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摘要 为了阐明草鱼 M H C c las S I 等位基因的结构与多态性
,

进一步研究其与疾病的关系
,

从草

鱼 c D N A 文库 中克隆了 M H C c l a s s l 基 因 ( C t i d
一

M H C I ) ; 并通过对 12 个个体 C t i d
一

M H C I 的克隆
,

分析 了其等位基因的多态性与三级结构
.

结果显示 C t i d
一

M H C I 等位基因在 a1 与 a2 区域变异幅度

大
,

可分为 6 类 ( C t i d
一

M H C I
一

U A 一 U F )
,

9 型 ( A 一 )I ; 但是其三 级结构和抗原 多肤结合 的关键性

氨基酸十分保 守
.

结果阐明了草鱼 M H C
c
las S I 分子在 8 个区域 ( A

一

H ) 置换率高
,

存在插入或缺失

以及长度 变异
,

使等位基因呈现高度多态性
.

动物 M H C C las S I分子系统树也提示了我国大陆架上

鱼类
、

两栖类
、

鸟类
、

哺乳动物和人的遗传距 离与分枝年代
.

关键词 草鱼 M H c c

als
s l 等位基因 多态性 三级结构 分子系统树

主要组织相容性抗原复合体 ( M H )C 指集中于

哺乳动物某一染色体
、

编码与免疫应答直接相关的

一类细胞膜糖蛋 白基因群 〔’ 」
.

M H c 分为 M H c c las s

I 和 M H C c l a s s ll ; M H C c l a s S
I 由

a l
, a Z

, 。 3 链
,

跨膜 区 ( T M )和 胞 质 区 ( C Y )组 成
,

分 子 质 量 约

44 ku l[, 2 ] 其中
, 。

1 链与
。
2 链 形 成 多 肤 结 合 区

( P B D )
,

与抗原多肤
、

T 细胞受体 ( T C R ) 形成三分

子复合物 ( T c R
一

p M H )C
,

由此诱导机体产生特异性

细胞免疫应答 3[]
.

目前
,

人类 M H C C la s S 工等位基

因的结构与数目及其与疾病 的关系已研究得十分清

楚 ; 而畜禽及鱼类 M H C c la s s 工结构与功能的研 究

尚处于发展阶段
.

19 9 0 年
,

H as hi m ot 。
等率先克隆

了低等脊椎动物— 鲤鱼 M H c c las S
I 基 因 [’l

.

随

后
,

鸡 [ , ]
、

蛙 [6 ]以及多种鱼类 M H e e l a s s
l 基 因被

分别克隆报道 〔7一 “̀ 1
.

19 9 6 以来
,

我们也报道过人
、

中华 鳖
、

虹蹲 M H c 序 列 3[, ’ 3一 16]
.

近年 来
,

随着

M H C 与疾病的关 系 (结构不同的 M H C 递呈不一样

的抗原多肤导致动物抗病性差异 )被逐步 阐明
,

我

们认为有必要在我国开展经济动物 M H C 的研究
.

草鱼 ( e t e n o P人a 卿n 召习“ o n i己e zz u : ) 是我 国 内陆

水域主养 的优质鱼类
,

具草食性
、

生长快的特点
.

然而
,

草 鱼存在多种疾病
,

年 存活率仅 为 15 % 一

3 0 %
,

是养殖鱼类中因病死亡率最高的鱼种
.

为了

阐明草鱼 M H C c las s l 等位基 因的结构与多态性
,

进一步研究 M H C 与疾病的关系
,

本研究从草鱼
c D

-

N A 文库 中克 隆 了 M H C c l a s S I 基 因 ( C t id
一

M H C

工 )
,

并对其多态性与三级结构进行了分析
.

结果显

示 Ct id
一

M H C 工等位基因呈现高度多态性 ; 其 a1 和

a2 区域变异幅度大
,

可分为 6 类 ( Ct id
一

M H C 工
一

U A

一 U F )
,

9 型 ( A 一 I ) ; 而 其三级结构相对保 守
.

M H C C la s S
I 分子系统树也提示了软骨鱼和硬骨鱼

,

鱼类与两栖类
、

鸟类
、

哺乳动物的遗传距离
.

1 材料与方法

1
.

1 R N A 提取与
c D N A 合成

本研究共使用了 巧 尾草鱼
.

首先用 T ir oz l 试剂

( G ib co R B L ) 从草鱼肾脏提取 总 R N A
.

以总 R N A

2 0 0 3
一

0 6
一

2 4 收稿
,

2 0 0 3
一

0 5
一

2 2 收修改稿
,

国家 自然科学基金资助项 目 (批准号
:

3 00 7 0 5 9 6)

, ,

同等贡献者
,

E
一

m a i l
: x iac h u n @ e a u

·

e d u
·

C n



自
,

毅并乎选瓜 第 14 卷 第 1 期 2 0 0 4 年 1 月

为模 板
,

用 p d ( N ) 6 随机引物
、

F i r s t
一

S t r a n d e D N A

s y n t h e s i s
试剂盒 ( P h a r m a e i a B i o t e e h ) 反转录合成第

一链
c D N A ( fc D N A )

.

另外
,

再 以肾总 R N A 为模

板
,

用 p d ( N ) 6 随 机 引 物
、

T im e S a v e r

试剂 盒

( P h a r m a e i a ) 反转录合成双链 cD N A
.

1
.

2 种间交叉 P C R

如图 1 ( a )所 示
,

从 D D BJ / E M B L / G e n B a n k 基

因库中读取人 [` 7 ]
、

鼠 [` 8 ]
、

鸡 [ , ]
、

蛙 [ 6 ]和斑 马鱼 [9 ]

的 M H C 。 las s
l 基因序列

,

在形成二硫键两半肮氨

酸的保守区分别设计引物
.

正引物 ( 5 9 6) 序列为 5
’ -

C A R H N G A T G T A Y G G N T G T
一

3
` ,

反 引 物

( A S 1 6 4 ) 序 列 为 5几 Y T T N A R C C A Y T C N A T

R C A
一

3
’ .

其中 N 代表 A
,

T
,

G 或 ;C Y 代表 T 或

C ; R 代 表 G 或 A
.

