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尼罗罗非鱼 Ｆｏｘｐ１ａ／ｂ的 ｃＤＮＡ克隆及
表达模式研究

魏　静，　于林田，　周林燕，　张小萍，　王德寿

（西南大学生命科学学院，淡水鱼类资源与生殖发育教育部重点实验室，重庆　４００７１５）

摘要：为探讨低等脊椎动物 Ｆｏｘｐ１与免疫细胞活化及机体雌激素水平的相关性，本研究首次
分离克隆了尼罗罗非鱼 Ｆｏｘｐ１的开放阅读框序列，并通过 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ对其 ｍＲＮＡ表达水
平进行检测。结果显示，尼罗罗非鱼具有 ２种不同基因编码的 Ｆｏｘｐ１分子，分别命名为
ＯｎＦｏｘｐ１ａ与 ＯｎＦｏｘｐ１ｂ；ＯｎＦｏｘｐ１ａ为１７１０ｂｐ，由１５个外显子编码５６９个氨基酸，ＯｎＦｏｘｐ１ｂ
为２０４０ｂｐ，由１６个外显子编码６７９个氨基酸；ＯｎＦｏｘｐ１ａ／ｂ均含有 Ｆｏｘｐ亚家族的特征性结
构，即锌指结构、亮氨酸拉链样结构和叉状螺旋结构；与 ＯｎＦｏｘｐ１ａ相比，ＯｎＦｏｘｐ１ｂ与高等脊
椎动物 Ｆｏｘｐ１具有更近的亲缘关系。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测结果显示，ＯｎＦｏｘｐ１ａ在精巢中有高
水平表达，ＯｎＦｏｘｐ１ｂ在心脏中有高水平表达，同时在免疫相关组织如鳃、脾脏、肾脏、肠等均
有中等水平表达；淋巴细胞多克隆刺激剂 ＰＨＡ、ＰＭＡ、ＬＰＳ刺激尼罗罗非鱼外周血单个核细
胞（ＰＢＭＣ），结果显示，５０μｇ／ｍＬＰＨＡ和 ５０ｎｇ／ｍＬＰＭＡ分别刺激 ６、１２、２４ｈ均显著增强
ＯｎＦｏｘｐ１ｂ的表达 （Ｐ＜００５），２０μｇ／ｍＬＬＰＳ刺激后，ＯｎＦｏｘｐ１ｂ的表达出现先降低后升高的
趋势 （Ｐ＜００５）；而 ＯｎＦｏｘｐ１ａ的表达除５０μｇ／ｍＬＰＨＡ刺激 ２４ｈ后有所升高，其余均无显
著变化 （Ｐ＞００５）；雌激素处理６月龄雄性尼罗罗非鱼 ４８ｈ，ＯｎＦｏｘｐ１ａ／ｂ在肠、肾脏中的表
达显著上调 （Ｐ＜００５），而脾脏中无显著变化 （Ｐ＞００５）。综上所述，低等脊椎动物硬骨鱼
类２种不同基因编码的 Ｆｏｘｐ１ａ／ｂ均为哺乳动物 Ｆｏｘｐ１的同源分子，但其序列、结构特征、表达
模式迥异，提示其功能发生歧化；同时两者的表达与淋巴细胞活化及机体雌激素水平密切

相关。

关键词：尼罗罗非鱼；Ｆｏｘｐ１；雌激素；淋巴细胞
中图分类号：Ｑ７８５；Ｓ９６５　 文献标志码：Ａ

　　Ｆｏｘｐ是近年来备受关注的 Ｆｏｘ亚家族成员，
在脊椎动物的发育、生理、免疫等方面具有重要作

用
［１－３］

。哺乳动物研究显示，Ｆｏｘｐ由 ４个成员组
成，即 Ｆｏｘｐ１－４。不同于多数其他 Ｆｏｘ成员，
Ｆｏｘｐ亚家族成员可以通过保守的锌指结构和亮
氨酸拉链形成同源或异源二聚体，并以二聚体的

形式行使转录调控功能
［３］
。Ｆｏｘｐ１是最早分离的

Ｆｏｘｐ亚家族成员，是小鼠心脏、脑、肾脏、肠、性腺
等发育的重要调控因子

［４－５］
。研究显示，Ｆｏｘｐ１

可通过抑制 ＩＬ７受体 α链的表达或结合 Ｅｒａｇ增

强子，调节 Ｔ、Ｂ细胞的发育，同时 Ｆｏｘｐ１的表达
直接与弥散大 Ｂ细胞淋巴瘤的发生及预后密切
相关

［６－９］
，从而表明 Ｆｏｘｐ１在免疫系统的发育及

功能发挥方面具有重要作用；此外，有研究显示，

雌激素水平与 Ｆｏｘｐ１表达水平存在明显正相关，
提示 Ｆｏｘｐ１可通过雌激素等内分泌干扰物参与机
体调节过程

［１０－１３］
。

低等脊椎动物硬骨鱼类是同时拥有天然免疫

与特异性免疫的最原始脊椎动物。目前，仅在斑

马 鱼 （Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ）、草 鱼 （Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎ
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ｉｄｅｌｌａ）中分离鉴定了２种具有不同编码阅读框的
Ｆｏｘｐ１基因，分别命名为 Ｆｏｘｐ１ａ／ｂ［１４－１５］

