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摘要： 主要组织相容性复合体 （ＭＨＣ） 是存在于脊椎动物染色体上、 呈高度多态性的基因群， 与机体的抗病性密切关系。 ＭＨＣⅠ类分子由 α 链

和 β２ｍ微球蛋白组成， α 链呈高度多态性。 为探究草鱼 ＭＨＣⅠα 基因的多态性特征， 本研究对 ３ 个草鱼个体的 ＭＨＣⅠα 基因进行克隆和测序， 并

使用生物信息学方法分析比较草鱼与小鼠、 牛和鸡的 ＭＨＣⅠα 基因多态性特征。 结果： 共获得了 ５ 条草鱼 ＭＨＣⅠα 基因型序列， 其基因编码 ３３２
个氨基酸， 包括信号肽、 α１、 α２、 α３ 和 ＴＭ ／ ＣＹ 区域。 草鱼 ＭＨＣⅠα 基因的氨基酸变异位点主要分布在 α１ 和 α２ 区域， 与小鼠、 牛和鸡 ＭＨＣⅠα
基因肽结合区 （ＰＢＲ） 空间结构相似， 多态性位点分布在抗原递呈的关键部位 α 螺旋或 β 折叠上。 草鱼 ＭＨＣⅠα 基因的进化受自然环境的负向

选择作用， 而其他 ３ 个物种的进化方式均为正向选择。 此外， 草鱼 ＭＨＣⅠα 基因与其他脊椎动物亲缘关系较远， 单独构成进化树上一大分支， 且

个体间继续分化为不同的亚支。 本研究从基因层面阐述了草鱼 ＭＨＣⅠα 基因多态性特征和分子进化规律， 为进一步探究低等脊椎动物 ＭＨＣⅠα
基因的生物学特征奠定基础。
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　 　 主要组织相容性复合体 （ｍａｊｏｒ ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ
ｃｏｍｐｌｅｘ， ＭＨＣ） 是抗原递呈过程中的关键分子， 具

有重要的免疫学功能［１］。 ＭＨＣ 是一种多基因家族，
群体中复等位基因的存在和共显性遗传导致个体具有

高度多态性， 基因的多态性引起结构和功能各异， 从

而决定机体抵御病原体感染能力的大小［２］。 ＭＨＣⅠ
类分子以 ＭＨＣ ／肽复合物的形式活化 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞，
引起抗病毒 ／抗肿瘤的特异性细胞免疫应答， 在

ＭＨＣ ／肽复合物中， 内源性抗原肽被包裹在 ＭＨＣⅠ类

分子的抗原肽结合区 （ＰＢＲ） 凹槽中［３］。 ＭＨＣⅠ类

分子 ＰＢＲ 由 α１ 和 α２ 结构域组成， 该区域正是 ＭＨＣ
Ⅰ类分子与抗原肽相互作用的关键部位［４］。 ＭＨＣⅠ
类分子由 α 链和 β２ｍ微球蛋白组成， α 链呈现出高度

多态性。 最近研究证实， 脊椎动物体内 ＭＨＣⅠ类分

子的多态性远比预测的更为复杂［５］。 因此， 研究

ＭＨＣⅠ类分子 α 链的多态性特征有助于揭示分子进

化规律和免疫防御机制。
高等脊椎动物中 ＭＨＣⅠ类分子的典型特征是具

有敏感的移植排斥现象， 而在软骨鱼类和无颌鱼类等

低等脊椎动物中， 这种移植排斥现象较弱或较缓

慢［６］。 通过对低等脊椎动物鱼类 ＭＨＣⅠ类分子的研

究， 有助于揭示其起源和进化， 找出低等脊椎动物和

高等脊椎动物免疫防御的关联。 目前， 人和小鼠等哺

乳动物的 ＭＨＣ 分子研究较为深入［７］。 作为最低等脊

椎动物鱼类， ＭＨＣ 基因研究却相对滞后， 直到 １９９０
年， Ｈａｓｈｉｍｏｔｏ 等［８］才率先克隆了鲤鱼 ＭＨＣⅠ基因，
从此 揭 开 了 鱼 类 ＭＨＣ 基 因 的 研 究 序 幕。 草 鱼

（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎ ｉｄｅｌｌｕｓ， Ｃｔｉｄ） 属于鱼类分类学上

的硬骨鱼类 （ Ｏｓｔｅｉｃｈｈｔｈｙｅｓ） 鲤科 （ Ｃｙｐｒｉｎｉｄａｅ） 草

鱼属 （Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎ） 成员， 是我国淡水资源中

特有的鱼类品种， 也是我国内陆水域中主要养殖的优

质鱼类品种［９］。 然而草鱼疾病种类繁多， 养殖成活

率不高。 因此， 对草鱼 ＭＨＣ 基因的研究有助于抗病

育种工作的顺利进行， 也对渔业发展具有深远意义。

鉴于 ＭＨＣⅠ类分子 α 链的多态性特点， 本研究

选取草鱼 ＭＨＣⅠα 基因作为研究对象， 通过 ＲＴ －
ＰＣＲ 直接克隆测序手段， 阐明草鱼 ＭＨＣⅠα 基因结

构特征， 随后对其多态性规律进行探究， 并与脊椎动

物中的小鼠、 牛和鸡 ＭＨＣⅠα 基因多态性进行比较，
从而为深入了解低等脊椎动物草鱼 ＭＨＣⅠ类分子的

遗传特征和进化规律， 从遗传学角度揭示脊椎动物

ＭＨＣⅠ类分子的生物学特征奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验动物和牛 ｃＤＮＡ 样品

草鱼 ３ 尾， 购自合肥市蜀山区铜锣湾市场； ６ ～ ８
周龄 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雌性小鼠 ３ 只， 购自安徽医科

