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团头鲂 TYK2 基因的克隆与表达分析

张建,王济秀,吴晓丽,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　以团头鲂为研究对象,克隆获得络氨酸激酶２(tyrosinekinase２,TYK２)基因的 ORF序列,该序列长

３４８９bp,编码１１６２aa.团头鲂TYK２基因包含２３个外显子和２２个内含子,与大多数脊椎动物的基因结构相

似.蛋白质结构域预测结果显示,TYK２包含４个结构域:B４１、SH２、TyrKc(假激酶区)和 TyrKc(络氨酸激酶

区).氨基酸多序列比对和系统进化分析结果均显示,TYK２在进化过程中非常保守.荧光定量 PCR结果显

示,在健康成鱼中,TYK２在中肾的表达量最高,其次是血液、脾脏和头肾,在肠道、脑、鳃、心脏、肌肉和肝脏中的

表达量较低.感染嗜水气单胞菌后,TYK２在脾脏和肠中有相似的表达模式:在感染后４h显著降低并达到最

小值,在１２h显著上升且达到最大值(P＜０．０５);在中肾中,在２４h极显著上升且到达最大值,在３６h极显著降

低并达到最小值.以上研究结果表明,TYK２基因在团头鲂抗嗜水气单胞菌感染的过程中发挥着重要的作用.
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　　Janus激酶/信号转导与转录因子(theJanus
kinase/signaltransducerandactivatoroftranscripＧ
tion,JAK/STAT)信号通路是由多种细胞因子[１]、

干扰素[２]、生长因子[３]和相关分子[４]介导的高度保

守的信号通路,其广泛参与免疫[５]、细胞增殖[６]、生
长、分化、迁移和细胞凋亡[７]等过程.JAK/STAT
信号通路由３个重要因子组成,包括细胞表面的受

体、JAK 家族成员和 STAT 家族成员[８].JAK 激

酶是一种非受体型络氨酸激酶,广泛存在于哺乳动

物、鸟 类、昆 虫 和 鱼 类[９],在 哺 乳 动 物 中,包 括

JAK１、JAK２、JAK３、TYK２等４个成员[１０].TYK２
是JAK家族里第一个被鉴定的成员,被证明在细胞

因子转导过程中起着关键作用[１１].TYK２蛋白包

含４个不同的蛋白结构域:N 端的 B４１、SH２、假激

酶区和 C末端的激酶区[１２Ｇ１３].TYK２被证明对Ⅰ
型干扰素介导的通路应答起着重要的作用[１４].在

之前的小鼠模型的研究表明,除了Ⅰ型IFN 和ILＧ
１２外,TYK２还对ILＧ６信号的转导也有重要的作

用[１５Ｇ１６].在缺失IFN 的人类 细 胞 系 中,过 表 达

IFNＧa 后,在 细 胞 中 鉴 定 出 TYK２ 基 因,表 明

TYK２是Ⅰ型干扰素信号通路的关键成分[１７].

目前,关于TYK２的研究涉及的鱼类比较少,
在大西洋鲑(Salmosalar)中,过表达TYK２增强

IFN 诱 导 的 Mx 基 因 的 转 录 水 平[１８];在 草 鱼

(Ctenopharyngodonidellus)的 CIK 细胞中,过表

达受体CRFB５能促进 TYK２蛋白的磷酸化[１９];用
一定浓 度 的 瘦 素 处 理 黄 颡 鱼 (PelteobagrusfulＧ
vidraco)肝脏细胞[２０]和矛尾复虎虾鱼(SynechogobＧ
iushasta)[２１]的肝脏细胞,都能上调细胞中TYK２
基因的表达.但关于团头鲂 (MegalobramaamＧ
blycephala)TYK２的研究尚未见报道.团头鲂是

我国重要的淡水经济养殖鱼类.目前,由嗜水气单

胞菌感染引起的细菌性败血症是团头鲂主要的病

害.笔者所在研究室在前期进行的团头鲂其他抗病

基因[２２Ｇ２３]研究的基础上,克隆团头鲂的 TYK２基

因,检测其在健康团头鲂的组织分布情况和感染嗜

水气单胞菌后免疫相关组织中的表达情况,旨在为

深入研究TYK２在团头鲂抗嗜水气单胞菌感染过



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第４０卷　

程中的分子机制奠定基础.

