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香鱼 LECT2基因的克隆及其组织表达差异
杨红艳陈炯 * 史雨红李明云

(宁波大学应用海洋生物技术教育部重点实验室， 宁波 3 152ll )

摘要 LECT2 (leukocyte cell-derived chemotaxin 2)是一个多功能的蛋白质，其与细胞生长、

分化、损伤修复及免疫等过程相关。 本研究通过设计简并引物， 从香鱼肝脏 cDNA 文库中 筛选

LECT2基因， 该基因 cDNA序列全长 547 个核苦酸， 3 ' 末端具有 polyA尾， 单一大开读框编码一个

由 156个氨基酸组成的分子量为 17 kDa的蛋白质。 序列分析及系统进化树分析均表明，香鱼LECT2

与虹缚 LECT2 最相似，且各物种 LECT2 的进化关系与 目 前接受的物种分类关系基本一致。 香鱼

LECT2基因在香鱼许多组织中均有表达， 而肝脏中的表达量最高， 肾脏和脑中的表达量也较高 。

关键词 LECT2; 克隆; 序列分析; mRNA表达谱

LECT2 (leukocyte cell-derived chemotaxin 2)最

早分离自人 T 细胞 SKW-3 株培养液， 它具有嗜中性

粒细胞趋化活性[ I J 。 人 LECT2 分子量为 16 kDa， 含

三个分子二硫键，在人肝脏中特异表达并分泌到血液

中 [2J 。 新近的研究揭示， LECT2 可能是一个多功能

的蛋白 ， 其与细胞生长、 分化、 损伤修复及免疫等

过程相关[3-6J 。 近年来，采用同源克隆和 EST 等分子

生物学技术，人们己克隆井测定了牛(Bos taurus) [2J 、

小鼠(Mus musculus) [7J 、 鲤鱼(Cyprinus carpio) [町、虹

蹲(Oncorhynchus myki臼) [9J 、 斑马鱼(Danio rerio) [5J和

大黄鱼(Pseudosciaena Cliωea) [6J等物种的 LEC口基因。

香鱼(Plecoglossus altivelis)是东亚地区如中国 、

日本和朝鲜等国特有的一种中小型名贵鱼类， 虽然其

养殖面积逐年扩大， 但高密度的人工养殖导致病害频

发，这些病害己成为制约香鱼养殖产业发展的瓶颈。

因此，对香鱼免疫相关基因的研究日益受到重视[ IO. I I J 。

研究表明， 杀蛙气单胞菌(Aeromonas salmonicida)和

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)急性侵染试验

中， 染病斑马鱼的肝脏中 LECT2mRNA水平上升高达

1000 倍I51; 溶藻弧菌( Vibrio aJginolytiωs)侵染的大黄

鱼肝脾中 LECT2mRNA表达水平也有显著增加闷， 这

些结果提示 LECT2在鱼类免疫过程中可能起着重要

作用 。 因此， 本文拟克隆香鱼 LECT2 ( aLECT2)基

因 cDNA 序列， 并检测其组织表达差异性， 从而为进

一步研究鱼类 LECT2 的结构、 功能和作用机制打下

基础 。

1 材料与方法

1. 1 材料

1.1.1 实验动物 健康香鱼 5 尾， 个体体重 20-25

g ， 购 自宁波水产大世界。

1. 1.2 菌林、 载体和质粒 大肠杆菌TGl 菌株和

载体 pBluescript SKII (+)由本实验室保存。

1.1.3 主要试剂及耗材 T4 DNA连接酶、 RNAiso

试剂、 Oligotex-dT30 <super> mRNA Purification 

Kit 、 限制性内切酶、 ExTaq DNA 聚合酶和 cDNA

Library Construction Kit 等均购自 TaKaRa 公司 ; Gel 

Extraction Kit 购 自 Omega 公司 。

1.1.4 引物合成及序列测定 引物合成及序列测

定由上海英骏生物工程公司完成。

1.2 万法

1.2 . 1 香鱼 LECT2基因 cDNA序列的获得 用

RNAiso试剂提取香鱼肝脏总 RNA， 用 oligotex -dT30 

<super>纯化mRNA， 以其为模板， 采用 cDNA Library 

Construction Kit 构建香鱼肝 cDNA文库， 方法参照厂

家说明 。 根据己报道的动物 LECT2保守序列设计简

并引物dL (+): 5'-GTXTAYGCXCCXTTYGAYGT-3', 

其中 X=A， T， C， G; Y=T， C 。 随机挑选 287 个克隆，

用 dL (+)和文库载体质粒 pBluescript SKII (+)引物

T7 配对做 PCR 检测，阳性克隆测序井经 BLASTP

(http: //www.ncbi .nlm.nih . gov/BLAST/)分丰斤 。

1 . 2.2 序列分析 信号肤序列预测采用 SignalP

3 .0 [1坷 ， 多重序列比对采用 Clu s talW 程序~(http: // 
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clustalw .ddbj .nig.ac扣/)，系统进化树分析采用 MEGA

