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摘　要：利用两步法荧光定量 ＲＴ-ＰＣＲ法�检测不同温度下剑尾鱼免疫后脾脏和头肾组织中免疫球蛋白 Ｍ
（ＩｇＭ）ｍＲＮＡ水平�发现其在不同温度下随着免疫时间呈现出不同的变化趋势。结果显示�在18℃水温下�
剑尾鱼的ＩｇＭ在两种组织中转录水平上升得较慢�随着水温的升高�在23℃、28℃水温下�其 ＩｇＭ表达水平
上升较快�尤其是在28℃水温下�ＩｇＭ表达水平迅速上升�且达到一个最高值�但在33℃较高水温条件下�
ＩｇＭ表达量并没有更高的上升幅度�而是与18℃水温下的 ＩｇＭ表达相比有所提高。本实验结果表明剑尾鱼
注射免疫后在脾脏和头肾中都检测到了ＩｇＭ表达的上调�高于33℃或低于18℃�都会影响剑尾鱼免疫效果。
实验过程中发现在这种亚适温度下�剑尾鱼摄食量减少�反应比较迟钝�头肾和脾脏中 ＩｇＭ相对表达量也较
低。
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　　鱼类是变温动物�长期生活于水体中�其体
温直接依赖于周围环境的温度。因此�鱼类的各
种生理机能包括免疫机能�受水温的影响极
大 ［1］。水温是最重要的外界因素之一�影响水生
变温动物的所有代谢过程�涉及水产动物的整个
生命过程。它不仅可以影响鱼类的摄食、饲料转
化率、胚胎发育、标准代谢�而且可以影响鱼类的
免疫功能、Ｔ细胞和Ｂ细胞的相互作用、抗体的合
成和释放等。低温能够完全地和部分地抑制抗
体生成�或者延迟抗体的合成；在一定范围内�温
度升高�免疫应答加快�抗体滴度升高�达到峰值
时间也减短 ［2－3］。

免疫球蛋白Ｍ（ＩｇＭ）是鱼类特异性体液免疫
应答中最主要的介质�剑尾鱼ＩｇＭ以可溶型和膜
结合型两种形式存在�其重链是由相同的基因编
码�但ｍＲＮＡ前体的加工过程决定着哪种形式的
重链被合成与表达。可溶型Ｉｇ由Ｂ细胞分泌�出
现于血液和其他体液�作为免疫效应分子存在；
膜结合型Ｉｇ分子则嵌入Ｂ细胞膜�作为抗原受体
而存在�它和辅助分子结合成 Ｂ细胞受体复合
物 ［4－5］。作为体液免疫应答的重要部分�ＩｇＭ在
研究鱼病防治和鱼类疫苗学方面均有十分重要

意义 ［6］。
在实验过程中�为了保证实验的科学性、准

确性和重复性�标准化实验动物受到越来越多科
研工作者的青睐。中国水产科学院珠江水产研
究所培育的剑尾鱼ＲＲ-Ｂ系广泛应用于水环境监
测、水产药物安全性评价、化学品毒性检测、动物
疾病模型等领域�已通过全国水产原良种审定委
员会的审定确认为水生实验动物�目前剑尾鱼
ＲＲ-Ｂ系已通过近亲繁殖达28代 ［7］。本试验通
过分别对剑尾鱼在不同水温下免疫后�检测分析
脾脏、头肾的 ＩｇＭ表达水平的变化�探讨水温与
剑尾鱼特异性免疫力的关系�以期为养殖中有效
合理使用疫苗提供理论支持�同时�为利用标准
化的水生实验动物剑尾鱼作为实验材料�建立免
疫评价动物模型积累基础资料。

1　材料与方法
1．1　材料
1．1．1　实验动物及菌株

剑尾鱼ＲＲ-Ｂ系�体长为5～7ｃｍ�体重为3．6
～3．8ｇ�由中国水产科学研究院珠江水产研究所
培育�暂养2周后实验。嗜水气单胞菌ＧＹＫ1株�
由珠江水产研究所鱼病室提供�经福尔马林灭活
后�比浊法调整菌悬液浓度为109ｃｆｕ／ｍＬ。
1．1．2　主要试剂和仪器

ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ：ＴａＫａＲａ�日本；实时
荧光定量ＰＣＲ仪：ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ（ＲｏｃｈｅＤｉａｇｏｓｔｉｃｓ公
司 ）�瑞士；核酸蛋白测定仪：Ｂｉｏ-Ｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ�美
国；普通ＰＣＲ仪ＰＴＣ－200：ＭＪ-Ｒｅｓｅａｒｃｈ�美国。
1．2　方法
1．2．1　引物设计及合成

根据韩进刚等 ［8］发表的剑尾鱼 ＩｇＭ重链基
因的ｃＤＮＡ序列�确定以ＣＨ4恒定区为扩增靶序
列。β-ａｃｔｉｎ引物根据 ＧｅｎＢａｎｋ已登陆的剑尾鱼
β-ａｃｔｉｎ基因的 ｃＤＮＡ序列 （登录号：ＤＱ060278）
来设计。用Ｐｒｉｍｅｒｅｘｐｒｅｓｓｓｏｆｔｗａｒｅｖ2．0软件设计
引物�并通过 ＮＣＢＩ中 Ｂｌａｓｔ功能�检测引物的特
异性。引物由上海生物工程技术公司合成。ＩｇＭ
扩增 片 段 长 度 为 182 ｂｐ�上 游 引 物：5′-
ＴＧＧＡＣＴＧＧＣＴＴＧＴＣＧＡＴＧＡＴ-3′�下游引物：5′-
ＣＴＴＧＡＣＴＴＴＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＣＡ-3′。β-ａｃｔｉｎ扩 增
片 段 长 度 为 114 ｂｐ�上 游 引 物：5′-
ＴＧＣＴＡＴＧＴＴＧＣＡＣＴＧＧＡＣＴＴＴＧＡＧ-3′�下 游 引
物：5′-ＣＣＴＣＴＣＧＴＴＴＣＣＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＡＣ-3′。
1．2．2　温度设置

试验剑尾鱼在18℃条件下驯养�用自动温
度控制器以0．3℃／ｍｉｎ速度缓慢升温�实验设置
4个温度梯度 （18℃�23℃�28℃�33℃ ）�当升
温到设定温度时�恒温暂养。实验分成对照组和
免疫组�对照组注射无菌生理盐水 （0．85％
ＮａＣｌ）�免疫组注射嗜水气单胞菌疫苗�注射剂量
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每尾0．1ｍＬ�分别在0、2、4、7、11、16、22ｄ提取脾
脏、头肾的总 ＲＮＡ。每期取样3尾�用荧光定量
ＲＴ-ＰＣＲ方法进行ＩｇＭｍＲＮＡ表达水平分析。
1．2．3　总ＲＮＡ提取和逆转录

参照 试 剂 盒 ＲＮＡ ｐｒｅｐｐｕｒｅＴｉｓｓｕｅｋｉｔ

（ＴＩＡＮＧＥＮ）说明书提取组织样品的总 ＲＮＡ�用
1％琼脂糖凝胶电泳鉴定所提取ＲＮＡ的完整性。
紫外分光光度法测定 ＲＮＡ样品的浓度和纯度。
取1μｇ纯化的ＲＮＡ在20μＬ的液体中用Ｍ-ＭＬＶ
ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ（Ｐｒｏｍｅｇａ）进行反转录得到
相应的ｃＤＮＡ。
1．2．4　ＰＣＲ实验

以对照组免疫前头肾的总 ｃＤＮＡ为模板�用
ＩｇＭ、β-ａｃｔｉｎ基因引物和 ＴａｑＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ进
行ＰＣＲ反应。扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测。
ＰＣＲ反应条件为94℃预变性4ｍｉｎ�94℃变性
30ｓ�56℃退火30ｓ�72℃延伸40ｓ�30个循环后
72℃延伸8ｍｉｎ。
1．2．5　标准曲线的制作