1　材料与方法

1.1　试验鱼与样品收集

本试验所用的团头鲂均购自湖北百容水产良种

有限公司.试验所用幼鱼规格为４５~５５g,健康成

鱼的规格为４８０~５２０g.将鱼运回华中农业大学水

产学院实验基地暂养２周,待其适应环境后,进行试

验.试验随机设置对照组和感染组２个处理,每一

处理３个生物学重复.为了确定团头鲂TYK２基

因的空间表达模式,分别采取健康团头鲂成鱼的心

脏、肝脏、脾脏、中肾、头肾、脑、血液、肠道、肌肉和鳃

等１０个组织.感染试验中,用浓度为６．７ ×１０６

cfu/mL嗜水气单胞菌对试验鱼进行腹腔注射,每尾

鱼注射１００μL.对照组注射１００μL的磷酸盐缓冲

液.在感染注射后的０、４、１２、２４、７２和１２０h分别

采集试验组和对照组的肝脏、脾脏、中肾和肠道组

织,每个时间点每个生物学重复取５尾鱼.上述所

取样品立即放在液氮中冻存 ２４h,随 后 保 存 于

－８０℃冰箱待用.
1.2　总 RNA 的提取及 cDNA 合成

利用Trizol法提取各组织的总RNA,具体步骤

参考 Trizol试剂(Invitrogen)说明书.用紫外分光

光度计(Nanodrop２０００,美国)测定所提取的 RNA
浓度,另外用琼脂糖凝胶电泳法检测 RNA 的完整

度和纯度.将所提取的 RNA 按照 PrimeScriptTM

RTreagentKit(TaKaRa,日本)试剂盒说明书进行

反转录,获得cDNA第一条链.
1.3　序列验证和生物信息学分析

在 NCBI数据库(www．ncbi．nlm．nih．gov)中搜

索获得斑马鱼TYK２基因的cDNA序列,通过本地

Blast从实验室已有的团头鲂转录组中获取团头鲂

TYK２ 基 因 的 序 列,用 ORF Finder(www．ncbi．
nlm．nih．gov/orffinder)分析获得其 ORF序列.用

Primerpremier６．０软件设计特异性引物 TYK２Ｇ
ORFＧF/TYK２ＧORFＧR (表１),以团头鲂中肾cDNA
为模板,通过 PCR 扩增目的片段,利用 DNA 快速

回收纯化试剂盒回收DNA片段,之后将DNA片段

和PetＧ３２a载体在３７℃水浴中双酶切过夜,再次利

用DNA快速回收纯化试剂盒,将上述目的片段

和载体回收.取２μL目的片段和１．５μL的 PetＧ
３２a载体进行过夜(１２h)连接,转化导入感受态

DH５α中,菌液 PCR 验证后,送武汉擎科生物公

司测序.
序列验证正确后,通过ORFFinder(www．ncbi．

nlm．nih．gov/orffinder)预测其氨基酸序列,在线网

站(web．expasy．org/protscale)分析其蛋白质的理论

分子质量,在线网站 SMART(smart．emblＧheidelＧ
berg．de/smart)预 测 其 蛋 白 质 结 构 域,用 DNAＧ
MAN软件进行 TYK２蛋白质的多序列对比.最

后,利用 MEGA６构建多个物种的TYK２蛋白质的

系统进化树.
1.4　荧光定量 PCR

为了检测TYK２基因在健康团头鲂成鱼中的

组织分布情况和嗜水气单胞菌感染后在免疫相关组

织中的表达变化,采用实时荧光定量 PCR(qRTＧ
PCR)方法,选择１８SrRNA 为内参基因,所用引物

见表１.qRTＧPCR反应体系为２０μL,包括SYBR
混合试剂１０μL、ddH２O７．４μL、上下游引物各０．８

μL、cDNA模板１μL.qRTＧPCR程序为:９５℃预变

性５min,然后９５℃变性１０s,６０℃退火２０s,７２℃
延伸２０s,共４０个循环.

