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摘要    本研究克隆得到牙鲆(Paralichthys olivaceus)精氨酸酶Ⅱ基因(ArginaseⅡ, Arg-Ⅱ)全长

cDNA 序列，并检测了 Arg-Ⅱ在牙鲆免疫组织和细菌感染过程中的时空表达模式。结果显示，Arg-

Ⅱ基因 cDNA 全长 1882 bp，包含 1050 bp 开放阅读框，编码 349 个氨基酸(预测分子量为 38.02 kDa，

等电点为 6.42)。Arg-Ⅱ基因编码的氨基酸序列具有典型的精氨酸酶结构特征，推测与哺乳动物中的

功能类似。系统进化分析显示，鱼类 Arg-Ⅱ基因合成一簇，其中，Arg-Ⅱ基因与鲈鱼(Lates calcarifer)

相关度最高(93%)。实时荧光定量结果显示，Arg-Ⅱ基因在健康牙鲆的肝、脾和鳃等免疫组织中有

较高表达。进一步研究发现，经迟缓爱德华氏菌(Edwardsiella tarda)感染的牙鲆成鱼中，主要免疫

组织中 Arg-Ⅱ mRNA 的表达量在细菌感染后 6~12 h 显著上调，随后表达量恢复正常。离体培养的

牙鲆巨噬细胞经迟缓爱德华氏菌感染后，Arg-Ⅱ基因也呈显著上调模式。因此，本研究结果表明，

Arg-Ⅱ基因参与牙鲆响应迟缓爱德华氏菌感染的免疫过程，揭示 Arg-Ⅱ基因可能在牙鲆抗病免疫中

发挥重要作用。 
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L-精氨酸主要通过“精氨酸酶”途径和“NO”途径

参与机体代谢过程。精氨酸酶(Arginase)催化 L-精氨酸

生成鸟氨酸和尿素，鸟氨酸是合成多胺类物质的前体，

而多胺是重要的代谢调控物质。一氧化氮合酶(NOS)分

解 L-精氨酸生成瓜氨酸和一氧化氮(Munder et al, 

2009)。两条途径之间相互抑制，共同调节精氨酸的

代谢。病理条件下，精氨酸酶和一氧化氮合酶的动态平

衡被打破，多胺、NO 等产物含量发生变化，导致多

种病理反应和免疫失调(孙红暖等, 2014; 王琦, 2015)。 

巨噬细胞是脊椎动物先天性免疫反应和特异性

免疫的主要执行者，在免疫防御和组织修复等过程中

发挥重要作用。精氨酸酶是巨噬细胞极化的重要标志，
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在替代激活型巨噬细胞中高表达，参与机体免疫反应

(Morris et al, 1998)。在炎症发生过程中，活化的巨噬

细胞能够将 L-精氨酸水解成 L-鸟氨酸、NO 和多种活

性氮物质，发挥抵御病毒、细菌和肿瘤细胞等的作用

(MacMicking et al, 1997)。精氨酸酶有Ⅰ和Ⅱ两种亚型，

二者具有相似的结构特征和酶特性，区别在于各自的亚

细胞定位、组织分布和免疫反应不同(Jenkinson et al, 

1996)。目前，Arg-Ⅰ和 Arg-Ⅱ基因仅在大西洋鲑鱼

(Salmo salar)(Benedicenti et al, 2016)、香鱼(Plecoglossus 

altivelis)(丁斐斐等, 2016)、虹鳟(Oncorhynchus mykiss) 

