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摘要: 通过同源克隆和末端快速扩增(RACE)方法, 获得尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)的MHC Іα全长cDNA, 分析其多态性和组织表达特征。获得的尼罗罗非鱼MHC Іα cDNA全长为1 533 bp, 其ORF为1 053 bp。编码的蛋白质分子包含信号肽、MHC结构域、IGc1结构域和跨膜区, 并存在丰富的磷酸化位点。与其他硬骨鱼类和哺乳类的相似性在26.86%~74.0%。从6尾鱼中共分离得到6条不同的MHC Іα cDNA序列, 其序列中存在多个单核苷酸多态性位点, 说明MHC Іα cDNA存在丰富的多态性。qPCR检测表明, MHC Іα基因在脾和心中表达量较高, 中等程度表达于鳃、肠和肾中, 在脑、肝、胃、皮肤和肌肉中表达量较低。对尼罗罗非鱼进行人工感染无乳链球菌(Streptococcus agalactiae)后, MHC Іα基因的mRNA表达水平在鳃、肾、心脏和脾4个组织中均发生了不同程度的变化。结果表明MHC Iα基因参与罗非鱼免疫反应, 在免疫应答中发挥重要功能。本研究通过研究尼罗罗非鱼MHC Іα的生物学活性、功能和表达调控, 旨在为揭示尼罗罗非鱼免疫抗感染机制提供基础资料, 并为利用MHC Іα作为候选基因筛选尼罗罗非鱼抗病相关分子标记、辅助抗病品系的选育奠定基础。
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经典MHC І类分子几乎分布于所有的有核细胞表面。MHC І类分子由α链和β2微球蛋白组成一个异二聚体, 通过结合胞内蛋白降解的多肽, 把多肽传递给CD8+T细胞, 使细胞毒性T淋巴细胞(CTL)活化[2]。MHC Іα基因编码其中的α链, α链主要由3个胞外结构域(α1、α2、α3)、1个跨膜区和1个胞质区组成[3]。自1956年Sheila等[4]发现MHC存在以来, MHC基因的研究逐渐在不同物种中开展起来。鱼类MHC的研究始于1990年, Hashimoto等[5]首次分离出鲤 (Cyprinus carpio)的部分MHC基因序列。迄今为止, 军曹鱼(Rachy​c​entron canadum)[6]、团头鲂(Megalobrama amb​lycephala)[7–8]、草鱼(Ctenopharyngodon idellus) [9]、建鲤(Cyprinus carpio var．jian)[10]等鱼类中MHC Іα基因的研究都有相关报道。最近, 李同明等[11]获得了尼罗罗非鱼MHC Іα基因的2条3′cDNA序列, 首次发现在相对保守的IGC区也存在变异; Poonsawat等[12]获得了尼罗罗非鱼MHC Іα基因全长cDNA序列, 并对不同品系的罗非鱼多态性进行了初步分析。但MHC Іα cDNA的多态性, 尤其是同一品系尼罗罗非鱼的多态性并未有进一步的报道。同时, MHC Іα基因在尼罗罗非鱼各组织中的分布情况及感染链球菌后在各组织中的表达的变化未见报道。

罗非鱼已成为中国重要的养殖经济鱼类, 但近年罗非鱼链球菌病的暴发已成为制约罗非鱼产业发展的瓶颈[13–16]。因此, 开展罗非鱼免疫相关基因的研究, 对罗非鱼病害防治具有潜在的重要意义。本研究通过对尼罗罗非鱼MHC Іα cDNA的克隆、多态性分析以及组织表达特征的分析, 探明MHC Іα的结构和功能, 揭示其多态性, 旨在为进一步研究MHC Іα的生物学活性、功能和表达调控, 揭示尼罗罗非鱼免疫抗感染机制提供基础资料, 并可为利用MHC Іα作为候选基因筛选尼罗罗非鱼抗病相关分子标记、辅助抗病品系的选育奠定基础。

1  材料与方法
1.1  实验材料

尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus, GIFT stra​in), 全长10~15 cm, 体质量20~30 g, 取自于中国水产科学研究院珠江水产研究所高要养殖试验基地。实验室暂养1周, 确保鱼体健康无病后开始实验。无乳链球菌(Streptococcus agalactiae)由本实验室分离保存, 37℃培养15 h, 通过预实验计算半致死量(median lethal dose, LD50), 确定人工攻毒浓度为1×107 CFU/mL。
1.2  总RNA的提取以及cDNA模板的制备

取健康尼罗罗非鱼新鲜鳃组织于裂解液中, 用匀浆器充分研磨, 按照高纯总RNA快速提取试剂盒(北京, Bioteke)提取总的RNA, 1%琼脂糖凝胶电泳检测其质量, 分光光度计检测总RNA浓度。RNA样品置于–70℃保存。使用RNA反转录试剂盒(AMV)Ver.2.1(TaKaRa)合成cDNA第一链。反应条件: 42℃ 30 min, 95℃变性5 min, 4℃ 5 min。
1.3  引物设计及MHC Іα cDNA全序列的克隆

