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摘　要：通过分别注射０．４、０．８和１．２μｇ／ｇ（ｓｉＲＮＡ／体质量）小干扰ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡｓ，ｓｉＲＮＡ）来比
较不同剂量ｓｉＲＮＡ对罗氏沼虾（Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ）ＭｒＴＬＲ１、ＭｒＴＬＲ２和ＭｒＴＬＲ３等３种ＴＬＲ基因表达的
抑制效果。荧光定量ＰＣＲ检测结果显示１．２μｇ／ｇ组为最适干扰剂量。注射ＭｒＴＬＲ１ｓｉＲＮＡ２４ｈ以及４８ｈ后
罗氏沼虾血淋巴中髓样分化因子８８基因（ＭｙＤ８８）、甲壳素基因（Ｃｒｕｓｔｉｎ）和抗脂多糖因子基因（ＡＬＦ）的表达
量相对于注射前均显著下降，同时ＭｒＴＬＲ２在鳃中的相对表达量上升；在注射 ＭｒＴＬＲ２ｓｉＲＮＡ后，ＭｙＤ８８以及
Ｃｒｕｓｔｉｎ在血淋巴中的相对表达量明显下降；而在注射 ＭｒＴＬＲ３ｓｉＲＮＡ后，免疫缺陷同系物基因（ＩＭＤ）在鳃中
的相对表达量显著上升，同时ＡＬＦ在血淋巴中的相对表达量显著上升。此外，３种ＴＬＲ基因的沉默对酚氧化
酶原基因（ｐｒｏＰＯ）的表达没有影响。研究结果表明：ＭｒＴＬＲ１和ＭｒＴＬＲ２可调控ＭｙＤ８８以及抗菌肽的表达；而
ＭｒＴＬＲ３不仅参与Ｔｏｌｌ信号通路调控，同时也可能影响ＩＭＤ信号通路。
关键词：罗氏沼虾；ｓｉＲＮＡ；Ｔｏｌｌ样受体基因；ＲＮＡ干扰；免疫相关基因
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　　罗氏沼虾（Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ）是我国
重要的养殖虾类之一。原产于东南亚地区，主要

在淡水或咸淡水水域中生存，具有生长迅速、营

养价值高等优点。但长时间的病害问题对罗氏

沼虾产业发展造成很大限制［１］，因此需要研究其

先天免疫机制，为罗氏沼虾的病害防控提供参

考。

由于获得性免疫的缺乏，甲壳动物主要依赖

先天性免疫作为自身的主要防御体系，其中免疫

信号通路扮演着重要角色。当病原微生物入侵

时，先天免疫信号通路中的模式识别受体（ｐａｔｔｅｒｎ
ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＰＲＲｓ）识别并结合病原微生
物自身具有的病原相关分子模式（ｐａｔｈｏｇｅｎ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔｔｅｒｎｓ，ＰＡＭＰｓ），随后 ＰＲＲｓ
与ＰＡＭＰｓ的结合体将免疫信号通路激活，从而调
控下游的免疫相关基因如溶菌酶、酚氧化酶原

（ｐｒｏｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅ，ｐｒｏＰＯ）以 及 抗 菌 肽 （ａｎｔｉ

ｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｓ，ＡＭＰｓ）等来对抗病原微生物。
目前在虾先天免疫系统中发现的３种主要信号
通路为ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号通路、ＩＭＤ信号通路以及
Ｔｏｌｌ信号通路。其中：ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号通路主要
参与对病毒引起的免疫反应；ＩＭＤ信号通路则主
要通过调控抗菌肽的表达来防御细菌入侵；而

Ｔｏｌｌ信号通路可以介导细菌和病毒所引起的先天
免疫反应［２］。

作为先天免疫信号通路中主要的 ＰＲＲｓ之
一，Ｔｏｌｌ样受体可以通过识别多种 ＰＡＭＰｓ或通过
识别体内的代谢产物来激活先天免疫系统，它是

先天性免疫与获得性免疫的结合点［３］，具有较高

保守性的特点。在脊椎动物中，Ｔｏｌｌ样受体
（ＴＬＲｓ）是一种跨膜受体，主要包括胞外区亮氨酸
重复结构域（ｌｅｕｃｉｎｅｒｉｃｈｒｅｐｅａｔ，ＬＲＲ）、跨膜区以
及位于胞内的 Ｔｏｌｌ／白介素 １受体结构域（Ｔｏｌｌ／
ＩＬ１Ｒｄｏｍａｉｎ，ＴＩＲ）。其中：ＬＲＲ结构域主要通过
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识别并结合配体来启动信号通路，不同的 ＴＬＲ可
选择性识别特异性配体；而 ＴＩＲ结构域可以通过
募集接头蛋白来启动下游信号转导，从而激活相

关免疫转录因子启动先天免疫。目前，相关研究

在人类体内发现了 １１种 ＴＬＲ，在小鼠（Ｍｕｓ
ｍｕｓｃｕｌｕｓ）中则发现１３种 ＴＬＲ［４］，它们都具有高
度同源性。在无脊椎动物中，Ｔｏｌｌ样受体最早在
果蝇（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ）体内发现［５６］。与

脊椎动物不同，果蝇 Ｔｏｌｌｓ不可以与 ＰＡＭＰｓ直接
结合，需要通过活化 Ｓｐｔｚｌｅ配体然后与 Ｔｏｌｌ的
ＬＲＲ结构域结合形成二聚体，胞内 ＴＩＲ与包含死
亡结构域的蛋白 ＭｙＤ８８、Ｔｕｂｅ、Ｐｅｌｌｅ相互作用形
成异源三源体，随后 Ｃａｃｔｕｓ磷酸化并水解，导致
转录因子 Ｄｉｄ和 Ｄｏｒｓａｌ释放，最终调控抗菌肽等
免疫相关基因的表达来进行免疫防御。在果蝇

体内共发现９种Ｔｏｌｌ样受体，Ｔｏｌｌ１参与果蝇生长
与免疫［６］；Ｔｏｌｌ２参与果蝇胚胎发育［７］；Ｔｏｌｌ７和
Ｔｏｌｌ８可能调控果蝇的生长［８］；Ｔｏｌｌ９可以激活免
疫相关基因的表达［９］。同时，２００７年虾类首个
Ｔｏｌｌ样受体基因在凡纳滨对虾 （Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ
ｖａｎｎａｍｅｉ）中被发现并鉴定［１０］。随后，陆续在斑

