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病毒感染草鱼胸腺的 EST分析和免疫相关基因的鉴定
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摘要 :以感染草鱼 (C tenopharyngodon idellus) 出血病病毒 ( GCHV )的草鱼胸腺为材料 ,构建了草鱼胸腺的 SMART

cDNA文库。筛选文库获得到 1933条有效 EST序列。BLASTX分析显示 , 583条序列在公共数据库中能找到同源

基因 ( E2value≤1100E 1023, Identities≥30% ) ,另外 1350条序列则找不到显著同源性。已知基因按具体功能可划分

为 6类 ,大部分与细胞内的各种生理过程、细胞结构以及免疫防御相关。研究结果从分子水平上表明鱼类的胸腺

在机体感染病毒的免疫反应中发挥重要作用 ,同时也表明胸腺组织在病毒感染后可能表达很多目前还不清楚功能

的新基因。
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　　草鱼 (C tenopha ryngodon idellus) ,草食习性 ,肉

质鲜美 ,生长快 ,是我国淡水养殖的主要经济鱼类 ,

随着养殖密度的增大和养殖环境的恶化 ,病害发生

频繁。例如草鱼鱼苗和低龄草鱼在遭受草鱼出血病

病毒 ( Grass carp hemorrhage virus, GCHV)感染后能

引发出血病 ,导致大量死亡。因此 ,草鱼免疫相关的

研究就尤为重要。探索免疫防治措施 ,提高鱼体的

自身免疫能力 ,才能发展健康养殖。

近年来 ,对于鱼类免疫系统的研究受到广泛的

重视 ,并取得了重要进展。至今已构建了多种鱼的

cDNA文库 ,获得了一些重要的免疫相关基因。例

如本实验室从灭活的草鱼出血病病毒诱导的鲫鱼胚

胎细胞差减 cDNA文库中分离鉴定了一批抗病毒相

关和免疫相关基因的 EST,并成功克隆了数十个干

扰素系统基因 ,其中 TLR3能特异地识别 dsRNA和

诱导Ⅰ型干扰素的产生 , STAT1和 JAK1是干扰素

信号通路因子 ,另外还有 Mx1、Mx2、V iperin、PKR和

IF I56等抗病毒基因 [ 1—4 ]。这些免疫相关基因的发

现和获得加快了对鱼类免疫机制的了解。

胸腺是大多数鱼类最早发育的中枢淋巴器

官 [ 5 ] ,也是产生功能性 T淋巴细胞的主要免疫器

官 [ 6 ]。胸腺直接参与机体防御 ,参与体液免疫和细

胞免疫 [ 7, 8 ]
,在鱼类免疫和免疫系统的发育过程中

发挥关键作用。目前对于草鱼胸腺的认识仅是对组

织结构的了解 [ 9 ]
,还没有胸腺组织的基因表达的相

关研究。为了更清晰认识草鱼胸腺在病毒免疫中的

作用 ,本实验室在最近构建了感染草鱼出血病病毒

后的草鱼胸腺 SMART cDNA文库 ,并通过 EST分

析 ,对其表达的基因特别是免疫相关基因进行了较

系统分析。

1　材料与方法

111　材料　实验用草鱼为 I龄 ,体重 40 g左右 ,取

自本所实验渔场 ,在实验室条件下暂养一周。采用

腹腔注射草鱼出血病病毒 ( GCHV )的方法进行人工

感染 ,攻毒后约 7d,鱼体出现明显出血病症状 ,分离

胸腺组织。

112　方法　

11211　胸腺组织总 RNA的提取　用 SV Total RNA

Isolation Kit提取胸腺组织总 RNA,具体操作按说明

书进行。总 RNA提取后 ,溶于无 RNA酶的水中 ,经

琼脂糖凝胶电泳及紫外荧光光度计测定其 A260和
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A280鉴定质量后 ,保存于 - 70℃冰箱备用。

