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摘要: 天然抗性相关巨噬蛋白(Nramp)家族是一类抑制胞内寄生菌侵染的天然免疫相关蛋白。本研究克隆了草鱼

(Ctenopharyngodon idellus)Nramp基因并进行了表达分析。该基因 cDNA序列全长为 3 158 bp, 编码 1个含 544个

氨基酸的蛋白。该蛋白含有 Nramp 家族的特征序列: 包含 12 个跨膜区(TM)、1 个由 20 个氨基酸残基组成的胞质

内转运结构域(CTM)。草鱼 Nramp同其他 16个物种的 Nramp氨基酸序列同源性在 62.5%～90.2％之间。草鱼 Nramp

基因 cDNA 的独特结构是其 3′末端非翻译区(UTR)和 5′UTR 各有 1 个脊椎动物 Nramp2 中的铁反应控制蛋白结合

位点(IRE)。系统进化分析表明, 草鱼 Nramp 和所有鱼类 Nramp 聚为一簇, 与哺乳类 Nramp2 的亲缘关系较近。

Nramp 基因在草鱼头肾和脾脏中的表达量最高, 在肌肉和皮肤中的表达量最低, 在草鱼呼肠孤病毒(GCRV)感染的

草鱼肾脏细胞系(CIK)中的表达量明显升高。[中国水产科学, 2011, 18(1): 3847] 
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天然抗性相关巨噬蛋白(Natural resistance 

associated macrophage protein, Nramp)属于一个古

老的膜整合转运蛋白家族, 在各物种间保持着高

度的保守性[1], 含有 10~12 个跨膜区(Transmem- 

brane, TM) , 1～2个糖基化的胞质外环状结构和 1

个胞质内转运蛋白特征结构域[2], 具有调节巨噬

细胞的抗菌活性、抑制胞内寄生菌侵染等作用[3]。

目前在人和小鼠等哺乳动物中已发现 2 种天然抗

性巨噬蛋白: Nramp1 和 Nramp2[4–7]。在小鼠中, 

Nramp1对牛分枝杆菌(Mycobacterium bovis)、沙门

氏菌(Salmonella)的感染起着重要的控制作用[8–9], 

单个密码子突变(Gly169→Asp) 即可导致基因功

能的丧失[10]。Nramp1 主要在吞噬细胞、脾脏、

肝脏以及肺中特异性表达[11–12], 而 Nramp2 在绝

大多数组织和细胞中均表达[6], 对哺乳动物体内

铁的吸收转运和重新利用起到决定性的调控作 

用[13–14]。目前, 已在虹鳟(Oncorhynchus mykiss)、鲈

(Lateolabrax japonicus)、真鲷(Pagrosomus major)、牙

鲆(Paralichthys olivaceus)、大菱鲆[(Scophthalmus 

maximus (L.)]等海水鱼中克隆得到 Nramp 基因, 

并对该基因的序列特征以及脂多糖、鳗弧菌

(Vibrio anguillarum)刺激后在组织及胚胎细胞系

中的表达进行了研究[15–19], 淡水鱼中仅在鲤(Cyprinus 

carpio)和斑点叉尾 (Ictalurus punctatus)中有报

道[20–21]。与哺乳动物相比, Nramp 基因在鱼类免

疫系统中的功能还知之甚少。 

草鱼(Ctenopharyngodon idellus) 是中国产量

最大的淡水经济鱼类。随着养殖规模以及养殖密
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度的不断扩大, 草鱼的各种细菌性疾病以及由草

