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摘要  [ 目的] 为了研究CD8 分子的生物学功能。[ 方法] 自行设计一对引物,从猪脾细胞中,克隆了猪CD8α链基因 ,获得大小为700 bp
的基因片段 ,并对其进行鉴定。[ 结果] 结果表明 ,该基因片段的核苷酸序列与已报道猪的同源性为99 .2 % ,与豚鼠、人、猴子、猫和狗的
同源性分别为35 .6 %、55 .7 %、55 .6 %、56 .4 %和56 .8 %。[ 结论] 该研究为进一步研究CD8 分子的生物学功能提供了依据。
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Cloning and Identification of Gene of Porcine CD8αMolecule
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Abstract  The objective of the study was to explore the biological functions of CD8 molecule . CD8 was a cell surface glycoprotein found i n cytotoxic T
lymphocytes and served a co-receptor withthe TCR for T cell activation. In order to study the biological function of CD8 , a gene fragment of 700 bp was
clonecl with a pair of specific designed pri mer fromporcine spleen cells . The results of identification and analysis indicated that the homology with other
sequence registered in Gene Bank was up to 99 .2 % and about 35 .6 % , 55 .7 % , 55 .6 % , 56 .4 % and 56 .8 % to guinea pig , human, monkey , cat and
dog , respectively .
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  CD8 分子是T 淋巴细胞表面的一种跨膜糖蛋白[ 1] , 主要

表达在细胞毒性T 淋巴细胞、抑止性 T 细胞、自然杀伤性细

胞表面[ 2 - 3] 。它主要是由两条链( CD8α和CD8β) 构成。最近

研究表明 ,小鼠肠上皮下T 淋巴细胞中 CD8αα同型二聚体可

作为肠上皮组织屏障行使免疫调节的功能, 以不依赖TCR 的

方式单独与非经典的MHCⅠ类抗原结合 , 形成小鼠肠道组织

与外界环境之间的屏障[ 4] 。为了进一步研究猪 CD8 分子在

免疫应答中的作用 ,笔者克隆了该分子基因片段。

1  材料与方法

1 .1 试验材料  试验猪购于安徽省某猪场。质粒由安徽农

业大学动物科技学院实验室保存。各类工具酶试剂分别购

自Invitroge、Sigma 和华美生物工程公司等。

1 .2  猪IFN-γ基因的克隆与鉴定  猪脾脏淋巴细胞的分

离和诱导培养参考《分子克隆实验指南》[ 5] 。猪脾脏淋巴细

胞总RNA 的抽提使用Trizol 抽提猪脾脏淋巴细胞的总 RNA。

具体操作方法参照Invitrogen 公司说明书进行。设计一对添

加有 酶 切位 点 的 引 物 , 即 上 游 引 物 5′- GGAATTCATGGC-

CTCTGGTGACC GC-3′( EcoRI) , 下游引 物5′- GCGTCGACTTA-

GATGAATCTCTCTGAAG- 3′( SalI) 。RT- PCR 参照反转录试剂盒

说明书进行,扩增猪 CD8α基因。PCR 扩增结束后, 取2 .0 μl

扩增产物于1 .0 % 琼脂糖凝胶中进行电泳检测。

2  结果与分析

2 .1 猪 CD8α基因片段的 RT- PCR 扩增及鉴定  应用自行

设计的一对引物,通过RT- PCR 从脾细胞扩增出一个片段。在

琼脂糖凝胶电泳图谱中,该片段其大小约为700 bp( 图1 泳道

2) ,与预期的猪CD8α基因含信号肽编码序列的片段相一致。

2 .2 猪CD8α基因片段的酶切鉴定  CD8α基因在241 bp 处

有一个TaqI 酶切位点。PCR 的酶切产物在琼脂糖凝胶电泳

图谱中 ,CD8α基因酶切形成的两条 DNA 片段大小分别约为

470 和241 bp( 图2 泳道3) , 两者总长度约为711 bp ,与预期酶 �
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切结果相符。

