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翘嘴鲌血红蛋白基因Hbs的克隆、分子特征及系统进化分析
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摘要: 研究通过克隆翘嘴鲌(Culter alburnus)血红蛋白基因, 分析血红蛋白的分子特征及系统进化, 探讨鱼类耐

低氧的可能成因。研究克隆了翘嘴鲌血红蛋白家族中Hba1/2和Hbb1/2 cDNA序列, 翻译后分别得到143、
143、147和147个氨基酸。蛋白二级结构分析表明Hba1/2和Hbb1/2蛋白分别包含7和8个螺旋域、14和13个
α1β2结合残基、12和16个亚铁血红素结合残基, 均有16个α1β1结合残基, 只有Hba1/2蛋白具有6个Bohr效应残

基。与两栖类和哺乳类相比, 鱼类Hba和Hbb蛋白功能域上分别有10和5个氨基酸残基替换位点, 这很可能是

为了使其适应水中的低氧环境。而耐低氧与不耐低氧鱼类相比, 其蛋白二级结构并未发现一致性的替换, 这
表明鱼类的耐低氧特征很可能是受到上游信号通路的调控。通过系统发育关系表明Hba1/2和Hbb1/2基因亚

型的复制事件很可能发生在脊椎动物全基因组复制之后且硬骨鱼类全基因组复制事件之前。值得注意的是

在系统进化树上, 与其他鱼类相比翘嘴鲌和斑马鱼在Hba1/2和Hbb1基因上有更近的亲缘关系, 这很可能是由

于其同属鲤形目且均不耐低氧所致。研究首次克隆了翘嘴鲌血红蛋白家族基因, 分析其分子特征及与其他物

种的系统发育关系, 并探讨了鱼类耐低氧的可能成因, 为鱼类的耐低氧生物学研究提供了理论基础与潜在

方向。
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有氧代谢(Aerobic metabolism)是动物界基本

的生理代谢之一, 基于此动物们才能展开一系列的

能量代谢活动
[1, 2]

。从水中的无脊椎动物, 如软体

动物等, 到脊椎动物鱼类和两栖类, 再到陆地上的

脊椎动物爬行类、鸟类和哺乳类都利用各自的方

式进行着有氧代谢活动
[3—5]

。从水环境到陆地环境

的改变, 动物们的呼吸器官也从体腔和鳃转换到了

皮肤和肺, 其呼吸方式的改变极大地促进了物种的

进化
[6—9]

。而血红蛋白正是脊椎动物体内有氧代谢

最重要的蛋白之一。

血红蛋白(Hemoglobin, Hb)是由多肽链组成,
又称为珠蛋白, 且每条链上都有一个血红素辅基

[10, 11]
。

脊椎动物的血红蛋白分子一般是异源四聚体结构,
由两条α多肽链(α1和α2)和两条β多肽链(β1和β2)组
成。α和β多肽链分别有7和8个螺旋片段(A-H, α多
肽链无D螺旋), 这些螺旋片段和非螺旋片段形成转

角并引起链的特征三级折叠形成内二聚体(α1β1和

α2β2)和间二聚体(α1β2和α2β1)
[3, 12, 13]

。血红蛋白主要

存在于红细胞中, 能溶解大量的氧气并将其运送至

机体的各个组织器官, 是氧化分解代谢电子的最终

受体
[14]

。当脊椎动物血红蛋白分子中的一个α亚基

与氧分子结合后, 会立即使得其余亚基结构改变,
致使血红蛋白分子对氧分子的亲和力迅速增大

[15]
。

与之类似, 血红蛋白分子在组织中释放氧分子的过

程也随着一个氧分子的释放促使其他氧分子的释

放。机体利用血红蛋白分子的协同效应来提高其

转运和存储氧气的效率。血红蛋白分子各亚基氨

基酸序列高度同源, 是研究全基因组复制事件的良

好材料。有研究表明血红蛋白的α和β多肽链氨基

酸序列相似度大约为50%, 且有颌类(Gnathostomata)
的α和β球蛋白是在450—500 Ma奥陶纪时全基因组

复制事件中从无颌类(Agnatha)中一个古基因复制
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分化而来的
[16, 17]

。而硬骨鱼类血红蛋白α和β球蛋

白基因的多态性很可能是在320—400 Ma硬骨鱼类

特有的全基因组复制事件中复制生成的
[18—20]

