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大黄鱼冷诱导结合蛋白(CIRP)基因cDNA克隆及

低温胁迫对其时空表达的影响

苗    亮，  李明云*，  陈莹莹，  胡    谋，  陈    炯
(宁波大学教育部应用海洋生物技术重点实验室，浙江 宁波    315211)

摘要：为研究冷诱导结合蛋白(CIRP)在大黄鱼低温适应过程中的作用，采用同源克隆技
术获得了大黄鱼CIRP基因，并通过实时荧光定量PCR (qRT-PCR)技术检测了低温胁迫下
大黄鱼各组织中CIRP基因的表达变化。结果显示，大黄鱼CIRP基因cDNA序列全长1211 bp，
推测编码一个由182个氨基酸组成、分子量为19 ku的蛋白。序列比对显示硬骨鱼类
CIRP基因序列较为保守，特别是N端的RNA识别基序(RRM)高度保守。系统进化树分析
显示大黄鱼CIRP与银鳕相似性最高(81.5%)，所有硬骨鱼类聚为一个大支。慢性低温胁
迫中(12 °C缓降至6 °C)，皮肤和肌肉中CIRP基因的表达量呈随温度降低而升高的趋势，6 °C
时表达量分别为12 °C时的11.56倍和9.03倍；鳃、脑和心脏中CIRP基因表达量均呈先显著
上升后显著下降的趋势，其峰值均出现在8 °C时，表达量分别为12 °C时的5.07、7.69
和2.83倍；肠、肾脏、肝脏和脾脏中的表达量随温度降低而下降，6 °C时的表达量最
低，与12 °C时相比降幅分别为80.0%、65.6%、91.2%、55.6%。急性低温胁迫(由12 °C骤
降至8 °C并胁迫4 h)条件下，鳃、皮肤、脑、肝脏、心脏中CIRP基因表达量均呈先升高
后降低的变化，反映了机体对低温胁迫的应激、适应过程；肌肉和肠中的表达量则始终
显著低于胁迫前。慢性和急性低温胁迫中各组织CIRP表达量变化的差异提示，大黄鱼机
体在低温胁迫响应和适应中有着多种调节机制。研究表明，CIRP基因参与了大黄鱼应对
低温胁迫的过程。
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大黄鱼 ( L a r i m i c h t h y s  c r o c e a )为鲈形目

(Perciformes)、石首鱼科 (Sciaenidae)、黄鱼属

(Larimichthys)的一种暖水性鱼类，是浙江、福建

沿海的重要海水养殖鱼类之一 [1]。近年来，冬季

寒潮多次侵袭我国东海与南海沿岸，低温致使

网箱养殖的大黄鱼大量死亡，经济损失惨重 [2]。

选育耐低温能力强的大黄鱼、解决浙江等海区

大黄鱼越冬难的问题是养殖业的迫切需求。目

前对大黄鱼耐低温的研究主要集中在生理生化

和蛋白质组等方面 [3-6]，结果显示，大黄鱼在低

温环境下血清生理生化、抗氧化水平、组织酶

活、蛋白质组等的变化，均是基因差异表达和

调控的综合体现。Xu等 [7]和刘浩 [8]均对大黄鱼硬

脂酰辅酶A去饱和酶-1(SCD1)基因在低温下的表

达变化和对细胞膜流动性的影响进行了研究，

但要探究大黄鱼的低温耐受机理，仍需要在基

因水平上做更多的探索。

冷诱导结合蛋白(cold inducible RNA-binding
protein, CIRP)是1997年Nishiyama等 [9]从小鼠睾丸

细胞中发现的一种参与机体应激调节 (如冷应

激、紫外线照射、缺氧等 )的蛋白。研究发现，

冷应激可诱导CIRP过量表达，会抑制细胞的生
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长和代谢，并使细胞分裂G1期延长 [10]。非应激

