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摘要: 氨肽酶 N（APN）是肽酶 M1家族的成员之一, 在蛋白质的消化中发挥重要作用。采

用同源克隆和 RACE技术首次克隆草鱼 APN基因的全长 cDNA 序列。该 cDNA全长为 3 258 

bp, 包含 27 bp的 5′UTR序列, 552 bp的 3′UTR 序列, 2 679 bp开放阅读框, 编码 892个氨基

酸; 草鱼与斑马鱼基因同源性和编码氨基酸同源性分别为 81.5%和 75.4%, 与其他动物同源

性分别为 58.8%~61.2%和 54.3%~60.2%。经预测, 其编码蛋白的分子量为 100.61 ku, 等电点

为 5.14, 该蛋白具有与哺乳动物十分相似的 1个螺旋跨膜结构, 但跨膜区氨基酸同源性较低; 

系统进化分析表明, 草鱼 APN基因与斑马鱼的亲缘关系最近; 利用 Real-time PCR技术检测

了该基因的发育表达, 结果显示草鱼出膜 4 d后 APN mRNA表达量相对稳定; APN在草鱼前

肠、中肠和后肠均有较高的表达量, 以前肠组织表达量最高; 昼夜节律研究发现, 肠道 APN

基因 06:00-18:00的表达量较 18:00-06:00高。 
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氨肽酶 N(aminopeptidase N, APN)是肽酶 M1
家族(peptidase family M1)的成员, 含有 1个螺旋跨
膜结构, N端大约 8~10个残基的肽链伸入胞浆, 通
过 N 端的螺旋跨膜区固定在细胞膜上, 属于肽链
端解酶(exopeptidase),可使氨基酸从多肽链的 N 端
依次水解游离出来, 它偏好水解蛋白或寡肽 N 端
中性氨基酸, 广泛分布于动物组织中。目前关于氨
肽酶研究较多的是兔氨肽酶基因的分子特征及其

表达与活性研究, 雏鸡氨肽酶基因组织差异性表
达及重组表达 , 阿拉斯加鳕 (Theragra chal-
cogramma)、金枪鱼 (Thunnus albacares)和草鱼
(Ctenopharyngodon idellus)氨肽酶蛋白的分离纯化
等[1-8], 这些研究为进一步认识氨肽酶基因及其功
能奠定了基础, 但是氨肽酶基因功能与结构的关
系及其在生物体内催化蛋白质降解的分子机理研

究尚未见报道。 

动物摄取的蛋白质经胃蛋白酶、胰蛋白酶、糜

蛋白酶等作用后变成短链的肽和部分游离氨基酸。

短肽经羧肽酶和氨肽酶的作用, 分别从肽段的 C
端和 N 端水解成为蛋白质的最小组成单位—氨基
酸。在动物消化系统中, 人们发现了氨肽酶 N以高
活力存在, 在降解外源蛋白质过程中发挥重要的
作用, 这说明氨肽酶 N 能为机体的新陈代谢提供
氨基酸[9], 在实现蛋白质的转化和新陈代谢的平衡
方面具有重要意义。因此, 克隆草鱼氨肽酶 N 基
因, 分析该基因在草鱼不同发育时期、不同组织的
差异表达及昼夜表达节律, 可反映出其降解蛋白
质能力的变化规律, 对深入了解草鱼蛋白质的代
谢具有重要的科学意义。 

本研究通过同源克隆和 RACE 技术获得在草
鱼肠道蛋白质消化过程中起重要作用的氨肽酶 N

基因, 对其 cDNA 序列和推导的氨基酸及蛋白进
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行了分析, 并用实时荧光定量 PCR 技术检测了该
基因在草鱼不同发育时期、不同组织及昼夜表达变

化, 为氨肽酶基因功能与结构的关系及其在生物

体内催化蛋白质降解的分子机理研究奠定了基础。 

1  材料与方法  

1.1  实验材料 

试验鱼    健康无病草鱼 30 尾, 平均体长 
16.5 cm, 平均体质量 55.0 g; 发育变化研究所用的
受精卵及鱼苗, 均购于湖南省水产科学研究所。 

