
第４０卷 第６期

２０２１年　１１月

华　中　农　业　大　学　学　报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol．４０　No．６

Nov．２０２１,１２６~１３３

刘宁,陈秀荔,黄欣．鲤科鱼类RNase１基因的进化与组织表达模式[J]．华中农业大学学报,２０２１,４０(６):１２６Ｇ１３３．

DOI:１０．１３３００/j．cnki．hnlkxb．２０２１．０６．０１６

收稿日期:２０２１Ｇ０６Ｇ２８
基金项目:广西水产遗传育种与健康养殖重点实验室开放基金(２０Ｇ２３８Ｇ０７);国家大宗淡水鱼类产业技术体系建设项目(CARSＧ４５Ｇ０８)
刘宁,EＧmail:１５７５６０４９３８＠qq．com
通信作者:黄欣,EＧmail:kuale３０３１７１＠mail．hzau．edu．cn
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摘要　为探究 RNase１在鱼类食性适应性进化中的作用,对不同食性的９种鲤科鱼类,包括草食性的草鱼

(Ctenopharyngodonidella)和团头鲂(Megalobramaamblycephala)、杂食性的鲢(HypophthalmichthysmoliＧ

trix)、鳙(Hypophthalmichthysnobilis)、鲤(Cyprinuscarpio)、黄尾鲴(Xenocyprisdavidi)和斑马鱼(DanioreＧ

rio)以及肉食性的翘嘴鲌(Culteralburnus)和鳡(Elopichthysbambusa)的RNase１基因进行鉴定、序列特征分

析、进化规律及组织表达模式分析.研究结果显示,与哺乳动物不同,９种鲤科鱼类基因组中只存在 １个

RNase１基因,序列同源性高,且具有 RNaseA超家族的序列特征,包括 N 端信号肽序列,６个间隔的半胱氨酸

残基,３个催化碱基形成的催化三联体和“CKXXNTF”序列;系统发育树显示,硬骨鱼和哺乳动物的 RNase１聚

为不同分支,鲤科鱼类单独聚为一支;qRTＧPCR结果显示,植食性的团头鲂和草鱼、杂食性的鳙和肉食性的翘嘴

鲌的RNase１基因在不同组织中的表达模式各不相同,４种鱼类在肝脏中相对表达量高,在团头鲂和翘嘴鲌

的脾脏中表达量也高.以上结果表明,鲤科鱼类的 RNase１的进化与物种食性的关联性不大,但符合物种进

化的规律.
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　　核糖核酸酶(RNaseA)是一类在脊椎动物中存

在的核酸水解酶.很多研究表明该基因家族的几个

成员具有明显的消化、水解 RNA、抗菌及抗病毒的

作用[１Ｇ４].胰核糖核酸酶(RNase１)属于 RNaseA
超家族,具有 RNaseA 超家族的结构特征,其蛋白

序列包含１个内含子和２个外显子,在第２个外显

子上具有完整的 CDS(codingsequence)区[５],包含

６~８个半胱氨酸形成的２个二硫键,具有特有的

“CKXXNTF”氨基酸序列.有关RNase１在哺乳动

物中研 究 很 多,例 如 人 类 (Homosapiens)[６]、牛

(Bostaurus)[７]及叶猴(Pygathrixnemaeus)[８]等,
特别是在其基因进化以及生物学功能研究方向.

RNase１基因在哺乳动物中普遍存在基因拷贝,叶
猴通过基因复制产生的RNase１B 具有与小肠一致

的较低pH 环境,是其对植食性的一种适应[８].Yu
等[９]发现食肉目鼬科(Mustelidae)RNase１出现基

因复制,推测与它们的进食快又多的特点相适应.
啮齿类和食肉类动物肠道中缺少帮助消化的微生

物,消化结构简单,却广泛表现出RNase１基因拷

贝现象,促使研究者们去探讨RNase１基因重复所

产生的新功能[１０Ｇ１２].随着对高等脊椎动物RNase１
基因分子进化机制及食性适应性进化研究的深入,
低等脊椎动物RNase１基因研究也在不断开展.

