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pepsinogen gene from the Mandarin fish，Siniperca chuatsi
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Abstract: Pepsinogen is one kind of gastric digestive proteinases belongling to a family of aspartic proteinases, which is synthesized in the gastric mucosa of vertebrates and converted to pepsins in the acidic environment of gastric juice. The mandarin fish (Siniperca chuatsi) is a typical carnivorous fish which only prey on small live fishes after hatching. In order to understand the molecular characters of pepsinogen in fish, the full-length cDNA of pepsinogen gene of S. chuatsi was cloned by means of RT-PCR and rapid amplification of cDNA ends (RACE) and sequenced. The result reveals a 1367 bp cDNA full-length sequence containing 43 bp 5′-untranslated region, 187 bp 3′-untranslated region and 1137 bp open reading frame (ORF), which encodes 378 amino acids with characteristic signal peptides and activation peptides. The pepsinogen of S. chuatsi also has highly conserved amino acid residues essential for catalytic activity and conformational maintenance, which are two essential aspartyl residues in the active site and six cysteine residues involved in forming three disulphide bonds. The homology of amino acid sequences between pepsinogen of S. chuatsi and other vertebrate pepsinogens ranges from 59.9% to 91.2%, which indicates the pepsinogen gene is highly conserved in evolution. The NJ phylogenetic tree of vertebrates from the amino acids sequences of pepsinogen showed all fish were clustered as a group, the pepsinogen of S. chuatsi was the most close to pepsinogen A form Ⅱa of winter flounder. The successful cloning of pepsinogen gene from S. chuatsi not only lays the foundation for further study of its temporal and spatial expression, but also provides new material for the molecular characteristic and evolution of fish pepsinogen.
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胃蛋白酶原（pepsinogen）是胃蛋白酶的前体，胃蛋白酶是胃里特有的一种具有消化功能的蛋白酶，其活性部位具有两个天冬氨酸残基，属于天冬氨酸蛋白酶家族[1]。哺乳动物中，胃蛋白酶是以无活性的酶原（即胃蛋白酶原）形式、由胃上皮主细胞分泌，在HCl的作用下，胃蛋白酶原激活，自动水解形成胃蛋白酶。胃粘膜中胃蛋白酶原和胃液中胃蛋白酶的含量很高，所以通过一些分离技术（如硫酸铵分馏法）可以得到大量的胃蛋白酶原和胃蛋白酶[2]。胃蛋白酶原和胃蛋白酶的酶学、蛋白质化学包括它们的作用模式、一级结构、三级结构和功能研究较为广泛深入[3-4]，胃蛋白酶原还可以作为胃上皮细胞发育[5]和胃疾病诊断[6]的分子标记。目前，在哺乳动物中已经发现 5 种类型的胃蛋白酶原：胃蛋白酶原A、胃蛋白酶原B、胃蛋白酶原C（前胃亚蛋白酶）、胃蛋白酶原F和胃蛋白酶原Y（凝乳酶原）。

鳜（Siniperca chuatsi）自古以来一直是我国最重要的淡水名贵经济鱼类，具有生长快、肉质鲜嫩、少刺的特点，享有“淡水石斑鱼”的美誉。鳜为典型的肉食性鱼类，自开食起终生以活鱼虾为食，且十分顽固，因而，饵料成为鳜大规模养殖发展的主要限制因素之一。国内学者对鳜消化酶活性方面已有一些研究[7-9]，然而，有关鳜消化酶的分子特性方面至今未见报道。本研究拟通过RT-PCR和cDNA末端快速扩增法（RACE），从鳜胃粘膜中克隆并获得鳜胃蛋白酶原基因全长cDNA序列，为研究该基因的时空表达特征以及进一步探讨鱼类消化生理的分子机制奠定基础。
1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物

