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［摘要］ 为探究 Ｒｎｄ１ 基因在大黄鱼免疫应答过程中的作用， 采用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术 （ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）
对该基因的表达模式进行分析， 同时构建原核表达载体 ｐＥＴ⁃２８ａ⁃Ｒｎｄ１， 并转化进大肠杆菌后诱导该蛋白的融

合表达。 研究结果表明： 大黄鱼 Ｒｎｄ１ 基因 ＯＲＦ 为 ６９９ ｂｐ， 编码 ２３２ 个氨基酸； 经序列多重比对和进化树构

建发现， Ｒｎｄ１ 的氨基酸序列高度保守； 在健康大黄鱼的 ８ 个免疫组织中， Ｒｎｄ１ 在肝脏中相对表达量最高，
其次为脑， 而在肠中表达量最低； 变形假单胞菌攻毒后， Ｒｎｄ１ 在肝脏中 ４８ ｈ 时达到最高值， 为对照组的 ２５
倍； 在脾脏中则持续上调表达， 尤其在 ４８ ｈ 后升高更为明显。
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０　 引言
大黄鱼 （Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ） 是我国养殖规模最大的海水鱼。 据中国渔业统计年鉴记载， ２０１９ 年

我国大黄鱼全国海水养殖产量为 ２２􀆰 ５ 万吨， 比上一年增加了 １３􀆰 ９３％ 。 近几年， 由病害造成的经济

损失也不断增加。 目前， 大黄鱼人工养殖阶段的常见病害有细菌性、 病毒性、 寄生虫性和不明病因的

疾病等， 其中内脏白点病是危害大黄鱼的一种较为严重的细菌性疾病［１ － ２］ 。 这些疾病每年都给大黄鱼

养殖业造成巨大的经济损失， 因此研究大黄鱼免疫防御系统将为其病害的防控提供依据。
鱼类是特异性免疫和非特异性免疫并存的脊椎动物。 先天性免疫系统包括物理屏障 （如皮肤、

胃肠道）、 细胞成分 （如模式识别受体和巨噬细胞、 中性粒细胞等免疫细胞） 和体液成分 （如补体系

统）， 获得性免疫系统包括免疫细胞和适应性免疫分子 （如 Ｂ 淋巴细胞、 Ｔ 淋巴细胞、 免疫球蛋白、
主要组织相容性复合体 （ＭＨＣ）） ［３］ 。 由于免疫系统在鱼类等水生动物的防御反应中的重要作用， 近

年来有关鱼类免疫功能相关基因的克隆及免疫调节机理的研究已引起科技界的高度关注， 并成为当今

世界鱼类分子免疫学和抗病机理研究的热点课题［４］ 。
小 Ｇ 蛋白 （ｓｍａｌｌ ＧＴＰａｓｅｓ） 普遍存在于真核生物中， 其与 ＧＴＰ 结合后处于活跃状态， 与 ＧＤＰ 结合

后处于失活状态， 大多数小 Ｇ 蛋白在两种状态之间转换并参与真核生物的细胞信号转导过程［５］ 。 小 Ｇ
蛋白主要分为五个亚家族： Ｒａｓ、 Ｒｈｏ、 Ｒａｂ、 Ａｒｆ ／ Ｓａｒ 和 Ｒａｎ［６］ 。 Ｒｎｄ１ 基因编码的蛋白质属于 Ｒｈｏ ＧＴ⁃
Ｐａｓｅ 家族， 该家族的成员受细胞外生长因子调控来调节肌动蛋白细胞骨架的组装， 并参与细胞迁移和轴

