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鳜鱼 CRP cDNA 和斜带石斑鱼 AAT cDNA 的
克隆与序列分析
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摘要 :采用 RT2PCR 及 RACE法分别克隆得到鳜鱼 ( Siniperca chuatsi) C2反应蛋白 (C2reactive protein ,CRP)

cDNA 全序列和斜带石斑鱼 ( Epinephelus coioides) α12抗胰蛋白酶 (α12antitrypsin ,AAT) cDNA 全序列。鳜鱼

CRP基因 cDNA 全长为 914 bp ,其中 5′非翻译区 (5′2UTR) 为 49 bp ,3′非翻译区 (3′2UTR) 为 199 bp ,开放阅

读框 (ORF)为 666 bp ,编码 222 个氨基酸。序列同源性分析发现 ,推测的鳜鱼 CRP 氨基酸序列与小鼠

(Mus musculus) 、人类 ( Homo sapiens ) 、大鼠 ( Rattus norvegicus ) 、非洲蟾蜍 ( Xenopus tropicalis ) 和中国鲎

( Tachypleus tridentatus) 的 CRP 氨基酸同源性分别为 3312 %、3214 %、3115 %、2419 %和 2214 %。斜带石斑

鱼肝脏 ATT基因 cDNA 全序列长 1 785 bp ,其中 ,5′2UTR 为 13 bp ,3′2UTR 为 530 bp ,ORF为 1 242 bp ,编码

414 个氨基酸。序列同源性分析发现 ,推测的斜带石斑鱼 AAT氨基酸序列与斑马鱼 ( Danio rerio) 、非洲爪

蟾 ( X . laevis) 、楔齿蜥 ( Sphenodon punctatus) 、大鼠、人类、狒狒 ( Papio papio) 和小鼠的 AAT氨基酸序列同源

性分别为 5912 %、40 %、3816 %、3815 %、3717 %、37 %和 36 %。鳜鱼 CRP 基因和斜带石斑鱼 AAT 基因

cDNA 全序列的获得为其疾病相关分子机理研究奠定了基础 ,对今后进一步进行种苗育苗的研发 ,并以

此为依据提高其人工育苗仔鱼成活率有重要意义。
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Cloning and Sequence Analysis of CRP Gene from Siniperca

chuatsi and AAT Gene from Epinephelus coioides
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Abstract :Two full2length cDNA sequences encoding C2reactive protein (CRP) gene of Chinese perch ( Siniperca

chuatsi) andα12antitrypsin (AAT) gene of orange2spotted grouper ( Epinephelus coioides) were isolated by RT2PCR

and RACEs methods ,respectively. The CRP cDNA is 914 bp in length ,and contains a 666 bp open reading frame

(ORF) encoding 222 amino acids. The AAT cDNA is 1 785 bp in length ,and contains a 1 242 bp ORF encoding 414

amino acids. Sequence analysis reveals that the identity of CRP amino acids between amphibian and mammals is low ,

ranging at 2214 % - 3312 %. The identity of AAT amino acid among fish ,mammals and amphibian is also low ,ranging

at 36 % - 5912 %. The data are important for future study on molecular structure and function of disease2related genes



in aquatic animals ,and for improvement of the larvae survival and fry rearing during artificial propagation.
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　　C2反应蛋白 (C2reactive protein ,CRP) 是目前

