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南方鲇 IB基因片段的克隆及序列分析!

李佳蔚，李英文
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摘要：为从南方鲇（!"#$%$& ’(%")"*+,#"&）中扩增葡萄糖激酶（IB）基因，根据已报道的 IB 基因结构中的氨基酸保守
区域，设计简并引物；从南方鲇肝胰脏中迅速抽提 K9L，将扩增出的产物克隆到 (MN$*DO 载体上并导入到大肠杆
菌 NP+!中；阳性克隆鉴定后测序。将测序得到的南方鲇 IB 基因与已知的 IB 基因进行核苷酸序列比较，结果
表明其与鲤（-./%"+$& 0,%/"*）的同源性较高，达到 *HQ；将此基因片段与其他已知的 IB 基因做出进化关系的确
定，用 R5?28(软件 9, S-->=>/1( 方法构建 IB 系统树，它与草鱼（-1(+*/,2%.+3*)*+ ")(##$&）、鲤、鲫（-,%,&&"$& ,$%,4
1$&）、翘嘴红!（5%$12%*0$#1(% "#"&2,(6*%’"&）、虹鳟（7+0*%2.+02$& ’.8"&&）、大西洋鲑（!,#’* &,#,%）、金头鲷（!/,%$& ,$4
%,1,）、黄易鲷（92,:)*&,%3$& &,%:,）等以较高的支持度形成一个分支。本研究成功地从南方鲇肝胰脏中扩增到长
度为 E** S(的编码蛋白酶的基因片段，为今后克隆南方鲇 IB 基因全长序列及该基因在不同营养条件下的表达
等研究奠定基础。
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! ! 葡萄糖激酶（IB）是己糖激酶家族成员，在控制
葡萄糖利用率保持葡萄糖平衡方面起着十分重要的

作用［$DG］，是糖代谢过程中的第一个关键酶。但是，

鱼类对糖的利用率却较低，目前对此比较公认的解

释是由于鱼类肝脏缺乏可诱导 IB活力而不能有效
地使细胞内的葡萄糖转化为 ED磷酸葡萄糖，但这一
解释和现有的有关鱼类存在有功能的 IB样酶活力
以及饲料中碳水化合物对 IB表达的诱导作用明显
有着矛盾［*D%］。本研究报道了从南方鲇（!"#$%$& ’(4
%")"*+,#"&）肝脏中分离到的 IB @N9L 序列片段，并
对其序列进行了比较和分析，为今后克隆南方鲇 IB
基因全长序列及该基因在不同营养条件下的表达等

研究奠定基础。

$ 材料与方法
$) $ 材料与主要试剂
实验用南方鲇购于重庆市沙坪坝区三峡广场永

辉超市。抽提 K9L 用 K9L8=- R2.=，购自宝生物工
程（大连）有限公司；大肠杆菌（5; 0*#"）NP+! 为本
实验室保存；反转录酶、O17 酶和 (MN$*DO A’@>-/均

购自 O1B1K1；N9L 胶回收试剂盒、N9L M1U’/
N$+## 购自天根生化科技（北京）有限公司。
$) " 方法
$) ") $ R4K引物设计! 实验中引物的碱基位置根据
登 录 I’0V10U 序 列（ I’0V10U 1@@’==8-0 9-)
NT$%++"$）确定。根据已知鱼类 IB 的保守片段，
再根据文献［$#］，用 VWL&O程序将其与蛋白质序列
数据库中的序列进行比较，寻找出几种同源性较高

的片段，参考几种鱼类葡萄糖激酶的核苷酸序列，设

计 R4K反应的简并引物 R$、R" 分别为 4IIIOILOD
I4OIIOILLKIOIII9IL 和 I4L44LI4O4I444D
LOKOL4OO944。其中，K X L Y I，9 X L Y 4 Y O Y
I。所有引物均由上海生工生物工程技术服务有限
公司合成 。

