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许氏平鲉蛋白激酶B(SsAkt)基因的克隆及表达分析
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许氏平鲉(Sebastes schlegelii)是适合我国北方网箱养殖的经济鱼种中最为重要且具备优良品质的本土养殖品种。随着养殖产业规
模的扩大，以细菌性疾病为主的养殖病害时有发生。病原菌侵染后会导致鱼体皮肤溃疡、体表充血，严重时会引发大量死亡，造成较
大的经济损失。开展细菌感染与免疫的分子机制研究，可以清楚的认识机体对抗细菌感染的应答机制。蛋白激酶B(PKB/Akt )是一种
重要的细胞信号转导分子，在细胞存活与代谢、免疫调控与防御等多种生物过程中发挥重要作用。本研究基于前期转录组数据，克隆
获得了许氏平鲉SsAkt 基因的编码区序列，对其进行生物信息学分析，运用实时荧光定量PCR技术分析了其时空表达特征和响应细菌
胁迫的表达规律，旨在探究SsAkt在许氏平鲉抵御细菌入侵过程中发挥的作用, 为许氏平鲉免疫机理研究提供基础信息。

方 法
1、对健康鱼以及病原感染鱼麻醉后取样，用于核酸提取；

2、总RNA的提取及cDNA的合成，荧光定量PCR求得SsAkt基因mRNA相对表达量；

3、SsAkt基因核心序列的克隆，分析其编码氨基酸序列；

4、对所得序列进行同源分析，并对同源蛋白进行多序列比对以及构建进化树；

5、生物学信息分析，预测其相对分子量、理论等电点、二级结构以及三级结构；

结 果
(1)SsAkt基因核苷酸及其编码的氨基酸序列

(2)SsAkt蛋白结构域预测

(4)SsAkt蛋白三级结构(左)
智人Akt蛋白三级结构(右)

SsAkt基因的开放阅读框(ORF)长度
为1440 bp，编码479个氨基酸；蛋
白相对分子质量为55.80kDa，预测
理论等电点(pI)为5.64；SsAkt蛋白
含有丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶家族的
3个特征性保守结构域(PH 结构域、
S_TKc结构域和S_TK_X结构域)和2
个磷酸化位点(Thr305和Ser472)。

SsAkt由31%的α-螺旋和19%的β-折
叠及3%的TM螺旋和无序结构组成；
与其他物种Akt的三维结构具有较
高相似度,与智人蛋白相似性为
81.18%

SsAkt在许氏平鲉健康组织(血液、
鳃、肝脏、肌肉、肾脏、脾脏、
肠、脑和心脏)中均有表达，在肾
脏、脑和血液中的相对表达量较
高，在肌肉中的相对表达量最低。

(3)SsAkt蛋白二级结构

SsAkt先与尖吻鲈、大黄鱼、青
鳉等鱼类聚为一类, 再与小鼠、
智人等哺乳动物聚为一支，最
后与无脊椎动物聚为一支。

(5) SsAkt基因进化树的构建

(6)氨基酸序列的多重比对

SsAkt 蛋白序列与其它物种的
Akt 有较高的相似性，相似性范
围为55.84%~99.37%。

(7) SsAkt在不同组织中的相对表达量

(8)细菌感染下许氏平鲉肾脏(a)、血
液(b)、肝脏(c)中SsAkt 基因mRNA的
相对表达量

(a)

(b)

(c)

结 论

在藤黄微球菌感染后和鳗弧
菌刺激后血液和肝脏中SsAkt
的表达模式相似，均呈现先
上升后下降趋势；但在肾脏
中，2种细菌刺激后SsAkt的
表达模式不同：藤黄微球菌
刺激后，SsAkt的表达先上升
后下降趋势，而鳗弧菌刺激
后，SsAkt的表达呈现先上升
后下降又上升再下降的趋势。

本研究报道了许氏平鲉SsAkt基因的核心序列，预测了SsAkt蛋白的结构和功能，揭示了SsAkt进化的保守性，分析了SsAkt在许氏
平鲉不同组织以及细菌胁迫后的表达规律。SsAkt响应了外源微生物对许氏平鲉的刺激，在抵御外源微生物免疫应答过程中发挥重要
作用。进一步丰富了海水鱼类 Akt 同源基因的研究数据，为研究Akt的免疫防御功能提供理论指导，为许氏平鲉病害防控提供分子生
物学数据参考。
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