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摘要：利用 AB0CDA技术分别从淡水食毒藻鱼类鲢鱼（102(2"3"+,4#5"3"0& 4(,#3*#6）、鳙鱼（7*#&3#5"3"0& $(8#,#&）
及草食性鱼类草鱼（!3%$(2"+*0$/(9($ #9%,,+）肝组织扩增出谷胱甘肽过氧化物酶（ECF）?G’H核心序列。
序列分析表明鲢鱼、鳙鱼、草鱼 ECF的 ?G’H序列均为 !*% IJ，编码 .#个氨基酸。鲢鱼、鳙鱼、草鱼与斑
马鱼（:+$#( *%*#(）（同属鲤科）、条石鲷（;2,%/$+3")& -+&5#+3)&）、虹鳟（;$5(*"0$5")& 40<#&&）（鲈形目）等鱼类
ECF氨基酸序列同源性很高，为 #+K & @%K；与人（1(4( &+2#%$&）、小鼠（=)& 4)&5),)&）、大鼠（ >+33)&
$(*?%/#5)&）、猪（@)& &5*(-+）、牛（A(& 3+)*)&）等哺乳动物 ECF氨基酸序列的同源性也较高，为 #*K & #@K。
以!0肌动蛋白为内参照，比较鲢鱼、鳙鱼、草鱼肝组织 ECF ?G’H的表达水平，鲢鱼、鳙鱼肝组织 ECF的
表达量远高于草鱼肝的 ECF表达量，这与鲢鱼、鳙鱼大量摄入微囊藻毒素在鱼体内引发产生过量的脂
过氧化物相适应。
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谷胱甘肽过氧化物酶（/2(0,0!%’1" ."#’8%6,)"，
+34）是生物机体内抗氧化防御系统的重要组
成部分，它可以消除机体内的过氧化氢及脂质

过氧化物，阻断活性氧自由基（ #",70%&" ’8:/"1
)."7%")，ABC）对机体的进一步损伤，是生物体内
重要的活性氧自由基清除剂。+34根据其亚细
胞定位、氨基酸序列不同以及结合底物的特异

性，可分为几种不同的同工酶［D，E］，而根据 +34
包含的硒代半胱氨酸（)"2"1’7:)0"%1"，C"-）不同，
又可简单分为含硒和不含硒两大类。

随着水体富营养化加剧，有毒水华对水环

境的危害和生物安全日益引起广泛的关注。在

已发现的各种藻毒素中，微囊藻毒素（5%7#’7:)F
0%1，G-）是一类在蓝藻水华中出现频率最高、造
成危害最严重的藻毒素。G- 是一组环状七
肽［H］的肝毒素，这种毒素是肝癌的强烈促癌剂，

可引起鱼类等野生动物因肝损伤、肝内出血甚

至肝坏死而中毒死亡［I，J］。但某些鱼类（如鲢

鱼、罗非鱼等）对微囊藻毒素有抗性，并产生生

理上及行为上的适应性，其去毒分子机理已成

为该领域的研究热点［K L M］。最新研究表明 +34
在微囊藻毒素去毒过程中也扮演着重要的角

色［M L DN］。鲢鱼（!"#$#%&%’()*+%&%", )$(*&-*.）、鳙
鱼（ /-*,&*+%&%", 0$1*(*,）、草鱼（ 2&30$#%’-"04$5$0
*53((’）为淡水主养鱼类，这三种鱼类处于水体
的不同层次，食性不一，因此它们接触微囊藻毒

素的几率亦不同，从而也进化出不同的耐受能

力。鲢鱼、鳙鱼、草鱼等淡水鱼类中 +34 基因
7<=>核心片段的克隆与分子进化分析，以及
+34基因在这几种鱼类肝组织中表达情况的研
究，将为深入探讨鱼类微囊藻毒素去毒相关基

因的表达调控机制，阐述生态系统中微囊藻毒

素去毒代谢的分子机理提供新信息。

) 材料与方法

)*) 材料

)*)*) 实验鱼 鲢鱼、鳙鱼、草鱼均捕捉于博
罗县显岗水库及附近水域。

)*)*+ 试剂 总 A=> 提取试剂盒 CO P’0,2
A=> Q)’2,0%’1 C:)0"5为 3#’5"/, 公司产品，A=>
反转录试剂盒 P,R,A, A=> S> 3-APG R%0
（>GO）O"#; DTD、载体 .G< DMFP O"70’#、6’7
<=>聚合酶为大连宝生物工程有限公司产品，
凝胶产物回收纯化试剂盒 U; V; W; V; +"2
?80#,70%’1 R%0!（XF/"1"），其他试剂均为进口分
装或者国产分析纯试剂。大肠杆菌 YGDNZ由本
实验室保存。

