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摘要：为探索赤眼鳟信号转导与转录激活因子 1(signal transduction and activator of tran-
scription 1, STAT1)的免疫功能，实验利用 cDNA末端快速扩增 (RACE)技术获得了赤眼
鳟 STAT1(命名为 ScSTAT1)，ScSTAT1的 cDNA全长为 2 922 bp，共编码 718个氨基酸。
ScSTAT1含 STAT_int、STAT_alpha、STAT_bind和 SH2 4个保守功能域。系统进化分析
显示，ScSTAT1先与草鱼 STAT1聚为一支，再与青鱼、鲫以及黄颡鱼等聚为一支。相
对于哺乳类和爬行类物种而言，ScSTAT1缺少含丝氨酸磷酸化位点的 C-末端转录激活
功能结构域 (transcriptional activation domain，TAD)。基因表达分析显示，脾脏 ScSTAT1
表达量极显著高于其他组织，而肝脏中表达量最低。经细菌类似物脂多糖 (LPS)、双链
RNA类似物聚肌胞苷酸 (Poly I: C)及草鱼呼肠孤病毒 (GCRV)刺激后，赤眼鳟脾脏和体
肾组织中 ScSTAT1表达水平总体上调。GCRV感染后 12 h脾脏组织 ScSTAT1表达先显著
下降，随后极显著上升；GCRV刺激后 12和 72 h，体肾组织 ScSTAT1表达量显著高于对
照组；赤眼鳟鳍条细胞系 (ScF) ScSTAT1经 RNA干扰后基因表达水平极显著下调，且
IRF3、 IRF9以及 Mx 均在 GCRV刺激 48 h时极显著下调。本研究为进一步深入探索
ScSTAT1的抗病功能奠定了基础。
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鱼类存在非特异性免疫和特异性免疫 2种

主要免疫应答类型。干扰素 (interferon， IFN)系
统作为非特异性免疫应答中的重要组成部分，

在宿主抗病毒感染中发挥了关键作用 [1]。IFN经

诱导后会通过下游信号级联—Janus激酶/信号转

导与转录激活因子 (Janus kinase/signal  transducer
and activator  of  transcriptions， JAK/STAT)传递免

疫信号 [2]。STATs作为 JAK/STAT信号转导途径

的主要成员，是一类存在于细胞质中具信号转

导和转录激活双重作用的功能蛋白 [3]，可介导细

胞因子、生长因子和激素等多种胞外信号的传

递[4]。目前已发现的 STAT家族成员包括 STAT1、
STAT2、STAT3、STAT4、STAT5a/b和 STAT6[5]。
STAT家族蛋白主要包含 7个结构域，分别是N端

区域、卷螺旋区域、DNA结合区域、连接域、

同源结构域 2、酪氨酸磷酸化位点和非保守 TAD
结构域 [6]。STAT1最先以复合体形式发现于干扰

素信号通路中 [7]，作为 STAT家族第 1个被发现
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的成员，在胞核信号传递中发挥关键作用[8]。

近年来，随着对Ⅰ型 IFN信号通路研究的

不断深入，STAT1参与其中的功能也得以逐步

解析。感染病毒后，细胞经一系列信号传递诱

导Ⅰ型 IFN的产生，分泌至胞外的 IFN与靶细胞

的干扰素受体结合并激活下游的 JAK/STAT信号

途径 [2]。具体过程为 IFN与干扰素受体结合，促

使胞内与受体结合的 Tyk2与 JAK1相互磷酸化

而激活，继而使干扰素受体胞内部分形成酪氨

酸磷酸化残基，为 STAT1与 STAT2提供停泊位

点。胞质中 STAT1和 STAT2的 SH2结构域在停

泊位点与受体结合，活化形成异源二聚体并从

细胞膜上脱落，进入细胞质与干扰素调节因子 9
(interferon regulatory factor-9， IRF-9)作用形成干

扰素刺激/因子 3 (interferon-stimulated gene factor 3，
ISGF3)复合体。该复合体进入细胞核并结合到

干扰素刺激基因的启动子调控序列 (IFN-stimu-
lated response sequence, ISRE)上以促进相关基因

转录，诱导细胞进入抗病毒状态 [9]。目前已证实

抗黏液病毒基因 (myxovirus-resistant，Mx)及干扰

素刺激基因 15(interferon-stimulated  gene 15， ISG
15)等均由 IFN信号通路诱导表达[10]。

高等哺乳动物中 STAT1与肿瘤细胞的发生

和凋亡过程相关联，被认为是一种肿瘤抑制因

子 [11]。此外，STAT1缺陷会导致对病毒的易感

性 [12-13]。与哺乳动物相比，鱼类 STAT1的研究主

要围绕其表达模式和免疫功能开展。目前已在

斑马鱼 (Danio rerio)[14]、金鱼 (Carassius auratus)[15]、
大西洋鲑 (Salmo salar)[16]、牙鲆 (Paralichthys oli-
vaceus)[17]、河鲀  (Tetraodon nigroviridis)  [18]、黑带

石斑鱼 (Epinephelus malabaricus)[19] 和大菱鲆 (Sco-
phthalmus maximus)[6] 等多种鱼类中成功克隆获得

STAT1的序列。研究表明，石斑鱼感染神经坏死

病毒后其免疫组织中 STAT1的表达上调 [19]。经

IFN处理的大西洋鲑细胞中 STAT1磷酸化水平

提高并且迅速入核[20]。鲫囊胚细胞中瞬时过量表

达 STAT1可以增强 ISGs 的表达以及抑制病毒的

能力，而删除 TAD结构域突变体的过表达则会

降低 ISGs 表达且抑制抗病毒能力[21]。河鲀STAT1
和 STAT2融合活性蛋白与 IRF9结合形成的 ISGF
3复合物可直接结合 2个 ISRE位点，增强河鲀

Mx 启动子的转录活性 [18]。上述研究结果表明，

鱼类 STAT1具有与哺乳动物 STAT1类似的生物

学功能，参与并影响鱼类抗病毒反应。

赤眼鳟 (Squaliobarbus curriculus)与草鱼 (Cte-
nopharyngodon idella)同属于雅罗鱼亚科  (Leucis-
cinae)，但对草鱼呼肠孤病毒 (grass carp reovirus,
GCRV)具有强抗性[22]。本实验克隆了 ScSTAT1的

cDNA全长并对其生物信息学进行分析；检测了

ScSTAT1在各正常组织和感染 GCRV后脾脏与肾

脏中的基因表达特征；最后通过 RNA干扰下调

STAT1表达来研究其免疫功能，旨在为ScSTAT1
的抗 GCRV免疫功能研究提供科学数据。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

