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摘　要：芳香烃受体（Ａｒｙｌｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡｈＲ）作为配体激活的转录因子在 Ｔ细胞、单核细胞和树突状
细胞（Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣｓ）的功能调节方面扮演重要角色，炎症相关细胞因子的产生与 ＡｈＲ信号通路也密切
相关。为阐明草鱼（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ）ａｈｒ１ａ基因在炎症发生过程中的作用，本研究克隆获得了草鱼
ａｈｒ１ａ基因ｃＤＮＡ序列，全长２８９３ｂｐ，其编码区共２５４４ｂｐ，编码８４７个氨基酸。结构域预测发现草鱼ＡｈＲ１ａ
蛋白含有螺旋环螺旋（Ｈｅｌｉｘｌｏｏｐｈｅｌｉｘ，ＨＬＨ）超家族中 ｂＨＬＨＰＡＳ（Ｐｅｒｉｏｄａｒｙｌｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒｎｕｃｌｅａｒ
ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｏｒｓｉｎｇｌｅｍｉｎｄｅｄ，ＰｒｅＡｒｎｔＳｉｍ）亚家族的典型结构域。氨基酸序列分析表明，草鱼 ＡｈＲ１ａ与黄河鲤
（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）的相似性与一致性最高。系统进化树结果发现草鱼ａｈｒ１ａ基因与金鱼（Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ）、黄
河鲤和斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）的同源基因聚在一支。草鱼ａｈｒ１ａ基因在多个组织（肠、鳃、肾、肝、头肾、胸腺、脾、
皮肤、脑）中均有表达，其中肠和鳃表达量最高。草鱼感染柱状黄杆菌（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｃｏｌｕｍｎａｒｅ）后，ａｈｒ１ａ在
脾（２４、４８ｈ）和头肾（１２、２４ｈ）中的表达水平显著下降。腹腔注射草鱼呼肠孤病毒（Ｒｅｏｖｉｒｕｓｏｆｇｒａｓｓｃａｒｐ，
ＧＣＲＶ）后，脾和头肾中ａｈｒ１ａ表达水平无明显变化。体外实验结果显示，脂多糖（Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｒｉｄｅ，ＬＰＳ）和ＩＬ
１β重组蛋白下调草鱼原代头肾白细胞中ａｈｒ１ａ的表达。综上所述，本研究克隆分析了草鱼ａｈｒ１ａ基因并初步
证实其参与炎症反应的调控。
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　　芳香烃受体（Ａｒｙｌｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡｈＲ）
是配体激活的核转录因子，属于螺旋环螺旋
（Ｈｅｌｉｘｌｏｏｐｈｅｌｉｘ，ＨＬＨ）超 家 族 中 ｂＨＬＨＰＡＳ
（ＰｅｒｉｏｄＡｒｙｌ ｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｒ
ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｏｒＳｉｎｇｌｅＭｉｎｄｅｄ，ＰｒｅＡｒｎｔＳｉｍ）亚家族成
员［１］，在动物体内具有广泛的生物学和毒理学效

应［２３］。ＰＡＳｂＨＬＨ蛋白是控制适应性免疫反应
中的转录调节因子，还参与应答神经发生、血管

化、昼夜节律、新陈代谢和对缺氧的应急反应［４］。

研究［５８］表明，ＡｈＲ与其他信号通路的蛋白质相
互作用，其中包括核因子κＢ（ＮＦκＢ）、信号传导
及转录激活蛋白（ＳＴＡＴｓ）、原癌基因（ｃＭａｆ）或
β连环蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）等，参与信号通路的调
控。一些ＡｈＲ的配体已得到鉴定，如环境污染物
ＴＣＤＤ（２，３，７，８ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｏｄｉｂｅｎｚｏｐｄｉｏｘｉｎ）和内
源性芳香烃受体激动剂 （６Ｆｏｒｍｙｌｉｎｄｏｌｏ［３，２ｂ］

ｃａｒｂａｚｏｌｅ，ＦＩＣＺ）被证实是ＡｈＲ的高亲和力配体。
ＡｈＲ起源于６亿多年前，无脊椎动物ＡｈＲ缺

乏与卤代和非卤代芳香烃的高亲和力，仅在器官

发育中发挥作用，这也是脊椎和无脊椎动物之间

ＡｈＲ的根本区别［９］。在动物进化过程中，ａｈｒ基
因在早期脊椎动物进化和特定脊椎动物谱系不

断复制，导致每个物种存在１～５个 ａｈｒ基因［１０］。

哺乳动物只有１个 ａｈｒ基因，而大多数鱼类有多
个ａｈｒ基因，这可能是由于软骨鱼类和硬骨鱼类
在谱系分化之前串联基因复制导致出现２个 ａｈｒ
分支，即ａｈｒ１和ａｈｒ２［１１］。此外，由于真骨鱼类特
有的全基因组复制事件，真骨鱼类存在更多拷

贝，如ａｈｒ１ａ、ａｈｒ２ａ和ａｈｒ１ｂ、ａｈｒ２ｂ［１２］。系统进化
分析表明，鱼类ａｈｒ１是哺乳动物中 ａｈｒ的同源基
因。目前ａｈｒ已在斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）［１３］、底

#

（Ｆｕｎｄｕｌｕｓ ｈｅｔｅｒｏｃｌｉｔｕｓ）［１４］、 真 鲷 （Ｐａｇｒｕｓ
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ｍａｊｏｒ）［１５］、大西洋鲑 （Ｓａｌｍｏｓａｌａｒ）［１６］、青
#

