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摘要：组蛋白是染色体核小体的重要组分，在调控染色质结构、基因转录、个体发育等
不同生物学过程中起着重要作用。为了研究鱼类组蛋白基因是否存在核苷酸的多态性以
及组蛋白核苷酸多态性是否会影响鱼类的抗病力，本实验以斑马鱼和草鱼为研究对象，
通过 PCR 扩增克隆了组蛋白 H2A 的全长开放阅读框；利用过表达技术、菌落平板计数、
感染存活分析以及荧光定量 PCR 技术，研究了斑马鱼和草鱼组蛋白 H2A 核苷酸多态性
不同变异体在杀鱼爱德华氏菌感染中的作用。在本研究中，实验发现鱼类组蛋白 H2A
存在着丰富的核苷酸多态性。序列分析结果显示斑马鱼和草鱼组蛋白 H2A 核苷酸多态
性的变异体核苷酸序列相似性为 90%~100%；而两两 H2A 核苷酸多态性变异体氨基酸序
列之间最多只有 3 个位点存在差异。通过体内和体外抗菌实验可知，斑马鱼和草鱼组蛋
白 H2A 核苷酸的多态性显著影响 H2A 的抗菌活性。此外，筛选出的抗菌组蛋白 H2A 核
苷酸多态性的变异体在斑马鱼体内的过表达，不仅具有免疫增强的作用，还能显著增强
斑马鱼对杀鱼爱德华氏菌感染的抗病力。本研究为筛选具有抗病作用的组蛋白 H2A 免
疫保护原奠定了重要基础。
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组蛋白是染色质核小体的重要组分，根据

分子量和氨基酸成分不同，组蛋白可分为 H1、
H2A、H2B、H3 和 H4。在这 5 种组蛋白中，组

蛋白 H1 富含赖氨酸；H2A 和 H2B 具有较为丰富

的赖氨酸；H3 和 H4 具有含量丰富的精氨酸。组

蛋白是已知蛋白质中最保守的蛋白。在亲缘关

系较远的不同种属中，组蛋白 H1 蛋白序列变化

较大；组蛋白 H3 和 H4 蛋白序列变化最小。在

哺乳动物中，组蛋白已被报道存在多种翻译后

修饰，包括乙酰化、甲基化、磷酸化、泛素化、

糖基化、ADP-核糖基化、羰基化和类泛素化修

饰等 [1-2]，多发生在组蛋白的 N-端尾部。组蛋白

的翻译后修饰不仅与染色体的重塑和功能紧密

相关 [3]，而且在基因转录 [4]、DNA 修复 [5]、有丝

分裂 [6]、减数分裂 [7]、发育 [8]、凋亡 [9-10] 以及致癌

作用 [11] 等多种过程中发挥重要作用。除了翻译

后修饰外，组蛋白的变异体也参与调控染色质

结构、基因转录、个体发育等不同的生物学过程。

在硬骨鱼类中，已有一些研究揭示了组蛋

白的翻译后修饰和组蛋白的变异体在发育以及

基因转录调控中的作用[12-13]。如虹鳟 (Oncorhynchus
mykiss) 的组蛋白在精子形成期间的磷酸化和乙

酰化修饰能改变其与 DNA 的结合 [14]；斑马鱼

(Danio rerio) 组蛋白 H3 的三价甲基化修饰在早期

胚胎形成中起着重要作用[15]；鲤 (Cyprinus carpio)
H2A.Z 的泛素化富集在自然条件下起着调控染色
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质结构的作用[16]。关于组蛋白变异体的功能，主

要报道了银鲫 (Carassius auratus gibelio) 和斑马鱼

卵母细胞特异的 H2A 变异体 H2af1o 具有维持细

胞同步分裂的作用 [17-18]；斑马鱼 H2afza 变异体导

致颅骨发育畸形 [19]；斑马鱼 MacroH2A 变异体涉

及斑马鱼的胚胎发生 [20]；鲤的 MacroH2A 变异体

参与核糖体基因的转录调控[13]。组蛋白的杀菌活

性也很早被发现，在硬骨鱼类中关于组蛋白衍

生的抗菌肽有较多的研究报道。如组蛋白 H2A
衍生的抗菌肽包括来自于鲇 (Parasilurus asotus)
的 Parasin  I[21]、大西洋庸鲽 (Hippoglossus hippo-
glossus) 的 Hipposin[22]、海洋硬骨鱼类如半带舌鳎

(Cynoglossus  semifasciatus) 的 Teleostin 抗菌肽 [23]，

以及淇河鲫 (C. aurutus) 的 Ca-L-hipposin[24]。组蛋

白 H2B 衍生的抗菌肽包括斑点叉尾鮰(Ictalurus
punctatus) 的 HLP-1(histone-like proteins-1) 和 HLP-
3(histone-like  proteins-3)[25]，以及鲤、鲫和草鱼