实验用赤眼鳟购自浏阳市北盛镇乌龙渔场，

为 2018年 5月繁育个体，平均体质量为 (14.50±
1.25) g。购回后于 80 L/箱的恒温 (28 °C)循环水

养殖系统暂养 4周，20尾/箱，每天定时光照 12 h
并按其体质量的 3%早、晚各投喂 1次饲料。活

体攻毒用 GCRV (Ⅱ型)和细胞攻毒用 GCRV (JX-
0901毒株)均由中国水产科学研究院长江水产研

究所惠赠。 

1.2    总 RNA提取及 cDNA合成

取 1尾健康赤眼鳟的脾脏组织 30 mg，采用

Total RNA Kit I (Omega，美国 )提取总 RNA，经

核酸蛋白仪检测总 RNA的浓度，并用 1%的琼

脂糖凝胶电泳检测其完整性。取质量和完整性

良好的 RNA (OD260/280 值为 1.8~2.2，电泳后28S
rRNA∶18S rRNA 条带亮度约等于 2∶1) 2 μg，按

照 RevertAid  First  Strand  cDNA  Synthesis  Kit  (Fer-
mentas，美国)说明书合成 cDNA，用于全长 cDNA
序列的中间片段克隆。按照 SMARTer RACE 5′/
3′  Kit  (Clontech，美国)试剂盒说明书分别合成

5′和 3′ RACE cDNA第一链，用作 5′/3′ cDNA末

端克隆的模板。 

1.3    ScSTAT1 cDNA全长克隆

根据GenBank中鲫 (AY242386.1)和草鱼 (KU-
508677.1) STAT1的 cDNA序列保守区，使用 Oligo
7.0软件设计同源 PCR引物 ScSTAT1-F/ScSTAT1-
R  (表 1)用以克隆 ScSTAT1的 cDNA部分序列。

PCR反应条件：95 °C预变性 5 min；95 °C 30 s，
58 °C 30 s，72 °C 2 min，30个循环；72 °C延伸

7 min。PCR产物经 1%琼脂糖凝胶电泳并采用

HiPure Gel Pure DNA Mini 试剂盒 (Magen，上海 )
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纯化回收，产物连接至 pEGM-T easy载体 (Pro-
mega，北京)，选取阳性克隆送往北京奥科鼎盛

生物科技有限公司测序。以已获得的 ScSTAT1部

分 cDNA序列为模板，设计特异性 RACE外引

物 ScSTAT1-5′R1和 ScSTAT1-3′F1以及内引物

ScSTAT1-5′R2和ScSTAT1-5′F2 (表 1)。5′ RACE
PCR：首轮以 ScSTAT1-5′R1和 RACE通用引物

UPM Mix  (long  primer和 short  primer)  (表 1)为扩

增引物，扩增条件：95 °C预变性 3 min；95 °C
10 s，60 °C 30 s，72 °C 2 min，35个循环；72 °C

延伸 7 min。首轮 PCR产物稀释 50倍作为模板，

利用 ScSTAT1-5 ′R2和 RACE通用引物 NUP行

巢式扩增，条件为 95 °C预变性 5 min；95 °C 30 s，
64 °C 30 s，72 °C 2 min，5个循环；95 °C 30 s，
62 °C 30 s，72 °C 2 min，5个循环；95 °C 30 s，
60 °C 30 s，72 °C 2 min，25个循环；最后 72 °C
终延伸 7 min。3 ′  RACE步骤与 5 ′  RACE相同，

首轮 PCR特异性引物用 ScSTAT1-3′F1，巢式扩

增用 ScSTAT1-5′F2 (表 1)。
  

表 1    本研究相关引物

Tab. 1    Primers used in this study

引物名称　primers name 引物序列5′-3　primers sequence 5′-3′ 用处　usage

3′-RACE CDS primer A AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC (T) 30VN (N:A, C, G, or T; V:A, G, or C) RACE

5′-RACE CDS primer A (T) 25V N-3′ (N:A, C, G, or T; V:A, G, or C) RACE

UPM Long primer CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTG RACE

UPM Short primer CTAATACGACTCACTATAGGGC RACE

NUP AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT RACE

ScSTAT1-F1 TCGCGGGTAATGTATCCTTG 中间片段克隆

ScSTAT1-R1 TGGTACACCCCTCTCATTCGGA 中间片段克隆

ScSTAT1-5′R1 ACCAAGAAGTTTGTCGGCCAGCAT RACE

ScSTAT1-5′R2 GGCATACACGGCTGTCTCTCCACCAC RACE

ScSTAT1-3′F1 AGCACTACAGCCGCCTCAACCTGGGA RACE

ScSTAT1-3′F2 AAACGAGCGCTGAACTCTGAGCA RACE

ScSTAT1-YF AGCTGGTTCCAAAGTGCCATCTTAC qPCR

ScSTAT1-YR CAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTA qPCR

IRF3-YF TGTGGACACTGACGGACCCTTC qPCR

IRF3-YR CGGCTGCTGATATGCTGGAGAA qPCR

IRF7-YF CGCCTGTGTTCGTCACTCGT qPCR

IRF7-YR GGTGGTTGGAAAGCGTATTGG qPCR

IRF9-YF TGCACAGGAAATTGTCCCAC qPCR

IRF9-YR ACTGCCTCAATTGTTACGTT qPCR

Mx-YF CGACCACAGAAGCATTGCAGA qPCR

Mx-YR CCCTTCAGTGCCTTTATCCACCA qPCR

β-actin YF GCTATGTGGCTCTTGACTTCG qPCR

β-actin YR GGGCACCTGAACCTCTCATT qPCR

EF1α YF CGCCATTGTTGAGATGATCCCT qPCR

EF1α YR GACACCAACAGCAACGGTCT qPCR
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1.4    生物信息学分析

