
 

赤眼鳟 LGP2序列结构、组织表达及与MDA5互作特征
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摘要：为探究赤眼鳟遗传学和生理学实验室蛋白 2 (laboratory of genetics and physiology 2,
LGP2)的功能特征及抗草鱼呼肠孤病毒 (grass carp reovirus, GCRV)育种参考潜力，实验克
隆获得了 2 940 bp的赤眼鳟 lgp2 (Sclgp2)全长 cDNA和 721 bp的 5′端上游序列。Sclgp2
cDNA编码 680个氨基酸，包含 DEXDc (DExD/H-box helicase domain)、HELICc (helicase
superfamily C-terminal domain)和 CTD (C-terminal regulatory domain)结构域；其 5′端上游序
列含有MafB (muscle aponeurosis fibromatosis B)和 IRF3 (interferon regulatory factor 3)等转录
因子结合位点。不同物种 LGP2的功能结构域、磷酸化修饰位点数具有相似性，同时也存
在结构域排布位置及序列的差异。赤眼鳟和草鱼 lgp2 cDNA序列比较初步发现 2个位于
RNA结合功能区的 GCRV抗性关联位点。系统进化分析显示，赤眼鳟 LGP2先与草鱼、
鲫和青鱼聚在一起，再与鲤科鱼类等聚为一大支。荧光定量表达分析显示，赤眼鳟脾脏中
sclgp2表达水平显著高于其他组织，肌肉、心脏中表达量次之，而肠中表达量最低。
GCRV感染后，肝脏中 ifn1表达水平在 24~72 h显著下降，其他组织 sclgp2和 ifn1表达水
平未有显著变化。相关性分析结果显示，赤眼鳟肌肉 sclgp2与 ifn1表达水平呈极显著正相
关 (0.999)。酵母双杂交互作检测发现，赤眼鳟 LGP2与 MDA5存在弱相互作用，而其
DEXDc (1~201 aa)、HELICc (390~476 aa)以及 CTD (553~668 aa)结构域与 MDA5无互作。
该研究成功获得了 sclgp2全长 cDNA及 5′端上游序列，明确了其序列结构、免疫表达及
与 MDA5的互作特征，为赤眼鳟 LGP2免疫功能属性研究奠定了基础，并为草鱼抗
GCRV育种提供了参考。
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鱼类生活的水环境中存在大量真菌、细菌、

病毒和寄生虫等病原微生物。作为低等脊椎动物，

鱼类免疫防御反应高度依赖先天性免疫。病原入

侵时，细胞中起监控作用的模式识别受体需快速

感应和识别病原并引发抗病免疫[1-2]。模式识别受

体主要有 Toll 样受体、视黄酸诱导基因Ⅰ样受体

(retinoic acid inducible gene Ⅰ-like receptors, RLR)、

NOD样受体和 AIM样受体等几大类 [3-4]。其中

RLR为细胞质内模式识别受体家族，包括黑色素

瘤分化相关基因 5 (melanoma differentiation -associ-

ated gene 5, MDA5)、视黄酸诱导基因-Ⅰ (retinoic

acid-induced gene-Ⅰ, RIG-Ⅰ) 以及遗传学和生理学
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实验室蛋白 2 (laboratory of genetics and physiology
2, LGP2)，主要在胞浆中识别和结合病毒核酸并

诱导相应免疫反应[5]。

RLR家族成员具有序列、结构和功能的同源

性，均可识别病毒 RNA。但在功能结构域组成、

结合病原 RNA类型和能力以及介导抗病免疫反应

方面存在明显差异 [6]。RIG-Ⅰ偏向于识别病毒的

5′ ppp平末端RNA、短双链RNA和单链RNA，MDA5
可被长片段双链 RNA和病毒双链 RNA复制中间

体等激活[7-9]。LGP2由 N端的 DEXDc结构域、中

间 HELICc结构域和 C端的 CTD结构域组成，主

要依靠 HELICc和 CTD结合双链 RNA  (double-
stranded RNA, dsRNA) 的突出末端[10]。相较于 RIG-
Ⅰ和 MDA5，LGP2 N端缺乏激活下游免疫反应

的 CARD结构域，但具有较 RIG-Ⅰ和 MDA5更

强的病毒核酸 RNA亲和力；可依感染病毒类型和

时期正向或负向调控 RIG-Ⅰ和 MDA5介导的干扰

素反应 [11-15]。 LGP2可影响 MDA5与病毒核酸

RNA的结合，激活 IPS-1并通过 TBK1-IRF3/7-
IFN路径介导病毒感染免疫[16-18]。在斑马鱼 (Danio
rerio)、异育银鲫 (Carassius  auratus  gibelio)和草

鱼 (Ctenopharyngodon idella)中发现 LGP2的序列

及表达与抗病毒功能直接相关，是开展鱼类抗性

选育的潜在分子资源[15, 19-20]。

草鱼常因感染草鱼呼肠孤病毒  (grass  carp
reovirus, GCRV)而发生出血病，死亡率高且无特

效药，严重阻碍了我国水产养殖业的健康发展[21-23]。

赤眼鳟 (Squaliobarbus curriculus)与草鱼同属雅罗

鱼亚科 (Leuciscinae)，俗称为“野草鱼”，可与草鱼

杂交获得 GCRV强抗性子代，是 GCRV抗性资源

供体和研究鱼类抗性差异的优良材料[24]。本实验

拟获取赤眼鳟关键胞质模式识别受体 lgp2 (sclgp2)
的全长 cDNA及 5′端上游序列，分析其序列结构、

表达特征与 GCRV感染免疫的关系，并明确其与

MDA5的相互作用，为深入理解 LGP2参与 GCRV
感染免疫功能和高抗性草鱼选育研究提供基础。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

该研究所用的赤眼鳟购自湖南省浏阳市北盛

镇乌龙渔场，平均体重为 (12.80±1.25) g。所用草

鱼购自岳阳市湘阴县水产科学研究所，平均体重

为 (23.45±1.72) g。购回后于 80 L/箱的恒温循环水

养殖系统 28 °C暂养 2周，每天按鱼体重的 3%投

喂饲料。攻毒用 GCRV106毒株由中国水产科学

研究院长江水产研究所惠赠。本研究获得了湖南

农业大学实验动物管理和使用伦理委员会批准，

实验过程中操作人员严格遵守伦理规范，并按照

湖南农业大学伦理委员会制定的规章制度执行。

 1.2    总 RNA提取和 cDNA合成

取健康赤眼鳟脾脏组织 30 mg，根据 Total
RNA kit I (Omega, 美国) 说明书提取总 RNA，经

微量测定仪 (eppendorf, 德国) 测定核酸浓度和纯度，

并经 1%琼脂糖凝胶电泳检测其完整性。取纯度

好和无降解的 RNA (A260/A280 比值在 1.8~2.2，电

泳条带 28S rRNA∶18S rRNA 亮度比值约为 2∶1)
2  μg，按照 RevertAid  First  Strand  cDNA Synthesis
Kit (Fermentas,  美国 ) 说明书合成 cDNA，以此

