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Abstract 
In order to obtain the carp integrin β1 gene sequence and clarify its expression in different tissues, 
the carp integrin β1 gene sequence was cloned by RT-RCR method, and the expression character-
istics of the integrin β1 gene were analyzed by fluorescent quantitative PCR. The results showed 
that the obtained full-length carp integrin β1 cDNA was 3835bp and the open reading frame (ORF) 
sequence was 2394bp. In addition, the similarity between the cloned sequence and Roche's lip is 
97.37%, the similarity with Gram fish is 96.26%, the similarity with catfish is 95.86%, and the 
similarity with red fish is 94.61%, which is considered highly conservative in evolution. Tissue 
expression profiling analysis showed that integrin β1 gene was expressed in all carp tissues tested, 
especially in the intestine. The expression level was significantly higher than other tissues (P < 
0.05). This study successfully obtained the carp integrin β1 gene sequence and proved its specific 
expression in the intestine, which provides a basis for further studying the role of integrin β1 gene 
in the immune response of carp. 
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摘  要 

为获得鲤鱼整合素β1基因序列，并明确其在不同组织的表达情况，通过RT-RCR方法克隆了鲤鱼整合素β1
基因序列，利用荧光定量PCR分析了整合素β1基因的表达特征。结果表明：所得鲤鱼整合素β1全长cDNA
为3835bp，开放阅读框(ORF)序列2394bp。另外，该克隆序列与罗氏唇瓣的相似度为97.37%，与革兰

鱼的相似度为96.26%，与鲫鱼的相似度为95.86%，与红鱼的相似度为94.61%，在进化上被认为是高

度保守的。组织表达谱分析显示，integrin β1基因在所有被检测的鲤鱼组织中均表达，尤其是在肠道中

的表达水平显著高于其他组织(P < 0.05)。本研究成功获得了鲤鱼整合素β1基因序列，证明其在肠道中

的特异性表达，为进一步研究整合素β1基因在鲤鱼免疫应答中的作用提供了基础。 
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1. 引言 

整合素是一种跨膜糖蛋白，普遍存在于细胞中，是介导细胞与细胞外基质(ECM)相互作用的最主要

的分子，是一类细胞膜表面手提，可以识别、结合细胞外基质中相应的配体，为细胞黏附提供附着点，

调控细胞的生长、运动、增值、凋亡和分化[1] [2]。根据整合素识别配体的特异性，可以将整合素大致分

为精氨酶—甘氨酶—天冬氨酶肽序列整合素，层黏连蛋白链接整合素，白细胞整合素和胶原蛋白连接整

合素。整合素是由 α 和 β 两个亚单位形成的异二聚体跨膜糖蛋白。至今在人类中至少发现 18 种 α 亚基和

8 种 β 亚基，可形成 24 种功能不同的整合素分子[3]。 
不同的亚基之间相互组合形成的整合素功能也不同，按 β 亚基可分 β1、β2、β3 这几个亚家族。β1

