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异育银鲫 PTX3 基因的克隆与表达分析
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摘要　为研究Pentraxin３(PTX３)在鱼类中的作用,克隆得到异育银鲫(Carassiusauratusgibelio)PTX３基

因,并对其序列结构特征和表达模式进行分析.异育银鲫PTX３序列由３个外显子和２个内含子构成,编码

４５３个氨基酸.异育银鲫PTX３蛋白的前２２aa为信号肽,２４１~４５３aa为PTX结构域;在PTX结构域有一个非

典型的 Pentraxin信号.同源进化分析发现,异育银鲫 PTX３与其他鱼类聚为一支,且与斑马鱼最为相似

(７９％);两栖类和哺乳类各自聚为一支.实时荧光定量 PCR结果显示,PTX３在异育银鲫的心脏、肝脏、脾脏、

头肾、体肾、鳃、脑、肌肉、肠、血液、性腺等１１个组织中都有表达.在嗜水气单胞菌攻毒后,肝脏、脾脏、头肾、肠
和血液中PTX３mRNA水平都显著上调.在感染后３h,脾脏中PTX３mRNA 水平即出现显著上调;感染后

６h,血液中PTX３mRNA水平即达到了峰值.这些结果表明,PTX３作为急相反应蛋白在鱼类受到病原侵袭中

发挥免疫保护作用.
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　　天然免疫系统是宿主防御外源性病原侵袭的第

一条防线.相比其他脊椎动物,鱼类的后天免疫系

统尚处于进化的低级阶段[１],因此,在鱼类免疫防御

中,天然免疫系统显得尤为重要.正五聚蛋白(penＧ
traxins,PTX)正是鱼类天然免疫中重要的组成部

分,该家族是由一些含有 PTX 结构域(pentraxin
domain)的急相蛋白(acutephaseproteins,APPs)
构成的蛋白超家族[２].根据正五聚蛋白的基本结

构,正五聚蛋白又可分为２个亚族:短链PTX家族

和长链 PTX 家族.短链 PTX 家族以 CＧ反应蛋白

(CＧreactiveprotein,CRP)为代表.在鱼类中,CRP
作为急相反应蛋白参与鱼类的天然体液免疫,也被

用来作为免疫检测指标.长链 PTX 家族以 PenＧ
traxin３(PTX３)为代表.在哺乳动物中,PTX３可

参与多种免疫相关活动,并可由多种细胞分泌产生.
在高强度肺炎克雷伯菌(Klebsiellapneumoniae)感
染的小鼠中,PTX３可以抑制中性粒细胞浸润,并显

著提 高 TNFＧα 表 达 水 平[３].Bonavita 等[４]发 现

PTX３能够通过与C１q和 H 因子相互作用,激活和

调节补体级联反应,进而发挥抗肿瘤的作用.

PTX３的结构与CRP十分相似,仅在氨基端多

了一段与PTX结构域相连的无关区域[５].在鱼类

中,对CRP免疫作用的相关研究早已开展[６Ｇ８],而关

于PTX３的研究目前尚未见报道.笔者克隆得到异

育银鲫PTX３基因cDNA 序列和 DNA 序列,并利

用荧光定量PCR分析了PTX３在健康异育银鲫和

嗜水气单胞菌(Aeromonashydrophila)刺激下各个

器官和组织中的表达变化,以期为鱼类免疫相关研

究提供理论基础和新的方向.

