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大黄鱼 Ｒａｃ２ 基因的克隆及其抗病免疫作用分析
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［摘要］ 克隆了大黄鱼 ｒａｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ Ｃ３ ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ ｔｏｘｉｎ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ２ （Ｒａｃ２） 基因 （命名为 ｌｙｃＲａｃ２） ， 并从本

实验室大黄鱼基因组数据库中获得了 ｌｙｃＲａｃ２ 基因的全长序列。 ｌｙｃＲａｃ２ 基因全长 １６７０􀆰 ４２７ ｋｂ， 包含 ７ 个外

显子、 ６ 个内含子， 其 ｃＤＮＡ 序列全长 １２２１ ｂｐ， ＯＲＦ 为 ５７９ ｂｐ， 编码 １９２ 个氨基酸。 同源性比较结果显示，
从鱼类到哺乳动物， ＲＡＣ２ 蛋白的氨基酸序列相当保守， 其基因均具有 ７ 个外显子和 ６ 个内含子， 但不同物

种之间 ７ 个外显子和 ６ 个内含子的长度都不一致。 实时定量 ＰＣＲ 检测结果显示， ｌｙｃＲａｃ２ 基因在肝脏、 脾

脏、 肠、 胃、 肾、 头肾、 肌肉、 皮肤、 脑、 鳃、 心脏、 血液中均有不同程度表达， 其中在头肾中表达量最

高， 肌肉中表达量最低。 大黄鱼受到 ＬＰＳ （脂多糖）、 ｐｏｌｙＩ：Ｃ、 副溶血弧菌刺激后， 肝脏、 脾脏、 头肾中

ｌｙｃＲａｃ２ 基因表达量明显上调， 显示 ｌｙｃＲａｃ２ 基因参与了大黄鱼的免疫反应， 其可能具有对细菌和病毒的抗

病免疫作用。 通过原核表达还获得 ｌｙｃＲＡＣ２ 蛋白， 为进一步研究其性质和功能奠定了基础。
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０　 引言
大黄鱼 （Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ） ， 又名黄瓜鱼、 黄花鱼， 在分类上属鲈形目石首鱼科黄鱼属， 是中

国近海最重要的海水经济鱼类之一， 主要分布于东南沿海地带［１］。 但是， 随着养殖规模扩大， 病害

问题也日趋严重， 成为影响其养殖效益的主要因素， 每年的疾病爆发都给大黄鱼养殖业造成了巨大的

经济损失［２ － ３］。 因此， 亟需研究大黄鱼的免疫防御机制。
小 Ｇ 蛋白 （ｓｍａｌｌ Ｇ － Ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｒ ｓｍａｌｌ ＧＴＰａｓｅ） 是细胞内的分子开关， 它由 １５０ 多个成员组成， 这

些成员被划分为 Ｒａｓ、 Ｒｈｏ、 Ｒａｂ、 Ａｒｆ ／ Ｓａｒ 和 Ｒａｎ ５ 个亚家族［４］。 小 Ｇ 蛋白可以调控很多细胞功能，
例如细胞增殖和分化、 细胞骨架重排、 核质运输等［５］。 ＲＡＣ 蛋白是属于 Ｒｈｏ 家族的小 Ｇ 蛋白， 参与

很多调节通路， 如基因表达、 细胞增殖、 细胞粘附、 细胞骨架形成等［６］， 主要包括三种不同的亚家

族， 分别为 ＲＡＣ１、 ＲＡＣ２ 和 ＲＡＣ３ ［７］。 这三种蛋白有不同的表达形式， 而且参与到很多生物功能的

调节过程中［８］。 研究表明， Ｒａｃ２ 是细胞信号传导和肌动蛋白形成细胞骨架中重要的调节因子［９］， 它

主要定位于吞噬体膜上， 可以参与造血细胞的形成， 在头部表达量最高并且在颈部鳞状细胞癌中有较

高表达量， Ｒａｃ２ 在调节细胞信号传导和肌动蛋白骨架中发挥作用［１０］。 Ｒａｃ２ 也可以在造血细胞和内皮

细胞上整合素和抗体信号传递发挥作用［１１］， 大黄鱼中如 Ｒａｂ５Ａ［１２］、 Ｒａｎ［１３］ 等基因已得到研究， 但在

大黄鱼中 Ｒａｃ２ 基因研究较少。
本研究克隆了大黄鱼 ｌｙｃＲａｃ２ 基因 ｃＤＮＡ 全长， 研究了其组织表达谱， 以及大黄鱼受到脂多糖

（ＬＰＳ）、 ｐｏｌｙＩ：Ｃ、 副溶血弧菌免疫刺激后肝脏、 脾脏、 头肾中 ｌｙｃＲａｃ２ 基因的表达变化， 并构建了重

组质粒进行原核表达获得 ｌｙｃＲＡＣ２ 蛋白， 对其功能和性质的研究奠定了基础。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验鱼的来源和处理

实验用大黄鱼采自福建省宁德市三都澳海区养殖网箱， 体长为（１８􀆰 ０ ± ２􀆰 ０） ｃｍ， 体重（６６􀆰 ６２ ±
４􀆰 ５５）ｇ， 从网箱取回后放在室内水泥池中暂养 １ 周使其适应环境， 期间海水温度为 ２３ ～ ２６ ℃， 盐度

