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摘 要院 从斑鳜渊Siniperca scherzeri冤背部白色肌肉组织中提取总 RNA袁 利用 RT鄄PCR法克隆到斑鳜肌球蛋白
轻链 2基因渊MLC2冤 渊GenBank院 GQ283000冤. 斑鳜 MLC2基因 cDNA序列的开放阅读框的长度为 513 bp袁 编
码 170个氨基酸袁 理论相对分子质量为 19 105.61 Da袁 等电点为 4.73. 该开放阅读框具有 4个 EF鄄手相结构.
斑鳜 MLC2推导的氨基酸序列与已报道的其它 6种鱼类 MLC2氨基酸序列同源性在 89%以上袁 其中与 Ca2+结
合的区域非常保守袁 氨基酸序列同源性为 100%. 用实时荧光定量 PCR 对斑鳜 MLC2 纵向表达分析显示袁
MLC2在斑鳜背肌的前部尧 中部和后部都有表达袁 但无显著差异.
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肌球蛋白约占肌肉总蛋白的 60豫，构成肌原
纤维中的粗丝，具有腺苷三磷酸酶（ATPase）的活
力，在鱼游泳运动中起重要作用. 鱼肌球蛋白为

“Y”形不对称六聚体，由两条长链和四条轻链组
成. 长链为相对分子质量约 220 kD的肌球蛋白
重链（MYH），短链为相对分子质量约 16耀20 kD

Abstract：The total RNA was isolated from the white muscle of the Siniperca scherzeri. The full length
cDNA of myosin light chain 2（MCL2）was cloned using RT鄄PCR technology. The sequence of the MCL2
ORF is 513 bp，and encodes 170 amino acids，which includes four EF鄄hand structures. The putative
protein of the MLC2 shows predicted relative molecular mass of 19 105.61 Da with a theoretical pI of 4.73.
Compared with the MLC2 of other six fishes reported，the homology of the deduced amino acids sequences
was above 89%. The primary structure of the Ca2+ binding domain was well conserved among the MLC2s of
seven fish species. The longitudinal expression analysis by real鄄time PCR showed that the MLC2 mRNA
was expressed along longitudinal axis with some variation among the three muscle positions.
Key words：Siniperca scherzeri；myosin light chain 2；cDNA clone；longitudinal expression
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的肌球蛋白轻链（MLC）咱1~5暂. MLC主要存在 3种
类型：MLC1、MLC2、MLC3. MLC1 和 MLC3 合
称碱性轻链，MLC2 称巯解轻链. MLC2 也被称
为肌球蛋白调节轻链（myosin regulatory light
chain，MRLC）或称调节轻链（regulatory light
chain，RLC），在肌肉的发生过程中调控重链表
达，且对肌球蛋白的结构与功能显示有重要调节

作用咱4袁5暂，它结合于肌球蛋白的颈部铰链区，为肌
肉运动提供能量咱6~8暂.

MLC2以多种同工异构体形式存在，它们在
鱼类红肌和白肌中均有表达咱5~9暂. 这类构成肌肉
蛋白的不同同工异构体的差异表达直接影响鱼

类肌肉收缩和运动功能. 对鲑鳟鱼的研究证实，
幼鱼较成鱼肌肉具有更快的收缩运动能力，而这

种差异是由于 MHC 和 MLC 表达差异所致咱10袁11暂.
同时，鲑鳟鱼类的这类结构基因还表现出肌肉纵

轴不同部位表达的差异，即在红肌和白肌前端部

位显示较快的肌肉收缩力和舒张力咱12暂，这种肌肉
运动的动力学变化主要受约于 MLC2对 MHC的
调节作用咱13暂，其作用机制主要是控制对横纹肌的
运动咱14暂. 在 MLC2蛋白质的第 18位氨基酸（苏氨
酸）和第 19位氨基酸（丝氨酸）能被肌球蛋白轻
链激酶磷酸化，并依赖于 Ca2+和钙蛋白的调节，
这决定了肌肉运动 ATPase 的能力和肌肉的运
动咱15袁16暂. 因此，可以说 MLC2在鱼类肌肉结构和
功能中发挥重要作用.