根据金头鲷(Sparus aurata)(GenBank登录号: DQ211541)、青石斑鱼(Epinephelus akaara) (Gen​B​​a​nk登录号: EU221223)MHC Іα cDNA序列, 按照引物设计原理, 用Primer 5.0和DNAMAN软件设计一对引物MHC Іα-sf(205 bp处) 和 MHC Іα-sr(831 bp处)(所有引物见表1), 以鳃的cDNA第一链为模板扩增MHC Іα中间片段。根据已获得的cDNA中间序列, 利用Primer 5.0软件设计特异性引物MHC Іα-3′-2(548 bp处), MHC Іα-3′- 1(658 bp处), MHC Іα-5′-2(126 bp处)和MHC Іα-5′-1(228 bp处), 分别进行3′端和5′端的扩增。用正向引物MHC Іα-3′-2, MHC Іα-3′-1与接头引物UPM, NUP进行3′-RACE扩增, 反向引物MHC Іα-5′-2, MHC Іα-5′-1和UPM, NUP进行5′-RACE扩增。RACE扩增均先用一对外围引物进行第一次PCR, 然后以PCR产物作为模板再进行巢式PCR, 以提高扩增的特异性。
3′端和5′端的序列与中间片段用DNAMAN软件拼接, 并对拼接序列进行了PCR验证。具体步骤如下: 设计引物MHC Іα-t1(66 bp处)和MHC Іα-t2(1 377 bp处), 扩增鳃cDNA。测序结果与拼接序列进行比较, 以确定拼接序列正确。

1.4  MHC Іα cDNA 多态性分析

使用引物MHC Іα-t1和MHC Іα-t2, 分别以6尾健康尼罗罗非鱼的脾cDNA为模板进行扩增。扩增片段(预期扩增长度为1 292 bp)克隆入pMD19-T载体, 每个片段送10个阳性克隆测序, 所获得的序列用于MHC Іα cDNA的多态性分析。
1.5  序列分析及系统进化树的构建

通过NCBI网站中的BLAST程序(http: //blast. ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), 对测序结果进行同源性检索, 用DNAMAN等软件统计cDNA序列全长, 确定开放阅读框并预测氨基酸序列。用在线软件SMART(http://smart.embl-heidelberg.de/), 对推测氨基酸序列进行结构和功能域分析。用在线软件predictprotein(https://www.predictprotein.org/)预测蛋白质二级结构。用软件Clustal W[17]和GeneDOC将尼罗罗非鱼及其他物种MHC Іα基因的氨基酸序列进行多重比对。用MEGA 5.0软件构建NJ系统进化树[18]。
1.6  MHC Іα基因在各组织中的表达分析

MHC Іα基因mRNA的组织表达分析: 取6条健康尼罗罗非鱼的脑、鳃、肝、肠、胃、肾、心脏、脾、皮肤和肌肉分别提取总RNA, 反转录合成cDNA作为qPCR的模板。提取备选内参EF1α(翻译延伸因子)、β-actin(肌动蛋白)、18S以
表1  克隆尼罗罗非鱼MHC Іα cDNA及定量分析使用的主要引物

Tab. 1  Primers used for MHC Іα cDNA cloning and quantitative analysis of Nile tilapia in the study

	引物名称

primer name
	引物序列 (5′–3′)

primer sequence (5′–3′)
	扩增目标

amplification target
	扩增长度/bp

size

	MHC Іα-sf
	AGTCCCAAATTTCCCAGAGTT
	cDNA片段扩增
	

	MHC Іα-sr
	TCATGAAGCTCCTCTCCATCT
	cDNA片段扩增
	627

	UPM
	CTAATACGACTCACTATAGGGC
	3′-RACE, 5′-RACE
	

	NUP
	AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT
	3′-RACE, 5′-RACE
	

	MHC Іα-3'-2
	TGGGACCTTCCAGATGAGTG
	3′-RACE
	

	MHC Іα-3'-1
	ACCTGCCACGCTACAGGTTT
	3′-RACE
	

	MHC Іα-5'-2
	TGCTGATCCATGTTCTTGGC
	5′-RACE
	

	MHC Іα-5'-1
	TGAACACCTCCAGTTTGGTT
	5′-RACE
	

	18S-sf2
	CCTGAGAAACGGCTACCACAT
	qPCR
	

	18S-sr2
	CAGACTTGCCCTCCAATGGAT
	qPCR
	170

	β-actin-F1
	TGTGTGGTGTGTGGTTGTTTTG
	qPCR
	

	β-actin-R1
	CAGCAAGCAGGAGTACGATGAG
	qPCR
	180

	GADPH-sf1
	GTGCCCACGCAAACATCATT
	qPCR
	

	GADPH-sr1
	GAAGCAGGCTTGGAGAGACG
	qPCR
	139

	EF-1-sf2
	GGAAATCCGTCGTGGATACG
	qPCR
	

	EF-1-sr2
	AAACTTGGGGCTGTCCTCAA
	qPCR
	214

	MHC Іα-sense6
	TTCTCACCAACAATGACGGG
	qPCR
	

	MHC Іα-antise6
	AGGGATGATCAGGGAGAAGG
	qPCR
	188

	MHC Іα-t1
	ACAATGAAGGCCTTCATCTTC
	特异片段扩增
	

	MHC Іα-t2
	CAGAATAATTTAATGCCACCA
	specific fragment amplified
	1292


及GAPDH(甘油醛-3-磷酸脱氢酶)基因特异片段亚克隆的质粒, 稀释8个梯度作为制作标准曲线的模板(标准曲线的斜率为3.1~3.6 , 相关系数R2>0.99, 视为有效)。根据geNorm软件[19–20]的分析结果, 来确定各组织中表达最稳定的可作为后续定量分析的内参基因。取上述6尾健康尼罗罗非鱼的60个组织cDNA作为筛选内参的样本cDNA, 设计特异性引物MHC Іα-sense6(805 bp处)和MHC Іα-antise6(992 bp处), 用于MHC Іα基因mRNA的定量分析。

