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半滑舌鳎AKT-ineracting protein基因的克隆及免疫应答表达分析
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摘要: 研究克隆了半滑舌鳎Cynoglossus semilaevis膜蛋白AKT-interacting protein (AKTIP)基因, 研究了其在健

康组织中的表达模式、鳗弧菌(Vibrio anguillarum)感染后免疫组织和不同病原物刺激外周血淋巴细胞中的表

达特征。通过常规克隆和RACE技术,  获得的半滑舌鳎AKTIP基因全长cDNA序列为1224  bp,  其中包括5′-
UTR为116 bp, 3′-UTR为117 bp和完整的ORF序列891 bp, 编码296个氨基酸, 预测蛋白质的等电点(PI)为9.12,
分子量是33.74 kD; 同源比对发现半滑舌鳎AKTIP的氨基酸序列在不同物种之间具有较高的保守性; 荧光实

时定量PCR (qRT-PCR)检测到半滑舌鳎各个组织中均有AKTIP基因的表达, 在卵巢中表达量最高; 鳗弧菌感染

半滑舌鳎后, AKTIP基因在肝、鳃、血液、肠、头肾和脾中均上调表达; 病原模拟物PGN、LPS、poly I:C和
WGP刺激半滑舌鳎外周血淋巴细胞均诱导AKTIP基因下调表达。研究表明半滑舌鳎AKTIP基因参与了机体

免疫反应, 为给半滑舌鳎免疫防御技术的研究提供理论依据。
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AKT-interacting protien (AKTIP), 又称蛋白激

酶B相互作用蛋白 ,  是PI3K(磷酸肌醇3-激酶 ) /
PDK1(3-磷酸肌醇依赖性蛋白激酶)/ Akt信号通路

中第一个被发现的支架蛋白
[1, 2], 参与PI3K/PDK1/

Akt信号通路的调控 ,  是介导Akt与其上游激酶

PDK1相互作用的桥梁
[3, 4], 在动物细胞信号转导中

具有重要的作用, 并参与许多生物学过程, 如胚胎

发育、细胞的增殖、分化、凋亡、免疫防御等
[5]
。

有文献报道AKTIP也可以通过活化NF-kB 参与免

疫调节
[6]
。到目前为止, 仅有数篇关于AKTIP的研

究文献, 大多集中在哺乳动物和人中, 但对AKTIP

免疫方面的研究还不透彻, 在鱼类中至今没有关于

AKTIP的任何报道。

半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)是我国重要

的海水养殖鱼类, 病害问题特别是弧菌病对半滑舌

鳎养殖业造成严重的经济损失
[7]
。对半滑舌鳎免疫

机制的研究有助于病害问题的解决。本研究拟对

AKTIP基因的鉴定、表达及在免疫反应中的应答

模式进行分析, 以期为半滑舌鳎病害防御提供理论

参考依据。

1    材料与方法

1.1    实验材料

半滑舌鳎购自日照东鑫现代渔业技术研究所,
鱼为1.5龄左右, 平均体重220 g, 平均体长30.6 cm。

实验前将鱼在24℃水箱中暂养7d, 消除环境胁迫。

鳗弧菌(Vibrio anguillarum)由本实验室保存, 外周

血淋巴细胞由本实验室分离获得。

1.2    样品采集

取3条健康半滑舌鳎进行健康组织收集, 分别

采集后肾、脑、胃、脾、头肾、心脏、鳃、血、

肌肉、皮肤、肝、肠、卵巢13种组织, 立即投入液
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氮中冷冻, 然后转移至–80℃分别保存, 以备RNA提

取。

鳗弧菌感染方法参照Sha等[8]
略作修改: 设实验

组和对照组, 实验组用3.18×105 CFU/g (半致死剂

量, LD50) 对半滑舌鳎进行腹腔注射, 对照组参照实

验组注射与体重相应剂量的PBS注射。在注射后

0、6h、12h、24h、48h和72h各取3尾鱼, 取鳃、

肝、肠、头肾、脾、血液6种免疫组织, 并立即投

入液氮中, 随后将其转移至–80℃冰箱中分别保存,
用于提取总RNA。

分别用病原模拟物脂多糖 (LPS)、肽聚糖

(PGN)、多聚胞甘酸(poly I:C)和葡聚糖(WGP)刺激

6孔细胞培养板中接种的半滑舌鳎外周血淋巴细胞,
使终浓度分别为50、100、50和50 µg/mL, PBS组
设为对照组, 每个实验重复3次。感染30min后收集