。尼罗

罗非 鱼 （Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ） 隶 属 鲈 形 目
（Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ）、丽鱼科（Ｃｉｃｈｌｉｄａｅ），食性杂，生长
快，对环境因子耐受能力强，是联合国粮农组织向

世界各国推荐的优良养殖对象及我国农业部重点

推广的水产养殖主导品种之一。然而，目前对罗

非鱼免疫方面的相关研究极其匮乏，除 Ｆｏｘｐ３外，
尚未见 Ｆｏｘｐ亚家族成员的相关报道［１６－１７］

。在低

等脊椎动物硬骨鱼类，Ｆｏｘｐ１是否参与了机体的
免疫相关过程，雌激素等内分泌干扰物是否参与

其表达调控，目前均待进一步研究。该研究拟分

离、鉴定尼罗罗非鱼 Ｆｏｘｐ１的 ｃＤＮＡ序列，并在检
测其组织表达模式基础上，探讨其与免疫细胞活

化及机体雌激素水平的相关性。

１　材料与方法

１．１　材料和试剂
尼罗罗非鱼于 ２００７年从日本国立基础生物

学研究所引进，在西南大学（重庆北碚）本实验室

培育建系，饲养于２６℃ 循环水中。
ＲＮＡ提取试剂 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ、第一链 ｃＤＮＡ

合成试剂盒、ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒 （ＳＹＢＲ

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ，ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）、Ｔａｑ酶、
ＤＮａｓｅⅠ （ＲＮａｓｅｆｒｅｅ）、ｐＭＤ１９Ｔ 载体 购 自
ＴａＫａＲａ公司，ＳｍａｒｔＴＭ ＲａｃｅｃＤＮＡ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｋｉｔ试剂盒购自Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司（美国），胶回收试剂
盒购自 Ｑｉａｇｅｎ公司（美国），大肠杆菌 ＤＨ５α为本
实验室保存，本研究所用 ＰＣＲ引物由上海英骏生
物技术公司（中国）合成，ＰＨＡ、ＬＰＳ、ＰＭＡ、雌激素
（１７βｅｓｔｒａｄｉｏｌ，Ｅ２）购自 Ｓｉｇｍａ公司（美国），胎牛
血清、１６４０培养基购自 Ｇｉｂｃｏ公司（美国），鱼淋
巴细胞分离液购自天津 ＴＢＤ公司（中国）。
１２　方法

ｃＤＮＡ克隆　分析本实验室构建的尼罗罗非
鱼性腺转录组数据，获得 Ｆｏｘｐ１的编码区序列，结
合 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）公布序
列进行 Ｂｌａｓｔ分析，设计其特异性引物（表１），然后
以尼罗罗非鱼脾脏 ｃＤＮＡ为模板，通过 Ｒｅａｌｔｉｍｅ
（ＲＴＰＣＲ）获得 Ｆｏｘｐ１ａ／ｂ开放阅读框序列，ＰＣＲ
产物经胶回收后，用 Ｔ４连接酶将其与 ｐＭＤ１９Ｔ进
行连接，转染大肠杆菌 ＤＨ５α，经菌落 ＰＣＲ，挑选阳
性克隆送北京华大基因研究中心测序验证其正

确性。

序列分析用 ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎＰｒｏｇｒａｍ （ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ）进行蛋白结构预测，用
ＣｌｕｓｔａｌＷ及 Ｇｅｎｅｄｏｃ进行氨基酸序列多重序列比
对，用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ进行氨基酸一致性分析，用
ＭＥＧＡ５０中的 ＮｅｉｇｈｂｏｕｒＪｏｉｎｉｎｇ进行系统进化
树的构建。

组织表达模式　根据测序得到的序列，设计
Ｆｏｘｐ１ａ／ｂ基因特异性引物用于组织表达模式的
检测（表１）。取性成熟的雌、雄罗非鱼不同的组
织放入液氮中，最后于 －８０℃保存。组织材料包
括脑、鳃、心脏、脾脏、肝脏、肠、卵巢、精巢、肾脏、

头肾、肌肉。按照 ＲＮＡｉｓｏＰＬＵＳ操作说明进行
ＲＮＡ提取。在提取上述组织总 ＲＮＡ过程中用
ＤＮａｓｅＩ处理以避免基因组 ＤＮＡ的污染，取 １μｇ
ＲＮＡ并用基因特异引物扩增，作为阴性对照，理
论上不能扩增出任何条带，并以此作为基因组

ＤＮＡ处理质量的参照，另取总 ＲＮＡ（约 ５００ｎｇ）
反转 录 合 成 ｃＤＮＡ，然 后 通 过 ＲＴＰＣＲ 检 测
Ｆｏｘｐ１ａ／ｂ在各组织中的表达情况。

淋巴细胞多克隆刺激剂刺激外周血单个核细

胞 （ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ，ＰＢＭＣｓ）
　用准备有肝素抗凝剂（约 ３００ＩＵ／ｍＬ）的注射
器从尼罗罗非鱼（已用 ７５％酒精擦洗）尾静脉抽
取外周血，加入等量组织稀释液稀释；移液管吸

取上述稀释血３ｍＬ，沿着试管壁缓慢叠加于等体
积的鱼淋巴细胞分离液（密度 １０８０）上，二者形
成明显界面；２０００ｒ／ｍｉｎ水平离心 ２０～３０ｍｉｎ，
吸取中间白色雾状的单个核细胞层至新的离心

