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摘 要：筛选 BAC 基因组文库得到阳性克隆后，利用引物步移法测定斑点叉尾鮰 SCYA 107 基因组序列。该

基因由四个外显子和三个内含子组成；外显子拼接的序列与 CDNA 序列完全一致，编码 96 个氨基酸，在 N 端

含有两个相邻的半胱氨酸（CC）和两个不相邻的半胱氨酸，为典型的 CC 趋化因子亚家族成员；其上游调控序

列有一些与免疫相关的转录因子结合位点；斑点叉尾鮰 SCYA 107 氨基酸的结构和功能与小鼠趋化因子 CCL
20 比较接近，而蓝叉尾鮰则更接近人 CCL 8，它们氨基酸序列的差别是由于斑点叉尾鮰 SCYA 107 基因序列中

多了 ACAAA 这 5 个核苷酸，导致读码框移位提前出现终止子 TGA 所造成的。
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Abstract：The positive BAC Clones were identified through sCreening BAC DNA library of Channel Catfish（ &ctalurus
punctatus）. Positive Clone 006-I13 was partial sequenCed using primer-walking stratagem，and 2557 bp-length DNA
sequenCe Containing SCYA 107 gene was analysed. SCYA 107 gene Consisted of 4 exons and 3 introns . The
sequenCe whiCh spliCed into 4 exons was Completely same with the SCYA 107 CDNA sequenCe published before，
whiCh enCodes 96 amino aCids . It is typiCal one member of Chemokine CC subfamily based on owning a CC and two
separate Cysteines at the N-terminal of amino aCid . The upstream of SCYA 126 gene Contained some immune-related
transCription faCtor binding sites . There exists a big differenCe between SCYA 107 proteins of Channel Catfish and
blue Catfish . The SCYA 107 protein of Channel Catfish falls into the sCope of mouse Chemokine CCL 20，however，
the SCYA 107 protein of blue Catfish is muCh Closer to human CCL 8. The big differenCe between the two Catfishes
results from an insertion with five-bp length of nuCleotide ACAAA in Channel Catfish SCYA 107 gene，whiCh leads



to 0RF shift .
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斑点叉尾鮰（ &ctalurus punctatus）已成为我国重要的淡水养殖品种。当前，其病害也越来越严重，对

其免疫相关因子的鉴定和分析也越来越多［1，2］。趋化因子是先天免疫的关键组成部分，其能诱导免疫

细胞至感染部位［3 - 5］。目前在哺乳类中已发现 28 个 CC 趋化因子亚家族的成员［6］。在条纹狗鱼

（Triakis scyllia）、牙鲆（Paralichthys olivaceus）、虹鳟（Oncorhynchus mykiss）等鱼类中有 CC 趋化因子基因的

分析报道［7 - 10］。在斑点叉尾鮰和蓝叉尾鮰（ICtalurus furCatus）中，已鉴定出 26 个 CC 趋化因子，分别取名

为 SCYA 101 - SCYA 126［1，2］，由于不同物种的 CC 趋化因子氨基酸序列同源性比较低（在 20% ~ 30%之

间），利用氨基酸序列进行同源分析比较困难。斑点叉尾鮰对目前流行的肠败血症的病原菌爱德华氏细

菌敏感，而蓝叉尾鮰能抵抗爱德华氏细菌，所以研究此两种鱼免疫因子基因的进化，可以帮助人们鉴定

出对爱德华氏细菌抗性的基因。

1 材料和方法

1.1 BAC 基因组文库筛选和 BAC 分离

利用 overgo 杂交探针筛选斑点叉尾鮰BAC 基因组文库［11］。筛选文库的过程分为两个步骤：首先把

代表斑点叉尾鮰所有 CC 趋化因子家族的 overgo 引物标记，混合后与高密度膜进行杂交，第二步是把阳

性克隆从文库中挑选出来后重新点在尼龙膜上，然后用同位素标记的 SCYA107 CDNA 探针进行验证。

25 个代表 CC 趋化因子的 overgo 引物混在一起，在室温下用32P-dATP 和32P-dCTP 标记探针。探针变

性后加到杂交液（50 mL of 1% BSA，1 MM EDTA，pH 8.0，7% SDS，0 .5 mM 磷酸钠 pH 7.2）中，在 54 ℃杂

交 18 h。洗涤后的杂交膜压感光片在 - 80 ℃放射自显影 2 d，然后显影和定影。

通过 25 个代表斑点叉尾鮰 CC 趋化因子家族的 overgo 探针的杂交，把所有阳性克隆挑选出来重新

培养后，点在尼龙膜上。每个克隆分别取 4!L 过夜培养物点在尼龙膜上，自然干燥。然后通过变性液

（0 .5 N Na0H，1 .5 M NaCl）变性 8 min，再分别用中和液（1 .5 M NaCl，0 .5 M Tris-HCl pH 7.2，1 mM EDTA）

