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摘　要：为了探究ＴＮＦＳＦ和ＴＮＦＲＳＦ在硬骨鱼中的表达和功能，克隆小体鲟 Ａｒｔｎｆｓｆ１０和 Ａｒｔｎｆｒｓｆ１０基因，并
对小体鲟Ｔｎｆｓｆ１０和Ｔｎｆｒｓｆ１０序列进行进化分析以及蛋白高级结构预测。结果表明，小体鲟Ｔｎｆｓｆ１０和Ｔｎｆｒｓｆ１０
在进化树中位于辐鳍亚纲的基部，虽然与四足动物的 Ｔｎｆｓｆ１０和 Ｔｎｆｒｓｆ１０同源性不高，但其三维结构与人的
Ｔｎｆｓｆ１０和Ｔｎｆｒｓｆ１０相近。原位杂交结果显示：Ａｒｔｎｆｓｆ１０和 Ａｒｔｎｆｒｓｆ１０均在小体鲟躯干水平肌隔、眼部的眶下
管、前鳃盖管和腹侧吻端的神经丘处有较强表达。经Ｔｎｆｒｓｆ１０特异性激活剂Ｂｉｏｙｍｉｆｉ处理后，小体鲟仔鱼整体
结构无显著变化，但神经丘中毛细胞显著增多。综上结果表明：小体鲟Ｔｎｆｓｆ１０和Ｔｎｆｒｓｆ１０代表了硬骨鱼同源
蛋白的原始形式，可能特异性参与侧线神经丘毛细胞的发育。

关键词：小体鲟；Ｔｎｆｓｆ１０；Ｔｎｆｒｓｆ１０；表达；侧线；机械感受器感觉细胞；电感受器感觉细胞
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　　肿瘤坏死因子超家族（ＴＮＦＳＦ）和肿瘤坏死
因子受体超家族（ＴＮＦＲＳＦ）是一类重要的细胞因
子和受体。目前在人类中鉴定出了１９种 ＴＮＦＳＦ
和２９种 ＴＮＦＲＳＦ，它们除了促进细胞死亡外，还
参与细胞增殖、分化、炎症反应、自噬等多种生物

学功能［１］。

ＴＮＦＳＦ和ＴＮＦＲＳＦ广泛地存在于各类后生动
物中。在珊瑚、果蝇、扇贝和海胆等物种中鉴定

了多个ＴＮＦＳＦ和ＴＮＦＲＳＦ成员，尽管它们与脊椎
动物序列相似性较低，但都展示了调节发育、细

胞凋亡和免疫的功能［２３］。鱼类的 ＴＮＦＳＦ和
ＴＮＦＲＳＦ同样在免疫、代谢和发育中发挥重要作
用。基因组加倍造成硬骨鱼 ＴＮＦＳＦ和 ＴＮＦＲＳＦ
成员更加多样化，产生了多个新型家族成员［４］。

斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）的ＴＮＦＳＦ和ＴＮＦＲＳＦ研究得
最为清楚，它们除了诱导细胞凋亡作用外，在斑

马鱼脊索、造血细胞前体和侧线等结构中特异表

达，在多种器官发育和再生中起到重要作用［５７］。

ＴＮＦＳＦ１０又称为 ＴＮＦ相关凋亡诱导配体

（ＴＲＡＩＬ）。ＴＮＦＲＳＦ１０是 ＴＮＦＳＦ１０的受体，又称
为死 亡 受 体 （Ｄｅａｔｈｒｅｃｅｐｔｏｒ）。ＴＮＦＳＦ１０和
ＴＮＦＲＳＦ１０是ＴＮＦ超家族和受体超家族的重要成
员，在细胞死亡和炎症中发挥重要作用。本研究

克隆了软骨硬鳞鱼类小体鲟（Ａｃｉｐｅｎｓｅｒｒｕｔｈｅｎｕｓ）
的ｔｎｆｓｆ１０和ｔｎｆｒｓｆ１０两个基因的 ｃＤＮＡ，预测了它
们的三维结构，并构建了系统进化树；然后，通过

整体原位杂交检测了 ｔｎｆｓｆ１０和 ｔｎｆｒｓｆ１０在小体鲟
仔鱼中的表达；最后，利用 ＴＮＦＲＳＦ１０激活剂
Ｂｉｏｙｍｉｆｉ研究了 ｔｎｆｓｆ１０和 ｔｎｆｒｓｆ１０在小体鲟仔鱼
发育中的作用，为进一步理解小体鲟 ｔｎｆｓｆ１０和
ｔｎｆｒｓｆ１０的表达和功能奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料
本实验所用小体鲟胚胎购于衢州市柯城区

