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摘要 

团头鲂（Megalobrama amblycephala）是我国重要的大宗淡水养殖鱼类之一，

但是近年来由于嗜水气单胞菌引起的细菌性败血症较为严重，造成巨大的经济损

失。鱼类获得性免疫系统不够发达，先天性免疫系统在抵御病原体入侵中发挥着

不可替代的作用。补体系统是先天性免疫的重要组成部分，补体替代途径包括补

体因子 D（complement factor D）、补体因子 P（complement factor P）、补体因子

I（complement factor I）和补体因子 H（complement factor H），被称为最古老的

补体激活途径，对补体系统的激活有着重要作用。对补体替代途径相关分子的研

究，有助于我们了解团头鲂先天性免疫防御机制，对团头鲂病害防控和遗传育种

方面具有重要意义。 

本研究克隆了团头鲂 Pf（MamPf）、If（MamIf）和 Hf（MamHf）基因的 ORF

序列，并对其进行了生物信息学分析。利用荧光定量 PCR 技术对这些基因在健

康组织和感染嗜水气单胞菌后免疫组织的表达进行了分析。原核表达 MamDf 重

组蛋白，检测 MamDf 重组蛋白的抑菌活性。利用 Western blot 技术检测了团头

鲂肝脏、脾脏、肾脏和头肾中 MamDf 蛋白在感染嗜水气单胞菌后的表达变化。

本研究主要结果如下： 

1.团头鲂 3 个补体基因（MamPf、MamIf 和 MamHf）的序列分析 

MamPf ORF 全长 1329 bp，编码 442 个氨基酸，DNAstar 预测其分子量为

48.9kDa。NetNGlyc 1.0 Server 预测显示其没有 N-糖基化位点。多序列比对分析

显示，团头鲂和其他物种的 Pf 都是由 6 个 TSR 结构域组成，而且 TSR 结构域中

有相应的保守序列。系统进化分析显示，鱼类 Pf 聚为一支，哺乳动物聚为另一

支，团头鲂与斑马鱼的 Pf 在进化上亲缘关系最近。基因结构分析显示，团头鲂

Pf 基因含有 9 个外显子和 8 个内含子，不同物种间外显子和内含子的数量相似。 

MamIf ORF 全长 2007 bp，编码 668 个氨基酸，其分子量为 74.6kDa，具有 6

个 N-糖基化位点。团头鲂和其他物种的 If 都是由 1 个 FIMAC 结构域、1 个 SRCR

结构域、2 个 LDLa 结构域和一个丝氨酸蛋白酶胰蛋白酶超家族结构域组成，而

且不同物种中每个结构域中都有相应的保守序列。团头鲂与鲤的 If 在进化上亲

缘关系最近，鱼类 If 聚为一支，哺乳动物单独聚为另一支。 
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MamHfORF 全长 2589 bp，编码 862 个氨基酸，其分子量为 97.5kDa，具有

2 个 N-糖基化位点。团头鲂 Hf 基因含有 13 个重复的 SCRs 结构域，不同物种具

有的 SCR 结构域的数量不同。团头鲂与斑马鱼的 Hf 在进化上亲缘关系最近，鱼

类 Hf 聚为一支，哺乳动物单独聚为另一支。 

2. 团头鲂 3 个补体基因（MamPf、MamIf 和 MamHf）在健康组织和感染嗜

水气单胞菌后免疫相关组织中的表达 

MamPf、MamIf 和 MamHf 基因在健康团头鲂 10 种组织中均有表达。MamPf

基因在肾脏中表达量最高，在肠中表达量最低，在其他组织中均有表达；MamIf

基因在肝脏中表达量最高，在肾脏、血液、鳃和心脏中表达量高，在脑中表达量

最低；MamHf 基因在肝脏中表达量最高，在肌肉中表达量最低，在其他组织中

均有表达。 

感染嗜水气单胞菌后，各组织中 MamPf、MamIf 和 MamHf 基因 mRNA 发生

了显著性的变化，但不尽相同。在肝脏中，MamPf 在感染后 24 h 显著上调并达

到峰值，5 d 时恢复到对照组水平；MamIf 在感染后 4 h 有显著性上调，5 d 时显

著上调并达到峰值；MamHf 在 4 h~5 d 均显著上调，3 d 时达到最大值。在脾脏

中，MamPf 在感染后 4 h，表达量显著下调，24 h 显著上调并达到峰值；MamIf

在 4h 显著上调并达到峰值，而后降低到对照组水平；MamHf 在 4h 显著上调并

达到最大值，24h 降低到对照组水平。在肾脏中，MamPf 表达量在感染后 4h~5d

均显著上调，4h 达到峰值；MamIf 表达量在 4h 显著上调并达到峰值，24 h 显著

下调，3d 降低到对照组水平；MamHf 在 4h 和 24h 都显著上调，并且在 4h 达到

最大值。在头肾中，MamPf 表达量在 4h~3d 均显著上调，并且在 4h 达到最大值，

5d 降低到对照组水平；MamIf 在 4h 显著上调并达到最大值后显著下调，后在 5d

时达到对照组水平；MamHf 在 4 h 和 24 h 都显著上调，并且在 4 h 达到最大值，

3 d 后回到对照组水平。 

3. 团头鲂补体因子 D（MamDf）重组蛋白抑菌活性及 Western blot 分析 

MamDf 基因有 5 个外显子和 4 个内含子。成功构建了 pET28a-Df 原核表达

载体，并且筛选了最佳表达条件（37 ℃、180 r/min、IPTG=0.05mmol/L 诱导 6 h）。

MamDf 重组蛋白对嗜水气单胞菌、大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的生长有明显的

抑制效果，而且，重组蛋白对革兰氏阴性菌的抑制效果要强于格兰氏阳性菌。采
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用 Western blot 方法分析了团头鲂感染嗜水气单胞菌后免疫组织的蛋白表达情况，

结果显示，在嗜水气单胞菌刺激后 4 h-5 d 内，MamDf 在肝脏、脾脏、肾脏和头

肾中都有明显的上调。 

关键词：团头鲂；嗜水气单胞菌；补体替代途径；克隆；表达；重组蛋白；抑菌

活性 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



华中农业大学 2019 届硕士研究生学位（毕业）论文 

iv 
 

Abstract 

Blunt snout bream(Megalobrama amblycephala) is one of the main freshwater 

fish cultured in China.However, bacterial septicemia caused by Aeromonas 

hydrophila is becoming more serious in recent years, resulting in huge economic 

losses.The acquired immune system of fish is underdeveloped, and innate immune 

system plays an irreplaceable role in resisting pathogen invasion.Complement system 

is an important part of innate immune system. Complement alternative pathway 

including complement factor D, factor P, factor Iand factor H, is the oldest 

complement activation pathway and plays an important role in the activation of 

complement system.The study of complement alternative pathway related molecules 

will help us understand the innate immune defense mechanism of the blunt snout 

bream, which is of great significance in disease control and genetic breeding of blunt 

snout bream. 

In this study, the ORF sequences of Pf, If and Hf genes in blunt snout bream 

(MamPf, MamIf and MamHf) were cloned and their sequences were analyzed by 

bioinformatics. Quantity real-time PCR (qPCR) was used to analyze the expression of 

MamPf, MamIf and MamHf genes in healthy tissues and after A. hydrophila 

infection.We obtained the MamDf recombinant protein by prokaryotic expression,and 

detected the bacteriostatic activity of MamDf recombinant protein.Western blot was 

carried out to detect the expression of MamDf protein in the liver, spleen, kidney and 

head kidney of blunt snout bream after infection with A.hydrophila.The main results 

of this study are as follows: 

1. Gene identifications and sequence analyses of 3 complement genes (MamPf, 

MamIf and MamHf) from blunt snout bream. 

The full-length opening reading frame (ORF) of the MamPf was 1329 bp, 

encoding 442 amino acids with a molecular mass of 48.9kDa. No N-glycosylation site 

was predicted. Multiple sequence alignment analysis showed that the MamPf and 

other species consisted of 6 TSR domains, and there were correspondingconserved 

sequences in the TSR domain.Phylogenetic analysis showed that fish Pf clustered into 
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one branch and mammals clustered into another. The MamPfshowed the highest 

identity with zebrafish.The analysis of gene structure showed that MamPf gene 

contained 9 exons and 8 introns, and the number of exons and introns was similar 

among different species. 

The ORF of the MamIf was 2007 bp, encoding 668 amino acids with a molecular 

mass of 74.6kDa. 6 N-glycosylation sites were predicted.Multiple sequence alignment 

analysis showed that the MamIf and other species consisted of one FIMAC domain, 

one SRCR domain, two LDLa domains and one serine protease trypsin superfamily 

domain, and conserved sequences were found in each domain of different 

species.Phylogenetic analysis showed that fish If clustered into one branch and 

mammals clustered into another. The MamIfshowed the highest identity with carp. 

The ORF of the MamHf was 2589 bp, encoding 862 amino acids with a 

molecular mass of 97.5kDa. 2 N-glycosylation sites were predicted.MamHf gene 

contained 13 repetitive SCR domains, and the number of SCR domains in different 

species was different.Phylogenetic analysis showed that fish Hf clustered into one 

branch and mammals clustered into another. The MamHfshowed the highest identity 

with zebrafish. 

2. Expression of three blunt snout bream complement genes (MamPf, MamIf and 

MamHf) in healthy tissues and main immune tissues after infection with A.hydrophila 

The quantity real-time PCRresults showed that MamPf, MamIf and MamHfgenes 

were expressed in 10 tissues.The MamPf gene was highest expressed in the kidney, 

lowest expressed in the intestine and also dectected in other tissues.The MamIf gene 

was highest expressed in the liver, high in the kidney, blood, gill and heart, and lowest 

expressed in the brain.The MamHf gene was highest expressed in the liver, lowest 

expressed in the muscle and also dectected in other tissues. 

After infection with A. hydrophila, the MamPf, MamIf and MamHfmRNAs 

changed significantly.In the liver, MamPf was significantly up-regulated and peaked 

at 24 h after infection, and returned to the control level at 5 d. MamIf was significantly 

up-regulated at 4 h, and peaked at 5 d.MamHf was significantly up-regulated from 4 h 

to 5 d, and peaked at 3 d.In the spleen, MamPfwas significantly down-regulated at 4 h, 
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and significantly up-regulated and peaked at 24 h. MamIf was significantly 

up-regulated and peaked at 4 h, then decreased to the control level.MamHf was 

significantly up-regulated and peaked at 4h, and decreased to the control level at 

24h.In the kidney, MamPf was significantly up-regulated from 4 h to 5 d, and peaked 

at 4 h.MamIf was significantly up-regulated at 4 h and peaked at 24 h, 

subsequentlysignificantly down-regulated at 24 h, and decreased to the control group 

at 3 d. MamHf was significantly upregulated at 4h and 24h and peaked at 4h. In the 

head-kidney, MamPfwas significantly up-regulated from 4 h to 3 d, and rpeaked at 4 h, 

and decreased to the control level at 5 d. MamIfwas significantly up-regulated and 

peakedat 4h, subsequently significantly down-regulated, and then reached the control 

level at 5 d. MamHf was significantly up-regulated at 4 h and 24 h and peaked at 4 h, 

and returned to the control group after 3 d. 

3. Antimicrobial activity analysis of MamDfrecombinant protein and Western 

blot Analysis  

The MamDf gene had 5 exons and 4 introns.The prokaryotic expression vector 

pET28a-Df was successfully constructed, and the optimal expression conditions 

(37 ℃ , 180 r/min, IPTG=0.05 mmol/L induction for 6 h) were screened.The 

recombinant protein of MamDf had obvious inhibitory effects on the growth of A. 

hydrophila, Escherichia coli and Staphylococcus aureus, and the inhibitory effect on 

gram-negative bacteria was greater than that against gram-positive bacteria. Western 

blot analysis in immune tissues showed that MamDf protein was up-regulated in liver, 

spleen, kidney and head-kidney within 4 h-5 d after A. hydrophila infection. 

Keywords:Megalobrama amblycephala; Aeromonas hydrophila; complement 

alternative pathway; cloning; expression; recombinant protein; antibacterial activity 
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缩略语表 

缩略语 

Abbreviation 

英文全称 

English full name 

中文全称 

Chinese full name 

AP Alternative pathway 替代途径 

CP Classical pathway 经典途径 

MBL Mannose-binding lectin pathway 甘露糖结合凝集素途径 

ORF Open reading frame 开放阅读框 

PCR Polymerase chain reaction 聚合酶链式反应 

qPCR Real-time quantitative PCR 荧光定量 PCR 

Cfu Colony forming units 细菌菌落总数 

Kda Kilodalton 千道尔顿 

ddH2O Double distilled water 双蒸水 

PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis 聚丙烯酰胺凝胶电泳 

DEPC Diethyl pyrocarbonate 焦炭酸二乙酯 

PMSF Phenylmethylsulfate 苯甲基磺酰氟 

SDS Sodium dodecylsulfate 十二烷基磺酸钠 

IPTG Isopropyl β-D-1-Thiogalactoside 异丙基硫代半乳糖苷 

PVDF Polyvinylidene fluoride 聚偏氟乙烯 

Amp Ampicillin 氨苄青霉素 

Kana Kanamycin 卡那霉素 

OD Optical density 光密度 

RIPA Radio immunoprecipitation assay RIPA 裂解液 

TBST Tris buffered saline Tween 三羟甲基氨基甲烷缓冲盐水 
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第一章 文献综述 

