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红鲤 4群体间主要组织相容性复合体的差异
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摘要:应用鱼类主要组织相容性复合体( MHC)基因来探讨鱼类种群间遗传结构,寻找分子遗传标记。根据已报

道的鲤鱼 MHC 类基因序列, 设计了一对特异性引物, 从兴国红鲤、荷包红鲤、玻璃红鲤及瓯江彩鲤基因组

DNA 中扩增了编码 MHC 类分子 2链的基因片段,并进行克隆、测序。结果表明, ( 1)编码 MHC 类分子 2

链的基因多态性较为丰富, 234bp 长度中有 106 个变异位点,多态位点百分率达 45. 3% ;荷包红鲤的基因序列与

其它 3群体红鲤有显著差异; ( 2)由编码 MHC 类分子 2 链的基因和氨基酸序列构建的系统进化树一致, 兴

国红鲤与瓯江彩鲤关系较近,属于同一进化支,玻璃红鲤和荷包红鲤分别属于另外两个不同的进化支, 荷包红

鲤是较为特化的群体; ( 3)多态性丰富的编码 MHC 类分子 2 链的基因, 适宜作为鲤鱼不同群体的分子遗传

标记。
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The variations of major histocompatibility complex in

four populations of red common carp

CAI Wan qi, XUAN Xing rong, WANG Cheng hui, ZOU Shu ming

(Key Laboratory of Aquatic Genetic Resources and Aquacultural Ecology Certif icated by the Ministry of Agriculture,

Shanghai Fisheries University , Shanghai 200090, China)

Abstact: The major histocompatibility complex ( MHC) of fish was used to study the genet ic structure as a

molecular genetic marker of four populations of red common carp. Based on reported common carp MHC class

gene sequences, a pair of specific primers was designed, MHC class molecular 2 gene fragments were

amplified from Xingguo red common carp ( Cyprinus carpio var. singguonensis ) , purse red common carp ( C.

carpio var. wuyuanensis ) , glass red common carp ( C. carpio var. wananensis) , and Oujiang color common

carp ( C. carpio var. color ) , then cloned and sequenced. The polymorphism of encoded MHC class molecular

2 chain gene was rich, with 106 variable loci in 234bp in length. The percentage of polymorphism was 45. 3%,

among the four populations, purse red common carp was significantly dif ferent from the other red common carps.

The phylogenet ic trees constructed by encoded MHC class molecular 2 chain gene and its amino acid sequences

indicated identically, and the relationship between Xingguo red common carp and Oujiang color common carp was
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clo ser, belonging to one evo lutionary branch, whereas glass red common carp and purse red common carp

belonged to the other two different evolutionary branches respectively. The purse red common carp is a more

specialized group. The rich polymorphism of encoded MHC class molecular 2 chain gene is suitable as a

molecular genetic marker for different populations of common carp.

Key words: Carassius carpio var. singguonensis; C. carrpio var. wananensis; C . carpio var.

wuyuanensis; C. carpio var. color; major histocompatibility complex (MHC) ; genetic variation

主要组织相容性复合体( major histocompatibility complex, MHC) ,为一个免疫调节基因区,编码的糖

蛋白能与抗原肽结合, 通过与 T 细胞的相互作用,形成一个三元复合体, 诱导和调节机体的免疫应答,

激发机体特异性免疫反应,在免疫学上具有极为重要的意义,它是目前已知多态性最丰富的一个基因系

统[ 1]。自 1990年Hashimoto等[ 2]报道鱼类MHC基因序列以来, 已对 30多种鱼类的 MHC 基因序列进行

了研究[ 3]。已有研究表明,鱼类的 MHC 基因与其它脊椎动物的 MHC基因,在结构与功能上相似, 而且

同样存在广泛的多态性[ 4- 10]。不过,对鱼类MHC 基因的研究,多集中在鱼类与其它较高等脊椎动物的

相对应基因的种间比较分析[ 5, 9- 11] , 用于鱼类群体遗传结构研究的报道较少, 即使有, 也多集中在鲑科

鱼类[ 7, 12- 16]。红鲤是鲤中特有的类群,是重要的种质资源, 主要包括 江西三红 (兴国红鲤、荷包红鲤

和玻璃红鲤)和瓯江彩鲤。它们具有生长快、繁殖力强,抗逆性强、耐低氧、食性广和适应性强等优点,颇

受人民群众的喜爱。迄今对 江西三红 的研究较多, 但报道多集中在生物学、养殖学及杂交利用上;对

瓯江彩鲤的研究甚少。本研究以 4群体红鲤为材料,通过编码 MHC 类分子 2链的基因序列分析,探

讨使用 MHC基因序列多态性来研究红鲤群体间的的遗传变异与分化, 并试图寻找分类学上种以下的

分子遗传标记。

1 材料和方法

1. 1 试验材料

兴国红鲤、玻璃红鲤、荷包红鲤和瓯江彩鲤均取自上海水产大学种质资源试验站。

1. 2 方法

1. 2. 1 基因组 DNA的提取

采用蛋白酶 K消化, 酚/氯仿法[ 17]从新鲜或- 20 保存的鱼尾鳍提取基因组DNA。

1. 2. 2 PCR扩增

引物序列:

