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斑马鱼 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ基因的克隆和表达分析
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摘要：为了研究白三烯 Ｂ４受体在斑马鱼发育和免疫中的功能，本实验利用 ＲＡＣＥ技术克隆得
到了斑马鱼白三烯Ｂ４受体样（ＢＬＴ１ｌｉｋｅ）基因 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ１和 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ２的全长ｃＤＮＡ序列，其
分别编码３３９和３５６个氨基酸。序列和结构分析发现，其编码的 ２个蛋白均属于 Ｇ蛋白偶联
受体家族视紫红质蛋白亚族，并具有典型的 Ｇ蛋白偶联受体的特征，与人的 ＢＬＴ１同源度达
３１％以上。进一步将２个基因与绿色荧光蛋白融合表达，发现其具有较好的细胞膜定位功能；
Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测也证实，重组表达细胞的全细胞蛋白可与人源 ＢＬＴ１的多克隆抗体发生特异
性相互作用。此外，荧光定量 ＰＣＲ分析结果显示，在斑马鱼幼鱼发育过程中，ＢＬＴ１ｌｉｋｅ１在胚
胎发育１２ｈ显著上调，ｍＲＮＡ表达量上升至１ｈ时的１８倍，而 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ２在胚胎发育２４ｈ发
生显著上调，表达量上升至 １ｈ时的 ３４倍；斑马鱼成鱼中的 ２个基因在心脏和肝脏中表达量
相对较高，而肠道、皮肤和眼睛中表达量相对较低。说明斑马鱼体内可能存在多个 ＢＬＴ１基
因，实验结果为鱼类 ＢＬＴ１基因的克隆和功能鉴定提供基础。
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　　白三烯 Ｂ４是一种来源于膜磷脂的脂类炎症
介导因子，主要由中性粒细胞、巨噬细胞和树突细

胞产生和释放
［１］
，存在于所有脊椎动物中，但在

非脊椎动物中尚未发现
［２］
。白三烯 Ｂ４与多种炎

症疾病密切相关，包括类风湿性关节炎
［３］
、哮

喘
［４］
、关节炎

［５］
、牛皮癣

［６］
以及动脉粥样硬化

［７］

等。在机体的抗感染过程中，白三烯 Ｂ４能够活化
并招募淋巴细胞至感染部位发挥重要免疫功能，

且能促使淋巴细胞脱颗粒
［８－１０］

。对白三烯 Ｂ４及
其受体相互作用的研究有助于对疾病发生和机体

免疫机理的阐释。

目前白三烯 Ｂ４受体已在人（Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ）
和小鼠（Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ）中得到鉴定，其中 ＢＬＴ１
为白三烯 Ｂ４高亲和力受体，主要表达于中性粒细
胞、嗜酸性粒细胞、单核细胞、树突细胞以及效应

Ｔ细胞等白细胞表面，参与活化及介导白细胞向
炎症部位的迁移

［１１－１５］
；ＢＬＴ２为白三烯 Ｂ４低亲

和力受体，在机体内表达分布广，并在脾脏中的表

达量最高，其具体功能还有待进一步研究
［１６］
。这

２个受体都属于 Ｇ蛋白偶联受体中的视紫红质蛋
白亚族，具有７次跨膜结构，在胞外的２个环中具
有２个保守的半胱氨酸残基，且胞外氨基端序列
中存在 １个保守的糖基化位点［１６－１８］

。这 ２个受
体基因在人和小鼠的基因组中成簇分布，具有相

同的转录方向，且２个受体具有较高相似度，在人
和小鼠中分别为４５２％和４４６％。

斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）作为生命科学研究中重
要的模式动物，已被广泛用于发育生物学、遗传

学、肿瘤学、药物学、毒理及环境等方面的研

究
［１９］
。随着斑马鱼全基因组序列的公布，斑马鱼

基因通过与人类及其他哺乳动物已知功能基因的

比对，很多功能得到初步确认。但由于不同物种

之间基因的多样性、差异性以及基因剪接方式的

不同，相当一部分斑马鱼基因的功能尚不明确。
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已有学者研究并克隆了斑马鱼 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ基
因 ｚＢＬＴ１和 ＢＬＴ２ｌｉｋｅ基因 ｚＢＬＴ２ａ、ｚＢＬＴ２ｂ［２０］。
序列分析发现 ｚＢＬＴ１具有与人 ＢＬＴ１相似的特征
结构。进一步功能研究发现，表达 ｚＢＬＴ１的 ＣＨＯ
细胞在白三烯 Ｂ４的刺激下，胞内钙离子浓度会升
高，且 ｃＡＭＰ的产生会被抑制，这与人 ＢＬＴ１的功
能具有相似的特性。表达 ｚＢＬＴ２ａ和 ｚＢＬＴ２ｂ的
ＣＨＯ 细 胞 在 白 三 烯 Ｂ４ 和 １２ＨＨＴ（１２
ｈｙｄｒｏｘｙｈｅｐｔａｄｅｃａｔｒｉｅｎｏｉｃａｃｉｄ）的诱导下，胞内钙离
子浓度也会升高，且 ｃＡＭＰ的产生也会被抑制，这
与人 ＢＬＴ２的功能具有类似的特性。然而，在人
和小鼠中只存在１个ＢＬＴ２基因，而在斑马鱼中却
鉴定出２个 ＢＬＴ２ｌｉｋｅ基因，说明斑马鱼白三烯受
体具有一定的多样性。并且，在 ＮＣＢＩ数据库中
发现仍有 ６条预测的斑马鱼 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ基因。因
此，斑马鱼的 ＢＬＴ１基因是否也具有多样性，有待
进一步的验证。

本实验室之前的研究中，斑马鱼经鳗弧菌

（Ｖｉｂｒｉｏａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ）减毒活疫苗 ＭＶＡＶ６２０３浸泡
免疫２８ｄ后，基于基因芯片的脾脏组织基因表达
差异分析发现，预测的 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ基因（ＧｅｎＢａｎｋ
登录号：ＸＭ＿００２６６２７２１）与对照组相比表达上调
９１９倍［２１］

