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大黄鱼 β-actin 抗体的制备与组织表达谱分析 

董  乐, 姚丽梅, 戴聪杰, 张  乐, 黄苹苹, 王建颖 

(泉州师范学院 化学与生命科学学院, 近海资源生物技术福建省高校重点实验室, 福建 泉州 362000) 

摘要: 为探讨大黄鱼(Larimichthys crocea)β-actin 基因(LcActb)作为内参基因进行相关研究的可行性, 

从转录和翻译水平研究其组织表达谱, 作者以大黄鱼肝脏为材料, 扩增 LcActb 的开放阅读框序列, 并

将其亚克隆至原核表达载体 pET32a(+)。酶切、测序结果表明 , pET32a-LcActb 构建成功。将

pET32a-LcActb 转化到大肠杆菌 BL21(DE3) 中进行优化表达, 表达蛋白经纯化后进行 Western blotting

验证; 原核表达结果表明, IPTG 可诱导一个分子量约 45 ku 的特异蛋白, 且主要以包涵体的形式存在, 

优化表达条件为: 28℃、0.4mmol/L IPTG、200 r/min 诱导表达 5 h。用表达蛋白作为抗原, 免疫新西兰

白兔制备抗 LcActb 的多克隆抗体;  用纯化的多抗进行 Western blotting 的结果表明, 获得了特异性的

LcActb 抗体; 通过实时荧光定量 RT-PCR 检测大黄鱼多种组织 mRNA 的表达, 其次, 制备了多种组织

匀浆蛋白, 使用纯化的抗体进行 Western blotting分析, 结果显示, LcActb在大黄鱼成体各组织中转录和

翻译水平的表达差异均不显著, 可做为研究大黄鱼成体组织中其他基因表达和翻译水平的内参标准。  
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肌动蛋白(Actin)是构成细胞骨架的主要成分 [1], 

几乎参与了真核细胞的所有生理过程, 如细胞分裂、

染色体运动、细胞器运动、细胞激化、胞质流动、

基因转录调控、mRNA 加工和运输等[2-4]。肌动蛋白

有 6 种异构体, 根据等电点的不同分为 α、β、γ 3类: 

两个横纹肌(α-骨骼肌型, α-心肌型), 两个平滑肌(α-

血管平滑肌型, γ-内脏平滑肌型), 两个细胞质型(β和

γ亚型)[5]。其中, β-actin 除具氨基酸序列高度保守性

外 , 还能在不同的组织中持续衡量的表达 , 且其表

达量高, 因此在研究某个基因 mRNA 及蛋白质的相

对表达量时, 常分别采用 β-actin 基因的 mRNA 和

β-actin作为内标[6-9]。但近年来也有研究表明, β-actin 

基因有时也会受到生理状态或者环境的调控而出现

表达水平的差异[10-12]。因此, 在采用 β-actin 及其基

因作为分子内标开展实验研究时, 必须首先评价其

在该物种中的表达特征。 

迄今 , 鲢 (Hypophthalmichthys molitrix)、真鲷

(Pagrosomus major)、斑马鱼 (Danio rerio)、虹鳟

(Oncorhynchus mykiss)、 (Elopichthys bambusa)、尖

头 (Phoxinus oxycephalus Sauvage et Dabry)、团头鲂

(Megalobrama amblycephala)、鲤(Cyprinus carpio)、草

鱼(Ctenopharyngodon idella)、斜带石斑鱼(Epineph-

elusco joides)、大西洋鲑(Salmo salar)、罗非鱼(Oreo-

chromis mossambicus)、松江鲈(Trachidermus fasciatus)

等硬骨鱼类的 β-actin 基因已被克隆 [13-14]。大黄鱼

(Larimichthys crocea)系鲈形目(Perciformes)、石首鱼

科(Sciaenidae)、黄鱼属(Pseudosciaena), 是中国海洋

主要经济鱼类之一[15]。对大黄鱼功能基因的挖掘与

利用的研究极为重要。大黄鱼 β-actin 基因(LcActb)

全长 cDNA 序列已被提交 GenBank(GU 584189.1; 

FJ936563.1), 但其在转录和翻译水平上组织表达谱

的研究尚未见报道。 

本研究采用 RT-PCR 技术克隆 LcActb 的开放阅

读框(Open reading frame, ORF), 同时, 将其亚克隆

到原核表达载体上进行表达 , 并制备和纯化抗

LcActb的多克隆抗体, 通过实时荧光定量 PCR(qRT- 

PCR)和 Western blotting方法, 分析 LcActb在肌肉、

心脏、肝脏等 8 个组织中的表达模式, 为探讨其作
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为内参基因进行相关研究的可行性, 也为进一步研究

