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#31上海海洋大学水产与生命学院"上海5123/27%

11中国水产科学研究院珠江水产研究所"农业部渔用药物创制重点实验室"

广东省水产动物免疫技术重点实验室"广东 广州5432/92$

摘要! 为研究剑尾鱼 D*M基因序列及其在疫苗免疫后的表达规律!本实验根据已知的 ,*D库

设计引物!利用 $D:J-$等方法!获得剑尾鱼 D*M基因 95%&全长序列!并进行生物信息学分

析和疫苗免疫后组织表达分析$ 结果显示!剑尾鱼 D*M基因全长序列为 4 812 GF!包含 8 个外

显子和 / 个内含子&95%&序列全长 3 41: GF!包含一个 3 100 GF 的完整 "$(框!该基因编码

8/1 个氨基酸!预测其编码蛋白的分子量大小为 8:189 E@!并具有 )?\的基本结构!与其他硬

骨鱼类 )?\氨基酸序列一致性为 19I<48I$ 荧光定量 J-$分析结果显示!D*M基因主要在

剑尾鱼的头肾%脾脏和肠中分布!且疫苗免疫后 33 天内!D*M基因在头肾%脾脏和肠组织中均

表现为先上升后下降的趋势$ 头肾中 D*M基因的表达量在第 8 天时最高!为对照组的 1131

倍&脾脏中 D*M基因在第 8 天时呈现最高峰!为对照组的 8174 倍&肠组织中 D*M基因的表达量

在 31 L 时有一个小高峰!第 1 天时最高!为对照组的 33183 倍$ 本研究获得了剑尾鱼 D*M基因

95%&全长序列!并对其表达规律进行了初步研究!发现 )?\在肠道黏膜免疫中具有重要作

用!这将为进一步验证其在黏膜免疫中的作用以及剑尾鱼作为疾病研究模式动物和疫苗免疫

评价模型奠定基础$

关键词! 剑尾鱼& 免疫球蛋白 \& 基因克隆& 免疫

中图分类号! M:94& *074555555555 文献标志码'&

55免疫球蛋白 #<;;@>/?0/G@0<>")?$是体液免

疫应答中发挥免疫功能的具有抗体活性的蛋白

质"在鱼体的免疫防御中起着十分重要的作用&

)? 的基本单位由两条重链# L=3QB 9L3<>"+链$和

两条轻链#0<?LC9L3<>"'链$组成"根据 )? 重链恒

定区#9/>NC3>C4=?</>"-区$肽链抗原特异性的不

同"免疫球蛋白被划分为多种类型
'3 61(

& 哺乳动

物中主要有 4 种免疫球蛋白类型"即 )?2))?5)

)?K))?,和 )?&

'/(

& 相比于哺乳动物"鱼类的免

疫球蛋白研究起步较晚"在硬骨鱼类中已经发现

的免疫球蛋白主要有)?2))?5))?\))?D及 )?2:\

等
'8(

& 目前")?\仅在鱼类中发现"其重链恒定区

基因位于 D*!恒定区基因的上游"一般由 8 个恒

定区 组 成& 1224 年 53><0/Q3等
'4(

在 斑 马 鱼

##%-1. 2,21.$中首次发现 )?\"同年 +3>N=> 等
'7(

在虹鳟#9-7.23"-73()4":1))$体内发现该蛋白"

将其命名为 )?D"进一步研究发现这两种免疫球

蛋白结构高度相似"均含 8 个恒定区"属于同一类

免 疫 球 蛋 白
':(

& 随 后 )?\ 在 草 鱼

# B5,-./3%2"-*.=.- 1=,''% $

'9 60(

) 三 刺 鱼

#&%)5,2.)5,()%7(',%5()$

'32 633(

)大西洋鲑 # ?%'4.

)%'%2$

'31 63/(

)鳜 # ?1-1/,27% 73(%5)1$

'38(

)斜带石斑

鱼 # </1-,/3,'() 7.1.1=,)$

'34(

) 鲤 # B"/21-()

7%2/1.$

'37 63:(

和红鳍东方#6(*( 2(@21/,)$

'39(

中

均被发现& D*M基因结构研究表明同种鱼存在不

同类型的 )?\"但其重链基因的基本结构均比较

保守& 目前"鱼类 D*M基因功能的研究表明其在

黏膜免疫特别是肠道黏膜免疫中发挥重要作
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用
'7"30(

"如该基因在肠道寄生虫等免疫刺激条件

下"其表达量显著上调
'37"12(

&

剑尾 鱼 # +1/3./3.2() 3,''21$ 属
!

