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摘要：泛素结合酶（ＵｂｃＥ２）是蛋白泛素化过程中所必需的酶，在泛素转移和底物的特异性识别方面发

挥着重要的作用。本实验利用ＲＡＣＥ技术克隆获得了全长为９９３ｂｐ的松江鲈泛素结合酶Ｅ２Ｄ２基

因ｃＤＮＡ序列（命名为ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２），其开放阅读框为４４４ｂｐ，编码１４７个氨基酸。通过ＳＭＡＲＴ预

测得知，ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２含有一个 ＵＢＣｃ结构域。同源比对结果表明该基因与其他物种的同源性为

９２．３１％。实时荧光定量ＰＣＲ显示，ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２广泛表达于松江鲈各组织，在肾脏中的相对表达量

最高，其次为鳃。鳗弧菌（犞犻犫狉犻狅犪狀犵狌犻犾犾犪狉狌犿）刺激后，ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２在血液、脾脏、肝脏和鳃中表达均

上调，其中，脾脏和鳃中的表达量上调约４０倍。由以上实验结果推测，ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２可能参与松江鲈

的先天免疫防御。
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１　引言

松江鲈（犜狉犪犮犺犻犱犲狉犿狌狊犳犪狊犮犻犪狋狌狊）隶属于#

形目，

杜父鱼科，松江鲈鱼属 ，曾广泛分布于我国沿海，但

由于环境的破坏及人为因素干扰，其种群数量锐减，

于１９８８年被列为国家二级保护动物。为恢复其种群

数量，除对其栖息地的保护外还需要进行人工养殖，

而在人工养殖中的各种刺激势必会引起各种疾病的

出现和蔓延。为此，本实验室着手研究松江鲈的免疫

学机制，以期为松江鲈的养殖及保护提供一定的参考

依据。

泛素 － 蛋 白 酶 体 途 径（Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ

ｐａｔｈｗａｙ，ＵＰＰ），发现于２０世纪７０年代末，是介导机

体蛋白降解的一个重要机制［１］。通过降解和修饰蛋

白，ＵＰＰ参与生物体多种生理生化过程，表现出功能

的多样性［２—３］。最新研究表明，ＵＰＰ还参与无脊椎动

物免疫反应的调节和炎症反应的诱导［４］。组成ＵＰＰ

途径的成分主要有：泛素（Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ，Ｕｂ）、泛素活化

酶（ＵｂＡｃｔｉｖａｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ，Ｅ１）、泛素结合酶（ＵｂＣｏｎ

ｊｕｇａｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ，Ｅ２）、泛素连接酶（ＵｂＬｉｇａｔｉｎｇｅｎ

