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摘要：为探究SPR在锦鲤体色形成中的作用，实验利用RACE技术获得spr cDNA全长序
列，并分析其时空表达模式，同时利用Western blot和免疫组织化学方法检测SPR蛋白在
皮肤、鳍条和鳞片中的分布和表达情况。结果显示，spr cDNA全长879 bp，包含132 bp
和134 bp的5′和3′非编码区，开放阅读框510 bp，编码170个氨基酸残基。氨基酸序列比
对和系统进化树分析显示，锦鲤SPR具有保守的adh_short_C2结构域，与金鱼相似性高达
97.7%。spr在各组织中均有表达，其中皮肤的表达量最高。spr在锦鲤个体发育的4个阶
段表现为先降后升。纯红、纯白及红白3种体色锦鲤皮肤、鳞片和鳍条中spr mRNA和蛋
白表达水平基本一致，在纯红锦鲤皮肤中表达量最高，红白锦鲤白色皮肤、鳞片和鳍条
的表达量最低。SPR组织定位分析显示，红色锦鲤和白色锦鲤皮肤中均检测到阳性信
号，其中红色皮肤阳性信号强度高于白色皮肤。研究表明，spr可能与锦鲤红/黄色素细
胞的分化和形成具有一定相关性，参与了锦鲤体色的形成。
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体色是鱼类的重要表型性状之一，由色素

细胞形成 [1 ]。鱼类皮肤及鳞片中色素细胞的种

类、数量和分布都会影响其体色 [2]。色素细胞由

外胚层神经嵴细胞分化形成。在胚胎发育过程

中，神经嵴细胞沿背腹轴分化成包括色素细胞

在内的不同类型细胞 [3]。相对于哺乳动物只具有

一种黑色素细胞，鱼类具有6种色素细胞，包括

黑色素细胞、红色素细胞、黄色素细胞、虹彩

细胞、蓝色素细胞和白色素细胞 [4]。色素细胞不

同，所含有的色素颗粒存在较大差异。黑色素

细胞具有黑色素色素小体，红色素 /黄色素细胞

具有类胡萝卜素、蝶啶成分的红 /黄色素小体。

虹彩细胞合成嘧啶成分的色素小体 [ 5 - 7 ]。现阶

段，黑色素细胞的分化和形成、黑色素合成等

分子调控通路的研究较为清晰，其他色素细胞

的色素合成代谢调控研究较少 [8-9]。因此，探究

其他色素细胞的色素代谢通路对认识鱼类体色

的形成具有重要的理论意义和实际应用价值。

黄色素细胞是仅次于黑色素细胞最受关注

的研究对象。黄色素细胞可以合成红 /黄蝶啶色

素小体，在鱼类体色形成中具有重要地位。蝶

啶是由嘧啶和吡嗪环组成的杂环复合物，根据

结构可以分为蝶呤和黄素2种类型。蝶啶合成通

路主要包含3个部分，第一部分从GTP合成BH4；

第二部分是BH4的补充合成路径；第三部分合成

具有颜色的蝶啶色素颗粒 [ 1 0 ]。SPR、PTPS(6-
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pyruvoyl tetrahydropterin synthase)和GTPCH(GTP
cyclohydrolase)是蝶啶合成通路的关键酶，SPR参