大学实验动物中心； 文昌鸡 ３ 只， 购自合肥市肥西农

牧集团育种中心， 遗传背景和养殖纪录均能够获得。
３ 份牛血清 ｃＤＮＡ 样品由安徽农业大学安徽省人兽共

患病重点实验室构建及保存。
１􀆰 ２　 主要试剂

总 ＲＮＡ 抽提试剂 ＴＲＩｚｏｌ、 反转录试剂盒 Ｐｒｉｍｅ⁃
Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 预混型热启动 ＰＣＲ 高保真酶

ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳ、 ＤＮＡ 分 子 量 标 准 ＤＬ２０００ ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ 和 ＰＣＲ 产物 ＴＡ 载体克隆试剂盒 ｐＭＤ１８－Ｔ 载

体均购自北京宝日医生物技术有限公司； ＤＮＡ 胶回

收试剂盒购自杭州爱思进生物工程有限公司； ＤＨ５α
感受态细胞购自北京天根公司； 引物和测序均由南京

金斯瑞生物科技有限公司完成。
１􀆰 ３　 引物设计与合成

参照 ＧｅｎＢａｎｋ 上 已 发 表 的 草 鱼 （ 登 录 号：
ＡＢ５４０１４４）、 小 鼠 （ 登 录 号： ＮＭ００１００１８９２ ）、 牛

（登录号： ＤＱ１２１１９０） 和鸡 （登录号： ＫＦ２７４０２６）
ＭＨＣⅠα 基因 ｃＤＮＡ 序列， 针对其 ＯＲＦ 两端高度保

守区域， 应用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计 ４ 对特异

性引物 （表 １）。

表 １　 ＭＨＣⅠα基因引物序列

物种 引物名称 引物序列 （５′→３′） 扩增长度 ／ ｂｐ

草鱼 ｇｒａｓｓ ｃａｒｐ－Ⅰ－α Ｆ ＣＣＣＧＡＡＴＴＣＡＣＡＴＧＣＧＡＴＣＴＧＴＡＧＴＧＣ １ ００９

ｇｒａｓｓ ｃａｒｐ－Ⅰ－α Ｒ ＧＣＧＴＣＧＡＣＡＣＡＡＣＡＧＧＴＴＴＡＡＡＧＣＣＴ

小鼠 ｍｏｕｓｅ Ⅰ－α Ｆ ＡＴＧＧＣＴＣＣＧＣＧＣＡＣＧＣＴＧＣＴＧＣＴＣＣＴＧ １ ０８０

ｍｏｕｓｅ Ⅰ－α Ｒ ＴＣＡＣＧＣＴＴＴＡＣＡＡＴＣＴＣＧＧＡＧＡＧＡＣＡ

牛 ｃａｔｔｌｅ－Ⅰ－α Ｆ ＣＡＧＡＣＴＣＡＧＡＧＧＡＴＧＴＧＡＧＴＴＡＴＧＧＧ １ １３８

ｃａｔｔｌｅ－Ⅰ－α Ｒ ＴＧＡＡＧＣＡＴＣＡＣＴＣＡＧＴＣＣＣＣＣＣＡＡＧ

鸡 ｃｈｉｃｋｅｎ－Ｉ－α Ｆ ＡＴＧＧＧＧＣＣＧＴＧＣＧＧＡＧＣＧＣ １ ０３５

ｃｈｉｃｋｅｎ－Ⅰ－α Ｒ ＴＣＡＧＡＴＧＧＣＡＧＧＧＴＴＧＣＴＣＣＣＴ
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１􀆰 ４　 ＲＮＡ 抽提与 ｃＤＮＡ 合成

使用 ＴＲＩｚｏｌ 从草鱼、 小鼠和鸡血液中抽提总

ＲＮＡ。 以提取的 ＲＮＡ 为模板， 反转录合成 ｃＤＮＡ 第

一链， 反应体系为： ２ × ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
５ μＬ， ＲＮＡ ５００ ｎｇ， 加 Ｈ２Ｏ 补足至 １０ μＬ； 将反应体