表１　本研究所用的引物信息

Table１　Primersusedinthisstudy

引物名称 Primername 引物序列(５′→３′)Primersequences(５′→３′) 用途 Use

TYK２ＧORFＧF GGAATTCCATATGATGTCTAGACGAGGACGTACAAGA ORF序列扩增

ORFsequenceamplificationTYK２ＧORFＧR CCGGAATTCGCGATGGTTGAGCTGAGC
mTYK２ＧqＧF CTGACAAGGTTCCGTATTCGC
mTYK２ＧqＧR GAGTAGGTTCACAGTTTACGGTTT qRTＧPCR

１８SＧF TCGTCCACCGCAAATGCTTCTA
１８SＧR CCGTCACCTTCACCGTTCCAGT qRTＧPCR

1.5　数据分析

研究中的所有数据均表示为３个独立试验样本

的平均值±标准误,并使用SPSSStatistics１７．０和

GraphPad５．０软件进行数据分析及做图.采用单

因素方差分析和t 检验来检测数据的显著性,将

P＜０．０５描述为统计学差异显著,P＜０．０１描述为统

８９１
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计学差异极显著.

2　结果与分析

2.1　团头鲂 TYK2 的序列分析

经克隆、测序验证,获得团头鲂TYK２基因的

ORF全长３４８９bp,编码１１６２个氨基酸,在线网站

预测其理论分子质量为１３１．７ku,理论等电点为

６．８６.将团头鲂和斑马鱼、大西洋鲑及人等其他脊椎

动物的TYK２的 ORF序列与其基因组 DNA 序列

进行比对分析,所对比物种均具有２３个外显子和

２２个内含子,且相对应的外显子长度相似,内含子

大小则差别较大(图１).TYK２蛋白的氨基酸多序

列比对结果如图 ２ 所示,团头鲂和鲤 (Cyprinus
carpio)相 似 性 最 高 (８５．８９％),其 次 是 草 鱼

(８１．８５％)和 斑 马 鱼 (７８．７１％),最 低 的 是 小 鼠

(４７．８２％);所有物种 TYK２蛋白的磷酸化位点一

致,说明其高度保守.TYK２蛋白系统进化分析如

图３,鱼类的 TYK２聚为一支,其中团头鲂的 TYK２
和草鱼的亲缘性最近,其次是鲤、斑马鱼和斑点叉尾

鮰,与大黄鱼的亲缘性最远;另外,哺乳动物则聚为

另外一支.

　竖线段表示外显子,竖线段之间的横线段表示内含子,竖线段的宽度和横线段的长度表示核苷酸的长度.TheverticallinesrepresentexＧ

ons,thehorizontallinesbetweenthemrepresentintrons,andthewidthandlengthoftheverticalandhorizontallinesrepresentthelengthof

thenucleotide,respectively．

图１　脊椎动物TYK２基因结构图

Fig．１　ThestructureofTYK２genesinvertebrates

2.2　 TYK2 在健康团头鲂各组织中的表达

通过qRTＧPCR检测TYK２基因在健康团头鲂

成鱼不同组织中的分布情况,结果如图 ４ 所示.