与BH4的补救通路，也是BH4从头合成途径中最

后一步必需催化酶，同时也可与其他酶类共同

作用形成蝶啶色素 [11-13]。Negishi[14]利用免疫组织

化学方法检测SPR在青鳉( Orgzias latipes )鳞片色

素细胞中的表达定位，黄色素细胞中可检测到

SPR的阳性信号，其表达量显著高于黑色素细

胞。Andrade等 [15]通过高密度图谱发现spr的多态

性与壁虎橙色体色具有重要关联。斑马鱼(Danio
rerio)授精后42 h头部开始出现黄色素细胞，72 h
黄色素细胞增多，体色变黄，SPR也随着黄色素

细胞的增多而升高[16]。随着分子生物学技术的快

速发展，黄色素蝶啶合成通路研究不断更新，

包括蝶啶通路基因的克隆，QTL定位和基因定点

编辑技术。然而这些研究集中在青鳉、斑马鱼等

模式动物中，且主要与gtpch和ptps相关。尽管

SPR在蝶啶通路中具有重要作用，但经济鱼类中

spr克隆和功能分析的报道较少。

锦鲤 ( C y p r i n u s  c a r p i o  v a r .  k o i )属鲤科

(Cyprinidae)、鲤属(Cyprinus)，体色鲜艳且多样，

现人工培育的类型有100多种，具有重要的欣赏

价值和经济价值[17]。目前为止，所有的锦鲤品系

基本由杂交选育获得。但经杂交选育的锦鲤性

状极不稳定，具有较高观赏价值的锦鲤个体比

例一般在0.01%~0.10%[12, 18]。因此，研究其体色

发生和形成机理，是锦鲤遗传育种中亟待解决

的问题。红白锦鲤为锦鲤中的代表品种，其所

具有的色素细胞主要包含红色素细胞、黄色素

细胞和虹彩细胞 [2]。为探究spr在锦鲤红色和白色

体色形成中的作用，本实验对spr进行克隆，获

得其cDNA全长，利用qRT-PCR、Western blot、
免疫组化分析spr mRNA和蛋白在纯红、纯白和

红白锦鲤中的表达情况，为更深入理解spr在锦

鲤体色形成中的作用提供参考数据。

1    材料与方法

1.1    实验材料

河南师范大学水产养殖基地繁育的F1红白

锦鲤，F2纯红和纯白锦鲤。丁香酚麻醉后根据

表1分别对纯红、纯白和红白锦鲤进行取样。组

织浸入加有RNAlater的0.5 mL EP管中4 °C过夜后

放于−80 °C保存备用 (Thermo Fisher公司，美

国 )。提取各组织总RNA(TaKaRa公司，大连 )，
ND-2000核酸蛋白仪检测RNA浓度和OD值，

1%琼脂糖凝胶电泳检测RNA完整性，合格RNA
保存于−80°用于后续实验。

1.2    spr基因克隆

根据PrimeScript Ⅱ1st Strand cDNA Synthesis
Kit的说明书，将提取的所有组织总RNA合成第

一链cDNA (TaKaRa公司，大连)。从实验室前期

获得的锦鲤个体发育转录组数据库筛选与spr相
关的序列，NCBI进行Blast比对，在开放阅读框

范围选择相似性较高的区域设计正反向引物

(表2)。以第一链 cDNA为模板进行PCR反应：

2×PCR Mixture 10 μL上下游引物各0.8 μL、模板

4 μL、ddH2O 4.4 μL(TaKaRa公司，大连)。反应

条件为：94 °C 2 min；94 °C 30 s，54.7 °C 30 s，
72 °C 2 min，35个循环；72 °C 5 min。1%琼脂

糖凝胶电泳检测后切胶，纯化、连接和转化，

菌液PCR检测阳性克隆，送上海生工生物公司

测序。

根据spr中间片段序列设计5′和3′RACE引物

(表2)，根据SMARTer RACE 5′/3′试剂盒说明书

进行PCR扩增(TaKaRa公司，大连)，PCR产物经

1%琼脂糖电泳检测后进行胶回收、连接和转

化，送上海生物公司测序。

1.3    锦鲤spr cDNA序列比对及系统进化分析

将获得的spr cDNA序列用Lasergene软件进

行拼接，NCBI进行Blastn同源性分析(https://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)，ORFfinder推测其开放

表 1    锦鲤取样材料

Tab. 1    Sampling materials of koi

名称

name
数量

quantity
组织类别

tissue

F2纯红锦鲤　F2 whole red koi carp 6 皮肤、鳍条、鳞片、肌肉、肝脏、肠道

F2纯白锦鲤　F2 whole white koi carp 6 皮肤、鳍条、鳞片

F1红白锦鲤　F1 Kohaku koi carp 6 红色斑块：皮肤、鳍条、鳞片；白色斑块：皮肤、鳍条、鳞片
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阅读框与编码氨基酸序列(https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/orffinder/)，SMART进行蛋白结构与分析

