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摘  要 : 苯丙氨酸羟化酶 (PAH) 是芳香族氨基酸羟化酶家族 (AAAHs) 的一员，催化苯丙氨酸 (Phe) 转化为

酪氨酸 (Tyr)。运用 Western blotting 技术检测沙蚕 PAH 免疫原性。制作沙蚕头部石蜡切片，运用免疫组织化

学技术，检测 PAH 蛋白表达定位情况。解剖剥离沙蚕脑组织，提取总 RNA，运用 RT-PCR 技术克隆 pah 基因

片段，构建质粒并转化入大肠杆菌中扩增，挑单一均匀菌落培养，双酶切鉴定后测序并比对同源性。Western 

blotting 结果表明 pah 表达的蛋白存在于沙蚕脑内，免疫组化标记技术结果表明苯丙氨酸羟化酶主要分布在日

本刺沙蚕前脑中腹侧、中脑背侧和两侧。RT-PCR 结果表明沙蚕脑内存在苯丙氨酸羟化酶基因，且与多种动物

pah 具有同源性。在蛋白质和核酸水平鉴定了低等环节动物日本刺沙蚕脑组织内苯丙氨酸羟化酶的存在，为进

一步研究无脊椎动物中枢神经系统内芳香族氨基酸羟化酶的基因分化奠定基础。 
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Abstract:  Phenylalanine hydroxylase (PAH) is a member of aromatic amino acid hydroxylase (AAAHs) family, and catalyze 
phenylalanine (Phe) into tyrosine (Tyr). Using immunological and RT-PCR methods to prove the existence of phenylalanine 
hydroxylase (PAH) gene in the brain of Neanthes japonica in protein and nucleic acid level. Using Western blotting to detect the 
pah immunogenicity of Neanthes japonica. Making paraffin sections and using immunohistochemical technique to identify the 
presence and distribution of the phenylalanine hydroxylase gene in the brain of Neanthes japonica. Clone pah gene from the 
brain of Neanthes japonica by RT-PCR, constructing plasmid and transferring into E. coli to amplification, picking a single 
homogeneous colony, double digesting then making sequence and comparing homology. Western blotting results showed 
that the expression of the protein is present in Neanthes japonica brain, immunohistochemistry technique results showed 
that phenylalanine hydroxylase mainly expressed in abdominal of forebrain, dorsal and sides of midbrain. RT-PCR technique 
results showed that the phenylalanine hydroxylase exist in the brain of Neanthes japonica and has a high homology with others 
animals. PAH is present in the lower organisms Neanthes japonica, in protein and nucleic acid level. Which provide the 
foundation for further study the evolution of aromatic amino acid hydroxylase genes in invertebrate. 

Keywords:  Neanthes japonica, phenylalanine hydroxylase, immunohistochemistry, RT-PCR 

含有芳香环的酪氨酸 (Tyrosine，Tyr)、苯

丙 氨 酸  (Phenylalanine ， Phe) 和 色 氨 酸 

(Tryptophan，Trp) 统称作芳香族氨基酸[1]，对

芳香族氨基酸具有羟化活力的酶通称作芳香族

氨基酸羟化酶[2]。依据羟化作用底物的不同将芳

香族氨基酸羟化酶分为 3 种，即苯丙氨酸羟化

酶 (Phenylalanine hydroxylase，PAH)、色氨酸

羟化酶 (Tryptophan hydroxylase，TPH) 和酪氨

酸羟化酶 (Tyrosine hydroxylase，TH)，这 3种

酶组成芳香族氨基酸羟化酶家族 [3-5] (Aromatic 

amino acid hydroxylases，AAAHs)。苯丙氨酸羟

化酶作为芳香族氨基酸羟化酶家族的一员，主

要催化苯丙氨酸转化为酪氨酸[6]，是苯丙氨酸代

谢过程中的关键酶和限速酶。人类  (Human) 

PAH 基 因 与 重 要 代 谢 疾 病 苯 丙 酮 尿 症 

(Phenylketonuria，PKU) 等疾病密切相关[7-10]，线

虫 Nematode 的 PAH 基因与表皮的黑色素合成有

关[11]，果蝇 Drosophila melanogaster PAH基因与

表皮硬化、眼色素合成以及神经活动有关[12-13]，

埃及伊蚊 Aedes aegypti PAH基因与防御免疫黑

化有关[14]。研究结果表明苯丙氨酸羟化酶在人

体及动物中具有重要作用。  

在对无脊椎动物芳香族氨基酸羟化酶基因

进化的研究中，目前认为酪氨酸羟化酶首先从
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芳香族氨基酸羟化酶基因家族中分化出来[15]，