以ｃＤＮＡ为模板�分别用两对引物进行 ＰＣＲ
扩增。ＰＣＲ产物经 1．0％琼脂糖凝胶电泳后�
ＤＮＡ凝胶回收试剂盒对目的片段进行纯化�纯化
产物连接到ＰＭＤ－18Ｔ载体 （ＴａＫａＲａ）中�筛选阳
性克隆ＰＣＲ鉴定后�送上海生物工程技术有限公
司测序。构建的标准品质粒经核酸蛋白紫外分
析仪检测�其ＯＤ260∶ＯＤ280达到了1．90�保证了标
准品的纯度。以10倍梯度稀释的重组标准品质
粒为模板进行定量ＰＣＲ反应�分别制作内参基因
和目的基因的标准曲线。试验中各个标准均做3
个重复�另设无模板的阴性对照。
1．2．6　实时荧光定量 ＰＣＲ检测样品中 ＩｇＭ和
β-ａｃｔｉｎ含量

取2μＬｃＤＮＡ、12．5μＬＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭ�各0．5μＬ浓度为10μｍｏｌ／Ｌ上、下游引
物�10．5μＬ去离子水�在荧光 ＰＣＲ仪上进行扩
增。反应条件为95℃预变性4ｍｉｎ�95℃变性30
ｓ�56℃退火20ｓ�72℃延伸30ｓ�35个循环后72
℃延伸5ｍｉｎ；在56～99℃做融解曲线。每个组
织中ＩｇＭ基因 ｍＲＮＡ的精确拷贝数由荧光曲线

的Ｃｔ值和标准曲线计算获得。ＩｇＭ基因 ｍＲＮＡ
表达水平为ＩｇＭ总拷贝／β-ａｃｔｉｎ总拷贝。

实验重复3次�数据以 Ｘ±Ｓ表示�用 ＳＰＳＳ
16．0统 计 软 件 进 行 单 因 子 变 异 数 分 析

（ｕｎｉｖａｒｉａｔｅ）�以ＬＳＤ方法进行多重比较。
2　结果
2．1　不同组织中ＲＮＡ样品的ＰＣＲ结果

不同组织中总 ＲＮＡ样品经 ＲＴ-ＰＣＲ后 （图
1）�单一亮带的位置与目的片段大小基本一致�
电泳检测带型单一�说明没有引物二聚体也没有
非特异扩增的现象�因此所设计引物比较理想�
可以用于实时荧光定量检测。

图1　脾脏、头肾组织中ＩｇＭ、β-ａｃｔｉｎ的扩增结果
Ｆｉｇ．1　ＰａｒｔｉａｌｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＩｇＭａｎｄβ-ａｃｔｉｎｆｒｏｍｔｗｏｏｒｇａｎｓ

1．头肾；2．脾脏；Ｍ．ＤＮＡ分子标记

2．2　定量标准曲线的建立
重组标准品质粒以10倍梯度进行稀释�以

系列稀释的质粒为模板进行实时定量ＰＣＲ反应�
反应结束后系统自动生成起始模板浓度扩增反

应的动力学曲线。并用这个结果作标准曲线�用
模板初始量 （或未知量样品的稀释倍数 ）的ｌｏｇ值
对每个稀释样品的Ｃｔ值作图�得出一条呈线性关
系的标准曲线 （图2）。ＩｇＭ的扩增效率为2．025�
Ｅｒｒｏｒ值为0．0561；β-ａｃｔｉｎ的扩增效率为1．970�
Ｅｒｒｏｒ值为0．0491。
2．3　ＩｇＭｍＲＮＡ在脾脏和头肾中的表达

在相对定量检测中�为了比较不同样本
ｍＲＮＡ表达量水平�必须是不同样品之间起始细
胞数目相同、ＲＮＡ提取效率相同�且目的基因的
扩增效率相同�实际上这些条件不可能同时得到
满足�因而需要一个内参基因进行定量ＰＣＲ对目
的基因的定量结果误差进行校正�选用β-ａｃｔｉｎ基
因作为校正基因�即将ＩｇＭ的拷贝数与β-ａｃｔｉｎ的
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拷贝数相比�得到的比值作为相对表达量 ［9］。根
据ＩｇＭ在脾脏和头肾中的相对表达量作柱形图�
可以清楚地看出�注射灭活嗜水气单胞菌疫苗
后�免疫组中脾脏和头肾中ＩｇＭ相对表达量呈现