，说明其在疫苗的免疫过程中可能发

挥着重要作用，之后 Ｏｋｕｎｏ等［２０］
证实其编码的蛋

白就是 ＢＬＴ１受体。本研究进一步对 ＮＣＢＩ数据
库中预测的斑马鱼 ＢＬＴ１基因进行了克隆，并得
到 ２条与人 ＢＬＴ１具有较高相似度的序列。此
外，考察了其所编码蛋白在胞内的定位情况及其

与人 ＢＬＴ１抗体的相互作用，并对这 ２条序列在
斑马鱼胚胎发育不同时期及各组织的表达情况进

行了分析。

１　材料与方法

１１　实验用鱼
交配所用亲鱼来自上海中国科学院神经所，

品系为 ＡＢ系，体长３～４ｃｍ，体质量０５～０７ｇ。
成鱼组织分布表达实验所用斑马鱼由上海嘉定鱼

场提供，体质量为 ０１５～０２５ｇ，５～７月龄。斑
马鱼在实验室条件饲养，水温 ２４℃，每天喂食 ２
次，每日１２ｈ黑暗 １２ｈ光照交替进行，实验之前
均驯养２个星期以上。
１２　主要试剂和仪器

Ｔａｑ ＤＮＡ 聚 合 酶、Ｐｆｕ ＤＮＡ 聚 合 酶、

ＲＮＡＳｔｏｒｅ样本保存液、ＤＮＡ胶回收试剂盒及质
粒抽提试剂盒购自天根生化科技（北京）有限公

司；ＳＭＡＲＴｅｒＴＭ ＲＡＣＥｃＤＮＡ ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ
购自 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公 司；ＰｒｅｍｉｘＴａｑＴＭ ＨｏｔＳｔａｒｔ
Ｖｅｒｓｉｏｎ酶、逆转录试剂盒、限制性内切酶 ＸｈｏＩ和
ＥｃｏＲＩ、ｐＭＤ１９Ｔ克隆载体购自宝生物（大连）公
司；ＴＲＩｚｏｌ试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＦａｓｔＳｔａｒｔ
ＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ（ＲＯＸ）购自 Ｒｏｃｈｅ
公司；人源 ＢＬＴ１多克隆抗体购自 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ
公司；ＲＮａｓｅｆｒｅｅ的枪头和离心管购自 Ａｘｙｇｅｎ
公司；ＰＣＲ仪购自宁波东胜仪器科技有限公司；
封片液、ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ购自
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；Ｔａｎｏｎ５５００全自动
数码凝胶图像分析系统购自天能公司；Ｌｅｉｃａ
ＴＣＳＳＰ５激光扫描共聚焦显微镜购自 Ｌｅｉｃａ公
司；ＡＢＩ７５００ＲｅａｌＴｉｍｅＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ 购自
ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司。
１３　总 ＲＮＡ的提取以及 ｃＤＮＡ的合成

总 ＲＮＡ采用 ＴＲＩｚｏｌ法进行提取。胚胎发育
实验中，取１５枚鱼卵为一组，设 ３个平行组；成
鱼组织分布表达实验中，将 １０条斑马鱼分为一
组，分 别 设 ３个 平 行 组。提 取 的 ＲＮＡ 先 用
ＤＮａｓｅＩ消化后再根据逆转录试剂盒说明书上的
操作逆转录合成 ｃＤＮＡ。
１４　３′ＲＡＣＥ和５′ＲＡＣＥ实验

以肝脏的 ＲＮＡ作为模板，按照 ＲＡＣＥ试剂
盒中的操作方法逆转录合成 ｃＤＮＡ。根据 ＮＣＢＩ
网站上预测的２条 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录
号分别为ＸＭ＿００１３４１４２０４和 ＸＭ＿００５１６９００８１）
设计 ＲＡＣＥ引物（表 １），引物设计软件为 Ｐｒｉｍｅｒ
ｐｒｅｍｉｅｒ６０。实验过程中采用热启动的 Ｔａｑ酶，
并使用巢式 ＰＣＲ对 ２个 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ基因的 ３′端和
５′端进行 ＰＣＲ，以减少非特异性扩增。克隆得到
３′端和 ５′端序列后，再次设计引物克隆其全长
ｃＤＮＡ序列并测序。
１５　ＢＬＴ１ｌｉｋｅ基因序列的分析及系统进化树的
构建

克隆得到的 ｃＤＮＡ序列和相应的氨基酸序列
用 ＮＣＢＩ网站上的 ＢＬＡＳＴ程序进行比对分析；
用 ＩｎｔｅｒＰｒｏ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／ｉｎｔｅｒｐｒｏ／
ｓｃａｎ．ｈｔｍｌ）对相应蛋白序列的特定结构进行分
析；跨膜结构使用 ＴＭｐｒｅｄＳｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｃｈ．ｅｍｂｎｅｔ．ｏｒｇ／ｓｏｆｔｗａｒｅ／ＴＭＰＲＥＤ＿ｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ）进

４５７１
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表 １　实验中所用的引物
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

引物名称

ｐｒｉｍｅｒｓ
序列 （５′

!

３′）
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′

!

３′）
用途

ｕｓａｇｅ

ＢＬＴ１ＧＳＰＦ ＧＧＴＧＡＣＡＣＴＧＡＣＧＣＡＧＡＧＣＡＧＧＡＴＧＧ ３′ＲＡＣＥ

ＢＬＴ１ＮＧＳＰＦ ＧＧＡＧＣＡＣＴＧＣＴＧＣＣＴＧＴＧＴＧＡＴＣＣＴＧ ３′ｎｅｓｔｅｄＲＡＣＥ

ＢＬＴ１ＧＳＰＲ ＴＧＴＴＣＣＴＡＡＧＴＣＴＴＧＡＡＡＣＡＧＣＴＴＣＡＣＴＡＴＣＣＣＴ ５′ＲＡＣＥ

ＢＬＴ１ＮＧＳＰＲ ＧＧＧＣＣＡＧＣＧＡＧＴＡＧＡＴＣＣＡＣＡＧＣＧＧＴＡＡＧＧＴＧＡ ５′ｎｅｓｔｅｄＲＡＣＥ

ＢＬＴ２ＧＳＰＦ ＧＧＧＡＡＴＡＣＧＡＧＴＣＴＧＡＣＡＣＣＣＡＧＧＡＧＧＣＴＧＴ ３′ＲＡＣＥ

ＢＬＴ２ＮＧＳＰＦ ＧＣＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＴＧＴＴＴＧＣＴＣＴＧＴＧＣＴＧＧＡＴ ３′ｎｅｓｔｅｄＲＡＣＥ

