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摘要: 本研究通过 RACE技术在半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)中克隆得到 1个 CD40同源基因。该基因 cDNA

全长为 2098 bp, 开放阅读框为 1011 bp, 可编码由 336个氨基酸组成的蛋白质。推导得到的 CD40氨基酸序列包含

1个信号肽、1个跨膜结构区、2个 N-糖基化位点以及含 4个富含半胱氨酸的保守结构区。不同物种氨基酸序列同

源分析结果显示, 该基因与哺乳类、两栖类以及硬骨鱼类相似性为 28%~47%, 其中与硬骨鱼类相似性较高。系统

进化分析结果显示, 半滑舌鳎 CD40与其他硬骨鱼类 CD40聚类为一支, 哺乳类与两栖类 CD40聚类为另一支。荧

光定量 PCR结果显示, CD40在健康半滑舌鳎不同组织中均有表达, 其中在鳃、肝和脾等组织中表达量较高, 在肠、

肌肉和皮肤中表达量较低, 在脑和肾中微量表达。经哈维氏弧菌(Vibrio harveyi)感染刺激后, 与 PBS处理的对照组

相比, 该基因 mRNA在半滑舌鳎 3个主要免疫组织(肝、脾和肾)中表达量均呈显著性升高, 在肝中 12 h到达峰值, 在

脾和肾中 6 h达到峰值。上述结果表明 CD40基因参与了半滑舌鳎抵抗哈维氏弧菌的免疫应答反应。 
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肿瘤坏死因子受体超家族 [1](tumor necrosis 

factor receptor superfamily, TNFRSF)为细胞因子

受体家族, 主要参与细胞凋亡、炎症反应以及信

号转导等[2]。CD40(TNFR superfamily member 5)

是 TNFRSF中的一员[3], 属于 I型跨膜糖蛋白, 在

动物机体免疫应答过程中发挥着重要作用。自

Stamenkovic 等[4]首次在人类(Homo sapiens)中分

离出 CD40 基因后, 对该基因表达模式以及免疫

功能的探究主要集中于哺乳类动物。在人类中 , 

CD40在免疫细胞和非免疫细胞中广泛表达, 在B

细胞表面可作为信号受体分子参与 B细胞的激活

以及周期进程的调控[5−6], 在树突细胞中可影响 T

细胞的启动及其介导的免疫应答反应[7−9]。在小鼠

中, 树突细胞 CD40 的不同表达量可对 T 细胞分

化产生影响, 表达量较低时可诱导调节性 T 细胞

的产生, 较高时则会诱导效应 T 细胞的产生[10]。

CD40与其特异性配体 CD40L结合形成共刺激途

径是 CD40 在机体免疫应答反应中执行生物学效

应的前提[11−12]。研究发现, 人类 CD40L基因的突变

将会诱发免疫缺陷疾病的发生[13–14], 小鼠 CD40- 

CD40L 共刺激途径中任意基因的敲除都会对 T 细

胞依赖性体液免疫应答反应产生严重影响[15−16]。此

外, CD40-CD40L 共刺激途径也与 B 细胞的增殖

与分化以及效应细胞因子的分泌有关[17−19]。 

相对于哺乳动物广泛深入的研究, CD40基因

仅在牙鲆(Paralichthys olivaceus)[20]、斑马鱼(Danio 
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rerio)[21]以及大西洋鲑(Salmo salar)[22]等鱼类中有 