节对虾 （Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎ）［１１］、中国明对虾
（Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）［１２］、克 氏 原 螯 虾
（Ｐｒｏｃａｍｂｉｕｍ ｃｌａｒｋｉｉ）［１３］、 日 本 囊 对 虾

（Ｍａｒｓｕｐｅｎａｅｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ）［１４］、罗氏沼虾［１５］等多种

虾体内发现 Ｔｏｌｌ样受体基因。目前在凡纳滨对
虾以及罗氏沼虾体内都发现了 ３种不同类型
ＴＬＲ，然而不同类型的 ＴＬＲ在虾先天免疫调控中
的生理功能差异研究尚处于起步阶段。

本实验包括 ２个部分，首先通过荧光定量
ＰＣＲ技术检测罗氏沼虾３种 ＴＬＲ基因在 ＲＮＡ干
扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）［１６］过程中的相对表
达量来探索 ＲＮＡｉ的最适注射剂量和观察时间。
随后在ＲＮＡ干扰下测定分析多种免疫相关基因
的相对表达量来研究３种 ＭｒＴＬＲｓ的免疫调控功
能。为进一步研究罗氏沼虾的免疫调控机制以

及不同类型 ＴＬＲ之间的免疫功能差异提供一定
的研究基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料与养殖管理
实验用罗氏沼虾共４００只，取自上海申漕特

种水产开发有限公司，体质量为（８．０±０．５）ｇ，规

格统一，体表无损伤。实验虾暂养于 ５５个容积
为４００Ｌ的水箱中（长 ７８ｃｍ，宽 ５８ｃｍ，高 ４６
ｃｍ）。水箱中加入 ２００Ｌ水，其间保持水温为
（２７．０±１．０）℃，盐度为２，ｐＨ为８．０±０．２，提供
自然光照，每日吸污１次并更换５０％水体，养殖３
ｄ后开始正式实验。
１．２　实验方法
１．２．１　实验设计

实验开始前，随机抽取实验用虾进行白斑综

合征病毒和溶藻弧菌感染检测，以确保实验用虾

不存在病原体感染。将实验用虾分为 ５个大组
依次为空白对照组、阴性对照组、ＭｒＴＬＲ１干扰
组、ＭｒＴＬＲ２干扰组、ＭｒＴＬＲ３干扰组，其中每个干
扰组分为０．４、０．８和１．２μｇ／ｇ（ｓｉＲＮＡ／体质量）
等３个剂量组，每组３０尾虾。空白对照组与阴性
对照组分别注射磷酸缓冲液（Ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ
ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）与 ｓｃｒａｍｂｌｅｄｓｉＲＮＡ，干扰组注射
ＭｒＴＬＲｓｉＲＮＡ。于腹肢第二小节进行注射，注射
１００μＬＰＢＳ、ｓｃｒａｍｂｌｅｄｓｉＲＮＡ或ｓｉＲＮＡ，分别于注
射后０、６、１２、２４和４８ｈ随机采集每组３只实验
用虾的血液和鳃组织样品保存于 ＲＮＡｋｅｅｐｅｒ溶
液（南京诺唯赞生物科技有限公司）中，于 －８０
℃冰箱中保存。本实验中所有操作均符合上海
海洋大学实验动物伦理委员会规范。

１．２．２　总ＲＮＡ的提取及反转录
组织匀浆后，ＲＮＡｉｓｏｌａｔｅｒ（南京诺唯赞生物

科技有限公司）抽提总 ＲＮＡ，Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００
（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）测定其浓度及纯度，测得
ＯＤ２６０／ＯＤ２８０为１．８～２．０，判定 ＲＮＡ的纯度符合
要求可用于后续实验。ＲＮａｓｅＦｒｅｅ水稀释总
ＲＮＡ质量浓度至 ５００ｎｇ／μＬ，－８０℃备用。
ＨｉＳｃｒｉｐｔⅡ ＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ（＋ｇＤＮＡ
ｗｉｐｅｒ）试剂盒（南京诺唯赞生物科技有限公司）反
转稀释后总ＲＮＡ获得ｃＤＮＡ。
１．２．３　引物及ｓｉＲＮＡ设计

根据 ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ罗 氏 沼 虾 ＭｒＴＬＲ１
（ＫＪ１８８４１０．１）、ＭｒＴＬＲ２（ＫＪ１８８４１１．１）、ＭｒＴＬＲ３
（ＫＪ１８８４１２．１）和Ｍｒ１８ＳｒＲＮＡ（ＧＱ１３１９３４．１）序列
以及相关免疫基因 ＭｙＤ８８、Ｃｒｕｓｔｉｎ、ＡＬＦ、ＩＭＤ和
ｐｒｏＰＯ在其序列保守区域采用软件 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ
６．０分别设计引物，根据３种 ＭｒＴＬＲ基因的全长
序列设计ｓｉＲＮＡ，引物序列及 ｓｉＲＮＡ序列见表１。
所用引物委托生工生物工程（上海）有限公司合

１９５
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成，所用 ｓｃｒａｍｂｌｅｄｓｉＲＮＡ及 ｓｉＲＮＡ由锐博生物 科技有限公司合成。

表１　引物及ｓｉＲＮＡ序列
Ｔａｂ．１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｐｒｉｍｅｒｓｏｒｓｉＲＮＡ

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ 序列Ｓｅｑｕｅｎｃｅ 作用Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

