
 
湖南农业大学学报(自然科学版)  2022，48(4)：488–495．DOI：10.13331/j.cnki.jhau.2022.04.017 
Journal of Hunan Agricultural University(Natural Sciences) 
引用格式： 
刘金梦，秦贝贝，黎航航，肖调义，苏建明．草鱼 PepT2 基因的克隆及其表达分析[J]．湖南农业大学学报(自
然科学版)，2022，48(4)：488–495． 
LIU J M，QIN B B，LI H H，XIAO T Y，SU J M．Cloning and expression analysis of the PepT2 gene in 
Ctenopharyngodon idellus[J]．Journal of Hunan Agricultural University(Natural Sciences)，2022，48(4)：488–495． 
投稿网址：http://xb.hunau.edu.cn 

草鱼 PepT2 基因的克隆及其表达分析 
刘金梦 1,2，秦贝贝 1,2，黎航航 2，肖调义 1,2，苏建明 3*  

(1.湖南省特色水产资源利用工程技术研究中心，湖南 长沙 410128；2.湖南农业大学动物科学技术学院，湖南 长

沙 410128；3.湖南农业大学动物医学院，湖南 长沙 410128) 

摘 要：采用 RT–PCR 和 cDNA 末端快速扩增技术克隆草鱼(Ctenopharyngodon idellus) II 型小肽转运载体(PepT2)

基因全长 cDNA 序列，对其进行生物信息学和共线性分析，并采用实时荧光定量 PCR 技术检测分析健康草鱼 PepT2

基因在不同组织中的表达情况。结果表明：草鱼 PepT2 基因的 cDNA 序列全长为 2733 bp，包括开放阅读框 2169 

bp(编码 722 个氨基酸残基)，5′非编码区 82 bp 和 3′非编码区 482 bp；草鱼 PepT2 基因结构含有 20 个外显子和 19

个内含子；预测蛋白相对分子质量为 8.032×104，等电点为 6.01，该蛋白具有与哺乳动物同源蛋白类似的 12 个螺

旋跨膜结构，并且在跨膜区 9 和 10 之间有 1 个大的外环，跨膜区氨基酸高度保守，含有 6 个蛋白激酶 C 磷酸化

位点和 3 个 N–糖基化位点；预测的 PepT2 蛋白三级结构包含有 18 个 α–螺旋和 21 个 β–折叠；氨基酸序列同源性

分析结果显示，草鱼 PepT2 氨基酸序列与斑马鱼(Danio rerio)的同源性最高，为 86.65%，与其他所比较的物种的

同源性则为 52.83%~68.15%；系统进化树分析表明，草鱼与斑马鱼的亲缘关系最近；与斑马鱼相比，草鱼 PepT2

所在的染色体保留着大多数基因，具有保守的基因块；实时荧光定量表达分析表明，草鱼 PepT2 在肠道中的表达

量最高，在肾脏中的表达量次之。 
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Abstract: Type II small peptide transporter(PepT2) gene of the Ctenopharyngodon idellus was cloned using RT-PCR and 

RACE methods, and analyzed using bioinformatics and collinearity methods. The expression of PepT2 gene in different 

tissues of healthy Ctenopharyngodon idellus was detected and analyzed by real-time fluorescence quantitative PCR. The 

results showed that the full-length cDNA sequence of PepT2 had 2733 bp, including 2169 bp as an open reading frame 

encoding a 722-amino-acid peptide, 82 bp at 5′UTR and 482 bp at 3′UTR. PepT2 gene of Ctenopharyngodon idellus 

contained 20 exons and 19 introns. The predicted relative molecular mass was 8.032×104 and pI at 6.01. The protein had 

12 helical transmembrane structures similar to the mammalian homologous proteins, and there was a large outer ring 

between the transmembrane regions 9 and 10. The transmembrane amino acid region was highly conserved, and 
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contained 6 protein kinase C phosphorylation sites and 3 N-glycosylation sites. The tertiary structure of PepT2 protein 

was predicted to contain 18 α-helices and 21 β-folds. The amino acid sequence homology analysis results showed that the 

