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摘　要：鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）ｓｌｃ１５ａ１基因是利用质子梯度逆浓度转运小肽和肽类似物到各种组织细胞内的一
种低亲和力、高容量的转运载体，该基因在免疫反应中也起到重要作用。从蛋白质水平上探究 ｓｌｃ１５ａ１
（ｓｌｃ１５ａ１ａ和ｓｌｃ１５ａ１ｂ）基因在鲤体内免疫应答机制中的变化，将 ｓｌｃ１５ａ１ａ和 ｓｌｃ１５ａ１ｂ基因含有部分抗原决定
簇的片段加入双酶切位点 ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ后连接至 ｐＥＴ３２ａ（＋），构建表达载体，并成功制备鼠源
ｓｌｃ１５ａ１ａ和ｓｌｃ１５ａ１ｂ基因多克隆抗体。采用ＥＬＩＳＡ法检测抗体效价，获得的鼠抗Ｓｌｃ１５ａ１ａ和Ｓｌｃ１５ａ１ｂ的效价
分别为８．１×１０５和２．７×１０５。在嗜水气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）感染后，Ｓｌｃ１５ａ１ａ和Ｓｌｃ１５ａ１ｂ的最高蛋
白表达水平与空白对照相比，分别增加了３．３９和２．８５倍，说明本实验制备的多克隆抗体具有较高的亲和力、
特异性和较强的免疫原性，能够及时地诱导机体产生免疫应答。Ｓｌｃ１５ａ１ａ在嗜水气单胞菌感染后３ｈ和６ｈ
迅速做出高表达量响应，在１２ｈ后开始出现表达水平的下降，但Ｓｌｃ１５ａ１ｂ在３～２４ｈ时却一直维持着较稳定
的高表达响应，表明Ｓｌｃ１５ａ１ａ和Ｓｌｃ１５ａ１ｂ之间具有一定的表达差异。在感染过程中，Ｓｌｃ１５ａ１ａ的表达量基本
高于Ｓｌｃ１５ａ１ｂ，因此ｓｌｃ１５ａ１ａ基因可能是ｓｌｃ１５ａ１基因的主效基因，在鲤免疫应答过程中发挥重要作用。
关键词：鲤；ｓｌｃ１５ａ１基因；抗体；嗜水气单胞菌
中图分类号：Ｓ９１７　　　文献标志码：Ａ

　　质子转运载体１５基因家族（Ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒ１５
ｆａｍｉｌｙ，Ｓｌｃ１５）的主要作用是利用质子梯度和负
膜电位进行二／三肽和拟肽分子的跨膜转运，因
此也被称为寡肽转运载体基因家族（ｐｒｏｔｏｎ
ｃｏｕｐｌｅｄｏｌｉｇｏｐｅｐｔｉｄｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ，ＰＯＴｓ）［１］。ｓｌｃ１５
基因家族在鱼类中共有５个成员，分别为 ｓｌｃ１５ａ１
（ＰＥＰＴ１）、ｓｌｃ１５ａ２（ＰＥＰＴ２）、ｓｌｃ１５ａ３（ＰＨＴ２）、
ｓｌｃ１５ａ４（ＰＨＴ１）和 ｓｌｃ１５ａ５［２］。其中对 ｓｌｃ１５ａ１和
ｓｌｃ１５ａ２的组织分布、底物特性和转运功能的研究
较早。ｓｌｃ１５ａ１广泛分布在肠上皮细胞的刷状缘
膜以及肾近曲小管细胞等多种组织中，是一个高

容量、低亲和力质子转运载体。在消化道中，

ｓｌｃ１５ａ１小肽转运系统与游离氨基酸的吸收效率
相比，具有转运速度快、耗能低、不易饱和的特

点［３］，会优先吸收含Ｌ型氨基酸的二肽和三肽［４］

及各种类型的模拟肽，如 β内酰胺类抗生素［５］、

血管紧张素转换酶抑制剂、肾素抑制剂、氨肽酶

抑制剂及许多药物前体［６］。ｓｌｃ１５ａ１ｍＲＮＡ编码
的蛋白质在胞外具有多个糖基化位点，亲水环和

胞外环之间分别穿插着一个蛋白激酶 Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅＣ，ＰＫＣ）和一个蛋白激酶 Ａ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ
Ａ，ＰＫＡ）的磷酸化位点，可产生可逆的磷酸化反
应来调节转运功能的基因［７］。此外，ｓｌｃ１５ａ１还可
激活ＮＯＤ受体依赖性信号通路，并通过介导 Ｔｒｉ
ＤＡＰ和ＭＤＰ转运导致促炎因子的释放，使得促
炎因子诱导多种炎性细胞因子基因的转录，引起

机体免疫应答［８］。在非洲爪蟾（Ｘｅｎｏｐｕｓｌａｅｖｉｓ）的
研究中，ｓｌｃ１５ａ１在抗病毒和抗菌免疫应答中起重
要作用［９］，并通过与 ＵＳＰ１８的共表达显著提高
ＧｌｙＧｌｙ（ＧｌｙｃｉｎｅＧｌｙｃｉｎｅ）转运速率，上调自身活
性。

２００３年 ＶＥＲＲＩ等［１０］在斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）
体内发现了 ｓｌｃ１５ａ１。随后，不少学者也在泥鳅
（Ｍｉｓｇｕｒｎｕｓ ａｎｇｕｉｌｌｉｃａｕｄａｔｕｓ）［１１］、欧 洲 黑 鲈
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（Ｄｉｃｅｎｔｒａｒｃｈｕｓｌａｂｒａｘ）［１２］、大 西 洋 鲑 （Ｓａｌｍｏ
ｓａｌａｒ）［１３］、鲤［１４］、鳜（Ｓｉｎｉｐｅｒｃａｃｈｕａｔｓｉ）［１５］、草鱼
（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌｕｓ）［１６］等物种体内陆续发
现了该基因。在大西洋鲑的研究中，ｓｌｃ１５ａ１ａ与
ｓｌｃ１５ａ１ｂ具有相同的表达模式，但在机体转运动
力、底物特异性和运输效率以及基因的表达水平

