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罗非鱼微囊藻毒素去毒相关基因克隆与活体表达研究 

王 琳 梁旭方 廖婉琴 雷腊梅 韩博平 
(暨南大学生命科学技术学院，广州 510632) 

摘要：可溶性谷胱甘肽 s’车 移酶(Soluble glutathione S-transferase，sGST)催化微囊藻毒素(Microcystins，MCs)与还原型 

谷胱甘肽(GSH)的加合去毒代谢过程，谷胱甘肽过氧化物酶(Glutathione peroxidase，GPX)为 sGST的去毒反应提供 

GSH，解偶联蛋白2(Uncoupling protein 2，UCP2)则可抑制微囊藻毒素诱发活性氧导致的肝细胞凋亡。本研究从罗 

非鱼肝脏通过简并引物克隆 sGST、GPX与 UCP2基因 cDNA核心序列，并应用 5’RACE和 3’RACE技术分别扩增罗 

非鱼肝脏 sGST基因 cDNA序列 5’末端和 3’末端序列而获得其 cDNA全序列。罗非鱼肝脏 sGST基因 cDNA全序列 

长 861 bp，其中5’非翻译区(5’一UTR)为 25 bp，3’非翻译区(3’一uTR)为 167 bp，开放阅读框(ORF)为 669 bp，编码 

222个氨基酸，包含脊椎动物完整 sGST的 2个功能域：N一末端功能域(GSH结合位点)和 C一末端功能域(底物结合 

位点)。罗非鱼 sGST与真鲷 、条石鲷 (Oplegnathus fasciatus)、斑 马鱼同源性较高，达到 64．3％一78．5％，而与人、大 

鼠、小鼠、牛、猪 、鸡差异较大，氨基酸同源性 为 48．2％一55．9％。罗非鱼肝脏 GPX、UCP2基 因 cDNA核心序列长 

280 bp、776 bp，分别编码 92、258个氨基酸。罗非鱼 GPX与条石鲷、虹鳟、斑马鱼 、人、大鼠、小鼠、牛、猪 GPX同源性 

均较高，达到69．6％一85．9％。罗非鱼 UCP2与真鲷 、斑马鱼 、鲤鱼、欧洲白鲑(Leuc／scus cephalus)、草鱼、人、大鼠、小 

鼠 UCP2同源性更高，达到 71．8％一93．8％。通过对罗非鱼(5—8 g)活体腹腔注射亚致死量 MC—LR(50 g／kg bwt)， 

发现微囊藻毒素对罗非鱼肝脏 sGST基因表达有显著的诱导作用(P< 0．05)，注射微囊藻毒素 24h后 sGST基因 

mRNA表达水平上调 80％。注射微囊藻毒素 24h后，虽然罗非鱼肝脏 GPX与 UCP2基因 mRNA表达水平亦出现明 

显的升高趋势，但两者均未出现显著性的变化(P >0．05)。本研究从基因表达调控的角度证实，罗非鱼肝脏 sGST 

在微囊藻毒素去毒过程中可能发挥关键作用 ，同时也说明罗非鱼肝脏 GPX、UCP2基 因可能在微囊藻去毒过程中 

发挥协同作用。 
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微囊藻水华富营养化在湖泊、池塘中最常见的 

一 种蓝藻水华 ，所产 生的微囊藻毒 素 (Mieroeystins， 

MCs)对淡水水体的污染已成为一种全球性的环境 

卫生问题。该毒素已经确定了60多种异构体，最常 

见的为 MC．LR、MC．RR、MC．YR三种⋯。微囊藻毒 

素通过胆汁酸转运系统转运至肝实质细胞_2 J，肝脏 

是微囊藻毒素去毒与致毒的靶器官 J。藻毒素进入 

肝细胞 后 ，可引起 细胞 中产生 大量 的活 性氧 分子 

(Reactive oxygen species，ROS)，并造成生物体肝组织 

损伤。有研究表明，在水体中含一定浓度的 MCs可 

导致鱼卵变形 、鱼类行为和生长异常及死亡 ，但 

罗非鱼可吞食、消化有毒水华藻类，其微囊藻毒素去 

毒分子机理已成为 目前的研究热点 J。 

可溶性 谷 胱甘 肽 S．转 移酶 (Soluble glutathione 

S．transferase，sGST)催化微囊 藻毒素 与还原 型谷胱 

甘肽(Glutathione，GSH)发生加合反应，降低微囊藻 

毒素毒性并将其直接经排泄系统排出体外，在微囊 

藻毒素去毒过程 中发挥关键作用_7 J。谷胱甘肽过氧 

化物酶(Glutathione peroxidases，GPx)，是细胞 内清除 

ROS的主要抗氧化酶。在通 常情 况下 ROS可将 脂 

质分子氧化为过氧化脂质分子 ，而过氧化脂质分子 

在 GPX的作用下被还原 ，否则肝细胞脂质过氧化 的 
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加剧最终将导致肝细胞凋亡。解偶联蛋白2(Uncou— 