1 研究问题的由来 

团头鲂（Megalobrama amblycephala）又叫武昌鱼，属于硬骨鱼纲鲤形目

（Cypriniformes）、鲤科（Cyprinidae）、鲌亚科（Culterinae）、鲂属（Megalobrama），

是我国一种重要的淡水养殖草食性鱼类，其生长速度快，而且养殖成本低（赖瑞

芳 2016；李思发等 2001）。目前，团头鲂在我国各地均有养殖，已经成为我国第

六大淡水养殖鱼类，带来了巨大的经济效益（李麒麟等 2015）。20 世纪八九十年

代，就已经对团头鲂的胚胎发育和仔鱼生长进行了比较研究（李军等 1993；虞

鹏程 1998），近年，通过条件优化，又对团头鲂胚胎发育过程做了更加细致的研

究（于淼等 2018）。经过多年对团头鲂种群资源的研究，团头鲂的各种优良性状

被累积（顾志敏等 2008）。此外，微卫星和 SSR 等分子标记的开发与应用，进一

步加快了团头鲂的选育工作（耿瑞静等 2018）。 

近年来，伴随着养殖模式越来越趋于集约化，加上近亲繁殖导致的种质资源

退化，导致团头鲂的抗病能力越来越差，尤其是嗜水气单胞菌（Aeromonas 

hydrophila）引起的细菌性败血症较为严重，造成巨大的经济损失（田甜等 2010）。

近些年，关于团头鲂感染嗜水气单胞菌后的免疫应答的研究逐渐增多，许多研究

者对不同地区的团头鲂源嗜水气单胞菌进行了分离鉴定和流行病学调查，而且对

其耐药性进行了检测，为研究团头鲂细菌性败血症做了理论基础（夏飞 2012；

陆春云等 2015；金承玲 2018）。随着分子生物学技术的不断发展，对团头鲂免疫

相关的基因做了大量的研究，如白细胞介素 6、β-防御素、MHCⅠ类和Ⅱ类基因

以及 NK-lysin 等（扶晓琴等 2016；张涓等 2015；柴欣等 2017；詹柒凤等 2016）。

这些研究都为深度剖析团头鲂抗病机制提供了依据。 

鱼类相比于哺乳动物，获得性免疫不够发达，但是却拥有强大的先天性免疫

系统，先天性免疫系统在抵御病原体入侵中发挥着不可替代的作用。补体系统作

为先天性免疫中的重要一员，而且补体替代途径被称为最古老的补体激活途径，

对补体系统的激活有着重要的作用（Farries et al 1990）。补体因子 D（Df）和补

体因子 P（Pf）是补体替代途径重要的组成部分，补体因子 I（If）和补体因子 H
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（Hf）是补体替代途径重要的补体调节因子，在补体替代途径中发挥着重要的作

用（Sabbioni 2000；Heja et al 2012）。目前，补体替代途径在哺乳动物中研究的

较多，在鱼类中研究的较少且不全面，团头鲂在免疫过程中补体系统的作用机制

尚无研究。对团头鲂补体系统的研究，不仅有利于理解鱼类感染细菌后的免疫机

制，而且对团头鲂抗病选育工作奠定理论基础。 

2 补体系统的研究概况 

免疫机制旨在识别和攻击非自身分子，免疫系统失调会导致免疫缺陷（如保

护反应不足）和自身分子损伤（如自身免疫疾病和过敏反应）（Felippe 2016）。

免疫系统包括先天性免疫（非特异性免疫）和获得性免疫（特异性免疫），它们

在机体维持自身稳定的过程中都发挥着不可替代的作用。补体系统是先天性免疫

的核心组成部分，在炎症、吞噬作用、抗体的产生和外来分子的清除以及易感细

胞的杀伤等方面均起着至关重要的作用（Volanakis et al 1996；Holland et al 2002；

Riley et al 2018）。 

2.1 补体系统概况 

先天性免疫是机体防御的第一道防线，对于保护宿主免受病原体入侵至关重

要，即使先前没有感染过病原体，在感染后也可以立即起作用（Elvington et al 

2016）。补体系统作为先天性免疫的一个主要的体液成分，广泛存在于获得性免

疫缺乏的无脊椎动物中（Gasque 2004；Boshra et al 2006）。最初被鉴定为“补体”

是免疫反应中血清的成分，后来不断发展与完善。补体系统由近 60 种可溶性蛋

白和跨膜蛋白组成（Fujii et al 1992；Upasana and Ioannis 2017），包括补体固有

成分（主要包括经典途径中的 C1、C2、C4，替代途径中的 B 因子、D 因子和 P

因子，凝集素途径中的 MASPs 和 MBL，以及终末溶解途径的 C5~C9 等）、补体

调控蛋白（H 因子、I 因子、C4 结合蛋白等）和补体受体（C1q 受体、C5a 受体

等），以及在补体级联反应各过程中产生的活性片段，主要包括 C3a、C3b 和 C5a

等，这些蛋白形成了各种识别、效应和调节受体分子的复杂网络，以精细调节补

体途径，准确高效的发挥其功能（Brodsky 1991；Heja et al 2012）。众所周知，
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补体系统的功能远远超出了清除入侵病原体。除了通过促进病原体清除来保护宿

主免受感染外，补体还可以识别自身健康和受损组织，参与机体免疫复合物的清

除，以此维持自身的稳定。除此之外，补体还参与诱导和调节先天性免疫细胞和

获得性免疫细胞的免疫应答反应（Harboe et al 2008）。 

2.2 补体系统的激活途径 

补体系统作为先天性免疫的重要组成部分，必须被激活才能发挥免疫效应。

在正常生理条件下，存在于血清和体液中的补体大多处于非活性的酶原状态。当

补体系统被激活后，补体成分依赖一系列级联放大的酶促反应被活化，形成多种

具有生物学活性的中间复合物，发挥着炎症、吞噬作用和免疫调节等生物学效应。

补体系统的激活途径主要有 3 条，经典途径（classical pathway，CP）、替代途径

（alternative pathway，AP）和甘露糖结合凝集素途径（lectin-binding pathway，

MBL）（图 1-1）（Sunyer et al 2003）。 

据报道，在脊椎动物进化过程中，补体替代途径首先被建立，然后才是经典

途径，所以替代途径又被称为最古老的补体激活途径（Xu et al 2001）。在替代途

径中，中心分子 C3 能够自发的转化为液相的 C3（H2O），C3（H2O）不稳定，

可自发的水解为 C3a 和 C3b，B 因子是一种丝氨酸蛋白酶，是丝氨酸蛋白酶补体

因子 D 的天然底物，D 因子通过裂解单个的 Arg-Lys 键来催化 B 因子裂解为 Ba

和 Bb，进而 C3b 和 Bb 结合，形成复合物 C3 转化酶（C3bBb），这时的 C3 转化

酶不稳定，需要结合 P 因子后才能形成稳定的 C3 转化酶。大量的 C3 转化酶又

可以正反馈促进 C3b 的形成，不断扩大级联反应。随后，稳定的 C3 转化酶导致

膜攻击复合物（MAC）的形成，诱导靶细胞死亡（Nakao et al 2011）。但这个过

程不能无限制的扩大，还受到补体调节因子的调节作用。在正常的体液和血清中，

存在 H 和 I 两种调节因子，H 因子和 I 因子都是抑制因子，H 因子可以将稳定的

C3 转化酶裂解为 C3b 和 Bb，I 因子可以灭活 C3b，以维持替代途径的稳定有序

（Masaru and Fumiko 2001）。 

经典途径由 C1q 与免疫复合物或者其它靶标如凋亡细胞结合；凝集素途径

通过甘露糖结合凝集素（MBL）与病原微生物表面的重复碳水化合物残基结合，

不依赖于抗原抗体复合物；替代途径通过 C3 内部硫酯基团的水解而自发的激活。
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三种途径的激活导致经典/凝集素途径 C3 转化酶（C4b2b）和替代途径 C3 转化

酶（C3bBb）的产生（Holers 2014）。C3 被切割后产生 C3a 和 C3b 这两个主要的

片段，C3a 是一种有效的炎症介质，C3b 是一种调理素，它沉积在靶细胞和颗粒

的表面，促进吞噬作用。C3b 还可以正反馈形成更多的 C3 转化酶，扩大补体级

联反应。此外，C3b 与已经存在的 C3 转化酶结合后，形成复合物 C5 转化酶，

C5 转化酶有切割 C5 的能力，以此激活补体终末途径，最后形成膜攻击复合物来

导致靶细胞裂解和炎症反应（Merle et al 2015）。尽管这些活化过程对病原微生物

的清除是有利的，但它们对宿主细胞具有潜在的破坏性。为了防止宿主组织的损

伤，补体系统的激活受膜结合蛋白和血浆调节分子的严格调节（Chuang et al 

2010）。而且替代途径还可以作为经典途径和凝集素途径的扩大环路，据研究表

明，即使补体级联反应由经典途径和凝集素途径启动，替代途径产生的活性物质

也可占补体激活产物的80%，因此替代途径的调节尤其重要（Harboe et al 2008）。 

图 1-1 补体系统的激活途径（Sunyer et al 2003） 

Fig 1-1 Activation pathway of the complement system (Sunyer et al 2003) 
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2.3补体因子 D 

补体因子 D（Complement factor D）又被称为 Df 或者 FD，是一种丝氨酸蛋

白酶，它是胰蛋白酶家族中的一员，参与补体替代途径的激活（Volanakis et al 

1996）。补体因子 D 与 C1r、C1s、C2、B 因子和 I 因子一样，都具有一个丝氨酸

蛋白酶胰蛋白酶超家族结构域（serine protease trypsin superfamily），而且它们具

有极高的同源性和相似的三级结构（Hedstrom 2003；Sinh et al 2017；Krem and 

Cera 2001）。补体途径的激活离不开中心分子 C3，C3 必须被 C3 转化酶催化后

才能形成 C5 转化酶，最后进入补体终末途径。在替代途径的级联反应中，另外

一种丝氨酸蛋白酶被称为补体因子 B（Complement factor B），它是 Df 已知唯一

的天然底物，参与替代途径中 C3 转化酶的形成，Df 通过催化 Bf 形成 Ba 和 Bb

两个片段，Bb 可以和 C3b 结合形成 C3 转化酶（C3bBb）。所以，Df 是替代途径

中必不可少的组分，因为它是血液中唯一可以用于催化 C3 转化酶形成的酶（Xu 

et al 2001）。此外，Df 是替代途径的限速酶，在人的血液中的含量很低（1-2μg/mL）

（Volanakis et al 1985）。 

补体成分主要由肝脏产生，具有先天免疫防御的能力（Morgan and Harris 

2015；Zipfel and Skerka 2009）。有研究表明，脂肪组织也可以产生补体成分 C3、

B 因子和 D 因子等，还有其它补体因子也能被脂肪组织产生分泌（Pattrick et al 

2009）。在人类中，有研究表明，Df 有类似于脂肪酶的活性，能够促使甘油三酯

的合成，调节机体的能量代谢（Paglialunga et al 2007；Ronti et al 2006）。 

Df 已经在多种硬骨鱼类中被鉴定出来，包括虹鳟（Oncorhynchus mykiss）

（Sunyer et al 1998）、鲤（Cyprinus carpio）（Yano and Nakao 1994）、溪红点鲑

（Salvelinus fontinalis）（Hajnik et al 1998）、斑马鱼（Danio rerio）（Stockhammer 

et al 2010）、青鳉（Oryzias latipes）（Woo et al 2014）、橄榄比目鱼（Paralichthys 

olivaceus）（Kong et al 2009）、斑点叉尾鮰（Ictalurus punctatus）（Zhou et al 2012）

和条石鲷（Oplegnathus fasciatus）等（Godahewa et al 2016），从结果看来，它们

的序列和哺乳动物 Df 序列有高度的保守性。而且，有关 Df 表达和功能研究也

逐渐增多，在不同鱼类中，Df 的表达模式存在差异；另外，有研究表明，在条

石鲷和鲤中 Df 有着蛋白酶水解活性。 
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2.4补体因子 P 

补体因子 P（Complement factor P）简称 Pf 或者 FP，又叫备解素（Properdin），

是一种天然的血浆糖蛋白。Pf 是补体系统中唯一一种正调节因子，它可以稳定

C3 转化酶（C3bBb），使其半衰期增加 5-10 倍；同时 Pf 作为模式识别分子，选

择性地结合到其募集的 C3b 或 C3（H2O）的表面，来启动替代途径。所以，Pf

在补体替代途径激活中发挥着重要的作用（Hourcade 2006；Blatt et al 2016）。 

Pf 是一种带正电荷的糖蛋白，在血浆中的浓度大约为 25μg/mL（Fearon and 

Austen 1975）。它是由相同的大小约 53 kDa 的亚基组成的寡聚蛋白，每个亚基长

26 nm，直径 2.5 nm（Camous et al 2011），它们以头对尾的方式相互结合，形成

环状二聚体、三聚体、四聚体和五聚体（Alcorlo et al 2013）。该亚基是一种类似

棒状的结构，长 442 个氨基酸，由 7 个不相同的约 60 个氨基酸的重复序列串联

组成，这些重复序列称为Ⅰ型凝血酶敏感蛋白（thrombospondin type I repeats），

简称 TSR 结构域（Higgins et al 1995）。TSR 也存在于人血小板中的细胞粘附分

子中，所以也称为血小板反应蛋白。Pf 和血小板反应蛋白序列比对显示，前 26

个氨基酸与疟疾环子孢子（CS）蛋白的相似性达 46%（Goundis and Reid 1988）。

研究表明，这些 TSR 结构域中，第四个和第五个 TSR 结构域对于 Pf 的生物学功

能是必不可少的（Alcorlo et al 2013；Kouser et al 2016）。自 1954 年发现 Pf 以来，

已经在多种脊椎动物中鉴定了 Pf，包括哺乳动物（Maves et al 1995；Naff et al 1980）

和少数鱼类（Chondrou et al 2008；Zhang et al 2013），在多数鱼类和无脊椎动物

中关于 Pf 的研究很少。 

在哺乳动物中，除肝脏、脾脏和骨髓（Ponten et al 2010）能合成备解素外，

中性粒细胞（Camous et al 2011）、单核细胞（Whaley 1980）、树突细胞（Reis et al 

2007）、内皮细胞（Bongrazio et al 2003）等也能合成备解素。在源自人肝细胞的

HEP G2 细胞中检测不到备解素 mRNA 的表达（Schwaeble et al 1993）。在被 N-

甲酰基-蛋氨酸-亮氨酸-苯丙氨酸（fMLP）或肿瘤坏死因子-α（TNF-α）刺激后，

中性粒细胞可以从细胞内释放储存的备解素（Camous et al 2011）。备解素识别凋

亡的 T 细胞后，通过硫化的甘氨酸-余胺聚糖（GAGs）促进巨噬细胞的吞噬作用

来除去凋亡的 T 细胞（Kemper et al 2008；Ferreira et al 2010）。有学者认为，肝

素与备解素及 H 因子相互作用，然而，它们的结合动力学和解离常数（Kd）非



团头鲂补体替代途径相关基因的鉴定及表达研究 

 

7 

 

