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摘　要：克隆得到长度为１６８５ｂｐ的鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）ＣＩＳＨ基因（ＣｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｉｂｌｅＳＨ２ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，
ＣＩＳＨ）的ｃＤＮＡ全长序列，开放阅读框（ＯＲＦ）长６６６ｂｐ，编码２２１个氨基酸，预测蛋白质分子量为２４．９１ｋｕ。
鲤ＣＩＳＨ基因具有典型的ＳＯＣＳ家族结构特征，含有Ｎ区、中央ＳＨ２结构域和Ｃ端ＳＯＣＳｂｏｘ结构域。系统进
化分析表明，鲤ＣＩＳＨ与同属鲤科的草鱼（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ）和斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）的亲缘关系最近。鲤
ＣＩＳＨ基因的ｍＲＮＡ表达水平在血液中最高，肝脏中最低。嗜水气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）刺激后，鲤
ＣＩＳＨ基因在血液中表达量在１２～２４ｈ出现显著上升，在第４８小时恢复正常水平，暗示鲤ＣＩＳＨ基因在抵抗细
菌感染过程中起作用。

关键词：鲤；细胞因子信号转导抑制因子；ＣＩＳＨ；ｃＤＮＡ全长；组织表达
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　　ＪＡＫ酪氨酸蛋白激酶信号传导和转录激活
因子（Ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒｓａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｓ
ｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＪＡＫＳＴＡＴ）信号通路是动物体内
普遍存在的重要细胞信号通路之一 ［１］，对于调控

生长因子分泌、造血、干细胞维持，以及免疫系统

中 干 扰 素 （Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，ＩＦＮ）、白 细 胞 介 素
（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）等细胞因子的表达具有重要作
用［２５］。细胞因子信号转导抑制因子（Ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ
ｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＳＯＣＳ）是一类能反馈
性抑制细胞因子信号通路的负反馈（Ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｆｅｅｄｂａｃｋ）调节因子，特别是负调控 ＪＡＫＳＴＡＴ信
号途径［６７］，防止因细胞因子过度表达而干扰机

体正常的代谢平衡和细胞功能，对于机体免疫应

答和生长发育具有重要意义［８］。ＳＯＣＳ家族成员
都具有氨基酸长度不等的Ｎ区、中央的ＳＨ２结构
域及Ｃ端ＳＯＣＳｂｏｘ结构域等保守的功能结构域
［９１０］。

细胞因子诱导的含 ＳＨ２蛋白 （Ｃｙｔｏｋｉｎｅ
ｉｎｄｕｃｉｂｌｅＳＨ２ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＩＳＨ）是 ＳＯＣＳ
家族中最先被发现的成员，当初作为由ＩＬ１、ＩＬ２

和ＥＰＯ诱导的立刻早期基因被克隆，并由此命
名［１１］。哺乳类 ＣＩＳＨ是 ＳＴＡＴ５信号通路的负反
馈调节因子，通过其ＳＨ２结构域与细胞因子受体
的磷酸化酪氨酸残基相结合，从而掩盖 ＳＴＡＴ５的
结合位点［６］。ＣＩＳＨ可抑制由不同细胞因子诱导
的ＳＴＡＴ５，包括促红细胞生成素ＥＰＯ和生长激素
ＧＨ［１２１３］。人 ＣＩＳＨ基因受 ＩＬ２诱导表达水平上
调，并通过负反馈调节相关细胞因子的信号传

导，进而调控Ｔ细胞分化、增殖和存活，ＣＩＳＨ基因
变异直接影响人体对感染性疾病的易感性［１４１６］。

在鱼 类中，斑马鱼 （Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）、青
!

（Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ）、红鳍东方（Ｔａｋｉｆｕｇｕｒｕｂｒｉｐｅｓ）、
绿 河 豚 （Ｔｅｔｒａｏｄｏｎ ｎｉｇｒｏｖｉｒｉｄｉｓ）、三 刺 鱼

（Ｇａｓｔｅｒｏｓｔｅｕｓ ａｃｕｌｅａｔｕｓ）、
#

鱼 （Ｌｉｚａ
ｈａｅｍａｔｏｃｈｅｉｌａ）、草鱼（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ）、
金鲳（Ｔｒａｃｈｉｎｏｔｕｓｏｖａｔｕｓ）和黄颡鱼（Ｐｅｌｔｅｏｂａｇｒｕｓ
ｆｕｌｖｉｄｒａｃｏ）的 ＣＩＳＨ基因已被克隆鉴定［９１０，１７２０］。

本研究克隆、鉴定鲤 ＣＩＳＨ基因，为进一步研究鲤
ＣＩＳＨ的免疫调节功能及其与疾病易感性的关系
奠定基础。
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１　材料与方法

１．１　实验材料
健康鲤［体质量（２００±２０）ｇ］运回实验室

后，于２０℃左右水温驯养７ｄ，以备实验之用。
１．２　鲤总ＲＮＡ提取与ｃＤＮＡ合成

麻醉后，尾静脉取血；解剖鱼体，每尾鱼分别

取脑、鳃、心脏、头肾、肠、肝、肌肉、皮肤和脾脏组

织各约２００ｍｇ，立即投入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）
中，１．５ｍＬ离心管置于冰上；以手持匀浆器
（ＩＫＡ）匀浆，按照 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒使用说明提取各
样品总ＲＮＡ。利用ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）合成鲤各组织的
ｃＤＮＡ第一链。

参照 ＳＭＡＲＴｅｒＴＭ ＲＡＣＥｃＤＮＡＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｋｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）操作手册，以鲤脾脏总 ＲＮＡ，合成
用于 ３′ＲＡＣＥ与 ５′ＲＡＣＥＰＣＲ的 ｃＤＮＡ模板。
具体步骤如下：取 ＲＮＡ５０ｎｇ，制备 ５′ＲＡＣＥ
ｃＤＮＡ模板时加入５′ＣＤＳ和 ＳＭＡＲＴＩＩ各１μＬ，
制备 ３′ＲＡＣＥｃＤＮＡ模板时则只加入 １μＬ３′
ＣＤＳ，加ＤＥＰＣ处理水至１２μＬ，７２℃保温３ｍｉｎ；
立即于冰上冷却２ｍｉｎ，随后在各管中加入５×
ｂｕｆｆｅｒ４μＬ、１０ｍｍｏｌ／μＬｄＮＴＰ２μＬ、ＲＮａｓｅ
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１μＬ、ＭＭＬＶ逆转录酶１μＬ，２０μＬ反应
体系在４２℃反应１ｈ，７２℃ １５ｍｉｎ。所有ｃＤＮＡ
样品均置于－２０℃冰箱保存备用。
１．３　鲤ＣＩＳＨ基因ｃＤＮＡ全长的扩增
１．３．１　引物设计

