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　　细胞色素 P450(CytochromeP450, 简称 CYP)是生物体

内广泛存在的一类重要的代谢酶 ,它参与包括内源性物质和

多种外源性物质(包括药物)在内的各类物质的代谢和转化。

其中以 P450酶系作为毒物毒性的生物学标志物(Biomarker)

已广泛应用于毒理学研究中。细胞色素 P4501A1是一种微

粒体加单氧酶 , 催化多种异生物质(如 PAHs、PCBs等)进行

I相反应的生物转化 [ 1] 。 对哺乳动物和鱼体内的细胞色素

P4501A1的研究结果都证实其是由异生物质键联芳烃受体

(Ahreceptor)诱导的 , 且两者的性状和可诱导性都非常相

似 [ 2] 。这种响应机理是细胞色素 P4501A1成为有机污染的

生物标志物的根据。所以细胞色素 P450酶系的诱导已被提

出作为评价环境污染状况的最灵敏的生物学指标之一。

阿部鲻 Mugilogobiusabei属鲈形目 鱼科 , 是我

国常见的河口鱼类 , 栖息于河口咸淡水交界水域及近海岸浅

水滩涂处。阿部鲻 是底栖穴居鱼类 , 有领域感 , 生活于

沉积相间隙水环境 , 是沉积相污染检测的理想生物。作为广

布种 , 日本中南部 、韩国 、我国东南部沿海到越南都有分

布 [ 3] 。 M.abei作为指示生物有较广的应用范围。本实验通

过对阿部鲻 的 P450酶系(P4501A1)蛋白的基因克隆 ,

为下一步研究 P4501A1对环境污染物的暴露诱导响应的研

究奠定基础。

1　材料与方法
1.1　材料　实验动物为野外河口区采集的成年阿部鲻

, 在实验室内培养两周。 实验时一次腹腔注射 β-萘黄酮

(βNF), 注射剂量 5mg/kg鱼体重 , 暴露一周后提取肝脏

总 RNA。

1.1.1　菌株与质粒　大肠杆菌 DH5α,由中国水产科学院珠

江水产所提供 。pGEM-TEasyVectorSystem为 Promega公司

产品。

1.1.2　试剂盒与试剂　RT-PCR试剂盒和普通凝胶纯化回

收试剂盒为宝生物工程(大连)有限公司产品;限制性内切

酶 、RNA抽提试剂盒 、TaqDNA聚合酶 、DNA分子 Marker、琼

脂糖等相关试剂购自华美生物工程公司 、Promega公司 、宝生

物工程(大连)有限公司等;β -NF、低溶点琼脂糖为 Sigma公

司产品;其他试剂为国产分析纯试剂。

1.1.3　引物合成与合成　根据 GenBank已登录的虹鳟(On-

corhynchusmykiss)、斑马鱼 (Daniorerio)、大西洋鳕(Salmo

salar)、青鳉(Oryziaslatipes)、底鳉(Fundulusheteroclitus)等鱼

类 P4501A1序列 , 设计合成下列引物:Pc1:5′gTVATCTgTg-

gVATgTgCTTC 3′;Pc2:5′gCCACTgRTTgATgAAgACRCAggTgT

3′引物用去离子双蒸水(ddH
2
O)溶解至 20μmol/L, -20℃

保存备用。

1.2　方法

1.2.1　肝脏总 RNA的提取　按照 SVTotalRNAIsolation

System方法提取阿部鲻 肝脏总 RNA, 然后取 3μL总

RNA样品用变性琼脂糖凝胶电泳溴化乙锭染色显示 28S

rRNA和 18SrRNA, 检测 RNA的完整性。

1.2.2　CYP1A1中间片段基因克隆　按照试剂盒 TaKaRa
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RNALAPCRTM Kit(AMV)Ver.1.1方法 , 以阿部鲻 肝

