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摘要    蛋白激酶 C(PKC)广泛参与哺乳动物 T、B 淋巴细胞涉及的免疫反应并发挥重要作用，然

而 PKC 在鱼类免疫过程中的作用却少有报道。本研究在半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)中克隆了

PKC 家族的典型成员 PKCα(命名为 CsPKCα)，并进行了分子特征和表达模式分析。CsPKCα的 cDNA
全长为 2315 bp，其中，开放阅读框(ORF)为 2013 bp。qRT-PCR 分析显示，CsPKCα在各个组织中

广泛表达，其中，在鳃、肝脏、皮肤和肠中具有较高的转录水平，表明 CsPKCα可能在免疫过程中

发挥作用。随后检测了 CsPKCα在哈维氏弧菌(Vibrio harveyi)感染后 6 种免疫相关组织(鳃、肝脏、

皮肤、肠、脾脏和肾)中不同时间点的表达水平，发现细菌侵染后 24 h 或 48 h，CsPKCα在鳃、肾

脏、皮肤和脾脏中显著上调，侵染后 12 h 在肝中有显著性下调。研究表明，CsPKCα可能在应对哈

维氏弧菌的免疫应答中发挥作用，但是否参与病原菌侵染的巨噬细胞激活以及与 T、B 细胞相关的

信号通路还需要进一步研究。这是关于 PKCα参与鱼类细菌性免疫反应的首次报道。 
关键词    半滑舌鳎；蛋白激酶 C-alpha；哈维氏弧菌；免疫应答 
中图分类号 Q522   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)02-0069-09 

蛋白激酶 C(PKC)是一类与丝氨酸/苏氨酸磷酸

化密切相关的蛋白家族，可以介导多种细胞功能，例

如细胞的存活、增殖和分化等(Moscat et al, 2003)。目

前，至少有 11 个 PKC 家族成员被发现，根据结构和

激活方式分为 3 类：PKC(α、Ⅰ、Ⅱ和 γ)、PKC(δ、
ε、θ、μ 和 η)和 PKC(ζ、τ 和 λ) (Newton, 2001; Guo     
et al, 2004)。 

PKCα 是 PKC 家族成员中一种典型的丝氨酸/苏

氨酸激酶(Nakashima, 2002)。PKCα 在机体中普遍存

在，可以通过多种方式被激活，并参与多种细胞功能，

包括细胞增殖、分化、能动性、凋亡和炎症(Nakashima, 
2002; Singh et al, 2017)。至今，已有大量关于 PKCα
参与免疫与炎症反应的研究报道，与免疫应答密切相

关。如 Alvaro 等(1997)指出，抑制 PKCα 可以显著抑

制细菌性脂多糖(LPS)诱导巨噬细胞产生细胞因子；

Volkov 等(2001)研究发现，PKCα 参与 PI3K/Akt 信号
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通路的激活，进而调控 T 细胞的多种生理功能，参与

产生特异性淋巴细胞效应因子(Baier et al, 2009)；在

转基因小鼠(Mus musculus)的表皮中过表达 PKCα 的

研究表明，其可以显著改变 12-O-十四烷酰佛波醇-13-
醋酸酯(TPA)诱导的炎症反应，水肿和中性粒细胞浸

润，以及与炎症相关基因的表达，如环氧酶-2 和肿瘤

坏死因子-α (TNF-α) (Wang et al, 1999)；研究指出，

PKCα 参与干扰素调节因子 3 的激活和 I 型干扰素 β
的合成 (Johnson et al, 2007)，还可以通过核因子

kappa-B (NF-κB)抑制蛋白(IKB)负调节 NF-κB 诱导的

参与各种炎症反应的基因的表达(Han et al, 1999)。 
另外，Christina等(2013)研究指出，PKCα与 PKCβ

在多数情况下协同行使功能，如调节 T 细胞中的白介

素-2 的表达；使用 PKCα/β 抑制剂预处理嗜中性粒细

胞可以减少 NF-κB 的核转位和促炎细胞因子 TNF-α
的产生，抑制 PKCα/β 可以阻止 LPS 或肽聚糖(PGN)
诱导的 NF-kB 激酶抑制剂 alpha/beta(IKKα/β)磷酸化

被激活，IKB alpha 的磷酸化和降解，以及 NF-κB 的

p65 亚基的磷酸化(Asehnoune et al, 2005)。 
半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)属鲽形目，俗称