11212　cD NA第 1链的合成 　取 3μL总 RNA约

500 ng,加入 10μmol/L SMART IV
TM寡核苷酸和 10

μmol/L CDS III/3′端 PCR引物各 1μL。混匀后 ,于

72℃变性 2m in,冰上冷却 2m in,依次加入 5 ×第 1链

缓冲液 2μL, 20 mmol/L的 DTT 1μL, 10 mmol/L的

dNTP混合物 1μL及 PowerScrip t逆转录酶 1μL,共

计 10μL反应体系。混匀后 ,置 42℃反应 1h,经逆

转录合成 cDNA第 1链。

11213　双链 cD NA的 LD PCR扩增　取 cDNA第

1链产物 2μL,分别加入去离子水 80μL、10 ×Ad2
vantage 2 PCR缓冲液 10μL, 50 ×dNTP混合物 2

μL, 5′端 PCR引物 2μL, CDSⅢ /3′端 PCR引物 2μL

及 50 ×Advantage 2聚合酶混合物 2μL,使反应总体

系达到 100μL,混匀后 ,置于 PTC2100 PCR仪上 ,循

环参数为 : 95℃预变性 1m in, 95℃变性 15 s, 68℃复

性延伸 6m in,进行 21个循环扩增双链 cDNA。取 5

μL反应产物进行琼脂糖凝胶电泳检测。

11214　SM ART cD NA　质粒文库的构建、重组子

　　　　的 PCR鉴定和测序　取双链 cDNA PCR产

物与 pMD 182T克隆载体 ( TaKaRa)连接 ,连接产物

转化大肠杆菌 DH5α,涂平板后挑克隆于 LB培养基

中培养。以菌液为模板进行 PCR,用引物 AACG2
CAGAGTACGCGGG和 CAGAGTACT16筛选重组子 ,

产物经琼脂糖凝胶电泳分析。选取插入片段在 500

bp以上的克隆用载体上的引物进行测序。

11215　序列分析　应用 Cross2match软件去除原始

序列中的低质量序列、载体序列和重复序列 ,将预处

理后长度大于 220bp的 EST序列利用 B lastX软件

与 NCB I ( http: / /www1Ncbi1N lm1N ih1gov/B last)上

的非冗余蛋白质序列数据库进行同源比对分析。E2
value≤1100E 10—3以及 Identities≥30%的序列被

认为具有生物学意义的相似性 ,并对这部分 EST序

列按生物学功能进行分类。

2　结　果

211　SM ART cD NA文库构建　

制备的总 RNA (图 1A )经 1%琼脂糖凝胶电泳

检测可见清晰的 28S和 18S两条 RNA条带以及典

型的 mRNA弥散带 ,表明组织总 RNA完整性良好 ,

可用于文库构建。双链 cDNA产物呈现较为均匀的

拖带 ,主要集中在 500 bp以上 ,说明草鱼胸腺组织

中所转录出的 mRNA成分多样 (图 1B )。双链 cD2
NA产物与载体连接转化大肠杆菌后利用菌液 PCR

验证重组情况 ,电泳估计插入片段的大小 ,结果显示

阳性克隆中的片段大小在 250—2000 bp之间 (图

1C)。挑选插入片段在 500 bp以上的阳性克隆

测序。

图 1　A为胸腺中提取的总 RNA, B为 SMART法合成的双链 cDNA,

C为 cDNA文库中插入片段的 PCR鉴定

Fig11　Total RNA isolated from thymus (A ) ; Double2stranded cDNA

(B) ; PCR analysis of recombinant colonies from the cDNA li2　　　　

　 brary (C)

