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摘要: RasGRP3 (Ras Guanyl nucleotide Releasing Protein 3)是一种鸟苷酸交换蛋白, 差异表达的 RasGRP3蛋白在疾

病发生和固有免疫中发挥着重要作用。为了探究半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis) RasGRP3基因组成、组织表达及

免疫应答特征, 根据本实验室半滑舌鳎转录组数据获得的部分 RasGRP3序列, 采用 RACE (Rapid-Amplification of 

cDNA Ends)技术 , 克隆了 RasGRP3 基因的全长 , 将测序结果进行氨基酸序列比对和同源性分析 : 半滑舌鳎

RasGRP3 基因全长 2756 bp, ORF (Open Reading Frame)长度为 2244 bp, 编码 747 个氨基酸; 推导的半滑舌鳎

RasGRP3 氨基酸序列与其他鱼类的 RasGRP3 氨基酸序列相似性较高, 是同源基因。采用 qRT-PCR (Quantitative 

Real-Time PCR) 方法对 RasGRP3基因在健康半滑舌鳎 13种组织、鳗弧菌(Vibro anguillarum)感染后不同时间点的

6种免疫组织及 LPS、PGN、WGP和 poly I:C 4种病原模拟物处理的半滑舌鳎外周血淋巴细胞不同时间点中的表

达特征进行分析: RasGRP3 基因在健康半滑舌鳎 13 种组织中均有表达, 其中在性腺中表达量最高, 其次是肝、脑

和脾, 在血液中表达量最低; RasGRP3基因在鳗弧菌感染后半滑舌鳎 6种免疫组织中都表现出不同的表达趋势, 其

中肝和鳃中上调趋势明显, 6 h比 0 h上调表达倍数分别为 3倍和 30倍, 在肠、脾、头肾和血液中 6 h都出现了下

调表达; RasGRP3在 4种病原模拟物处理的半滑舌鳎外周血淋巴细胞中整体上调表达, 在 PGN和 poly I:C这 2种病

原模拟物刺激后表达趋势出现明显上调, 在 PGN刺激后 24 h比 0 h上调表达倍数为 13倍, 在 poly I:C刺激后 6 h比 0 h上

调表达 8倍。结果表明, RasGRP3基因参与了半滑舌鳎的免疫应答过程, 可能在免疫调控中发挥着重要的作用。 
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RasGRP3 是鸟嘌呤核苷酸交换因子(Guanine 

nucleotide Exchange Factors, GEFs)中的一员, 其作用

是促进小 GTP 酶(如 Ras 和 Rap)由非活性形式转变

为活性形式[1]。目前在哺乳类动物中 RasGRP家族含

有 4 个成员: RasGRP1、RasGRP2、RasGRP3 和

RasGRP4; 而在斑马鱼中仅有 3 个 : RasGRP1、

RasGRP2、RasGRP3。它们在淋巴细胞以及神经细

胞中均有较高的表达, 并在这些细胞中显示了重要

的功能 [2]。研究发现 , 在 RasGRP 家族成员中 , 

RasGRP1和 RasGRP4能活化 Ras; RasGRP2能活化

Rap; 而 RasGRP3 既能活化 Ras 又能活化 Rap[3]。

RasGRP3 活化 Ras 后引起下游信号通路的活化, 其

中最有特征的是 Raf-Mek-Erk 酶级联通路, 蛋白激

酶 Erk能磷酸化许多底物, 导致细胞的增殖、分化和

存活。此外, Ras家族成员还被认为在固有免疫应答

过程中扮演着重要的调控角色[4–5]。 

当细胞受到外界刺激时, RasGRP家族成员迅

速被活化并在细胞信号通路中发挥重要的调节作
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用[6–7]。RasGRP3通过激活MAPK (mitogen-activated 

protein kinases)和 NF-B (nuclear factor B)信号

通路, 从而介导天然免疫细胞产生合适强度的免

疫应答[8–9]。在 B细胞中, BCR (B Cell Receptor)

信号通路主要通过 RasGRP3 来活化 ERK[10], 在

巨噬细胞中 RasGRP3通过 PLC (Phospholipase C)