“龙脷”，是我国重要的海水养殖鱼类。近年来，半

滑舌鳎养殖过程中细菌性疾病日益严重，其导致的鱼

苗死亡造成了较高的经济损失，而哈维氏弧菌(Vibrio 
harveyi)是其病害发生的主要病原体之一。对于半滑

舌鳎免疫相关功能研究和细菌防控手段展开深入研

究将有助于半滑舌鳎产业的发展。目前，PKCα 免疫

相关的研究主要集中在哺乳动物(Wang et al, 1999)，
而在鱼类中鲜有报道。为了研究 CsPKCα在免疫过程

中的功能，本研究对 PKCα进行了克隆，并对基因结

构、组织分布以及响应哈维氏弧菌刺激后的基因表达

变化进行了研究，发现 CsPKCα基因参与免疫反应，

为其后续相关功能的研究提供基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验用鱼 

本实验所用的半滑舌鳎均来源于山东省黄海水

产有限公司。 

1.2  样品采集 

3 条 15 月龄健康半滑舌鳎成鱼，体长为(22.8± 
1.8) cm，体重为(85.6±6.5) g，麻醉后分别取肝脏、脾

脏、肾脏、鳃、肠、肌肉、心脏、脑、性腺、皮肤等组

织，迅速放入 RNA 保存液中，置于20℃冰箱中保存。 
使用 10 月龄的 60 条健康半滑舌鳎进行哈维氏弧

菌感染实验，具体实施方案参照先前的操作步骤(Wei 
et al, 2017; 王双艳等, 2019)，腹腔注射的细菌浓度为

1.0×104 CFU/ml。将鱼麻醉后采集肝脏、脾脏、肾脏、

肠、鳃和皮肤 6 个免疫相关组织，分别在感染前 0 h
和注射后 12、24、48 和 72 h 进行样品采集并以感染

前 0 h 作为对照，每个时间点分别随机采集 3 条鱼，

采集的样品迅速放入 RNA 保存液中，置于20℃冰箱

中保存。 

1.3  RNA 提取及 cDNA 合成 

采用 Trizol 法(Invitrogen)提取半滑舌鳎各组织中

的总 RNA，琼脂糖凝胶电泳检测 RNA的完整性，Gene 
Quant Pro RNA/DNA 分光光度计检测其纯度与浓度。

RNA 鉴定合格后，使用 cDNA 反转试剂盒(TaKaRa)
合成 cDNA ， RACE(TaKaRa) 试剂盒合成 RACE- 
Ready-cDNA。 

1.4  PKCα基因全长 cDNA 的克隆 

根据已发表的半滑舌鳎全基因组序列(Chen et al, 
2014)，获得 PKCα基因部分 cDNA 序列，使用 Primer 
Premier 5.0 软件设计引物(表 1)，以肝、脾、肾、肠

和鳃的混合 cDNA 为模板进行普通 PCR 扩增验证，

PCR 反应体系：ExTaq(TaKaRa) Mix 25 μl，上下游引

物各 2 μl，ddH2O 19 μl，模板 cDNA 2 μl；程序为：

95℃预变性 2 min，35 个循环(95℃变性 30 s，56℃退

火 30 s，72℃延伸时间 90 s)，72℃延伸 10 min，4℃
保存。利用胶回收试剂盒(OMEGA)对 PCR 产物进行

回收纯化，连接到 pEASY-T1 载体后，按照该载体说

明书进行后续基因克隆实验，最终挑取阳性克隆送华

大基因有限公司测序。 
根据 Smart RACE cDNA 扩增试剂盒(TaKaRa)说

明书进行 5-RACE 和 3-RACE，通过巢式 PCR 进行

扩增。以上述验证得到的 cDNA 序列为基础设计

5-RACE 和 3-RACE 的引物。用通用引物 UPM 和通

用引物 NUP 进行巢式 PCR。本研究中使用的所有引

物信息见表 1。为了确保扩增的特异性，进行

Touchdown PCR 反应，所用程序参照之前的方法(Guo 
et al, 2017)。 

1.5  生物学分析及进化树构建 

使用 DNAstar 软件对克隆得到的序列进行拼接

分析，得到 CsPKCα 全长 cDNA 序列，并查找 ORF
以及氨基酸序列，预测蛋白分子量及等电点；PKCα
同源性分析使用 BioEdit 软件和 NCBI 数据库中 Blast
程序进行物种间的氨基酸序列比对；利用 SMART 在  
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表 1  本研究所用的引物 
Tab.1  Primers used in this study 