先上升后下降的趋势�最高能达到12．41；而对照
组的ＩｇＭ相对表达量都低于2．0（图3、4）�实验
结果表明剑尾鱼在注射疫苗后�免疫组ＩｇＭ相对
表达量显著高于对照组 （Ｐ＜0．05）。

图2　ＩｇＭ和β-ａｃｔｉｎ定量ＰＣＲ标准曲线
Ｆｉｇ．2　ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆＩｇＭａｎｄβ-ａｃｔｉｎｑｕａｎｔａｔｉｖｅＰＣＲ

图3　不同温度下剑尾鱼脾脏中ＩｇＭ的相对表达量
Ｆｉｇ．3　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＩｇＭｏｆＸｉｐｈｏｐｈｏｒｕｓｈｅｌｌｅｒｉｓｐｌｅｅｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

注：标注的不同字母表示ＩｇＭ的相对表达量显著不同 （Ｐ＜0．05）�而相同的字母表示ＩｇＭ的相对表达量变化不显著。

　　在23℃、28℃水温下�剑尾鱼脾脏中ＩｇＭ相
对表达量均在第4天达到最高峰�在18℃水温
下�ＩｇＭ相对表达量在第7天达到最高峰�而在
33℃水温下�脾脏中ＩｇＭ相对表达量的最高点出
现在加强免疫后的第2天�其中在28℃水温下
ＩｇＭ相对表达量能达到一个至高点 （与18℃、23
℃、33℃下相比�分别上升了1．2倍、1．0倍、1．3
倍 ）。在这之后都呈现下降趋势�在 33℃水温
下�ＩｇＭ相对表达量下降趋势尤其明显�到第11
天�ＩｇＭ的转录已经降到了极低水平�与免疫前相

比基本持平 （图3）。
剑尾鱼头肾中ＩｇＭ表达量在23℃、28℃、33

℃水温下�与脾脏显示相似的动态变化�ＩｇＭ表达
量均在第4天达到最高峰�而在18℃水温下�头
肾中 ＩｇＭ相对表达量的最高点出现在加强免疫

后的第7天�其中在28℃水温下ＩｇＭ相对表达量
能达到一个至高点 （与18℃、23℃、33℃下相
比�分别上升了1．3倍、1．1倍、1．2倍 ）�之后呈
现下降趋势。头肾的ＩｇＭ表达量直到第16天仍
保持较高的表达水平�与免疫前相比�分别上升
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了4．1倍、2．3倍、2．0倍、6．2倍。
上述结果表明�在 18℃水温下�剑尾鱼脾

脏、头肾中的 ＩｇＭ转录上升地较慢�随着水温的
升高�在23℃、28℃下�其ＩｇＭ表达量上升较快�

尤其是在28℃水温下�不仅 ＩｇＭ表达量迅速上
升�且达到一个最高值�但在33℃更高水温条件
下�ＩｇＭ表达量并没有更高的上升幅度�但与18
℃水温下的ＩｇＭ表达相比�还是有所提高 （图4）。

图4　不同温度下剑尾鱼头肾中ＩｇＭ的相对表达量
Ｆｉｇ．4　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＩｇＭｏｆＸｉｐｈｏｐｈｏｒｕｓｈｅｌｌｅｒｉｈｅａｄｋｉｄｎｅｙａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

注：标注的不同字母表示ＩｇＭ的相对表达量显著不同 （Ｐ＜0．05）�而相同的字母表示ＩｇＭ的相对表达量变化不显著。

3　讨论
由于技术的限制�以往对基因表达分析只能

进行粗略的半定量分析�或者是 Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ杂
交�但因其分析误差大、样本需要量大、操作复杂
等缺点�难以满足科研工作者的实验需求�随着
科学技术的发展�定量ＰＣＲ技术实现了对微量组
织进行基因表达的定量分析 ［10］。本实验选择剑
尾鱼ＩｇＭ基因为目的基因�β-ａｃｔｉｎ为内参基因�
应用ＳＹＢＲＧＲＥＥＮⅠ的定量 ＰＣＲ技术�对免疫
后剑尾鱼 ＩｇＭ基因在不同水温下的表达水平进

