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奥利亚罗非鱼髓样分化因子（ＭｙＤ８８）的克隆
及其在组织中的表达
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摘要： 髓样分化因子（ｍｙｅｌｏｉｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ８８， ＭｙＤ８８）是 ＴＬＲ（ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ）信号通路的关键

接头蛋白，在先天性免疫中具有重要作用。 通过 ＲＡＣＥ⁃ＲＣＲ 技术克隆了奥利亚罗非鱼（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ
ａｕｒｅｕｓ）ＭｙＤ８８ 基因 ｃＤＮＡ 全长序列（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号：ＪＮ０３２０１７）。 序列分析表明，奥利亚罗非鱼 ＭｙＤ８８
基因全长为 １ ６１１ ｂｐ，其中包括 １５５ ｂｐ 的 ５′非编码区，５８９ ｂｐ 的 ３′非编码区和 ８６７ ｂｐ 的编码区，编码 ２８８
个氨基酸残基。 ＭｙＤ８８ 蛋白 Ｎ 端具有死亡结构域，Ｃ 端具有 ＴＩＲ 结构域。 同源性分析表明，奥利亚罗非

鱼 ＭｙＤ８８ 氨基酸序列与鳜鱼（ Ｓｉｎｉｐｅｒｃａ ｃｈｕａｔｓ）相似性最高，为 ８５􀆰 ８％ ，与其他鱼类相似性为 ７０％ ～
８２％ ，与哺乳动物相似性为 ６３％ ～６６％ ；系统进化树分析表明，奥利亚罗非鱼 ＭｙＤ８８ 与同属鲈形目的鳜

鱼、大黄鱼（Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ）聚在一起。 采用实时定量 ＰＣＲ 方法检测 ＭｙＤ８８ 在奥利亚罗非鱼各组织

中的表达情况。 结果显示，ＭｙＤ８８ 在所有被测组织中都有表达，其中表达量最高的是卵巢，其次在小肠、
脾、肝、肾、鳃和血液中有较高的表达量，肌肉、精巢组织中表达量最低。 本研究可为进一步探讨 ＭｙＤ８８
在奥利亚罗非鱼 ＴＬＲ 信号通路中的作用奠定一定的基础。
关键词：奥利亚罗非鱼；实时定量 ＰＣＲ；ＭｙＤ８８；基因表达
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　 　 作为低等脊椎动物，鱼类获得性免疫系统

发育还不完善，先天性免疫系统在机体免疫中

起着重要的作用。 先天性免疫通过宿主自身存

在 的 模 式 识 别 受 体 （ ｐａｔｔｅｒｎ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＰＲＲｓ）快速识别病原微生物保守的分

子模式（ ｐａｔｈｏｇｅｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎｓ，
ＰＡＭＰｓ），通过信号转导级联反应引起效应分子

的表达。 Ｔｏｌｌ 样受体（Ｔｏｌｌ ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲｓ）
作为生物体内重要的 ＰＲＲｓ，是先天性免疫系统

的重要组成部分，同时也是连接先天性免疫与

获得性免疫的桥梁。 ＴＬＲｓ 识别 ＰＡＭＰｓ 后，其
本身结构发生二聚化，并通过两种不同的途径

向下游传导：ＭｙＤ８８ 依赖性传导和 ＭｙＤ８８ 非依

赖性传导途径 （ Ａｋｉｒａ ｅｔ ａｌ． ２００３，王德成等

２００８）。 前者产生核转录因子（ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃
ｋａｐｐａ Ｂ，ＮＦ⁃κＢ）和促炎症反应相关因子，如肿

瘤坏死因子（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）、白细

胞介素⁃１（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１，ＩＬ⁃１）等（Ｊａｎｅｗａｙ ｅｔ ａｌ．
２００２）。 后者引起干扰素 ３（ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ３，ＩＲＦ３）
介导的第Ⅰ型干扰素（ ｔｙｐｅ Ι ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｓ，ＩＦＮ）
和干扰素诱导基因的表达（Ｋａｗａｉ ｅｔ ａｌ． ２００１）。

髓样分化因子（ｍｙｅｌｏｉｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
８８，ＭｙＤ８８）是 ＴＬＲ 信号转导通路中关键的接

头蛋白，是信号向下游传导的关键靶分子。
１９９０ 年，Ｌｏａｄ 用 ＩＬ⁃６ 刺激小鼠（Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ）
髓样白血病细胞系细胞 Ｍ１ 分化为巨噬细胞

时，发现了髓样分化家族的新成员 ＭｙＤ８８，当
时认为它是一种髓样分化标记蛋白（Ｌｏｒｄ ｅｔ ａｌ．
１９９０）。 ＭｙＤ８８ 蛋白含有 ３ 个功能区域：Ｎ 端

的死 亡 结 构 域 （ ｄｅａｔｈ ｄｏｍａｉｎ ）、 中 间 区 域

（ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｄｏｍａｉｎ） 和 Ｃ 端的 ＴＩＲ 结构域

（Ｔｏｌｌ ／ ＩＬ⁃１ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｄｏｍａｉｎ）。 一般地， ＭｙＤ８８

