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摘　要：以抗病镜鲤选育系Ｆ４和德国镜鲤选育系为实验材料，通过ＲＴＰＣＲ技术确定鲤受ＣｙＨＶ３感染过程
两组鱼脾脏组织中ＴＬＲ１８、接头蛋白ＭｙＤ８８及相应配体ＴＲＡＦ６、下游因子ＩＲＦ５及Ｐ６５基因的表达模式，并分
析其在抗病镜鲤选育系Ｆ４中的相关抗病机制。结果显示：ＴＬＲ１８、ＭｙＤ８８、ＴＲＡＦ６、ＩＲＦ５基因在两组鱼间均呈
先上升后下降并趋于平稳趋势，在４８ｈ达到最高，而Ｐ６５基因在未选育组呈先上升后下降并恢复初始水平趋
势，在４８ｈ达到最高，在选育组呈下降后恢复初始水平趋势。在未感染 ＣｙＨＶ３时，ＴＬＲ１８与 ＩＲＦ５基因相对
表达量在选育组极显著低于未选育组，ＭｙＤ８８、ＴＲＡＦ６与Ｐ６５基因相对表达量在选育组极显著高于未选育组；
到ＣｙＨＶ３感染早期，ＴＬＲ１８与Ｐ６５基因相对表达量在选育组极显著低于未选育组，ＭｙＤ８８、ＴＲＡＦ６及ＩＲＦ５基
因相对表达量在选育组显著高于未选育组。推测在ＣｙＨＶ３感染过程中，ＴＬＲ１８基因通过依赖ＭｙＤ８８途径产
生ＩＲＦ５基因清除病毒的同时激活ＮＦκＢ信号通路，且选育组较未选育组通过产生较多ＩＲＦ５基因清除病毒，
而未选育组较选育组显著激活ＮＦκＢ信号通路产生相关炎症因子，这可能与选育组抗病性及抗病机制有关。
该结果不仅验证了选育组在机体基础水平及先天免疫过程中对ＣｙＨＶ３抗性的增强，还为深入研究选育组抗
病机制及鱼类ＴＬＲｓ在病毒感染过程中的作用及其相关信号通路奠定基础。
关键词：鲤；ＴＬＲ１８；ＣｙＨＶ３；选育
中图分类号：Ｓ９１７　　　文献标志码：Ａ

　　鱼类作为低等脊椎动物，先天免疫是机体抵
御病毒的第一道防线［１］。Ｔｏｌｌ样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＬＲｓ）在先天免疫反应中具有重要的作
用［２］。在硬骨鱼中已经发现至少２２种 ＴＬＲｓ，其
中ＴＬＲ５Ｓ、ＴＬＲ１４、ＴＬＲ１８、ＴＬＲ１９、ＴＬＲ２０、ＴＬＲ２２
２８是鱼类所特有的［２３］，ＴＬＲ１８基因在多种硬骨
鱼［４１１］中被发现。研究［１２１６］表明 ＴＬＲｓ介导多种
病原体入侵并产生免疫应答反应的过程分为依

赖ＭｙＤ８８（Ｍｙｅｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ８８）或不
依赖 ＭｙＤ８８途径。在依赖 ＭｙＤ８８途径中，
ＭｙＤ８８基因与肿瘤坏死因子受体相关分子 ６
（Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆａｃｔｏｒ６，
ＴＲＡＦ６）结合后，可以导致转录因子包括活化 Ｂ

细胞的核因子（ＮｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）和／或
干扰素调节因子（Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓ，
ＩＲＦ）的激活，以诱导促炎细胞因子和／或Ⅰ型干
扰素（Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，ＩＦＮ）的产生来抵抗病毒［１７］。