感染罗非鱼无乳链球菌后MHC Іα基因mRNA在各组织中表达量的变化: 挑选个体大小(体质量为15~20 g)相近的120尾健康尼罗罗非鱼, 分成两组, 实验组80尾, 对照组40尾。实验组腹腔注射100 μL 浓度为107 CFU/mL的无乳链球菌, 对照组注射等体积的PBS, 在30℃恒温水箱中饲养。感染后0 h、8 h、24 h、48 h、3 d、6 d、9 d各取4尾尼罗罗非鱼的鳃、肾、心脏和脾组织提取总RNA, 反转录合成cDNA作为qPCR的模板。以人工感染无乳链球菌后8 h及对照组共32个组织的cDNA作为模板, 筛选最稳定的内参(方法同上)进行感染表达实验。
qPCR使用SYBR Green І法在ABI PRISM 7300荧光定量PCR仪(美国Applied Biosystems)上进行。每个cDNA样本做3个平行, 溶解曲线及扩增曲线通过ABI 7300 system SDS软件分析。每批次扩增均做标准曲线, 扩增体系为: 1 μL cDNA, 10 μL SYBR Premix Ex TaqTM(2×) (TaK​aRa), 0.5 μL正反向引物(20 μmol/L), 0.4 μL ROX Reference Dye(50×), 7.6 μLH2O, 共20 μL。反应条件: 50℃ 2 min, 95℃30 s, 接着95℃ 5 s, 58℃ 31 s, 72℃ 30 s, 40个循环, 95℃ 15 s变性, 得到Ct值。依据标准曲线中每个Ct值对应的拷贝数, 计算cDNA样本中该基因的拷贝数。相对表达量的计算公式F=(a/b)/(c/d), (a代表实验组目的基因的浓度, b代表实验组内参基因的浓度, c代表对照组(组织表达分布中以脑组织作为对照组, 感染实验中以0 h为对照组)目的基因的浓度, d代表对照组内参基因的浓度), 所有数据经SPSS 19.0处理后制作柱状图。

2  结果与分析

2.1  MHC Іα基因全长cDNA的克隆、氨基酸序列及系统进化分析

本实验获得的尼罗罗非鱼MHC Іα基因cDNA的全长为1 533 bp。经BLAST比对, 确认为尼罗罗非鱼MHC Іα基因。该基因cDNA序列开放阅读框(Open Reading Fragment, ORF)包含1 053个碱基序列,  5′-UTR 和3′-UTR 分别为74 bp 和406 bp, 其氨基酸序共编码350个氨基酸, 预测蛋白质分子量为40 kD。对氨基酸序列进行功能结构域分析的结果显示, 1~18位为信号肽, 209~283位为功能区(IGc1区), 303~325位为蛋白质的跨膜螺旋区。

经predictprotein在线软件分析二级结构, 发现其具有1个N-糖基化位点(N-X-S/T), 4个蛋白激酶C-磷酸化酶位点(S/T-X-R/K), 4个酪蛋白激酶II磷酸化位点(S/T-X-X-D/E)以及3个N-豆蔻酰化位点(G-E/D/R/K/H/P/F/Y/W-X-X-P/T/A/G/C/N), 4个重要的β2微球蛋白结合残基(Thr在α1区, Gln和Gln在α2区, Asp在α3区), 含有2个盐桥(Asp在α1区, Asp存在于α2区)(图1)。

根据MHC Іα基因的氨基酸序列构建系统进化树(图2), 尼罗罗非鱼与同属鲈形目的斑马宫丽鱼(Maylandia zebra)聚为一个分支, 再与[image: image1.png]


形目、鲑形目、鲤形目、鲇形目聚为一个分支, 最后与亲缘关系较远的哺乳类组成了系统进化树。尼罗罗非鱼MHC Іα基因的氨基酸序列与其他硬骨鱼类和哺乳类的相似性在26.86%~74.0%, 其中斑马宫丽鱼与尼罗罗非鱼相似性较高, 为74.0%, 而与哺乳动物如大鼠, 小鼠等的同源性仅为26.86%。

