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摘要: 主要组织相容性复合体( M ajo r histo compat ibility complex , MHC)是脊椎动物体内重要的

非特异性免疫基因之一。为了研究赤点石斑鱼的 MHC 基因的结构与表达特性, 本研究运用

RACE, Realt ime PCR及 SSCP 等技术,首次成功克隆获得赤点石斑鱼( Ep inephelus akaar a) 非特

异性免疫因子 MHC IIB基因的 4个 cDNA 全序列,序列全长为 1 195~ 1 355 bp, 含有 3cU TR、启

动子、多肽结合区( B1)、IGC 区( B2)、跨膜区、胞质区和 5cU TR区,编码区大小为750 bp。氨基酸序

列分析发现赤点石斑鱼 MHC IIB 分子具有经典 MHC蛋白分子的空间结构, 在多肽结合区存在极

其丰富的变异, B1区由 1个A螺旋与 4个反向平行的 B折叠构成多肽结合区, B2区由多个 B折叠

构成 2个反向平行的三明治结构。利用 SSCP 技术研究了赤点石斑鱼 MHC IIB的表达多态性,发

现其在头肾、心、肝等 12个组织器官中均能有效表达, 表达多态性也异常丰富。此外, 根据 MHC

IIB分子中相对保守的 IGC区氨基酸序列构建了脊椎动物的系统进化树, 也表明了该分子的 IGC

区氨基酸序列可以作为研究鱼类物种间进化关系的良好标记。
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1  引言