TYK２在中肾中的表达量最高,其次是血液、脾脏

和头肾,在肠道、脑、鳃、心脏、肌肉和肝脏中的表达

量较低.
2.3　感染嗜水气单胞菌后团头鲂 TYK2 的表达

感染嗜水气单胞菌后,在团头鲂脾脏中,TYK２
的表达在感染后４h极显著下调,并达到最小值

(０．４６倍,P＜０．０１);在１２h极显著上调,并达到最

大值(１．７８倍,P＜０．０１);之后显著下调.在中肾

中,TYK２在感染后２４h极显著上调,并达到最大

值(２．２２倍,P＜０．０１);在７２h显著下调并达到最小

值(０．２６倍,P＜０．０１).在肠道中,TYK２在感染后

４h 极 显 著 下 调 表 达,并 达 到 最 小 值 (０．４２ 倍,

P＜０．０１);在１２h显著上调,并达到最大值(１．３９
倍,P＜０．０５);在７２h和１２０h极显著下调.TYK２
在免疫相关组织中的表达变化表明,它可能在团头

鲂感染嗜水气单胞菌后的免疫过程中发挥着一定的

作用.

９９１
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　∗间隙用短线表示.所有的氨基酸一致用灰色表示,７５％一致用浅灰色表示.方框表示磷酸化位点.∗Gapsareindicatedbydashes．

Identicalamionacidsareshadedingray,andthelightgrayrepresent７５％similarity．Thesquaremarksthephosphorylationsite．物种登录

号:草鱼Ctenopharyngodonidella (AMK４７８９２．１);斑马鱼 Daniorerio (XP_００９２９８０１８．１);大西洋鲑Salmosalar (AGS０７４３６．１);半滑舌

鳎 Cynoglossussemilaevis (XP _ ０２４９２０３３６．１);黄 颡 鱼 Tachysurusfulvidraco (ALJ９２４３１．１);牙 鲆 Paralichthys olivaceus
(XP_０１９９５０２６２．１);斑点叉尾鮰Ictaluruspunctatus(XP_０１７３１０６９６．１);大黄鱼Larimichthyscrocea(XP_０１９１３０８８２．１);非洲爪蟾Xenopuslaevis
(NP_００１０８５６６３．１);原鸡Gallusgallus(XP_０２５００１５１２．１);小鼠 Musmusculus(AAD４９４２３．１);人 Homosapiens(NP_００３３２２．３)．

图２　团头鲂和其他脊椎动物TYK２氨基酸多序列比对

Fig．２　MultiplesequencealignmentofTYK２frombluntsnoutbreamandothervertebratespecies

１０２
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　物种名:草鱼Ctenopharyngodonidella,鲤Cyprinuscarpio,斑马鱼 Daniorerio,斑点叉尾鮰Ictaluruspunctatus,大西洋鲑SalmosalＧ

ar,青鳉Oryziaslatipes,大黄鱼 Larimichthyscrocea,半滑舌鳎 Cynoglossussemilaevis,非洲爪蟾 Xenopuslaevis,原鸡 Gallusgallus,

