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摘要：用 0(,+<6 和 0(,+56 引物分别从 =7尾感病个体和 =7尾抗病个体的基因组 ><#中扩增 345基因片段，
扩增产物长度为 78? @ 7?9 AB。在 78? @ 7?9 AB的核苷酸序列中，有 ;7个（662=C）核苷酸位点是多态的。在其编码
的 86个氨基酸位点中，有 6;个位点是多态的，其中有 8个位点发生在多肽结合位点上。对核苷酸替代的类型
及位点进行分析，发现非多肽结合位点的非同义碱基替代率与同义碱基替代率的比值（D< @ DE）（92 F7;）远远小
于多肽结合位点的非同义碱基替代率与同义碱基替代率的比值（D< @ DE）（7;29G6），表明氨基酸替换集中出现在
%HI-7多肽结合位点上。分析 ?=个个体的 =66个阳性克隆的测序结果，发现有 6;个不同的345 +&)..!"等位
基因，并且分别编码 6;个不同的氨基酸序列。其中大部分等位基因如 !，"，#，$，%，&，’，(，)，*是两个群
体共有的，等位基因 $ 在感病群体中出现的频率（7; +?9,）显著高于在抗病群体中出现的频率（: +6=,）。而等
位基因 -和 .只出现在 6;个抗病个体中，其频率分别为 762=C 和 G2F7C；等位基因 / 只出现在感病群体中，
其频率为 6G29FC。
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主要组织相容性复合体（MN?）基因编码细
胞表面糖蛋白，编码的糖蛋白能与抗原多肽结合，

通过与 A 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。鱼类的 MN?!类分子是由!链和"
链组成的异二聚体。自 8IID年 N%+$"(&#&等在鲤
中第一次报道 MN? 基因，至今几乎对所有脊椎
动物的 MN?"、!!和!"基因进行了研究，如软
骨鱼类［8］、硬骨鱼类［B，9］、两栖类［G］、爬行类［J］、鸟

类［O］和哺乳类［F］。MN?基因是目前已知多态性
最丰富的一个基因系统，存在大量的基因座位，每

个基因座位都存在着大量的等位基因，这种多态

性导致了每个个体都能结合和呈递相当数量的、

与免疫反应有直接功能相关性的多肽，其中多态

性位点主要在外显子 B上。对不同种类动物的研
究表明，MN?!基因存在大量的分子多态性，并
且这种多态性与机体的抗病力相关。这一现象在

多种脊椎动物，如鸡［C］、鼠［I］、羊［8D］、人［88］和鲑科

鱼类中［8B］都有过报道。

牙鲆（!"#"$%&’(’)* +$%,"&-.*）是名贵的海产鱼
类，也是黄、渤海区适于发展养殖的优良品种之

一。目前，水产养殖中高密度集约化增加了病原

微生物感染和疾病暴发的机会，给养殖生产带来

巨大危害。为了控制疾病的发生，筛选抗病相关

基因标记，培育抗病优良品种显得极为重要。为

此，近几年来，我们进行了牙鲆抗病品种选育工

作，并对牙鲆抗病群体 MN?!基因的分子多态性
进行了分析，研究了 MN?!基因分子多态性与牙
鲆抗病力之间的关系，为建立牙鲆抗病分子育种

技术奠定了基础。

8 材料与方法

) 3) 实验材料
牙鲆抗病群体和感病群体，系本实验室采用

自然选择和人工选择的方法获得，具体方法参照

文献［89］。具体来说，抗病牙鲆个体是经病原菌
P鳗弧菌（ /%0#%+ "12.%$$"#.3）感染后不出现发病
症状也一直不死亡的个体；感病牙鲆个体是经病

原菌感染后出现腹部肿胀，体色发黑、游动迟缓直

至死亡的个体。本研究共用了 GB 尾抗病牙鲆个
体和 GB尾感病牙鲆个体，分别抽取两种牙鲆的
血液，迅速转移到 P CD Q冰箱保存备用。
) 3* 引物设计
根据本实验室克隆的牙鲆 MN? -)%++ !L 全

长 -RST 序 列（ U.* L%*: %--.++"&* *&3：
TVCGCIJJ）［8G］，在外显子 8 和外显子 B 上设计 8
对 基 因 特 异 性 引 物： ’($-S8 （ J ’<
?A???A?AA?AA?TA?T?UUA<9’）和 ’($-?8（J’<
A??TTT?A?TUAUATA??TT?U<9’），用于牙鲆
MN? -)%++ !L基因的多态性分析。
) +, -./提取和 012扩增
牙鲆 血 液 RST 用 L)&&/ U.*&(. RST