为 ２７ ～ ２８， 以散气石连续充气。
组织表达谱分析样品的采集： 取健康活鱼的肝脏、 脾脏、 肠、 胃、 肾脏、 头肾、 心脏、 鳃、 脑、

皮肤、 肌肉、 血液， 迅速置于 ＲＮＡ 保护液中， 运回实验室后 － ８０℃保存待用。
免疫刺激实验及样品采集： 将暂养 １ 周后的大黄鱼分为 １ 个对照组和 ３ 个实验组， 每组各 ６０ 尾；

实验组分别于每尾鱼腹腔注射 ２５０ μＬ ＬＰＳ （Ｌ２８８０， Ｓｉｇｍａ， ＵＳＡ）、 ２５０ μＬ ｐｏｌｙＩ：Ｃ （１ ｍｇ ／ ｍＬ， Ｓｉｇ⁃
ｍａ， ＵＳＡ） 和 ２５０ μＬ 副溶血弧菌 （１􀆰 ０ × １０８ ｃｅｌｌ ／ ｍＬ） 进行免疫刺激， 对照组腹腔注射 ２５０ μＬ ｐＨ
７􀆰 ４ 的 ＰＢＳ。 在注射后的 ３， ６， １２， ２４， ４８， ７２ ｈ 时， 分别取 ５ 尾鱼， 解剖取肝脏、 脾脏和头肾， 迅

速置于 ＲＮＡ 保护液中， 运回实验室后于 － ８０ ℃保存待用。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂

逆转录试剂盒 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ （Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ） 和 ｐＭＤ１９ － Ｔ、
ＰＧＥＸ －４Ｔ － ２ 载体购自大连宝生物公司， 荧光定量试剂盒 ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ􀳏 Ｔｏｐ ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ、 质粒提取

试剂盒 ＥａｓｙＰｕｒｅ􀳏 Ｐｌａｓｍｉｄ ＭｉｎｉＰｒｅｐ Ｋｉｔ、 ＤＮＡ 纯化试剂盒 ＥａｓｙＰｕｒｅ􀳏 Ｑｕｉｃｋ Ｇｅｌ ＥｘｔＲａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 均购自

北京全式金生物技术有限公司。
１􀆰 １􀆰 ３　 引物

根据本实验室大黄鱼全转录组测序获得 ｌｙｃＲａｃ２ 序列， 用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０ 设计扩增 ｌｙｃＲａｃ２ 基因

开放阅读框全长引物和荧光定量 ＰＣＲ 引物， 并用 Ｏｌｉｇｏ６ 对所设计引物进行分析。 所有引物均由深圳

·２·
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华大基因科技有限公司合成。
表 １　 主要引物及其序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物 Ｐｒｅｍｉｅｒｓ 序列（５′ － ３′）Ｓｅｑｕｅｎｃｅ 退火温度 ＴＭ ／ ℃
ｌｙｃＲａｃ２⁃Ｆ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＣＡＧＧＣＴＡＴＣＡＡＡＣＧ ５８
ｌｙｃＲａｃ２⁃Ｒ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＡＧＣＡＧＴＧＡＧＣＡＴＧＧＣ ５８
ＲＴ⁃ｌｙｃＲａｃ２⁃Ｆ ＴＧＧＡＣＡＧＧＡＡＧＡＣＴＡＣＧＡＣＡＧ ６０
ＲＴ⁃ｌｙｃＲａｃ２⁃Ｒ ＧＣＴＣＡＣＣＡＧＧＧＡＧＡＡＡＣＡＧＡ ６０
β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｆ ＴＴＡＴＧＡＡＧＧＣＴＡＴＧＣＣＣＴＧＣＣ ６０
β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｒ ＴＧＡＡＧＧＡＧＴＡＧＣＣＡＣＧＣＴＣＴＧＴ ６０

１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 总 ＲＮＡ 的提取和第一条 ｃＤＮＡ 链的合成

总 ＲＮＡ 利用 Ｔｒｉｚｏｌ （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ， 美国） 法提取， 并将 ＲＮＡ 样品进行琼脂糖凝胶电泳， 凝胶成像

系统观察 １８Ｓ ｒＲＮＡ 和 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 的强度， 确定 ＲＮＡ 的完整性， 利用逆转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ 第一条

链， 模板合成后， 通过内参基因 β⁃ａｃｔｉｎ 的 ＰＣＲ 扩增检测其制备效果。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ｌｙｃＲａｃ２ 基因开放阅读框扩增

以 ｃＤＮＡ 第一条链为模板， 用 ｌｙｃＲａｃ２ 基因特异引物 ｌｙｃＲａｃ２ － Ｆ 和 ｌｙｃＲａｃ２ － Ｒ 进行 ＰＣＲ 扩增， 退

火温度为 ５８ ℃， ＰＣＲ 反应条件如下： ９４ ℃ ３ ｍｉｎ； ９４ ℃ ４５ ｓ， ５８ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃ ３０ ｓ， ３０ 个循环；
７２ ℃ ８ ｍｉｎ； ４ ℃ ５ ｍｉｎ。
１􀆰 ２􀆰 ３　 实时荧光定量 ＰＣＲ