形 目

#-BF4<>/A/>C<8/4;=N$)花
!

科 #J/=9<0<<A3=$"是中

国首个通过审定的鱼类实验动物"广泛应用于动

物疾病检验模型)水环境监测等不同领域
'13(

& 剑

尾鱼作为实验动物"在应用中具有良好的反应一

致性和可重复性"从而保证实验结果的准确性)可

靠性和可比性& 然而"作为鱼类免疫过程中的重

要免疫因子之一"D*M基因有许多生物学功能尚

未揭示"尤其是作为模式动物的剑尾鱼"尚无 D*M

基因相关的研究报道& 因此"通过研究 D*M基因

在剑尾鱼体内的组织表达情况及疫苗免疫刺激后

的表达变化规律"进一步揭示剑尾鱼 )?\的功能"

为深入研究鱼类免疫应答的分子机制以及建立标

准化的剑尾鱼水生动物免疫评价模型奠定基础&

35材料与方法

"#"$实验材料

剑尾鱼 4 <7 月龄"体长 4 <9 9;"体质量 /14

<819 ?"由中国水产科学研究院珠江水产研究所

培育"暂养 1 周后实验"水温控制在 19 R左右&

嗜水气单胞菌 #$,2.4.-%)3"=2./31'%$疫苗由珠

江水产研究所疫苗工程中心提供"嗜水气单胞菌

株#KVO3$由本实验室保存& 5%&提取试剂盒

D<NN@=5%& O<C)))总 $%& 提取试剂盒 D/C30

$%&O<C))和胶回收试剂盒 K=0,HC439C</> O<C购

自 "2,K&公司"2:2'. $=Q=4N=D43>N94<FC3N=

购 自 J4/;=?3 公 司" F25:39D Q=9C/4)

J4<;=*94<FC

D2

$D$=3?=>CO<C#J4=8=9C$=30D<;=$

和荧光定量试剂盒 *VP$

(

J4=;<H ,Y D3F

D2

))

#D0<$%3N=+F0@N$)5%&消化酶 5%3N=)均购自

D3O3$3公司"大肠杆菌感受态细胞 5+4

"

#<C7.'1

5+43$由本实验室保存"J-$引物由上海生物工

程技术服务有限公司合成&

"#%$实验方法

总 5%&#$%&的提取55选取 7 尾健康剑

尾鱼"腹腔注射嗜水气单胞菌 KVO3 72 <92

%

'

#菌悬液浓度 32

8

98@6;'$"1 A 后取脾脏"按照试

剂盒说明书分别提取 5%&和 $%&"用于 D*M基

因 5%&及 95%&的克隆& $%&提取过程中进行

5%&消化"提取后取 4

%

'总 $%&样品通过 3I

琼脂糖凝胶电泳检测其质量和完整性"用核酸蛋

白测定仪测定 $%&样品的浓度和纯度& 提取的

总 $%&按照逆转录 2:2'.说明书合成 95%&

第一链 &

D*M基因 5%&及 95%&克隆55参照本实验

室建立的剑尾鱼 ,*D库的基因序列和已知鱼类

D*M基因序列"设计 5%&扩增引物#表 3$"以剑尾

鱼5%&为模板进行J-$扩增& 扩增产物经 312I

琼脂糖凝胶电泳后"切下目的条带用 5%&凝胶回

收试剂盒纯化"纯化产物连接到 F2539:D载体后

转化进大肠杆菌感受态细胞 5+4

"