(http://smart.embl-heidelberg.de/)，MEGA 6.0邻接

法构建系统进化树(bootstrap=1 000)。

1.4    锦鲤spr组织和体色发育时期的表达分析

依据获得的开放阅读框序列设计qRT-PCR引

物(表2)，以β-actin作为内参，按照PrimeScript RT
reagent Kit With gDNA Eraser(TaKaRa公司，大

连)试剂盒合成第一链cDNA进行qRT-PCR。反应

体系为(20 μL)：SYBR 10 μL、上下游引物各0.6 μL、
模板2 μL、ddH2O 6.8 μL。扩增程序：95 °C 30 s，
95 °C 5 s、58 °C 20 s，40个循环，每个样品3个重

复，依据2−△△Ct 法计算spr在不同组织和发育时期

的相对表达量。

1.5    锦鲤SPR的组织分析

以IP裂解液∶PMSF 为100∶1的比例配制总

蛋白提取液(碧云天公司，上海)，提取纯红、纯

白和红白锦鲤的皮肤、鳍条及鳞片的总蛋白，

BSA试剂盒测定蛋白浓度(碧云天公司，上海)。
取25 mg蛋白进行SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-
PAGE)，切胶、转膜，TBST缓冲溶液清洗3次、

每次5 min，5%脱脂奶粉封闭1 h，一抗(Abcam公

司，英国 )4 °C孵育过夜，TBST缓冲溶液清洗

3次、每次5 min，二抗孵育，TBST缓冲溶液清洗

3次、每次5 min，ECL显色(Thermo Fisher公司，

美国)、化学发光仪成像。

1.6    锦鲤SPR在皮肤中的分布定位

纯红和纯白锦鲤皮肤用4%多聚甲醛固定，

梯度酒精脱水，二甲苯透明，石蜡包埋，切片(7
μm)，脱蜡，3%双氧水孵育10 min，PBS缓冲溶

液清洗3次，每次5 min，5%牛血清37 °C封闭20
min，一抗4 °C孵育过夜，37 °C孵育30 min，PBS
缓冲溶液清洗3次，每次5 min，二抗37 °C孵育20
min，PBS缓冲溶液清洗3次，每次5 min，DAB
(北京中杉金桥生物公司，北京)显色，ddH2O终

止反应，苏木素复染，脱水、透明，中性树胶

封片，非免疫牛血清替代一抗作为阴性对照。

1.7    图像分析及统计学分析

Image-pro Plus 6.0软件(Media Cybernetics 公
司，美国)分析纯红、纯白和红白锦鲤皮肤、鳍

条和鳞片的SPR和GAPDH免疫印迹结果，测定目

的条带面积和平均光密度，蛋白质总量(IOD)=条
带面积(px)×平均光密度(OD)，SPR与内参蛋白

GAPDH对比，进行半定量分析。利用SPSS 16.0
One-Way ANOVA统计分析所得数据并进行LSD
和Duncan氏比较，结果用平均值±标准误(mean±
SE)表示。

 

表 2    实验中所用引物序列

Tab. 2    Sequence of primers used in the study

引物

primer
序列(5′–3′)

sequence (5′–3′)
用途

usage

spr-F CTGAAGGAGGACATCATAACCCTG
中间片段扩增　partial sequence PCR

spr-R CTAGAGCTCGTAGAAGTCCAGATG

spr-3′Out GTGGTCAACATCAGCTCTCTGTGTGCG
3′端扩增　3′RACE PCR

spr-3′In TCGTGGGTCCTTTACTGCACCGGGAAAG

spr-5′Out GCACTCTTACATCCGGCTCCTCTGC
5′端扩增　5′RACE PCR

spr-5′In GAAGCGAGACACGTCACCCAGAGAC

qspr-F TTTCCTCGCAGTCTGGGTCT
定量PCR　real-time PCR

qspr-R AGCACTCTTACATCCGGCTCC

UPM-L CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT
通用引物　universal primer