Ｍｒ１８ＳｒＲＮＡＦ ５′ＴＧＴＴＡＣＧＧＧＴＧＡＣＧＧＡ３′ 荧光定量ＰＣＲ
Ｍｒ１８ＳｒＲＮＡＲ ５′ＡＡＴＴＡＣＧＣＡＧＡＣＴＣＧＧＡＡＧＡ３′ 荧光定量ＰＣＲ
ＭｒＴＬＲ１Ｆ ５′ＡＴＡＣＡＧＣＡＧＣＣＡＴＴＣＧＴＣ３′ 荧光定量ＰＣＲ
ＭｒＴＬＲ１Ｒ ５′ＴＴＣＴＴＣＴＴＣＡＧＣＣＡＣＡＧＣ３′ 荧光定量ＰＣＲ
ＭｒＴＬＲ２Ｆ ５′ＴＴＣＴＡＣＧＡＣＣＧＣＡＡＣＧＡＧ３′ 荧光定量ＰＣＲ
ＭｒＴＬＲ２Ｒ ５′ＣＧＧＡＧＴＧＧＧＡＧＴＧＡＡＣＡＧ３′ 荧光定量ＰＣＲ
ＭｒＴＬＲ３Ｆ ５′ＡＴＣＴＣＧＧＧＣＧＴＧＴＴＴＣＴＣ３′ 荧光定量ＰＣＲ
ＭｒＴＬＲ３Ｒ ５′ＣＴＧＧＣＴＧＴＣＴＧＴＧＡＣＴＴＴＣＣ３′ 荧光定量ＰＣＲ
ＩＭＤＦ ５′ＣＧＡＣＣＡＣＡＴＴＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＣ３′ 荧光定量ＰＣＲ
ＩＭＤＲ ５′ＴＴＣＡＧＴＧＣＡＴＣＣＡＣＧＴＣＣＣＴＣ３′ 荧光定量ＰＣＲ
ＣｒｕｓｔｉｎＦ ５′ＡＡＴＧＧＣＴＣＧＴＣＴＴＴＧＴＧＴＣＴＴ３′ 荧光定量ＰＣＲ
ＣｒｕｓｔｉｎＲ ５′ＣＴＴＴＣＣＡＣＧＧＧＴＴＧＣＴＴＡＧＧＴ３′ 荧光定量ＰＣＲ
ＡＬＦＦ ５′ＣＧＧＡＴＴＧＴＣＧＧＧＴＴＧＴＧＧＣ３′ 荧光定量ＰＣＲ
ＡＬＦＲ ５′ＣＴＴＣＴＣＣＴＴＴＧＡＴＧＧＧＧＧＴ３′ 荧光定量ＰＣＲ
ＭｙＤ８８Ｆ ５′ＧＡＧＴＣＡＴＧＴＣＡＧＧＣＣＴＡＣＧＡ３′ 荧光定量ＰＣＲ
ＭｙＤ８８Ｒ ５′ＣＡＣＡＧＣＴＡＧＡＣＣＣＣＴＣＣＡＡＴ３′ 荧光定量ＰＣＲ
ｓｉＲＮＡＭｒＴＬＲ１ ５′ＣＡＣＣＣＡＣＡＡＴＧＡＴＡＴＡＴＣＡ３′ ＲＮＡ干扰
ｓｉＲＮＡＭｒＴＬＲ２ ５′ＣＴＴＴＧＴＡＴＧＴＴＧＣＣＴＴＴＴＡ３′ ＲＮＡ干扰
ｓｉＲＮＡＭｒＴＬＲ３ ５′ＧＡＡＣＣＡＡＣＡＧＧＴＣＴＴＴＣＧＴ３′ ＲＮＡ干扰
ｓｃｒａｍｂｌｅｄｓｉＲＮＡ ５′ＴＣＴＣＴＴＣＡＣＡＧＣＣＧＡＡＧＡＡ３′ ＲＮＡ干扰

１．２．４　荧光定量ＰＣＲ
设定２０．０μＬ反应体系：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＦｘＴａｑ

１０．０μＬ，取上文实验中所得 ｃＤＮＡ２．０μＬ（１００
ｎｇ），上、下游引物各０．８μＬ，ｄｄＨ２Ｏ６．４μＬ。反
应程序：９５℃预变性 ３０ｓ，９５℃变性５ｓ，５５℃退
火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共４０个循环，根据溶解
曲线分析ＰＣＲ产物质量。根据预实验结果以及
本实验室团队之前的研究发现 ＭｒＴＬＲ１、ＭｒＴＬＲ２、
ＭｒＴＬＲ３和 ＩＭＤ主要在鳃中表达，而 ＡＬＦ、Ｃｒｕｓｔｉｎ
和ｐｒｏＰＯ主要在血淋巴中表达，故本实验选择在
鳃组织中检测分析３种ＭｒＴＬＲｓ以及ＩＭＤ的表达
量，在血淋巴中检测分析ＡＬＦ、Ｃｒｕｓｔｉｎ和ｐｒｏＰＯ的
表达量。

１．２．５　数据处理
采用２ΔΔＣｔ方法对所测基因进行表达量分析，

以罗氏沼虾Ｍｒ１８ＳｒＲＮＡ（ＧＱ１３１９３４．１）为内参基
因。所有数据采用平均值±标准差（Ｍｅａｎｓ±ＳＤ）
表示。以ＳＰＳＳ１７．０进行单因素方差分析（Ｏｎｅ
ｗａｙＡＮＯＶＡ），当Ｐ＜０．０５认为差异显著。

２　结果

２．１　ＭｒＴＬＲｓ基因的干扰规律分析
在ＭｒＴＬＲ１的ＲＮＡ干扰实验中，ｓｉＲＮＡ（０．４

μｇ／ｇ）组对ＭｒＴＬＲ１的抑制效果不显著，而 ｓｉＲＮＡ
（０．８μｇ／ｇ）组以及 ｓｉＲＮＡ（１．２μｇ／ｇ）组对
ＭｒＴＬＲ１均有显著的抑制效果。由图 １可以看
出：ｓｉＲＮＡ（０．４μｇ／ｇ）组、ｓｉＲＮＡ（０．８μｇ／ｇ）组以
及 ｓｉＲＮＡ（１．２μｇ／ｇ）组在注射后 ６、１２、２４ｈ
ＭｒＴＬＲ１基因的表达量出现下降，而在注射后４８
ｈ表达量升高；ｓｉＲＮＡ（０．４μｇ／ｇ）组对 ＭｒＴＬＲ１的
抑制效果不显著；ｓｉＲＮＡ（０．８μｇ／ｇ）组在注射后
２４ｈＭｒＴＬＲ１的表达量得到显著抑制（Ｐ＜０．０５），
为０ｈ表达量的２５％，ｓｉＲＮＡ（１．２μｇ／ｇ）组在注射
后２４ｈ以及 ４８ｈ表达量得到显著抑制（Ｐ＜
０．０５），其中注射后２４ｈ抑制效果最明显，为０ｈ
表达量的１５％。

在ＭｒＴＬＲ２的 ＲＮＡ干扰实验中，ｓｉＲＮＡ（０．４
μｇ／ｇ）组、ｓｉＲＮＡ（０．８μｇ／ｇ）组以及ｓｉＲＮＡ（１．２μｇ／ｇ）
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组对 ＭｒＴＬＲ２均有显著的抑制效果（Ｐ＜０．０５）。
从图２可以看出：ｓｉＲＮＡ（０．４μｇ／ｇ）组和 ｓｉＲＮＡ
（０．８μｇ／ｇ）组在注射之后ＭｒＴＬＲ２的基因表达量
均出现先下降后上升，在注射后２４ｈ两组表达量
均显著降低（Ｐ＜０．０５）且达到最低水平，分别为
０ｈ表达水平的６％与４％；ｓｉＲＮＡ（１．２μｇ／ｇ）组
ＭｒＴＬＲ２的基因表达量呈现下降趋势，注射后２４
和４８ｈ抑制显著（Ｐ＜０．０５），在注射后４８ｈ达到
最低水平，为０ｈ表达量的２１％。