(Ctenopharyngodon  idella) 的 HLP-1[26-27] 等。组蛋

白衍生的抗菌肽大多数直接具有广谱、高效的

抗菌活性。

已有一些研究显示了免疫基因核苷酸的多

态性与疾病的易感性或者抗感染相关 [28]。如发

现 IFN-γ (Interferon-gamma)+874T/A 基因的多态性

与视网膜脉络膜炎弓形体病的易感性相关 [29]；

TLR2(Toll-like receptor 2) 和 TLR4(Toll-like receptor
4) 信号通路中的重要接头蛋白 TIRAP (Toll-inter-
leukin  1  receptor  domain  containing  adaptor  protein)
的 C539T 多 态 性 与 肺 结 核 的 易 感 性 相 关 [30]；

TLR3 (Toll-like receptor 3) 的 Leu412Phe 多态性位

点 (rs3775291)对病毒性心肌炎易感染、但对脑炎

病毒和艾滋病病毒抵制 [31-33]；MyD88(myeloid dif-
ferentiation factor 88) 的 rs6853 多态性位点和 TIRAP
的 rs8177374 多态性位点抵制肺结核的感染[34] 等。

在硬骨鱼类中，研究人员发现 TLR3 的 -764 G/T
位点多态性与草鱼抵制 GCRV (grass carp reovirus)
感染相关[35]；通过全转录组筛选的方法，从 GCRV
感染的草鱼个体和 CIK 细胞系中分别鉴定出 413
和 832 个 GCRV 抵制相关的单核苷酸多态性 (SNP)
位点、1 381 和 1 606 个 GCRV 敏感相关的 SNP
位点[36]。尽管关于鱼类组蛋白变异体在发育以及

基因转录调控中的作用、鱼类组蛋白衍生的抗

菌肽及其抗菌功能有较多的报道，但鱼类组蛋

白基因是否存在核苷酸的多态性、组蛋白核苷

酸序列的多态性是否会影响鱼类的抗病力以及

易感性还少见报道。本研究通过同源克隆斑马

鱼和草鱼组蛋白 H2A 全长 ORF，从群体水平研

究了鱼类组蛋白 H2A 是否存在核苷酸的多态性。

在此基础上，在鱼类胚胎或者细胞系中过表达

其中的 6 个斑马鱼 H2A 核苷酸多态性的变异体

(简称为 zfH2A-1~zfH2A-6) 和 8 个草鱼 H2A 核苷

酸多态性的变异体 (简称为 gcH2A-1~gcH2A-8)，
研究了这些组蛋白 H2A 核苷酸多态性变异体在

杀鱼爱德华氏菌 (Edwardsiella piscicida) 感染中的

作用。该研究结果对于筛选具有抗杀鱼爱德华

氏菌感染的组蛋白具有重要意义。

1    材料与方法

1.1    斑马鱼和草鱼组蛋白 H2A基因的克隆及

序列分析

扩增斑马鱼组蛋白 H2A 的 cDNA 模板来自

于 50 尾感染有杀鱼爱德华氏菌的斑马鱼幼鱼，

感染浓度为 2×108 CFU/mL，感染后 24 h 收集 50
尾左右的幼鱼 (受精后第 5 天 ) 用于 RNA 提取。

扩增草鱼组蛋白 H2A 的 cDNA 模板来自于 3 尾

感染有柱状黄杆菌 (Flavobacterium  columnare)、
体长 12 cm 左右、体质量 50~75 g 的草鱼，感染

浓度为 5×106 CFU/mL，感染后 30 h 收集 3 尾草

鱼的鳃组织用于 RNA 提取。扩增引物使用以往

报道的引物 H2AF/H2AR[37]。斑马鱼和草鱼组蛋

白 H2A 核苷酸多态性变异体核苷酸和氨基酸序

列的比较使用 Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/
Tools/msa/clustalo/)。序列相同性比较使用 MegA-
lign 软件。

1.2    斑马鱼组蛋白 H2A核苷酸多态性变异体

体内抗菌活性分析

斑马鱼组蛋白 H2A 核苷酸多态性变异体

zfH2A-1~zfH2A-6 质粒的构建方法以及扩增引物

见以往的报道[37]。将所构建的斑马鱼组蛋白 H2A
核苷酸多态性变异体 zfH2A-1~zfH2A-6 以及空质

粒 FLAG(p3×FLAG-CMV-14,  Siga-Aldrich) 稀释到

100 ng/μL。将这些质粒分别在 1 细胞期显微注射

到斑马鱼的受精卵，典型注射量为 2 nL。注射后

的胚胎维持在斑马鱼养殖系统的水中，放置在

28°C 水浴箱中孵化。在受精后的第 4 天，将孵

化出的幼鱼用于杀鱼爱德华氏菌的感染。感染

浓度和方法参考以往的研究 [38]，感染浓度设置

为 2×108 CFU/mL。在感染后的第 24 和 48 h，每
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组分别收集 10 尾幼鱼用于菌落平板计数。