常的不同（Yu et al 2005）。与肾脏疾病患者的尿液相比，在健康的个体的尿液中

发现了更高水平的备解素，所以有学者提出使用血清中备解素的浓度作为肾小球

病患者的诊断标志物（Corvillo et al 2016）。 

2.5补体因子 I 

补体系统对于抵御病原体的入侵和消除自身受损细胞是高速有效的，尤其是

补体替代途径的激活，对维持自身稳定有重要作用。但是如果补体系统被无限制

的激活，也会破坏自身，造成自我毁灭。所以，补体系统中还有一种特异性抑制

分子，可以紧密调节补体级联反应，它就是补体因子 I。 

补体因子 I（Comploment factor I）简称 If，是一种可溶性的丝氨酸蛋白酶，

其可以在辅因子的作用下，通过裂解 C3b 和 C4b，阻止 C3 转化酶和 C5 转化酶

的组装以及下游效应，来调节补体激活的多种途径，避免宿主免疫应答的过度扩

大（Boshra et al 2006；Zipfel et al 2007）。而且，If 裂解 C3b 可以产生调理素 iC3b，

这对补体受体的生物识别是至关重要的（Sim and Tsiftsoglou 2004；Das et al 2014）。 

在人类中，If 是一种血清糖蛋白，其长度为 583 个氨基酸，相对分子质量为

88 kDa，是由一条重链（50 kDa）和一条轻链（38 kDa）通过二硫键连接成的异

二聚体（Catterall et al 1987；Muller-Eberhard 1988）。每条链含有三个 N-糖基化

位点，占 20-25％的表观分子质量（Tsiftsoglou and Sim 2004）。重链和轻链均位

于 4q25 染色体上，包含了 13 个外显子（Vyse et al 1994）。对 If 的一级结构分析

表明了该基因的结构域非常保守，线性排列的结构域与其它补体和非补体蛋白的

结构域序列十分相似（Nilsson et al 2009）。重链由前导肽（LP）、FI 膜攻击复合

物结构域（FIMAC）、CD5 样结构域（SRCR）和两个低密度脂蛋白受体 A 类结

构域（LDLRA 1 和 2）组成，轻链由丝氨酸蛋白酶胰蛋白酶超家族（SP）结构

域组成，其中含有 His-Asp-Ser 催化三联体（Tsiftsoglou et al 2005；Sanchez-Gallego 

et al 2012）。有研究显示，重链中的 FIMAC 结构域似乎具有裂解 C3b 和 C4b 的

主要结合位点（Gallego et al 2010）。而且，FIMAC 和 LDLRA 结构域也存在于

补体 C6 和 C7 中，C6 是卵泡休止素超家族抑制蛋白的成员，在蛋白质与蛋白质

相互作用中发挥作用（Ullman and Perkins 1997）。SRCR 是一个含约 110 个氨基

酸残基的保守结构域，参与配体结合，和免疫系统有关（Hohenester et al 1999）。 
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到目前为止，已经对多种脊椎动物中的 If 做了序列和表达分析，包括人

（Homo sapiens）（Goldberger et al 1987；Catterall et al 1987）、小鼠（Mus musculus）

（Minta et al 1996）、大鼠（Rattus norvegicus）（Schlaf et al 2010）、非洲爪蟾

（Xenopus laevis）（Kunnathmuglia et al 1993）、虹鳟（Anastasiou et al 2011）、斑

点叉尾鮰（Abernathy et al 2009）、鲤（Nakao et al 2003）、鲨鱼（Shark）（Shin et 

al 2009；Wang et al 2014）和半滑舌鳎（Cynoglossus semilaevis）（Xiang et al 2015）

等。研究显示，与哺乳动物相比，除了典型的结构域外，在几种非哺乳动物中的

If 重链中还存在其它序列，比如在非洲爪蟾中，重链中在 LDLRA 2 之后存在着

带有很高电荷的肽段，它的功能尚不清楚（Kunnathmuglia et al 1993）。在鱼类中，

LP 和 FIMAC 之间的扩展 cDNA 序列已经在鲤（Nakao et al 2003）、斑点叉尾鮰

（Abernathy et al 2009）、鲨鱼（Shin et al 2009；Wang et al 2014）中报道，在其

它物种中没有报道。特别的是，鲨鱼中的扩展片段含有相同大小的重复序列，推

测插入的序列可能是物种特异性的反映（Shin et al 2009）。 

2.6补体因子 H 

补体因子 H（Complement factor H）又叫 Hf 或者 CFH，是补体替代途径中

十分重要的调节因子。补体因子 H 最初被 Nilsson 和 Muller-Eberhard（1965）鉴

定出来，是由 20 个保守补体蛋白（CCP）结构域组成的糖蛋白，每个 CCP 结构

域也被称为短共有重复序列（SCR），包含约 60 个氨基酸残基的共有序列，具

有四个不变的半胱氨酸残基，高度保守的色氨酸和相对保守的甘氨酸、脯氨酸和

疏水残基（Makou et al 2015）。这些 SCR 结构域的功能在人类中是不同的。Hf

的 N 末端 SCR1-4 通过促进 C3 转化酶的衰变来调节补体活性；位于 C 末端的

SCR18-20 介导表面结合和靶位识别（Goicoechea 2004；Zipfel and Jozsi 2008）。

猪（Sus scrofa）的 Hf 中的 SCR1-4 的辅因子活性与人的 SCR1-4 类似物一致

（Hegasy et al 2003）。斑马鱼 Hf 中的 SCR2 在与 C3b 结合中起关键作用，这与

人中的 SCR2 类似。此外，Hf 可以用于粘附蛋白和整合素受体 CR3 的配体，通

过与细胞表面结合来清除凋亡细胞，从而保护自身细胞（Hellwage et al 2002；

Janssen et al 2005）。Hf 是人血液中最丰富的补体成分之一，血浆浓度范围为

200-800μg/mL，其中肝脏是体内 Hf 的主要来源。然而，Hf 由其它细胞分泌，包
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括单核细胞（Whaley 1980）、成纤维细胞（Katz and Strunk 1988）、内皮细胞

（Brooimans 1990）、血小板（Devine and Rosse 1987）和视网膜色素上皮细胞

（Clark et al 2014）。Hf 主要作用包括以下三点：（1）通过与补体因子 B 竞争结

合 C3b 来抑制替代途径 C3 转化酶和 C5 转化酶的形成来调节补体激活；（2）通

过置换结合因子 B（加速衰变），促进 C3 转化酶和 C5 转化酶的分解；（3）作为

丝氨酸蛋白酶因子 I 的辅因子，提高因子 I 和 C3b 的亲和力（Cordoba and Jorge 

2008）。 

除了 CFH，在人类中还有 5 个 CFH 家族补体因子 H 相关蛋白（CFHR）被

鉴定出，它们和 CFH 类似，也是由不同数量的重复 SCR 结构域组成，彼此之间

有很高的相似性，编码人因子 H 相关蛋白 CFHR1-5 的基因位于 CFH 旁边。与

CFH 基因类似，CFHRs 也主要在肝脏中表达（Zipfel et al 2002）。斑马鱼中也鉴

定出 CFH 和 4 个 CFHRs，也是由不同数量的 SCR 结构域组成（Sun et al 2010）。

CFH 基因已经在哺乳动物大鼠（Demberg et al 2002）、小鼠（Kristensen and Tack 

1986）、猪（Hegasy et al 2003）、牛（Bos taurus）（Menger and Aston 1985）、

兔（Lepus sinensis）（Horstmann and Müller-Eberhard 1985）等中鉴定出来，在

非哺乳动物鸡（Gallus gallus）（Inoue et al 2001）、七鳃鳗（Lampetra japonica）

（Kimura et al 2004）、斑马鱼（Sun et al 2010）、虹鳟（Anastasiou et al 2011）、

文昌鱼（Branchiostoma belcheri）（Cai et al 2014）等中也已经鉴定了 CFH 基因。 

3 研究目的和意义 

近些年来团头鲂养殖业发展的十分迅速，但随着近亲交配导致的种质资源退

化和养殖模式的集约化，多种病害频发，其中嗜水气单胞菌造成的危害最大，已

造成了严重的经济损失。虽然团头鲂遗传选育工作已经取得了很大的进展，尤其

是分子机制的研究，但研究的层面依旧很浅显。因此，开展团头鲂免疫防御机制

的基础研究工作不仅能够推动世界水产学科的理论创新，而且对我国水产行业健

康、快速可持续发展具有重要意义。 

目前，在鱼类补体系统的研究中，经典途径及其相关分子作用机制研究较多，

但替代途径研究甚少。本研究以团头鲂为研究对象，利用生物信息学和分子生物
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学等技术手段对团头鲂补体系统替代途径 Df、Pf、If 和 Hf 基因展开研究，确定

Pf、If 和 Hf 基因的结构特征和 mRNA 水平的表达特征，以及 Df 基因蛋白水平

的表达特征和蛋白的免疫学功能，探讨其在团头鲂免疫应答过程中的作用机制，

为团头鲂抗病选育工作做理论支持。 
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第二章 团头鲂 MamPf、MamIf 和 MamHf 基因序列和表达

模式分析 

1 材料和方法 

1.1 样品的采集 

1.1.1 健康组织样品采集 

实验所用的健康团头鲂（500 ± 10g）采自湖北百容水产良种有限公司（湖北

省黄冈市团风县白鹤林村），将鱼充氧打包带回华中农业大学水产学院实验室进

行暂养，待其适应环境后开始进行取样。待取样的 6 尾鱼经麻醉剂（乌来糖）麻

醉，置于冰盘上分别取肝脏、脾脏、肾脏、肠、鳃、心、脑、肌肉、血液和头肾

等 10 个组织样品，取样后立即放入液氮中速冻，然后保存于-80 ℃超低温冰箱。 

1.1.2 细菌感染实验样品采集 

实验所用团头鲂（30 ± 5g）来自华中农业大学校内基地，细菌感染所用的嗜

水气单胞菌菌株是由实验室保存的病原菌。参照之前的研究（詹柒凤等 2016），

先通过预实验估计所用的嗜水气单胞菌的浓度，使死亡率保持在 20%左右。然后

用此浓度（1.0×10
6
 cfu/mL）的嗜水气单胞菌对实验鱼进行腹腔注射感染，每尾

鱼注射 0.1 mL，设置实验组和对照组，对照组注射相同量的 0.75%的 PBS。分别

在 0 h、4 h、24 h、3 d 和 5 d 的时候采集对照组和实验组的肝脏、脾脏、肾脏和

头肾等，每个时间点分别采集 3 组样品，每组样品 7 尾鱼。取样后立即放入液氮

中速冻，然后保存于-80 ℃超低温冰箱。 
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1.2 主要的仪器设备及药品试剂 

1.2.1 主要的仪器设备 

Veriti 梯度 PCR 仪（德国 Eppendorf 公司），DYY-III 型电泳仪、水平电泳槽

及垂直电泳槽（北京六一仪器厂），台式低温高速冷冻离心机（德国 Eppendorf

公司），AC21 IP 电子分析天平（上海恒平科学仪器有限公司），微量移液器（德

国 Eppendorf 公司），凝胶成像系统（美国伯乐 BIO-RAD），恒温水浴锅（江苏

金坛市金城国盛实验仪器厂），恒温培养振荡器（上海智城分析仪器制造有限公

司），电热恒温培养箱（上海新苗医疗器械制造有限公司），电热式压力蒸汽灭菌

锅（浙江新丰医疗器械有限公司），超低温冰箱（海尔），超净工作台（苏州净化

设备有限公司），分光光度计（美国 Nanodrop），荧光定量 PCR 仪（美国 Applied 

Biosystems 公司，型号 7300），电热恒温鼓风干燥箱（上海一恒仪器制造有限公

司），研磨仪（德国莱驰），超声波破碎仪（宁波新芝），酶标仪（Tecan 公司），

Odyssey 双色红外荧光成像系统（美国 Li-cor 公司）等。 

1.2.2 主要的试剂药品 

RNA 提取试剂 TRIzol（Invitrogen 公司），反转录试剂盒（Takara），PCR 液

体回收试剂盒（Axygen），DH5α 感受态细胞（北京擎科），SYBR 荧光定量试剂

盒（Takara），DNA Maker、Taq 酶、T4 DNA 连接酶（康为试剂公司），其它常

规试剂为国产分析纯。 

1.2.3 主要试剂配制 

（1）0.1%DEPC 水：1mLDEPC 溶于 1000mL 双蒸水中，37℃过夜搅拌混匀

后高温高压灭菌。 

（2）50×电泳缓冲液（TAE）：242gTris-base，57.1mL 冰乙酸，100 mL0.5mol/L 

EDTA（pH 8.0），定容至 1L，用时稀释 50 倍。 

（3）X-gal 贮存液（20 mg/mL）：用二甲基甲酰胺溶解 X-gal 配制成 20mg/mL

的贮存液，充分混匀后用锡箔纸包裹-20℃避光保存。 
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（4）IPTG（200mg/mL）：在 800μL 蒸馏水中溶解 200mgIPTG 后，用蒸馏

水定容至 1mL，用 0.22μm 滤膜过滤除菌，分装于 1.5 mL 离心管并于-20℃储存。 

（5）LB 液体培养基（100 mL）：蛋白胨 1 g，酵母提取物 0.5 g，氯化钠 1 g，

蒸馏水 100 mL，高压灭菌锅中灭菌。 

（6）LB 固体培养基（500 mL）：将 7.5 g 琼脂粉加入配好的 500 mL LB 液

体培养基中，充分溶解。121 ℃高温灭菌 30 min，待温度降至 50 ℃时即可倒平

板，冷凝后置于冰箱 4 ℃备用。 

（7）氨苄青霉素贮存液：将 1 g 氨苄青霉素粉末加入到 10 mL 灭菌水中，

再用微孔滤膜（0.22μm）过滤除菌，分装后用锡箔纸包裹-20 ℃避光保存。 

1.3 引物设计与合成 

利用斑马鱼 Pf、If 和 Hf 氨基酸序列在团头鲂基因组中本地 blast 得到各自的

同源序列，再根据同源序列在团头鲂转录组序列中找到大致的 cDNA 序列，然

后根据该序列用 Primer premier 5.0 设计扩增引物以及荧光定量 PCR 引物，送至

武汉擎科公司进行合成。引物详细信息见表 1。 

表 2-1 本章节所用的引物信息 

Table 2-1 Information of primers used in this section 

引物名称 

Primer name 

序列(5'→3') 