UPM-S CTAATACGACTCACTATAGGGC

β-actin-F TGCAAAGCCGGATTCGCTGG
内参基因　housekeeping gene

β-actin-R AGTTGGTGACAATACCGTGC

4 期 胡    菊，等：锦鲤墨蝶呤还原酶基因的克隆、表达和定位分析 553

中国水产学会主办  sponsored by China Society of Fisheries http://www.scxuebao.cn

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
http://smart.embl-heidelberg.de/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
http://smart.embl-heidelberg.de/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
http://smart.embl-heidelberg.de/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
http://smart.embl-heidelberg.de/
http://www.scxuebao.cn


2    结果

2.1    spr cDNA全长及其氨基酸序列分析

对克隆获得的锦鲤spr序列进行拼接，cDNA

全长为879 bp，包含132 bp的5′非编码区，134

bp的3 ′非编码区及510 bp的开放阅读框，编码

170个氨基酸，蛋白质分子质量为18.74 ku，等电

点为6.10，亮氨酸含量达到15.9%，明显高于其

他氨基酸，与小鼠SPR结果一致。锦鲤SPR在

Asn-36和Asn-63有两个保守的N-糖基化结合位

点。SPR是钙调蛋白激酶 II的底物之一，锦鲤

SPR蛋白具有3个钙调蛋白激酶II和2个蛋白C激酶

的磷酸化位点。SMART预测SPR氨基酸序列结构

域，得到一个3-165氨基酸残基的adh_short_C2保

守结构域(图1，图2)。

2.2    锦鲤SPR氨基酸序列同源性比较和系统进

化分析

利用MEGA6.0软件将锦鲤SPR氨基酸序列与

金鱼(Carassius auratus No. XP_026124531)，鲤

(Cyprinus carpio No. XP_018926689.1)，安水金线

鲃(Sinocyclocheilus anshuiensis No. XP_016306632.1)，

斑马鱼(Danio rerio No NC_007116.7)，斑点叉尾

鮰(Ictalurus punctatus No. NC_030443.1)，日本青

鳉(Oryzias latipes No. NC_019870.2)，印度青鳉

(Oryzias melastigma No. NW_020100721)，银大麻

哈鱼(Oncorhynchus kisutch No. NC_034202.1)，虹

鳟(Oncorhynchus mykiss No. NC_035105.1)，大西

洋鲑(Salmo salar No. NC_027310.1)，热带爪蟾

(Xenopus tropicalis No. NC_030677.1)，澳洲鬃狮

蜥(Pogona vitticeps No. NW_018150876.1)，原矛头
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图 1    红色锦鲤spr序列和氨基酸序列

小写字母分别为5′非编码区和3′非编码区，*表示终止密码子；紫色下划线表示起始密码子，黑色下划线表示adh_short_C2结构域，红

色下划线表示钙调蛋白激酶II位点，绿色下划线表示N-糖基化结合位点，蓝色下划线表示蛋白C激酶的磷酸化位点

Fig. 1    The spr mRNA sequence and amino acid sequence of the red koi
the marked purple line is the initial codon, whose front is the 5′ non-coding region, and the TGA marked asterisk is the termination
codon, followed by 3′ non-coding region. The black underline is the adh_short_C2 domain, the red underlines are the calmodulin
kinase II sites, the green underlines are the N-glycosylation binding sites, and the blue underlines are the phosphorylation sites of
protein C kinase
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蝮(Protobothrops mucrosquamatus No. NC_029519.1)，
鸡(Gallus gallus No. NC_006091.5)，岩鸽(Columba
livia No. NW_004973535)，人(Homo sapiens No.
NC_000002)，家鼠(Mus musculus No. NC_000072.6)
的SPR 氨基酸序列进行同源性比较，SPR在硬骨

