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斑点叉尾 犜犔犚２０和犜犔犚２１基因在不同
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摘 　 要 　　 应用实时荧光定量ＰＣＲ技术，检测了ＴＬＲ２０和ＴＬＲ２１基因在斑点叉尾 犐犮狋犪犾狌狉狌狊

狆狌狀犮狋犪狋狌狊感染迟钝爱德华氏菌犈犱狑犪狉犱狊犻犲犾犾犪狋犪狉犱犪、链球菌犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊犻狀犻犪犲、嗜水气单胞菌犃犲狉狅犿狅狀犪狊

犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪和斑点叉尾 呼肠孤病毒（ＣｈａｎｎｅｌＣａｔｆｉｓｈＨｅｍｏｒｒｈａｇｅＲｅｏｖｉｒｕｓ，ＣＣＲＶ）后，在０、１２、２４、４８、

７２ｈ、７ｄ，肝脏、头肾、脾脏、肠中的时空表达特征。结果显示，４种病原均能引起斑点叉尾 ＴＬＲ２０、

ＴＬＲ２１基因在所测免疫相关组织中表达量的变化，但呈现出不同的表达模式：感染嗜水气单胞菌后这两

种基因的表达差异巨大，而ＴＬＲ２１基因的表达变化不大，在肝脏和头肾中表达量仅在３倍以内变化。感

染爱德华氏菌后，ＴＬＲ２０、ＴＬＲ２１两种基因的表达模式类似，在肝脏中表达量显著上调。链球菌引起肝脏

ＴＬＲ２０表达量发生４３６０倍的变化，远远高于ＴＬＲ２１基因在同组织中的表达量（２５７．８倍）。斑点叉尾

呼肠孤病毒感染引起ＴＬＲ２０、ＴＬＲ２１两种基因在肝脏、头肾的上调表达，肠、脾脏的下调表达。以上结果

表明了ＴＬＲ２０、ＴＬＲ２１在斑点叉尾 天然免疫应答中起重要作用，为研究鱼类疾病防御机制提供了理论

参考。
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Ｔｈｅｔｒｅｎｄｓｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｔｗｏｇｅｎｅｓｗｅｒｅｓｉｍｉｌａｒａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎｂｙ犈．狋犪狉犱犪，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ
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ｍｕｃｈｈｉｇｈｅｒｔｈａｎＴＬＲ２１（２５７．８ｆｏｌｄ）．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｔｗｏｇｅｎｅｓｗａｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｌｉｖｅｒａｎｄ
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ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈｅｃｏｒｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆＴＬＲ２０ａｎｄＴＬＲ２１ｇｅｎｅｓｉｎｃｈａｎｎｅｌｃａｔｆｉｓｈ．Ｔｈｉｓｆｉｎｄｉｎｇｗｉｌｌｏｆｆｅｒ

ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｔｈｅｓｔｕｄｙｏｆｆｉｓｈｄｉｓｅａｓｅｄｅｆｅｎｓｅｍｅｃｈａｎｉｓｍａｎｄｐｒｏｖｉｄｅａｎｅｗａｐｐｒｏａｃｈｆｏｒ

ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇｍｏｒｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｖａｃｃｉｎｅｓａｎｄｉｍｍｕｎｅｔｈｅｒａｐｉｅｓ．

犓犈犢犠犗犚犇犛　　ＴＬＲ２０，ＴＬＲ２１　　Ｃｈａｎｎｅｌｃａｔｆｉｓｈ　　Ｐａｔｈｏｇｅｎｓ　　Ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ

Ｔｏｌｌ样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲｓ）是一类重要的模式识别受体家族，能够在病原体入侵机体时，识

别并诱发一系列反应（张 　 煜等 　２００９）。ＴＬＲ 能识别不同的病原相关分子模式（Ｐａｔｈｏｇｅｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔｔｅｒｎ，ＰＡＭＰ），包括脂类、蛋白质类和核酸类ＰＡＭＰ，但是识别机制各不相同（赵文华等 　２００７）。

ＴＬＲ信号转导开始于ＴＬＲ的ＴＩＲ（Ｔｏｌｌ／ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎＩｒｅｃｅｐｔｏｒ，ｔｏｌｌ／白细胞介素Ｉ受体）结构域与接头分子的

