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大黄鱼 Ｒａｂ１１ 基因的克隆与表达分析
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［摘要］ 克隆了大黄鱼小 Ｇ 蛋白家族中的 Ｒａｂ１１ 基因， 测序查明其 ｃＤＮＡ 序列全长 １３７３ ｂｐ， 其中 ５’
非编码区为 １２９ ｂｐ， ３’ 非编码区为 ５８７ ｂｐ， 开放阅读框为 ６５７ ｂｐ， 编码 ２１８ 个氨基酸； 其氨基酸序列与罗

非鱼、 斑马鱼等鱼类 Ｒａｂ１１ 蛋白序列同源性在 ９５％ 左右， 与人类、 大熊猫等物种的同源性也达到 ９０％ 以

上。 Ｒａｂ１１ 基因在大黄鱼脾脏、 鳃、 肾脏、 皮肤、 肝脏、 血液、 肠、 心脏和胃 ９ 个组织中均有表达， 在血

液、 肝脏中表达量最高， 在胃中表达量最低； 溶藻弧菌刺激后大黄鱼肝脏、 肾脏和脾脏组织中 Ｒａｂ１１ 基因

的表达量均明显上调， 提示 Ｒａｂ１１ 在大黄鱼的抗病免疫反应中有着重要的作用。
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ａｃｔｅｒ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｒａｂ１１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｌａｒｇｅ ｙｅｌｌｏｗ ｃｒｏａｋｅｒ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｌａｒｇｅ ｙｅｌｌｏｗ ｃｒｏａｋｅｒ （Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ） ； Ｒａｂ１１ ｇｅｎｅ； ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ； ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

０　 引言
小 Ｇ 蛋白与异源 Ｇ 蛋白 （也被称为大 Ｇ 蛋白） 共称为 Ｇ 蛋白 （也称 ＧＴＰ 结合蛋白或 ＧＴＰ 酶）。

Ｇ 蛋白在免疫中发挥着重要作用， 很多人类疾病与 Ｇ 蛋白偶联受体相关， 据统计， 在所有现代药物

中， 有 ４０％以上是以 Ｇ 蛋白偶联受体作为靶点的［１］。 小 Ｇ 蛋白是一类小分子的蛋白质， 分子量只有

２０ ～ ３０ ｋｕ， 根据结构主要分为 Ｒａｃ ／ Ｒｈｏ ／ Ｃｄｃ４２、 Ｒａｎ、 Ｒａｂ、 Ｒａｓ 和 Ａｒｆ 五个亚家族［２］。 参与机体内多

种生理过程， 包括信号传递、 细胞生长、 基因表达、 细胞骨架重组、 囊泡运输等。 Ｒａｂ 蛋白是小 Ｇ 蛋

白家族中最大的亚家族， 也是目前研究最深入的小 Ｇ 蛋白， 现已在果蝇体内发现有 ２６ 种， 在人体中

存在近 ７０ 种。 它们定位在细胞胞浆面的各个亚细胞器中， 通过局部微调囊泡的转运来调控细胞吞噬

作用［３］。 研究发现， Ｒａｂ１１ 与胞质分裂、 蛋白质分泌、 吞噬作用及信号传递等细胞内重要的生命活动

有关［４ － ６］。 作为内吞再循环过程的关键因子， Ｒａｂ１１ 调控内体的再循环和运输［７］， 引导膜泡锚定， 实

现受体和脂质的循环利用［８］。 此外， Ｒａｂ１１ 的突变或缺失还与多种疾病的发生密切相关［９］。 但关于鱼

类 Ｒａｂ１１ 功能的研究目前还未见报道。
大黄鱼 （Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ） 是中国重要的海洋经济鱼类， 为传统 “四大海产” 之一。 它主要分

布在我国黄海南部至南海北部沿海， 养殖区域主要集中在福建、 广东和浙江三省， 超过 ８５％ 的养殖

大黄鱼来自福建东部［１０］。 目前， 病害是大黄鱼养殖过程中最大的难题， 尤其是细菌性疾病尤为严重，
急需解决［１１ － １２］。 据报道， 目前对养殖大黄鱼危害最严重的 “白点病”， 主要是由于隐核虫感染刺激

后引起继发性细菌感染而导致大黄鱼死亡［１３］， 且养殖过程中随季节、 温度和海区不同而变化［１４］。 部

分渔民病急乱用药、 滥用药而导致了环境污染、 药物残留和食品安全等一系列问题。 因此， 迫切需要

对大黄鱼的免疫机制有深入的了解以便采取科学合理的防治措施［１５ － １６］。
文献 ［１７］ 发现 ＲａｂＧＴＰ 参与了大黄鱼的抗病免疫作用。 为了进一步了解 Ｒａｂ 亚家族基因在鱼类