ＢＬＴ２ＧＳＰＲ ＡＴＣＣＡＧＣＡＣＡＧＡＧＣＡＡＡＣＡＴＣＡＣＣＡＣＣＡＣＧＣ ５′ＲＡＣＥ

ＢＬＴ２ＮＧＳＰＲ ＣＣＣＧＴＴＴＣＴＣＧＡＡＧＴＧＡＧＣＴＧＣＧＧＡＡＧＧＴＴＣ ５′ｎｅｓｔｅｄＲＡＣＥ

ＵＰＭ ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ ５′ａｎｄ３′ＲＡＣＥ

ＮＵＰ ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ ｎｅｓｔｅｄＰＣＲ

ＢＬＴ１１ｐＥＦ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＡＴＧＡＡＣＡＧＴＴＣＣＴＣＴＣＴＡＴＣＴＧＧＴ ｐｌａｓｍｉｄｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

ＢＬＴ１１ｐＥＲ ＧＧＡＡＴＴＣＧＣＴＧＴＴＣＡＴＣＡＡＣＡＧＧＡＣＴＴＴＣＣＡ ｐｌａｓｍｉｄｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

ＢＬＴ１２ｐＥＦ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＡＴＧＡＡＣＧＣＴＡＣＧＧＣＧＡＡＴＣＴＴＣ ｐｌａｓｍｉｄｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

ＢＬＴ１２ｐＥＲ ＧＧＡＡＴＴＣＧＧＴＣＴＧＣＡＧＴＡＣＴＧＡＣＧＣＡＴＧＡＴ ｐｌａｓｍｉｄｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

ＢＬＴ１１ｐｃＦ ＧＧＡＡＴＴＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＡＡＣＧＣＴＡＣＧＧＣＧＡＡＴＣＴＴＣ ｐｌａｓｍｉｄｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

ＢＬＴ１１ｐｃＲ ＧＧＡＡＴＴＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＡＡＣＡＧＴＴＣＣＴＣＴＣＴＡＴＣＴＧＧＴ ｐｌａｓｍｉｄｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

ＢＬＴ１２ｐｃＦ ＧＧＡＡＴＴＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＡＡＣＧＣＴＡＣＧＧＣＧＡＡＴＣＴＴＣ ｐｌａｓｍｉｄｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

ＢＬＴ１２ｐｃＲ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＴＡＣＴＧＴＴＣＡＴＣＡＡＣＡＧＧＡＣＴＴＴ ｐｌａｓｍｉｄｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

ＢＬＴ１１ＦＣＦ ＡＧＴＣＡＧＡＧＣＴＧＴＧＡＴＴＣＴＣＴＧ ｃＤＮＡｃｌｏｎｉｎｇ

ＢＬＴ１１ＦＣＲ ＴＣＡＴＴＴＡＡＡＣＡＡＣＡＴＴＡＡＴＴＡＴＡＡＣ ｃＤＮＡｃｌｏｎｉｎｇ

ＢＬＴ１２ＦＣＦ ＡＡＧＧＡＡＡＣＡＴＧＡＡＣＧＣＴＡＣ ｃＤＮＡｃｌｏｎｉｎｇ

ＢＬＴ１２ＦＣＲ ＧＡＧＧＡＧＡＣＡＣＡＡＧＣＡＡＡＴＧ ｃＤＮＡｃｌｏｎｉｎｇ

ＢＬＴ１１ＱＦ ＡＧＣＡＧＣＧＴＣＴＴＣＡＴＣＡＴＣ ＲＴｑＰＣＲ

ＢＬＴ１１ＱＲ ＧＣＣＡＴＣＡＴＣＣＴＣＡＴＣＡＴＣＴＡＡ ＲＴｑＰＣＲ

ＢＬＴ１２ＱＦ ＴＣＡＴＣＡＣＡＴＡＧＧＣＡＡＣＡＴＴＣＴ ＲＴｑＰＣＲ

ＢＬＴ１２ＱＲ ＧＣＡＣＡＴＡＧＡＧＣＡＣＴＧＧＡＴＴ ＲＴｑＰＣＲ

βａｃｔｉｎＦ ＡＴＧＧＡＴＧＡＧＧＡＡＡＴＣＧＣＴＧＣＣ ｃｏｎｔｒｏｌ，ＲＴｑＰＣＲ

βａｃｔｉｎＲ ＣＴＣＣＣＴＧＡＴＧＴＣＴＧＧＧＴＣＧＴＣ ｃｏｎｔｒｏｌ，ＲＴｑＰＣＲ

行在线预测；不同序列之间的一致性和相似性用

软件 ＭａｔＧＡＴ２０１［２２］进行计算；糖基化位点用
ＮｅｔＮＧｌｙｃ１０Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＮＧｌｙｃ／）进行在线预测；进化树构建
使用 ＭＥＧＡ６０６软 件，以 邻 接 法 （Ｎｅｉｇｈｂｏｒ
Ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构 建 进 化 树，１ ０００ 次 自 举

（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）分析计算各节点支持率。序列比对和
进化树构建时所选物种及序列的 ＧｅｎＢａｎｋ登录
号如表２所示。
１６　ＢＬＴ１ｌｉｋｅ受体的细胞亚定位

使用 ｐＥＧＦＰＮ１表达质粒，将克隆到的 ２个
ＢＬＴ１ｌｉｋｅ基因的开放阅读框（不包括终止密码
子）通过 ＸｈｏＩ和 ＥｃｏＲＩ２个酶切位点接入
ｐＥＧＦＰＮ１质粒与绿色荧光蛋白融合表达。转染
时，将消化好的ＣＨＯ细胞接种到已放置细胞爬片
的 ９６孔板中，２４ｈ后用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００
Ｒｅａｇｅｎｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）转染上述２种重组质粒，并转

表 ２　序列比对及进化树构建所用物种及相应序列
ＧｅｎＢａｎｋ登录号

Ｔａｂ．２　ＳｐｅｃｉｅｓａｎｄＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｕｓｅｄｉｎ
ｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔａｎｄｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

物种

ｓｐｅｃｉｅｓ
ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．
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Ｐｏｅｃｉｌｉａｆｏｒｍｏｓａ ＸＰ＿００７５５９１０６

牛 Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ Ｑ３Ｔ１８１

青
!

Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ ＸＰ＿００４０６７３２３

大西洋鲑 Ｓａｌｍｏｓａｌａｒ ＮＰ＿００１１３４２２０

人 Ｈ．ｓａｐｉｅｎｓ ＮＰ＿８５８０４３

小鼠 Ｍ．ｍｕｓｃｕｌｕｓ ＮＰ＿０３２５４５

斑马鱼 Ｄ．ｒｅｒｉｏ ＮＰ＿００１２９５９０４

大黄鱼 Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓｃｒｏｃｅａ ＸＰ＿０１０７３７７６５

大菱鲆 Ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｓｍａｘｉｍｕｓ ＡＨＺ４１２３１

尼罗罗非鱼 Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ ＸＰ＿００３４５４８３１

染 ｐＥＧＦＰＮ１质粒作为对照；４ｈ后更换培养液；
在转染 １８ｈ后，用 ＰＢＳ（ｐＨ７４）洗涤 ２次并用
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４％的多聚甲醛固定 １５ｍｉｎ；之后将附着细胞的
爬片倒扣于载玻片并用封片液固定，室温干燥过

夜，然后用激光共聚焦显微镜对其定位情况进行

观察。

１７　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ受体与抗体
的相互作用

将得到的 ２个 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ基因的开放阅读框
通过 ＥｃｏＲ Ｉ和 ＸｈｏＩ２个酶切位点克隆到
ｐｃＤＮＡ３１（＋）表达质粒并用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００Ｒｅａｇｅｎｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）转染 ＣＨＯ细胞。培养
一段时间后，用胰酶消化转染 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ基因的
ＣＨＯ细胞（约 １×１０６个）并离心收集，倒掉上清
液并用 ２００μＬ细胞裂解液（ＴｒｉｓＨＣｌ５０ｍＭ，
ＮａＣｌ１５０ｍＭ，ＴｒｉｔｏｎＸ１００５％，ｐＨ＝７４）进行
裂解。之后往细胞裂解液中加入 ５０μＬｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ进行 ＳＤＳＰＡＧＥ和 ｗｅｓｔｅｒｎ印迹实验，观察
其与人源 ＢＬＴ１多克隆抗体的相互作用。
１８　ＲＴｑＰＣＲ

根据克隆得到的 ＢＬＴ１ｌｉｋｅｃＤＮＡ序列设计荧
光定量 ＰＣＲ特异引物 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ１Ｆ／Ｒ、ＢＬＴ１ｌｉｋｅ２
Ｆ／Ｒ以及内参 βａｃｔｉｎＦ／Ｒ（表１），实验前进行标准
曲线的绘制以确定引物的有效性和模板的浓度范

围。选用 ＡＢＩ７５００ＲｅａｌＴｉｍｅＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ，使
用ＦａｓｔＳｔａｒｔＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ（ＲＯＸ）进
行检测。ＰＣＲ扩增时采用２０μＬ体系，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
１０μＬ，上下游引物各 １μＬ，模板 １μＬ，ＲＮａｓｅｆｒｅｅ
Ｈ２Ｏ７μＬ。ＰＣＲ反应条件为初始９５℃变性１０ｍｉｎ；
之后９５℃变性１５ｓ，６０℃退火／延伸６０ｓ，循环 ４０
次；最后进行溶解曲线的测定。

２　结果与分析

２１　基因的克隆和序列分析
通过 ＲＡＣＥ技术，成功克隆得到了 ＢＬＴ１

ｌｉｋｅ１（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＴ００４４２２）和 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ２
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＴ００４４２３）２个基因的全长
ｃＤＮＡ，其分别为１４３１和１２２３ｂｐ，其开放阅读框
编码产物分别为３３９和３５６个氨基酸。通过与基
因组的比对发现，这 ２个基因在斑马鱼基因组上
位置相邻，并且都不含内含子。其编码的蛋白具

有典型的 Ｇ蛋白偶联受体的特征：７次跨膜结构、
数个跨膜结构中都含有保守的脯氨酸残基、胞外

的环中具有２个保守的半胱氨酸残基以及胞外氨
基端存在糖基化位点等（图 １，２），且在其羧基端

存在数个丝氨酸和苏氨酸残基，推测其可能与胞

内的信号转导有关。

２２　蛋白序列比对和进化树分析
序列间的一致性和相似性如表 ３所示，这 ２

个受体间的氨基酸序列一致性高达 ５１９％，且与
亚马逊花
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以及大西洋鲑预测的 ＢＬＴ１氨
基酸序列具有较高的一致性，并具有较近的亲缘

关系（图 ３）。此外，二者与人源 ＢＬＴ１的氨基酸
序列一致性为３２％左右，相似性约为５５％。
２３　ＢＬＴ１ｌｉｋｅ受体在细胞中的亚定位分析

将 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ１和 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ２的羧基端融合
表达增强的绿色荧光蛋白，从而可以在荧光场下

间接观察这２个蛋白表达后的定位情况。对照细
胞整个胞质均可见绿色荧光，而 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ１和
ＢＬＴ１ｌｉｋｅ２融合表达的细胞，细胞边缘存在显著
绿色荧光，而胞质中荧光较弱，说明这２个受体能
定位在细胞膜上（图４）。
２４　ＢＬＴ１ｌｉｋｅ受体与抗体的相互作用

通过将 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ蛋白在 ＣＨＯ细胞中进行
表达，然后对细胞全蛋白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ，考察了 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ蛋白与人源
ＢＬＴ１多克隆抗体之间的相互作用（图 ５）。表达
ＢＬＴ１ｌｉｋｅ１和 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ２的 ＣＨＯ细胞全蛋白与
人源 ＢＬＴ１多克隆抗体具有明显的特异性相互作
用，而对照组和蛋白 Ｍａｒｋｅｒ与相应抗体没有可见
的相互作用。