上均有所不同［１３］。在斑马鱼中，ｓｌｃ１５ａ１ａ与
ｓｌｃ１５ａ１ｂ能够共同表达，在促进机体早期发育阶
段对二／三肽的摄取中发挥功能［１７］。在罗非鱼的

研究中，当受到高盐度胁迫时 ｓｌｃ１５ａ１ａ与
ｓｌｃ１５ａ１ｂ具有相似的组织表达趋势，表明该基因
对机体的盐度耐受性具有一定影响［１８］。

鲤是鲤科鱼类中最具代表性的鱼类之一，在

全球淡水养殖产业中占有很高比重，具有非常重

要的商业价值［１９］。另外，鲤作为一种重要模式物

种，被广泛应用于发育生物学、免疫学、环境毒理

学、生理学及进化基因组学等领域的研究［２０２１］。

近年来，养殖范围和密度急剧增加，导致疾病大

肆暴发，例如：嗜水气单胞菌在水中快速传播，并

在没有早期预防和及时抢救的情况下导致高死

亡率，严重阻碍了水产养殖业的快速发展。关于

鲤ｓｌｃ１５ａ１的研究较少，闫潇［２２］发现鲤ｓｌｃ１５ａ１基
因在肠道中对小肽的吸收绝大部分在前肠和中

肠完成，被肠道吸收后未水解的小肽主要经血液

运输到其他组织进行代谢。但近年来研究［２］发

现，ｓｌｃ１５ａ１基因在鲤感染性疾病及炎症反应中具
有一定的调控作用，可能作为疾病治疗的靶点。

目前，对于鲤 ｓｌｃ１５ａ１的大部分研究主要集
中于ｍＲＮＡ水平上，而在蛋白表达水平上的研究

较少，因此开展对 ｓｌｃ１５ａ１基因的蛋白表达以及
功能方面的研究具有一定的理论和现实意义。

笔者通过原核表达技术成功获得包含抗原决定

簇的鲤ｓｌｃ１５ａ１ａ和 ｓｌｃ１５ａ１ｂ目的蛋白，对其进行
纯化后免疫小鼠，获得相应的多克隆抗体，采用

ＥＬＩＳＡ法检测抗体效价并检测经嗜水气单胞菌感
染后鲤血清中 Ｓｌｃ１５ａ１ａ和 Ｓｌｃ１５ａ１ｂ蛋白的表达
情况，为更深入研究 ｓｌｃ１５ａ１基因的鱼类免疫反
应调控机制提供一定的基础。

１　材料与方法

１．１　总ＲＮＡ的提取及ｃＤＮＡ第一链的合成
体质量为（３５．０±１．５）ｇ的实验用鲤取自河

南师范大学水产基地，驯养２周后随机挑取３尾，
在无菌条件下取其１２个组织（心脏、肝脏、脾脏、
头肾、肾脏、肌肉、皮肤、血液、性腺、大脑、鳃、肠）

均等混样后，提取总 ＲＮＡ并检测质量。按照
ｃＤＮＡ反转录试剂盒（ＴａＫａＲａ）说明书获得第一
链ｃＤＮＡ，用于后续ＰＣＲ扩增模板。
１．２　重组表达质粒的构建及鉴定

根据ＮＣＢＩ上ｓｌｃ１５ａ１ａ和 ｓｌｃ１５ａ１ｂ的氨基酸
序列，在ＤＮＡＳＴＡＲ软件中进行 Ｐｒｏｔｅｉｎ分析及抗
原决定簇区域的预测，用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计相应的
特异性引物（表１），并添加ＢａｍＨⅠ和ＨｉｎｄⅢ特
定的酶切位点和保护碱基。对目的片段进行

ＰＣＲ扩增（扩增条件：９５℃ ５ｍｉｎ；３２个循环包括
９５℃３０ｓ，５７／６０℃３０ｓ，７２℃６０ｓ；７２℃１０ｍｉｎ
和４℃保存）。

表１　引物序列及相关信息
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｒｅｌａｔｅｄｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

基因

Ｇｅｎｅ

引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ
ｓｕｑｕｅｎｃｅｓ

内切酶

Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ
ｅｎｚｙｍｅ

表达载体

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｖｅｃｔｏｒ

感受态细胞

Ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ
ｃｅｌｌｓ

序列号

ＧｅｎＢａｎｋ

ｓｌｃ１５ａ１ａ
ＣＧＧＧＡＴＣＣＧＣＣＡＴＴＡＧＧＴＴＴＧＴＧＡＡ
ＣＣＡＡＧＣＴＴＧＡＣＣＧＡＧＴＴＧＧＧＣＴＴＣ

ＢａｍＨⅠ
ＨｉｎｄⅢ

ｐＥＴ３２ａ
ｐＥＴ３２ａ

ＢＬ２１（ＤＥ３）
ＢＬ２１（ＤＥ３）

ＭＮ４４７３９７

ｓｌｃ１５ａ１ｂ
ＣＧＧＧＡＴＣＣＣＣＧＴＴＴＧＴＴＧＴＴＣＣＴＧＧ
ＣＣＡＡＧＣＴＴＧＴＧＧＧＴＡＡＣＡＣＴＧＡＡＧＴＡＧ

ＢａｍＨⅠ
ＨｉｎｄⅢ

ｐＥＴ３２ａ
ｐＥＴ３２ａ

ＢＬ２１（ＤＥ３）
ＢＬ２１（ＤＥ３）

ＭＮ４４７４００

　　将目的片段和表达载体ｐＥＴ３２ａ（＋）用限制
性内切酶 ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ进行双酶切（酶切
体系：底物１０μＬ、ＢａｍＨⅠ １μＬ、ＨｉｎｄⅢ １μＬ、
１０×Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ、ｄｄＨ２Ｏ１０．５μＬ；酶切条件：３７
℃酶切３ｈ），对酶切片段胶回收后连接［反应体

系：目的基因酶切产物６μＬ，ｐＥＴ３２ａ（＋）酶切产
物 ２μＬ，１０×Ｔ４ｌｉｇａｓｅｂｕｆｆｅｒ１μＬ，Ｔ４ＤＮＡ连接
酶 １μＬ，１６℃连接８ｈ］。重组表达质粒构建后
进行 ＤＨ５α转化，按照质粒抽提试剂盒（上海生
工）说明书对扩大培养菌体进行质粒提取，并对

