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摘要: 采用同源克隆和末端 快 速 扩 增 (RACE) 的 方 法，得 到 1 161 bp 的 军 曹 鱼 (Rachycentron canadum)

MHC-Ⅱβ 全长 cDNA 片段。该序列包括 20 bp 的 5′末端非编码区(UTR) ，394 bp 的 3′UTR 及 747 bp 的

开放阅读框(ORF) ，编码 248 个氨基酸，预测其蛋白质分子量约为 27. 99 ku，等 电 点 为 6. 21。通 过 构 建

MHC-Ⅱβ 氨基酸序列的系统进化树，并进行氨基 酸 相 似 性 比 对，结 果 表 明，军 曹 鱼 和 已 知 鱼 类、鼠 (Mus

musculus)、鸡(Gallus gallus) 及 人 类 (Homo sapiens) MHC-Ⅱβ 氨 基 酸 的 同 源 性 在 28. 5% ～ 77. 5% 之 间。

所推测的蛋白序列具有一些重要的特征，包括:前导肽、β1、β2 和 CP /TM /CYT 区，保守的半胱氨酸等。

Real-time PCR 检测结果显示，MHC-Ⅱβ 基因在正常军曹鱼组织中均表达，但表达量在各个组织中不同，

其中，头肾表达较强，鳃、脾、肠表达程度中等，在心、脑、肌肉中表达较弱。
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Abstract:The homology cloning and RACE PCR were employed to clone the MHC-Ⅱ β gene from cobia

(Rachycentron canadium) . The full length cDNA of MHC-Ⅱβ comprises 1 161 bp with a 20 bp 5′ untranslated

region (UTR) ，a 394 bp 3′ UTR and a 747 bp open reading frame ( ORF) encoding a polypeptide of 248

amino acid residues with a predicted molecular weight of 27. 99 ku and theoretical isoelectric point of 6. 21. The

putative protein showed homology varying from 28. 5% to 77. 5% when compared with other fishes，mouse(Mus

musculus) ，chicken(Gallus gallus) and human (Homo sapiens) . The protein sequence showed all the important

features including leader peptide，β1，β2，CP /TM /CYT regions and conserved cysteines. The MHC-Ⅱ β

expression was detected in all tested tissues with different expression levels. The high expression was detected

in head kidney，moderate expression was detected in gill，spleen and intestine，while low expression was
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detected in heart，brain and muscle.
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MHC ( major histocompatibility complex) 即

