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摘要! 克隆了鳜N细胞表面受体4>@ 分子的M>,-序列并对其在组织A器官的表达进行了分

析" 鳜4>@ 分子的M>,-序列全长为 $ !"< LG!编码 @<= 个氨基酸" 该4>@ 分子由 @ 个免疫

球蛋白样结构域#5&C4&C5$C4$$构成的胞外区%一个跨膜区和一个包含保守的4O4基序的胞

内区组成" 系统进化分析表明!鳜4>@ 分子与同属于鲈形目的鲈 4>@ 分子聚为一支!与鲈的

相似性最高#"?P$!与鲤的相似性较低#!@P$" 序列比对分析显示!4>@ 分子胞外区存在多

个保守性位点!如&4& 结构域中的QN4基序%5$ 和4$ 结构域中的,C糖基化位点等" 同鸟类

和哺乳类不同的是!鳜4>@ 分子在5& 结构域中缺少由半胱氨酸#4RS$残基对形成的二硫键!

而在5$ 结构域中存在一个额外的二硫键!这可能会改变 4>@ 分子的空间构象!进而影响到

4>@ 与T24

!

的结合以及后续的抗原诱导的N细胞活化等" 荧光定量B4+分析表明!4>@

D+,-在鳜的胸腺中表达量最高!在脾脏中表达量最低" 脂多糖腹腔注射 # K后!4>@ D+,-

在鳜的胸腺%脾脏和头肾中都呈显著的上调表达#!U%8%"$"

关键词! 鳜' N细胞' 4>@' 表达

中图分类号! V?#<' 1=&?8@'''''''文献标志码&-

''在哺乳动物中"至少存在 $ 种表面标记与表

达谱系不相同的N细胞亚群"即4>@ W和4># W

N细胞&&'

( 4>@ W细胞主要是辅助性 N细胞

#KI7GIXNMI77"NK$"为T24

!

类限制性"几乎参

与免疫应答的全部过程&$'

%4># W细胞主要是细

胞毒性N细胞#MRY6Y6ZFMN7RDGK6MRYI"4N.$"为

T24

"

类限制性"是细胞免疫的主要效应细胞(

4>@ 分子属于免疫球蛋白中的跨膜蛋白"胞外区

有 @ 个 0: 样#FDD9H6:76L97FHC7F[I$结构域组成"

第一个和第三个结构域为 0:5样结构域#5& 和

5$$"第二个和第四个结构域为0:4样结构域#4&

和4$$( 其中 5& 和 4& 是 4>@ 与 T24

!

的主

要结合位点&!'

( 不同物种的 4>@ 分子中存在多

个保守的氨基酸位点和基序"例如!胞外区中用来

形成二硫键的4RS残基)QN4基序#4& 结构域$

和,C糖基化位点#5$ 和4$ 结构域$"以及胞质区

中的4O4基序(

鱼类中也存在与哺乳动物类似的4>@ WNK

细胞和 4># W4N.细胞&@ ;?'

"可行使类似于哺

乳动物 N细胞的功能"如同种异体移植排斥)混

合淋巴细胞反应和迟发型超敏反应等&@"#'

( 目

前"鱼类中许多免疫相关分子被克隆出来"包括

N4+

&#'

)4>!

&&% ;&$'

)4>#

&&! ;&@'

)T24

&&" ;&<'等"这

些分子与哺乳动物的同源基因在氨基酸序列上

都有一定的保守性"如 4>! 分子中的免疫受体

酪氨酸蛋白激酶激活基序#0N-T$)4># 分子胞

内区存在的 G"<.M[ 蛋白激酶结合位点等"表明

N细胞的活化过程在从鱼类到哺乳动物中都非

常保守( 近来"4>@ 分子已在多种鱼类中得到

了克隆&&? ;$$'

( 与哺乳动物不同的是"鱼类中还

发现一种胞外区只包含 $ 个或者 ! 个结构域的

4>@ 分子"即 4>@+3.

&&#"$%"$! ;$@'

( 在染色体上"

这些 4>@+3.分子与 4>@ 分子呈线性排列"分

布在 "#$!$?%和 !&'" 基因之间&$!'