状态下细胞中CIRP含量较少，蓄积在细胞核的

应激颗粒中；当受到环境胁迫时，机体细胞通

过IRES翻译机制增加CIRP的合成[9，11]，并从细胞

核转移至细胞质中，参与DNA损伤修复、保障

转录和翻译的稳定，使细胞、组织快速适应外

界反应，对机体发挥保护性作用 [12]。另外CIRP
还参与生殖发育调节、肿瘤发生、冬眠等多种

生理过程[13]。目前已获取了大西洋鲑(Salmo salar)、
牙鲆 (Paralichthys olivaceus)、斑马鱼 (Danio
rerio)、虹鳟 (Oncorhynchus mykiss)等鱼类的

CIRP基因序列，序列比对分析显示与哺乳类、

两栖类的CIRP基因有较高的保守性，并且参与

低温、渗透压等胁迫下的应激调节[14-15]。

2013—2014年，本实验对大黄鱼进行了急

性、慢性低温胁迫，然后对CIRP基因cDNA全长

进行了克隆及序列分析，并研究了低温胁迫对

其时空表达的影响  ，旨在了解CIRP在大黄鱼对

抗低温胁迫中的作用机制，进一步从分子水平

理解大黄鱼的低温适应性，为研究其他鱼类应

对低温胁迫的分子机制提供参考。

1    材料与方法

1.1    实验对象

实验用鱼为象山港湾水产苗种有限公司网

箱养殖的1龄“东海1号”大黄鱼，共400尾，体质

量44.58~56.66 g、体长15.51~17.08 cm。鱼在水泥

池中暂养2 d，水温与其生活海区水温一致，然

后进行低温实验。暂养和实验期间均不喂食，

每天换同温度过滤海水1次，换水量约1/3。

1.2    低温胁迫实验及样品采集

分别对大黄鱼进行慢性和急性低温胁迫实验，

通过Bilon DC型低温恒温循环水槽控制水温。模

拟养殖海区冬季水温降低的一般规律进行慢性

低温胁迫，在暂养水泥池中将水温从12.0 °C开

始以0.5 °C/d的速率进行降温，每次降温后维

持24 h；分别在水温降至10、8和6 °C并稳定2 h
后取样，每次随机取6尾存活且正常的鱼。

急性低温胁迫中根据冬季冷空气来临时海

区水温可突降4 °C的实际情况，随机将30尾鱼从

暂养池(水温12 °C)直接放入8 °C的实验池中，分

别在低温胁迫前(0 h)和胁迫后0.5、2和4 h 4个时

间点取样，每次随机取 6尾存活且正常的鱼。

实验共设置3个重复；经测量，实验期间水温

为(8±0.2) °C。

每次取样时用丁香酚将大黄鱼麻醉后立即

解剖取鳃、皮肤、肌肉、肠、脑、肾脏、肝

脏、脾脏、心脏等组织，液氮速冻后–80 °C冰箱

保存，用Trizol法提取各组织总RNA。

1.3    大黄鱼CIRP基因cDNA全长克隆及序列分析

根据已知鱼类CIRP基因保守序列设计引物

CIRP(+)/CIRP(–)；以肝脏总RNA为模板反转录

合成 cDNA，以 cDNA为模板扩增CIRP基因片

段。根据克隆得到的CIRP部分片段设计特异性

引物CIRP-3 GSP Outer/CIRP-3 GSP Inner和CIRP-5
GSP Outer/CIRP-5 GSP Inner，用3′-Full  RACE
Core Set Ver.2.0(TaKaRa)和BD SMARTTM RACE
cDNA Ampilification Kit (Clontech)进行3′RACE
和5′RACE扩增大黄鱼CIRP基因cDNA序列的3′端
和5′端序列，步骤和操作均按说明书进行。引物

合成和测序均由生工生物工程(上海)股份有限公

司进行(表1)。
对测序结果拼接后获得大黄鱼CIRP基因cDNA

序列，进行BLASTX分析 (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/)，用SignalP 4.0程序进行信号肽序列预测

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)，用

ClustalW程序进行多重序列比对(http://clustalw.ddbj.
nig.ac.jp/)，用MEGA 4.0软件构建系统进化树[16]。

表 1    克隆大黄鱼CIRP基因所用引物信息

Tab. 1    The information of primers used for
cloning CIRP gene of L. crocea

引物

primer name
序列(5′-3′)

sequence(5′-3′)

