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嗜水气单胞菌胁迫下东北林蛙 MHCⅠ基因在不同组织

的表达 
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边若菲, 徐笑, 刘玉芬, 等. 嗜水气单胞菌胁迫下东北林蛙 MHCⅠ基因在不同组织的表达. 生物工程学报, 2020, 36(7): 
1323–1333. 
Bian RF, Xu X, Liu YF, et al. Expression of MHCⅠ genes in different tissues of Rana dybowskii under the stress of Aeromonas 
hydrophila. Chin J Biotech, 2020, 36(7): 1323–1333. 

摘  要: 本研究旨在探讨嗜水气单胞菌 (Aeromonas hydrophila，Ah) 胁迫下 MHCⅠ基因在东北林蛙不同组织的

表达特征，为揭示两栖类抗感染免疫应答机制提供依据。文中首先构建嗜水气单胞菌感染下的试验动物模型，通

过苏木精-伊红染色法 (Hematoxylin-eosin staining，HE 染色) 观察病理学变化；利用 RT-PCR 克隆东北林蛙 MHCⅠ基

因 α1+α2 肽结合区并进行生物信息学分析，再运用荧光定量 PCR 技术检测 Ah 胁迫下 MHCⅠ在不同组织中的转

录水平。结果表明：在 Ah 感染后，皮肤、肝脏和肌肉等组织均出现细胞结构消失和纹理紊乱等现象；获得

MHCⅠ基因 α1+α2 肽结合区片段 494 bp，可编码 164 个氨基酸，与两栖类同源性在 77%以上，与哺乳类同源性

低至 14.96%，表明 MHCⅠ基因 α1+α2 区在不同物种间保守性较低；荧光定量 PCR 结果显示，在 Ah 胁迫下，实

验组肝脏、脾脏、肾脏、皮肤和肌肉组织 MHCⅠ基因的转录水平在 72 h 前均高于对照组，但是各组织到达峰值

的时间具有差异性 (P<0.01)，表明 Ah 胁迫下 MHCⅠ基因在不同组织的表达时间存在差异。研究结果为进一步

探究 MHC 分子在抗感染中的免疫功能提供了参考依据。 

关键词: 东北林蛙，嗜水气单胞菌，MHCⅠ基因，表达  
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under the stress of Aeromonas hydrophila (Ah), and to provide evidence for revealing the anti-infective immune response 
mechanism of amphibians. The experimental animal model of Aeromonas hydrophila infection was first constructed, and the 
pathological changes were observed by HE staining. The MHCⅠ gene α1+α2 peptide binding region of Rana dybowskii was 

cloned by RT-PCR and analyzed by bioinformatics. Real-time PCR was used to detect the transcription level of MHCⅠ in 
different tissues under Ah stress. After Ah infection, the skin, liver and muscle tissues showed signs of cell structure 
disappearance and texture disorder. The MHCⅠ gene α1+α2 peptide binding region fragment was 494 bp, encoding 164 
amino acids, and homology with amphibians. Above 77%, the homology with mammals was as low as 14.96%, indicating that 
the α1+α2 region of MHC gene was less conserved among different species. The results of real-time PCR show that the liver, 
spleen and kidney of the experimental group were under Ah stress. The transcript levels of MHCⅠ gene in skin and muscle 
tissues were higher than those in the control group at 72 h, but the time to peak of each tissue was different (P<0.01), 
indicating that the response time of MHCⅠ gene in different tissues was different under Ah stress. This study provides a 
reference for further exploring the immune function of MHC molecules in anti-infection. 

