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摘要: 转铁蛋白(Transferrin, Tf)功能广泛, 不仅参与机体内铁离子的运输和代谢, 还在细胞呼吸、细胞生长

和增殖中起重要作用, 而且它具有抗菌杀菌的功能。研究从草鱼肝肾全长 cDNA文库中克隆得到草鱼转铁蛋

白基因(CtTf), 该基因全长 cDNA 5′非编码区包含 31 bp, 最大开放阅读框为 2025 bp, 编码 674个氨基酸, 3′

非编码区为 266 bp。研究使用了 Signal P、SMART等在线软件对草鱼转铁蛋白全长 cDNA的分子特征进行

预测, 结果显示 CtTf 编码的蛋白质 N-端有 1 个由 15 个氨基酸残基组成的信号肽, 第 24—334 个和第

338—665个氨基酸为 2个保守的结构域, 二者同源率为 31%。与其他物种的转铁蛋白类似, 草鱼转铁蛋白每

个结构域包含 4 个铁离子结合位点, 它们在两个结构域中的位置相对保守, 除了这 8 个铁离子结合位点外, 

还存在多个完全保守的氨基酸位点。草鱼转铁蛋白与人及其他物种有很高的同源性, 与其他鲤科鱼类的同源

性为 65%—73%; 与海洋鱼类同源性为 43%—50%; 与两栖、爬行、鸟类、哺乳类的同源性为 40%—42%。

系统进化树也显示草鱼转铁蛋白基因与斑马鱼和鲤鱼的亲缘关系最近。RT-PCR的实验结果表明, 在草鱼肝、

肠、肾、脾、心、肌肉、鳃和脑 8 种组织中, 草鱼转铁蛋白基因在肝中的表达量最高, 其次为脾和肠, 在鳃

和脑中有痕量表达。 
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转铁蛋白(Transferrin, Tf)为 70—80 kD 的蛋白
质, 包括 N-端和 C-端 2个相似的结构域, 每个结构
域都能结合一个铁离子。转铁蛋白的主要功能是将

铁离子从吸收、储存的地方运到红细胞用以合成血

红蛋白 , 或到其他需要铁的部位 , 因此 , 它是铁离
子运输和代谢过程中不可缺少的重要因子。此外 , 
转铁蛋白在细胞呼吸、能量平衡中起重要作用; 并
具有抗菌杀菌的功能 [1]; 还是细胞生长和增殖所必
须的生长因子[2,3]。因此, 转铁蛋白的功能十分广泛
而受到广泛的关注。迄今, 已鉴定和分离了人及多
种动物的转铁蛋白基因及其蛋白质, 并对铁离子结
合位点、功能机制等进行了一些研究[4—6]。近年来, 
多种鱼类转铁蛋白基因也获得了克隆[7—9]。鱼类转铁

蛋白基因全长约为 2100—2500 bp, 编码 666— 691氨
基酸。对转铁蛋白基因特征、组织差异表达、遗传多

态性及其与鱼类先天免疫的关系等的研究[10—13], 为
探索其在鱼体内特殊的生理功能、提高鱼类抗病性和

作为优良品种选育的指标等方面有重要的意义。 
cDNA文库作为获取基因全长及进行 EST分析

的基本方法之一近年已经得到广泛应用[14,15]。本文

从之前构建的草鱼肝肾 cDNA 文库中克隆草鱼转铁
蛋白基因(CtTf), 并分析其分子特征和组织表达特
性。结果表明: CtTf 与其他鱼类的有较高的同源性, 
其组织表达特征也与其他脊椎动物和鱼类的相似 , 
即在肝脏中表达量最高, 在脾、肠、鳃和脑中也能
检测到不同程度的表达。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
草鱼肝肾 cDNA 文库(载体为 pBluescript SK, Ⅱ
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宿主菌为 DH5α)由上海联合基因公司构建。草鱼由
江西省水产科学研究所提供, 体重约 5—10 g。于流
水实验槽中暂养一周。 