1.3    草鱼组蛋白 H2A核苷酸多态性变异体体

外抗菌活性分析

草 鱼 组 蛋 白 H2A 核 苷 酸 多 态 性 变 异 体

gcH2A-1~gcH2A-8 质粒的构建方法以及扩增引物

见报道[37]。将所构建的草鱼组蛋白 H2A核苷酸多

态性变异体 gcH2A-1~gcH2A-8 以及空质粒FLAG 稀

释到 500 ng/μL。将这些质粒分别用 Lipofectamine®

2000 转染到过夜铺板的 24 孔 CIK 细胞中 (3×
105/孔)。24 h 后用杀鱼爱德华氏菌感染。感染复

数和具体方法参考以往的研究[39]，感染复数设置

为 10。在感染后的 3 和 6 h，分别用 PBS 清洗

CIK 细胞4 次后，每孔加入500 μL 含有1%(V/V)Triton
X-100 的 PBS，室温裂解 20 min。将细胞裂解液

充分振荡混匀后，使用 TBS 培养基按照适当的

比例进行稀释后，涂布于 TSA 平板上。将 TSA
平板倒置于 28 °C 培养 20 h 后进行计数，根据稀

释度计算每孔细胞的胞内细菌数量。

1.4    荧光定量 PCR分析

将抗菌组蛋白 zfH2A-5 以及空质粒 FLAG 稀

释到 100 ng/μL。将这些质粒分别在 1 细胞期显

微注射到斑马鱼的受精卵中，分别在受精后的

第 1 和第 5 天，每组分别取 50 尾胚胎或者幼鱼

用于 RNA提取。来自于不同样品的 2 μg RNA 用
RevertAid™ First  Strand  cDNA  Synthesis  Kit  (Fer-
mentas, #K1622) 在 42 °C 用 oligo(dT)18 引物进行

反转录。荧光定量 PCR 在 ABI  Prism 7 000 sys-
tem 仪器上，使用 SYBR® Green Master Mix (Bio-
Rad) 进行。检测的基因包括 NOD1  (nucleotide
binding  oligomerization domain  containing  1)、
NOD2  (nucleotide  binding  oligomerization  domain
containing  2)、 pglyrp2  (peptidoglycan  recognition
protein  2)、 pglyrp5  (peptidoglycan recognition pro-
tein 5)、pglyrp6 (peptidoglycan recognition protein 6)、
defbl1 (defensin, beta-like 1)、defbl3 (defensin, beta-
like  3)、 lyzc  (lysozyme)、 rnasel2  (ribonuclease  like
2) 和 rnasel3 (ribonuclease like 3)。荧光定量的引