斑鳜（Siniperca scherzeri）隶属鲈形目（Perci鄄
formes）、鳜亚科（Sinipercinae）、鳜属（Siniperca），
虽生长周期长，但其粗蛋白含量高，脂肪和灰分

较低，整体营养价值高于翘嘴鳜和大眼鳜，因此

具有较高的研究价值. 已有研究对鳜重链基因和
轻链基因的分子结构和发育表达特性进行了较

详尽的研究分析咱17~20暂，相对而言，对斑鳜肌球蛋
白轻链基因的相关研究尚未见有报道. 有鉴于
此，本研究选择斑鳜肌球蛋白轻链 2基因进行克
隆和纵向表达分析，为进一步研究该基因在斑鳜

肌肉生长过程中的调控作用奠定基础.
1 材料与方法

1.1 实验材料

鲜活斑鳜由湖南省鳜鱼原种场提供，体重

500 g左右. 取鱼背侧任意部位白色肌肉组织（白
肌）用于 MLC2的克隆，取鱼背部前、中、后 3个
部位的白肌用于 MLC2的相对表达量的检测.

1.2 斑鳜总 RNA提取和第一链 cDNA的合成
按照 Trizol Reagent（Invitrogen 公司）试剂盒

使用说明书，分别以鳜鱼背侧 3个部位白肌样品
为材料提取总 RNA. 通过 OD 值与琼脂糖凝胶
电泳对总 RNA纯度、浓度和完整度检测后，按
cDNA第一链合成试剂盒（Fermentas Pure Extreme
公司）说明书进行 cDNA的合成.
1.3 引物设计尧扩增和产物分析

根据大眼鳜 MLC2序列，设计一对引物：上
游引物 5忆鄄ATGGCACCAAAGAAGGC鄄3忆和下游引
物 5忆 鄄TTACTCCTCCTTCTCCTCTCC鄄3忆 . 以斑鳜
cDNA 第一条单链为模板进行 RT鄄PCR 扩增 .
PCR反应条件为：94 益预变性 5 min；94 益变性
30 s，54.9 益退火 30 s，72 益延伸 30 s，共进行
35个循环；最后 72 益延伸 10 min. 然后用 1%
琼脂糖凝胶电泳检测目的片段并按照纯化试剂

盒说明书（Promega）进行割胶纯化回收.
1.4 cDNA的克隆及鉴定

cDNA的克隆按 pGEM鄄T easy载体说明书进
行. 上述纯化 PCR产物按说明书体系与 pGEM鄄T
easy 载体过夜连接 . 200 滋L 大肠杆菌感受态
（氯化钙法制备）中加入 10 滋L连接产物，混匀，
冰上静置 30 min，42 益热激 45 s，迅速置于冰上
2 min. 加入 800 滋L LB 液体不含 Amp 培养基，
37 益微振荡培养 1.5 h，离心后去除部分上清，
取 200 滋L 转化菌涂于 LB 平板，进行蓝白斑筛
选. 经 37 益培养 14耀16 h后，挑取单个白色菌
落于 6 mL 含 Amp的 LB液体培养基，37 益微振
荡培养过夜. 用碱裂解法提取质粒 DNA. 通过
菌液 PCR（反应体系和条件同上述 RT鄄PCR）和
EcoR玉单酶切鉴定阳性克隆，并将阳性克隆送
上海生工生物工程技术服务有限公司测序.
1.5 氨基酸序列比较和分子进化树的构建

测序结果采用 DNAStar 进行核苷酸序列分
析及氨基酸推导. 用 NCBI 中的 Blast 将测序所
得核苷酸序列与 GenBank 中的 MLC2 进行序列
同源性比较及相似性搜索. 用 Clustal X 1.83 与
Genbank 上的全长序列的氨基酸进行多序列比
对. 用 Meg 3.1 软件以邻接法（Neighbor鄄Joining，
NJ）构建包括斑鳜在内的 13种鱼的进化树. 由
PROSITE tools（http：//www.expasy.ch/prosite/）进
行蛋白质的功能区预测.
1.6 荧光定量引物设计及其 PCR