。

翘嘴鲌(Culter alburnus)隶属鲤形目、鲤科、

鲌亚科、鲌属, 在我国平原各水系均有分布, 是长

江流域优质经济鱼类之一, 享有“太湖三白”的美

誉。翘嘴鲌以其个体大、生长快、鳞下脂肪多、

营养价值高和味道鲜美等特点深受渔民和食客欢

迎
[21]

。在众多水产养殖品种之中, 翘嘴鲌对氧的需

求量较高。研究表明平均体重0.44—0.51 g的翘嘴

鲌在水温21℃时窒息点为0.41 mg/L; 当水温上升到

29℃时, 其窒息点达到0.57 mg/L[22]
。鲤(Cyprinus

carpio)在体长11.3—14.2 cm、水温30℃时, 窒息点

为0.29 mg/L[23]; 镜鲤(Cyprinus carpio var. specula-
ris)在平均体重30—70 g、水温20℃时, 窒息点为

0.15 mg/L[24]; 青鱼(Mylopharyngodon piceus)在平均

全长55 cm、水温18℃时, 窒息点为0.31 mg/L[22]; 尼
罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)在平均全长13—14
cm、水温21℃时, 窒息点为0.07 mg/L[25]

。随着集

约化高密度养殖模式的扩大, 低氧的养殖环境容易

使得鱼类生长缓慢, 抵抗力低, 甚至出现死亡。而

且在鱼类运输中, 也很容易出现缺氧导致大规模死

亡现象。

因此, 本研究以翘嘴鲌为实验对象, 克隆了其血

红蛋白家族中Hba1/2和Hbb1/2 cDNA序列, 并运用了

生物信息学方法分析其分子特征及与其他物种的系统

发育关系, 为鱼类的耐低氧生物学研究提供理论依据。

1    材料与方法

1.1    实验鱼与试剂

本实验翘嘴鲌(42.5±3.7) cm来源于中国水产科

学院长江水产研究所荆州窑湾基地。翘嘴鲌从池

塘捞起后先禁食24h, 然后置于冰上用MS-222 (100 mg/
L)麻醉, 迅速取样, 包括脑、心脏、肝脏、脾脏、

肠道组织、肌肉和血液, 取出的组织样品用灭菌的

DEPC 处理水冲洗, 并用液氮快速冷冻, 然后保存

于–80℃冰箱备用。

主要实验试剂有: 购自大连宝生物公司(TaKaRa)
的RNA提取试剂盒、DNA聚合酶、逆转录试剂

盒、3′-Full RACE Kit试剂盒、5′-Full RACE Kit试
剂盒、琼脂糖凝胶电泳试剂盒(DNA Marker)和
DNA凝胶纯化回收试剂盒等试剂; 购自Sigma公司

的焦炭酸二乙酯(DEPC)和胰蛋白胨等试剂。

1.2    基因cDNA序列的克隆

所取翘嘴鲌各组织样品中的总RNA严格按照

试剂盒说明书步骤进行操作提取。提取所得总

RNA的纯度用核酸蛋白检测仪(ND-2000)检测, 其
完整性用浓度为1.5%的琼脂糖电泳检测。以提取

翘嘴鲌各组织样品的总RNA为模板, 使用TaKaRa
公司的PrimeScriptTM II 1st Strand cDNA Synthesis
Kit试剂盒合成cDNA的第一条链。

基于GenBank和Ensembl中已报道的斑马鱼

(Danio rerio)、鲤、虹鳟(Oncorhynchus mykiss)和
犀角金线鲃(Sinocyclocheilus rhinocerous)的Hba1、
Hba2、Hbb1和Hbb2基因cDNA序列, 设计克隆实

验用鱼翘嘴鲌的核心序列简并引物(表 1)。以合成

的第一链cDNA为模板, 对翘嘴鲌cDNA核心片段进

表 1   Hba1、Hba2、Hbb1和Hbb2基因克隆所需引物序列

Tab. 1   The primers used for the cDNAs cloning of Hba1, Hba2,
Hbb1 and Hbb2 genes

引物Primer 序列Sequence (5′—3′)
Primers for partial fragment
Hba1-F TCTGATAAGKACAMGGCTGTT