报道。Park 等[20]在牙鲆中发现, 在不同外源刺激

下, 外周血细胞 CD40 表达均呈显著增加, 证明

CD40基因参与宿主免疫反应。Gong等[21]在斑马鱼

中证明了 CD40-CD40L共刺激途径在鱼类中的存

在, 以及该共刺激途径与机体特异性免疫有关。

Lagos 等 [22]研究发现 , 在大西洋鲑中 CD40- 

CD40L共刺激途径可影响抗原呈递细胞的成熟。

Shao等[23]通过高密度 SNP图谱构建与 QTL定位, 

在牙鲆中成功筛选到 12 个抗鳗弧菌(Vibrio an-

guillarum)感染免疫相关基因, 其中 CD40 作为主

要组织相容性复合体(MHC class II)的辅助分子直

接参与抗鳗弧菌感染免疫应答过程。 

半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)隶属于鲽形

目 (Pleuronectiformes)、舌鳎科 (Cynoglossidae)、

舌鳎属(Cynoglossus), 主要分布在中国沿海地区, 

具有生长快、肉质鲜美等特点, 已成为具有极高

经济价值的名贵鱼类[24]。随着半滑舌鳎养殖规模

的不断扩大, 其所面临的细菌病害威胁也越来越

严重。其中, 哈维氏弧菌(Vibrio harveyi)是主要的

致病菌之一, 能够引发半滑舌鳎皮肤溃疡性疾病, 

对半滑舌鳎养殖业造成巨大的经济损失[25]。因此, 

为了半滑舌鳎养殖业的健康发展, 对其机制尤其

是分子免疫机制的研究迫在眉睫。此外, 对半滑

舌鳎免疫相关基因及其免疫机制的研究, 也为高

抗病品系的筛选和种质的改良提供了理论基础。

目前 CD40 基因在少数鱼类中已有研究, 然而, 

在半滑舌鳎中该基因的完整性未得到验证, 有关

其在病菌刺激下的免疫应答机制尚未见报道。本

研究从半滑舌鳎中成功克隆得到 1 个 CD40 同源

基因, 采用实时荧光定量 PCR (qRT-PCR)技术检

测了该基因在半滑舌鳎不同组织中的表达模式 , 

分析了哈维氏弧菌刺激下 CD40 基因在 3 个主要

免疫组织中的表达规律。并结合该基因序列及进

化特征, 初步揭示了半滑舌鳎 CD40 基因的序列

特征以及哈维氏弧菌刺激下的表达特征, 为进一

步探究该基因在半滑舌鳎免疫应答中的作用机制

提供了理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验用鱼 

本实验中用到的半滑舌鳎(1.5 龄)购自山东省

黄海水产有限公司, 体重(145.01±60.02) g, 体长

(27.68±5.53) cm。为消除坏境影响, 于实验室环境

下暂养 7 d, 暂养条件为: 水温(21±2)℃, 正常充

氧, 每日早晚投喂饵料 1次, 每日换水 1次, 换水

量为原有水量的 1/3。 

1.2  哈维氏弧菌培养与感染 

哈维氏弧菌处理前, 随机选取 3 条半滑舌鳎, 

分别取肝、脾、肾、心脏、皮肤、肌肉、肠、鳃

及脑 9 个组织, 于–80℃保存, 用于 CD40 基因在

各组织中的表达模式分析。 

哈维氏弧菌来源于本实验室已有菌种。感染实

验前, 将菌种接种到培养基中, 28℃培养 18 h。8000 

r/min离心 15 min使菌体沉淀, 用 PBS重悬菌体沉

淀, 使其最终滴度为 6.0×105 CFU/mL。以腹腔注射

哈维氏弧菌的方法刺激半滑舌鳎, 剂量为 30 μL/g, 

同时取 3条半滑舌鳎注射 PBS作为对照组。分别在

感染后 0 h、6 h、12 h、24 h、48 h、72 h和 96 h 7

个时间点取样, 取其肝、脾和肾 3个主要免疫组织, 

液氮中速冻后转入–80℃保存, 用于CD40基因在哈

维氏弧菌处理后不同时间的表达规律分析。 

1.3  RNA 提取及 cDNA 合成 

利用 TRIZOL(Invitrogen)法提取半滑舌鳎各组

织中的总 RNA, 使用琼脂糖凝胶电泳法检测 RNA

质量, 同时使用 NanoVueTM Plus Spectrophotometer 

(GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA)检测 RNA浓

度与其他参数。按照 PrimeScriptRT reagent Kit with 

gDNA Eraser (TaKaRa, 大连)使用说明合成 cDNA, 

按照 SmartTM RACE cDNA Amplification Kit (Ta-

KaRa, 大连)使用说明合成 RACE-Ready- cDNA。 

1.4  CD40 基因的克隆 

根据 Chen 等[26]发表的半滑舌鳎全基因组测

序结果, 获得 CD40 基因部分 cDNA 序列, 应用

Primer Premier 5.0软件设计引物(CD40-A/CD40-S, 

表 1), 以肝、脾和肾混合 cDNA为模板进行 PCR

扩增 ,  并送金唯智生物公司测序 ,  成功验证了 
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表 1  本研究所用到的引物及其序列 
Tab. 1  Names and sequences of the primers used in this study 

