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摘要：为探究 miR-462 在嗜水气单胞菌感染草鱼肾脏细胞 (Ctenopharyngodon idella kideny,
CIK) 后的调控机制，实验利用荧光定量技术检测了 CIK 细胞感染嗜水气单胞菌后 miR-
462 表达水平的变化；运用 RNAhybrid 软件预测 miR-462 的靶基因，利用双荧光素酶报
告基因系统进行确定；此外还分析了 miR-462 对靶基因下游基因的调控作用。结果显示，
在 CIK 细胞感染嗜水气单胞菌的过程中，miR-462 的表达发生显著变化； cx32.2、
slc9a3.1 和 tbk1 的表达先降低后升高，与 miR-462 的表达模式呈负相关。双荧光素酶报
告系统显示，miR-462 可靶向 cx32.2、slc9a3.1 和 tbk1 的 3′非编码区抑制其表达，过表达
miR-462 可以显著抑制 cx32.2、 slc9a3.1 和 tbk1 的表达。转染 miR-462 模拟物后，下游
slc4a4a、 tnfrsf5、cxcl9 和 cxcl11 基因的表达受到抑制。研究表明，miR-462 参与调控嗜
水气单胞菌感染后草鱼 CIK 细胞中的免疫应答。cx32.2、slc9a3.1 和 tbk1 被鉴定为 miR-
462 的靶基因。miR-462 可通过靶向 slc9a3.1 和 tbk1 影响下游基因的功能。
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草鱼 (Ctenopharyngodon  idella) 是世界上养

殖产量最高的鱼类 [1]。然而，因细菌感染而引起

的草鱼发病和死亡问题时有发生。嗜水气单胞

菌 (Aeromonas hydrophila) 感染草鱼造成较高的死

亡率，严重影响了草鱼养殖业的健康发展 [2]。嗜

水气单胞菌属于气单胞菌属，在自然界中广泛

分布，是一种典型的人—兽—鱼共患病病原菌[3]。

本实验室前期研究发现，嗜水气单胞菌感染后，

21 个 miRNAs 在易感和抗病草鱼的脾脏内差异

表达，提示 miRNA 可能在嗜水气单胞菌感染的

过程中发挥重要作用[4]。

microRNA (miRNA) 是一类长约 22 个核苷酸

的内源性非编码单链 RNA 分子，首次发现于秀

丽隐杆线虫 (Caenorhabditis elegans) 中 [5]。成熟的

miRNA 通过与 AGO (Argonaute) 蛋白结合，生成

RNA 诱导沉默复合物 (RNA-induced silencing com-
plex, RISC)，作用于靶基因的 3′端非翻译区 (3 ′-
untranslated  region,  3 ′-UTR)，诱导 mRNA 降解

或抑制 mRNA 翻译，从而实现基因在转录水平

后的表达调控 [6-7]。研究发现 miRNA 参与细胞的

发育 [8]、分化 [9]、增殖 [10]、凋亡 [11] 等多种生命过

程，且可以对免疫反应进行精细调控。例如，

pol-miR-3p-2 通过负调控 p53 抑制迟缓爱德华氏

菌 (Edwardsiella  tarda) 感 染 [12]； 鳗 弧 菌 (Vibrio
anguillarum) 感染后，miR-122 可负调控鱼体内

tlr14 的表达 [13]。 pol-miR-194a 过表达可促进 FG
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细胞内迟缓爱德华氏菌增殖 [14]，研究表明 miR-
462 可能参与调控鱼类低氧应答[15] 和免疫应答[16]。