依据上述方法获得的斑鳜 MLC2 的保守序
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图 1 斑鳜总 RNA 1%琼脂糖凝胶电泳代表图
Fig.1 The total RNA of Siniperca scherzeri

图 2 斑鳜MLC2 RT鄄PCR扩增分析代表图
M院 100 bp的标准分子质量曰 1院 MLC2 PCR结果
Fig.2 The PCR fragment of MLC2
M：100 bp Marker；1：the PCR product of MLC2

表 1 荧光定量 PCR引物参数
Table 1 Primers used for real鄄time quantitative PCR

analysis

Gene Primer sequences Product size /（bp）
MLC2

茁鄄actin

S：5忆鄄CCCCATCAACTTCACCGTCTT鄄3忆
A：5忆鄄CTCCGTGTGTGATGACATAGCAGAT鄄3
S：5忆鄄ATCGTGCGCCCCAGGCACC鄄3忆
S：5忆鄄CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC鄄3忆

263

144

列，对荧光定量 PCR的引物进行设计，具体引物
序列及其预计产物大小见表 1.

荧光定量 PCR 采用 SYBR Green I 染料法，
在荧光定量仪（Light Cyccler，Rotor鄄Gene 公司）
上进行 . 反应体系为：Takara SYBR Premix Ex
Taq（2伊，预混 MgCl2、dNTP、SYBR Green I染料、
EX鄄Taq 聚合酶、Buffer）13 滋L，上下游引物（10
滋mol / L）各 1 滋L，模板 cDNA 1 滋L，ddH2O补充
至 25 滋L. 反应程序为：95 益预变性 10 s；然后
95 益变性 5 s，58 益退火、延伸 20 s，总共进行
40 个循环；接着绘制 65耀95 益的融解曲线，
每 0.2 益读板 1次；72 益持续 10 min.
1.7 数据处理与分析

实时荧光定量 PCR 的实验数据先用 Excel
2003软件进行初步处理，再用 SPSS 12.0软件进
行单因素方差分析（One鄄way ANOVA），LSD多重
比较（P< 0.05表示差异显著）. 所有结果以平均
值依标准差（x依 s）表示.
2 结果与分析

2.1 斑鳜总 RNA提取
分别提取斑鳜背部前、中、后 3 个部位的

白肌总 RNA，检测其纯度与完整性. 本试验所
提取的前、中、后 3 个部位的白肌总 RNA 的
OD260 / 280均在 1.9耀2.1 之间. 同时，1%琼脂糖凝
胶电泳显示清晰的条带，表明所提取的总 RNA
有较好的完整性，能保证后续试验的顺利进行

（图 1）.
2.2 MLC2扩增及测序结果

通过对斑鳜 MLC2的 RT鄄PCR扩增，对其目
的片段进行 1%琼脂糖凝胶电泳分析，获得产物
约 500 bp，与预测结果相似（图 2）. PCR产物回
收后克隆，筛选阳性克隆测序. 测序结果已提交
Genbank（登录号为：GQ283000）. 经分析发现，
斑鳜 MLC2开放阅读框（ORF）为 513 bp，编码

170 个氨基酸，理论相对分子质量为 19 105.61
Da，等电点为 4.73，其中总共有 30 个天冬氨酸
谷氨酸，22个精氨酸赖氨酸. 该基因有 4个 EF鄄
手相结构，其中一个 EF鄄手相结构是与 Ca2+结合
的区域（图 3）.

