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摘要! 从草鱼肠道中分离到 % 株细菌!通过形态学观察%生理生化特征和 %"0:>+,序列分析

等鉴定为弗氏柠檬酸杆菌!动物试验结果表明!该菌对斑马鱼有致病性&从感染诱导的斑马鱼

皮肤组织中提取总*+,!经ZG5PGJ 荧光标记与拥有 %< "%? 个 O>+,片段的斑马鱼基因芯片

"9[[dFQP:Gc#杂交筛选分析!获得斑马鱼皮肤免疫相关差异表达基因 == 个!其中有 ?@ 个上调

表达基因和 %@ 个下调表达基因&进一步根据基因功能聚类" (̀#分析!初步将 == 个差异表达

基因分为 = 个生物学功能!其中主要参与补体激活%急性期反应%应激防御反应%细胞凋亡%抗

原加工提呈%细胞迁移粘附%凝血因子和血小板激活等免疫应答过程&同时进行信号通路

"U9PIb9d#分析!结果表明8,Bh"),1?$%<2::%%J.9/29#%',hA0D,D"/J%%#和 D̀ .E

!

"4)9,%#等

信号通路参与斑马鱼皮肤抗弗氏柠檬酸杆菌感染免疫应答$ 采用基因芯片方法筛选与鱼类皮

肤免疫相关的功能基因!为将来以斑马鱼为模型研究鱼类皮肤局部免疫应答的分子机制提供

科学依据$

关键词! 弗氏柠檬酸杆菌& 斑马鱼& 皮肤& 免疫相关基因& 表达& 基因芯片

中图分类号! 0C%?& X?="& XC!C7C%&&&&&&&文献标志码',

&&鱼类皮肤中含有大量的黏液细胞)巨噬细胞

和抗体分泌细胞#9JPGT5MdE\QO:QPGJK OQ66\$"与其

它活性物质组成了抵御病原微生物感染的有效防

线*%+

( 最 近 相 继 从 斑 点 叉 尾 # !&426+(+,

1+%&424+,$)斜带石斑鱼#;1/%81)86+,&'/'/<8,$等

鱼类的皮肤培养液中检测到特异性抗体*# ;!+

( 鱼

类皮肤分泌的抗体可以参与保护机体"并防御病

原的感染*% ;@+

( 研究表明"浸泡免疫抗原摄取的

部位主要在皮肤和鳃"并且主要诱导局部免疫应

答*<+

( 因此"鱼类除了具有机体系统免疫应答

外"针对病原可能还有其它的免疫保护机制"一般

认为鱼类存在独立的皮肤免疫系统#\SGJ GFFRJQ

\d\PQF"0/0$( 对人)哺乳动物和鱼类的研究表

明"皮肤不仅具有非特异性免疫防御功能"而且参

与机体特异性免疫的抗原识别)免疫细胞激活及

皮肤免疫应答等过程*" ;C+

( 与哺乳动物相比"关

于鱼类皮肤非特异性免疫应答的分子机制"目前

仍不十分清楚(

弗氏柠檬酸杆菌#0/4('92&48(J(8+%<//$是一

种%人,兽,鱼&共患性条件致病菌"可引起人)

哺乳动物)鱼)蟹等感染发病*%$ ;%!+

( 斑马鱼

#72%/' (8(/'$作为一种新型模式生物"已广泛用

于生长发育)遗传)免 疫 和 生 理 病 理 等 领

域*%@ ;%<+

( 近年来"关于鱼类的机体系统免疫应

答报道较多*%" ;%=+

( 最近"基因芯片技术已应用

于斑马鱼免疫相关基因表达谱等研究*%? ;%=+

(

8QGjQ:等*%C+采用 ! 种不同的基因芯片#@< @"<

个 基 因 $ 对 海 分 枝 杆 菌 # ?*&'92&48(/+-

-2(/%+-$感染成体斑马鱼的基因表达谱分析表

明"获得 %<C 个基因差异表达显著一致"主要涉

及炎症反应)信号转导等免疫相关基因( 迄今"

尚未见有关通过 O>+,芯片技术筛选斑马鱼皮

肤免疫相关差异表达基因的报道( 本研究以鱼

源弗氏柠檬酸杆菌感染诱导的成体斑马鱼为实
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验动物模型"通过基因芯片技术分析其皮肤免

