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摘要：为探究稀有鮈鲫 MHC Ⅱβ 基因的分子特征及其表达特点，采用 PCR扩增技术获得
了稀有鮈鲫 MHC Ⅱβ cDNA序列 810 bp，包括开放阅读框 (ORF)759 bp，编码 252个氨基
酸。生物信息分析表明，MHC Ⅱβ氨基酸序列存在 4个保守的半胱氨酸残基和
GXXGXXXGXXXXXXG结构，与其他亲缘鱼类的一致性为 51.78%~80.56%，其编码的蛋
白质分子包括 1个信号肽、1个 MHC Ⅱβ (β-1)结构域、1个 IGc1 (β-2)结构域和 1个跨膜
螺旋区域。实时荧光定量 PCR (qRT-PCR)结果显示，MHC Ⅱβ 在脾脏表达量最高，头肾、
鳃、皮肤表达量较高。人工感染鲁氏耶尔森菌后，6 h时在头肾表达呈显著上调，肝脏中
在 12 h开始出现极显著上调，皮肤中在 24 h和 48 h表达极显著，鳃中在 6~24 h表达极显
著，脾脏中则是在 6 h出现极显著下调，于 96 h接近对照组表达水平。初步研究表明，
MHC Ⅱβ 在鱼类抵御细菌感染的免疫反应中发挥着重要作用，为进一步揭示稀有鮈鲫
MHC 家族的功能提供了参考依据。
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主要组织相容性复合体 (major histocompatib-

ility complex，MHC)是一个参与脊椎动物机体免

疫的基因家族，具有丰富的等位基因位点，这种

多态性可使每个个体结合并呈递相当数量的抗原

多肽，从而为易感性/抗感性基因的筛选与标记提

供依据 [1]。MHC 基因编码形成细胞表面糖蛋白，

并与内源抗原或外源抗原结合，将抗原呈递给

CD8+ T淋巴细胞或 CD4+ T淋巴细胞的 T细胞受

体识别，从而引起适应性免疫反应[2]。根据 MHC
基因结构和功能的差异，可划分为Ⅰ类、Ⅱ类和

Ⅲ类 3个亚家族，其中，MHC Ⅱβ 基因编码的跨

膜糖蛋白可构成 MHC Ⅱ类分子，间接参与 MHC

Ⅱ—抗原多肽复合物的形成，使得 CD4+ T淋巴细

胞结合主要来自寄生虫、细菌、病毒等外源性抗

原多肽，从而触发细胞外病原的免疫反应 [3]。相

关 研 究 结 果 表 明 ， 在 黄 颡 鱼 (Pelteobagrus
fulvidraco)[4]、西伯利亚鲟 (Acipernser baerii)[5]、牙

鲆 (Paralichthys olivaceus)[6] 等水产动物中，MHC
Ⅱβ 基因在应对细菌感染或病原菌刺激后的免疫

应答方面发挥着十分重要的作用。

稀有鮈鲫 (Gobiocypris rarus)，隶属于鲤形目

(Cypriniformes)鲤 科 (Cyprinidae)鮈 鲫 属 (Gobi-
ocypris)，具有生活史周期短、环境适应能力强、

对环境毒物敏感性较高的优点。现稀有鮈鲫已基
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本实现实验动物标准化，是我国代表性的本土模

式生物之一，在遗传学、病理学、生理学、生态

毒理学等学科领域有着广泛研究 [7]。然而与斑马

鱼(Danio rerio)、青鳉(Oryzias latipes)、金鱼(Carassius
auratus auratus)等模式鱼类相比，稀有鮈鲫在免

疫基因方面的研究数据相对较少 [8]，限制其在免

疫防御研究领域的应用。本研究首先克隆了稀有

鮈鲫 MHC Ⅱβ 基因，分析其基因结构、系统进化

关系和功能结构域，其次通过人工感染鲁氏耶尔

森菌建立的感染模型，分析稀有鮈鲫 MHC Ⅱβ 类

基因在免疫组织中的相对表达情况，为揭示稀有

鮈鲫的免疫应答、响应特征及适应机制提供一定

的理论基础。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

稀有鮈鲫，由西南大学淡水鱼类资源与生殖

发育教育部重点实验室惠赠。稀有鮈鲫亲本共

9对，按照雌雄各 1尾配对放入独立的鱼缸中饲

养，水温 (24±1) °C，溶解氧≥6.3 mg/L，光周期

为 14 L∶10 D，每间隔 48 h换水三分之一。为减

少因饲养条件所导致的个体差异以及满足实验所

需的动物数量，采用干法授精方式进行人工繁殖，

子一代在 4个月后达到性成熟，随机捞取健康鱼

5尾冰上麻醉，将其解剖后分离脑、鳃、心脏、

皮肤、头肾、肝脏、肠、眼、脾脏、卵巢共 10个

组织于液氮速冻。

 1.2    建立人工感染模型

鲁氏耶尔森菌 (Yersinia ruckeri)由西南大学

水产学院水产动物病害防治研究室提供，使用

LB液体培养基活化菌株后，采用麦氏比浊法和平

板菌落计数法确定菌液浓度。通过预实验确定正

式实验的半致死浓度为 3.16×105 CFU/mL。将 160
尾健康鱼 (子一代)随机分为对照组、实验组，每

组 80尾鱼，实验组稀有鮈鲫采用腹腔注射的方式

注射 10 μL鲁氏耶尔森菌，对照组稀有鮈鲫注射

同体积无菌生理盐水。实验组分别在 6个时间点

(6、12、24、48、72和 96 h)，随机选取 3尾鱼分

离脾脏、鳃、皮肤、肝脏和头肾组织并液氮速冻，

用于感染后 MHC Ⅱβ 基因表达变化研究。

 1.3    总 RNA 的提取及 cDNA 模板的制备

各组织总 RNA提取方法参照 TaKaRa Min-

iBEST  Universal  RNA  Extraction  Kit(TaKaRa，大

连)说明书，w=1%琼脂糖凝胶电泳检测 RNA的

完整性，通过NanoDrop(ND-ONE-W，OD260/OD280

比率，1.90~2.05)测定RNA质量。使用PrimeScript™
RT  reagent  Kit  with  gDNA  Eraser(TaKaRa，大连 )
反转录合成第一条链 cDNA。