使用 DNAMAN软件拼接获得 ScSTAT1的

cDNA全长序列；利用ExPASy-Translate tool (https://
web.expasy.org/translate/)预测其开放阅读框并推

导氨基酸序列；应用 ExPASy-ProtParam tool(https://
web.expasy.org/protparam/)和 SMART  (http://smart.
embl-heidelberg.de/)在线软件作氨基酸序列理化

性质和蛋白质结构域预测；通过 DNAMAN软件

对ScSTAT1进行多序列比对；采用I-TASSER (https://
zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) 和
PYMOL软件对其进行蛋白质三级结构分析；并

用 MAGA 7.0软件 (邻接法，1 000次自展检测 )
构建系统进化树。 

1.5    ScSTAT1组织表达检测

随机取 4尾健康赤眼鳟，分别提取肠、肝

脏、脑、皮肤、脾脏、鳃、体肾以及头肾 8个组

织的总 RNA并合成第一链 cDNA。根据 ScSTAT1
开放阅读框序列设计特异性荧光定量引物 ScSTAT1-
YF和 ScSTAT1-YR  (表 1)，选择 β-actin 和 EF1-
1α 作为参考基因。利用 CFX96 TouchTM Real-Time
PCR Detection System (Bio-rad，美国)进行实时荧

光定量 PCR (quantitative real-time PCR，qPCR)检
测，反应体系为 10 μL：5 μL 2×ChamQ Universal
SYBR qPCR Master Mix (南京诺唯赞生物科技股

份有限公司)，上、下游引物各 0.4 μL，5倍稀释

的 cDNA模板 1 μL和无菌水 3.2 μL。反应条件：

95 °C 30 s；95 °C 5 s，60 °C 40 s，采集荧光信号，

39个循环；熔解曲线从 65 °C上升至 95 °C，每

5 s上升 0.5 °C，采集荧光信号。每个样品设置 3
次技术重复。 

1.6    ScSTAT1对免疫刺激的响应表达检测

免疫刺激实验由实验组和对照组组成，实

验组分别腹腔注射细菌类似物脂多糖 (lipopoly-
saccharide，LPS)、双链 RNA类似物聚肌胞苷酸

(polyinosinic acid-polycytidylic acid，Poly I:C)和Ⅱ

型 GCRV，对照组注射磷酸盐缓冲溶液 (phos-
phate buffer saline，PBS)，每种处理溶液按照 200
μL/尾的剂量注射。各组实验用鱼分别置于 4个

养殖箱。在注射后的 6、12、24、72和 168 h分

别从 4个养殖箱各随机选取 3尾鱼。用含乙醚的

水溶液浸泡后立即取脾脏和体肾组织，提取总

RNA后合成第一链cDNA；利用qPCR检测ScSTAT1
的相对表达量，方法同“ScSTAT1 组织表达检测”。 

1.7    siRNA干扰 ScF中 ScSTAT1的表达

以 ScSTAT1为靶基因，利用 DSIR Home page
(http://biodev.extra.cea.fr/DSIR/DSIR.html)和
siDirect  (http://sidirect2.rnai.jp/) 2个在线网站设计

3条特异性 siRNA。靶序列分别为 siRNA 1 (5 ′-
GGAACAACGTCTAAAGTTA-3′)，siRNA 2 (5′-
AGATCAGATCACTAGTCAA-3′)，siRNA 3 (5′-
GAATGAAGAGAGAAAGATA-3′)以及阴性对照

NC-siRNA  (5 ′-AATAAGGAGAGAAGAGTAA-
3′)。根据 T7 RiboMAX Express RNAi System (Pro-
mega，北京)说明书合成 siRNA。转染前 24 h将

细胞接种于 25 cm2 细胞瓶中，在细胞融合率达

到 40%~50%时，按照 Lipofectamine 3000转染试

剂盒说明进行转染，最终每瓶 Lipofectamine 3000
用量为 7.5 μL，siRNA为 5 μg。此外设置 1个只

加转染试剂的对照组 (MC)，每个处理设置 3个

重复。在转染后 48 h收集细胞，提取总 RNA并

合成第一链 cDNA；检测细胞中 ScSTAT1的表达

水平以筛选出干扰效果最佳的 siRNA。将干扰效

果最佳的 siRNA转入 ScF，同时以 NC为对照。

在转染 24 h时用 GCRV感染，每毫升培养基加

1 μL病毒液，收集感染后 24、48以及 72 h的细

胞，提取细胞总 RNA并合成第一链 cDNA。利

用 qPCR检测 ScF中 ScSTAT1、 IRF9、Mx、 IRF3
和 IRF7的 mRNA水平，方法同“ScSTAT1组织表

达检测”。 

1.8    数据处理

使用 Bio-Rad CFX Manager软件，采用 2−ΔΔCT

法计算单个样品中各基因的相对表达量，应用

SPSS 17.0软件进行单因素方差分析及多重比对，

显著性水平为*P<0.05和**P<0.01。 

2    结果
 

2.1    ScSTAT1序列结构分析

ScSTAT1的 cDNA全长为 2 922 bp (GenBank:
MN636786)，包含 67 bp的 5′非编码区，2 157 bp
的开放阅读框和 698 bp的 3′非编码区；在 3′非编

码区具有 3个“aacaa”或“aataaa”  多聚腺苷酸加

尾信号、3个 mRNA不稳定基序“attta”以及典型

的 Poly A尾 (图 1)。该基因共编码 718个氨基酸，

预测蛋白相对分子量为 82.92 ku，理论等电点为

5.74。SMART结构分析显示，ScSTAT1 含 4个

384 水    产    学    报 45 卷

https://www.china-fishery.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

https://web.expasy.org/translate/
https://web.expasy.org/translate/
https://web.expasy.org/protparam/
https://web.expasy.org/protparam/
http://smart.embl-heidelberg.de/
http://smart.embl-heidelberg.de/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
http://biodev.extra.cea.fr/DSIR/DSIR.html
http://sidirect2.rnai.jp/
https://web.expasy.org/translate/
https://web.expasy.org/translate/
https://web.expasy.org/protparam/
https://web.expasy.org/protparam/
http://smart.embl-heidelberg.de/
http://smart.embl-heidelberg.de/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
http://biodev.extra.cea.fr/DSIR/DSIR.html
http://sidirect2.rnai.jp/
https://web.expasy.org/translate/
https://web.expasy.org/translate/
https://web.expasy.org/protparam/
https://web.expasy.org/protparam/
http://smart.embl-heidelberg.de/
http://smart.embl-heidelberg.de/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
http://biodev.extra.cea.fr/DSIR/DSIR.html
http://sidirect2.rnai.jp/
https://web.expasy.org/translate/
https://web.expasy.org/translate/
https://web.expasy.org/protparam/
https://web.expasy.org/protparam/
http://smart.embl-heidelberg.de/
http://smart.embl-heidelberg.de/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
http://biodev.extra.cea.fr/DSIR/DSIR.html
http://sidirect2.rnai.jp/
https://www.china-fishery.cn