花园鲟鱼专业合作社。小体鲟胚胎在上海海洋

大学实验室条件下进行孵化。养殖水温为１８～
２０℃，并向水体中曝气充氧。小体鲟的胚胎和仔
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鱼分期参考前人关于西伯利亚鲟（Ａｃｉｐｅｎｓｅｒ
ｂａｅｒｉｉ）早期发育的报道［８］。

１．２　方法
１．２．１　ＲＮＡ的提取和ｃＤＮＡ的合成

取３６期的小体鲟初孵仔鱼 ２尾，用 ＴＲＩｚｏｌ
Ｒｅａｇｅｎｔ采用一步法提取总 ＲＮＡ。用第三代高效
ｃＤＮＡ第一链合成试剂盒 （诺唯赞）合成 ｃＤＮＡ。
根据厂家说明书，小体鲟 ＲＮＡ和随机引物
（Ｒａｎｄｏｍｈｅｘａｍｅｒｓ）变性后，加入反转录试剂，于
５０℃反转录 ４５ｍｉｎ，合成ｃＤＮＡ，保存于－２０℃。
１．２．２　基因克隆

以小体鲟仔鱼 ｃＤＮＡ为模板，根据 ＧｅｎＢａｎｋ

中的小体鲟 ｔｎｆｓｆ１０（ＸＭ＿０３４９０４０９６）和 ｔｎｆｒｓｆ１０
（ＸＭ＿０３４９１２５７５）基因设计引物（表１）进行 ＰＣＲ
扩增其阅读框（ＯＲＦ）。ＰＣＲ程序：预变性９５℃５
ｍｉｎ，变性９５℃ ３０ｓ，退火５９℃ ３０ｓ，延伸７２℃
２ｍｉｎ，共３５个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ。将 ＰＣＲ
产物用ＤＮＡ产物纯化试剂盒（天根生物）纯化，
然后用ＴＡ克隆方法连入拓扑异构酶的超快速克
隆试剂盒（ｐＣＥ２ＴＡ／ＢｌｕｎｔＺｅｒｏｖｅｃｔｏｒ，诺唯赞）。
通过菌液ＰＣＲ初步筛选阳性菌落，提质粒，并送
往苏州金唯智生物科技有限公司进行测序鉴定，

将小体鲟的两个基因命名为 Ａｒｔｎｆｓｆ１０和 Ａｒ
ｔｎｆｒｓｆ１０。

表１　本研究中所用的引物
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ 引物序列（５′→３′）Ｓｅｑｕｅｎｃｅ 用途 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ｔｎｆｓｆ１０ＯＦ１ ＡＴＧＣＣＡＴＧＧＣＴＡＡＣＣＡＧＡＡＣ 基因克隆

ｔｎｆｓｆ１０ＯＲ１ ＧＡＧＴＧＡＡＧＧＧＣＧＴＡＣＴＣＴＧＣ 基因克隆

ｔｎｆｓｆ１０ＯＦ２ ＣＡＧＧＴＣＴＡＣＴＴＣＣＧＣＴＡＣＣＣ 基因克隆

ｔｎｆｓｆ１０ＯＲ２ ＣＡＴＴＣＣＣＴＧＡＧＧＴＣＡＣＣＡＣＴ 基因克隆

Ｔｎｆｒｓｆ１０ＯＦ１ ＣＧＴＧＧＡＣＴＣＣＧＧＴＡＡＧＡＣＴＧ 基因克隆

Ｔｎｆｒｓｆ１０ＯＲ１ ＧＣＧＡＧＧＧＴＧＡＣＧＴＴＡＣＴＴＧＡ 基因克隆

Ｔｎｆｒｓｆ１０ＯＦ２ ＡＣＡＡＣＧＡＧＴＣＴＣＡＧＡＴＧＣＧＧ 基因克隆

Ｔｎｆｒｓｆ１０ＯＲ２ ＣＣＡＧＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＡＧＡＧＣＧ 基因克隆

ｔｎｆｓｆ１０ＰＦ ＣＧＣＴＡＣＴＡＣＣＴＧＴＡＣＴＣＴＣＡ 原位杂交

ｔｎｆｓｆ１０ＰＲ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＣＣＴＣＣＣＴＧＧＴＡＧＡＣＡＧＡＧＴＧ 原位杂交

Ｔｎｆｒｓｆ１０ＰＦ ＧＴＧＴＧＴＧＧＧＡＣＣＡＧＡＧＡＣＡＧ 原位杂交

Ｔｎｆｒｓｆ１０ＰＲ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＡＧＡＣＴＣＣＣＧＣＡＴＣＴＧＡＧＡＣＴ 原位杂交

