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摘要：为研究 miR-155 在柱状黄杆菌胞外多糖 (FC-EPS) 诱导的细胞凋亡中的作用机制，
本实验采用 RNA干扰 (RNAi) 技术，通过过表达 miR-155 和敲降踝蛋白基因 (talin-1)，皆
能抑制 FC-EPS 诱导的细胞凋亡，并鉴定出 talin-1 为 miR-155 的靶蛋白。在 FC-EPS 诱导
细胞凋亡的过程中，踝蛋白水平显著升高，在凋亡发生阶段检测到凋亡执行蛋白 Caspase-
3 的活化，同时检测到 2条踝蛋白剪切异构体，大小分别约为 200 ku 和 250 ku；将构建的
鲤 Talin-1 真核表达质粒转染鲤上皮瘤细胞 (EPC)，过表达的 Talin-1 延迟且延长了细胞凋
亡的进程，并检测到上述 2条踝蛋白异构体。然而，当以 FC-EPS 转染 EPC 细胞时，Talin-1
先下降再恢复到正常水平，细胞不发生凋亡。因此，在 FC-EPS 诱导细胞凋亡的过程中，
细胞通过上调 miR-155 来调控靶基因 talin-1 mRNA 和蛋白转录的变化，以及产生 Talin-1
蛋白异构体来抑制细胞发生凋亡。本研究为有效防治柱状黄杆菌疾病提供新思路。
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柱状黄杆菌  (Flavobacterium columnare) 是一

种世界范围内分布的病原，几乎感染所有的淡水

鱼类[1-2]，造成水产养殖产业巨大经济损失，目前

尚无高效防控措施。研究细菌感染与宿主的免疫

反应是开展病原菌高效防控的基础。微生物胞外

多糖 (EPS)是微生物在生长代谢过程中产生的对

其本身有保护作用的生物高聚物，属于微生物的

次级代谢产物，帮助宿主适应外界环境，具有作

为细胞识别、互作以及和宿主识别的信号等作用。

EPS 具有多种生物活性，如抗氧化、抗肿瘤、抗

菌和免疫调节等，可引起机体不同的生物反应。

microRNA 是广泛存在于真核生物中的一类长约

22 nt 的内源性非编码单链 RNA，在细胞感染、凋

亡、增殖和分化及 DNA 修复等多种生理过程中都

发挥着重要调节作用 [3-4]。关于 miRNA 在哺乳动

物病原感染中的调控作用已经做了较多研究 [5-6]，

但 miRNA在鱼类感染的研究还只是起步阶段，迄

今为止，尚未有关于柱状黄杆菌感染和 miRNA 调
控作用的研究。本课题组在前期研究中发现 miR-
155 参与抑制柱状黄杆菌胞外多糖 (FC-EPS)诱导
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的细胞凋亡[7]，解析 miR-155 调控细胞凋亡机制的

