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摘要:草鱼 (C tenopharyngodon idellus)在 1、2龄阶段的抗病能力很差,但到 3龄阶段后又具有了很强的抗病能力, 提

示草鱼的免疫系统可能要到 3龄发育阶段才会完善。重组激活基因 ( R ecomb ination activa ting genes, RAG s)编码的

蛋白质专一性介导淋巴细胞抗原识别受体基因的 V ( D ) J重组, 在脊椎动物淋巴细胞正常发育成熟过程中起关键

作用。为了进一步研究草鱼免疫系统建立和完善的发育遗传学因素, 通过 PCR方法克隆了草鱼重组激活基因 rag1

和 rag2, 分析了它们在不同发育阶段的表达。草鱼 rag 1基因从起始密码到终止密码总长 4188 bp, 由三个外显子和

两个内含子组成,其开放阅读框长 3192 bp, 编码 1063个氨基酸。草鱼 rag 2基因从起始密码到终止密码总长 1593

bp,没有内含子, 编码 530个氨基酸。氨基酸序列比对分析表明, 预测的草鱼 RAG1和 RAG2蛋白的功能区域与其

他脊椎动物的相应功能区具有很高的同源性。从受精后第 4天开始, RT-PCR即可检测到 rag1基因的表达, 在随后

的幼鱼阶段 rag 1基因维持了高水平的表达。在 1龄草鱼的头肾中仍可以检测到 rag1基因的表达,但在 3龄草鱼

头肾中没有检测到 rag 1基因的表达。这些结果表明草鱼从胚胎的孵化期开始到 1龄幼鱼阶段是免疫球蛋白 ( Ig )

和 T细胞受体 ( TCR ) V ( D ) J重组的活跃时期,在 3龄发育阶段其淋巴细胞系中 V ( D ) J重组活动已经很少,免疫系

统中 Ig和 TCR库的多样化过程趋于完成, 其免疫系统已经比较完善。
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� � 草鱼 ( C tenopharyngodon idellus)是我国主要的

淡水养殖经济鱼类。草鱼高密度人工养殖中经常遇

到严重的传染性病毒和细菌的危害,但这种病毒性、

细菌性传染病危害主要发生在 1龄和 2龄阶段, 3

龄以上的草鱼很少发病, 具有很强的抗病能力
[ 1]
。

在对草鱼 1龄和 3龄肾脏蛋白质组进行的研究中我

们发现:一些与个体免疫机制相关的蛋白,如新类免

疫型受体 2蛋白和主要组织相容性复合物�类分子

等, 在 1龄草鱼中表达量不高,而在 3龄草鱼中的表

达明显上调。这些结果说明草鱼的免疫系统可能要

到 3龄阶段才可以完善
[ 2 ]
。

重组激活基因 ( Recom b ination activat ing genes,

RAGs)包括一对在染色体上位置非常邻近的两个基

因 rag 1和 rag 2。它们被一起转录,编码产物一起组

成重组酶,特异性识别免疫球蛋白 Ig和 T细胞表面

受体 TCR的 V、DH、J基因片段两侧的重组信号序

列 ( Recom b ination signal sequence, RSS) ,引起 V ( D)

J重排,在淋巴细胞的发育成熟过程中起关键性的

作用
[ 3, 4]
。V( D ) J基因重排使 TCR和 Ig分子产生

巨大的特异性抗原受体谱, 这是脊椎动物免疫系统

具有惊人的适应能力的基础
[ 5, 6]
。此外,由于 RAGs

在脊椎动物中普遍存在,在进化过程中非常保守,不

同物种之间其碱基组成变化很少, 因此它还被广泛

运用于脊椎动物进化分析和亲缘关系分析
[ 7� 10 ]

。

目前虹鳟鱼、河豚、斑马鱼、鲢鱼、鲫鱼和鲤鱼等

多种鱼类的 RAGs已经被克隆,研究表明鱼类 RAGs

主要在胸腺、头肾和肾脏等免疫器官中表达,这些结

果为追踪鱼类淋巴细胞发育以及研究免疫系统进化

提供了重要基础
[ 11� 18]