突生长， 影响发育、 免疫反应、 炎症和肿瘤的侵袭和转移等生物学过程。 除了 Ｒｎｄ１， Ｒｈｏ 家族还有 ５ 个

非典型成员： Ｒｎｄ２， Ｒｎｄ３， ＲｈｏＨ， ＲｈｏＢＴＢ１ 和 ＲｈｏＢＴＢ２， 这类蛋白由于缺乏水解 ＧＴＰ 的氨基酸， 因此

只与 ＧＴＰ 结合， 几乎不具备与 ＧＤＰ 结合的能力［７］ 。 Ｒｎｄ 蛋白特殊的性质导致其独特的作用模式， 目前

已有研究表明 Ｒｎｄ１ 蛋白可以与不同的蛋白质相互作用， 参与调控生物体多种生命活动过程。 Ｒｎｄ１ 过度

表达会抑制细胞中应力纤维的形成， 降低细胞粘附力， 改变细胞形态［８］ 。 也有研究表明 Ｒｎｄ１ 参与肿瘤

的发生［９］ ， 调节神经细胞的生长分化和凋亡［１０］ 。 Ｒｈｏ 蛋白对细胞中肌动蛋白骨架的调控作用也成为宿主

细胞抵抗细菌侵染的免疫防线［１１］ 。 目前尚无证据表明 Ｒｎｄ１ 基因直接参与宿主免疫调控， 而本实验室在

转录组分析中， 发现 Ｒｎｄ１ 基因在带菌量较高的样本中比带菌量低的显著上调。 因此， 为探究 Ｒｎｄ１ 基因

在大黄鱼抵抗变形假单胞菌感染中的作用， 本研究分析了 Ｒｎｄ１ 在不同组织中的表达模式， 并尝试构建

原核表达载体诱导该蛋白体外表达， 以期为后续研究大黄鱼免疫防御机制提供研究基础。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 实验材料

实验所用大黄鱼于 ２０１９ 年 ２ 月采集于福建省宁德市金陵水产科技有限公司， 变形假单胞菌

ＮＺＢＤ９ 菌株由集美大学水产学院微生物实验室鄢庆枇教授惠赠。
对实验大黄鱼进行攻毒实验， 添加细菌使养殖水体中细菌终浓度为 １􀆰 ０ × １０６ ｃｆｕ ／ ｍＬ［１２］ ， 实验鱼

浸泡 ３ ｈ 后转移至正常水池中继续养殖， 分别在攻毒后 ３， ６， １２， ２４， ４８， ７２， ９６ ｈ 快速解剖大黄

鱼， 取其肾脏、 脾脏和肝脏。 并从未被攻毒的鱼体内采得鳃、 鳍、 头肾、 脾、 肾、 脑、 肝和肠等组

织。 所有样品放置于 ＲＮＡ 保护液中， － ８０ ℃保存备用。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 大黄鱼 Ｒｎｄ１ 基因组织分布

１􀆰 ２􀆰 １􀆰 １　 总 ＲＮＡ 提取与 ｃＤＮＡ 合成

使用 ＴｒａｎｓＺｏｌ Ｕｐ Ｐｌｕｓ ＲＮＡ 试剂盒 （ ＴｒａｎｓＧｅｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ， Ｂｅｉｊｉｎｇ， Ｃｈｉｎａ） 按照说明提取样本总

ＲＮＡ。 ＲＮＡ 浓度通过测定其在 ２６０ｎｍ 波长下的吸光度值来确定， 按照 Ａ２６０ ／ Ａ２８０ ＞ １􀆰 ８ 的标准检测其质

量， 用 １􀆰 ０％ （质量分数） 琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ 完整性。 ｃＤＮＡ 第一链由 ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭ反转录系统

（Ｐｒｏｍｅｇａ， ＵＳＡ） 合成。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 引物为内参， 以 ＲＴ⁃ＰＣＲ 产物为模板检测样本的 ｃＤＮＡ 含量。

·３９３·
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１􀆰 ２􀆰 １􀆰 ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测组织表达差异

以 β⁃ａｃｔｉｎ 基因为内参基因 （引物序列见表 １）， 使用 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ （ Ｒｏｃｈｅ， ＵＳＡ） 荧光定量

ＰＣＲ 仪进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 反应。 反应体系为 ２０ μＬ： ２ × ＣｈａｍＱ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ；
正向和反向引物 ０􀆰 ４ μＬ； 模板 ｃＤＮＡ ４ μＬ； 无菌水 ５􀆰 ２ μＬ。 反应程序为两步法标准程序： 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。 实验设置 ３ 个生物学重复， 每

个样品做 ３ 个技术性重复。 利用每个样品的 ＣＴ 值， 根据 ２ － △△ＣＴ公式计算相对表达量， 分析 Ｒｎｄ１ 基

因在不同组织和攻毒后不同时期的表达水平， 结果用平均值 ± ＳＥ 表示。 数据使用 ＳＰＳＳ１９􀆰 ０ 进行单因

素方差分析 （ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ） 和 ＬＳＤ Ｍｕｌｔｉｐｌｅ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ Ｔｅｓｔ 分析各样品间基因表达的差异， 显著

水平设为 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， 结果用 Ｏｒｉｇｉｎ ８􀆰 ０ 进行绘图表示。