鱼呼肠孤病毒(Grass Carp Reovirus, GCRV)引起

的草鱼出血病等病害问题日益突出 [22–23]。分子标

记辅助育种可以定向选育抗病新品种, 在鱼类育

种中已取得了较好的效果[24–25]。鉴于 Nramp的重

要功能, 进行了草鱼 Nramp 基因的克隆、序列比

对以及组织表达研究。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

健康 1 龄草鱼取自中国水产科学研究院长江

水产研究所的窑湾试验场, 于实验室水簇箱中暂

养 1周无异常后使用。将草鱼的肝、肾、脾、鳃、

小肠、肌肉和皮肤等组织取出, 迅速放入液氮中

冻存备用。草鱼肾脏细胞系(CIK)由本实验室建立, 

使用 MEM培养基于 28℃传代培养。草鱼呼肠孤

病毒(GCRV) 873 株由武汉大学典型培养物收集

保藏中心惠赠[26]。 

1.2  RNA提取和 cDNA合成 

Trizol(Invitrogen)法提取组织和细胞的总

RNA, 然后用紫外分光光度计 (Biophotometer, 

Eppendorf) 测定 RNA 浓度, 并经 1％琼脂糖凝

胶电泳检测其完整性。用 ImProm-IITM反转录试

剂盒(Promega)合成 cDNA链; RACE-Ready-cDNA 

用 SMART RACE cDNA Amplification Kit 

(Clontech)合成, –20℃保存。 

1.3  引物设计及 PCR扩增 

根据 GenBank中已发表的鲤 (AJ133735)、虹

鳟(AF048760)、鲈(Morone saxatilis, AY008746)、

真鲷 (AY485311)、牙鲆 (AY907946)等的 Nramp 

cDNA 同源序列合成 1 对简并引物 Nramp-F/ 

Nramp-R(表 1), 用草鱼肝脏中提取的总 RNA 进

行 RT-PCR扩增。根据获得的 PCR片段序列设计

4 条特异性引物 (表 1), 按照 SMARTTM RACE 

cDNA Amplification Kit (Clontech)说明书进行

5′RACE和 3′RACE反应, 获得的片段经过序列拼

接得到全长 cDNA。 

特异性引物 RT-PCR: 以 β-actin 为内参, 用

等量的RNA作为各样品逆转录的起始模板, 用基 

表 1  PCR 扩增所用引物序列 
Tab. 1  PCR amplification primers used in this study 

引物名称 
primer name

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

Nramp-F ACATGCAGGARGTSATYGGC (Y=C/T) 

Nramp-R SACRTTGATGAGGAASGAG (R=A/G, S=G/C)

β-actin-F TTGCCGCACTGGTTGTTG 

β-actin-R TTTCCCTGTTGGCTTTGG 

rt-F ACCAGGGCGAGGTTCTGAAGGGCATG 

rt-R AAAACAGCCCAAAACCACACCCCCTT 

3′F GCTCCGCCATCGCCCTCAATCTGCTG 

3′Fn GACCAGGGCGAGGTTCTGAAGGGCAT 

5′R AGAAACATGCCCTTCAGAACCTCGCC 

5′Rn CAGCAGATTGAGGGCGATGGCGGAG 

UP CGATCTAGAGGTACCGGATCC 

NUP AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 

 

因特异性引物对目的基因在鱼体不同组织中和

GCRV 感染 CIK 细胞后不同时间的表达进行检

测。所用的 1对特异性引物为表 1中的 rt-F和 rt-R, 

扩增产物大小为 404 bp; 根据 GenBank 中草鱼

β-actin 序列(M25016)设计 1 对内参引物 β-actin-F

和 β-actin-R, 扩增片段大小为 339 bp。PCR反应

条件为: 94℃ 5 min, 然后 94℃ 30 s, 55~65℃ 30 

s, 72℃ 30 s, 25~30个循环; 72℃延伸 10 min。 

1.4  目的片段纯化、克隆及测序 

PCR 产物经 1%的琼脂糖凝胶电泳检测, 切

下目的片段, 按照 Wizard SV Gel and PCR Clean- 

Up System(Promega)试剂盒说明书进行纯化。将

回收产物按物质的量比 3:1 的比例与 pCR2.1 

(Invitrogen)载体 16℃连接过夜。取连接产物 5 μL

用于转化 DH5α大肠杆菌(Escherichia coli)感受态

细胞, 利用菌落 PCR 鉴定出阳性质粒, 送上海生

工生物工程技术服务有限公司测序。 

1.5  序列分析 

登录NCBI用 BLAST对测序结果进行同源性

检索; 用DNASTAR 5.0软件分析 cDNA序列和开

放阅读框; 采用 Signal P[27]分析信号肽序列; 利

用 PHDsec 在线服务器(http://www.predictprotein. 