 1.4    稀有鮈鲫 MHC Ⅱβ 基因克隆

根据已知报道中与稀有鮈鲫亲缘性较高的鱼

类 [9]， 在 Nucleotide  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
nucleotide/)中下载其对应基因序列，利用 DNA-
MAN 6.0.39软件比对高度保守区并设计引物 (表 1)，
以反转录合成的 cDNA文库为模板，扩增稀有鮈

鲫 MHC Ⅱβ 目的片段。PCR反应产物用 1%浓度

琼脂糖凝胶电泳进行检测，并切胶回收目的条带。

回收条带先与 Ex Taq 连接酶反应，再导入 PMD
19-T载体，最后转化到 TOP 10感受态细胞中，

挑取阳性克隆菌株，培养后送生工生物工程 (上
海)股份有限公司进行测序。

 1.5    基因序列分析和系统进化树的构建

测序结果运用 DNAMAN 6.0.39进行拼接，

运 用 ORF  Finder  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
orffinder/)查找开放阅读框、推导氨基酸序列。

Signal  IP  4.1  (https://services.healthtech.dtu.dk/ser-
vice.php?SignalP-4.1)预测信号肽。使用  ExPASy
服务器的 NetNGlyc 1.0 server (https://services.health-
tech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0) 和 NetPhos 3.1
server  (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?
NetPhos-3.1) 分别进行 N-糖基化位点和磷酸化位

点的预测。使用 SMART在线软件  (https://smart.

表 1    本研究所用的主要引物

Tab. 1    Primers used in the study

引物名称
primer names

引物序列
primer sequence

MHC Ⅱβ-F1 GGACAGTCACAGTCAGAGAA

MHC Ⅱβ-R1 CAGTTGAGGTCACATCAGTCT

MHC Ⅱβ-F2 CAGTGCTTACCGCTTCTACC

MHC Ⅱβ-R2 TGAATCCTCTTCCAGTCAGTCT

β-action F CTATGTTGGTGACGAGGCTCA

β-action R CCCAGTTGGTGACAATACCG

MHC Ⅱβ-RT-F CCTGGAGTACACCCCCAAAT

MHC Ⅱβ-RT-R GATTCCCAGCACCAGACCAG
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embl.de/) 预测蛋白结构域。在 GenBank  (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) 数据库中下载亲缘

物种 MHC Ⅱβ 的氨基酸序列。以 MEGA 7.0的邻

位相接法构建系统进化树，并选择 Bootstrap
method重复为 1 000次，计算分支上的置信度。

 1.6    组织表达特异性分析

根据已验证获得 MHC Ⅱβ 的模板序列，设计

荧光定量特异性引物，并结合实时荧光定量

PCR(quantitative real-time PCR，qRT-PCR)法检测

脑、鳃、心脏、皮肤、头肾、肝脏、肠、眼、肌

肉、卵巢等组织中基因表达情况，以 β-action 为

内参基因，采用 2−△△CT 法计算相对表达量。测定

试剂为 SYBR Green(TaKaRa，大连)，建立 20 μL
反应体系：TB Green 10 μL，上下游引物、Rox Ⅱ
各 0.4 μL，cDNA模板 2 μL，灭菌水 6.8 μL，每个

样品均设置 3个技术性重复。反应参数为95 °C预

变性 5 min，95 °C变性 30 s，95 °C变性5 s，60
°C退火 30 s，72 °C延伸 30 s，共 45个循环。

 2    结果

 2.1    稀有鮈鲫 MHC Ⅱβ 基因的克隆及序列分析

通过设计的特异性引物，以稀有鮈鲫肠道

cDNA文库为模板扩增，经克隆、测序拼接后，

得到 810 bp的 MHC Ⅱβ 片段，使用 ORF Finder
查询到开放阅读框的长度为 759 bp，共编码 252
个氨基酸 (图 1)，预测其编码的蛋白质的分子量大

小为 28.13 ku，等电点 (pI)为 8.74。氨基酸序列

中 1~24为信号肽，31~106为 MHC Ⅱβ(β-1)结构

域，131~202为 IGc1(β-2)结构域，219~240为跨

膜螺旋区域，N-糖基化位点位于第 60位，包含

26个磷酸化位点。

 2.2    MHC Ⅱβ 氨基酸序列的系统进化分析

为进一步阐明稀有鮈鲫 MHC Ⅱβ 基因的进

化关系，从 GenBank下载其他物种的 MHC Ⅱβ 氨

基酸序列，通过邻接法构建系统发育树，结果显

示，稀有鮈鲫 MHC Ⅱβ 基因与团头鲂 (Megalo-
brama amblycephala)MHC Ⅱβ 基因亲缘程度最高，

与 虹 鳟 (Oncorhynchus  mykiss)、 斑 马 鱼 (Danio
rerio)、 草 鱼 (Ctenopharyngodon  idella)、 长 吻鮠

