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功能， 从日本鳗鲡 （Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ） 中克隆和鉴定了两个 ＢＰＩ 基因， 命名为 ＡＪＢＰＩ － １ 和 ＡＪＢＰＩ － ２。 这两个

抗菌肽均具有 ＢＰＩ 超家族特征性的 ＬＰＳ 结合结构域和脯氨酸富集区， 其中 ＡＪＢＰＩ － １ 和 ＡＪＢＰＩ － ２ 的Ｎ － 端碱

性氨基酸 （精氨酸和赖氨酸） 的数量分别为 １２ 和 ３５， 表明前者对 ＬＰＳ 的结合力较后者弱。 Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ
检测结果显示， ＡＪＢＰＩ － １ 在正常养殖鳗鲡的肝脏中转录表达量最高， 其次是头肾， 而 ＡＪＢＰＩ － ２ 则在中肾和

头肾中转录表达量最高， 其次是血液。 Ｐｏｌｙ Ｉ： Ｃ 和 Ｅ􀆰 ｔａｒｄａ 诱导后， 鳗鲡脾脏中 ＡＪＢＰＩ － １ 和 ＡＪＢＰＩ － ２ 的表

达量均显著上调 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ， ＡＪＢＰＩ －１ 约为 ＰＢＳ 对照组的 ４􀆰 ０ 倍和 ３􀆰 ３ 倍， ＡＪＢＰＩ －２ 为 ＰＢＳ 对照组的 ２􀆰 ３ 倍和

１􀆰 ７ 倍； 经 ＬＰＳ、 Ｐｏｌｙ Ｉ： Ｃ 和Ｅ􀆰 ｔａｒｄａ 刺激后， 鳃中 ＡＪＢＰＩ －２ 表达量显著上调 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ， 上调幅度最高可达到

ＰＢＳ 组的 ２􀆰 ５ 倍、 １７􀆰 ０ 倍和 ７􀆰 ０ 倍； 而中肾只在 ＬＰＳ 和 Ｐｏｌｙ Ｉ： Ｃ 刺激时， ＡＪＢＰＩ －１ 和 ＡＪＢＰＩ －２ 的表达量显著上
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０　 引言
抗菌肽 （ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｅｐｔｉｄｅｓ） 又称宿主防御肽， 是生物体天然免疫系统的重要成分， 广泛存在

于无脊椎动物和脊椎动物中， 是一类广谱抗微生物活性的多肽［１ － ３］ 。 杀菌 ／ 渗透性增强蛋白 （Ｂａｃｔｅｒｉ⁃
ｃｉｄａｌ ／ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＢＰＩ） 是一类重要的抗菌肽， 是 Ｗｅｉｓｓ 等［４］１９７５ 年从兔子中性粒细

胞中首次分离出来的， 是一种可迅速杀死大肠杆菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ） 的多肽。 １９７７ 年， Ｗｅｉｓｓ 等［５］从

人类的中性粒细胞中也分离得到了该抗菌肽， 其 Ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ Ｐｏｉｎｔ （ ｐＩ） 值为 ９􀆰 ８， 分子质量为 ５８ ～
６０ ｋｕ， 当 ｐＨ 值达到 ７􀆰 ０ 时， 其杀菌和增强渗透性活性均最大， 可杀死革兰氏阴性菌， 如大肠杆菌和

沙门氏菌 （Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｐｐ􀆰 ） ， 因此， 命名为杀菌 ／ 渗透性增强蛋白。 哺乳动物 ＢＰＩ 是一类胞外蛋白

质［６］ ， 其 Ｎ 端富含精氨酸和赖氨酸， 以及两个位置保守的半胱氨酸。 精氨酸和赖氨酸均为阳离子氨

基酸， 可与含有带负电荷的 ＬＰＳ 结合， 从而杀菌， 或结合 ／ 中和内毒素［７］ 。 其 Ｃ 端和 Ｎ 端中间有脯氨

酸富集中心连接， 该区域可促进 ＢＰＩ 分子与 ＬＰＳ 结合， 并介导 ＢＰＩ － ＬＰＳ 复合物向特定宿主细胞转

运［８ － ９］ 。 ＢＰＩ 被学者称为未来的 “超级抗生素” ［１０］ 。
除 ＢＰＩ 外， 哺乳动物的脂多糖结合蛋白 （ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＬＢＰ） 也可识别 ＬＰＳ，

二者均属于脂质转移和脂多糖结合蛋白家族成员［１１］ 。 人类的 ＬＢＰ 和 ＢＰＩ 序列相似性高达 ４５％ ， 其晶

体结构相似［１２ － １３］ 。 ＬＢＰ 是一种胞浆蛋白质， 与细菌脂多糖特别是类脂 Ａ 高度亲和［１４］ 。 在 ＬＰＳ 刺激的

炎症反应中 ＬＢＰ 表达量增多， 且可调节 ＬＰＳ 颗粒使其与吞噬细胞表面的 ＣＤ１４ 结合［１４］ 。
在哺乳动物中 ＢＰＩ 和 ＬＢＰ 的基因序列和功能明显不同， 但是， 在硬骨鱼类中目前尚无法明确区分

ＢＰＩ 和 ＬＢＰ［１５ － １６］ ， 因此， 常以 ＢＰＩ ／ ＬＢＰ 表示。 迄今为止， 已在多种硬骨鱼中克隆和鉴定了 ＢＰＩ ／ ＬＢＰ 基

因， 如虹鳟 （Ｏｎｃｈｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓｓ） ［１７］ 、 锦鲤 （Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ） ［１８］ 、 大西洋鳕 （Ｇａｄｕｓ ｍｏｒｈｕａ） ［１９］ 、
牙鲆 （Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ ｏｌｉｖａｃｅｕｓ） ［２０］ 、 香鱼 （Ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｕｓ ａｌｔｉｖｅｌｉｓ ａｌｔｉｖｅｌｉｓ） ［１５］ 、 大黄鱼 （Ｐｓｅｕｄｏｓｃｉａｅｎａ
ｃｒｏｃｅａ） ［２１］ 、 条 石 鲷 （Ｏｐｌｅｇｎａｔｈｕｓ ｆａｓｃｉａｔｕｓ） ［２２］ 、 草 鱼 （Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎ ｉｄｅｌｌｕｓ） ［１６］ 和 团 头 鲂