（Ｏｒｙｚｉａｓｌａｔｉｐｅｓ）［１７］、红 鳍 东 方  （Ｔａｋｉｆｕｇｕ
ｒｕｂｒｉｐｅｓ）［１８］ 和 大 西 洋 小 鳕 （Ｍｉｃｒｏｇａｄｕｓ
ｔｏｍｃｏｄ）［１９］中报道。

Ｔ细胞是适应性免疫系统的重要组成部分。
初始 Ｔ细胞在抗原呈递细胞（Ａｎｔｉｇｅｎｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ
ｃｅｌｌｓ，ＡＰＣｓ）及其共刺激信号激活后进行分化。
有研究［２０２２］表明，ＡｈＲ配体能够促进 Ｔｈ１７细胞
的生成和诱导性Ｔｒｅｇ细胞、自然Ｔｒｅｇ细胞和调节
性Ｔｒｅｇ１细胞的增殖。ＡｈＲ促使 Ｔｈ１７细胞分泌
ＩＬ２２［２１］。在诱导的自身免疫模型中，持续暴露
于容易降解的ＡｈＲ配体（ＴＣＤＤ或 ＦＩＣＺ）可以缓
解疾病的恶化［２３］。ＡｈＲ参与调控朗格汉斯细胞
成熟和功能［２４］。ａｈｒ在大多数上皮细胞中高量表
达［２５］，对皮肤角质形成细胞的紫外线（ＵＶ）Ｂ应
激反应［２６］，以及肠道、皮肤、肺和生殖器上皮细胞

抵御有害化学物质至关重要。目前有关鱼类

ＡｈＲ的研究都聚焦在ＡｈＲ２的功能和ＴＣＤＤ毒性
的机制上［２７］，而对 ＡｈＲ１功能的研究尚不深入。
最初研究［１１］认为 ＡｈＲ１ａ不具有功能。在斑马鱼
中，ＴＣＤＤ诱导的毒性和激活 Ｃｙｐ１ａ活性似乎不
需要 ＡｈＲ１ａ参与［２７］。最近研究［２８］发现，敲降

ａｈｒ１ａ会降低斑马鱼 Ｃｙｐ１ａ在胚胎发育过程中的
表达。研究［２９］表明，斜带石斑鱼（Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ
ｃｏｉｏｉｄｅｓ）受到致病性沙门氏气单胞菌 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓ
ｓａｌｍｏｎｉｃｉｄａ）感染后，ａｈｒ１在脾脏、肠道和巨噬细
胞中被一种未知配体激活，同时，在脾、肠和巨噬

细胞中 ａｈｒ１ａ和 ａｈｒ１ｂ表达量显著升高，而 ａｈｒ２
仅在肠中升高，提示 ａｈｒ１ａ和 ａｈｒ１ｂ主要参与免
疫应答反应。此外，ＡｈＲ抑制剂３′，４′ＤＭＦ和沉
默ａｈｒ１ａ或 ａｈｒ１ｂ表达会抑制由 ＳＲＷＯＧ１感染
诱导的 ｉｌ１β和 ｉｌ８的升高。这些结果表明：
ＡｈＲ１ａ在免疫中可能具有重要作用，但具体机制
尚不清楚。

草鱼是我国重要的淡水养殖经济鱼类，鉴定

其免疫相关基因对草鱼的健康养殖具有重要意

义。本研究克隆了草鱼ａｈｒ１ａ并分析其在健康草
鱼组织中的表达，以及脂多糖（Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｒｉｄｅ，
ＬＰＳ）、柱状黄杆菌（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｃｏｌｕｍｎａｒｅ）、草
鱼呼肠孤病毒（Ｒｅｏｖｉｒｕｓｏｆｇｒａｓｓｃａｒｐ，ＧＣＲＶ）、ＩＬ
１β重组蛋白对草鱼ａｈｒ１ａ的影响，为进一步研究
硬骨鱼类ＡｈＲ１ａ免疫相关功能奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物
本实验所用健康草鱼（１２０±１０）ｇ购自上海

海洋大学滨海养殖基地。实验前在（２５±３）℃环
境下暂养２周。实验操作前用间氨基苯甲酸已
脂甲磺酸盐 ＭＳ２２２（１００ｍｇ／ｍＬ，ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ）
对实验草鱼进行麻醉。所有实验严格遵守上海

市有关动物工作管理法规，并获得上海海洋大学

实验动物伦理委员会的审核批准（ＳＨＯＵＤＷ
２０２１０２７）。
１．２　菌株和毒株

大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞购自Ｐｒｏｍｅｇａ公
司。Ｇ４株柱状黄杆菌由中国科学院水生生物研
究所谢海霞老师提供。Ⅱ型草鱼呼肠孤病毒
（ＧＣＲＶⅡ）由中国科学院武汉病毒研究所方勤
研究员提供。

１．３　草鱼总 ＲＮＡ提取以及成鱼组织中的表达
分析

用ＭＳ２２２对草鱼进行麻醉，剪断鳃后脊椎
骨，乙醇擦拭鱼体表面后，切开鳃弓放血，用无菌

剪刀沿着尾鳍解剖鱼体，将肠、鳃、肾脏、肝脏、头

肾、胸腺、脾脏、皮肤、脑组织分别放入预先准备

的２ｍＬ无ＲＮＡ酶离心管中。用ＴＲＩｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）提取总 ＲＮＡ，具体方法参照 ＪＩＡ
等［３０］。严 格 按 照 Ｈｉｆａｉｒ １ｓｔＳｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ说明书制备ｑＰＣＲ模板，利用实时荧
光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）检测草鱼ａｈｒ１ａ基因在各
个组织中的表达情况。

