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摘要: 主要组织相容性复合体(major histocompatibility complex, MHC)是一类编码细胞表面糖蛋白的基因, 在所有

硬骨鱼的适应性免疫系统中起着至关重要的作用, 而关于 MHC 基因的研究一直是鱼类分子免疫学和鱼类抗病辅

助育种的研究热点之一。本研究首次分析了大弹涂鱼(Boleophthalmus pectinirostris) MHC Iα 基因的 cDNA 序列特

征, 构建了系统发生树, 评估了大弹涂鱼 MHC Iα基因 mRNA 在健康个体不同组织中的表达差异, 研究了注射病毒

拟似物 poly(I:C)后 MHC Iα 基因在机体主要免疫器官肝和脾的表达情况。结果显示, 大弹涂鱼 MHC Iα 基因具有由

1101 个碱基组成的开放阅读框(ORF), 共编码 366 个氨基酸残基, 具有 3 个蛋白激酶 C-磷酸化位点、1 个酪蛋白激

酶Ⅱ磷酸化位点和 1 个 N-糖基化位点。系统发育分析显示与大弹涂鱼 MHC Iα 基因亲缘关系最密切的是河川沙塘

鳢(Odontobutis potamophila)。RT-PCR 分析显示, MHC Iα 基因 mRNA 在不同组织中均有表达, 其中肾和脾组织中

表达量最高, 鳃和肠组织中表达次之。大弹涂鱼在腹腔注射 poly(I:C)后, 肝和脾组织中 mRNA 表达量明显上升, 在
12 h 时, MHC Iα 基因 mRNA 表达量在肝和脾中均达到峰值。本研究结果表明, MHC Iα 基因参与了大弹涂鱼在高盐

胁迫下的免疫应答。 
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大弹涂鱼(Boleophthalmus pectinirostris)属虾

虎鱼目(Gobiiformes)、虾虎鱼科(Gobiidae)、弹涂

鱼属(Boleophthalmus), 是一种暖水、广温和广盐

性的滩涂养殖经济鱼类, 具有广阔市场前景[1]。之

前的研究表明, 作为一种近岸穴居鱼类, 大弹涂

鱼虽然栖息在环境复杂的潮间带泥滩, 但却具有

很强的抗病能力[2]。因此, 其能适应不同环境刺激

的免疫系统具有非常重要的研究价值。 
主要组织相容性复合体(major histocompati-

bility complex, MHC)是染色体上的一组编码免疫

球蛋白受体的基因遗传区域, 这个区域由许多紧

密连锁并高度多态的基因群构成[3-4]。根据 MHC

基因编码的产物结构与功能的不同, MHC 基因可

分为Ｉ类和 II 类, 它们的主要功能是参与适应性

免疫, 通过特异性识别内源性和外源性抗原并提

呈给 T 细胞, 从而发挥免疫作用[5-7]。目前已在多

种鱼类上分离和鉴定到了 MHC I 类基因, 如斑马

鱼(Danio rerio)[8]、中华鲟(Acipenser sinensis)[9]、虹

鳟 (Oncorhynchus mykiss)[10] 和 大 西 洋 鲑 (Salmo 
salar)[11]等。随着研究的不断深入, 近年来已确定

MHC I 类基因几乎能在所有现存的有颌脊椎动物

中找到, 即使在最古老的类群中也能找到这类基

因[12], 这表明在物种进化的过程中, MHC I 类基

因一直发挥着不可替代的作用。目前, 关于大弹
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涂鱼 MHC I 类基因的研究还未有报道。 
盐度是能够影响水生动物生存的重要环境因