$) ") " 总 K9L 的抽提及 @N9L 第一链合成［$$D$"］!
取南方鲇肝脏，用 K9L8=- R2.= 抽提总 K9L。采用
变性琼脂糖凝胶电泳溴化乙啶染色显示 "* =和 $* =
检测 K9L 的完整性，并通过 ZN"E# F "*# 比值判断
K9L质量。以南方鲇肝胰脏 K9L 为模板，以 Z286-
（[O）为引物，由 \8/=> &>/10[ @N9L &?0>5’=8= B8>反转
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录合成 !"#$第一链，参照试剂盒说明书，体系设置
为：% & ’()*+,!()-./01 20 (+34+5. 6). 78 9 !:，’()*+;
,!()-.01 20 <5=>*+ 1)? @8 9 !:，AB)4C D0 ’()*+(
（%9 !*CB E :）@8 9 !:，235DC* F*+(G（@99 !*CB E :）
@8 9 !:，2#$ 98 @% !:，253G+ H(++ DIJA @J8 K% !:。
反转录条件如下：LM N，@% *)5；K% N，@% G。
@8 J8 L 20;’O2扩增及克隆测序P 以 !"#$ 为模板，
采用合成的一对引物，进行 ’O2反应。’O2反应体
系（总体积为 %9 !:）为：DDIJA LJ8 % !:，@9 & ’O2
QRSS+(（含 14J T）%8 9 !:，模板（ !"#$ 液）J8 9 !:，
D#0’ 1)?.R(+（@9 **CB E :）78 9 !:，14OBJ 78 9 !:，上
下游引物（J9 **CB E :）各 @8 9 !:，03U 酶（% V E !:）
98 % !:。’O2 反应条件为：W7 N变性 L *)5，然后
L9 个循环；W7 N变性 @ *)5，F9 N退火 @ *)5，MJ N
延伸 @ *)5，最后 MJ N延伸 @9 *)5，7 N保存。’O2
产物在 @8 JX的琼脂糖凝胶上电泳分析并观察结果
及割胶回收。利用 "#$回收试剂盒回收目的片段。
用 7 !:目的 "#$、@ !: -1"@K;0载体和 % !: :)43;
.)C5 QRSS+(配制连接反应液，将此混合液于 @F N下
过夜，以使得目的 "#$ 与 -1"@K;0 载体连接起来。
将质粒 "#$转化 "I%"大肠杆菌感受态细胞，涂布
在含 Y;43B T /’0Z T氨苄青霉素的 :[ 平板上进行
蓝白斑筛选。挑取白色菌落，经过菌落 ’O2，选取阳
性菌株以质粒小提试剂盒抽提质粒，然后进行质粒

’O2鉴定、电泳鉴定并进行 "#$测序。将所测的序
列结果在 #O[/ 网站上通过 [B3G. 进行序列相似性
分析，最后用 "#$1$#F8 9 软件进行序列比较分析。

J 结果

J8 @ 2#$的提取及 20;’O2
从南方鲇肝胰脏提取的总 2#$，用 #35C "(C-

测定 A"JF9 E JK9 的 比 值 及 2#$ 浓 度。样 品
A"JF9 E JK9 比值为 @8 KK，说明所提取的 2#$ 质量
较好，纯度符合要求。另外用 @8 JX的琼脂凝胶电
泳检测显示，JK G\ @K G约为 J\ @，因此所提取的 2#$
较完整，完全能够满足 20;’O2的要求。

20;’O2产物经 @8 JX的琼脂糖凝胶电泳显示
在在 "#$ 13(]+(的 M%9 Q-和 %99 Q-之间有 @ 条带
（图 @），与引物设计时预测的片段大小一致，初步判
断为目的条带。将 20;’O2产物回收与载体连接转
化并挑取白色单个菌落进行扩大培养，’O2 经琼脂
糖凝胶电泳鉴定（图 J）、序列测定。