关于鱼类RNase１的研究较少,目前仅在斑马

鱼(Daniorerio)[１３]、大西洋鲑(Salmosalar)[１４]和

团头鲂(Megalobramaamblycephala)[１５Ｇ１６]等有报

道.鲤科鱼类是我国分布最广、种类最多的淡水经

济鱼类,它们的食性广泛且存在差异.故本研究通

过对基因组中不同食性鲤科鱼类的RNase１基因

进行序列和进化分析,进一步探讨不同鲤科鱼类

RNase１基因结构及基因表达水平的差异,研究鱼

类RNase１结构和功能的关系,同时在不同食性鱼
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类之间阐释RNase１的系统进化关系,旨在为进一

步研究鱼类RNase１基因提供理论基础.

1　材料与方法

1.1　试验材料

成年草鱼(Ctenopharyngodonidella)、翘嘴鲌

(Culteralburnus)、鳙(HypophthalmichthysnobilＧ
is)和团头鲂来自华中农业大学鄂州水产实验基地.
试验用鱼在实验室暂养２周,暂养期间保证溶氧充

足,水温合适.样品采集前用氨基甲酸乙酯对鱼体

进行麻醉,７５％的乙醇消毒,在冰上采集团头鲂、草
鱼、鳙和翘嘴鲌的肌肉、肝脏、脾脏、性腺、心脏、肾
脏、肠、脑、鳃和血液１０种组织迅速放入冻存管,
置于液氮罐,之后转入－８０℃冰箱备用.
1.2　鲤科鱼类 RNase 1 基因的鉴定及序列特征

分析

　　在NCBI数据库中下载青鳉(Oryziaslatipes)、斑
马鱼、虹鳟(Oncorhynchusmykiss)等RNase１基因序

列作 为 比 对 序 列,在 团 头 鲂、草 鱼、鲤 (Cyprinus
carpio)、鲢(Hypophthalmichthysmolitrix)、鳙及翘嘴

鲌的全基因组数据库中比对分析,鉴定出７种鱼类

的RNase１基因序列.鳡(Elopichthysbambusa)
及黄尾鲴(Xenocyprisdavidi)的RNase１基因序

列由笔者所在实验室前期克隆保存.对９种鲤科鱼

类的RNase１蛋白序列进行序列分析,首先利用BiＧ
oEdit软件进行初级序列分析和氨基酸、核苷酸序

列比对,然后在 NCBI(http://www．ncbi．nlm．nih．

gov/sites/entrez)上BLAST 检测氨基酸序列的相

似性.使用在线软件pI/Mw(http://web．expasy．
org/compute_pi)测定 RNase１蛋白质等电点及分

子质量等基本物理化学性质.用在线软件SignalP

４．１对 RNase１进行编码信号肽序列的预测.用

SWISSＧMODEL(http://swissmodel．expasy．org/)

同源建模的方法对９种鲤科鱼类 RNase１的三级

结构进行预测,之后利用PyMOL软件对鲤科鱼类

RNase１的三级结构进行可视化.

1.3　鲤科鱼类 RNase 1 的系统进化分析

为分析硬骨鱼类和哺乳动物 RNase１的进化

关系,在 NCBI数据库分别下载陆生哺乳动物、水生

哺乳动物RNase１序列,大西洋鲑(Salmosalar)和
虹鳟(Oncorhynchusmykiss)的RNase１基因序列

从Cho等[１３]的研究中获得,将上述序列与本研究鉴

定的９种鲤科鱼类的 RNase１序列采用 CLCSeＧ

quenceViewer６ 软 件 进 行 多 序 列 比 对,利 用

MEGA５．０[１７]使用最大似然法(ML)和最大简约法

(MP),重复检测１０００次,构建系统发育树.

1.4　鲤科鱼类 RNase 1 基因表达分析

用 TRIZOL裂解法提取团头鲂、鳙、翘嘴鲌和

草鱼的心脏、脑、肾、肌肉、鳃、血液、脾脏、性腺、肠和

肝脏的总RNA.然后用１．５％琼脂糖凝胶电泳检测

RNA 质 量,并 使 用 NanoDrop２０００ 分 光 光 度 计

(ThermoScientific,美国)测量浓度.利用 PrimeＧ
ScriptRTreagentKIT(TaKaRa,日本)试剂盒将每

种鱼 类 不 同 组 织 总 RNA 转 录 成 cDNA.采 用

PRIMER５．０ 根 据 CDS 区 设 计 qRTＧPCR 引 物

(表１).qRTＧPCR 反 应 使 用 Light Cycler４８０
(Roche,瑞士),以βＧactin 作 为 内 参 基 因.qRTＧ
PCR条件为９５℃预变性４５s;９５℃模板变性１５s,

６０℃退火１５s,７２℃延伸３０s,进行３５个循环,最
后绘制熔解曲线.基因表达定量采用ΔΔCt相对定

量法计算.

