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摘要! 采用同源克隆及快速扩增N?+,末端技术!从草鱼鳃组织中克隆了D566样受体 >"D566E

6GOPQPNPRS5Q>!D-*>#基因的N?+,全长$ 序列分析表明!草鱼D-*> N?+,全长 ! =<C TR!编

码 % $"C 个氨基酸!其中包括 %C 个氨基酸组成的信号肽%%< 个富含亮氨酸重复结构域"6PINGKP

QGNU QPRP9S!-**#%% 个跨膜区和 % 个 D/*结构域"D566A/-E% QPNPRS5Q#$ 该蛋白的分子量为

%#% >#% I!等电点为 C7C$$ 氨基酸序列的同源性分析显示!草鱼D-*> 与鲤D-*> 的同源性最

高"C"V#!依次为斑马鱼"C#V#%大西洋鲑"""V#%虹鳟"""V#$ 在系统发生树上!草鱼

D-*> 首先与鲤科的鲤和斑马鱼聚类$ 通过半定量*DEB3*检测可知!草鱼D-*> 在被检测的

%" 个组织中都有表达!其中在鳃中的表达最高!其次为血%头肾等$ 这些结果为进一步深入研

究!"#> 的功能及开发草鱼免疫增强剂奠定基础$

关键词! 草鱼& D566样受体 >"D-*>#& 鳃& 表达特征

中图分类号! W@C<& 0>%@&&&&&&&文献标识码',

&&先天性免疫系统是宿主抵御病原微生物入侵

的第一道防线& 它通过胚系编码的模式识别受体

#R9SSPQK QPN5LKGSG5K QPNPRS5QH"B**H$来识别病原

相关分子 模 式 # R9SU5LPKE9HH5NG9SPX F56PNI69Q

R9SSPQKH"B,8BH$"从而诱导一系列的免疫应答

#包括先天性免疫和获得性免疫$& D566样受体

#D566E6GOPQPNPRS5QH"D-*H$'*/YE/样受体#QPSGK5GN

9NGXEGKXINGT6PLPKPE/E6GOPQPNPRS5QH"*-*H$和核苷

酸结合寡聚化结构域样受体# KIN6P5SGXPETGKXGKL

56GL5FPQGZ9SG5K X5F9GKE6GOPQPNPRS5QH"+-*H$构成

了三大 B**家族"各自识别不同而又重叠的

B,8BH

(%)

& 迄今已有 %$ 种人类和 %! 种小鼠的

D-*H被报道(#)

"其不同成员能够分别识别病毒'

细菌'真菌'原生动物的B,8BH

(!)

& D-*> 位于细

胞膜或内体膜上"是先天性免疫系统中识别细菌

和病毒非甲基化胞嘧啶 ;磷酸 ;鸟嘌呤基序

#3RYE?+,$的模式识别受体(= ;<)

"人工合成的寡

脱氧核糖核酸#3RY56GL5XP5[:KIN6P5SGXPH"3RYE

(?+$ 也是它的配体(@)

& 用 3RYE?+, 激活

D-*> 信号通路可能是多种疾病新的预防与治疗

策略(C)

& 体内外试验结果表明"3RYE(?+在硬

骨鱼类中也具有很好的免疫增强效果"其作用原

理是通过D-*> 识别3RYE(?+"从而激发一系列

的免疫反应(> ;%%)

& 免疫增强剂能非常有效地控

制鱼类疾病的发生"在鱼类养殖中是非常有用的"

但不是对所有疾病都有效(%#)

&

!"#>基因序列已在无脊椎动物(%!)及多种脊

椎动物中被报道& 截止 #$%$ 年 %# 月"鱼类 D-*>

在鲤'斑马鱼'大西洋鲑'虹鳟'斜带石斑鱼'黄鲷'

真鲷'牙鲆'黑鲷'

!

鳍鲷'金头鲷'大黄鱼'半滑舌

鳎'南极鱼'独角雪冰鱼'红鳍东方中已被报道"

其中鲤和斑马鱼为鲤科鱼类&

本研究以病害损失比较严重的草鱼为研究对

象"通过同源克隆和 *,32技术获得 !"#> 基因

的N?+,全长"分析其结构特征"并进行聚类分

析"研究其在 %" 个不同组织中的表达规律"为进

一步深入研究其功能及开发草鱼的免疫增强剂奠

定基础&
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%&材料与方法

&'&()$%的提取

活体解剖市场购买的草鱼"取出 "$ \%$$ FL

组织#包括血'脑'眼睛'前肠'中肠'后肠'鳔'鳃'

头肾'中肾'心脏'肝胰脏'肌肉'皮肤和脾脏$立

即放入D*/](-#/K^GSQ5LPK$匀浆"总*+,按说明

书提取& 通过琼脂糖凝胶电泳溴乙锭染色检测

*+,的完整性& 通过分光光度计测定 *+,的浓

度"并根据 (?