(Leiocassis longirostris)的进化关系较近且在一个分

支内，而与哺乳类、两栖类、鸟类之间亲缘关系

较远 (图 2)。

 2.3    MHC Ⅱβ 氨基酸序列的同源性分析

通过 NCBI数据库下载不同物种 MHC Ⅱβ 的

氨基酸序列，对稀有鮈鲫 MHC Ⅱβ 氨基酸序列与

不同物种的同源性差异进行了分析比较，检索发

现稀有鮈鲫 MHC Ⅱβ 与团头鲂相似度最高，为

80.56%， 斑 马 鱼 次 之 为 64.57%， 与 欧 洲 鲈 为

51.78%，而与小鼠一致性最低为 27.82% (图 3)。
同源性结果分析表明，MHC Ⅱβ 在不同动物中均

具有保守性。

 2.4    MHC Ⅱβ 基因的组织表达分析

以反转录合成的第一条链 cDNA为模板，以

β-action 为内参基因，通过 qRT-PCR分析了健康

稀有鮈鲫各个组织 MHC Ⅱβ 基因的表达差异，

将 MHC Ⅱβ 基因在心脏组织的表达水平设为 1，
结果显示，脾脏表达量最高，头肾、鳃、皮肤表

达量较高，心脏表达水平较低，肝脏、肠道、脑、

眼、卵巢表达水平最低 (图 4)。
稀有鮈鲫被鲁氏耶尔森菌感染后，不同免疫

组织 (肝脏、皮肤、鳃、头肾、脾脏)中 MHC Ⅱβ
mRNA水平发生了不同程度的变化。从图 5可知，

肝脏中 MHC Ⅱβ 的表达量最高的时间点出现在感

染后的 12 h(P<0.01)，随后逐渐降低并低于正常水

平，但 96 h高于正常水平；皮肤中 MHC Ⅱβ 的表

达量在 6 h开始升高，在 24 h达到峰值 (P<0.05)，
随 后 逐 渐 降 低 且 72  h为 最 低 值 (P<0.01)， 在

72~96 h逐渐升高且低于正常水平；脾脏 6 h时表

达水平极显著下降 (P<0.01)，24 h表达水平降到

最低 (P<0.01)，之后表达水平逐渐升高，在 96 h
时接近正常水平 (P<0.05)。鳃 MHC Ⅱβ 的表达水

平在 6~24 h呈上升趋势，24 h达到峰值 (P<0.01)，
随后逐渐降低，但 96 h高于正常水平。头肾被感

染 6 h时表达水平最高 (P<0.05)，随后逐渐降低

至 24 h(P<0.05)，48~96 h表达量恢复到 0 h时相

当水平，表明鲁氏耶尔森菌胁迫下 MHC Ⅱβ 基因

在不同组织的应答时间和表达水平存在差异。

 3    讨论

 3.1    MHC Ⅱβ 基因生物信息学分析

通过氨基酸序列分析发现，稀有鮈鲫 MHC
Ⅱβ 序列具有已知物种 β-1和 IGc1(β-2)结构域的

4个保守半胱氨酸残基和 N-糖基化位点。半胱氨

酸的存在有利于分子内二硫键的形成，而 N-糖基

化位点的存在会影响 MHC Ⅱ类分子 α-β 二聚体的
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形成以及 MHC 分子与 T细胞的相互作用 [10]。根

据氨基酸序列的多重序列比对结果，稀有鮈鲫与

鲤科鱼类具有较高的相似性，与两栖类和哺乳类

的氨基酸序列相似性较低，说明稀有鮈鲫 MHC
Ⅱβ 基因的氨基酸序列与亲缘关系较近物种的氨

基酸功能结构域具有高度的保守性，其中的 β-1
和 IGc1(β-2)亚基多位于抗原呈递细胞表面，如 B
淋巴细胞、树突状细胞、T淋巴细胞，具有高度

多态性，发挥着外源性抗原识别与呈递的重要作

用[11]。序列对比还发现，稀有鮈鲫 MHC Ⅱβ 基因

氨基酸序列具有与其他鱼类相同特征的 GXXGXX
XGXXXXXXG序列结构，这被认为是 MHC II类
分子中彼此正确相互作用的重要因素 [12]，Cos-
son等 [13] 认为，此结构中的 G残基对 α-β 二聚体

的形成起重要作用。从系统进化树的分支层次分

析，稀有鮈鲫与草鱼、斑马鱼和团头鲂的分支置

信度较高且亲缘关系近，与马和小鼠等哺乳动物

的同源性较低且亲缘关系较远，说明了脊椎动物

之间的 MHC Ⅱβ 同源性与它们的亲缘关系一致，

同时 MHC Ⅱβ 基因系统进化树基本反映了各脊椎

1         GGACAGTCACAGTCAGAGAA A

          

22       ATGTCACTGCCGAAGTTCTTGAATTTTAATCTCATGTTGATGCTGTCTGCATTCACTGGA

1            M    S      L      P      K      F     L      N     F     N     L     M     L     M     L      S     A     F      T      G 

82       GCAGCTAATGGATACTACCATTCTGGCTGGGCTAAATGCATCCACAGCTCCCGTGATCTC

21          A     A      N     G     Y      Y     H      S     G    W     A      K     C      I      H      S      S      R     D     L 

142     AGTGACATGGTGTACATTGGTAACTATATCTTCAATAAAGATGTGTTCATACAGTTCAAC

41          S     D     M     V     Y      I      G     N      Y     I      F      N      K     D     V      F      I      Q      F     N 

202     AGCACTGTGGGGGAGTTTGTGGGGTACACTGAACTTGGAGTAAAAAATGCAGAAGCATGG

61          S      T      V     G      E      F     V      G     Y     T      E      L     G      V     K      N      A     E      A     W 