研究为开展柱形病的高效防控提供重要参考。

Talin-1是编码 2 541个氨基酸的大分子蛋白

质，由  N 端大约  50 ku的球形头部和  C 端大约

220 ku的杆状区域组成，包含若干个与其他蛋白

质结合的功能区，在细胞的运动迁移、细胞骨架

形态改变及各种疾病的发生发展中有着极其重要

的作用 [8]。此外，Talin-1 是细胞内外环境感知信

息传递通路 (黏着斑、细胞外基质-受体作用等) 中
的关键调控因子，在细胞内外信号传导过程中发

挥桥梁作用[9]。据报道，人类 (Homo sapiens)肠上

皮细胞在沙门氏菌 (Salmonella spp.)感染时，会通

过踝蛋白的传导使细胞骨架重排 [10]。炭疽杆菌

(Bacillus anthracis)感染人类时，细胞会通过激活

钙调蛋白，随后降解踝蛋白来减少炭疽毒素入侵

胞内，从而抑制细菌的感染[11]。因此，踝蛋白在

抑制一些细菌的感染中具有重要作用。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

本研究所用鲤上皮瘤细胞系 (EPC)由本课题

组保存，柱状黄杆菌胞外多糖的提取方法采用乙

醇沉淀法 [12]。RNA的提取采用 TRIzol提取方法。

miR-155、talin-1 特异性干扰材料，荧光定量引物

(表 1) 合成和 biotion 标记 RNA 都由生工生物工程

(上海) 股份有限公司定制。EMSA 试剂盒、Talin-1
单抗、HA单抗、Caspase-3 酶原单抗 (32 ku)与活

化形式的抗体 (17 ku) 皆购自 Sigma 公司。miR-155
定量用反向引物试剂盒购自天根生化科技 (北京)
有限公司，cDNA 反转录试剂盒购自宝生物工程 (大
连) 有限公司，细胞培养和转染试剂购自Gibco 公司。 

1.2    踝蛋白 基因 talin-1 真核表达质粒的构建

参考鲤 (Cyprinus carpio) 踝蛋白 mRNA 序列

(XM_042731971.1) 设计引物，提取鲤皮肤与肌肉

总 RNA，随后反转录为 cDNA 作为模板，克隆出

talin-1 的 mRNA 全长序列 7 626 bp，测序鉴定正

确后，在扩增产物尾端添加  HA 标签，连接入

pcDNA3.1 载体，构建出 Talin-1 表达质粒。 

1.3    凝胶迁移实验 (EMSA)

talin-hyb155是踝蛋白 mRNA 上预测被 miR155

作用的 22 nt。分别合成 3种双链RNA (talin-hyb155、
biotion-miR155和无标记的  miR-155)，当 biotion-
miR-155与 talin-hyb155 发生相互作用时，则会延

迟 biotion-miR-155 在电泳中的迁移率。

EMSA反应体系：取 1 μL的 tallin-hyb155与

2 μL 的 biotin-miR-155 在室温下共同孵育 30 min，
反应体系见表 2，反应结束后，取 10 μL 反应产物

点样于丙烯酰胺凝胶中进行电泳，电泳结束后，

将凝胶放于荧光成像扫描仪进行拍照。

  

 

表 1    引物与序列

Tab. 1    Principal oligonucleotide primers and RNA used in this study

基因
gene

引物名称
primer name

序列 (5′-3′)
sequence (5′-3′)

talin-1 talin-F CATCGGTACAGCGTCTAAGAT

talin-R ATCTGGCTGCGACTCTGTCA

miR-155 (biotin) biotin-miR155-F TTAATGCTAATCGTGATAGGGG

U6 U6-F CGCTTCGGCAGCACATATAC

U6-R TTCACGAATTTGCGTGTCA

miR-155 mimic miR155-F UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGG

miR155-R CCUAUCACGAUUAGCAUUAAUU

inhibitor-155 155-inhi CCCCUAUCACGAUUAGCAUUAA

talin mimic talm-F GCCAGAGCCAAACAGUCAAA

talm-R UUGACUGUUUGGCUCUGGC

inhibitor-talin tal-in AUCAUGGCUAACUUCUUCC

NC mimics NC-F UUCUCCGAACGUGUCACGUTT

NC-R AACGUGACACGUUCGGAGAATT

inhibitor-NC NC-inhi CAGUACUUUUGUGUAGUACAA

talin-hyb155 tal-155 GCGCGGUGACAGACAGCAUUAA
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2    结果
 

2.1    FC-EPS 诱导  EPC 细胞发生凋亡与凋亡

抑制

Caspase-3的活化状态被认为是凋亡最终的效

应分子，活化的 Caspase-3(cleaved Caspase-3)的被

认为是判断凋亡的标志性分子 [13]。以 2 μg/mL的

FC-EPS 孵育 EPC 细胞时，在孵育后 16~24 h检测

到清晰的 cleaved Caspase-3蛋白 (图 1-a)，表明 FC-

EPS 诱导细胞在此段时间发生了凋亡；对照 FC-

 