而后苯丙氨酸羟化酶才与色氨酸羟化酶分化

开，形成 3 种具有独立功能的酶[16]。目前研究

表明 PAH和 TPH在节肢动物门已经分化成各自

独立的酶[17]，但两者是否在更低等生物中分化

成独立的酶，还没有明确的证据。本课题采用

Western blotting 技术、免疫组化标记技术和

RT-PCR技术，对在进化上比节肢动物更低等的

环节动物的典型代表动物日本刺沙蚕 Neathes 

japonica 脑内 PAH 的存在、表达定位和克隆进

行分析，以期在蛋白质和核酸水平上证明在环

节动物中存在独立的 PAH 基因，为芳香族氨基

酸羟化酶基因的分化研究提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
兔抗 PAH多克隆抗体、β-actin兔抗多克隆

抗体、HRP 标记的山羊抗兔 IgG 二抗购自南京

恩晶生物公司，免疫组化试剂盒、DAB 显色试

剂盒购自福建迈新生物公司，树脂石蜡 

(Colophony-Paraffin，CP) 包埋剂为东北师范大

学暴学祥教授提供，3′ RACE PCR试剂盒、大

肠杆菌 Escherichia coli Competent Cell DH5α、

LA Tap酶、pHSG396载体、T4 DNA连接酶、

限制性内切酶 XbaⅠ和 XhoⅠ均购自 TaKaRa公

司。胶回收试剂盒、小剂量质粒提取试剂盒购

自 Axygen 公司。Trizol 试剂购自 Invitrogen 公

司。引物由北京鼎国生物公司合成。基因序列由

上海杰李生物公司测序完成。 

1.2  方法 
1.2.1  Western blotting检测沙蚕脑内苯丙氨酸

羟化酶的表达 

剥离日本刺沙蚕脑组织置于 EP管中剪碎，加

入裂解液超声振碎制成匀浆，冰上静置 30 min，

4 ℃、13 000 r/min离心 20 min，使用 BCA法蛋

白定量，制得标准曲线后，经计算得样品蛋白

浓度，最后将蛋白样品制成约 2 μg/μL，沸水煮    

5 min使蛋白变性。 

制胶后电泳槽加足量 SDS-PAGE 电泳液，

将上述制备好的蛋白样品缓慢加入上样孔，先

80 V电泳 20 min，样品通过浓缩胶后，再 120 V

电泳 100 min。电泳后轻轻撬下凝胶，放入装有转

膜液的平皿中，按阳极、滤纸、PVDF膜、胶、滤

纸、阴极的顺序放在转膜仪 20 V转膜 20 min，转

好的 PVDF 膜放入 5%脱脂奶粉的封闭液中，室

温封闭 2 h，TBST缓冲液洗膜 3次，每次 10 min。

一抗 (TBST稀释 1∶200) 孵育 4 ℃过夜，洗膜

3次后二抗室温孵育 2 h，用新配置的发光液浸

没室温孵育 1 min，去除多余发光液后显影照

相。同样的方法用 β-actin 兔抗多克隆抗体代替

一抗同步进行上述实验过程，作为阳性对照。 

1.2.2  免疫组化检测沙蚕脑内苯丙氨酸羟化酶

的表达定位 

将日本刺沙蚕的头和躯干分离后，快速将头放

入 4%多聚甲醛中室温固定 4 h，然后用 0.1 mol/L 

PBS (pH 7.4) 洗 3次，15 min/次，之后用梯度

酒精脱水 (70%、80%、90%、95%、100%，每

次 1 h)，用二甲苯透明 3次，每次 1 h，CP包埋

剂整体定向包埋，旋转切片机上制作连续额状

切片，片厚 6 μm，裱于涂有多聚赖氨酸的载玻

片上，晾干备用。 

切片经二甲苯脱蜡，梯度酒精复水，0.1 mol/L 

PBS (pH 7.4) 冲洗，用内源性过氧化物酶室温

孵育 10 min，再用 0.1 mol/L PBS冲洗 3次，兔抗

PAH 多克隆抗体 (0.1 mol/L PBS 稀释 1∶100) 