Keywords:  Rana dybowskii, Aeromonas hydrophila, MHCⅠ gene, expression 

主要组织相容性复合体(Major histocompatibility 
complex，MHC) 是一组与免疫密切相关、紧密连

锁的基因群，其产物广泛存在于脊椎动物中并在免

疫应答中扮演极为重要的角色[1-2]。研究表明[3-5]，

MHC 主要由 3 类分子组成，其中Ⅰ类和Ⅱ类分子

广泛参与免疫应答的过程，已成为疾病抗性和易感

性的候选标记基因。MHCⅠ类分子主要识别内源

性抗原，并呈递给 CD8+ T 细胞，从而完成经典的

内源性抗原呈递过程，但是在感染的过程中经常出

现抗原的交叉呈递现象，即外源性抗原也可以通过

MHCⅠ类分子呈递[3]。近年来，MHCⅠ类分子在

疾病发生中的作用研究主要集中于人和其他哺乳

动物以及禽类，在两栖类中的研究目前大部分局限

于 MHC 分子的遗传多样性和进化机制[6-11]。 
东北林蛙 Rana dybowskii 隶属蛙科 (Ranidae)、

林蛙属 (Rana)，是一种对严寒气候有较强适应能

力的无尾两栖类，属于东北地区优势两栖物    
种[12-13]。其雌蛙的输卵管是我国传统中药材哈什蟆

油的主要成分[14-15]。随着生态环境不断恶化，东北

林蛙种群数量锐减，已被列为易危物种[16-18]。微生

物侵袭被认为是其减少的元凶之一，其中嗜水气单

胞菌是造成蛙群患败血病的主要病原体[19-21]。本研

究对东北林蛙 MHCⅠ基因的 α1+α2 肽结合区进行

克隆和生物信息学分析，通过人工感染嗜水气单胞

菌建立感染模型，采用荧光定量 PCR 技术检测

MHCⅠ基因在不同组织的转录情况，为 MHCⅠ基

因的免疫功能研究提供参考，并为两栖类传染病的

预防和治疗提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  试验动物和菌株 

东北林蛙，雄性，实验室人工养殖；嗜水气单

胞菌株由本实验室分离鉴定。 
1.1.2  主要试剂 

克隆载体 pMD18-T、感受态细胞 DH5α、
DL2000 Marker、Ex Taq DNA 聚合酶、T4 DNA 连

接酶均购自宝生物工程 (大连) 有限公司；dNTPs、
琼脂糖胶回收试剂盒购自哈尔滨伊事达生物工程

有限公司；Trizol 试剂盒购自生工生物工程 (上海) 
股份有限公司；HiScript II Q RT Super Mix for 
qPCR (+gDNA wiper)，ChamQ SYBR qPCR Master 
Mix，均购于南京诺唯赞 (Vazyme) 生物科技有限

公司；10%福尔马林固定液、伊红染液和其他试剂

均为国产分析纯。 
1.1.3  仪器设备 

凝胶成像系统 (Smart Gel III；北京赛智创业

科技有限公司)；低温循环水浴箱 (HX-1050；北京

博医康技术公司)；Olympus BH-2 型显微镜；组织

切片机 (820 型；日本 Nikon 公司)；ABI7500 实时
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荧光定量 PCR 仪；高速冷冻离心机 (Allegra-64R；

美国 BECKMAN 公司)。  

1.2  方法 
1.2.1  东北林蛙的人工感染和样品采集 

将菌株活化后，依据参考文献[22]，采用紫外

分光光度计和平板菌落计数法测定菌液浓度，通过

预实验，确定攻毒浓度。将东北林蛙随机分为两组：

即对照组 (LB 组) 和试验组 (Ah 组)，每组 15 只，

试验组每只东北林蛙采用腹腔注射的方式注射   
1 mL 嗜水气单胞菌液 (1.12×107 CFU/mL)，对照组

东北林蛙注射同样体积的 LB 液体培养基，分别取

6、12、24、48、72 h 时两组东北林蛙心脏、肝脏、

脾脏、肺脏、肾脏、皮肤和肌肉组织样品，每个时

间点取 3 只，用液氮速冻后于−80 ℃保存。 
1.2.2  引物设计 

根据已发表的中国林蛙 MHCⅠ类基因的序列 
(GenBank 登录号： FJ385693.1) ，利用 Primer 
Premier 5.0 设计引物，MHCⅠ-α1+α2 扩增片段跨