CIRP(+) GCAGATCTCGCGGTTTCGGCT

CIRP(–) CGTGTGCAGCATAGCCGTCGT

CIRP-3 GSP Outer CAGAGGACGCTAAAGACGCAAT

CIRP-3 GSP Inner AGTGACCGCTCTGGAACCTA

CIRP-5 GSP Outer TCTCCACCCCCGAAACATCT

CIRP-5 GSP Inner GCTGTCATTGCGTCTTTAG

CIRP-RT(+) TGGCTGCGGCCTTCGGCAAATA

CIRP-RT(–) TGCCACGCTGGCCCGATGAAAA

β-actin-RT(+) ACGTTGCCATCCAGGCTGTGCT

β-actin-RT(–) ACGCACGATTTCCCTCTCGGCT
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1.4    实时荧光定量PCR(qRT-PCR)检测

根据获取的大黄鱼CIRP基因cDNA序列设计

qRT-PCR检测引物CIRP-RT(+)/CIRP-RT(-)(表1)，
以β-actin作为内参，用Eppendorf实时定量PCR
仪进行 q R T - P C R扩增检测。反应体系包括：

SYBR® Premix Ex Taq (Tli RNaseH Plus) 10 μL，

正、反向引物各1 μL，cDNA模板1 μL，dd H2O 7 μL，
总体积20 μL。反应程序为  94 °C 预变性2 min；
94 °C 变性 15 s、58 °C退火15 s和72 °C 延伸30 s，
记录CT值，循环40次。反应完成后，系统在65~
94 °C、每次升温0.5 °C生成熔解曲线。

1.5    数据处理

参照Livak等 [17]提出的2– Δ Δ C t计算方法，以大

黄鱼β-actin为内参计算CIRP mRNA相对表达量。

在DSP数据处理软件中用LSD法(least significant
difference，最小显著差法)对样品中CIRP基因表

达量变化做统计学分析，以P<0.05为具有显著性

差异。

2    结果

2.1    大黄鱼CIRP基因cDNA全长序列

大黄鱼CIRP基因cDNA序列全长1211 bp，含

一个长度为546 bp的开放阅读框(ORF)，3′、5′非

编码区长度分别为599和66 bp。经预测，该基因

编码一个由182个氨基酸组成的蛋白，分子量大

小约为19 ku、等电点为8.92，该蛋白N端包含一

个 R N A识别基序 ( R N A  r e c o g n i t i o n  m o t i f，

RRM)(6~81 aa)，C端有一个甘氨酸富含区(图1)。

2.2    大黄鱼CIRP与其他物种序列比对及系统

进化树分析

序列比对显示，包括大黄鱼在内的各种鱼

类CIRP氨基酸序列具有较高的保守性，特别是

N端的RNA识别基序(RRM)高度保守(图2)。构建

的系统进化树显示，包括大黄鱼在内的所有硬

骨鱼类的CIRP序列聚为一个大支，序列相似性

为66.7%~81.5%；其中大黄鱼、银鳕(Anoplopoma
fimbria)、牙鲆、大西洋鲑等海水鱼类先聚为一

个小支后再与虹鳟、斑马鱼等淡水鱼相聚；在

硬骨鱼类中，大黄鱼CIRP氨基酸序列与银鳕相

似度最高 (81.5%)、与虹鳟相似度最低 (71.6%)；
大黄鱼等硬骨鱼类的CIRP序列与哺乳类、爬行

类、两栖类、软骨鱼类序列相似度均低于60%，

在系统进化树上相距较远(图3)。
2.3    慢性低温胁迫下大黄鱼各组织CIRP基因

mRNA的表达变化

正常越冬水温(12 °C)组织表达特征分析表

 
图 1    大黄鱼CIRP基因全长cDNA序列及相应的氨基酸序列

*表示终止密码子；下划线为开放读码框(ORF)；阴影部分为RNA识别基序(RRM)；细线方框内为甘氨酸富含区

Fig. 1    Full-length cDNA sequence and corresponding amino acids sequence of CIRP gene of L. crocea
* indicates the stop codon; underline stands for ORF; shadow stands for RNA recognition motif (RRM); Gly-rich region is marked with filament box
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明，大黄鱼CIRP基因在肝脏中表达量最高，在

