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摘要: 补体系统经活化形成末端补体复合物, C7 是将此复合物与目的细胞的细胞膜结合的重要分子。本研究从已

有的 cDNA文库中克隆鲢(Hypophthalmichthys molitrix)补体 C7的 cDNA, 其全长 2 625 bp, 编码 821个氨基酸。同

源性分析表明, 鲢补体 C7与草鲤鱼的氨基酸序列相同率最高(为 93%)。与已报道的硬骨鱼类补体 C7相同, 鲢补体

C7具有一些保守的结构, 如 TSP1、LDLRa、MACPF、EGF、TSP1、CCP。对 12尾鲢补体 C7进行遗传多样性分

析发现有 6个突变位点, 其中 5个是同义突变, 另外一个是非同义突变, 确定 6个等位基因。在鲢正常组织和嗜水

气单胞菌感染的免疫器官组织中, 对 C7基因进行了 RT-PCR表达分析, 结果显示, 正常状态下, 鲢补体 C7基因只

在脾中表达, 在感染嗜水气单胞菌 12 h后, 鲢 C7基因在脑、鳃、心、肾、肝、肠、脾 7种组织中迅速表达, 随着

病原的清除, 补体 C7基因表达量也逐渐降低直至停止表达, 说明补体 C7是一个与抗嗜水气单胞菌感染相关的基因。 
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补体系统是动物一个古老的防御机制, 有很
多重要功能, 如促进吞噬和溶解靶细胞, 能有效
抵抗入侵者。补体系统由 30多种蛋白分子所组成, 
是迄今所知机体中最复杂的一个限制性蛋白水解

系统[1]。补体的活化经过经典途径、旁路途径或

凝集途径, 形成末端补体复合物[2]。当几种补体蛋

白 C6、C7、C8、C9和 C5b结合于末端补体复合
物活化表面, 就会形成脂溶性微孔结构, 即膜攻
击复合体 (Membrane Attack Complex, MAC), 
MAC引起细胞渗透性溶解。在 MAC形成过程中, 
C5b 和 C6 相互作用形成 C5b-6 二聚体, 后与 C7
结合形成 C5b-7 三聚体, 并产生一个短暂的高亲
和性脂结合位点, 它使得这个复合物插入靶细胞
的细胞膜中, 再结合上 C8、C9, 形成最终的跨膜
复合体[3]。 

C7使中间体 C5b-7能结合到靶细胞膜上, 从
而使 MAC 在亲水-疏水两性中转变[4], 是补体系
统末端级联反应的重要因子。C7分子结构包括 a
型低密度脂蛋白受体(LDLRa)、表皮生长因子前
体(EGF)、Ⅰ型凝血敏感蛋白(TSP-1)、膜攻击复
合体-穿孔素(MACPF)和补体控制蛋白(CCP)等结
构功能域 [5], 活化过程中并无分子的裂解, 而是
作为整体参与结合。C7最早是在人血清中被发现, 
硬骨鱼类C7序列最早见于日本比目鱼(Paralichthys 
olivaceus)(Gene Bank AB020964), 之后虹鳟(Oncor-
hynchus mykiss)、斑马鱼(Danio rerio)、牙鲆(Para-
lichthys olivaceus)、大西洋鲑(Salmo salar)的 C7
也被已克隆和分析, 其他鱼类的 C7还未见报道。  
鲢 (Hypophthalmichthys molitrix)是中国重要

的淡水养殖种类之一, 具有很高的淡水养殖量及
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渔业产量 [6−7], 在中国水产养殖业中占有举足轻
重的地位。但是, 鲢在养殖过程病害频发, 尤以败
血症为甚, 病原体主要是嗜水气单胞菌(Aeromonas 
hydrophilia), 由它引起的疾病一般病势较猛, 多
为恶性传染病, 死亡率很高[8−9]。为了研究鲢对细

菌性病原的防御机制 , 我们构建了患败血症鲢
cDNA 文库。本研究从 cDNA 文库中筛选出鲢的
补体 C7 基因, 分析它在群体中的多样性和在不
同组织中的表达以及鱼体受到病原入侵后的反应, 
有助了解鲢抗病机理、也为鲢抗病育种的研究提

供理论依据。  

1  材料与方法 

1.1  材料 
2010年 10月在湖南省鱼类原种场取鲢 12尾

(体质量 80~150 g), 取肝和脾组织, 按 0.1 g组织
取 1 mL Trizol溶液(大连宝生物工程有限公司)混
合, 并在匀浆器中快速匀浆后于−20℃保存备用。 