2.3 斑鳜 MLC2与其它 6种鱼类的相应氨基酸
同源性比较及功能性位点预测

斑鳜 MLC2 仅分别在第 11、110、160、161
个氨基酸与大眼鳜有差异. 与其余 5种鱼类的推
导氨基酸同源性均在 89%以上，与黄带鲹、大西
洋马鲛、鲣金枪鱼、绿河豚分别相差 9、11、17、
17、18个氨基酸. 斑鳜 MLC2分子的功能位点预
测分析及与其它物种的 MLC2推导氨基酸序列比
较结果见图 4. 第 18 号位为一个丝氨酸磷酸化
修饰位点，4个含有完整的螺旋区鄄泡区鄄螺旋区
的 EF鄄手相结构域. 7 种鱼类的第一个 EF鄄手相
结构域的泡区非常保守，同源性为 100%.

赵发兰等院斑鳜肌球蛋白轻链2基因cDNA的克隆及其纵向表达分析
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图 4 斑鳜与其它 6种鱼类的MLC2推导氨基酸序列比较及功能位点预测
野阴冶表示 EF鄄hand袁 灰色部分表示与 Ca2+结合区域袁 P表示磷酸化位点.
Fig.4 Comparison of deduced amino acid sequence of MLC2 and prediction of protein functional sites
“阴”indicates EF鄄hand；Shadow indicates Ca2+ binding domain；“P ”indicates the site of phosphorylation.

图 3 斑鳜MLC2的核苷酸序列与推导氨基酸序列
序列中灰色部分表示起始密码子袁 野___冶表示 EF鄄hand曰 野阴冶表示与 Ca2+结合区域袁 野 * 冶表示终止密码子.
Fig.3 The MLC2 nucleotide sequences and deduced amino acid sequences of Siniperca scherzeri steindacher
Shadow indicates start codon；“___ ”indicates EF鄄hand； 野阴冶 indicates the Ca2+ binding domain；“ * ”indicates end codon.
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图 6 斑鳜背部不同部位 MLC2相对 茁鄄actin mRNA表达
丰度的结果渊x依 s冤
Fig.6 The expression of MLC2 of different position of
Siniperca scherzeri steindacher compare to 茁鄄actin mRNA
（x依 s）

图 5 斑鳜MCL2分子进化树的构建
Fig.5 Phylogenetic tree of MLC2 of Siniperca scherzeri steindacher

2.4 MLC2的分子进化分析
基于邻接法构建系统发育树，揭示斑鳜

MLC2的演替方式，如图 5所示. 斑鳜和同属于
鲈形目鮨科的大眼鳜在同一分支，与同为鲈形目

石首鱼科的白姑鱼来源于同一分支，亲缘关系较

近. 与非同目的狭鳕目的狭鳕亲缘关系较近，与

鲑形目的银鲑分子进化水平相对较远.
2.5 MLC2的荧光定量表达分析

MLC2在斑鳜背部白肌中的纵向表达如图 6
所示. MLC2在斑鳜背部白肌的前部、中部和后
部均有表达，中部的表达量比两端表达量稍高，

但 P均大于 0.05，无显著性差异.

3 讨论

肌球蛋白轻链 2（MLC2）是肌球蛋白重要的
组成部分，MLC2在肌肉的发生过程中起着调控
重链表达的重要作用，对肌球蛋白的凝聚状态以

及热诱导时的凝胶特性，肉制品的质构、脂肪和

水的结合能力等有很大影响. MLC2属于肌钙蛋
白 C超家族，其功能结构域—EF 臂是由多个氨
基酸组成的钙结合基序，每个 EF臂结构是由 12
个残基组成的环状结构，两侧各是 12个碱基组
成的 琢螺旋，并形成螺旋区鄄泡区鄄螺旋区（即 EF
手相结构），泡区为与 Ca2+结合中心位点咱21袁22暂. 通
过 PROSITE tools对斑鳜 MLC2推导蛋白质功能

预测分析表明，斑鳜 MLC2含有 4个 EF手相结
构. 斑鳜 MLC2与其它 6种鱼推导氨基酸序列比
较结果显示，第一个 EF手相结构的泡区氨基酸
序列同源性为 100%，鱼类 MLC2的第一个手相
结构的泡区可能还存在与 Ca2+结合的功能域，而
其它 3个结构域在进化的过程中由于氨基酸或
损失或改变，可能失去了与 Ca2+结合的功能.

