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摘 要:通过 mRNA 差异显示发现一个鲤弧菌剌激后在牙饵肝脏中表达最显著增加的片段，结合 RACE 技术得

到了该差异片段 1 856 bp 的全长 cDNA，包含一个 1479 bp 的开放阅读框，编码的蛋白质含有 fibrinogen ß 的 C 末

端签名序列。同源性分析表明其氨基酸序列与鱼类以及哺乳类的 fibrinogen ß 都具有高度的相似性，因此可断定

此基因为牙解的fibrinogen β 基因( GenBa此登录号为 EF581895) 0 RT-PCR 分析表明，在注射搜弧菌后，该基因

在肝脏、肾脏、脾脏、腮、肠、心脏中的表达量呈现逐渐增加的趋势。推测其可能在搜弧菌侵染中，起到了促

进伤口愈合的作用，或通过和其他细胞因子结合在防御细菌的侵染中发挥免疫调节作用。
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A number of novel genes are identified , which are in Jal)aIleS，e 丑ounder (αrαlich… 

thys olivαceus) injηcted with Vib7切 αnguillαrum by differential This paper reports the character巳

ization of one of these novel genes , fibrinogen β. The full length cDNA is 1 856 bases long and contains 

an ORF of 1479 bases. Sequence analysis revealed that there was a C-terminal domain signature in the 

deduced amino acids. Alignment analysis showed that the amino acid sequence had a high identity with 

that from fishes and mammals. When challenged with Vibrio αnguillαrμη1" the expression level of floundel咱

fibrinogen βin liver , kidney , spleen , gill , intestine and hea1't tissues increased obviously. These results 

might indicate that the flounder fibrinogen ß may help stop bleeding by helping blood clots formation , 0 1' 

associate with other cytokines and play a critical role in the host immune response. 

wo:rds: Paralichthys olivαceus; fibrinogen β; cloning; expression 

纤维蛋白原( fibrinogen , F g )是一种由肝脏合

成的具有凝血功能的蛋白质?是纤维蛋白的前体，

存在于脊椎动物血浆和组织中。是由两个完全

相同的单体组成?每个单体又包含 3 条不同的多肤

链 (α 、户、 γ) ，单体间通过二硫键连接在一起构

成对称性的二聚体[IJ 。构成单体的 α 、台、 γ 多

肤链分别由 3 条:独立的 mRNA 转录?其中 α 和 γ

链基因转录方向相同?而与户链相反， ß 链 mRNA

的合成被认为是形成的限速步骤，其合成速率

影响另两条肤链的合成速率[2J 。
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纤维蛋白原在体内除了参与凝血、止血外，还