大黄鱼功能基因的差异表达提供基础数据。 

1   材料与方法 

1.1  材料 

成熟大黄鱼 (全长 410~450 mm)活体购于福建

省宁德市海洋技术开发有限公司 , 解剖后 , 取其心

脏、肝、脾、肠、胃、肾、肌肉和幽门垂共 8 种组织, 

立即冻存于液氮中, 带回实验室后转入−80℃冰箱保

存备用。雌、雄鱼各取 5 尾, 用于提取克隆 LcActb

的 ORF序列和分析 LcActb组织表达所需的总 RNA。 

1.2  方法 

1.2.1  PCR扩增 LcActb的 ORF序列 

以常规 Trizol 法提取各组织的总 RNA 后, 按

Invitrogen 公司的试剂盒说明书进行 mRNA 的纯化

和 cDNA 第一链的合成。以合成的肝脏 cDNA 第一

链为模板, 根据已克隆的 LcActb 全长 cDNA 序列

(GenBank accession: GU584189.1; FJ936563.1)设计 1

对特异性引物, 以此进行 PCR 扩增得到 LcActb 的

ORF序列, 引物序列如下;   

P1: 5′- CCCAAGCTT(Hind III识别位点)ATGG 

AAGATGAAATCGCCGC;  
P2: 5′- CCGCTCGAG(Xho I识别位点)TTAGAA 

GCATTTGCGTTTGCGGTGGAC,  
引物由上海生工生物技术工程服务有限公司合成。 

PCR 反应体系为 50 μL, 其中包括 10 mmol/L 

Tris-HCl (pH8.3)、50 mmol/L KCl、1.5 mmol/L MgCl2、

1 mmol/L dNTPs、104 mmol/L P1、104 mmol/L P2、

1 unit Taq DNA polymerase。反应条件为 94 ℃预变性

5 min; 94 ℃变性 1 min, 50 ℃退火 1 min, 72 ℃延伸 1 min, 

循环数 35 个; 72 ℃再延伸 10 min。 

1.2.2  LcActb原核表达载体的构建 

按文献[16]进行; DNA 测序由上海生工生物技

术工程服务有限公司进行;  LcActb 的 ORF 序列分

析用 DNA Strider 1.2。 

1.2.3  pET32a-LcActb 在大肠杆菌中的表达及可溶                                

性分析 

重组质粒转化 E. coli BL21, 挑取阳性单菌落, 

活化后进行诱导表达 , 同时设未诱导对照。其中 , 

IPTG分别设置为 0.1、0.2、0.4、0.6、0.7、0.8 mmol/L, 

诱导温度分别设置为 18、24、28、34、37 ℃, 诱导

时间分别设置为 2、3、4、5、6、7 h。重组表达蛋

白可溶性分析按文献[16]进行。用 SDS-PAGE电泳检

测表达产物, 分离胶浓度为 12%。 

1.2.4   LcActb的纯化 

重组菌按上述探索好的条件大量表达。LcActb

的纯化按 QIAGEN公司 Ni-NIA Agarose试剂盒说明

书进行, 并用 SDS-PAGE 鉴定蛋白纯度。 

1.2.5  LcActb抗血清的制备及效价检测 

按文献[17]进行。 

1.2.6  LcActb抗血清 IgG的纯化 

按文献[18]进行。 

1.2.7  Western Blotting 分析 

按文献[16]进行。其中, 鼠抗 His 单克隆抗体作

为一抗(1: 3000), 辣根过氧化物酶( HRP) 标记的羊

抗鼠 IgG 为二抗(1: 4000), 用 ECL发光试剂盒曝光

充分显色, 拍片保存。 

1.2.8  LcActb在大黄鱼各组织的表达 

分别提取心脏、肝、脾、肠、胃、肾、肌肉和

幽门垂共 8 种组织的 RNA 后, 进行 qRT- PCR。引

物序列如下,  

qAct1: ACGCCAACACCGTGCTGTC;  
qAct2: TTAGAAGCATTTGCGGTGGAC,  
引物由上海生工生物技术工程服务有限公司合成。 