Sequence 

用途 

Usage 

PF-ORF-F1 CACTATTGAGGCAGGACGA ORF 序列验证 

PF-ORF-R1 ATACAAGTAGATTGACAGGGACC ORF 序列验证 

PF-ORF-F2 CTGGGGTCCCTGTCAATCTACT ORF 序列验证 

PF-ORF-R2 AAGCAGAGTTTACGGAGTGTGAAT ORF 序列验证 

IF-ORF-F1 GATTGAAGTGCGTCTGCTGAG ORF 序列验证 

IF-ORF-R1 CCAGACAGTCCCTGATTCCAT ORF 序列验证 

IF-ORF-F2 GTGGAGACAACAGTGACGAG ORF 序列验证 

IF-ORF-R2 GGTTCAAAAGCACATATAGTAA ORF 序列验证 

HF-ORF-F1 AAAGATAACTGTGAACTGAGC ORF 序列验证 
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表 2-1 续 

Table 2-1 Continue 
 

引物名称 

Primer name 

序列(5'→3') 

Sequence 

用途 

Usage 

HF-ORF-R1 CAGTATTATCCCATCCTTGAG ORF 序列验证 

HF-ORF-F2 GTCCCTGTCTGTGAGGCTGT ORF 序列验证 

HF-ORF-R2 AATGAGCTTCGACATGCGTAT ORF 序列验证 

HF-ORF-F3 TCAAACCAACTCAACGCTTC ORF 序列验证 

HF-ORF-R3 GCCTCTCTGACACCTAAATTCG ORF 序列验证 

PF-RT-PCR-F TCACTATTGAGGCAGGACG 荧光定量 

PF-RT-PCR-R TCACCCAACAAATCACCAC 荧光定量 

IF-RT-PCR-F GTCCTCGTTGTTTTTATCTTCAT 荧光定量 

IF-RT-PCR-R TTTGGTTGCTACTGTTTTTTCGT 荧光定量 

HF-RT-PCR-F TTACTCCTGCGACACGGGTT 荧光定量 

HF-RT-PCR-R TTTTATGAAGCGTTGAGTTGGT 荧光定量 

18S rRNA-F CGGAGGTTCGAAGACGATCA 内参基因 

18S rRNA-R GGGTCGGCATCGTTTACG 内参基因 

1.4 实验方法 

1.4.1 总 RNA 的提取 

制备 0.1%DEPC 水，部分灭菌后于-4 ℃保存用以溶解 RNA；剩余部分用来

浸泡枪头与 EP 管。将保存在-80 ℃下的各组织样品取出，在液氮环境下研磨成

粉末状，然后按照 Trizol 试剂盒说明书进行样品总 RNA 的提取。步骤如下： 

（1）分别取 100 mg 样品粉末于 2 mL EP 管中，向其中加入 1.2 mL Trizol

的，300 µLDEPC 水以及两颗玻璃珠。使用匀浆器短暂匀浆。 

（2）将上述匀浆液室温静置 5 min，然后 12000 r/min，4 ℃离心 5 min，吸

取上清液 1500 μL 于新的 EP 管中。 

（3）向上述上清液中加入 1/5 Trizol 体积的氯仿，加入氯仿后需立即用手剧
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烈振荡 15 s，充分乳化后（无分相现象），室温静置 5 min。12000 r/min，4 ℃离

心 15 min，即会分层：上层清液，中层为白色蛋白质，下层为带鲜红色的有机相。 

（4）取 600 µL 上清液于新的 1.5 mL EP 管中，并加入等体积的异丙醇，上

下颠倒充分混匀，15-30 ℃下静置 10 min。12000 r/min，4 ℃离心 10 min，一般

离心后管底会有白色沉淀。 

（5）小心弃上清液，此时可见管底有白色沉淀，而后沿管壁缓慢加入 1.0 mL

经过冷处理过 75%乙醇（事先稀释好后放于冰上或者 4 ℃冰箱中），轻轻上下颠

倒清洗沉淀，12000 r/min，4 ℃离心 5 min。此过程重复 2 次。 

（6）小心弃去乙醇，尽量除尽乙醇，使 RNA 沉淀在室温或真空中干燥 2-5 

min；加入 20-50 μL 的 Rnase-free water 溶解沉淀，提取的 RNA -80 ℃保存。 

1.4.2 总 RNA 质量检测 

（1）RNA 纯度的检测：取 1 µLRNA 于超微量分光光度计中，测其在 260 nm

和 280 nm 处的 OD 值。当比值在 1.9~2.1 之间，表明提取的总 RNA 纯度较高，

没有蛋白质或基因组的污染。 

（2）RNA 完整性的检测：取 2 µL RNA，用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测。经

凝胶成像系统观察后，当 28S 与 18S 条带清晰，且亮度比大约是 2:1，5S 条带隐

约可见，而且没有其它条带时，说明完整性较好。 

1.4.3cDNA 第一条链的合成及 PCR 扩增 

将提取的团头鲂样品总 RNA 严格按照 TaKaRa 公司反转录试剂盒的说明进

行反转录，得到的 cDNA 作为荧光定量 PCR 反应的模板。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。 

基因组 DNA 消除反应： 
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总反应液混匀后，42 ℃2 min，后放在 4 ℃冰上。 

反转录反应如下： 

反应液混匀后，37 ℃ 15 min，85 ℃ 5 s，得到的 cDNA 于-20 ℃保存。 

以反转录产物（cDNA）为模板进行 PCR 扩增，反应体系如下： 

反应条件为：95℃下预变性 5 min，94 ℃变性 30 s，50-60 ℃下退火 30 s，

72 ℃下延伸时间按照 1000 bp/min，共 35 个循环；循环结束后在 72 ℃下再延伸

5 min。PCR 反应结束后，取 PCR 产物 5 μL，以 DL2000 Marker 作为参照，1%

的琼脂糖凝胶电泳检测。 

试剂  体积 

5×gDNA Eraser Buffer  2.0 µL 

gDNA Eraser  1.0 µL 

total RNA  1.0 µg 

RNase Free dH2O  （7-VRNA）µL 

总体积  10 µL 

试剂  体积 

Reaction solution from Step 1  10 µL 

5×PrimeScript Buffer 2（for real time）  4.0µL 

PrimeScript RT Enzyme MixⅠ  1.0µL 

RT Primer Mix   1.0µL 

RNase Free dH2O  4.0µL 

总体积  20 µL 

试剂  体积 

10×Taq PCR Buffer   1.0 µL 

Dntp  0.4 µL 

上游引物 F1（10 μM）   0.4 µL 

下游引物 R1（10 μM）  0.4 µL 

Taq DNA Polymerase    0.2 µL 

反转录产物（cDNA）   0.5 µL 

ddH2O    7.1 µL 

总体积  10 µL 
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1.4.4PCR 产物回收与纯化 

PCR 反应得到目的条带后，加大反应体积至 20 μL。将 PCR 反应产物上样

至 1%的琼脂糖凝胶，150 V 电压下电泳 20 min，在紫外灯下切胶回收目的片段。

PCR 产物胶回收试剂盒（Axygen，美国）纯化回收操作步骤如下： 

（1）在紫外灯下切下含有目的片段的琼脂糖凝胶，用纸巾吸尽凝胶表面液

体并切碎，计算凝胶重量，该重量作为一个凝胶体（如 100 mg=100 µL 体积）。

加入 3 个凝胶体积的 Buffer DE-A 后于 75 ℃水浴加热 8~10 min，每隔 2~3 min

混匀一次，直至凝胶完全熔化。然后加入 0.5 个 Buffer DE-A 体积的 Buffer DE-B，

混合均匀，当 DNA 片段小于 400bp 时加入 1 个凝胶体积的异丙醇。吸取上述混

合液，转移到 DNA 制备管中，12000 r/min 离心 1 min，弃滤液。 

（2）将制备管置回 2 mL 离心管，加入 500 µL Buffer W1，12000 r/min 离心

30 s，弃滤液。 

（3）将制备管置回 2 mL 离心管，加入 700 µL Buffer W1，12000 r/min 离心

30 s，弃滤液。以同样的方法再用 700 µL Buffer W2 洗涤一次。 

（4）将制备管置回 2 mL 离心管中，12000 r/min 离心 1 min。将制备管置于

洁净的离心管中，在制备膜中央加 25~30 µL 去离子水，室温静置 1 mim。12000 

r/min 离心 1 min 洗脱 DNA。 

PCR 产物液体回收试剂盒（Axygen，美国）纯化回收操作步骤如下： 

（1）在 PCR 产物中加入 3 倍体积的 Buffer PCR-A（若 Buffer PCR-A 不足

100 μL，补足到 100 µL）；混匀后转移到 DNA 制备管中，将 DNA 制备管置于 2 

mL 离心管中，12000 r/min 离心 1 min，弃滤液。 

（2）将制备管置回 2 mL 离心管中，加入 700 µL Buffer W2，12000 r/min 离

心 1 min，弃滤液。注：Buffer W2 已经加入无水乙醇。 

（3）将制备管置回离心管中，加入 400 µL Buffer W2，12000 r/min离心 1 min，

弃滤液。 

（4）将制备管置于清洁的 1.5 mL 离心管中，在制备管膜中央加 25~30 µL

去离子水，室温静置 1 mim。12000 r/min 离心 1 min，洗脱 DNA。 
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1.4.5 连接转化与阳性克隆筛选 

（1）连接 

根据连接反应试剂盒说明书操作，连接反应体系如下： 

混匀后，23 ℃放置 30 min 后，4 ℃过夜连接 12~16 h。 

（2）转化 

将 5 μL 连接产物无菌条件下加入 50 μL 大肠杆菌感受态细胞 DH5α 中，冰

置 30 min；42 ℃热激 90 s，随后立即冰上放置 3 min；向菌液中加入 600 μL 无

Amp 的 LB 液体培养基，37 ℃，200 r/min 振荡 30 min；菌液离心后弃去 500 μL

上清，向余下菌液中加入 40 μL X-gal、4 μL IPTG，混匀后取 150 mL 均匀涂布于

含 Amp 的 LB 固体培养皿上。37 ℃恒温培养箱正放 30 min，待菌液被琼脂完全

吸收后，为了防止水蒸气冷凝回滴落入平皿中，倒置培养皿，过夜培养。 

（3）阳性克隆筛选 

将培养板放入 4 ℃冰箱 30 min 使蓝色斑充分显现，在无菌操作台中挑取白

色单菌落，接种于 1 mL 含 Amp 的液体培养基中，放入摇床 37 ℃，200 r/min

培养 5~6 h。将摇好的菌液作为模板进行菌液 PCR 扩增，反应完成后电泳检测结

果，挑取大小合适，条带单一清晰的阳性菌液送测序。本实验所有测序均由武汉

擎科生物科技有限公司完成。 

1.4.6qRT-PCR 标准曲线制作与 qRT-PCR 

质粒标准样品的制备：选择测序结果正确的阳性克隆菌液于 37 ℃摇床中进

行扩大培养，然后利用质粒快速提取试剂盒（鼎国）提取质粒 DNA，用分光光

试剂  体积 

回收产物 DNA     3.0 μL 

10× Buffer  0.5 μL  

pBlue-T 载体  0.5 μL 

T4 DNA 连接酶  0.5 µL 

10×enhancer      0.5 µL 

总体积  5.0 µL 
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度计测定其浓度以计算拷贝数。 

质粒稀释：在 7 个 200 µL 的 PCR 管中加入 36 µL 7. EASY Dilution（for real 

time PCR），取 4 µL 质粒 DNA 加入 1 号管，充分震荡混匀，吸取 4 µL 加入二号

管，依此类推，按倍比稀释法进行稀释得到质粒标准样品。 

标准曲线制作：以稀释的质粒标准样品为模板，经检测合格的目的基因荧光

定量引物和 18S-rRNA 引物进行荧光定量 PCR，每个样品做 3 个重复。 

荧光定量 PCR（qRT-PCR）体系和程序如下。 

体系： 

程序：95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，Tm 20 s，72 ℃ 20 s. 

                                40 Cycles 

以团头鲂成鱼不同组织以及嗜水气单胞菌感染后采集的不同样品 cDNA 作

为模板，用筛选到荧光定量 PCR 引物及最适温度来进行 qRT-PCR，体系和程序

如上。 

1.5 序列分析 

本研究使用的其它物种序列均来自 GenBank（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）。

采用 NCBI 数据库 ORF finder 软件（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/）查找

开 放 阅 读 框 ORF 和 预 测 氨 基 酸 序 列 ， 使 用 SMART 预 测 结 构 域

（http://smart.embl-heidelberg.de/smart/set_mode.cgi?NORMAL=1）。使用ProParam

（https://web.expasy.org/protparam/）预测各蛋白的物理化学参数。使用 DNAMAN

软件进行不同物种的氨基酸序列的多重比对。使用 MEGA 6.06 软件构建 NJ 系统

进化树。使用 SignalP 4.1（http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/）预测信号肽，

通过 NetNGlyc 1.0 Server（http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/）预测 N-糖基

试剂 体积 

SYBR mix 10.0µL 

ddH2O             7.4µL 

Primer1 0.8µL 

Primer2 0.8µL 

cDNA 1.0µL 

Total 20.0µL 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
https://web.expasy.org/protparam/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
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化 位 点 。 各 基 因 氨 基 酸 序 列 的 二 级 和 三 级 结 构 由 Phyr2 预 测

（http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index）。 

1.6 数据分析 

用 SPSS 17.0 软件对目的基因的相对表达量进行单因素方差分析（One-Way 

ANOVA）和 T 检验，并用 Duncan 进行多重比较，数值均采用平均值±标准误

（mean±SE）表示，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 总 RNA 提取结果 

结果如图 2-1 所示，所提取的团头鲂总 RNA 有三条带，从大到小依次为 28S、

18S 和 5S，从图中可以看出 28S 和 18S 的亮度比大约是 2:1 且条带明亮，5S 的

条带较弱，表明提取的总 RNA 具有较好的完整性。经超微量紫外分光光度计测

定的 OD260/OD280 的值也都在 2.0 左右，表明总 RNA 的纯度较高，可用于后续试

验。 

 

图 2-1 团头鲂总 RNA 提取琼脂糖凝胶电泳图 

Fig.2-1 Electropherogram of total RNA of blunt snount bream 

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index
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2.2 团头鲂 MamPf、MamIf 和 MamHf 基因序列分析 

