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摘　要：肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，Ｔｎｆ）作为重要的炎症因子，在抵抗细菌和病毒感染以及清除被感
染的细胞等方面发挥着重要的作用。对斑马鱼进行腹腔注射免疫刺激物、细菌和病毒病原，并采用荧光定量

ＰＣＲ技术分析ｔｎｆα及其受体［ｔｎｆｒｅｃｅｐｔｏｒｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ（ｔｎｆｒｓｆ）ｍｅｍｂｅｒ１ａ］在肾脏和脾脏中的表达。实验结果显
示：ｔｎｆα和ｔｎｆｒｓｆ１ａ在斑马鱼各组织中均有常量表达。脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）和聚肌苷酸聚胞苷酸
［ｐｏｌｙｉｎｏｓｉｎｉｃａｃｉｄｐｏｌｙｃｙｔｉｄｙｌｉｃａｃｉｄ，ｐｏｌｙ（Ｉ：Ｃ）］能够调控肾脏和脾脏中ｔｎｆα和ｔｎｆｒｓｆ１ａ的表达。腹腔注射嗜水
气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）感染斑马鱼后，ｔｎｆα在脾脏（４８ｈ和７２ｈ）和肾脏（７２ｈ）中表达显著升高；
ｔｎｆｒｓｆ１ａ在脾脏（４８ｈ）表达水平也有显著上调。在注射迟缓爱德华氏菌（Ｅｄｗａｒｄａｓｉｅｌｌａｔａｒｄａ）的斑马鱼中，肾
脏的ｔｎｆα表达显著增加，但在脾脏的表达则完全被抑制；ｔｎｆｒｓｆ１ａ基因在脾脏和肾脏（６ｈ和７２ｈ）有明显上调。
鲤春病毒血症病毒（ｓｐｒｉｎｇｖｉｒａｅｍｉａｏｆｃａｒｐｖｉｒｕｓ，ＳＶＣＶ）感染斑马鱼后，ｔｎｆα和ｔｎｆｒｓｆ１ａ在感染早期表达量有显
著升高；而且在感染１～７ｄ中，肾脏的ｔｎｆｒｓｆ１ａ始终维持高水平诱导表达。实验结果表明：ｔｎｆα和ｔｎｆｒｓｆ１ａ在鱼
类抵抗细菌和病毒感染过程中发挥重要作用。
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　　肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，Ｔｎｆ）是
４０年前ＣＡＲＳＷＥＬＬ等［１］在接种卡介苗（ＢＣＧ）的
小鼠注射ＬＰＳ的血清中分离的一种能够杀伤肿
瘤细胞或使体内肿瘤组织出现坏死的细胞因子，

多年的研究表明，Ｔｎｆ在机体的防御反应、炎症反
应、促进细胞增殖分化以及杀伤或抑制肿瘤细胞

中发挥重要作用［１３］。Ｔｎｆ通过激活细胞膜上的
特异性受体发挥生物学功能。目前Ｔｎｆ受体超家
族（Ｔｎｆｒｅｃｅｐｔｏｒｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ，Ｔｎｆｒｓｆ）在高等脊椎动
物中得到了广泛研究，研究［４］表明人类含有 ２９
个Ｔｎｆｒｓｆ成员，ｔｎｆα的信号传导由Ｔｎｆｒ１（Ｔｎｆｒｓｆ１ａ）
或Ｔｎｆｒ２（Ｔｎｆｒｓｆ１ｂ）两个受体完成。Ｔｎｆｒｓｆ１ａ几乎
在所有细胞中表达，而ｔｎｆｒｓｆ１ｂ仅限于在一些免疫
细胞中表达。Ｔｎｆｒｓｆ１ａ胞内含有一个典型的死亡
结构域（ｄｅａｔｈｄｏｍａｉｎ），被 Ｔｎｆα激活后能够招募
下游信号因子，调控ＮＦКＢ和ＪＮＫ／ＳＡＰＫ途径促