)*+ 方法
)*+*) 总 A=>提取和 7<=>第一链的合成
分别从鲢鱼、鳙鱼、草鱼分离肝组织，总 A=>的
提取与纯化按 3#’5"/, 公司的 CO P’0,2 A=>
Q)’2,0%’1 C:)0"5试剂盒推荐方法进行。7<=>第
一链的合成使用 P,R,A, A=> S> 3-APG R%0
（>GO）O"#; DTD 试剂盒，分别以鲢鱼、鳙鱼、草
鱼总 A=>为模板，’2%/’（6P）DM 为反转录引物，
操作按试剂盒推荐方法进行。

)*+*+ +34 7<=>序列的克隆 根据脊椎动物
+34氨基酸序列的保守区域设计一对简并引
物：+34ND@（J[F++>->P->++>+>>-P+->>+F
>>-+>FH[）和 +34NEA（J[F>-->++>>-PP-P-F
+>>+PP-->FH[）。分别以鲢鱼、鳙鱼、草鱼肝
7<=> 为模板，+34ND@，+34NEA 为引物进行
3-A反应。3-A扩增条件均为：ZI\ 预变性 H
5%1；ZI\ KN )，IN\ KN )，]E\ KN )，共 HN个循
环；最后 ]E\ 延伸 J 5%1。3-A产物经 E^琼脂
糖电泳检测，纯化回收后克隆至 .G< DMFP 载
体，转化感受态细胞 8 ; +$(* YGDNZ，利用 GDH正
反向引物，通过 3-A反应检测得到阳性克隆，
阳性克隆由上海英骏生物技术有限公司进行测

序。

)*+*, 序列分析与系统树的构建 应用 _S>CP
（!00.：‘‘999; 17$% ; 125; 1%! ; /’&‘ _S>CP‘）软件及

·DI·H期 何 珊等：鲢鱼、鳙鱼、草鱼谷胱甘肽过氧化物酶 7<=>的克隆及肝组织表达



!"#分析软件 $%&’() "*+ ,-.’% /01进行序列分
析。采用 23-,’43 5 6076 软件进行序列比对排
序后，用 8%94 :软件采用邻接法（"; <%’=(>）构
建系统树，6 111次重复计算 ?((’,’)4@值。同源
性分析所用序列：斑马鱼 #AB6/C7D，条石鲷
#AE:FC:1，虹 鳟 #GB76::7，猪 #GC:BDBE，牛
"8—6EF1E/，大鼠 "8—1:17B/，小鼠 H217//FD，
人 #A:BE767。
!"#"$ 鲢鱼、鳙鱼、草鱼肝组织 IJ5 基因
<K"#水平的测定 用 K*LJ2K方法比较鲢鱼、
鳙鱼、草鱼肝组织 IJ5 的 <K"# 水平，以!L肌
动蛋白为内参照。总 K"# 提取和 &!"# 合成
同前所述。

根据克隆得到的鲢鱼、鳙鱼、草鱼肝组织

IJ5基因 &!"#核心片段设计特异引物 IJ51:G
（CML#I*2*2*I##I*#2I*22L:M）、IJ51FG（CML
##*2*2*I##I*#*I*22IL:M）、 IJ51CK （ CML
I#*I*2#**22*I**2#2L:M）。 以 IJ51:G 和
IJ51CK引物分别扩增鲢鱼、鳙鱼肝组织 IJ5
基因 &!"# 片 段（ B11 ?@）；以 IJ51FG 和
IJ51CK引物扩增草鱼肝组织 IJ5 基因 &!"#
片段（B11 ?@）。用共同特异引物 #2*16G（CML
2I*I#2#*2##II#I##I2L:M）与 #2*1BK（CML
*2*I2*II##II*II#2#IL:M）分别扩增鲢鱼、
鳙鱼、草鱼!L肌动蛋白 &!"#片段（F:/ ?@）。

