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中华鳖CD3γ/δ、CD3ε和CD3ζ分子的克隆与表达分析
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摘要: 本研究克隆了中华鳖(Pelodiscus sinensis)T细胞表面标记分子CD3γ/δ、CD3ε和CD3ζ的基因, 分析了其在组织/器官表达的分布, 并进一步揭示了嗜水气单胞菌(Aeromanas hydrophila)感染后这些基因的表达变化。中华鳖CD3γ/δ和ε分子结构相似, 均含有1个免疫球蛋白样结构的胞外区、1个跨膜区和含有1个ITAM结构域的胞浆区。与之不同的是, CD3ζ含有1个仅由10个氨基酸组成的胞外区、1个跨膜区和含有3个ITAM结构域的胞浆区。通过生物信息学分析显示, CD3γ/δ由6个外显子和5个内含子组成, CD3ε由7个外显子和6个内含子组成, 且CD3γ/δ和CD3ε位于染色体Scaffold JH208224中反向排列且相距9.9 kb。CD3ζ位于染色体Scaffold JH209116.1上, 由8个外显子和7个内含子组成。荧光定量PCR分析显示, CD3γ/δ、ε和ζ在脾、肝、肠、血液中表达量较高, 在胸腺、肾、心脏、肌肉和肺中表达量低。腹腔注射嗜水气单胞菌12 h后, CD3γ/δ、ε和ζ在胸腺中都呈显著的上调表达, 分别为对照组的69.3倍、85.7倍和163.4倍, 表明细菌感染可以诱导CD3分子的表达。
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T淋巴细胞是机体免疫应答中的一类重要的细胞亚群, 根据其T细胞受体(T cell receptor, TCR)类型不同可分为(((+)T淋巴细胞和(((+)T淋巴细胞。T淋巴细胞通过TCR受体识别外源性或内源性抗原肽后, 发生活化、增殖并分化成效应细胞进而表现出一系列的生物学效应。在T淋巴细胞活化过程中, TCR-CD3复合物在信号传递过程中起着重要作用
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[1−2]
。一般认为, TCR的胞浆区短且不具有信号传递功能, 当TCR识别外源性或内源性抗原肽/MHC复合物后, 依借CD3胞浆区的免疫受体酪氨酸活化基序(immunor​ece​ptor tyrosine-based activation motif, ITAM)将胞外信号转导到胞浆。此外CD3分子对TCR/CD3复合物的组装以及T细胞成熟起着重要作用
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[1−2]
。CD3分子共有4个亚基γ、δ、ε、ζ(η), 它以((、((、((((()异六聚体的形式存在, 且通过跨膜区带负电荷的氨基酸与TCR跨膜区带正电荷的氨基酸非共价键结合形成TCR-CD3复合物1[]
。它们均具有胞外区短和胞浆区至少含有1个ITAM基序等共同特点。在鸟类、两栖类和鱼类, CD3γ和CD3δ被CD3(/(取代
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[3−8]
, 而CD3(仅在哺乳动物中报道, 它和CD3(为剪切异构体, 且选择性剪切发生在第8个外显子上
 ADDIN EN.CITE 

[9−11]
。然而, 在爬行动物中对CD3分子研究甚少, 仅见Munoz等
 ADDIN EN.CITE 

[12]
通过流式细胞技术利用抗人CD3ε抗体从绿海龟(Chelonia mydas)中纯化CD3+T淋巴细胞。本研究首次在爬行动物中华鳖(Pelodiscus sinensis)中克隆CD3(/(、ε和(基因, 分析了他们的表达规律, 为进一步研究中华鳖的淋巴细胞提供基础。
1  材料与方法
1.1  实验动物和菌株
实验用中华鳖(体质量约100 g)购自武汉多福养殖基地, 实验前将中华鳖在实验室内暂养1周恒温(28 ± 1)℃, 循环水, 每日1次投喂商品颗粒饲料。嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)T4由本实验室保存。
1.2  5′-Race和3′-Race cDNA模板制备
取中华鳖新鲜脾组织于1 mL Trizol(Inv​itrogen)中, 按照说明书提取总RNA。取1 μg总RNA, 参照Clontech公司的SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit的方法制备5′-Race 和3′-Race 末端的cDNA。制备好的cDNA模板置−20℃保存备用。
1.3  中华鳖CD3(/(、CD3ε和CD3( cDNA序列获取
根据爪蟾(Xenopus laevis)和鸡(GaIlus gallus)的CD3(/(、CD3ε和CD3(序列分别设计兼并引物(所有引物见表1), 从cDNA模板上克隆获取中间
表1  中华鳖CD3γ/δ、CD3ε和CD3ζ分子克隆和表达分析所用引物
Tab. 1  Primers for cloning CD3γ/δ, CD3ε and CD3ζ genes and analyzing their expression in Pelodiscus sinensis
	引物primer
	序列 (5′−3′) sequence (5′3′)
	用途application

