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摘要：Ｔｏｌｌ样受体５（Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　５，ＴＬＲ５）属于先天免疫系统中的一种模式识别受体（ＰＲＲ），可分为可 溶 型 和 跨

膜型２种．它可以识别病原体相关分子模式（ｐａｔｈｏｇｅｎ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｐａｔｔｅｒｎｓ，ＰＡＭＰ），从而启动信号转导．本研究

从ＮＣＢＩ数据库中得到斜带石斑鱼（Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ　ｃｏｉｏｉｄｅｓ）可溶型ＴＬＲ５ （ＥＣＴＬＲ５Ｓ）ｃＤＮＡ全长序列（Ｇｅｎｂａｎｋ登录号：

ＧＱ３９６６６７）．其ｃＤＮＡ序列全长２　４３９ｂｐ，包括６９ｂｐ的５′ＵＴＲ，４３５ｂｐ的３′ＵＴＲ和１　９３５ｂｐ的开放阅读框，共编码６４４
个氨基酸，预测编码蛋 白 质 分 子 质 量 为７２．２８ｋｕ，等 电 点 为６．３７．将ＥＣＴＬＲ５Ｓ 基 因 氨 基 酸 序 列 与 其 他 脊 椎 动 物 的

ＴＬＲ５Ｓ基因氨基酸序列进行比对，结果显示出很高的相似性，其中与牙鲆相似度可达６９％．Ｒｅａｌ　ｔｉｍｅ　ＰＣＲ检 测 结 果 显

示ＥＣＴＬＲ５Ｓ基因在斜带石斑鱼不同器官中均有表 达，其 中 在 肝 脏 中 的 表 达 量 最 高，其 次 是 脾 脏、血 淋 巴、肾 脏 等．Ｒｅａｌ

ｔｉｍｅ　ＰＣＲ检测ＥＣＴＬＲ５Ｓ基因在哈维 氏 弧 菌（Ｖｉｂｒｉｏ　ｈａｒｖｅｙｉ）感 染３，６，１２，２４，４８ｈ后 的 肝 脏 中 表 达 情 况，结 果 显 示

ＥＣＴＬＲ５Ｓ基因在３，６，１２，２４ｈ时表达量显著上调（ｐ＜０．０５），而在４８ｈ下降至初始水平．这些结果说明ＥＣＴＬＲ５Ｓ基因

可能参与到斜带石斑鱼抗弧菌感染的免疫反应中，并且肝脏是其发挥作用的重要器官．

关键词：斜带石斑鱼；ＴＬＲ５Ｓ；哈维氏弧菌；Ｒｅａｌ　ｔｉｍｅ　ＰＣＲ
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　　Ｔｏｌｌ样受体（Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲｓ）家族是一种

重要的免疫识别受体，广泛存在脊椎动物、无脊椎动物

和植物中的高度保守蛋白，主要参与先天免疫系统，启
动细胞信号传递，同时它也是连接先天免疫和后天免疫

的桥梁［１－２］．１９９７年 Ｍｅｄｚｈｉｄｏｖ等［３］发现了人体中与果

蝇Ｔｏｌｌ蛋白同源的跨膜蛋白，并报道了它在免疫反应

中的作用．随后一系列的ＴＬＲ受体在各种物种中相继

发现，目前为止在哺乳动物中至少有１３种ＴＬＲｓ被发

现，而鱼类中约有１７种［４］．ＴＬＲｓ属于Ι型跨膜受体，由

３部分组成，分别为胞膜外区、胞浆区及连接前两区的

跨膜区．胞膜外区由十几个至几十个串联的富集亮氨酸

的重复序列（ｌｅｕｃｉｎｅ－ｒｉｃｈ　ｒｅｐｅａｔｓ，ＬＲＲｓ）组成［５］，并含有

３个胞外 段 辅 助 蛋 白，有 利 于 增 强 蛋 白 质 间 的 相 互 粘

附，认为可参与对病原相关分子模式（ＰＡＭＰ）的识别．
胞浆区具有一个高度保守的蛋白相互作用区Ｔｏｌｌ－ＩＬ－１
受体结 构 域（Ｔｏｌｌ－ＩＬ－１ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｄｏｍａｉｎ，ＴＩＲ）与ＩＬ－１Ｒ
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ　１ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＩＬ－１Ｒ）家族成员胞浆 区 高 度 同