212　EST分析　

去除测序结果中的低质量序列以及序列上的载

体部分 ,共获得 1933条大于 220 bp的有效 EST,对

其进行 B lastX 分析 ,初步认为符合 E2value ≤

1100E 10—3, Identities≥30%的比对结果有意义。

其中有 583个 EST能找到同源序列 , 340个完全找

不到匹配结果 , 1010个与数据库中的蛋白匹配程度

不高。找不到比对结果的序列中可能有首次在鱼类

中鉴定的新基因。在有同源序列的 583个 EST中 ,

有 423个代表 249个已知基因 ,它们参与细胞组成

和细胞发生的各种生物学过程 ,按照功能可分为 6

类 (表 1) :代谢活动相关、转录和翻译、细胞结构、细

胞增殖和凋亡、信号传导以及免疫反应 ;另外的 160

个 EST则与 78个斑马鱼、河豚等基因组中预测的

未知功能基因同源。

在 423条已知功能的 EST中 ,与 RNA和蛋白质

的合成相关的最多 ,有 107条 ,代表 57个基因 ,有核

糖体蛋白、转录和翻译因子以及参与 RNA转录后加

工的基因。其中核糖体大亚基蛋白 L11和 L32分别

出现了 11次和 9次。细胞内的代谢活动是复杂多

样的 ,与代谢相关的 EST有 81条 ,就代表了基因 57

个 ,包括参与能量产生和转化的细胞色素 c氧化酶、
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NADH脱氢酶、ATP合成酶等 ,参与碳水化合物、核

苷、蛋白和脂类代谢的各种酶类 ,还有参与胞内各种

运输活动的成员。另外 ,代表着参与形成和维持细

胞结构 ,调控细胞的增殖和凋亡的基因的 EST也占

据了一定的比例 ,例如出现了 6次的前纤维蛋白

( Profilin 2) ,是肌动蛋白结合蛋白 ,调节微丝骨架的

结构和功能 [ 10 ]
,出现了 10次的 granulin 1则在细胞

的增殖中发挥调控作用 [ 11 ]。

表 1　草鱼 SM ATR cD NA文库的 ESTs的统计数据

Tab11　Summary statistics of ESTs from SMATR cDNA library of grass carp

ESTs分类
Category

EST数
Number of

ESTs

基因数
Number of

genes

代谢活动 Metabolism 81 57

转录和翻译 Transcrip tion and translation 107 57

细胞结构 Cell structure 41 26

信号转导 Signal transduction 17 14

细胞增殖、分化和凋亡 Cell p rolifica2
tion, differentiation and apop tosis

60 20

免疫相关 Immune related 100 59

其他已知蛋白 O ther known p rotein 17 16

假定的蛋白 Hypothecial p rotein 160 78

完全无同源性的 ESTs No hits 340 219

同源相似程度低的 ESTs Low identity 1010 698

总计 Total 1933 1243

213　免疫相关基因的鉴定　

从草鱼 SMATR cDNA文库中获得的免疫相关

的 EST有 100个 ,代表 59个基因 ,约占所鉴定到的

249个已知基因的 2317%。从文库中鉴定到的免疫

相关 EST(表 2)。

这些免疫相关基因在免疫反应中发挥的作用不

同 ,按照具体功能又可分为以下几类 :有些参与抗原

的加工和呈递 ,例如蛋白酶体 ( Proteasome)能够降

解抗原产生被 MHC分子识别的肽类 ,使抗原被提

呈至细胞表面而被细胞毒性淋巴细胞所识别 [ 12 ]
;有

些参与信号传导 ,如 Janus kinase 3 (JAK3)通常表达

于 T细胞和 NK细胞 ,其他免疫细胞中的 JAK3可以

被诱导表达 , JAK3主要参与Ⅰ型细胞因子受体家族

( IL22R, IL24R等 )介导的信号转导 [ 13 ] ;有些在细胞

识别和黏附中发挥作用 ,如 CD82α与 MHC Ⅰ类分

子相互作用 ,以保证抗原特异激活过程中的 T细胞

受体与靶细胞紧密结合 [ 14 ]
;有些是天然免疫的成

员 ,如 lysozyme可以使具有吞噬功能的细胞更容易

吞噬细菌 ;有些则具有多种免疫相关的功能 ,如β

thymosin (β胸腺素 ) ,最初从胸腺中分离得到 ,但后

来发现是许多组织中都存在的一种小肽 ,是重要的

肌动蛋白结合蛋白 [ 15 ]
,能降低多核白细胞的侵润及

炎症细胞因子和趋化因子的 mRNA表达水平 [ 16 ]
,能

够抑制中性粒细胞趋化和组织炎症反应 [ 17 ] ,与血管

生成和伤口的愈合相关 [ 18 ]
;还鉴定到一些与趋化因

子同源的序列。另外 ,在与数据库里的蛋白匹配程

度不高的 EST中肯定也存在一些免疫相关的基因 ,

只是仅凭相似性的分析还无法对其作出详细判断。

大量免疫相关基因的表达充分说明胸腺作为免疫器

官在鱼体的炎症反应中发挥着重要作用。

表 2　草鱼 cD NA文库中免疫相关 ESTs的具体分类

Tab12　Detail analysis of immune2related ESTs from the cDNA library

基因鉴定

Identification

功能

Function

同源物种

Species

E值

E2value

一致性

Identity ( % )