保守结构域，分别为 STAT_int (2~122 aa)、STAT_

alpha  (138~315  aa)、 STAT_bind  (317~566  aa)和

SH2 (571~656 aa)结构域 (图  2-a)。 I-TASSER 3D

结构模型预测结果显示，ScSTAT1包括 25个 α

螺旋和 13个 β折叠，其中 STAT_int由 7个 α螺

旋构成，STAT_alpha由 4个 α螺旋构成，STAT_

bind即 DNA连接域由 9个 α螺旋和 8个 β折叠

组成；而 STAT家族经典的 SH2结构域由 3个 α
螺旋和 4个 β折叠共同构成 (图 2-b)。 

2.2    ScSTAT1氨基酸序列比对及系统进化树

以赤眼鳟为核心对象，选择草鱼、青鱼 (Mylo-
pharyngodon  piceus)、非洲爪蟾 (Xenopus  laevis)、

1         atgtatcttgtctgcttatcctgagaaatactgcttttgtgccttgacctaacttctatgttgaaagATGGCACTTTG

1                                                                             M  A  L  W

79        GAACCAGCTGCAGCTGCTGGACTCTCTGTATTTGGAGCAAGTGGACCAGCTTTACGATGAGGCTTTCCCCATGGAGAT

5         N  Q  L  Q  L  L  D  S  L  Y  L  E  Q  V  D  Q  L  Y  D  E  A  F  P  M  E  I

157       CCGACAGTATCTCAGTCAATGGATCGAGAGTCATGACTGGGAATCCGTCGCAAGTAATGTATCCTTGGCCACCCTGCG

31        R  Q  Y  L  S  Q  W  I  E  S  H  D  W  E  S  V  A  S  N  V  S  L  A  T  L  R

235       CTTCCATGAACTCCTCAACCAACTGGATGAGCACTACAGCCGTCTCAACCTGGGAAACAACTTCCTCTTACAGCATAA

57        F  H  E  L  L  N  Q  L  D  E  H  Y  S  R  L  N  L  G  N  N  F  L  L  Q  H  N

313       TATACGCAAAATTAAGCGGAACCTACAGGAGCACTTCCAGGAGGATCCTGTTCACATGGCCATGATCATAGCTAATAC

83        I  R  K  I  K  R  N  L  Q  E  H  F  Q  E  D P  V  H  M  A  M  I  I  A  N  T

391       TCTGAATGAAGAGAGAAAGATACTGGAAACTGCACTTAGTTTGCAAGGTAAAGGTGACTCATCACAAGGGAGTTTCAT

109       L  N  E  E  R  K  I  L  E  T  A  L  S  L Q  G  K  G  D  S  S  Q  G  S  F  M

469       GATGGAACAACAAAATGAGCTGGCCAATAAAATCAACAATTTGAAGACGAGCGTGCAGGAAATAGAACAGGACATTCA

135         M  E  Q  Q  N  E  L  A  N  K  I  N  N  L  K  T  S  V  Q  E  I  E  Q  D  I  Q

547       GGTTTTGGAGGATGTACAAGATGAGTATGACTTCAAGAGAAAGACCTTGCAGAGTCGAGTGGAAGCTGAAATGAATAG

161       V  L  E  D  V  Q  D  E Y  D  F  K  R  K  T  L  Q  S  R  V  E  A  E  M  N  S

625       CCAGAAAACAAAAGAGATCCAGCTGGAGGAAATGGCAATTCGACAAATGTTTATTGGGCTAGGCATGAAAAGAGAGGT

187       Q  K  T  K  E  I  Q  L  E  E  M  A  I  R  Q  M  F  I  G  L  G  M  K  R  E  V

703       GGTGATAAGGGAAATGGCTAATGTACTGACTCTAGCAGAGCAGATCCAGTTCACACTCATTTCAGATGAGTTACCCGA

213       V  I  R  E  M  A  N  V  L  T  L  A  E  Q  I  Q  F  T  L  I  S  D  E  L  P  E

781       GTGGAAGAAGCGGCAACAGATGGCTTGCATCGGTGGTCCGCCCAATGCATGTCTGGACCAGCTGCAGAGCTGGTTCAC

239       W  K  K  R  Q  Q  M  A  C  I  G  G  P  P  N  A  C  L  D  Q  L  Q  S  W  F  T

859       AGTGGTGGCAGAGTGTCTGCAGCAGATCCGTCAGCAGCTGAAGAAAGTTCAGGAATTGGTGCAGAAGTTCACCTACAA

265       V  V  A  E  C  L  Q  Q  I  R  Q  Q  L  K  K  V  Q  E  L  V  Q  K  F  T  Y  N

937       CAACGACCCCCTCACTCTGGGCAAGAGCCAGCTGGATGAACAGGCCCTTTCACTCTTCAAAAACCTTATATTAAATTC

291       N  D  P  L  T  L  G  K  S  Q  L  D  E  Q  A  L  S  L  F  K  N  L I  L  N S

1015      TCTTGTGGTGGAGAGACAGCCGTGTATGCCCACACATCCTCAGAGACCCTTGGTGATAAAGACAGGAGTTCAATTCAC

317       L  V  V  E  R  Q  P  C  M  P  T  H  P  Q  R  P  L  V  I  K  T  G  V  Q  F  T

1093      AGTCAAGATCAGATCACTAGTCAAACTCGCTGAATTGAACTGTCAACTCAAAGTAAAAGTCTTTATTGACAAAGATTT

343       V  K  I  R  S  L  V  K  L  A  E  L  N  C  Q  L  K  V  K  V  F  I  D  K  D  L

1171      AACAGAGAGTGACACACTAAAAGGATGTAGGAAATTCAATATTTTAGGAACAACGTCTAAAGTTATGAACTTAGAGGA

369       T  E  S  D  T  L  K  G  C  R  K  F  N  I  L G  T  T  S  K  V  M  N  L  E  E