PepT2 amino acid sequence of Ctenopharyngodon idellus had the highest homology with Danio rerio(86.65%), and the 

homology with other species were 52.83%-68.15%. Phylogenetic tree analysis showed that Ctenopharyngodon idellus 

and Danio rerio were the most closely related. Compared with Danio rerio, most genes were retained in the PepT2 

chromosome of Ctenopharyngodon idellus with conserved gene blocks. Real-time fluorescence quantitative expression 

analysis showed that the PepT2 expression level of Ctenopharyngodon idellus was the highest in the intestinal tract, 

followed by the kidney. 

Keywords: Ctenopharyngodon idellus; small peptide transporter; PepT2; clone; bioinformatics analysis; collinearity 

analysis; tissue expression 

 

草鱼(Ctenopharyngodon idellus)隶属于鲤形目

(Cypriniformes) 鲤 科 (Cyprinidae) 雅 罗 鱼 亚 科

(Leuciscinae)草鱼属(Ctenopharyngodon)，是中国产

量最大的大宗淡水鱼类养殖品种，其生长速度快、

经济效益高，是淡水经济鱼类养殖重要的组成部

分。2019年，中国草鱼产量约为5.53×106 t[1]。饲料

的消化、吸收与利用是影响鱼类养殖生产的主要因

素之一。在鱼类饲料中，蛋白质是关键营养物质之

一。饲用蛋白质经消化道消化分解为游离氨基酸和

小肽，分别由氨基酸转运载体和小肽转运载体吸收

转运进入体内[2]。小肽转运载体属于依赖质子的寡

肽转运载体(POT)家族成员[3]，它们以H+梯度为动

力，将肠腔和其他组织中的小肽从胞外转运到胞

内，对小肽的吸收起关键作用[4]。1994年，FEI等[5]

从兔cDNA文库中克隆了小肽转运载体，并将其命

名为Ⅰ型肽转运载体(PepT1)；同年，LIU等[6]在人

肾脏cDNA库中发现并克隆了II型小肽转运载体

(PepT2)基因；2006年，ROMANO等[7]在斑马鱼中

鉴定出PepT2型肽转运体。研究[5,8]表明，PepT1是

低亲和力、高容量的蛋白，主要在肠上皮细胞中表

达，对小肽的吸收起重要作用。PepT2是一种高亲

和力、低容量的转运蛋白，除能够转运二肽和三肽

之外，还转运一些类肽类药物[9–10]。PepT2广泛分布

于哺乳动物体内，主要在肾脏[11]、大脑[12]、肺[13]

及乳腺组织中表达[14]，在视网膜、心脏、肝脏、脾

脏、胰腺、骨骼肌、结肠、生殖道也有分布[15]，并

在这些组织中发挥重要作用。PepT2作为小肽转运

载体，在哺乳动物中的研究比较广泛，但在鱼类中

的报道少见。本研究中，采用RT–PCR和cDNA末端

快 速 扩 增 技 术 (RACE) 克 隆 草 鱼 小 肽 转 运 载 体

PepT2基因全长cDNA序列，对其进行生物信息学分

析，并采用实时荧光定量PCR技术检测分析健康草

鱼PepT2基因在不同组织中的表达情况，旨在为小

肽转运载体PepT2基因功能与结构的关系及其在生

物体内转运小肽的分子机理研究提供依据。 

1 材料与方法 

1.1 供试材料 

供试草鱼采自湖南农业大学水产养殖基地，平

均体质量为(161±5) g，个体健康，发育良好。随机

选取草鱼 5 尾，用 MS–222(50 mg/L)麻醉后解剖，

取肝脏、脾脏、肾脏、头肾、鳃、皮肤、肌肉、肠

道、脑、心脏等，先用 DEPC(焦碳酸二乙酯)处理

过的灭菌水清洗，再在液氮中速冻，于–80 ℃冰箱

保存，备用。 

1.2 主要试剂 

总 RNA 提 取 试 剂 (Trizol Reagent) 购 自

Invitrogen；cDNA逆转录试剂盒(RevertAidTM First 
Strand cDNA synthesis Kit)购自Fermentas(MBI)；

