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团头鲂补体因子 Bf/C2 的克隆和表达分析

范　君　张　锋　王卫民　刘　红

华中农业大学水产学院/农业农村部淡水生物繁育重点实验室,武汉４３００７０

摘要　为探索团头鲂(Megalobramaamblycephala)补体因子Bf和 C２(complementfactorB/C２,Bf/C２)的
可能功能,在转录组数据基础上,采用 RTＧPCR克隆得到Bf/C２A 和Bf/C２B 基因的cDNA序列;采用荧光实

时定量PCR技术检测了两基因在团头鲂早期发育过程、健康成鱼及感染嗜水气单胞菌后各组织中的表达变化.

结果显示,Bf/C２AcDNA全长２５２０bp,包含５′UTR４２bp、ORF２２９８bp、３′UTR１８０bp,编码７６５个氨基

酸.Bf/C２B 基因 ORF全长２１３０bp,编码７１０个氨基酸.两基因的氨基酸序列分别与鲤B/C２ＧA２及草鱼

Bf/C２B 相似性最高.在早期发育阶段Bf/C２A 和Bf/C２B 均在在出膜后１d表达量最高,肠管形成期次之,

其他时期的表达量相对较低;两基因在健康成鱼１０个组织中均有表达,肝脏中表达量最高,肾脏、头肾、脾脏次

之,其他组织表达量相对较低;在嗜水气单胞菌感染后,两基因在免疫相关组织如肝脏和脾脏中的表达均显著上

升.上述结果表明Bf/C２在应对细菌感染的免疫过程中发挥着重要的作用.

关键词　团头鲂;补体;Bf/C２;克隆;表达

中图分类号　S９１７∶Q９５９．４６＋８　　文献标识码　A　　文章编号　１０００Ｇ２４２１(２０１９)０２Ｇ００３０Ｇ０８

　　补体系统是脊椎动物先天性免疫系统重要的组

成部分,包含３０多种可溶性蛋白和膜蛋白,在机体

免疫监视和抵抗微生物感染方面起着核心作用[１Ｇ２].
补体因子 B(complementfactorB)与 C２(compleＧ
mentcomponent２)均为丝氨酸蛋白酶前体,是补体

活化过程中２个关键酶,在补体替代途径中发挥重

要作用[３].在鱼类中,因补体因子 B和 C２序列相

差不多,很难区分,所以 在 鱼 类 中 被 命 名 为 Bf/

C２[４],是补体因子B和C２的统称,包含Bf/C２A 和

Bf/C２B.Bf/C２一般由肝脏合成,参与机体的炎症

反应、细胞损伤以及组织损伤过程.由 NＧ末端补体

调节 蛋 白 结 构 域 CCP(complementcontrolproＧ
tein)、血管性血友病因子 A 结构域 vWFA(Von
WillebrandfactortypeA)和 CＧ末端的丝氨酸蛋白

酶结构域 Tryp_SPc(trypsinＧlikeserineprotease)

３个模块组成.vWFA 与 C３b相互作用使 Bf/C２
结构重排,进而激活Bf/C２的 C末端 Tryp_SPc的

酶活性[５].关于Bf/C２基因在哺乳动物中的研究

比较全面,已有研究表明Bf/C２在人类的血管病

变[６]、糖尿病[７]等发病过程中发挥着重要作用.

鱼类是低等脊椎动物,兼具固有免疫和获得性

免疫功能的补体途径在免疫过程中发挥着相对哺乳

动物更加重要的作用,因此,鱼类补体途径的相关研

究一直是热点[８].Bf/C２是补体替代途径中一个重

要的参与者,目前在硬骨鱼中已有研究的物种包括

斑马鱼(Daniorerio)[９]、青鳉(Oryziaslatipes)[１０]、
虹 鳟 (Oncorhynchus mykiss)[１１]、鲤 (Cyprinus
carpio)[１２]、斑点叉尾鮰(Ictaluruspunctatus)[１３]、
草鱼(Ctenopharyngodonidellus)[１４]等,在其他水