Hba1-R ATGCCCAATGCAGGWTTAG

Hba2-F GAACSACAGTGGWGAAGGGAG

Hba2-R CTGACCTGGRCGAGGAACT

Hbb1-F GGCAAGGGTGCTGATTSTA

Hbb1-R CAGCCTGAAGTTGWCTGRATC

Hbb2-F TGAGAAGAYCACCATCCAG

Hbb2-R GTTAAGCAGTCAGCCWAAA

Primers for 3′ RACE PCR

3′ GS-Hba1 01-F AGAATGCTGACCGTCTACCC

3′ GS-Hba1 11-F GGTCTGGTCCTGTGAAGAA

3′ GS-Hba2 01-F CATTGGGCAGACCTAAACC

3′ GS-Hba2 11-F ACGACAGTGGTGAAGGGAG

3′ GS-Hbb1 01-F TCCAGGGCAATCCCAAGGT

3′ GS-Hbb1 11-F ACTGTGCTAAATGCGTTGG

3′ GS-Hbb2 01-F CTCTACAACGCCGCTGCTA

3′ GS-Hbb2 11-F GGACAACATCAAAGCCACC

3′ RACE Outer TACCGTCGTTCCACTAGTGATTT

3′ RACE Inner CGCGGATCCTCCACTAGTGATTTCACT
ATAGG

Primers for 5′ RACE PCR

5′ GS-Hba1 01-F CCCACAAGGTCGTCTATTTT

5′ GS-Hba1 11-F AAAGCATGAAGTTCGCTCA

5′ GS-Hba2 01-F CTGACCTGGGCGAGGAACT

5′ GS-Hba2 11-F CTCCCTTCACCACTGTCGTTCCA

5′ GS-Hbb1 01-F TTCCAACGCATTTAGCACA

5′ GS-Hbb1 11-F GTTGTGCCACCTTGGGATT

5′ GS-Hbb2 01-F CATAGGTGGCTTTGATGTTG

5′ GS-Hbb2 11-F GATAGCAGCGGCGTTGTAG

5′ RACE Outer CATGGCTACATGCTGACAGCCTA

5′ RACE Inner CGCGGATCCACAGCCTACTGATGATC
AGTCGATG

Note: Mixed bases: B-G/T/C; D-G/A/T; H-A/T/C; K-G/T; M-
A/C; R-A/G; S-G/C; V-G/A/C; W-A/T; Y-C/T
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行扩增, PCR反应体系(20 μL): cDNA模板1 μL,
10×Ex-Taq Buffer 2 μL, dNTP (2.5 mmol/L) 2 μL, 简
并引物各0.4 μL, Taq酶0.2 μL，ddH2O补足至20 μL。
PCR反应条件: 94℃预变性4min; 94℃变性30s,
56℃退火30s, 72℃延伸60s, 30个循环; 然后72℃延

伸5min。PCR产物经过凝胶回收后进行拼接至

Ecoli DH5α感受态细胞, 并将PCR检测为阳性的克

隆产物菌液交武汉擎科生物技术有限公司测序。

测序所得结果在NCBI上进行比对分析检验其同源

性。根据克隆得到的基因cDNA核心序列分别设计

3′和5′ RACE特异性引物(表 1)并进行巢式反应,
Outer-PCR反应程序为: 94℃预变性3min; 94℃变性

30s, 55℃退火30s, 72℃延伸60s, 25个循环; 然后

72℃再延伸5min。Inner-PCR反应程序为: 94℃预

变性3min; 94℃变性30s, 58℃退火30s, 72℃延伸

60s, 30个循环; 然后72℃终延伸5min。
1.3    序列分析及进化树的构建

用DNAStar软件将获得的全部cDNA片段进行

序列拼接, 得到各构型基因的cDNA全长序列。将

得到的全长序列在NCBI中进行在线比对, 以确定

所获得的各序列所对应的基因类型(http://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/)。并运用NCBI中的开发阅读框(Open
Reading Frame, ORF)搜索服务器查找翘嘴鲌血红