ｚｙｍｅ，Ｅ３）、２６Ｓ蛋白酶体（２６ＳＰｒｏｔｅａｓｏｍｅｓ）和去泛素

化酶（ＤＵＢｓ）。

泛素结合酶Ｅ２（ＵｂｃＥ２）通过硫酯键与活化的泛

素相连，在Ｅ３的作用下，泛素与靶蛋白形成泛素－蛋



白复合体，ＵｂｃＥ２也可以直接把泛素转移到靶蛋白的

赖氨酸残基上。所有的ＵｂｃＥ２都含有一个保守的、

大约包含１５０个氨基酸的核心结构域（Ｕｂｃｃ）。目前

发现的Ｅ２有５０余种，推测其多样性与对靶细胞的特

异性选择有关［５］。尽管有研究表明ＵＰＰ参与了无脊

椎动物的先天免疫，但是否参与脊椎动物的先天免

疫，目前未见报道。本文以松江鲈为研究对象，通过

基因克隆成功获得了松江鲈泛素结合酶Ｅ２的亚型

Ｄ２（命名为ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２）的ｃＤＮＡ全长，进一步采用

荧光实时定量ＰＣＲ手段，分析ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２ｍＲＮＡ

的组织分布以及鳗弧菌（犞犻犫狉犻狅犪狀犵狌犻犾犾犪狉狌犿）刺激后

其表达模式变化，探讨泛素结合酶Ｅ２在松江鲈先天

免疫中的作用，为进一步研究泛素结合酶在鱼类免疫

方面的作用打下了一定的基础。

２　材料与方法

２．１　实验材料

２．１１　实验动物

松江鲈（体质量１５～２３ｇ，９～１０月龄）取自山东

文登埠口松江鲈自然保护区，实验前将其饲养于１２

～１４℃循环海水中，适应一周后，挑取正常健康的个

体进行试验。

２．１２　主要仪器和试剂

７３００实时荧光定量ＰＣＲ仪（美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏ

ｓｙｓｔｅｍｓ）；ＲＮＡ提取试剂盒（ＥＺＮＡ
ＴＭ ＴｏｔａｌＲＮＡＫｉｔ

Ⅱ）产自美国 Ｏｍｅｇａ公司；逆转录酶（ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔａｓｅＭＭＬＶ）、ＲＮＡ 酶抑制剂、ＳＹＢＲ○
Ｒ
Ｐｒｅｍｉｘ

