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摘　要：ＣＣ趋化因子是一类能够促进动物体内炎症部位的各种白细胞的补充、激活和黏附的趋化性细胞因
子家族�是鱼类天然免疫系统的重要组成部分。分析了从草鱼肠道 ｃＤＮＡ文库中筛选到的 ＣＣ趋化因子基因
ＣＣＬ24�并克隆了阅读框区域内的基因组序列。序列分析表明�ＣＣＬ24基因由4个外显子和3个内含子组成；
外显子拼接的序列与ＣＣＬ24ｃＤＮＡ序列完全一致�编码95个氨基酸�有2个相邻的半胱氨酸 （ＣＣ）�为典型的
ＣＣ趋化因子亚家族成员。此外�还发现草鱼ＣＣＬ24基因存在可变剪接现象�第1内含子没有被剪切掉的非正
常转录本翻译后可能产生没有ＣＣ趋化因子活性的24个氨基酸的短肽�而且这种转录本在精巢、头肾、皮肤、
肝胰脏、肠道、肌肉、肾脏等组织均检测到；而正常剪接的ＣＣＬ24转录本�仅在肾脏和肠道中检测到�且其表达
量要明显低于非正常剪接的转录本。
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　　鱼类在进化图谱上代表着仅具有天然免疫

系统的动物和主要依赖获得性免疫动物的中间

类群 ［1］�相对于高等脊椎动物�鱼类获得性免疫
系统并不完善。因此�鱼类抗感染过程中更为依
赖于反应较快的先天免疫系统。ＣＣ趋化因子
（ＣＣＣｈｅｍｏｋｉｎｅ）是趋化因子家族中的最大一个
基因家族�能够刺激受感染或损伤部位免疫细胞
的补充、激活和黏附 ［2］�在鱼类先天免疫反应中
起重要的作用。人类ＣＣ亚家族成员多数基因定
位于第17对染色体�主要对单核细胞、嗜酸性粒
细胞、树突状细胞、自然杀伤细胞 （ＮＫｃｅｌｌ）、Ｔ淋
巴细胞和Ｂ淋巴细胞等具有强大趋化活性 ［3］�哺
乳动物中已发现 28个 ＣＣ趋化因子 （ＣＣＬ1-
ＣＣＬ28） ［4－5］。近年来�在鲤 （Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ） ［1］、
条纹狗鱼 （Ｔｒｉａｋｉｓｓｃｙｌｌｉａ） ［2］、牙鲆 （Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ
ｏｌｉｖａｃｅｕｓ） ［6］、虹鳟 （Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ） ［7］、斑点
叉尾 （ Ｉｃｔａｌｕｒｕｓｐｕｎｃｔａｔｕｓ） ［8］ 和蓝叉尾
（Ｉｃｔａｌｕｒｕｓｆｕｒｃａｔｕｓ） ［9－11］等中相继分离到ＣＣ趋化
因子基因�利用生物信息学手段在大唇朴丽鱼
（Ｐａｒａｌａｂｉｄｏｃｈｒｏｍｉｓ ｃｈｉｌｏｔｅｓ）、 金 拟 丽 鱼

（Ｍｅｌａｎｏｃｈｒｏｍｉｓａｕｒａｔｕｓ）和 猫 鲨 （Ｓｃｙｌｉｏｒｈｉｎｕｓ
ｃａｎｉｃｕｌａ）中也鉴定出ＣＣ趋化因子基因 ［2］。本研
究克隆和分析了草鱼 （Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌｕｓ）
ＣＣ趋化因子基因ＣＣＬ24�并发现该基因存在可变
剪接现象。
1　材料与方法
1．1　样品来源和核酸抽提

草鱼购于上海市临港新城古棕路菜市场�活
体运回实验室�经检查无明显病症。分别取6尾
草鱼的精巢、头肾、皮肤、肝胰脏、肠道、肌肉、肾
脏等组织�采用Ｔｒｉｚｏｌ试剂 （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）抽提上述
各组织的总 ＲＮＡ�具体方法参考杨琳琳等 ［12］。
采用酚－氯仿抽提法用草鱼包埋于肌肉内的鳍
条组织抽提草鱼基因组 ＤＮＡ�博大泰克基因组
ＤＮＡ快速纯化回收试剂盒纯化。
1．2　ｃＤＮＡ序列分析和蛋白质预测分析

在本实验室构建的草鱼肠道ｃＤＮＡ文库中大

规模测序所得的 ＥＳＴ（表达标签序列 ）中�通过
ＢＬＡＳＴ分析初步鉴定出一种 ＣＣ趋化因子�进一
步通过反向引物测序�得到了覆盖整个读码框的
ｃＤＮＡ序列。利用 ＭＥＧＡ4．0对编码氨基酸序列