１．２．３　序列分析及进化树构建
利用 ＤＮＡＭＡＮ对 Ａｒｔｎｆｓｆ１０和 Ａｒｔｎｆｒｓｆ１０基

因的核苷酸序列及其编码的氨基酸序列进行分

析。利用 ＳｗｉｓｓＭｏｄｅｌ基于小体鲟 Ｔｎｆｓｆ１０和
Ｔｎｆｒｓｆ１０的同源蛋白，人 Ｔｎｆｓｆ１０（ＴＲＡＩＬ／Ａｐｏ２Ｌ，
ＰＢＤ：４Ｎ９０）和 Ｔｎｆｒｓｆ１０（ＤＲ５，ＰＢＤ：６Ｔ３Ｊ）进行
同源建模，预测 ＡｒＴｎｆｓｆ１０和 ＡｒＴｎｆｒｓｆ１０三维结
构。从ＮＣＢＩ下载斑点雀鳝（Ｌｅｐｉｓｏｓｔｅｕｓｏｃｕｌａｔｕｓ）、
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（Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ）、斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）、非洲
爪蟾（Ｘｅｎｏｐｕｓｌａｅｖｉｓ）、原鸡（Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓ）、人
（Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ）和小鼠（Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ）的 Ｔｎｆｓｆ１０
和Ｔｎｆｒｓｆ１０蛋白质序列（表２和表３），分别以文
昌鱼 Ｔｎｆｒｓｆ１０和 Ｔｎｆｒｓｆ２１为外群，用 ＣｌｕｓｔａｌＸ进
行多序列比对，利用Ｍｅｇａ７软件基于最大似然法
（ＭａｘｉｍｕｍＬｉｋｅｌｉｈｏｏｄ）构建系统进化树。
１．２．４　整体原位杂交

以小体鲟初孵仔鱼（３５期）的ｃＤＮＡ为模板，

用含有Ｔ７启动子的特异性引物（表１）扩增 Ａｒ
ｔｎｆｓｆ１０和 Ａｒｔｎｆｒｓｆ１０的 ｃＤＮＡ片段。以该片段为
模板，用Ｔ７聚合酶合成地高辛（ＤＩＧ）标记的反义
ＲＮＡ探针。以含反义ＲＮＡ探针的杂交液孵育仔
鱼（４４期）进行杂交，以未加探针的杂交液作为空
白对照。具体的原位杂交和显色过程参考文献

［９］。
１．２．５　小分子化合物Ｂｉｏｙｍｉｆｉ处理

Ｂｉｏｙｍｉｆｉ（购自ＭＣＥ）是人ＴＮＦＲＳＦ１０的特异
性激活剂，可以促进 ＤＲ５聚合，启动下游信号转
导［１０］。将２０尾小体鲟初孵仔鱼（３５期）转至含
有５０μｍｏｌ／ＬＢｉｏｙｍｉｆｉ胚胎水中培养，并以含等量
ＤＭＳＯ胚胎水培养的同时期的小体鲟仔鱼作为对
照。待仔鱼发育至４４期，用４％ ＰＦＡ固定过夜，
甲醇梯度脱水，保存于－２０℃冰箱中。

３７４
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表２　其他物种的Ｔｎｆｓｆ１０与小体鲟Ｔｎｆｓｆ１０的氨基酸序列相似性对比
Ｔａｂ．２　ＳｉｍｉｌａｒｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎＴｎｆｓｆ１０ｏｆＡｃｉｐｅｎｓｅｒｒｕｔｈｅｎｕｓａｎｄｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ

物种

Ｓｐｅｃｉｅｓ
种名

Ｓｐｅｃｉｅｓｎａｍｅ
基因登录号

ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓＮｏ．
相似性

Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ／％
斑点雀鳝 Ｌｅｐｉｓｏｓｔｅｕｓｏｃｕｌａｔｕｓ ＸＰ＿００６６３２７８８．２ ７１．３４
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Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ ＸＰ＿０１１４８５９４１．１ ６３．５０
斑马鱼 Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ ＮＰ＿５７１９１８．２ ６３．４１
非洲爪蟾 Ｘｅｎｏｐｕｓｌａｅｖｉｓ ＮＰ＿００１１６３９１５．１ ４０．４４
原鸡 Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓ ＮＰ＿９８９７１０．２ ３２．２９
人 Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ ＮＰ＿００３８０１．１ ２９．０２
小鼠 Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ ＮＰ＿０３３４５１．１ ２７．２７
河 Ｔａｋｉｆｕｇｕｒｕｂｒｉｐｅｓ ＸＰ＿００３９６６８９４．１ ６３．７２
文昌鱼 Ｂｒａｎｃｈｉｏｓｔｏｍａｆｌｏｒｉｄａｅ ＸＰ＿０３５６９３８３４．１ ３４．０４