SMARTer RACE cDNA Amplification Kit 购 自

Clontech；DNA琼脂糖凝胶回收试剂盒(QIAquick 
Gel Extraction Kit)购自Qiagen；pMD19–T、DL2000 
Maker、LA Taq® DRR002A、Premix Ex Taq® Version 
2.0聚合酶、SYBR Premix Ex TaqTM II(Tli RNaseH 
Plus)均为大连宝生物工程有限公司产品；其他试剂

均为国产分析纯。 

1.3 草鱼 PepT2 基因 cDNA 全长的克隆及测序 

根据已知鱼类PepT2基因序列的保守区域分别

设计简并引物CiPepT2–F和CiPepT2–R(表1)，采用

PCR扩增出PepT2中间部分片段，经测序、同源比

对，利用Primer Premier 5.0设计3ˊRACE特异性引物
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CiPepT2–3ˊ和5′RACE特异性引物CiPepT2–5ˊ(表1)。参

照SMARTerTM RACE cDNA Amplification Kit使用说

明书，反转录合成5ˊRACE和3ˊRACE所需的cDNA
第一链模板，并进行RACE扩增。扩增程序：94 ℃
预变性3 min；94 ℃变性30 s，58 ℃退火30 s，72 ℃
延伸3 min，35个循环；72 ℃延伸7 min。RACE扩

增产物经1.0%琼脂糖凝胶电泳检测，用胶回收试剂

盒回收目的片段，再与pMD19–T载体连接，转化至

大肠埃希菌DH5α感受态细胞，然后用氨苄青霉素

抗性平板筛选阳性克隆并进行菌液PCR鉴定，最后

将阳性克隆送北京六合华大基因科技有限公司进

行测序。 

表1 草鱼PepT2基因的克隆及表达分析所用的引物 
Table 1 Primers used for Ctenopharyngodon idellus PepT2 gene cloning and mRNA expression analysis 

引物名称 序列(5′–3′) 用途 

CiPepT2–F GGATGCACTGGGCAGAAAT 中间片段–PCR 

CiPepT2–R ACTTGATGTTGCTGGGAGCCTGTG 中间片段–PCR 

CiPepT2–3′ CTGGGACTTCTTGATTTTGGTGC 3′ RACE–PCR 

CiPepT2–5′ TGAGGCTTTCTTTGGCAGGAGGG 5′ RACE–PCR 

UPM CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT RACE 通用引物 

qCiPepT2–F GAGGAGACTGCTACGCCTTG 荧光定量及半定量 PCR 

qCiPepT2–R TGACTCCGTTTTGGGCTGTT 荧光定量及半定量 PCR 

Ciβ–actin–F GCTATGTGGCTCTTGACTTCG 内参引物 

Ciβ–actin–R GGGCACCTGAACCTCTCATT 内参引物 
 

1.4 草鱼 PepT2 基因序列的生物信息学分析 

所获序列经NCBI数据库进行Blast同源性比对

确定后，对中间片段序列、正向和反向序列进行剪

切拼接，获得草鱼PepT2基因全长cDNA序列，运用

EditSeq进行开放阅读框(ORF)预测和氨基酸序列翻

译。运用ExPASy(http://www.expasy.org/)预测蛋白相

对分子质量、等电点理化性质；运用SWISS-MODE 
(https://www.swissmodel.expasy.org/)预测蛋白质三

级结构；运用 Gene Structure Display Server 2.0 
(http://gsds.gao-lab.org/)分析PepT2基因组结构；运

