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黄姑鱼锰超氧化物歧化酶基因的克隆及氨氮和

亚硝态氮胁迫对其表达的影响

王小龙1，  宋    青2，  王志勇1，  韩    芳1*

(1. 集美大学水产学院，农业农村部东海海水健康养殖重点实验室，福建 厦门    361021；
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摘要：锰超氧化物歧化酶(MnSOD)是一种含金属辅基的抗氧化酶，广泛存在于各种需氧
生物中，能将氧自由基快速歧化为分子氧(O2)和过氧化氢(H2O2)。本研究首次获得了黄
姑鱼MnSOD基因的cDNA序列，其全长958 bp，包括47 bp的5′端非编码区(untranslated
region，UTR)、233 bp的3′UTR和678 bp的开放阅读框(open reading frame，ORF)，编码
225个氨基酸残基(aa)。氨基酸序列分析显示，MnSOD含有一条信号肽序列(1~27 aa)，
4个Mn结合位点 (His 53、101、190和Asp 186)和一条保守的锰 /铁SOD特征序列 (186~
193 aa)。系统进化树分析显示，黄姑鱼MnSOD在进化上与大黄鱼最近，并与其他鱼类
(斜带石斑鱼、暗纹东方鲀、牙鲆、斑马鱼和日本鳗鲡)聚为一支。荧光定量PCR检测显
示，MnSOD基因在所检测的11个黄姑鱼组织 /器官中均有表达，其中心脏中表达量最
高，其次为脑、肝脏、鳃、中肾、肠、胃、头肾、肌肉和鳔，在脾脏中表达量最低。氨
氮和亚硝态氮对黄姑鱼的急性毒性实验显示，黄姑鱼对氨氮胁迫更为敏感，其氨氮和亚
硝态氮的96 h半致死浓度(LC50)分别为20.23 mg/L (换算成非离子氨0.57 mg/L)和99.08 mg/L，
安全浓度分别为2.02 mg/L (换算成非离子氨0.06 mg/L)和9.91 mg/L。此外，黄姑鱼经氨氮
和亚硝态氮急性攻毒后，其肝脏、鳃和头肾中MnSOD基因的表达水平均不同程度上调，
推测MnSOD的上调是为了及时清除由氨氮和亚硝态氮刺激产生的氧自由基，或可用作水
体污染检测的早期生物标志物。
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黄姑鱼(Nibea albiflora)属鲈形目(Perciformes)、
石首鱼科(Sciaenidae)、黄姑鱼属(Nibea)，为近海

中下层肉食性鱼类，主要分布于中国沿海、日

本及朝鲜半岛西南岸 [1]。近年来，随着人工繁育

技术的不断突破，黄姑鱼养殖业在福建、浙江

沿海迅速发展 [2]。然而，由于工业废水、农业径

流及养殖水体内有机物(养殖动物排泄物、残饵

及动植物尸体等)分解的影响，近海海水中氨氮

及其在细菌硝化作用下的中间产物亚硝态氮含

量不断升高 [3]。高浓度的氨氮会造成鱼体氧化损

伤、离子浓度失衡，从而破坏鱼体组织结构，

导致其生长迟缓、体质变差、抗应激能力下降

甚至死亡 [4-5]。亚硝态氮可以被鱼类鳃组织的上

皮细胞吸收，并在血液中逐渐积累，造成鱼类

氧化应激，引起多种生理过程紊乱，如缺氧、

溶血性贫血和抗病能力下降等 [6-8]。导致巨大的

经济损失，制约着水产养殖业的发展。

氧自由基广泛存在于各种需氧生物中，是
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生命代谢过程中不可避免的代谢副产物。正常