鱼类中的保守性较高(65.7~97.7%)，与金鱼相似

性最高，为97.7%；与金线鲃、鲤等鲤形目鱼类

的相似性介于85.3~94.8%，与其他鱼类的相似性

为65.7%~71.5%；与两栖类、爬行类、鸟类和哺

乳类的相似性较低。基于氨基酸序列比对结果

构建系统发育树，结果显示，锦鲤SPR首先与

鲤、安水金线鲃聚为一小支，其次是金鱼，随

后与其他鱼类聚为一大支，这与锦鲤的分类地

位相一致(图3)。

锦鲤 C.carpio var.koi

金鱼 C.auratus
鲤 C.carpio

安水金线鲃 S.anshuiensis
斑马鱼 D.rerio

大西洋鲑 S.salar
印度青鳉 O.melastigma
银大麻哈鱼 O.kisutch

虹鳟 O.mykiss
日本青鳉 O.latipes

斑点叉尾鮰 I.punctatus
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图 2    锦鲤SPR与其他鱼类SPR氨基酸同源性比对

黑色区域为完全相似，灰色区域为75%相似；黑框表示adh_short_C2结构域，红框表示钙调蛋白激酶II位点，绿框表示N-糖基化结合位

点，蓝框表示蛋白C激酶的磷酸化位点

Fig. 2    Koi carp SPR homology comparison with other fishes SPR amino acids
The black area: completely similar; the gray area: 75% similar; The black frame represents the adh_short_C2 domain, the red frame represents the
calmodulin kinase II site, the green frames represent the N-glycation binding site, and the blue frames represent the phosphorylation site of protein C
kinase

4 期 胡    菊，等：锦鲤墨蝶呤还原酶基因的克隆、表达和定位分析 555

中国水产学会主办  sponsored by China Society of Fisheries http://www.scxuebao.cn

http://www.scxuebao.cn


2.3    锦鲤spr组织和发育阶段的表达分析

qRT-PCR结果显示，spr在肌肉、皮肤、鳞

片、肝胰、肠及鳍条中均有表达，皮肤中表达

量显著高于其他组织(P<0.05)，肌肉次之，鳍条

中表达量最低(P<0.05) (图4-a)。spr在锦鲤个体发

育阶段的各个时期均有表达，表达趋势为先降

后升，2 dph (day post hatching)表达量较高，显著

高于4 dph和6 dph (P<0.05)，但和12 dph表达量不

存在显著差异(P>0.05) (图4-b)。

对不同体色锦鲤富含色素细胞的组织进行

spr表达分析(图4-c)，纯红锦鲤皮肤中spr表达量

显著高于其他组织(P<0.05)。红白锦鲤红色皮肤

大西洋鲑 S.salar

银大麻哈鱼 O.kisutch

虹鳟 O.mykiss

0.05

56

55

83

100

100

100

100

99

37
65

53

32

47

99

印度青鳉 O.melastigma

日本青鳉 O.latipes

斑点叉尾鮰 I.punctatus

锦鲤 C.carpio var. koi

金鱼 C.auratus
斑马鱼 D.rerio

鲤 C.carpio

安水金线鲃 S.anshuiensis

热带爪蟾 X.tropicalis

澳洲鬃狮蜥 P.vitticeps

原矛头蝮 P.mucrosquamatus

鸡 G.gallus

岩鸽 C.livia

家鼠 M.musculus

人 H.sapiens

鲤形目
cypriniformes

两栖类 amphibians

爬行类 reptiles

哺乳类 mammals

鸟类 birds

鱼类
fishes

 
图 3    鱼类SPR氨基酸序列系统进化树

Fig. 3    Phylogenetic tree of the SPR proteins in fishes
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图 4    spr的相对表达量

不同的字母表示差异显著(P<0.05)；(a) 1. 肌肉，2. 皮肤，3. 鳞片，4. 肝胰，5. 肠，6. 鳍；(b) 1. 2 dph，2. 4 dph，3. 6 dph，4. 12 dph；(c)
1. 纯红锦鲤皮肤，2. 纯红锦鲤鳍条，3. 纯红锦鲤鳞片，4. 纯白锦鲤皮肤，5. 纯白锦鲤鳍条，6. 纯白锦鲤鳞片，7. 红白锦鲤红色皮肤，