以 fe D N A 为模板
,

用 S% /

A S 1 6 4 引 物
,

参 照 T a K a R a E x T a q P C R 试 剂 盒

( T a K a R a) 进行 P C R 扩 增
.

P C R 反 应 总 体 积 为

50 拼L
,

模板添加量为 0
.

5昭
.

P c R 程序是首先 98 ℃

热变性 s m i n ,

加入 E x T a q 酶 ; 再 9 4℃热变性 l m i n 、

然后 5 5℃ 退火 l m i n
、

7 2℃延伸 3 m i n
.

P C R 反应在

H Y B A ID 公司的 P e R E x p r e s S
仪上进行 3 0 个 循环

.

反应产物经 2 % 琼脂糖电泳
,

用 G E N E C L E A N 试剂

盒 ( B IO 1 01 ) 回收 2 3 0 b p D N A 片段后
,

与 T
一

E as y 载

体 ( P r o m a g a ) 连接
,

转化 J M l o g 感受态细胞 ; 再用

Q I A E X ll 试剂 盒 ( Q IA G E N ) 纯化重组质粒
,

用

A B I P R IS M B i g D y e P r im e r C y e l e S e q u e n e i n g R e a d y

R ae ct io n
试剂 盒 和 A B I 377 型 D N A 自动测 序仪

( P er ik n lE m e r
公司 )从 T 7 引物端测定 12 个阳性克

隆序列
.

( 5
’

R A C E ) P C R 试剂盒扩增 M H C c l a s s
1

a Z 区域至

5
’ 一

非编译部分 ( 5
`一

U T ) ; 第三步采用 R T
一

PC R 扩增

5几U T 至 3气非编译部分 ( 3气 U T )的 Ct id
一

M H C I 全

基因
.

即首先根据种 间交叉 P C R 结果 (图 1 ( b) )
,

在 M H C c al s S 工 a2 区域中设计一正引物 ( G FI
:

5
` -

G A T G G A G A G G A C T T C C T C G C C C T G G
一

3
’

)
,

参 照

T a K a R a 3气F u l l R A C E oC
r e S e t 试剂盒 ( T a K a R a ) 进

行 3
’

R A C E P C R 扩增
.

回收 1
.

4 5 k b 的 P C R 产物
,

进行全序列测定
.

随后
,

再根据 3
’

R A C E P C R 克隆

的测序结果 (图 2) 在 M H C 工 a3 区域设计一反引物

( C SAZ
:

5
’ 一

T G G T G C C A T C A T C C A G C T C A C
一

3
’

)
,

进行 5
’

R A C E P C R 扩增 ( P C R 条件同前 )
.

回收 9 0 0

b p 的 P c R 产物与 T 载体连接
,

测定全序列
.

最后
,

根据 5
’

R A既 P C R 和 3
’

RA e E P e R 结果 (图 2 )设计

一对 引物
,

上 游引物 ( P l) 序列为 5气C A T C A G T C
-

T A T
、

C A C C A G A C A T C T G
一

3
` ,

下游引物 ( P2) 序列为

5
’ 一

C A T C T T G T C T C A T C T T T G T G C T T T A G G A T C
-

3
` .

P C R 反应总体积为 50 胖L
,

模板
c D N A 文库添加

量为 0
.

1 拼9
.

再经 P C R 后将获得产物测序
.

1
·

5 C t i d
·

M H C I 等位基因多态性

在 Ct id
一

M H c 工信号 肤 区 域设 计一 正 引 物

( F G P I )
,

序 列 为 5
`

A A G G A T G C G A T C T G T A G T
-

G c T T T T G c T c
一

3
’ ,

采用 c s AZ 为反引物
.

用 H ig h
-

P l u S R T
一

P C R 试 剂 盒 ( T O Y O B O
,

oC
. ,

L t d
.

)进 行

R T
一

P C R 扩增
.

回收扩增产物测定全序列
.

1
.

3 构建
c D N A 文库

取 5 拌g R N A 为模板
,

以 5
`

A T c T A G A G G T A c
-

C G G A T C G ( T ) 15 为反转录引物并采用 iT m e S va er

试剂盒 ( P ha
r m ac ia )按其操 作手册合成

。 D N A
.

再用

T a K a R a c D N A P e R L i b r a r y 试 #lJ 盒 ( T a K a R a ) 按其

标准操作构建草鱼
c D N A 文库

.

1
.

6 C t i d
一

M H C I 序列分析

采用 S A K毛JR A 系统
,

将 12 个 tC id
一

M H C I 核酸

序列连续登录 入 l ) 1〕BJ / E M 13L/ 段 ir B a
kn

,

序列 号为

A 131 0 97 7 9 一月310 9 7 9 0
.

tC i件 N IH C I类型划分
,

同源性

比较
,

以及分 子 系统 树 ( U nw ie gh t de p ia r g or 叩 ign
,

U P G )构建等均采用 G E N E T Y X 9
.

0 软件进行 (段爪
-

~ 块ve lo pme nt 肠
. ,

tL d)
.

将 Ct id- M H C I输入 N C BI

蛋白结构库进行三级结构分析
,

并根据人 M H C d ass

工 ( I I LA
,

2A ) 结构绘制 Ct id
一

M H C 工三级结构
.

1
.

4 C t i d
一

M H C I 基因克隆

Ct i d
一

M H C 工基因克隆分 3 步进行
.

第一步
,

采

用 3
’ 一

R a p id A l n p l i f i e a t i o n o f c D N A E n d s ( 3
`

R A C E )

P C R 试剂盒扩增 M H C 。 la s s I aZ 区至 P o l y A 尾段 ;

第二 步 采 用 5气R a p id A m p l if i e a t io n 。 f c D N A E n d s

2 结果与讨论

2
.

1 种间交叉 P C R

种间交叉 P C R 共获得 12 个阳性克隆
,

测序结

果仅 2 个序列一致并具备 M H C c al s s
I aZ 基因序列
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特征
.

将此序列输入 DDB / JE MB L/ G r eB la nk进行同

源比较
,

前 4 0 个基因均为 M H C c l a s s
_

[ 基因
.