的死亡结构域大约有 ９０ 个氨基酸，ＴＩＲ 结构域

含有 １３５ ～ １６０ 个 氨 基 酸 （ Ｏｈｎｉｓｈｉａ ｅｔ ａｌ．
２００９）。 ＭｙＤ８８ 通过 ＴＩＲ 结构域与 ＩＬ⁃１Ｒ ／ ＴＬＲｓ
相结合，而死亡结构域募集含有死亡结构域的

白细胞介素 １ 受体相关激酶 （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１
ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅｓ， ＩＲＡＫｓ），导致 ＩＲＡＫ
自身磷酸化，然后与肿瘤坏死因子受体相关因

子（ ＴＮＦ⁃ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ６，ＴＲＡＦ６）相

互作用，激活 ＩκＢ 激酶复合物，最终导致核因子

ＮＦ⁃κＢ 的活化并导致相关基因发生转录，从而

引起死亡及凋亡相关信号的传导和促炎症反应

的表达（Ｍｕｚｉｏ ｅｔ ａｌ． １９９７，Ｗｅｓｃｈｅ ｅｔ ａｌ． １９９７，
赵文华等 ２００７）。 近年来 ＭｙＤ８８ 基因已经从

多个物种中分离鉴定出来， 包括人 （ Ｈｏｍｏ
ｓａｐｉｅｎｓ）（Ｂｏｎｎｅｒｔ ｅｔ ａｌ． １９９７）、小鼠（Ｌｏｒｄ ｅｔ ａｌ．
１９９０）、鸡（Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕ）（Ｗｈｅａｔｏｎ ｅｔ ａｌ． ２００７）、
非洲爪蟾 （ Ｘｅｎｏｐｕｓ ｌａｅｖｉｓ） （ Ｐｒｏｔｈｍａｎｎ ｅｔ ａｌ，
２０００）、果蝇（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ） （Ｔａｕｓｚｉｇ⁃
Ｄｅｌａｍａｓｕｒｅ ｅｔ ａｌ． ２００２）、扇贝（Ｃｈｌａｍｙｓ ｆａｒｒｅｒｉ）
（Ｑｉｕ ｅｔ ａｌ． ２００７）等。 在鱼类中，已有文献报道

在斑马鱼（Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ）（Ｊａｕｌｔ ｅｔ ａｌ． ２００４）、鲤鱼

（Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ）（Ｋｏｎｇｃｈｕｍ ｅｔ ａｌ． ２０１１）、虹鳟

（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓｓ）（Ｒｅｂｌ ｅｔ ａｌ． ２００９）、大黄

鱼（Ｐｓｅｕｄｏｓｃｉａｅｎａ ｃｒｏｃｅａ） （Ｙａｏ ｅｔ ａｌ． ２００９）、牙
鲆 （ Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ ｏｌｉｖａｃｅｕｓ ） （ Ｔａｋａｎｏ ｅｔ ａｌ．
２００６）、大西洋鲑（ Ｓａｌｍｏ ｓａｌａｒ） （ Ｓｋｊａｅｖｅｌａｎｄ ｅｔ
ａｌ． ２００９ ）、半滑舌鳎 （ Ｃｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓ ｓｅｍｉｌａｅｖｉｓ）
（ Ｙｕ ｅｔ ａｌ． ２００９ ）、 条 石 鲷 （ Ｏｐｌｅｇｎａｔｈｕｓ
ｆａｓｃｉａｔｕｓ）（Ｗｈａｎｇ ｅｔ ａｌ． ２０１１）中分离出 ＭｙＤ８８
基因，并证实其在免疫反应中的重要作用。

罗非鱼（Ｔｉｌａｐｉａｓ），俗称非洲鲫鱼，属鲈形

目（Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ） 丽鱼科（Ｃｉｃｈｌｉｄａｅ），以其“生
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长快、食性杂和适应性强”等优势成为国际上