262     AACAAAGATCCCAGCATGCTGCAGCAATGGAGAGCTCGGAAGGATGTATTCTGCACACAT

81          N      K     D      P      S     M     L      Q     Q     W     R      A      R     K      D     V      F     C      T     H 

322     AATGCTGAACTCTATCAGTCAGCAATCGCTGATAAAACAGTGCCACCAAAGGTTAAGCTC

101        N      A     E      L     Y     Q      S      A      I      A     D     K      T      V      P      P     K      V     K      L

382     ACTTCAGTGACTCCGGCTGGAGGCAGACATCCGGCTGTGTTGATGTG  CAGTGCTTACCGC

121        T      S      V     T      P     A      G     G      R      H     P      A     V     L     M     C        S      A    Y     R 

442     TTCTACC  CACACCAGATCCAAGTTTCCTGGATGAGAGACGGTAAAGTCGTGA AGACTGAT

141        F     Y       P      H      Q      I      Q     V      S    W     M      R     D      G     K     V      V      K      T      D

502     GTGACCTCAACTG AGGAGATGCCTAACGGAGACTGGTACTACCAAATTCACTCGCACCTG

161        V      T     S      T      E       E     M      P     N      G      D    W     Y     Y     Q       I     H      S     H      L

562     GAGTACACCCCCAAATCTGGAGAGAAGATCTCCTGTGCGGTGGATCACGCCGGCTTAACT

181        E      Y     T      P      K      S     G      E      K      I      S      C     A     V      D     H      A     G     L      T 

622     AAACCCACTATCATAGACTGGGATCCGTCTCTTCCTGAGCCTGAGAGGAATAAAATCGCC

201        K      P     T       I      I       D     W     D     P      S      L     P     E      P      E       R     N      K      I      A

682     ATCGGGGCGTCTGGTCTGGTGCTGGGAATCATCATCGCAGCTGCTGGACTCATTTACTAC

221        I       G     A      S     G      L     V      L     G      I       I       I      A     A      A     G      L      I     Y     Y

742     AAGAAGAAATCAACAGGGAGGATCCTGGTACCATCTTAATGATGGTC AGACTGACTGGAA

241        K      K      K     S      T      G      R       I      L     V      P     S      *  

802       GAGGATTCA                                

ATG

TAA

 
图 1    稀有鮈鲫 MHC Ⅱβ 基因部分 cDNA 序列及其编码的氨基酸序列

起始密码子 (ATG)和终止密码子 (TAA)分别用灰色底框表示；三角形代表预测的 N-糖基化位点；圆表示预测的磷酸化位点；下划线部分

为信号肽区域；MHC Ⅱβ 结构域用虚下划线标示；IGc1 结构域用波浪线标示；跨膜结构域用点式下划线标示；实线方框表示 MHC Ⅱβ-F1
和 MHC Ⅱβ-R1引物识别位点；虚线方框表示 MHC Ⅱβ-F2和 MHC Ⅱβ-R2引物识别位点。

Fig. 1    Partial cDNA sequence of MHC Ⅱβ and its encoded amino acid sequence of G. rarus
The initiation codon (ATG) and stop codon (TAA) are indicated by grey bottom boxes, respectively; the triangle indicates the putative site for N-linked
glycosylation; the circle indicates the putative site for phosphorylation; the putative signal peptide is underlined; MHC Ⅱβ domain is indicated by dashed
underline; IGc1 domain is indicated by wave line; transmembrane region is indicated by dot underline; the solid line boxes indicate the MHC Ⅱβ-F1 and
MHC Ⅱβ-R1 primer recognition sites; the dotted boxes indicate the MHC Ⅱβ-F2 and MHC Ⅱβ-R2 primer recognition sites.
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动物在经典分类系统中的地位。

 3.2    MHC Ⅱβ 基因的组织表达

Kaastrup等 [14] 通过鲤 (Cyprinus  carpio)皮肤

移植实验，证实了鱼类具有类似于高等脊椎动物

MHC 的免疫调节系统。随后开展的多种鱼类研究

表明，脾脏、鳃和头肾等组织中 MHC Ⅱβ 基因的

表达量较其他组织具有显著差异性 [15-16]。 Juul-
Madsen等 [17] 在虹鳟的脾脏与头肾中检测到 MHC
Ⅱβ 基因的表达信号，而在心脏和肝脏没有获得