表３　其他物种的Ｔｎｆｒｓｆ１０与小体鲟Ｔｎｆｒｓｆ１０的氨基酸相似性对比
Ｔａｂ．３　ＳｉｍｉｌａｒｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎＴｎｆｒｓｆ１０ｏｆＡｃｉｐｅｎｓｅｒｒｕｔｈｅｎｕｓａｎｄｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ

物种

Ｓｐｅｃｉｅｓ
种名

Ｓｐｅｃｉｅｓｎａｍｅ
基因登录号

ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓＮｏ．
相似性

Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ／％
非洲爪蟾 Ｘｅｎｏｐｕｓｌａｅｖｉｓ ＮＰ＿００１０８４４６６．１ ５１．７５
斑点雀鳝 Ｌｅｐｉｓｏｓｔｅｕｓｏｃｕｌａｔｕｓ ＸＰ＿０１５１９８６３６．１ ４０．５９
原鸡 Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓ ＮＰ＿９８９４４６．２ ３７．１６
文昌鱼 Ｂｒａｎｃｈｉｏｓｔｏｍａｆｌｏｒｉｄａｅ ＸＰ＿０３５６９８１５８．１ ３６．３０
青

!

Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ ＸＰ＿０１１４７９７８２．１ ３５．１４
人 Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ Ｏ１４７６３．２ ３４．２３
斑马鱼 Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ ＮＰ＿５７１９１５．２ ３３．７７
小鼠 Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ ＮＰ＿０６４６７１．２ ３２．９２
牙鲆 Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓｏｌｉｖａｃｅｕｓ ＸＰ＿０１９９３７２７０．１ ４２．７９
河 Ｔａｋｉｆｕｇｕｒｕｂｒｉｐｅｓ ＸＰ＿０１１６１７５６６．２ ３２．６４

１．２．６　免疫组化及侧线感受器感觉细胞计数
小清蛋白（Ｐａｒｖａｌｂｕｍｉｎ）是一类 Ｃａ２＋结合蛋

白，可用于特异性标记侧线系统的机械感受器毛

细胞和电感受器感觉细胞［１１］。将保存于甲醇的

小体鲟仔鱼（４４期）梯度复水，并用 ＰＢＳＴ（１×
ＰＢＳ，０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０）洗５次，每次５ｍｉｎ。将样
品用封闭液（用ＰＢＳＴ配制的５％ ＢＳＡ）于室温封
闭２ｈ，再用小清蛋白抗体（Ｍｅｒｃｋ，用封闭液以
１∶２００稀释）于４℃孵育过夜。经ＰＢＳＴ洗５次，
每次 ５ｍｉｎ后，加入二抗 （ＡＦ４８８Ｇｏａｔａｎｔｉｍｏｕｓｅ
ＩｇＧ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，用封闭液以１∶２００稀释）于室温、
暗处孵育 ２ｈ。经过 ＰＢＳＴ洗 ５次，每次 ５ｍｉｎ。
在荧光体视显微镜下分别对侧线机械感受器和

电感受器的感觉细胞计数并拍照。

２　结果

２．１　小体鲟 Ａｒｔｎｆｓｆ１０和 Ａｒｔｎｆｒｓｆ１０基因的克
隆与序列分析

Ａｒｔｎｆｓｆ１０基因的开放阅读框（ＯＲＦ）为 ９３７

ｂｐ，编码３２３个氨基酸，该蛋白质的理论等电点
（ＰＩ）为 ６．８６。利用 ＳＭＡＲＴ进行结构域分析发
现：ＡｒＴｎｆｓｆ１０的３６～５８位氨基酸为典型的跨膜
结构域，１～３５位氨基酸为胞内结构域，１７２～３２１
位氨基酸为 ＴＮＦ同源结构域（ＴＨＤ，与 Ｔｎｆ受体
结合），见图１。

Ａｒｔｎｆｒｓｆ１０基因的开放阅读框（ＯＲＦ）长度为
１３１１ｂｐ，编码４３６个氨基酸，理论等电点（ＰＩ）为
５．４６。利用 ＳＭＡＲＴ进行结构域分析发现：Ａｒ
Ｔｎｆｒｓｆ１０蛋白的１～１７位氨基酸为信号肽；４６～
８０、８３～１２３、１２５～１６５位为胞外的富含半胱氨酸
结构域（ＣＲＤ）；１８３～２０５位氨基酸是跨膜结构
域；３２８～４２２位氨基酸是胞质的死亡结构域
（ＤＤ），见图２。