表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 和基因克隆所用到的引物

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒｓ 序列（５′⁃３′）Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′⁃３′） 用途 Ｐｕｒｐｏｓｅ
ｑＲｎｄ１⁃Ｆ ＡＴＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＡ
ｑＲｎｄ１⁃Ｒ ＧＣＴＣＡＡＣＡＣＧＣＴＧＧＴＣＴＴＣ
β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｆ ＴＴＡＴＧＡＡＧＧＣＴＡＴＧＣＣＣＴＧＣＣ
β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｒ ＴＧＡＡＧＧＡＧＴＡＧＣＣＡＣＧＣＴＣＴＧＴ

荧光定量 ＰＣＲ
Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ

ｐＥＴ⁃２８ａ⁃Ｒｎｄ１⁃Ｆ ａｔｇｇｇｔｃｇｃｇｇａｔｃｃＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＡＧＧＡＧＡＧＧＡＧＡＣＴＣＡＣ
ｐＥＴ⁃２８ａ⁃Ｒｎｄ１⁃Ｒ ｇｔｇｇｔｇｇｔｇｇｔｇｇｔｇＣＴＣＧＡＧＣＡＴＧＡＴＧＧＡＧＣＡＧＣＴＣＴＴＧＧＡ

基因克隆 Ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ

１􀆰 ２􀆰 ２　 大黄鱼 Ｒｎｄ１ 基因原核表达

１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １　 ｐＥＴ⁃２８ａ⁃Ｒｎｄ１ 原核表达载体的构建

一步克隆即在引物两端加入载体的末端序列， 使 ＰＣＲ 产物 ５′和 ３′末端分别带有与线性化载体末

端一致的序列， 依靠碱基间的作用力将目的片段整合到线性化载体上， 实现定向克隆。
从本实验室大黄鱼脾脏转录组测序数据库中获得 Ｒｎｄ１ 开放阅读框序列， 根据 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ Ⅱ Ｏｎｅ

Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ （Ｖａｚｙｍｅ） 说明书设计 Ｒｎｄ１ 原核表达的引物 ｐＥＴ⁃２８ａ⁃Ｒｎｄ１⁃Ｆ ／ Ｒ （见表 １， 其中小写序

列部分为载体末端序列， 在引物上下游分别带有 ＥｃｏＲⅠ （ＧＡＡＴＴＣ） 和 ＸｈｏⅠ （ＣＴＣＧＡＧ） 的酶切位点序

列）。 以大黄鱼脾脏 ｃＤＮＡ 为模板， 使用高保真 Ｔａｑ 酶扩增目的片段， 来降低碱基错配率。 ＰＣＲ 程序为：
９５ ℃ ３ ｍｉｎ； ９５ ℃ ３０ ｓ， ５５ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃ ３０ ｓ， 循环３０ 次； ７２ ℃ １０ ｍｉｎ； １０ ℃保存。 割胶回收目的片

段。 用 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ双酶切 ｐＥＴ⁃２８ａ 载体， 获得线性化载体。 将目的片段与线性化载体连接， 转化至大

肠杆菌 ＤＨ５α 感受态。 涂平板过夜培养， 挑取阳性单克隆菌落送厦门瑞辰铂生物科技有限公司测序。
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２　 重组蛋白诱导表达及纯化

将测序结果与参考序列进行比对， 选取与参考序列一致的菌液扩大培养并提取质粒。 将重组质粒

转化至大肠杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态。 将菌液于 ３７℃培养至其光密度值 Ａ６００约为 ０􀆰 ６ 时， 加入 ＩＰＴＧ
至终浓度为 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ， 于 １６ ℃继续培养 １６ ｈ。 将菌体置于冰上超声破碎， 破碎条件为功率 １３０ Ｗ 下

破碎 ５ ｓ、 间隙 ５ ｓ， 总破碎时间为 ３０ ｍｉｎ。 再分别取上清和沉淀蛋白质， 用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 检测目的蛋白

的表达。 采取 Ｎｉ ＳｅｐｈａｒｏｓｅＴＭ ６ Ｆａｓｔ Ｆｌｏｗ （ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ， ＵＳＡ） 对 Ｈｉｓ 标签融合蛋白进行纯化。
１􀆰 ２􀆰 ３　 生物信息学分析