镜鲤疱疹病毒Ⅲ型（ＣｙＨＶ３）的暴发导致鲤
死亡率高达９０％～１００％［１８］，抗病育种是解决该

问题的根本途径。本课题组对德国镜鲤选育系

抗疱疹病毒（ＣｙＨＶ３）新品种选育已进行到 Ｆ４，
其成活率、抗病性均显著高于德国镜鲤选育

系［１９］，而病毒载量低于德国镜鲤选育系［２０］。ＪＩＡ
等［２１］实验结果显示经 ＣｙＨＶ３感染后，抗病镜鲤
选育系Ｆ４与德国镜鲤选育系均在１４４ｈ达到死
亡高峰，且德国镜鲤选育系产生了严重的炎症反
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应。本研究以ＪＩＡ等［２１］对经ＣｙＨＶ３感染后两组
鱼的转录组测序分析差异表达 ＴＬＲ１８、ＭｙＤ８８和
ＴＲＡＦ６及下游 ＩＲＦ５和 Ｐ６５基因为目的基因，探
讨差异基因在 ＣｙＨＶ３感染过程中的表达模式，
并分析抗病镜鲤选育系Ｆ４相关的抗病机制，以期
为深入研究 ＴＬＲｓ在 ＣｙＨＶ３感染及抗病镜鲤选
育系Ｆ４抗病机制提供理论基础，并为其他鱼类抗
病选育提供新思路。

１　材料与方法

１．１　材料
所选用实验鱼为抗病镜鲤选育系 Ｆ４和德国

镜鲤选育系，均来自中国水产科学研究院黑龙江

水产研究所宽甸水产试验站。德国镜鲤选育系

是在引进德国镜鲤原种的基础上，采用群体和分

子辅助选育方法得到遗传稳定和优良的池塘养

殖品种。本课题组在德国镜鲤选育系的基础上

开展抗ＣｙＨＶ３选育，已选育到 Ｆ４且抗病性状已
稳定。

１．２　实验攻毒及样品采集
攻毒方法与 ＪＩＡ等［２１］实验方法一致，分为４

组，攻毒组（选育组与未选育组）、对照组（选育组

与未选育组），其他实验条件均相同。取病鱼内

脏器官匀浆溶液加入攻毒组的水箱中，在攻毒感

染后，每隔４８小时分别采集４组鱼的脾脏样品进
行后续实验分析。

１．３　总ＲＮＡ提取与ｃＤＮＡ合成
采用 ＱＩＡＧＥＮＲＮＡ提取试剂盒（ＲＮｅａｓｙ

ｌｉｐｉｄｔｉｓｓｕｅｍｉｎｉｋｉｔ）提取样品总ＲＮＡ，用Ｎａｎｏｖｕｅ
微量分光光度仪检测 ＲＮＡ浓度，１．５％的琼脂糖
凝胶检测ＲＮＡ的质量。将 ＲＮＡ储存于 －８０℃
冰箱。采用ＲＮＡ逆转录试剂盒将ＲＮＡ逆转录为
ｃＤＮＡ，并根据荧光定量试剂盒要求稀释 ｃＤＮＡ，
供后续ＲＴＰＣＲ使用。
１．４　实验方法

采用实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）技术，以
βａｃｔｉｎ为内参基因，分析鲤经 ＣｙＨＶ３感染后，
ＴＬＲ１８、ＭｙＤ８８和 ＴＲＡＦ６及 ＩＲＦ５和 Ｐ６５基因相
对表达量。所有的实验均取 ３个样本做生物学
重复。

使用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光染料试剂盒（康为
科技ＵＩｔｒａＳＹＢＲＭｉｘｔｕｒｅ）在 ＡｇｉｌｅｎｔＭｘ３００５ｐ荧
光定量ＰＣＲ仪器进行反应。本实验所用的引物
均由生工生物工程（上海）有限公司提供，引物信

息见表１。ＲＴＰＣＲ反应体系为２０μＬ：２×ＵＩｔｒａ
ＳＹＢＲＭｉｘｔｕｒｅ１０．５μＬ，上游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．
８μＬ，下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．８μＬ，基因组
ｃＤＮＡ２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足至 ２０μＬ。ＲＴＰＣＲ程
序：预变性９５℃，３０ｓ；９５℃，变性５ｓ；退火Ｘ℃，
退火３４ｓ，４０个循环，循环结束后，绘制溶解曲
线：９５℃，１５ｓ；６０℃，１ｍｉｎ；９５℃，１５ｓ。

表１　引物序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｕｄｙ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｓ
ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．
引物序列（５′３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）

退火温度

Ｔｍ／℃
用途

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ＰＴＬＲ１８ ＭＦ５７９５６２．１ Ｆ：ＣＡＡＧＴＧＴＡＣＣＡＴＣＣＣＧＡＧＣＧＴＴＧ
Ｒ：ＧＣＡＣＡＧＡＡＧＣＧＴＣＡＧＡＧＣＡＡＧＧ ６１．５ ＲＴＰＣＲ