org/)分析蛋白的二级结构; 采用 Kyte and Doolittle

算法[28]通过 ProtScale 在线工具(http://www.expasy. 

ch/tools/protscale.html)分析蛋白的亲水性特征; 

用 Clustal W 软件 [ 2 9 ]进行多序列比较 ;  利用

MEGA3.0[30]中的邻位相联法(Neighbor-Joining, 
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NJ)[ 3 1 ]构建系统进化树。序列比对中所用物种

Nramp 蛋白的 GenBank 序列号如下: 鲤 Nramp 

(CAB60196)、黑头呆鱼(Pimephales promelas) 

Nramp(AAF01778)、虹鳟 Nramp alpha (AAD20721)、

虹鳟 Nramp beta(AAD20722)、鲈 Nramp (AAG31 

225)、真鲷 Nramp(AY485311)、牙鲆 Nramp (AY90 

7946)、大菱鲆 Nramp(ABB73023)、斑点叉尾  

Nramp(AAM73759)、人(Homo sapiens) Nramp1 

(BAA08908)、人 Nramp2(AAC21459)、小鼠(Mus 

musculus)Nramp1(AAA39838)、小鼠 Nramp2 

(AAC42051)、田鼠(Rattus norvegicus) Nramp2 

(AAC53319)、狗(Canis familiaris)Nramp1 (ABG7  

8262)、狗 Nramp2(XP_543669)、牛(Bison bison) 

Nramp1(AAB17552)、羊(Ovis aries)Nramp1(AAC 

28241)、猪(Sus scrofa)Nramp1(AAC24491)。 

2  结果与分析 

2.1  草鱼 Nramp基因全长 cDNA的克隆 

利用简并引物通过 RT-PCR 在草鱼肝脏中扩

增得到1条长度为455 bp的特异性条带, 经序列测

定与BLAST分析, 该条带为Nramp基因部分片段; 