洗 2 次，空气干躁后用紫外交连仪固定 DNA。

CDNA 探针标记采用质粒作模板［1］。探针标记采用随机引物标记试剂盒（RoChe 公司）。尼龙膜先

用预杂交液（50%甲酰胺，5 × SSC，0 .1% SDS（w / v），5 × Denhardt’s，100（g / mL 鲑精 DNA）预杂交 2 h，然

后在加有探针的杂交液（50%甲酰胺，5 × SSC，0 . 1% SDS（w / v），100（g / mL 鲑精 DNA）中 42 ℃下杂交

16 h以上。尼龙膜用 2 × SSC 洗 10 min，再用 0 .2 × SSC 在 45 ℃下洗 15 min；在 - 80 ℃放射自显影 2 d，然

后显影和定影。阳性克隆的 DNA 采用 Prep 96 BAC DNA 抽提试剂盒（Qiagen 公司）抽提，具体方法参考

厂家的说明书。

1.2 基因组 DNA 序列测定

利用引物步移法直接测序，所用引物参见表 1。在 BAC 直接测序之前，需要用 DyeEx 2 . 0 Spin 试剂

盒（Qiagen 公司）纯化分离的 BAC DNA 作模板，参考 BigDye Terminator v3 . 0 试剂盒（Applied Biosystems 公

司）的说明书进行测序反应，然后用 ABI PRISM 3130XL 自动测序仪分析（Applied Biosystems 公司）。

1.3 序列和结构分析

利用 TFSEARCH 软件预测基因上游序列的转录因子结合位点，采用“脊椎动物”数据库，缺损值为

90。用 Compute pI / Mw tool 软件预测蛋白的等电点和分子量进行。用 GEN03D Release 2 分析蛋白的三

级结构。
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表 1 引物及其序列

Tab.1 Primers and their sequences

引物名称 序列（5’to 3’） 作用

SCYA107A AGCCAGAAGATCCGAAGCC 006-I13 测序引物

SCYA107B CAGTAGCAAGTGCGTCAGAC 006-I13 测序引物

243 - E05ovb AATCCTGTGATGGGCACGGTGATT 006-I13 测序引物和 0vergo 引物

SCYA107E TGGAAGTGGAGCCGGTTGTCTG 006-I13 测序引物

SCYA107K CTTGTGTATGTGGGTTATGGGTTC 006-I13 测序引物

SCYA107H TCAACATACGCTTGAAACATCTGG 006-I13 测序引物

AY55504U CAGGATTCAGAGTTCAGCC 006-I13 测序引物

AY55504L GAATCAATTTCATTTGAGAAAAAAATTATAATAAA 006-I13 测序引物

243 - E05ova AGGCTTCCACCAAAGAAATCACCG 0vergo 引物

2 结果与讨论

2.1 斑点叉尾鮰SCYA107 基因组序列的分析

利用 25 个代表 25 CC 趋化因子基因的混合 0vergo 探针，筛选斑点叉尾鮰 BAC 基因组文库，共筛选

到 232 个阳性克隆，进一步利用代表 SCYA 107 CDNA 探针进行菌落杂交，共筛选到 8 个阳性克隆，它们

分别为 006-I13，067-J3，050-J5，090-M4，007-C11，003-N13，184-M14，071-C6。SCYA107 基因组序列包括上

游调控序列共 2 557 bp（Genbank 接受号：DQ173281）（图 1）。上游调控序列 770 bp 中，和其它免疫因子如

hepCidin，LEAP - 2 的 基 因 调 控 序 列 一 样，通 过 TFSEARCH 软 件 分 析 发 现，同 样 存 在 C / EBP，CdxA，