pling protein 2，UCP2)是解偶联蛋白家族的新成员， 

是一种线粒体内膜蛋白，在抑制细胞线粒体 ROS的 

过量生成与防止细胞凋亡方面起着重要作用_8 。。。 

本项研究首次从 罗非鱼肝脏 克隆 sGST基 因 cDNA 

全序列以及 GPX与 UCP2基因 cDNA核心序列，并 

以p一肌动蛋白(口一ACT)为外参照，比较活体腹腔注射 

亚致死量 MC—LR(50 tsg／kg body weight，bwt)对罗非 

鱼肝脏 sGST、GPX与 UCP2基因表达水平的影响 ，这 

对深入研究罗非鱼微囊藻毒素去毒分子机理，从基 

因水平上定向筛选微囊藻毒素高效去毒鱼类品系， 

以及进一步研发转基因淡水鱼类微囊藻毒素生物去 

毒器均具有重要意义。 

1 材料与方法 

实验罗非 鱼 (5—8 g)由广东 罗非 鱼 良种 厂提 

供。罗非鱼捕捞后转到实验室暂养。不同性别的罗 

非鱼，在96 L水族箱中驯养 3周以上，喂食购买的 

经济鱼食。驯养期 自然死亡率低于 10％。鱼类养 

殖用水为曝气除氯的自来水，水温为(24±2)cI=，饲 

养期间连续充氧。随后实验鱼 10尾随机分成2组， 

每组 5尾在自然光照周期下饲养于室内，用于染毒 

试验。MC—LR为 Sigma公司产 品。 

1．1 总 RNA提取和 cDNA第一链的合成 从罗非 

鱼分离 肝脏组织 ，总 RNA的提 取与纯化按 Promega 

公司的 SV Total RNA Isolation System试剂盒推荐方 

法进行。cDNA第一链的合成使用 TaKaRa RNA LA 

PCRTM Kit(AMV)Ver．1．1试剂盒，以罗非鱼总 RNA 

为模板，oligo(dT) 8为反转录引物，操作按试剂盒推 

荐方法进行。一20cI=保存备用。 

1．2 罗非鱼 sGST、GPX与 UCP2基因 cDNA核心 

序列的克隆 根据已发表的脊椎动物 sGST、GPX、 

UCP2氨基酸序列的保守区域设计 3对简并引物(表 

1)。以上述 cDNA 为模 板，分 别 用 sGST01F与 

sGST02R、GPX01F与 GPX02R、UCP201F与 UCP202R 

引物扩增罗非鱼 sGST、GPX与 UCP2基因 cDNA核 

心片段。PCR扩增条件均为：94oC预变性 3min，94oC 

60s，40oC 60s，72oC 60s，共30个循环，最后 72 cI=延伸 

5min。PCR产物经 2％琼脂糖凝胶电泳纯化 ，H．Q． 

＆Q．Gel Extraction Kit II(U—gene)回收后克隆至 pMD 

18．T载体(TaKaRa)，转化感受态 E．coli JM109，利用 

M13正反向引物，通过 PCR反应检测得到阳性克 

隆，阳性克 隆 由博 亚公 司采 用 ABI PrismT 377 

(Perkin Elmer，USA)进行测序。用 DNA分析软件 

vector NTI suite 6．0进行序列分析。 

表 1 罗非鱼sGST、GPX、UCP2、lgACr基因PCR引物 

Tab．1 PCR primer sequences for cloning of tilapia sGST， 

GPX，UCP2， ACT gene 

Name of primer Sequence of prime~ 

sG鄂fo1F 

sGST02R 

sGST03F 

sGSTO4R 

sGS ’S 

sGST5’RT 

sGST5’Sl 

sGST5’A1 

sGST5’S2 

sGST5’A2 

GPXO1F 

GPXO2R 

GPXO3F 

GPX04R 

UCP2O1F 

UCP2O2R 

UCP2O3F 

UCP2O4R 

ACTO1F 

AC1’O2R 

5’．ATCCTGAACTACATCGCAGGGAAGTAT．3’ 

5’．TGGAGGrI’几℃CTAGCGCTGCCTGGTrG．3’ 

5’．AGGATCCCAAAGAACGAG一3’ 

5’．CAGAAACCTGCTGATGGC．3’ 

5’．AGGGCAGGATGACACAA．3’ 

5’．(P)CACAGGAAGGTAGCG．3’ 

5’．CATGATACTrCCCTrCACC．3’ 

5’．，rrCCATGAGGTCTGTCAA一3’ 

5’一GGACAACATI'CAGAGCAA．3’ 

5’．CCTCAGAGTACATGT1BA．3’ 

5’．GTGCCCTGCAACCAGrI’兀1GGACACCAAGA．3 

5’．ACCAGGAAC1fr兀℃GAAA，rrCCA．3’ 

5’．CACCAAGAGAACTGCAAG．3’ 

5’．CACGTcA1frCCTACACAC．3’ 

5’．TCACCTI rCCACTGGACACCGCAAAGGT．3’ 

5’．ATAGGTGACAAACATCACTACATTCCA．3’ 

5’．CATCCGATACAGAGGG．3’ 

5’．CACGGCAGATI'GTCTGACAA．3’ 

5’一CGTGACATCAAAGAGAAGC．3’ 

5’．TCTGCTGGAAGGTGGACAG．3’ 

1．3 3’和 5’RACE克隆罗非鱼 sGST基 因 cDNA 

全序 列 根据 获得 的罗非鱼肝脏 sGST基因 cDNA 

核心片段序列，设计 1条特异引物 sGST3’S(表 1) 

用于 3’RACE。根据获得的罗非鱼肝脏 sGST基 因 

cDNA核心片段序列，设计 5条特异引物 sGSTRT、 

sGSTS1、sGSTS2、sGSTA1、sGSTA2(表 1)用 于 5’ 

RACE。参考 3’一Full RACE Core Set试剂盒(TaKaRa) 

提供方法，以 Oligo dT一3site Adaptor Primer作为反转 

录引物用于 cDNA合成，RT．PCR扩增条件为：30oC 

1min，50oC 30min，95 cI=5min，5 oC 5min。利用所设 

计的特异 引物 sGST3’S和试剂盒提 供 3site Adaptor 

Primer进行 PCR扩增 。PCR扩增条件均为 94cI=预变 

性 3min，94cI=60s，50oC 60s，72 oC 2min，共 30个循 

环 ，最后 72cI=延伸 5min。获得 cDNA 3’末 端片段。 

按照 5’一Full RACE Core Set试剂 盒(TaKaRa)提供方 

法进行 5’末 端扩增。取 5 L总 RNA(约 5 g)，以 

sGST5’RT为引物合成 cDNA第一链后，加入 RNase 

H，分解 mRNA，接着用 T4连接酶对单链 cDNA进行 

环化。cDNA环化产物用 TE Buffer稀释 10倍备用。 

首次 PCR反应体系为 10倍稀释产物 4 L、10×PCR 

buffer 5肚L、dNTP(2．5mmol／L each)4 ttL、rTaq酶 

0．25肚L，以及 sGST5’S1、sGST5’A1引物 各 1 ttL，加 
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ddH20至 50 ttL。PCR反应条件 为：94℃预变性 

