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［摘要］ 从黄姑鱼转录组数据库中筛选出 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 基因， 命名为 ＹｄＮｋｌ⁃２。 ＹｄＮｋｌ⁃２ 基因 ｃＤＮＡ 全长

６００ ｂｐ， 其中开放阅读框为 ４５６ ｂｐ， 编码 １５１ 个氨基酸。 ＹｄＮｋｌ⁃２ 具有一个信号肽和一个鞘脂激活蛋白 Ｂ （ｓａ⁃
ｐｏｓｉｎ Ｂ） 结构域。 亚细胞定位结果显示， ＹｄＮｋｌ⁃２ 分布于细胞质和细胞核。 实时荧光定量 ＰＣＲ 结果表明，
ＹｄＮｋｌ⁃２ 的 ｍＲＮＡ 广泛分布于黄姑鱼各组织， 其中在鳃和脾脏中的表达量最高。 经哈维氏弧菌感染后， 头肾、
肝脏和脾脏中的 ＹｄＮｋｌ⁃２ 表达量均明显升高， 提示 ＹｄＮｋｌ⁃２ 在哈维氏弧菌感染黄姑鱼过程中发挥重要作用。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ Ｎｉｂｅａ ａｌｂｉｆｌｏｒａ ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ ｇｅｎｅ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

０　 引言
ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 是一种由细胞毒性 Ｔ 细胞 （ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴ⁃ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ， ＣＬＴ） 和自然杀伤淋巴细胞 （ ｎａｔｕ⁃

ｒａｌｋｉｌｌｅｒｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ， ＮＫＬ） 分泌的抗菌肽， 属于鞘脂激活蛋白样蛋白 （ ｓａｐｏｓｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ） 家族［１］ 。
越来越多的鱼类 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 被研究， 如： 王改玲等［２］ 通过原核表达纯化出了草鱼 （Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎ
ｉｄｅｌｌａ） 的 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 可溶性融合蛋白， 并证明了该重组蛋白对部分革兰氏阴性菌和革兰氏阳性菌具有
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抑菌活性； 许巧情等［３］在真核毕赤酵母体系中表达了黄鳝 （Ｍｏｎｏｐｔｅｒｕｓ ａｌｂｕｓ） 的 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 蛋白， 并表

明对金黄色葡萄球菌 （Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ） 、 嗜水气单胞菌 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ） 和维氏气单胞

菌 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｖｅｒｔｅｂｒｏｓａ） 具有明显抑制作用； 半滑舌鳎 （Ｃｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓ ｓｅｍｉｌａｅｖｉｓ） 的 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 蛋白具有

调节免疫、 抑制细菌和病毒增长的功能［４］ ； 人工合成的大菱鲆 （Ｓｃｏｐｈｔｈａｌ ｍｕｓｍａｘｉｍｕｓ） ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 蛋白

具有较强的抗寄生虫活性［５］ 。 大量研究证明， ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 具有较强的杀菌［６］ 、 抗病毒［７］ 和抗寄生虫作

用［８］ ， 在鱼类抵抗病原体感染的先天免疫反应中发挥重要作用。
黄姑鱼 （Ｎｉｂｅａ ａｌｂｉｆｌｏｒａ） 是一种重要的海水经济鱼类， 主要分布于我国沿海［９］ 。 由弧菌引起的黄

姑鱼细菌性疾病日趋严重， 其病原菌主要包括哈维氏弧菌 （Ｖｉｂｒｉｏ ｈａｒｖｅｙｉ） ［１０］ 、 创伤弧菌 （Ｖｉｂｒｉｏ
ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ） ［１１］和溶藻弧菌 （Ｖｉｂｒｉｏ ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ） ［１２］等。 长期以来主要使用抗生素预防和治疗鱼类疾

病， 导致药物残留和耐药性细菌滋生等问题越来越严重。 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 等抗菌肽具有分子量小、 抗菌谱广

和不易产生耐药性等优点， 可作为一种新型高效的抗菌药物。 研究 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 等抗菌肽有助于探明鱼类

的免疫功能， 对开发新型抗生素具有重要意义［１３］ 。 到目前为止， 尚未有关于黄姑鱼抗菌肽基因的研

究报道。 本研究尝试从黄姑鱼中克隆 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 基因， 分析其分子结构特征和系统进化树， 利用实时荧