物见文献 [37, 40]。反应程序：95 °C 预变性 3 min；
94 °C 变性 15 s，52~58 °C 退火 15 s，72 °C 延伸

30 s，45 个循环。采用 2−△△CT 法计算目的基因的

相对表达量，使用 GraphPad Prism 6 软件绘制柱

状图。数据分析使用 t 检验 (Student’s t test)。“*”
代表 P < 0.05; “**”代表 P < 0.01; “ns”代表差异

不显著。

1.5    感染存活分析

将斑马鱼组蛋白 zfH2A-1、zfH2A-3 以及空

质粒 FLAG 稀释到 100 ng/μL。将这些质粒分别

在 1 细胞期显微注射到斑马鱼的受精卵中。在受

精后的第 4 天，将孵化出的幼鱼用于杀鱼爱德华

氏菌的感染，感染浓度为 2×108 CFU/mL。对于

zfH2A-1 注射组及相应的 FLAG 空质粒对照组，

每组各 3 个重复，每个重复 35 尾幼鱼，每组共

计 105 尾幼鱼。对于 zfH2A-3 注射组及相应的

FLAG 空质粒对照组，每组各 3 个重复，每个重

复 26 尾幼鱼，每组共计 78 尾幼鱼。感染后每天

统计死亡个数，连续统计 6 d。用 GraphPad Prism 6
软件绘制感染存活曲线；生存曲线的比较使用

Log Rank 检验。

2    结果

2.1    斑马鱼组蛋白 H2A基因的克隆及其核苷

酸多态性变异体序列分析

通过 CRISPR/Cas9 系统，获得了斑马鱼 NOD1
和 RIP2 敲除的纯合子品系；通过转录组测序的

方法，研究了斑马鱼 NOD1 和 RIP2 基因的敲除

对免疫信号传导通路的影响 [38, 41]。结果发现，

NOD1 和 RIP2 基因的敲除显著影响多个组蛋白

基因的转录。为了揭示组蛋白H2A 在NOD1 和RIP2
信号通路中的作用及其机制，建立在转录组数

据的基础上，设计 1 对引物，克隆组蛋白 H2A
的全长 ORF 序列以构建其真核表达质粒，结果

意外发现斑马鱼组蛋白 H2A 存在着丰富的核苷

酸多态性序列 (图 1)。
实验中对获得的 10 个差异的斑马鱼 H2A 核

苷酸多态性变异体 (GenBank 登录号：MT723830~
MT723834、MT726195~MT726199) 进行序列相似

性分析，结果显示，这 10 个 H2A 核苷酸多态性

变异体之间的相似性为 90.2%~99.5%。10 个 H2A
核苷酸多态性变异体编码的氨基酸序列差异不

大，总共只有 6 个位点存在差异，两两之间最多

只有 2 个氨基酸位点存在差异 (图 2-a)；氨基酸

序列的相似性为 97.7%~100%。其中，斑马鱼组

蛋白 H2A-1、H2A-3、H2A-4 和 H2A-10 的氨基酸

序列完全相同 (图 2-b)。在 10 个差异的斑马鱼

H2A 核苷酸多态性变异体中，同义突变所占的

比例为 40%，非同义突变所占的比例为 60%。
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2.2    草鱼组蛋白 H2A基因的克隆及其核苷酸

多态性变异体序列分析

以草鱼细菌感染的 cDNA 为模板，从鳃组

织中获得至少 10 个 H2A 核苷酸多态性的变异体

(图 3，GenBank 登录号为 MT723835~MT723844)。
实验对其进行序列相似性分析，结果显示这 10 个

H2A 核苷酸多态性变异体之间的相似性为 93.5%~
99.7%。这 10 个 H2A 核苷酸多态性变异体编码

的氨基酸序列共有 7 个位点存在差异，两两之间

最多只有 3 个氨基酸位点存在差异 (图 4-a)；氨

基酸序列的相似性为 96.1%~100%。其中，草鱼

组蛋白 gcH2A-2 和 gcH2A-6 的氨基酸序列完全相

同 (图 4-b)；gcH2A-5、gcH2A-8 和 gcH2A-9 的氨

基酸序列完全相同 (图 4-c)。在 10 个差异的草鱼

H2A 核苷酸多态性变异体中，同义突变所占的

比例为 30%，非同义突变所占的比例为 70%。

2.3    斑马鱼组蛋白 H2A核苷酸多态性变异体

在杀鱼爱德华氏菌感染中的作用

实验选取了 6 个斑马鱼 H2A 核苷酸多态性

变异体，在斑马鱼胚胎中过表达之后，初步分

析了野生型斑马鱼和 H2A 变异体过表达的斑马

鱼幼鱼在杀鱼爱德华氏菌感染中的作用，结果
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图 1    斑马鱼组蛋白 H2A核苷酸多态性可变体核苷酸序列比较

核苷酸多态性变异的位点用红色标出

Fig. 1    Multiple nucleotide sequence alignments of D. rerio histone H2A variants with nucleotide polymorphism
The variation sites of nucleotide polymorphism are indicated in red