亚家族又称为 VLA (very late activation antigen)家族，VLA-1 和 2 作为 T 细胞的后期活化抗原而被鉴定。

含 β1 亚基的整合素主要介导细胞与细胞外基质成分之间的黏附。β2 亚家族(CD18 抗原)，主要表达于各

种白细胞表面，主要介导细胞间的相互作用，研究表明它可通过抑制 NF-KB 途径和提升 p38 蛋白激酶的

活化来抑制 Toll 样受体的信号传导，从而调控炎症反应程度[4]。β3 亚家族成为细胞黏附素，参与细胞的

凋亡，能上调基质金属蛋白酶(MMPs)的表达，它的高表达可以降解 ECM，从而有利于细胞迁移。整合

素 αvβ3 在机体转移肿瘤、动物的胚胎发育一级细胞免疫应答等多种生理过程中扮演着重要作用[5]，并

已被证明是多种病毒分子侵染细胞的表明识别、结合的特异性靶点，对促进病毒感染宿主细胞有明显的

促进作用[6] [7]。 
随着水产养殖业中高密度精养模式的发展，病害影响日益严重，人们已开始关注鱼类免疫防御机制

的研究，因此揭示整合素 β1 在重要经济鱼类免疫中的作用具重要意义。近年来，国内外学者对整合素进

行了相关研究，例如沈力等[8]，研究了原发性放射抵抗喉癌细胞中分析鞘糖脂微结构域 1 相关磷酸化蛋

白(PAG1)与整合素 β1 的相互作用情况，并对 PAG1 与整合素 β1 的结合基序进行了比较。黄永塔等[9]对
整合素 β1 (integrinβ1, ITGB1)在鼻咽癌组织中的表达进行了研究，结论得出，整合素 β1 在鼻咽癌组织的

表达明显高于正常黏膜组织，整合素 β1 表达水平与肿瘤远处转移、T 分期及临床分期密切相关。杜华等
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[10]对整合素 β1、蛋白激酶 C (protein kinase C, PKC)与细胞骨架结构改变的关系及其对人脑胶质瘤细胞

的生物学行为的影响和作用机制进行了分析。对整合素 β1 基因的研究大多体现在医疗上，与之相比对鱼

类整合素 β1 的研究还相对较少。本研究克隆获得了鲤鱼整合素 β1 基因序列，分析了序列特征，并利用

定量 RT-PCR 评价了其在 10 种组织中的表达，为进一步研究鲤鱼整合素 β1 基因的功能奠定基础。 

2. 材料和方法 

2.1. 实验设计 

本研究通过 RACE 克隆试剂盒技术克隆了鲤鱼整合素 β1 基因序列，利用荧光定量 PCR 对整合素 β1
基因的表达特征进行分析。基于不同整合素 β1 基因的保守序列设计一对引物 integrin b1-F 和 integrin b1-R，
完成 cDNA 第一链合成、PCR 反应、连接产物转化、巢式 PCR 等一系列反应根据 kit 说明书，使用基因

特异性引物对于扩增部分鲤鱼整合素 β1 cDNAs。 

2.2. 实验鱼及样品采集 

采集新鲜的健康鲤鱼组织(肠、鳃、头肾、肝、心、眼、脑、脾、睾丸和卵巢)，均随机各采集 3 尾，

且每组设两组平行，所有采集样本的内脏组织均立即储存 RNAlater 当中，在 4℃温度下 12 小时之后储存

在−20℃温度，之后转移至实验室−80℃超低温冰箱中保存备用。采集样本进行 RNA 提取。 

2.3. 主要试剂及仪器 

组织 DNA 试剂盒(MagPure Tissue DNA KF Kit)； 
2×Es Tag Master Mix(康为世纪生物公司，产品号 CW0690)； 
QIAGEN RNA 提取试剂盒(RNeasy lipid tissue mini kit)； 
逆转录试剂盒康为世纪(Super Quick RT CDNA Kit)； 
SYBR Green I 荧光染料试剂盒(康为世纪 UItra SYBR Mixture (high ROX))； 
美国 BIO-RAD PCR 仪 C1000； 
Nanovue 微量分光光度仪； 
Agilent Mx3005P 荧光定量 PCR 仪； 
RACE 试剂盒(Invitrogen, Shanghai)。 