。通过克隆和测定草鱼

RAGs序列, 与其他脊椎动物进行比较分析并检测
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rag 1基因在草鱼胚胎不同发育时期以及在不同发

育阶段草鱼头肾中的表达情况, 是深入研究草鱼免

疫系统建立和完善的基因控制机制的基础, 并可能

为新的草鱼疾病防控策略的制定提供有价值的

参考。

1� 材料与方法

1�1� 实验材料 � 受精后 22� 发育 1� 14d的草鱼

胚胎、1龄和 3龄草鱼均由湖南湘阴东湖渔场提供。

不同发育阶段的草鱼胚胎以及取自 1龄和 3龄的草

鱼头肾分别用液氮速冻后, - 80� 保存, 用于 DNA

和 RNA提取。

1�2� 主要试剂 � AMV、RNase inh ib itor、Prim eS tart
TM

H S高保真 Taq酶、ExTaq酶、dNTPs、DNA M arker、

Prim eScript RT reagent K it逆转录试剂盒、5�-Full

RACE K it试剂盒和 pMD18-T克隆载体试剂盒均购

自 TaKaRa公司;胶回收试剂盒和 E�Z�N�A�TM T is-

sue RNA K it购自 OMEGA公司;其他化学试剂均为

国产分析纯; PCR引物合成以及 DNA序列的测定均

由上海生工生物工程技术服务有限公司完成。

1�3� 实验方法 �
1�3�1� 基因组 DNA和 Total RNA的提取以及

cDNA第一条链的获得 � 受精后 14d草鱼胚胎基因

组 DNA用酚氯仿法抽提
[ 19]