cDNA为模板克隆 sclgp2  cDNA序列中间片段；

按照 SMARTer RACE 5′/3′ Kit (Clontech, 美国) 说
明书分别合成 5′和 3′ RACE-ready cDNA模板，并

以此模板克隆 5′和 3′的 cDNA序列。

 1.3    sclgp2全长 cDNA克隆

基于GenBank中青鱼 (Mylopharyngodon piceus)
(KX344501.1) 和草鱼 (FJ813483.2) lgp2 cDNA的保

守区序列，利用 Oligo 7.0软件设计 sclgp2 cDNA
中间序列克隆 PCR引物 LGP2-F1和 LGP2-R1；
LGP2-F2和 LGP2-R2以 及 LGP2-F3和 LGP2-R3
(表 1)。PCR反应程序为 95 °C预变性5 min；30
个循环的 95 °C变性 30 s，56 °C退火 30 s，72 °C
延伸 1 min；72 °C终延伸 7 min。产物经 1%琼脂

糖凝胶电泳检测后使用 FastPure Gel DNA Extrac-
tion Mini Kit (南京诺唯赞生物科技股份有限公司)
进行纯化回收，连接至 pMD18-T载体  (TaKaRa，
北京)，转化 DH5α感受态细胞并挑取阳性克隆送

生工生物工程 (上海)股份有限公司测序。基于获

得的 sclgp2部分 cDNA序列设计特异性 RACE外

引物 LGP2-5′ W和 LGP2-3′W以及内引物 LGP2-
5′   N和 LGP2-3 ′  N  (表 1)。 5 ′  RACE  PCR首轮

PCR引物为 LGP2-5′ W和通用引物；反应程序：

95 °C预变性5 min；95 °C 30 s，72 °C 3 min，5个

循环；95 °C 30 s，70 °C 30 s，72 °C 3 min，5个

循环；95 °C 30 s，68 °C 30 s，72 °C 3 min，25个

循环；72 °C 7 min。首轮 PCR产物经 50倍稀释后

作为巢式 PCR模板，引物分别为 LGP2-5′ N和通
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用引物，反应程序：95 °C预变性 5 min；95 °C变

性 30 s，68 °C退火30 s，72 °C延伸 3 min，25个

循环；72 °C终延伸 7 min。3′ RACE的步骤同 5′
RACE，对应首轮特异性扩增引物为 LGP2-3′W，

巢式 PCR引物为 LGP2-3′N。PCR产物经电泳检

测、切胶回收，连接转化 DH5α细胞后挑阳性克

隆送测序。

 1.4    sclgp2 cDNA 5′端上游序列克隆

sclgp2的 5′端上游序列克隆按 Universal Gen-
ome Walker 2.0试剂盒 (Clontech，美国)说明进行。

按 NcleoSpin Tissue说明书提取赤眼鳟肌肉基因

组 DNA，经 1%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA质量。

利用 4种限制性内切酶 (Dra Ⅰ、EcoR V、Pvu Ⅱ、

Stu Ⅰ) 分别对 DNA进行酶切，纯化产物并构建

基因组文库，随后通过 T4连接酶给产物加上接头。

基于已克隆获得的 sclgp2 cDNA近 5′ 端序列，设

计 5 ′端上游序列克隆特异性引物 LGP2  P1和

LGP2 P2 (表 1)。首轮 PCR模板为 4个构建好的基

因组文库，引物为 LGP2 P1和 AP1。反应程序：

95 °C 25 s，72 °C 3 min，7个循环；  95 °C 25 s，
67 °C 3 min，32个循环；67 °C 7 min。首轮 PCR
产物稀释 50倍后作为巢式 PCR模板，引物为

LGP2 P2和 AP2。反应程序：95 °C 25  s，72 °C
3 min，5个循环；95 °C 25 s，67 °C 3 min，67 °C
7 min，20个循环。PCR产物经测序验证。后基于

第一次克隆所得序列设计引物 LGP2 P3和 LGP2
P4 (表 1)，再进行一轮 5 ′端上游序列克隆 PCR，
拼接 2次克隆测序序列得到 5′端上游序列。

 1.5    赤眼鳟和草鱼 lgp2的 RNA结合功能区序

列比较

对每尾草鱼和赤眼鳟腹腔注射 400 μL GCRV。

按发病情况将草鱼分为抗性个体 (未有出血病症状

且 2周后仍正常存活)和易感个体 (出血病症状明

显且 1周内发病)；赤眼鳟一直未见发病症状，为

抗性对照。选取抗性草鱼、赤眼鳟和易感草鱼各

5尾，采集脾脏组织后提取总 RNA并逆转录成

cDNA模板，进行 PCR反应，引物为 LGP2BF和

LGP2BR。反应程序：95 °C预变性 5 min； 95 °C
变性 30 s，56 °C退火 30 s，72 °C延伸 1 min，30
个循环；72 °C终延伸 7 min。PCR产物经 1%琼

脂糖凝胶电泳后切胶回收并送测序。

 1.6    生物信息学分析

利用 DNAMAN软件拼接获得 sclgp2的 cDNA
全长；基于 ExPASy-Translate tool (https://web.exp-
asy.org/)预测 sclgp2的开放阅读框  (open  reading
frame, ORF)、编码的氨基酸序列和理化性质。通

过 EMBL多序列比对工具  (https://www.ebi.ac.uk/
Tools/msa/) 和 DNAMAN软件对 LGP2进行氨基

酸序列比对和编辑。通过 MEGA 7.0软件并选择

邻接法构建系统进化树。利用 SMART  (http://
smart.embl-heidelberg.de/) 在线软件分析蛋白质结

构域，采用 I-TASSER (https://zhanglab.ccmb.med.
umich.edu/I-TASSER/) 和 PyMOL软件对 LGP2进

行蛋白三级结构预测和展示，并通过 NetPhos 3.1
Server软件预测蛋白磷酸化位点。利用 Gene-regu-
lation下 AliBaba  2.1程 序 联 合 TRANSFAC  4.0
(http://gene-regulation.com/pub/programs/alibaba2/

表 1    本研究所用引物

Tab. 1    Primers used in this study

引物
primers

引物序列(5′-3′)
primer sequences (5′-3′)

