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摘要：为探究草鱼母源免疫因子传递特性，实验借助酶联免疫吸附实验 (ELISA) 和实时荧
光定量 PCR (qPCR) 技术分别检测分析了草鱼呼肠孤病毒 (grass carp reovirus, GCRV) 弱毒
疫苗免疫草鱼母本及其子代  (即母源免疫子代) 早期胚胎阶段至 1 龄期间 5 种免疫因子
(IgM、C3、LZM、MBL 和 Bf) 蛋白活性和基因表达水平的周年变化规律。结果显示，草
鱼母本经 GCRV 弱毒疫苗免疫后，血液中 5 种免疫因子蛋白活性及基因表达水平在产卵期
均显著高于对照组 1.5 倍以上，至免疫后第 11 个月与对照组无显著差异。母源免疫子代发
育至水花 (4 d) 时，IgM、C3、MBL 和 Bf 的基因表达水平均高于对照组；发育至乌仔 (15 d)
时，IgM、C3 和 Bf 的蛋白活性水平均略高于对照组；发育至 5~11 月龄时，5 种免疫因子
在肝脏、脾脏、肾脏和头肾等免疫器官中仍存在高表达。研究表明，GCRV 弱毒疫苗促使
母源免疫因子在亲本和子代体内富集表达具有一定的时效性，最长可维持至 11 个月，为
实际生产中草鱼母本疫苗免疫程序的制定提供参考依据。
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大多数动物在胚胎及幼体时，免疫系统尚未

发育完全，为应对外界病原的威胁，它们主要从

母体中获取母源性免疫因子以起到保护自身的作

用，动物这种通过母-子垂直传递免疫物质的自身

保护机制即称为母源免疫 (maternal immunity)[1-2]。

研究表明，脊椎动物如哺乳动物[3]、鸟类[4]、爬行

动物 [5] 及鱼类 [6] 等通过胎盘、母乳或卵黄等途径

向子代传递母源性抗体的现象很普遍，无脊椎动

物如斑节对虾 (Penaeus monodon)[7] 及白氏文昌鱼

(Branchiostoma belcheri)[8] 中也存在特定的母源免

疫传递机制。因此，母源免疫作为宿主抵御病原

体感染的一种机制，广泛存在于动物界，其不仅

可以提高子代的成活率，还可以保证种群的生殖

繁衍[9-10]。

高等脊椎动物哺乳类和鸟类中关于母源免疫

的研究已有 120 余年 [11]，母源免疫因子的传递机
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理和作用机制已相对明晰。人类血清中的母源性

抗体 IgG 可通过胎盘 Fc 受体选择性地转移至胎儿

循环系统[12]；仔猪可通过母乳获得母源抗体，从

而抵抗病原感染[13]；在鸟类卵子的卵黄和卵清中

发现了母源免疫因子 IgY 的存在 [14]。相比于哺乳

类和鸟类，鱼类母源免疫因子的鉴定研究起步较

晚。国内外学者已经在大菱鲆 (Scophthalmus max-
imus)[15]、虹鳟 (Oncorhynchus  mykiss)[16]、黄颡鱼

(Pelteobagrus fulvidraco)[17] 和尼罗罗非鱼 (Oreochro-
mis niloticus)[18] 等多种硬骨鱼类中证实，免疫处理

后母本可以将母源免疫因子如免疫球蛋白 M (imm-
unoglobulin M, IgM)、补体 (complement, C)、溶菌

酶 (lysozyme, LZM) 和凝集素 (lectin) 传递给子代，

在早期胚胎中发挥免疫保护作用，提高鱼苗存活

率。在虹鳟的早期胚胎和斑马鱼 (Danio rerio) 的
受精卵中均检测到了母源性补体因子 B(comple-
ment factor B, Bf)[19-20]。斑马鱼中的甘露糖结合凝

集素 (mannose-binding lectin, MBL) 在早期胚胎中

发挥免疫保护作用，以保护发育中的胚胎不受微

生物病原的感染[21]。基于母源免疫的理论，目前

已经在草鱼 (Ctenopharyngodon idella)、斑马鱼和

大菱鲆等养殖鱼类中发现，灭活病毒、细菌疫苗

免疫母本的方法能使得母源免疫因子在母本体内

富集表达并向子代进行有效传递，且在子代中维

持较长时间 [20, 22-23]，已成为增强鱼苗抗病力的关键

技术手段。

草鱼是我国产量最高的大宗淡水鱼类养殖品

种，2019 年产量为 553.3 万 t[24]。长久以来，因草

鱼呼肠孤病毒 (grass carp reovirus, GCRV) 引起的

草鱼出血病严重制约草鱼养殖业的健康发展，该

病主要危害 1 龄以内草鱼鱼种。为培育抗 GCRV
能力显著增强的子代新材料群体，本团队自 2014
年针对母源免疫草鱼做了基础研究，结果显示，

GCRV 弱毒疫苗免疫草鱼母本能提高其成熟卵及

早期胚胎中 IgM 和 LZM 的免疫活性，并在一定

程度上影响 6 月龄鱼种 IgM、干扰素 (interferon,
IFN)、白细胞介素 1β(interleukin-1β, IL-1β) 和 Toll
样受体 (toll-like receptor, TLR)3 的基因表达水平[25]；