和 DAG (Diacylglycerol)到达细胞表面从而在吞

噬功能中发挥作用[11]。此外, RasGRP3 还在血管

内皮细胞[12]、内分泌细胞[13–14]中具有重要作用。 

半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)是中国重要

的海水经济养殖鱼类 [15], 广泛分布于中国的黄

海、渤海、东海等海域, 具有生长快、食性温和、

营养级别低、出肉率高、口感鲜美、市场价值高

等特点, 但它的产量受到各种细菌和病毒等病原

的严重威胁, 而鳗弧菌(Vibro anguillarum)是其病

害发生的主要病原体之一, 可以导致半滑舌鳎发

生弧菌病。有关半滑舌鳎免疫机制的研究和有效

的病害防控手段还有待于深入[16]。因此开展半滑

舌鳎免疫基因的功能研究, 阐明其分子作用机制, 

将为实现健康养殖提供理论基础。 

RasGRP3 在鱼类中鲜有报道, 鉴于 RasGRP3

在固有免疫中的作用[17], 本研究旨在发现半滑舌

鳎 RasGRP3基因序列组成、组织表达特征, 特别

是在响应不同病原刺激后的基因表达变化, 为揭

示 RasGRP3 基因与半滑舌鳎免疫的相关性提供

科学理论基础。 

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, 

鱼龄 1.5 龄左右, 体长(30.5±2.5) cm, 体重(220± 

6.4) g。感染前在实验室水族箱中暂养 7 d, 每天

更换新鲜除菌海水。 

1.2  样品处理和采集 

1.2.1  健康组织的收集  随机选取 3 条健康半滑

舌鳎进行组织的收集, 每条鱼分别采集肝、肠、脾、

头肾、后肾、鳃、血液、脑、皮肤、肌肉、胃、心

脏和卵巢 13 种组织, 所有采集的组织立即投入液

氮中冷冻, 然后转移至–80℃保存, 以备RNA提取。 

1.2.2  鳗弧菌感染组和 PBS 对照组组织收集  鳗

弧菌由本实验室保存 , 在磷酸缓冲液(phosphate 

buffered saline, PBS)中重新悬浮至浓度为 2.864× 

108 菌落形成单位(CFU/mL)。鳗弧菌感染参照 Sha

等[18]实验方法略作修改, 实验组用 3.18×105 CFU/g

鱼体(半致死剂量)的鳗弧菌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

1×PBS溶液。在 0 h、6 h、12 h、24 h、48 h和 72 h

共 6 个时间点, 收集鳗弧菌感染组和 PBS对照组

不同时间点肝、肠、脾、头肾、鳃和血液 6 种组

织, 每个时间点取 3 条鱼。所有采集的组织立即

投入液氮中冷冻 , 然后转移至–80℃保存 , 以备

RNA提取。 

1.2.3  4种病原模拟物处理的半滑舌鳎外周血淋巴

细胞样品收集  半滑舌鳎外周血淋巴细胞由本实

验室分离获得(未发表资料), 将分离的淋巴细胞

在 6 孔细胞培养板中进行培养, 分别用终浓度为

50 ng/mL 的脂多糖(LPS)、100 μg/mL 的肽聚糖

(PGN)、50 ng/mL的葡聚糖(WGP)、50 μg/mL的

聚肌胞苷酸[19](polyI:C)感染淋巴细胞, 每个实验

设置 3个重复。感染 30 min后去除包含感染源的

培养基, 用 1 mL PBS溶液反复冲洗淋巴细胞, 吸

到 1.5 mL离心管中离心, 去上清, 加入新鲜的培

养基, 吹打细胞使其分散, 然后铺板用新鲜的培

养基继续培养细胞。用 PBS同时处理半滑舌鳎淋

巴细胞作为对照组。分别收集感染后 0 h(感染开

始时)、2 h、6 h、12 h和 24 h五个时间点的淋巴

细胞, 每个时间点取 3 个重复, 低温离心后去除

离心管中上清液, 加入 1 mL的裂解液(RZ), 然后

转移至–80℃保存, 以备 RNA提取。 

1.3  RNA的提取和 cDNA模板的制备 

RNA的提取按照 RNA提取试剂盒(天根生化

科技有限公司, 北京)的说明书进行操作。cDNA

第一条链的合成按照反转录试剂盒(宝生物工程

有限公司, 大连)说明书进行。最终得到的 cDNA

在–20℃保存待用。 

1.4  半滑舌鳎 RasGRP3基因克隆和序列分析 

1.4.1  半滑舌鳎 RasGRP3基因的克隆和测序  根

据本实验室已发表的半滑舌鳎转录组数据 [20]中
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的 RasGRP3基因序列信息, 设计引物 RasGRP3-F

