达变化尚未见报道( 本实验首次克隆

了大黄鱼 3M<基因#命名为 M!3M<$全长 B4%&"

利用荧光定量 6-$技术检测了该基因在大黄鱼

各组织器官和胚胎发育各时期的表达情况"同时

对 '6*和 3/0O )

!

-处理后的大黄鱼肌肉细胞系

3M<基因表达谱的变化进行了研究"为深入了解

大黄鱼 &'6的结构)功能以及在胚胎发育和免疫

防御中的作用机制奠定分子基础(

46材料与方法

!'!(实验动物

大黄鱼取自福建省宁德市三都白基湾鱼排"

雄鱼体质量为 /33 B533 M"雌鱼体质量为 933 B

833 M( 活鱼解剖取各组织器官"并立即放入液氮

冻存"随后取出置于 703 K超低温冰箱保存%收

集大黄鱼胚胎发育的 44 个时期"分别为多细胞

期)囊胚期)原肠期)卵黄栓形成期)眼泡出现期)

胚孔关闭期)晶体出现期)尾牙期)心跳期)孵出期

和初孵仔鱼期( 各时期胚胎收集后立即放入液氮

冻存"随后置于 703 K超低温冰箱保存%大黄鱼

肌肉细胞系#'F-N*$由本课题组构建和保存(

!')(方法

总 $%&的提取及 B4%&的合成66采用

EC;D/0#)@I;LC/M2@$总 $%&提取方法"参照产品说

明书进行( 用分光光度计测定总 $%&在 "4

283

的值"以计算浓度"并测定 "4

283

5"4

203

的比值检

测 $%&的纯度( 取 419

%

'总$%&样品用419H

琼脂糖凝胶电泳检测提取的 $%&的质量(

取 /

%

M 头肾 $%&与 4

%

'/0;M/ # AE$ # 43

%

9/05'$)4

%

'的 9Q5/Q-4*6C;92C#43

%

9/05'$

分别制备 $&-,模板( 合成 9Q-4*第一链需再

加 4

%

'的 *N&$E

"

"混合"加水至 8

%

'( 混匀

后 :3 K下 9 9;@"冰上放置 2 B9 9;@ 后"加入

2

%

'9 @(;C<L7<LC:@A 8?RR2C"4

%

'A%E6N;U #43

%

9/05'$"4

%

'NN'.逆转录酶#233 #5

%

'"购

自 6C/92M:公司$( 混匀后置 6-$仪中!/: K

13 9;@":3 K 49 9;@( 逆转录所用引物!#6N)

%#6)9Q-4*3C;92C)/Q-4*3C;92C以及 *N&$E

"

见表 4(

表 !(实验中用到的引物及其序列

,-.'!( D̂1B8E5#D389163F01230454361E9:33KF30123E94

引物名称

3C;92C@:92

引物序列#9Q

'

/Q$

3C;92C<2T?2@B2

引物类别

?<:M2

&'67( EJ-J-8&$$J&+J-&JJ-&& 简并引物 A2M2@2C:L23C;92C<

&'67$ E-Y&--FE-E-4JE-&JEJ&

&'6/7;@@2C E-&-EJ&-&J&J&EJJEJJ& /Q7$&-,特异引物 <32B;R;B3C;92CR/C/Q7$&-,

&'697;@@2C -&-JJJEEJEEJE-&-E&EE--E& 9Q7$&-,特异引物 <32B;R;B3C;92CR/C9Q7$&-,

#6N7'/@M -E&&E&-J&-E-&-E&E&JJJ- $&-,通用引物 ?@;I2C<:03C;92C<R/C$&-,

&&J-&JEJJE&&-&&-J-&J&JE

#6N7*>/CL -E&&E&-J&-E-&-E&E&JJJ-

9Q-4*3C;92C

"

#E$29.%

/Q-4*3C;92C

"

&&J-&JEJJE&E-&&-J-&J&JE&-#E$/3.%

*N&$E

"

&&J-&JEJJE&E-&&-J-&J&JE&-J-JJJ

&'67"$(9 &EJEE&EJJ-EJE-E&J&JE&&EJ-JE-&J 头至趾引物 >2:A L/ L/26-$3C;92C<

&'67"$(/ E-&J-&-&J&&&&EJJJEJ&-EJEJ&

9QC2:07&'6 JJ-&--J-E&--J-EE&- 荧光定量引物 T$E76-$3C;92C<

/QC2:07&'6 &-JJJEEJEEJE-&-E&EE--E&

9Q7

2

7:BL;@ EJ-JEJ&-&E-&&JJ&J&&J-

/Q7

2

7:BL;@ JEEJE&JJEJJE-E-JEJJ&EE-

%/L2<!