蛋白基因的开发阅读框并翻译成氨基酸序列; 通过

ExPAsy (https://web.expasy.org/protparam/)在线软

件对翘嘴鲌血红蛋白序列进行分析; 运用在线软件

SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/)预测翘嘴

鲌血红蛋白结构域; 序列比对和氨基酸同源性分析

使用Clustal-W软件; 使用MEGA7.0软件进行进化

分析, 以邻接法(Neighbor-joining, NJ)构建系统进化

树, 每个节点的可信值重复次数为1000。

2    结果

2.1    Hba1/2和Hbb1/2 cDNA序列的分子特征

本研究通过RT-PCR和RACE方法获取Hba1、
Hba2、Hbb1和Hbb2基因的cDNA全长序列, 其长

度分别为652、465、447和475 bp(表 2)。且序列分

析表明cDNA序列ORF(开放阅读框)分别为429、
429、441和441 bp, 翻译成蛋白后分别得到143、
143、147和147个氨基酸。使用在线软件Ex-
PAsy预测得到Hbs蛋白分子量分别为15479.01、
15971.59、16138.58和16335.91, 分子式分别为

C707H1119N183O198S4、C729H1155N183O208S5、C731H1148

N196O208S4和C744H1151N193O207S7, 理论等电点分别

为8.81、6.91、8.95和6.50。Hba1蛋白富含丙氨酸

(Ala, 11.2%)、亮氨酸(Leu, 9.8%)和赖氨酸(Lys,

9.8%), Hba2蛋白富含亮氨酸(13.3%)、赖氨酸

(9.1%)和缬氨酸(Val, 8.4%), 而Hbb1蛋白富含丙氨

酸(12.2%)、亮氨酸(9.5%)和缬氨酸(9.5%), Hbb2蛋
白富含丙氨酸(11.6%)、缬氨酸(10.9%)和亮氨酸

(8.8%)。并利用在线软件SMART预测蛋白二级结

构域, 结果表明Hba1/2蛋白包括7个螺旋域、16个
α1β1结合残基、14个α1β2结合残基、12个亚铁血

红素结合残基和6个Bohr效应残基(图 1), 而Hbb1/2
蛋白包含8个螺旋域、16个α1β1结合残基、13个
α1β2结合残基和16个亚铁血红素结合残基(图 2)。
2.2    Hba1/2和Hbb1/2蛋白多序列比对

将翘嘴鲌Hba1、Hba2、Hbb1和Hbb2氨基酸

序列与其他鱼类(斑马鱼和鲤)、两栖类[非洲爪蟾

(Xenopus laevis)]和哺乳类[大鼠(Rattus norvegicus)]
相比, 我们发现其同源性分别为44.8%—93.0%、

44.1%—88.8%、51.7%—87.1%和47.6%—89.8%
(表 3)。其中翘嘴鲌Hba1、Hba2和Hbb2氨基酸序

列与非洲爪蟾的同源性最低, 且其Hbb1氨基酸序列

与大鼠的同源性最低。而翘嘴鲌Hba1/2氨基酸序

列与斑马鱼同源性最高, 其Hbb1/2氨基酸序列与鲤

同源性最高。

2.3    Hba1/2和Hbb1/2基因系统进化分析

通过系统进化分析发现, Hba1/2基因在鱼类、

两栖类和哺乳类各自聚成一支(图 3)。其中鱼类和

蝾螈类的Hba1和Hba2基因各自聚到一起。在鱼类

中, 翘嘴鲌Hba1基因与斑马鱼亲缘关系最近而与虹

鳟和鲤关系相对较远, 其Hba2基因也与斑马鱼亲缘

关系最近而与黄鳝(Monopterus albus)和欧洲鲈

(Dicentrarchus labrax)关系相对较远。此外, Hbb1/2
基因也在鱼类、两栖类、爬行类和哺乳类各自聚

成一支(图 4)。其中鱼类的Hbb1和Hbb2基因各自

聚到一起。在鱼类中, 翘嘴鲌Hbb1基因与白鲢(Hy-
pophthalmichthys molitrix)和斑马鱼亲缘关系最近

而与鳜(Siniperca chuatsi)和欧洲鲈关系相对较远,
其Hbb2基因则与鲤和鲫(Carassius auratus)亲缘关

系较近而与黄鳝和虹鳟关系相对较远。

表 2   翘嘴鲌Hba1、Hba2、Hbb1和Hbb2基因的cDNA全长序

列信息

Tab. 2   The information for full-length cDNA sequences of Hba1,
Hba2, Hbb1 and Hbb2 from C. alburnus