（Ｍｅｇａｌｏｂｒａｍａ ａｍｂｌｙｃｅｐｈａｌａ） ［２３］等。 与哺乳动物 ＢＰＩ 基因主要在中性粒细胞和各种黏膜上皮细胞中表达

不同， 鱼类 ＢＰＩ ／ ＬＢＰ 基因的组织表达模式较多样。 如鲤科鱼类： 草鱼 ＢＰＩ 在鳃中表达量最高， 其次是头

肾和中肾［１６］ ； 锦鲤 ＢＰＩ 基因在肝脏和脾脏中表达量最高［１８］ ； 团头鲂 ＢＰＩ ／ ＬＢＰ 基因在肾脏中表达量最

高［２３］ 。 又如石鲷科鱼类： 条石鲷 ＢＰＩ － １ 在脾脏和肝脏中表达量最高， ＢＰＩ － ２ 在肾脏中表达量最高［２２］ 。
此外， 外源刺激物刺激后， 鱼类 ＢＰＩ 转录表达变化规律也不同。 如受 ＬＰＳ 刺激 ３ ｈ 后， 锦鲤肝脏和头肾

中的 ＢＰＩ 均微弱上调［１８］ ， 而受 ＬＰＳ 刺激 ２ ｈ 后， 团头鲂脾脏中 ＢＰＩ ／ ＬＢＰ 上调达到最高值［２３］ 。
日本鳗鲡 （Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ） 是我国重要的养殖鱼类［２４］ 。 然而， 细菌性疾病一直困扰着鳗鲡养

殖业发展。 迄今为止， 关于鳗鲡的抗细菌免疫应答的研究较为缺乏。 ＢＰＩ 是重要的抗细菌免疫因子，
是鱼类天然免疫系统的重要组成部分， 目前未见鳗鲡属 ＢＰＩ 的相关研究。 基于此， 本研究运用
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ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

ＳＭＡＲＴｅｒＴＭ ＲＡＣＥ 技术， 从日本鳗鲡中克隆、 鉴定 ＢＰＩ 基因序列， 并进一步利用 Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ 技

术， 研究在正常养殖和人工免疫物刺激下， ＢＰＩ 基因在日本鳗鲡体内表达量变化的规律， 以期为阐析

鳗鲡 ＢＰＩ ／ ＬＢＰ 基因的分类、 命名及其结构功能等提供参考。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 实验材料及处理

日本鳗鲡（（２０３ ± ５３）ｇ）， 购于福建省集美大学水产养殖基地。 于水温 （２８ ± ２） ℃暂养１ 周后， 采集

日本鳗鲡血液、 鳃、 心脏、 肝脏、 胃、 肠、 脾脏、 头肾、 中肾、 鳔、 性腺和皮肤等组织 ／ 器官用于试验。
免疫刺激试验： 腹腔注射， 设 ＰＢＳ 对照组、 ＬＰＳ 刺激组 （０􀆰 ０１ ｍｇ ／ ｇ， Ｓｉｇｍａ）、 Ｐｏｌｙ Ｉ： Ｃ 刺激组

（０􀆰 ０１ ｍｇ ／ ｇ， Ｓｉｇｍａ）、 迟缓爱德华氏菌刺激组 （２ × １０５ ｃｆｕ ／ ｇ）， 在注射后 ８ ｈ、 １６ ｈ、 ２４ ｈ 和 ７２ ｈ 采

样。 每组每个时间点随机取鳗鲡 ８ 尾。
１􀆰 ２　 ＢＰＩ 基因 ｃＤＮＡ 序列的克隆

将约 １００ ｍｇ 日本鳗鲡肝脏组织用 Ｔｒｉｚｏｌ􀳏 Ｒｒｅａｇｅｎｔ 试剂盒提取其总 ＲＮＡ， 具体操作参考相关研

究［２５］ 。 用琼脂糖凝胶电泳法和分光光度法 （ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００， 美国 Ｔｈｅｒｍｏ） 检测所提取总 ＲＮＡ 的完整

性和纯度， 即 ＲＮＡ 的 ２８ Ｓ 和 １８ Ｓ 条带清晰且 Ｄ２６０ ／ Ｄ２８０为 １􀆰 ８ ～ ２􀆰 ０ 时， 方可用于下一步实验。 随后，
总 ＲＮＡ 经 ＲＮａｓｅ － ｆｒｅｅ ＤＮａｓｅ Ｉ （ Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ Ｉｎｃ， 美国） 处理， 反转录 （ ＳＭＡＲＴｅｒＴＭ ＲＡＣＥ
ｃＤＮＡ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ， Ｃｌｏｎｔｅｃｈ， 美国） 获得第一链模板。

通过分析已制备的日本鳗鲡肝脏和肾脏 ｃＤＮＡ 文库， 获得 ＢＰＩ 基因的 ＥＳＴ 序列， 设计引物 （见

表 １）， 进行巢式 ＰＣＲ 扩增， 获得 ＢＰＩ 基因的 ５′和 ３′末端 ｃＤＮＡ 序列， 进一步设计引物， 再经 ＰＣＲ 扩

增， 验证其全长 ｃＤＮＡ 序列。
１􀆰 ３　 ＢＰＩ 基因组序列的扩增

取日本鳗鲡的肌肉， 参照 ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｖｅｒ􀆰 ４􀆰 ０ 试剂盒 （ＴａＫａ⁃
Ｒａ， 日本） 说明书， 提取日本鳗鲡基因组 ＤＮＡ。 根据已经获得的基因全长 ｃＤＮＡ 序列设计特异性引

物 （见表 １）， 扩增 ＢＰＩ 的基因组 ＤＮＡ。
１􀆰 ４　 Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ

取 ４ μｇ 健康日本鳗鲡组织的总 ＲＮＡ， 经 ＤＮＡ 酶处理及反转录 （ＧｏＳｃｒｉｐＴＭＲｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｓｙｓ⁃
ｔｅｍ， Ｐｒｏｍｅｇａ， 美国） 用以制备 Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ 模板， 用 ＲＮＡａｓｅ ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ 稀释一定倍数后保存、 备用。

以 β － ａｃｔｉｎ 为内参基因， 在 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ ＩＩ 实时定量 ＰＣＲ 仪上进行实时检测与分析。 ｑＰＣＲ 反

