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摘要: 蛋白磷酸酶 2A是一种重要的丝氨酸/苏氨酸蛋白磷酸酶, 对于调控多细胞的生命活动起重要作用。以

金鱼大脑为材料, 运用 RT-PCR技术克隆得到 PP2A调节亚基 B55家族中 PR55γ基因编码区部分序列。结果

显示 PR55γ基因 cDNA长 1218 bp, 编码的多肽共含 405个氨基酸。序列分析表明, 该基因编码的蛋白与已

知其他物种对应的 PR55γ 蛋白质均有着很高的同源性。用 RT-PCR 的方法检测了 PR55γ 基因在金鱼不同组

织和胚胎发育不同时期的 mRNA表达水平。结果表明, PR55γ基因表达呈现明显的组织和胚胎发育阶段差异

性。在成体组织中, 仅在大脑和鳍中有表达。在胚胎发育过程中, PR55γ 从神经胚开始出现, 整体呈现上升

趋势, 在出膜期达到最高水平。据此推测, PR55γ基因可能在金鱼胚胎发育中具有多种重要作用。 
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由蛋白激酶和蛋白磷酸酶参与完成的蛋白质磷

酸化与去磷酸化过程, 即蛋白质的可逆磷酸化, 是

普遍发生于真核生物中的重要调控机制, 蛋白激酶

和蛋白磷酸酶活性的平衡对于正常的细胞新陈代谢

至关重要[1-5]。已完成的人类基因组计划研究成果表

明人类共有 518 个潜在的蛋白激酶, 然而仅有 107

种酪氨酸蛋白磷酸酶以及 30—40 种丝氨酸/苏氨酸

蛋白磷酸酶与之相对应。如此之少的蛋白磷酸酶之

所以可以匹配如此之多的蛋白激酶, 其中最重要的

原因之一就是很多蛋白磷酸酶并不是一个单一的蛋

白质, 而是由不同亚基组成的复合体, 蛋白磷酸酶

2A (Protein phosphatase 2A, PP2A)就是这种组合的

典型代表。 

PP2A是细胞生长、分化和凋亡过程的重要调节

者, 通过调节众多蛋白质的磷酸化状态[6,7]而参与到

细胞周期、信号转导、DNA复制、细胞分化和细胞

恶性转化等多种生命代谢过程当中[8,9], 我们的最新

研究成果表明 PP2A 还参与癌症的控制[10], 在眼睛

中也起着十分重要的作用[11,12]。 

PP2A 一般以二聚体或三聚体形式存在, 三聚

体较为常见。其核心酶部分是一个二聚体, 由 36 kD

的催化亚基(PP2Ac)和 65 kD的结构亚基(PR65/A)组

成; 另有分子量为 50—130 kD不等的调节亚基(B亚

基)和核心酶结合形成三聚体。至今已发现有 26个 B

族亚基分属 B、B'、B''和 B''', 四个亚族, 其中 PR55/B

家族是其调节亚基中重要的成员。 

目前已知的 PR55/B 族四种亚基分别是 : 

PR55α、PR55β、PR55γ 和 PR55δ。PR55 家族成员

表现出时空表达的差异。PR55α和 PR55δ被广泛表

达; 而 PR55β 和 PR55γ 主要表达于脑组织, 其表达
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与脑的发育相关。PR55β和 PR55γ都受到不同发育