行测定。在实验过程中�制备了标准品�得到效
率很高的标准曲线。其效率分别为2．025（ＩｇＭ）
和1．970（β-ａｃｔｉｎ）�都接近于理想化效率2．0�而
且两者之间扩增效率差异小于 0．1�无需进行
ＰＣＲ扩增效率校正�就可以进行相似相对定量计
算。

温度变化对鱼类免疫系统的影响是极其复

杂的。很早就有研究表明：在低温条件下�鱼类
的免疫应答功能低下�随着温度的升高�免疫反
应可以比较正常或加速进行 ［11－13］。近些年�国
内外学者对温度这个环境因子进行了更深入、更
系统的研究�并对此提出新的观点。Ｍａｒｃ等 ［14］

认为特异性免疫对低温十分敏感�这种敏感性是

由于低温抑制或延迟了抗体的释放�而不是抗体
的产生；Ｒａｉｄａ［15］通过浸泡免疫虹鳟�检测细胞因
子、趋化因子等一系列免疫相关的基因�认为免
疫基因的表达�免疫球蛋白的浓度等都依赖于周
围的浓度；Ｓｔｅｗａｒｔ等 ［16］认为鲑鱼的免疫机制在8
℃饲养下主要依赖于非特异性免疫�而在12℃
下�特异性免疫则起着关键的作用。也有研究者
发现尽管低温延迟了抗体应答�但应答的强弱没
有被改变。升高温度能加速抗体的合成�但是当
孵化温度超过其生活的自然环境温度时�抗体产
生细胞的溶血斑点数明显减少�似乎表明在低温
时鱼类能较好地产生抗体 ［17］�而且 ＭｃＧａｎｎ

等 ［18］也认为温度的变化确实影响着白细胞介素�
干扰素等细胞因子的表达�但对免疫球蛋白的影
响不大。本实验选择剑尾鱼在4种不同温度 （18
℃、23℃、28℃、33℃ ）下饲养后�用灭活啫水气
单胞菌免疫剑尾鱼�测定其脾脏和头肾中ＩｇＭ表
达量变化�来反映其免疫功能变化。实验结果说
明在适宜温度范围内�剑尾鱼头肾中ＩｇＭ水平的
变化是温度依赖型的�即高温 （28℃ ）能加强ＩｇＭ
的合成或分泌�而低温 （23℃ ）能抑制 ＩｇＭ的合
成或分泌。剑尾鱼的最适生长温度为20～30℃�
但对于鱼类免疫学研究�最适生活温度的确定是
必要的�本实验结果表明�高于33℃�或低于18
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℃�都会影响剑尾鱼免疫效果。实验过程中我们
发现在这种亚适温度下�剑尾鱼摄食量减少�反
应比较迟钝�头肾和脾脏中ＩｇＭ相对表达量也较
低�这与江育林 ［19］、侯亚义等 ［20］在其他鱼类中的
研究结果是一致的。

目前�检测血清中抗体效价的高低已成为反
映水生动物免疫水平较为理想和可靠的指标�但
剑尾鱼体型小�采血量少�不利于作血液抗体效
价的检测。据研究证明�ＩｇＭ表达与血清抗体效
价的变化规律具有一定的相似性 ［21］�而且国内外
学者都曾用实时荧光定量 ＰＣＲ技术检测鱼免疫

后的ＩｇＭ表达量变化 ［22－23］。因此�希望建立一
种实时荧光定量ＰＣＲ方法�检测不同温度下剑尾
鱼ＩｇＭ的表达变化�可有效地替代先前采血分析
免疫指标的方法。本实验在国内首次利用实时
荧光定量ＰＣＲ方法对免疫后剑尾鱼 ＩｇＭ在不同

水温下的表达变化规律进行了监测�该方法克服
了传统免疫学手段灵敏度低的缺点�为认识温度
对剑尾鱼免疫的影响提供了资料�更为进一步寻
求新的免疫评价指标奠定了基础�其研究成果将
对建立免疫评价动物模型起着重要的促进作用。
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