发挥其他多种功能，它可以和多种细胞结合，在细

胞粘附以及炎症反应中起重要作用[3]? 其结构改

变、位点突变以及基因的多态性等和人类的许多疾

病紧密相关[4-5 J ， Fg 的表达水平常作为诊断许多

疾病的重要依据[6-8J 0 Fg 功能部位位于其分子内

的特定区域，其中一些功能位点已在分子水平上被

阐述[919 而另外一些仍是理论上的推测?而具有

明显特征的遗传性异常的 Fg，被认为是验证这些

功能部位的重要的工具[叫。

采用 mRNA 差异显示技术[11 J 分析灭活鲤弧菌

刺激前后牙解组织中特异表达的 cDNA 片段时，得

到一个在鲤弧菌刺激后牙饵肝脏中表达显著增加的

249 坤的基因片段，把此片段序列提交到 NCBI 进

行比对时，没有发现与之同源的基因，推测可能是

由于该片段位于基因的 3' 端非翻译区的原因?结

合 RACE 技术得到了该差异片段的 cDNA 全长序

列?通过 BLASTP 比对发现其氨基酸序列与大

鱼、斑马鱼、小鼠、人等的 fibrinogen ß 高度同源。

随后利用生物信息学软件进行了序列比对和进化分

析?并用 RT-PCR 技术对该基因在鲤弧菌剌激前后

牙解不同组织、不同时间段的表达进行了较为详细

的研究，以{更进一步了解其在牙饵鲤弧菌病中所起

的作用并对功能做出预测分析。

1 材料和方法

1. 1 材料

实验用健康牙解取自海阳市黄海水产公司养殖

场?平均体长约 15 cm，体质量约 80 go 在直径为

2m、水深1. 2m 的圆形水槽中 充气循环水条件

下暂养 1 周，元任何异常后使用。免疫感染实验前

24 h 停止喂食。

感染用鲤弧菌 v叼陆/号钻i沾b衍n切Oα昭uill阳αωr川.

期保存的菌株O 将自曼弧菌接种于 2216E 琼脂斜面，

28
0

C 培养 24 h，用灭菌生理盐水振荡洗下，并稀

释到 109 cfu/mL，加入终体积分数为 0.59毛的甲自主

28 oC 灭活 48 h，作为注射用疫苗。采用腹腔注射

的方式?按每 100 g 体质量 0.2 mL 的剂量注入健
康牙饵[口]。

分别在注射前和注射后 3 人 6 h 和 9 h ，各取

6~7 个个体 9 解剖取其肝脏、肾脏、脾脏、魄、

小肠、心脏、肌肉等，迅速冻存于液氮中?于一 80

℃保存备用。鱼体各组织总 RNA 提取采用 Trizol

( Invitroge叫一步法提取。分别取 2 问的 RNA 进

行反转录反应。 cDNA 合成采用随机引物?利用 M臼

MLV 反转录酶( pron时a) 按照说明书方法进行。

合成的 cDNA 冻存于 -20 oC 下备用。

1. 2 SMART RACE 扩增

根据 DD-PCR 中已克隆的此差异片段的序列设

计 4 条特异引物:用于 3'RACE 扩增的 3'F1 (5'­

CTτGGTCTGGACAGAGτGAACG-3' )、 3'F2 (5'­

CAAACTGACCTAAACGTGAAGAT-3' )和用于

5'RACE 扩增的 5'R1 (5'-AτGACATCACACAG­

GAAATGACAG-3' )、 5'R2 ( 5'-CAGTCGGT­

GπTTCTCCGTATC-3') ，以灭活鲤弧菌处理的牙解

肝脏的 RNA 为模板，按照 Smart RACE cDNA 合成

试剂盒( Clontech) 说明书进行。将获得的 5'

RACE 和 3'RACE 序列连接到 PMD -18T 载体，转

化大肠杆菌 DH句，挑菌送上海生工测序。

1. 3 序列分析与系统树构建

对测序结果进行分析整理得到该基因全长 cD­

NA 序列?推测得到其氨基酸序列，登录 NCBI 用

BLASTP 进行同源性检索。信号肤序列用 Si电gna

分析O 利用 http: //帆甲飞机 predictprotein. org 在线分

析所得序列的结构功能域位点。蛋白质二级结构的

预测 9 采用 DNAstar Protean 软件提供的模块进行。

间结构预测采用 Swiss-model 软件?模型查看用

SwÎss-Pdbviewer 软件。采用 CLUSTAL X 软件迸行

多种蛋白质氨基酸序列的排列比较 7 用 MEGA3.0

软件中的临位相联法方法构建进化树。

1. 4 牙解fibrin昭en β 的

应用 RT-PCR 半定量检测方法，以反转录合成

的第一链 cDNA 为模板 9 利用基因特异性引物

FIBF (5'-AAGGGATATTCCCAATGTGCCACGG-3') 

和 FIBR (5'-ATGTGTτGTτGCCTCTTT AGTGATG-3' ) 