与ＧｅｎＢａｎｋ比对结果中同源性较高的5个基因
编码的氨基酸序列进行系统进化分析 ［6］�利用
Ａｎｔｈｅｐｒｏｔ5．0软件预测蛋白的等电点和分子
量 ［13］�用 ＤＮＡＳｔａｒ的 Ｐｒｏｔｅａｎ进行亲／疏水性分
析 ［13］�用ｓｉｇｎａｌＰ进行信号肽分析 ［14］�用 ＴＭｐｒｅｄ
进行跨膜结构分析 ［14］�用ＳＯＰＭＡ软件预测蛋白
的二级结构 ［13］。
1．3　基因组序列的克隆

在阅读框两端设计一对引物用于扩增该ＣＣ

趋化因子的基因组序列�ＣＣＬ24上游引物为5′-
ＴＣＡＧＡＡＧＴＴＴＣＴＣＴＧＴＧＴＧＧＡＴＴＡＣ-3′�ＣＣＬ24下
游引物为 5′-ＧＣＧＴＴＣＴＴＡＧＡＴＧＧＡＡＴＴＣＴＣＡＧ-
3′。以纯化的ＤＮＡ为模板�25μＬＰＣＲ反应体系
为：2．5μＬ10×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ�1．5μＬＭｇＣｌ2 （25
ｍｍｏｌ／Ｌ）�0．5μＬｄＮＴＰ（10ｍｍｏｌ／Ｌ）�上下游引
物各1μＬ�ＤＮＡ模板1μＬ（0．1μｇ／μＬ）�Ｔａｑ酶
0．5μＬ�Ｈ2Ｏ17μＬ。ＰＣＲ反应条件为：94℃预
变性5ｍｉｎ�然后94℃30ｓ�52℃30ｓ�72℃90
ｓ�32个循环�最后72℃延伸10ｍｉｎ。ＰＣＲ产物
经1％琼脂糖凝胶电泳�胶回收�将胶回收产物克
隆至Ｔ载体 （Ｐｒｏｍｅｇａ公司 ）中�转化入ＴＯＰ10感
受态细胞�挑取阳性克隆送至上海鼎安生物技术
有限公司测序。
1．4　ＲＴ-ＰＣＲ

取1μｇ来自以上各种草鱼组织抽提的总
ＲＮＡ�按Ｍ-ＭＬＶ反转录系统 （Ｐｒｏｍｅｇａ公司 ）说明
书要求�逆转录为单链的ｃＤＮＡ。然后取2μＬ单
链的ｃＤＮＡ作模板�以如上的一对ＣＣＬ24引物或
用来调查组织特异性的ＲＮＡ可变剪辑的一对引

物ＣＣＬ24ｂ （上游引物为：5′-ＴＣＡＧＡＡＧＴＴＴＣＴＣＴ
ＧＴＧＴＧＧＡＴＴＡＣ-3′；下游引物为：5′-ＣＡＣＡＧＣＧＴＣ
ＴＧＧＧＧＴＡＴＴＴＡＧ-3′）进行ＰＣＲ扩增。25μＬＰＣＲ
反应体系为：2．5μＬ10×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ�1．5μＬ
ＭｇＣｌ2（25ｍｍｏｌ／Ｌ）�0．5μＬｄＮＴＰ（10ｍｍｏｌ／Ｌ）�
上下游引物各1μＬ�ｃＤＮＡ模板2μＬ�Ｔａｑ酶0．5
μＬ�Ｈ2Ｏ16μＬ。ＰＣＲ反应条件为：94℃预变性
5ｍｉｎ�然后94℃30ｓ�52℃30ｓ�72℃30ｓ�32
个循环�最后72℃延伸10ｍｉｎ。ＲＴ-ＰＣＲ产物经
1．5％琼脂糖凝胶电泳�拍照。
2　结果
2．1　草鱼ＣＣＬ24基因的分析

在草鱼肠道ｃＤＮＡ文库中�得到该序列长为
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1059ｂｐ�含有完整的读码框�有完整的ＰｏｌｙＡ及
ＰｏｌｙＡ加尾信号ＡＡＴＡＡ。该基因编码由95个氨
基酸残基组成的蛋白质 （图1）。预测的氨基酸序
列在其氨基端存在2个相邻的半胱氨酸�为典型
的ＣＣ亚家族的趋化因子�ＧｅｎＢａｎｋ比对显示其
与斑马鱼ＣＣＬ24有76％相似性�此序列已提交至
ＧｅｎＢａｎｋ（接受号为 ＦＫ939143）。进一步利用该
序列编码的氨基酸序列进行系统进化分析�确定