(Wright et al, 2004)、鲤鱼(Cyprinus carpio L.)(Joerink, 

2006)等少数硬骨鱼中被克隆和鉴定出来，推测精氨

酸酶在鱼类抗菌免疫应答中发挥重要作用。刘华等

(2016)在牙鲆 (Paralichthys olivaceus)中克隆得到了

284 bp 的中间片段，并对其二级结构进行了初步分

析，但没有分析其与免疫的相关性。 

牙鲆俗称牙片、偏口等，是中国重要的海水养殖

鱼类之一(雷霁霖, 2011)，因其具有极好的营养价值与

经济价值而受到大家的喜爱。但由于过度捕捞，野生

牙鲆数量锐减。同时，工厂化养殖近亲繁殖严重，使

得种质资源严重退化。传染病造成的牙鲆大面积死亡

现象时有发生，给养殖场造成了巨大的损失(雷霁霖, 

2011; 莫照兰等, 2003)。从鱼类自身的免疫调控入手，

对其抗菌感染的分子机制进行深入研究，挖掘抗病相

关基因显得尤为重要(陈松林等, 2016)。本研究对精

氨酸酶Ⅱ(ArginaseⅡ, Arg-Ⅱ)进行了全长克隆分析，

检测了 Arg-Ⅱ基因在正常组织和迟缓爱德华氏菌

(Edwardsiella tarda)感染后的不同组织和巨噬细胞中

的表达水平，为研究 Arg-Ⅱ在鱼类免疫分子机制中的

作用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

实验用牙鲆为健康 2 龄牙鲆，取自山东黄海水产 

有限公司，感染所用迟缓爱德华氏菌由本实验室保

存。RNAiso 试剂、反转录试剂盒、Ex Taq DNA 聚合

酶、dNTPs 和 SYBR Premix Ex Taq 试剂盒均购自

TaKaRa 公司(日本)。引物合成及序列测定由睿博兴科

生物有限公司(北京)完成。 

1.2  方法 

l.2.1  组织样品的采集    随机选取 9 尾 2 龄牙鲆，

分别取肠、脾、鳃、心、皮肤、脑、肌肉、肝脏、肾

脏等组织，立即投到液氮中保存，随后转移到–70℃冰

箱保存。参考郑卫卫等(2016)的方法，取 6 个月牙鲆

用于迟缓爱德华氏菌感染实验，实验组按照半致死浓

度 LD50 为 2.63×104 CFU/ml 的剂量进行腹腔注射，对

照组注射等量 PBS 溶液，分别在注射后 0、6、12、

24、48 h 共 5 个时间点取样，每个时间点 3 个样本，

分别取肾脏、鳃、脾脏和肝脏组织。体外培养巨噬细

胞感染实验参考孙璐明等(2016)的方法，实验组按照

感染复数 20∶1 接种到吞噬细胞中，对照组加入等量

PBS 溶液，在感染后 0、4、8、12、24 h 共 5 个时间

点取样，每个时间点 3 个重复。 

1.2.2  牙鲆 Arg-Ⅱ的克隆及序列分析    通过生物

信息学方法在牙鲆基因组及转录组数据库(Shao et al, 

2016)中筛选 Arg-Ⅱ基因信息，用 Primer 5.0 软件设计

特异性引物，通过 PCR 扩增中间序列，扩增程序：

95℃预变性 5 min；95℃变性 10 s，60℃退火 20 s，

72℃延伸 30 s，30 个循环；72℃延伸 5 min。测序验

证序列的准确性。根据中间序列设计 5-RACE 扩增引

物 Arg-Ⅱ-5N、Arg-Ⅱ-5R 和 3-RACE 扩增引物 Arg-

Ⅱ-3R、Arg-Ⅱ-3N (表 1)，通过 TaKaRa RACE 扩增

试剂盒说明书进行扩增，获得 5UTR 和 3UTR 区域

序列，测序验证序列的准确性。序列分析使用

DNAstar 软件和 NCBI-CDD search 网站(https://www. 

ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/)。 

1.2.3  牙鲆 Arg-Ⅱ的组织表达特征    参考位战飞等

(2016)的方法，利用荧光定量 PCR技术检测 Arg-Ⅱ基

因在各个组织中的表达情况。对采集的正常牙鲆组织样品

分别进行总 RNA抽提和反转录。以 β-actin为内参，

采取三步法进行 PCR扩增：95℃预变性 15 min；95℃

变性 10 s，60℃退火 20 s，最后 72℃延伸 30 s，同时

采集荧光信号，共 40 个循环，之后加入熔解曲线程

序。利用相对标准曲线法 2–ΔΔCT对定量结果进行计算，

分析 Arg-Ⅱ基因在各个组织的相对表达量。 

1.2.4  迟缓爱德华氏菌感染对牙鲆免疫组织以及巨

噬细胞 Arg-Ⅱ mRNA 表达的影响    对迟缓爱德华

氏菌感染牙鲆的肝、脾、肾、鳃等免疫组织和体外培

养的巨噬细胞，分别进行总 RNA 抽提和反转录。采

用实时荧光定量 PCR 技术检测 Arg-Ⅱ mRNA 的表达

变化，方法同 1.2.3。 

1.3  数据分析 

实验结果用平均值±标准差(Mean±SD)表示，采

用 SPSS 19.0.0 软件进行单因素方差分析(One-way 

ANOVA)进行统计，P<0.05 为差异显著。 
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表 1  本研究用到的引物 
Tab.1  Primers used in this study 

引物 Primer 序列 Sequence(5-3) 目的 Purpose 

Arg-Ⅱ-S TCGTCCTTCGCAGATGGAAT Verification intermediate fragment 

Arg-Ⅱ-A AGAGGCGTGGAGCACGGACCTA 验证中间片段 

Arg-Ⅱ-5R GACCACTCACTGACCCGATAGCAAG  

Arg-Ⅱ-5N ACCATGTACGGTTCATCCTTCTCC Cloning the 5 and 3 ends 

Arg-Ⅱ-3R GATTCCATCTGCGAAGGACGACAC 克隆 5和 3末端 

Arg-Ⅱ-3N AAAACAGCGACCGATCCACTT  

Arg-Ⅱ-qRT-A TGTGGGAGCAGCCAATAAGAT 实时荧光定量 PCR 

Arg-Ⅱ-qRT-S CTCACTGACCCGATAGCAAGG  

β-actin-A GCACCACATCTCCACGGTACAG 实时荧光定量 PCR 

β-actin-S TGACATCACAAACGCCTGCTTC  

 

2  结果 

2.1  牙鲆 Arg-Ⅱ基因的序列分析 

依据基因组和转录组序列设计特异引物，PCR 扩

增及测序显示，牙鲆 Arg-Ⅱ基因由 1882 个核苷酸组

成，包含一个 1050 bp 的开放阅读框，编码 349 个氨 

基酸。分子量预测为 38.02 kDa，等电点为 6.42。通

过 5RACE 和 3RACE 向两端扩增，获得 5UTR 长度

为 150 bp，3UTR 长度为 708 bp。保守结构域预测牙

鲆 Arg-Ⅱ基因编码的氨基酸具有典型的 Arginase 结

构特征，在氨基酸的第 22、26、104、108、153、333、

349 位存在 7 个糖基化位点(图 1)。氨基酸的多重比对

结果显示，牙鲆 Arg-Ⅱ N 端比 ArgⅠ多 120 个氨基

酸，C 端相似性较高，推测二者具有不同的功能。牙

鲆 Arg-Ⅱ与其他生物 Arg-Ⅱ具有多个保守氨基酸区

段(图 2)。进化树分析显示，牙鲆与其他物种的 Arg-Ⅱ 
 

 
 

图 1  牙鲆 Arg-Ⅱ cDNA 序列及推导的氨基酸序列 

Fig.1  The Arg-Ⅱ cDNA sequence and deduced amino acids in P. olivaceus 

小写字母代表 5和 3端非编码区；大写字母代表编码区序列，上面为核苷酸序列，下面对应为氨基酸序列；起始密码子

ATG、终止密码子 TGA、polyA 尾均加下划线；红色大写字母代表磷酸化修饰位点；Lowercase letters represent the sequence 
of 5 and 3 unstranslated region, capital letters represent the coding sequence. The nucleotide sequence is above and the coded 
amino sequence is below. The initiation codon ATG, the stop codon TGA, and the polyadenylation are underlined; Red capitals 

represent phosphorylation sites 
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图 2  牙鲆与其他物种 Arg-Ⅱ和 Arg-Ⅰ氨基酸序列多重比对 

Fig.2  Multiple alignment of Arg-Ⅱ and Arg-Ⅰ amino acid sequence between P. olivaceus and other species 