范围内，由于自身极为活泼的化学性质，它可

以破坏病原微生物，促进吞噬细胞清除损伤和

衰老的细胞 [9]。此外，氧自由基还扮演着第二信

使的角色，介导生物体细胞信号传导，调节细

胞功能[10]。然而，生物体的氧自由基水平会因许

多外界因素(电离辐射、环境污染、高压氧、药

物等)的刺激而急剧增长，特别是直接暴露于污

染水体中的水生动物[11]。过量的氧自由基会破坏

生物体蛋白、不饱和脂肪酸及核酸等多种生物

大分子的结构与功能，导致许多疾病，如炎

症、癌症、动脉粥样硬化和衰老等[12]。生物体在

长期的进化过程中，形成了一套复杂的抗氧化

系统来维持体内氧自由基的动态平衡[13]。

超氧化物歧化酶(SODs，EC 1.15.1.1)是一种

关键的抗氧化酶，将氧自由基快速歧化为普通

分子氧(O2)和过氧化氢(H2O2)[14]。当前，自然界

中已发现4种SOD，按其所含金属辅基不同可分

为铜/锌SOD (CuZnSOD)、锰SOD (MnSOD)，铁

SOD (FeSOD) [15]和镍SOD (NiSOD) [16]。截至目

前，只有CuZnSOD和MnSOD在鱼类中发现并被

克隆出来。MnSOD广泛存在于真核生物线粒体

内，在一些甲壳类动物的细胞质中也有发现 [17]。

线粒体是真核生物三磷酸腺苷(adenosine triphosp-
hate, ATP)的主要来源。据估计，在以氧呼吸链

为中心的电子传递过程中会有1%~2%的氧逃逸

变成氧自由基，占正常脊椎动物氧自由基水平

的90%以上 [18]。一旦线粒体内的氧自由基浓度超

过10-11~10-12 mol/L的正常范围时，会造成线粒体

内重要功能大分子的损伤、信号通路紊乱甚至

生物体死亡 [ 1 9 ]。当前针对MnSOD的研究主要

集中在哺乳动物上：MnSOD的敲除会导致小鼠

(Mus musculus)扩张型心肌病和神经退行性疾病[20]；

MnSOD能影响某些转录因子(如HIF-1α，AP-1、
NF-кB和кp53)的活性及DNA稳定性 [21-22]；MnSOD
的过表达能抑制人 (Homo sapiens)黑色素瘤细

胞、乳腺癌细胞、胶质瘤细胞的生长[23]等。鱼类

中有关MnSOD的研究鲜有报道，目前MnSOD
基因已在金头鲷(Sparus aurata)[24]、线鳢(Channa
striata)[25]、斑马鱼(Danio rerio)[26]、大黄鱼(Lari-
michthys crocea)[27]等中克隆出来，但针对其基因

表达特征和功能的研究还很薄弱，结合氨氮和

亚硝态氮攻毒的研究还未见报道。

本研究通过对黄姑鱼MnSOD进行克隆，并

在氨氮和亚硝态氮急性攻毒条件下对基因表达

变化的分析，以期揭示MnSOD在黄姑鱼抗氧化

应激过程中的作用机制，也为黄姑鱼养殖过程

中氨氮和亚硝态氮半致死及安全浓度提供参考

依据。

1    材料与方法

1.1    实验材料

健康黄姑鱼取自福建宁德金玲水产科技有限

公司，体长为(8.8±0.5) cm，体质量为(10.0±0.5) g/
尾。实验前在温度为24~26 °C，盐度为27~28和
pH为7.7~7.9的充气海水中驯养2周，备氨氮和亚

硝态氮攻毒实验。另取6尾正常个体，剖取心脏、

肝脏、脾脏、头肾、中肾、鳃、肠、胃、脑、肌

肉和鳔组织，液氮冷冻，存放于–80 °C超低温冰

箱备RNA提取。

氨氮和亚硝态氮溶液采用氯化铵及亚硝酸

钠(国药集团化学试剂有限公司，上海)配制，试

剂均为分析纯，实验前用双蒸水配制成20 g/L的

母液，使用时按比例稀释至实验所需浓度。

1.2    总RNA的提取及cDNA的合成

黄姑鱼组织样品RNA的提取采用TransZol
Up Plus RNA Kit (TransGen Biotech，北京)，参照

其实验说明具体操作，并采用RNase-free Dnase
(Promega，美国)除去其中的DNA杂质，产物于

1%琼脂糖凝胶电泳以检测RNA质量。cDNA第一

条链的合成采用GoScriptTM Reverse Transcription
kit (Promega，美国) 并参照其实验说明具体操作。

1.3    黄姑鱼MnSOD基因的克隆

黄姑鱼MnSOD基因cDNA具体数据，筛选自

本实验室构建的黄姑鱼多种组织转录组数据库，

通过比对GenBank数据库拼接获得。参考该序列

信息设计引物(表1)，进行实时荧光定量PCR(qRT-
PCR)扩增其ORF，扩增程序：94 °C 5 min；94 °C
30 s，59 °C 30 s，72 °C 1 min，30个循环；72 °C
10 min。PCR产物纯化后连接pMD-19T vector
(TaKaRa，大连) 送于华大基因(上海)科技有限公