为了检测 C7的组织表达特征, 2010年 11月
在湖北省荆州市窑湾渔场取 18 尾健康状况良好
的鲢(体质量 50~90 g), 其中 15尾腹腔注射嗜水气
单胞菌溶液, 注射量为 104/g, 其余 3尾注射 0.015 
mol/L磷酸缓冲液作为对照组。在注射感染 12 h、
24 h、36 h、48 h、60 h时各取 3尾鲢, 对照组于
12 h 时采样, 将每尾鱼的肝、脾、肾、肠、鳃、
脑、心 7种组织取出, 立即加入 Trizol溶液, 匀浆
后于−20℃保存备用。 

1.2  总 RNA的提取及 cDNA的合成 
根据 Invitrogen公司的 Trizol总 RNA提取试 

剂盒说明书, 从保存于−20℃的各种匀浆组织中 

提取总RNA, 琼脂糖电泳检测提取效果(图 1), 然
后用 DNase I酶于 37℃消化 30 min以去除残留的
DNA。用 Poly(T)18 和 PowerScript Transcriptase 
(Clontech)将消化后的总 RNA反转录成 cDNA。 

 

 
 

图 1 电泳检测提取的鲢总 RNA 
M: 250 bp分子量标准; 1: 脑; 2: 鳃; 3: 心脏; 4: 肾;  

5: 肝; 6: 肠; 7: 脾 

Fig.1  Gel electrophoresis analysis the total RNA of Hy-
pophthalmichthys molitrix 

M:250 bp marker; 1: brain; 2: gill; 3: heart; 4: kidney;  
5: liver; 6: intestine; 7: spleen  

 

1.3  cDNA文库的筛选  
根据其他鱼类补体C7的保守序列, 设计简并

的特异引物 C7-F 和 C7-R(表 1), 按照 SMARTTM 

RACE cDNA Amplification Kit(Clontech)说明书从
鲢 cDNA文库[10]中筛选 C7 cDNA 序列, 并测序。 

1.4  鲢群体补体 C7 的扩增及测序 
根据从文库筛选 C7 cDNA序列, 应用 Primer 

Premier 5.0软件设计两对鲢 C7特异引物: C7-F1
和 C7-R1以及 C7-F2和 C7-R2(表 1)。这两对引物
包含一个约 180 bp的重叠区以便拼接, 两对引物
扩增长度约占编码区的 93%。12尾鲢取自湖南省
鱼类原种场, 取脾组织, 提取总 RNA, 并反转录
成 cDNA作模板。扩增体系为 50 µL, 包括 10×PCR 
Buffer 5 µL、10 mmol/L dNTP 0.5 µL、10 µmol/L
引物各 2 µL、cDNA模板适量并补充灭菌双蒸水  

 

表 1  鲢补体 C7 扩增引物所用引物 
Tab.1  Primer used to amplify the Hypophthalmichthys molitrix C7 gene 

引物 
primer 

核苷酸序列(5′−3′) 
nucleotide sequence(5′−3′) 

作用 
function 

C7-F GARSTAGCYCAGTTCCAGAAC 从文库中筛选 C7 cDNA序列 

C7-R CACATKSCACYTCCTTGACCA clone C7 cDNA sequence from cDNA library 
C7-F1 CAGCATCCACAGCATTAAGA 扩增鲢 C7编码区-19位至 1 473位基因 

C7-R1 TCTTCCTGTGAGGTCAGAG amplificate the coding region of -19 to 1 473 
C7-F2 AGTGGCACTATAGTGTGT 扩增鲢 C7编码区 1 290位至第 2 296位基因 

C7-R2 GCAGACCAACAGCTCCAG amplificate the coding region of 1290 to 1 473 
β-actinF CCCCATCGAGCACGGTATG 扩增内参基因 

β-actinR ATGGCGGGGGTGTTGAAGGTC amplificate the β-actin gene 
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至 50 µL。扩增反应程序为 94℃预变性 3 min, 然
后 94℃变性 30 s、52℃退火 30 s、72℃延伸 2 min, 
共 35个循环, 最后 72℃延伸 8 min。扩增结束后
取 2 µL PCR产物在 1%琼脂糖凝胶上电泳检测。 
用 Gel Extraction Kit(OMEGA)对目的片段进

行纯化回收, 回收产物与 pMD-18T 载体(大连宝
生物工程有限公司)连接, 转化于大肠杆菌 DH5α
感受态细胞, 37℃培养过夜。用 PCR方法检测阳
性克隆 , 并对阳性克隆进行测序 , 每个样品测
7~10个克隆。 