引物 Primer 引物序列 Sequence (5~3) 用途 Application 
PKCα-ORF-F1 ATGGCCGATGTAAGTTTGAACGA ORF verification 
PKCα-ORF-R1 TCATATGCTGTTGCCAGGGGA ORF verification 
PKCα-5-GSP AGACGTCCCCTCCTTTCAGTGTAATCAG Cloning the 5 ends 

PKCα-5-NGSP TGGCACCTCTTGTGGACGAC Cloning the 5 ends 
PKCα-3-GSP TATCCCAAGTCTCTGTCTAAGGAAGCCG Cloning the 3 ends 

PKCα-3-NGSP AAACAGGGAGATTCAGCCGC Cloning the 3 ends 
PKCα-qRT-F GTGTGCTGTTTTGTCGTCC QRT-PCR 
PKCα-qRT-R TCCCCTCCTTTCAGTGTAAT QRT-PCR 
β-actin-F GCTGTGCTGTCCCTGTA QRT-PCR 
β-actin-R GAGTAGCCACGCTCTGTC QRT-PCR 

 

线软件分析其蛋白结构域；通过 MEGA 7.0 软件邻接

法(NJ)完成生物系统进化树构建(Kumar et al, 2016)。 

1.6  PKCα基因表达模式检测 

实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)检测 PKCα 基因在

正常生理条件下，半滑舌鳎不同组织中的表达水平和

哈维氏弧菌感染后不同时间点免疫相关组织中的表

达模式。每个样品设置 3 个重复。根据得到的 ORF
区序列设计实时荧光定量引物(表 1)，以 β-actin 基因

为内参。qRT-PCR 的反应体系参照 SYBR®Premix Ex 
TaqTMⅡ(TaKaRa)试剂盒说明书，使用 ABI 7500 Fast 
Real-time (Applied Biosystems, 美国)程序下进行 PKCα
基因的定量分析。本实验釆取 2-ΔΔCt 法计算 PKCα 基

因的相对表达量，采用 SPSS 16.0 软件对 PKCα 基因

的表达量进行单因素方差分析(One-way ANOVA)。设

定 P<0.05 为差异显著。 

2  结果 

2.1  cDNA 序列分析 

CsPKCα cDNA 全长为 2315 bp，其中，ORF 为

2013 bp，编码 670 个氨基酸，5UTR 为 218 bp，3UTR
为 84 bp，预测蛋白相对分子质量为 76.37 kDa，理

论等电点为 6.44。该基因的氨基酸序列 337~595aa
区段为典型的丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶催化结构域

(图 1)。 
 

 
 

图 1  CsPKCα cDNA 全长和推导的氨基酸序列 
Fig.1  The full-length cDNA and deduced amino acid sequence of CsPKCα 



72 渔   业   科   学   进   展 第 41 卷 

 

如图 2 所示，在 CsPKCα 中鉴定了保守结构域。

N 末端含有 2 个蛋白激酶 C 保守区 1(C1)结构域和 1
个蛋白激酶 C 保守区 2(C2)结构域。C1 结构域具有以

磷脂和锌依赖的方式结合二酰基甘油和佛波醇酯的

功能，而 C2 结构域则负责 Ca2+依赖性膜蛋白质的结

合，从而进行细胞信号转导 (Davletov et al, 1993; 
Medkova et al, 1999)。C 末端具有 1 个丝氨酸/苏氨酸

蛋白激酶催化结构域(S_TKc)和 1 个丝氨酸/苏氨酸蛋

白激酶延伸结构域(S_TK_X)，两者均可以与 ATP 结

合，行使蛋白激酶活性(Knighton et al, 1991)。 
 

 
 

图 2  CsPKCα 保守结构域 
Fig.2  The conserved domains of CsPKCα 

水平灰条表示预测没有功能域的氨基酸序列，而彩色框则表示预测有功能域的区域。注释结构域：C1， 
蛋白激酶 C 保守区 1(C1)结构域；C2，蛋白激酶 C 保守区 2(C2)结构域；S_TKc，丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶催化 
结构域；S_TK_X，丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶延伸结构域。相对于氨基酸序列的长度和位置显示蛋白质结构域 

The horizontal gray bars represent amino acid sequences without predicted functional domains, whereas the colored boxes 
represent the regions with confidently predicted domains. Annotated domains: C1, Protein kinase C conserved region 1 (C1) 
domain; C2, Protein kinase C conserved region 2 (C2) domain; S_TKc, Serine/Threonine protein kinases, catalytic domain; 