主要试剂     E.Z.N.A.TM Total RNA KitⅡ 
RNA 提取试剂盒、逆转录试剂盒购于 Fermentas; 
TOP10感受态细胞和 pGM-T载体购于 TIANGEN; 
末端转移酶(TdT)、dATP、TaKaRa DNA Fragment 
Purification Kit Ver210 和 SYBR® Premix Ex Taq 
TMⅡ购于 TaKaRa。 
1.2  实验方法 

总 RNA 提取    取草鱼鲜活肠组织, 用 RNA
提取试剂盒提取总 RNA, 加入 30 μL RNase-free 
water, 60 ℃孵育溶解 RNA沉淀, −20 ℃保存备用。 

APN cDNA 中间片段克隆    从 GenBank中
下载相关序列, 用 DNAMAN 分析保守性, 在保守
区内用 Premier5.0设计特异性引物 P(表 1), 引物由
上海英骏生物技术有限公司合成。以提取的总

RNA 为模板, 按逆转录试剂盒操作说明逆转录成
第一条 cDNA 链。PCR 扩增条件为 95 ℃预变性 

3 min; 94 ℃ 30 s, 48 ℃ 30 s, 72 ℃ 90 s, 共 30个
循环; 72 ℃延伸 10 min。PCR产物经 1.0%琼脂糖
凝胶电泳、切胶和回收纯化后克隆至 pGM-T载体, 
转化到感受态 TOP10, 进行蓝白斑筛选, 菌液 PCR
检测阳性克隆送上海博尚生物技术有限公司测序。 

3′端片段克隆     扩增时共设计 4 条引物, 
GSPP1、NGSPP1、 3′RACE Olig(T)-Adaptor 和
3′RACE Adaptor, 其中GSPP1和NGSPP1是根据已
获得中间片段序列而设计的特异性引物 , 并且
GSPP1在 NGSPP1的上游; 3′RACE Olig(T)-Adapt- 
or和 3′RACE Adaptor是一对通用引物。反转录时, 
用 3′RACE Olig(T)-Adaptor代替反转录试剂盒中的
Olig(T)用于 mRNA 反转录; 扩增时, 用 GSPP1 和
3′RACE Adaptor做第一次 PCR, 扩增条件: 94 ℃预
变性 3 min; 94 ℃ 30 s, 55 ℃ 30 s, 72 ℃ 90 s, 共 20
个循环; 72 ℃延伸 10 min。产物稀释 50倍后再用
NGSPP1 和 3′RACE Adaptor 做巢式 PCR, 反应条
件同上。PCR产物验证同中间片段的克隆。 

5′端片段克隆    扩增时共设计 4 条引物, 
GSPP2、NGSPP2、5′RACE Olig(T)-Adaptor 和
5′RACE Adaptor, 其中GSPP2和NGSPP2是根据已
获得中间片段序列而设计的特异性引物 ,  并且
GSPP2在 NGSPP2的下游; 5′RACE Olig(T)-Adapt- 
or和 5′RACE Adaptor是一对通用引物。首先, 反
转录。用特异性引物 GSPP2 代替反转录试剂盒中
的Olig(T)在Mulv逆转录酶的作用下合成 cDNA的 

 
表 1  APN 和 Actin 引物参数 

Tab. 1  Parameters of primer pairs for APN and Actin gene 
引物 primer 引物序列  primer sequence 用途 usage 