中的作用及其机制， 本研究克隆了大黄鱼的 Ｒａｂ１１ 基因， 分析其在大黄鱼不同组织中的表达情况以

及免疫刺激后 Ｒａｂ１１ 在不同组织中表达量的变化， 为进一步研究阐明 Ｒａｂ１１ 在大黄鱼免疫中所起到

的作用奠定了基础。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 样本采集

实验用大黄鱼来自福建省宁德市海区养殖网箱， 平均每尾体长 （１６􀆰 ８０ ± ２􀆰 １０） ｃｍ， 体重 （６６􀆰 ６２ ±
４􀆰 ５５） ｇ。 实验前在室内水泥池中驯养 ３ｄ。 通过断尾取血收集血液， 将血液和血液抗凝剂 （０􀆰 ４８％柠

檬酸、 １􀆰 ３２％柠檬酸钠和 １􀆰 ４７％葡萄糖 （质量分数）） 按照体积比 １∶ ２ 进行稀释， 并放入 ＲＮＡ 保护

液 （Ｂｉｏｔｅｋｅ， 北京） 中 ４ ℃保存。 选 ３ 尾大黄鱼剖取其肾、 肠、 脾、 肝、 鳃、 皮肤、 心脏和肌肉等

组织， 置液态氮中冷冻运回实验室后存放于 － ８０ ℃下， 作为提取 ＲＮＡ 的组织样本。
用于免疫刺激实验的大黄鱼， 实验前在室内水泥池中驯养两周以上使其适应室内环境， 然后分为

两组， 每组 ５ 尾。 第一组为对照组， 在腹腔内注射 ０􀆰 ５ ｍＬ 的 ＰＢＳ； 第二组为实验组， 在腹腔注射

０􀆰 ５ ｍＬ １ × １０８ｃｆｕ ／ ｍＬ 的副溶血弧菌 （Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ） 进行攻毒。 然后分别在注射后 ０， ３， ６，
１２， ２４， ４８， ７２ ｈ， 收集肝脏、 脾脏和肾脏组织 （每个时点设 ３ 个生物学重复）， 用于基因表达量检测。
１􀆰 ２　 总 ＲＮＡ 的提取及目的基因获取

总 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成采用试剂盒 （ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ， ＵＳＡ）， 参照产品说明进行。 用 ＲＮａｓｅ⁃ｆｒｅｅ
ＤＮａｓｅ 酶 （Ｐｒｏｍｅｇａ， ＵＳＡ） 去除基因组 ＤＮＡ 的干扰。 在 Ｍ⁃ＭＬＶ 逆转录酶 （Ｐｒｏｍｅｇａ， ＵＳＡ） 作用下，
利用 ｏｌｉｇｏ （ｄＴ） 作为引物， 以总 ＲＮＡ 为模板合成 ｃＤＮＡ 第一链［１８］。

·８６１·
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１􀆰 ３　 Ｒａｂ１１ 的克隆和序列分析

从本实验室大黄鱼转录组测序数据库中通过序列功能注释信息找到 Ｒａｂ１１ 序列。 经目的基因扩

增后进行测序验证， 具体步骤： 设计正反向引物 Ｒａｂ１１⁃Ｆ１ 和 Ｒａｂ１１⁃Ｒ１ （见表 １）， 以混合 ｃＤＮＡ 作模

板进行 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ 反应条件为： ９４ ℃变性 ３ ｍｉｎ； ９４ ℃变性 ３０ ｓ， ５５ ℃复性 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸

１ ｍｉｎ， ３０ 个循环； ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ［１９］。 ＰＣＲ 产物克隆到 ＰＭＤ⁃１８Ｔ ｖｅｃｔｏｒ （ＴａＫａＲａ， 大连， 中国），
挑选含有阳性克隆的菌落送到华侨大学基因科技有限公司用 Ｓａｎｇｅｒ 测序法测序。

表 １　 实验中所用引物

Ｔａｂ． １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物 Ｐｒｉｍｅｒｓ 序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′ － ３′） 退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃

Ｒａｂ５１１⁃Ｆ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＧＧＡＡＣＣＧＡＧＡＣＧ ５７

Ｒａｂ５１１⁃Ｒ ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＴＣＡＣＡＧＧＣＴＣＴＧＧＣＡＧＣ ５８

