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斜带石斑鱼 PKＲ 基因的克隆表达
及亚细胞定位分析

高 品1，魏京广2，3，许 濛1，陈秀丽2，3，秦启伟2，3，周永灿1

( 1． 海南大学 海洋学院 /海南省热带水生生物技术重点实验室，海口 570228; 2． 中国科学院

南海海洋研究所 /中国科学院 热带海洋生物资源与生态重点实验室，广州 510301; 3． 中

国科学院 南海海洋研究所 /广东省应用海洋生物学重点实验室，广州 510301)

摘 要: 根据实验室前期获得的斜带石斑鱼 PKＲ 基因的全长 cDNA，对其原核表达、组织分布及亚细胞定位

进行了研究分析。结果表明，斜带石斑鱼 PKＲ 基因 cDNA 全长为 2 151 bp，其中 OＲF 区为 1 863 bp，编码 621

个氨基酸，表达蛋白的分子质量大小为 70 157． 15 Da，PI 为 5． 72。通过 NCBI 网站上 BLAST 软件比对发现，

斜带石斑鱼 PKＲ 与其他物种的 PKＲ 高度同源。通过构建原核表达载体 PKＲ-pET-32a，获得了斜带石斑鱼

PKＲ 的融合蛋白，经纯化后制备了斜带石斑鱼 PKＲ 鼠抗血清。利用荧光定量 PCＲ 对斜带石斑鱼 PKＲ 基因

组织分布研究表明，该基因在所有检测组织中均有表达，其中肠的表达量最高，头肾次之。以荧光显微镜对

其亚细胞定位进行了分析，该基因为全细胞分布，但主要分布于细胞质中。
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石斑鱼是我国东南沿海重要的海水养殖鱼类。近年来，由于虹彩病毒、神经坏死病等多种病毒性病

原在我国各主要石斑鱼养殖区爆发性流行，导致养殖的石斑鱼大规模死亡，对石斑鱼养殖产业造成了严

重影响，成为制约我国石斑鱼养殖产业发展的重要因素［1 － 3］。由于对鱼类免疫系统及其作用机理缺乏深

入了解，加上缺少有效控制病毒性病原的安全高效药物，对鱼类病毒性疾病一直没有有效的治疗方法［4］。
已有研究表明，干扰素系统能抑制病毒复制，不仅能快速识别机体的病毒感染，还能协助激活机体特异性

的免疫反应，被认为是脊椎动物抵抗病毒入侵的第 1 道防线［3，5］。近年来，许多学者陆续从分子水平开展

了鱼类干扰素系统的研究，并取得了良好的进展，其中，双链 ＲNA 调节的蛋白激酶( protein kinase regula-
ted by double-stranded ＲNA，PKＲ) 为鱼类干扰素系统诱导产生的环腺苷酸非依赖性丝氨酸 /苏氨酸激

酶［5 － 7］，它在各组织细胞中均有组成性表达，通过与相关信号通路中的蛋白结合而发挥其调控功能［8］。
此外，PKＲ 还参与调控细胞凋亡和肿瘤发生［9］，通过激活细胞的抗病毒能力而发挥广泛的抗病毒活性，在

生物机体抗病毒免疫反应中发挥重要作用［10］。斜带石斑鱼( Epinephelus coioides) 是我国常见养殖石斑鱼

类，目前，尚未见其 PKＲ 的研究报道。为了解其 PKＲ 的有关情况，笔者对斜带石斑鱼 PKＲ 基因序列全

长、原位表达、组织分布及亚细胞定位等进行了研究，旨在为石斑鱼抗病毒免疫机理及石斑鱼病毒病防治

研究提供参考。



1 材料与方法

1． 1 实验材料 供试的斜带石斑鱼健康个体购自海南省文昌市，每尾体质量 50 ～ 60 g，在实验室循环养

殖系统中饲养 2 周后备用。雄性 BALB /c 小鼠购自广东省实验动物中心，4 周龄，饲养于中山大学生命科学

学院时珍堂 SPF 级饲养室。细胞系 FHM( Fathead minnow) 培养于 10% FBS 的 M199 培养基中( 28 ℃ ) ; 原核

表达载体 pET-32a、真核表达载体 pEGFP-N3、大肠杆菌 DH5α和大肠杆菌 BL21( DE3) 均为本实验室保存。
1． 2 斜带石斑鱼 PKＲ 表达载体的构建 根据获得的斜带石斑鱼 PKＲ 全长 cDNA 序列，设计原核表达

引物 F: 5'-CGCTCGAGCTATCTGTAAAGCTGTGCGTTCACT-3' ( 下划线为 BamHⅠ酶切位点) ; Ｒ: 5'-GCG-
GATCCATGGATGTTTCCGATATCTGTTATA-3'( 下划线为 Xho I 酶切位点) 。PCＲ 扩增到基因片段后，用