主要组织相容性复合体，是指染色体上由一系

列紧密连锁的基因位点所组成的具有高度多态

性的复合 遗 传 系 统 或 区 域。MHC 广 泛 参 与 免

疫应答的诱导与调节，激发机体特异性免疫反

应，在免疫学上具有极为重要的意义。MHC 分

子又称 MHC 抗原，是由 MHC 基因编码的一类

细胞表面转膜蛋白，在体内主要起到抗原提呈

的作用。由 于 MHC 具 有 多 态 性、与 疾 病 的 相

关性以及连锁不平衡性的特点，因此，了解鱼类

MHC 基因的结构与功能，寻找与疾病相关联的

易感基因或疾病抵抗基因，对预防疾病具有很

高的价值。此外，由于 MHC 的高度多态性，故

可用于种群遗传学研究，并作为种群分子进化

的标记之一。对 MHC 本质的探究是从 1950 年

George Snell［1］
进 行 小 鼠 的 移 植 排 斥 反 应 研 究

时发现 MHC 开 始 的，此 后 相 继 发 现 人 ( Homo
sapiens) (HLA)、鼠 (Mus musculus) (H-2) 和 鸡

(Gallus gallus) (B) 等 许 多 动 物 的 MHC。哺 乳

动物 具 有 MHC 基 因 是 较 为 普 遍 的 现 象，随 着

研究的不断深入，近年来已确定几乎所有的脊

椎动 物 都 存 在 MHC 基 因。鱼 类 MHC 基 因 的

研究起步较晚，直到 1990 年，Hashimoto 等
［2］

通

过比较人、鼠、鸡的Ⅰ类 α3 结构域和Ⅱ类 β 结

构域氨基酸序列，并以这些区域形成链内二硫

键 2 个半胱氨酸残基侧翼的保守序列为模板，

设计 高 度 简 并 性 引 物，扩 增 出 鲤 ( Cyprinus
carpio) 的部 分 MHC 基 因 序 列，才 揭 开 了 鱼 类

MHC 研究 的 序 幕。迄 今 为 止，已 经 在 超 过 30
种 鱼 类 中 进 行 了 全 长 或 部 分 序 列 的 克 隆 及 测

序，验证了它们的多态性及基因拷贝数的变化，

已经 获 得 包 括 斑 马 鱼 ( Danio rerio )［3］、虹 鳟

( Oncorhynchus mykiss )［4］、大 西 洋 鲑 ( Salmo
salar)［5］、斑 点 叉 尾 ( Ictalurus punctatus)［6］、

真鲷(Chrysophrys major)［7］
等鱼类 MHC-Ⅱβ 的

全 长 序 列。 但 对 军 曹 鱼 ( Rachycentron
canadum) 的 MHC 基因序列尚未有报道。

军曹 鱼 隶 属 鲈 形 目 ( Perciformes) 鲈 亚 目

(Percoidei) 军 曹 鱼 科 ( Rachycentridae) 军 曹 鱼

属，俗称海鲡、鲸龙鱼，分布于大西洋、印度洋和

太平洋 沿 岸 海 域 及 港 湾
［8］。军 曹 鱼 具 有 生 长

速度快、营养价值高等优点，是国内近几年来养

殖规模迅速发展的重要海水经济鱼类，已成为

海水网 箱 养 殖 的 重 要 品 种
［9］。随 着 养 殖 密 度

的增大和养殖生态环境的恶化，加上管理不善，

导致鱼体受伤、抵抗力下降等原因，军曹鱼病害

日趋严重，已成为制约军曹鱼健康养殖发展的

关 键 因 素 之 一
［10 － 12］。本 文 根 据 其 他 鱼 类

MHC-Ⅱβ 基因的保守序列设计简并引物，采用

同源 克 隆 和 末 端 快 速 扩 增 方 法 扩 增 军 曹 鱼

MHC-Ⅱβ 基因的全长 cDNA 序列，对 cDNA 和

推测的氨基酸序列进行分析，比较它与其他鱼

类以及鸡、鼠和人类的 MHC-Ⅱβ 氨基酸序列差

异，并分析了军曹鱼 MHC-Ⅱβ 基因的组织特异

性表达。通过对 4 尾军曹鱼 MHC-Ⅱβ 氨 基 酸

的比对，研究了其多态性，为进一步研究 MHC-
Ⅱ类分子的作用机理以及 MHC-Ⅱ类基因多态

性与鱼体抗病力的关系奠定基础。

1 材料与方法

1. 1 实验材料 军曹鱼购于海南陵水网箱，于

陵水试验站暂养一周。取样 时 将 心、脾、鳃、头

肾、皮肤、心和脑等组织取出，放于液氮冷冻 1 d
后，转移至 － 80℃ 冰箱保存。
1. 2 总 RNA 提 取 及 cDNA 第 一 链 的 合 成

称 取 0. 1 g 军 曹 鱼 的 脾，采 用 Trizol 法

( Invitrogen) 提取总 RNA，通过琼脂糖凝胶电泳

和微量紫外分光光度计检测 RNA 的 完 整 性 和

浓度后，保 存 于 － 80℃ 冰 箱。取 总 RNA 5 μg
与反转 录 引 物 ( oligo-dT 接 头 引 物，表 1) 1 μl
(10 pmol /L) 混合，经 RT-PCR 合成 cDNA 第一

链，放入 － 80℃ 保存备用。
1. 3 同源扩增 根据其他鱼类 MHC-Ⅱβ 的核

酸序列，利用 CLUSTAL W2 程序进行比对，确定
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其保守区域。在保守区设计简并引物(由上海英