	CD3γ/δCF
	CGAATGTGCSRRAAYTGCAT
	部分序列获取

partial sequence obtaining

	CD3γ/δCR
	CCGCTCMCCMAGGGGCTGG
	

	CD3εCF
	GGAGCTGGATACCTTTACTG
	

	CD3εCR
	CTCGTAGTCTGGGTTTGGA
	

	CD3ζCF
	CTCTGCTATWTVCTDGATGG
	

	CD3ζCR
	TGSAGGGCGTCATADGTGT
	

	CD3γ/δ5Rout
	CAGCGATGTAGTACACGGCGATT
	Race PCR扩增

Race PCR Amplification

	CD3γ/δ5Rin
	TATGATCCCCGAGATGGTGGCTGC
	

	CD3γ/δ3Rout
	CCACCATCTCGGGGATCATAGTAG
	

	CD3γ/δ3Rin
	GCCGTCTCTCACGAGCTTCTGA
	

	CD3ε5Rout
	ACGCACCATCTTCTGGCCTCTG
	

	CD3ε5Rin
	TCAAGGGGTCCAGCTCCACACA
	

	CD3ε3Rout
	TGTGTGGAGCTGGACCCCTTGA
	

	CD3ε3Rin
	CAGAGGCCAGAAGATGGTGCGT
	

	CD3ζ5Rout
	GCCGTCTCTGGTGCTCTCCCTTC
	

	CD3ζ5Rin
	AGTTGAGCAGAGCCCCTGAGCCC
	

	CD3ζ3Rout
	TAAGTTGAGCAGAGCCCCTGAGCC
	

	CD3ζ3Rin
	GGAAGAAGGGAGAGCACCAGAGACG
	

	CD3γ/δorfF
	GCACATTAGAGTTGAGGAGAAAGAC
	ORF限定

ORF qualifying

	CD3γ/δorfR
	ACAGAGAAGAGACAGGATAAGGAGC
	

	CD3εorfF
	TGATGAAGCTAGCGCACACCCTG
	

	CD3εorfR
	CGTACACTTCCCGCTGTCCCTT
	

	CD3ζorfF
	ATGAAGTGGAAGGGGATTGTTATCTCTG
	

	CD3ζorfR
	GCTGCATCTGGAGGGCATCATAT
	

	CD3γ/δrqF
	GGTGTATTTCCGAATGTGCG
	Real time定量PCR

Real time quantitative PCR

	CD3γ/δrqR
	ACTGCTCATTGTCCCGCTCC
	

	CD3εrqF
	CCCAGGACGACGGAGAGTAT
	

	CD3εrqR
	CGGTTTTTGCTGAAGTAGTAGG
	

	CD3ζrqF
	TTACAGATGCCTCACCAGTTCC
	

	CD3ζrqR
	CCCTTTTCAACATCAGAGCCT
	

	β-actinrqF
	GAGACCCGACAGACTACCT
	

	β-actinrqR
	AGGATGATGAAGCAGCAGT
	


片段。根据已知的中间片段各设计2条5′-Race和3′-Race特异性外引物和内引物。参照说明书先用特异性外引物和UPM进行第1轮扩增后, 再用特异性内引物和NUPM进行第2轮扩增, PCR反应条件如下: 94℃预变性5 min; 然后94℃, 30 s, 66℃, 30 s, 72℃, 2 min运行5个循环; 然后94℃, 30 sec, 64℃, 30 s, 72℃, 2 min运行30个循环; 最后72℃延伸10 min。PCR产物经1.2%琼脂糖凝胶电泳后, 用凝胶纯化试剂盒(Omega)纯化后与pMD-18T载体(Takara)连接, 转化大肠杆菌(Escherichia coli)Top10株, 阳性克隆送上海生工有限公司测序。最后, 对所获得的序列进行拼接并设计1对引物对其ORF进行验证。
1.4  中华鳖CD3(/(、CD3ε和CD3( 序列分析
使用NCBI网站(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ blast)的BLAST软件进行同源基因的搜索; 使用ExPASy网站(http://expasy.pku.edu.cn)相关软件进行开放阅读框的搜索、氨基酸序列的推断、蛋白分子量预测等; SignalP 4.0(http://www.cbs.dtu.dk/ services/SignalP/)推断蛋白的信号肽13[]
。蛋白质二级结构分析使用Predicprotein软件, 蛋白基序保守的结构域使用Pfam(http://www.sanger.ac.uk/ Software/Pfam)、Scanprosit (http://www.expasy.org/ tools/scanprosite/)和Motifscan (http://myhits.isb- sib.ch/cgi-bin/motif_scan)程序分析。基因组结构通过Ensembl中释放的中华鳖全基因组测序结果(http://www.ensembl.org/index.html)分析和比对。氨基酸的多序列比对使用ClustalX 2.1和Gene​Doc分析。使用MEGA5.0软件的邻接法构建NJ系统树(Neighbor-Joining tree), 设置1 000次bootstrap进行评估。文中所用到的其他物种的CD3分子的序列登录号见表2。
表2  序列分析中其他物种的CD3分子及其序列的GenBank登录号
Tab. 2  CD3(/(, CD3ε and CD3ζ used in the sequence analysis with their GenBank accession numbers

	种名
species
	GenBank登录号 GenBank accession no.