数据。Ono等[18] 从鲤的肝胰腺、脾脏、头肾和肠

道等已知有大量造血 (淋巴)细胞的器官中检测到

了 MHC Ⅱβ 基因的表达，从心脏、骨骼肌、大脑

和卵巢未检测到该基因的表达。Koppang等 [19] 在

研究大西洋鲑 (Salmo salar)时，发现头肾、脾脏、

后肠和鳃均有较高水平表达，心脏、肝脏和前肠

呈中等水平表达，而脑和肌肉的表达水平低或可

忽略。本研究表明，稀有鮈鲫 MHC Ⅱβ 在各个组

织中均检测到表达水平，但具有一定的组织特异

性：脾脏表达量最高，头肾、鳃、皮肤呈中等程

度表达，心脏的表达量较低，而肝脏、肠道、脑、

眼和卵巢的表达量是极低的。脾脏和头肾均是鱼

类淋巴系统组织发生中主要的免疫器官，在适应

性免疫和先天性免疫发挥着重要作用[20]，头肾不

依赖抗原刺激就可产生 B淋巴细胞，脾脏则是鱼

类中性粒细胞、红细胞进行产生、贮存和成熟的

主要场所，本研究与 MHC Ⅱβ 在团头鲂[21]、卵形

鲳鲹(Trachinotus ovatus)[22]、西伯利亚鲟 [5] 头肾和

脾脏组织表达水平结果较相似。鳃、皮肤中包含

淋巴细胞、巨噬细胞和各类粒细胞，是黏膜免疫

系统的组成部分，表明两者具有识别、处理和呈

递抗原的细胞基础 [23-24]。因此，MHC Ⅱβ 在不同

免疫器官中较高水平表达说明了 MHC Ⅱβ 对参与

免疫响应机制的重要性。

 3.3    鲁氏耶尔森菌感染后 MHC Ⅱβ 基因的表

达模式

MHC Ⅱβ 分子分布在淋巴细胞等抗原呈递细

胞表面，而在病毒、细菌等外源性抗原的刺激下，

会形成 MHC Ⅱβ-抗原多肽复合物并呈递给 T淋巴

 团头鲂　M. amblycephala

 稀有    鲫　G. rarus

 草鱼　C. idella

 斑马鱼　D. rerio

 长吻    　L. longirostris

 虹鳟　O. mykiss

 牙鲆　P. olivaceus

 真鲷　Pagrus major

 大黄鱼　Larimichthys crocea

 条纹狼鲈　Morone saxatilis

 欧洲鲈　Dicentrarchus labrax

 棘胸蛙　Quasipaa spinosa

 原鸡　Gallus gallus

 智人　Homo sapiens

 马　Equus caballus

 小鼠　Mus musculus94
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100
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44

45

0.10

★

 
图 2    稀有鮈鲫 MHC Ⅱβ 与其他物种 MHC Ⅱβ 的系统进化树

稀有鮈鲫；团头鲂 (AGV52144.1)；草鱼 (AEM75094.1)；斑马鱼 (NP_001007207.2)；长吻鮠 (ADK38668.1)；虹鳟 (AAD53026.1)；牙鲆

(AII02004.1)；真鲷 (A-AP20186)；大黄鱼 (ABV48909.1)；条纹狼鲈 (AAA49380.1)；欧洲鲈 (CAJ34344)；棘胸蛙 (AHN50435.1)；原鸡

(AAS00716.1)；智人 (AAA59777.1)；马 (AAA66940.1)；小鼠 (AAD31755.1)。

Fig. 2    Phylogenetic tree based on the sequence of G. rarus MHC Ⅱβ and MHC Ⅱβ from other species
G.  rarus; M.  amblycephala (AGV52144.1); C.  idella (AEM75094.1); D.  rerio(NP_001007207.2); L.  longirostris (ADK38668.1);  O.
mykiss (AAD53026.1); P. olivaceus (AII02004.1); Pagrus major (A-AP20186)；Larimichthys crocea (ABV48909.1);  Morone saxatilis (AAA49380.1)，
Dicentrarchus  labrax (CAJ34344); Quasipaa  spinosa (AHN50435.1); Gallus  gallus (AAS00716.1); Homo  sapiens (AAA59777.1); Equus
caballus(AAA66940.1); M. musculus(AAD31755.1).
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细胞激活特异性免疫反应[25]。Li等[26] 在圆斑星鲽

(Verasper variegatus)被鳗弧菌 (Vibrio anguillarum)
感染后，发现肝脏和血液分别在 4和 16 h出现显

著上调。Zhang等 [27] 对大菱鲆 (Scophthalmus max-
imus)用鳗弧菌攻毒后，肝脏和头肾感染后 24~48 h
中 MHC IIβ mRNA的表达显著降低，随后上升，

脾脏在感染后 24~72 h内 MHC IIβ mRNA的表达

显著下降。Xu等 [12] 在鮸(Miichthys miiuy)用鳗弧

菌感染过后，脾脏、肝脏、肾脏中 MHC IIβ 变化

趋势相似，在感染后的 6~36 h内都呈先上升后下

降的趋势，并且在 12 h时达到峰值，36~72 h又

再次呈上升趋势。在尼罗罗非鱼 (Oreochromis niloticus)
中，嗜水气单胞菌 (Aeromonas hydrophila)与无乳

链球菌 (Streptococcus agalactiae)的感染都能够引

起 MHC Ⅱβ 基因的显著上调，其中嗜水气单胞菌

主要引起在肝脏、鳃和头肾中的表达上调，而无

乳链球菌能够引起在鳃、头肾、肠和脾脏中的上

调 [28-29]。本研究显示，稀有鮈鲫在感染鲁氏耶尔

MS - - - - - - - - - - - - K L LK I L L I V L P AV L - - HT AHGN F L S Q P DWC I WS K ED L S DMEY I K P L I I NK I KY L EYN S T

- M - - - - - - - - - - - - F R L L I L F I VQ S AV L - - NT T NGDH L S L P AWCYWNKDD L S DME F I E S Y I MNK I KYA EYN S T

- MA S S - - - - - - - - - F L S F S L L F I I S L - - - - YT ADG F L S YD I NRCV F N S T D P KN I EY I F S YYYNK L E F LR F S S S

- MA S S - - - - - - - - - F L S F S L L F I I S L - - - - YT ADG F R S YD I DRCV F N S T D P KN I EY I Y S QYYNK L E F T R F S S S

MS K S I - - - - - - - - - R F Y I C LAVA L S T LY ET - - - DGYA S DVVT RC LY S S I DMHGA E F I Q S YT F NKV EH LR F N S T

MS - MS - - - - - - - - - I F CV S LT LV L S I F S GT - - - DGY F YHMMRQCRY S S KD LQG I E L I T S YV F NQA EY I R F N S T

MS V LK - - - - - - - - - L LN F HH I LML S V F T GA - - ANGYYYYRWS QC I Y S S P D L S DME F I EG S Y F NKY P F VKYN S T

- ML P L - - - - - - - - - KY LT C LMLT V S S F T GA E S ANVYYT YRWCRC I Y S S P D L S DMVY I D S YY F NKY L F T Q F N S T