养殖最广泛的品种之一，是第三大国际贸易水

产品。 中国罗非鱼产量占全球罗非鱼总产量的

一半，其出口量高居世界第一位（杨弘 ２０１０）。
然而近年来，由于高密度养殖，种群退化，加上

养殖水质、环境及气候恶化，病害频繁发生且日

趋严重。 特别是自 ２００９ 年以来，我国罗非鱼的

主产区广东、海南、广西和福建等地大规模爆发

链球菌病，给整个罗非鱼产业带来了巨大的损

失（祝璟琳等 ２０１０）。 因此提高罗非鱼的抗病

能力，加快优良品种的培育，对于整个罗非鱼产

业的发展显得尤为重要。 但目前对于罗非鱼免

疫相关因子及其在免疫信号通路中的作用研究

还处于起步阶段，有关罗非鱼 ＴＬＲ 信号通路相

关因子的研究至今未见报道。 本研究利用

ＲＡＣＥ⁃ＰＣＲ 技 术 分 离 奥 利 亚 罗 非 鱼

（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ａｕｒｅｕｓ）ＭｙＤ８８ 基因 ｃＤＮＡ 全长序

列，并通过实时荧光定量分析 ＭｙＤ８８ 在奥利亚

罗非鱼各组织的表达情况，为深入研究罗非鱼

ＴＬＲ 信号通路及先天性免疫系统的分子机制奠

定基础，为进行罗非鱼抗病品种的选育提供理

论指导。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验鱼　 实验鱼奥利亚罗非鱼由中国

水产科学研究院淡水渔业研究中心国家罗非鱼

产业技术体系研发中心保种。 取健康 ２ 龄鱼

１２ 尾（♀，♂），分别取其血液、脑、肾、肝、脾、
心、精巢、卵巢、小肠、鳃、肌肉、皮肤 １２ 种组织

样品，立即投入液氮中冷冻，后转入 － ８０℃冰箱

保存，用于组织 ＲＮＡ 的提取。
１􀆰 １􀆰 ２　 实验试剂与仪器 　 总 ＲＮＡ 提取试剂

Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；反转录试剂

Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ Ｍ⁃ＭＬＶ、ｏｌｉｇｏ（ｄＴ） Ｐｒｉｍｅｒ、
ＲＮａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，３′⁃Ｆｕｌｌ ＲＡＣＥ Ｃｏｒｅ Ｓｅｔ Ｖｅｒ ２􀆰 ０，
５′⁃Ｆｕｌｌ ＲＡＣＥ Ｋｉｔ，ＤＮＡ 胶回收试剂盒，小剂量

抽提质粒试剂盒，ｐＭＤ１９⁃Ｔ 载体，ＥｃｏＲⅠ和 Ｐｓｔ
Ⅰ内切酶等购自大连宝生物工程有限公司

（ＴａｋａＲａ）； 荧光定量试剂 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ

Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购自 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司，大肠

杆菌 ＤＨ５α 由本实验室保种。 其他试剂均为国

产分析纯。
荧光 定 量 ＰＣＲ 仪 为 ＡＢＩ 公 司 生 产 的

７９００ＨＴ Ｆａｓｔ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪，紫外分光光度

计为 ＵＮＩＣＯ 公司的 ＵＶ⁃３８０２ 紫外分光光度计，
凝胶成像系统为 Ｓｙｎｇｅｎｅ 公司的 Ｇ：ＢＯＸ。
１􀆰 １􀆰 ３　 引物　 参考 ＧｅｎＢａｎｋ 中其他已知物种

的 ＭｙＤ８８ ｃＤＮＡ 序列以及罗非鱼 ＭｙＤ８８ 基因

相关的 ＥＳＴ 序列 （ ＧｅｎＢａｎｋ 登录号分别为：
ＧＲ６７９４１６􀆰 １、 ＧＲ６７７７５５􀆰 １、 ＧＲ６６７８２８􀆰 １、 ＧＲ６５７
５２９􀆰 １、ＧＲ６６０９０８􀆰 １、ＧＲ６００３３６􀆰 １），用 ＭＥＧＡ４
分析 保 守 性。 在 保 守 区 内 用 软 件 ｐｒｉｍｅｒ
ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 设计引物 ｍｙｄＦ１、ｍｙｄＲ１ （表 １）。
根据获得的奥利亚罗非鱼 ＭｙＤ８８ 基因编码区

序列设计 ３′ＲＡＣＥ 引物 ｍｙｄＦ２、ｍｙｄＦ３，５′ＲＡＣＥ
引物 ｍｙｄＦ４、ｍｙｄＦ５ 和一对荧光定量 ＰＣＲ 引物

ＲＴ⁃ｍｙｄＦ、ＲＴ⁃ｍｙｄＲ（表 １）。 根据奥利亚罗非鱼

β⁃ａｃｔｉｎ 序列（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号：ＥＵ７８４８１３）设计

一对荧光定量 ＰＣＲ 引物 ＲＴ⁃ａｃｔｉｎＦ、ＲＴ⁃ａｃｔｉｎＲ
（表 １）。 引物由基康生物技术有限公司合成并

纯化。

表 １　 引物及序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ
序列 ５′→３′

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ５′→３′
用途

Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ
ｍｙｄＦ１ ＧＣＴＡＡＡＣＡＴＧＡＧＣＧＴＧＡＧＧＡ
ｍｙｄＲ１ ＡＣＡＧＴＴＡＴＧＧＣＡＧＣＧＡＣＡＧＡ