管，加入５倍以上体积的 ＰＢＳ洗涤，重复 ２次，用
１ｍＬ１６４０培养基（含 １０％的胎牛血清）重悬沉
淀，吹打混匀后，取少许细胞计数，调整细胞浓度

至１×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ；以 １ｍＬ／孔接种于 ２４孔板，

于 ２８℃ ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养，分别加入
５０μｇ／ｍＬＰＨＡ、２０μｇ／ｍＬＬＰＳ、５０ｎｇ／ｍＬＰＭＡ
刺激细胞，分别于６、１２、２４ｈ后收集细胞，每个样
品做３个重复，同上合成 ｃＤＮＡ，用于 ＲＴＰＣＲ检
测，同时以未刺激组为阴性对照。

体内Ｅ２水平对Ｆｏｘｐ１ａ／ｂｍＲＮＡ表达的影响用
１００ｎｇＥ２（溶解于香油，浓度为２ｎｇ／ｍＬ）腹腔注射
６月龄雄性尼罗罗非鱼，对照组腹腔注射等量芝麻
油，４８ｈ后取脾脏、肠及肾脏组织，提取总ＲＮＡ，反转
成ｃＤＮＡ，用于ＲＴＰＣＲ检测的模板。

４６７１
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ＲＴＰＣＲ　 所 用 引 物 根 据 软 件 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ５０进行设计，引物跨内含子，防止基因
组污染（表 １）。每对引物的特异性均经 ＲＴ
ＰＣＲ验证，ＲＴＰＣＲ在 ＡＢＩ公司的 ＳｔｅｐｏｎｅＰｌｕｓ
（美国）上完成。反应体系：２０μＬＰＣＲ反应液中
包括 １μＬｃＤＮＡ模板，１０μＬＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭｉｘ，
各 ０３μＬ的引物和 ８４μＬＨ２Ｏ。反应条件是：
９５℃变性 ３ｍｉｎ后，９４℃ ５ｓ，６０℃ ３０ｓ，共 ４０

个循环；７２℃延伸 ３ｍｉｎ，溶解曲线从 ６５℃至
９５℃，每 ５ｓ上升０５℃。ｍＲＮＡ的相对丰度由
公式Ｒ＝２－△△Ｃｔ计算。数据以平均值 ±标准差
（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示。
１３　数据处理

用 ＳＰＳＳ１３０软件中单因素方差分析（Ｏｎｅ
ＷａｙＡＮＯＶＡ）方法进行显著性差异分析，Ｐ＜
００５表示差异显著，Ｐ＞００５表示差异不显著。

表 １　本研究所用引物名称和序列
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｎａｍｅｓａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｕｄｙ

引物名称 ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅｓ 序列 ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ 目的 ｐｕｒｐｏｓｅ

ＴｉｌａＦｏｘｐ１ａＯＲＦＦ１ ＡＴＧＣＡＴＧＡＧＴＣＴＣＧＧＴＣＡＧＡＴＣ

ＴｉｌａＦｏｘｐ１ａＯＲＦＲ１ ＴＣＡＧＡＧＧＧＡＡＧＧＣＡＣＡＣＧＧＴＣ

ＴｉｌａＦｏｘｐ１ｂＯＲＦＦ１ ＡＴＧＡＴＧＣＡＡＧＡＡＴＣＴＧＧＧＡＣＧＧＡＧ
ＯＲＦａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ＴｉｌａＦｏｘｐ１ｂＯＲＦＲ１ ＴＴＡＣＡＧＣＡＴＧＴＣＧＴＣＧＴＧＧＣＣ

ＴｉｌａＦｏｘｐ１ａＲＴＦ１ ＴＣＣＡＧＴＣＡＡＣＡＡＴＣＴＡＣＣＡＣＣＡＡ

ＴｉｌａＦｏｘｐ１ａＲＴＲ１ ＣＡＧＣＧＧＡＣＣＡＣＴＧＴＣＴＴＴＣＣ
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