该序列为草鱼的ＣＣＬ24基因 （图2）。
ＣＣＬ24其编码蛋白分子量为10370．399ｕ�

等电点为8．39；氨基端有较多的疏水性残基�羧
基端有较多的亲水性残基�具有很强的抗原性；
具信号肽和跨膜结构域�二级结构以α螺旋和随
机卷曲为主�间或有β转角�与已报道的ＣＣ趋化
因子结构特点相一致。

图1　ＣＣＬ24基因ｃＤＮＡ序列与氨基酸序列
Ｆｉｇ．1　ｃＤＮＡａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＣＣＬ24ｇｅｎｅ

方框表示起始密码子和终止密码子�双下划线表示加尾信号�单下划线表示ＰｏｌｙＡ尾�∗表示翻译终止。

图2　ＣＣＬ24氨基酸的系统进化树
Ｆｉｇ．2　ＴｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｆｉｓｈＣＣＬ24

Ｍｅｇａ4．0软件中的 ＮＪ法建树�500次重复计算 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值；
比例尺＝0．1�表示进化距离。

2．2　可变剪接和ＣＣＬ24基因组序列
ＲＴ-ＰＣＲ扩增覆盖草鱼ＣＣＬ24阅读框区域的

ｃＤＮＡ序列�在肠道组织中扩增到一个524ｂｐ的

长片段和一个379ｂｐ的短片段 （如图3）�将二者
测序结果比较发现�长片段仅比短片段多出一段
145ｂｐ的序列�其余碱基组成均一致�而且多出
的这段序列碱基序列为：ＧＴ－ＡＧ�为典型的内含
子序列�判断此片段可能存在可变剪接。通过进
一步克隆测序分析覆盖读码框的基因组序列�得
到1161ｂｐ的 ＤＮＡ序列。将上述 2个片段的
ｃＤＮＡ序列与克隆得到的基因组序列比较分析发

现�379ｂｐ的短片段是基因组序列剪切掉3个长
度分别为145ｂｐ、529ｂｐ和105ｂｐ的3个内含子
片段而得�524ｂｐ的长片段则只剪切掉了529ｂｐ
和105ｂｐ的2个内含子序列�这3个内含子的基
因序列都是5′（ＧＴ）－ （ＴＧ）3′这样典型的内含子
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序列。克隆的这段阅读框内有3个内含子、4个
外显子�ＣＣＬ24基因的可变剪接模式见图4。
　　通过分析草鱼ＣＣ趋化因子ＣＣＬ24两个转录
本�翻译出其两段不同的氨基酸序列�长片段由
于在正常剪切阅读框的第68位碱基处多出一段
145ｂｐ的序列�而导致终止密码子 （ＴＧＡ）提前�
翻译出一段没有 ＣＣ趋化因子活性的24个氨基
酸的短肽�见图4和图5。生物信息学分析显示�
无ＣＣ趋化因子活性的短肽分子量为2634．266ｕ�
等电点为3．805�具疏水性�无抗原性；具跨膜结
构域�信号肽剪切位点位于其23位氨基酸残基
处。

图3　ＣＣＬ24基因在肠道组织中的表达
Ｆｉｇ．3　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＣＬ24ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ
ｉｓｏｆｏｒｍｓｉｎｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎｅｔｉｓｓｕｅｏｆｔｈｅｇｒａｓｓｃａｒｐ

图4　ＣＣＬ24基因的可变剪接模式
Ｆｉｇ．4　ＴｈｅｇｅｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｔｈｅａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｓｐｌｉｃｉｎｇｏｆＣＣＬ24

黑色表示外显子�白色表示内含子。

图5　ＣＣＬ24基因可变剪接的序列分析
Ｆｉｇ．5　ＴｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｓｐｌｉｃｉｎｇｏｆＣＣＬ24ｇｅｎｅ

起始密码子用下划线表示�终止密码子用方框表示�阴影部分为内含子序列。
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2．3　ＣＣＬ24基因可变剪接的组织特异性
用跨越长为145ｂｐ的内含子的1对引物�对

草鱼精巢、头肾、皮肤、肝胰脏、肠道、肌肉和肾脏
组织的ＣＣＬ24基因的表达进行了检测。如图6
所示�在精巢、头肾、皮肤、肝胰脏和肌肉中得到
了没有剪切内含子的长为339ｂｐ的片段�而在肠
道和肾脏中扩增同时得到339ｂｐ的长片段和剪
切掉内含子的长为194ｂｐ的片段�可见�ＣＣＬ24
的可变剪接存在组织性差异。此外�内含子没有
被剪切的339ｂｐ的转录本的表达强度�明显要高
于内含子被正常剪切的194ｂｐ的转录本的表达
强度。
3　讨论

