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摘要! b:@??"b:N76IO OIZZNLNQRIHRI6Q ZHPR6L??!b:@??#是多数].+J"]6777IENLNPNUR6L!].+J#

信号转导过程中的关键接头分子$ 研究根据?3@??"b:N76IO OIZZNLNQRIHRI6Q ZHPR6L??!b:@??#

]0+结构域"]677F7IENA0.F& LNPNUR6LO6GHIQ#保守区设计简并引物!通过B4+扩增!成功地从中

华鳖脾脏P@,-中扩增出 !=& fU的目标序列$ 测序后经结构域和序列比较分析!扩增片段为

中华鳖的?3@?? ]0+结构域$ 该序列与大黄鱼(鸡等脊椎动物的 ?3@?? 的 ]0+结构域序列

同源性和相似性分别为 #$8>Y ?̂<Y和 ##8<Y ?̂!8<Y$ 以热灭活嗜水气单胞菌刺激中华

鳖后!经荧光定量 B4+检测!在 "? K 内!肝(脾和肾组织中 ?3@?? G+,-相对表达量均出现

不同程度的增加!尤以脾脏中的增幅最为明显!为对照组的 <8?> 倍%中华鳖心脏成纤维样细胞

经 $% QT .B1刺激后 & ?̂ K!?3@?? 表达量有所提高!$" K的表达量最高$ 该研究结果将为开

展中华鳖天然免疫奠定良好基础$

关键词! 中华鳖% 髓样分化因子 ??% ]0+结构域% 组织表达% 嗜水气单胞菌% 脂多糖

中图分类号! [#?=% 1>&#'''''''文献标识码)-

''天然免疫应答是脊椎动物抗感染免疫的第一

道防线!机体依赖免疫细胞中模式识别受体

"UHRRNLQ LNP6TQIRI6Q LNPNUR6LJ!B++J#对病原体相关

分子模式"UHRK6TNQ HJJ6PIHRNO G67NP97HLUHRRNLQJ!

B-bBJ#的识别激发机体的天然免疫反应*&+

) ]677

样受体"R677F7IENLNPNUR6LJ!].+J#作为一类 B++J

在对相应的 B-bBJ识别后!使得 ].+J的 ]0+结

构域构象改变!并与胞浆内的含有]0+结构域的接

头蛋白分子结合!通过信号转导级联效应从而引起

效应分子的表达*$+

)

b:@?? 是 ].+J的关键接头分子!机体的

b:@??依赖性信号传导途径是].+J信号传导通路

之一) b:@?? 分子由 4端 ]0+"]677F7IENA0.F&

LNPNUR6L#结构域(中间区和,端死亡结构域"@NHRK

O6GHIQ!@@#!个功能区域组成*!+

) 当机体受到刺激

后!].+J胞浆中]0+结构域与b:@?? ]0+结构域

相互作用形成 ]0+Fb:@?? 复合体!复合体利用

b:@??,端 的 @@ 招 募 0+-jJ"0.F& LNPNUR6L

HJJ6PIHRNO EIQHJN!0+-j#!主要是 0+-j"(0+-j$ 和

0+-j&!0+-jJ相继被磷酸化并从b:@?? 上解离!

并导致]+-/<"]9G6LQNPL6JIJZHPR6LLNPNUR6LFHJJ6PF

IHRNO ZHPR6L<!]+-/<#激活!]+-/<通过,端+0,W

结构域与 *fP&!"*fIc9IRIQFP6QD9THRIQT NQS:GN&!#

和 *Ng&-"*fIc9IR:7HRIQT ZHPR6LJ9fIc9IRIQFP6QD9TF

HRIQT NQS:GN3$ gHLIHQR&#形成复合体后激活]-j&

" ]LHQJZ6LGIQT TL6iRK ZHPR6LFfFHPRIgHRNO UL6RNIQ

EIQHJN&!]-j&#!]-j& 随后激活下游的 0jj"0

+

C

EIQHJN#和 b-Bj"bIR6TNQFHPRIgHRNO UL6RNIQ EIQHJN#

通路!从而激活转录因子,/F

+

C和-BF&!引起炎性

介质的释放*" ;<+

) 鉴于b:@?? 在天然免疫中的重

要性!已有多个哺乳动物(禽类(鱼类等动物的

?3@??分子相继被鉴别*# ;>+

) 然而!种类繁多(生物

进化中占有重要地位的爬行纲动物至今为止尚无

b:@??分子被鉴别) 中华鳖"A)%*"3B4%"0"4%4#作为

古老的次生水生爬行动物!不仅在生命科学研究中

具有十分重要的地位!而且具有较高的食用及药用
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价值!已成为我国的主要特种水产养殖品种之一*&%+

)

研究通过中华鳖 ?3@?? 克隆(分析!并以热

灭活嗜水气单胞菌刺激中华鳖!观察 ?3@??