骏 生 物 技 术 有 限 公 司 合 成 ) ( RCMC2BF、
RCMC2BR，序列见表 1) ，扩增军曹鱼 MHC-Ⅱβ
的中间片段。PCR 产物经过 1% 琼脂糖凝胶电

泳 检 测 后 回 收，连 接 pMD18-T 载 体，转 化

TOP10 感受态细胞。阳性菌液于上海英骏生物

技术有限公司测序。
1. 4 cDNA 全序列的克隆 根据中间片段序列

设计 特 异 性 引 物 RCMC32BOUT、RCMC32BIN、
RCMC52BOUT、RCMC52BIN，序列见表 1。利用

半巢式 ( semi-nested) PCR 方 法，用 cDNA 末 端

快 速 扩 增 技 术 ( rapid amplification of cDNA
ends，RACE) 对 目 的 基 因 的 3′和 5′末 端 进 行

PCR 扩增。所 得 到 的 PCR 产 物 经 1% 的 琼 脂

糖凝胶电泳检测、纯化后，连接 pMD18-T 载体，

转化 TOP10 感 受 态 细 胞。阳 性 菌 液 于 上 海 英

骏生物技术有限公司测序。所得序列与中间片

段用 DNAstar 软件进行拼接。
1. 5 序列分析 登 录 NCBI 用 BLAST 对 测 序

结果进行同 源 性 检 索，用 DNAstar 分 析 所 得 军

曹鱼 MHC-Ⅱβ cDNA 序列以及开放阅读框，蛋

白质 二 级 结 构 用 PHDsec program 软 件 进 行 预

测分 析，用 在 线 CLUSTAL W2 进 行 多 序 列 比

较，用 MEGA4. 1 方法构建进化树。
1. 6 多态性研究 在 5′UTR 和 3′UTR 区域设

计一对引物(M5 和 M3) ，序列见表 1，扩增 4 尾

军曹鱼的 MHC-Ⅱ β 的 ORF 序列，通过氨基酸

比对来确定基因的多态性。
1. 7 MHC-Ⅱ β 基 因 在 不 同 组 织 中 的 Real-
time PCR 分析 取 3 尾健康军曹鱼(200 g) 的

心、脾、鳃、头肾、肌肉、肠和脑组织，分别将这 3
尾军曹鱼的不同组织分装，相同组织混合均匀。
在已获得的序列上( 靠近 3′端) 设计 qPCR 特异

性引物( 引物序列见表 1，预计扩增约 106 bp 的

目的片段) ，以反转录的 cDNA 为模板进行普通

PCR，并进行 PCR 反应条件优化，将 PCR 产物

送测序以确保其为预期的目的基因片段。引物

β-ActinF 和 β-ActinR 扩增得到的 PCR 产物作

为内参 与 目 的 基 因 在 同 一 体 系 中 扩 增。采 用

SYBR Green Ⅰ法 在 Mastercyclerep realplex 荧

光定 量 PCR 仪 ( Eppendorf AG，Hamburg，Ger-
many) 上进行扩 增 和 数 据 分 析。每 个 样 品 做 4
个 平 行，荧 光 吸 收 值 及 扩 增 曲 线 通 过

Mastercyclerep realplex System 软 件 分 析。利 用

2 － ΔΔCT
法计算相对表达量。

表 1 实验中所用到的引物序列

Table 1 Oligonuleotide primers used in this experiment

引物名称 Prime 核酸序列 Nucleotide sequence (5′ － 3′) 应用范围 Applied range

RCMC2BF AGCAGCAGTGTGGGGAAGT 同源克隆

RCMC2BR ACTCAGGCATGGACGGATC 同源克隆

oligo-dT 接头引物 AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT(30)VN 反转录

SMART 3a CAGAGTACTTTTTTTTTTTTTTTT 3′RACE

RCMC32BOUT GAACGCTGGAACAAAGGTC 3′RACE

RCMC32BIN CCGAGATGGACAGGAAGTG 3′RACE

Olido-dG GGGGGGGGGGGGGGG(A /T /C) 5′RACE

RCMC52BOUT TACCAGTCGCCGTCAGCC 5′RACE

RCMC52BIN TTGTTCCAGCGTTCTGCGTT 5′RACE

M5 AGAGCTCTCAACTCACCATC 多态性研究

M3 GGACCAGACTGAGGTGTTC 多态性研究

β-ActinF TGAGACCACCTACAACAGC RT-PCR 内参

β-ActinR CTGCATCCTGTCAGCGAT RT-PCR 内参

J2BF ACCTCTGGTTATTGACTGGG RT-PCR

J2BR TCCAGCCAGAGATAAGATCAGAC RT-PCR
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2 结 果