光定量 ＰＣＲ （ｑＲＴ⁃ＰＣＲ） 技术进一步检测和分析该基因在健康组织和哈维氏弧菌感染后的不同组织

的表达情况， 同时分析 ＹｄＮｋｌ⁃２ 蛋白的亚细胞定位， 为更进一步研究 ＹｄＮｋｌ⁃２ 的功能及开发黄姑鱼

ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 等抗菌肽药物奠定基础， 并为开辟黄姑鱼病害预防新途径提供理论依据。

１　 材料及方法
１􀆰 １　 实验材料

实验所用黄姑鱼幼鱼 （（３． ２８ ± １． ７１）ｇ） 购自福建省宁德市金铃水产科技有限公司。 攻毒前， 所

有鱼在充气海水中驯养两周， 水温 （２７． １ ± ２． １） ℃ ， 盐度 ３０， 水深 １􀆰 ０ ｍ。 每天在固定时间（每天早

上 ７：００ 和下午 ６：００）饲喂两次市售的黄姑鱼配合饲料 （天马水产科技有限公司）。 人工攻毒实验所用

的哈维氏弧菌菌株分离于自然发病鱼， 由孙云章教授惠赠。
从暂养群体中采集用于黄姑鱼组织表达分析的组织 （脑、 心脏、 鳔、 肾脏、 肝脏、 皮肤、 鳃、

胃、 头肾、 脾脏、 小肠和肌肉）。 哈维氏弧菌感染实验采用浸泡感染的方法进行： 在一个面积为 ４ ｍ２ ，
深度为 １􀆰 ５ ｍ 的混凝土水池中， 将 ８ Ｌ 细菌悬浮液 （１０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ） 均匀泼洒在水中， 使其与鱼充分

接触， 细菌感染过程持续 ３ ｈ， 之后， 将所有鱼转移到装有新曝气海水的池子中， 用次氯酸钠对原来

的池子进行消毒。 分别在哈维氏弧菌感染黄姑鱼后 ６， １２， ２４， ４８， ７２， ９６ ｈ 采集头肾、 肝脏和脾

脏， 置于 ＲＮＡ 保护液中， 随后保存在 － ８０ ℃的冰箱中。
１􀆰 ２　 主要试剂

ＲＮＡ 提取试剂盒 （ＴｒａｎｓＺｏｌ Ｕｐ Ｐｌｕｓ ＲＮＡ Ｋｉｔ） 购自北京全式金生物技术有限公司； 逆转录试

剂盒 （ ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ Ｐｒｏｔｏｃｏｌ， Ｐｒｏｍｅｇａ） 购自上海泰京生物技术有限公司；
琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒和无内毒素质粒小量提取试剂盒购自北京天漠科技开发有限公司； 一

步克隆试剂盒 （ ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ􀅹 ＩＩ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ） 和荧光定量染料 （ ＣｈａｍＱＴＭ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ􀅹

ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ） 购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司； Ｌｉｐｏ８０００ＴＭ转染试剂、 ＧＦＰ Ｒａｂｂｉｔ Ｍｏｎｏ⁃
ｃｌｏｎａｌ Ａｎｔｉｂｏｄｙ、 辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ （Ｈ ＋ Ｌ）、 蓝色荧光染料 （ＤＡＰＩ）、 ＢｅｙｏＣｏｌｏｒＴＭ彩

色预染蛋白分子量标准 （１５ ～ １２０ ｋｕ） 、 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液 （５Ｘ） 、 ＢｅｙｏＢｌｕｅＴＭ考马斯亮蓝

快速染色液和 ＢｅｙｏＥＣＬ Ｐｌｕｓ 化学发光试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司 （ Ｂｅｙｏｔｉｍｅ） ； 胎牛

血清 （ ＦＢＳ） 为 Ｇｉｂｃｏ 公司产品； ＰＢＳ （ ｐＨ ＝ ７ ． ４ ） 缓冲液、 胰蛋白酶消化液 Ｔｒｙｐｓｉｎ ＥＤＴＡ Ｓｏｌｕ⁃
ｔｉｏｎ Ａ （０􀆰 ２５％ 胰酶和 ０􀆰 ０２％ ＥＤＴＡ） 和 ＤＭＥＭ Ｈｉｇｈ Ｇｌｕｃｏｓｅ 均为 ＢＩ 公司产品； 双抗 （ Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ
１００００ ＩＵ ／ ｍＬ⁃Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ １０ ｍｇ ／ ｍＬ） 为 ＭＰ 公司产品。 本研究所用引物均在厦门铂瑞生物科技有