#<$

A(?

#C$

判断 *+,的纯度& 将高

质量的总*+,保存于;C$ _备用&

&'*(草鱼+,)! 部分序列的克隆

根据 YPK 9̀KO 中已报道的鱼类 D-*> 的

N?+,序列设计兼并引物& 正向引物为 D.!=$"

反向引物为+*%!T#表 %$& 用六碱基随机引物和

88-4反转录酶 #BQ5FPL9$进行反转录& B3*

反应体系为 %

!

-N?+,"#7"

!

-的 %$ a缓冲液"

#7"

!

-8L

# b

# #" FF56A-$" %

!

-X+DBH# %$

FF56A-$"%

!

-!$% 酶#% )A

!

-$"每条引物各 %

!

-#%$

!

F56A-$"%"

!

-无核酶的水& B3*反应

程序为 >= _预变性 " FGK%>= _ !$ H"<$ _ !$ H"

@# _ ! FGK"!" 个循环%@# _延伸 " FGK%最后 #$

_保存& B3*产物用 ,[:LPK 胶回收试剂盒

#,[:LPK$ 进行纯化"连接到 R8?E%C D载体

#D9c9*9$& 连接产物转染 D5R%$ 感受态细胞

#/K^GSQ5LPK$& B3*筛选获得的阳性克隆"选 ! 个

用 ,̀ /!@!$ ?+,测序仪#,RR6GPX G̀5H:HSPFH$进

行测序& 获得的序列用 -̀,0Dd进行比对分析"

该序列与已知鱼类的D-*> 同源&

&'-(快速扩增"#$%末端

根据上述已获得的草鱼D-*> 部分序列设计

引物"用 ?̀08,*D

D8

*,32N?+,扩增试剂盒

# ?̀ G̀5HNGPKNPH365KSPNU$ 进行 *,32& 在 !e

*,32中"用基因特异性引物 +.%$# 和接头引物

)B8进行扩增#表 %$& 在 "e*,32中"第一轮

B3*用基因特异性引物 D*!"< 和接头引物

)B8"嵌套 B3*用基因特异性引物 D*!"@ 和接

头引物 +)B& 对获得的 B3*产物进行纯化'连

接'转化'筛选'测序及拼接&

表 &(本研究所用的主要引物

+./'&(01234156547289:45967;

引物名称

RQGFPQK9FP

序列#"e

#

!e$

HPfIPKNP

扩增长度及说明

9FR6GN5K 6PKLSU#KS$9KX

RQGFPQGKg5QF9SG5K

D-*>

D.!=$#g5Qh9QX$ YY,0,3,D,,,DYDYY,3DY

# "%$

LPKP

N65KGKL

D*%!T#QP̂PQHP$ 3,̀ ,0*D333,Y33*D,Y,Y

+.%$##g5Qh9QX$ ,Y3,,33,D3,DD3333D33DY, !e*,32

D*!"<#QP̂PQHP$ D,3,3,YDD33,3,D3,,Y3DY,Y, "e*,32

D*!"@#QP̂PQHP$ 3DY,Y,DY3DDY,Y,DDYYYD,,,

+.#!C#g5Qh9QX$ D3DY3D,,,3DYYY3,3,3

>C

*DEB3*

+*#!>#QP̂PQHP$ ,Y,DY,Y,YD,D3,Y,,333

%C0Q*+,

%C.>>#g5Qh9QX$ ,DDD33Y,3,3YY,Y,YY

>$

*DEB3*

%C*%$$#QP̂PQHP$ 3,DYYYDDD,YY,D,3Y3D3

IKĜPQH969X9RS5QRQGFPQ

)B8

65KL!

3D,,D,3Y,3D3,3D,D,YYY3,,Y3,YDYYD,D3,,3Y3,Y,YD

HU5QS!

3D,,D,3Y,3D3,3D,D,YYY3

*,32

+)B ,,Y3,YDYYD,D3,,3Y3,Y,YD

"eE*,329X9RS5Q

(6GL5XY ,,Y3,YDYYD,,3,,3Y3,Y,YD,3Y3YYY "e*,32

!eE*,32RQGFPQ

!eE3?0

,,Y3,YDYYD,D3,,3Y3,Y,YD,3#D$

!$

4+

!e*,32

`i3ADAY% *i,AY% 0iYA3% 4i,AYA3% +i,AYA3AD7

!"#
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" 期 杨春荣"等!草鱼!"#> 基因全长N?+,的克隆及特征分析 &&

&'<(序列分析

序列同源性比对用 -̀,0DRQ5LQ9F#USSR!

