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(标有不同字母者表示组间有显著性差异(P<0.05),标有相同字母者表

示组间无显著性差异(P>0.05)。The
 

means
 

with
 

different
 

letters
 

are
 

significantly
 

different
 

inthe
 

groups
 

at
 

the
 

0.05
 

probability
 

level,
 

and
 

the
 

means
 

with
 

thesame
 

letter
 

are
 

not
 

significant
 

differences.)

图6 bace2基因在绿尾唇鱼各组织中的表达分布

Fig.6 Expression
 

distribution
 

of
 

the
 

bace2
 

gene
 

in
 

various
 

tissues
 

of
 

Cheilinus
 

chlorourus

并不普遍存在。根据鱼类是否具有胃结构可以将其分

为有胃鱼和无胃鱼,目前已知的无胃鱼有鲤形目、鳉形

目、鲀形目和隆头鱼目等。硬骨鱼在进化过程中出现

了相互独立的多次胃结构丢失,比较基因组学分析发

现胃结构丢失伴随着与胃酸及胃蛋白酶相关的基因丢

失或失活[16]。
目前针对BACE2功能的研究较少。在哺乳动物

的研究中,BACE1和BACE2同属于天冬氨酸蛋白酶

家族成员,氨基酸序列相似性达64%,是密切的同源

物[18-20]。BACE2的功能研究主要集中在阿尔茨海默

病(AD)[18]和2型 糖 尿 病(T2D)[7]的 发 病 机 制。
BACE2普遍表达于外周分泌组织中,如胰岛、胃和甲

状腺等,其在胰腺β细胞中的相对表达量最高[5],在β
细胞水解加工Tmem27蛋白[21]。此外,BACE2还作

为β-分泌酶,通过裂解β-淀粉样蛋白前体蛋白(APP)
产生β-淀粉样蛋白(Aβ)发挥作用。

 

3.1
 

绿尾唇鱼bace2基因的序列特征及进化分析

绿尾唇鱼作为典型的无胃鱼,其胃部结构(包括胃

腺)退化
 

,食道直接与肠道相连,BACE2是否在其消化

(图中蓝色为bace2的杂交信号。Blue
 

for
 

hybridization
 

signals
 

of
 

bace2.)
图7 bace2在小肠绒毛中的阳性信号(A)、(B)、(C),bace2在小肠绒毛中的阴性信号(D)、(E)、(F)和小肠绒毛的HE染色(G)、(H)、(I)

Fig.7 Positive
 

signal
 

of
 

bace2
 

in
 

intestinal
 

villus
 

(A)、(B)、(C)
 

negative
 

signal
 

of
 

bace2
 

in
 

intestinal
 

villus
 

(D)、(E)、(F)
 

and
 

HE
 

staining
 

of
 

intestinal
 

villus
 

(G)、(H)、(I)
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((DAPI(蓝色)显示细胞核,FITC(绿色)代表BACE2
 

mRNA信号,合并图像显示DAPI与FITC信号的重叠分布。红色箭头表示BACE2蛋白在细胞

膜上定位。DAPI
 

(blue)
 

indicates
 

nuclei,
 

and
 

FITC
 

(green)
 

represents
 

BACE2
 

mRNA
 

signal,
 

merge
 

image
 

shows
 

the
 

overlap
 

of
 

DAPI
 

and
 

FITC
 

sig-
nals.

 

The
 

red
 

arrows
 

indicate
 

the
 

localization
 

of
 

BACE2
 

protein
 

on
 

the
 

cell
 

membrane.)

图8 BACE2蛋白在HEK
 

293T中的亚细胞定位

Fig.8 Subcellular
 

localization
 

of
 

the
 

BACE2
 

protein
 

in
 

HEK
 

293T
 

cells
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系统中发挥作用尚不明确。本研究采用基因克隆的方

法得到了绿尾唇鱼bace2基因的cDNA序列并预测了

氨基酸序列,进化树分析表明绿尾唇鱼BACE2与来自

鲈形目鱼类BACE2的相似程度较高,多重序列对比进

一步揭示绿尾唇鱼BACE2蛋白与近缘物种波纹唇鱼

的同源性最高。BACE2具有信号肽序列,是一种跨膜

蛋白,第30至第462号氨基酸均在膜外,占据全部氨基

酸序列的73%以上,二级结构以无规则卷曲为主。研

究表明,BACE2的催化结构域位于膜外,其膜外区域

的蛋白酶结构域具有催化活性,负责切割底物[22-23],去
除BACE2的膜外区域会显著削弱其对底物的切割能

力,而删除细胞质部分则不影响,这表明膜外区域是

BACE2与底物相互作用的基础[4]。因此,推测绿尾唇

鱼BACE2蛋白具有天冬氨酸型内肽酶活性,作用于肽

键,在细胞外行使消化功能,主要在蛋白水解过程中发

挥作用。
3.2

 