１．４　草鱼ａｈｒ１ａ克隆以及序列分析
用ＨｉｆａｉｒⅡ１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（翌

圣）合成ｃＤＮＡ，具体方法参照ＪＩＡ等［３０］。从草鱼

基因 组 数 据 库 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｇｒ．ａｃ．ｃｎ／
ｇｒａｓｓｃａｒｐ／）检索到 ａｈｒ１ａ基因部分序列，用表 １
所列引物以合成的ｃＤＮＡ第一链为模板进行该基
因保守片段的扩增。扩增体系为 ５０μＬ：
ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｍａｘ２５μＬ（ＴａＫａＲａ），ｄｄＨ２Ｏ２２μＬ，
上下游引物（Ｆ／Ｒ）各１μＬ，ｃＤＮＡ１μＬ；ＰＣＲ反应
程序：９５℃预变性３ｍｉｎ；９５℃变性１０ｓ，５８℃退
火３０ｓ，７２℃延伸１２０ｓ，共３５个循环；７２℃延伸
７ｍｉｎ。扩增产物经琼脂糖凝胶电泳后，利用 Ｇｅｌ
ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ（ＯＭＥＧＡ）对特异性条带进行胶回
收。回 收 产 物 连 接 至 ｐＭＤＴＭ１９Ｖｅｃｔｏｒ
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（ＴａＫａＲａ）并转化至大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞，
经ＰＣＲ筛选获得阳性菌落，菌液直接测序（苏州
金唯智生物科技有限公司）。根据获得的保守片

段设计特异性引物（表 １）快速扩增 ｃＤＮＡ
（ＲＡＣＥ）５′和３′端未知序列。最后，用单对引物
扩增全长编码序列，具体方法参照 ＪＩＡ等［３０］。通

过ＮＣＢＩ数据库中的ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ进行开放阅读框
的预测，以及ＢＬＡＳＴ程序进行序列的同源性搜索
和比 对。利 用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ ｔｏｏｌ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．
ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）预测蛋白质相对分子质量
和等电点，利用 ＳＭＡＲＴ（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ
ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）预测结构域；序列比对利用
ＣｌｕｓｔａｌＸ软件，ａｈｒ１ａ同源基因数据均来自于
ＮＣＢＩ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）；
相似性与一致性比较利用网站 ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．
ａｃ．ｕｋ／Ｔｏｏｌｓ／ｐｓａ／ｅｍｂｏｓｓ＿ｎｅｅｄｌｅ／进行计算，斑马
鱼、斑点雀鳝（Ｌｅｐｉｓｏｓｔｅｕｓｏｃｕｌａｔｕｓ）、小斑猫鲨
（Ｓｃｙｌｉｏｒｈｉｎｕｓｃａｎｉｃｕｌａｒ）和人（Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ）的基
因组数据均来源于ＮＣＢＩ；进化树构建利用ＭＥＧＡ
Ｘ软件。
１．５　细菌和病毒感染实验

肾和脾是鱼类的重要中枢免疫组织［３１］，含有

多种类型、大小不一的免疫细胞，因此将草鱼脾

和肾组织作为实验对象。

将３２条健康的草鱼随机分为两组，每组１６
条，实验组腹腔注射１００μＬ柱状黄杆菌（１×１０８

ＣＦＵ／ｍＬ），对照组腹腔注射等量的 ＰＢＳ，第 １２、
２４、４８、７２小时从每组鱼的脾肾组织中提取总
ＲＮＡ，并反转成ｃＤＮＡ模板备用。

将３２条健康草鱼随机分为两组，每组１６条，
实验组注射 ２００μＬＧＣＲＶⅡ病毒（病毒滴度为
１×１０７ＴＣＩＤ５０／ｍＬ），对照组腹腔注射等量 ＤＭＥＭ
培养基，第１、３、７、１４天从每组鱼的脾肾组织中提
取总ＲＮＡ，并反转成 ｃＤＮＡ模板备用。具体方法
参照ＪＩＡ等［３０］。

１．６　ＩＬ１β重组蛋白的表达及纯化
从美国国家生物技术信息中心（Ｎａｔｉｏｎａｌ

ＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）获取草
鱼ＩＬ１β的序列（登录号：ＪＸ０１４３２０．１），利用特
异性引物（表１）扩增草鱼 ＩＬ１β（从 Ｆ１３０Ｋ２７０）预
测成熟肽，用限制性核酸内切酶（ＮｃｏⅠ和 ＢａｍＨ
Ⅰ）分别酶切表达载体质粒和目的片段，将目的
片段连接至 ｐＥＴ２１ｄ载体。将连接后的产物转

化至大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞中，挑取含目的
片段的单阳性菌落，测序验证后进行质粒提取，

将重组表达质粒转化至大肠杆菌 Ｒｏｓｓｅｔａ（ＤＥ３）
中，挑取单克隆菌落接种至５０ｍＬＬＢ培养基中，
３７℃培养过夜，然后转入５ＬＬＢ培养基中，培养
约２ｈ至ＯＤ６００值达到０．６～０．８时加入１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＩＰＴＧ，并将培养温度调整至１６℃培养６ｈ。４０００
ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ收集菌体，再加入ＰＢＳ重悬，用
８００ｂａｒ高压破碎５ｍｉｎ，收集细菌破碎产物，４℃
条件下８０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，收集上清。用
ＰＢＳ平衡亲和柱（ＮｉＮＴＡ柱），将收集的破碎菌
体上清加入亲和柱，之后再加入不同浓度（３０
ｍｍｏｌ／Ｌ、６０ｍｍｏｌ／Ｌ和５００ｍｍｏｌ／Ｌ）咪唑洗脱并
收集洗脱液，洗脱后用 １０ｍＬｄｄＨ２Ｏ清洗亲和
柱，最后用 ２０％乙醇封柱，具体步骤参考 ＬＩ
等［３１］。