限公司合成。

·５０２·
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１􀆰 ３　 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 的合成

使用 ＴｒａｎｓＺｏｌ Ｕｐ Ｐｌｕｓ ＲＮＡ Ｋｉｔ 进行组织样品的 ＲＮＡ 提取， 用逆转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ 的第一条

链， 并用内参基因 β⁃ａｃｔｉｎ 对 ｃＤＮＡ 合成质量进行检测。
１􀆰 ４　 ＹｄＮｋｌ⁃２ 开放阅读框序列的克隆和载体构建

从本实验室构建的黄姑鱼转录组数据库中获得 ＹｄＮｋｌ⁃２ 的开放阅读框序列。 根据 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ􀅹 Ⅱ
一步克隆试剂盒设计了具有 ＥｃｏＲ Ⅰ和 Ｘｈｏ Ⅰ限制性位点的特异性引物 （见表 １）。 ＰＣＲ 的步骤如下：
９５ ℃ ， ３ ｍｉｎ 预变性， 进行 ３０ 个扩增循环 （９５ ℃ 变性 １５ ｓ， ５８ ℃ 退火 ４０ ｓ， ７２ ℃ 延伸 １ ｍｉｎ），
７２ ℃彻底延伸 ５ ｍｉｎ。 将纯化后的 ＹｄＮｋｌ⁃２ 产物连接到 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ （本实验室保存）， 送往铂瑞生物技

术有限公司测序。
表 １　 本研究所用引物

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ 序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′ － ３′） 作用 Ｐｕｒｐｏｓｅ
ｑＹｄＮｋｌ⁃２⁃Ｆ ＡＴＧＴＴＣＴＧＴＣＴＧＧＡＣＴＧＴＣ
ｑＹｄＮｋｌ⁃２⁃Ｒ ＡＡＣＣＴＧＧＡＡＧＣＣＴＣＣＴＡＧ
β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｆ ＴＴＡＴＧＡＡＧＧＣＴＡＴＧＣＣＣＴＧＣＣ
β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｒ ＴＧＡＡＧＧＡＧＴＡＧＣＣＡＣＧＣＴＣＴＧＴ

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
ａｎａｌｙｓｉｓ

ｓＮｋｌ⁃２⁃Ｆ ＣＴＡＣＣＧＧＡＣＴＣＡＧＡＴ ＣＴＣＧＡＧＡＴＧＡＡＣＡＣＣＴＣＴＴＣＴＧＴＴＣＴＣＴＴＴＧＴ
ｓＮｋｌ⁃２⁃Ｒ ＧＴＡＣＣＧＴＣＧＡＣＴＧＣＡ ＧＡＡＴＴＣＣＴＴＣＡＡＡＣＡＧＡＣＴＴＴＧＧＡＧＡＡＧＧＴＣＡ

ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

注： ＥｃｏＲ Ⅰ （ＧＡＡＴＴＣ） 和 Ｘｈｏ Ⅰ （ＣＴＣＧＡＧ） 的酶切位点用下划线标注。
Ｎｏｔｅ： ＥｃｏＲ Ⅰ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ （ＧＡＡＴＴＣ） ａｎｄ Ｘｈｏ Ⅰ ｅｎｚｙｍｅ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ （ＣＴＣＧＡＧ） ａｒｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ．

１􀆰 ５　 生物信息学分析

通过 ＥｘＰＡＳｙ⁃ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ）分析蛋白质的理化性质， 包括分子量、
理论等电点和氨基酸组成； 通过 ＳｉｇｎａＩＰ ｐｒｏｇｒａｍ（ｈｔｔｐ ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ ／ ）预测信号肽；
通过 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＮｅｔＰｈｏｓ ／ 预测蛋白磷酸化； 通过 ＮｅｔＧｌｙｃａｔｅ 在线工具（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＮｅｔＧｌｙｃａｔｅ ／ ）进行蛋白质的糖基化位点分析； 通过 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｄｅｔａｉｂｉｏ． ｃｏｍ ／ ｓｍｓ２ ／
ｃｏｌｏｒ＿ａｌｉｇｎ＿ｐｒｏｐ． ｈｔｍｌ 和 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｏｍｅｇａ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｂｉ． ａｃ． ｕｋ ／ Ｔｏｏｌｓ ／ ｍｓａ ／ ｃｌｕｓｔａｌｏ ／ ）进行氨基酸序列多重