qRT- PCR反应体系为 15 μL: Mix 7.5 μL, qAct1 

0.15 μL; qAct2 0.15 μL; cDNA 1.5 μL; RNase Free 
ddH2O 补至 15 μL。 

于 StepOnePlus™实时荧光定量 PCR 系统上扩

增, 程序为: 50 , 2 min; 95 , 10 min; 95 , 15 s, ℃ ℃ ℃

60 , 1 min, ℃ 循环数 40 个。PCR 扩增产物先用 1%

琼脂糖凝胶电泳检测。LcActb mRNA相对表达水平

用 2–ΔΔCT法计算[19]。每个样品重复 3 次。以肝脏的

表达水平作对照, 目的基因相对表达量用平均值±标

准差表示, 数据分析采用 SPSS17.0 统计分析软件, 

Duncan法进行多重比较, 当 P<0.05 时差异显著。 

1.2.9   LcActb在大黄鱼各组织的表达 

从心脏、肝、脾、肠、胃、肾、肌肉和幽门垂

共 8 种组织中提取总蛋白。采用 Bradford 方法[20]

定量蛋白质后 , 每个组织取 1 mg 蛋白质进行

SDS-PAGE 分析, 分离胶浓度为 12%。经 Western 

Blotting 检测 LcActb 在大黄鱼各组织中的表达情

况。实验经 3 次生物学重复。 

2  结果与分析 

2.1  pET32a-LcActb 的构建及鉴定 

LcActb ORF的 PCR扩增产物经 1%琼脂糖凝胶

电泳后, 将预期大小的 PCR 产物与 pET32a(+)载体
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用 T4DNA 连接酶连接。连接产物转化 E. coli DH5α, 

经选择性培养基筛选和双酶切鉴定, 挑选阳性重组

质粒进行测序。测序结果表明(图 1), 该片段长 1128 bp, 

编码 375个氨基酸残基组成的肽段。序列分析表明, 该

片段序列与原序列一致, 阅读框架正确, 目的基因插

入正确, 显示重组表达载体 pET32a-LcActb构建成功。 

 

图 1  LcActb的 ORF序列和推断的氨基酸序列 

Fig.1  The cDNA and predict amino acid sequences of the LcActb ORF in L. crocea 
 

2.2  LcActb 蛋白原核表达、可溶性分析及

纯化 

pET32a-LcActb 重组菌经菌落 PCR 检测后, 随

机挑取 1 个阳性菌, 加 IPTG 诱导表达。pET32a- 

LcActb 诱导表达量随温度升高而增多, 至 28 ℃时, 

其表达量达最高后, 又随温度升高而减少。故选择诱

导温度为 28 ℃ , 结果见图 2A。由于目的蛋白为

41.701 ku, 加上质粒 pET-32a(+)在多克隆位点上游

有一段编码序列, 融合蛋白约为 45~47 ku。实验结果

与预期的目的蛋白大小相符。不同时间诱导时, 诱导

5 h 后诱导表达量增多, 故选择诱导时间为 5 h, 结

果见图 2B; 不同 IPTG 浓度诱导时, IPTG 浓度从

0.1 mmol/L 到 0.8 mmol/L 诱导时, 表达量最大时的

IPTG 浓度为 0.4 mmol/L, 结果见图 2C; 用 IPTG 浓 

度为 0.4 mmol/L 诱导表达的 BL21 重组菌经离心收

集菌体, 菌体经超声波裂解, 用 SDS-PAGE 分析裂

解后的上清和沉淀, pET32a-LcActb表达蛋白存在菌

体裂解液沉淀中, 即以包涵体形式表达, 结果见图 2D。 

纯化的 LcActb用 SDS-PAGE进行分析, 结果只

含有一条目的蛋白带(图 3A)。蛋白浓度为 1.67 g/L。

经 Western blotting 验证, 泳道上出现蛋白特异性的

反应条带(图 3B)。实验结果表明, LcActb表达成功。 

2.3  抗 LcActb抗血清制备及其效价检测和

特异性分析 

以纯化 LcActb为抗原制备抗血清。以未免疫的

兔血清作为阴性对照, 将免疫的兔抗血清做不同稀

释后, 进行 ELISA 检测。标本孔的吸收值与阴性标

本孔的吸收值的比值(P/N)大于 2.1 时判断为阳性。 
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图 2  pET32a-LcActb原核表达条件的优化及可溶性分析 SDS-PAGE图谱 

Fig.2  SDS-PAGE analysis of optimized expression condition and the protein solubility of pET32a-LcActb in E. coli 

A. 诱导温度对 LcActb 蛋白表达量影响的 SDS-PAGE图谱, M. 蛋白分子量标准; 1. pET32a(+)未诱导; 2. pET32a(+)诱导; 3. pET32a- 

LcActb未诱导;白色箭头所示为目的蛋白条带(下同), 4-8. pET32a-LcActb分别在 18、24、28、34、37℃时诱导表达产物, ; B. 诱导时间