１．７　ＬＰＳ和重组 ＩＬ１β刺激草鱼头肾原代细胞
实验

参照１．３节取头肾组织，置入含１％双抗的
ＰＢＳ中清洗。将头肾组织转移至７０μｍｏｌ／Ｌ的尼
龙滤网上，研磨组织并不断滴加 ＰｕｓｈｉｎｇＢｕｆｆｅｒ
（Ｌ１５＋２％ＦＢＳ＋０．１％肝素）。将细胞悬液转移
至５１％Ｐｅｒｃｏｌｌ，在４℃、加速度为１、减速制动为０
条件下４００ｇ离心 ３０ｍｉｎ。吸取白色中间层细胞
放入含有ＰｕｓｈｉｎｇＢｕｆｆｅｒ（Ｌ１５＋０．１％ＦＢＳ＋０．１％
肝素）的离心管中。４℃，４００ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上
清，重复１次。将细胞重悬于 ＤＭＥＭ／ＲＰＭＩ培养
基中，计数后将１×１０７细胞转于６孔板中，置于
２８℃、５％ＣＯ２培养箱中稳定４ｈ，加入５０μｇ／ｍＬ
ＬＰＳ或５００ｎｇ／ｍＬＩＬ１β重组蛋白，对照组分别加
入等体积ＰＢＳ（ＬＰＳ对照组）或等体积１００℃变性
５ｍｉｎ的重组蛋白（ＩＬ１β对照组）。１２ｈ后，收集
悬浮细胞和贴壁细胞进行总 ＲＮＡ的提取以及
ｃＤＮＡ的制备，具体方法参照１．３节。
１．８　统计分析

采用ＳＰＳＳ１７．０软件对 ＲＴｑＰＣＲ生成的数
据进行统计分析。用延伸因子 １α（Ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ，ｅｆ１α）作为内参，计算靶基因的相当表达水
平。采用单因素方差分析，进行 ＬＳＤ后检验。
Ｐ＜０．０５和Ｐ＜０．０１分别表示实验组与对照组差
异显著和差异极显著［３２］，并用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５
作图。
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表１　基因引物信息
Ｔａｂ．１　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｐｒｉｍｅｒｓ

引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ
顺序（５′３′）
Ｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

用途

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
Ｆ ＴＣＧＣＡＡＡＣＧＧＡＡＧＡＡＡＣＣ 片段验证

Ｒ ＴＴＧＧＴＣＣＡＡＣＡＣＣＴＡＣＴＣＴＴＴＴ 片段验证

ａｈｒ１ａＦ１ ＴＧＡＣＧＴＧＧＣＡＧＡＣＣＴＴＡＣＡＧ ３′ＲＡＣＥ
ａｈｒ１ａＦ２ ＣＡＣＣＡＧＧＴＴＣＡＧＡＣＧＡＣＧＡＧ ３′ＲＡＣＥ
ａｈｒ１ａＦ３ ＡＣＡＴＧＣＡＧＣＡＧＧＴＴＣＴＴＣＣＣ ３′ＲＡＣＥ
ａｈｒ１ａＲ１ ＣＴＣＴＧＧＴＧＧＣＡＡＣＴＧＣＴＣＴＧ ５′ＲＡＣＥ
ａｈｒ１ａＲ２ ＴＧＴＧＣＣＡＴＴＧＧＡＧＧＴＧＡＣＣＡ ５′ＲＡＣＥ
ａｈｒ１ａＲ３ ＡＴＴＣＡＧＣＣＧＧＴＣＣＣＧＡＴＧＴＣ ５′ＲＡＣＥ
ＵＰＭｌｏｎｇ ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ ３′ＲＡＣＥ
ＵＰＭｓｈｏｒｔ ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ ３′ＲＡＣＥ
ＮＵＰ ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ ３′ＲＡＣＥ
ＡＰＧ ＣＣＡＧＡＣＴＣＧＴＧＧＣＴＧＡＴＧＣＡ（Ｇ）１６ ５′ＲＡＣＥ
ＡＰ ＣＣＡＧＡＣＴＣＧＴＧＧＣＴＧＡＴＧＣＡ ５′ＲＡＣＥ
ａｈｒ１ａＦ ＡＧＣＡＣＣＧＡＧＴＡＡＡＧＣＣＡＣＣＣ 序列验证

ａｈｒ１ａＲ ＣＣＡＣＡＣＡＧＣＴＧＡＣＧＡＴＣＡＴＧ 序列验证

ａｈｒ１ａｑＦ ＧＡＣＧＣＣＴＣＣＴＣＴＧＧＡＴＣＴＧＡ ＲＴｑＰＣＲ
ａｈｒ１ａｑＲ ＣＡＴＡＴＣＡＣＣＡＴＣＣＡＧＧＣＣＣＴＴＧ ＲＴｑＰＣＲ
ｅｆ１αｑＦ ＣＡＧＣＡＣＡＡＡＣＡＴＧＧＧＣＴＧＧＴＴＣ ＲＴｑＰＣＲ
ｅｆ１αｑＲ ＡＣＧＧＧＴＡＣＡＧＴＴＣＣＡＡＴＡＣＣＴＣＣＡ ＲＴｑＰＣＲ
ｉｌ１βＦ ＡＴＧＡＡＧＡＣＣＡＧＣＡＡＧＡＣＣＴＴＧＣＡＧＴＧＣＴＣＣＡＴＴ 质粒构建

