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要!本研究克隆了麦洼牦牛天然免疫受体
%

"
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基因的编码区!利用生物信息学工具分析基因特点!荧光定量

2UJ

测定
P>B:

基因在不同组织中的表达量&序列比较分析结果表明!麦洼牦牛
P>B

基因与其他物种在核苷酸

水平及氨基酸水平上均表现出很高的保守性&遗传进化方面!麦洼牦牛
XYJ,

与牛和绵羊
XYJ,

遗传进化距离最

近!并与人'马'鼠
XYJ,

等形成哺乳动物的一个分支!与鸡则形成遗传距离较远的一个分支&同时我们在进行系

统发育分析时发现!

XYJ%

'

XYJ.

先聚为一小支!再与
XYJ%&

又聚为更紧密的一支!然后
XYJ%

'

0

'

.

'

%&

和
XYJ9

'

(

'

/

分别聚集在两个单个的分支上!

XYJ

其他成员各自成为一支&荧光定量结果表明!

P>B:

在麦洼牦牛各组织均

有表达!但不同成员在不同组织的表达存在较大的差异&其中
P>B0

'

P>B)

和
P>B.

在脾表达量最高!在卵巢'小

肠'肾'肝中有高表达!

P>B%

'

P>B1

'

P>B9

'

P>B(

'

P>B/

和
P>B%&

在肾表达量最高!在肝'肾'脾等组织中高表达&

综上所述!本研究的开展能为以后揭示
XYJ,

在牦牛等高原模式动物分子免疫机制以及牦牛抗病育种奠定基础&
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!!

XYJ

如同天然免疫的眼睛!监视与识别各种不

同疾病的相关分子模式 -

27[2

.!引发一系列信号

转导!进而导致炎性介质的释放!并最终激活获得性

免疫系统!是机体抵抗感染性疾病的第一道屏障*

%

+

&

近期研究发现!

XYJ,

参与并调控获得性免疫应

答*

0

+

&迄今!

XYJ

家族在哺乳动物中至少有
%*

个

成员!其中!人类
XYJ%

"

%&

!小鼠
XYJ%

"

/

'

%%

"

%*

!牛和羊
XYJ%

"

%&

!猪
XYJ%

"

%&

等&

XYJ,

成

员各自能够特异性地识别不同的
27[2,

%

57[2,

"病原体相关分子模式%损伤关联分子模式#!并调节

先天性与获得性免疫以限制病原微生物的入侵!同

时清除宿主产生的机体残留物质&例如
XYJ0

与

XYJ%

或
XYJ.

协同识别革兰阳性菌的肽聚糖'磷

壁酸'脂蛋白等(

XYJ*

识别病毒的双链
J67

"

",J!

67

#(

XYJ)

识别革兰阴性菌的脂多糖'类脂
7

'热

休克蛋白
.&

%

9&

等(

XYJ1

识别细菌的鞭毛蛋白(

XYJ9

和
XYJ(

识别病毒单链
J67

"

,,J67

#(

XYJ/

识别细菌'病毒'真菌及一些原生动物非甲基

化的
U

T

D567

等*

%!*

+

&

青藏高原是中国最大'世界海拔最高的高原!平

均海拔
)&&&

"

1&&&=

!有-世界屋脊.和-第三极.之

称&牦牛是生长在这里的一种特有古老物种!是世居

青藏高原藏族人重要的生活和生产资源!也是当地畜

牧经济发展的重要支柱&与平原动物相比!牦牛作为

高原模式动物能够在青藏高原极度高寒'低氧等恶劣

气候环境下生存!其抗病及免疫分子机制可能存在特

殊性&同时近年来!牦牛疾病尤其是传染性疾病如犊

牛腹泻病'乳房炎'寄生虫性疾病等疾病严重威胁着

牦牛群体的健康!影响了牦牛产业的发展&因此研究

牦牛分子免疫机制具有重要意义&

目前!小鼠和人类的
X#33

样受体已经研究的比

较深入了!关于家畜
X#33

样受体的鉴定和研究在最

近几年也取得了较大的进展&

;'[@D?M$@

等将牛

X#33

样受体
%

"

%&

完成了鉴定并绘制了物理图谱!发

现其
/1i

的核苷酸序列和人是一致的*

)

+

(

['[@-O$@,

等对羊
P>B%

"

%&

基因进行了克隆与测序*

1

+

(

7'J>

+

>

等对山羊
P>B%

"

%&

基因进行了测序和分析*

.