WK#0%-#"&* X"#（A%:%0%）试剂盒提取，具体步骤参照
Y",等［89］的方法进行。;?Z 参照 WK4"5 ;?Z 试
剂盒（A%:%0%）说明书进行。其中正、反引物各添
加 8D 5(&)，模板 RST添加量为 GD *6，;?Z反应
总体积为 BJ#Y。;?Z反应条件：IG Q J ("*，IG
Q 8 ("*，JJ Q 9D +，FB Q 8 ("*，共 9J个循环，
最后 FB Q延伸 8D ("*。所有 ;?Z反应均在 ;A?
P BDD型 ;?Z仪上进行。
) +3 012产物的克隆与测序

8DD#Y的 ;?Z产物，经 8E的琼脂糖凝胶电
泳，切下目的片段，用 [HTW\ !U.) WK#0%-#"&* X"#
（[HTUWS）回收试剂盒进行回收。将回收产物按
9]8 的比例与 5MR8C<A（A%:%0%）载体进行连接。
连接产物 J#Y用于转化 6 7 &+$% RNJ!，根据蓝白
斑原理，筛选白色菌斑，提取质粒，经 8"3N H和
9%1/#双酶切反应和 ;?Z两种方法鉴定含插入
片段的质粒。在上海博亚生物工程有限公司用

TLH 9F9D测序仪进行测序。
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! !" 序列多态性分析
用 "#$%& ’!( 软件分析碱基替换及颠换，并

辅以人工校对，确定变异位点和不同序列。用

)*+,-$* .［/0］进行多序列比较。用 1234 5! (［/6］

中的临位相联法（#789:;<=>?<8#8#9，@A）方法构建进
化树。用改良的 @78和 3<?<;<=8（B>C8,-$#D7）［/E］方
法统计非同义碱基替换（C@）和同义碱基替换
（C%）。用卡方检验（):8>,F+$=7 G7,-）各个基因型在
抗病群体和感病群体中的分布频率。

5 结果

# $! %&’ ()*++ !,基因多态性分析
本试验共对 H’ 个个体的 ’// 个阳性克隆进

行了测序，结果表明有 /I种不同的 1J) D*$,, !
K核苷酸序列，分别编码 /I 种不同的 1J) D*$,,
!K氨基酸序列（&$<*>$**7*7!$>&$<*>$**7*7!L）（图
/）。在 /I种不同的核苷酸序列中，有 0种不同的
内含子 /序列（图 5），其中有 /5个核苷酸插入 M缺
失突变，5 个核苷酸转换和 5 个核苷酸颠换。在
H’个个体中，有 0N个个体表现 5种或 5种以上不
同序列，占总个体数的 E( ! 5O；0N 个个体中有 0
个个体表现出 I个以上的不同序列，占 H ! ’EO；0
个个体中有 / 个个体表现出 0 种不同序列。’//
个阳性克隆质粒中的 5H( M 56H ;B外源序列，去除

中间的内含子序列，共编码 6/ 个氨基酸，通过与
人类 1J) D*$,, !K的氨基酸序列比对，确定本
研究所得 1J) D*$,, !K基因的氨基酸区段对应
位点为 55 P H5，其中多肽结合位点分别为第 I0、
IE、IN、06、0H、6(、60、66和第 E0位，有 6个位点是
多态的，占总多肽结合位点的 66 ! EO。在 5H( M
56H ;B的核苷酸序列中，I5个核苷酸在外显子 /
内，编码 /(个氨基酸，其中未发现有核苷酸变异；
N6 MH’ ;B的内含子 / 序列；/05 ;B的外显子 5 序
列，编码 0/个氨基酸，有 50个核苷酸变异位点，
其中 /’个颠换，/(个转换，/个既有转换又有颠
换。在推测出的编码区内，多态性氨基酸位

点 /I 个，其中多肽结合位点 6个，占总多态位
点的 ’6 !/0O。对核苷酸替换的类型及位点进行
分析，发现非多肽结合区域非同义碱基替换

与同义碱基替换的比值（C@ M C%）（( ! 05I）远远
小于多肽结合位点的 C@ M C%（5I !(N/），表明氨基酸
替换集中出现在抗原结合区附近（表 /）。用
12345! (［/6］中的临位相联法（#789:;<=>?<8#8#9，
@A）构建进化树（图 I），结果表明 /I 个等位基因
聚成一个分支，与鲈的同源关系最近，与丽鱼、真

鲷同源关系次之，与软骨鱼鲨鱼、小鼠和人的同源

关系最远。

图 / 推测出的 /I种不同的 1J) D*$,, !K核苷酸序列编码的氨基酸序列
Q89!/ G:8=-77# B+-$-8R7 C8SS7=7#- 1J) D*$,,!K $L8#< $D8C ,7F+7#D7,