"/: R倒置培养

过夜"挑取阳性克隆测序& 获得拼接的全长 5%&

序列"分析)预测其 95%&序列& 根据预测序列设

计引物#表 3$"以 95%&第一链为模板"进行 J-$

扩增"J-$产物经过克隆)测序"然后对所测的序列

进行拼接"获得其全长 95%&序列&

表 "$剑尾鱼 ,(-基因扩增和定量检测所用引物

&'(#"$&8145+6157/713B-5FMQ'64*+B+0'2+-.'.3

A/'.2+2'2+R1312102+-.-B281,(-,1.1-B.&/0++1*

引物名称

F4<;=4

>3;=

序列#4T:/T$

N=U@=>9=#4T:/T$

用途

@N3?=

\(3 -D--DD-&K-KDK-DDKDD

\$3 &-DKKDKDDKDKK-KDDDD

5%&扩增

\(1 KDK&&&&&K---KK&K&&K-

\$1 &KK&K-K&-&K&K&K&K-&&

5%&扩增

\(/ &D-DK&--DKKDKKDDDDDK

\$/ -DKK-KK-DK&&D&-K&KD

5%&扩增

\(8 D&DD-&K--K--&K-KD--D

\$8 --D--K-D--&-DDKD--DDKD

5%&扩增

\(4 -K--&--&&-&&KK&-&&K

\$4 DK-DKKDD-D-D--&D&-&

5%&扩增

-\(3 &-&-KK-&&&&K&-&KKK&K

-\$3 D--D-&&DK&-K-&-&-&&K

95%&扩增

-\(1 &&-D-KK&K&-D-KD&DD-&K

-\$1 &-&-D-&KD&K-KDD&---&D

95%&扩增

,\( -DD&D-DKDK-DDDK&K-K&-D&

,\$ DDKD-DKK&KD&&D-D-KKDK

)?\荧光定量

引物

#

:39C<>( DK-D&DKDDK-&-DKK&-DDDK&K

#

:39C<>$ --D-D-KDDD--K&DKKDK&DK&-

#

:39C<>$荧光

定量引物

55生物信息学分析55利用 5%&NC34分析软件

对获得的测序片段进行全长拼接& 用 5%&;3>

413分析剑尾鱼 D*M基因 5%&序列以及开放阅读

框#/F=> 4=3A<>? 843;=""$($"通过与其他种类的

核苷酸和氨基酸序列比对" 最终确定 "$(&

,HJ&*B:D//0N#LCCF!

!

WWW1=HF3NB19L6C//0N6$对

03/
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)?\蛋白的生化特性和蛋白质功能位点进行预测

和分析%用 %-P)中的 P03NC程序进行同源序列查

找及结构组成分析%应用 -0@NC30H 进行多序列比

对"根据氨基酸序列"用 2,K& 812 中的临近法

#>=<?LG/47/<><>?"%!$构建进化树&

剑尾鱼 D*M基因组织表达分析55采用实时

荧光定量 J-$# U$D:J-$$技术检测 D*M基因在 0

个组织中相对表达量& 根据已知剑尾鱼
#

:39C<>

序列 #登录号!5M2721:9 $ 和获得的 D*M基因

95%&序列分别设计内参引物
#

:39C<>()

#

:39C<>$

和检测引物 ,\(),\$#表 3$& 选取 / 尾健康的

剑尾鱼"分别取其鳃)脑)心脏)肝)脾)头肾)肠)肌

肉和皮肤等组织"按照试剂盒说明书提取 $%&"

提取过程中进行 5%&消化"提取后 $%&样品同

上进行电泳检测及浓度测定& $%&用 *VP$

J4<;=*94<FC$D:J-$O<C进行反转录"合成 95%&

第一链& 以合成的 95%&第一链为模板"按照荧

光 定 量 试 剂 盒 步 骤 在 &P):422 # &FF0<=A

P</NBNC=;N$实时荧光定量 J-$仪上进行荧光定

量 J-$检测"反应体系!*VP$

(

J4=;<H ,HD3U

D2

&

#1 =$32

%

'"$"Y$=8=4=>9=5B=))#42 =$218

%

'"32

%

;/06'的上下游引物各 218

%

'"95%&1

%

'"加双蒸水补足至反应总体积为 12

%

'& 反应

条件!04 R预变性 /2 N"然后 04 R 4 N"72 R

/8 N"扩增 82 个循环"72 R延伸时采集荧光信号"

反应结束后对扩增产物进行溶解曲线分析"以确

保特异性扩增& 采用 1

6

''