1　材料与方法

1.1　材　料

试验用异育银鲫(体质量１００~１５０g)购自湖北

阳逻某渔场,实验室暂养２周后用于试验.攻毒用

嗜水气单胞菌(A．hydrophila)为笔者所在实验室

保存的菌株.
1.2　总 RNA 提取和 cDNA 合成

快速分离异育银鲫头肾组织,加入适量 Trizol
(TaKaRa),参照试剂盒说明提取总 RNA.使用

PrimeScriptTM RTreagentKitWithgDNAEraser



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３５卷　

(TaKaRa)反转录试剂盒以提取的异育银鲫总RNA
为模板,合成cDNA第一链.
1.3　异育银鲫 PTX3 基因 cDNA 序列及内含子序

列的克隆

　　根据实验室获得的金鱼PTX３序列cDNA 全

长设 计 引 物 PTX３ＧF/R(表 １),扩 增 异 育 银 鲫

PTX３cDNA 全长.用凝胶回收试剂盒(康为世

纪)回收目的条带,并用加 A尾试剂盒(TaKaRa)加

A尾后,与pMD１９ＧT(TaKaRa)连接,转化至感受态

细胞E．coliDH５α中,挑选阳性克隆,送生工生物

工程(上海)股份有限公司测序.
根据得到的 PTX３基因cDNA 序列及 GenＧ

Bank中鲤基因组数据,预测异育银鲫PTX３基因

包含有２个内含子,设计引物Intr１ＧF/R,Intr２ＧF/R
(表１).提取异育银鲫头肾组织总DNA为模板,对

２个内含子序列进行扩增.扩增产物切胶回收后送

公司测序.组织总DNA提取方法参照试剂盒说明

(康为世纪),胶回收及克隆方法同上.
1.4　生物信息学分析

使用 VectorNTI软件对测序得到的序列进行

拼接和分析,整理得到异育银鲫PTX３基因cDNA
全长序列及内含子序列.用 ORFFinder(http://

www．ncbi．nlm．nih．gov/projects/gorf/)预测PTX３
基因开放阅读框(ORF)的大小以及氨基酸的序列;
利用Expasy在线软件ProtParam(http://web．exＧ
pasy．org/protparam/)计算预测蛋白的理论分子质

量和 等 电 点;利 用 SMART(http://smart．emblＧ
heidelberg．de/)对蛋白结构进行预测;pBLAST 检

索同源蛋白质;ClustalX软件对预测的氨基酸序列

进行比对;根据比对结果利用 MEGA６．０６软件采用

邻接法(NeighbourＧJoining,NJ)构建系统进化树.
1.5　异育银鲫 PTX3 基因的组织表达分布

选取３尾健康异育银鲫,对心脏、肝脏、脾脏、头
肾、体肾、鰓、肌肉、肠、脑、性腺、血液等１１个组织取

样,提取总 RNA 并反转录.以各组织cDNA 为模

板,用PTX３基因特异引物 QPTX３ＧF/R(表１)在

RocheLightCycler® ４８０上进行荧光定量 PCR检

测,以βＧactin 为内参.反应体系:cDNA模板１μL,
上下游引物各０．５μL,SYBR® PremixExTaqII
(TaKaRa)１０μL,补去离子水至２０μL.反应条件:

９５℃预变性２min;９５℃变性１０s,５５℃退火１０s,

７２℃延伸２０s,共４０个循环.扩增结束后,０．１℃/s
的速度进行溶解曲线分析.对读取的目的基因和内

参基因的Ct值,利用 Ct法(２－ΔΔCt)计算PTX３基

因 mRNA 在不同组织中的相对表达量,最后用

SPSS１７．０软件对得到的定量数据进行单因素方差

分析.
表１　试验所用引物及其序列

Table１　Thesequencesofprimersusedinthisstudy

引物 Primer 引物序列(５′Ｇ３′)Sequence(５′Ｇ３′)