; 草鱼头肾以及 1� 14d

草鱼胚胎 Tota lRNA的提取按照 E�Z�N�A�TM T is-

sue RNA K it ( OMEGA ) 试剂盒实验操作指南进行。

以提取的 To talRNA为模板,利用 Prim eScript RT re-

agentK it合成 cDNA的第一条链,具体操作按照试

剂盒说明书进行。

1�3�2� RAG s cDNA和 DNA序列的获得以及基因

结构的确定 � 利用鲤科鱼类的同源性,根据斑马鱼和

鲤鱼 RAGs编码区的保守区域分别设计引物 rag1-1S、

rag1-1A以及 rag2-1S、rag2-1A (表 1)。以受精后 14d

草鱼胚胎 RNA逆转录而来的 cDNA为模板扩增目的

片段,进行亚克隆和序列测定。再利用 NCBI网站中

B las-tN比对所得序列, 确定扩增片段是否为 RAG s

cDNA目的片段。进一步根据已得序列和其他保守

区序列再设计其他引物,并以上述方法获得更多草鱼

RAGs编码区 cDNA序列 (表 1和图 1)。

我们在已获得的部分草鱼 RAGs编码区序列设

计上游特异性嵌套式引物, 利用进行 RACE方法扩

增草鱼 RAG s的 5�和 3�末端编码区序列 (表 1和图

1)。5�RACE按照 5�-Full RACE K it试剂盒说明书

进行。 3�RACE按照以下方法进行: 以受精后 14d

草鱼胚胎 RNA为模板, 利用 oligo dT-3sites Adaptor

Prim er 引 物 ( 5�-CTGATCTAGAGGTACCGGATC-

CTTTTTTTTTTTTTTTTTT-3�), 逆转录合成 cDNA的

第一条链;再以设计的 RAGs特异嵌套式引物为正

向引 物 和 3sites Adaptor Pr im er 引 物 ( 5�-CT-

GATCTAGAGGTACCGGATCC-3�)为反向引物, 利用

Prim erstart高保真 Taq酶进行两轮嵌套式 PCR反

应,从而扩增 rag 1和 rag2基因的 3�端 cDNA序列。

所用循环条件均为: 95� , 240s; 94� , 30s, 53� ,

30s, 72� , 60s, 30个循环; 72� , 420s。所得目的片

段经胶回收后, 亚克隆测序。将所有扩增的测序结

果分别拼接,得到草鱼 RAG s全长 cDNA序列。

表 1� 用于草鱼 RAG s cDNA克隆的引物

T ab�1� Prim ers used in clon ing the cDNA s of grass carp rag1 and rag2

rag1基因 cDNA扩增引物

Prim ers for am p lify ing rag1 cDNA

引物编号

Prim er NO�

引物序列 ( 5�-3�)

Prim er S equence

rag2基因 cDNA扩增引物

Prim ers for am p lify ing rag2 cDNA

引物编号

Prim erNO�

引物序列 ( 5�-3�)

Prim er S equence

rag1-1S* ATGGAGAAAGGGAGGTGGAG rag2-1S TGTCCGCCTCAAGTCTACCT

rag1-1A* CTGCTACCACAGGTCCCAAG rag2-1A TCCTCCTCATCTTCCTCGTTAT

rag1-2S CCAGACGATTCCGCTACGAT rag2-2S CAGCGAAATAAGCCACAGCC

rag1-2A GCCAAAGTCTTGTGGAGGTAG rag2-2A ACAGGAGCCTTGCGGTGGGT

rag1-5�RACE1 ATGCGACGGACCTTTAGCC rag2-3S GCAGAAAGATGTCCTTAGAGCC

rag1-5�RACE2 TCCTTACTCTTCCCTCCAAAACAG rag2-3A AAACGAGGTGGTCGGCAAT

rag1-3�RACE1 ACACTCTGCGACTCAACCCG rag2-5�RACE1 ACGCTGAGGGTATGACCGTATC

rag1-3�RACE2 TGAGATCGGCGAAGTCTACCAG rag2-5�RACE2 CAGTTCGTTGTTGGGTGTTCG

rag2-3�RACE1 CCCACCAGACGCCTACCATT

rag2-3�RACE2 CAACACCTGGGAGCCCTACT

� � 注: * S:上游正向引物; A:下游反向引物

N ote: * S: S ense prim er; A: Ant-i sense prim er
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图 1� 草鱼 RAGs cDNA序列扩增引物的 PCR扩增范围

F ig�1� Pos it ion s of PCR p rim ers used in clon ing fu ll length grass carp RAGs cDNA

A: rag1基因 cDNA扩增步骤及所用引物; B: rag2基因 cDNA扩增步骤及所用引物; AP: Adaptor Prim er

A: Pos it ion s of p rim ers used in rag1 cDNA amp lif icat ion; B: Positions of prim ers used in rag2 cDNA am p lification� AP: Adaptor prim er

� � 已有研究表明鲤科和鲀科鱼类 rag 1基因具有

两个内含子, rag2基因在任何物种中都没有发现内

含子
[ 13, 15 ]