1249      ATCCAATGGATGTCTAGCAGCTGAATTTCGCCATTTGCAATTAAAGGAAATGAAATGTAACAACAGAACCAATGAGAC

395       S  N  G  C  L  A  A  E  F  R  H  L  Q  L  K  E  M  K  C  N  N  R  T  N  E  T

1327      TCCTCTTATCATTTCTGAGGAGCTGCACTTACTTAGATTTGAAACTCAACTCATTCAGCCAGAACTATGTGTTGATTT

421       P  L  I  I  S  E  E  L  H  L  L  R  F  E  T  Q  L  I  Q  P  E  L  C  V  D  L

1405      ATCGATCATATCACTTCCTGTTGTGGTGATATCCCACGTAAATCAGTTACCTAGTGCTTGGGGCTCCATCTTATGGTA

447       S  I  I  S  L  P  V  V  V  I  S  H  V  N  Q  L  P  S  A  W  G  S  I  L  W  Y

(图 1　Fig . 1)
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中华鳖 (Pelodiscus  sinensis)、红原鸡 (Gallus gal-
lus)、小鼠 (Mus  musculus)以及人类 (Homo sapi-
ens)作为参照，通过 DNAMAN软件对 STAT1主

要结构域进行多序列比对 (图 3)。结果显示，

STAT1的 STAT_int (121 aa)、STAT_alpha (179 aa)、
STAT_bind (250 aa)以及 SH2 (86 aa) 4个结构域分

别含 70、75、153以及 48个保守氨基酸，且 STAT_
bind结构域中的-E426E-和-V453VV-与激活 DNA结

合功能有关 [23]，而 SH2结构域中的精氨酸 -R602

已在哺乳动物 STAT1中被证实为 SH2酪氨酸结

合所必需的氨基酸[24]。STAT1在赤眼鳟和草鱼间的

序列保守性最高；此外，鱼类的 STAT1氨基酸序

列比其他脊椎动物要短，缺少 C末端的转录激活

功能结构域 (transcriptional activation domain, TAD)。
系统进化树分析表明，ScSTAT1先与草鱼

聚为一支，再与青鱼聚为 1个分支，最后依次与

1483      CAACATGCTCTGCAGTGAACCACACAATCTGACGTTCTTCTTGAATCCGCCACCAGTGAAATGGGAGCAGCTTTCAAA

473       N  M  L  C  S  E  P  H  N  L  T  F  F  L  N  P  P  P  V  K  W  E  Q  L  S  K

1561      AGTCATAAGCTGGCAGTTTTCTTCGGTCACGAAACGAGCGCTGAACTCTGAGCAGCTGAGAATGCTGGCCAACAAACT

499       V  I  S  W  Q  F  S  S  V  T  K  R  A  L  N  S  E  Q  L  R  M  L  A  N  K  L

1639      TCTTGGTCATGAAGCCCAAGGTGACCCTGAGGGTCTCATCTACTGGAATACATTTTGTAAGATGTCTTCTAATGAGAG

525       L  G  H  E  A  Q  G  D  P  E  G  L  I  Y  W  N  T  F  C  K  M  S  S  N  E  R

1717      GGGTGTACCATTCTGGCTGTGGATAGATGGAATTCTGGACCTTATTAAAAAACACCTGCTCAACATCTGGAATGATGG

551       G  V  P  F  W  L  W  I  D  G  I  L  D  L  I  K K  H  L  L  N  I  W  N  D  G

1795      GCATATTATAGGGTTTTTAAGTAAAGGGCAAGAGAAGGCTTTGTTGAGAGACAAACTCCCAGGCACTTTCCTCCTGCG

577       H  I  I  G  F  L  S  K  G  Q  E  K  A  L  L  R  D  K  L  P  G  T  F  L  L  R

1873      CTTCAGTGAAACCTGTCGAGAAGGAGGAATCACCATCACATGGGTGGAATATTCAAAGAATGGTGAACCTAAGATGCA

603       F  S  E  T  C  R  E  G  G  I  T  I  T  W  V  E  Y  S  K  N  G  E  P  K  M  H

1951      TTCGGTGAAGCCTTACACTAAATCGGATCTGGCGTCCATCTCCTTGCCTAACGTCATCCGGGACTACACCCTCACTGC

629       S  V  K  P  Y  T  K  S  D  L  A  S  I  S  L  P  N  V  I  R  D  Y  T  L  T  A

2029      TGCAGAGAAGGTTCCAGTGAATCCCCTCATCTACCTTTACCCAGACATCCCAAAAGATGAAGCTTTTAGTCGCTACTA

655       A  E K  V  P  V  N  P  L  I  Y  L  Y  P  D  I  P  K  D  E  A  F S  R  Y  Y

2107      TACCAGCGCACCTGATGATTCAGAAGAGATGGAGACAGACAACCCTATCAAGCCATATATACCCAGACGCATGATTTC

681         T  S  A  P  D  D  S  E  E  M  E  T  D  N  P  I  K  P  Y  I  P  R  R  M  I  S

2185      TGTGTCAGAAAACCCTGTTTCAAGACTCCAAAAGTGTTAGagcacatcgaggcaacgctggtttgaggaacgtttctc

707        V S  E  N P  V  S  R  L  Q  K  C  *  

2263      caccaatgcatgctgcatctgacacatagataactataatgaacgatggaaacaaatagtgatacccaaatgattcat

2341      ctttgcacaggtcttctctctactatattagtcataagaatgtactacatttactctccacttcttgtgtgaagaaga

2419      ggagccattttcttttgtcaaattacagaatttatagttaaaacagtgtaatcctatttcttttagtttgtttgtttt

2497      tatataaaaaatgtgaatatatggtcaaaaaacctgttgagaatgcattttttagtctgtgtaccagtattgccataa

2575      tggatacaaatactctgaaaatctgtttcttttaagacatttgtttgtgaacaggacatcctcctctatcttgtgaag