室温孵育 3 h，继而用生物素标记的二抗孵育  
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10 min，PBS冲洗，最后用 DAB显色 10 min。

连接数字显示的显微镜观察拍照。用 0.1 mol/L 

PBS和兔抗 β-actin多克隆抗体代替兔抗 PAH多

克隆抗体同步进行上述免疫组织化学染色过

程，作为阴性对照和阳性对照。 

1.2.3  RT-PCR 核酸水平检测沙蚕脑内苯丙氨

酸羟化酶 

用 Trizol 试剂提取沙蚕脑总 RNA，再反转

录成 cDNA 并以此为模板，β-actin 引物为内参

进行 RT-PCR检测 PAH，引物见表 1。按照试剂

盒的操作方法进行两轮巢式 PCR。反应体系中

包括 cDNA模板 1 μL、引物各 2 μL、LA Tap酶

0.5 μL、缓冲液 5 μL等 (50 μL体系)，混匀离心

后进行 PCR扩增，首轮 PCR产物稀释 100倍后

取 1 μL作为第二轮 PCR的模板。反应程序如下：

94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 45 s，54 ℃退火

50 s，72 ℃延伸 2 min，32个循环；4 ℃保存。

以 β-actin作为内对照。 

巢式 PCR 产物在 1%的琼脂糖上电泳鉴定

并拍照。按照胶回收试剂盒操作流程进行胶回

收。T4 DNA连接酶 1 μL、载体 1 μL、胶回收产

物 16 μL、T4 DNA连接酶缓冲液 2 μL (20 μL体

系) 16 ℃连接过夜。连接产物转化到感受态大肠

杆菌 DH5α，37 ℃孵育 60 min，菌液涂于涂有

IPTG和 X-gal的氨苄青霉素抗性的 LB平皿上，

37 ℃培养过夜。挑取大小均匀的白斑菌落培养，

参照小剂量质粒提取试剂盒提取质粒，限制性

内切酶 XbaⅠ和 XhoⅠ双酶切鉴定，阳性克隆质

粒送交测序后进行 Blast对比。 

2  结果与分析 

2.1  Western blotting 检测苯丙氨酸羟化酶在

沙蚕脑内的表达 
Western blotting 结果表明，应用兔抗 PAH

多克隆抗体能够在日本刺沙蚕头提取液中标记

出一条明显的分子量大约为 52 kDa 的条带    

(图 1)，其结果与抗体使用说明书所表述的 52 kDa

标准分子量大小相一致。β-actin 为阳性对照标

记出一条 44 kDa的条带 (图 1)。结果表明苯丙

氨酸羟化酶基因在日本刺沙蚕脑内有相应的蛋

白表达产物存在，为进一步应用免疫组化切片

标记技术进行 PAH的表达分布研究提供了依据

和可能。 

2.2  免疫组化检测苯丙氨酸羟化酶在沙蚕脑

区的表达分布 
低倍镜下可以看出，在视野范围内日本刺

沙蚕的脑区确实有被染色的褐色颗粒的存在，

呈现出明显、稳定的 PAH免疫组织化学阳性反

应，说明苯丙氨酸羟化酶在日本刺沙蚕脑内有

表达 (图 2A–2F)。阴性对照实验无阳性染色胞

体 (图 2G和图 2H)，阳性对照实验显示出明显

的阳性反应结果 (图 2I和图 2J)。 
 

表 1  RT-PCR 引物序列 
Table 1  RT-PCR primer sequences 

Primer name Primer sequence (5′–3′) Size (bp) 

Gene specific outer primer TACCGTCGTTCCACTAGTGATTT 23 

3′RACE outter primer CTGGAYKCDGAYCAYCCWGGHTT 23 

Gene specific inner primer CGCGGATCCTCCACTAGTGATTTCACTATAGG 32 

3′ RACE inner primer CTNGGNGCHCCTGATGA 17 
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图 1  苯丙氨酸羟化酶在沙蚕头的蛋白表达 
Fig. 1  Western blotting analysis of the immunogenicity of 
phenylalanine hydroxylase and β-actin in the brain of 
ragworm Neathes japonica. 
 