	
	CD3(/( (CD3(/CD3()
	CD3ε
	CD3ζ

	中华鳖 Pelodiscus sinensis
	GU168571
	GU168570
	GU168572

	大西洋鲑 Salmo salar
	NP_001117093.1
	NP_001117094.1
	NP_001117118.1

	热带爪蟾 Xenopus tropicalis
	NP_001135555.1
	XP_002932946.1
	XP_002936278.1

	鸡 Gallus gallus
	AAS89834.1
	ACF04800.1
	NP_996762.1

	小鼠 Mus musculus
	NP_033980.1/ ABS89008.1
	ABS89007.2
	NP_001106862.1

	人 Homo sapiens
	BAD97034.1/ NP_000723.1
	BAJ16130.1
	AAA60394.1


1.5  中华鳖CD3(/(、CD3ε和CD3(表达分析
为了研究CD3(/(、CD3ε和CD3(在健康中华鳖组织/器官中的分布, 分别从3只中华鳖中取血液、脾、肾、肝、肠、心脏、肌肉、肺、胸腺于1 mL Trizol中, 提取总RNA, 取1 μg总RNA经DNase I(Fermentas)处理后, 采用RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit(Fermentas)制备cDNA模板。
为了研究中华鳖在嗜水气单胞菌感染后CD3(/(、CD3ε和CD3(基因的表达变化, 将6只中华鳖分成两组, 其中1组为对照组(注射PBS), 另外1组为实验组, 腹腔注射嗜水气单胞菌4 × 109 CFU/kg(体质量)。12 h后, 分别对血液、脾、肾、肝、肠、心脏、肌肉、肺、胸腺采样, 同上制备cDNA模板。
利用Primer5.0设计荧光定量引物, 制备标准品, 用iQTM SYBR® Green Supermix(Biorad)在CFX1000TM Thermal Cycler(Biorad)仪器上进行荧光定量PCR条件摸索。当确定好PCR产物单一, 并且扩增效率接近100%后, 以上述制备的cDNA为模板, 进行荧光定量PCR检测CD3(/(、CD3ε和CD3(的表达量变化, 表达倍数通过
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方法[14]计算, 并利用SPSS独立样本T检验分析差异是否显著。
2  结果与分析
2.1  中华鳖CD3(/(、CD3ε、CD3ζ序列特征
通过Race分别获得CD3(/(、CD3ε、CD3ζ cDNA全长(GenBank登录号为CD3(/(, GU168571; CD3ε, GU168570; CD3ζ, GU168572), 其推测的氨基酸序列显示CD3(/(、CD3ε、CD3ζ均由信号肽、胞外区、跨膜区和胞浆区组成(图1)。与其他生物的CD3分子一样, 中华鳖的CD3(/(和CD3ε胞外区均含有4个保守的半胱氨酸(Cys)残基, 前两个Cys残基通过共价键形成免疫球蛋白结构域内的二硫键, 后面两个Cys残基形成CxxC基序通过氢键维持TCR复合物的稳定15[]
, 胞浆区均含有1个保守的ITAM基序。另外, 在CD3(/(的胞浆区含有1个由亮氨酸和异亮氨酸组成的D138RQNLI基序(DxxxLL/I), CD3ε的胞浆区含有1个R155PPPVP的亮氨酸富含基序(RPPxVP), 以及和ITAM部分重叠的Y175AGLDSR的内质网滞留基序(YxxLxxR)。糖基化位点预测结果显示CD3(/(中存在1个糖基化位点N81TS, 然而CD3ε中则无。与CD3(/(和CD3ε不同的是, CD3ζ的胞外区非常短, 仅由10个氨基酸组成, 胞浆区长, 含有3个保守的ITAM基序。
氨基酸序列比对分析显示, 中华鳖CD3(/(、CD3ε、CD3ζ和鸡相应蛋白分子序列的相似性最高, 分别为42%、50%和76%, 和哺乳类、两栖类的相似性次之。通过CD3分子构建系统进化树分析显示其分为两大支, CD3(/(和CD3ε聚为一支, CD3ζ聚为一支(图2)。