比对； 通过 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｍａｒｔ． ｅｍｂｌ⁃ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ． ｄｅ ／ ｓｍａｒｔ ／ ｓｅｔ＿ｍｏｄｅ． ｃｇｉ？ ＮＯＲＭＡＬ ＝ １ 预测蛋白质的结构域； 通

过 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ 预测蛋白质的三级结构， 并用 ＶＭＤ １􀆰 ９􀆰 ２ ｂｅｔａ １ 编辑蛋白质

三级结构； 利用 ＭＥＧＡ ６􀆰 ０６ 软件的 Ｍａｘｉｍｕｍ⁃Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ 法进行系统进化树分析。
１􀆰 ６　 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析 ＹｄＮｋｌ⁃２ ｍＲＮＡ 的表达

设计了特异性引物 ｑＹｄＮｋｌ⁃２⁃Ｆ 和 ｑＹｄＮｋｌ⁃２⁃Ｒ （见表 １）， 选择黄姑鱼 β⁃ａｃｔｉｎ 作为内参基因， 以稀

释 ８０ 倍的 ｃＤＮＡ 为模板进行荧光定量 ＰＣＲ。 用 ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ 荧光定量 ＰＣＲ 仪， 按照荧光定量染料

ＣｈａｍＱＴＭ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ􀅹ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 说明书进行 ＰＣＲ。 ＰＣＲ 反应体系 （２０ μＬ）： ２ × ＣｈａｍＱ Ｕｎｉ⁃
ｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ； 正向、 反向引物各 ０􀆰 ５ μＬ； ｃＤＮＡ 模板 ４ μＬ； 无菌水 ５􀆰 ０ μＬ。
ＰＣＲ 反应程序： ９５ ℃预变性 ３０ ｓ； ９５ ℃变性 １０ ｓ， ６０ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸 ３０ ｓ； 循环 ４０ 次。 最后

熔解曲线步骤： ９５ ℃ １５ ｓ， ６０ ℃ ６０ ｓ， ９５ ℃ １５ ｓ。 每个样品进行 ３ 个生物学重复， ４ 个技术重复。
采用 ２ － ΔΔＣｔ法结合 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 中的 ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 及 ＬＳＤ Ｍｕｌｔｉｐｌｅ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ Ｔｅｓｔ 进行基因差异表达

分析， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异显著。
１􀆰 ７　 ＹｄＮｋｌ⁃２ 的亚细胞定位

将构建成功的表达质粒 ＧＦＰ⁃ＹｄＮｋｌ⁃２ 转染至人类胚胎肾 ２９３Ｔ （ ＨＥＫ ２９３Ｔ） 细胞进行亚细胞定

位。 把 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞接种到 １２ 孔板中， 培养基含有 １０％ （体积分数） ＦＢＳ 和 １％ （体积分数） 双

抗的 ＤＭＥＭ， 维持 ５％ （体积分数） ＣＯ２ ３７ ℃恒温培养 ２４ ｈ， 之后， 使用 Ｌｉｐｏ ８０００ＴＭ转染试剂分别将

ＧＦＰ⁃ＹｄＮｋｌ⁃２ 和 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ 质粒 （对照组） 转染到细胞中。

·６０２·
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在转染 ２４ ｈ 后， 收集细胞并用细胞裂解缓冲液裂解， 然后通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证 ＧＦＰ⁃ＹｄＮｋｌ⁃２ 和

ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ 蛋白。 蛋白质印迹步骤如下： 蛋白质样品通过 １２％ （质量分数） ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 处理后转移到

ＰＶＤＦ 膜上； 将膜用含有 ５％ （质量分数） 牛血清白蛋白的 ＴＢＳＴ 缓冲液在室温下封闭孵育 ２ ｈ， 然后转

移到 ＧＦＰ 一抗稀释液中 ４ ℃过夜； 用 ＴＢＳＴ 洗涤 ５ 次 （每次 ５ ｍｉｎ）， 将膜与二抗稀释液一起孵育 ２ ｈ，
再用 ＴＢＳＴ 洗涤 ７ 次 （每次５ ｍｉｎ）。 膜用 ＢｅｙｏＥＣＬ Ｐｌｕｓ 化学发光试剂盒检测， 用 ＩｍａｇｅＱｕａｎｔ ＬＡＳ ４０００
（ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ） 拍照。