本实验分析了嗜水气单胞菌感染草鱼肾脏

细胞 (Ctenopharyngodon idella kideny, CIK) 对 miR-
462 表达水平的影响，通过双荧光素酶报告基因

系统鉴定 miR-462 的靶基因，分析 miR-462 对下

游基因的调控作用，以期为研究 miRNA 在鱼类

免疫应答中的调控机制提供更多的理论支撑。

1    材料与方法

1.1    实验材料与仪器

Opti-MEM 减血清培养基、M199 培养基、胎

牛血清、0.25% EDTA-胰蛋白酶、青霉素—链霉

素 溶 液 、 Lipofectamine  3000 购 自 美 国 Thermo
Fisher Scientific 公司；miRNA 模拟物/抑制剂(agomir/
antagomir) 及其对照由上海吉玛制药技术有限公司

合成；RNAiso Plus 试剂、PrimeScriptTM RT reagent
Kit  with gDNA Eraser 反转录试剂盒、TB Green®

Premix Ex TaqTM II 荧光定量 PCR 试剂盒、Quick-
CutTM Dra I 和 Xba I 限制酶、DNA 连接试剂盒、

DNA 凝胶回收试剂盒均购自日本 TaKaRa 公司；

miRNA 反转录试剂盒 miScript II RT Kit 和荧光定

量 PCR 试剂盒 miScript  SYBR® Green  PCR Kit 购
自德国 Qiagen 公司；快速质粒小提试剂盒和

DH5α 感受态细胞购自天根生化科技有限公司；

pGEM®-T Easy 载体、pmirGLO 双荧光素酶 miRNA
靶基因表达载体和双荧光素酶报告基因检测试

剂盒均购自 Promega 公司。

CO2 细胞培养箱购自上海一恒科学仪器有

限公司；Centrifuge 5424 R 冷冻离心机购自德国

Eppendorf 公司；Nanodrop  2000c 分光光度计购

自 Thermo  Scientific；CFX96  Real-Time  System 实

时荧光定量 PCR 仪购自美国 Bio-Rad 公司。

1.2    细胞培养

草鱼肾脏细胞系购自中国典型培养物保藏

中心，细胞贴壁生长。采用含 10% 胎牛血清、

100 U/mL 青霉素和 100 μg/mL 链霉素的 M199 培

养基，于 28 °C、5% CO2 恒温培养箱中培养。每

3 天传代 1 次，取对数生长期细胞进行实验。

1.3    细菌感染

实验用嗜水气单胞菌 (AH10 菌株) 由张国亮

等[17] 自草鱼体内分离，保存于武汉大学菌种保藏

中心 (保藏号 :  AB2014155)。感染实验前，将

CIK 细胞 (2×106 个/mL) 接种至 6 孔细胞板中，待

细胞密度达到 80%~90% 时，用 PBS 缓冲液润洗

细胞，更换无抗 M199 培养基 (含 10% 胎牛血清)，
然后用 100 μL 嗜水气单胞菌 (103 CFU/mL) 刺激

细胞，30 min 后更换为含血清的加抗培养基。分

别收集感染后 0、6、12、24 和 36 h 的细胞样品。

1.4    靶位点预测和质粒构建

运用 RNAhybrid 软件对 miR-462 的潜在靶基

因进行预测。利用带限制性内切酶位点 Dra I 和
Xba I 的基因特异性引物，通过 PCR 扩增出候选

靶基因的 3′UTR，包含预测的 miR-462 结合位点。

用相同的限制酶酶切后克隆到 pmirGLO 荧光素

酶报告基因载体中。所有结果均通过测序进行

验证。

1.5    荧光素酶报告基因实验

将构建好的 pmirGLO-cx32.2、pmirGLO-slc9a
3.1 和 pmirGLO-tbk1 荧光素酶报告质粒与 miR-
462 agomir 或对照 NC 共转染到 CIK 细胞中，每

组 3 个重复。转染 24 h 后，根据双荧光素酶报

告基因检测试剂盒说明书收集细胞裂解产物，

并测定萤火虫荧光素酶 (FL) 及海肾荧光素酶

(RL) 活性值，相对荧光素酶活性 (FL/RL) 可反映

miR-462 与靶基因 3′UTR 的结合能力。

1.6    细胞转染

取处于对数生长期的 CIK 细胞，将其接种

至 24 孔细胞板中，待细胞汇合度达到 80%~90%
时，更换新鲜的细胞培养基，然后依据 Lipo-
fectamine 3000 试剂说明书将合成的miR-462 agomir/
antagomir 或阴性对照 negative  control  (NC)/inhib-
itor N.C.转染到细胞中，转染后 24 h 收取细胞样

