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摘要 克隆鲢转铁蛋白(transferrin,Tf)基因的全长cDNA序列,并对鲢转铁蛋白的组织表达模式、胚胎发

育过程中的时序表达模式进行分析。结果显示,该cDNA全长2365bp,包含2025bp开放阅读框(ORF),编码

674个氨基酸。鲢转铁蛋白与草鱼转铁蛋白的同源性高达74%,与人乳铁蛋白同源性最低,为39%,与其他鲤科

鱼类转铁蛋白的同源性约65%~73%,与非鲤科鱼类的同源性约43%~50%。系统进化树分析显示,鲢转铁蛋

白基因与斑马鱼、草鱼、鲤、鲫等几种鲤科鱼类亲缘关系最近,单独聚为一支。鲢转铁蛋白基因仅在肝脏和脾脏

中表达(肝脏中表达量高于脾脏)。在胚胎发育过程中,转铁蛋白基因对原肠中期后的器官分化和形态建成起到

了一定的作用,而未影响原肠中期前的细胞分裂增殖。
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  转铁蛋白(transferrin,Tf)是1945在人血清中

首次发现的一种非血红素结合铁蛋白,其主要生理

功能为结合、运输Fe3+,承担对铁的吸收、贮存和利

用以及在各部位之间的转运[1]。转铁蛋白具有抗菌

杀菌的功能,是维持细胞生长和增殖所必须的生长

因子[2-3]。可见,转铁蛋白是一种参与了生命多种过

程的重要的功能蛋白。鱼类转铁蛋白的研究起步较

晚但发展迅速,血清转铁蛋白的多态性可用作品系

鉴定遗传育种的可靠的生化指标[4],而其与鱼类的

耐低氧能力也普遍被认为是呈正显著相关的[5]。转

铁蛋白的多态性在分子水平上也得到了体现[6],并
认为是适应自然选择的结果。

鲢(Hypophthalmichthysmolitrix)是国内的

传统养殖鱼类之一,自人工繁殖技术获得成功以后,
其养殖范围更是扩展到全国大部分水域。然而鲢抗

胁迫能力较差,在外界应激刺激后容易死亡,选育出

具有较强耐性的鲢新品种一直是人们的目标。笔者

拟通过获得鲢转铁蛋白基因并研究其在各个器官及

胚胎发育过程的表达模式,从而为转铁蛋白基因的

进一步研究积累基础资料。

1 材料与方法

1.1 材 料

从中国水产科学研究院长江水产研究所窑湾试

验场采集体质量500g左右鲢,分别取心脏、脑、肝
脏、肾脏、脾脏、肌肉、鳃、血液等组织,用RNAlater
(AXYGEN)保存。

在繁殖季节,人工授精后,取不同发育时期的胚

胎,并用RNAlater保存。采样前,用含0.1%焦碳

酸二乙酯(DEPC)水浸泡与样品接触的所有玻璃及

金属器皿24h,120℃高温高压灭菌后烘干。
1.2 总 RNA 的抽提和第一链 cDNA 的合成

按照Trizol(INVITROGEN)说明书取鲢不同

发育时期的胚胎以及各种成体组织的RNA,将溶于

RNase-free水中的 RNA放置于-80℃冰箱中备

用。以提取的总RNA为模板,利用RNAPCRKit
(AMV)Ver3.0(TaKaRa)合成cDNA第一链,于

-20℃保存备用。具体操作参考试剂盒说明书。
1.3 鲢 Tf 保守序列的获得

根 据 草 鱼 (Ctenopharyngodonidella)、鲫

(Carassiusauratus)、鲤(Cyprinuscarpio)等已知
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鱼类的Tf基因的保守序列,设计2对特异性引物