子, 尤其是在鱼类的呼吸代谢和生长发育等方面

具有显著影响[13-15]。例如在低盐度环境下处理银

鲳(Pampus argenteus), 其肾中谷胱甘肽 S-转移酶

活性显著上升[16]; 研究发现水体盐度变化可以影

响虹鳟糖及氨基酸等营养物质在肠内的运输, 并
在脂肪代谢过程中对脂肪酶活性起重要的调节作

用[17]。目前, 关于盐度胁迫对鱼类免疫基因的影

响则鲜有报道。为研究高盐胁迫下病毒感染对大

弹涂鱼免疫基因的影响, 本研究旨在分析大弹涂

鱼 MHC Iα 基因的序列特征, 评估大弹涂鱼与其

他已鉴定鱼类 MHC Iα 基因的进化关系, 分析其

mRNA 在不同组织中的表达以及在高盐刺激下注

射 poly(I:C) (polyinosinic : polycytidylic acid, 是
一种免疫兴奋剂, 它以钠盐的形式被用来模拟病

毒感染)后的表达情况, 为进一步研究大弹涂鱼的

免疫机制奠定理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料与试剂 
用于本实验的大弹涂鱼购于浙江省宁波慈溪

市山下村的滩涂围养户, 体重(21±0.5) g, 于宁波

大学高等技术研究院鱼类健康与进化研究室控温

暂养一周(室温 20℃, 水体盐度为 15, 用海水晶

配制), 每天换水一次。 
病毒感染模拟物 poly(I:C)购于西格玛奥德里

奇贸易有限公司(上海, 中国), 用于 RNA 提取的

TaKaRa RNAiso Plus 试剂购于大连宝生物工程有

限公司(大连, 中国), 分子量标记物 GeneRulerTM 
1kb DNA Marker 购于生工生物工程股份有限公

司(上海, 中国),  用于反转录和荧光定量分析的

TransScript® All-in-one First-Strand cDNA Synthe-
sis SuperMix for qPCR 试剂盒购于全式金生物技

术有限公司(北京, 中国)。 
1.2  实验方法 
1.2.1  实验设计  在暂养一周后, 将 180 尾体质

健康、活力旺盛的大弹涂鱼, 随机分为两组, 对照

组和实验组(水体盐度均为 30), 每组设 3 个重复, 
在 6 个 50 L 的水族箱内进行实验, 24 h 泵气保证

氧气充足。根据预实验结果, 将大弹涂鱼用 MS 
222 (TMS, tricaine methanesulfonate)麻醉后, 实验

组腹腔注射 0.2 mL 0.15 μg/μL poly(I:C), 对照组腹

腔注射等体积的 0.9% NaCl 生理盐水。在注射后 0 h、
6 h、12 h、24 h、36 h、48 h、72 h 时间点将大弹涂

鱼组织(肝、脾、肠、头肾、皮肤、鳃、脑和肌肉)
取出, 迅速放入液氮中, 然后转移到–80℃冰箱保存。 
1.2.2  RNA 提取与序列扩增  采用 RNAiso Plus
试剂, 根据制造商要求, 提取大弹涂鱼各组织总

RNA, 并采用 TransGen 试剂盒进行反转, 得到可

以用于实时荧光定量的 cDNA 模板。根据实验室

已获得的大弹涂鱼 cDNA 文库, 筛选出 MHC Iα
基因并验证。在 NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih. 
gov/ncbisearch)公共数据库中检索获得近缘物种

的相关序列, 在 MHC 1α 基因编码序列两端的保

守区, 利用软件 Primer Premier 6.0 设计特异性引

物, 所有引物均由生工生物工程股份有限公司(上
海, 中国)合成并验证(表 1)。PCR 反应体系为(10 μL): 
0.4 μL 正向引物、0.4 μL 反向引物、1 μL cDNA
模板(0.1 μg/μL)、5 μL 的 Taq 酶和 3.2 μL 无菌水, 
反应程序如下: 95℃ 5 min; 95℃ 15 s, 60℃ 15 s, 
72℃ 1 min, 循环 30 次; 72℃ 5 min。 