通过 ＧｅｎｅＤｏｃ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｉｔｈｕｂ． ｃｏｍ ／ ｋａｒｌｎｉｃｈｏｌａｓ ／ ＧｅｎｅＤｏｃ） 进行基因序列分析； 使用在线工具（ ｈｔ⁃
ｔｐ： ／ ／ ｗｏｒｍｗｅｂ． ｏｒｇ ／ ｅｘｏｎｉｎｔｒｏｎ）绘制基因结构图； 用 ＤＮＡＭＡＮ（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｌｙｎｎｏｎ． ｃｏｍ ／ ｄｎａｍａｎ． ｈｔｍｌ）
预测蛋白质分子量及等电点； 通过网站 ＳｉｇｎａｌＰ ４． １ Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ ／ ）
在线预测蛋白质信号肽； 用 ＥｘＰＡＳｙ ＰＲＯＳＩＴＥ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｒｏｓｉｔｅ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ） 分析蛋白质结构域； 用

ＣｌｕｓｔａｌＸ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｌｕｓｔａｌ． ｏｒｇ ／ ）进行氨基酸多重序列比对； 通过 ＭＥＧＡ ７􀆰 ０ 软件， 用最大似然法构

建系统进化树， ｂｏｏｔｓｔｒａｐｐｉｎｇ 设置为 １０００ 次。

·４９３·
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２　 实验结果
２􀆰 １　 Ｒｎｄ１ 基因序列分析

大黄鱼 Ｒｎｄ１ 基因 ＯＲＦ 全长为 ６９９ ｂｐ， 编码 ２３２ 个氨基酸， 包含 ５ 个外显子、 ４ 个内含子。 其中

Ｇｌｙ７０残基重叠于剪接位点 （见图 １）， 内含子两侧碱基均为 ＧＴ⁃ＡＧ。 这结果与其他鱼类结果类似 （见

图 ２， 表 ２）。 预测 Ｒｎｄ１ 蛋白无信号肽序列， 蛋白质的分子量约为 ２６􀆰 ０３ ｋｕ， 理论等电点为 ８􀆰 ４。
ＳＭＡＲＴ 在线分析软件显示该蛋白含有一个 Ｒｈｏ 蛋白结构域 （Ｌ１６ —Ｋ１９０ ）， 该区域包含两条可动的多肽

段： Ｓｗｉｔｃｈ Ⅰ和 Ｓｗｉｔｃｈ Ⅱ （见图 ３）。

* 为终止密码子；下划线残基为 RHO 蛋白结构域（L16-K190）；黑色方框部分分别为 SwitchⅠ，Switch Ⅱ
* is the termination codon ;the underlined residue is the Rho protein domain (L16-K190); black box part are respectively the SwitchⅠand SwitchⅡ

图 1 大黄鱼 Rnd1 cDNA 及氨基酸推导序列

Fig.1 cDNA and deduced amino acid sequences of Rnd1 in Larimichthys crocea

* 为终止密码子；下划线残基为 Rho 蛋白结构域（L16-L190);黑色方框部分分别为 Switch I 和 Switch II
*is the termination codon; the underlined residue is the Rho protein domain（L16-L190); black box part are respectively the Switch I and Switch II

图 1 大黄鱼 Rnd1 cDNA 及氨基酸推导序列

Fig.1 cDNA and deduced amino acid sequences of Rnd1 in Larimichthys crocea

图 2 大黄鱼与其他物种 Rnd1 基因结构图

Fig.2 The Rnd1 gene structural diagram of Larimichthys crocea compared to other species
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表 ２　 大黄鱼 Ｒｎｄ１ 推导氨基酸序列与其他物种的一致性分析

Ｔａｂ． ２　 Ｉｄｅｎｔｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｒｎｄ１ ｉｎ Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ
物种 Ｓｐｅｃｉｅｓ 一致性 Ｉｄｅｎｔｉｔｙ ／ ％ ＧｅｎｅＢａｎｋ 检索号 Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