司测序。

1.4    生物信息学分析

黄姑鱼MnSOD蛋白的等电点及分子质量预

测采用Expasy tools (http://web.expasy.org/compute_
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pi/)；氨基酸序列同源性比对采用BLAST (http://
blast.ncbi.nlm.nih/.govBlast.cgi)；利用Motif Scan在
线工具(http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif_scan/)
预测蛋白保守结构域；蛋白的糖基化位点预测

采用NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/
services/NetNGlyc/)；采用SWISS-MODEL (https://
swissmodel.expasy.org/)并结合Swiss-pdbviewer
4.1.0预测蛋白三级空间结构；不同物种MnSOD
的氨基酸多重比对采用CLUSTAL W (http://www.
ebi.ac.uk/clustaw/)，而后利用MEGA 5.02软件的

NJ法(Neighbor-Joining method)构建系统进化树。

1.5    氨氮和亚硝态氮毒性实验

实验采用96 h半静水法，先进行预实验确定

正式实验浓度区间，区间内设置6个梯度，每个

梯度另设2个平行，浓度设置参考Ullah等 [28]的研

究方法。实验在体积为50 L的水族箱中进行，氨

氮浓度依次为0.05、9.84、15.52、19.16、25.12和
30.64 mg/L；亚硝态氮浓度依次为0.03、47.19、
80.21、121.09、150.35和178.27 mg/L。每个浓度

组放置实验鱼20尾，实验过程中不投饵，每12 h
用含有相应氨氮 /亚硝态氮浓度的实验用水换水

1次，换水量为50%。玻璃棒碰触5 s无任何反应

即视为死亡，及时捞出死亡个体并做相应记录。

半致死浓度的计算采用概率单位法[29]，将实验鱼

96 h的死亡率通过Excel 2010软件换算成死亡概率

单位，并求出死亡概率单位(Y)−氨氮/亚硝态氮浓

度对数(X)的线性回归方程。非离子氨浓度的换

算依据《海水水质标准》(GB3097-1997)，安全

浓度(SC)=0.1×LC50 (96 h)。
另取200尾实验鱼分为2组，分别暴露于氨

氮或亚硝态氮[浓度为各自的LC50 (96 h)]的溶液

中，并在攻毒后0、3、6、12、24、48、72和96 h

随机捞取5尾实验鱼，分别取鳃、肝脏和头肾组

织，液态氮冷冻，存放于–80 °C超低温冰箱备

RNA提取。实验重复3次。

1.6    实时荧光定量PCR分析

¡¢¢CT

根据测序获得的黄姑鱼MnSOD基因序列，

设计定量引物MnSOD-qF和MnSOD-qR (表1)，以

黄姑鱼管家基因β-actin为内参，并设计内参引物

β-actin-F和β-actin-R (表1)。qRT-PCR实验采用

SYBR®  Premix Ex TaqT M  Ⅱ(Tli RNaseH Plus)
(TaKaRa，大连)试剂盒，并在LightCycler® 480Ⅱ
(Roche，瑞士)上按其操作说明进行。反应体系

为20 μL：SYBR® Premix Ex TaqTM Ⅱ(Tli RNaseH
Plus)(2×)10 μL，上下游引物(10 μmol/L)各0.4 μL，

Passive Reference Dye (50×)0.4 μL，cDNA模板5 μL
及ddH2O 3.8 μL，扩增程序为: 94 °C 30 s；94 °C 5 s，
60 °C 15 s，72 °C 10 s，共40个循环。每个样品分

别进行3次技术重复，采用2 法进行MnSOD
基因差异表达分析，结果用平均值±标准差(mean±
SD)表示。结合SPSS 19.0中的One-Way ANOVA及