1528 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


显示斑马鱼组蛋白 zfH2A-1、zfH2A-5 和 zfH2A-6
的过表达显著抑制杀鱼爱德华氏菌在体内的增

殖；zfH2A-2、zfH2A-3 和 zfH2A-4 的过表达显著

促进杀鱼爱德华氏菌在体内的增殖 (图 5)。和野

生型的对照组相比，zfH2A-1 过表达的实验组在

感染后的 24 h，细菌数量降低了 15.8 倍；在感染

后的 48 h，细菌数量降低了 59.6 倍 (图 5-a)。和

相应的野生型对照组相比，zfH2A-2 过表达的实

验组在感染后的 24 h，细菌数量增加了 10.4 倍；

在感染后的 48 h，细菌数量增加了 22.6 倍 (图 5-b)。
zfH2A-3 过表达的实验组在感染后的 24 h，细菌

数量增加了 3.6 倍；在感染后的 48 h，细菌数量

增加了 11.2 倍 (图 5-c)。zfH2A-4 过表达的实验组

在感染后的 24 h，细菌数量增加了 25.6 倍；在感

染后的 48 h，细菌数量增加了 121.7 倍 (图 5-d)。
zfH2A-5 过表达的实验组在感染后的 24 h，细菌

数量降低了 14.1 倍；在感染后的 48 h，细菌数量

降低了 3.5 倍 (图 5-e)。zfH2A-6 过表达的实验组

在感染后的 24 h，细菌数量降低了 2.1 倍；在感

染后的 48 h，细菌数量降低了 1.5 倍 (图 5-f)。

2.4    草鱼组蛋白 H2A核苷酸多态性变异体在

杀鱼爱德华氏菌感染中的作用

实验选取了 8 个草鱼 H2A 核苷酸多态性变

异体，在草鱼 CIK 细胞中过表达后，初步分析

了空质粒转染的对照组和 H2A 变异体转染的实

验组在杀鱼爱德华氏菌感染中的作用，结果显

示草鱼组蛋白 gcH2A-2、 gcH2A-3、 gcH2A-4 和

gcH2A-8 在 CIK 细胞中的过表达显著抑制杀鱼爱

德华氏菌的增殖；gcH2A-1、gcH2A-5、gcH2A-6
和 gcH2A-7 在 CIK 细胞中的过表达对杀鱼爱德

华氏菌的增殖没有显著的作用 (图 6)。其中，
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图 2    斑马鱼组蛋白 H2A核苷酸多态性可变体氨基酸序列比较

(a) 所获得的斑马鱼 10 个组蛋白 H2A 核苷酸多态性可变体氨基酸序列比较，氨基酸发生变异的位点用红色标出； (b) 斑马鱼组蛋白

H2A-1、H2A-3、H2A-4 和 H2A-10 的氨基酸序列比较

Fig. 2    Multiple amino acid sequence alignments of D. rerio histone H2A variants with nucleotide polymorphism
(a)  amino acid sequence alignments  of  10 histone H2A variants  with  nucleotide polymorphism from zebrafish.  The variation sites  of  amino acids  are
indicated in red; (b) amino acid sequence alignments of H2A-1, H2A-3, H2A-4 and H2A-10
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gcH2A-2 过表达的 CIK 细胞只是在感染后的 6 h
才显著抑制杀鱼爱德华氏菌的增殖 (图 6-b)；
gcH2A-3 和 gcH2A-4 过表达的 CIK 细胞在感染后

的 3 和 6 h 均能显著抑制杀鱼爱德华氏菌的增殖

(图 6-c，图 6-d)；gcH2A-8 过表达的 CIK 细胞只

是在感染后的 3 h 抑制杀鱼爱德华氏菌的增殖

(图 6-h)。

2.5    抗菌组蛋白 zfH2A-5对免疫基因的表达调控

在筛选出来的 3 个斑马鱼抗菌组蛋白 zfH2A-1、
zfH2A-5 和 zfH2A-6 中，使用具有中等抗菌作用

的抗菌组蛋白 zfH2A-5 真核表达质粒，通过荧光

定量 PCR 技术研究了 zfH2A-5 对一些抗菌相关

的模式识别受体 PRRs 以及抗菌蛋白的表达调控。

结果显示，在过表达的第 1 天，zfH2A-5 显著诱

导 NOD1  (6.1 倍 )、 NOD2  (4.6 倍 )， pglyrp2  (5.7
倍) 和 pglyrp5 (3.5 倍) 的表达；对 pglyrp6 的表达

没有明显调控作用。随着过表达时间的延长，

zfH2A-5 从第 1 天 6.1 倍的增加降到第 5 天 3.1 倍

的增加。在过表达的第 5 天，zfH2A-5 仍能显著

诱导 NOD1 和 pglyrp2 的表达；对 NOD2 和 pglyrp5
的表达没有明显的诱导作用；对 pglyrp6 的表达
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GCTGAGATCCTGGAGTTGGCCGGAAACGCCGCTCGGGACAACAAGAAGACCCGTATCATCCCCCGCCACCTGCAGTTGGCGGTGCGCAAC

GCTGAGATCCTGGAGTTGGCCGGAAACGCCGCTCGGGACAACAAGAAGACCCGTATCATCCCCCGCCACCTGCAGTTGGCGGTGCGCAAC
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GACGAGGAGCTGAACAAACTTCTGGGTGGAGTGACCATCGCTCAGGGTGGTGTGCTGCCCAACATCCAGGCCGTGCTGCTGCCCAAGAAA
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GACGAGGAGCTGAACAAACTTCTGGGTGGAGTGACCATCGCTCAGGGTGGTGTGCTGCCCAACATCCAGGCCGTGCTGCTGCCCAAGAAA
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图 3    草鱼组蛋白 H2A核苷酸多态性可变体核苷酸序列比较

核苷酸多态性变异的位点用红色标出

Fig. 3    Multiple nucleotide sequence alignments of C. idella histone H2A variants with nucleotide polymorphism
The variation sites of nucleotide polymorphism are indicated in red
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增强 (图 7-a)。在过表达的第 1 天，zfH2A-5 显著