进细胞增殖［５６］。另一方面，Ｔｎｆｒｓｆ１ａ能够激活
Ｔｎｆ受体相关死亡结构域（Ｔｎｆｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｄｅａｔｈｄｏｍａｉｎ，ＴＲＡＤＤ）和 Ｆａｓ相关死亡结构域
（Ｆａｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｄｅａｔｈｄｏｍａｉｎ，ＦＡＤＤ）介导的死亡
诱导信号，激活 ｃａｓｐａｓｅ３、６和 ７，诱导细胞凋
亡［７９］。与Ｔｎｆｒｓｆ１ａ相比，Ｔｎｆｒｓｆ１ｂ只在部分信号
通路中发挥作用。

目前ｔｎｆα基因在多种鱼类中得到了克隆和
鉴定［１０１６］。研究［１７］表明，鱼类的 ｔｎｆα基因结构
与哺乳动物同源基因基本一致，蛋白结构也具有

Ｔｎｆ家族的典型特征［１８］；而且，鱼类 Ｔｎｆα与哺乳
动物的 Ｔｎｆα在生物学功能上存在许多相似之
处［１０］。功能实验表明Ｔｎｆα重组蛋白可以诱导鱼
类细胞凋亡［９，１７］，增强白细胞的迁移与吞噬活

性［１１，１９］，诱导促炎症因子的表达，促进胸腺细胞

的增殖和一氧化氮 （ＮＯ）的生成和细胞增
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殖［１１１２，２０］。Ｔｎｆα在细菌和病毒感染后呈现差异
表达［１０，２１２３］，表明其在免疫防御中发挥重要作用。

如将斑马鱼的 ｔｎｆ基因敲除后，其对分枝杆菌的
易感性增加［２４］；病毒性出血败血症病毒（ｖｉｒａｌ
ｈａｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｓｅｐｔｉｃｅｍｉａｖｉｒｕｓ，ＶＨＳＶ）和传染性造
血器官坏死病毒（ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｈａｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｖｉｒｕｓ，ＩＨＮＶ）能够诱导ｔｎｆα表达［２５］。本研究通过

腹腔注射免疫刺激物和病原，比较分析ＬＰＳ、胞内
菌迟缓爱德华氏菌（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａｔａｒｄａ）、胞外菌
嗜水气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）、ｐｏｌｙ（Ｉ：Ｃ）
和鲤春病毒血症病毒（ｓｐｒｉｎｇｖｉｒａｅｍｉａｏｆｃａｒｐ
ｖｉｒｕｓ，ＳＶＣＶ）对斑马鱼ｔｎｆα和ｔｎｆｒｓｆ１ａ在免疫器官
（肾脏和脾脏）中的动态表达，为进一步研究宿主

应答细菌和病毒感染的免疫反应机理奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物

ＡＢ品系野生型斑马鱼购自中国科学研究院
水生生物研究所斑马鱼资源中心，在本实验室斑

马鱼养殖系统２８℃饲养１个月。所有动物实验
严格遵守国家和上海市有关实验动物工作管理

法规并通过上海海洋大学动物实验伦理委员会

审核批准。

１．１．２　菌株和毒株
大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞购买自北京全

式金生物技术有限公司，ＳＶＣＶ由中国科学研究
院水生生物研究所昌鸣先老师赠送［２６］，迟缓爱德

华式菌由中国科学研究院水生生物研究所谢海

侠老师赠送［２７］，嗜水气单胞菌由中国科学研究院

水生生物研究所李爱华老师赠送［２８］。

１．１．３　主要试剂
ＥｘＴａｑＭｉｘ、ＰＭＤ１９Ｔ和 ＤＮＡｍａｒｋｅｒ购自

ＴａＫａＲａ公司；琼脂糖凝胶和 ＤＮＡ回收试剂盒购
自Ｏｍｅｇａ公司；异丙醇、氯仿和乙醇购自国药集
团化学试剂有限公司；Ｔｒｉｚｏｌ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；逆转
录试剂盒［ＨｉｆａｉｒⅡ１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ
（ｇＤＮＡ ｄｉｇｅｓｔｅｒ ｐｌｕｓ）］和 ｑＰＣＲ 试 剂 盒

（ＵＮＩＣＯＮ ｑＰＣＲＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘｑＰＣＲ）
购自上海翊圣生物科技有限公司；脂多糖

（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）、聚肌苷酸聚胞苷酸
［ｐｏｌｙｉｎｏｓｉｎｉｃａｃｉｄｐｏｌｙｃｙｔｉｄｙｌｉｃａｃｉｄ，ｐｏｌｙ（Ｉ：Ｃ）］、
磷酸缓冲盐溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）和