ＰＭｙＤ８８ ＨＱ３８０２０８．１ Ｆ：ＧＧＣＡＴＣＣＡＡＧＣＴＡＡＧＴＧＴＡＧＡ
Ｒ：ＣＣＡＣＧＧＧＧＴＴＴＧＴＴＧＧＡＴＴＣ ６２．５ ＲＴＰＣＲ

ＰＴＲＡＦ６ ＨＭ５３５６４６．１ Ｆ：ＧＧＣＡＴＧＣＡＴＧＣＴＡＣＧＴＧＴＡＧＧ
Ｒ：ＣＣＡＣＧＣＣＣＴＡＴＧＴＣＧＧＴＴＴＧ ６２．０ ＲＴＰＣＲ

ＰＩＲＦ５ Ｋｐ９７９６０９．１ Ｆ：ＣＧＣＴＡＡＧＧＴＧＧＡＧＧＡＣＣＡＧＧＴＴＡ
Ｒ：ＴＴＡＧＧＴＴＣＣＡＴＴＧＴＧＣＴＧＣＧＴＴＣＡ ６１．５ ＲＴＰＣＲ

ＰＰ６５ ＭＮ１６７５３１．１ Ｆ：ＴＴＣＧＣＴＡＣＡＧＣＣＣＧＧＡＡＡＣＴ
Ｒ：ＧＴＡＣＧＧＡＴＧＧＣＣＴＴＧＧＧＡＣＡ ６１．０ ＲＴＰＣＲ

βａｃｔｉｎ Ｍ２４１１３．１ Ｆ：ＧＣＣＧＴＧＡＣＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＡＣＣＴ
Ｒ：ＧＣＣＡＣＡＴＡＧＣＡＧＡＧＣＴＴＣＴＣＣＴＴＧ ６１．０ ＲＴＰＣＲ

１．５　数据分析
使用２ΔΔＣｔ方法计算 ＲＴＰＣＲ实验数据得出

的相对表达量，采用 ＳＰＳＳ１９．０和 Ｇｒａｐｈｐａｄ８．０

分析软件对结果数据进行统计学分析，差异比较

采用 ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ和ｔ检验分析，结果值均以
Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

１０５



上 海 海 洋 大 学 学 报 ３２卷

２　结果与分析

２．１　ＴＬＲ１８基因在不同感染阶段及两组鱼间相
对表达量情况

在ＣｙＨＶ３感染后不同阶段，ＴＬＲ１８基因表
达呈先上升后下降趋于平稳趋势，并在４８ｈ达到
了最高。如图１（ａ）所示，未选育组在４８ｈ与０
ｈ、９６ｈ相比达到极显著差异（Ｐ＜０．００１），在９６ｈ

与１４４ｈ相比达到极显著差异（Ｐ＜０．０１）；如图１
（ｂ）所示，选育组在４８ｈ与０ｈ、９６ｈ相比均达到
极显著差异（Ｐ＜０．００１）。

在两组鱼间，如图 １（ｃ）所示，在未攻毒和
ＣｙＨＶ３感染后，选育组均低于未选育组，并在０
ｈ、４８ｈ达到极显著差异（Ｐ＜０．００１），在９６ｈ、２４０
ｈ、２８８ｈ达到极显著差异（Ｐ＜０．０１），在１４４ｈ、
１９２ｈ达到显著差异（Ｐ＜０．０５）。

标记表示组内存在显著性差异（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）。
Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｉｔｈｉｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）．

图１　不同感染阶段及两组鱼间ＴＬＲ１８基因相对表达量情况
Ｆｉｇ．１　ＴＬＲ１８ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｆｉｓｈａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｔａｇｅｓａｎｄｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

２．２　接头蛋白 ＭｙＤ８８及其配体 ＴＲＡＦ６基因在
不同感染阶段及两组鱼间相对表达量情况

在ＣｙＨＶ３感染后不同阶段，如图 ２（ａ）、２
（ｃ）所示：未选育组ＭｙＤ８８与ＴＲＡＦ６基因，在０ｈ
与４８ｈ相比呈上升趋势，分别达到极显著差异
（Ｐ＜０．０１）和显著差异（Ｐ＜０．０５）；在４８ｈ与９６
ｈ相比呈下降趋势，分别达到 Ｐ＜０．０１与 Ｐ＜
０．００１极显著差异；在９６ｈ与１４４ｈ相比，ＭｙＤ８８
基因呈下降趋势，达到显著差异（Ｐ＜０．０５），
ＴＲＡＦ６基因呈上升趋势，达到极显著差异（Ｐ＜
０．００１）；在 １４４ｈ与 １９２ｈ相比均呈下降趋势，
ＭｙＤ８８基因达到极显著差异（Ｐ＜０．０１），ＴＲＡＦ６
基因无差异；在１９２ｈ与２４０ｈ相比均呈上升趋