G+,-在中不同组织的表达差异!以及 .B1作为

刺激剂与心脏成纤维样细胞中 ?3@?? G+,-表

达的量效关系) 该研究将有助于了解中华鳖天然

免疫免疫应答机制及其规律)

&'材料与方法

!"!#P;VUU 部分序列克隆

引物设计和 P@,-合成''比较 WNQCHQE

中不同物种的 ?3@?? 基因序列!利用 @,-1RHL

软件设计一对简并引物"b:@??FO/!b:@??FO+#

"表 &#!用 +,-抽提试剂盒 "]IHQTNQ#提取经

.B1"1ITGH!.$<!%!:;/*&%%&&&$C"#刺激 $" K 中

华鳖的脾脏的总 +,- &

$

T!用随机引物和

19UNL1PLIUR

,

&

+NgNLJN]LHQJPLIURHJN"0QgIRL6TNQ#

进行反转录合成P@,-)

B4+反应体系和条件'' B4+反应体系为$

P@,-模板 !

$

.!&%

$

G67A.上下游引物各&

$

.!

&% GG67A.O,]BbIVR9LN&

$

.!$ _W4C9ZZNL

%

$=

$

.!]-j-+-.-A'C

,

&

$

.!去离子水补至

=%

$

.) 反应条件为$>" `预变性 ! GIQ%>" `变

性 !% J!=< `退火 !% J!#$ `延伸 $ GIQ!循环 !=

次%#$ `延伸 &% GIQ) &Y琼脂糖凝胶电泳检测

B4+产物!将目的片段用 @,-胶回收试剂盒

"-V:TNQ#回收后用于克隆和测序)

!"$#CWX(A,//9

#

荧光定量&'(检测345UU

表达

荧光定量 B4+引物设计''根据 WNQfHQE

上
!

D'/+%"基因序列"-PPNJJI6Q ,683*#$#&#"8&#

和已克隆测序的中华鳖 ?3@?? 基因序列!用

BLIGNL3VULNJJ

,

J6ZRiHLNgNLJI6Q $8% "-UU7INO

CI6J:JRNGJ!*1-#软件设计 $ 对引物"

!

D'/+%"F/!

!

D'/+%"F+和 b:@??F/!b:@??F+# "表 & # 并用

C.-1]" KRRU$

"

f7HJR8QPfI8Q7G8QIK8T6gAC7HJR8

PTI#进行特异性分析验证)

荧光定量 B4+方法的建立''按 1\C+

,

BLNGIV 3V A'C

]b试剂盒说明加入 $ _46LNf9ZZNL

&%

$

.和终浓度为 %8$

$

G67A.的引物以及 $

$

.

合成的 P@,-!置于 I[

]b

= b97RIP676L荧光定量

B4+仪"CI6F+HO!*1-#上进行检测) 反应程序

为$>= `预变性 & GIQ后!>= ` &% J!<& ` &% J!

#$ ` &= J反应 "% 个循环!#$ `实时检测荧光信

号) <= ` 到 >= ` 每隔 < J检测融解曲线!共 #&

个循环) 同时设定不加P@,-的阴性对照)

表 !#('(和荧光定量&'(引物

)*+"!#&,-./,034,&'(*92,/*567-./&'(-97K-00712;

引物

ULIGNLJIQZ6LGHRI6Q

引物序列"=dF!d#

JNc9NQPN"=dF!d#

b:@??FO/ W]]]W]14-CW-W-]W-]4

b:@??FO+ W45-W,4j@@\44-+--44-

!

D'/+%"F/ --4]WWW-]W-4-]WW-W--W-

!

D'/+%"F+ --4-]W-]4]WWW]4-]4]]

b:@??F/ 4W-W-W4]WW-W4---4WW-W]]4--W

b:@??F+ W4]WW4]-W]W-]WW-44-4-4W4-

!"%#不同刺激物对345UU 表达的影响

热灭活嗜水气单胞菌对中华鳖的刺激''将

$" 只体重为 "=% =̂%% T健康中华鳖"购自浙江中

德农业集团有限公司#随机分成 $ 组!每组 &$ 只)

试验 % O!对照组每只注射 %8= G.BC1"WIfIP6#!

试验组注射经 >% ` 灭活 !% GIQ

*&&+的 &%

?