(P1、P2和P3、P4)(表1)扩增鲢TfcDNA中间保

守片段,引物委托上海生工生物工程技术有限公司

合成。以本文“1.2”中第一链cDNA为PCR模板,

PCR反应体系为50μL,各含:5μL10×反应缓冲

液,1μL上、下游引物(各10μmol/L),1μLdNTPs
(10mmol/L),TaKaRaExTaqHs1.5U,模板10

μL,以ddH2O补足50μL。扩增程序为:94℃预变

性5min;94℃变性1min,55℃退火1min,72℃延

伸2min,30个循环;最后72℃延伸10min。PCR
产物经2%琼脂糖凝胶电泳后割取目的片段,用

AxyPrepDNA凝胶回收试剂盒(AXYGEN)纯化回

收后,连接到pMD-18T载体,转化大肠杆菌感受态

细胞后,进行菌液PCR分析,检测到的阳性克隆送

上海生工生物工程技术有限公司测序。
表1 鲢转铁蛋白基因克隆和表达所用引物

Table1 TheprimersusedforTfgene

cloningandexpressioninsilvercarp

引物Primer 引物序列Sequence(5′-3′)

P1 AGTTACTTTGTCGTGGCGGTTGT
P3 CCTTAGCCCAGTCCTGTCCTTTA
P3 TTTGTTTGCCACGATGCAATCCC
P4 CCTTACGCACAACCGCCACGACA
P5 CCTACTTTGTCGTGGCGGTTGTGCGT
P6 GAATCACTTCCAGTCGGAGAGAGAGC
P7 AATGCATCGATAAAGTCAAGCGC
P8 TACCATCTGTGTAATCTCCAACA
P9 CGGCAGTAGGAAAAGTGTTGAGG
P10 GGTAGAGGAAGGAGTCTGTGGTT
P11 TGAGAGGTTCAGGTGCCCAG
P12 TGTCAGCAATGCCAGGGTAC

1.4 鲢 Tf cDNA 末端的克隆

根据已经克隆得到的鲢TfcDNA部分序列,
设计合成3′RACE引物(P5)和5′RACE基因特异

引物(P6)(表1)。使用SMARTRACEcDNAAm-
plificationKit(Clontech)获得第一链cDNA,并以

此为模板,采用TouchdownPCR(TD-PCR)的方法

及Advantage2PCRKit(Clontech)扩增得到鲢Tf
cDNA的末端。反应程序为:94℃预变性5min;

94℃变性1min,65~55℃1min,每个循环下降

0.5℃,20个循环,72℃延伸 2min;94℃变性

1min,55℃1min,20个循环,72℃2min;72℃延

伸10min。PCR产物经2%琼脂糖凝胶电泳后割

取目的片段,用 AxyPrepDNA凝胶回收试剂盒纯

化回收后,连接至pMD-18T载体,转化大肠杆菌感

受态细胞后,采用菌液PCR检测阳性克隆,送至上

海生工生物工程技术有限公司测序。
1.5 半定量 RT-PCR 检测鲢 Tf 基因的组织表达

特性

  根据鲢转铁蛋白基因序列设计半定量引物(P7
和P8)(表1),扩增目的片段为233bp,参考鲢β-ac-
tin 基因序列(登录号:AF301605)设计内参引物

(P11和P12)(表1)。反应体系为15μL:1.5μL
10×反 应 缓 冲 液,0.5μL 上、下 游 引 物 (各 10
umol/L),0.3μLdNTPs(10mmol/L),TaKaRa
Taq1U,cDNA1μL,以ddH2O补足体积。通过

摸索最适退火温度和循环数后,确定PCR反应程序

为:94℃预变性5min;94℃变性30s,62℃退火

30s,72℃延伸45s,30个循环;72℃延伸10min。
1.6 实时荧光定量 PCR 检测鲢 Tf 在胚胎发育过

程中的时序表达特性

  根据克隆得到的鲢cDNA序列,设计并合成实

时定量PCR引物(P9和P10),并以β-actin(P11和

P12)为内参引物。用本文“1.2”中的方法进行逆转

录获得cDNA第一链,并以此作为模板。实时荧光

定量PCR反应体系为:上、下游引物各0.5μL,

1μL模 板,7.5μL2×SYBR PremmixExTaq
(TaKaRa),加ddH2O 补足15μL。反应条件为:

94℃预变性5min;94℃变性15s,60℃退火15s,

72℃延伸20s,40个循环;72℃延伸5min。实时

荧光定量PCR反应使用的是Rotor-GeneQcycler
(QIAGEN)。为保证结果的可靠性,每个样品重复

3次。目的基因的相对表达量的计算采用△△CT
法,根据扩增曲线得到的CT(荧光信号达到设定阈

值时所经历的循环数)值,计算出目标基因(Tf)和
内参基因(β-actin)CT值的差异;进而以差异最大的

样本作为参照样本,计算出不同样品相对于参照样

本基因表达倍数2-△△CT,进而得出基因相对定量的

图表。

2 结果与分析

2.1 鲢 Tf cDNA 的克隆及序列分析

将本文“1.3”、“1.4”中得到的cDNA片段、3′
端和5′端序列,分别用 NCBI中的BLAST在线程

序进行同源性分析,证明其为草鱼、鲤、斑马鱼Tf
同源片段,因而确定上述片段为鲢TfcDNA的序

列,使用ContigExpress软件,将几个序列片段进行

比对拼接,即得到鲢转铁蛋白基因cDNA 全长序

列,长度为2365bp,序列已提交至GenBank(登录
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图1 各种Tf编码的氨基酸序列系统进化树分析

Fig.1 PhylogenetictreeofTfaminoacidsequences
号:HM622146)。5′非编码区长31bp,3′非编码区

长309bp,开放阅读框(ORF)2025bp,编码674个

氨基酸。在3′非编码区处有一段为真核细胞多聚

腺苷酸poly(A)化提供信号的专一序列 AATA-
AA,位于多聚腺苷酸前21bp处。利用在线工具

(http://smart.embl-heidelberg.de/),对鲢 Tf 进

453
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行信号肽预测,结果表明其 N端21个氨基酸为信

号肽,长度为14个氨基酸,同时第24~327个氨基

酸以及第335~665个氨基酸为2个保守的结构域。
2.2 鲢 Tf 系统比对

应用MEGA4对鲢Tf和其他鱼类的Tf 氨基

酸序列构建N-J系统进化树,结果见图1。
图1 中,鲢 与 其 他 4 种 鲤 科 鱼 类———草 鱼

(Ctenopharyngodonidella)、鲫(Carassiusaura-
tus)、鲤(Cyprinuscarpio)和斑马鱼(Daniorerio)
单独聚为一支。绿色变蜥(Anolissagrei)和松狮蜥

(Pogonavitticeps)2种爬行动物单独聚为一小支后

又与非洲蟾蜍(Xenopustropicalis)聚为一支。斑

点叉尾鮰(Ictaluruspunctatus)(鲶形目)单独为一

支。鳕形目的2种鱼类,太平洋鳕(Gadusmorhua)
和黑线鳕(Melanogrammusaeglefinus)聚为一支。
鲽形目的牙鲆(Paralichthysolivaceus)和胡瓜鱼目

的香鱼(Plecoglossusaltivelis)聚为一支。鲑形目

鱼类聚为一支。其中,湖红点鲑(Salvelinusnama-
ycush)、雨红点鲑(S.pluvius)和美洲红点鲑(S.
fontinalis)聚为一小支,(鳟(Salmotrutta)和安大

略鳟(S.salar)聚为一小支,5种大麻哈鱼,虹鳟

(Oncorhynchusmykiss)、银大麻哈鱼(O.kisutch)、
马苏大麻哈鱼(O.masou)、红大麻哈鱼(O.nerka)、
玫瑰大麻哈鱼(O.rhodurus)聚为一支。4种南极鱼