脏总 RNA为模板 ,合成 cDNA第一链:反应体系为 20μL其

中含 RNaseFreedH
2
O 4.5μL、 10 ×RNAPCRBuffer2μL、

MgCl2(25mmol/L)4μL、dNTP(10mmol/Leach)2μL、RNase

Inhibitor(40U/μL)0.5μL、ReverseTranscriptase(5U/μL)

1μL、OligodT-AdaptorPrimer(20μmol/L)1μL、阿部鲻

肝脏总 RNA5μL。反转录反应条件为:46℃ 30min, 97℃

5min, 5℃ 5min。 PCR扩增以 cDNA第一链为模板 , 用 Pc1 、

Pc2两个引物进行 PCR扩增:50μL体系包含 ddH2O

31.75μL、 10 ×LAPCRTM BufferⅡ (Mg2+ free)4μL、MgCl2
(25mmol/L) 3μL、TaKaRaLATaq0.25μL、上游引物 Pc1
0.5μL、下游引物 Pc

2
0.5μL、反转录液 10μL。 PCR扩增反应

条件:94℃预变性 4min;然后进行 30个循环反应 , 其温度循

环条件为:94℃变性 30s, 54℃退火 30s, 72℃延伸 2min;循环

结束后 72℃再延伸 7min。 PCR产物应用 1%的低熔点琼脂

糖凝胶电泳检测 , 紫外灯下将观察到的目的条带切下 , 直接

纯化;应用 T4DNA连接酶和 pGEM-T, 将纯化好的 PCR产物

连接进 pGEM-T, 将重组质粒转化 E.coli菌株(DH5α), 转化

好的 DH5α菌株涂布于含有 X-gal/IPTG的 LB平板 ,进行蓝

白斑筛选。目的质粒经 PCR鉴定后进行测序。

1.2.3　3′RACE　根据已测出的 P450 1A1核心片段 cDNA

序列设 计并合成 引物 Pcs1: 5′GGACAAGACAGATTTC-

CTCGCT3′;Pcs2:5′TGCGGCACTCGTCATTCC 3′;Pcs3:5′

CTCTCTGTCATTGTGATCATAGCGCC3′。

3′RACE根据试剂盒的操作流程进行 ,用 5μL总 RNA以

OligodTadaptorprimer[ 5′AAGCAGTGGTATCAACGCAGAG-

TACGC(T)16 3′]为引物 , 用 AMV根据其使用说明进行 RT

反应 , 然后用 RT反应体系的 10% (v/v), 以 Adaptorprimer

(5′AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGC 3′)和 Pcs
1
为引

物进行PCR,退火温度为 60℃ , 其他 PCR反应条件同上。扩

增液稀释 5倍 , 取 2μL作为模板 , Adaptorprimer和 Pcs2作为

引物进行 PCR反应 , 退火温度为 58℃, 其他同上 。扩增产物

用 1.0%的琼脂糖凝胶电泳分离 、回收 、克隆和测序。

1.2.4　5′RACE　原理参照文献 [ 4] , 用 5μL总 RNA, 以

Pcs1为引物 , 用 AMV根据使用说明进行 RT反应 , 然后加

RNaseH分解 mRNA;用试剂盒回收 cDNA, 去除多余的

dNTP、引物等;再用 T酶在 cDNA3′端加 poly(A),用试剂盒

回收加了 poly(A)尾的 cDNA。以此为模板 , 用 Pcs2及 Oligo

dTadaptorprimer(同 3′)为引物进行 PCR,退火温度为 54℃,

反应体系组成 、条件同 3′RACE;PCR扩增液用胶回收试剂盒

回收 , 再以此回收液为模板 , 用 Pcs3及 AP为引物 , 进行 PCR

反应 , 退火温度为 60℃, 反应体系组成及条件同上。产物用

1.0%的琼脂糖凝胶电泳分离 、回收 、克隆和测序。

1.2.5　PCR产物的克隆和鉴定　在 T4 DNA连接酶的作用