根据此片段设计合成 4 条特异性引物 , 采用

5′RACE和 3′RACE法分别扩增得到长度为 662 bp

和 2 383 bp的 Nramp基因 5′、3′末端片段。最后用

DNASTAR软件去除重叠序列和接头序列, 拼接得

到 3 158 bp 的草鱼 Nramp 基因全长 cDNA 序列

(GenBank 序列号 GU290344)。草鱼 Nramp 全长

cDNA 由 1 635 bp 的开放阅读框(Open Reading 

Frame, ORF)、155 bp 5′末端非翻译区(Untranslated 

Regions, UTR)和一个较长的 1 368 bp 3′UTR组成。

3′末端含有 4个典型的加尾信号 AATAAA和 29 bp

的 Poly(A)尾; 另外, 在 5′UTR和 3′UTR分别发现

了 1 个铁反应控制蛋白结合位点(Iron-responsive 

regulatory- protein-binding site, IRE)的特征序列

(CNNNNNCAGTG)[32](图 1)。 

2.2  草鱼 Nramp蛋白的结构分析 

根据获得的草鱼 Nramp基因 cDNA序列推导

出相应的氨基酸序列, 结果表明, 1 635 bp的 ORF

序列编码 1 个含 544 个氨基酸的蛋白, 预测的相

对分子量为 60.2 kD, 等电点为 5.3。利用 PHDsec

对该蛋白的二级结构进行了分析(图 1), 发现该蛋

白具有Nramp家族的特征序列: 含有 12个跨膜区

(Transmembrane region, TM), 1 个介于 TM8 和

TM9 之间由 20 个氨基酸残基组成的、高度保守

的胞质内转运结构域(Conserved Transport Motif, 

CTM), 1个位于 TM1之前的 N端蛋白激酶 C磷酸

化位点(S/T–X–R/K), 4 个潜在的 N-糖基化位点

(N–X–S/T–X), 其中 2个存在于TM7和TM8之间, 

另 2个分别位于 N端和 C端; 该蛋白还含有 1个

位于 TM6 和 TM7 之间的酪氨酸激酶磷酸化位点

(R/K–X–X–X–D/E–X–X–X–Y), 8个酪蛋白激酶 II

磷酸化位点(S/T–X–X–D/E)以及 13个N-豆蔻酰化

位点 (G–EDRKHPFYW–X–X–STAGCN–P); 同时

在 TM7 区还发现了 1 个未在其他物种 Nramp 蛋

白中报道过的 P-loop 位点 (A/G–X–X–X–X– 

GK–S/T)[33] (图 1)。从蛋白的氨基酸组成上看 , 

Ala、Val、Leu、Ile、Pro、Phe、Met以及 Trp等非

极性氨基酸占 53%, 表明该蛋白具有较强的疏水

性, 通过 ProtScale进行亲水性分析的结果也进一

步验证了这一典型特征(图 2); 鱼类Nramp的亲水

性分布图和人、鼠 Nramp2几乎一致, 同时从图 2

还可以看出, 草鱼 Nramp 和鲤、斑点叉尾 、牙

鲆等鱼类的 Nramp在胞质内外环的间隔大小上也

高度保守。 

2.3  Nramp序列比对和系统进化分析 

通过 Clustal W 软件对草鱼 Nramp 的氨基酸

序列同其他鱼类 Nramp、人 Nramp1 和 Nramp2

以及小鼠Nramp1和Nramp2的氨基酸序列进行了

比对分析(图 3), 结果表明, 除了 N 端和 C 端外, 

所比较物种的氨基酸序列在TM区以及CTM区都

相对比较保守 ,  尤其是 TM1 区 ,  在所有鱼类

Nramp和人、小鼠的 Nramp2中完全保守, 和人、

小鼠的 Nramp1也只有 1个氨基酸残基(F)的差异; 

鱼类的 Nramp在 TM2、TM3、TM4、TM7和 TM10

区中分别只有 2、3、2、3、2 个氨基酸残基的差

异, 相对而言, 在 T5、T11 和 T12 区氨基酸的保

守性要差一些。在 CTM区, 除了真鲷中有 1个 A 
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图1  草鱼Nramp全长cDNA序列及推测出的氨基酸序列 

跨膜区(TM)用下划线标出并编号TM1~12; 位于TM8和TM9之间的转运结构域(CTM)用下划线标出; 加尾信号(AATAAA)用阴 

影和方框标出; 位于5′UTR和3′UTR 的IRE位点用双下划线和阴影标出; N-糖基化位点用虚线标出; 酪蛋白激酶II磷酸化位点 

用方框标出; 蛋白激酶C磷酸化位点用双下划线标出; 酪氨酸激酶磷酸化位点用波浪线标出; P-loop位点用斜体字和阴影标出;  

N-豆蔻酰化位点用阴影标出. 