用途
purpose

LGP2-F1 GGACAGCAGTGACAAGGACT PCR

LGP2-R1 GGTGGAGATGAGGAGGTTGAG PCR

LGP2-F2 GTCTCGTGGCATCATCTT PCR

LGP2-R2 TCCCAATCTTCAAAGGTCTT PCR

LGP2-F3 AACGGCTGTTCTCATTCG PCR

LGP2-R3 ACACTCACACACCTTTCTC PCR

LGP2-5′W TCTAGGGACGACTTCCTTCAGCTCTGGT RACE

LGP2-5′N AGGCCCAAAACCTGAGGCAGTTTCCTT RACE

LGP2-3′W CCTGGAGGCAAATTCACTCACAAGCAGTGG RACE

LGP2-3′N ACATGAGCAGCCGTTTCCCTGACCT RACE

LGP2BF CGTGGAGAAGAAAGTGAGA PCR

LGP2BR AGTCCCTGGAGAAAGAAGT PCR

LGP2 P1 AAGTCAAACTCTGTCACCTGAAACTCAACA PCR

LGP2 P2 ATTCAAACAGGGGAGGATTGCCACCTTC PCR

LGP2 P3 ATCGAGAGGTCTGTGTGCTGTTTTGGA PCR

LGP2 P4 TGTGCTGTTTTGGACCTTCTCTGCTCTT PCR

AP1 GTAATACGACTCACTATAGGGC PCR

AP2 ACTATAGGGCACGCGTGGT PCR

LGP2-YF GCATCATCTGGCTTCCCACTGG qPCR

LGP2-YR GCACCTTGTTGACGAGCACTG qPCR

IFN YF AATGCTCTGCTTGCGAATG qPCR

IFN YR CCTGGAAATGACACCTTGG qPCR

β-actin YF GCTATGTGGCTCTTGACTTCG qPCR

β-actin YR GGGCACCTGAACCTCTCATT qPCR

EF1α YF CGCCATTGTTGAGATGATCCCT qPCR

EF1α YR GACACCAACAGCAACGGTCT qPCR
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index.html)以及 JASPAR  (http://jaspar.genereg.net/)
预测 5′端上游序列的转录因子结合位点。

 1.7    赤眼鳟健康及感染组织的 sclgp2表达水平

检测

分别采集 4尾健康赤眼鳟的肠道、肝脏、肌

肉、脑、皮肤、脾脏、鳃、肾脏、头肾和心脏 10
个组织，提取组织总 RNA并合成 cDNA第一链。

设计荧光定量引物 LGP2-YF和 LGP2-YR，以 β-
actin 和 EF1-α 为 参 考 基 因  (表 1)， 在 CFX96
Touch Real-Time PCR 仪  (Bio-rad, 美国) 上进行荧

光定量 PCR实验。反应体系为 5  μL  2×ChamQ
Universal SYBR qPCR Master Mix (南京诺唯赞生物

科技股份有限公司 )，上、下游引物各 0.4  μL，
1 μL cDNA模板和 3.2  μL无菌水；反应程序为

95 °C 30 s；45个循环，95 °C 5 s，60 °C 40 s；熔

解曲线从 65 °C上升至 95 °C，每 5 s上升 0.5 °C，
采集荧光信号。对赤眼鳟进行攻毒，实验组腹腔

注射 400 μL GCRV，对照组每尾鱼注射 400 μL 磷
酸盐缓冲溶液 (PBS)。在注射后的 12、24、48和

72 h分别随机选取 3尾实验鱼，qPCR检测肠道、

肝脏、肌肉、皮肤、脾脏和头肾组织 sclgp2和

ifn1的相对表达量。

 1.8    LGP2及其结构域与MDA5的互作检测

利用酵母双杂交检测赤眼鳟 LGP2及其结构

域与 MDA5的相互作用。通过基因合成方式构建

了酵母双杂交的 BD载体 pGADT7-LGP2以及 AD
载体 pGBKT7-MDA5，使用 Y2H Gold酵母菌为实

验菌株。具体反应组合：① Bait自激活检测，

pGADT7-AD和 pGBKT7-MDA5；② Prey自激活

检测， pGADT7-LGP2和 pGBKT7；③ pGADT7-
LGP2和 pGBKT7-MDA5互作验证；④ PGADT7-
T和 PGBKT7-53互作阳性对照；⑤ PGADT7-T
和 PGBKT7-Lam互作阴性对照。此外，对赤眼鳟

LGP2结 构 域 pGADT7-DEXD-H-box  (1~476  aa)、
pGADT7-DEXD (1~201 aa)、pGADT7-H-box (390~
476 aa)  以及 pGADT7-RD (553~668  aa)  与 MDA5
的互作分别进行了酵母双杂交检测。

 1.9    数据分析

使 用 Bio-Rad  CFX  Manager  3.1软 件 进 行

qPCR数据处理。通过 SPSS 26.0软件进行单因素

方差分析，利用 Pearson相关性系数分析基因表达

量之间的关联性。 P<0.05为差异显著，采用

GraphPad Prism 6.0软件进行数据作图。

 2    结果

 2.1    sclgp2全长 cDNA序列分析

基于 cDNA全长克隆测序结果，通过序列拼

接得到 2  940  bp的全长 sclgp2  cDNA序列 (Gen-
Bank: MH512892.1)。具体包含 45 bp的 5′非编码

区，852 bp的 3′非编码区和对应编码 680个氨基

酸残基的 2 043 bp开放阅读框；3′非编码区具有

“AATAAA ”加尾信号和 poly  (A)，且存在 5个

“ATTTA”mRNA不稳定基序信号 (图 1)。
对抗性草鱼、赤眼鳟以及易感草鱼 lgp2的

RNA结合功能区序列进行了扩增和测序，序列比

对后初步发现 2个 GCRV抗性关联位点。抗性草

鱼和 sclgp2的第 684位碱基为 C，易感草鱼为 A；

抗性草鱼和 sclgp2的第 1 029位碱基为 T，而易感

草鱼为 C。

 2.2    LGP2多序列比对及系统进化树分析

对赤眼鳟、草鱼、斑马鱼、大蟾蜍 (Bufo bufo)、
乌龟  (Mauremys reevesii)、红原鸡  (Gallus gallus)、
智 人  (Homo  sapiens)和 小 鼠  (Mus  musculus) 的
LGP2氨基酸序列作了多序列比对 (图 2)。结果显

示，赤眼鳟与草鱼 LGP2的相似度最高，为 95.0%；

其次是与斑马鱼 LGP2，相似度为 76.9%；与其他

几个物种的相似度则在 49.4%~52.8%之间。各比

对物种 LGP2均具有较为保守的 DEXDc、HELICc
和 CTD结构域，分别存在 86、43和 32个保守氨

基酸残基。

系统进化分析结果显示，整个 LGP2系统进

化树可分为 3大支 (图 3)。赤眼鳟首先与草鱼、鲫

和青鱼聚为一支，再与鲤科 (Cyprinidae)和鮰科

(Ictaluridae)鱼 类 聚 为 一 大 支 ； 鲈 形 目 (Perci-
formes)、鲽形目 (Pleuronectiformes)、鳉形目 (Cyp-
rinodontiformes)、鲀形目 (Tetraodontiformes)、鲑