ｉｌ１βＲ ＴＣＡＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＣＴＴＧＴＴＣＴＣＣＡＧＴＧＴＧＡＡＧＴＣＴＧＴ 质粒构建

２　结果

２．１　草鱼ａｈｒ１ａ基因克隆及序列分析
通过分析草鱼基因组获得草鱼ａｈｒ１ａ基因编

码序列，并对此序列测序验证。草鱼 ａｈｒ１ａ基因
ｃＤＮＡ全长为２８９３ｂｐ（图１），包括５′非编码区
（Ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ，ＵＴＲ）２９２ｂｐ、３′非编码区５７
ｂｐ和开放阅读框（Ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）２５４４
ｂｐ，编码８４７个氨基酸。３′ＵＴＲ有典型的多聚腺
苷酸加尾信号“ＡＡＴＡＡＡ”基序和 ＰｏｌｙＡ重复序
列。对ＡｈＲ１ａ蛋白结构域进行分析（图２），发现
其具有ＨＬＨ超家族中 ｂＨＬＨＰＡＳ亚家族典型的
结构域，即 ｂＨＬＨ（Ｎ２７Ｎ８１）、ＰＡＳＡ（Ｐ１００Ｎ１６６）和
ＰＡＳＢ（Ｌ２５９Ｒ３２９）。草鱼 ＡｈＲ１ａ的预测分子量为
９５．０ｋｕ，理论等电点为６．１４。
２．２　草鱼ＡｈＲ１ａ同源比较与系统进化分析

草鱼ＡｈＲ１ａ的氨基酸序列与其他物种的相
似性和一致性比对结果显示（表２），草鱼 ＡｈＲ１ａ
与黄河鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）相似性与一致性最高，
分别为 ８１．５％和 ７４．７％，与其他物种的 ＡｈＲ１ａ
（ＡｈＲ）相似性和一致性也达到了 ４５．４％和
３８．８％。

利用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件和 ＭＥＧＡＸ软件构建系
统进化树（图３）。结果表明：ＡｈＲ１ａ氨基酸 Ｎ端
区段（即ＰＡＳｂＨＬＨ功能域）较为保守，而Ｃ端序
列则同源性较低。系统发育进化分析显示，草鱼

ＡｈＲ１ａ与黄河鲤、金鱼（Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ）、斑马
鱼、虹鳟 （Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ）、大西洋鲑的
ＡｈＲ１ａ聚在一起，自展值高达１００％，与其他物种
之间也符合传统分类学的进化关系。

２．３　草鱼ａｈｒ１ａ基因结构与共线性分析
根据草鱼 ａｈｒ１ａ基因 ｃＤＮＡ与 ＤＮＡ比对后

绘制 ａｈｒ１ａ基因结构图（图４）。结果显示，草鱼
ａｈｒ１ａ含有１１个外显子和１０个内含子，与斑点
雀鳝、小斑猫鲨和人的ａｈｒ１ａ基因结构一致，而斑
马鱼仅含有１０个外显子和９个内含子。

共线性分析发现（图５），草鱼 ａｈｒ１ａ基因和
ｈｄａｃ９ｂ和ａｎｋｒｄ２８ｂ共定位在ＳｃａｆｆｏｌｄＣＩ０１００００１６
上，与斑马鱼 Ｃｈｒｏ１６中的基因座同源，然而，雀
鳝和小斑猫鲨中 ａｈｒ１ａ基因的上游仅发现 ｈｄａｃ９
同源基因，下游并未找到同源基因，人和草鱼

ａｈｒ１ａ基因的共线性不保守，在其上下游未找到
同源基因。
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下划线为翻译起始和终止密码子，双下划线为多聚腺苷酸信号基序（ＡＡＴＡＡＡ）。
Ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄａｒｅｔｈｅｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｉｎｉｔｉａｔｉｏｎａｎｄｓｔｏｐｃｏｄｏｎｓ．Ｄｏｕｂｌｅ－ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄｉｓｐｏｌｙ（Ａ）ａｄｅｎｙｌａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌｓｉｔｅ．

图１　草鱼ａｈｒ１ａ基因的ｃＤＮＡ序列及预测的氨基酸序列
Ｆｉｇ．１　ｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｐｒｅｄｉｃｔｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆａｈｒ１ａｉｎｇｒａｓｓｃａｒｐ

ＨＬＨ．螺旋－环－螺旋结构；ＰＡＳ．周期芳基烃受体核转运子；
ＰＡＣ．临近ＰＡＳ基序Ｃ端的基序。
ＨＬＨ．ｈｅｌｉｘ－ｌｏｏｐ－ｈｅｌｉｘ；ＰＡＳ．Ｐｅｒｉｏｄ－Ａｒｙｌｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｌｏｃａｔｏｒＳｉｎｇｌｅＭｉｎｄｅｄ，Ｐｒｅ－Ａｒｎｔ－Ｓｉｍ；
ＰＡＣ．ＭｏｔｉｆＣ－ｔｅｒｍｉｎａｌｔｏＰＡＳｍｏｔｉｆ．

图２　草鱼ＡｈＲ１ａ结构域预测
Ｆｉｇ．２　Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ
ｄｏｍａｉｎｓｏｆｇｒａｓｓｃａｒｐＡｈＲ１ａ