基因
Gence

长度
Length

(bp)
5′UTR

(bp)
3′UTR

(bp)
ORF
(bp)

氨基酸的数目
Number of amino

acids
Hba1 652 108 115 429 143
Hba2 465   21   15 429 143

Hbb1 477   21   15 441 147
Hbb2 475   18   16 441 147
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3    讨论

3.1    翘嘴鲌血红蛋白的分子特征

为研究翘嘴鲌血红蛋白分子特征, 我们克隆获

得Hba1、Hba2、Hbb1和Hbb2基因的cDNA全长序

列。虽然这些基因的全长序列碱基数目不一样, 但
是翻译成氨基酸序列后发现翘嘴鲌α和β球蛋白氨

基酸数目分别为143(Hba1和Hba2)和147(Hbb1和
Hbb2)(表 2), 且蛋白二级结构中Hba1/2和Hbb1/2蛋
白分别包括7和8个螺旋域(图 1), 此结果与草鱼、

鲤、鲫
[ 2 6 ]

、斑马鱼
[ 2 7 ]

、鲈
[ 2 8 ]

、黄河裸裂尻鱼

(Schizopygopsis pylzovi)[29]
、半滑舌鳎(Cynoglossus

semilaevis)[30]
和大黄鱼(Larimichthys crocea)[31]
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图 1    翘嘴鲌Hba1和Hba2氨基酸序列与哺乳类、两栖类及其他硬骨鱼类比对分析

Fig. 1    Alignment of C. alburnus amino Hba1 and Hba2 amino acid sequences with mammalia, amphibian and other teleosts
黑色阴影部分表示是相同的氨基酸残基。根据哺乳类的α球蛋白, 方框表示螺旋区域(A—H, 除了D)。功能残基的位置分别表示为

α1β1结合残基(1)、α1β2结合残基(2)、亚铁血红素结合残基(h)和Bohr效应残基(b)。三角形表示氨基酸替换位点。上述氨基酸序列

从GenBank/EMBL/UniprotKB中获得的登录号详见图 3
The black shade denotes the identical residues. According to mammalian α globins, the helical regions (A—H, except D) were outlined by
boxes. The positions of functional residues are indicated by: α1β1 interfaces (1), α1β2 interfaces (2), heme binding (h), and Bohr effect
residues (b). Triangles indicate changes at amino acids sites. Deduced amino acid sequences were obtained from GenBank/EMBL/
UniprotKB, the accession numbers of which were dwelled on Fig. 3
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图 2    翘嘴鲌Hbb1和Hbb2氨基酸序列与哺乳类、爬行类、两栖类及其他硬骨鱼类比对分析

Fig. 2    Alignment of C. alburnus amino Hbb1 and Hbb2 acid sequences with mammalia, reptilia, amphibian and other teleosts
黑色阴影部分表示是相同的氨基酸残基。根据哺乳类的β球蛋白, 方框表示螺旋区域(A—H)。功能残基的位置分别表示为α1β1结合

残基(1)、α1β2结合残基(2)和亚铁血红素结合残基(h)。三角形表示氨基酸替换位点。上述氨基酸序列从GenBank/EMBL/
UniprotKB中获得的登录号详见图 4
The black shade denotes the identical residues. According to mammalian β globins, the helical regions (A—H) were outlined by boxes. The
positions of functional residues are indicated by: α1β1 interfaces (1), α1β2 interfaces (2), and heme binding (h). Triangles indicate changes at
amino acids sites. Deduced amino acid sequences were obtained from GenBank/EMBL/UniprotKB, the accession numbers of which were
dwelled on Fig. 4
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一致。与人类的α球蛋白多肽链
[32]

相比, 翘嘴鲌α球
蛋白的α1β1结合残基、α1β2结合残基和亚铁血红

素结合残基数目是相似的, 除了6个Bohr效应残基

并不连续。且翘嘴鲌β球蛋白多肽链的α1β1结合残

基、α1β2结合残基和亚铁血红素结合残基数目与

人类的β球蛋白
[33]
相比也是相似的。

3.2    血红蛋白二级结构分析

在血红蛋白二级结构比对分析中, 鱼类[翘嘴

鲌、草鱼、白斑狗鱼(Esox lucius)、欧洲鲈、虹

鳟、斑马鱼、鲫、鲤、斑点叉尾鮰(Ictalurus pu-
nctatus)、泥鳅(Misgurnus anguillicaudatus)和黄鳝]
的Hba蛋白氨基酸位点与两栖类[非洲爪蟾、冠北