系轻柔混匀后进行反转录， 反应条件为： ３７ ℃反转

录反应 １５ ｍｉｎ， ８５ ℃反转录酶失活反应 ５ ｓ。
１􀆰 ５　 ＭＨＣⅠα基因克隆与测序

以 ｃＤＮＡ 为模板， 分别使用 ｇｒａｓｓ ｃａｒｐ －Ⅰ － α
Ｆ ／ Ｒ、 ｍｏｕｓｅ Ⅰ－α Ｆ ／ Ｒ、 ｃａｔｔｌｅ－Ⅰ－α Ｆ ／ Ｒ 和 ｃｈｉｃｋｅｎ－
Ⅰ－α Ｆ ／ Ｒ 引物进行草鱼、 小鼠、 牛和鸡 ＭＨＣⅠα 基

因 ＰＣＲ 扩 增。 ＰＣＲ 反 应 体 系 为： ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳ
２５ μＬ、 ｃＤＮＡ ２ μＬ、 上下游引物各 １ μＬ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ），
加 Ｈ２Ｏ 补足至 ５０ μＬ。 反应体系混匀后进行 ＰＣＲ 扩

增， 反应条件为： ９８ ℃ 变性 １０ ｓ， ５８ ℃ 退火 １５ ｓ，
７２ ℃ 延伸 １􀆰 ５ ｍｉｎ， 共 ３５ 个循环； ７２ ℃ 终延伸

８ ｍｉｎ， ４ ℃保存。 ＰＣＲ 产物经 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳

检测， 切下１ １００ ｂｐ 左右目的条带， 使用 ＤＮＡ 胶回

收试剂盒回收， 插入 ｐＭＤ１８－Ｔ 载体， 转化大肠杆菌

ＤＨ５α 感受态细胞。 使用 ＰＣＲ 方法从草鱼、 小鼠、
牛和鸡每个个体中筛选 ２０ 个阳性克隆并送深圳华大

基因科技有限公司测序。
１􀆰 ６　 核苷酸序列比对分析

使用 ＤＮＡＳＴＡＲ Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ ７􀆰 １ 软件和 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ
１􀆰 ８ 软件包对测序结果进行多序列比对分析。 从

ＧｅｎＢａｎｋ数据库中下载人 （登录号： Ｌ１９９２３）、 鸭

（登录号： ＡＹ２９４４１６）、 猪 （登录号： ＮＭ００１２４６２４２）
和武昌鱼 （登录号： ＪＦ９２１１０６） 的 ＭＨＣⅠα 基因序

列， 基于 ＭＥＧＡ ５􀆰 ０ 软件中的邻接法 （ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎ⁃
ｉｎｇ， ＮＪ） 构建系统发育进化树［１０］。
１􀆰 ７　 ＭＨＣⅠα基因多态性特征分析

使用 Ｓｉｇｎａｌ Ｐ ３􀆰 ０ 在线工具（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｎｏｍｅ． ｃｂｓ．
ｄｔｕ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ３􀆰 ０）预测信号肽和跨膜结构域。
使用 ＤｎａＳＰ ５􀆰 ０ 基因多态性分析软件计算等位基因多

态性 （Ｈｄ）、 核苷酸差异数量 （Ｋ）、 平均核苷酸多

样性 （Ｐｉ） 和遗传距离 （ｄ）， 并进行基于 Ｔａｊｉｍａ􀆳ｓ Ｄ
和 Ｆｕａｎｄ Ｌｉ􀆳ｓ 的中性检验［１１］。 利用 ＭＥＧＡ ５􀆰 ０ 软件中

改进的 Ｎｅｉ 和 Ｇｏｊｏｂｏｒｉ 方法计算氨基酸错义替换率

（ｄＮ） 和同义替换率 （ｄＳ） 比率 （Ｒ）， 定义： Ｒ＞１
为正向选择， Ｒ ＝ １ 为平衡选择， Ｒ ＜ １ 为负向选

择［１２］。 利用 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ Ｓｅｒｖｅｒ 在线软件中的

Ｗｕ－Ｋａｂａｔ 算法统计氨基酸变异率（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｉｍｅｄ．ｍｅｄ．
ｕｃｍ．ｅｓ ／ ＰＶＳ ／ ）， 定义： Ｗｕ－Ｋａｂａｔ 分值 ＝ １ 表示无氨

基酸突变； １＜Ｗｕ－Ｋａｂａｔ 分值＜４ 表示氨基酸变异程度

低； Ｗｕ－Ｋａｂａｔ 分值≥４ 表示氨基酸变异程度高， 其

位点为多态性位点； Ｗｕ－Ｋａｂａｔ 分值≥８ 为高度可变

氨基酸位点 （ＨＶＳ） ［１３］。 使用 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ 蛋白质

模拟系统（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ）分析蛋白质

三维 （３Ｄ） 模型结构［１４］， 并使用 ＳＷＩＳＳ－Ｐｄｂ ｖｉｅｗｅｒ
４􀆰 ０１ 软件绘制 ３Ｄ 结构图［１５］。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 草鱼 ＭＨＣⅠα基因克隆与序列比对分析