鳜购于上海市杨浦区图们路农贸市场，体重560g，实验室饲养2天，解剖取其胃粘膜进行总RNA提取。
1.1.2 试剂

总RNA抽提试剂TaKaRa RNAiso Reagent、RT-PCR所用试剂盒TaKaRa RNA PCR Kit（AMV）Ver. 3.0、pMD19－T载体系统购自宝生物工程（大连）有限公司；BD SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit 购于BD Biosciences；DNA Ladder、Loading Buffer、普通琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒、大肠杆菌DH5α购自天根生物有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 胃总RNA的提取

活体解剖，取鳜胃粘膜于1.5mL离心管中，加入1mL RNAiso reagent试剂，匀浆器匀浆后，氯仿抽提，异丙醇沉淀，75%酒精清洗，适量0.01% DEPC处理过的水溶解总RNA。然后通过变性琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭（EB）染色显示28S和18S，检测RNA的完整性。
1.2.2 引物设计与合成

根据Genebank中已报道的鱼类胃蛋白酶原基因序列，运用Primer Premier 5.0结合Dnastar分析软件及BLAST程序，设计了一对扩增部分序列的兼并引物，引物序列如下： 

正向引物P1：5′-TAC/TGGG/C/TACTGGG/CAGCATG-3′
反向引物P2：5′-TTGATGGTA ACA/GCTGTCCA-3′
以引物P1和P2进行鳜胃蛋白酶原基因部分序列扩增，以扩增出来的部分序列为基础，设计3′端的基因特异性引物P3，参考3′端序列设计5′端的基因特异性引物P4，引物序列如下：
P3：5′-ACGCCTGTCTGCTTCTGGCGCGACA -3′

P4：5′-GTGTCAACGATAGCCTGGCAACCACCGC-3′

所有引物均由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。
1.2.3 RT及RACE扩增

RT及cDNA末端快速扩增按照BD SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit 试剂盒的说明书进行。主要步骤如下：取1μg总RNA为模板，采用引物3′-CDS primer A和反转录酶BD PowerScriptTM Reverse Transcriptase在10μL的反应体系中合成3′-RACE-Ready cDNA。RT反应产物用200μL Tricine-EDTA Buffer稀释后，取稀释液2.5μL为模板, 采用聚合50×Advantage 2

Polymerase Mix，通用引物UPM和P3进行3′扩增。PCR反应条件为:94℃，30s，72℃，3min，5个循环；94℃，30s，70℃，30s，72℃，3min，5个循环；94℃，30s，68℃，30s，72℃，3min，25个循环；最后4℃保存。扩增产物用1.8%的琼脂糖凝胶电泳进行检测。5′RACE 操作流程基本同3′RACE，5′RACE-RT以5′-CDS Primer A及SMART ⅡA Oligonucleotide为反转录引物；再用5′-RACE-Ready cDNA为模板，通用引物UPM和P4进行5′端扩增。
1.2.4 PCR产物克隆及测序
将RACE产物经1.8%琼脂糖凝胶电泳检测后，用普通琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒对目的基因片段进行回收纯化，并将纯化后的RACE产物与pMD19-T载体连接构建重组质粒，转化感受态大肠杆菌 DH5α，经LB平板（含Amp+、IPTG和X-gal）培养后，筛选重组子进行插入片段检测。序列测定由上海生工生物工程技术服务有限公司完成。
1.2.5 生物信息学分析

应用EditSeq程序进行开放阅读框（ORF）分析并将其推导为相应的氨基酸序列。通过NCBI（http://www.ncbi.nlm.nih.gov）BLASTX进行蛋白质序列相似性检索，蛋白质的分子质量、等电点及基本性质分析用ProtParam（http://www.expasy.ch/tools/ protparam.html）预测；信号肽分析利用Signal P 3.0 server 程序（http://www.cbs.dtu.dk/service /SignalP）；氨基酸序列的多序列比较应用Clustal W（http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html）进行分析；应用MEGA 3.1构建NJ系统进化树。
2  结果