利用 Ｒｏｃｈｅ４８０ 仪器、 ＲＴ⁃ｌｙｃＲａｃ２⁃Ｆ 和 ＲＴ⁃ｌｙｃＲａｃ２⁃Ｒ 引物进行荧光定量 ＰＣＲ 反应， 检测 ｌｙｃＲａｃ２ 基

因在不同组织中的表达， 包括健康大黄鱼的肝脏、 脾脏、 肠、 胃、 肾脏、 头肾、 心脏、 鳃、 脑、 皮

肤、 肌肉、 血液的样品和受到 ＬＰＳ、 ｐｏｌｙＩ：Ｃ、 Ｖ􀆰 ｐａｒａｈｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ 刺激后各组肝脏、 脾脏、 头肾中 ｌｙｃ⁃
Ｒａｃ２ 基因的表达量； 内参基因为 β⁃ａｃｔｉｎ。 反应体系包括 ｌ０ μＬ Ｔｏｐ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ， １ μＬ
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ的正向和反向引物， ８ μＬ ｃＤＮＡ 第一条链。 定量反应条件为： ９４ ℃ ３０ ｓ； ９４ ℃ ５ ｓ， ６０ ℃
１５ ｓ， ７２ ℃ １０ ｓ， ４０ 个循环。 分别检测各基因的熔解曲线和扩增曲线， 每个样品 ３ 个生物学重复， ４
个统计学重复。

根据仪器罗氏 Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ４８０ 软件分析每个实验的各个样品的 ＲＱ （ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔ ｉｔａｔｉｖｅ） 值，
基因表达水平由 ＲＱ 的平均值士标准误差的平均值 （ｍｅａｎ ± ｍｅａｎ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｅｒｒｏｒ， Ｍ ± ＳＥＭ） 表示，
用 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 软件对数据进行单因素方差分析 （ＡＮＯＶＡ）， 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异显著的标准。
１􀆰 ２􀆰 ４　 生物信息学分析

使用 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件确定开放阅读框， 测序结果的分析采用 Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｆｏｒ⁃
ｍａｔｉｏｎ （ＮＣＢＩ） ＢＬＡＳＴ 软件（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｌａｓｔ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ． ｃｇｉ）， 根据 ｌｙｃＲａｃ２ 核酸序列用 Ｍｅｇａ
５􀆰 ０ 软件中的 Ｎ⁃Ｊ （Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ） 构建系统进化树， 氨基酸序列多重比对用 Ｂｉｏｅｄｉｔ 软件。 基因结

构分析用 ＤＮＡＭＡＮ 和 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件， 信号肽预测（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ ／ ）、 蛋白

质等电点和分子量预测， 以及（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｃｏｍｐｕｔｅ＿ｐｉ ／ ）蛋白质跨膜区域分析（ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅ ｓ ／ ＴＭＨＭＭ⁃２． ０ ／ ）分别由在线软件完成。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ｌｙｃＲａｃ２ 基因的原核表达

根据本实验室大黄鱼全转录组数据库通过序列功能注释信息获得 ｌｙｃＲａｃ２ 序列， 通过 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｉｍ⁃
ｅｒ５􀆰 ０ 软件分析 ｌｙｃＲａｃ２ 基因包含阅读框， 结合 ＰＧＥＸ⁃４Ｔ⁃２ 多克隆位点， 设计上、 下游引物 ｌｙｃＲａｃ２⁃Ｆ
和 ｌｙｃＲａｃ２⁃Ｒ （见表 １）， 两引物分别包含 ＢａｍＨ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 酶切位点。 将 ｌｙｃＲａｃ２ 的 ｃＤＮＡ 克隆进

ＰＧＥＸ⁃４Ｔ⁃２ 载体并在 ＢＬ２１ 中表达， 再对重组质粒进行测序验证。 ３７ ℃过夜培养后， 以 １∶ １００ 的比例

将含重组质粒和不含目的基因的空质粒表达菌分别接种入新的培养基中扩大培养， 至 Ａ６００为 ０􀆰 ６ ～ ０􀆰 ８

·３·
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时， 吸取 １ｍＬ 未诱导菌液做对照， 向剩余菌液中加 ＩＰＴＧ 至终浓度为 ０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ３７ ℃ １００ ｒ ／ ｍｉｎ 振

荡培养 ４ ｈ， 将诱导前后的蛋白样品进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 检测。

２　 结果与分析
２􀆰 １　 ｌｙｃＲａｃ２ 基因开放阅读框序列分析

克隆获得的 ｌｙｃＲａｃ２ 基因 ｃＤＮＡ 全长为 １２２１ ｂｐ， 包括 ５７９ ｂｐ 开放阅读框， 编码 １９２ 个氨基酸， 如

图 １ 所示。 预测的 ｌｙｃＲＡＣ２ 蛋白不含信号肽和跨膜结构， 等电点为 ８􀆰 ４５， 分子量为 ２１􀆰 ４３ ｋｕ。

1 GGAACACAGA�CGAAGCGGAG�CGGAACAGGa�tgcaggctat�caaacgtgtg�gtcgtgggag
1���������������������������������M���Q��A��I���K R��V���V��V��G��D

61 atggagctgt�gggaaaaaca�tgtcttctca�tcagctacac�aaccaatgcc�ttccccgggg
12����G��A��V���G��K��T��C���L��L��I S Y��T TN A F P GE

121 agtacattcc�tactgtattt�gacaactatt�cagctaatgt�gatggtggac�agcaagccgg
32 Y��I��P���T��V��F��D���N��Y S���A��N��V��M���V��D���S��K��P��V

181 tcaacctggg�cctctgggat�acagctggac�aggaagacta�cgacaggctc�cgcccattgt
52����N��L��G���L��W��D��T���A G��Q���E��D��Y��D���R���L��R��P��L��S

