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摘 要 采用 ’()*+’ 方法分离了鲈鱼蛋白质感染因子蛋白编码基因序列，并进行了结

构分析。研究证明，该感染因子蛋白由 ,#- 个氨基酸组成，与红鳍东方、大西洋鲑蛋白质

感染因子蛋白的平均相似性为 "- ./0，预测分子量约 ,&12，具有信号肽、短肽顺接重复、

疏水区、糖基化位点、二硫键、糖基缩醛磷肌醇锚定位点等蛋白质感染因子蛋白的主要特

征结构域。鲈鱼蛋白质感染因子蛋白编码基因序列的分离，为蛋白质感染因子的进化、功

能研究以及可能存在的鱼类传染性海绵样脑病研究奠定了基础。

关键词 鲈鱼，蛋白质感染因子蛋白，传染性海绵样脑

# 引 言

蛋白 质 感 染 因 子（3456789:;75<= 89>7;685<= :?796，
34859），是一种通过蛋白质本身诱发传染性海绵样脑

病（ 64:9=@8==8AB7 =359?8>54@ 79;73C:B53:6C87=，(DE）的

致病因子，一般指鱼类、两栖类、爬行类、鸟类、哺乳

类动物及人等感染因子蛋白（34859 3456789，*4*）的凝

聚体。*4* 由 !"#! 及 其 同 缘 基 因 编 码，是 一 种 与 细

胞膜结合而功能未知的糖蛋白［%］。在一些目前还不

完全清楚 的 条 件 下，*4* 可 凝 聚 成 34859。唯 蛋 白 复

制假说认为 34859 能启动 *4* 凝聚成 34859，新形成的

34859 进一步使更多的 *4* 凝聚成 34859［!］。近年来，

人们也发 现 ’FG 等 也 可 能 与 34859 的 复 制 有 关［$］。

*4859 能在种内（有时在种间）传播、导致 (DE，但 *4*
的生理功能、34859 形成原因与过程、34859 的结 构 等

许多问题 尚 不 清 楚［& H,］。 鱼 类、两 栖 类、爬 行 类、鸟

类以及人类的 *4* 氨 基 酸 序 列 变 异 非 常 大，但 都 具

有信号肽、顺接短肽重复、疏水区、糖基化位点、二硫

键、糖基缩醛磷肌醇锚定位点等特征结构域［"］。

鸟类、哺乳类和鱼类，是三类最主要的食用脊椎

动物。养殖鱼类有可能通过 饲 料 中 含 34859 的 肉 骨

粉感染 (DE，也 可 能 通 过 鱼 类 加 工 下 脚 料 或 者 低 值

鱼饲料蛋白 形 成 鱼 类 34859 和 鱼 类 (DE。从 食 品 安

全和可持续养殖角度考虑，鱼类 34859 及其可能导致

的鱼 类 (DE 应 引 起 我 们 的 足 够 重 视。 另 外，鱼 类

*4* 有助于理解 *4* 的进化、解析 *4* 结构与功能的

关系，也有助于研究鱼类对非鱼类 34859 的敏感性。

比较 基 因 组 学 是 分 离 鉴 定 新 基 因 的 重 要 途

径［-，I］。人们已 鉴 定 出 红 鳍 东 方 纑、大 西 洋 鲑 等 的

*4* 编 码 基 因 的 表 达 序 列 标 签（ 7J347==7K =7L<79;7
6:?，ED(），并 进 一 步 分 离 出 完 整 的 编 码 基 因［/，%#］。

但是，决大 多 数 鱼 没 有 ED( 数 据，不 能 通 过 比 较 基

因组学途径发现它们的 *4* 编码基因片段。考虑到

同类生物 *4* 氨基 酸 序 列 存 在 一 定 的 保 守 性，本 研

究根据红鳍东方 纑、大 西 洋 鲑 的 *4* 氨 基 酸 序 列 设

计了 *+’ 引 物，采 用 ’()*+’ 方 法 克 隆 了 鲈 鱼 的

!"#! 同缘 基 因 并 进 行 了 理 论 上 的 结 构 分 析。 鲈 鱼

养殖广泛，是种类繁多的养殖鱼类的代表之一。鲈

鱼 *4* 编 码 基 因 的 克 隆 将 为 养 殖 鱼 类 可 能 存 在 的

34859 和 (DE 研究提供重要的基础数据。

% 材料与方法

! H! 材料

总 ’FG 提 取 试 剂 盒 购 自 上 海 生 工。M)MNO
’(:=7 ;2FG DP96C7=8= Q86、;2FG *+’ N8A4:4P Q86、
(:Q:’: EJ (:L(M RD 聚合酶、3M2%I)( 载体等购自大

连宝生 物 工 程 公 司。 鲈 鱼 活 体 购 自 青 岛 水 产 品 市

场。

! H" 方法

根据制造商提供的试剂盒使用指南提取鲈鱼脑
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组织总 !"#。经 $%琼脂糖电泳，根据 &’( 和 $’( 核