使用表 １ 中 ４ 对引物对草鱼、 小鼠、 牛和鸡

ＭＨＣⅠα 基因进行 ＰＣＲ 扩增， 扩增产物经 １􀆰 ５％琼脂

糖凝胶电泳检测。 结果显示， 条带清晰明亮， 无引物

二聚体， 条带长度约为 １ １００ ｂｐ， 与预期目的条带大

小一致 （图 １）。

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １ ～ ４􀆰 草鱼、 小鼠、 牛、 鸡 ＭＨＣⅠα 基

因片段。

图 １　 ４ 个物种 ＭＨＣⅠα基因的 ＰＣＲ 扩增

分别从草鱼、 小鼠、 牛和鸡 ３ 个个体样本中筛选

２０ 个阳性克隆， 每个物种共计 ６０ 个阳性克隆进行测

序， 分别编号为 ＧＣ１ ～ ＧＣ６０ （草鱼）、 ＭＯ１ ～ ＭＯ６０
（小鼠）、 ＣＡ１ ～ ＣＡ６０ （牛）、 ＣＨ１ ～ ＣＨ６０ （鸡）。 测

序结果表明， 草鱼、 小鼠、 牛和鸡分别获得了 ５６、
５４、 ５９ 和 ５８ 条正确的 ＭＨＣⅠα 基因序列。 草鱼

ＭＨＣⅠα 基因存在 ３ 种基因型， 每种基因型又包括

１～３ 种亚型， 从中筛选出 ５ 个特异的 ＭＨＣⅠα 基因

型序列， 草鱼编号为 ＧＣ１、 ＧＣ２１、 ＧＣ４６、 ＧＣ５８ 和

ＧＣ６０ （图 ２Ａ）。 序列分析显示， 草鱼 ＭＨＣⅠα 基因

编码 区 序 列 （ ｃｏｄｉｎｇ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ， ＣＤＳ ） 全 长

９９６ ｂｐ， 编码 ３３２ 个氨基酸 （ａａ）， 由 ８ 个外显子组

成， 分别对应 ２１ 个 ａａ 的信号肽 （外显子 １）， ８８ 个

ａａ 的 α１ 区域 （外显子 ２）， ９０ 个 ａａ 的 α２ 区域 （外
显子 ３）， ９１ 个 ａａ 的 α３ 区域 （外显子 ４） 和 ４２ 个 ａａ
的 ＴＭ ／ ＣＹ 区域 （外显子 ５、 ６、 ７、 ８） （图 ２Ｂ）。
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Ａ． ５ 个草鱼 ＭＨＣⅠα 基因型部分序列； Ｂ． 草鱼 ＭＨＣⅠα 基因氨基酸序列比对分析；
“．” 表示一致的氨基酸， “－” 表示缺失的氨基酸。

图 ２　 草鱼 ＭＨＣⅠα基因序列分析

２􀆰 ２　 草鱼 ＭＨＣⅠα基因多态性特征分析

使用 ＤｎａＳＰ ５􀆰 ０ 软件对草鱼、 小鼠、 牛和鸡

ＭＨＣⅠα 基因进行多态性分析。 如表 ２ 所示， 草鱼、
小鼠、 牛和鸡 ＭＨＣⅠα 基因均拥有丰富的多态性，
Ｈｄ 分 别 为 ０􀆰 ９８４、 ０􀆰 ９２８、 ０􀆰 ９９８ 和 ０􀆰 ９９５。 草 鱼