采用 GCRV 弱毒疫苗 (0.5 mL/kg) 免疫和黄芪多

糖 (0.2%) 免疫处理草鱼可增强免疫因子 IgM、C3、
LZM 在草鱼亲子代间的传递及子代对 GCRV 的抗

感染能力 [22, 26]。然而，草鱼母源免疫程序尚未确

立，通过分析总结草鱼母源免疫因子在母本及其

子代受精卵至 1 龄鱼苗时期中的含量变化和传递

规律，有利于亲鱼免疫程序的进一步优化，提高

免疫因子的传递水平，减慢免疫因子的消耗，进

而延长免疫因子保护时期，以提高子代抵御病原

危害的能力。

基于上述研究基础，本实验通过 GCRV 弱毒

疫苗免疫草鱼母本，采集草鱼母本血液、子代不

同发育时间段的胚胎及幼鱼组织样品，通过酶联

免疫吸附实验 (enzyme-linked immunosorbent assay,
ELISA) 和实时荧光定量 PCR(real-time quantitative
PCR, qPCR) 技术分别检测分析草鱼母本及其子代

5 种免疫因子 (IgM、C3、LZM、MBL 和 Bf) 的蛋

白活性和基因表达水平的周年变化规律，以期为

探寻 GCRV 疫苗免疫的合适时间点以及日后通过

母源免疫提高草鱼抗病力方法的建立、基于母源

免疫的抗病育种研究提供重要依据。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

实验所用草鱼亲本选自石首老河长江四大家

鱼原种场，暂养于华容田家湖渔场，平均体质量

为 (9.0±1.0) kg，每尾注射可扫码的标记芯片并做

好相应记录；GCRV 弱毒疫苗 (Ⅱ型毒株) 购自中

国水产科学研究院珠江水产研究所。1 龄草鱼于

室内循环水养殖系统暂养 4 周，水温控制在 (28±
1) °C，按体质量 2% 比例投喂普通草鱼饲料。 

1.2    草鱼母本免疫

从草鱼亲本培育池里选取 10 尾已达性成熟

的健康状况良好的雌性草鱼，其中 5 尾为 GCRV
疫苗免疫组，5 尾为对照组。2018 年 4 月即催产

前 40 天，向实验组即疫苗免疫组草鱼母本胸腔注

射剂量为 0.5 mL/kg 的 GCRV 弱毒疫苗 (使用前将

0.2 g 弱毒疫苗冻干粉用 100 mL 0.65% 生理盐水稀

释)；对照组草鱼母本注射同等剂量的生理盐水。 

1.3    母本血液、子代早期胚胎及幼鱼样品采集

实验分别于 2018 年 2、5、11 月及 2019 年 3
月 4 个时间点采集实验组和对照组草鱼母本血液，

其中 2018 年 5 月的草鱼母本血液于其产卵后采集。

采集过程：使用 10 mL 一次性注射器采集草鱼母

本血液约 6 mL/尾，取 2 mL 血液离心获得血细胞，

分装至 2 管无酶冻存管中至液氮保存，用于基因

mRNA 表达水平测定；剩余血液装入含有 400 μL
抗凝剂的 15 mL EP 管中，轻轻晃动混匀，4 °C
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静置过夜于 1 000×g 离心 20 min，取上清液并分