疫相关因子的应答机制"旨在为鱼类疾病诊断

防治提供一定的理论参考(

%&材料与方法

!&!'实验材料

实验 动 物 & & 草 鱼 # 048%'1)2(*%5'<'%

/<866+,$购自江苏省徐州市某菜市场"选取体质量

约 <$$ K的草鱼用于细菌分离'野生型斑马鱼成

鱼购自徐州市某花鸟市场"带回实验室饲养于水

族箱中"饲养用自来水经生物过滤器过滤并充分

曝气"温度##< q%$ a)光照A黑暗周期#%# IA%#

I$条件下饲养 # 周"确认健康后用于感染试验(

培养基&&营养琼脂)麦康凯琼脂#8,3$)

肠杆菌科细菌生化编码鉴定管 g̀YE%<Q等购自

杭州微生物试剂有限公司(

基因芯片&&O>+,芯片为斑马鱼表达谱芯

片#YQT:9[G\I Q̀J5FQ,::9d" B̀-%!%C$"由美国

,[[dFQP:Gc公司研制"其包含的序列信息覆盖了

来自 Q̀JZ9JS))JG̀QJQ公共数据库中全部的斑

马鱼基因组序列"包括 %< "%? 个探针"可用于超

过 %@ C$$ 个转录本的基因表达研究(

!&('实验方法

菌株分离!形态观察与生化试验&&菌株的

分离)形态观察按常规方法进行"细菌微量生化鉴

定参照文献*#$+方法进行(

细菌总>+,提取!%"0:>+,基因的B3*扩

增及系统进化树分析&&采用革兰阴性菌基因组

提取试剂盒#上海捷瑞生物工程公司$提取细菌

总>+,( 以总>+,为模板"采用细菌通用引物

.#? 和*%@C# 进行 %"0:>+,基因扩增"B3*产

物连接 U8>%=ED载体#D9h9*9公司$"转化大肠

杆菌>1<

"

筛选阳性克隆"送生工生物工程#上

海$有限公司测序( 将菌株的 %"0:>+,基因序

列通过+3Z/的 Z-,0D检索系统#IPPU!

!

bbb7

JOTG7J6F%JGI7K5^AZ69\P7OKGA$进行序列同源性分

析"采用邻接法#+QGKIT5:E'5GJGJK$构建系统发育

树"并通过 % $$$ 次的自举分析#Z55P\P:9U$进行

置信度检测(

斑马鱼感染试验&&将分离菌株接种于营养

琼脂斜面"#= a恒温培养 %= _#@ I"用无菌生理

盐水洗下菌苔"制成菌悬液"以活菌浓度为 %$

=

3.)A-对斑马鱼进行浸泡感染试验"浸泡 %$

FGJ"观察斑马鱼发病和死亡情况"连续观察 ? M(

对照组鱼浸泡于 $7"<W无菌生理盐水中( 随机

选取诱导 ? I的感染组和对照组各 #$ 尾斑马鱼"

取其背部皮肤组织样品混合后"贮存于液氮中

备用(

*+,提取及O*+,的合成!标记和芯片杂交

按,[[dFQP:Gc 公司提供的操作规程进行"# 个生

物学重复"由北京博奥生物芯片公司完成( 主要

步骤!斑马鱼皮肤总 *+,经 XG9KQJ 公司的

*+Q9\d 8GJGhGP纯化后"采用 ,[[dFQP:Gc (JQ

3dO6QO>+,0dJPIQ\G\hGP合成单链O>+,( 新合

成的 O>+,纯化后"经 Q̀JQ3IGU

(

/4D-9TQ6GJK

hGP完成 O>+,的转录合成和 ZG5PGJ 荧光标记(

ZG5PGJ荧光标记的 O>+,片段纯化后"待芯片杂

交液加入到芯片中"在 @< a "$ :AFGJ 条件下杂

交反 应 持 续 %" I # 1dT:GMGH9PG5J (̂QJ "@$"