源，在ＴＬＲｓ信号传导中具有重要作用［６－７］．
ＴＬＲ５是ＴＬＲｓ家 族 成 员 之 一，可 识 别 外 来 入 侵

机体的 病 原 微 生 物，通 过 髓 样 分 化 因 子８８（ｍｙｅｌｏｉｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ　ｆａｃｔｏｒ８８，ＭｙＤ８８）依赖型信号传导通路

活化核因子－ｋＢ（ｎｕｃｌｅａｒ　ｆａｃｔｏｒ　ｋＢ，ＮＦ－ｋＢ），从而刺激

炎症细 胞 因 子 的 产 生，促 进 炎 症 靶 基 因 的 表 达［８－９］．
ＴＬＲ５的主要配体 是 鞭 毛 蛋 白，鞭 毛 蛋 白 是 细 菌 鞭 毛

内主要的致病因子，具有强致炎作用，能介导机体炎症

反应及器官损坏［１０－１１］．目前在硬骨鱼中发现存在２种

类型的ＴＬＲ５，分 别 是 可 溶 型 的 ＴＬＲ５（ｓｏｌｕｂｌｅ　ｆｏｒｍ
ｏｆ　ＴＬＲ５，ＴＬＲ５Ｓ）和 跨 膜 型 的 ＴＬＲ５ （Ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｆｏｒｍ　ｏｆ　ＴＬＲ５，ＴＬＲ５Ｍ），其中ＴＬＲ５Ｓ是硬骨鱼特有

的．第１个 在 鱼 类 中 发 现 的 ＴＬＲ５是 红 鳍 东 方 鲀

（Ｆｕｇｕ　ｒｕｂｒｉｐｅｓ）的可溶型ＴＬＲ５，没有跨膜区和ＴＩＲ
结构 域［１２］，虽 然 已 经 在 哺 乳 类 中 发 现 了 可 溶 型 的

ＴＬＲ４［１３］和ＴＬＲ２［１４］，但是至今为止还没有在 哺 乳 动

物中 发 现 ＴＬＲ５Ｓ．除 红 鳍 东 方 鲀 外，在 斑 点 叉 尾 鮰

（Ｉｃｔａｌｕｒｕｓ　ｐｕｎｃｔａｔｕｓ）、大 西 洋 鲑（Ｓａｌｍｏ　ｓａｌａｒ）和 牙

鲆（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ　ｏｌｉｖａｃｅｕｓ）中 也 有ＴＬＲ５Ｓ 基 因 的 报

道［１５－１８］．最 近 研 究 表 明，ＴＬＲ５Ｓ是 在 ＴＬＲ５Ｍ 激 活

ＮＦ－ｋＢ信 号 通 路 后，与 一 些 急 性 蛋 白 共 同 被 表 达 出

来，ＴＬＲ５Ｓ能以正反馈的形式扩大ＴＬＲ５Ｍ 在细胞内

的反应［１８］．
斜 带 石 斑 鱼（Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ　ｃｏｉｏｉｄｅｓ）属 于 鮨 科

（Ｓｅｒｒａｎｉｄａｅ），石斑 鱼 属（Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ），英 文 名 为ｏｒ－
ａｎｇｅ－ｓｐｏｔｔｅｄ　ｇｒｏｕｐｅｒ，属 广 盐 性 鱼 类，作 为 我 国 南 方
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名贵的经济养殖鱼类，由于其肉质鲜美、营养丰富、体