2.1 RNA提取
将提取的鳜胃总RNA进行电泳检测，电泳显示28S、18S rRNA 条带清晰，浓度比约为2：1（图未显示），说明提取的RNA完整性良好，符合RACE扩增的要求。
2.2 RT-PCR扩增结果

用引物P1和P2进行PCR扩增，1.8%琼脂糖凝胶电泳结果显示，在300bp~400bp中间有一明显的目的带，与预期的片段长度大小相符。测序得到一个长度为373bp的序列，该序列与莫桑比克罗非鱼、赤鲷、褐牙鲆、美洲黄盖鲽和红鳍东方鲀的序列同源性分别为：67.6%、68.2%、68.4%、69.0%和71.7%，故可推测是鳜胃蛋白酶原cDNA的部分序列。

2.3 3′RACE及5′RACE结果

以通用引物UPM和特异性引物P3进行3′端扩增，在700bp~900bp中间有一条明显的目的带，与预期大小相符，测序后得到一个长度为793bp的序列。同样以通用引物UPM和特异性引物P4进行5′端扩增，测序后得到一个长度为913bp的序列。

2.4 生物信息学分析

将RT-PCR、3′RACE、5′RACE扩增的序列进行拼接，获得鳜胃蛋白酶原基因cDNA全长序列（图1）。序列分析显示：鳜胃蛋白酶原基因cDNA序列全长1367bp，其包括43bp的5′端非翻译区，187bp的3′端非翻译区和编码378个氨基酸残基的1137bp开放阅读框，在poly A 尾上游29bp处存在加尾信号序列ATTAAA。鳜胃蛋白酶氨基酸序列中具有胃蛋白酶催化活性必需的2个天冬氨酸残基（Asp90、Asp272）和构成3个二硫键所需的6个半胱氨酸残基（Cys103、Cys108、Cys263、Cys267、Cys305、Cys339）。

利用ProtParam预测了编码蛋白的理化性质，推测该蛋白的分子式为C1832H2787N483O563S20，相对分子质量为41227.3，等电点为5.01，理论半衰期大于10 h，不稳定参数为33.83，属于稳定蛋白。信号肽分析结果表明第1～16个氨基酸为鳜胃蛋白酶原信号肽序列。根据红鳍东方魨、褐牙鲆、美洲黄盖鲽、美洲红点鲑、人、鼠、狗胃蛋白酶原激活肽氨基酸组成特征[10]，推测第17～53个氨基酸为鳜胃蛋白酶原激活肽序列。
-43                               gactcaggtttgagagtctacagttgacagcagagccgagaca

1    ATGAAGTGGGTCTTTGTTATGTGTGCCATGGTGGCACTGTCTGAGTGCCTCATCCAGGTCCCTCTGGAGAAG

1     M  K  W  V  F  V  M  C  A  M  V  A  L  S  E  C  L  I  Q  V  P  L  E  K
73   GGTAAGACAGCCAGGGAGTTGCTGGAGGAGCAGGGTCTATGGGAGGAGTACAGGCTCAAGTACCCATACAAC

25    G  K  T  A  R  E  L  L  E  E  Q  G  L  W  E  E  Y  R  L  K  Y  P  Y  N
145  CCCATGGCCAAGTTTGACGAGCGCTTTGCAGTGGGCAGTGAGTCCATGACCAACGATGCTGATCTGTCTTAC