Fig. 1  Full-length cDNA and predicted amino-acid sequence of Ctenopharyngodon idellus’ Nramp gene 
The transmembrane regions (TM) are underlined with single lines and numbered 1–12. The consensus transport motif (CTM) between TM8  
and TM9 is singly underlined. The poly A signal (AATAAA) is boxed and shaded. The IRE sites located in 5′UTR and 3′UTR are underlined  
and shaded. The N-glycosylation sites are marked with broken lines. The casein kinase II sites are boxed. The predicted protein kinase C  
phosphorylation sites are doubly underlined. A tyrosine kinase phosphorylation site is indicated with wave line. The P-loop site is shaded and  
italicized, and the N-myristoylation sites are shown with shade. 
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图2  几种脊椎动物Nramp蛋白的亲水性分布图(Kyte 和 

Doolittle算法) 

CiNramp:草鱼Nramp; CcNramp:鲤Nramp; IpNramp:斑点叉尾 

Nramp; PoNramp:牙鲆Nramp; HsNramp2:人Nramp2;  

MnNramp2:小鼠Nramp2; 上面1行数字代表6个物种Nramp 

的氨基酸数目. 

Fig. 2  Hydropathy profile conservation among selected 
vertebrates’ Nramp proteins (Kyte and Doolittle algorithm) 

CiNramp: Ctenopharyngodon idellus Nramp; CcNramp: Cyprinus  

carpio Nramp; IpNramp: Ictalurus punctatusNramp; PoNramp: 

Paralichthys olivaceus Nramp; HsNramp2:human Nramp2; 

MnNramp2: mouse Nramp2. Figures above are the amino acid 

numbers of six Nramp proteins. 

 

残基的差异外, 在其他鱼类 Nramp 以及人和小鼠

的 Nramp2中高度保守(图 3)。同时本研究还发现

位于 TM7和 TM8之间的 2个 N-糖基化位点在物

种间具有较高的保守性, 其中靠近 TM7 的 N-糖

基化位点在所比较的鱼类 Nramp 中高度保守, 而

靠近 TM8的除了虹鳟 Nramp alpha外, 在所比较

物种的 Nramp 中均保守; 此外, 从图 3 中还可以

发现, 在 TM7 和 TM8 区之间, 所比较物种的

Nramp2均比 Nramp1少 1个氨基酸残基, 这一点

与 Chen 等 [21]对斑点叉尾 Nramp 与其他物种

Nramp氨基酸序列比对的结果是一致的。 

将草鱼 Nramp 的氨基酸序列同其他鱼类

Nramp 以及哺乳类 Nramp1 和 Nramp2 的氨基酸

序列进行了比对分析, 并在此基础上构建了系统

发生树。序列比对的结果表明, 草鱼 Nramp 和鲤

Nramp、黑头呆鱼 Nramp、斑点叉尾 Nramp、虹

鳟 Nramp alpha、虹鳟 Nramp beta、大菱鲆 Nramp、

牙鲆 Nramp、真鲷 Nramp以及鲈 Nramp氨基酸的

同源性分别为 90.2%、87.5%、83.3%、82.6%、

84.3%、83.1%、83.0%、82.0%和 84.9%; 和人、

老鼠、狗、猪、牛、羊等哺乳类 Nramp1 的同源

性在 62.5%～65.1%之间, 而和人、小鼠、田鼠、

狗等哺乳类 Nramp2的同源性在 75.1%～76.6%之

间 (表 2), 很显然 , 相比哺乳类 Nramp1, 草鱼

Nramp 与哺乳类 Nramp2 的同源性更高一些。系

统进化分析的结果表明, 草鱼 Nramp 和其他鱼类

的 Nramp聚在一起, 然后鱼类的 Nramp又和哺乳

类 Nramp2 聚在一起形成 1 个分支, 而哺乳类

Nramp1 则单独形成了另外一个分支, 因此鱼类

的 Nramp 和哺乳类 Nramp2 更为相似; 与草鱼

Nramp亲缘关系最近的是鲤 Nramp(图 4)。 
 

表 2  草鱼 Nramp 氨基酸序列同哺乳类 Nramp 氨基酸序

列的同源性分析 
Tab. 2  Amino acid identity between Ctenopharyngodon 

idellus’ Nramp and mammalian’s Nramps 
% 

同源性 identity 

物种 species 草鱼 Nramp1 
C. idellus’ Nramp1 

草鱼 Nramp2 
C. idellus’ Nramp2

人 human 65.1 75.3 

鼠 mouse 63.4 75.1 

小鼠 rat – 75.5 

狗 dog 63.6 76.6 

猪 pig 62.5 – 

牛 bison 63.6 – 

羊 sheep 63.8 – 

 