切片免疫组化染色实验结果显示这些 PAH

阳性神经元在前脑和中脑均有表达，只是在前

脑分布较集中，胞体小，分布较少；在中脑分

布相对分散，胞体大，表达量较大；这些胞体

均染色显著，呈深褐色，在局部聚集成群。根

据胞体在脑中的分布位置的不同，可以大体区

分为 3 群。第一群主要集中在前脑区域，染色

细胞主要分布在中腹侧，胞体相对较小，大约

包含 40 个神经元胞体 (图 2A、2B)。第二群主

要集中在一对后眼之间的中脑区域，染色细胞

主要分布在两侧部，右侧胞体较集中，大约包

含 15 个神经元胞体 (图 2B、2C)。第三群主要

集中在中后脑区域，染色细胞在背方和两侧边

部均有分布，两侧分布相对较少，背方分布较

多，但较分散，相对集中区域大约包含 20个神

经元胞体 (图 2E、2F)。苯丙氨酸羟化酶主要存

在于神经元的细胞质中，且这些神经元细胞无

突触，没有远端的投射 (图 2B、2D、2F)。在整

个脑区未见静脉曲张状纤维投射的存在。 

2.3  RT-PCR 检测苯丙氨酸羟化酶在沙蚕脑

中的存在 
巢式 PCR的第一轮产物可以增加目的模板

的浓度，第二轮 PCR产物的特异性更高，两轮 

 
 

图 2  沙蚕脑区免疫组化染色图 (A、C、E、G、I

为 20×，B、D、F、H、J为 40×，A、B为前脑，C、

D、E、F、G、H、I、J为中脑) 
Fig. 2  Immunolocalization of phenylalanine hydroxylase 
in the brain of ragworm Neanthes japonica. A, C, E, G, 
I is 20 times under a microscope; B, D, F, H, J is 40 
times under a microscope, A, B is the forebrain, C, D, 
E, F, G, H, I, J is the midbrain. The arrow pointing in 
the direction of positive cells. A, B, C, D, E, F is the 
experimental group. G, H is the negative control group. 
I, J is the positive control group. 
 

PCR之后的扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳，由

于是简并性引物，电泳条带会有多条，如图 3A

所示，在 750 bp和 320 bp左右有两条明亮的条

带，上面的条带与预期的更相近，将大的条带

切下回收，T4 DNA连接酶连接，连接产物转化
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入大肠杆菌 DH5α，挑取 4个大小均匀的白斑菌

落，提取质粒双酶切鉴定后电泳如图 3B所示，

1 号、3 号和 4 号为阳性克隆，将 1 号、3 号和

4号送交测序。经测序 3号片段得到一段长度为

757 bp带有PolyA尾巴的一段 cDNA序列，NCBI

网站上 Blast之后结果如表 2所示，发现此基因

序 列 与 栉 孔 扇 贝 Azumaecten farreri PAH 

(GenBank 登录号 AEE60803.1)具有 71%的同源

性，与白腹丛蚊 Armigeres subalbatus PAH 

(GenBank登录号AAT78350.1) 具有 70%的同源

性，与囊舌虫 Saccoqlossus kowalevskii PAH 

(GenBank登录号 NP_001161629.1) 具有 70%的

同源性，与家蚕 Bombyx mori PAH (GenBank登

录号 NP_001274766.1) 具有 69%的同源性，与

拟黑多刺蚁 Polyrhachis vicina PAH (GenBank登

录号 AFL02790.1) 具有 65%的同源性，与大红

斑蝶 Danaus plexippus PAH (GenBank 登录号

EHJ64587.1) 具有 66%的同源性。 
 

 
 
图 3  沙蚕神经索 PAH 的克隆 
Fig. 3  Clone of phenylalanine hydroxylase in the nerve cord of ragworm Neanthes japonica. (A) Electrophoresis 
images of PAH. (B) Identification of pHSG-PAH plasmid using restriction endonuclease digestion, 1, 3, and 4 were 
positive clone; 2 was negative clone; M: DL100 DNA ladder. 
 
表 2  测序片段 Blast 结果 
Table 2  Blast result of segment sequence 

Species Max score Total score Query cover (%) Ident (%) Accession No. 