如图

(a )

1 ( b )所 示
,

克 隆片段 长 2 2 0 b p
,

暂命名 为 C t i d
-

M H C 1
a Z C C

.

HL--A AZ K02 8 8 3

筑o us e
.

盟5 8 1岛6

Ch i e k e 几 AY 2 3性7 7 0

F r o g
.

L2 0 7 3 3

C a
即

,

X9 1 0 1 5

P r i皿巴 s :

〕1 1 0 1 1 6 4 18 2

:G 亚W既树印vD GS哪RF 压yG HQ YA 礼GKDY IA 比DE 比哪认却MA AQ仃心双* * EA AH 做四压YA 比GT VC 畔LR YR 比淞KE 几QR 丁

: 一
一--L v-- 一一一一一--L 一一-Q

卜
艰一一心一一--T 一一一一卜叼一林咱弓 A

~ .

艰一一一-A 一一一一一一皿一卜
一

:一
一一珊一一江比以印工

一
一Y--
卜

--R一卜即KC 扭吓一
一V咫一 P一很一林王DG Y一弓术--Q 一卜一一一一v-- y一浪子C一 R

: 一
--T 班一邢一一皿一味GS工一一卜VH 一一吓F一 { IU酬VY 钾田咫一 LT贝一US咫翎灯很NK N一叼N1

一工心 --K 一
一 S卜QA 一卜R

: 一
v-- VS 牙一一EL 田神GT KG一孤洲3一屯一 L S刃 KS于 --T 一书印

一V工一刁一王 S TR迢*T KS盯
卜

NI 一工一刃卜银 y 一{ 一卫- K

训衍GC C工群山

/ / / / \
5 96 5

` 一

C A R HN G A T G A S 16 4 s
r ~ 1

厂1
,

丁 N A R C C A Y
,

I C D A I , R C A
一

3
`

Q F M Y G C E

C么G TT T AT G 仆 C 弘 G 尤 T 弘 G

L D D D G T X R G Y 班 Q Y G Y D G E

C TG 以丁弘了弘 r 实 C 汇 C 左目气工人 弘么 1人C灯 C (认 G 认 T 必 C 认 T l
二AT 买人 G舫

G户兀 TTC C TC 父 C CT G G九 T 九翻3 谷 C 汇 C C TC 兀 C 兀 G汇 T GC I

A V P Q A T 1 T K K K

GC 丁 GT T 工 T CAA GC丁 汇 G 灯丁 汇 C 从 G
J

灿、A M A

L D 5 T G A E A N 弓 D N U Y L D N 1 C 1 E W 上 K

T T弓以丁忙 C 龙 r 英 A GC A GAG GC人 M C 解 了以 T 瓜 T 从丁 认 T C T序 C AC A人C 灯 A 飞 C 么r C ` AG 尤 C C TG 八M

图 1 种间交叉 PC R 引物设计 ( a) 与 P c R产物测序结果 《b )

数字显示 H L A
一

广已 氨基酸序号
.

二 :

缺失
; 一

:

与 H L A
一

2A 氨基酸相同

2
·

2 C t i d
一

M H C I 等位基因

5
’

R A C E
一

P C R
,

3
’

R A C E
一

P C R 和 c D N A 文 库

P C R 扩增结果如图 2 所示
.

3
’

R A C E
一

P C R 扩增片段

长 1 4 2 5 b p
,

含
。
2

, 。 3
,

T M
,

C Y
,

终止子
,

3
` 一

U T
,

加 po ly A 信号以及 P ol y A 尾
.

克隆片段命名为 Ct id
-

M H C 1 3
’

( A B 1 0 9 7 8 1 )
.

5
’

R A C E
一

P C R 片 段 长

8 9 0 b p
,

含
。
3

, 。 2
, 。 1

,

启动子和 13 7 b p 的 5气 u T
,

命名为 C t i d
一

M H C 1 5
`

( A I31 0 9 7 82 )
.

R T
一

P C R 扩增

C t i d
一

M H C I 全基因长 1 12 7 b p
,

含 5气 U T
,

起始密

码子
,

a1
,

a2
, 。

3
,

T M
,

C Y
,

终止 密 码子 和 3’
-

U T 序列
,

命名为 C t i d
一

M H C I
一

U 0A 1 (峪 10 9 7 7 9 )
.

C t id
一

M H C I
一

U A 0 1 总长度为 3 3 6 个氨基酸 ; 含一

个由 16 个氨基酸组成的信号胧
,

84 个氨基酸的 a1

链
,

92 个氨基酸的 a2 链
,

91 个氨基酸的 a3 链
,

50

个氨基酸的 T M / C Y ; 在 以 和 a3 区域分别存在 4 个

半胧氨酸 ( 10 1
,

1 7 3
,

2 1 0
,

2 6 8 位 )
,

可形成两个链

内二硫键 ; 在 a2 区域存在一 糖基化位点 ( 96 一 98

位 )
,

这些均符合 M H C C al s S 工的特征
.

2
·

3 C t i d
·

M H C I 多态性

图 3 为采用 F G P I/ C S AZ 和 P l/ P Z 引物对分别

对 10 尾草鱼进行 R T
一

P C R 扩增后测序的结果
.

从

中可以发现
:

( 1 ) C t id
一

M H C I 变异大
,

在
a
l 和 。 2

区域 均 存在 缺 失 /插 入 以 及 长度 变异
.

( 2) Ct i d
-

M H C 工 基因群中保 留了人 H L A
一

2A 与抗原 多肤结

合的 8 个关键性氨基酸
.

( 3) Ct i d
一

M H C I 序列中

氨基酸置换率高
,

同源率跨度大
,

如 Ct i d
一

M H C I
-

U D 0 1
,

C t i d
一

M H C I
一

U F 0 1 的
a
Z 区域与人的 同源

率分 别 为 47
.

9 % 和 46
.

4 % ; 而与 Ct id
一

M H C I
-

U C 0 1和 C it d
一

M H C 工
一

U D 0 2 的同源率仅为 47
.

4 %

和 3 9
.

5%
.