 
表 1  本研究中用到的引物 

Tab. 1  The primers used for this study 

引物名称 primer 序列(5′–3′) sequence 片段长度/bp fragment length 

MHC IαCF1 TATTATGACAGTAACACAAAGA 981 

MHC IαCR1 TCCATCTTTAGTCCAGAACA  

MHC IαQF1 GCAGACCTACAAAGCCAAC 126 

MHC IαQR1 GGTCTCACTGTTCCATTCAC  

β-actinQF1 GAGCGTGGCTACTCTTTCA 148 

β-actinQR1 GGAGGCAGCAGTGTTCAT  
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1.2.3  实时荧光定量实验   为了研究大弹涂鱼

MHC Iα 基因在健康鱼体和病毒感染后的表达情

况 , 进行了荧光定量实验 (real-time quantitative 
PCR), 将 MHC Iα基因和 β-actin 基因的 cDNA 模

板以 5 为单位进行 6 个梯度的稀释, 用于制作目

的基因和内参基因的标准曲线。实时荧光定量

PCR 反应体系为 20 μL, 其中包括 0.4 μL 正向引

物、0.4 μL 反向引物、0.4 μL cDNA 模板(0.1 μg/μL)、
10 μL TransStart TipGreen qPCR SuperMix、8.8 μL
无菌水。热循环系统反应条件为: 95℃ 5 min, 95℃ 
15 s, 40 个循环; 60℃ 25 s, 72℃ 25 s, 3 次重复   
实验。 
1.3  数据分析 

该实验所得数据用平均值±标准差 ( SD)x 

表示, 利用 SPSS 22.0 统计软件进行单因素方差

分析(one-way ANOVA)以及独立样本 t 检验来检

测数据均值差异的显著性, P<0.05 表示具有显著

性差异, P<0.01 表示极显著差异。利用 OriginPro 8
图表软件进行柱状图绘制。 
1.4  生物信息学分析 

其他物种序列由在线程序 NCBI 获得; 序列

同源性比对和相似性搜索用在线程序  BLAST 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 进 行 ; 采

用 DNAMAN 软件预测氨基酸序列以及开放阅读

框; 利用在线程序 PHDsec (https://prabi.ibcp.fr/htm/ 
site/web/home)和 SOPMA (https://prabi.ibcp.fr/htm/ 
site/web/home)预测氨基酸二级结构; 采用在线程

序 SignalP 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)
预测信号肽序列; 利用在线程序 SMART (http:// 
smart.embl-heidelberg.de/)预测蛋白质结构; 利用

DNAStar 软件预测蛋白质的分子量和等电点; 采
用 MEGA5.0 软件构建系统发生树[18]。 

2  结果与分析 

2.1  MHC Ia 基因序列特征 
大弹涂鱼 MHC Iα 基因 cDNA 序列共有 1445

个核苷酸, 包括一个由 1101 个核苷酸组成的完整

开放阅读框(ORF), 编码一个由 366 个氨基酸组

成的蛋白(图 1), 包括 5 个结构域: 前导肽、α1 结

构域、α2 结构域、α3 结构域和跨膜区。其分子质 

 
 

图 1  大弹涂鱼 MHC Iα 基因 cDNA 序列和 
推导的氨基酸预测 

起始密码子用圆圈表示, 终止密码子用星号(*)表示,  
N 连接糖基化位点用方框表示, 蛋白激酶 C 磷酸化位点 

以直下划线表示, 酪蛋白激酶 II 磷酸化位点用双 
直线表示, 前导肽显示为阴影, 跨膜区域用虚线表示. 

Fig. 1  cDNA and deduced amino acid sequence of  
MHC Iα gene of Boleophthalmus pectinirostris 

The start codon is circled and the stop codon is indicated by an 
asterisk (*); N-linked glycosylation sites are represented with a 

box; protein kinase C phosphorylation sites are underlined; 
casein kinase II phosphorylation sites is underlined with a dou-
ble straight line; leader peptide is shown in shadow; the trans-

membrane region is underlined with a dashed line. 
 