色艳丽，市场价格高且稳定，近几年成为台湾、广东、福

建、海南４省的重要养殖鱼类．随着养殖规模的扩大，

养殖业者普遍缺乏科学的养殖技术和病害防控技术，

在苗种培育和养成阶段，常有爆发性死亡现象发生．细

菌病是危害石斑鱼健康养殖的常见病，特别是弧菌属

（Ｖｉｂｒｉｏ）种类，常造成养殖石斑鱼的大量死亡，给水产

养殖业造成重大的经济损失．２０１１年福建养殖石斑鱼

发生严重的表皮溃烂症，损失严重，我们经过分离、人

工感染、鉴 定 其 病 原 之 一 就 是 哈 维 弧 菌（Ｖｉｂｒｉｏ　ｈａｒ－
ｖｅｙｉ）．目前对于斜带石斑鱼的抗细菌感染的分子机制

及其免疫机制的研究较少［１９－２４］．作为重要的先天免疫

相关基因之一，ＴＬＲ５在 斜 带 石 斑 鱼 受 到 病 菌 感 染 后

的反应中所起作用的相关研究还尚未见报道．因此，本

实验开展对斜带石斑鱼可溶型ＴＬＲ５（ＥＣＴＬＲ５Ｓ）基

因结构与功能的研究，并检测其表达量在外界病原菌

感染前后的变化，为了解ＴＬＲ５在鱼类炎症反应中的

分子免疫学机制及提高人工养殖斜带石斑鱼的天然免

疫力和抗病力提供重要的理论基础．

１　材料与方法

１．１　材料来源

本实验所采用的斜带石斑鱼来自于福建省诏安县

大华水产有限公司．挑选活泼健康的个体［全长（１６±

５）ｃｍ，体质量（７０±１５）ｇ］在水池中暂养一周，确定石

斑鱼个体无特殊情况出现．每实验组５尾，其中攻毒组

鱼采用腹腔注射哈维氏弧菌．培养１８～２４ｈ的 菌，制

成１．８×１０８　ｍＬ－１的 生 理 盐 水 悬 液，注 射 剂 量 为２．５

μＬ／ｇ；对照组鱼注射等量生理盐水，然后在０，３，６，１２，

２４，４８ｈ时将其脾脏、肝脏、头肾、肠、胃、脑、鳃、血、肌

肉、心脏取出３０～５０ｍｇ，放入２．０ｍＬ装有ＲＮＡｌａｔｅｒ
的离心管中保存．

１．２　引物设计

斜带 石 斑 鱼ｃＤＮＡ 序 列，采 用 引 物 设 计 软 件

Ｐｒｉｍｅｒ　Ｐｒｅｍｉｅｒ　５．０设计定量Ｒｅａｌ　ｔｉｍｅ　ＰＣＲ引物，所

有引物由上海捷瑞生物工程有限公司合成．各引物及

其序列如表１．

１．３　实验方法

１．３．１　总ＲＮＡ的提取及消除ＤＮＡ污染

取出３０～５０ｍｇ在４℃保存于ＲＮＡｌａｔｅｒ中斜带

石斑鱼样品组织，置于装有１ｍＬ动物ＲＮＡｏｕｔ（购自

北京天恩泽基因科技有限公司）提取液的离心管中，用
表１　ＥＣＴＬＲ５Ｓ基因定量引物序列

Ｔａｂ．１　ＥＣＴＬＲ５Ｓｇｅｎｅ　ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ
基因 正向引物 反向引物