P+ 5′-GTCGCCACAACTCAGATG-3′ 中间片段扩增

P- 5′- GTAAACCTCBGWGCGRTC -3′ 中间片段扩增

GSPP1+ 5′-CCGTTATTAACCGGGCACAG-3′ 3' 端扩增 

GSPP2- 5′-TGAGCCACAGGTCATTCC-3′ 5′ 端扩增 

NGSPP1+ 5′-GTTTGATCGCTCGGAGGTT-3′ 3′ 端扩增 

NGSPP2- 5′- GCATCTGAGTTGTGGCGAC-3′ 5′ 端扩增 

3′RACE Olig(T)-Adaptor 5′-CTGATCTAGAGGTACCGGATCCTTTTTTTTTTTTTT-3′ 3′ 端扩增 

3′RACE Adaptor 5′-CTGATCTAGAGGTACCGGATCC-3′ 3′ 端扩增 

5′RACE Olig(T)-Adaptor 5′-GACTCGAGTCGACATCGATTTTTTTTTTTTTTTTT-3′ 5′ 端扩增 

5′RACE Adaptor 5′-GACTCGAGTCGACATCG-3′ 5′ 端扩增 

Nei+ 5′-GCCCAAAACTGTGCAAGAAAT-3′ 荧光定量 

Nei- 5′-CTCTGATGCGTGTCTGGTTTAGT-3′ 荧光定量 

Actin+ 5′-GAACACTGTGCTGTCTGGAGGTA-3′ 内参引物 

Actin- 5′-CTTGGGTTGGTCGTTTGAATC-3′ 内参引物 
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第一链, 用 DNA Fragment Purification Kit Ver.2.0 
(Code: DV807A)纯化试剂盒将 cDNA纯化。 其次, 
在纯化产物 cDNA3'端加一个 Poly(A)尾巴。取纯化
cDNA 10 μL, 5×TdT buffer 10 μL, 0.1% BSA 5 μL, 
dATP (10 mmol/L) 2.5 μL, TdT酶 1 μL, H2O 21.5 μL, 
37 ℃保温 30 min后 80 ℃终止反应 3 min, 产物用
H2O稀释为 0.5 mL后−20 ℃保存备用。最后, 巢式
PCR。方法步骤同 3′端片段克隆。PCR产物验证同
中间片段的克隆。 
1.3  APN mRNA 表达差异分析 

不同发育阶段的表达差异性分析    在湖南
省水产科学研究所挑选 1年以上、性成熟、体形良
好的雌雄草鱼作为亲鱼, 采用人工湿法授精获得
受精卵, 发育温度控制在 20~30 ℃。分别在囊胚
期、原肠期、神经期、器官形成期、出膜前期、出

膜期(d0)、出膜后 1 d(d1)、d2、d3、d4、d7、d14、
d21、d24、d28、d35共 16个时期取样。 

参照金鱼管家基因 β-actin(AB039726)设计内
参引物 Actin, 作为荧光定量内参基因引物; 从已
得的序列设计 APN 荧光定量引物 Nei。根据

Kenneth 等[10]设计的比较阈值法来测定目的基因

在不同组织的相对表达量。以混合样的 2倍稀释浓
度梯度作标准曲线样品, SYBR GreenⅡ荧光染料

(TaKaRa)进行荧光定量检测。反应条件: 95 ℃ 30 s; 
95 ℃ 3 s、55 ℃ 25 s、72 ℃ 11 s, 共 40个循环; 95 ℃ 

1 min、55 ℃ 30 s、95 ℃ 30 s终止; 根据 CT值(每

个反应管内的荧光信号到达设定的域值时所经历

的循环数)计算基因引物的扩增效率和分析熔解曲
线 [10-12], 以确定引物和扩增参数达到进行荧光定

量检测组织相对表达量的要求。各样品引物 PCR
扩增的 CT 值由各自的扩增曲线分别得出, 并根据
公式[10]: 2−ΔΔ C

T= 2−(C
T
目的基因−C

T
管家基因) , 计算出样品中

基因 APN mRNA 相对表达丰度, 然后再取其对数
作图。 

不同组织的表达差异性分析    购买的成鱼
饲喂一段时间后, 随机抓捕 3 条取材, 分别取前
肠、中肠、后肠、肝脏、肾脏、脾脏、心脏和肌肉

等 8 个组织。提取总 RNA 并反转录成 cDNA 后, 
进行荧光定量检测时所用的反应条件及数据处

理同上。 
昼夜节律的表达差异性分析    每天 09:00

和 15:00给草鱼投食, 饲喂 10 d使其适应后, 分别

在 03:00、06:00、09:00、12:00、15:00、18:00、21:00、
24:00 取材。取材时快速将草鱼固定在冰上, 用已
灭菌的剪刀和镊子将肠道取出, 挤出肠道内的食
糜, 用冰浴的 PBS缓冲液清洗, 剥离掉肠道上附着
的肠结缔组织。将肠道分为前、中、后 3份, 并分
别用剪刀剪碎, 快速分成小份置于液氮保存, 用于
后续试验的总 RNA提取。进行荧光定量检测时所
用的反应条件及数据处理同上。 