度为 494 bp 左右，MHCⅠ-q 扩增片段跨度为 227 
bp 左右；内参引物 β-actin 依据参考文献[19]设计，

长度为 176 bp 左右，引物由哈尔滨博仕生物工程

有限公司，合成引物序列如表 1 所示。 
1.2.3  东北林蛙 MHCⅠ类 α1+α2的克隆及生物信

息学分析 
依据 Trizol 试剂盒说明书，提取对照组和试验

组 5 个时间点 7 种组织样品的总 RNA，采用 1%的

水平式琼脂糖凝胶电泳检测其完整性并用分光光

度计检测确定浓度。再按照反转录试剂盒操作步

骤，合成 cDNA 第一链，用于后续实验及 qRT-PCR。

以上述肌肉的 cDNA 第一链为模板，按照 Taq plus 

DNA 聚合酶说明书进行 PCR 反应体系的配置，反

应条件为：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 s，

53 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，30 个循环；72 ℃

终延伸 10 min。获得的 PCR 产物进行胶回收纯化

后，与 pMD18-T 载体进行连接，并转入到大肠杆

菌 DH5α 中，经 PCR 检测，获得的疑似阳性菌株

命名为 pMD18-T-MHCⅠ-α1+α2，将该菌株送哈

尔滨博仕生物工程有限公司进行序列测定。利用

SWISS-MODEL (http://www.expasy.ch/swissmod/ 
SWISS-MODEL.html)、DNAMAN6.0、MEGA7 和

SOPMA (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/secpred_ 
sopma.pl) 等软件对 MHCⅠ基因 α1+α2 肽结合区

的核苷酸和氨基酸序列进行生物信息学分析。选

择的参考物种信息如表 2 所示。 

1.2.4  东北林蛙病理组织切片的制备 
取感染后 0、6、12、24、48、72 h 东北林蛙

的肝脏、皮肤和肌肉组织，用 10%福尔马林固定

液进行固定。采用石蜡包埋法进行处理，以约 5 μm

厚度进行切片。脱蜡复水即二甲苯  5 minⅠ ，二甲

苯  5 minⅡ ，1/2 二甲苯 5 min，无水乙醇 3 min，

95%乙醇  3 minⅠ ，95%乙醇  3 minⅡ ，90%乙醇   

3 min，80%乙醇 3 min，70%乙醇 3 min，双蒸水Ⅰ 

5 min 后苏木精染色 10 min，流水冲洗去余色，将

切片放入 1%的盐酸乙醇中分化 10 s，再放入 1%的

氨水中蓝化 10 s，清水清洗数分钟，0.5%伊红溶液

染色 3 min 后进行梯度脱水透明并用树胶进行封片。 
 
表 1  引物序列 
Table 1  Primers used in this study 

Primer name Primer sequence (5′–3′) Product size (bp) 
MHCⅠ-α1+α2-F CGGGGTACCCGGGTCTCGGATAAAGGAT 494 
MHCⅠ-α1+α2-R CGCTCGAGCGGTCCCGTACTCTATGTATTTCT  
MHCⅠ-q-F GTCTCATCTGGCTCGTCC 227 
MHCⅠ-q-R ATCCGTACTGCTGATACCC  
β-actin-F AAGAATGAGGGCTGGAACA  176 
β-actin-R GTGCGTGACATCAAGGAGAAGC  
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表 2  参考物种信息 
Table 2  List of Reference species 

Species Accession No  
of nucleotide 

Accession No 
of amino acid

Rana chensinensis FJ385693.1 ACJ63978.1 
Xenopus laevis FJ589643.1 AGM17468.1 
Polypedates 
megacephalus 

KC261643.1 AGN74545.1 

Rhacophorus omeimontis KC261663.1 AGN74565.1 
Xenopus tropicalis BC161748.1 AAI61748.1 
Bufo gargarizans KY302858.1 APW83890.1 
Gallus gallus KT321041 ALS55373.1 
Homo sapiens M24097.1 AAA59656.1 
Mus muscμlus NM153760.2 NP715641.1 
Oryctolagus cuniculus NM001190434 NP001177363 
Bos taurus NM001040532.1 NP001035622.1
Sus scrofa NM001097427 NP001090896.1
Pan troglodytes NM001045494 NP001038959.1
 
1.2.5  东北林蛙 MHCⅠ类基因的荧光定量 PCR
分析 

以 β-actin 的表达作为内参，采用 SYBR GreenⅠ
嵌合荧光法检测 MHCⅠ基因在东北林蛙心脏、肝

脏、脾脏、肺脏、肾脏、皮肤和肌肉等 7 种组织中

的转录情况。反应体系如下 (20 μL)：2×ChamQ 
SYBR qPCR Master Mix 10 μL，Primer1 (10 μmol/L) 
0.4 μL，Primer 2 (10 μmol/L) 0.4 μL，50×ROX 

