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摘要! 为了解黄颡鱼 F.G基因表达的个体发生和 )I2抗体代间传递机制!实验利用 $F308E;:F

7-$和 ,')*&等技术研究了黄颡鱼 F.G重链基因在卵巢"胚胎和仔鱼的表达变化!以及黄颡

鱼 )I2抗体在卵巢"胚胎和仔鱼中的含量变化# 结果显示!黄颡鱼 / <9 N 仔鱼中!没有检测到

)I2 :$%&&45 N 仔鱼 F.G基因开始表达# 用细菌免疫亲鱼后!对仔鱼 )I2 :$%&表达没有

影响# 黄颡鱼 )I2抗体在卵巢"胚胎和仔鱼中都有分布!且呈现下降趋势!至 : N 仔鱼中抗体

水平最低$是卵抗体含量的 31/4 倍%# 45 N 仔鱼中 )I2抗体水平上升$是 : N 仔鱼抗体含量

的 418 倍%# 用细菌免疫亲鱼后!能显著提高胚胎"仔鱼中的 )I2抗体水平!在卵中抗体含量

提高了 21/ 倍!: N 仔鱼中提高了 410 倍# 研究表明!黄颡鱼 )I2抗体可以在母本和后代之间

传递!早期仔鱼 )I2抗体主要来自于亲本&因此!免疫亲鱼能显著增加子代的抗体水平#

关键词! 黄颡鱼& )I2& 基因表达& 抗体传递

中图分类号! B901& *:491566666666 文献标志码'&

66免疫球蛋白 #;::=>/I0/O=0;>")I$是介导体

液免疫的重要免疫分子"是 K淋巴细胞受抗原刺

激后分化为的浆细胞所产生的糖蛋白"通过与相

应抗原特异性结合"发挥体液免疫功能* 根据 )I

重链#MF3H4 AM3;>"+$恒定区的差异"哺乳动物 )I

被划分为 1 种类型!)I9+)I&+)I2+)I,和 )I5

(4)

"

而硬骨鱼类被划分为 )I2+)I5+)IS6C和 )I28

)IS

(2)

等类型* )I2存在于所有有颌类脊椎动物

中"它的重链序列变化体现了从软骨鱼类到哺乳

类的一个进化过程
(/)

* 鱼类免疫球蛋白中")I2

含量最丰富"在鱼类体液免疫中起主要作用*

一般认为"鱼类 F.G基因在孵化后 4 <43 周

开始表达
(5)

* 虹鳟#8&)+$>"&)>'(="H%(($和斑点

叉尾 #F)<*-'$'(#'&)<*<'($F.G基因在孵化后 4

周开始表达
(1)

'鲤 #!"#$%&'()*$#%+$ F.G基因在

孵化后 2 周开始表达
(8)

'鳕 #?*C'(=+$>'*$F.G

基因在孵化后 0 <43 周开始表达
(9)

* 许多研究表

明"鱼卵及仔鱼中自主 )I2表达之前就有活性免

疫球蛋白的存在
(0)

* 研究已经证明"比目鱼

#:*$*-%)><>"(+-%/*),'($+ 罗非 鱼 # 8$,+)>$+=%(

=+((*=E%)'($+大西洋鲑 # 4*-=+ (*-*$$以及其他

鲤科鱼类也存在母源 )I 的转移
(: 743)

"但在早期鳕

仔鱼中没有发现 )I 的存在
(44)

* )I2在不同鱼类

仔鱼中的表达存在显著差异"对子代的保护作用

也存在明显不同"因此"需要更多相关研究才能深

入揭示 )I2 等免疫分子表达的个体发生和代间

的传递机制*

黄 颡 鱼 # :,-<,+E*.$'( B'-/%C$*)+

$;AM3GN</>$ "属于鲇形目 # *;0=G;V/G:F<$ "

!

科

#K3IG;N3F$ "在中国有广泛的分布"是重要的养

殖经济鱼 类* 本实 验利用 $F308E;:F7-$和

,')*&等技术"研究了黄颡鱼 )I2在卵+胚胎和

仔鱼等的转录表达和蛋白表达情况"旨在为黄

颡鱼及其他鱼类母源性免疫和 )I2的发生奠定

基础"也为深入揭示母源性保护分子对子代的

免疫作用提供更多依据*
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46材料与方法

$%$&实验鱼

实验鱼体质量为#01 @01/$ I"均来自重庆市

北碚"饲养于西南大学生命科学院实验基地鱼池*

实验鱼在性成熟期间转移至室内鱼缸饲养"水温

控制在 #21 @4$Q"每日投喂一定量的水蚯蚓饵

料"并通气换水*

$%'&免疫注射

选取 13 尾健康的黄颡鱼"其中"用 21 尾进行

免疫实验"21 尾进行对照实验* 催产 5 周前"免

疫组每尾鱼注射 233

!