2  结果与分析 

2.1  APN cDNA全长序列扩增克隆  

提取的总RNA经1.0%琼脂糖凝胶电泳, 有明显的
3条带(图1), 经紫外分光光度计检测, OD260 /OD280 =1.9, 
浓度为 65 µg/mL。运用引物 P从肠组织中扩增得
到 1 520 bp的特异性条带, 菌液送检测序, 结果在
GenBank 中 BLAST 分析确定为草鱼 APN 目的片
段。3′端和 5′端经巢式 PCR 扩增得到特异性条带, 
测序结果经 DNAman 分析, 去掉重叠区后拼接得
到 APN cDNA 全长序列(图 2 为其中部分序列，

GenBank登录号：JN088167)。 
 

 
 

图 1  总 RNA 琼脂糖凝胶电泳 
Fig. 1  Agarose gel electrophoresis of total RNA 

 
2.2  APN cDNA全长序列分析  

APN cDNA 全长序列基本特征    使用 CLC 
Main workbench 软件分析草鱼 APN cDNA 序列, 
结果显示, 全长 cDNA序列为 3 258 bp, 各碱基含
量: A: 1013, C: 698, G: 702, T: 845; 预测开放阅读
框与 NCBI网上分析一致, 包括 27 bp 5′UTR、552 
bp 3′UTR, 编码区 2 679 bp, 编码 892个氨基酸(图 
2); 预测蛋白质的分子量和等电点与DNAstar软件
预测一致, 分别为 100.61 ku和 5.14。 

APN 基因及预测氨基酸同源性分析    在
GenBank 中进行 BLAST分析, 获取到斑马鱼(Danio 
rerio NM_001089325)、巨蜥(Xenopus tropicalis XM_ 
002932257)、爪蟾(Xenopus laevis NM_ 001095122)、 
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图 2  草鱼 APN cDNA 及预测的氨基酸的部分序列 
Fig. 2  APN cDNA sequence and deduced amino acid sequence of C. idellus 

     

家鼠(Mus musculus NM_008486)、鼠(Rattus norvegicus 
NM_031012)、兔(Oryctolagus cuniculus NM_001082326)、
狗(Canis lupus familiaris NM_001146034)、马(Equus 
caballus XM_001917489)、猴 (Macaca mulatta XM_ 
001093727)、黑猩猩(Pongo abelii XM_002825814)和人
(Homo sapiens NM_001150)等11个物种APN基因序列。
使用DNAman软件的 Kimura模式分析 12 条基因同
源性、氨基酸同源性和氨基酸跨膜区同源性。结果

(表 2)显示, 草鱼与斑马鱼的基因同源性为 81.5%, 
而与其他物种的基因同源性则为 58.8%~61.2%; 编码
氨基酸与其他物种之间的同源性都为 54.3%~60.2%, 
而与斑马鱼的高达75.4%; 跨膜区的氨基酸同源性较
低, 且变化较大。 

构建 APN 基因系统进化树    使用 DNAstar
构建 12个物种APN基因系统进化树, 与MEGA4.0
软件[13]的最小进化法的最大组合法构建的结果一

致(图 3)。鱼纲中草鱼和斑马鱼独立形成一支; 爬
行纲中的巨蜥和爪蟾独立形成一支; 但在哺乳纲

中除家鼠和鼠单独分支外, 其他哺乳动物形成一
大支。系统发育树显示的亲缘关系与传统分类学基

本一致。 
APN 核酸及蛋白预测结构特征     LCL 

Main workbench 6.0和 RNA structure 4.5对 APN 
mRNA二级结构进行综合分析显示, 5′端不存在二
级结构, 而在 3′端存在大量的茎-环结构, 编码区
只有少量茎—环结构。用 Anthe_2000 和 TMHMM 
Server 2.0 软件对编码氨基酸跨膜结构进行分析发
现, 草鱼 APN 具有 1 个螺旋跨膜结构, 从 N 端的
第 11个氨基酸残基开始, 至第 33个氨基酸残基完
成跨膜, 其 N 端在细胞内, C 端在细胞外; TMpred 
Server 在线分析草鱼 APN 蛋白序列, 结果表明与
Anthe_2000 软件分析结果相似, 其它 11 个物种分
析都存在 1个跨膜区。除此共同特征外, 在哺乳动
物中, 马的氨肽酶氨基酸序列从 274到 280处存在
另外 1个跨膜区。草鱼 APN蛋白结构与哺乳类动
物 APN蛋白结构十分相似。 