"

%<&"-"J":@A E%.<&"J":@A -

5524
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1 期 冯建军"等!大黄鱼碱性磷酸酶基因的克隆及表达特征分析 66

66M!3M<基因片段的获得和全长 B4%&的克隆

66使用简并引物 &'67(和 &'67$#表 4$"以上

述 B4%&为模板"扩增 M!3M<基因片段( 6-$产

物回收纯化后与 3N4417E#E:P:$:$载体连接"

转化到 !N431 感受态细胞"于含有 &93 的 '8平

板上培养 45 >"挑取单克隆菌落"接种于含 &93

的 '8培养基中"/: K过夜培养"菌落 6-$鉴定

阳性克隆并测序( 该序列经 8'&*E比对后"确

定是大黄鱼 3M<基因( 利用 6C;92C913 所设计

的 $&-,引物#表 4$扩增其基因的全长B4%&序

列"并用 >2:A L/ L/26-$验证其开放阅读框

#"32@ C2:A;@M RC:92""$($的正确性 #引物见表

4$(

M!3M<基因的生物信息学分析6 6利用

%-8)数据库中 .2B*BC22@)80:<L)"$((;@A2C等

软件分析测序结果"比对是否为目的基因并将其

拼接 成 目 的 基 因 的 全 长 B4%& 序 列( 使 用

,U6&*O # >LL3!

!

B@12U3:<O1/CM5L//0<53;L//01

>L90$预测基因的等电点及分子量"*;@M:06/13

*2CI2C# >LL3!

!

SSS1BX<1AL?1AV5<2CI;B2<5

*;@M:06$寻找基因可能存在的信号肽序列"使用

%2L6>/<213 *2CI2C# >LL3!

!

SSS1BX<1AL?1AV5

<2CI;B2<5%2L6>/<5$ 预 测 磷 酸 化 位 点" 使 用

%2L%J0OB413 *2CI2C# >LL3!

!

SSS1BX<1AL?1AV5

<2CI;B2<5%2L%J0OB5$ 预 测 糖 基 化 位 点" 采 用

*N&$E#>LL3!

!

<9:CL129X07>2;A20X2CM1A25$预测

蛋白 结 构 域" 采 用 *Y)**7N"4,'# >LL3!

!

<S;<<9/A2012U3:<O1/CM5$进行三级结构的预测"

利用 8;/,A;L# >LL3!

!

SSS19X;/1@B<?12A?5

8;/,A;L5$软件进行序列的多重比对"利用 N,J&

513 软件中邻位相接法构建系统进化树(

M!3M<基因在不同组织及胚胎发育时期的表

达分析66以 /0;M/#AE$为引物"按 6C/9:M2逆转

录酶说明书逆转录合成的 B4%&( 选择
!

>$!2()

做为内参基因#引物 9Q7

2

7:BL;@ 和 /Q7

2

7:BL;@ 见表

4$"荧光定量 6-$# T?:@L;L:L;I2C2:0L;926-$"

T$E76-$$的反应体系为 23

%

'! 43

%

'*F8$

JC22@ $2:0L;926-$N:<L2CN;U #购自 E"F"8"

公司$"43

%

9/05'的 9QC2:07&'6和 /QC2:07&'6引

物#表 4$各 319

%

'"1

%

'B4%&第一条链"反应

条件为 19 K预变性 4 9;@"19 K 49 <"83 K 4

9;@"53 个循环( 检测基因的溶解曲线和扩增曲

线"对产物割胶测序"以验证是否为基因特异产

物( 每个阶段的大黄鱼分析 5 个样品"并根据仪

器分析得出各个样品的 $G值即 2

7

$$

&

L

"基因表达

水平由 $G平均值 D标准误差#92:@ D*,$来表

示"*6**软件对数据进行样本 27检验分析"显著

性差异表示为 <?3139(

'6*!3/0O )