( 4) C it d
一

M H C I 等位基 因之 间
,

以及

d 和 a2 序列之 间差异大
,

相互 间同源率高的可达

9 9 %
,

低的仅为 3 6 % 一 4 0 %
.

( 5 ) C t i d
一

M H C I 等位

基因与 已报道 的鲤鱼
、

斑马 鱼
、

虹缚
、

大西洋鱿
、

鳖 鱼 同 源 性 低 I“ 一 ` 2〕
,

除 ct i d
一

M H c l
一

u A 01
,

一

U A 0 2
, 一

U 0A 3
, 一

U 0D 1
, 一

U D 0 2
, 一

U F 0 1 的
a Z 区 域

与鲤鱼同源性在 70
.

8 % 一 79
.

2% 外
,

鱼类 a1 区域

同源性仅在30
.

2 % 一 51
.

2 % 之 间
.

结果揭示 了草鱼

M H e c l a s S
I 的进化一方面受 尽Zm

,

T C R 和 C D S +

约束 ; 另一方面
,

在一些 区域却发生 了氨基酸大量

的置换
,

使种群 M H C c las S
I 呈现高度多样性

.

这

种进化策略有利于种群的延续
.
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1 3 7 5 ’ U T 区域

C t i d
一

M HC I
~

U A 0 1:

Cit d
一

M H C e la s s 1 5

C ATCAG TA TATC AC CAG A CA TCTGA AA C GTC TAGAA C A

GAGAC TATC T AGGC GT TC TC TCAG从 CA A T TT

信号肤

Cit d
一

M HC I
`

U A 0 1:

Cit d
一

M HC e la s s 1 5

C ti d
一

M HC I
一

UA 0 1:

Cit d
一

M HC e l as s 1 5

AA TATT TC AA TTAA TTTCTC TAGAA CGA TT TT TAC TC ACA 八A J、 ACTG TTT C TCA GACA AC

一一一 一一一 一一一一 一一一一 一一一一 一一 一一 一一一 一一一一 一 一一 一一一一 一 -一一 一一一 一一一一
一 A一 一一一 G一一一

a l 区域

L 1 L G A H L A Y A G T H 5 L R Y

TTG CTC C TC GGA GCT CAT C TT GCC TAT G CT G GA A CA C AC TC T C TG AG A TAC

一 1 M R S V

AGC M GG A TG CG A TC T GTA :
T。

{
TT

弄
c

击众
T

亮
T C D

GGA GAC

I D

AT T GAC

C t一d
一

M HC I
·

U A 0 1

Cit d
一

M HC e l a s s 1 5

F P E

TTC CCA GAG弄
c

走
A G

监
G

弄
G

爵
c

森G TG GAT

。

弄
G

矗
c

泥
T

弄
A

泥
T

众
F D S 入

T TT GCA AGC AA C ATA ATG

K A

M八 GCT

K T E W

Cit d
一

M HC I
一

UA O I

Cit d
一

M HC e l a s s 1 5

G

扎
c

品M G AC A G AG TG G

M R Q D

A TG八C A CAG 户A T

一一一 一一 一 一
一 G一

V G

G TG GGA

A D Y W D I Q 入

GCA GA T TAC TGG GAC ATA C AG AAT

A f f Q V F

C ti d
·

M HC I
一

U A 0 1: GCC CA T CA G GTC TTC

Cit d
一

M HC cl as s 1:5 一 -一 - -一 一 -一 一 -一 一
一

K O N

人AA C AC 八A C A TC

Q 不 A K

CA C 浑 r T GC A从 G

c

几
T

导
l

AA C CAG

S K

r CA AAG

Q N P I G

C AG AA T C TG A TT GG A

一一 一 一一 一 一 C一 一一一 一
一

a Z区域

G V 日 5 I
J

GGT Gl
,

1 CAC TCG CTC

C it d
·

M H C I
一

U A 0 1 :

C it d
一

M H C c l a s s 1 5

C ti d
。

M H C c l a s s 1 3

Y G

TA C GG G

C E

TG T GA G挤
c D D D

GA T GA T GAT 品
c

众
c

晃
A

乱
; Y M Q Y

TAC ATG CA6 T AT

G Y D G E

G GC TA T CA T GC A GA G

。AA一KAAA

C it d
一

M H C

C n d
一

MH C

C ti d
一

MH C

l
一

U A O 么
c

氛
c

C TC G CC各
G D K S T

GA T A AG A GC AC C各
c

众
c

类
G

众
T

盘
T

决
T

蕊
T

几
T

孤盘
T T K K K

A CG A TT A CC M G M A AAA
e l a s s 1 5

e l韶5 1 3

C it d
·

MH C I
一

U A 0 1:

C杠d
一

MH C e l韶5 1 5

C it d
一

MH C c l a s s 1 3

L D 5 T G A E A

TTG G AT T CC A CT G GA G CA GAG G CA

N 5 D N 人 Y L D N I C

AA C 邢 T GA T AA T 凡气T TA T CTG GAC AA C ATA TGC

- 一 一一 - 一一 一 一一 一 一一 一一 一 一 一一 一 一一 一一 一 一一 一 一C一 一一

一 一一 一一一 一一一 一一一 一 一一 一 一一 一 一一 一一 一 一一 一 一 C一 一一

a 3 区域

T I M 尺 K V 5 P Q V S

ACT CTG ATG AG A AM GTC TCT CCT CAG G TG T CT

工 E W L K

ATC CAG TGG CTG A AA

一 T 一一 一 一一一 一一一 一一

一 T 一一 一 一一一 一一一 一一

C it d
一

MH C I
一

UA 0 1 :

C打d
一

M HC e ] a s s 1 5

C it d
一

MH C e l a s s 1 3 :

K Y

M A TA T

G

共GA T TAT

G

品
K D

户人G GA C

c

扎
T

礼CA G AA G GA T

c

几

C it d
一

M HC I
·

U A 0 1

C ti d
一

M HC e l a s s 1 5

C it d
一

MH C C l a s s 1 3

是
c

是
T P V

CCA GTG ACG TAT欲
c

漆
T

足
A

点
T 1

界
T

戒
c

左
c

AG T GC A拼
A T 工

AC A 左「C畏
c

花
G Q R 人 G H

CAG cA A M T GGA CAT

C it d
一

M HC I一A o l :