出现频率

Frequency

MHC class II2associated invariant chain Antigen p rocessing and p resentation D anio rerio 2E296 80 2

MHC class II antigen Antigen p rocessing and p resentation Ctenom ys haig i 3E233 89 1

MHC class II integral membrane p ro2
tein alpha chain 2

Antigen p rocessing and p resentation D anio rerio 8E261 71. 6 1

Beta22 m icroglobulin Antigen p rocessing and p resentation D anio rerio 8e239 70 2

Proteasome activator subunit 2 Antigen p rocessing and p resentation D anio rerio 6E271 97 1

Proteasome ( p rosome, macropain )

subunit, beta type, 9a
Antigen p rocessing and p resentation D anio rerio 4E263 92 1

Proteasome ( p rosome, macropain )

subunit, alpha type 3
Antigen p rocessing and p resentation M us m usculus 2E225 87 1

Proteasome subunit N3 Antigen p rocessing and p resentation O ncorhynchus m ykiss 7E2103 91 1

Proteasome 26S subunit, Non2AT2
Pase, 13

Antigen p rocessing and p resentation D anio rerio 5E243 69 1

CC chemokine SCYA103 Chemotaxis Ictalurus puncta tus 1e226 63 1
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续表

基因鉴定

Identification

功能

Function

同源物种

Species

E值

E2value

一致性

Identity ( % )

出现频率

Frequency

Interleukin283 Chemotaxis D anio rerio 2e210 59 3

Chemokine CXC p rotein3 Chemotaxis D anio rerio 5e236 75 2

Peripheral2type benzodiazep ine recep2
tor

Chemotaxis O ncorhynchus m ykiss 5E281 80 1

Comp lement component 1, q subcom2
ponent binding p rotein

Comp lement B os taurus 6E245 72 1

Interferon2inducible p rotein Gig1 Innate immunity Carassius auratus 5e2112 100 1

Interferon2inducible p rotein Gig2 Innate immunity Carassius auratus 4e29 41 1

interferon2inducible p rotein Gig23 Innate immunity D anio rerio 3E296 81. 5 1

C2type lectin3 Innate immunity D anio rerio 6e273 79 1

Novel C2type lectin domain
containing protein

Innate immunity D anio rerio 3e2123 89 1

lysozyme g Innate immunity Cyprinus carpio 2e280 87 2

Ferritin H23 Innate immunity Icta lurus puncta tus 7E210 40 1

Ferritin m iddle subunit Innate immunity Salm o salar 6E282 82 1

Pentraxin Innate immunity Cyprinus carpio 2E271 72 1

Perforin Innate immunity Ctenopharyngodon idella 1e268 95 1

Grancalcin Innate immunity M us m usculus 2E272 75. 3 1

Nonspecific cytotoxic cell cationic anti2
m icrobial p rotein21

Innate immunity Icta lurus puncta tus 5E210 91. 7 1

Janus kinase 3 Signal transduction Cyprinus carpio 1E2102 92. 4 1

Recep tor of activated p rotein kinase C
(RACK)

Signal transduction D anio rerio 1E2137 99. 6 1

Leukotriene B4 recep tor3 Signal transduction D anio rerio 7e299 89 1

G p rotein2coup led recep tor 26 Signal transduction Rattus norvegicus 3E249 57 1

CD81 antigen cell adhesion and signal transduction D anio rerio 1e285 87 1

CD9 antigen cell adhesion and signal transduction D anio rerio 9e239 85 1

Integrin alpha V subunit cell adhesion and signal transduction D anio rerio 9E207 81. 2 1