( 序列分
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析发现"只包含两个结构域的 4>@ 分子和 @ 个

结构域的 4>@ 分子在结构上有很多的共同

点&&#'

( 因此"4>@+3.可能是通过基因复制的

方式 产 生 的( $%%@ 年" 在 无 颌 类 七 鳃 鳗

#!()*+,-.+/ ,0*1/23$中发现只包含两个结构域

的 4>@ 分子"推测该分子可能是现存物种 4>@

分子的原始形式&$"'

(

硬骨鱼类是脊椎动物中一个大的类群"对鱼

类免疫系统的研究有助于了解免疫系统的多样

性以及脊椎动物免疫系统的进化%另一方面很

多鱼类也是重要的水产养殖对象"对他们免疫

系统的研究在水产病害的防治方面亦具有重要

的意义( 鳜# $1/14(*50 5620)31$是我国重要的淡

水养殖鱼类"具有较高的经济价值( 近年来"高

密度的养殖模式导致病害的频繁发生"给养殖

业造成了经济损失( 病害的免疫防治受到了较

高的重视( 目前"已在鳜的免疫细胞&$<'

)免疫球

蛋白&$? ;$#'和一些非特异性免疫因子&$= ;!&'方面

取得了一些进展"但对其适应性免疫中的 N淋

巴细胞的研究还未见报道( 本研究克隆了鳜的

4>@ 分子"并通过荧光定量 B4+分析了 4>@ 分

子在健康鳜和脂多糖#7FG6G67RSEMMKEXF\I".B1$

刺激下各个器官和组织中的表达变化"期望可

以为鱼类病害的免疫防治提供理论基础"完善

对鳜免疫系统的认识(

&'材料与方法

%&%'总()*提取

实验用鳜#体质量!@%% ]"%% :$均来自武汉

市江夏区牛山湖渔场"室内水簇箱驯养 & 周以上(

用T1$$$#NXFMEFHIDIYKEHIS97̂6HEYI$麻醉后对各

个组织和器官进行采样"按 NXF_67#0H`FYX6:IH$说

明书提取总 +,-"用于反转录合成 M>,-第

一链(

%&+'鳜"#$ 全长,#)*扩增

根据已知鱼类 4>@ 的序列设计简并引物

4>@C& 和 4>@C$( 按照 1T-+NM>,-1RHYKISFS

aFY#476HYIMK$操作手册"将提取的鳜胸腺总 +,-

反转录为 M>,-第 & 链( 根据已获得的 4>@ 基

因片段设计 "b和 !b+-43引物#表 &$"与*BT扩

增鳜4>@ M>,-的 "b和 !b端( B4+反应条件为

=@ c变性 " DFH%=@ c!% S"<< c !% S"?$ c

@" S"" 个循环%=@ c !% S"<@ c !% S"?$ c @" S"

!% 个循环%?$ c延伸 &% DFH( B4+产物经 &8%P

琼脂糖凝胶电泳后"用凝胶纯化试剂盒#)DI:E$

纯化后与 GT>C&#N载体#NEaE+E$连接"转化到

大肠杆菌#&356(*15610 5+71$>2"

#

株"B4+检测

阳性克隆后"用-d0B+01T !?? 自动测序仪对阳

性克隆测序( 最后"对所获得的序列进行拼接"获

得完整的4>@ 全长M>,-(

表 %'实验中所用的引物序列

!-.&%'/01230435637,346438179:144968;