引物 primer 序列(5′–3′) sequence(5′–3′) 目的 purpose 

CD40-A 

CD40-S 

GAAGCCCAAACTCCAGTCAA 

CCAGGTTTCTACCCAGGACA 
verifying the internal fragment验证中间片段 

CD40-5′R 

CD40-3′R 

CD40-5′N 

CD40-3′N 

ACATTCGTGTCATTCGCTCGCAG 

AAGGTGTGTAACTGCTGTTGACGGG 

CGGGACATCTTTGGCACA 

TAGATTGAAGCGGAGCACG 

cloning the 5′ and 3′ ends克隆 5′和 3′末端 

CD40-qRT-A 

CD40-qRT-S 

β-actin-A 

β-actin-S 

ATTCGTGTCATTCGCTCGC 

ACTGTGTGCCAAAGATGTCCC 

GCATCACACCTTCTACAACGA 

ACCAGAGGCATACAGGGACA 

real-time PCR定量 PCR 

 

CD40 的部分 cDNA 序列。根据验证得到的部分

cDNA序列, 设计两对RACE引物(CD40-5′ R/5′ N和

CD40-3′ R/3′ N, 表 1), 其中 CD40-5′ R和 CD40-3′  

R 引物以合成的 RACE-Ready-cDNA 为模板用于

RACE 第一轮 Touchdown PCR 反应。反应体系为

15 μL: 10×LA Taq Buffer 1.5 μL; dNTP (2.5 mmol/L) 
1.2 μL; UPM 1.6 μL; Gsp (CD40-5′ R和 CD40-3′ R) 

0.3 μL; LA Taq DNA 聚合酶(TaKaRa) 0.2 μL; 

RACE-Ready-cDNA 1 μL; ddH2O 9.2 μL。Touchdown 

PCR 反应程序为: 94℃预变性 7 min; 10 个循环:  

94℃变性 30 s, 72℃复性 30 s(每一个循环降低   

0.5℃), 72℃延伸 3 min; 30个循环: 94℃变性 30 s, 

67℃复性 30 s, 72℃延伸 3 min; 72℃延伸 10 min; 

最后 4℃保存。将第一轮 PCR反应产物经 50倍稀

释后作为第二轮 NEST PCR 反应的模板 , 以

CD40-5′ N 和 CD40-3′ N 为引物。反应体系为: 

10×Buffer 5 μL; dNTP (2.5 mmol/L) 4 μL; NUP与

NGsp (CD40-5′N和CD40-3′N) 1.5 μL; Taq DNA聚

合酶(TaKaRa) 0.5 μL; Touchdown PCR产物稀释 50

倍 2 μL; 并用 ddH2O将反应体系补充至 50 μL。反

应程序为: 94℃预变性 7 min; 35个循环: 94℃变

性 30 s, 58℃复性 30 s, 72℃延伸 3 min;  72℃延

伸 10 min; 最后 4℃保存。NEST PCR产物经 2%

琼脂糖凝胶电泳后分离得到目的片段, 按照说明

书使用 TianGen 胶回收试剂盒回收 , 连接到

pMD-18T 载体, 转染 Top10 感受态细胞, 涂板后

经 37℃培养 12~16 h, 挑取 3个阳性克隆送生物公

司测序。 

1.5  生物学分析及进化树构建 

应用生物学软件 DNAstar 5.0 对得到的的序

列进行拼接 , 预测开放阅读框(ORF)以及氨基酸

序列, 推导蛋白的分子量和等电点。应用 SingalP 

4.0对蛋白质信号肽进行分析。应用 Soft Berry-Psite

对氨基酸序列进行功能位点预测。应用 TMpred

预测氨基酸序列跨膜结构域。应用 InterProScan 

SequenceSearch 预测氨基酸序列保守结构区。

CD40基因同源氨基酸序列的搜索在NCBI数据库

中通过 Blastp(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast. 