。用 rag 1基因 cDNA的扩增引物,以草鱼

基因组 DNA为模板,通过 PCR获得草鱼 rag 1的相

应基因组序列,测序拼接后与 cDNA序列进行比对,

确定 rag1内含子的位置和序列。用 rag2基因 cDNA

的扩增引物, 以草鱼基因组 DNA为模板扩增得到

rag 2基因组序列, 通过电泳比较 cDNA序列和基因

组序列长度的差异,判断草鱼 rag2基因组序列中是

否具有内含子。由于二者长度一致, 没有进行进一

步的测序分析。

1�3�3� 草鱼 rag1和 rag2基因编码氨基酸序列预

测及系统进化分析 � 用 MEGA 4�1和 Jellyf ish软

件预测草鱼 RAG s编码的蛋白质序列, 将它们与其

他物种分别进行同源性分析并构建系统进化树。

根据人的 RAG s蛋白结构以及预测的草鱼 RAG s

氨基酸序列的同源性推测草鱼 RAG s蛋白质的

结构。

1�3�4� RAGs在草鱼不同发育阶段的表达 RT-

PCR检测 � 分别取各种 Tota lRNA样品 2 �g, AMV

逆转录合成第一条 cDNA链为模板, 并利用草鱼

rag 1基因的特异性引物进行 PCR扩增。所用 rag1

基因特异性引物为: rag1RTS: 5�-TTGACGCTCTTC-

CTTCTGGC-3�、 rag1RTA: 5�-TCGTCCTCACCCT-

CAACTCG-3�; 扩增产物跨 rag 1基因第二内含子;反

应条件为: 94� 210s; 94� 30s, 56� 30s, 72�

40s, 30个循环; 72� 420s。RT-PCR内参对照用普

遍存在的 �-actin基因转录本。 �-actin基因引物为

�-actinS: 5�-TCACACCTTCTACAACGAGCTGCG-3�、

�-actinA: 5�-GAAGCTGTAGCCTCTCTCGGTCAG-3�,

反应条件为: 94� 210s; 94� 30s, 53� 30s, 72�

30s, 30个循环; 72� 420s。

2� 结 � 果

2�1� 草鱼 RAG s的结构及预测的氨基酸序列

将草鱼 rag1和 rag2基因所有 PCR扩增中所得

cDNA片段测序结果进行拼接后, 分别得到 3730 bp

的 rag1基因和 1963 bp的 rag2基因全长 cDNA序

列。 rag1基因的开放阅读框 ( ORF )长 3192 bp, 编

码 1063个氨基酸, 其 5�UTR长 102 bp, 3�UTR长

436 bp。通过比对 rag1-1S和 rag 1-1A引物所扩增

的逆转录 cDNA序列和基因组 DNA序列, 在草鱼

rag1基因组 DNA序列中发现两个内含子,分别位于

rag1基因组 DNA序列 ATG下游的 + 309~ + 425区

域,以及 + 1562~ + 2398区域。其两侧的剪接位点

附近的序列分别为 AATCTTCTCAAgt和 agAAGCCT-
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GTGTC, 以 及 TATGATGCAAGg t 和 agGCAGGG-