!示多肽结合位点（&KT）；B示多态位点

G:7 &KT ,8-7, U7=7 L$=V7C U8-:“!”，-:7 B<*WL<=B:8D ,8-7, U7=7 8#C8D$-7C U8-:“B”
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图 ! "种不同的内含子 #序列
$%&’! $%() *%++),)-. %-.,/-# 0)12)-3)0
方框示插入 4缺失突变；阴影示转换； 示颠换

5/6 *)-/.)* %-0),. 72.8.%/- 8-* *)9).%/- 72.8.%/-；:;8*) ,)<,)0)-.)* .,8-0%.%/- 8-* ,%<<9) 9%-) 78,=)* .,8-0(),0%/-

图 > 采用临位相联法，以 ?@AB!’C软件构建系统进化树，
表示牙鲆 #>个不同的 ?DE 39800 !5基因型与其他生物对应序列的进化关系

$%&’> F;G9/&)-).%3 .,)) H80 3/-0.,23.)* IG -)%&;I/,JK/%-%-& 7).;/*0 20%-& ?@AB (),0%/- !’C，
H;%3; 0;/H)* .;) ,)98.%/-0;%< I).H))- #> *%++),)-. ?DE 39800!5 899)9)0 /+ L8<8-)0) +9/2-*), 8-*

.;) 3/,,)0</-*%-& 0)12)-3)0 /+ /.;), =-/H- ?DE 39800!5
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表 ! 牙鲆 !"个不同的#$% &’()) !*外显子 +序列上的每个
核苷酸位点的同义碱基替换（,-）和非同义碱基替换（,.）分析结果

/(01! -23432546)（,-）(3, 3437)23432546)（,.）)60)89868943) :;< 36&’;489,; 4= !"

,9==;<;38 #$% &’()) !* ;>43 + );?6;3&;) 93 @(:(3;); =’463,;<

编码区
!"#$%& ’(&$"%

编码的氨基酸数目
%") "* !"#$%&

同义碱基替换
#+

非同义碱基替换
#,

#, - #+

非多肽结合位点 %"%./01 23 4)452（4)436） 4)478（4)498） 4 )237
多肽结合位点 /01 : 4)499（4)494） 4)328（4)4;5） 37 )4:9
共计 <"<=> 59 4 )484（4)496） 4)459（4)49;） 9 )232

注：括号中数字为标准误差

,"<(?：+) @)（+<=%#=’# (’’"’）&$A(% $% B=’(%<C(?(?

+ 1+ #$% &’()) !*等位基因的多态性及与抗
病力的关系

在 97 种不同的氨基酸序列（/=">.=>>(>(! =.
/=">.=>>(>(!D）中，/=">.=>>(>(! =./=">.=>>(>(! * 和
/=">.=>>(>(! E，/=">.=>>(>(! F，/=">.=>>(>(! $，/=">.
=>>(>(!D是抗病群体和感病群体所共有的。不同
等位基因在感病群体分布与抗病群体分布频率示

于图 8，经卡方检验（!C$.?GH=’( I(?<），等位基因 #
在感病群体中出现的频率（37 ) 64J）显著高于抗
病群体中出现的频率（; ) 98J），而等位基因 ! 和
" 只出现在 97个抗病个体中，它们的频率分别为
39 #8$ 和 : #23$；等位基因 % 只出现在感病个体
中，其频率为 9: #42$（表 3）。

图 8 不同 KLM !>=?? !0等位基因在抗病群体
和感病群体中的分布频率

N$&)8 O$?<’$PH<$"% "* 97 #$**(’(%< KLM !>=??!0 =>>(>(?
$% ’(?$?<=%< ?<"!F（QC$<( P=’?）=%# ?H?!(B<$P>( ?<"!F
（P>=!F P=’?）"* R=B=%(?( *>"H%#(’
!：& S 4)42；!!：& S 4)49

表 + 不同等位基因在感病群体与抗病群体的分布频率（A）及卡方检验
/(01+ B;<&;38(C;) 4= 8D; &’()) !* (’’;’;) 93 <;)9)8(38 )84&E (3, )6)&;:890’;

)84&E 4= @(:(3;); =’463,;< (3, %D97)?6(<; 8;)8 <;)6’8（:）

等位基因
/=">.=>>(>(! ’ ( ) * + ! " , - . % /

抗病群体
’(?$?<=%< ?<"!F 99 ):4 37 )64 ; )98 37 )64 35 )9: 39 )8 : )23 : )23 95 )5; ; )98 4 )4 3 )76

感病群体
?H?!(B<$P>( ?<"!F 9: )42 95 )5; 37 )64 39 )87 98 )3: 4 )4 4 )4 39 )87 ; )98 3 )76 9: )42 8 );5