V inculin cell adhesion and signal transduction M us m usculus 1E257 83 2

T cell recep tor beta 2
T cell recognition、adhesion and activa2
tion

Carassius auratus

langsdorfii
9e29 69 1

TCR2alpha J segment III233
T cell recognition、adhesion and activa2
tion

D anio rerio 0. 001 95 2

CD8 alpha222
T cell recognition、adhesion and activa2
tion

Carassius auratus

langsdorfii
4e254 75 1

CD42like p rotein 2
T cell recognition、adhesion and activa2
tion

Icta lurus puncta tus 2E225 37. 6 1

CD3ep silon
T cell recognition、adhesion and activa2
tion

Salm o salar 2e217 55 2

CD79a
B cell recognition、adhesion and activa2
tion

Icta lurus puncta tus 4E238 70. 3 1

Interferon2inducible and double2stran2
ded2dependent e IF22kinase

Various immune functions Carassius auratus 8E2134 95 1

Apolipop rotein E p recursor p rotein Various immune functions D anio rerio 1E2114 85. 6 15

Cystatin B Various immune functions O ncorhynchus m ykiss 1E226 62 1

Cathep sin S Various immune functions Cyprinus carpio 1E2115 81. 7 1

Cathep sin L, a Various immune functions D anio rerio 2E253 96 2

Calreticulin Various immune functions D anio rerio 9E245 89 1

B72H4 p rotein3 Various immune functions D anio rerio 1E212 46. 1 1

Interferon2inducible guanylate2binding
p rotein

Various immune functions O ncorhynchus m ykiss 3E252 44. 6 1
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续表

基因鉴定

Identification

功能

Function

同源物种

Species

E值

E2value

一致性

Identity ( % )

出现频率

Frequency

Beta thymosin Various immune functions O ncorhynchus m ykiss 2e206 90 6

Thymosin beta a Various immune functions Cyprinus carpio 2e27 89. 2 4

Prothymosin, alpha Various immune functions D anio rerio 6e208 96 1

Ubquitin2like p rotein 2 Various immune functions Carassius auratus 4E230 91 1

Tumor2associated calcium signal trans2
ducer

Various immune functions D anio rerio 7E243 61. 7 2

HSP 902beta Various immune functions D anio rerio 6E277 87. 5 3

Translationally controlled tumor p rotein Various immune functions Labeo rohita 4E220 90 3

S100 calcium binding p rotein Various immune functions Salm o salar 8E222 60 4

Ubiquitin2conjugating enzyme E2 I
UBE2 I

Various immune functions Hom o sapiens 7E224 91 1

Small ubiquitin2related modifier 2 p re2
cursor ( SUMO22)

Various immune functions D anio rerio 7E218 100 1

Neurotoxin /C59 /Ly262like p rotein Various immune functions
Ctenopharyngodon idel2
la

4E217 92. 8 2

　　注 : 3为计算机自动预测的基因
Note: 3 Indicate molecules p redicted by automated computational analysis

3　讨　论

胸腺作为免疫器官 ,直接参与机体的防御 [ 7, 8 ]。
草鱼出血病是由草鱼出血病病毒引起的对草鱼鱼种
阶段危害最严重的一种鱼病。受感染后的草鱼胸腺
组织出现明显病变 ,直接影响鱼体免疫功能 [ 19 ]。本
研究的结果从分子水平上表明胸腺组织在受到病毒
感染后有很多免疫相关基因的表达。

EST技术现已成为大规模获取功能基因的一种
最为快捷有效的研究手段。许多鱼类新基因的发现
以及克隆就是利用构建全长 cDNA文库并大量获得
EST这种方法实现的 [ 20, 21 ]。通过 B lastX同源比对
分析 ,本研究获得的大部分 EST不能在数据库中找
到同源序列 ,或是不能根据同源蛋白序列相似性比
对鉴定功能。这部分序列中既有可能有大部分是已
知基因 ,但因为鱼类基因与哺乳类的同源性太低而
无法对应其同源关系 ,又极有可能是一些尚未报道
的新基因序列 ,因此有必要通过一级结构的分析而
初步预测其功能 ,并进行深入的研究。
跟哺乳动物一样 ,胸腺是最早出现 T细胞的淋
巴器官 [ 22 ]