Reference Dye2 0.4 μL，ddH2O 7.8 μL，cDNA 模板 
1 μL。反应程序：94  10 min℃ ；94  30 s℃ ，60  ℃

30 s，72  30 s℃ ，40 个循环；72  10 min℃ 。每个

处理设置３次重复。相对表达量采用 2–ΔΔCt 法计

算，利用 SPSS25 软件对所得数据进行单因素方差

分析，并利用 GraphPad Prism 8 软件进行作图。 

2  结果与分析 

2.1  东北林蛙 MHCⅠ基因 α1+α2 区的克隆

与鉴定 
采用 Trizol 法提取东北林蛙肌肉 RNA 后，进

行琼脂糖凝胶电泳检测，有清晰的 28S 和 18S 的

条带，再利用紫外分光光度计进行检测，A260/A280

值在 1.8–2.0 之间，可以进行后续的反转录实验。

以肌肉的 cDNA 为模板，扩增 MHCⅠ-α1+α2 区，

电泳检测结果如图 1A 所示，目的带大小约为   
500 bp 左右，与预期相符，使用回收试剂盒进行回

收，结果如图 1B 所示。将目的片段 α1+α2 和

pMD18-T 连接后，转入大肠杆菌 DH5α 后，通过

菌落 PCR 鉴定，电泳检验结果如图 1C 所示，可

见 PCR 结果条带单一，与预计大小相符。 

 

 
 
图 1  东北林蛙 MHCⅠ基因 α1+α2 区的克隆 
Fig. 1  Cloning of MHC class  α1+α2 in Ⅰ Rana dybowskii. (A) PCR amplification results of MHC class  α1+α2 in Ⅰ

Rana dybowskii. M: DL2000 marker; lane 1–3: PCR product of MHC class  α1+α2 gene. (B) PCR amplification Ⅰ

results of MHC class  α1+α2 after gel extraction in Ⅰ Rana dybowskii. M: DL2000 marker; lane 1–2: The products of gel 
extraction. (C) Colony PCR amplification results of MHC class  α1+α2 in Ⅰ Rana dybowskii. M: DL2000 marker; lane 
1–4: the products of colony PCR. 
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2.2  东北林蛙 MHCⅠ基因 α1+α2 区序列的生

物信息学分析 
测序结果表明，获得的东北林蛙 MHCⅠ类

α1+α2 序列长为 494 bp，与 GenBank 公布的中国

林蛙 MHC  α1+α2Ⅰ 核苷酸序列的同源性达 94%；

该核苷酸序列编码 164 个氨基酸残基 (图 2)。

SOPMA 软件分析表明，MHCⅠ基因 α1+α2 蛋白二

级结构包含 α-螺旋占 36.59% (60AA)，无规卷曲占

28.66% (47AA)，延伸链占 20.12% (33AA) 和 β 折

叠占 14.63% (24AA) 等几种结构形成。利用

SWISS-MODEL 软件对三级结构进行模拟预测， 

其结构 (图 3A) 与模式生物非洲爪蟾的三级结构

类似 (图 3B)。通过与表 2 中 13 个物种进行核苷

酸序列比较，发现该区域与两栖类同源性在 77%
以上，其中与中国林蛙同源性最高，与哺乳类相比

低至 14.96%，禽类为 24.44%。核苷酸(图 4A) 和
氨基酸 (图 4B) 系统进化树显示其与两栖类亲缘

关系最近，在一个分支内，而与人、牛、猪和禽类

等亲缘关系较远。 

2.3  嗜水气单胞菌胁迫下东北林蛙组织的病

理鉴定 
取感染后 0、6、12、24、48、72 h 的东北林

蛙肝脏、皮肤和肌肉组织，进行 HE 染色。结果表

明，感染后肝脏组织病理学观察所见 (图 5A1–A6)，
随着时间延长 (6–72 h) 细胞呈空泡样变，细胞间

隙增大，肝细胞核固缩，炎性细胞浸润逐渐明显。 
 

 
 
图 2  东北林蛙 MHCⅠ基因 α1+α2 区核苷酸和氨基酸序列 
Fig. 2  Nucleotide and amino acid sequences of the MHC class  α1+α2Ⅰ  of Rana dybowskii. 
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图 3  MHCⅠ α1+α2 区的三级结构模型 
Fig. 3  Tertiary structure model of MHC class  α1+α2 Ⅰ

protein. 3-D structure of MHCⅠ α1+α2 designed using 
Swiss Model workspace. (A) 3-D structure of MHCⅠ 
α1+α2 of Rana dybowskii. (B) 3-D structure of MHCⅠ 
α1+α2 of Xenopus laevis. Their 3-D structure is similar. 