S-N-K法(Student-Newman-Keuls method)分析各样

品间基因表达差异的显著性(P<0.05)。

2    结果

2.1    黄姑鱼MnSOD基因cDNA序列分析

MnSOD cDNA长958 bp，包括47 bp的5′端非

编码区、233 bp的3′端非编码区和678 bp的开放

阅读框，编码225个氨基酸 (图1)。序列已提交

GenBank (登录号：MG208872)。预测MnSOD蛋

白的分子量为22.2 ku，理论等电点为6.53，且N
末端含有一条27个氨基酸(aa)组成的信号肽。此

外，MnSOD蛋白还包含2个潜在的N-糖基化位

点，一条保守的锰 /铁超氧化物歧化酶特征序列

(186~193 aa)和4个Mn结合位点(His 53、101、190
和Asp 186)。

2.2    黄姑鱼MnSOD氨基酸序列的同源性分析

BLASTp比对分析显示，黄姑鱼MnSOD氨基

酸序列与许多物种均具有较高的一致性，在鱼

类中为87%~99%，在鸟类和哺乳类中也保持着

78%以上的一致性，在无脊椎动物中较低(61%~
72%)。选取其中几个代表性物种：大黄鱼、斑

马鱼、热带爪蟾(Xenopus tropicalis)、人、原鸡

表 1    实验中所用的引物

Tab. 1    Primers used in the study

引物

primers
序列(5′→3′)

sequences (5′→3′)

MnSOD-F ATGAGCACTATCATGAACAT

MnSOD-R CTACTTTTTGGCGATCTG

β-actin-F TTATGAAGGCTATGCCCTGCC

β-actin-R TGAAGGAGTAGCCACGCTCTGT

MnSOD-qF TTCGTATCGCTGCTTGTGCTAACC

MnSOD-qR CGTTCCAGATTGCCTTCACATAGTCC
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(Gallus gallus)和黑腹果蝇(Drosophila melanog-
aster)对MnSOD氨基酸序列进行多重比对分析，

发现除信号肽区域差异较大之外，其余部分特

别是Mn结合位点及锰/铁SOD特征序列高度保守

(图2)。

2.3    黄姑鱼MnSOD的系统进化树分析

对选取的21个物种的MnSOD氨基酸序列进

行多重比对后，构建出NJ系统进化树，以研究

黄姑鱼MnSOD与其他物种的进化关系。结果显

示，黄姑鱼MnSOD在进化上与大黄鱼最近，并

与其他鱼类[斜带石斑鱼(Epinephelus coioides)、
暗纹东方鲀(Takifugu fasciatus)、牙鲆(Paralichthys
olivaceus)、斑马鱼和日本鳗鲡(Anguilla japonica)]
聚为一支(图3)。其余物种的MnSOD基因分别以

鸟类、哺乳类、无脊椎类及两栖类为单位各自形成

一个分支，与传统的物种分类方法所得结果一致。

2.4    黄姑鱼MnSOD的三级结构分析

采用SWISS-MODEL在线工具并结合已知三

级结构的人类MnSOD蛋白(PDB登录号：1VAR)[30]

同源建模预测黄姑鱼MnSOD蛋白三级结构(图4)。
MnSOD蛋白包含9个典型的α螺旋和3个β折叠结

构，各结构域分别以不同的颜色标出。Mn结合

位点的4个主要氨基酸残基(His53、101、190和
Asp 186)在三级结构中相互聚拢，形成一个类似

抓手的结构，与Mn紧密结合。

2.5    黄姑鱼MnSOD基因的组织表达分析

采用qRT-PCR技术分析黄姑鱼不同组织中

MnSOD基因的表达情况。结果显示，MnSOD基

因在所检测的11个黄姑鱼组织/器官中均有表达，

其中心脏中表达量最高，其次为脑、肝脏、鳃、
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图 1    黄姑鱼MnSOD基因cDNA全长及其氨基酸序列

起始(ATG)和终止(TAG)密码子用黑色方框标出；氨基酸信号肽序列用下划线标出；潜在的糖基化位点用椭圆圈出；锰/铁超氧化物歧

化酶特征序列用灰色阴影突出显示；Mn结合位点(His53、101、190和Asp 186)用黑色阴影标出

Fig. 1    Nucleotide and deduced amino acid sequences of MnSOD
The letters in boxes indicate the start codon (ATG) and the stop codon (TAG); the predicted signal peptide is underlined and N-linked glycosylation site
is circled; the manganese and iron superoxide dismutases signature is highlighted in gray shade; the manganese binding sites (His53, 101, 190 and Asp
186) is in black shade
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人　H. sapiens
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热带爪蟾　X. tropicals
人　H. sapiens
原鸡　G. gallus
黑腹果蝇　D. melanogaster

 
图 2    黄姑鱼和其他物种MnSOD氨基酸序列的多重比对

Fig. 2    Amino acid sequence alignment of MnSOD among N. albiflora and other species
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▲黄姑鱼　N. albiflora

大黄鱼　L. crocea
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黑腹果蝇　D. melanogaster
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图 3    不同物种MnSOD的NJ系统进化树