cgi)完成。应用 Clustal W软件对 CD40基因进行

同源序列分析。通过 Mega 6.0 软件以邻位相连

接法(Neighbor-Joining, NJ)完成生物系统进化树

构建。 

1.6  CD40 基因表达模式检测 

应用实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)检测半滑

舌鳎不同组织中 CD40 基因转录表达模式, 以及

经哈维氏弧菌感染刺激后 7个不同时间点肝、脾、

肾 3 个免疫组织中 CD40 基因的表达规律。以

β-actin (β-actinA/β-actinS, 表 1)基因为内参, 根据

验证得到的 ORF 序列设计实时荧光定量引物

(CD40-qRT-A和 CD40-qRT-S, 表 1), 按照 SYBR® 

Premix Ex TaqTM II (TaKaRa, 大连)试剂盒说明书, 

使用 ABI 7500 Fast Real-time (Applied Biosystems, 

USA)仪器完成 CD40基因的定量分析。 

本实验得到的数据均表示为平均数±标准误

( x ±SE), 采用 SPSS.17.0 软件进行单因素方差分

析和 Duncan多重比较, 当 P<0.05认为差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  半滑舌鳎 CD40 基因序列特征 

半滑舌鳎CD40基因 cDNA序列全长为2098 bp, 
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其中开放阅读框为 1011 bp, 5′非编码区(UTR)和 3′

非编码区分别为 44 bp 和 1043 bp。该基因 ORF

可编码一个由 336 个氨基酸残基组成的蛋白质, 

相对分子质量为 37.27 kD, 理论等电点为 5.355。

在 3′ UTR区发现了 2个不稳定信号(ATTTA), 并

且在 poly A上游 28 bp处发现了一个脊椎动物中

常见的的终止信号(AATAAA)(图 1)。该基因序列

已经提交至 NCBI, 基因注册号: KU291170。 

信号肽预测结果显示, 该基因存在 1 个信号

肽序列, 位于 1~33氨基酸之间。功能位点预测结

果显示, 该氨基酸序列存在 2个N-糖基化位点(分

别位于 146~149 aa和 164~167 aa), 3个 cAMP和

cGMP 依赖的蛋白激酶磷酸化位点 (分别位于

109~112 aa, 185~188 aa和 229~232 aa), 4个蛋白

激酶 C磷酸化位点(分别位于 12~14 aa, 134~136 aa, 

296~298 aa和 306~308 aa)和 2个CAAX box (分别

位于 115~118 aa和 126~129 aa)。跨膜预测结果显

示, 该氨基酸序列 202~224 aa 存在跨膜结构域 

(图 1)。保守结构区预测结果显示, 该氨基酸序列

具有 4 个富含半胱氨酸的结构区 (cysteine-rich 

domains, CRDs)。 

氨基酸序列同源比对结果显示(图 2), 半滑舌

鳎 CD40 氨基酸序列与其他硬骨鱼类、哺乳类和

两栖类相似性为 28%~47%, 其中与硬骨鱼类氨基

酸序列相似性较高, 与点带石斑同源性为 47%, 

与牙鲆同源性为 45%, 与大黄鱼同源性为 44%。

系统进化树结果显示(图 3), 半滑舌鳎 CD40先与

牙鲆CD40聚类为一支, 之后与其他硬骨鱼类CD40 

 

 
 

图 1  半滑舌鳎 CD40 基因 cDNA序列及推导的氨基酸序列 

小写字母代表 5′和 3′端非编码区; 大写字母代表编码区序列. 上面为核苷酸序列, 下面对应为氨基酸序列; 起始密码子 ATG、

终止密码子 TGA、终止信号 AATAAA均加粗表示; 2个不稳定基序 ATTTA用方框表示; 信号肽用灰色阴影表示; 跨膜结构域

用下划线标出; 2个 N-糖基化位点用双下划线标出. 
Fig. 1  The CD40 cDNA sequence and deduced amino acids in Cynoglossus semilaevis 