另外，以人 ＴＲＡＩＬ和 ＤＲ５三级结构为模板，
用ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ预测 ＡｒＴｎｆｓｆ１０和 ＡｒＴｎｆｒｓｆ１０
的蛋白质三级结构（图３）。结果表明：ＡｒＴｎｆｓｆ１０
和ＡｒＴｎｆｒｓｆ１０的三级结构与人的 ＴＲＡＩＬ和 ＤＲ５
高度相似。
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方框、星号、横线、虚线、阴影分别表示起始密码子、终止密码子、预测蛋白的胞内结构域、跨膜结构域和ＴＮＦ同源结构域。
Ｂｏｘ，ａｓｔｅｒｉｓｋ，ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌｌｉｎｅ，ｄａｓｈｅｄｌｉｎｅ，ａｎｄｓｈａｄｅｄｂｏｘｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｓｔａｒｔｃｏｄｏｎ，ｓｔｏｐｃｏｄｏｎ，ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｄｏｍａｉｎ，ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ
ｄｏｍａｉｎａｎｄＴＮＦｈｏｍｏｌｏｇｙｄｏｍａｉｎｏｆｔｈｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图１　小体鲟ｔｎｆｓｆ１０基因的ｃＤＮＡ及其氨基酸序列
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｃＤＮＡａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｎｆｓｆ１０ｏｆＡｃｉｐｅｎｓｅｒｒｕｔｈｅｎｕｓ

２．２　ＡｒＴｎｆｓｆ１０和ＡｒＴｎｆｒｓｆ１０的系统进化分析
将小体鲟ＡｒＴｎｆｓｆ１０和ＡｒＴｎｆｒｓｆ１０氨基酸序

列与代表性脊椎动物同源序列进行比对，发现

ＡｒＴｎｆｓｆ１０的氨基酸序列和斑点雀鳝的 Ｔｎｆｓｆ１０
相似性最高（７１．３４％），与小鼠 Ｔｎｆｓｆ１０的相似性
最低（２７．２７％），见表２。ＡｒＴｎｆｒｓｆ１０的氨基酸序
列和非洲爪蟾 Ｔｎｆｒｓｆ１０的相似性最高（５１．７５％），
和小鼠Ｔｎｆｒｓｆ１０的相似性最低（３２．９２％），见表３。

为了确定ＡｒＴｎｆｓｆ１０和ＡｒＴｎｆｒｓｆ１０与其同源
基因的系统进化关系，构建 ＡｒＴｎｆｓｆ１０和 Ａｒ
Ｔｎｆｒｓｆ１０的系统进化树。Ｔｎｆｓｆ１０进化树显示：人、
小鼠、非洲爪蟾、原鸡的 Ｔｎｆｓｆ１０聚为一支，Ａｒ
Ｔｎｆｓｆ１０与青

!

、斑马鱼、斑点雀鳝、河等辐鳍鱼

类的Ｔｎｆｓｆ１０聚为一支，且ＡｒＴｎｆｓｆ１０位于辐鳍鱼
类的基部［图４（ａ）］。与 Ｔｎｆｓｆ１０进化树相似，在
Ｔｎｆｒｓｆ１０进化树中：ＡｒＴｎｆｒｓｆ１０与青

!

、斑马鱼、斑

点雀鳝、河等辐鳍鱼类的 Ｔｎｆｒｓｆ１０聚为一支，且
ＡｒＴｎｆｒｓｆ１０位于辐鳍鱼类的基部［图４（ｂ）］。以
上结果表明：脊椎动物 Ｔｎｆｓｆ１０和 Ｔｎｆｒｓｆ１０进化速

度较快，但２个基因的系统进化树基本与脊椎动
物的物种进化树一致，ＡｒＴｎｆｓｆ１０和 ＡｒＴｎｆｒｓｆ１０
的氨基酸序列均与其辐鳍亚纲祖先的遗传距离较

近，代表了２个蛋白较原始的形式。
２．３　Ａｒｔｎｆｓｆ１０和 Ａｒｔｎｆｒｓｆ１０在小体鲟仔鱼中
的表达

为了了解 Ａｒｔｎｆｓｆ１０和 Ａｒｔｎｆｒｓｆ１０在小体鲟
仔鱼发育中的表达，采用整体原位杂交检测两者

在第４４期仔鱼中的表达。Ａｒｔｎｆｓｆ１０集中表达在
小体鲟头部的眶下管（ｉｏ）、前鳃盖管（ｐｏｐ）、躯干
后侧线系统（ｐｌｌ）、耳囊（ｏｖ）和腹侧吻端的神经丘
（ｎｍ）周围组织（图版Ⅰ）。空白对照组中没有明
显的信号，说明了 Ａｒｔｎｆｓｆ１０探针的特异性（图版
Ⅰ）。