节点处数字是bootstrap算法重复计算1 000次计算出的支持率，所用物种氨基酸序列的GenBank登录号详见表2

Fig. 3    NJ molecular phylogenetic tree of the MnSOD amino acid sequence between N. albiflora and other species
The numbers at the nodes indicate the bootstrap confidence values of 1 000 replicates, and the GenBank accession numbers of amino acid sequences used
are listed in Tab. 2
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中肾、肠、胃、头肾、肌肉和鳔，在脾脏中表

达量最低(图5)。

2.6    氨氮和亚硝态氮对黄姑鱼的急性毒性实验

不同浓度氨氮 /亚硝态氮攻毒的结果显示，

黄姑鱼对氨氮的耐受能力远不及亚硝态氮，且

随着氨氮 /亚硝态氮浓度的升高，黄姑鱼死亡率

也不断升高(表3)。此外，黄姑鱼的死亡概率(Y)
和氨氮/亚硝态氮浓度对数(X)呈线性关系，其中

氨氮为Y=4.67X–1.10，R2=0.948；亚硝态氮为

Y=5.13X–5.24，R2=0.967。获得黄姑鱼对氨氮和

亚硝态氮的96 h半致死浓度分别为20.23 mg/L (换

算成非离子氨为0.57 mg/L)和99.08 mg/L，安全

浓度分别为2.02 mg/L (换算成非离子氨为0.06 mg/L)

和9.91 mg/L (图6)。

2.7    黄姑鱼MnSOD基因在氨氮和亚硝态氮急

性攻毒条件下的表达分析

黄姑鱼鳃、肝脏和头肾组织中MnSOD基因

表达量随着氨氮和亚硝态氮急性攻毒时间的延

长而呈现不同程度变化。在鳃中，黄姑鱼经氨

氮和亚硝态氮攻毒后，MnSOD基因表达量均迅

表 2    MnSOD系统发育树分析所用氨基酸序列的

GenBank登录号

Tab. 2    The GenBank accession numbers of amino acid
sequences used in phylogenetic analysis of MnSOD

序号

no.
物种

species
同源一致性/%

identity
GenBank登录号

accession no.
1 黄姑鱼

N. albiflora
100 MG208871

2 大黄鱼

L. crocea
99 KKF17418.1

3 斜带石斑鱼

E. coioides
97 AAW29024.1

4 暗纹东方鲀

T. fasciatus
93 ABV24053.1

5 牙鲆

P. olivaceus
93 XP_019952982.1

6 斑马鱼

D. rerio
91 AAP34300.1

7 日本鳗鲡

A. japonica
87 BAL03637.1

8 斑胸草雀

T. guttata
81 NP_001232398.1

9 原鸡

G. gallus
80 AAK97214.1

10 野猪

S. scrofa
80 NP_999292.2

11 虎皮鹦鹉

M. undulatus
79 NP_001268469.1

12 牛

B. taurus
79 AAA30655.1

13 热带爪蟾

X. tropicalis
79 NP_001005694.1

14 小鼠

M. musculus
78 CAA28645.1

15 人

H. sapiens
78 CAA32502.1

16 虾夷扇贝

P. yessoensis
72 BAE78580.1

17 菲律宾蛤仔

R. philippinarum
69 AFO64928.1

18 十二指肠钩口线虫

A. duodenale
68 KIH60312.1

19 秀丽隐杆线虫

C. elegans
67 NP_492290.1

20 黑腹果蝇

D. melanogaster
64 XP_017044660.1

21 达氏按蚊

A. darlingi
61 ETN64551.1

COOH

β1

β2

β3
α7

α1

α8

α9

α6

α5

α4

α3

α2

NH
2

His101
His53

Asp186

His190

Mn

 
图 4    黄姑鱼MnSOD蛋白三级结构

Fig. 4    The tertiary structure of MnSOD protein
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图 5    qRT-PCR方法检测MnSOD基因在

黄姑鱼不同组织内的表达

1. 脾脏；2. 鳔；3. 肌肉；4. 头肾；5. 胃；6. 肠；7. 中肾；8. 鳃；

9. 肝脏；10. 脑；11. 心脏；不同字母表示差异显著(P<0.05)

Fig. 5    Expression of MnSOD mRNA in N. albiflora
among different tissues by qRT-PCR