肌肉和肾脏中为中等表达，而在鳃、皮肤、

肠、脑、脾脏和心脏等组织中表达水平较低(图4)。

在慢性低温胁迫条件下，9个组织中CIRP基因表

达量呈不同的变化规律，其中鳃、脑和心脏3个

组 织 均 呈 现 先 显 著 上 升 后 显 著 下 降 的 变 化

(P<0.05)，其峰值均出现在8 °C时，相对表达量

分别为12 °C时的5.07、7.69、2.83倍；肠、肾

脏、肝脏和脾脏4个组织均显著下降(P<0.05)，6 °C

时表达量都下降至最低水平，与12 °C时相比下

降幅度分别为80.0%、65.6%、91.2%和55.6%；皮

肤和肌肉组织则在整个胁迫过程中呈持续升高

趋势，且在6 °C时表达量仍然处于很高的水平，

分别为12 °C时的11.56倍和9.03倍(图4)。

2.4    急性低温胁迫下大黄鱼各组织CIRP基因

mRNA的表达变化

经急性低温胁迫后，鳃、皮肤、脑、肝脏

和心脏5个组织中CIRP基因的表达均呈先上升后

下降趋势，鳃、脑、肝脏3个组织经过0.5 h低温

胁迫后表达量显著升高、达到峰值(P<0.05)，比

在0 h时分别升高了约1.47、6.92和1.71倍(图5)。
急性低温胁迫2~4 h时，鳃和脑中的表达量均降

至与0 h时相当的水平(P>0.05)；而肝脏中表达量

持续降低，2 h时表达量与0 h时相当、4 h时则显

著低于 0  h时的表达水平 ( P < 0 . 0 5 )，降幅为

94 .2%。急性低温胁迫 0 .5  h时皮肤和心脏中

CIRP表达量均未发生显著变化(P>0.05)；胁迫2 h
时则显著升高 (P<0.05)，分别为胁迫前 (0 h)的

 
图 2    大黄鱼与其他硬骨鱼类CIRP氨基酸序列比对

GenBank登录号：银鳕A. fimbria (ACQ58801.1)；大西洋鲑S. salar (NP_001133148.1)；虹鳟O. mykiss (NP_001158591)；斑马鱼D. rerio
(NP_001017797.1)。细线方框内为RNA识别基序(RRM)

Fig. 2    Amino acid sequence alignment of CIRP among L. crocea and other teleost
GenBank accession number: sablefish A. fimbria (ACQ58801.1); Atlantic salmon S. salar (NP_001133148.1); rainbow trout O. mykiss (NP_001158591);
zebrafish D. rerio (NP_001017797.1). RNA recognition motif (RRM) is marked with filament box

 
图 3    基于CIRP氨基酸序列的系统进化树(Neighbor-Joining法)

Fig. 3    Phylogenetic tree based on amino acid sequences of CIRP (Neighbor-Joining method)
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1.89倍和3.06倍；4 h时虽然比2 h时出现显著降低

(P<0.05)，但仍高于胁迫前。急性低温胁迫中肌

肉、肠和肾脏3个组织的CIRP表达量总体均呈下

降趋势：肌肉中的表达量在0.5 h时显著降低

(P<0.05)，降幅为27.6%，之后表达量均处于这一

水平；肠中的表达量在0.5 h显著降低 (降幅为

50.0%，P<0.05)，之后表达量虽有所升高但始终

低于胁迫前的水平；肾脏中的表达量在0~2 h期

间变化不显著(P>0.05)，4 h时出现显著降低(P<0.05)，

降幅为87.1%；脾脏中的表达量在0.5 h时显著升

高了1.91倍(P<0.05)，之后表达量略有波动但变

化均不显著(P>0.05)。

3    讨论

本研究克隆得到大黄鱼CIRP基因cDNA全长

序列，预测编码一个由182个氨基酸组成、分子

 
图 4    实时荧光定量PCR检测慢性低温胁迫下大黄鱼各组织CIRP基因mRNA表达变化

1. 鳃；2. 皮肤；3. 肌肉；4. 肠；5. 脑；6. 肾脏；7. 肝脏；8. 脾脏；9. 心脏。图中数据表示为平均值±标准差(n=3)。同一组织中不同温

度下的表达量之间无相同小写字母表示存在显著性差异(P<0.05)，下同

Fig. 4    Changes of CIRP mRNA expression levels in different tissues of
L. crocea under chronic cold stress detected by qRT-PCR