B

C法计算样品中 D*M基

因 ;$%&的相对表达量&

疫苗免疫对剑尾鱼 D*M基因表达的影响55

选取 312 尾健康的剑尾鱼"分为 / 个平行实验组和

3 个对照组"每组 /2 尾"水温保持在 19 R左右& 实

验组每尾剑尾鱼按说明书腹腔注射嗜水气单胞菌

疫苗进行免疫"对照组注射等量 2174I的生理盐

水& 免疫后每组分别在 7 L"31 L"3 A"1 A"8 A": A

和 33 A 取 / 尾剑尾鱼的头肾"脾和肠 / 个组织"采

用 U$D:J-$检测各组织不同时间点 D*M基因

;$%&的相对表达量& 提取及检测方法同上&

15结果

%#"$剑尾鱼 ,(-基因扩增结果及序列分析

通过 J-$方法扩增得到 4 条 5%&片段"片

段序列用 5%&NC34拼接后获得剑尾鱼 D*M基因

5%&序列为 4 812 GF& 剑尾鱼 D*M基因全长

5%&序列由 8 个外显子和 / 个内含子组成"内含

子大小分别为 387)07 和 8/1 GF& 通过 $D:J-$

扩增得到 :12 和 972 GF 的 95%&片段"拼接获得

3 41: GF 的全长 95%&序列"该序列 "$(为

3 100 GF#图 3$"编码 8/1 个氨基酸& 预测其编码

蛋白质分子量为 8:189 E@"等电点 F)为 4144& 保

守结构功能域分析结果显示"该蛋白具有 )? 的基

本结构特征#图 1$"与其他硬骨鱼类的 D*M基因

氨基酸序列结构相似"包含 -+3"-+1"-+/ 和

-+8 8 个恒定区& 在线分析工具预测显示该蛋白

具有 : 个 ":糖基化位点"1 个 %:糖基化位点"//

个磷酸化位点&

%#%$剑尾鱼与不同鱼类 ,(-基因进化关系

将剑尾鱼与其他鱼类 D*M基因 "$(框核苷

酸序列及其编码的氨基酸序列进行一致性比

较"结果显示剑尾鱼核苷酸序列与鳜的一致性

最 高" 为 :2I" 与 东 方 金 枪 鱼 # E3(--()

.21,-5%'1)$为 70I"与斜带石斑鱼为 79I"与草

鱼)团头鲂 #!,*%'.@2%4% %4@'"7,/3%'%$ )斑马

鱼和虹鳟的一致性分别为 89I)42I)43I和

47I%氨基酸序列比对结果显示"剑尾鱼与东方

金枪鱼一致性最高"为 48I"与鳜为 4/I"与斜

带石斑鱼的为 80I"与草鱼)斑马鱼)团头鲂和

虹鳟的一致性分别为 19I)10I)/2I和 81I"

剑尾鱼与其他鱼类 )?\氨基酸多重序列比对结

果还显示"剑尾鱼与其他鱼类 )?\恒定区均存在

位点十分保守的半胱氨酸与色氨酸 #图 1$ & 根

据已经发表的其他鱼类 )?\氨基酸序列"通过

2,K&812 软件邻近法构建系统发育树#图 /$ "

在该系统发育树中剑尾鱼首先与东方金枪鱼)

鳜和斜带石斑鱼聚为一支"然后再与虹鳟聚为

一大支"与团头鲂)草鱼和斑马鱼亲缘关系较

远"分属两支&

%#=$剑尾鱼 ,(-基因组织表达分析

应用荧光定量 $D:J-$技术"以
#

:39C<> 为内

参基因"用设计的荧光定量引物#表 3$检测剑尾

鱼心)肝)脾)头肾)脑)鳃)肠)皮肤)肌肉 0 个组织

中 D*M基因的组织表达分布特征#图 8$& 结果表

明"剑尾鱼 D*M基因在头肾)肠和脾中的表达量较

高"其次是肌肉)肝)鳃)心和皮肤"脑中 D*M基因

表达量最低&

%#E$疫苗免疫后 ,(-基因的表达规律

荧光定量 J-$检测嗜水气单胞菌疫苗免疫

21/



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

/ 期 王片片"等!剑尾鱼 D*M基因的克隆及疫苗免疫对其在组织中表达的影响 55

剑尾鱼 7 L"31 L"3 A"1 A"8 A": A 和 33 A 后 D*M

基因在其脾脏)头肾和肠中的表达变化& 结果显

示剑尾鱼头肾)脾脏和肠中的 D*M基因表达量均

发生明显变化#图 4$&

头肾中的相对表达量在免疫后 7 和 31 L 均

上升"31 L 的表达量显著高于对照组"随后有下降

趋势"然后上调"第 8 天出现最高峰"为对照组的

1131 倍"第 : 天时逐渐恢复到正常水平%脾脏中

D*M基因相对表达量随时间增加而呈上升趋势"