3min，随之 94℃ 1min，55℃ 1min，72℃ 1min，25个循 

环，最后 72~C延伸 5min。取首次扩增产物 1 L，用 

sGST5’S2、sGST5’A2引物进行二次 PCR扩增，扩增 

条件 为 ：94℃ 预 变性 3min，94℃ 1min，60℃ 1min． 

72℃ lmin，共 30个循环 ，最后 72℃延伸 5min。获得 

罗非鱼 sGST基因 cDNA 5’末端片段。经测序后，将 

所获得的 3’、5’末端片段与核心片段进行序列拼 

接 ，得到罗非鱼 sGST基因 cDNA全序列。 

1．4 肝脏 sGST、GPX与 UCP2基 因 mRNA水平的 

测定 实验室中驯养 3周 以上的罗非鱼 ，10尾随机 

分成 2组，每组 5尾，用于染毒试验。经人工饲养 

排毒后的罗非鱼染毒方式采用腹腔注射，以磷酸缓 

冲液(PBS)为溶剂 ，MC—LR的注射量为 50 g／kg bwt， 

对照组直接注射 PBS。24h后冰冻麻醉 ，分离肝脏组 

织。总 RNA提取和cDNA第一链的合成同 1．3。 

以 B一肌 动蛋 白为外参照 ，采用 RT—PCR方法 比 

较罗非鱼肝脏 的 sGST、GPX与 UCP2基 因 mRNA相 

对水平，根据罗非鱼 sGST、GPX、UCP2基因核心序列 

设 计 特 异 引 物 sGSTO3F和 sGST04R、GPX03F和 

GPX04R、UCP203F和 UCP204R(表 1)分别扩增 1条 

332 bp的 sGST基 因 cDNA片段 ，1条 234 bp的 GPX 

基因 cDNA片段 ，1条 485 bp的 UCP2基 因 cDNA片 

段。根 据 已 发表 的 罗非 鱼 B一肌 动 蛋 白(GenBank： 

AB037865)设计 2条特异引物 ACTO1F和 ACT02R，扩 

增罗非鱼 B一肌动蛋白 cDNA片段(436 bp)(表 1)。 

PCR反应条件为94℃预变性 3min，94℃ 60s，55℃ 

60s，72℃ 60s，共 30个循环 ，最后 72℃延伸 5min。指 

数增长期内终止反应。PCR产物经 2％琼脂糖凝胶电 

泳和溴化乙锭染色后用凝胶成像系统及相关软件 

(Mphalmaget，Mpha Inotech，USA)进行分析 ，结果 以 

sGST、GPX、UCP2与 B一肌动蛋 白 mRNA的 RT-PCR产 

物亮度之比(％)表示。 

1．5 统计分析 采用统计分析软件 SPSS 10．0对罗 

非鱼肝脏 sGST、GPX与 UCP2基 因 MC．LR诱导前后 

mRNA相对表达水平平均值差异进行统计分析。若 

P<0．05，平均值的差异即认为是显著的。 

2 结 果 

2．1 罗非鱼 sGST基因 cDNA全序列的克隆与分析 

利用 RT-PCR和RACE技术，我们从罗非鱼肝脏 

克隆得到罗非鱼 sGST基因 cDNA全序列。对罗非 

鱼 sGST分析 发现 ，罗非鱼 sGST基 因 cDNA全序列 

为861 bp，其中5’非翻译区(5’一uTR)为 25 bp，3’非 

翻译区(3’一UTR)为 167 bp，开放阅读框(ORF)为669 

bp，编码 222个氨基酸。罗非鱼 sGST终止密码子为 

TAA。sGST 基 因 cDNA 的 polyA 加 尾 信 号 为 

AATAAA(图 1)。目前 ，在哺乳动物 中已发现 了 8种 

类型 sGST，包括 a(Mpha)、 (mu)、7c(pi)、d(sigma)、0 

(theta)、oJ(omega)、K(kappa)和 j：(zeta)等H 。对罗非 

鱼 sGST基 因 cDNA进 行 BLAST分析 表明 ，罗非鱼 

sGST与脊椎动物的 a型 sGST同源性最高，因此认 

为我们克隆的罗非鱼 sGST亦属于 a型 sGST。 

依据人 a型 sGST的二级结构[12,13 J，推导出的罗 

非鱼 sGST的二级结构(图 1)，它们均由2个保守区域 

构成：N一末端功能域和c一末端功能域。前者位于第一 

位到第八十位氨基酸，包含3个a螺旋和4个 B折叠。 
I CAAAAAGAAAACAGCAACAAAAGCC 25 

26 ATGTCTGAAAAACCTG FGCTG r̂CTATT1、TAA FGGGAGAGGGAAGATGGAGTCAATCCGC 8j 

I M S E K ￡ !： F G R ( K M § 8 20 
B1 

86 TGGCI’TTTAACTGTTGCTGAAGTCGAGTTTGATGAAGTGCTTCTGACAACTCGGGAGCAG t45 

21 1 !： A E V E F L T 1 R 4O 
q 1 82 

1 46 1 ATGAAAAAC吖 ；̂ A rGAT∽  ：rGr_rf’̂_r(1lr1、TCAACA FCCCT r_rf 1 GGAAAT 205 

41 Y E G A L M r Q翰 P E 60 
q 2 B3 

206 GAq'GGĈ 1'GMtGCTCA n、CAGACAAAAGCAA]’CC rGÂ 1、T̂ Ĉ TCGCAGAGÂ 1̂'̂CAAq 265 

61 D G !：I心  △ 』 !： !△ Y 80 
f14 q 3 

266 CTGCATGCAAAGGA FCCCAAAGAACGAGqAAI'GATCAACA rGTAC rCTGAGGGATTGACA 325 

8l L H A K D P K E R V M l N M Y S E G L T IO0 

Ⅱ4 

326 GACCTĉ TGGAÂ TĜ TĈ TGAT̂CTTCCCT rĈ CCcCAGATcCCÂACCĉ Â cTGGAC 385 

10I § L M E M I M 1 L P F T P D P K P K L D 120 

386 AACATTĉ GAGĈ Â GC从 AGGAGcGCT̂ccTTCCTG_rGTATG从 Â GGcTcTf；ACTGGA 445 

I21 N I O S K A K E R Y L P V Y E K A L T G 140 

o 5 

446 CCCGTGTAcCT( GGGAGG rÂ AC rAAGCC rrGCq'GA FGq GCq'GC FTG rrGÂ rGcACC 505 

141 P V Y L． V G G K L S 1． A D V L L V E C T I60 

Ⅱ6 

506 C rGAT【 1'GGAGGAGÂ AT n’CCAGACAq Fcq、GAAAGACT rCCCCAATAq CAAGTCC'I TT 565 

I61 L M L E E K F P D I L K D F P N I K S F I80 

Ⅱ7 

566 CAGGGCAGGATGACACAAATCCCCGCCATCAGCAGGTTTCTGCAGCCGGGCAGCAAGAGG 625 

18I Q 8 ：女 I ￡ △ § E q P G S K R 200 
o 8 

626 ^̂ GcĉGcGccAĜ TĜ Â Â TACTTGÂ Â T̂( rTGTGGÂ GTCCT̂ Â CcTC从GTT(；685 

201 K P A P D E K Y 1． K N V V E V 1． N L K L 220 

85 o 9 

686 CCAC1’TTÂGAÂ ĉ CTACÂ Â GATCTGT1ACA I'1、CCTCA rrAGGCAACGTGA FTA FGA 745 

22I P L } } 222 