'4 B43

1

-(#6:'灭活的

嗜水气单胞菌#菌悬液用 3181J生理盐水配制$"

催产 2 周前"免疫组每尾鱼注射同样量的灭活嗜

水气单胞菌菌悬液进行加强免疫* 给非免疫组

#对照组$注射生理盐水进行对照实验*

$%+&人工催产繁殖

催产素为促黄体素释放激素 &2 #'+$+8&$

#宁波第二激素厂$"使用时用 3181J的生理盐水

稀释 1 倍成工作液* 每尾雌鱼腹腔注射 233

!

'"

每尾雄鱼注射 433

!

'催产素工作液"25 M 后第二

次注射相同剂量催产素工作液* 待到雌鱼腹部有

少量卵从生殖孔流出时"人工挤压腹部"用培养皿

收集鱼卵"同时取出成熟雄鱼精巢"剪碎"与卵搅

拌混匀"加水完成受精* 把受精卵转移至漂浮的

网格上"水温控制在#21 @4$ Q"并低通气"每日

换 46/ 清水* 孵化后"仔鱼用水蚯蚓碎末喂养*

整个试验中"把亲鱼+胚胎和仔鱼各分为 2

组* &组为对照组#非免疫组$"K组为免疫组*

$%K&黄颡鱼卵巢"胚胎和仔鱼 P;A转录变化

取每组黄颡鱼卵巢+非受精卵+4 M 的受精卵+

4 N 时的胚胎+孵化 4+/+1+9+45+24+20 N 的仔鱼

各 13 :I"13 N 稚鱼脾脏+头肾各 23 :I* 平行取

1 份"组织匀浆后"按说明书提取总 $%&"核酸

蛋白定量仪#%3>/NG/D 2333"美国$测定总 $%&

浓度* 用 5%3<F)#不含 $%&酶 $处理后"合成

第一链 A5%&* 用 404 $ADI基因作为内参#引物

为 40*(8--C9&9&&&-99-C&--&-&C-- 和

40*$8&9-&&-CCC&&C&C&-9-C&CC99&9$"

F.G53 基 因 特 异 性 引 物 为 )I28(4585

# 99&&&&C9C9&&-99-C&C9C9-$ 和 )I28

$4890#C&&9&C9-9CC&C99C999-9$*

参照 ;BC2 *XK$

"

9GFF> 7-$ *=DFG:;?

#C"X"K"公司$说明书配置 7-$反应体系"总

反应体积为 23

!

'"含 A5%& 4

!

'*XK$9GFF>

$F308E;:F7-$23<EFG2;? 43

!

'"上+下游引物各

4

!

'"NN+

2

"0

!

'* 构建的质粒按 4643 倍数梯

度稀释"绘制质粒 5%&对 !

<

值的标准曲线* 根

据上述反应体系和条件分别进行目的基因 F.G

与内参基因 404 扩增"形成以 !

<

值#达到阈值时

的循环次数$为纵坐标"稀释度为横坐标的标准

曲线* 用 2

7

##

!

<方法
(42)

分析黄颡鱼 F.G基因的

相对表达量* 采用 *7**4/13 软件包进行统计

分析*

$%T&I#PS*方法检测黄颡鱼卵巢"胚胎和仔鱼

中的 P;A 蛋白含量

取每组黄颡鱼卵巢+卵+受精 4 N 胚胎和孵化

后 4+/+:+45 N 仔鱼约 433 :I"每个样品平行取 /

份* 把组织置于研钵中"加适量液氮匀浆* 称取

研磨后的样品约 13 :I"加入 133

!

'7K*后"

43 333 B. 离心 43 :;> # 5 Q$"取上清液于

723 Q冻存备用*

一抗为黄颡鱼 )I2兔抗血清#由本实验室制

备" 723 Q保存$"稀释 1 333 倍作为工作液* 用

包被缓冲液将组织提取液稀释至蛋白质含量为 1

!

I6:'"在每个酶标板的反应孔中加入 433

!

'该

浓度蛋白液 #对照孔不含蛋白仅有 433

!