２５　ＢＬＴ１ｌｉｋｅ基因在胚胎发育过程中的表达
分析

在斑马鱼胚胎发育早期，基因 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ１与
ＢＬＴ１ｌｉｋｅ２的表达呈现一定程度的相似性，表现
为急剧上调后迅速下调。基因 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ１的表达
在１２ｈ发生显著上调，表达量上升至１ｈ的１８倍
左右，之后便迅速下降，但表达量依旧维持在 １ｈ
的５倍以上（图６）；而 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ２在前１２ｈ的表
达变化不显著，在 ２４ｈ表达量发生显著变化，约
上升至１ｈ的３４倍，并在 ４８ｈ进一步上调表达，
之后便急剧下降，降至发育１ｈ的表达水平。
２６　ＢＬＴ１ｌｉｋｅ基因在成鱼组织中的表达分布

２个基因在肠道、皮肤和眼睛中的相对表达
量均较低，而在肝脏和心脏中的表达量则较高

（图７）。同时 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ１基因在鳃中具有最高的
表达量，约为肠中的９倍，而 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ２基因在肝
脏的表达量最高，约为肠中的５倍。
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图 １　ＢＬＴ１ｌｉｋｅ１的全长 ｃＤＮＡ序列和相应的氨基酸序列
表示终止密码子；ｐｏｌｙＡ加尾信号用黑体和下划线标识；跨膜结构用下划线标识，分别标注为 ＴＭ１～７；糖基化位点用

黑体加阴影标识，下同

Ｆｉｇ．１　ＦｕｌｌｌｅｎｇｔｈｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｍｉｎｏａｃｉｄｓｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＢＬＴ１ｌｉｋｅ１
Ａｓｔｅｒｉｓｋｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｓｔｏｐｃｏｄｏｎ；ｐｏｌｙＡ ｔａｉｌｓｉｇｎａｌｉｓｂｏｌｄａｎｄｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ；ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｄｏｍａｉｎｓａｒｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄａｎｄ

ｄｅｓｉｇｎａｔｅｄａｓＴＭ１７；Ｎｌｉｎｋｅｄｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｓａｒｅｓｈａｄｅｄａｎｄｂｏｌｄ，ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ

图 ２　ＢＬＴ１ｌｉｋｅ２的全长 ｃＤＮＡ序列和相应的氨基酸序列

Ｆｉｇ．２　ＦｕｌｌｌｅｎｇｔｈｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｍｉｎｏａｃｉｄｓｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＢＬＴ１ｌｉｋｅ２
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表 ３　ＢＬＴ１ｌｉｋｅ蛋白与其他序列间的一致性（右上）和相似性（左下）
Ｔａｂ．３　Ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ（ｔｏｐｒｉｇｈｔ）ａｎｄｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ（ｄｏｗｎｌｅｆｔ）ｂｅｔｗｅｅｎＢＬＴ１ｌｉｋｅａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｓｅｌｅｃｔｅｄ

基因来源 ｇｅｎｅｓｏｕｒｃｅ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２

１．ＢＬＴ１ｌｉｋｅ１ ５１９ ４１５ ３１７ ３０６ ３３３ ３２４ ３１７ ３１１ ４７０ ４７１ ３０２

２．ＢＬＴ１ｌｉｋｅ２ ７０２ ５６１ ３３３ ３０３ ３２６ ３１８ ３０１ ３２０ ６１６ ６２１ ３１２

３亚马逊花
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Ｐ．ｆｏｒｍｏｓａ ６２３ ７２９ ２８２ ２８４ ２８３ ３００ ３０４ ２８５ ６６２ ６０４ ２８７

４牛 Ｂ．ｔａｕｒｕｓ ５９３ ５５９ ５０９ ３９７ ７２３ ７８５ ４０６ ３９８ ２８２ ３０３ ４０７

５斑马鱼 Ｄ．ｒｅｒｉｏ ５２６ ５３４ ５０４ ５６８ ３８２ ３９５ ５７２ ５７６ ２９３ ３２１ ５６４

６小鼠 Ｍ．ｍｕｓｃｕｌｕｓ ５９０ ５４８ ４９９ ８２９ ５８９ ７６８ ４０１ ４０３ ３００ ３０１ ４１１

７人 Ｈ．ｓａｐｉｅｎｓ ５６０ ５４５ ５０６ ８５５ ５８４ ８４４ ４０３ ４２１ ３０１ ３２１ ４０７

８大黄鱼 Ｌ．ｃｒｏｃｅａ ５３０ ５２７ ５５０ ６００ ７５３ ５９７ ６００ ７７２ ２９５ ２９８ ７４７

９尼罗罗非鱼 Ｏ．ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ ５４８ ５５９ ５３７ ５８９ ７６３ ６１８ ６１６ ８５２ ３０３ ３１３ ７２４

１０青
!

Ｏ．ｌａｔｉｐｅｓ ６８４ ７９８ ７８６ ５３２ ５１３ ５２９ ５３７ ５３５ ５５４ ６７０ ２９４

１１大西洋鲑 Ｓ．ｓａｌａｒ ６７３ ７９５ ７４９ ５３７ ５０５ ５４８ ５５４ ５０９ ５４３ ８３４ ３０４

１２大菱鲆 Ｓ．ｍａｘｉｍｕｓ ５５６ ５５１ ５４０ ６１３ ７２９ ６１３ ６２１ ８３９ ８４７ ５４３ ５３８

图 ３　斑马鱼与其他物种的 ＢＬＴ１进化树

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＢＬＴ１ｆｒｏｍｚｅｂｒａｆｉｓｈａｎｄｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ

图 ４　ＢＬＴ１ｌｉｋｅ１和 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ２的亚细胞定位
（ａ）对照组，转染空载 ｐＥＧＦＰＮ１质粒的 ＣＨＯ细胞；（ｂ）转染重组 ｐＥＧＦＰＮ１ＢＬＴ１ｌｉｋｅ１质粒的 ＣＨＯ细胞；（ｃ）转染重组 ｐＥＧＦＰ