装至 1.5 mL EP 管中，于−80 °C 保存，用于蛋白

活性水平测定。

2018 年 5 月进行繁殖实验，经催产后草鱼母

本诱发排卵，取同一父本通过干法人工授精获得

受精卵。采集实验组 (母源免疫处理子代) 和对照

组 (未母源免疫处理子代) 鱼的受精卵、原肠胚期

(6 h)、器官形成期 (24 h)、脱膜孵化期 (36 h)、水

花 (4 d)、乌仔 (15 d)、秋片 (5 月龄)、冬片 (8 月

龄) 和春片 (11 月龄) 样品。每组随机选取 5 个胚

胎或鱼苗，每个阶段或时间点均作 3 次生物学重

复取样。由于个别样品体积较大，为了方便后续

匀浆实验，将吸水后的受精卵、原肠胚期、器官

形成期胚胎样品和乌仔分为 5 个无核酸酶匀浆管

(Bertin，法国) 单独存放，其他时期样品 5 个或 5
尾放入 1 个灭菌匀浆管中，均放入液氮中保存。

取上述胚胎、幼鱼阶段样品，每管加入 1% DEPC
处理的 3~5 粒陶瓷研磨珠，按照 50 mg : 500 μL 比

例加入 1×PBS，使用均质仪 (Bertin，法国) 4 000
r/min，每次匀浆 10 s，匀浆 3 次。匀浆液在 4 °C

下 10 000×g 离心 10 min，收集上清液，单独样品

匀浆后 5 份混合为 1 份。 

1.4    免疫因子蛋白活性水平检测

使用鱼类 IgM/C3/LZM/MBL/Bf  ELISA 检测

试剂盒 (上海茁彩生物科技有限公司) 对草鱼亲本

血液、子代早期胚胎及幼鱼阶段中这 5 个免疫因

子的蛋白活性水平进行检测，除标准品原液的浓

度不同以外，其余试剂及实验步骤均相同。设置

标准品孔、样本孔和空白孔，每一标准品、检测

样本和空白对照均设置 3 个重复孔，标准品孔各

加入不同浓度的标准品 50 μL(各免疫因子标准品

浓度梯度、检测范围及单位见表 1)，样本孔中加

入待测样本 50 μL，空白孔不加；除空白孔外，标

准品孔和样本孔中每孔加入辣根过氧化物酶 (hor-
seradish peroxidase, HRP) 标记抗体 100 μL，37 °C
温育 60 min；经洗涤操作后每孔加入显色剂 A、B
各 50 μL，37 °C 避光孵育 15 min；每孔加入终止

液 50 μL，使用酶标仪 (Thermo，美国) 测定各孔

的 OD 值 (波长为 450 nm)。 

1.5    免疫因子基因 mRNA表达水平检测
 

　　RNA 提取及 cDNA 第一链合成　　取适量

草鱼母本血细胞、胚胎及幼鱼阶段样品中加入到

装有 1 mL RNA-Solv Reagent (Omega，美国) 和 2
颗无菌钢珠的匀浆管中，使用冷冻混合球磨仪进

行研磨，均质速度 55 Hz 1 650 r/s，根据 E.Z.N.A.®

Total RNA Kit Ⅱ (Omega，美国) 说明书提取组织

总 RNA。RNA 的质量和浓度采用核酸蛋白检测仪

进行检测，A260/A280 比值为 1.8~2.0；RNA 的完整

性使用 1% 的琼脂糖凝胶电泳检测。根据 Rever-
tAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo，美

国) 说明书合成 cDNA 第一链，完成后将反应产物

于−20 °C 保存备用。 

　　qPCR 检测　　选用 18S rRNA 和 β-actin 作为

参考基因[27]，使用 Oligo 7.0 软件设计特异性荧光

定量引物 (表 2)。qPCR 反应体系：ChamQTM Uni-
versal  SYBR® qPCR  Master  Mix  (Vazyme，南京 )
5  μL， 上 、 下 游 引 物 (10  μmol/L) 各 0.4  μL，
cDNA 模板 (稀释 5 倍) 1 μL，ddH2O 3.2 μL。qPCR
反应程序：95 °C 10 min；95 °C 10 s，60 °C 10 s，
72 °C 15  s，35 个循环，熔解曲线：65 °C 升至

95 °C，每 5 s 增加 0.5 °C，采用 2−△△CT 方法分别计

算每个参考基因与目的基因的相对表达量，取二

者几何平均数作为双参考基因标准化结果，该结

果使用 Bio-Rad CFX Manager 3.1 软件进行计算。 

1.6    数据分析

ELISA 和 qPCR 测定免疫因子蛋白和 mRNA
表达量的结果均使用 Excel 2016 软件进行数据整

表 1    各免疫因子标准品浓度梯度、检测范围及单位

Tab. 1    Standard concentration gradient, detection range and unit of each immune factor

免疫因子名称
name of immune factors

标准品浓度梯度
standard concentration gradient

检测范围
detection range

单位
unit

IgM 1.25，2.50，5.00，10.00，20.00，40.00 1.25~40.00 μg/mL

C3 5，10，20，40，80，160 5~160 μg/mL

LZM 6.25，12.50，25.00，50.00，100.00，200.00 6.25~200.00 ng/mL

MBL 12.5，25.0，50.0，100.0，200.0，400.0 12.5~400.0 ng/mL

Bf 0.625，1.250，2.500，5.000，10.000，20.000 0.625~20.000 μg/mL
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理，采用 SPSS Statistics 25.0 统计软件进行 t 检验

显著性分析，数据表示方法为平均值±标准误差

(mean ± SE)，显著性水平表示方法为“*” P < 0.05、
“**”  P < 0.01 和“***”  P < 0.001，并用 GraphPad
Prism 6.0 软件作图。 

2    结果
 

2.1    母源免疫处理草鱼母本 5种免疫因子的含

量变化
 

　　母源免疫处理草鱼母本 5 种免疫因子蛋白

活性水平　　通过 ELISA 检测了母源免疫处理草

鱼母本 5 种免疫因子 (IgM、C3、LZM、MBL 和

Bf) 的蛋白活性水平。结果显示，与对照组相比，

经 GCRV 弱毒疫苗免疫后，草鱼母本血液中 5 种

免疫因子的蛋白活性均呈现先上调后下降的趋势，

且均在草鱼母本产卵后 (2018 年 5 月) 达到峰值。

草鱼母本在产前 40 天进行疫苗免疫处理后，草鱼

母本产卵后血液中疫苗免疫组 IgM、C3、LZM、

MBL 和 Bf 的蛋白活性水平均显著高于对照组，

分别是对照组的 2.67 倍 (P <  0.01)、2.81 倍 (P <
0.001)、 2.64 倍 (P <  0.01)、 1.57 倍 (P <  0.01) 和
2.14 倍 (P < 0.001)。疫苗免疫处理草鱼母本 11 个