被认为最有价值的急性时相反应蛋白 ,属分泌

型蛋白质[1 ] 。它是由 Tillett 等于 1930 年发现的

一种血液蛋白 ,可以与肺炎球菌细胞壁 C 多糖

(C2polysaccharide)结合并发生沉淀反应[2 ] 。CRP

有多种生物学功能[1 ,3～7 ]
: ①可激活补体和吞噬

细胞的吞噬功能 ; ②可以与染色体结合 ,可能有

清除坏死细胞遗传物质的功能 ; ③能与 T 淋巴

细胞特异性地结合 ,抑制 T 淋巴细胞并增强 T

辅助细胞的功能 ; ④抑制血小板的磷脂酶 ,减少

其炎症介质的释放 ; ⑤有抗坏死性休克的功能 ,

它通过抑制中性粒细胞的迁移和活化 ,从而达

到防止过敏反应的保护功能。白细胞介素26

(interleukin26 , IL26) 、肿瘤坏死因子2α ( tumor

necrosis factor2α, TNF2α) 、白 细 胞 介 素21

(interleukin21 , IL21) 对 CRP 的生成有调节作

用[8 ] 。

α12抗胰蛋白酶 (α12antitrypsin ,AAT)是一种

分泌性的丝氨酸蛋白酶抑制剂 ( serineprotea2
seinhibitor ,serpin) ,AAT能对抗多种以丝氨酸为

活动中心的蛋白酶 ,如胰凝乳酶、组织蛋白酶、

纤溶酶和凝血酶等 ,尤其有重要生理意义的是

对抗中性白细胞弹性蛋白酶 (neutrophil elastase ,

NE) ,而且对抗 NE的作用远比抑制胰蛋白酶的

作用大 ,所以有人把 AAT 称为抗蛋白酶 ,或称

蛋白酶抑制物[9 ] 。其功能还涉及激活巨噬细胞

及铁离子和脂类代谢的调节[10～13 ]
,并与多种癌

症的发生、发展有关[14 ] 。作为急性时相反应蛋

白 ,在炎症、感染、肿瘤和肝病时 AAT浓度均显

著增加 ,且与炎症的程度相关。AAT 浓度的增

加主要由 IL26 介导。目前研究显示 ,AAT 具有

90 多种不同的基因变体 ,呈现基因多态性。这

些基因变体导致血清中 AAT 的分泌浓度异常

或不足 ,从而引发一系列疾病[15 ] 。

鳜鱼 ( Siniperca chuatsi ) 和斜带石斑鱼

( Epinephelus coioides) 属于鲈形目 ,近年来在我

国成为经济价值极高且很有发展前途的重点发

展鱼类。然而 ,斜带石斑鱼的人工繁殖与育苗

技术难度极大 ,在育苗阶段仔鱼大量因疾病死

亡 ,仔鱼成活率低是目前人工育苗亟待解决的

技术难题[16 ,17 ] 。鳜鱼在养殖过程中也出现多种

疾病而死亡导致成活率降低。人类 CRP、AAT

的结构和功能已有较深入的研究 ,其在许多疾

病的发生、发展过程中起着非常重要的作用。

本研究克隆得到鳜鱼 CRP 基因和斜带石斑鱼

AAT基因 cDNA 全序列 ,为进一步研究它们在

疾病发生时的表现以及在控制疾病中的应用奠

定了基础。

1 　材料与方法

111 　材料

11111 　实验鱼 　鳜鱼由广州南海鳜鱼养殖池

塘提供 ,斜带石斑鱼由广东省大亚湾水产试验

中心提供。

11112 　试剂 　SV Total RNA Isolation System 为

Promega 公司产品 ,pMD 182T Vector、Taq DNA 聚

合酶为宝生物工程 (大连 ) 有限公司产品 ,

SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit 购 自

Clontech 公司 ,H. Q. &. Q. Gel Extraction Kit Ⅱ购

自 TIANGEN BIOTECH ,其他试剂均为进口分装

或国产分析纯。

112 　方法

11211 　总 RNA 提取和 cDNA 第一链的合成 　

从鳜鱼和斜带石斑鱼快速分离肝组织 ,使用 SV

Total RNA Isolation System 试剂盒抽提总 RNA。

使用 SMARTTM RACE cDNA 扩增试剂盒以鳜鱼

和斜带石斑鱼总 RNA 为模板 ,按其推荐方法合

成 cDNA 第一链。

11212 　鳜鱼 CRP cDNA 全序列的克隆 　根据

已知脊椎动物 CRP 基因氨基酸序列的保守区

域设计简并引物 CRP01F (表 1) ,引物由上海英

骏生物技术有限公司合成。用引物 CRP01F 和
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UPM(表 1) 扩增鳜鱼 CRP 下游序列 ,PCR 扩增