品。每组实验 3 个生物学重复。

1.7    实时定量 PCR

按照 RNAiso Plus 说明书提取细胞的总 RNA，

琼脂糖凝胶电泳检验其质量，并用 Nanodrop
2000c 分光光度计进行定量。根据 miRNA 反转

录试剂盒和 RNA 反转录试剂盒的说明书分别对

RNA 进行反转录获得 cDNA。miRNA 的 qPCR 反

应条件：95 °C 15 min；94 °C 15 s，55 °C 30 s，
70 °C 30 s，40 个循环。总 RNA 的 qPCR 反应条

件：95 °C 30 s；95 °C 5 s，60 °C 30 s，40 个循环。

反应结束后进行熔解曲线分析，以验证产物扩
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增的特异性。每个样品 3 个平行，用 2−ΔΔCt 法计

算不同样品间的表达差异。相对 miRNA 的表达

采用 miR-101a 作为内参 [18]，相对 mRNA 的表达

采用 18S rRNA 作为内参。用于 qPCR 分析的引物

见表 1。
 

1.8    统计分析

应用 SPSS 20.0 统计软件进行数据分析，采

用单因素方差分析和 Duncan 氏多重比较法进行

组间差异性检测，计量数据以平均值±标准差

(mean ± SD) 表示。以 P < 0.05 为差异显著，P < 0.01
为差异极显著。

2    结果

2.1    嗜水气单胞菌感染对miR-462表达的影响

qPCR 结果显示，嗜水气单胞菌感染 CIK 细

胞后，miR-462 的表达水平呈现先升高后降低的

趋势 (P < 0.01，图 1)。感染后 6 h，miR-462 表达

水平显著高于对照组 (P < 0.01)，随后逐渐降低；

感染后 12 h，miR-462 表达水平降低至与对照组

无显著差异；感染后 24 和 36 h 的表达水平极显

著低于对照组 (P < 0.01)。结果显示，在嗜水气

单胞菌感染 CIK 细胞后对 miR-462 产生了影响。

2.2    miR-462靶基因的鉴定

结合课题组已有的 miRNA-mRNA 负表达关

系和生物信息学软件 RNAhybrid，分析预测 miR-
462 的靶基因。结果表明，miR-462 可与 cx32.2、
slc9a3.1 和 tbk1 的 3′-UTR 靶向结合 (图 2)。

qRT-PCR 结果显示，嗜水气单胞菌感染过

程中， cx32.2、 slc9a3.1 和 tbk1 的表达先降低后

升高，与 miR-462 的表达模式呈现负相关 (图 3)。

包含 miR-462 结合位点的 cx32.2、 slc9a3.1

和 tbk1 3′-UTR 序列被克隆至荧光素酶报告基因

载体下游，构成 pmirGLO 报告质粒：pmirGLO-

cx32.2、 pmirGLO-slc9a3.1 和 pmirGLO-tbk1。 转

染 miR-462 agomir 组显著抑制了 cx32.2、slc9a3.1

和 tbk1 的荧光素酶活性，与对照组相比分别下

表 1    实时定量 PCR所用的引物序列

Tab. 1    Primers used for quantitative real-time PCR

引物名称 　　

primer name　　

正向序列(5′→3′)
forward sequences (5′→3′)

