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摘要! 在草鱼中新发现的两种免疫球蛋白重链的 :8+,和基因组序列!其中的一种 /Ug命名

为/UgD$!以区别于已报道的/Ug!另一种只有两个恒定区!一个恒定区与/UQ相似而另一个与

/Ug相似!这一特征与已报道的鲤的 /UQD/Ug相似!故同样称为 /UQD/Ug" 分泌型 /UgD$ 的

:8+,序列包含 # ??@ \T!编码 =!@ 个氨基酸!其 !o编码区包含 $<> \T!但缺乏 =o非编码区及部

分可变区序列" 分泌型/UQD/Ug的:8+,全长为 # !#< \T!编码 !<# 个氨基酸!其 =o非编码区

包含 ! \T!!o非编码区包含 $$> \T" 膜结合型/UQD/Ug由两个膜外显子与31$ 中的一个剪切

位点剪切而成" 氨基酸序列比对结果显示 /UgD$ 和 /UQD/Ug的恒定区存在保守的半胱氨酸"

系统进化树分析显示!草鱼/UgD$ 以较高的支持率与斑马鱼/Ug聚为一枝!再与草鱼/Ug%草鱼

/UQD/Ug和鲤/UQD/Ug这一枝聚为一类" 用半定量 *CDB3*检测 /UgD$ 和 /UQD/Ug在 " 条草

鱼的器官A组织中的表达!发现分泌型/UgD$%分泌型/UQD/Ug和膜结合型/UQD/Ug在 " 条鱼中

的表达存在个体差异!但主要都在免疫器官中表达"

关键词! 草鱼& 免疫球蛋白& /UgD$& /UQD/Ug& *CDB3*

中图分类号! 0@#>& e=#$

p

7$&&&&&&&文献标识码',

&&免疫球蛋白"GEE_I5U65\_6GI!/U#是指具有

抗体活性或化学结构与抗体分子相似的球蛋白!

/U的基本单位是由两条重链"H9F̀L :HFGI!1链#

和两条轻链"6GUHY:HFGI!-链#组成!根据 /U 重链

恒定区":5IJYFIYN9UG5I!3区#肽链抗原特异性的

不同!免疫球蛋白被划分为多种类型(# ;$)

' 哺乳

动物主要具有 = 种免疫球蛋白类型!即/UQ&/U8&

/Ua&/U2和 /U,!其对应的重链分别为
!

&

-

&

.

&

/

和
,

! 最近在比较古老的哺乳动物鸭嘴兽

"<0#+:9$09"#=9(',#,:+#('#中发现了一种新的免

疫球蛋白/U(!其重链基因为
0

(!)

'

鱼类是在进化史上最早具有/U 的脊椎动物!

但鱼类/U 的研究起步较晚' 随着研究的不断深

入!目前硬骨鱼类中已报道了多种免疫球蛋白!即

/UQ&/U8&/UgA/UC&/UQD/Ug以及从红鳍东方

"5,>+C(%( 0(/0+8)'#中报道的新型/U1

(")

' /UQ和

/U8是最早从鱼类中报道的两种免疫球蛋白!已

经从多种鱼类中克隆获得(= ;>)

!其他几种免疫球

蛋白是自 $%%= 年才相继报道的' 目前已从斑马

鱼 " M,#+$ 0)0+$ #

(?)

& 草 鱼 " !:)#$89,0"#%$@$#

+@)&&('#

(@)中克隆了 /Ug!从虹鳟 "<#=$09"#=9('

*">+''#

(#%)

&三棘刺鱼"2,':)0$':)(',=(&),:('#

(##)

和大西洋鲑";,&*$ ',&,0#

(#$)中报道了 /UC' /Ug

和/UC都由 " 个恒定区组成!并且在序列上存在

较高的相似性' 另外在红鳍东方中报道了一种

新型/U1

(")

!只包含 $ 个恒定区!其 31# 与 /Ug&

/UC的 31# 存在较高的相似性!其 31$ 与 /Ug&

/UC的31" 存在较高的相似性(")

' /Ug&/UC和新

型/U1的重链基因在基因组上都位于
!

基因的

上游!且相应的恒定区序列存在较高的相似性!因

此被认为是同一种免疫球蛋白(#!)

' 鲤"!"80+#('

=,08+$# 中报道了一种 /UQD/Ug嵌合体(#")

!其

:8+,序列包括 $ 个恒定区!第一个恒定区与

/UQ的 31# 非常相似!第二个恒定区与斑马鱼
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/Ug的 31" 有很高的相似性!但没有编码 /UQD

/Ug重链基因的基因组序列!因此推测这种 /U 是

在转录的过程中由/UQ和/Ug嵌合而成(#")

'

草鱼是我国淡水养殖的主要养殖对象之一!

