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摘要：本研究采用cDNA末端快速扩增技术（RACE）从大菱鲆 （Scophthalmus maximus） 脾脏 cDNA 文库中克隆得到T淋巴

细胞酪氨酸激酶（LCK）全长cDNA序列。该序列包含193 bp的5′末端非编码区（5′UTR），1 506 bp的开放阅读框（ORF）和

300 bp 3′UTR，整个开放阅读框编码502个氨基酸。系统发生分析表明，大菱鲆LCK 基因与红鳍东方鲀（Fugu rubripes）和

黑青斑河鲀（Tetraodon nigroviridis）的亲缘关系最近。在大菱鲆正常组织、胚胎细胞 （TEC） 和鳗弧菌（Vibrio anguillarum）感

染的免疫器官组织中对LCK 基因进行了RT-PCR表达分析。结果表明，大菱鲆LCK 基因只在正常脾脏组织中表达；在用鳗

弧菌感染12 h后，大菱鲆胚胎细胞LCK 基因表达增强；在鳗弧菌感染的大菱鲆免疫组织中，只在脾脏中检测到LCK 基因表

达，鳗弧菌感染48 h后，LCK 基因在脾脏中表达最强。这些结果表明，LCK 基因在大菱鲆脾脏免疫应答中起着重要作用。[中

国水产科学，2009，16（5）：660-667]
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T淋巴细胞酪氨酸激酶（Lymphocyte cell kinase，

LCK）是蛋白酪氨酸激酶Src家族成员之一。当鱼类

受到外源病原菌或病毒侵袭时，抗原通过主要组织

相容性复合体（MHC）与T淋巴细胞受体（TCR）结合，

激活包括LCK在内的各种激酶参与信号转递过程。

LCK 基因能够结合T淋巴细胞表面的糖蛋白CD4和

CD8，激活蛋白酶C和MAP-激酶信号传导途径；也

能够结合白细胞介素2受体（IL-2R），参与T淋巴细

胞抗原-受体信号传递过程 [1]，对T淋巴细胞的发

育和活化起重要作用 [2-6]。LCK 基因在鱼类中发现

的较少，目前只在虹鳟（Oncorhynchus mykiss）、斑马鱼

（Danio rerio）、红鳍东方鲀（Fugu rubripes）中有相关报

道 [7-9]。现有研究表明，LCK在脊椎动物例如斑马鱼 [8]、

河鲀 [9]、鸡（Gallus gallus）[10]中高度保守，在富含T淋巴

细胞的组织例如胸腺和脾脏中高度表达 [7]。Langenau

等 [8] 在研究斑马鱼T淋巴细胞的发育和定位时发现，

斑马鱼胸腺长期淋巴细胞（Long-term thymic cells）再

生部位位于肾脏，而不是在胸腺中。

随着大菱鲆养殖业特别是集约化养殖在中国的

发展，疾病日益严重，造成了巨大的经济损失，因此

提高大菱鲆自身的免疫防御能力成为亟待解决的问

题。哺乳动物T淋巴细胞的活化是免疫学研究领域

中较活跃的分支，但是鱼类T淋巴细胞的相关研究比

较少 [11]。本研究从大菱鲆脾脏 cDNA 文库中克隆、

鉴定出1个LCK 基因，同时构建了系统发生树，对大

菱鲆LCK 基因同其他鱼类已知LCK 基因进行了聚类

分析。另外利用RT-PCR技术进行了该基因在大菱

鲆正常组织、鳗弧菌感染的大菱鲆胚胎细胞（Turbot 

embryonic cell，TEC）和鳗弧菌感染的大菱鲆免疫器

官组织中的表达分析，以便为利用分子生物学技术
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提高养殖鱼类抗病力的研究提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　大菱鲆

