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黄鳝主要组织相容性复合体 Iα基因的克隆及多态性分析 
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摘 要：通过同源克隆，结合 RACE技术，从黄鳝肝脏 cDNA中分离得到了 MHC Iα基因的全长 cDNA序列。

结果表明：黄鳝MHC Iα基因 cDNA全长 1 731 bp，5′UTR长 78 bp，3′UTR长 600 bp，编码 1条 350个氨基酸的

多肽；与其他鱼类不同，黄鳝 Iα基因只具有 4个外显子和 3个内含子。二级结构分析结果表明，该基因具有MHC 

Iα基因的典型特征和保守区域。实时荧光定量 PCR检测结果表明：黄鳝 MHC Iα基因在不同组织中表达量的差别

较大；嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophilia)感染可显著影响黄鳝肝脏、肾脏和脾脏 MHC Iα 基因的表达。对 42

个个体 MHC Iα基因外显子 3序列的测定结果表明，42个个体共分离到 50个等位基因，每个个体包含 1~6个等

位基因，推测黄鳝具有至少 3个 Iα基因座位；等位基因 PBR位点和非 PBR位点的 dN值均显著大于 dS(P<0.05)，

提示黄鳝 Iα基因曾经历过强烈的正选择作用。 
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Molecular clone and polymorphism analysis on exon 3 of  
MHC Class Iα gene in swamp eel, Monopterus albus 
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Abstract: The cloning process of full-length cDNA of MHC class Iα gene from swamp eel (Monopterus albus) was 
reported in the paper. The full length of cDNA, encoded with 350 amino acids, was 1 731 bp, including a 5 untranslated 
region (UTR) with 78 bp-long, and 3′ UTR with a 600 bp-long. The genomic sequence was identified to be different from 
that of in other teleosts, which contained of four exons and three introns. Real-time quantitative PCR demonstrated that 
the MHC class Iα gene ubiquitously expressed in ten healthy tissues. Great changes in liver, spleen and kidney were 
observed after they infected by Aeromonas hydrophilia, a pathogenic bacteria. Fifty distinct alleles were isolated from 
forty-two individuals, and each of them had one to six alleles. The presence of six alleles in one individual suggested that 
there were at least three MHC Iα loci in the genome. Both at the protein-binding region (PBR) and at the non-PBR region, 
dN were significantly greater than dS (P<0.05), which implied that the gene undergone a strong positive selection in 
swamp eel sequences.  
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主要组织相容性复合体(MHC)在机体获得性
免疫中具有重要作用[1]。MHC I类和 II类分子分别
负责内、外源性抗原的加工和呈递[2]。MHC I 类分
子是由 α链和 β链(由 β2微球蛋白编码)组成的异二
聚体。经典的 MHC Iα分子包含连接肽、跨膜区、
胞质区和胞外区等结构域。MHC 分子不仅在群体

内存在着大量等位基因，而且等位基因间也存在较

多变异[3]。II类分子的多态性主要集中于外显子 2，
而 I类分子的多态性主要集中于外显子 2和外显子
3[4]。这些区域包含众多抗原结合位点(PBR)。PBR
位点的氨基酸发生变异会极大地影响 MHC 识别病
原并呈递给 T细胞受体的能力[5]。MHC分子的多态
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性和哺乳动物、家禽及鱼类的抗病性密切相关[6–8]。

MHC 作为用分子标记辅助育种的重要候选基因倍
受重视。近年来有多种经济鱼类的 MHC 分子被陆
续克隆[9–15]，鱼类 MHC Iα基因的多态性研究已较
为深入[16–18]。黄鳝 MHC IIB基因具有较丰富的多态
性[4]，但关于其 MHC Iα基因的研究尚少。 
黄鳝是一种重要的淡水养殖鱼类，具有很高的

食用和药用价值。克隆和发掘具有重要开发潜力的

抗病基因，并应用于分子标记辅助育种对黄鳝的健

康养殖具有重要意义。笔者克隆黄鳝MHC Iα 基因
的全长 cDNA 序列，探究其基因结构，分析该基因
的组织表达特异性和病原菌感染对基因表达的影

响，探讨黄鳝MHC Iα基因的多态性，以期探明MHC 
I类分子多态性与鱼体抗病力的关系。 

1 材料与方法 

1.1 试验用鱼及病原菌感染 

健康鳝鱼约 200条，每条质量 60~70 g，均购
买于市场。室温条件下，于水箱中暂养 1周后提取
总 RNA 和进行病原菌感染试验。取心脏、肝脏、
脾脏、胃、肾脏、血细胞、皮肤、肠、肌肉和脑等

