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摘　要：通过同源克隆和ＲＡＣＥＰＣＲ技术从红笛鲷脾脏中鉴定得到了脂多糖诱导的肿瘤坏死因子（ＬＩＴＡＦ）
基因，命名为ＬｓＬＩＴＡＦ。该基因ｃＤＮＡ全长８１５ｂｐ，开放阅读框为４４７ｂｐ，编码１４８个氨基酸，理论分子量为
１５．７ｋｕ。序列分析显示ＬｓＬＩＴＡＦ蛋白具有保守的ＬＩＴＡＦ结构域，其中包含一个ＣＸＸＣ基序与一个（Ｈ）ｘＣｘｘＣ
基序。ＬｓＬＩＴＡＦ蛋白与其他鱼类 ＬＩＴＡＦ蛋白相似度较高，在系统进化树中也与其他鱼类该蛋白聚为一支。
ＬｓＬＩＴＡＦ基因在健康鱼体多种组织均有表达，其中鳃、脾脏、皮肤与头肾的表达量较高；且哈氏弧菌刺激鱼体
后，ＬｓＬＩＴＡＦ在脾脏和头肾中的表达量显著上调。以上研究结果为进一步了解 ＬｓＬＩＴＡＦ在红笛鲷免疫反应
中的作用提供了参考。
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　 　 脂 多 糖 诱 导 的 肿 瘤 坏 死 因 子

（Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ Ｉｎｄｕｃｅｄ ＴＮＦα Ｆａｃｔｏｒ，
ＬＩＴＡＦ）是一类重要的炎症调控因子，能调控
ＴＮＦα，ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ（ＩＬ）１ａ，ＩＬ１０等
多种细胞因子的表达［１－４］，ＬＩＴＡＦ与 ＳＴＡＴ６Ｂ形
成的复合物能从细胞质转移到细胞核内与炎症

因子的启动子序列结合，进而影响细胞因子的转

录［２，４］；ＬＩＴＡＦ还能通过 ＡＫｔ、ＥＲＫ１／２以及 ＲＳＫ
调节ＬＰＳ刺激促炎症因子及抗炎症因子的平衡，
保护机体免受 ＬＰＳ诱导产生炎症反应的毒害作
用［５］。除了炎症调控，Ｂ细胞中 ＬＩＴＡＦ可能具有
促进Ｂ细胞成熟的功能［６］。此外，ＬＩＴＡＦ的表达
还与白血病细胞以及肿瘤细胞的形成、凋亡与分

化密切相关［７－１０］。

目前，ＬＩＴＡＦ的 同 源 物 已 经 在 哺 乳 动
物［２，１１－１２］、鸟类［１３］、软体动物［１４］、甲壳动物［１５］和

鱼类［１６－１９］等多种生物中相继被鉴定，其中鱼类

ＬＩＴＡＦ的表达能被细菌［１６］、病毒［１７－１８］或者病原

相关分子模式 （ＰａｔｈｏｇｅｎＡｓｓｏｃｉａｔｅｄＭｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｐａｔｔｅｒｎｓ，ＰＡＭＰ）［１８－１９］诱导，表明鱼类ＬＩＴＡＴ在宿
主抵御病原侵染的免疫反应中发挥着一定的作

用，但迄今未见红笛鲷（Ｌｕｔｊａｎｕｓｓａｎｇｕｉｎｅｕｓ）
ＬＩＴＡＦ的研究报道。红笛鲷是我国南部沿海的重
要海水养殖鱼类，近年来弧菌病的爆发对红笛鲷

的养殖造成了极大的损失。本文拟克隆红笛鲷

ＬＩＴＡＦ基因 ｃＤＮＡ全长，分析该基因在健康鱼体
中各组织的表达情况及其在哈氏弧菌感染后的

表达模式，为了解红笛鲷抗菌免疫反应的分子机

理提供参考。

１　材料与方法

１．１　健康红笛鲷各组织ｃＤＮＡ合成
实验用红笛鲷（约５００ｇ／尾）购于湛江市某

水产市场，体表无明显炎症、溃烂及鳞片脱落，鱼

活动正常，解剖后内脏无异常，暂养于水温 （２８±
１）℃的循环水养殖系统中，养殖用海水已经过滤
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及消毒。暂养 ７ｄ后摘取５尾鱼的皮肤、心脏、肌
肉、脑、头肾、鳃、胃、肠、肾、脾、肝脏用于组织表