49    P  M  A  K  F  D  E  R  F  A  V  G  S  E  S  M  T  N  D  A  D  L  S  Y

217  TATGGAATCATCTCCATTGGAACCCCTCCTCAGTCCTTCAAGGTCATCTTCGACACCGGCTCATCTAACCTG

73    Y  G  I  I  S  I  G  T  P  P  Q  S  F  K  V  I  F  D  T  G  S  S  N  L

289  TGGGTGCCCTCCATCTACTGCAACAGTGCAGCCTGCAACAACCATGACAAATTTAACCCAGGCAAGAGCAGC

97    W  V  P  S  I  Y  C  N  S  A  A  C  N  N  H  D  K  F  N  P  G  K  S  S

361  ACCTACAGAAACAATGGCAGTCCTCTCACAATCCAATATGGCACCGGCAGCATGACTGGCTACCTTGGATAT

121   T  Y  R  N  N  G  S  P  L  T  I  Q  Y  G  T  G  S  M  T  G  Y  L  G  Y

433  GACACTGTGACGGTCGGTGGGCTTGCTGTTAAGAACCAGATCTTCGGCTTGAGCCAGACTGAGGCTCCCTTC

145   D  T  V  T  V  G  G  L  A  V  K  N  Q  I  F  G  L  S  Q  T  E  A  P  F
505  ATGCAGTACATGCGTGCTGATGGTATTCTGGGCCTGGCATACCCACGCCTGTCTGCTTCTGGCGCGACACCC

169   M  Q  Y  M  R  A  D  G  I  L  G  L  A  Y  P  R  L  S  A  S  G  A  T  P

577  GTCTTCGACAACATGATGAACGAGGGCCTGGTCAACCAGGACCTCTTCTCTGTGTACCTGAGTGCTAACTCT

193   V  F  D  N  M  M  N  E  G  L  V  N  Q  D  L  F  S  V  Y  L  S  A  N  S
649  CAGCAAGGCAGTGTTGTGACCTTCGGTGGTGTTGACCCCAACCACTACTATGGTTCCATCACCTGGATTCCC

217   Q  Q  G  S  V  V  T  F  G  G  V  D  P  N  H  Y  Y  G  S  I  T  W  I  P

721  CTCTCCAGTGAGCTGTACTGGCAGATCACAGTGGACAGTGTTACTGTCAATGGTCAGGTTGTGGCTTGCAGC

241   L  S  S  E  L  Y  W  Q  I  T  V  D  S  V  T  V  N  G  Q  V  V  A  C  S
793  GGTGGTTGCCAGGCTATCGTTGACACTGGCACTTCTCTGATTGTTGGACCTCAGAACAGCATCAGCAACATC

265   G  G  C  Q  A  I  V  D  T  G  T  S  L  I  V  G  P  Q  N  S  I  S  N  I

865  AACAGTGGGGTGGGAGCTAGCGGCCAGAACGGAGACTATGTTGTCAACTGTAACAACATTGCCCAAATGCCT
289   N  S  G  V  G  A  S  G  Q  N  G  D  Y  V  V  N  C  N  N  I  A  Q  M  P

937  GATGTGACCTTCCACATCCACGGACAGGAATTCACCCTCCCAGCTTCTGCCTACGTCCGTCAGTCTCAATAC

313   D  V  T  F  H  I  H  G  Q  E  F  T  L  P  A  S  A  Y  V  R  Q  S  Q  Y
1109 TATGGCTGCCGTACTGGCTTTGGCAATGGAGGTGACAGCCTGTGGATCCTGGGTGATGTCTTTATCAGACAG

337   Y  G  C  R  T  G  F  G  N  G  G  D  S  L  W  I  L  G  D  V  F  I  R  Q

1081 TACTATTCCATCTTCAGCAGAGCCCAGAATATGGTGGGTCTGGCCAGGTCTAGATAA

361   Y  Y  S  I  F  S  R  A  Q  N  M  V  G  L  A  R  S  R  ★
1138 tcaacctgaagtcaccttacccactttacaacaatcatatatacatcttagtacaattgtaggattttcagca
tgcatgggtttcagtgctactgtaattatgtgtgatgccaaatcttttccttgtcctataaatgATTAAAtttcctca
aattcaataaaaagagttatcaaaaaaaaaaaaaaa
图1  鳜胃蛋白酶原基因cDNA核苷酸序列和氨基酸序列

注：小写字母代表3′、5′端非翻译区；大写字母部分为编码区，上面为核苷酸序列，下面为氨基酸序列；下划线区域为信号肽；★表示终止密码子；多聚腺苷酸加尾信号（ATTAAA）用方框标出；活性部位的天冬氨酸残基（D90，D272）用黑框白字标出；形成3个二硫键的6个半胱氨酸残基（C103，C108，C263，C267，C305，C339）用白框黑字标出。