在快速收缩骨骼肌中，蛋白磷酸化的 MLC2
与非磷酸化的 MLC2 相比，其生产激活细肌丝
ATP 酶活性结合钙离子的灵敏度要高得多，
MLC2磷酸化在骨骼肌收缩中起重要作用已经得
到较为广泛认同咱23袁24暂. 最近研究表明鲤鱼骨骼肌
肌球蛋白磷酸激酶能使骨骼肌 MLC2第 15位丝
氨酸磷酸化咱25暂，本研究通过对推导的氨基酸序列
的比对发现斑鳜、大眼鳜和其它 5种鱼类 MLC2
在 18号位存在着高度保守的丝氨酸残基，但是
这个丝氨酸位点上是否存在磷酸化现象有待进

一步研究证实.
通过 N鄄J法构建进化树，斑鳜与同属于鲈形

目鮨科的大眼鳜亲缘关系最近，其氨基酸序列同

源性为 99%，这与其分类学的进化分析结果一
致. 与同为鲈形目石首鱼科的白姑鱼来源于同一
分支，其氨基酸序列同源性高达 95%，与遗传距
离最远的鲑形目的银鲑氨基酸序列同源性也在

80%以上，说明 MLC2在鱼类的进化中极为保守.

赵发兰等院斑鳜肌球蛋白轻链2基因cDNA的克隆及其纵向表达分析

Trachurus trachurus MLC2（AB042048）
Decapterus maruadsi MLC2（AB072805）

Cypselurus agoo MLC2（AB042045）
Caranx delicatissimus MLC2（AB072802）

Pennahia argentata MLC2（AB042042）
Siniperca scherzeri steindacher（GQ283000）

Siniperca knerii MLC2（FJ428249）
Thunnus thynnus MLC2（AB042036）

Theragra chalcogramma MLC2（AB051825）
Sparus aurata MLC2（AF150904）

Katsuwonus pelamis MLC2（AB042039）
Tetraodon nigroviridis MLC2（AY580332）

Oncorhychus kisutch MLC2（AF251130）
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在鱼类分类学中副棘鳍总目中的鲑鲈目被认为

是鲑形目与鲈形目之间的过渡类群，这暗示着鲑

科与鮨科可能由共同的祖先进化而来.
很多鱼类的肌球蛋白具有纵向变化的属性.

动力学研究发现，鱼类肌肉的收缩和舒张频率沿

鱼体纵轴存在差异. 与尾部相比，头部的红肌和
白肌的收缩和舒张频率更快，这是促使鱼类有更

快的游泳速度的重要原因之一咱26暂. DONATO 在
鳟鱼的研究中证实了白肌在前部有更快的收缩

和舒张速率，但肌肉缩短在纵向上的变化无显著

差异. 鳟鱼的这种变化随着 MLC2及其它的肌肉
蛋白，肌钙蛋白和小清蛋白在肌肉组织中不同而

不同咱5暂. THYS在大口黑鲈的肌肉蛋白表达及收
缩动力学的研究中亦发现其存在纵向变化 咱26暂，
但是鱼体不同部位肌肉收缩性能调节机制仍不

清楚. COUGHLIN等认为 MLC2和小清蛋白在鱼
体不同部位肌肉收缩性能调节方面起重要作用，

但DONATO等用实时定量 PCR技术证实鳟鱼白
肌的 MLC2在鱼体纵向表达量上没有显著变化，
对肌肉的收缩和舒张无显著影响咱5暂. 我们同样使
用荧光定量 PCR技术研究了斑鳜白肌 MLC2 纵
向表达量变化，结果是 MLC2在斑鳜鱼体纵向上
均有表达，表达量上虽然存在差异却没有显著变

化，因此 MLC2在鱼体肌肉收缩和舒张中是否存
在调节功能尚待进一步研究证明.
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