反向序列(5′→3′) 　
reverse sequences (5′→3′)　　

miR-462 TAACGGAACCCATAATGCAGCT

miR-101a TACAGTACTGTGATAACTGAAG

cx32.2 AGCCTGTGTGTCTCTGCTACTG CCGCTCTCATACTGCTTGTTC

slc9a3.1 GTGGTGTATTTCACTGTCATTC CCTGTTCCAACCTCTGGT

tbk1 AGACGATGCACAAGAAAGCG TTTGCTCCATTGAGGCCAGA

slc4a4a CAGACAAGCCAGAAAAAGACC CCAAGCAGAATGAACAGAAATC

tnfrsf5 TGAGGGCTGTATTCGTTCTT CGCATTTGGTTTCTCTTGTG

cxcl9 AACTCTGTGTGTCTCAATCC TTCTCTGCCTCCATCTGT

cxcl11 AAGAATGGTGCAGGATGG GGATGTTGGTGCTGATGAC

18S rRNA GGACACGGAAAGGATTGACAG CGGAGTCTCGTTCGTTATCGG
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图 1    miR-462在嗜水气单胞菌感染 CIK细胞中的表达

图中数据表示为平均值±标准差 (n = 4)，“*”代表显著差异，P <
0.05；“**”代表极显著差异，P < 0.01，下同

Fig. 1    Expression profiling of miR-462 in CIK cells
upon A. hydrophila infection

Error bars indicate the mean and standard deviation (n = 4). “*” repres-
ents significant difference, P < 0.05; “**” represents very signi-
ficant difference, P < 0.01, the same below
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降约40.14%、39.22% 和17.35% (P < 0.05 或P < 0.01，
图 4)。说明 miR-462 能靶向作用于 cx32.2、slc9a3.1
和 tbk1 的 3′-UTR 互补位点，抑制其表达。

miR-462 过表达组的 miR-462 相对表达水平

为 (7 903.73 ± 1 414.21)，明显高于对照组 (1.10 ± 0.09)
(P < 0.01，图 5-a)，提示过表达试剂转染成功，

可特异性提高 CIK 细胞内 miR-462 的表达水平。

以 18S rRNA 为内参，检测靶基因 cx32.2、slc9a3.1
和 tbk1 的相对表达水平 (图 5-b)，与对照组相比，

转染 miR-462 agomir 组的 cx32.2、slc9a3.1 和 tbk1
的表达水平被抑制，分别为 (0.64 ± 0.10)、(0.51 ±
0.15) 和 (0.54 ± 0.01)。miR-462 抑制组的 miR-462
相对表达水平为 (0.48 ± 0.14)，明显低于对照组