Ａｒｔｎｆｒｓｆ１０的表达模式和 Ａｒｔｎｆｓｆ１０基本重
合，也主要表达于眶下管、前鳃盖管、躯干后侧线

系统、耳囊和腹侧吻端的神经丘周围组织（图版

Ⅱ）。２个基因的表达模式提示其可能在侧线发
育中发挥作用。

５７４



上 海 海 洋 大 学 学 报 ３２卷

方框、星号、波浪线、三角形、实线、虚线、阴影分别为起始密码子、终止密码子、信号肽、信号肽剪切位点、ＴＮＦ受体结合区、跨膜区及
死亡结构域。

Ｂｏｘ，ａｓｔｅｒｉｓｋ，ｗａｖｙｌｉｎｅ，ｔｒｉａｎｇｌｅ，ｓｏｌｉｄｌｉｎｅｓ，ｄａｓｈｅｄｌｉｎｅ，ａｎｄｓｈａｄｅｄｂｏｘｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔａｒｔｃｏｄｏｎ，ｓｔｏｐｃｏｄｏｎ，ｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ，ｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ
ｃｌｅａｖａｇｅｓｉｔｅ，ＴＮＦｒｅｃｅｐｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎ，ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｒｅｇｉｏｎａｎｄｄｅａｔｈｄｏｍａｉｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图２　小体鲟ｔｎｆｒｓｆ１０基因的ｃＤＮＡ及其氨基酸序列
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｃＤＮＡａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｎｆｒｓｆ１０ｏｆＡｃｉｐｅｎｓｅｒｒｕｔｈｅｎｕｓ

图３　小体鲟Ｔｎｆｓｆ１０（ａ）和
Ｔｎｆｒｓｆ１０（ｂ）蛋白质三级结构

Ｆｉｇ．３　ＴｅｒｔｉａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＴｎｆｓｆ１０（ａ）ａｎｄ
Ｔｎｆｒｓｆ１０（ｂ）ｏｆＡｃｉｐｅｎｓｅｒｒｕｔｈｅｎｕｓ

２．４　Ｂｉｏｙｍｉｆｉ处理导致神经丘毛细胞增多
为了研究ＡｒＴｎｆｓｆ１０和ＡｒＴｎｆｒｓｆ１０在小体鲟

仔鱼发育中的作用，利用人 Ｔｎｆｒｓｆ１０激活剂
Ｂｉｏｙｍｉｆｉ从３５期到４４期（侧线感受器扩增阶段）
对仔鱼进行持续处理，然后分析仔鱼的形态改

变。结果显示：Ｂｉｏｙｍｉｆｉ处理后，仔鱼的整体形态
没有明显的改变。

由于 Ａｒｔｎｆｓｆ１０和 Ａｒｔｎｆｒｓｆ１０主要表达在小
体鲟仔鱼的腹面吻端侧线感受器周围，用小清蛋

白抗体标记４４期小体鲟的侧线机械感受器和电
感受器的感觉细胞，分析 Ｂｉｏｙｍｉｆｉ处理是否影响
小体鲟腹面吻端侧线机械感受器和电感受器的

发育。结果显示：经过Ｂｉｏｙｍｉｆｉ处理后，小体鲟腹
面吻端眶下侧线管神经丘内的感觉细胞毛细胞
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数量显著增多（Ｐ＜０．０１）；而眶下管外侧的壶腹
器官感觉细胞数量没有显著变化（图５）。该结果
提示，Ｔｎｆｓｆ１０信号可能特异性参与小体鲟侧线神
经丘的发育。

３　讨论

本研究在小体鲟中克隆了 Ａｒｔｎｆｓｆ１０和 Ａｒ
ｔｎｆｒｓｆ１０基因，并对它们的氨基酸序列特征和系统
进化进行了分析，发现 ＡｒＴｎｆｓｆ１０和 ＡｒＴｎｆｒｓｆ１０
位于辐鳍亚纲分支的基部，代表了辐鳍亚纲的原

始形式。另外，Ａｒｔｎｆｒｓｆ１０与 Ａｒｔｎｆｓｆ１０的表达模
式基本相同，均在侧线感觉上皮中表达。且

Ｔｎｆｒｓｆ１０的小分子激活剂 Ｂｉｏｙｍｉｆｉ可特异性地促
进侧线神经丘毛细胞的发育。这些结果表明：小

体鲟 Ｔｎｆｓｆ１０Ｔｎｆｒｓｆ１０代表了辐鳍亚纲的原始形
式，且可能参与侧线机械感受器的发育。

图４　小体鲟与其他代表性脊椎动物Ｔｎｆｓｆ１０（ａ）
和Ｔｎｆｒｓｆ１０（ｂ）的系统进化树

Ｆｉｇ．４　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｓｏｆＴｎｆｓｆ１０（ａ）
ａｎｄＴｎｆｒｓｆ１０（ｂ）ｉｎｓｔｅｒｌｅｔａｎｄ
ｏｔｈｅｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｖｅｒｔｅｂｒａｔｅｓ