ＴＩＲ结构域同型感应。哺乳动物中有ＭｙＤ８８、ＭＡＬ、ＴＲＩＦ、ＴＲＡＭ和ＳＡＲＭ５种ＴＩＲ结构域接头，斑马鱼中证

实了 ＭｙＤ８８和ＳＡＲＭ的存在，并且ＴＩＲ结构域在进化中是高度保守的（Ｊａｕｌｔ犲狋犪犾．　２００４）。ＴＬＲ在机体先天

免疫中发挥重要作用，并且是连接先天免疫和适应性免疫的桥梁（赵文华等 　２００７）。

ＴＬＲ２０和 ＴＬＲ２１ 属于 ＴＬＲ 家族中一个特殊的进化分支，这个进化分支包括一类非哺乳类

（ＮｏｎｍａｍｍａｌｉａｎＴＬＲ）的ＴＬＲ１９２１序列以及鼠科的ＴＬＲ１１１３（Ｐａｌｔｉ　２０１１）。ＴＬＲ２１常见于鸟类（最早发

现于鸡，Ｔｅｍｐｅｒｌｅｙ犲狋犪犾．　２００８）、两栖类非洲爪蟾（Ｉｓｈｉｉ犲狋犪犾．　２００７）和鱼类（河犉狌犵狌狉狌犫狉犻狆犲狊，Ｊａｕｌｔ犲狋

犪犾．　２００４；斑马鱼犇犪狀犻狅狉犲狉犻狅，Ｍｅｉｊｅｒ犲狋犪犾．　２００４；斑点叉尾 ，Ｂａｏｐｒａｓｅｒｔｋｕｌ犲狋犪犾．　２００７；鲤鱼犆狔狆狉犻狀狌狊

犮犪狉狆犻狅，Ｋｏｎｇｃｈｕｍ犲狋犪犾．　２０１１、七鳃鳗犔犲狋犺犲狀狋犲狉狅狀犼犪狆狅狀犻犮狌犿，Ｋａｓａｍａｔｓｕ犲狋犪犾．　２０１０）等，但只在斑马鱼

和斑点叉尾 中发现了ＴＬＲ２０（Ｂａｏｐｒａｓｅｒｔｋｕｌ犲狋犪犾．　２００７）。系统发育分析显示，斑点叉尾 ＴＬＲ２０与斑马

鱼ＴＬＲ２０高度同源，斑点叉尾 ＴＬＲ２１与斑马鱼、河豚、鸡的ＴＬＲ２１亲缘关系较近（Ｒｏａｃｈ犲狋犪犾．　２００５）。斑

马鱼的ＴＬＲ２１．１、ＴＬＲ２１．２、ＴＬＲ２１．３、ＴＬＲ２１．４构成了ＴＬＲ２１受体家族，是鱼类特有的ＴＬＲｓ成员。其中，

ＴＬＲ２１．３和ＴＬＲ２１．４的别名分别为 ＴＬＲ２０ｆ和 ＴＬＲ２０ａ，并且二者极有可能是功能互补的（欧阳蒲月等

　２０１０），可见鱼类ＴＬＲ２０和ＴＬＲ２１亲缘关系密切。河ＴＬＲ２１与成年雄性斑马鱼的ＥＳＴ克隆ｆｖ４５ｅ１１．ｘ１相

类似，其氨基酸序列有７２％ 的一致性（Ｏｓｈｉｕｍｉ犲狋犪犾．　２００３）。鸡ＴＬＲ２１是识别病毒的受体，具有哺乳动物

ＴＬＲ９的功能，并且鸡ＴＬＲ２１与鱼类和两栖类ＴＬＲ２１具有蛋白的直系同源性（周作勇等 　２０１１）。ＴＬＲ２０和

ＴＬＲ２１基因作为鱼类特殊的一支ＴＬＲ成员，在鱼类免疫中的作用还有待研究。

斑点叉尾 在我国已具有一定的养殖规模，但是近年来养殖过程中出现了严重的病害问题，制约了养殖业

的发展。已有研究表明，引起人工养殖斑点叉尾 疾病的主要病原，包括迟钝爱德华菌犈犱狑犪狉犱狊犻犲犾犾犪狋犪狉犱犪、嗜

水气单胞菌犃犲狉狅犿狅狀犪狊犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪、链球菌犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊犻狀犻犪犲（李爱华 　２００７）、斑点叉尾 呼肠孤病毒