０２
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质粒进行测序（上海生工）验证。

１．３　融合蛋白的原核表达及纯化
将测序正确的重组表达质粒 ｐＥＴ３２ａ

Ｓｌｃ１５ａ１ａ和ｐＥＴ３２ａＳｌｃ１５ａ１ｂ转化至感受态ＢＬ２１
（ＤＥ３），筛选阳性表达菌株，并接种于含氨苄青
霉素（ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ，Ａｍｐ，１００μｇ／ｍＬ）的 ３００ｍＬ液
体ＬＢ培养基中，在３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ的培养条件
下，至菌液ＯＤ６００达到０．５～０．６时，加入ＩＰＴＧ（终
浓度 １ｍｍｏｌ／Ｌ）诱导剂，振荡诱导 ５ｈ。采用
ＳＤＳＰＡＧＥ分析目的蛋白的表达情况，以未经
ＩＰＴＧ诱导的菌体样品为对照。分析目的蛋白表
达无误后，离心（４℃，８０００ｇ，１０ｍｉｎ）收集菌体，
加入适量变性结合缓冲液（２０ｍｍｏｌ／ＬＮａ３ＰＯ４、１５
ｍｍｏｌ／ＬＣ３Ｈ４Ｎ２、５００ ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ、６ ｍｏｌ／Ｌ
ＣＨ４Ｎ２Ｏ，ｐＨ７．４）重悬后超声波破碎（超声３ｓ，
间隔３ｓ；功率５０％；破碎时间３０ｍｉｎ），离心（４
℃，８０００ｇ，３０ｍｉｎ）后收集上清液。再将上清液
加入ＨｉｓＴｒａｐＨＰ柱中，参照ＨｉｓＴｒａｐＨＰ镍柱蛋
白纯化操作步骤。在变性条件下纯化表达的融

合蛋白，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测纯化蛋白的浓度及
纯度。

１．４　多克隆抗体的制备
经ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（博迈德生物

公司）检测纯化后的蛋白质浓度，每个基因用 ６
只体质量为（１７±２）ｇ的４周龄小鼠作为免疫动
物，其中３只小鼠每次注射等量的１×ＰＢＳ作为
对照组。抗原涡旋乳化后，对小鼠腹腔进行注

射。初次免疫使用弗氏完全佐剂（Ｓｉｇｍａ），后续
加强免疫使用弗氏不完全佐剂进行配合注射，单

次每只小鼠腹腔注射量为１００μＬ蛋白溶液＋１００
μＬ弗氏完全／不完全佐剂。间隔１周加强免疫１
次，共免疫４次后收集小鼠血清，－８０℃保存备
用。

采用 ＥＬＩＳＡ方法进行抗体效价检测。使用
碳酸盐缓冲液（ｐＨ９．６，０．０５ｍｏｌ／Ｌ）将纯化透析
后的目的蛋白溶液稀释至１０μｇ／ｍＬ，包被液作空
白对照组，加入酶标板４℃过夜；次日 ＰＢＳＴ洗涤
３次；封闭液封闭（３７℃，２ｈ）后等量加入等梯度
稀释［１∶１０２、１∶１０３、１∶１０４、１∶（３×１０４）、１∶（９×
１０４）、１∶（２．７×１０５）、１∶（８．１×１０５）、１∶（２．４×
１０６）］血清、阴性对照（未免疫小鼠）血清及空白
对照鼠血清稀释液，每个梯度３个重复。孵育２
ｈ（３７℃），ＰＢＳＴ洗涤３次；加入稀释后的ＨＲＰ标

记的羊抗鼠ＩｇＧ（１∶１０００）３７℃孵育１ｈ，ＰＢＳＴ洗
涤３次；ＴＭＢ溶液３７℃避光显色３０ｍｉｎ后，加
入５０μＬ硫酸溶液终止反应后测定Ａ４５０。以处理
组／阴性对照的光吸收比值≥２作为抗体效价判
定标准。血清效价检测达标后，分装放于－８０℃
保存备用。

１．５　攻毒试验
实验鲤被随机分配到１００Ｌ的鱼缸中，分为

２组（正常组和攻毒组），每组设３个重复，每个重
复放养５０尾鲤。每组每天投喂３次，投饲率为体
质量的３％。水温（２６±１）℃，ｐＨ７．０±０．５，氨氮
浓度＜０．０１ｍｇ／Ｌ，ＤＯ浓度 ＞５ｍｇ／Ｌ。经过１周
喂养后，试验组鱼体腹腔注射１５０μＬ嗜水气单胞
菌（ＬＤ５０＝１．４７×１０

６ｃｆｕ／ｍＬ），对照组注射等量
的灭菌 ＰＢＳ（０．８％ ＮａＣｌ、０．０２％ ＫＣｌ、０．０２７％
ＫＨ２ＰＯ４、０．３５８％ Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ，ｐＨ７．４）。
选取注射后的３、６、９、１２、２４和４８ｈ进行尾静脉
取血，４℃静置过夜后离心收集血清，放入 １．５
ｍＬ无ＲＮＡ酶管中，－８０℃保存，用于相应指标
的测定。

１．６　鲤血清中 Ｓｌｃ１５ａ１ａ和 Ｓｌｃ１５ａ１ｂ的表达量
测定

将收集的正常组和攻毒组血清用２×包被液
等比稀释加入酶标板，４℃包被过夜后，采用
ＥＬＩＳＡ法检测血清中 Ｓｌｃ１５ａ１ａ和 Ｓｌｃ１５ａ１ｂ的表
达量。除一抗孵育时，将血清按１∶１００００稀释混
匀后加入酶标板，其他处理均与１．４节中的检测
方法一致。

１．７　数据分析
使用 Ｅｘｃｅｌ２０１９分析处理酶标仪实验数据；

所有数据均用平均值 ±标准误（Ｍｅａｎ±ＳＥ）表
示。采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件包进行单因素方差
分析及 Ｄｕｎｃａｎ氏法进行多重比较，以判断各实
验组之间差异是否显著。