+

(在猪

和马上也都做了相关的研究*

9!(

+

!但是
XYJ,

在牦牛

上的研究基本空白&鉴于此!本研究克隆了麦洼牦牛

P>B%

"

%&

基因并进行了相关的预测和分析研究!这

为今后进一步揭示牦牛等高原模式动物免疫分子机

制和高原动物重大疫病的防控提供依据!同时也为牦

牛抗病育种提供重要的基础&

#

!

材料与方法

#D#

!

试验材料

本试验所有牦牛组织采自高原屠宰场"中国四

川红原县!北纬
*%v1%k

"

**v%/k

!东经
%&%v1%k

"

%&*v

0*k

!平均海拔
*.&&=

#!属于麦洼牦牛品种&分别

采集雌性麦洼牦牛
9

头"年龄
*

"

1

岁!体重
*&&

"

)&&4

I

#

%%

种组织样本"心'肝'脾'肺'肾'大肠'小

肠'肌肉'胃'卵巢'乳腺#!均放入液氮速冻!送回实

验室
](&n

保存&

#D!

!

方法

%'0'%

!

总
J67

提取和
A567

合成
!!

称取约
%

I

组织样本至液氮中研磨后!按照
J67

T

M@

TT

?M@

动物

总
J67

提取试剂盒"天根生化科技"北京#有限公司#

提取总
J67
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R
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反转录试剂盒"
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公司#进

行反转录反应!采用
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Y

体系$

\3$

I

#"X
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Y
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Y
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Y

!模板
%

'

Y

!最后用
J6>,@ M̂@@"Z

0

\

补足
0&

'

Y

&反应条件$

)0n.&=$-

(

9&n1=$-

&

A567

于
]0&n

保存备用&
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引物的设计与合成
!!

麦洼牦牛
P>B%

"

%&

克隆及荧光定量引物根据
D@-:>-4

中登陆的牛

P>B%

"

%&

基因序列!用
2M@=$@M1'&

软件分别设

计!内参引物根据牛
$

C$"#()

序列设计&引物详细信

息见表
%

'表
0

&以上所有引物由
K-S$NM#

I

@-

"上海#

公司合成&

%'0'*

!

目的基因的克隆
!!

每个
P>B

基因均以

麦洼牦牛脾组织
A567

为模版!进行普通
2UJ

扩

增!扩增体系为
1&

'

Y

&所有
2UJ

产物经
%&

I

/

Y

]%

琼脂糖凝胶电泳观察扩增结果!用
7W

RI

@-

的凝胶

回收试剂盒回收纯化
2UJ

产物!取适量已纯化

2UJ

产物与克隆载体
T

[5%/!X

进行连接!转化

5Z1

$

感受态细胞并在
7=

T

h琼脂平板上涂菌&挑

取单个菌落接种于含
7=

T

h的
Y:

液体培养基中&

经
2UJ

鉴定后!将阳性重组质粒送往
K-S$NM#

I

@-

"上海#公司测序&
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P>B

基因组织表达进行定量检测&

实时荧光定量采用
0&

'

Y

反应体系$

8̀ :J2M@=$W

<WP$

W

P3

KK

"

X>;>J>

公司#

%&

'

Y

!上'下游引物各

&'(

'

Y

!

A5670

'

Y

!

"Z

0

\.')

'

Y

&使用
:$#!J>"

公司荧光定量
2UJ

仪进行荧光定量分析&优化处

理后每个基因的最佳反应条件$

/1n

预变性
*&,

(

/1n

变性
1,

!

Vn

"表
0

#退火
*&,

!

90n

延伸
0&,

!

*/

个循环(添加一个熔解曲线!设置以
"Z

0

\

为模

板的阴性对照!每个组织进行
*

次重复&

%'0'1

!

分析与处理
!!

P>B

克隆序列应用
Y>,@M!