时期的调控, 在出生后 PR55β 表达降低, 而 PR55γ

的表达水平会迅速升高[13]。PR55家族的不同成员在

细胞中的空间分布也不同。但空间定位的不同是由

这些亚基的调节功能所致, 还是由于其作用的对象

的位置所决定, 还不清楚[14]。PP2Ac和 A亚基表达

无组织特异性, B亚基决定了 PP2A全酶的细胞内定

位、组织特异性以及发育阶段的存在形式。 

目前对于 PP2A调节亚基 B55的研究还很有限。

据报道, PR55家族成员与多种蛋白质相互作用参与

调节生长发育过程。比如参与构成全酶去磷酸化

AKT的 Thr308位点, 抑制下游作用位点; 通过直接

去磷酸化被抑制的磷酸化位点 Raf-1(Ser259)而参与

到 MAPK途径的调控中[14,15]。此外, PR55可参与对

细胞周期的控制, 被认为是有丝分裂中的一个重要

调节者[16]。为了更深入地了解这些亚基的结构特性

及由其构成的 PP2A 全酶在发育中的功能, 作者克

隆了金鱼 PP2A 调节亚基 B55 家族 PR55γ 基因的

cDNA 序列, 对它们的氨基酸序列进行了分析, 并

进一步对 PR55γ 基因在金鱼不同组织和胚胎发育不

同时期中 mRNA的表达进行了研究。 

金鱼(Carassius auratus)是著名的观赏鱼类, 有

极高的经济价值。具有体外产卵、体外受精、胚胎

透明的特点, 且繁殖能力强、性成熟早、体型小、

饲养成本低。同时人工诱导的单倍体金鱼不同于一

般的单倍体鱼类, 可以发育到出膜期, 因此一些非

显性基因所控制的表型可以被直接观察, 极大地方

便了以单个基因的功能为对象的研究。本实验室以

金鱼为实验材料已开展了一系列有关发育调控的研

究[17—22], 本实验在已有的研究基础上也以金鱼为实

验材料完成。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验鱼    实验用金鱼源自本实验室养殖, 解

剖后取出肝脏、精巢、卵巢、大脑、肾脏、肌肉、

心脏、鳃、鳍等 9 种组织, 用液氮快速冷冻后储存

于80℃冰箱。在金鱼繁殖季节, 采用人工受精的方

法使鱼卵在水中受精, 然后迅速用胰酶处理使受精

卵脱膜。在金鱼受精卵发育过程中, 分别收集不同

发育阶段的胚胎, 包括两细胞期、多细胞期、囊胚

期、原肠胚期、神经胚期、视原基期、脑泡分化期、

肌肉效应期、心跳期、眼色素期、体色素期、出膜

等 12 个发育时期。同样用液氮快速冷冻后储存于

80℃冰箱。 

实验试剂及仪器    Total RNA 提取试剂盒购

自 Omega 生物公司, 反转录试剂盒购自 Fermentas

生物公司, PCR TaqMix和 DNA Marker购自东盛生

物公司, DNA凝胶回收试剂盒购自上海生工生物公

司, pMD18-T 载体及 RACE 试剂盒购自 TaKaRa 生

物公司, 引物合成及 DNA 测序服务均由上海生工

生物公司提供。用于质粒扩增的大肠杆菌 DH5α 感

受态细胞(本实验室自备)。BioRad 核酸蛋白分析仪

Biophotometer、MyCycler™ Thermal Cycler PCR仪; 

Eppendorf Ctrifuge 5804R型离心机; Thermo 80℃

冰箱、电子恒温摇床; UVP GDS7500凝胶成相系统; 

SW-CJ-2FD型生物安全柜; AE-240型电子天平; 北

京德天佑科技发展有限公司 DTY-5A 型超级智能恒

温循环器; 北京六一仪器厂三恒多用电泳仪、水平

平板电泳槽; 上海医用仪器厂 WZK-02 型恒温培养

箱; 河南杜甫医用有限公司真空泵; 上海精宏实验

设备有限公司 DHG-914A 型电热恒温鼓风干燥箱; 