J2K反应条件为：DFN预变性 : <.O；DFN
/1 ,，CCN /1 ,，EBN /1 ,，共 :1 个循环；最后
EBN 延伸 C <.O，指数增长期内终止反应。J2K
产物经 BP琼脂糖凝胶电泳和溴化乙锭染色后
用凝胶成 像 系 统 及 相 关 软 件 进 行 分 析

（#3@=43<49%)*8，#3@=4 .OO(’%&=，QR#），结果以
IJ5与!L肌动蛋白 <K"#的 K*LJ2K产物条带
亮度之比（P）表示。
!"#"% 统计分析 应用统计分析软件 RJRR
6101的单变量分析（@(,’ =(& ’%,’）对鲢鱼、鳙
鱼、草鱼肝组织 IJ5相对表达水平平均值差异
进行统计分析。若 ! S 101C，平均值的差异即
认为是显著的。结果以 8%4O T R!（C尾实验鱼
的统计结果，" U C）表示。

# 结 果

#"! &’( )*+,序列的克隆及分析 分别以
鲢鱼、鳙鱼、草鱼肝组织 &!"# 为模板，用
IJ516G和 IJ51BK简并引物进行 J2K扩增，得
到 :个预期片段大小的 J2K产物。将 J2K产物
电泳纯化、回收后克隆至 @8! 67L*载体。利用
86:正反向引物检测得到阳性克隆。对鲢鱼、
鳙鱼、草鱼 IJ5基因 &!"#阳性克隆进行测序，
结果显示克隆得到的 IJ5 &!"#片段均为 B/:
?@，均编码 7E个氨基酸（图 6）。将鲢鱼、鳙鱼、
草鱼 IJ5的氨基酸序列进行 HV#R*分析表明，
鲢鱼、鳙鱼、草鱼与斑马鱼、条石雕、虹鳟等鱼类

IJ5氨基酸的同源性很高，为 ECP W D:P（表
6）；与人、小鼠、大鼠、猪、牛 IJ5氨基酸序列同
源性也较高，为 E/P W EDP（表 6）。

表 ! 鲢鱼、鳙鱼、草鱼与其他物种 &’( )*+,的
氨基酸序列同源性比较（-）

./012 ! 3454146728 49 :2:;)2: /57<4 /)7: 82=;2<)28 49
&’( )*+,8 49 >71?2@ A/@B，C76D2/: A/@B，&@/88 A/@B

/<: 4ED2@ 8B2)728
鲢鱼

#$%&%’(’)*L
+,-’(’$.

+&*,(/,0

鳙鱼

1/,.(,-’(’$.

"&2,*,.

草鱼 3(4"&%L
’)/$"5&6&"

,64**)

斑马鱼 7)",& /4/,& 7D D: DB
条石鲷

8%*45")(’9. :).-,)(9.
7B 7C 7C

虹鳟 8"-&/’$"-’9. +$;,.. EC EE EE
猪 <9. .-/&:) E7 ED ED
牛 =&. >)9/9. E/ EE EE
大鼠 ?)((9. "&/@45,-9. EE EE EE
小鼠 A9. +9.-9*9. EE E7 E7
人 #&+& .)%,4". E/ EE EE

#"# 肝 &’( )*+,的表达 以!L肌动蛋白为
内参照，应用 K*LJ2K 技术分析鲢鱼、鳙鱼、草
鱼肝 IJ5 &!"#的表达差异（图 B）。结果表明，
鲢鱼、鳙鱼、草鱼肝 IJ5 &!"#的表达水平与这
三种鱼类的食性存在明显的相关性，肝 IJ5基
因的表达量，滤食性鱼类鲢鱼和鳙鱼显著高于

草食性鱼类草鱼（表 B）。
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图 ! 鲢鱼、鳙鱼、草鱼 "#$ %&’(核苷酸序列及推导的氨基酸序列
)*+,! ’-%./01*2/ 3/4-/5%/3 652 2/2-%/2 67*50 6%*2 3/4-/5%/3 08 9*.:/;

<6;=，>*+?/62 <6;= 652 ";633 <6;= "#$ %&’(3
“ !”代表相同的核苷酸或氨基酸。"#$%&$ ’&(’&$&)* *%& )+,-&.*/0& #)0 #1/). #,/0 /0&)*/*23