I

@-@

软件包进行分析(蛋白质结构域由
8[7JX

在

线软件预测分析"

FNN

T

$%%

,=>MN'@=P3!F@$"@3P@M

I

'

"@

%#(

XYJ,

同其他物种的多序列同源性比对利用

在线软件
U3?,N>3C0

"

FNN

T

$%%

LLL'@P$'>A'?4

%

X##3,

%

=,>

%

A3?,N>3L0

%#(遗传进化关系树的建立应

用
U3N?3>W

'

[<D71'%

软件&荧光定量结果采用相

对定量的
0

]

''

UX法进行数据分析并用
8

T

>,,_%/'&

软件进行数据处理!最后使用
<WA@3

制图功能绘制

出麦洼牦牛
P>B:

各基因的组织相对表达柱状图&

!

!

结
!

果

!D#

!

目的基因的扩增

麦洼牦牛
P>B%

"

%&

基因的克隆扩增结果如

图
%

&由图可知!扩增片段大小与预期扩增片段大

小基本相符&

['567

相对分子质量标准(

%

"

%&'

基因
P>B%

"

%&

扩增的片段

['567=>M4@M%4P

(

%!%&'2UJ

T

M#"?AN,#QP>B%!%&

I

@-@,

图
#

!

基因
&2,#

!

#"

的
(3:

扩增结果

+0

7

D#

!

(3:

G

,-A;512-F&2,#H#"

7

8682

!D!

!

蛋白质结构分析

采用
8[7JX

在线软件分析
XYJ%

"

%&

分子

的结构特征"图
0

#!结果显示!

XYJ%

"

%&

分子结构

包含
6

末端信号肽结构'胞外区的
YJJ,

结构域'

跨膜区以及保内去
XKJ

结构域!是典型的
XYJ,

结

构特征&但是
XYJ

家族成员所含
YJJ

及
XKJ

结

构域 数 量 有 很 大 的 差 异!其 中!

XYJ*

'

XYJ9

'

XYJ(

'

XYJ/

含有数量较多的
YJJ

区域!

XYJ%

包

含的
YJJ

区域为最少&通过与牛'羊'人'鸡等不同

物种
XYJ,

蛋白功能结构与排布方式比较!发现麦

洼牦牛
XYJ

蛋白结构域与牛'羊数量与分布位置

较为一致!与其他物种间
XYJ,

蛋白大小相近!但蛋

白功能结构域排布方式存在细微差别&

!DI

!

同源性分析

XYJ,

同其他物种的多序列同源性比对利用在

线软件
U3?,N>3C0

"

FNN

T

$%%

LLL'@P$'>A'?4

%

X##3,

%

=,>

%

A3?,N>3L0

%#"表
*

#实施&结果显示!麦洼牦牛

P>B

基因与其他物种均表现出很高的保守性&在

核苷酸水平上!麦洼牦牛与牛和绵羊的同源性均大

于
/.i

!与人和鼠的同源性在
91i

"

(9i

&在氨基

酸水平上!麦洼牦牛与牛及绵羊的同源性为
/&i

"

//i

!与人和鼠的同源性为
.)i

"

(.i

&在所有

XYJ

家族成员中
P>B9

基因最为保守"氨基酸同源

性达到
(&i

"

//'9%i

#(而
XYJ0

'

XYJ)

相对较

低!分别为
..'1(i

"

/)'%%i

'

.)'&9i

"

/0'%9i

&

!D%

!

遗传进化树

麦洼牦牛
P>B

基因遗传进化树的建立利用了

[<D71'&

软件的
6@$

I

FP#M!G#$-$-

I

法!重复
%&&&

次!将克隆所得麦洼牦牛
P>B%

"

%&

分别与
D@-!

:>-4

中登录的牛'羊'人'鼠'马'原鸡
P>B%

"

%&

序

列比对构建
:##N,NM>

T

验证的系统发育树"图
*

#&

结果显示!麦洼牦牛与牛和绵羊遗传进化距离最近!

%*9
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并与人'马'鼠等形成哺乳动物的一个分支&原鸡则

形成与麦洼牦牛遗传距离较远的一个分支&值得一

提的是!

XYJ%

'

XYJ.

先聚为一小支!再与
XYJ%&

又聚为更紧密的一支!然后
XYJ%

'

0

'

.

'

%&

和

XYJ9

'

(

'

/

分别聚集在两个单个的分支上!

XYJ

其

他成员各自成为一支&

图
!

!

&2,#

!

#"

基因蛋白结构域分析结果

+0

7

D!

!

(,-1806A-.4062

G

,8A0510-6-F&2,#H#"

7

8682

!D$

!