表１　RNase１基因的引物序列信息

Table１　PrimersequenceofRNase１genes

物种 Species 引物名称 Name 引物序列(５′Ｇ３′)Sequence(５′Ｇ３′)

团头鲂 M．amblycephala
RNaseＧF TACTGGTCCTTTGTGCCTTC
RNaseＧR GATTGTGTGATGCGTCTGTC

鳙 H．nobilis
RNaseＧF TTATGAGCATTTCCTTACAC
RNaseＧR AACTTGGTTACTATTTGCCT

草鱼C．idella
RNaseＧF GAAATGGATATTCACTAATA
RNaseＧR ACTTGGTTACTATTTGCCTG

翘嘴鲌C．alburnus
RNaseＧF
RNaseＧR

CTTTGTGCCTTCTTCTCATT
TGCCATTTTGGGATTGTGTG

７２１
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2　结果与分析

2.1　鲤科鱼类 RNase 1 的同源性和理化性质

经过数据库搜索比对、鉴定与注释,最终获得９
种鱼的完整RNase１基因序列.鲤科鱼类基因组

中只存在１个RNase１基因.利用 BioＧEdit软件

对９种鱼RNase１序列同源性进行分析比对,结果

显示９种鲤科鱼类的RNase１氨基酸序列相似度较

高(图１A),其中鲢与其他鱼类相似度范围最高

(０．６８６~０．９９２),鲤与其他鱼类的 RNase１氨基酸

序列的相似度最低(０．５９４~０．６９５).对 RNase１蛋

白质的等电点、分子质量等基本物理化学性质分析

发现,９种鲤科鱼类 RNase１蛋白质序列的物理化

学特征非常相似,等电点在８．８５~９．２４、分子质量在

１４．４６~１４．９０ku;９种鲤科鱼类带正电的残留总数

为１８~２１个(图１B).

　Cc:鲤Cyprinuscarpio;Xd:黄尾鲴 Xenocyprisdavidi;Hn:鳙 Hypophthalmichthysnobilis;Hm:鲢 Hypophthalmichthysmolitrix;

Ci:草鱼Ctenopharyngodonidella;Ma:团头鲂 Megalobramaamblycephala;Eb:鳡 Elopichthysbambusa;Ca:翘嘴鲌 Culteralburnus;

Dr:斑马鱼 Daniorerio;pI:等电点Isoelectricpoint;Mw:分子质量 Molecularweight;KNo．:赖氨酸的数量 NumberofLys;RNo．:精氨

酸的数量 NumberofArg;Total:带正电的残留总数(赖氨酸和精氨酸)Totalnumberofpositivelychargedresidues(Lys＋Arg)．

图１　鲤科鱼类RNase１的氨基酸序列同源性(A)和理化性质(B)

Fig．１　Analysesofthehomology(A)andphysicochemicalproperties(B)ofRNase１incyprinidfish

2.2　鲤科鱼类 RNase 1 氨基酸多序列比对及三级

结构预测

　　多序列比对结果显示,鲤科鱼类的氨基酸数均

在１５０个左右,具有RNaseA超家族的结构特征:N
端有由２０多个氨基酸组成的信号肽序列、HisＧLysＧ
His催化三联体结构、６个保守的半胱氨酸残基及

“CKXXNTF”motif序 列 (图 ２A).利 用 SwissＧ
Model在线软件对其三级结构进行同源建模,发现

这９种鲤科鱼类 RNase１的三级结构非常相似,均
由３个α螺旋、６个β折叠形成的二级结构和６个

Loop区域组成,保守位点分布在α螺旋和β折叠上

(图２B).

2.3　RNase 1 的系统发育分析

为了更好地了解不同脊椎动物 RNase１的进

化关系,构建哺乳动物和硬骨鱼基于 RNase１蛋白

质序列系统发育树如图３、图４所示:哺乳动物、
啮齿动物及硬骨鱼 RNase１明显分为不同的进

化 支. 大 多 数 啮 齿 动 物 和 陆 生 哺 乳 动 物 的

RNase１基因都存在多拷贝,这是基因复制的结

果,然而海洋哺乳动物及硬骨鱼的RNase１基因

均为单拷贝(图３A、图４A).鲤科鱼类 RNase１
的 MP与 ML进化树显示,团头鲂与翘嘴鲌聚为

一支,这与物种进化关系相符;MP进化树显示鳡

与黄尾鲴聚为一支(图３B、图４B).