图 @ 鲢鱼、鳙鱼、草鱼肝 "#$基因 7A’(的 ABC#<A分析
)*+,@ (56.D3*3 08 "#$ 7A’( /E=;/33*05 6705+ 9*.:/; <6;=，>*+?/62 <6;= 652 ";633 <6;= FD ABC#<A

43"56分子量标记 "78999；:; 鲢鱼；8; 鳙鱼；<; 草鱼；#：=>?；@：!A肌动蛋白。

43"56 1#’B&’ "78999；:;C/-D&’ E#’(；8;F/G%&#0 E#’(；<;=’#$$ E#’(；#：=>?；@：!A#,*/) 3
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表 ! 鲢鱼、鳙鱼、草鱼肝 "#$基因的表达

%&’() ! "#$ *)+) ),-.)//01+ 0+ (02). 13
40(2). 5&.-，60*7)&8 5&.- &+8 ".&// 5&.-

种类 !"#$%#& ’()%* +,-.!/($)%0 1’23（4）

鲢鱼 !"#$#%&%’()*+%&%", )$(*&-*. 566768 9 :67;(

鳙鱼 /-*,&*+%&%", 0$1*(*, <==7< 9 <>7>(

草鱼 2&30$#%’-"04$5$0 *53((’ <65765 9 <:7;?

不同上标字母表示差异显著（6 @ 676;）。

A%BB#C#0) &D"#C&$C%")& %0E%$()# &%F0%B%$(0) E%BB#C#0$#（6 @ 676;）G

9 分析与讨论

9:; 不同物种 "#$ 基因 <=>? 序列分析
+,-是一个多酶家族的统称，其中一部分酶有
依赖硒的谷胱甘肽过氧化物酶活性并含有独特

的 H+3 编码的硒代半胱氨酸（!#I），简称 !#/
+,-，而另外一部分酶则不含 !#I。根据 !#/
+,-分布和催化底物的不同，脊椎动物体内的
!#/+,-分为 8个亚型，即典型谷胱甘肽过氧化
物酶（$J(&&%$(J +,-，+,-/<）、胃肠型谷胱甘肽
过氧化物酶（F(&)C*%0)#&)%0(J +,-，+,-/5）、血浆
型谷胱甘肽过氧化物酶（"J(&1( +,-，+,-/:）
和磷脂氢谷胱甘肽过氧化物酶（"K*&"K*J%"%E/
KLEC*"#C*M%E# +,-，,N+,-，+,-/8）［5］。OP3!Q
结果表明本研究克隆得到的鲢鱼、鳙鱼、草鱼

+,-序列与哺乳动物大鼠、小鼠、牛、人等的
+,-/<基因同源性较高，均为 =64左右，而与哺
乳动物其他亚型同源性低，因此认为我们克隆

得到的鲢鱼、鳙鱼、草鱼 +,- 基因也属 +,-/<
亚型。

哺乳动物完整的 +,-/< 由 56< R 56> 个氨
基酸组成，而斑马鱼和条石鲷完整的 +,-/<均
由 <S<个氨基酸组成，而我们克隆得到的鲢鱼、
鳙鱼、草鱼 +,-基因则相当于斑马鱼或条石鲷
+,-基因第 T: 位到第 <;S 位氨基酸残基组成
的片段。与哺乳动物 +,-/< 基因类似，鱼类
+,-/<均含有位于 2/端由 H+3 编码的 !#I 位
点。哺乳动物中，!#I 与硒结合位点 +J0=5 和
QC"<>6 通过氢键结合［<<］，而在鲢鱼、鳙鱼、草鱼
+,-基因中也存在相应的硒结合位点 +J0: 和
QC"=<，相当于斑马鱼或条石鲷的 +J0T; 和

QC"<;:。哺乳动物中 3CF;5、S=、<TS、<=6 和
PL&=>等残基在传递底物至催化中心过程中起
重要作用［<5］，而这些位点在鲢鱼、鳙鱼、草鱼等

鱼类中均很保守（图 :）。
+,-酶蛋白均包含有 : 个环结构，其氨基

酸序列在所有物种的所有亚型中均高度保守。

哺乳动物中，第一个环结构是 3&085/QLC;8
（2U3!PH+QQU’AVQ），第二个环结构是 P#DT5/
+J0=5（ P+W,I2XW+NX），第三个环结构是
QC"<>6/,K#<>5（Y2W）。这三个环结构起到稳
定酶三级结构的作用［<:］。鲢鱼、鳙鱼、草鱼等