10种组织，在液氮中速冻后提取总 RNA。 
细菌感染试验按文献[4]报道的方法进行。病原

细菌 Aeromonas hydrohilia在液体 LB中 28 ℃培养
到对数生长期后，4 500 r/min离心收集，用灭菌生
理盐水(0.9%)将菌液稀释至约 2.2×107 CFU/mL。随
机取 45尾鱼用MS222处理麻醉后进行腹腔注射。
每条鱼注射 20 μL。对照鱼注射生理盐水。分别在
感染后 4、12、24、48、72 h随机选 3个个体，取
其肝脏、脾脏和肾脏 3 种组织液氮速冻后提取总
RNA。 

1.2 DNA 的提取和 cDNA 的合成 

黄鳝肝脏DNA提取按照DNA分离试剂盒说明
书进行。各组织总 RNA 提取按照 Trizol 试剂说明
书进行。cDNA合成按照 PrimeScript RT regent 试
剂盒说明书进行。 

1.3 黄鳝 MHC Iα基因的克隆 

根据已报道的鱼类 MHC Iα基因序列，设计了
一对简并引物 de–IA–F(5′–CAAACTTYCCAGAGT 
TTGT–3′)和 de–IA–FR(5′–CCAGAGAGCTGRAAC 
ACACA–3′)，用来扩增黄鳝 MHC Iα 基因的 cDNA
片段。根据上述 cDNA 片段设计基因特异性引物
IA–GSP5(5′–TGGACACCTCCACTTTGGTTGAAG

CGC–3′)和 IA–GSP3(5′–CCCAACAACGATGGGAC 
CTTCCAG–3′)，分别用于 5′和 3′ RACE扩增。RACE
扩增按照 Smart RACE cDNA扩增试剂盒说明书进
行。Touchdown扩增反应程序：94 ℃预变性 3 min；
94 ℃变性 1 min，70 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 2 min，
5个循环；94 ℃预变性 1 min，65 ℃退火 50 s，72 ℃
延伸 1 min，30个循环；延伸 10 min。 

PCR产物回收、纯化后，连接至 pMD–19T载
体，克隆至 Top10感受态细胞，挑取阳性克隆进行
序列测定。根据 cDNA全长设计特异性引物，分离
黄鳝 MHC Iα基因的内含子，将各序列拼接后得到
gDNA结构。 

1.4 序列分析 

利用网站 https://www.predictprotein.org/对黄鳝
MHC Iα 基因推断的氨基酸序列进行二级结构预
测。保守结构利用在线网站 http://www.ncbi.nlm.nih. 
gov/structure进行分析。 

1.5 黄鳝 MHC Iα基因的表达分析 

采用荧光定量 PCR技术，检测 MHC Iα组织表
达特异性和病原菌感染对该基因表达的影响。以不

添加模板的反应作为空白对照，以 β–actin 的表达
作为内参。设计的 actin引物为 sense(5′–GCTGTGCT 
GTCCCTGTA–3′)和 antisense(5′–GAGTAGCCACG 
CTCTGTC–3′)。设计的基因特异性引物为 RT–F 
(5′–CAGATGTGATGGAGATTGTGTG–3′)和 RT–R 
(5′–CACCTACATTTGCTCCACTAC–3′)。荧光定量
PCR在 7 500 RT–PCR系统(ABI)上进行。20 μL反
应体系中包含 1 μL模板，10 μL SYBR Premix Ex 
Taq，0.4 μL引物，7.8 μL ddH2O。反应程序：95 ℃
预变性 30 s；95 ℃变性 30 s，54 ℃退火 25 s，72 ℃
延伸 1 min，40个循环。 

1.6 黄鳝 MHC Iα基因外显子 3 的多态性分析 

利用引物 IA–e3–F(5′–CTCAGGTGTCCACDT 
TTTACAG–3′)和 IA–e3–R(5′–CATACCTGTTCTCA 
GCAGAGAGCT–3′)进行外显子 3 多态性分析。42
个个体被用来检测多态性。每个个体测定其 5~7个
阳性克隆的序列。等位基因按照文献[19]的规则进
行命名；PBR位点的确定根据文献[20]的规则进行。
利用MEGA 4.0 软件分析变异位点，运用 Poisson- 
corrected算法计算等位基因氨基酸间的遗传距离。
同义替代率(dS)和非同义替代率(dN)按照 MEGA4.0
中的 Nei–Gojobori算法进行，用 Jukes–Cantor算法
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进行校正。P值和标准误差的确定通过 1 000次重
复抽样支持率的 Z检验获得。 

2 结果与分析 

2.1 黄鳝 MHC Iα基因的序列分析 

黄鳝 MHC Iα基因全长 5 037  bp，5′UTR长

78 bp，3′UTR长 600 bp，编码 1条 350个氨基酸的
多肽链。其 gDNA序列包括 4个外显子和 3个内含
子；内含子 1长 1 440 bp，内含子 2长 1 147 bp，
内含子 3长 719 bp；连接肽(CP)、跨膜区(TM)、胞
质区(CT)之间没有内含子序列存在(图 1)。