８２１
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　６个半胱氨酸(活动Ｇ位点残基)用蓝色圆圈标记,３个催化残基用红色三角形显示;３个α螺旋(α１Ｇα３)和６个β转角(β１Ｇβ６)分别用红色和

黄色表示.Thesixstructuralcysteines(activeＧsiteresidues)aremarkedwithbluecircleandthreecatalyticresiduesshowedwithredtrianＧ

gles．LocationsofthreeαＧhelices(α１Ｇα３)andsixβＧturns(β１Ｇβ６)areshowninredandyellow．

图２　鲤科鱼类RNase１的氨基酸序列比对(A)及其三维结构(B)

Fig．２　AminoacidsequencealignmentofRNase１(A)and３Dstructurepredictionincyprinidfish(B)

９２１
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图３　哺乳动物和鱼类RNase１(A)与９种鲤科鱼类的RNase１(B)的ML的系统发育进化树

Fig．３　MLphylogenetictreesofRNase１inmammalsandfishes(A)andnineofcyprinidfish(B)

图４　哺乳动物和鱼类RNase１(A)与９种鲤科鱼类的RNase１(B)的MP的系统发育进化树

Fig．４　MPphylogenetictreesofRNase１inmammalsandfishes(A)andnineofcyprinidfish(B)

2.4　鲤科鱼 RNase 1 基因的组织表达模式

选取植食性的团头鲂和草鱼、杂食性的鳙和肉

食性的翘嘴鲌进行不同食性鱼类RNase１基因在

不同组织中的表达模式的研究.qRTＧPCR结果显

示(图５),RNase１基因在４种鱼不同组织中的表

达模式各不相同,其中在肝脏组织中的相对表达量

高,差异达到极显著水平(P＜０．０１).除肝脏外,团
头鲂RNase１基因在鳃和肾脏中也高表达,差异极

显著(P＜０．０１),在心脏、血液、脾脏和性腺中也有

表达(图５A);翘嘴鲌的RNase１基因只在肝脏和

脾脏中高表达(P＜０．０１),其他组织中均不表达(图

５B);在鳙中,RNase１基因主要在肝脏和血液中表

达,差异极显著(P＜０．０１),在其他组织中均不表达

(图５C).与团头鲂不同的是,草鱼RNase１只在肝

脏中高表达,在其他组织中均不表达(图５D).

０３１
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　A:团头鲂 M．amblycephala;B:翘嘴鲌C．alburnus;C:鳙 H．nobilis;D:草鱼C．Idella．M:肌肉 Muscle;H:心脏 Heart;B:脑 Brain;