势，分别达到显著差异（Ｐ＜０．０５）与极显著差异
（Ｐ＜０．０１）；在２４０ｈ与２８８ｈ相比，ＭｙＤ８８基因
呈上升趋势达到显著差异（Ｐ＜０．０５），ＴＲＡＦ６基
因呈下降趋势达到极显著差异（Ｐ＜０．００１）。

如图２（ｂ）、２（ｄ）所示：选育组 ＭｙＤ８８与
ＴＲＡＦ６基因，在０ｈ与４８ｈ相比呈上升趋势，均
达到极显著差异（Ｐ＜０．０１）；在４８ｈ与９６ｈ相比
均呈下降趋势，分别达到显著差异（Ｐ＜０．０５）与
极显著差异（Ｐ＜０．００１）；在９６～１９２ｈ，ＭｙＤ８８基
因呈下降趋势且达到极显著差异（Ｐ＜０．００１），
ＴＲＡＦ６基因无差异变化；在１９２ｈ与２４０ｈ相比
均呈上升趋势，ＭｙＤ８８基因达到极显著差异（Ｐ＜
０．００１），ＴＲＡＦ６基因未达到差异水平；在２４０ｈ与
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２８８ｈ相比，ＭｙＤ８８基因呈上升趋势并达到显著
差异（Ｐ＜０．０５），ＴＲＡＦ６基因呈下降趋势且达到

显著差异（Ｐ＜０．０５）。

标记表示组内存在显著性差异（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）。
Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｉｔｈｉｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）．

图２　不同感染阶段ＭｙＤ８８与ＴＲＡＦ６基因相对表达量情况
Ｆｉｇ．２　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭｙＤ８８ａｎｄＴＲＡＦ６ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓｏｆＣｙＨＶ３ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

　　如图３（ａ）、３（ｂ）所示，在两组鱼间ＭｙＤ８８与
ＴＲＡＦ６基因，在０～９６ｈ选育组均高于未选育组，
其中：ＭｙＤ８８基因在０～９６ｈ达到了极显著差异
（Ｐ＜０．０１），ＴＲＡＦ６基因在０ｈ、４８ｈ达到了极显
著差异（Ｐ＜０．００１），在 ９６ｈ达到了显著差异

（Ｐ＜０．０５）；在 １４４～２８８ｈ选育组低于未选育
组，其中 ＭｙＤ８８基因在１４４ｈ、２４０ｈ及２８８ｈ达
到显著差异（Ｐ＜０．０５），ＴＲＡＦ６基因在１４４ｈ、２４０
ｈ达到显著差异（Ｐ＜０．０５）。

标记表示组内存在显著性差异（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）。
Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｉｔｈｉｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）．

图３　选育组与未选育组ＭｙＤ８８与ＴＲＡＦ６基因相对表达量情况
Ｆｉｇ．３　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭｙＤ８８ａｎｄＴＲＡＦ６ｉｎｂｒｅｅｄｉｎｇａｎｄｎｏｎｂｒｅｅｄｉｎｇｓｔｒａｉｎ
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２．３　下游因子 ＩＲＦ５与 Ｐ６５基因在不同感染阶
段及两组鱼间相对表达量情况

在ＣｙＨＶ３感染后不同阶段，如图 ４（ａ）、４
（ｃ）所示：未选育组 ＩＲＦ５与 Ｐ６５基因，在０ｈ与
４８ｈ相比均呈上升趋势，分别达到极显著差异
（Ｐ＜０．０１）和显著差异（Ｐ＜０．０５）；在４８ｈ与９６
ｈ相比均呈下降趋势，且分别达到 Ｐ＜０．００１与
Ｐ＜０．０１极显著差异；在９６ｈ与１４４ｈ相比，ＩＲＦ５
基因呈升高趋势并达到显著差异（Ｐ＜０．０５），Ｐ６５
基因无差异；在１４４ｈ与１９２ｈ相比均呈下降趋
势，ＩＲＦ５基因无差异，Ｐ６５基因达到极显著差异
（Ｐ＜０．０１）；在１９２ｈ与２４０ｈ相比，ＩＲＦ５基因显
著下降，达到极显著差异（Ｐ＜０．００１），Ｐ６５基因
显著升高，达到极显著差异（Ｐ＜０．０１）；在２４０ｈ