2.4  草鱼 Nramp 基因在组织及 CIK 细胞系中的

表达分析 

利用 1 对特异性引物(rt-F/rt-R)通过 RT-PCR

对 Nramp基因在草鱼头肾、体肾、小肠、肌肉、

皮肤、肝脏、鳃以及脾脏等 8 种组织中的表达进

行分析, 在所检测的组织中均扩增出了 1 个长度

为 404 bp 的特异性片段, 序列测定的结果表明, 

该片段为草鱼 Nramp基因部分片段。草鱼 Nramp

基因在所检测的 8 种组织中的表达差异明显, 其

中在头肾和脾脏中的表达量最高, 在体肾和肝脏

中中等程度表达, 再次是小肠和鳃, 在肌肉和皮

肤中的表达量最低(图 5A)。内参 β-actin则均一地

表达于各组织中。利用 RT-PCR对 Nramp基因在

GCRV 感染的 CIK 细胞中的表达进行了分析, 结

果表明, 与对照组相比, 在感染后的 1 h, Nramp

表达量就开始有所增加, 到 3 h 表达量达到最大, 

24 h 后表达量又基本回落至对照组的水平 (图

5B)。 



 
 

图3  草鱼和其他物种Nramp氨基酸序列比对分析 

草鱼Nramp的12个TM区及CTM区以下划线标出; 保守的N-糖基化位点以方框标出; “·”表示与草鱼氨基酸相同的位点; “―”表示此位点为空格. 

Fig. 3  Alignment of Nramp’s amino acid sequences between Ctenopharyngodon idellus and other vertebrates 
Putative transmembrane regions are underlined and numbered with TM1–12. The consensus transport motif (CTM) is underlined. Conserved N-glycosylation sites are marked with 

boxes. Identical sites are indicated by dots(·), and gaps are showen by dashes (―). 



44 中国水产科学 第 18卷 

 
 

图4  基于草鱼和其他物种Nramp氨基酸序列构建的系统发生树(用Bootstrap法进行1 000次评估) 

Fig. 4  Construction of phylogenetic tree based on Nramp amino acids of grass carp and other species (the parameter was evaluated  
1 000 degree via method of Bootstrap) 

 

 
 

图5  草鱼Nramp基因在正常组织(A)以及GCRV感染1~24 

h后的CIK细胞系中(B)的表达分析(β-actin为内参) 

(A) M:100 bp分子量标准; 1:头肾; 2:体肾; 3小肠; 4:肌肉; 5: 

皮肤; 6:肝脏; 7:鳃; 8:脾脏. (B) M:100 bp分子量标准; CK:正 

常的CIK培养细胞作对照; 1 h、3 h、6 h、12 h、24 h分别指 

GCRV感染CIK后的1 h、3 h、6 h、12 h和24 h. 

Fig. 5  RT-PCR analysis of Nramp gene expression in various 

normal tissues(A)and in CIK cell line(B) from 1 h to 24 h after 

infection with GCRV(β-actin was used as control) 
(A) M: 100 bp marker; 1: head kidney; 2: kidney; 3: intestine; 4:  
muscle; 5: skin; 6: liver; 7: gill; 8: spleen. (B) M: 100 bp marker; 1  

h, 3 h, 6 h, 12 h and 24 h indicate the time after GCRV infection. 