2.2.1 团头鲂 MamPf 基因序列分析 

从团头鲂转录组中获取 MamPf cDNA 部分序列，并验证其 ORF 序列。MamPf

开放阅读框（ORF）全长 1329bp，编码 442 个氨基酸（图 2-2），DNAstar 预测

其分子量为 48.9kDa，理论等电点为 7.50。利用 ProtParam 在线分析 MamPf 氨基

酸序列，显示其脂肪系数为 43.82，平均疏水系数为-0.750，不稳定指系数为 50.00，

被归类为不稳定蛋白。SignalP 4.1 在线分析表明第 1 到 20 个氨基酸为其信号肽，

NetNGlyc 1.0 Server 预测显示其没有 N-糖基化位点。Phyr2 预测 MamPf 二级结

构包括 1 个 α 螺旋（1%）、19 个 β 转角（24%），Pf 三级结构如图所示（附图 2-2）。 

ClustalW 多序列比对分析（图 2-3）显示，团头鲂和其他物种的 Pf 都是由 6

个 TSR 结构域组成（图 2-4），而且 TSR 结构域中有相应的保守序列。 

利用 MEGA 6.06 软件中的 NJ 分析法构建 Pf 的系统进化树，结果如图 2-5

所示，鱼类 Pf 聚为一支，哺乳动物聚为另一支，鱼类 Df 和哺乳类 Df 有共同的

祖先。同时，团头鲂与斑马鱼的 Pf 在进化上亲缘关系最近。 

Pf 基因结构分析表明（图 2-6），MamPf 基因含有 9 个外显子和 8 个内含子，

和斑马鱼、斑点叉尾鮰、大西洋鲑和人类一样，有相同的外显子和内含子数量，

而且相对应的内含子长度也相似。另外，对罗非鱼 Pf 基因结构分析表明，罗非

鱼和分析的其它物种不同，含有 11 个外显子和 10 个内含子，从第 6 个外显子开

始与其他物种外显子长度相似。所有的物种内含子长度差异很大。 
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图 2-2 团头鲂 MamPf 基因 ORF 序列及编码的氨基酸序列 

Fig.2-2 The ORF sequence and encoded amino acids of MamPf gene 

起始密码子和终止密码子用黑体表示，蓝色填充区域为信号肽，向右箭头和向左箭头之间表示结构域。 

Star and stop codons are shown in bold,the signal peptide sequence is shaded in blue, between the right arrow and 

the left arrow is a domain. 
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图 2-3 团头鲂与其它物种 Pf 氨基酸多序列比对 

Fig. 2-3 Amino acid sequence alignment of Pf from blunt snout bream and other species 

相同和相似的氨基酸分别用灰色和浅灰色阴影显示。TSR 结构域用红色框标出。 

Identical and similar residues are shaded in gray and light gray, respectively. The TSR domain is marked with a red 

box. 
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图 2-4 团头鲂 MamPf 基因的结构域特征 

Fig. 2-4The domain characteristics of the MamPf gene. 

 

 

 

 

 

图 2-5Pf 编码氨基酸序列的系统进化树（各物种氨基酸序列登录号在各物种之后） 

Fig. 2-5 Phylogenetic tree of the amino acid sequences encoded by Pf. (Accession numbers are 

shown next to each species). 
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图 2-6 不同物种 Pf 基因结构和内含子/外显子大小的比较 

粗体的数字和黑框表示外显子，正常数字和线条表示内含子，5'-和 3'-非编码区用空白框表示。基因登录号

如下：斑马鱼（NC_007119），斑点叉尾鮰（NC_030420），虹鳟（NC_035092），人（AH005458），罗非鱼

（NC_031969）。 

Fig. 2-6Comparison of the Pfgene organization and intron/exon sizes between different species 

Numbers in bold and black boxes indicate exons, normal number and lines joining the boxes indicate introns, and 

the 5'-and 3'- untranslated regions are denoted with empty boxes. The Accession numbers of the Pf is as follow: D. 

rerio(NC_007119), I. puncetatus(NC_030420), O. mykiss (NC_035092), H. sapiens (AH005458), O. niloticus 

(NC_031969). 

2.2.2 团头鲂 MamIf 基因序列分析 

从团头鲂转录组中获取 MamIf cDNA 部分序列，并验证其 ORF 序列。MamIf

开放阅读框（ORF）全长 2007 bp，编码 668 个氨基酸（图 2-7），DNAstar 预测

其分子量为 74.6kDa，理论等电点为 7.32。利用 ProtParam 在线分析 MamIf 氨基

酸序列，显示其脂肪系数为 62.77，平均疏水系数为-0.574，不稳定指系数为 45.57，

被归类为不稳定蛋白。SignalP 4.1 在线分析表明第 1 到 20 个氨基酸为其信号肽，

NetNGlyc 1.0 Server预测显示其具有 6个N-糖基化位点，分别位于 aa 112、aa 240、

aa 377、aa 523、 aa 550 和 aa 574 位点。Phyr2 预测 MamIf 二级结构包括 12 个 α
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螺旋（8%）、39 个 β 转角（29%）和 1 个 TM 螺旋（2%），MamIf 三级结构如图

所示（附图 2-3）。 

ClustalW 多序列比对分析（图 2-8）显示，团头鲂和其他物种的 If 都是由 1

个 FIMAC 结构域、1 个 SRCR 结构域、2 个 LDLa 结构域和一个丝氨酸蛋白酶

胰蛋白酶超家族结构域组成（图 2-9），而且不同物种，每个结构域中有相应的保

守序列。 

利用 MEGA 6.06 软件中的 NJ 分析法构建 If 的系统进化树，结果如图 2-10

所示，鱼类 If 聚为一支，哺乳动物单独聚为另一支。同时，团头鲂与鲤的 If 在

进化上亲缘关系最近，其次是斑马鱼和斑点叉尾鮰。 
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图 2-7 团头鲂 MamIf 基因 ORF 序列及编码的氨基酸序列 

Fig.2-7 The ORF sequence and encoded amino acids of MamIf gene 

起始密码子和终止密码子用黑体表示，蓝色填充区域为信号肽，向右箭头和向左箭头之间表示结构域。 

Star and stop codons are shown in bold, the signal peptide sequence is shaded in blue, between the right arrow and 

the left arrow is a domain. 
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图 2-8 团头鲂与其它物种 If 氨基酸多序列比对 

Fig. 2-8 Amino acid sequence alignment of If from blunt snout bream and other species 

相同和相似的氨基酸分别用灰色和浅灰色阴影显示。FIMAC 结构域、SRCR 结构域和 Tryp-Spc 结构域用双

向箭头表示，两个 LDLa 结构域用红色框表示。 

Identical and similar residues are shaded in gray and light gray, respectively. The FIMAC domain, the SRCR 

domain, and the Tryp-Spc domain are represented by double-headed arrows, and the two LDLa domains are 

represented by red box. 
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图 2-9 团头鲂 MamIf 基因的结构域特征 

Fig. 2-9The domain characteristics of the MamIf gene. 

 

 

 

图 2-10If 编码氨基酸序列的系统进化树（各物种氨基酸序列登录号在各物种之后） 

Fig. 2-10 Phylogenetic tree of the amino acid sequences encoded by If (Accession numbers are 

shown next to each species) 

 

2.2.3 团头鲂 MamHf 基因序列分析 

从团头鲂转录组中获取MamHf cDNA部分序列，并验证其ORF序列。MamHf

开放阅读框（ORF）全长 2589 bp，编码 862 个氨基酸（图 2-11），DNAstar 预测
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其分子量为 97.5kDa，理论等电点为 5.95。利用 ProtParam 在线分析 MamHf 氨基

酸序列，显示其脂肪系数为 58.65，平均疏水系数为-0.550，不稳定指系数为 35.43，

被归类为稳定蛋白。SignalP 4.1 在线分析表明第 1 到 22 个氨基酸为其信号肽，

NetNGlyc 1.0 Server 预测显示其具有 2 个 N-糖基化位点，分别位于 aa 212 和 aa 

684位点。Phyr2预测MamHf二级结构包括 1个 α螺旋（1%）、83个 β转角（39%），

MamHf 三级结构如图所示（附图 2-4）。 

SMART 软件结构域分析（图 2-12）显示，团头鲂 MamHf 基因含有 13 个重

复的 SCRs 结构域，对其它物种 Hf 氨基酸序列进行分析，发现不同物种具有的

SCR 结构域的数量不同，斑马鱼含有 14 个重复的 SCRs 结构域，而大黄鱼只有

5 个重复的 SCRs 结构域，人类拥有 20 个重复的 SCRs 结构域之多（表 2-2）。 

利用 MEGA 6.06 软件中的 NJ 分析法构建 Hf 的系统进化树，结果如图 2-13

所示，鱼类 Hf 聚为一支，哺乳动物单独聚为另一支，鱼类和哺乳动物有共同的

进化祖先。同时，团头鲂和斑马鱼聚为一支，而其它鱼类聚为另一支。通过比较

发现，团头鲂与斑马鱼的 Hf 在进化上亲缘关系最近。 
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图 2-11 团头鲂 MamHf 基因 ORF 序列及编码的氨基酸序列 

Fig.2-11 The ORF sequence and encoded amino acids of MamHf gene 

起始密码子和终止密码子用黑体表示，蓝色填充区域为信号肽，向右箭头和向左箭头之间表示结构域。 

Star and stop codons are shown in bold, the signal peptide sequence is shaded in blue, between the right arrow and 

the left arrow is a domain. 

 

 

 

图 2-12 团头鲂 MamHf 基因的结构域特征 

Fig. 2-12The domain characteristics of the MamHf gene. 
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图 2-13Hf 编码氨基酸序列的系统进化树（各物种氨基酸序列登录号在各物种之后） 

Fig. 2-13 Phylogenetic tree of the amino acid sequences encoded by Hf (Accession numbers are 

shown next to each species) 
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2.3 团头鲂 MamPf、MamIf 和 MamHf 基因 mRNA 的表达 

2.3.1 团头鲂 MamPf、MamIf 和 MamHf 基因 mRNA 组织特异性表达 

实时荧光定量 PCR 结果显示（图 2-14），克隆得到的 MamPf、MamIf 和 MamHf

基因在团头鲂各组织中均有表达，但是在不同组织中的表达水平有差异。MamPf

基因在肾脏中表达量最高，在肝脏、心脏、头肾和鳃中表达量高，在肠中表达量

最低（A）；MamIf 基因在肝脏中表达量最高，在肾脏、血液、鳃和心脏中表达

量高，在脑中表达量最低（B）；MamHf 基因在肝脏中表达量最高，在肾脏、血

液、头肾和心脏中表达量高，在肌肉中表达量最低（C）。 

A. 

 

B. 
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C. 

 

图 2-14 团头鲂不同组织中 MamPf、MamIf 和 MamHf 基因 mRNA 的相对表达量（不同字母

表示有显著性差异） 

图 2-14 The relative expression levels of the MamPf, MamIf and MamHf gene in different 

tissues.(Different letters mean significant differences) 

Liver: 肝脏；Spleen: 脾脏；Kidney: 肾脏；Head-kidney: 头肾；Heart: 心脏；Blood: 血液；Intestine: 肠；

Brain: 脑；Muscle: 肌肉；Gill: 鳃。 

2.3.2 团头鲂 MamPf、MamIf 和 MamHf 基因在嗜水气单胞菌感染后

的表达 

实时荧光定量 PCR 检测了嗜水气单胞菌感染后团头鲂 4 种免疫相关组织中

MamPf、MamIf 和 MamHf 基因 mRNA 表达量的变化（图 2-15）。 

MamPf 基因在感染嗜水气单胞菌后有不一样的表达模式：在肝脏中，MamPf

在感染后 24h 显著上调并达到峰值，5d 时恢复到对照组水平；在脾脏中，感染

后 4h，MamPf 表达量显著下调，24h 显著上调并达到峰值，3d 时达到对照组水

平；在肾脏中，MamPf 表达量在感染后 4h~5d 均显著上调，在 4h 达到峰值；在

头肾中，其表达量在 4h~3d 均显著上调，并且在 4h 达到最大值，5d 降低到对照

组水平（图 2-15A）。 

MamIf 基因的表达模式也不近相同：在肝脏中，4h 有显著性上调，24h 时显
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著下调，5d 时显著上调并达到峰值；在脾脏中，4h 显著上调并达到峰值，而后

降低到对照组水平；在肾脏中，MamIf 表达量在 4h 显著上调并达到峰值，24 小

时显著下调，3d 降低到对照组水平；在头肾中，4h 显著上调并达到最大值后显

著下调，后在 5d 时达到对照组水平（图 2-15B）。 

MamHf 基因和 MamIf 表达模式相似：在肝脏中，在 4h~5d 均显著上调，3d

时达到最大值；在脾脏中，4h 显著上调并达到最大值，24h 降低到对照组水平，

而后 3d 时又显著上调，5d 回到对照组水平；在肾脏和头肾中，4h 和 24h 都显著

上调，并且在 4h 达到最大值，3d 后回到对照组水平（图 2-15C）。 

A. 
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B. 

 

C. 
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图 2-15 团头鲂 MamPf、MamIf 和 MamHf 基因在嗜水气单胞菌感染后的肝脏、脾脏、肾脏和

头肾中的相对表达量 

Fig.2-15 Relative expression of MamPf, MamIf and MamHftranscripts in liver, spleen, kidney and 

head-kidney after A. hydrophila infection 

注：差异显著（P< 0.05）和差异极显著（P< 0.01）分别用“*”和“**”表示。 

Note: Statistically significant differences are denoted with‘*’(P< 0.05)and‘**’(P< 0.01) respectively． 

3 讨论 

3.1 团头鲂 MamPf、MamIf 和 MamHf 基因的序列和结构分析 

团头鲂 MamPf 基因 ORF 全长 1329bp，编码 442 个氨基酸，预测分子量为

48.9 kDa。多序列比对分析表明，团头鲂 MamPf 和其它物种的 Pf 都是由六个 TSR

结构域组成，而且 TSR 结构域中有相对保守的序列。在人类中，TSR4 和 TSR5

结构域对于 Pf 的生物学功能是必不可少的，而且都存在特征性的序列

WXXWXXW 和 RXR（Alcorlo et al 2013；Kouser et al 2016）。在本研究中，团头

鲂 MamPf 中的 TSR4 和 TSR5 的 WXXWXXW 和 RXR 序列也都存在，且十分保

守。这说明团头鲂 MamPf 基因可能和人类 Pf 基因有着类似的功能。系统进化分

析表明，团头鲂 MamPf 和斑马鱼在进化上亲缘关系最近；鱼类 Pf 和哺乳动物

Pf 各分为一支，且具有相同的祖先，这与在虹鳟（Chondrou et al 2008）和文昌
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鱼（Gao et al 2017）中的鉴定的 Pf 进化关系类似。团头鲂 MamPf 基因有 9 个外