746 TCAGTTACATCTC,GAGGCATACGTGAAGATAAACGCTGCACTAACACAACAACATGGAAA 805 

806 GAAC rrCTG’rAATCTGCTTTACC
—

AATA
—

AACACAT]“FGACACAAAAAAAAAAAAAAA 86I 

图 I 罗非鱼 sGST基因cDNA全序列及推测氨基酸序列 

Fig．1 The full—length nucleotides sequence and deduced amino acid 

sequence of tilapia sGST gene 

起始 密码子 (ATG)黑体表示 ，终止密码 子(TAA)星号表 示 ，以及 

多聚腺苷酸信号序列(AATAAA)以下划线表示。二级结构的结 

构域中氨基酸残基用下划线表示：a表示 a螺旋，B表示 B折叠。 

GSH．连接位点的氨基酸残基阴影表示 

The ATG start eodon is boldfaced and the TGA translation stop codon is 

marked by an asterisk．The underlined (ATAAA)is polyedenylation si ． 

Resdues in secondary structure domain are underlined ：a refers to a a—helix， 

and B to a s ．Glutathione-binding residues(i．e．the G-site ligands) 

are shaded．The 8ense strandis displayed fromthe 5’to 3’direction 
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N．末端功能域的主要功能是与谷胱甘肽相结合，第九 

位的酪氨酸残基和第六十七位的谷氨酰胺残基，被认 

为是 GSH与 N．末端功能域相互作用所必需的，它们在 

不同物种的 a型 sGST中都是保守的。c．末端功能域 

位于第八十七位到二百二十二位氨基酸，包含1个D折 

叠和 6个 a螺旋 ，其中 a螺旋 9是 a型 sGST区别于其 

他类型sGST的重要结构，该螺旋被认为对二聚体结合 

后的稳定性及非底物配体与 a型 sGST的结合有重要 

作用。c．末端功能域除了与第二个疏水性底物相互作 

用外，由于它在第四个 a螺旋含有一个保守的天冬氨 

酸残基，因此它对 GSH也有作用。 

将得到的 sGST序列进行 BLAST分析表 明所克 

隆基因属新基因。使用 vector NTI suite 6．0软件进 

行氨基酸序列比较发现，罗非鱼 sGST与真鲷、条石 

鲷(Oplegnathus fasciatus)、斑马鱼 sGST同源性较高， 

分别为 75．2％、78．5％、64．3％，与人 、大 鼠、小 鼠、猪 

(哺 乳 类 )、鸡 (鸟类 )sGST同 源 性 较 低 ，分 别 为 

52．2％、52．7％ 、48．2％、51．8％、55．9％ (图 2)。 

2．2 罗非鱼 GPX基因 cDNA核心 序列 的克隆与 

分析 

利用 简并 引物 GPX01F和 GPX02R通 过 RT． 

PCR，从罗非鱼肝脏中克隆得到与预期 280 bp相符 

的 GPX基因 cDNA部分序列，将这一片段克隆后测 

序并推测其氨基酸序列为 92个氨基酸 (图 3)。 

GPX是 一个多酶家族 ，共 有 5个成员 ：胞质 内 GPX 

(Classic or cytosolic GPX，GPX1)、胃肠 道 特 异 性 

GPX(Gastrointestina1．specific GPX，GPX2)、血浆 GPX 

(Plasma GPX，GPX3)、磷脂 过氧化氢 GPX(Phospho． 

1ipid hydroperoxide GPX，GPX4)以及 附 睾特 异性 

GPX(Epididymis．specific GPX，GPX5)【 J，其 中前 4 

种酶都有依赖硒的谷胱甘肽过氧化物酶活性并含 

有独特 的 UGA编码 的硒 代半胱氨酸 (Selenocys． 

teine，SeC)，简称 Se．GPX，而 GPX5则不含 SeC。将 

罗非鱼 GPX氨基酸序列进行 BLAST分析同时也证 

实我们所克隆的GPX属于 GPX家族中的 GPX1亚 

型。经结构功能分析，发现罗非鱼 GPX1的硒结合 

位点、酶催化活性中心、活性必需的氨基酸等重要 

位点在脊椎动物中均保守(图4)。哺乳动物中 SeC 

与硒结合位点 Gln82和 Trpl60通过氢键结合 l ， 

而鱼类中存在相应的硒结合位点 Gln75和 Trp153， 

推测也能通过氢键与 SeC结合。人 GPX氨基酸序 

列 中 Arg52、Lys86、Arg98、Arg179和 Argl80构 成催 

化活性中心是 GSH的结合位点，罗非鱼等鱼类 中 

同样很保守。此外，GPX酶蛋白均包含有 3个环状 

结构 ，其氨 基酸序 列在所 有物 种 的所 有亚 型 中均 

高度保守，起到稳定酶三级结构的作用[ ]，罗非鱼 

的 GPX环结构序列也十分保守(图 4)。使用 vector 

NTI suite 6．0软件进行氨基酸同源性序列对 比分 

析，发现罗非鱼 GPX与条石鲷、斑马鱼、虹鳟 GPX 

氨基酸同源性分别为 85．9％、78．3％、83．7％，而 

与人 、大 鼠、小 鼠、猪 GPX氨基酸同源性分别 为 

71．7％ 、70．7％、70．7％、69．6％ (图 4)，这与 脊椎 

动物 GPX承担清除过氧化脂质分子 的共 同作用相 
一 致。 

2．3 罗非鱼 UCP2基 因 eDNA核 心序 列的克隆与 

分析 

利用简并 引物 UCP201F和 UCP202R通 过 RT． 

PCR，从罗非鱼肝脏中克隆得到与预期大小相符 776 

bp UCP2基因cDNA部分序列，将这一片段克隆后测 

序并推测其氨基酸序列为 258个氨基酸(图 5)。经 

结构功能分析发现，罗非鱼 UCP2此段氨基酸序列 

包含线粒体内膜载体蛋白3个特征结构：特征结构 

PLDTAKVRL位于罗非鱼 UCP2第 3位到第 11位氨 

基酸；特征结构 PTDVVKVRF位于罗非鱼 UCP2第 

102到 110位氨基酸；特征结构 PVDVVKTRY位于罗 

非鱼 UCP2第 201位到 209位氨基酸lLl ，n (图 5)。 

使用 vector NTI suite 6．0软件进行氨基酸同源性序 

列比较分析表明，罗非鱼 UCP2与真鲷、斑马鱼、鲤 

鱼、欧洲白鲑 (Leuciscus cephalus)、草鱼 UCP2同源性 

更高分别为 93．8％、74．1％、74．5％、73．8％、74．1％， 

与人、大鼠、小鼠 UCP2氨基酸同源性较高分别为 

72．9％、71．8％、71．8％ (图 6)。UCP2编 码 区在鱼 

类、哺乳类中均具有较高保守性，提示着脊椎动物 

UCP2可能在线粒体有氧呼吸代谢过程中承担某种 

最基本的生命功能。 

2．4 微囊藻毒素对罗非鱼肝脏 sGST、GPX、UCP2 

基因 mRNA表达的影响 

以 8．肌动蛋白为对照，测定微囊藻毒素对罗非 

鱼肝脏 sGST、GPX、UCP2基 因mRNA表达的影 响(图 

7，图 8)。结果表明，罗非鱼在 MC．LR(50 g／kg bwt) 