达分布检测。采用 Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）法分别提取
总ＲＮＡ后通过 ＭＭＬＶ将总 ＲＮＡ反转成 ｃＤＮＡ
一链用于后续试验。另取脾的总 ＲＮＡ，利用
Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司的 ＳＭＡＲＴｅｒＲＡＣＥ试剂盒合成用
于３′与５′ＲＡＣＥ扩增的ｃＤＮＡ模板。
１．２　溶藻弧菌人工感染

哈维氏弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｈａｒｖｅｙｉ）由本实验室保
存。取保存的菌株复苏后按照体积比１∶５０加到
含有６０ｍＬＴＳＢ（２％ ＮａＣｌ）培养基中，２８℃振荡
（２００ｒ／ｍｉｎ）培养至对数生长期后收集菌体，用
无菌生理盐水洗涤并配制成细菌悬液。根据预

实验调整菌液浓度为２．０×１０８ｃｆｕ／ｍＬ。将健康
红笛鲷分为两组，实验组采用腹腔注射法进行人

工感染（０．２ｍＬ菌液／尾），对照组注射相同体积
的无菌生理盐水，于注射后的６、１２、１８、２４、４８及
７２ｈ分别从两组鱼摘取５尾鱼的脾脏和头肾进
行后续分析，ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ合成方法同１．１。
１．３　红笛鲷ＬＩＴＡＦ基因ｃＤＮＡ全长的扩增
１．３．１　红笛鲷ＬＩＴＡＦ基因引物的设计

首先根据已报道的大西洋鲑（Ｓａｌｍｏｓａｌａｒ，
ＢＴ０５６５４４）、斜带石斑鱼（Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓｃｏｉｏｉｄｅｓ，
ＪＸ１６２５５９）与 裸 盖 鱼 （Ａｎｏｐｌｏｐｏｍａ ｆｉｍｂｒｉａ，
ＢＴ０８３０９７）ＬＩＴＡＦ基因的保守区域设计简并引物
ＬｓＬＩＴＡＦＤＦ与 ＬｓＬＩＴＡＦＤＲ （表 １），从脾脏

ｃＤＮＡ一链中扩增红笛鲷 ＣＴＬ基因的保守序列，
然后测序得到的序列设计ＬｓＬＩＴＡＦｃＤＮＡ全长的
ＲＡＣＥ引物。
１．３．２　红笛鲷ＬＩＴＡＦ基因片段的扩增

利用引物 ＬｓＬＩＴＡＦＤＦ与 ＬｓＬＩＴＡＦＤＲ，通过
降落ＰＣＲ扩增ＬｓＬＩＴＡＦ基因的片段。ＰＣＲ反应
条件如下：９８℃ 预变性３ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，５６℃
３０ｓ，７２℃３０ｓ５个循环；９４℃３０ｓ，５４℃３０ｓ，
７２℃３０ｓ５个循环；９４℃３０ｓ，５２℃３０ｓ，７２℃
３０ｓ２５个循环，７２℃ 延伸 １０ｍｉｎ，４℃保存。
ＰＣＲ反应产物切胶回收后与ＰＭＤ１８Ｔ载体连接，
转化ＤＨ５α感受态，阳性克隆送至上海生工测
序。

１．３．３　红笛鲷ＬＩＴＡＦ基因３′与５′端扩增
利用 ＬｓＬＩＴＡＦ３′Ｆ１、ＬｓＬＩＴＡＦ５′Ｒ１分别与试

剂盒自带的 ＵＰＭＭｉｘ引物进行 ３′与 ５′ＲＡＣＥ
ＰＣＲ的第一轮扩增。反应条件为：９８℃ 预变性３
ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，７２℃ ２ｍｉｎ５个循环；９４℃ ３０
ｓ，７０℃ ３０ｓ，７２℃ ２ｍｉｎ５个循环；９４℃ ３０ｓ，
６８℃ ３０ｓ，７２℃ ２ｍｉｎ２５个循环，７２℃ 延伸５
ｍｉｎ，４℃保存。取第一轮 ＰＣＲ产物稀释１０倍作
为第二轮的模板，用ＬｓＬＩＴＡＦ３′Ｆ２、ＬｓＬＩＴＡＦ５′Ｒ２
分别与试剂盒引物ＮＵＰ进行第二轮ＰＣＲ，反应条
件为：９８℃ 预变性３ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，６８℃ ３０ｓ
７２℃２ｍｉｎ３０个循环，７２℃ 延伸１０ｍｉｎ，４℃保
存。余下步骤同１．２．２。