螈(Triturus cristatus)和欧非肋突螈(Pleurodeles
waltl)]和哺乳类[大鼠、长臂猿(Hylobates lar)、领

表 3   翘嘴鲌Hba1、Hba2、Hbb1和Hbb2氨基酸序列与其他

物种同源性(%)分析

Tab. 3   Identity analysis of C. alburnus Hba1, Hba2, Hbb1 and
Hbb2 amino acid sequence with other species (%)

氨基酸
Amino acid

斑马鱼
Zebrafish 鲤Crap 非洲爪蟾

Xenopus 大鼠Rat

Hba1 93.0 68.5 44.8 51.0
Hba2 88.8 86.7 44.1 51.0

Hbb1 84.4 87.1 54.4 51.7
Hbb2 84.4 89.8 47.6 53.7
Note: GenBank/EMBL/UniprotKB databases accession num-

bers:  Hba1  (Q90487,  KTG39806.1,  XP_018092516.1,  NP_037
228.1);  Hba2  (NP_898889.2,  KTF87195.1,  NP_001081493.1,
NP_001007723.1);  Hbb1  (NP_001003431.1,  XP_018973479.1,
NP_001079742.1,  NP_150237.1);  Hbb2  (NP_001096600.1,
XP_018929000.1, NP_001081497.1, NP_001106694.1). The order
of accession numbers of each gene corresponds to zebrafish, crap,
xenopus, and rat, respectively

Hba2 Cyprinus carpio KTF87195.1

Hba2 Carassius auratus XP 026098283.1

Hba2 Danio rerio NP 898889.2

Hba2 Culter alburnus MT 164171

Hba2 Ictalurus punctatus XP 017309774.1

Hba2 Esox lucius XP 019906648.1

Hba2 Oncorhynchus mykiss NP 001118054.1

Hba2 Monopterus albus XP 020466061.1

Hba2 Dicentrarchus labrax APS87121.1

Hba1 Dicentrarchus labrax APS87123.1

Hba1 Danio rerio Q90487

Hba1 Culter alburnus MT 164170

Hba1 Ctenopharyngodon idella AAM93257.1

Hba1 Misgurnus anguillicaudatus AAM93258.1

Hba1 Carassius auratus XP 026109996.1

Hba1 Cyprinus carpio KTG39806.1

Hba1 Oncorhynchus mykiss P02019

Hba1 Triturus cristatus P10783

Hba1 Pleurodeles waltl P06639

Hba2 Triturus cristatus P10784

Hba2 Pleurodeles waltl P06640

Hba1 Xenopus laevis XP 018092516.1

Hba2 Xenopus laevis NP 001081493.1

Hba1 Rattus norvegicus NP 037228.1

Hba2 Rattus norvegicus NP 001007723.1

Hba1 Hylobates lar Q9TS35

Hba2 Hylobates lar Q9TS34

Hba1 Varecia variegata P20018

Hba2 Varecia variegata P20019

Hba1 Bos mutus XP 014338656.1

Hba2 Bos mutus grunniens P01968

Hba1 Equus burchelli Q9XSN3

Hba2 Equus burchelli Q9TVA3
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100
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100

100

100

99

100
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96
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两栖类Amphibian
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图 3    翘嘴鲌和其他脊椎动物Hba1和Hba2蛋白系统进化树(▲所示为翘嘴鲌)
Fig. 3    The phylogenetic tree of Hba1 and Hba2 from C. alburnus (▲) and other vertebrate species
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狐猴(Varecia variegata)、牦牛(Bos mutus)和斑马

(Equus burchelli)]相比有15个氨基酸残基发生替换,
其中包括1个氨基酸位点的插入(图 1)。在C-E螺旋

区域间的第48位氨基酸上插入了丙氨酸(Ala, A)、
赖氨酸(Lys, K)、天冬氨酸(Asn, N)、丝氨酸(Ser,
S)、苏氨酸(Thr, T)或脯氨酸(Pro, P), 而据报道其在

鲈中插入的是色氨酸(Trp, W) [28], 在半滑舌鳎中是

赖氨酸(Lys, K) [30], 在黄尾(Seriola lalandi)[34]
和

大黄鱼
[31]