腹腔 注 射 24h后 ，其 肝 脏 sGST、GPX、UCP2基 因 

mRNA~达水平均有不 同程度的明显上调，其 中 

sGST基因 mRNA表达量在毒素诱导前后 出现显著 

性变化(P <0．05)。 
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tGST 

rsbGST 

rbGST 

zGST 

hGST 

rGST 

mGST 

pGST 

cGST 

tGST 

rsbGST 

rbGST 

zGST 

hGST 

rGST 

mGST 

pGST 

cGST 

tGST 

rsbGST 

rbGST 

zGST 

hGST 

rGST 

mGST 

pGST 

cGST 

MSEKPVLYYFNGRGKMESIRWLLTVAEVEFDEVLLTTREQYEKLLNDGALMFQQVPLVEM 

MAGKVVLHYFNGRGR胍 SIRwLLTVAEVEFDEvHLTTRDQLKQLLSDGDL盯QQVPM、，EI 

MAGRVVLHYFNGRGKMESIRWLLTVAGVEFDEMYLTTRDQYEKLLSDGALMFQQVPMVEI 

MSGKVVLHYFNGRGKMESIRWLLAVAGVQFEEVFLTEKEQFDKLLSDGALTFQQVPLVEI 

MAEKPKLHYSNTRGRIDESIRWLLAAAGVEFEEKFIKSAEDLDKLRNDGYLMFQQVPMVEI 

MPGKPVLYYFDGRGR PIRWLLA从 GvEFEEqFLKTRDDLARLRNDGSL婀QQVPMvEI 

MAGKPVLHHFNARGRMECIRWLLAAAGVEFEEKFIQSPEDLEKLKKDGNLMFDQVPMVEI 

K~GKPILHYFNGRGR胍CIRwLL从 AGVEFEEKFIKTPEDLDKLTNDGSLLFQQVPM、，EI 

M从KPVLYYFNGRGKMESIRWLLAAAGVEFEEVFLETREQYEKLLQSGILMFQQVPMVEI 

爿c 爿c 爿c爿c 爿c爿c爿c爿c爿c爿c爿c 木 木 木 爿c 木 爿c 爿c木 木木爿c 爿c爿c 

DGMKLIQTI(AILNYIAEKYNLHAKDPKERVMINMYSEGLTDLMEMIMILPFTPDPKPK一一 

DGⅦ(LIQTl(AILNYIAEKYNLHGKDLKDRVMINMYSEGVMDL旺MI删 LPFIPDPKPK— 

DGⅦ(LVQTKAILNYIAEKYNLHGTNPKDRVTINMYCEGVMDL胍 MI删 LPFSTDPKEK一一 

DGMKLVQSI(AILNYIAGKYNLYGKDLKERAMIDIYSEGLIDLMEMIMVSPFTPAENKEKV 

DGⅦ(LVQTRAILNYIASKYNLYGKDIKEl(ALIDMYIEGIADLGEMILLLPFTQPEEQDAK 

DGMKLVQTRAILNYIATKYNLYGKDMKERALIDMYAEGVADLDEIVLHYPYIPPGEKEAS 

DGⅦ(LAQTRAILNYIATKYDLYGKDⅦ(ERALIDMYSEGILDLTEMIGQLVLCPPDQREAK 

DGMKLVQTRAILNYIATKYNLYGKDAKERALIDMYTEGVADLGEMILLLPLCPPNEKDAK 

DGMKLVQTRAILNYIAGKYNLYGKDLKERALIDMYVGGTDDLMGFLLSFPFLSAEDKVKQ 

爿c爿c爿c爿c爿c爿c 木料 爿c爿c爿c爿c爿c爿c爿c 爿c 爿c 爿c 爿c 爿c爿c 

LDNIQSI(AKERYLPVYEI(ALT一～GPVYLVGGKLSLADVLLVECTLMLEEKFPDI LKDFPN 

LANIEAI(ATERYLPVFEKVLS--GQIYLVGGKISVADVLLFEOTLMLEEKFAGILGDFRN 

LDTIQTKAKERYLPVFEI(ALT一-GPIYLVGGKLSCADVQLVECTLMLEEKFPGILADFPN 

FSNIEEI(AKVRFLPVFEKALA--NSSFLVGKQLSRADVHLLEATLMLQELFPSILATFPK 

LALIQEKTKNRYFPAFEKVLKSHGQDYLVGNKLSRADIHLVELLYYVEELDSSLISSFPL 

LAKIKDI(ARNRYFPAFEKVLKSHGQDYLVGNRLSRADVYLVQVLYHVEELDPSALANFPL 

TALAKDRTKNRYLPAFEKVLKSHGQDYLVGNRLTRVDIHLLEVLLYVEEFDASLLTPFPL 

VASIKEKSTNRYLPAFEKvLKsHGQDYLvGNKLSI认DIQLVELLYYVEELDPSLLANFPL 

CAFVVEKATSRYFPAYEKVLKDHGQDFLVGNRLSWADIHLLEAILMVEEKKSDALSGFPL 

爿c 爿c 爿c爿c 爿c 料 爿c 爿c 爿c 爿c 爿c 

tGST 177 IKSFQGRMTOIPAISRFLQPGSKRKPAPDEKYLKNVVEVLNLKLPL⋯  222 

rsbGST 177 VKAFOGRMTRIPAIDEFLKPGSKRKPQPDDQYVKTIMEVLDIKSLP一  222 

rbGST 177 LKSFQGRMTLLPAISRFLQPGSKRKPQPDETYVKTIMEVFKIQFPLK一一 223 

zGST 177 IQAFQEQMKALPAISKFLQPGSARKPPPDEEYVRTVKAVLSHLFK一 一 223 

hGST 181 Ll【ALKTRISNLPTVKKFLOPGSPRKPPMDEKSLEE～ SRKIFRF一 一 222 

rGST 18 1 LKALRTRVSNLPTVKKFLQPGSQRKPLEDEKCVGNPQLSLQLFRHL—_—_—。 226 

mGST 181 LI(AFKSRISSLPNVKKFLQPGSQRKPPMDAKQIQEARKAFKIQ⋯ ⋯  223 

pGST 181 LI(ALKTRVSNLPTVKKFLQPGSQRKPPMDAKKIRR___SQEYFPD一 一 222 

cGST 181 LQAFKKRISSIPTIKKFLAPGSKRKPISDDKYVETVRRVLRMYYDVKPH 229 

木木木 

图2 罗非鱼sGST推测氨基酸序列及与其他鱼类、哺乳 

类、鸟类 sGsTs氨基酸序列同源性的比较 

Fig．2 Deduced amino acid sequences of tilapia sGST were aligned against published fish，mammalian and bird sGsTs sequences 