另外， 用 ４％ （质量分数） 多聚甲醛固定细胞， ０􀆰 ２％ （体积分数） Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 透化细胞，
０􀆰 ２％ （体积分数） ＤＡＰＩ 染色。 使用共焦荧光显微镜 Ｌｅｉｃａ ＴＣＳ ＳＰ８ 系统 （Ｌｅｉｃａ， 德国） 观察蛋白质

的亚细胞定位。

２　 结果与分析
２􀆰 １　 ＹｄＮｋｌ⁃２ 基因序列分析

根据本实验室组装的黄姑鱼基因组数据 （未发表）， ＹｄＮｋｌ⁃２ 基因 ｃＤＮＡ 全长为 ６００ ｂｐ， 包括 ６ ｂｐ
的 ５′非编码区 （ＵＴＲ）、 １３８ ｂｐ 的 ３′非编码区 （ＵＴＲ） 和 ４５６ ｂｐ 的开放阅读框 （ＯＲＦ）， 编码 １５１ 个

氨基酸 （见图 １）。 该蛋白质的理论相对分子质量为 １７􀆰 ０４ ｋｕ， 理论 ｐＩ 为 ５􀆰 ２１。 采用 ＳｉｇｎａＩＰ ５􀆰 ０
Ｓｅｒｖｅｒ 预测 ＹｄＮｋｌ⁃２， 发现包含一个信号肽。 ＳＭＡＲＴ 蛋白结构域的预测表明， ＹｄＮｋｌ⁃２ 蛋白具有一个

鞘脂激活蛋白 Ｂ （ｓａｐｏｓｉｎ Ｂ） 结构域 （见图 ２）。 通过 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ 数据库建模， ＹｄＮｋｌ⁃２ 蛋白的三

级结构如图 ３ 所示， 主要由多个 α⁃螺旋组成。

灰色阴影部分表示信号肽，黄色阴影部分表示鞘脂激活蛋白 B 结构域，紫色
方框表示半胱氨酸，* 代表终止密码子
Signal peptide is shown by gray shadow,saposin B domain is shown by yellow shadow, the
cystines (C) are shown by purple box, * means the stop code

图 1 黄姑鱼 YdNkl-2 的 cDNA 序列及对应的氨基酸序列

Fig.1 The cDNA sequences and amino acid sequences of
YdNkl-2 in N.albiflora

图 2 信号肽（红色条带）、saposin B
结构域和低复杂度序列（粉色条带）

Fig.2 The signal peptide（represent
red band），the saposin B

domain,and the low complexity
（represent pink band）

图 3 YdNkl-2 蛋白的三级结构
Fig.3 Tertiary structure of

YdNkl-2 protein

N鄄terminus

C鄄terminus

２􀆰 ２　 ＹｄＮｋｌ⁃２ 氨基酸同源性和系统进化关系分析

氨基酸同源性比较结果表明： 黄姑鱼与鱼类的同源性为 ３０􀆰 ４６％ ～ ８１􀆰 ４６％ （见表 ２）， 具有较高

·７０２·
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的同源性； 与其他物种一样， 含有 ６ 个保守的半胱氨酸 （ｃｙｓｔｅｉｎｅ， Ｃ） （见图 ４）。
系统进化分析表明： ＹｄＮｋｌ⁃２ 蛋白与鱼类的 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎｓ 聚为一支 （见图 ５）； 哺乳动物和鸟类各自

聚为一支。 结构相似性和保守进化关系表明： ＹｄＮｋｌ⁃２ 蛋白是鞘脂激活蛋白样蛋白家族的成员， 并包

含 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 的基本特征。
表 ２　 ＹｄＮｋｌ⁃２ 蛋白系统发育分析的序列登录号

Ｔａｂ． ２　 Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＹｄＮｋｌ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎ

登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

相似度
Ｉｄｅｎｔｉｔｙ ／ ％

登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

相似度
Ｉｄｅｎｔｉｔｙ ／ ％

ＡＩＬ２５７９１． １ 大黄鱼 Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ ８１． ４６ ＡＫＴ７４３２１． １ 斑马鱼 Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ ３０． ４６
ＱＩＪ３１３２７． １ 金头鲷 Ｓｐａｒｕｓ ａｕｒａｔａ ６２． ５０ ＡＦＴ６４２１０． １ 羊 Ｏｖｉｓ ａｒｉｅｓ ２１． ５６