下 , 将纯化的 DNA片段按 3∶1物质的量比值与 PGEM-Tvec-

tor进行连接反应。连接产物转化 E.coilDH5α感受态细胞 ,

在含有 100μg/mL的氨苄青霉素以及IPTG和 X-Gal的 LB平

板上筛选重组子 , 筛选出的阳性克隆进行双酶切和 PCR鉴

定 , 以确定质粒是否插入了目的片段。

1.2.6　序列测定及分析序列　测定由上海申能博彩生物技

术有限公司完成。所得序列拼接 、校正后用 DNAstar、BLAST

(http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)、 ClustalW、

PAUP4.0等软件分析。

1.2.7　克隆片段的生物信息学分析　以克隆并测序得到的

基因编码的氨基酸序列作为原始数据 , 选择生物学软件或网

络服务器 , 有针对性地进行分析。对该基因编码的蛋白质结

构特点 、理化性质等按照 http://www.expasy.org、http://

www.ch.embnet.org、DNAStar及 NCBI上提供的核酸 、蛋白质

在线分析工具进行。氨基酸组成分析利用 DNAstar的 EDIT-

SEQ工具 , 信号肽预测利用 signalP分析工具 ,跨膜结构分析

利用 TMPRED, 蛋白质的亲硫水性分析利用 DNAstar的 Pro-

tean工具 , 基序分析利用 PROSITE工具 ,功能结构域分析利

用 NCBICD-Searchservice工具 , 二级结构预测利用 SOPMA

分析工具 [ 5, 6] 。

2　结果
2.1　阿部鲻 P450 1A1基因的分离

应用 Pc1和 Pc2进行引物 PCR扩增 ,电泳结果显示 , 在约

650bp处有一明显的目的带 , 与预期的 P450 1A1 cDNA核心

片段大小相符(图 1);T载克隆成功以后 ,挑选一个阳性克隆

用 EcoRⅠ进行酶切检测 ,确定插入片段大小正确 ,将该重组

T载体质粒进行序列测定;测序结果显示:阿部鲻 P450

1A1核心片段大小为 649bp, BLAST比对结果表明该序列与

舌齿鲈 P450 1A相同性高达 88%,是预期的 P450 1A1 cDNA

序列;根据所得序列设计合成引物 Pcs1 、Pcs2和 Pcs3 , 用肝脏

总 RNA进行 3′RACE,获得 1100bp左右的 DNA条带 ,经插入

质粒 , 酶切鉴定 , 送测序 , 结果得到 1185bp的序列。 按照 5′

RACE实验程序 , 结果获得 650 bp左右的特异条带 , 克隆后

酶切鉴定 , 送测序 ,序列为 636bp。把上述序列拼接得到阿部

鲻 P450 1A1全序列(图 2),该 cDNA总长 1943bp, 其中

阅读框 1552 bp, 编码 516个氨基酸 , 估算的蛋白质分子量为

58.71kD, 3′非翻译区 411 bp。

图 1　阿部鲻 P450 1A1扩增结果
Fig.1　MugilogobiusabeiP450 1A1PCRproduct

A.RT-PCR;B. 5′端半巢式 PCR扩增结果 Semi-nestedPCR

　　　　　 product;M.200bpDNAladderMarker
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图 4　阿部鲻 P450 1A1与其他动物的 P4501A1氨基酸序列比较
Fig.4　AlignmentofP450 1A1 aminoacidsequence

“一 ”表示此位置缺失氨基酸.各种动物 P450 1A1的 GenBank登录号分别为:金鮻 gi:6225202、刺泥鲽 gi:6225201、豹蟾鱼 gi:3913314、狼
　　　 鲈gi:5921905、鸬鹚 gi:93277049、家猫 gi:75070279、环海豹 gi:84468688、虹鳟 gi:19924296、鲫 gi:99029236