标准曲线的建立

标准曲线以连续
%&

倍倍比稀释"

%m%&

0

"

%m

%&

(

A#

T

$@,

/

'

Y

]%

#的阳性质粒为模板!经定量
2UJ

扩增后!计算
UN

值得出最佳检测区域!并制作各基

因的标准曲线&图
)

可见!

P>B%

"

%&

和
$

C$"#()

基

因的相关系数"

B

0

#大于
&'//&

!说明
UN

值与
A567

浓度间具有良好的线性关系(

P>B%

"

%&

基因和
$

C

$"#()

基因扩增效率"

F

#在
%'&

左右!说明扩增效率

基本相同!以上分析说明建立的荧光定量检测方法

快速'敏感性高'特意性强等!可用于
0

]

''

AN相对定

量的
2UJ

分析&

!D&

!

荧光定量
(3:

检测麦洼牦牛
&2,#

!

#"

基因

在各组织的表达分布

采用
$

C$"#()

为参照基因!

8̀ :JDM@@-K

为荧

光染料!通过荧光定量
2UJ

方法检测
P>B%

"

%&

基

因在麦洼牦牛各组织的表达分布&数据经分析处理

后!绘制的麦洼牦牛
P>B%

"

%&

基因在各组织相对

表达柱状图"图
1

#&结果显示!麦洼牦牛
P>B:

在

各主要器官组织均有表达!但不同成员在不同组织

的表达存在较大的差异&其中
P>B%

'

P>B0

'

P>B)

和
P>B.

在脾表达量最高在卵巢'小肠'肾'肝中有

较高表达!

P>B1

'

P>B9

'

P>B(

'

P>B/

和
P>B%&

在肾表达量最高!在肝'脾'肺等组织中高表达&与

其他组织相比较麦洼牦牛
P>B%

"

%&

基因除

P>B%&

外!其他成员均在心组织相对表达量最低&

同时!通过比较发现麦洼牦牛
P>B%

'

P>B.

基因在

各组织的表达比较相似!

P>B0

与
P>B)

'

P>B9

与

P>B(

'

P>B/

表达比较相似&

I

!

讨
!

论

X#33

样受体作为连接动物机体天然免疫和获

得性免疫的桥梁!通过识别病原体组织和细胞特异

性表达模式进而使机体对各种致病挑战作出反应!

抵御疾病&牦牛作为藏族人重要的生产生活资源!

也是当地的畜牧经济发展不可或缺的重要畜种&其

作为高原模式动物对青藏高原恶劣极端气候有较强

的适应能力!然而近年来牦牛重大疫病的发生和不

断加强的趋势所带来的影响和损失让人担忧&因

0*9
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基因克隆及分子生物学特征分析

表
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!

&2,#
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基因的核苷酸序列同源性比较

P4=)8I

!
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7

6.861-F&2,#H#"
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86828

N

;86582

名称

6>=@

物种

8

T

@A$@,

长度%
P

T

Y@-

I

NF

核苷酸相似性%
i

6?A3@#N$"@,$=$3>M$N

R

N#[>$L>

R

>4

氨基酸相似性%
i

7=$-#,$=$3>M$N

R

N#[>$L>

R
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D@-:>-4

登录号
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基因的核苷酸序列系统进化树
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图
%

!

:84)H10.8(3:

的标准曲线

+0

7

D%

!

P982146A4,A5;,M82-F198,84)H10.8(3:

图
$

!

&2,#

!

#"

基因组织表达分布

+0

7

D$

!

P022;828R

G

,8220-646AA021,0=;10-6-F&2,#H#"

7

8682

)*9



!

1

期 林宝山等$麦洼牦牛
P>B%

"

%&

基因克隆及分子生物学特征分析

此!研究牦牛分子免疫机制具有重要理论及实践意

义&

ID#

!

克隆及序列分析

本研究克隆了麦洼牦牛天然免疫受体
P>B%

"

%&

家族基因!利用生物信息学相关软件对所得序列

进行分析和预测&众所周知!

XYJ,

分子中胞外区

YJJ,

结构域的数量及排布是
XYJ,

识别不同类别

27[2,

配体的结构基础!

XKJ

结构域是免疫信号

向胞内传导!激活天然免疫的结构基础&麦洼牦牛

XYJ

蛋白结构分析预测显示!