和 RasGRP3-R(表 1)进行 PCR 反应, 克隆得到了

RasGRP3 基因的部分 cDNA 序列。将 PCR 产物

使用胶回收试剂盒(宝生物工程有限公司, 大连)

回收DNA片段, 取 4 μL产物在 25℃与 1 μL T1(全

式金生物技术有限公司, 北京)载体连接 20 min, 

转化到 Top10感受态细胞中, 37℃、200 r/min摇

床 1 h, 取 200 μL均匀涂在含有 Amp+抗性的 LB

平板上, 37℃培养过夜, 挑取单克隆于含 Amp+的

液体 LB中在 37℃、200 r/min摇菌 4~6 h, 进行菌

液 PCR检测, PCR产物用 1%琼脂糖凝胶电泳进行

检测, 含有阳性克隆的菌液测序在苏州金唯智生

物技术有限公司完成。根据验证的序列设计特异性

引物 RasGRP3-5′-R/N 和 RasGRP3-3′-R/N(表 1)分

别进行 5′-RACE和 3′-RACE, RACE反应按照试剂

盒说明书(宝生物工程有限公司, 大连)进行操作。

本研究所有引物均用 Primer Premier 5.0软件设计。 

1.4.2  半滑舌鳎 RasGRP3基因序列分析  将测序

得到的结果去除载体序列后, 拼接获得 RasGRP3

的基因全序列, 然后将基因序列在 NCBI (http: // 

www.ncbi.nlm.nih.gov/)上进行同源性比对 , 应用

ORF finder[21]、DNAstar (http: //www.dnastar. com/)、

Clustalx1.83 (http: //www.genome.jp/tools/ clustalx/)
和 DNAMAN (http: //www.lynnon.com/)等生物软

件进行半滑舌鳎 RasGRP3 基因开放阅读框的查

找及氨基酸组成和同源性分析。 

1.5  半滑舌鳎 RasGRP3基因实时定量分析 

根据测序得到的半滑舌鳎RasGRP3的序列设

计 qRT-PCR引物为 qRasGRP3-F、qRasGRP3-R(表

1), 扩增长度为 189 bp, 以半滑舌鳎 18S rRNA基

因为内参, 设计引物为 18S-F、18S-R(表 1)。用

SYBR Green荧光定量试剂盒(天根生化科技有限

公司, 北京)按照说明书在 ABI PRISM 7500Fast

实时定量扩增仪上进行 qRT-PCR反应。 

 
表 1  半滑舌鳎 RasGRP3 基因克隆和表达分析所用引物 

Tab. 1  Primers used for expression analysis and cloning of RasGRP3 in C. semilaevis 