产动 物 如 海 葵 (Nematostellavectensis)[１５]、刺 参

(ApostichopusjaponicusSelenka)[１６]、软骨鱼类如

护士鲨(Ginglymostomacirratum)[１７]中也已有报

道.团头鲂(Megalobramaamblycephala)属鲤形

目、鲤科、鲂属,是我国养殖大宗淡水鱼类之一[１８],
养殖过程中的主要病害是由嗜水气单胞菌(AeroＧ
monashydrophila)感染引起的细菌性败血症,会导

致鱼类大量死亡[１９].有关团头鲂抗病分子生物学

的研究国内已有一些[２０Ｇ２１],但关于Bf/C２的研究

尚未见报道.本研究以团头鲂为试验对象,在以往

转录组数据基础上,克隆获得Bf/C２基因cDNA
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序列并进行生物信息学分析,同时通过荧光实时定

量PCR(qRTＧPCR)技术研究Bf/C２在早期发育

阶段、健康成鱼及嗜水气单胞菌感染后的表达情

况,初步探讨Bf/C２在团头鲂免疫过程中的可能

作用.

1　材料与方法

1.1　试验材料

试验所用团头鲂均采自湖北百容水产良种有限

公司,试验鱼运回华中农业大学水产学院实验室暂

养,待其适应环境后进行试验.人工授精后在受精

卵、桑葚胚期、囊胚期、原肠胚期、神经胚期、体节出

现期、肌肉效应期、心脏出现期、心跳期、出膜期、眼
球色素出现期、鳃形成期、肠管形成期以及出膜后

１、３、７和１０d时取胚胎或仔鱼样品各３份保存.另

取６尾２＋ 龄健康团头鲂,采集肝脏、脾脏、肾脏、肠、
鳃、心、脑、肌肉、血液和头肾等１０个组织并保存.
用１．０×１０６cfu/mL的嗜水气单胞菌０．１mL(对照

组注射等量生理盐水)对试验鱼(平均体质量２５g)
进行腹腔注射感染,注射后０h、４h、１２h、２４h、３d
和５d时采集鱼的肝脏、脾脏、肾脏、肠和头肾组织,
每个时间点对照组和试验组分别采集３个重复,每
个重复取７尾鱼的组织混合.所有样品用液氮闪冻

后,置于－８０℃冰箱保存待用.
1.2　样品总 RNA 提取及 cDNA 第一链的合成

将样品在液氮中研磨成粉末,按照 Trizol试剂

盒说明书提取各样品的总 RNA,取１．０μg总 RNA
按照 TaKaRa公司反转录试剂盒的说明进行反转

录,得到cDNA 后进行后续 RTＧPCR 或qRTＧPCR
实验,反应分为两步进行,首先进行基因组 DNA 的

消除反应,再进行反转录反应.
1.3　引物设计

根据团头鲂转录组序列中 Bf/C２A 和Bf/

C２B 基因的unigene序列,使用Primerpremier５．０
设计PCR测序验证和qRTＧPCR基因表达的引物,
送至武汉擎科公司合成(表１).

表１　Bf/C２基因验证及表达所用引物

Table１　PrimersusedforBf/C２geneverificationandexpression

引物名称

Nameofprimer
引物序列(５′→３′)