但草鱼的抗病力差&成活率低!易患出血病&烂鳃

病&赤皮病和肠炎病等!这些疾病在一定程度上阻

碍了草鱼养殖业的健康发展' 要解决这些问题!

除了加强管理!提高养殖技术外!还必须认识其免

疫系统!了解机体自身的免疫功能!以期通过免疫

手段增强鱼体的防御能力' 目前!关于其适应性

免疫系统中免疫球蛋白的研究!已经报道了/UQ&

/Ug和 /U8的存在(@!#=)

!本研究克隆了草鱼的其

他两种免疫球蛋白重链基因!即 /UgD$ 和 /UQD

/Ug!并进行了器官或组织水平的表达分析及系统

进化分析'

#&材料与方法

!"!#总\KF和基因组AKF的提取

实验用草鱼"@% P#$% U#来自中国科学院水

生生物研究所关桥实验基地' 取头肾约 %7# U!按

CNGb56试剂盒 "/I`GYN5U9I#说明书提取总 *+,'

取脾脏约 %7$ U!参照XGbFNV a9I5EG:8+,纯化

试剂盒"BN5E9UF#提取基因组8+,'

!"$#草鱼a7dD$ 和a7IDa7d的<AKF序列扩增

按照 0Q,*C:8+,合成试剂盒"365IY9:H#

操作手册!将提取的草鱼头肾总 *+,反转录为

:8+,第一链' 根据已知的斑马鱼和草鱼 /Ug基

因的保守序列!设计草鱼 /UgD$ 基因的正&反向简

并引物"表 ##!以 0Q,*C:8+,为模板!扩增草

鱼/UgD$ 的:8+,片段!以获得的草鱼/UgD$ 片段

设计 =o和 !o*,32引物 "表 ##!与 )BQ 扩增

/UgD$ :8+,的 =o和 !o端' 根据已获得的草鱼

/Ug和/UgD$ :8+,序列设计引物"表 ##!用引物

g.# 与)BQ扩增/UQD/Ug的 !o端!用特异性引物

扩增/UQD/Ug的 =o端序列以及膜结合型 /UQD/Ug

的 !o端序列' B3*反应条件为 @" S变性 = EGI%

@" S !% J!<% S !% J!>$ S @% J!!% 个循环%>$

S延伸 > EGI' B3*产物经 #7%O琼脂糖凝胶电

泳后!用(E9UF公司的胶回收试剂盒进行回收!

将回收产物与 CFmF*F公司的 TQ8#?DC载体于

#< S连接过夜后!转化入大肠杆菌"I'=9)0+=9+,

=$&+#81=

,

株!通过 B3*检测阳性克隆!并将阳

性克隆交华大公司进行测序'

!"%#a7dD$ 和a7IDa7dAKF序列的扩增

根据已获得的 /UgD$ 和 /UQD/Ug的 :8+,序

列设计特异性引物"表 ##!以草鱼8+,为模板进

行扩增' B3*反应条件为 @" S变性 = EGI%@" S

!% J!<% S #$% J!>$ S @% J!!% 个循环%>$ S延伸

> EGI' B3*产物经 #7%O琼脂糖凝胶电泳后!用

(E9UF公司的胶回收试剂盒进行回收!将回收产

物与CFmF*F公司的 TQ8#?DC载体于 #< S连接

过夜后!转化入大肠杆菌 81=

,

株!通过 B3*检

测阳性克隆!并将阳性克隆交华大公司进行测序'

!"&#序列分析及系统进化树的构建

用+3R/网站" HYYT$

&

]]]7I:\G7I6E7IGH7

U5`A\6FJY#的R-,0C+和R-,0Cf软件进行同源

基因的搜索%氨基酸序列的推断通过 2iB,0L 网

站"HYYT$

&

F_79iTFJL75NUA#的翻译程序完成%氨

基 酸 序 列 同 源 性 比 较 由 36_JYF6f

(#<) 和

R(f01,82!7$#"HYYT$

&

]]]7:H79E\I9Y75NUA

J5MY]FN9AR(fsM5NE7HYE6# 程序完成%并使用

BN5YBFNFE软件分析编码蛋白的理化性质%使用

QFYa,C$7%$

(#>)软件计算序列的相似性和同一

性' 采 用 B,)B

(#?) 最 大 简 约 法 " EFiGE_E

TFNJGE5IL!QB#构建最简约树!并采用重复抽样

分析 # %%% 次检验分子系统树各分枝的置信度!