    大菱鲆购自中国水产科学院黄海水产研究所海阳

养殖基地，体质量200～ 500 g，暂养于1 000 L的水箱

中，水温保持在17 ℃。

1.2　cDNA文库的构建

大菱鲆脾脏cDNA文库的构建参照Chen等 [12] 的

方法。大菱鲆脾脏RNA从4尾健康大菱鲆个体的

脾脏中使用TRIzol试剂（Qiagen）提取，使用oligo dT

引物合成cDNA，然后使用pBlueScript II （SK+） cDNA 

library kit（Stratagene）按照说明构建文库。构建的大

菱鲆脾脏cDNA文库超过了 2.2×106 个克隆，经过40

个随机克隆的PCR检测发现片段的平均插入长度为

700～ 2 000 bp。 

1.3　SMART-RACE扩增

使 用TRIzol试 剂 （Qiagen） 提 取 大 菱 鲆 组 织 总

RNA。使用OligotexTM mRNA midi kit（Qiagen）分离得到

Poly（A）+RNAs，然后使用随机引物合成cDNA[13]。参照

已知的大菱鲆LCK基因部分cDNA序列，设计2条特异

引物（GSP5和GSP3）用来扩增cDNA未知序列；RACE

通用引物使用BD公司的Long primer和Short primer（表

1）。使用Smart RACE cDNA amplification kit（BD）进行

5 -RACE 和3 -RACE。Touchdown PCR 反应如下： 94 ℃ 

2 min； 94 ℃ 5 s，72 ℃ 3 min，5个循环； 94 ℃ 5 s，70 ℃ 10 

s，72 ℃ 3 min，10个 循 环； 94 ℃ 5 s，64 ℃ 10 s，72 ℃ 3 

min，20个循环； 72 ℃ 10 min。扩增得到的片段使用

QiaexⅡgel extraction kit（Qiagen）进行分离纯化，然后克

隆到pMD18-T 载体（Takara）中，在大肠杆菌（DH5α）中

扩增繁殖，然后进行测序。

表1　大菱鲆LCK 基因序列的克隆及组织表达检测所用引物
Tab. 1　Primers used for cloning and tissue expression of LCK gene

引物 Primer 序列  Sequence

　　　Long primer 　　　5′-CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3′

　　　Short primer 　　　5′-CTAATACGACTCACT ATAGGGC-3′

　　　GSP5 　　　5′-CCACCTGAGATGCCATGTCTATCAGAG-3′

　　　GSP3 　　　5′-GAAGCTATCAACTACGGCACCTTCTCC-3′

　　　1485N 　　　5′-GGCCAACATGATGAAGAACCTGCA-3′

　　　1485C 　　　5′-ACATCCCAGGGTAAGGTATGCGTC-3′

　　　TactinN 　　　5′-AGGTGATGAAGCCCAGAGCA-3′

　　　TactinC 　　　5′-GCAGTGGTGGTGAAGGAGTAG-3′

1.4　组织及细胞材料的制备

取出健康大菱鲆组织（肝脏、脾脏、肠、头肾、肾、

鳃、性腺、肌肉、心脏、脑和皮肤），于-80 ℃下保存备

用。鳗弧菌（V. anguillarum）培养和注射方法参照文

献[14]进行。鳗弧菌于2216E液体培养基（0.5% 蛋

白胨，0.1% 酵 母提取物，0.01% FePO4 ·4H2O，1 000 

mL 海水，pH 7.6）中培养至对数生长中期。然后离心

收集沉淀，将沉淀用生理盐水悬浮。采用腹腔注射

的方式，将稀释至7.6×108/mL 的0.5 mL菌液注入健

康大菱鲆体内，将未注射大菱鲆作为空白对照。分

别于注射后5 h、12 h、24 h、48 h、72 h和96 h 取出大

菱鲆肝脏、脾脏和头肾，迅速冻存于液氮中，于-80 ℃ 

保存备用。

感染用大菱鲆胚胎细胞系（TEC）的建立和培养

按照 Chen 等 [15] 的方法进行。大菱鲆胚胎细胞培养

于25 cm2 的培养瓶中，24 h 后更换新培养基，然后加
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入鳗弧菌至终浓度2.9×108 CFU/mL。在感染后0 h、