形目 (Salmoniformes)和狗鱼目 (Esociformes)等硬

骨鱼类 LGP2聚为一大支；此外，哺乳类、鸟类、

爬行类和两栖类聚为一大支。

 2.3    sclgp2 cDNA 5′端上游序列分析

通过染色体步移法获得了 sclgp2的 721 bp 5′
端上游序列 (GenBank: MZ188977)，在此基础上通

过 AliBaba 2.1和 JASPAR软件预测了转录因子结
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  acatgggacacacagacctctcgatacacagtgacaacagcacagATGGAGGTCACTCTTAGATCATACCAGGAG

                                                M  E  V  T  L  R  S  Y  Q  E

  GAAGTGGTGCAGGCGGCTCTAAAGGGGGAGAACAGCATCATCTGGCTTCCCACTGGTGGAGGAAAAACCCGTGCT

   E  V  V  Q  A  A  L  K  G  E  N  S  I  I  W  L  P  T  G  G G  K  T  R  A

  GCAGTTTATGTTGCCAAGAAACATTTGGAGACTACACCTAATGCCAAAGTGGCAGTGCTCGTCAACAAGGTGCAC

   A  V  Y  V  A  K  K  H  L  E  T  T  P  N  A  K  V  A  V  L  V  N  K  V  H

  CTGGTGGACCAGCACTATAACAATGAATTCAAACCTTACCTTGGGAAGGCATACAGGGTAAAGGCCATCAGTGGG

   L  V  D  Q  H  Y  N  N  E  F  K  P  Y  L  G  K  A  Y  R  V  K  A  I  S  G

  GACAGCAGTGACAAGGACTTATTTGGGCGCCTTGTCGAGGACTCAGACCTGATCATCTGCACGGCTCAGATCTTG

   D  S  S  D  K  D  L  F  G  R  L  V  E  D  S  D  L  I  I  C  T  A  Q  I  L

  GAGAACGCCCTGAACAGCACAGAGGAGGAAAAACACGTGGAGCTCACAGACTTCAGCCTGCTGATCATAGACGAA

   E  N  A  L  N  S  T  E  E E  K  H  V  E  L  T  D  F  S  L  L  I  I  D  E

  TGTCACCACACGCAAAAGGAGAGTGTCTATAACAAGATTATGGGCCGCTATGTGGAGAAGAAATTGAGAAAAGAA

   C  H  H  T  Q  K  E  S  V  Y  N  K  I  M  G  R  Y  V  E  K  K  L  R  K  E

  AGGAAACTGCCTCAGGTTTTGGGCCTCACAGCATCACCTGGTACAGGAGGAAATAAGACACTGGAAAAAGCTGTG

   R  K  L  P  Q  V  L  G  L  T  A  S  P  G  T  G  G  N  K  T  L  E  K  A  V

  GAACATGTCTTGCAGATCTGTGCCAATCTGGATTCAGTAATTGTGTCCACCAAGAATTATAAACCAGAGCTGAAG

   E  H  V  L  Q  I  C  A  N  L  D  S  V  I  V  S  T  K  N  Y  K  P  E  L  K  

  GAAGTCGTCCCTAGACCCAGAAAGCAATATGACATTGTTGAAAAAAGAGCTCTGGATCCATTTGGCGACCACTTG

   E  V  V  P  R  P  R  K  Q  Y  D  I  V  E  K  R  A  L  D  P  F  G  D  H  L  

  AAGTTAATGATGTCTTTGATTCACGGGTTCATGCCATCAACGGTGAGCCGTAGCCTGCGGGAGGTGGGCACCCAG

   K  L  M  M  S  L  I  H  G  F  M  P  S  T  V  S  R  S  L  R  E  V  G  T  Q  

  GAATATGAAGCTGATGTGGTGGAACTAGAGAAAATAGGTGTAAAGCAAGAGAACAGACTGATCACTCAGTGTGCG

   E  Y  E  A  D  V  V  E  L  E  K  I  G  V  K  Q  E  N  R  L  I  T  Q  C  A  

  CTGCATCTGCGCCAATACAACGATGCTCTTCTCATTCACGACACCGTTCGCATGGTGGACGCGTTCAATGTTCTG

   L  H  L  R  Q  Y  N  D  A  L  L  I  H  D  T  V  R  M  V  D  A  F  N  V  L  

  GACGAGTTCTACAATTCAAGGAGCAACAAATTGCTGGATGGAACAGACTTCTTTCTCCAGGGGCTTTTTGATGAG

   D  E  F  Y  N  S  R  S  N  K  L  L  D  G  T  D  F  F  L  Q  G  L  F  D  E  

  AACCGTGTGGAGCTAAAACAGCTGGCACTGGATGCCCGCTATGAAAACCCCAAATTGGCCCAGTTGCAACGCACG

   N  R  V  E  L  K  Q  L  A  L  D  A  R  Y  E  N  P  K  L  A  Q  L  Q  R  T  

  CTGCTGAAGGAGTTTGAAGAGAACAAAATGTCTCGCGGCATTATCTTTTCGAAGACACGCAGGGGCACACATTGT

   L  L  K  E  F  E  E  N  K  M  S  R  G  I  I  F  S  K  T  R  R  G  T  H  C

  CTGTATGACTGGGTGAGCGCCAACCCTGAGCTGCAGAAGGTCAAAATCAGCGCTGGCATTCTCACTGGAACGGGT

   L  Y  D  W  V  S  A  N  P  E  L  Q  K  V  K  I  S  A  G  I  L  T  G  T  G

  ACTGGTGTAAACCACATGAACCAGAATAAACAGAAGAATACCATAAAAGATTTTAGAGTAGGGCACCTCAACCTC

   T  G  V  N  H  M  N  Q  N  K  Q  K  N  T  I  K  D  F  R  V  G  H  L  N  L

  CTCATCTCCACCAGTGTAGCCGAGGAAGGACTTGATATTGCAGAATGCAACTTAGTTGTCCGTTACGGGCTGTTG

   L  I  S  T  S  V  A  E  E  G  L  D  I  A  E  C  N  L  V  V  R  Y  G  L  L

  ACCAATGAAATCGCTCAGCAGCAGGCCAGTGGACGGGCTCGAGCTCTGAACAGCGTCTACTCGGTGGTAGCTGAA

   T  N  E  I  A  Q  Q Q  A  S  G  R  A  R  A  L  N  S  V  Y  S  V  V  A  E  

  GAAGGTGGGCGTGAACTACGCAAGGAATTCACCAATGAGTATCTAGAAAGTCTGACCTCAAAAGCTATTGATCAA

   E  G  G  R  E  L  R  K  E  F  T  N  E  Y  L  E  S  L  T  S  K  A  I  D  Q  

  GTACAGAGTATGAGTCCCAGGGAGTTCAGAATCAAGATATCTGAGCTTCAACAAATGGCTGTTCTCATTCGGATT

   V  Q  S  M  S  P  R  E  F  R  I  K  I  S  E  L  Q  Q  M  A  V  L  I  R  I  

  GAAGCCGCAAGAAAAAAGGATGCGAGAAAGCAGCGCTACAGTCCTGGTCAGGTTGAGCTTCAATGCAGAGGATGT

   E  A  A  R  K  K  D  A  R  K  Q  R  Y  S  P  G  Q  V  E  L  Q  C  R  G  C

  TTCGTTTTTGTTGGCCTTGGAGAAGATATAAGAAAGATAGAGAATTCACACCATGTCAATATCAACCCCGAGTTT

   F  V  F  V  G  L  G  E  D  I  R  K  I  E  N  S  H  H  V  N  I  N  P  E  F

  CAGAAGCATTATAGAACTGGTGGGAAAGTGTTTCTGGAGAAGACCTTTGAAGATTGGGAGCCTGGACGGGTTATC