"

-处理大黄鱼肌肉细胞系后

M!3M<基因表达分析66大黄鱼肌肉细胞系用

4N,N 培养基培养"培养基中含 481:H胎牛血

清 (8*)3139H

2

7巯基乙醇)93

%

M59'%7乙酰

葡糖糖胺)93

%

M59'羧甲基纤维素钠)43

%

M5'

N?C;@2(J(7X:<;B)9

%

M5'+?9:@ ,J()4

%

M5'

+?9:@ +J()433 )#59'青霉素以及 433

%

M5

9'赤霉素"置于 2: K恒温培养"细胞长满整瓶

后用 3129H胰酶消化传入六孔板中"待细胞长

满孔板更换新鲜培养基"同时分别加入终浓度

为 93

%

M59'3/0O )

!

-以及 /3

%

M59''6*溶液

处理细胞"分别在 3"/"8"42"25 和 50 > 取样"每

个时相设 / 个重复( 细胞样品经 68*溶液冲洗

2 次后采用 EC;D/0#)@I;LC/M2@$ 总 $%&方法提

取( 以 /0;M/# AE$为引物"按 6C/9:M2逆转录酶

说明书逆转录合成 B4%&"选择
!

>$!2() 做为内

参基因#引物 9Q7

!

>$!2() 和 /O>

!

>$!2() 见表 4$ "选

择引物 9QC2:07&'6和 /QC2:07&'6#表 4 $特异性

扩增 M!3M<基因片段"T$E76-$的方法与数据

分析同上(

26结果

)'!(=!5=<基因全长克隆及序列分析

M!3M<的 B4%&全长 2 /59 X3#J2@8:@V 登

录号! &,'//2:8 $"包括 13 X3 的 9Q非编码区

##@LC:@<0:L2A $2M;/@"#E$$)82/ X3 的 /Q#E$和

48/2 X3 的"$(( 该基因编码 95/ 个氨基酸"预测

蛋白质分子量为 91105 V?"等电点为 8104"含有

42 个丝氨酸磷酸化位点)44 个苏氨酸磷酸化位点

以及 8 个酪氨酸磷酸化位点#图 4$( *N&$E预

测大黄鱼 M!&'6的结构域"结果显示"第 :2 B943

位置的氨基酸为 &0V:0;@23>/<3>:L:<2>/9/0/M?2<

#:0V66B$核心结构域#图 4$":0V66B是 &'6蛋白

家族所共有的结构域(

)')(R#&R/空间结构模拟

采用 *Y)**7N"4,'软件的同源建模方

法"将 'B&'6蛋白序列与软件搜索得到的模板

#648 B/A2! B42S2&> $ # BCO<L:0<LC?BL?C2/R:

9524
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>?9:@ 3>/<3>:L:<2$人工进行联配"以 M!&'6推

导的氨基酸构建其三维结构"M!&'6由 4/ 个
3

螺旋和 45 个
2

折叠片组成"其蛋白序列三维丝

带结构图与人类的 &'6三维丝带结构图十分相

似#图 2$ (

)'+(=!&R/与其他物种 &R/的多重比对及系

统进化树分析

将推导的 M!&'6氨基酸序列与其他物种的

&'6蛋白进行多序列比对 #图 / $ "M!&'6有 :

个 -O<"其中 5 个在 M!&'6核心结构中的位置保

守"与其他鱼类和哺乳类动物 &'6相似( 活性

中心区域由保守的 &<37*2C7&0:三连体组成( 与

其他物种 &'6比较发现"有 8 个可能的金属离

子结合位点"2 个 %糖基化位点和一个 J6)锚定

位点( 另外在大黄鱼)大西洋鲑以及斑马鱼

&'6的 -末端均有 4 个 -O<"而在哺乳类 &'6

没有(

图 !(大黄鱼 =!5=<基因 #$%&及其推导的氨基酸序列

大写字母分别代表 9Q和 /Q非编码区序列"小写字母代表编码区序列% 上面为核苷酸序列"对应下面为编码的氨基酸序列% 起始密码

子#&EJ$ )终止密码子#EJ&$用加粗标示% 丝氨酸)酪氨酸以及苏氨酸磷酸化位点分别用
(

)

