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水稻干尖线虫翻译控制肿瘤蛋白基因的克隆及表达分析 
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摘 要：根据转录组测序结果，结合 RT–PCR 及 RACE 技术，从水稻干尖线虫中克隆出翻译控制肿瘤蛋白(The 

translationally controlled tumor protein，TCTP)基因 Ab–TCTP。该基因序列全长 810 bp，开放阅读框长度为 546 bp，

编码 181个氨基酸，预测蛋白相对分子质量为 20 930，等电点为 4.68；Ab–TCTP蛋白属于稳定性蛋白，没有信

号肽和跨膜区域，亚细胞定位于细胞核中；该蛋白功能区域的氨基酸序列较为保守，含有 TCTP保守结构域，属

于 TCTP 超家族(TCTP superfamily)。多序列比对分析结果表明，Ab–TCTP 蛋白与秀丽隐杆线虫 TCTP 蛋白

(XP_003112086.1)的覆盖度为 100%，相似度为 78%。系统进化树分析结果表明，该蛋白与秀丽隐杆线虫 TCTP蛋

白(XP_003112086.1)在同一分支上，亲缘关系较近。原位杂交试验结果显示，杂交处理后的线虫在其食道腺附近

颜色加深，TCTP 基因主要在水稻干尖线虫的食道腺附近表达。利用鱼藤酮对水稻干尖线虫进行药剂处理试验，

24 h时 LC50值为 2.20 µg/mL。实时荧光定量 PCR结果显示，鱼藤酮处理 12 h和 24 h后，TCTP基因的表达均上

调，且处理 24 h时的表达量大于处理 12 h时的表达量。推测该基因参与了水稻干尖线虫的应激反应。 
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Clone and expression analysis on the gene of translationally controlled  
tumor protein from Aphelenchoides besseyi 
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Abstract: Based on transcriptome re-sequence, the translationally controlled tumor protein gene from Aphelenchoides 
besseyi, named Ab–TCTP, was cloned using RT–PCR and RACE. The coding sequence was 810 bp with 546 bp open 
reading frame (ORF), and encoded a protein with 181 amino acids. The putative protein molecular weight was 20 930 
and its theoretical isoelectric point (PI) was 4.68, belonged to a stable proteins, and located in nucleus without signal 
peptide and transmembrane structure. The amino acid sequence of the Ab–TCTP protein in function areas tended to be 
conservative, contained TCTP conservative domain structure, and belonged to the TCTP superfamily. The results from 
multiple sequence alignment showed that the query coverage between protein Ab–TCTP and Caenorhabditis elegans 
TCTP (XP_001891979.1) was 100%, with a similarity of 78%. The results from phylogenetic tree analysis indicated that 
the Ab–TCTP protein was very close to TCTP of C. elegans. The results from in situ hybridization test indicated that the 
enhanced hybridization signals were mainly observed in dorsal esophageal gland of A. besseyi. The pharmaceutical 
experiment with rotenone showed that the value of LC50 was 2.20 µg/mL after 24 h, and the results from real-time 
quantitative PCR presented that the expression of Ab–TCTP was up-regulated, which the expression quantity in 24 h was 
larger than that in 12 h. Therefore, the Ab–TCTP gene was speculated to participate in the stress response of A. besseyi. 

Keywords: Aphelenchoides besseyi; translationally controlled tumor protein gene(TCTP); gene clone; in situ 
hybridization; gene expression  
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翻译控制肿瘤蛋白(the translationally controlled tumor protein，TCTP)又名 P21[1]、P23[2]、HRF[3]和
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Fortilin[4]，是一类广泛存在于各类真核生物中且在