Cyca 2(正向) : 5 - GTC CAG CTG ATG TAC GGT TG- 3

Cyca 2(反向) : 5 - CTT CTG CAG CCA CTC AAT GC- 3

PCR反应总体积为 25 L,内含 10 mmol L- 1 Tris HCl, pH 9. 0, 50 mmol L - 1 KCl, 1. 5~ 2. 5 mmol

L - 1 MgCl2, 0. 001% 明胶, 每种 dNTP 200 mo l L- 1,引物浓度为 0. 2 mo l L- 1,约 100~ 200ng 基因组

DNA,2 单位 Taq 酶 ( Biostar 公司 ) , 离心后, 加入 30 L 石蜡油防止挥发。于 Eppendorf Mastercycler

gradient PCR仪上反应。扩增程序为: 95 预变性 3min, 35个循环: 94 变性 1min, 62 退火 30s, 72 延

伸1min,循环结束,最后 72 延伸 10min。每个群体各取 10个样品进行试验。

1. 2. 3 DNA序列测定及数据分析

扩增产物经 2. 0%低熔点琼脂糖回收纯化,克隆于 M13载体,于 3700型 Bigdye Terminator 全自动测

序仪上进行测序。每个群体各测序 4 个样本。测序的序列结果用 BioEdit 软件
[ 18]
进行编辑, 用

CLUSTALW 软件[ 19]进行序列重排和同源比较。用 MEGA2软件[ 20]的 Tamura Nei法计算遗传距离和序
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列多样性指数; 用邻接法(neighbor joining, NJ
[ 20]
构建分子系统树( Kimura Two Parameter法)估算遗传距

离) ; Bootstrap法 1000次检验各分支的置信度; 同义碱基替换率和非同义碱基替换率的差异用 t 检

验[ 20]。

2 结果

2. 1 编码MHC 类 2 链基因序列差异

2. 1. 1 群体间

序列差异: 对 4 种群红鲤, 在 234bp 的序列长度中 , 共发现 106个变异位点 , 多态位点百分

率达45. 30%,荷包红鲤在 36~ 38位核苷酸序列处插入了 GAC 3个碱基,在 169位核苷酸序列处缺失了

1个 G,在 196~ 197位核苷酸处缺失了GG(或 GC)碱基。若只比较兴国红鲤、玻璃红鲤和瓯江彩鲤的序

列差异, 234bp的序列长度中只有45个变异位点,多态位点百分率仅为19. 23%。将 2链的基因演绎成

相应的氨基酸进行比较分析, 在78个氨基酸位点中有 44个位点发生变异,氨基酸变异位点百分率高达

56. 41%。在 44个变异位点中,有 39个变异位点显示出荷包红鲤群体有异于红鲤其它 3个群体。

核苷酸转换数和颠换数: 经两两配对比较,在 4群体红鲤间,兴国红鲤与瓯江彩鲤间 2 链的基因核

苷酸转换数和颠换数接近,荷包红鲤与其它 3群体红鲤间的核苷酸转换数与颠换数均较大(表 1)。

碱基组成: 荷包红鲤与其它 3群体红鲤在 2链基因的碱基组成上存在一定差异, 荷包红鲤的 T 含

量高于其它3群体红鲤,而 C 含量明显低于其它 3群体红鲤,但 A+ T 含量差异不大(表 2)。

核苷酸序列多样性指数和氨基酸序列多样性指数:荷包红鲤与瓯江彩鲤这两个指数较高,两群体的

序列歧异度也较大。兴国红鲤与瓯江彩鲤的这两个指数最低,两群体的序列歧异度也较小(表 3)。

核苷酸序列遗传距离和氨基酸序列遗传距离:兴国红鲤与瓯江彩鲤的平均核苷酸遗传距离和氨基

酸序列遗传距离最近,荷包红鲤与其它 3群体红鲤的遗传距离均较远(表 4)。

表1 红鲤 4群体间编码MHC 类分子 2 链基因的核苷酸转换数(右上角)和颠换数(左下角)

Tab. 1 Nucleotide transition numbers ( right upper diagonal) and transversion numbers ( left lower diagonal) of

encoded MHC class molecular 2 chain gene among four populations of red common carp

