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草鱼 Annexin A4 基因克隆、表达特性及进化
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摘要 : 草鱼 ( Ctenopharyngodon idellus) Annexin A4 基因克隆于肝肾 cDNA 文库 ,该 cDNA 全长为1 307 bp ,其

中 ,5′非编码区为 104 bp ,3′非编码区为 237 bp ,开放阅读框为 966 bp ,编码 321 个氨基酸。草鱼 Annexin A4

编码的蛋白质N 端由 15 个氨基酸残基组成 ,C端具有 4 个重复序列 ,每个重复序列都有一个 Ⅱ型钙结合

位点 ,在第 4 个钙结合位点中包含一个“KGD”序列。Annexin A4 在草鱼肝、肾、脾、心、鳃、肠中的表达量

均较高 ,而肌肉和脑中不表达 ;Poly Ⅰ:C诱导后 ,其表达均有所下调。系统发育树显示 ,草鱼 Annexin A4

与斑马鱼 ( Danio rerio) 的进化距离最近。适应性进化分析没有检测到正选择位点 ,表明 Annexin A4 非常

保守 ,受到强烈的功能约束。
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Abstract :The Annexin A4 gene was cloned from the Grass Carp ( Ctenopharyngodon idellus) liver and kidney cDNA

library. The full sequence was 1 307 bp , containing a 5′untranslated region of 104 bp and a 3′untranslated region of

237 bp. The open reading frame was 966 bp which could code a 321 amino acids peptide. The Grass Crap Annexin A4

had a tail (N2terminal region) and a core domain (C2terminal region) . The N2terminus was composed of 15 residues.

The core domain was made up of four similar repeats , each covering a type Ⅱcalcium binding site. And there was a

KGD motif in the fourth site. The Grass Crap Annexin A4 had a high expression level in the liver , kidney , spleen ,

heart , gill and intestine , but its expression was not detected in the muscle and brain. Additionally , down2regulated

expression of Annexin A4 was detected in all of the six tissues after Grass Carp was challenged by Poly Ⅰ: C.

Phylogenetic tree analysis revealed that Grass Carp Annexin A4 shared the highest homology with that of Zebra Fish

( Danio rerio) . Positive selection sites were not detected by adaptive evolutional analysis , and therefore Annexin A4

might be highly conserved and have strong functional constraint.
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　　膜联蛋白 (annexins) 是一类钙依赖性的膜