量约为 41.1 kD, 等电点为 4.83。其二级结构经

PHDsec 进行预测, 结果表明, α-螺旋(α-helix)占
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37.16%, β-转角(β-turn)占 7.65%, 延伸链(extended 
strand)占 21.31%, 无规则卷曲(random coil)占 33.88%, 
具有 1 个由 29 个氨基酸组成的前导肽(leader 
peptide); 3 个蛋白激酶 C-磷酸化位点(S/T-X-R/K); 
1 个酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化位点(S/T-X-X-D); 1 个 N-
糖基化位点(N-X-S/T); 和 1 个由 23 个氨基酸构成

的跨膜区(transmembrane region)(图 2)。 
2.2  MHC Iα 基因系统发育分析 

为了研究大弹涂鱼和其他已鉴定鱼类 MHC 
Iα 基因的进化关系, 采用 MEGA5.0 软件中的邻

近法(NJ 法, 可靠性由 1000 次自展分枝检验)构建

系统发生树(图 3), 所用到的物种及其 MHC Iα 基

因登录号见表 2。如图 3 所示, 不同的物种聚成几

枝, 大弹涂鱼与河川沙塘鳢(Odontobutis potamo-
phila)最先聚成独立分枝, 然后与鲑科鱼[包括虹

鳟(Oncorhynchus mykiss)和大西洋鲑(Salmo salar)]
形成第一枝 , 再与剩下的鲈形目鱼类聚在一起 , 
最后与由丽鱼科[尼罗罗非鱼(Oreochromis niloti-
cus)和朴丽鱼 (Pundamilia nyererei)]和怪颌鳉科

[茉莉花鳉(Poecilia latipinna)和青鳉(Oryzias lati-
pes)]组成的另一枝聚在一起。 

 
 

图 2  大弹涂鱼 MHC Iα 蛋白二级结构 
预测和三级结构模式图 

蓝色线条表示 α-螺旋(α-helix), 绿色线条表示 
β-转角(β-turn), 红色线条表示延伸链(extended strand), 无规

则卷曲(random coil)则用紫色线条表示. 
Fig. 2  The predicted protein secondary and tertiary structure 
ideographs of MHC Iα gene of Boleophthalmus pectinirostris 

The blue line represents α-helix; the green line represents  
β-turn; the red line represents extended strand; and the random 

coil is represented by purple line. 
 
 

 
 

图 3  大弹涂鱼 MHC Iα 基因和其他鱼类的系统发生树 
节点上的数字表示后验概率. 大弹涂鱼用方框标出. 

Fig. 3  Phylogenetic tree of MHC Iα of Boleophthalmus pectinirostris and other fish 
The numbers on the nodes represent the posterior probability. The great blue-spotted mudskipper is indicated by box. 
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表 2  本研究中所涉及的物种名称及登录号 
Tab. 2  The species and Chinese names and accession 

numbers of MHC Iα sequences used in this study 

物种 species 登录号 accession number

黄鳝 Monopterus albus KP690079.1 

尖吻鲈 Lates calcarifer XM018674100.1 

金钱鱼 Scatophagus argus KJ868828.1 

卵形鲳鯵 Trachinotus ovatus KX181492.1 

赤点石斑鱼 Epinephelus akaara EU221232.1 

点带石斑鱼 Epinephelus coioides FJ896112.3 

河川沙塘鳢 Odontobutis potamophila KP973945.1 

大西洋鲑 Salmo salar AF504019.1 

虹鳟 Oncorhynchus mykiss AY278452.1 

朴丽鱼 Pundamilia nyererei XM005751381.2 

 
2.3  MHC Iα 基因 mRNA 在健康组织的表达 

以健康、未进行注射感染实验的大弹涂鱼组

织(肝、脾、肾、鳃、脑、肠、肌肉和皮肤)为材

料 , 以反转录合成的第一链 cDNA 为模版 , 以
MHC IαQF1 和 MHC IαQR1 为引物, 应用 qPCR
技术检测 MHC Iα 基因在大弹涂鱼健康组织中的

表达。结果表明(图 4), MHC Iα 基因 mRNA 在不

同组织中均有表达, 其中肾和脾组织中表达量最

高, 在鳃和肠组织中表达次之。 
 

 
 

图 4  大弹涂鱼 MHC Iα 基因在健康组织中的表达情况 
各组织的表达情况通过 RT-PCR 检测, β-actin 用作内参, 为

了便于比较, 将大脑中的表达水平设为 1. 
Fig. 4  Tissue distribution of MHC Iα gene of Boleophthalmus 

pectinirostris under normal physiological condition 
Expression levels of MHC Iα in various tissues were measured 

by RT-PCR. β-actin was used as the internal control to calibrate 
the cDNA templates. For the convenience of comparison, the 

expression level in brain was set as 1. 