通过与Ensembl网站(http://www.ensembl.org/ index.html)上的中华鳖全基因组数据库比对发现, 中华鳖CD3(/(和CD3ε在同一条染色体上(Scaffold JH208224)呈线性排列, 且方向相反, 其间距约9.9 kb。在基因组上, 中华鳖CD3(/(由6个外显子和5个内含子组成。和CD3(/(基因结构相同的是, 大西洋鲑CD3(/(由6个外显子和5个内含子组成, 然而爪蟾、鸡、大西洋比目鱼的CD3(/(和人的CD3(均由5个外显子和4个内含子组成, 人的CD3γ由7个外显子和6个内含子组成。中华鳖CD3ε在基因组上由7个外显子和6个内含子组成, 和其一样的是鸡的CD3ε由7个外显子组成, 然而人CD3ε由8个外显子组成。和其他生物一样, CD3ζ位于染色体Scaffold JH209​116.1上, 由8个外显子和7个内含子组成, 且第一个内含子非常大约66.3 kb(图3)。在两栖类, 鸟类和哺乳类的CD3ζ均有8个外显子组成, 然而在大西洋鲑和大西洋比目鱼中, CD3ζ均由7个外显子组成。
2.2  中华鳖CD3(/(、CD3ε、CD3ζ表达规律
荧光定量结果显示, CD3(/(、CD3ε、CD3ζ在脾、肝、肠、血液中表达量较高, 在胸腺、肾、心脏、肌肉、肺中表达量低(图4)。腹腔注射嗜水气单胞菌后12 h, CD3(/(、CD3ε、CD3ζ在胸腺中均呈现显著性上调表达, 分别为对照组的69.3倍、85.7倍和163.4倍, 在其他组织中出现0.3~3倍的表达变化(图5)。

3  讨论
基因组上同线性分析显示CD3(、CD3((CD3(/()和CD3ε位于同一条染色体上, 而CD3ζ位于另一条染色体上。通过比较分析CD3(、CD3((CD3(/()和CD3ε基因组结构以及氨基酸序列, 推测CD3在进化中经历了两次基因复制事件, 首先CD3基因原基复制成CD3(/(和CD3ε, 然后CD3(/(通过基因复制产生CD3(和CD3(
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。序列比较分析发现爪蟾、鸡的CD3(/(和人的CD3(和CD3(在氨基酸序列上具有一定的同源性, 包括胞外区的糖基化位点、近膜区的CxxCxExD(X为任意氨基酸)基序、跨膜区中的带负电荷的氨基酸(D/E)等
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[3−4]
。中华鳖在进化位置上处于两栖类和鸟类之间, 其CD3分子与鸡、爪蟾的CD3(/(分子有较高同源性, 基因的同线性也与鸡、小鼠和人类相同, 所有这些都证实本研究所获得的序列为中华鳖的CD3(/(。
CD3分子在TCR/CD3复合物组装、TCR表达以及T细胞的发育过程中起着很重要作用。CD3与TCR组装成TCR/CD3复合物是在内质网上进行的有序活动。首先TCRαβ与CD3ε(形成四聚体, 再与CD3ε(形成六聚体, 最后与CD3ζζ形成八聚体的复合物
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[1, 19]
。研究表明, TCR与CD3之间的结合主要是通过CD3跨膜区带负电荷的Asp或Glu残基与TCR跨膜区的Lys或Arg残基
[image: image2.png]A ik

et Pelodiscus sinensis CD3y/d

Salmo salar CD3y/d

ST >

E\#ﬂ@*

I %

Pis

i

Gallus gallus CD3vy/d
. Mus musculus CD3
s Mus musculus CD3
}\ Homo sapiens CD3y

N Homo sapiens CD36

I

\vzi

i

j;“ﬁ'f%‘ Pelodiscus sinensis CD37v/6
[P Salmo salar CD3y/d

£ Xenopus tropicalis CD3y/6

"% Gallus gallus CD3y/d
sw, Mus musculus CD3
R Mus musculus CD3
}\ Homo sapiens CD3y

N Homo sapiens CD3d

e

18%% Pelodiscus sinensis CD3y/8
@ #: Salmo salar CD3vy/d

%

JH

P

«.Iav

G Zlus gallus CD3y/d

55 Mus musculus CD3
Mus musculus CD3

}/\ Homo sapiens CD3y

N Homo sapiens CD3d

;[‘u‘

[ﬁ

B

ﬂé%‘ Pelodiscus sinensis CD3¢
b Salmo salar CD3¢
& Xenopus tropicalis CD3¢
5,% Gallus gallus CD3g
s, Mus musculus CD3¢
N Homo sapiens CD3¢

j; *ﬁ%‘ Pelodiscus sinensis CD3¢
Salmo salar CD3¢

5 Xenopus tropicalis CD3¢g

X~ Gallus gallus CD3¢

se Mus musculus CD3¢g

N Homo sapiens CD3¢g

j; *ﬁ%‘ Pelodiscus sinensis CD3¢g
Salmo salar CD3¢

= Xenopus tropicalis CD3¢g

55 Gallus gallus CD3g

s Mus musculus CD3g

N Homo sapiens CD3¢g

C

j;““"’%.f‘ Pelodiscus sinensis CD3(
[iiTp Salmo salar CD3(

Hery JINWE Xenopus tropicalis CD3(
5,% Gallus gallus CD3(

s, Mus musculus CD3C

N Homo sapiens CD3(

j; *“"'é’.f‘ Pelodiscus sinensis CD3(
Salmo salar CD3(
Xenopus tropicalis CD3(
55 Gallus gallus CD3(
s, Mus musculus CD3(
N Homo sapiens CD3(