应体系如下： ２ × ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０􀆰 ０ μＬ， 稀释后的 ｃＤＮＡ 模板 ４􀆰 ０ μＬ， 正、
反向引物 （１０ μｍｏｌ·Ｌ － １ ） 各 ０􀆰 ５ μＬ， ＰＣＲ － Ｇｒａｄｅ ｗａｔｅｒ ５􀆰 ０ μＬ。 反应条件： ９５ ℃ 变性 ２０ ｓ， ５８ ℃
退火 ２０ ｓ， ７２ ℃延伸 ２５ ｓ， ４０ 个循环。 荧光信号采集温度为 ８１℃ 。 反应结束后分析产物的溶解曲线，
判断其特异性。 以 β － ａｃｔｉｎ 作为内参基因， 梯度稀释已知拷贝数的 ＡＪＢＰＩ 和 β － ａｃｔｉｎ 质粒样品及组织 ／
器官样品分别进行 ＰＣＲ 扩增， 绘制标准曲线进而计算各基因的扩增效率。
１􀆰 ５　 生物信息学分析

利用 ＮＣＢＩ 网站中的 Ｂｌａｓｔ 进行序列比对（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｌａｓｔ􀆰 ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ． ｃｇｉ）； 通过 ＥｘＰＡＳｙ 的

翻译工具获得 ＢＰＩ 的氨基酸序列（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｔｒａｎｓｌａｔｅ ／ ）， 再用 ＥｘＰＡＳｙ 预测 ＢＰＩ 氨基酸的分

子量和 ｐＩ 值（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｃｏｍｐｕｔｅ＿ｐｉ ／ ）； 用 ＳｉｇｎａｌＰ ４􀆰 １ Ｓｅｒｖｅｒ 程序分析信号肽（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ ／ ）； 用 Ｐｆａｍ 程序分析 ＢＰＩ 的结构域（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｆａｍ． ｘｆａｍ． ｏｒｇ ／ ）； 利用 ＤＮＡｍａｎ
软件进行氨基酸序列的多重比对； 应用 ＭＥＡＧ５􀆰 ０ 软件， 采用邻位相接法 （ＮＪ 法） 构建系统发育树。
１􀆰 ６　 数据统计分析

用 Ｅｘｃｅｌ 和 Ｓｐｓｓ１８􀆰 ０ 软件进行数据计算， 用单因素变量方差分析法 （ＡＮＯＶＡ） 分析 ＬＰＳ、 Ｐｏｌｙ Ｉ：
Ｃ 和 Ｅ􀆰 ｔａｒｄａ 刺激后样品间的表达量差异， 利用 Ｄｕｎｎｅｔｔｔ － Ｔｅｓｔ （２ － ｓｉｄｅｄ） 进行多重比对。 所有数据
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均用平均值 ± 标准误差 （ＳＥＭ） 的方式表示， Ｐ ＜ ０． ０５ 表示差异显著， Ｐ ＜ ０． ０１ 表示差异极显著。 利

用 ＧｒａｐｈＰａｄ􀆰 Ｐｒｉｓｍ􀆰 ｖ５􀆰 ０ 软件进行作图。
表 １　 引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｌｉｓｔ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称
Ｎａｍｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ

序列（５′ － ３′）
Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃
用途

Ａｐｐｌｉｃａｎｔ

ＡＪＢＰＩ － １Ｆ１ ＡＡＧＣＴＧＡＡＧＣＡＣＧＧＣＣＴＴＣＣＴＡＴＣＣ
ＡＪＢＰＩ － １Ｒ１ ＣＧＴＣＴＴＴＡＡＴＧＧＣＡＧＧＧＡＴＡＧＧＡＡＧＧＣ

６０
第一轮 ５′ＲＡＣＥ　 ５′ＲＡＣＥ １ ｓｔ ｒｏｕｎｄ ＰＣＲ
第一轮 ３′ＲＡＣＥ　 ３′ＲＡＣＥ １ ｓｔ ｒｏｕｎｄ ＰＣＲ

ＡＪＢＰＩ － １Ｆ２ ＡＣＡＡＣＧＡＴＧＧＣＡＴＴＧＣＣＴＴＧＧＣＴＣＡＡ
ＡＪＢＰＩ － １Ｒ２ ＣＡＧＡＧＣＴＧＴＣＣＴＴＣＣＴＣＣＡＧＴＧＡＴＧＡＧＡ

５８
第二轮 ５′ＲＡＣＥ　 ５′ＲＡＣＥ ２ｎｄ ｒｏｕｎｄ ＰＣＲ
第二轮 ３′ＲＡＣＥ　 ３′ＲＡＣＥ ２ｎｄ ｒｏｕｎｄ ＰＣＲ

ＡＪＢＰＩ － ２Ｆ１ ＡＧＧＡＣＴＧＡＧＣＡＴＣＡＣＣＴＣＴＣＧＣＡＴＣＡＣ
ＡＪＢＰＩ － ２Ｒ１ ＴＴＴＣＣＧＣＴＣＣＣＧＣＡＴＴＧＧＣＡＡＧＧ

６０
第一轮 ５′ＲＡＣＥ　 ５′ＲＡＣＥ １ ｓｔ ｒｏｕｎｄ ＰＣＲ
第一轮 ３′ＲＡＣＥ　 ３′ＲＡＣＥ １ ｓｔ ｒｏｕｎｄ ＰＣＲ

ＡＪＢＰＩ － ２Ｆ２ ＴＧＣＴＧＡＧＴＴＧＡＣＧＧＴＧＡＡＧＧＡＧＧＡＣＡ
ＡＪＢＰＩ － ２Ｒ２ ＣＣＣＧＣＣＧＴＧＧＡＡＣＴＴＧＡＣＴＴＴＧＡＣ

５８
第二轮 ５′ＲＡＣＥ　 ５′ＲＡＣＥ ２ｎｄ ｒｏｕｎｄ ＰＣＲ
第二轮 ３′ＲＡＣＥ　 ３′ＲＡＣＥ ２ｎｄ ｒｏｕｎｄ ＰＣＲ

ＵＰＭ ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＡＧＣＡＧ －
ＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ ６０ 第一轮 ＲＡＣＥ　 ＲＡＣＥ １ ｓｔ ｒｏｕｎｄ ＰＣＲ

ＮＵＰＭ ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ ６０ 第二轮 ＲＡＣＥ　 ＲＡＣＥ ２ｎｄ ｒｏｕｎｄ ＰＣＲ
ＡＪＢＰＩ － １Ｆ ＡＴＧＡＧＴＧＧＧＧＡＴＧＴＣＡＧＴＣＴＣ
ＡＪＢＰＩ － １Ｒ ＴＣＡＧＡＧＣＴＧＴＣＣＴＴＣＣＴＣＣＡＧ

５６
序列验证 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ
序列验证 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ

ＡＪＢＰＩ － ２Ｆ ＡＴＧＴＴＧＡＣＣＧＣＧＴＧＧＴＧＴＧＴ
ＡＪＢＰＩ － ２Ｒ ＧＧＴＧＡＣＡＴＣＣＣＴＴＧＡＴＧＣＴＣＡ

５４
序列验证 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ
序列验证 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ

ｑＡＪＢＰＩ － １Ｆ ＣＣＧＡＴＡＡＡＡＴＧ ＡＴＴＣＣＣＣＣＡＣ􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍
ｑＡＪＢＰＩ － １Ｒ ＣＡＧＡＧＧＣＡＧＧＧＴ ＣＧＡＡＡＡＡＧ􀪍􀪍􀪍􀪍

５８
荧光定量 ＰＣＲ Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ
荧光定量 ＰＣＲ Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ

ｑＡＪＢＰＩ － ２Ｆ ＣＡＣＴＧＡＡＴＧ ＴＧＣＴＴＧＣＣＣ􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍
ｑＡＪＢＰＩ － ２Ｒ ＣＴＴＧＣＣＡＡＴ ＣＴＣＧＧＧＧＡＴＧ􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍

５８
荧光定量 ＰＣＲ Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ
荧光定量 ＰＣＲ Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ

ＡＪ － ａｃｔｉｎＦ ＴＣＡＣＣＡＣＣＡＣＡＧＣＣＧＡＡＡＧＧ
ＡＪ － ａｃｔｉｎＲ ＣＧＣＡＧＧＡＴＴＣＣＡＴＴＣ ＣＣＡＧＧＡ􀪍􀪍􀪍

６２
荧光定量 ＰＣＲ Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ
荧光定量 ＰＣＲ Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ

Ｍ１３Ｆ ＣＧＣＣＡＧＧＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣ
Ｍ１３Ｒ ＡＧＣＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣＡＧＧＡ

６２
测序 Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
测序 Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

　 　 说明： 直下划线部分位于前一个外显子， 加粗波浪线的部分位于后一个外显子

Ｎｏｔｅｓ： Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｉｓ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍｅｒ ｅｘｏｎ， ｔｈａｔ ｗｉｔｈ ｗａｖｙ ｌｉｎｅ ｉｓ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌａｔｔｅｒ ｅｘｏｎ

２　 结果
２􀆰 １　 日本鳗鲡 ＡＪＢＰＩ 基因序列分析

从日本鳗鲡的肝脏和肾脏 ｃＤＮＡ 文库中筛选到两条 ＢＰＩ 的 ＥＳＴ 序列， 通过 ＲＡＣＥ、 ＰＣＲ 克隆和序列

拼接， 获得日本鳗鲡两条 ＢＰＩ 的 ｃＤＮＡ 序列， 分别命名为 ＡＪＢＰＩ － １ 和 ＡＪＢＰＩ － ２。 ＡＪＢＰＩ － １ ｃＤＮＡ 全长

１６１７ ｂｐ， 包括 ５′ＵＴＲ ２０７ ｂｐ， 开放阅读框 （ＯＲＦ） １２７８ ｂｐ （编码 ４２５ 个氨基酸残基）， ３′ＵＴＲ １３２ ｂｐ
（见图１）， 预测其前体肽分子质量为４６􀆰 ２６ ｋｕ， ｐＩ 值为８􀆰 ５８。 ＡＪＢＰＩ － ２ ｃＤＮＡ 全长１９１１ ｂｐ， 包括５′ＵＴＲ
９３ ｂｐ， 开放阅读框 （ＯＲＦ） １４２２ ｂｐ （编码 ４７３ 个氨基酸残基）， ３′ＵＴＲ ３９６ ｂｐ （见图 ２）， 预测其前体肽

分子质量为 ５１􀆰 ７４ ｋｕ， ｐＩ 值为 １０􀆰 １１。 通过 Ｐｈｙｒｅ２ 对抗菌肽 ＡＪＢＰＩ － １ 和 ＡＪＢＰＩ － ２ 二级结构预测， 结果

表明二者主要由 β － 折叠构成， 其含量分别高达 ５３％ 和 ４８％ ， 该结构有利于 ＡＪＢＰＩ 抗菌肽构象的稳定；
其次为 α － 螺旋， 其含量分别为 ２１％ 和 ２６％ 。 通过 ＳＷＩＳＳ － ＭＯＤＥＬ 预测， 发现抗菌肽 ＡＪＢＰＩ － １ 和

ＡＪＢＰＩ － ２的三级结构相似， 即它们均有 “桶状结构单元”， 该桶状结构单元由 Ｎ － 和 Ｃ － 末端氨基酸残

基中心的 β － 折叠连接 （见图 ３）。
通过对两种 ＡＪＢＰＩ 的 Ｎ 端氨基酸残基分析可知， ＡＪＢＰＩ － １ 含精氨酸和赖氨酸数量分别为 ４ 和 ８， 少

于 ＡＪＢＰＩ － ２ （１２ 和 ３５） （见图 １、 ２ 和表 ２）。

·４８·
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说明：在核苷酸序列中，多腺苷化信号用粗体下划线表示，Poly(A)尾用斜体下划线表示。在氨基酸序列中，LPS 结合域用
阴影表示，N-端和 C-端结构域分别以直下划线和波浪下划线表示，N-端精氨酸和酪氨酸以圆圈表示
Notes: In nucleotide sequence,poly-adenylation signal (AATAAA) is bold with a straight underline,and poly (A) tail is underlined and italic.In the
amino acid sequence,LPS binding domain is shadowed,and domains in N-terminal and C-terminal are a underlined with straight and wavy,respec鄄
tively.The arginine and tyrosine at the N -terminal are circled

图 1 AJBPI-1 基因 cDNA 全长

Fig.1 The full-length cDNA and the deduce amino acid sequences of AJBPI-1 gene in Anguilla japonica

·５８·
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说明：在核苷酸序列中，多腺苷化信号用粗体下划线表示，Poly(A)尾用斜体下划线表示。 在氨基酸序列中，LPS 结合域
用阴影表示，N-端和 C-端结构域分别以直下划线和波浪下划线表示，N-端精氨酸和酪氨酸以圆圈表示
Notes:In nucleotide sequence,poly-adenylation signal (AATAAA) is bold with a straight underline,and poly (A) tail is underlined and italic.In the
amino acid sequence,LPS binding domain is shadowed,and domains in N-terminal and C-terminal are a underlined with straight and wavy,respec鄄
tively.The arginine and tyrosine at the N -terminal are circled

图 2 AJBPI-2 基因 cDNA 全长

Fig.2 The full-length cDNA and the deduce amino acid sequences of AJBPI-2 gene in Anguilla japonica
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a） AJBPI-1 b） AJBPI-2