棘头梅童鱼 Ｃｏｌｌｉｃｈｔｈｙｓ ｌｕｃｉｄｕｓ ９９． ５７ ＴＫＳ７７８３２． １
黄金鲈 Ｐｅｒｃａ ｆｌａｖｅｓｃｅｎｓ ９７． ８４ ＸＰ＿０２８４３８８２８． １
龙胆石斑鱼 Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ ｌａｎｃｅｏｌａｔｕｓ ９６． ９８ ＸＰ＿０３３４８４０５１． １
罗非鱼 Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ ９６． ５５ ＸＰ＿００３４３９０２０． １
牙鲆 Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ ｏｌｉｖａｃｅｕｓ ９５． ６９ ＸＰ＿０１９９５１７９７． １
大西洋鲑 Ｓａｌｍｏ ｓａｌａｒ ９０． ９５ ＸＰ＿０１４００１０１０． １
虹鳟 Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓｓ ９０． ５２ ＸＰ＿０２１４７１２９０． ２
斑马鱼 Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ ８９． ６６ ＮＰ＿００１０３７８６１． １
野猪 Ｓｕｓ ｓｃｒｏｆａ ８２． ３３ ＸＰ＿００３４８１６１５
家牛 Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ ８１． ９０ ＮＰ＿００１０３９４８１
家马 Ｅｑｕｕｓ ｃａｂａｌｌｕｓ ８１． ４７ ＸＰ＿００１５０４１７９
人 Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ ８１． ９０ ＮＰ＿０５５２８５
东非狒狒 Ｐａｐｉｏ ａｎｕｂｉｓ ８１． ４７ ＸＰ＿００３９０６３５６
家鼠 Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ ８０． １７ ＮＰ＿７６６２００
蜥蜴 Ａｎｏｌｉｓ ｃａｒｏｌｉｎｅｎｓｉｓ ７８． ４５ ＸＰ＿００８１０２２２５
非洲爪蟾 Ｘｅｎｏｐｕｓ ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ ７８． ０２ ＮＰ＿００１００８０７３
虎皮鹦鹉 Ｍｅｌｏｐｓｉｔｔａｃｕｓ ｕｎｄｕｌａｔｕｓ ７７． ５９ ＸＰ＿０３３９２７４２１
斑胸草雀 Ｔａｅｎｉｏｐｙｇｉａ ｇｕｔｔａｔａ ７５． ８６ ＸＰ＿０３０１１５４１６
原鸡 Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ ７５． ００ ＸＰ＿０１５１２８６６６

阴影部分为 RHO 保守结构域；黑色划线标注部分为 Switch Ⅰ和 Switch Ⅱ区域
The shaded part is RHO conserved domain; the part underlined in black is SwitchⅠand SwitchⅡarea

图 3 大黄鱼与其他鱼类 Rnd1 氨基酸序列的多重比对分析结果

Fig.3 Multiple alignments of Rnd1 amino acid sequences in Larimichthys crocea and other species

２􀆰 ２　 序列多重比对及系统发育树构建

Ｃｌｕｓｔａｌ Ｏｍｅｇａ 氨基酸序列多重比对结果显示， Ｒｎｄ１ 的氨基酸序列高度保守。 其中： 大黄鱼与棘头梅童鱼

的 Ｒｎｄ１ 氨基酸的同源性最高， 具有 ９９􀆰 ５７％序列一致性； 与其余鱼类也具有较高的序列一致性。 进化树分析

结果表明大黄鱼的 Ｒｎｄ１ 基因与其他鱼类聚为一支； 两栖类， 鸟类， 哺乳类各自聚集并形成分支 （见图４）。
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图 4 大黄鱼与其它物种 Rnd1 构建的系统进化树

Fig.4 The phylogenetic tree of Rnd1 in Larimichthys crocea and other species
图 4 大黄鱼与其他物种 Rnd1 构建的系统进化树

Fig.4 The phylogenetic tree of Rnd1 in Larimichthys crocea and other species

２􀆰 ３　 Ｒｎｄ１ 基因在不同组织的特异性表达

Ｒｎｄ１ 在健康大黄鱼各个组织中的分布情况如图 ５ 所示。 从图 ５ 可知： 在大黄鱼的 ８ 个免疫组织

中， 该基因在肝脏中相对表达量最高； 其次为脑； 在肠中表达量最低。 为检测大黄鱼感染变形假单胞

菌对 Ｒｎｄ１ 基因表达情况的影响， 用变形假单胞菌攻毒后分别检测不同时间段该基因在肾脏、 肝脏、
脾脏的转录水平， 结果如图 ６ 所示。 由图 ６ 可知： 大黄鱼肾脏中该基因的表达量在 ２４ ｈ 前下降， 在

７２ ｈ 时达到最大值。 Ｒｎｄ１ 在肝脏中， ０ ～ ２４ ｈ 小幅度上调表达； ４８ ｈ 时达到最高值， 为对照组的 ２５
倍； 之后在肝脏中的表达量呈现下降趋势。 而在脾脏中该基因持续上调表达， ４８， ７２， ９６ ｈ 表达量升