!

hhh7KNTG7K6F7KGU7L5^AT69HS$& 氨基酸序列分

析用 2[RPQSBQ5SPGK ,K96:HGH0:HSPF # USSR!

!

hhh7P[R9H:75QLA$& 蛋白结构域预测用 0GFR6P

85XI69Q,QNUGSPNSIQP*PHP9QNU D556#USSR!

!

HF9QS7

PFT6EUPGXP6TPQL7XPA$

(%=)

& 内部结构域特征用

B*(0/D2X9S9T9HP# USSR!

!

IH7P[R9H:75QLAS556HA

HN9KRQ5HGSP$

(%") 进行扫描& 分子进化分析用

82Y,=7$ 软件(%<)

&

&'=(不同组织中的表达

以 %C0Q*+,为内参照"用半定量*DEB3*检

测草鱼D-*>在不同组织中的表达& %C0Q*+,的

正向引物为 %C.>>"反向引物为 %C*%$$"B3*循环

数为 ##圈%D-*> 的正向引物为 +.#!C"反向引物

为+*#!>#表 %$"B3*循环数为 !# 圈& B3*产物

在含溴乙锭的 %V琼脂糖凝胶上电泳&

&'>(?48@.8A序列注册号

草鱼D-*> 全长 F*+,在 YPK 9̀KO 中的注

册号 为 .'><>C"$" 翻 译 的 蛋 白 的 序 列 号

为,?̀ ><>#$&

#&结果

*'&(草鱼!"#! 基因的克隆及序列分析

通过兼并引物扩增获得了草鱼 D-*> 的第一

个片段为 # "%$ TR" -̀,0Dd分析表明"与鲤D-*>

#序列号!,?3="$%C$的同源性最高#C=V$& !e

*,32获得了 @@< TR 的序列"与第一个片段有 =C

TR完全重叠"包含 R56:#,$尾巴"得到了 !e端的全

长& "e*,32获得了 !C# TR的序列"与第一个片段

有 %"# TR 完全重叠"在上游出现了多个*终止密

码+"认为获得了 "e端全长& 将这些序列拼接后获

得了 ! =<C TR的序列"获得了草鱼D-*> 的N?+,

全长& 序列分析表明草鱼D-*> 全长F*+,序列

包括 %#C TR的 "e非翻译区"编码区"%<! TR 的 !e非

翻译区及 R56:#,$尾巴#图 %$& 编码序列从第 %#>

个核苷酸开始到第 ! !$"个核苷酸终止"编码 % $"C

个氨基酸的蛋白&

*'*(氨基酸分析及分子进化关系

由 % $"C个氨基酸组成的草鱼D-*>分子量为

%#% >#% I"等电点约为 C7C$& -̀,0DB分析表明"

该序列与鲤的D-*>同源性最高#C"V$"依次为斑

马鱼#C#V$'大西洋鲑#""V$'虹鳟#""V$& 草鱼

D-*>属
"

型跨膜蛋白"具有 %C 个氨基酸组成的信

号肽"成熟的蛋白由 ! 个区域组成"%< 个富含亮氨

酸重复结构域#6PINGKPEQGNU QPRP9SH"-**H$组成的

膜外区'% 个跨膜结构域#SQ9KHFPFTQ9KPX5F9GK$

跨膜区'%个D/*#D566EGKSPQ6PIOGK %EQPHGHS9KNP$膜内

区#图%$& 选择人及所有已报道的鱼类D-*>序列

构建分子系统进化树#图 #$& 在系统树中"草鱼的

D-*> 首先与鲤的 D-*> 聚在一起"这与上述

-̀,0DB的结果一致& 鲤科鱼类的 D-*> 聚在

一起&

*'-(草鱼+,)! 在不同组织中的表达

D-*> 在被检测的血'脑'眼睛'前肠'中肠'

后肠'鳔'鳃'头肾'中肾'心脏'肝胰脏'肌肉'皮肤

和脾脏组织中都有表达"以鳃中表达最高"其次为

血和头肾#图 !$&

$"#
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" 期 杨春荣"等!草鱼!"#> 基因全长N?+,的克隆及特征分析 &&

图 &(草鱼+,)! "#$%及推导的氨基酸序列

起始密码前的*终止密码子+用下划点线标出& 起始密码子加边框& 终止密码用星号#

"