C it d
一

MH C e l a s s 1 5 :

C it d- M H C e l a 3 s 1 3 :

一 T 一一一 一一一 一一一 一一一 一G一 一 T 一一一 一一一 一一一 一
一

D H H E D V D L G E L

GAC CA T CAT G八G GAT GTG GAT CTT GGT GAA CTT

- 一 一 一一 - 一一 一 G一 一一 一 一 一一 一
一

L P N G D G T

CTT C CC A AT GA C GA C G GA A CC

A一
F

TT C

Q K 5 5 T l

C朋 M ( AGC AGC ACC ATC

R V T

C自d
目

M H C I
一

UA 0 1 : A以 GT T 人CA

C it d
一

N】】IC c l助 5 1 3 : - -一 一- 一
一

虔
T

成
T

点
。 R K K N

AGG 户AG A九C M T

一一一 一一一
一G 一

一
区域

F P I G

TT T 《减C AT丁 GGC

一一一 一C一 一一一 一
一

一一一 一一一 一 一一 一 一一 一 G

E F 5 C V

GAG TAC A GC T GT GTG

- 一一 一T一 一 一一 一 一一
一

V E H Q G K T

C TG GAA 以 T CA G G优 户A A AC C

一 一 T一 一 一一 一 一一 一 一一 一一 一 一一 一
一

T E

AT C ACA GAG

L K D

C l id
一

M H C I
·

U A O I

C it d
一

M HC e l a s s 1 3

A TA CTC 内勺、 GA工

粗 / CY

D S

GA T TCA ATC ATT GTT G自气

G

{
: G

弃
G

弃
A

CC I

。

弃
c

扎
T

耗
。

{
: 。

畏虑
: 。

各

C it d
一

M HC L L JA O I :

C it d
一

MH C c l a s s 1 3 :

爵
。

游
T

S N

C t一d
·

M HC I
一

U A O I : T CA AA T

C 6d
一

MH C ` l a s s l : 一- 一 一
一

V

ATG

G一
G

GG A

弄
T

拼
G

弄
T

蕊点
T

爵
T

蕊
、

CA G 八A C

一 一一 一 G一

赢亮
T

是
T

T

孟
T

众

V Y R K K K C

GTG TAT CAG AAA 户AG 八AA G GC

一一一 一一一 一G一 一一 一 一一一 一一一 一一

3 ` U T 区域

A GCA CAAAG A TGA GACA入GA

T弘 C l
、

GT助G AGA T {沪户OTT GM
I执M TGA I T CT私 TCC T GC TGTC以 TC

C ti d
一

MH C o l a s s 1 3 : 一

( 7 2b0 p卜M M M 八M 八 M AA (多聚 A )

图 2 R -T PC
R

,
5

’

R A c .E P c R
,

3
`

R A c E 扩增产物测序结果

C t id
一

M HC I
一

U A 0 1 ( A B 10 9 7 7 9 ) ( R T
一

P C R ) ; C t id
一

M H C 1 5 ( A B 10 9 7 8 2 ) ( 5
’

R A〔: E
一

P C R

e t id
一

M H C 1 3 ( AB l o9 7 8 1 )
,

( 3
’

R A C E P C R ) ;
一表示与上相同

根据 C t i d
一

M H C 1 a i
, a Z 和 a 3 相互间的遗传

距离和同源性
,

将 C t id
一

M H C 1
a l

, a
Z 和 a 3 分别

分为 6 类
、

5 类和 5 类 (表 1)
.

再根据 a1
,

a2 和 a3

的类别组合
,

将 tC 记
一

M H C I 等位基 因聚类为 9 个

型 ( A 一 工 )
.

这一结果为进一步研究草鱼 M H C C las s

I 与抗原多肤结合谱
、

种群标志
,

以及与疾病的关

系打下了基础
.
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信号肤区域
C t i d一 MC I H一U 0 A 1

C t i d一如C T 一U A0 2

C t i d一 M HC I一U 0 A 3

C t i d一沁C I I一U B0 1

C t i d一 M HC T 一U B0 2

C t i d一闭 】C l一C U 0 1

C t ld一阳C l一C U 0 2

C t i d一C M I H一D U 0 1

C t i d一姗C { l一D U 0 2

C t i d一C M I l l一U E0 1

C t i d一研 IC I一U 0 F 1

AB IO 9 9 7 7:

AB0 0 8 9 1 7:

B A0 8 2 9 1 7:

B A 10 8 9 7 7:

A日 10 8 9 7 6:

B A
10 8 9 78 :

B A0 19 9 70 :

B A0 8 9 1 74:

AB 10 8 9 9 7:

B A0 19 78 3:

AR 10 9 78 5:

湘 SVV J I注 A L 6Q I人Y A

一一一 一一一一一 一
一 H一 一

一

一一一 一一一一一 一
一 H一 一

一

一一 -一一 -一一一
一 H一 -

一

一一 -一一 -一一一
一 H一

_ _ - - - -

一
H-

a l区域

C t i d一阳C l一U A0 A 1B 10 9 7 79

C t i d一阅』C l一U A0 2
.

AB I0 8 O 9 7

C t i d一幼日C l一U 0 A 3
.

B A8 2 O 9 I 7

C t z d一 } M生C l一U 0 B 1
t

A日 0 9 1 78 7

C t i d一砚C T { 一U B0 2 AB0 8 9 1 7 6

C t i d一 MC I H一C U 0 1
.

B A 10 8 8 9 7

C t 一 d一阳C T 一UC 0 2
.

A日 0 190 9 7

C t 一 d一阳C l一D U O I
.

AB 10 98 4 7

C t i d一朋C I一D U 0 2
.

AB工 0 9 78 9

C t i d一 M HC I一U E0 1
.

B A 10 8 9 7 3

C t i d一附C I I一U F0 1
.

AB O I8 9 5 7

! H盛一 A2
.