糖体 !"# 带 的 强 弱 和 清 晰 度 判 断 总 !"# 质 量；根

据酵母 )!"# 标 准 估 计 总 !"# 浓 度。取 约 $*!+ 总

!"#，组 合 使 用 ,-"# 合 成、,-"# ./! 文 库 构 建 等

试剂盒合成 ,-"# 并加接头序列，在酵母 )!"# 的帮

助下沉淀 ,-"#，溶于 &*!0 水，于 1 &*2保存备用。

根据红鳍东方纑、大西洋鲑 .3. 较保守的 顺 接

短肽重复区 和 疏 水 区，设 计 简 并 ./! 引 物 4)5：6’7
888 88#（9）9#/（9）//# ##/（9）/#8 ##/（9）

//7:’和 4)!：6’7/8# 888 ### /8/ //# #88（9）

//#（8）9#7:’。以 $!0 ,-"# 为模板，扩增鲈鱼 .3.
编码基 因 中 间 区 段。./! 条 件 为 ;<2 $=>?，662
$=>?，@&2 &=>? :* 个循环，反应体系为 6*!0。回收

扩增产物，与 AB-$’79 载 体 连 接，转 化 感 受 态 大 肠

杆菌 CB$*;，用 测 序 通 用 引 物 和 设 计 的 简 并 引 物 筛

选克隆并测序。至少测定 < 个克隆的序列，以最后

确定基因序列。

根据中间区段序列设计扩增鲈鱼 .3. 编码基因

两端 序 列 的 引 物 4)5&：6’789/ #（9）#/ #88 999
98/ /## ### #8/ /7:’和 4)!&：6’7#9/（9）//#
8// #/# 8/# //8 #/##（8）/7:’。用 4)5、4)5& 和

!# 接头引物 及 $!0 ,-"# 模 板 进 行 巢 式 ./!，获 得

:’端片段；用 4)!、4)!& 和 /# 接头引物，获得 6’端片

段。片段回收、克隆、测序等，同中间片段。

用 -"#()D3 软件确定鲈鱼 .3. 编码基因开放阅

读框并翻译成氨基酸序列，预测二级结构和分子量、

等电 点 等 参 数。用 (>+?D0. E$ F $（G))A：H H III F ,J4 F
K)L F KM H 4N3O>,N4 H (>+?D0. H ），确 定 鲈 鱼 .3. 信 号 肽 区

域。用 P>+7.Q .3NK>,)R3（G))A：H H =N?KN0 F >=A F L?>O>N F
D, F D) H 4D) H +A> H +A> 4N3ON3 F G)=0），确 定 糖 基 缩 醛 磷 肌

醇（ +0S,R4S0 AGR4AGD)>KS0>?R4>)R0，8.Q）锚 定 位 点。 用

-#(（G))A：H H III F 4J, F 4L F 4N H T =>M0R4 H -#( H =D>?7
KD4 F G)=0），确 定 跨 膜 结 构 区。 用 -#BPU（ G))A：H H
D>V0 F LR))DID F ,D H ）和 BU8# & E& F$（G))A：H H III F =N+D7
4RW)ID3N F ?N) H ），进行氨基酸序列对位排列、系统树构