 
表 2  APN 基因和氨基酸同源性 

Tab. 2  Homology of APN gene and amino acid 

种名 species 
基因全长同源性/% 
homology of gene 

full-length 

氨基酸同源性/% 
homology of amino acid

跨膜区氨基酸同源性/% 
homology of transmembrane 

area amino acid  
草鱼 Ctenopharyngodon idellus 100 100 100 

斑马鱼 Danio rerio 81.5 75.4 73.7 

巨蜥 Xenopus tropicalis 58.8 54.3 57.9 

爪蟾 Xenopus laevis 59.8 58.6 57.9 

家鼠 Mus musculus 59.2 58.5 57.9 

大鼠 Rattus norvegicus 59.4 58.0 68.4 

家兔 Oryctolagus cuniculus 61.2 58.3 57.9 

家犬 Canis lupus familiaris 60.1 57.5 47.4 

家马 Equus caballus 60.6 56.6 52.6 

猕猴 Macaca mulatta 60.4 56.0 47.4 

苏门答腊猩猩 Pongo abelii 60.3 60.2 57.9 

人 Homo sapiens 59.4 58.4 57.9 
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图 3  APN 基因系统进化树 
Fig. 3  Phylogenetic tree of the APN gene 

 
2.3  APN mRNA 表达特征 

草鱼发育过程中, 不同发育阶段的表达量相
差较大(图 4), APN mRNA从囊胚期到原肠期表达
量增加, 随后降低, 从器官形成期到出膜第 1 天, 
表达量逐渐增加, 并在出膜第 1 天达到最大值, 随
后表达量减少, 并趋于稳定。 

 

 
 

图 4  发育阶段 APN mRNA 的相对表达丰度 
图中数据表示为平均值±标准差(n=3), 不同字母表示差异显著
(P<0.05)。1.囊胚期; 2.原肠期; 3.神经期; 4.器官期; 5.出膜前期; 
6.出膜期; 7.出膜 1天; 8.出膜 2天; 9.出膜 3天; 10.出膜 4天; 11.
出膜 7天; 12.出膜 14天; 13.出膜 21天; 14.出膜 24天; 15.出膜
28天; 16.出膜 35天。 

Fig. 4  The relative abundance of APN mRNA in  
different development stage 

Error bars indicate the mean and standard deviation(n=3). Differ-
ent letters indicate statistical difference(P<0.05). 1.blastula stage; 
2.gastrul stage; 3.neural stage; 4.organ stage; 5.pre-hatching; 
6.hatching stage; 7.hatching 1 day; 8.hatching 2 days; 9. hatching 
3 days; 10.hatching 4 days; 11.hatching 7 days; 12.hatching 14 
days; 15.hatching 21 days; 16.hatching 28 days. 
 

APN在草鱼前肠、中肠、后肠、肝脏、肾脏、
脾脏、心脏和肌肉等组织中均有表达, 但在前肠组
织表达最高, 在中肠、后肠和肝脏组织表达差异不显
著, 心脏和脾脏的表达量显著低于其它组织(图 5)。 

草鱼 APN 在 06:00-18:00 的表达量较 18:00- 
06:00 高, 中肠和后肠尤为显著。中肠的表达量从 

 
 

图 5  APN mRNA 的各组织相对表达丰度 
图中数据表示为平均值±标准差(n=3), 不同字母表示差异显著
(P<0.05)。1.前肠；2.中肠；3.后肠；4.肝脏；5.肾脏；6.脾脏；
7.心脏；8.肌肉。 
Fig. 5  The relative abundance of APN mRNA in dif-

ferent tissues 
Error bars indicate the mean and standard deviation(n=3).Different 
letters indicate statistical difference(P<0.05). 1.foregut; 2.midgut; 
3.hidgut; 4.liver; 5.kidney; 6.spleen; 7.heart; 8.muscle. 
 