２　结果

２．１　重组载体的构建与鉴定
将含有酶切位点的特异引物进行ＲＴＰＣＲ扩

增，经１％琼脂糖凝胶电泳检测后，显示在约３００
ｂｐ处分别可见两条特异性目的条带（实际大小分
别为２５８ｂｐ和３０６ｂｐ），见图１。使用 ＢａｍＨⅠ
和ＨｉｎｄⅢ对目的片段和质粒 ｐＥＴ３２ａ（＋）进行
双酶切，之后分别将 ｓｌｃ１５ａ１ａ和 ｓｌｃ１５ａ１ｂ基因连

１２
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接到 ｐＥＴ３２ａ（＋）载体上（图 ２），并转化至
ＤＨ５α，选取阳性菌落进行测序，并与 ＮＣＢＩ原始
序列进行比对，结果显示重组质粒 ｐＥＴ３２ａ
Ｓｌｃ１５ａ１ａ和 ｐＥＴ３２ａＳｌｃ１５ａ１ｂ读码框正确，未出
现无碱基突变和移码等问题，证明 ｐＥＴ３２ａ
Ｓｌｃ１５ａ１ａ和ｐＥＴ３２ａＳｌｃ１５ａ１ｂ重组表达载体构建
成功。

Ｍ．标准物质 ２０００；１．ｓｌｃ１５ａ１ａ基因 ＰＣＲ扩增产物；
２．ｓｌｃ１５ａ１ｂ基因ＰＣＲ扩增产物。
Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ２０００；１．ｓｌｃ１５ａ１ａｇｅｎｅＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ；
２．ｓｌｃ１５ａ１ｂｇｅｎｅＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ．

图１　ＰＣＲ产物凝胶电泳分析
Ｆｉｇ．１　ＧｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

Ｍ．标准物质２０００；１．ｓｌｃ１５ａ１ａ基因双酶切验证；２．ｓｌｃ１５ａ１ｂ
基因双酶切验证。

Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ２０００；１．ｓｌｃ１５ａ１ａｇｅｎｅｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ；２．ｓｌｃ１５ａ１ｂｇｅｎｅｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｖａｌｉｄａｔｉｏｎ．

图２　重组表达质粒的双酶切验证
Ｆｉｇ．２　Ｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄ

２．２　融合蛋白的表达及纯化
将重组质粒转化至大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）表

达菌株中，经３７℃振荡培养至ＯＤ为０．５５时，加
入ＩＰＴＧ诱导５ｈ，取菌液进行１０％的 ＳＤＳＰＡＧＥ
验证。在相对分子质量约为３０ｋｕ处分别可见２
条明显的特异性目的条带，与理论值 ３０．３６ｋｕ和
３２．１２ｋｕ相符（图 ３和图 ４），表明 ｓｌｃ１５ａ１ａ和
ｓｌｃ１５ａ１ｂ在原核表达载体 ｐＥＴ３２ａ（＋）中得到了
表达。离心收集菌体，加入适量变性结合缓冲液

重悬后进行超声破碎。再收集上清液，参照 Ｈｉｓ
ＴｒａｐＨＰ镍柱蛋白纯化操作步骤进行纯化，并通
过透析袋法去除溶液中的有害元素。经 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ检测结果显示，与无ＩＰＴＧ诱导的阴性对照
组和加入 ＩＰＴＧ诱导的阳性对照组相比，经过多
次不同梯度的变性结合缓冲液纯化后的融合蛋

白溶液中杂蛋白的含量显著减少（图５和图６）。

１．蛋白质相对分子质量标准；２．未经 ＩＰＴＧ诱导的合成组；
３．经ＩＰＴＧ诱导的合成组。
１． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ； ２． Ｉｎｄｕｃｅｍｅｎｔｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔＩＰＴＧ；
３．ＩｎｄｕｃｅｍｅｎｔｇｒｏｕｐｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧｇｒｏｕｐ．

图３　Ｓｌｃ１５ａ１ａ融合蛋白的原核表达
Ｆｉｇ．３　Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
Ｓｌｃ１５ａ１ａｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓ

２．３　抗血清效价测定
利用纯化透析后的 Ｓｌｃ１５ａ１ａ和 Ｓｌｃ１５ａ１ｂ融

合蛋白，对４周龄小鼠进行免疫，采用 ＥＬＩＳＡ法
检测收集的血清中多克隆抗体的效价。由表 ２
和表 ３可以得出，小鼠的抗血清分别稀释至
８．１×１０５（表２）和２．７×１０５（表３）时，阳性血清
效价与阴性血清效价检测值相比仍大于 ２。因
此，判定Ｓｌｃ１５ａ１ａ和Ｓｌｃ１５ａ１ｂ多克隆抗体效价分
别约为８．１×１０５和２．７×１０５，可用于后续实验中
的指标检测。

２２
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１．蛋白质相对分子质量标准；２．未经 ＩＰＴＧ诱导的合成组；

３．经ＩＰＴＧ诱导的合成组。

１． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ； ２． Ｉｎｄｕｃｅｍｅｎｔｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔＩＰＴＧ；

３．ＩｎｄｕｃｅｍｅｎｔｇｒｏｕｐｉｎｄｕｃｅｄｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧｇｒｏｕｐ．

图４　Ｓｌｃ１５ａ１ｂ融合蛋白的原核表达
Ｆｉｇ．４　Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
Ｓｌｃ１５ａ１ｂｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓ

１．蛋白质相对分子质量标准；２．纯化后蛋白；３．透析后蛋白。
１．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；２．Ｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎ；３．Ｐｏｓｔｄｉａｌｙｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ．

图５　Ｓｌｃ１５ａ１ａ融合蛋白的纯化
Ｆｉｇ．５　ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＳｌｃ１５ａ１ａｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ

１．蛋白质相对分子质量标准；２．纯化后蛋白；３．透析后蛋白。

１．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；２．Ｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎ；３．Ｐｏｓｔｄｉａｌｙｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ．

图６　Ｓｌｃ１５ａ１ｂ融合蛋白的纯化
Ｆｉｇ．６　ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＳｌｃ１５ａ１ｂｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ

２．４　攻毒后血清中基因表达量测定
为深入了解鲤 Ｓｌｃ１５ａ１ａ和 Ｓｌｃ１５ａ１ｂ的蛋白

表达水平，用１×ＰＢＳ或嗜水气单胞菌对鲤腹腔
注射后，在３、６、９、１２、２４和４８ｈ通过尾静脉取
血，以检测血液中指标表达量（图７）。结果显示
与正常组相比，在感染嗜水气单胞菌后，Ｓｌｃ１５ａ１ａ
和 Ｓｌｃ１５ａ１ｂ的表达水平均显著增加。Ｓｌｃ１５ａ１ａ
在３ｈ和６ｈ维持一段时间的同一高表达水平后
开始出现显著性下降直至２４ｈ恢复到正常水平。
与Ｓｌｃ１５ａ１ａ相比，在感染后 Ｓｌｃ１５ａ１ｂ从３ｈ至２４
ｈ就一直维持着较高的相同表达水平，直至４８ｈ
出现显著性下降，并且在大部分感染时期

Ｓｌｃ１５ａ１ａ的表达量高于Ｓｌｃ１５ａ１ｂ。在嗜水气单胞
菌感染后，Ｓｌｃ１５ａ１ａ和 Ｓｌｃ１５ａ１ｂ的最高蛋白表达
水平与正常对照组相比，其表达量分别增加了

３．３９和２．８５倍，说明本实验制备的抗体具有较高
的亲和力和特异性。

表２　ＥＬＩＳＡ方法测定多克隆抗体Ｓｌｃ１５ａ１ａ效价
Ｔａｂ．２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＳｌｃ１５ａ１ａｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙｔｉｔｅｒｂｙＥＬＩＳＡｍｅｔｈｏｄ

项目

Ｉｔｅｍ
稀释梯度Ｄｉｌｕｔｉｏｎｇｒａｄｉｅｎｔ

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８
稀释倍数 Ｄｉｌｕｔｉｏｎｒａｔｉｏ １．０×１０２ １．０×１０３ １．０×１０４ ３．０×１０４ ９．０×１０４ ２．７×１０５ ８．１×１０５ ２．４×１０６

处理组 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ０．９９５ ０．７２５ ０．６２１ ０．５２２ ０．３９５ ０．２６１ ０．１３９ ０．０７９
阴性对照组 Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ０．１９３ ０．０８１ ０．０７９ ０．０７７ ０．０７１ ０．０６７ ０．０５９ ０．０５５
空白对照组 Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ ０．０５３ ０．０５３ ０．０５１ ０．０５２ ０．０５１ ０．０５１ ０．０５０ ０．０５１
处理组／阴性对照组
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ／ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ５．１５６ ８．９５１ ７．８６１ ６．７７９ ５．５６３ ３．８９６ ２．３５６ １．４３６

３２
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表３　ＥＬＩＳＡ方法测定多克隆抗体Ｓｌｃ１５ａ１ｂ效价
Ｔａｂ．３　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＳｌｃ１５ａ１ｂｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙｔｉｔｅｒｂｙＥＬＩＳＡｍｅｔｈｏｄ

项目

Ｉｔｅｍ
稀释梯度Ｄｉｌｕｔｉｏｎｇｒａｄｉｅｎｔ

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８
稀释倍数 Ｄｉｌｕｔｉｏｎｒａｔｉｏ １×１０２ １×１０３ １×１０４ ３×１０４ ９×１０４ ２．７×１０５ ８．１×１０５ ２．４×１０６

处理组 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ０．９２７ ０．６９９ ０．６２２ ０．５２７ ０．３３５ ０．１７１ ０．１０８ ０．０９４
阴性对照组Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ０．１５３ ０．０７９ ０．０７３ ０．０７１ ０．０７０ ０．０６１ ０．０５９ ０．０５５
空白对照组 Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ ０．０５３ ０．０５１ ０．０５０ ０．０５１ ０．０５０ ０．０５１ ０．０５１ ０．０５０
处理组／阴性对照组
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ／ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ６．０５９ ８．８４８ ８．５２１ ７．４２３ ４．７８６ ２．８０３ １．８３１ １．７０９

图中不同小写字母 （ａ，ｂ，ｃ，ｄ，ｅ）表示不同处理组间的差异显

著性 （Ｐ＜０．０５）。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓ（ａ，ｂ，ｃ，ｄ，ｅ）ｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｔｒｅａｔｍｅｎｔ（Ｐ＜０．０５）．

图７　血清中Ｓｌｃ１５ａ１ａ和Ｓｌｃ１５ａ１ｂ蛋白质
表达水平的检测

Ｆｉｇ．７　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＳｌｃ１５ａ１ａ和Ｓｌｃ１５ａ１ｂ
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎｓｅｒｕｍ

３　讨论

ｓｌｃ１５ａ１基因是一种主要存在于小肠上皮细
胞的质子依赖型转运蛋白，作用底物对动物体内

的蛋白质吸收具有重要作用。在斑马鱼的研究

中，ｓｌｃ１５ａ１会对 ＭｅｔＬｙｓ和 ＬｙｓＭｅｔ表现出较高
的亲和力和出色的转运效率，转运速度加快［２３］。

大黄鱼（Ｐｓｅｕｄｏｓｃｉａｅｎａｃｒｏｃｅａ）体内的小肽转运载
体表达也会受肠腔内不同蛋白源的影响，当肠腔

内存在大量富含低分子量肽段时会上调 ｓｌｃ１５ａ１
ｍＲＮＡ的表达量［２４］。在草鱼的研究中，饲料的蛋

白水平对 ｓｌｃ１５ａ１基因表达有重大影响，且
ｓｌｃ１５ａ１ｍＲＮＡ的表达会受时间和空间的调
控［２５］。但随着研究的不断深入，不少学者发现

ｓｌｃ１５ａ１可以激活机体固有免疫信号转导，引起机
体免疫应答［２６］。在鱼类感染性炎症及相关疾病

中ｓｌｃ１５ａ１基因也起重要作用［２］，当鲤受到嗜水

气单胞菌侵染时，ｓｌｃ１５ａ１的表达量升高，并在１２
ｈ达到最高表达值。目前水产动物疾病的免疫防
治一直备受关注，高效的多克隆抗体已成为鱼类

免疫学的研究热点之一。本试验通过制备

Ｓｌｃ１５ａ１ａ和 Ｓｌｃ１５ａ１ｂ多克隆抗体，对其蛋白水平
的免疫调控功能进行了研究。

３．１　ｓｌｃ１５ａ１ａ和ｓｌｃ１５ａ１ｂ基因多克隆抗体制备
为了更好地探寻 Ｓｌｃ１５ａ１ａ和 Ｓｌｃ１５ａ１ｂ在免

疫上发挥的作用，本试验采用 ＰＣＲ技术克隆
ｓｌｃ１５ａ１ａ和ｓｌｃ１５ａ１ｂ基因含有部分抗原决定簇的
片段，引入双酶切位点 ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ后连
接至ｐＥＴ３２ａ（＋）。表达载体的选择对克隆目的
基因及介导目的基因转录和翻译上发挥着重要