ＭＨＣⅠα 基因遗传多样性最丰富， 其基因 Ｋ 值和 Ｐｉ
值最高， 分别为 １５３􀆰 ３０５ 和 ０􀆰 １９９ ９８， 小鼠、 牛和鸡

ＭＨＣ Ⅰ α 基 因 Ｋ 值 分 别 为 １６􀆰 ５２３、 ６４􀆰 １４１ 和

４８􀆰 ００５， Ｐｉ 值 分 别 为 ０􀆰 ０２７ ９６、 ０􀆰 ０６８ ４９ 和

０􀆰 ０５４ ９３。 此外， Ｔａｊｉｍａ􀆳ｓ Ｄ 和 Ｆｕａｎｄ Ｌｉ􀆳ｓ 负值统计结

果显示， 草鱼 ＭＨＣⅠα 基因进化受到自然环境的负

向选择， 且有一些单倍型分化， 有利于物种进化， 而

小鼠、 牛和鸡 ＭＨＣⅠα 基因的进化方式均为正向选

择 （表 ２）。

表 ２　 ４ 个物种 ＭＨＣⅠα基因遗传多样性和群体间的遗传分化

物种 ｎ Ｈｄ Ｋ Ｐｉ ｄ Ｄ Ｄ∗ Ｐ

草鱼 ３ ０􀆰 ９８４ １５３􀆰 ３０５ ０􀆰 １９９ ９８ ０􀆰 ０２４ －１􀆰 ７０７ ３８ －０􀆰 ９３１ ５９ ＞０􀆰 １０

小鼠 ３ ０􀆰 ９２８ １６􀆰 ５２３ ０􀆰 ０２７ ９６ ０􀆰 ０５２ ０􀆰 ２１８ ９２ ０􀆰 ３２２ ３４ ＞０􀆰 １０

牛 ３ ０􀆰 ９９８ ６４􀆰 １４１ ０􀆰 ０６８ ４９ ０􀆰 ０１２ ０􀆰 ０６０ ０２ ０􀆰 ３９６ ８２ ＞０􀆰 １０

鸡 ３ ０􀆰 ９９５ ４８􀆰 ００５ ０􀆰 ０５４ ９３ ０􀆰 ０１８ １􀆰 ００４ ６５ ０􀆰 ２４９ ３０ ＞０􀆰 １０

　 　 注： ｎ 表示基因个数， Ｈｄ 表示等位基因多态性， Ｋ 表示核苷酸差异数量， Ｐｉ 表示核苷酸差异， ｄ 表示遗传距离， Ｄ 表示 Ｔａｊｉｍａ􀆳ｓ Ｄ 统计值，
Ｄ∗表示 Ｆｕａｎｄ Ｌｉ􀆳ｓ 数字。

　 　 草鱼 ＭＨＣⅠα 基因的进化规律分析显示， 与基 因全长相比较， 草鱼 ＭＨＣⅠα 基因 α１ 和 α２ 区域的
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ｄＮ 和 ｄＳ 均显著高于前者 （Ｐ＞０􀆰 ０１）， 提示由 α１ 和

α２ 构成的 ＰＢＲ 是其 ＭＨＣⅠα 基因活跃的变异区。 此

外， 草鱼 ＭＨＣⅠα 基因全长、 α１ 和 α２ 区域的 Ｒ 值

均小于 １， 表明其基因进化受到自然环境的负向选择

作用， 而其他 ３ 个物种 ＭＨＣⅠα 基因进化方式均为

正向 （Ｒ＞１） （表 ３）。

表 ３　 ４ 个物种 ＭＨＣⅠα不同区域错义替换率 （ｄＮ） 与

同义替换率 （ｄＳ） 分析

物种 区域 ｄＮ ｄＳ Ｒ

草鱼 全长 ０􀆰 １２４ ３ ０􀆰 １８６ １ ０􀆰 ６６７ ９

α１ ０􀆰 １７０ ２ ０􀆰 ３５３ １ ０􀆰 ４８２ ０

α２ ０􀆰 １５９ ０ ０􀆰 ２６６ ７ ０􀆰 ５９６ ２

小鼠 全长 ０􀆰 ０５２ ３ ０􀆰 ０３８ ２ １􀆰 ３６９ １

α１ ０􀆰 ０５３ ７ ０􀆰 ０４７ ６ １􀆰 １２８ ２

α２ ０􀆰 ０８４ ０ ０􀆰 ０４７ ９ １􀆰 ７５３ ７

牛 全长 ０􀆰 ０６９ ５ ０􀆰 ０５９ ３ １􀆰 １７２ ０

α１ ０􀆰 １１５ ２ ０􀆰 ０８１ ９ １􀆰 ４０６ ６

α２ ０􀆰 ０８８ ７ ０􀆰 ０６６ ６ １􀆰 ３３１ ３

鸡 全长 ０􀆰 ０５３ ３ ０􀆰 ０４１ ８ １􀆰 ２７５ １

α１ ０􀆰 ０７８ ２ ０􀆰 ０４９ ４ １􀆰 ５８３ ０

α２ ０􀆰 ０７７ ４ ０􀆰 ０４８ ２ １􀆰 ６０５ ８

２􀆰 ３　 草鱼 ＭＨＣⅠα基因 ＰＢＲ 区多态性位点分析

基于 Ｗｕ－Ｋａｂａｔ 分值对草鱼和小鼠、 鸡、 牛 ＰＢＲ
区域氨基酸的变异频率进行分析比较， 结果显示， 与

小鼠、 鸡和牛 ＭＨＣⅠα 基因相比， 草鱼 ＭＨＣⅠα 基

因 ＰＢＲ 区域的氨基酸多态性位点 （Ｗｕ－Ｋａｂａｔ 分值≥
４） 较丰富并且分布较为均衡， α１ 和 α２ 区域各存在

９ 个和 ７ 个多态性位点， ４ 个峰值较高的多态性位点

（Ｗｕ－Ｋａｂａｔ 分值≥８） 分别位于第 ５５、 ７７、 ８０ 和 １２５
位氨基酸残基 （图 ３Ａ）。 小鼠 ＭＨＣⅠα 基因 α１ 和

α２ 区域各存在 ５ 个和 ４ 个多态性位点， 仅 １ 个峰值

较高的多态性位点位于第 １０１ 位氨基酸残基 （图

３Ｂ）。 牛 ＭＨＣⅠα 基因 α１ 和 α２ 区域各存在 １０ 个多

态性位点， ６ 个峰值较高的多态性位点分别位于第

７６、 ９３、 １００、 １２２、 １４１ 和 １６６ 位氨基酸残基 （图

３Ｃ）。 鸡 ＭＨＣⅠα 基因 α１ 和 α２ 区域各存在 ８ 个和

１２ 个多态性位点， ６ 个峰值较高的多态性位点分别位

于第 ９８、 １１８、 １１９、 １４３、 １７３ 和 １８８ 位氨基酸残基

（图 ３Ｄ）。 与其他 ３ 个物种相比， 尽管草鱼 ＭＨＣⅠα
基因的高频氨基酸变异位点不是最多， 并且在 ＰＢＲ
内的具体位置不同， 但其整体分布较为均衡； 作为构