用SMART(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/)
预测和分析蛋白跨膜域；运用SignalP(http://www. 
cbs.dtu.dk/services/SignalP/)预测编码蛋白信号肽。

通过Blast在线工具查找数据库中的同源序列，运用

ClastalW2.1对同源序列进行比对，并以MEGA6.0中

的邻接法(Neighbor–joining)构建系统进化树。所用

物种包括人(Homo sapiens，NM_021082)，恒河猴

(Macaca mulatta，NM_001032953)，家兔(Oryctolagus 
cuniculus，NP_001076169)，小鼠(Mus musculus，

AF111811)，原鸡(Gallus gallus，KF366604)，鹦鹉

(Amazona aestiva，KQK83957)，非洲爪蟾(Xenopus 
laevis，NM_001086929)，海龟(Chelonia mydas，XP_ 
007071949)，斑马鱼(Danio rerio，NM_001039828)，
青 鳉 (Oryzias latipes ， XP_023806227) ， 大 黄 鱼

(Larimichthys crocea，XP_019108521)，北极红点鲑

(Salvelinus alpinus，XP_023862343)。 

1.5 共线性分析 

通过NCBI数据库，从草鱼基因组数据中获得

PepT2基因的上、下游基因序列[16]，并从Ensembl
数据库获得斑马鱼、红鳍东方鲀、大菱鲆、斑点叉

尾鮰PepT2的上、下游基因，在UCSC、Vega及

Ensemble数据库上比对基因信息，进行PepT2及其

周边基因的共线性关系的分析。 

1.6 草鱼 PepT2 基因的组织表达分析 

根据草鱼β–actin基因序列(登录号为M25013.1)
设 计 荧 光 定 量 PCR 内 参 引 物 Ciβ–actin–F 、 Ciβ– 
actin–R，根据草鱼PepT2基因序列的ORF区序列设

计荧光定量特异性引物qCiPepT2–F和qCiPepT2–R 
(表1)。以正常草鱼肝脏、脾脏、肾脏、头肾、鳃、

皮肤、肌肉、肠道、脑、心脏等的组织样品的cDNA
为模板，检测PepT2基因在各个组织的表达情况。

参照SYBR Premix Ex TaqTM II的说明书，在Light- 
Cycler480荧光定量PCR仪上分析PepT2基因的组织

表达情况。反应程序：95 ℃预变性30 s；95 ℃变性

5 s，60 ℃退火40 s，40个循环；65 ℃变温5 s。每个

样 品 进 行 3 次 生 物 学 重 复 。 采 用 2–ΔΔCt 法 结 合

SPSS17.0对试验数据进行比较分析。 
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2 结果与分析 