)

以及下划线标示% :0V66B结构域用

灰色底纹标示

A1B'!(,:3#$%&-E66365#36-21E8 -#1643V53E#387=!5=<B3E37082 D-0B3;3DD8N#08-Z30

-:3;L:002LL2C<C23C2<2@LL>2<2T?2@B2/R9Q:@A /Q?@LC:@<0:L2A C2M;/@ <23:C:L20O1'/S2CB:<202LL2C<C23C2<2@LL>2B/A;@M <2T?2@B2"S;L>

@?B02/L;A2<2T?2@B2:X/I2:@A B/A2A :9;@/ <2T?2@B2X20/S1E>2;@;L;:L;/@ B/A/@#&EJ$:@A L>2<L/3 B/A/@#EJ&$:C2B>:C:BL2C;D2A ;@

X/0A16/L2@L;:03>/<3>/CO0:L;/@ <;L2</RL>2*2C"EOC":@A E>C:C2;@A;B:L2A XO

(

"

)

":@A >"C2<32BL;I20O1E>2:0V66BA/9:;@ ;<<>:A2A
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图 )(大黄鱼 &R/空间结构模拟"-#与人类磷酸酶的空间结构".#

A1B')(/0361#9369:033I6123E418E-D4905#950387=!&R/"-# -E69:033I6123E418E-D4905#950387- :52-EF:84F:-9-43".#

图 +(=!&R/和其他物种 &R/氨基酸序列的多重比较

左侧物种名称及相应的登录号分别为!M$'(0(!/2/"+!',!.$!大黄鱼#&,'//2:8$ % F$10, +$1$'!大西洋鲑#&-)//295$ % :$)(, '.'(,!

斑马鱼#&(#1:499$ % @*+0*+!*1*+!小鼠#-&&/4::9$ % A,0, +$#(.)+!人#&&+3185:$ ( M!&'6核心结构用方框标示"酶活性中心

区域用
*

标示"保守的 -O<用黑体加阴影标示"J6)锚定位点用灰体标示"%糖基化位点下划线标示( 可能的 NM 结合位点用
+

表

示"-:结合位点用
)

标示"Z@

4 =结合位点用
,

标示"Z@

2 =结合位点用
(

标示"同时可能与 NM 和 Z@

2 =结合位点用
-

标示( -0?<L:0

Y比对后相同氨基酸残基用#

"

$标示"相似的氨基酸残基分别用# !或1$标示

A1B'+(L5D91FD3-D1BE23E9879:3=!&R/-21E8 -#1643V53E#3.39N33ED-0B3;3DD8N#08-Z30-E689:304F3#134

*32B;2<:@A J2@X:@V &BB2<<;/@ @?9X2C<:C20;<L2A /@ L>202RL!M$'(0(!/2/"+!',!.$#&,'//2:8$ % F$10, +$1$'#&-)//295$ % :$)(, '.'(,

#&(#1:499$ % @*+0*+!*1*+#-&&/4::9$ % +/9/ <:3;2@<#&&+3185:$18/U2A :9;@/:B;A<B/CC2<3/@A L/ L>2&'6A/9:;@1-O<L2;@<:C2

<>:A2A ;@ X0:BV13?L:L;I2J6)7:@B>/C<;M@:0;<<>:A2A ;@ MC2O1&BL;I2<;L2;<9:CV2A S;L>#

*

$1C2<;A?2<3C2A;BL2A L/ X;@A L/ 9:M@2<;?9

#

+

$ "L/ B:0B;?9#

)

$ "L/ D;@B4 #

,

$ "L/ D;@B2 #

(

$ :@A L/ X/L> 9:M@2<;?9 :@A D;@B2 #

-

$1E>23?L:L;I2%7M0OB/<O0:L;/@ <;L2<:C2

?@A2C0;@2A1)A2@L;B:0#

"