03:00开始逐渐增加, 在 12:00达到最大值, 随后逐

渐下降, 并在 18:00 后表达趋于稳定; 后肠的表达
量从 24:00 至 09:00 表达变化不明显, 但在 12:00
表达量达到最高, 随后逐渐减少, 并在 21:00 表达

量达到最低(图 6~图 8)。 

3  讨论  

氨肽酶是一类从蛋白质或肽链的 N 端选择性
切割氨基酸残基的外肽酶的总称, 对维持细胞的

正常生理功能有重要作用[14-16]。目前, APN基因在
人[4]、猪[17]、鸡[5]、昆虫[3]等多种动物中已被克隆。

本研究以草鱼为材料, 成功克隆了草鱼 APN 基因

cDNA全序列。通过碱基和预测的氨基酸序列多重
比对发现, 草鱼 APN cDNA 碱基和氨基酸残基与
低等脊椎动物斑马鱼具有很高同源性, 而与其他 
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图 6  APN mRNA 前肠的相对表达丰度 
图中数据表示为平均值±标准差(n=3), 不同字母表示差异显著(P<0.05)。 

Fig. 6  The relative abundance of APN mRNA in  
foregut 

Error bars indicate the mean and standard deviation(n=3).Different 
letters indicate statistical difference(P<0.05). 

 

 
 

图 7  APN mRNA 中肠的相对表达丰度 
图中数据表示为平均值±标准差(n=3), 不同字母表示差异显著(P<0.05)。 

 Fig. 7  The relative abundance of APN mRNA  
in midgut 

Error bars indicate the mean and standard deviation(n=3).Different 
letters indicate statistical difference(P<0.05). 

 

 
 

图 8  APN mRNA 后肠的相对表达丰度 
图中数据表示为平均值±标准差(n=3), 不同字母表示差异显著(P<0.05)。 
Fig. 8  The relative abundance of APN mRNA in hindgut 

Error bars indicate the mean and standard deviation(n=3). Differ-
ent letters indicate statistical difference(P<0.05). 
 

10种高等脊椎动物相比较, 同源性偏低。通过构建
氨肽酶系统进化树分析发现, 草鱼 APN 位于鱼纲
动物这一支, 与斑马鱼的亲缘关系最近, 这与传统

分类学方法得到的结果基本一致。 
通过生物软件对草鱼氨肽酶氨基酸序列结构

预测分析显示, 该蛋白具有与哺乳动物十分相似

的 1个螺旋跨膜结构, 通过一段近N端的螺旋跨膜
区域固定在细胞膜上, 只有一小段 N 端肽链伸入

细胞浆, 8~10个残基, 23~24个氨基酸组成跨膜区, 
包含有活性中心的大部分残基存在于细胞外, 因

此, 草鱼基因与哺乳动物一样, 亦是一种外肽酶, 
在细胞外发挥其催化活性[18]。 

APN主要分布于肾、小肠、呼吸道上皮细胞、
成纤维细胞、内皮细胞、血脑屏障处的脑外膜细胞

以及中枢神经系统突触膜等处[19], 且基因表达呈
现不同的规律[20]。本研究发现 APN 基因在草鱼前
肠、后肠、肝脏、中肠、肾脏、肌肉、脾脏、心脏

等多种组织中均有表达, 但肠道组织中的表达量
最高, 与成年小鼠[21]、猪[22]等的研究结果相一致。

了解动物肠道氨肽酶基因的表达特征, 在一定程
度上有助于分析动物蛋白质消化和吸收的规律。一

些研究者发现 APN 在鸡[9]和兔[23]的小肠中, 从前
端到后端氨肽酶的活性和蛋白表达量均递增, 而
我们的研究结果却发现 APN 基因在草鱼肠道的前
端表达最高, 可能与物种肠道组织氨肽酶基因表
达模式具有差异性相关。在草鱼肾脏中, APN参与
肾素—血管紧张素系统, 降解血管紧张素Ⅲ, 并在
刷状缘膜中起阴离子交换剂的作用[24], 通过干扰
血管紧张素Ⅳ与其受体的相互作用以及信号通路, 
降低 Na+/K+-ATP酶的水平。因此, APN与肾脏近
曲小管对钠的摄入及重吸收关系密切 [25]; 此外 , 
草鱼 PepT2 在近曲小管纹状缘细胞中的对小肽重
吸收的代谢担任一定的转运任务[26], 重吸收的小
肽经过氨肽酶水解成氨基酸后重新利用, 这为氨
肽酶在肾组织中有较高的表达量提供了理论依据。