２．４　组织表达
为检测ａｈｒ１ａ基因在草鱼各个组织中的表达

情况，本研究对其在肠、鳃、肾脏、肝脏、头肾、胸

腺、脾脏、皮肤和脑中的表达进行ＲＴｑＰＣＲ分析。
结果（图６）显示，草鱼 ａｈｒ１ａ在所检测的组织中
均有表达，其中，肠和鳃中表达量最高，其余组织

中ａｈｒ１ａ表达量相近。
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表２　草鱼ＡｈＲ１ａ与其他物种ＡｈＲ１ａ或ＡｈＲ基于氨基酸序列比对的相似性（左下）和一致性（右上）
Ｔａｂ．２　Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ（ｂｏｔｔｏｍｌｅｆｔ）ａｎｄｉｄｅｎｔｉｔｙ（ｔｏｐｒｉｇｈｔ）ｂａｓｅｄｏｎａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔ

ｏｆｇｒａｓｓｃａｒｐＡｈＲ１ａａｎｄＡｈＲ１ａｏｒＡｈＲｏｆｏｔｈｅｒａｎｉｍａｌｓ ％
物种 Ｓｐｅｃｉｅｓ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

草鱼 Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ ６０．８ ７４．７ ３８．８ ４７．１ ４０．８ ４１．５ ４４．１ ４２．３ ４２．３
斑马鱼 Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ ７０．５ ６０．９ ３７．２ ４２．４ ３７．１ ３８．２ ３９．８ ３６．３ ４３．４
黄河鲤 Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ ８１．５ ７１．３ ３９．４ ４５．８ ４０．３ ３９．３ ４１．９ ４２．５ ４２．２
大西洋鲑 Ｓａｌｍｏｓａｌａｒ ４５．８ ４５．４ ４７．４ ３８．２ ３１．７ ３６．１ ３６．０ ３５．０ ３６．４
斑点雀鳝 Ｌｅｐｉｓｏｓｔｅｕｓｏｃｕｌａｔｕｓ ５８．５ ５３．８ ５７．４ ４５．２ ５０．３ ５１．８ ５５．６ ４９．４ ５１．９
小斑猫鲨 Ｓｃｙｌｉｏｒｈｉｎｕｓｃａｎｉｃｕｌａ ５２．８ ４８．８ ５１．７ ３８．３ ６１．６ ４５．９ ５０．３ ４３．６ ４４．８
热带爪蟾 Ｘｅｎｏｐｕｓｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ ５３．８ ５１．３ ５１．５ ４４．３ ６３．９ ５９．４ ６１．０ ５３．５ ５４．８
鸡 Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓ ５７．０ ５２．２ ５４．３ ４４．９ ６８．６ ６１．３ ７５．３ ６０．３ ６１．８
小鼠 Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ ５５．２ ４９．５ ５５．２ ４３．０ ６０．９ ５４．５ ６７．１ ７１．５ ６９．４
人 Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ ５４．７ ５６．８ ５３．３ ４５．７ ６２．７ ５６．０ ６６．９ ７２．５ ７９．２

图３　草鱼与其他脊柱动物ＡｈＲ系统进化树分析
Ｆｉｇ．３　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｒａｓｓｃａｒｐａｎｄｏｔｈｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｔｅＡｈＲｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

２．５　柱状黄杆菌感染后草鱼ａｈｒ１ａ的表达
利用腹腔注射柱状黄杆菌感染草鱼，对照组

注射ＰＢＳ，在１２、２４、４８、７２ｈ后检测ａｈｒ１ａ在头肾
和脾脏中的表达情况（图７）。与对照组相比：在
头肾中，注射柱状黄杆菌１２和２４ｈ后 ａｈｒ１ａ表
达量呈现下调，在４８ｈ后恢复到本底水平；在脾
脏中，ａｈｒ１ａ在２４和４８ｈ表达量显著下降，７２ｈ
表达量与对照组相比无明显变化。

２．６　ＧＣＲＶⅡ对草鱼ａｈｒ１ａ表达的影响
ＧＣＲＶⅡ是草鱼出血病的流行致病毒株。为

研究ａｈｒ１ａ在病毒感染过程中的表达，本研究利
用腹腔注射方式对草鱼进行 ＧＣＲＶⅡ攻毒实验。
结果显示（图 ８），ＧＣＲＶⅡ感染后第 ７天 ａｈｒ１ａ
基因在头肾中上调表达但与对照组无显著差异，

在第１４天呈现显著下调；脾脏中ａｈｒ１ａ表达水平
除了在第７天略有上调，其余时间点并无明显变
化。
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图中白色方框表示外显子，横线表示内含子，外显子和内含子的大小用ｂｐ表示。内含子和外显子大小与图中方框或横线的长度不
成比例。

Ｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅ，ｔｈｅｗｈｉｔｅｓｑｕａｒｅｓｂｏｘｅｓｅｘｏｎｓ，ｔｈｅｈｏｒｉｚｏｎｔａｌｌｉｎｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｔｒｏｎｓ，ａｎｄｔｈｅｓｉｚｅｏｆｅｘｏｎｓａｎｄｉｎｔｒｏｎｓｉｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｂｙｂｐ．
Ｔｈａｔｔｈｅｓｉｚｅｏｆｉｎｔｒｏｎａｎｄｅｘｏｎｉｓｎｏｔｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｌｔｏｔｈｅｌｅｎｇｔｈｏｆｔｈｅｂｏｘｏｒｈｏｒｉｚｏｎｔａｌｌｉｎｅｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅ．

图４　ａｈｒ１ａ／ａｈｒ基因结构
Ｆｉｇ．４　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆａｈｒ１ａ／ａｈｒｇｅｎｅｓ

图５　ａｈｒ１ａ／ａｈｒ基因共线性分析
Ｆｉｇ．５　Ｓｙｎｔｅｎｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｈｒ１ａ／ａｈｒｇｅｎｅｓ