MS L LK - - - - - - - - - L L I F H P I LML S A F I GT - - ADGYYQY I L S ECVY S T S DY S DMV F L S S I S F NKVV EAQ F N S T

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ML S A F T GA - - ANGYYN S NWF RC I H S S RD L S DMV F V F NY I F NKDV F I Q S N S T

MS L P K - - - - - - - - - F LN F N LMLML S A F T GA - - ANGYYH S GWAKC I H S S RD L S DMVY I GNY I F NKDV F I Q F N S T

- - - - - - - - - MYN I P V P V LC L L LT LG LC LC S S P P ED F VYQ F KGQCYYR - NGT DNVR L LWRHYYN L E ET DY F D S D

- - - MG S GRV P AAGAV LVA L LA LGAR P AAGT R P S A F F QWT F KA ECHY P - NGT ERAR F L ERH I YNRQQ FMH F D S D

MVC LK L P GG S CMT A LT VT LMV L S S P LA LAGDT R P R F LWQ P KR ECH F F - NGT ERVR F LDRY F YNQ E E S VR F D S D

- MA LQ I P S L L L S AA - VVV LMV L S S P GT EGGD S ERH F VYQ F KG ECY F T - NGT HR I R S VT RN I YNR E EY LRYD S D

VGKVVGYT E LG I KNADR F NKD P A FMQG LKA E LD S VCKNNVGNYY S - G I L S KT V E P QVKVK LVKK S DGT H P AT L

LGKVVGYT ET GVRNA EVWNKDT AA LQARKAQV ET VCKT S A E I Y S S - A I MS KT V E P QV EVMQVKK P DG S H P AML

EG E F VGYT E LGVKNA ER F NKD P T Y LAQRRA EK ERYC LT N I N I DYQ - NA LDK S VK P S VV LH S VA P P AGKH P SML

VG EYVGYT E F GVKQAKY F N S N P S I LAQRRG EK ERYC LNHVNAYY P - HA LDK S VK P YVR LR S VA P P AGKH P SML

VG E F VGYT E LG LKNAKR LNRGQ EV - VQMRG E L ER LCK P NAD I HYR - A I LDKT V E P HVR L S S VT P P S GRH P AML

VGKYVGYT EYGVKNA EAWNKG P E L - AG E LG E L ERVCKHNA P I DY S - A I LDKT V E P HVR L S S VA P P S GRH P AML

VG I F VG F T E F GVKNA EMWNKD P S L LQQYRAQVDRYCKHNA E LMEA - D I YNKT VQ P KVK L S LVMP GD S KH P A L L

LGKCVG F S EYG I RNA EYWNNGT - F V EQ ERN EV ER F CKHN S Q I RD S - AV I S KAVK P KVK L S S VT RAGGRH P AV L

VG E F VGYT KDGVRQA ERWNKD P SMLQQWRAQKDT YCHHNA E I YQ S - A I ADKKV P P EVK L S S VT QA S GRH P AML

VG E F VGYT E LGVHNA E I WNKD P SMLQQWRAQKDT YCHHNA EVYQ S - A I ADKKV P P EVK L S S VT QA S GRH P AML

VG E F VGYT E LGVKNA EAWNKD P SMLQQWRARKDV F C T HNA E LYQ S - A I ADKT V P P KVK LT S VT P AGGRH P AV L

VG L F I AKT E LGK P DADNWN S QKD F L EQT RAAVDT VCRHNYQ I DK P - YT I DRK S Q P NVK I VNT KT LD L EH EN L I

VGKYVADT P LG ERQA E I WN S NA E I L ED EMNAVDT F CRHNYGVG E S - F T VQR S V E P KVRV S A LQ S G S L P ET DR L

VG EYRAVT E LGR P DA EYWN S QKD F L EDRAAAVDT YCRHNYGVG E S - F T VQRRVQ P KVT VY P S KT Q P LQHHN L L

VG EYRAVT E LGR S DA EY F NK - - QY L EQT RAAVDT VCRHNY EGV ET S T S LRR L EQ P NVV I S L S R T EA LNHHNT L

MC S AY S F Y P P A I S VTWLRNGK E I KGGVT S T E EMADGDWYYQVH S H L EYMP E S G E E I S CVVQHA S F T K PMNYKW

MC S AYN F Y P P L I KVTWLRNGK EV EGGQT S T E EMADGDWYYQ I H S H L EYT P E S G E E I S CVV EHA S F KK PMS YKW

VC S VYD F F P KH I RV SWLRDGQ EVT S DVT S T D E LADADWF YQ I H S H L EYT P R S G EK I S CVV EHA S LK E P LVT DW

VR S VYD F F P KH I RV SWLRDGQ EVT S DVT S T D E LADADWF YQ I H S H L EYT P R S G EK I S CVV EHA S LR E P LVT DW

MC S AYD F Y P K P I RVTWLRDGR EVK S DVT S T E E LANGDWYYQ I H S H L EYT P K S G EK I S CMV EH I S LT E PMMYHW

MC S AYD F F P K P I RVTWLRDGR EVK S DVT S T E E LANGDWYYQ I H S H L EYT P R S G EK I S CMV EH I S LT E PMVYHW

MC S AYD F Y P Q P I KV SWLKDGAVVT S EVT S T E E L LNGDWYYQ I H S E L EYT P R S G EK I S CMV EHA S F T K PM I F DW

MC S AYD F Y P P H I K I SWLRDGQVVT S DVT S T E EMADGDWYYQ I H S E L EY S P K S G EK I S CAV EHA S S T K P I I YDW