诱导抗菌蛋白 defbl1、 defbl3、 lyzc 和 rnasel3 的

表达，对 rnasel2 的表达没有显著作用。在过表

达的第 5 天，zfH2A-5 弱微增强 rnasel2 的表达；

弱微减少 rnasel3 的表达；对 defbl1、 defbl3 和

lyzc 的表达没有明显作用 (图 7-b)。

2.6    抗菌组蛋白 zfH2A-1在斑马鱼体内的过表

达对感染幼鱼存活率的影响

在筛选出来的 3 个斑马鱼抗菌组蛋白 zfH2A-1、
zfH2A-5 和 zfH2A-6 中，使用具有较强抗菌作用

的抗菌组蛋白 zfH2A-1 真核表达质粒，将其显微

注射到斑马鱼胚胎中；通过过表达以及评估感

染存活率的方法研究了抗菌组蛋白 zfH2A-1 在斑

马鱼体内的过表达对感染幼鱼存活率的影响。

和显微注射空质粒 FLAG 的对照组相比，zfH2A-1
在斑马鱼体内的过表达显著提高了感染有杀鱼

爱德华氏菌幼鱼的存活率 (图 8-a)。其中，注射

空质粒组的存活率为 12.38%，注射抗菌组蛋白

zfH2A-1 组的存活率为84.76%。抗菌组蛋白 zfH2A-1
已经被本团队申请并授权了国家发明专利[42]。

实验中也研究了与斑马鱼 zfH2A-1 氨基酸
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图 4    草鱼组蛋白 H2A核苷酸多态性可变体氨基酸序列比较

(a) 所获得的草鱼 10 个组蛋白 H2A 核苷酸多态性可变体氨基酸序列比较，氨基酸发生变异的位点用红色标出；(b) 草鱼组蛋白 H2A-2
和 H2A-6 的氨基酸序列比较；(c) 草鱼组蛋白 H2A-5、H2A-8 和 H2A-9 的氨基酸序列比较

Fig. 4    Multiple amino acid sequence alignments of C. idella histone H2A variants with nucleotide polymorphism
(a)  amino acid  sequence  alignments  of  10  histone  H2A variants  with  nucleotide  polymorphism from C. idella.  The  variation  sites  of  amino acids  are
indicated in red; (b) amino acid sequence alignments of H2A-2 and H2A-6; (c) amino acid sequence alignments of H2A-5, H2A-8 and H2A-9
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图 5    斑马鱼组蛋白 H2A核苷酸多态性可变体体内抗菌作用

(a) 斑马鱼组蛋白 zfH2A-1 在鱼体内抑制细菌增殖的作用；(b) 斑马鱼组蛋白 zfH2A-2 在鱼体内促进细菌增殖作用；(c) 斑马鱼组蛋白

zfH2A-3 在鱼体内促进细菌增殖作用；(d) 斑马鱼组蛋白 zfH2A-4 在鱼体内促进细菌增殖作用；(e) 斑马鱼组蛋白 zfH2A-5 在鱼体内抑制

细菌增殖作用；(f) 斑马鱼组蛋白 zfH2A-6 在鱼体内抑制细菌增殖作用。a~f 中, FLAG 为质粒空载骨架

Fig. 5    In vivo antibacterial activities of D. rerio histone H2A variants with nucleotide polymorphism
(a) the antibacterial effect of zebrafish histone zfH2A-1 in vivo; (b) the proliferative effect of zebrafish histone zfH2A-2 on the bacterial growth in vivo;
(c) the proliferative effect of zebrafish histone zfH2A-3 on the bacterial growth in vivo; (d) the proliferative effect of zebrafish histone zfH2A-4 on the
bacterial growth in vivo; (e) the antibacterial effect of zebrafish histone zfH2A-5 in vivo; (f) the antibacterial effect of zebrafish histone zfH2A-6 in vivo.
For a-f, FLAG is the empty plasmid used for plasmid construction. "*" . P < 0.05; "**". P < 0.01; "ns". not significant difference, the same below
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序列完全相同的 zfH2A-3 在杀鱼爱德华氏菌感染

存活中的作用。结果显示，和显微注射空质粒

FLAG 的对照组相比，zfH2A-3 在斑马鱼体内的

过表达显著降低了感染有杀鱼爱德华氏菌幼鱼

的存活率 (图 8-b)。其中，注射空质粒组的存活

率为 60.26%，注射组蛋白 zfH2A-3 组的存活率
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为 33.33%。