主要组织相容性复合体( Major histocompat-i

bility complex, MHC)是广泛存在于脊椎动物体内

与免疫功能密切相关并编码免疫球蛋白样受体的高

度多态基因群, 其编码产物是免疫系统中极为复杂

且最具多态性的一类细胞表面转膜蛋白, 统称为

MHC 分子[ 1- 2]。各种动物 MHC 分子的作用基本

相似,许多与免疫有关的重要基因都在 MHC 位点

上,这使得 MHC 可以通过识别以及清除外源和内

在抗原来参与调控动物机体免疫应答 [ 3- 5] , 在免疫

学上具有极为重要的意义。

赤点石斑鱼 Ep inephelus akaar a ( T emminck

and Valenciennes, 1842) , 俗称/ 红斑0, 属鲈形目

Perciformes, 鮨科 Serranidae, 石斑鱼亚科 Epineph-

elinae, 石 斑 鱼 属 Ep inephelus ( Nelson et al. ,

2006) ,主要分布在日本、韩国和南海及东海, 为暖

水性底层鱼类。赤点石斑鱼是我国南方名贵的岛

礁性经济鱼类, 其肉味鲜美, 营养丰富, 市场价格

高,养殖前景看好。与其他养殖品种一样, 赤点石

斑鱼养殖业同样受到病害的严重威胁, 已有的报

道表明, 弧菌、变形菌及石斑鱼神经坏死病毒

( NNV)是目前赤点石斑鱼的主要病原[ 6- 8] , 但相

关研究仍主要停留在初步的病原病理学方面, 在

生产实践中也主要以抗菌药物作为病害的主要防

治措施, 不仅效率低下, 而且对生态环境造成极大

的破坏。因此,开展赤点石斑鱼 MHC 基因抗病机

理及其多态性及抗病力的相关性研究, 将可为其



抗病育种奠定理论基础, 有利于从根本上提高鱼

体自身的免疫力和抗病力, 促进赤点石斑鱼养殖

业的健康发展。目前对于鱼类 MHC蛋白分子的

结构和功能性研究, 在国内外主要集中在模式鱼

(如斑马鱼) 和冷水性洄游性鱼类 (如虹鳟、鲑鱼

等) [ 9- 12] ,而对于暖水性定居性鱼类的报道仍不多

见, 特别是对具有重要经济价值又具广泛养殖前

景的石斑鱼类, 至今未见报道。

2  材料和方法

21 1  材料来源

用于本研究的赤点石斑鱼均于 2006年在福建

厦门渔市场采集,体重200~ 400 g ,根据联合国粮农

组织 ( FAO ) 物 种 目 录 之 5 Groupers of the

World6[ 13]、5中国鱼类系统检索6[ 14] 和5鱼类分类

学6[ 15]
鉴定为赤点石斑鱼。鲜活样品在暂养 1 周

后,将其组织 (脑、肝、脾、肠、头肾、心、肌肉、血液、

鳃、胃、性腺、胸腺)取出, 放入 11 5 m l Eppendo rf离

心管中,置入液氮中保存备用。

21 2  引物设计

下载 NCBI 上鲈形总目鱼类的 MHC IIB 的

DNA 序列,用 Clustalx 软件进行比对,找出无间隙

氨基酸序列保守区段,遵循引物设计原则, 用 Olig o

61 0和 Primer Premier 51 0软件设计 1 对简并引物

MHCDABF、MHCDABR,进行 MHC IIB cDNA 部

分序列的扩增和测序。

根据已获得的 MHC IIB cDNA 中间序列, 分别

设计用于扩增 3c端和 5c端的上游巢式引物 IIbF37,

IIbF213和 IIbR236, IIbR48,其下游引物均为与Oligo

dT-RA互补的引物 RA。由于 3c端和 5c端分别存在

多态性,根据所得序列另设计 1对引物 MHCIIBF 和

MHCIIBR扩增 MHC IIB编码基因全序列(表 1)。

表 1 赤点石斑鱼MHC IIB基因克隆引物序列

引物名称 引物序列

 MHCDABF 5c- GCAGCGT CTWYGACTT CTWCCCC- 3c

 MHCDABR 5c- TGT AGTAGAT GAAT CCAGCCAGAGA- 3c

 IIbF37 5c- TCACCTCT GATGT CACTT CCACT G- 3c

 IIbF213 5c- AGAAACAAGATT GCCATCGGAGCC- 3c

 IIbR236 5c- GGCT CCGATGGCAAT CTT GTT TCT- 3c

 IIbR48 5c- CAT CAGAGGTGACT TCCTT TCCGT - 3c

 Oligo-dT-RA 5c- AAGCAGT GGTAT CAACGCAGAGT GTAC( T ) 25VN- 3c

 RA 5c- AAGCAGT GGTAT CAACGCAGAGT - 3c

 act inF 5c- AAGCCAACAGGGAGAAGAT GAC - 3c

 act inR 5c- AAGCCAACAGGGAGAAGAT GAC - 3c

 act inR 5c- GCCAGGT CT TCACCGCCGTCATGGT- 3c

 MHCIIBF 5c- ATGGCT TCAT CCT TT CT CAGCT- 3c

 MHCIIBR 5c- ACT GGGGACCAGAAT CCGTCCT- 3c

 SSCPIIBF 5c- TCTCAGCT TCT CCCT CCTCTT CA- 3c

 SSCPIIBR 5c- TGGGTAGAAAGCCT CAACGT GGTT C- 3c

注:引物中出现的部分简并引物代码表示: Y = C/ T , W = A / T。

图 1 赤点石斑鱼 MHC I IB的 RACE 扩增引物位置图
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21 3  实验方法

21 31 1  总 RNA的提取

取新鲜组织约 50 mg 于冰置钵体中, 加液氮迅

速研磨成粉末,后转移到 11 5 ml Eppendo rf离心管

中,加 1 m l T rizol( Invit rog en 公司)充分混匀, 按试

剂盒说明书提取组织总 RNA。所提取赤点石斑鱼

各组织的总 RNA 经分光光度计测定, OD 260 / OD 280

比值均在 11 9~ 21 0 之间,经琼脂糖电泳检测, 可观

察到 18S和 28S rRNA两条明亮的带(图 2)。

图 2 赤点石斑鱼 12 个组织的总 RNA 电泳分析

11 脑; 21 肝; 31 肠; 41 胸腺; 51 肌肉; 61 脾; 71 血; 81 性腺;

91 头肾; 101 心脏; 111 鳃; 121 胃

21 31 2  cDNA 模板的制备

根据所测 RNA 浓度, 每个样品各取 2 ug 于

Rnase- free 离心管中,分别加 1 Ll Oligo dT-RA, 加

入经 DEPC 处理的无菌重蒸水补齐至 7 Ll。

70 e 5 m in,放入冰中骤冷, 冰浴 2 m in, 依次加:

5 @ React ion Buf fer 4 Ll, dNTP( 21 5 m mo l) 8 Ll,

M-MLV( 200 U /Ll ) ( TAKARA) 1 Ll, 补足20 Ll。

42 e 1 h, 99 e 变性 5 min以灭活反转录酶。获得

cDNA 模板, 用于 MHC IIB 基因中间序列、3c端

RACE扩增。

参照分子克隆手册
[ 16]
进行 5c端模板制备,取上

述样品中脑的 cDNA 10 Ll,加 RNAHase ( T AKA-

RA) 1 Ll, Buffer 2 Ll, 加 DEPC 水补足至 20 Ll,

37 e 温育 1 h,用于降解 cDNA 中的 RNA, 加 2 倍

体积乙醇置入 - 20 e , 30 min, 12 000 g 离心

10 min, 溶 于 10 Ll DEPC 水 中, 加 dAT P

21 5 mmol, T DT Buf fer 2 Ll, TDT 核酸末端转移酶

( TA KARA) 1 Ll,加水补足至 20 Ll, 37 e 温育 1 h,

获得 5c端模板。

21 31 3  MHC IIB序列全长的获得

利用 MHCDABF、MHCDABR为引物, 进行中

间片段的扩增, 反应条件为 95 e 5 min( 94 e 30 s,

53 e 1 min, 72 e 1 min ) @ 30 cycles ) 72 e

7 m in; 以 IIbF37、IIbF213 与 RA 为引物, 以脑的

cDNA 为 模板 进行 3c端 RACE; 以 IIbR236,

IIbR48, Olig o-dT-RA 和 RA 为引物,以加尾的脑的

cDNA 为模板, 参照分子克隆手册进行 5c端的
RA CE PCR扩增。

21 31 4  PCR产物的纯化、克隆及测序

50 Ll的 PCR产物,经 1%的琼脂糖凝胶电泳,切

下目的片段, 用 QIAEXÒGel Ex tract ion Kit ( QIA-

GEN)回收试剂盒, 按说明书提供的方法进行纯化。

将回收产物与 pMD18-T ( Takara ) 载体16 e 进行连

接反应,连接产物转化入大肠杆菌 DH5A, PCR检测

阳性菌落,送 Invitrogen公司测序。

21 31 5  Real t ime PCR检测与单链构象多态性

( SSCP)分析

  MHC IIB基因中 PBR(肽结合位点)区为变异

区,具有高度多态性。通过所设计的特异引物( SS-

CPIIBF 与 SSCPIIBR) 扩增 MH C IIB 基因 PBR

区。实时定量 PCR 参照 SYBR Green real t ime

PCR M aster mix-plus( T oyobo Japan)试剂盒说明

书,在 Rotor-Gene RG3000 上进行。以 SSCPIIBF

与 SSCPIIBR为特异引物, 对赤点石斑鱼的 12 个不

同器官组织(脑、肠、脾、胃、血、胸腺、性腺、头肾、心、

鳃、肝脏与肌肉)中 MHCIIB基因的表达进行检测,

以 act inF 与 act inR为内参 act in的引物。Real t ime

PCR反应条件为: 94 e 2 min ( 94 e 15 s, 53 e
20 s, 72 e 30 s) @ 40 cycles,反应过程中进行实时

监控, 利用 Rotor-Gene-6171软件确定 CT 值进行,

根据反应标准曲线计算 ETA 值,以 B-act in为参照,

计算出 MHCIIB基因相对表达情况B-act ion。每个

样品进行 3次重复试验。

以赤点石斑鱼脑、头肾、肝脏等 12 个组织的

cDNA 为模板, 进行 RT- PCR, 反应条件为: 95 e
5 min( 94 e 30 s, 53 e 1 min, 72 e 1 min) @ 30

cycles ) 72 e 7 min。先以 2%琼脂糖电泳检测各

组织的表达,在 SSCP 检测之前,取 2 Ll产物,与等

体积变性缓冲液 ( 95% 甲酰胺, 01 1% 溴芬兰,

01 1% 二甲苯青 FF, 1 mo l/ dm 3 EDTA 和 10 mo l/

dm3 NaOH)混合, 95 e 变性 5 min后冰浴 2 m in,在

8%的非变性聚丙烯酰胺凝胶 8 V/ cm 下电泳 5 h,

银染显色。

21 31 6  序列拼接及 cDNA全序列分析

用 ClustalX和 Genety x 软件进行序列比对、排

列后,测序结果用 Cont igExpress软件进行拼接,再

经测序峰图结果分析软件 Chroma 仔细校正后, 得

到赤点石斑鱼 MHC IIB 基因的 cDNA 全序列。用
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DNASTAR、Genetyx 等软件统计序列总长、各碱基