月 (2019 年 3 月)，疫苗免疫组 5 种免疫因子的蛋

白活性水平回落至与对照组保持同一水平 (图 1)。 

　　母源免疫处理草鱼母本 5 种免疫因子基因

表达水平　　通过 qPCR 检测母源免疫处理草鱼

母本 5 种免疫因子的基因表达水平发现，经

GCRV 弱毒疫苗免疫后，草鱼母本血液中 5 种免

疫因子的基因表达较对照组均显著上调，但表达

趋势略有不同，IgM、MBL、Bf 总体呈现先上升

后下降的趋势 (图 2-a, d, e)，C3 和 LZM(图 2-b, c)
总体呈现先上调后下调再上调的趋势。GCRV 疫

苗免疫处理后，草鱼母本产卵后血液中疫苗免疫

组 IgM、C3、LZM、MBL 和 Bf 的基因表达水平分

别是对照组的 2.35 倍 (P <  0.001)、 2.27 倍 (P <
0.01)、1.88 倍(P < 0.01)、2.34 倍(P < 0.001) 和1.90 倍

(P <  0.001)。疫苗免疫处理草鱼母本 11 个月后

(2019 年 3 月)，疫苗免疫组 5 种免疫因子的基因

表达水平与对照组无显著差异 (P > 0.05，图 2)。 

2.2    母源免疫处理草鱼子代 5种免疫因子的含

量变化
 

　　草鱼子代受精卵至春片 5 种免疫因子蛋白

活性水平　　草鱼子代受精卵至春片，5 种免疫

因子的蛋白活性水平随鱼体发育时间而变化，总

体呈先下降后上升的趋势。受精卵至水花各阶段

疫苗免疫组 IgM、LZM、MBL 和 Bf 的蛋白活性

水平均显著低于对照组 (P < 0.05，图 3-a, c~e)。当

鱼体发育至乌仔时，疫苗免疫组 5 种免疫因子的

蛋白活性水平与对照组的差异减小，其中疫苗免

疫组 IgM、C3 和 Bf 3 种免疫因子的蛋白活性水平

均略高于对照组 (P > 0.05，图 3-a, b, e)。鱼体发育

至冬片时，疫苗免疫组 C3 和 LZM 的蛋白活性水

平均极显著高于对照组 (P < 0.01, 图 4-b,  c)。除

Bf 外，其余 4 种免疫因子在鱼体发育至春片时疫

苗免疫组的蛋白活性水平均略高于对照组 (P >
0.05，图 4)。 

　　草鱼子代受精卵至春片 5 种免疫因子基因

表达水平　　草鱼子代受精卵至春片，5 种免疫

因子基因表达水平与蛋白活性水平表达趋势略有

不同。疫苗免疫组与对照组中免疫因子 IgM、C3
和 Bf 的基因表达水平总体呈先上升后下降的趋势

(图 5-a,  b,  e)；MBL 总体呈现上升趋势 (图 5-d)；
而 LZM 则与其余因子表达趋势相反，总体呈现先

下降后上升的趋势 (图 5-c)。其中，疫苗免疫组

IgM、MBL、Bf 在胚胎发育早期的基因表达水平

较对照组低，但发育至水花时均显著高于对照组

(P < 0.05, 图 5-a, d, e)；C3 和 LZM 在受精卵至乌

仔各发育阶段的疫苗免疫组与对照组基本无显著

差异 (P > 0.05, 图 5-b, c)。疫苗免疫组 1 龄草鱼各

表 2    qPCR所用引物

Tab. 2    Primers used for qPCR in the experiment

引物
primers

引物序列 5′-3′
primer sequences 5′-3′

IgM-F TGGTCATCAGGTGGCAAAT

IgM-R GCGGCTGTCTTCCATTCTT

C3-F GATTTTCTCTCTGACGCCCAA

C3-R TGATGAAACTGTGATGCCTT

LZM-F ACTTGCCTTGTTCAGATTTGC

LZM-R CATGATTTCAGTCCTCCGGTT

MBL-F CATTTAGTGCTGATCGCCAGA

MBL-R CAGCACAGACTCCATTAGCAG

Bf-F GCACCAATCTGTATAAAGCC

Bf-R TTGCGATGATTATGACGTTC

β-actin-F GCTATGTGGCTCTTGACTTCG

β-actin-R GGGCACCTGAACCTCTCATT

18S rRNA-F ATTTCCGACACGGAGAGG

18S rRNA-R CATGGGTTTAGGATACGCTC
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阶段的 IgM 在 8 个组织 (肝脏、脾脏、肾脏、头

