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草鱼 MHC I 区基因的表达特征
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摘要　为全面了解草鱼 MHCI区基因及其表达特征,利用已知斑马鱼 MHCI区基因序列,通过本地Blast
得到草鱼 MHCI区的部分基因序列.采用 RTＧPCR技术,检测 MHCI区BRD２、KNSL２、RXRB、TAPBP、

FABGL、MHCIa、PSMB９以及TAP２等８个基因在健康草鱼各组织的表达水平.结果表明,除FABGL 在肾

脏表达量最高外,其他基因都在血液中的表达量最高.通过实时荧光定量 PCR检测草鱼在嗜水气单孢菌感染

后４、１２、２４、４８及９６h,MHCI区免疫相关基因在脾脏和肾脏中的表达情况.结果发现,BRD２表达量分别在

１２h和２４h在肾脏和脾脏中达到最高;MHCIa表达量在脾脏和肾脏中都先上升后下降,并都在２４h达最大值;

PSMB９表达量在脾脏先上升后下降,在１２h达最大值,在肾脏中则先下降后上升,在２４h达最大值;TAP２在

脾脏和肾脏中整体呈先下降后上升的趋势,在２４h都达最大值,并最后都回调至正常范围.BRD２、MHCIa、

PSMB９、TAP２的表达量在攻毒后都有显著性变化,表明这４个基因在草鱼免疫方面具有重要的作用.
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　　主要组织相容性复合体(majorhistocompatiＧ
bilitycomplex,MHC)是一个包含许多免疫反应相

关基因并相互连锁的基因组区域.在 MHC区中除

了 MHC类基因还有许多其他基因,其中一些直接

与 MHCI类和 MHCII类基因协调作用,但另外一

些基因在脊椎动物免疫系统中的作用还有待研

究[１].MHCI类分子主要是呈递内源性抗原多肽,
与处理后的多肽结合形成复合体,并激活细胞毒性

T细胞(CD８＋ ),使 T 细胞进行细胞免疫[２].目前

研究表明,MHCI区部分基因编码的蛋白与 MHC
I类分子有相互作用,尚未发现另外一些基因编码

的蛋白与 MHCI类分子间是否有作用.其中蛋白

酶 体 亚 单 位 (proteasome subunit beta type,

PSMB)、抗原相关转运体(transportersassociated
withantigenprocessing,TAP)以及 TAP相关蛋白

(TAPＧassociatedprotein,TAPBP)在 MHCI类抗

原呈递途径中发挥着对内源性抗原处理、加工和转

运的作用[３Ｇ５].在硬骨鱼类,如斑马鱼(DanioreＧ
rio)[６]、日 本 河 豚 (Fugurubripes)[７]、大 西 洋 鲑

(Salmosalar)[８]、虹鳟(Oncorhynchusmykiss)[９]

以及青鳉(Oryziaslatipes)[１０]等中已对 MHCI区

基因进行了研究,但大多数都集中在 MHCIa类基

因本身及其与抗病性之间的关系,而对 MHCI区

其他基因却鲜有报道.
草鱼(Ctenopharyngodonidella),属鲤形目、

鲤科、雅罗鱼亚科,是我国淡水养殖的重要经济鱼

类,２０１３年我国草鱼年产量达５０７万t,占淡水养殖

总产量的１８％.但近年来,鱼类养殖模式逐渐转变

为集约化养殖,养殖水环境日益恶化,导致草鱼各种

细菌性疾病的暴 发.其 中 嗜 水 气 单 胞 菌 (AeroＧ
monashydrophila)为弧菌科气单胞菌属,是引发草

鱼细菌性败血症的主要病原,对我国草鱼养殖造成

了严重的危害.笔者利用已知斑马鱼 MHCI区基

因序列,通过本地Blast得到草鱼 MHCI区的８个

基因序列;利用RTＧPCR技术检测这８个基因在健

康草鱼不同组织中的表达水平;并通过实时荧光定

量 PCR(qRTＧPCR)技术检测了 BRD２、PSMB９、

TAP２以及 MHCIa等免疫相关基因在草鱼感染

嗜水气单胞菌后不同时间点表达的变化情况,旨
在为草鱼细菌性败血症的预防和治疗提供参考
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资料.