ＥｘＴａｑ
ＴＭ 试 剂 盒 为 ＴａＫａＲａ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 产 品

（日本）。

２．２　实验方法

２．２１　总ＲＮＡ提取和ｃＤＮＡ合成

（１）实验处理

将适应后健康的松江鲈分成实验组和对照组（各

５０条）：① 对照组：腹腔注射５０μＬＰＢＳ缓冲液。②

鳗弧菌刺激组：腹腔注射鳗弧菌０．１ｍＬ（约１０８／

ｍＬ）。两组均于刺激后２ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ用三卡因

甲基磺酸盐（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ，ＵＳＡ）麻醉取样

（每个时间点每组取５尾），取出的各组织器官（血液、

心脏、肝脏、鳃、胃、肠、皮肤、肾脏、脾脏和脑）于液氮

中速冻，然后分装放于－８０℃冰箱保存备用。

（２）总ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ合成

根据ＥＺＮＡＴＭ ＭｉｃｒｏＥｌｕｔｅ
○Ｒ
ｔｏｔａｌＲＮＡＫｉｔⅡ试剂

盒（ＱＭＥＧＡ，ＵＳＡ）的操作说明，提取各个样品的总

ｍＲＮＡ。ｃＤＮＡ合成参照ＣＬＯＮＴＥＣＨ公司ＳＭＡＲＴ

（Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍａｔ５′ｅｎｄｏｆＲＮＡｔｅｍｐｌａｔｅ）的

指导说明。ＰＣＲ所用引物为ＳｍａｒｔＦ、Ｏｌｉｇｏａｎｃｈｏｒ

Ｒ，引物序列见表１。

２．２２　ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２ｃＤＮＡ全长克隆

由ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ数据库中查找已发表的如下

鱼类ＵｂｃＥ２Ｄ２的ｃＤＮＡ基因序列：罗非鱼（ＸＭ＿

００３４４７６２１．２犗狉犲狅犮犺狉狅犿犻狊狀犻犾狅狋犻犮狌狊）、斑马宫丽鱼（ＸＭ

＿００４５５２０２９．１犕犪狔犾犪狀犱犻犪狕犲犫狉犪）、半滑舌鳎（ＸＭ＿

００８３２７２３３．１犆狔狀狅犵犾狅狊狊狌狊狊犲犿犻犾犪犲狏犻狊）、青 $

（ＸＭ＿

００４０８５７３５．１犗狉狔狕犻犪狊犾犪狋犻狆犲狊）、红鳍东方（ＸＭ＿

００３９７８４９０．１ 犜犪犽犻犳狌犵狌 狉狌犫狉犻狆犲狊）、剑 鱼 （ＸＭ ＿

００５８１１２５９．１犡犻狆犺狅狆犺狅狉狌狊犿犪犮狌犾犪狋狌狊）、斑马鱼（ＮＭ＿

１９９９５２．１犇犪狀犻狅狉犲狉犻狅）、大西洋鲑（ＢＴ０５６８３５．１犛犪犾犿狅

狊犪犾犪狉）、胡瓜鱼（ＢＴ０７４７２７．１犗狊犿犲狉狌狊犿狅狉犱犪狓）和蓝鲶

鱼（ＧＵ５８８０２８．１犐犮狋犪犾狌狉狌狊犳狌狉犮犪狋狌狊），用ＤＮＡｍａｎ进

行多序列比对，并用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０在保守序列

区设计简并引物（ＴｆＲ１、ＴｆＦ１，见表１）。以松江鲈肝

脏ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ，反应条件为９４℃预变性

５ｍｉｎ，９４℃变性５０ｓ，５５℃复性４５ｓ，７２℃延伸９０ｓ，

３５个循环后，７２℃总延伸１０ｍｉｎ。将纯化产物进行

克隆测序获得中间片段。根据获得序列设计特异性

引物ＴｆＦ２、ＴｆＲ２分别与３′ａｎｃｈｏｒＲ、５′ｐｒｉｍｅｒ配对

进行ＲＡＣＥ克隆，得到５′端和３′端序列。利用Ｃｌｕｓｔ

ａｌＷ、ＤＮＡｍａｎ、ＢｉｏＥｄｉｔ等生物分析软件并结合人工

校对，对ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２的５端、中间序列和３′端进行

拼接，得到目的基因ｃＤＮＡ全长序列。

２．２３　ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２基因序列分析

通过Ｅｘｐａｓｙ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｕ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）对

ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２的ｃＤＮＡ序列进行蛋白翻译、分子量及

等电点预测，通过ＳＭＡＲＴ（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌｈｅｉ

ｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）进行蛋白的结构域预测，在 ＮＣＢＩ上

ＢＬＡＳＴ搜查同源序列对其在氨基酸水平上进行同源

比对，用 ＣｌｕｓｔａｌＷ 和 ＢｉｏＥｄｉｔ进行同源序列比对

分析。

２．２４　实时荧光定量 ＰＣＲ（Ｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）

根据克隆所得的ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２ｃＤＮＡ序列设计

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ的引物ｑＲＴＦ、ｑＲＴＲ（见表１），以对照

组和刺激组的各时间点的ｃＤＮＡ为模板，进行ｒｅａｌ

ｔｉｍｅＰＣＲ。以βＡｃｔｉｎ为内参基因，所用引物分别为

ＡｃｔｉｎＦ和ＡｃｔｉｎＲ（见表１）。具体反应体系和步骤参

见ＳＹＢＲ○
Ｒ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ

ＴＭ说明书。每个待测样品
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ｃＤＮＡ设置３个平行，ｍＲＮＡ相对表达量根据２－ΔΔＣｔ