NH2-terminal
barrel

COOH-terminal
barrel

Central
茁 sheet

图 3 用 SWISS-MODEL 预测两种 AJBPI 氨基酸的三级结构

Fig.3 The three-dimensional structure of AJBPI from
Anguilla japonica predicted by the method of SWISS-MODEL

表 ２　 鱼类 ＢＰＩ 的序列信息

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＰＩ ｆｒｏｍ ｔｅｌｅｏｓｔ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

登录号
Ａａｃｃｅｓｓｉｏｎ

ｎｏ．

基因
Ｇｅｎｅ

类型
Ｔｙｐｅ

Ｎ 端赖氨
酸个数

Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｌｙｓｉｎｅｓ ａｔ

Ｎ － ｔｅｒｍｉｎａｌ

Ｎ 端精氨
酸个数

Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ａｒｇｉｎｉｎｅｓ ａｔ
Ｎ － ｔｅｒｍｉｎａｌ

ｐＩ 值
Ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ

ｐｏｉｎｔ

与 ＡＪＢＰＩ － １ 的
相似性或
一致性 ／ ％
Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

ｗｉｔｈ ＡＪＢＰＩ － １

与 ＡＪＢＰＩ － ２ 的
相似性或
一致性 ／ ％

Ｓｉｍｉｌａｒｉ
ｗｉｔｈ ＡＪＢＰＩ － ２

日本鳗鲡 Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ — ＢＰＩ － １ Ｉ ４ ８ ８． ５８ １００ ／ １００ ４４． ７０ ／ ３２． ７０
大西洋鲑 Ｓａｌｍｏ ｓａｌａｒ ＡＣＩ３３１８２． １ ＢＰＩ Ｉ ７ ４ ５． ４８ ５６． ４７ ／ ４４． ４７ ５０． １０ ／ ３６． ７８

条石鲷 Ｏｐｌｅｇｎａｔｈｕｓ ｆａｓｃｉａｔｕｓ ＢＡＭ２１０３７． １ ＢＰＩ Ｉ １０ ４ ４． ６５ ５６． ００ ／ ４４． ４７ ４９． ４７ ／ ３５． ９４

大黄鱼 Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ ＡＢＯ３２２５４． １ ＢＰＩ Ｉ １１ ４ ５． １３ ５１． ２９ ／ ４０． ００ ４６． ８２ ／ ３４． １１
日本鳗鲡 Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ — ＢＰＩ － ２ ＩＩ ２０ １５ １０． １１ ４４． ７０ ／ ３２． ７０ １００ ／ １００

团头鲂 Ｍｅｇａｌｏｂｒａｍａ ａｍｂｌｙｃｅｐｈａｌａ ＡＩＴ７６５５３． １ ＢＰＩ ／ ＬＢＰ ＩＩ １６ ４ ８． ８５ ４８． ４７ ／ ３３． ８８ ７３． ７８ ／ ６４． ４０

斑点叉尾 Ｉｃｔａｌｕｒｕ ｓｐｕｎｃｔａｔｕｓ ＡＡＸ２００１１． １ ＢＰＩ ／ ＬＢＰ ＩＩ １７ ７ ８． １９ ４８． ７ ／ ３５． ５２ ７３． ９９ ／ ６３． ８４

锦鲤 Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ ＢＡＣ５６０９５． １ ＢＰＩ ／ ＬＢＰ ＩＩ １９ ５ ８． ８２ ５０． ３５ ／ ３４． ３５ ７４． ８４ ／ ６５． １１
牙鲆 Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ ｏｌｉｖａｃｅｕｓ ＡＣＶ７４２５２． １ ＢＰＩ ／ ＬＢＰ ＩＩ １７ ６ ９． ５９ ５０． ３５ ／ ３６． ００ ７３． ７８ ／ ６４． ２７
虹鳟 Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓｓ ＢＡＢ９１２４４． １ ＢＰＩ ／ ＬＢＰ － ２ ＩＩ １９ ６ ９． ３４ ５０． １１ ／ ３６． ２３ ７６． ５３ ／ ６７． ６５

虹鳟 Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓｓ ＢＡＢ９１２４３． １ ＢＰＩ ／ ＬＢＰ － １ ＩＩ １４ ９ ９． ０７ ４８． ７０ ／ ３５． ０５ ７７． ５８ ／ ６８． ７１
香鱼 Ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｕｓ ａｌｔｉｖｅｌｉｓ ａｌｔｉｖｅｌｉｓ ＢＡＨ１１１２５． １ ＢＰＩ ／ ＬＢＰ ＩＩ １９ １５ ９． ６７ ５２． ００ ／ ３６． ２３ ７７． ９１ ／ ６９． ２１

胡瓜鱼 Ｏｓｍｅｒｕｓ ｍｏｒｄａｘ ＡＣＯ０９８１６． １ ＢＰＩ ＩＩ １２ ７ ９． ６１ ５１． ２９ ／ ３５． ５２ ７９． １４ ／ ７０． ００
条石鲷 Ｏｐｌｅｇｎａｔｈｕｓ ｆａｓｃｉａｔｕｓ ＢＡＭ２１０３８． １ ＢＰＩ ／ ＬＢＰ ＩＩ ２３ １５ １０． １８ ４９． ８８ ／ ３５． ２９ ７６． ９５ ／ ６６． ８０

大西洋鳕 Ｇａｄｕｓ ｍｏｒｈｕａ ＡＡＭ５２３３５． １ ＢＰＩ ／ ＬＢＰ － １ ＩＩ １８ １２ １０． ０２ ４９． ４１ ／ ３４． １１ ６８． ２８ ／ ５７． ５０
大西洋鳕 Ｇａｄｕｓ ｍｏｒｈｕａ ＡＡＭ５２３３６． １ ＢＰＩ ／ ＬＢＰ － ２ ＩＩ １８ １２ １０． ０５ ４９． １７ ／ ３３． ８８ ６８． ０７ ／ ５７． ２９