与２８８ｈ相比均呈显著下降趋势，分别达到极显
著差异（Ｐ＜０．００１）和显著差异（Ｐ＜０．０５）。

如图４（ｂ）、４（ｄ）所示：选育组 ＩＲＦ５与 Ｐ６５
基因，在０ｈ与４８ｈ相比，ＩＲＦ５基因呈上升趋势，
并达到极显著差异（Ｐ＜０．００１），Ｐ６５基因则呈下
降趋势，达到显著差异（Ｐ＜０．０５）；在４８ｈ与９６
ｈ相比均呈下降趋势，分别达到Ｐ＜０．００１与 Ｐ＜
０．０１极显著差异；在９６ｈ与１４４ｈ相比，ＩＲＦ５基
因呈下降趋势，并达到极显著差异（Ｐ＜０．０１），
Ｐ６５基因呈上升趋势，达到显著差异（Ｐ＜０．０５）；
在１４４～２４０ｈ，均呈先下降后上升趋势，ＩＲＦ５基
因无显著差异，Ｐ６５基因分别达到 Ｐ＜０．００１与
Ｐ＜０．０１极显著差异；在２４０ｈ与２８８ｈ相比均呈
下降趋势，均达到显著差异（Ｐ＜０．０５）。

标记表示组内存在显著性差异（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）。
Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｉｔｈｉｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）．

图４　ＣｙＨＶ３感染不同阶段ＩＲＦ５与Ｐ６５基因相对表达量情况
Ｆｉｇ．４　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＩＲＦ５ａｎｄＰ６５ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓｏｆＣｙＨＶ３ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

　　如图５（ａ）、５（ｂ）所示：两组鱼间，在０ｈ未攻
毒感染时期，ＩＲＦ５基因选育组低于未选育组，Ｐ６５
基因与其相反，均达到极显著差异（Ｐ＜０．０１）；攻
毒感染后，ＩＲＦ５基因在４８、９６ｈ选育组显著高于
未选育组（Ｐ＜０．０５），在１４４、１９２ｈ选育组显著
低于未选育组（Ｐ＜０．０５），在２４０、２８８ｈ选育组

高于未选育组，分别达到显著差异（Ｐ＜０．０５）与
极显著差异（Ｐ＜０．００１）；Ｐ６５基因在攻毒感染过
程中，未选育组均高于选育组，并在４８～１９２ｈ达
到极显著差异（Ｐ＜０．０１），在２４０～２８８ｈ达到显
著差异（Ｐ＜０．０５）。
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标记表示组内存在显著性差异（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）。
Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｉｔｈｉｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）．

图５　选育组与未选育组ＩＲＦ５与Ｐ６５基因相对表达量情况
Ｆｉｇ．５　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＩＲＦ５ａｎｄＰ６５ｉｎｂｒｅｅｄｉｎｇｓｔｒａｉｎａｎｄｎｏｎｂｒｅｅｄｉｎｇｓｔｒａｉｎ

３　讨论

ＴＬＲｓ属于模式识别受体（Ｐａｔｔｅｒｎｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＰＲＲｓ），在先天免疫反应中具有重要的
作用。除 ＴＬＲ２／３／４通过不依赖 ＭｙＤ８８途径参
与信号转导［２２］外，其他ＴＬＲｓ均通过ＭｙＤ８８途径
进行信号转导［２３］。在依赖 ＭｙＤ８８途径中，
ＭｙＤ８８基因可以招募ＴＲＡＦ６基因，从而后激活下
游ＮＦκＢ和／或 ＩＲＦｓ基因参与信号转导诱导炎
症因子和Ⅰ型干扰素的产生，最终调控机体相关
免疫反应［２４２５］。目前关于 ＴＬＲ１８基因在细菌感
染过程中的模式已被研究证明，但在 ＣｙＨＶ３感
染过程中的免疫调节模式尚不明确。

有研究［７］发现草鱼 ＴＬＲ１８基因相对表达量
在受ＧＣＲＶ感染后在头肾及肠组织中显著上调，
在脾脏组织中却显著下调。鲤经 ＬＰＳ刺激后，
ＴＬＲ１８基因表达量显著升高［５］。梭鱼 ＴＬＲ１８基
因在停乳链球菌感染后，在不同组织中的表达不