Lowercase letters represent the sequence of 5′ and 3′ unstranslated region. Capital letters represent the coding sequence. The nucleo-
tide sequence is above and the coded amino sequence is below. The initiation codon ATG, the stop codon TGA and the polyadenyla-

tion (AATAAA) are characterized in bold. The boxed sequences represent two instability motifs (ATTTA). The signal peptide is 
shaded. The trans-membrane domain is underlined. Two N-glycosylation sites are double underlined. 
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图 2  半滑舌鳎 CD40与其他物种 CD40氨基酸序列多重比较 

GenBank序列号分别为: 半滑舌鳎(KU291170), 牙鲆(BAC87848.1), 裸盖鱼(ACQ58926.1), 红笛鲷(AGM16418.1), 红鳍东方鲀

(ACL80205.1), 青鳉(ACL80204.1), 大西洋鲑(ACI69421.1), 虹鳟(ADE40849.1), 白斑狗鱼(ACO13407.1), 斑马鱼(ACL77796.1),  

褐家鼠(NP599187.1), 人类(AAO43990.1), 热带爪蟾(NP001138688.1). 方框内显示 CD40 4个保守的富含半胱氨酸的结构区. 

Fig. 2  Multiple alignment of CD40 amino acid sequence between Cynoglossus semilaevis and other species 
GenBank accession number: Cynoglossus semilaevis (KU291170), Paralichthys olivaceus (BAC87848.1),  

Anoplopoma fimbria (ACQ58926.1), Lutjanus sanguineus (AGM16418.1), Takifugu rubripes (ACL80205.1),  
Oryzias latipes (ACL80204.1), Salmo salar (ACI69421.1), Oncorhynchus mykiss (ADE40848.1), Esox Lucius (ACO13407.1),  

Danio rerio (ACL77796.1), Rattus norvegicus (NP599187.1), Homo sapiens (AAO43990.1) and Xenopus tropicalis  
(NP001138688.1). The boxed sequences are four cysteine-rich domains. 

 
在生物进化上聚类为一支, 最后与哺乳类与两栖

类 CD40聚类为一支。 

2.2  半滑舌鳎 CD40 基因表达模式 

qRT-PCR组织表达结果显示, CD40基因在半

滑舌鳎各组织中均有表达 , 在鳃中表达量最高 , 

在肝、脾和心脏中表达量次之, 在肠、肌肉和皮

肤中表达量较低, 在脑和肾中微量表达(图 4)。与

对照组相比, 哈维氏弧菌刺激后半滑舌鳎肝、脾

和肾 3 个主要免疫组织中 CD40 基因的表达均显 

著增加。其在肝中表达量于 12 h达到峰值, 为对

照组的 4.3倍(P<0.05); 在脾与肾中的表达量于 6 h

达到峰值, 分别为对照组的4.7倍和5.4倍(P<0.05)。

同时, 3个组织中在刺激后 48 h表达量均有一定程

度的上调, 后恢复至最低水平(图 5)。 

3  讨论 

本研究通过 RACE方法克隆获得了 1个半滑

舌鳎 CD40基因, GenBank登录号为: KU291170。 
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图 3  半滑舌鳎与其他物种 CD40进化树 

Fig. 3  Phylogenetic analysis of Cynoglossus semilaevis CD40 with other reported CD40s 
 

 
 

图 4  CD40在健康半滑舌鳎各组织中的表达量 

不同字母表示不同组织间差异显著(P<0.05). 

Fig. 4  Expression levels of CD40 in various tissues of  
healthy Cynoglossus semilaevis 

Different letters denotes significant difference  
between different tissues (P<0.05). 

 