从两栖类、 硬骨鱼类及哺乳动物中选取代表种的 ＢＰＩ 序列 （ＧｅｎＢａｎｋ 登录号见表 ３）， 进行多重

比对， 结果显示： 所有物种 ＢＰＩ 都具有保守的 ＬＰＳ 结合结构域和一对位置固定的二硫键， 以及脯氨

酸富集中心结构域。 序列相似性比对结果显示， ＡＪＢＰＩ － １ 序列与大西洋鲑相似性最高（５６􀆰 ４７％ ）， 其

次为条石鲷（５６􀆰 ０％ ）； ＡＪＢＰＩ － ２ 序列与胡瓜鱼相似性最高（７９􀆰 １４％ ）， 其次为香鱼（７７􀆰 ９１％ ） （见

表 ２）。 利用 ＭＥＡＧ４􀆰 ０ 软件构建 ＮＪ 系统进化树 （Ｊｏｎｅｓ Ｔａｙｌｏｒ Ｔｈｏｒｎｔｏｎ ｍｏｄｅｌ， ＪＴＴ 模型）， 系统进化

树的拓扑结构显示： 哺乳动物聚为一大支， 硬骨鱼类聚为另一大支。 其中硬骨鱼类又分为两小支：
ＡＪＢＰＩ － １ 与大西洋鲑、 条石鲷和大黄鱼的阴离子 ＢＰＩ 基因聚为一支； ＡＪＢＰＩ － ２ 与虹鳟等阳离子 ＢＰＩ
基因聚为一支 （见图 ４）。

·７８·
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表 ３　 其他物种的登录号

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ａａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

登录号
Ａａｃｃｅｓｓｉｏｎ ＮＯ．

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

登录号
Ａａｃｃｅｓｓｉｏｎ ＮＯ．

人 Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ ＡＡＧ４２８４４． １ 牛 Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ ＣＡＡ３６７９７． １
白颊长臂猿 Ｎｏｍａｓｃｕｓ ｌｅｕｃｏｇｅｎｙｓ ＸＰ＿００３２５３６１４． ２ 家兔 Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓ ｃｕｎｉｃｕｌｕｓ ＮＰ＿００１１８２７３３． １
小鼠 Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ ＮＰ＿８０８５１８． １ 野猪 Ｓｕｓ ｓｃｒｏｆａ ＡＢＯ３４１３６． １
火鸡 Ｍｅｌｅａｇｒｉｓ ｇａｌｌｏｐａｖｏ ＸＰ＿００３２１２１５６． １ 马 Ｅｑｕｕｓ ｃａｂａｌｌｕｓ ＸＰ＿００１５０２５２９． １
大熊猫 Ａｉｌｕｒｏｐｏｄａ ｍｅｌａｎｏｌｅｕｃａ ＸＰ＿００２９１５２１０． １ 非洲爪蟾 Ｘｅｎｏｐｕｓ ｌａｅｖｉｓ ＮＰ＿００１０８６２０８． １
犬 Ｃａｎｉｓ ｌｕｐｕｓ ｆａｍｉｌｉａｒｉｓ ＸＰ＿５３４４１７． ２ 热带爪蟾 Ｘｅｎｏｐｕｓ ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ ＮＰ＿００１１０７７３６． １

Oncorhynchus mykiss BPI/LBP-1

Oncorhynchus mykiss BPI/LBP-2
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图 4 日本鳗鲡 AJBPI 与其他物种的 BPI 基因系统发育分析

Fig.4 Phylogenetic analysis of BPI amino acid sequences from Anguilla japonica and other species

２􀆰 ２　 ＡＪＢＰＩ － １ 和 ＡＪＢＰＩ － ２ 基因在不同组织中的分布

利用 Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ 方法分析 ＡＪＢＰＩ － １ 和 ＡＪＢＰＩ － ２ 在正常鳗鲡不同组织中的表达规律。 结果显示：
二者在日本鳗鲡肝脏、 肠、 皮肤、 心脏、 血液、 胃、 头肾、 中肾、 脾脏、 鳃等组织 ／ 器官表达中均有

转录表达， 尤其是在肝脏、 中肾、 脾脏、 头肾、 皮肤、 血液中表达量较高。 ＡＪＢＰＩ － １ 在肝脏中转录

表达量最高， 是 β － ａｃｔｉｎ 的 ０􀆰 ０７５ 倍； 而 ＡＪＢＰＩ － ２， 在头肾和中肾中表达量较高， 是 β － ａｃｔｉｎ 的
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０􀆰 ４４ 倍。 中肾、 头肾和血液中的 ＡＪＢＰＩ － ２ 极显著高于 ＡＪＢＰＩ － １ （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）， 而肝脏中的 ＡＪＢＰＩ － １
却极显著高于 ＡＪＢＰＩ － ２ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） （见图 ５）。

说明：数据以平均值±标准误表示（N=6）。 L—肝脏；MK—中肾；SP—脾脏；HK—头肾；SK—皮肤；B—血液；I—肠；G—鳃；
H—心脏；S—胃；SB—鳔；SG—性腺。 AJBPI-1 和 AJBPI-2 表达量的比值也列在表中，同一组织内两个基因的表达量经 t-
检验后，*P<0.05，P<0.01，***P<0.001
Notes：Data are shown as mean ± SEM(N = 6).L-Liver，MK-Middle Kidney，SP-Spleen，HK-Head Kidney，SK-Skin，B-Blood，I-intestine，G-Gill，
H- Heart，S-Stomach，SB-Swim Bladder，SG-Sexual Gland.Expression ratios of AJBPI-1/AJBPI-2 are also shown in the table.*P<0.05,**P<0.01
and ***P<0.001, by t-test

图 5 AJBPI-1 和 AJBPI-2 基因在日本鳗鲡不同组织/器官中相对表达量

Fig.5 Expression level of AJBPI-1 and AJBPI-2 in multiple tissues/organs from Japanese eel
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２􀆰 ３　 免疫刺激后 ＡＪＢＰＩ － １ 和 ＡＪＢＰＩ － ２ 的基因表达变化

为了研究不同刺激物刺激后对 ＡＪＢＰＩ － １ 和 ＡＪＢＰＩ － ２ 基因表达情况的影响， 本实验用 ＬＰＳ、 Ｐｏｌｙ
Ｉ： Ｃ 和 Ｅ􀆰 ｔａｒｄａ 分别刺激日本鳗鲡。 结果显示：