,[[dFQP:Gc公司$( 杂交结束后"吸出芯片中杂交

液"加入洗液"充分洗涤后"进行基因芯片扫描

分析(

芯片扫描和数据处理分析&&经杂交洗涤

后的基因芯片采用 ,[[dFQP:Gc Q̀JQ3IGU 0O9JJQ:

!$$$ 进行扫描"通过对芯片灰度扫描图进行分

析"将与斑马鱼基因芯片的 %< "%? 个基因杂交

反应 所 获 的 数 据 应 用 Q̀JQ3IGU (UQ:9PGJK

05[Pb9:Q# 3̀(0%7@$软件进行数据统计分析(

实验组与对照组基因表达量的比值#:9PG5$

#

#

或
#

$7< 的基因点为表达差异基因( 对筛选出

的差异表达基因"参考 +3Z/公共数据库# IPPU!

!

bbb7JOTG7J6F7JGI7K5^$和 ,[[dFQP:Gc 公司

的网站的数据库# IPPU!

!

bbb7,[[FQP:Gc7O5F$

查阅相关的基因信息"并对基因进行分类( 为

了获得弗氏柠檬酸杆菌感染诱导变化基因的潜

在功能"运用通路分析工具 (̀\P9P在# IPPU!

!

TG5GJ[57O9UGP96TG57O5FAF9\! $ 上 进 行 通 路

#U9PIb9d$分析"以找出与斑马鱼皮肤免疫相关

的特定差异基因(

#&结果

(&!'菌株鉴定

从草鱼肠道中分离到 % 株细菌"革兰氏染色

阴性"电镜观察菌体呈杆状)两端钝圆"大小为

#$7< _$7=$

#

F]#%7$ _#7<$

#

F#图 %$'生化

特性结果见表 %"查阅/伯杰氏系统细菌学手册0

(%"
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! 期 吕爱军"等!弗氏柠檬酸杆菌感染诱导斑马鱼皮肤免疫相关基因的差异表达 &&

和肠杆菌科#2JPQ:5T9OPQ:G9OQ9Q$细菌生化数值编

码表"鉴定为弗氏柠檬酸杆菌( B3*扩增分离株

的 %"0:>+,序列长度为 % <$< TU#图 #E9$"通过

Z69\P软件进行序列同源性检索"表明该菌株 %"0

:>+,序列与弗氏柠檬酸杆菌>08!$$!C 模式菌

株同源性为 CC7@?W" 选取柠檬酸杆菌属

#0/4('92&48($%% 个模式菌株的 %"0:>+,序列进

行系统发育学分析"结果显示"分离株与弗氏柠檬

酸杆菌处于同一分支#图 !$(

图 !'分离菌株的扫描电镜形态"标尺]X&,

"

7#

E6@&!'L"3??6?@ 8>8"A5=?76"5=@53IH=<AH8

69=>3A8;9A536?"435]X&,

"

7#

表 !'分离菌株的生化特征

/34&!' 6̂="H876"3>"H353"A8569A6"9=<AH869=>3A8;9A536?

项目

GPQF\

结果

:Q\R6P\

项目

GPQF\

结果

:Q\R6P\

运动性 F5PG6GPd l 鸟氨酸脱羧酶 5:JGPIGJQMQO9:T5cd69\Q ;

枸橼酸盐 OGP:9PQ l 苯丙氨酸酶 UIQJd6969JGJQ ;

葡萄糖酸盐 K6RO5J9PQ ; 侧金花盏醇 9M5JGP56 ;

甲基红试验 FQPId6:QM PQ\P l 山梨醇 \5:TGP56 l

1

#

0产生 1

#

0U:5MROPG5J

l 葡萄糖产气 K6RO5\Q#K9\$ l

吲哚产生 GJM56QU:5MROPG5J ; 木糖 cd65\Q l

脲酶 R:Q9\Q ; 棉子糖 FQ6GP5\Q ;

赖氨酸脱羧酶 6d\GJQMQO9:T5cd69\Q ; 编码值 O5MGJK ^96RQ @! !$<

注! l为阳性' ;为阴性(

+5PQ\! lG\U5\GPĜQ' ;G\JQK9PĜQ7

图 ('12)扩增结果

#9$ 株菌 %"0:>+,B3*扩增' # T$ 斑马鱼皮肤总 *+,(

%7>+,F9:SQ:' #7%"0:>+,' !7对照组' @7感染组(

E6@&(')89:>A=<12)