ＴｉｌａＦｏｘｐ１ｂＲＴＦ１ ＡＴＧＡＴＧＡＣＧＣＡＣＣＴＴＣＡＴＧＴ

ＴｉｌａＦｏｘｐ１ｂＲＴＲ１ ＴＡＣＴＡＧＧＴＴＧＡＧＣＧＧＣＴＧＴＧ

ＴｉｌａβａｃｔｉｎＦ ＧＧＣＡＴＣＡＣＡＣＣＴＴＣＴＡＣＡＡＣＧＡ

ＴｉｌａβａｃｔｉｎＲ ＡＣＧＣＴＣＴＧＴＣＡＧＧＡＴＣＴＴＣＡ

２　结果

２１　ＯｎＦｏｘｐ１ａ／ｂ序列及其分析
采用生物信息学分析与 ＲＴＰＣＲ，克隆得到

ＯｎＦｏｘｐ１ａ开放阅读框１７１０ｂｐ，编码５６９个氨基酸
（图１ａ）；ＯｎＦｏｘｐ１ｂ开放阅读框 ２０４０ｂｐ，编码
６７９个氨基酸 （图 １ｂ）。基因组结构分析显示，
ＯｎＦｏｘｐ１ａ／ｂ位于基因组的不同位置，ＯｎＦｏｘｐ１ａ位
于基因组 ｃｈｒＬＧ２０，大小为８０５５ｋｂ，由１５个外显
子组成 （图 １ａ）；ＯｎＦｏｘｐ１ｂ位于基因组 ｃｈｒＬＧ５，
大小为７５９３８ｋｂ，由１６个外显子组成，除 Ｎ端的
锌指结构前比 ＯｎＦｏｘｐ１ａ多一个外显子之外，其余
基因结构两者类似（图１ｂ）。
　　蛋白质结构预测及多重序列比对结果显示，
ＯｎＦｏｘｐ１ａ／ｂ均含有 Ｆｏｘｐ亚家族的特征性结构，
即高度保守的锌指结构、亮氨酸拉链样结构和叉

状螺旋结构，与此同时，ＯｎＦｏｘｐ１ｂ的 Ｎ端拥有短
的多聚谷氨酸结构及 ＰＬＮＬＶ的超二级结构（图
１，２）。氨 基 酸 序 列 一 致 性 分 析 结 果 显 示，
ＯｎＦｏｘｐ１ａ／ｂ 之 间 的 一 致 度 仅 为 ５４５％，
ＯｎＦｏｘｐ１ａ与其他动物 Ｆｏｘｐ１一致度在 ５５０％左
右，而 ＯｎＦｏｘｐ１ｂ与其他高等脊椎动物 Ｆｏｘｐ１一
致度却高达７７４％以上（图２）。

　　系统进化分析显示，ＯｎＦｏｘｐ１ａ／ｂ与斑马
Ｆｏｘｐ１ａ／ｂ分别聚为 ２个不同的分类亚枝，然后进
一步与其他物种的 Ｆｏｘｐ１聚为一枝，最后与 Ｆｏｘｐ
亚家族的其他几个成员（Ｆｏｘｐ１／２／４）各聚为不同
的分类枝（图 ３）。从系统进化树分析结果显示，
ＯｎＦｏｘｐ１ａ与 ＯｎＦｏｘｐ１ｂ均为高等脊椎动物 Ｆｏｘｐ１
的同源分子，但鱼类 Ｆｏｘｐ在其与四足类动物分离
之前就发生了复制，其中 ＯｎＦｏｘｐ１ｂ与高等脊椎
动物 Ｆｏｘｐ１具有更近的亲缘关系（图３）。
２２　ＯｎＦｏｘｐ１ａ／ｂ的组织分布

ＲＴＰＣＲ检测结果显示，ＯｎＦｏｘｐ１ａ／ｂ几乎在
所有组织中均有表达，其中 ＯｎＦｏｘｐ１ａ在精巢中
的表达水平最高，头肾中的表达水平最低，中等表

达水平的是脑和卵巢，其次是肾脏和肝脏（图 ４
ａ）；ＯｎＦｏｘｐ１ｂ在心脏中的表达水平最高，肌肉和
头肾中的表达水平最低，中等表达水平的是肾脏、

肝脏、脑和 卵巢，其 次是鳃、肠、脾脏 和精巢

（图４ｂ）。
２３　淋巴细胞多克隆刺激剂刺激 ＰＢＭＣｓ后
ＯｎＦｏｘｐ１ａ／ｂ的表达
　　淋巴细胞多克隆刺激剂 ＰＨＡ、ＬＰＳ、ＰＭＡ刺
激尼罗罗非鱼 ＰＢＭＣｓ，不同时间后 ＲＴＰＣＲ检测
ＯｎＦｏｘｐ１ａ／ｂ的ｍＲＮＡ表达水平，结果表明，除
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图 １　ＯｎＦｏｘｐ１ａ（ａ）与 ＯｎＦｏｘｐ１ｂ（ｂ）序列及基因组结构
蛋白结构域用 ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎＰｒｏｇｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ．ｏｒｇ）预测。序列框中的锌指结构域、亮氨酸拉链样结构域、叉状螺

旋结构域用灰色底纹标出（ａ，ｂ），Ｃ末端结合蛋白１的超二级结构用方框框出（ｂ）；序列框下方为该基因的基因组结构示意图（ａ，

ｂ），其中条形框，编码序列，外显子大小在条形框下方显示，所在基因组位置及其大小在条形框上方显示，锌指结构域，亮氨酸拉链

结构域，叉状螺旋结构的编码序列分别用无填充、横纹、竖纹条形框标出

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｉｃｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆＯｎＦｏｘｐ１ａ（ａ）ａｎｄＯｎＦｏｘｐ１ｂ（ｂ）
ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎｓａｒｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄｂｙｔｈｅＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎＰｒｏｇｒａｍ （ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ．ｏｒｇ／）．ＴｈｅＺｎＦ＿Ｃ２Ｈ２ｄｏｍａｉｎ，ｔｈｅ

ＬｅｕｃｉｎｅｚｉｐｐｅｒｌｉｋｅｄｄｏｍａｉｎａｎｄＦＨＫｄｏｍａｉｎａｒｅｓｈａｄｅｄ（ａ，ｂ），ａｎｄｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄｍｏｔｉｆ（ＰＬＮＬＶ）ｔｈａｔｃｏｕｌｄｂｉｎｄＣｔＢＰ１ｉｓｂｏｘｅｄ（ｂ）；