引物名称

GXFDIX

引物序列#"bC!b$

SIe9IHMI

用途

EGG7FMEYF6H

4>@C& ff#fA-$44#fA-$Nff#-Af$#fA-$#fA-$NfNf-f4NfNff 正向简并引物

4>@C$ --#fAN$44NN#NA4$f#-Af$f4N#NAf$Nfff#NAf$NNNNf 反向简并引物

4>@/& -N-NfN-fNfN4-N-fN4-N4f4--N44N !b+-43CB4+

4>@/$ 4N44N4fN-4N4-NNNN4-N44N4N-44f

4>@:SG& f-4f4---4--4ff--f-Nf-ffN "b+-43CB4+

4>@:SG$ 4f4N-N4N44NfN4444-4NN44

*BTC76H: 4N--N-4f-4N4-4N-N-fff4--f4-fNffN-N4--4f4-f-fN 扩增 "b和 !b末端的通用引物

*BTCSK6XY 4N--N-4f-4N4-4N-N-fff4

+NC4>@C/ -NfN-fNfN4-N-fN4-N4f4--N44 4>@ +IE7CYFDIB4+上游引物

+NC4>@C+ 4NfN-f--N44NNNfff4NNNff 4>@ +IE7CYFDIB4+下游引物

EMYFH/ f-f-fff---N4fNf4fNf- -MYFH +IE7CYFDIB4+上游引物

EMYFH+ 4-N-44f-ff--ff--ff4Nf -MYFH +IE7CYFDIB4+下游引物

%&<'序列分析

氨基酸序列的推断通过 3OB-1g网站的

NXEHS7EYI程序完成 # KYYG!

!

hhh8IZGESR8MKA

Y667SA\HE8KYD7$%4>@ 分子中的 @ 个 0: 样结构域

!!""
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# 期 郭'政"等!鳜N细胞表面受体4>@ 分子的克隆与表达分析 ''

的预测采用 1T-+N软件进行预测 # KYYG!

!

SDEXY8IDL7CKIF\I7LIX:8\IASDEXYASIYi D6\I8M:F*

,)+T-.j&$%不同物种 4>@ 分子之间的同一

性比较在 ,4d0中 d7ESYG 中进行# KYYG!

!

L7ESY8

HMLF8H7D8HFK8:6`Ad7ESY8M:F* B+)f+-T j

L7ESYGkd.-1Ni B+)f+-T1 jL7ESYGkB-f3i

NgB3 j d7ESY1IEXMKk12)Q i >3/-*.N1 j

6Hk.0,ai.)4jL7ESYK6DI$%氨基酸序列的多重

比对采用 4.*1N-.Q $8% 程序完成 # KYYG!

!

hhh8ILF8EM89[AN667SAM79SYE7h$A$%信号肽)跨膜

区以及 ,C糖基化位点的预测分别采用 4d1

BXI\FMYF6H 1IX̀IXS中的 1F:HE7B# KYYG!

!

hhh8

MLS8\Y98\[ASIX̀FMISA1F:HE7BA$)NT2TT#KYYG!

!

hhh8MLS8\Y98\[ASIX̀FMISANT2TTC$8%A$)

,IY,f7RM&8% 1IX̀IX# KYYG!

!

hhh8MLS8\Y98\[A

SIX̀FMISA,IY,f7RMA$程序进行( 基于氨基酸全序

列构建的系统发育树由 479SYE7O和 T3f-@8%

程序中的邻接法#,IF:KL6XC(6FHFH:",($构建(

%&$'(3-=>9123/"(分析

组织总+,-的抽提和反转录合成 M>,-'

'为检测4>@ 在不同组织和器官中的表达水平"

取 ! 尾健康鳜#体质量 @%% ]"%% :$"驯养 & 周后

分别取其胸腺)脾脏)头肾)肝脏)小肠)鳃( 参照

NXF_67试剂盒说明书提取组织总 +,-"经 >,ESI

"

+,ESIĈXII#/IXDIHYES$处理后"分别测量 +,-

样品在 $<% HD和 $#% HD波长下的吸光度值"计

算 +,-样品的浓度和纯度( 取 $

$

: 处理的

+,-样品在 $%

$

.反应体系中用 +ÌIXY-F\ /FXSY

1YXEH\ M>,- 1RHYKISFSaFY#/IXDIHYES$ 进行反

转录(

为了更好的了解细菌内毒素对鳜免疫系统的

影响"将 $@ 尾健康鳜随机分成 $ 组"其中一组为

空白对照#注射 Bd1$"另外一组为实验组#注射

.B1$"注射剂量参照鱼体质量进行#每千克体质

量注射 @%%

$

: .B1$( 注射后分别在 %)@)#)&$ K

进行采样( +,-提取和反转录的方法同上(

标准曲线绘制''根据鳜 "8@ 基因序列设

计引物+NC4>@C/和+NC4>@C+"内参基因
!