“5%5.‘ Pelodiscus sinensis CD3(
@ Salmo salar CD3(
P TUE Xenopus tropicalis CD3(
55 Gallus gallus CD3(
s, Mus musculus CD3(
N Homo sapiens CD3(

£ Xenopus z‘ropzcalzs CD3y/6

& Xenopus tropicalis CD3y/5

tMGRHGYLIKITITIGFITIKGLDTEDSKKD--TITKVOKE--GHDVVLECPFS——-INPTAWTRDGNPVE---ETSKRYNLGPE: 70
‘MKWTILLAHLLVIWTM---TVAEGTVPKLKIKVEEF-SSDKIIVSCP DGYTFQRTNISTQTLEYKDE: 63
:-MKNPLHIAWILVLMLALKATCK-—-=-—-=——-— ITIDASVKNNYLTLHENS-—---ASSVIWKHNNEITE---ANNTDLDLGSL: &4
:MGKGRALGTWLLLACY---AVAKLGVHGLSMSVKEV--SGKVFLOQCOESKDLNTNY LWKKGKEELG--—--NMRQLDLGAT: 71
:MEQRKGLAGLEFLVISLLOGTVAQTNKAKNLVOVDGSRGDGSVLLTICGLT---DKTIKWLKDGSTIISPLNATKNTWNLGNN : 77
‘MEHSGILASLILIAVLPOGSPEFK—-—————— IOVTEY--EDKVEVTCNT - ————- SVMHL-DGTVEGWE-AKNKTLNLGKG: 63
‘MEQGKGLAVLILATITLLOGTLAQSTIKGNHLVKVYDYQEDGSVLLTICDAE ———AKNITWEKDGKMIGEFLTEDRKKWNLGSN @ 77
‘MEHSTEFLSGLVLATLLSQVSPEFK——————- IPIEEL--EDRVE NT-————- SITWV-EGTVGTLL-SDITRLDLGKR: 63

CxxC
:LSDPRGIFRCNTS———=————- KHLOVY—--F GNCIELDAATISGIIVADVIATAFLAIAVYYIAGQODSGRL---SRA: 136
:NSNE---YICEKAPVSNEDODKDOVKIYVKFRTCDNCIELDTTAAVGMVYGDLVATVLIGVAVY STIASQPKATLITGKKT : 14C
:WNDPRGTY SCKAS——--ENENEKSIEVE--V ONCIELDTGTISGFIVADIIMIGLIAIAVYCVSGSESRRP-—--ARA: 135
:YDDPRGTYTCORD——---ENVN-STLHVH--Y ONCIEVDAPTISGIVVADVVATVLLAIAVYCITGODKGLM---SRA: 141
: AKDPRGTYQCOGA-———-KETS-NPLOVY—--Y ENCIELNIGTISGFIFAEVISIFFLALGVYLIAGQDGVRO—-——-SRA: 147
:VLDPRGIYLECNGTEQL-AKEM-STVQVH--Y ONCVELDSGTMAGVIFIDLIATLLLALGVYCFAGHETGRP---SRA: 136
: AKDPRGMYQCKGS———--QONKS-KPLOVY--Y ONCIELNAATISGELFAEIVSIEVLAVGVYFIAGODGVRO-—--SRA: 147
: ILDPRGIYRENGTDIY-KDKE-STVQOVH--Y 0S ELDPATVAGIIVTDVIATLLLALGVFCFAGHETGRL———SGA:]36
. . * . . . * K * *

DxxxLI/I
: SDRONLIASEQ———————— LYQPLGER--DNEQYSRLGAARTRK—---: 170 Identity Similarity
: SSKMGLICNEASANEDPIGHYQPLNKRRMDRSEY STLPERR———=——— : 181 25% 41%
:SDKONLLOND-=-———=—=—— LYQPLGOQR--SEDTYSHLNSR——===-—-— : 164 33% 53%

SDRONLIANDO—-—-—————-— LYQPLGER--NDGQYSQLATAKARK—-=-=-: 175 42% 59%
:SDKQTLLQNEQ ———————— LYQPLKDR--EYDQYSHLQGNQLRKK—--: 182 40% H8%
cAEVOALLKNEQ-————=——-— LYQPLRDR--EDTQYSRLGGNWPRNKKS: 173 37% 56%
: SDKOTLLPNDQ-——————— LYOPLKDR—-EDDQY SHLOGNOLRRN-—: 182 40% 60%
cADTOQALLRNDO-——————-— VYQPLRDR--DDAQY SHLGGNWARNK--: 171 36% b6%

. %o .