引物 primer 引物序列 (5′–3′) primer sequence (5′–3′) 用途 application 

RasGRP3-F AGCTCCTGACATGACATCGTAC 克隆中间片段 

RasGRP3-R ACCAGACGCCTTCATTTTATTTG 克隆中间片段 

RasGRP3-5′-R AACAATTGATGTATGTGTA 克隆 5′末端 

RasGRP3-5′-N TCCGGAATTTCGGACCACTC 克隆 5′末端 

RasGRP3-3′-R GGGCACTCAGTCCATCACCCTGA 克隆 3′末端 

RasGRP3-3′-N CAATCCAAGGCTCCAGAAACTCA 克隆 3′末端 

qRasGRP3-F TTGGGAAAGGCAGCGACAC 定量引物 

qRasGRP3-R TTGGTAGTCGTCTCCGTTGC 定量引物 

18S-F GGTCTGTGATGCCCTTAGATGTC 定量内参引物 

18S-R AGTGGGGTTCAGCGGGTTAC 定量内参引物 
 

1.6  统计学分析 

qRT-PCR检测结果使用 SPSS19.0统计软件进

行分析。实时定量数据用 3组重复平均值±标准误

( x ±SE)表示, 使用 2–ΔΔCt 法计算相对表达量。采

用单因素方差分析法中的 Duncan 法对多组样本

均数进行两两比较分析, P<0.05 时, 认为存在显

著性差异。 

2  结果与分析 

2.1  RasGRP3基因序列、结构域及同源比对 

2.1.1  RasGRP3 基因序列及结构域分析  将测序

得到的半滑舌鳎 RasGRP3基因序列, 在 NCBI官

网上进行比对, 能够比对到半滑舌鳎基因数据库

中(XM_008322457.1)。通过基因序列验证和末端

扩增获得的 RasGRP3 基因全长为 2756 bp, 用

ORF finder 软件发现其 ORF 长度为 2244 bp, 

5′-UTR (untranslation region)长度为 41 bp, 3′-UTR

长度为 471 bp。DNAstar 软件显示半滑舌鳎

RasGRP3 基因 ORF 编码 747 个氨基酸(图 1), 将

其氨基酸序列在 SMART (http://smart.embl- hei-

delberg.de/)中分析发现其含有 1个 RasGEFN结构

域(45~68), 1个RasGEF结构域(191~428), 2个EFh

结构域 (468~496, 497~528)和 1 个 C1 结构域

(538~587)(图 2)。 
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图 1  半滑舌鳎 RasGRP3基因 cDNA序列和推测的氨基酸序列 

方框标出的分别为起始密码子(ATG)、终止密码子(TGA)和加尾信号. 

Fig. 1  Nucleotide and deduced amino acid sequence of RasGRP3 in C. semilaevis 
The block marks were initiation codon (ATG), termination codon (TGA) and the tailing signal, respectively. 

 

 
 

图 2  预测的半滑舌鳎 RasGRP3蛋白结构域 

Fig. 2  Protein domain prediction of RasGRP3 in C. semilaevis 

 

2.1.2  RasGRP3 同源比对  半滑舌鳎 RasGRP3

氨基酸序列在 NCBI 中进行同源比对后, 发现与其

同源性较高的 6 种鱼分别是 : 尼罗罗非鱼

(Oreochromis niloticus) 86%、斑马宫丽鱼(Maylandia 
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zebra) 84%、红丽鱼(Pundamilia nyererei) 84%、亚马

逊花鳉(Poecilia formosa) 83%、大黄鱼(Larimichthys 

crocea) 82%和斑马鱼(Danio rerio) 80%。将上述物种

的 RasGRP3 氨基酸序列通过 Clustalx1.83 和

DNAMAN 进行序列比对 (图 3), 表明半滑舌鳎

RasGRP3的 4个结构域中, C1结构域和 EFh结构域

为 2 个高保守的调节亚基, RasGEFN 结构域和

RasGEF结构域为相对保守的催化亚基。  

 

 
 

图 3  半滑舌鳎 RasGRP3氨基酸序列与其他 6种鱼类 RasGRP3氨基酸序列比对 

100%完全相同的氨基酸背景颜色为浅绿色; 75%~100%相同的氨基酸背景颜色为浅紫色; 25%~75%相同的氨基酸 

背景颜色为浅灰色; 25%以下为白色. 

Fig. 3  Alignment of RasGRP3 amino acid sequences of C. semilaevis and other six species fish 
The background colour is light green for 100% identical amino acids; the background colour is light purple for 75%–100% identical 
amino acids; the background colour is light grey for 25%–75% identical amino acids; the background colour is white for less than 

 25% identical amino acids. 