亚目鱼类,眼斑雪冰鱼(Chionodracorastrospino-
sus)、革手南极鱼(Nototheniacoriiceps)、肩孔南极

鱼(Trematomusnewnesi)、头带冰鱼(Chaenoceph-
alusaceratus)首先聚为一支,之后又与其他5种鲈

形目 鱼 类,大 黄 鱼 (Larimichthyscrocea)、真 鲷

(Pagrusmajor)、棘 鲷(Acanthopagrusschlege-
lii)、尼罗罗非鱼(Oreochromisniloticus)、舌齿鲈

(Dicentrarchuslabrax)聚为一支。聚类分析产生

的进化树基本上反应了各参考物种的分类进化地

位,由此可以在一定程度上推测鲢的系统进化地位。
有研究认为淡水鱼类转铁蛋白的进化相对于海洋鱼

类地位低,在本进化树中也得以证实,以鲈形目、蝶
形目、鲑形目等为代表的海水鱼类与爬行动物的进

化关系要比5种鲤科鱼类的进化关系要近,这一结

果跟之前的研究[7]相吻合。
2.3 鲢 Tf 在不同组织的表达分析

为了检测Tf基因在鲢成体不同组织中的表达

模式,本研究对鲢肝脏、脾脏、心脏、脑、肾脏、肌肉、
鳃和血液中的 Tf 进行了 RT-PCR检测。结果表

明:Tf仅在肝脏和脾脏中表达(肝脏中表达量高于

脾脏),在心脏、脑、肾脏、肌肉、鳃和血液中均未检测

到表达(图2-A)。
2.4 鲢 Tf 在胚胎发育过程中的时序表达模式及表

达水平

  现有研究表明,Tf 基因在哺乳动物的胚胎早

期,对细胞分化、增殖起到了重要作用,本研究在鲢

胚胎发育的早期进行了分期取样检测,样品阶段分

别为受精卵、开始卵裂(2~4细胞)、桑葚期、囊胚中

期、原肠中期、神经胚期、尾牙期、肌节出现、肌肉效

应期和出苗期。荧光定量PCR检测结果显示,Tf
基因在至原肠中期开始表达,在尾牙期达到最高峰,
之后逐渐减少(图2-B)。

 A.鲢Tf在成体各组织中的表达 Tissue-specificexpressionofTfinsilvercarp;B.Tf基因在鲢胚胎发育过程中的实时定量检测

Real-TimeresultofTfindifferentstageembryos;M:分子质量标记 Moleculemarker;He:心 Heart;Br:脑Brain;Li:肝Liver;Ki:

肾 Kidney;Sp:脾Spleen;Mu:肌肉 Muscle;Gi:鳃Gill;Bl:血Blood;1:受精卵Zygote;2:开始卵裂(2~4细胞)Cleavage;3:桑葚期

Morula;4:囊胚中期Blastula;5:原肠中期 Gastrula;6:神经胚期 Neurula;7:尾牙期 Tailbud;8:肌节出现Somiteemergence;9:肌

肉效应期 Musclecontract;10:出苗期 Hatching.

图2 鲢Tf的组织表达及胚胎发育过程的时序表达

Fig.2 Tissue-specificexpressionandexpressionpatternofTfduringembryogenesisinsilvercarp
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3 讨 论

鱼类转铁蛋白的研究已有报道,初期多为生理

生化多态性的研究,后期逐步开展了基因克隆与进

化、表达特征分析以及作为分子标记的遗传多样性

的研究[8-10]。本研究中克隆的鲢Tf 基因开放阅读

框(ORF)2022bp,编码674个氨基酸。通过NC-
BI在线比对工具BLAST对鲢 Tf 氨基酸序列比

对,与草鱼同源性最高为74%,与人乳铁蛋白同源

性最低(为39%),与斑马鱼有64%的同源性,其他

鲤科鱼类的同源性约65%~73%,与非鲤科鱼类同

源性约43%~50%,与两栖、爬行、鸟类、哺乳类的

同源性约38%~42%。

Tf基因在成熟斑马鱼各组织的表达情况,肝
脏中大量表达,心脏和肠中微量表达,而在脑、眼、
鳃、肌肉、精巢、卵巢中均不表达[11]。而在草鱼,Tf
基因在肝脏中表达量最高,其次是脾和肠,并且在