'包被

缓冲液$"在 5 Q包被过夜"再将 433

!

'一抗加入

酶标板每孔中"置 /9 Q温箱中孵育 4 M* 洗涤后

加入 4D43 333 的羊抗兔 )I98+$7"每孔 433

!

'

/9 Q 83 :;>* 最后加入新鲜配置的 C2K显色液

433

!

'"室温避光显色 43 </3 :;>"13

!

'终止液

终止反应"用酶标仪测定样品 "5值 #波长 5:3

>:紫外光$* 同时设空白对照"采用 *7**4/13

软件包进行统计分析*

26结果

'%$&黄颡鱼卵巢"胚胎和仔鱼 P;A转录表达

$F308E;:F7-$分析表明"非免疫组和免疫组

胚胎到 / N 仔鱼"F.G基因表达量处于下降状态"

胚胎期及 4 N 仔鱼"免疫组 F.G基因表达量显著

高于非免疫组#图 4$* 在 / <9 N 的两组仔鱼中"

没有检测到 F.G基因的表达* 45 <20 N 的仔鱼

中 F.G基因表达量逐渐增加"两组没有明显的

差异*

对亲鱼卵巢+刚产出的卵+胚胎+孵化 1+45+

458
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20 N 的仔鱼与孵化后 13 N 的稚鱼头肾和脾脏

F.G基因表达量进行比较研究#图 2$* 胚胎期以

前")I2表达量呈下降趋势"免疫组显著高于非免

疫组"有显著性差异* 两组 45 N+20 N 仔鱼+13 N

脾脏+13 N 头肾 F.G 基因表达量没有显著性

差异*

图 $&黄颡鱼 456基因在胚胎"早期仔鱼中转录表达变化

,:1受精 4 N 的胚胎' 7M4+7M/+7M1+7M9+7M45+7M24+7M20 分

别表示孵化 4+/+1+9+45+24+20 N 时的仔鱼* 9G/=D &为非免

疫组"9G/=D K为免疫组* 结果为 1 次转录的平均值 @标准差

@3;%$&456 5/,74C/3B53.7C<,7;8377/8*9:(;'-,.

,:1VFGE;0;RFN F:OG4/<' 7M4"7M/"7M1"7M9"7M45"7M24"7M201

03GH3<3E4"/"1"9"45"24"20 N DM3<F3VEFG;>A=O3E;/>19G/=D &1

>/G:30IG/=D'9G/=D K1)>VFAEFN IG/=D1.30=F<3GFF?DGF<<FN 3<

:F3><@<E3>N3GN FGG/G#*,$ # & A1 F3AM E;:F$

图 '&黄颡鱼 P;A 转录表达比较

"H1亲鱼卵巢' $,1刚产的卵' ,:1受精 4 N 的胚胎' 7M1+

7M45+7M20 表示孵化 1+45 和 20 N 时的仔鱼' *D113 N 稚鱼脾

脏'+P113 N 稚鱼头肾* %

"

&表示非免疫组与免疫组差异显

著* 结果为 1 次转录的平均值 @标准差

@3;%'&N.0B,/34.7.9P;A 5/,74C/3B53.7.97/8*9:(;'-,.

"H1/H3G4 /VD3GF>E30IF>FG3E;/>' $,1GF0F3<FN FII<' ,:1

VFGE;0;RFN F:OG4/<' 7M1"7M45"7M20103GH3<3E1"45"20 N DM3<F

3VEFG;>A=O3E;/>19G/=D &1>/G:30IG/=D' 9G/=D K! )>VFAEFN

IG/=D1%

"

& 3GF<;I>;V;A3>E04 N;VVFGF>EOFE@FF> 9G/=D & 3>N

9G/=D K#:?3131$1.30=F<3GFF?DGF<<FN 3<:F3><@<E3>N3GN

FGG/G#*,$ # & A1 F3AM E;:F$

'%'&I#PS*分析 P;A蛋白水平

,')*&分析表明"黄颡鱼 )I2蛋白在亲鱼卵

巢+卵+胚胎和仔鱼各时间点都有不同程度的表

达* 对照组与免疫组黄颡鱼 )I2抗体在卵巢+胚

胎和仔鱼中都有分布"且呈现下降趋势"孵化后

: N最低"到孵化后 45 N"表达量明显上升* 对照

组 : N 仔鱼中抗体水平是卵抗体含量的 31/4 倍*

45 N 仔鱼中 )I2抗体水平是 : N 仔鱼抗体含量的

418 倍* 用细菌免疫亲本后"能显著提高胚胎+仔

鱼中的 )I2抗体水平* 在卵中抗体含量提高了

21/ 倍": N 仔鱼中提高了 410 倍* 免疫组在各时

间点抗体水平均显著高于非免疫组*

图 + 黄颡鱼 P;A 蛋白表达比较

"H1亲鱼卵巢' $,1刚产的卵' ,:1受精 4 N 的胚胎' 7M4+

7M/+7M1+7M45 表示孵化 4+/+1+:+45 N 的仔鱼' %

"