２．７　ＬＰＳ刺激草鱼原代头肾白细胞中 ａｈｒ１ａ的
表达

为明确细菌病原相关分子模式（Ｐａｔｈｏｇｅｎ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔｔｅｒｎ，ＰＡＭＰ）对草鱼 ａｈｒ１ａ
的表达影响，采用Ｐｅｒｃｏｌｌ从草鱼头肾中分离白细
胞，用５０μｇ／ｍＬＬＰＳ刺激原代头肾白细胞１、６、
１２、２４ｈ（图９）。ＲＴｑＰＣＲ结果表明，ａｈｒ１ａ表达
水平在ＬＰＳ刺激６ｈ后明显下降，１２、２４ｈ恢复到
对照组水平。

２．８　ＩＬ１β刺激草鱼原代头肾白细胞后 ａｈｒ１ａ
表达水平

ＩＬ１β是主要促炎症细胞因子，为了探究 ＩＬ
１β对ａｈｒ１ａ表达水平的影响，本研究在大肠杆菌
中表达并纯化了 ＩＬ１β成熟肽（Ｆ１３０Ｋ２７０）重组蛋
白（图１０），ＳＤＳＰＡＧＥ显示，考马斯亮蓝染色检
测到单一条带，表明ＩＬ１β重组蛋白纯度高，其相
对分子质量约为１５ｋｕ，跟理论值１５．４９ｋｕ吻合。
用ＩＬ１β重组蛋白（５００ｎｇ／ｍＬ）刺激草鱼原代头
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肾白细胞６和１２ｈ，用 ＲＴｑＰＣＲ分析 ｉｌ１β、ｉｌ８、
ａｈｒ１ａ表达情况。结果（图１１）表明，ｉｌ１β和 ｉｌ８
表达水平显著上调，表明 ＩＬ１β重组蛋白具有生
物活性，而且下调ａｈｒ１ａ表达。

３　讨论

鱼类对各种芳香烃化合物等有机环境污染

物特别敏感，长期暴露于芳香烃化合物中会严重

影响机体功能并最终导致死亡［３３］。因此，芳香烃

受体对鱼类个体生长、发育和免疫系统的稳态维

持发挥至关重要的作用。
１．肠；２．鳃；３．肾脏；４．肝脏；５．头肾；６．胸腺；７．脾脏；
８．皮肤；９．脑。
１．Ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ；２．Ｇｉｌｌ；３．Ｋｉｄｎｅｙ；４．Ｌｉｖｅｒ；５．Ｈｅａｄｋｉｄｎｅｙ；
６．Ｔｈｙｍｕｓ；７．Ｓｐｌｅｅｎ；８．Ｓｋｉｎ；９．Ｂｒａｉｎ．

图６　草鱼ａｈｒ１ａ的组织表达（ｎ＝４）
Ｆｉｇ．６　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｒａｓｓｃａｒｐａｈｒ１ａｉｎｔｉｓｓｕｅｓ（ｎ＝４）

．Ｐ＜０．０１，ｎ＝４。

图７　草鱼在感染柱状黄杆菌后头肾和脾脏中ａｈｒ１ａ基因ｍＲＮＡ表达
Ｆｉｇ．７　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｈｒ１ａｉｎｇｒａｓｓｃａｒｐｈｅａｄｋｉｄｎｅｙａｎｄｓｐｌｅｅｎａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈＦ．ｃｏｌｕｍｎａｒｅ

．Ｐ＜０．０１，ｎ＝４。

图８　草鱼在感染ＧＣＲＶⅡ后头肾和脾脏中ａｈｒ１ａｍＲＮＡ的表达
Ｆｉｇ．８　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｈｒ１ａｉｎｇｒａｓｓｃａｒｐｈｅａｄｋｉｄｎｅｙａｎｄｓｐｌｅｅｎａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈＧＣＲＶⅡ
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．Ｐ＜０．０５。

图９　ＬＰＳ刺激草鱼头肾原代白细胞后
ａｈｒ１ａｍＲＮＡ表达（ｎ＝４）

Ｆｉｇ．９　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｒａｓｓｃａｒｐａｈｒ１ａ
ｉｎｔｈｅｐｒｉｍａｒｙｈｅａｄｋｉｄｎｅｙｌｅｕｋｏｃｙｔｅｓ

ａｆｔｅｒＬＰＳｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ（ｎ＝４）

图１０　草鱼ＩＬ１β重组蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ图
Ｆｉｇ．１０　ＳＤＳＰＡＧＥｏｆｇｒａｓｓ
ｃａｒｐｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＩＬ１β

Ｃｏｎ．高温变性的ＩＬ１β重组蛋白；．Ｐ＜０．０５，．Ｐ＜０．０１，ｎ＝４。
Ｃｏｎ．ＨｅａｔｄｅｎａｔｕｒｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＩＬ１β；．Ｐ＜０．０５，．Ｐ＜０．０１，ｎ＝４．

图１１　草鱼ＩＬ１β重组蛋白刺激草鱼原代头肾白细胞后ｉｌ１β、ｉｌ８和ａｈｒ１ａｍＲＮＡ表达
Ｆｉｇ．１１　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｒａｓｓｃａｒｐｉｌ１β，ｉｌ８ａｎｄａｈｒ１ａ

ｉｎｔｈｅｐｒｉｍａｒｙｈｅａｄｋｉｄｎｅｙｌｅｕｋｏｃｙｔｅｓａｆｔｅｒｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＩＬ１β
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　　对玲珑星鲨（Ｍｕｓｔｅｌｕｓｃａｎｉｓ）［３４］、底
#