（Ｃｈａｎｎｅｌｃａｔｆｉｓｈｈｅｍｏｒｒｈａｇｅｒｅｏｖｉｒｕｓ，ＣＣＲＶ）（曾令兵等 　２００９）。

有学者分离并测序了斑点叉尾 ＴＬＲ２０、ＴＬＲ２１基因的全长ｃＤＮＡ序列，鉴定了其基因结构，研究了这两

种基因在正常组织中的表达（Ｂａｏｐｒａｓｅｒｔｋｕｌ犲狋犪犾．　２００７）。同河ＴＬＲ２１（Ｏｓｈｉｕｍｉ犲狋犪犾．　２００３）、斜带石斑

鱼ＴＬＲ２１（Ｌｉ犲狋犪犾．　２０１２）一样，斑点叉尾 ＴＬＲ２０、ＴＬＲ２１在除了肌肉外的正常鱼组织广泛表达。目前，已

有研究检测了斜带石斑鱼ＴＬＲ２１基因在感染了寄生虫病原后的表达（Ｌｉ犲狋犪犾．　２０１２），但是对于斑点叉尾

ＴＬＲ２０、２１基因对不同病原的表达特征研究尚未见报道。本文研究了细菌、斑点叉尾 呼肠孤病毒感染斑点叉

尾 后ＴＬＲ２０、ＴＬＲ２１基因在免疫组织肝脏、脾脏、头肾和肠中 ｍＲＮＡ 水平的定量表达特征，旨在明确
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ＴＬＲ２０、ＴＬＲ２１基因在鱼类先天免疫中的重要作用，力求从分子水平寻求抗病新方法。

１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 实验鱼

健康斑点叉尾 ，体重范围为８．２～１２．９ｇ，体长为９．６～１６．２ｃｍ，２０１０年７月取自江苏泰兴斑点叉尾

国家原良种场。在２５～２７℃ 淡水中暂养１４ｄ以消除环境胁迫对斑点叉尾 的影响。

１．１．２　 病原

本研究所选取的病原有嗜水气单胞菌、迟钝爱德华氏菌、链球菌和斑点叉尾 呼肠孤病毒。其中，嗜水气单

胞菌和链球菌由华中农业大学水产学院陈昌福教授惠赠，迟钝爱德华菌由中国水产科学研究院黄海水产研究

所黄 　 絰研究员惠赠，斑点叉尾 呼肠孤病毒增殖和培养由中国水产科学研究院长江水产研究所水产病害防

治实验室曾令兵研究员惠赠。

１．２　 方法

１．２．１　 序列获得和引物设计

根据 ＮＣＢＩ 上 斑 点 叉 尾 ＴＬＲ２０（ＧｅｎＢａｎｋ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ：ＤＱ５２９２７５．１）、ＴＬＲ２１（ＧｅｎＢａｎｋ

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ：ＤＱ５２９２７７．１）的序列设计并合成实时定量表达引物，进行实时定量表达分析。以斑点叉尾

１８ＳｒＲＮＡ作为内参基因。各引物序列详见表１。

表１　 实时定量表达引物及序列

Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｉｍｅｒｓａｎｄｔｈｅｉｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｅｄｆｏｒｑＲＴＰＣＲ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ

序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ＴＬＲ２０＿Ｆ ＴＧＴＧＴＣＣＴＡＣＴＧＣＧＧＧＡＡＡＧＡＴ