K :肾 Kidney;G :鳃 Gill;D:血液 Blood;S:脾脏 Spleen;O:性腺 Gonad;I:肠Intestine;L:肝脏 Liver．

图５　４种鲤科鱼类RNase１基因在各组织中的表达模式

Fig．５　TheexpressionpatternsofRNase１genesinvarioustissuesoffourCyprinidaefishes

3　讨　论

本研究发现,硬骨鱼与哺乳动物的 RNase１分

为不同的进化支.在哺乳动物进化支中,大多数

RNase１基因存在多个拷贝,特别是在草食性的叶

猴和牛身上,然而鱼类进化支上RNase１均为单拷

贝基因,没有发生复制,这表明RNase１基因复制

是对其消化生理的一种适应[１８].鱼类的RNase１
基因在基因组中为单拷贝,一方面说明鱼类RNase
１进化过程中比较保守,另一方面说明RNase１在

低等脊椎动物中适应性分化为特定功能.此外,不
同食性鲤科鱼类的RNase１进化显示,相同食性的

鱼类并未聚类在一起,从进化角度说明鲤科鱼类的

RNase１的进化与物种食性的关联性不大,但符合

物种进化的规律.
本研究中,９种不同食性的鲤科鱼类 RNase１

带正电的氨基酸比例高.研究者们发现在哺乳动物

中,具有 抗 菌 作 用 的 RNase１ 具 有 较 高 的 等 电

点[１９Ｇ２０].Cho等[１３]对斑马鱼 RNase１重组蛋白

功能的研究发现,RNase１蛋白具有较强的消化

活性和抗菌功能,斑马鱼的 RNase１重组蛋白的

等电点不高,但与鸡一样,带正电的氨基酸比例

很高.笔者所 在 实 验 室 前 期 对 团 头 鲂 RNase１

重组蛋白的研究也得出同样的结论[２１].因此根

据进化保守性,推测其在鲤科鱼类中可能普遍具

有抗菌功能.
目前对于 RNase１的生物学功能假设都集中

于消化活性上.我们对RNase１在不同食性鱼类

的不同组织中表达模式进行研究,结果显示不同食

性的鱼类表达模式存在差异,同种食性鱼类相同组

织的表达情况也不同.根据相对定量结果,不同食

性鲤科鱼类的RNase１基因在肝脏中的相对表达

量均高.以往研究表明鱼类的食性与其自身消化器

官的构造及内源性消化酶的消化机能密切相关[２２].
鱼类肝胰脏分泌内源性消化酶,是鱼类重要的消化

腺.而Cho等[１３]的研究发现,在斑马鱼的成鱼阶段

RNase１基因主要在肝脏和肠道中表达,其重组蛋

白RNase１的活性显示出较强的抗菌功能,消化活

性不强.在大西洋鲑中曾有报道,RNase的抗菌功

能与消化活性之间没有必然关系,它们互不影响,彼
此独立[２３].因此,４种鲤科鱼类肝脏中高表达,其他

组织中不表达或低表达,可能与斑马鱼一致,主要是

在能量代谢方面发挥作用,是否具有消化活性,需要

在今后的试验中进行进一步基因功能验证;同种食

性的草鱼和团头鲂在其他组织的表达存在显著差

异,表明RNase１在同食性的鱼类中可能具有不同
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的功能,故从基因表达水平也推测RNase１基因进

化与其物种本身的食性相关性不大.在翘嘴鲌和团

头鲂中,RNase１基因在脾脏中表达量较高,推测

RNase１可能与其免疫机能相关.RNase１基因在

鳙血液中高表达,推测其可能参与了系统稳态调节

过程,特别是血管稳态的调节.综上所述,RNase１
基因在不同组织中的表达模式各不相同,它们具体

行使怎样的生物学功能,还需要在进一步的试验中

进行深入探究.
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EvolutionandexpressionpatternsofRNase１genes
inseveralcyprinidfishspecies

LIUNing１,CHENXiuli２,HUANGXin１

１．CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity/KeyLabofFreshwaterAnimalBreeding,

MinistryofAgricultureandRuralAffairs,Wuhan４３００７０,China;

２．GuangxiZhuangAutonomousRegionAquaticScienceResearchInstitute,Nanning５３００２１,China

Abstract　Pancreaticribonuclease(RNase１)isanimportantdigestiveenzymethathasbeenusedto
studytheadaptativeevolutionofsomeherbivorestoherbivorousdiet．Althoughtherehavebeenmany
functionalstudiesofRNase１inmammals,thereislittleresearchinfish．Inthisstudy,weidentifiedand
analyzedtheRNase１genesfrom９cyprinidfishincludingherbivorousCtenopharyngodonidellaand
Megalobramaamblycephala,omnivorousHypophthalmichthysmolitrix,HypophthalmichthysnobilＧ
is,Cyprinuscarpio,XenocyprisdavidiandDaniorerio,carnivorousCulteralburnusandElopichthys
bambusa．WealsodetectedtherelativeexpressionoftheRNase１geneindifferenttissuesin４fishspeＧ
cieswithdifferentfeedinghabits(M．amblycephala,A．nobilis,C．alburnusandC．idella)．Theresults
showedthattherewasonlyoneRNase１geneinthegenomesofthe９cyprinidfishes,andallthe９idenＧ
tifiedfishRNase１shavethesignaturemotifsoftheRNaseAsuperfamily:NＧterminalsignalpeptide,six
conservedcysteineresidues,thecatalytichistidineＧlysineＧhistidinetriadandCKXXNTFmotif．PhylogeＧ
neticanalysisindicatedthatallthefishRNase１swereclusteredtogether．TheRNase１genesexpressed
differentlyindifferenttissuesofthe４fishwithdifferentfeedinghabits,mainlyexpressedinthelivers
butnotintheintestines．TheseresultssuggestthattheevolutionofRNase１inCyprinidaeisnotrelated
tothefoodhabitofthespecies,butconformstotheevolutionarylawofthespecies．

Keywords　RNase１gene;cyprinidfish;geneexpression;geneticevolution;foodadaptability
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