1："#$ 13]+( "@%99；@ ^ J：20;’O2产物

图 @P 20;’O2产物检测电泳图
H)48 @P $43(CG+ 4+B +B+!.(C-_C(+G)G CS 20;’O2 -(CDR!.G

1："#$ 13]+( "@%99；@ ^ L：阳性克隆；7：非阳性克隆

图 JP 重组质粒电泳图
H)48 J $43(CG+ 4+B +B+!.(C-_C(+G)G CS (+!C*Q)535. -B3G*)D

J8 J 序列分析
测序结果显示，克隆所得片段大小为 FKKQ-，序

列顺序见图 L，其中下划线部分为引物序列。根据
所得 !"#$序列推导出其蛋白质的氨基酸序列，含
有 J@F 个氨基酸残基（图 7）。

图 LP 南方鲇 Z6!"#$部分序列
H)48 LP ’3(.)3B !"#$ G+UR+5!+G CS Z6 )5 !" #$%&’&()*+&,

将克隆所得核酸片段在 #O[/上进行 [:$,0搜
索，与其高度相似的都为鱼类的 Z6*2#$ 序列，其
中相似度最高的是鲤（-./%&)0, 1*%/&(）的 Z6 序列，
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同一性达 !"#；其次依次是虹鳟（ !"#$%&’"#&()
*’+,))）、翘嘴红!（-%(.&%$#(/.0% ,/,)&102$%*,)）、草鱼
（3.0"$41&%’"5$6$" ,60//()）、鲫（31%1)),() 1(%1.()）。
搜索结果证实所筛选得到的克隆片段为南方鲇的

$%基因片段。

图 &’ 推导所得南方鲇 $%氨基酸部分序列
()*+ & ,-. /012)03 4.456.4 07)89 06)4 :.;5.86.

9< $% )8 78 *0%,6,$"1/,)

为了确定 $% 的进化关系，从基因库收集了拟
南芥（ 9%1:,6$4),) .&1/,1"1）$%（蛋白库登录号：
=&>?>?）、人（;$*$ )14,0")）肝源 $%（蛋白库登录
号：=@?!A@）、小家鼠（<() *()#(/()）$%（蛋白库登
录号：BBC&>@D&）、金头鲷（741%() 1(%1.1）$%（蛋白
库登录号：BBC""?!?）、虹鳟 $%（蛋白库登录号：
BBC""?!E）、鲤 $%（蛋白库登录号：BBC""?!D）、黄
易鲷（ =&1:6$)1%5() )1%:1）$%（蛋白库登录号：
BCF&@"A>）、鲫 $%（蛋白库登录号：BFF?>&EA）、大
西洋 鲑（ 71/*$ )1/1%）$%（ 蛋 白 库 登 录 号：
BC(D?G>A）、翘 嘴 红 ! $%（蛋 白 库 登 录 号：
BHB&A&?D）、草鱼 $%（蛋白库登录号：BFF?>&E@）
等蛋白质序列，用 H)9.4)2 进行序列比对，然后用
/-I3)J 计算系统发育树，采用邻接法［A"］，构建系统
发育树（图 ?），用 H992:210J计算的各个分支支持度。

图 ?’ $%系统树

()*+ ?’ /-I39*.8.2)6 21.. 9< $%

" 讨论
对从南方鲇肝脏分离到的 $% 6FKB 部分序列

进行序列比对分析，结果发现该基因和上述鱼类的

$%关系较近，和人肝脏 $%相似性也很高。
由图 ? 可见，鱼类中包括草鱼、鲫鱼、鲤鱼、翘嘴

红!、虹鳟、大西洋鲑、金头鲷、黄易鲷与南方鲇形成
一个鱼类的分支；再与小家鼠和人类以 A@@#的支
持度形成的一个分支合成一支。这一结果显示南方

鲇 $%与哺乳动物的 $%为一支，因此认为该基因也
是具有 $%样酶活性的，与哺乳动物 $% 高度同源，
这再一次为鱼类含有 $%酶提供了明确的证据。
有报道指出，高碳水化合物饲料诱导了金头鲷、

虹鳟、鲤鱼体内 $% 活性的增加，并进一步研究发
现，饲料碳水化合物能诱导这 " 种鱼肝胰脏 $% 的
表达，且再摄食后 E - 时 $% 的表达量开始提高，>&
L "@ -时明显提高［A&］。另外对青鱼、鲫鱼、南方鲇
幼鱼和翘嘴红!［A?MAD］的研究中也得出了相同的结
论，即碳水化合物含量的增加可诱导 $% 活性的增
加以及基因的表达。但关于鱼类能否将摄入的饲料

碳水化物转化为身体脂肪尚存在争议［A!M>@］。

另外有报道表明，$%活性与 7NKB表达还与鱼
类摄食碳水化合物的种类与摄食性有关，如摄食糊精

饲料时 $%活性高于摄食含相同水平葡萄糖的饲料，
这可能与两种碳水化物的消化吸收速度有关，糊精的

吸收模式可能更有利于诱导 $%活性的提高［>>］。另
外对虹鳟的研究发现，其 $%表达量和活性还与摄食
量有关［>"］。有关不同碳水化合物对南方鲇 $%基因
和酶活力的研究还有待进一步的研究。
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