肾、肠、鳃、肌肉和皮肤) 中均有表达，其中在脾

脏和肾脏中有较高表达；LZM 主要在肾脏和头肾

中表达，在其余组织中的表达水平极低；C3、
MBL、Bf 在肝脏中表达水平最高 (表 3)。5 种免疫

因子在草鱼子代秋片至春片各阶段的大部分组织

中，疫苗免疫组的基因表达水平均高于对照组，

其中仅 IgM、MBL 和 Bf 在疫苗免疫组部分组织中

的表达显著高于对照组 (P < 0.05, 表 3)。 

3    讨论

鱼类胚胎或早期发育阶段的免疫系统仍处于

发育阶段，合成免疫因子的能力十分有限，不具

备完整的抗病免疫能力 [6]。大多数养殖鱼类均属

于卵生，卵子是母源免疫因子的直接载体，因此

通过灭活的病毒、细菌疫苗免疫鱼类亲本后，母

源免疫因子如 IgM、补体各组分、LZM 和卵黄蛋

白原 (vitellogenin, Vg) 等可以在亲鱼体内富集表达

并向子代进行有效传递，使其在子代中的表达水

平显著升高并能维持较长时间，从而增强子代对

该病原的抵抗能力 [20, 22-23, 28-29]。在发育起始阶段，

胚胎发育受母源提供的 RNA 和蛋白质影响[30]。随

着胚胎发育的进行，发育由母源因子影响转为合

子基因产物调控，该过程包括母源 RNA 降解和合

子基因组启动[31]。目前，已有研究表明在斑马鱼

受精卵至早期胚胎发育过程中，母源因子 mRNA
含量显著下降，表现为明显的母源降解模式[32-33]。

本研究发现，疫苗免疫组和对照组草鱼子代的 5 种

免疫因子在受精卵至早期胚胎发育阶段，mRNA
表达均呈现不同程度的下降趋势，同样表现为母

源降解模式，推测 5 种免疫因子可从草鱼母本传

递至子代，从而保护草鱼子代并提高其成活率。

特异性免疫因子 IgM 是硬骨鱼应对抗原刺激

后机体初次免疫应答所产生的抗体，也是新生子

代最先合成的免疫球蛋白，能够中和病毒与细菌、

介导细胞免疫应答及参与补体经典或替代途径激

活 [34-36]。补体系统各组分、LZM 是生物体内重要
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图 1    母源免疫处理草鱼免疫因子蛋白活性水平

(a)~(e) 分别为 IgM、C3、LZM、MBL 和 Bf 蛋白活性水平；1~4 分别表示 2018 年 2 月、5 月、11 月及 2019 年 3 月；“*”表示显著性差异 (P <
0.05)，“**”表示极显著性差异 (P <0.01)，“***”表示极其显著性差异 (P < 0.001)；误差线表示标准误差 (n=5)；下同

Fig. 1    Protein concentration of immune factor in C. idella treated with maternal immunity
(a)-(e) represent the protein concentration of IgM, C3, LZM, MBL and Bf, respectively; 1-4 represent 2018.02, 2018.05, 2018.11 and 2019.03,
respectively; “*” , “**” and “***” mean significant differences (P < 0.05) and extremely significant differences (P < 0.01 and P < 0.001), respect-
ively; error bar was shown as the standard error (n=5); the same below
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图 2    母源免疫处理草鱼免疫因子基因表达水平

(a)~(e) 分别为 IgM、C3、LZM、MBL 和 Bf 基因表达水平

Fig. 2    Relative expression level of immune factor in C. idella treated with maternal immunity
(a)-(e) represent the relative expression level of IgM, C3, LZM, MBL and Bf, respectively
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图 3    草鱼早期胚胎免疫因子蛋白活性水平

(a)~(e) 分别为 IgM、C3、LZM、MBL 和 Bf 蛋白活性水平； 1~6 分别表示受精卵、原肠胚期 (6 h)、器官形成期 (24 h)、脱膜孵化期 (36 h)、
水花 (4 d)、乌仔 (15 d)

Fig. 3    Protein concentration of immune factors in early embryo stages of C. idella
(a)-(e) represent the protein concentration of IgM, C3, LZM, MBL and Bf, respectively; 1-6 represent fertilized ovum, gastrula stage (6 h), organogen-
esis stage (24 h), stripping and hatching stage (36 h), larval stage (4 d), and juvenile stage (15 d), respectively
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图 4    草鱼子代秋片至春片期免疫因子蛋白活性水平

(a)~(e) 分别为 IgM、C3、LZM、MBL 和 Bf 蛋白活性水平；1~3 分别表示秋片 (5 月龄)、冬片 (8 月龄) 和春片 (11 月龄)

Fig. 4    Protein concentration of immune factors in larvae fish of C. idella
(a)-(e) represent the protein concentration of IgM, C3, LZM, MBL and Bf, respectively; 1-3 represent young stage (5-month-old), young stage (8-month-
old) and young stage (11-month-old), respectively
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图 5    草鱼早期胚胎免疫因子基因表达水平