$标出& 多聚腺苷酸加尾信号加粗表示&

信号肽用阴影标出#在蛋白序列上的位置为 % ;%C$& -**结构域用下划线标出#在蛋白序列上的位置分别为 "= ;@"'%%" ;%!='

%C> ;#$>'#%$ ;##>'#@< ;#>"'!$$ ;!#C'!"< ;!@>'!C! ;=$!'"!! ;"">'"CC ;<%>'<=# ;<<"'<<@ ;<C<'<>% ;@%='@%" ;@!#'@!@ ;

@"@'@C@ ;C!C$& 跨膜区用双下划线标出#在蛋白序列上的位置为 C=$ ;C<#$& D/*结构域用波浪线标出#在蛋白序列上的位置为

C>" ;%$==$& 斜体部分表示对3RY结合及基因调控具有重要作用的两个3dd3#在蛋白序列上的位置为 #=< ;#">$& 着重号表示

与3RY;?+,相互作用所必须的两个氨基酸#?

"=@和j

"=>

$& 配体接头D/*的 ! 个保守盒子加方框#在蛋白序列上的位置分别为

C>< ;>$!'>!% ;>=% 和 %$!! ;%$!@$&

B2C'&($6"D4E927454F648"4.877476"47.328E ."2754F648"4EG$%&'())* +,)! "#$%

DUP*HS5R N5X5KH+ GK gQ5KS5gHS9QSN5X5K 9QPF9QOPX T: X5SIKXPQ6GKP7DUPHS9QSN5X5K GHT5[PX 9KX SUPHS5R N5X5K GHGKXGN9SPX hGSU 9K

9HSPQGHO7B56:9XPK:69SG5K HGLK96GHHU5hK GK T56X7DUPHGLK96RPRSGXPGHHU9XPX#% ;%C99$7DUP-**X5F9GKH9QPIKXPQ6GKPX#"= ;@"99"%%"

;%!=99"%C> ;#$>99"#%$ ;##>99"#@< ;#>"99"!$$ ;!#C99"!"< ;!@>99"!C! ;=$!99""!! ;"">99""CC ;<%>99"<=# ;<<"99"<<@ ;

<C<99"<>% ;@%=99"@%" ;@!#99"@!@ ;@"@99"@C@ ;C!C99$7DUPSQ9KHFPFTQ9KPX5F9GK GHF9QOPX T: X5IT6PIKXPQ6GKP#C=$ ;C<#99$7

DUPD/*X5F9GK GHGKXGN9SPX T: h9̂: IKXPQ6GKP#C>" ;%$==99$7DUPSh5 3dd3F5SGgHGFR5QS9KSg5Q3RYTGKXGKL 9KX LPKPQPLI69SG5K 9QP

HU5hK GK GS96GN##=< ;#">99$7DUPSh5 PHHPKSG969FGK5 9NGXHg5QGKSPQ9NSGKL hGSU 3RY;?+,9QPGKXGN9SPX T: PFRU9HGHH:FT56#?

"=@

9KX

j

"=>

$7DUPD/*X5F9GK T5[PHg5Q6GL9KX 9X9RS5Q9QPT5[PX#C>< ;>$!99">!% ;>=%999KX %$!! ;%$!@99$7

%"#
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图 *(鱼类及人+,)! 蛋白序列的系统进化树

由36IHS96k# 和82Y,=7$ 软件构建& 线长表示遗传距离& 黑色三角 #

$

$标出草鱼 D-*>& &'()*+,$-.)/*0*) 10(22$!草鱼

#,?̀ ><>#$$%&.+-1)345$-+1*!鲤#,?3="$%C$%6$)1* -(-1*!斑马鱼#+Bl$$%%#=$<<$%7$28* 4$2$-!大西洋鲑#+Bl$$%%%@%#"$%

9)5*-,.)5,348.:144!虹鳟#+Bl$$%%#!=<!$%;+1)(+,(2345*1*10(4!斜带石斑鱼#,34$=C>!$%6()'(<'381=-*)4!黄鲷# ,̀ j@>#%C$%

>$/-348$?*-! 真 鲷 # ,̀ j@>#%@ $% @5$)',*+$/-3445,2(/(211! 黑 鲷 # ,̀ j@>#%< $% >$-$215,',.4*21A$5(34! 牙 鲆 # ,̀2C$<>% $%

@5$)',*+$/-34B(-0$!

!