ＴＬＲ５Ｓ ５′－ＴＧＴＴＴＣＣＣＡＡＡＡ－
ＣＡＡＣＧＴＧＡ－３′

５′－ＣＡＴＧＡＣＣＣＡＧＡＡ－
ＣＡＣＣＡＡＴＧ－３′

β－ａｃｔｉｎ　５′－ＴＡＣＧＡＧＣＴＧＣＣＴ－
ＧＡＣＧＧＡＣＡ－３′

５′－ＧＧＣＴＧＴＧＡＴＣＴＣ－
ＣＴＴＣＴＧＣＡ－３′

匀浆器研磨至 无 颗 粒 状 残 留 物，静 置 于 冰 盒１０ｍｉｎ，
使细胞充分裂解．直接加入预冷 的２００μＬ　ＣＨＣｌ３，颠

倒混匀稍许，１２　０００　ｇ低温离心１０ｍｉｎ，取上清液移至

新的１．５ｍＬ管中，加入等体积的异丙醇，低温下放置

２０ｍｉｎ，再经１２　０００　ｇ低温离心１０ｍｉｎ．弃 上 清，留 下

离心管中白色沉淀物，加入７００μＬ的７０％～７５％（体

积分数）乙醇洗去沉淀中的异丙醇，１２　０００　ｇ低温离心

５ｍｉｎ，重 复 洗 涤２次．然 后 清 除 管 中 残 留 乙 醇 后，加

１０～３０μＬ无ＲＮＡ酶灭菌的双蒸水溶解ＲＮＡ沉淀．
取２μＬ　ＲＮＡ电泳，检测其质量及是否收到ＤＮＡ和

蛋白质污染．最后测ＯＤ值．
１．３．２　合成Ｒｅａｌ　ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　ｃＤＮＡ第一条链

在０．５ｍＬ的ＰＣＲ管中加入如下的反应体系：１）
加入３μｇ经过ＤＮａｓｅ处理过的总ＲＮＡ，１μＬ的随机

引物（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），再加入无ＲＮＡ酶的灭菌双蒸水至

１４μＬ，轻 轻 混 匀 后，７２℃，１０ｍｉｎ，然 后 冰 上 放 置５
ｍｉｎ，破坏其ＲＮＡ二级结构．随后加入以下体系：４μＬ
５× Ｆｉｒｓｔ－ｓｔｒａｎｄ　Ｂｕｆｆｅｒ，１ μＬ　ｄＮＴＰ　Ｍｉｘ （１０
ｍｍｏｌ／Ｌ），１μＬ　ＭＭＬＶ逆 转 录 酶（２００Ｕ／μＬ），混 合

均匀．３７℃下反应９０ｍｉｎ，热盖７０℃加热１５ｍｉｎ．将

产物置于－２０℃保存备用．
１．３．３　目的基因的生物学分析

运用ＢＬＡＳＴ软 件（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）进 行 序 列 同 源 性 比 对；使 用 Ｃｏｍｐｕｔｅ
ｐＩ／Ｍｗ　ｔｏｏｌ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／ｐｉ＿ｔｏｏｌ．
ｈｔｍｌ）预 测 等 电 点 和 分 子 质 量；利 用 ＮｅｔＮＧｌｙｃ１．０
Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＮＧ－
ｌｙｃ／）查 找 糖 基 化 位 点；ＮｅｔＰｈｏｓ　２．０Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：∥
ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＰｈｏｓ／）查 找 磷 酸 化 位

点；采用ＳｉｇｎａｌＰ　３．０Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．
ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）寻找信号肽；ＳｃａｎＰｒｏｓｉｔｅ（ｈｔｔｐ：

∥ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｃｈ／ｔｏｏｌｓ／ｓｃａｎｐｒｏｓｉｔｅ／）预测二硫键位

置；ＴＭＨＭＭ　２．０Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／

ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ－２．０／）预测蛋白跨膜结构域；Ｉｎｔｅｒ－
ＰｒｏＳｃａｎ　ｓｏｆｔｗａｒｅ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／Ｉｎｔｅｒ－

·０１１·
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ＰｒｏＳｃａｎ／）预测 蛋 白 质 功 能 结 构 域；用 ＭＥＧＡ４．０软