241 cctacccaca�gacggatgtt�ttcctgatct�gtttctccct�ggtgagccca�gcatcctatg
72 Y��P��Q���T��D��V F���L��I��C���F��S��L��V���S���P��A��S��Y��E

301 agaacgtcag�agctaagtgg�taccccgagg�ttcgccacca�ctgcccctcc�acacccatca
92����N��V��R���A��K��W���Y��P��E��V���R��H��H���C���P��S T��P��I��I

361 tcctggtagg�caccaagctc�gatctgaggg�atgagaagga�caccattgag�aagctgaagg
112����L��V��G���T��K��L���D��L��R��D���E��K��D���T���I��E��K��L��K��E
421 aaaagaagct�tgcaccaatc�acctaccctc�agggcctggc�tctggctaag�gagatagatg
132����K��K��L���A��P��I���T��Y��P��Q���G��L��A����L��A��K��E��I��D��A
481 cagtgaagta�cctggaatgc�tcagccttga�cccagcgtgg�tctgaagact�gtgtttgatg
152����V��K��Y���L��E��C���S��A L T Q R��G����L��K��T��V��F��D��E
541 aggccatccg agccgtgctc�tgccctcagc�ctaccaaggt�caagaagaag�ccatgctcac
172����A��I��R���A��V��L���C��P��Q��P���T��K��V����K��K��K��P��C��S��L
601 tgctgtaaAT�GATTCTTGCT�GAAAGAAGAG�AGAAAGACTT�CAGACTGCTG�CCCCCGGGTA
192����L *
661 AAAAGAAGAC AATATGAAAG�TTCTGTTTTT�GTTTCTAATT�TTAAAAAAAC�TAGATTCCCA
721 CTAGTTTAAA�ACAAATAATG�CATTTGCAGT�TATAATAAAA�TGATAGCAAA�CTTTCTGTAC
781 AGCATACTTT�GTGACTGACT�TTTAAAAGTG�CACCAGGATG�CTGCACCAGG�CATAATGTCT
841 CTGTAAAATA�TACTGTTTTA�TTACAATGTA�TCACTA AATG�TGCATGCAAT�AGACTGCTCC
901 ACTTCACATT�TCATACACTT�ATCCTGTTAA�CAGCAGCATG�CTAGTTTTTA�GCCAGTGTAC
961 CAAAAGACCT�GCACACCACA�CAACATCTCA�CTGCCCTTTA�ATGGTCAACA�AAATATAGTT

1021 TCAAATAATA�TTTGATAATG�AGTGCAAACA�TGGTGTTGCA�AAGATTAGTT�CATAATGTCT
1081 TATGGCTGTT�GTTAAGAGTA�ACGAACAATG�ATAGAAACAT�AAGGATCAGG�ATTGTATTTG
1141 TTGTATCAGC�AGGGAGCTGA�ACAATGTTGT�ATCAGAACAT�TATTAAAAAC�GTATTATTTG
1201 TTGTGATATT�AAATAAAAAA�A

说明：起始密码子和终止密码子用粗体表示，灰色阴影部分是 switchⅠ和 switchⅡ结构域，p67PhoxTPR
受体互作位点用黑色阴影突出显示。

Notes：The start and stop codons are indicated with bold;the carbohydrate recognition domains (switchⅠand switchⅡ) are
highlighted in gray shade;P67PhoxTPR effector interaction sites are in black shade.

图 1 lycRac2 基因的 cDNA 全长及氨基酸序列

Fig.1 The full length of lycRac2 cDNA and the deduced amino acid sequence

２􀆰 ２　 ｌｙｃＲａｃ２ 与其他动物 Ｒａｃ２ 氨基酸序列的同源性及进化关系分析

由图 ２ 可见， 大黄鱼的 ｌｙｃＲａｃ２ 基因编码的氨基酸与其他物种的 Ｒａｃ２ 氨基酸序列比对结果见图 ２。

·４·
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ｌｙｃＲａｃ２ 与 真 鲷 （Ｐａｇｒｕｓ ｍａｊｏｒ，９９％ ） 、 罗 非 鱼 （Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ，９８％ ） 、 半 滑 舌 鳎

（Ｃｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓ ｓｅｍｉｌａｅｖｉｓ，９７％ ） 、 马 （Ｅｑｕｕｓ ｃａｂａｌｌｕｓ，９６％ ） 、 安大略鲑 （Ｓａｌｍｏ ｓａｌａｒ，９６％ ） 、 家兔

（Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓ ｃｕｎｉｃｕｌｕｓ，９６％ ） 、 鳉鱼 （Ａｕｓｔｒｏｆｕｎｄｕｌｕｓ ｌｉｍｎａｅｕｓ，９７％ ） 、 大杜鹃 （Ｃｕｃｕｌｕｓ ｃａｎｏｒｕｓ，
９６％ ） 、 绿蜥蜴 （Ａｎｏｌｉｓ ｃａｒｏｌｉｎｅｎｓｉｓ，９６％ ） 、 缅甸蟒 （Ｐｙｔｈｏｎ ｂｉｖｉｔｔａｔｕｓ，９６％ ） 、 象鼩 （Ｅｌｅｐｈａｎｔｕｌｕｓ
ｅｄｗａｒｄｉｉ，９５％ ） 、 人 （Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ，９５％ ） 、 苏门答腊猩猩 （Ｐｏｎｇｏ ａｂｅｌｉｉ，９５％ ） 、 大熊猫 （Ａｉｌｕｒｏｐｏｄａ
ｍｅｌａｎｏｌｅｕｃａ，９５％ ） 、 红腿叫鹤 （Ｃａｒｉａｍａ ｃｒｉｓｔａｔａ，９５％ ）、 刺猬 （Ｅｒｉｎａｃｅｕｓ ｅｕｒｏｐａｅｕｓ，９５％ ） 、 金色大