6 h、12 h、24 h、48 h和96 h 收集大菱鲆胚胎细胞并保

存于-80 ℃下备用。

1.5　半定量RT-PCR分析

组织和细胞总RNA的提取使用TRIzol试剂，按

照Chen等 [12]的方法进行。cDNA的合成使用Promega 

公司的M-MLV 反转录酶，按照操作说明进行。设

计1对特异引物1485N和1485C用来进行该基因的

RT-PCR表达分析，扩增片段大小为446 bp。利用大

菱鲆肌动蛋白基因（β-actin）已知片段设计特异引物

TactinN 和TactinC（表1），用来扩增大菱鲆β-actin基

因片段作为内参，片段大小为221 bp。PCR 反应程序

如下： 94 ℃ 5 min； 94 ℃ 1min，58 ℃ 30 s，72 ℃ 1min，

30～ 35个循环； 72 ℃ 10 min。

1.6　序列分析

登录 NCBI 用 BLAST 对测序结果进行同源性

检索。实验分析所用到的 DNA 序列和蛋白序列

使 用DNASTAR 5.0[16] 编 辑 和 分 析；多 序 列比 较 用

CLUSTALW 进 行 [17]；系统 发 生 树 用 MEGA3.0[18] 构

建，计算方法为 Neighbour-joining，该NJ树的可靠性

用自展内部分支法评定，重复1 000次。

2　结果与分析

2.1　大菱鲆LCK基因的克隆

利用cDNA文库扩增得到的553 bp的cDNA片

段，通过 5′和3′-RACE分别扩增得到了未知的 5′

和 3′端序列，从而得到cDNA全长。基因在GenBank

数据库中接收号为DQ848967。该基因的完整cDNA

序列全长为1 999 bp：其中包含193 bp的5′末端非编

码区（UTR）、1 506 bp开放阅读框（ORF）和300 bp的

3′UTR区。ORF 共编码502个氨基酸残基，理论蛋

白分子量为57.3 kD，等电点为5.026。3′UTR具有典

型的加尾信号（AATAAA）和PolyA尾巴。

2.2　大菱鲆LCK基因编码氨基酸序列的分析

通过将根据大菱鲆LCK基因推断的氨基酸序

列与已知其他物种LCK氨基酸序列比较分析，发现

LCK在进化上比较保守。大菱鲆同红鳍东方鲀（Fugu 

rubripes，AAL89664）、虹鳟LCK2（Oncorhynchus mykiss，

AAY41440）、大西洋鲑（Salmo salar，ACI33121）、虹鳟

LCK1（Oncorhynchus mykiss，AAY41439 ）、黑 青 斑 河

鲀（Tetraodon nigroviridis，CAG09909）、鲫（Carassius 

auratus langsdorfii，BAF56885）、斑马鱼（Danio rerio，

AAR26383.1）、鸡（Gallus gallus，P42683）、非 洲 爪 蛙

（Xenopus laevis，NP_001091190）、 人（Homo Sapiens，

P06239）和鼠（Mus musculus，P06240）的同源性分别为

84%，81% 、81%、80%、78%、77%、76%、71%、69%、68%

和68 %。参照根据人类LCK基因推断的蛋白结构，

将根据大菱鲆LCK基因推断的蛋白结构分为SH1、

SH2、SH3、SH4和C末端5个结构域。N末端具有与

CD4和CD8结合的CXXC框以及与肉豆蔻酰和棕榈

醇结合的GCXCS框。大菱鲆LCK基因在C末端具有

与人类LCK基因中的Tyr394 和Tyr505 一致的保守酪氨

酸位点（图1）。基于 MEGA3 的临位相联法构建的分

子进化树表明，大菱鲆同红鳍东方鲀和黑青斑河鲀

具有最近的亲缘关系，其次为虹鳟、大西洋鲑、鲫和斑

马鱼；和非洲爪蛙、鸡、人类和鼠亲缘关系较远（图2）。

2.3　LCK基因在正常大菱鲆组织中的表达

为了检测LCK 基因在大菱鲆组织中的表达情

况，本研究对大菱鲆肝脏、脾脏、肠、头肾、肾、鳃、性

腺、肌肉、心脏、脑和皮肤11个正常组织中的LCK 基

因进行RT-PCR分析，其结果如图3所示。LCK 基因

只在大菱鲆脾脏中表达，在其他组织中没有检测出。

2.4　LCK基因在TEC细胞中的表达

以鳗弧菌感染大菱鲆TEC细胞为材料，以反转

录合成的cDNA 第一链为模板，应用RT-PCR方法对

LCK 基因的组织表达进行了分析，结果如图4所示。