显子和 8 个内含子，和斑马鱼、斑点叉尾鮰、大西洋鲑以及人类相同，但是却不

同于罗非鱼（含 11 外显子和 10 内含子），从第 6 个外显子开始与其它物种外显

子长度相似，说明可能罗非鱼 Pf 在进化过程中发生了基因突变。 

团头鲂 MamIf 基因 ORF 全长 2007bp，编码 668 个氨基酸，预测分子量为

74.6kDa。结构分析表明，团头鲂 MamIf 含有 1 个 FIMAC 结构域、1 个 SRCR

结构域、2 个 LDLa 结构域和 1 个丝氨酸蛋白酶胰蛋白酶超家族结构域，表明不

同脊椎动物的 If 具有高度的保守性。已经在软骨鱼类中报道过 If H 链在信号肽

和 FIMAC 结构域之间存在物种特异性的重复序列（Shin et al 2009；Wang et al 

2014），然而在我们的研究中并未发现相同的插入片段，这表明了 If 基因结构和

功能的多样性。在本研究中，团头鲂 MamIf 基因预测含有 6 个 N-糖基化位点，

这和其它硬骨鱼类大致相同。同时，在哺乳动物人类中 If 基因含有 6 个 N-糖基

化位点（Catterall et al 1987），小鼠中 If 基因含有 6 个 N-糖基化位点（Minta et al 

1996），大鼠中 If 基因含有 7 个 N-糖基化位点（Schlaf et al 2010）。他们都具有

6-7 个 N-糖基化位点，然而却低于软骨鱼类鲨鱼的 If 基因含有的 N-糖基化位点

数量，其含有 13 个 N-糖基化位点之多（Shin et al 2009），这些结果表明，If 作

为脊椎动物中一种特异性的丝氨酸蛋白酶，其中 N-糖基化位点的数量和位置可

能不是 If 行使功能的关键因素。 

团头鲂 MamHf 基因 ORF 全长 2589 bp，编码 862 个氨基酸，预测分子量为

97.5kDa。本研究中，团头鲂 MamHf 含有 13 个 SCR 结构域，这与人（含 20 个

SCR 结构域）、鸡（含 18 个 SCR 结构域）、非洲爪蟾（含 7 个 SCR 结构域）、虹

鳟（含 11 个 SCR 结构域）、罗非鱼（含 15 个 SCR 结构域）以及斑马鱼（含 14

个 SCR 结构域）不同，不同物种中 SCR 结构域数量的不同可能是进化过程中功

能需求增加的结果（Cai et al 2014）。在团头鲂 MamHf 基因中预测到了 2 个 N-

糖基化位点，但是在斑马鱼 Hf 基因中却没有预测到 N-糖基化位点，在人类 Hf

中，预测到了 9 个 N-糖基化位点之多，这表明团头鲂 MamHf 基因可能经历了新

功能化的过程。然而，由于预测糖基化位点程序的限制，预测准确性需要进一步

验证，而且糖基化位点与免疫有关（Van Kooyk and Rabinovich 2008），因此关于

团头鲂 MamHf 基因糖基化位点的研究有待进一步验证。 
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3.2 团头鲂 MamPf、MamIf 和 MamHf 基因 mRNA 的表达 

在本研究中，团头鲂健康组织 MamPf、MamIf 和 MamHf 基因 mRNA 的表达

分析结果显示，团头鲂 MamPf 在肾脏中表达量最高，在其它组织中也有较高的

表达量。在文昌鱼和虹鳟中（Gao et al 2017；Zhang et al 2013），Pf 在肝脏中表

达量最高，虽然在人和很多非哺乳动物中，Pf 主要在肝脏中产生，但是能产生

Pf 的细胞还有很多，包括中性粒细胞、单核细胞和内皮细胞等（Camous et al 2011）；

团头鲂 MamIf 在肝脏中表达量最高，这与 If 主要在肝脏中合成的报道一致

（Nilsson et al 2011）。肝脏是免疫系统中主要的免疫器官之一，其中存在着多种

与免疫相关的成分。If 在肝脏中丰富的表达也说明了 If 具有免疫功能；团头鲂

MamHf 在肝脏中表达量最高，在虹鳟中（Anastasiou et al 2011），Hf 只在肝脏中

检测到，在脑、心脏、肠和脾脏中没有检测到 Hf，在斑马鱼中（Sun et al 2010），

Hf 也是在肝脏中有最高的表达量，在大黄鱼中（郭宝英等 2015），Hf 同样也是

在肝脏中表达量最高，这些结果都与本研究结果一致。 

在团头鲂感染嗜水气单胞菌后，在肝脏、脾脏、肾脏和头肾中，MamPf、

MamIf 和 MamHf 基因 mRNA 的表达趋势有着明显的不同。以前的研究表明（Gao 

et al 2017），用 LPS 刺激文昌鱼后，Pf 在 8h 达到峰值，而用鳗弧菌或者藤黄微

球菌刺激表达更慢，在 24h 达到峰值，且表达水平更低，本研究中，肝脏和脾脏

在 24h 达到峰值，而肾脏和头肾中在 4h 达到峰值，这与之前的研究有类似之处；

在半滑舌鳎中（Xiang et al 2015），感染鳗弧菌 6h 后，在肝脏、血液和肠中 If 表

达水平显著下调，在感染后 12h 和 7d，If 表达水平显著上调，If 表达有很大波动，

在本研究中，在肝脏中，感染嗜水气单胞菌 24h 后，MamIf 表达水平显著下调，

5 d 时显著上调并达到峰值，在肾脏和头肾中，在不同的时间点也有显著性下调

的趋势，说明 If 作为一种重要的补体调节因子，调节免疫反应过程，但是具体

的调节模式还需要进一步的研究；在感染嗜水气单胞菌 4h 后，脾脏、肾脏和头

肾中 MamHf 达到峰值，这可能是因为团头鲂受到病原体入侵后，补体系统迅速

被激活，并不断被放大，此时补体调节因子也被大量合成，以避免补体途径被无

限激活，保护自身不被损伤。在斑马鱼中（Sun et al 2010），用 LPS 刺激后，肝

脏中 Hf 在 6h 显著上调并达到峰值，在大黄鱼中（郭宝英等 2015），感染溶藻弧

菌后，肝脏中 Hf 在 48h 显著上调并达到峰值，本研究中，感染嗜水气单胞菌后，



华中农业大学 2019 届硕士研究生学位（毕业）论文 

42 
 

肝脏中 MamHf 在 3d 时显著上调并达到峰值，它们达到峰值的时间点不同，可能

是因为 Hf 参与了不同的免疫途径，具有重要的免疫调节作用，但具体机制还有

待深入研究。 
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第三章 团头鲂 Df 基因原核表达和抑菌活性分析 

1 实验材料 

1.1 载体和菌株 

原核表达载体 pET28a 为本实验室收藏。原核表达感受态细胞 Rosetta(DE3)

购自北京康为生物技术有限公司，嗜水气单胞菌、大肠杆菌和金黄色葡萄球菌均

为本实验室收藏。 

1.2 主要仪器设备及试剂 

1.2.1 主要仪器 

同第二章 2.2.1。 

1.2.2 主要药品 

质粒提取试剂盒（天根公司），限制性内切酶 EcoRⅠ和 XhoⅠ，异丙-D-硫

代半乳糖苷（IPTG），氧化型/还原型谷胱甘肽和精氨酸（Biofroxx 公司），Ni 

NTABeads 蛋白纯化柱（天地人和公司），RIPA 强裂解液、PMSF、PVDF 膜、蛋

白预染 Marker 及超滤离心管（Biosharp 公司），SDS-PAGE 凝胶制备试剂盒（武

汉塞维尔公司），脱脂奶粉（Solarbio 公司），β-actin 抗体（北京博奥龙公司），

其它常规试剂均为国产分析纯。 

1.2.3 主要试剂配制 

（1）电泳缓冲液 5×Tris-甘氨酸 Gly：15.1 g Tris 碱，94 g Gly，5 g SDS，

加入双蒸水混合均匀后定容至 1000 mL。 

（2）1.5 mol/L Tris-HCl：18.165 g Tris 碱，加入 50 mL 双蒸水，浓盐酸调

pH 至 8.8，定容至 100 mL。 
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（3）1.0 mol/L Tris-HCl：12.11 g Tris 碱，加入 50 mL 双蒸水，浓盐酸调 pH

至 6.8，定容至 100 mL。 

（4）考马斯亮蓝染液：50 mL 甲醇，40 mL 双蒸水，10 mL 冰乙酸，0.25 g 

R-250 考马斯亮蓝，加入双蒸水混合均匀后定容至 100 mL。 

（5）脱色液：50 mL 甲醇，40mL 双蒸水，10 mL 冰乙酸，加入双蒸水混合

均匀后定容至 100 mL。 

（6）转膜缓冲液：2.9 g 甘氨酸，5.8 g Tris 碱，SDS 0.37 g，加入双蒸水混

合均匀后定容至 800 mL，加入 200 mL 乙醇，室温保存。 

（7）TBST Buffer：8.775 g NaCl，2.422g Tri-HCl（pH 7.6），加入 0.8 mL Tween 

20 后充分混匀，加入双蒸水定容至 1 L 后，4 ℃保存。 

（8）Western Blot 封闭缓冲液：称量 5 g 脱脂奶粉加入到 100 mL 的 TBST 

Buffer 中，充分搅拌溶解，滤纸过滤，4 ℃保存。 

1.3 引物设计 

从之前的研究中得到团头鲂 MamDf 基因 ORF 序列（范君 2016），以去掉信

号肽序列和终止密码子的成熟序列为模板设计 Df 的原核表达扩增引物，序列分

析参照第二章 1.5 节。为构建 Df 的 pET28a 表达载体，通过 Primer premier 5.0

软件对基因序列和 pET28a 载体质粒（抗卡那霉素）序列进行分析，选择 EcoR

Ⅰ和 XhoⅠ限制性内切酶酶切位点作为表达载体构建的位点，设计相应引物。 

表 3-1 原核表达所用引物信息 

Table 3-1 Primers used in the prokaryotic expression system 

注：加粗部分表示酶切位点。Note：Blotted part indicates the cleavage site. 

引物名称 

Primer name 

序列（5'→3'） 

Sequence 

用处 

Usage 

DF-ORF-F CGGACATCAATCGTTCA ORF 扩增 

DF-ORF-R TTTTTTACTGGGTGGTT ORF 扩增 

DF-28a-F CCGGAATTCATTACAGGAGGAAGTGAGGCT 重组表达 

DF-28a-R CCGCTCGAGCTGGGTGGTTGTACTGTCAAT 重组表达 
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2 实验方法 

2.1 原核重组质粒的构建 

2.1.1 目的基因的扩增及纯化 

利用表 3-1 中的引物，以团头鲂肝脏 cDNA 为模板，扩增团头鲂 Df 基因成

熟肽片段，PCR 反应体系及程序见第二章第二节。 

2.1.2 表达载体质粒的提取 

提取大肠杆菌中 pET28a 表达载体的质粒，按照北京鼎国质粒 DNA 大量提

取试剂盒进行前 5 步操作，后用实验室的方法： 

（1）按菌液与 LB 培养基为 1:50 的比例，在 37 ℃,180 r/min 摇床中培养 15 

mL 的菌液，12000 r/min 离心 1 min，弃上清。 

（2）加 250 μL Buffer S1 悬浮细菌沉淀，悬浮需均匀，不应留有小的菌块。 

（3）加 250 μL Buffer S2，温和并充分地上下翻转 4～6 次混合均匀使菌体

充分裂解，直至形成透亮的溶液。实验过程中避免剧烈摇晃，否则将导致基因组

DNA 的污染，且步骤不宜超过 5 min。 

（4）加 350 μL Buffer S3，温和并充分地上下翻转混合 6～8 次，12000 r/min 

离心 10 min。（避免剧烈摇晃，否则将导致基因组 DNA 的污染）。 

（5）吸取步骤 4 中的上清并转移到制备管（置于试剂盒内提供的 2 mL 离

心管中），12000 r/min 离心 1 min，弃滤液。 

（6）将制备管置回离心管，加 500 μL Buffer W1，12000 r/min 离心 1 min，

弃滤液。 

（7）将制备管置回离心管，加 700 μL Buffer W2，12000 r/min 离心 1 min，

弃滤液；以同样的方法再用 700 μL Buffer W2 洗涤一次。弃滤液。 

（8）将制备管置回 2 mL 离心管中，12000 r/min 离心 1 min。 

（9）将制备管移入新的 1.5 mL 离心管（试剂盒内提供）中，在制备管膜中

央加 60～80 μL Eluent 或去离子水，室温静置 1 min。12000 r/min 离心 1 min。 
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获得质粒经过琼脂糖凝胶电泳检测质粒的完整性，–20℃保存备用。 

2.1.3 产物与 pET28a 载体的连接与转化 

（1）将目的基因表达质粒与 pET28a 质粒分别进行双酶切，反应步骤如下： 

反应条件为：37 ℃，4-5 h。 

将目的基因与 pET28a 质粒连接，反应步骤如下： 

反应条件为：23 ℃下 30 min。 

（2）转化 

连接产物转化至大肠杆菌 Rosetta(DE3)感受态细胞中，涂布 LB 平板并于 37 ℃

培养过夜，操作步骤同第二章第二节，挑取重组质粒的单菌落培养后送至测序。

选取鉴定正确的菌液按 1:50 的比例接种于含卡那的 LB 液体培养基中，37 ℃震

荡培养至对数生长期（OD=0.6~0.8），置于 4 ℃冰箱暂时保存，剩余部分加入甘

油与-20 ℃冰箱保存。 

试剂 使用量（μL） 

ddH2O 4.8 

目的片段/质粒 40.0 

10×Tango Buffer 5.0 

EcoRⅠ 

XhoⅠ 

0.1 

0.1 

Total  50.0 

试剂 使用量（μL） 

T4DNALigase 0.5 

10×T4DNALigase Buffer 1.0 

载体 

目的基因 

0.5 

1.5 

Total Volume 5.0 
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2.2 重组质粒的诱导表达 