六泉 LQP-B-4型颗粒制冰机。 

1.2  实验方法 

总 RNA 的提取    用 Omega 公司总 RNA 提

取试剂盒从金鱼不同组织和不同胚胎时期中提取总

RNA。 

cDNA 第一条链的获得    分别提取上述金鱼

各个组织以及胚胎各个时期的总 RNA。提取时按照

OMEGA公司的 Total RNA KitⅡ推荐方法进行。然

后按照 Fermentas 生物公司反转录试剂盒推荐方法

进行反转录得到 cDNA模版。 

PP2A-B55 家族 PR55γ 基因的 cDNA 克隆     

从 NCBI 数据库中搜索已知其他物种 PP2A-B55 家

族 PR55γ 基因 cDNA 序列 , 其中包括斑马鱼

(NM_001037394)、褐鼠 (NM_057116)、人 (NM_ 

181876)。参照这些基因的序列比对同源性 , 用

Primer Premier 5软件和 Jellyfish软件设计引物。以

往的研究表明, PR55γ 基因在大脑中有丰富的表达, 

所以用金鱼大脑组织的 cDNA 为模板, PCR 克隆获

得了金鱼 PR55γ基因 cDNA部分序列。运用 Jellyfish

软件将测序结果与原斑马鱼及其他物种的相应基因

序列比对分析, 并将该所得序列于 NCBI 数据库中

应用 BLAST 程序进行搜索, 结果均显示该所得序

列与 PR55γ 基因有着最高的相似性, 确认其为金鱼

PR55γ基因中的片段。 
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蛋白质结构预测和同源性比较    使用在线工

具 SMART 预测蛋白质的简单结构。借助 NCBI 提

供的关于 PR55γ 基因的信息 , 用序列比对软件

Jellyfish和 BLAST工具对克隆得到的 cDNA序列和

对应氨基酸序列进行同源性比较分析。 

PP2A-B55家族 PR55γ基因在 mRNA水平上的

表达分析     用 β-actin 作为实验对照 , 通过

RT-PCR的方法检测了 PR55γ 基因在 mRNA 水平上

的表达情况。PCR 模板是从金鱼多种组织和不同发

育时期胚胎中提取的 mRNA 经反转录得到的

cDNA。反转录实验时, 需根据测定 RNA 样品的浓

度, 调整反转录中加入的 RNA量, 保证每个反转录

体系中的 RNA量相等。该反转录产物即可作为表达

实验中 RT-PCR 的模板。在 RT-PCR 反应体系中, 

β-actin基因引物和 PR55γ基因表达引物加入同一反

应体系进行反应。实验用表达引物(表 1)。 

2  结果 

2.1  PP2A-B55家族 PR55γ基因的 cDNA克隆 

通过使用上述实验方法, 我们得到了金鱼 PP2A- 

B55家族 PR55γ基因部分 cDNA序列。它包含 1218

个碱基, 编码含 405个氨基酸的非全长蛋白质序列。

作者已将克隆得到的 cDNA序列提交 GenBank数据

库。登录号为 GU353173。 

氨基酸序列同源性比较表明, 该蛋白质序列与

斑马鱼 (NM_00103739)的同源序列的相似度为

87.3%, 与褐鼠(NM_057116)的为 75.7%, 与人(NM_ 

181876)的为 75.5%。 

2.2  PR55γ 在金鱼不同组织和胚胎发育不同时期

中的 mRNA表达 

本实验使用 RT-PCR 的方法检测 PR55γ 基因在

mRNA水平上的表达情况。结果表明, PR55γ基因表

达呈现明显的组织和胚胎发育阶段差异性。在成体

组织中, 仅在大脑和鳍组织中有表达。胚胎发育过

程中, PR55γ从神经胚开始出现, 在脑泡期和肌肉效

应期显著增加后, 心跳期、眼色素期和体色素期的

表达差异不是很明显, 随后在出膜期达到最高水平。 

根据基因的表达电泳图并利用灰度分析软件

Gelpro32, 通过计算可以得到泳道中特定基因与对

应 β-actin的灰度值比值, 并据此绘出基因表达的柱

型图(图 1、图 2)。 

3  讨论 

3.1  PP2A-B55家族 PR55γ基因的结构特点 

本文克隆了金鱼 PP2A-B55 家族 PR55γ 调节基

因的 cDNA序列。序列分析发现, PR55γ基因的氨基 
 

表 1  用于 PR55γ 基因表达检测的引物信息 
Tab. 1  Oligo primers used for PR55γ RT-PCR analysis 

 Forward primer (+) Reverse primer () 

PR55γ AAGGATGAAGAAGGGCGAAT TGTCACAGAGGCGTAGTGTTC 

β-actin CCGTGACCTGACTGACTACCTC ATACCGCAAGATTCCATACCC 

 

 
 

图 1  PR55γ在金鱼 9个组织中的 mRNA表达(A)及定量分析图(B) 

Fig. 1  RT-PCR to detect the mRNA level (A) and quantitative results (B) for PR55γ of PP2A in 9 tissues of adult goldfish as indicated 
PR55γ基因特异表达引物和 β-actin引物在 PCR反应开始时同时加入; 以上实验数据来自三次以上平行实验; 下同 