柱状图上方“”代表与 ０ｈ的数据相比差异显著（Ｐ＜

０．０５）。

“”ａｂｏｖｅｔｈｅｂａｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）

ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｄａｔａａｔ０ｈ．

图１　罗氏沼虾鳃中ＭｒＴＬＲ１基因在ＲＮＡ
干扰实验中的表达变化情况

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭｒＴＬＲ１ｉｎｇｉｌｌｏｆ
ＭａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉｄｕｒｉｎｇＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

柱状图上方“”代表与 ０ｈ的数据相比差异显著（Ｐ＜

０．０５）。

“”ａｂｏｖｅｔｈｅｂａｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）

ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｄａｔａａｔ０ｈ．

图２　罗氏沼虾鳃中ＭｒＴＬＲ２基因在ＲＮＡ
干扰实验中的表达变化情况

Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭｒＴＬＲ２ｉｎｇｉｌｌｏｆ
ＭａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉｄｕｒｉｎｇＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

　　在 ＭｒＴＬＲ３的 ＲＮＡ干扰实验中，ｓｉＲＮＡ（０．４
μｇ／ｇ）组、ｓｉＲＮＡ（０．８μｇ／ｇ）组以及ｓｉＲＮＡ（１．２

μｇ／ｇ）组对 ＭｒＴＬＲ３均有显著的抑制效果（Ｐ＜
０．０５）。图３显示：ｓｉＲＮＡ（０．４μｇ／ｇ）组呈现下降
趋势，在注射后 ２４ｈ以及 ４８ｈ抑制效果显著
（Ｐ＜０．０５），在注射后４８ｈＭｒＴＬＲ３基因表达水
平最低，为０ｈ表达量的２６％；ｓｉＲＮＡ（０．８μｇ／ｇ）
组与ｓｉＲＮＡ（１．２μｇ／ｇ）组表达量都呈现先下降后
上升，并均在注射后２４ｈ达到最低水平且抑制效
果显著（Ｐ＜０．０５），分别为０ｈ表达量的２６％和
１９％。

柱状图上方“”代表与 ０ｈ的数据相比差异显著（Ｐ＜

０．０５）。

“”ａｂｏｖｅｂａｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）

ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｄａｔａａｔ０ｈ．

图３　罗氏沼虾鳃中ＭｒＴＬＲ３基因在ＲＮＡ
干扰实验中的表达变化情况

Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭｒＴＬＲ３ｉｎｇｉｌｌｏｆ
ＭａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉｄｕｒｉｎｇＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

２．２　ＭｒＴＬＲｓ基因沉默后相关免疫基因的表达
分析

基于上文 ＭｒＴＬＲｓ基因干扰实验的结果，本
实验选取１．２μｇ／ｇ剂量组０、２４以及４８ｈ鳃组
织和血液样品进行研究分析。

２．２．１　ＭｒＴＬＲ１基因沉默后对其他免疫基因表
达影响

图４显示，ＭｙＤ８８基因表达水平呈现先下降
后上升的规律。其中：注射ｓｉＲＮＡ后２４ｈ表达量
达到最低，与０ｈ相比显著降低（Ｐ＜０．０５），为０
ｈ表达量的２０％；Ｃｒｕｓｔｉｎ基因的表达量随着时间
变化而逐渐降低，在注射后４８ｈ表达量下降显著
（Ｐ＜０．０５），为０ｈ表达量的４３％；ＡＬＦ基因在注
射后４８ｈ表达量呈现显著降低（Ｐ＜０．０５），为０
ｈ表达量的４７％；ＩＭＤ基因无显著变化；ｐｒｏＰＯ基
因相对表达量无显著变化；ＭｒＴＬＲ２基因在注射
后２４ｈ的表达量显著升高１．３６倍（Ｐ＜０．０５），而
ＭｒＴＬＲ３无显著变化。
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图中不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．

图４　罗氏沼虾ＭｒＴＬＲ１基因沉默后不同免疫相关基因的表达变化情况
Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｍｍｕｎｅｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎＭｒＴＬＲ１ｓｉｌｅｎｃｅｄＭａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ

２．２．２　ＭｒＴＬＲ２基因沉默后对其他免疫基因表
达影响

由图５可知：ＩＭＤ、ｐｒｏＰＯ、ＡＬＦ、ＭｒＴＬＲ１以及
ＭｒＴＬＲ３基因表达量均无显著变化；ＭｙＤ８８基因
表达量呈现下降趋势，在４８ｈ表达量显著降低

（Ｐ＜０．０５），为０ｈ表达量的７４％；Ｃｒｕｓｔｉｎ基因在
注射后２４ｈ的表达量较０ｈ出现显著抑制（Ｐ＜
０．０５），为０ｈ表达量的３３％，而注射后４８ｈ则无
显著差异。
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图中不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．

图５　罗氏沼虾ＭｒＴＬＲ２基因沉默后不同免疫相关基因的表达变化情况
Ｆｉｇ．５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｍｍｕｎｅｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎＭｒＴＬＲ２ｓｉｌｅｎｃｅｄＭａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ

２．２．３　ＭｒＴＬＲ３基因沉默后对其他免疫基因表
达影响

由图６可知：ＡＬＦ基因在注射后２４ｈ、４８ｈ均
出现显著升高并呈现上升趋势（Ｐ＜０．０５），在注

射后４８ｈ表达量最高，为０ｈ表达量的１．６３倍；
ＩＭＤ基因在注射后２４ｈ表达出现显著升高（Ｐ＜
０．０５），为０ｈ表达量的１．４０倍；ＭｙＤ８８、Ｃｒｕｓｔｉｎ、
ｐｒｏＰＯ、ＭｒＴＬＲ１以及ＭｒＴＬＲ２基因均无显著变化。
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图中不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．

图６　罗氏沼虾ＭｒＴＬＲ３基因沉默后不同免疫相关基因的表达变化情况
Ｆｉｇ．６　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｍｍｕｎｅｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎＭｒＴＬＲ３ｓｉｌｅｎｃｅｄＭａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ

３　讨论

ＴＡＮ等［１７］在研究罗氏沼虾ＭｒＩＲ基因ｓｉＲＮＡ
干扰的最适剂量的实验中设计了０．１、０．５、１．５和
３．０μｇ／ｇ等４个组，发现０．５μｇ／ｇ剂量对 ＭｒＩＲ

基因的沉默效果最佳。ＦＥＮＧ等［１８］对罗氏沼虾

注射 ｓｉＲＮＡ沉默 ＭｒＴｏｌｌ基因，每只注射 １５μｇ
ｓｉＲＮＡ（０．７５～１．００μｇ／ｇ），在第２４ｈ时ＭｒＴｏｌｌ基
因的表达量得到极显著抑制。本实验中也发现

不同剂量ｓｉＲＮＡ对罗氏沼虾３种ＴＬＲｓ基因的干

６９５



４期 袁　伟，等：ＲＮＡ干扰不同类型ＴＬＲ基因对罗氏沼虾免疫相关基因表达的影响

扰效果有明显影响。其中，０．４μｇ／ｇ组对
ＭｒＴＬＲ１干扰效果不显著，而 ０．８μｇ／ｇ组与１．２
μｇ／ｇ组对 ３种 ＭｒＴＬＲｓ均具有显著抑制，在
ＭｒＴＬＲ１以及ＭｒＴＬＲ３的干扰实验中０．８μｇ／ｇ组
在注射后２４ｈ抑制效果显著，但在注射后 ４８ｈ
ＭｒＴＬＲ１和ＭｒＴＬＲ３的表达量出现上升，抑制效果
不显著；１．２μｇ／ｇ组在注射后 ４８ｈ对 ３种
ＭｒＴＬＲｓ仍有显著抑制效果。除此之外，不同剂量
ｓｉＲＮＡ干扰后Ｔｏｌｌ样受体基因的最低表达量在３
个剂量组间并无显著差异，其中１．２μｇ／ｇ组未能
将目的基因表达量抑制到更低水平，这与江丰伟

等［１９］对青虾ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｒ２基因 ＲＮＡ干扰规律研
究中的结果相似，在达到一定剂量以后 ＲＮＡ干
扰素对基因表达的抑制效果并不随着剂量的升

高而发生变化。田宏刚等［２０］认为存在于昆虫血

淋巴或肠道内的核酸酶可以降解 ｄｓＲＮＡ或
ｓｉＲＮＡ，从而影响ＲＮＡｉ的效率。由此推测罗氏沼
虾对ｓｉＲＮＡ的干扰剂量存在一定的耐受范围，不
会使被沉默的基因表达量下降得过低。还有研

究表明不同虾类注射不同类型干扰素对目的基

因的干扰持续时间不同。关于虾类ＲＮＡｉ的研究
报道有：江丰伟等［１９］对青虾注射４μｇ／ｇｄｓＲＮＡ
对 ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｒ２基因的有效干扰可持续一周；
ＴＡＮ等［１７］对罗氏沼虾注射０．５μｇ／ｇｓｉＲＮＡ沉默
ＭｒＩＲ基因，有效干扰效果持续５ｄ，同时 ＴＡＮ又
发现注射ｄｓＲＮＡ达到同样干扰效果时所需剂量
在４～５μｇ／ｇ。综上分析，ＲＮＡ干扰素的剂量及
类型都可能对ＲＮＡ干扰效果产生影响，因此，综
合之前干扰时间及剂量实验的结果，选取 １．２
μｇ／ｇ剂量作为本实验中ｓｉＲＮＡ的最佳干扰剂量，
并选用注射后的 ２４ｈ和 ４８ｈ作为最佳观察时
间。

在将罗氏沼虾ＭｒＴＬＲ１和ＭｒＴＬＲ２沉默之后，
ＭｙＤ８８基因的表达均被显著抑制，最低表达量分
别为 ０ｈ表达量的 ２０％和 ７３％；然而沉默
ＭｒＴＬＲ３并没有对 ＭｙＤ８８的表达产生显著影响。
ＤＥＥＰＩＫＡ等［２１］研究发现 ＭｙＤ８８参与斑节对虾
对ＷＳＳＶ的免疫应答；ＣＨＥＮ等［２２］发现沉默拟穴

青蟹ＳｐＴｏｌｌ１后，ＭｙＤ８８的表达被极显著抑制，沉
默ＳｐＴｏｌｌ２后，ＭｙＤ８８的表达则被显著抑制；可以
推测ＭｒＴＬＲ１和ＭｒＴＬＲ２都参与ＭｙＤ８８基因的表
达调控且ＭｒＴＬＲ１对 ＭｙＤ８８的调控影响更大，罗
氏沼虾 ＭｒＴＬＲ３对 ＭｙＤ８８的表达水平没有显著

影响。ＭｙＤ８８在 Ｔｏｌｌ信号通路中发挥着重要作
用，首先病原入侵后，机体产生 Ｓｐｔｚｌｅ配体，
Ｓｐｔｚｌｅ与 ＴＬＲ的 ＬＲＲ结构域结合启动信号通
路，随后ＭｙＤ８８与 ＴＬＲ两者的 ＴＩＲ结构域相互
作用使得 ＭｙＤ８８召集到 ＴＬＲ受体上，ＭｙＤ８８再
通过其死亡结构域与 ＩＲＡＫ（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｋｉｎａｓｅ）相互作用并激活ＩＲＡＫｓ，从而启
动Ｔｏｌｌ信号通路下游的免疫应答并最终激活转
录因子ＮＦκＢ，抗菌肽及其他免疫基因的表达因
此得以调控［２３］。

抗菌肽在虾类先天免疫系统中发挥着重要

作用，不仅可以抵御外来病原入侵还可以排解自

身的代谢产物。在甲壳动物中，目前报道的抗菌

肽主要有 ４类：对虾素（Ｐｅｎａｅｉｄｉｎ）、甲壳素
（Ｃｒｕｓｔｉｎ）、抗脂多糖因子（ＡＬＦ）以及溶菌酶
（Ｌｙｓｏｚｙｍｅ），这些抗菌肽都具有广谱杀菌活性。
有研究报道 ＴＬＲ是在识别入侵细菌的分子模式
后，通过激活抗菌肽的表达来调节虾的先天免