TheGenBankaccessionnumbersofthesequencesusedinthefigurewereasfollow:Lizaauratagi:6225202, limandagi:6225201, Opsanustaugi:
3913314, Dicentrarchuslabraxgi:5921905, Phalacrocoraxcarbogi:93277049, Feliscatusgi:75070279, Macacamulattagi:55976408, Canislupusfa-
miliarisgi:3913305, Balaenopteraacutorostratagi:93204566, Stenotomuschrysopsgi:3913316, Oncorhynchusmykissgi:19924296, Carassiusauratus

gi:99029236
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2.2　同源性比较

阿部鲻 P450 1A1基因的氨基酸序列经 BLAST(ht-

tp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)分析 , 发现与其他

生物的阿部鲻 P450 1A1基因具有较高的同源性。利用

VectorNTI软件包将阿部鲻 P450 1A1基因 cDNA序列推

导的氨基酸序列与其他物种 P450 1A1的氨基酸进行多序列

比较 ,并构建系统进化树(图 3、图 4)。 BLAST结果显示 , 阿部

鲻 P450 1A1与刺泥鲽 P450 1A1同源性最高 ,达 91.6%;与

其他鱼类 P450 1A1的同源性都较高,大于 70%;与人、鸟类和小

鼠等哺乳类动物的 P450 1A1同源性略低 ,均为 60%左右。

2.3　生物信息学分析

以 DNAstar软件对阿部鲻 P4501A1基因编码氨基

酸序列的基本特征进行分析 ,结果显示其编码蛋白分子量为

58.71kD,等电点(PI)6.34, 氨基酸组成中带正电荷氨基酸

(K, R)55个 ,占 10.66%, 带负电荷氨基酸(D, E)62个 , 占

12.02%,整个蛋白带正电荷 , 疏水性氨基酸(A, I, L, F,

W, V)184个 , 占 35.66% ,极性氨基酸(N, C, Q, S, T, Y)

133个 , 占 25.78%。

亲疏水性分析结果(图 5)显示:P450 1A1蛋白在第

30— 40、 55— 80、 90— 190、 200— 220、 240— 310、 340— 370、

390— 450区域和 480— 516区域为亲水性区域 , 余下的氨基

酸为疏水性的。可见 ,亲水性残基所占比例远远大于疏水性

残基 ,因此推测该蛋白是亲水性的。

　　用 signalP对阿部鲻 P450 1A1氨基酸序列进行信号

肽分析可知(图 6), 阿部鲻 P450 1A1在第 1— 29区间

的氨基酸残基存在多个信号肽酶切位点 ,得分为 0.824, 最可

能的分割位点在 28— 29(LIL-QY)。这说明该蛋白存在信号

肽酶切位点 , 有信号肽 , 是一种分泌蛋白。 从而可以推测阿

部鲻 P4501A1在细胞质中合成 ,可以被转移到细胞质外

作用于外源性物质。

经过 NCBICD-Searchservice和 ScanProsite蛋白位点和

序列模式分析表明 , 阿部鲻 P450 1A1编码蛋白可能含 1

个半胱氨酸亚铁血红素配合基结合域 , 位于第 456— 465个

氨基酸残基 , 由 FGLGKRRCIG组成 , 半胱氨酸亚铁血红素配

合基结合域使 P450 1A1能与膜结合的蛋白 , 使其能够结合

在内质网和线粒体内膜上。

用 TMpred对 P450 1A1跨膜性质进行预测 ,显示有四个

跨膜区(图 7), 316— 338是很强的由内向外的跨膜转运区 ,

1— 30、 188— 206和 464— 484为优先的由外向内跨膜转运



4期 程　章等:阿部鲻 P450 1A1克隆与分析 787　　

区。用 SOPMA对 P450 1A1蛋白二级结构预测结果(图 8)