(0.97 ± 0.09)(P < 0.01，图 5-c)，提示抑制试剂转

染成功，可特异性降低 CIK 细胞内 miR-462 表达

水平。以 18S rRNA 为内参，检测靶基因的相对

表达水平 (图 5-d)，与对照组相比，转染 miR-462
antagomir 组的 cx32.2、 slc9a3.1 和 tbk1 的表达水

平分别被诱导至 (4.28 ± 0.48)、(1.82 ± 0.28) 和 (1.28 ±
0.09)。

2.3    miR-462对下游基因的调控作用

qPCR 结果显示，过表达 miR-462 可以显著

下调下游基因 slc4a4a、tnfrsf5、cxcl9 和 cxcl11 的

表达 (P < 0.01，图 6-a)；同样，抑制 miR-462 的

表达则会显著提高下游基因 slc4a4a、tnfrsf5、cxcl9

和 cxcl11 的表达 (P < 0.05，图 6-b)。

3    讨论

嗜水气单胞菌是条件致病菌，在各种水体

环境中广泛分布，其对机体细胞的侵袭除与细

菌表面黏附因子有关外，还涉及到细胞表面受

体、细胞骨架以及信号转导等机制[19]。嗜水气单

胞菌感染可引发水生动物的运动性气单胞菌败

血症[20]，给水产养殖业带来巨大的经济损失。促

炎性细胞因子 (如 il-1β、tnf-α) 通过激活一系列细

胞内信号转导机制，推动炎症发展，从而调控

败血症的发生[21]。因此，对嗜水气单胞菌感染相

关 免 疫 基 因 及 炎 症 调 控 的 研 究 至 关 重 要 。

miRNAs 控制着多种与内环境稳定、发育和疾病

相关的生物过程以及细胞信号传导途径，同时

它们也是调节炎症和免疫反应的关键 [22-23]。不同

物种间高度保守的 miRNAs 可能靶向数百种不同

的 mRNAs[24]，单个 miRNA 也可通过靶向多个

mRNAs 调控不同的功能。例如，miR-214 下调

mkk3 可以抑制宫颈癌细胞的恶性表型 [25]，靶向

atf4 和 ezh2 则可以保护红细胞免受氧化应激 [26]。

此外，毒死蜱暴露过程中，miR-2188-3p 和 miR-
731 通过靶向 TLR 通路诱导鲤头肾细胞凋亡 [27]。

金黄色葡萄球菌 (Staphylococcus aureus) 感染过程

中，miR-128 通过调控 MyD88 抑制炎症反应的进

tbk1      5′   C                                   A                     A 3′
AGCUGU        GUG    GGUUCUG

UCGACG        UAC     CCAAGGC

miR-462  3′                       UAA AAU 5′

slc9a3.1   5′   U                   GUGGAGGACAU                                    A      3′
AGCUGCA                               UUGUGG       CCGU

UCGACGU                               AAUACC       GGCA

miR -462  3′                                                                         CAA           AU   5′

cx32.2 5′   U              GCACC   GG               AUG         G          3′
GCUGU               A      GUGGG         CCG

CGACG               U      UACCC         GGC

miR-462  3′   U                                AA               AA AAU   5′

 
图 2    miR-462靶基因预测

miR-462 与 cx32.2、slc9a3.1 和 tbk1 的 3′-UTR 结合位点示意图

Fig. 2    Prediction of miR-462 target genes
Schematic diagram of the binding sites of miR-462 to 3′-UTR of cx32.2, slc9a3.1 and tbk1

1470 水    产    学    报 44 卷

https://www.china-fishery.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

https://www.china-fishery.cn


一步发展 [28]。梅毒螺旋体 (Treponema pallidum) 通

过上调 miR-101-3p 的表达，抑制 tlr2 和炎症细胞

因子的产生[29]。

早期研究报道显示，miR-462 参与干扰素介

导的硬骨鱼抗病毒防御，推测其在脊椎动物先

天免疫中发挥重要作用 [30]。而目前关于 miR-462
参与鱼类抵抗细菌感染的作用和机制尚不明确。

课题组前期研究表明，嗜水气单胞菌感染草鱼

后， miR-21[31]、 miR-23a-3p[32] 和 miR-23a-5p[32] 通

过调控 jnk、ccr7 和 CiGadd45ab，调节草鱼炎症

反应和细胞凋亡。本研究着重于探究嗜水气单

胞菌感染 CIK 细胞后，miR-462 如何参与免疫应

答反应。CIK 细胞感染嗜水气单胞菌后，miR-
462 的表达发生显著变化，说明 miR-462 参与了

免疫反应的调控。miR-462 在感染 CIK 细胞早期

的 6 h 表达上调，但在将分析延长到 36 h 后，

miR-462 的表达显著下调。因此，推测 miR-462
可能是调节嗜水气单胞菌感染早期事件的调节

因子。类似的细菌调控 miRNA 的表达在其他鱼

类中也有报道，它们在受到细菌刺激后发生明

显的表达模式变化 [12]。然而，miR-462 在嗜水气

单胞菌感染过程中对免疫应答的潜在作用尚不

清楚。

脊椎动物可依靠自身免疫系统，通过有效

的免疫应答，如抵御细菌侵袭 [33]、调控炎症发

生 [34]、抑制细胞炎症等 [35]，维护体内环境稳定，

抵御细菌感染 [36]。生物信息学软件 RNAhybrid 的

预 测 结 果 提 示 cx32.2、 slc9a3.1 和 tbk1 可 能 是
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图 3    cx32.2、slc9a3.1和 tbk1基因在嗜水气单胞菌