4/*A

G.嗜水气单胞菌"-1&8>$#!购自中国典型微生

物保藏中心#%8= G.) 每只中华鳖单独饲养于水

温在"!% X%8=# ` =% PG_=% PG_"% PG的水族

箱中!试验期间不喂食)

注射后第 &($(" 和 ? O!对照组和试验组分别

处死 ! 只中华鳖!收集肾脏(脾脏(肝脏和小肠组

织!按照+,-抽提试剂盒提取不同组织总 +,-!

然后利用 ,HQ6 @L6U &%%% "0QgIRL6TNQ#测定总

+,-的浓度!一定量的总 +,-用随机引物和

+NgNL]LH-PN反转录酶 "])\)C)# 反转录为

P@,-! ;$% ` 保存备用)

不同浓度 .B1刺激中华鳖心脏成纤维样细

胞''将中华鳖心脏成纤维样细胞"411]2&!购

自中科院典型培养物保藏委员会昆明细胞库#接种

于 < 孔板中!每孔接种细胞浓度为 " _&%

= 个细胞!

用完全培养基*#%Y@b3b"WIfIP6# h$%Y/C1

"WIfIP6# h&%Y 2

$

)+培养于 $?8% ` =Y4)

$

细胞

培养箱中!当细胞生长至 ?=Y融合度时!倾去细胞

培养液!用BC1"WIfIP6#洗涤 $ 次后!加入分别含

%(&% QTAG.和 &%% QTAG..B1"1ITGH!."!>&!

:;/*&%%&&&$C"#培养基">%Y@b3bh&%Y2

$

)#

$ G.!培养于$?8% ` =Y4)

$

细胞培养箱中) 每个

浓度 ! 个重复) 培养 &($("(? 和 $" K 后!收获细

胞!+,-抽提试剂盒抽提总+,-!并进行反转录!

合成的P@,-于;$% `保存备用)

"#!#
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!"<#数据处理和统计分析

G+,-相对表达量根据 .IgHE 等*&$+建立的

$

;

--

4R法计算!即各个实验组相对于对照组

?3@?? G+,-表达量经
!

D'/+%" 校正!$

;

--

4R法计

算结果!计算公式为$4Ra试验组 "4R目的基因 ;

4R内标基因# ;对照组"4R目的基因 ;4R内标基因#)

$'结果

$"!#中华鳖345UU 部分序列克隆及其同源性和

相似性分析

B4+扩增出 !=& fU长度的核苷酸序列及推导

的氨基酸序列见图 &!蛋白质序列经 1b-+]

"KRRU$

"

JGHLR8NGf7FKNION7fNLT8ONA#分析!该蛋白

质具有]0+结构域"图 $#!3值为 =8%% _&%

;=

) 通

过@,-1RHL=8% 软件中的 479JRH7o bNT-7ITQ 分

析!获得的中华鳖序列与鸡"E'&&$4#'&&$4# ",b

%%&%!%><$8&#!非洲爪蟾 "F0"*.$4&'0<%4# ",b

%%&%&<?!#8$#!人"G*(* 4'.%0"4#",b%%$"<?8"#!

大鼠"H'++$4"*)<0#%/$4# ",b &>?&!%8&#!猪"7$4

4/)*I'# "-C $>$&#<8& #!牛 "J*4+'$)$4# "C4

&%$?=&8&#!斑马鱼"@'"%* )0)%*# ",b $&$?&"8$#

和大黄鱼",40$9*4/%'0"' /)*/0'# "3*>#?>=%8&#

?3@?? ]0+结构域一致性和相似性分析表明"表

$#!与鸡(非洲爪蟾(人类(大鼠(猪(牛(斑马鱼和大

黄鱼的核苷酸序列一致性分别为 ?<Y(#<Y(#<Y(

#=8"Y(#=8"Y(#"8>Y(#=8#Y和 #$8>Y%氨基酸

序列相似性分别为 ?!8<Y(?&8%Y(?$8?Y(?&Y(

?!8<Y(?%8$Y(#<8#Y和 ##8<Y"图 !#)

图 !#中华鳖345UU @VD?部分序列及其推导的氨基酸序列$方框为)T(结构域保守基序%

B-E"!#&*,7-*591@5/47-2/0/81/9@/*922/21@/2*.-94 *@-20/81/9@/43345UU @VD?43

'K-9/0/043760K/55/271,75/0$X4O -92-@*7/07K/@490/,:*7-:/.47-3-9)T(24.*-9%

图 $#预测结构域示意图

结果来自网站 KRRU$

"

JGHLR8NGf7FKNION7fNLT8ON)