MC S AYN F Y P HQ I QV SWMRDGKVVK S DVT S T E EMP NGDWYYQ I H S H L EYT P K S G EK I S CAVDHAG LT K P I I I DW

MC S AYN F Y P HQ I QV SWMRDGKVVK S DVT S T E EMP NGDWYYQ I H S H L EYT P K S G EK I S CAVDHAG LT K P I I I DW

MC S AYR F Y P HQ I QV SWMRDGKVVKT DVT S T E EMP NGDWYYQ I H S H L EYT P K S G EK I S CAVDHAG LT K P T I I DW

T C F VDG F F P PM I KVTWLKNG I E EG EQVT S S E L LQNGDWT F E I HVML ET T I KHGDT F T CRV EH S S LQQ P V S VNW

ACYVT G F Y P P E I EVKWF LNGR E ET ERVV S T DVMQNGDWT YQV LVV L ET V P XRGD S YVCRV EHA S LRQ P I S QAW

VC S V S G F Y P G S I EVRWF LNGQ E EKAGMV S T G L I QNGDWT F QT LVML ET V P R S G EVYT CQV EH P S VT S P LT V EW

VC S VT D F Y P AK I KVRWF RNGQ E ET VGV S S T Q L I RNGDWT F QV LVML EMT P RRG EVYT CHV EH P S LK S P I T V EW

D S SMP E P DK S K - - - I A I GA S G LV LG I V L S AAG F I YYKKK S S GR I LV P T - - - - - - -

D P SMS E P DK S K - - - I A I GA S G LV LGVV L S AAG F I YYRKK S S GR I LV P T - - - - - - -

D P SMP E S ERNK - - - I A I GA S G L I LG L I L S LAG F I YYKRKARGR I LV P S N - - - - - -

D P SMP E S ERNK - - - I A I GA S G L I LG L I L S LAG F I YYKRKARGR I LV P S N - - - - - -

D P S L P EA ERNK - - - I A I GA S G LV LGT I LA LAG L I YYKKK S S GV L - - - - - - - - - - -

D P S L P EA ERNK - - - I A I GA S G LV LGA I LA LAG L I YYKKK S S GV L - - - - - - - - - - -

N P P A P E F EWD I Q L L F T I E S AA L L LG I I I AAAG F I YYK I K S T G L - - - - - - - - - - - -

D P S F S E S EKNK - - - LV I GA S G LV LG I V LAAAG L I YYKKK S T GR I LV P H - - - - - - -

D P S L P E S ERNK - - - I A I GA S G LV LG I I I AAAG L I YYKKK S T GR I LV P S - - - - - - -

D P S L P E S ERNK - - - I A I - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

D P S L P E P ERNK - - - I A I GA S G LV LG I I I AAAG L I YYKKK S T GR I LV P S - - - - - - -

E P DV S E S ARNK - - - MLT G I VG F V LG S I F I I VG LVVY LR S KKTMT H F S AVQN EN LM

E P P - ADAGR S K - - - L L T GMGG F V LG LV F LA LG L F V F LRGQKGR P VAAA P GMLN - -

RAR - S E S AQ S K - - - ML S GVGG F V LG L L F LGAG L F I Y F RNQKGH S G LQ P T G F L S - -

R AQ - S E S AR S K - - - ML S G I GGCV LGV I F LG LG L F I RYR S QKG P RG P P P AG L LQ - -

* * *

*******

* * * * * * * * * * * * * * *

★★★★★★★★★★★★★★★

斑点叉尾   　I. punctatus
长吻   　L. longirostris
条纹狼鲈　M. saxatilis
欧洲鲈　D. labrax
虹鳟　O. mykiss
大西洋鲑　S. salar
草鱼　C. idella
斑马鱼　D. rerio
武昌鱼　M. amblycephala
鲤鱼　C. carpio
稀有    鲫　G. rarus
非洲爪蛙　X. laevis
原鸡　G. gallus
智人　H. sapiens
小鼠　M. musculus
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鲤鱼　C. carpio
稀有    鲫　G. rarus
非洲爪蛙　X. laevis
原鸡　G. gallus
智人　H. sapiens
小鼠　M. musculus

斑点叉尾   　I. punctatus
长吻   　L. longirostris
条纹狼鲈　M. saxatilis
欧洲鲈　D. labrax
虹鳟　O. mykiss
大西洋鲑　S. salar
草鱼　C. idella
斑马鱼　D. rerio
武昌鱼　M. amblycephala
鲤鱼　C. carpio
稀有    鲫　G. rarus
非洲爪蛙　X. laevis
原鸡　G. gallus
智人　H. sapiens
小鼠　M. musculus 

图 3    MHC Ⅱβ 氨基酸序列多重比对

阴影部分表示列表中 70 %以上的多肽残基序列都是保守的；*表示氨基酸序列完全一致；方框表示 4个保守的半胱氨酸残基；- - -表示氨

基酸的缺失；★表示 GXXGXXXGXXXXXXG框。

Fig. 3    Alignment of the amino acid sequences of MHC Ⅱβ
Residues that are conserved in more than 70% of the listed peptides are shadowed；Identical amino acid is indicated by an asterisk；The Boxes indicate
4  conserved  cysteine  residues；Gaps  used  to  maximize  the  alignment  are  shown  by  dashes； the  black  five  pointed  star  designates  the  motifs  of
GXXGXXXGXXXXXXG.
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森菌后，MHC Ⅱβ mRNA水平发生了明显变化，