$:@A <;9;0:C# !/C1$C2<;A?2<;A2@L;R;2A XO L>2-0?<L:0Y 3C/MC:9S2C2;@A;B:L2A
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)'<(=!&R/和其他物种 &R/氨基酸序列系统

发育树分析

%!系 统 发 育 树 表 明! M!&'6和 金 头 鲷

#F#$'*+$*'$2$$&'6遗传距离最近"并与其他鱼

类 &'6聚为一支"哺乳类 &'6聚为一支"两栖类

单独成为一支"为鱼类和哺乳类 &'6的过渡"这

三支合并为一大支%而北方长额虾 #<$)B$1*+

%,'.$1(+$) 家 蚕 # L,0%"G0,'($) 合 浦 珠 母 贝

#<()!2$B$ I*!$2$$以及弧菌#8(%'(, <31$&'6分别

形成独立分支"与 M!&'6距离较远#图 5$(

)'=(=!5=<基因在大黄鱼雌雄不同组织的表达

M!3M<基因在雌雄大黄鱼各组织器官中均有

表达"且在眼中的表达量最高%雌性脑)头肾"雄性

脑)头肾)性腺以及脾脏中也有较高的表达水平%雄

性性腺 M!3M<表达量显著高于雌性#<?3139$"在

脾脏中达到极显著水平#<?3134$"而雌性大黄鱼

脑 M!3M<表达量则显著高于雄性#<?3139$"在鳃

中达到极显著水平#<?3134$#图 9$(

)'>(=!5=<基因在胚胎发育不同时期的表达

在大黄鱼胚胎发育过程中"多细胞期 M!3M<

基因表达水平相对较低"而在囊胚期和原肠期的

表达水平有所升高"分别为多细胞期的 /139 和

/183 倍( 从卵黄栓形成期开始 M!3M<基因表达

水平有了明显提高"为原肠期的 210 倍( 眼泡出

现期)胚孔关闭期)晶体出现期)尾牙期以及心跳

期 M!3M<基因表达水平持续上升"并在孵出期达

到峰值"其表达水平是原肠期的 441/8 倍"与其他

发育时期均有显著性差异#<?3139$"而初孵仔

鱼期M!3M<表达水平则显著降低#<?3139$ "仅

为孵出期的 455#图 8$(

图 <(=!&R/和其他物种 &R/氨基酸序列

系统发育树"=!&R/用
*

标出#

A1B'<(/:;D8B3E391#9033879:3&R/-21E8 -#16

43V53E#34.39N33ED-0B3;3DD8N#08-Z30-E689:30

4F3#134",:348D16901-EBD32-0Z49:3=!&R/#

@*+0*+!*1*+!小鼠% &$)(+I$0(1($'(+!狗% A,0, +$#(.)+!人%

L,+2$*'*+!牛% @$!$!$ 0*1$22$!猕猴% <$)B$1*+%,'.$1(+!北方

长额虾% L,0%"G0,'(! 家蚕% 8(%'(, <31;49 724! 弧 菌%

M$'(0(!/2/"+!',!.$! 大 黄 鱼% F#$'*+ $*'$2$! 金 头 鲷%

H.2'$,B,) )(4',9('(B(+!黑青斑河豚% H$7(I*4* '*%'(#.+!红鳍东

方% F$10, +$1$'!大西洋鲑% :$)(, '.'(,!斑马鱼% E.),#*+

1$.9(+!非洲爪蟾% <()!2$B$ I*!$2$!合浦珠母贝

图 =(=!5=<基因在大黄鱼雌雄各组织器官中的表达

"

表示雌性和雄性相同组织中表达存在显著性差异#<?3139$%

""

表示雌性和雄性相同组织中表达存在极显著性差异#<?3134$

A1B'=($14901.5918EF-9930E87=!5=<1E9:3732-D3-E62-D36177303E9914453487D-0B3;3DD8N#08-Z30

E>2<;M@;R;B:@LA;RR2C2@B2</RL>2<:92L;<<?2<X2LS22@ L>2R29:02:@A 9:02:C2;@A;B:L2A XO *

"

+ #<?3139$:@A *

""

+ #<?3134$
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图 >(=!5=<基因在胚胎发育各时期表达