K0 828 3

T G}」T Y Y R S F LAV S llD D P F I*E FT V G A LD VD G Q F M*D Y V K P FS M A N IT K * *EW MR Q NVC D AY钊 I )IQ入 Q、 G L I胡 QV F*Y K N IQ IK AR E F NQK 8 S 4

一 -一一一一一 一
一 * *一 -一一一

一 *一 一一一一一一 一一一一一
一

*一 -一一一一 一一一一一
一

* *一一 一一一一一 一一一一 一一一一一 一一一一一 一一一
一 *一 O一 -一一一一 一一一一一

一
一一一 一一一一一

一 * *一 -一一一
一

*一 一一 -一一一 -一 - -一
一

* - -一一一一一 - -
-

- -

一 * *一一 一
一 O一 - -一 -一一一一一

一 P一一 一 - -

一 *一D 一一 一一 -一 一一 - - -

一
- - -

一 K一乙 -一一一 一 一一 -

一
*一

一V一一 一一一 E一
一

* - - - -

一 K -一一一
一

* *
一 I-

一 E一一一一
一尺T E一 G -一一 一

一 A一 *一入 - - -

一 M一一一一
一入

一一 一一一一一 一一一一一 一
-

-一一一
一

*一 一 -一一一 一一一一一一
一 *一 一一一一一 一一一一一

一
* *一 I一一一一 -一一一 一一一一一 一 -

一V S一 A一 *一入一 一一一一 -一一一一 -

一
- - -

一 K - -
一 * * F

-

- - -
一

* - - - - - - - - - - - -
一

* - -一 -一 - -

一 M-
一 * *一 IG一 E

- - - -
一尺 r E一T 口一T F-

一 *一入 - - - - - - - - - -

一
- -一

一 K一卜~ -一 - - -

一入一 * - - - - -一 - - - - - -
一 * - -一一

一 K - - - -

一
* *一 J-

一「 -一一 -
一 R一T 一 G一V只一 O L*一人 S- - - - -一 一 - - -

一
一 -一
一 K一 A一C 一 GR一一

一 *一一 -一
一 M一 一一一一

一 *一 -一
一 S一一 一一一

一
* *

一工
一
一 E一 E一

一尺
一T 一 G -

一T 一T 一 *一 N- - -

一 M一 一一一一
一

- - -
一 K一V一 G一尺 G - -

一 * - - - -

一 M- - - - -
一

* - - -

一 5- - - - -
一 * *一工 -

一巨
- - - -

一 S一 f一 G -
一 5一T 一 *一卜 - - -

一 M- - - - -

一
-一

一 K M一一一 一一一一 -一一 -

一
*一

一V 一一一一 一一一
一V *一一一

一T 一一 一一一
一 * *

一 IEK一
姗

一 一一
一T E A一

K F一 S一 一
一 *R入一一 V一D 一 一一一

一
-

一T Y Q一 F-
一 A一 P L入一

*K一V -
一 M一入 G E一 N I*一丫一 ST 一 E一V一 A* * O一 V KG工一入T P E一 * * *K N工W L

一 SQ一T Y *工 EV G K一V M、 一Y一 I卜D V

GT Y R S S FFS M HV } G GR P S FR P E F A IVC YVDD T Q FV R F*D SD S AAQR E MT W R P P E AQ E (;P只Y *物T G KR EV K S A HQT R HD T V Y Y G GR I I* NQg E A

10 0 0 0 2 4 5 30 0 60 780 0 9

b b b b h h b b 匕b b t )b b b b b b b b h b b b b b b b b b b b b b b b bb b

。 2区域

C t i d一加」C l一U 0 A 1
.

B A 10 9 9 7 7

C t i d一阅C l一U A0 2
.

八 B 10 0 8 9 7

C t i d一洲C l一U 0 A 3
.

B A 10 9 78 2

C t i d一C M I ll一U 0 B lB A0 8 9 1 7 7

C t i d一C M I一U 0 B 2
.

八日 0 9 1 78 6

C t i d一服C I I一UC 0 1
.

0 B 8 8 A 9 1 7

C t i d一狐 IC I一C U 0 2
.

B A0 0 9 9 1 7

C t i d一C M I l l一D U 0 1
.

AB0 8 9 4 1 7

C t i d一C M I H一D U 0 2
.

B A0 9 1 78 9

C t z d一树C I I一U 0 E 1
.

B A0 19 78 3

C t ld一 M HC I一U 0 F 1
.

a b 0 l98 75

{ A H一 2 A
.

K0 28 8

* *C V HS FQ附C Y G〔 :*DDD T G K R LG、侧目C C D D D T Y Y K E F S A LI I I
、

WT AAV尸 QT T KK A I*D T K S LG E A A丫D S入入C D T T Y E N I机 NY KVD D Y G K飞
’

l蔽 Kg l

* *一一
一 L一一 一一一

一
*一一 -一 一 -一 -一 一一一一一 一一一一一 一一一一一 一 -一 -一一一 - - -一一一一一 一

一
* -一一一一 -一一一一 一一一一一 一

一工
一一一一一 一一一一一 一 - -一 一一一

一
* *一一

一 L一一一 一一
一 *一一一一 一一一一一 一一一一一 一一一一一 一一一一一 一一一一一 一一一一一 一一一一一 一

一 *一 一一一一一 一一一一 一一一一一 一一一一一 一一一一 一一一一一 一一一一一 一一
一

* * -

一T 一 E -一 -
一WD 一 QT 一T 入一 FR一 E - - - -一 -

一 S一 K E F工 R一 IT P一 Q一 G P FS AQ *一

W ND NR一入 KG K N L-
一T SV - - -

一 K一 LE -

一 5 5一 QKT

* * -
一T 一 E -一一

一WD 一 QT 一 E丁D F A尺一 E - - - - - -
一 S一 K LR E I一工T P一 Q一 G F洲一 V Q *一W Y N NRDD V E LK N一T SFV一一 -

一 K一 E L-
一 5 5一 QT K

* * -
一 V L一 K一 -

一 5*W一C D T E EVD D E F F一 -一 - -
一 IT 一 K N L一 Y R ITT K Q E一 L一 QV *一

明 NNK一 G KK E L LQ
一

R AQ I- - -
一 K一 LQ一 R E一 K一 Q

* * -
一 V一 Q

- -
一 W SD T EE一D VD 一D K F F- - - - -

一T I一 K L、一T Y R IT K Q E一T L一 QV *一W、 K NN一 G KK E L LQ报 AQ I- - -
一 K一 LQ一 K E一 K一 E