 

2.2  RasGRP3基因的表达分析 

2.2.1  RasGRP3 基因在半滑舌鳎健康组织中的表

达  RasGRP3基因在健康半滑舌鳎的肝、小肠、

脾、头肾、后肾、鳃、血液、脑、皮肤、肌肉、

胃、心脏和卵巢 13 种组织中均有表达(图 4), 相

对表达的峰值出现在卵巢组织(109.06), 其次是

肝(62.19)、脑(44.64)、脾(43.68); 在头肾、后肾、

皮肤和心脏中表达相对较高 , 在血液(1.00)和肌

肉(6.56)中的表达量相对较低。 

2.2.2  半滑舌鳎感染鳗弧菌后 RasGRP3 基因在免

疫组织中的表达  鳗弧菌感染半滑舌鳎后 0 h、6 h、

12 h、24 h、48 h和 72 h, RasGRP3基因在不同时

间点 6种免疫组织(肝、肠、脾、头肾、鳃和血液)

中呈现出不同的表达特征(图 5)。结果表明, 在肝

中 RasGRP3的表达趋势是先升高后降低, 其表达

峰值出现在鳗弧菌感染后的 6 h, 为 0 h表达量的

3.1倍, 在后面的 4个时间点都低于 0 h的表达量; 

在肠中的表达是在 6 h 出现最低值, 12 h 达到峰 
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图 4  RasGRP3基因在半滑舌鳎健康组织中的相对表达量 

字母 a, b, c, d代表 SPSS多重分析的不同分组, 有相同字母

表示差异不显著(P>0.05), 无相同字母表示差异显著(P<0.05). 

b, 脑; bl, 血液; g, 鳃; h, 心脏; hk, 头肾; in, 肠; l, 肝; m, 肌 

肉; me, 后肾; o, 卵巢; s, 皮肤; sp, 脾; st, 胃.  

Fig. 4  Relative expression level of RasGRP3 in normal tis-
sues of C. semilaevis 

The letters of a, b, c and d indicates the Duncan grouping in SPSS. 
The same letters indicate unsignificant difference (P>0.05); the 
different letters indicate significant difference (P<0.05). b, brain; 
bl, blood; g, gill; h, heart; hk, head kidney; in, intestine; l, liver; 
m, muscle; me, metanephros; o, ovary; s, skin; sp, spleen;  

st, stomach. 

 
值, 为 0 h表达量的 2倍, 48 h后回到正常表达水

平, 其总的表达趋势也是先升高再降低; 在脾中

的表达趋势是先降低再升高, 在 12 h 出现最低

值, 到 72 h 达到表达的最高峰值; 在头肾中 12 h

出现表达的最低值, 在 24 h到达表达的峰值为 0 h

表达量的 2.5倍, 在 48 h、72 h都低于 0 h的表

达量, 其总的表达趋势是先下降后上升; 在鳃中

6 h时表达量迅速上升达到表达的峰值, 是 0 h表

达量的近 30倍, 在 12 h后开始回到正常表达水

平, 其总的表达趋势为先上升后降低; 在血液中

表达的最低值出现在 6 h, 在 12 h略有上升, 在

24 h、48 h回归到正常表达水平, 72 h达到表达

的峰值为 0 h 的 1.7 倍, 其表达的趋势为先下降

后上升。总的来说, 鳗弧菌感染后 RasGRP3在 6

种组织中都出现了上调表达的趋势 , 只是峰值

出现的时间点不同, 在肝、肠、头肾和鳃中上调

趋势明显。 

2.2.3  RasGRP3 基因在病原模拟物刺激后的半滑

舌鳎外周血淋巴细胞中的表达  4 种病原模拟物

LPS、PGN、WGP和 poly I:C刺激半滑舌鳎外周

血淋巴细胞后, RasGRP3基因在 0 h、2 h、6 h、

12 h和 24 h 5个时间点的表达结果如图 6所示。 
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图 5  RasGRP3基因在鳗弧菌感染半滑舌鳎后不同时间点 6种组织中的相对表达量 

每个时间点的 RasGRP3的表达量为感染组除以 PBS组的相对表达量. 字母 a, b, c代表 SPSS多重分析的不同分组.  

有相同字母表示差异不显著(P>0.05), 无相同字母表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 5  Relative expression levels of RasGRP3 gene in six tissues at different time points after C. semilaevis 
 infected with Vibrio anguillarum  

 The expression levels of RasGRP3 at each point were presented relative expression levels which infected group  
divided by the PBS group. The letters of a, b and c indicated the Duncan grouping in SPSS. 

 The same letters indicate unsignificant difference (P>0.05); the different letters indicate significant difference (P<0.05). 