41多细胞期%21囊胚期% /1原肠期% 51卵黄栓形成期% 91眼泡出

现期% 81胚孔关闭期% :1晶体出现期% 01尾牙期% 11心跳期%

431孵出期% 441初孵仔鱼期% 含有相同字母表示各胚胎发育时

期 M!3M<基因表达水平之间不存在显著性差异#<C3139$

A1B'>(,:33KF034418EF-9930E87=!5=<1E

-DD49-B348732.0;8E1#63G3D8F23E9

419?0L;302B200<% 21X0:<L?0:% /1M:<LC?0:% 51R/C9:L;/@ /RO/0V

30?M% 91R/C9:L;/@ /R2O2 02@<% 81B0/<?C2 /RX0:<L/3/C2%

:1:332:C:@B2/R/3L;BI2<;B02<% 01L:;0X?A% 11>2:CL3?0<:L;/@%

4313C2>:LB>;@M% :02I;@ <L:M2% *L:M2<S;L> L>2 <:92 02LL2C

;@A;B:L2@/ <;M@;R;B:@LA;RR2C2@B2/RM!3M<M2@22U3C2<<;/@ 02I20

X2LS22@ L>2<L:M2</R29XCO/@;BA2I20/392@L

)'W(R/O处理对大黄鱼肌肉细胞系 =!5=<基因

表达的影响

'6*处理后"大黄鱼肌肉细胞系 M!3M<基因

表达水平在 / > 没有明显变化"而在8 >有所降低"

到 42 > 表达量最低"与对照组有显著性差异#<?

3139$"25 > 后恢复至正常水平#图 :$(

图 W(R/O对大黄鱼肌肉细胞系 =!5=<基因表达的影响

*

"

+ 表示与其他时相比较 M!3M<基因表达水平存在显著差

异#<?3139$

A1B'W(,:33773#987R/O8E=!5=<B3E33KF034418E87

D-0B3;3DD8N#08-Z30254#D3#3DDD1E3

*

"

+ A2@/L2<L>2<;M@;R;B:@LA;RR2C2@B2/RM!3M<M2@22U3C2<<;/@

B/93:C2A S;L> /L>2C<:9302L;92#<?3139$

)'X(F8D; P

!

?处理对大黄鱼肌肉细胞系 =!5=<

基因表达的影响

3/0O )

!

-处理后"大黄鱼肌肉细胞系 M!3M<

基因表达水平在 / > 没有明显变化"从 8 > 开始有

所升高"在 42 > 表达水平持续上调"至 25 > 表达

量达到峰值"显著高于对照组#<?3139$#图 0$(

图 X(F8D; P

!

?对大黄鱼肌肉细胞系

=!5=<基因表达的影响

*

"

+ 表示与其他时相比较 M!3M<基因表达水平存在显著差

异#<?3139$

A1B'X(,:33773#987F8D; P

!

?8E=!5=<B3E3

3KF034418E87D-0B3;3DD8N#08-Z30254#D3#3DDD1E3

*

"

+ A2@/L2<L>2<;M@;R;B:@LA;RR2C2@B2/RM!3M<M2@22U3C2<<;/@

B/93:C2A S;L> /L>2C<:9302L;92#<?3139$

/6讨论

本实验获得了大黄鱼 M!3M<B4%&全长"

J2@8:@V 登录号为 &,'//2:8"其编码的氨基酸

序列与斑点绿河豚#H.2'$,B,) )(4',9('(B(+$)红鳍

东方 #H$7(I*4* '*%'(#.+$)大西洋鲑)金头鲷

#F#$'*+$*'$2$$等 &'6氨基酸序列有较高的一

致性#:0HB0:H$"具有 &'6活性中心 &<37*2C7

&0:三连体序列)与 NM 和 Z@ 离子结合的位点以

及一个 J6)锚定位点等 &'6家族保守序列( 另

外"M!&'6与鱼类 &'6聚为一支"具有 &'6家族

共有的 :0V66B结构域"且三维空间结构与哺乳动

物 &'6十分相似"表明 M!&'6具备了碱性磷酸

酶家族的基本特征"也反映 &'6在进化过程中相

对保守(

许多研究表明"3M<基因在鱼类各组织中均

有表达"如田娟
&24'