Sequenceofprimer
产物大小/bp

Sizeofproduct
引物用途

Purposeofprimer

Bf/C２AＧORFＧ２F TTTTGGAGAATGGAGAGGTGAC １５９７ 序列验证

Bf/C２AＧORFＧ２R CGTGGTACATCAGTAGCGGG Sequenceverification

Bf/C２AＧORFＧ３F CCTCAGTCCATTTGCTTCAGTG ５６６ 序列验证

Bf/C２AＧORFＧ３R ACTGCTACCAGGGGGAACG Sequenceverification

Bf/C２AＧORFＧ４F CAATGTTGCTCGTCCTCCAC １０４７ 序列验证

Bf/C２AＧORFＧ４R CCTGCCTGCCATTGGGTAG Sequenceverification

Bf/C２BＧORFＧ２１F AGATTATGAGGAACCACAGAAGAAC ２２１４ 序列验证

Bf/C２BＧORFＧ２１R TCAGCACTATGCTAAGGACGAAAT Sequenceverification

BfＧRTＧPCRＧ１F AAGGCTATTCAGATGGGAGTTT ２３０ 荧光定量

BfＧRTＧPCRＧ１R ATGACACGAGTAGGTGGTTGTG qRTＧPCR

Bf/C２BＧRTＧPCRＧ１F CGTATTGGAGACAGAGTGCG ２６７ 荧光定量

Bf/C２BＧRTＧPCRＧ１R GAAGACATTCAGCCGACCT qRTＧPCR

１８SrRNAＧF CGGAGGTTCGAAGACGATCA 内参基因

１８SrRNAＧR GGGTCGGCATCGTTTACG Referencegene

1.4　PCR 扩增和荧光实时定量 PCR

PCR扩增体系为１０μL:１０×TaqPCRBuffer
１．０μL,DNTP０．４μL,Taq DNAPolymerase０．２

μL,模板(cDNA)０．５μL,ddH２O７．１μL,上下游引

物各０．４μL.反应条件为:９４ ℃预变性２min,３５
个循环(９４ ℃变性３０s,５０~６０℃退火３０s,７２℃
延伸３０s),循环结束后７２℃延伸１０min.产物电

泳检测和回收,用于后续连接转化、阳性克隆筛选和

测序.

qRTＧPCR以１８SＧrRNA 为内参基因,反应体

系２０μL:SYBR mix１０．０μL,ddH２O ７．４μL,

cDNA模板１．０μL,上下游引物各０．８μL.在罗氏

(Roche)LightCycler４８０荧光定量PCR仪程序下

进行,反应条件:９５℃３０s;９５℃５s,退火２０s(退
火温度随引物不同而定),７２℃２０s,４０个循环.基

因表 达 量 采 用 相 对 定 量 法 计 算,公 式 为:F ＝
２－[(CT处理组目的基因－CT处理组内参基因)－(CT目的基因对照组－CT内参基因对照组)].

用SPSSStatistics１７．０软件对目的基因的相对

１３
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表达量进行单因素方差分析(OneＧWayANOVA),
并用 Duncan’s进行多重比较,数值均采用平均

值±标准误 (mean±SE)表示,根据分析结果在

GraphpadPrism６．０１中做出相对表达量柱状图.
当P＜０．０５时,认为差异显著;当P＜０．０１时,认为

差异极显著.

2　结果与分析

2.1　团头鲂 Bf/C2A、Bf/C2B 基因序列分析

通过 RTＧPCR方法验证得到团头鲂Bf/C２A
基因cDNA 全长２５２０bp,包含５′UTR４２bp、

ORF２２９８bp、３′UTR１８０bp,编码７６５个氨基酸;

Bf/C２B 基因 ORF共２１３１bp,编码７１０个氨基

酸.进 行 Blastp 分 析 发 现 团 头 鲂 Bf/C２A 与 鲤

Bf/C２ＧA２相似性最高,为７６％,与鲤 Bf/C２A、斑马

鱼Bf/C２、鲤Bf/C２ＧA３、草鱼Bf/C２A３的相似性分

别为７４％、７０％、６２％和６２％.Bf/C２B与草鱼、鲤、
斑马 鱼 Bf/C２B 的 相 似 性 分 别 为 ９５％、８４％ 和

７９％.利用 NCBI在线软件 CDD对团头鲂及其他

鱼类Bf/C２氨基酸序列进行结构域预测,发现鱼类

Bf/C２由３个结构域组成,包括补体调节蛋白结构

域 CCP、血管性血友病因子 A 结构域 vWFA 以

及胰蛋白酶结构域 Tryp_SPc,不同在于补体调节

蛋白结 构 域 CCP 的 个 数.团 头 鲂 Bf/C２A、Bf/

C２B分别包含２个和４个补体调 节 蛋 白 结 构 域

CCP(图１).