件中的 邻 接 法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ　ｍｅｔｈｏｄ，ＮＪ）构 建 系

统进化树；使用ＢｉｏＥｄｉｔ软件进行多重比较．
１．３．４　实时荧光定量ＰＣＲ

实时荧光定量ＰＣＲ反应体系中以ｃＤＮＡ第一条

链为模板，斜带石斑鱼β－ａｃｔｉｎ（ＧｅｎＢａｎｋ：ＡＹ５１０７１０）

作为看 家 基 因，用β－ａｃｔｉｎ引 物 与 目 的 基 因 引 物 在９６
孔板内进行定量ＰＣＲ扩增．经过预实验对引物和模板

浓度进行一系列优化后，将总反应体积定位为２０μＬ，

每个 体 系 反 应 包 括：１０μＬ　ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｒｅａｌ　ｔｉｍｅ

ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ，１０μｍｏｌ／Ｌ正、反引物各０．５，９μＬ

ｃＤＮＡ模板．每个时相做５个样品，每个样品做３个重

复样．

ＰＣＲ反应条件：９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，４０个 循

环．并对每个基因的溶解曲线进行分析．
１．３．５　数据处理

根据 仪 器 自 动 给 出 每 个 样 品 的 ＲＱ（ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ）值，记录下ＲＱ值，基因表达水平用ＲＱ
平均值±标准误差来表示，并用ＳＰＳＳ统计软件 对 数

据进行非 配 对 样 本ｔ－检 验 分 析，以ｐ＜０．０５为 显 著

水平．

２　结　果

２．１　ＥＣＴＬＲ５Ｓ基因ｃＤＮＡ序列及蛋白质结构

分析

　　ＥＣＴＬＲ５Ｓ 基 因 是 从 基 因 库 中 筛 选 出 来 的．在

ＥＣＴＬＲ５Ｓ基因的５′和３′非编码区分别设计一个正向

和一个 反 向 引 物，通 过 ｈｅａｄ　ｔｏ　ｔｏｅ　ＰＣＲ 扩 增 获 得

ＥＣＴＬＲ５Ｓ 基 因 开 放 阅 读 框 （ｏｐｅｎ　ｒｅａｄｉｎｇ　ｆｒａｍｅ，

ＯＲＦ）序列，并通过序列测定确定了该序列的准确性．
该基因全 长 序 列２　４３９ｂｐ（图１），ＯＲＦ检 索 该ｃＤＮＡ
序列，其编码区１　９３５ｂｐ共编码６４４个氨基酸，５′非编

码区（５′ＵＴＲ）和３′非编码区（３′ＵＴＲ）４３５ｂｐ，末端具

有ｐｏｌｙＡ尾．ＥＣＴＬＲ５Ｓ预 测 编 码 蛋 白 质 分 子 质 量 为

７２．２８ｋｕ，等电点为６．３７．用ＳｉｎｇａｌＰ４．０程序预测，结

果显示开始２１个 氨 基 酸 为 信 号 肽，说 明 它 是 分 泌 蛋

白．ＳＭＡＲＴ软 件 分 析 该 蛋 白，ＥＣＴＬＲ５Ｓ包 含９个

ＬＲＲ结构域及３个ＬＲＲ典型亚结构域（图２），并且没

有ＴＩＲ结构域，说明该基因为可溶性Ｔｏｌｌ样受体．

２．２　ＥＣＴＬＲ５Ｓ的同源性和系统进化分析

　　经过ＢＬＡＳＴ生物学分析，ＥＣＴＬＲ５Ｓ与ＮＣＢＩ数

据 库 中 的 牙 鲆（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ　ｏｌｉｖａｃｅｕｓ）、虹 鳟（Ｏｎ－

ｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ　ｍｙｋｉｓｓ）、大 西 洋 鲑（Ｓａｌｍｏｓａｌａｒ）、香 鱼

（Ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｕｓ　ａｌｔｉｖｅｌｉｓａｌｔｉｖｅｌｉｓ）、斑 马 鱼（Ｄａｎｉｏ　ｒｅ－
ｒｉｏ）等物种的ＴＬＲ５Ｓ 基因的核 苷 酸 序 列 的 相 似 性 为