&表示非

免疫组与免疫组差异显著* 结果为 / 次表达的平均值 @标

准差

@3;%+&N.0B,/34.7.9P;A

B/.58378JB/8443.7.97/8*9:(;'-,.

"H1/H3G4 /VD3GF>E30IF>FG3E;/>' $,1GF0F3<FN FII<' ,:1

VFGE;0;RFN F:OG4/<' 7M4"7M/"7M1"7M:"7M45103GH3<;> 4 N"/ N"

1 N": N"45 N DM3<F3VEFG;>A=O3E;/>19G/=D &1%/EOF;>VFAEFN

IG/=D' 9G/=D K1)>VFAEFN IG/=D1%

"

& 3GF<;I>;V;A3>E04 N;VVFGF>E

VG/:9G/=D &3>N 9G/=D K#:?3131$1.30=F<3GFF?DGF<<FN 3<

:F3><@<E3>N3GN FGG/G#*,$ # & A/ F3AM E;:F$

/6讨论

早期黄颡鱼仔鱼 F.G基因没有表达")I2是

K淋巴细胞分化为的浆细胞所产生的"而鱼类头

肾和脾脏是 K淋巴细胞主要的产生器官* 黄颡

鱼成熟卵排出体外"就没有淋巴细胞的补充及浆

细胞的形成"随着 )I2 :$%&的不断消耗")I2

:$%&量逐渐减少"直至耗尽* 孵化 45 N 的仔

鱼"自主性 F.G基因开始活动"幼鱼 )I2 :$%&

开始合成* 细菌刺激后"免疫组受精卵和胚胎

)I2 :$%&表达水平也显著高于非免疫组"表明

免疫亲本可能以提高子代胚胎期 )I2 :$%&表

达水平从而增加胚胎免疫能力* 仔鱼免疫系统

F.G基因开始表达后"免疫组和非免疫组仔鱼

F.G基因表达就处于相同起点"因此"细菌刺激对

258
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子代/ N后仔鱼 )I2转录表达没有影响*

对黄颡鱼 )I2 蛋白分析表明"虽然 )I2 在

卵+胚胎+仔鱼中表现为时间消耗的过程"但在仔

鱼 )I2 :$%&缺乏期"仍然有一定量 )I2蛋白的

存在* 黄颡鱼 )I2蛋白来自母体"母源性的 )I2

蛋白对仔鱼起着保护作用* 细菌刺激后")I2蛋

白在各个阶段显著上升"一直到仔鱼 F.G基因开

始转录"新的 )I2蛋白开始形成* 因此"对亲鱼

免疫注射"能够提高仔鱼早期阶段的免疫力*

黄颡鱼卵巢+卵+胚胎和仔鱼的 )I2 转录变

化"与鲈 #9%),&<$*$)>'(-*E$*@$

(4/)

+真鲷 # 4#*$'(

*'$*<*$

(45)

相似* 鲈胚胎孵化 4 </ N 没有检测到

)I2 :$%&"真鲷胚胎孵化后几天"也检测不到

)I2 :$%&* 7;AAM;FEE;等
(4/)

认为在胚胎发育的

初期")I :$%&的翻译使 )I 得到合成"而这时母

源性 )I 逐渐被消耗* 在胚胎发育中"母源性 )I

和卵或胚胎中存留的 )I :$%&翻译出的 )I 蛋白

共同保护胚胎的发育* 7;AAM;FEE;等
(4/)

还认为"卵

母细胞中 )I :$%&转录是在许多卵巢因子调控

下完成的"卵一旦排出"这些调控因子就不再存

在"F. 基因的转录也可能停止'转移到卵母细胞

的 )I :$%&"只有少量的翻译成了 )I 蛋白"所以

卵内的 )I 蛋白有限* 另一种可能是进入卵内的

有限的 )I :$%&在胚胎发育初期合成 )I 蛋白"