GATTT, 其剪接位点都符合 GT-AG规则。第一内

含子和第二内含子分别长 117 bp和 837 bp, 它们将

rag 1基因编码区分隔成 3个外显子, 分别长 308 bp、

1136 bp和 2184 bp。草鱼 rag2基因 ORF长 1593

bp, 编码 530个氨基酸, 其 5�UTR长 132 bp, 3�UTR

238 bp。由于用 rag 2引物所扩增的草鱼 cDNA序列

和基因组 DNA序列片段长度一致, 因此可以确定草

鱼 rag 2基因没有内含子,只有单一的外显子。草鱼

RAGs结构 (图 2)。所得草鱼 rag1和 rag 2基因序列

均已递交至 G enB ank, 序列号分别为 EF178284

和 EF514220。

2�2� 不同物种的 RAG s氨基酸序列比较以及聚类

分析

预测的草鱼 RAG1蛋白氨基酸序列经 Je lly fish

软件分析显示它与 GenBank中斑马鱼、鲑鱼、爪蟾、

鸡和人的 RAG1蛋白序列的相似性分别为 91�7%、

74�5%、55�9%、57%和 58% ;并且其保守氨基酸序

列主要集中在蛋白 C端。预测的草鱼 RAG2蛋白氨

基酸序列与 GenBank中斑马鱼、鲑鱼、爪蟾、鸡和人

的 RAG2 蛋白序列的 相似性分别为 90�3%、

73�3%、50�2%、52�7%和 52�9% ; 与 RAG1所不同

的是, RAG2蛋白中保守氨基酸序列的位置是分散

的。表 2显示了预测的草鱼 RAG1蛋白和 RAG2蛋

白氨基酸序列分别与其他几种脊椎动物 RAG1,

RAG2蛋白氨基酸序列之间的同源性。根据对

RAG1, RAG2氨基酸序列同源性分析, 我们在

M EGA4�1软件中用 N eighbor- jo in ing方法构建了不

同物种的系统进化树 (图 3)。基于 RAG1和 RAG2

氨基酸序列的同源性分别构建的系统进化树是完全

一致的,都是草鱼与鲤鱼、斑马鱼等理科鱼类首先聚

类,具有最近亲缘关系。

图 2� 草鱼 RAGs结构示意图

F ig� 2� The structu re of grass carp rag1 and rag2 genes

其中白色框示非翻译区;黑色框示外显子;直线示内含子

W h ite boxes, b lack boxes and lin es ind icate un tran slated regions, exons and in tron s, respectively

表 2� 草鱼与其他几种脊椎动物 RAG1, RAG2蛋白质氨基酸序列同源性比较

T ab�2� Percen t ident ity of pu tative am ino acid sequences ofRAG1 and RAG2 betw een grass carp and severa l other verteb rates

C tenopha

ryng odon idel lu s

Cyprinus

carpio

Danio

rerio

Oncorhyn

chu s mykiss

C archarh inu s

leucas

X enopus

laevis

G al lus

ga llus

Mu s

mu sculus

H om o

sapiens

C tenopha ryngod on id ellu s 100 92 91 74 52 54 54 54

Cyprinu s carp io 91( 96 ) 100 90 73 52 54 53 52

Dan io rerio 91( 96 ) 90( 96 ) 100 73 51 54 53 52

On corhynchus mykiss 77( 88 ) 76( 88 ) 76 ( 88 ) 100 52 53 52 52
RAG2� �

Carcharh inu s leuca s 57( 78 ) 57( 77 ) 58( 78) 56 ( 75) 100

X enopu s laevis 58( 76 ) 58( 76 ) 58( 76) 58 ( 75) 61( 75) 100 61 62 62

G al lus ga llu s 60( 78 ) 59( 78 ) 60( 78) 59 ( 76) 62( 79) 71( 87 ) 100 71 72

Mu sm uscu lu s 59( 78 ) 59( 77 ) 59( 78) 59 ( 77) 63( 80) 71( 88 ) 75( 88 ) 100 88

H omo sap ien s 59( 79 ) 59( 78 ) 60( 78) 60 ( 78) 64( 81) 72( 88 ) 76( 89 ) 90 ( 96) 100

RAG1

� � 注:括号中的数值表示 RAG1蛋白核心序列之间同源性

N ote: Num bers in paren th es is are percen t iden tit ies of th e rag1 core region, residu es 409 to 1034 of the grass carp RAG1 sequen ce



5期 张琼宇等: 草鱼 RAG s的克隆及不同发育阶段的表达分析 799��

图 3� 根据 RAG1和 RAG2蛋白氨基酸序列所构建的一些脊椎动物无根系统进化树

F ig� 3� Unrooted phylogenetic trees of som e vertebrates based on RAG1 and RAG2 am ino acid sequ ences

A�根据 RAG1氨基酸序列构建的系统进化树; B�根据 RAG2氨基酸序列构建的系统进化树

A� Unrooted phy logenetic trees based on RAG1 am ino acid sequ ences; B� U nrooted phylogen et ic trees b ased on RAG2 am ino acid sequences

2�3� 草鱼 RAG s蛋白中功能区和结构域的预测 �

将预测的草鱼 RAG s蛋白与哺乳类的 RAG s

蛋白进行序列比对, 发现很多保守的氨基酸序列。

根据人的 RAGs蛋白结构以及草鱼这些保守的氨

基酸序列与人 RAG s蛋白功能区域的同源性, 我们

推测出草鱼 RAGs蛋白中所具有的功能区和结构

域。位于草鱼 RAG1蛋白 C端第 409位到 1034位

的那些非常保守的氨基酸序列是其核心区域, 它

具有重组核酸酶活性
[ 20]
。而在 RAG1蛋白 N端第

136到第 141位、第 213到第 221位、第 253到第

266位、第 300到 342位和第 367到 388位氨基

酸, 分别对应于人的 RAG1蛋白同源的 B I、B IIa,

B IIb区域以及 R ING F inger m otif和 Z inc F inger A

结构域 ( ZFA )
[ 21, 22]