ＴＬＲ２０＿Ｒ ＣＴＴＣＴＧＴＡＧＡＧＧＣＴＧＴＣＣＧＴＧＡＴ

ＴＬＲ２１＿Ｆ ＴＧＡＴＣＡＧＣＣＧＡＡＡＣＴＴＣＣＴＣＴＧ

ＴＬＲ２１＿Ｒ ＡＣＴＴＴＣＴＣＡＴＡＣＧＧＴＧＡＴＡＧＧＣＡＧ

１８ＳｒＲＮＡ＿Ｆ ＧＧＡＡＡＧＧＡＴＴＧＡＣＡＧＡＴＴＧＡＴＡＧＣ

１８ＳｒＲＮＡ＿Ｒ ＧＣＣＣＴＣＴＡＡＧＡＡＧＴＴＧＧＡＣＧＣ

１．２．２　 病原感染实验

１．２．２．１　 病原处理

嗜水气单胞菌在ＴＷＡ培养基（ＭｇＳＯ４０．０５ｇ，

牛肉膏２．５ｇ，ＮａＣｌ５．０ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４０．２ｇ，葡萄糖

１．０ｇ，酵母膏２．５ｇ，蒸馏水１Ｌ，ｐＨ７．２～７．４）中

２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ培养１６ｈ。链球菌在ＴＨＢ培养基

（酵母浸出物３．０ｇ，胰蛋白胨２０．０ｇ，葡萄糖２．０ｇ，

ＮａＣｌ２．０ｇ，Ｎａ２ＣＯ３２．５ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４０．４ｇ，牛肉膏

５．０ｇ，蒸馏水１Ｌ，ｐＨ７．４）中２８℃、２２０ｒ／ｍｉｎ培养

１８ｈ。迟钝爱德华菌在ＬＢ培养基（胰蛋白胨１０．０ｇ，

酵母浸出物５．０ｇ，ＮａＣｌ５．０ｇ，蒸馏水１Ｌ）中

３７℃、２２０ｒ／ｍ培养１８ｈ。得到菌液４０００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，ＰＢＳ重悬后４０００ｒ／ｍｉｎ离心４ｍｉｎ，然后再用１×

ＰＢＳ溶液（ＮａＣｌ８．０ｇ，ＫＣｌ０．２ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４１．４４ｇ，ＫＨ２ＰＯ４０．２４ｇ，蒸馏水１Ｌ，ｐＨ７．４）重悬。用ＰＢＳ溶液作

为对照，６００ｎｍ波长下测定ＯＤ值，用于感染实验。斑点叉尾 呼肠孤病毒的培养参照曾令兵等（２００９）的方法。

１．２．２．２　 分组感染

将１２０尾健康鱼分成５组，分别注射嗜水气单胞菌、迟钝爱德华氏菌、链球菌、斑点叉尾 呼肠孤病毒和

ＰＢＳ对照。４种病原的注射剂量分别为１００μｌ，其中嗜水气单胞菌为５．１３×１０
３ＣＦＵ／ｍｌ，迟钝爱德华氏菌为

２．０６×１０
５ＣＦＵ／ｍｌ，链球菌为２．８４×１０

４ＣＦＵ／ｍｌ，斑点叉尾 呼肠孤病毒为１．５×１０
７ＣＦＵ／ｍｌ（李 　 敏 等

　２０１２）。相应的，ＰＢＳ注射１００μｌ。在感染后０、１２、２４、４８、７２ｈ、７ｄ，随机取各组鱼４尾解剖，取头肾、肠、肝脏、

脾脏４个组织，同一组织取样量尽量相同，将每组相同组织混合，置于冻存管中，立即投入液氮中快速冷冻，之

后转至－８０℃ 冰箱中。

１．２．３　ＲＮＡ提取与第一链ｃＤＮＡ的合成

取无ＲＮＡ酶研钵、杵，在液氮中将上述组织研磨成粉末状。采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取ＲＮＡ，步骤参照说明书介绍

（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）。１％ 的琼脂糖电泳检测，并用分光光度计检测所提ＲＮＡ的浓度和质量（Ａ２６０ｎｍ／Ａ２８０ｎｍ）。使用
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ＭＭＬＶ反转录酶进行ｃＤＮＡ第一链的合成（ＴａＫａＲａ公司），合成的第一链ｃＤＮＡ可直接作为实时定量ＰＣＲ反

应模板。

１．２．４　ＴＬＲ２０、ＴＬＲ２１基因表达实时定量分析

实时定量表达分析通过 ＡＢＩ７５００荧光定量ＰＣＲ仪完成，ＰＣＲ反应条件按照ＳＹＢＲＰｒｉｍｅｓｃｒｉｐｔＲＴＰＣＲ试剂

盒（ＴａＫａＲａ公司）推荐的方法：反应体系为２０μｌ，包含ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｍａｓｔｅｒｍｉｘｔｕｒｅｓ１０μｌ，０．４μｌ