 

 
 

图 6  半滑舌鳎淋巴细胞中 RasGRP3基因在 LPS, PGN, WGP和 polyI:C刺激下的相对表达量 

字母 a, b, c, d代表 SPSS多重分析的不同分组. 有相同字母表示差异不显著(P>0.05), 无相同字母表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 6  The relative expression of RasGRP3 gene in C. semilaevis lymphocyte respond to the challenge of LPS, PGN, WGP and poly I:C  
The letters of a, b, c and d indicated the Duncan grouping in SPSS. The same letters indicate unsignificant difference (P>0.05); the 

different letters indicate significant difference (P<0.05). 

 



820 中国水产科学 第 23卷 

LPS对 RasGRP3基因的诱导表达趋势是: 先下降

后上升, 在感染后 2 h、6 h的表达量与 0 h相差不

大, 在 12 h有所降低, 到 24 h达到表达的最高峰

值为 0 h的 1.7倍。PGN的诱导表达趋势跟其他 3

种病原模拟物稍有不同: 从 0 h到 24 h一直处于

上升状态, 到 24 h 达到表达的最高峰值, 是 0 h

表达量的 13倍。WGP的诱导表达趋势为: 2 h开

始上升后, 6 h和 12 h下降, 在 6 h出现表达最低

值, 到 24 h后迅速上升为 0 h表达量的 5倍, 并达

到最高峰值。Poly I:C的诱导表达趋势为: 先升高

后降低, 6 h达到表达的最高峰值, 为 0 h表达量

的 8倍, 之后 12 h下降到最低, 到 24 h恢复到跟

0 h 相当的表达量。总的来说, RasGRP3 基因在

PGN, WGP和 poly I:C这 3种病原模拟物诱导下

表达趋势出现明显的上调 , 其中 LPS, PGN 和

WGP 3种病原模拟物感染后都在 24 h达到表达的

最高峰值。 

3  讨论 

RasGRP3首次发现是在大规模的 cDNA序列

项目中, 使用 RasGRP3 的抗体检测, 发现在许多

B细胞系中具有较高的表达。Szamałek等[22]的研

究表明, RasGRP3 在 T 细胞的产生和成熟、B 细

胞的活化、血小板的聚集和肥大细胞活性的调节

中发挥着重要的作用。Goudarzi 等 [23]把小鼠

RasGRP3 基因进行敲除, 发现小鼠体内的免疫球

蛋白数量减少, 同时其所调节的 Ras-Erk 信号通

路级联反应减弱。Huang等[2]发现 RasGRP1在斑

马鱼的淋巴系统发育过程中发挥着重要作用, 敲

低 RasGRP1 的表达会损伤斑马鱼的淋巴系统发

育。然而 RasGRP3基因在鱼类免疫应答中的作用

尚没有文章报道。 

Buday等[24]发现, 当 BCR受到特异性刺激活

化后, 可以激活 PKC (protein kinase C)同时使第

二信使DAG增加, 与 RasGRP3中的C1区域结合, 

使 RasGRP3 活化, 其活化后作用于 Ras 蛋白, 能

使无活性的 RasGDP变为有活性的 RasGTP, 进一

步活化 Ras-ERK信号通路, 影响细胞分化、增生、

凋亡及细胞间信号传递。据此推测正是由于 C1

结构域的这种高度保守性使得 RasGRP3 基因在

BCR 激活和 Ras-ERK 信号通路活化中发挥着重

要的桥梁作用。本研究得到的半滑舌鳎 RasGRP3

基因序列全长为 2756 bp, 编码 747个氨基酸。同

源分析表明, 半滑舌鳎 RasGRP3含有 2个高度保

守的调节亚基: C1结构域和 EFh结构域, 特别是

C1结构域, 与其他 6种鱼类的同源比对中仅第一

个氨基酸存在差异。由此可推测 , 半滑舌鳎

RasGRP3基因也具有类似的功能。 

RasGRP3 广泛表达于各组织中, 但在不同组

织中存在较大差异, 这可能与 RasGRP3基因在不

同组织中的生物学功能不同有关, Ozaki 等[14]研

究表明 RasGRP3 在不同的组织中参与不同的信

号通路。在卵巢中表达水平最高, 说明它可能与

半滑舌鳎发育和母源免疫相关。其次是在肝、脾

和脑中表达量较高, 肝和脾是鱼类重要的免疫器

官, 在取样的过程中可以发现鳗弧菌注射组的肝

和脾的颜色比 PBS 对照组要深一些, 同时脾也是

鱼类淋巴细胞的主要聚集器官之一, Suzuki 等[25]