1. spleen; 2. swim bladder; 3. muscle; 4. head-kidney; 5. stomach; 6.
intestine; 7. kidney; 8. gill; 9. liver; 10. brain; 11. heart; different letter
superscripts indicate significant differences (P<0.05)
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表 3    黄姑鱼在氨氮和亚硝态氮攻毒下的死亡率及死亡概率

Tab. 3    The mortality and death probability of N. albiflora under the stress of ammonia nitrogen/nitrite nitrogen

浓度/(mg/L)
concentration

浓度对数

lg concentration
个体总数/尾

total individuals
平行实验个体数/尾

individuals of parallel test
死亡数/尾
mortality

平均死亡率/%
average mortality

死亡概率

probability of death
氨氮

ammonia nitrogen
0.05 60 20 0 0 0

20 0

20 0

9.84 0.99 60 20 2 10.00 3.72

20 1

20 3

15.52 1.19 60 20 4 23.33 4.27

20 5

20 5

19.16 1.28 60 20 9 40.00 4.75

20 7

20 8

25.12 1.40 60 20 11 65.00 5.39

20 15

20 13

30.64 1.49 60 20 18 85.00 6.04

20 16

20 17

亚硝态氮

nitrite nitrogen
0.03 60 20 0 0 0

20 0

20 0

47.19 1.67 60 20 1 6.67 3.50

20 1

20 2

80.21 1.90 60 20 5 26.67 4.38

20 6

20 5

121.09 2.08 60 20 11 58.33 5.21

20 13

20 11

150.35 2.18 60 20 16 83.33 5.97

20 16

20 18

178.27 2.25 60 20 19 93.33 6.50

20 18

20 19
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速升高，并分别于6 h (相对于攻毒前的3.47倍，

P<0.05)和12 h (相对于攻毒前的3.77倍，P<0.05)
达到峰值，此后逐渐下降至攻毒前水平甚至更

低(亚硝态氮组)(图7-a)。在肝脏中，黄姑鱼经氨

氮和亚硝态氮攻毒后的表达变化与鳃中类似，但

相对滞后。攻毒开始后，MnSOD基因表达量先

缓慢上调，并分别于24 h (相对于攻毒前的1.80倍，

P<0.05)和48 h (相对于攻毒前的2.30倍，P<0.05)
达到峰值，随后均下调至攻毒前水平(图7-b)。在

头肾中，黄姑鱼经氨氮攻毒后，MnSOD基因表

达量于48 h前无显著变化，后逐渐上升并于72 h
(相对于攻毒前的1.42倍，P<0.05)达到最高，此

后恢复至攻毒前水平。亚硝态氮组中MnSOD基

因的表达水平于12 h达到最高(相对于攻毒前的

1.68倍，P<0.05)，随后逐渐降低至无显著性差异

(图7-c)。

3    讨论

本研究获得了黄姑鱼MnSOD的cDNA序列，

预测其编码一条由225个氨基酸组成的分子量约

为22.2 ku的蛋白。与大多数其他物种的MnSOD
类似，黄姑鱼MnSOD的N末端也含有一条信号肽

序列(27 aa)，帮助其分泌至线粒体发挥生物学功

能 [31]。此外，预测黄姑鱼MnSOD蛋白还含有2
个潜在的糖基化位点，在海湾扇贝 (Argopecten
irradians)[32]、罗氏沼虾(Macrobrachium rosenber-
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图 6    黄姑鱼死亡概率(Y)与氨氮及亚硝态氮浓度对数

(X)之间的回归曲线

Fig. 6    Regression line between the probability of
dying (Y) of N. albiflora and lg (concentration) of

ammonia nitrogen/nitrite nitrogen (X)
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图 7    黄姑鱼经氨氮/亚硝态氮攻毒后MnSOD基因在

鳃(a)、肝脏(b)和头肾(c)中不同时相(0、3、6、12、
24、48、72 和 96 h)的表达变化

“*”代表显著差异P<0.05

Fig. 7    Temporal mRNA expressions of MnSOD in gill
(a), liver (b) and head-kidney (c) at 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72

and 96 h after N. albiflora exposed to
ammonia nitrogen/nitrite nitrogen

"*" indicates significant difference
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gii)[33]、黑腹果蝇 [34]等物种上也有类似发现，推