方框中为团头鲂Bf/C２　Bf/C２ofM．amblycephalaarehighlightedbysquareframe．

图１　不同鱼类Bf/C２的结构域

Fig．１　ThedomainsofBf/C２indifferentfishspecies

　　用 MEGA６．０构建系统进化树(图２),发现鱼

类Bf/C２聚为２支,团头鲂Bf/C２A与鱼类Bf/C２A
聚在一支,团头鲂Bf/C２B与鱼类Bf/C２B聚在另外

一支,而两栖类及哺乳类B分别聚为一支,在鱼类２
支的中间.
2.2　团头鲂 Bf/C2 基因表达分析

从图３可以看出,在早期发育过程中团头鲂

Bf/C２A 与Bf/C２B 基因 mRNA的表达变化趋势

一致,均在出膜后１d达到最高,肠管形成期次之,

此外Bf/C２A 在出膜期表达量也相对较高,两基因

在其他发育期表达量相对都较低.
在健康团头鲂成鱼的肝脏、脾脏、肾脏、肠、鳃、

心脏、脑、肌肉、血液和头肾等１０个组织中２个Bf/

C２基因均广泛表达,且表达趋势相似,表达量最高

的都是肝脏,其次是肾脏、头肾和脾脏.在其他组织

中,Bf/C２A 表达从高到低依次为:肠＞血液＞心

脏＞肌肉＞鳃＞脑;而Bf/C２B 表达从高到低依次

为:肌肉＞脑＞心脏＞血液＞肠＞鳃(图４).

２３
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图２　不同物种Bf/C２A、Bf/C２B 基因编码氨基酸序列的系统进化树

Fig．２　Phylogenetictreeoftheaminoacidsequencesencodedbythe
Bf/C２AandBf/C２Bgenesindifferentspecies

　１:受精卵;２:桑葚胚期;３:囊胚期;４:原肠胚期;５:神经胚期;６:体节出现期;７:肌肉效应期;８:心脏出现期;９:心跳

期;１０:出膜期;１１:眼球色素出现期;１２:鳔形成期;１３:肠管形成期;１４:出膜后１d;１５:出膜后３d;１６:出膜后７d;

１７:出膜后１０d;字母不同表示差异显著,P＜０．０５.１:Fertilizedegg;２:Morulastage;３:Blastulastage;４:Gastrula

stage;５:Neuralplantstage;６:Bodysegmentappearancestage;７:Musclefunctioningstage;８:Heartappearancestage;

９:Heartbeatstage;１０:Hatching;１１:Eyeballpigmentstage;１２:Airbladderformationstage;１３:Intestineformation

stage;１４:１dpf;１５:３dpf;１６:７dpf;１７:１０dpf;differentlettersmeansignificantdifferences,P＜０．０５．

图３　团头鲂发育早期Bf/C２A(A)和Bf/C２B(B)基因的相对表达量

Fig．３　TherelativeexpressionoftheBf/C２A (A)andBf/C２B (B)mRNAindifferentembryonicandlarvalstages

　　感染嗜水气单胞菌后,Bf/C２在肝脏、脾脏、肾
脏、肠及头肾表达都发生了显著变化(图５).

在肝脏中,Bf/C２A 在注射感染２４h开始大幅

上升为对照组的４．９６倍,３d上升为对照组的１３．６

倍,５d 时 上 升 到 最 大 值,为 对 照 组 的 ２７．１ 倍

(P＜０．０５).Bf/C２B 在感染４h表达量低于对照

组,２４h开始大幅上升为对照组３０．４倍,３d达到最

高峰(为对照组４６．０倍),之后下降,５d时仅为对照

３３
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　１:肝脏;２:肾脏;３:头肾;４:脾脏;５:肠;６:血液;７:心脏;８:肌肉;９:鳃;１０:脑.字母不同表示差异显著,P＜０．０５.１:Liver;

２:Kidney;３:Headkidney;４:Spleen;５:Instestin;６:Blood;７:Heart;８:Muscle;９:Gill;１０:Brain．Differentlettersmeansignificant

differences,P＜０．０５．

图４　健康团头鲂成鱼不同组织Bf/C２A(A)和Bf/C２B(B)基因的相对表达量

Fig．４　TherelativeexpressionoftheBf/C２A (A)andBf/C２B (B)genesindifferenttissuesofadultbluntsnoutbream

组的９．１倍(P＜０．０５).
在脾脏中,两基因表达量均在注射后４h时最

高,分别为对照组的１７７．４和２５．７倍(P＜０．０５).
在肾脏中,Bf/C２A 表达量在１２h达到最高,

为对照组的３．６倍;３d时为对照组的１．３倍;与对

照组差异显著(P＜０．０５).Bf/C２B 的表达量在

３d时达到最高,为对照组的１３．５倍(P＜０．０５);

１２h时为对照组的８．８倍;２４h时表达受到抑制,仅
为对照组的１％(P＜０．０５).