氨基酸比对结果显示, 半滑舌鳎 CD40 编码的氨

基酸序列与硬骨鱼类氨基酸序列同源性较高。推

导得到的氨基酸序列具有肿瘤坏死因子受体家族

共同结构区, 包含 1个信号肽序列, 1个跨膜结构

区和 4 个富含半胱氨酸的保守结构区。以上结果

表明该基因编码蛋白具有 CD40 蛋白基本特征, 

该基因属于硬骨鱼类 CD40同源基因。 

本研究发现, 半滑舌鳎 CD40基因 3′-UTR富

含 AU元件(AU-rich element), 具有 1个脊椎动物

中常见的终止信号(AATAAA)和 2 个 mRNA 不稳

定基序(ATTTA)。已有研究表明, 在真核生物中, 

mRNA 3′-UTR内的 AU富含区可通过影响 mRNA

的稳定性来调控基因的表达水平, 从而影响基因

在信号通路中的作用 [27]。这暗示着半滑舌鳎

CD40 cDNA 3′-UTR区 2个不稳定信号的存在对

CD40基因的表达和翻译有着重要作用。 

CD40具有 2种形式: 膜型 CD40 (membrane- 

anchored CD40, mCD40)和可溶性 CD40 (soluble 

CD40, sCD40)。sCD40能够与 CD40L结合, 抑制

mCD40 与 CD40L 的特异性结合, 进而抑制活化 B

细胞的增殖与免疫蛋白的分泌[28–29]。同时, 研究

发现, 硬骨鱼类 CD40 均为 mCD40, 尚未发现

sCD40[20–22]。与其他硬骨鱼类 CD40 氨基酸序列

结构相似, 半滑舌鳎CD40氨基酸序列N端具有 1

个信号肽, C 端具有 1 个跨膜结构区以及 2 个 N-

糖基化位点。这些结果说明半滑舌鳎 CD40 为

mCD40, 且为 I 型跨膜糖蛋白, 并预示着半滑舌

鳎 CD40 基因在功能上与其他硬骨鱼类相似, 参

与了半滑舌鳎的免疫应答。 

与其他物种氨基酸序列比对结果显示, 半滑

舌鳎 CD40 与硬骨鱼类有较高的同源性, 其中细

胞外氨基酸序列的同源性高于细胞内氨基酸序列, 

并且在细胞外氨基酸序列上发现 4 个保守性较高

的富含半胱氨酸结构区。在牙鲆中的研究发现 , 

这 4个保守的半胱氨酸富含区与 CD40L结合有关,  
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图 5  哈维氏弧菌刺激后 CD40在半滑舌鳎肝、脾和肾中不同时间点的表达量 

不同字母表示不同时间差异显著(P<0.05). 

Fig. 5  The expression profiles of CD40 in liver, spleen, and kidney of Cynoglossus semilaevis after  
stimulation by Vibrio harveyi for different times 

Different letters denotes significant difference between time points (P<0.05). 
 

CD40-CD40L 相互作用在抵抗病原菌入侵过程中

发挥着重要的作用[20]。这暗示着半滑舌鳎 CD40

可参与抵抗病原菌入侵的免疫应答反应。 

对半滑舌鳎各组织 qRT-PCR结果显示, CD40

基因在不同组织中均有表达, 为组成型表达模式, 

且在免疫组织中表达量较高, 与牙鲆[20]、斑马鱼[21]

以及大西洋鲑[22]中 CD40 表达模式相同。本研究

发现, 在半滑舌鳎各组织中, CD40在鳃、肝、脾

和心脏中表达量较高, 这一结果与其他硬骨鱼类

中研究结果并不一致。在牙鲆[20]各组织中, 该基

因在脾、肾、肠和鳃中表达量较高; 在斑马鱼[21]

各组织中, 该基因在脾、肾、肝、肠、鳃和皮肤

中表达量较高; 在大西洋鲑[22]各组织中, 该基因

在脾、肾和鳃中表达量较高。以上结果分析表明, 

半滑舌鳎 CD40 基因在免疫组织中的高表达与机

体免疫应答有关, 并且 CD40 基因在不同硬骨鱼

类各组织中表达量存在差异。同时, 鳃作为黏膜

淋巴组织, 是鱼体与环境之间的天然屏障, 可以

抵抗病原体入侵[30]。半滑舌鳎 CD40 在鳃中的高

表达也表明该基因在抵抗病原体的感染方面发挥

着重要的作用。 

对半滑舌鳎腹腔注射哈维氏弧菌后, 进一步

qRT-PCR 结果表明, 在 3 个主要的免疫组织中

(肝、脾和脾), CD40 基因在哈维氏弧菌刺激后短

时间内均有上调表达, 且随时间延长, 逐渐恢复

到原先水平。半滑舌鳎 CD40 在 3 个免疫组织中

短期内上调表达趋势与牙鲆[20]外周血细胞与大西

洋鲑[22]头肾白细胞在不同刺激下的表达趋势相同, 

与斑马鱼 [21]经血蓝蛋白(KLH)和脂多糖(LPS)分

别处理后 CD40表达趋势不同。在牙鲆[20]中研究发 
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现, 其外周血细胞经刀豆素(Con A)和佛波酯(PMA)