细胞悬液, 1000 r/min离心5min去除包含感染源的

培养基, 用Hank’s缓冲液反复洗涤细胞, 继续用新

鲜DMEM培养基重悬细胞进行培养。分别收集感

染0、2h、6h、12h和24h后的淋巴细胞到相应的离

心管中。离心后倒掉培养基并加入1 mL Trizol试
剂(Invitrogen, 美国), 然后储存在–80℃冰箱中, 以
备提取总RNA。

1.3    总RNA提取及cDNA的合成

使用试剂盒(Tiangen, 中国)提取半滑舌鳎不同

组织样本的总RNA。提取方法参照试剂盒说明

书。体外培养的外周血淋巴细胞RNA提取采用

Trizol试剂提取。总RNA使用Agilent 2100生物分

析仪(Applied Biosystems, 美国)检测其质量和浓度,
RNA的完整性用琼脂糖凝胶电泳法检测。按照

PrimeScriptTM RT reagent Kit (Perfect Real Time)
(TaKaRa, 大连) 试剂盒合成cDNA, –20℃保存备

用。

1.4    半滑舌鳎AKTIP基因cDNA序列的获得

通过对半滑舌鳎转录组和基因组数据进行生

物信息学分析, 筛选了AKTIP基因部分cDNA序列,
并对该序列设计了两对特异性引物P1、P2和P3、
P4 (表 1), 以半滑舌鳎总cDNA为模板, 进行PCR扩
增, 扩增产物用1%的琼脂糖凝胶电泳检测, 纯化连

接转化后, 对产生的阳性克隆进行测序。在克隆获

得的序列3ʹ端设计RACE (Rapid-Amplification of
cDNA Ends)引物P5 (表1)和巢式特异性引物P6 (表
1), 使用Clontech公司的SMARTTerTM RACE cDNA
Amplification Kit 试剂盒获得该基因的3ʹ端序列, 将
克隆的序列进行拼接获得AKTIP基因的cDNA全长

序列。

1.5    生物信息学分析

对克隆获得的cDNA进行BLASTX (http:/ /
www.ncbi.nlm.nih.gov) 比对, 利用ORF Finder软件

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) 预测该

基因的ORF, 利用Expasy软件(http://www.expasy.
org/) 预测其氨基酸序列, 蛋白的理化特性预测使用

Protparam (http://au.expasy.org/tools/protparam.
html), 采用Clustal X软件对不同物种AKTIP 基因推

导的氨基酸序列进行多序列比对分析, 利用MEGA
5.1构建进化树。

1.6    半滑舌鳎AKTIP基因实时定量分析

采用实时定量PCR方法检测AKTIP基因的表达

特征。基于AKTIP保守区设计定量特异引物P7、
P8 (表 1), 用半滑舌鳎18S rRNA基因作为内参(表
1)。在ABI PRISM 7500实时定量扩增仪上进行