高更为明显， 分别为对照组的 ２２， ６８， ７８ 倍。

图 5 无刺激条件下 Rnd1 在大黄鱼各组织中的相对表达

Fig.5 The relative expression of Rnd1 in each tissues
of Larimichthys crocea without stimulation

图 6 受变形假单胞菌刺激后 Rnd1 在大黄鱼
肾肝脾中的表达

Fig.6 The relative expression of Rnd1 in kidney,
liver and spleen of Larimichthys crocea after

the challenge of P. plecoglossicid

时间 Time/h
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２􀆰 ４　 ｐＥＴ⁃２８ａ⁃Ｒｎｄ１ 重组蛋白原核表达

图 7 琼脂糖凝胶电泳图

Fig.7 The result of agarose gel
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2Maeker1按照一步克隆试剂盒要求， 针对 Ｒｎｄ１ 基因开放阅读框序列和

ｐＥＴ⁃２８ａ 载体设计引物， 以大黄鱼脾脏组织 ｃＤＮＡ 样品为模板进行

ＰＣＲ 反应。 电泳结果显示在 ７００ ｂｐ 左右有单一明亮条带， 将其割

胶回收。 ｐＥＴ⁃２８ａ 载体经 ＥｃｏＲⅠ、 ＸｈｏⅠ内切酶双酶切后获得线性

化载体， 与目的片段进行连接。 将 ｐＥＴ⁃２８ａ⁃Ｒｎｄ１ 重组载体转化入

ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态。 挑取单克隆菌落进行测序， 选取测序结果

正确的菌液进行扩大培养， 提取质粒并进行双酶切验证。 电泳结

果显示出两条带， 一条在 ５３００ ｂｐ 左右， 另一条在 ７００ ｂｐ 左右，
表明 ｐＥＴ⁃２８ａ⁃Ｒｎｄ１ 重组表达载体构建成功 （见图 ７）。

以 １ ∶ １００ 的比例将菌液扩大培养， 培养条件为 ３７ ℃ 、
２００ ｒ ／ ｍｉｎ， 培养至菌液 Ａ６００ 约为 ０􀆰 ６ 时， 加入 ＩＰＴＧ 至终浓度为

０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， １６ ℃ 、 １２０ ｒ ／ ｍｉｎ 继续培养 １６ ｈ。 提取蛋白质进行

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳， 结果如图 ８ 所示， 含有 ｐＥＴ⁃２８ａ⁃Ｒｎｄ１ 重组质粒

的表达菌株在 ２５ ｋｕ 至 ３５ ｋｕ 之间有明显条带， 与预测重组蛋白大

小 （预测 Ｒｎｄ１ 蛋白分子量为 ２６ ｋｕ， Ｈｉｓ 标签蛋白大小约为

ku

M—蛋白 Marker；1—未经诱导的含 pET鄄28a 载体菌株；2—诱导后的
含 pET鄄28a 载体菌株；3—未经诱导的含 pET鄄28a鄄Rnd1 重组载体菌
株；4—诱导后 pET鄄28a鄄Rnd1 重组载体菌株；5—诱导重组菌株破碎后
上清；6—诱导重组菌株破碎后沉淀；7—纯化的 Rnd1鄄His 融合蛋白

M—Protein Marker; 1—Non鄄induced strain containing pET鄄28a vector;
2—Induced strain containing pET鄄28a vector; 3—Uninduced strain con鄄
taining recombinant vec鄄tor pET鄄28a鄄Rnd1; 4—Induced strain containing
recombinant vector pET鄄28a鄄Rnd1; 5—Induced supernatant; 6—Induced
precipitation; 7—Purified Rnd1鄄His fusion protein

图 8 原核表达载体 pET鄄28a鄄Rnd1 的 SDS鄄PAGE 分析

Fig.8 Analysis of prokaryotic expressed LcRnd1 by SDS鄄PAGE
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7654321M２􀆰 ６ ｋｕ） 相符， 表明重组蛋白表达成功。
诱导菌株超声裂解后， 电泳条带显示目

的蛋白存在于上清和沉淀中。 使用镍柱

对融合蛋白进行纯化， 使用 ３０， １００，
２５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑梯度洗脱。 纯化后经