分别处理后, CD40表达量在 1 h时达到峰值, 经

LPS处理后, 1~6 h内 CD40表达量快速上调, 并

在 6 h 达到峰值。在大西洋鲑[22]中研究发现, 头

肾白细胞经 LPS、聚肌胞苷酸(Poly I:C)等刺激下, 

CD40表达量在 12 h达到峰值。在斑马鱼[21]中研

究发现, 经 KLH刺激后, CD40在第 6天呈显著性

上调; 而经 LPS 刺激后, 第 3 天呈显著性上调。

以上分析结果说明半滑舌鳎 CD40 作为一种急性

反应蛋白参与了宿主免疫以及炎症反应, 同时在

不同鱼中针对不同的外源刺激物, CD40表达调控

机制存在差异。此外, 本研究发现, 对于哈维氏弧

菌处理后半滑舌鳎 CD40在 3个免疫组织中 48 h

时再一次上调, 可能与 CD40-CD40L共刺激途径有

关, 但是这种免疫机制尚不清楚, 需进一步探究。 

本研究通过对半滑舌鳎 CD40 基因的克隆、

遗传特征分析、氨基酸同源分析以及表达模式分

析的探究, 初步表明 CD40 参与了半滑舌鳎免疫

应答过程, 为进一步探究 CD40 在半滑舌鳎免疫

应答过程中的作用和筛选高抗病品种提供了理论

基础。 
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Abstract: Cynoglossus semilaevis, which is distributed along the coast of China, is one of the most economically 
important marine aquaculture species. With the expansion of C. semilaevis breeding, diseases caused by bacteria 
and viral pathogens have become more widespread and serious. The disease caused by the bacterial pathogen Vi-
brio harveyi has become an obstacle in the development of half-smooth tongue sole aquaculture. Therefore, it is 
important to understand the defense mechanisms of the host, C. semilaevis, against this pathogen. The CD40 pro-
tein, which is a member of the tumor necrosis factor receptor superfamily 5, is an important receptor molecule that 
plays a key role in the host’s immune system and participates in several immune signaling pathways. In this study, 
using the whole-genome sequence of half-smooth tongue sole, we obtained one CD40 homolog using the rapid 
amplification of cDNA ends technique. The full-length cDNA was 2098 bp long and included an open reading 
frame (ORF) of 1011 bp, a 5′-untranslated region (UTR) of 44 bp, and a 3′-UTR of 1043 bp. The ORF of CD40 
encoded a 336-amino acid protein with a predicted molecular weight of 37.27 kDa and a theoretical isoelectric 
point of 5.355. The 3′-UTR included two instability motifs (ATTTA) and one polyadenylation signal (ATTAAA) 
located 28 bp upstream of the polyA tail signal (AATAAA). The putative amino acid sequence contained one sig-
nal peptide, one trans-membrane region, two N-glycosylation sites, and four conserved cysteine-rich domains. The 
deduced amino acid sequence of C. semilaevis CD40 shared 28%–47% identity with the CD40s from other teleost 
fish, mammals, and amphibians, with higher similarity to CD40s of bony fish. The phylogenetic tree constructed 
based on the amino acid sequences demonstrated that the C. semilaevis CD40 clustered in one branch with other 
teleost fish. Real-time quantitative PCR analyses detected C. semilaevis CD40 transcripts in a wide range of tis-
sues in healthy adult fish. There were higher transcript levels of C. semilaevis CD40 in the liver, spleen, and kid-
ney after challenge with V. harveyi. After challenge with the pathogen, the peak transcript levels of CD40 were at 
12 h in the liver, and at 6 h in the spleen and the kidney, before a second peak in transcript levels at 48 h in the 
three tissues. These results indicate that CD40 is involved in the immune response of C. semilaevis to the bacterial 
pathogen V. harveyi. 
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