来分析fibrinogen β 在对照组和实验组牙解各组织

中的时空表达。选用 18S rRNA 作为内参，内参引

物序列为 18SF (5'-TGAGAAACGGCTACCACATCC-

3' )和 18SR (5飞CACCAGACTTGCCCTCCAATG-

3') 。取等体积的fibrinogen β 和 18S rRNA 扩增产物

进行 ω=1% 的琼脂糖电泳检测。

2 结果

2. 1 牙鲤fibrinogen βcDNA 全长序列

采用 DD白PCR 对灭活鲤弧菌剌激前后差异基因

的表达进行了研究 9 共得到 9 个阳性片段。本文研

究的是一个在注射组肝脏中得到高表达的片段，其

长度为 249 bp ，得到了 1 856 bp 的全长 cDNA 序

列?包括 1 479 bp 编码区， 60 坤的 5'UTR 和 317

怜的 3'UTR 区含有脊椎动物典型的加尾信
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号 AATAAA 和 28 坤的 polyA 尾。

2.2 fibrínogen ß 氨基酸序列分析

所得基因的开放阅读框可编码 492 个氨基酸，

预测的相对分子质量约为 55 720 ，等电点为 6.79 0

BLASTP 程序比对结果表明，该序列与大黄鱼、斑

马鱼等的 fibrinogen ß 的相似性分别达 8 1. 4% 和

68% ，据此推测，本研究所得到的基因即为牙僻的

fibrinogen β 基因。

SignalP3.0 的分析结果表明，在该蛋白的 N 末

端包含一个 16 个氨基酸残基组成的信号肤。利用

网上服务器对该蛋白的功能域位点进行了预测分

析，结果表明，该蛋白含有明显的 fibrino-gen ß 的

C …末端签名序列，同时还含有两个 N 一糖基化位

点、 1 个醋氨酸激酶磷酸化位点、 1 个氨基化位点

和 8 个 N 一肉豆寇眈位点(见图 1 )。

且CGCGGGG且C且G且A且C且GGAGTG且且GACCAG且GCTGGATC且G且GAAACGTC且GG且CAGTG 60 

ATGA且GACGCTGCTGCTGTTGTGTCTGTGCCTGGGCGTCACCTGGGCTC且GGATTTTG且T 120 

卡JKTLLLLCLCL 飞立二 T vi A QI D F D 
TTTGACG且AT且TGACTTGGACAGC且C<士且GCTCGCC且GC且GTGA应rGAA且GCGGAGTAAAC 180 

FDEYDLDSTSSPAV 段叩__8甲 V N 
↓CC<土GT且GTC且CCGCCC且CTGTCG且GGGGC且GGGATGGCTf匹:11.CCCGC且且CCGCTACGTC 2 4 0 

ARSHRPLSRGRDGYTRNRYV 
。AACCCCCT 11.TCAGCCGTGACAGC且GC且GGTACCGCGGCCGCCC且ACACCTCC'l'CC11.GTC 300 

P P 工 SRDSSRYRGRPTPPPV

且G1￥GG且GCAC且GCTGC且GGAGGAGG且GGTGG且GC<二TGATGCCGG且GGATGTGTCCACGCC 360 

R G A Q L Q E E E V Q P D A G ~___C二 1土一旦一主
TC11.G且G且GCATGGGGGTTTTGTGTCC<二'且且TGGCTGTGATCTGAAGACG且CGCTGCTGAAG 42 口

E S n G V L C P N G C D L K T T L L 1\ 
11.G且GAA且CGTCAAG且CGAGTATA副主fGAAGI'GAAGCCTCTCGTGGACG11.TTTGTCC 480 

口 ERNVKTS 工 NELKPLVDDLS
且GATCCrCCAAC且CCl\TCT且CAACTACGTC且AC11.GC且.TGTCCA且CTCTCTG且GGG且G且G11. 540 

R S S N T 1 Y N Y V N S 11 S N S L R E R 
CAGAAGGTCGTC且且CGACAACACCAGGGTGGCGAGTC11.GT l'.CACGGATC且.AGTGG且GGAG 600 