编码区序列

扩增

ｍｙｄＦ２ ＴＣＣＡＧＴＧＡＴＣＴＡＣＡＡＧＣＣＧＡＴＧＡＣ
ｍｙｄＦ３ ＣＧＣＴＴＣＣＴＣＡＣＣＡＴＴＴＧＴＧＡＣＴＡＣ

３′ＲＡＣＥ

ｍｙｄＦ４ ＡＣＡＴＣＣＴＣＡＴＣＴＡＴＣＡＧＴＧＧＴＣＧＣ
ｍｙｄＦ５ ＴＡＣＣＧＴＧＴＧＣＴＴＧＧＧＧＴＴＣＡＧＡＴＡ

５′ＲＡＣＥ

ＲＴ⁃ｍｙｄＦ ＧＣＣＧＡＣＴＣＧＣＡＡＧＴＴＧＡＣＴＴ
ＲＴ⁃ｍｙｄＲ ＧＣＴＴＴＴＴＣＣＴＣＡＣＧＣＴＣＡＴＧＴ

ＭｙＤ８８ 的

定量 ＰＣＲ
ＲＴ⁃ａｃｔｉｎＦ ＣＣＣＡＧＡＴＣＡＴＧＴＴＣＧＡＧＡＣＣＴＴ
ＲＴ⁃ａｃｔｉｎＲ ＣＡＧＣＣＴＧＧＡＴＧＧＣＡＡＣＧＴ

内参基因的

定量 ＰＣＲ

１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 总 ＲＮＡ 的提取与 ｃＤＮＡ 合成　 分别取

健康鱼体 １２ 种组织 ５０ ｍｇ 用液氮充分研磨，按
照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂方法提取总 ＲＮＡ。
以 Ｏｌｉｇｏ （ ｄＴ） Ｐｒｉｍｅｒ 为 反 转 录 引 物， 使 用
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Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ Ｍ⁃ＭＬＶ 进行反转录，反应

体系为：总 ＲＮＡ １ μｌ （１ μｇ ／ μｌ）， ｏｌｉｇｏ （ ｄＴ）
Ｐｒｉｍｅｒ １ μｌ， ５ × Ｍ⁃ＭＬＶ Ｂｕｆｆｅｒ ２ μｌ， ｄＮＴＰｓ
（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ５ μｌ，ＲＮａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ０􀆰 ２５ μｌ，
ＲＴａｓｅ Ｍ⁃ＭＬＶ（ＲＮａｓｅＨ⁃） １μｌ，加不含 Ｒｎａｓｅ 的

无菌水 至总体积为 １０ μｌ。 反应条件：４２℃
１ ｈ，７０℃ １５ ｍｉｎ 后冰上冷却。 反转录所得

ｃＤＮＡ 于 － ２０℃保存。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＭｙＤ８８ 部分序列的分离　 ＰＣＲ 的反应

体系为：奥利亚罗非鱼肝 ｃＤＮＡ １ μｌ，ｍｙｄＦ１、
ｍｙｄＲ１（５ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ４ μｌ，１０ × Ｅｘ ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ
（含 Ｍｇ２ ＋ ） ５ μｌ，ｄＮＴＰ Ｍｉｘ（２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ４ μｌ，
Ｅｘ Ｔａｑ （５ Ｕ ／ μｌ） ０􀆰 ２５ μｌ，补 ｄｄＨ２Ｏ 至总体积

为 ５０ μｌ。 ＰＣＲ 反应程序为：９４℃ ５ ｍｉｎ；９４℃
３０ ｓ，５７℃ ３０ ｓ，７２℃ １ ｍｉｎ，３５ 个循环；７２℃
１０ ｍｉｎ。 目的片段经 １％琼脂糖凝胶电泳检测，
按 ＤＮＡ 胶回收试剂盒操作说明回收目的片段。
将目的 ＤＮＡ 片段与 ｐＭＤ１９⁃Ｔ 载体连接，转化

到 ＤＨ５α 感受态细胞，涂布于含 Ａｍｐ ＋ 的 ＬＢ 琼

脂平板中，３７℃过夜培养。 挑选单菌落进行扩

大培养，经质粒抽提并使用 ＥｃｏＲⅠ和 ＰｓｔⅠ进

行双酶切检测后，菌液送上海生工生物工程有

限公司测序。
１􀆰 ２􀆰 ３ 　 ３′ ＲＡＣＥ 和 ５′ ＲＡＣＥ 　 按照 ３′⁃Ｆｕｌｌ
ＲＡＣＥ Ｋｉｔ 试剂盒操作要求，采用特异性引物

ｍｙｄＦ２、ｍｙｄＦ３ 扩增。 用 ５′⁃Ｆｕｌｌ ＲＡＣＥ Ｋｉｔ，使用

特异引物 ｍｙｄＦ４、ｍｙｄＦ５ 进行 ５′ＲＡＣＥ 反应。
最后所获得的目的条带，胶回收连接后转化到

大肠杆菌 ＤＨ５α，挑取阳性克隆测序。
１􀆰 ２􀆰 ４　 序列分析　 利用 ｂｉｏｗｉｒｅ 软件对所获得

的奥利亚罗非鱼的ＭｙＤ８８ ｃＤＮＡ 序列进行片段

拼接和序列分析，ｃＤＮＡ 序列和氨基酸序列用

ＤＮＡｍａｎ 软件进行编辑，利用在线软件 ＳＭＡＲＴ
（ｈｔｔｐ：∥ｓｍａｒｔ． ｅｍｂｌ⁃ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ． ｄｅ ／ ） 对氨基酸

序列进行分析，用 ＣｌｕｓｔａｌＸ２、Ｍｅｇａ４ 软件进行多

序列比较和聚类分析。
１􀆰 ２􀆰 ５　 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析　 任取一份组