选用斑马鱼的38" 基因作为外类群'

!"'#a7在草鱼组织中转录水平上的表达分析

实验用 " 尾草鱼"体重 @% P#$% U#同样来自

中国科学院水生生物研究所关桥实验基地!驯养

两周后分别取其头肾&脾脏&肠&肌肉&肝脏&中肾

和鳃 > 种器官A组织!按CNGb56试剂盒说明书提取

各组织总 *+,!随后用脱氧核糖核酸酶
"

"895iLNG\5I_:69FJ9

"

!8+FJ9

"

# 对所提取的

*+,进行处理' 分别测量 *+,样品在 $<% IE

和 $?% IE波长下的吸光度值!计算 *+,样品的

浓度和纯度' 取 $

!

U经过上述处理的*+,样品

在 $%

!

-反应体系中用 *9̀9NY,GV .GNJY0YNFIV

:8+,0LIYH9JGJmGY".9NE9IYFJ#进行反转录' 以

合成的:8+,模板!使用
&

S,=:+# .和
&

S,=:+# *引

物进行扩增!取等量 B3*产物电泳!根据各个组

织电泳条带的强弱调节各个组织 B3*扩增的模

板量!直至以同一尾草鱼 > 个器官A组织为模板扩

增的
&

S,=:+# 基因的条带亮度基本一致' 根据

/UgD$ 和/UQD/Ug的 :8+,序列设计特异性引物

"表 ##!以各组织的:8+,为模板进行扩增!总体

%")$
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&&

积为 =%

!

-的反应体系的程序如下$@" S预变性

= EGI 后!分别接 $=&!%&!=&"% 及 "= 个循环"@"

S !% J!=@ S !% J!>$ S "% J#!>$ S延伸 < EGI'

用 #O琼脂糖凝胶电泳检测各循环的扩增产物!

最后展示的是第 != 个循环的扩增结果'

表 !#扩增草鱼a7dD$ 和a7IDa7d及半定量\+DJ.\所用的引物

+,-"!# J230;24E4;=6/2<>/5357 a7dD$ ,5=a7IDa7d7;5;4/672,44<,21,5=6/24;03D]E,5939,93B;\+DJ.\