ＲＯＸⅡ，上下游引物各０．４μｌ（１０μｍｏｌ／Ｌ），７．８μｌｄｄＨ２Ｏ，稀释后的ｃＤＮＡ模板１μｌ（总量为１００ｎｇ），１８ＳｒＲＮＡ作

为内参基因。每个样品设定３组重复，ＰＣＲ反应条件为９５℃３０ｓ；９５℃５ｓ，６０℃３４ｓ，４０个循环，自动加入熔

解曲线。ＰＣＲ反应结束后，使用ＡＢＩ７５００荧光定量ＰＣＲ仪自带软件包进行扩增和熔解曲线分析，相对定量分

析采用２－ΔΔＣＴ 的方法，用ＳＤＳ４．１软件分析。

２　 结果

２．１　 不同病原感染斑点叉尾 后犜犔犚２０基因表达特征

２．１．１　 感染嗜水气单胞菌后，ＴＬＲ２０基因的实时定量表达分析

感染嗜水气单胞菌后，ＴＬＲ２０基因在肝脏、头肾中的表达量升高，在肠、脾脏中表达量降低。在感染后

２４ｈ，ＴＬＲ２０在肝脏中表达量达到最高，是对照组的１６倍（犘＜０．０５），随后，ＴＬＲ２０的表达量持续下降至两倍

左右（７２ｈ～７ｄ）；感染后２４ｈ，ＴＬＲ２０在头肾中有显著的升高且达到峰值，是对照组的８．７倍（犘＜０．０５），随

后，表达量稳定在两倍以内。在感染初期，ＴＬＲ２０基因在肠中的表达量变化不大，在２４ｈ开始有显著差异（犘＜

０．０５），４８ｈ后与对照组差异显著，７２ｈ达最低，是对照组的０．０３倍（犘＜０．０５）。ＴＬＲ２０在脾脏中表达量持续降

低，与对照组形成显著差异（犘＜０．０５），７２ｈ达最低，是对照组的０．０３倍（犘＜０．０５）。感染嗜水气单胞菌后

ＴＬＲ２０表达结果见图１Ａ。

２．１．２　 感染爱德华氏菌后，ＴＬＲ２０基因的实时定量表达分析

感染爱德华氏菌后，ＴＬＲ２０在肝脏、头肾、肠、脾脏中表达模式均为上调表达，呈现先升高、后降低、再回升

的过程。在感染后１２ｈ，ＴＬＲ２０基因在肝脏中的表达量迅速升高到对照组的８６０倍（犘＜０．０５），随后表达量下

降，并于７２ｈ再次升高，达到对照组的１４０３倍（犘＜０．０５），感染后７ｄ，表达量是对照组的３１３倍（犘＜０．０５）。

ＴＬＲ２０基因在感染后１２ｈ在头肾中出现表达量的峰值（是对照组的９．２倍，犘＜０．０５），然后表达量降低，在感

染后７ｄ重新回升到对照组的６．３倍（犘＜０．０５）。感染后１２ｈ，ＴＬＲ２０基因在肠中表达量升高到对照组的２．２

倍，随后降低，在７ｄ重新升高到最大值，是对照组的１３．８倍（犘＜０．０５）。感染后１２ｈ，ＴＬＲ２０基因在脾脏中表

达量升高，达到对照组的１３倍（犘＜０．０５），随后降低，于７ｄ升高，达到对照组的５７倍（犘＜０．０５）。结果如图

１Ｃ所示。

２．１．３　 感染链球菌后，ＴＬＲ２０基因的实时定量表达分析

链球菌可强烈诱导ＴＬＲ２０在肝脏中的表达变化。感染后２４ｈ，ＴＬＲ２０在肝脏中表达量升高到对照组的４

３６０倍（犘＜０．０５），在４８ｈ短暂回落后于７２ｈ再次上升，达对照组的２５３０倍（犘＜０．０５）。链球菌亦可引起

ＴＬＲ２０在脾脏中的表达变化，感染后１２ｈ，ＴＬＲ２０在脾脏中有表达水平的明显提高，为对照组的８４．５倍（犘＜

０．０５），２４ｈ降到最低，是对照组的３１倍（犘＜０．０５），随后表达量增加，７２ｈ达最大值，是对照组的１０４倍（犘＜

０．０５）。感染后１２ｈ，ＴＬＲ２０在头肾中出现表达量的峰值，是对照组的７８倍（犘＜０．０５）。链球菌对肠中ＴＬＲ２０

影响不明显，只在感染后７ｄ表现了显著性差异（犘＜０．０５），是对照组的４．２倍。结果见图１Ｅ。

２．１．４　 感染斑点叉尾 呼肠孤病毒后，ＴＬＲ２０基因的实时定量表达分析

斑点叉尾 呼肠孤病毒引起斑点叉尾 ＴＬＲ２０在肝脏、头肾中上调表达，在肠、脾脏中下调表达。感染后

１２，ＴＬＲ２０在肝脏中表达量升高到对照组的７．６倍（犘＜０．０５），随后表达量下降，４８ｈ降到最低，是对照组的３

倍，在７２ｈ出现表达峰值，是对照组的１３．５倍（犘＜０．０５）。感染后２４ｈ，ＴＬＲ２０在头肾中表达量到最大，是对

照组的２．６倍（犘＜０．０５），之后表达水平基本不变。ＴＬＲ２０在肠和脾脏中表达量降低，感染后７２ｈ，在肠中降到

最低，仅为对照组的０．０９７倍（犘＜０．０５）；感染后２４ｈ，在脾脏中降到最低，为对照组的０．０３倍（犘＜０．０５）。结
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果见图１Ｇ。