间氨基苯甲酸乙酯甲磺酸盐（３Ａｍｉｎｏｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ
ｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅ，ＭＳ２２２）购自 Ｓｉｇｍａ
公司。

１．２　方法
１．２．１　斑马鱼攻毒实验

斑马鱼（体长约３ｃｍ，体质量约０．２５ｇ）在２８
℃养殖系统中饲养１个月，实验前１天停止喂食。
斑马鱼在０．０５％ＭＳ２２２的水中进行麻醉后，每
尾鱼注射１０μＬ刺激物或病原，分别在不同的时
间点解剖取脾脏和肾脏组织，并将组织置于１ｍＬ
Ｔｒｉｚｏｌ中，用组织破碎仪（ＱＩＡＮＧＥＮ）破碎，放置于
－８０℃冰箱保存备用。
１．２．２　引物设计与合成

根据美国国立生物技术信息中心（Ｎａｔｉｏｎａｌ
ＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）数据库
公布的斑马鱼ｔｎｆα（ＮＣＢＩ登录号：ＮＭ＿２１２８５９．２）
和ｔｎｆｒｓｆ１ａ基因（ＮＣＢＩ登录号：ＮＭ＿２１３１９０．１）顺
序，在编码区设计跨内含子的引物用于检测基因

表达，进行荧光定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）分析（表１）。引
物合成和基因测序由上海生工生物工程有限公

司完成。

１．２．３　斑马鱼 ｔｎｆα和 ｔｎｆｒｓｆ１ａ基因的组织表达
分析

取３０尾健康斑马鱼，随机分成３组，每组１０
尾鱼。解剖后分别取肾脏、脾脏、鳃、肠、皮肤和

肝组织，置于１ｍＬＴｒｉｚｏｌ溶液中，用组织破碎仪
破碎 ２ｍｉｎ，用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取总 ＲＮＡ，按照
ＨｉｆａｉｒⅡ １ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ说明书制
备ｃＤＮＡ模板。用 ｑＰＣＲ检测 ｔｎｆα和 ｔｎｆｒｓｆ１ａ基
因在各组织的表达情况。

１．２．４　ＬＰＳ和ｐｏｌｙ（Ｉ：Ｃ）刺激实验
注射处理预准备详见 １．２．１节，分别用 １０

μＬ１００μｇ／ｍＬＬＰＳ或ｐｏｌｙ（Ｉ：Ｃ）对斑马鱼进行腹
腔注射［２９３０］，对照组注射１０μＬＰＢＳ。在注射后
１２、２４、４８和７２ｈ分别取脾脏和肾脏，放于１ｍＬ
Ｔｒｉｚｏｌ中，每个时间点设计３个生物学重复样本，
每个样本为１０尾鱼的组织混合。有机溶剂法提
取总 ＲＮＡ，严格按照 ＨｉｆａｉｒⅡ １ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ说明书制备 ｑＰＣＲ模板，ｑＰＣＲ检测
ｔｎｆα和ｔｎｆｒｓｆ１ａ基因的表达情况。
１．２．５　迟缓爱德华氏菌感染实验

将迟缓爱德华式菌菌种从 －８０℃冰箱中取
出，用枪头挑取少量菌液放入１ｍＬ胰蛋白胨大

２７１
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豆肉汤培养基（ＴＳＢ）中，２８℃振荡活化２ｈ，涂平
板（胰蛋白胨大豆琼脂培养基，ＴＳＡ），挑取单克
隆，通过 ＤＮＡ促旋酶 Ｂ亚单位蛋白（ｇｙｒＢ）验证
（表１）［３１］。将阳性菌落接种到１ｍＬＴＳＢ培养基
中，在２８℃培养箱中１６０ｒ／ｍｉｎ振荡培养过夜。
按照１∶１００转接至新鲜 ＴＳＢ培养基中，在培养箱
中振荡培养至 ＯＤ６００为０．６～０．８，４０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ，弃上层清液，用无菌 ＰＢＳ洗涤１次，加
入５ｍＬＰＢＳ悬浮细菌，并用ＰＢＳ稀释菌液，稀释
梯度为１０－５、１０－６、１０－７和 １０－８，分别取 ０．２ｍＬ
菌液涂平板，每个梯度５个重复（剩余 ＰＢＳ悬浮
菌液放入４℃冰箱）。取菌落数在１０～１００之间
的平板进行计数，计算原菌液浓度为 ４．６×１０７