名称

IFE9

序列"=o;!o#

J9d_9I:9"=o;!o#

用途

FTT6G:FYG5I

g$.# a,3,3Ca3"a,#aCaC,CC,3CaCa3 扩增/UgD$ 的中间片段的引物

g$*# C"C3#C"C3#C3,3",3#",3#C"C3#aaCaa"a,#CC3,a 扩增/UgD$ 的中间片段的引物

g$.$ ,CaCaCaCC,CCa,a,,CCC3 扩增/UgD$ :8+,!o末端

g$*$ CaaCC3Ca333C3C,CaC,,a 扩增/UgD$ :8+,=o末端

g.# 3a,CaC3C,C,C3,CaCaa,, 扩增J/UQD/Ug:8+,!o末端

). aa,C,3CaC,a,aa,a,,C3,,C3, 扩增/UQD/Ug:8+,=o末端

)* ,3,,,,a3,C3,3,3C3,3,3,aaC 扩增/UQD/Ug:8+,=o末端

3.$ 3C3,,33,C3C33a33a,,aC3 扩增E/UQD/Ug:8+,!o末端

3*# ,3CCC,CCa,Ca,aCaCa,,3,CCa,a 扩增E/UQD/Ug:8+,!o末端

)BQ 3C,,C,3a,3C3,3C,C,aa3 :8+,=o! !o*,32通用引物

g$8M C3CC33C3aa,CCC33C,CCC, 扩增/UgD$ 8+,序列

g$8N a3,3CaaCC3Ca333C3C,Ca 扩增/UgD$ 8+,序列

Qg8. 3Ca,,33,C3Ca3a33a,,aC 扩增/UQD/Ug8+,序列

Qg8* ,3CCC,CCa,Ca,aCaCa,,3, 扩增/UQD/Ug8+,序列

2Qg.# ,aC3,,C3CC3a333CaC3C3 扩增J/UQD/Ug*CDB3*引物

2Qg*# 3,,3,aaa,a3,C,,a3,CC 扩增J/UQD/Ug*CDB3*引物

2Qg.$ ,C,C3,CaCaa,,aaCaaa3,,Ca 扩增E/UQD/Ug*CDB3*引物

2Qg*$ ,3CCC,CCa,Ca,aCaCa,,3,CCa,a 扩增E/UQD/Ug*CDB3*引物

2g. a,,aaC3CCCC3,3,a3,3,3,aC 扩增J/UgD$ *CDB3*引物

2g* ,C,,C3,,3Caa,3,CC3Ca33Ca 扩增J/UgD$ *CDB3*引物

&

S,=:+# . 33CC3CCaaaC,Caa,aC3CC 扩增
&

S,=:+# *CDB3*引物

&

S,=:+# * ,a,aC,CCC,3a3C3,aaCaa 扩增
&

S,=:+# *CDB3*引物

$&结果

$"!#a7dD$ 的序列分析

通过 B3*扩增从草鱼中获得了一种新的

/U1序列!与已报道的草鱼 /Ug恒定区氨基酸序

列相似性为 =@7?O!命名为 /UgD$!分泌型 /UgD$

"J9:N9Y5NL /UgD$!J/UgD$#的 :8+,序列共 # ??@

\T!a9IRFIc 登录号为 ae$%#"#@!编码 =!@ 个氨

基酸!其 !o非编码区包含 $<> \T!但缺乏 =o非编码

区及部分可变区序列!/UgD$ 的恒定区序列中存在

< 个糖基化位点"图 ##' /UgD$ 重链基因的基因

组结构为 31#"$>! \T#D/40#"@" \T#D31$"$@#

\T#D/40$"#<? \T#D31!"!$> \T#D/40!"$#= \T#D

31""!!? \T#!所有的外显子与内含子的界限都

遵 循 aCD,a 法 则! a9IRFIc 登 录 号

为ae"$@#>='

$"$#a7IDa7d的序列分析

分泌型/UQD/Ug"J9:N9Y5NL /UQD/Ug!J/UQD/Ug#

的 :8+,序列含 # !#< \T!a9IRFIc 登录号为

ae$%#"$%!包含 ! \T 的 =o)C*!# %?< \T 的开放阅

读框!编码 !<# 个氨基酸!!o)C*具有 $$> \T!!o

)C*中含有一个多聚腺苷酸加尾信号",,C,,,#!

并且包含 T56L",#"图 $D,#' 推断分子式为 3

#><@

1

$><$

+

">%

(

==!

0

#@

!预测分子量为"%7%> c_!理论等电点

?7"$' 膜结合型 /UQD/Ug"E9E\NFI9/UQD/Ug!

E/UQD/Ug#的a9IRFIc 登录号为2)$"!$"#!E/UQD

/Ug由两个膜外显子"CQ# 和CQ$#与J/UQD/Ug中

最后一个恒定区中的隐蔽性剪切位点 ",,

*

aC,,,#剪接而成"图 $DR#' /UQD/Ug的重链基因

的基因组结构为31#"!$> \T#D/40#"<$? \T#D31$

"!=< \T#D/40$ "@=? \T#DCQ# "#== \T#D/40! "#"!

\T#DCQ$"#$ \T#!a9IRFIc登录号为2.#%#?@%'

&")$
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图 !#草鱼4a7dD$ <AKF序列及由此推断的氨基酸序列

推断的+;糖基化位点用阴影标出!终止密码子用星号表示!多聚腺苷酸加尾信号用下划线表示!不稳定信号用方框表示!J/UgD$

的a9IRFIc登录号ae$%#"#@'

M37"!#KE<>;/93=;4;]E;5<;4,5==;=E<;=,035/ ,<3=4;]E;5<;4/64a7dD$ 3572,44<,21

B5Y9IYGF6JGY9JM5N+DU6L:5JL6FYG5I FIV YH9JY5T :5V5IJFN9GIVG:FY9V \L JHFV9FIV FJY9NGJcJ!N9JT9:YG̀96L7CH9T_YFYG̀9T56LFV9IL6L6FYG5I

JGUIF6J9d_9I:9GJ_IV9N6GI9V7CH9J9d_9I:9J5MGIM6FEEFY5NL E5YGMJFN9GIVG:FY9V ]GYH \5i9J7CH9a9IRFIc F::9JJG5I I_E\9NM5NJ/UgD$ GJ

ae$%#"#@7

图 $#草鱼a7IDa7d<AKF序列及由此推断的氨基酸序列

",#J/UQD/Ug序列%"R#部分E/UQD/Ug序列' 推断的+;糖基化位点用阴影标出!终止密码子用星号表示!多聚腺苷酸加尾信号

用下划线表示!隐蔽性剪切位点 ,,

*

aC,,,以斜体标示' J/UQD/Ug和 E/UQD/Ug的 a9IRFIc 登录号分别为 ae$%#"$%

和2)$"!$"#'

M37"$#KE<>;/93=;4;]E;5<;,5==;=E<;=,035/ ,<3=4;]E;5<;/6a7IDa7d62/072,44<,21

",#J/UQD/Ug% "R# BFNYGF6E/UQD/Ug7B5Y9IYGF6JGY9JM5N+DU6L:5JL6FYG5I FIV YH9JY5T :5V5IJFN9GIVG:FY9V \L JHFV9FIV FJY9NGJcJ!