人 Homosapiens,小鼠 Musmusculus．

图３　脊椎动物TYK２蛋白的系统进化分析

Fig．３　PhylogeneticanalysisofTYK２invertebrates

　MK:中肾 MidＧkidney;BL:血液Blood;S:脾脏Spleen;HK:头肾

HeadＧkidney;I:肠 Intestine;B:脑 Brain;G:鳃 Gill;H:心 脏

Heart;M:肌肉 Muscle;L:肝脏 Liver．柱上不同的字母表示显著性

差异(P＜０．０５).Differentlettersabovepillarindicatestatistically

significance(P＜０．０５)．

图４　团头鲂TYK２在健康成鱼组织中的相对表达量

Fig．４　RelativeexpressionofTYK２gene

indifferenttissuesofhealthyadultbluntsnoutbream

3　讨　论

基因结构分析显示团头鲂TYK２基因由２３个

外显子和２２个内含子组成,与其他几种鱼类及人等

脊椎动物物种的比较发现,不同物种该基因的外显

子和内含子数目相同,对应外显子的核酸数目也基

本一致,但是内含子大小差异显著,说明TYK２基

因在进化中高度保守[２４].该基因编码１１６２个氨基

酸,含有４个蛋白质结构域,B４１结构域、SH２结构

域、假激酶结构域和络氨酸激酶结构域[２５].经过氨

基酸多序列比对分析,这些蛋白结构域在不同物种

中具有高度的保守性.已有研究发现,JAK 家族蛋

白被细胞膜上的受体激活,使JAK家族蛋白位于激

酶结构域的磷酸化位点被激活,进而激活下游蛋

白[２６].在系统进化分析中,团头鲂首先与草鱼聚在

一起,然后与其他鱼类聚为一支,其他脊椎动物物种

则聚为另一支,与其分类地位一致.
健康团头鲂的组织表达结果显示,TYK２在中

肾中的表达量最高,在其他免疫相关组织(脾脏和头

肾)以及血液中表达较高,在其他组织中的表达量比

较低.类似的,在其他鱼类中,鳜的TYK２在心脏、
血液和免疫相关组织(鳃、脾脏、肠、中肾和头肾)中
的表达量较高[２６];在大西洋鲑中,TYK２在脾脏、头
肾和肌肉中高表达[１８];在黄颡鱼中,TYK２在中肾、
头肾、脾脏和肠中高表达,而在肌肉中的表达较

低[２０];在矛尾复虾虎鱼中,TYK２在脑、心脏和免疫

组织(鳃、肠和中肾)中高表达,在肌肉中低表达[２１];
有趣的是,鲤TYK２在皮肤中表达最高,其次是肠

和血液,在其他免疫相关组织(脾脏、中肾和头肾)的
表达较低,这种表达的差异性可能受鱼体自身及其

养殖环境的影响[２７].在哺乳动物中,人的 TYK２
基因在淋巴组织和免疫细胞中大量表达[２８];在鸭的

研究中,TYK２在组织中广泛表达,在心脏和肝脏

的表达量较高,在肌肉和胃中的表达量较低[２５].在
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　∗显著性差异(P＜０．０５);∗∗ 极显著性差异(P＜０．０１).∗Statisticaldifference(P＜ ０．０５);∗∗Extremelystatisticaldifference
(P＜０．０１)．

图５　团头鲂TYK２基因在嗜水气单胞菌感染后的脾脏、中肾和肠道中的表达

Fig．５　RelativeexpressionofTYK２inspleen,midＧkidneyandintestineafter
infectionofA．hydrophilainbluntsnoutbream

哺乳动物和鱼类中,TYK２均在免疫相关组织中高

表达,表明其功能和自身的免疫过程可能有一定的

关联.