UNIQ-10 柱式 Trizol 总 RNA 抽提试剂盒(上海
生工)提取草鱼肝、肠、肾、脾、心、肌肉、鳃、脑
8 种组织的总 RNA。M-MLV 反转录酶(宝生物有限
公司)反转录得到 cDNA。 

1.2  方法 
草鱼转铁蛋白基因的克隆    用 pBluescriptⅡ 

SK载体的通用引物在草鱼肝肾 cDNA文库中, 获得 1
个＞2000 bp 的克隆。经测序为草鱼转铁蛋白全长
cDNA (EU790874)。 

草鱼转铁蛋白的分子特征     使用 ORF 
finder、Signal P、SMART等在线软件对草鱼转铁蛋
白全长 cDNA 的开放阅读框、信号肽、保守结构域
等进行推译和预测, 初步确定其性质和相关信息。 

转铁蛋白系统进化和同源性分析     在
GenBank中检索转铁蛋白, 经查对文献确认, 下载氨
基酸序列和核苷酸序列。氨基酸序列经 Clustal W软
件 (http:www.ebi.ac.uk/clustalw/)排序比对分析同源
性。再经 EMBOSS win 软件(http://emboss. source-
forge.net)的 tranalign 程序转换成相应的核苷酸序列
排布。然后用 PHYLIPY (http://evolution.Genetics. 
Washington. edu/phylip. html)软件包采用邻接法(NJ)
构建进化树, 自展重复设为 1000次。 

草鱼转铁蛋白基因的组织表达    根据草鱼转
铁蛋白基因序列设计特异性引物 (Tf-upper 和
Tf-lower)。其中 Tf-upper (5′-GCCTTC  CAGTGCT- 
TGAAAAGTG-3′), Tf-lower(5′-TTCGG GTAGAGG- 
AAGGAGTCTG-3′), 扩增目的片段长度为 338 bp。
β-actin 为内参。使用凝胶定量软件 Quantity one 分
析条带的光密度, 绘制柱形图显示草鱼转铁蛋白基
因在不同组织中的相对表达量。 

反应体系为 25 μL: 水 19.25 μL, 10×PCR反应
缓冲液 2.5 μL, 2.5 mmol/L dNTP 1 μL, 10 μmol/mL 
引物各 0.5 μL, cDNA 1 μL, Taq酶 1.25U。PCR反应
条件: 预变性 94℃ 5min; 变性 94℃ 30s, 退火 60  ℃

30s, 延伸 72℃ 30s, 28个循环; 延伸 72  10min℃ 。 

2  结  果 

2.1  草鱼转铁蛋白基因的克隆 
在草鱼肝肾 cDNA文库中编号为 YG003B01的

克隆其分子量>2 kb, 经测序为 CtTf(图 1)。 
 

 
 

图 1  CtTf的克隆 
Fig.1  Clone of grass carp transferrin gene 

M. DL2000; Tf. 草鱼转铁蛋白基因 
M. DL2000; Tf. transferrin gene of grass carp 

 

2.2  草鱼转铁蛋白分子特征及其同源性分析 
CtTf全长为 2322 bp, 其中 2284 bp处为加尾信

号(AATAAA), 3′端有 18 bp的 poly(A)尾巴, ORF位
于 32—2056 bp处, 编码 674个氨基酸(EU790874)。 

草鱼转铁蛋白 N-端有 1 个 15 氨基酸组成的信
号肽, 缺乏糖基化位点。其中, 第 24—334 氨基酸, 
第 338—665氨基酸为 2个保守的结构域, 二者同源
率为 31%。同时, 铁离子结合位点在两个结构域中
的位置也相对保守, 分别为 D50/D45(N-端结构域的
第一个铁离子结合位点为 D50, 对应的 C-端结构域
的第一个铁离子结合位点为 D45)、Y78/Y84、D176/ 
Y179、R232/H249。除了这 2 个结构域中的 8 个铁
离子结合位点相当保守外, 还存在多个完全保守的
氨基酸位点(结果未列出)。 