1　材料与方法

1.1　试验材料

试验所用草鱼均采自湖北省武汉市江夏区金水

闸水产养殖基地,平均体质量１００~１５０g,带回实验

室暂养１个月,水温维持在２８℃.采集３尾健康草

鱼的肝脏、脾脏、肾脏、肠、鳃、心脏、肌肉、血液等

８个组织用于基因组织分布半定量 RTＧPCR试验.
对试验鱼进行腹腔注射感染嗜水气单胞菌,浓度

１．０×１０７cfu/mL,每尾鱼注射０．１mL,对照组注射

等量的０．８％无菌生理盐水.注射后 ０、４、１２、２４、

４８、９６h,采集脾脏和肾脏,每个时间点每组分别采

９尾鱼,每３尾鱼混合作为一个生物学重复.采集

的样品立刻放于液氮中闪冻,之后放置在－８０℃冰

箱保存备用.

1.2　总 mRNA 的提取和 cDNA 的合成

采集的组织样品用研钵在液氮中充分研磨,取

１００mg左右的研磨干粉,按照试剂盒 Trizol(InＧ
vitrogen)的方法提取总RNA,用１％的琼脂糖凝胶

电泳检测RNA 的完整性,用紫外分光光度法检测

纯度和浓度.取１μg总RNA严格按照TaKaRa公

司反转录试剂盒的说明进行反转录,得到的cDNA
用于后续RTＧPCR及qRTＧPCR.
1.3　MHC I 区基因序列的获得及引物设计

利用已知斑马鱼 MHCI区基因序列和草鱼基

因组序列,通过本地 Blast得到草鱼 MHCI区的

BRD２、KNSL２、RXRB、TAPBP、FABGL、MHC
Ia、PSMB９以及TAP２等８个基因cDNA 序列.
用Primerpremier５．０设计草鱼各基因的 RTＧPCR
和qRTＧPCR引物(表１),由武汉擎科创新生物科技

有限公司合成.
表１　本研究RTＧPCR和qRTＧPCR所用引物

Table１　PrimersusedforRTＧPCRandqRTＧPCRinthisstudy

引物名称

Primername
序列(５′Ｇ３′)

Sequence(５′Ｇ３′)
扩增目的

Purposeofamplification
BRD２ＧF
BRD２ＧR

TGTAGGTAGCATGGGTCTCGG
GCACTGGCTGATGTTGGTTCT

RTＧPCR/
qRTＧPCR

FABGLＧF
FABGLＧR

TCGCTTTATCCCATTCA
GGTCAGCCACTACAACAG

RTＧPCR

KNSL２ＧF
KNSL２ＧR

GCGGAAGGTGGAAATAGA
TGGGCTTTGGTTATGGAC

RTＧPCR

RXRBＧF
RXRBＧR

TCTGACGCTCCTCCTGAAC
TGGGTTCTCCTTGCCTTC

RTＧPCR

TAPBPＧF
TAPBPＧR

AAGCGAAGACTGAAACAAC
GCTGGACTCGGGTAAACT

RTＧPCR

MHCIaＧF
MHCIaＧR

TTCCAGACGACGAGCACCAT
ACACCACATACCCAGCGACA

RTＧPCR/
qRTＧPCR

PSMB９ＧF
PSMB９ＧR

CAATAGTGACGAGGTAAGCC
TGGCTCTGGAAGTTTCTACAT

RTＧPCR/
qRTＧPCR

TAP２Ｇ１F
TAP２Ｇ１R
TAP２Ｇ２F
TAP２Ｇ２R

CTGCTGGTAAGGTGTTTGAGT
CTGGGATACGAGAAGGTGAGAT
GACATGCTAAACTCTGTGGGTG

CCTTGAGGGCTGGCTGAT

qRTＧPCR
RTＧPCR

βＧactinＧF
βＧactinＧR

１８SＧrRNAＧF
１８SＧrRNAＧR

CCTTCTTGGGTATGGAATCTTG
AGAGTATTTACGCTCAGGTGGG
GGAATGAGCGTATCCTAAACCC
CTCCCGAGATCCAACTACAAGC

RTＧPCR
qRTＧPCR

1.4　MHC I 区基因在健康草鱼各组织中的半定量

RTＧPCR 分析

　　采用 RTＧPCR 方法检测各基因在健康草鱼肝

脏、脾脏、肾脏、肠、鳃、心脏、肌肉、血液等８个组织

中的表达情况,以βＧactin 作为内参基因,反应体系:

７μLddH２O,１μL１０×Buffer,０．４μLdNTP,

０．４μL引物(F/R),０．２μLTaq 聚合酶,０．６μL 模

板.反应程序:９４℃预变性３min,９４℃变性３０s,

５８℃退火３０s,７２℃延伸２０s,经３０个循环后,

７２℃延伸５min.
1.5　 BRD2、MHC Ia、PSMB9 以及 TAP2 基因的

qRTＧPCR 分析

　　采用qRTＧPCR技术检测草鱼在感染嗜水气单

胞菌 ４、１２、２４、４８ 和 ９６h 后 MHCI区 BRD２、

MHCIa、PSMB９以及TAP２等基因表达情况,以

１８SＧrRNA 作为内参基因.使用的荧光定量 PCR

１６
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仪为罗氏(Roche)LightCycler􀆾４８０,反应体系为１０

μLSYBGreen,７．４μLddH２O,０．８μL 引物(F/R),

１μL模板,共２０μL.qRTＧPCR程序:９５℃预变性

５min;９５℃变性１min,５８℃退火１０s,７２℃延伸

１５s,共４０个循环.数据导入GraphPadPrism５软

件,采用２－ΔΔCt值比较法分析,２－ΔΔCt值越大,表示目

的基因相对表达量越高,结果用平均数 ±标准差

表示.

2　结果与分析

2.1　MHC I 区基因在健康草鱼各组织中的表达

以健康草鱼８个组织的cDNA 为模板,βＧactin
基因作为参照,用 RTＧPCR 方法检测 MHCI区

BRD２、KNSL２、RXRB、TAPBP、FABGL、MHC
Ia、PSMB９以及TAP２基因的表达情况.结果如

图１所示,除了FABGL 基因在肾脏表达量最高外,
其他基因都在血液中的表达量最高.此外,BRD２
基因在鳃中表达较强,在其他组织相对表达较弱;

KNSL２基因在鳃中表达较强,肾脏相对表达较弱,
在其他组织中几乎无表达;FABGL 基因在鳃、心
脏、肌肉中有较强表达,在血液中等表达,肝脏、脾
脏、肠中表达较弱;RXRB 基因在肾脏中表达较强,
肝脏、脾脏、鳃以及心脏中表达较弱,肠和肌肉中几

乎无表达;TAPBP 基因在肾脏、鳃以及心脏中表达

较强,在肝脏、脾脏、肠以及肌肉中相对表达较弱或

几乎无表达;MHCIa 和PSMB９基因都在脾脏、肾
脏、鳃以及心脏中有较强表达,在肝脏、肠和肌肉中

有较弱表达或几乎无表达.TAP２基因在鳃中有较

强表达,在脾脏、肾脏及心脏中等表达,在肝脏、肠和

肌肉中则相对表达较弱.

１．肝脏 Liver;２．脾脏 Spleen;３．肾脏 Kidney;４．肠Intestines;５．鳃 Gill;６．心脏 Heart;７．肌肉 Muscle;８．血液 Blood．

图１　草鱼MHCI区各基因组织表达的RTＧPCR检测结果

Fig．１　TheRTＧPCRresultsofMHCclassIgenesindifferenttissuesofgrasscarp
2.2　草鱼 BRD2 基因在感染嗜水气单胞菌后的

表达

　　BRD２基因在草鱼感染嗜水气单胞菌后４、１２、

２４、４８以及９６h时在脾脏和肾脏中表达量的变化

见图２,在脾脏中,BRD２基因的表达量在感染后先

下降后上升,２４h时达最大值,为对照组的２．８倍,
随后下降.在肾脏中,表达量在感染后４h时先下

降后显著上升,在１２h增至最大值,为对照组３．４
倍,随后又显著下降,９６h时回调至正常的范围.