905)1/

的引物为 -MYFH/和 -MYFH+#表 &$( 分别用上述

的 $ 对引物进行 B4+扩增"B4+产物经 &8"P琼

脂糖凝胶电泳后"用 >,-凝胶回收试剂盒

#dF6>Ì$对目的片段进行纯化"连接到 GT>C&#N

载体#NEaE+E$中"通过测序来检验M>,-的正确

性( 提取含有插入目的片段的质粒进行 &%

;&

]

&%

;"梯度稀释"绘制标准曲线(

荧光定量 B4+和数据分析''荧光定量

B4+用 1gd+fXIIH +IE7CYFDIB4+TESYIXTFZ

试 剂 盒 # N)g)d)$ 在 4KX6D6@ +IE7CNFDI

>IYIMYF6H 1RSYID#T(+ISIEXMK$上进行"扩增条件

为 =@ c预变性 $ DFH%=@ c &" S"<% c $% S"

?$ c !% S"@$ 个循环%?$ c延伸 " DFH( B4+结

束后对扩增产物进行溶解曲线分析"以确保特异

性扩增( 根据标准曲线计算样品中 ,:;8基因的

相对拷贝数"每个样品设 ! 个重复"以未加模板的

B4+反应样品作为阴性对照( B4+结果用

)GYFM6H T6HFY6X16 ŶhEXI$8%! 5IXSF6H # T(

+ISIEXMK$进行分析(

$'结果

+&%'鳜"#$ ,#)*序列和预测的氨基酸序列

利用简并引物扩增到鳜4>@ 基因片段"通过

+-43CB4+的方法获得其 M>,-全长#fIHdEH[

登录号为f*""%?%<$"共包含 $ !"< LG"其编码区

有 & @&% LG"编码 @<= 个氨基酸#图 &$"胞外区有

@ 个结构域#5&C4&C5$C4$$构成(

鳜4>@ 分子由 $& 个氨基酸组成的信号肽

#最可能剪切位点是 f7R$% 与 NKX$& 之间$)!=<

个氨基酸形成的 @ 个结构域)$! 个氨基酸构成跨

膜区和 $= 个氨基酸构成的胞内区组成#图 &$(

胞外区包含 " 个潜在的 ,C糖基化位点"其中在

5$ 和 4$ 结构域中的 ,C糖基化位点 #-SH$#=C

.I9$=%CNKX$=& 和-SH!@!C.I9!@@CNKX!@"$普遍存

在于所有的脊椎动物中( 通过对部分已知物种的

4>@ 分子进行多序列比对发现"鸟类和哺乳类5&

结构域中都存在保守的 4RS残基对"可在结构域

内形成二硫键( 但是"在所有硬骨鱼类中都不存

在这样的一个 4RS残基"因此无法形成二硫键(

在4& 结构域中"鱼类同小鼠#<23,2352723$)人

#=+,+ 3041(/3$一样存在两个 4RS残基( 但是"

在鸡#>07723;07723$)狗#"0/1372423?0,1710*13$)

猫#@(71350)23$)斑马鱼 #80/1+ *(*1+ $)白鲸

#8(7461/04)(*237(2503$中缺少一个 4RS残基"表

明这些物种4>@ 分子4& 结构域中可能不存在二

硫键( 在5$ 结构域中"不同于高等脊椎动物的

是"鱼类中存在两个4RS残基"可在结构域内形成

一个二硫键连接( 在 4$ 结构域中"所有物种都

#!""
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存在两个4RS残基( 总的来说"由于不同结构域

中形成二硫键的不同"鳜4>@ 分子可能在构象上

与高等脊椎动物不同"这种不同可能对4>@ 的表

达和功能有一定的影响( 另外"在鱼类中"还存在

一类只有包含 $ 个或者 ! 个结构域的4>@ 分子"

其每个结构域中都存在形成二硫键的 4RS残基

对( 跨膜区在所有物种中都不保守"但是胞内区

4O4基序普遍存在于所有物种中( 该基序是酪

氨酸蛋白激酶 G"<7M[ 的结合位点"可通过 N4+C

4>! 复合体诱导 N淋巴细胞活化&!$'

( 高等脊椎

动物的4>@ 分子胞内区的4O4基序前面还包括

\FC7I9MFHI基序"该基序参与抗原诱导的4>@ 分子

内化"但是鱼类中缺失该基序&$&'