CtTf 与人的及其他物种的有很高的同源性。即
与其他鲤科鱼类的同源性约 65%—73%, 与海洋鱼
类同源性约 43%—50%, 与两栖、爬行、鸟类、哺
乳类的同源性约 40%—42% (结果未列出)。 

2.3  转铁蛋白系统进化 
图 2 所示转铁蛋白分为三大簇。其中, 非洲爪蟾

(Xenopus laevis, NM_001086343) 、 高 冠 变 色 龙
(Chamaeleo calyptratus, AM262322)、红原鸡(Gallus 
gallus, NM_205304)、鼠(Mus musculus, NM_ 133977)、
牛(Bos taurus, BTU02564)、猪(Sus scrofa, X12368)、
黑猩猩(Pan trogodytes verus, AB222114)、人(Homo 
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sapiens, NM_001063)为一簇。虹鳟 (Oncorhynchus 
mykiss, D89083)、褐鳟(Salmo trutta, D89091)、牙鲆
(Paralichthys olivaceus, D88801)、大西洋鲑(Salmo 
salar, L20313)等海洋鱼类为一簇。鲫鱼(Carassius 
auratus, AF518746)、日本白鲫 (Carassius cuvieri, 
AY323916)、鲤鱼(Cyprinus carpio, AF457152)、斑

马鱼(Danio rerio, BC064001)和 CtTf 等淡水鱼类与
昆虫类和真海鞘(Halocynthia roretzi, AB047294)为
一簇。其中, 真海鞘的转铁蛋白最原始, 为单一结构
域。因此, 淡水鱼类转铁蛋白的进化相对于海洋鱼
类地位较低。CtTf 与斑马鱼和鲤鱼的亲缘关系最近
(图 3)。 

 

 
 

图 2  转铁蛋白基因的系统进化 
Fig. 2  Phylogeny of transferrin gene 

树枝上的数字为 bootstrap验证的支持率, 表示在构建的 1000个树中分隔成这两枝的次数。Object为草鱼转铁蛋白。斜体为该物种(略)
的拉丁文, 其下面的编号为 GenBank登录号 
The numbers upon the branch were support rate of bootstrap verification which indicated the number of times the partition of species into two 
sets among one thousand trees. “Object” represented grass carp transferrin gene obtained in our study. Italic letters were the latin names of 
these species, and the number under them were GenBank aession number 
 

2.4  草鱼转铁蛋白基因的组织表达 
图 3A所示, RT-PCR获得的目的条带在 300 bp

与 400 bp之间, 与预期结果(338 bp)一致。图 3B为
内参 β-actin在各组织的表达。图 3C为 CtTf在各组
织中相对表达强度柱形图。图 3表明 CtTf在草鱼肝
脏中表达量最高, 其次是脾和肠, 在鳃、脑中也有痕
量表达。 

3  讨  论 

3.1  转铁蛋白的分子特征 
转铁蛋白的N-端和C-端的 2个结构域被认为是

机体在进化过程中通过基因复制形成的, 以加强对
铁离子的转运。单独的 N-和 C-端结构域都可体外结

合铁离子, 但 C-端与铁离子的结合更稳定[15—18]。同

源性比对显示这 2 个结构域在不同物种转铁蛋白中
的位置、氨基酸种类和数目很相近, 铁离子结合位
点也相当保守 , 如两者在人转铁蛋白中同源率为
40%[19]、真鲷的为 36%[11]、草鱼的为 31%。其中, 一
些行使结合铁离子功能的氨基酸残基在结构域中特

别保守。例如人转铁蛋白 N-端 D82、Y114、Y207、
H268 和位于 C-端 D411、Y445、Y536、H604 等氨
基酸。点突变证实了这 8 个氨基酸在结合铁离子上
的重要作用[20]。 

草鱼转铁蛋白也有这 8 个保守的氨基酸, 但其
N-端结构域中的第 3 个和第 4 个铁离子结合位点分
别突变为 D和 R。Lambert, et al.在昆虫转铁蛋白 N-  
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图 3  CtTf的组织表达 
Fig. 3  Tissue-specific expression of CtTf 