3  讨论 

鉴于 Nramp基因在哺乳类动物抵抗病原菌侵

染以及控制金属离子的转运吸收等过程中所起的

重要作用, 为了解该基因在鱼类免疫系统中的功

能和作用 , 本研究从草鱼肝脏中克隆得到了

Nramp 基因的全长 cDNA。与已报道的脊椎动物

Nramp 氨基酸序列比对分析结果表明 , 草鱼

Nramp 同其他鱼类 Nramp 的同源性在 82.0%~ 

90.2%之间, 与哺乳类 Nramp2 的同源性(75.1%~ 

76.6%)要高于与哺乳类 Nramp1 的同源性

(62.5%~65.1%); 系统进化分析的结果也表明鱼

类的 Nramp 和哺乳类 Nramp2 聚在一起, 因此草

鱼的 Nramp基因和哺乳类 Nramp2基因比较相似, 

这和在其他鱼类 Nramp分析中得到的结论是一致

的[15, 17–21]。 

草鱼 Nramp蛋白含有 12个 TM, 1个 CTM, 1

个蛋白激酶 C磷酸化位点, 4个 N-糖基化位点, 1

个酪氨酸激酶磷酸化位点, 8个酪蛋白激酶 II磷酸

化位点以及 13个N-豆蔻酰化位点等, 这些Nramp

的特征序列在人[5,7]、鼠[6,34]、虹鳟[15]、鲤 [20]、牙

鲆[18]以及大菱鲆[19]中均有相似的报道。值得一提
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的是, 相比其他鱼类的 Nramp, 本研究发现草鱼

Nramp 基因具有 2 个独特的特征位点, 其中 1 个

是位于 5′UTR 和 3′UTR 两端的 2 个 IRE 位点 

(CNNNNNCAGTG)。有研究表明, 5′UTR和 3′UTR

端 IRE 位点和细胞中铁的代谢有关[35], 在哺乳动

物 Nramp2 中, 该位点和铁的转运吸收相关[13,36]; 

在已经报道的鱼类的 Nramp 基因中, 仅在鲤的

3′UTR 发现有 1 个 IRE 位点 [20], 在其他鱼类

Nramp中均未发现该位点[18–19,21]。Saeij等[20]推测, 

在鲤 Nramp 中, 该位点可能通过和铁调控蛋白结

合来调节鲤 Nramp的mRNA水平, 当铁调控蛋白

和 3′UTR的 IRE结合时可以保护 RNA免受降解, 

当和 5′UTR 结合时可以阻止 RNA 的翻译。至于

鱼类 Nramp基因中的 IRE位点是否和其在哺乳类

Nramp2 中一样起着同样的作用, 还需要进一步

研究。草鱼 Nramp基因的另一个独特的特征位点

是位于编码区的 P-loop 结构域, 该位点与蛋白质

和 GTP/ATP的结合有关[33], 但在已克隆的 Nramp

基因中尚未见到该位点的相关报道。 

Nramp1在哺乳动物中呈组织特异性表达, 如

人的 Nramp1 可以在脾脏、肝脏和肾中检测到表

达 [37], 而小鼠的 Nramp1 则主要在脾脏中表达 , 

肝脏中表达量相对较少[4]。而 Nramp2在肝脏、肾

脏、脾脏、小肠、心脏和肌肉等组织中均表达[6]。

本研究发现草鱼 Nramp基因在头肾和脾脏中的表

达量最高 ; 在体肾和肝脏中其次 , 呈中度表达 ; 

再次是小肠和鳃 ; 在肌肉和皮肤中的表达量最

低。草鱼 Nramp基因在器官中这种组成型表达方

式与哺乳类 Nramp2 的表达方式比较相似 [6, 36]; 