百分比、GC 含量等信息。登陆 NCBI 用 BLA ST 对

测序结果进行同源性检索。用 DNASTAR 分析所

得到的基因序列, 确定其开放阅读框, 并采用

DNASTAR Protein 软件中 Chou 等提出的预测方

案和 Garnier 法推测其蛋白质二级结构 ( Chou et

al1 , 1978) (定义蛋白质二级结构的规则为: alpha 型

蛋白为 A螺旋结构比例多于 45%, B片层少于 5% ;

beta型蛋白为, B片层结构比例多于 45% , A螺旋少

于 5%; alpha+ beta型蛋白为 A螺旋多于 30%, B片

层多于 20% ;其他为混合型蛋白)。空间结构预测

采用 Sw iss-model 软件
[ 17]
。利用 http: / / www .

cbs. dtu. dk/ services/寻找 MHC IIB 信号肽、糖基

化位点与跨膜结构, 利用 http: / / www . ncbi. nlm.

nih. g ov/ St ructure/ cdd/ w rpsb. cgi的 IGC区域。

3  结果

31 1  MHC IIB基因全长 cDNA的克隆和序列分析

通过设计的简并引物 MHCDABF 和 MHCD-

ABR,以赤点石斑鱼的脑组织 cDNA 为模板扩增得到

200 bp左右的 cDNA 片段,克隆测序后所得序列经

BLAST 分析,同源性最高的序列为大眼狮鲈( S tiz os-

tedion vitreum ) MHC IIB基因(同源性达 95%) ,基本

确认为赤点石斑鱼 MHC IIB 基因序列。根据所得的

片段序列分别设计引物 IIbF37、IIbF213 和 IIbR236、

IIbR48进行 MHC IIB 3c端和5c端的 RACE 扩增。3c

RACE和 5cRACE 的扩增分别得到 500- 750 bp和

600 bp左右的特异带;产物经 T 载体连接克隆,分别

挑取 10个阳性菌落测序, 经测序发现 3c端和 5c端序
列均存在序列多态性,为此,根据所得序列重新设计

1对 MHC IIB编码区扩增引物 MHCIIBF 和 MHCI-

IBR,经 PCR扩增及克隆测序,共获得 4个序列不同

的编码基因, 经 BLAST 验证, 确认均为赤点石斑鱼

MHC IIB 编码基因序列,将之与前面所获 3c端及 5c

端序列分别进行拼接,获得 4个含有 3cUTR区域、蛋

白质编码区及 5cUTR区域的赤点石斑鱼 MHC IIB

全长 cDNA序列。根据 Klein等( 1990)的命名规则,

这 4 条序列分别命名为: Epak-DAB @ 0101, Epak-

DAB @ 0201, Epak-DAB @ 0301 和 Epak-DAB @ 0401

( Genebank accession number: EU399183~ EU399186)。

表 2  MHC IIB基因 cDNA组成

名称
5cU TR

区域

编码区

起始密码子 终止密码子 编码区域 长度

3cUT R

区域
编码氨基酸

E pak-DAB@ 0101 27 bp AT G TGA 28~ 777 750 bp 575 bp 249

E pak-DAB@ 0201 30 bp AT G TGA 31~ 780 750 bp 575 bp 249

E pak-DAB@ 0301 30 bp AT G TGA 31~ 780 750 bp 575 bp 249

E pak-DAB@ 0401 27 bp AT G TGA 28~ 777 750 bp 418 bp 249

  赤点石斑鱼 MHC IIB cDNA 的编码区长度为

750 bp, 分别编码 250 个氨基酸。此外还有 27 -

30 bp的 5cUT R区和 418- 575 bp的 3cUT R区, 其

中 3c U TR 区含有脊椎动物典型的加尾信号

AATAAA 和 70 bp 的 Poly A 尾巴(表 2) , 而在 3c
UT R 区 Epak - DAB @ 0401 存在一段长度为

157 bp的片段缺失。比较所得的 4个MHC IIB cD-

NA 序列,在 750个核苷酸编码序列中, 没有缺失位

点,变异位点 87 个, 占总核苷酸数的 111 6% , 其中

有 50个位点存在两碱基替换,简约信息位点 31个,

占核苷酸数的 41 13%, 有 6 个位点存在三碱基替