2. 1 核酸序列分析 经同源克隆获得 460 bp
的片段，通 过 3′RACE PCR 和 5′RACE PCR 分

别得到 704 bp 和 325 bp 的 MHC-Ⅱβ 两端( 图

1) ，将获得的 三 段 序 列 经 DNAstar 分 析 去 除 重

叠序 列 和 接 头 序 列 后，得 到 1 161 bp 军 曹 鱼

MHC-Ⅱβ 基 因 cDNA 的 全 序 列 ( 图 2)。军 曹

鱼 MHC-Ⅱβ cDNA 由 747 bp 编码区、20 bp 的

5′UTR 区和 394 bp 的 3′UTR 区组成，并且具有

脊椎动物典型的加尾信号 AATAAA 和 16 bp 的

Poly A 尾巴。在 3′UTR 区发现了一个 RNA 不

稳定模体 ATTTA (RNA instability motifs)。

图 1 同源克隆及 RACE PCR 电泳图

Fig. 1 Electrophoresis pictures of homology cloning and RACE PCR
A. 同源克隆:1. 同源克隆 PCR 产物; B. 3′RACE 产 物:1. 一 扩 产 物，2. 二 扩 产 物; C. 5′RACE 产 物:1. 一 扩 产

物;2. 二扩产物。M. DL 2000 DNA 分子量标准。

A. Product of homology cloning，1. Homology cloning product; B. 3′RACE PCR product，1. The first round PCR

product; 2. The second round PCR product; C. 5′RACE PCR product，1. The first round PCR product; 2. The second

round PCR product. M. DL 2000 DNA ladder.

2. 2 MHC-Ⅱ β 氨 基 酸 序 列 分 析 军 曹 鱼

MHC-Ⅱβ cDNA 的开放阅读框编码 248 个氨基

酸(图 2)，用 DNAstar 预测蛋白质的分子量约为

27. 99 ku，等 电 点 为 6. 21。由 前 导 肽 ( leader
peptide)、β1 区、β2 区、连接肽、跨膜区和胞浆区

(CP /TM /CYT)组成，分别为 17 个、92 个、94 个、
45 个氨基酸。其二级结构，在 β1 的第 32 氨基

酸上含有一个 N-糖基化位点(NSSD)，在 β2、连
接肽上含有 4 个蛋白激酶 C-磷酸化位点(112 位

SVR、178 位 TPR、193 位 SLK 以及 209 位 SER)

和 5 个酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化位点(132 位 SVYD、
157 位 SSTE、173 位 SHLE、193 位 SLKE 以及 205

位 SMPE)，另外在 β1、β2 和跨膜区上共含有 4

个 N-豆 蔻 酰 化 位 点 ( 69 位 GVKNAE、98 位

GLDYTA、149 位 GQEVAS 以及 220 位 GLILGL)，

在 CP /TM /CYT 区具有在鱼类及哺乳动物中保

守的 GXXGXXXGXXXXXXG 框。

利用在线 软 件 CLUSTAL W2 进 行 军 曹 鱼

MHC-Ⅱβ 推测的氨基酸序列与其他鱼类、鼠和

人的 MHC-Ⅱβ 氨基酸序列 比 对 ( 图 3)。根 据

β2 区的氨基酸 序 列 比 对 情 况，用 MEGA4. 1 构

建了系统进 化 树 ( 图 4) ，结 果 发 现 鸡、鼠 和 人

形成一个独立的分支，军曹鱼与其他鱼类形成

另一个 独 立 分 支，军 曹 鱼 和 驼 背 犬 齿 罗 非 鱼

(Cyphotilapia frontosa) 的关系最近，与人、鼠、鸡
较远。用 DNA star 分析序列的同源性，其中军
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图 2 军曹鱼 MHC-Ⅱβ cDNA 序列及推导的氨基酸序列