织 ｃＤＮＡ 进行 ５ 倍系列稀释，选取 ５ 个稀释度

制作标准曲线，每次实验设一个不加 ｃＤＮＡ 的

阴性对照。 反应体系：２ × ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ

Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μｌ，引物 （ ５ μｍｏｌ ／ ｌ ） 各 １ μｌ，
ｃＤＮＡ 模板 １ μｌ，ｄｄＨ２Ｏ ７ μｌ。 每组待测样品设

置 ３ 个重复。 反应条件为：９５℃ ５ ｍｉｎ；４０ 个循

环（９５℃ ５ ｓ，６０℃ ４０ ｓ）。 使用 ＡＢＩ７９００ ＨＴ
Ｆａｓｔ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪自带软件建立标准曲线。
在 ＰＣＲ 扩增后进行熔解曲线分析以确定得到

的产物是否为单一产物。 应用 ２ － ΔΔＣｔ分析方法

对数据进行分析。 具体实验方法参考文献（王
倩等 ２０１２）。

２　 结　 果

２􀆰 １　 奥利亚罗非鱼 ＭｙＤ８８ 基因的分离　 取奥

利亚罗非鱼肝总 ＲＮＡ，以引物 ｍｙｄＦ１、ｍｙｄＲ１
进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应，得到一条 ７５０ ｂｐ 左右的条

带。 克隆后测序得到一条长 ８２１ ｂｐ 的片段。
经 ＢＬＡＳＴ 分析，证实是奥利亚罗非鱼 ＭｙＤ８８
基因的部分序列。 根据得到的序列设计 ３′
ＲＡＣＥ 和 ５′ＲＡＣＥ 引物，最终获得 ＭｙＤ８８ 基因

的 ３′ＵＴＲ 和 ５′ＵＴＲ。 奥利亚罗非鱼 ＭｙＤ８８ 基

因全长为 １ ６１１ ｂｐ，由 ８６７ ｂｐ 的开放阅读框、
１５５ ｂｐ ５′ＵＴＲ、５８９ ｂｐ ３′ＵＴＲ 组成，共编码 ２８８
个氨基酸。 ３′ＵＴＲ 含有两个多聚核苷酸加尾信

号（ＡＡＴＡＡＡ） （图 １）。 奥利亚罗非鱼 ＭｙＤ８８
全长 ｃＤＮＡ 序 列 已 提 交 ＧｅｎＢａｎｋ， 序 列 号

为 ＪＮ０３２０１７。
用 ＳＭＡＲＴ 软件预测奥利亚罗非鱼 ＭｙＤ８８

氨基酸序列。 Ｎ 端具有死亡结构域，包含 ９２ 个

氨基酸（氨基酸区域：１２ ～ １０３），Ｃ 端具有 ＴＩＲ
结构域，包含 １３７ 个氨基酸（氨基酸区域：１５２ ～
２８８）。 ＴＩＲ 结构域包含三个高度保守的区域：ｂｏｘ
１（ＦＤＡＦＩＣＹＣＱ）、ｂｏｘ ２（ＬＣＶＦＤＲＤＶＬＰＧＳＣ）和 ｂｏｘ
３ （ＦＷＴＲＬ）（图 ２）。
２􀆰 ２　 奥利亚罗非鱼 ＭｙＤ８８ 基因的同源性分析

及系统进化树构建 　 将奥利亚罗非鱼 ＭｙＤ８８
基因分别与人、小鼠、果蝇、斑马鱼、非洲爪蟾等

１４ 个物种的 ＭｙＤ８８ 基因的编码区序列和蛋白

质序列进行比对分析。 分析结果显示，奥利亚

罗非鱼与鳜鱼（ Ｓｉｎｉｐｅｒｃａ ｃｈｕａｔｓｉ） 相似性最高

（核苷酸 ８４􀆰 ７％ ，氨基酸 ８５􀆰 ８％ ），与无脊椎动

物栉孔扇贝（Ｃｈｌａｍｙｓ ｆａｒｒｅｒｉ）（核苷酸 ９􀆰 ２％ ，氨
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基酸 ３１􀆰 ８％ ）、果蝇 （核苷酸 ３􀆰 ３％ ，氨基酸

２１􀆰 ９％ ）的序列相似性最低；与鱼类核苷酸相

似性为 ６９％ ～ ８５％ ，氨基酸相似性为 ７０％ ～
８６％ ，与哺乳动物核苷酸和氨基酸相似性约为

６３％ ～６６％ （表 ２）。
　 　 使用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ２ 与ＭＥＧＡ ４􀆰 ０ 软件，对奥利

亚罗非鱼和上述 １４ 个物种的 ＭｙＤ８８ 蛋白质序

列采用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ 法 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 重复 １ ０００
次的计算方法构建系统进化树。 进化分析表明，
鱼类 ＭｙＤ８８ 聚为一支，与无脊椎动物距离较远；
奥利亚罗非鱼和鳜鱼、大黄鱼聚在一起，它们都