β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｆ ＴＴＡＴＧＡＡＧＧＣＴＡＴＧＣＣＣＴＧＣＣ ６０

β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｒ ＴＧＡＡＧＧＡＧＴＡＧＣＣＡＣＧＣＴＣＴＧＴ ６０

Ｒａｂ１１⁃ＱＦ ＴＡＣＧＡＣＡＴＣＧＣＣＡＡＧＣＡＣ ５５

Ｒａｂ１１⁃ＱＲ ＣＧＧＡＧＧＴＣＧＣＴＣＴＴＧＴＴＴ ５５

１􀆰 ４　 生物信息学分析

用 ＢＬＡＳＴ 程序（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｌａｓｔ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ． ｃｇｉ）进行序列同源性分析， 用 ＥＸＰＡＳＹ（ｈｔ⁃
ｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ） 预测蛋白质等电点及分子量， 用 Ｓｉｍｐｌｅ Ｍｏｄｕｌａｒ Ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｔｏｏｌ
（ＳＭＡＲＴ） 软件（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｍａｒｔ． ｅｍｂｌ － ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ． ｄｅ ／ ）预测大黄鱼的 Ｒａｂ１１ 蛋白的功能域［２０］， 用 Ｃｌｕｓｔａｌ
Ｗ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｂｉ． ａｃ． ｕｋ ／ ｃｌｕｓｔａｌｗ ／ ）对大黄鱼 Ｒａｂ１１ 氨基酸序列与其他物种进行多重比对分析， 用

ＭＥＧＡ ４􀆰 １（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍｅｇａｓｏｆｔｗａｒｅ． ｎｅｔ）构建 Ｒａｂ１１ 的进化树。
１􀆰 ５　 实时荧光定量 ＰＣＲ 反应体系和条件

实时荧光定量 ＰＣＲ 是以稀释的 ｃＤＮＡ 第一条链为模板， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参基因。 反应体系中包含

１μＬ ２ × ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （Ｔｉａｎｇｅｎ， Ｃｈｉｎａ）， １ μＬ 稀释的 ｃＤＮＡ， 正向和反向引

物各 ０􀆰 ５ μＬ （１０ μＭ）， ８μＬ ｎｕｃｌｅａｓｅ⁃ｆｒｅｅ 水。
实时荧光定量 ＰＣＲ 反应程序为： ９５ ℃变性 １ ｍｉｎ； ９５ ℃变性 １５ ｓ， ６０ ℃退火 １ ｍｉｎ， ４０ 个循环。

仪器为 ＡＢＩ⁃７５００ （Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ， ＵＳＡ）。
ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 程序结束后， 数据用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行分析。 为了保持一致性， 基线由软件自动设

置。 用 ＣＴ 比较方法 （２ －△△ＣＴ方法） 分析 Ｒａｂ１１ 的表达水平［２１］。 每个样本做 ３ 次重复， 对获得的数

据进行 ｔ 检验分析。

２　 结果与分析
２􀆰 １　 Ｒａｂ１１ 基因序列特征

Ｒａｂ１１ 基因的全长为 １３７３ ｂｐ， 包括一个开放阅读框 （ＯＲＦ） ６５７ ｂｐ， 编码含 ２１８ 个氨基酸的蛋白

质 （见图 １）。 序列分析显示， Ｒａｂ１１ 甲硫氨酸起始密码子周围的碱基序列为 ＡＡＣＡＴＧＴ， 符合 Ｋｏｚａｋ
法则［２２］。 ５′端非翻译区 （ＵＴＲ） 为 １２９ｂｐ， ３′端 ＵＴＲ 为 ５８７ｂｐ 伴随终止密码子 （ＴＡＡ）。 对基因组序

列扩增产物测序， 获得大黄鱼 Ｒａｂ１１ 基因组序列 ５５６１ ｂｐ， 包含完整的开放阅读框。 大黄鱼 Ｒａｂ１１ 基

因包含 ４ 个内含子和 ５ 个外显子， 其内含子序列遵循 ＧＴ⁃ＡＧ 规则， 与其他硬骨鱼 Ｒａｂ１１ 的基因组结

构相似 （见图 ２）。

·９６１·
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说明：*—终止密码；下划线—polyA 加尾信号；圆圈—磷酸化位点（S:
丝氨酸磷酸化位点，T：苏氨酸磷酸化位点，Y：缬氨酸磷酸化位点）；方
框—糖基化位点
Notes: *—termination codon;line—polyA singal;round—sites ofphosphorylation (S:
serine phosphorylation，T:Threonine phosphorylation，Y:Valine phosphorylation);
square frame-sites of glycosylation.