ＡＧＭ２１６３７． １ 半滑舌鳎 Ｃｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓ ｓｅｍｉｌａｅｖｉｓ ５０． ３３ ＮＰ＿００１０６８６１１． １ 牛 Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ ２０． ９６
ＡＴＷ６６４５４． １ 尼罗罗非鱼 Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ ４９． ６７ ＮＰ＿００１０３８１４５． １ 鸡 Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ １９． １６
ＡＣＩ６８０９２． １ 大西洋鲑 Ｓａｌｍｏ ｓａｌａｒ ４５． ７０ ＮＰ＿００１０７５３９８． ２ 马 Ｅｑｕｕｓ ｃａｂａｌｌｕｓ １８． ５６

ＮＰ＿００１１８７１３７． １ 斑点叉尾 Ｉｃｔａｌｕｒｕｓ ｐｕｎｃｔａｔｕｓ ３２． ９１ ＮＰ＿００１２６５６８４． １ 猪 Ｓｕｓ ｓｃｒｏｆａ １６． ０７
ＡＯＴ８０７９８． １ 草鱼 Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎ ｉｄｅｌｌａ ３１． ５８ ＮＰ＿００６４２４． ２ 人 Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ １２． ５７

黄色部分表示半胱氨酸 The cystines (C) are shown by yellow shadow

图 4 YdNkl-2 氨基酸序列的多重比较

Fig.4 Multiple sequence alignment of YdNkl-2 protein
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图 5 黄姑鱼 YdNkl-2 的系统进化树分析

Fig.5 Phylogenetic tree analysis of YdNkl-2 protein

鱼类 Fishes

鸟类 Birds

哺乳动物
Mammals

Sus scrofa

Equus caballus

Ovis aries

Bos taurus

Homo sapiens

44

64

82

0.2

97

96

59

37

88

93

74

69

92

Cynoglossus semilaevis

▲Nibea albiflora

Larimichthys crocea

Oreochromis niloticus

Sparus aurata

Salmo salar

Danio rerio

Ctenopharyngodon idella

Ictalurus punctatus

Gallus gallus

２􀆰 ３　 ＹｄＮｋｌ⁃２ 的组织表达图谱及哈维氏弧菌感染后的表达变化

用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＹｄＮｋｌ⁃２ 在健康组织中的表达情况， 结果如图６ 所示， ＹｄＮｋｌ⁃２ 的ｍＲＮＡ 普遍分布于各个

组织， 但不同组织 ／ 器官中的表达量存在差异， 在鳃和脾脏中的表达量较高， 而在脑和肌肉中的表达量较少。
哈维氏弧菌浸泡感染黄姑鱼后， ＹｄＮｋｌ⁃２ 在头肾、 肝脏和脾脏中的表达如图 ７ 所示。 头肾、 肝脏

和脾脏中 ＹｄＮｋｌ⁃２ 的表达量均明显升高。 其中： 肝脏中， ＹｄＮｋｌ⁃２ 的 ｍＲＮＡ 表达量在 ２４ ｈ 显著上升并

达到峰值； 脾脏中， ＹｄＮｋｌ⁃２ 的 ｍＲＮＡ 表达量在 ６ ｈ 显著上升并达到峰值； 头肾中， ＹｄＮｋｌ⁃２ 的 ｍＲＮＡ
表达量在 １２ ｈ 显著上升并达到峰值。 这些结果暗示 ＹｄＮｋｌ⁃２ 具有潜在的免疫功能。
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相同字母表示差异不显著（P>0.05），相邻字母表示差异显著（P<0.05），相隔字母表示差异极显著（P<0.01）
The same letter indicates no significant differences（P>0.05），adjacent letters indicate significant differences（P<0.05），
separated letters indicate a significant difference（P<0.01）

图 6 YdNkl-2 在不同健康组织中的表达

Fig.6 Healthy tissue profiles of YdNkl-2 expression
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图 7 YdNkl-2 在三种感染组织中的相对 mRNA 表达

Fig.7 Relative mRNA expression of YdNkl-2 after V. harveyi infection in three tissues