鼠 （Ｍｅｓｏｃｒｉｃｅｔｕｓ ａｕｒａｔｕｓ，９６％ ） 的 Ｒａｃ２ 都有很高的同源性， 其中与真鲷的同源性最高， 达 ９９％ ； 与

马的 Ｒａｃ２ 同源性也达到 ９６％ 。 说明 Ｒａｃ２ 的氨基酸序列在脊椎动物中高度保守。
从 ＧｅｎＢａｎｋ 中下载更多物种的 Ｒａｃ２ 氨基酸序列 （见表 ２）， 采用 Ｍｅｇａ ５􀆰 ０３ 软件， 以 Ｎ － Ｊ 法构

建系统发育树， 结果如图 ３ 所示。 ｌｙｃＲａｃ２ 与其他硬骨鱼类包括真鲷、 罗非鱼等首先聚成一个亚群；
两种鸟类 （大杜鹃和红腿叫鹤） 首先聚类后， 再与爬行类 （绿蜥蜴、 缅甸蟒） 聚成一大支； 哺乳动

物聚成另一个分支后， 再与爬行类和鸟类聚合成与鱼类不同的一支。 由 Ｒａｃ２ 氨基酸序列聚类分析结

果所得的各个物种的分类与进化关系， 与传统的分类方法所得结果一致。
Equus_caballus

Oryctolagus_cuniculus

Ailuropoda_melanoleuca

Erinaceus_europaeus

Elephantulus_edwardii

Homo_sapiens

Pongo_abelii

Cuculus_canorus

Cariama_cristata

Anolis_carolinensis

Python_bivittatus

Cynoglossus_semilaevis

Salmo_salar

Pagrus_major

Larimichthys_crocea

Oreochromis_niloticus

Austrofundulus__limnaeus56

39

45

52

86

78
56

51
67

81

56

36

30

40

0.005

!"

#$"

%"

&'"

Mammalia

Birds

Reptiles

Fish

说明：研究物种大黄鱼用黑三角标记；标尺（0.1）代表遗传距离；节点处的数字是用 bootstrapping 算法进行 1000
次重复计算出的支持率（%）；分析所用物种的氨基酸序列 Genbank 登录号见表 2。
Notes: Large yellow croaker (L. crocea) is black triangled；the scale bar (0.1) represents the genetic distance；the numbers at the nodes in鄄
dicate the support (%) by bootstrapping with 1000 replications；accession numbers of protein sequences used for phylogenic analysis are
listed in Table 2.

图 3 根据 lycRac2 基因编码的氨基酸绘制的 N-J 系统发育树

Fig.3 N-J phylogenetic tree constructed by amino acid sequence of lycRac2 gene

马

家兔

熊猫

刺猬

象鼩

人

苏门答腊猩猩

大杜娟

红腿叫鹤

绿蜥蜴

缅甸蟒

半滑舌鳎

安大略蛙

真鲷

大黄鱼

罗非鱼

鳉鱼

·６·
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表 ２　 ｌｙｃＲａｃ２ 系统进化树所用氨基酸序列及登录号

Ｔａｂ􀆰 ２　 ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｙｃＲａｃ２

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

序列号
ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

序列号
ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ

大黄鱼 Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ ＮＰ＿ ００１２９０３２７ 绿蜥蜴 Ａｎｏｌｉｓ ｃａｒｏｌｉｎｅｎｓｉｓ ＸＰ＿ ００３２２０９９１． １

真鲷 Ｐａｇｒｕｓ ｍａｊｏｒ ＡＡＰ２０１９５． １ 缅甸蟒 Ｐｙｔｈｏｎ ｂｉｖｉｔｔａｔｕｓ ＸＰ＿ ００７４２１０７３． １

罗非鱼 Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ ＸＰ＿ ００３４５６６１３． １ 象鼩 Ｅｌｅｐｈａｎｔｕｌｕｓ ｅｄｗａｒｄｉｉ ＸＰ＿ ００６８９０２０９． １

半滑舌鳎 Ｃｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓ ｓｅｍｉｌａｅｖｉｓ ＸＰ＿ ００８３１４７７０． １ 人 Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ ＮＰ＿ ００２８６３． １

马 Ｅｑｕｕｓ ｃａｂａｌｌｕｓ ＸＰ＿ ００１５００８４３． １ 苏门答腊猩猩 Ｐｏｎｇｏ ａｂｅｌｉｉ ＸＰ＿ ００２８３１１３６． １

安大略鲑 Ｓａｌｍｏ ｓａｌａｒ ＡＣＩ３３６１０． １ 大熊猫 Ａｉｌｕｒｏｐｏｄａ ｍｅｌａｎｏｌｅｕｃａ ＸＰ＿ ００２９１４５７８． １

家兔 Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓ ｃｕｎｉｃｕｌｕｓ ＸＰ＿ ００２７２３５８４． １ 红腿叫鹤 Ｃａｒｉａｍａ ｃｒｉｓｔａｔａ ＫＦＰ６７４８５． １