中是甘氨酸(Gly, G)。由于此氨基酸位点

的插入是在螺旋间区, Miyata等[34]
认为此次第48位

氨基酸残基的插入对于血红蛋白的功能和三维结

构的影响无关紧要。Okamot等[35]
认为螺旋间区的

氨基酸变化是由自然选择压力带来的, 很可能对于

蛋白功能没有影响。与两栖类和哺乳类相比, 鱼类

Hba蛋白15个氨基酸残基替换位点有2个是在Bohr
效应残基上, 2个在α1β1结合残基上, 10个在螺旋区

域和5个在非螺旋区域。而鱼类(翘嘴鲌、白鲢、

白斑狗鱼、鳜、虹鳟、斑马鱼、斑点叉尾鮰、欧

洲鲈、鲫、鲤、大口鲶(Silurus asotus)、黄鳝和泥

鳅)Hbb蛋白6个氨基酸残基替换位点有5个在螺旋

区域和1个在非螺旋区域。这些氨基酸位点的替换

很可能是从低等脊椎动物鱼类在水中用鳃呼吸, 进
化到两栖类再到高等的哺乳类具有利用空气中氧

气的能力的重要原因
[36, 37]

。遗憾的是, 相对耐低氧

的鱼类与不耐低氧鱼类在Hba/b蛋白二级结构上并

未发现一致的氨基酸残基替换, 这表明鱼类的相

对耐低氧特征很可能是受到血红蛋白上游通路的

调控。

3.3    翘嘴鲌的系统发育分析

系统发育关系发现Hba1/2和Hbb1/2基因在鱼

类、两栖类和哺乳类均各自聚成一支, 且鱼类各基

因亚型也单独聚为一支(图 3和图 4)。一般认为有

颌类的α和β球蛋白是在450—500 Ma奥陶纪时全基

因组复制事件中从无颌类中一个古基因复制分化

Hbb2 Cyprinus carpio XP 018929000.1

Hbb2 Carassius auratus XP 026110015.1

Hbb2 Culter alburnus MT 164173

Hbb2 Dicentrarchus labrax APS87122.1

Hbb2 Danio rerio NP 001096600.1

Hbb2 Monopterus albus XP 020471570.1

Hbb2 Oncorhynchus mykiss NP 001117660.1

Hbb1 Misgurnus anguillicaudatus AAM93260.1

Hbb1 Esox lucius ACO14107.1

Hbb1 Dicentrarchus labrax APS87124.1

Hbb1 Siniperca chuatsi AKA66317.1

Hbb1 Silurus asotus AAB50797.2

Hbb1 Oncorhynchus mykiss P02142

Hbb1 Ictalurus punctatus AHA82589.1

Hbb1 Cyprinus carpio XP 018973479.1

Hbb1 Carassius auratus XP 026109989.1

Hbb1 Danio rerio AAH76338.1

Hbb1 Hypophthalmichthys molitrix ADF97630.1

Hbb1 Culter alburnus MT 164172

Hbb1 Xenopus laevis NP 001079742.1

Hbb2 Xenopus laevis NP 001081497.1

Hbb1 Sphenodon punctatus P10060

Hbb2 Sphenodon punctatus P10061

Hbb1 Rattus norvegicus NP 150237.1

Hbb2 Rattus norvegicus NP 001106694.1

Hbb1 Panthera onca P68049

Hbb2 Panthera onca P68064100
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图 4    翘嘴鲌和其他脊椎动物Hbb1和Hbb2蛋白系统进化树(▲所示为翘嘴鲌)
Fig. 4    The phylogenetic tree of Hbb1 and Hbb2 from C. alburnus (▲) and other vertebrate species
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而来的
[16, 17], 这表明Hba1/2和Hbb1/2基因亚型的复

制事件很可能发生在脊椎动物全基因组复制之后

且硬骨鱼类全基因组复制事件之前。有研究表明

在硬骨鱼类全基因组复制事件之前, 脊椎动物中的

一些基因会发生重复复制和删除
[20, 38, 39]