条件为 : 94 ℃预变性 3 min ,94 ℃ 1 min ,40 ℃ 1

min ,72 ℃1 min ,共 30 个循环 ,最后 72 ℃延伸 5

min。PCR 产物经 2 %的琼脂糖凝胶电泳 ,切割

目的条带 ,使用 H. Q. &. Q. Gel Extraction Kit Ⅱ

凝胶回收 ,与 pMD 182T 载体连接 ,转化感受态

E. coli DH5α中 ,挑选阳性克隆 ,利用 M13 正反

向引物 ,PCR 验证 ,阳性克隆由上海英骏生物技

术有限公司用 ABI 3730 测序仪进行测序。根

据鳜鱼 CRP 3′端序列设计两条引物 CRP02R 和

CRP03R (表 1) ,用引物 UPM 与 CRP02R 进行鳜

鱼 CRP 5′端序列首次 PCR 扩增 ,PCR 扩增条件

为 :94 ℃预变性 3 min ,94 ℃30 s ,63 ℃30 s ,72 ℃

90 s ,共 3 个循环 ,94 ℃30 s ,57 ℃30 s ,72 ℃90

s ,共 27 个循环 ,最后 72 ℃延伸 3 min。取首次

扩增产物 1μl ,用 NUP (Nested Universal Primer

A)和 CRP03R 引物进行第二次 PCR 扩增 ,扩增

条件同首次 PCR。PCR 产物纯化、克隆及测序

方法同上。

11213 　斜带石斑鱼 AAT cDNA 全序列的克隆

　根据已知脊椎动物 AAT 基因氨基酸序列的

保守区域设计简并引物 AAT01F (表 1) ,引物由

上海英骏生物技术有限公司合成。用引物

AAT01F 和 UPM 扩增斜带石斑鱼 AAT 下游序

列 ,PCR 扩增条件为 :94 ℃预变性 3 min ,94 ℃1

min ,40 ℃1 min ,72 ℃1 min ,共 30 个循环 ,最后

72 ℃延伸 5 min。PCR 产物经 2 %的琼脂糖凝胶

电泳 , 切割目的条带使用 H. Q. &. Q. Gel

Extraction Kit Ⅱ凝胶回收 ,与 pMD 182T 载体连

接 ,转化感受态 E. coli DH5α中 ,挑选阳性克

隆 ,利用 M13 正反向引物 ,PCR 验证 ,阳性克隆

由上海英骏生物技术有限公司用 ABI 3730 测

序仪进行测序。根据斜带石斑鱼 AAT 3′端序

列设计两条引物 AAT02R 和 AAT03R (表 1) ,用

引物 UPM 与 AAT02R 进行斜带石斑鱼 AAT 5′

端序列首次 PCR 扩增 , PCR 扩增条件为 : 94 ℃

预变性 3 min ,94 ℃30 s ,63 ℃30 s ,72 ℃90 s ,共

3 个循环 ,94 ℃30 s ,57 ℃30 s ,72 ℃90 s ,共 27

个循环 ,最后 72 ℃延伸 3 min。取首次扩增产物

1μl ,用 NUP 和 AAT03R 引物分别进行第二次

PCR扩增 ,扩增条件同首次 PCR。PCR 产物纯

化、克隆及测序方法同上。

表 1 　鳜鱼 CRP基因与斜带石斑鱼 AAT基因 PCR引物

Table 1 　PCR primer sequences for cloning of Siniperca chuatsi CRP gene and Epinephelus coioides AAT gene

引物名称

Name of primer

引物序列

Sequence of primer

UPM
5′2CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT23′(long)

5′2CTAATACGACTCACTATAGGGC23′(short)