首先根据ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的斑马鱼（ＮＭ＿
００１０７６６１７．２）、草鱼（ＧＵ３８４２０５．１）与牛（ＮＭ＿
００１０４６５８６．１）ＣＩＳＨ基因的保守区域设计简并引
物ＣＩＳＨＦ与 ＣＩＳＨＲ（表１），从鲤脾脏 ｃＤＮＡ第
一链中扩增相应序列，根据测序得到的中间片段

设计扩增鲤 ＣＩＳＨ基因 ｃＤＮＡ全长的 ＲＡＣＥＰＣＲ
引物。

１．３．２　鲤ＣＩＳＨ基因中间片段的扩增
利用引物ＣＩＳＨＦ与ＣＩＳＨＲ，ＰＣＲ扩增ＣＩＳＨ

基因的片段。取１μＬｃＤＮＡ作为模板，加入 １０
μｍｏｌ／μＬ的正、反向引物各１μＬ，５Ｕ／μＬＰｒｅｍｉｘ
ｒＴａｑ２５μＬ，加水至５０μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃
预变性３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ、５０℃３０ｓ、７２℃１ｍｉｎ，
３５个循环；７２℃ １０ｍｉｎ；１２℃ ５ｍｉｎ。根据琼脂
糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒（Ｏｍｅｇａ）使用说明，回收

ＰＣＲ产物中的 ＤＮＡ目的片段，连接 ｐＭＤ１８Ｔ载
体（ＴａＫａＲａ），转化 ＤＨ５α感受态细胞，涂含氨苄
（５０μｇ／ｍＬ）琼脂平板，培养后挑选阳性克隆，送
上海生工测序。

１．３．３　鲤ＣＩＳＨ基因３′与５′端扩增
依据所获得的鲤ＣＩＳＨｃＤＮＡ中间片段序列，

参考 ＳＭＡＲＴｅｒＴＭ ＲＡＣＥｃＤＮＡＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ
（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）试剂盒的技术原理，设计合成３′ＲＡＣＥ
和 ５′ＲＡＣＥ基因特异性引物 （Ｇｅｎｅｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐｒｉｍｅｒ，ＧＳＰ）和接头通用引物 ＵＰＭ和 ＮＵＰ。３′
ＲＡＣＥ基因特异性外、内侧引物分别是 ＣＩＳＨ
ＧＳＰ３和 ＣＩＳＨＮＧＳＰ３；用于５′ＲＡＣＥ的基因特
异性外、内侧引物分别是 ＣＩＳＨＧＳＰ５和 ＣＩＳＨ
ＮＧＳＰ５。参照上述试剂盒的使用说明，依次进行
ＴｏｕｃｈｄｏｗｎＰＣＲ和 ＮｅｓｔＰＣＲ，５０μＬＴｏｕｃｈｄｏｗｎ
ＰＣＲ体系包括：２．５μＬｃＤＮＡ、５μＬ１０×ＵＰＭ、１
μＬ１０μｍｏｌ／μＬＣＩＳＨＧＳＰ３或ＣＩＳＨＧＳＰ５、４１．５
μＬＭａｓｔｅｒＭｉｘ；５０μＬＮｅｓｔＰＣＲ体系包括：０．５μＬ
ＴｏｕｃｈｄｏｗｎＰＣＲ产物、１μＬ１０×ＮＵＰ、１μＬＣＩＳＨ
ＮＧＳＰ３或ＣＩＳＨＮＧＳＰ５和４７．５μＬＭａｓｔｅｒＭｉｘ。
３′ＲＡＣＥＴｏｕｃｈｄｏｗｎＰＣＲ程序：９４℃预变性

３ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，６６℃ ３０ｓ，７２℃ ２ｍｉｎ，反应５
个循环；９４℃３０ｓ，６４℃３０ｓ，７２℃２ｍｉｎ，反应５
个循环；９４℃ ３０ｓ，６２℃ ３０ｓ，７２℃ ２ｍｉｎ，２５个
循环；７２℃ １０ｍｉｎ；１２℃ ５ｍｉｎ。ＮｅｓｔＰＣＲ程
序：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２
℃ ２ｍｉｎ，３５个循环；７２℃ １０ｍｉｎ，１２℃ ５ｍｉｎ。
５′ＲＡＣＥＴｏｕｃｈｄｏｗｎＰＣＲ程序：９４℃预变性

３ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２℃ ４０ｓ，７个循
环；９４℃ ３０ｓ，５８℃ ３０ｓ，７２℃ ４０ｓ，２５个循环；
７２℃１０ｍｉｎ；１２℃５ｍｉｎ。ＮｅｓｔＰＣＲ程序：９４℃
预变性３ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５３℃ ３０ｓ，７２℃ ４０ｓ，
３５个循环；７２℃ １０ｍｉｎ，１２℃ ５ｍｉｎ。

回收、连接、转化、涂含氨苄琼脂平板同上，

挑选阳性克隆送上海生工测序。

１．４　基因序列特征分析
对所测定的中间片段及５′和３′端片段序列，

使用 ＤＮＡＭＡＮ软件进行拼接，获得的全长 ｃＤＮＡ
序列通过ＮＣＢＩ网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ）进行 Ｂｌａｓｔ同源序列搜索分析；使用
ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／
ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ）进行 ＯＲＦ预测和氨基酸序列推断；
ＳｉｇｎａｌＰ３．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／