Fig. 2 cDNA sequence of cobia MHC-Ⅱβ and deduced amino acid sequence
起始密码子( atg)、终止密码子( tga)、加尾信号 aataaa 用黑体标出;RNA 不稳定模体( attta) 用方框标出;不同区域起始氨

基酸用下划线标出。小写字母示核酸序列，大写字母示氨基酸序列;“ <”表示区域的起始位置，“ >”表示区域的终止位

置，这些区域包括前导肽、β1 区、β2 区、连接肽、跨膜区和胞浆区。

The start and stop codons or the putative polyadenylation signal ( aataaa) are shown in bold print. RNA instability motif ( attta)

in the 3′UTR is represented by box. The start amino acid of different region is underlined. Lowercase letters show nucleotide

sequence，capital letters show amino acid sequence;  <  indicates the starting position of the region， >  indicates the

termination position of the region， these regions include the leader peptide，β1 region，β2 region，CP /TM /CYT region

( connecting peptide，transmembrane and cytoplasm) .

曹鱼与赤点石斑鱼(Epinephelus akaara) 的同源

性 最 高，同 源 性 为 77. 5% ，与 欧 洲 鲈

( Dicentrarchus labrax )、条 纹 鲈 ( Morone
saxatil)、大眼狮鲈(Stizostedion vitreum)、大黄鱼

( Larimichthys crocea )、 真 鲷、 三 刺 鱼

(Gasterosteus aculeatus)、大 菱 鲆 ( Scophthalmus
maximus)、牙 鲆 ( Paralichthys olivaceus) 和 驼 背

犬齿 罗 非 鱼 的 同 源 性 次 之，同 源 性 分 别 为

77. 1%、 77. 1%、 75. 5%、 75. 1%、 73. 5%、
70. 3%、69. 9%、69. 9% 和 68. 7% ，与 大 西 洋

鲑、虹鳟、斑点叉尾和斑马鱼的同源 性 较 低，

分别 为 63. 1%、61. 4%、51. 8% 和 51. 8%。与

人、鼠和鸡 的 MHC-Ⅱβ 氨 基 酸 的 同 源 性 仅 为

28. 5%、33. 7% 和 30. 1%。
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2. 3 多态性分析 通过建立对军曹鱼 MCH-Ⅱβ
ORF 扩增的 PCR 方法，我们获得了共 4 尾军曹

鱼的 MHC-Ⅱβ 氨基酸序列( 图 5)，经过比对，总

共有 25 个不同的氨基酸位点，其中有 22 个位于

β1 区，占 β1 区的 23. 9% ，而 β1 区氨基酸的相似

度只有 81. 5% ，说明 β1 的多态性极高。
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图 3 推导的军曹鱼 MHC-Ⅱβ 氨基酸与其他已知物种 MHC-Ⅱβ 氨基酸比对图

Fig. 3 Alignment of the predicted cobia MHC-Ⅱβ amino acid sequence with
other known MHC class Ⅱβ amino acid sequences

上述序列比对对应不同的区域:前导肽，β1 区，β2 区，CP /TM /CYT 区。“* ”表示所 有 序 列 中 都 一 致 的 氨 基 酸;“:”
表示 保 守 的 氨 基 酸;“.”表 示 半 保 守 的 氨 基 酸; 阴 影 所 示 在 β1、β2 上 的 4 个 保 守 的 半 胱 氨 酸;“□”示

GXXGXXXGXXXXXXG 框;Dare: 斑 马 鱼 AAA87891，Icpu: 斑 点 叉 尾 U77597，Paol: 牙 鲆 L04805，Scma: 大 菱 鲆