所示 , α螺旋(Alphahelix, 230个 AA)44.57%,延伸主链(Ex-

tendedstrand, 56个 AA)10.85%, β 转角 (Betaturn, 21个

AA)4.07%, 随即卷曲(Randomcoil, 209个 AA)40.50%, 可

知阿部鲻 P450 1A1基因编码的蛋白主要以无规卷曲和

α螺旋为主 , 间或有 β 转角。

图 7　阿部鲻 P450 1A1基因氨基酸跨膜区段的预测

Fig.7　PredictionofthetransmemebraneaminoacidsegmentofMugilogobiusabei

图 8　阿部鲻 P450 1A1蛋白二级结构预测

Fig.8　PredictiononsecondarystructureofP450 1A1

α螺旋:230 (44.57%);延伸 主链:56 (10.85%);β 转角:

21(4.07%);随机卷曲:209(40.50%);数字代表氨基酸的数量

Alphahelix (h): 230 (44.57%); Extended strand (e):

56(10.85%); Beta turn (t): 21 (4.07%); Randomcoil:

209(40.50%);Numbersofaminoacidsarerepresentedbynumber

3　讨　论
P450 1A1基因在真菌 、细菌 、植物 、脊椎动物以及鱼类

上是高度保守的 [ 7] 。本研究以 P450 1A1为研究对象 ,采用

RACE法及嵌套 PCR法 , 首次对阿部鲻 P450 1A1基因

进行分离与克隆 , 获得了阿部鲻 P450 1A1基因的 cDNA

全序列 ,并对该基因编码的氨基酸序列进行同源性和系统进

化分析。所克隆序列包含亚铁血红素结合区 、酶功能所需的

精氨酸密码子等 CYP1A分子主要特征和功能域;编码由

516个氨基酸残基组成的蛋白质 , 通常认为 , 蛋白质的空间

结构及其功能较核酸一级序列具有更大的保守性 , 因此一般

来讲 ,如果蛋白质序列间的相似性大于 30%, 它们很可能是

同源的 [ 8] 。通过蛋白质同源性检索发现 , 阿部鲻 P450

1A1与进化地位不同的其他各类动物的 P450 1A1基因编码

的氨基酸序列存在高度的同源性 , 表明该基因在进化上是高

度保守的 ,保守位点的存在对于其功能的维持可能起着至关

重要的作用。

鱼类 P450 1A1已作为有效的 POPs污染生物标志物应

用于环境监测中。研究表明 , 哺乳类和鱼类 P450 1A1酶活

性对环境污染物的暴露有较敏感的响应 , 但酶活性容易受到

各种因素的影响 ,而抗原性受蛋白变性的影响较小 , 相比较

而言 ,蛋白定量检测方法在应用上有更好的稳定性 , 且操作

简单 ,成本也相对较低。但是蛋白定量检测方法的建立需要

特异性抗体 ,而目前针对鱼类 P450 1A的特异性抗体只有虹

鳟 、鲤鱼等几种 , 由于不同鱼类 P450 1A有所差异 , 制备阿部

鲻 P450 1A1的特异性抗体对于阿部鲻 的环境应用

意义重大 [ 9] 。阿部鲻 体型小 , 直接从组织中分离提纯
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P450 1A1蛋白较为困难。通过原核表达目标蛋白 , 再制备

特异性抗体对于阿部鲻 更为可行。 P450 1A1基因的获

得是蛋白定量检测方法建立的重要上游工作。与其他已采

用的鱼类材料相比 , 阿部鲻 在应用上有其特点和优点:

它是我国常见的河口鱼类 , 栖息于河口咸淡水交界水域及近

海岸浅水滩涂处。其栖息环境与人类生活环境密切相关 , 受

人类活动扰动较大 , 对多种污染物有较强的敏感性 , 而阿部

鲻 P450 1A1基因的获得 ,为下游利用 P450 1A1在不同

水平上的响应检测提供了基础。
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