换。在其编码的氨基酸, 存在 45 个变异位点, 占氨

基酸总长的181 1% ,变异区域主要存在于 MHC IIB

多肽结合区( beta-1区)。

31 2  MHC IIB基因的氨基酸序列分析和蛋白质二

级结构和三级结构预测

  与鱼类的经典 MHC IIB分子一样[ 11- 20] , 赤点石

斑鱼的 MHC IIB同样包含前导肽、2个胞外结构域、

跨膜区和胞质区,在结构上具有保守的半胱氨酸残

基、多肽结合区、N-糖基化位点等。2 个胞外结构域

由 2个半胱氨酸形成链内二硫键相连, 环绕这些残基

的区域趋于保守。以 Epak-DAB@ 0101为例, 其开放

阅读框编码 249个氨基酸,蛋白质预测的分子量约为

281 35 KD,等电点为 71 28。其二级结构经过 DNAS-

TAR 软件预测,结果表明该氨基酸序列前 19位为信

号肽区, 20~ 103位为 beta-1区, 116~ 204位为 beta-2
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区( IGC区) , 214~ 235位为跨膜区,之后为胞质区(图

2)。在beta-1上的第 58位上含有N- 糖基化位点( A

- X- S/ T N) ;在beta-1的第 59位, beta-2的第 104、

136位和跨膜区的第 221, 222位上共含有 5个 O-糖

基化位点;在信号肽上第 14位, beta-1上的第 33位,

beta-2上第 118, 122, 133, 155, 159, 194位和跨膜

区的第 206位上共含有 9个丝氨酸磷酸化位点; 在

beta-2的第 158, 179 位上含有 2个苏氨酸磷酸化位

点;在 beta-1 的第 46, 65, 102 位和 beta-2 的第

169位上共有 4个酪氨酸磷酸化位点; 在信号肽上

第 2位上有 1个 N 乙酰化位点; 在 beta-1上第 29,

94位和 beta-2 的 132, 188 位上有 4 个半胱氨酸

残基。

采用 DNAST AR 软件的 Garnier-Robson 和

Chou-Fasman法分别进行赤点石斑鱼 MH C IIB蛋

白分子的二级结构预测, 结果表明: 赤点石斑鱼

MHC IIB分子属于 alpha+ beta 型蛋白, 其中 A螺

旋占30%, B片层占441 4% , T urn(转角)占 151 6%,

Coil(无规则卷曲)占 111 2%。采用空间结构预测软
件 SWISS-MODEL, 对赤点石斑鱼 MHC IIB 蛋白

分子的空间结构进行预测, 得到其三维空间构象(图

4 a) ,结构与人类的相似(图 4 b)。

图 3  4种 MHC IIB 基因编码区的基酸序列比较

11 信号肽序列; 21 beta-1区; 31 beta-2区; 41 跨膜区

图 4 赤点石斑鱼( a)和人类( b) MH CIIB蛋白分子

的三级结构分析

31 3  赤点石斑鱼MHC IIB基因的组织表达多态性

与表达量分析

  在 MHC IIB蛋白中,多肽结合区( beta-1区)是

整条蛋白链变异最大的区域, 为研究赤点石斑鱼不

同组织 MHC IIB 表达的多态性, 设计了 1对引物

( SSCPIIBF 和 SSCPIIBR) , 通过实时定量 PCR 技

术和 SSCP 分析技术对源于赤点石斑鱼 12 个组织

的MHC IIB表达丰度和多态性进行了检测, 结果表

明: MHC IIB基因在 12个组织中均有表达, 但不同

组织表达的强弱存在明显差异(图 5)。其中, 表达

量最为丰富的组织为头肾和心脏, 表达量最小的组

织为肝脏。此外, MHC IIB基因在各组织的表达都

体现出丰富的多态性, 表达多态性最丰富的组织为

肝脏,共有 13个等位基因,而多态性最低的组织为

心脏,也有 8个等位基因(见图 6)。

图 5 实时定量 PCR检测赤点石斑鱼不同器官

组织的 MHCIIB 表达丰度

通过对 PAGE 胶上的不同条带的纯化、扩增、

克隆和测序,共获得 20种不同的 MHC IIB核苷酸

1332 期  丁少雄等: 赤点石斑鱼(E p inep helus akaara) MH C IIB基因的克隆与表达多态性分析



图 6 SSCP方法检测赤点石斑鱼在 12 个正常组织

中的表达多态性

11 脑; 21 肝脏; 31 肠; 41 胸腺; 51 肌肉; 61 脾; 71 血;