   Q  K  H  Y  R  T  G  G  K  V  F  L  E  K  T  F  E  D  W  E  P  G  R  V  I

  AACTGCAGTAAATGTGGAAAGGAATGGGGAATGGAGATTAAATTCAAGAAGGTGGCAATCCTCCCCTGTTTGAAT

   N  C  S  K  C  G  K  E  W  G  M  E  I  K  F  K  K  V  A  I  L  P  C  L  N

  ATAAAGAGCTTTTCCTTGAGTACTCCTGGAGGCAAATTCACTCACAAGCAGTGGAAAGATGTTGAGTTTCAGGTG

   I  K  S  F  S  L  S  T  P  G  G  K  F  T  H  K  Q  W  K  D  V  E  F  Q  V  

  ACAGAGTTTGACTTCATTGACTACATGAGCAGCCGTTTCCCTGACCTGGACTTAGACGACTGAcacaccaactaa

   T  E  F  D  F  I  D  Y  M  S  S  R  F  P  D  L  D  L  D  D *

  actcagtcagaatgctgtagctgtcactgtgccagaatttctctcactaaagtgaatatctctataccagtggca  

  gatcgtgaaggtactacaccattatgattactgttcatcagcataatttaaatatgaaattatctatccagatta

  tgctgattttacatcttggttggtcatagttgtcaaaatacaattgggaacctctgttcagtacaatatagctgt

  ttgtaaatgtgtgtacttcaaattctagtatttacttagtagtttctgttgtgtaagagttttgttttatttgtt

  tttgtctgagaaaggtgtgtgagtgttaaatgctttgatagtatatttatcttaacatattttcacggattattc

  tggtgtccatctcggggaacaagactgtgctgctctatgattattagttattgttgacattactgtgcaatatgt

  ttataaatgcactccaagctcttaatggccctcgttaaacactagtctgctcagactggcgctttcagattgctc

  aaacatttacatatattcacttaagagatgcttttatcctaagtgacttacaaatgaagataaatatgaacacat

  tcgaaatgtgtgagtcttcatttatagactggctgggttcaggtttgtttatagtacttaaaactgtttcccaaa

  aaaggtgaaatatgtataatgaatgtcttaaaaattatgacctttttaaatttctgcataacattaacacatgag

  attctgtatattacatctgcaatatatgcatttttaaaataaataaaacagttatgctctgcaaaaaaaaaaaaa

  aaaaaaaaaaaaaaa

1         
1         
76       
11       
151     
36       
226     
61       
301     
86       
376     
111     
451     
136     
526     
161     
601     
186     
676     
211     
751     
236     
826     
261     
901     
386     
976     
311     
1 051  
336     
1 126  

361     
1 201  
386     
1 276  
411     
1 351  
436     
1 426  
461     
1 501  
486     
1 576  
511     
1 651  
536     
1 726  
561     
1 801  
586     
1 876  
611     
1 951  
636     
2 026  
661     
2 101  
2 176  
2 251  
2 326  
2 401  
2 476  
2 551  
2 626  
2 701  
2 776  
2 851  
2 926   

图 1    sclgp2的 cDNA及氨基酸残基序列

起始密码子用方框标出，终止密码子用方框及“*”标出；阴影标示 DEXDc(1~201 aa)、HELICc(390~476 aa)和 CTD(553~668 aa)结构域；波

浪线标示 mRNA不稳定信号 (ATTTA)，双下划线标示加尾信号 (AATAAA)。

Fig. 1    Nucleotide and amino acid sequences of sclgp2
The start codon is marked with the box, the termination codon is marked with “*” and a box; the domains of DEXDc (1-201 aa), HELICc (390-
476 aa) and CTD (553-668 aa) are indicated with gray shadow; the mRNA unstable motif (ATTTA) is represented by a wavy line, and the poly-
adenylation signal (AATAAA) is indicated by double underline.
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赤眼鳟　S. curriculus
草鱼　C. idella
斑马鱼　D. rerio
大蟾蜍　B. bufo
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赤眼鳟　S. curriculus
草鱼　C. idella
斑马鱼　D. rerio
大蟾蜍　B. bufo
乌龟　M. reevesii
红原鸡　G. gallus
小鼠　M. musculus
智人　H. sapiens
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赤眼鳟　S. curriculus
草鱼　C. idella
斑马鱼　D. rerio
大蟾蜍　B. bufo
乌龟　M. reevesii
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图 2    各物种 LGP2氨基酸序列比对

Fig. 2    Amino acid sequence alignment of LGP2s from different species
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合位点。预测结果显示，sclgp2 5′端上游序列包

含 TATA box结合蛋白 (TATA-box binding protein,
TBP)、 cAMP应答元件调节子  (cAMP responsive
element modulator, CREM)、MafB (muscle aponeur-
osis  fibromatosis  B)、 八 聚 体 结 合 转 录 因 子 1
(octamer transcription factor  1,  Oct-1)、GATA结合

因子 1 (GATA binding factor 1, GATA1)以及干扰

素调节因子 3 (interferon  regulatory  factor  3,  IRF3)
等转录因子结合位点 (图 4)。

 2.4    LGP2蛋白结构分析

对赤眼鳟 LGP2蛋白特征进行了分析，并以

草鱼和斑马鱼为对照。结果显示，赤眼鳟、草鱼

和斑马鱼 LGP2的相对分子质量分别为 77.48、
77.80和 77.93 ku，理论等电点分别为 7.88、8.28

和 8.56。赤眼鳟、草鱼和斑马鱼 LGP2的磷酸化

修饰位点数分别为 50 (Thr: 20, Ser: 25, Tyr:5)、55
(Thr: 21, Ser: 27, Tyr: 7)和 55 (Thr: 20, Ser: 27, Tyr:
8)。3种鱼结构域序列及排布存在差异，其中赤眼

鳟 LGP2蛋白包含 3个结构域，分别为 DEXDc结

构域  (1~201 aa)、HELICc结构域  (390~476 aa) 和
CTD结构域  (553~668 aa)；草鱼 LGP2结构域为

DEXDc (1~213  aa)、HELICc  (390~476  aa)和 CTD
(553~668  aa)； 斑 马 鱼 LGP2结 构 域 为 DEXDc
(1~220 aa)、HELICc (389~475 aa)  和 CTD结构域