XP_019962845 Paralichthys olivaceus Arg-Ⅱ, XP_019965324 Paralichthys olivaceus Arg-Ⅰ, XP_018537157 Lates 
calcarifer Arg-Ⅱ, XP_010754895 Larimichthys crocea Arg-Ⅱ, XP_003445522 Oreochromis niloticus Arg-Ⅱ, XP_008311803 

Cynoglossus semilaevis Arg-Ⅱ, XP_004082141 Oryzias latipes Arg-Ⅱ, XP_021441146 Oncorhynchus mykiss Arg-Ⅱ, 
AMJ39609 Plecoglossus altivelis Arg-Ⅱ, NP_955905 Danio rerio Arg-Ⅱ, CAI38847 Cyprinus carpio Arg-ⅡA, CAF02014 

Cyprinus carpio Arg-ⅡB, CAI38846 Cyprinus carpio Arg-ⅡC, NP_001079511 Xenopus laevis Arg-Ⅱ, NP_001186633 Gallus 
gallus Arg-Ⅱ, DAA25083 Bos Taurus Arg-Ⅱ, NP_001163 Homo sapiens Arg-Ⅱ, AAA98611 Mus musculus Arg-Ⅰ, AAA40760 

Rattus norvegicuss Arg-Ⅰ 
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氨基酸序列聚为一簇，相似性为 58%~93%。其中，

和鲈鱼(Lates calcarifer)Arg-Ⅱ基因的同源性最高，为

93%。与两栖动物、鸟类及哺乳动物的 Arg-Ⅱ的氨基

酸序列的同源性不高，仅为 58%~69%。牙鲆 ArgⅠ

与大鼠 (Rattus norvegicus)和小鼠 (Mus musculus)的

ArgⅠ聚为一簇(图 3)。 

2.2  健康牙鲆 Arg-Ⅱ mRNA 的组织表达特征 

取健康牙鲆的肝、脾、肾、脑、鳃和肠组织进行

qRT-PCR 检测。牙鲆 Arg-Ⅱ基因扩增产物的大小为

111 bp，内参 β-actin 基因扩增产物大小为 92 bp。结

果显示(图 4)，健康牙鲆 Arg-Ⅱ mRNA 主要在肝、肾、

肠中高表达，其次是鳃、心、脑，在其他组织中微弱

表达。 

2.3  牙鲆 Arg-Ⅱ mRNA 的表达与迟缓爱德华氏菌

感染的相关性 

根据 Arg-Ⅱ在健康牙鲆组织中的表达特征，选取

迟缓爱德华氏菌感染牙鲆的肝、肾、鳃、脾组织、体

外培养巨噬细胞，进行 qRT-PCR 检测。图 5 显示，

在牙鲆的肾组织中 Arg-Ⅱ mRNA 的相对表达量在感

染后 6 h 开始增加，12 h 时显著高于对照组，为对照

组的 1.98 倍，24 h 略有下降，48 h 基本降至对照组；

在鳃组织中，6 h 和 12 h 时显著高于对照组，分别为

对照组的 1.53 倍和 2.1 倍；在脾组织中，在 6 h 开始

增加，12 h 和 24 h 显著高于对照组，12 h 时为对照

组的 5.23 倍，48 h 与对照组无显著差异；肝组织中，

Arg-Ⅱ的表达量在 6 h 时显著增加，为对照组的 3.8

倍，12 h 时略有下降，24 h 时恢复至对照组水平；巨

噬细胞中，4 h 开始增加，8 h 时达到最大，为对照组

的 6.1 倍，24 h 后恢复到对照组水平。 

3  讨论 

本研究通过牙鲆转录组测序数据设计 Arg-Ⅱ基

因的特异性引物，获得全长 cDNA 序列。刘华等(2016)