磷脂结合蛋白质 ,参与膜转运及膜表面一系列

活动 ,与囊泡运输、胞吐作用中的膜融合、信号

传导和钙离子通道的形成有关。Annexin A 是

脊椎动物特有的膜联蛋白 ,包含 A1～A11 和

A13 在 内 的 12 个 成 员[1 ] 。Annexin A4 为



Annexin A 家族重要成员之一 ,参与细胞中钙的

信号传导、胞吐作用及调控上皮细胞钙活化的

氯离子通道活性 [2 ] 。Annexin A4 结构非常保

守 ,其 C 端为核心区 ,由 4 个同源的重复序列

( Ⅰ～ Ⅳ)组成 ,每个重复序列含有 5 个α螺旋 ,

其中的 4 个 (ABDE)几乎呈平行排列 ,捆绑成束

状 ,而第 5 个螺旋 (C) 则与束状结构几乎垂直。

在每个重复序列中都具有“GxGT2x382DΠE”模

体 ,形成 Ⅱ型钙离子结合位点。N 端为尾区 ,是

Annexin A4 的调节区[3 ,4 ] 。

目前 ,已在人 ( Homo sapiens) [5 ] 和小鼠 ( Mus

musculus)
[6 ] 、牛 ( Bos taurus ) [7 ] 、爪蟾 ( Xenopus

laevis) [2 ] 等多种动物中克隆和鉴定了 Annexin

A4 基因 ,并进行了相关的功能研究。对于鱼类

Annexin A4 研究不多 ,仅见于斑马鱼 ( Danio

rerio) [8 ]和青　 ( Oryzias latipes) [9 ]中有部分序列的

报道。本实验通过筛选草鱼 ( Ctenopharyngodon

idellus) 肝肾 cDNA 文库 ,克隆和鉴定了草鱼

Annexin A4 (FJ428216) 基因 ,并在此基础上对其

表达特征和适应性进化进行了分析。

1 　材料与方法

111 　材料 　草鱼肝肾 cDNA 文库 (载体为

pBluescript ⅡSK,宿主菌为 DH5α) 由本实验室保

存。实验用草鱼是由江西省水产科学研究所提

供 ,体重约 20 g ,共 20 尾。于流水实验槽中暂养

一周后 ,进行分组 ,分别为对照组和 Poly Ⅰ:C

(Amersham Biosciences 公司产品) 诱导组 ,诱导

剂量为每尾注射 1 mgΠml Poly Ⅰ:C 500μl ,诱导

时间 72 h。

112 　草鱼 Annexin A4 基因的克隆 　采用

pBluescript ⅡSK载体上的通用引物 :M13u (5′2
GTA AAA CGA CGG CCA GT23′) 和 T3 (5′2ATT

AAC CCT CAC TAA AGG GAA23′) ,筛选草鱼肝

肾 cDNA 文库。反应体系为 25μl :水 18175μl ,

10 ×PCR 反应缓冲液 215μl ,215 mmolΠL dNTP 1

μl ,10μmolΠml 引物各 015μl ,菌液 115μl , Taq

酶 1125 U。PCR 反应条件 :预变性 94 ℃5 min ;

变性 94 ℃30 s ,退火 59 ℃30 s ,延伸 72 ℃90 s ,

30 个循环 ;延伸 72 ℃10 min。

113 　草鱼 Annexin A4 的分子特征分析 　使用

ORF finder、SMART 等在线软件对草鱼 Annexin

A4 的开放阅读框、功能结构域等进行推译和预

测 ,确定其性质和相关信息。

114 　草鱼 Annexin A4 的组织表达 　用 SV

Total RNA Isolation system 总 RNA 抽提试剂盒

(Promega 公司产品) 分别提取对照组和经 Poly

Ⅰ:C诱导组草鱼肝、肾、肌肉、脾、心、脑、鳃、肠

8 种组织的总 RNA。Reverse Transcriptase M2
MLV 反转录酶 (宝生物工程有限公司) 反转录

得到 cDNA。Northern blot 采用地高辛标记的检

测试剂盒 (深圳依诺金公司) 。

RT2PCR :特异性引物分别为 F1 (5′2 CGC

CGA AAG ACT CTA CAA GTC23′) 、R1 (5′2 GAG

GGC TGG TGT GAG AGA G23′) ,扩增目的片段

长度为 262 bp。以β2actin 为内参。β2actin2F

(5′2CAC TGT GCC CAT CTA CGA G23′) ,β2actin2
R(5′2CCA TCT CCT GCT CGA AGT C23′) 。PCR

反应体系为 25μl :10 ×PCR 反应缓冲液 215μl ,

215 mmolΠL dNTP 2 μl , 10μmolΠml 引物各 015

μl , Taq 酶 1125 U ,根据β2actin 调整 cDNA 模板

量。反应条件 :预变性 94 ℃5 min ;变性 94 ℃30

s ,退火 58 ℃30 s ,延伸 72 ℃1 min ,28 个循环 ;