鱼类 +,- 的 : 个环结构序列也十分保守（图
:）。
哺乳动物中，除含有 !#I 的 8 个亚型外

（+,-/<，5，:，8），还包括了不含有 !#I的 5个亚
型（+,-/;，T）。最近在人类中发现另一个硒依
赖蛋白 +,->，但在大鼠、小鼠中发现的 +,->
则不含 !#I。将推测的鲢鱼、鳙鱼、草鱼 +,-氨
基酸序列和哺乳动物 T 种亚型 +,-全部氨基
酸序列一起构建系统树（图 8）。结果显示哺乳
类不同亚型 +,-基本上独立占据了进化树上
的不同分支，较为特殊的是 +,-/:、+,-/; 和
+,-/>，这三种亚型的 +,- 分别处于同一分支
上的不同小分支，说明这三个亚型的 +,-可能
来源于一个共同祖先。而鲢鱼、鳙鱼、草鱼与斑

马鱼 +,-形成一个独立的分化群，并与哺乳类
+,-/<处于同一个进化树分支，因此进一步确
定所克隆鲢鱼、鳙鱼、草鱼 +,- 属于 +,-/< 亚
型。

9:! 鲢鱼、鳙鱼、草鱼肝组织 "#$基因 <=>?
表达差异比较 鲢鱼、鳙鱼、草鱼分别处于水体

的不同层次，食性也不同。鲢鱼生活在水体的

中上层，为典型滤食性鱼类，食物以浮游植物为

主；鳙鱼生活在水体中层，滤食性，主要以轮虫、

枝角类、桡足类等浮游动物为食，也食用部分浮

游植物。鲢鱼、鳙鱼均适于在富营养化水体生

活，因此它们接触到微囊藻毒素的几率、浓度均

较大，长期的自然选择必然会使它们对微囊藻

毒素的耐受性得到很大的提高，因此它们对微

囊藻毒素的耐受能力也会相应增强。利用鲢、
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图 ! 鲢鱼、鳙鱼、草鱼 "#$与其他脊椎动物 "#$的氨基酸序列比较及结构分析
%&’(! )*+,-.&/*0 *1 234 "#$ -+&0* -5&6 /4784054/ -+*0’ 9&:;4. )-.,，

<&’34-6 )-.,，".-// )-., -06 *234. ;4.24=.-24/
“ !”表示比较时必要的氨基酸缺口，“!”表示保守的氨基酸残基，“"”代表 #$%编码的硒代半胱氨酸位点。黑体代表硒的结合
位点，方框代表传递底物至催化中心中起重要作用的氨基酸，阴影代表活性必需的氨基酸，有助于稳定酶立体结构的 &个环结
构用粗下划线表示。
’()*+) ,-.,/(0+ 0*+ (1,-2 (/,. 3(4) 5*,/* (6+ -+/+))(67 02 (8,3- 0*+)+ )+9:+-/+);“!”,-.,/(0+) 0*+ )(1+ 6+),.:+ ,- (88 )+9:+-/+);“"”
,-.,/(0+) 0*+ 6+),.:+ 2< )+8+-2/7)0+,-+; =*+ (/0,>+?),0+ 6+),.:+) 82/(0+. 5,0*,- *7.623+-?@2-.,-3 .,)0(-/+) 02 0*+ )+8+-,:1 (021) (6+ @28.<(/+.;
A+),.:+) .,6+/0,-3 0*+ ):@)06(0+) 025(6. 0*+ /(0(870,/ /+-0+6) (6+ @2B+.; A+),.:+) 0*(0 (6+ -+/+))(67 <26 0*+ (/0,>,07 2< 0*+ +-C71+ (6+ .(6D+-+.;
=*6++ 8224 )06:/0:6+) 0*(0 )0(@,8,C+ 0*+ )06:/0:6+ 2< 0*+ +-C71+ (6+ :-.+68,-+.;
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图 ! 鲢鱼、鳙鱼、草鱼与哺乳动物不同类型 "#$氨基酸序列构建的系统树
%&’(! #)*+,’-.-/&0 /1-- &.2-11-3 21,4 "#$ 54&., 50&3 6-78-.0-6 ,2