81 性腺; 91 头肾; 101 心脏; 111 鳃; 121 胃

序列 ( Genebank accession numbers: EU399189 ~

EU 399208) ,分别编码 19种不同的 MHC IIB 氨基

酸序列, 经序列比较分析, 该序列涵盖了 MHC IIB

整个多肽结合区( pept ide-binding region PBR)。

4  讨论

41 1  赤点石斑鱼MHC IIB基因的序列特征分析

本实验通过 RACE扩增, 成功获得 4个完整赤

点石斑鱼 MHC IIB的 cDNA 序列。分析所得的 4

个 MHC IIB 氨基酸序列, 在 beta-1 和 beta-2 均含

有 4 个保守的半胱氨酸残基(分别在 beta-1的第

29位, 94位和 beta-2 的第 132, 188位上) , 这 4个

半胱氨酸残基在大西洋鲑鱼( S almo salar )、虹鳟

( Salmo gair dneri )等物种的相同位点上也存在, 并

两两组成 2 对二硫键 [ 10- 11] 。Ren�[ 20 ] 认为鱼类跨

膜区极度保守, 通过 CLUSTAL 比对发现, 赤点石

斑鱼 MHC IIB基因的跨膜区序列也相当保守, 在

这一区域赤点石斑鱼和其他鱼类及哺乳类一样均

含有 GXXGXXXGXXXXXXG 框, Cosson 等 [ 19] 推

测此框与 MHC IIB 基因形成 AB异二聚体有关。

以人 类 MHC IIB ( HLA-DPB) 的 氨基 酸序 号

( AAH15000)和功能性氨基酸位置为参照,比较所

得的赤点石斑鱼与鱼类、爪蟾、人等的 MHC IIB氨

基酸序列, 在 24个与抗原多肽结合的关键性氨基

酸位点中, 59位上的酪氨酸( Y)特别保守, 推测该

氨基酸残基在生物体中对与 MHC IIB基因的功能

的维持有重要意义, 而多态性异常丰富的多肽结

合区则是 MH C IIB 结合多种外源性多肽的分子

基础。

表 3 不同组织 MHC IIB基因表达多态性与强弱的分析表格

组织 脑 肝 肠 胸腺 肌肉 脾 血 性腺 头肾 心 鳃 胃

表达强度 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

位点数  11 13 10 10 10 11 11 11 10 8 10 11

41 2  赤点石斑鱼MHC IIB分子的空间结构分析

MHC Ò复合物由 A链和 B链以非共价键相连

接, 组成异二聚体。经典的 MHC IIB由 2 个胞外

结构域(多肽结合区B1、免疫球蛋白样区 B2)、1个

跨膜区和胞质区组成,B1区多态性异常丰富, 而跨

膜区极度保守, 2个细胞外结构域分别由 2个半胱

氨酸形成的链内二硫键相连 [ 21] 。预测的赤点石斑

鱼 MHC IIB分子空间结构同样具备了经典 MHC

IIB的空间结构特点, 在 N 端由 1 个 A螺旋与 4个

反向平行的B折叠构成多肽结合区, C 端则由多个

B折叠构成两个反向平行的三明治结构。而 4个

序列在同样的位置都存在 4个半胱氨酸并两两形

成二硫键( 29- 94, 132- 188)。

41 3  赤点石斑鱼MHCIIB基因的表达多态性分析

有学者认为 MHC IIB基因的表达局限在一定

的组织和细胞型上, Juu-l M adsen 等[ 10 ]检测到虹鳟

的头肾和脾中 MHC IIB 基因的表达, 但在心和肝

中未检测到此基因表达。Ono 等 [ 22] 在鲤鱼肝胰腺

和肠中检测到 MHC IIB基因转录物, 但在心、卵

巢、脑和骨骼肌中未检测到转录产物。Rodrigues

等
[ 23]
研究表明 MHC IIB 基因在鲤鱼胸腺、外周

血、后肠中表达, 但在骨骼肌和红细胞中未检测到

表达产物。也有学者认为 MHC IIB基因表达的组

织特异性与鱼体自身的免疫水平相关, Koppang

等 [ 11]应用 RT-PCR技术分析免疫与非免疫大西洋

鲑 MHC IIB基因表达水平, 发现非免疫鱼 MHC

IIB基因仅在前肠、脾、后肠和鳃表达,在心、肝、头

肾等组织均未检测到表达产物, 而免疫鱼在心、

肝、前肠、头肾、脾、后肠和鳃均检测到表达产物。

本实验通过 SSCP和实时定量 PCR技术对赤点石
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图 7 基于 MHC IIB 基因 IGC区氨基酸序列构建脊椎动物系统进化树( N J 树)