鳉鱼 Ａｕｓｔｒｏｆｕｎｄｕｌｕｓ ｌｉｍｎａｅｕｓ ＸＰ＿ ０１３８７０９５８． １ 刺猬 Ｅｒｉｎａｃｅｕｓ ｅｕｒｏｐａｅｕｓ ＸＰ＿ ００７５１９４０９． １

大杜鹃 Ｃｕｃｕｌｕｓ ｃａｎｏｒｕｓ ＸＰ＿ ００９５６６６８８． １ 金色大鼠 Ｍｅｓｏｃｒｉｃｅｔｕｓ ａｕｒａｔｕｓ ＸＰ＿ ００５０６７０１７． １

２􀆰 ３　 ｌｙｃＲａｃ２ 基因的基因组序列结构

将本研究克隆、 测序得到 ｌｙｃＲａｃ２ 的 ＯＲＦ 序列， 与本实验室的大黄鱼基因组数据库进行比对后得

到其完整的基因序列， 据此绘制基因结构图， 并与斑马鱼、 原鸡、 狼和人的 Ｒａｃ２ 基因的结构图 （从
ＮＣＢＩ 上获得以上物种 Ｒａｃ２ 基因的完整序列） 进行比较， 结果如图 ４ 显示。 ｌｙｃＲａｃ２ 基因全长

１６７０􀆰 ４２７ ｋｂ， 其 ７ 个外显子的长度分别为 ６４， ７２， １１８， ６３， １５９， １３５， ６１０ ｂｐ； ６ 个内含子的长度

分别为 ６５００， １９３８， １８２７， ２５８６， １５５０， ５６６ ｂｐ。 从图 ４ 中可见， 其他脊椎动物的 Ｒａｃ２ 基因也都是

由 ７ 个外显子与 ６ 个内含子构成， 但各物种各外显子和内含子长度都不一致， 甚至差异甚大。 在所比

较的 ７ 个物种中， 只有人类与猕猴的基因结构 （各外显子与内含子长度） 相似性较高。

大黄鱼 Larimichthys crocea

狼 Canis lupus familiaris

斑马鱼 Danio rerio

原鸡 Gallus gallus

弥猴 Macaca mulatta

人 Homo sapiens

大白鼠 Rattus norvegicus

梁蝇 Drosophila melanogster

说明：方框代表外显子，线条代表内含子。
Notes：Boxs are representexons, and lines represent introns.

图 4 lycRac2 基因结构图及其与其他动物的比较

Fig.4 Comparison of the lycRac2 gene structure of L. crocea with those of other animals

２􀆰 ４　 ｌｙｃＲａｃ２ 基因的组织表达谱

以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参基因， 利用实时荧光定量 ＰＣＲ 检测， 结果显示： ｌｙｃＲａｃ２ 基因在所检测的 １２ 种组

织 ／器官中均有表达， 但表达量有显著差异。 其中， 在头肾中表达量最高， 且显著高于其他组织表达量

（Ｐ ＜ ０． ０５） ； 肾脏其次； 在肌肉中表达量最低 （见图 ５）。

·７·
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说明：* 表示与其他组织中的表达水平有显著性
差异(P<0.05）。
Notes：* Indicates significant difference compared with
other tissues(P<0.05).

图 5 lycRac2 基因组织表达谱

Fig.5 The expression profile of lycRac2 gene in tissues
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说明： 含有相同字母表示各时相的处理组之间 lycRac2 基
因表达水平不存在显著性差异（P＞0.05）。
Note：Stages with the same letter indicate no significant difference
among different treatment groups（P>0.05）.

图 6 polyI:C、LPS、V. parahemolyticus 对大黄鱼 lycRac2
基因在肝脏、脾脏、头肾中的表达影响

Fig.6 The effect of polyI:C, LPS and V.parahemolyticus on
lycRac2 gene expression of L.crocea in liver，spleen and

headkidney

２􀆰 ５　 ＬＰＳ 和 ｐｏｌｙＩ：Ｃ、 副溶血弧菌刺激后 ｌｙｃ⁃
Ｒａｃ２ 基因在大黄鱼肝脏、 脾脏、 头肾中的表达

变化

大黄鱼受到 ＬＰＳ、 ｐｏｌｙＩ：Ｃ 和副溶血弧菌刺

激后 ｌｙｃＲａｃ２ 基因在肝脏、 脾脏、 头肾中的表达

量均明显升高。
如图 ６ａ 所示， 大黄鱼肝脏受到 ＬＰＳ 刺激

后， ｌｙｃＲａｃ２ 基因的表达量从 ６ ｈ 开始逐步升高，
在 ４８ ｈ 时达到最大值且显著高于对照组 （Ｐ ＜
０． ０５） ； 受到 ｐｏｌｙＩ：Ｃ 刺激后， ｌｙｃＲａｃ２ 基因从

６ ｈ开始表达量逐步升高， ４８ ｈ 时达到最大且显

著高于对照组 （Ｐ ＜ ０． ０５） ， 接着表达量逐步递

减； 而受到弧菌 （Ｖｉｂｒｉｏ） 刺激后， 肝脏 ｌｙｃＲａｃ２
基因在 ４８ ｈ 时表达量达到最大且显著高于对照

组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 。
如图 ６ｂ 所示， 大黄鱼脾脏受到 ＬＰＳ 刺激