9&+:-1 ;51<，=&’)-53 ;51<，"1566 ;51< 5.3 :51&,86 0+566-6 ,2 45445+&5. "#$
编号代表 !"#$%#&序列号；’()*+%( , -./-软件进行序列的对位排列，0"1% 2软件中的 34法建树，566次重复计算 788+*+9%:值；比

例尺 ; 6.-，表示物种间的进化距离。

<=" #)>7"9 *+%#?* @89 !"#$%#& %AA"**B8# #)>7"9；C>B#8 %AB? *"D)"#A" %(B1#>"#+ E%* A%99B"? 8)+ 7F ’()*+%( , -./-.<=" A8#*"#*)* +9"" E%*

A8#*+9)A+"? 7F #"B1=789GH8B#B#1 788+*+9%: )*B#1 0"1% 2.3)>7"9* %9" +=" 788+*+9%: I%()"* @89 566 +9B%(*；$%9 ; 6.-，+=" 7%9 B#?BA%+"* +="

"I8()+B8#%9F ?B*+%#A" 7"+E""# +=" 198):*J

鳙控制藻类、改善水质的生态作用已为国内外

其他大量实验研究所证实［-K L -M］。草鱼通常喜

栖息于水体的中下层或靠水草多的地方，是比

较典型的草食性鱼类，因此其接触微囊藻毒素

的几率很小。以!G肌动蛋白为内参照，应用
N<GO’N比较鲢鱼、鳙鱼、草鱼肝组织 !O, AP3C
的表达水平发现，鲢鱼、鳙鱼肝 !O,的表达量
远高于草鱼肝 !O,的表达量，这与鲢鱼、鳙鱼
大量摄入微囊藻毒素，在鱼体内引发产生过量

的脂过氧化物相适应。

肝是动物脂肪酸!G氧化代谢的重要部位，
同时又是微囊藻毒素的致毒靶器官［-Q］。微囊

藻毒素进入肝细胞后，可引起细胞中产生大量

的 RST
S 、USRS 等活性氧分子

［-/，-V］。这些活性氧

分子不但直接造成细胞损伤，引起血浆中乳酸

脱氢酶（WPU）及丙氨酸转氨酶（CW<）含量升高，
还将大量 脂 质 分 子 氧 化 为 过 氧 化 脂 质

（NRRU）［-6，S6］。脂质分子是生物膜的重要组成
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部分，脂质过氧化会影响细胞膜的功能与结构，

并最终危及机体正常的生命活动。!"#作为生
物体内主要的抗氧化酶之一，在保护细胞膜免

受过氧化损伤中有着特殊的意义。!"#通过还
原性谷胱甘肽催化还原过氧化物和有机过氧化

氢物，中和脂质过氧化物（$%%&）和氢过氧化物
（&’%’），从而保护细胞和其他如 ()*、蛋白及
脂质体等敏感生物分子免受氧自由基的损伤。

因此 !"#在微囊藻毒素去毒过程中扮演了重
要的角色，这一观点已得到大量的实验支持。

例如，!+,-./0+-等［1］研究证实，给予小鼠一定剂
量的微囊藻毒素 2 ,后，!"#活性增加，同时也
伴随着相应基因转录表达的增强。345等［2］以
蓝藻细胞填喂罗非鱼（!"#$%&"$’() 567）实验亦
发现，实验组罗非鱼 !"#活性在整个喂养期间
均高于对照组，这与 8.等［’9］用 :;处理培养的
鲤（ *+,"(-.) %/",($）肝细胞的结果相类似。因
此，我们认为鲢鱼、鳙鱼对微囊藻毒素的强耐受

能力，很可能与抗氧化基因的表达水平有关。

目前，有关 !"# 的精细结构、顺式元件与
反式因子及其作用机理尚未明了。是否可以在

食物中添加特定的物质（如生物硒等），以增强

淡水鱼类等抗氧化基因的表达，减轻急性或长

期接触导致的慢性致毒作用，是否可以从基因

水平上定向筛选高效去毒的淡水鱼类品系（例

如鲢鱼、鳙鱼等），以通过非经典生物操纵更为

有效地直接消除微囊藻毒素，这些都有待于进

一步研究。
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