, T细胞在胸腺中发育成熟并被运送到头

肾、脾等外周免疫器官 [ 5, 23 ]。鱼类的胸腺也同样经

历脂肪性退化及伴随着性成熟的生理性萎缩 [ 24, 25 ]。
繁殖周期、季节变化及环境胁迫也会导致胸腺体积
及细胞组成上的变化 [ 26, 27 ]。到目前为止胸腺退化
的生理功能和意义还不太清楚。大量的未知 EST

出现在我们的文库中 ,它们是否与草鱼胸腺以及免
疫系统的发育相关 ,或与胸腺的退化相关 ,值得深入
探索。
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EST ANALY S IS AND IMM UNE2RELATED GENE ID ENT I F ICAT IO N O F GRASS

CARP THYM US I N RESPO NSE TO V I RUS I NFECT IO N

L I Yang2Yang, ZHANG Yi2B ing and GU I J ian2Fang
( S tate Key Laboratory of F reshwater Ecology and B iotechnology, Institu te of Hydrobiology, Chinese A cadem y of Sciences, W uhan　430072, China)

Abstract: The thymus is the p rimary tissues for p roduction of functional T lymphocytes in vertebrate and is directly in2
volved in defense mechanism1The grass carp (Ctenopharyngodon idellus) is an integral part of fish culture and form s an

important source of p rotein for human consump tion in China1H istological studies showed that grass carp disp lay thymus tis2
sue, which is important for cellular immunity and humoral immunity and sim ilar to mammals, becom ing degenerated with

fish ages1W hile the research from molecular level on grass carp thymus is rare1The underlying molecular mechanism s in2
volved in the immune responses of fish thymus are poorly understood and its value as an indicator of immune competence is

unknown1 In order to obtain more molecular evidence for the physiological function of grass carp thymus, a cDNA library

was constructed by using the SMART cDNA synthesis method with mRNA s derived from thymus of grass carp infected with

grass carp hemorrhage virus ( GCHV ) , and then EST ( exp ressed sequence tags) analysis was performed1SMART2p re2
pared cDNA was full2length2enriched and well suitable for generation of cDNA libraries for various app lications1Exp ressed

sequence tags ( EST) were an efficient app roach to characterize the transcrip ts of genes exp ressed in tissues exposed to a

given set of environmental conditions1 In this study, a total of 1933 ESTs longer than 220bp were yielded and se2
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quenced1BLASTX analysis showed that 583 ESTs rep resent grass carp genes which were homologous to known genes in

mammals ( E2value≤1100E1023, Identities≥30% ) , while the other 1350 ESTs shared low or no sim ilarity by search of

public p rotein databases in NCB I1Further analyses revealed that these genes, based on the functions of the homologous

mammalian genes, could be classified into 6 categories, including immune2related, transcrip tion and translation, metabo2
lism, cell structure, signal transduction, cell p roliferation, differentiation and apop tosis1Most of them encode p roteins in2
volved in biological p rocesses, cell structure maintaining and immune response1Relatively few teleost genes involved in im2
mune functions have been sequenced, compared to those from higher vertebrates1This study obtained a large number of im2
mune2related genes that had not been p reviously reported for C1 idellus, and which m ight rep resent key molecules for the

understanding of the immune response to infection in fish thymus1100 ESTs rep resenting 59 different immune2related genes

had been identified from the cDNA library1These genes encoding p roteins involved in antigen p rocessing and p resentation,

cell recognition, adhesion and activation, innate immune and so on1Many of these immune related genes had various im2
mune functions1This study revealed from molecular level that grass carp thymus was the important immune tissue and m ight

p lay an important role in the immune response to virus infection1 In addition, this result also showed that grass carp thymus

exp ressed many novel genes that were functionally unknown so far1Further investigations are needed to determ ine the func2
tion of these genes, as well as their role in the immune response1The generation of a collection of ESTs clones from grass

carp thymus will p rovide the basis for functional genom ics studies in this important organ1

Key words: Grass carp; Thymus; cDNA library; EST; Immune2related gene