Nkx - 2，GATA - 3，HSF2，SRY 这些转录因子结合位点［11，12］，表明其在免疫反应中和 hepCidin，LEAP - 2 等

一样可能同样受这些转录因子的调控，但没有 TATA 框（表 2）。

通过与 SCYA 107 CDNA 序列的比较分析，SCYA 107 基因是由四个外显子和三个内含子组成，第一

个外显子长度为 137 bp，第一个内含子长度为 174 bp ，第二个外显子长度为 109 bp，第二个内含子长度

为 104 bp，第三个外显子长度为 93 bp，第三个内含子长度为 93 bp，第四个外显子长度为 346 bp。外显子

和内含子的交接处序列符合典型的 KozaC 规则 GT - AG。基因编码 96 个氨基酸，在 N 端含有两个相邻

的半胱氨酸（CC）和两个不相邻的半胱氨酸，这是典型 CC 亚家族趋化因子的特征。去除内含子序列后，

其编码区的序列和 SCYA 107 CDNA 序列（Genbank 接受号：BE 470467）一致，另外在第四外显子存在明显

的 Poly（A）加尾信号序列 AATAA（图 1）。斑点叉尾鮰 SCYA 107 由四个外显子和三个内含子组成的结

构，是目前发现的 CC 趋化因子基因的常见结构［6］。

2.2 斑点叉尾鮰和蓝叉尾鮰 SCYA 107 氨基酸序列的比较

斑点叉尾鮰 SCYA 107 编码 96 个氨基酸，其等电点 9 . 91，分子量为 10 . 855 03 kDa。而蓝叉尾鮰

SCYA 107（Genbank 接受号：AY 555504）编码 119 个氨基酸，其等电点 9 .77 ，分子量为 13 .144 42 kDa。氨

基酸的序列同源性为 72 .3% 通过蛋白质三级结构预测，斑点叉尾鮰 SCYA 107 更接近小鼠的趋化因子

CCL 20，而蓝叉尾鮰 SCYA 107 则更接近人的趋化因子 CCL 8，表明此两种蛋白的结构和功能有比较大的

差异。但是，它们的核苷酸序列则非常接近，其氨基酸的序列差异实际上主要表现在斑点叉尾鮰的

SCYA 107 基因序列中插入了 ACAAA 这 5 个核苷酸，导致读码框移位提前出现终止子 TGA 造成的，虽

然两者的氨基酸的序列或功能可能不相同，但从基因序列上分析，实际上它们是同源基因（图 2）。斑点

叉尾鮰和蓝叉尾鮰的亲缘关系是非常接近的，根据目前已鉴定的此两种生物的基因的同源性在 95%以

上［11］，本文中此两种生物的 SCYA 107CDNA 的序列同源性也符合这种情况，但由于斑点叉尾鮰 SCYA
107 基因组序列有 5 个核苷酸的插入导致两者的氨基酸序列在 N 端有很大的差异，而且其二级结构和

功能也发生了较大的差异，这种功能上的差别是否与抗爱德华氏细菌有关，需今后实验的进一步验证。

核苷酸的插入导致氨基酸结构和功能的变化是一种快速进化的有效手段，在今后利用氨基酸序列进行
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同源分析时，也应该比较核苷酸的序列的差异。

图 1 斑点叉尾鮰 SCYA 107 基因组序列

Fig.1 The genomiC sequenCe Containing SCYA 107 gene of &ctalurus punctatus
大写字母为 SCYA107 基因序列；方框表示为转录起始点；翻译起始点和终止子用下划线表示；内含子用黑斜体表示；Poly

（A）加尾信号序列 AATAA 用黑体下划线表示。

表 2 SC$A 107 基因上游序列的转录因子结合位点

Tab.2 Putative transcription factor binding sites within the upstream sequences of the channel catfish SC$A 107 gene

转录因子（TransCription faCtor） 位置（position）

AML - 1a 124 - 129，

C / EBP 122 - 134，

CdxA 173 - 179，166 - 172，730 - 736，

Nkx - 2 177 - 184，

GATA - 3 190 - 199，

HSF2 436 - 445，

SRY 488 - 494，
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图 2 斑点叉尾鮰和蓝叉尾鮰 SCYA 107 核苷酸序列和氨基酸序列的比较

Fig.2 Homologue analysis of SCYA 107 CDNA and amino aCid sequenCes
I：斑点叉尾鮰 SCYA 107 序列；Ⅱ：蓝叉尾鮰 SCYA 107 序列。两者之间不同的氨基酸残基用黑体表示，半胱氨酸（C）用下划线

表示。
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