表１　实验中所用引物序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ 引物序列（５′－３′）Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′－３′） 用途 ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ＬｓＬＩＴＡＦＤＦ ＡＣＭＤＴＧＴＧＴＣＣＹＣＡＣＴＧＣＣＡＧＣＡＧ 保守片段扩增

ＬｓＬＩＴＡＦＤＲ ＴＣＡＭＡＴＨＣＧＨＴＴＧＴＡＫＡＨＧＴＡＧＡＴＧＡ
ＬｓＬＩＴＡＦ３′Ｆ１ ＡＣＣＡＴＡＴＴＴＧＧＧＴＧＴＴＴＴＣＴＴＴＧＣＴＧＴ ３′ＲＡＣＥＰＣＲ
ＬｓＬＩＴＡＦ３′Ｆ２ ＣＧＴＴＣＴＧＣＡＴＴＧＡＴＴＣＣＴＧＴＣＡＡＧＡ
ＴＬｓＬＩＴＡＦ５′Ｒ１ ＴＧＧＣＡＧＧＡＴＧＧＡＣＡＧＣＧＡＴＧＣＴＣＴ ５′ＲＡＣＥＰＣＲ
ＬｓＬＩＴＡＦ５′Ｒ２ ＣＡＧＣＡＡＡＧＡＡＡＡＣＡＣＣＣＡＡＡＴＡＴＧＧＴ
ＲＴＬｓＬＩＴＡＦＦ ＴＡＣＣＣＴＧＧＡＣＣＡＣＣＴＧＴＧＡＡＣＴＡＴＧ
ＲＴＬｓＬＩＴＡＦＲ ＧＣＴＧＧＣＡＧＴＧＧＧＧＡＣＡＣＡＣＡＧＴＴＴＧ 荧光定量ＰＣＲ
ＲＴＡｃｔｉｎＦ ＧＣＡＧＡＴＧＴＧＧＡＴＣＡＧＣＡＡＧＣＡＧＧＡ
ＲＴＡｃｔｉｎＲ ＣＧＣＣＴＧＡＧＴＧＴＧＴＡＴＧＡＧＡＡＡＴＧ

１．４　红笛鲷ＬＩＴＡＦ基因的序列分析
上述测序结果采用 ＤＮＡＭＡＮ５．２软件进行

拼接，获得的 ｃＤＮＡ序列通过 ＮＣＢＩ网站（ｈｔｔｐ：
／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ）进行比对分析；

通过 ＳＭＡＲＴ（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）
在线分析结构域；用 Ｇｅｎｅｔｙｘ７软件预测开放阅
读框（ＯＲＦ）的确定以及氨基酸序列；信号肽预测
用ＳｉｎｇａｌＰ４．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／
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ＳｉｇｎａｌＰ／）程序；利用 ＮｅｔＮＧｌｙｃ１．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＮＧｌｙｃ／）预测糖基化位
点；应用 ＣｌｕｓｔａｌＸ２．０及 ＭＥＧＡ５软件分别进行
序列的多重比对与系统进化树构建。

１．５　实时荧光定量ＰＣＲ
根据红笛鲷 ＬＩＴＡＦ基因的编码区序列设计

荧 光 定 量 ＰＣＲ 引 物 ＲＴＬｓＬＩＴＡＦＦ和 ＲＴ
ＬｓＬＩＴＡＦＲ（表 １），βａｃｔｉｎ为内参基因，引物为
ＲＴＡｃｔｉｎＦ和ＲＴＡｃｔｉｎＲ（表１）。荧光定量 ＰＣＲ
反应体系为２５μＬ，包括１２．５μＬ２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ（Ｒｏｃｈｅ），引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 １
μＬ，２μＬ模板和８．５μＬ双蒸水，每个样品设３个
重复，ＰＣＲ反应参数：９５℃变性１０ｓ后，９５℃ ５
ｓ、５８℃ １５ｓ、７２℃ ２０ｓ，４０个循环。红笛鲷
ＬＩＴＡＦ基因的相对表达量采用２－ΔΔＣＴ法计算，通
过ＳＰＳＳ１１．０软件对实验数据进行统计学分析。