#9$ 9K9:5\QKQ6Q6QOP:5UI5:Q\G\5[B3*' #T$ P5P96*+,G\569PQM

[:5FHQT:9[G\I \SGJ7%7>+,F9:SQ:' #7%"0:>+,5[PIQ\P:9GJ'

!7O5JP:56[G\I' @7GJ[QOPQM [G\I7

(&('斑马鱼感染试验

将弗氏柠檬酸杆菌分离株对斑马鱼浸泡感染

试验"结果表明"当饲养温度约为 #< a时"#@ _C"

I致死率为 ""7?W( 感染发病死亡的斑马鱼呈现

皮肤)腮部出血"腹部膨胀等症状#图 @$( 对照组

斑马鱼无病变症状(

(&*'斑马鱼皮肤免疫相关基因

从鱼源弗氏柠檬酸杆菌感染诱导的成体斑马

鱼皮肤组织中提取总 *+,#图 #ET$"经 ZG5PGJ 荧

光标记与拥有 %< "%? 个 O>+,片段的斑马鱼基

因芯片#,[[dFQP:Gc$杂交后"共检测筛选获得 ==

个皮肤免疫相关差异表达基因"其中有 ?@ 个上调

表达基因 #:9PG5

#

#7$$和 %@ 个下调表达基因

#:9PG5

$

$7<$'在斑马鱼皮肤组织 == 个差异表达

基因中"其中有 =! 个为已知功能基因"< 个为未

知功能新基因 #-(3?CCC$@)HKO! %?!<@<)HKO!

C#$@C)HKO!"@%%< 和 HKO!"@$$!$( 进一步将 ==

个差异表达基因数据输入芯片分子功能注释

8,0系统"进行 (̀#KQJQ5JP565Kd$分析"结果发

现斑马鱼皮肤组织中 == 个差异表达基因主要涉

及 = 种生物学功能"其中主要参与补体激活#&C"

&=

"

"&=

!

)&!&)&!9)&J9$)急性期反应# 2#-6)4J2)

&1)254) 2-916$)细胞凋亡 # 9'.9) 925@)N<(C#)

1<&<?)1<&<@9) %J.9/29) %J.9/22$)抗原加工提呈

#-)&%+22)4)*%)-)&#2$)细胞迁移粘附#,&2(9%)

1D(6!)'81)N%4=2)<%<)&6<%5)&6<%J)&6<%<$)凝血因

)%"
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图 *'株菌 !.L5#$%基因序列构建的$_树

%

代表分离株(

E6@&*'1HF>=@8?8A6"A588=<!.L5#$%@8?898B:8?"89=<AH89A536?

%

GJMGO9PQ\PIQG\569PQ7

图 +'弗氏柠檬酸杆菌感染斑马鱼试验

#9$ 对照组' #T$ 感染组(

E6@&+'13AH=@8?6"6AF 3993F96? 8̀453<69H4F

:96?@ 8%=)-.93446?<8"A6=?

#9$ O5JP:56[G\I' #T$ GJ[QOPQM [G\I7

子#J<$和血小板激活#J55)J59)J52)4)9,%$以及

应激防御反应等免疫应答过程'并且以防御应

答反应 # MQ[QJ\QGFFRJQ:Q\U5J\Q$)应激反应

#:Q\U5J\QP5 \P:Q\\9JM \PGFR6R\$方面的差异表达

基因最多"占有比例分别为 #C7<<W和 #!7="W

#图 <$( 同时根据 == 个差异表达基因的 :9PG5

值"依次将各个差异表达基因所涉及的分子功

能途径进行通路分析"结果表明"8,Bh信号通

路# ),1?$)<2::)%J.9/29'Eo$7$%$)',hA0D,D

信号通路 # /J%%' Eo$7$< $) eJP信号通路

#N%4=2'Eo$7$<$和 D̀ .E

!