７４％～７９％．该 氨 基 酸 序 列 与 ＮＣＢＩ上 已 有 物 种 的

ＴＬＲ５氨基酸序列 进 行 同 源 性 比 较 分 析，一 致 性 最 高

为６９％．由此可知ＥＣＴＬＲ５Ｓ蛋白高度保守．
使用 ＭＥＧＡ　５．０软 件 分 析，对 氨 基 酸 序 列 以 ＮＪ

法做 系 统 进 化 树，置 信 度 检 验１　０００次．结 果 显 示：

ＥＣＴＬＲ５Ｓ与 其 他 硬 骨 鱼 类 聚 为 一 支，高 等 哺 乳 类 聚

为一支，两栖类和昆虫分别单独为一支（图３）．

２．３　ＥＣＴＬＲ５Ｓ基因表达特征

电泳结果表明ＲＮＡ纯度尚可，基本没有ＤＮＡ和

蛋白的污染．说明提取的总ＲＮＡ质量较好，可以进行

后续实验．
２．３．１　ＥＣＴＬＲ５Ｓ基因在各种组织中的表达

利用Ｒｅａｌ　ｔｉｍｅ　ＰＣＲ技术，以看家基因β－ａｃｔｉｎ作

为内参照，检测１０种组织中ＥＣＴＬＲ５Ｓ基因的表达情

况（图４）．从 结 果 中 可 以 看 出ＥＣＴＬＲ５Ｓ 基 因 在 斜 带

石斑鱼１０个组织中均有表达，但是在肝脏中表达量最

高，其次为脾脏、血、肾脏，而在肌肉中表达量最低．

２．３．２　ＥＣＴＬＲ５Ｓ基因在弧菌感染后肝脏中

的表达

　　斜带石斑鱼经过弧菌感染０，３，６，１２，４８ｈ后，对

实验组和对照组斜带石斑鱼的肝脏提取总ＲＮＡ，再反

转录为ｃＤＮＡ后作为模板．
Ｒｅａｌ　ｔｉｍｅ　ＰＣＲ结果显示（图５），在肝脏中，弧 菌

感染３，６，１２，４８ｈ后ＥＣＴＬＲ５Ｓ基因在转录水平的表

达量显著高于对照组（ｐ＜０．０５），且在３ｈ时表达量达

到最高，６ｈ后表达量开始下调．

３　讨　论

鱼类ＴＬＲｓ受体家族的种类和哺乳动物 相 似，但

是 也 存 在 差 异，如 ＴＬＲ５Ｓ是 鱼 类 所 特 有．鱼 类 的

ＴＬＲ５Ｓ首次发现是在红鳍东方鲀中［１２］，随后在虹鳟、

大 西 洋 鲑 和 牙 鲆 中 陆 续 被 发 现．本 实 验 所 研 究

ＥＣＴＬＲ５Ｓ的全长ｃＤＮＡ序列为２　４３９ｂｐ，由ＳＭＡＲＴ
软件分析可知，ＴＬＲ５Ｓ只含有ＬＲＲｓ结 构 域，缺 乏 跨

膜区 和 胞 浆 区 结 构 域，即 不 具 有 ＴＩＲ 结 构 域．这 是

ＴＬＲ５Ｓ和ＴＬＲ５Ｍ的明显不同，这表明ＥＣＴＬＲ５Ｓ与

其他鱼 类 的 ＴＬＲ５Ｓ相 同，是 一 种 可 以 从 细 胞 内 分 泌

出来的可溶型 细 胞 因 子 受 体．使 用ＥＭＢＬ软 件 分 析，

ＥＣＴＬＲ５Ｓ的ＬＲＲＣ区（ＬＲＲＣＴ）具有２个半胱氨酸

·１１１·
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图３　ＴＬＲ５Ｓ氨基酸序列的ＮＪ系统进化树

Ｆｉｇ．３ ＴＬＲ５Ｓａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ＮＪ　ｓｙｓｔｅｍ　ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ　ｔｒｅｅ