(552~667 aa) (图 5)。此外，赤眼鳟 LGP2包含 26
个 α螺旋和 21个 β折叠，草鱼 LGP2包含 26个

α螺旋和 20个 β折叠，斑马鱼 LGP2包含 26个 α
螺旋和 21个 β折叠。

条石鲷 Oplegnathus fasciatus AHX37213.1

鳜　Siniperca chuatsi AVP72052.1

  　Miichthys miiuy APU51302.1

大黄鱼　Larimichthys crocea ANQ31756.1

日本花鲈　Lateolabrax japonicus ALE66118.1

尖吻鲈　Lates calcarifer AOV82294.1

牙鲆　Paralichthys olivaceus ADM18136.1

剑鱼　Xiphias gladius XP 039979861.1

点带石斑鱼　Epinephelus coioides ARQ84108.1

尼罗罗非鱼　Oreochromis niloticus AUN88446.1

图形斑⻢鼻蝶　Simochromis diagramma XP 039901676.1

孔雀花鳉　Poecilia reticulata XP 008415285.1

青鳉　Oryzias latipes XP 004071339.1

红鳍东方鲀　Takifugu rubripes XP 003964848.2

乌塘鳢　Bostrychus sinensis QGS83880.1

白斑狗鱼　Esox lucius XP 010873108.1

虹鳟　Oncorhynchus mykiss CAZ27718.1

大西洋鲑　Salmo salar ACI33640.1

赤眼鳟　S. curriculus QBI71901.1

鲫　C. auratus AEN04474.1

草鱼　C. idella ACY78116.2

青鱼　M. piceus ANY28498.1

野鲮　Labeo rohita QGV11037.1

鲤　Cyprinus carpio AIX47137.1

斑马鱼　D. rerio AEN04477.1

斑点叉尾  　Ictalurus punctatus AFS34610.1

小鼠　M. musculus NP 084426.2

褐家鼠　Rattus norvegicus NP 001092258.1

智人　H. sapiens NP 077024.2
穴兔　Oryctolagus cuniculus XP 002719437.1

美洲河狸　 Castor canadensis JAV38401.1

吸血蝠　Desmodus rotundus ATW00978.1

中央狐蝠　Pteropus alecto AEW46680.1

猪　Sus scrofa AWH63113.1

牛　Bos taurus AAX08969.1

山羊　Capra hircus ALC80155.1

考拉　Phascolarctos cinereus ALX81642.1

疣鼻栖鸭　Cairina moschata AHA15372.1

绿头鸭　Anas platyrhynchos AFP44846.1

鸿雁　Anser cygnoides AHA15373.1

红原鸡　G. gallus ASY04186.1

乌龟　M. reevesii XP 039372949.1

扬子鳄　Alligator sinensis XP 006032816.1

大蟾蜍　B. bufo XP 040290655.1
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图 3    LGP2系统进化树

Fig. 3    Phylogenetic tree of LGP2
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 2.5    sclgp2的组织表达特征分析

基于 qPCR检测了健康赤眼鳟肠道、肝脏、

肌肉、脑、皮肤、脾脏、鳃、肾脏、头肾和心脏

组织中 sclgp2的基因相对表达量。结果显示，sclgp2
在所有检测组织中均有表达，脾脏组织中 sclgp2
表达量显著高于其他组织，肌肉、心脏组织中表

达量次之，而肠组织中表达量最低 (图 6)。
感染 GCRV后不同时间点赤眼鳟各组织

sclgp2表达量无显著差异；感染 GCRV的肝脏、

头肾、肠道及肌肉组织中 sclgp2的表达量呈现先

下降后上升的趋势。肝脏中 ifn1表达水平在感染

后 24~72 h显著下降；其他组织各时间点无显著

差异 (图 7)。相关性分析结果显示，赤眼鳟感染

GCRV后，肌肉中 sclgp2与 ifn1表达水平呈极显

著正相关 (0.999，P<0.01)。

 2.6    赤眼鳟 LGP2及其结构域与MDA5互作检

测结果

酵母双杂交自激活检测显示，AD质粒 pGADT7-
LGP2在 Y2HGold菌 株 中 无 自 激 活 ， BD质 粒

pGBKT7-MDA5在 Y2H Gold菌株中亦无自激活。

各组合反应在 SD/-Leu/-Trp/X-α-gal平板上均生长

正常，质粒转化成功。阴性对照在选择性培养基

SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade/X-α-gal/AbA上不生长，而

阳性对照生长且变蓝，说明酵母双杂交实验体系

正常。 pGADT7-LGP2与 pGBKT7-MDA5在 Y2H
Gold中存在一定互作，激活了 HIS3和 ADE2基

CTGGCTGGTAAAGGGACGTTTTAAAGAGCAGAGAAGGTCCAAAACAGACATGGGACACACAGACCTCTCGATATA

                                 TBP                                             

CAGTGACGACAGCACAGGTGAGTGGATCTGCTGACACGTTCAGATATTTCTTTGATCTAAATTGTAGTTTTTCAA

             CREM                 MafB

TACATAACCATAAGCAGAGTAGTAGCTTTGATATTTTTAACATGGAGTATTCACATTATTCATTTTTAGATTAAT

                Oct-1                                               MEB-1

TAGCTCACAAGTTGTTAACAGAGCAGAACATCAATGGTAAAGCTACTAGTAACATGCCACCTTTAAATGCTTATA

      

AGAAGGTTATGAAAGTAGCCAAAAGGTCTAAACCTTAGTGCACTTTTTACTCTACCTGTATCTTACTGTATGTTC

 
AGAATGGCACAAGGTTAATATATTCACTTTCATACTGCACTGGTTAATTTAGTTTAATCTAAAGATTAATCTTTA

                       HNF1A                               GATA1        HNF1A

ATCTTCCTCCCTTATGTTATGAATTTAACAGTTCATAAAGATACTTTATCACTAGAAAGAAAACTGAAAATAACC

                                                   GATA1                           

                                                                 IRF3

TGTTAAACATTAAAGTATTATGCAATCATTTAAGACATTTCTCCTCACATAGAACCTTTCTGGCATAAGGAGTTC

           HNF1B      CEBPA                                                          

TTTAAAATTGTGTCAACAATTTAGAACCCCCCTTTTTTTTCTAAGAGTGTACATGAACACTATTTTGATAAAAAC

                     MAFF                            

TAAATGGCTTCCACTGTGTTTTGCTGACCTCCATCTGTGAATGTAGATGGAGGTCACTCTT

           NF-1              MafB    
图 4    sclgp2 5'端上游序列转录因子结合位点预测

加粗下划线表示转录因子结合位点，起始密码子用方框标示，可能的甲基化位点加粗字体表示。

Fig. 4    Transcription factor binding site prediction in sclgp 2 5' upstream regionsequence
The bold underline represents transcription factor binding site, the start codon is indicated by box, and possible methylation sites are indicated in bold font.
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DEXDc