信号通路 #4)9,%'

Eo$7$<$等参与斑马鱼皮肤抗弗氏柠檬酸杆菌

感染免疫应答#表 #$(

图 ,'KK 个斑马鱼皮肤免疫相关基因的分子功能分类

E6@&,'E:?"A6=?3>3??=A3A6=?9=<AH8KK 677:?8058>3A8;@8?89=<9O6?6? 8̀453<69H

!%"
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! 期 吕爱军"等!弗氏柠檬酸杆菌感染诱导斑马鱼皮肤免疫相关基因的差异表达 &&

表 ('斑马鱼皮肤组织中免疫应答相关基因差异表达

/34&('C77:?8589I=?9858>3A8;0@8?86? 8̀453<69H9O6?

Q̀JZ9JS

登录号

9OOQ\\G5J J57

基因

KQJQ

差异倍数

[56M

OI9JKQ

Q̀JZ9JS

登录号

9OOQ\\G5J J57

基因

KQJQ

差异倍数

[56M

OI9JKQ

ZX#=@=@= 补体 C#OC$ !7C=

,e$%C"=C 补体 ="

&

肽#O=

&

$ #7%"

,e%%"""= 补体 ="

!

肽补体#O=

!

$ #7#C

Z8$!"!=C 补体 !O#O!O$ #7@=

+8n%!%!!=7% 补体因子Z#O[T$ @7@<

,/@??"?! 补体 !T类似物#-(3%$$%@CC!C$ #7#C

Z8!%"="?

"

#巨球蛋白#

"

#F6$ %<7$"

Z8C<?@"@ 转铁蛋白#P[9$ "7!"

Z3$@=$!?7% 铜蓝蛋白#OU$ #7#@

,g$@C?!%7% 血管紧张素原#9KP$ !7=<

3>$%@?@<

"

%微球蛋白#9FTU6$ #7<=

,g%!<?%"7% 干扰素 %#G[J%$ #7"@

Z/==<!CC 干扰素调节因子 #结合蛋白 %#G:[#TU%$ #7$C

Z8$C<=@% 免疫球蛋白
#

结合蛋白 ##GKIFTU#6$ #7$<

Z3$<#?"<7% 肿瘤坏死因子"

"

诱导蛋白 =#PJ[9GU=$ #7%?

Z8C<"?=C 肿瘤坏死因子受体相关蛋白#PP:9U$ #7%=

Z3$@<!?%7% 激活转录因子 !#9P[!$ #7$!

ZX$C!<!# 趋化因子3k3受体#OcO:?T$ #7#%

Z3$<!#@#7% Z细胞易位基因 @#TPK@$ #7C?

ZX#=@=<< 甘露糖结合凝集素 %#6F9J%$ #7$$

Z8<!!=@= 凝集素#%31#%%E#<$2<7%%$ #7!$

Z3$<$<$#7% 粘蛋白 @类似物#-(3%$$$$$%<#$ #7?#

Z3$@@<$=7% :9\基因家族成员 Z̀#:I5KT$ #7$@

Z3$@@@?%7% :9\基因家族 %%成员Z#:9\6%%T$ !7#%

+8n%!%%#=7% 载脂蛋白,E/#9U59%$ !7!C

Z8$?%?%@

半乳糖结合凝集素域样蛋白#>h2gBE

C=,?7%$$

#7@C

3>$<!$?%

胰岛素样生长因子 # F*+,结合蛋白 !

#GK[#TU!$

#7%!

Z3$@@@<"7% 蛋白激酶#U:S:G:$ #7%#

3>"$<<?< 钙释放激活钙调节蛋白 %#5:9G%$ @7@%

,/""?#<# 死亡相关蛋白 "#M9cc$ #7$%

Z̀ !$"!C@ RJOE<%样激酶 %#R6S%$ #7%#

Z8%$%<## HKO!%?!<@< #7=%

Z3$@<="=7%

&

E纤维蛋白原多肽#[KK$ @7==

Z/=?=C#? 纤维蛋白原Z

!

#[KT$ <7@!

Z̀ ?#C$%! 纤维蛋白原
"

链#[K9$ @7C<

3>"$"@<% 凝血因子
+

类似物#-(3%$$%@?C?"$ #7$?