鳗弧菌感染大菱鲆TEC细胞后，LCK 基因呈现出明

显的被诱导表达的趋势。LCK 基因在未感染TEC细

胞中微弱表达，在感染后6 h 该基因转录增强，并且

在感染后12 h 表达最强；随后表达减弱。

2.5　LCK基因在鳗弧菌感染大菱鲆组织中的表达

以鳗弧菌感染大菱鲆的肝脏、脾脏和头肾为材

料，以反转录合成的cDNA 第一链为模板，应用RT-

PCR方法对LCK 基因的组织表达进行了分析。RT-
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图1　大菱鲆LCK氨基酸序列（ABJ98701）和其他脊椎动物LCK氨基酸序列的比较
“ · ”示与人类氨基酸一致的序列，“ - ” 为点位空格；结构域SH1-4在图中标出；N末端的CXXC和GCXCS位点以及2个保守酪氨酸

Tyr394和Tyr505用黑框标出. hsLCK：人类LCK；omLCK1：虹鳟LCK1；omLCK2：虹鳟LCK2；smLCK：大菱鲆LCK；ggLCK：鸡LCK；ssLCK：

大西洋鲑LCK.

Fig. 1　Alignment of LCK s amino acid sequences between Scophthalmus maxium （ABJ98701） and other vertebrates 
Amino acids identical to human LCK are shown with dots （·） and gaps are shown with dashes （-）. The positions of domains SH1-4 are 

shown. Residues of “ GCXCS ” 、“ CXXC ” at the N-terminus and conserved tyrosines Tyr394 and Tyr505 are shown in boxes. hs=Homo sapiens；

om=Oncorhynchus mykiss；sm=Scophthalmus maximus；gg=Gallus gallus；ss=Salmo sala.
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图2　基于大菱鲆和其他物种的LCK氨基酸序列构建的系统发育树

分支数字为1 000次自举检验各分支的置信度.

Fig. 2　Phylogenetic tree of LCK in Scophthalmus maxium and other species based on NJ method

Figures on the nodes represent bootstrap values based on 1 000 re-sampling replicates.

图3　LCK 基因在大菱鲆正常组织中的表达

M：分子量标准；1：肝脏；2：脾脏；3：肠；4：头肾；5：肾；6：鳃；7：性腺；8：肌肉；9：心脏；10：脑；11：皮肤.

Fig. 3　Expression of LCK gene in various tissues of healthy S. maximus

M：molecular weight standard；1：liver；2：spleen；3：intestine；4：head kidney；5：kidney；6：gill；7：gonad；8：muscle；9：heart；10：brain；11：skin.
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图4　LCK 基因在鳗弧菌感染的大菱鲆胚胎细胞中的表达

M：分子量标准；CK：未感染组；1-5分别表示鳗弧菌感染后 6 h、12 h、24 h、48 h、96 h

Fig. 4　Expression of turbot LCK gene in infected turbot embryonic cell line

M：molecular weight standard；CK：uninfected group；1-5：6 h，12 h，24 h，48 h，96 h after challenge with V. anguillarum 
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PCR结果分析表明，LCK 基因只在鳗弧菌感染的大