2.4. 基因组序列的克隆 

鲤鱼整合素 β1 基因的克隆采用鲤鱼肝脏组织总 RNA，并对总 RNA 纯度、浓度和质量进行检测。利

用反转录试剂盒合成 cDNA 第一链，合成的 cDNA 于−20℃保存备用。根据不同整合素 β1 基因的保守序

列设计了一对引物(整合素 β1-F 和整合素 β1-R，如表 1 所示)。使用 RACE 试剂盒(Invitrogen, Shanghai)
采用基因特异性引物(3-RC606-F3、3-RC606-F4、5-RC606-R4、5-RC606-R3、5-RC606-RT3、5-RC606-RT2)
扩增鲤鱼整合素 β1 的部分 cDNA。联合引物(5.3&apos；外，5.3&apos；内，3&apos；接合器，5&apos；
接 合 器 ) 和 扩 增 对 引 物 (RC606-246F, RC606-1281R, RC606-1113F, RC606-2507R, RC606-2393F, 
RC606-3534R)分别用于巢式 PCR 反应和中间序列扩增。PCR 反应体系为 25 μL，2×UItra SYBR Mixture 
(highROX) 12.5 μL，上游引物(10 μmol/L) 0.5 μL，下游引物(10 μmol/L) 0.5 μL，dNTP (2.5 mM) 4 μL，Taq
酶(5 U/μl) 0.2 μL，基因组 cDNA 1 μL，ddH20 补足 25 μL。PCR 反应程序：95℃预变性 3 min；94℃变性

30 s，58℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，33 个循环；72℃最终延伸 7 min。扩增产物用 1%琼脂糖凝胶电泳

检测后，用 DNA 回收试剂盒回收目的条带。将 PCR 产物克隆到 pMD18-T easy 载体中。所有产品均经测
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序分析验证。所有引物见表 1。 
 
Table 1. Primers list 
表 1. 引物列表 

引物名 
Primers 

引物序列(5’-3’) 
Sequences (5’-3’) 

克隆片段 
Cloning fragment 

Integrin β1 F:GCMAACTCCAGCAA 
R:ACGGGCRCTCTTGTAA 保守序列扩增 

RC606-246F 
RC606-1281R 

F:ACAGCAAGAGGGCAACGAGT 
R:CACATTGCTGGAGTTGGCTG 

中间序列扩增 RC606-1113F 
RC606-2507R 

F:CCATTATTACGATTACCCCTCCAT 
R:TCCCACTTGGCGTTCATCTT 

RC606-2393F 
RC606-3534R 

F:CAGGCATCGTTCTGATTGGTC 
R:AAATGACTGCATCTGCCGATT 

3-F3 F:AAGTTACGGTGCAAAGGCATCCTTGAAT 
3'-race 

3-F4 F:ATCCCTCCCAAAAACTCATCAAATGTCA  

5-R3 R:TGCGGTTGGTCACCGCTTTGTT 

5'-race 
5-R4 R:CGGCGTCGCAGCCTCTCTTCAT 

5-RT2 R:CTGGTCAGTTTCAGCACGTTCT 

5-RT3 R:GGTGCAGTTTTGGTCCCCT 

3’adaptor GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGACAGTGTTTTTTT
TTTTTTTTTTT 

接头引物 5’adaptor GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGACAGTGGGIIGGG
IIGGGIIG 

5.3’outer GCTGTCAACGATACGCTACGTAAC 

5.3’ inner GCTACGTAACGGCATGACAGTG 

18s RNA F:TCTGCCCTAACTTTCGATGGTA 
R:AATTTGCGCGCCTGCTGCCTTCTTT 内参基因 

2.5. 序列和系统发育分析 

应用 DNAstar6.0 软件对整合素 β1 的预测氨基酸序列、分子特征、二级结构和抗原表面分析进行了

分析。利用在线 ExPASy (http://web.ExPASy.org/compute-pI/)计算预测氨基酸序列的分子量和等电点(pI)。
利用国家生物技术信息中心(http://blast.NCBI.nlm.nih.gov/blast)预测了整合素 β1 的保守结构域，利用

SingalP 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)预测了信号肽。通过 protoscale 测定整合素 β1 的疏水