成 ＭＨＣ 分子与抗原肽结合的 ＰＢＲ， 由于病原体抗原

的多样化， 使其相应区域内的氨基酸在进化过程中也

发生高度变化。

Ａ． 草鱼； Ｂ． 小鼠； Ｃ． 牛； Ｄ． 鸡。

图 ３　 ４ 个物种 ＭＨＣⅠα基因 α１ 和 α２ 区域氨基酸

变异率 Ｗｕ－Ｋａｂａｔ 分析

２􀆰 ４　 草鱼 ＭＨＣⅠα 基因 ＰＢＲ 区多态性位点空间

结构

　 　 模拟草鱼和小鼠、 鸡、 牛 ＭＨＣⅠα 基因 ＰＢＲ 区

域的三维空间结构。 结果显示， ４ 个物种 ＭＨＣⅠα 基

因 ＰＢＲ 区的 ３Ｄ 结构相似， α１ 和 α２ 构成 ＰＢＲ 区域

中与抗原肽相结合的分子凹槽， ２ 个 α 螺旋构成凹槽

的两侧， ８ 个 β 折叠构成凹槽的底部。 与小鼠、 鸡、
牛 ＭＨＣⅠα 基因 ＰＢＲ 区域中多态性位点空间结构相

比， 草鱼 ＭＨＣⅠα 基因多态性位点在 ＰＢＲ 区域中分

布较均衡， １０ 个多态性位点平均分布在 α１ 和 α２ 区

域。 其中， α１ 区域内的 ４ 个多态性位点 （第 ７２、
７６、 ７７ 和 ８２ 位） 位于 α 螺旋上， １ 个多态性位点

（第 １０９ 位） 位于 β 折叠上； α２ 区域内的 ２ 个多态性
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位点 （第 １５８ 和 １６７ 位） 位于 α 螺旋上， ３ 个多态性

位点 （第 １２５、 １２８ 和 １４５ 位） 位于 β 折叠上 （图
４Ａ）。 小鼠 ＭＨＣⅠα 基因氨基酸多态性位点在 ＰＢＲ
区域中分布较分散， α１ 区域内的 ３ 个多态性位点

（第 ７９、 ９８ 和 １０１ 位） 位于 α 螺旋上， ２ 个多态性位

点 （第 ５８ 和 ５９ 位） 位于 β 折叠上； α２ 区域内的 ４
个多态性位点 （第 １２３、 １２５、 １３０ 和 １３６ 位） 均位于

β 折叠上 （图 ４Ｂ）。 牛 ＭＨＣⅠα 基因的多态性位点

最多， 且在 ＰＢＲ 区域中分布较紧凑， 除了第 ７６、 ８０
和 １４３ 位的 ３ 个氨基酸多态性位点外， α１ 区域内的 ４
个多态性位点 （第 ９３、 ９７、 １００ 和 １０４ 位） 位于 α
螺旋上， ４ 个多态性位点 （第 ２６、 ３２、 ４８ 和 ６９ 位）
位于 β 折叠上； α２ 区域内的 ４ 个多态性位点 （第
１６６、 １７０、 １８０ 和 １９８ 位） 位于 α 螺旋上， ５ 个多态

性位点 （第 １２２、 １２６、 １３８、 １４１ 和 １５０ 位） 位于 β
折叠上 （图 ４Ｃ）。 鸡 ＭＨＣⅠα 基因 ＰＢＲ 区域中除

３１、 ５５、 ８０、 １４８ 和 １５０ 位的 ５ 个氨基酸多态性位点

外， α１、 α２ 区域内其余多态性氨基酸残基均位于 α
螺旋或 β 折叠上， α１ 区域内的 ４ 个多态性位点 （第
７２、 ７６、 ７７ 和 ８０ 位） 位于 α 螺旋上， ２ 个多态性位

点 （第 ２４ 和 １０９ 位） 位于 β 折叠上； α２ 区域内的 ２
个多态性位点 （第 １５８ 和 １６７ 位） 位于 α 螺旋上， ３
个多态性位点 （第 １２５、 １２８ 和 １４５ 位） 位于 β 折叠

上 （图 ４Ｄ）。 草鱼和其他 ３ 个物种 ＭＨＣⅠα 基因

ＰＢＲ 区域的空间结构极其相似， 参与抗原递呈的关

键性氨基酸残基主要分布在 α 螺旋或 β 折叠上， 但

草鱼 ＭＨＣⅠα 基因的多态性位点在 ＰＢＲ 区域中的分

布较其他物种更加均衡。

注： 黄色线段表示 Ｗｕ－Ｋａｂａｔ 分值≥４ 的多态性位点， 红色线段表示 Ｗｕ－Ｋａｂａｔ 分值≥８ 的多态性位点。

图 ４　 草鱼 （Ａ）、 小鼠 （Ｂ）、 牛 （Ｃ） 和鸡 （Ｄ） ＭＨＣⅠα基因 α１、 α２ 区域的空间结构
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２􀆰 ５　 不同物种 ＭＨＣⅠα基因系统进化分析