２　结果

２．１　红笛鲷ＬＩＴＡＦ基因的ｃＤＮＡ克隆及序列分析
红笛鲷ＬＩＴＡＦ基因 ｃＤＮＡ全长８１５ｂｐ，命名

为ＬｓＬＩＴＡＦ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＭ２７５２６９），５′非
翻译区（５′ＵＴＲ）８５ｂｐ，３′非翻译区（３′ＵＴＲ）２８３
ｂｐ，其中包含一个加尾信号 ＡＡＴＡＡＡ和 ｐｏｌｙ（Ａ）
尾；开放阅读框４４７ｂｐ，可编码１４８个氨基酸，分
子量大约为１５．７ｋｕ。ＳＭＡＲＴ网站分析显示，红
笛鲷ＬＩＴＡＦ蛋白具有保守的ＬＩＴＡＦ功能结构域。
经 ＳｉｎｇａｌＰ４．０和 ＮｅｔＮＧｌｙｃ１．０分析，红笛鲷
ＬＩＴＡＦ氨基酸序列中不含信号肽和糖基化位点
（图１），已报道的小鼠（ＮＰ＿０６４３６４）、人类（ＮＰ＿
００４８５３）；鸡 （ＮＰ＿９８９５９８）、大 西 洋 鲑

（ＡＣＭ０８４１６）、虹鳟（ＮＰ＿００１１５８５９３）、裸盖鱼
（ＡＣＱ５８８２５）ＬＩＴＡＦ蛋白序列也具有相同的特征。

图１　红笛鲷ＬＩＴＡＦ基因核苷酸及推导的氨基酸序列
Ｆｉｇ．１　ＮｕｃｌｅｏｔｉｄａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＬ．ｓａｎｇｕｉｎｅｕｓＬＩＴＡＦ

ｐｏｌｙ（Ａ）加尾信号（ＡＡＴＡＡＡ）与ｐｏｌｙ（Ａ）分别用下划线及加粗字体标出。ＬＩＴＡＦ结构域用阴影表示。
Ｔｈｅｐｏｌｙａｄｅｎｙｌａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（ＡＡＴＡＡＡ）ａｎｄｐｏｌｙ（Ａ）ｗｅｒｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄａｎｄｓｈｏｗｎｉｎｂｏｌｄ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＧｒａｙｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅＬＩＴＡＦ
ｄｏｍａｉｎ．

２．２　同源性比较和进化分析
红笛鲷ＬＩＴＡＦ氨基酸序列与其他物种该蛋

白序列比对结果显示：与斜带石斑鱼 ＬＩＴＡＦ蛋白
（Ｅ．ｃｏｉｏｉｄｅｓ，ＪＸ１６２５５９）的相似度最高为７４％，与
人类ＬＩＴＡＦ蛋白的相似度最低（Ｈ．ｓａｐｉｅｎｓ，ＮＰ＿
００４８５３）仅有３７％。ＬｓＬＩＴＡＦ蛋白还具有８个保

守的半胱氨酸，功能结构域包含一个 ＣＸＸＣ基序
与一个（Ｈ）ｘＣｘｘＣ基序（图２）。系统进化聚类分
析表明，鱼类 ＬＩＴＡＦ与两栖类、鸟类、哺乳类
ＬＩＴＡＦ蛋白亲缘关系较远，红笛鲷 ＬＩＴＡＦ蛋白与
鱼类ＬＩＴＡＦ聚在一起，与裸盖鱼和石斑鱼的亲缘
关系较为接近（图３）。
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图２　红笛鲷ＬＩＴＡＦ的氨基端序列与其他物种ＬＩＴＡＦ的氨基酸多序列比对
Ｆｉｇ．２　Ｍｕｌｔｉｐｌｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｔｈｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ
Ｌ．ｓａｎｇｕｉｎｅｕｓＬＩＴＡＦｗｉｔｈｏｔｈｅｒＬＩＴＡＦａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ＬＩＴＡＦ结构域用阴影表示；功能基序ＣＸＸＣ与 （Ｈ）ｘＣｘｘＣ用方框表示；八个保守的半胱氨酸用箭头表示。所有蛋白序列登录号见