肝脏是动物的主要代谢器官, 所以草鱼肝脏中, 氨
肽酶基因也有较高的表达量。 

通过草鱼孵化及出膜之后不同发育阶段 APN 
mRNA 的表达变化发现, 出膜前, 除原肠期外, 草
鱼胚胎的 APN mRNA 表达量较低, 这是否由于在
胚胎期, 卵黄囊含有大量的蛋白所致[27-28], 还有待
进一步研究。草鱼出膜后, APN的表达量增加以满
足机体对蛋白的消化利用需要, 随后有所降低但
趋于稳定 , 这可能与草鱼的消化道发育有关 [29], 
因为草鱼从出膜后第 3天起, 消化道各部分开始分
化, 而且出现了许多雏形结构, 在出膜后第 7~9天
草鱼已具完善的摄食能力。整体水平上 , APN 
mRNA 的表达量随着发育而逐渐增加, 与鸡发育
过程中的研究结果相似[30-31]。 

小肠内的消化酶、转运营养物质的载体基因
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的节律性表达已在哺乳动物和家禽中有了大量研

究, 这种节律性与动物的肠道功能及疾病控制密
切相关 [32-36], 在实际生产中, 对调整养殖动物饲
料组成与饲养模式, 提高养殖效益具有重要指导
价值[37-39]。 
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Clone of aminopeptidase N gene and its expression analysis  
in Ctenopharyngodon idellus tissues 

FENG Jun-chang1,2, NIE Guo-xing1*, LIU Zhen2, ZHANG Jian-she2, WANG Shang-chu2, LU Shuang-qing2 

(1. College of Life Sciences, Henan Normal University, Xinxiang  453007, China;  
2. Department of Biotechnology＆Environment Science, Changsha University, Changsha, 410003, China) 

Abstract: Aminopeptidase N is a member of the peptidase M1 family, and plays an important role in the 
digestion of protein. In this study, a full-length cDNA of APN gene was cloned from Ctenopharyngodon 
idellus with RT-PCR and RACE techniques, and its mRNA expression profile at different tissues was ana-
lyzed by real-time PCR method. The full-length of cDNA sequence of APN had 3 258 nucleotides, includ-
ing 27 nucleotides at 5’UTR and 552 nucleotides at 3’UTR. Its open reading frame(ORF) had 2 679 nu-
cleotides encoding a 892-amino-acid peptide. The deduced amino acid sequences of APN gene from C. 
idellus displayed the highest similarity with Danio rerio (75.4%), but varied to other animals from 61.2% 
to 58.8%. The encoded protein molecular weight was predicted at 100.61 ku with pI at 5.14. Phylogenetic 
analysis showed that the sequence of APN gene was clustered with D. rerio as its closest neighbor, which 
shared a sequence similarity of 81.5%, and had lower similarity with other animals from 60.2% to 54.3%. 
The APN protein had one helix trans-membrane region, but its amino acid sequence of the region demon-
strated a low homology relationship to other vertebrates. The abundances of APN mRNA assayed by 
real-time PCR were differentially expressed at different tissues with a gradient from higher to lower among 
the tissues of fore-intestine, hind-intestine, liver, mid-intestine, kidney, muscle, spleen and heart, respec-
tively. However, the APN mRNA expression was relatively stable after incubation for 4 days. The effects of 
the circadian rhythms on APN expression of C. idellus showed that there was a time-dependent pattern at 
higher rhythm during 06:00-18:00 and lower rhythm during 18:00-06:00. Therefore, our study could  
serve as an important research tool to study the relationship between APN gene’s function and its structure, 
and investigate its molecular mechanism for protein degradation in vivo. 
Key words: Ctenopharyngodon idellus; APN cDNA; molecular characteristics; mRNA expression profile 
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