2.2  MHC Іα cDNA多态性分析

MHC Іα cDNA多态性分析显示, 6尾健康尼罗罗非鱼的60个阳性克隆中共得到56条有效序列。其中每个个体分别得到2~4条不同的cDNA序列。根据命名规则[21], 以MHC基因同源序列所编码氨基酸间的错义替换超过或等于5个残基作为一个等位基因主型, 少于5个残基的变异作为主型中的一个亚型。可将56条不同的cDNA序列分为6种亚型, 它们大小均为1 292 bp, 位于cDNA全长序列71~1 362 bp的位置。6种亚型分别命名为等位基因Orni-UAA*0101、Orni-UA​A*​0102、Orni-UAA*0103、Orni-UAA*​0104、Orni-UAA*​0105和Orni-UAA*0106。以等位基因Orni-UAA*​0101为标准, 这6个等位基因存在多个单核苷酸多态性位点, 且产生方式不尽相同。等位基因Orni-UAA*0102(904T(A, 
948G(C)是由碱基的颠换产生; 等位基因Orni-UAA*​0101(671A(G)、Orni-UAA*0103(55T(C)、Orni- U​A​A*​0104(176A(G, 207A(G, 355A(G)和Orni- UAA*0106 (63T(C, 280T(C)是由碱基转换产生。而等位基因Orni-UAA*0105既存在碱基的转换(215T(C, 929T(C), 也存在碱基的颠换(217A(T)。Orni-UAA*0101在67 bp处的AG转换没有导致氨基酸的突变, 由于Orni- UAA*0101仅有这一个碱基突变, 所以它的氨基酸序列没有产生任何变化。Orni-UAA*0104(176A(G)和Orni-UAA*​0105(929T(C)的碱基转换都没有导致对应氨基酸的突变。查阅密码子表发现, Orni- UAA*0101的67 bp处突变导致密码子AAA( AAG转换, 产生的是简并密码子, 导致无义突变。Orni-UAA*​0104(176A(G)和Orni-UA​A*​0105 (929T(C)的碱基转换产生的原因相同。

2.3  MHC Іα mRNA的组织表达分布

内参基因的筛选结果表明, EF1α在健康尼罗罗非鱼各组织中及感染无乳链球菌的尼罗罗非鱼的鳃、肾、心脏和脾中表达最稳定, 被确定为内参基因。qPCR检测MHC Іα mRNA在各组织中的分布, 结果表明在10个不同组织中都检测到了不同程度的表达。MHC Іα基因在脾和心脏中表达量较高, 中等程度表达于鳃、肠和肾中, 在脑、肝、胃、皮肤和肌肉中表达量较低(图3)。

人工感染无乳链球菌后, 不同时间段MHC 
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BSETE— KoV PkaD 1A - KNM DQQYWER ETAKRM GHRQWRKANTETLKQR | Nat - GEVH
Bsp1E—K7EPKQD 1A — KNV DEQFWELN\GPFQ GAQQVFKNNT Qv AKQRE Not -GEVH
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(图1待续 Fig. 1 to be continued)

(续图1 Fig. 1 continued)
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Ctenopharyngodon idella  (107) ~ SFQWMYGEELDDDGTKR-GYMAYGYBGEBFLALDKS TLTWTAAVPQAT I TKKKLDSTGAE
Cyprinus carpio var. jian (108)  TYLQUYGBEFDDOTGK TNGFL@DGYBBEBFVYLDLKEMRY I SPVPQGFPFVQRWNNDKAL
Danio rerio  (107)  TFQFMVGEELE-DDGTTRGHWRYGYBBEBFISFDKNTLINVVANPQAVITKNEWDANKAQ

Homo sapiens  (115)  TLQWMHGEELGPDGRFLRGYEQFAYBBKBYL TLNEDLRSWTAVDTAAQISEQESN-DASE

Mus musculus  (115)  TLQWLVGEDLGPDGSLLRGYERSAYBGRBYLALNEDL TTHTAADLAALKTRSKLE-QAGL

Rattus norvegicus  (116)  TTQRMYGEDMGSDGSLLRGYYRADAYBERBYTALNEDLKTWTAADFAAQITRSKWD-QAGV
Ictalurus punetaus  (116)  TWQRMYGEBELD-DDGTTRGYS@FGYBEEDFISLDLKSLTWIARTRQAL TTKNKWDKDPDM
Oncorhynchus mykiss ~ (112)  TRQNMYGBEWDDDTGATEGFFRYGYDBEBFLALDLKTKKWTAPTPQAVI TKHEWDSNTAN
Salmo salar  (110)  VNQWMYGBEWDDEAGVTEGFEQWGYDBEBFIAFDLKTKSWIAPTPQSVITKLEWDSDTAQ

Takifugu rubripes  (113)  MVQRMYGEEWDDETGEKNGFNRFGFBBABFTSLKLKEGTWVAAKREAVK TKWRWDQDEAW
Epinephelus akaara  (117)  TFQNMYGEEWDDETGKVNGYEQFGYDEKBFLSLDLKTETRTAPNQQAL ITKHKWDNVKAQ
Sparus aurata  (112)  VFQWMYGBEWDDETQEVNGFM@YGYDBEBFIAFDLKTLTWI APKQQAVITKHEWDNNKGL