B-E"$"V4.*-9N-7K-97K/81/,; 0/81/9@/43,/0-21/0

f: RKNiNfJIRN6ZKRRU$

"

JGHLR8NGf7FKNION7fNLT8ON8

$"$ #热灭活嗜水气单胞菌对中华鳖组织中

345UU 表达差异的影响

经热灭活嗜水气单胞菌刺激后!中华鳖

?3@?? G+,-在不同时间不同组织"肝(脾(肾和

小肠#中的相对表达水平见图 ") 刺激 $" K 后!脾

脏和肝脏中?3@?? 转录水平即出现明显增高!为

对照组的!8&"和!8&>倍 %"? K后 !肾脏中的

表 $#345UU )T(结构域核苷酸序列$上三角%和推导氨基酸$下三角%差异百分率

)*+"$#&/,@/97*E/2-:/,E/9@/4391@5/47-2/$*+4:/2-*E49*5%*922/21@/2*.-94 *@-2

0/81/9@/$+/54N2-*E49*5%43345UU )T(24.*-9 Y

& $ ! " = < # ? >

?< #< #< #=8" #=8" #"8> #=8# #$8> & 中华鳖A)%*"3B4%"0"4

?!8< #$8< #=8" #" #"8> #"8! #=8# #"8! $ 鸡E'&&$4#'&&$4

?& ##8< #!8" #!8& #$8> #$8> #"8> #$8> ! 非洲爪蟾F0"*.$4&'0<%4

?$8? #?8" #?8" ?#8# >!8" >&8& #$ #$8< " 人G*(* 4'.%0"4

?& ##8< ##8< >=8# ?#8" ?<8! #$ #$ = 大鼠H'++$4"*)<0#%/$4

?!8< #>8! #>8! >?8! >" >$8< #=8& #=8" < 猪 7$44/)*I'

?%8$ #=8> #<8# >=8# >&8" >"8? #"8> #=8" # 牛J*4+'$)$4

#<8# #!8! #=8> ##8< ##8< #>8! #?8" #>8& ? 斑马鱼@'"%* )0)%*

##8< #"8& ##8< #=8> #<8# ##8< ##8< ?=8! > 大黄鱼,40$9*4/%'0"' /)*/0'

!$!#
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?3@?? 相对表达量迅速上升!为对照组 =8%< 倍!

脾脏中的表达量持续上升为对照组的 <8?> 倍!而

肝脏的表达量呈现下降趋势!仅为对照组的 &8"=

倍%此后肝(脾和肾的表达量均呈现明显的下降)

试验期间小肠中 ?3@?? G+,-相对表达量变化

不明显)

图 %#脊椎动物P;VUU )T(结构域同源性比较

黑框表示与中华鳖一致的序列

B-E"%#P157-F5/*5-E9./9743P;VUU )T(24.*-9*.-94 *@-20/81/9@/0432-33/,/97:/,7/+,*7/0F/@-/0

1KHONiIRK J67IO f7HPE LNJIO9NJRKHRGHRPK A)%*"3B4%"0"4%4NVHPR7:

图 <#热灭活嗜水气单胞菌对中华鳖组织345UU .(D?

表达的影响$"Z%#6

&

[CHP%

B-E"<#(/5*7-://OF,/00-495/:/5043345UU .(D?-9

2-33/,/977-001/43'K-9/0/043760K/55/271,75/0*E*-907

K/*76-9*@7-:*7/2!0)*(*"'1742)*-7%&'#

*02/7/,.-9/2+; ,/*567-./&'(

$"%#=&C对中华鳖心脏成纤维样细胞345UU 表

达的影响

图 = 显示 .B1对中华鳖心脏成纤维样细胞

?3@?? G+,-表达的剂量效应和时间效应关系!

中华鳖心脏成纤维样细胞经 $% QT .B1刺激 $" K

后!b:@??表达量是 &($(" 和 ? K 的 "8=$(?8">(

&>8"和 &$8=" 倍!也比 $%% QT .B1刺激 " K 时高

!"=8!"Y)

图 I#=&C对中华鳖心脏成纤维样细胞345UU .(D?

表达的剂量效应和时间效应关系$"Z%#6

&

[CP%

B-E"I#)-./6*92240/6,/0F490/43=&C74 07-.15*7/

345UU .(D?/OF,/00-49-9K/*,73-+,4+5*07@/5543

7K/043760K/5571,75/#*02/7/,.-9/2+; ,/*567-./&'(

#$!#
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!'讨论

通过?3@??基因敲除的小鼠模型研究模型表

明!除了].+!!大部分].+J信号转导均与b:@??