XYJ

家族成员间结

构及排布相似但各成员所含
YJJ

及
XKJ

结构域数

量有较大的差异!提示!牦牛
XYJ

不同成员可能有

相似的
27[2,

识别配体!但其信号传导通路可能

不尽相同(与牛'羊'人'鸡等不同物种
XYJ,

蛋白功

能结构与排布方式比较!发现麦洼牦牛
XYJ

蛋白

结构域与牛'羊数量与分布位置较为一致!与其他物

种间
XYJ,

蛋白大小相近!但蛋白功能结构域排布

方式存在差别&认为麦洼牦牛
P>B%

"

%&

基因尽

管与其他物种
XYJ,

结构域存在细微差别!但由此

可以推断不同物种间
XYJ,

蛋白应该识别相类似的

配体!发挥相同的功能&

牦牛与牛和绵羊等内地平原物种相比生活生长

环境恶劣!同等条件下对某些传染性疾病的抵抗能

力相对较强!本研究推测!麦洼牦牛免疫分子机制与

其他物种相比可能存在特殊性!但同源性分析结果

显示!麦洼牦牛
P>B

家族基因与其他物种表现出

高同源性!其中同源性最高的是牛和绵羊!与人'马

和鼠的同源性也相对较高&这一结果与
;'[@D?!

M$@

等在牛'羊及山羊上的研究结果基本一致*

)!(

+

&

推测!麦洼牦牛
P>B

家族基因可能在最初遗传进

化时与其他物种的
XYJ

一样起源于同一祖先!这

也提示我们
P>B

基因在不同物种间依然保持有高

度的同源性和保守型可能是因为其在机体天然免疫

和获得性免疫过程中担任着非常重要的作用!其所

识别的病原微生物结构模式要求其必须高度保

守*

/!%%

+

&尽管
P>B:

基因有很高的保守性!然而在

麦洼牦牛所有
XYJ

家族成员中
P>B0

和
P>B)

却

表现出相对较低的同源性!这说明在不断的遗传进

化中部分
XYJ,

成员会因为动物机体所处环境及所

识别病原微生物的不同而发生特异性的改变*

%0!%*

+

&

虽然与其他物种
P>B

相比麦洼牦牛
P>B

家族基

因编码区亦高度保守!但推测由于高原恶劣环境影

响的差异性和麦洼牦牛物种本身的特殊性!麦洼牦

牛
P>B

基因可能还是与其他物种相比存在差异!

这种差异有可能存在于编码区之外的区域!如启动

子区域或是由于甲基化等表观遗传学方面的差异造

成*

%)!%.

+

&

麦洼牦牛与其他物种的
XYJ,

的遗传进化关系

表明!麦洼牦牛进化距离最近的是牛和绵羊&在进

行系统发育分析时发现!

XYJ%

'

0

'

.

'

%&

和
XYJ9

'

(

'

/

分别聚集在两个单个的分支上!其中
XYJ%

'

XYJ.

'

XYJ%&

又聚为更紧密的一支!

XYJ

其他成

员各自成为一支&推测这种分组可能是基于配体结

合特性!

XYJ9

'

(

'

/

是作为内体与其配体结合!

XYJ%

'

.

'

%&

则作为异源二聚体与
XYJ

的配体结

合!进而传递细胞信号引起相关免疫反应&这也提

示人们!保守的
XKJ

在结合配体过程中通过相似的

模式组合配体!进而在细胞信号传递中发挥重要的

作用*

%9!%/

+

&

ID!

!

荧光定量方法的建立及组织表达分布研究

本试验采用
8̀ :JDM@@-K

荧光染料嵌合法检

测麦洼牦牛天然免疫受体
P>B:

家族基因的荧光定

量
2UJ

方法&通过标准曲线分析!

P>B%

"

%&

和
$

C

$"#()

基因的相关系数"

B

0

#大于
&'//&

!说明
UN

值

与
A567

浓度间具有良好的线性关系(

P>B%

"

%&

和
$

C$"#()

基因扩增效率"

F

#在
%'&

左右!说明扩增

效率基本相同!以上分析说明建立的荧光定量检测

方法快速'敏感性高'特意性强等!可用于
0

]

''

UN相

对定量的
2UJ

分析&数据分析上!本试验选择了相

对定量法!利用内参基因
$

C$"#()

消除
=J67

的提

取效 率 和反转录 效率 间的差异!对 麦 洼 牦 牛

P>B%

"