在肠中,Bf/C２A 表达量在５d前呈平稳趋势,

５d 时 表 达 量 达 到 最 大,为 对 照 组 的 ９．７ 倍

(P＜０．０５).Bf/C２B 在２４h前表达很低,仅为对

照组的２０％和４０％;２４h时表达量达到最大,为对

照组的５．２倍(P＜０．０５);在３d时表达受到抑制,
仅为对照组的２％(P＜０．０５);在５d时基因表达量

再次上升,为对照组的２．９倍.

Bf/C２A 在头肾中的表达量从１２h开始呈显

著性增长,３d和５d时分别是对照组的４．８倍和

８．０倍(P＜０．０５).Bf/C２B 在头肾中的４h表达

量为对照组的１．３倍;随后在１２h表达受到抑制,
大幅下降到对照组的１％;２４h显著增长为对照组

的１．３倍;随后３d表达量受到抑制,到５d时逐渐

恢复到正常水平.

3　讨　论

补体因子B与 C２是丝氨酸蛋白酶前体,同时

也是补体活化过程中２个关键性的酶.在比较高等

的脊椎动物中 C２参与经典途径和凝集素途径,而

Bf参与替代途径[２２].在鱼类中 Bf与 C２统称为

(Bf/C２),在鲤科鱼类中主要由Bf/C２A 和Bf/C２B
组成.目前,已在鲤[１２,２３]、草鱼[１４]、斑点叉尾鮰[１３]、
护士鲨[１７]以及大黄鱼[２４]等鱼类中对补体Bf/C２
基因进行了初步研究.经 CDD 软件预测,团头鲂

Bf/C２包含三大结构域:２或４个重复的补体调节

蛋白结构域CCP、１个血管性血友病因子 A结构域

vWFA以及１个胰蛋白酶结构域 Tryp_SPc.这与

其他鱼类相同,例如鲤的３个Bf/C２A(Bf/C２A,Bf/

C２ＧA２,B/C２ＧA３)和 Bf/C２B[４] 以 及 草 鱼 的 Bf/

C２A３和Bf/C２B[９]均含相同的３个结构域,仅是补

体调节蛋白结构域 CCP的数目２~４个不等,这也

说明了Bf/C２在进化过程中的保守性.
团头鲂Bf/C２基因在不同胚胎发育期的相对

表达结果显示,两基因均在出膜后１d表达量最高,
在肠管形成期表达量也相对较高,Bf/C２A 在出膜

期表达量也较高,在其他时期表达量都比较低.而

同时观察发现,在出膜前的发育过程中,囊胚期的表

达量最高.有研究表明,囊胚期是细胞分裂的过

程[２５],在该时期细胞数量呈“J”型增长,所以推测在

该时期Bf/C２A 基因的表达量较高与之有关;但不

排除该基因在受精卵分裂过程亦发挥一定的作

用[９].出膜后１d表达量最高,很有可能是在该时

期胚胎脱掉卵膜,变成仔鱼进到水体中,缺少膜的保

护,同时鱼体抵抗力差,同时经过一段时间的环境暴

露,很可能受到水体中病原体入侵[１８],此时先天性

免疫发挥作用导致表达量上升,这也说明Bf/C２
基因在先天性免疫中起很关键作用.肠管形成期表
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　差异显著(P＜０．０５)和差异极显著(P＜０．０１)分别用“∗”和“∗∗”表示.Statisticallysignificantregulationingenesexpression
(P＜０．０５andP＜０．０１)aredenotedwith‘∗’and‘∗∗’,respectively．

图５　团头鲂感染嗜水气单胞菌后Bf/C２基因在肝脏、脾脏、肾脏、肠和头肾中的相对表达量

Fig．５　RelativeexpressionoftheBf/C２transcriptintheliver,spleen,kidney,intestineandhead
kidneyafterinfectionwithA．hydrophilainbluntsnoutbream