,.<%<#?<7% 凝血因子
,

#[<$ #7#=

Z̀ !$"<$# 热休克蛋白 C$

"

##I\UC$97#$ #7"@

Z8%$!!@! 热休克蛋白 C$

"

%#I\UC$97%$ #7"C

,Z$"#%%"7% 热休克同源蛋白 ?$#I\U?$$ "7="

Z3$@<!<C7%

>J9'#1\U@$$同源物亚家族 Z成员 %T

#MJ9jT%T$

#7!!

+8n%?=#C=7# 硒蛋白B#\QUU%T$ <7C!

Z3$@C@?<7% 金属硫蛋白 ##FP#$ #7#<

+8n%?$?"?7% 卵黄蛋白原 %#^PK%$ %%=7?$

Z̀ !$!"<= 卵黄蛋白原 ##^PK#$ %@7<=

Z/=?=@$< 卵黄蛋白原 @#^PK@$ =<7=%

Z3$@<@"@7% 解偶联蛋白 @#ROU@$ @7$=

,e@#%#%! 苯丙氨酸羟化酶#U9I$ #7<<

Z/"?!#?@ 8)0=%内切核酸酶同源物#FR\=%$ #7@!

,.!@C$!@7% 髓过氧化物酶#FUc$ <7!!

,,"$"$%% 基质金属蛋白酶 %@

"

#FFU%@

"

$ #7!?

Z/?$<"$@

8,B激酶相互作用丝A苏氨酸激酶 %

#FSJS%$

#7@@

3>$%@?@=

细胞色素 B@<$ !,亚家族多肽 "<

#OdU!9"<$

#7!<

Z3$<!#"!7% 细胞色素 T<#OdT<9$ #7<@

3>$%@=?@ 水通道蛋白 %##9LU%#$ #7#=

Z2"C!%"? 载脂蛋白Z#9U5T6$ "7%$

+8n%!%#"@7% 芳香烃受体 ##9I:#$ #7<#

Z3$<!#%=7% Z3-#相关卵巢杀伤基因#T5ST$ #7C"

Z̀ !$!?=% Z3-#相关永生基因 @#T9K@$ #7##

Z/=@$$?= O9\U9\Q招募域样基因#>h2gE%(#7"$ !7<"

Z8$#<=<"

色氨酸 ;天门冬氨酸域重复蛋白 C#

#bM:C#$

!7?$

Z/C=!!== 程序性细胞死亡 ?#UMOM?$ #7%@

Z3$@<<%!7% 程序性细胞死亡 @T#UMOM@T$ #7#C

Y@"??"7%

主要组织相容性复合体
'

类 ),,基因

#FIO%R99$

#7$!

,g%<?<?@7% DId%细胞表面抗原#PId%$ #7$"

Z3$@@<%"7% Z类清道夫受体成员 %#\O9:T%$ #7!$

Z8%=#<$"

脊髓灰质炎病毒受体相关蛋白 !

#U^:6!$

#7!?

+8n%!%$C#7% 5JQEQdQM UGJIQ9M#5QU$ #7#@

Z8="%<@! -(3?CCC$@ #7%$

+8n%!$C@"7% bJP=9 #7#C

,g##<@@=7% 末路基因#MJM$ !7<<

+8n%=$C"<7# 水闸蛋白 K#O6MJK$ #7@%

+8n%!%?""7% 水闸蛋白[#O6MJ[$ #7@"

+8n%=$C"@7# 水闸蛋白 M#O6MJM$ !7#%

,/?#%<#=

补体 调 控 蛋 白 因 子 /EZ类 似 物

#-(3<<?<<?$

$7!@

Z/=?C<@# 嗜中性粒细胞胞质因子 %#JO[%$ $7@C

Z2$%?"<#

脂多糖诱导的肿瘤坏死因子类似物

#-(3<"%<C#$

$7@=

Z3$@C@$%7% 33,,D增强子结合蛋白
!

#OQTUT$ $7@?

Z8%=<=<C 趋化因子33-E3%%T#OO6EO%%T$ $7@=

+8n%!%$"#7% 33型趋化因子 %#OO6%$ $7@?

,/?C!@=$ 血小板反应蛋白 %#PIT\%$ $7!#

+8n%<!"<?7% 前列腺素内过氧化物合酶#UPK\#9$ $7!!