M. DL600; Li. 肝脏; In. 肠; Ki. 肾; Sp. 脾; He. 心; Mu. 肌肉; Gi. 鳃; Br. 脑 
M. DL600; Li. liver; In. intestine; Ki. kidney; Sp. spleen; He. heart; Mu. muscle; Gi. gill; Br. brain 

 
端铁离子结合位点中也发现类似的情况, 即其第 4
个铁离子结合残基也由 H 突变为其他氨基酸, 这些
氨基酸的改变可能与选择压力作用有关[20]。现有的

证据证明转铁蛋白正处于进化之中, 其 N和 C-端结
构域具有多个正选择位点 [8,21], 这些位点都位于铁
离子结合位点附近的一个氢键网络中并可能会影响

铁离子结合氨基酸。对其中的两个保守的位点

W8Y、W128Y点突变, 会降低转铁蛋白与铁离子的
亲和力[22]。当然, 这些保守氨基酸(结果未列出)对草
鱼转铁蛋白与铁离子的结合有何影响还需更多的证

据来证明。 
鱼类转铁蛋白基因同源性较高。特别是先前报

道的草鱼转铁蛋白基因(AY383546)[9]与本文报道的

(EU790874)约有 98%的同源性, 它们的主要差异存
在于 5′端。其中, AY383546 编码的蛋白质 N-端比
EU790874编码的少 58个氨基酸。这 58个氨基酸在
斑马鱼、鲫鱼、鲤鱼等鲤科鱼类中同样存在, 且同
源性很高。草鱼转铁蛋白的差异是否为基因剪切方

式的不同而造成, 有待进一步的研究。 

3.2  草鱼转铁蛋白基因的组织表达特征 
对基因组织表达图谱的分析是研究其功能的重

要方面。虽然有关转铁蛋白的研究很多, 但涉及该

基因在动物各组织中本底表达的研究还较少。在所

检的草鱼 8 种组织中, 转铁蛋白基因的表达与在其

他脊椎动物和鱼类中的表达水平非常类似 [11,23], 即

该基因主要在肝脏中表达, 这可能与转铁蛋白主要

在肝脏中合成有关。此外, 转铁蛋白基因在脾和肠中

有较强的表达水平, 而在鳃和脑中表达水平较低。 
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CLONING AND TISSUE-SPECIFIC EXPRESSION OF TRANSFERRIN GENE IN 
GRASS CARP 

WANG Na, CHEN Qiong and HU Cheng-Yu 
(College of Life Sciences, Nanchang University, Nanchang 330031, China) 

Abstract: Transferrin has diverse functions that not only participates in the transportation and metabolism of organism 
iron ions, but also plays key effect in cellular respiration, cellular growth and proliferation, moreover, it has the antim-
icrobial bactericidal bioactivity. This study screened and cloned Ctenopharyngodon idellus transferrin gene (CtTf) from 
grass carp cDNA library. This full CtTf sequence was 2322bp and contained a 5’untranslated region of 31bp and a 
3’untranslated region of 266bp. The CtTf ORF contained 2025bp which could code a 674 amino acids peptide. Fore-
casting molecular characteristics of this CtTf by the online software, the result showed that N-lobe of grass carp trans-
ferrin was a signal peptide of 15 amino acides. This gene was composed of two similar domains, and the identity of the 
two domains was 31%. Similarly with the transferrin in other animals, grass carp transferrin has four iron ion binding 
sites in each domain, and positions of them were relatively conservative. There were several other conservative sites 
besides the eight iron ion binding sites in the domains. Grass carp transferrin had the high homology with human and 
other species, such as it shared the identity of about 65%—73% with other Cyprinid fish, 43%—50% with marine fish, 
and 40%—42% with amphibians, reptiles, aves and mammals. Phylogenetic tree analysis revealed that grass carp trans-
ferrin gene shared the highest homology with zebra fish and cyprinoid. The result of RT-PCR experiment indicted that, 
among the liver, intestine, kidney, spleen, heart, muscle, gill and brain of grass carp, the transferrin gene had the highest 
expressional level in liver, the spleen and intestine ranked secondly, which had trace amount in gill and brain. 
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