后， ｌｙｃＲａｃ２ 基因表达量 ３ ｈ 后均高于对照组，
在 ４８ ｈ 时达到最大值且显著高于对照组 （Ｐ ＜
０． ０５） ； 受到 ｐｏｌｙＩ： Ｃ 刺激后， ｌｙｃＲａｃ２ 基因

４８ ｈ内表达量逐步升高， 在 ４８ ｈ 时达到最大值

且显著高于对照组 （Ｐ ＜ ０． ０５） ， 接着表达量逐

步递减； 受到 Ｖ． ｐａｒａｈｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ 刺激后， 脾脏

中 ｌｙｃＲａｃ２ 基因在 ３ ｈ 时显著高于对照组 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５） 接着逐步下降。

如图 ６ｃ 所示， 大黄鱼头肾受到 ＬＰＳ 刺激

·８·
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后， ｌｙｃＲａｃ２ 基因表达量在 ２４ ｈ 内表达量持续升高， ２４ ｈ 达到顶端且显著高于对照组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ，
接着表达量逐步下降； 受到 ｐｏｌｙＩ：Ｃ 刺激后， 实验组 ｌｙｃＲａｃ２ 基因的表达量在 ３ ｈ 时表达量显著高于对

照组 （Ｐ ＜ ０． ０５） ， 接着表达量下降， 从 １２ ｈ 开始表达量再次逐步升高， 在 ４８ ｈ 达到第二个高峰， 接

着表达量逐步递减； 受到副溶血弧菌刺激后， 头肾中 ３ ｈ 时表达量达到最大且显著高于对照组 （Ｐ ＜
０． ０５） ， 接着到 １２ ｈ 逐步下降， ２４ ｈ 表达量再次升高， 接着逐步下降。
２􀆰 ６　 ｌｙｃＲａｃ２ 基因原核表达

M 1 2 3 4

ku

70
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40
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15

说明 ：M—蛋白质 marker；1—非重组菌株未诱导 ；
2—非重组菌株诱导；3—重组菌株未诱导； 4—重组
菌株诱导。
Notes: M—Page ruler prestained protein；Line 1—PGE鄄4鄄2,wi鄄
thout induction；Line 2—PGEX鄄4T鄄2,after induction；Line
3—recombinant bacteria，without induction；Line 4—recom鄄
binant bacteria, after induction.

图 7 IPTG 诱导后 lycRAC2 蛋白表达

Fig.7 The expression of lycRAC2
after induction with IPTG

在 ＩＰＴＧ 诱导下， ３７ ℃， ８０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养 ４ ｈ
后， 在带有重组质粒的大肠杆菌 ＢＬ２１ 中可检测到

有 ＧＳＴ⁃ｌｙｃＲＡＣ２ 融合蛋白表达， 而在对照组中未有

蛋白条带， 如图 ７ 所示。 质粒 ＰＧＥＸ⁃４Ｔ⁃２ 含有谷胱

甘肽⁃Ｓ⁃转移酶 （ＧＳＴ） 的基因， 可编码一个 ２６ ｋｕ
ＧＳＴ 蛋白， 当插入外源基因后， 可表达出外源基因

和 ＧＳＴ 基因的融合蛋白。 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳结果显示：
重组菌株受到 ＩＰＴＧ 诱导后在 ４５ ｋｕ 左右有明显条