bace2
 

基因的表达特征

BACE2是BACE蛋白酶家族的一员,在哺乳动物

中具有裂解蛋白质的功能,通过对胰岛素前体或其他

特定底物的加工,在代谢、神经功能中发挥重要作

用[21,23]。qPCR结果显示,bace2 基因在绿尾唇鱼肠道

中的表达量显著高于其他组织。肠是绿尾唇鱼进行食

物分解、营养吸收和代谢调控的关键部位,这一表达模

式可能与BACE2发挥的作用相关,作为一种蛋白酶,
BACE2可能作用于蛋白,促进食物蛋白质的分解。

通过bace2
 

mRNA原位杂交对绿尾唇鱼肠组织进

行检测,结果表明,bace2 基因在小肠绒毛和隐窝中大

量表达。小肠绒毛表面覆盖柱状上皮细胞,扩大了吸

收面积,通过钠-葡萄糖协同转运体等机制主动吸收葡

萄糖、氨基酸等营养物质[24]。小肠隐窝中的细胞直接

或间接参与消化功能,隐窝底部的分泌细胞可以分泌

氯化物和碳酸氢盐,维持肠的酸碱平衡[24],隐窝底部具

有大量干细胞,可以不断分裂并分化为多种功能细胞,
其分化产生的腺体细胞可以直接分泌消化酶;杯状细

胞可以分泌黏液保护肠壁免受损伤和润滑食物[25];内
分泌细胞可以分泌激素,如胆囊收缩素、促胰液素等,
这些激素可以调节胰腺和胆囊的分泌,间接促进食物

的消化[26]。原位杂交结果表明,绿尾唇鱼BACE2蛋

白可能由小肠绒毛和小肠隐窝细胞合成,在蛋白质的

消化过程中发挥重要作用。
亚细胞定位显示,BACE2蛋白主要定位在细胞

膜,这与其生物信息学预测的结构特性一致。在哺乳

动物中,BACE2属于β-分泌酶家族,作为跨膜蛋白表

达于细胞膜上,适于与胞外基质中的底物蛋白相互作

用[27-28]。结合其相对定量及原位杂交定位结果,推测

BACE2可能参与肠道的消化功能,通过裂解特定蛋白

质以进行消化或维持肠道环境稳态,肠道上皮细胞膜

上的一些酶类和转运蛋白也具有类似作用[29],BACE2
在细胞膜上的分布表明其可能与膜表面底物蛋白如黏

附蛋白、肠道相关酶前体的裂解加工相关。
本研究预测了BACE2的理化性质,验证了bace2

基因在绿尾唇鱼肠道组织中的位置和在细胞中的定

位,推测BACE2蛋白在绿尾唇鱼肠道中发挥蛋白质水

解功能。

4 结论

(1)绿尾唇鱼bace2基因开放阅读框长度为1
 

530
 

bp,
编码509个氨基酸,在不同物种中较为保守,BACE2蛋

白是一种跨膜蛋白,主要功能域位于膜外。
(2)绿尾唇鱼bace2基因在肠道中的相对表达量最

高,且在小肠绒毛和隐窝区域广泛表达,其表达主要定

位于细胞膜,推测BACE2蛋白在肠道中发挥蛋白质水

解功能,参与食物蛋白质的水解过程。
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Abstract: Cheilinus
 

chlorourus
 

is
 

an
 

important
 

economic
 

fish
 

species
 

in
 

South
 

China
 

Sea.
 

As
 

a
 

carnivorous
 

fish
 

species
 

lacking
 

stomach,
 

C.
 

chlorourus
 

does
 

not
 

express
 

the
 

pepsinogen
 

gene.
 

In
 

this
 

study,
 

to
 

investigate
 

whether
 

the
 

β-site
 

amyloid
 

precursor
 

protein
 

cleaving
 

enzyme
 

2
 

(BACE2)
 

functions
 

in
 

hydrolyzing
 

food
 

proteins
 

in
 

C.
 

chlorourus,
 

we
 

employed
 

several
 

analytical
 

techniques.
 

We
 

utilized
 

sequence
 

feature
 

analysis
 

to
 

characterize
 

the
 

gene
 

structure,
 

bioinformatic
 

analysis
 

to
 

predict
 

protein
 

function,
 

and
 

in
 

situ
 

hybridization
 

to
 

assess
 

gene
 

expression
 

patterns
 

of
 

the
 

BACE2
 

gene
 

in
 

C.
 

chlorourus.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

bace2
 

has
 

an
 

open
 

reading
 

frame
 

(ORF)
 

of
 

1
 

530
 

bp,
 

encodes
 

509
 

amino
 

acids.
 

The
 

BACE2
 

is
 

highly
 

conserved
 

in
 

Perciformes.
 

It
 

was
 

highly
 

similar
 

with
 

BACE2
 

from
 

C.
 

undulatus
 

and
 

Siniperca
 

chuatsi.
 

The
 

predicted
 

molecular
 

weight
 

of
 

the
 

protein
 

was
 

55.27
 

kDa,
 

and
 

its
 

isoelectric
 

point
 

was
 

5.10.
 

It
 

was
 

a
 

stable,
 

hydrophilic
 

protein
 

with
 

a
 

signal
 

peptide
 

and
 

two
 

transmembrane
 

domains.
 

It
 

also
 

had
 

three
 

possible
 

N-glycosylation
 

sites
 

and
 

six
 

possible
 

O-glycosylation
 

sites.
 

Its
 

secondary
 

structure
 

was
 

mainly
 

random
 

coils.
 

QRT-PCR
 

analysis
 

showed
 

that
 

bace2
 

exhibited
 

the
 

highest
 

relative
 

expression
 

level
 

in
 

intestine.
 

In
 

situ
 

hybridization
 

showed
 

that
 

bace2
 

widely
 

expressed
 

in
 

villi
 

and
 

intestinal
 

crypt.
 

Subcellular
 

localization
 

revealed
 

that
 

BACE2
 

primarily
 

localized
 

in
 

cell
 

membrane.
 

These
 

results
 

suggested
 

that
 

BACE2
 

may
 

be
 

secreted
 

by
 

intestinal
 

villus,
 

contributing
 

to
 

the
 

hydrolysis
 

of
 

extracellular
 

proteins.
 

Our
 

findings
 

provided
 

useful
 

information
 

for
 

studying
 

the
 

digestion
 

of
 

C.
 

chlorourus
 

and
 

developing
 

better
 

artificial
 

feeds.
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