N9JT9:YG̀96L7CH9T_YFYG̀9T56LFV9IL6L6FYG5I JGUIF6J9d_9I:9JFN9_IV9N6GI9V7CH9:NLTYG:V5I5NJT6G:9JGY9",,

*

aC,,,# 5MUNFJJ:FNT

/UQD/UgGJJH5]I GI GYF6G:J7CH9a9IRFIc F::9JJG5I I_E\9NJM5NJ/UQD/UgFIV E/UQD/UgFN9ae$%#"$% FIV 2)$"!$"#!N9JT9:YG̀96L7

'")$



#$ 期 肖凡书!等$草鱼的两种新型免疫球蛋白基因/UgD$ 和/UQD/Ug

&&

$"%#氨基酸序列比对分析

氨基酸序列的相似性分析结果"表 $#表明!

草鱼 /UgD$ 的全部恒定区氨基酸序列与斑马鱼

/Ug&草鱼/Ug&虹鳟 /UC&草鱼 /UQ的全部恒定区

氨基酸序列的相似性较高!依次为 <<7>O&

=@7?O&=$7<O&">7?O!将草鱼 /UgD$ 的各个恒

定区与表 ! 中的 /U1的对应恒定区进行比对!草

鱼/UgD$ 的31#&31$&31! 的氨基酸序列与斑马

鱼/Ug对应的恒定区相似性最高!分别为<%7@O&

<>7%O&<?7?O!草鱼 /UgD$ 的 31" 与斑马鱼 /Ug

31" 以及鲤 /UQD/Ug31! 的氨基酸相似性都高

达 >=7%O"表 $#'

表 $#草鱼a7dD$ 恒定区与草鱼a7I"a7d"a7IDa7d"其他鱼类a7恒定区氨基酸序列相似性

+,-"$#J;2<;59,035/ ,<3=4303>,239H -;98;;5</549,592;73/54/672,44<,21a7dD$ ,5=/9:;2a74,4

6/>>/84!a7I%a7d%a7IDa7d62/072,44<,21,5=a7435/9:;29;>;/494

物种

JT9:G9J

恒定区

:5IJYFIYN9UG5IJ

31#D""O# 31#"O# 31$"O# 31!"O# 31""O#

草鱼/UQ ">7? ==7% "=7> "#7! "<7%

草鱼/UQD/Ug !>7> =$7? A A >$7@

草鱼/Ug =@7? =<7" "!7# <=7# >%7<

斑马鱼/Ug <<7> <%7@ <>7% <?7? >=7%

虹鳟/UC =$7< "?7% ="7= "?7< =>7=

红鳍东方/U1 $>7# "@7% A A !?7"

鲤 /UQD/Ug !=7@ =!7< A A >=7%

&&草鱼/UQD/Ug的全部恒定区氨基酸序列与鲤

/UQD/Ug的全部恒定区氨基酸序列的相似性最

高!达 >"7%O!其次是与红鳍东方中新的 /U1

存在较高的相似性!相似性为 ">7#O' 其中!

/UQD/Ug的31# 与草鱼/UQ的31# 相似性最高!

达 ?=7#O!31$ 与草鱼/Ug的31" 相似性最高达

>>7!O"表 !#'

表 %#草鱼a7IDa7d恒定区与草鱼a7I"a7d"a7dD$"

其他鱼类a7恒定区氨基酸序列的相似性

+,-"%#J;2<;59,035/ ,<3=4303>,239H -;98;;5</549,59

2;73/54/672,44<,21a7IDa7d,5=/9:;2a7435<>E=357

a7I%a7d%a7dD$ 62/072,44<,21,5=a7435/9:;29;>;/494

物种

JT9:G9J

恒定区:5IJYFIYN9UG5IJ

全部

31"O#

第一个

31"O#

最后一个

31"O#

草鱼/UQ !=7$ ?"7! "#7#

草鱼/UgD$ !>7> =$7? >$7@

草鱼/Ug "!7$ ?%7< >>7!

斑马鱼/Ug !=7< "!7= <>7?

虹鳟/UC !#7# ==7< =%7?

红鳍东方新型/U1 ">7# =%7% "%7>

鲤 /UQD/Ug >"7% >>7! >$7@

&&氨基酸序列比较分析结果"图 !#表明!草鱼

/UgD$ 和/UQD/Ug在31# 含有 ! 个保守的半胱氨

酸!第一个是起连接重链和轻链作用的半胱氨酸!

另外两个半胱氨酸用于形成链内二硫键' 草鱼

/UgD$ 和/UQD/Ug中其他的恒定区也都具有两个

保守的用于形成链内二硫键的半胱氨酸' 此外!

在草鱼 /UgD$ 和 /UQD/Ug的各个恒定区存在一个

或两个保守的色氨酸'

$"&#系统发育分析

利用/U的重链恒定区氨基酸序列进行多序

列对位排列并构建系统进化树!显示草鱼 /UgD$

与斑马鱼/Ug聚为一枝!再依次与草鱼 /Ug&草鱼

/UQD/Ug和鲤/UQD/Ug聚在一起%三棘刺鱼/UC与

鳜" ;+#+8)0=, =9(,:'+# /UC&红鳍东方中新型

/U1&虹鳟 /UC先分别聚在一起!再与草鱼 /UgD$

等聚在一起!这一大类最后与硬骨鱼类 /UQ聚为

一大枝"图 "#' 此外!系统发育分析结果表明!两

栖类&爬行类&鸟类和哺乳动物 /UQ聚为一大类!