（ａ）小体鲟腹侧吻端神经丘和壶腹器官的分布；（ｂ）利用小清蛋白标记Ａ图中方框处的神经丘和壶腹电感受器的感觉细胞，两虚
线间是神经丘（ＮＭ），外侧是壶腹电感受器（ＡＯ）；（ｃ）Ｂｉｏｙｍｉｆｉ处理后，机械和壶腹感受器的感觉细胞定量分析。ＩＯ．眶下侧线管
道；ｄｉｏ．背侧眶下壶腹区域；ｖｉｏ．腹侧眶下壶腹区域；ａｐｐ．前鳃盖骨壶腹区域；ｐｐ．前鳃盖骨侧线管道。标尺：２００μｍ。
（ａ）Ｔｈｅｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｎｅｕｒｏｍａｓｔｓａｎｄａｍｐｕｌｌａｒｙｏｒｇａｎｉｎｖｅｎｔｒａｌｓｉｄｅｏｆｈｅａｄ；（ｂ）Ｔｈｅｓｅｎｓｏｒｙｃｅｌｌｏｆｖｅｎｔｒａｌ
ｎｅｕｒｏｍａｓｔ（ＮＭ）（ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｄｏｔｔｅｄｌｉｎｅｓ）ａｎｄａｍｐｕｌｌａｒｙｏｒｇａｎｓ（ＡＯ）（ｏｕｔｓｉｄｅｏｆｔｈｅｄｏｔｔｅｄｌｉｎｅｓ）ｉｎｔｈｅｂｏｘｏｆＡｌａｂｅｌｅｄｗｉｔｈ
ｐａｒｖａｌｂｕｍｉｎ；（ｃ）ＴｈｅｓｅｎｓｏｒｙｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｉｎｎｅｕｒｏｍａｓｔａｎｄａｍｐｕｌｌａｒｙｏｒｇａｎａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＢｉｏｙｍｉｆｉ．ＩＯ．Ｉｎｆｒａｏｒｂｉｔａｌｌａｔｅｒａｌｌｉｎｅｃａｎａｌ；
ｄｉｏ．Ｄｏｒｓａｌｉｎｆｒａｏｒｂｉｔａｌａｍｐｕｌｌａｒｙｆｉｅｌｄ；ｖｉｏ．Ｖｅｎｔｒａｌｉｎｆｒａｏｒｂｉｔａｌａｍｐｕｌｌａｒｙｆｉｅｌｄ；ａｐｐ．Ａｎｔｅｒｉｏｒｐｒｅｏｐｅｒｃｕｌａｒａｍｐｕｌｌａｒｙｆｉｅｌｄ；ｐｐ．
Ｐｒｅｏｐｅｒｃｕｌａｒｌａｔｅｒａｌｌｉｎｅｃａｎａｌ．Ｓｃａｌｅｂａｒ：２００μｍ．

图５　Ｂｉｏｙｍｉｆｉ促进小体鲟侧线机械感觉细胞的形成
Ｆｉｇ．５　ＢｉｏｙｍｉｆｉｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｓｅｎｓｏｒｙｃｅｌｌｉｎｍｅｃｈａｎｏｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎＡｃｉｐｅｎｓｅｒｒｕｔｈｅｎｕｓ

３．１　Ｔｎｆｓｆ１０和Ｔｎｆｒｓｆ１０的进化分析
ＴＮＦＳＦ和ＴＮＦＲＳＦ对多细胞动物的免疫和发

育非常重要，原始多细胞动物的 ｔｎｆｓｆ和 ｔｎｆｒｓｆ祖
先基因经过多轮复制产生了多个家族成员。目

前在人类中发现了１９个ｔｎｆｓｆ和２９个ｔｎｆｒｓｆ基因，
但在低等脊椎动物中鉴定的 ｔｎｆｓｆ和 ｔｎｆｒｓｆ基因家
族成员较少。在小体鲟胚胎 ｃＤＮＡ中克隆的
ｔｎｆｓｆ１０和 ｔｎｆｒｓｆ１０与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中转录组拼
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接的小体鲟 ｔｎｆｓｆ１０和 ｔｎｆｒｓｆ１０序列比对后发现，
小体鲟胚胎 ｃＤＮＡ中克隆的 ｔｎｆｓｆ１０和 ｔｎｆｒｓｆ１０仅
存在少量碱基变异，这证明小体鲟 ｔｎｆｓｆ１０和
ｔｎｆｒｓｆ１０拼接正确。小体鲟 Ｔｎｆｓｆ１０和 Ｔｎｆｒｓｆ１０与
人同源基因的相似性分别为２９．０９％和３４．２３％，
但关键氨基酸和功能性结构域都很保守，且三维