Dic entr archus labr ax 1 DQ821112, Dicent rarch us la brax 2 AM113471 , Dic entr archus labrax 3 DQ821113, Dicen-

tr archu s labr ax 4 DQ821110 ) ) ) 狼鲈 ; cichl id_ fis hes 19 18357A 丽鱼; Morone sax ati li s1 L33965, Morone saxat il is 2

L33967 , Morone sa xat il is 3 L33966 ) ) ) 条纹石鮨; Pag ru s_maj or AY190711 ) ) ) 真鲷; P seud osciaena cr ocea 大黄

鱼( 本实验室工作 )1 P aral ich thy s ol i vaceus AY848955 ) ) ) 牙鲆 ; S cop h thalmus max imu DQ001730 ) ) ) 进口大菱

鲆; S ti z ost ed ion v it reum 1 AY158838 , S ti z ost edion v it reum 2 AY158837 ) ) ) 大 眼 鰤 鲈; Or yz ias lat ipe

AB033212 ) )) 青鳉; P oe cil ia r eti culat e Z54077 ) ) ) 孔雀鱼; Au lonocara hansbaenschi L13223 ) ) ) 马拉维慈鲷; Ga s-

terosteu s aculeatus ( L1 ) AY713945 ) ) ) 刺 鱼; Sa lmo Salar X70166 ) ) ) 大 西 洋 鲑; On corhynchus myk iss

AF115529 ) )) 硬头鳟; X enop us lae v is D13688 ) ) ) 非洲爪蟾; Ging ly mostoma ci rr atum AAF82681 ) ) ) 护士鲨; Cotur-

nix j aponica1 AB110472, Coturnix j ap onica2 AB110470, Coturnix j ap onica3 AB078884 ) ) ) 日本鹌鹑; Gal lus gallus

AY510090 )) ) 红原鸡; Caiman c rocodi lu s 1 A F256652, Caiman cr oc od i lu s 2 AF256651 ) ) ) 中美凯门鳄; H omo sa-

piens CH 878642 ) ) ) 智人; Pan t rog lod ytes XM_001165717) ) ) 黑猩猩.
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斑鱼 12 个组织进行检测, 所有组织均能检测到

MHC IIB基因不同程度的表达产物。张玉喜等
[ 24]