鳍鲷 # ,̀ j@>#%" $% 7+$-34$3-$'$!金头鲷 #,,kC%<>@ $% "$-1815,',.45-*5($!大黄鱼 # ,3.<$<#= $%

&.)*/2*44344(812$(A14!半滑舌鳎 #,3-<C<<%$%!-(8$'*834B(-)$55,11!南极鱼 #,3D<=%!$ $%&,1*)*0-$5* ,$8$'34!独角雪冰鱼

#,3D<=%#>$%!$:1=3/3 -3B-1+(4!红鳍东方#,,k<>!@@$%C*8* 4$+1()4!人#,̀ k!@$@=$&

B2C'*(0:;DEC48492"14D.92E85:2H5EG+,)! 28G25:45.87:63.8

BU:65LPKPSGNSQPPh9H5TS9GKPX gQ5F 936IHS96k# 96GLKFPKS9KX 82Y,=7$ +PGLUT5QE'5GKGKL 5g%% HPfIPKNPH7DUPT9QGKXGN9SPX SUP

XGHS9KNP7DUPH56GX SQG9KL6P#

$

$F9QOH&'()*+,$-.)/*0*) 10(22$ D-*>7

图 -(草鱼不同组织中+,)! 的表达

%789QOPQ"#7血"!7脑"=7眼睛""7前肠"<7中肠"@7后肠"C7鳔">7鳃"%$7头肾"%%7中肾"%#7心脏"%!7肝胰脏"%=7肌肉"%"7皮肤"%<7

脾脏&

B2C'-(I2+,)! 3)$%4JH14552E8H1EG2D42872GG414899255645

%789QOPQ"#7T655X"!7TQ9GK"=7P:P""7g5QPLIS"<7FGXLIS"@7UGKXLIS"C7L9HT69XXPQ">7LG66"%$7UP9X OGXKP:"%%7SQIKO OGXKP:"%#7UP9QS"%!7

UPR9S5R9KNQP9H"%=7FIHN6P"%"7HOGK"%<7HR6PPK7

!&讨论

草鱼!"#> 基因 "e非翻译区有 = 个*终止密

码子+"说明3?0的 "e端是完整的& 在 !e非翻译

区含有多聚腺苷酸加尾信号及 R56:#,$尾巴"说

明 !e端是完整的& 翻译的蛋白序列进行 -̀,0DB

及多序列比对分析"与其它物种的D-*> 同源"而

且还含有 3RY结合及基因调控具有重要作用的

#"#
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两个 3dd3模体#在蛋白序列上的位置为 #=< ;

#">$"也含有与 3RYE?+,相互作用所必须的两

个氨基酸#在蛋白序列上的位置为?

"=@和j

"=>

$及

配体接头 D/*的 ! 个保守盒子#在蛋白序列上的

位置分别为 C>< ;>$!'>!% ;>=% 和 %$!! ;%$!@$

#图 %$

(%@ ;%C)

& 草鱼 D-*> 序列与鲤的遗传距离

最近#图 #$& 鲤科鱼类聚类在一起"与其它鱼类

距离较远& 这些结构的相似性说明功能的相

似性&

通过半定量 *DEB3*检测"草鱼 D-*> 在被

检测的 %" 个组织中都有表达"其中鳃中的表达最

高"其次为血和头肾& 鳃作为鱼类的呼吸器官"直

接与水环境中大量微生物接触"其先天性免疫防

御反应对鱼类抵抗各种病原入侵具有重要作用&

鳃小片由上下两层细胞构成"在鳃小片中有微血

管"这里的表皮很薄"当血液流过这里时就完成了

气体交换& 这里也是病原比较容易入侵的区域&

鳃中先天性免疫相关的基因高表达有利于鱼类抵

御病原入侵& 与草鱼 D-*> 同源性最高的鲤

D-*>"在被检测的 @ 个组织中"肾脏的表达最高"

其次是鳃(%@)

& 斑马鱼 D-*> 在被检测的 %$ 个组

织中"血的表达最高#鳃没有被检测$

(%>)

& 真鲷

D-*> 在被检测的 > 个组织中广泛表达#除了皮

肤$"血的表达最高"其次是鳃(%$)

& 牙鲆 D-*> 在

被检测的 %% 个组织中广泛表达"在鳃'肠'脾脏和

肾脏中都有较高的表达(#$)

& 虹鳟 D-*> 在被检

测的 = 个组织中广泛表达"鳃的表达最低"脾脏表

达最高(%C)

& 这种组成性表达模式差异的生物学

意义有待进一步研究&

草鱼对多种病原敏感"研究开发免疫增强剂

势在必行& 体外研究表明"应用广泛的免疫增强

剂 3RYE(?+对草鱼也具有免疫调节作用(#%)

&

本研究克隆了草鱼 !"#> 基因序列"并对其结构

特征及表达规律进行了分析"为进一步深入研究

鱼类!"#> 基因的作用机理'草鱼免疫增强剂的

开发及作用机制奠定基础&
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