Ｎ１ＢＬＴ１ｌｉｋｅ２质粒的 ＣＨＯ细胞

Ｆｉｇ．４　ＳｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＢＬＴ１ａｎｄＢＬＴ２
（ａ）ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＣＨＯｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐｌａｓｍｉｄｐＥＧＦＰＮ１；（ｂ）ＣＨＯｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＥＧＦＰＮ１ＢＬＴ１

ｌｉｋｅ１；（ｃ）ＣＨＯｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＥＧＦＰＮ１ＢＬＴ１ｌｉｋｅ２
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图 ５　ＢＬＴ１ｌｉｋｅ１和 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ２与人 ＢＬＴ１

抗体的相互作用

Ｌ１：蛋白 ｍａｒｋｅｒ；Ｌ２：ＣＨＯ细胞；Ｌ３：转质粒 ｐｃＤＮＡ３１（＋）

的 ＣＨＯ细胞；Ｌ４：转重组质粒 ｐｃＤＮＡ３１（＋）ＢＬＴ１ｌｉｋｅ１的

ＣＨＯ细胞；Ｌ５：转重组质粒 ｐｃＤＮＡ３１（＋）ＢＬＴ１ｌｉｋｅ２的

ＣＨＯ细胞

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆＢＬＴ１ｌｉｋｅ１ａｎｄＢＬＴ１ｌｉｋｅ２

ｗｉｔｈｈｕｍａｎＢＬＴ１ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
Ｌ１：ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；Ｌ２：ＣＨＯｃｅｌｌｓ；Ｌ３：ＣＨＯｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ

ｗｉｔｈｐｌａｓｍｉｄｐｃＤＮＡ３１（＋）；Ｌ４：ＣＨＯｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐｃＤＮＡ３１（＋）ＢＬＴ１ｌｉｋｅ１；Ｌ５：ＣＨＯ

ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐｃＤＮＡ３１（＋）

ＢＬＴ１ｌｉｋｅ１

３　讨论

本研究采用 ＳＭＡＲＴＲＡＣＥ克隆技术获得了
ＢＬＴ１ｌｉｋｅ１和 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ２２个 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ基因的全
长 ｃＤＮＡ序列，其编码的蛋白均具有典型的 Ｇ蛋
白偶联受体的特征，并且和人 ＢＬＴ１一样属于 Ｇ
蛋白偶联受体中的视紫红质蛋白亚族。细胞的亚

定位实验表明这２个受体都具有较好的膜定位功
能。这与 ＢＬＴ１作为细胞膜受体，接收胞外信号
的特点相一致。并且这 ２个受体都可以与人
ＢＬＴ１抗体发生特异性相互作用，说明它们的某
些结构域具有一定的相似性。以上发现都进一步

说明这２个 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ受体与人 ＢＬＴ１具有一定
程度的相似性。

在胚胎发育过程中，２个 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ基因的表
达量在发育的 ３ｄ内都发生了显著的变化，均呈
现先急剧上调后迅速下调的趋势，表明其在斑马

鱼胚胎早期的发育过程中可能具有相当重要的功

图 ６　ＢＬＴ１ｌｉｋｅ１和 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ２在胚胎发育过程中相对表达量

Ｆｉｇ．６　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢＬＴ１ｌｉｋｅ１ａｎｄＢＬＴ１ｌｉｋｅ２ｄｕｒｉｎｇｅｍｂｒｙｏｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

图 ７　ＢＬＴ１ｌｉｋｅ基因的组织表达分布
１肠道；２．皮肤；３．鳃；４．肝；５．脾；６．肾；７．心；８．肌肉；９．眼睛；１０．脑

Ｆｉｇ．７　ＴｉｓｓｕｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｏｆＢＬＴ１ｌｉｋｅｇｅｎｅｓ
１ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ；２ｓｋｉｎ；３ｓｋｉｌｌ；４ｌｉｖｅｒ；５ｓｐｌｅｅｎ；６ｋｉｄｎｅｙ；７ｈｅａｒｔ；８ｍｕｓｃｌｅ；９ｅｙｅ；１０ｂｒａｉｎ
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能。与此结果相似的是，Ｏｋｕｎｏ等［２０］
通过干扰

ｚＢＬＴ１的表达以及阻断白三烯 Ｂ４的生物合成证
明了此基因在斑马鱼原肠胚发育期中的重要作

用。以上结果说明这 ２个 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ受体可能与
ｚＢＬＴ１一样在斑马鱼胚胎发育中起着重要作用。
然而，人体中 ＢＬＴ１的主要功能在于趋化淋巴细
胞至感染部位，并且 ＢＬＴ１缺失的小鼠并不存在
胚胎发育的问题

［２３］
，因此其在胚胎发育中的作用

可能是鱼类所特有的，这也是 ＢＬＴ１在感染和免
疫之外被发现的新功能。

组织表达结果显示 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ１和 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ２
基因在肠道、皮肤和眼睛中的相对表达量较低，而

在肝脏和心脏的表达量较高。ＢＬＴ１ｌｉｋｅ１基因在
鳃中的表达量最高，并在心脏中具有较高表达量，

而鳃和心脏都是富含血细胞的器官，从而间接地

说明 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ１基因在血液细胞中具有较高的表
达量。与此相一致的是，人类的 ＢＬＴ１在外周血
细胞中也具有较高的表达量

［９］
。与 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ１基

因不同，ＢＬＴ１ｌｉｋｅ２基因在肝脏和心脏中具有较
高的表达量，而在鳃中的表达量相对较低。在鳃

中表达量的显著差异说明二者可能存在某些差异

性的功能，虽然二者在基因组上的位置相邻以及

编码的蛋白具有较高的一致性（５１９％）。上述
结果表明，ＢＬＴ１ｌｉｋｅ１和 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ２虽然同为
ＢＬＴ１ｌｉｋｅ受体，但在功能上可能存在一定程度的
差异。

本研究成功克隆到了２个 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ基因，其
位于同一基因簇上，且编码的 ２个蛋白之间具有
较高的相似度。这２个基因编码的２个蛋白具有
与人 ＢＬＴ１受体相似的特征，并在斑马鱼胚胎发
育过程中可能起着重要的作用。该结果进一步说