8 .  红白锦鲤红色鳍条， 9 .  红白锦鲤红色鳞片， 1 0 .  红白锦鲤白色皮肤， 1 1 .  红白锦鲤白色鳍条， 1 2 .  红白锦鲤白色鳞片

Fig. 4    Relative expression level of spr
Different lowercases indicates significant difference (P<0.05); (a) 1. muscle, 2. skin, 3. scale, 4. liver, 5. intestines, 6. fin; (b) 1. 2 dph, 2. 4 dph, 3. 6 dph,
4. 12 dph, (c) 1. skins of whole red koi, 2. fins of whole red koi, 3. scales of whole red koi, 4. skins of whole white koi, 5.fins of whole white koi,
6. scales of whole white koi, 7. red skins of kohaku koi carp, 8. red fins of kohaku koi carp, 9. red scales of kohaku koi, 10. white skins of kohaku koi
carp, 11. white fins of kohaku koi carp, 12. white scales of kohaku koi carp
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和鳞片的表达量仅次于纯红锦鲤。白色皮肤、

鳞片和鳍条的表达量最低(P<0.05)。

2.4    不同体色锦鲤SPR蛋白的Western blot分析

Western blot结果显示，纯红、纯白和红白

锦鲤皮肤、鳍条和鳞片总蛋白中均存在于兔抗

SPR多克隆抗体发生免疫阳性反应的蛋白质条

带，分子量约为18 ku。蛋白免疫印迹结果与mRNA
表达情况基本一致，红色组织中SPR蛋白表达量

显著高于白色组织(图5)。

2.5    锦鲤SPR蛋白在皮肤组织中的定位

锦鲤的皮肤主要由表皮层和真皮层构成，

鳞片插入的位置在表皮层或表皮层与真皮层之

间。表皮层具有色素细胞、角质化细胞和杯状

细胞，表皮和鳞片之间为基底层。鳞片和基底

层也分布有色素细胞。真皮层包含鳞片和致密

层。致密层和肌肉之间也具有色素细胞。纯红

和纯白锦鲤表皮中均检测到SPR的阳性信号，红

色皮肤表皮、基底层和致密层阳性信号较白色

皮肤更强。此外，红色皮肤肌肉中也具有棕黄

色阳性信号(图版)。

3    讨论

墨蝶呤是一种黄色素蝶呤，最早发现于黑

腹果蝇中，参与果蝇黄色体色的形成[19-21]。Ziegler
等 [11]概括了斑马鱼蝶啶通路，GTPCH、SPR和

PTPS在斑马鱼体色形成中具有重要作用。本实

验克隆所得的锦鲤SPR氨基酸序列具有1个保守

的adh_short_C2结构域。SPR以NADPH为辅酶还

原蝶啶等羰基类底物，adh_short_C2结构域属于

脱氢酶 /还原酶家族，其中一大部分以NAD-或
NADP-为辅酶进行氧化还原反应 [22]。此外，系统

进化树分析显示，锦鲤SPR与金鱼、鲤等鲤形目

鱼类亲缘关系最近，其次为鲈形目等其他硬骨

鱼类，与两栖类、鸟类和哺乳类亲缘关系最

远，符合锦鲤与其他物种的进化地位和亲缘关

系。以上结果暗示本研究所克隆的序列为锦鲤

的spr基因，在蝶啶代谢通路中具有保守作用。

纯红锦鲤和纯白锦鲤的 Western blot

Western blot of  whole red and white koi carp

SPR 18 ku

GAPDH 34 ku

红白锦鲤的 Western blot

Western blot of kohaku koi carp

SPR 18 ku

GAPDH 34 ku
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图 5    不同体色锦鲤SPR的Western blot 印迹实验结果

(a) (c) 1. 纯红锦鲤皮肤，2. 纯红锦鲤鳍条，3. 纯红锦鲤鳞片，4. 纯白锦鲤皮肤，5. 纯白锦鲤鳍条，6. 纯白锦鲤鳞片； (b) (d)
1. 红白锦鲤红色皮肤，2. 红白锦鲤红色鳞片，3. 红白锦鲤白色皮肤，4. 红白锦鲤白色鳞片，5. 红白锦鲤尾鳍