进化上高度保守的蛋白[5–10]。因其在鼠腹水瘤细胞

中的表达量高于在正常细胞中的表达量，且在翻译

水平上受到高度调控，Gross 等 [11]将其命名为

TCTP。随着研究的不断深入，在植物、线虫、寄

生虫和酵母等真核生物的正常细胞中都发现了

TCTP 的存在[12–15]。TCTP 蛋白在生物生命活动中

具有调节炎症反应[16]、抗细胞凋亡[17]、参与应激反

应[18]、调节细胞增殖和分化[19]等多种重要的生物功

能。水稻干尖线虫(Aphelenchoides besseyi，white–tip 

nematode)是水稻(Oryza sativa)的重要病原物之一。

由水稻干尖线虫病引起的水稻减产量高达 10%～

30%[20–21]。随着生物技术的不断发展，利用生物技

术防治线虫已成为植物寄生线虫研究的热点。 

TCTP基因受到了植物寄生线虫研究人员的关注[22–24]。

Gnanasekar[22]发现马来丝虫 TCTP 蛋白是一种抗氧

化性蛋白。印楝素 A处理 SL细胞后引起 TCTP表

达量上调，TCTP 高表达的疟原虫对青蒿素的抗药

性较大[25]。这些都显示 TCTP潜在的药用和应用价

值。关于水稻干尖线虫 TCTP的研究较少。笔者从

水稻干尖线虫中克隆得到 TCTP基因，通过生物信

息学分析初步了解其结构与功能，并利用原位杂交

对基因进行定位分析。通过实时荧光定量 PCR 分

析，发现经鱼藤酮处理后，Ab–TCTP 基因的表达上

调，推测 Ab–TCTP基因参与了水稻干尖线虫的应激

反应。对 Ab–TCTP基因功能的初步研究结果可为水

稻干尖线虫病分子生物技术防治提供参考依据。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

所用水稻干尖线虫种群为 NCBI国际生物标本

注册种群(SAMN02420038)[25]。用贝尔曼漏斗法分

离、收集室内人工培养的水稻干尖线虫，经 M9 

Buffer洗虫后，－80 ℃储存，备用。 

1.2 方法 

1.2.1 总 RNA 的提取和第一链 cDNA 的合成 

将备用线虫液氮研磨，采用 Invitrogen的 Trizol 

Reagent RNA提取试剂盒，按照试剂盒操作说明提

取总 RNA，经 TaKara的 DNase I消化试剂盒消化

后得到总 RNA。用紫外分光光度计和 1.0%凝胶电

泳检测其质量。采用 TaKara 的 HiScriptTM 1st 

Strand cDNA Synthesis Kit反转录试剂盒进行第一

链 cDNA合成，－20 ℃储存，备用。 

1.2.2 Ab–TCTP 基因克隆 

1) 目的基因片段克隆。 根据水稻干尖线虫反

转录测序筛选序列信息，用 Primer 5.0软件设计特

异性引物 Ab–TCTP–F(5′–TTGGCTTCGGATTCTTT–3′)

和 Ab–TCTP–R(5′–CGATTGCGACTTGACCT–3′)，以

反转录合成的 cDNA 为模板，进行目的基因片段

PCR 扩增。PCR 扩增产物经 1.2%凝胶检测，再经

TaKara 胶回收试剂盒切胶回收，连接至 pGEM–T 

Easy Vector 载体，转化到大肠杆菌 (Escherichia 

coli)DH5α感受态细胞，IPTG–X–Gal平板培养，随

机挑取阳性菌落克隆测序。 

2) 3′ RACE 扩增和 5′ RACE 扩增。 利用

Clontech的 SMARTer™ RACE cDNA Amplification 

Kit 试剂盒合成 cDNA。根据测序获得的片段序列

设计特异引物 Ab–TCTP–3GSP(5′–GTGTTGCTCG 

TCATCAATGTCGCC–3′)和 Ab–TCTP–5GSP(5′–GG 

CGACATTGATGACGAGCAACAC–3′)，进行 RACE 

PCR 扩增。PCR 反应程序按照 RACE 试剂盒使用

说明书进行。PCR产物经1.2%凝胶检测，再经切胶

回收，T载体克隆、测序。 

3) 全长 cDNA 拼接与验证。 用 DNAman 软件

将扩增得到的 3段基因片段进行拼接，获得 Ab–TCTP

基因序列全长。根据拼接结果设计特异性引物

Ab–TCTP–2F(5′–CACGCATGGATTGAGAGCGA–3′)

和Ab–TCTP–2R(5′–GTTCTTGCTGGCTCCAATCC–3′)，

以合成的 cDNA为模板进行 PCR扩增。PCR产物经

1.2%凝胶检测后切胶回收，再进行 T载体克隆、测序。 

1.2.3 Ab–TCTP 基因生物信息学分析 

对 NCBI ORF–Finder 翻译编码蛋白氨基酸序

列进行开放阅读框分析；用 ExPASy ProtParam软件

预测蛋白的基本理化特性；亚细胞定位、磷酸化位点、
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信号肽、跨膜结构域等分别利用 PSORT Prediction、