延伸 72 ℃10 min。

Northern blot :地高辛标记探针引物分别为

F2 (5′2 TGG GAA AGGAAC TGG TTGAC23′) 、R2

(5′2 TCT CCG CAG ACA TCA TCC TC23′) ,扩增

片段长度为 250 bp。PCR 反应体系为 20μl :10

×PCR 反应缓冲液 2μl ,MgCl2 2μl ,Dig2dUTP 2

μl ,10 μmolΠml 引物各 015 μl , Taq 酶 015 μl ,

cDNA 模板 2μl。PCR 反应条件 :预变性 94 ℃5

min ;变性 94 ℃30 s ,退火 58 ℃30 s ,延伸 72 ℃

30 s ,30 个循环 ;延伸 72 ℃10 min。根据地高辛

杂交检测试剂盒 Ⅱ的方法进行预杂交、杂交、洗

膜和检测。

115 　适应性进化 　从 GenBank 数据库检索到

Annexin A 家族 12 个成员的 53 个序列。经

Clustal W 比 对 , 通 过 PHYLIP3167 ( http :ΠΠ
evolution. genetics. washington. edu Πphylip . html) 构

建进化树。根据序列对位排列和系统树结果 ,
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运行 PAML3115 ( http :ΠΠabacus. gene. ucl . ac. ukΠ
softwareΠpaml. html) 软件包中的 CODEML 程序 ,

检测 Annexin A4 的正选择作用。

2 　结 　果

211 　草鱼 Annexin A4 的克隆 　采用 pBlue2
script ⅡSK载体上的通用引物 M13u 和 T3 扩增

到 1 条约1 500 bp 左右的特异性条带 (图 1) ,经

测序、Blast 比对确定为草鱼 Annexin A4 全长

cDNA。

212 　草鱼 Annexin A4 分子特征 　草鱼 Annexin

A4 全长为1 307 bp , GC 含量为 46 % ,ORF 位于

105～1 070 bp ,共 966 bp ,编码 321 个氨基酸。

5′UTR 为 104 bp ,3′UTR 为 237 bp ,1 267 bp 处为

　　

图 1 　草鱼 Annexin A4 的克隆

Fig. 1 　Cloning of Grass Carp Annexin A4 gene

M:1 kb DNA 分子量标准 ;Annexin A4 :

草鱼 Annexin A4 基因。

M:1 kb DNA ladder ; Annexin A4 was the

clone of grass carp Annexin A4 gene.
　

加尾信号 (AATAAA) ,末端有 17 bp 的 poly (A)

尾 (图 2) 。

图 2 　草鱼 Annexin A4 基因及推导的氨基酸序列

Fig. 2 　cDNA sequence and deduced amino acide sequence of Grass Carp Annexin A4

方框为 N 端 ;星号表示起始和终止密码子 ;阴影部分为 4 个Ⅱ型钙结合位点 ;下划线为 KGD 模体 ;粗斜体代表加尾信号。

Pane indicated N2terminal region. Asterisk represented initiation codon and termination codon. Shadow denoted the four type Ⅱcalcium binding

sites. Underline denoted the KGD motif . Bold italic indicated the tailing signal .

·01·　　　 动物学杂志 Chinese Journal of Zoology 44 卷



　　根据 cDNA 序列所推导的草鱼 Annexin A4

分子量计算值为 35158 ku ,理论等电点为 6119。

草鱼 Annexin A4 的 N 端 (尾区) 由 15 个氨基酸

残基组成 ,其后为 C端 (核心区) ,具有 4 个重复

序列。其中 ,第 33～85 氨基酸残基、第 105～

157 氨基酸残基、第 189～241 氨基酸残基及第

264～316 氨基酸残基分别为这 4 个重复序列中

的 Ⅱ型钙结合位点 ( GxGT2x382DΠE) ,在第 4 个

钙结合位点中具有“KGD”序列。

213 　草鱼 Annexin A4 基因的组织表达 　Poly

Ⅰ:C 诱导前 ,草鱼 Annexin A4 在肝、肾、脾、心、

鳃、肠 6 种组织中均有表达 ,而在肌肉和脑中没

有表达 (图 3a、d) ,经 Poly Ⅰ:C 诱导后 , Annexin

A4 在上述组织中的表达均有下调 (图 3b、e) 。

图 3 　RT2PCR和 Northern blot 检测草鱼 Annexin A4 的组织表达
Fig. 3 　Tissue2specific expression of Grass Carp Annexin A4 revealed by RT2PCR and Northern blot