(

图 %'鳜"#$ 与其他物种"#$ 氨基酸序列比较

用于比较的4>@ 在fIHdEH[中序列号分别为鳜 f*""%?%<%红鳍东方 -d&<@%""%虹鳟 -g=?!%!%%斑马鱼 ,Ti%%&&!"%=<%白鲸

-/%?&?==%鸡 ,Ti$%@<@=%猫 ,Ti%%&%%=$"%%狗 ,Ti%%&%%!$"$%小鼠 ,Ti%&!@##%人 ,Bi%%%<%?( 氨基酸之间的间隔采用+ ;,

表示"保守氨基酸和基序用灰色突出显示"预测的,C糖基化位点用下划线进行标示(

?1@&%'"A2B-014A7AC-=1@72379AC2-78-017C14:"#$ D19:A9:304B3,134

-7F:HDIHY6 D̂EH\EXFH F̂SK 4>@ hFYK M6XXISG6H\FH: SIe9IHMIŜX6D 9̂:9#A0B1?2;2 *2C*14(3$#-d&<@%""$"XEFHL6hYX69Y##/5+*6-/5623

,-B133$#-g=?!%!%$"_ILXÊFSK#80/1+ *(*1+$ #,Ti%%&&!"%=<$"hKFYIhKE7I#8(7461/04)(*237(2503$ #-/%?&?==$"MKFM[IH#>07723

;07723$#,Ti$%@<@=$"MEY#@(71350)23$#,Ti%%&%%=$"%$"\6:#"0/1372423?0,1710*13$#,Ti%%&%%!$"$$"D69SI#<23,2352723$#,T

i%&!@##$EH\ K9DEH#=+,+ 3041(/3$#,Bi%%%<%?$8fEGSEXIFH\FMEYI\ LR KRGKIHSEH\ M6HSIX̀EYF6H EDFH6 EMF\SEH\ XI:F6HSEXISKE\I\

FH :XER8,C:7RM6SR7EYF6H SFYISEXI9H\IX7FHI\8

''将鳜4>@ 分子与已知物种的 4>@ 分子进行

同一 性 比 较" 同 一 性 从 高 到 低 依 次 为 鲈

#815(/)*0*562370C*0D$ # "?P$) 红 鳍 东 方 

#A0B1?2;2 *2C*14(3$ #"!P$)虹鳟##/5+*6-/5623

,-B133$#@!P$)斑点叉尾 #:5)072*2342/5)0)23$

#!=P$)鲤 #"-4*1/2350*41+$ #!@P$ 等( 基于

$!""
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# 期 郭'政"等!鳜N细胞表面受体4>@ 分子的克隆与表达分析 ''

4>@ 分子氨基酸序列构建的系统发育树显示"鳜

4>@ 分子与鲈的4>@ 分子聚为一支"而七鳃鳗的

4>@ 分子则处于进化树的根部"表明该分子可能

是已知4>@ 分子的原始形式#图 $$(

图 +'基于已知物种"#$ 分子的氨基酸

序列构建的系统进化树

系统进化树中所用的序列在 fIHdEH[ 中的登录号分别是鲈

4>@ -T#@=#&&% 斑 点 叉 尾 4>@ >V@!"!%&% 鲤 4>@

>V@%%&$@%虹鳟 4>@+3.-g#===!& 和 -g??$?&&%斑马鱼

4>@+3.,Ti%%&&!"&!?%斑点叉尾 4>@+3.>V@!"!%$%七

鳃鳗 -g<#<#<$( 节点上的数字表示分支可信度的百分比

#&%%% L66YSYXEGI$( 其它所用的序列为图 & 中用到的序列(

?1@&+'/:;=A@37391,90334:AD17@ 9:303=-91A74:1B

.39D3379:3-217A -,18435637,34AC

"#$ -78"#$(EF

NKIGKR76:XED Y6G676:R XIGXISIHYI\ KIXIXIG7FMEYF6HS 6̂X&%%%

L66YSYXEG FYIXEYF6HS8 NKI SIe9IHMIS hIXI E7F:HI\ LR

4.*1N-.Q$ GX6:XEDEH\ YKIGKR76:IHIYFMYXIIhESM6HSYX9MYI\

LR HIF:KL6XCl6FHFH: DIYK6\S9SFH: T3f-`IXSF6H @8%8fIHdEH[

EMMISSF6H H9DLIXS! SIE LESS # 815(/)*0*5623 70C*0D$

# -T#@=#&& $% MKEHHI7 MKEŶFSK # :5)072*23 42/5)0)23$

#>V@!"!%&$% M6DD6H MEXG#"-4*1/2350*41+$ #>V@%%&$@$%

XEFHL6hYX69Y4>@+3.##/5+*6-/5623,-B133$#-g??$?&& EH\

-g#===!& $% SIE7EDGXIR 4>@+3.# !()*+,-.+/ ,0*1/23$

#-g<#<#<$$"6YKIXSIe9IHMIS9SI\ FSYKISEDIhFYK SIe9IHMIS

6^̂F:9XI&8

+&+'!"$ 基因的表达

以梯度稀释的含有鳜
!