ＣＦＵ／ｍＬ。经预实验选取感染且不致死的菌液浓
度，感染过程中实验组鱼未出现明显的感染症

状。取１０μＬ稀释梯度为１０－２的菌液（４．６×１０５

ＣＦＵ／ｍＬ）对斑马鱼进行腹腔注射，对照组注射相
同体积的ＰＢＳ。在１２、２４、４８和７２ｈ时取肾脏和
脾脏组织，放入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ中，提取总ＲＮＡ，按照
ＨｉｆａｉｒⅡ １ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ说明书制
备ｃＤＮＡ模板，利用ｑＰＣＲ检测ｔｎｆα和ｔｎｆｒｓｆ１ａ基
因的表达。

１．２．６　嗜水气单胞菌感染实验
实验前处理详见１．２．１节，菌落计数确定原

菌液浓度步骤同１．２．５节。取１０μＬ菌液浓度为
４．５×１０４ＣＦＵ／ｍＬ的嗜水气单胞菌，对斑马鱼进
行腹腔注射，对照组注射相同体积的ＰＢＳ，实验过
程中实验组鱼未出现明显的感染症状。在６、１２、
２４和４８ｈ时取肾脏和脾脏组织，放入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ
中，提取总 ＲＮＡ，按照 ＨｉｆａｉｒⅡ １ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ说明书制备 ｃＤＮＡ模板，利用 ｑＰＣＲ
检测ｔｎｆα和ｔｎｆｒｓｆ１ａ基因的表达。
１．２．７　鲤春病毒血症病毒感染实验

实验前处理详见１．２．１节，每条成年斑马鱼
腹腔注射 １０μＬ浓度为 １×１０７ＴＣＩＤ５０／ｍＬ的
ＳＶＣＶ，对照组用相同体积的 ＤＭＥＭ处理，实验组
鱼在感染５ｄ后出现脾脏充血肿大，且伴有内脏
出血现象。分别在１、３、５、７和１５ｄ取肾脏和脾
脏组织，放于 １ｍＬＴｒｉｚｏｌ中，提取总 ＲＮＡ，按照
ＨｉｆａｉｒⅡ １ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ说明书制
备 ｑＰＣＲ模板，ｑＰＣＲ检测 ｔｎｆα和 ｔｎｆｒｓｆ１ａ基因的
表达情况。

１．２．８　荧光定量数据处理
根据基因的编码开放阅读框和基因组序列

设计跨外显子的 ｑＰＣＲ引物（表１），用 ＥｘＴａｑ酶
扩增基因片段，琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收（严格按照
Ｏｍｅｇａ公司试剂盒说明书操作），用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ
２０００超微量紫外分光光度计（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）
测定核酸浓度，进行１０倍连续稀释８个梯度。采
用荧光ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ核酸染色方法测定基因的Ｃｔ
值（按照ＵＮＩＣＯＮ ｑＰＣＲＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ
说明 书 操 作）。ｑＰＣＲ 在 荧 光 定 量 仪 器
ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ９６（Ｒｏｃｈｅ）上进行，程序如下：１个循
环：９５℃／３０ｓ；４０个循环：变性 ９５℃／５ｓ，退火
６２℃／３０ｓ，延伸７２℃／１０ｓ；１个循环：９５℃／１０
ｓ，６５℃／６０ｓ，９７℃／２０ｓ。以ｌｏｇ１０（拷贝数）为横
坐标，Ｃｔ值为纵坐标制作目标基因和内参基因
（Ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａ，ｅｆ１α）的标准曲线。计
算实验组与对照组 ｍＲＮＡ拷贝数的比值（ｆｏｌｄ
ｃｈａｎｇｅ），用Ｔ检验法进行分析数据间差异性的显
著程度，Ｐ＜０．０１（用表示）和 Ｐ＜０．００１（用