ｔｈｅｇｅｎｏｍｉｃｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄｉａｇｒａｍｏｆＯｎＦｏｘｐ１ａ／ｂｉｓｂｅｌｏｗｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｂｏｘ．Ｒｅｃｔａｎｇｌｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｃｏｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｓ．Ｅｘｏｎｓｉｚｅｉｎｂａｓｅｐａｉｒｉｓ

ｄｅｓｉｇｎａｔｅｄｂｅｌｏｗｅａｃｈｅｘｏｎ，ａｎｄｔｈｅｇｅｎｏｍｉｃｌｏｃａｔｉｏｎａｎｄｓｉｚｅｉｎｋｉｌｏｂａｓｅｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄａｂｏｖｅｔｈｅｒｅｃｔａｎｇｌｅｓ．ＴｈｅｃｏｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＺｎＦ

＿Ｃ２Ｈ２ｄｏｍａｉｎ，ＬｅｕｃｉｎｅｚｉｐｐｅｒｌｉｋｅｄｄｏｍａｉｎａｎｄＦＫＨｄｏｍａｉｎａｒｅｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｄａｓｎｏｆｉｌｉｎｇ，ｇｒｅｙｆｉｌｌｉｎｇ，ｖｅｒｔｉｃａｌｇｒｅｙｆｉｌｌｉｎｇｒｅｃｔａｎｇｌｅｓ，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
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图 ２　ＯｎＦｏｘｐ１ａ／ｂ与其他物种 Ｆｏｘｐ１氨基酸序列的多重比对
用 ＣｌｕｓｔａｌＷ进行多重序列比对，用 Ｇｅｎｅｄｏｃ（Ｖ３２１）进行阴影标识。锌指、亮氨酸拉链和叉状螺旋结构域用下划线标识，Ｃ末端结

合蛋白１的超二级结构用方框框出。比对结果末端是相应基因的氨基酸序列与 ＯｎＦｏｘｐ１ａ／ｂ的一致性百分率。破折号表示缺省序

列，阴影部分表示共有序列。左侧物种名称及相应的 ＧｅｎＢａｎｋ登录号分别为：Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ：人（ＡＡＧ４７６３２１）；Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ：小

鼠（ＮＰ＿４４４４３２１）；Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓ：鸡（ＮＰ＿００１０１９９９８１）；Ｘｅｎｏｐｕｓｌａｅｖｉｓ：非洲爪蟾（ＮＰ＿００１０８９００２１）；Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏｂ：斑马鱼 ｂ（ＮＰ

＿００１０３４７２６１）；Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓｂ：尼罗罗非鱼 （ＫＴ７１６０１８）；Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏａ：斑马鱼 ａ（ＮＰ＿００１０７１０３２２）；Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ

ｎｉｌｏｔｉｃｕｓａ：尼罗罗非鱼 ａ（ＫＴ７１６０１７）

Ｆｉｇ．２　ＳｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆＯｎＦｏｘｐ１ａ／ｂａｎｄＦｏｘｐ１ｆｒｏｍｏｔｈｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｔｅｓ
ＣｌｕｓｔａｌＷ ａｎｄＧｅｎｅｄｏｃＶ３．２１ａｒｅｕｓｅｄｔｏｍａｋｅｔｈｉｓｆｉｇｕｒｅ．ＺｎＦ＿Ｃ２Ｈ２ｄｏｍａｉｎ，ＬｅｕｃｉｎｅｚｉｐｐｅｒｌｉｋｅｄｏｍａｉｎａｎｄＦＨＫ ｄｏｍａｉｎａｒｅ

ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ．Ｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄｍｏｔｉｆ（ＰＬＮＬＶ）ｔｈａｔｃｏｕｌｄｂｉｎｄＣｔＢＰ１ｉｓｂｏｘｅｄ．Ａｔｔｈｅｅｎｄｏｆｔｈｅａｌｉｇｎｍｅｎｔａｒｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｉｄｅｎｔｉｔｙｖａｌｕｅｓｆｏｒ

ｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｉｔｈＯｎＦｏｘｐ１ａ／ｂ．Ｄｅｌｅｔｉｏｎｓａｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｄａｓｈｅｓａｎｄｓｈａｄｅｄａｒｅａｓｉｎｄｉｃａｔｅｒｅｓｉｄｕｅｓｓｈａｒｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓ．

ＳｐｅｃｉｅｓａｎｄＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｓｌｉｓｔｅｄｏｎｔｈｅｌｅｆｔａｒｅ：Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ（ＡＡＧ４７６３２１）；Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ（ＮＰ＿４４４４３２１）；Ｇａｌｌｕｓ

ｇａｌｌｕｓ（ＮＰ＿００１０１９９９８１）；Ｘｅｎｏｐｕｓｌａｅｖｉｓ（ＮＰ＿００１０８９００２１）；Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏｂ（ＮＰ＿００１０３４７２６１）；Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓｂ

（ＫＴ７１６０１８）；Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏａ（ＮＰ＿００１０７１０３２２）；Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓａ（ＫＴ７１６０１７）