TYK２是一种非受体型络氨酸激酶,不直接参

与物种的免疫过程.在物种免疫过程中,细胞因子

和细 胞 受 体 结 合 形 成 三 聚 体 将 TYK２ 磷 酸 化,

TYK２将下游的基因磷酸化,进而作用于免疫相关

的基因[９].
本研究中团头鲂TYK２基因在中肾、脾脏、头

肾和肠的表达量较高,但感染嗜水气单胞菌后,

TYK２在头肾中的表达没有显著性变化,这可能与

头肾的组织特异性或者受到实验环境影响有关.感

染嗜水气单胞菌后,相对于对照组,团头鲂TYK２
基因在脾脏和肠道中均在４h显著下降并达最小

值,在１２h显著性上升并达最大值.在中肾中,团
头鲂TYK２基因在２４h极显著性上调并达最大

值,在 ７２h 极显著性下调并达最小值.这说明

TYK２在团头鲂抵抗嗜水气单胞菌的过程中起着

重要的作用.在脾脏中,TYK２在２４、７２和１２０h
相对于对照组显著降低,表达恢复稳定.在中肾和

肠中,相对于对照组,TYK２达到最大值后,表达仍

在变化,说明TYK２可能在肠和中肾的作用时间较

长.团头鲂TYK２基因在中肾中的基因表达量最

大值的时间点相对于在脾脏和肠的时间点晚一些,
说明中肾可能在团头鲂抗嗜水气单胞菌的过程中,
作用时间稍晚.另外,团头鲂TYK２在肠道中的表

达趋势与TYK２在斑点叉尾鮰的肠道中的表达趋

势相似,表达相对于对照降低[２９].TYK２基因在细

胞层面的研究较多,例如在缺失IFN 的人类细胞

系中,过表达IFNＧa 后,在细胞中鉴定出TYK２基

因,表明 TYK２是I型干扰素信号通路的关键成

分[１７Ｇ１８].在草鱼 CIK 细胞中,过表达受体CRFB５
能促进 TYK２蛋白的磷酸化[２０].

综上,本研究克隆获得团头鲂TYK２基因,其
在进化 上 有 较 高 的 保 守 性.在 健 康 团 头 鲂 中,

TYK２在免疫相关组织(中肾、脾脏和头肾)和血液

中的表达量较高;感染嗜水气单胞菌后,在免疫相关

组织(中肾、脾脏和肠)中均有显著变化.这些结果

均说明团头鲂TYK２基因可能在团头鲂抗细菌感

染的免疫过程中发挥着重要的作用.
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MolecularcloningandexpressionofTYK２inMegalobramaamblycephala

ZHANGJian,WANGJixiu,WUXiaoli,LIU Hong

MinistryofAgricultureandRuralAffairsKeyLabofFreshwaterAnimalBreeding/

CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　JakkinaseisanonＧreceptortypetyrosinekinase,whichisbroadlyfoundinmammals,

birds,insectsandfish．ItisanimportantfactorinJanuskinase/signaltransductionandtranscriptionfacＧ
torsignalingpathway,whichiswidelyinvolvedintheprocessesofimmunity,cellproliferation,growth,

differentiation,migrationandapoptosis．TYK２isthefirstmemberoftheJakfamilytobeidentifiedand
hasbeenconfirmedtoplayakeyroleincytokinetransduction．Inthisarticle,theORFsequenceofthe
TYK２geneinMegalobramaamblycephalawasclonedandanalyzed．ResultsshowedthattheORFseＧ
quenceoftheTYK２geneinM．amblycephala was３４８９bpinlengthencoding１１６２aa．TheM．amＧ
blycephalaTYK２(MamTYK２)isconsistedof２３exonsand２２introns,similartoothervertebratespeＧ
cies．TheMamTYK２proteiniscomposedof４domainsincludingB４１,SH２,TyrKc(pseudokinasedoＧ
main)andTyrKc(tyrosinekinasedomain)．TYK２ishighlyconservedthroughevolution．Basedonthe
resultsofquantitativerealＧtimePCR (qRTＧPCR),amonghealthyadulttissues,TYK２ishighlyexＧ
pressedinthemiddlekidney,followedbytheblood,spleen,andheadkidney,andlowlyexpressedinothＧ
ertissuesincludingtheintestine,brain,gill,heart,muscle,andliver．AfterinfectedbyAeromonashyＧ
drophila,theTYK２mRNAshowedasimilarexpressionpatterninthespleenandintestine:significantly
decreasedat４hpi(hourpostinfection)(P＜０．０５)andreachedaminimum,andsignificantlyincreasedat
１２hpi(P＜０．０５)andreachedamaximum．Itsignificantlyincreasedandreachedthemaximumvalueat
２４hpi(P＜０．０１),andsignificantlydecreasedandreachedtheminimumvalueat３６hpi(P＜０．０１)inthe
midＧkidney．ItisindicatedthattheMamTYK２genemayplayanimportantroleintheprocessofM．amＧ
blycephalaresistanceagainstA．hydrophila．

Keywords　Megalobramaamblycephala;tyrosinekinase２;Aeromonashydrophila;geneexpresＧ
sion;molecularcloning;breedingfordiseaseresistance;antiＧbacterialinfection
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