图 1 Rab11 基因 cDNA 全长及氨基酸序列

Fig.1 Nucleic acid and amino acid sequences of Rab11 gene
图 2 Rab11 基因组结构图

Fig.2 Genomic structure of Rab11
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２􀆰 ２　 大黄鱼 Ｒａｂ１１ 氨基酸结构及功能分析

通过 ＳＭＡＲＴ 软件分析大黄鱼 Ｒａｂ１１ 蛋白功能域。 分析发现， 位于氨基酸第 １２ 到第 １７５ 位上， 有

一个典型的 ＲＡＢ 区域。 预测的大黄鱼 Ｒａｂ１１ 蛋白分子量为 ２４􀆰 ４５ ｋｕ， 等电点约为 ５􀆰 ６４。 经软件预测

分析没有发现信号肽和跨膜区。 磷酸化位点分析显示大黄鱼 Ｒａｂ１１ 有 ６ 个丝氨酸磷酸化位点， １ 个苏

氨酸磷酸化位点， ２ 个酪氨酸磷酸化位点。 糖基化位点 （Ｎ⁃Ｘ⁃Ｓ ／ Ｔ） 在 Ｎ１２４的区域 （见图 １）。
２􀆰 ３　 Ｒａｂ１１ 的系统发育树

Ｒａｂ１１ 的氨基酸序列相当保守， 大黄鱼 Ｒａｂ１１ 氨基酸序列与绿河鲀 （Ｔｅｔｒａｏｄｏｎ ｎｉｇｒｏｖｉｒｉｄｉｓ） 、 花

鳉 （Ｐｏｅｃｉｌｉａ ｆｏｒｍｏｓａ） 、 大西洋鲑 （Ｓａｌｍｏ ｓａｌａｒ） 、 石斑鱼 （Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ ｃｏｉｏｉｄｅｓ） 、 猎鹰 （Ｆａｌｃｏ
ｃｈｅｒｒｕｇ） 、 绿头鸭 （Ａｎａｓ ｐｌａｔｙｒｈｙｎｃｈｏｓ） 、 鸡 （Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ） 、 刺猬 （Ｅｒｉｎａｃｅｕｓ ｅｕｒｏｐａｅｕｓ） 、 猴子

（Ｏｔｏｌｅｍｕｒ ｇａｒｎｅｔｔｉｉ） 、 牛 （Ｂｏｓ ｍｕｔｕｓ） 、 人 （Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ） 、 爪蟾 （Ｘｅｎｏｐｕｓ ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ） 和扬子鳄

（Ａｌｌｉｇａｔｏｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ） 的 Ｒａｂ１１ 序列的吻合度分别达到 ９７％ 、 ９７％ 、 ９５％ 、 ９５％ 、 ９３％ 、 ９４％ 、 ９３％ 、
９０％ 、 ９０％ 、 ９０％ 、 ９１％ 、 ９０％ 、 ９０％ （见图 ３）。

从 ＮＣＢＩ 数据库中下载从鱼类到哺乳动物的 Ｒａｂ１１ 蛋白序列， 使用 ＮＪ （Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ） 法构建系

统发育树。 结果 （见图 ４） 显示， 大黄鱼与绿河鲀、 花鳉、 大西洋鲑和石斑鱼亲缘关系最近， 与哺乳动

物包括刺猬、 熊猫、 猴子、 牛和人亲缘关系较远； 其他脊椎动物如猎鹰、 绿头鸭和鸡被分别归入到相应

的子群， 扬子鳄和爪蟾被归类另外一个支序。 由此可见， 本文所得结果与传统的分类方法所得结果一致。

·０７１·
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图 3 不同物种 Rab11 蛋白序列比对

Fig.3 Multiple alignment of Rab11 protein with other known vertebrate and invertebrate Rab11 proteins

图 4 根据 Rab11 基因编码的氨基酸绘制的 NJ 系统树

Fig.4 Neighbor Jioning phylogenetic tree constructed with the amino acid sequences of Rab11 genes

·１７１·
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２􀆰 ４　 大黄鱼 Ｒａｂ１１ 基因的组织表达谱

图 5 大黄鱼 Rab11 基因的组织表达谱

Fig.5 Quantity PCR analysis of the Rab11
gene expression from different tissues
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通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 方法检测大黄鱼 Ｒａｂ１１ 基因在脾