3    讨论

近年来，关于组蛋白衍生的抗菌肽成为研

究的热点，这些组蛋白衍生的抗菌肽是在蛋白

酶作用下由生物体内的组蛋白降解并分泌而来。

在硬骨鱼类中，组蛋白 H2A 具有较高的同源性；

组蛋白 H2A 衍生的抗菌肽源于 H2A 的 N 端。组

蛋白 H2A 衍生抗菌肽的抗菌作用已在鲇和大西

洋庸鲽等鱼类中报道，显示对多种革兰氏阳性

菌和革兰氏阴性菌都具有广谱的抗菌活性 [21-22]。

然而也有研究显示鱼类完整的组蛋白 H2A 具有

一定的抗菌活性 [43]。但不同于组蛋白 H2A 衍生

的抗菌肽，完整的组蛋白 H2A 由于分子量大以

及涉及参与染色质结构形成，其在细胞内作为

抗菌因子时可能存在一些缺陷 [44]。在斑马鱼中，

本团队已发表的研究结果显示完整的组蛋白

H2A 具有很强的抗菌活性，其在斑马鱼体内的

过表达不仅能抑制细菌的增殖，还能增强感染

幼鱼的存活率[37]。本研究成功地从斑马鱼和草鱼

中，分别至少克隆到了 10 个 H2A 核苷酸多态性

的变异体。这应该是硬骨鱼类 H2A 存在丰富核

苷酸多态性的首次报道。

研究结果表明，斑马鱼 zfH2A-1、zfH2A-3
和 zfH2A-4 的氨基酸序列完全相同，zfH2A-1 具

有抗菌活性，而 zfH2A-3 和 zfH2A-4 却起着相反

的作用。草鱼组蛋白 gcH2A-2 和 gcH2A-6 的氨基

酸序列完全相同；gcH2A-2 具有抗菌作用，而

gcH2A-6 没有作用。这表明鱼类 H2A 核苷酸的

多态性显著影响 H2A 的抗菌活性。与抗菌活性

相一致的是，斑马鱼 zfH2A-1 在鱼体内的过表达

能显著增强感染有杀鱼爱德华氏菌幼鱼的存活

率，其存活率提高了 72.38%。而促进杀鱼爱德

华氏菌增殖的 zfH2A-3 在鱼体内的过表达则增加

了对杀鱼爱德华氏菌的易感性，其存活率降低

了 26.93%。这表明组蛋白 H2A 核苷酸的多态性

还显著影响鱼类对杀鱼爱德华氏菌的抗病力或

易感性。推测鱼类组蛋白 H2A 核苷酸的多态性

通过影响组蛋白 H2A 的翻译后修饰，进而影响

组蛋白 H2A 对免疫靶基因的转录调控。鱼类组

蛋白 H2A 核苷酸多态性的变异体可能通过调控

免疫基因的表达以及调控免疫靶基因功能的差

异，从而最终影响其对杀鱼爱德华氏菌的抗菌
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图 6    草鱼组蛋白 H2A核苷酸多态性可变体体外抗菌作用

(a) 草鱼组蛋白 gcH2A-1 对细菌增殖没有明显作用；(b) 草鱼组蛋白 gcH2A-2 体外抑制细菌增殖作用；(c) 草鱼组蛋白 gcH2A-3 体外抑制

细菌增殖作用；(d) 草鱼组蛋白 gcH2A-4 体外抑制细菌增殖作用；(e) 草鱼组蛋白 gcH2A-5 对细菌增殖没有明显作用；(f) 草鱼组蛋白

gcH2A-6 对细菌增殖没有明显作用；(g) 草鱼组蛋白 gcH2A-7 对细菌增殖没有明显作用；(h) 草鱼组蛋白 gcH2A-8 体外抑制细菌增殖作

用。a~h 中, FLAG 为质粒空载骨架

Fig. 6    In vitro antibacterial activities of C. idella histone H2A variants with nucleotide polymorphism
(a) no significant effect of gcH2A-1 on bacteria proliferation in vitro; (b) the antibacterial effect of gcH2A-2 in vitro; (c) the antibacterial effect of gcH2A-
3 in vitro; (d) the antibacterial effect of gcH2A-4 in vitro; (e) no significant effect of gcH2A-5 on bacteria proliferation in vitro; (f) no significant effect of
gcH2A-6 on bacteria proliferation in vitro; (g) no significant effect of gcH2A-7 on bacteria proliferation in vitro; (h) the antibacterial effect of gcH2A-8
in vitro. For a-h, FLAG is the empty plasmid used for plasmid construction
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活性以及鱼类对杀鱼爱德华氏菌的抗病力或者