趋化因子是对白细胞具有趋化作用的一类

家族�根据其氨基酸序列结构基序的不同分为几
个亚家族。本研究克隆和分析的是一种ＣＣ趋化
因子�氨基端存在2个相邻的半胱氨酸�为典型
的ＣＣ亚家族的趋化因子。基于与序列同源相似

性比对及系统进化分析�发现该草鱼 ＣＣ趋化因
子为斑马鱼 ＣＣＬ24的同源基因。通过对此草鱼
ＣＣＬ24编码蛋白的生物信息学特征分析�表明其
氨基端是疏水性结构�而羧基端具亲水性�有明
显的表面抗原结构�具信号肽和跨膜结构域�其
二级结构以α螺旋和随机卷曲为主�间或有β转
角。ＣＣ趋化因子羧基端的亲水结构有利于其趋
化性�对ＣＣ趋化因子的功能发挥有重要的作用。
而大部分的趋化因子都产生有信号肽的前体蛋

白�经剪切加工后�成熟的蛋白分子分泌外细
胞�起趋化作用。大多的 ＣＣ趋化因子都具有跨
膜结构域�以利于其在细胞内外穿梭行使免疫因
子的功能。已报道的鱼类ＣＣ趋化因子基因的二
级结构多以 α螺旋和随机卷曲为主�与预测的
ＣＣＬ24的二级结构一致。本研究通过生物信息
学方法对草鱼ＣＣ趋化因子基因ＣＣＬ24编码蛋白
分析�了解了其氨基酸组成、各类结构域以及其
二级结构�对了解 ＣＣ趋化因子的结构和功能有
重要帮助�也为研究其免疫调控机制和 ＣＣ趋化
因子与受体的作用奠定了基础。

图6　ＣＣＬ24在草鱼各组织中的可变剪接分析
Ｆｉｇ．6　ＤｉｆｆｅｒｅｎｃｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＣＣＬ24ｉｎｔｈｅｔｉｓｓｕｅｓｏｆＣｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌｕｓ

1－7分别为精巢、头肾、皮肤、肝胰脏、肠道、肌肉、肾脏�Ｍ为ＤＬ2000。

　　鱼类中报道较多的ＣＣ趋化因子是斑点叉尾

ＣＣ趋化因子家族�鉴定其绝大多数ＣＣ趋化因
子的基因结构是由3个外显子和2个内含子组
成�或由4个外显子和3个内含子组成 ［15］。本实
验对草鱼ＣＣ趋化因子基因ＣＣＬ24编码框区域分
析结果显示�其编码框区域由4个外显子和3个
内含子组成。

本研究发现草鱼ＣＣＬ24基因存在ＲＮＡ可变
剪接现象。可变剪接指ＲＮＡ剪接过程中外显子
或内含子有目的地被去除�从而产生各种成熟的
ｍＲＮＡ�是基因表达调控的重要途径之一。40％
～60％的人类基因发现有可变剪接现象�可变剪
接已成为实现人类基因组功能复杂性的主要途

径之一 ［16］。在人趋化因子 ＣＣＬ14中�也发现存
在可变剪接现象 ［17］。在人类精巢组织中�至少检

测到趋化因子超家族成员ＣＫＬＦＳＦ1基因的23种
可变剪接产物 ［18］。在斑点叉尾 ＣＣ趋化因子

家族也发现可变剪接现象�在斑点叉尾 脾脏和

肝脏组织中检测到 ＳＣＹＡ126基因的2种可变剪
接产物 ［19］。本研究中�由于一个145ｂｐ的内含
子没有被剪切掉�而此内含子中的ＴＧＡ刚好成为
终止密码子�提前终止了完整 ＣＣＬ24基因的翻
译�结果导致其翻译产物仅为24个氨基酸的短
肽�失去了ＣＣＬ24蛋白的正常功能。

这种可变剪接在不同的组织中表现不同�内
含子没有被剪切掉的转录本�在草鱼各种组织中
都有表达�而正常剪接的转录本�只有在部分组
织中表达�而且内含子没有被剪切掉的转录本的
表达强度要明显高于正常剪接的转录本。仅根
据本研究的结果�还不能很好地解释这种现象。
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在人类中�通过比较分析人类基因组序列和各种
组织的 ＥＳＴ序列�发现 ＲＮＡ可变剪接存在明显
的组织特异性 ［16］�不同组织进行不同的可变剪接
是有一定的生物学意义的。
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