对 LcActb蛋白表达量影响的 SDS-PAGE图谱, 4-9. pET32a-LcActb为分别在 2, 3 , 4, 5, 6, 7 h时诱导表达产物;  C. IPTG诱导浓度 LcActb

蛋白表达量影响的 SDS-PAGE图谱, 4-8.pET32a-LcActb为诱导分别在 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.7, 0.8 mmol/L时表达产物; D. LcActb蛋白可溶

性分析的 SDS-PAGE图谱, 3, 5. 菌体裂解上清液; 4, 6. 菌体裂解沉淀液 
A. SDS-PAGE analysis of the influence of different induction temperature on the expression amount of LcActb in E. coli, M. Protein molecular 
weight standard, 1. pET32a(+) transformed bacterial cells before IPTG induction, 2. pET32a(+) transformed bacterial cells induced for 6 h by 
1.2 mmol/L IPTG, 3. The recombinant plasmid pET32a-LcActb transformed bacterial cells before IPTG induction; White arrow shows the 
recombinant LcActb(the same as fig.2B, C, D),  4-8. The recombinant plasmid pET32a-LcActb transformed bacterial cells induced respec-
tively in 18, 24, 28, 34, 37  for 6 h by 1.2 mmol℃ /L IPTG; B. SDS-PAGE analysis of the influence of different induction time on the expression 
amount of LcActb in E. coli, 4-9. The recombinant plasmid pET32a-LcActb transformed bacterial cells induced respectively for 2, 3, 4, 5, 6, 7 h 
by 1.2 mmol/L IPTG, at 28 ;℃  C. SDS-PAGE analysis of the influence of different IPTG concentration on the expression amount of LcActb in 
E. coli, 4-8. The recombinant plasmid pET32a-LcActb transformed bacterial cells induced for 6 h in 28 respectively by 0.1℃ , 0.2, 0.4, 0.6, 0.7, 
0.8 mmol/L IPTG; D. SDS-PAGE analysis of the LcActb protein solubility, 3. The supernatant of the recombinant plasmid pET32a-LcActb 
transformed bacterial cells induced by 28 , 200 r℃ /min, 5 h and 0.4 mmol/L IPTG,  the precipitation of the recombinant plasmid 
pET32a-LcActb transformed bacterial cells induced by 28 , 200 r℃ /min, 5 h and 0.4 mmol/L IPTG 
 

 
 

图 3  LcActb 蛋白纯化的 SDS-PAGE 图谱和 Western 

blotting 验证 

Fig.3  SDS-PAGE and Western blotting analysis of purified 
LcActb 

A. 纯化 LcActb 的 SDS-PAGE 图谱; B.纯化 LcActb 的 Western  

blotting验证; M. 蛋白分子量标准; 1. LcActb纯化产物  

A. SDS-PAGE analysis of purified LcActb; B. Western blotting 
analysis of purified LcActb; M. Protein molecular weight standard; 
1. purified LcActb  

结果表明, LcActb的兔抗血清效价达到 1 1.00×10∶ 6。 

Western blotting 结果显示, 用免疫前的血清进

行实验时不显示条带; 未纯化的抗血清由于含有很

多非特异性抗体 , 所以有非特异性条带; 而用纯化

的 LcActb特异性的抗体(1: 1000 稀释), 则无非特异

性条带 (图 4)。以上结果表明 , 制备和纯化后的

LcActb 多克隆抗体特异性较强。 

2.4  LcActb 基因在大黄鱼各组织的表达 

利用 qRT- PCR方法分析 LcActb在大黄鱼心脏、

肝、脾、肠、胃、肾、肌肉和幽门垂共 8 种组织的表

达及差异, 结果显示, LcActb在这些组织中均有表达。 

应用 2–ΔΔCT法计算 LcActb在各组织中的表达量, 

以肝的表达量为 1 计算, LcActb 在各组织的表达量

无显著性差异(图 5)。 

利用Wester blotting 方法分析 LcActb在大黄鱼上

述 8 种组织的表达及差异, 结果显示(图 6), LcActb在
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这些组织中含量无显著差异。 

 

图 4  纯化的多克隆抗体的 Western blotting特异性分析  

  Fig.4  Western blotting analysis of purified LcActb antibody 

1. 免疫前血清; 2. 未纯化的抗血清; 3. 纯化的多克隆抗体 

1. Pre-immuserum; 2. No-purified LcActb antibody; 3. Purified 
LcActb antibody 

 