由此看出,草鱼BRD２基因表达量在感染细菌

后,在肾脏和脾脏中都先下降后上升,但在肾脏中的

变化比在脾脏中稍快一些.
2.3　草鱼 MHC Ia 基因在感染嗜水气单胞菌后的

表达

　　由图３中可以看出,MHCIa 基因在脾脏和肾

脏中的表达变化趋势一致,均在感染后２４h达到最

大值,分别为对照组的２．３倍和２．５倍,在其他时间

点和对照无显著差异.
2.4　草鱼 PSMB9 基因在感染嗜水气单胞菌后的

表达

　　由图４可以看出,在脾脏中,PSMB９基因的表

达量在感染后１２h和２４h时显著高于对照,１２h
时上升至最大值,为对照组的２．３倍,２４h后呈持续

的下降趋势,在９６h时开始回落至正常值.在肾脏

中,其表达量在感染后１２h时下降之后显著上升,
在２４h达最大值,为对照组的２．０倍,随后呈缓慢

下降趋势.
2.5　草鱼 TAP2 基因在感染嗜水气单胞菌后的

表达

　　由图５可以看出,在脾脏中,TAP２基因的表达

量在感染后显著下降,随后开始上升并在２４h达到

最大值,为对照组的２．２倍,随后又下降,在９６h时

２６
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　差异显著(P＜０．０５)和差异极显著(P＜０．０１)分别用“∗”和“∗∗”表示.下同.StatisticallysignificantupＧregulationordownＧregulaＧ

tioninexpressionofgenesaredenotedwith‘∗’and‘∗∗’(P＜０．０５andP＜０．０１),respectively．Thesameasfollowing．

图２　草鱼BRD２基因在感染嗜水气单胞菌后在脾脏和肾脏中相对表达量变化

Fig．２　TherelativeexpressionofBRD２transcriptinthespleenandkidneyafterinfectionwithA．hydrophilaingrasscarp

图３　草鱼MHCIa基因在感染嗜水气单胞菌后在脾脏和肾脏中相对表达量变化

Fig．３　TherelativeexpressionofMHCIatranscriptinthespleenandkidneyafterinfectionwithA．hydrophilaingrasscarp

图４　草鱼PSMB９基因在感染嗜水气单胞菌后在脾脏和肾脏中相对表达量变化

Fig．４　TherelativeexpressionofPSMB９transcriptinthespleenandkidneyafterinfectionwithA．hydrophilaingrasscarp

图５　草鱼TAP２基因在感染嗜水气单胞菌后在脾脏和肾脏中相对表达量变化

Fig．５　TherelativeexpressionofTAP２transcriptinthespleenandkidneyafterinfectionwithA．hydrophilaingrasscarp

３６
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与对照差异不显著.其在肾脏中的表达量先骤降至

最低值后显著上升,并在２４h时达到最大值,为对

照组的２．７倍,随后开始下降至正常值.

3　讨　论

主要组织相容性复合体 MHC是一个包含许多

MHC 基因和非MHC 基因的基因群.在人类基因

组中,MHC区域超过几百万个碱基,包含１００多个

基因[１１].目前对各个物种的 MHCI类基因的研究

较多,而对这个区域的非 MHC类基因的功能知之

甚少.在本研究中,所检测的草鱼 MHCI区８个基

因,除FABGL 基因外,其他基因都在血液中表达量

最高,而且在肾脏和鳃中都有较高的表达.参与

MHCI类途径的TAPBP、MHCIa、PSMB９以及

TAP２基因的表达情况基本一致,且在感染细菌后,

MHCIa、PSMB９以及TAP２基因的表达量都有

显著上调.
驱动 蛋 白 样 DNA 结 合 蛋 白 ２(kinesinＧlike

DNAbindingprotein,KNSL２)是 KID 中的一员.