尽相同［２６］。上述研究表明 ＴＬＲ１８基因参与鱼类
相关免疫反应。本文发现镜鲤受 ＣｙＨＶ３感染
后，在脾脏组织中鲤ＴＬＲ１８基因相对表达量呈先
升高后降低趋于平稳的趋势，且在未攻毒感染

时，未选育组ＴＬＲ１８基因相对表达量极显著高于
选育组（Ｐ＜０．００１），推测 ＴＬＲ１８基因与 ＣｙＨＶ３
感染有关。

ＭｙＤ８８与ＴＲＡＦ６基因属于ＴＬＲｓ家族成员的
关键衔接分子，在哺乳动物中，ＴＲＡＦ６基因的缺
失会导致依赖 ＭｙＤ８８途径的 ＴＬＲｓ信号通路失
活，下调相关下游因子的表达［２７２８］。在模式生物

斑马鱼中，ＭｙＤ８８基因与ＴＲＡＦ６基因已经被证实
在ＴＬＲｓ的先天免疫过程中具有重要的作用［２９］。

同样在鱼类中，ＭｙＤ８８基因与ＴＲＡＦ６基因在病原
性入侵的免疫防御中发挥重要作用，且在 ＴＬＲｓ
相关免疫应答反应中具有不可或缺的作用［３０３３］。

本研究发现，在两组鱼感染 ＣｙＨＶ３早期，
ＭｙＤ８８、ＴＲＡＦ６基因相对表达量在选育组中均显
著高于未选育组，且在两组鱼间均呈先上升后降

低并趋于平稳的趋势，并在４８ｈ达到了最高。由
此推测鲤 ＴＬＲ１８基因可能通过 ＭｙＤ８８基因募集
ＴＲＡＦ６基因参与ＣｙＨＶ３感染的先天免疫反应过
程。

在ＴＬＲｓＭｙＤ８８ＴＲＡＦ６途径被激活后，可激
活下游ＩＲＦｓ和／或ＮＦκＢ产生抗病毒反应和／或
炎症反应参与机体应答［３４３７］。ＩＲＦ５基因是 ＩＲＦｓ
家族的成员［３８］，Ｐ６５基因是 ＮＦκＢ的标志蛋
白［３９４０］，二者在抗病毒反应［４１４２］及炎症反应［４３４４］

中具有不可或缺的作用。本文发现经 ＣｙＨＶ３感
染后，ＩＲＦ５基因相对表达量在两组鱼中均呈先升
高后降低并恢复平稳的趋势，并在 ４８ｈ达到最
高，Ｐ６５基因相对表达量在未育组中呈先升高后
降低并恢复到初始水平的趋势，并在４８ｈ达到了
最高，而在选育组中Ｐ６５基因相对表达量呈先下
降而后恢复到初始差异的趋势，并在机体自身水

平相对表达量最高。推测在 ＣｙＨＶ３感染过程
中，选育组和未选育组 ＩＲＦ５基因均被激活，且均
参与抗病毒反应，而在 ＮＦκＢ信号通路中，未选
育组被显著激活，而在选育组中，ＮＦκＢ信号通
路未被激活。有研究［４５］表明免疫基因的变化差

异及表达量越高说明机体的免疫应答更为强烈。

ＪＩＡ等［２１］研究结果显示，两组鱼在 ＣｙＨＶ３感染
后，未选育组中肾脏肿大程度明显高于选育组，

说明未选育组产生较为严重的炎症反应，选育组
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产生轻度的炎症反应；且未选育组死亡率极显著

高于选育组，并均在１４４ｈ达到最高。本研究结
果显示：两组鱼在未攻毒感染时，ＩＲＦ５基因相对
表达量在选育组中低于未选育组，并达到了极显

著差异（Ｐ＜０．０１），而在４８ｈ、９６ｈ，选育组中表
达量反而高于未选育组，并达到显著差异（Ｐ＜
０．０５）；Ｐ６５基因相对表达量除０ｈ时选育组中极
显著高于未选育组外（Ｐ＜０．０１），其余时期均低
于未选育组并达到差异水平。推测在 ＣｙＨＶ３感
染过程中，在基因水平上，选育组较未选育组在