［１４］、斑

马鱼［３５］的研究表明，鱼类存在两种不同的 ａｈｒ基
因谱系（ａｈｒ１和 ａｈｒ２）。哺乳动物含有 １个 ａｈｒ
基因，与鱼类ａｈｒ１进化关系较近。本研究克隆并
分析了草鱼ａｈｒ１ａ基因，发现其蛋白序列包含哺
乳动物中ＡｈＲ同源物的特征基序，包括典型的螺
旋环螺旋（ｂＨＬＨ）和 ＰＥＲＡＲＮＴＳＩＭ（ＰＡＳ）结
构域，其Ｃ端与其他物种的ＡｈＲ相比具有极低的
序列相似性。此外，草鱼ＡｈＲ１ａ不具有哺乳动物
中特有的１个 ＡｈＲ转录活性所必须的反式激活
结构域，这与先前对鱼类 ＡｈＲ的研究［３６］结果一

致。系统进化树分析表明，草鱼 ＡｈＲ１ａ与黄河
鲤、金鱼ＡｈＲ１ａ聚为一支，表明 ＡｈＲ１ａ在鲤科鱼
类中具有较高的保守性。草鱼 ａｈｒ１ａ基因含有
１１个外显子和１０个内含子，而斑马鱼仅含有１０
个外显子和９个内含子，提示 ａｈｒ基因家族的外
显子数量并不固定，可能由两个原因造成：一是

ＡｈＲ之间氨基酸序列Ｃ末端保守性极低；二是真
骨鱼类经历特有的第 ３次全基因组复制事
件［３７３８］，因此ａｈｒ基因家族的基因结构存在差异
也就不足为奇了。共线性分析表明，斑马鱼和草

鱼ａｈｒ１ａ基因座十分相似，而全骨鱼类中的典型
物种斑点雀鳝基因座更偏向于哺乳类。

鱼类中ａｈｒ１和ａｈｒ２基因在各种组织中呈差
异表达，例如，在斜带石斑鱼［２９］中，ａｈｒ１在脾脏、
肠和巨噬细胞中高量表达，而ａｈｒ２表达仅局限于
肠道，暗示不同的 ａｈｒ家族成员在不同的组织中
可能发挥不同的作用。本研究对健康草鱼 ９种
组织中 ａｈｒ１ａ的表达进行了 ＲＴｑＰＣＲ分析。结
果显示，草鱼 ａｈｒ１ａ在肠、鳃、肾脏中表达量最高
（图６）。因此可以推测，ａｈｒ１ａ可能与鱼类免疫
系统发生具有潜在关联，参与免疫细胞的增殖和

分化。柱状黄杆菌是黄杆菌科中一种常见的鱼

类致病菌［３９］。草鱼呼肠孤病毒能够引发草鱼病

毒性出血病，是危害最大的草鱼传染性病毒病

原［４０］。本研究用柱状黄杆菌感染草鱼，发现在细

菌感染后，头肾（６、１２ｈ）和脾脏（２４、４８ｈ）中的
ａｈｒ１ａ表达均出现下调（图７），提示 ＡｈＲ参与宿
主应答细菌的早期免疫反应，尤其是细菌介导的

炎症反应。有研究［２１］表明 ＡｈＲ是 Ｔｈ１７细胞分
泌ＩＬ２２所必需的，ＡｈＲ通过与许多胞内转录因
子（如 ＮＦκＢ、ＳＴＡＴｓ等）进行互作［５］，激活下游

信号通路，诱导 ＩＬ２２的合成和分泌。此外，ＡｈＲ

的激活亦会抑制过度炎症反应［２３］，减少过度炎症

反应诱发的机体损伤。本研究发现，ＧＣＲＶⅡ感
染后头肾中和脾脏中的ａｈｒ１ａ表达没有明显变化
（除感染１４ｄ头肾中下调），ａｈｒ１ａ是否参与宿主
应答病毒感染的免疫反应仍不明确。

有研究［４１］推测，ＡｈＲ可能是细菌病原体的模
式识别受体。ＬＰＳ为革兰氏阴性菌分泌的内毒
素，是典型的细菌病原体相关分子模式，能够激

活促炎基因的表达［４２］。用 ＬＰＳ刺激草鱼原代头
肾白细胞，发现 ６和 １２ｈ后 ａｈｒ１ａ呈下调表达
（图９），此外，ＩＬ１β重组蛋白也下调 ａｈｒ１ａ表达
（图１１），ＬＰＳ和 ＩＬ１β均能激活促炎因子的表
达［４３］，这暗示ａｈｒ１ａ在白细胞中的表达受到细菌
ＰＡＭＰ和促炎细胞因子的抑制。然而，在斜带石
斑鱼中，沉默ａｈｒ１ａ会显著降低细菌感染诱导的
ｉｌ１β和ｉｌ８表达水平 ［２９］，这可能是与炎症反应

的强度相关。ＡｈＲ１ａ调控鱼类炎症反应的作用
机制尚待进一步研究。

综上所述，本研究克隆分析了草鱼 ａｈｒ１ａ基
因并对其 ｍＲＮＡ表达情况进行了研究。结果显
示，草鱼 ＡｈＲ１ａ具有保守的功能结构域。ａｈｒ１ａ
在健康草鱼中成常量表达，在细菌感染后表达下

调，病毒感染后变化不明显。细胞因子 ＩＬ１β抑
制草鱼头肾原代细胞中 ａｈｒ１ａ的表达，暗示其参
与炎症反应的调控，但其具体调控机制尚不明

确。研究结果为进一步明晰硬骨鱼类ａｈｒ１ａ的功
能提供了一定的参考价值。
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