克隆得到的精氨酸酶片段为本研究克隆得到的精氨

酸酶Ⅱ序列全长的一部分。通过多重序列比对可知，

牙鲆与哺乳动物的 Arg-Ⅱ基因有更多的相似性，而

Arg-Ⅱ是线粒体蛋白，需要 N-末端线粒体靶向肽进入

线粒体基质(Korte et al, 1997; Todgham et al, 2001)。

作者推测，Arg-Ⅱ发挥免疫作用的主要信号通路可能

有两条：在甘氨酸鸟氨酸循环信号通路中，精氨酸可

以在 Arg-Ⅱ的作用下分解成尿素和鸟氨酸，鸟氨酸有

利于细胞再生以及伤口的愈合，同时，鸟氨酸是合成

多胺类物质的前体，多胺在生物学调控中发挥着巨大

作用，调控巨噬细胞的功能(Kepkalenhart et al, 2001)。

在精氨酸循环信号通路中，iNOS 可以长时间产生大 

 

 
 

图 3  基于 Neighbor-Joining 法构建牙鲆及其他物种 Arg-Ⅱ及 Arg-Ⅰ氨基酸序列的系统进化树 

Fig.3  Phylogenetic tree of Arg-Ⅱ and Arg-Ⅰ amino acid sequence of P. olivaceus and other species  
based on neighbor-joining 
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图 4  牙鲆 Arg-Ⅱ mRNA 的组织表达 

Fig.4  The tissue expression of Arg-Ⅱ mRNA in  
P. olivaceus 

1: 肌肉; 2: 皮肤; 3: 脾脏; 4: 心脏; 5: 脑; 6: 鳃; 7: 肠;  

8: 肾脏; 9: 肝脏。上标字母为 SPSS 软件中 Duncan 算法计

算出的子集分组 
The letters above the columns were subsets by Duncan 

algorithm. 1: Muscle; 2: Skin; 3: Spleen; 4: Heart; 5: Brain; 6: 
Gill; 7: Intestine; 8: Kidney; 9: Liver 

 
量的 NO，而过量的 NO 生成会引起肠黏膜和肠屏障

功能损伤，对胃肠道的运动也有不利影响；同时，精

氨酸由于 NO的释放不平衡也会造成全身炎症反应的

加剧，在免疫反应中，来源于精氨酸的 NO 起了主导

作用。而 Arg-Ⅱ与一氧化氮合酶(NOS)竞争 L-精氨酸，

调节机体免疫功能(Corraliza et al, 1995; 朱琳楠等, 

2010; 陶璇, 2012)。 

巨噬细胞作为先天免疫系统的重要组成部分，分

泌一系列促炎症因子，M2 型巨噬细胞分泌的精氨酸

酶可以与 iNOS 竞争性地结合底物精氨酸，分解精氨

酸为多胺，促进细胞分裂和胶原的形成，对炎症后期

由病原微生物造成的组织损伤进行修复和重塑，在机

体抵御细胞内病原体的感染中起到重要作用(Mantovani 

et al, 2002; Gordon et al, 2003)。已有研究显示，精氨

酸酶 I 具有免疫抑制功能，特别是对 T 淋巴细胞功能

的抑制，但对 Arg-Ⅱ的研究还鲜有报道(Ckless et al, 

2008; 张乃春等, 2015)。本研究中，Arg-Ⅱ在迟缓爱

德华氏菌感染巨噬细胞后显著上调，推测与上述 2 条

免疫通路有关，通过上调 Arg-Ⅱ基因的表达来增强机

体免疫能力。 

组织分布表明，Arg-Ⅱ在各个组织中都有表达，

尤其是在肝脏等组织中表达最高，这与鲤鱼、虹鳟中

的研究结果较一致(Wright et al, 2004; Joerink et al, 

2006)。Marathe 等(2006)研究表明，Arg-Ⅱ直接调控肝

受体 X(LRX)，而 LRX 能抑制 iNOS 在巨噬细胞中的表

达，提高免疫效果。与哺乳动物相比，鱼类的 Arg-Ⅱ基

因免疫方面的研究相对较少，在已有的研究中，揭示

了 Arg-Ⅱ基因可能与鱼类免疫有关。在鳗弧菌(Vibrio 

anguillarum)感染的香鱼中，香鱼肝组织中 Arg-Ⅱ基

因 4 h 之后开始增加，8 h 之后为对照组的 5.2 倍

(Benedicenti et al, 2016)。在阿米巴变形虫感染的大马 

 

 
 