Psetta maxima (108)  TVQLMYGEEWDNETGKVKGYQRYGYDEEBFLVLDLKTETWI APVQRAVITKNEWDAEKAR
Verasper variegatus  (109)  TFQNMYGEEYDDETGEVTGYDRTGYBEEBFTSLDLETETWI APTPQSFITKLKWDQDKAR
Poecilia reticulata ~ (94)  LLQEMYGEEWDDETGETKGY TRFGYDEDBFSVFDLKTESWTAPVTEAVVTTHRWDNDKGL
Maylandia zebra  (113)  NWQRMYGEEWDDETGKVKAYDRFGYDGEBFVALDLETETWI APTPQAVI TKHKWENDRGW
Orni-UAA*0103  (108)  TFQWMYSEEWD-ETGEVKGYM@YGYDGKBFI 1-DLKEQTWYVAPVHEAVI TKNKWDNDRAL
Orni-UAA*0104  (108)  TFQWMYSEEWD-ETGEVKGYMAYGYDGKBFI 1FDLKEQTWVAPVHEAVI TKDKWDNDRAL
Orni-UAA*0106  (108)  TFQWMYSEBEWD-ETGEVKGYMAYGYBGKBFI 1FDLKEQTWVAPVHEAVI TKNKWDNDRAL
Orni-UAA*0101  (108)  TFQWMYSEEWD-ETGEVKGYM@YGYDGKBFI 1-DLKEQTWVAPVHEAVI TKNKWDNDRAL
Orni-UAA*0102  (108)  TFQWMYSEBEWD-ETGEVKGYMAYGYDEKBFT 1FDLKEQTWVAPVHEAVITKNKWDNDRAL
Orni-UAA*0105  (108)  TFQWMYSEEWG-ETGEVKGYMBYGYDEKBFT 1 -DLKEQTWVAPVHEAVI TKNKWDNDRAL

181 P P Alpha-3 domain 240

Ctenopharyngodon idella  (166)  ANSDNNELDNTE TERLNKYVDYGKD TEMRKVSBQVSLLQKDPSS -~ PVTEHATERYPSG
Cyprinus carpio var.jian  (168) LARDKNEFSTEQIEMLOKYVQYBKSSBQKTVSBQVSLLOKSSSS———SVIGHATERYBSG
Danio rerio (166)  NEYRKQELENQ@TEWLRKYVGY@KDSBCRKDABEVFMLAKDPSS - PTVEOETERYBSN

Homo sapiens  (174)  ABHQRARLEDTEVEMLHKYLEKGKE TELULEPBK THVTHIHPTSDHEATLREWHLERYBAR

Mus musculus  (174)  AEKRRARLEVDEL THLRRYLELGKE TELHTDPEK ARV THHPSSQGDV TLREWHLERYBAD

Rattus norvegicus  (175)  AERLRARLEGTEVEMLRRYLELGKE TELRSDPREAHVTLIPRPEGDVTLREWHLERYBAD
Ictalurus punetaus  (175)  TVSRKNELENT@TERLOKYVGYBRETEERKVPETASVFQKHSSP-—~ELVEHATERFBK T
Oncorhynchus mykiss  (172) ~ EERRKHELTQE@TENLKKYLDYGKS TEMRTVPESVFLLQKTPTS -—-PVTGHATERYBSD
Salmo salar  (170)  NEHDKHELTQTE TEWLKKYLDYGKS TEMRTVPBSVSLLQKTPSS -~ PVTGHATERYPSG

Takifugu rubripes  (173)  TEQETDEYTQIETKHLOKFYNYBKSSEMRTELBSVSLLQKTPSS -~ PVSEHATGRYEDR
Epinephelus akaara (177)  TAEEKHELTQIEPENLKKYVDYGRSSHLRKDLBSVPLLQKSPSS———PVSEHATERYBNS
Sparus aurata  (172)  RELRKTRLTRDEGDEVKKYVDYGRSVELRTELBSVSLLQKTPSS - PVSELATERYPHR