NetPhos 2.0 Server、SignalP 4.1、TM pred等软件进

行预测与分析[26–27]；用 NCBI CDD 及 Prosite 对

Ab–TCTP蛋白保守区进行预测分析；用 Bioedit软件

进行多序列比对分析，用MEGA 6.0软件根据Bioedit

多序列的比对结果，用N–J法构建系统发育树，1 000

次重复。用 SWISS–MODEL构建三维模型。 

1.2.4 Ab–TCTP 基因的表达定位分析 

通过原位杂交试验对 Ab–TCTP 基因进行表达

定位分析。选用 Roche公司的 DIG High Prime DNA 

Labeling and Detection Starter Kit I原位杂交试剂

盒，根据基因序列设计引物 Ab–TCTP–N(5′–CGATT 

GCGACTTGACCT–3′)和 Ab–TCTP–P(5′–TTGGCT 

TCGGATTCTTT–3′)，按照原位杂交试剂盒使用说

明合成原位杂交探针。探针经预杂交、杂交，制作

玻片标本，Olympus显影检测。 

1.2.5 鱼藤酮对水稻干尖线虫影响的毒理试验 

试验采用浸泡生测法。取 24 孔细胞培养板，

在每个孔中挑入均一活泼的成虫 20 头。设置处理

组和对照组，每组 3个重复。处理组的鱼藤酮浓度

分别为 2、3、4 µg/mL。对照组加入等量的 ddH2O。

待处理 6、12、24 h后显微观察线虫，并记录死亡

的线虫数。采用 SPSS 计算，ANOVA 单因子分析

线虫的死亡率。 

1.2.6 Ab–TCTP 基因的表达分析 

提取对照(ddH2O)和 1.85 µg/mL的鱼藤酮处理

12、24 h后的线虫总 RNA，用 Dnase I消除 DNA，

反转录合成 cDNA。实时荧光定量 PCR 试剂盒为

TOYOBO 公司的 KOD SUBR qPCR Mix。根据

Ab–TCTP 基因序列设计 Q–PCR 引物 QF(5′–CAAC 

GTGAATTCCCTCTCTCTT–3′)和 QR(5′–CGTTCCT 

TGTCTGTGTTGTTTC–3′)。Actin 为内参基因，引

物为 Action–F(5′–TTGGAACAATCGGAAACGGG– 

3′)和 Actin–R(5′–CTTCAGACCAATCGTTGTGC–3′)。

PCR反应程序：95 ℃预变性 2 min；95 ℃变性 15 s，

58 ℃退火 15 s，72 ℃延伸 45 s，35个循环。溶解

曲线测定温度为 60~95 ℃。设置 3个重复。采用

2－△△Ct计算目的基因的相对表达量。 

2 结果与分析 

2.1 RNA 及 cDNA 质量检测 

应用 TRIzol提取线虫总 RNA(图 1–A)，紫外

分光光度计检测结果 (OD260 nm/OD280 nm=1.94，

OD260 nm/OD230 nm =1.89)符合标准，RNA质量较好。

凝胶检测 cDNA呈弥散带(图 1–B)，cDNA质量好，

满足试验要求。 

  
A                          B 

A RNA样；B cDNA样。 

图 1 RNA 与 cDNA 的凝胶电泳结果 
Fig. 1 Gel electrophoretogram of RNA and cDNA 

2.2 Ab–TCTP 基因克隆及生物信息学分析 

以水稻干尖线虫 cDNA为模板，以 Ab–TCTP–F

和 Ab–TCTP–R为引物进行 PCR扩增，获得 400 bp

的目的片段(图 2–A)，Blast比对分析属于 TCTP基

因。利用 RACE 试剂盒及引物 Ab–TCTP–5GSP 和

Ab–TCTP–3GSP进行 5′ RACE、 3′ RACE扩增。5′ 

RACE PCR产物为 147 bp(图 2–B)，3′ RACE PCR

产物为 450 bp(图 2–C)。利用 DNAman拼接 3个序

列片段，得到 810 bp的基因全长。根据拼接序列结

果，采用 Primer 5.0设计引物，PCR扩增得到约 800 

bp的序列片段(图 2–D)。经测序验证，所得序列与

拼接序列大小一致。 
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A                                 B                                  C                                    D 

A 目的片段；B 5′ RACE 产物；C 3′ RACE 产物；D cDNA全长产物。 

图 2 水稻干尖线虫 Ab–TCTP PCR 产物的电泳结果 
Fig. 2 The result of electrophoresis from Ab–TCTP  