序列如下：罗非鱼 (tGST)，真鲷 (rsbGST，GenBank：BAE06152)，条石鲷 (rhGsT，GenBank：AAU44618)，斑马鱼 (zGsT，GenBank：NP-998559)， 

人 (hGST．GenBank：CAA46642)，大 鼠 (rGST，GenBank：AAF37739)，小鼠 (mGST，GenBank：NM-008181)，猪 (pGST，GenBank：CAA93433)，鸡 

( GST．G Bank：NP-990743)。氨基酸序列中的“．”表示比较时必要的氨基酸缺口，“*”表示保守的氨基酸残基 

The sequences of GSTs respectivelv were tilapia(tGST)，Red sca bream(rsbGST，GenBank：BAE06152)，Rock bream (rbGST，GenBank：AAU44618)， 

Zebrafish(zGST．GenBank：NP．998559)，Human(hGST，GenBank：CAA46642)，Rat(rGST，GenBank：AAF37739)，Mouse(mGST，GenBank：NM- 

008181)，Pi只(pGST，GenBank：CAA93433)，Chicken(cGsT，GenBank：NP．990743)．The amino acid sequence of dashes indicates the amino acid gaps 

that are necessar to align these sequences．The conserved residues in all sequences are indicated by asterisk( ) 

叭 叭 叭 叭 叭 叭叭 叭 叭 l l l 1 1 1 1 1 1 
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1 GTGCCCTGCACCAGTTTGGACACCAAGAGAACTGCAAGAACGATGAAATCCTAAGATCT 59 

1 A L H Q F G H Q E N C K N D E I L R S 19 

60 CTGAAGTATGTCCGTCCAGGGAATGGCTTTGAACC从 AGTTCCAGCTCCTCGAGAAGGTG l1 9 

20 L K Y V R P G N G F E P K F Q L L E K V 39 

120 GATGTGAATGGAAAGGATGCCCACCCCTTGTTTGTcTATCTGAAGGAAAAAC1vrCCATTC 1 79 

40 D V N G K D A H P L F V Y L K E K L P F 59 

180 CCCTGCGATGATGCCCTGGGTCTCATGAATGATCCAAAGTACATCA1vrTGGAGTCCAGTG 239 

60 P C D D A L G L M N D P K Y I I W S P V 79 

240 TGTAGGAATGACGTGTCCTGGAATTTCGAAAAGTTCCTGGT 280 

80 C R N D V S W N F E K F L 92 

图3 罗非鱼 GPX基因eDNA部分序列及推导的氨基酸序列 

Fig．3 The nueleotides sequence and deduced amino acid sequence of tilapia GPX gene．The sense strand is displayed from the 5’to 3’direction 