菱鲆的脾脏中表达，肝脏和头肾中均未检测出表达

（结果未列出）。在鳗弧菌感染大菱鲆初期，LCK 基因

在脾脏中微弱表达，但是在感染48 h 后，LCK 基因表

达增强； 72 h 后表达开始减弱（图5）。

M CK 1 3 4 5 6bp

500

250

LCK

β-actin

2

图5　LCK 基因在鳗弧菌感染的大菱鲆脾脏组织中的表达

M：分子量标准；CK：未感染组；1-6：鳗弧菌感染5 h、12 h、24 h、48 h、72 h、96 h

Fig. 5　Expression of LCK gene in spleen of infected turbot 
M：molecular weight standard；CK：uninfected group；1-6：5 h，12 h，24 h，48 h，72 h，96 h after challenge with V. anguillarum 

3　讨论

本研究从大菱鲆脾脏cDNA文库中筛选出了大

菱鲆T淋巴细胞酪氨酸激酶（LCK）的基因片段，克

隆出了它的全长cDNA，其ORF共编码502个氨基酸

残基。LCK包含5个结构域：SH4（N端）、SH2、SH3、

SH1和1个C 端末尾。N端是LCK区别于Src家族其

他成员的重要区域 [19]。N末端的4个半胱氨酸残基

（CXXC）能够与CD4、CD8的尾部结合，诱导LCK 基

因与TCR结合。N末端的3个氨基酸Gly2、Cys3、Ser6

能够将LCK定位在细胞膜上 [20]；SH1具酪氨酸激酶

活性；SH2能够识别并结合含磷酸化酪氨酸的短序

列，通过蛋白的酪氨酸磷酸化/去磷酸化结合或解

离信号转导分子；C末端为1短片段，对LCK的活性

调节起作用。LCK激酶的活性调节主要依赖于2个

关键酪氨酸磷酸化位点。在哺乳动物中，Try394 为活

化位点，位于SH1结构域，其磷酸化可增强激酶的活

性。Try505 为抑制位点，位于C末尾端，其磷酸化后与

SH2结构域结合，抑制激酶活性 [21]；Try505 去磷酸化后

与SH2解离，激活LCK激酶活性 [9-10]。将大菱鲆LCK

的氨基酸序列同其他脊椎动物LCK的氨基酸序列

进行比较，结果表明大菱鲆LCK比较保守，其氨基酸

序列包含有5个结构域：N端（SH4）、SH2、SH3、SH1

和C末端，并且在其N端发现GCXCS框和CXXC框，

CXXC框为Src家族成员LCK所独有的。这表明本研

究所克隆基因为Src家族中LCK 基因。大菱鲆LCK

蛋白在C末端有2个保守的酪氨酸位点，这与人类

LCK蛋白中具有保守的Tyr394 和Tyr505 一致。在哺乳

动物中这2个酪氨酸与LCK激酶的激活有关 [21-22]，大

菱鲆的这2个酪氨酸位点可能也与大菱鲆LCK激酶

的激活有关。结果同时还表明大菱鲆LCK高度保守，

且具有同哺乳动物相似的基因结构。通过CLUSTAL 

W 比对分析发现，大菱鲆LCK同红鳍东方鲀、虹鳟

和大西洋鲑LCK的氨基酸序列相似性较高，均高于

80%。系统发育树表明，大菱鲆LCK同红鳍东方鲀和

黑青斑河鲀LCK具有最近的亲缘关系；其次是虹鳟、

大西洋鲑、鲫和斑马鱼。

本研究分析了大菱鲆LCK 基因在转录水平上的

表达。在正常大菱鲆体内，LCK 基因只在脾脏中表

达，其他组织中不表达。这与在河鲀和虹鳟中的研

究结果不同，虹鳟LCK 基因在胸腺中表达最强，在脾

脏、肾脏中微弱表达 [7]；而河鲀LCK 基因在肠、脾脏、

鳍、心脏、肝脏、肌肉、卵巢中均有表达 [13]。但是大菱

鲆LCK 基因的表达与哺乳动物和鸡的LCK 基因表达

相似，均在含有T淋巴细胞的组织中表达 [10，23]。在鳗

弧菌感染的大菱鲆胚胎细胞系细胞中，LCK 基因对

病原菌的感染表现出了迅速应答，在感染6 h后表达
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即增强，由此推测LCK 基因可能在胚胎发育的囊胚