（1）将测序正确的 DE3 阳性克隆于 Kan
+
-LB 培养基中活化 12 h。活化后取

500 μL 培养液转接到 50mL 新鲜 LB 培养基中，于 18、28 和 37 ℃恒温摇床，180 

r/min 转速下培养至对数期（OD=0.6~0.8）。 

（2）分别加入终浓度为 0、0.05、0.2 和 1.0 mmol/L 的 IPTG 诱导培养 4 h、

6 h 和 24 h，收集菌液。 

（3）在 4 ℃,12000 r/min 转速下，离心 5 min，弃去培养基，并用 PBS 洗涤

菌体沉淀 2 次，再用适量的 PBS 重悬，超声波破碎至菌液趋向于澄清。 

（4）在 4 ℃,12000 r/min 转速下，离心 5 min，分离上清和沉淀，沉淀用同

等体积 PBS 悬浮，分别加入一定体积的 5×SDS 蛋白上样缓冲液，混匀后于沸

水浴中煮 5 min，室温冷却后上样。 

（5）按表 3-2 配制聚丙烯酰氨凝胶（SDS-PAGE）。先配置 12%的分离胶，

等分离胶凝固后再配制 5%的浓缩胶。样品在浓缩胶中电压用 80 V，在分离胶时

改电压为 120 V，跑至预染 Marker 清晰分开。 

（6）将凝胶用考马斯亮蓝 R250 染色液高温染色 2 min 后，置于脱色液中加

热脱色至蛋白条带清晰可见，并分析最佳的蛋白诱导表达条件。 

表 3-2 浓缩胶和分离胶的配制 

Table 3-2 Preparation of stacking gel and separating gel 

溶液成分 12%分离胶（mL） 5%浓缩胶（mL） 

ddH2O 1.6 2.04 

30%丙烯酰胺 2.0 0.5 

1.5 mol/L Tris-HCl 1.3 - 

1.0 mol/L Tris-HCl - 0.39 

10% SDS 0.05 0.03 

10%过硫酸铵 0.05 0.03 

TEMED 0.002 0.003 

总体积 5 3 
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2.3 包涵体的纯化 

（1）包涵体超声波裂解。菌液体积为 V，PBS 洗 2 次后加入裂解液 V/5 的

Buffer1。超声波破碎，4 ℃,10000 r/min 离心 30 min，弃上清，收集沉淀。 

（2）包涵体洗涤。A：加入 V/5 Buffer 2，重悬沉淀 4 ℃，10000 r/min 离心

30 min，上清收集于 15 mL 管中；B：加入 V/5 Buffer 3，重悬沉淀 4 ℃，10000 

r/min 离心 30 min，上清收集于 15 mL 管中；C：加入 V/5 Buffer 4，重悬沉淀 4 ℃，

10000 r/min 离心 30 min，上清收集于 15 mL 管中。 

（3）包涵体溶解。加入 V/50 溶解 Buffer 5，冰上溶解包涵体直至溶液变清

亮，10000 r/min 离心 20 min 除去不溶成分保留上清。 

（4）将上清装入透析袋中，置于 50 倍体积透析液 1 中，4 ℃下透析 12 h。 

（5）将上面装有重组蛋白的透析袋置于 50 倍体积透析液 2 中，4 ℃下恒温

摇床上 60 r/min 透析 12 h。 

（6）将上面装有重组蛋白的透析袋置于 50 倍体积透析液 3 中，4 ℃下恒温

摇床上 60 r/min 透析 12 h。 

（7）将上面装有重组蛋白的透析袋置于 50 倍体积透析液 4 中，4 ℃下恒温

摇床上 60 r/min 透析 12 h。 

（8）将上面装有重组蛋白的透析袋置于 50 倍体积透析液 5 中，4 ℃下恒温

摇床上 60 r/min 透析 12 h。 

（9）将上面装有重组蛋白的透析袋置于 50 倍体积透析液 6 中，4 ℃下恒温

摇床上 60 r/min 透析 12 h，取出透析袋中的重组蛋白，4 ℃，10000 r/min 离心

10 min，保留上清，去除沉淀。将上清加入超滤管中，4000 r/min 离心 25 min，

浓缩的上清暂时保存在 4 ℃冰箱中。（Buffer1-5 配制方法见附表 3-1，透析液 1-6

配制方法见附表 3-2。） 

2.4 重组蛋白的纯化和多克隆抗体的制备 

重组质粒 pET28a-Df 原核表达产物为融合蛋白，带有 6×His 标签蛋白，可利

用 Ni 柱竞争结合目的蛋白，从而洗脱目的蛋白。使用 Ni-Agarose His 标签蛋白

纯化试剂盒进行过柱纯化，具体步骤如下： 
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（1）将 Ni NTA Beads 装入合适的层析柱，层析用 5 倍柱体积的 Lysis Buffer

进行平衡，使填料处于与目的蛋白相同的缓冲体系下，起到保护蛋白的作用。 

（2）将样品加到平衡好的Ni NTA Beads中，保证目的蛋白与Ni
2+充分接触，

提高目的蛋白的回收率，收集流出液。 

（3）用 10-15 倍柱体积的 Wash Buffer 进行清洗，去除非特异性吸附的杂蛋

白，收集洗杂液。 

（4）使用 5-10 倍柱体积的 Elution Buffer，收集洗脱液，即目的蛋白组分。 

（5）用 SDS-PAGE 分析蛋白质的结合情况，加入蛋白酶抑制剂后，4 ℃短

暂保存，-20 ℃长期保存。（Lysis Buffer、Wash Buffer 和 Elution Buffer 配制方法

见附表 3-3。） 

多克隆抗体由武汉爱博泰克生物科技公司制备。采用纯化的重组蛋白免疫兔

子。皮下注射约 600 μg 完全弗氏佐剂乳化后的纯化蛋白。在第一次注射后，每

隔两周，再次注射 300 μg 不完全弗氏佐剂乳化后的纯化蛋白，共 3 次。第四次

免疫后的第 12 d，对兔子进行采血，抗血清置于-80℃保存备用。获得抗血清后

通过抗原亲和纯化得到特异性较高的抗体，并分装保存于-20 ℃。 

2.5Western blot 

（1）称取 100 mg 左右的样品放入新的预先标号的 2 mL 离心管中，加入 1 

mL RIPA 裂解液，然后使用匀浆器在 4 ℃下匀浆至无明显组织块可视。然后将

离心管在冰上放置 30 min，使组织块与裂解液充分混合，从而让蛋白充分裂解。 

（2）4℃，12000 r/min 离心 20 min，吸取上清，弃沉淀。 

（3）BCA 法测定蛋白浓度。 

（4）取一定量的上清加入 5×SDS 蛋白上样缓冲液混合，沸水煮 5 min 使其

充分变性。 

（5）蛋白样品 SDS-PAGE 凝胶电泳。 

（6）湿转方法转膜，200 mA，45 min，将 SDS-PAGE 凝胶上的蛋白转移至

PVDF 膜上。 

（7）用封闭液（含 5%脱脂奶粉的 TBST）室温封闭 2 h。 

（8）加入一抗（用封闭液稀释到合适浓度），在水平摇床上 4 ℃孵育过夜。 



华中农业大学 2019 届硕士研究生学位（毕业）论文 

50 
 

（9）TBST 漂洗 3 次，每次 10 min；加入荧光标记二抗（用 TBST 稀释到

合适浓度），在水平摇床上室温孵育 1 h。 

（10）TBST 漂洗 3 次，每次 10 min；使用 Odyssey 双色红外荧光成像系统

扫描拍照。 

2.6 重组蛋白抑菌实验 

MamDf 重组蛋白透析复性后，进行抑菌实验，选择嗜水气单胞菌、大肠杆

菌、金黄色葡萄球菌进行活性分析。先用打孔法确定抑菌最佳浓度，再用 OD 值

法进行抑菌实验。 

打孔法： 

（1）细菌在 28℃培养 6-12h，调整菌液浓度。使其 OD600 在 0.8-1.0 之间。 

（2）再将其稀释 100 倍，制得含菌量为 1~2×10
6
CFU/mL 的菌液。 

（3）取菌液 150μL 涂 LB 培养基，4℃放置 1h。 

（4）待菌液完全吸收后，用 6mm 打孔器打孔，每孔加入 20μL 的目的蛋白

液，阴性对照组加等量的 PBS，阳性对照组加等浓度相同体积的氨苄青霉素或者

卡拉霉素。 

（5）37℃培养 18h，统计抑菌圈的直径。 

OD 值法： 

（1）细菌在 28℃培养 6-12min，调整菌液浓度。使其 OD600在 0.8-1.0 之间。 

（2）再将其稀释 100 倍，制得含菌量为 1~2×10
6
CFU/mL 的菌液。 

（3）取菌液 500μL 加入 2ml 的 EP 管中，再加入 500μL 的目的蛋白，混合

均匀。 

（4）28℃恒温摇床上培养至 0h、2h、4h、6h、8h、10h 和 12h，通过超微

量分光光度计检测 600nm 处的吸光值。 

2.7 数据分析 

用SPSS Statistics 17.0软件对OD值进行单因素方差分析（One-Way ANOVA），

数值均采用平均值±标准误（mean±SE）表示，当 P<0.05 时，认为差异显著；

当 P<0.01 时，认为差异极显著。 
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3 结果与分析 

3.1 团头鲂 MamDf 基因序列分析 

MamDf 开放阅读框（ORF）全长 753 bp，编码 250 个氨基酸，DNAstar 预

测其分子量为 27.2kDa，理论等电点为 6.65。利用 ProtParam 在线分析 MamDf

氨基酸序列，显示其脂肪系数为 71.04，平均疏水系数为-0.342，不稳定指系数为

39.65，被归类为稳定蛋白。SignalP 4.1 在线分析表明第 1 到 20 个氨基酸为其信

号肽，NetNGlyc 1.0 Server 预测显示其没有 N-糖基化位点。Phyr2 预测 MamDf

二级结构包括 4 个 α 螺旋（13%）、16 个 β 转角（40%）和 1 个 TM 螺旋（6%），

预测的团头鲂 Df 蛋白质三级结构类似于酚氧化酶活化因子（图 3-1）。 

两两序列比对分析表明 Df 在鱼类和哺乳动物中都很保守，团头鲂 MamDf

与草鱼相似度高达 94%，与斑马鱼（84%）和斑点叉尾鮰（68%）也很高（表 3-1）。

ClustalW 多序列比对分析（图 3-2）显示丝氨酸蛋白酶胰蛋白酶超家族结构域是

严格保守的，3 个底物结合位点和 3 个活性位点在所有分析的序列中都是完全保

守的，这表明它们在不同物种中的重要性。 

利用 MEGA 6.06 软件中的 NJ 分析法构建 Df 的系统进化树，结果如图 3-3

所示，鱼类 Df 聚为一支，哺乳动物聚为另一支，鱼类 Df 和哺乳类 Df 有共同的

祖先。十分有趣的是，虹鳟和大西洋鲑被归类到了哺乳动物那一支，说明虹鳟和

大西洋鲑比其它鱼类有更高的进化地位。同时，团头鲂与草鱼的 Df 在进化上亲

缘关系最近。 

首先我们从GenBank中获得了其它脊椎动物的Df基因序列和mRNA序列，

然后将基因序列和 mRNA 序列进行比对来确定 Df 基因的结构。结果如图 3-4 所

示，团头鲂 MamDf 基因有 5 个外显子和 4 个内含子，其它脊椎动物含有相同数

量的外显子和内含子。此外，团头鲂和斑马鱼对应的外显子长度相似，罗非鱼和

条石鲷对应的外显子长度相似，小鼠和人对应的外显子长度相似，但是所有物种

的内含子长度都不一致。 

 

表 3-1 团头鲂 MamDf 氨基酸序列与其它物种的同源性分析 

Table 3-1 Homology analysis of the deduced amino acid sequence of MamDf with related 
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sequences from other species. 

 

图 3-1 Phyr2 预测的团头鲂 MamDf 蛋白三级结构 

Fig.3-1 MamDf protein tertiary structure prediction via the software of Phyr2 

Species 

物种 

Accession No 

登录号 

Amino acids 

氨基酸 

Identity(%) 

相似度 

Megalobrama amblycephala  250  

Ctenopharyngodon idella AHB81535 250 94% 

Danio rerio NP_001018368 249 84% 

Ictalurus punctatus AEW10547 250 68% 

Esox lucius XP_010877625 255 65% 

Oplegnathus fasciatus AIZ96981 277 59% 

Paralichthys olivaceus ACV89350 277 58% 

Poecilia reticulate XP_008397016 275 56% 

Oreochromis niloticus XP_003447819 275 54% 

Sus scrofa XP_013850255 259 45% 

Homo sapiens ABI63376 260 45% 

Bos taurus NP_001029427 259 43% 

Oncorhynchus mykiss CCA64453 253 42% 

Salmo salar ACI69308 257 38% 
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图 3-2 团头鲂与其它物种 Df 氨基酸多序列比对 

Fig. 3-2 Amino acid sequence alignment of Df from blunt snout bream and other species 

相同和相似的氨基酸分别用灰色和浅灰色阴影显示。丝氨酸蛋白酶胰蛋白酶超家族结构域用黑色双箭头标

记。切割位点用黑色三角形标记。活性位点用黑色菱形标记，底物结合位点用向上的箭头表示。 

Identical and similar residues are shaded in gray and light gray, respectively. The serine protease trypsin 

superfamily domain is marked with a black double-headed arrow. The cleavage site is marked with a black triangle. 

Active sites are marked with a black rhombus, and substrate binding sites are marked by a downward arrow. 
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图 3-3Df 编码氨基酸序列的系统进化树（各物种氨基酸序列登录号在各物种之后） 

Fig. 3-3 Phylogenetic tree of the amino acid sequences encoded by Df. (Accession numbers are 

shown next to each species) 
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图 3-4 不同物种 Df 基因结构模式图 

Fig. 3-4Comparison of the Dfgene organization and intron/exon sizes between different species 

粗体的数字和黑框表示外显子，正常数字和线条表示内含子，5'-和 3'-非编码区用空白框和正常数字表示。

基因 ID 如下：斑马鱼（553553），斑点叉尾鮰（100862744），罗非鱼（100692083），条石鲷（100692083），

小鼠（11537），人（1675）。 

Numbers in bold and black boxes indicate exons, normal number and lines joining the boxes indicate introns, and 

the 5'-and 3'- untranslated regions are denoted with empty boxes and normal number. The gene ID of the 

complement factor D is as follow: D. rerio: 553553, I. puncetatus: 100862744, O. niloticus: 100692083, O. 

fasciatus: 100692083, M. musculus: 11537, H. sapiens: 1675. 