达量也相对较高,说明在胚胎发育期,相对于肌肉、
鳔、眼等组织,肠能够在肝脏、脾脏、肾脏、头肾等免

疫器官不存在时发挥一定免疫作用.团头鲂Bf/

C２基因的表达在发育早期的总的趋势是,出膜后表
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达量远高于出膜前表达量.
在健康团头鲂成鱼各组织中,免疫相关组织如

肝脏、肾脏和脾脏中Bf/C２基因的表达量相对较

高,其中在肝脏中表达量最高,这与在草鱼[１４]、大黄

鱼[２４]中的研究结果一致,说明Bf/C２基因产物主

要在肝脏中合成,与其他补体成分类似;同时说明团

头鲂Bf/C２在免疫过程中可能发挥着重要作用.
同时发现团头鲂Bf/C２在其他非免疫组织中也有

较高的表达,说明团头鲂Bf/C２与炎症反应也有

密切的关系[２６].
在感染嗜水气单胞菌之后,团头鲂Bf/C２在

不同组织、不同时间的表达分析显示肝脏、脾脏、肾
脏、肠及头肾中的表达量有显著升高的过程,但是达

到峰值的时间各不相同,可能是因为各个组织在参

与免疫的过程中顺序不一样.同样在不同物种中,
此基因表达达到峰值的时间也略有不同,如草鱼肝

脏、脾脏、肾脏、肠及头肾Bf/C２A 的表达量均在感

染后４h上升到最高[９].而斑点叉尾鮰肝脏Bf/

C２A 的表达量在感染后２d上升到最大,但脾脏和

肾脏中变化趋势不明显[１３].在大黄鱼中,肝脏、脾
脏和肾脏在被细菌感染后均有不同程度变化,其中

肝脏中在５d时表达量达到最高[２４].
综合以上试验结果,团头鲂基因组中有２个

Bf/C２基因,两基因表达模式相似,出膜后表达量

远高于出膜前表达量,成鱼在免疫器官肝脏中表达

量都最高,意味着两者有类似的功能.团头鲂在嗜

水气单胞菌感染后,其Bf/C２在肝脏、脾脏、肾脏、
肠及头肾等免疫器官中的表达量有显著升高的过

程,表明团头鲂Bf/C２在应对细菌感染的免疫过

程中发挥着重要的作用.本研究结果丰富了对鱼类

补体系统的认识,可为今后具体的功能研究和抗病

育种工作提供一定的科学依据.
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CloningandexpressionofcomplementfactorBandC２(Bf/C２)gene
inbluntsnoutbream(Megalobramaamblycephala)

FANJun　ZHANGFeng　WANG Weimin　LIU Hong

CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity/KeyLabofFreshwaterAnimalBreeding,

MinistryofAgricultureandRuralAffairs,Wuhan４３００７０,China

Abstract　ToexplorethepossiblefunctionofthecomplementfactorBandC２ (Bf/C２)genein
bluntsnoutbream (Megalobramaamblycephala),thecDNAsequenceswereclonedwithRTＧPCRand
theexpressionoftheBf/C２mRNAinhealthyfishtissuesandafterAeromonashydrophilainfection
duringearlydevelopmentwasinvestigatedwithquantitativerealＧtimePCR．Theresultsshowedthatthe
sequencelengthofBf/C２AcDNAwas２５２０bpcontaininga４２bp５′UTR,a２２９８bpORFanda１８０
bp３′UTR,encoding７６５aminoacid．TheBf/C２B cDNAhadan２１３１bpORF,encoding７１０amino
acid．ThemRNAofbothBf/C２AandBf/C２B werehighlyexpressedat１dpf,followedbytheintestiＧ
nalformationstageduringearlydevelopment．ThehighestexpressionofbothBf/C２AandBf/C２Bin
healthyadultsappearedintheliver,followedbythekidney,headkidneyandspleen．Theexpressionof
Bf/C２AandBf/C２BexhibitedasignificantchangeafterinfectionofA．hydrophilaintheinmmunityＧ
relatedtissuesincludingtheliverandkidney,indicatingthatBf/C２playsimportantroleintheimmune
responseagainstbacterialinfection．

Keywords　Megalobramaamblycephala;complement;Bf/C２gene;cloning;expression
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