2.1 草鱼 PepT2 基因序列的分析结果 

将获得的 PepT2 片段用 SeqMan 进行拼接，得 

到 2733 bp 的 PepT2 全长 cDNA 序列(GenBank 登录

号为 MK860203.1)，经 BLAST 和同源比对分析，确

认为草鱼 PepT2 基因。该序列包含 82 bp 的 5′端非编

码区(UTR)、2169 bp 的 ORF、482 bp 的 3′UTR(图 1)。 
 

1     ctctggaggacggacttggacgcgtgctcaggaatccactaaatgttaagtgttgaaatacacactcgaattcat 
76    tgaagacATGGGAAAAATGAAGGACAAAGATGTTGATGCAAAGAACCATGGAAAAGGGCAGCGTTCACCGAAATT 
1         M G K M K D K D V D A K N H G K G Q R S P K L  
151    ATGTGGGACTAACTACCCAGTTAGCATTGCCTTCATTGTGGTCAACGAGTTCTGTGAAAGATTCTCTTACTATGG 
24     C G T N Y P V S I A F I V V N E F C E R F S Y Y G  
226    AATGAAAGCGGTGCTCACGCTTTATTTCATCAATTACCTCAACTGGGACAAGGACCTGTCTACAGCTGTGTACCA 
49     M K A V L T L Y F I N Y L N W D K D L S T A V Y H  
301    TGCTTTCTCAAGCCTGTGCTACTTCACTCCACTTCTGGGGGCCTTGATAGCAGACTCATGGTTGGGGAAGTTCAA 
74     A F S S L C Y F T P L L G A L I A D S W L G K F K  
376    AACCATCATCTATCTGTCTATAGTCTATGTGATTGGTCATGTGGTCAAGTCCGTAGGTGCCATTCCTGATGTAGG 
99     T I I Y L S I V Y V I G H V V K S V G A I P D V G  
451    GGACAAAACTCTTCATGTAGTTTTGTCAATGGTTGGTCTGGTCCTTATAGCTTTTGGGACAGGAGGAATCAAACC 
124     D K T L H V V L S M V G L V L I A F G T G G I K P  
526    ATGTGTTGCAGCTTTTGGTGGTGACCAGTTTGATGAGGAGCATACAGATGATAGGAGAAAATTCTTCTCTATCTT 
149     C V A A F G G D Q F D E E H T D D R R K F F S I F  
601    TTACATGTCAATCAATGCTGGAAGTGTCTTGTCCACCATTGTCACACCAATACTAAGAGGTGATGTGCATTGCTT 
174     Y M S I N A G S V L S T I V T P I L R G D V H C F  
676    TGGAGGAGACTGCTACGCCTTGGCCTTTGGAGTTCCTGCAGCTTTAATGGTCATTGCCTTAGTGGTGTTTATCAC 
199     G G D C Y A L A F G V P A A L M V I A L V V F I T  
751    TGGAAGTGGGCTATATAAGAAAAGTCCTCCAGAGGGAAATGTCTTGGCACGTGTCTGCAAGTGTATTGGGTTTGC 
224     G S G L Y K K S P P E G N V L A R V C K C I G F A  
826    CCTAAGCAATCGATGGGGGAATTCCAAGAACAGCCCAAAACGGAGTCACTGGCTGGATTGGGCAGAGGAGAAGTA 
249     L S N R W G N S K N S P K R S H W L D W A E E K Y  
901    CCCAAAGCGGCTCATTCAGGAAATTAAAATGGTGTTCAGGGTGCTGGTTCTCTATATTCCATTGCCCATGTTCTG 
274     P K R L I Q E I K M V F R V L V L Y I P L P M F W  
976    GGCTCTCTTTGACCAGCAGGGTTCACGCTGGACTCTCCAAGCCACTCGAATGAACATGAATTTTGGCGGAGGCTT 
299     A L F D Q Q G S R W T L Q A T R M N M N F G G G F  
1051   CATACTAAAGCGTGATCAAATGCAGATGCTGAATGCTTTGCTGATTCTGGTGTTTATTCCAATCTTTGACATGGG 
324     I L K R D Q M Q M L N A L L I L V F I P I F D M G  
1126   CATTTACCCGCTGGTAGGGCTGTGTCGGATCAAACTCACTCCCCTAAAGAAGATGGCAACAGGCATGATCCTTGC 
349     I Y P L V G L C R I K L T P L K K M A T G M I L A  
1201   TGCACTTGCCTTCTGTGCTGCAACTGTTGTTGAAGTTTACGTCATTAAAACTGTTGTGGAGCCCCCTCCTGCCAA 