表 2    EMSA 反应体系

Tab. 2    EMSA reaction mixture

组分
component

体积/μL
volume

10×binding buffer 2

Poly(dI-dC) 2

unlabeled-miR-155 1~3

talin-hyb155 1

biotin-miR-155 2

ddH2O 补足至20

总计 total 20
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图 1    FC-EPS作用 EPC细胞在不同条件下发生凋亡的检测

(a) FC-EPS 孵育 EPC 细胞在不同时间凋亡的检测，(b) FC-EPS分别以胞外孵育和转染 EPC 方式在不同时间发生凋亡的检测，(c) EPC 转染

miR-155 相关的  4 种人工合成产物后  miR-155 mRNA的检测， (d) EPC 转染 talin-1相关的  4 种人工合成产物后  talin-1 mRNA的检测，

(e) EPC 分别转染 miR-155 mimic 和 talin-1 inhibitor后被 FC-EPS 诱导凋亡的检测；miR-155 mimic. miR-155类似物，NC mimic. 类似物对照，

inhibitor miR-155. miR-155抑制剂，inhibitor NC. 抑制剂对照；泳道M、C、1、2、3、4、5、6、7、8分别指 marker、对照、2 h、4 h、8 h、
16 h、24 h、48 h、72 h、96 h。

Fig. 1　EPC cell apoptosis induced by FC-EPS under different conditions
(a)  EPC cell  apoptosis  after  incubating  FC-EPS cells  at  different  time,  (b)  EPC cell  apoptosis  incubating  EPC cells  at  different  time  by  extracellular
incubation and EPC transfection, (c) expression of miR-155 in EPC after transfecting 4 synthetic products, (d) expression of talin-1 in EPC after trans-
fecting 4 synthetic products associated with miR-155, (e) apoptosis induced by FC-EPS in EPCs after transfecting with miR-155 mimic and talin-1 inhib-
itor; miR-155 mimic, miR-155 analogue; NC mimic, negative control of analogue; inhibitor miR-155, miR-155 inhibitor; inhibitor NC, negative control
of inhibitor; lanes M, C, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, means marker、control, 2 h, 4 h, 8 h, 16 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h.
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EPS 以胞外孵育和转染细胞两种不同方式作用细

胞，仅在  EPS 孵育方式下检测到细胞凋亡，而

EPS转染细胞未检测到凋亡发生 (图 1-b)。EPC分

别转染 miR-155 和 talin-1 的 4种人工合成 RNA，

类似物 mimic分别提高 miR-155 和 talin-1 表达量

600 倍 (24 h) 和 50 倍 (48 h)，而抑制剂分别有效

抑制 miR-155 和 talin-1 倍数为 0.02和 0.21 (图 1-c,
d)。在过表达 miR-155 和敲降 talin-1 情况下，未

检测到 EPC凋亡 (图 1-e)，说明两种情况皆抑制

了 FC-EPS 诱导的细胞凋亡。 

2.2    talin-1 作为 miR-155 靶基因的确认

将  miR-155  mimic转染  EPC细胞，转染后

24 h，EPC 中 miR-155 mRNA 极显著上升 (图 1-c)，
细胞中 talin-1 mRNA 降低至原来的五分之三 (图 2-
a)，Talin-1 蛋白在 24 h 变化不明显，而在 48 h明

显降低 (图 2-b)。因此，高表达的 miR-155 不仅抑

制了 FC-EPS 诱导的凋亡，还降低了 talin-1 的mRNA
表达和蛋白转录，证明 miR-155 调控 talin-1。

miRNA 和靶基因 mRNA 的作用中，最关键

的是 miRNA 的 5′端的 1~8 个核苷酸序列与靶基因

的  mRNA 互补，这个序列称为“种子序列” (seed
sequences)[14]。本实验成功克隆鲤 talin-1 的 mRNA
全长序列，与 (XM_042731971.1) 相同位点 94.71%，