BamHⅠ及 XhoⅠ( Takara) 将斜带石斑鱼 PKＲ 基因切下，定向插入质粒 pET-32a，构建重组表达载体 pET-
32a-PKＲ。转化大肠杆菌 DH5α，提取阳性克隆，送测序公司测序( 上海立菲生物技术有限公司) ，得到阳

性菌落。用类似的方法设计真核表达引物及构建真核表达载体，F: 5'-CGAAGCTTCGATGGAAACAGGA-
CAGTATGTTGCTG-3'( 下划线为 Hind III 酶切位点) 和 Ｒ: 5'-GCGGATCCGGCAGTTGCATTTTCCCGGCTCA-
TA-3'( 下划线为 BamHⅠ酶切位点) ，得到重组载体 pEGFP-N3-PKＲ。
1． 3 原核表达 将阳性克隆菌放大培养，提取质粒( Takara 质粒提取试剂盒) 。将质粒转化大肠杆菌

BL21，小量诱导筛选阳性表达菌，然后进行大量诱导表达蛋白。方法如下: 挑取多个单克隆接种到氨苄

( Amp) 浓度为 1 mmol·L －1的 LB /Amp + 中培养过夜; 次日 1 /100 转接于 5 mL 的相同培养基中，37 ℃培

养至对数期，IPTG( 终浓度 1 mmol·L －1 ) 诱导 3 ～ 4 h; 收集菌体，超声破碎，离心取上清和沉淀，SDS-PAGE
分析。将鉴定为表达阳性的菌落进行大量诱导，表达的融合蛋白在变性条件下通过 Ni2 + -NA 亲和层析纯

化( Novagen) ，－ 80 ℃保存备用。
1． 4 Western blot 蛋白样品经 SDS-PAGE 分离后转移至 PVDF 膜。5%脱脂牛奶( 溶于 TBST 中) 封闭 1
h，以 1∶ 500 的比例加入抗 PoHＲI 多克隆抗体，室温反应 1 h。TBST( 25 mmol·L －1 Tris-HCl pH 7． 5，150
mmol·L －1 NaCl，0． 1% Tween 20) 洗涤 3 次，以 1∶ 1 000 的比例加入碱性磷酸酶标记的羊抗鼠抗体( Vec-
tor) ，室温孵育 1 h，洗去 2 抗后，在 BCIP / NBT( Promega) 底物中显色。为了进一步鉴定鼠抗 PKＲ 多克隆抗

体对 PKＲ 蛋白的特异性识别，将鼠抗 PKＲ 多克隆抗体与纯化的 PKＲ-N/His 融合蛋白于4 ℃中和16 h，然后

进行 Western blot 分析。
1． 5 斜带石斑鱼 PKＲ 基因组织分布研究 取斜带石斑鱼肝、脾、肾、脑、肠道、心脏、皮肤、肌肉、胃、鳃和

头肾等 11 种组织，提取组织 ＲNA 并逆转录成 cDNA，用 Ｒeal-time PCＲ 检测各组织中 PKＲ 的表达情况，以

18S rＲNA 为内参，每个样品重复 3 次，计算标准差。
1． 6 斜带石斑鱼 PKＲ 基因的细胞定位分析 FHM 细胞培养于 25 cm3 的培养瓶中，加入 0． 25% 的胰蛋

白酶消化液，充分振荡消化至显微镜下观察为单个细胞后，转移至 24 孔细胞培养板( 每孔 500 μL) 。轻微

振荡使细胞充分覆盖细胞培养板的底壁，25 ℃培养 16 h，取出以显微镜观察，待细胞几乎长满单层后，将

PKＲ 连接到真核表达载体 pEGFP-N3 上构建重组质粒 pEGFP-PKＲ，与准备好的空载体质粒 pEGFP-N3 分

别进行细胞转染，荧光显微镜观察其亚细胞定位情况。

2 结果与分析

2． 1 斜带石斑鱼 PKＲ 基因的序列分析 从图 1 可知，斜带石斑鱼 PKＲ 基因 cDNA 全长为 2 151 bp，其中

OＲF 区为 1 863 bp，编码 621 个氨基酸，蛋白的分子质量为 70157． 15 Da，PI 为 5． 72。
2． 2 斜带石斑鱼 PKＲ 基因的组织表达分析 从图 2 可知，该基因在检测的 11 种组织中均有表达，其

中，肠道的表达量最高，头肾次之，肌肉最低。
2． 3 PKＲ 的原核表达和抗体制备 从图 3 可知，其融合蛋白主要位于超声破碎的上清中，经过纯化得到

了较纯的 PKＲ 重组蛋白。该重组蛋白表达产物大小约为 70 KD，与预测分子质量一致。以融合蛋白作为

免疫原制备了鼠抗 PKＲ 多克隆抗体，Western blot 检测表明，该抗体能识别 HＲI-N /His 融合蛋白( 图 4) 。
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图 1 斜带石斑鱼 PKＲ 全长序列及其所编码的氨基酸

Fig． 1 The cDNA sequence of PKＲ and its encoded amino acids
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图 2 斜带石斑鱼各组织中 PKＲ 的表达情况