作用。例如：表达载体的启动子强度、载体活性

和融合标签等都会不同程度地影响克隆基因的

表达效率［２７］。蛋白纯化方法的选择在多克隆抗

体制备的过程中至关重要，本研究在包涵体的纯

化过程中，采用Ｈｉｓ柱单独纯化法，并选用尿素变
性结合缓冲液作为变性剂，其优点是具有非离子

化、呈中性、低成本等，而且复性后的蛋白不会出

现大量物质沉淀。因此，当蛋白质加入 Ｈｉｓ柱中
开始纯化时，以低浓度到高浓度的尿素变性结合

缓冲液进行梯度洗脱，从而实现了对杂蛋白的线

性逐步脱除。而在复性的过程中采用透析复性

法，可以为重折叠蛋白提供优质的环境，使蛋白

的产量得以增加并过滤有害元素［２８］。与阳性对

照组相比，纯化透析后的融合蛋白溶液中且杂蛋

白含量显著减少。

３．２　 嗜水气单胞菌感染对鲤 ｓｌｃ１５ａ１基因表达
量的影响

ｓｌｃ１５ａ１可与ＮＯＤ受体结合，激活 ＮＦＫＢ和
ＭＡＰＫ信号通路，从而导致下游促炎因子和趋化
因子的生成，以及嗜中性粒细胞向炎症区域的浸

４２
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润［２９］。细菌也可以通过相关途径到达含有

ｓｌｃ１５ａ１表达的固有层巨噬细胞中，从而引起机体
炎症反应［３０］。嗜水气单胞菌常被用于检测机体

免疫功能试验。在感染嗜水气单胞菌后，团头鲂

（Ｍｅｇａｌｏｂｒａｍａａｍｂｌｙｃｅｐｈａｌａ）体内的非特异性免
疫反应及铁代谢调节机制被激活，各时间点肝脏

中 ＩＬ６的表达量均有所上升［３１］；齐口裂腹鱼

（Ｓｃｈｉｚｏｔｈｏｒａｘｐｒｅｎａｎｔｉ）在感染嗜水气单胞菌后，
机体的免疫调节机制迅速做出响应，血液中的

ｓｑｈｍｇｂｉ基因在０．５～７２ｈ快速上调［３２］。而本实

验鲤在感染嗜水气单 胞 菌 后，Ｓｌｃ１５ａ１ａ和
Ｓｌｃ１５ａ１ｂ的表达水平均快速上升，Ｓｌｃ１５ａ１ａ在３ｈ
和６ｈ具有相同的高表达水平。与 Ｓｌｃ１５ａ１ａ相
比，在感染后Ｓｌｃ１５ａ１ｂ从３至２４ｈ一直维持着较
高的相同表达水平，直至４８ｈ出现显著性下降。
与空白对照相比，感染后 Ｓｌｃ１５ａ１ａ和 Ｓｌｃ１５ａ１ｂ的
蛋白表达最高水平表达量分别增加了３．３９和２．
８５倍。这可能说明 Ｓｌｃ１５ａ１ａ和 Ｓｌｃ１５ａ１ｂ具有较
强的免疫原性，能够及时地诱导机体产生免疫应

答。

３．３　鲤ｓｌｃ１５ａ１ａ和ｓｌｃ１５ａ１ｂ基因的表达差异
全基因组复制事件后进化的主要驱动力是

基因丢失、表达差异以及功能分化［３３］，但基因功

能分化缓慢，而表达差异较为强烈。例如：斑点

叉尾
"

（Ｉｃｔａｌｕｒｕｓｐｕｎｃｔａｔｕｓ）受到斑点叉尾
"

呼肠

孤 病 毒 （ｃｈａｎｎｅｌｃａｔｆｉｓｈ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅｒｅｏｖｉｒｕｓ，
ＣＣＲＶ）感染１２ｈ的脾脏中，ＴＬＲ５基因的表达量
仅为对照组的１．７％，而 ＴＬＲ５Ｓ基因表达量仅为
对照组的１．０％，两个拷贝基因之间表达差异明
显［３４］。当受到嗜水气单胞菌或斑点叉尾

"

呼肠

孤病毒侵染时，草鱼 ＩＬ１２ｐ３０和 ＩＬ１２ｐ４０两个拷
贝间也具有较大的表达差异［３５］。对鲤１７５７对
重复基因的研究中，大多数的重复基因在选择压

力下都是保守的，在同一个组织中可共表达的重

复基因对占９２．５％，但其中近一半的基因表达不
再高度相关，约有２５％的基因对开始出现功能差
异［３３］。而本实验当嗜水气单胞菌感染时，

Ｓｌｃ１５ａ１ａ在感染后３ｈ和６ｈ迅速做出高表达量
响应，在１２ｈ后就开始出现表达水平的下降，但
Ｓｌｃ１５ａ１ｂ在３～２４ｈ时却一直维持着稳定的较高
表达响应，因此ｓｌｃ１５ａ１ａ基因可能是作为 ｓｌｃ１５ａ１
基因的主效基因，在免疫应答中发挥作用。在鲤