PTX３ＧF GCAGTTCACCAAACAAGCAGGAG

PTX３ＧR GTGGCTAAGCAGGTTCT

Intr１ＧF GCCAACCGATTGCTC

Intr１ＧR CTCGGACACGGTCTAG

Intr２ＧF ATCTGCGGTTGAGAACTCG

Intr２ＧR CATTGGTCTGAAAGGGTG

QPTX３ＧF AACGGCATTGGTCTGAAAGG

QPTX３ＧR GCTTTCCATCAGGCTGTGACA

βＧactinＧF CTGGGATGATATGGAGAAGA

βＧactinＧR CCAGTAGTACGACCTGAAGC

1.6　异育银鲫 PTX3 基因病理条件下的表达变化

用０．０１mol/LPBS洗脱在 LB固体培养基上

划线培养的嗜水气单胞菌菌落,并稀释至１×１０７

cfu/mL.选取大小规格一致,体表健康的异育银鲫

１００尾,平均分成２组.试验组按照１×１０７cfu/kg
腹腔注射稀释好的菌液,对照组注射相同体积的

０．０１mol/LPBS.在注射后０、３、６、１２、２４、４８ 和

７２h取样,每个时间点每组各取３尾鱼解剖,分别取

肝脏、脾脏、头肾、肠和血液５个组织,提取 RNA 并

反转 录,调 整 各 组 织 cDNA 浓 度 用 于 荧 光 定 量

PCR.具体试验步骤同上“材料与方法１．５”.

2　结果与分析

2.1　异育银鲫 PTX3 基因序列和预测的氨基酸序

列分析

　　克隆得到异育银鲫 PTX３基因cDNA 全长

１５６０bp(GenBank登录号KR８１６３４０),包括５′非编

码区(untranslatedregion,UTR)１１８bp,３′UTR８０
bp,开放阅读框(ORF)１３６２bp,编码４５３aa.预测

蛋白的分子质量为４９８６１．３u,等电点(PI)为５．１０.
克隆得到异育银鲫PTX３基因２个内含子序列,长
度分别为９７０bp和１５１３bp.对得到的PTX３基

因的cDNA 序列和内含子序列进行拼接,共得到

PTX３基因 DNA 序列全长４０４３bp.２个内含子

序列均符合“GTＧAG”的剪切规则[９](图１).

SMART在线软件对异育银鲫PTX３蛋白结构

预测,结果如图２所示,同人类相似,鲫PTX３蛋白

００１
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也由信号肽(１~２２aa)、氨基端区域(２３~２４０aa)和

PTX功能结构域(２４１~４５３aa)组成;在PTX结构

域含 有 １ 个 非 典 型 的 Pentraxin 信 号 (HICAＧ

VWSS).但 与 人 类 不 同 的 是,鲫 PTX３ 蛋 白 的

Pentraxin信号 (Pentraxinsignal)并 不 完 全 符 合

HxCxS/TWxS(x表示任意氨基酸)这一规律[１０].

　起始密码子用方框标出;外显子序列用大写字母表示,下面显示氨基酸序列;内含子/外显子连接处的gt/ag用黑体表示;信号肽用下

划线标出.Initiationcodonissurroundedbybox;exonsequencesareindicatedinuppercaselettersandthededucedaminoacidsequence
isshownbelowthenucleotidesequence．Thegt/agintron/exonboundariesarehighlightedinboldface．TheputativesignalpeptideisunＧ
derlined．

图１　异育银鲫PTX３基因全长

Fig．１　ThefullnucleotidesequenceofPTX３inCarassiusauratus

１０１
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　PTX３的保守一致性序列达到１００％用黑色标示,８０％用深灰色标示,６０％用浅灰色标示.“Ｇ”表示此位置缺少氨基酸.Pentraxin信

号用“∗”标注.TheconservedpercentofPTX３１００％isblack,８０％isdarkgray,６０％islightgray．TheabsentaminoacidsinthealignＧ

mentareindicatedbydashes．Pentraxinsignalismarkedbyasterisk．

图２　异育银鲫与其他物种PTX３氨基酸序列同源性比较

Fig．２　ComparisonofthededucedaminoacidsequenceofPTX３fromCarassiusauratuswiththatfromotherspecies
2.2　 PTX3 氨基酸序列比对及同源进化分析