* * -
一T 一 K - - -

一
*一 、 - -

一T Q一 FY - - - -

一 A一 V S一
一凡

一 - - - -
一 N-

一V -
一 H*一W E A一 *一 F一 AT EKV一 E -

一V -
一 K -

一 A- -一 -
一 E一

* * -
一T W一V - - -

一
*一 N- -

一T Q一 Y一 F- -
一 A一V S- - - - - - - - -

一 S一 E一 A-
一入 *一W ED AR一丫C T KR E A一 E一 R一 -

一V Q -
一 G - - - -

一 E一
f S-

一 Y I一 L- - -
一W入一 QT Q A一 G A工 R -

一 F一 -
一 YV土一W K EQY R工 5 5一 Q一 G IS LQ A*RW NE *尺一入 E LR AK -

一 S一 l-一 -
一 Q一

一 Q -
一 5 1一 K EQ

* * -
一T W一 L- - -

一
*一 * O N一T Q一 F一 F- - - - -

一 V S-
一 N一V - - -

一 N-
一V一一 H*一

W E酬 R一工一 EQQK E一 E - - - -

一V K -
一 G - - - -

一 E一
* *G S卜T IV Q尺阴Y (;C l )V G SW I )尺}了] 尺 Y ; (l lQY Y A I ); (i K )D Y K E A I I*i 尺 SW丁 AAD M A AQX l l于 W K I I乙

AAf lV A I二 Q[ R A*Y G E L I
、

C V I二W[ 尺 Y R I!艺 N (;K l、丁沐 QT R

] 0 0 1 10 0 2 1 10 34 10 150 10 610 0 8 1 7

b b b b b b b 卜, b b b b b bb b b b h b b b b b b b b bb b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b

a 3 区域
C t z d一 Ml lC I一 UA0 1

.

AB 1 0 9 7 7 9

C t 〕 d 一阳 C l 一 UAO Z A日1 0 9 7 8 0

C t i d 一 MHC T一 UA0 3
.

AR 1 0 9 7 8 2

C t l d一阳 C l一 UB0 1
.

AB 1 0 9 7 8 7

C t i d 一期 C T一 UB0 2
.

AB 】0 9 7 8 6

C t l d一撇弓C l 一 UC0 1
.

入B 10 9 7 8 8

C t z d 一附 IC I一 UCO Z
.

AB 1 0 9 7 9 0

C t 一d一阳 C l 一 UD0 1
.

AB 1 0 9 7 8 4

C t i d 一姗 IC I一 UD0 2
.

AB 1 0 9 7 8 9

C t i d一M ll C I一 UE0 1
.

AB 10 9 7 8 :3

C t i d 一阳 C l一 Ul矛0 1
.

AB 10 9 7 8 5

VS P QVS L LQKDP S S IJ V TCHAI
、

G FY尸S GV T I TWQRN( ;} IDllH E DV DLGE LLPNG DGTFQK

一 一一一一一 一一一一一 一一一一 一一一一一一 一一一
一 A一一 S 一一一 一一一一一一一 一一一一 一一一一

一 E一一一 一一

- - - 一一 -一 - - - - - - - - -一 一- - - - -
一 R一 1 1一 S 一袱一 Q一 Y- - -

一丫
- - -
一 E - - - -

一
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

一 T - - - - - -
一MK一 Q一丫

- - -

一丫
- - -
一 E - - - -

一
- - - - - - - - - - - - - -

一 M- - - - - -
一 R一 H

一 S 一袱一 Q- - - -
一 E- -

一V一 E- - - -
一

一 - 一 - - - - -
一 TS - 一 - - - - - - - - - 一一 - - - - -

一麒一 Q匕- - - - - - - 一
一工一 E -一 - -

一
- - - - - -一 -

一 T - - - - - - - -
一 S- - - -

一 K一 S一 K一Q一 D- - - - - - -

一 S一E - - - -
一

-一 - - - - - - - - - - - - - - - 一- - -
一 F -一 - - - - -

一 K一 Q一 D- - - - - - - - -
一 E - - - -

一
- - - - - - - - - 一 - - - -

一 M- - -一 - - - - - - - - -
一MK一 Q E-一 -

一、 - - - - -
一 E - - - -

一
-一一 一一 -一 - - 一一一 一一 - - - - -

-
- - 一一- 一一

一 K一 S 一MK 一 QO一 D- - - 一一 - 一一 -

一 E一 -一一
一

图 3 c it -d M H c l 等位基因氨基酸序列与人 H L -A A Z 比较

数字显示 H L A
一

2A 氨基酸序号
; ,

表示缺失 ;
一表示与 tC 记

一

M H c l
一

U A O I 氨基酸相同
;

. 表示抗原多肤结合的 8 个关键性氨基酸
; b 表示 H L A

一

2A 与抗原多肤结合的氨基酸
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表 1 ct id. M H c l等位墓因聚类分析

名 称
G e 司弘n k

登录号 ~一
誉二一

藻类

C t d i
一

M C H

工
一

U C AI

C t id
一

M C H

I
一

U O Z A

C t id
一

M C H

I
一

U O A 3

C t id
一

M C H

I
一

U B〕1

C t id
一

M C H

I
一

U 】】) 2

C t id
一

M C H

I
一

U ( X) 1

C t id M HC

I
一

U C O Z

C t id
一

M C H

I
一

U IX 】 l

C t id
一

M ( H !

工
一

U I X) 2

C t id
一

M C H

I
~

U E1 0

C t id
一

M C H

工
一

U印 1

八 B1 07 7 9 91 ( < 0
.

8 0 6 3) I ( ( 0
.

7 0 0 9) I ( ( 0
.

28 0 9) A

八 1 B 0 97 8 0

J

虹11 0 97 82

户J l l 0 97 8 7 W( ( 0
.

07 4 0) 11 ( < 0
.

0 90 3)

A1 B 078 9 6 ll( ( 0
.