a 和 d 为对照组 ;b 和 e 为 Poly Ⅰ:C诱导组 ;RT2PCR 以β2actin 转录水平平衡模板 cDNA 浓度 (c) 。泳道 1～8 分别为肝、肾、肌肉、
脾、心、脑、鳃、肠。M为 DNA 分子量标准。
Annexin A4 expression was analyzed by RT2PCR and Northern blot . Both b and e were infected by Poly Ⅰ:C , while a and d were control . RT2
PCR samples were normalized on the basis of β2actin expression(c) . Lanes 1 - 8 represent liver , kidney , muscle , spleen , heart , brain , gill

and intestine respectively. M was DNA Marker.
　

213 　草鱼 Annexin A4 分子适应性进化分析 　

21311 　Annexin A4 的系统发生 　利用 PHYLIPY

构建 Annexin A 系统发生树 (图 4) 。系统树明

显地分为 12 大簇 ,草鱼 Annexin A4 位于与人、

鼠等物种 Annexin A4 相同的进化枝上 ,与斑马

鱼的关系最近。

21312 　Annexin A4 适应性进化分析 　适应性进

化分析的结果显示 (表 1) ,虽然 M3 & M0 的χ2

检验极显著 (1 %水平 ,自由度 df = 5 - 1 = 4 ,似

然值1 0661094 6远大于χ2 值 131276) ,但 M8 &

M7 的χ2 检验极不显著 ,且在 M3、M8 模型中都

没有找到ω> 1 的位点 ,表明 Annexin A4 没有受

到正选择作用 ,而是处于中性进化或负进化状

态。模型 M8 的参数 p0 = 11000 ,表示受到选择

约束的位点的比例 ,从另一方面说明 Annexin

A4 受到功能或结构上的选择约束 ,其序列在进

化上的高度保守。

表 1 　Annexin A4 正选择的似然比检验

Table 1 　Likelihood ratio test of positive selection for Annexin A4

模型
Mode

似然值对数
lnL

参数估计
Estimates of parameters

两倍的似然值对数差
2ΔlnL

正选择位点
Positively selected sites

M0 - 26 7681085 6 ω= 01077 0 1 0661094 633 无 None

M3 - 26 2351038 3
p0 = 01219 0 , p1 = 01419 8 , p2 = 01361 2

ω0 = 01010 1 ,ω1 = 01053 8 ,ω2 = 01155 7
无 None

M7 - 14 3291940 8 p = 01900 0 , q = 91123 7 - 01000 8 无 None

M8 - 14 3291941 2
p0 = 11000 0 , p = 01900 0 , q = 91123 7

( p1 = 01000 0) ,ω= 31732 6
无 None

　　lnL 是最大似然值的对数 ; 2ΔlnL 是 M3 &M0、M8 &M7 间 lnL 之差的两倍 ; 33表示似然比检验显著。

lnL :the log2likelihood. 2ΔlnL :twice of the log2likelihood difference. 33 :significant at 1 % level .
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图 4 　Annexin A 系统发生树

Fig. 4 　Phylogenetic tree of Annexin A

D. rerio :斑马鱼 ; M . musculus :小鼠 ; H. sapiens :人 ; B . taurus :牛 ; X . laevis :爪蟾 ; M . albus :黄鳝 ; G. gallus :鸡 ; X . tropicalis :爪

蟾 ; R . norvegicus :大鼠 ; O. latipes :青　。括号中为 GenBank 序列号。方框为草鱼 ( C. idella) Annexin A4。A1～A11 及 A13 分别

表示 Annexin A1～Annexin A11 和 Annexin A13。

D. rerio : Danio rerio ; M . musculus : Mus musculus ; H. sapiens : Homo sapiens ; B . taurus : Bos taurus ; X . laevis : Xenopus laevis ; M . albus :

Monopterus albus ; G. gallus : Gallus gallus ; X . tropicalis : Xenopus tropicalis ; R . norvegicus : Rattus norvegicus ; O. latipes : Oryzias latipes .