The primers for both PR55γ and β-actin were added to the same reaction at the beginning of PCR; Quantitative results of the PR55γ mRNA 
expression from three independent experiments; the same bellow 
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图 2  PR55γ在金鱼胚胎发育 12个时期中的 mRNA表达(A)及定量分析图(B) 

Fig. 2  RT-PCR to detect the mRNA level and quantitative results of PR55γ at 12 different developmental stages 

 
酸序列在不同物种间具有较高的同源性, 暗示该基

因在进化上和功能上的保守性。 

已有的研究表明, B 亚基是 PP2AC 的靶蛋白, 

具有结构多样性和缺乏序列同源性的特点。B 亚基

家族之间的同源性非常低, 但 B 亚基家族中不同的

成员具有高度的组织特异性和不同的亚细胞结构定

位, 这决定了 PP2A 全酶的底物特异性以及特定发

育阶段的不同存在形式, 进而介导 PP2A 在不同信

号转导中的特定作用[23]。据统计, 在人类的基因组

中鉴定出 15个基因编码 PP2A的 B亚基, 能够产生

至少 26个不同的转录及剪切产物。除了几个保守的

氨基酸外它们缺乏序列的同源性, 它们与 PR65 的

HEAT 结构域相互作用而结合。我们对 PR55γ 的结

构预测发现它含有 4个 WD40重复结构。这一结构

被认为能间接的调节蛋白质的相互作用[24]。另外推

测, 这种 WD40 重复结构作为与 PP2A 结构亚基 A

相结合的区域, 为 B55 家族调节亚基参与 PP2A 三

聚体的装配提供了支点, 参与到全酶装配。据报道, 

其他的 B家族亚基都有特殊的一级结构与结构亚基

A相互作用, 包括 B′/PR61家族的 HEAT-like重复结

构和 B″家族的 EF-HAND结构[20,25]。这些由不同亚

基组成的 PP2A全酶具有不同的组织和亚细胞定位、

不同底物的特异性以及不同的生物学调节方式[26]。 

3.2  PP2A-B55家族 PR55γ基因在金鱼成体组织中

表达的探讨 

在成体组织中, 金鱼 PR55γ 基因在大脑中特异

表达(图 1)。这与之前报道是一致的[27]。在金鱼胚胎

发育过程中, PR55γ 基因的表达是在神经胚形成后

才出现的, 并逐渐增强。这一表达模式表明, PR55γ

在金鱼大脑的分化过程中起着十分重要的作用。此

外, 我们的结果表明 PR55γ 基因在鱼鳍中也有明显

的表达。鱼鳍的主要功能是调节鱼的运动及平衡并

感受周围环境的变化。在分子水平上, 这些功能的

完成可能是通过多种不同受体及其调控的信号通路

来共同完成的。磷酸化和去磷酸化在这一过程中起

着十分重要的作用。由 PR55γ所构成的特异性 PP2A

很可能是重要的参与者。此外, PR55γ参与形成的特

异性 PP2A 对鱼鳍的发育也可能有重要作用。我们

关于 PR55γ 基因在鳍中表达的结果属首次报道。

PR55γ 基因限定在金鱼大脑和鳍组织中的这一表达

模式与 PP2A 催化亚基 C 在各个组织均有表达的模

式形成鲜明对比。这表明, PR55γ基因的功能可能以

PP2A全酶外的其他形式出现。 

3.3  PP2A-B55家族 PR55γ基因在金鱼胚胎发育过

程中表达的探讨 

在金鱼胚胎发育过程中, PR55γ 基因从神经胚

开始出现, 在出膜期显著提高达到最高水平(图 2)。

从整体上是呈现上升的趋势。这与金鱼 PP2A 催化

亚基 C的发育表达模式较为吻合。后者的表达模式

从整体上也是呈现上升的趋势, 从囊胚到体色素出

现, PP2Ac 的上升缓慢, 但出膜时 PP2Ac 的表达上

升迅速, 是囊胚期的 15倍[28,29]。PR55γ和 PP2Ac表
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达模式的吻合说明在发育过程中, PR55γ 调节亚基