2.4  MHC Iα 基因 mRNA 在 poly(I:C)胁迫下的

表达 
RT-PCR 分析腹腔注射 poly(I:C)后的大弹涂

鱼 MHC Iα基因 mRNA 表达变化, 结果显示(图 5), 
在肝组织中, 对照组 MHC Iα 基因 mRNA 表达量

在所有时间点内均没有显著变化(P>0.05); 而实

验组的表达量具有显著变化, 在 6 h 时,  MHC Iα
基因 mRNA 表达量开始上升(1.63 倍); 在 12 h 时

表达量显著上升 , 达到最大值 (P<0.01, 为 5.30
倍); 在 24 h 时, 表达量有所下降, 但仍然显著高

于对照组的表达量(P<0.05, 为 2.98 倍); 在 36 h
时 , 表达量又一次升高 , 仍然显著高于对照组

(P<0.01, 为 4.68 倍); 以后, 表达量逐渐下降到 48 h
时的 2.22 倍和 72 h 的 1.46 倍。在脾组织中, 对照

组 MHC Iα基因 mRNA 表达量在所有时间点内同

样没有显著变化(P>0.05); 而实验组的表达量具

有显著变化, 但峰值的出现时间早于肝组织, 即
在 6 h 时, 实验组 MHC Iα基因 mRNA 表达量显

著上升 (P<0.01, 为 6.25 倍); 在 12 h 时, 实验组

的表达量更是显著上升达到最大值 (P<0.01),为
9.71 倍在 24 h 时, 表达量也有下降, 但仍然高于

对照组(P<0.05, 为 3.25 倍); 在 36 h 时, 表达量又

一次升高 , 且显著高于对照组 (P<0.01, 为 5.81
倍); 其表达量在 48 h 和 72 h 逐渐恢复到正常水

平(分别为 1.21 倍和 1.38 倍)。 

3  讨论 

MHC I 分子在脊椎动物免疫系统中起重要作

用, 它主要识别细胞内抗原, 结合细胞内源肽并

呈递到 CD8+ T 细胞, 从而引发适应性免疫[6, 12]。

迄今为止, 许多研究报道了不同鱼类的 MHC Iα
基因的鉴定和表达[8-9, 11], 然而大弹涂鱼 MHC Iα
基因的表征仍不清楚。本研究首次分析了大弹涂

鱼 MHC Iα 基因的氨基酸序列, 发现只有 1 个 N-
糖基化位点, 一些鱼类被预测有一个单一的糖基

化位点, 如牙鲆(Paralichthys olivaceus)[19]、卵形

鲳鯵(Trachinotus ovatus)[20]、舌齿鲈(Dicentrarchus 
labrax)[21], 而刺鱼(Gasterosteus aculeatus)有 3 个

糖基化位点 [22], 条纹斑竹鲨(Chiloscyllium pla-
giosum)则无糖基化位点[23]。蛋白质二级结构分析 
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图 5  大弹涂鱼肝和脾中 MHC Iα 基因在 poly(I:C)刺激下的表达 
β-actin 用作内参. *表示 P<0.05, **表示 P<0.01. 

Fig. 5  The hepatic and splenic responses of Boleophthalmus pectinirostris MHC Iα under poly(I:C) challenge 
β-actin was used as the internal control. *means P<0.05; ** means P<0.01. 