硬骨鱼类 /UQ单独聚为一大类!而软骨鱼类的

/UQ则在这两大类之外!与 /UX&+,*聚成一大

类!但支持率低于 =%O'

$"'#a7在草鱼的器官R组织中转录水平的表达

采用半定量*CDB3*检测J/UgD$&J/UQD/Ug和

E/UQD/Ug在 "条草鱼中的表达"图 =#!发现J/UQD

/Ug!E/UQD/Ug和J/UgD$在 "条草鱼中的表达并不

完全一致' 在第一&二条鱼中!J/UQD/Ug和E/UQD

/Ug只在头肾中有明显表达!而在第三&四条鱼中!

J/UQD/Ug和E/UQD/Ug在头肾!中肾!鳃!肠和脾脏

中均可见表达' J/UgD$ 在第一&二条鱼的头肾&中

肾中有较强的表达!在第三条鱼的头肾中有较弱的

表达!而在第四条鱼的各组织中无明显表达'

*")$
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图 %#a7I"a7d"a7+"a7U和 a7IDa7d重链恒定区氨基酸序列的排列

同样的氨基酸用星号"

!

#表示!类似的氨基酸用阴影表示!缺失的氨基酸用横线表示' 保守的半胱氨酸"3#和色氨酸"X#在保守

氨基酸的上方分别用*3+或*X+表示' 所用序列的 a9IRFIc 登录号及对应的缩写如下$人 /UQ"H_Q!分泌型!3,R!>?!?!膜结合

型!2,X?#@!?#%虹鳟/UQ"YNQ!分泌型!,,X<<@>$!膜结合型!,,,=<<<$#%草鱼/UQ"UNQ!分泌型!,R8><!@<#%斑马鱼/Ug"b9g!

分泌型!,,C<>""<!膜结合型!,,C<>"""#%虹鳟/UC"YNC!分泌型!,,X<<@>?!膜结合型!,,X<<@?%#%红鳍东方新型 /U1"M_1!

分泌型!R,8?@$@>!膜结合型!R,8?@$@?#%鲤 /UQD/Ug":F3!分泌型!R,8<@>#=#%草鱼 /Ug" UNg!分泌型!ae$%#"$#!膜结合型!

2)$"!$"%#%草鱼/UgD$"UNg$!分泌型!ae$%#"#@#%草鱼/UQD/Ug"UN3!分泌型!ae$%#"$%!膜结合型!2)$"!$"##'

M37"%#F035/ ,<3=,>3750;59-,4;=/5:;,BH <:,35</549,592;73/54/69:;a7I%a7d%a7+%a7U,5=a7IDa7d

/V9IYG:F6N9JGV_9JFN9GIVG:FY9V ]GYH FJY9NGJc"

!

#FIV JGEG6FNFEGI5 F:GVJFN9JHFV9V7CH9EGJJGIU FEGI5 F:GVJFN9EFNc9V \L VFJH9J7CH9

:LJY9GI9JFIV YNLTY5THFIJGI :5IJ9Ǹ9V 65:FYG5I FN9GIVG:FY9V ]GYH *3+ FIV *X+!F6Y9NIFYG̀96L7a9IRFIc F::9JJG5I I_E\9NJ5MJ9d_9I:9J

_J9V FN9FJYH9M5665]GIUJ$H_EFI /UQ"H_Q!J9:N9Y9V M5NE!3,R!>?!?!E9E\NFI9M5NE!2,X?#@!?#% NFGI\5]YN5_Y/UQ"YNQ!J9:N9Y9V

M5NE!,,X<<@>$!E9E\NFI9M5NE!,,,=<<<$#% UNFJJ:FNT /UQ"UNQ!J9:N9Y9V M5NE!,R8><!@<#% b9\NFMGJH /Ug"b9g!J9:N9Y9V M5NE!