(a)~(e) 分别为 IgM、C3、LZM、MBL 和 Bf 基因表达水平；1~6 分别表示受精卵、原肠胚期 (6 h)、器官形成期 (24 h)、脱膜孵化期 (36 h)、
水花 (4 d)、乌仔 (15 d)

Fig. 5    Relative expression level of immune factors in early embryo stages of C. idella
(a)-(e) represent the relative expression level of IgM, C3, LZM, MBL and Bf, respectively; 1-6 represent fertilized ovum, gastrula stage (6 h), organogen-
esis stage (24 h), stripping and hatching stage (36 h), larval stage (4 d), and juvenile stage (15 d), respectively
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表 3    5种免疫因子在草鱼秋片至春片时期不同组织中的基因表达水平

Tab. 3    mRNA expression levels of five immune factors in different tissues of larvae C. idella

免疫因子基因
immune factors

genes
组织

tissues

秋片
young stage (5-month-old)

冬片
young stage (8-month-old)

春片
young stage (11-month-old)

疫苗免疫组
vaccine immunization

group

对照组
control
group

疫苗免疫组
vaccine immunization

group
对照组

control group
疫苗免疫组

vaccine immunization
group

对照组
control
group

IgM 鳃　gill 0.42±0.10* 0.10±0.02 0.41±0.12 0.32±0.05 0.13±0.03* 0.04±0.01

肝脏　liver 0.10±0.00 0.19±0.10 0.34±0.10 0.28±0.10 0.09±0.01*** 0.02±0.00

脾脏　spleen 1.05±0.28 2.20±0.65 1.65±0.55 1.71±0.13 0.73±0.04** 0.34±0.07

肾脏　kidney 1.31±0.38 0.77±0.15 0.73±0.10 0.91±0.26 0.28±0.05 0.17±0.04

头肾　head kidney 0.25±0.03 0.28±0.10 0.76±0.20 0.77±0.24 0.88±0.27 0.29±0.11

肠　intestines 0.10±0.04 0.14±0.07 0.33±0.06 0.47±0.13 0.09±0.02* 0.02±0.01

肌肉　muscle 0.03±0.02 0.06±0.03 0.22±0.10 0.12±0.03 0.03±0.02 0.01±0.00

皮肤　skin 0.05±0.00 0.04±0.01 0.84±0.59 0.15±0.02 0.11±0.02* 0.03±0.01

C3 鳃　gill 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.01±0.01 0.05±0.02 0.02±0.01

肝脏　liver 2.02±0.94 1.00±0.40 2.35±0.88 4.61±0.29 2.96±0.50 3.32±0.29

脾脏　spleen 0.09±0.01 0.04±0.02 0.02±0.01 0.92±0.56 0.08±0.02 0.05±0.01

肾脏　kidney 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.03±0.00 0.01±0.00

头肾　head kidney 0.00±0.00 0.01±0.00 0.00±0.00 0.01±0.00 0.05±0.01 0.02±0.00

肠　intestines 0.01±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.01±0.00 0.04±0.02 0.02±0.01

肌肉　muscle 0.00±0.00 0.00±0.00 0.01±0.01 0.19±0.18 0.01±0.00 0.01±0.00

皮肤　skin 0.01±0.00 0.01±0.00 0.01±0.00 0.03±0.01 0.04±0.01 0.05±0.01

LZM 鳃　gill 0.00±0.00 0.00±0.00 0.01±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

肝脏　liver 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.01±0.00 0.00±0.00 0.01±0.00

脾脏　spleen 0.00±0.28 0.00±0.00 0.01±0.00 0.01±0.00 0.00±0.00 0.02±0.02

肾脏　kidney 1.62±0.40 1.33±0.55 1.12±0.13 1.16±0.16 1.12±0.25 0.96±0.31

头肾　head kidney 0.84±0.07 0.51±0.13 0.58±0.33 0.99±0.18 1.52±0.15 0.93±0.25

肠　intestines 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

肌肉　muscle 0.00±0.00 0.00±0.00 0.01±0.00 0.01±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