kxkk k| *x K

:MKLAHTLLVMGLLLCVAGITAQEPEN-——-QVLEPFOQVMISKTTVTLTYLR-SSCTITHN--EKVTP-—-DCT--=-———— T 63
:MNRDGVYGGLVELLLIMTSVEGGGD VSEFWRTTVILT—————- PD-——-KGDWYDNTIKMNEEES—-—-: 55
‘MKRWILAWLLAFILHTEFLSAQTED-——————— NKVKVSISGRTVKIM—-————— PL--EKQIIMNKAKTELAKQ-—-——- 59
:MRCEVPLPLLGLLLCVVGAARQOGGD-——————— FEEFAVEISGTTVTIT-————- PS-SGDDIKWKPDP-ALGDNNK---: 61
‘MRWNTEWGILCLSLLAVGTCODD——————— AENIEYKVSISGTSVELT—————— PLDSDENLKWEKNGOELP-QKHDK-: ©b
tMOSGTHWRVLGLCLLSVGVWGODEWVVLRGITOQTPYKVSISGTTVILT—————— POYPGSEILWOHNDKNIGGDEDDKN : 74
* .. % * . k. *

CxxC
i OVIKNYKSSQDDGEYHCE--SSGVT————— VTLYLKA ESCVELDPLTVAGIIIADLLITLGVVVLAYYFEFS: 125
——— KETKM-DYDESKK-NVYQCKYLYDQYDTEKTTYQEYFKG K ELNPTVVAGATIIGDLLVTGGVILIVYLRA: 128
= GNLELLEFTDENN-GMY —-—ENEKD--DSPAYLYLKAYVCDNCREVSIPVVAGILIVDCMVTLAVAFVVYFGC: 129
e YITIQNHDSSP--LTVSCT--AGGKE—----- HAMYLNA ANCGELDTEFTVVGIIAADLLITLGVLILVYYFES: 125
- HLVLODESEVEDSGYY --TPASK-—--KNTYLYLKARVECEYCVEVDLTAVAITIIIVDICITLGLLMVIYYWS: 134
:IGSDEDHLSLKEFSELEQSGYY -—-PRGSKPEDANFYLYLRARVICEN EMDVMSVATIVIVDICITGGLLLLVYYWS 122
: s, . * :*:.. * K ** . : * :* .
RPPxVP YXXLXXR

: KNRKGRGGGGSGGR-AGGHPRGOKMVRPPPVPNPDYEPTIRKGOR--EVYAGLDSRGE--—-: 183 Identity Similarity
:RKKSGP-—-—--AAPQKPTSRSAG-—-RGPPVVPSPDYEPLSVATRSSDIYATTQTSTORTG: 181 24% 37%
:RKQTGHLR--EGGMSNGARAKG-KQEKPPPVPNPDYEVLRKGQOR--DLYDGLGAATREFK-: 183 28% 45%

: KNKKGQ=----SRAA-AGSRPRAQKMORPPPVPNPDYEPIRKGQR--DVYAGLEHRGEF--=: 175 50% 60%

: KNRKAKAKPVTRGTGAGSRPRGONKERPPPVPNPDYEPIRKGOQR--DLY SGLNQRAV—-——: 189 38% b3%
:KNRKAKAKPVTRGAGAGGRQRGQNKERPPPVPNPDYEPIRKGQR——DLYSGLNQRRI———:207 36% 50%

kok kk kokok ok . Lk s ok

:MK-WKGIVISAVLQAQLPITDASPVPGLTDPRLCYILDGILFIYAVITTALFLKAKLSRAPE-POALQGQDDVYNKLSRT : 78
:MDPRKWTGGLLVLSTALPYVEAMT--PLYDPKLCYILDGFLLLYGLIITGLLLREKFFKG—=——— KILEDDDIYTDLKPT: 73
:MK-SRWIALSTFLNSQVLSADAQV-FGLTDPRLCYILDGLLFIYATIVTALFFREKLSKVPPEPVVYG--DSKYAELGPR: 76
:MK-WKRIAVEVTLOVOLPLTDAVTVLGLTNPRLCYLLDGFLFIYAVITITALFVKAKLSQASE-POLLLGOQDDVYNKLSRG: /8
:MK-WKVSVLACILHVRFPGAEAQS-FGLLDPKLCYLLDGILFIYGVITITALYLRAKEFSRSAETAANLODPNQLYNELNLG: 78

:MK WKALFTAAILQAQLPITEAQS FGLLDPKLCYLLDGILFIYGVILTALFLRVKFSRSAEPPAYQQGQNQLYNELNLG 78
¥ ek akkokakkkaksek sk ek K . k.

:ARDEYDVLGNKKRGSDVEKGGRNQORRKKSQDTLYTSLOKDKMGEAY SEIGKKGEHQRRRGKGNDGVYQGLSSATKDTYD: 158
: DGGGYGRIN-==--- RDPESAATARDNRRNNDD-TYTSLKKP-TDDTYREIAVKDK-QRRRNK-NDOVYQGLSAATKDTYD: 144
:GOAKYDVLN--TRGDD--KAARRQ--KRSETDSTYTGLORDKMSDPY SDIRTKQP-QOKROGKKNDPVYQGLSSGSRDTYD: 149
:HRDEYDVLG-TRRGADLEKGGRHEQRRKNPHDTVY SSLOKDKMGEAY SETIGKKGE-QRRRGKGNDAVYQGLSAATRDTYD: 156
:RREEYDVLE-KKRARDPEMGGKOQO-RRRNPOEGVYNALOKDKMAEAY SEIGTKGE--RRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYD: 154
:RREEYDVLD KRRGRDPEMGGKP——RRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGE——RRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYD 153