3.2 团头鲂 pET28a-Df 重组质粒在不同条件下的诱导表达 

团头鲂 MamDf 基因成熟肽序列编码 230 个氨基酸，预测分子量 24.9 kDa，

pET28a 载体含有 6×His 标签，大小是 5 kDa，所以预测的 pET28a-Df 融合蛋白分

子量约为 29.9kDa。 

将重组质粒 pET28a-Df 在 37℃、180r/min 和不同 IPTG 浓度（0、0.05、0.2、

1mmol/L）的条件下诱导表达，诱导时间为 4 h，随后用 SDS-PAGE 检测，结果
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如图 3-5 所示，MamDf 只在沉淀中表达，在上清中未表达，而且当 IPTG 浓度为

0.05mmol/L 时，融合蛋白表达量最高。 

将重组质粒 pET28a-Df 在 28℃、180r/min 和不同 IPTG 浓度（0、0.05、0.2、

1mmol/L）的条件下诱导表达，诱导时间为 12 h，随后用 SDS-PAGE 检测，结果

如图 3-6 所示，MamDf 只在沉淀中表达，在上清中未表达，而且当 IPTG 浓度为

0.05mmol/L 时，融合蛋白表达量最高。相比较在 37℃条件下的诱导表达，在 28℃

条件下表达量更低，说明 37℃诱导条件更佳。 

将重组质粒 pET28a-Df 在 37℃、180r/min、不同 IPTG 浓度（0.05、1mmol/L）

和不同诱导时间（4h、6h）的条件下诱导表达，随后用 SDS-PAGE 检测，结果

如图 3-7 所示，MamDf 只在沉淀中表达，在上清中未表达，当 IPTG 浓度为

0.05mmol/L 时，诱导 6h 明显比诱导 4h 表达量高，说明诱导时间 6h 更佳。 

 

 

图 3-5 重组质粒 pET28a-Df 在不同 IPTG 浓度下的诱导表达 

Fig. 3-5 The induced expression of pET28a-Df vector in different concentrations of IPTG 

M：Marker，1-4 代表 IPTG 浓度（0、0.05、0.2、1mmol/L），a 和 b 分别表示细菌破碎后的上清和沉淀。 

M: Marker, 1-4 represent IPTG concentrations (0, 0.05, 0.2, 1 mmol/L), a represent the supernate, b represents 

precipitate. 
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图 3-6 重组质粒 pET28a-Df 在不同 IPTG 浓度下的诱导表达 

Fig. 3-6 The induced expression of pET28a-Df vector in different concentrations of IPTG 

M：Marker，1-4 代表 IPTG 浓度（0、0.05、0.2、1mmol/L），a 和 b 分别表示细菌破碎后的上清和沉淀。 

M: Marker, 1-4 represent IPTG concentrations (0, 0.05, 0.2, 1 mmol/L), a represent the supernate, b represents 

precipitate. 

 

图 3-7 重组质粒 pET28a-Df 在不同诱导时间和 IPTG 浓度下的诱导表达 

Fig. 3-7 The induced expression of pET28a-Df vector in different induction time and different 

concentrations of IPTG 

M：Marker，1-3 代表 IPTG 浓度（0.05、0.05、1 mmol/L）和诱导时间（4h，6h，6h），a 和 b 分别表示细

菌破碎后的上清和沉淀。 

M: Marker, 1-3 represent IPTG concentrations (0.05, 0.05, 1 mmol/L) and induction time (4h, 6h, 6h), a represent 

the supernate, b represents precipitate. 
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3.3 团头鲂 MamDf 重组蛋白的纯化 

根据 3.2 对原核表达的条件的优化，确定在 37 ℃、180 r/min、

IPTG=0.05mmol/L 条件下，诱导 6 h 时，表达量最高。随后大量表达，过柱纯化。

如图 3-8 所示，纯化后的重组蛋白条带单一，纯度很高，超微量分光光度计检测

显示浓度约为 1.2 mg/mL，符合后续多克隆抗体的制备要求。 

 

图 3-8 纯化后的 pET28a-Df 重组蛋白的 SDS-PAGE 电泳图 

Fig. 3-8 SDS-PAGE electrophoregram of purified recombinant pET28a-Df proteins 

1：IPTG 诱导后的上清，2：IPTG 诱导后的沉淀，3：不加 TPTG 诱导的沉淀，4：加 IPTG 诱导的空载质

粒，5：纯化后的重组蛋白，M：蛋白 Marker 

1: supernatant after IPTG induction; 2: pellet after IPTG induction; 3: pellet prior to IPTG induction; 4: Empty 

vector pellet after IPTG induction; 5: purified protein elution; M: Protein marker 

3.4 Western blot 

Western blot（Wb）检测了多克隆抗体（rabbit anti-Df）的特异性，结果如图

3-9 所示，用重组 pET28a-Df 蛋白可以检测到与预测分子量接近的单一条带，表

明制备的多克隆抗体特异性较好。可以用于下一步实验。 
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图 3-9 Western blot 分析制备的多克隆抗体的特异性 

Fig. 3-9 Specificity analysis of the prepared antibody by Western blot 

用制备的多克隆抗体进一步验证了团头鲂感染嗜水气单胞菌后肝脏、脾脏、

肾脏和头肾蛋白水平的表达，结果表明（图 3-10），在肝脏中，4 h 蛋白表达量

最高；在脾脏中，24 h 时蛋白表达量明显高于其它时间点；在肾脏中，4 h 达到

最大值，随后下调至对照组水平；在头肾中，4 h 和 5 d 时 Df 蛋白表达量都很高，

且都高于其它时间点。这些表达量的变化趋势，与 mRNA 水平的表达模式类似。 

 

图 3-10 Western blot 分析团头鲂 MamDf 在嗜水气单胞菌感染后肝脏、脾脏、肾脏和头肾中

的表达 

Fig. 3-10 Expression analysis of the MamDf gene in the liver, spleen, kidney and head-kidney post 

A. hydrophila infection by Western blot  

3.5 重组蛋白抑菌活性检测 

为了研究原核表达得到的 MamDf 重组蛋白是否具有抑菌活性，选择了嗜水
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气单胞菌、大肠杆菌和金黄色葡萄球菌进行抑菌实验。结果如图 3-11 所示，

MamDf 重组蛋白对 3 种细菌的生长有明显的抑制效果，在 2 h 之前，嗜水气单

胞菌和大肠杆菌的生长无明显的影响，2 h 之后，重组蛋白对其生长起到了明显

的抑制；在 4 h 之前，金黄色葡萄球菌的生长无明显变化，4 h 之后重组蛋白对

金黄色葡萄球菌的生长起到了明显的抑制效果。而且，重组 MamDf 对革兰氏阴

性菌的抑制效果较好。 
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图 3-11MamDf 重组蛋白对革兰氏阴性菌（嗜水气单胞菌和大肠杆菌）和革兰氏阳性菌（金

黄色葡萄球菌）的抑菌活性检测 

Fig. 3-11The bacteriostatic activity of the recombinant MamDfprotein against gram-negative 

bacteria (A. hydrophila and E. coli) and gram-positive bacteria (S. aureus) 

注：“*”表示两两处理间有显著性差异（P<0.05）。 

Note: Statistically significant differences between every two treatments are denoted with‘*’(P< 0.05). 

 

4 讨论 

团头鲂 MamDf 基因结构域分析表明，MamDf 含有一个丝氨酸蛋白酶胰蛋白

酶超家族结构域、三个底物结合位点和三个活性位点，它们在脊椎动物中完全的

保守，表明它们对维持基因功能的重要性。N-糖基化位点是真核生物中常见的蛋

白翻译后修饰过程，参与许多生物过程（Naegeli and Aebi 2015）。但在团头鲂

MamDf 中没有发现 N-糖基化位点，这和草鱼、斑马鱼、猪（Miner et al 2001）

和人类（Pascual et al 1993）中的 Df 一样，但是斑点叉尾鮰中有两个 N-糖基化

位点，橄榄比目鱼中有三个 N-糖基化位点，表明 Df 在不同物种中可能具有不同

的功能。在本研究中，确定了团头鲂 MamDf 基因由 4 个内含子和 5 个外显子构

成，硬骨鱼类和哺乳动物中的 Df 呈现相对稳定的基因结构，内含子和外显子的

数量相同，外显子长度也很相似，但是内含子长度却明显不同。团头鲂 MamDf
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的三级结构类似于酚氧化酶活化因子，它介导了无脊椎动物胚胎发育和免疫反应

的蛋白水解级联反应，表明 MamDf 可能具有更加复杂的功能。系统进化分析表

明，鱼类 Df 和哺乳动物 Df 具有共同的祖先，但是虹鳟和大西洋鲑很特别，被

归类到了哺乳动物那一支，说明虹鳟和大西洋鲑比其它鱼类有更高的进化地位。 

本研究采用了 pET28a 原核表达载体，并且优化了表达条件，但是最终重组

蛋白还是在包涵体内表达，一方面是由于 pET28a 这种载体没有溶解性高的融合

蛋白，也没有促进二硫键形成的酶的融合蛋白，且不含信号肽，蛋白在形成过程

中，很难进行进一步的加工和折叠，蛋白质空间舒展，非常不稳定，所有形成包

涵体的可能性很大，另一方面，融合蛋白是否在包涵体中表达，主要受到目标蛋

白理化性质和空间结构的影响（Mirkalantari et al 2012；Sarmitha et al 2012）。 

已有研究表明补体因子具有蛋白酶水解活性和抑菌活性。在条石鲷

（Godahewa et al 2016）和鲤（Yano et al 1994）中，已经证明了重组 Df 蛋白具

有蛋白酶水解活性。此外，先前报道了 C3b 和 C4b 可以共价结合微生物并使细

菌更易于被吞噬细胞吞噬（Ellis 1999），另一项研究表明，Ba 可以抑制迟缓爱德

华氏菌、荧光假单胞菌和哈维氏弧菌的繁殖（Li and Sun 2017），然而关于重组

Df 蛋白是否具有抑菌活性的研究很少。在本研究中，重组 MamDf 蛋白表现出了

对嗜水气单胞菌、大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑制作用，并且对革兰氏阴性菌

（嗜水气单胞菌和大肠杆菌）的抑制作用要强于格兰氏阳性菌（金黄色葡萄球菌）。

基于先前的研究（Ambrus et al 1990；Praz 1986）猜想可能的抑菌机制，可能是

MamDf 重组蛋白可以通过溶解细菌细胞壁来影响细胞膜通透性来杀死或抑制细

菌增殖而起到抑菌作用。有研究表明，丝氨酸蛋白酶胰蛋白酶家族结构域可以部

分反映 Df 的功能，这一结构域是否在抑菌过程中发挥免疫作用需要进一步研究。 

目前没有报告过有关 Df 蛋白在感染嗜水气单胞菌后的表达情况，本研究中，

检测了团头鲂感染嗜水气单胞菌后的肝脏、脾脏、肾脏和头肾中蛋白水平的表达，

结果表明，在肝脏和肾脏中 4h 蛋白表达量最高，这与 mRNA 水平的表达一致；

在脾脏中，24h 时蛋白表达最高，也和 mRNA 水平的表达一样；在头肾中，MamDf

基因 mRNA 在 4h 表达量显著上调且达到最大值，5d 时显著下调，但是蛋白水

平在 4h 和 5d 时蛋白表达量都很高，说明在头肾中，5d 时 MamDf 仍然起着重要

的作用。 
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附录 

 

附图 2-1 Phyr2 预测的团头鲂 Pf 蛋白三级结构 

Supplemental Fig.2-1 Pf protein tertiary structure prediction via the software of Phyr2 in blunt 

Snout bream 
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附图 2-2 Phyr2 预测的团头鲂 If 蛋白三级结构 

Supplemental Fig.2-2 If protein tertiary structure prediction via the software of Phyr2 in blunt 

Snout bream 

 

附图 2-3 Phyr2 预测的团头鲂 Hf 蛋白三级结构 

Supplemental Fig.2-3 Hf protein tertiary structure prediction via the software of Phyr2 in blunt 

Snout bream 
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附表 3-1 包涵体纯化溶液配制 

Supplemental Table 3-1 Preparation of inclusion body purification solution 

Buffer(100 

mL) 
Tris-HCl(g) Nacl(g) EDTA(g) Triton-100(mL) Urea (g) 

Buffer 1 0.24228 2.922 0.0037224 - - 

Buffer 2 0.24228 2.922 0.0037224 0.5 - 

Buffer 3 0.24228 2.922 0.0037224 - 6.006 

Buffer 4 0.24228 2.922 0.0037224 - 12.012 

Buffer 5 0.24228 2.922 0.0037224 - 48.048 

 

附表 3-2 透析液的配制 

Supplemental Table 3-2 Preparation of dialysate 

透析液（1 

L） 

Tris-HCl 

(g) 

Nacl 

(g) 

EDTA 

(g) 

Urea 

(g) 

GSSG 

(g) 

GSH 

(g) 

Arg 

(g) 

Glycerin 

(mL) 

透析液 1 6.057 2.922 0.37224 240.24 0.01225 0.61464 10 100 

透析液 2 6.057 2.922 0.37224 180.18 0.01225 0.61464 10 100 

透析液 3 6.057 2.922 0.37224 120.12 0.01225 0.61464 10 100 

透析液 4 6.057 2.922 0.37224 60.06 0.01225 0.61464 10 100 

透析液 5 6.057 2.922 0.37224 30.03 0.01225 0.61464 10 100 

透析液 6 6.057 2.922 - - - - - - 

 

附表 3-3 蛋白纯化缓冲液的配制 

Supplemental Table 3-3 Preparation of protein purification buffer 

Buffer (1 L) Urea (g) NaH2PO4 (g) Tris-HCl (g) pH 

Lysis Buffer 480.50 15.60 15.76 8.0 

Wash Buffer 480.50 15.60 15.76 6.3 

Elution Buffer 480.50 15.60 15.76 4.5 

注：使用盐酸溶液调节 pH，之后用 0.22 或者 0.45μm 滤膜过滤除菌。 
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