CTD

(a)
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DEXDc

CTD

(b)

HELICc

DEXDc

CTD
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图 5    赤眼鳟 (a)、草鱼 (b)和斑马鱼 (c)LGP2 结构比较

Fig. 5    Structure comparison of LGP2s from S. curriculus (a), C. idella (b) and D. rerio (c)
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因，但未激活MEL基因 (图 8)。
pGBKT7-MDA5、pGADT7-DEXD-H-box、pG-

ADT7-DEXD、 pGADT7-H-box以 及 pGADT7-RD
与 pGADT7或 pGBKT7共 转 后 在 SD/-Leu/-Trp/
-His/-Ade/X-α-gal/AbA筛选平板上均不生长，上

述质粒无自激活。pGADT7-DEXD-H-box、pGADT7-
DEXD、 pGADT7-H-box、 pGADT7-RD分 别 与

pGBKT7-  MDA5共 转 后 在 SD/-Leu/-Trp/-His/-
Ade/X-α-gal/AbA筛选平板上不生长，说明上述赤

眼鳟 LGP2结构域与 pGBKT7-MDA5在酵母水平

均无互作 (图 9)。

 3    讨论

LGP2属 RLR家族成员，其作为胞质识别受

体，可调控MDA5等介导的病毒感染免疫反应[25]。

该实验从赤眼鳟中克隆得到了 sclgp2全长 cDNA
序列，其编码的氨基酸序列与草鱼和青鱼具有

95%以上的相似度，且与同属鲤科的草鱼、鲫和
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图 6    赤眼鳟不同组织中 sclgp2 基因表达水平

I. 肠道，L. 肝脏，M. 肌肉，B. 脑，SK. 皮肤，SP. 脾脏，G. 鳃，

K. 肾脏，HK. 头肾，H. 心脏；不同小写字母示组织间 sclgp2 表达

量差异显著 (P<0.05)。

Fig. 6    Expression levels of sclgp2 in different tissues of
S. curriculus

I. intestine, L. liver, M. muscle, B. brain, SK. skin, SP. spleen, G. gill, K.
kidney, HK. head kidney, H. heart; different lowercase letters indicate sig-
nificant differences of sclgp2 gene expressions among tissues (P<0.05).
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图 7    赤眼鳟感染 GCRV后 sclgp2和 ifn1的组织表达水平

(a)、(c)、(e)、(g)、(i)和 (k)分别为肝脏、脾脏、头肾、肠、皮肤和肌肉中 sclgp2的表达水平；(b)、(d)、(f)、(h)、(j)和 (l)分别为肝脏、

脾脏、头肾、肠、皮肤和肌肉中 ifn1的表达水平。

Fig. 7    Tissue expression levels of the sclgp2 and ifn1 in S. curriculus after GCRV infection
(a), (c), (e), (g), (i) and (k) represent expression levels of sclgp2 in liver, spleen, head-kidney, intestine, skin and muscle, respectively; (b), (d), (f), (h), (j)
and (l) indicate expression levels of ifn1 in liver, spleen, head-kidney, intestine, skin and muscle, separately.
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青鱼 LGP2聚为一支。此外，赤眼鳟与草鱼、斑

马鱼等物种的LGP2蛋白结构相似，均具有DEXDc、

HELICc和 CTD结构域，3个结构域均存在较多

的保守氨基酸残基，提示赤眼鳟与其他动物中

1∶1   1∶10   1∶100   1∶1 000 1∶1   1∶10  1∶100  1∶1 000 AD                            BD    

pGADT7

pGADT7-LGP2

pGADT7-LGP2

pGADT7-T

pGADT7-T

pGBKT7-MDA5

pGBKT7

pGBKT7-MDA5

pGBKT7-53

pGBKT7-lam

SD/-Leu/-Trp/X-α-gal SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade/X-α-gal/AbA

(a) (b) 
图 8    赤眼鳟 LGP2 与 MDA5 的酵母双杂交互作检测

(a) 酵母双杂交体系质量检测；(b) LGP2 与 MDA5 的互作检测；下同。

Fig. 8    Yeast two-hybrid assay of LGP2 and MDA5 from S. curriculus
(a) quality detection of yeast two hybrid system; (b) interaction detection of LGP2 and MDA5; the same below.

1∶1  1∶10 1∶100 1∶1 000 1∶1  1∶10 1∶100 1∶1 000 AD                                 BD    
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pGADT7-DEXD-H-box

pGADT7-DEXD
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pGADT7-H-box
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pGADT7-T
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pGBKT7-MDA5

pGBKT7-MDA5

pGBKT7-53

pGBKT7-lam

SD/-Leu/-Trp/X-α-gal SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade/X-α-gal/AbA
(a) (b) 

图 9    LGP2 各主要结构域与 MDA5 的酵母双杂交检测

Fig. 9    Yeast two-hybrid assay of major domains of LGP2 and MDA5
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LGP2功能相似。