属于鲈形目，具有较近的亲缘关系（图 ３）。

图 １　 奥利亚罗非鱼 ＭｙＤ８８ 基因及蛋白质序列

Ｆｉｇ． １　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ａｕｒｅｕｓ ＭｙＤ８８
翻译起始密码子（ＡＴＧ）和终止密码子（ＴＡＡ）用粗体标出，推导的氨基酸序列位于编码区下方，５′ＵＴＲ 和 ３′ＵＴＲ 用小写字母列

出，死亡结构域和 ＴＩＲ 结构域用灰色阴影标出，保守区域（ｂｏｘ １ ～ ３）用斜黑体标出，加尾信号（ＡＡＴＡＡＡ）用下划线标出。
Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｓｔａｒｔ ｃｏｄｏｎ （ＡＴＧ） ａｎｄ ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｃｏｄｏｎ （ＴＡＧ） ａｒｅ ｉｎ ｂｏｌｄ ｌｅｔｔｅｒｓ， ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｓ ｓｈｏｗｎ ｂｅｌｏｗ
ｔｈｅ ＯＲＦ ｒｅｇｉｏｎ， ｔｈｅ ５′ＵＴＲ ａｎｄ ３′ＵＴＲ ａｒｅ ｌｉｓｔｅｄ ｉｎ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ． Ｔｈｅ ｄｅａｔｈ ｄｏｍａｉｎ ａｎｄ ＴＩＲ ｄｏｍａｉｎ ａｒｅ ｉｎ ｄａｒｋ ｇｒａｙ ｕｎｄｅｒｌａｙ， ｉｎ
ｗｈｉｃｈ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （ｂｏｘ １ － ３） ａｒｅ ｄｅｎｏｔｅｄ ｂｙ ｂｏｌｄ ｉｔａｌｉｃｉｚｅｄ ｌｅｔｔｅｒｓ． Ｔｈｅ ｐｏｌｙａｄｅｎｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌｓ （ＡＡＴＡＡＡ） ａｒｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ．
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图 ２　 奥利亚罗非鱼和其他物种的 ＭｙＤ８８ 氨基酸序列比对

Ｆｉｇ． ２　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＭｙＤ８８ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ａｕｒｅｕｓ ａｎｄ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ
星号表示相同的氨基酸残基，横线表示空位；箭头标出死亡结构域和 ＴＩＲ 结构域；ｂｏｘ １ ～ ３ 以灰色阴影标出。
Ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｄｏｔｓ； Ｄａｓｈｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｇａｐｓ ｔｈａｔ ａｒｅ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｆｏｒ ｏｐｔｉｍａｌ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ． Ｄｅａｔｈ ｄｏｍａｉｎ ａｎｄ
ＴＩＲ ｄｏｍａｉｎ ａｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ａｒｒｏｗｓ． Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｒｅｇｉｏｎｓ （ｂｏｘ １ － ３） ａｒｅ ｉｎ ｄａｒｋ ｇｒａｙ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅ．
　

表 ２　 奥利亚罗非鱼和其他 １４ 个物种的 ＭｙＤ８８ 核苷酸和氨基酸序列相似度

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐａｉｒ ｗｉｓｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ ｏｆ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ＭｙＤ８８ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
物种

Ｓｐｅｃｉｅｓ
ＧｅｎＢｎａｋ 序列号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ．
核苷酸序列相似度

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｉｄｅｎｔｉｔｙ （％ ）
氨基酸相似度

Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｉｄｅｎｔｉｔｙ （％ ）
鳜鱼 Ｓｉｎｉｐｅｒｃａ ｃｈｕａｔｓｉ ＨＱ０１４５９３ ８４􀆰 ７ ８５􀆰 ８
大黄鱼 Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ ＥＵ９７８９５０ ８１􀆰 ７ ８１􀆰 ９
大西洋鲑 Ｓａｌｍｏ ｓａｌａｒ ＮＭ＿００１１３６５４５ ７２􀆰 ５ ７７􀆰 ０
牙鲆 Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ ｏｌｉｖａｃｅｕｓ ＡＢ２４１０７４ ７９􀆰 ４ ７６􀆰 ６
斑点叉尾 Ｉｃｔａｌｕｒｕｓ ｐｕｎｃｔａｔｕｓ ＮＭ＿００１２００２７８ ７１􀆰 ３ ７５􀆰 ３
斑马鱼 Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ ＮＭ＿２１２８１４ ６９􀆰 ０ ７０􀆰 ２
鲤鱼 Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ ＨＱ３８０２０８ ６９􀆰 ０ ７０􀆰 ６
非洲爪蟾 Ｘｅｎｏｐｕｓ ｌａｅｖｉｓ ＡＦ２９４２７２ ６２􀆰 １ ６４􀆰 ３
鸡 Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕ ＥＦ０１１１０９ ６３􀆰 ７ ６２􀆰 １
牛 Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ ＮＭ＿００１０１４３８２ ６３􀆰 ７ ６４􀆰 ２
小鼠 Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ ＮＭ＿０１０８５１ ６３􀆰 ４ ６５􀆰 ２
人 Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ ＮＭ＿００２４６８ ６３􀆰 ９ ６４􀆰 ９
栉孔扇贝 Ｃｈｌａｍｙｓ ｆａｒｒｅｒｉ ＤＱ２４９９１８ ９􀆰 ２ ３１􀆰 ８
果蝇 Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ ＮＭ＿１３６６３５􀆰 ２ ３􀆰 ３ ２１􀆰 ９