DQ001730，Dila:欧洲鲈 AM113466，Mosa:条纹鲈 L33967，Chma:红鲷鱼 AY190711，Lacr:大黄鱼 ABV48908，Epak:赤

点石斑鱼 ACA63828，Stvi:大眼狮鲈 AY158838，Gaac:三 刺 鱼 BT027207，Cyfr:驼 背 犬 齿 罗 非 鱼 L13232，Onmy:虹 鳟

AF115529，Sasa:大西洋鲑 X70167，Homo:人类 CAA47028，Mumu:鼠 AAC05286，Gaga:鸡 NP-001038144。
Regions corresponding to the putative leader peptide，β1 domain，β2 domain，connecting peptide，transmembrane region and
cytoplasmic tail are shown above the sequences. “* ”means that the residues or nucleotides in that column are identical in
all sequences in the alignment; “:”means that conserved substitutions have been observed;“.”means that semi-conserved
substitutions are observed;four conserved cysteine is shaded;conserved GXXGXXXGXXXXXXG box is represented by box.
Sequence accession numbers are as follows: Raca (Rachycentron canadum) ，Dare(Danio rerio AAA87891) ，Icpu( Ictalurus
punctatus U77597 ) ， Paol ( Paralichthys olivaceus L04805 ) ， Scma ( Scophthalmus maximus DQ001730 ) ， Dila
(Dicentrarchus labrax AM113466 ) ，Mosa ( Morone saxatilis L33967 ) ， Chma ( Chrysophos major AY190711 ) ， Lacr
( Larimichthys crocea ABV48908) ，Epak ( Epinephelus akaara ACA63828) ，Stvi( Stizostedion vitreum AY158838 ) ，Gaac
(Gasterosteus aculeatus BT027207) ，Cyfr(Cyphotilapia frontosa L13232) ，Onmy(Oncorhynchus mykiss AF115529) ，Sasa
( Salmo salar X70167) ，Homo (Homo sapiens CAA47028) ，Mumu (Mus musculus AAC05286) ，Gaga (Gallus gallus NP-
001038144) .
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图 4 利用 Clustal W2 和 MEGA4. 1 软件构建的 MHC-Ⅱβ 基因(β2 区) 氨基酸序列的系统树

Fig. 4 Phytogenetic tree of MHC-Ⅱβ gene (β2 region)amino adds sequences in different

groups with program Clustal W2 and MEGA 4. 1 using neighbor-join method
节点处的数字为 1 000 次 bootstrap 检验的支持率。

The numbers were the percentages of bootstrap values supporting each node from 1 000 replicas.

Rachycentron canadum: 军 曹 鱼; Danio rerio: 斑 马 鱼; Ictalurus punctatus: 斑 点 叉 尾; Paralichthys olivaceus: 牙 鲆;

Scophthalmus maximus:大菱鲆; Dicentrarchus labrax:欧洲鲈; Morone saxatilis:条纹鲈; Chrysophos major:真鲷; Larimichthys

crocea:大黄鱼; Epinephelus akaara:赤点石斑鱼; Stizostedion vitreum:大眼狮鲈; Gasterosteus aculeatus:三刺鱼; Cyphotilapia

frontosa:驼背犬齿 罗 非 鱼; Oncorhynchus mykiss: 虹 鳟; Salmo salar: 大 西 洋 鲑; Homo sapiens: 人 类; Mus musculus: 鼠;

Gallus gallus:鸡。

2. 4 MHC-Ⅱβ 基 因 在 不 同 组 织 中 的 表 达 分

析 以正常的军曹鱼组织为材料，以反转录合

成的第一链 cDNA 为模板，以 β-actin 为内参基

因，用特异性引物 ( J2BF，J2BR) 进行 Real-time
PCR 反应，检 测 MHC-Ⅱβ 基 因 在 不 同 组 织 中

的表达情况。结果表明，在正常军曹鱼组织中，

MHC-Ⅱβ 基 因 较 强 地 表 达 于 头 肾 ( 61. 70 ±
1. 92) ，中 等 程 度 表 达 于 鳃 (18. 80 ± 1. 38)、脾

(9. 28 ± 0. 10)、肠(7. 62 ± 0. 05) ，在心(3. 89 ±
0. 34)、脑(5. 67 ± 0. 16)、肌肉(1. 03 ± 0. 15) 中