２．２　 不同病原感染斑点叉尾 后犜犔犚２１基因表达特征

２．２．１　 感染嗜水气单胞菌后，ＴＬＲ２１基因的实时定量表达分析

感染嗜水气单胞菌后，ＴＬＲ２１基因在斑点叉尾 头肾、肝脏中表达变化量不大。其中在头肾中表达量略有

上升，在感染后２４ｈ表达量最大，是对照组的２．８倍（犘＜０．０５），随后，在感染后的４８ｈ表达量降到对照组水

平，７２ｈ～７ｄ都维持在两倍以内的表达水平。在肝脏中，表达量先下降（１２ｈ，是对照组的０．５５倍）后升高，感

染后７ｄ出现表达量的最大值，是对照组的１．５倍。嗜水气单胞菌使ＴＬＲ２１基因在肠中和脾脏中的表达量明显

下降，１２ｈ仅为对照组的０．１９倍（犘＜０．０５），之后一直保持稳定，持续处于对照组的０．１８～０．３倍左右。而在

脾脏中，ＴＬＲ２１基因在感染后２４ｈ比对照组下降了２０倍，之后表达量有回升，但仍低于对照，仅为其０．２倍。结

果见图１Ｂ。

２．２．２　 感染爱德华氏菌后，ＴＬＲ２１基因的实时定量表达分析

爱德华氏菌感染可强烈诱导斑点叉尾 ＴＬＲ２１基因在肝脏中表达，感染后１２ｈ表达量骤升，达到对照组

的９３倍（犘＜０．０５），感染后７２ｈ表达量最大，是对照组的１５８倍（犘＜０．０５），第７天表达量是对照组的７７．３

倍（犘＜０．０５）。该基因在头肾、脾脏中呈现上调表达趋势，表达量始终高于对照组。在头肾中，从７．７倍（１２ｈ）

上升到最高１０．７倍（２４ｈ），缓慢降到２．９倍（７２ｈ）后，重新升高到８．９倍（７ｄ）。脾脏中表达量成波浪形变化趋

势，感染后１２ｈ升到对照组的１４．９倍（犘＜０．０５），感染后２４ｈ降到对照组的２．９倍（犘＜０．０５），感染后４８ｈ

升到对照组的１４．３倍（犘＜０．０５），至感染后７ｄ升到最高，为对照组的２０．９倍（犘＜０．０５）。感染爱德华氏菌对

肠中ＴＬＲ２１的表达变化影响不明显，该基因在肠中表达量在不同的感染时间点较对照组呈现最高３倍左右的

上调或下调变化。结果见图１Ｄ。

２．２．３　 感染链球菌后，ＴＬＲ２１基因的实时定量表达分析

与ＴＬＲ２０基因类似，链球菌感染亦可引起斑点叉尾 ＴＬＲ２１基因在肝脏中的表达量达到最大，感染后７ｄ

表达量为对照组的２５７．８倍（犘＜０．０５），感染后１２、７２ｈ分别是对照组的７７．３、１７５．８倍（犘＜０．０５）。ＴＬＲ２１基

因在头肾中的表达量在不同感染时间点均处于高于对照组１０倍以上的水平，感染后２４ｈ出现最高表达量，是

对照组的２４．６倍（犘＜０．０５）。肠中ＴＬＲ２１的表达水平则在感染链球菌前后变化不大，表达量在上调或下降两

倍左右变化。感染后１２ｈ，ＴＬＲ２１基因在脾脏中表达量明显升高，达对照组的３８．３倍（犘＜０．０５），感染后２４ｈ，

表达量与对照组持平。感染后７２ｈ，表达量重新升高，是对照组的３０．６倍。结果见图１Ｆ。

２．２．４　 感染斑点叉尾 呼肠孤病毒后，ＴＬＲ２１基因的实时定量表达分析

斑点叉尾 呼肠孤病毒引起ＴＬＲ２１在肝脏、头肾中的上调表达，在肠、脾脏中的下调表达。感染后２４ｈ，

ＴＬＲ２１在肝脏中的表达量迅速升高到最大，为对照组的３２倍（犘＜０．０５），随后在感染４８ｈ后表达量降至对照

组的两倍，感染后７２ｈ重新升高，是对照组的３１．４倍（犘＜０．０５）。ＴＬＲ２１在头肾中的表达变化趋势与在肝脏

中的相似，感染后１２ｈ，ＴＬＲ２１在头肾中表达量最大，是对照组的１１．４倍（犘＜０．０５），之后降低，在７２ｈ升高

到７倍（犘＜０．０５）。该基因在肠中表达量减少，感染后７ｄ表达量最低，仅为对照组的０．１３倍；ＴＬＲ２１在脾脏中