５０μｇ／ｍＬＰＨＡ刺激 １２、２４ｈ后 ＯｎＦｏｘｐ１ａ的表
达升高 （Ｐ＜００５），其余均无显著变化（图 ５ａ）；
而５０μｇ／ｍＬＰＨＡ和 ５０ｎｇ／ｍＬＰＭＡ在刺激后
６、１２、２４ｈ均显著增强 ＯｎＦｏｘｐ１ｂ的表达 （Ｐ＜
００５），其中１２ｈ表达量最高，比未刺激组高约 ７

倍；２０μｇ／ｍＬＬＰＳ刺激后，ＯｎＦｏｘｐ１ｂ的表达出
现先降低（１２ｈ）后升高（２４ｈ）的趋势（Ｐ＜００５，
图５ｂ）。
２４　Ｅ２对不同组织 ＯｎＦｏｘｐ１ａ／ｂ表达的影响
　　与对照组雄性尼罗罗非鱼相比，Ｅ２处理组
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图 ３　脊椎动物 Ｆｏｘｐ亚家族成员的系统进化分析
用 ＭＥＧＡ５０软件中的 ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ构建。线的长度与该物种到分支点的进化距离成正比。人，Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ；小鼠，Ｍｕｓ

ｍｕｓｃｕｌｕｓ；鸡，Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓ；非 洲 爪 蟾，Ｘｅｎｏｐｕｓｌａｅｖｉｓ；斑 马 鱼，Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ；尼 罗 罗 非 鱼，Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ；草 鱼，

Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ；斑胸草雀，Ｔａｅｎｉｏｐｙｇｉａｇｕｔｔａｔａ；青
!

，Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ；大西洋鲑，Ｓａｌｍｏｓａｌａｒ；黑青斑河豚，Ｔｅｔｒａｏｄｏｎ

ｎｉｇｒｏｖｉｒｉｄｉｓ；虹鳟，ｓａｌｍｏｇａｉｒｄｅｎｅｒｉ；黑腹果蝇，Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ

Ｆｉｇ．３　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＦｏｘｐｓｕｂｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒｓｆｒｏｍｖｅｒｔｅｂｒａｔｅｓ
ＴｈｅｔｒｅｅｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈｉｎｔｈｅＭＥＧＡ５．０ｐｒｏｇｒａｍ．Ｎｏｄｅｖａｌｕｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｐｅｒｃｅｎｔｂｏｏｔｓｔｒａｐ

ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍ ２００００ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ．ＴｈｅＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｆｏｌｌｏｗｓｔｈｅｇｅｎｅｎａｍｅｏｆｔｈｅｏｒｇａｎｉｓｍ．Ｈｕｍａｎ，Ｈｏｍｏ

ｓａｐｉｅｎｓ；ｍｏｕｓｅ，Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ；ｃｈｉｃｋｅｎ，Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓ；ｆｒｏｇ，Ｘｅｎｏｐｕｓｌａｅｖｉｓ；ｚｅｂｒａｆｉｓｈ，Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ；Ｎｉｌｅｔｉｌａｐｉａ，Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ

ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ；ｇｒａｓｓｃａｒｐ，Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ；ｚｅｂｒａｆｉｎｃｈ，Ｔａｅｎｉｏｐｙｇｉａｇｕｔｔａｔａ；ｍｅｄａｋａ，Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ；Ａｔｌａｎｔｉｃｓａｌｍｏｎ，Ｓａｌｍｏ

ｓａｌａｒ；ｐｕｆｆｅｒｆｉｓｈ，Ｔｅｔｒａｏｄｏｎｎｉｇｒｏｖｉｒｉｄｉｓ；ｒａｉｎｂｏｗｔｒｏｕｔ，ｓａｌｍｏｇａｉｒｄｅｎｅｒｉ；ｆｒｕｉｔｆｌｙ，Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ

肠、肾脏中的 ＯｎＦｏｘｐ１ａ／ｂ表达水平均显著升高
（Ｐ ＜００５）。 值 得 注 意 的 是，脾 脏 中 的
ＯｎＦｏｘｐ１ａ／ｂ表达水平均无显著差异 （Ｐ＞００５）
（图６ａ，ｂ）。

３　讨论

低等脊椎动物硬骨鱼类是同时拥有天然免疫

和特异性免疫的最原始脊椎动物，在研究免疫分
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图 ４　ＯｎＦｏｘｐ１ａ（ａ）和 ＯｎＦｏｘｐ１ｂ（ｂ）在不同组织中的 ｍＲＮＡ表达水平
ｍＲＮＡ表达水平用 ＲＴＰＣＲ测量，并用 ΔΔＣｔ法进行计算，组别上的数值表示 ｍＲＮＡ的相对值。实验结果以平均值 ±标准误（ｎ＝

３）表示。Ｍ，肌肉；Ｇ，鳃；Ｈ，心脏；ＨＫ，头肾；Ｉ，肠；Ｋ，肾脏；Ｌ，肝脏；Ｂ，脑；Ｏ，卵巢；Ｓ，脾脏；Ｔ，精巢

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＯｎＦｏｘｐ１ａ（ａ）ａｎｄＯｎＦｏｘｐ１ｂ（ｂ）ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ
ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＯｎＦｏｘｐ１ａ／ｂｗｅｒｅｑｕａｎｔｉｆｉｅｄｂｙＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｕｓｉｎｇΔΔＣｔｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎｓ．Ｔｈｅｖａｌｕｅｓｗｅｒｅｇｉｖｅｎａｓｔｈｅ