法计算，使用犜 检验的方法分析差异显著性，犘＜

０．０５为可接受的显著性差异标准
［６］。

表１　本研究所用的犘犆犚引物序列

犜犪犫．１　犜犺犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犘犆犚狆狉犻犿犲狉狊

引物名称 引物序列

ＳｍａｒｔＦ ＴＡＣＧＧＣＴＧＣＧＡＧＡＡＧＡＣＧＡＣＡＧＡＡＧＧＧ

ＯｌｉｇｏａｎｃｈｏｒＲ ＧＡＣＣＡＣＧＣＧＴＡＴＣＧＡＴＧＴＣＧＡＣＴ１６（Ａ／Ｃ／Ｇ）

ＴｆＦ１ ＧＡＣＡＴＧＴＴＴＣＡＹＴＧＧＣＲＧＣ

ＴｆＲ１ ＣＤＧＧＡＧＡＣＣＡＣＴＧＴＧＡＴＣＴＣ

５′Ｐｒｉｍｅｒ ＴＡＣＧＧＣＴＧＣＧＡＧＡＡＧＡＣＧＡＣＡＧＡＡ

３′ａｎｃｈｏｒＲ ＣＣＡＡＡＴＡＴＴＡＡＣＡＧＴＡＡＴＧＧ

ＴｆＲ２ ＣＴＧＡＴＡＧＧＧＡＣＴＧＴＣＡＧＧＡＧ

ＴｆＦ２ ＧＡＣＣＡＣＧＣＧＴＡＴＣＧＡＴＧＴＣＧＡＣ

ｑＲＴＲ ＣＴＧＧＧＣＴＣＧＴＴＧＴＴＧＧＴＧ

ｑＲＴＦ ＣＧＧＴＣＧＧＴＣＣＴＴＴＡＴＴＣＧ

ＡｃｔｉｎＦ ＴＧＡＧＡＣＣＡＣＣＴＡＣＡＡＣＡＧＣＡＴＣ

ＡｃｔｉｎＲ ＧＡＧＣＣＴＣＣＧＡＴＣＣＡＧＡＣＡＧ

３　实验结果

３．１　犜犳犝犫犮犈２犇２基因克隆和序列分析

通过对测序结果进行拼接，得到ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２的

ｃＤＮＡ序列全长９９３ｂｐ，包括５′非编码区３０８ｂｐ、３′非

编码区２２０ｂｐ，开放阅读框４４４ｂｐ，编码１４７个氨基

酸（见图１）。３′端有加尾信号（ＡＡＴＡＡＡ），加尾信号

后１６ｂｐ处有ｐｏｌｙＡ尾巴。经ＥｘＰＡＳｙ在线预测，

ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２蛋白质分子量（ＭＷ）为１６．５ｋＤ，理论等

电点（ＰＩ）为６．８０。通过ＳｉｇｎａｌＰ４．１预测Ｎ端没有信

号肽。ＳＭＡＲＴ预测发现该蛋白在第４～１４７位有一

个结构域Ｕｂｃｃ，主要为泛素结合酶催化区域。

３．２　同源比对和系统进化树构建

将ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２蛋白分别与人（ＮＰ＿８６２８２１．１

犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊），白尾海雕（ＸＰ＿００９９１２１６６．１犎犪犾犻犪犲犲

狋狌狊犪犾犫犻犮犻犾犾犪），绿海龟（ＸＰ＿００７０５４４４７．１犆犺犲犾狅狀犻犪犿狔

犱犪狊），爪蟾（ＮＰ＿００１０８４４３４．１犡犲狀狅狆狌狊犾犪犲狏犻狊），大西洋

鲑 （ＡＣＮ１２７７８．１ 犛犪犾犿狅 狊犪犾犪狉），白 斑 狗 鱼

（ＡＣＯ１３５７９．１犈狊狅狓犾狌犮犻狌狊），胡瓜鱼（ＡＣＯ０９１５１．１

犗狊犿犲狉狌狊犿狅狉犱犪狓），斑点叉尾%

（ＮＰ＿００１１８７５３５．１犐犮

狋犪犾狌狉狌狊狆狌狀犮狋犪狋狌狊）和斑马鱼（ＮＰ＿９５７２５３．１犇犪狀犻狅狉犲

狉犻狅）的ＵｂｃＥ２Ｄ２蛋白进行氨基酸比对，其相似度介

于７４．１５％～９１．８４％。１０个物种氨基酸序列的同源

性为９２．３１％（见图２）。

通过 ＭＥＧＡ４．０的 ＮＪ法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ），构

建了罗非鱼（ＸＰ＿００３４４７６６９．１犗狉犲狅犮犺狉狅犿犻狊狀犻犾狅狋犻犮狌狊）、

大黄鱼（ＸＰ＿０１０７５２７１８．１犔犪狉犻犿犻犮犺狋犺狔狊犮狉狅犮犲犪）、红鳍

东方（ＸＰ＿００３９７８５３９．１犜犪犽犻犳狌犵狌狉狌犫狉犻狆犲狊）、绿海

龟（ＸＰ＿００７０５４４４７．１犆犺犲犾狅狀犻犪犿狔犱犪狊）、白尾海雕（ＸＰ＿

００９９１２１６６．１ 犎犪犾犻犪犲犲狋狌狊犪犾犫犻犮犻犾犾犪）、家 鼠 （ＮＰ ＿

０６４２９６．１犕狌狊犿狌狊犮狌犾狌狊）和ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２的系统进化

树。结果显示，松江鲈ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２与同为鲈形总目

的罗非鱼和大黄鱼的ＵｂｃＥ２Ｄ２关系最近，所有鱼类

的ＵｂｃＥ２Ｄ２单独聚为进化树的一大分支，其他脊椎

动物的ＵｂｃＥ２Ｄ２聚为一支（见图３）。

３．３　犜犳犝犫犮犈２犇２的表达分析

３．３１　ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２的组织分布

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果表明，ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２广泛表达