Ab–TCTP基因全长为 810 bp，包含 1个 546 bp
的开放阅读框，编码 181 个氨基酸。用 ExPASy 
ProtParam软件对Ab–TCTP蛋白基本理化特性进行
分析，发现该蛋白的相对分子质量为 20 930，等电
点为 4.68，不稳定系数为 16.36，属于稳定性蛋白。
ProtScale 亲水性预测分析结果表明，Ab–TCTP 蛋
白的最强疏水性峰值为 1.822，最强亲水性峰值为   
－2.989，蛋白总平均疏水指数为－0.521，属于亲水
性蛋白。SignalP 4.1预测该蛋白无信号肽存在，TM 
Pred 预测该蛋白无跨膜结构域。PSORT Prediction

预测 Ab–TCTP 蛋白定位于细胞核中。NetPhos 2.0 
Server 对 Ab–TCTP 蛋白进行磷酸化位点分析，显示
该蛋白含有 3个丝氨酸磷酸化位点和 3个络氨酸磷酸
化位点。利用NCBI Conserved Domains及 Prosite对
Ab–TCTP 蛋白进行保守区预测分析(图 3)，发现
Ab–TCTP 蛋白含有典型的“TCTP1”和“TCTP2”结
构 域 ， 属 于 TCTP 。 TCTP1 特 征 序 列 为

“...AGSNPSAEGED...”，TCTP2特征序列为“...FKN 
LQFFIGENMAEGREEGQVAIVEY...”。 

 
 
 

A 
 

 
B 

A 利用 NCBI CDD的预测结果；B 利用 Prosite的预测结果。 

图 3 Ab–TCTP 保守区域的预测结果 
Fig.3 Domains of conservation region of Ab–TCTP  

2.3 Ab–TCTP 的多序列比对及系统进化树分析 

通过 NCBI BLAST对水稻干尖线虫 Ab–TCTP

蛋白的氨基酸序列进行在线比对，筛选出了 9条同

源序列，Bioedit 软件比对结果显示，Ab–TCTP 蛋

白 与 美 洲 花 蜱 Amblyomma americanum 

(AAY67700.1)、猪蛔虫 Ascaris suum(ABF69505.1)、

犬弓蛔虫 Toxocara canis(KHN75998.1)、罗阿丝虫

Loa loa(XP_003135973.1) 、 马 来 丝 虫 Brugia 

malayi(XP_001897741.1)、犬恶丝虫 Dirofilaria 

immitis(AGI74995.1)、广杆属线虫 Caenorhabditis 

remanei(XP_003112086.1)、广杆属线虫 Caenorhab- 

ditis briggsae(XP_002639808.1)、秀丽隐杆线虫

Caenorhabditis elegans(NP_492767.1)的一致性为

45%～78%。Ab–TCTP与其他 9个同源序列在非保
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守区域存在差异，在 TCTP结构域上的保守性较高，

表明 TCTP蛋白在进化上高度保守，这些物种间存

在共同起源。 

Ab–TCTP 蛋白与广杆属线虫(C. remanei)TCTP

蛋 白 (XP_003112086.1) 、 秀 丽 隐 杆 线 虫 (C. 

elegans)TCTP 蛋白(NP_492767.1)、广杆属线虫(C. 

briggsae)TCTP 蛋白(XP_002639808.1)在同一分支

上，遗传距离小，亲缘关系较近；Ab–TCTP蛋白与

美洲花蜱(A. americanum)TCTP蛋白(AAY67700.1)不

在同一分支上，遗传距离较大，亲缘关系较远。美

洲花蜱TCTP蛋白序列为Ab–TCTP蛋白的远源外属

对照序列。水稻干尖线虫及其他 8 种线虫同属线虫

动物门，美洲花蜱属于节肢动物门，表明该基因进

化速率与物种进化速率一致。 

 
10个序列来源于 NCBI。 

图 4 Ab–TCTP 的系统进化树 
Fig.4 Phylogenetic tree of Ab–TCTP 

 