２９４



３期 杨　慧，等：鲤ＣＩＳＨ基因克隆鉴定与组织特异性表达分析

ＳｉｇｎａｌＰ）进行蛋白信号肽预测；ＳＭＡＲＴ和 Ｓｃａｎ
Ｐｒｏｓｉｔｅ（ｈｔｔｐ：／／ｐｒｏｓｉｔｅ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｓｃａｎｐｒｏｓｉｔｅ）用
于蛋白质结构域预测。使用 ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ

（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ）预测
蛋白３Ｄ模型。

表１　实验中所用引物的名称与序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ
引物序列（５′－３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′－３′）

用途

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ＣＩＳＨＦ ＧＧＧＴＧＧＣＡＴＣＴＣＴＧＣＣＡＧＴＧＡＧＧＣＣ ＣＩＳＨ中间片段扩增
ＣＩＳＨＲ ＴＧＣＴＧＧＴＧＴＧＴＴＴＧＴＴＧＡＴＧＡＣＣ ＣＩＳＨ中间片段扩增
ＣＩＳＨＧＳＰ３ ＣＡＧＧＡＡＣＡＡＡＧＧＧＧＡＧＧＡＧＧＡＡＡＡＧ ３′ＲＡＣＥＰＣＲ
ＣＩＳＨＮＧＳＰ３ ＡＡＧＣＣＡＡＴＣＣＡＴＣＧＴＣＣＴＣＡＡＧＣＣＴ ３′ＲＡＣＥＰＣＲ
ＣＩＳＨＧＳＰ５ ＧＣＴＧＡＧＧＣＴＴＴＴＡＣＴＣＧＧＡＣＴＴＣＣＡ ５′ＲＡＣＥＰＣＲ
ＣＩＳＨＮＧＳＰ５ ＧＡＧＣＧＡＴＧＧＣＡＡＡＣＡＧＴＴＣＣＧＡＧＡＴ ５′ＲＡＣＥＰＣＲ

ＬｏｎｇＵＰ ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＡＧＣ
ＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ

ＳｈｏｒｔＵＰ ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ
ＮＵＰ ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ
ＲＴＣＩＳＨＦ１ ＡＴＧＡＣＧＴＧＡＣＴＣＡＡＣＴＴＣＴＧ 荧光定量ＰＣＲ
ＲＴＣＩＳＨＲ１ ＣＣＡＡＧＣＴＡＣＧＴＡＴＧＴＧＣＣＴＣ 荧光定量ＰＣＲ
ＲＴＡｃｔｉｎＦ ＣＧＡＣＡＴＣＣＧＴＡＡＧＧＡＣＣＴＧＴ 荧光定量ＰＣＲ
ＲＴＡｃｔｉｎＲ ＧＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧＡＧＡＧ 荧光定量ＰＣＲ
注：末尾字母为Ｆ表示上游引物；Ｒ表示下游引物。
Ｎｏｔｅｓ：Ｆｍｅａｎｓｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ；Ｒｍｅａｎｓｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ．

１．５　多重序列比对及系统进化树构建
在ＧｅｎＢａｎｋ中搜索所有已知的 ＣＩＳＨ基因序

列，采用ＣｌｕｓｔａｌＸ２．０进行氨基酸序列多重比对。
使用 ＭＥＧＡ４．０软件包，采用邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ
ｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ，ＮＪ）构建 ＣＩＳＨ基因的分子系统
树，系统树各分支的相对遗传距离计算采用

“Ｐａｉｒｗｉｓｅｄｉｓｔａｎｃｅ”，分支置信度经过１０００次自
展重复检验。

１．６　鲤ＣＩＳＨ基因组织表达分析
随机选择５尾约２００ｇ的健康鲤，根据１．２

节的方法制备鲤头肾、血液、脾脏、脑、肠、鳃、肌

肉、心脏、皮肤和肝脏共 １０种组织的 ｃＤＮＡ。
ｑＲＴＰＣＲ（引物为表 １中 ＣＩＳＨＦ／Ｒ）检测 ＣＩＳＨ
基因在鲤不同组织中的表达。２０μＬＲＴｑＰＣＲ反
应体系包括：ｃＤＮＡ模板１μＬ，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ１０
μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ的正、反向引物各１μＬ，水７μＬ。
以βａｃｔｉｎ作为内参基因，使用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ染液
在ＣＦＸ９６荧光定量 ＰＣＲ仪（ＢｉｏＲａｄ，ＵＳＡ）进行
定量分析。ＰＣＲ反应程序：９５℃预变性３ｍｉｎ，９５
℃变性１０ｓ，５８℃２０ｓ，７２℃３０ｓ，７５℃读板５ｓ，
８５℃读板５ｓ，４０个循环。反应结束后进行溶解
曲线分析，温度区间为６５～９５℃，每０．５℃读板
５ｓ。每个样本重复 ３次，根据 Ｃｔ（Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ

ｃｙｃｌｅｓ）值（１５＜Ｃｔ＜３５），利用公式２
ΔΔＣｔ得出每一

样本 ＣＩＳＨ基因的相对表达值。使用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ５作图。
１．７　嗜水气单胞菌感染后鲤血液 ＣＩＳＨ表达水
平定量

嗜水气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）由本实
验室保存。取保存的菌株复苏后按照体积比

１∶５０加到含有６０ｍＬＴＳＢ（２％ ＮａＣｌ）培养基中，
２８℃振荡（２００ｒ／ｍｉｎ）培养至对数生长期，收集
菌体，用ＰＢＳ洗涤并配制成细菌悬液。将健康鲤
分为实验组和对照组。实验组鲤腹腔注射细菌

悬液的剂量为１．５×１０６ｃｆｕ／１００ｇ，对照组注射相
同体积的 ＰＢＳ，于注射后的０、３、６、２４、３６和４８ｈ
这６个时间点分别从实验组和对照组采集鲤血
液，每组每个时间点取５条鱼。血液ＲＮＡ提取及
ｃＤＮＡ合成方法同１．２节。以βａｃｔｉｎ作为内参基
因，使用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ染液在 ＣＦＸ９６荧光定量
ＰＣＲ仪（ＢｉｏＲａｄ，ＵＳＡ）进行定量分析。方法同１．３
节。