皮肤　skin 0.00±0.00 0.01±0.01 0.06±0.05 0.00±0.00 0.01±0.00 0.01±0.00

MBL 鳃　gill 0.04±0.01 0.03±0.01 0.02±0.01 0.04±0.01 0.01±0.01 0.01±0.00

肝脏　liver 4.51±0.32*** 1.17±0.41 4.54±0.88 4.42±0.92 2.79±0.63 4.19±0.40

脾脏　spleen 3.64±1.37* 0.11±0.04 2.94±0.78* 0.28±0.11 0.20±0.13 0.09±0.03

肾脏　kidney 0.05±0.01 0.04±0.04 0.01±0.00 0.19±0.17 0.00±0.00 0.02±0.00

头肾　head kidney 0.25±0.09 0.07±0.03 5.56±1.21** 0.09±0.03 0.14±0.04 0.06±0.01

肠　intestines 0.09±0.04 0.00±0.00 0.04±0.00* 0.25±0.06 0.01±0.00 0.02±0.01

肌肉　muscle 0.00±0.00 0.00±0.00 0.10±0.08 0.08±0.01 0.00±0.00 0.01±0.00

皮肤　skin 0.05±0.04 0.03±0.01 0.18±0.08 0.06±0.01 0.01±0.00 0.05±0.00

Bf 鳃　gill 0.00±0.00 0.01±0.00 0.01±0.01 0.09±0.01 0.04±0.02 0.01±0.01

肝脏　liver 3.53±0.63** 0.85±0.28 4.22±1.01 2.99±0.63 5.19±1.08 2.51±0.63

脾脏　spleen 0.51±0.15* 0.08±0.04 0.45±0.11 0.89±0.60 0.30±0.13 0.09±0.01

肾脏　kidney 0.01±0.00 0.01±0.01 0.29±0.09 0.23±0.18 0.00±0.00 0.01±0.00

头肾　head kidney 0.02±0.01 0.02±0.01 4.71±0.48*** 0.05±0.01 0.23±0.11 0.54±0.14

肠　intestines 0.04±0.02 0.00±0.00 0.03±0.01 0.20±0.07 0.01±0.00 0.02±0.01

肌肉　muscle 0.00±0.00 0.00±0.00 0.01±0.00 0.89±0.39 0.00±0.00 0.01±0.00

皮肤　skin 0.01±0.01 0.01±0.00 0.25±0.05 0.39±0.19 0.02±0.00** 0.06±0.01

注：结果表示为平均值±标准误差(n=5)；“*”表示差异显著 (P < 0.05)，“**”表示差异极显著 (P < 0.01)，“***”表示差异极其显著 (P < 0.001)
Notes: results were expressed as mean±SE (n=5); “*” , “**” and “***” mean significant differences (P < 0.05) and extremely significant differences (P <
0.01 and P < 0.001), respectively

12 期 刘    益，等：初探母源免疫处理草鱼母本及其子代 5 种免疫因子含量的周年变化规律 2403

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

https://www.china-fishery.cn


的非特异性免疫因子，补体系统可介导免疫调节、

吞噬和炎症反应，对病毒感染的细胞具有一定的

溶解作用，阻止病毒对宿主细胞的吸附和穿入[37-39]，

LZM 也可在外来病原菌入侵和病毒感染时发挥免

疫保护作用[40-41]。大菱鲆亲鱼在产卵前 3 个月进行

初次免疫，在首免 5 周后特异性抗体 IgM 水平显

著升高，而产卵后的亲鱼血清抗体效价依然保

持在同一水平 [23]。通过重组病毒结构蛋白 (viral
structural protein, VP) 7 并将重组质粒作为疫苗免

疫 25~30 g 草鱼，在免疫 28 d 后发现 IgM 和 C3
表达量显著上调[42]。采用 GCRV 疫苗免疫体质量

为 20~50 g 的草鱼，IgM 蛋白活性在 14~90 d 时显

著高于对照组，C3 和 LZM 蛋白活性在 7~14 d 显

著高于对照组[43]。本研究发现，草鱼母本在产卵

前经 GCRV 弱毒疫苗免疫约 6 周后，5 种免疫因

子的蛋白活性和基因表达水平显著升高，但随着

时间的推移，免疫后草鱼母本血液中 5 种免疫因

子的表达量回落至与对照组同一水平，说明

GCRV 弱毒疫苗能够诱导草鱼母本产生免疫应答，

促使母源免疫因子在产卵期亲本体内的富集表达，

暗示母源免疫可以提高免疫因子从母本向子代的

传递水平，从而增强子代的抗感染能力[44]。

已有大量实验表明母源免疫因子可由亲鱼传

递给子代，且母源免疫因子在不同鱼类中表达趋

势均有不同。免疫处理大菱鲆亲鱼后，其子代在

孵化 40 d 前，IgM 蛋白含量呈现逐渐升高的趋势，

并在孵化 55 d 时有所下降；C3 蛋白含量在 40 d
前相对稳定，在 40~55 d 时显著升高；免疫子代

LZM 蛋白含量在孵化初期显著高于对照组，后期

则相反 [15]。采用山羊 IgG 对红笛鲷 (Lutjanus san-
guineus) 亲鱼进行免疫，发现红笛鲷母源抗体在

子代中的表达可维持 7 d[45]。在本研究中，母源免

疫子代发育至水花 (4 d) 时，IgM、C3、MBL 和 Bf
的基因表达水平均高于对照组；发育至乌仔 (15 d)
时，IgM、C3 和 Bf 的蛋白活性水平均略高于对照