存在  5 处集中差异，分别位于起始密码子后的

132~228 nt、3 246~3 279 nt、4 442~4 465 nt、6 637~
6 653 nt及 6 728~6 759 nt 位置。将 miR-155 比对

talin-1 mRNA，在 talin-1 的 4 030~4 037 nt 位置上

存在与 miR-155 头部互补的靶位点 (图 3)。

将 talin-hyb155与 biotin 标记的 miR-155 共同

孵育后进行电泳，在电泳中产生 miR-155 延迟带

(图 4，2~5泳道)，而没有 talin-hyb155的 miR-155
不产生延迟带 (1泳道)；当体系中加入非标记的

miR-155 作为竞争 RNA 时，miR-155 延迟带变弱

(2→3泳道)，随着竞争 RNA 含量的降低，延迟带

逐渐变强 (3→4→5)，证明 miR-155 与 talin-hyb155
存在相互作用。
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图 2    EPC分别转染 miR-155 相关的 4 种人工合成

RNA 后 talin-1 的表达变化

(a) EPC 分别转染 4 种  miR-155 人工合成产物后  talin-1 mRNA的

检测， (b)  EPC转染  4 种人工合成产物后  talin-1蛋白的检测；

1. inhibitor NC； 2. inhibitor； 3. NC； 4. miR-155 mimic。

Fig. 2　Expression of talin-1 after transfecting 4 syn-
thetic RNAs associated with miR-155

(a) detection of talin-1 mRNA after transfecting 4 synthetic RNAs asso-
ciated with miR-155，(b) detection of talin-1 protein after transfecting 4
synthetic RNAs associated with miR-155; 1. inhibitor NC； 2. inhibitor；
3. NC； 4. miR-155 mimic.

 

鲤踝蛋白 mRNA :

鲤 mRNA-155: 
图 3    miR-155 头部与鲤 talin-1 mRNA互补图

Fig. 3　Complementary diagram of miR-155 at the head
and talin-1 mRNA of carp
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5
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图 4    miR-155 与 talin-1 蛋白相互作用的凝胶迁移延迟

Fig. 4　Electrophoretic Mobility Shift Assay of
interaction between miR-155 and talin-1 protein

1.  biotin-miR155  (2  μL)，  2.  biotin-miR155  (2  uL)  +  talin  (1  μL)，
3.  biotin-miR155  (2  μL)  +  talin-hyb155  (1  μL)  +  unlabeled-miR155
(3  μL)，  4.  biotin-miR155  (2  μL)  +  talin-hyb155  (1  μL)  +  unlabeled-
miR155  (2  μL)，  5.  biotin-miR155  (2  μL)  +  talin-hyb155  (1  μL)  +
unlabeled-miR155 (1 μL)， 6. biotin-155 (1 μL)， 7. biotin-155 (1 μL) +
unlabled-155 (1 μL)， 8. biotin-155 (1 μL) + unlabled-155 (2 μl)， 9. biotin-
155 (1 μL) + unlabled-155 (3 μL)， arrow means delayed bands of miR-
155.
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因此，本研究通过转染  miR-155 mimic，检

测 talin-1 在 mRNA和 蛋白质水平的变化，结果显

示，过表达的 miR-155 同时抑制 talin-1 的 mRNA
和蛋白质转录 (图 2)；克隆鲤 talin-1 mRNA 全长

与 miR-155 进行序列比对，在 talin-1 开放阅读框

内存在与 miR-155 头部互补的靶位点 (图 3)；合成

talin 上与  miR-155 互补的  RNA (22 nt)，与  biotin
标记的  miR-155 混合后进行凝胶电泳， talin-
hyb155可以与标记的 miR-155 发生结合而产生延