２􀆰 ３　 实时荧光定量 ＰＣＲ 的标准曲线和溶解曲

线分析 　 对各组织的 ｃＤＮＡ 进行 ５ 倍系列稀

释，选取 ５ 个稀释度进行实时荧光定量 ＰＣＲ 反

应。 结果以循环阈值（ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｃｙｃｌｅ，Ｃｔ）为纵

坐标，以稀释倍数值为横坐标，获得相对定量标

准曲线。 ＭｙＤ８８ 和 β⁃ａｃｔｉｎ 基因标准曲线的相
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关系数分别为 ０􀆰 ９９８ 和 ０􀆰 ９９５，扩增效率分别

为 １００％和 ９６􀆰 ７％ 。 可见各基因 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ
在稀释度范围内有很好的线性关系。

ＭｙＤ８８ 和 β⁃ａｃｔｉｎ 的 熔 解 曲 线 分 别 在

７８􀆰 ５℃、７７􀆰 ５℃处形成单一的特异峰，熔解温度

均一，且峰位于 ５℃范围内，无特异性荧光，表
明无引物二聚体及非特异性产物产生、扩增产

物特异性高。
２􀆰 ４　 ＭｙＤ８８ 基因组织差异表达分析 　 采用

ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 对 ＭｙＤ８８ 基因在奥利亚罗非鱼

不同组织的表达进行了分析。 结果显示（图

４），ＭｙＤ８８ 基因在健康罗非鱼所有被测组织中

均有表达。 其中表达量最高的是卵巢，其次，在
小肠、脾、肝、肾、鳃、血液中有较高的表达量，在
肌肉、精巢中 ＭｙＤ８８ 的表达量是最低的。

３　 讨　 论

本文首次克隆了奥利亚罗非鱼 ＭｙＤ８８ 全

　 　 　

长 ｃＤＮＡ 序列。 首先利用生物信息学方法得到

了奥利亚罗非鱼的部分编码区序列，然后应用

ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 ＲＡＣＥ⁃ＰＣＲ 技术克隆了奥利亚罗非

鱼完整 ｃＤＮＡ 序列，全长为 １ ６１１ ｂｐ，其中开放

阅读框大小为 ８６７ ｂｐ，共编码 ２８８ 个氨基酸序

列，与鳜鱼的 ＭｙＤ８８ 氨基酸数目相同。
将奥利亚罗非鱼 ＭｙＤ８８ 蛋白序列与其他

物种相应序列进行同源性比对，结果表明奥利

亚罗非鱼 ＭｙＤ８８ 与鱼类相似性很高，高于哺乳

类、鸟类、两栖类和软体类。 其中，与鳜鱼的同

源性最高，达 ８５􀆰 ８％ 。 通过 ＮＪ 法构建系统进

化树分析表明，鱼类的 ＭｙＤ８８ 单独聚成一支。
罗非鱼首先与同属鲈形目的鳜鱼、大黄鱼聚在

一起，再与其他鱼类聚成一支。 本结果与其系

统进化关系是一致的。
通过 ＳＭＡＲＴ 软件预测以及与其他物种的

同源序列对比分析显示，ＭｙＤ８８ 的蛋白结构在

鱼类甚至整个进化过程中非常保守。 首先，罗
　 　

图 ３　 基于奥利亚罗非鱼和其他已知物种 ＭｙＤ８８ 蛋白序列的 ＮＪ 系统发生树

Ｆｉｇ． ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＭｙＤ８８ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ａｕｒｅｕｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ
标尺（０􀆰 １）代表遗传距离，节点的数据代表置信度。

Ｔｈｅ ｓｃａｌｅ ｂａｒ（０􀆰 １）ｒｅｆｅｒｓ ｔｏ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ． Ｎｕｍｂｅｒｓ ａｔ ｔｒｅｅ ｎｏｄｅｓ ｒｅｆｅｒ ｔｏ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ．
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图 ４　 奥利亚罗非鱼 ＭｙＤ８８ ｍＲＮＡ 在不同组织中的相对表达量

Ｆｉｇ． ４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭｙＤ８８ ｍＲＮＡ ｉｎ Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ａｕｒｅｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ
　

非鱼 ＭｙＤ８８ 蛋白 Ｎ 末端同样也含有死亡结构

域，长度为 ９２ 个氨基酸。 至今，已发现有 ３００
多个包含死亡结构域的蛋白，这些蛋白的死亡

结构 域 大 多 位 于 Ｃ 末 端 （ Ｆｅｉｎｓｔｅｉｎ ｅｔ ａｌ．
１９９５）。 ＭｙＤ８８ 的死亡结构域位于 Ｎ 末端，最
初认为死亡结构域参与介导信号传导最终引起