Psetta maxima  (168)  LTYLKNEYTQLEPDRLKKYVNFBARSEQRTELBSVSLLQKSPSS - PVSEHATERYENS
Verasper variegatus  (169)  LAQNKNEYLQLEPSHLKKYLEQBRSSELRTERBRISLLOKSPSS———PVSEHATGRFPDR
Poecilia reticulata - (154)  NAGWVNELTQNEPERLKKYVNYBRSSEMRTVPBSVSLLQUTSSS-——PVS@YATERYENR
Maylandia zebra  (173)  MAQEKNFLTQTEPERLKKYVNYGRSSEMK TV BSVSLLQKTPSS -~ PVTEHATERYPDR
Orni-UAA*0103  (167)  TAQFKNELTHEEPERVKKYVNYBRSSEMRTDIBKVSLLQKSSSS-—PVTGHATGRYENR
Orni-UAA*0104  (167)  TAQFKNELTHE@PERVKKYVNYBRSSEMRTDIBKVSLLQKSSSS - PVTEHATERYENR
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(续图1 Fig. 1 continued)
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TAQFKNYLTHECPERVKKYVNYGRSSEMRTDTRKVSLLQKSSSS-—-PVICHATGRYPNR
TAQFKNELTHEEPERVKKYVNYBRSSEMRTD 1BKVSLLQKSSSS - PVTCHATERYENR
TAQFKNYLTHEGPERVKKYVNYBRSSEMRTD IBKVSLLQKSSSS——-PVTGHATERYBNR
TAQFKNFLTHEGPEHVKKYVNYBRSSEMRTD 1BKVSLLQKSSSS——-PVTEHATERYBNR
241 + 300
VTITHQRNGHDHHEDVDLGELLPNGBGTR@KSST TRV T-~~PDERKKNE--FSEVVEHAG
VT T THMKNDQDHHEDMEVGELLPNEBGTREK TSELKVK———PDEWKNNK-FSEBVVEHAG
TMMTIHQKNKEEHFEDVDVGATL TNABGTR@K TVTLSVK -~ PEERKNNKEAYREVVQHVG
ITLTHOODGEGHTOD TELVETRPAGBGTRAKWAAVVVPS -~ GEEQR—————YTEHVQHEG
ITLTHQLNGEDL TODMELVE TRPSGBGTRRK WA SYMVPF——-GEEPR-————YTEHVEHEG
TTLTHQLNGEDLTQDMELVETRPAGBGTRAKWASVVVPL-~GKEQN-——--YTERVEHEG
VMITHOKDKEDVHEDVELRE TLPNQBGSBAKRS IL TVS -~ AEDLQKHT--YTEVIQHSS
WMVSHiOKDGQDHHEDVEYGE TLPNDBGTR@KS THL TMTP-EDRKNNK——-YQBVVAVKG
WVSHOKDGQDHHEDVEYGE TLONDBGTRAKSSHLTVTP-EEWKNNK - YQBVVAVTG
ATLSHRKGEEELHEDVDHGEMLLNPBGTRAMSVDLKVSS VPPEDWSS——- YKEBVFQLSG
AMMFJIRKDGEELHD TVDHGE TLPNHBGS B@MSSDLDVSSLPPEDWEK ——-YEGVFQFSG
ASLVIRKDGEELHEEVDHGEFLPNHBGTRAMSVDLKLSSVTPEDWTR -~~~ YDEVFQLSG
AMLLJIRKDGEDLHEDVDHGEVLPNHBGTR@MS TDLKVSSVAPGDWGK——-YQBVFQLSG
VMLFIRKDGEELHEDVDLGEVLPNHBGTR@ TS ADLKVSS TPPEDWRR———-YDEVFQLSG
ARMLIRKDGVE THDGVEKGE TLPNNBGTRAMSVEL TLS -~ ASEDNTK -~ YDEVFQLSG
AEMVIKKDGVELHEGVEKGE TVPNNBENB@MSVYLDLSSVTPEDWER——-YNEVFQLSG
ARMVIKKDGVELHK GVNKGE TL TNNBGTR@MS VDL DVSS VKPEDWHR——-YREVFQLSG
ARMVIIKKDGVELHKGVNKGE TL TNNBGTRAMSVDLDVSSVKPEDWHR -~ YREVFQLSG
ARMVIIKKDGVELHKGVNKGE TL TNNBGTRAMSVDLDVSSVKPEDWHR -~ YREVFQLSG
AEMVKKDGVELHK GVNKGETL TNNBGTR@MS VDL DVSS VKPEDWHR———- YREVFQLSG
ARMVIIKKDGVELHKGVNKGE TL TNNBGTRAMSVDLDVSSVKPEDWHR -~ YREVFQLSG
ARMVIIKKDGVELHKGVNKGE TL TNNBGTRAMSVDLDVSSVKPEDWHR -~ YREVFQLSG

301 Connecting peptide/Transmenbrance  Cytoplasmic domain 360

KTITE-————ILKDDSFPIG ITVGVVV-AVLLVVS—— GVVVF
KTKTANEIRTNTGESVPIG ITVGALAGVLLLIVT—— AVAGY
AKDDVIVTVKDIRSNGG SDNTTALLWAVWHCAVAVLL———— SSLGL
LPEPVTLRWKPASQP TIPIVGITAGLVLLGSVVS———— GAVVAA
LPEPLTLRWEPPPS TDSYMVITAVLVVLGAVI——TIGAVVAF
LPEPLSQRWEPSPS TNSNMETTVIYVVLGATIGTLATIGIVVAV
LGEEKMVLEVPKGGGSG GALIGITVGVVAVLLVLVA—— VVGGI
TKEDFIGVPPDQDAAN VVPIIGGVVALLLVVVV————— VVVGV
VKEDFIKVLTESETKTNW NEPNIVLITVVVVALLLLVVA-————— VVVGV

A-KEITTTLDKNQIRTNWGKPGVRGDGAEDPSNTAVIAAVAVVVLALVLI ————— AVVGF
VKEDI ITKLDKAVIRTNR EKPTDVTVPITAAVVVLALVL——— TAVIG
VNEDI ITKLDKAVIITNRGKT-—-GIRSVDEKLNTTAITIAAVVVSAVFL————— LAGV-

VTEDIVRVLDKDVIRTNREK PTDMTTITIIVIVAVAVLALATI——- AAIGV
VNEDIVTKLDKDSVESNREK PISMTTIIIITAAVVAVVGG—————— AVIGF
VDKDLVIPLDKANIKTN AGNSLALILTIVAVVVLITS——— AVIVI

VNEDIVTKLDKAVIKTNKGKS——=D———-EGNSLTTIIPIIVATLVLAVI———— AVIGF
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图1  尼罗罗非鱼MHC Іα基因推测氨基酸序列与其他硬骨鱼类和哺乳类的比较

黑色框表示所有序列都一致的氨基酸, 灰色框为保守区域, “P”表示相关氨基酸结合肽, “+”表示β2微球蛋白结合残基, “b”表示盐桥. 其他脊椎动物在NCBI中相对应的登录号同图2.
Fig. 1  Alignment of deduced amino acid sequences of the Nile tilapia MHC Іα gene with those of other teleosts