Z3$<$%?<7%

Z细胞
-

轻肽基因增强子核因子抑制

因子#J[STG9T$

$7!#

,e$%C%$<

Z细胞
-

轻肽基因增强子核因子抑制

因子#J[STG99$

$7@%

+8n%!%"C<7% 813//类整合膜蛋白
"

#FIO#9$ $7@#

+8n%!%"C<7% HKO!C#$@C $7@%

Z3$<!#<C7% HKO!"@%%< $7@?

Z/==#$!" HKO!"@$$! $7%$

注!基因平均差异表达率(

+5PQ\!^96RQ\9:Q9̂Q:9KQM [:5FPb5 TG565KGO96:QU6GO9PQ\#:9PG5

#

# 5:

$

$7<$7

"%"
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!&讨论

近年来"关于弗氏柠檬酸杆菌导致鱼类感染

疾病的报道不断增加*%$ ;%!+

( 09P5 等*%$+最早从水

族箱养殖的翻车#?'62 -'62$分离到弗氏柠檬

酸杆菌"感染发病表现皮肤腐烂)出血)肠炎等症

状( 0̂QP69J9等*%%+报道弗氏柠檬酸杆菌可引起虹

鳟#$%&'()*%&)+,-*./,,$肠炎"导致较高的死亡

率( 陈翠珍等*%#+研究表明弗氏柠檬酸杆菌引起

中华绒螯蟹 #;(/'&)8/(,/%8%,/,$感染( 舒新华

等*%!+ 报 道 弗 氏 柠 檬 酸 杆 菌 感 染 乌 鳢

#$1)/'&81)26+,2(5+,$导致腹水病( 本研究从草

鱼肠道中分离获得弗氏柠檬酸杆菌"人工腹腔注

射感染草鱼结果证实为致病株#->

<$

f%$

=

O[RA

F-$"同时感染斑马鱼可引起皮肤出血等症状"因

此建立以鱼源弗氏柠檬酸杆菌感染诱导的成体斑

马鱼为实验动物模型"通过基因芯片技术分析其

皮肤免疫相关因子的应答机制"旨在为鱼类疾病

诊断防治提供一定的理论参考(

近几年"O>+,基因芯片技术等已用于检测

牙 鲆 # E2(26/&)4)*, '6/D2&8+,$) 鲤 # 0*1(/%+,

&2(1/'$等鱼类机体免疫相关基因研究*C"%?+

( 最

近"1RG\GJK等*%"+报道了鲤的OcO趋化因子介导嗜

中性粒细胞的趋化现象"以及3k3受体#&:&($参

与鱼体上所寄生的日本鲺#3(5+6+,F21'%/&+,$的

急性感染( 基因表达研究表明"一些免疫调节因

子参与鱼类的先天与适应性免疫应答"包括细胞

因子白介素#/6#%)/6#=$)干扰素#/J%$)肿瘤坏死因

子#4%J$)趋化因子#&:&)&&$)D566样受体#46(,$以

及氧化酶环氧化酶 &':##)诱导型 O$合酶#/%',$

等"/6#%

!

和4%J

#

可通过激活+.E

-

Z信号通路诱导

一氧化氮#+($的产生*%?"#%+

( 除补体活性外"其

它体液免疫因子如急性时相蛋白#,BB$)过氧化

物酶#1'$)溶菌酶等也参与免疫调控( 本研究在

斑马鱼皮肤抗弗氏柠檬酸杆菌感染免疫应答中"

发现补体),BB)-)&)/J%和4%J以及趋化因子等参

与皮肤免疫应答"这为深入研究鱼类皮肤免疫系

统#[G\I \SGJ GFFRJQ\d\PQF".0/0$的转录组学提

供了参考依据(

最近"eR等*%=+采用基因芯片方法研究猪链

球菌#=4(814'&'&&+,,+/,$感染的斑马鱼"获得 %=C

个差异表达基因"涉及免疫应答)炎症反应)补体

激活和防御应答相关基因等( BQ9PF9J 等*##+采用

基因芯片方法研究 爱德华氏菌#;<N2(<,/8662

/&426+(/$感染鲶鱼后肝脏基因表达谱"结果表明"