图 5  迟缓爱德华氏菌感染对牙鲆重要组织及细胞的 Arg-Ⅱ mRNA 表达的影响 

Fig.5  mRNA expressions of Arg-Ⅱ in differernt tissues of P. olivaceus infected with E. tarda  

A: 肾; B: 鳃; C: 脾脏; D: 肝脏: E: 吞噬细胞。感染组与对照组之间的差异显著性(*: P<0.05; **: P<0.01) 
A: Kidney; B: Gill; C: Spleen; D: Liver: E: Phagocytes. Difference between the treatment and control group (*: P<0.05; **: P<0.01) 
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哈鱼(Oncorhynchus keta)组织中，脾脏的表达量为对

照组的 2.75 倍(Morris et al, 1998)。本研究中，迟缓

爱德华氏菌注射牙鲆，免疫相关组织(如肝脏、肾脏

等)中 Arg-Ⅱ mRNA 的表达量明显上调，与上述研究

结果一致。同时，肾、鳃等免疫组织以及巨噬细胞中

Arg-Ⅱ mRNA 的表达量也明显上调，揭示了 Arg-Ⅱ

可能与牙鲆免疫应答密切相关，可能通过巨噬细胞发

挥作用，但具体作用机制有待进一步深究。 

4  结论 

牙鲆 Arg-Ⅱ基因 cDNA 序列与鲈鱼 Arg-Ⅱ序列

最相似。健康牙鲆中，Arg-Ⅱ基因主要在肝、肾、肠

中表达；迟缓爱德华氏菌感染后，Arg-Ⅱ基因表达量

显著上调，揭示了 Arg-Ⅱ与牙鲆抗病原感染的免疫反

应密切相关。 
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The Different Expression Patterns of the Gene Arginase Ⅱ in  

Paralichthys olivaceus and the Correlation Between its  
Expression and Edwardsiella tarda Infection 

MA Huixin1,2, WANG Lei1,3①
, WANG Linqing1,4, ZHOU Qian1,3, CHEN Songlin1,3 
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Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071;  

2. College of Fisheries and Life Sciences, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306;  
3. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Qingdao National Laboratory  

for Marine Science and Technology, Qingdao  266071;  
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Abstract    Arginase Ⅱ(Arg-Ⅱ) is a type of arginase. It mainly participates in the urea cycle, and has 

been found to play an important role in the pathological process. However, its role in fish is not well 

reported. In this milieu, we obtained the full cDNA of Arg-Ⅱ of Japanese flounder (Paralichthys 

olivaceus) and detected its space-time expression profile in the immune tissue and bacterial infected tissue 

of Japanese flounder. The results showed that the Arg-Ⅱ gene consists of 1882 nucleotides, including an 

open reading frame (1150 bp) that encodes a protein of 349 amino acids (with deduced molecular mass of 

38.02 kDa and theoretical isoelectric point of 6.42). The amino acid of Arg-Ⅱ protein in Japanese 

flounder displayed the typical structure of arginase, therefore we assumed that it might have functions 

similar to that in mammals. Phylogenetic tree analysis also confirmed that fish Arg-Ⅱ formed a cluster, 

and Japanese flounder Arg-Ⅱ was most closely related to that of Lates calcarifer (93%). Quantitative 

real-time PCR (q-RT PCR) analysis showed that the mRNA of Arg-Ⅱ is mainly expressed in immune 

tissues, such as the liver, spleen, gills, and kidney. Intensive study showed that the mRNA expression of 

gene Arg-Ⅱ was significantly upregulated after 6~12 h of Edwardsiella tarda challenge, and then 

returned to normal condition in the immune tissues of Japanese flounder. The expression of Arg-Ⅱ was 

also significantly upregulated in the in vitro cultured E. tarda challenged Japanese flounder phagocyte. 

The present study demonstrates that the gene Arg-Ⅱ might participate in the immune response of 

Japanese flounder to E. tarda infection, thus indicating that the gene Arg-Ⅱ might play an important role 

in the antibacterial immunity of Japanese flounder. 

Key words    Paralichthys olivaceus; ArginaseⅡ; Edwardsiella tarda; Expression; Macrophage 
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