疫。ＰＡＮ等［２４］研究发现在副溶血弧菌的刺激下

对日本沼虾 ＭｎＴｏｌｌ１进行沉默，ＡＬＦ２、Ｃｒｕｓｔｉｎ１和
Ｃｒｕｓｔｉｎ２的表达量因此被抑制；ＷＡＮＧ等［２５］发现

凡纳滨对虾ＬｖＴｏｌｌ２基因可以显著激活 ＮＦκＢ通
路的抗菌肽基因；ＷＡＮＧ等［１３］发现在鳗弧菌的刺

激下同时沉默克氏原鳌虾（Ｐｒｏｃａｍｂａｒｕｓｃｌａｒｋｉｉ）
ＰｃＴｏｌｌ基因，Ｃｒｕｓｔｉｎ、ＡＬＦ和溶菌酶的表达被显著
抑制；ＣＨＥＮ等［２２］发现沉默拟穴青蟹 ＳｐＴｏｌｌ１和
ＳｐＴｏｌｌ２都可以抑制ＡＬＦ５的表达，而ＡＬＦ３只在沉
默ＳｐＴｏｌｌ２后出现表达抑制。本实验中在ＭｒＴＬＲ１
被沉默之后 ＡＬＦ以及 Ｃｒｕｓｔｉｎ的表达量出现了显
著下降，同时ＭｒＴＬＲ２的表达量也出现了上升；在
ＭｒＴＬＲ２沉默实验中Ｃｒｕｓｔｉｎ的表达量出现了显著
下降，ＡＬＦ的表达量没有显著变化；而在 ＭｒＴＬＲ３
沉默实验中ＡＬＦ的表达量显著上升，Ｃｒｕｓｔｉｎ的表
达量没有显著变化。在 ＭｒＴＬＲ１和 ＭｒＴＬＲ２的沉
默实验中，Ｃｒｕｓｔｉｎ的表达量均出现了显著下降，
前者Ｃｒｕｓｔｉｎ表达量在注射后４８ｈ表达量达到最
低水平，为０ｈ的４３％，后者在２４ｈ表达量达到
最低水平，为 ０ｈ表达量的 ３３％。可以推测
ＭｒＴＬＲ１和ＭｒＴＬＲ２都可调控罗氏沼虾抗菌肽的
表达，而沉默 ＭｒＴＬＲ１后抑制了部分抗菌肽的表
达，例如本实验中 Ｃｒｕｓｔｉｎ基因，这部分抗菌肽同
时受到ＭｒＴＬＲ２的调控影响且 ＭｒＴＬＲ２的影响作
用大于 ＭｒＴＬＲ１，机体为了维持体内抗菌肽的正

７９５



上 海 海 洋 大 学 学 报 ３０卷

常水平从而增加 ＭｒＴＬＲ２的表达量。此外，在
ＭｒＴＬＲ１沉默实验中，ＡＬＦ的表达量显著下降，而
在ＭｒＴＬＲ３沉默实验中，ＡＬＦ的表达量出现显著
上升，这可能与沉默 ＭｒＴＬＲ３后 ＩＭＤ的表达量出
现上升有关。

ＩＭＤ信号通路是关键的 ＮＦκＢ信号通路之
一，它参与调控抗菌肽的免疫应答。相关免疫基

因的表达在 ＩＭＤ信号通路发生异常后会受到影
响造成病原微生物入侵。ＬＡＮ等［２６］发现中国对

虾和克氏原鳌虾体内 ＩＭＤ信号通路参与抗菌肽
的免疫调控；史晏如［２７］发现罗氏沼虾 ＩＭＤ基因
参与对抗菌肽的表达调控。本实验中 ＩＭＤ表达
上升后ＡＬＦ的表达也出现了上升。ＨＯＵ等［２８］发

现凡纳滨对虾 Ｔｏｌｌ信号通路与 ＩＭＤ信号通路存
在关联，在抑制凡纳滨对虾 ＬｖＴｏｌｌ的表达后，
ＬｖＩＭＤ的表达出现了抑制，抑制 ＬｖＩＭＤ的表达同
样会抑制ＬｖＴｏｌｌ的表达。在ＬＩＵ等［２９］的研究中，

在凡纳滨对虾体内沉默 Ｔｏｌｌ或 ＩＭＤ都会促使另
一个基因的表达出现上调，发现 Ｔｏｌｌ信号通路与
ＩＭＤ信号通路之间存在平衡调控。本实验中沉
默ＭｒＴＬＲ１和ＭｒＴＬＲ２对ＩＭＤ的表达量没有显著
影响，而沉默 ＭｒＴＬＲ３时，ＩＭＤ的表达量显著上
升。由此可以推测罗氏沼虾体内 Ｔｏｌｌ信号通路
与ＩＭＤ信号通路之间存在关联，即当Ｔｏｌｌ信号通
路受到影响时机体会上调 ＩＭＤ基因的表达量来
调控免疫平衡，而ＭｒＴＬＲ３在其中发挥重要作用。

酚氧化酶原系统作为一种异己认知先天性

免疫系统，在无脊椎动物的免疫防御中发挥重要

作用［３０］。酚氧化酶原基因 ｐｒｏＰＯ是酚氧化酶系
统中的上游关键基因。酚氧化酶原只有在酚氧

化酶原激活酶的刺激下才可以形成具有活性的

酚氧化酶，从而抵御病原。本研究中，沉默罗氏

沼虾３种ＭｒＴＬＲｓ基因对虾体内 ｐｒｏＰＯ的表达没
有显著影响。但有研究报道称在昆虫体内酚氧

化酶原系统与 Ｔｏｌｌ信号通路之间存在关联。在
黄粉虫（Ｔｅｎｅｂｒｉｏｍｏｌｉｔｏｒ）体内 β１，３葡聚糖依赖
性酚氧化酶原系统和 Ｔｏｌｌ信号通路共享３种酶：
模块化丝氨酸蛋白酶、Ｓｐｔｚｌｅ加工酶激活酶和
Ｓｐｔｚｌｅ加工酶，其中Ｓｐｔｚｌｅ加工酶被发现是可同
时影响两种免疫系统的末端蛋白酶，降解 ｐｒｏＰＯ
前体以及 ｐｒｏＳｐｔｚｌｅ影响黑色素和抗菌肽的产
生［３１］。在烟草天蛾（Ｍａｎｄｕｃａｓｅｘｔａ）体内的血淋
巴蛋白酶６通过对 ｐｒｏＰＡＰ１的作用参与 ｐｒｏＰＯ

的激活，此外还通过血淋巴蛋白酶８的水解过程
进行裂解并激活 ｐｒｏＳｐｔｚｌｅ影响 Ｔｏｌｌ信号通
路［３２］。根据本实验结果可以推测，罗氏沼虾３种
ＴＬＲｓ与酚氧化酶原系统之间没有直接的相互调
控作用，但可能存在间接的调控关系，仍需进一