为了解草鱼 ＭＨＣⅠα 基因在遗传学方面与禽类、
哺乳类动物的关系， 将本研究获得的草鱼、 小鼠、 牛

和鸡各 ５ 个 ＭＨＣ Ⅰα 基因序列与已经发表的人

（Ｌ１９９２３ ）、 鸭 （ ＡＹ２９４４１６ ）、 猪 （ ＮＭ００１２４６２４２ ）
和武昌鱼 （ＪＦ９２１１０６） 的 ＭＨＣⅠα 基因序列构建系

统发育进化树。 结果显示， 上述 ８ 个物种 ＭＨＣⅠα
基因序列可明显分为两大分支。 人、 小鼠、 牛、 猪、

鸡和鸭 ＭＨＣⅠα 基因构成进化树上第一分支 （Ⅰ），
草鱼和武昌鱼 ＭＨＣ Ⅰ α 基因单独构成另一分支

（Ⅱ）。 草鱼不同个体的 ＭＨＣⅠα 基因继续分化为不

同的亚支， 而同一个体的 ＭＨＣⅠα 基因差异不明显。
鱼类 （草鱼、 武昌鱼） ＭＨＣⅠα 基因与禽类 （鸡、
鸭） 和哺乳动物 （人、 小鼠、 牛、 猪） 的亲缘关系

较远， 基因沿着不同的方向进化 （图 ５）。

注： ●表示从 ＧｅｎＢａｎｋ 上下载的 ＭＨＣⅠα 基因序列， ○表示本研究所获得的 ＭＨＣⅠα 基因序列。

图 ５　 不同物种 ＭＨＣⅠα基因进化树分析

３　 讨论

ＭＨＣ 分子在现有物种形成前就已经存在。 在物

种长期的进化过程中， ＭＨＣ 基因在物种间及种群个

体间产生了显著差异。 亲缘关系较近的物种间 ＭＨＣ
基因结构相似， 同种动物个体间 ＭＨＣ 等位基因呈现

出高度多态性。 本研究从草鱼 ３ 个个体中获得了 ５ 种

ＭＨＣⅠα 基因型序列， 胡丹丹等［１６］ 在虹鳟中发现了

１２ 个 ＭＨＣⅠ等位基因， 季芳等［１７］在中国恒河猴中检

出了 ２３ 个 ＭＨＣⅠ等位基因， Ｇｒｉｍｈｏｌｔ 等［１８］分别在大

西洋蛙和金头鲷中了发现了 １２ 个和 ２ 个 ＭＨＣⅠ等位

基因。 序列分析显示， 草鱼 ＭＨＣⅠα 基因 ＣＤＳ 区基

因结构与哺乳动物相似， 由信号肽、 胞外段结构域

（α１、 α２、 α３）、 跨膜区和胞质区组成。 其中， α２ 和

α３ 区域中有 ４ 个保守的半胱氨酸残基， α１ 与 α２ 区

域形成一个由 ２ 个 α 螺旋和 ８ 个 β 折叠组成的 ＰＢＲ。
随后模拟了草鱼 ＭＨＣⅠα 基因 ＰＢＲ 的空间结构， 结

果发现， ＰＢＲ 形成与抗原肽结合的分子凹槽， ２ 个 α
螺旋构成凹槽的两侧， ８ 个 β 折叠构成凹槽的底部。
该区域主要由保守的氨基酸残基组成， 螺旋的两端非

常保守， 螺旋的中部较为多态［１９］。 在抗原呈递过程

中， 内源性抗原肽占据 ＭＨＣⅠ类分子的 ＰＢＲ， 而

ＭＨＣⅠ类分子的多态性主要体现在 ＰＢＲ， 多态性对

ＰＢＲ 结合特异性抗原肽的亲合力发挥重要作用［２０］。
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基于 Ｗｕ－Ｋａｂａｔ 分析发现， 草鱼 ＭＨＣⅠα 基因 ＰＢＲ
区域内多态性氨基酸残基主要位于 α 螺旋或 β 折叠