Fig. 5    Western blot results of SPR in different koi skin colors
(a) (c) 1. skin of whole red koi, 2. fin of whole red koi, 3. Scale of whole red koi, 4. skin of whole white koi, 5. fin of whole white koi, 6. scale of whole
white koi; (b) (d) 1. red skin of kohaku koi carp, 2. red scale of kohaku koi carp, 3. white skin of kohaku koi carp, 4. white scale of kohaku koi carp,
5. tail fin of kohaku koi carp
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BH4是多个代谢酶的辅助因子，在组织和细

胞中均有表达[23-26]。SPR是BH4从头合成和补充合

成路径的关键催化酶，在多个生理过程中发挥

作用。Motoko等 [ 2 7 ]发现球鼠妇 (Armadillidium
vulgare)雌性SPR的含量远远高于雄性，参与球鼠

妇婚姻色的形成。Mandic等 [28]在金鱼肝脏、肠

道、肌肉和性腺中也检测到spr的表达。与金鱼

spr组织表达结果一致，锦鲤各个组织中均检测

到spr，可能与SPR在BH4合成中的催化作用及

BH4在多个组织中普遍存在具有一定关系。

本实验中，spr在红色皮肤表达量最高，鳍

条和白色皮肤中表达量最低。蛋白印迹结果与

qRT-PCR结果基本一致，红色组织spr蛋白表达

量显著高于白色组织。这一结果同青鳉[11]和斑马

鱼 [14]的研究结果相似。spr参与青鳉、斑马鱼色

素细胞的分化和形成，在黄色素细胞中表达量

显著高于黑色素细胞。纯红锦鲤与青鳉和斑马鱼

一样同样具有红 /黄色素细胞和虹彩细胞，纯白

锦鲤以虹彩细胞为主，具有少量的黄色素细胞[29]。

spr在红色皮肤、鳞片中的高表达可能与其具有

大量红/黄色素细胞有关。红/黄色素细胞主要合

成类胡萝卜素/蝶啶成分为主的色素颗粒 [30]，spr
的高表达可保证蝶啶色素的合成。相较于红 /黄
色素细胞，白色组织的虹彩细胞可合成一部分

无色的蝶啶颗粒，但主要以嘌呤成分为主 [4]。有

趣的是Li等[17]利用转录组测序检测到spr在红白锦

鲤红色和白色斑块上表达量不存在显著差异，与

本研究结果并不一致。原因可能在于转录组取

样采用的是2龄锦鲤，测序样品包含鳞片和皮

肤。本研究选用锦鲤体质量约在10 g左右，皮肤
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图版    不同体色皮肤组织中SPR的免疫组化结果

1~3. 阴性对照，纯白锦鲤，纯红锦鲤的200倍图片；(4~6)阴性对照，纯白锦鲤，纯红锦鲤的400倍图片；EP. 表皮，Bl. 基底层，S. 鳞
片，Sc. 致密层，M. 肌肉

Plate    Immunohistochemical results of SPR in different color skin tissues
1-3. 200× images of negative control, whole white and whole red koi carp respectively; 4-6. 400× images of negative control, whole white and whole red
koi carp respectively; EP. Epidermis, Bl. Basal lamina, S. scale, Sc. stratum compactum, M. muscle
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中并不包含鳞片。这也提示为了证实spr在锦鲤