 
引物用单划线标出；N–糖基化位点用双划线标出；蛋白激酶 C 磷酸化位点用框标出；酪蛋白激酶 II 磷酸化位点用阴影标出；CD8

结合域用虚线标出。 

图 1 黄鳝 MHC Iα基因的结构及其推断的氨基酸序列 
Fig.1 Genomic structure of swamp eel MHC Iα and deduced amino acid sequence 

2.2 黄鳝 MHC Iα基因的表达 

黄鳝MHC Iα基因在各组织的表达结果表明：健

康黄鳝的肝脏等 10种组织MHC Iα基因表达量存在

着很大差异，血细胞的表达量最高，肝脏、心脏、脾
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脏和胃中的表达量中等，而皮肤、脑、肌肉、肾脏和

小肠中的表达量较低(图 2)。病原细菌感染会显著影

响肝脏、脾脏和肾脏中MHC Iα基因的表达。感染后

4 h内肝脏、脾脏和肾脏中MHC Iα基因的表达量基

本保持不变。4 h后肾脏中的基因表达量急剧上升，

24 h达到峰值，然后逐渐下降(图 3)；肝脏中的表达

在感染 4 h后呈下降趋势，72 h后有所恢复(图 4)。感

染 4 h后脾脏中MHC Iα基因的表达量先下降，24 h

恢复至正常水平后又下降，呈波动趋势(图 5)。 
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图 2 黄鳝 MHC Iα基因在不同组织中的相对表达量 
Fig.2 Relative expression analysis of swamp eel MHC Iα gene 

in different tissues  
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图 3 病原菌感染后肾脏 MHC Iα基因的相对表达量 
Fig. 3 Relative expression analysis of MHC Iα gene in kidney after 

infection with A. hydrophilia   
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图 4 病原菌感染后肝脏 MHC Iα基因的相对表达量 
Fig.4 Relative expression analysis of MHC Iα gene in liver after 

infection with A. hydrophilia   
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图 5 病原菌感染后脾脏 MHC Iα基因的相对表达量 
Fig. 5 Relative expression analysis of MHC Iα gene in spleen after 

infection with A. hydrophilia  

2.3 黄鳝 MHC Iα基因的多态性 

42 个健康个体共得到有效等位基因 50 个，每
个个体包含 1~6个等位基因。据此推测，黄鳝基因
组上可能至少含有 3个MHC Iα基因座位。分析等
位基因PBR位点和非PBR位点的遗传变异后发现：
PBR 位点氨基酸水平的平均遗传距离为 0.393；非
PBR 位点氨基酸水平的平均遗传距离为 0.178。各
等位基因的 PBR位点和非 PBR的同义替代率( dS) 
和非同义替代率( dN )计算结果表明：无论是 PBR 
位点还是非 PBR位点，其 dN /dS均大于 1。采用单
尾的 Z 检验进行正选择(dN>dS ) 检验，P值<0.05，
说明黄鳝 MHC Iα基因在进化过程中受到正向选择
的影响(表 1)。 

表 1 等位基因间的遗传距离及同义替代率与非同义替代率在外显子 3 的分布 
Table 1 Pairwise genetic distance and condon–based evolutionary divergence in all sites and PBR 

位点 氨基酸水平的平均遗传距离 非同义替代率(dN) 同义替代率(dS) dN/dS P  
所有位点 0.275±0.027 0.194±0.028 0.120±0.029 1.617 0.011 
抗原结合位点 0.393±0.052 0.400±0.007 0.290±0.088 1.379 0.000 
非抗原结合位点 0.178±0.031 0.188±0.032 0.110±0.028 1.709 0.011 

 

3 结论与讨论 

通过同源克隆，结合 RACE技术，克隆了黄鳝
MHC Iα基因。经序列分析，发现黄鳝 MHC Iα基因
是“4 外显子–3 内含子”结构。这与其他物种的
MHC Iα基因结构不同[15，21–24]。黄鳝的 MHC Iα基
因在 10种被检测组织里的表达量存在着显著差异；

病原细菌 A. hydrophilia感染可以显著影响肝脏、脾
脏和小肠等组织里 MHC Iα基因的表达水平，这与
许多鱼类MHC分子的研究报道 [4, 10—11, 14–15, 25] 相
似。黄鳝 MHC Iα基因具有丰富的多态性，50个不
同的等位基因间非同义替代率(dN)与同义替代率(dS)
的比值大于 1，差异达到了显著水平(P<0.05)，说明
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黄鳝 MHC Iα基因在进化过程中受到正向选择的影
响[12,26]。 
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