可诱导813

'

类分子相关通路早期激活"涉及

主要组织相容性复合体#813$

'

类基因)转铁蛋

白基因#4J2$)细胞色素氧化酶基因#&*1%2$)肿瘤

坏死因子#4%J$)补体#0$)半乳糖凝集素#6526,C$

等免疫相关基因( *5j5 等*#!+采用 *DEB3*方法

对鳗利斯顿氏菌#"/,4'%8662 2%5+/662(+-$腹腔注

射感染的斑马鱼研究表明"感染 ## I 后转铁蛋白

基因#4J2$)肿瘤坏死因子基因#4%J2$等均上调表

达( (:M9\等*#@+以鼠伤寒沙门氏菌 # =26-'%8662

4*1)/-+(/+-$感染斑马鱼胚胎"其基因表达谱涉

及转录因子)细胞因子和趋化因子)补体以及参与

凋亡)抗菌活性蛋白等( 进一步测序分析发现"这

与1QKQMR\等*#<+以海分枝杆菌感染成体斑马鱼

的基因表达谱"存在共同抗感染应答( 由此可见"

本次实验与已报道的鱼类免疫相关因子有许多相

同之处"提示无论鱼类系统免疫或皮肤黏膜免疫"

很可能存在一些相似的分子保护机制( 此外"09:

等*#"+采用基因芯片研究海分枝杆菌感染成体斑

马鱼的基因表达谱"结果表明影响多个信号级联

反应"主要包括eJP通路和D-*通路(
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!##<$!<$$ ;<$=7

* # +&kR >1" h6Q\GR\B 1" 0IQ6Td * ,73RP9JQ5R\

9JPGT5MGQ\GJ QcOG\QM \SGJ [:5F OI9JJQ6O9P[G\I"

!&426+(+, 1+%&424+,# *9[GJQ\LRQ$" GFFRJQ P5

!&)4)*'1)4)/(/+,-+64/J/6//,* '+7'5R:J965[.G\I

>G\Q9\Q"#$$#"#<#%$!@< ;<#7

* ! +&-R5 k3" kGQ8 X" YIR k X" 84267B:5PQOPĜQ
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GFFRJQ:Q\U5J\Q"U69PQ6QP9OPĜ9PG5J"O59KR69PG5J [9OP5:\":Q\U5J\QP5 \P:Q\\9JM \PGFR6R\"9U5UP5\G\"9JPGKQJ

U:5OQ\\GJK 9JM U:Q\QJP9PG5J"OQ669MIQ\G5J 9JM FGK:9PG5J"QPO7/J 9MMGPG5J"PIQ9J96d\G\5[PIQU9PIb9d\

\I5bQM PI9PPIQ8,Bh#),1?$"<2::"%J.9/29$"',hA0D,D#/J%%$"9JM D̀ .E

!

#4)9,%$ \GKJ96GJK U9PIb9d\

F9d TQGJ^56̂QM GJ PIQGFFRJQ:Q\U5J\Q\5[\SGJ GJ [G\I7DIQ,[[dFQP:Gc HQT:9[G\I O>+,FGO:59::9d G\

R\Q[R6[5:GMQJPG[dGJK PIQ[RJOPG5J96KQJQ\GJ^56̂QM GJ PIQ\SGJ GFFRJQMQ[QJ\Q5[[G\I"9JM [RPR:Q[RJOPG5J96

9J96d\G\5[PIQ\QKQJQ\F9d O5JP:GTRPQP5 RJMQ:\P9JMGJK PIQFQOI9JG\F\5[\SGJ GFFRJQ:Q\U5J\Q\9JM 5[[Q:

9\OGQJPG[GO:Q[Q:QJOQ[5:PIQ0/4('92&48(EHQT:9[G\I F5MQ65[T9OPQ:G96U9PI5KQJQ\G\7

Q8F G=5;9! 0/4('92&48(J(8+%<//' HQT:9[G\I' \SGJ' GFFRJQE:Q69PQM KQJQQcU:Q\\G5J' O>+,FGO:59::9d

2=5589I=?;6?@ 3:AH=5! -r,GEjRJ72EF9G6!69j9JMN%#"7O5F

%%"