1.5  补体 C7的组织表达 
设计鲢 C7 基因特异引物对感染嗜水气单胞

菌的样本及对照组样本各种组织 cDNA 进行

RT-PCR半定量表达检测, 以 β-actin作内参(表 1)。
反应程序为 94℃预变性 3 min, 然后 94℃变性 30 
s、50℃退火 30 s、72℃延伸 1 min, 共 23个循环, 

最后 72℃延伸 8 min。 

1.6  序列分析 
用 Lasergene软件包对序列进行校正和拼接。

在线软件 Motif Scan(http://myhits.isb-sib.ch/cgi- 

bin/motif_scan)以及 ScanProsite(http://prosite.expasy. 
org/scanprosite/)分析补体 C7 的功能结构区。用

MEGA 4.0 软件, 将鲢(GenBank JN806258)补体
C7与 GenBank上下载的一些脊椎动物补体 C7的
氨基酸序列进行多重比较, 包括草鲤 C7(Cteno-

pharyngodon idella, Ctid C7, JN655169), 斑马鱼
C7-1(Danio rerio, Dare C7-1, BC100054), 罗非鱼
C7-like(Oreochromis niloticus, Orni C7-like, XM 
003440208), 虹 鳟 C7-1(Oncorhynchus mykiss, 
OnmyC7-1, NM001124618), 褐牙鲆C7(Paralichthys 

olivaceus, PaolC7, AB020964), 大西洋鲑 C7(Salmo 
salar, SasaC7, NM001139773), 鸡 C7(Gallus qal-
lus,GaqaC7, HQ878377), 家鼠 C7(Mus musculus, 
MumuC7, NM001243837), 非洲爪蟾 C7(Xenopus 
laevis, XelaC7, NM001091647), 安乐蜥蜴 C7(Anolis 
carolinensis, AncaC7, XR118683)及人 C7(Human 
C7, J03507), 并用邻位相连法 (Neighbor-joining)
构建分子发育树。 

2  结果与分析 

从鲢 cDNA 文库中筛选得到一个阳性克隆, 
经测序并作 BLAST 检索后确定为补体 C7。该克
隆为 2625bp, 含完整编码区, 其编码区长 2 466 
bp, 编码 821个氨基酸。此外, 鲢补体 C7 cDNA 5′
非编码区有 19 bp, 3′非编码区有 140 bp, 在 poly 
(A)前 4 bp存在一个mRNA的加尾信号(AATAAA)。

DNASTAR软件分析鲢 C7等电点为 6.99, 分子量
为 92 299.60 D。在第 1~19个氨基酸为信号肽。

对蛋白质分子结构分析显示, 鲢 C7 存在 2 个
TSP1(分别位于 23~76 和 483~532 位点)、一个
LDLRa(80~115)、一个 MACPF(117~439)、2 个

EGF(458~469, 696~711)和 2 个 CCP(552~611, 
612~673), 位点 599~602 为唯一糖基化位点, 鲢

C7分子功能结构区见图 2。 
将鲢补体 C7 基因氨基酸序列与其他硬骨鱼

以及人类的 C7 序列比对后(图 3)表明, 补体 C7

存在多个保守位点。在氨基酸序列上, 鲢补体 C7
与草鱼和鲤鱼C7的相似率最高为 93%, 其次是斑
马鱼 C7-1 similar 相似率为 82%, 与其他硬骨鱼类
罗非鱼 C7-like为 54%, 虹鳟 C7-1为 54%, 褐牙鲆 

 

 
 

图 2 鲢 C7分子组织结构图 

TSP1:Ⅰ型凝血敏感蛋白; LDLRA: a型低密度脂蛋白受体; MACPF: 膜攻击复合体-穿孔素; EGF: 表皮生长因子前体;  
CCP: 补体控制蛋白. 

Fig.2  Structural organization of the Hypophthalmichthys molitrix C7 
TSP1: a thrombospondin type I domain; LDLRA: low-density lipoprotein receptor class A; MACPF: the membrane attack com-

plex/perforin segment; EGF: epidermal growth factor precursor; CCP: complement control protein 
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53%, 大西洋鲑 48%, 而与鸡、安乐蜥、非洲爪蟾、
人的相似率最低, 分别为 44%、43%、44%、29%。
系统发育分析显示鲢补体 C7 与草鲤鱼最先形成
一簇, 亲缘关系最近(图 4)。 
对 12 尾鲢个体 C7 基因序列分析显示, 除了

一个个体分离得到 2 种序列(等位基因)外, 其余
个体均只得到单一序列。将所有这些序列比对后

发现, 共有 6个变异位点, 确定 6个等位基因, 变
异位点见图 5。所有的碱基变异都为转换突变, 即
T/C 或 A/G 替换, 其中 601 的突变发生在密码子 

 

 
 

图 3 补体 C7 氨基酸序列的多重比较 

“.”表示与 Hymo C7序列一致; “—”表示间隔; Hymo C7:鲢 C7; Dare similar C7-1:斑马鱼类似 C7-1; Onmy C7-1:虹鳟 C7-1;  
Paol C7:牙鲆 C7; Human C7:人 C7. 