２　结果

２．１　鲤ＣＩＳＨ基因 ｃＤＮＡ全长及其序列特征
鲤ＣＩＳＨ基因ｃＤＮＡ全长为１６８５ｂｐ，包括５′
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端非编码区域（Ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ，ＵＴＲ）３６１ｂｐ，
ＯＲＦ编码区域６６６ｂｐ和３′端非编码区域６５８ｂｐ。
其３′端有一个“ＡＡＴＡＡ”加尾信号和保守的 Ｐｏｌｙ
（Ａ）序列（图１）。ＯＲＦ编码区域编码２２１个氨基
酸，Ｐｉ软件预测所编码蛋白的分子量为 ２４．９１
ｋｕ，理论等电点为８．６９。ＳｉｇｎａｌＰ软件预测此氨基
酸序列无信号肽区段，推测其为非分泌型蛋白。

ＳＭＡＲＴ工具软件蛋白结构预测显示，ＣＩＳＨ蛋白
具有典型的 ＳＯＣＳ家族结构特征（图２），包括 Ｎ
区（ａ．ａ．１～５７）、中央 ＳＨ２结构域（ａ．ａ．５８～
１４７）和Ｃ端ＳＯＣＳｂｏｘ结构域（ａ．ａ．１８３～２１７）。
使用ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ构建了鲤ＣＩＳＨ蛋白３Ｄ结构
如图３所示。

Ｐｏｌｙ（Ａ）加尾信号（ＡＡＴＡＡ）与ｐｏｌｙ（Ａ）分别用下划线及加粗字体标出。ＣＩＳＨ的结构域用阴影表示。“”指示终止密码子。
Ｔｈｅｐｏｌｙａｄｅｎｙｌａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（ＡＡＴＡＡ）ａｎｄｐｏｌｙ（Ａ）ｗｅｒｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄａｎｄｓｈｏｗｎｉｎｂｏｌｄ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅＣＩＳＨｄｏｍａｉｎｓｗｅｒｅ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｓｈａｄｏｗｉｎｇｉｎｇｒａｙ．Ｔｈｅｓｔｏｐｃｏｄｏｎｗａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｕｓｉｎｇｔｈｅａｓｔｅｒｉｓｋ（）．

图１　鲤ＣＩＳＨ基因核苷酸及推导的氨基酸序列
Ｆｉｇ．１　ＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＣｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏＣＩＳＨ

２．２　基于 ＣＩＳＨ氨基酸序列多重比对构建的分
子系统进化树

选择包括不同鱼类、两栖类和哺乳类动物的

ＣＩＳＨ序列（表２），在使用ＤＮＡｍａｎ和ＣｌｕｓｔａｌＸ进
行氨基酸序列比对的基础上，构建系统进化树。

结果表明：鲤 ＣＩＳＨ氨基酸序列和草鱼的一致性
最高（８７．４％）；其次是斑马鱼，同一性为７２．５％；
与家鼠、猕猴和人的序列一致性相对较低（３３．
６２％～４４．１９％）。鱼类ＣＩＳＨ的ＳＨ２和ＳＯＣＳｂｏｘ
结构域均具有高度保守性，尤其是 ＳＯＣＳｂｏｘ（图
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４）。在所构建系统进化树中，不同物种的 ＣＩＳＨ
按硬骨鱼类、两栖类、爬行类、鸟类和哺乳类等分

别聚类，在鱼类中鲤 ＣＩＳＨ与草鱼的直接聚在一
起，进一步与同属鲤科鱼类的斑马鱼聚为更大的

一支（图５）。

表２　鲤ＣＩＳＨ和其他物种的氨基酸序列一致性
Ｔａｂ．２　Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｏｆＣｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏＣＩＳＨｗｉｔｈｏｆｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ

物种名

Ｓｐｅｃｉｅｓ

ＧｅｎＢａｎｋ
登录号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
Ｎｏ．

氨基酸序列

一致性

Ａｍｉｎｏａｃｉｄ
ｉｄｅｎｔｉｔｙ／％

草鱼Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ ＡＤＣ５４２２７．１ ８７．４０
斑马鱼Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ ＮＰ＿００１０７００８５．１ ７２．５０
大西洋鲑Ｓａｌｍｏｓａｌａｒ ＮＰ＿００１１３４６８５．１ ６０．６２
虹鳟Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ ＮＰ＿００１１６５３２４．１ ６０．１８
青

!

Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ ＡＢＱ５３６０７．１ ５３．９８
红鳍东方Ｔａｋｉｆｕｇｕｒｕｂｒｉｐｅｓ ＮＰ＿００１１１６３３１．１ ５３．７８
绿河Ｔｅｔｒａｏｄｏｎｎｉｇｒｏｖｉｒｉｄｉｓ ＡＢＭ６８０２６．１ ５１．２４
野猪Ｓｕｓｓｃｒｏｆａ ＡＩＺ４９７８０．１ ４６．０６
非洲爪蟾Ｘｅｎｏｐｕｓｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ ＡＡＩ７１０１３．１ ４６．０６
牛ＢｏｓＴａｕｒｕｓ ＮＰ＿００１０４００５１．１ ４４．４９
猕猴Ｍａｃａｃａｍｕｌａｔｔａ ＮＰ＿００１２４５００４．１ ４４．１９
褐鼠Ｒａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ ＡＡＩ６１９３０．１ ４３．９７
人Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ ＮＰ＿０３７４５６．５ ４３．８０
小家鼠Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ ＮＰ＿００１３０４２８３．１ ３３．６２

包含ＳＨ２和ＳＯＣＳｂｏｘ结构域。
ＳＨ２ａｎｄＳＯＣＳｂｏｘｄｏｍａｉｎｓｗｅｒｅｓｈｏｗｎ．

图２　鲤ＣＩＳＨ蛋白结构域预测图
Ｆｉｇ．２　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｃｈａｒｔｏｆｔｈｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄｄｏｍａｉｎｓ

ｏｆｃｏｍｍｏｎｃａｒｐＣＩＳＨｐｒｏｔｅｉｎ

图３　鲤ＣＩＳＨ蛋白３Ｄ结构预测图
Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄ３Ｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆ

ＣｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏＣＩＳＨ

图４　鲤ＣＩＳＨ的ＳＨ２（虚线）、ＳＯＣＳｂｏｘ（实线）结构域和其他鱼类ＣＩＳＨ的氨基酸序列多重比对
Ｆｉｇ．４　ＭｕｌｔｉｐｌｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅＳＨ２ｄｏｍａｉｎａｎｄＳＯＣＳｂｏｘ

ｄｏｍａｉｎｏｆＣｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏＣＩＳＨｗｉｔｈｔｈｏｓｅｏｆＣＩＳＨｓｆｒｏｍｏｔｈｅｒｆｉｓｈｅｓ

５９４



上 海 海 洋 大 学 学 报 ３２卷

采用ＣｌｕｓｔａｌＸ２．０对不同物种ＣＩＳＨ的氨基酸序列进行多重比对。使用ＭＥＧＡ４．０软件包中的邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ，ＮＪ）
构建ＣＩＳＨ的分子系统树，系统树各分支的置信度经过１０００次自展重复检验。
ＴｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＣＩＳＨｓｆｒｏｍｖａｒｉｏｕｓｓｐｅｃｉｅｓｗｅｒｅａｌｉｇｎｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅＣｌｕｓｔａｌＸ２．０ｐｒｏｇｒａｍ．Ｔｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ
ｕｓｉｎｇＮＪｍｅｔｈｏｄｂｙＭＥＧＡ４．０ｐｒｏｇｒａｍ，ａｎｄｔｈｅｂｏｏｔｓｔｒａｐｔｅｓｔｆｏｒｐｈｙｌｏｇｅｎｙｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈ１０００ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ．

图５　ＣＩＳＨ氨基酸序列系统进化树
Ｆｉｇ．５　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＣＩＳＨｐｒｏｔｅｉｎｓｆｒｏｍｖａｒｉｏｕｓｓｐｅｃｉｅｓ

２．３　鲤ＣＩＳＨ在ｍＲＮＡ水平的组织表达模式
实时荧光定量ＰＣＲ检测结果显示，在所检测

的鲤１０种组织器官中，ＣＩＳＨ基因 ｍＲＮＡ均有表
达（图６），血液中表达水平最高，心脏、皮肤、头
肾、鳃中表达量次之，肝脏中最低。

２．４　嗜水气单胞菌腹腔注射后鲤血液 ＣＩＳＨ基
因ｍＲＮＡ表达的时间进程

定 量 ＰＣＲ 检 测 嗜 水 气 单 胞 菌 （Ａ．
ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）刺激后不同时间点的 ｍＲＮＡ表达水
平，检测结果表明，在注射嗜水气单胞菌后第２４
小时，鲤血液 ＣＩＳＨ基因的 ｍＲＮＡ表达量显著上
升，在注射后第４８小时恢复到正常水平（图７）。

３　讨论

哺乳类ＳＯＣＳ家族成员的结构和功能已有深
入的研究，研究［１２，２１］表明它们参与了各种炎症

和免疫反应的调控过程，并与多种自身免疫性疾

病和肿瘤的发生发展相关。但迄今对于鱼类

ＳＯＣＳ家族成员，特别是鱼类 ＣＩＳＨ的功能知之甚
少。本研究利用同源克隆获得可能的鲤 ＣＩＳＨ基
因ｃＤＮＡ全长，氨基酸序列多重比对结果显示，包
括鲤在内所有已知的鱼类 ＣＩＳＨ的氨基酸序列相
似率均高于５０％，且 ＳＨ２和 ＳＯＣＳｂｏｘ结构域高
度保守，ＳＯＣＳｂｏｘ功能域的序列相似率超过８０％。
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在本研究构建的系统进化树中，ＣＩＳＨ分别按鱼
类、两栖类和哺乳类聚为３大支；鲤 ＣＩＳＨ和草鱼
（Ｃ．ｉｄｅｌｌａ）、斑马鱼（Ｄ．ｒｅｒｉｏ）的系统发育关系与
它们同属鲤科的物种亲缘关系相吻合；其他鱼类

ＣＩＳＨ聚类拓扑图序也与物种亲缘关系远近相一
致。可见，通过生物信息学和系统进化分析揭示

鱼类ＣＩＳＨ蛋白在进化上具有保守性，也初步鉴
定了鲤ＣＩＳＨ基因。

采用实时荧光定量 ＰＣＲ检测鲤 １０种组织器官中 ＣＩＳＨ在
ｍＲＮＡ水平的表达情况。以 βａｃｔｉｎ作为内参基因，根据 Ｃｔ
（Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｃｙｃｌｅｓ）值（１５＜Ｃｔ＜３５），利用公式２－ΔΔＣｔ得出每
一样本ＣＩＳＨ基因的相对表达值，将各组织中 ＣＩＳＨ的相对表
达值与脾脏的相比较，并认定脾脏中ＣＩＳＨ的表达水平为１．０。
数据表示为３个平行样品的平均值±标准差。
ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏＣＩＳＨｉｎ１０ｓｅｌｅｃｔｅｄ
ｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｏｒｇａｎｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ；
Ｒｅｌａｔｉｖｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅ２－ΔΔＣｔｍｅｔｈｏｄ
ｗｉｔｈｉｎｉｔｉａｌｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＣＩＳＨａｇａｉｎｓｔβａｃｔｉｎｗｉｔｈｉｎｅａｃｈ
ｓａｍｐｌｅ，ｔｈｅｎｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｉｓｓｕｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｗｉｔｈＣＩＳＨ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｓｐｌｅｅｎ（ａｒｂｉｔｒａｒｉｌｙｓｅｔａｔ１．０）．Ｄａｔａｒｅｐｒｅｓｅｎｔ
Ｍｅａｎ±ＳＤｖａｌｕｅｓｆｒｏｍｔｈｒｅｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ．Ｅｒｒｏｒｂａｒｓ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔＳＤ．

图６　鲤不同组织器官中ＣＩＳＨ
在ｍＲＮＡ水平的表达情况

Ｆｉｇ．６　Ｔｉｓｓｕｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｐｒｏｆｉｌｅｓ
ｏｆＣｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏＣＩＳＨ

　　根据系统发育关系，ＳＯＣＳ分子被分为２个亚
族，Ⅰ型包括 ＳＯＣＳ４、ＳＯＣＳ５、ＳＯＣＳ５ｂ、ＳＯＣＳ６、
ＳＯＣＳ７、ＳＯＣＳ９，Ⅱ型包括 ＣＩＳＨ、ＳＯＣＳ１、ＳＯＣＳ
２、ＳＯＣＳ３ａ、ＳＯＣＳ３ｂ、ＳＯＣＳ８［９１０］。果蝇中只存
在Ⅰ型亚族的 ＳＯＣＳ５、ＳＯＣＳ６和 ＳＯＣＳ７基因类
型［１１］，ＪＩＮ等［１０］推测Ⅱ型亚族可能是在无脊椎动
物向脊椎动物进化过程中通过Ⅰ型亚族成员的
基因复制而产生。鱼类具有更多特有的 ＳＯＣＳ分
子，其Ⅰ型亚族中的 ＳＯＣＳ４、ＳＯＣＳ５和 ＳＯＣＳ９在
系统进化树上聚为一支，ＳＯＣＳ６和ＳＯＣＳ７聚为另
一支；Ⅱ型亚族的 ＣＩＳＨ、ＳＯＣＳ２和 ＳＯＣＳ８聚为一
组，ＳＯＣＳ１和 ＳＯＣＳ３ａ、ＳＯＣＳ３ｂ为另一组，暗示在

鱼类进化历程中存在类似的基因复制过程［１０］。

斑马鱼具有 ＣＩＳＨａ和 ＣＩＳＨｂ２个旁系同源基
因［１７］，虹鳟（Ｏ．ｍｙｋｉｓｓ）则有 ＣＩＳＨａ１、ＣＩＳＨａ２、
ＣＩＳＨｂ１、ＣＩＳＨｂ２４个旁系同源物［２２］。虹鳟的 ４
个ＣＩＳＨ基因在脾脏、头肾、血液、心脏中相对高
表达；用重组虹鳟白细胞介素 ｒＩＬ１５和 ｒＩＬ２１刺
激虹鳟头肾白细胞，ＣＩＳＨａ２表达水平变化大，
ＣＩＳＨａ１受影响较小，推测虹鳟ＣＩＳＨａ旁系同源物
可能与ＩＬ１５和ＩＬ２１信号传导存在关联；ＩＬ１β、
植物凝集素、佛波醇１２豆蔻酸酯１３乙酸酯
（Ｐｈｏｒｂｏｌ１２ｍｙｒｉｓｔａｔｅ１３ａｃｅｔａｔｅ，ＰＭＡ）也对虹鳟
头肾白细胞中 ＣＩＳＨａ２表达产生影响，推测
ＣＩＳＨａ２是控制头肾巨噬细胞免疫应答过程的重
要旁系同源物［２２］。本研究在鲤中仅克隆获得１
个ＣＩＳＨ基因，鲤ＣＩＳＨ是否有旁系同源物尚待验
证。

实验组鲤腹腔注射Ａ．ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ悬液，对照组注射相同体积
的ＰＢＳ。采用实时荧光定量ＰＣＲ测定注射后０、３、６、２４、３６和
４８ｈ鲤血液ＣＩＳＨ基因 ｍＲＮＡ表达水平，以 βａｃｔｉｎ作为内参
基因。数据表示为３个平行样品的平均值±标准差。使用配
对样品的事后Ｄｕｎｃａｎ氏多重范围检验，Ｐ＜０．０５（）表示
差异具有显著性。

Ｃ．ｃａｒｐｉｏｗｅｒｅｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡ．ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａｏｒＰＢＳ（ｃｏｎｔｒｏｌ）．Ｔｈｅ
ＣＩＳＨｍＲＮＡｌｅｖｅｌｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｕｓｉｎｇｑＰＣＲａｔ０，３，６，１２，
２４，ａｎｄ４８ｈｐｏｓｔｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．Ｄａｔａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｍｅａｎ±ＳＤｖａｌｕｅｓ
ｆｒｏｍｔｈｒｅｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ．ＥｒｒｏｒｂａｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔＳＤ．Ｔｈｅ
ＰｖａｌｕｅｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｕｓｉｎｇｐｏｓｔｈｏｃＤｕｎｃａｎ’ｓｍｕｌｔｉｐｌｅｒａｎｇｅ
ｔｅｓｔｓｆｏｒｐａｉｒｅｄｓａｍｐｌｅｓ，ａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅａｃｃｅｐｔｅｄ
ｗｈｅｎＰ＜０．０５（）．

图７　嗜水气单胞菌刺激后鲤血液
ＣＩＳＨ基因ｍＲＮＡ表达时序

Ｆｉｇ．７　ＴｈｅｔｉｍｅｒｅｇｕｌａｒｉｔｙｏｆｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎｔｈｅｂｌｏｏｄｏｆＣ．ｃａｒｐｉｏＣＩＳＨｉｎ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏＡ．ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａｃｈａｌｌｅｎｇｅ

　　绿河（Ｔ．ｎｉｇｒｏｖｉｒｉｄｉｓ）ＣＩＳＨ在头肾中表达
水平最高，在脾脏组织中最低［８］；虹鳟 ＣＩＳＨａ１在
血液中表达量最高，ＣＩＳＨａ２和 ＣＩＳＨｂ１在肝脏中
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表达量最低［２２］。与虹鳟中类似，鲤 ＣＩＳＨ在血液
中表达量最高，在头肾和皮肤中也有较高表达，

在肝脏中表达量最低。鱼类血液中含有各种淋

巴细胞、巨噬细胞等免疫相关细胞，血液中表达

高暗示 ＣＩＳＨ可能在相关免疫反应过程中起作
用。ＬＰＳ刺激后，绿河头肾 ＣＩＳＨ的 ｍＲＮＡ表
达量在前期（６ｈ及之前）很低，第１２小时显著上
调，第 ２４小时回调到 ６ｈ水平［８］。虹鳟头肾