Azumapecten farreri (PAH) 189 189 55 71 AEE60803.1 

Armigeres subalbatus (PAH) 183 183 55 70 AAT78350.1 

Saccoqlossus kowalevskii (PAH) 181 181 55 70 NP_001161629.1 

Bombyx mori (PAH) 179 179 55 69 NP_001274766.1 

Polyrhachis vicina (PAH) 175 175 56 65 AFL02790.1 

Danaus plexippus (PAH) 174 174 55 66 EHJ64587.1 
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3  讨论 

历经漫长的选择进化，PAH 基因在脊椎动

物乃至人类仍被保留。1983年 Woo等[18]从人肝

脏中成功克隆出了苯丙氨酸羟化酶基因，PAH

在肝脏合成，定位于第 12 号染色体 12q24.1，

大约由 1.5 Mb 碱基组成，包含 13 个外显子和

12 个内含子，转录时剪切掉内含子形成了仅包

含 1 353 bp外显子的单链，即包含 451个密码

子的可译框，mRNA 翻译成 451 个氨基酸的酶

单体，单体再聚合成有功能的 PAH酶[19-20]。 

目前对于芳香族氨基酸羟化酶的研究大多

集中于高等生物，人类苯丙氨酸羟化酶基因的

突变致人患苯丙酮酸尿症[21]，动物体内的苯丙

氨酸羟化酶基因突变也导致了一系列的疾病，

而目前对于低等生物苯丙氨酸羟化酶的研究则

相对较少。在基因进化研究方面，低等生物中

芳香族氨基酸羟化酶是否像哺乳动物一样进行

了功能基因的分化还是未知，尤其是苯丙氨酸

羟化酶和色氨酸羟化酶基因是否也进行了相应

地分化，是在哪一进化中的低等生物物种中进

行了分化，即分化的节点到底在哪儿，一直没

有定论。 

实验中对日本刺沙蚕体内的 PAH蛋白进行

了免疫学标记，对 pah基因进行了克隆。Western 

blotting实验结果表明，在日本刺沙蚕体内有明

确的 pah 基因表达的蛋白存在。免疫组化实验

结果明确了其在蛋白水平的组织分布情况，在

日本刺沙蚕脑内 PAH神经元细胞内，PAH充满

细胞液，细胞无投射，说明被合成的苯丙氨酸

羟化酶在细胞液中使苯丙氨酸转变为酪氨酸，

而不需要分泌到胞外到远端去发挥作用。分布

的这种差别，应该与苯丙氨酸羟化酶所具有的

相应的功能有关，研究表明，苯丙氨酸羟化酶

是生物体内苯丙氨酸转化为酪氨酸的关键限速

酶[22-24]，一旦此酶缺乏，苯丙氨酸就会在体内

堆积，酪氨酸量就会减少，进而影响酪氨酸转

化为多巴胺或酪胺的量[25-26]，引起一系列的连

环反应，即影响多巴胺、去甲肾上腺素、肾上

腺素这些儿茶酚胺[27]类神经递质的功能，或影

响酪胺和章鱼胺的功能，这些单胺类神经递质

都是以苯丙氨酸和酪氨酸为前体物质合成的，

若以苯丙氨酸为前体物质，则 PAH的存在显得

尤为重要。从分布来看，有 PAH神经元细胞分

布的脑区域可能与儿茶酚胺、酪胺和章鱼胺类

神经递质的合成相关，具体在沙蚕体内会引起

什么样的变化还有待下一步通过对酪氨酸羟化

酶及相应单胺类神经递质在沙蚕脑内的存在及

分布模式的研究去进行深入地讨论。 

应用分子克隆技术克隆出了 PAH 的一段

757 bp 带有 PolyA 尾巴的 cDNA 序列，NCBI

网站上 Blast 结果与多个物种 PAH 高度的同源

性，从核酸水平上证明了在日本刺沙蚕脑中确

有独立的 PAH的存在。 

综上所述，低等的环节动物日本刺沙蚕脑

内存在独立的苯丙氨酸羟化酶，在蛋白质水平

和核酸水平上为芳香族氨基酸羟化酶中苯丙氨

酸羟化酶和色氨酸羟化酶的基因分化提供了证

据，为两种羟化酶基因的分化节点在已有的节

肢动物门基础上向前推进到环节动物门提供了

依据。 
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