06 94 ) WV <( 0
.

4 0 95 )

八」1 3097 8 8 W( ( 0
.

2 09 3) m ( < 0
.

2 0 67 ) V

八 1 B 097 9 0 W( ( 0
.

04 5 9)

A1 B 097 8 4 lll( ( 0
.

02 7 3) 11 ( < 0
.

1 2 8 3) 田( ( 0
.

0 9 0 3)

八 1 B 097 8 9

八 1 B7 0 98 3V ( ( 0
.

14 95 ) V ( ( 0
.

2 7 3 3) W

川 1 7 8 5 0 9 3H( < 0
.

5 7 8 3)

a) 括号内为遗传距离

2
·

4 C t d i
·

M C HI 的三级结构

C t id -M HC I 的三 级结构 如图 4 所示
.

C t id
-

M HC I 与人 HL A
一

2 A晶体结构 比较
,

在 A
,

B
,

C,

D
,

E
,

F
,

G
,

H 区有缺失或插入变异
.

在 日折叠区

和 2 个
a

螺旋 区相对保守
.

这一结果 揭示 了 M H C

工的进化过程保留了与抗原多肤结合的关键性氨基

图 4 C t i d
·

M He l 抗原结合区 ( P B n )三级结构
0 为人 M H C 工 ( H L A

一

2A ) ; . 为草鱼种群 M H ( ! I 与 H L A

2A 一致的氨基酸
.

A一 H 为与 H L A
一

2A 比较
,

ct id
一

M H c l 中

有缺失或插入的部位

酸以及功能性的立体结构
.

其变异结果可能受正淘

汰筛选
.

2
·

5 M H C I 序列与分子结构的比较

图 5 为 C t i d
一

M H C I
一

U 0A 1 ( A B 10 9 7 7 9 ) 和

C t id
一

M H C I
一

U 0A 2 ( A」31 0 9 7 8 0 )与脊椎动物 M H C

d as s 工序 列 比较 结果
.

参 照人 H L -A ZA 氨 基酸序

号
,

C t i d
一

M H C I 与鲤 鱼 ( C a r p
,

x g一0 15 )
、

斑马 鱼

( Z e b r a f i s h
,

2 4 6 7 7 9 )
、

虹 缚 ( O n m y
一

U C -A 3 2
,

U 5 5 3 8 0 ; O n m y
一

U B A I
,

A B 0 1 2 0 6 4 )
、

赤 缚 ( P i n k

S a lm o氏 D 5 8 3 8 6 )
、

大 西 洋 鱿 ( A t la n t i。 S a lm o n ,

I
才

0 7 6 0 6 )
、

鳖鱼 ( S h a r k
,

A F 0 3 4 3 1 6 )
、

鸡 ( C h i e k e n ,

A Y 2 3 4 7 6 8 )
、

蛙 ( F r o g
,

L 2 0 7 3 3 )
、

鼠 ( M o u s e ,

M 5 8 1 5 6 )
、

人 ( H u m a n H L A
一

2A
,

K 0 2 8 8 3 ) M H C

d as s 工序列比较
,

8 个与抗原 多肤结合 的关键性氨

基酸
,

即 7 位
、

5 9 位
、

8 4 位
、

1 5 9 位
、

1 7 1 位的酪

氨酸 ( Y )
,

1 4 3 位苏氨 酸 ( T )
,

14 6 位赖氨酸 ( K )
,

14 7 位色氨酸 ( W )在动物不 同种属 间基本保守 ( 84

位 Y 仅在 tC id
一

M H C 工
一

U 0F 1 中保守 ; 146 位 K 在

C t i d
一

M H C I
一

U B
, 一

U C
, 一

U D 中保守 )
.

在
a l 和 a Z

区域与抗原多肤结合的相关性氨基酸 ( P ) 部分保

守
.

其中
,

在 a1 区中形成的
a

螺旋 区域 (第 58 一 85

位氨基酸 )变异较大 (图 3)
.

而与陀 m 结合的氨基酸

( b) 相对保守
,

并且
,

86 一 88 位 的糖基化位点在所

有动物和人 M H C c al s s
l 中都存在

.

.2 6 M H C I 分子系统树

根据 已报道 的软 骨 鱼
、

硬骨 鱼
、

两栖类
、

鸟

类
、

哺乳动物和人 M H e C l a s S
I 氨基酸序列 [4 一 ` 8 1

,

采用 U P G 法绘制分子系统树
,

结果如 图 6 所示
.

如果按照 目前发现的鱼类化石所推算的鱼类最早存

在的年代 ( 3
.

5 亿年 )计算
,

M H C c al s s 工 分子系统

树进一步提示了鱼类与两栖类
、

鸟类
、

哺乳动物和

人大约在 2
.

8 亿年前就开始了分枝 ; 而软骨鱼和硬

骨鱼是在 1
.

8 亿年前分枝 ; 草鱼和鲤 鱼大约在 1
.

2

亿年前分枝
.

综上所述
,

本研究首先克隆了我国大陆架低等

脊椎动物— 草鱼的 M H C c al s S
I 基 因

,

对其等位

基因多态性
、

三级结构进行 了量化分析
.

这些结果

为进一步进行草鱼抗病育种奠定了基础
.





58
台大并乎选瓜 第 14 卷 第 1期 20 0 4 年 1 月

0
.

0 4 7 6

0
.

1 18 1
~
一

Ch i e k e n M l l〔 !1

0
.

4 69 2

0 3 33 3

0
.

10 7 3

州 0
.

18 5 3

器
飞儡

0
.

17 5 9

红
图 6

0
.

0 5 3 5

0
.

13 3 2 「一 - 0
.

1 2 67

0
.

1 634

0
.

4 8 93
0

.

0 1 68

F r o g MH C I

11u nl
an H L A

·
A Z

M o t l s e MH C I

C t id
·

MH C I
一

U A 0 1

C t id
·

MH C I
一

U A0 2

C a
pr MH C I

Ati ta ie s a l mon MH C I

P ikn
s al m o n MH C I
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·

U BA I
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·

U C A
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C 3 2

Sh a rk MH C I

MH C d sa s l 分子进化系统树
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