ＣＩＳＨａ１ｍＲＮＡ表达水平在 ＬＰＳ刺激后第４小时
无明显变化，第８小时显著升高，第２４小时达到
高水平；ｐｌｏｙ（Ｉ∶Ｃ）刺激后 ＣＩＳＨａ１表达量变化趋
势与ＬＰＳ刺激的类似［２２］。细菌表面存在大量不

同类型的 ＰＡＭＰｓ（Ｐａｔｈｏｇｅｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｐａｔｔｅｒｎｓ），加之感染后病原菌在机体内增殖，其所
诱导的免疫反应不同于 ＬＰＳ等单一 ＰＡＭＰ的刺
激。嗜水气单胞菌广泛存在于各种自然水体，能

导致鱼类患细菌性败血症或局部感染。在腹腔

注射人工感染后，鲤血液 ＣＩＳＨｍＲＮＡ表达量在
注射后第１２、２４小时显著上调，第４８小时表达水
平恢复到正常。上述３种鱼类ＣＩＳＨ的ｍＲＮＡ水
平在受到病原或病原类似物免疫刺激后，均在

１２～２４ｈ显著上调，暗示鱼类 ＣＩＳＨ可能在应对
病毒或细菌感染时均起免疫调控作用。免疫刺

激后鱼类 ＣＩＳＨｍＲＮＡ表达量的上调相对滞后于
细胞因子，滞后时段内大量产生的鱼类细胞因子

诱导 ＣＩＳＨ表达，进而负反馈调控细胞因子信号
通路，抑制鱼类细胞因子过度表达，由此推测鱼

类ＣＩＳＨ在细胞因子表达调控过程中也行使负调
控功能。
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［１０］　ＪＩＮＨＪ，ＳＨＡＯＪＺ，ＸＩＡＮＧＬＸ，ｅｔａｌ．Ｇｌｏｂａｌｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ａｎｄｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＳＯＣＳｇｅｎｅｓｉｎｆｉｓｈ：Ｉｎｓｉｇｈｔｓｉｎｔｏ

ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆＳＯＣＳｆａｍｉｌｙ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２００８，４５（５）：１２５８１２６８．

［１１］　ＹＯＳＨＩＭＵＲＡＡ，ＯＨＫＵＢＯＴ，ＫＩＧＵＣＨＩＴ，ｅｔａｌ．Ａｎｏｖｅｌ

ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｉｂｌｅｇｅｎｅＣＩＳｅｎｃｏｄｅｓａｎＳＨ２ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ

ｐｒｏｔｅｉｎｔｈａｔｂｉｎｄｓｔｏｔｙｒｏｓｉｎｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ３

ａｎｄｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓ［Ｊ］．ＴｈｅＥＭＢＯＪｏｕｒｎａｌ，１９９５，

１４（１２）：２８１６２８２６．

［１２］　ＪＥＧＡＬＩＡＮＡＧ，ＷＵＨ．ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｒｏｌｅｓｏｆＳＯＣＳｆａｍｉｌｙ

ｍｅｍｂｅｒｓｉｎＥｐｏＲ ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ＆ＣｙｔｏｋｉｎｅＲｅｓｅａｒｃｈ，２００２，２２（８）：８５３８６０．

［１３］　ＭＩＱＵＥＴＪＧ，ＳＯＴＥＬＯＡＩ，ＢＡＲＴＫＥＡ，ｅｔａｌ．Ｄｅｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎｏｆ

ｔｈｅＪＡＫ２／ＳＴＡＴ５ＧＨ ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈ

ｉｎｃｒｅａｓｅｄＣＩＳｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｉｎｌｉｖｅｒｏｆｐｒｅｇｎａｎｔｍｉｃｅ［Ｊ］．

Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ

Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，２００５，２８９（４）：Ｅ６００Ｅ６０７．

［１４］　ＪＩＮＰ，ＷＡＮＧＥ，ＰＲＯＶＥＮＺＡＮＯＭ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｓｉｇｎａｔｕｒｅｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２ｏｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄ

ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓａｎｄＴｃｅｌｌｓｕｂｓｅｔｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ＴｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，２００６，４（１）：２６．

［１５］　ＡＮＤＥＲＳＯＮＳＴ，ＢＡＲＣＬＡＹＪＬ，ＦＡＮＮＩＮＧＫＪ，ｅｔａｌ．

Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｔｈｅｄｉｍｉｎｉｓｈｅｄｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｏｐｒｏｌａｃｔｉｎ

ｎｅｇａｔｉｖｅｆｅｅｄｂａｃｋｄｕｒｉｎｇｌａｃｔａｔｉｏｎ：ｒｅｄｕｃｅｄＳＴＡＴ５ｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ａｎｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ＳＨ２ ｄｏｍａｉｎ

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ（ＣＩＳ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｕｂｅｒｏｉｎｆｕｎｄｉｂｕｌａｒ

ｄｏｐａｍｉｎｅｒｇｉｃｎｅｕｒｏｎｓ［Ｊ］．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，２００６，１４７（３）：

１１９５１２０２．

［１６］　ＫＨＯＲＣＣ，ＶＡＮＮＢＥＲＧＦＯ，ＣＨＡＰＭＡＮＳＪ，ｅｔａｌ．ＣＩＳＨ

ａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｏｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＴｈｅＮｅｗ

ＥｎｇｌａｎｄＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１０，３６２（２２）：２０９２２１０１．

［１７］　ＬＥＷＩＳＲＳ，ＮＯＯＲＳＭ，ＦＲＡＳＥＲＦＷ，ｅｔａｌ．Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

ｏｆｅｍｂｒｙｏｎｉｃｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｓｉｓｂｙａｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｉｂｌｅＳＨ２

ｄｏｍａｉｎｈｏｍｏｌｏｇ ｉｎ Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ［Ｊ］． Ｔｈｅ Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１４，１９２（１２）：５７３９５７４８．

［１８］　 ＱＩＡＯ Ｒ Ｆ，ＸＩＥＹ Ｙ，ＬＩＵ Ｙ Ｈ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

８９４
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ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｓｏｆ

ｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｆｒｏｍ ｇｏｌｄｅｎ ｐｏｍｐａｎｏ （Ｔｒａｃｈｉｎｏｔｕｓ