2653      gacttatttatttttgcacatcaaaatatctttactgtatataccattgccttaattgcacaaacacacacacactga

2731 tttcagtcagccaggtacagtctaacagaaataaacaacaaccatccttctccagtcagagatactgcttcagattcg

2809      agccggaatcattttgtttctatgttttgaacattagacagtgtttcataatgtgaattactaataaagactattaaa

2887      tgctttataaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
 

图 1    赤眼鳟 STAT1核酸序列及推导氨基酸序列

起始密码子由方框凸显，终止密码子用“*”标出并以方框加以凸显；主要结构域用灰色阴影标示，从前至后依次为 STAT_int (2~122
aa)、 STAT_alpha  (138~315  aa)、 STAT_bind  (317~566  aa)和 SH2  (571~656  aa)；mRNA不稳定信号 (ATTTA)和多腺苷酸化终止信号

(AATAAA)用双下划线标示

Fig. 1    Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of STAT1 from S. curriculus
The start codon is highlighted by the box, and the termination codon is marked with “*” and indicated in box; the main domains are
marked with gray shadow, and from front to back are STAT_int (2-122 aa), STAT_alpha (138-315 aa), STAT_bind (317-566 aa) and
SH2  (571-656  aa),  respectively;  the  mRNA unstable  motif  (ATTTA)  and  polyadenylate  termination  signal  (AATAAA)  are  double-
underlined
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鲫等鲤形目 (Cypriniformes)鱼类，鲇形目 (Siluri-
formes)黄颡鱼 (Pelteobagrus  fulvidraco)、脂鲤目

(Characiformes)墨西哥脂鲤 (Astyanax  mexicanus)
以及鲱形目 (Clupeiformes)的齿头鲱 (Denticeps
clupeoides)聚为 1个大支，此支物种 STAT1蛋

白 C端均缺少含有丝氨酸磷酸化位点的 TAD结

构域。此外，哺乳类、鸟类、两栖类和爬行类 4
个亚支以及骨舌鱼目 (Osteoglossiformes)、鳗鲡

目 (Anguilliformes)、鲑形目 (Salmoniformes)、鲀
形 目 (Tetraodontiformes)、 鲽 形 目 (Pleuronecti-
formes)、鲈形目 (Perciformes)以及狗鱼目 (Esoci-
formes)等硬骨鱼类聚为另 1个大支 (图 4)，本支

中除了鲑科的褐鳟 (S. trutta)和两栖类的双条吻

蚓 (Rhinatrema bivittatum)外，其他物种的 STAT1
蛋白 C端均具有 TAD结构域。 

2.3    ScSTAT1组织表达量分析

采用 qPCR方法检测 ScSTAT1在健康赤眼鳟

组织中的表达量，结果显示，ScSTAT1在所检测

的 8个组织中均有表达 (图 5)，且在脾脏中的相

对表达量极显著高于其他 7个组织 (P<0.01)，而

在肝脏中的相对表达量最低。 

2.4    ScSTAT1免疫响应分析

与对照组相比，赤眼鳟经过 LPS、Poly I:C
以及Ⅱ型 GCRV 3种不同免疫原刺激后，脾脏和

肾脏组织中 ScSTAT1 mRNA总体表达上调。各免

疫原刺激 24 h时实验组脾脏 ScSTAT1表达水平

均极显著高于对照组 (P<0.01) (图 6-a)。LPS刺激

24 h时脾脏 ScSTAT1表达量最高 (P<0.01)，随后

开始下降，但 72 h时仍显著高于对照组 (P<0.05)；
经 Poly I:C处理 12和 24 h时脾脏 ScSTAT1表达

量极显著高于对照组 (P<0.01)，且同样在 24 h时

表达量最高；经 GCRV刺激后，在 12 h时表达

先显著下降 (P<0.05)，然后又极显著上调 (P<0.01)。
体肾中上调最明显的是 LPS组，在检测的 5个时

间点 ScSTAT1表达量均显著高于对照组，并在

72 h时达到峰值；Poly I:C处理 6和 12 h时体肾

ScSTAT1表达量显著高于对照组，而在 72 h时表

达量极显著低于对照组 (P<0.01)；体肾中 GCRV
刺激 12和 72 h时 ScSTAT1表达量显著高于对照

组 (图 6-b)。 

2.5    siRNA干扰 ScF中 ScSTAT1的表达

ScF细胞的 RNA干扰实验结果表明，与

MC相比，转染 NC-siRNA 48 h后 ScF中 ScSTAT1
表达水平无显著性变化；而 siRNA 1处理组中

ScSTAT1表达水平极显著下调 (P<0.01)，干扰效

率为 40%； siRNA 2处理组也出现极显著下调

(P<0.01)，干扰效率为 60%；而 siRNA 3处理组

则无显著变化 (图 7-a)。选择干扰效率最高的 siRNA
2作为干扰攻毒实验组，NC为对照组。病毒刺

激 24 h时，ScSTAT1的表达水平较 NC组显著下

调 (P<0.05) (图 7-b)。而其下游基因 IRF3 (图 7-c)、
IRF9 (图 7-e)以及 Mx (图 7-f)均在刺激 48 h时极

显著下调 (P<0.01)。 

3    讨论

不同物种的 IFN均需通过 STAT和 JAK家

族基因激活的 JAK-STAT通路发挥抗病毒免疫作

用 [25]。Zhang等 [15] 利用经紫外线灭活的草鱼出血

病病毒感染鲫囊胚细胞后，大量 JAK-STAT信号

通路相关因子的表达受到诱导，表明 JAK-STAT
通路参与了 IFN信号传导和抗病毒免疫；Hor-
vath[26] 的研究证实了 STAT1作为 IFN发挥抗病毒

功能过程中的核心成员不可或缺。

从进化关系来看，ScSTAT1和同属雅罗鱼

亚科的草鱼 STAT1归为一支。此外，ScSTAT1
的氨基酸序列与其他物种的 STAT1高度保守，

且具有 STAT家族的 4个保守结构域。高度序列

(a)

0 100 200 300 400 500 600 700

(b)

 