*k. *:: :.* :* * :*:'* :* ***** . ****
:ALQMQPLPPH-: 168 Identity Similarity
: SLOMQOPLPPPR: 155 42% 54%
:ALHMQPLPPLP: 160 50% 64%
:ALHMQPLPPR-: 166 76% 86%
:ALHMQTLAPR-: 164 59% 75%
:ALHMOALPPR-: 163 64% 7%

ek e kk kK




图1  中华鳖CD3γ/δ(A)、CD3ε(B)和CD3ζ(C)基因氨基酸序列的比对
通过Clustal X 2.1进行多重比对分析, 相同(*)和相似(.或: )氨基酸在序列下方标示, ITAM基序在其序列上方用横线表示, 保守的半胱氨酸位点用灰色背景突出显示, 其余保守位点在序列上方列出.

Fig. 1  Multiple alignment of amino acid sequences of CD3γ/δ (A), CD3ε (B) and CD3ζ (C) in Pelodiscus sinensis
The multiple alignment was generated by using Clustal X 2.1 program. Identical (*) and similar (. or :) amino acid residues are shown under the aligned sequences. ITAM motifs are lined above, conserved cysteines are highlighted in gray and other conserved motifs are listed above.
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图2  邻接法构建的中华鳖CD3γ/δ、CD3ε和CD3ζ与其他脊椎动物CD3分子的系统进化树
Fig. 2  Phylogenetic relationship of CD3γ/δ, CD3ε and CD3ζ in Pelodiscus sinensis with those in other vertebrates
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图3  中华鳖CD3γ/δ、CD3ε(A)和CD3ζ(B)基因组结构
图上方为基因名称, 箭头表示为转录方向, 黑色方框表示外显子, 方框上的数字表示外显子大小. 折线表示内含子, 折线下方数字表示内含子大小.

Fig. 3  Genomic structure of CD3γ/δ, CD3ε (A) and CD3ζ (B) in Pelodiscus sinensis
The gene names were listed above and transcriptional direction of gene was represented by arrows. Exons are indicated with black boxes and introns with concave-lines. The size of exons is indicated above the boxes in bp and the size of introns is indicated below
the concave-lines.

进行非共价键结合的方式进行。同样, 保守的Asp111、Asp114和Asp37分别存在于中华鳖的CD3(/(、CD3ε、CD3ζ的跨膜区。此外, CD3(和CD3(/(的糖基化, CD3(和CD3(/(的DxxxLL/I基序, 以及位于CD3(/(、CD3ε、CD3ζ胞外区的CxxC基序对其复合体的组装和稳定均起着重要作用
 ADDIN EN.CITE 

[20−23]
。同样, 这些基序都位于中华鳖相应的CD3分子中, 表明中华鳖CD3分子和两栖类、鸟
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图4  荧光定量PCR检测中华鳖CD3γ/δ、CD3ε和CD3ζ在各组织或器官中的表达分布
以β-actin为内参, 肾CD3γ/δ的表达量为标准, 数据表示为其他各组织或器官中CD3γ/δ、CD3ε和CD3ζ的相

对表达倍数. 

Fig. 4  Expression analysis of CD3γ/δ, CD3ε and CD3ζ in organs/tissues of Pelodiscus sinensis
The expression of CD3γ/δ, CD3ε and CD3ζ was expressed in relative to endogenous control gene, β-actin, and normalized 
against the expression level of CD3γ/δ in kidney.

类及哺乳动物的CD3分子具有相似的功能。在T细胞发育过程中, CD3(/(、CD3ε、CD3ζ的缺失或者胞浆区的ITAM基序或者其他基序的改变将导致T细胞的发育受阻2[]
。研究发现CD3(缺失后T细胞的发育停滞在前T细胞阶段, CD3(缺失后T细胞发育停留在双阳性细胞期
 ADDIN EN.CITE 

[16, 24]
; CD3ε缺失后T细胞发育停留在双阴性阶段
 ADDIN EN.CITE 

[25−26]
; 同样, CD3ζ缺失后的小鼠不能表达完整的TCR复合体
 ADDIN EN.CITE 

[27−29]
。
荧光定量结果显示, 中华鳖CD3分子在脾、肝、肠、血液中表达水平较高, 而在胸腺、肾、肌肉和肺中表达水平较低。然而与其表达模式不同的是, 在鱼类、两栖类中CD3分子在胸腺中的表达水平均比较高
 ADDIN EN.CITE 

[5, 7, 30-31]