期就开始发挥重要作用。在鳗弧菌感染大菱鲆后，

LCK 基因在肝脏、头肾中未检测出表达，只在脾脏中

检测到表达。在感染大菱鲆的脾脏组织中，LCK 基

因在48 h后表达增强，这表明LCK 基因在T细胞免疫

应答过程中起着作用，但具体的调节机制需要进一

步研究。

综上所述，本研究首次对大菱鲆淋巴细胞酪氨

酸激酶基因的克隆、特征及功能进行了分析，大菱鲆

LCK和其他脊椎动物的LCK蛋白有着相似的结构特

征。转录水平表达分析表明，LCK 基因的表达与组

织的T淋巴细胞有关；受到病原菌侵染后表达增强，

这表明LCK 基因在大菱鲆的免疫系统调节中起作

用。将进一步对其功能进行分析，深入研究其作用

机制，期望能为大菱鲆病害防治提供理论基础。
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Cloning，characterization and expression analysis of a LCK gene from turbot 
（Scophthalmus maximus）

WANG Xian-li1，2，ZHANG Yu-xi2，MENG Liang2，CHEN Song-lin2

（1 College of Marine Life Science，Ocean University of China，Qingdao 266003，China；2 Key Lab of Sustainable Utilization of Marine 

Fisheries Resources，Ministry of Agriculture；Yellow Sea Fisheries Research Institute，Chinese Aacademy of Fishery Sciences，Qingdao 

266071，China；）

Abstract：The lymphocyte cell kinase （LCK） is a member of the Src family kinases of protein tryrosine kinase. Turbot 

（Scophthalmus maximus） is one of the most commercially important marine fish in China. To detect whether LCK gene 

is specifically expressed in the turbot immunity organs is very important for further investigation on the functions of LCK 

in turbot immunity response. In the present research，a novel turbot LCK gene was cloned from a turbot spleen cDNA 

library using RACE method. After splicing and assembling analysis with DNASTAR SeqMan software，a full-length 

LCK cDNA fragment of 1 999 bp was obtained，which included 193 bp 5′ terminal untranslated region （UTR），1 506 bp 

encoding region and 300 bp 3′ terminal UTR containing one typical tailing signal （AATAAA） followed by the poly （A） 

tail. Amino acid sequence of turbot LCK was deduced from the nucleotide sequence of LCK cDNA. The open reading 

frame（ORF） of 1 506 bp was found to code for a protein of 502 amino acid residues. Phylogenetic analysis showed 

that the deduced LCK clustered with fugu rubripes and spotted green pufferfish （Tetraodon nigroviridis）. RT-PCR 

was conducted to detect the expression of LCK gene in various tissues of healthy turbots，the infected turbot embryonic 

cells （TEC） and immunity tissues of turbot infected with Vibrio anguillarum. RT-PCR result showed that turbot LCK 

gene was only expressed in spleen of uninfected turbot and no expression was found in intestine，gill，muscle，kidney，

gonad，heart，brain and skin. In TECs the expression of LCK dramatically increased after 12 h of challenge with V. 

anguillarum. The expression of the turbot LCK cDNA was analyzed in liver，spleen and head kidney after challenge 

with V. anguillarum. In liver and head kidney，no expression of LCK was found. Furthermore，the turbot LCK was 

highly induced in spleen after 48 h of challenge with V. anguillarum. These results indicate that LCK plays an important 

role in turbot immune response. [Journal of Fishery Sciences of China，2009，16（5）：660-667]
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