图３。

ＴｈｅＬＩＴＡＦｄｏｍａｉｎｓｗｅｒｅｓｈａｄｅｄ．Ｔｈｅｅｉｇｈｔｃｏｎｓｅｒｖｅｄｃｙｓｔｅｉｎｅｒｅｓｉｄｕｅｓｗｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｗｉｔｈａｒｒｏｗｓ．ＴｈｅＣＸＸＣａｎｄ（Ｈ）ｘＣｘｘＣｍｏｔｉｆｓｗｅｒｅ

ｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｂｌａｃｋｂｏｘｅｓ．ＴｈｅａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｓｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙａｒｅｌｉｓｔｅｄｉｎＦｉｇ．３．

２．３　红笛鲷ＬＩＴＡＦ基因的组织表达分析
以βａｃｔｉｎ作为参照，采用实时荧光定量ＰＣＲ

技术对红笛鲷 ＬＩＴＡＦ基因在健康鱼体中各组织
的表达情况进行检测。如图４所示，ＬｓＬＩＴＡＦ在
所有检测的组织中均有表达，其中在鳃的表达量

最高，其次是脾脏、皮肤和头肾，肝脏中的表达量

最低。

２．４　哈氏弧菌感染后红笛鲷ＬＩＴＡＦ的表达变化
通过荧光定量 ＰＣＲ检测弧菌感染后对照组

和实验组红笛鲷脾脏与头肾中 ＬＩＴＡＦ基因的表
达差异。结果表明，脾脏和头肾中 ＬｓＬＩＴＡＦ在弧
菌感染后６ｈ显著上调（Ｐ＜０．０５），感染１８ｈ后
ＬｓＬＩＴＡＦ在脾脏和头肾中的转录水平达到最高
值（分别为对照组的１０．７倍与６．９倍，见图５）。
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图３　红笛鲷ＬＩＴＡＦ与其他物种ＬＩＴＡＦ
蛋白的系统进化树

Ｆｉｇ．３　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＬ．ｓａｎｇｕｉｎｅｕｓ
ＬＩＴＡＦａｎｄＬＩＴＡＦｆｒｏｍｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ

Ｌｕｔｊａｎｕｓｓａｎｇｕｉｎｅｕｓ：红笛鲷（ＫＭ２７５２６９）；Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ：小鼠
（ＮＰ＿０６４３６４）；Ｂｏｓｔａｕｒｕｓ：牛（ＮＰ＿００１０３９７１７）；Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ：
人类（ＮＰ＿００４８５３）；Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓ：鸡（ＮＰ＿９８９５９８）；Ｘｅｎｏｐｕｓ
ｌａｅｖｉｓ：爪蟾（ＮＰ＿００１０８９８０５）；Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ：草鱼
（ＦＪ５４２０４４）；Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓｃｏｉｏｉｄｅｓ：斜带石斑鱼（ＡＦＰ８９３５９）；
Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ：斑马鱼（ＮＰ＿００１００２１８４）；Ｓａｌｍｏｓａｌａｒ：大西洋鲑
（ＡＣＭ０８４１６）；Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ：虹鳟（ＮＰ＿００１１５８５９３）；
Ａｎｏｐｌｏｐｏｍａｆｉｍｂｒｉａ：裸盖鱼（ＡＣＱ５８８２５）。

图４　红笛鲷ＬＩＴＡＦ在不同组织中的表达情况
Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬ．ｓａｎｇｕｉｎｅｕｓ

ＬＩＴＡＦｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ

３　讨论

本文通过同源克隆和 ＲＡＣＥＰＣＲ获得了红
笛鲷ＬＩＴＡＦ基因，其ｃＤＮＡ全长为８３２ｂｐ，开放阅
读框为 ４４７ｂｐ，编码 １４８个氨基酸。红笛鲷
ＬＩＴＡＦ蛋白的 Ｃ端具有 ＬＩＴＡＦ家族高度保守的
ＬＩＴＡＦ功能结构域，包含 ＣＸＸＣ基序、（Ｈ）ｘＣｘｘＣ
基序与８个保守的半胱氨酸，其他已报道的鱼类
ＬＩＴＡＦ、人类ＬＩＴＡＦ与鸡ＬＩＴＡＦ也含有这类基序，
其中８个半胱氨酸可能对于蛋白高级结构的维
持十分重要，而ＣＸＸＣ基序、（Ｈ）ｘＣｘｘＣ基序结合
形成的结构能紧密结合 Ｚｎ２＋，该类结构能介导
ＬＩＴＡＦ与ＳＴＡＴ６Ｂ形成功能复合物并转移到细胞

核内，从而发挥生物学功能［２］。高度保守的功能

域特征表明红笛鲷ＬＩＴＡＦ蛋白具有与其他ＬＩＴＡＦ
蛋白相同或者相似的生物学功能。

图５　哈氏弧菌感染后红笛鲷脾脏和
头肾中ＬＩＴＡＦ基因的表达变化

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｓｏｆＬＩＴＡＦ
ｉｎｓｐｌｅｅｎａｎｄｈｅａｄｋｉｄｎｅｙｏｆＬ．ｓａｎｇｕｉｎｅｕｓ

ｐｏｓｔＶ．ｈａｒｖｅｙｉｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
表示对照组与实验组表达差异显著（Ｐ＜０．０５）。

ｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅｒｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

ａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．

　　红笛鲷 ＬＩＴＡＦ在健康鱼体中的不同组织中
均有表达，这与人类、小鼠、鸟类以及其他鱼类

ＬＩＴＡＦ的报道一致［１１－１３，１６－１９］。红笛鲷 ＬＩＴＡＦ在
鳃、脾脏、皮肤与头肾的表达量较高，已报道的鱼

类ＬＩＴＡＦ如条石鲷［１６］、斜带石斑鱼［１７］、牙鲆［１９］

也有相似的组织分布情况。鳃和皮肤是鱼类抵

御水体中病原侵染的重要屏障，包含淋巴细胞、

巨噬细胞、粒细胞等免疫细胞；鱼类头肾、脾、肾

则是鱼类免疫细胞如淋巴细胞、巨噬细胞产生、

成熟并发挥免疫学功能的主要场所［２０］。因此，红

笛鲷ＬＩＴＡＦ在上述组织的高表达表明该基因可
能在多种免疫细胞中均有表达，且在抵御病原侵

染的免疫反应过程中发挥着重要的作用。

　　本文应用哈氏弧菌感染红笛鲷后，ＬＩＴＡＦ基
因在头肾和脾脏中的表达量在感染后６ｈ均显著
上调，随后在１８ｈ达到峰值，与其他鱼类 ＬＩＴＡＦ
的研究结果不同，牙鲆 ＬＩＴＡＦ在爱德华氏菌感染
后，在头肾及脾脏中的表达量分别于２ｈ和８ｈ
达到峰值［１９］；而ＨＷＡＮＧ等用海豚链球菌感染条
石鲷５ｄ后，脾脏中 ＬＩＴＡＦ才达到峰值［１６］，上述

结果表明鱼类ＬＩＴＡＦ参与了宿主的抗菌免疫，而
表达时序的差异可能是感染菌株、鱼种类与体质

的不同等因素造成的结果。ＣＡＩ等［１７］的研究发

现石斑鱼ＬＩＴＡＦ过表达能上调细胞中ＴＮＦα的表
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达，暗示鱼类ＬＩＴＡＦ可能通过调节细胞因子的表
达进而参与鱼体抵御病原侵染的免疫反应，因此

下一步可采用体外转染、ＲＮＡ干扰、酵母双杂交
等技术解析红笛鲷 ＬＩＴＡＦ对细胞因子的调控作
用及其分子机理，为更好地了解红笛鲷抗菌免疫

提供新的思路。
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