4 .0 [ 1 3] 。

1.2 .3 RT-PCR 方法分析 LECT2基因在各组织中的

表达差异 香鱼肝、脾、肾、脑、 心、魄、

肌肉和肠等各组织总 RNA提取和第一链 cDNA合成

如前所述。 根据获得的香鱼 LECT2全长基因序列设

计特异引物， aLect2 test (+): 5'-CAGTCTGGTCC­

TTGCAGAGC-3' 手口 aLect2 test (一) : 5'-ACTTGGTG­

GGGTCAGACTTG-3' ， 预期扩增片段长度为 440 bp ; 

根据 GenBank 中香鱼 札肌动蛋白看家基因序列

(AB020884)设计特异引物， pActin2 (+): 5'-TCG­

TGCGTGACATCAAGGAG-3' 矛日 pActin2 (-): 5 '­

CGCACTTCATGATGCTG TTG-3 '，预期扩增片段长

度为 23 1 bp 。 应用上述引物，以香鱼各组织第一链

cDNA 为模板进行 PCR 扩增， 产物用 2% 琼脂糖凝胶

电泳检测 ， UVP 凝胶成像系统采集图像 。

2 结果

2.1 香鱼 LECT2基因 cDNA 序列分析

287 个随机挑选的克隆，经 dL (+)/T7 引物对扩

增检测，共筛选到 8 个阳性克隆， 经部分序列测定，这

些序列彼此间同源性>99%， BLASTP 搜索表明，与己

报道的鱼类 LECT2 相似性最高。 随即测通了最长插

入片段的一个克隆 pBS-aLECT2-5 ，获得了香鱼

LECT2基因 cDNA 序列(EMBL 登录号 FM253748) 。

序列长 547 个核昔酸， 3 ' 末端具有 polyA 尾 。 计算机

分析表明，该序列含一个大的开读框，起始于第34-36

位的工个 ATG 起始密码子终止于第 502-504 位的

一个 TGA 终止密码子， 编码一个由 156 个氨基酸组

成、分子量为 17 kDa 的蛋白质， N 端 21 个氨基酸

为信号肤序列(图 1) 。

·研究论文·

cDNA 序列的 3' 端非编码区长 43 个核昔酸，短

于虹蹲[9] (210 个核昔酸)和大黄鱼[6] (1 12 个核昔酸)相

应序列， 多腺昔酸化信号序列 "AATAAA" 位于第

529-534 位 。 氨基酸序列比较表明， aLECT2 与虹蹲

LECT2 同源性最高，达 7 7 .6% ，与青黑斑河豚

(Tetraodon nigroviridis)、大黄鱼、鲤鱼和斑马鱼

LECT2 的同源性分别为 70.9% 、 69.5% 、 59.6% 和

55.8% 。 系统进化树分析表明，哺乳动物和鱼类

LECT2分别成簇， aLECT2与虹蝉LECT2进化相关性

最高(图 2) ， 各物种 LECT2 的进化关系与目前接受的

物种分类关系基本一致揭示了 LECT2 在动物进化

过程中的保守性(图 2) 。

2.2 香鱼 LECT2基因在吝组织中的表达

在所有检测的香鱼组织中，引物 aLect2 test (+ )/ 

aLect2 test (一)均成功扩增到特异性的 440 bp 片段，

表明香鱼lLECT2基因的转录在鱼类组织中广泛存在，

而肝脏中表达量最高，肾脏和脑中也有较高水平的表

达(图 3) 。

3 讨论

在本研究中，我们测定了香鱼 LECT2 基因的

cDNA 序列，预测的香鱼 LECT2 由 156 个氨基酸组成，

N端为 2 1 个氨基酸的信号肤 。 香鱼 LECT2 与其他已

报道的鱼类LB口2 高度相似 与虹蹲 LEC口 同源性最

高，达 77.6%，成熟 LECT2 除 N 末端序列相对可变外，

其余区域高度保守 。 并且在-定程度上， 不同动物

LECT2 的关系与物种进化吻合， LECT2 在不同动物

中的广泛分布以及序列的高度相似性揭示， 该蛋白质

可能在动物的生命活动中有重要的作用 。

LECT2最初被鉴定为趋化因子，但越来越多的研

究表明， LECT2 更类似于细胞因子，是一个多功能的

ATCTGTACCCCAGAGTACTGCTACCAC'门CATC 33 
ATGAAAGCAGCTGTTTATCTGTTCAGTCTGGTCCTTGCAGAGCTGCTGTTGGGAGGAGAGGCAGTAACGTTTGGCCAGTTC 114 
M K A A V Y L r S L V L A E L L L G G E A V T F G Q F 27 
TGCAGTGGAAACACCAACAACAGGAAGAGGACTTCTGACAAATGGGGACAAGGAAGCTACGGAGCAi\GCCGAGGTGACAGA 195 
CSGN T NNRK RT S D 民 W G Q G S Y G A S R G 0 R 54 
GACCACCTCGGCCTGGACGTAGTTTGCCAGGACGGGGCTGTTGTCTACGCTCCCTTTGACGTCAAGCTGi\ACGGCAAAGT寸 276