%&

基因
=J67

表达水平的检测结果进行

校正!保证了研究结果的可靠性&试验证明了该方

法具备很好的稳定性!是可行的&

组织表达结果显示!麦洼牦牛
P>B:

在各主要

器官组织均有表达!但不同成员在不同组织的表达

存在较大的差异&总体来看!麦洼牦牛
P>B

家族

成员在免疫及与免疫相关的组织和器官例如脾'肝'

肾'肺均有相对较高的表达量!这说明
XYJ

作为天

然免疫识别受体其与麦洼牦牛免疫相关的组织器官

之间保持者相当紧密的联系!在机体面临病原入侵

时参与其中并发挥重要作用&麦洼牦牛腹泻性疾病

及麦洼牦牛生殖性疾病在饲养过程中特别常见!本

研究中!麦洼牦牛
XYJ%

'

XYJ0

'

XYJ)

及
XYJ.

等

成员在麦洼牦牛小肠和生殖相关的卵巢组织中高表

达!提示我们
XYJ,

很可能参与牦牛相关的黏膜免

1*9



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
).

卷
!

疫系统!在牦牛常见的肠道疾病以及生殖系统疾病

的发生发展过程中扮演重要角色!这为人们进一步

解决牦牛腹泻和生殖疾病导致的繁殖能力低下等难

题提供新的思路&同时!通过比较发现!麦洼牦牛

P>B%

'

P>B.

基因在各组织的表达比较相似!

P>B0

与
P>B)

'

P>B9

与
P>B(

'

P>B/

表达比较相似&

这与
G'8'UF>-

I

等'

;'7'E>M@=P@M

等和
7'\'

[#-$A>

等的研究结果基本一致*

0&!00

+

&

XYJ0

和

XYJ)

除了能够各自识别革兰阳性菌的脂蛋白和脂

多糖之外!

XYJ0

'

XYJ)

能够共同识别外分泌蛋白

[5!0

进而引起细胞反应!此外
XYJ0

'

XYJ)

在炎

性反应中同时受一些炎性因子的调控*

0*

+

&

XYJ9

'

XYJ(

和
XYJ/

在识别配体以及相关号传递过程中

也均有很多相似和内在的联系!这提示人们麦洼牦

牛这些基因之间表达相似可能是与其在识别病原微

生物并参与动物机体抗病免疫过程中相互协调调控

共同发挥作用有关&

综上 所 述!本 研 究 成 功 克 隆 了 麦 洼 牦 牛

P>B%

"

%&

基因!并利用相关生物学软件对其生物

学特点进行分析!同时建立了检测 麦 洼 牦 牛

P>B%

"

%&

基因的荧光定量
2UJ

方法!并对天然免

疫受体基因
P>B

在麦洼牦牛各组织中的表达进行

了研究&这为进一步理解和研究天然免疫受体

XYJ,

在牦牛等高原动物的免疫分子机制以及抗病

育种提供理论基础&
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U7J\Ỳ 68G

!

67XZ7YK<7

!

G\8ZH7 [

!

@N>3'

XYJ,$

I

->3$-

I

N>$3#M,$-->N@$==?-@M@,

T

#-,@,$-F?!

=>-=$AM#

I

3$>>-">,NM#A

R

N@,

*

G

+

'=N@@7)+/

!

0&&1

!

%91

"

9

#$

)*0&!)**&'

*

%0

+

!

\87[HX

!

;7X8H7;YZ

!

X7J\;'@N>3'5$QQ@M!

@-N$>3M#3@,#QXYJ0>-" XYJ)$-M@A#

I

-$N$#-#Q

I

M>=!-@

I

>N$S@>-"

I

M>=!

T

#,$N$S@P>AN@M$>3A@33L>33

A#=

T

#-@-N,

*

G

+

'N@@7)(#

2

!

%///

!

%&

"

%%

#$

))*!)1%

*

%*

+

!

[\KJ7 [

!

77J\6K'K"@-N$Q$A>N$#->-"@W

T

M@,,$#-

#QX#33!3$4@M@A@

T

N#M,%!%&$-,@3@AN@" P#S$-@>-"

#S$-@N$,,?@,

*

G

+

'%&#N@@7)+/N@@7)+

E

$#,+/

!

0&&.

!

%&/

"

0

#$

0*!*&'

*

%)

+

!

[7JK\6G

!
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