 
表明, 大弹涂鱼 MHC Iα分子的 α 螺旋、β 折叠结

构规则, 形态固定, 处于蛋白质内部, 而 β转角和

无规则卷曲处于蛋白质的表面, 结构突出, 有利

于与抗体结合, 因此可能作为抗原结合部位。 
在现存物种的漫长进化过程中, MHC 基因家

族大约出现在 5 亿年前的低等脊椎动物中, 并在

那时开始分化[4]。本研究构建了系统发生树分析

大弹涂鱼和其他已鉴定鱼类 MHC Iα 基因的进化

关系, 由进化树可以看出, 大弹涂鱼与河川沙塘

鳢(Odontobutis potamophila)的 MHC Iα基因分子

进化距离最近, 亲缘关系最密切, 这与两者同属

虾虎鱼亚目(Gobioidei)的传统分类学相符。 
MHC 基因的组织特异性表达已在许多硬骨

鱼中报道 , 并广泛分布于许多鱼类的各种组织 
中[8-11], 本研究评估了大弹涂鱼 MHC Iα基因 mRNA
在不同组织中的表达情况, 结果表明, MHC Iα 基

因 mRNA 在肾和脾组织中表达量最高, 鳃和肠组

织中表达次之, 在肝、脑、皮肤和肌肉中表达量

较低。这个结果与虹鳟(Oncorhynchus mykiss)中
MHC Iα 基因表达结果相似, 在肠、肾、胸腺和脾

表达量较高 , 脑、肝中表达量较低 [10], 在牙鲆

(Paralichthys olivaceus)中, MHC Iα 基因在鳃、脑、

肾、肠、脾中的表达量也较高, 在肌肉、卵巢和

皮肤中表达较低[19]。众所周知, 脾和肾是鱼类的

主要免疫器官[12, 20], 而肠道和鳃由于经常暴露在

外界环境中, 可以接触到许多病原体[24], MHC Iα
基因在这些组织中的高表达, 可能表明这些组织

都参与了大弹涂鱼的免疫应答。 
鱼类养殖环境受到许多自然因素和人为因素

的影响 , 自然养殖水域的盐度经常会发生变化 , 
而盐度的变化会导致鱼类代谢加速、耗氧率升高、

能量需求增加, 严重时会造成生理机能的失常[13]。

有学者认为, 在盐度胁迫条件下, 鱼类会通过提

升免疫功能来做出相应的防御机制 , 例如 , IgM 
(immunoglobulin M) 是由 B 淋巴细胞产生的一类

能特异识别并中和相应抗原的、具有免疫作用的

球蛋白, 将尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus) 从
淡水转移至 24‰盐度养殖一段时间后, IgM 含量

显著上升 [25]; 补体系统是先天免疫的重要组分 , 
研究发现分别在盐度 6、12 和 38 的水体下养殖金

头鲷(Sparus aurata ) 3 个月, 盐度 38 组的补体旁

路活性最高, 并与盐度 6 组的形成显著差异[26]。

poly(I:C)是 dsRNA 的人工模拟物, 本研究以在高

盐度水体下腹腔注射 poly(I:C)的形式模拟高盐胁

迫后大弹涂鱼被病毒感染后的情况 , 结果表明 , 
大弹涂鱼腹腔注射 poly(I:C)后 , 肝和脾组织中

MHC Iα 基因 mRNA 表达显著上升, 在 12 h 时, 
mRNA 表达量达到最大值, 且脾组织的峰值出现

时间早于并大于肝组织, 这与鮸(Miichthys miiuy)、大

黄鱼(Pseudosciana crocea)等硬骨鱼类在病毒感
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染后的表达相一致[27-28]。这可能证明在高盐胁迫