表达较弱。

3 讨 论

根据化学结构和功能的不同，MHC 可分为

MHC-Ⅰ类分子和 MHC-Ⅱ类分子，在 哺 乳 动 物

中还存在 MHC-Ⅲ类分子。其中，Ⅱ类 MHC 分

子呈递的抗原多是细胞外源性多肽，它在内质

网内由 α、β 和辅助分子 γ 链组装成完整三 聚

体，蛋白酶水解 γ 链，抗原多肽与Ⅱ类 MHC 分

子结合，形成稳定的Ⅱ类 MHC-多肽复合体，再

运至细胞表面，外源性抗原在线粒体或溶酶体

中与 MHC-Ⅱ类分子结合后呈递给协助 T 淋巴

细胞(Th，CD4 + ) ，从而触发免疫反应。
虽然鱼 类 MHC 基 因 和 哺 乳 动 物 的 MHC

基因相似度不高，但它们的结构组成基本上是

一致的，只是鱼类的跨膜区极度保守
［13］。一个

典型的 MHC-Ⅱ类 基 因 包 括 前 导 肽、两 个 胞 外

区(α1、α2 和 β1、β2)、连 接 肽、跨 膜 区 和 胞 浆
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图 5 不同军曹鱼个体之间的氨基酸比对图

Fig. 5 Alignment of amino acid sequences among different Cobias
上述序列比对对应不同的区域:前导肽、β1 区、β2 区、CP /TM /CYT 区。相同氨基酸用“ －”表示。

Regions corresponding to the putative leader peptide，β1 domain，β2 domain，connecting peptide，transmembrane

region and cytoplasmic tail are shown above the sequences. The same amino acids is represented by“ －”.

区。本实验克隆得到军曹鱼 MHC-Ⅱβ 的 全 长

序列 1 161 bp，包括 20 bp 的 5′UTR，394 bp 的

3′UTR 及 747 bp 的 开 放 阅 读 框 ( ORF) ，编 码

248 个氨基酸，在 3′UTR 区发现了一个 RNA 不

稳定模体 ATTTA(RNA instability motifs) ，此序

列与 mRNA 的稳定性直接相关
［14 － 15］。蛋白水

平上预测该序列前导肽为 17 个氨基酸，β1 区

含有 92 个氨基酸，β2 区含有 94 个氨基酸，CP /
TM /CYT 为 45 个 氨 基 酸。β1、β2 区 域 含 有 4
个半胱氨酸，构成 2 个二硫键桥以此连接两个