易感性。鱼类组蛋白 H2A 核苷酸多态性变异体在

细菌感染中功能差异的具体原因尚待进一步研究。

在哺乳动物中，已有研究显示 H2A 变异体

的 C 端对于启动炎症基因的表达至关重要[45]。因

此和组蛋白 H2A 衍生的抗菌肽相比，完整的组

蛋白 H2A 可能不仅具有抗菌作用，可能还具有

免疫调节的功能。RIP2 是 NODs 抗菌信号通路

上的关键接头蛋白；在没有被感染 (包括被杀鱼

爱德华氏菌感染) 的情况下，RIP2 基因的敲除显

著抑制多个组蛋白基因的转录[37]。在本团队以往

的研究中，实验结果显示了完整的斑马鱼组蛋白H2A
能和 RIP2 接头蛋白协同诱导一些抗菌基因以及

MHC 相关基因的转录；斑马鱼组蛋白 H2A 也能

直接诱导一些抗菌 PRRs 和抗菌蛋白的表达 [37]。

类似于斑马鱼组蛋白 H2A，抗菌组蛋白 zfH2A-5

也具有免疫增强作用；尤其在表达量高的时候，

对免疫基因的诱导作用更为显著。

在本研究中，尽管已经获得斑马鱼和草鱼

多个 H2A 核苷酸多态性的变异体，但由于用于

扩增的模板是来自于多尾鱼的混合 cDNA；因此

目前并不清楚这些 H2A 核苷酸多态性变异体是

来自于同一个体还是来自于不同个体。此外，

尚不清楚在抗病以及易感的个体中 H2A 核苷酸

多态性位点的差异变化。本团队已经在草鱼大

规格鱼种中建立了草鱼烂鳃病病原柱状黄杆菌

(Flavobacterium columnare)、出血病病原草鱼呼

肠孤病毒的感染模型，在后续的工作中将进一

步解析并验证组蛋白 H2A 核苷酸多态性与草鱼
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图 7    zfH2A-5对抗菌模式识别受体 (a)和

抗菌蛋白 (b)的表达调控

Fig. 7    Regulation of zfH2A-5 on the expression of
antibacterial PRRs (a) and antibacterial proteins (b)

(a) 1. H2A, 2. NOD1, 3. NOD2, 4. pglyrp2, 5. pglyrp5, 6. pglyrp6; (b) 7.
defbl1, 8. defbl3, 9. lyzc, 10. rnasel2, 11. rnasel3
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图 8    斑马鱼组蛋白 zfH2A-1(a)和 zfH2A-3(b)对感染

有杀鱼爱德华氏菌幼鱼存活率的影响[42]

Fig. 8    Effect of zfH2A-1 (a) and zfH2A-3 (b) on
the overall survival rate of D. rerio larvae

infected with E. piscicida
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烂鳃病和出血病之间的关联。

总之，尽管关于组蛋白变异体在发育以及基

因转录调控中的作用、组蛋白衍生的抗菌肽及

其生物学功能有较多的报道；但组蛋白基因的

多态性在病原感染中的作用还少见报道。在斑

马鱼和草鱼中，发现组蛋白 H2A 存在丰富的核

苷酸多态性。而且，鱼类组蛋白 H2A 核苷酸的

多态性不仅影响 H2A 的抗菌活性，还影响鱼类

对杀鱼爱德华氏菌感染的抗病力或者易感性。

本研究对于筛选具有抗病原体感染以及免疫增

强作用的组蛋白、奠定鱼类组蛋白 H2A 核苷酸

多态性变异体免疫防治的理论基础具有重要意义。
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(State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology, Institute of Hydrobiology,
Chinese Academy of Sciences, Wuhan    430072, China)

Abstract: Histones are central components of nucleosome and chromatin, which play critical roles in diversifying
chromatin structure, transcriptional regulation, ontogenesis and so on. Although there were a lot of reports on the
effects of piscine histones in the development,  gene transcription regulation and anti-microbial  properties of his-
tone-derived antimicrobial peptides, the roles of histone nucleotide polymorphism in pathogen infection have not
been  reported  in  any  species  of  vertebrates.  In  the  present  study,  we found that  nucleotide  polymorphisms were
abundant in zebrafish (Danio rerio) and grass carp (Ctenopharyngodon idella) H2A. There was 90%-100% iden-
tity among D. rerio and C. idella H2A variants at the nucleotide level. At most 3 sites of amino acid mutation exis-
ted between H2A variants from D. rerio or C. idella. The results from the in vitro and in vivo studies showed that
the  nucleotide  polymorphism  of D.  rerio and C.  idella H2A  significantly  affected  the  antibacterial  activities  of
H2A. Furthermore, the overexpression of D. rerio antibacterial H2A variants in D. rerio embryos and/or larvae not
only has the immune enhancement effect, but also enhances the resistence of D. rerio larvae against Edwardsiella
piscicida infection. The  present  study  established  the  immunological  basis  of  histone  H2A  variants  with  nucle-
otide polymorphism in disease susceptibility or disease resistance.

Key words: Danio rerio; Ctenopharyngodon idella; Edwardsiella piscicida; histone H2A; nucleotide polymorph-
ism; antibacterial activities; immune regulation
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