性(https://web.expasy.org/protscale/)。用 DNAMAN 软件对整合素 β1 的氨基酸序列进行了比较分析。利用

clustaX1.83 工具完成多序列比对。利用 MEGA7 程序，采用 1000 个 bootstrap 复制的邻域连接方法，构

建整合素 β1 的进化树[11]。 

2.6. 实时荧光定量 PCR 

鲤鱼整合素 β1 基因的组织表达分析分别提取鲤鱼肠、鳃、头肾、肝、心、眼、脑、脾、睾丸和卵巢

等组织的总 RNA，以 18sRNA 作为内参基因，采用荧光定量 PCR 检测鲤鱼整合素 β1 基因 mRNA 在各组

织中的表达情况。 
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所有引物均由生工生物上海有限公司提供，引物信息见表 1，实时荧光定量 PCR 反应体系为 25 μL，
2×UItra SYBR Mixture (high ROX) 12.5 μL，上游引物(10 μmol/L) 0.5 μL，下游引物(10 μmol/L) 0.5 μL，基

因组 RNA 1 μL/cDNA 0.5 μL，ddH20 补足 25 μL。上机程序：(1) 循环数 1，UNG 酶启动，50℃ 10 min；
(2) 循环数 1，预变性，95℃ 1 min；(3) 循环数 40，变性：95℃ 30 s，退火：60℃ 1 min；(4) 溶解曲

线：95℃ 1 min，55℃ 30 s，95℃ 1 min。所有样本均进行了三次重复，每个样品的 Ct 值为三次重复的

均值，病毒载量研究中以去离子水为空白对照，去除假阳性可能。 

2.7. 数据统计与分析 

使用 2-ΔΔCt 法[12]处理荧光定量实验数据计算出相对表达量。所有实验均在三个生物重复试验中进

行。采用 SAS 9.1 中的 Bonferroni t 检验，用两组比较的方法评价两组间的显著性。数据显示为三个重复

的平均值 ± 标准差。在 p < 0.05 时(*P < 0.05 表示差异显著；**P < 0.01 和**P < 0.001 表示差异极显著)
具有统计学意义。 

3. 结果与分析 

3.1. 序列与特征分析 

测序结果表明，鲤鱼整合素 β1 全长 cDNA 为 3835 bp。使用 DNAstar (Editseq)软件，我们怀疑整合

素 β1 含有 223bp 的 5’-UTR，1236 bp 的 3’-UTR 和假定的多聚腺苷酸化一致信号(AATAAA)，2394 bp 的

开放阅读框(ORF)。ORF 编码 796 个氨基酸的多肽，预测分子质量为 88.42 kDa (图 1(a))。整合素 β1 蛋白

包括 92 种强碱性氨基酸(K, R)、104 种强酸性氨基酸(D, E)、219 种疏水性氨基酸(A, I, L, F, W, V)、257
种极性氨基酸(N, C, Q, S, T, Y)。为了了解整合素 β1 的结构特点，本研究利用生物分析软件对其氨基酸序

列进行了分析。预测整合素 β1 包含三个主要的二级结构模体(α-螺旋、β-折叠片、β-旋转)和随机螺旋，

其中主要包含两个主要的识别模体 α-螺旋、β-旋转(图 1(b))。 
预测保守结构域结果显示整合素 β1 涉及三个保守结构域(图 2(a))。利用神经网络模型预测信号肽的

分泌途径和裂解位点。当预测值标记为 S 评分时，整合素 β1 具有信号肽，信号肽的裂解位点可能在 N
末端的第 20 和第 21 个氨基酸之间(图 2(b))。整合素 β1 还包含一个跨膜结构域，跨膜结构域位于 728~750
个氨基酸之间(图 2(c))。结果表明，整合素 β1 在蛋白质转运过程中可能需要跨膜转运。 

3.2. 系统发育分析 

所推导的整合素 β1 的氨基酸序列与其他物种具有高度的相似性(图 3)。结果表明，整合素 β1 与罗氏

唇瓣的相似度为 97.37%，与革兰鱼的相似度为 96.26%，与鲫鱼的相似度为 95.86%，与红鱼的相似度为

94.61%。因此，鲤鱼整合素 β1 在进化上被认为是高度保守的。 
为了确定分子进化关系，在 NCBI 中获得许多物种(多骨鱼、人和小鼠)的整合素 β1 mRNA 序列，然