在皮肤组织中 (图 5B1–B6)，可见数量较多染色呈

蓝紫色的碱性细胞，呈浅粉色的胶原纤维和呈紫

色的纤维细胞，此外可见有大量的黑色素细胞在

表皮下与真皮层之间，随着感染时间的延长，细

胞间的界限不清，整体结构变得松散。在肌肉组织

中 (图 5C1–C6)，随着感染时间的逐渐延长，肌纤

维纹理变得紊乱。在解剖过程中也发现随着感染嗜

水气单胞菌的时间延长，东北林蛙头部和背部出现

溃烂，背部和腿部出现出血点，解剖过程也可见腹

水、肝脏肿大出现充血、腿部肌肉有出血点等现象，

表明人工感染成功。 
 

 
 

图 4  MHCⅠ α1+α2 系统进化树分析 
Fig. 4  Phylogenetic tree of MHC class  α1+α2. Homology analysis of MHCⅠ Ⅰ α1+α2. Analysis was done using the 
MEGA software. The phylogenetic tree was constructed using the neighbor-joining (N-J) method within MEGA7.0. 
Numbers on the branches represent bootstrap values for 1000 replications. (A) Evolutionary analysis of MHCⅠ α1+α2 
nucleotide acid sequences. (B) Evolutionary analysis of MHCⅠ α1+α2 amino acid sequences. 
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图 5  东北林蛙病理组织切片 
Fig. 5  Histopathological section of Rana dybowskii 
challenged with Aeromonas hydrophila. Observation by 
hematoxylin-eosin staining in different tissues of Rana 
dybowskii challenged with Aeromonas hydrophila. A: 
liver; B: skin; C: muscular, 1: 0 h; 2: 6 h; 3: 12 h; 4: 24 h; 
5: 48 h; 6: 72 h. 
 

2.4  东北林蛙 MHCⅠ基因在不同组织中的转

录水平 
在嗜水气单胞菌胁迫下，东北林蛙心脏 MHCⅠ 

mRNA 的表达量在 6 h 达到峰值，为对照组的   
4.7 倍 (P<0.01)，在 12 h 下调至略高于本底水平，

在 24–72 h 表达量始终略低于本底水平 (图 6A)。
东北林蛙肝脏 MHCⅠ mRNA 的表达量在各时间

点均高于对照，在 6 h 到达峰值后表达有所下调，

在 24 h 时为对照的 1.8 倍 (P<0.05)，48–72 h 又出

现上调表达 (图 6B)。东北林蛙脾脏 MHCⅠ mRNA
的表达量除 6 h 为对照组的 4.9 倍 (P<0.01)，其余

时间表达量均为对照组的 2 倍左右 (图 6C)。东北

林蛙肺脏 MHCⅠ mRNA 的表达量在 12 h 达到峰

值为对照组的 13 倍后逐渐下降，在 72 h 时低于

本底水平 (图 6D)。东北林蛙肾脏 MHCⅠ mRNA
的表达量呈上调表达，在 24 h 时达到峰值 
(P<0.01)，48–72 h 表达量虽有下调，但仍高于本