2.4 Ab–TCTP 蛋白结构分析 

应用 SWISS–MODEL 软件，在 PDB 中寻找

Ab–TCTP同源蛋白，对 Ab–TCTP蛋白进行三维模

型构建，结果(图 5–A)显示，α–螺旋(α–Helix)含量

最高，β–折叠(β–Sheet)次之，无规则卷曲(Random 

coil)最少，α–螺旋和 β–折叠是其主要结构元件。用

Swiss–PdbViewer 分析同源建模结果，预测的蛋白

残基二面角位于黄色核心区域(图 5–B)，模拟的三

维空间结构比较稳定。 

  
     A                                                B 

A SWISS–MODEL优化构建的三维结构；B Ab–TCTP蛋白模型拉氏构象图。 

图 5 Ab–TCTP 蛋白的三维结构预测结果 
Fig.5 The predicted 3D structure of Ab–TCTP 

 

罗阿丝虫(Loa loa) 

马来丝虫(Brugia malayi) 

犬恶丝虫(Dirofilaria immitis) 

犬弓蛔虫(Toxocara canis) 

猪蛔虫(Ascaris suum) 

水稻干尖线虫(Aphelenchoides besseyi) 

广杆属线虫(Caenorhabditis remanei) 

秀丽隐杆线虫(Caenorhabditis elegans) 

广杆属线虫(Caenorhabditis briggsae) 

美洲花蜱(Amblyomma americanum) 

88

100
65 

48

96

100
71

0.00.10.2 0.3 
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2.5 Ab–TCTP 基因表达定位分析 

利用 PCR扩增法得到杂交探针，凝胶电泳检测
亮度条带大小约为 500 bp (图 6–A，图 6–B)。紫外
分光光度计检测符合杂交试验要求。反义链探针杂

交处理的线虫(处理试验)在食道腺附近颜色变深，
有杂交信号(图 6–C)；正义链探针处理的线虫(对照
试验)无杂交信号存在(图 6–D)。结果表明该基因主
要在水稻干尖线虫的食道腺附近表达。 

        
A                             B                             C                                       D 

A 模板扩增结果；B 反义链探针检测结果；C 处理试验结果，箭头所指位置为水稻干尖线虫的食道腺部位；D 对照试验结果；

S 口针；T 尾部。 

图 6 探针检测与原位杂交结果 
Fig. 6 SDS–PAGE of hybridization probe and the results of ISH  

2.6 药剂处理下 Ab–TCTP 基因的响应 

质量浓度为 2、3、4 µg/mL的鱼藤酮对水稻干
尖线虫均有一定程度的毒力作用。在同一处理时

间，随着药液浓度的增大，水稻干尖线虫的存活率

呈降低趋势；在同一处理浓度，随着药液处理时间

的增大，存活率也呈降低趋势。通过 POLO软件计
算出：鱼藤酮处理 24 h时，LC50值为 2.20 µg/mL，
LC30值为 1.85 µg/mL。 
以质量浓度为 1.85 µg/mL的鱼藤酮 (24 h–LC30

值为 1.85 µg/mL)分别对水稻干尖线虫处理 12、24 
h，以 ddH2O处理作为对照。提取各自 RNA，采用
实时荧光定量 PCR研究 Ab–TCTP基因对鱼藤酮药
剂处理的响应模式，结果表明，鱼藤酮质量浓度为

1.85 µg/mL时，随着处理时间的增加，Ab–TCTP基
因的相对表达量呈上升趋势。12 h的表达量为对照
组的 1.9倍，24 h的表达量为对照组的 4.8倍，表
达量差异均显著(P<0.05)。24 h 时的相对表达量上
升趋势比 12 h 时的上升趋势高。以上结果表明，
Ab–TCTP基因的转录受到鱼藤酮药剂处理的诱导。 

3 结论 

利用RT–PCR及RACE技术从水稻干尖线虫中
获得了 TCTP基因。CDD显示 Ab–TCTP蛋白含有
典型的 TCTP结构域。水稻干尖线虫 TCTP与其他
线虫的 TCTP有着较高的同源性，在进化上高度保

守。原位杂交试验结果显示，Ab–TCTP基因主要在
水稻干尖线虫食道腺附近表达。实时荧光定量 PCR
结果表明，经鱼藤酮处理后，水稻干尖线虫

Ab–TCTP基因表达呈上升趋势，推测 TCTP基因参
与了水稻干尖线虫的应激反应，在线虫抗药性反应

中起重要作用。通过了解 Ab–TCTP 基因的结构和
功能，有助于寻找水稻干尖线虫新的作用靶标，为

利用分子生物技术防治水稻干尖线虫病提供参考

依据。 
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