带， 说明有目的蛋白表达， 且大小与结果一致。

３　 讨论
ＲＡＣ 蛋白是很重要的分子开关， ＲＡＣ 可以使一

些蛋白质转移至细胞膜上［１４］， 这对免疫应答至关重

要， 如在中性粒细胞中， ＲＡＣ 引起 ｐ６７ｐｈｏｘ 蛋白转

移至细胞膜， 而这对过氧化物的形成非常重要［１５］。
本研究从大黄鱼中分离出 ｌｙｃＲａｃ２ 基因， 其 ＯＲＦ 为

５７９ ｂｐ， 编码 １９２ 个氨基酸， 与斑马鱼［１６］、 鼠［１７］的

Ｒａｃ２ 氨基酸数目一致。 ｌｙｃＲａｃ２ 有 Ｒａｓ 家族典型的

结构， 含有分子开关 １ （ｓｗｉｔｃｈ ｒｅｇｉｏｎ Ⅰ） 和分子开

关 ２ （ｓｗｉｔｃｈ ｒｅｇｉｏｎ Ⅱ） 结构域， 有 ＧＴＰ 结合位点

和 ｐ６７Ｐｈｏｘ 受体互作位点， 表明 ｌｙｃＲａｃ２ 属于小 Ｇ
蛋白家族。 对从鱼类到人类的 Ｒａｃ２ 氨基酸序列进

行比较发现， Ｒａｃ２ 的结构在各种脊椎动物中高度保

守， 提示大黄鱼 Ｒａｃ２ 可能与其他脊椎动物的 Ｒａｃ２ 具有同样或相似的功能。 大黄鱼 ｌｙｃＲａｃ２ 基因含有

７ 个外显子、 ６ 个内含子， 这点与其他脊椎动物的 Ｒａｃ２ 基因完全一致； 但是不同物种中各个内含子与

外显子的长度并不相同， 同样是鱼类， 大黄鱼 ｌｙｃＲａｃ２ 基因 ７ 个外显子和 ６ 个内含子的长度与斑马鱼

都不一样， 提示其基因的作用或表达调控方面可能与其他脊椎动物、 包括斑马鱼等其他鱼类可能存在

着一定的差异。
实时荧光定量 ＰＣＲ 的结果显示， ｌｙｃＲａｃ２ 基因在大黄鱼各组织中均有不同程度的表达， 属于组成

型基因表达， 但在不同的组织 ／器官中表达量不一致。 其中 ｌｙｃＲａｃ２ 基因在头肾中表达量最高， 且显著

高于其他各组织 （Ｐ ＜ ０． ０５） ， 表明 ｌｙｃＲａｃ２ 基因的表达具有一定的组织特异性， ｌｙｃＲａｃ２ 在头肾中表

达量最高， 头肾是鱼类重要的免疫组织， 说明 ｌｙｃＲａｃ２ 可能参与免疫过程。
当小鼠受到酸杆菌 （Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ ｒｏｄｅｎｔｉｕｍ） 的感染后， Ｒａｃ２ 的缺失会使病情恶化， 因此认为 Ｒａｃ２

是免疫相关基因［１８］。 Ｊｉａ 等［１９］ 研究发现大菱鲆 （Ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｓ ｍａｘｉｍｕｓ） 受到哈氏弧菌 （Ｖｉｂｒｉｏ
ｈａｒｖｅｙｉ） 刺激后， Ｒａｃ１ 基因在肝脏中表达量明显升高。 Ｈａｎ 等［６］ 曾报道， 大黄鱼受到 ＬＰＳ、 ｐｏｌｙＩ：Ｃ
与副溶血弧菌刺激后， 其 Ｒａｃ 基因在肝脏和脾脏中的表达量均在 ３ ｈ 就显著上调， ＬＰＳ 刺激在肝脏中

·９·



集美大学学报 （自然科学版） 第 ２２ 卷

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

６ ｈ、 在脾脏中 ２４ ｈ 表达量达到高峰， ｐｏｌｙＩ：Ｃ 在脾脏中 ２４ ｈ、 在肝脏中 ４８ ｈ 表达量达到高峰， 副溶

血弧菌刺激在肝脏和脾脏中均 ６ ｈ 就达到高峰。 在本研究中， 总体上， 大黄鱼在受到该 ３ 种免疫因素

刺激后， ｌｙｃＲａｃ２ 在肝脏和脾脏的表达量均显著上调， 这与 Ｈａｎ 等［６］ 的报道基本一致； 但本研究中大

黄鱼在受到 ＬＰＳ、 ｐｏｌｙＩ：Ｃ 刺激后， ｌｙｃＲａｃ２ 在肝脏和脾脏的表达量均在 １２ ｈ 才显示显著上调、 ４８ ｈ 时

达到高峰， 副溶血弧菌刺激后在脾脏中 ３ ｈ 就上调并达到高峰， 而在肝脏中 ２４ ｈ 才显著上调、 ４８ ｈ 表

达量才达到高峰。 ＬＰＳ、 ｐｏｌｙＩ：Ｃ 刺激后开始上调和表达量达到高峰的时间、 以及上调的倍数与 Ｈａｎ
等［６］的报道不同， 这可能与实验时鱼类的生理状况及所处的环境条件不尽一致有关。 此外， 本研究

还检测了 ３ 种免疫因素刺激后大黄鱼头肾中 ｌｙｃＲａｃ２ 的表达情况， 发现在 ｐｏｌｙＩ：Ｃ 和副溶血弧菌刺激后

３ ｈ 头肾中 ｌｙｃＲａｃ２ 的表达量就显著上调， ＬＰＳ 刺激后 １２ ｈ 头肾中 ｌｙｃＲａｃ２ 的表达量也显著上调。 Ｒａｃ１
和 Ｒａｃ２ 均属于 Ｒａｃ 亚家族， 它们具有相似功能。 头肾、 脾脏和肝脏都是鱼类的免疫 （相关） 器官，
这些器官在受到免疫因素刺激后 ｌｙｃＲａｃ２ 的表达量均显著上调， 表明 ｌｙｃＲａｃ２ 基因参与了免疫应答， 在

大黄鱼抵御细菌和病毒的感染过程中发挥着重要作用。 Ｒａｃ 家族在调控肌动蛋白重排中发挥作用， 这

一过程是由吞噬细胞介导的［２０］， 研究表明， Ｒａｃ２ 定位于吞噬体膜上［２１］， 所以 ｌｙｃＲａｃ２ 很可能与吞噬

作用有关。
综上所述， 大黄鱼 Ｒａｃ２ 基因 （ ｌｙｃＲａｃ２） 全长 １６７０􀆰 ４２７ ｋｂ， 包含 ７ 个外显子、 ６ 个内含子， 其 ｃＤ⁃

ＮＡ 全长 １２２１ ｂｐ， ＯＲＦ 为 ５７９ ｂｐ， 编码 １９２ 个氨基酸残基， 蛋白质无跨膜区和信号肽。 从鱼类到哺乳

动物包括人类， ＲＡＣ２ 蛋白的氨基酸序列相当保守， Ｒａｃ２ 基因均具有 ７ 个外显子和 ６ 个内含子， 但不

同物种之间 ７ 个外显子和 ６ 个内含子的长度都不一致。 ｌｙｃＲａｃ２ 基因在大黄鱼 １２ 种组织中均有表达，
但在头肾中表达量最高。 大黄鱼受到免疫刺激后其在肝脏、 脾脏和头肾中的表达量明显上调。 通过原

核表达得到了 ｌｙｃＲＡＣ２ 蛋白， 为进一步研究其性质与功能奠定了基础。
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