ａｖｅｒａｇｅ±ＳＥＭ （ｎ＝３）ａｎｄｉｎｄｉｃａｔｅｄａｔｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｇｒｏｕｐｓ．Ｍ，ｍｕｓｃｌｅ；Ｇ，ｇｉｌｌ；Ｈ，ｈｅａｒｔ；ＨＫ，ｈｅａｄｋｉｄｎｅｙ；Ｉ，ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ；Ｋ，ｋｉｄｎｅｙ；Ｌ，

ｌｉｖｅｒ；Ｂ，ｂｒａｉｎ；Ｏ，ｏｖａｒｙ；Ｓ，ｓｐｌｅｅｎ；Ｔ，ｔｅｓｔｉｓ

图 ５　淋巴细胞多克隆刺激剂刺激 ＰＢＭＣｓ后 ＯｎＦｏｘｐ１ａ（ａ）和 ＯｎＦｏｘｐ１ｂ（ｂ）ｍＲＮＡ表达水平
ＰＨＡ（５０μｇ／ｍＬ）、ＬＰＳ（２０μｇ／ｍＬ）或 ＰＭＡ（５０ｎｇ／ｍＬ）刺激 ＰＢＭＣｓ，在６、１２、２４ｈ后分别用 ＲＴＰＣＲ进行检测，实验结果以平均

值 ±标准误（ｎ＝３）表示，星号表示与对照组有显著性差异（Ｐ＜００５）

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＯｎＦｏｘｐ１ａ（ａ）ａｎｄＯｎＦｏｘｐ１ｂ（ｂ）ｉｎ

ＰＢＭＣｓｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｃｔｉｖａｔｏｒｓ
ＦｒｅｓｈｌｙｐｒｅｐａｒｅｄＰＢＭＣｓｗｅｒｅｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈＰＨＡ（５０μｇ／ｍＬ），ＬＰＳ（２０μｇ／ｍＬ）ｏｒＰＭＡ（５０ｎｇ／ｍＬ）ｆｏｒ６，１２ａｎｄ２４ｈ．Ｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＦｏｘｐ１ｂｗｅｒｅｑｕａｎｔｉｆｉｅｄｂｙＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔｈｅａｖｅｒａｇｅ±ＳＥＭ （ｎ＝３）．Ｓｔａｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｄ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｆｒｏｍｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌａｔＰ＜００５

子的系统进化方面占有特殊地位，与此同时，研究

显示，在大约３５０万年前，鱼类发生了特异的第 ３
次基因组复制，从而在多数基因家族中，鱼类中的

基因成员明显多于高等脊椎动物
［１８－１９］

。在本研

究中，我们从尼罗罗非鱼中分离、鉴定了２个不同
基因编码的 Ｆｏｘｐ１分子，分别命名为 ＯｎＦｏｘｐ１ａ、
ＯｎＦｏｘｐ１ｂ。从蛋白结构、序列比对、系统进化分
析等方面均显示，ＯｎＦｏｘｐ１ａ／ｂ同为高等脊椎动物
Ｆｏｘｐ１的同源分子，但 ＯｎＦｏｘｐ１ａ与 ＯｎＦｏｘｐ１ｂ在

序列、结构特征、表达谱等方面均存在明显差异，

提示两者的功能可能发生了歧化，其中 ＯｎＦｏｘｐ１ｂ
与哺乳动物具有更近的亲缘关系，可能具有哺乳

动物同源分子的类似功能。

　　人的 Ｆｏｘｐ１位于染色体 ７ｑ３１位点，编码 ７１５
个氨基酸，除含有 Ｆｏｘｐ亚家族的特征性结构（锌
指结构、亮氨酸链样结构和叉状螺旋结构）外，还

含有多聚谷氨酸结构域及 ＰＬＮＬＶ的超二级结
构，这２个结构域与Ｆｏｘｐ１的转录抑制调控功能
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图 ６　体内 Ｅ２水平对 ＯｎＦｏｘｐ１ａ（ａ）和 ＯｎＦｏｘｐ１ｂ（ｂ）ｍＲＮＡ表达影响

用１００ｎｇＥ２腹腔注射６月龄雄性罗非鱼（ＸＹ），对照组注射等量芝麻油，４８ｈ后 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测肾脏、肠和脾脏中 ＯｎＦｏｘｐ１ａ／ｂ的

表达，实验结果以平均值 ±标准误（ｎ＝３）表示，组别上星号表示与对照组相比差异显著（Ｐ＜００５）

Ｆｉｇ．６　Ｅ２ｏｎｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＯｎＦｏｘｐ１ａ（ａ）ａｎｄＯｎＦｏｘｐ１ｂ（ｂ）ｉｎｖｉｖｏ

Ａｆｔｅｒ６ｍｏｎｔｈｏｌｄｍａｌｅｓｗｅｒｅａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｅｄｗｉｔｈ１００ｎｇＥ２ｏｒｔｈｅｓａｍｅｖｏｌｕｍｅｓｅｓａｍｅａｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ，ｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ

ｏｆＯｎＦｏｘｐ１ａ（ａ）ａｎｄＯｎＦｏｘｐ１ｂ（ｂ）ｉｎｋｉｄｎｅｙ，ｉｎｔｅｓｔｉｎｅａｎｄｓｐｌｅｅｎｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｂｙＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ．Ｔｈｅｖａｌｕｅｓｗｅｒｅｇｉｖｅｎａｓｔｈｅ

ａｖｅｒａｇｅ±ＳＥＭ （ｎ＝３）．Ｄａｔａｐｒｅｓｅｎｔｅｄｗｅｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｓｆｒｏｍｔｈｒｅｅｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．Ｇｒｏｕｐｓｄｅｎｏｔｅｄｂｙｓｔａｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔＰ＜００５

密切相关
［４，２０－２１］

。蛋白结构及序列比对分析结果

显示，ＯｎＦｏｘｐ１ｂ而非 ＯｎＦｏｘｐ１ａ拥有短的多聚谷
氨 酸 结 构 及 ＰＬＮＬＶ 的 超 二 级 结 构，提 示
ＯｎＦｏｘｐ１ｂ而非 ＯｎＦｏｘｐ１ａ可能具有与哺乳动物
类似的转录抑制调控作用。

大量研究表明，哺乳动物 Ｆｏｘｐ１参与了单核
细胞、Ｔ细胞、Ｂ细胞的发育，其表达与弥散大 Ｂ
细胞淋巴 瘤 等 密 切 相 关

［８，２２－２４］
。研 究 显 示，

Ｆｏｘｐ１通过抑制 ＩＬ７受体 α链的表达，使初始 Ｔ
细胞维持在静息状态，其缺陷可引起 Ｔ细胞活化
分子 ＣＤ４４表达上调，发生增殖并产生相应的细
胞因子，最后发生凋亡

［２２，２４］
；同时 Ｆｏｘｐ１可结合

Ｅｒａｇ增强子，特异性抑制 Ｂ细胞免疫球蛋白重链
Ｖ区基因片段的重排，其缺陷可导致早期 Ｂ细胞
发育障碍，胚胎肝细胞 Ｂ细胞谱系基因 Ｂ２２０表
达下调，原 Ｂ细胞到前 Ｂ细胞转换障碍，Ｒａｇ１／２
表达下调

［８，２３－２４］
；在单核细胞分化至巨噬细胞的

过程中，Ｆｏｘｐ１可抑制 Ｃｆｍｓ的表达，从而抑制单
核细胞向巨噬细胞、树突状细胞方向的分化

［２５］
。

低等脊椎动物硬骨鱼类 Ｆｏｘｐ１分子是否参与了机
体的免疫相关过程，值得进一步探讨。在本研究

中，组织分布检测结果显示，ＯｎＦｏｘｐ１ａ／ｂ在免疫
相关组织均 有表达，且 ＯｎＦｏｘｐ１ｂ明显 高 于
ＯｎＦｏｘｐ１ａ，提示 ＯｎＦｏｘｐ１ｂ与机体的免疫细胞活
化具有更为密切的相关性。众所周知，植物血凝

素（ＰＨＡ）及佛波醇酯 （ＰＭＡ）通常为哺乳动物 Ｔ

淋巴细胞的多克隆刺激剂，可分别作用于 ＴＣＲ
ＣＤ３复合体及细胞活化信息传导通路上的蛋白
激酶 Ｃ，引起多克隆的 Ｔ淋巴细胞活化；ＬＰＳ通
常为 Ｂ淋巴细胞的多克隆激活剂［１６］

。大量研究

显示，硬骨鱼类同样拥有引起特异性免疫应答的

Ｔ、Ｂ淋巴细胞亚群，ＰＨＡ、ＰＭＡ可引起 Ｔ细胞的
活化、增殖，而 ＬＰＳ可引起 Ｂ细胞的活化、增殖。
在本研究中，ＰＨＡ、ＰＭＡ、ＬＰＳ均可调节 ＯｎＦｏｘｐ１ｂ
的表达，特别是 ＰＨＡ、ＰＭＡ在刺激 ６ｈ后即可显
著增强其 ｍＲＮＡ水平的表达。上述研究结果提
示，低等脊椎动物硬骨鱼类 Ｆｏｘｐ１同样参与了机
体免疫细胞的活化过程。

大量研究表明，雌激素等内分泌干扰物除了

影响生物体的生殖发育，还对其免疫功能具有明

显影响。研究显示，雌激素可明显上调人乳腺癌

细胞系 ＭＣＦ７的 Ｆｏｘｐ１ｍＲＮＡ表达，同时在多种

细胞系和肿瘤细胞中都检测到了 Ｆｏｘｐ１和 ＥＲ的

共表达，表明在乳腺癌等细胞中 Ｆｏｘｐ１的表达受

到了雌激素的调控
［１０－１３］

。在本研究中，雌激素

处理６月龄雄性尼罗罗非鱼４８ｈ，其肠、肾脏中的

ＯｎＦｏｘｐ１ａ／ｂ均显著上调，而脾脏中的表达未显著

变化，提示在低等脊椎动物硬骨鱼类 Ｆｏｘｐ１的表

达同样受到雌激素的调控，而不同组织中的表达

变化差异是否与机体不同组织中雌激素受体的分

布及表达量的差异有关，尚待进一步探讨。
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