细胞凋亡，现认为它是 ＭｙＤ８８ 与下游 ＩＲＡＫ 家

族成员相互作用的基序（Ｗｈａｎｇ ｅｔ ａｌ． ２０１１）。
其次，罗非鱼 ＭｙＤ８８ 蛋白 Ｃ 末端含有 ＴＩＲ 结构

域，长度为 １３７ 个氨基酸，并且 ＴＩＲ 结构域比死

亡结构域更为保守。 ＴＩＲ 结构域也同样含有 ３
个高度保守的区域（ｂｏｘ １、ｂｏｘ ２、ｂｏｘ ３），与其

他鱼类以及哺乳动物（人、小鼠、牛）仅有 １ ～ ２
个氨基酸的差异（图 ２）。 Ｓｌａｃｋ 等（２０００）通过

对 ＩＲ⁃１ 的 ＴＩＲ 结构域分析提出，ｂｏｘ １ 和 ｂｏｘ ２
结合信号传导中的相关蛋白，而 ｂｏｘ ３ 通过和

细胞骨架分子相互作用指导定位受体，因此这

３ 个区域在信号传导通路中发挥重要功能。
早期的研究认为 ＭｙＤ８８ 仅在小鼠髓样组

织中表达（Ｌｏｒｄ ｅｔ ａｌ． １９９０），但随后研究证实

ＭｙＤ８８ 可在哺乳动物的非髓样组织中表达，但
不同组织表达水平存在一定差异（ Ｂｏｎｎｅｒｔ ｅｔ
ａｌ． １９９７）。 这可能是因为 ＭｙＤ８８ 不仅与多个

ＴＬＲｓ、ＩＬ⁃１ 受体和 ＩＬ⁃１８ 受体信号转导有关，而

且也与 ＩＦＮ⁃γ 受体信号传导有关（ Ｓｕｎ ｅｔ ａｌ．
２００６）。 表达 ＭｙＤ８８ 基因的细胞主要为单核细

胞系、胸腺细胞系、Ｔ 细胞系、Ｂ 细胞系、Ｔｈｌ 细
胞系和 Ｔｈ２ 细胞系等免疫细胞 （ Ｑｉｕ ｅｔ ａｌ．
２００７），因此 ＭｙＤ８８ 基因在免疫相关组织的表

达量较高。 本实验中，ＭｙＤ８８ 在健康奥利亚罗

非鱼被测组织中均有表达，其中表达量最高的

是卵巢，其次在小肠、脾、肝、肾、鳃和血液中有

较高的表达量，在肌肉、精巢组织中 ＭｙＤ８８ 的

表达量较低。 ＭｙＤ８８ 在奥利亚罗非鱼肝、脾、
肾等免疫器官中高丰度表达，在肌肉组织中表

达较低，与报道的牙鲆（Ｔａｋａｎｏ ｅｔ ａｌ． ２００６）、大
黄鱼（Ｙａｏ ｅｔ ａｌ． ２００９）、条石鲷（Ｗｈａｎｇ ｅｔ ａｌ．
２０１１）等鱼类中的表达情况相似。 在奥利亚罗

非鱼的卵巢组织中 ＭｙＤ８８ 的表达量大大超过

其他组织，猜测可能与实验鱼处于繁殖期有关，
此时卵巢里含有大量成熟卵细胞。 实验检测处

于非繁殖期的奥利亚罗非鱼卵巢，表达量要低

很多（未发表数据）。 与本实验结果相似，半滑

舌鳎未受精卵里的 ＭｙＤ８８ 表达量高于受精卵

发育各个时期 （ Ｙｕ ｅｔ ａｌ． ２００９ ），因此卵巢

ＭｙＤ８８ 表达量可能与鱼体发育成熟度及发育

时期相关。 推测这一现象与母源性免疫相关。
这种母源性 ＭｙＤ８８ ｍＲＮＡ 同样在斑马鱼（ ｖａｎ
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ｄｅｒ Ｓａｒ ｅｔ ａｌ． ２００６ ）、 非洲爪蟾 （ Ｑｉｕ ｅｔ ａｌ．
２００６）中发现。 这种免疫相关的母源性 ｍＲＮＡ
可能与保护卵细胞和受精后的胚胎发育有关。
沙珍霞等 （２０１０） 在半滑舌鳎的精巢中发现

ＭｙＤ８８ 有较高表达，认为与该基因在小鼠睾

丸、附睾中表达结果相似，推测这种高水平表达

与雄性生殖过程中所发挥的先天免疫作用有

关。 但本实验检测奥利亚罗非鱼精巢 ＭｙＤ８８
表达量并不高， 有关奥利亚罗非鱼精巢中

ＭｙＤ８８ 发挥的免疫作用还有待进一步验证。
综上所述，奥利亚罗非鱼 ＭｙＤ８８ ｃＤＮＡ 序

列和氨基酸序列与其他鱼类及哺乳动物高度同

源，在各免疫相关组织中的表达模式类似，预示

罗非鱼 ＭｙＤ８８ 与其他鱼类及哺乳动物功能相

近，是罗非鱼重要的先天免疫因子，在机体免疫

起关键作用。
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