Q K V V N D N T R V A 日 QYTDQVEE

CAAC且CGCCTAC且TC且AGGAGACGGTGG且C且CTGTGTTTCC<二TCCAACATCCG11.GTCCTG 6 币。

Q H A Y 工 KETVDTVFPSN 工 R V L 
CAGGGCGTCCTCGACAAGGTCAGGCTG11.主G且rCCAGAA且CTGGAAAAATCCATCCTGTCC 720 

QGVLDK 飞 r R L K 工 QKLEKS 工 L S 
C且G11.GGG且TTTGTGTAGAG11.GCCCTGCA且G丑CCi日CGTGTCCCATACCTGTGGTGTCTGGC 780 

QRDLCREPCKTTCP 工 P V V S G 
且A且G且GTGTGAGG且CATCTACCGTCGTGG11.GGAAGAGACTCTC且GATGT11.CATGATCCAG 日 40

R R 号; G R [飞 S 0 H Y J.l工 Q

11.C且卫GGTCTTCTGTGATCAGTCGAC且GAGAACGGAGGA 9 0 0 

PDAFFPPYKVFCDQSTQNGG 
TGGCTCCTC且TCCAGAACAGGCTCG且CGGCAGCGTC且ACTTCGGCCGACGCTGGGACGAA 960 

W L L 工 Q N R L D G S V N F G R R \') D E 

T且TCGACGTGGATTTGGCAACATCGCCTTCG且CGTTGGAAAAGGTCACTGTGAG且CTCC且 1020

YRRGFGN 工 AFDVGKGHCETP

GGTGAAT且TTGGCTGGGTAACGAC<二‘且CATC且GTCAGGTGACCA且C且TGGGCCCGACGGAG 1080 

GEY l!J LGNDH 工 SQVTNHGPTE

GTTCTCATTG且GATGCAGGAC士rGG且GAGGAG且C且且GGTCC且CGCCCAGTACAGCC且GTTC 1140 

V L 工 E J.l Q D liJ T G D K V H A Q Y S Q F 
且CCATCC且ATC且GAGACGTCCAATT且CGTG且TGGCGGTT11.且TGGTTACTCTGGAAACGCT 工2 日口

T 工 Q S E T S N Y V I ,J A V N G Y S G N A 
GGCAAιTGTTTCCTGGAAGGGTCCTTGC且GCTGTTTGGTGA虱AACCGC且CCATGACCATA 1260 

旦旦 __ç F L E G S L Q L F G E 1止一立一.T..._!l T 工
C且C且ACGGGATG且TGTTCAGCACCTACG且CAGAG且CAACGACAACTGGCTTCCCGGGG且T 1320 

H N G H H F S T Y D R D N D N \'/ L P G D 

CCGTCCAA且CAGTGCTCGAAGGAGGAι:GGAGGCGGCTGGTGGTACAACι:GC理GCCA乙TCG 1380 

PSKQCSKEDGGG 阳日 Y N R C H 叫
GCCAATCCCAACGGCCG且TACTACATAGGTGGAGCCT且C且.CG且.AGGAAATGGCGA且GCAC 1440 

也」一主~ R Y Y 工 J二__G___A___Y_…旦…瓦 Q 11 A K H 
GGCACAGATGATGGCGTGGTGTGGATGAACTGGAAGGGGAGCTGGTAT'rCCCTTA且GGCC 15 日口

GTDDGVVWHN l'J KGSWYSLKA 
且TTAGGATGA丑G且TC且GGCCGTTTT11.CCCCGCC且GCTAAACGTGTCGCCGGACGTCATCA 1560 

工 S N K 工 R P F Y P A S 六

CATGT GACT CACACAAACGACCAGAACAGGAAGTGCT T GT AGCTT CT ATGGT AACGGACT 1620 

CGTT T AAACACAACT TGGT CTGGACAGAGT GAλCGAAGAAAAGAAAACGT TACAT TGAGC 1680 

电AAAGACAAA巳1'，占.ACAAAA且，CTGp._CC'哩AAA巳G哩GAAGA'哇ACGGAGAAAACACCGACTG民r 1740 