脏、 鳃、 肾脏、 皮肤、 肝脏、 血液、 肠、 心脏和胃

的表达量， 结果 （见图 ５） 显示： Ｒａｂ１１ 基因在全

部检测的组织中广泛表达， 但不同组织的表达程度

差异明显， 在血液中表达量最高， 肝脏次之， 然后

依次是肾脏、 脾脏、 肠道、 心脏、 皮肤和鳃， 在胃

中的表达量最低。
２􀆰 ５　 大黄鱼 Ｒａｂ１１ 基因在免疫刺激后的表达变化

结果表明， 受到弧菌刺激后， 各组织中 Ｒａｂ１１
基因的表达水平比对照组显著提高， 在肝脏组织中

Ｒａｂ１１ 基因表达水平在刺激后不断增强， 并在刺激

后 ７２ ｈ 时达到峰值。 肾脏组织则在刺激后 １２ ｈ 时表

达量达到最高水平， 之后逐渐下降， 至 ７２ ｈ 时恢复

到正常水平。 脾脏组织在刺激后的 ２４ ｈ 内表达水平

随着时间的延长而升高， 并在 ２４ ｈ 时达到最高， 此

后下降， 至 ７２ ｈ 时恢复正常 （见图 ６）。

a 肝脏 Liver b 肾脏 Kidney c 脾脏 Spleen
图 6 弧菌刺激后 Rab11 基因在内脏的表达变化

Fig.6 The expression change of Rab11 gene in viscus after stimulation by Vibrio parahaemolyticus

对照 Injection with PBS as control 弧菌刺激 Injection with Vibrio
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３　 讨论
目前已经克隆的哺乳动物 Ｒａｂ 家族基因有 ７０ 多个［２３］。 已有的研究表明， Ｒａｂ 蛋白作为细胞内囊

泡运输的分子开关， 与其上游调控子和下游特定的效应子相互作用， 并与 ＧＴＰ 的结合和水解过程相

藕联， 在囊泡运输的不同阶段发挥作用［２４ － ２５］。 Ｒａｂ１１ 蛋白在受体再循环、 胞质分裂、 分泌中发挥信

号传导作用， 在免疫中与吞噬作用密切相关［２６ － ２７］。 但是关于 Ｒａｂ 基因参与鱼类的免疫防御过程的研

究尚属空白。
本研究首次从大黄鱼体内克隆 Ｒａｂ１１ 基因， 得到大黄鱼 Ｒａｂ１１ 的 ｃＤＮＡ 全长为 １３７３ ｂｐ， 其中

ＯＲＦ 为 ６５７ ｂｐ 编码 ２１８ 个氨基酸， 与在人类 （ＡＫ３１２９９４）、 斑马鱼［２８］和鲶鱼［２９］中报道的 Ｒａｂ１１ 大小

一致。 生物信息学分析结果显示， 大黄鱼 Ｒａｂ１１ 蛋白具有与 ＧＴＰ 结合有关的高度保守的序列及高度

可变的 Ｎ 端和 Ｃ 端， 与其他物种的 Ｒａｂ１１［３０ － ３１］具有较高的氨基酸序列一致性， 与鲈形目其他鱼类相

似性高达 ９３％以上， 与鲤形目、 鲶形目相似性高达 ８８％ 以上， 与人类的相似度也高达 ８２％ ， 这表明

Ｒａｂ１１ 基因在进化上具有较高的保守性。
Ｒａｂ 基因在所检测的 ９ 个大黄鱼的器官 ／组织中均有表达， 属于广谱型表达， 这与斑马鱼［３２］ 中报

道的结果一致。 但其在不同组织的表达量差异明显， 在血液中表达量最高， 其次是肝脏、 脾脏和肾

·２７１·
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脏， 而在胃中表达量最低。 由于表达量较高的器官 ／组织 （血液、 肝脏、 脾脏和肾脏） 均属于免疫器

官 ／组织， 内含大量免疫细胞， 表明 Ｒａｂ１１ 可能参与免疫应答。 本研究免疫刺激实验的结果显示， 大

黄鱼 Ｒａｂ１１ 基因受弧菌刺激后在肝脏、 肾脏和脾脏中的表达明显上调， 这进一步说明它参与了大黄

鱼的免疫反应， 这也与对虾 Ｒａｂ１１ 受 ＷＳＳＶ 病毒刺激后上调的表达模式类似［３３］。 实验中免疫刺激后

１２ ～ ７２ ｈ， 脾脏、 肾脏和肝脏 ３ 个器官中的 Ｒａｂ１１ 表达量均达到峰值， 说明 Ｒａｂ１１ 在大黄鱼早期免疫

中可能发挥着重要作用。
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