先天免疫过程中通过 ＩＲＦ５基因产生抗病毒的过
程更为强烈，同时未选育组较选育组通过 ＮＦκＢ
信号通路产生较为严重的炎症反应，这可能是选

育组较未选育组病毒载量降低且抗病性提高的

原因。

综上，本实验在基因水平上，推测鲤感染

ＣｙＨＶ３过程中ＴＬＲ１８基因通过ＭｙＤ８８基因招募
ＴＲＡＦ６基因后在产生 ＩＲＦ５基因清除病毒的同时
激活ＮＦκＢ信号通路使机体产生炎症反应，选育
组比未选育组通过 ＩＲＦ５基因产生抗病毒的过程
更为强烈，而未选育组比选育组通过 ＮＦκＢ信号
通路产生严重的炎症反应。研究结果不仅验证

了本实验所用选育组在机体自身水平及先天免

疫应答过程中对 ＣｙＨＶ３抗性的增强，还为进一
步研究选育组抗病机制及鱼类 ＴＬＲｓ在病毒感染
中的相关表达模式及信号转导提供理论依据。
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ＢｉｏＦａｃｔｏｒｓ，２０２０，４６（６）：９６３９７３．

［４５］　杨华，杨永林．基于主成分分析法建立绵羊一般抗病力

的评估模型［Ｊ］．中国草食动物科学，２０１５，３５（３）：１５．

ＹＡＮＧＨ，ＹＡＮＧＹＬ．Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｍｏｄｅｌｏｆｇｅｎｅｒａｌｄｉｓｅａｓｅ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｗｉｔｈｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｉｎｓｈｅｅｐｓ［Ｊ］．

ＣｈｉｎａＨｅｒｂｉｖｏｒｅＳｃｉｅｎｃｅ，２０１５，３５（３）：１５．

８０５



３期 任婉莹，等：ＴＬＲ１８基因在鲤感染ＣｙＨＶ３中的表达模式及信号通路

ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎａｎｄｒｅｌａｔｅｄｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｏｆＴＬＲ１８ｉｎＣｙＨＶ３ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ｏｆｃｙｐｒｉｎｉｄｃａｒｐ

ＲＥＮＷａｎｙｉｎｇ１，２，３，ＪＩＡＮＧＸｉａｏｎａ２，ＧＥＹａｎｌｏｎｇ２，ＴＩＡＮＬｉｊｉｎｇ２，ＬＩＹａｎ２，ＬＩＣｈｉｔａｏ２，ＴＩＡＮＪｉｎｇｗｅｎ２，ＨＵ
Ｘｕｅｓｏｎｇ２，ＳＨＩＸｉａｏｄａｎ２，ＳＨＩＬｉａｎｙｕ２，ＪＩＡＺｈｉｙｉｎｇ１，２

（１．ＮａｔｉｏｎａｌＤｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎＣｅｎｔｅｒｆｏｒＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＦｉｓｈｅｒｉｅｓＳｃｉｅｎｃｅＥｄｕｃａｔｉｏｎ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　
２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；２．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＡｑｕａｔｉｃＧｅｎｏｍｉｃｓ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅａｎｄＲｕｒａｌＡｆｆａｉｒｓ，ＨｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇＲｉｖｅｒＦｉｓｈｅｒｉｅｓ
ＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，Ｈａｒｂｉｎ　１５００７０，Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ；３．ＳｈａｎｇｈａｉＣｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅＩｎｎｏｖａｔｉｏｎｆｏｒＡｑｕａｔｉｃＡｎｉｍａｌＧｅｎｅｔｉｃｓａｎｄ
Ｂｒｅｅｄｉｎｇ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓｏｆＴＬＲ１８，ＭｙＤ８８，ａｎｄｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｌｉｇａｎｄＴＲＡＦ６，ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｆａｃｔｏｒ
ＩＲＦ５，ａｎｄＰ６５ｉｎｓｐｌｅｅｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｂｒｅｅｄｉｎｇｓｔｒａｉｎＦ４ａｎｄＧｅｒｍａｎｍｉｒｒｏｒｃａｒｐｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＲＴＰＣＲ．
ＴｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｄｉｓｅａｓｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｂｅｔｗｅｅｎｂｒｅｅｄｉｎｇｓｔｒａｉｎＦ４ａｎｄＧｅｒｍａｎｍｉｒｒｏｒ
ｃａｒｐｗａｓａｎａｌｙｚｅｄ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗ：ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＬＲ１８，ＭｙＤ８８，ＴＲＡＦ６，ａｎｄＩＲＦ５ｓｈｏｗｅｄｔｈｅｓａｍｅ
ｔｒｅｎｄｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ，ｗｈｉｃｈｉｎｃｒｅａｓｅｄｆｉｒｓｔ，ｔｈｅｎｄｅｃｒｅａｓｅｄａｎｄｓｔａｂｉｌｉｚｅｄ，ａｎｄｒｅａｃｈｅｄｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔ
ａｔ４８ｈ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰ６５ｉｎｎｏｎｂｒｅｅｄｉｎｇｓｔｒａｉｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｆｉｒｓｔ，ｔｈｅｎｄｅｃｒｅａｓｅｄａｎｄ
ｒｅｃｏｖｅｒｅｄｔｏｔｈｅｉｎｉｔｉａｌｌｅｖｅｌ，ａｎｄｒｅａｃｈｅｄｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔａｔ４８ｈ．Ｉｎｂｒｅｅｄｉｎｇｓｔｒａｉｎ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｔｒｅｎｄ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄａｎｄｔｈｅｎｒｅｃｏｖｅｒｅｄｔｏｔｈｅｉｎｉｔｉａｌｌｅｖｅｌ．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＬＲ１８ａｎｄＩＲＦ５ｉｎｂｒｅｅｄｉｎｇ
ｓｔｒａｉｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｎｏｎｂｒｅｅｄｉｎｇｓｔｒａｉｎｗｉｔｈｏｕｔＣｙＨＶ３ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭｙＤ８８，ＴＲＡＦ６，ａｎｄＰ６５ｉｎｂｒｅｅｄｉｎｇｓｔｒａｉｎｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｎｏｎ
ｂｒｅｅｄｉｎｇｓｔｒａｉｎ．ＡｔｔｈｅｅａｒｌｙｓｔａｇｅｏｆＣｙＨＶ３ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＬＲ１８ａｎｄＰ６５ｉｎ
ｂｒｅｅｄｉｎｇｓｔｒａｉｎｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｎｏｎｂｒｅｅｄｉｎｇｓｔｒａｉｎ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ
ｏｆＭｙＤ８８，ＴＲＡＦ６，ａｎｄＩＲＦ５ｉｎｂｒｅｅｄｉｎｇｓｔｒａｉｎｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｎｏｎｂｒｅｅｄｉｎｇｓｔｒａｉｎ．Ｉｔ
ｉｓｓｐｅｃｕｌａｔｅｄｔｈａｔｄｕｒｉｎｇＣｙＨＶ３ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＴＬＲ１８ｇｅｎｅｒａｔｅｅｄＩＲＦ５ｂｙｂｉｎｄｉｎｇｔｏＴＲＡＦ６ｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅＭｙＤ８８
ｐａｔｈｗａｙ，ｗｈｉｃｈｃｌｅａｒｅｄｔｈｅｖｉｒｕｓａｎｄａｃｔｉｖａｔｅｄｔｈｅＮＦκＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｔｏｐｒｏｄｕｃｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓ．
Ｉｎｂｒｅｅｄｉｎｇｓｔｒａｉｎ，ｍｏｒｅＩＲＦ５ｗａｓｐｒｏｄｕｃｅｄａｎｄｔｈｅＮＦκＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｗａｓｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｔｏｒｅｓｉｓｔｔｈｅｖｉｒｕｓ．Ｔｈｉｓｒｅｓｕｌｔｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｂｒｅｅｄｉｎｇ．Ｔｈｅｓｅｒｅｓｕｌｔｓｎｏｔｏｎｌｙｖｅｒｉｆｉｅｄｔｈｅｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｏｆ
ＣｙＨＶ３ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｂｒｅｅｄｉｎｇｓｔｒａｉｎｉｎｔｈｅｂｏｄｙｂａｓｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｎｄｉｎｎａｔｅｉｍｍｕｎｉｔｙｂｕｔａｌｓｏｌａｉｄａ
ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｙｏｆｔｈｅｒｏｌｅｏｆｆｉｓｈＴＬＲｓｉｎｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎａｎｄｒｅｌａｔｅｄｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃｏｍｍｏｎｃａｒｐ；ＴＬＲ１８；ＣｙＨＶ３；ｂｒｅｅｄｉｎｇ
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