PCR反应, 每个样品设置3个生物学重复。健康组

织中是相对肝组织做的相对定量分析 ,  采用

2–△△Ct
法计算, Ct值取3个平行的平均值。使用SPSS

17.0软件对实时定量PCR检测结果的数据进行单因

表 1     PCR扩增所用的特异性引物

Tab. 1     Specific primers used in this study

引物Primer 序列Sequence (5ʹ-3ʹ) 用途Usage
P1 AAACGCACCTGTGCTAAAA 克隆AKTIP基因

P2 CTCTGAGGAGAAGTGTCGTC 克隆AKTIP基因

P3 ATCTGGCAAGTCCTAATGTATG 克隆AKTIP基因

P4 GTGAAGTTCTCCCAAAAATG 克隆AKTIP基因

P5 TTGACATCCCAGTCTTCCATCCTCT RACE引物

P6 CAAGATAGACGATCCCTACGCAATA RACE引物

P7 TCCCTACGCAATAAGTTTCTCCCCA 定量引物

P8 GTCTCTTGTGTGTGAACATTCTCTC 定量引物

Cs18s-F GGTCTGTGATGCCCTTAGATGTC 内参

Cs18s-R AGTGGGGTTCAGCGGGTTAC 内参

468 水   生   生   物   学   报 40 卷



素方差分析和Duncan多重比较统计分析, P<0.05为
显著差异。

2    结果

2.1    半滑舌鳎AKTIP基因克隆及其序列特征

半滑舌鳎AKTIP基因经过几轮PCR扩增获得,
将两对特异性引物P1、P2和P3、P4扩增克隆出的

两段序列和RACE获得的序列经过拼接 ,  获得

AKTIP基因完整的cDNA序列, 全长为1224 bp, 其中

包含5ʹ-UTR为116 bp, 3ʹ-UTR为117 bp和完整的开

放阅读框(ORF)序列891 bp, GC含量是47.7%, 共编

码296个氨基酸。预测的AKTIP蛋白质等电点

(PI)为9.12, 分子量是33.74 kD。

2.2    半滑舌鳎AKTIP系统进化分析

通过BLAST比对, 发现半滑舌鳎AKTIP氨基

酸序列与大西洋鲑(Salmo salar) (NP_00113339
4.1)、斑马鱼(Danio rerio) (NP_956399.1)、非洲爪

蟾(Xenopus laevis) (NP_001086693.1)、红原鸡

(Gal lus  gal lus )  (NP_001005838.1)、美洲鹫

(Cathartes aura) (KFP53204.1)、大鼠(Rattus

norveg icus )  (NP_001011926 .1 )、小鼠 (Mus

musculus) (NP_00 1289197.1)、恒河猴(Macaca

mulat ta )  (AFJ71 159.1)、人 (Homo sapiens )
(NP_001012398.1)的 AKTIP氨基酸序列相似性分

别为8 9 %、8 8 %、7 7 %、7 7 %、7 7 %、7 6 %、

76%、76%和75%。利用MEGA5.1软件对上述各个

物种的AKTIP氨基酸序列进行比对构建了系统进

化树(图 1)。结果表明, AKTIP被分为两个大的分

支, 半滑舌鳎与大西洋鲑(NP_001133394.1)、斑马

鱼(NP_956399.1) AKTIP聚为一支, 两栖类非洲爪

蟾(NP_001086693.1)与红原鸡(NP_001005838.1)、
大鼠(NP_0010 11926.1)和人(NP_001012398.1)等的

AKTIP聚为一支, 但哺乳动物、鸟类和两栖类又按

亲缘关系远近都聚成相应的亚类。

2.3    AKTIP基因在半滑舌鳎健康组织表达特异性

分析

采用实时定量PCR方法分析了AKTIP基因在半

滑舌鳎不同健康组织中的表达特征(图 2)。结果显

示: AKTIP基因在健康半滑舌鳎的后肾、脑、胃、

脾、头肾、心脏、鳃、血、肌肉、皮肤、肝、

肠、卵巢组织中均有表达 ,  表达量由低到高 ,
AKTIP的相对表达量在卵巢组织(17.01)中最高, 其
次是肠(1.24)和肝(1.02), 在后肾和脑中的表达量低

(后肾0.21、脑0.24)。AKTIP在不同组织中表达存

在组织差异性。

2.4    AKTIP在半滑舌鳎感染鳗弧菌后免疫组织中

的表达特征

鳗弧菌感染半滑舌鳎后可诱导AKTIP在免疫

组织中的表达变化, 在PBS对照组和感染组感染

0、6h、12h、24h、48h、72h后, AKTIP在肝脏、

肠、头肾、脾脏、血液和鳃6种组织中的表达水平

如图 3所示。AKTIP在肠中的表达量为6h最低, 随
后迅速升高, 48h是0的1.5倍, 总体趋势为先降低又

升高再降低; 在脾中表达峰值出现在鳗弧菌感染后

48h, 是初始表达量的1.77倍, 其总体表达趋势为随

着感染时间表达量先降低又升高随后下降; 在鳃中

的表达变化是6h降到最低, 然后一直升高, 72h达到

最高, 其表达量是初始值的2.77倍; 在血中表达量

是随着感染时间表达量表现为先下降后升高, 在
24h出现最高值, 是0表达量的1.3倍, 然后又降低;
在头肾中也是随着感染时间延长表达量先降低后

升高, 12h表达极低然后迅速升高, 在24h出现峰值

后又降低 ,  24h表达量是初始值的2.24倍 ;  肝中

图 1     AKTIP基因家族氨基酸序列的系统进化树

Fig. 1     PhyIogenetic analysis of the AKTIP gene family
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AKTIP在12h的表达量极低, 最后在72h达到峰值,
其表达量是初始表达量的5.33倍。以上数据表明,
鳗弧菌感染半滑舌鳎后, 可诱导AKTIP在肠、脾、