有关*!+

) 目前!多个哺乳动物(鱼类(鸟类和无脊椎

动物的b:@??分子已被鉴别!但是有关爬行动物

的b:@??分子却鲜见报道) 本研究克隆的中华鳖

b:@??部分 P@,-序列经 C.-1]和 1b-+]分

析!为 b:@?? 分子的 ]0+结构域!经 479JRH7K

bNT-7ITQ比较!与鸡的序列具有较高的一致性

"?<Y#和相似性"?!8<Y#) bHRJ9OH等*&!+通过比

较细胞遗传学图谱分析!鸡与中华鳖的 < 个大染色

体几乎一致!具有很高的保守性!两种动物具有共

同的起源于 $&%b\-的双孔亚纲的初龙下纲祖

先!并在其进化过程中被很好的保留了下来!这与

本文的序列同源性分析结果基本一致) 结构分析

显示!获得的序列中存在 +@5.BW和 /o基序)

研究表明!这两个基序是哺乳动物]0+结构域中保

守基序!尤其是 +@5.BW基序中的 .:J和 -LT 残

基形成CCF766U区!这对于]0+F]0+互作有着重要

的作用*&"+

) 上述结果显示!获得的序列为中华鳖

b:@??部分P@,-序列!可能存在与其他动物相

似的功能)

早期的研究认为!b:@?? 仅在骨髓组织中表

达*&=+

!但随后研究证实!b:@?? 可在哺乳动物的

非骨髓组织中表达!但不同组织表达水平存在一

定的差异*#!&<+

!而且与日龄也有一定的关系*&#+

)

这可能是因为 b:@?? 不仅与多个 ].+J(0.F& 受

体和 0.F&? 受体信号转导有关!而且也与 0/,F

.

受体信号有关*&?+

) 本研究将严重危害水产养殖

的嗜水气单胞菌热灭活后作为刺激剂刺激中华

鳖!观察b:@?? 在肝(脾(肾和小肠的转录水平)

刺激后 $" K!中华鳖脾脏和肝脏中b:@?? 的转录

水平明显上升%脾脏和肾脏组织中b:@?? 的表达

量在刺激后 "? K 到达峰值!分别比 $" K 时提高了

$8&> 和 &>8#$ 倍) \H6 等*&>+ 用灭活的 L%=)%*

.')'2D'0(*&3+%/$4刺 激 大 黄 鱼 后! 脾 脏 中 的

?3@?? 的表达量在 "? K 达到峰值的结果基本一

致) 同样! 1EDHNgN7HQO 等*$%+ 用 1-5! "1H7G6Q

H7UKHgIL9JJ9fFR:UN!#刺激大西洋鲑鱼发现!脾脏

中b:@?? 得到了较好表达!但在第 # 天时的表达

量最高) 脾脏作为机体最大的免疫器官!含有大

量参与机体天然免疫的免疫细胞!如淋巴细胞(巨

嗜细胞和树突状细胞!因此!当外源微生物机体侵

入机体后!这些细胞迅速的被激活并引发相应的

免疫反应!但由于刺激剂的不同和物种的差异等

因素!免疫细胞激发天然免疫反应的时间和持续

性上可能也存在的差异)

.B1为W

;细菌细胞壁的主要成分!由&)' ;

抗原")FHQRITNQ#(多糖和脂质-".IUIO -#三部分

构成!其中的 .IUIO -是激发天然免疫反应的主

要成分) 当 .B1被 .CB".B1fIQOIQT UL6RNIQ!

.CB#识别(结合(转运后!与 4@&"(].+" 和 b@F

$ "b:N76IO OIZZNLNQRIHRI6Q UL6RNIQF$!b@F$ # 形成

.B1复合物后招募 b:@?? 分子激活机体的炎性

反应*$&+

) 研究表明!不同物种对.B1的敏感程度

不仅一致!人类(猫(豚鼠和兔子等高等脊椎动物

对.B1非常敏感!而鱼和蛙等低等脊椎动物表现

出一定的耐受性*$$+

) .B1作为刺激剂!在培养细

胞中应用浓度一般为 & &̂ %%% QTAG.

*$&+

!本试验

表明!$% QT .B1刺激中华鳖心脏成纤维样细胞

$" K 后!可较好的激活].+" 的b:@?? 依赖信号

转导途径)

研究首次克隆了中华鳖 b:@?? 分子的部分

序列!并以此为基础!检测了其在不同条件下的表

达差异) 结果为进一步开展?3@?? 基因表达(结

构功能分析以及中华鳖免疫机制等相关研究提供

了基础资料)
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