表示）分别表示差异显著和差异极显著。采用

Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ软件进行图片制作和编辑。

２　结果

２．１　斑马鱼ｔｎｆα、ｔｎｆｒｓｆ１ａ的组织表达分析
本研究选用 ｅｆ１α为内参基因进行荧光定量

分析，计算目的基因相对表达量（图１）。结果显
示ｔｎｆα和ｔｎｆｒｓｆ１ａ基因在健康斑马鱼的肾脏、脾
脏、皮肤、肠、鳃和肝６个组织中均有表达；ｔｎｆα基
因在肠和肝脏两组织中表达量极低，在肾脏、鳃

和皮肤３个组织中高量表达。ｔｎｆｒｓｆ１ａ在所有组
织中的表达量均显著高于 ｔｎｆα，其中在鳃中表达
量最高。

２．２　ＬＰＳ和ｐｏｌｙ（Ｉ：Ｃ）刺激实验
本研究用１０μＬ１００μｇ／ｍＬＬＰＳ或 ｐｏｌｙ（Ｉ：

Ｃ）对斑马鱼进行腹腔注射，在１２、２４、４８和７２ｈ
取脾脏和肾脏，荧光定量检测 ｔｎｆα和 ｔｎｆｒｓｆ１ａ基
因的表达情况（图２）。结果显示，通过 ＬＰＳ刺激
后，肾脏ｔｎｆα表达在２４ｈ和７２ｈ有显著上调；脾
脏ｔｎｆα表达在２４ｈ和４８ｈ下降，但在７２ｈ显著
上升。肾脏ｔｎｆｒｓｆ１ａ表达量在１２ｈ相对于对照组
上升了 ７倍，但随后下降；脾脏 ｔｎｆｒｓｆ１ａ表达除
２４ｈ出现下降外，在其他时间点均有显著升高。
在ｐｏｌｙ（Ｉ：Ｃ）刺激后，肾脏 ｔｎｆα在所有取样时间
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点均显著上调；脾脏ｔｎｆα表达在刺激１２ｈ和７２ｈ
显著上调，在 ２４ｈ和 ４８ｈ显著下调。肾脏

ｔｎｆｒｓｆ１ａ表达在感染前期（１２ｈ和 ２４ｈ）受到抑
制，在４８ｈ和７２ｈ显著升高。

１．肾脏；２．鳃；３．皮肤；４．脾脏；５．肝；６．肠

１．Ｋｉｄｎｅｙ；２．Ｇｉｌｌ；３．Ｓｋｉｎ；４．Ｓｐｌｅｅｎ；５．Ｌｉｖｅｒ；６．Ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ

图１　斑马鱼ｔｎｆα和ｔｎｆｒｓｆ１ａ基因在不同组织中的表达（ｎ＝３）
Ｆｉｇ．１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｎｆαａｎｄｔｎｆｒｓｆ１ａｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｔｉｓｓｕｅｓ（ｎ＝３）

图２　ＬＰＳ和ｐｏｌｙ（Ｉ：Ｃ）刺激斑马鱼后ｔｎｆα和ｔｎｆｒｓｆ１ａ在脾脏和肾脏中的表达
Ｆｉｇ．２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｎｆαａｎｄｔｎｆｒｓｆ１ａｉｎｓｐｌｅｅｎａｎｄｋｉｄｎｅｙａｆｔｅｒｉ．ｐ．ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈＬＰＳｏｒｐｏｌｙ（Ｉ：Ｃ）
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２．３　迟缓爱德华氏菌感染实验
用浓度为４．６×１０５ＣＦＵ／ｍＬ的迟缓爱德华

氏菌菌液腹腔注射斑马鱼（１０μＬ），对照组注射
相同体积的 ＰＢＳ。在６、１２、２４和７２ｈ取肾脏和
脾脏组织，荧光定量检测 ｔｎｆα和 ｔｎｆｒｓｆ１ａ基因的
表达，结果表明，在被感染的斑马鱼脾脏中无法

检测到ｔｎｆα的表达。但在肾脏中 ｔｎｆα表达在各
个时间点都显著升高，在１２ｈ升高达１０００倍。
ｔｎｆｒｓｆ１ａ基因在脾脏和肾脏中６ｈ和７２ｈ均明显
上调。在肾脏中上调倍数远大于脾脏，在肾脏中