NUP 5′2AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT23′

CRP01F 5′2GCTGCTAAACAATCTGGATCATCTGGAAATGTGTTAG23′

CRP02R 5′2TTATGTGGCTACACTGACTCC23′

CRP03R 5′2CACTGACTCCCTCTGACTG23′

AAT01F 5′2GCTGCTAAACAATCTGGATCATCTGGAAAAGTGCTAG23′

AAT02R 5′2TTGATTGGATCCATGAACTC23′

AAT03R 5′2TGTTGAAACAGCAATAGCAC23′

11214 　序列分析 　对测序结果分析整理得到

鳜鱼 CRP 基因和斜带石斑鱼 AAT 基因 cDNA

全序列 ,在 NCBI网站上进行 BLAST 比对 ,确认

是 CRP 和 AAT基因 ,推测得到它们的氨基酸序

列。将推测的鳜鱼 CRP 和斜带石斑鱼 AAT 氨

基酸序列与其他不同物种的 CRP、AAT 氨基酸

序列于 vector NTI suite 610 软件进行序列比对 ,

并进行同源性分析。用以比对 CRP 的物种及

其 GenBank 接 受 号 为 非 洲 蟾 蜍 ( Xenopus

tropicalis , NP001011484 ) 、中 国 鲎 ( Tachypleus

tridentatus , BAA85653 ) 、人 类 ( Homo sapiens ,

CAA39671) 、小鼠 ( Mus musculus ,CAA31928) 、大

鼠 ( Rattus norvegicus ,NP058792) 。用以比对 AAT

的 各 物 种 为 非 洲 爪 蟾 ( Xenopus laevis ,
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NP001081358) 、狒狒 ( Papio papio , AAA35377) 、

人类 ( CAJ15161 ) 、小 鼠 ( NM009243 ) 、大 鼠

( P17475 ) 、楔 齿 蜥 ( Sphenodon punctatus ,

AAM46107) 、斑马鱼 ( Danio rerio ,CAI11574) 。

2 　结 　果

211 　鳜鱼 CRP 基因和斜带石斑鱼 AAT 基因

cDNA 全序列的获得与分析 　应用 RT2PCR 方

法获得鳜鱼 CRP 基因和斜带石斑鱼 AAT 基因

cDNA 全序列。分析表明 ,鳜鱼 CRP cDNA 全长

914 bp ,其中开放阅读框 (ORF) 长 666 bp ,编码

222 个氨基酸 ,5′非翻译区 (5′2UTR) 长 49 bp ,3′

非翻译区 (3′2UTR)长 199 bp ,polyA 加尾信号为

AATAAA(图 1) 。克隆得到的斜带石斑鱼 AAT

cDNA 全长 1 785 bp ,包括 1 242 bp 的ORF、13 bp

的 5′2UTR 和 530 bp 的 3′2UTR ,该序列编码 414

个氨基酸 ,polyA 加尾信号为 AATAAA(图 2) 。

图 1 　鳜鱼 CRP基因 cDNA核苷酸序列及推测的氨基酸序列

Fig. 1 　The cDNA nucleotide and deduced amino acid sequence of Siniperca chuatsi CRP

氨基酸序列用单字母于核苷酸序列下对应标示 ;翻译起始密码子

和终止密码子分别用 ATG和星号 ( 3 )标示 ;下划线表示 polyA 加尾信号。

The amino acid sequence is shown under the nucleotide sequence in single2lettercode. The translation start codon and

termination codon are marked as ATG and asterisk ( 3 ) ,respectively. Underline denotes polyadenylation signal .
　

212 　氨基酸同源性分析 　用 vector NTI suite

610 软件分析表明 ,鳜鱼与小鼠、人类、大鼠、非

洲蟾蜍及中国鲎的 CRP 氨基酸同源性分别为

3312 %、3214 %、3115 %、2419 %和 2214 % (图

3) 。用同样的方法比较斜带石斑鱼 AAT 氨基

酸序列与斑马鱼、非洲爪蟾、楔齿蜥、大鼠、人

类、狒狒和小鼠的 AAT氨基酸序列同源性分别

为 5912 %、4010 %、3816 %、3815 %、3717 %、

3710 %和 3610 % ,表明斜带石斑鱼 AAT 与斑马

鱼 AAT氨基酸同源性最高 (图 4) 。
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图 2 　斜带石斑鱼 AAT基因 cDNA核苷酸序列及推测的氨基酸序列

Fig. 2 　The cDNA nucleotide and deduced amino acid sequences of Epinephelus coioides AAT

氨基酸序列用单字母于核苷酸序列下对应标示 ;翻译起始密码子

和终止密码子分别用 ATG和星号 ( 3 )标示 ;下划线表示 polyA 加尾信号。

The amino acid sequence is shown under the nucleotide sequence in single2letter code. The translation start

codon and termination codon are marked as ATG and asterisk ( 3 ) ,respectively. Underline denotes polyadenylation signal .