脾脏中， 经 Ｐｏｌｙ Ｉ： Ｃ 和 Ｅ􀆰 ｔａｒｄａ 刺激后， ＡＪＢＰＩ － １ 的表达量均迅速达到最高值， 分别为 ＰＢＳ 对

照的 ４􀆰 ０ 倍和 ３􀆰 ３ 倍， 刺激后 １６ ｈ， ＡＪＢＰＩ － ２ 的表达量均显著上调 （Ｐ ＜ ０． ０５） ， 分别为 ＰＢＳ 对照组

的 ２􀆰 ３ 倍和 １􀆰 ７ 倍。 经 ＬＰＳ 刺激后， ＡＪＢＰＩ － １和 ＡＪＢＰＩ － ２ 的表达水平无显著变化 （Ｐ ＞ ０． ０５） （见图

６）。
鳃中， 经 ＬＰＳ、 Ｐｏｌｙ Ｉ： Ｃ 和 Ｅ􀆰 ｔａｒｄａ 刺激后， ＡＪＢＰＩ － ２ 的表达量均有上调。 其中， ＬＰＳ 和 Ｐｏｌｙ

Ｉ： Ｃ 刺激后 ２４ ｈ， ＡＪＢＰＩ － ２ 表达量最高， 分别为 ＰＢＳ 对照组的 ２􀆰 ５ 倍和 １７􀆰 ０ 倍； Ｅ􀆰 ｔａｒｄａ 刺激后 １８
ｈ， ＡＪＢＰＩ － ２ 表达量最高， 为 ＰＢＳ 对照组的 ７􀆰 ０ 倍。 而该三种刺激物刺激后， ＡＪＢＰＩ － １ 的表达量均

无显著变化 （Ｐ ＞ ０． ０５） （见图 ６）。
中肾中， 经 ＬＰＳ 和 Ｐｏｌｙ Ｉ： Ｃ 刺激后 １６ ｈ， ＡＪＢＰＩ － １ 和 ＡＪＢＰＩ － ２ 的表达量均显著上调 （Ｐ ＜

０􀆰 ０５）。 其中， ＬＰＳ 刺激后， ＡＪＢＰＩ － １ 和 ＡＪＢＰＩ － ２ 分别为 ＰＢＳ 对照组的 ３􀆰 ０ 倍和 ２􀆰 ０ 倍； 而 Ｐｏｌｙ Ｉ： Ｃ
刺激后， ＡＪＢＰＩ － １ 和 ＡＪＢＰＩ － ２ 均为 ＰＢＳ 对照组的 ２􀆰 ２ 倍。 然而， Ｅ􀆰 ｔａｒｄａ 刺激后， 中肾中 ＡＪＢＰＩ － ２
的表达量无显著变化 （Ｐ ＞ ０． ０５） （见图 ６）。
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说明：以 β-actin 为内参基因；误差线表示平均数±SEM（N=6）；t-检验，*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001
Notes：Amplification of β-actin in each tissue is performed as an internal control.Vertical bars represented the mean ± SEM(N=6).
*P<0.05,**P<0.01 and ***P<0.001，t-test

图 6 日本鳗鲡 AJBPI-1 和 AJBPI-2 受 LPS、Poly I:C 和 E. tarda 刺激后的表达量

Fig.6 The relative expression of AJBPI-1 and AJBPI-2 in Anguilla japonica after intraperitoneal injection
with LPS, Poly I:C and E. tarda
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３　 讨论
ＢＰＩ 是一类含有 ＬＰＳ 结合结构域和脯氨酸富集区的阳离子抗菌肽。 它通过 ＬＰＳ 结合结构域与革兰

氏阴性菌的脂多糖发生结合［２６］ ， 从而发挥抗菌作用。
首先， 研究表明 ＢＰＩ Ｎ 端碱性氨基酸可聚集成簇， 通过静电作用与 ＬＰＳ 的脂质 Ａ 区域的酸性位

点结合， 进而中和内毒素， 增强抗菌活性［２７］ 。 已有报道， 条石鲷 ＢＰＩ － １ 的 Ｎ 端含有 ４ 个精氨酸和

１０ 个赖氨酸； ＢＰＩ － ２ 的 Ｎ 端含有 １５ 个精氨酸和 ２３ 个赖氨酸［２２］ 。 斑点叉尾 ＢＰＬ ／ ＬＢＰ Ｎ 端含有 ６ 个

精氨酸和 １９ 个赖氨酸［２８］ 。 本研究中 ＡＪＢＰＩ － １ 的 Ｎ 端也含有少数的阳离子氨基酸， 即 ８ 个精氨酸和 ４
个赖氨酸， 而 ＡＪＢＰＩ － ２ 的 Ｎ 端含有 １５ 个精氨酸和 ２０ 个赖氨酸。 该结果与已报道的条石鲷［２２］ 的 ＢＰＩ
相似。 现有数据分析可知， Ｉ 型 ＢＰＩ 含有的阳离子数目少于 ＩＩ 型 ＢＰＩ。 因此， 推测 ＡＪＢＰＩ － ２ 与 ＬＰＳ 的

亲和力更强。 其次， 同源性分析可知， ＡＪＢＰＩ － １ 与硬骨鱼类 ＢＰＩ ／ ＬＢＰ 相关基因相似性为 ５１􀆰 ２９％ ～
５６􀆰 ４７％ ， 其中与大西洋鲑 ＢＰＩ 基因相似性高达 ５６􀆰 ４７％ ， ＡＪＢＰＩ － ２ 与硬骨鱼类 ＢＰＩ ／ ＬＢＰ 相关基因相

似性为 ６８􀆰 ０７％ ～ ７９􀆰 １４％ ， 其中与胡瓜鱼相似性高达 ７９􀆰 １４％ 。 最后， ＡＪＢＰＩ － １ 与硬骨鱼类 ＢＰＩ 基

因聚为一支， 而 ＡＪＢＰＩ － ２ 与硬骨鱼类 ＢＰＩ ／ ＬＢＰ 基因聚为另一大支。 根据以上结果可知， ＡＪＢＰＩ － １ 和

ＡＪＢＰＩ － ２ 基因的特征序列、 相似性等分别接近其他鱼类的 ＢＰＩ 和 ＢＰＩ ／ ＬＢＰ 基因， 即鱼类 Ｉ 型 ＢＰＩ 和

ＩＩ 型 ＢＰＩ。
鱼类 Ｉ 型 ＢＰＩ 主要在中性粒细胞和上皮细胞中表达。 如条石鲷 ＢＰＩ － １ 基因在肝脏、 脾脏中高表

达［２２］ ， 大黄鱼 ＢＰＩ 基因在肝脏、 头肾、 心脏中高表达［２１］ 。 本研究的 ＡＪＢＰＩ － １ 在所检测的各个组织

中均有表达， 且在肝脏、 头肾和脾脏中高表达。 这表明日本鳗鲡 ＢＰＩ － １ 基因的组织分布与上述鱼类

ＢＰＩ 基因的组织分布相似。 异源性抗原物质如 ＬＰＳ、 病毒和细菌刺激可显著诱导鱼类 ＢＰＩ 基因的表

达。 如 Ｅ． ｔａｒｄａ 和真鲷虹彩病毒 （ｒｅｄ ｓｅａ ｂｒｅａｍ ｉｒｉｄｏｖｉｒｕｓ， ＲＳＩＶ） 诱导后， 条石鲷 ＢＰＩ － １ 基因在头

肾中表达量显著上调［２２］ 。 受溶藻弧菌 （Ｖｉｂｒｉｏ ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ） 和诺卡氏菌 （Ｎｏｃａｒｄｉａ ｓｅｒｉｏｌａｅ） 刺激后，
大黄鱼头肾、 脾脏、 肠道、 肾脏、 鳃和肌肉中 ＢＰＩ 基因的表达量显著上调［２１］ 。 本研究发现， 用 ＬＰＳ、
Ｐｏｌｙ Ｉ： Ｃ 和 Ｅ． ｔａｒｄａ 分别刺激日本鳗鲡中肾、 脾脏和鳃时， 中肾中 ＡＪＢＰＩ － １ 的表达量均有显著上