等发现 3M<基因在大菱鲆各

组织均表达"其中在心脏和肝脏中的表达水平较

高( 陈晓武等
&25'

克隆了牙鲆 3M<基因 B4%&全
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序列"通过 $E76-$检测到该基因在成鱼胃)肝)

鳃)皮肤)皮下肌肉)肾等组织中均有表达( 本实

验雌性和雄性大黄鱼 M!3M<基因在各个组织中

均有表达"与前人研究结果相似"但是雌性和雄性

大黄鱼 M!3M<在眼中的表达量均远高于其他组

织( 视觉器官是鱼类重要的光感受器"在鱼类的

摄食)定位)逃避敌害等方面发挥着重要的作用(

目前"关于鱼类视觉形成的研究还主要集中在眼

睛的形态结构以及生理功能方面"其感光信号通

路分子机制的研究还相当薄弱
&29'

( 哺乳动物视

觉的形成主要与视蛋白有关"当感光时"视色素中

的 447顺视黄醛在光作用下转变成全反视黄醛"并

与视蛋白分离"视蛋白激活与其耦联的 J蛋白"

再通过胞内的磷酸化级联反应将光信号放大并通

过一系列信号传导途径将信息传递至大脑
&28'

(

因此"雌雄大黄鱼 3M<基因在眼中的高表达"很

有可能与磷酸化级联反应相关分子的调控有关"

但尚需进一步深入研究(

最近"F:@M 等
&40'

从斑马鱼中发现 5 种 3M<

基因序列"其中 4 种在各组织中都有表达"另外 /

种为肠特异性表达"而文昌鱼早期发育过程中也

检测到肠特异性 &'6和非组织特异性 2 种 &'6

的存在
&2:'

"这表明鱼类 3M<基因的复杂性"是否

在大黄鱼中存在多种 3M<基因"还有待进一步研

究( 另外"雄性 M!3M<表达量在性腺和脾脏中明

显高于雌性"而在鳃和脑则相反"表明 M!&'6在

雌雄个体中的生理功能可能有所不同(

3M<基因在脊椎动物胚胎发育的不同时期

表达水平和组织特异性有所不同
&4/'

( 本实验中

M!3M<在多细胞期只有少量表达"与小鼠胚胎细

胞分裂期出现碱性磷酸酶的表达相符
&20'

( 大黄

鱼囊胚期和原肠期 M!3M<的表达量是多细胞期

的 /139 和 /183 倍"推测囊胚期碱性磷酸酶活性

明显提高( 陈晓武等
&45'

利用组织化学的方法也

检测到牙鲆 &'6在胚胎原肠期有明显表达"而

N:/ 等
&21'

却未检测到文昌鱼囊胚期和原肠期

&'6的特异性表达"提示在不同鱼类的胚胎发育

中碱性磷酸酶的表达调控机制有所不同( 根据刘

家富
&/3'

关于大黄鱼胚胎发育时期的划分"从卵黄

栓形成期到孵出期为胚体形成的阶段( 本实验发

现"进入卵黄栓形成期后 M!3M<基因表达水平持

续地成倍显著升高"其中卵黄栓形成期 M!3M<基

因水平为原肠期的 210 倍"而 M!3M<达到峰值的

孵出期则为原肠期的 441/8 倍( 胚体形成阶段是

鱼类胚胎发育的关键时期"在较短的时间内实现

形态)代谢和生理上的巨大变化"这个阶段 M!3M<

基因水平显著提高表明 'B&'6在调节胚体形成

过程中体内 4%&)$%&)蛋白质和脂类等物质的

代谢以及跨膜运输的调控起着重要作用"以满足

胚胎发育的生理需求
&2'

( 王书平等
&4/'

研究表明"

从金鱼受精卵发育至孵化出仔鱼过程中"碱性磷

酸酶活性持续显著增加"这与大黄鱼的胚胎发育

M!3M<基因水平变化结果一致( M!3M<在孵出期

达到峰值"表明这一时刻的各种物质与能量代谢

达到顶峰"以适应鱼体成型的需要( 大黄鱼发育

到初卵仔鱼期 M!3M<基因水平急剧下降"仅为孵

出期的 455 的水平"推测是由于仔鱼步入平稳生

长期"生物体内 4%&)$%&)蛋白质和脂类等物质

代谢整体水平降低所致( ->2@

&/4'