后使用 MEGA7 软件进行进化树(图 4)。将系统发育树分为两大类(整合素 β 亚家族和整合素 α 亚家族)，
结果表明，普通鲤的整合素 β1 与其它不同种提交的序列分析结果相似。此外，鲤鱼整合素 β1 的 mRNA
序列与斑马鱼整合素 β1 (NM_.1)、血吸虫整合素 β (MG792792.1)相似，并与斑马鱼整合素 β1 成簇 α。 

3.3. 鲤鱼整合素 β1 mRNA 的组织表达 

为了确定整合素 β1 在鲤鱼体内的分布，对 10 个组织进行了实时 PCR 检测(图 5)。结果表明，整合

素 β1 在肠道中的相对表达最高，其次是鳃、头肾、肝、心、眼、脑、脾、睾丸和卵巢。值得注意的是，

整合素 β1 在肝、心、眼、脑、脾中的相对表达相对一致，而在性腺中的相对表达最低。 
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(a) 

 
(b) 

Figure 1. (a) The nucleotide and deduced amino acid sequence of the integrin β1 gene in common carp, star 
codon (ATG) and the stop codon (TAA). (b) The secondary structural prediction of the integrin β1 protein 
in common carp (A: α-helix, B: β-pleated sheet, T: β-turn, C: random coil). The amino acids sequence of 
integrin β1 contain three main secondary structural motifs and random coil 
图 1. (a) 整合蛋白 β1 基因、密码子(ATG)和密码子(TAA)的核苷酸和达米诺酸序列推导；(b) 整合蛋

白 β1 蛋白聚糖(A：α-螺旋，B：β-折叠片，T：β-旋转，C：随机化线圈)。氨基酸序列整合蛋白 β1 包

含三个不安全的结构基序和随机化线圈。 
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(a) 

 
(b) 

 
(c) 

Figure 2. (a) The secondary structural prediction of the integrin β1 protein in common carp (A: α-helix, B: 
β-pleated sheet, T: β-turn, C: random coil). The amino acids sequence of integrin β1 contains three main 
secondary structural motifs and random coil. (b) The prediction of conserved domains in integrin β1protein 
of common carp, involving three conserved domains. (c) Transmembrane domain analysis of integrin β1 
protein in common carp (transmembrane: penetrate cell membrane; inside: intracellular membrane; outside: 
extracellular membrane) 
图 2. (a) 保守的主成分 β1 保护的预测，包括三个被保护的区域。(b) 整合素 β1 蛋白的信号肽在公共
领域的预测。预测值被标记为评分。(c) 整合蛋白 β1 蛋白共鲤的跨膜域分析(跨膜：穿透细胞膜；内：

细胞膜内；外：细胞膜外) 
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Figure 3. Multiple alignments of deduced amino acid sequences of common carp integrin β1 (C. carpio) with other species. 
The Navy blue represented 100% identity, pink represented 80% identity. 
图 3. 与其他物种的鲤鱼整合素 β1 (C. carpio)的达米诺酸序列推断的多重标记。平均值代表 100%的同一性，Pinkre
代表 80%的同一性 

4. 讨论 

整合素介导在细胞增殖、调节细胞周期和细胞迁移方面发挥了重要作用[13] [14]。它们作为信号转导

受体发挥作用，可以控制细胞内调节细胞存活、增殖和细胞命运的途径[15] [16]。此外，有报道的研究表

明，整合素介导的细胞粘附对免疫应答和发育必不可少[17]。已在几种鱼类中鉴定出整合素 β1，但在鲤

鱼中还没有鉴定出整合素 β1 的证据。本研究首次克隆了鲤鱼整合素 β1 基因全长 cDNA，ORF 为 2394bp，
编码 797 个氨基酸的多肽。众所周知，蛋白质的功能与其结构有着密不可分的关系。本研究的结果表明，