于松江鲈各组织，且表达存在组织特异性，其中在肾

脏的表达量最高，其次是鳃，表达量最低的是胃（见

图４）。

３．３２　鳗弧菌刺激后ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２的表达模式分析

受鳗弧菌刺激后，ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２于松江鲈的脾脏、

肝脏和鳃中表达量急剧上升，分别在６ｈ、１２ｈ、６ｈ时

上调至最高点。在血液中，刺激后２ｈＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２

表达量稍有上调，为对照组的１．４倍。但是在肾脏

中，受刺激后表达下调，直至实验结束表达量仍低于

正常水平（见图５）。

４　讨论

泛素－蛋白酶体途径广泛参与细胞凋亡、周期调

控、信号转导、转录调控等多种生命活动过程［５］。其

中ＵｂｃＥ２负责在泛素和底物蛋白之间催化形成异肽

键，拥有一个大约由１５０个氨基酸组成的Ｕｂｃｃ结构

域。在该结构域内，具有一个特殊的半胱氨酸残基，

该残基在泛素和Ｅ２酶之间形成硫酯键起关键作

用［７］。本实验结果表明ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２具有一个Ｕｂｃｃ

结构域，内含保守的半胱氨酸残基。将ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２

和多个已知的其他物种泛素结合酶Ｅ２Ｄ２进行氨基

酸序列比对，发现蛋白保守度高，尤其第８５位半胱氨

酸残基各物种保持一致，且其前后的氨基酸也高度保

守，多为Ｉ（／Ｖ）ＣＬ。

作为参与机体基础代谢的酶类，大部分研究表明

ＵｂｃＥ２在维持机体自身稳态和生殖方面发挥着重要

的作用［８—１０］，而陈安静研究发现，对虾（犘犲狀犪犲狌狊狅狉犻犲狀

狋犪犾犻狊）的泛素结合酶Ｅ２（ＦｃＵｂｃ）通过介导泛素化而抑
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图１　ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２的ｃＤＮＡ序列全长及演绎的氨基酸序列

Ｆｉｇ．１　ＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｔｈｅｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２

起始密码子和终止密码子用粗体标注，“”代表终止密码子，阴影部分是ＵＢＣｃ结构域，加尾信号用下划线标出，保守

半胱氨酸残基用方框标出

Ｔｈｅｓｔａｒｔａｎｄｓｔｏｐｃｏｎｄｏｎｓｉｎｂｏｌｄ，ｔｈｅａｓｔｅｒｉｓｋ（）ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔｈｅｓｔｏｐｃｏｄｏｎ，ｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄｏｍａｉｎｗａｓｓｈｏｗｎｉｎｓｈａｄｏｗ，

ｔｈｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄｐｏｌｙａｄｅｎｙｌａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌＡＡＴＡＡＡ ｗａｓｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄａｎｄｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅｃｙｓｔｅｉｎｅｗａｓｓｈｏｗｎｉｎｂｏｘ

图２　松江鲈ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２和其他物种的ＵｂｃＥ２Ｄ２的氨基酸多序列比对

Ｆｉｇ．２　ＡｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２ｗｉｔｈｔｈｅｏｔｈｅｒＵｂｃＥ２Ｄ２ｐｒｏｔｅｉｎｓｕｓｉｎｇＣｌｕｓｔａｌＷｍｅｔｈｏｄ

ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２的催化位点用矩形框标出

ＣａｔａｌｙｔｉｃｓｉｔｅｓｏｆＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２ｗａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｗｉｔｈｒｅｃｔａｎｇｕｌａｒｂｏｘ
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图３　基于ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２的系统进化树分析

Ｆｉｇ．３　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２ｗｉｔｈｔｈｅｏｔｈｅｒＵｂｃＥ２Ｄ２ｐｒｏｔｅｉｎｓ