Fig 2 Distribution of PKＲ in different tissues of Epinephelus coioides

———PKR

图 3 纯化 PKR 重组蛋白
Fig.3 Purification of PKR recombinant protein

图 4 鼠抗斜带石斑鱼 PKR 多克隆抗体制备
Fig. 4 Preparation of mouse polyclonal antibody

against PKR of Epinephelus coioides
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2． 4 石斑鱼 PKＲ 的亚细胞定位 构建斜带石斑鱼 PKＲ 基因的 pEGFP-N3 载体并通过转染，将带有 EG-
FP 标签的 PKＲ 融合蛋白转染到 FHM 细胞中，以 pEGFP-N3 的空载体做对照，荧光显微镜观察表明( 图

5) ，pEGFP-N3 转染 FHM 后表达的 EGFP 在细胞核和细胞质中均有分布，且在细胞核中的绿色荧光比较

强; 而 pEGFP-PKＲ 转染 FHM 细胞表达的 PKＲ-EGFP 在细胞核和细胞质中均有分布，但主要在细胞质中。
EGFP DAPI Merge

FHM鄄N3

FHM鄄PKR

图 5 PKR 的亚细胞定位
上排为 FHM 细胞转染 FHM鄄N3 质粒(对照); 下排为 FHM 细胞转染 FHM鄄PKR 质粒

Fig. 5 The subcellular localization of PKR
FHM cells were transfected with FHM鄄N3 (Upper row) and FHM鄄PKR (Lower row)

3 讨 论

PKＲ 蛋白对细胞生理变化可作出迅速反应，通过调控多条信号转导通路而影响细胞的多种生理活

动，如控制细胞增殖、促进细胞凋亡等［7 － 8］。石斑鱼 PKＲ 基因全长为 2 151 bp，其中 OＲF 区为 1 863 bp，

编码 621 个氨基酸，蛋白的相对分子质量为 7 0157． 15，PI 为 5． 72。
本研究经分离纯化得到了斜带石斑鱼 PKＲ 基因的原核重组表达蛋白，并以此制备了鼠抗 PKＲ 多克

隆抗体，为以后进一步研究 PKＲ 的功能奠定了基础。对斜带石斑鱼 PKＲ 组织分布研究结果表明，所采集

的 11 种斜带石斑鱼组织中均有 PKＲ 的表达，其中肠道中 PKＲ 基因的表达量最高，表明 PKＲ 在斜带石斑

鱼体内是普遍表达广泛分布的蛋白。另外，PKＲ 蛋白在石斑鱼免疫器官中的表达量较高而在肌肉中表达

较少，推测该蛋白很可能参与了机体的免疫反应［8，11］。对 PKＲ 进行亚细胞定位表明，PKＲ 在细胞核和细

胞质中均有分布，但以细胞质中分布为主，推测斜带石斑鱼 PKＲ 与其他物种的 PKＲ 一样，也参与了细胞

内多种生理功能，且在多种组织中可发挥翻译的调控作用［7 － 8］。笔者通过克隆表达分析了石斑鱼的 PKＲ
基因，为研究 PKＲ 调控功能的分子机理以及石斑鱼相关免疫机理奠定了良好基础。
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Molecular Cloning，Expression and Subcellular Localization
of PKＲ from Epinephelus coioides

GAO Pin1，WEI Jingguang2，3，XU Meng1，CHEN Xiuli2，3，QIN Qiwei2，3，ZHOU Yongcan1

( 1． College of Marine Sciences，Hainan University / Hainan Key Laboratory of Tropical Aquatic Biotechnology，Haikou，Hainan 570228，China;

2． Key Laboratory of Marine Bio-resources Sustainable Utilization，South China Sea Institute of Oceanology，Chinese Academy of Sciences，

Guangzhou 510301; 3． Guangdong Key Laboratory of Applied Marine Biology，South China Sea Institute of Oceanology，Chinese Academy

of Sciences，Guangzhou，Guangdong 510301，China)

Abstract: The full length cDNA of PKＲ gene was cloned from the liver of grouper，Epinephelus coioides，which
is 2 151 bp，including 1 863 bp OＲF area，encoding 621 amino acids． Its protein molecular weight is 70 157．
15 Daltons and PI is 5． 72． BLAST comparison on the NCBI web site found that the PKＲ of the grouper was
highly homologous to that of other species． By constructing prokaryotic expression vector PKＲ-pET-32a，the fu-
sion protein of PKＲ was obtained and purified． The mouse antiserum of PKＲ was also prepared． Ｒeal-time PCＲ
analysis indicates that the PKＲ gene is expressed in all tissues of the grouper，most highly in the intestine and
then in the head kidney． Subcellular localization of PKＲ showed that PKＲ was distributed in both nucleus and
cytoplasm，but mainly in the cytoplasm．
Keywords: Epinephelus coioides; molecular cloning; subcellular localization; PKＲ
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