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 检测， 条带较单一， 表明得

到了较高纯度的产物。

３　 讨论
在本实验室前期研究中， 对感染变

形假单胞菌后带菌量极端的大黄鱼脾脏

样本进行了转录组测序。 从 Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ 蛋

白质数据库中注释到 ７６９ 个差异表达基

因， 包括 ４８７ 个表达上调基因， ２８２ 个

表达下调基因 （上调基因是指在相对带

菌量高的脾脏中表达量远高于相对带菌

量低的基因； 反之则为下调基因）， 其中

ＩＬ１Ｂ、 Ｒｎｄ１、 ＩＬ６ 等基因的表达量显著

上调， ＡＱＰ４、 ＳＥＭＡ３Ｄ 等基因的表达量

显著下调， 提示这些基因或许在变形假

单胞菌侵染宿主时发挥着免疫作用。
Ｒｎｄ１ 基因编码的蛋白质属于 Ｒｈｏ ＧＴＰａｓｅ 家族中非典型的小 Ｇ 蛋白。 经典的小 Ｇ 蛋白属于核苷酸依赖

型分子开关， 依靠附属蛋白的调控。 大多数 Ｇ 蛋白本身具有 ＧＴＰａｓｅ 活性， 可以将 ＧＴＰ 水解为 ＧＤＰ，
而 ＧＴＰａｓｅ 活化蛋白 （ＧＴＰａｓｅ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ＧＡＰｓ） 能活化小 Ｇ 蛋白的水解活性， 加快 ＧＴＰ 的水

解过程。 鸟嘌呤核苷酸交换因子 （ｇｕａｎｉｎｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｆａｃｔｏｒｓ， ＧＥＦｓ） 能催化小 Ｇ 蛋白与 ＧＤＰ
解离， 将 Ｇ 蛋白转化为利于结合 ＧＴＰ 的构象。 另外， 鸟核苷酸解离抑制因子 （ｇｕａｎｉｎｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｄｉｓ⁃

·８９３·
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ｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ， ＧＤＩｓ）负调控这些小 Ｇ 蛋白的 ＧＴＰａｓｅ 活性［１３］ 。 而 Ｒｎｄ１ 蛋白缺乏 ＧＴＰ 水解酶活

性， 无法将 ＧＴＰ 水解为 ＧＤＰ。 蛋白质的生理功能与其空间结构密切相关。 为深入了解 Ｒｎｄ１ 蛋白的作

用， 本研究针对大黄鱼 Ｒｎｄ１ 开放阅读框完成了体外表达， 其开放阅读框长度为 ６９９ ｂｐ， 编码 ２３２ 个

氨基酸， 理论等电点偏碱性。 序列分析和同源性比较结果表明： 鱼类 Ｒｎｄ１ 氨基酸序列同源性较高，
与 Ｒｈｏ 蛋白类似， 核心区域含有一个经典的 Ｒｈｏ 蛋白结构域， 但是在鸟苷酸连接区的关键氨基酸位

点上与经典小 Ｇ 蛋白存在不同， 这些不同的位点极有可能导致了蛋白质的不同特性和功能。 例如多

种 Ｒａｓ 蛋白存在 Ａｌａ５９ 和 Ｇｌｎ６１ 位点， 而对应的 Ｒｎｄ１ 则被丝氨酸 （ＳＧＳＰ） 替代， 该结构抑制 ＧＴＰ 水

解并能稳定 Ｓｗｉｔｃｈ Ⅰ、 Ｓｗｉｔｃｈ Ⅱ与 ＧＴＰ 结合的构象。 系统进化分析结果表明， 大黄鱼 Ｒｎｄ１ 基因与棘

头梅童鱼序列同源性达到 ９９􀆰 ５７％ ， 与鱼类尤其是硬骨鱼同源性较高， 聚为一支， 而鸟类、 爬行类和

哺乳类聚为另一大分支， 此结果表明大黄鱼 Ｒｎｄ１ 氨基酸序列的同源性与传统的分类结果相符， 且在

真核生物进化中， Ｒｎｄ１ 氨基酸序列高度保守， 体现了其在信号转导过程中的重要作用。
为研究 Ｒｎｄ１ 在大黄鱼免疫调控中的作用， 利用实时荧光定量 ＰＣＲ 分析大黄鱼 Ｒｎｄ１ 在不同组织