A black box and a gray box indicate identical and conserved, “P” indicates the correlative amino acid that combines the peptide, “+” denotes β2-microglobulin contact residues, ”b” represents salt bridges, Sequence accession numbers are the same with the sequences in Fig.2.
Іα mRNA在鳃、肾、心脏和脾4个组织中的表达量均发生了不同程度的变化(图4)。感染后8 h~3 d, MHC Іα mRNA在鳃、肾、心脏和脾中表达量呈上升趋势, 在第3天表达量达到最高。感染后3~ 9 d, 呈下降趋势, 但是在脾中, 第6天到第9天出现了上升趋势。

3  讨论
主要组织相容性复合体(MHC)在免疫系统中起着重要的作用, 通过编码抗原识别蛋白激发机体特异性免疫反应。研究MHC Іα的结构和功能, 以便进一步探寻与疾病相关联的MHC Іα易感基因型和抗病基因型, 为抗病相关分子标记的筛选奠定基础。本研究克隆了尼罗罗非鱼MHC Іα cDNA, 并分析了cDNA的多态性, 检测了在不同组织中的表达以及感染无乳链球菌后各组织的表达变化。这是首次对尼罗罗非鱼MHC Іα基因进行组织表达分析及感染链球菌后的表达分析进行研究。
本研究所扩增的尼罗罗非鱼MHC Іα cDNA总长为1 533 bp, ORF为1 053 bp。Poonsawat等[12]分离到的尼罗罗非鱼该基因cDNA序列为2 131bp, 
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图2  尼罗罗非鱼与其他物种MHC Іα基因的系统进化树

分支上的数字表示bootstrap验证中该分支的可信度, 物种名后为各序列GenBank登录号.
Fig. 2  Phylogenetic tree of MHC Іα gene from O. niloticus and other vertebrates

Number of each offshoot shows confidence level of bootstrap confirmation. The GenBank accession numbers of the sequences are behind the species name.
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图 3  尼罗罗非鱼MHC Іα在各组织中的表达情况

相对表达量为6尾鱼的平均值, 以脑组织作为校准组, 显著性差异用星形标示号标注, “*”表示差异显著(P<0.05), “**”
表示差异极显著(P<0.01).
Fig. 3  Expression of MHC Іα gene in various tissues

Data are expressed as the mean fold change from the calibrator group (brain). The asterisk indicates stat​istical differences. “*” indicates significant difference (P<0.05), “**” indicates that the
difference is extremely significant (P<0.01).
ORF为1 071bp。这可能是因为两者使用的尼罗罗非鱼来源不同所致。也可能是因为尼罗罗非鱼MHC Іα多态性较丰富, 等位基因较多,每个等位基因编码的cDNA序列有差别, 导致两者扩增到了不同的MHC Іα cDNA序列。本实验所获得尼罗罗非鱼MHC Іα基因编码的蛋白质序列包括1
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图4  感染无乳链球菌后MHC Іα mRNA在鳃、肾、心脏和脾的表达趋势

相对表达量为4尾实验鱼的平均值, 不同时间点显著性差异用星形标示号标注, 与0 h比较, “*”表示差异显著(P<0.05).

Fig. 4  Expression of MHC Іα mRNA in gill, kidney, heart and spleen after injection with S. agalactiae

Data are expressed as the mean fold change from the 0 h group. Significant differences among the different time samples in the same tissue were indicated with the asterisk (P<0.05). “*” indicates significant difference(P<0.05). “**” indicates that the
difference is extremely significant(P<0.01).

个信号肽、3个胞外结构域(α1、α2、α3)、1个跨膜区和1个胞质区, 具有MHC Іα类基因的典型结构。氨基酸序列分析发现, 尼罗罗非鱼MHC Іα具有1个N-糖基化位点(N-X-S/T), 4个蛋白激酶C-磷酸化酶位点(S/T-X-R/K), 4个酪蛋白激酶II磷酸化位点(S/T-X-X-D/E), 与半滑舌鳎(Cynoglo​ssus semilaevis)MHC Іα具有同样的结构[22]。有研究表明N-糖基化位点的存在会影响MHC分子和T细胞的相互作用[23]。这些位点的存在决定了MHC Іα基因的功能, 同时也是MHC基因家族的特征。另外, 尼罗罗非鱼MHC Іα具有4个重要的β2微球蛋白结合残基(Thr在α1区, Gln和Gln在α2区, Asp在α3区), 含有2个盐桥 (Asp在α1区, Asp存在于α2区)。Xu等[24]研究发现[image: image10.png]