感染 CIK细胞中的表达

嗜水气单胞菌感染后 CIK 细胞中 cx32.2 (a)， slc9a3.1 (b) 和 tbk1
(c) 的表达情况

Fig. 3    Expression profiling of cx32.2, slc9a3.1 and tbk1
in CIK cells upon A. hydrophila infection

Expression profiles of cx32.2 (a), slc9a3.1 (b) and tbk1 (c) in CIK cells
following A. hydrophila infection. n = 3
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图 4    miR-462抑制 CIK细胞中 cx32.2、

slc9a3.1和 tbk1的表达

1. cx32.2， 2. slc9a3.1， 3. tbk1；miR-462 agomir 和重组质粒转染

CIK 细胞后的双荧光素酶活性测定，包括潜在的靶基因 cx32.2、
slc9a3.1 和 tbk1

Fig. 4    miR-462 suppressed cx32.2, slc9a3.1 and
tbk1 expression in CIK cells

1. cx32.2, 2. slc9a3.1,  3. tbk1; Dual  luciferase activity assay after  miR-
462  agomir  and  recombinant  plasmid  were  transfected  to  CIK  cells,
including potential target genes cx32.2、slc9a3.1 and tbk1
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图 5    miR-462靶向 cx32.2、slc9a3.1和 tbk1

miR-462 agomir 转染 CIK 细胞后，qRT-PCR 检测 miR-462 (a) 和靶基因 cx32.2、slc9a3.1 和 tbk1 (b) 的表达；miR-462 antagomir 转染 CIK 细

胞后，qRT-PCR 检测 miR-462 (c) 和靶基因 cx32.2、slc9a3.1 和 tbk1 (d) 的表达； (a) 1. 模拟物对照，2. miR-462 模拟物； (b) (d) 1. cx32.2，
2. slc9a3.1，3. tbk1；(c) 1. 抑制剂对照，2. miR-462 抑制剂

Fig. 5    miR-462 targets cx32.2, slc9a3.1 and tbk1
Expression of miR-462 (a) and target genes cx32.2, slc9a3.1 and tbk1 (b) by qRT-PCR after miR-462 agomir was transfected to CIK cells. Expression of
miR-462 (c) and target genes cx32.2, slc9a3.1 and tbk1 (d) by qRT-PCR after miR-462 antagomir was transfected to CIK cells. (a) 1. miR-Ctrl, 2. miR-
462; (b) (d) 1. cx32.2, 2. slc9a3.1, 3. tbk1; (c) 1. ctrl-inhibitor, 2. miR-462-inhibitor
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图 6    miR-462对下游基因的调控作用

miR-462 agomir (a) 或 antagomir (b) 转染 CIK 细胞后，qRT-PCR 检测下游基因 slc4a4a、 tnfrsf5、cxcl9 和 cxcl11 的表达； (a) (b) 1. slc4a4a，
2. tnfrsf5，3. cxcl9，4. cxcl11

Fig. 6    Regulatory effect of miR-462 on downstream genes
Expression of downstream genes slc4a4a, tnfrsf5, cxcl9 and cxcl11 by qRT-PCR after miR-462 agomir (a) or antagomir (b) was transfected to CIK cells.
(a) (b) 1. slc4a4a, 2. tnfrsf5, 3. cxcl9, 4. cxcl11; n = 3
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miR-462 的潜在靶基因。cx32.2 来自缝隙连接蛋