[image: image6.png]=R
LEE

e —_
_— = D

kidney of control group

AT X B 2] B P R Rk
Relative to expression in
()
o

1000 ¢
100t

_ CD3vy/8
n=3;x+SD v
T1x0.8
26 Xz*'3 x0.7
[ %69.3 x2.8
* = *

)i I S| S

gL il
thymus spleenkidney liver intestine heart muscle lung blood

10000 ¢

1000
100

10

[ %} H control

n=3;x+SD

x85.7
*

Mg B H

CD3¢

7]

WL i
thymus spleenkidney liver intestine heart muscle lung blood

i

x0.8

m FEK S BB A, hydrophila

1000

100 ¢

0.1F

00.1

CD3(

[ n=3;x+SD

x1.6
*

x2.9 1.6
% *

x0.9

x0.5 x1.8
Y *

) = S S /A

WL i
thymus spleenkidney liver intestine heart muscle lung blood




图5  嗜水气单胞菌刺激后中华鳖CD3γ/δ、CD3ε和CD3ζ在各组织或器官中表达变化
嗜水气单胞菌刺激中华鳖12 h后, 实时荧光定量PCR检测CD3γ/δ、CD3ε和CD3ζ相对于对照组中肾中的表达变化. 星号(*)表示诱导组和对照组存在显著性差异(P<0.05).

Fig. 5  Expression analysis of CD3γ/δ, CD3ε and CD3ζ in organs / tissues in Pelodiscus sinensis infected with Aeromanas hydrophila
The transcript level of CD3γ/δ, ε and ζ was determined at 12 h after A. hydrophila challenge and normalized against the expression in kidney of control group. Vertical bars represent the mean ± SD from three individual turtles. The asterisk (*) indicates the significant
difference between induced and corresponding control group (P<0.05).

本研究首次在爬行动物中克隆了CD3(/(、ε、ζ的全长编码序列, 并对其表达模式进行了分析, 为研究中华鳖CD3分子以及淋巴细胞奠定基础, 对于进一步了解爬行动物免疫系统尤其是T淋巴细胞的类群和功能具有一定的指导意义。
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Cloning and expression analysis of CD3γ/δ, CD3ε and CD3ζ chains in Chinese soft-shelled turtle, Pelodiscus sinensis

FU Jianping1,2, GUO Zheng1, GAO Qian1, LUO Zhang1, NIE Pin1

1. State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology, Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan, Hubei Province 430072, China;
2. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China
Abstract: The Chinese soft-shelled turtle, Pelodiscus sinensis has a wide geographical distribution ranging from south-eastern Siberia and Korea through most parts of China to Vietnam. Besides its nutritive and medical value, the turtle also became a model animal for investigating the development and evolution of their unique body and evolution of other biological as well as immune functions. CD3 molecules which are composed of four chains [γ, δ, ε, ζ(η)] act as markers of T lymphocytes and play important roles in T cell signaling, TCR-CD3 complex assembly and T cell mature. To understand its molecular structures, function and evolution in reptile, we cloned the cDNA sequences of CD3γ/δ, CD3ε and CD3ζ in the Chinese soft-shelled turtle using the SMART RACE technology and analyzed its expression pattern in normal and bacterial infected individuals using real time quantitative PCR (rt-qPCR). The deduced CD3γ/δ, CD3ε and CD3ζ encoded 170 aa, 183 aa and 168 aa, respectively. The CD3γ/δ and CD3ε are structurally related with an extracellular immunoglobulin-like domain, a transmembrane region and an ITAM motif containing cytoplasmic tail. The Di-leucine based internalization motif (D138RQNLI) and a potential N-glycosylation site (N81TS) were also found in CD3γ/δ amino acid sequence, and a proline-rich motif (R155PPPVP) and ER rention motif (Y175AGLDSR) were found in CD3ε amino acid sequence with the absence of the potential N-glycosylation site. The deduced CD3ζ amino acid sequence has a different structure with a 10 aa extracellular part, a transmembrane region and three ITAM motifs containing cytoplasmic tail. The phylogenetic tree showed that each chain was clustered together and Chinese soft-shelled turtle had a closer relationship with birds and amphibians. Bioinformatics analysis in genomic sequences showed that CD3γ/δ gene, containing 6 exons and 5 introns, and CD3ε gene, containing 7 exons and 6 introns located and transcribed oppositely in the Chromosome Scaffold JH208224 and CD3ζ gene, containing 8 exons and 7 introns with a big intron 1 (66.3 kB) located in Chromosome Scaffold JH209116.1. These conserved motifs in amino acid sequence and genomic arrangement suggested they were conserved in evolution. Real time quantitative PCR results showed that CD3γ/δ, CD3ε and CD3ζ were highly expressed in spleen, liver, intestine and blood, with lower expression level in thymus, kidney, heart, muscle and lung. However, obviously increased expression of CD3γ/δ (69.3 fold), CD3ε (85.7 fold) and CD3ζ (163.4 fold) were observed in thymus at 12 h after the challenge with Aeromonas hydrophila, indicating an immune response involving CD3 T cells after bacterial infection. This obtained information will provide an important basis for T lymphocyte function analysis in Chinese soft-shelled turtle.
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