步研究。

目前在虾类中只有凡纳滨对虾和罗氏沼虾

报道有３种 ＴＬＲｓ。有研究［３３３４］发现在关于凡纳

滨对虾ＴＬＲ的报道中，ＬｖＴｏｌｌ１主要参与病毒引起
的免疫反应，ＬｖＴｏｌｌ２主要参与抵御细菌的免疫反
应，而ＬｖＴｏｌｌ３可能对ｄｓＲＮＡ病毒作出免疫反应。
刘伟利等［３５］认为罗氏沼虾 ＭｒＴＬＲ１基因是鳃组
织抵御细菌感染的主要应答基因，ＭｒＴＬＲ２基因
可能参与鳃组织的其他免疫活动，ＭｒＴＬＲ３基因
的调控机制尚未清晰。实验结果表明：罗氏沼虾

ＭｒＴＬＲ１和 ＭｒＴＬＲ２都参与了 ＭｙＤ８８的表达调
控，并且 ＭｒＴＬＲ１对 ＭｙＤ８８的调控影响更显著，
同时沉默 ＭｒＴＬＲ３对 ＭｙＤ８８的表达没有显著影
响；另外ＭｒＴＬＲ１和ＭｒＴＬＲ２都可以调控抗菌肽基
因的表达，并且ＭｒＴＬＲ１与ＭｒＴＬＲ２之间可能存在
某种平衡机制来维持机体免疫系统的正常运作；

除此之外，ＭｒＴＬＲ３可能参与 Ｔｏｌｌ信号通路和
ＩＭＤ信号通路之间的调控。
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ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓｔｏＴｏｌｌ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，１９９４，１２０（４）：８８５

８９９．

［８］　ＹＡＧＩＹ，ＮＩＳＨＩＤＡＹ，ＩＰＹＴ．ＦｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴｏｌｌ

ｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎＤｒｏｓｏｐｈｉｌａ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，Ｇｒｏｗｔｈ＆

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，２０１０，５２（９）：７７１７８３．

［９］　ＯＯＩＪＹ，ＹＡＧＩＹ，ＨＵＸＤ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＤｒｏｓｏｐｈｉｌａＴｏｌｌ９

ａｃｔｉｖａｔｅｓａｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｄｅｆｅｎｓｅ［Ｊ］．ＥＭＢＯ

Ｒｅｐｏｒｔｓ，２００２，３（１）：８２８７．

［１０］　ＹＡＮＧＬＳ，ＹＩＮＺＸ，ＬＩＡＯＪＸ，ｅｔａｌ．ＡＴｏｌｌｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎ

ｓｈｒｉｍｐ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２００７，４４（８）：１９９９

２００８．

［１１］　刘文静．斑节对虾 ＴＬＲ２２及 Ｒｅｌｉｓｈ基因的克隆与表达分

析［Ｄ］．上海：上海海洋大学，２０１２．

ＬＩＵＷＪ．ＣｌｏｎｉｎｇａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴＬＲ２２＆Ｒｅｌｉｓｈ

ｇｅｎｅｓｉｎＰｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎ［Ｄ］．Ｓｈａｎｇｈａｉ：ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１２．

［１２］　ＹＡＮＧＣＪ，ＺＨＡＮＧＪＱ，ＬＩＦＨ，ｅｔａｌ．ＡＴｏｌｌｒｅｃｅｐｔｏｒｆｒｏｍ

ＣｈｉｎｅｓｅｓｈｒｉｍｐＦｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓｉｓｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｔｏ

Ｖｉｂｒｉｏ ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］． Ｆｉｓｈ ＆ Ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ

Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２００８，２４（５）：５６４５７４．

［１３］　ＷＡＮＧＺ，ＣＨＥＮＹＨ，ＤＡＩＹＪ，ｅｔａｌ．Ａｎｏｖｅｌｖｅｒｔｅｂｒａｔｅｓ

Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｃｏｕｎｔｅｒｐａｒｔｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ

ｐｅｐｔｉｄｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｆｒｅｓｈｗａｔｅｒｃｒａｙｆｉｓｈ，Ｐｒｏｃａｍｂａｒｕｓ

ｃｌａｒｋｉｉ［Ｊ］．Ｆｉｓｈ＆ＳｈｅｌｌｆｉｓｈＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１５，４３（１）：

２１９２２９．

［１４］　ＭＥＫＡＴＡＴ，ＫＯＮＯＴ，ＹＯＳＨＩＤＡＴ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｃＤＮＡｅｎｃｏｄｉｎｇＴｏｌｌｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＭｊＴｏｌｌｇｅｎｅｆｒｏｍ ｋｕｒｕｍａ

ｓｈｒｉｍｐ，Ｍａｒｓｕｐｅｎａｅｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ［Ｊ］．Ｆｉｓｈ＆ Ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ

Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２００８，２４（１）：１２２１３３．

［１５］　ＳＲＩＳＵＫＣ，ＬＯＮＧＹＡＮＴＳ，ＳＥＮＡＰＩＮＳ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａＴｏｌｌｒｅｃｅｐｔｏｒｇｅｎｅｆｒｏｍ

Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍ ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ［Ｊ］． Ｆｉｓｈ ＆ Ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ

Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１４，３６（２）：５５２５６２．

［１６］　赵炜，陆娣，赵树进．ＲＮＡｉ研究进展［Ｃ］／／２０１４年广东

省药师周大会论文集．广州：广东省药学会，２０１４．

ＺＨＡＯＷ，ＬＵＤ，ＺＨＡＯＳＪ．ＲｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｏｆＲＮＡｉ

［Ｃ］／／Ｅｓｓａｙｓ ｏｆ２０１４ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｈａｒｍａｃｉｓｔ Ｗｅｅｋ

Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ． Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ： Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ

Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ，２０１４．

［１７］　ＴＡＮＫ，ＬＩＹＨ，ＺＨＯＵＭ，ｅｔａｌ．ｓｉＲＮＡｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆ

ＭｒＩＲｉｎｄｕｃｅｓｓｅｘｒｅｖｅｒｓａｌｉｎＭａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ［Ｊ］．

Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ，２０２０，５２３：７３５１７２．

［１８］　ＦＥＮＧＪＬ，ＺＨＡＯＬＬ，ＪＩＮＭ，ｅｔａｌ．Ｔｏｌｌｒｅｃｅｐｔｏｒｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｔｏｗｈｉｔｅｓｐｏｔｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓｃｈａｌｌｅｎｇｅｉｎｇｉａｎｔｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ

ｐｒａｗｎｓ（Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ）［Ｊ］．Ｆｉｓｈ＆Ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ

Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１６，５７：１４８１５９．

［１９］　江丰伟，傅洪拓，乔慧，等．青虾Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｒ２基因ＲＮＡ

干扰规律的研究［Ｊ］．中国农学通报，２０１４，３０（３２）：３２

３７．

ＪＩＡＮＧＦＷ，ＦＵＨＴ，ＱＩＡＯＨ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

ｒｅｇｕｌａｒｉｔｙｏｆＴｒａｎｓｆｏｒｍｅｒ２ ｇｅｎｅｏｆｏｒｉｅｎｔａｌｒｉｖｅｒｐｒａｗｎ

Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ

Ｂｕｌｌｅｔｉｎ，２０１４，３０（３２）：３２３７．

［２０］　田宏刚，刘同先，张文庆．ＲＮＡｉ技术在中国昆虫学研究

中的发展、应用与展望［Ｊ］．应用昆虫学报，２０１９，５６

（４）：６０５６１６．

ＴＩＡＮＨＧ，ＬＩＵＴＸ，ＺＨＡＮＧＷ Ｑ．ＰｒｏｇｒｅｓｓｉｎＲＮＡｉ

ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ａｎｄｐｒｏｓｐｅｃｔｓｆｏｒｉｔｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ，ｉｎｅｎｔｏｍｏｌｏｇｉｃａｌ

ｒｅｓｅａｒｃｈｉｎ Ｃｈｉｎａ［Ｊ］． Ｃｈｉｎｅｓｅ ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｐｐｌｉｅｄ

Ｅｎｔｏｍｏｌｏｇｙ，２０１９，５６（４）：６０５６１６．

［２１］　ＤＥＥＰＩＫＡＡ，ＳＲＥＥＤＨＡＲＡＮＫ，ＰＡＲＩＡＡ，ｅｔａｌ．Ｔｏｌｌ

ｐａｔｈｗａｙｉｎｔｉｇｅｒｓｈｒｉｍｐ（Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎ）ｒｅｓｐｏｎｄｓｔｏ

ｗｈｉｔｅｓｐｏｔｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ： ｅｖｉｄｅｎｃｅｔｈｒｏｕｇｈ

ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＭｙＤ８８，

ＴＲＡＦ６ａｎｄＴＬＲｇｅｎｅｓ［Ｊ］．Ｆｉｓｈ＆ＳｈｅｌｌｆｉｓｈＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，

２０１４，４１（２）：４４１４５４．

［２２］　ＣＨＥＮＹ，ＡＷＥＹＡＪＪ，ＳＵＮＷ Ｗ，ｅｔａｌ．ＳｐＴｏｌｌ１ａｎｄ

ＳｐＴｏｌｌ２ｍｏｄｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｓｉｎ

Ｓｃｙｌｌａｐａｒａｍａｍｏｓａｉｎ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ＆ Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ

Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１８，８７：１２４１３６．

［２３］　ＷＥＳＴＡＰ，ＫＯＢＬＡＮＳＫＹＡＡ，ＧＨＯＳＨＳ．Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎａｎｄ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｂｙｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ［Ｊ］．ＡｎｎｕａｌＲｅｖｉｅｗｏｆＣｅｌｌ

ａｎｄＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌＢｉｏｌｏｇｙ，２００６，２２：４０９４３７．

［２４］　ＰＡＮＸＴ，ＬＩＴＴ，ＹＡＮＧＣＨ，ｅｔａｌ．Ａｔｏｌｌｒｅｃｅｐｔｏｒｉｓ

ｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｄｅｆｅｎｓｅｉｎｔｈｅｏｒｉｅｎｔａｌｒｉｖｅｒｐｒａｗｎ，

Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍ ｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ［Ｊ］． Ｆｉｓｈ ＆ Ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ

Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１９，９２：５８３５８９．

［２５］　ＷＡＮＧＰＨ，ＬＩＡＮＧＪＰ，ＧＵＺＨ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｌｏｎｉｎｇ，

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｗｏｎｏｖｅｌＴｏｌｌｓ

（ＬｖＴｏｌｌ２ａｎｄＬｖＴｏｌｌ３）ａｎｄｔｈｒｅｅｐｕｔａｔｉｖｅＳｐｔｚｌｅｌｉｋｅＴｏｌｌ

ｌｉｇａｎｄｓ（ＬｖＳｐｚ１３） ｆｒｏｍ Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ［Ｊ］．

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ＆ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１２，３６（２）：

３５９３７１．

［２６］　ＬＡＮＪＦ，ＺＨＯＵＪ，ＺＨＡＮＧＸＷ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ

ａｎ ｉｍｍｕｎｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｈｏｍｏｌｏｇ （ＩＭＤ） ｉｎ ｓｈｒｉｍｐ

（Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ） ａｎｄｃｒａｙｆｉｓｈ（Ｐｒｏｃａｍｂａｒｕｓ

ｃｌａｒｋｉｉ）［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ＆ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，

２０１３，４１（４）：６０８６１７．

［２７］　史晏如．罗氏沼虾 ＩＭＤ信号通路关键基因（Ｒｅｌｉｓｈ、ＩＭＤ）

的克隆和功能研究［Ｄ］．南京：南京师范大学，２０１６．

ＳＨＩＹＲ．Ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｓｔｕｄｙｏｆｋｅｙｇｅｎｅｓ（Ｒｅｌｉｓｈ，

ＩＭＤ）ｏｆＩＭＤｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎＭａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ

［Ｄ］．Ｎａｎｊｉｎｇ：ＮａｎｊｉｎｇＮｏｒｍａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１６．

［２８］　ＨＯＵＦＪ，ＨＥＳＬ，ＬＩＵＹＪ，ｅｔａｌ．ＲＮＡｉｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆ

ｓｈｒｉｍｐ Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉＴｏｌｌｇｅｎｅ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｅ

ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｇｅｎｅ ｒｅｖｅａｌｓ ｔｈｅｉｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ

ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｓｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ＆

ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１４，４４（２）：２５５２６０．

［２９］　ＬＩＵＹＪ，ＳＯＮＧＬ，ＳＵＮＹＨ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｉｍｍｕｎｅ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎＰａｃｉｆｉｃｗｈｉｔｅｓｈｒｉｍｐ，Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ，ａｆｔｅｒ

９９５
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ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＴｏｌｌａｎｄＩＭＤｇｅｎｅｉｎｖｉｖｏ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ

＆ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１６，６０：４１５２．
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