在所检测大菱鲆( Scophthalmus max imus )各组织

中也均检测到 MHC IIB基因不同程度的表达,说明

MHC IIB基因的表达可能并不存在所谓的组织局

限性,而是在表达程度上存在组织特异性。Vlad-

im ir 等 [ 25]指出 MHC IIB基因多态性被限制在明显

的功能性位点上, 其主要集中在多肽结合区 (即

PBR区)。MHC IIB多样性水平的降低可导致种群

内个体对突发性的外界传染性病原体的易感性增

高,导致种群抗病能力单一,生存力下降 [ 26]。Kris-

ten 等
[ 27]
在研究大麻哈鱼 ( Oncor hynchus tshaw-

y tscha) 对不同病原体的抗性中已发现 MHC IIB位

点杂合个体的存活率要明显高于纯合体。SSCP 技

术可以用来分离具有不同核苷酸序列的 DNA 片

段,其具有操作方便快速,灵敏度高(分辨率可以达

到分离单碱基差异的 DNA 片段)等优点。因此其

虽然主要应用于检测基因的点突变,但同样可以用

来检测具有核苷酸多态性的多拷贝基因的表达
[ 28]
。

通过 SSCP 检测, 我们发现赤点石斑鱼 MHC IIB 在

各组织表达的多态性相当的丰富,即使是在表达等

位基因数最少的心脏,仍然有 8个等位基因的表达。

通过比较发现, MHC IIB基因除了在头肾和脾等免

疫器官的表达量及多态性均较为显著外, 在鳃和肠

等与外界病原接触机会较多的组织均有显著表达,

这与 MHC IIB基因递呈外源性抗原,引导机体进行

非特异性免疫的功能是相适应的。

41 4  赤点石斑鱼MHC IIB基因的同源性和系统

发生分析

  MH C IIB 的 B结构域存在丰富多态性, 为了

避免氨基酸变异速率过快带来的不必要的进化

/噪音0, 我们选择了较为保守的 IGC 序列作为构

建进化树的参考序列。通过 Clustal X将所得赤

点石斑鱼 4 个 MH C IIB IGC区的氨基酸序列与

部分鱼类及其他高等脊椎动物的同源氨基酸序

列进行比对, 用 MEGA 31 0构建 N J系统树(见图

7) , 其由 2 个主要分支组成, 所有硬骨鱼类聚为

一簇, 支持了硬骨鱼类的单系起源, 在硬骨鱼类

内部, 所有鲈形目鱼类聚合为 1 个分支, 鲑鳟鱼

类为 1 个分支, 位于硬骨鱼类的基部, 二者都具

有单系性, 在鲈形目中可以发现鮨科与鲈科鱼类

有较近的亲缘关系, 而狼鲈科与石首鱼科的亲缘

关系更近, 赤点石斑鱼 4个氨基酸序列的平均遗

传距离为 111 9% , 与大眼狮鲈( S tiz ostedion vi tr e-

um )的亲缘关系最近。软骨鱼类与硬骨鱼类外的

其他高等脊椎动物聚合为另 1 个分支, 并位于该

分支的基部, 表明了 MH C IIB基因的分化可能早

于软骨鱼类与硬骨鱼类及其他高等脊椎动物的

分化。而软骨鱼类在 MHC 基因上与其他高等脊

椎动物更为近似的特点同样体现在其他方面, 如

Sato 等
[ 2 9]
指出,硬骨鱼类的 Ñ类和 Ò类基因都应

该分属不同的连锁群, 而 Yuko 等 [ 3 0] 的研究则表

明在软骨鱼中 Ñ类和 Ò类基因与其他高等脊椎

动物一样, 是连锁在一起的。Simona 等
[ 31]
对软

骨鱼类的 MHC Ò分子研究表明, 尽管在序列上

存在 13 个氨基酸的差异, 但是在空间结构上却

与高等的哺乳动物存在着很高的相似性, 这说明

了软骨鱼类的 MHC Ò分子的免疫功能应该与高
等哺乳动物更为相似。造成这种现象推测有 2

种可能, 一个是鱼类为单系起源, 但 MHC基因的

进化在软骨鱼类和其他高等脊椎动物呈现趋同,

另一可能原因为鱼类并系甚至多系起源。本研

究所构建的进化树还显示出几乎所有物种内的

不同等位基因均先聚合再与其他物种聚合, 这种

源于同一物种不同座位的 MHC IIB 分子均先聚

合的结果, 表明了多数 MHC IIB 位点的分化, 也

即其通过基因重复, 歧化等形成多基因座位的过

程, 是在物种形成之后进行的, 由于其形成时间

短, 因此可以成为研究种内群体分化及良种选育

的良好指标。
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The cloning and polymorphism of MHC class IIB gene

from Epinephelus akaara

DIN G Shao-xiong1 , ZHA NG Zh-i w en1 , DU Jia-ying 1 , WANG Jun1 , ZENG Hua-song1 ,

WANG Ying1 , CHEN Xiao- feng2

( 11 Dep ar tment of Oceanography and Institute of Subtr op ical Oceanograp hy , X iamen Univer sity , X iamen 361005, China;

21 Third Institute of Oceanoqrap hy , State Oceanic A dminis tr ation, X iamen 361005, China)

Abstract: Majo r histocompat ibility complex is one of crucial innate immune factors in ver tebrates1 In this

study, RACE, Realt ime PCR and SSCP techniques had been used to study the st ructure and expression

character izat ion o f MHC gene from Ep inep helus akaar a, 4 complete cDNA sequences of MHC class ÒB

chain from E1 akaar a was obtained, the sequences have the length of 1195 ~ 1355 bp, and contain a 3c
UT R, promo ters, a peptide-binding reg ion( B1) , an immunoglobulin- like region( B2) , a tr ansmembr ane re-

g ion, a cytoplasm ic region, and 5cU TR1 T he size of their coding region is 750 bp, exhibits a classic MHC

3D mo lecular st ructur e and abundant po lymo rphisms in the pept ide-binding reg ion1 Within the pept ide-

binding reg ion, B1 included an alpha-helical r eg ion and a beta sheet of four st rands in ant iparallel orienta-

t ion, w hile B2 fo rms a sandwhich- like st ructur e made o f tw o ant iparallel sheets, w ith each containing sev-

eral st rands1U sing SSCP technique, w e observed high levels of expression o f polymorphism in 12 t issue

such as head-kidney, heart and liver1We also const ructed phy log enetic t ree based on Neighbour- Joining

methods w ith IGC reg ion of the MHC IIB gene1 T hese results show ed that the amino acid sequence o f the

IGC r eg ion of MHC IIB is info rmat ive for phylog enet ic studies in f ishes1
Key words: Ep inep helus akaara ; MHC class Ò gene; polymorphism
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