S_TK_X, Extension to Ser/Thr-type protein kinases domain. Protein domains are shown relative to the length of  
and the position in the amino acid sequences 

 
2.2  同源性分析 

为了评估脊椎动物 PKCα 氨基酸的相似性/差异，

对半滑舌鳎和其他脊椎动物的 PKCα 进行了多序列

比对。结果显示，CsPKCα 编码的氨基酸序列与其他

物种 PKCα 编码氨基酸序列具有不同程度的相似度

(81%~92%)，其中，与尖吻鲈(Lates calcarifer)的相似

度为 92%，与牙鲆(Paralichthys olivaceus)相似度为

88%，与人(Homo sapiens)相似度为 81%，氨基酸序

列比对信息见图 3。 

2.3  系统进化分析 

为了解 PKCα 在不同物种中的进化关系，使用

Mega 7.0 的 NJ 程序对来自 18 个物种的 PKCα 的氨基

酸序列进行了系统发育分析(10 种硬骨鱼，8 种其他

脊椎动物)。系统进化树显示，硬骨鱼聚为一支，其

中，半滑舌鳎与牙鲆、亚马逊花鳉(Poecilia formosa)、
剑尾鱼(Xiphophorus maculates)等进化地位较为接近，

其他脊椎动物(鸟类、爬行类、两栖类和哺乳类)聚为

一 支 ， 其 中 ， 属 于 两 栖 类 的 热 带 爪 蟾 (Xenopus 
tropicalis)、鸟类中的原鸡(Gallus gallus)和爬行类的

扬子鳄(Alligator sinensis)产生分支，与哺乳动物进化

地位较远(图 4)。 

2.4  组织表达分析 

为了评估 PKCα 在半滑舌鳎不同组织中的表达

模式，通过 qRT-PCR 检测了其在肝脏、脾脏、肾脏、

鳃、肠、肌肉、心脏、脑、性腺、皮肤等组织等 10 种

组织中的 mRNA 表达水平。结果显示，PKCα基因在

半滑舌鳎各个组织中均有表达，其中，在免疫相关组

织鳃、肠、皮肤和肝脏中表达量相对较高(图 5)。 

2.5  哈维氏弧菌感染后的应答模式分析 

为了初步探究 PKCα 在半滑舌鳎免疫反应中的

作用，结合上述组织表达结果，使用 qRT-PCR 测定

哈维氏弧菌感染后 6 种免疫相关组织(鳃、肠、皮肤、

脾、肝和肾)中 PKCα 基因的表达水平。将不同采样

时间点的 PKCα表达水平与 0 h 时的表达水平进行比

较。检测结果显示，哈维氏弧菌感染后，PKCα 基因

在鳃、肾脏、肝脏、脾脏、皮肤中均有显著性差异表

达，分别在鳃 48 h、肾脏 24 h、脾脏 48 h 和皮肤 48 h
时出现显著性上调，在肝脏 12 h 时检测到显著性下

调。然而，肠中感染后未出现显著性变化(图 6)。 

3  讨论 

本研究通过 RACE 方法获得了半滑舌鳎 PKCα
基因 cDNA 全长，并进行了基因的序列鉴定，预测出

其具有典型的蛋白激酶 C 保守区 1 和保守区 2，以及

丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶催化结构域。丝氨酸/苏氨酸

蛋白激酶催化结构域是蛋白激酶最为关键的结构域，

蛋白激酶 C 对蛋白底物的丝氨酸和苏氨酸残基的磷 
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图 3  不同物种 PKCα 氨基酸序列比对 
Fig.3  Multiple sequence alignment of PKCα amino acid sequences 

氨基酸序列 GenBank 号：人(XP_016880325.1)；小家鼠(NP_035231.2)；斑马鱼(NP_001243170.1)； 
牙鲆(XP_019939809.1)；剑尾鱼(XP_023190086.1)；罗非鱼(XP_019215250.1)；亚马逊花鳉(XP_016534709.1)； 

尖吻鲈(XP_018520387.1)；半滑舌鳎(XP_008315545.1) 
The GenBank accession numbers of amino acid sequences used for multiple sequence alignment are as follows: Homo sapiens 

(XP_016880325.1); Mus musculus (NP_035231.2); Danio rerio (NP_001243170.1); Paralichthys olivaceus (XP_019939809.1); 
Xiphophorus maculates (XP_023190086.1); Oreochromis niloticus (XP_019215250.1); Poecilia formosa (XP_016534709.1); 