相同字母表示差异不显著（P>0.05），相邻字母表示差异显著（P<0.05），相隔字母表示差异极显著（P<0.01）
The same letter indicates no significant differences（P>0.05），adjacent letters indicate significant differences（P<0.05），
separated letters indicate a significant difference（P<0.01）

２􀆰 ４　 ＹｄＮｋｌ⁃２ 的亚细胞定位

ＹｄＮｋｌ⁃２ 蛋白的亚细胞定位结果 （见图 ８） 显示， ＧＦＰ⁃ＹｄＮｋｌ⁃２ 蛋白在 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞中成功表达，
与实际大小一致 （４３ ｋｕ）； ＧＦＰ⁃ＹｄＮｋｌ⁃２ 蛋白在细胞质和细胞核都有分布， 与 ｐＥＧＦＰ⁃Ｎ１ 结果相似。

43

26

ku 1 2

YdNkl鄄2

GFP

GFP DAPI Merge

a) Western blot 检测GFP鄄YdNkl鄄2 蛋
白（43.7 ku）与对照 GFP（26 ku）
Western blot of GFP鄄YdNkl鄄2 protein
(43 ku) compared with control GFP (26 ku)

b) 共聚焦荧光显微镜下观察到 GFP鄄YdNkl鄄2 蛋白在 HEK 293T
细胞中定位于细胞质和细胞核 Subcellular localization of GFP鄄YdNkl鄄2
protein in HEK 293T cells was found in both cytoplasm and nucleus observed
under the confocal fluorescence microscopy

图 8 YdNkl-2 的亚细胞定位

Fig.8 The subcellular localization of YdNkl-2

３　 讨论
ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 的氨基酸序列具有多态性［１４］ ， ＹｄＮｋｌ⁃２ 与其他鱼类的 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 有较高的同源性

（３０􀆰 ４６％ ～ ８１􀆰 ４６％ ， 见表 ２）， 而与哺乳类和鸟类的同源性只有 １２􀆰 ５７％ ～ ２１􀆰 ５６％ ； 不过， ＹｄＮｋｌ⁃２
在进化过程中还是具有高度保守的结构， 含有一个鞘脂激活蛋白 Ｂ （ｓａｐｏｓｉｎ Ｂ） 结构域和 ６ 个保守的

半胱氨酸 （ｃｙｓｔｅｉｎｅ， Ｃ）。 有研究证明 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 的鞘脂激活蛋白 Ｂ （ ｓａｐｏｓｉｎ Ｂ） 结构域与鞘脂的降解

代谢有关［１５］ ； ６ 个保守的半胱氨酸可形成 ３ 个分子内二硫键， 而二硫键是 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 发挥抗菌活性的关

键［１６］ ； ＹｄＮｋｌ⁃２ 与大多数鱼类［１７ － １８］ 、 哺乳类 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 基因的结构相似， 由 ５ 个外显子和 ４ 个内含子

组成。 综上， ＹｄＮｋｌ⁃２ 具有保守的结构特征， 与其生物学功能密切相关。
黄姑鱼鳃和脾脏中的 ＹｄＮｋｌ⁃２ 表达量较高， 脑和肌肉中的较少。 其他鱼类也有类似的研究结果，

·０１２·
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例如： 虹鳟 （Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓｓ） 的 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 蛋白在鳃和脾脏中高表达［１９］ ； 团头鲂 （Ｍｅｇａｌｏｂｒａｍａ
ａｍｂｌｙｃｅｐｈａｌａ） ［２０］和大黄鱼 （Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ） ［２１］的 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 蛋白在鳃和脾脏中高表达， 在肌肉中

表达量极低。 鳃是鱼类抵御病原体的第一道防线， 同时脾脏是鱼类的主要免疫器官， 这些结果提示

ＹｄＮｋｌ⁃２ 在黄姑鱼抵御病原体中发挥着重要作用。
哈维氏弧菌浸泡感染黄姑鱼后， 黄姑鱼 ＹｄＮｋｌ⁃２ 在头肾、 肝脏和脾脏中的 ＹｄＮｋｌ⁃２ 表达量均明显

升高。 在其他鱼类的研究中， 用 ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ （ＬＰＳ） 刺激黄颡鱼 （Ｐｅｌｔｅｏｂａｇｒｕｓ ｆｕｌｖｉｄｒａｃｏ） ， 头