3 讨 论 

罗非鱼可吞食 、消化有毒微囊藻 ，但关于罗非鱼 

对微囊藻毒素去毒作 用分子机理至今 未见研究报 

道。大量研究表明，sGST在微囊藻毒素去毒代谢过 

程中扮演了重要角色[ ， ]。Gehringer等[ 。]研究证 

实小 鼠在 MC．LR诱导下，其 GST、GPX活性增加同 

时也伴随着相应基因转录表达的增强。Best等_2l_ 

研究发现，影响 sGST活性的负调控因子，其作用只 

有在活体处理时才存在 ，因而推断调控 因子 的作用 

可能涉及 sGST的合成过程 ，即与 sGST基因转录调 

控有关 。 

采用腹腔注射之活体染毒方式，本研究发现微 

囊藻毒素对罗非鱼肝脏 sGST基因表达有显著的诱 

导作用 ，对罗非鱼肝脏 GPX、UCP2基 因表达 也有 明 

显的诱导趋势，这些解毒相关基因的诱导表达可能 

与罗非鱼对微囊藻毒素具有很强 的耐受能力有关。 

罗非鱼处于微囊藻毒素胁迫 的环境 中，不但参与微 

囊藻毒素去毒加合反应的基因(sGST)表达增强，而 

且为了适应微囊藻毒素胁迫环境下的生存，罗非鱼 

体内一 些 对 ROS敏 感 的抗 氧 化 相关 基 因 (GPX、 

UCP2)的转 录表达也有增强 的趋势 ，这与 Gehringer 

等【20j有关微囊藻毒素去毒分子机理的假说十分 

吻合。 

微囊藻毒素进入罗非鱼肝细胞后，使细胞中产 

生大量活性氧分子，这些活性氧分子将脂质分子氧 

化为过氧化脂质分子，以自由基链式反应 的方式对 

肝脏造成严重损伤 。过氧化脂质分子在谷胱甘肽过 

氧化物酶 GPX的作用下 ，被 GSH还原生成 GSSG和 

还原型脂质分 子，而 sGST则催化 GSH与微 囊藻毒 

素结合，成为水溶性化合物排出体外，起到解毒作 

用。与此同时，罗非鱼肝脏通过诱导 UCP2基因表 

达来抑制肝细胞 内 ROS的过量 生成与肝细胞凋亡 

的发生l8 ，进而保护肝脏免受 ROS导致的损伤。 

因此我们认为 ，罗非鱼对微囊藻毒素的强耐受能力 ， 

很可能与微囊藻毒素对 罗非鱼肝脏去毒相关基 因， 

特别是 sGST基因表达的显著诱导作用有关。微囊 

藻毒素对罗非鱼肝脏去毒相关基因表达的这种诱导 

作用，与对微囊藻毒素更为敏感 的斑马鱼这些去毒 

相关基因，对微囊藻毒素同样处理基本上没有变化 

形成鲜明对照(未发表结果)。本研究从基因表达调 

控 的角度证实 ，罗非鱼肝脏 sGST在微囊藻毒素去毒 

过程中有可能发挥关键作用，同时也说明罗非鱼肝 

脏 GPX、UCP2基因有可能在微囊藻去毒过程中发挥 

协同作用 。 

目前 ，有关 鱼类 肝脏 对微 囊藻 毒素 解毒 作用 

与解毒机理 的研 究相对 较少 ，一般 用解 毒 酶活性 

为指标间接测定微 囊藻毒素对鱼类 等水生动 物肝 

脏解毒酶的诱导作用，不同研究者的结果往往不 
一 致。sGST酶 活性 的测定 是采 用标 准底 物 1．氯 

2，4．二硝基 苯(CDNB)与谷胱 甘肽进 行加 合反应 ， 

通过在 340 nm测定 CDNB加合产物的数量来计算 

酶活性。由于微囊藻毒素也 可与谷胱甘 肽进行加 

合反应，但其加合产物在 340 nm不能进行有效检 

测，故当有微囊藻毒素存在时会干扰 sGST酶活性 

的测定，使所测得的 sGST酶活性比实际的 sGST酶 

活性值降低。采用解毒酶基因 mRNA水平为指标 

直接测定微囊藻毒素对鱼类肝脏解 毒酶基 因表达 

的诱 导作 用 ，避免 了一般 采用 鱼类等 水生 动 物解 

毒酶活性 为指标 的间接测 定方 法，由于 微囊 藻毒 

素对其解毒酶活性测定的干扰而使诱导作用测定 

结果不可靠的问题。 
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tGPX 

rbGPX 

rtGPX 

zGPX 

hGPX 

rGPX 

mGPX 

pGPX 

tGPX 

rbGPX 

rtGPX 

zGPX 

hGPX 

rGPX 

mGPX 

pGPX 

一 ⋯ ⋯ 一 一 MAGNVRRFYDLTAKLLSGESFSFSALKGKW LIE 

MAGNVRRFYDLTAKLLSGESFSFSALKGKVVLIE 

⋯ ⋯ ⋯ 一 MAGTMKKFYDLSAKLLSGDLLNFSSLKGKW LIE 

MCAARL⋯ 一一AAAAAQSVYAFSARPLAGGEPVSLGSLRGKVLLIE 

MSAARL⋯ 一一SAVAQSTVYAFSARPLAREEPVSLGSLRGKVLLIE 

MCAARL___一一SAAAQSTVYAFSARPLTGGEPVSLGSLRGKVLLIE 

MCAAQRSAAALAAVAPRSVYAFSARPLAGGEPISLGSLRGKVLLIE 

QMNELHNRYSAKGL 

QMNELHSQYSEKGL 

QMNELHSRYAI)QGL 

QMNELQRRLGPRGL 

EMNDLQKRLGPRGL 

EMNDLQKRLGPRGL 
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图4 罗非鱼 GPX推测氨基酸序列及与其他鱼类、哺乳类 GPXs氨基酸序列同源性的比较 

Fig．4 Deduced amino acid sequences of tilapia GPX were aligned against published fish and mammalian GPXs sequences 

序列如下：罗非鱼 (tGPX)，条石鲷 (rbGPX，GenBank：AY734530)，虹鳟 (rtGPX，GenBank：AF281338)，斑 马鱼 (zGPX，GenBank：NM． 

001007281)，人 (hGPX，GenBank：HUMGLP)，大 鼠 ( PX，GenBank：NM．030826)，小 鼠 (mGPX，GenBank：NM．008160)，猪 (pGPX，GenBank： 

AF532927)。氨基酸序列中的“．”表示比较时必要的氨基酸缺口，“*”表示保守的氨基酸残基，“黑体”代表 UGA编码的硒代半胱氨酸位点， 

“阴影方框”代表硒的结合位点，“方框”代表催化活性中心位点，“阴影”代表活性必需的氨基酸。有助于稳定酶立体结构的三个环结构用粗 

下划线标示 

The sequences of GPX respectively were tilapia(tGPX)，Rock bream(rbGPX，GenBank：AY734530)，Rainbow trout(rtGPX，GenBank：AF281338)，ze- 

brafish(zGPX，GenBank：NM．001007281)．Human (hGPX，GenBank：HUMGLP)，Rat(rGPX，GenBank：NM．030826)，Mouse(mGPX，GenBank：NM． 

008160)，Pig(pGPX，GenBank：AF532927)，The alnino acid sequence of dashes indicates the amino acid gaps that are necessary to align these sequences． 

The conserved residues in all sequences are indicated by asterisk(*)．Selenocysteine residues are indicated by black bold，the active-site residues located 

within hydrogen-bonding distance to the selenium atom are indicated by shade boxes．catalytic active sites are indicated by boxes，residues which are 

important for the activity of GPX1 are indicated by shade．Three loop structures that stabilize the structure of the enzyme are underlined 

O  1 ； ；  

∞ ∞ 弘 弘 弱 
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图5 罗非鱼 UCP2基因 cDNA部分序列及氨基酸序列 

Fig．5 The nucleotides sequence and deduced amino acid sequence of tilapia UCP2 gene 

线粒体内膜载体蛋白3个特征结构用方框表示 
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The three mitochondfial carrier protein signature motifs are boxed．The sense strand is displayed from the 5’to 3’direction 
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图6 罗非鱼 UCP2推测氨基酸序列及与其他鱼类、哺乳类 UCP2氨基酸序列同源性的比较 

Fig．6 Deduced amino acid sequences of tilapia UCP2 were aligned against published fish and mammalian UCP2 sequences 

序列如下：罗非鱼 (tUCP2)，真鲷 (rsbUCP2，GenBank：AF487341)，斑 马鱼 (zUCP2，GenBank：NM．131176)，鲤 鱼 (ccUCP2，GenBank： 

CCA243486)，欧洲白鲑 (ecUCP2，GenBank：AY368268)，草 鱼 (gcUCP2，GenBank：AY948546)，人 (hUCP2，GenBank：BC011737)，大鼠 (rUCP2． 

GenBank：AB010743)，小鼠 (mUCP2，GenBank：U69135)。氨基酸序列中的“．”表示比较时必要的氨基酸缺口，“*”表示保守的氨基酸残基 

The sequences ofUCP2 respectively were tilapia(tUCP2)，Red sea bream(rsbUCP2，GenBank：AF487341)，Zebrafish(zUCP2，GenBank：NM．131176)． 

Common carp(ccUCP2，GenBank：CCA243486)，European chub UCP2(ecUCP2，GenBank：AY368268)，Grass carp(gcUCP2，GenBank：AY948546)， 