组；暗示通过 GCRV 弱毒疫苗免疫可提高草鱼子

代体内免疫因子的表达，从而增强子代的免疫保

护能力。鱼类早期胚胎的免疫因子自身尚未合成，

主要从母本传递获取，直至幼鱼自身免疫系统开

始发育，才可通过自身的免疫系统合成免疫因

子[46]。母源免疫草鱼子代在秋片 (5 月龄) 阶段中，

5 种免疫因子的蛋白活性水平较乌仔 (15 d) 低，即

子代通过母本传递获取的免疫因子逐渐被消耗，

说明草鱼早期胚胎免疫系统尚未发育完全，合成

免疫因子的能力较弱。在 5~11 月龄草鱼仔鱼发育

过程中，5 种免疫因子蛋白活性水平均逐步上升

并趋于稳定，mRNA 主要在肝脏、脾脏、肾脏和

头肾等免疫器官表达，说明 5 月龄草鱼的免疫系

统开始发育，可通过自身免疫系统合成免疫因子，

推测免疫因子在子代中的高表达可维持 5~11 个月。

另外，本研究结果发现，免疫因子的基因表达水

平和蛋白活性水平并不完全一致，可能是母源免

疫促进效应使免疫因子的 mRNA 在免疫子代中大

量积累，此过程大量积累的 mRNA 对因子蛋白表

达造成了一定影响，而在翻译过程中 mRNA 的修

饰或降解最终也会影响免疫因子蛋白的产生[47]。

本研究发现，通过 GCRV 弱毒疫苗提高母源

性免疫因子在亲本及子代体内的富集表达具有一

定的时效性，即草鱼母本经 GCRV 弱毒疫苗免疫

后，免疫因子在亲本及子代中的高表达可维持

5~11 个月，最长可达 11 个月。因此，根据本研

究结果推测，在实际生产过程中，次年需再次对

草鱼雌性亲鱼进行免疫处理，以加强亲本及子代

母源免疫因子的积累表达，但对于草鱼母源免疫

的传递效率和机制需进行深入解析，对合适免疫

时间也需进一步确定，并开展有关免疫因子生成、

降解、代谢的分子调控研究，以减缓免疫因子的

消耗，从而确保 GCRV 弱毒疫苗的最佳效果。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Preliminary study on the annual variation of five immune factors in female
parent and offspring of Ctenopharyngodon idella with maternal
immunization by grass carp reovirus (GCRV) attenuated vaccine

LIU Yi 1,     DING Chunhua 1,     LÜ Zhao 1,     YU Jianbo 1,     WANG Hongquan 1,     ZHANG Xuewen 1,    
SHI Cunbin 2,     REN Yan 2,     WANG Qing 2,     LÜ Ligang 1,     LIU Kejun 1,    

LI Dongfang 1,     XIAO Tiaoyi 1*,     LIU Qiaolin 1*

(1. Hunan Engineering Technology Research Center of Featured Aquatic Resources Utilization,
Hunan Agricultural University, Changsha　410128, China;

2. Key Lab of Aquatic Animal Immune Technology of Guangdong Province, Key Lab of Fishery Drug Development of
Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Pearl River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of

Fishery Sciences, Guangzhou　510380, China)

Abstract: Ctenopharyngodon  idella is  the  most  productive  cultured  freshwater  fish  species  in  China,  while  the
healthy development of grass carp industry has been restricted for a long time by grass carp hemorrhage disease
caused  by  grass  carp  reovirus  (GCRV)  infection.  The  selective  breeding  of C.  idella with  high  resistance  is  a
research focus of industry and academia. Our previous research found that maternal immunization could signific-
antly enhance the offspring resistance to GCRV. To investigate the expression characteristics of maternal immune
factors in the female parent treated with GCRV attenuated vaccine and its offspring, the protein concentration and
gene expression levels of five different immune factors (IgM, C3, LZM, MBL and Bf) were detected by ELISA
and qPCR in the blood of female parent, the early development embryos and juvenile fish of offspring. The results
showed that the protein concentration and gene expression level of five immune factors in female parent blood by
GCRV attenuated vaccine (experimental  group)  were  1.5  times higher  than those in  the  control  group,  but  there
was no significant difference between the two groups after 11 months of immunization. The gene expression level
of IgM, C3, MBL and Bf in experimental group offspring were higher than those of the control group on day 4. The
protein concentration level of IgM, C3 and Bf in experimental group offspring were slightly higher than those of
the  control  group  on  day  15.  Five  immune  factors  were  still  highly  expressed  in  experimental  group  offspring
immune organs such as liver, spleen, kidney and head kidney at the age of 5-11 months. The results indicated that
the expression levels  of  immune factors  in  the  female  parent  treated  with  GCRV attenuated vaccine  and its  off-
spring significantly increased after maternal immunization by GCRV attenuated vaccine, but it has a certain time-
effectiveness.  The  high  expression  of  immune  factors  in  the  female  parents  and  offspring  might  last  up  to  11
months, which provides a reference for the maternal immune procedure in C. idella and molecular information for
the breeding of C. idella with viral resistance.

Key words: Ctenopharyngodon idella; grass carp reovirus (GCRV); maternal immune factor; early development;
time-effectiveness; preventive effect
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