ＩＬ１０ａ／ｂ［３６］和草鱼ＳＴＡＴ３ａ１／２［３７］的研究中也发现

了类似结果。在细菌感染时，鲤 ＩＬ１０ａ／ｂ两个蛋
白之间具有差异性调节机制和不同作用点，同时

ＩＬ１０ａ的高表达可能表明这种蛋白更有助于维持
体内平衡。草鱼 ＳＴＡＴ３α２在草鱼 ＳＴＡＴ３功能表
达中起主导作用，即草鱼受到免疫刺激时，

ＳＴＡＴ３α２的转录表达水平始终高于ＳＴＡＴ３α１。因
此，在基因复制后，往往一个基因拷贝的表达具

有一定优势，发挥主效基因的作用，从而减少了

功能表达冗余，避免潜在的适应冲突［３８］。
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５２
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５４９（１／３）：１１５１２２．

［１１］　ＧＯＮＡＬＶＥＳＡＦ，ＣＡＳＴＲＯＬＦＣ，ＰＥＲＥＩＲＡＷＩＬＳＯＮＣ，

ｅｔａｌ．Ｉｓｔｈｅｒｅａｃｏｍｐｒｏｍｉｓｅｂｅｔｗｅｅｎｎｕｔｒｉｅｎｔｕｐｔａｋｅａｎｄｇａｓ

ｅｘｃｈａｎｇｅｉｎｔｈｅｇｕｔｏｆＭｉｓｇｕｒｎｕｓａｎｇｕｉｌｌｉｃａｕｄａｔｕｓ，ａｎ

ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌａｉｒｂｒｅａｔｈｉｎｇｆｉｓｈ？［Ｊ］．ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

ａｎｄＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙＰａｒｔＤ：ＧｅｎｏｍｉｃｓａｎｄＰｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２００７，２

（４）：３４５３５５．

［１２］　ＴＥＲＯＶＡＧ，ＣＯＲ?Ｓ，ＶＥＲＲＩＴ，ｅｔａｌ．Ｉｍｐａｃｔｏｆｆｅｅｄ

ａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙｏｎＰｅｐＴ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｓｅａｂａｓｓ

（Ｄｉｃｅｎｔｒａｒｃｈｕｓｌａｂｒａｘ）［Ｊ］．Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ，２００９，２９４（３／

４）：２８８２９９．

［１３］　ＧＯＭＥＳＡＳ，ＶＡＣＣＡＦ，ＣＩＮＱＵＥＴＴＩＲ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ａｔｌａｎｔｉｃ ｓａｌｍｏｎ ｐｅｐｔｉｄｅ

ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ１ａ［Ｊ］．ＡｍｅｒｉｃａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙＣｅｌｌ

Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２０２０，３１８（１）：Ｃ１９１Ｃ２０４．

［１４］　ＯＳＴＡＳＺＥＷＳＫＡＴ，ＤＡＢＲＯＷＳＫＩＫ，ＫＡＭＡＳＺＥＷＳＫＩＭ，

ｅｔａｌ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｐｌａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｂａｓｅｄｄｉｅｔｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ

ｗｉｔｈｄｉｐｅｐｔｉｄｅｏｒｆｒｅｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｏｎ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅｔｒａｃｔ

ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄＰｅｐＴ１ａｎｄＰｅｐＴ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎｃｏｍｍｏｎ

ｃａｒｐ（ＣｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏＬ．）［Ｊ］．ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ＆

ＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙＰａｒｔＡ：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ＆ ＩｎｔｅｇｒａｔｉｖｅＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，

２０１０，１５７（２）：１５８１６９．

［１５］　刘知行，张健东，刘小燕，等．鳜小肽转运载体ＰｅｐＴ１基

因分子特征及其表达研究［Ｊ］．水生生物学报，２０１４，３８

（３）：５５６５６２．

ＬＩＵＺＸ，ＺＨＡＮＧ ＪＤ，ＬＩＵ Ｘ Ｙ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆｏｌｉｇｏｐｅｐｔｉｄｅ

ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ＰｅｐＴ１ ｉｎ Ｓｉｎｉｐｅｒｃａ ｃｈｕａｔｓｉ［Ｊ］． Ａｃｔａ

ＨｙｄｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａＳｉｎｉｃａ，２０１４，３８（３）：５５６５６２．

［１６］　冯军厂，刘臻，鲁双庆，等．草鱼小肽转运载体ＰｅｐＴ１基

因的克隆与表达特征［Ｊ］．中国水产科学，２０１３，２０（２）：

２７６２８５．

ＦＥＮＧＪＣ，ＬＩＵＺ，ＬＵＳＱ，ｅｔａｌ．ＣｌｏｎｉｎｇｏｆｔｈｅＰｅｐＴ１ｇｅｎｅ

ａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｉｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＣｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌｕｓ

ｔｉｓｓｕｅｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＦｉｓｈｅｒｙＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆＣｈｉｎａ，２０１３，２０

（２）：２７６２８５．

［１７］　ＶＡＣＣＡＦ，ＢＡＲＣＡＡ，ＧＯＭＥＳＡＳ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｐｅｐｔｉｄｅ

ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ１ａｏｆｔｈｅｚｅｂｒａｆｉｓｈＤａｎｉｏｒｅｒｉｏ，ａｎｅｍｅｒｇｉｎｇｍｏｄｅｌ

ｉｎ ｎｕｔｒｉｇｅｎｏｍｉｃｓ ａｎｄ ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ： ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ， ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ， ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．Ｇｅｎｅｓ＆Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ，２０１９，１４：３３．

［１８］　ＣＨＯＵＲＡＳＩＡＴＫ，Ｄ’ＣＯＴＴＡＨ，ＢＡＲＯＩＬＬＥＲＪＦ，ｅｔａｌ．

Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅａｃｃｌｉｍａｔｉｏｎｔｏｈｉｇｈｓａｌｉｎｉｔｙｏｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｏｎａｎｄ

ｐｅｐｔｉｄｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓｉｎｔｗｏｔｉｌａｐｉａｓｐｅｃｉｅｓｔｈａｔｄｉｆｆｅｒｉｎｔｈｅｉｒ

ｓａｌｉｎｉｔｙｔｏｌｅｒａｎｃｅ［Ｊ］． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ

ＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙＰａｒｔＡ：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ＆ＩｎｔｅｇｒａｔｉｖｅＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２０１８，