下, MHC Iα 基因仍然参与了大弹涂鱼关于病毒感

染的免疫应答, 且脾组织的免疫应答速度比肝组

织更迅猛, 这也为研究高盐水体环境下病毒感染

对大弹涂鱼免疫应答机制的影响提供理论借鉴。 

4  结论 

本研究首次分析了大弹涂鱼 MHC Iα 基因的

序列特征和与其他已鉴定鱼类 MHC Iα 基因的进

化关系 , 初步评估了大弹涂鱼 MHC Iα 基因

mRNA 在不同组织中的表达情况以及在高盐胁迫

下注射 poly(I:C)后对其表达的影响, 为进一步了

解环境刺激对虾虎鱼类和其他硬骨鱼类免疫应答

机制的影响奠定基础。 
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Immune response of the MHC 1α gene of Boleophthalmus pectinirostris 
to the viral mimetic poly(I:C) under high salinity stress 

LIU Huanjun1, MENG Fanxing2, LI Ming2, WANG Rixin2, SHI Ge1 

1. College of Marine Science, Zhejiang Ocean University, Zhoushan 316022, China;  
2. School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo 315211, China 

Abstract: The major histocompatibility complex (MHC) is a large group of genes that encode cell surface glyco-
proteins and play a crucial role in the acquired immune systems of all teleosts. The study of the MHC is a major 
focus in the field of fish molecular immunology, and for the auxiliary breeding of disease resistant fish. The great 
blue-spotted mudskipper (Boleophthalmus pectinirostris) is special for its unique behavioral, physiological, and 
biochemical characteristics suitable for amphibian life. This study firstly analyzed the sequence characteristics of 
the Boleophthalmus pectinirostris MHC Iα gene, then reconstructed the phylogenetic tree and explored the possi-
ble molecular evolution. Finally, the mRNA spatial expression pattern of the MHC Iα gene was assessed in healthy 
tissues, and hepatic and splenic expression patterns were examined after viral mimetic poly(I:C) injection. The 
results showed that the open reading frame (ORF) was 1,101 bases in length, encoding 366 amino acid residues, 
with a molecular mass of 41.1 kD and theoretical isoelectric point (pI) of 4.83. The gene included five domains: 
the leader peptide, α1 domain, α2 domain, α3 domain, and the transmembrane domain. The following secondary 
protein structure was predicted:  helix accounted for 37.16%, -turn for 7.65%, extended strand for 21.31%, and 
random coils for 33.88%. There were three protein kinase C phosphorylation sites, one casein kinase II phos-
phorylation site, and one N-glycosylation site. Phylogenetic analysis showed that the MHC Iα gene of Bo-
leophthalmus pectinirostris was most closely related to the MHC Iα gene of Odontobutis potamophila. The spatial 
expression analysis showed that MHC Iα was expressed in all tissues examined, particularly in the kidneys and 
spleen, followed by the gills and intestines. At 0 h, 6 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h, and 72 h after stimulation there were 
no significant changes (P>0.05) in expression levels in the control group. During poly(I:C) challenges which were 
intraperitoneally injected into the liver, MHC Iα mRNA expression level was increased at 6 h (1.63-fold) and the 
expression increased significantly and was at its maximum at 12 h (P<0.01, 5.30-fold). Then, the expression level 
decreased at 24 h, but was still significantly higher than the control group (P<0.05, 2.98-fold). At 36 h, expression 
level increased again, and was still significantly higher than the control group (P<0.01, 4.68-fold). Expression 
gradually decreased to 2.22-fold and 1.46-fold the control values at 48 h and 72 h, respectively. In spleen tissues, 
the expression level of MHC Iα mRNA in the experimental group was significantly increased at 6 h (P<0.01, 
6.25-fold), and the expression level of the experimental group increased significantly to its maximum (P<0.01, 
9.71-fold) at 12 h. The maximum value expression level was reached earlier than in liver tissue. At 24 h, the ex-
pression level also decreased, but was still higher than the control group (P<0.05, 3.25-fold). At 36 h, the expres-
sion level increased again and was significantly higher than that in the control group (P<0.01, 5.81-fold), expres-
sion levels gradually returned to normal levels at 48 h and 72 h (1.21-fold and 1.38-fold, respectively). The results 
suggested that MHC Iα plays a crucial role in the immune response of Boleophthalmus pectinirostris against 
poly(I:C) challenges. 
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