很可能以 PP2A全酶的形式行使其调控作用。 

本实验关于金鱼 PR55γ基因在组织和胚胎发育

各个时期的表达模式和金鱼 PP2A 调节亚基 B′δ、

B″α和 γ以及 B′″SG2NA的表达模式有显著差异, 进

一步证实了不同形式的 B亚基是相互独立的发挥其

功能的。 

在后续实验当中, 本实验室将在蛋白质水平上

运用 western blot结合免疫组化、原位杂交的方法对

PR55γ 基因在金鱼组织和胚胎发育中进行定量、定

位分析; 并设计构建反义载体、运用 RNA干扰的方

法来抑制或减弱 PR55γ 基因的表达, 以期达到更清

楚的探究 PR55γ 基因在金鱼不同组织和胚胎发育中

的重要作用[30—34]。本文所研究的这一调节亚基的克

隆虽属已知基因, 但该基因所确定的在鱼类中的组

织特异性表达和不同发育时期的分化表达在以前的

文献中尚未报道, 本研究结果为深入研究 PR55γ 基

因 打下了重要的基础。 
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MOLECULAR CLONING AND DIFFERENTIAL EXPRESSION PATTERNS OF THE 
GENE ENCODING THE PR55/B OF PP-2A IN GOLDFISH, CARASSIUS AURATUS 

ZHAO Jun-Qiong1, XIE Si-Si1, CHEN Pei-Chao1, ZOU Li-Jun1, LIU Wen-Bin1, XIAO Ya-Mei1,  
LIU Shao-Jun1, LIU Yun1 and LI Wan-Cheng1,2,3 

(1. Key Laboratory of Protein Chemistry & Developmental Biology of Education Ministry of China, College of Life Sciences, Hunan 
Normal University, Changsha 410081, China; 2. Departments of Biochemistry and Molecular Biology, University of Nebraska 

Medical Center, Omaha, Nebraska 681982-5870, USA; 3. Ophthalmology and Visual Sciences,  
University of Nebraska Medical Center, Omaha, Nebraska 681982-5870, USA) 

Abstract: The reversible phosphorylation of proteins is an important posttranslational modification in eukaryotes that 

modulates the functional status of more than thirty percent of total cellular proteins. In the present study, we reported the 

molecular cloning of a partial cDNA coding for the PR55/Bγ of PP-2A from the brain of goldfish through 5′ RACE PCR 

strategy. The partial PR55γ cDNA contained 1218 nucleotides which encoded a deduced partial protein of 405 amino 

acids. Sequence homology analysis showed that the PR55/Bγ of PP-2A displayed a high level of amino acid identity 

with the counterpart from other species including human and rat, indicating the conservation of PR55/Bγ. RT-PCR 

analysis revealed that PR55/Bγ mRNA was specifically expressed in the brain and fin of goldfish. Our demonstration 

that PR55/Bγ was expressed in the fish fin was a novel finding for the first time. This result suggested that the PP-2A 

with PR55/Bγ as the regulatory subunit in fish likely played an important role in swimming, balancing and sensitivity to 

the water environment. Moreover, during the development of goldfish, PR55/Bγ mRNA was initially detected at neurula 

stage, suggesting that the PP-2A with PR55/Bγ as the regulatory subunit was likely implicated in control of the brain 

development differentiation in fish. Furthermore, we found that PR55/Bγ became gradually increased from the optic 

vesicle stage and reached a peak level at the muscle movement stage, and thereafter, PR55/Bγ mRNA maintained at this 

level with slight fluctuation from heart beat to hatching larvae. These results indicated that PP-2A with PR55/Bγ as the 

regulatory subunit was actively regulating the development processes of these different stages. The consistent develop-

mental expression patterns of PR55/Bγ (Fig. 2) and the catalytic subunits (PP-2Ac)[28] also supported that PR55/Bγ may 

regulate fish development in holoenzyme, which was different from that of certain regulatory subunits of PP-2A[20―22]. 

Thus, our present study demonstrated that the specific PP-2A with PR55/Bγ as regulatory subunit may play an important 

role in regulating fish development. In addition, PP-2A containing PR55/Bγ as the regulatory subunit may play impor-

tant roles of homeostasis in brain and fin. 
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