STAT_int STAT_alpha

STAT_bind
SH2

 
图 2    ScSTAT1结构域和 3D结构模型

(a) 通过 SMART软件预测的 ScSTAT1结构域，包含 STAT_int、
STAT_alpha、STAT_bind和 SH2 4个结构域； (b) 应用 I-TASSER
软件构建的 ScSTAT1蛋白 3D模型

Fig. 2    Structural domains and 3D model of ScSTAT1
(a)  Structural  domains  of  ScSTAT1  domainds  predicted  by  SMART,
including STAT_int,  STAT_alpha,  STAT_bind and SH2;  (b)  ScSTAT2
3D protein model predicted by I-TASSER
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图 3    不同物种 STAT1蛋白序列比对分析

不同结构域以 3线红框表示；酪氨酸磷酸化位点以红色箭头凸显；STAT1功能相关保守氨基酸红框表示

Fig. 3    Blast analysis of STAT1 proteins from different species
Different domains are indicated by 3-line red boxes; the tyrosine phosphorylated site is highlighted in a red arrow; the conserved amino acids required for
STAT function are indicated by red boxes
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相似性及同源结构特征表明所得 cDNA序列为

ScSTAT1。STAT_int结构域位于 N端，在 STAT1
与自身或 STAT家族其他成员结合形成二聚体的

过程中发挥作用 [27]；STAT_alpha结构域主要与

其他螺旋蛋白产生特异性互作，如参与 STAT1
与 IRF9的互作 [28]；STAT_bind主要在启动基因

转录中起发挥作用 [29]；而 SH2结构域则主要与

STAT1的活化以及二聚体形成反应有关 [24, 30]。以

上结构域的存在及功能表明，ScSTAT1可介导免

疫信号的传递与调控过程。近年来，在哺乳动

物中检测到多种 STAT变异体 [31]，这些变异体均

表现为C-端相关序列的缺失[32]。本研究中 ScSTAT1
TAD结构域的缺失表明该蛋白也属于这一类

变异体蛋白。STAT蛋白通过 C-末端 TAD结构
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图 4    ScSTAT1系统发育树

Fig. 4    Phylogenetic tree of ScSTAT1
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域与丝氨酸激酶互作，实现免疫反应的特异

性 [33]。据此推测，STAT1的 TAD结构域有或无

可能与其互作对象及参与干扰素反应途径的选择

相关[34]。

STAT1以一种未激活的状态存在于细胞质

中，可被 IFN及其受体的结合作用激活[17]。STAT1
以及 STAT2表达量与心肌细胞对 IFN的敏感度成

正比，并最终影响免疫信号的传递效率[35]。本研

究中 ScSTAT1 mRNA在被检测的组织中表达差异

明显，且脾脏中表达量极显著高于其他组织。

研究发现，石斑鱼、牙鲆及大西洋鲑等鱼类各

组织的 STAT1表达水平差异显著，且不同物种

间相同组织的 STAT1 mRNA表达水平亦存在差

异，但总体检测结果均显示，脾脏、鳃以及皮

肤组织中表达量较高 [17, 19, 21, 36]。 ScSTAT1 mRNA
组织间表达水平差异的原因可能是各组织的免

疫学结构以及表达特定免疫分子的免疫细胞组

成存在差异[37]。而脾脏是鱼类机体中各种粒性白

细胞和红细胞等产生、储存和成熟的主要场所，

具有强大的淋巴细胞增殖功能和免疫功能[38]。据

此推测，ScSTAT1在脾脏中的高表达可能赋予该

组织快速响应免疫刺激并对异物进行贮存、破

坏或脱毒处理的功能 [39]。LPS与 Poly I:C作为实

验中常用到的免疫刺激物，在一定程度上可以

模拟细菌和双链 RNA病毒的刺激条件。二者通

过不同途径均可触发干扰素反应，促进 STAT1
表达，最终通过 JAK-STAT信号通路抑制病原[40-41]。

本研究中经 LPS和 Poly I:C刺激处理后，脾脏

和肾脏中 ScSTAT1表达水平总体均上调，提示
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图 5    ScSTAT1在赤眼鳟各器官、组织中的表达分布

1. 肠，2. 肝脏，3. 脑，4. 皮肤，5. 脾脏，6. 鳃，7. 体肾，8. 头肾；

“**”表示差异极显著 (P<0.01)；n=3

Fig. 5    Distribution of ScSTAT1 transcript in different
organs and tissues of S. curriculus

1. intestine, 2. liver, 3. brain, 4. skin, 5. spleen, 6. gill, 7. trunk
kidney, 8. head kidney; “**” means extremely significant differ-
ence (P<0.01); n=3
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图 6    脂多糖、聚肌胞苷酸和草鱼呼肠孤病毒感染赤眼鳟后脾脏 (a)和肾脏 (b)中 ScSTAT1的表达水平

在实验中进行 3次生物学重复，数据显示为平均值±SD (n=3)，每个时间点实验组与对照组间基因表达量差异显著性用 t 检验进行分析，

*表示差异显著 (P<0.05)，**表示差异极显著 (P<0.01)

Fig. 6    Expression levels of ScSTAT1 in spleen (a) and trunk kidney (b) after infection of
S. curriculus with LPS, Poly I:C and GCRV

Tree biological replicates were performed in the experiment and the data were shown as mean ± SD (n=3), the t test was used to analyze the significance
of differences between the gene expression levels of experimental and control group, single asterisks and double asterisks denote significant differences
(P<0.05) and extremely significant differences (P<0.01), respectively
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图 7    不同 siRNA干扰及攻毒后 ScF中相关基因的表达特征

(a) siRNAs转染赤眼鳟鳍条细胞后，qPCR检测 ScSTAT1的表达 ; siRNA 2转染赤眼鳟鳍条细胞 24 h时，用 GCRV刺激细胞 24、48、72
h后，qPCR检测 ScSTAT1 (b)、IRF3 (c)、IRF7 (d)、IRF9 (e)及 Mx (f)的表达；(a)1. 空白对照组 (转染试剂组)，2. 阴性对照组，3. siRNA
1实验组，4. siRNA 2实验组，5. siRNA 3实验组；图中数据表示为平均值±SD (n=3)，*表示差异显著 (P<0.05)，**表示差异极显著

(P<0.01)