374     A L A F C A A T V V E V Y V I K T V V E P P P A K  
1276   AGAAAGCCTCATTCAGGTTTTCAATCTTATGGATTCAGATGTCAGAGTGCAATTTCCAGAACACAATGTCTTCTC 
399     E S L I Q V F N L M D S D V R V Q F P E H N V F S  
1351   AGAGCCATTTACACCATATGAGGATCCTTCGGGATACACAAGTCTTCCACTTACTGGCCAATCCCAGCTGCAGAC 
424     E P F T P Y E D P S G Y T S L P L T G Q S Q L Q T  
1426   AGTGACTGTCAGTCACAATGGGGCAGAATACCAGTGTGGACTCACATTCACAGAACGGACTGCCTACAGTCTTAT 
449     V T V S H N G A E Y Q C G L T F T E R T A Y S L I  
1501   CCTGCGCAATCCTGCAGAGTCTGGTGGCACTGTTTGCAATCTGGTGGAAGATCACATCACCAAATCTGAAACCGG 
474     L R N P A E S G G T V C N L V E D H I T K S E T G  
1576   GGCTGCATATCTAAGGTTTATCAATACCCACACTGAGAATATCAGCATAACTGTTGGCAAGGAAGAATTTTATGC 
499     A A Y L R F I N T H T E N I S I T V G K E E F Y A  
1651   ACCTGCTAATTATGGGATTTCTTACAATATAAGTGTACCAAGGGGAGAATACAATAGAGTTGTTTGTGTAACAGA 
524     P A N Y G I S Y N I S V P R G E Y N R V V C V T D  
1726   CTCCAGTCAATATGAAATCAATCTGGGACTTCTTGATTTTGGTGCCTTCTACACTGTCATACTCACACAGGAAAG 
549     S S Q Y E I N L G L L D F G A F Y T V I L T Q E S  
1801   CAACGATCTAACAATCAGAAAGATGGAGGATATCCAAGCCAACAACATTCACATCGCCTGGCAGATTCCACAATA 
574     N D L T I R K M E D I Q A N N I H I A W Q I P Q Y  
1876   TGTCTTCCTCACTGCTGGGGAAGTTATGTTCTCTATCACTGGTTTGGAGTTCTCCTACTCACAGGCACCGGCAAG 
599     V F L T A G E V M F S I T G L E F S Y S Q A P A S  
1951   CATGAAGTCTGTTCTCCAGGCTGGATGGCTTATGACTGTGGCATTTGGAAATGTCATTGTACTGATTGTGGCAGA 
624     M K S V L Q A G W L M T V A F G N V I V L I V A E  
2026   GGGGGCCGGGATGGAACAGTGGGTAGAGTTCATCCTTTTTGCTGCCCTTTTGGTGGCCGTCAGCATCATCTTCTC 
649     G A G M E Q W V E F I L F A A L L V A V S I I F S  
2101   CATCATGGCCTACTTTTACACCTATGTGGATGCAGATCAGCTGGACAAGATTTACGGAGAGGACACAAAAGACGA 
674     I M A Y F Y T Y V D A D Q L D K I Y G E D T K D E  
2176   GAAAGTGAAAAGTTCAGATAGTAAGAACAACGAGACCGTTGCCATGGCTGACATGCCGAAGCAAACCAAGATGTA 
699     K V K S S D S K N N E T V A M A D M P K Q T K M *  
2251   Gcaaaatgatgaagcaaaacgtttcattatgaagtatttagatccattaactgcgattaagctaattaagctttc 
2326   aatctttcacatcggactttgttattttgttccaaggcctttttgtggcgttatgctgaactttactgatcaagg 
2401   atcatattccagctgatataagagaaatttacagtgttgaagaaatgattattactattattattattttacatt 
2476   acatggtaccttacaaaaagtaattttgagcagttataaaatgtaatccttaagaatgtgatggactttacatat 
2551   acaaccatttaaagatttggggtcggtaatatatttaatgtttttgaaagaagttttttaagctcaccaagggtg 
2626   cattaatttgattaaaaatacatgaaaaacagtggaaattgggaaatattattaccattaaaattaactatttaa 
2701   atgaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 