图４　ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２在正常组织中的表达模式（狀＝３）

Ｆｉｇ．４　ＣｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｏｆｎｏｒｍａｌ

Ｒｏｕｇｈｓｋｉｎｓｏｕｌｐｉｎ（狀＝３）

制了白斑综合症病毒（ＷＳＳＶ）的复制
［４］。本研究结

果显示，ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２广泛表达于松江鲈１０个组织，

而在肾脏中表达量最高，鳃次之。ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２表达

的普遍性说明其可能在松江鲈基础代谢方面发挥着

重要的生理功能。肾脏是鱼类的一个重要的免疫器

官，其吞噬细胞可吞噬自身衰老细胞及病原微生物

等。大菱鲆（犛犮狅狆犺狋犺犪犾犿狌狊犿犪狓犻犿狌狊）中的趋化因子

受 体 ＣＣＲ３ 和 ＣＣＲ９
［１１］、草 鱼 （犆狋犲狀狅狆犺犪狉狔狀犵狅犱狅狀

犻犱犲犾犾狌狊）中的Ｃ－型溶菌酶
［１２］、红笛鲷（犔狌狋犼犪狀狌狊狊犪狀

犵狌犻狀犲狌狊）中的非特异性细胞毒性细胞膜受体（ＮＣＣＲＰ

１）
［１３］等在肾脏中的表达量很高，另外，松江鲈的免疫

相关基因硫氧还蛋白１（Ｔｒｘ１）
［１４］、髓样分化因子

ＭｙＤ８８
［１５］、ＣＤ３０２（未发表）等在肾中的表达量也很

高。鳃是鱼体内的黏膜相关淋巴组织（ＭＡＬＴ），内含

淋巴细胞、巨噬细胞和各类粒细胞［１６］，为防止生物体

感染提供了关键的免疫监视［１７］。ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２在松

江鲈肾脏和鳃中高表达量表明 ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２可能参

与免疫。

受鳗弧菌刺激后，松江鲈脾脏、肝脏和鳃中的

ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２表达量明显上调，其中在脾脏和鳃中达

到了４０倍左右。脾脏是真骨鱼中唯一的淋巴结样器

官，其黑素－巨噬细胞中心具有吞噬细胞功能，同时

在体液免疫中也发挥着一定的作用［１６］。鱼类肝脏通

过对病原体的吞噬、细菌的凝集等在宿主防御微生物

入侵过程中起到非常重要的作用［１８—１９］。鲤鱼的Ａｋｉ

ｒｉｎ２
［２０］经鳗弧菌刺激后，在脾和肝脏中表达量均明显

上调；松江鲈免疫相关基因Ｃ－型凝集素
［２１］、ＭｙＤ８８、

半乳糖凝集素［２１］、白细胞介素－１受体相关激酶４（Ｉ

ＲＡＫ－４）
［２２］，受刺激后在脾和肝脏中均迅速上调表

达 。鳗弧菌刺激后ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２基因在松江鲈脾和

肝脏中表达上调可能与ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２迅速参与外来

蛋白降解有关系。受刺激后ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２在鳃中大

幅上调可能与其抵抗外来病原体也有一定的关系。

刺激后肾脏中ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２的下调，可能是因为ｍＲ

ＮＡ迅速合成蛋白用于对外来病原体蛋白的降解。

但其确切下调机理有待进一步研究。

综上所述，ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２作为ＵＰＰ途径中的一个

重要酶，推测其参与了松江鲈的先天免疫，并在其先
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图５　ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２受鳗弧菌刺激后不同组织表达模式变化

Ｆｉｇ．５　ＴｅｍｐｏｒａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２ａｎａｌｙｚｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｆｔｅｒ犞犻犫狉犻狅犪狀犵狌犻犾犾犪狉狌犿ｃｈａｌｌｅｎｇｅ

柱状图显示了实时定量ＰＣＲ的数据分析结果，星号指示刺激组与对照组（０ｈ）之间的Ｔ检验结果，“”表明有显著性差异，

“”表示有极显著差异；误差线是通过对３次独立实验进行统计分析所得到的标准差；（犘＜０．０５；犘＜０．０１）

ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｈｉｓｔｏｇｒａｍ，ｔｈｅａｓｔｅｒｉｓｋｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｆｒｏｍｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｓａｍｐｌｅｓ（，犘＜０．０５；