将异育银鲫PTX３的氨基酸序列在 NCBI数据

库中检索,发现与斑马鱼(CAM５６４４４)的相似性最

高(７９％);与大黄鱼(KKF１２９２０)的一致性为４６％,
与 非 洲 爪 蟾 (NP００１０９１１５９)为 ３６％,与 人 类

(CAA４５１５８)为３７％.由于PTX３基因尚未在鱼

类中报道,比对到的其他鱼类PTX３的氨基酸序列

多为根据 mRNA 序列预测得到(斑马鱼和大黄鱼

的PTX３氨基酸序列为直接提交或基因组分析得

到).在这些预测的PTX３氨基酸序列中,异育银鲫

PTX３氨基酸序列与墨西哥脂鲤(AstyanaxmexiＧ
canus)(XP００７２３２１５７)同源性最高,一致性为５７％.
基于PTX３氨基酸序列构建的系统进化树结果如图

３所示:异育银鲫与斑马鱼(Daniorerio)聚为一支,
落入鱼类形成的支内;两栖类聚为一支;哺乳动物聚

为一支.
2.3　组织分布及其病理条件下的表达变化

以管家基因βＧactin 为内参基因,选取心脏、肝
脏、脾脏、头肾、体肾、鳃、脑、肌肉、肠、性腺、血液等

１１个组织检测PTX３在健康异育银鲫各组织的表

达情况.如图４所示:PTX３在健康异育银鲫的肌

肉和脑中表达量最高,且其表达量显著高于其他组

织(P＜０．０５);在鱼体主要免疫器官肝脏、脾脏、头
肾、肠中表达量均较低.

在嗜水气单胞菌感染后,异育银鲫肝脏、脾脏、
头肾、肠和血液中PTX３mRNA 水平均显著上调,
且在不同时间点达到峰值(图５).感染后３h,脾脏

中PTX３mRNA水平即出现显著上调(P＜０．０５);
感染后６h,血液中PTX３mRNA 水平即达到了峰

值,为对照组的４．８倍.

２０１
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图３　MEGA６．０软件邻接法构建PTX３分子进化树

Fig．３　PhylogenetictreeofPTX３constructedusingMEGA６．０withneighborＧjoiningmethod

图４　PTX３基因在健康异育银鲫不同组织内的表达

Fig．４　TissuedistributionofPTX３mRNAinCarassiusauratus

图５　嗜水气单胞菌感染后对PTX３表达分析

Fig．５　ExpressionanalysisofPTX３
afterA．hydrophilainfection

3　讨　论

PTX３作为急相反应蛋白在哺乳动物天然免疫

中发挥着重要作用[９],但在鱼类中尚未见相关报道.
本研究首次从异育银鲫中扩增得到了PTX３基因

cDNA和DNA序列.异育银鲫PTX３的基因结构

和蛋白结构组成同人类相似[１０]:均由３个外显子和

２个相间的内含子构成;前２个外显子编码信号肽

(１~２２aa)和氨基端(２３~２４０aa),第３个外显子编

码PTX结构域(２４１~４５３aa);在PTX结构域含有

１个非典型的Pentraxin信号(HICAVWSS).系统

进化分析显示,从异育银鲫获得的序列与所有已知

的及预测的鱼类 PTX３聚在一起(支持率１００％),

３０１
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且与斑马鱼亲缘关系最近(相似度为７９％).以上

分析表明,本研究克隆得到的PTX３基因属于异育

银鲫PTX３基因.
实时荧光定量结果表明,PTX３在异育银鲫的

心脏、肝脏、脾脏、头肾、体肾、鳃、脑、肌肉、肠、性腺、
血液等１１个器官和组织中均有表达,在脑和肌肉中

的表达量最高,而在免疫相关组织中的表达量均较

低.对 PTX３ 在 人 体 的 组 织 分 布 统 计 (http://

biogps．org/＃goto＝genereport&id＝５８０６)分析发

现,在人类平滑肌中PTX３的表达量最高.异育银

鲫PTX３的组织分布与人的也基本相符.但是,

PTX３在异育银鲫的脑组织中表达量也很高,而在

人类中,仅胎儿阶段脑组织的PTX３表达量相对其

他组织较高(约为其他组织的２~７倍),这种差异可

能与异育银鲫的进化程度较低有关.用嗜水气单胞

菌攻毒后３h,脾脏中PTX３mRNA 水平就已出现

显著上升(P＜０．０５),攻毒后６h,血液中 PTX３
mRNA水平达到峰值,其他免疫组织也在不同时间

相继达到峰值.这说明,异育银鲫PTX３同哺乳动

物PTX３一样也参与机体免疫活动,属于急相反应

蛋白[１１Ｇ１２].对鱼类CRP的表达模式研究结果显示:

CRP在鱼类中组成性表达,通常在鱼类的肝脏中

CRP表达最高,其他组织较低;在免疫发生时,各免

疫器 官 和 组 织 中 表 达 水 平 迅 速 显 著 上 升[１,１３].

PTX３与CRP在鱼类中表达模式的异同性表明两

者在功能上的异同性.
鲫与人类的PTX３在基因结构、组织分布及病

理条件下的表达变化上的相似性,表明了PTX３在

２个物种的功能上具有极大的相似性和保守性.在

人类中PTX３可以通过与补体、补体受体、Fcγ受体

结合,促进病原体的吞噬[３];也可以调控补体级联效

应的发生和细胞免疫因子的表达上调,而达到免疫

防御的目的[１４Ｇ１５].但是在鱼类中,对于PTX３具体

是通过什么方式和途径参与鱼类免疫作用还有待进

一步的研究.对鱼类短链PTX家族成员CRP的研

究发现,在钙离子存在时,CRP能够使多种真菌、寄
生虫及细菌的糖基以及磷脂酶分子产生沉淀从而降

低病原体的毒力[１３].这也许可以为研究 PTX３在

鱼类免疫中作用的方式提供参考.
本研究从基因序列、组织分布和病理条件下表

达变化３个方面,对异育银鲫PTX３进行了研究,证
明了其在基因结构和蛋白结构上具有保守性,且在

鱼类中作为急相反应蛋白参与免疫活动,为进一步

研究PTX３在鱼类生命活动中的作用提供了依据和

参考.
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Molecularcharacterizationandexpressionanalysis
ofPentraxingenefromCarassiusauratus

LISen１　HEChuan２　HURuixue１　GUZemao１

１．CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity/

FreshwaterAquacultureCollaborativeInnovationCenterofHubeiProvince,Wuhan４３００７０,China;

２．BeijingFisheriesTechnologyExtensionStation,Beijing１０００２１,China

Abstract　WeclonedtheDNAandcDNAsequenceofthePentraxin３gene(PTX３)fromCarassius
auratus,andexamineditsexpressionpatternsinvarioustissuesandafterAeromonashydrophilainfecＧ
tion．BioinformaticsanalysisshowedthattheC．auratusPTX３geneconsistsofthreeexonsandtwoinＧ
trons,encoding４５３aminoacidswiththesignalpeptide(１Ｇ２２aa)andapentraxindomain(２４１Ｇ４５３aa)．
SequencesanalysisrevealedthattheC．auratusPTX３aminoacidssequenceisclosesttothatofzeＧ
brafish(７９％)．PhylogeneticanalysisshowedthatC．auratusfallinthefishclade．RealＧtimequantitative
PCRresultsshowedthattheC．auratusPTX３isconstitutivelyexpressedintheheart,liver,spleen,head
kidney,kidney,gills,brain,muscle,intestine,blood,andgonads．ThemRNAlevelsofPTX３intheliver,

spleen,headＧkidney,intestineandbloodincreasedsignificantlyafterA．hydrophilainfection．At３hpostＧ
infection,thePTX３mRNAlevelsinspleenweresignificantlyincreased(P＜０．０５)andat６hpostＧinfecＧ
tion,thePTX３mRNAlevelsinthebloodreachedapeak．TheseresultsindicatedthatPTX３isanacute
phaseproteinwhichcanprotectfishagainstinfections．

Keywords　Carassiusauratus;PTX３;genecloning;aminoacidsequence;expressionpattern;

acutephaseprotein;immune
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