测该MnSOD可能是一种糖蛋白。同源比对结果

显示，黄姑鱼MnSOD的成熟蛋白(无信号肽)特别

是4个潜在的Mn结合位点和锰/铁SOD特征序列与

其他物种高度保守，表明黄姑鱼MnSOD蛋白与

其他物种的MnSOD有着类似的结构和功能。将

黄姑鱼MnSOD蛋白与人类MnSOD蛋白同源建

模，结果显示，黄姑鱼MnSOD包含9个典型的α
螺旋和3个β折叠结构，与人[35]、秀丽隐杆线虫 [36]

和线鳢 [25]的MnSOD一致。而嗜热菌(Thermus therm-
ophilus) MnSOD[37]则包含10个α螺旋和3个β折叠，

大肠杆菌(Escherichia coli) MnSOD[38]包含11个α螺
旋和3个β折叠。Abreu等 [39]采用脉冲辐解的方法

比较人、耐辐射奇球菌(Deinococcus radiodurans)
和大肠杆菌MnSOD的酶活性，结果显示，活性

依次为耐辐射奇球菌>大肠杆菌>人。另有研究表

明，不同物种脂蛋白的α螺旋数量和位置与其抗

动脉粥样硬化能力密切相关[40]。推测不同物种的

MnSOD蛋白拥有大致相同的β折叠数量，主要区

别在于α螺旋，这可能与MnSOD在不同物种中的

活力有关，以适应其不同的新陈代谢速率。

黄姑鱼MnSOD基因的组织表达分析显示其

在所检测的11个组织 /器官中均有表达，这与线

鳢 [25]中的研究结果类似。但MnSOD基因在黄姑

鱼不同的组织 /器官表达量差异显著，在心脏中

表达量最高，脑和肝脏中也有高峰度表达。有

研究表明，MnSOD的合成是诱导性的，主要位

于线粒体内膜，在含有大量线粒体的细胞中都

有较高的表达水平 [41]。线粒体是需氧生物合成

ATP的主要场所，为细胞的各项生理活动提供能

量。细胞中线粒体的数量因生物体、组织和细

胞类型而异，一般能量消耗越多的细胞含有越

多的线粒体[42]。研究表明，心脏是人体最大的耗

能器官之一，心肌细胞具有大量的线粒体分布[43]；

大脑具有极其复杂的功能，其能量代谢十分活跃，

正常情况下人类约25%的葡萄糖和20%的氧用于

供应脑细胞的能量消耗[44]；哺乳动物肝脏细胞中

含有高达1 000~2 000的线粒体 [45]；推测MnSOD在

黄姑鱼心脏、脑和肝脏组织中的高表达是为了

及时清除这些组织因大量消耗ATP而产生的氧自

由基，保护组织/器官正常工作。

氨氮和亚硝态氮的毒性实验结果表明，黄

姑鱼对氨氮的耐受能力远低于亚硝态氮，这与

Rodrigues等 [46]的研究结果一致。事实上，氨氮在

水中主要以离子氨和非离子氨的形式存在，后

者是氨氮具有毒性的主要原因。由于非离子氨

不带电荷，具有较强脂溶性，它能够很容易地

通过扩散穿过细胞膜，降低血液载氧能力，损

害其代谢、免疫系统，甚至造成养殖动物死亡[47]。

研究表明，不同鱼类对氨氮(换算为非离子氨)和
亚硝态氮胁迫的96 h LC50也不一样。规格相近的短

吻鲟(Acipenser brevirostrum) 96 h LC50为0.58 mg/L[48]、

红鳍东方鲀 (T. rubripes)为1.20 mg/L [49]、锦鲤

(Cyprinus carpio)[50]为0.82 mg/L。对于亚硝态氮胁

迫，规格相近的饰妆铠弓鱼(Chitala ornata) 96 h
LC50为109.48 mg/L[51]，金鱼(Carassius auratus)为
341.47 mg/L[52]，红鳍东方鲀为159.25 mg/L[53]。本