, 但没有找到明显与 B III区域

同源的区域 (图 4A )。预测的草鱼 RAG2蛋白活

性核心区域对应于其 N端的第 1到 381位氨基

酸
[ 23, 24]

;在预测 RAG2蛋白的 C端还有 H inge结

构域和球状的 Zinc F inger结构域 ( ZF) , 分别对应

于第 349到 413位氨基酸和第 414到 530位氨基

酸 (图 4B )。RAGs蛋白中构成 Zinc F inger结构域

所需的半胱氨酸和组氨酸序列在各物种中都是一

致的。

图 4� 草鱼 RAGs蛋白结构示意图

F ig� 4� The putative structure ofRAG p rotein in grass carp

A:推测的草鱼 RAG1蛋白结构; B:推测的 RAG2蛋白结构

A: Pu tat ive structu re of RAG1 protein; B: Pu tative stru cture of RAG2 protein
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2�4� rag1基因在草鱼胚胎不同发育时期的表达 �
为了检测 RAGs在草鱼中胚胎的表达起始时

间, 我们利用 RT-PCR对不同发育时期草鱼胚胎进

行半定量分析。由于大部分情况下 rag1基因和

rag 2基因一起转录
[ 13, 15 ]

,并且 rag2基因中没有内

含子。为了避免 RNA样品中的基因组 DNA对 RT-

PCR实验结果的干扰,我们只用扩增产物跨 rag1基

因组序列第二内含子的一对引物进行了 rag 1基因

表达的 RT-RCR检测,而没有对 rag2基因的表达进

行相应的检测。当模板为 cDNA时, 扩增的目的条

带为 623 bp;而当模板为基因组 DNA时扩增的目的

条带为 1460 bp。在受精后第 4天及以后发育阶段

的草鱼胚胎样品中都能扩增得到约 600 bp的条带,

并且条带亮度逐步增强 (图 5)。这说明在草鱼中,

rag 1基因从受精后第 4天开始具有明显表达, 并且

其表达水平随着发育的进行逐步增加,而在受精后

10天的幼鱼阶段已经具有高水平的 rag1基因表达。

图 5� RT-PCR检测不同发育阶段草鱼胚胎中 rag1基因的表达

F ig� 5� Th e rag1 exp ress ion of grass carp emb ryos detected w ith

RT-PCR at d if feren t developmental stages

M: DNA分子标准; dp:f 受精后的天数; DNA: 模板为草鱼 DNA 的

� � � � � � 阳性对照

M: the DNA m ark er; dp :f days pos t fert ilization; DNA: the pos itive

� � � � � � contro lw ith grass carp DNA tem plate

2�5� RAG s在 1龄和 3龄草鱼头肾中的表达存在

明显差异

鱼类头肾是一种重要的免疫器官, 它是各类粒

细胞和抗体生产细胞发生的主要器官
[ 1, 25]