Lates calcarifer (XP_018520387.1); Cynoglossus semilaevis (XP_008315545.1) 
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图 4  基于半滑舌鳎等硬骨鱼和其他脊椎动物 PKCα 的系统进化树 
Fig.4  Phylogenetic analysis of PKCα from C. semilaevis and other vertebrates 

氨基酸序列 GenBank 号：人(XP_016880325.1)；小家鼠(NP_035231.2)；原牛(NP_776860.1)； 
原鸡(NP_001012822.1)；家犬(XP_022278565.1)；野猪(XP_020922399.1)；扬子鳄(XP_025052051.1)； 

绵羊(XP_014954487.1)；热带爪蟾(NP_001072752.1)；斑马鱼(NP_001243170.1)；牙鲆(XP_019939809.1)； 
剑尾鱼(XP_023190086.1)；雀鳝(XP_015211748.1)；罗非鱼(XP_019215250.1)；低眼无齿鷶(XP_026789328.1)； 

亚马逊花鳉(XP_016534709.1)；尖吻鲈(XP_018520387.1)；半滑舌鳎(XP_008315545.1) 
The GenBank accession numbers of the amino acid sequences used for phylogenetic analysis are as follows: Homo sapiens 

(XP_016880325.1); Mus musculus (NP_035231.2); Bos Taurus (NP_776860.1); Gallus gallus (NP_001012822.1); Canis lupus 
familiaris (XP_022278565.1); Sus scrofa (XP_020922399.1); Alligator sinensis (XP_025052051.1); Ovis aries 

(XP_014954487.1); Xenopus tropicalis (NP_001072752.1); Danio rerio (NP_001243170.1); Paralichthys olivaceus 
(XP_019939809.1); Xiphophorus maculates (XP_023190086.1); Lepisosteus oculatus (XP_015211748.1); Oreochromis niloticus 
(XP_019215250.1); Pangasianodon hypophthalmus (XP_026789328.1); Poecilia formosa (XP_016534709.1); Lates calcarifer 

(XP_018520387.1); Cynoglossus semilaevis (XP_008315545.1) 
 

 
 

图 5  CsPKCα mRNA 在不同组织中的表达水平 
Fig.5  Relative expression levels of CsPKCα mRNA  

in various tissues 

SK：皮肤；M：肌肉；B：脑；H：心脏；K：肾脏；SP：脾

脏；L：肝脏；I：肠；G：性腺；GI：鳃。显示数值为平均值

±标准差(n=3)，不同字母间表示差异显著(P<0.05)，下同 
SK: Skin; M: Muscle; B: Brain; H: Heart; K: Kidney; SP: Spleen; 
L: Liver; I: Intestine; G: Gonad; GI: Gill. Values are indicated as 
Mean±SE (n=3). The expression levels with the same letter are 

not significantly different (P<0.05). The same as below 

酸化即通过该结构域来完成，进而调节蛋白质的生物

活性状态，影响细胞活动如细胞内外信号传导，细胞

周期进程，细胞内运输等(Haas et al, 1992; 康涵等, 
2012)。 

氨基酸序列比对显示，PKCα 在硬骨鱼和哺乳动

物中高度保守，相似度高达 81%以上(图 3)，这表明

PKCα 可能在硬骨鱼和哺乳动物之间具有相似的功

能。至今，PKCα 的研究主要集中于哺乳动物，其参

与 T、B 细胞的多种免疫反应(Volkov et al, 2001; Guo 
et al, 2004)，并可以显著改变炎症诱导的反应以及炎

症相关基因的表达(Wang et al, 1999)等，但相关免疫

反应机制还需进一步阐明，在半滑舌鳎中的研究有待

继续开展。 
qRT-PCR 检测的组织表达模式结果显示，PKCα

在半滑舌鳎各个组织广泛表达，其中，在免疫相关组

织鳃中表达最高，鳃是水生生物与外部水环境接触的

主要组织，是防御病原体入侵的第一道防线(Li et al, 
2015; 王贞杰等, 2017)，另外，在免疫相关组织肝脏、 
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图 6  CsPKCα mRNA 在哈维氏弧菌感染后鳃、肾脏、肝脏、脾脏、皮肤和肠中的表达水平 
Fig.6  Relative expression levels of CsPKCα mRNA in the gill, kidney, liver, spleen, skin and intestine  

at different time points after V. harveyi infection 
 

皮肤和肠中也有较高的表达。为了进一步研究

CsPKCα 基因对哈维氏弧菌的响应模式，检测了

CsPKCα基因在哈维氏弧菌感染后鳃，肾脏、脾脏、

肝脏、皮肤和肠等 6 个组织的表达情况。结果显示，

CsPKCα mRNA 在鳃、肾脏、脾脏、皮肤中均出现显

著性上升，其中，鳃和脾脏 CsPKCα 的表达量在 48 h
出现峰值，肾脏 CsPKCα的表达量在 24、48 和 72 h
一直维持高表达，皮肤 CsPKCα的表达量在 24~72 h
持续上升，显示后期在皮肤中一直处于应答状态。这