Fig.3  Amino acid sequences Alignment of Hypophthalmichthys molitrix C7 
Amino acids identical to Hypophthalmichthys molitrix C7 are shown with dots“.”; Gaps are shown with dashes “—”; HymoC7: Hy-

pophthalmichthys molitrixC7; Dare similarC7-1; Onmy C7-1: Oncorhynchus mykiss C7-1; Paol C7: Paralichthys olivaceus C7. 
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图 4  通过邻近相连法构建的补体 C7的系统发育树 

Fig. 4  The phylogenetic tree of C7 was constructed by 
neighbor-joining method 

 

2 6 1 1 1 2 

2 0 0 1 3 1 

8 1 0 0 8 9 

 
 

  5 4 6 9 P

H_1 T T G T A G 5

H_2 T T A T G G 2

H_3 T T A T G A 1

H_4 T C G C A G 1

H_5 T T G T A A 3

H_6 C T G C A G 1
 

图 5  鲢补体 C7基因变异位点 

P表示序列数目 
Fig.5  Mutation sites of Hypophthalmichthys molitrix C7 gene 

P shows the number of sequence 
 

第一位上, 导致非同义突变, 造成由酪氨酸(Y)突
变为组氨酸(H), 其他的碱基突变都是发生在密
码子第三位上, 都是无义突变。等位基因 H_1 出
现频率最高, 为 5次, 其次是 H_5和 H_2, 分别为
3和 2次, 其余 3个等位基因都是一次。 
鲢 C7组织表达情况见图 6, 对照组只有脾有

少量表达, 其他组织没有表达。感染组注射嗜水
气单胞菌 12 h 后, 在每个组织都有表达, 尤其在
肾、肝、肠、脾中有高表达量; 注射 24 h后, 在鳃、
心、肝、肠、脾中有表达, 其中肝和肠中大量表达; 
注射 36 h 后, 肾和肝中有表达, 肝中表达量较大; 
注射 48 h和 60 h后, 各组织中几乎都没有表达。 

3  讨论 

研究表明, 补体 C7 与 C6、C8α、C8β 和 C9
形成末端补体复合物(TCCs), 它们都属于同一个基 

 
 

图 6  RT-PCR检测鲢补体 C7 的组织特异表达 

M: 250 bp分子量标准; 1: 脑; 2: 鳃; 3: 心; 4: 肾;  
5: 肝; 6: 肠; 7: 脾 

Fig.6  RT-PCR analysis of Hypophthalmichthys molitrix C7 
expression in various tissues 

M: 250 bp marker; 1: brain; 2:gill; 3:heart; 4:kidney; 5:liver; 
6:intestine; 7:spleen 

 
因家族, 可能由同一个原始基因通过一系列复制
形成[11]。鱼类补体系统的研究始于 20世纪 80年
代[12], 但有关鱼类补体 C7的报道还比较少。最早

得到 C7 序列的硬骨鱼类是日本比目鱼, 于 1998
年投到 GenBank上, 2005年 Zarkadis等从虹鳟中

分离获得了C7-1(编码 808个氨基酸)和C7-2(编码
845 个氨基酸) 2 个基因亚型, 并显示了虹鳟 C7
发生了基因复制[13]。硬骨鱼类和哺乳动物中的可

溶性补体成分拥有一些共同的保守的结构单元 , 
如 TSP1, LDLa, EGF, MACPF[14−15]。虹鳟 C7-1基

因结构中含有两个 TSP1 和两个 CCP,  及
LDLRa、MACPF、EGF、FIMAC各一个[13], 虹鳟
C7-2 除了含有虹鳟 C7-1 所含有的结构单元外, 
还多含有一个 FIMAC, 而这第二个 FIMAC 可能
和增强 C7-2 与 C5b-6 复合物之间的相互作用有  

关[4]。本研究分离得到鲢补体 C7同样包有这些保
守结构(图 2), 说明鲢补体 C7 具有对外源细胞的
攻击功能。 

对不同人群补体 C7 研究显示, 人类补体 C7
在蛋白质水平和 DNA 水平上均存在多态性[16−17], 
并且 C7的多态性与某些疾病相关[18]。目前, 斑马