。在系统

进化树中, 翘嘴鲌的Hba1/2和Hbb1基因与斑马鱼亲

缘关系较近, 而与虹鳟、鲤及白斑狗鱼亲缘关系较

远。从鱼类分类学上看, 虹鳟和白斑狗鱼隶属鲑形

目(Salmoniformes), 而翘嘴鲌和斑马鱼隶属鲤形目

(Cypriniformes), 因此翘嘴鲌与斑马鱼亲缘关系更

近。对于鲤, 从生理学上看, 鲤在体长11.3—14.2 cm、

水温30℃时, 窒息点为0.29 mg/L[23]
。而翘嘴鲌在平

均体重0.44—0.51 g、水温29℃时, 其窒息点达到

0.57 mg/L, 当水温21℃时其窒息点为0.41 mg/L[22];
斑马鱼平均体重约0.23 g、水温20℃时, 其窒息点

为0.41 mg/L[40]
。这表明翘嘴鲌和斑马鱼耐氧能力

相近很可能导致其在Hba1/2和Hbb1基因上有更近

的亲缘关系。

总之, 本研究首次克隆了翘嘴鲌Hba1、Hba2、
Hbb1和Hbb2基因的cDNA全长序列。分析翘嘴鲌

和其他物种血红蛋白二级结构发现, 与两栖类和哺

乳类相比 ,  鱼类Hba和Hbb蛋白功能域上分别有

10和5个氨基酸残基替换位点, 这些替换位点很可

能是鱼类能适应水中低氧环境的原因。这也有待

后续的基因功能试验来进行验证。通过血红蛋白

基因系统发育关系表明Hba1/2和Hbb1/2基因亚型

的复制事件很可能发生在脊椎动物全基因组复制

之后且硬骨鱼类全基因组复制事件之前, 而这是由

脊椎动物中的一些基因会发生重复复制和删除事

件造成的。值得注意的是从系统进化树上看, 由于

翘嘴鲌和斑马鱼同属鲤形目且均不耐低氧, 所以其

在Hba1/2和Hbb1基因上的亲缘关系更近。这些发

现为鱼类的耐低氧生物学研究提供了理论基础。
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CLONING, MOLECULAR CHARACTERISTIC AND PHYLOGENETICS OF
HEMOGLOBIN GENES IN CULTER ALBURNUS

QI Mei1, WU Jia-Wei1, TAN Feng-Xia1, LUO Ming-Zhong1, CHENG Bao-Lin2, ZHANG Yuan-Song2 and CHAI Yi1

(1. College of Animal Science, Yangtze University, Jingzhou 434025, China; 2. Yangtze River Fisheries Research Institute,
Chinese Academy of Fishery Sciences, Jingzhou 434000, China)

Abstract: Hemoglobin is one of the most important proteins for aerobic metabolism in vertebrate. The studies of Hb are
more in Mammalia, but less in fishes with low-oxygen environment. This study cloned Hba1/2 and Hbb1/2 cDNA se-
quences of Culter alburnus (C. alburnus) hemoglobin, which encode 143, 143, 147 and 147 of amino acids, respec-
tively. The second structure analysis of proteins indicated that Hba1/2 and Hbb1/2 included 7 and 8 helical regions, 14
and 13 α1β2 interfaces, 12 and 16 heme bindings, 16 and 16 α1β1 interfaces, respectively, and 6 Bohr effect residues
only for Hba1/2. Compared with amphibians and mammalia, there were 10 and 5 amino acid substitutions in fishes of
Hba and Hbb functional domains, which may be used to adapt to hypoxia. However, compared with tolerant and into-
lerant hypoxia fishes, we did not find any coherent substitution in the second structure of proteins, indicating that the to-
lerant hypoxia trait of fish may be regulated by upstream signal pathways. The phylogenetic relationship showed the
duplication events of Hba1/2 and Hbb1/2 isoforms may occurre after vertebrate and before teleost of whole-genome du-
plications. Interestingly, in the phylogenetic trees, the genetic relationships of C. alburnus and Danio rerio of Hba1/2
and Hbb1 were closer than those of C. alburnus and other fishes, probably because both C. alburnus and Danio rerio
belong to Cypriniformes and intolerant to hypoxia. This study cloned Hba1/2 and Hbb1/2 cDNA sequences of C. al-
burnus hemoglobin, analyzed molecular characteristics and phylogenetic relationships with others, and discussed the
possible causes of fish tolerance to hypoxia. These findings provide a theoretical basis and potential direction for fish
tolerant hypoxia biology.
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