,,C<>""<!E9E\NFI9M5NE!,,C<>"""#% NFGI\5]YN5_Y/UC"YNC!J9:N9Y9V M5NE!,,X<<@>?!E9E\NFI9M5NE!,,X<<@?%#% M_U_ /U1

"M_1!J9:N9Y9V M5NE!R,8?@$@>!E9E\NFI9M5NE!R,8?@$@?#% :FNT :HGE9NF/UQD/Ug":F3!J9:N9Y9V M5NE!R,8<@>#=#% UNFJJ:FNT /Ug

"UNg!J9:N9Y9V M5NE!ae$%#"$#!E9E\NFI9M5NE!2)$"!$"%#% UNFJJ:FNT /UgD$" UNg$!J9:N9Y9V M5NE!ae$%#"#@#% UNFJJ:FNT /UQD/Ug

"UN3!J9:N9Y9V M5NE!ae$%#"$%!E9E\NFI9M5NE!2)$"!$"##7

(")$



#$ 期 肖凡书!等$草鱼的两种新型免疫球蛋白基因/UgD$ 和/UQD/Ug

&&

图 &#基于脊椎动物免疫球蛋白重链基因构建的系统发育树

采用QB法构建系统进化树!以斑马鱼的38"为外类群!枝上数字为# %%%次 \55YJYNFT的置信度值"只显示在=%O以上的值#' 建树所用序

列为重链基因的全部恒定区氨基酸序列"鱼类/U8基因去除了
!

#的序列#!除三棘刺鱼的/UC#&/UC"的序列来自所发表论文的正文外(##)

!

其余序列均来自a9IRFIc!序列的登录号见系统发育树中的括号内' 1J7人% QE7小鼠% RY7牛% (F7鸭嘴兽% aU7鸡% ,T7绿头鸭% BJ7中华

鳖% ,:7安乐蜥% f67非洲爪蟾% fY7热带爪蟾% ,E7美西螈% B]7欧非肋突螈% 2E7豹纹壁虎% BJ:7红耳龟% 1M7角鲨% -97鳐% aF7三棘刺鱼%

0:7鳜% CN7红鳍东方% (E7虹鳟% 3:7鲤% 8N7斑马鱼% 3G7草鱼% /T7斑点叉尾 % BF7肺鱼% a:7护士鲨% 3T7沙洲鲨'

M37"&#J:H>/7;5;93<2;>,93/54:31/6300E5/7>/-E>35:;,BH <:,357;5;435B;29;-2,9;4

CH9YN99]FJGIM9NN9V \L EFiGE_ETFNJGE5IL"QB#]GYH b9\NFMGJH 38" _J9V FJYH95_YUN5_T7R55YJYNFT J_TT5NỲF6_9JMN5EYH9QB" q=%O#

FN9JH5]I FY\NFI:H I5V9J7CH9YN99]FJ:5IJYN_:Y9V \L _JGIU :5ET69Y9:5IJYFIYN9UG5I FEGI5 F:GV J9d_9I:9J!9i:9TYYHFY

!

# ]FJI5Y_J9V GI

MGJH /U872i:9TYM5NYH9YHN99DJTGI9V JYG:c69\F:c MGJH /UC# FIV /UC" ]HG:H ]9N95\YFGI9V VGN9:Y6L MN5EYH9T_\6G:FYG5I

(##)

!F665YH9NJ9d_9I:9J

_J9V GI YH9THL65U9I9YG:FIF6LJGJ]9N9YFc9I MN5EYH9a9IRFIc VFYF\FJ9!]GYH YH9GNF::9JJG5I I_E\9NJJH5]I GI TFN9IYH9J9J71J7?$*$

',8+)#'% QE7J('*('=(&('% RY7N$':,(0('% (F7<0#+:9$09"#=9(',#,:+#('% aU72,&&('%,&&('% ,T71#,'8&,:"09"#=9$'% BJ76)&$@+'=('

'+#)#'+'% ,:71#$&+'=,0$&+#)#'+'% f67K)#$8('&,)-+'% fY7K)#$8(':0$8+=,&+'% ,E71*/"':$*, *)E+=,#(*% B]76&)(0$@)&)'R,&:&% 2E7

I(/&)89,0+'*,=(&,0+('% BJ:76')(@)*"''=0+8:,% 1M7?):)0$@$#:('B0,#=+'=+% -977)(=$0,G, )0+#,=),% aF72,':)0$':)(',=(&),:('% 0:7

;+#+8)0=, =9(,:'+% CN75,>+C(%( 0(/0+8)'% (E7<#=$09"#=9('*">+''% 3:7!"80+#('=,08+$% 8N7M,#+$ 0)0+$% 3G7!:)#$89,0"#%$@$# +@)&&('%

/T7P=:,&(0('8(#=:,:('% BF760$:$8:)0(',):9+$8+=('% a:72+#%&"*$':$*, =+00,:(*% 3T7!,0=9,09+#('8&(*/)('7

#")$
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图 '#草鱼a7dD$ 和a7IDa7d的组织表达分析