最高上调倍数近１６００倍。见图３。

２．４　嗜水气单胞菌感染实验
用１０μＬ浓度为４．５×１０４ＣＦＵ／ｍＬ的嗜水

气单胞菌腹腔注射斑马鱼，在６、１２、２４和４８ｈ取
肾脏和脾脏组织，荧光定量检测 ｔｎｆα和 ｔｎｆｒｓｆ１ａ
基因的表达情况，结果表明在感染 ２４ｈ和 ４８ｈ
后，ｔｎｆα基因在脾脏中表达水平显著上调，在肾脏
中仅４８ｈ有显著上调；在脾脏中的上调倍数远大
于在肾脏中的上调倍数，在脾脏中最高（上调１８
倍）。ｔｎｆｒｓｆ１ａ基因在脾脏（１２ｈ）和肾脏（２４ｈ）有
显著上调。在脾脏中有较高上调倍数，上调的最

大倍数是８倍。见图４。

图３　迟缓爱德华氏菌感染斑马鱼后，ｔｎｆα（ａ）和ｔｎｆｒｓｆ１ａ（ｂ）基因在脾脏和肾脏中的表达
Ｆｉｇ．３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｎｆα（ａ）ａｎｄｔｎｆｒｓｆ１ａ（ｂ）ｉｎｓｐｌｅｅｎａｎｄｋｉｄｎｅｙａｆｔｅｒｉ．ｐ．ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈＥ．ｔａｒｄａ

２．５　鲤春病毒血症病毒感染实验
用１０μＬ浓度为１×１０７ＴＣＩＤ５０／ｍＬ的ＳＶＣＶ

病毒腹腔注射斑马鱼，分别在１、３、５、７和１５ｄ取
肾脏和脾脏组织，荧光定量检测 ｔｎｆα和 ｔｎｆｒｓｆ１ａ

基因的表达。实验结果表明：在肾脏中 ｔｎｆα和
ｔｎｆｒｓｆ１ａ表达在第１～１５天均有明显上调，而脾脏
中ｔｎｆα表达只在第１天升高，ｔｎｆｒｓｆ１ａ表达在第１
天、第３天和第１５天有明显上调。见图５。

图４　嗜水气单胞菌感染斑马鱼后，ｔｎｆα（ａ）和ｔｎｆｒｓｆ１ａ（ｂ）基因在脾脏和肾脏中的表达
Ｆｉｇ．４　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｎｆα（ａ）ａｎｄｔｎｆｒｓｆ１ａ（ｂ）ｉｎｓｐｌｅｅｎａｎｄｋｉｄｎｅｙａｆｔｅｒｉ．ｐ．ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈＡ．ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ
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图５　鲤春病毒血症病毒感染斑马鱼后，ｔｎｆα（ａ）和ｔｎｆｒｓｆ１ａ（ｂ）基因在脾脏和肾脏中的表达
Ｆｉｇ．５　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｎｆα（ａ）ａｎｄｔｎｆｒｓｆ１ａ（ｂ）ｉｎｓｐｌｅｅｎａｎｄｋｉｄｎｅｙａｆｔｅｒｉ．ｐ．ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈＳＶＣＶ

３　讨论

已有的研究结果表明，鱼类 ｔｎｆα基因在不同
鱼类组织中呈现差异表达［１１，１４，１７，３２］，例如 ｔｎｆα在
鲶鱼中呈组成型表达，在虹鳟中呈诱导性表达。

本研究分析了斑马鱼 ｔｎｆα和 ｔｎｆｒｓｆ１ａ基因在健康
鱼不同组织中的表达情况，发现 ｔｎｆα和 ｔｎｆｒｓｆ１ａ
在正常鱼组织（如肾脏、脾脏、皮肤、鳃、肝脏和

肠）中均呈组成型表达；通过腹腔注射 ＬＰＳ、ｐｏｌｙ
（Ｉ：Ｃ）、细菌和病毒可调控 ｔｎｆα和 ｔｎｆｒｓｆ１ａ在免疫
组织中的表达，但调控模式存在差异。实验结果