建和序列相似性分析。

& 结 果

根据基因序列推导的鲈鱼 .3. 由 6*@ 个氨基酸

组成，分子量约为 6<M-，等电点约为 ; F*@。鲈鱼 .3.
编码基因序列已提交 8N?PD?M（收录号：#X’6<;6$）。

鲈鱼 .3. 与 红 鳍 东 方 纑、大 西 洋 鲑 .3. 氨 基 酸

序列的相似性见表 $。与红鳍东方纑的平均相似性

表 ! 鱼类蛋白质感染因子氨基酸序列的相似性（%）

$ & : <
$ 红鳍东方纑 $
& 红鳍东方纑 & ;; F’
: 大西洋鲑 Y* F$ Y$ F&
< 鲈鱼 @& F$ @& F; Y$ F@

红 鳍 东 方 纑 $ 和 & 8N?PD?M 收 录 号 分 别 为 #56:$$6; 和

#X$<$$*Y；大西洋鲑为 #X$<$$*@；鲈鱼序列为本研究获得。

为 @& Z6%，与 大 西 洋 鲑 的 氨 基 酸 序 列 的 相 似 性 为

Y$ Z@%，平均为 Y@ Z;%。红鳍东方纑和大西洋鲑 .3.
的平均氨基酸序列相似性为 Y* Z@%。鱼类 .3. 氨基

酸序列比较见图 $。

图 & 为鲈 鱼 .3. 蛋 白 结 构 及 其 与 红 鳍 东 方 纑、

大西洋鲑 .3. 蛋白结构的比较。鲈鱼 .3. 有 : 个螺

旋区和 < 个跨膜区，其 $ T &6 氨基酸为信号肽，&Y T
:@ 位 有 赖 氨 酸 串，;’ T &<* 位 为 顺 接 重 复 短 肽 区，

&;@ T :$6 为 疏 水 区，在 :@< 和 <&$ 位 形 成 二 硫 键，

:@Y 位有糖基化（+0S,R4S0D)>R?）位点，<@Y 位 有 糖 基 缩

醛磷肌醇（8.Q）位点，具 备 A3>R? 蛋 白 所 具 有 的 特 征

结构区域。尽 管 长 度 有 些 变 化，但 结 构 上 鲈 鱼 .3.
与红鳍东方纑和大西洋鲑 .3. 相同。

图 : 是不同物种 .3. 氨基酸序列系统学分析结

果。鱼类 .3. 明显地聚合成一个独立的分支。本研

究分离的鲈鱼 .3. 与已知鱼类 .3. 亲缘关系比它与

其他物种的亲缘关系近。

: 讨 论

仓鼠 .3. 编码基因被克隆后，同为哺乳类 的 老

鼠和人的同缘基因也很快用杂交筛选等传统方法被

克隆出来［$$］。但是，利用这些方法分离非哺乳类的

两栖类［’］、爬行类［$&］、鸟类［$:］.3. 编码基因就困难

得多。比较基因组学途径使我们能方便地了解特定

基因在生物界的分布、追寻它们的序列变化和调节

因子、理 解 它 们 的 功 能［@，’］。 纑、斑 马 鱼、蟾 蜍 等 生

物的 .3. 或者类 .3.（.3.70>MN）编码基因序列就是通

过比较基 因 组 学 途 径 分 离 的［@7$*］。但 是，迄 今 为 止

具有基因组序列和大规模 U(9 数据的鱼种很少，而

通过小规模 U(9 分析发现 .3. 编码基因 U(9 的可能

性又很 小。因 此，利 用 !97./! 分 离 同 类 或 相 近 生

物类群的 .3. 编码基因是合理的技术选择。本研究

根据已知鱼类 .3. 氨基酸序列相对保守的顺接短肽

重复和疏水区，设计了 鱼 类 简 并 引 物，利 用 !97./!
方法成功分 离 了 鲈 鱼 .3. 编 码 基 因。因 此，该 方 法

是可行的。
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相同氨基酸酸残基置于黑色背景中。红鳍东方纑 ! 和 " 分别为 #$%&!!%’ 和 #(!)!!*+ 对应序列；

大西洋鲑为 #(!)!!*, 对应序列；鲈鱼序列为本研究获得

图 ! 鱼类蛋白质感染因子氨基酸序列的对位排列

# 为信号肽区；- 为基本序列区；. 为顺接肽重复区（鲈鱼 . 区被间断，未按比例画出）；/ 为疏水区

图 " 不同生物蛋白质感染因子蛋白特征结构模式图

—0,—
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使用的序列有：羊 !"#$%&’$；猫 !(’%)*+；鹿 !"#*%%+,；牛 -. /+/%/$；狗 (0%’&*,&；鼠 !"#+&&,#；

猴 (0%/&)++；人 (0%&&$#&，!!(,,’)#；蛙 !1#&%/+*；鸡 -. &%$)*$；龟 !(%++#*+，!1&)$)++；鲑 !"/)//%’；

红鳍东方纑 / !"/)//%*；红鳍东方纑 & !2$#//$,

图 ! 不同生物蛋白质感染因子蛋白系统学关系

鸟 类、爬 行 类 以 及 两 栖 类 某 些 多 肽 的 -.3 研

究［/)］发现，45678 的中间区域在空间结构上具有保守

性。人、鸟类、爬行类、两栖类以及鱼类 959 的 疏 水

区具有相似 性，但 其 - 端 变 化 非 常 大。哺 乳 类 959
的 - 端具有顺接 + 肽 重 复，能 结 合 0:& ; 离 子，因 结

合的 0:& ; 离 子 数 目 变 化 形 成 不 同 空 间 构 像。鸟 类

959 的 - 端具有不完整顺接 * 肽重复，也结合 0:& ;

离子。959 由正常生理状态向致病状态的转变主要

是通过 - 端构像变化完成的，- 端构像变化可暴露

中间的疏水 区 域，使 其 由 原 来 的!螺 旋 结 构 变 成"
折叠片，形成感染因子蛋白凝聚体。

959 只由 !"#! 基因的一个外显子编码，而 !"#!
存在假基因［/$，/*］。959 氨基酸序列变异非常大。作

者注意到鱼类 959 比其他生物的 959 长得多。这种

长度变化 主 要 体 现 在 顺 接 短 肽 重 复 短 肽 长 度 和 组

成、该结构域排列的严谨程度和重复数以及疏水区

长度、特征结构域间隔区序列和长度等方面。从低

等生 物 到 高 等 生 物，959 氨 基 酸 序 列 的 进 化 可 能 存

在一定规律：即长度缩短但保留特征结构域。鲈鱼

959 编码基因的分离为研究 959 进化、结构与功能关

系以及可能存在的鱼类 <=> 提供了基础依据［/］。
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