下划线示起始密码子(ATG)和终止密码子(TAG)；方框示 N–糖基化位点；灰色底纹示蛋白激酶 C 磷酸化位点。 

图 1 草鱼 PepT2 基因 cDNA 全长序列及其推导的氨基酸序列 
Fig.1 The full length cDNA sequences and deduced amino acid sequence of PepT2 gene from Ctenopharyngodon idellus  
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在3′UTR，有5个RNA不稳定信号ATTTA，但没

有典型的polyA加尾信号AATAAA。PepT2的ORF编

码722个氨基酸残基，Expasy预测的蛋白相对分子

质量约为8.032×104，等电点约为6.01。SignalP分析

表明，其不存在信号肽序列；TMHMM分析显示，

PepT2蛋白存在12个跨膜区域，且与哺乳动物同源

蛋白类似，在跨膜结构9和10之间有1个大细胞外

环，跨膜区氨基酸高度保守，含有6个蛋白激酶C磷

酸化位点和3个N–糖基化位点(图1)。SMART分析显

示，草鱼PepT2蛋白有2个PTR2基序，与斑马鱼相

同(图2)。SWISS–MODEL三级结构预测显示，PepT2
蛋白有18个α–螺旋和21个β–折叠(图3)。草鱼和斑马

鱼PepT2基因结构均由外显子和内含子组成，草鱼

包含有20个外显子和19个内含子，斑马鱼包含有23
个外显子和22个内含子，草鱼与斑马鱼外显子和内

含子数量存在差异。 

 
图 2 草鱼 PepT2 蛋白的预测二级结构 

Fig.2 Secondary structure of prediction of of Ctenopharyngodon idellus PepT2 protein  

 
图 3 草鱼 PepT2 蛋白的预测三级结构 

Fig.3 Tertiary structure of prediction of Ctenopharyngodon idellus PepT2 protein  

2.2 草鱼 PepT2 氨基酸同源序列比对与进化分析

结果 

经同源性分析(图4)可知，草鱼PepT2氨基酸序

列与斑马鱼、大黄鱼、青鳉的同源性分别为86.65%、

68.15%和67.05%；与两栖动物非洲爪蟾和鸟类原鸡

的同源性分别为60.27%和59.18%；与哺乳动物小

鼠、人类、恒河猴和家兔的同源性分别为52.97%、

53.95%、52.83%和53.23%。从图5可知，草鱼PepT2

与斑马鱼PepT2亲缘关系最近，与北极红点鲑、大

黄鱼、青鳉的亲缘关系较近；进化树中哺乳类、爬

行类、鸟类、两栖类、鱼类分支与传统的分类方法

所得结果一致。 
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图4 草鱼与其他脊椎动物的PepT2的氨基酸序列比对分析结果 
Fig.4 Alignment of the amino acid sequences of PepT2 between Ctenopharyngodon idellus and other vertebrates 
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图 5 基于 PepT2 氨基酸序列构建的系统发育进化树 

Fig.5 Phylogenetic tree based on amino acid sequence of 

Ctenopharyngodon idellus PepT2  

2.3 PepT2 基因共线性分析结果 

根据Ensembl数据库获得的nanos2所在区域的 
 

基因组序列，绘制了草鱼、斑马鱼、红鳍东方鲀、

大菱鲆、斑点叉尾鮰的PepT2及其上、下游临近7个

基因的共线性图(图6)。从图7可知，草鱼PepT2基因

定位于第16号染色体上；与斑马鱼相比，草鱼PepT2
所在的染色体保留着大多数基因，具有保守的基因

块。在草鱼PepT2基因附近的Hspap1、Slc49a4和

Sema5ba基因分别在斑马鱼第9号染色体、红鳍东方

鲀第1号染色体、大菱鲆第16号染色体、斑点叉尾

鮰第6号染色体上，它们在基因组中的定位呈现高

度保守的同线性。斑马鱼缺失了草鱼PepT2基因附

近的Gil2b和CI–GC–3223基因，而Gil2b、CI–GC– 
3223和Gli2a基因在红鳍东方鲀、大菱鲆、斑点叉尾

鮰中都缺失，说明不同鱼类在进化过程中存在染色

体基因的扩张或丢失现象。 

 
图6 草鱼PepT2基因与其邻近基因保守的共线性关系 

Fig.6 Syntenic alignment of chromosomal regions around Ctenopharyngodon idellus PepT2  
2.4 草鱼 PepT2 基因的组织表达情况 