905)1/ 和目的基因的

质粒建立标准曲线"设定鳜"8@ 在脾脏中的表达

量为 &"根据"8@ 在各个组织中的相对表达量作

柱形图( 从图中可以看出""8@ 在胸腺中表达量

较高%其次为肠)鳃)肝脏)头肾#图 !$(

以.B1刺激的 % K 为对照组"刺激后 @ K 的

胸腺4>@ D+,-表达量显著上升#!U%8%"$"# K

后"8@ 在胸腺)脾脏和头肾中都有显著性的上调

表达"但在肠道中的表达没有显著性差异"表明

.B1作用于主要淋巴器官中的淋巴细胞#图 @$(

图 <'鳜!"$ 在不同组织G器官中的表达情况

?1@&<'!:303=-91H33IB03441A7AC2-78-017C14:

!"$ @3731781CC303799144634A0A0@-74

3ZGXISSF6H 7ÌI7S6 "̂8@ :IHIhESME7M97EYI\ ESEXEYF6 XI7EYF̀I

Y6

!

905)1/ FH YKISEDISEDG7I6 ŶKXIIFH\F̀F\9E7S"EH\ EŜ 67\

IZGXISSF6H LESI\ 6H SG7IIH8>EYEhIXIIZGXISSI\ ESYKIDIEH m

1>8

图 $'F/J刺激后""#$ 在胸腺#脾脏和

头肾中的表达情况

?1@&$'!:33IB03441A7AC"#$ -92()*=3H3=17

9:;264"4B=337-78:3-8K1873; AC2-78-017

C14:CA==AD17@ F/J49126=-91A7

NKI\EYE#DIEH m1>$hIXIIZGXISSI\ ESXEYF6 XI7EYF̀IY6

!

905)1/

7ÌI7EH\ H6XDE7FSI\ E:EFHSYYKI% K M6HYX678-SYIXFS[SFH\FMEYI

YKISF:HF̂FMEHY\F̂̂IXIHMIEY!U%8%" hFYK XISGIMYY6 M6HYX678

!'讨论

鳜4>@ 分子同大多数鱼类 4>@ 分子一样"

在其胞外区结构域中"除 5& 结构域外"其它 ! 个

结构域中都存在用于形成结构域内二硫键的 4RS

残基对( 而鸟类和哺乳类 5& 结构域中都存在 $

%!""
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个保守的 4RS残基( 也就是说"鱼类 4>@ 分子

5& 结构域中不能形成二硫键( 然而"在 4& 结构

域中"大部分鱼类和人类的4RS高度保守"但是在

白鲸)鸡)猫和狗中缺少一个 4RS残基( 4RS残基

的缺失意味着结构域内不能形成二硫键连接"这

可能会改变不同物种4>@ 分子的构象&!! ;!<'

( 由

于5& 与 4& 是 4>@ 分子与 T24

!

分子在抗原

识别过程中主要结合部位"不同 4>@ 分子 5& 和

4& 的不同构象可能影响 4>@ 分子与 T24

!

分

子的结合( 不同于哺乳动物和鸟类"鱼类中 5$

结构域中存在两个 4RS残基"可形成一个额外二

硫键"这可能导致鱼类4>@ 分子在构象上不同于

高等脊椎动物的 4>@ 分子&&?'

"当然这些都有待

进一步的实验证明( 在胞内区"4O4基序在所有

物种中都非常保守( 表明鳜 4>@ 同哺乳动物

4>@ 一样"可结合 G"<.M[ 蛋白激酶而行使其

功能(

小鼠4>@ 分子中存在 @ 个,C糖基化位点"只

有当糖基化位点全部被糖基化后"4>@ 分子才能

正确折叠"表达于细胞膜上&!?'