鱼类抗病免疫力具有种属和个体差异，如赤

眼鳟对 GCRV表现为抗性 [24]，而草鱼感染 GCRV
后可根据发病速度和状况分为易感群体和抗性群

体[26]。该研究中通过比较 GCRV抗性草鱼、赤眼

鳟与易感草鱼 lgp2的序列差异，在其具 RNA结

合功能的区域初步发现 2个 GCRV抗性关联位点。

LGP2蛋白 HELICc和 CTD结构域中 RNA结合功

能位点是其结合病毒 RNA并调控下游 IFN反应的

关键 [27]。如相较于正常 LGP2，CTD的 K648和

K649E突变可使其结合 RNA的能力减少 56倍，

用 谷 氨 酸 替 换 Helicase结 构 域 的 Lys138和

Arg490则亲和力降低 2.7倍，同时双位点突变和

谷氨酸替换可使亲和力下降 1 500倍，且突变体

激活 MDA5介导的干扰素反应减弱 [28]；而 LGP2
K634E和 K651E双位点突变可使其 CTD失去结

合 RNA的能力 [9]。赤眼鳟和草鱼 LGP2的抗性关

联位点差异是否影响其识别结合 GCRV有待深入

研究。

基因的 5′端上游序列是转录起始所需的重要

序列，转录因子可结合到其中的启动子区调控基

因的转录和表达 [29]。该研究从克隆得到的 sclgp2
5′端上游序列预测到多个转录因子结合位点，如

TBP、Oct-1、MafB和 IRF3等。IRF3是干扰素刺

激基因，受到病毒感染时，可放大 IFN抗病毒免

疫反应 [30]。而转录因子 MafB具有抑制Ⅰ型干扰

素抗病毒免疫反应的功能，且可阻止 IRF3与干扰

素启动子结合。如在未受到病毒感染时，MafB会

抑制 IFN启动子活性，避免自身免疫疾病以及组

织损伤[31]。提示 IRF3和 MafB会共同调控干扰素

的表达。此外，研究显示过表达 IRF3可增强牙

鲆 lgp2的转录活性 [32]。sclgp2 5′端上游序列同时

具有 MafB和 IRF3转录因子结合位点，提示这 2
个转录因子也可能共同调控 lgp2的表达，进而从

上游 LGP2角度调控干扰素反应。

sclgp2 在机体各组织中广泛表达，在脾脏、

肌肉、皮肤和心脏中的表达量显著高于其他组织。

这与草鱼相似，草鱼脾脏、皮肤、心脏和肠道的

lgp2表达量高于其他组织 [33]。值得注意的是，

sclgp2在肌肉中高表达，而草鱼 lgp2在肌肉中低

表达，表明赤眼鳟具有较草鱼更丰富的 lgp2组织

分布。感染 GCRV后随着时间推移，sclgp2并未

发生显著的波动，前期的研究显示，赤眼鳟免疫

分子具有较草鱼对应分子更强的抗 GCRV功能[34]；

作为对 GCRV感染表现为抗性的鱼类，赤眼鳟

LGP2等免疫分子本底水平可能足够应对和抵抗病

毒入侵。相关性分析发现，感染 GCRV后赤眼鳟

各组织中 sclgp2与 ifn1的表达量呈极显著正相关，

提示赤眼鳟 LGP2可能正向调控 IFN抗病毒反应。

本研究通过酵母双杂交互作检测实验，发现

赤眼鳟 LGP2与 MDA5存在弱相互作用，提示

LGP2调控 MDA5免疫反应的过程可能不是大幅

度直接作用。已有研究显示，LGP2可以正向或负

向调控 MDA5介导的抗病毒免疫反应。如青鱼

LGP2与 MDA5共转染可显著增强干扰素表达并

明显提高细胞抗病毒能力 [35]。石斑鱼 LGP2的过

表达使 MDA5和 ISG15等免疫基因表达下降，而

虹彩病毒和神经坏死病毒的复制量显著增加 [36]。

LGP2正调控 MDA5的可能机制：病毒感染后，

MDA5在细胞质中沿着病毒 RNA链聚集成核，相

邻 MDA5通过蛋白交互作用形成稳定结构；而

LGP2可通过改变核酸构象或者清除核蛋白使病

毒 RNA暴露出来，辅助 MDA5与病毒 RNA的结

合，最终形成相对较短且稳定的 MDA5-RNA丝

状体，诱导更强的抗病毒免疫信号 [13, 37]。而负向

调控机制可能是 LGP2抑制 IRF3/IRF7的合成和磷

酸化以及 IFN启动子活性或者通过竞争 IPS-1的

结合位点来抑制抗病信号传递[38-39]。LGP2与MDA5
互作的具体细节、动态变化过程以及对调控干扰

素抗病毒反应的影响需要进一步明确。

综上，本研究克隆得到了 sclgp2的全长

cDNA和 5′端上游序列，发现其存在 GCRV抗性

关联位点。sclgp2在健康组织中呈组成型表达，

且肌肉中有明显表达。感染 GCRV后，肌肉中

sclgp2及 ifn1表达水平呈极显著正相关。赤眼鳟

LGP2与 MDA5存在弱相互作用。上述实验为赤

眼鳟 lgp2的功能属性研究提供了支持，并提示了

其可能具有的抗 GCRV育种参考潜力。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Sequence structure, tissue expression of LGP2, and its interaction with
MDA5 in Squaliobarbus curriculus

LI Yaoguo ,     LIAO Yijing ,     WANG Jing'an ,     XIAO Tiaoyi *

(Hunan Engineering Technology Research Center of Featured Aquatic Resources Utilization,
Hunan Agricultural University, Changsha　410128, China)

Abstract: Grass carp (Ctenopharyngodon idella) are susceptible to grass carp reovirus (GCRV) and exhibit severe
hemorrhage when infected. In contrast, Squaliobarbus curriculus (Sc) are resistant to GCRV. We have generated
C. idella/S. curriculus hybrid fish which are relatively more resistant to GCRV than C. idella. These fish popula-
tions provide valuable resources for investigating the genetic mechanisms of the antiviral immunity. The laborat-
ory of genetics and physiology 2 (LGP2) is a member of RIG-Ⅰ like receptor family and is involved in recogni-
tion  of  viral  nuclear  acid  at  the  first  line  of  defense.  Understanding  its  functions  in  antiviral  immunity  will
have a significant impact on the molecular breeding of fish with resistant traits. In this study, the full-length
cDNA (2 940 bp) and the 5′ upstream sequence (721 bp) of the S. curriculus lgp2 (Sclgp2) gene were sequenced.
The 5'  upstream region contains several putative transcription factor binding sites for MafB (muscle aponeurosis
fibromatosis B) and IRF3 (interferon regulatory factor 3). The Sclgp2 encodes a protein of 680 amino acids which
consists  of  conserved  DEXD/H  (DExD/H-box  helicase  domain),  HELICc  (helicase  superfamily  C-terminal
domain) and  CTD  (C-terminal  regulatory  domain).  The  functional  domains  and  the  number  of  predicted   phos-
phorylation sites are similar to that in other fish species, with differences in domain arrangement and amino acid
sequences.  Furthermore,  by  comparing  the  sequences  of C.  idella  and S.  curriculus LGP2  proteins,  two  GCRV
sites  associated  with  GCRV  resistance  in  the  RNA  binding  region  were  identified.  In  the  phylogenetic  tree,
ScLGP2  was  clustered  in  a  clade  containing  the  homologs  from C.  idella, Carassius  auratus  and Mylopharyn-
godon piceus, forming an expanded clade with the homologs from other cyprinid fish. Quantitative PCR analysis
revealed that the mRNA expression level of Sclgp2 was the highest in the spleen, followed by muscle and heart,
whereas the lowest was detected in the intestine. The expression levels of Sclgp2 and ifn1 remained unchanged in
most tissues except that the ifn1 expression was significantly down-regulated in the liver at 24-72 h after GCRV
infection. Interestingly, the mRNA expression levels of Sclgp2 in the muscle positively correlated with that of ifn1
(0.999, P<0.01).  ScLGP2  weakly  interacted  with  ScMDA5,  yet  DEXDc  (1-201  aa),  HELICc  (390-476  aa)  and
CTD  (553-668  aa)  were  not  engaged  in  such  interaction.  Taken  together,  the  present  study  provides  basis  for
studying the functions of ScLGP2 and exploring the Sclgp2 gene as a potential marker for genetic breeding of dis-
ease resistant C. idella.

Key words: Squaliobarbus curriculus; laboratory of genetics and physiology 2; sequence structure; expression
characteristic; protein interaction; GCRV resistance
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