时间可能延伸到母源性 )I 的耗尽* 23I>3N/EE;G

等
(44)

也认为")I2出现比较晚在一定程度上是依

靠母源性免疫球蛋白作为补充* 另外研究已经证

明"在比目鱼
(41)

+罗非鱼
(48)

+鲤科鱼类
(:)

和鲑
(44)

也存在母源 )I 的转移* *;> 等
(49)

的研究表明"在

胚胎和仔鱼发育过程中"有许多类似于 )I 的因子

起着重要的保护作用"或者影响了仔鱼免疫系统

的早期发育*

有研究表明"母源性 )I 对子代的保护非常有

限* 对孵化期的大西洋鲑进行人工免疫"尽管卵

和仔鱼存在特异性抗体"但其仔鱼并不能有效抵

御耶尔森菌病 #XFG<;>;/<;<$

(40)

* 同样"针对抵御

海洋弧菌 #J%E$%+ /'-&%B%)'($"从免疫后的真鲷亲

鱼转移到仔鱼的抗体不能起到有效的保护作

用
(4:)

"原因是仔鱼阶段的免疫球蛋白含量与卵母

细胞阶段相比出现了剧烈的下降* 例如鲈的母源

性 )I2卵黄生成期存积在卵巢中"到排卵时达最

大值* 孵化时母源性 )I2已减少到 46433"孵化

第 1 天已经检测不到 )I2* 相同的情况出现在罗

非鱼和大西洋鲑中* 罗非鱼仔鱼前期3 <42 N"相

对较高的母源性 )I2就逐渐下降"42 N时达最低

点"这个时候恰好是在仔鱼淋巴器官成熟和自体

)I2产生之前* 大西洋鲑母源性 )I2 在胚胎孵

化后迅速降低"在摄食开始和 )I2产生之前就已

检测不到*

鱼类 )I2代间传递研究表明"不同鱼类之间

母源性 )I2 传递量和对子代胚胎及亲鱼的保护

有很大差异* 母源性 )I2 对子代的保护需要更

深入的研究*

除 )I2抗体外"有许多类似于 )I 的因子起着

重要的保护作用"或者影响仔鱼免疫系统的早期

发育* 补体是广泛存在于脊椎动物中的一组非特

异性体液免疫分子"激活后表现出生物活性"参与

机体抗细菌+病毒等的免疫保护反应* 免疫组化

技术研究表明"鳕补体 -/ 蛋白出现在孵化 1 N 的

仔鱼中
(23)

'胚胎原位杂交技术研究表明"南方鲇

#4%-'$'(=,$%C%+&*-%($补体 -/ :$%&阳性信号最

早出现在 /: M 胚胎中"补体 -: :$%&阳性信号

最早出现在 // M 胚胎中
(24)

* $F308E;:F技术分析

表明"虹鳟补体 !/ 基因在胚胎期表达量上升"到

出膜后卵黄吸收完时" !/ 基因表达量开 始

下降
(22)

*

溶菌酶是动物机体内重要的先天性免疫分

子"是一种天然的杀菌 #病毒 $物质* C3UF:=G3

等
(22)

的研究表明"罗非鱼溶菌酶胚胎期已经开始

合成"并证明这些酶不是母源性的* *FDD/03

等
(2/)

的研究表明"溶菌酶基因转录水平在受精和

卵裂期很稳定"而抗菌肽的表达水平逐渐下降"到

原肠胚期消失* 凝集素是一种糖蛋白"在免疫反

应中参与抗原识别* 研究证明"虹鳟+海参斑鱼卵

母细 胞+ 受 精 卵 和 胚 胎 有 一 定 量 的 凝 集 素

存在
(25 721)

*

因此"在自主性抗体开始合成前"补体+溶菌

酶+凝集素等许多先天性免疫分子对鱼类胚胎和

早期仔鱼起着重要的保护作用* 抗体开始合成

后"先天性免疫分子的免疫作用逐渐下降"起次要

作用*

56结论

黄颡鱼早期仔鱼 F.G基因没有表达"细菌刺

激亲本后"对子代 F.G基因表达没有影响"表明

黄颡鱼 F.G基因表达代间是不连续的* 黄颡鱼

/58
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早期仔鱼 )I2蛋白均有表达"且在代间连续"细

菌刺激亲本后"能显著提高早期仔鱼 )I2抗体表

达水平* 但免疫黄颡鱼亲本对子代胚胎和早期仔

鱼的保护作用需进一步研究*
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