上。 ４ 个高频氨基酸多态性变异位点的主要作用是结

合抗原多肽。 夏春等［２１］研究发现草鱼 ＭＨＣⅠ类分子

α１ 和 α２ 区域存在大量的插入 ／缺失突变， 是多态性

富集区。 Ｐｈｉｌｌｉｐｓ 等［２２］ 也证实了虹鳟 ＵＢＡ 基因第二

外显子存在高度多态性， 且变异主要发生在 ＰＢＲ。
ＭＨＣ 分子最主要的功能是递呈抗原肽， 多态性

决定了其识别和递呈抗原肽的能力， 由此决定了不同

个体对特定抗原肽能否产生免疫应答及应答反应的强

度［２３］。 在 ＭＨＣⅠα 基因中， 非 ＰＢＲ 部位相对保守，
承担着维持分子结构稳定的作用， 从而保证 ＰＢＲ 形

成袋状凹槽结构， 有利于同抗原肽结合， 维持免疫活

性。 ＭＨＣ 表面的氨基酸残基可能参与 Ｔ 细胞受体

（ＴＣＲ） 的识别， 肽结合槽中部的氨基酸残基侧链分

别伸向结合槽的内部和 α 螺旋的上方， 参与抗原肽

和 ＴＣＲ 的结合［２４］。 作为构成 ＭＨＣⅠ类分子与抗原肽

结合的 ＰＢＲ， 由于病原体抗原的多样化， 使其在进

化过程中相应区域的氨基酸也发生高度变化。 该区域

多态性越丰富， 基因序列变异越大， 越有利于同结构

各异的抗原肽结合。 这些特征说明 ＭＨＣⅠ类分子 α
链 ＰＢＲ 内的氨基酸残基各自行使独特的功能， 同时

为了更好地识别种类繁多的抗原肽， 又参与内部各位

点的相互协作， 也证实了 ＭＨＣⅠ类分子的系统进化

方向是氨基酸残基协同进化的结果。 此外， 本研究发

现， 草鱼和小鼠、 牛、 鸡 ＭＨＣⅠα 基因均存在丰富

的多态性， 尽管多态性氨基酸残基的具体位置在不同

物种间存在差异， 但整体的分布是相似的， 主要集中

在 α１ 和 α２ 区域构成的 ＰＢＲ， 并且在空间结构上处

于抗原肽结合的关键部位 α 螺旋或 β 折叠上。
众所周知， 同一物种的不同个体由于生活环境差

异， 可能受到不同病原体的影响， 致使同物种个体间

ＭＨＣ 基因呈现出高度多态性。 在环境作用下， 源于

共同祖先的不同物种 ＭＨＣ 基因有着不同的演化趋

势［２５］。 草鱼不同个体尽管在养殖过程中， 外形特征、
生产性能等方面存在差异， 但基于相同的自然环境，
其 ＭＨＣⅠα 基因仍保留着共同祖先的遗传特征， 个

体间差异并不明显［２６］。 禽类与哺乳动物生活环境相

似、 亲缘关系较近， 而鱼类有着截然不同的水生环

境， 并且鱼类与禽类和哺乳动物在系统发育树上处于

不同的分支， 这就造成了草鱼和小鼠、 牛、 鸡 ＭＨＣ
Ⅰα 基因多态性存在一定差异。 草鱼 ＭＨＣⅠα 基因

的 Ｐｉ 和 Ｋ 值均大于其他脊椎动物， 并且 Ｔａｊｉｍａ􀆳ｓ Ｄ
和 Ｆｕａｎｄ Ｌｉ􀆳ｓ 负值统计结果表明， 该基因的进化过程

中未遵循中性进化模型， 不是平衡选择的结果， 其基

因的遗传变异不是群体进行随机 “遗传漂变” 的结

果， 而是受到自然环境的负向选择， 而其他脊椎动物

均为正向选择。 此外， 草鱼 ＭＨＣⅠα 基因全长、 α１
和 α２ 区域的 Ｒ 值均小于 １， 再次证实其受到自然环

境的负向选择作用， 而其他脊椎动物的 Ｒ 值大于 １，
为正向选择［１２］。 Ｋｉｔａ 等［２７］ 分析了食蟹猴的 ＭＨＣ 等

位基因， 发现造成群体遗传结构差异的因素主要是不

同的环境选择压力。 环境中的病原体种类繁多、 形态

各异， 物种要在复杂的自然环境中生存并延续下来，
就不得不面对各种病原体的侵害。 因此， 免疫系统就

必须具有特异识别、 处理种类繁多的病源体并引起机

体特异性免疫应答的能力。 环境中的病原压力促使草

鱼 ＭＨＣⅠα 基因向多型性基因方向进化， 优势的基

因经过长期的自然选择得以在群体中保留并延续下

去。 这种遗传学特点对其抗病性起着关键作用， 草鱼

个体 ＭＨＣⅠα 基因的差异决定了机体抵御病原体感

染能力的大小。
综上， 本研究通过 ＲＴ－ＰＣＲ 直接克隆测序的方

法获得了 ５ 个草鱼 ＭＨＣⅠα 基因型序列， 发现了其

基因拥有丰富的多态性， 且受到自然环境的负向选

择； 证实了草鱼与小鼠、 牛和鸡 ＭＨＣⅠα 基因多态

性特征相似， 多态性氨基酸主要位于 α 螺旋或 β 折

叠上， 处于抗原递呈的关键部位。 本研究结果为进一

步探究低等脊椎动物 ＭＨＣⅠα 基因的生物学特征及

从遗传学角度揭示其基因的多态性特点和分子进化规

律奠定了理论基础。
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