图 5  LcActb在不同组织中的表达量 

Fig.5  Expression pattern of LcActb in different tissues of L. 
crocea 

 

图 6  LcActb在不同组织中的含量 

Fig.6  Expression pattern of LcActb in different tissues of L. 
crocea 

 

3  讨论 

一直以来, 在分子生物学领域的基因 mRNA 的

相对表达研究中, 由于 β-actin 具有时空恒定表达的

特性而成为最常用的内参基因。但近年来有研究认

为, β-actin在有些物种、某些情况下并不适合作为内

参基因。其一, β-actin表达水平在不同的外界环境或

生理条件下可能存在显著的差异 [20-21], 如广温性鲤

(Cyprinus carpio)冷适应机制的研究表明, β-actin 的

表达水平在冬季和夏季存在显著性差异 [22]。其二 , 

β-actin 基因的表达水平在生物不同的生长阶段也有

所不同[23], 如斑马鱼 β-actin 基因表达量在脑神经细

胞增殖时过表达[24]。其三, β-actin 基因受某些疾病

的影响表达量也有所不同 , 如在哮喘患者气道中

β-actin 基因的表达水平比正常组织中的表达水平低

10倍[11]。这说明, 在利用 β-actin作为内参进行基因

表达研究时, 首先要对其作为分子内参的可靠性进

行评估。 

本研究通过 qRT-PCR 检测得到的结果表明, 大

黄鱼 LcActb的 mRNA 在所采集的成体鱼心脏、肝、

脾、肠、胃、肾、肌肉和幽门垂共 8 种组织中的表

达差异均不显著。这与宽体沙鳅(Botia reevesae)[13]、

鳡 (Elopichthys bambusa) [14]、三角帆蚌 (Hyriopsis 

cumingii) [25]、黄颡鱼(Pelteobagrus fulvidraco) [26]中的

研究结果基本一致。但迄今, 关于鱼类 β-actin 表达

的研究都没有从不同的发育阶段及外界环境或生理

条件对其影响等方面进行系统的展开, 基本上仅限

于基因在某一时期不同组织中的表达差异方面进行

分析。本研究只研究了成体鱼不同组织中 LcActb 的

表达情况, 至于, LcActb 表达水平在不同的生长阶

段、在不同的外界环境或生理条件下是否存在差异, 

将是我们下一步要深入研究的问题。因此, LcActb可

作为研究大黄鱼成体鱼中其他基因表达转录水平时

的内参标准。 

mRNA 的相对量说明了 β-actin 在转录水平是

否存在差异; 蛋白质的相对量能进一步表明 β-actin

在转录后水平的差异。现有文献也基本上只针对于

前一个方面开展研究。本研究进一步分析了 LcActb

在转录后的蛋白质水平的差异。Western blotting检测

的结果表明 , LcActb 在转录后水平也无差异 , 即

LcActb 在 8 种组织中表达量恒定。因此, LcActb 可

作为研究大黄鱼成体鱼中其他基因表达转录后水平

的内参标准。 
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Abstract: In order to evaluate the feasibility that the -actin gene of Large yellow croaker (Larimichthys crocea), 

named as LcActb, acts as internal reference gene for the relavent researchs, the expression level of LcActb was ana-

lysed in different tissues. LcActb was isolated from the total RNA of livers from L. crocea by RT-PCR with gene 

specific primers designed according to the sequence of open reading frame of published data. Furthermore, a pro-

karyotic expression vector pET32a-LcActb was constructed and transformed into E. coli BL21 (DE3). After induced 

by IPTG, a molecular mass of fusion protein close to 45 ku was produced, and the best expression was induced by 

0.4 mmol/L IPTG at 28 ℃, 200 r/min for 5 h. The fusion protein was purified and examined by SDS-PAGE and 

western blotting analysis. LcActb proteins were used to immunize adult rabbits following standard protocols. Con-

sequently, it was found by using Western blotting analysis that polyclonal antibodies against LcActb had high 

specificity. The relative expression levels of LcActb mRNA in L. crocea were determined by fluorescent Real-time 

RT-PCR. LcActb was steadily expressed in different tissues of L. crocea. Meanwhile, the expression of LcActb pro-

tein was also analyzed using the purified antibodies through Western blotting. It was found that LcActb was steadily 

expressed in the detected tissues. So this LcActb gene was suitable as an internal control for analysis of functional 

gene in L. crocea. 
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