随机的线圈位移将有助于识别和分配翻译后修饰残基[18]。此外，大多数蛋白质-蛋白质相互作用由三个

主要识别基序(α-螺旋、β-旋转或 β-链)介导[19] [20]。此外，信号肽主要由疏水性氨基酸组成，疏水性氨

基酸是一种短肽链，引导新合成的蛋白质值转移到分泌通道，对蛋白质运输产生影响[21]。整合素 β1 具

有跨膜区和信号肽，其亲水性强于疏水性，表明其蛋白可能是一种与信号转导相关的膜受体蛋白，这与

之前的大量研究一致[22] [23] [24]。预测了整合素 β1 的二级结构，包括二级结构元件、信号肽位点、保

守结构域、跨膜区和疏水性，为蛋白质研究提供了重要信息。 
研究还表明，鲤鱼整合素 β1 的氨基酸序列与以前报道的其它鲤鱼整合素 β1 的氨基酸序列有很高的

相似性，结果表明：鲤鱼整合素 β1 与罗氏唇瓣的相似性为 97.37%，与革兰鱼的相似性为 96.26%，与鲫

鱼的相似性为 95.86%，与丹鱼的相似性为 94.61%重播。在系统发育树分析中，分子进化树显示整合素 β1
系统地分为两大类。值得注意的是，系统发育树分析结果表明，斑马鱼的整合素 β1 和整合素 β1a 彼此最

接近，成簇。 
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Figure 4. Phylogenetic tree analysis of integrin β1 protein from common carp. The phylogenetic tree was con-
structed by using MEGA7 program based on neighbor-joining method with 1000 replications of bootstrap. The 
Genbank accession numbers for the integrin sequences are shown in the brackets next to each species 
图 4. 系统发育树分析异整合素 β1 蛋白鲤。使用基于 8 种或 8 种接合方法的 Mega7 程序和 1000 个陷阱

复制构建的系统发育树。每个物种的序列的 genbank 访问数在希伯来语中都是相邻的 
 

 
Note: Marked * different indicates significant differences within groups 
(*P < 0.05, **P < 0.01) 
注：标记*不同表示组内存在显著性差异(*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 
0.001) 

Figure 5. Comparison expression of integrin b1 in different infection tissue (intestines, gills, kidney, liver, 
heart, eye, brain, spleen, testis, ovry) of carp 
图 5. 整合素 β1 基因在鲤鱼不同组织(肠、鳃、肾、肝、心、眼、脑、脾、睾丸和卵巢)中相对表达情况 
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组织表达谱分析表明，整合素 β1 在大肠和鳃组织中广泛分布，相对表达水平较高。肠道是一个多功

能器官，负责鱼类的营养吸收、病原体识别和肠道微生物群的调节[25] [26]。此外，鱼鳃作为呼吸和粘膜

免疫器官[27]，直接接触水中，与水中病原体接触的机会远大于其他器官。整合素 β1 在鲤鱼鳃和肠中的

高表达提示其可能参与了外界刺激信号的传递，激活和参与鲤鱼的免疫应答。 
综上所述，首次获得鲤鱼整合素 β1 的全长序列，对其表达谱的一系列特征进行了生物信息学分析。

对整合素 β1 基因在肠、鳃、肾、肝、心脏、眼、脑、脾、睾丸和卵巢 10 种组织中的表达情况进行了全

面的检测，发现在各组织中均有表达，其中整合素 β1 在鲤鱼的肠、鳃和头肾中高表达，提示整合素 β1
可能在鲤鱼的免疫应答中起重要作用。本研究通过生物信息学及组织表达分析，对进一步探索整合素 β1
在鲤鱼中的免疫作用机制以及整合素 β1 基因在鱼类免疫过程中发挥的作用提供了重要的理论依据，为鱼

类先天性免疫研究奠定了基础。 
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