另外, 在鲤、斑点叉尾 、鲈以及大菱鲆中也观

察到了 Nramp 基因在头肾和脾脏中的高表达, 这

种表达量变化和头肾、脾脏等是鱼类的主要免疫

器官是一致的。 

细胞系作为一种稳定的模型已被越来越广泛

地应用于功能基因的表达、鉴定和调控研究中。

在哺乳动物中, 曾用细胞系来研究 Nramp 基因的

功能和调控[38–39], 在鱼类中也被用来研究抗病毒

相关的功能基因的鉴定 [40–41]以及免疫基因的表

达等[42]。但关于 Nramp与病毒之间的关系研究尚

未见报道, 本研究首次利用 GCRV 感染后的 CIK

细胞系对草鱼 Nramp基因表达量的时序变化进行

了初步研究, 结果表明, GCRV 感染 CIK 细胞后, 

其 Nramp表达量增加, 且在感染后 3 h Nramp表

达量达到最大, 24 h后回落至正常 CIK细胞中的

表达水平。由此推测, 起初由于 GCRV 的感染诱

导了细胞内免疫相关基因表达量的增加, 而后随

着细胞病变效应的出现和细胞的生长受到限制等, 

导致基因表达量的回落, 类似的现象在小鼠[43]及

大菱鲆[19]中有过报道。关于鱼类免疫基因与病毒

感染间的关系已有相关研究, 张义兵等[40]从灭活

GCRV 诱导的鲫囊胚细胞系(CAB)差减文库中筛

选到一些差异表达的重要免疫相关基因 , 如

TLR3(toll-like receptor3)、IL8 以及泛素基因等。

Kurobe 等[42]从弹状病毒(HRV)感染的牙鲆肾脏细

胞中观察到 MHC classⅡ、TLR2等免疫基因表达

量的变化, 在 HRV感染后 3 h表达量达到最大, 6 

h 后回到正常表达水平。本研究结果与以上研究

结论有相似之处, 说明本研究所用的 CIK 细胞系

有可能成为研究草鱼 Nramp等免疫相关基因表达

的良好细胞模型。关于草鱼 Nramp基因与草鱼病

毒感染之间的相互作用机理以及鱼体感染病毒后

Nramp 基因在免疫系统中所起的作用还有待于深

入研究。 
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Molecular cloning, characterization and expression of natural resistance 
associated macrophage protein (Nramp) gene cDNA from grass carp 
(Ctenopharyngodon idella) 

FAN Yuding1, 2, XU Jin1, 3, LUO Xiaosong1, ZHOU Yong3, XIAO Yi3, ZENG Lingbing1,2,3 
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Abstract: Natural resistance associated macrophage protein (Nramp) family is a novel family of functional related 
proteins with innate resistance to intracellular parasites in mammals, which has the capacity of enhancing 
macrophages that are meant to kill pathogens. However, few reports are available about the structure and function 
of Nramp in lower vertebrates such as teleosts. In this study, cDNA of Nramp gene was amplified from liver of 
grass carp (Ctenopharyngodon idella) by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) and rapid 
amplification of cDNA ends (RACE). The full-length cDNA of Nramp gene was 3 158 bp, including a 155 bp 5′ 
terminal UTR, a 1 368 bp 3′ terminal UTR and a 1 635 bp open reading frame encoding a protein with 554 amino 
acid residues, which contained the signature features of the Nramp protein family: 12 transmembrane (TM) 
domains, a consensus transport motif (CTM) with 20 amino acid residues between the transmembrane domains 8 

and 9. The deduced amino acid sequence of grass carp Nramp exhibited about 62.5%90.2% homology with 16 
other vertebrate Nramp sequences. Compared with the other fish’s Nramps, the unique feature of grass carp Nramp 

was the presence of two iron-responsive regulatory-protein-binding sites (IRE) in 3UTR and 5UTR. Phylogenetic 
analysis revealed that the grass carp Nramp was clustered with other fish Nramps and was closer to Nramp2 of 
mammals. RT-PCR results of grass carp Nramp transcripts in different tissues indicated that the grass carp Nramp 
transcripts were highly abundant in head kidney and spleen and low in muscle and skin. The grass carp kidney 
cells (CIK) challenged with the grass carp reovirus (GCRV) could evidently elevate Nramp mRNA levels in cell 

cultures. [Journal of Fishery Sciences of China, 2011, 18(1): 3847] 
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