２１８：１６２３．

［１９］　ＴＡＫＥＵＣＨＩＦ，ＯＣＨＩＡＩＹ，ＳＥＲＩＺＡＷＡＭ，ｅｔａｌ．Ｓｅａｒｃｈｆｏｒ

ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｇｅｎｅｓｏｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ１ｑ，３ｑ

ａｎｄ１２ｑ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｍａｎＧｅｎｅｔｉｃｓ，２００８，５３（４）：

３１４３２４．

［２０］　ＤＯＮＧＣＪ，ＣＨＥＮＬ，ＦＥＮＧＪＹ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｏｍｅｗｉｄｅ

ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ，ａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡｑｕａｐｏｒｉｎｇｅｎｅｓ

ｉｎｃｏｍｍｏｎｃａｒｐ（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１６，１１

（１２）：ｅ０１６６１６０．

［２１］　ＤＯＮＧＣＪ，ＪＩＡＮＧＬＫ，ＰＥＮＧＷ Ｚ，ｅｔａｌ．Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ

ａｎｄｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙａｎａｌｙｓｅｓｏｆｔｈｅｆｒｉｚｚｌｅｄｇｅｎｅｆａｍｉｌｙｉｎ

ｃｏｍｍｏｎｃａｒｐ（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）ｐｒｏｖｉｄｅｉｎｓｉｇｈｔｓｉｎｔｏｇｅｎｅ

ｅｘｐａｎｓｉｏｎｆｒｏｍｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，

２０１５，１０（１２）：ｅ０１４４０３７．

［２２］　闫潇．鲤鱼肠道小肽转运载体ＰｅｐＴ１的表达研究［Ｄ］．新

乡：河南师范大学，２０１３．

ＹＡＮＸ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒＰＥＰＴ１

ｆｒｏｍＣｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏＬ．［Ｄ］．Ｘｉｎｘｉａｎｇ：ＨｅｎａｎＮｏｒｍａｌ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１３．

［２３］　ＭＡＲＧＨＥＲＩＴＩＳＥ，ＴＥＲＯＶＡＧ，ＯＹＡＤＥＹＩＡＳ，ｅｔａｌ．

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｏｆ ｌｙｓｉｎｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ

ｄｉｐｅｐｔｉｄｅｓｂｙＰｅｐＴ１ｏｒｔｈｏｌｏｇｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＸｅｎｏｐｕｓｌａｅｖｉｓ

ｏｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙＰａｒｔ

Ａ：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ＆ＩｎｔｅｇｒａｔｉｖｅＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２０１３，１６４（３）：５２０

５２８．

［２４］　李文杰．不同氨基酸模式及来源对大黄鱼（Ｌａｒｍｉｃｈｔｈｙｓ

ｃｒｏｃｅａ）稚鱼生长、存活、消化酶活力及蛋白质代谢的影响

［Ｄ］．青岛：中国海洋大学，２０１３．

ＬＩＷＪ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｉｅｔａｒｙａｍｉｎｏａｃｉｄｐａｔｔｅｒｎｓａｎｄ

ｓｏｕｒｃｅｓｏｎｇｒｏｗｔｈ，ｓｕｒｖｉｖａｌａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｄｉｇｅｓｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅｓａｎｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆｌａｒｇｅｙｅｌｌｏｗｃｒｏａｋｅｒ（Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ

ｃｒｏｃｅａ）ｌａｒｖａｅ［Ｄ］．Ｑｉｎｇｄａｏ：ＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎａ，

２０１３．

［２５］　ＬＩＵＺ，ＺＨＯＵＹ，ＦＥＮＧＪＣ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ

ｏｌｉｇｏｐｅｐｔｉｄｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ （ＰｅｐＴ１） ｉｎ ｇｒａｓｓ ｃａｒｐ

（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ）［Ｊ］．ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

ａｎｄＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙＰａｒｔＢ：ＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，

２０１３，１６４（３）：１９４２００．

［２６］　ＤＡＬＭＡＳＳＯＧ，ＮＧＵＹＥＮＨＴＴ，ＣＨＡＲＲＩＥＲＨＩＳＡＭＵＤＤＩＮＬ，

ｅｔａｌ．ＰｅｐＴ１ ｍｅｄｉａｔｅｓｔｒａｎｓｐｏｒｔｏｆｔｈｅｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ

ｂａｃｔｅｒｉａｌｔｒｉｐｅｐｔｉｄｅＬＡｌａγＤＧｌｕｍｅｓｏＤＡＰｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ

ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］． Ａｍｅｒｉｃａｎ ＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ：

ＧａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌａｎｄＬｉｖｅｒＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２０１０，２９９（３）：６８７

６９６．

［２７］　ＢＲＡＵＮＰ，ＬＡＢＡＥＲＪ．Ｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ｆｏｒｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓｉｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

２００３，２１（９）：３８３３８８．

［２８］　林娜．蜂王浆致敏糖蛋白的结构表征及糖胺聚糖对其致

敏性影响的研究［Ｄ］．杭州：浙江工商大学，２０１９．

ＬＩＮＮ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｒｏｙａｌｊｅｌｌｙｓｅｎｓｉｔｉｚｅｄ

ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｇｌｙｃｏｓａｍｉｎｏｇｌｙｃａｎ ｏｎ ｉｔｓ

ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ ［Ｄ］． Ｈａｎｇｚｈｏｕ： Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｇｏｎｇｓｈａｎｇ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１９．

［２９］　ＷＯＪＴＡＬＫＡ，ＥＬＯＲＡＮＴＡＪＪ，ＨＲＵＺＰ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｎｇｅｓｉｎ

ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓｉｎ

ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｂｏｗｅｌｄｉｓｅａｓｅｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＤｒｕｇＭｅｔａｂｏｌｉｓｍ
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４９２．
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ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＦｉｓｈｅｒｉｅｓｏｆＣｈｉｎａ，２０１８，
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族的全基因组识别、起源进化及表达分析［Ｊ］．水产学报，

２０１８，４２（１１）：１６９３１７０３．

ＤＯＮＧＣＪ，ＺＨＡＮＧＪＦ，ＬＩＳＪ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｏｍｅｗｉｄｅ
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