1. gill; 2. skin; 3. muscle; 4. intestine; 5. brain; 6. kidney; 7. liver; 8. spleen; 9. heart. Error bars indicate the mean and standard deviation (n=3). Without
the same letter among different temperatures in the same tissue indicate significant difference (P<0.05), the same below

 
图 5    实时荧光定量PCR检测急性低温胁迫下大黄鱼各组织CIRP基因mRNA表达变化

Fig. 5    Changes of CIRP mRNA expression levels in different tissues of
L. crocea under acute cold stress detected by qRT-PCR
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量约为19 ku的蛋白。序列比对分析显示大黄鱼

CIRP蛋白包含一个N端的RNA识别基序和一个

C端的甘氨酸富含区，这与之前报道的小鼠、人

类、非洲爪蟾、大西洋鲑等多种生物的CIRP一
致，均属于富含甘氨酸的RNA结合蛋白家族[9，18]。

系统进化树分析表明硬骨鱼类中CIRP基因进化

关系较近，特别是RNA识别基序高度保守；其

他脊椎动物CIRP基因虽然独成一支、与硬骨鱼

类CIRP基因同源性较低，但也均含有N端RNA识

别基序，表明这一结构对于其功能是非常重要的，

也提示该基因在不同生物中可能有着相似的功

能[13]；而哺乳类、爬行类、两栖类等脊椎物种独

成一支、与鱼类关系较远，显示了鱼类进化的

特异性及CIRP在进化中随物种进化而发生同源

性改变。

CIRP基因mRNA存在于动物的多种组织细

胞中，并且表达量各不相同 [14，19-22]。正常越冬水

温(12 °C)下的组织表达分析表明，大黄鱼CIRP在
肝脏中表达量最高，肌肉和肾脏中有中等表达，

皮肤、心脏、肠、鳃、脑和脾脏中表达水平较

低，表明肝脏可能是非应激状态下冷诱导结合

蛋白CIRP的主要储备区。包括哺乳类在内的各

种动物、甚至微生物，在受到低温胁迫时都会

诱导产生一系列的冷休克蛋白，这些冷休克蛋

白对机体组织和细胞具有一定的保护作用[11]。冷

诱导RNA结合蛋白(CIRP)作为一种典型的冷休克

蛋白，降低温度可使其表达水平升高[14]。研究显

示低温可诱导CIRP基因高表达，使细胞分裂

G1期延长，从而抑制细胞的生长和代谢 [10]。正

常情况下CIRP蛋白蓄积于细胞核的应激颗粒

中，含量较少 [12]；当外界环境发生改变时(如低

温、缺氧、紫外线照射等应激原刺激)，机体内

的CIRP合成增多，并通过C末端甲基化而由细胞

核转移至细胞质，参与DNA损伤修复、保障转

录和翻译的稳定，使细胞、组织快速适应外界

反应，对机体发挥保护性作用[23]。

在慢性和急性降温过程中，大黄鱼各组织

中CIRP表达量变化程度和发生变化的温度点、

时间点各不相同，这可能与不同组织的生理特

性、承担的功能不同等因素有关[21]。在慢性低温

胁迫下，CIRP基因在大黄鱼鳃、皮肤、肌肉、

脑和心脏等组织中的表达量均显著升高，表明

该基因参与了机体对降温的适应；皮肤和肌肉

在整个降温过程中呈持续升高趋势，且在6 °C时

表达量仍然处于很高的水平，比12 °C时分别升

高了约11.26、9.93倍，是慢性低温协迫中应对低

温响应的主要组织。不同强度低温刺激大黄鱼

各组织中CIRP基因表达量的改变可能是由于5′非
翻译区转录物受到冷刺激强度和时间的影响而

产生不同水平的mRNA来调控CIRP基因的表达[21]。

之前的研究显示“东海1号”大黄鱼的耐低温限度

为5.5~6 °C[23]，本实验中当水温由8降至6 °C时，

鳃、脑和心脏中的表达量均出现显著降低，提

示此时的低温可能已经超过了大黄鱼的耐受能

力，抑制了CIRP基因的表达。

在急性低温胁迫中，大黄鱼各组织CIRP基

因表达时间和表达量与慢性胁迫下的表达变化

规律有所差异。急性低温胁迫0.5 h时，脑和肝脏

中CIRP基因表达量大幅升高，表明当突然遭遇

8 °C低温刺激时，一方面脑作为调控机体的最高

级中枢要积极应对，同时肝脏也紧急转录合成

大量CIRP mRNA以供机体所需。但急性低温胁

迫4 h后肝脏中CIRP基因表达量显著降低至与慢

性低温胁迫中水温降至6 °C时相当的极低水平，

表明即使是在大黄鱼耐受范围之内的低温8 °C条

件下，突然、长时间的胁迫也会对肝组织造成

与极限低温(6 °C)相似的干扰，影响了CIRP基因

的表达。胡金伟等 [15]发现牙鲆肝脏中CIRP表达

量在低温胁迫后先显著升高、胁迫时间延长后

又显著降低，这与本研究结果相似。

本研究克隆了大黄鱼CIRP基因cDNA全长序

列，低温胁迫实验表明该基因参与大黄鱼对低

温的调节，研究结果为大黄鱼耐低温机制研究

提供了基础资料。在哺乳类中的研究显示CIRP
除参与应激调节外还参与生殖、发育、肿瘤发

生等多种生理过程 [11，13] ，其在大黄鱼中的功能

如何还有待于今后深入研究。
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Cloning of cold inducible RNA-binding protein (CIRP) gene in