不同组织中的ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ表示差异显著性（ｐ＜０．０５）．

图４　ＥＣＴＬＲ５Ｓ基因的组织表达

Ｆｉｇ．４　ＥＣＴＬＲ５Ｓｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｉｓｓｕｅｓ

残基，和牙鲆的ＴＬＲ５Ｓ的ＬＲＲＣＴ中半胱氨酸残基数

相同［１５］，而鲶鱼中含有４个半胱氨酸残基［１６，２５］．
ＥＣＴＬＲ５Ｓ与其他物种极高的相似性和在进化过

程中的 保 守 性 可 能 暗 示 其 功 能 的 重 要 性．Ｒｅａｌ　ｔｉｍｅ
ＰＣＲ检测ＥＣＴＬＲ５Ｓ基因在不同组织中的表达情况，
结果显示ＥＣＴＬＲ５Ｓ基因在所有组织中均有表达，其

中在肝脏中的表达量最高，其次是脾脏、血和肾脏，而

其他组织的表达量较低．这可能主要是因为自然杀伤

细胞（ｎａｔｕｒａｌ　ｋｉｌｌｅｒ　ｃｅｌｌ，ＮＫ）和自然杀伤Ｔ细胞（ｎａｔ－
ｕｒａｌ　ｋｉｌｌｅｒ　Ｔ　ｃｅｌｌ，ＮＫＴ）等天然免疫细胞选择 性 富 集

不同实相中的＊表示差异显著性（ｐ＜０．０５）．

图５　ＥＣＴＬＲ５Ｓ基因在肝脏中的表达

Ｆｉｇ．５　ＥＣＴＬＲ５Ｓｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｌｉｖｅｒ

于 肝 脏，在 抗 原 呈 递 作 用 下 介 导 免 疫 耐 受 或 炎 症 发

生［２６－２７］．其他鱼 类 中ＴＬＲ５Ｓ 基 因 同 样 在 所 有 组 织 中

都有表达，其 中 虹 鳟 中ＴＬＲ５Ｓ 基 因 也 是 在 肝 脏 中 的

表达量最高［１８］，但是在牙鲆 中ＴＬＲ５Ｓ 基 因 在 头 肾 中

表达量最高［１５］，红鳍东方鲀ＴＬＲ５Ｓ 基 因 在 消 化 系 统

中表达量最高［１２］．由于Ｒｅａｌ　ｔｉｍｅ　ＰＣＲ结果表明斜带

石斑鱼ＴＬＲ５Ｓ基因在肝脏中显著表达（ｐ＜０．０５），因

此本实验研究了斜带石斑鱼经哈维氏弧菌感染刺激后

其在肝脏转 录 水 平 的 表 达 变 化．在 哺 乳 动 物 研 究 中，

·３１１·
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ＴＬＲ５所识别的唯一配体是鞭毛蛋白［２８］．当ＴＬＲ５与

配体蛋白结 合 后，通 过 ＭｙＤ８８依 赖 途 径 和 白 介 素１
受体相关激酶受体相关激酶６（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｋｉｎａｓｅｓ，ＩＲＡＫｓ）家族相互作用募集肿瘤坏

死因子受体相关激酶６（ＴＮＦ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｆａｃ－
ｔｏｒ　６，ＴＡＲＦ６）而激活ＮＦ－ｋＢ，再进一步诱导细胞因子

及前炎症因子的产生．哈维氏弧菌感染后３，６，１２，２４
ｈ，ＥＣＴＬＲ５Ｓ 基 因 在 肝 脏 中 表 达 量 显 著 升 高（ｐ＜
０．０５），而在４８ｈ回落至正常水平．在哈维氏弧菌感染

刺激早期，机体为了清除入侵病原，诱导ＥＣＴＬＲ５Ｓ基

因的表达，参与机体免疫应答．随时间推移，机体中的

病原逐渐被清除，ＥＣＴＬＲ５Ｓ基因表达随之下降．这可

能揭示了ＥＣＴＬＲ５Ｓ在斜带石斑鱼抵抗哈维氏弧菌的

过程中发挥重要的作用，而且肝脏是其发挥作用的重

要场所．
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