Fig. 7    Expression characteristics of related genes in ScF after siRNA interference
(a) Expression of ScSTAT1 by qPCR after siRNAs were transfected to S. curriculus fin (ScF) cells; expression of ScSTAT1(b), IRF3 (c), IRF7 (d), IRF9
(e) and Mx (f) by qPCR after ScF cells were transfected with siRNA 2 for 24 h and then stimulated with GCRV for 24, 48, 72 h; (a) 1. mock control, 2.
negative control, 3. siRNA 1, 4. siRNA 2, 5. siRNA 3; error bars indicate the mean ±SD (n = 3). * represents significant difference, P < 0.05; ** repres-
ents exrtemely significant difference, P < 0.01
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ScSTAT1具有响应细菌和病毒刺激并引发抗病反

应的潜能。此外，我们发现经 LPS刺激后 ScSTAT1
表达水平呈现先升高后下降的变化趋势，说明

其被激活完成免疫信号传递后需逐步回归到正

常水平，以避免过度免疫[42]。赤眼鳟肾脏 ScSTAT1
经 GCRV感染后前期表达上调，这与多数鱼类

感染病毒后 STAT1表达变化趋势相符；如大西

洋鲑感染传染性贫血病毒和传染性胰腺坏死病

毒后 STAT1表达量显著上调[16]；而点带石斑鱼脾

脏细胞感染神经坏死病毒及虹彩病毒后 STAT1
的表达水平成倍增长[36]。此外，经 GCRV感染后

脾脏 ScSTAT1表达量呈现先下降后上升的趋势，

说明在该组织中 ScSTAT1参与抗病毒反应早期过

程中可能存在被病毒抑制表达的现象[43]。

病毒入侵后被模式识别受体所识别，线粒

体干扰素 -β启动子刺激因子 -1被激活，然后经

IRF3/7-IFN-Ⅰ和 NF-kB 路径进行信号传导，诱

导 I 型 IFN产生并进一步诱导具有限制病毒复制

和降低其感染功能的干扰素刺激基因如 Mx 等的

表达 [44-47]。本研究成功通过 RNA干扰实验研究

了 ScSTAT1可能参与的免疫反应及功能，发现其

所在的干扰素信号通路成员 IRF3、IRF9和 Mx 的

表达量均在病毒刺激后相对于对照组出现了显

著降低，说明 IRF3、IRF9和 Mx 可能位于同一信

号反应通路中 [48]。 IRF3和 IRF9均具有激活 IFN
和干扰素刺激基因并诱导抗病毒能力的功能 [49]，

且已有研究表明，IRF3和 IRF7在赤眼鳟抗 GCRV
的免疫反应中发挥着重要作用 [50-51]，而 Mx具有

抑制病毒 RNA合成的功能[46]，因此，ScSTAT1被

干扰后引起的 IRF3、IRF9和 Mx 表达量显著下降，

暗示着其在抗病毒免疫过程中发挥重要作用。

综上所述，我们对 ScSTAT1全长 cDNA序

列的分析发现该基因缺失 TAD结构域，推测这

种缺失与其互作对象及参与干扰素反应途径的

选择相关；利用 qPCR分析了 ScSTAT1在健康组

织和免疫原刺激后的表达模式，发现其在健康

组织中的分布与组织功能密切相关，并且在GCRV
感染前期存在被病毒抑制表达的现象；另外，

利用干扰技术下调 ScSTAT1的表达，发现 IFN系

统下游 IRF3、IRF9和 Mx 均出现显著下调，佐证

了 ScSTAT1参与 IFN系统的信号传递并在其中发

挥重要作用。本实验为进一步深入开展 ScSTAT1
在机体抗病过程中的信号传递分子机制研究奠

定了基础。
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Abstract: The grass carp hemorrhage disease poses a serious threat to the long-term expansion of the aquaculture
industry. The barbel chub (Squaliobarbus curriculus) could hybrid with the grass carp to produce progeny possess-
ing  resistance  to  GCRV  infection  and,  therefore,  are  considered  valuable  genetic  resources  for  studying  the
molecular  mechanisms  of  grass  carp  hemorrhage.  To  investigate  the  immune  function  of  barbel  chub  STAT1
(ScSTAT1) against  GCRV  infection,  the  RACE  (rapid  amplification  of  cDNA  ends),  qPCR  (quantitative   poly-
merase  chain  reaction)  and  RNAi  (RNA  interference)  techniques  were  applied  to  obtain  the  full-length  cDNA
sequence  of ScSTAT1,  to  detect  its  expression  profile  in  healthy  and  GCRV-infected  tissues,  and  to  explore  its
basic immune function. The ScSTAT1 was 2 922 bp in length and encoded a protein of 718 amino acid residues.
The ScSTAT1 contained conserved domains for STAT_int,  STAT_alpha, STAT_binding and SH2. Phylogenetic
analysis  revealed  that  the  ScSTAT1  was  closely  clustered  with  the  homologue  from Ctenopharyngodon  idella,
forming  an  extended  clade  with  those  from  Mylopharyngodon  piceus,  Carassius  auratus  and  Tachysurus
fulvidraco. Compared to the homologues from mammals and reptiles, ScSTAT1 lacked a C-terminal TAD domain
where a serine phosphorylation site is present. The expression level of ScSTAT1 was shown to be the highest in the
spleen among the tissues analyzed, with the lowest level detected in the liver. Treatment of fish with LPS, Poly I:C
or GCRV resulted in upregulation of expressions of ScSTAT1 in the spleen and kidney. At 12 h post GCRV infec-
tion,  the ScSTAT1  expression  was  down-regulated  in  the  spleen,  followed  by  increases.  At  12  h  and  72  h  post
GCRV infection, in trunk kidney the expression levels of ScSTAT1 were significantly higher than those in the con-
trol group. In the S. curriculus fin cell (ScF) line, knockdown 60% of ScSTAT1 expression by RNA interference
led to decreased expression of IRF3, IRF9 and Mx at 48 h post GCRV infection. The results of the present study
proved that ScSTAT1 participated in the signal  transduction of the IFN system and played a key role in immune
reaction  against  GCRV  infection.  The  results  also  provide  research  basis  for  further  study  on  the  functions  of
ScSTAT1 in disease resistance in fish.

Key words: Squaliobarbus curriculus; signal transduction and activator of transcription 1 gene (STAT1); inter-
feron pathway; grass carp hemorrhage; structure and function
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