等的研究也发

现"大黄鱼仔鱼阶段肠道中的碱性磷酸酶的活性

较低"但随着仔鱼向幼鱼生长和发育"其碱性磷酸

酶活性持续上升且逐步达到稳定水平(

同其他脊椎动物一样"鱼类主要通过细胞表

面的模式识别受体 # 3:LL2C@ C2B/M@;L;/@ C2B23L/C"

6$$$特异地识别病原相关分子模式 # 3:L>/M2@7

:<</B;:L2A 9/02B?0:C3:LL2C@"6&N6$"如 '6*)脂蛋

白#0;3/3C/L2;@$)病原微生物遗传物质核酸等"激

活先天性免疫应答"引起细胞因子的释放"上调共

刺激分子表达"促进炎症反应发生
&/2'

( 目前"不

同病原微生物引起鱼体血清碱性磷酸酶活性变化

的研究已有不少报道"但有关病原模式分子刺激

后鱼类细胞 3M<基因表达变化的体外研究相对

较少( 最近的研究表明"斑马鱼肠特异性碱性磷

酸酶经 '6*刺激后表达水平提高"能够对肠内毒

素 '6*进行脱磷酸化作用"通过 NO400 信号传

导途径"对炎症反应进行负调控
&//'

( 在本实验

中"'6*处理大黄鱼肌肉细胞系后 M!3M<基因表

达水平在 42 > 明显下调"表明 '6*对 M!3M<在

一定的阶段抑制了 M!3M<的转录表达( 葛明峰

等
&8'

观察到哈氏弧菌感染大黄鱼后第 4 天和第 :

天"血清中碱性磷酸酶活性均有显著降低"提示鱼

类 3M<基因表达调控机制的复杂性( 王凤明

等
&/5'

也发现"在培养基中加入不同浓度的 '6*

后"人牙髓细胞的碱性磷酸酶活性受到抑制"与本

实验结果一致( 另外"陈萍等
&/9'

研究证实"三疣

梭子蟹#<,'2*)*+2'(2*%.'!*1$2*+$经溶藻弧菌感染
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后"其不同组织中 &'6酶活随着感染时间的延长

而降低( 3/0O )

!

-是病毒 A<$%&合成类似物多

核糖肌苷酸"被鱼类模式识别受体 E'$/ 等识别

结合后"激活多种信号分子"诱导 )型干扰素和大

量炎症因子的产生
&/8'

( "V:A:等
&/:'

用 3/0O )

!

-

注射小鼠后"血清 &'6酶活性提高"出现自身抗

体和肝内外炎症反应( 在本实验中"经 3/0O )

!

-

处理后"大黄鱼肌肉细胞系 M!3M<基因表达水平

持续上调"25 > 表达量达到峰值"显著高于对照

组"这表明 M!&'6可能在抵御病毒感染的免疫反

应中发挥重要作用( 目前"有关病毒或病毒类似

物刺激大黄鱼引起 &'6活性变化的研究还未见

报道"但在杂色鲍 #A$11(,2(+B(9.'+(!,1,'$和锯缘

青蟹# F!"11$ +.''$2$$的研究表明"病毒感染后能

够引起血清中 &'6活性在短时间内明显升高"推

测 &'6在抗病毒感染)机体解毒方面发挥重要作

用
&/0 7/1'

( 大黄鱼肌肉细胞经 '6*处理后"M!3M<

基因水平降低"而 6/0O )!-处理后则明显上调"

表明大黄鱼肌肉细胞系对不同病原体#病毒或细

菌$免疫应答机制有所不同(

本实验从大黄鱼中克隆得到 M!3M<基因的

B4%&全长"T$E76-$结果显示在胚胎发育过程

中以及大黄鱼细胞体外抗病原相关分子模式刺激

后"M!3M<基因的表达量发生了显著变化"表明该

基因在大黄鱼胚胎发育调控以及抵御外界病原微

生物方面发挥重要作用"为大黄鱼生长发育以及

免疫防御分子机制的研究提供了参考资料(
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