Larimichthys crocea and its expression analysis under cold treatments

MIAO Liang ,     LI Mingyun *,     CHEN Yingying ,     HU Mou ,     CHEN Jiong
(Key Laboratory of Applied Marine Biotechnology, Ministry of Education, Ningbo University, Ningbo    315211, China)

Abstract: In order to investigate the function of cold inducible RNA-binding protein (CIRP) of large yellow
croaker Larimichthys crocea in cold acclimatization, CIRP gene was cloned and the expression changes were
analyzed by real-time quantitative PCR (qRT-PCR). The full-length of cDNA sequence of CIRP  is 1211 bp,
encodes 182 amino acid residues and the protein molecular weight is 19 ku. Amino acid sequence alignment
showed that CIRP was conserved in teleost, especially the RNA recognition motif (RRM) at N-terminal was highly
conserved. The phylogenetic tree analysis showed that CIRP of L. crocea had the highest identity to sablefish
Anoplopoma fimbria (81.5%), CIRP of L. crocea and other teleost formed a clade. During chronic cold stress
(water temperature slowly decreased from 12 °C to 6 °C), the CIRP expression of skin and muscle significantly
increased with the temperature decreasing, in which the expression levels at 6 °C rose 11.56 and 9.03 times
compared to 12 °C. In gill, brain and heart, the expression of CIRP increased at first and then decreased, and the
maximum appeared at 8 °C which were 5.07, 7.69 and 2.83 times compared to 12 °C. The expression level
significantly decreased with the temperature increasing in intestine, kidney, liver and spleen, and the decreasing
amplitude at 6 °C were 80.0%, 65.6%, 91.2% and 55.6% compared to 12 °C respectively. During acute cold stress
(from 12 °C to 8 °C immediately and maintained for 4 h), the expression levels of CIRP in gill, skin, brain, liver
and heart increased first and then decreased, reflected the stress and adaptation process of L. crocea to cold.
Compared to 12 °C, the CIRP expression in muscle and intestine were always at a lower level during acute cold
stress. The difference of tissue expression of CIRP between chronic and acute cold stresses suggested that there
were multiple regulation mechanisms replying to cold stress in L. crocea. The present study indicated CIRP was
involved in L. crocea responding to cold stress, and the results could provide fundamental data for further research
on the mechanism of response to low temperature in L. crocea.
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