血、鳃、肝脏和头肾中表达上调。

2.5    AKTIP在半滑舌鳎外周血淋巴细胞中的表达

病原模拟物LPS、poly I:C、PGN、WGP分别

刺激半滑舌鳎外周血淋巴细胞后, AKTIP基因的实

时定量表达结果如图 4所示, LPS对其诱导的表达

趋势为: 先是持续下降, 在12h稍有升高, 然后再下

降, 24h的表达量是0 的0.28倍; 在PGN的诱导下表

现2h先降低, 其表达量是0的0.71倍, 然后有缓慢升

高, 但总体是下降趋势; Poly I:C的诱导表达表现为

先略有升高, 2h的表达量与0相当, 然后持续下降,
24h 的表达量是0的0.40倍; WGP的诱导表达趋势

为: 先降低, 从6h后趋于平缓, 6h的表达量是0的
0.59倍。总体上, 四种病原模拟物LPS、poly I:C、

PGN、WGP对AKTIP在半滑舌鳎淋巴细胞中的诱

导表达趋势非常相似, 都呈下调表达。

3    讨论

AKTIP是PI3K/PDK1/Akt信号通路的支架蛋

白, AKTIP可直接或通过与PDK1的相互作用间接

作用于蛋白激酶B(PKB/Akt), 通过增强Akt的磷酸

化调节Akt的活性, 从而参与PI3K/PDK1/Akt信号通

路的调控
[4], AKTIP作为Akt活性的调控蛋白, 在

PI3K/PDK1/Akt信号通路的调控中起关键性作用;
有研究表明AKTIP也参与动物的多种免疫防御过

程
[5], 通过磷酸化Akt活化IkB激酶(IKKα), 使NF-

κB从细胞质中释放出来进入细胞核内, 实现对下游

基因的调控, 从而参与调节大量关键的生理过程,
如细胞增殖

[ 9 ]
、凋亡

[ 1 0 ]
、固有免疫和适应性免

疫
[11, 12]

。可见AKTIP通过调节Akt活性参与免疫防

御等多种生物学过程。但是到目前为止, AKTIP的
确切作用机制还没有被阐明。

本研究首先克隆获得半滑舌鳎A K T I P的

cDNA全长, 并利用实时定量PCR检测AKTIP在半

滑舌鳎健康组织、感染后的各个组织和感染后淋

巴细胞中的表达谱, 以期为探讨AKTIP在半滑舌鳎

机体中的免疫机制提供理论依据。研究结果表明

AKTIP在半滑舌鳎各个健康组织中均有表达, 在卵

巢中的表达最高, 在肝和肠中的表达相对其他组织

也较高, 推测其可能在免疫调控以及免疫细胞的发

图 2     AKTIP基因在半滑舌鳎健康组织中的实时定量表达

Fig. 2     Tissue distribution of AKTIP in healthy C. semilaevis

字母“a, b”代表 SPSS 多重分析不同分组‘a, b’ indicated the Duncan grouping in SPSS; L. 肝脏 Liverl; In. 肠 Intestine; sp. 脾 Spleen; hk.
头肾 Head kidney; me. 后肾 Metanephon; g. 鳃 Gill; bl. 血 Bolld; b. 脑 Brain; s. 皮肤 Skin; m. 肌肉 Muscle; st. 胃 Stomach; h. 心脏

Heart; ov. 卵巢 Ovary

470 水   生   生   物   学   报 40 卷



育中发挥及其重要的作用。鳗弧菌感染半滑舌鳎

72h内, AKTIP在肝、肠、鳃、头肾、血和脾组织

中均出现上调表达的情况, 说明AKTIP在病原入侵

后参与了机体的免疫应答, 半滑舌鳎被鳗弧菌感染

后为了维持细胞活性, 可能大量合成AKTIP基因抵

抗细胞凋亡; 或者磷酸化Akt激活NF-κB的信号转

导途径, 参与免疫反应和炎症反应各阶段许多分子

的调控
[13], 这与Nakamura 等[14]

研究结果相一致;