建模结构与人的 ＴＲＡＩＬ和 ＤＲ５基本一致。这暗
示Ａｒｔｎｆｓｆ１０和 Ａｒｔｎｆｒｓｆ１０虽发生了一定程度的
变异，但 结 构 具 有 保 守 性。另 外，人 ＤＲ５
（Ｔｎｆｒｓｆ１０Ｂ）的激活剂 Ｂｉｏｙｍｉｆｉ处理后，小体鲟侧
线机械感受器毛细胞数量的改变也从侧面说明

了小体鲟 Ｔｎｆｒｓｆ１０与人 Ｔｎｆｒｓｆ１０Ｂ结构高度相似。
基于辐鳍亚纲和肉鳍亚纲物种Ｔｎｆｓｆ１０和Ｔｎｆｒｓｆ１０
构建的进化树显示，小体鲟 Ｔｎｆｓｆ１０和 Ｔｎｆｒｓｆ１０位
于硬骨鱼分支的基部，平行于四足动物的分支。

ＡｒＴｎｆｓｆ１０和ＡｒＴｎｆｒｓｆ１０代表了辐鳍亚纲 Ｔｎｆｓｆ１０
和Ｔｎｆｒｓｆ１０原始的形式，这为研究 Ｔｎｆ及其受体
超家族在脊椎动物中的进化奠定了基础。

３．２　ｔｎｆｓｆ１０和ｔｎｆｒｓｆ１０基因的表达模式
人类 ｔｎｆｓｆ１０在成体多种免疫细胞中表达，

如：自然杀伤（ＮＫ）细胞、Ｔ细胞和树突状细胞
（ＤＣ）等；而ｔｎｆｒｓｆ１０的表达更为广泛，在肝、小肠、
脾、胸腺、外周血中的白细胞和活化 Ｔ细胞等正
常细胞和癌细胞中均有表达［１２１３］。虹鳟的ｔｎｆｓｆ１０
在前肾、后肾、表皮、鳃和肠等多个免疫器官表

达［１４］。斑马鱼的ｔｎｆｒｓｆ１０在卵巢中最为丰富，鳃、
心脏、肌肉和肾等组织也都有表达［１５］。相对于成

体免疫细胞中的表达，ｔｎｆｓｆ１０和ｔｎｆｒｓｆ１０在胚胎中
的表达更为特异。斑马鱼的 ｔｎｆｓｆ１０和 ｔｎｆｒｓｆ１０主
要在脊索、耳囊、侧线系统和中间细胞群中表

达［５］。小体鲟 Ａｒｔｎｆｓｆ１０和 Ａｒｔｎｆｒｓｆ１０基因在躯
干的水平肌隔和头部的腹侧表皮表达，这些位置

为侧线机械感受器所在部位。成体和胚胎的表

达模式差异暗示：ｔｎｆｓｆ１０和ｔｎｆｒｓｆ１０在成体和胚胎
阶段发挥不同的功能，在成体免疫细胞中更多地

参与免疫反应，而在早期发育阶段则参与特定组

织器官的发育。

３．３　ＴｎｆｓｆＴｎｆｒｓｆ信号特异参与侧线神经丘的
发育

ＴｎｆｓｆＴｎｆｒｓｆ信号早期被作为癌症治疗的重要
靶标，通过激活癌细胞中的 ＴｎｆｓｆＴｎｆｒｓｆ信号诱导
癌细胞凋亡［１］。近些年发现，ＴｎｆｓｆＴｎｆｒｓｆ信号还
广泛参与造血系统、视网膜和神经系统的发育、

再生［６７，１６］。敲低 Ｔｎｆｒ２和 Ｔｎｆα导致斑马鱼血管
内皮细胞转化形成造血干细胞被抑制，这个过程

是通过ＮＦｋＢ介导的［６］。敲低 Ｔｎｆα会抑制斑马
鱼缪勒氏细胞增殖及视网膜的再生［７］。在小鼠

中敲除 ＣＤ９５也导致脑中神经干细胞的减少［１６］。

研究发现：Ｂｉｏｙｍｉｆｉ处理促进小体鲟神经丘毛细
胞的发育，但对壶腹电感受器感觉细胞影响不显

著，这暗示Ｔｎｆｓｆ１０信号特异性促进侧线神经丘毛
细胞的形成。该结果与在斑马鱼中观察到的现

象相一致。这说明 Ｔｎｆｓｆ１０Ｔｎｆｒｓｆ１０信号除了参
与免疫外，在原始的硬骨鱼中还表现出参与器官

发育的作用。

综上，小体鲟Ｔｎｆｓｆ１０和 Ｔｎｆｒｓｆ１０代表了硬骨
鱼同源蛋白的原始形式，可能特异性参与侧线神

经丘的发育。
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