 (Miichthys miiuy)中也含有相似的β2微球蛋白结合残基和盐桥结构, 同时在其他鱼类MHC Іα推导的氨基酸中也含有类似的结构, 如半滑舌鳎[22]、牙鲆 (Paralichthys olivaceus)[25]等。这些结构使得MHC Іα基因所编码的氨基酸具有呈递抗原多肽的功能[26], 提示MHC Іα基因在免疫应答中发挥着重要的作用。
本研究在尼罗罗非鱼MHC Iα的cDNA的71~1 362 bp位置处发现6个等位基因, 这6个MHC Iα的等位基因都存在碱基的转换或者颠换。但并不是所有的碱基突变都能导致氨基酸序列的突变, 在基因的编码区如果碱基突变的位点正好处于密码子的末位且是A/G或者T/C转换, 一般都会产生无义突变, 对于氨基酸序列的多态性没有贡献, 对蛋白质的功能不会产生影响, 这与基因突变的一般规律相符。Poonsawat等[12]从6个不同品系的600尾尼罗罗非鱼中得到15个MHC Iα的等位基因, 而本研究中选取
的是吉富尼罗罗非鱼品系。因此可以得知不仅不同品系之间的尼罗罗非鱼存在着丰富的多态性, 而且在同一品系也出现了较多的等位基因, 而正是由于较多等位基因的存在, 使得MHC I类分子表现出丰富的多态性。另外MHC作为与免疫相关的基因家族, 个体中含有不同的等位基因意味着可能存在着不同的抗病力, 有研究表明[27], MHC多态性水平的降低会提高群体内个体对突发性的外界传染性病原体的易感性。Grimholt等[28]发现大西洋鲑(Salmo salar)MHC Іα的多态性与其抗病力之间有很大关联。将来的研究可以对本研究中所获得的各亚型与抗病力之间的相关性进行分析, 为抗病相关标记的筛选奠定基础。
qPCR检测表明, MHC Іα在尼罗罗非鱼各组织中均表达, 在脾、心脏和肾中表达量较高, 而皮肤和肌肉中表达量较低。其他鱼类中MHC Іα在各组织中的表达量与本研究的结果非常类似, 如: 圆斑星鲽(Verasper variegatus)[29]、草鱼 [30]等。此外, 张鹤等[6]对军曹鱼的研究表明, MHC Іα基因在头肾的表达量较高, 中等程度表达于鳃、肠、脾, 在心、脑和肌肉中表达较弱。团头鲂 [7] MHC Іα基因在鳃、头肾和血液中有较强的表达量, 而在肠和肌肉中表达量较弱。沈铭辉等[31]研究发现, MHC Іα基因在赤点石斑鱼(Epinephelus akaara)头肾、心脏、肝等12个组织器官中均有表达, 在肾和脾中表达量较高。这些结果充分表明在肾、脾等与免疫相关的器官中MHC Іα基因的表达量较高, 而在皮肤和肌肉中表达量明显较弱。肾和脾是鱼类重要的免疫器官, 在免疫反应中起着重要的作用。同时, 由于心脏附着有淋巴组织丛[32], 在免疫反应中也发挥着一定的作用, MHC Іα基因在尼罗罗非鱼及其他鱼类的免疫组织中的高表达, 反映了它具有重要的免疫功能。

人工感染无乳链球菌后, MHC Іα基因在尼罗罗非鱼鳃、肾脏和心脏中的表达量的变化趋势基本一致, 都出现了先上升后下降的现象, 而脾中MHC Іα基因的表达量在第9天出现了上升的现象, 这与[image: image11.png]


鱼[24]人工感染鳗弧菌后脾中MHC Іα基因的表达量变化一致, 均出现在应激反应过后, MHC Іα基因的表达量出现上升趋势, 表明脾在受到外源病菌感染后出现了持久的免疫力。Xu等[22]发现半滑舌鳎人工感染鳗弧菌后24~72 h, 肝、脾中的MHC Іα表达量降低, 感染后24 h, 在肠中的表达量升高, 至96 h降至正常水平。Hansen等[33]发现, 虹鳟在急性病毒感染后24~72 h, 其MHC Іα的表达量出现了持续的上调, 感染后72~192 h, 降至正常水平。张新中等[34]发现红笛鲷在哈氏弧菌感染后0~9 h, 其MHC Іα的表达量出现了持续的上调, 感染后9~48 h, 降至正常水平。这些结果表明, 当病原感染鱼体时, 鱼体本身会出现一个免疫应答的过程, 鳃、肾、心脏和脾中MHC Іα表达量均出现一系列的变化, 以保护机体免受外界的伤害, 说明MHC Іα在免疫应答中发挥着重要的作用。

本研究表明, MHCІα基因在在尼罗罗非鱼中具有丰富的多态性, 且在免疫反应中发挥重要作用, 是罗非鱼重要的免疫相关基因。
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cDNA isolation, polymorphism analysis, and tissue expression of MHC Іα of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) 
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Abstract: Major histocompatibility complex is a genetic region of the chromosome. It consists of a series of closely linked highly polymorphic loci that stimulate the body’s immune response by encoding a class of cell surface transmembrane protein that binds to T lymphocytes and presents endogenous and exogenous antigens to it. Based on the techniques of homology cloning and RACE-PCR, full-length cDNA of MHC Іα was cloned from Nile tilapia. In addition, cDNA polymorphism and mRNA expression were also analyzed. The total length of MHC1α cDNA was 1 553 bp, which the ORF (open reading frame) was 1 053 bp in length. Sequence analysis showed that the deduced protein sequence of MHC Іα included a leader peptide, a MHC-I domain, an IGc1domain, and a transmembrane region. The putative protein had 26.86%–74.0% identity with those of other teleosts and mammals. Six different MHC Іα cDNA sequences were obtained from six individuals. There were multiple single nucleotide polymorphisms among the six MHC Іα cDNA sequences. This indicates that MHC Іα cDNA has abundant polymorphism. qPCR detected the highest expression level of MHC Іα in spleen and heart, moderate expression in gill, kidney and intestine, and the lowest expression in brain, liver, stomach, skin and muscle. Different changes were found in the expressions of MHC Іα mRNA in the gill, kidney, heart and spleen after being challenged with Streptococcus agalactiae. The findings provide useful information for further investigation to select a disease resistant molecular marker of Nile tilapia using MHC Iα as a candidate gene.
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