GT TGT TCAT GTGTGTAT CT GTCATT TCCTGTGT GATGT CATTAGT GAGGACGACT GT CCA 1800 

ACGCTAc'rCAAT AAAAACT G民rTGA县.AAAAAAAAAAAAAA阜J占.AAAAAAP.、 1852

图 1 牙砰fibrù时en βcDNA 序列以及推测的氨基酸序列

Fig. 1 The full length cDNA and cleduced amino acid 

sequence of Japanese 丑ounderβbrinogen β

星号示终止密码子;阴影示加尾信号和 PolyA 尾;带

阴影的方框示信号肤序列; 示叫一糖基化位点;

示酷氨酸激酶磷酸化位点; 示氨基化位点--一--示 N

肉豆寇由t位点;口示 C 末端签名序列

2. 3 fibrinogen 己的工级结构和 间结构预测

分析

采用 La阳gene protean 软件对二级结构进行预

测，结果表明:牙解 fibrinogen ß 属 beta 型蛋白 O

采用 S加WlSS盹卧.匍咀'膺帽

间结构进行预测，结果显示预测的空间结构模型与

鸡 fibrinogen ß 的晶体结构模型非常相似(图 2) 。

2.4 

图 2 空间结构预测

Fig. 2 Tetiary structure prediction 

A: 牙饵 fibrinogen ß 的空间结构;

B: 鸡 fibrin

f且ïb扫)丑)nn唱

选取了大黄鱼( ABJ98546创)、斑马鱼(

997939) 、爪瞻 (AAH94532 )、鸡 (Q02020) 、狗

(XP _ 853738 )、牛( XP _ 587666 )、鼠 (NP _ 

862897 )、猴( 001091998) 、人( 005132) 

9 个物种的 fibrinogen ß 氨基酸序列进行序列比对

和系统进化分析。用 CLUSTAL X 比较发现?牙解

和大黄鱼的相似性最高?为 8 1. 4% ;与斑马鱼的

相似性次之 9 为 68.0% 与两栖类爪瞻及鸡的相

似性分别为: 59.7% 、 57.7% ;与狗、牛、鼠、

猴、人等哺乳动物的相似性大体一致 9 相似性均在

52. 8% ~ 54.9% 之间。第 230 个氨基酸残基以后?

各物种之间有较高的相似性 9 尤其是在 C 末段的

信号序列上保守性更强(图 3) 。
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Fig. 3 Amino acid alignment of flounder fibrinogen 户 and other known fi岛l'inogen ß amino sequences 

相同的氨基酸用……标示- ~ -卢表示序列比对时产生的问隙，方框示 C 一末端信号序列
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基于 MEGA3 的"伍位相联法构建的分子进化树

也反应了同一趋势，所比较的不同物种在进化树中

的位置很好地反应了它们的系统进化关系(图的。
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图 4 牙自平和其它动物 fibrinogen ß 
氨基酸序列的系统进化树构建

Fig. 4 Constmction a cladogram of amino acid 

sequence of flounder fibrinogen ß and other species 

2.5 牙饵fibrinogen β

应用 RT臼PCR 方法，以 18S rRNA 为内参来平衡

不同模板的 cDNA 浓度 9 对fibrinogen β 在处理前以

及鲤弧菌处理后的 3 个时间段仆人 6 人 9 h) 、 7

种组织(肝脏、肾脏、脾脏、自思、小肠、心脏、

肌肉)中的基因表达特点进行了分析。结果表明:

牙解fibrinogen β 在未经嫂弧菌刺激的对照组中，

只在肝脏和肾脏中有表达，其他组织中兀表达;