胞外区。在第 32 ～ 35 位氨基酸上含有一个 N-
糖基化位点(NSSD) ，这一位点在其他鱼类及哺

乳动物中也存在，只是确切的氨基酸位置有所

区别。如相同位点存在于牙鲆
［16］、大菱鲆

［17］、
真鲷

［18］、欧 洲 鲈
［19］

等，而 在 虹 鳟
［4］、大 西 洋

鲑
［5］、斑马 鱼

［20］
中 这 一 位 点 的 位 置 发 生 了 变

化。以 上 这 些 特 征 都 说 明 所 获 得 的 基 因 是

MHC 基因家族的一员。
氨基酸比对结果显示该序列 β1 区的变化

最大，拥有较少的保守氨基酸，而 β2 区相对保

守，特别是在近膜端。这一区域中的 94 个氨基

酸中有 33 个保守氨基酸。在 β1、β2 区域出现

的 4 个半胱氨酸残基在所有的鱼类及哺乳动物

中均保守，2 个 细 胞 外 结 构 域 由 2 个 半 胱 氨 酸

形成的链内二硫键相连，环绕这些残基的区域

经常被 用 来 设 计 引 物 进 行 基 因 MHC 序 列 的

PCR 扩 增。跨 膜 区 极 度 保 守，在 跨 膜 区 的

GXXGXXXGXXXXXXG 框 在 所 有 生 物 中 均 保

守，Cosson 等
［21］

推 测 此 框 与 其 和 MHC-Ⅱα 基

因形成 αβ 异 二 聚 体 有 关。在 哺 乳 动 物 中，推

测的 MHC-Ⅱβ 与 MHC-Ⅱα 作用位点包括 3 个

氨基酸残基:两个组氨酸、一个谷氨酸
［22］，第一

个组氨酸在鱼类中均保守，除了在三刺鱼中缺

失这一氨 基 酸
［23］。谷 氨 酸 在 所 有 鱼 类 中 均 保

守。在鱼类中第二个组氨酸经常被其他氨基酸

所替代，在军 曹 鱼 中 为 脯 氨 酸 (125 位 组 氨 酸、
126 位脯氨酸及 176 位谷氨酸)。在人类中，推

测的 MHC-Ⅱ类分子与 CD4 作用位点包括 3 个

氨基酸 残 基: 缬 氨 酸、苏 氨 酸 以 及 丝 氨 酸
［22］。

这 3 个氨基酸残基在其他鱼类中均保守，但是

在军曹鱼中 的 苏 氨 酸 被 丝 氨 酸 所 替 代 (156 位

缬氨酸、157 位丝氨酸和 158 位丝氨酸)。
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多序列 氨 基 酸 比 对 显 示 β1 区 的 变 化 最

大，只有 7 个保守氨基酸。不同军曹 鱼 氨 基 酸

之间 的 比 对，说 明 MHC 基 因 不 仅 在 种 间 存 在

多态性，而且种内不同个体之间也存在相当丰

富的多态性，且多态性都集中在 β1 区中，提示

功能性 PBR 的存在。
由于 β2 的保守性，因此利用 MEGA4. 1 对

此区域的序列构建系统进化树，结果显示鸡、鼠
和人形成一个独立的分支，军曹鱼与其他鱼类

形成另一个独立分支，这说明鱼类与其他脊椎

动物在分化上的不同，鱼类可能来自同一祖先，

而人类、哺 乳 动 物 及 家 禽 类 源 自 于 另 一 始 祖。
推测的军曹鱼 MHC-Ⅱβ 和已知鱼类、鼠、鸡及

人 类 MHC-Ⅱ β 氨 基 酸
［24 － 28］

的 同 源 性 在

28. 5% ～ 77. 5% 之 间，其 中 与 赤 点 石 斑 鱼 的 同

源性最高，可能是因为他们同属于鲈形目。
本 实 验 利 用 Real-time PCR 检 测 发 现

MHC-Ⅱβ 在正常军曹鱼组织中均有所表达，其

中在头肾中表达最强，中等程度表达 于 鳃、脾、
肠中，在心、脑、肌肉中表达较 弱。这 一 结 果 与

虹鳟
［29］、大西洋鲑

［30］
及 大 菱 鲆

［31］
的 表 达 情 况

基本相似，而 鲤 鱼
［32］

在 心、脑 中 未 检 测 到 基 因

转录物。这说明 MHC-Ⅱβ 基因主要在 免 疫 相

关组织 中 表 达，可 能 与Ⅱ类 MHC 分 子 抗 原 选

择 性 分 布 在 具 有 免 疫 功 能 的 细 胞 有 密 切 的 关

系。
对鱼类 MHC 基因的克隆表达进行分析以

及与抗病力之间的关系探讨，对于阐明鱼类抗

病力的遗传基础具有重要意义。Zhang 等
［33］

克

隆了牙鲆的 MHC-Ⅱβ 基因，分析了牙鲆 42 个

抗病个体和 42 个不抗病个体 MHC-Ⅱβ 基因的

分子多态性，并初步筛选出两个与牙鲆抗病相

关 的 MHC 等 位 基 因。本 实 验 已 获 得 军 曹 鱼

MHC-Ⅱβ 基因的全长 cDNA 序列，并初步研究

了其多态性，对其多态性与抗病力之间的关系

的研究以及筛选出抗病基因都值得我们今后进

一步研究。
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