( 同时"糖基化在

N淋巴细胞抗原识别方面也起到非常重要的作

用&!#'

( 鱼类 4>@ 分子上存在多个 ,C糖基化位

点"而且在5$ 和4$ 结构域中存在的糖基化位点

在所有物种中都非常保守&$&'

"表明所获得的鳜

4>@ 分子与同哺乳动物的 4>@ 分子具有相同或

相似的功能(

利用+NCB4+技术检测鳜 "8@ 基因的表达"

发现其主要在胸腺中表达"表明胸腺是鱼类 N细

胞主要的发生)成熟和分化的场所( 其次"8@ 基

因在小肠和鳃中都有一定量的表达"而在脾脏中

最低"这种表达模式同鲤很相近&&='

"但是同红鳍

东方)斑点叉尾 和虹鳟不同&&? ;&#"$%'

( 硬骨鱼

类肠道含有由淋巴细胞)巨噬细胞)粒细胞)肥大

细胞)浆细胞等构成的多种白细胞群&!='

"其上皮

层是N细胞主要聚集的场所&@% ;@$'

( 鳃中也存在

淋巴细胞)巨噬细胞)粒细胞)杯状细胞)上皮细

胞"二者都具有一定抗原处理)提呈的功能"可产

生一定的免疫反应&@!'

( 4>@ 分子在肠和鳃中的

表达证实淋巴细胞#NK 细胞$存在于这些组织(

.B1刺激后"4>@ 分子在胸腺)脾脏和头肾中都

有显著性上调表达"表明这 ! 个组织A器官都有为

N淋巴细胞的存在"且具有功能性的 4>@ N淋巴

细胞的存在(

系统进化分析显示"鳜与鲈的 4>分子聚在

一起" 他们都属于鲈形目鱼类( 对鱼类的

4>@+3.分子的序列特征分析表明"4>@+3.与

4>@ 分子具有很多的相同点" 4>@ 可能是

4>@+3.通过基因复制产生的&&#'

( 尽管鳜与哺

乳动物的 4>@ 分子的氨基酸序列的同一性非常

低"但是在用于糖基化和信号转导的氨基酸却非

常保守"这说明鳜4>@ N淋巴细胞存在( 4>@ 分

子是良好的 NK 细胞表面标志分子"本研究克隆

到的鳜4>@ 分子"加上已经获得的 4>! 和 4>#

分子"为制备抗鳜4>分子的单克隆抗体"分析 N

淋巴细胞亚群的分类及不同亚群的功能提供了便

利"也为更深层次地了解鱼类免疫系统"特别是 N

淋巴细胞的结构和功能打下了基础(
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7F[I:IHIFH YI7I6SŶFSK&('8T67IM97EX0DD9H676:R"

$%%<"@!#"$!@&% ;@&=8

&$@''p53+fo+>-4" ,3+.-,> - 2" B-N3. 18

476HFH:"MKEXEMYIXF_EYF6H"EH\ IZGXISSF6H GEYYIXH 6^

-Y7EHYFMKE7FL9Y# =144+;7+33236144+;7+3323.8$

4>@C$" .M[" EH\ n-BC?% & ('8/FSK k 1KI77̂FSK

0DD9H676:R"$%&%"$=#<$!=#? ;==?8

&$"''B-,43+n" T-g3+ Q 3" a.30, (" ()07E

BX6Y6YRGFMNMI77XIMIGY6XEH\ 4>@C7F[IM6XIMIGY6X

EXIIZGXISSI\ LR 7RDGK6MRYISFH YKIE:HEYKEH SIE

7EDGXIR&('8BX6MII\FH:S6 ŶKI,EYF6HE7-ME\IDR 6^
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6^ DEMX6D679M97IS & ('8 >ÌI76GDIHYE7 k
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YKIDEH\EXFH F̂SK 4>@ SIe9IHMI7EM[SYKI4RSGEFXSFH YKI F̂XSY0:C7F[I\6DEFH"L9YKESE9HFe9IG6SSFL7I

\FS97̂F\IL6H\ FH YKIYKFX\ \6DEFH8NKISI\F̂̂IXIHMISS9::ISYYKEYDEH\EXFH F̂SK 4>@ D67IM97IDER KÈIE
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