Fig.1  The cDNA and deduced amino acid sequences of pepsinogen gene of S. chuatsi
Note : 3′-、5′-untranslated regions are shown as lowercases. Coding region is shown as uppercases, where the upper sequence indicates the nucleotide and the lower shows the amino acids. The region of putative signal peptide is underlined. Asterisk indicates stop codon. Putative polyadenylation signal (ATTAAA) is boxed. Two aspartic acid residues associated with the active site motifs (D90, D272) is indicated in white with a black background. The six cysteine residues (C103, C108, C263, C267, C305, C339) involved in forming three disulphide bonds characteristic of pepsinogen are indicated black on a white background.
2.5 同源性比较

鳜胃蛋白酶原氨基酸序列与其他脊椎动物胃蛋白酶原氨基酸序列的同源性比较结果表明，鳜胃蛋白酶原氨基酸序列与红鳍东方魨、褐牙鲆、美洲黄盖鲽（AIIa/AIIb）、伯氏豚鰕虎鱼（A1/A2/A3）、美洲红点鲑（C1/C2）的序列同源性分别为65.3%、72.0%、91.2%/73.5%、73.3%/72.0%/85.2%、62.1%/61.3%，与人(A/C/Y)、鼠(F)、狗(B)、猪(A)、兔(A/F)的序列同源性分别为70.1%/63.8%/69.4%、71.5%、59.9%、72.4%、69.7%/70.6%；在这几种脊椎动物的胃蛋白酶原氨基酸序列中均发现有定位相同的2个天冬氨酸残基和6个半胱氨酸残基。

2.6 胃蛋白酶原的分子进化

图2为鳜与其他脊椎动物胃蛋白酶原氨基酸序列的NJ系统进化树，除了美洲红点鲑胃蛋白酶原属C型外，其他鱼类单独聚为一支。其中，鳜胃蛋白酶原与美洲黄盖碟胃蛋白酶原AIIa的亲缘关系最近。
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图2 脊椎动物胃蛋白酶原的NJ系统进化树

GenBank登录号：美洲黄盖鲽胃蛋白酶原AⅡa（W.FlPepAⅡa），AAD56283；伯氏豚鰕虎鱼胃蛋白酶原A3（A.FiPepA3），AJ550951；伯氏豚鰕虎鱼胃蛋白酶原A1（A.FiPepA1），AJ550949；伯氏豚鰕虎鱼胃蛋白酶原A2（A.FiPepA2），AJ550950；褐牙鲆胃蛋白酶（J.Fl Pep），AB120129；美洲黄盖鲽胃蛋白酶原AⅡb（W.Fl PepAⅡb），AAD56284；红鳍东方魨胃蛋白酶原（FuguPep），AB179547；人胃蛋白酶原A（HumanPepA），P00790；猪胃蛋白酶原A（PigPepA），AAA31096；兔子胃蛋白酶原A（RabbitPepA），AAA85369；鼠胃蛋白酶原F（MousePepF），AAF61241；兔胃蛋白酶原F（RabbitPepF），AAA31440；人胃蛋白酶原Y（HumanPepY），M57258-M57260，M57262和M57264-M57268；狗胃蛋白酶原B（DogPepB），BAB86888；人胃蛋白酶原C（HumanPepC），NP_002621；美洲红点鲑胃蛋白酶原C1（TroutPepC1），
AAG35646；美洲红点鲑胃蛋白酶原C2（TroutPepC2），AAG47643。
Fig.2  The NJ phylogenetic tree of pepsinogen of vertebrates
GenBank accession nos: Winter flounder pepsinogen A form Ⅱa (W.FlPepAⅡa), AAD56283; Antarctic fish pepsinogen A3 (A.FiPepA3), AJ550951; Antarctic fish pepsinogen A1 (A.FiPepA1),AJ550949; Antarctic fish pepsinogen A2 (A.FiPepA2), AJ550950; Japanese flounder pepsinogen (J.Fl Pep), AB120129; Winter flounder pepsinogen A form Ⅱb (W.Fl Pep AⅡb), AAD56284; Fugu rubripes pepsinogen (FuguPep), AB179547; Human pepsinogen A (HumanPepA), P00790; Pig pepsinogen A (PigPepA), AAA31096; Rabbit pepsinogen A (PigPepA), AAA85369; Mouse pepsinogen F (MousePepF), AAF61241; Rabbit pepsinogen F (RabbitPepF), AAA31440; Human pepsinogen Y (HumanPepY), M57258-M57260, M57262 and M57264-M57268; Dog pepsinogen B (DogPepB), BAB86888; Human pepsinogen C (HumanPepC), NP_002621; Brook trout pepsinogen C1 (TroutPepC1), AAG35646; Brook trout pepsinogen C2 (TroutPepC2), AAG47643.
3 讨论