的表达量变化不大，在感染后１２ｈ，表达量为对照组的１．４倍，感染后４８ｈ～７ｄ持续稳定在对照组的０．２～

０．５倍的水平。结果见图１Ｈ。

３　 讨论

目前，有关硬骨鱼类ＴＬＲ２０和ＴＬＲ２１基因克隆和表达的报道有限，只在斑点叉尾 和斑马鱼中报道了

ＴＬＲ２０基因的序列，并且二者相似性较高。ＴＬＲ２１基因在鱼类中进化保守。斑点叉尾 ＴＬＲ２０基因在健康鱼

头肾、脾脏、肠、胃、肝脏、后肾、脑和鳃中都有显著表达，ＴＬＲ２１基因在肌肉中不表达（Ｂａｏｐｒａｓｅｒｔｋｕｌ犲狋犪犾．

　２００７），与之类似，河 ＴＬＲ２１基因在肌肉中表达水平较低（Ｏｓｈｉｕｍｉ犲狋犪犾．　２００３）。斑马鱼 ＴＬＲ２０和

ＴＬＲ２１基因在健康组织的表达尚未见报道。
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Ａ、Ｃ、Ｅ、Ｇ分别为嗜水气单胞菌、爱德华氏菌、链球菌、斑点叉尾 病毒感染后，ＴＬＲ２０基因的表达结果；Ｂ、Ｄ、Ｆ、Ｈ分别为嗜水气单胞菌、爱

德华氏菌、链球菌、斑点叉尾 病毒感染后，ＴＬＲ２１基因的表达结果。对各组织中不同时间点的表达量进行显著性分析，小写字母ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ

代表ＳＰＳＳ中的Ｄｕｎｃａｎ分组

Ａ，Ｃ，ＥａｎｄＧａｒｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＴＬＲ２０ｇｅｎｅ，ａｎｄＢ，Ｄ，ＦａｎｄＨａｒｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＴＬＲ２１ｇｅｎｅ．Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ

ｗａｓｃｏｎｄｕｃｔｅｄａｍｏｎｇｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｉｎｅａｃｈｔｉｓｓｕｅ，ａｎｄ“ａ，ｂ，ｃ，ｄ，ｅ”ｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅＤｕｎｃａｎｇｒｏｕｐｉｎｇｉｎＳＰＳＳ

图１　 各病原感染后，ＴＬＲ２０、ＴＬＲ２１基因在头肾、肠、肝、脾的实时定量表达

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｈａｎｎｅｌｃａｔｆｉｓｈＴＬＲ２０ａｎｄＴＬＲ２１ｉｎｈｅａｄｋｉｄｎｅｙ，ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ，

ｌｉｖｅｒａｎｄｓｐｌｅｅｎａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈ犃．犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪，犈．狋犪狉犱犪，

犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊犻狀犻犪犲ａｎｄｃｈａｎｎｅｌｃａｔｆｉｓｈｈｅｍｏｒｒｈａｇｅｒｅｏｖｉｒｕｓ
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　　 斑点叉尾 、斑马鱼、河等鱼类的ＴＬＲ２１与鸡的ＴＬＲ２１、蛙的ＴＬＲ２１以及鼠的ＴＬＲ１３亲缘关系较近