迟带。以上  3 方面结果同时指向  talin-1 是  miR-
155 的靶基因。 

2.3    Talin-1 对  FC-EPS 诱导细胞凋亡的调控

作用

本实验分别将  FC-EPS 以转染和胞外孵育

EPC 细胞两种方式来检测踝蛋白与 EPS 诱导细胞

凋亡的关系。在 FC-EPS 转染 EPC 情况下，Talin-
1 在转染后明显降低，24 h 后再逐渐恢复直至正

常水平  (图 5-a)，细胞不发生凋亡  (图 1-b)。在

EPS 孵育情况下，细胞中踝蛋白量显著升高 (EPS
孵育后 4~96 h) (图 5-b)；细胞发生凋亡期间 (EPS
孵育后 16~24 h)，检测到凋亡执行蛋白 Caspase-3
活化 (图 1-a)，同时检测到踝蛋白的 2条剪切异构

体蛋白 (图 5-b中箭头所示，约为 200和 250 ku)；
当  Caspase-3 回到酶原状态，Talin-1 异构体蛋白

消失，余 270 ku (图 5-b，48~96 h)。
将  talin-1 质粒转染  EPC细胞，Talin-1 蛋白

量在转染后 24 h逐渐升高 (图 6-b)，此时孵育 FC-
EPS，在 48~96 h (即 EPS 孵育后 24~72 h) 细胞发

生凋亡 (图 6-c)，Talin-1 两条异构体蛋白伴随细胞

凋亡出现。因此，过表达的 Talin-1 延迟并延长了

细胞凋亡的发生，由 EPS 孵育后 16~24 h短期内

发生凋亡，延迟到 24~72 h 间持续发生凋亡，证

明踝蛋白  mRNA 变化和蛋白异构体皆参与调控

FC-EPS 诱导的细胞凋亡。 

3    讨论

细胞凋亡是细胞为维持内环境稳定，由基因

控制的细胞自主有序的死亡[15]。本实验中 FC-EPS
胞外孵育 EPC 可以诱导细胞发生凋亡，而将 EPS
转染至细胞内部则不发生凋亡，证明 EPS 诱导的

细胞凋亡是由位于细胞表面的信号识别而发起。

感受细胞外环境并随之调整自身状态是细胞生存

的必要能力。在柱状黄杆菌感染鲤的组学研究中，

差 异 基 因 首 先 富 集 在 的 黏 着 斑 通 路  (focal
adhesion)[7]。黏着斑是分布于细胞质膜上，由整合

素 (integrin)、Talin-1 和 肌动蛋白 等参与构成的多

蛋白复合物，将细胞和细胞外基质连接在一起，

参与细胞内外信号传递，调控细胞黏附与迁移、

细胞生存、免疫监视等多种生理过程 [16]。Talin-1
是整合素激活的关键调控因子，在黏着斑的成熟、

解聚与转化中都发挥着作用，作为连接细胞骨架

与整合素的桥梁，Talin-1 在细胞内外信息转导中

起到关键的桥梁作用[17]。本研究敲降 talin-1 表达

后，未检测到凋亡执行蛋白 Caspase-3 活化，细胞

不发生凋亡，表明在 FC-EPS 诱导的细胞凋亡信

息传递中 talin-1 起到枢纽作用。而将 Talin-1 蛋白

过表达后，延迟并延长了细胞凋亡的发生，同时

检测到 Talin-1 的 2条异构体蛋白。正常生理情况

下，talin-1 转录为 270 ku 的蛋白质，形成具有类
 

anti-Talin-1

EPS transfected

C C 5 5 6 6 7 7 M

250 ku
anti-Talin-1

EPS incubated EPS incubated

150 ku

M C 1 2 3 4 M C 5 6 7 85

(a)

(b) 
图 5    EPC 转染和孵育 EPS 情况下 Talin-1 蛋白的变化

泳道M、C、1、2、3、4、5、6、7、8分别指 marker、control、2 h、4 h、8 h、16 h、24 h、48 h、72 h、96 h；箭头指 Talin。

Fig. 5　Variation of talin-1 protein in EPC after transfecting or incubating EPS
Lanes M, C, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 means marker, control, 2 h, 4 h, 8 h, 16 h, 24 h, 48 h, 72 h and 96 h, respectively，arrow means Talin protein.