Human(hUCP2，GenBank：BC01 1737)，Rat(rUCP2，GenBank：AB010743)，Mouse(mUCP2，GenBank：U69135)．The amino acid sequence of dashes 

indicates the amino acid gaps that are necessary to align these sequences．The conserved residues in all sequences are indicated by asterisk(*) 

sGST 

(a) (b) (c) 

2 4 5 6 

cT■重墨 c●_  c置墨  
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图7 腹腔注射 PBS(1．3．5)、MC．LR(2．4．6)24 h后罗非鱼肝脏sGsT／p-肌动蛋白(a)、GPx／p_肌动蛋白(b)、uc~／fl-肌动蛋白(c)对比电泳图 

Fig．7 Analysis of sGST／~ACT(a)．GPX／~3-ACT(b)and UCP2／~-ACT(c)nLRNA expression in the liver oftilapia after i．P．PBS(1．3．5)and MC-LR 

(2．4．6)for 24 h by RT-PCR 

关于微囊藻毒素在淡水鱼体内去毒代谢的详细研究， 

还只停留在去毒十分关键的第一步，即 sGST的催化 

下微囊藻毒素与 GsH发生加合反应，至于淡水鱼类 

微囊藻毒素去毒代谢其他相关基因的精确结构，以及 

这些基因的顺式元件与反式因子作用机理尚不清楚。 

对于微囊藻毒素在淡水生态系统其他类群体内的去 

毒机理、降解途径及其相互关系，特别是种群数量巨 

大并具有重要生态作用的淡水浮游动物微囊藻毒素 

去毒酶基因亟待进一步研究。此外，是否可以在食物 

中添加特定的物质(例如生物硒等)，增强淡水鱼类等 

水生动物微囊藻毒素去毒酶基因的表达以减轻急性 

或长期接触导致的慢性致毒作用；是否可以从基因水 
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图8 罗非鱼sG 、GPX和UCP2mRNA表达的RT-PCR分析柱形图 

Fig．8 Tilapia sGST．GPX and UCP2 mRNA aboundant after exposure 

罗非鱼分别腹腔注射 1．PBS、2．MC-t~(5oug／kg bwt)24h后肝脏 

组织特异性表达 sGST与 6-ACT表达量百分比(黑色)，GPX与 8． 

ACT表达量百分比(灰色)表示，UCP2与 6-ACT表达量百分 比 

(白色)表示。显著性差异“*”表示 

1．PBS，2．MC-LR (50,ug／kg bwt)for 24h to following i．P．treat- 

menls．sGST／[3-ACT％ (black)，GPX／~3-ACT％ (gray)，ucP2／~- 

ACT％ (white)．The statistically significant changes are indicated by 

asterisk(*) 

平上定向筛选高效去毒的淡水鱼类品系(例如鲢鱼、 

罗非鱼等)，通过非经典生物操纵更为有效地直接消 

除微囊藻毒素，这些都有待于进一步研究。 
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MoLECULAR CLoN G AND J_Ⅳ W  D EXPRESSION ANALYSIS OF M ICROCYSTIN 

DEToXIFICATIoN-RELATED GENES IN NILE TⅡ APIA (D冠EDC日RD?l 肌 D ￡ ) 

WANG Lin，LIANG Xu—Fang，LIAO Wan—Qin，LEI La—Mei and HAN Bo—Ping 

(College ofLife Science and Technology， Mn University，Guangzhou 510632) 

Abstract：Soluble glutathione S-transferase(sGST)of freshwater fish is extremely important to microcystins(MCs)purification 

from fish body，by catalyzing the conjugation of GSH(Glutathione)with microcystins．Glutathione peroxidase(GPX)is essential 

to the detoxification of cyanotoxins by providing GSH for sGST．Because oxidation and reactive oxygen species(ROS)generation 

is necessarily involved in both the toxication and detoxification process of cyanotoxins in hepatocytes，uncoupling protein 2 

(UCP2)also has an important role in inhibiting the excessive production of ROS to restrain hepatocytes apoptosis．In this study， 

RT-PCR using degenerated primers，yielded a sGST cDNA fragment of 399 bp，a GPX cDNA fragment of 280 bp and a UCP2 

cDNA fragment of 776 bp from the liver of a phytoplanktivorous freshwater fish，nile tilapia(Oreochromis niloticus)，which con— 

sumed substantial amounts of toxic blue—green algae in the food．The sGST cDNA fragment was further completed by 5’and 3’ 

RACE(Rapid amplification of cDNA ends)．The full—length tilapia sGST cDNA was 861 bp in length，containing an ORF(Open 

reading frame)of669 bp(encoding 222 amino acids)，flanked by 25 bp 5’UTR(Untranslated region)and 167 bp 3’UTR．The 

deduced amino acid sequence from this sGST cDNA fragment contains two conserved domains，N—terminal domain(glutathione— 

bindind site)and C—terminal domain(substrate—binding site)．Homology of the sGST amino acid sequence is high(64．3％一 

78．5％)with red sea bream (Pagrus major)，rock bream(Oplegnathusfasciatus)and zebrafish sGST，and is low(51．8％一 

55．9％)with human，rat，COW，pig and chicken sGST．However，both the GPX and UCP2 amino acid sequences show a high 

conservation with GPX and UCP2 of both fish and mammals(69．6％一85．9％ for the GPX with rainbow trout，rock bream，ze— 

brafish，human，rat，mouse，COW and pig GPX，and 71．8％ 一 93．8％ for the UCP2 with red sea bream，zebrafish，common 

carp，European chub Leuciscus cephalus，grass carp，human，rat and mouse UCP2)．Tilapia juveniles(5—8 g)were exposed 

to a sub—lethal dose(50／zg／kg bwt)of MC—LR by intraperitoneal injection．Using D—actin as external control，a significant in— 

crease(about 80％)in the liver sGST mRNA expression was found in response to the MC—LR exposure after 24h(P<0．05)， 

indicating the importance of GST in microcystin detoxification．Although no significant changes were seen in the liver GPX and 

UCP2 mRNA expression，the expression level of both genes tended to increase after exposed to MC—LR．We suggested that sGST 

might be respo nsible for the strong tolerance of the phytoplanktivorous fish to mi crocystins，and hepatocyte proteins coping with 

oxidative stress(GPX and UCP2)，might also have some auxiliary effect． 

Key words：Nile tilapia(Oreochromis niloticus)；Soluble Glutathione S-transferase(sGST)；Glutathione peroxidase(GPX)； 

Uncoupling protein 2(ucp2)；Molecular cloning；／n vivo induced expression；Microcystins(MCs) 
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