白家族，是鱼类所特有的一种蛋白[37]，主要在肠

道防控病原微生物的入侵 [33]。肠盐转运介质

slc9a3 也在人体肠道炎症的发生过程中发挥了重

要作用 [34]。tbk1 属于 IκB 激酶家族，是一种丝氨

酸 /苏氨酸蛋白激酶，在细胞增殖 [38]、凋亡 [39] 和

自噬 [40] 等先天性免疫应答中发挥重要作用。CIK
细胞感染嗜水气单胞菌后， cx32.2、 slc9a3.1 和

tbk1 与 miR-462 的表达模式呈现负相关。双荧光

素酶报告基因系统说明 cx32.2、 slc9a3.1 和 tbk1
是 miR-462 的可能靶基因。miR-462 的过表达和

抑制实验进一步证实了 cx32.2、 slc9a3.1 和 tbk1
是 miR-462 的靶基因，受到其负调控。此外，转

染miR-462 后，slc9a3.1 和 tbk1 的下游基因 slc4a4a、
tnfrsf5、cxcl9 和 cxcl11 表达量也受到抑制，说明

miR-462 可通过靶向 slc9a3.1 和 tbk1 影响下游基

因的功能。miR-462 靶向 slc9a3.1 影响与之协同

作用的 slc4a4[41]，共同调控肠道炎症的发生。

tnfrsf5 主要参与细胞和体液适应性免疫的启动和

发展过程，包括 T 细胞依赖性免疫球蛋白类别

转换等[42]，cxcl9 和 cxcl11 激活趋化因子受体CXCR3
可调控 T 细胞向炎症部位的迁移 [43]，因而 miR-
462 通过调控下游基因 cxcl9 和 cxcl11 的表达，

可能进一步影响 T 细胞的适应性免疫。

实验结果表明，嗜水气单胞菌感染显著影

响 miR-462 的表达，miR-462 参与调控草鱼 CIK
细胞中的免疫应答。cx32.2、slc9a3.1和 tbk1 被鉴

定为 miR-462 的靶基因。此外，miR-462 可通过

靶向 slc9a3.1 和 tbk1 影响下游基因的功能。结果

表明，miR-462 在鱼类免疫反应调控中起着重要

作用。
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miR-462 modulates cellular immune response by targeting cx32.2, slc9a3.1 and
tbk1 in CIK cells infected with Aeromonas hydrophila

WANG Anqi 1,     TAO Lizhu 1,     ZHOU Fenglin 1,     XU Xiaoyan 1,     SHEN Yubang 2,     LI Jiale 1,2,3*

(1. Key Laboratory of Freshwater Aquatic Genetic Resources, Ministry of Agriculture and Rural Affairs,
Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;

2. National Demonstration Center for Experimental Fisheries Science Education,
Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;

3. Shanghai Engineering Research Center of Aquaculture, Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China)

Abstract: Bacterial septicemia is a systemic inflammatory reaction mainly caused by the infection of Aeromonas
hydrophila. Excessive development of inflammation may lead to septic shock or death in fish. A large number of
studies have confirmed that miRNA is involved in the regulation of immune response after bacterial infection. To
explore  the  regulatory  mechanism  of  miR-462  in Ctenopharyngodon  idella kidney  (CIK)  cells  infected  with A.
hydrophila, the expression profiles of miR-462 upon A. hydrophila infection was detected by real-time quantitat-
ive  PCR;  the  target  genes  of  miR-462 were  predicted  by  RNAhybrid  software,  and  identified  by  dual-luciferase
reporter assay system; in addition, the regulatory effect of miR-462 on downstream genes was analyzed. The res-
ults showed that the expression of miR-462 changed significantly after A. hydrophila infection, indicating that miR-
462  participated  in  the  regulation  of  immune  response.  Dual-luciferase  reporter  assay  revealed  that cx32.2,
slc9a3.1 and tbk1 are the target genes of miR-462, which is further confirmed by the overexpression and inhibition
experiments of miR-462. The expression of slc4a4a, tnfrs5, cxcl9 and cxcl11 were suppressed after miR-462 ant-
agomir was transfected, which proved that miR-462 could affect the function of the downstream genes by target-
ing slc9a3.1 and tbk1.  Our  results  may provide a  theoretical  basis  for  investigating the  molecular  mechanism of
miR-462 regulating immune response in C. idella.
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