兴国红鲤
C . c . var. singguonensis

玻璃红鲤
C. c . var. wananensis

荷包红鲤
C. c . var. wuyuanensis

瓯江彩鲤
C . c . var. color

兴国红鲤
C. c. var. singguonensis

- 6 23 4

玻璃红鲤
C. c. var. wananensis

8 - 21 3

荷包红鲤
C. c. var. wuyuanensis

30 31 - 22

瓯江彩鲤
C. c. var. color

5 6 29 -

表 2 红鲤 4群体间编码 MHC 类分子 2 链基因的核苷酸组成

Tab. 2 Nucleotide composition of sequences of encoded MHC class molecular

2 chain gene among four populations of red common carp %

群体
populat ion

T C A G A+ T

兴国红鲤 C. c. var. singguonensi s 22.5 19. 9 30. 4 27. 3 52. 9

玻璃红鲤 C. c. var. wananensis 23.1 19. 7 30. 2 27 53. 3

荷包红鲤 C. c. var. wuyuanensis 26.8 15. 2 28. 1 29. 9 54. 9

瓯江彩鲤 C. c. var. color 22. 6 19. 9 29. 9 27. 6 52. 5
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表 3 红鲤 4 群体间编码MHC 类分子 2链基因的

平均核苷酸序列多样性指数(右上角)和氨基酸序列多样性指数(左下角)

Tab. 3 Mean diversity from nucleotide sequence ( right upper diagonal) and amino acid sequence ( left lower diagonal) of

encoded MHC class molecular 2 chain gene among four populations of red common carp

兴国红鲤
C. c . var. singguonensis

玻璃红鲤
C. c . var. wananensis

荷包红鲤
C. c . var. wuyuanensis

瓯江彩鲤
C . c . var. color

兴国红鲤 C. c. var. singguonensi s - 0.0114 0. 2927 0.0007

玻璃红鲤 C. c. var. wananensis 0. 0109 - 0. 1970 0.0250

荷包红鲤 C. c. var. wuyuanensis 0. 2510 0.2542 - 0.3149

瓯江彩鲤 C. c. var. color 0. 0024 0.0219 0. 2807 -

表 4 红鲤 4群体间MHC 类分子 2 链基因核苷酸序列(右上角)和氨基酸序列(左下角)的平均遗传距离

Tab. 4 Average genetic distances from nucleotide sequence ( right upper diagonal) and amino acid sequence

( left lower diagonal) of MHC class molecular 2 chain gene among four populations of red common carp

兴国红鲤
C. c. var. singguonensis

玻璃红鲤
C. c . var. wananensis

荷包红鲤
C. c . var. wuyuanensis

瓯江彩鲤
C . c . var. color

兴国红鲤 C. c . var. singguonensis - 0.0638 0. 5399 0.0408

玻璃红鲤 C. c . var. wananensis 0. 1232 - 0. 4333 0.1494

荷包红鲤 C. c . var. wuyuanensis 0. 4964 0.4913 - 0.5518

瓯江彩鲤 C. c . var. color 0. 0688 0.1015 0. 5069 -

2. 1. 2 群体内

序列差异: 核苷酸序列变异位点百分率大小依次为兴国红鲤 14. 10%, 玻璃红鲤 8. 12%, 瓯江彩

鲤 1. 71% ,荷包红鲤 0. 00% ;氨基酸序列变异位点百分率大小依次为兴国红鲤 24. 36%, 玻璃红鲤

14. 10%,瓯江彩鲤 5. 13%,荷包红鲤 0. 00%。

碱基序列转换数目和颠换数目:碱基序列转换数目大小依次为兴国红鲤 7, 玻璃红鲤 4, 瓯江彩

鲤 1, 荷包红鲤 0;碱基序列颠换数目大小依次为兴国红鲤 8,玻璃红鲤 7,瓯江彩鲤 1,荷包红鲤

0。

核苷酸序列多样性指数和氨基酸序列多样性指数:平均核苷酸序列多样性指数大小依次为兴国红

鲤 0. 0736,玻璃红鲤 0. 0491,瓯江彩鲤 0. 0102, 荷包红鲤 0. 0000; 氨基酸序列多样性指数大小依

次为兴国红鲤 0. 1182, 玻璃红鲤 0. 0965,瓯江彩鲤 0. 0314,荷包红鲤 0. 0000。

同义碱基替换( ds)和非同义碱基替换率( dn) :兴国红鲤、瓯江彩鲤和玻璃红鲤的非同义碱基替换率

( dn)大于同义碱基替换率( ds)。经 t 检验 , 这两个指标在瓯江彩鲤和玻璃红鲤间的差异显著 ( P

< 0. 05) ,而在玻璃红鲤与兴国红鲤间的差异不显著;荷包红鲤的核苷酸序列无碱基替换(表 5)。

表 5 红鲤 4群体编码 MHC 类 2 链基因的同义碱基( ds)和非同义碱基替换(dn)率

Tab. 5 The rate of synonymous(ds) and nonsynonymous( dn) substitutions of encoded MHC class molecular