王骞，等 水产学报, 2024, 48(5): 059403

中国水产学会主办  sponsored by China Society of Fisheries https://www.china-fishery.cn

5

https://www.china-fishery.cn
https://www.china-fishery.cn
https://www.china-fishery.cn


似弹簧的独特构象，非激活状态呈自抑制折叠构

象 [8]，在黏着斑的解聚过程中，Talin-1 蛋白被钙

蛋白酶切割为头部和杆部而发挥作用[18]，本实验

在凋亡期检测出 200和 250 ku的异构体蛋白推测

可能是被剪切的 Talin-1。
人类已经研究了 miR-155 在多种疾病模型中

的功能，研究表明 miR-155 在非特异性免疫和人

类疾病中起到重要和复杂的作用。但关于  miR-
155 在细胞凋亡过程中的功能研究极少。秦美灵

等 [19] 通过转染  miR-155-5p mimics 至 HK-2细胞，

可减弱银杏内酯 B对高糖诱导的细胞凋亡及炎症

因子表达的影响； MGC803细胞被转染 miR-155-
5p 模拟物后细胞活力显著增加，凋亡比例降低[20]，

上述两个研究都证明了 miR-155-5p 高表达具有降

低或减弱细胞凋亡的功能。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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MiR-155 regulates apoptosis induced by FC-EPS incubation via
targeting the talin-1 gene in EPC

WANG Qian 1,     WANG Chengde 2,     LUO Minyi 2,     LI Guo 3,     CHE Hang 1,     LIN Li 1,     ZHAO Lijuan 1*

(1. College of Animal Science and Technology, Zhongkai University of Agriculture and Engineering, Guangzhou　510225, China;
2. Agricultural Service Center of Xiaolan Town, Zhongshan,　510230, China;

3. Bailian Aquatic Seedling Company Ltd. of Gaozhou City, Maoming　525200, China)

Abstract:  Incubation  of  Flavobacterium  columnare  exopolysaccharide  (FC-EPS)  significantly  increases  the
expression  of  miR-155 in  epithelioma papulosum cyprinid  (EPC)  cell  line,  leading  to  cell  apoptosis.  In  order  to
study the mechanism of miR-155 in FC-EPS induced apoptosis, RNAi technology was used in this research. It was
found that both overexpression of miR-155 and talin-1 knockout could inhibit apoptosis induced by FC-EPS incub-
ation. Then, talin-1 was identified as the target protein of miR-155 by EMSA assay. During the process of apop-
tosis  induced by FC-EPS incubation,  the Talin-1 protein was significantly increased,  and the activation of  apop-
tosis executioner caspase-3 protein was detected. At the same time, two talin-1 isomers (about 200 ku and 250 ku,
respectively)  were  obtained.  Subsequently,  the  talin-1  gene  inserted  in  plasmid  pcDNA3.1  was  constructed  and
transfected into EPC cells, the overexpressed Talin-1 protein delayed and prolonged the process of apoptosis, and
two Talin-1 isomers mentioned above were detected. However, apoptosis did not occur when EPC cells were trans-
fected with FC-EPS; on this occasion, the Talin-1 protein in EPC went down at first, then returned to normal level.
Hence, in the context of apoptosis induced by FC-EPS incubation, EPC cells reduces apoptosis by regulating the
level of mRNA and protein transcription of talin-1 through up-regulation of miR-155 and producing Talin-1 iso-
mers. This paper provides a new idea for effective prevention and treatment of F. columnare diseases.
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