（Ｋｅｅｓｔｒａ犲狋犪犾．　２０１０），另外，鸡的ＴＬＲ２１与人的ＴＬＲ９在识别ＣｐＧ寡居脱氧核苷酸（ＯＤＮｓ）上具有同源性

（Ｂｒｏｗｎｌｉｅ犲狋犪犾．　２００９）。有学者向鸡肌肉注射ＴＬＲ２１配体ＣｐＧ寡居脱氧核苷酸（ＯＤＮｓ），之后在脾脏中检测

到了 ＭＨＣⅡ、ＩＦＮγ和ＩＬ１０等细胞因子的上调表达，但是鸡ＴＬＲ２１激活的分子机制还有待进一步的研究

（Ｓｔ犲狋犪犾．　２０１１）。

本研究中，斑点叉尾 的ＴＬＲ２０和ＴＬＲ２１基因都能识别多种病原，包括革兰氏阴性菌（嗜水气单胞菌和

迟钝爱德华菌）、革兰氏阳性菌（链球菌）和病毒。类似的，有研究表明，斑马鱼ＴＬＲ２１．１能识别大部分抗原，而

ＴＬＲ２０ｆ和ＴＬＲ２０ａ仅对Ｇｌｕｃａｎ表现了上调反应（欧阳蒲月等　２０１０）。从图２可以看出，３种细菌感染后，几乎

在所有的时间点，肝中的ＴＬＲ２０与ＴＬＲ２１表达差异明显高于其他组织。而病毒中，两基因最显著的表达差异

主要出现在肠中；考虑肝脏是鱼类最主要的代谢和免疫组织之一，某些基因在特定病原感染后可引发高强度的

防御应答反应。另外，鱼体不同组织中的免疫细胞不同（张永安等 　２０００），也可能造成组织间表达差异。另外，

３种细菌感染后２４ｈ，ＴＬＲ２０与ＴＬＲ２１表达差异最大，而病毒感染后４８ｈ，才出现ＴＬＲ２０与ＴＬＲ２１差异表达

的最大值。Ｔｏｌｌ样受体识别病毒核酸是通过招募接头分子蛋白来激活信号级联反应，产生各种抗病毒因子来抑

制病毒的复制（张 　 煜等 　２００９）。因此，基因对病毒的作用时间较细菌可能滞后。

Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ分别为嗜水气单胞菌、爱德华氏菌、链球菌、斑点叉尾 病毒

Ａ，Ｂ，Ｃ，ａｎｄＤｉｓ犃．犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪，犈．狋犪狉犱犪，犛．犻狀犻犪犲ａｎｄｃｈａｎｎｅｌｃａｔｆｉｓｈｈｅｍｏｒｒｈａｇｅｒｅｏｖｉｒｕｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图２　各病原感染后，ＴＬＲ２０、ＴＬＲ２１基因相应时间点表达量比值

Ｆｉｇ．２　ＲａｔｉｏｓｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＬＲ２０ａｎｄＴＬＲ２１ｉｎｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ，ａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

两种革兰氏阴性菌（嗜水气单胞菌和迟钝爱德华菌）感染鱼体，引起ＴＬＲ２０和ＴＬＲ２１基因在肝脏中的最

高表达量的差异类似，均在１２～１４倍；而革兰氏阳性菌（链球菌）引起ＴＬＲ２０和ＴＬＲ２１基因在肝脏中表达量

差异最大达到７７倍。可能革兰氏阴性菌与革兰氏阳性菌用不同的组分作为病原体相关分子模式（Ｐａｔｈｏｇｅｎ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔｔｅｒｎｓ，ＰＡＭＰ），从而引起ＴＬＲ基因对细菌产生不同的防御机制。链球菌最高引起

ＴＬＲ２０在肝脏中表达量发生４３６０倍的变化，远远高于ＴＬＲ２１基因在同组织中的表达量（２５７．８倍）。类似的

高表达量变化也见于链球菌感染斑点叉尾 后另一免疫相关基因ＢＩＲＣ７在肝脏中的表达（感染后１２ｈ，１６００

倍的表达差异）（Ｌｉ犲狋犪犾．　２０１２），可能是由于基因对这类细菌的防御机制比较特殊，也可能与基因本身的结

０５
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构有关。斑点叉尾 ＴＬＲ２０基因结构特殊，它没有内含子，末端结构不典型，只有３个ＬＲＲ重复，而哺乳类

ＴＬＲ家族有１９～２５个ＬＲＲ重复。斑点叉尾 ＴＬＲ２１基因具有典型的ＴＬＲ结构，有２３个ＬＲＲ重复，并且

与河、斑马鱼ＴＬＲ２１高度保守（Ｂａｏｐｒａｓｅｒｔｋｕｌ犲狋犪犾．　２００７）。

不同的病原引起了斑点叉尾 ＴＬＲ２０、ＴＬＲ２１两种基因不同的表达模式，被感染鱼４种免疫组织中表达

量变化趋势的多样性，暗示了ＴＬＲ２０、ＴＬＲ２１参与了斑点叉尾 天然免疫应答，为研究鱼类疾病的分子防御机

制研究提供了理论参考。
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