研究中，黄姑鱼的96 h氨氮和亚硝态氮半致死浓

度分别为0.57 mg/L (非离子氨)和99.08 mg/L，由

于不同鱼类的生活习性以及生活环境不一样，

很难将此结果与其他鱼类的氨氮和亚硝态氮攻

毒实验作直接比较。从数据分析，黄姑鱼对氨

氮和亚硝态氮的耐受能力都不高，表明在黄姑

鱼的集约化养殖过程中，对养殖水体内氨氮和

亚硝态氮的实时监控尤为重要。本研究获得的

黄姑鱼对氨氮和亚硝态氮的96 h LC50及安全浓度

数据，可以为黄姑鱼养殖中水体氨氮和亚硝态

氮浓度的监控，并及时调节水质具有一定的指导

意义。

生物体的氧自由基水平会因许多外界因素

(电离辐射、环境污染、高压氧、某些药物等)的
刺激而急剧增长[11]。有研究表明，鱼类应对氧化

应激的主要组织 /器官是鳃、肝脏和肾脏 [27]。本

研究中，黄姑鱼在氨氮和亚硝态氮96 h半致死浓

度攻毒条件下，其鳃、肝脏和头肾组织中MnSOD
基因的表达水平均呈先升高后降低的趋势，且

在鳃组织中上调时间较早。Zhou等 [54]在以0~24 h
氨氮半致死浓度区间，对草鱼(Ctenopharyngodon
idella)进行急性攻毒，草鱼CuZnSOD基因表达量

也出现类似的变化趋势，且24 h后草鱼的鳃组织

出现严重的病理性损伤。推测黄姑鱼鳃、肝脏

和头肾组织中MnSOD的上调是为了及时清除由

氨氮和亚硝态氮刺激产生的氧自由基，而后期

的下调是因为这些组织出现了不可逆的病理性

损伤。此外，鳃是多数水生动物的呼吸器官，

用以吸收溶解在水中的氧，直接与水体接触，

这也印证了黄姑鱼鳃组织中MnSOD基因表达水

平上调时间较早的原因[55]。黄姑鱼鳃、肝脏和头

肾组织中MnSOD基因的表达水平在氨氮和亚硝
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态氮的攻毒条件下上调，或可作为水体污染的

早期生物标志物，但其具体机制及应用还有待

进一步研究。
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Cloning of manganese superoxide dismutase gene and expression analysis in
response to ammonia and nitrite challenge in Nibea albiflora

WANG Xiaolong 1,     SONG Qing 2,     WANG Zhiyong 1,     HAN Fang 1*

(1. Key Laboratory of Healthy Mariculture for the East China Sea, Ministry of Agriculture and Rural Affairs,
Fisheries College, Jimei University, Xiamen    361021, China;

2. Institute of Flexible Electronics, Northwestern Polytechnical University, Xi’an    710072, China)

Abstract: Manganese superoxide dismutase (MnSOD), a transition-metal-containing antioxidant enzyme that
dismutates the superoxide radicals to either ordinary molecular oxygen (O2) or hydrogen peroxide (H2O2), widely
existed in many aerobic organisms. In this study, the cDNA of MnSOD, identified from Nibea albiflora, was 958 bp
in length including 5′-untranslated region (UTR) of 47 bp, 3′-UTR of 233 bp and an open reading frame (ORF) of
678 bp encoding a polypeptide of 225 amino acids. The deduced amino acid sequence analysis showed that
MnSOD contains a putative signal peptide in the N-terminus (1-27 aa), four Mn binding sites (His 53, 101, 190 and
Asp 186) and a Mn/Fe SOD signature sequence (186-193 aa). Phylogenetic tree analysis indicated that N. albiflora
has the closest relationship with Larimichthys crocea, and was classified into the same cluster with other teleosts
(Epinephelus coioides, Takifugu fasciatus, Paralichthys olivaceus, Danio rerio and Anguilla japonica). Quant-
itative real-time qRT-PCR analysis showed that the mRNA transcripts of MnSOD were detected in all examined
tissues and the predominant distribution was in heart, followed by brain, liver, gill, kidney, intestine, stomach,
head-kidney, muscle and swim bladder, and the minimum level was displayed in spleen. Moreover, during the
acute toxic experiment of ammonia nitrogen or nitrite nitrogen, N. albiflora showed more sensitive to ammonia
nitrogen, and the 96 h median lethal concentration (LC50) value was found to be 20.23 mg/L for ammonia nitrogen
(or 0.57 mg/L for non-ionic ammonia) with safe concentration (SC) values of 2.02 mg/L (or 0.06 mg/L for non-
ionic ammonia) and 99.08 mg/L with SC of 9.91 mg/L for nitrite nitrogen, successively. Furthermore, the temporal
expression of MnSOD was significantly up-regulated in the liver, gill and head-kidney of N. albiflora. The
expression features of the MnSOD suggested its important role in scavenging oxygen free radicals caused by
ammonia nitrogen/nitrite nitrogen and could be used as an early biomarker for detection of environmental pollu-
tion.
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