中的表达模式， 结果显示在该基因被检测的组织中均有分布， 在肝脏、 脑中表达量最高， 其次为头

肾， 在肠道中的表达量最低。 哺乳动物中 Ｒｎｄ１、 Ｒｎｄ２ 和 Ｒｎｄ３ 这三个基因在各个组织中均有表达，
而 Ｒｎｄ１ 在脑和肝脏中表达最高［１４］ ， 表明 Ｒｎｄ１ 在脑组织和肝组织的形成中具有重要作用。 为了进一

步了解 Ｒｎｄ１ 在大黄鱼抗病免疫中的作用机制， 本研究用变形假单胞菌刺激大黄鱼， 然后观察了肾

脏、 肝脏、 脾脏中该基因的相对表达量。 结果显示大黄鱼在受到变形假单胞菌刺激后， 肝脏中 Ｒｎｄ１
基因的表达量在 ４８ ｈ 时明显上调而随后下降， 最高表达量为对照组的 ２５ 倍左右； 而肾脏中 Ｒｎｄ１ 基

因在 ３， ６， １２， ２４ ｈ 时表达量下降， 或许是细菌致病因子导致宿主细胞肌动蛋白细胞骨架重排及免

疫反应紊乱［１５ － １６］ ； 在脾脏中 Ｒｎｄ１ 基因则持续上调， ４８ ｈ 后上调更为显著。 该基因在脾脏中的显著

上调可能与脾脏作为变形假单胞菌感染的主要靶器官有关［２，１７］ 。 多种致病菌的 Ｆｉｃ 结构域都能引起

Ｒｈｏ 类蛋白 Ｓｗｉｔｃｈ Ⅰ或 Ｓｗｉｔｃｈ Ⅱ的氨基酸腺苷酰化［１８ － １９］ ， 使 Ｒｈｏ 蛋白失活， 由此导致信号通路功能

紊乱使宿主产生免疫功能障碍。 在丁香假单胞菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｙｒｉｎｇａｅ） 中发现其 ＡｖｒＢ （ ａｖｉｒｕｌｅｎｃｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂ） 的 Ｄｏｃ 结构域， 与 Ｆｉｃ 结构域在序列和结构上有同源性［２０］ 。 Ｒｎｄ１ 蛋白作为肌动蛋白细胞

骨架的重要调控蛋白质， 其相关的信号通路或许是变形假单胞菌毒力因子的作用靶点［２１］ 。
构建 ｐＥＴ⁃２８ａ⁃Ｒｎｄ１ 原核表达载体， 转入 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态菌株中并诱导表达。 大肠杆菌作为

最常用的蛋白质表达体系之一， 在蛋白质大量纯化时， 其表达量与诱导温度、 诱导时间及 ＩＰＴＧ 浓度

有关［２２］ 。 实验结果表明， 诱导温度 １６℃ ， 摇床 １２０ ｒ ／ ｍｉｎ， 诱导时间 １６ ｈ 时， 蛋白质在沉淀和上清

中均有较高的表达量， 融合蛋白经镍柱纯化后条带较单一。 纯化后的 Ｒｎｄ１ 融合蛋白在透析过程中容

易形成白色絮状物， 这是由于 Ｒｎｄ１ 蛋白在水溶液中不稳定， 在溶液中易聚集形成多聚体而沉淀、 变

性。 Ｒｈｏ ＧＴＰａｓｅ 有一个鸟苷酸连接区， 该区域的 Ｓｗｉｔｃｈ Ⅰ和 Ｓｗｉｔｃｈ Ⅱ在 Ｍｇ２ ＋ 螯合下与 ＧＴＰ 或 ＧＤＰ
的磷酸根作用， 加入 Ｍｇ２ ＋ 可以促进小 Ｇ 蛋白与 ＧＴＰ （ＧＤＰ） 结合并提高蛋白质的稳定性［２３ － ２４］ 。 表达

良好且高度纯化的蛋白质对于蛋白质结构和动力学的体外研究非常重要， 所以对 Ｒｎｄ１ 蛋白稳定性的

优化， 对进一步研究 Ｒｎｄ１ 的功能有一定意义。
综上所述， 本实验探究了大黄鱼 Ｒｎｄ１ 基因的结构特点， 分析了 Ｒｎｄ１ 基因的在大黄鱼中的表达

模式并构建原核表达载体， 实现了融合蛋白的大量纯化回收， 为后续制备该基因的抗体及进一步研究

该蛋白的免疫功能提供了材料。
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