M37"'#XT12;443/5/672,44<,21a7dD$ ,5=a7IDa7d35=366;2;59/27,54,4=;9;<9;=-H \+DJ.\

!&讨论

本研究分别克隆了编码草鱼 /UgD$ 和 /UQD

/Ug恒定区基因的 :8+,序列' 将草鱼 /UgD$ 的

全部恒定区及每个恒定区分别与已报道的鱼类的

/UgA/UC进行氨基酸相似性分析!发现草鱼 /UgD$

的恒定区与斑马鱼/Ug的恒定区的氨基酸序列相

似性最高!系统进化树分析显示草鱼 /UgD$ 以极

高的支持率最先与斑马鱼 /Ug聚为一枝!表明草

鱼/UgD$ 也应与斑马鱼 /Ug同为一类免疫球蛋

白!也表明草鱼中存在两种类型的 /Ug' 在目前

已经阐述的草鱼 /U1基因座中!/Ug的重链基因

位于/UQ的重链基因的上游(@)

!而 /UgD$ 的重链

基因在基因座中的位置尚有待进一步研究' 研究

显示!在斑马鱼和虹鳟中都存在另外一个 /UgA

/UC基因!在斑马鱼中被命名为 /UgD$

(#@)

!而在虹

鳟中则可能存在两个 /U8和两个 /UC基因(#%)

'

最近的研究显示!大麻哈鱼则可能具有两个免疫

球蛋白重链的基因座!这可能与大麻哈鱼是四倍

体的原因有关(#$)

' 但是!在斑马鱼和虹鳟中是否

存在两个免疫球蛋白重链基因座是一个有待回答

的问题!有关草鱼这方面的研究也只有等待草鱼

基因组的不断解密'

草鱼的/UQD/Ug具有两个恒定区!其 31# 与

草鱼/UQ的31# 相似性最高!而31$ 与草鱼/Ug

的31" 相似性最高!这一特征与鲤中 /UQD/Ug的

特征类似(#")

!但鲤 /UQD/Ug只具有 :8+,序列!

缺乏对应的基因组序列!而草鱼 /UQD/Ug的重链

基因则具有对应的基因组序列!其基因组序列包

含两个恒定区外显子及两个膜外显子!这一结果

表明!草鱼 /UQD/Ug并非是由 /UQ和 /Ug在转录

水平嵌合而成!而可能是在基因重排时嵌合而成'

草鱼/UQD/Ug具有分泌型和膜结合型两种形

式' 膜结合型的产生方式是由膜外显子与 31"

中的剪切位点连接!与哺乳动物&鸟类&两栖类和

爬行类中的 /UQ膜结合型的剪切方式一样' 四

足动物膜结合型 /UQ的剪切位点的保守序列是

,a

*

aC,,a

($%)

!而草鱼 E/UQD/Ug中的剪切位

点是,,

*

aC,,,!与四足动物 /UQ剪切位点的

保守序列",a

*

aC,,a#存在差异!但膜结合型

的/UQD/Ug确实存在!并且同样的剪切位点序列

也存在于斑马鱼和草鱼 /Ug中' 此外!红鳍东方

 E/U1和虹鳟 E/UC的 31" 中也存在剪切位

点!剪切位点的序列均为aa

*

aC,,3!也与四足

动物/UQ剪切位点的保守序列不同!这表明鱼类

/Ug&/UC&/U1和/UQD/Ug的膜结合型剪切位点序

列偏离了四足动物 /UQ剪切位点的保守序列!但

仍能被识别!并产生膜结合型免疫球蛋白'

关于/Ug和 /UQD/Ug的转录表达!已经在多

种鱼类中开展了研究!如斑马鱼&红鳍东方&鳜&

)")$
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&&

鲤&草鱼等!在不同鱼类中!/U 表达的器官或组织

并不完全相同!但一般在免疫器官如胸腺&头肾和

脾脏中均有表达(#!)

' 本研究中!半定量 *CDB3*

分析显示 J/UQD/Ug&E/UQD/Ug和 J/UgD$ 在 " 条

草鱼的器官A组织中存在明显的表达差异' 当表

达量低时!J/UQD/Ug&E/UQD/Ug和 J/UgD$ 只在淋

巴器官中表达!这与在其他鱼类的器官A组织中的

表达结果是一致的' 当表达量较高时!E/UQD/Ug

和/UgD$ 不仅在头肾&脾脏等淋巴器官中表达!也

在鳃&肠等器官A组织中有表达' 这种情况有可能

是个体差异引起的!但也可能与这 ! 种基因的表

达时序相关' 另外一个比较特殊的现象是!在第

一&二条鱼中!J/UQD/Ug&E/UQD/Ug的表达较弱!

J/UgD$ 的表达较强!而在第三&四条鱼中J/UgD$ 的

表达较弱! J/UQD/Ug& E/UQD/Ug的表达较强'

/UQD/Ug和/UgD$ 这种器官A组织表达的特点是否

与它们的功能有联系!或者处在不同的免疫状态

的个体它们的 /U 的表达规律如何都是有待进一

步研究的问题'
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