脑、鳃中也有痕量表达,肌肉、肾脏和心脏中不表

达[12]。而对真鲷进行的Tf 组织特异性表达模型

研究中,发现其Tf基因可被诱导在全身表达,而正

常情况下仅在肝脏和脑中表达[13],并认为这是因为

转铁蛋白具有广泛的参与机体的免疫防卫功能。肝

脏是鱼体重要且具有特殊功能的脏器,是代谢功能

最为活跃的器官[14],同时也是鱼体免疫系统的重要

组成部分,能通过吞噬、隔离、消除入侵和内生的各

种抗原。脾脏是血液循环系统的一个重要部分,同
时也是鱼体最大的周围淋巴样器官,是淋巴细胞迁

移和接受抗原刺激后发生免疫应答、产生免疫效应

分子的重要场所[15]。在本试验中,Tf 基因仅在成

体的肝脏和脾脏中检测到表达,暗示着鲢Tf 基因

可能参与到机体组织的免疫、防卫等过程,与其他研

究结果一致。
研究发现,哺乳动物的Tf基因在胚胎早期,对

细胞分化和器官生成起到了重要作用。在对小鼠的

研究中发现,在妊娠第6天的时候可在整个胚胎检

测到TfmRNA的表达[16],在胚胎阶段,Tf基因是

由位于内胚层的卵黄囊(visceralyolksac,VYS)合
成的,而且还发现一个有趣的现象,就是 VYS中

TfmRNA的含量甚至比成体肝脏的含量还要高几

倍[17]。这似乎可以认为在肝脏分化形成之前,是

VYS合成了胚胎细胞生长所需的Tf基因。
在作为鱼类动物中最早被确立的模式动物斑马

鱼Tf胚胎表达模式的研究中也有类似的发现。采

用Northern杂交的方法,可在受精后20h初次检

测到Tf基因的表达,在之后一直增加直到受精后

24h,然后在24~48h之间迅速减少[11]。然而使用

整胚原位杂交技术发现,在受精后第7小时,Tf 基

因就开始由卵黄多核体(yolksyncytiallayer,YSL)
合成,即囊胚期的表胚层[18]。随着细胞分裂、胚体

的下包,细胞数目不断增多,表达量逐渐增多,而
随着体细胞的大量增多,卵黄囊细胞在整胚中所

占比例减少,从而表现出在24~48h表达量减少

的现象。
本试验中,在胚胎发育至原肠中期开始表达,至

尾牙期达到最大值,之后逐渐减少。该结果表明

Tf基因在鲢胚胎受精后至囊胚中期细胞分裂和增

殖的过程中并未起到显著作用,而在原肠中期开始

器官分化和形态建成开始形成的过程中发挥了

作用。
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WholesequenceofcDNAcloningandtissueexpressionanalysisoftransferrin
geneinHypophthalmichthysmolitrixduringembryogenesis

ZHANGZhi-wei1,2 LIZhong2 LIANGHong-wei2

LUOXiang-zhong2 LILin1,2 ZOUGui-wei1,2

1.CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China;

2.YangtzeRiverFisheriesResearchInstitute,ChineseAcademyof
FisherySciences,Wuhan430060,China

Abstract FulllengthcDNAofsilvercarptransferrin,Hypophthalmichthysmolitrix,wasfirst
clonedusingreversetranscriptionpolymerasechainreaction(RT-PCR)andSMARTRACEmethods.
TheentiretransferrincDNAsequenceis2365bplongandtheopenreadingframeis2025bpanden-
codesaproteinwith674aminoacids.Molecularcharacteristicsofthegenewereforecastedbyonlinemo-
lecularsoftwares.Theresultsshowedthatitiscomposedoftwodomains,withasignalpeptideof15a-
minoacidswhichlocatedatthe21staminoacidofN-terminal.Silvercarptransferringenehashighho-
mologywiththeotherspecies,sharingthehighestidentityof74% withgrasscarpCtenopharyngodon
idella.PhylogenetictreeanalysisrevealedthattransferrinoffiveCyprinidfish,Daniorerio,Carassius
auratus,Cyprinuscarpio,CtenopharyngodonidellaandHypophthalmichthysmolitrix wereclassified
together.SilercarptransferrinmRNAonlyexpressedinliverandspleen(ahigherexpressionlevelinliv-
er).Duringembryogenesis,theexpressionoftransferringmRNAswasfirstdetectedatthegastrulastage
andtheexpressionlevelincreasedsteadilyuntilthetailbudembryo.TransferrinmRNAshowedmarked
reductionafterthestageoftailbudembryountillarvae.Resultsfromthepresentstudyindicatedthat
transferrinplayedanimportantroleinorganogenesisduringembryogenesis.

Keywords transferrin;silvercarp;RACE;real-timePCR

(责任编辑:边书京)

753