明斑马鱼的 ＢＬＴ１基因可能与其 ＢＬＴ２基因一样
存在多样性，并为其他鱼类的 ＢＬＴ１基因的克隆
和鉴定提供借鉴。
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ｒｅｓｐｏｎｓｅｂｙｌｅｕｋｏｔｒｉｅｎｅＢ４ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ：ａｒｏｌｅｆｏｒＬＴＢ４
ｉｎｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＣＣＲ７ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎ

［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２００７，１０９（２）：６２６－６３１．

［１２］　ＭｉｙａｈａｒａＮ，Ｔａｋｅｄａ Ｋ， Ｍｉｙａｈａｒａ Ｓ， ｅｔ ａｌ．

ＬｅｕｋｏｔｒｉｅｎｅＢ４ ｒｅｃｅｐｔｏｒ１ｉｓｅｓｓｅｎｔｉａｌｆｏｒａｌｌｅｒｇｅｎ

ｍｅｄｉａｔｅｄｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔｏｆＣＤ８＋ Ｔｃｅｌｌｓａｎｄａｉｒｗａｙ

ｈｙｐｅｒｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ ［Ｊ］． Ｔｈｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ

Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２００５，１７４（８）：４９７９－４９８４．

［１３］　ＴａｇｅｒＡＭ，ＢｒｏｍｌｅｙＳ Ｋ，ＭｅｄｏｆｆＢ Ｄ，ｅｔａｌ．

ＬｅｕｋｏｔｒｉｅｎｅＢ４ｒｅｃｅｐｔｏｒＢＬＴ１ｍｅｄｉａｔｅｓｅａｒｌｙｅｆｆｅｃｔｏｒ

Ｔｃｅｌｌｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２００３，

１７４（８）：９８２－９９０．

［１４］　ＳｕｂｂａｒａｏＫ，ＪａｌａＶ Ｒ，ＭａｔｈｉｓＳ，ｅｔａｌ．Ｒｏｌｅｏｆ

ｌｅｕｋｏｔｒｉｅｎｅＢ４ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆ
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１２期 唐宇飞，等：斑马鱼 ＢＬＴ１ｌｉｋｅ基因的克隆和表达分析 　　

ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｓｃｘｕｅｂａｏ．ｃｎ

ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ： ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ［Ｊ］．

Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，Ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ，ａｎｄＶａｓｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，

２００４，２４（２）：３６９－３７５．

［１５］　ＳｈａｏＷ Ｈ，ＰｒｅｔｅＡ Ｄ，ＢｏｃｋＣ Ｂ，ｅｔａｌ．Ｔａｒｇｅｔｅｄ

ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ ｏｆｌｅｕｋｏｔｒｉｅｎｅ Ｂ４ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ＢＬＴ１ ａｎｄ

ＢＬＴ２：ａｃｒｉｔｉｃａｌｒｏｌｅｆｏｒＢＬＴ１ｉｎｃｏｌｌａｇｅｎｉｎｄｕｃｅｄ

ａｒｔｈｒｉｔｉｓｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，

２００６，１７６（１０）：６２５４－６２６１．

［１６］　ＹｏｋｏｍｉｚｏＴ，ＫａｔｏＫ，ＴｅｒａｗａｋｉＫ，ｅｔａｌ．Ａ Ｓｅｃｏｎｄ

ｌｅｕｋｏｔｒｉｅｎｅＢ４ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＢＩＴ２ａｎｅｗｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔ

ｉｎｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌｄｉｓｏｒｄｅｒｓ［Ｊ］．

ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０００，１９２

（３）：４２１－４３２．

［１７］　ＭｕｒｐｈｙＰＭ．Ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｂｉｏｌｏｇｙｏｆｌｅｕｋｏｃｙｔｅ

ｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｓ［Ｊ］．ＡｎｎｕａｌＲｅｖｉｅｗ ｏｆ

Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，１９９４，１２（１）：５９３－６３３．

［１８］　ＴｒｙｓｅｌｉｕｓＹ，ＮｉｌｓｓｏｎＮＥ，ＫｏｔａｒｓｋｙＫ，ｅｔａｌ．Ｃｌｏｎｉｎｇ

ａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆｃＤＮＡ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａｎｏｖｅｌ

ｈｕｍａｎｌｅｕｋｏｔｒｉｅｎｅＢ４ｒｅｃｅｐｔｏｒ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎｄ

ＢｉｏｐｈｙｓｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，２０００，２７４

（４）：３７７－３８２．

［１９］　ＳｕｎＺＨ，ＪｉａＳＪ，ＭｅｎｇＡＭ．Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ：ｓｗｉｍｍｉｎｇ

ｉｎ ｌｉｆｅ ｓｃｉｅｎｃｅｓ［Ｊ］．Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｂｕｌｌｅｔｉｎ ｏｆＬｉｆｅ

Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，２００６，１８（５）：４３１－４３６．［孙智慧，贾顺姬，

孟安明．斑马鱼：在生命科学中畅游．生命科学，

２００６，１８（５）：４３１－４３６．］

［２０］　ＯｋｕｎｏＴ，ＩｓｈｉｔａｎｉＴ，Ｙｏｋｏｍｉｚｏ Ｔ．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｒｅｅＢＬＴｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈ

［Ｊ］．ＰｌｏＳＯｎｅ，２０１５，１０（３）：ｅ０１１７８８８．

［２１］　ＺｈａｎｇＨ，ＦｅｉＣ，Ｗｕ Ｈ Ｚ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｓ Ｔｈ１７ｌｉｋｅ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ

ｉｎｄｕｃｅｄｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｂａｔｈｖａｃｃｉｎａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｌｉｖｅ

ａｔｔｅｎｕａｔｅｄＶｉｂｒｉｏａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ［Ｊ］．ＰｌｏＳＯｎｅ，２０１３，８

（９）：ｅ７３８７１．

［２２］　ＣａｍｐａｎｅｌｌａＪＪ，ＢｉｔｉｎｃｋａＬ，ＳｍａｌｌｅｙＪ．ＭａｔＧＡＴ：ａｎ

ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｔｈａｔｇｅｎｅｒａｔｅｓｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ／ｉｄｅｎｔｉｔｙｍａｔｒｉｃｅｓ

ｕｓｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｒ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ［Ｊ］．ＢＭＣ

Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２００３，４（１）：２９．

［２３］　ＴｅｒａｗａｋｉＫ，ＹｏｋｏｍｉｚｏＴ，ＮａｇａｓｅＴ，ｅｔａｌ．Ａｂｓｅｎｃｅ

ｏｆｌｅｕｋｏｔｒｉｅｎｅＢ４ ｒｅｃｅｐｔｏｒ１ｃｏｎｆｅｒｓｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏ

ａｉｒｗａｙｈｙｐｅｒｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓａｎｄＴｈ２ｔｙｐｅｉｍｍｕｎｅ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２００５，１７５

（７）：４２１７－４２２５．
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　　　 水　产　学　报 ３９卷

ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｓｃｘｕｅｂａｏ．ｃｎ

ＣｌｏｎｉｎｇａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＢＬＴ１ｌｉｋｅｇｅｎｅｓ
ｆｒｏｍｚｅｂｒａｆｉｓｈ（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）

ＴＡＮＧＹｕｆｅｉ１，ＬＩＵＸｉａｏｈｏｎｇ１，２，ＣＨＡＮＧＸｉｎｙｕｅ１，ＷＵＨａｉｚｈｅｎ１，ＺＨＡＮＧＹｕａｎｘｉｎｇ１，２

（１．ＳｔａｔｅＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＢｉｏｒｅａｃｔｏｒＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＥａｓｔＣｈｉｎａＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２００２３７，Ｃｈｉｎａ；

２．ＳｈａｎｇｈａｉＣｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｍａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１４２４，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＩｎｏｒｄｅｒｔｏｒｅｓｅａｒｃｈｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｓｏｆＢＬＴ１ｉｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｏｆ
ｚｅｂｒａｆｉｓｈ，ｔｗｏｌｅｕｋｏｔｒｉｅｎｅＢ４ｒｅｃｅｐｔｏｒ１ｌｉｋｅ（ＢＬＴ１ｌｉｋｅ）ｇｅｎｅｓ，ＢＬＴ１ｌｉｋｅ１ａｎｄＢＬＴ１ｌｉｋｅ２，ｆｒｏｍｚｅｂｒａｆｉｓｈ
ｗｅｒｅｃｌｏｎｅｄ，ｗｈｉｃｈｅｎｃｏｄｅｄ３３９ａｎｄ３５６ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｒｏｕｇｈｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎａｌｙｓｉｓ，
ｉｔｗａｓｆｏｕｎｄｔｈａｔｂｏｔｈｏｆｔｈｅｔｗｏｐｒｏｔｅｉｎｓｂｅｌｏｎｇｔｏｒｈｏｄｏｐｓｉｎｓｕｂｆａｍｉｌｙｏｆＧｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｓ
（ＧＰＣＲ），ｗｉｔｈｔｙｐｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓｏｆＧＰＣＲａｎｄｈａｖｅａｍｏｄｅｒａｔｅｉｄｅｎｔｉｔｙｏｆａｂｏｖｅ３１％ ｗｉｔｈｈｕｍａｎＢＬＴ１．
Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ，ｗｈｅｎｆｕｓｅｄｗｉｔｈｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ（ＥＧＦＰ）ａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＣＨＯｃｅｌｌｓ，ａ
ｇｏｏｄｍｅｍｂｒａｎｅｂｏｕｎｄｐｒｏｐｅｒｔｙｗａｓｆｏｕｎｄ．ＡｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｖｅｒｉｆｉｅｄｔｈｅｉｒｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｗｉｔｈｈｕｍａｎＢＬＴ１ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ．Ｂｅｓｉｄｅｓ，ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＲＴｑＰＣＲｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｄｕｒｉｎｇｔｈｅ
ｅｍｂｒｙｏｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＬＴ１ｌｉｋｅ１ｗａｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｔ１２ｈ，ｗｈｉｃｈ
ｗａｓ１８ｔｉｍｅｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆ１ｈ．ＷｈｉｌｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＢＬＴ１ｌｉｋｅ２ｃｈａｎｇｅｄｓｈａｒｐｌｙａｔ２４ｈ，
ｗｈｉｃｈｗａｓ３４ｔｉｍｅｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆ１ｈ．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｂｏｔｈｏｆｔｈｅｔｗｏｇｅｎｅｓｈａｄａｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｈｉｇｈ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎｔｈｅｈｅａｒｔａｎｄｌｉｖｅｒ，ｗｈｉｌｅｗｉｔｈａｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｌｏｗｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎｅ，ｓｋｉｎａｎｄ
ｅｙｅ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｖｅｌｙ，ｏｕｒｓｔｕｄｙｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｅｒｅｍｉｇｈｔｅｘｉｓｔｍｏｒｅｔｈａｎｏｎｅＢＬＴ１ｇｅｎｅｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈａｎｄｔｈｉｓ
ｗｉｌｌｂｅｈｅｌｐｆｕｌｔｏｃｌｏｎｅａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅＢＬＴ１ｇｅｎｅｓｆｒｏｍｏｔｈｅｒｆｉｓｈｅｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｚｅｂｒａｆｉｓｈ；ＢＬＴ１；ｇｅｎｅｃｌｏｎｉｎｇ；ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＷＵＨａｉｚｈｅｎ．Ｅｍａｉｌ：ｗｕｈｚｈ＠ｅｃｕｓｔ．ｅｄｕ．ｃｎ
Ｆｕｎｄｉｎｇｐｒｏｊｅｃｔｓ：ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｕｎｄｓｏｆＣｈｉｎａ（３１３７２５５０）；ＥａｒｍａｒｋｅｄＦｕｎｄｆｏｒＭｏｄｅｒｎ
ＡｇｒｏＩｎｄｕｓｔｒｙＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＲｅｓｅａｒｃｈＳｙｓｔｅｍ（ＣＡＲＳ５０Ｇ０７）
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