　

3 　讨 　论

CRP是正五聚蛋白家族中的一员 ,在肝细

胞内合成 ,许多低等动物中 CRP 是糖蛋白 ,而

一些高等动物 CRP 却不含糖[18 ] 。它在高等动

物血清中含量很低 ,但在感染、炎症、组织损伤、

恶性肿瘤等刺激下 ,血清中 CRP 含量可以成千

倍地上升[19 ] ,这可能是生物机体免疫防御系统
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图 3 　鳜鱼与其他物种 CRP氨基酸序列同源性比较

Fig. 3 　Comparison of the deduced amino acid sequence of CRP from Siniperca chuatsi

with that from other species

鳜鱼 CRP 为本实验克隆 ; 3 :完全相同的氨基酸 ; - :此位置缺少氨基酸。

Chinese perch is cloned by our laboratory. The identity amino acid residues are indicated by asterisk. Dashes

indicate the amino acid gaps that are necessary to align these sequences.
　

中的一种组分。现较多研究显示 CRP 与三酰

甘油 (triglyceride ,TG) 等脂代谢相关[20 ,21 ] 。与人

等哺乳动物习惯于利用糖类不同 ,鱼类优先并

大量使用脂类作为能源 ,对 CRP 基因结构和功

能的研究有助于进一步了解鱼类的脂代谢 ,促

进鱼类的健康生长。

AAT 是一种含有碳水化合物的单链糖蛋

白 ,主要由肝产生 ,单核细胞、肺泡巨噬细胞和

上皮细胞也能合成 AAT ,这些肝外合成的 AAT

在局部组织损伤的调节中起着重要作用[22 ] 。

在炎症、组织坏死或损伤时 ,AAT 可代偿增加 2

～4 倍 ,以对抗各类细胞和细菌所释放的过多

蛋白溶解酶 ,保护正常组织细胞免受蛋白溶解

酶的溶解损害[23 ] 。AAT 不仅与多种良性疾病

的发生、发展有关 ,并且与多种恶性肿瘤的发

生、发展关系密切 ,AAT纯合子缺乏 (homozygous

deficiency ofα12antitrypsin ,PiZZ)与慢性肝病及肝

癌有关[24 ] 。

本研究克隆得到鳜鱼 CRP 基因和斜带石

斑鱼 AAT基因两种重要疾病相关基因的 cDNA

全序列 ,并推测出它们所编码的氨基酸序列。

鳜鱼 CRP 氨基酸序列与小鼠、人类、大鼠、非洲

蟾蜍和中国鲎的 CRP 氨基酸序列同源性较低。

斜带石斑鱼 AAT氨基酸序列与斑马鱼、非洲爪

蟾、楔齿蜥、大鼠、人类、狒狒和小鼠的 AAT 氨

基酸序列也具有较低的同源性。二者结构与功

能的关系有待于进一步研究。鳜鱼 CRP 基因

和斜带石斑鱼 AAT基因 cDNA 全序列的获得为

其疾病相关分子机理研究奠定了基础 ,对今后

进一步进行种苗育苗的研究 ,并以此为依据提
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图 4 　斜带石斑鱼与其他物种 AAT氨基酸序列同源性比较

Fig. 4 　Comparison of the deduced amino acid sequence of AAT from Epinephelus coioides with

that from other species

斜带石斑鱼 AAT为本实验克隆 ; 3 :完全相同的氨基酸 ; - :此位置缺少氨基酸。

Orange2spotted Grouper is cloned by our laboratory. The identity amino acid residues are indicated by asterisk.

Dashes indicate the amino acid gaps that are necessary to align these sequences.
　

高其人工育苗仔鱼成活率有重要意义。
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