鱼和虹鳟也分别发现 2个不同 C7亚型, 但鱼类群
体中 C7 的多态性上还未见报道。本研究对鲢群
体C7编码区的多态性分析中发现, 12尾鱼中确定
了 6 个单倍型, 尽管主要是非同义突变, 也但说
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明鲢 C7在 DNA水平上也是具有多态性的。虹鳟
和哺乳动物 C7 在基因组中都是仅有单一拷贝[13], 
因此, 尽管还未确定, 但推测鲢 C7在基因组也可
能是单一拷贝。我们在一尾鱼中鉴定到 2 个等位
基因, 提示鲢两条同源染色体上 C7 基因均具有
表达活性。 
组织 RT-PCR显示正常状态下, 鲢补体C7基

因只在脾组织中有表达, 这与虹鳟和哺乳动物的
表达特征不相同: 虹鳟 C7基因在脑、心、肠和肝
中有表达, 而脾和肾不表达, 哺乳动物脾和肾一
般都表达 C7 基因[13]。这说明尽管执行相同的功

能, 不同种类 C7 基因组织模式并不一致。补体
C7是补体膜攻击复合体的重要组成成分, 在抵御
外源细菌或真菌的入侵中起着重要作用。感染嗜

水气单胞菌 12 h后, 鲢的脑、鳃、心、肾、肝、
肠、脾 7种组织中均表达补体 C7基因, 说明鲢补
体 C7 对嗜水气单胞菌具有快速响应作用, 大量
表达 C7 以抵御嗜水气单胞菌的攻击。随着时间
的推移, 病菌逐渐被消除, 鲢补体 C7基因表达量
也随之下降, 乃至停止表达, 表现在感染 24 h 后
脑和肾组织中基本停止表达, 而鳃、心、肝、肠、
脾 5 种组织表达量也有所降低, 感染 36 h 后 C7
主要在肝中还有表达(图 6)。由此推测, 鲢补体 C7
在对抗嗜水气单胞菌的感染中具有重要作用, 但
其对嗜水气单胞菌的作用途径还有待深入研究。 
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Molecular cloning and genetic diversity analysis of the seventh com-
ponent of the complement in Hypophthalmichthys molitrix  

JIANG Jingjing1,2, LI Yingwen1, CHEN Daqing2, LIU Shaoping2, DUAN Xinbing2, LI Xiaofang2,  
FAN Zhenhua2, WANG Dengqiang2 
1. Department of Life Science, Chong Qing Normal University, Chong Qing 401331, China; 
2. Fishery Resource and Environment Key Field Station of Upper-middle Reaches of Yangtze River, Ministry of Agriculture, 

Yangtze River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuhan 430223, China 

Abstract: Complement activation via the classical, the mannan binding lectin or the alternative pathway leads to the formation of 
the terminal complement complex (TCC). C7 plays an important role in the terminal complement cascade, since C7 incorporation 
into the TCC allows its hydrophilic-amphiphilic transition, which subsequently leads to the direct binding of the complex to target 
cell membranes. To date, C7 has been cloned only from the Paralichthys olivaceus, Oncorhynchus mykiss, Danio rerio, Paralichthys 
olivaceus and Salmo salar teleost species. In this article, the full-length Hypophthalmichthys molitrix C7 cDNA was isolated from the 
existing cDNA library, which was 2 625 bp and encoded 821 amino acids. The deduced amino acid sequence of H. molitrix C7 
showed the highest sequence identity (82%) with those of D. rerio similar C7-1. H. molitrix C7, similar to C7 reported for other 
teleost species, displayed many conserved structural motifs, such as TSP1, LDLRa, MACPF, EGF, TSP1 and CCP. This may indicate 
that H. molitrix C7 has the ability to attack the exogenous bacteria. Within the genetic diversity analysis for the seventh component of 
the complement of the 12 H. molitrix, we found six mutation sites, five of which were synonymous mutations, another was a non- 
synonymous mutation, and identified six alleles. RT-PCR was conducted to detect the expression of the C7 gene in various tissues of 
healthy H. molitrix and immunity tissues of turbot infected with Aeromonas hydrophila. RT-PCR results showed that the C7 gene was 
only expressed in the spleen of uninfected H. molitrix, but the expression of the target gene in the brain, gill, heart, kidney, liver, in-
testine and spleen increased after 12h of challenge with Aeromonas hydrophilia. With the removal of pathogens, the expression 
gradually reduced until a complete disappearance. This result indicated that C7 may be an A. hydrophila-resistance associated gene. 
Key words: Hypophthalmichthys molitrix; C7; genetic diversity; clone; expression 
Corresponding author: WANG Dengqiang. E-mail: wdq@yfi.ac.cn  
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