2 chain gene sequences in four populations of red common carp

群 体 population
同义碱基替换率 ds

(均值 标准误,mean S.E)

非同义碱基替换率 dn

(均值 标准误, mean S. E)
dn/ ds

兴国红鲤 C. c . var. singguonensis 0. 0385 0.0154 0. 1410 0. 0334 3. 66223

玻璃红鲤 C. c . var. wananensis 0. 0342 0.0150 0. 1004 0. 0303 2.9357

荷包红鲤 C. c . var. wuyuanensis 0. 0000 0.0000 0. 0000 0. 0000

瓯江彩鲤 C. c . var. color 0. 0000 0.0000 0. 0299 0. 0149

注: S .E为标准误

Notes: S. E means standard error
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2. 2 系统进化分析

采用邻接法( neighbor joining, NJ) ,对编码 MHC 类分子 2 链基因的核苷酸序列、遗传距离及氨基

酸序列3类数据,分别构建 4群体红鲤的分子系统树,并予以比较。

核苷酸序列分子系统树:构建的 4群体红鲤核苷酸序列的分子系统树(图 1)表明,荷包红鲤与其它

3群体红鲤的分化程度十分显著。

图 1 红鲤 4 群体间的编码 MHC 类分子

2链核苷酸序列分子系统树

Fig. 1 Molecular phylogenetic tree of encoded MHC class

molecular 2 chain gene of four populations of

red common carp based on nucleotide sequences

注: 1、2、3、4分别表示四群体红鲤样品编号

Notes: 1, 2, 3 and 4 denotes the sample number in four populations of red common carp

遗传距离分子系统树: 构建的 4群

体红鲤遗传距离的分子系统树(图 2)表

明, 4群体明显地分为 2支,荷包红鲤为

单独一支,其它 3群体红鲤为一支。

氨基酸序列分子系统树: 构建的 4

群体红鲤氨基酸序列的分子系统树(图

3)表明, 荷包红鲤与其它 3群体红鲤的

分歧十分明显。

以上 3个分子系统树的结果一致,

表明荷包红鲤是比较特化的群体。

3 讨论

对4群体红鲤编码 MHC 类分子

2链基因的序列分析发现,群体内 2链

基因的平均核苷酸多样性指数和氨基

酸多样性指数大小均依次是: 兴国红鲤

> 玻璃红鲤 > 瓯江彩鲤 > 荷包红鲤。这一方面表明, 荷包红鲤与其它 3群体红鲤在 2基因序列上的

趋异性最大。荷包红鲤群体内基因序列无个体间差异、群体内遗传多样性指数为零,遗传多样性指数最

低,推测荷包红鲤由于地理隔离或其它因素的作用,可能存在某种奠基者效应或遗传瓶颈效应。

图 2 4 群体红鲤编码 MHC 类分子

2 链基因遗传距离分子系统树

Fig. 2 Molecular phylogenetic tree of encoded MHC

class molecular 2 chain gene genetic distance of

four populations of red common carp based on

genetic distance

图 3 4 群体红鲤编码 MHC 类分子

2链基因氨基酸序列分子系统树

Fig. 3 Molecular phylogenetic tree of encoded MHC

class molecular 2 chain gene amino acid sequence of

four populations of red common carp based on

amino acid sequences

通常,功能基因进化速率较慢。然而,由于MHC 基因为免疫相关基因, 其功能主要是编码糖蛋白,

结合自然界变化多样的病原体,诱发机体的免疫反应, 从而保护机体免受侵害。生境的变迁和病害的侵

袭等, 均会诱发机体的免疫反应。由于 MHC 基因在机体免疫反应中的关键作用, 它们变异最为活跃,

是多态性最丰富的基因序列之一。在哺乳动物中, MHC 类和 类蛋白结合位点的核苷酸变异是其它

核苷酸或线粒体位点的 10倍,是研究生物进化的良好遗传标记[ 21]。

本研究对 4群体红鲤编码 MHC 类分子 2 链的基因分析表明, 荷包红鲤的 2链基因与其它 3种

群红鲤有很大差异。 2链的基因和氨基酸的综合分析认为, 荷包红鲤与其它 3群体红鲤属不同的进化
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分支,这与 RAPD分析结果一致
[ 22]
; 而在其它 3群体红鲤中,兴国红鲤与瓯江彩鲤的亲缘关系较近。另

在构建的系统树中, 兴国红鲤各个体的位置不集中,原因有待于进一步探讨; 而玻璃红鲤则起源于另一

进化分支。

从以上的比较分析, 可知红鲤不同群体的编码 MHC 类分子 2链的基因多态性丰富, 这表明编码

MHC 类分子 2链的基因作为研究鲤鱼种内分化的分子遗传标记是适宜的。
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