表明斑马鱼 Ｔｎｆα和 Ｔｎｆｒｓｆ１ａ参与宿主防御细菌
和病毒感染的免疫反应。

硬骨鱼类含有多个ｔｎｆα基因，分为ｔｎｆαⅠ型
和Ⅱ型两大类［２１］。在过去２０年中，ｔｎｆα基因的
表达得到了较为深入的研究［２１，３３３４］，研究结果表

明它们在表达应答细菌和病毒时存时空差异。

斑马鱼含有２个同源 ｔｎｆα基因；ＢＡＴＥＳ等［３４］用

５０μｇ／ｍＬＬＰＳ处理７ｄ的斑马鱼胚胎，能够诱导
ｔｎｆα基因表达；通过腹腔注射感染斑马鱼，ＬＰＳ能
诱导ｔｎｆα和ｔｎｆβ的表达，且在刺激４ｈ后达到高
峰。本研究发现，斑马鱼在注射 ＬＰＳ和 ｐｏｌｙ（Ｉ：
Ｃ）后，肾脏和脾脏的 ｔｎｆα和 ｔｎｆｒｓｆ１ａ表达明显上
升，ＬＰＳ和ｐｏｌｙ（Ｉ：Ｃ）为典型的细菌和病毒病原相
关 分 子 模 式 （ｐａｔｈｏｇｅｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｐａｔｔｅｒｎｓ，ＰＡＭＰｓ），大量研究显示它们能激活 Ｔｏｌｌ
类受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＬＲ），由此推测，斑马
鱼ｔｎｆα的表达受到识别 ＬＰＳ和 ｐｏｌｙ（Ｉ：Ｃ）的类
Ｔｏｌｌ受体的调控。已有研究［３５］表明，鱼类存在识

别ｐｏｌｙ（Ｉ：Ｃ）的 ＴＬＲ受体（ＴＬＲ３和 ＴＬＲ２２）；

ＴＬＲ４在哺乳类中为识别 ＬＰＳ的主要受体，但鱼
类ＴＬＲ４跟ＬＰＳ结合力极弱［３６］。

本研究发现斑马鱼 ｔｎｆα对 Ａ．ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ和
Ｅ．ｔａｒｄａ的表达应答存在差异。Ａ．ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ在
肾脏和脾脏中上调 ｔｎｆα的表达；在注射 Ｅ．ｔａｒｄａ
的斑马鱼中，肾脏的 ｔｎｆα表达显著增加，但脾脏
的ｔｎｆα表达完全被抑制（４０个 ＰＣＲ循环内检测
不到），与已发表的结果类似。例如，ＰＵＲＣＥＬＬ
等［２５］现在用海豚链球菌感染的斑马鱼中，ｔｎｆα也
没有表现出明显的变化。Ａ．ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ为胞外病
原，而Ｅ．ｔａｒｄａ则可进入宿主细胞内繁殖，为胞
内感染细菌，鱼类ｔｎｆα是否在胞外和胞内细菌感
染过程中受到不同调控还需要进一步的研究。

另外，ｔｎｆα对Ａ．ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ和 Ｅ．ｔａｒｄａ的表达差
异也可能与病原的感染剂量有关。

ｔｎｆα在调控宿主应答病毒感染的免疫反应过
程中起着非常重要的作用。在病毒感染后，鱼类

ｔｎｆα表达得到明显上调，已经知道传染性脾肾坏
死病 毒 （ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｓｐｌｅｅｎａｎｄｋｉｄｎｅｙｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｖｉｒｕｓ，ＩＳＫＮＶ）、病毒性出血败血症病毒（ＶＳＨＶ）
和传染性造血器官坏死病毒（ＩＨＮＶ）均可诱导宿
主ｔｎｆα表达［１８，２５］；与此类似，在本实验中，ＳＶＣＶ
感染斑马鱼初期（１ｄ和３ｄ），脾脏和肾脏中 ｔｎｆα
和ｔｎｆｒｓｆ１ａ基因表达均呈现显著上调。这些结果
证明ｔｎｆα在鱼类应答病毒感染的免疫反应中起
着非常重要的作用。

综上所述，鱼类 ｔｎｆα在抵御外界细菌和病毒
感染中可能发挥重要作用。本研究初步分析了

斑马鱼 ｔｎｆα及其受体 ｔｎｆｒｓｆ１ａ对应答细菌和病毒
感染的转录表达，其结果为进一步研究Ｔｎｆα及其
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受体Ｔｎｆｒｓｆ１ａ的功能，阐明其作用机理、信号通路
和宿主的防御机制奠定基础。
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