TekkiＧkessaris等[１２]通过 Northernblot技术检测

KNSL２基因在小鼠各组织中的表达水平,其中在

头肾、肌肉和心脏有较强表达,在其他组织表达相对

较弱.而本试验中,KNSL２基因在草鱼血液和鳃

中表达较强,肾脏、心脏、肝脏和脾脏表达较弱,肠和

肌肉中几乎无表达.可以看出,KNSL２在小鼠和

草鱼之间的主要表达组织不同,说明其在不同物种

中所发挥的主要功能可能不同,还需对其进行更多

深入研究.
视黄 素 X 受 体 β(retinoid Xreceptorbeta,

RXRB)是组成视黄素受体的一种亚型.黄锐等[１３]

对RXRB 基因在两种猪的表达分析中发现,在雌性

东北民猪心脏、肝脏及子宫等组织中不表达而在肾

脏中相对表达量较高,雄性心脏、肾脏中不表达;在
雌性长白山野猪脾脏中不表达,雄性心脏中不表达

而在肝脏中表达量最高.Tallafuss等[１４]研究斑马

鱼RXRB 基因在 胚 胎 时 期 的 表 达 水 平 时 发 现,

RXRB 基因主要表达于间脑.在本试验中通过

RTＧPCR技术研究发现,RXRB 基因在草鱼肾脏有

较强表达,心脏、脾脏及肝脏中表达较少.上述研究

结果表明在不同物种、不同品种、不同时期以及雌雄

之间RXRB 基因的表达情况都不尽相同,由于对

RXRB 基因的研究还太少,猜测RXRB在不同情况

下发挥的作用不同.需要对更多不同鱼类RXRB

基因的研究来验证其在鱼类中发挥的功能.

Landis等[１５] 利 用 Northern blot 技 术 检 测

TAPBP 基因在虹鳟各组织中的表达水平,其在肾

脏和脾脏中表达较强,肠和心脏中中等表达,肝脏和

肌肉中表达较弱.Jørgensen等[１６]利用qRTＧPCR
技术研究大西洋鲑组织表达,发现TAPBP 基因在

心脏、脾脏、肾脏及肠中有较强表达,在肝脏中表达

较弱.而在本试验草鱼各个组织中,TAPBP 基因

在心脏、肾脏和鳃中都有一定程度的表达,而在肌

肉、肝脏、脾脏及肠中的表达量则较弱.可以看出,
虽然在鱼类不同物种中TAPBP 基因表达情况不

同,但都在免疫组织肾脏中有较强的表达,这说明

TAPBP 基因编码的蛋白参与鱼体免疫防御.
溴结构域包含蛋白(bromodomainＧcontaining

proteins,BRD)不仅涉入各种疾病反应中,而且在生

物的生长发育和代谢调控中也发挥着重要作用.

BRD包含 BRD２、BRD３、BRD４以及 BRDT.在本

研究中BRD２基因在草鱼各个组织中都有一定表

达,其中血液中表达最强,在脾脏和肾脏中也有较强

表达,这与小鼠中BRD２基因在各组织的表达情况

基本相同[１７].Belkina等[１８]在研究中发现用脂多糖

(LPS)处理小鼠的B细胞２４h后,BRD２基因表达

量显著增加.Choi等[１９]在小鼠星形胶质细胞研究

中也有相同的结果.在本研究中,BRD２基因的表

达量在受细菌感染后也有较大变化趋势.这些结果

显示,BRD２基因在重要免疫器官中有较强表达,并
在病原刺激后表达量都有较大变化,说明BRD２基

因与鱼类免疫也有一定的联系.
在鱼类中,Hansen等[２０]利用 Northernblot技

术检测虹鳟 MHCI类相关基因在各组织的表达水

平,发现PSMB９基因在肠、脾脏、肾脏有较强表达,
在心脏中等表达,而在肌肉及肝脏等组织中表达量

极少;TAP 基因在心脏、肠、脾脏、肾脏中表达较强,
而在其他组织表达相对较弱.Jørgensen等[２１]通过

病原感染大西洋鲑后,其肾脏中 TAP２和 PSMB
基因表达量先持续下降后在２４h开始上调,３d时

达最大值,随后又持续下降.上述鱼类的研究结果

与本试验中草鱼PSMB９基因在各个组织的表达情

况,及其在感染后TAP２和PSMB９基因表达量变

化的趋势基本相同.这一结果进一步表明,PSMB９
和TAP２基因在鱼类免疫防御中起着重要作用.