PepT2在草鱼被检测的不同组织中均有表达，

在肝脏、脾脏、肾脏、头肾、鳃、皮肤、肌肉、肠

道、脑、心脏的mRNA相对表达量分别为0.001 176、

0.000 436、0.065 178、0.000 190、0.000 468、0.019 108、

0.002 598、0.864 026、0.000 686、0.009 064，其中，

在肠道中的相对表达量最高，其次是肾脏中的，在

肠道和肾脏的组织中的相对表达量显著(P<0.05)高
于其他组织的，在脾脏、头肾、鳃和脑的组织中表

达相对较弱。 

3 结论与讨论 

本研究中，克隆了草鱼PepT2基因全长cDNA序

列，并对其氨基酸序列进行了生物信息学分析，结

果显示，草鱼PepT2氨基酸序列中含有3个N–糖基化

位点、12个跨膜区结构，在跨膜结构9和10之间具

有1个大细胞外环，与斑马鱼PepT2氨基酸序列结构

类似[4]。在大鼠PepT2中，其转运体也有12个跨膜结

构，在第9和10跨膜结构域之间有1个大细胞外环，

但大鼠PepT2存在4个N–连接糖基化位点[9]。草鱼

PepT2氨基酸序列与斑马鱼、大黄鱼、青鳉的同源

性较高；草鱼与鱼类物种聚合相近，这与传统的形

态学分类结果一致，说明在不同动物中PepT2基因

进化相对保守。 
草鱼PpeT2全基因组序列分析结果显示，草鱼

PpeT2全基因含有20个外显子和19个内含子。草鱼

PepT2基因定位于Chr16号染色体上，PepT2基因共

线 性 分 析 结 果 显 示 ， 在 草 鱼 PepT2 基 因 附 近 的

Hapbap1、Slc49a4和Sema5ba基因分别在斑马鱼第9
号染色体、红鳍东方鲀第1号染色体、大菱鲆第16
号染色体、斑点叉尾鮰第6号染色体上，它们在基

因组中的定位呈现高度保守的同线性。但在斑马鱼

中缺失了草鱼 PepT2基因附近的Gil2b和CI–GC– 
3223基因，Gil2b、CI–GC–3223和Gli2a基因在红鳍

东方鲀、大菱鲆、斑点叉尾鮰中都缺失，推测草鱼

在进化过程中存在染色体基因的扩张现象。 
运用荧光实时定量PCR检测PepT2基因在草鱼

各组织中的表达情况，结果显示，草鱼PepT2基因
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在各组织中均有表达，但组织之间表达差异明显。

在哺乳动物中，PepT2主要在肾脏[11]、大脑[12]、肺[13]

及乳腺组织表达[14]，而草鱼PepT2主要在肠道、肾

脏中表达，在大脑、脾脏中表达较低。可见，不同

物种中PepT2基因的表达模式存在较大差异，这可

能与物种生存特性有关。PepT2在斑马鱼[5]、鲤鱼[17]

肠道中表达较高，本研究中PepT2在草鱼肠道中的

表达情况与其相符。PepT2在鱼类肠道中的表达较

高，可能与鱼类生活的环境及对营养消化、吸收的

特点有关。与哺乳动物相比，水产动物消化道分化

简单，消化道较短，消化酶数量较少，肠壁转运氨

基酸的载体数量不足，消化吸收功能较弱[18]。水产

动物以小肽的形式转运吸收，以弥补消化道分化的

不足。PepT2在草鱼肠道中表达最高，推测PepT2
可能在草鱼肠道中广泛参与了小肽的转移与吸收，

后期可进一步阐明PepT2的分子转运机制，对开展

小肽营养饲料添加剂或功能活性肽用于水产动物

生产具有重要意义。 
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