The accession numbers of GenBank in the brackets , the pane indicated Annexin A4 of C. idella . A1 - A11 and A13 represented Annexin A1 -

Annexin A11 and Annexin A13 respectively.
　

3 　讨 　论

N 端序列长短可能是区别 Annexin A 家族

成员的分子特征。如 A1、A4、A5、A6、A10、A12

的N 端长度只有 11～19 个氨基酸残基 ,斑马

鱼[8 ] 、青　[9 ] 和本文报道的草鱼的 Annexin A4

的 N 端由 15 个氨基酸残基组成 ,而 A7 和 A11

的长度甚至大于 100 个氨基酸残基[10 ] 。草鱼

Annexin A4 具有典型的“RΠKΠH2G2D”特征域
( KGD) ,位于第 4 个重复序列的 Ⅱ型钙结合位

点中。“KGD”结构域与细胞外基质竞争结合细

胞膜表面的多种整合素受体 ,抑制整联蛋白与

配体的相互作用 , 具有促进细胞凋亡等功

能[11 ] 。构建的系统发生树显示 ,Annexin A 家族
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各成员明显地聚类为 12 大簇 ,各自独立 ,这在

某种意义上反映每种 Annexin A 功能的重要性

及进化的保守程度。草鱼 Annexin A4 与斑马鱼

的具有 93 %的同源性 ,与人的有 64 %的同源性

(比对图未给出 ) 。适应性进化分析表明在

Annexin A4 上没有正选择位点。因此 ,其结构

和功能具有很高的保守性。

作为一个重要的功能基因 , 在细胞中 ,

Annexin A4 拥 有 一 种 以 上 的 剪 切 体。如

Annexin A4 具有 3 种剪切体基因 A4 a、A4 b 和

A4 c ,这 3 种基因在表达时序上有很大的不

同[12 ] 。其中 ,A4 a 最为丰富 ,在大肠、小肠中表

达量最高 ,其次是在肾、胃中 ,最少是在心、肝、

肺中 ,而 A4 b 仅在消化道有高表达 , A4 c 则在

肾、肝、消化道有低水平表达[12 ] 。在 GenBank

中 ,斑马鱼 Annexin A4 也有 3 个大小不同的序

列 ,分别为 3 171 bp (NM - 181764) 、1 268 bp

(AY178798) 、1 265 bp (BC153609) ,它们编码相

同的蛋白质 (321 aa) 。草鱼 Annexin A4 与斑马鱼

的AY178798 和 BC153609 大小相似 ,但与 NM -

181764 有很大的差别。而且 ,草鱼 Annexin A4

的组织表达特性似乎与小鼠 Annexin A4 a、A4 b

和A4 c 的都不相同。因此 ,本文报道的草鱼

Annexin A4 属何种类型有待进一步的研究 ,且

需要其他鱼类的相关报道才能予以确定。

作为一种膜磷脂结合的蛋白质 ,Annexin A

可能是病毒侵袭脊椎动物细胞的门户。例如

Annexin A2 作为人巨细胞病毒 ( HCMV) 受体 ,可

促使 HCMV 与 磷 脂 膜 的 结 合 与 融 合[13 ] 。

Annexin A5 能与人乙肝病毒 ( HBV) 小 HbsAg 结

合 ,由此 ,病毒接近由 Annexin A5 介导的融合后

的细胞 ,导致真正的入侵[14 ] 。虽然 Annexin A4

与病毒侵染的关系还未见报道 ,但草鱼经 Poly

Ⅰ:C诱导后 , Annexin A4 在肝、肾、脾、心、鳃、肠

6 种组织中的表达均有所下调。草鱼 Annexin

A4 的这种诱导下调 ,是否与病毒入侵或机体抗

病毒有关 ,有待进一步研究。
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