。由于

草鱼的抗病能力在一龄和二龄阶段没有明显差异,

而在一龄和三龄阶段存在明显差异, 我们用 RT-

PCR方法检测了一龄和三龄草鱼头肾中 rag 1基因

的表达。结果表明在 1龄草鱼的头肾中检测到 rag1

基因表达,而在 3龄草鱼中没有检测到 rag 1基因的

表达 (图 6)。这说明草鱼头肾中 rag1基因的表达

在 1龄和 3龄阶段存在明显差异, 在 3龄草鱼头肾

中的表达水平很低。

图 6� RT-PCR检测 rag1基因在 1龄和 3龄草鱼头肾中的表达

F ig� 6� The rag1 expression in h ead k idn ey of grass carp d etected w ith

� � � � � � RT-PCR at 1 and 3-year old stage

y: 年 y: years

3� 讨 � 论

3�1� 草鱼 RAG s结构和预测蛋白结构特点 �

我们克隆了草鱼 rag1和 rag 2基因 DNA序列。

草鱼 rag 1基因从起始密码到终止密码总长 4188bp,

由三个外显子和两个内含子组成, 其开放阅读框长

3192bp, 编码 1063个氨基酸。草鱼 rag2基因从起

始密码到终止密码总长 1593bp, 没有内含子, 编码

530个氨基酸。目前在已克隆 rag 1基因的物种中发

现鲤科和鲀科鱼类中具有两个内含子, 在沟鲶和虹

鳟鱼中只有一个内含子
[ 11, 16]

, 而在其他物种中 rag 1

与 rag2一样都没有内含子
[ 13]
。草鱼 rag1基因的结

构与目前已知的一些鲤科鱼类及河豚中 rag1基因

结构相同
[ 13, 15, 18]

。

不同物种 RAGs蛋白的氨基酸序列比对分析表

明,草鱼中没有发现与人类 RAG1 B III结构域同源

的区域,这与其他鱼类一致。除此之外, 草鱼 RAGs

蛋白与其他物种的 RAGs蛋白具有相似的功能区,

功能区域内的氨基酸序列从软骨鱼到哺乳类都非常

保守。普遍认为 RAG1蛋白 C端和 RAG2蛋白 N

端的核心区域具有重组核酸酶的所有活性, 如识别

重组序列信号序列 RSS活性,重组酶活性以及与相

互结合的活性等
[ 20, 26]

。但体内实验证明完整的

RAG1和 RAG2 蛋白能行使更多的生物学功

能
[ 27, 28 ]

:如 RAG1蛋白 N端的 4个碱性区域 B I、

B IIa、B IIb、B III是核转运蛋白 SRP1的靶点
[ 29]

, BIIa

区域能提高 RAG1蛋白的活性
[ 21]

; RAG1蛋白 N端

序列有一组非常保守的半胱氨酸和组氨酸残基
[ 30 ]

,

它们所形成的两个 Zinc finger结构域 C3H C4、C2H 2

( ZFA)参与了 RAG1蛋白的二聚体的形成
[ 31]
。在

RAG2蛋白 C端氨基酸序列中具有与 PH D ( P lant

H om edom ain)结构域同源的序列, 可以形成一个含

有 7个半胱氨酸和 1个组氨酸残基 ( C4HC3)的球状

Zn ic finger结构域
[ 22]

, 该结构对免疫球蛋白重链
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( IgH )位点的第二轮有效重排是必需的
[ 32]

; 此外,

RAG2蛋白的 C端区域还包含降解信号以及核定位

信号
[ 33, 34 ]

。可见,完整 RAG1和 RAG2蛋白不仅仅

承担重组核酸酶的活性, 而且对 V( D ) J重组正确控

制也具有重要作用
[ 6, 35]
。近来发现 RAG1蛋白 N

端的 C3H C4结构域也属于 RING finger m ot i,f具有

泛素连接酶活性, 在泛素化途径中起重要作用
[ 36]

,

因此,可以推测 RAG s蛋白对其他的生命活动也可

能具有某些重要调控作用
[ 37]
。

3�2� 草鱼 RAG s在不同发育阶段的表达差异 �

草鱼 rag1基因在胚胎发育第 4天开始具有明

显的表达,这与斑马鱼和鲤鱼中 rag1基因表达的时

间相似, 可能对应于鲤科鱼类胸腺的形成时

间
[ 13, 17]