且在不同组织中有显著差异。在 6 h时，头肾

MHC Ⅱβ 首先出现显著上调并达到峰值，之后降

低并在 24 h为最低值 (为 0 h的 0.12倍)，随后在

96 h接近正常水平。Zhang等 [27] 发现用鳗弧菌感

染后大菱鲆肝脏和头肾组织 MHC Ⅱβ 表达在

24~48 h显著降低，96 h后恢复正常水平，认为半

致死浓度的致病菌在早期就会发生对细胞功能的

关键干扰，也体现出肝脏和头肾是 MHC Ⅱβ 功能

的重要敏感组织。同时，作为硬骨鱼类主要免疫

器官的头肾对抗原刺激能够快速反应，其存在的

抗体产生细胞出现增殖促进了特异性免疫反应。

在 12 h时，肝脏 MHC Ⅱβ 表达水平极显著上调，

且出现最大表达量 (为 0 h的 91倍 )，随后 24 h
(P<0.01)至 48 h逐渐降低，96 h仍有显著上调变

化。周芬娜[30] 发现在尼罗罗非鱼注射嗜水气单胞

菌后，肝脏组织在 24 h内首先呈现明显的上升趋

势，24 h到 48 h间迅速下降，48 h后又开始缓慢
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图 4    稀有鮈鲫 MHC Ⅱβ mRNA 的组织分布

1. 肝脏，2. 头肾，3. 心脏，4. 鳃，5. 皮肤，6. 肠，7. 脑，8. 眼，9.
脾脏，10. 卵巢；不同字母者表示差异显著 (P<0.05)。

Fig. 4    Tissue expression of MHC Ⅱβ mRNA of
G. rarus

1.  liver,  2.  head  kidney,  3.  heart,  4.  gill,  5.  skin,  6.  intestin,  7.  brain,
8. eye, 9. spleen, 10. ovary; different letters mean significantly difference
(P<0.05).
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图 5    注射鲁氏耶尔森菌后稀有鮈鲫 MHC Ⅱβ 在肝脏 (a)、头肾 (b)、鳃 (c)、脾脏 (d)、皮肤 (e) 的表达量变化

*表示实验组与对照组的表达量有差异显著 (P < 0.05)；**表示实验组与对照组的表达量有极差异显著 (P < 0.01)。

Fig. 5    Expression changes of MHC Ⅱβ mRNA in liver (a), head kidney (b), gill (c), spleen (d) and skin (e) of
G. rarus injected with Y. ruckeri

*means  infection  group expression  level  compared  with  control  group has  significant  difference(P <  0.05);  **means  infection  group expression  level
compared with control group has extremely significant difference(P < 0.01).
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上升，96 h表达量高于正常水平，认为肝脏 MHC
Ⅱβ 表达水平的变化体现了机体在对抗病原菌入

侵的应答过程。在 24 h内，皮肤和鳃表达量逐渐

升高，且 24 h时出现极显著上调，到 96 h时两者

无显著变化及接近正常表达水平，这表明作为黏

膜相关淋巴组织的皮肤和鳃，会产生溶菌酶、免

疫球蛋白、蛋白酶等物质，在清除细菌的非特异

性免疫反应中也发挥着一定作用 [24]。在 96 h内，

脾脏在感染后出现先降低后升高的趋势，且变化

显著，96 h接近正常表达水平，说明 MHC Ⅱβ 的

表达水平在一段时间后逐渐被激活，使得脾脏内

特异性免疫调节机制开始发挥作用，Hansen等[31]

发现虹鳟在感染传染性造血器官坏死病病毒

(infections hematopoietic necrosis virus，IHNV)后，

头肾和脾脏中 MHC Ⅱβ 的表达水平 72 h内下调，

在 192 h时部分恢复，认为急性感染引起脾脏和

头肾中生成 MHC Ⅱβ 基因的细胞数量减少，或者

是由于病毒的诱导作用使得细胞迁移，因此开始

一段时间内表达量降低。值得注意的是，头肾在

24 h出现了与脾脏相似的显著下调和最低表达量，

这可能是因为大量繁殖的细菌对免疫器官产生了

严重的破坏，但具体作用机制仍需进一步研究。

可见，MHC IIβ 表达水平的变化对机体免疫应答

发挥着重要作用，表明其在不断协助 B淋巴细胞

的增殖和细胞免疫因子的分泌，这为稀有鮈鲫

MHC 家族在免疫防御研究领域的发展提供了参考

依据。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Abstract: In order to explore the molecular characteristics and expression characteristics of the rare minnow MHC
Ⅱβ gene, the 810 bp cDNA sequence of the rare minnow Gobiocypris rarus MHC Ⅱβ was obtained by PCR amp-
lification technology,  including an open reading frame (ORF) of  759 bp,  encoding 252 amino acids  (aa).  Bioin-
formatics analysis showed that there were four conserved cysteine residues and a GXXGXXXGXXXXXXG struc-
ture in the amino acid sequence of MHC IIβ, and the consistency with other relative fish was 51.78%-80.56%. The
encoded protein molecules included a signal peptide, a MHC IIβ (β-1) domain, a IGc1 (β-2) domain and a trans-
membrane helical region. Quantitative Real-time PCR (qRT-PCR) results showed that the expression of MHC Ⅱβ
gene was the highest in spleen, and higher in head kidney, gill and skin. After artificial infection with pathogenic
bacteria, Yersinia ruckeri, the expression of head kidney was significantly up-regulated at 6 h, and liver was signi-
ficantly up-regulated at 12 h, skin was significantly up-regulated at 24 h and 48 h, gill was significantly up-regu-
lated at 6 to 24 h, and spleen was significantly down-regulated at 6 h, and approached the expression level of the
control group at 96 h. The results show that MHC IIβ plays an important role in immune response, which provides
reference for further revealing the regulatory mechanism of MHC family immune defense.

Key words: Gobiocypris rarus; MHC Ⅱβ; bacterial infections; gene expression
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