LPS、PGN、poly I:C和WGP感染半滑舌鳎外周血

淋巴细胞均诱导AKTIP下调表达, 但PGN刺激后,
AKTIP基因的变化幅度不大, poly I:C和WGP刺激

引起的变化相当, LPS诱导AKTIP基因表达变化倍

数最大, 说明外周血淋巴细胞AKTIP基因对不同的

免疫替代物的免疫应答具有特异性。

AKTIP在半滑舌鳎各个组织均有表达, 病原以

及革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌和真菌等模拟物

图 3     鳗弧菌感染半滑舌鳎后AKTIP在肠、脾、血、鳃、头肾和肝脏不同免疫组织不同时间点的相对表达水平

Fig. 3     Temporal expressions of AKTIP in intestine, spleen, blood, gill, head kidney and in liver after infected with V. anguillarum

不同时间点检测到的统计学比较基于 SPSS 中的 Duncan 方法; 字母“a, b, c”代表 SPSS 多重分析不同分组, 下同 Statistical comparison
of the levels detected at different time points is carried out by Duncan method in SPSS, a, b and c suggest the Duncan grouping in SPSS, the
same applies below; Intestine. 肠; Spleen. 脾; Blood. 血; Gill. 鳃; head kidney. 头肾; Liver. 肝脏
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刺激后, 其在免疫组织和免疫细胞中均出现差异表

达, 说明AKTIP在半滑舌鳎机体免疫中具有一定的

重要作用。综上所述, AKTIP参与了病原感染半滑

舌鳎后机体免疫相关基因的调节, 本研究为探讨

AKTIP在半滑舌鳎机体内重要的免疫作用机制奠

定了理论基础。但总体来说在病原和模拟物处理

后AKTIP基因的表达变化并不是很显著 ,  推测

AKTIP基因在半滑舌鳎中只是间接参与了免疫应

答反应, 其在免疫中的作用机制有待进一步探讨研究。
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AKT-INTERACTING PROTEIN GENE CLONING AND ITS EXPRESSION
PROFILE IN RESPONSE TO PATHOGEN INFECTION IN HALF SMOOTH

TONGUE SOLE (CYNOGLOSSUS SEMILAEVIS)

SUN Lu-Ming1, 2, YU Meng-Jun1, 2, CHEN Ya-Dong2, 3, CHEN Xue-Jie2, 4,
LIU Yang1, QIU Xue-Mei1 and SHA Zhen-Xia2, 3

(1. College of Fishers and Life Sciences, Dalian Ocean University, Dalian 116023, China; 2. Key Laboratory for Sustainable

Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture, Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery

Sciences, Qingdao 266071, China; 3. Laboratory for Marine Fisheries and Aquaculture, Qingdao National Laboratory for Marine

Science and Technology, Qingdao 266200, China; 4. College of Fishers and Life Sciences, Shanghai Ocean University, Shanghai

201306, China)

Abstract:  AKT-interacting  protien  (AKTIP)  is  a  kind  of  membrane  protein,  involvimg  in  the  regulation  of
PI3K/PDK1/Akt pathway. AKTIP gene is still unknown in fish. In the present study, AKTIP gene of Cynoglossus se-

milaevis was first cloned and full length of cDNA was 1224 bp in size, including 5′-untranslated region (UTR) of 116
bp, 3′-UTR of 117 bp and a complete open reading frame (ORF) of 891 bp, encoding 296 amino acids. Theoretical iso-
electric point (PI) of predicted protein was 9.12 and molecular weight was 33.74 kD. Homologous comparison showed
that the amino acids sequence of AKTIP in C. semilaevis had a high identity with those of other species. The AKTIP

gene was expressed in all tested tissues in the health C. semilaevis and the highest expression was in the ovary. In order
to investigate the expression patterns of the AKTIP gene in immune response, the specific expression of AKTIP was
performed after Vibrio anguillarum infection and in peripheral blood lymphocytes with different pathogens stimulated.
The results showed that the expression of AKTIP gene was up-regulated in the liver, gill, blood, intestinal, head kidney
and spleen after V. anguillarum infection. While the AKTIP gene expression in peripheral blood lymphocytes was
down-regulated after PGN, LPS, WGP and poly I: C stimulation. The research revealed that AKTIP gene involved in C.

semilaevis immune response. These results provide the evidence to explore AKTIP defense mechanism and to control
C. semilaevis disease in the further study.

Key words: Cynoglossus semilaevis; AKT-interacting protein; Gene clone; Immune response; Gene expression
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