ｏｖａｔｕｓ）［Ｊ］．ＡｑｕａｃｕｌｔｕｒｅＲｅｓｅａｒｃｈ，２０２１，５２（１２）：６０８７

６０９７．

［１９］　ＸＵＴＢ，ＳＵＪＧ．Ｇｅｎｏｍｅｗｉｄｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ，

ａｎｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｂａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｓｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｇｎａｌｉｎｇ（ＳＯＣＳ）ｉｎｇｒａｓｓｃａｒｐ

（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ）［Ｊ］．Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ，２０２１，５３６：

７３６４８４．

［２０］　ＹＥＨＭ，ＺＨＡＯＴ，ＷＵＬＸ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ

ｎｉｎｅｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｓｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｇｎａｌｉｎｇ（ＳＯＣＳ）ｇｅｎｅｓｆｒｏｍ

ｙｅｌｌｏｗｃａｔｆｉｓｈＰｅｌｔｅｏｂａｇｒｕｓｆｕｌｖｉｄｒａｃｏａｎｄｔｈｅｉｒｃｈａｎｇｅｓｉｎ

ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｔｏｄｉｅｔａｒｙｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｌｅｖｅｌｓ［Ｊ］．Ｆｉｓｈ＆

ＳｈｅｌｌｆｉｓｈＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１９，８６：９０６９１２．

［２１］　黄元兰，闫伟，付兆强，等．细胞因子信号转导抑制因子

（ＳＯＣＳ）与免疫调节［Ｊ］．分子诊断与治疗杂志，２０１５，７

（３）：２０５２１０．

ＨＵＡＮＧＹＬ，ＹＡＮＷ，ＦＵＺＱ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｏｆ

ｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｇｎａｌｉｎｇａｎｄｉｍｍｕｎｏｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｓａｎｄＴｈｅｒａｐｙ，２０１５，７（３）：２０５２１０．

［２２］　ＭＡＥＨＲＴ，ＶＥＣＩＮＯＪＬＧ，ＷＡＤＳＷＯＲＴＨＳ，ｅｔａｌ．Ｆｏｕｒ

ＣＩＳＨｐａｒａｌｏｇｕｅｓａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｒａｉｎｂｏｗｔｒｏｕｔＯｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ

ｍｙｋｉｓｓ：ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｄｕｒｉｎｇｉｍｍｕｎｅ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｓａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，

２０１４，６２（１）：１８６１９８．

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｉｂｌｅＳＨ２ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ
（ＣＩＳＨ）ｇｅｎｅｆｒｏｍｃｏｍｍｏｎｃａｒｐＣｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏａｎｄｉｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎ

ＹＡＮＧＨｕｉ１，２，ＺＨＯＵＪｉｅ１，２，ＧＡＯＱｉａｎ２，３，ＬＩＵＭｉｎｇｌｉ３，ＺＨＡＩＷａｎｙｉｎｇ３，ＣＨＥＮＬｉａｎｇｂｉａｏ２，３，ＸＩＥ
Ｈａｉｘｉａ１，２

（１．ＳｔａｔｅＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＦｒｅｓｈｗａｔｅｒＥｃｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＨｙｄｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，ＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，
Ｗｕｈａｎ　４３００７２，Ｈｕｂｅｉ，Ｃｈｉｎａ；２．ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｂｅｉｊｉｎｇ　１０００４９，Ｃｈｉｎａ；３．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＦｉｓｈｅｒｉｅｓ
ａｎｄＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒｓａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｓｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ（ＪＡＫＳＴＡＴ）ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｓ
ｏｎｅｏｆｔｈｅｍｏｓｔｉｍｐｏｒｔａｎｔｕｂｉｑｕｉｔｏｕｓｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓｉｎａｎｉｍａｌｓ．Ｉｎｖｅｒｔｅｂｒａｔｅｓ，ｉｔｉｓｍａｉｎｌｙｉｎｖｏｌｖｅｄ
ｉｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆｍａｎｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓ．Ｔｈｅｍｅｍｂｅｒｓｏｆｔｈｅｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ（ＳＯＣＳ）ｆａｍｉｌｙａｒｅｔｈｅｉｍｐｏｒｔａｎｔＪＡＫＳＴＡＴｐａｔｈｗａｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓ．ＣｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄＳＨ２
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ（ＣＩＳＨ）ｉｓｏｎｅｋｎｏｗｎｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒｓｏｆＳＯＣＳ，ｗｉｔｈｉｔｓｍａｉｎｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｏｆｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２．Ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，ｔｈｅｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＣｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏＣＩＳＨ
ｗｉｔｈｔｈｅｌｅｎｇｔｈｏｆ１６８５ｂｐｗａｓｃｌｏｎｅｄ．Ｔｈｅｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ（ＯＲＦ）ｗａｓ６６６ｂｐｉｎｌｅｎｇｔｈａｎｄｅｎｃｏｄｅｄ
２２１ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ．Ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆｔｈｅｄｅｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎｗａｓ２４．９１ｋｕ．Ｃ．ｃａｒｐｉｏＣＩＳＨｐｏｓｓｅｓｓｅｓ
ｔｙｐｉｃａｌＳＯＣＳｆａｍｉｌｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｗｉｔｈｔｈｒｅｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｄｏｍａｉｎｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇＮｒｅｇｉｏｎ，ｃｅｎｔｒａｌＳＨ２ｄｏｍａｉｎａｎｄＣ
ｔｅｒｍｉｎａｌＳＯＣＳｂｏｘｄｏｍａｉｎ，ｔｈｅｌａｔｔｅｒｔｗｏｂｅｉｎｇｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅｌｙｐｒｅｓｅｎｔｉｎＣＩＳＨｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｏｔｈｅｒｂｏｎｙｆｉｓｈ．
ＴｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｃｏｍｍｏｎｃａｒｐＣＩＳＨｗａｓｔｈｅｃｌｏｓｅｓｔｔｏＣＩＳＨｓｏｆｇｒａｓｓｃａｒｐａｎｄ
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