体色形成中的作用，还需要通过遗传学正反向

策略研究其在锦鲤蝶啶代谢通路中的作用。

spr在锦鲤个体发育的2 和12 dph期表达量显

著高于4和6 dph。斑马鱼个体发育过程中，spr也
表现出类似情况[14]。随着孵化时间的增加，色素

细胞开始分化，黑色素细胞、黄色素细胞和虹

彩细胞依次出现、数量不断增加，墨蝶呤和

spr表达量呈递增趋势，受精后第5天墨蝶呤和

spr表达量均达到最高 [11]。与斑马鱼个体发生一

致，锦鲤在2 dph完成所有色素细胞的分化，整

体表现为黄色，因此2 dph spr表达量达到最高。

12 dph是锦鲤从幼鱼体色模式向成鱼体色模式的

转化阶段，所有色素细胞向成鱼色素细胞转

化，数量也急剧增加，有可能导致spr表达量的

再次升高。由于前期实验中我们仅对纯红锦鲤

体色发生过程进行了观察，纯白和红白锦鲤是

否表现同样表达模式，还有待进一步观察分析。

免疫组织化学结果基本与qRT-PCR和Western
b l o t结果一致，红色表皮、真皮层和基底层

SPR棕色阳性信号高于白色表皮，这与色素细胞

在鱼类皮肤中的分布位置和数量相一致。青鳉中

也表现相似结果，桔红色斑块皮肤真皮层和致

密层黄色素细胞数量明显多于淡黄色皮肤斑块[31]。

由于SPR不能作为黄色素细胞的定位标记物 [11]，

我们无法确定带有棕色信号的细胞为黄 /红色素

细胞，还需要利用透射电镜进一步确定锦鲤

SPR是否仅在皮肤的黄/红色素细胞中分布。结合

以上结果，spr在红色锦鲤或红白锦鲤红色皮肤

中高表达，参与锦鲤红 /黄色素细胞蝶啶代谢通

路，可能在一定程度上影响锦鲤体色的形成。

本研究克隆和分析了锦鲤spr的cDNA序列，

并对其同源性和系统进化关系进行了分析。通

过qRT-PCR、Western blot和免疫组织化学方法分

析显示其在不同体色锦鲤皮肤组织中的表达和

分布表现显著差异。实验结果初步证实spr与锦

鲤红 /黄色素细胞分化和形成具有一定相关性，

参与了锦鲤体色的形成。
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Molecular cloning and expression of sepiapterin reductase in
Japanese ornamental carp (Cyprinus carpio var. koi)

HU Ju 1,     FENG Cai 1,     MA Xiao 1,     WU Limin 1,     LIU Huifen 1,    
SONG Hongmei 2,     HU Yinchang 2,     TIAN Xue 1*,     LI Xuejun 1

(1. College of Fisheries, Engineering Technology Research Center of Henan Province for Aquatic Animal Cultivation,
Henan Normal University, Xinxiang    453007, China;

2. Key Laboratory of Recreational Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Pearl River Fisheries Research Institute,
Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou    510380, China)

Abstract: The origin of teleost skin color is from chromatophores. Different chromatophores synthesize distinct
pigments, including melanin, carotenoid, pteridine and purine. Sepiapterin is a yellow pteridines, which could be
transformed into tetrahydrobiopterin (BH4) and yellow/red pteridines pigments together with sepiapterin reductase
(SPR), dihydrofolate reductase (DHFR) and other enzymes. SPR is the last enzyme in the process of de novo BH4
synthesis. In order to explore the function of spr in koi carp color formation, this study amplified the whole cDNA
of spr and analyzed the spatio-temporal profile. Furthermore, we also detected the expression and distribution of
SPR in the skin, fins and scales of koi carp with different colors by Western blot and immunochemistry methods.
The results showed that the size of spr cDNA was 879 bp,  including 132 bp and 134 bp 5 ′  and 3 ′
untranslated regions, and a 510 bp open reading frame encoding 170 amino acids. Sequences alignment
and phylogenetic analysis revealed the spr gene of koi carp contained a adh_short_C2 conserved domain and had
97.65% similarity with gold fish. spr was expressed in every tissue, especially highest expressed in skin. In the
four ontogenetic stages, the expression level of spr firstly decreased, then rose. The expression level of spr mRNA
and protein in skins, fins and scales displayed the same condition among three colors (whole red koi carp, whole
white koi carp and kohaku koi carp). The highest expression level was detected in whole red koi carp and rarely in
white skin, fins and scales of kohaku koi carp. The immunohistochemical positive signals were detected in both
skins of whole red and whole white koi carp, and intensively exhibited in red skin compared with white skin. All
the results might indicate that the spr gene has relationship with the xanthophores/erythrophores differentiation and
formation, involved in koi carp color formation.

Key words: Cyprinus carpio var. koi; spr; cloning; pteridine metabolism; color formation
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