发现 RasGRP3基因在淋巴细胞中高表达。 

从 4 种病原模拟物处理的半滑舌鳎淋巴细胞

的时空表达可以看出, RasGRP3 基因整体表现出

上调表达的趋势 , 只是出现峰值的时间点不同 , 

出现这种情况的原因可能是淋巴细胞对不同病原

的敏感程度不一样, 出现免疫应答的时间就会出

现一定的差异。LPS、PGN、WGP 和 polyI:C 分

别是革兰氏阴性菌、革兰氏阳性菌、真菌和病毒

的模拟物, 从图 7可以看出 poly I:C刺激淋巴细胞

后, RasGRP3的表达量在 6 h时就达到了表达的峰

值, 说明淋巴细胞对病毒敏感性强, 使其细胞内

的免疫基因在短时间内出现应答反应。在 LPS、

PGN和WGP 3种病原模拟物刺激后, RasGRP3都

是在 24 h出现了表达峰值。在 LPS处理组其各个

时间点的表达量差异不是很显著, 24 h 的峰值仅

为 0 h的 1.7倍, 可能是此病原没有达到淋巴细胞

产生免疫应答所需要的阈值。其中 PGN处理组是

逐渐升高的趋势, 说明 RasGRP3基因表达激活存

在时序性。 

本研究克隆获得了半滑舌鳎RasGRP3基因序
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列全长, 并对其氨基酸序列进行了同源性分析和

结构域的预测, 对 RasGRP3 基因在半滑舌鳎 13

种健康组织、鳗弧菌感染后不同时间点的 6 种免

疫组织和 4 种病原模拟物处理的不同时间点的半

滑舌鳎淋巴细胞进行了表达特征分析, 为深入研

究 RasGRP3 基因在鱼类免疫中所发挥的作用提

供了分子生物学基础和理论依据。 
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Abstract: The Ras guanyl nucleotide-releasing protein-3(RasGRP3) is a guanyl nucleotide exchange protein that-
plays important roles in the occurrence of various diseases when differentially expressed. To explore the genetic 
composition, tissue expression, and immune response characteristics of Cynoglossus semilaevis, the full-length 
RasGRP3cDNA was cloned using rapid-amplification of cDNA ends technology based on the partial RasGRP3 
sequence obtained from our laboratory C. semilaevis transcriptome data. Amino acid sequence alignment and ho-
mology analyses were performed based on the sequencing results. The full-length RasGRP3cDNA was 2756 bp, 
contained a 2244-bp-long open reading frame, and encoded a protein of 747 amino acids. The amino acid sequence 
of C. semilaevis RasGRP3 was highly homologous with those of other fish species. We applied quantitative 
real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) analysis to study the expression patterns of the RasGRP3 gene in 
13 healthy tissues and six Vibrio anguillarum-infected tissues at different time points. We also infected lympho-
cytes of C. semilaevis with lipopolysaccharide, peptidoglycan (PGN), whole glucan particles, and polyinosinic: 
polycytidylic acid (poly I:C). The qRT-PCR results showed that RasGRP3 was expressed in all 13 healthy tissues 
of C. semilaevis. The expression level was highest in ovary, followed by liver, brain, and spleen, but low in blood. 
RasGRP3 tended to be differentially expressed in the six V. anguillarum-infected tissues. RasGRP3 expression was 
up regulated 3- and 30-fold in liver and gill, respectively, at 6h compared with that at 0h. RasGRP3 expression was 
downregulated in intestine, spleen, headkidney, and blood 6h after infection with V. anguillarum. The lymphocyte 
infection experiment indicated that RasGRP3 expression was upregulated after PGN and poly(I:C) stimulation. 
PGN up regulated expression 13-fold after 24 h compared with that at 0 h, and poly I:C up regulated expression 
eight-fold after 6 h compared with that at 0 h. These results indicate that the RasGRP3 gene is involved in the C. 
semilaevis immune response and may play an important role in immune regulation. 
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