胃蛋白酶原的多样性在很多脊椎动物中已经得到了证实。在人中发现了3种胃蛋白酶原：胃蛋白酶原A、胃蛋白酶原C和胃蛋白酶原Y[10-12]。猪胃蛋白酶原有4种：胃蛋白酶原A、胃蛋白酶原B、胃蛋白酶原C和胃蛋白酶原Y[13]。Gildberg[14], Tanji[15], Douglas[16], Bobe and Goetz[17]分别在鳕、金枪鱼、美洲黄盖鲽、美洲红点鲑有胃真骨鱼类中也发现了有多种形式的胃蛋白酶原，其中美洲红点鲑的多种胃蛋白酶原不仅在胃中表达，而且在卵巢中也有表达。在没有胃的红鳍东方鲀中也发现了一种胃蛋白酶原，它的mRNA不在消化器官里面表达，而是在皮肤里表达[18]。本实验运用RACE法快速扩增获得了一条1367 bp的鳜胃蛋白酶原基因cDNA全长序列，阅读框长度1137bp，编码氨基酸378个。鳜胃蛋白酶原氨基酸序列与美洲黄盖鲽胃蛋白酶原AIIa的同源性最高为91.2%；与伯氏豚鰕虎鱼（A1/A2/A3）、褐牙鲆、红鳍东方魨、美洲红点鲑（C1/C2）的同源性次之，分别为73.3%/72.0%/85.2%、72.0%、65.3%、62.1%/61.3%，表明本研究获得的是鳜胃蛋白酶原基因。除了美洲红点鲑胃蛋白酶原C1和C2，其他已知鱼类的胃蛋白酶原A型均聚为一支，这种聚类关系表明在长期的进化过程中，鱼类胃蛋白酶原基因相对保守。由于鳜胃蛋白酶原与美洲黄盖鲽胃蛋白酶原AIIa最先聚类，亲缘关系最近，推测本研究获得的鳜胃蛋白酶原为A型。
现已证明，不同动物胃蛋白酶原的氨基酸序列中一般都含有2个定位相同的天冬氨酸残基和6个半胱氨酸残基。据对已知脊椎动物的胃蛋白酶原的蛋白质结构分析，这2个天冬氨酸残基是胃蛋白酶的催化活性中心。6个半胱氨酸残基的位置非常保守，它们在成熟肽中形成3个二硫键，对胃蛋白酶原的正常折叠、蛋白质构象的确定、维持空间结构以发挥有效的生理功能有着重要的作用。本研究获得的鳜胃蛋白酶原氨基酸序列中也发现有2个天冬氨酸残基（Asp90、Asp272）和6个半胱氨酸残基（Cys103、Cys108、Cys263、Cys267、Cys305、Cys339）。鱼类胃蛋白酶原基因克隆研究的开展可为深入理解鱼类胃蛋白酶原基因的分子特征和分子进化提供了新的资料。
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