与 PKCα 高表达于哺乳动物的肝脏、脾脏、肾脏和皮

肤并行使免疫相关功能极为类似(Dean et al, 1994; 
Dorr et al, 1998)。鱼类特有的鳃，作为硬骨鱼的呼吸

器官，也是其防止病原菌侵染的首要防线，哈维氏弧

菌感染后 CsPKCα 在鳃中的表达量显著上调，显示出

免疫应答反应，值得注意的是，在哺乳动物中同为呼

吸器官的肺也是 PKCα 高表达并发挥免疫反应的重

要场所(Dean et al, 1994; Lahn et al, 2004)。然而，

CsPKCα 的表达量在肠中一直无显著变化，表明

CsPKCα可能不参与哈维氏弧菌感染后肠中的免疫相

关反应，而组织分布检测到 CsPKCα 在肠中具有较高

的表达，这可能与 PKCα 参与营养调节有关(Bergan 
et al, 2012)。另外，通过小鼠巨噬细胞的细菌响应研

究发现，细菌 DNA 可通过活化 PKCα、PKCβII 和

NF-κB 来激活巨噬细胞(王立生等, 2007)。巨噬细胞
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已被广泛认知具有重要的生物学功能，参与生物机体

非特异性和特异性免疫反应，通过噬菌作用清除病原

体(Gordon et al, 2010)。因此，有关鱼类 PKCα 是否

参与激活巨噬细胞来增强机体对病原菌的免疫耐受

力将是未来需要解决的研究课题之一。 
目前，鱼类中 PKCα基因的克隆及免疫相关功能

的研究鲜有报道。本研究对半滑舌鳎 PKCα基因进行

了 cDNA 全长克隆、序列鉴定、进化分析以及表达模

式的研究，进行了 CsPKCα响应哈维氏弧菌的免疫应

答分析，为鱼类 PKCα基因后续的功能研究提供了参

考资料。 
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Cloning and Immune Response Analysis of Protein Kinase  
C-alpha (PKCα) in Chinese Tongue Sole (Cynoglossus semilaevis) 

LI Kunming1,2, XU Wenteng1,3, FU Xiaoqin1,4, CHEN Songlin1,3①
 

(1. Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Laboratory for Marine Fisheries Science and Food 
Production Processes, Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences  Qingdao  266071;  
2. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 3. Key Laboratory of Sustainable 

Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Qingdao  266071; 
4. Wuxi Fisheries College, Nanjing Agricultural University, Wuxi  214081) 

Abstract    Protein kinase C (PKC) plays an important role in T and B lymphocyte-mediated immune 
response. However, the function of PKC is rarely reported in teleost fish. In this study, we have cloned the 
PKCα gene (namely CsPKCα), a typical member of the PKC family, and characterized its molecular 
features and expression pattern. CsPKCα cDNA is 2315 bp in length, with an open reading frame (ORF) 
of 2013 bp. qRT-PCR analysis showed that CsPKCα was expressed in various tissues, with a high 
transcription levels in the gill, liver, skin, and intestine, suggesting that it may play a role in immunity. 
Subsequently, we examined the expression of CsPKCα at different time points in six immune-related 
tissues (the gill, liver, skin, intestine, spleen, and kidney) after infection with Vibrio harveyi. CsPKCα was 
significantly upregulated in the gill, kidney, skin, and spleen at 24 h or 48 h post-infection (hpi) and 
downregulated in the liver at 12 hpi. The results suggested that PKCα might be involved in the immune 
response to V. harveyi; however, whether it is involved in macrophage activation during bacterial 
pathogen infection and the signaling pathways associated with T and B cells requires further investigation. 
This is the first report, to our knowledge, on the involvement of PKCα in the immune response to 
bacterial infection in fish. 
Key words    Chinese tongue sole Cynoglossus semilaevis; Protein kinase C-alpha; Vibrio harveyi; 
Immune response 
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