底水平 (图 6E)。东北林蛙皮肤 MHCⅠ mRNA 的

表达量始终维持高表达水平，在 6 h 达到峰值为对

照组的 11 倍 (P<0.01) (图 6F)。东北林蛙肌肉

MHCⅠ mRNA的表达量在 6 h时略低于本底水平，

在 12 h 达到峰值 (P<0.01)，为对照的 3.3 倍后逐

渐下降，但始终高于本底水平 (图 6G)。东北林蛙

在 Ah 胁迫下，试验组肝脏、脾脏、肾脏、皮肤和

肌肉组织 MHCⅠ基因的转录水平在 72 h 前均高于

对照组，但是这些组织到达峰值的时间具有差异性 
(P<0.01)，心脏 MHCⅠ基因的转录水平与其他组

织相比差异较大 (P<0.01)，6 h 即达到高峰，随后

迅速下降。表明 Ah 胁迫下 MHCⅠ基因在不同组织

的应答时间和水平存在差异。 

3  讨论 

作为最早开始陆生的脊椎动物，两栖动物的生

活环境使它们接触病原体的机会更多[23]。在感染

过程中，免疫系统如何发挥调控作用，对物种生存

至关重要。作为脊椎动物免疫系统重要成分的主要

组织相容性复合体，可以首先识别和呈递抗原启动

免疫应答，从而发挥抗感染作用。MHC 基因目前

已经成为研究两栖类适应性进化和物种保护的最

佳候选基因之一[24-26]。MHCⅠ基因的 α1+α2 区为

肽结合区，该区域可以识别不同的抗原肽，呈递给

T 细胞完成细胞免疫应答过程。以往研究显示[27]，

该区域具有一定的多态性。陶久臣等[28]曾对东北

林蛙的 MHC 基因多态性进行分析，其研究表明东 
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图 6  嗜水气单胞菌胁迫下东北林蛙各组织 MHCⅠ转录水平变化检测 
Fig. 6  Graphical presentation of qPCR analysis shows changes in MHCⅠ  gene expression in healthy Rana dybowskii or in 
Rana dybowskii challenged with Aeromonas hydrophila. (A–G) MHCⅠ transcripts in different tissues of Rana dybowskii 
challenged with Aeromonas hydrophila. Each infected Rana dybowskii was injected intraperitoneally with 1 mL bacterial 
suspension (1.12×107 CFU/mL), whereas the control group was injected with the same volume of sterile tryptone liquid 
medium. (A) The heart. (B) The liver. (C) The spleen. (D) The lung. (E) The kidneys. (F) The skin. (G) The muscular. The 
samples were collected at different time points after Aeromonas hydrophila challenge (x-axis). β-Actin was used as an internal 
control. The results were expressed as the mean ± standard error (bars) of three independent exposures. *: P<0.05; **: P<0.01. 
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北林蛙 MHCⅠ类基因有丰富的多态性变化，在进

化过程中经历了基因突变、正选择等作用。本研究

证明东北林蛙与中国林蛙亲缘关系较相近，与哺乳

动物和禽类亲缘关系较远，可以划分成两个大的分

支，这也表明 MHCⅠ类基因作为一种古老的基因，

在物种进化中经历了一系列分化，形成各自物种的

特点[29]。 
东北林蛙在感染嗜水气单胞菌后，MHCⅠ的

转录水平发生了明显的变化，且在不同组织中有显

著的差异，其中 MHCⅠ分子在皮肤响应更积极，

推测这与东北林蛙的水中生活习性呈现相关性。在

斜带石斑鱼研究[30]中，也发现 MHCⅠ类基因在皮

肤中表达量最高，这表明皮肤或许是两栖动物及水

生动物受到胁迫后抗原呈递的主要位点。李伟等[31]

在研究嗜水气单胞菌感染黄鳝时，对肝脏、脾脏和

肾脏的 MHCⅠ分子的表达量进行了分析，变化趋

势与本试验一致。当用嗜水气单胞菌感染团头鲂[32]

和无乳链球菌感染尼罗罗非鱼[33]时，肾脏和脾脏

中 MHCⅠ分子也具有较高水平的表达。在牙鲆[34]

和淡水鲤鱼 [35]MHCⅠ类基因抵御病原体的研究

中，微生物感染后肾的 MHCⅠ分子的表达量变化

趋势均与本文一致，从而说明 MHCⅠ分子在抵抗

病原微生物的过程中发挥了重要作用。 
综上，在东北林蛙感染嗜水气单胞菌的过程

中，不同组织中 MHCⅠ分子的转录水平均出现上

升趋势，从而推测 MHCⅠ基因在免疫反应中发挥

重要作用，是东北林蛙重要的免疫应答基因，这为

进一步研究东北林蛙 MHCⅠ基因免疫功能及其作

用机制提供了参考。 
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