日 HL GLDVVCQDGAVVYAP FDV K L NG 瓦 V 81 
GTCGTTTACACCGACCCCAAGAAGGCCGCCATTAACAACGGCATCAACCTCAGCGGGGAAGGTTTGTGCTTCAAACTGTTC 357 
V V Y T 0 P K K A A T N N G 1 N L S G E G L C F K L F 108 
TACGTGAAGCCAGACAAGTACTCTGGAGAAGTAAAGAAGGGCGACAGGTT、GGGCACCATGTl、GCCCATGCAA丁CTGTCTAC 438 
Y V K P 0 K Y S G E V K K G D R L G T M L P M Q S V Y 135 
CCCGGCATCACCTCACACATCCATGTGCAGATGTGCGACAAGTCTGACCCCACCAAGTACTTCTG ATGACCTTTGACCCTG 519 
P G 1 T S H 1 H V Q M C D K S D P T K Y F * 156 
TGTCAGCTTAATAAACGGA TGTTGCATCAAAAAAAAAAAA AAAAAA 565 

Fig.l Nucleotide sequences of a严J LECT2 cDNA and deduced amino acid sequences 
Shaded box showed the signa1 peptide , and underlined sequence was the typica1 polyadeny lation signal 
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Spotted green pufferfish 
Croceine croaJ臼r
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Mall1ll1aJian 

Fish 

Fig.2 Phylogenetic analysis on the amino acid sequences of animal L E CT2 using Neighbor-Joining method 

The values at the forks indicate the percentage of trees in which this grouping occurred after bootstrapping the data (1 000 replicates; shown 

only when >70%). The scaJe bar shows the number of substitutions per base. Accession numbers of sequences used are ayu, FM253748 ; 

c roce ine c roaker, AM709638 ; spotted green pufferfish, CAAEO 1014623 ; rainbow trout, AF27 1114 ; carp, AB027 192; zebraf ish, 
NM_001048055 ; mouse, NM一0 1 0702 ; rhesus monkey, XM_001 111039; human, NM一002302; common chimpanzee, XM_517944; dog, 
XM_5319 13; cattle, NM_ 174380 ; rat, XM_341486; gray short-tailed opossum, XM_OO 1366934. 

440 bp 

aLECT2 

ß-actin 23 1 bp 

Fig.3 RT-PCR analysis of aLECT2 mRNA expression in various tissues of healthy a归

1: ayu genomic DNA as template; 2: negative contro l. The size of the products is shown on the right. pUC J 9 DNA/Msp1 marker was used, 

and the size of band (up to below) means 501 (489), 404, 33 1, 242, 190, 147 and 1 1 1 (1 10) bp respecti vely 

蛋白质，例如， LECT2 能以 WNT信号通路抑制物的

方式起作用IM]，而已知 WNT 信号通路调节细胞生

长、迁移和分化，在肿瘤发生中有重要意义， LECT2 

还能直接抑制类风湿性关节炎(collagen a ntibo d y -in­

duced 征出口山， CAIA)的发展I町、触发肝再生的早期事

件[ 1 6， 1 7] 、 影响夏科氏利什曼原虫(Leishmania chagaSl) 

的感染[町等。 然而， LECT2 的功能及其作用机制仍

不明确，特别是在鱼类等低等动物中研究更少， 最近

的研究表明， LECT2在鱼类对病原菌感染的免疫应答

过程中有重要作用[5 ， 6] 。 在本研究中我们发现香鱼

LECT2基因在香鱼许多组织中均有表达，而人和牛的

LECT2基因只在肝脏中表达[2] 提示低等生物LECT2

的作用可能更加广泛。香鱼 LECT2序列的测定以及

其组织表达差异的研究，为我们进一步研究鱼类

LECT2 的结构、功能和作用机制打下基础。
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(Key Labora tory of App1ied M arine ßiotechno1ogy, Ministry of Education, Ning bo University, Ning bo 315211, China) 

A bstract Leu kocyte cell-derived c h emotaxin 2 , also known as LECT2, is a protein related with multifunc-

tional roles in cell growth, differentiation, damage/repair process and carcinogenesis to autoimmune disease s. A full­

length cDNA cIone of the LECT2 gene , 547 bp in s iz e , 3 '-end with a polyA tail , encoding a protein of 156 amino 

acids w ith a molecular weight of 17 kDa , was isolated from the fish ayu (Plecoglossus altivelis). Sequence compari­

son a nd phylogenetic analy si s s hows tha t a yu LECT 2 (aLECT 2) i s most similar to rainbow trou t LECT2, a n d the 

relation s hips of the different LECT2 c oincide d well with the evolutionary relationships of th eir organisms . The 

mRNA level of aLECT2 was highes t in live r and modera tely high in kidney and brain. 
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