肾中 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 的表达量显著上升并在 １２ ｈ 达到峰值［１７］ ； 卵形鲳鲹 （Ｔｒａｃｈｉｎｏｔｕｓ ｏｖａｔｕｓ） 被美人鱼发光

杆菌 （Ｐｈｏｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｄａｍｓｅｌａｅ） 感染后， 肝脏和脾脏中的 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 表达量均显著上升［６］ ； 大黄鱼被刺

激隐核虫 （Ｃｒｙｐｔｏｃａｒｙｏｎ ｉｒｒｉｔａｎｓ） 刺激后， 头肾、 肝脏和脾脏中的 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 表达量均明显升高［２２］ 。 这

些结果表明， 对于不同的免疫刺激， ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 在头肾、 肝脏和脾脏等免疫器官中的表达量均显著上

升， 提示 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 在鱼类中参与重要的免疫功能。
通过 ＰＳＯＲＴ 在线工具（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ． ｃｏｍ ／ ｐｓｏｒｔ． ｈｔｍｌ）预测 ＹｄＮｋｌ⁃２ 蛋白的亚细胞定位，

结果显示在细胞质 （２１􀆰 ７％ ） 、 细胞核 （１３􀆰 ０％ ） 、 细胞外 （１７． ４％ ） 均有分布； 通过构建真核表达质

粒 ＧＦＰ⁃ＹｄＮｋｌ⁃２ 进行亚细胞定位验证， 与在线预测结果一致， ＧＦＰ⁃ＹｄＮｋｌ⁃２ 蛋白在细胞质和细胞核均

有分布。 ＮＫ⁃ｌｙｓｉｎ 含有一个信号肽， 为分泌型蛋白， 在病原体的刺激下， 会被释放到细胞外， 主要通

过破坏病原体的细胞膜来发挥抗菌功能［１７，２３ － ２４］ 。
鱼类抗菌肽是鱼类先天免疫系统中的一类效应分子， 作为抵御微生物病原体入侵的第一道防线，

具有抗菌活性高、 抗菌谱广等优点， 是一种极具应用前景的抗生素的替代品。 直接从生物体分离纯化

抗菌肽成本太高， 且数量极少， 而人工合成的抗菌肽较长时， 又存在纯化困难和成本高等一系列问

题。 采用分子克隆和基因工程技术体外表达抗菌肽， 在新型鱼病抗菌药物开发领域显示出巨大的潜

力。 ２０１５ 年我国审批通过第一个海洋动物 （大黄鱼） 抗菌肽基因工程产品生产应用安全证书， ２０１６
年青蟹抗菌肽基因工程产品生产应用安全证书也获批。

研究［２５］表明， 将重组天蚕素抗菌肽 Ｂ 和天蚕素抗菌肽 Ｐ１ 单细胞克隆入鲑鱼 （Ｃｈｉｎｏｏｋ ｓａｌｍｏｎ） 胚

胎细胞中， 鲑鱼胚胎细胞表达出来的天蚕素抗菌肽对嗜水气单胞菌、 荧光假单胞菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ） 和安圭拉弧菌 （Ｖｉｂｒｉｏ ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ） 等 ３ 种病原菌有很强的抑制作用。 在水生动物饲料中，
将抗菌肽制剂添加到鱼饲料中， 不仅可以提高水产动物的免疫抗病力， 而且可以提高水产品质量， 缓

解水产养殖中的细菌耐药性及水产品抗生素污染等问题。 林鑫等［２６］ 将饲喂添加抗菌肽饲料的锦鲤感

染维氏气单胞菌 １０ ｄ 后的累积死亡率显著降低， 证实口服抗菌肽可以显著提高锦鲤的抗病能力。 本

实验首次从黄姑鱼中克隆到含 １５１ 个氨基酸的抗菌肽， 分子量小， 结构简单， 具有保守的结构特征；
经哈维氏弧菌刺激后， 可诱导 ＹｄＮｋｌ⁃２ 在黄姑鱼免疫器官中显著上调表达， 为进一步研究其抗菌机制

奠定了基础； 同时通过酵母发酵和喷雾干燥工艺制成酵母制剂， 可获得安全高效的饲料添加剂， 也可

作为饲料原料或者食品的防霉抑菌剂， 能有效解决海水养殖中的抗生素污染和饲料原料易霉变等问

题， 还可以研制成新型药物， 为我国水产养殖业提供能够替代抗生素的安全有效的抗菌药物。
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