馒弧菌处理后肝脏中始终有大量表达，而且由于表

达量过大，当采用与其它组织相同的扩增循环数

(图 5: A , 36cycles) 时，在肝脏中的扩增达到了

平台期，不能较准确地看出表达量的变化。在降低

循环数至 24 (图 5: 日)时，可以清晰看到在注射

后的 3 人 6 人 9 h 三个时间段，随时间的延长肝

脏中的表达量逐渐增加。在鲤弧菌处理后?肾脏中

也始终有表达，但在注射后 6 h 时间段时表达量达

到最高，而在处理 9 h 后，其表达量开始下降。注

射鲤弧菌 6 h 后，该基因在脾脏、心脏中大量表

达，在肠中开始微量表达;但在注射鲤弧菌 9 h 

后?脾脏的表达量开始下降?而在心脏中其表达量

继续上升?此时，在鲍组织中开始出现大量表达。

在肌肉中始终没见到表达(见图 5) 。

D E F G H 
1 234 1 234 1 2 3 4 1 234 1 234 

图 5 fibrinogen β 在牙饵各组织中的表达分析

Fig.5 RT-PCR analysis o[βbrinogen βexpression in various lissues of J apanese flounder 

M: D口000; 1: 对照组样品; 2 -4: 处理组 3 h , 6 h 、 9 h 样品

A-G 分别是肝脏、肾脏、脾脏、鱼恩、小肠、心脏、肌肉 7 种组织 (36cycles); H 为肝脏( 24cycles) 

3 讨论

有关fibrinoge凡 β 基因在鱼类中的克隆， Gen白

B勘an此kζ 中仅搜到了斑马鱼和大黄鱼 Lαanmηm叩úch加Lthys cro白

C臼θα 的相关序列 O 斑马鱼的 fibrinogen β(NP _ 

997939) 是在构建其基因图谱时得到 9 并没有详细

分析[ 13] 。大黄鱼的 fibrinogen β 是其研究人员用副

溶，血弧菌剌激大黄鱼寻找差异表达基因时得到的?

仅是登录 GenBank ( ) ，但相关文章尚未

发表。本研究先是通过 mRNA 差异显示获得了一个

鲤弧菌剌激后在牙解肝脏中表达量显著增加的片

段，然后通过 RACE 技术获得该差异片段的全长

cDNA，并经比对确定该基因为牙饵的 fibrinogen β

基因。

半定量结果表明，牙解fibrinogen β 在对照组

的肝脏和肾脏中有表达 9 而在牌脏、心脏、自忠和肠

中不表达 9 但鲤弧菌注射后罗基因在肝脏和肾脏中

表达量明显上升 在脾脏、鱼忠和肠组织中出现不同

程度的表达。由于脾脏是鱼类的主要免疫器官?而

肠和鱼思是属于粘膜样淋巴组织?它们连同它们分泌

的粘液都与外界相连?是预防病菌入侵的第一道防

线?和溶菌酶、补体等非特异性的保护物质一道组

成抵御病原微生物感染的有效防线在鱼类体液和细

胞免疫中的作用[ 14] 。我们推测?鲤弧菌的注入 9 刺
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激了牙砰脾脏、自思和肠中免疫反应和抗病相关基因

的表达， fibrinogen 户通过和其他细胞的结合?和

其他抗病因子一起发挥了抵抗病原菌侵染的免疫调

节作用。

已有的研究表明 激活的血小板可以和 fibrin同

ogen ß 链的第 15 -42 氨基酸残基以及 fibrinogenγ

链末端的第 400 - 411 氨基酸残基结合，起到凝血

的作用[15-M];fibrinogen p c 末端的保守序列与细
胞的粘附、转移有关，可以促进病理条件下的伤口

愈合[17}' 它可以吸附不同的细胞如纤维原细胞、

平滑肌细胞、内皮细胞等，聚集到伤口处，起到凝

血、愈合伤口的作用;同时也发现肿瘤病人里的纤

维蛋白原也可以调节细胞进入肿瘤并对血管的再生

起重要作用[18 -19] 。由此我们推测，牙解 fibrinogen

p 在鲤弧菌感染中可能起到了凝血和促进伤口愈合

的作用，但这些推测还需要进一步的研究和验证。
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