本研究中,草鱼MHCIa 基因在血液中表达量

最高,脾脏、肾脏、鳃和心中表达较强,在肝脏、肠和
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肌肉中表达较弱,这一结果与杨天耀[２２]的研究结果

一致.在虹鳟[２３]、团头鲂[２４]、大西洋鲑[２５]、军 曹

鱼[２６]以及赤点石斑鱼[２７]中,MHCIa 基因分别在

脾脏、肾脏以及鳃等重要免疫相关组织中有较高表

达,说明MHCIa 基因在鱼类中具有重要的免疫功

能.黎建平等[２８]研究尼罗罗非鱼人工感染无乳链

球菌后,发现MHCIa 基因在脾脏中０h~３d表达

量的变化趋势为先下降后上升,并在３d时达到最

大值,这 与 本 试 验 中 草 鱼 感 染 嗜 水 气 单 胞 菌 后

MHCIa 基因在脾脏中的表达量变化趋势一致.
另外,红笛鲷和虹鳟在感染后,MHCIa 基因的表

达量都有显著上调[２９Ｇ３０].上述研究表明,鱼类在受

到病原入侵后,MHCIa 基因在鱼体脾脏、肾脏以

及头肾等主要免疫器官中的表达量都有显著上调的

情况,说明MHCIa 基因在鱼类免疫应答的过程中

起着重要作用.
综上,本研究通过RTＧPCR技术检测了 MHCI

区８个基因在健康草鱼各个组织中的基本表达特

征,可为更全面研究草鱼 MHCI区基因的功能及

预测其作用机制提供理论依据.检测免疫相关基因

BRD２、MHCIa、PSMB９以及TAP２基因在细菌

感染后表达变化,有利于研究这些基因与鱼类疾病

之间的关系,也可为草鱼细菌性败血症防治奠定理

论基础.
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ExpressionpatternsofMHCIregioningrasscarp,
Ctenopharyngodonidella

WUFan　GUO Wenjie　ZHANQifeng　ZHANGFeng　HUXiaokun　LIANGXufang　LIU Hong

CollegeofFisheries/KeyLaboratoryofFreshwaterAnimalBreeding,MinistryofAgriculture,

HuazhongAgriculturalUniversity/FreshwaterAquacultureCollaboration
InnovationCenterofHubeiProvince,Wuhan４３００７０,China

Abstract　ThepartialcDNAsequencesofMHCIgeneswereobtainedfromgrasscarp(CtenophaＧ
ryngodonidella)genomesequencebasedonlocalBlastagainstzebrafish＇sMHCIregion．GeneexpresＧ
sionlevelsofBRD２,KNSL２,RXRB,TAPBP,FABGL,MHCIa,PSMB９andTAP２invarious
tissuesweredetectedbysemiＧquantitativeRTＧPCR．Theresultsshowedthatexpressionof７genesabove
werehighestinthebloodbutthatofFABGLwashighestinthekidney．AfterAeromonashydrophilainＧ
fectionat４,１２,２４,４８and９６h,expressionlevelofimmuneＧrelatedMHCIgeneswasdetectedinthe
spleenandkidneywithquantitativerealＧtimePCR(qRTＧPCR)．TheexpressionlevelofBRD２gene
reachedthepeakat１２hinthekidneybutat２４hinthespleen．TheexpressionlevelofMHCIageneinＧ
creasedfirstandthendecreasedbothinthespleenandkidney,reachingthemaximumat２４h．Inthe
spleen,theexpressionofPSMB９increasedsignificantlyandreachedthepeakat１２h,andthendeＧ
creasedsignificantlyat４８h,followingbyarecoverytonormallevelat９６h;inthekidney,theexpresＧ
sionpeakedat２４h,andthencontinuedtodecline．TheexpressionlevelsofTAP２genewerefirstdown
regulatedandthenupregulatedinthespleenandkidney,andbackedtonormallevelatlast．ItisindicaＧ
tedthatMHCIgenesarerelatedtotheimmuneofgrasscarp,layingafoundationforfurtherstudying
fishdiseasesandbreedingresistancecultivars．

Keywords　MHCIregiongene;RTＧPCR;tissueexpression;quantitativerealＧtimePCR;grass
carp
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