注 :1 .DL 2 000 Marker ; 2 . PCR products ;3 . Negative control 。

图1 CD8a 的PCR 产物鉴定

注:1 .DNA Marker DL2 000; 2 .Products of RT- PCR; 3 .Products of RT- PCR/ TaqI 。

图2 CD8α基因RT- PCR 扩增产物及其酶切鉴定结果

2 .3  猪 CD8α基因的测序鉴定  对猪 CD8α基因进行了测

序鉴定, 发现所克隆的猪 CD8α基因与 GenBank 登录的猪

CD8α基因( 登录号:AY517855) 的同源性高达99 .2 % 。

3  讨论

该研究确定的猪 CD8α基因开放阅读框长711 bp , 编码

237 个氨基酸的猪8α前体蛋白。氨基酸同源性的比较发现 ,

猪与豚鼠、人、猴子、猫、狗CD8α蛋白的氨基酸同源性分别为

35 .6 %、55 .7 %、55 .6 %、56 .4 % 和56 .8 % , 且人和各种动物

CD8α分子氨基酸序列的差异主要表现在胞外区, 而胞浆区

相对保守。
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图3 急性低温胁迫对瓦氏黄颡鱼耗氧率的影响

在差异。但图4 表明,经过低温处理, 对照组、18 ℃处理组和

6 ℃处理组 Vf 整体变化不大。12 ℃处理组 Vf 在试验鱼放回

呼吸室的9 min 明显增加到峰值, 随后缓慢回落到处理前水

平;0 ℃处理组 Vf 在试验鱼放回呼吸室的2 min 有50 % 的下

降,然后到5 min 上升到峰值, 随后缓慢回落到处理前水平。

Vf 的上升倍率在1 .10 和1 .46 之间, 其中12 ℃处理组在0 .05

水平显著大于其他处理组。

图4 急性低温胁迫对瓦氏黄颡鱼呼吸频率的影响

3  讨论

研究表明, 瓦氏黄颡鱼的静止呼吸频率是南方鲇的1 .6

倍, 但二者的静止耗氧率在数值上相差不大。对照组耗氧率

和呼吸频率的上升反映了这两种鱼对试验操作过程中胁迫

的反应。该试验结果表明 ,瓦氏黄颡鱼反应小得多。这与行

为观察一致 ,即瓦氏黄颡鱼对试验操作过程的刺激没有明显

的反应, 而南方鲇表现为典型的“C-start”运动。这可能是由

于瓦氏黄颡鱼为有毒鱼类, 因缺乏敌害而进化为行动缓慢的

生活史类型。这被与运动能力相关的乳酸脱氢酶同工酶分

析结果证实[ 7] 。

瓦氏黄颡鱼和南方鲇都是分布于我国南部的暖水性底

栖鱼类。但二者对温度的适应对策不同。研究表明,6 和0

℃处理组南方鲇出现昏迷症状, 呼吸活动消失,但0 ℃处理组

瓦氏黄颡鱼依然活动“正常”, 呼吸频率略有下降。这些都说

明瓦氏黄颡鱼对急性低温胁迫的耐受能力强于南方鲇。可

能原因是瓦氏黄颡鱼在低温时通过神经、内分泌调节了更多

的代谢底物和酶, 以抵抗低温造成的不利影响, 但同时导致

能量消耗增大。以往研究发现, 瓦氏黄颡鱼身体脂肪含量非

常高, 为我国淡水鱼之最[ 9] 。这显然是由于身体脂肪减缓了

体核温度的迅速变化 ,同时由于呼吸活动与脂类参与的膜神

经传递密切相关[ 8] 。瓦氏黄颡鱼在脂肪组成方面可能有其

独特性,相关生理、生化机制值得进一步探讨。

受动物体结构和功能的限制,在一定条件下动物具有一个

最大耗氧率。最大耗氧率决定了机体活跃状态和运动能力。

多数动物只有运动才能诱导出最大耗氧率, 而有关鹿鼠( Per-

omyscus manicul at us) 的研究发现冷刺激能诱导出与运动相同的

最大耗氧率[10]。作为异温动物,鱼类对温度的反应可能更趋向

于顺应,因此可能不会诱导出很高的耗氧率[ 11] 。研究表明,南

方鲇低温诱导最大耗氧率远小于运动诱导值[12] ,然而该试验瓦

氏黄颡鱼耗氧率与运动诱导值相当[ 13] 。这说明黄颡鱼在温度

胁迫时可能动员了全部的代谢潜能。这在鱼类中还是首次报

道。该方面的研究可能具有重要的理论意义。
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