卡方检验 B值
MC$.?GH=’(（B） 4)7522 4 )8923 4 )478;! 4 );:83 4 )9;82 4 )4492!! 4)4848! 4 )9792 4 )9;;6 4 )7422 4 )443:!! 4)7;:2

注：!为 & S 4)42；!!为 & S 4)49

,"<(?：! *"’ & S 4)42；!! *"’ & S 4)49

7 讨论

主要组织相容性复合体基因是脊椎动物体内

与机体免疫功能密切相关的一个基因家族，是基

因组中多态性最丰富的区域之一，这表现为群体

内相当数量的等位基因和等位基因间的高多态

性。1"P(’<等［96］指出，KLM基因多态性被限制在

明显的功能性位点，它主要集中在多肽结合位点

（/01）并通过平衡选择保持着。KLM 在此方面
的应用潜能依赖于它的两个特征：多态性、与疾病

的连锁或连锁不平衡。正是因为 KLM基因在鱼
类免疫调节中具有重要意义，所以自 9::4 年以
来，各国已对虹鳟［9:］、鲤［34］、斑马鱼［39］、大西洋

鲑［33］和鲈［37］等 74多种鱼类的 KLM基因序列进
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行了研究，发现 !"# $%&’’ !(基因不仅在种间
存在多态性，而且种内不同个体间也存在相当丰

富的多态性，且多态性多存在于外显子 )两个半
胱氨酸形成的 *(+位点上。因此可以在细胞外
结构域的两个半胱氨酸形成的链内二硫键的上游

和下游设计引物，进行 !"# $%&’’ !( 序列的
*#+扩增，从而研究牙鲆不同个体之间或不同群
体之间的多态性。例如 ,-./01%2 等［))］在大西洋
鲑的研究中发现了 !"#"和 !"#!类基因的多
态性与抗病力之间存在密切的联系。本实验室克

隆到牙鲆 !"# $%&’’ !( 基因的全长 $345 序
列［67］，这为研究牙鲆 !"# $%&’’ !(基因多态性
及其与牙鲆抗病力的关系奠定了重要基础，本文

研究了 87个牙鲆个体（7)尾抗病个体和 7)尾感
病个体）的 766 个阳性克隆，测序结果表明有 69
个不同的 !"# $%&’’ !(序列，表现了 !"# $%&’’
!(基因的高度多态性，且 87 个个体中有 :; 个
个体表现 )种或 )种以上不同序列，并且其中有
一个个体表现 :种不同的序列，提示这些个体具
有较高的杂合度或是这些序列不是来自单一的基

因座位，至少存在 9个不同的基因座位。并且非
多肽结合区域非同义碱基替代率与同义碱基替代

率的比值（<4 = <>）（? @:)9）远远小于多肽结合位点
的 <4 = <>（)9 @?;6），这表明氨基酸替换集中出现在
抗原结合区附近，正向选择起到了促进其多态性

增加的作用，而这也是具有抗原呈递作用的蛋白

质基因的典型特征［6)，)7］。而有关牙鲆 !"# $%&’’
!(基因的多态性在种群遗传学和抗病品种筛选
方面的研究工作尚有待进一步进行。

!"#基因在免疫反应中具有重要作用，并且
特殊的 !"#!等位基因与抗病力有关，在鱼类上
只在鲑科鱼中有过报道。*&%2. 等［6)］在虹鳟中利
用 >>#*技术发现 !"#!等位基因的多态性与对
A"4病毒的抗性密切相关；B10/ 等［):］发现大西
洋鲑的 !"#位点也是高度多态的，并且这种多
态性的维持依赖于对感染性病原体的依赖性选

择，同时，他们还定性地分析了含有不同 !"#等
位基因的大西洋鲑个体在对细菌 !"#$%$&’(
(’)%$&*+*,’ 免疫反应上的不同，发现了 !"#位点
的高度多态性和对病原体的抗病能力之间的相关

关系。另外，不同个体之间在发病过程中也存在

着差异，这不仅与鱼体自身的状况有关，也可能是

由于 !"#基因的表达产物广泛参与各种外源抗

原的识别，其遗传背景的差异可导致不同个体间

抗病能力和自身免疫的差异。本研究初步筛选到

)个与牙鲆抗病密切相关的基因型，即只出现在
抗病个体中的等位基因 - 和 .，其出现频率分别
为 )6 @7C 和 ; @:)C；而等位基因 ) 只出现在感病
群体中，其频率为 6; @ ?:C，这为进一步筛选牙鲆
抗病相关基因标记和利用抗病基因型进行抗病牙

鲆的选育奠定了良好基础。
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