。 rag1基因在幼鱼和 1龄草鱼头肾中表达,

提示在幼龄阶段的草鱼头肾中发生了抗体基因活跃

的 V( D ) J重排,是淋巴细胞多样性形成的阶段。在

3龄草鱼头肾中 rag1基因表达水平很低,说明在草

鱼 3龄发育阶段头肾中新抗原识别特异性表面受体

重组活动已经较少,在该发育阶段草鱼的 Ig和 TCR

库多样化过程的已趋于完成, 比较完善的免疫系统

已经建立。3龄以上草鱼具有较强抗病能力与这种

现象吻合。草鱼 RAGs表达的这种发育变化过程与

鲤鱼随年龄增长头肾中 RAGs表达的变化过程类

似
[ 17]
。但在鲤鱼中 rag1基因的表达在 1龄时表达

水平就已经很低
[ 17]

,而草鱼中其表达时间可能持续

两年以上,说明草鱼 Ig和 TCR库多样化过程以及建

立完善免疫系统比鲤鱼需要更长的时间, 直至 3龄

发育阶段才能完成。这种差异提示低等脊椎动物物

种特异性免疫系统发育完善的时间可能与其发育成

熟年龄有关。

我们在之前进行的蛋白质组学的研究中曾检测

到类似 RAG1的蛋白质在 3龄草鱼中表达上调的现

象
[ 2]
。由于 MALD-TOF质谱鉴定蛋白时只能得到

该蛋白的肽指纹图谱而非蛋白的序列,蛋白鉴定时

质谱仪所得肽指纹图谱需要已知的准确蛋白质数据

进行匹配和参照, 而草鱼不是模式动物从而缺少蛋

白序列的数据库,因此, 蛋白质组分析所检测到的上

调蛋白质点可能不是 RAG1蛋白, 而可能是与

RAG1蛋白质有一定同源性序列的蛋白。
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Abstract: It isw ell known that the infectious diseases caused by the virus and bacterium frequently occur in the one-year

and two-year old grass carp but rarely in the three-year old grass carp, suggesting that perfect mi mune system m ight be es-

tablished in three-year o ld grass carp. By m ediat ing V ( D ) J recom bination o f the lymphocyte surface receptor gene exclu-

s ively, recom bination act ivat ing genes (RAG s) are the key genes play ing p ivotal role in regulating the developm ent of spe-

c ific mi m un ity system in vertebrate. T o understand the developm ental genetics o f mi mune system in grass carp, w e has

cloned grass carp rag1 and rag2 genesw ith polym erase chain reaction ( PCR ) m ethod and then exam ined their expression

in various developm ental stages w ith m ethod o f reverse transcription-po lym erase cha in reaction ( RT-PCR ) . The total

length o f the genom ic sequence o f the grass carp rag1 gene from the initiation codon to the stop codon is 4188bp, which

composed of three exons and tw o introns. T he length of entire open read ing fram e (ORF) is 3192bp, encoding a prote in

conta ining 1063 am ino ac ids. T he grass carp rag2 gene has no intron and the length of open reading fram e is 1593bp enco-

ding a prote in containing 530 am ino acids. A lignm ent o fRAG s am ino acids among various vertebrate species has shown

that the putative sequences in predictive function reg ions of grass carp shared high ident ity w ith other vertebrates. The ex-

press ion of rag1 in grass carp embryos has been detected at 4 days post- fertilizat ion ( dpf) , and h igher expression level has

been detectedm ainta ining during the subsequent larva stage. rag1 expression has been detected in head kidney of one-year

old grass carp butnot in the three-year old grass carp. These results suggest that the V ( D ) J recom binat ion of the mi muno-

globulin ( Ig) and T-cell receptor (TCR ) genes and the concom itant differentiation of lymphocyte start at hatching stage

and are ma intained in larva and one-year o ld grass carp; but in three-year old grass carp, the activation ofV ( D ) J recom-

binat ion is great ly reduced mean ing the libraries of diversified Ig and TCR and relat ive perfect mi mune system are estab-

lished at this stage.
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