，犘＜０．０１）．Ｔｈｅｅｒｒｏｒｂａｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔ±ＳＤｏｆｔｈｒｅｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｓａｎｄｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ

天免疫中发挥重要作用。本实验结果为研究泛素结

合酶在鱼类先天性免疫作用奠定了一定的基础，也为

松江鲈的保护提供了参考，但关于其在免疫应答中的

具体作用机制仍待进一步深入探讨。
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ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１βｉｎｒｏｕｇｈｓｋｉｎｓｃｕｌｐｉｎ（犜狉犪犮犺犻犱犲狉犿狌狊犳犪狊犮犻犪狋狌狊）［Ｊ］．Ｆｉｓｈ＆ＳｈｅｌｌｆｉｓｈＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１２，３３（４）：６９０－６９８．

犕狅犾犲犮狌犾犪狉犮犾狅狀犻狀犵犪狀犱犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狌犫犻狇狌犻狋犻狀犮狅狀犼狌犵犪狋犻狀犵

犲狀狕狔犿犲犈２犇２犻狀狉狅狌犵犺狊犽犻狀狊犮狌犾狆犻狀，犜狉犪犮犺犻犱犲狉犿狌狊犉犪狊犮犻犪狋狌狊

ＣｈｅｎＸｕｅｚｈａｏ１，ＺｈａｎｇＬｅｉ
１，ＹｕＳｈａｎｓｈａｎ１，ＢｉＣａｉｈｏｎｇ

１，ＬｉｕＣｈｕｎｙｉｎｇ
１，ＺｈｕＱｉａｎ１

（１．犛犮犺狅狅犾狅犳犕犪狉犻狀犲犛犮犻犲狀犮犲，犛犺犪狀犱狅狀犵犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔（犠犲犻犺犪犻），犠犲犻犺犪犻２６４２０９，犆犺犻狀犪）
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ｃＤＮＡｆｒｏｍｔｈｅＲｏｕｇｈｓｋｉｎｓｃｕｌｐｉｎ，犜狉犪犮犺犻犱犲狉犿狌狊犳犪狊犮犻犪狋狌狊ｂｙＲＡＣＥ，ａｎｄｎａｍｅｄａｓＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２．ＴｈｅｃＤＮＡｏｆ

ＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２ｉｓ９９３ｂｐ，ｗｈｉｃｈｃｏｎｔａｉｎｅｄａｎｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ（ＯＲＦ）ｏｆ４４４ｂｐｅｎｃｏｄｉｎｇａｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｏｆ１４７ａ

ｍｉｎｏａｃｉｄｓ．ＴｈｅｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｈａｄａｄｏｍａｉｎｃａｌｌｅｄＵｂｃｃ，ｗｈｉｃｈｗａｓｅｘｔｒｅｍｅｌｙｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ．Ｔｈｅ

ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２ｉｎｈｅａｌｔｈｙａｎｄ犞犻犫狉犻狅犪狀犵狌犻犾犾犪狉狌犿ｃｈａｌｌｅｎｇｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ

ｔｉｍｅＰＣＲ，ｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２ｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎａｌｌｔｈｅｄｅｔｅｃｔｅｄｔｉｓｓｕｅｓ，ｍａｉｎｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｋｉｄｎｅｙ

ａｎｄｇｉｌｌ．ＴｈｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｏｆＴｆＵｂｃＥ２Ｄ２ｐｏｓｔｃｈａｌｌｅｎｇｅｗｉｔｈ犞犻犫狉犻狅犪狀犵狌犻犾犾犪狉狌犿ｉｎｂｌｏｏｄ，ｓｐｌｅｅｎ，ｌｉｖｅｒａｎｄｇｉｌｌ

ｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｉｔｍｉｇｈｔｂｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｉｎｎａｔｅｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆＲｏｕｇｈｓｋｉｎｓｃｕｌｐｉｎ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ；犜狉犪犮犺犻犱犲狉犿狌狊犳犪狊犮犻犪狋狌狊；ｇｅｎｅｃｌｏｎｅ；ｉｎｎａｔｅｉｍｍｕｎｉｔｙ
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