调； 在 Ｐｏｌｙ Ｉ： Ｃ 和 Ｅ． ｔａｒｄａ 刺激下脾脏中 ＡＪＢＰＩ － １ 的表达量具有显著性变化， 而鳃中 ＡＪＢＰＩ － １ 的

表达量均无显著变化。 根据以上结果可知， ＢＰＩ － １ 主要在脾脏、 肾脏等造血器官中高表达。
ＩＩ 型 ＢＰＩ 基因与 Ｉ 型 ＢＰＩ 基因表达模式不尽相同。 虹鳟的 ＢＰＩ ／ ＬＢＰ 基因在肝脏和头肾中均有表

达［１７］ 。 香鱼的 ＢＰＩ 基因主要在肾脏、 皮肤、 鳃、 肠道和脾脏中高表达［１５］ 。 条石鲷的 ＢＰＩ － ２ 基因主

要在肾脏、 外周血及脾脏中高表达［２２］ 。 锦鲤的 ＢＰＩ 基因主要在头肾、 肝脏、 脾脏、 肠道和鳃中表

达［１８］ 。 大西洋鳕的 ＢＰＩ 基因主要在外周血和头肾中高表达［１９］ 。 斑点叉尾 的 ＢＰＩ 基因在头肾、 中

肾、 皮肤、 肠道中高表达［２８ － ２９］ 。 团头鲂的 ＢＰＩ ／ ＬＢＰ 基因主要在头肾、 中肾、 肌肉、 脾脏、 心脏中高

表达［２３］ 。 本研究的 ＡＪＢＰＩ － ２ 在头肾、 中肾、 血液和皮肤中高表达。 本文结果表明， 在健康鱼类组织

中， 日本鳗鲡 ＢＰＩ － ２ 基因的组织分布和上述鱼类 ＩＩ 型 ＢＰＩ 的组织分布相似。
异源性抗原物质刺激时， 灭活的鳗弧菌能诱导大西洋鳕的 ＢＰＩ ／ ＬＢＰ 基因在头肾、 脾脏、 外周血

等多个组织中表达量上调［１９］ 。 Ｅ􀆰 ｔａｒｄａ 和海豚链球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｉｎｉａｅ） 刺激后， 条石鲷 ＢＰＩ ／ ＬＢＰ
基因在头肾中表达量显著上调［２２］ ； 而 Ｅ􀆰 ｔａｒｄａ 和真鲷虹彩病毒诱导后， 牙鲆的 ＢＰＩ ／ ＬＢＰ 基因在头肾、
脾脏、 肝脏、 鳃和肠道中表达量显著上调［２０］ 。 ＬＰＳ 刺激 ２ ｈ， 团头鲂的 ＢＰＩ 基因在脾脏中表达量显著

上调［２３］ 。 而且， ＬＰＳ 体外刺激时虹鳟［１７］和锦鲤［１８］ 的 ＬＢＰ ／ ＢＰＩ 基因在 ２４ ｈ 内立即发生响应， 而斑点

叉尾 ［２８］ ＬＢＰ ／ ＢＰＩ ｍＲＮＡ 在细菌体外刺激 ２４ ｈ 后才发生响应。 此外， 细菌刺激后， 牙鲆［２０］ 肝脏中

ＬＢＰ ／ ＢＰＩ ｍＲＮＡ 表达量增加， 而 ＬＰＳ 刺激后虹鳟［１７］ 肝脏中 ＬＢＰ ／ ＢＰＩ 无任何变化。 本研究发现， 用

ＬＰＳ、 Ｐｏｌｙ Ｉ： Ｃ 和 Ｅ􀆰 ｔａｒｄａ 分别刺激日本鳗鲡中肾、 脾脏和鳃时， 鳃中 ＡＪＢＰＩ － ２ 的表达量均有显著上

调； 在 ＬＰＳ 和 Ｐｏｌｙ Ｉ： Ｃ 刺激下中肾中 ＡＪＢＰＩ － ２ 的表达量均有显著上调； 在 Ｐｏｌｙ Ｉ： Ｃ 和 Ｅ． ｔａｒｄａ 刺

·１９·
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ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

激下脾脏中 ＡＪＢＰＩ － ２ 的表达量也具有显著性变化。 本文结果与 Ｅ． ｔａｒｄａ 刺激后牙鲆［２０］ 的 ＢＰＩ ／ ＬＢＰ
基因表达模式相似， 且其与虹鳟［１７］ 和锦鲤［１８］ 也相似， 即均在刺激物刺激 ２４ ｈ 内发生响应。 综上所

述， ＢＰＩ － ２ 在造血器官和其他组织器官如鳃和肠道等组织 ／ 器官中表达。 此外， Ｉ 型和 ＩＩ 型 ＢＰＩ 基因

在不同物种中的表达模式均有差异， 这些差异可能与诱导物的种类、 ＬＰＳ 浓度及鱼龄等［２２］相关。
综上所述， 本研究从日本鳗鲡中克隆、 鉴定了两类 ＡＪＢＰＩ 基因。 ＡＪＢＰＩ 在所检测的组织中均有不

同程度的表达， 用 ＬＰＳ、 Ｐｏｌｙ Ｉ： Ｃ 和 Ｅ􀆰 ｔａｒｄａ 分别刺激时日本鳗鲡中的肾、 鳃和脾脏中的 ＡＪＢＰＩ 均有

不同响应。 该研究结果显示 ＡＪＢＰＩ 可能参与日本鳗鲡的抗细菌和抗病毒免疫， 而且它将为鱼类的

ＢＰＩ ／ ＬＢＰ 基因的命名、 分类及其功能分析等提供一定的理论依据。
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