在第 8 天时表达量最高"为对照组 8174 倍"第 33

天恢复到正常水平%肠组织中 D*M基因的表达水

平上调较快"在疫苗免疫 31 L 后出现一个小高

峰"为对照组的 /134 倍"第 1 天时出现最高峰"为

对照组的 33183 倍& 第 : 天时表达量仍显著高于

对照组"第 33 天时才恢复到正常水平&

图 "$剑尾鱼 ,(-基因 )Q@框序列及推导的氨基酸序列

起始密码子#&DK$和终止密码子#D&K$用下划线标出"-+3 <-+8 表示 8 个恒定区"*

"

+ 表示终止密码子不翻译氨基酸

@+,#"$>/0*1-2+3171A/1.01'.3313/013'6+.- '0+371A/1.01-BI,S% )Q@B5-6 .&/0++1*

DL=NC34C9/A/>#&DK$3>A CL=NC/F 9/A/>N#D&K$ /8/F=> 4=3A<>? 843;=34=@>A=40<>=A"-+3:-+8 4=F4=N=>CNCL=8 9/>NC3>C4=?</>N/8

)?\"*

"

+ 4=F4=N=>CN>/ C43>N03C</> 3;<>/ 39<A

31/
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图 %$剑尾鱼 I,S与其他鱼类 I,S氨基酸序列比对

相同氨基酸为黑色背景"相似氨基酸为灰色背景"框内氨基酸为恒定区保守位点的半胱氨酸与色氨酸% )?-区域表示免疫球蛋白的

恒定结构域

@+,#%$I,S'6+.- '0+371A/1.0170-64'5+7-.-B.&/0++1*D+28-2815B+7817

)A=>C<9304=N<A@=N34=<>A<93C=A W<CL G039E G39E?4/@>A"3>A CL=N<;<0343;<>/ 39<AN34=<>A<93C=A W<CL ?43B G39E?4/@>A% CL=9/>N=4Q=A

9BNC=<>=4=N<A@=N3>A C4BFC/FL3> 4=N<A@=N34=G/H=A% CL=)?-A/;3<> 4=F4=N=>CNCL=<;;@>/?0/G@0<> 9/>NC3>CA/;3<>

图 =$剑尾鱼与其他鱼类 ,(-基因氨基酸序列构建进化树

@+,#=$F8;*-,1.+02511-B,(-,1.1B5-6 .&/0++1*'.3-28157410+17-BB+7817

11/
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图 E$剑尾鱼不同组织中 ,(-基因的组织特异性表达

31头肾"11肠"/1脾"81肌肉"41肝"71鳃":1心"91皮肤"01脑

@+,#E$&+77/1C7410+B+01945177+-.-B,(-,1.1+.

3+BB151.22+77/17-B.&/0++1*

31L=3A E<A>=B"11<>C=NC<>=N"/1NF0==>"81;@N90="410<Q=4"71?<00"

:1L=34C"91NE<>"01G43<>

图H$嗜水气单胞菌疫苗免疫后 I,S在各器官中的表达变化

#3$头肾% #G$脾% #9$肠% - >/% *

"

)

""

+分别表示与相应对照

组比有显著或极显著差异#8@2124"8@2123$

@+,#H$&811945177+-.-BI,S6Q>?+.3+BB151.2-5,'.7

'B215R'00+.'2+-.D+28$&/"2134/*+% R'00+.1

#3$L=3A E<A>=B% #G$NF0==>% #9$<>C=N<>=N% - >/% *

"

+8@2124"

*

""

+8@2123 QN19/>C4/0?4/@F 3CCL=N3;=C<;=

/5讨论

本研究克隆获得一段 4 812 GF 的 5%&序

列"其对应的 95%&全长为 3 41: GF""$(为

3 100 GF"编码 8/1 个氨基酸的蛋白质序列"该序

列具有鱼类 )?\8 个典型的恒定区域"其 "$(与

K=>P3>E 中登录的其他鱼类 )?\的 "$(比对"与

鲈形目#J=49<8/4;=N$鱼类鳜)东方金枪鱼和斜带

石斑鱼的一致性较高"为 79I<:2I"与鲤形目

#-BF4<><8/4;=N$鱼类草鱼)斑马鱼和虹鳟一致性

为 89I<47I"表明本实验成功克隆剑尾鱼 D*M

基因全长 95%&序列&

鱼类 D*M基因结构较为保守"一般由 8 个恒

定区组成"且恒定区都含有位置十分保守的半胱

氨酸与色氨酸"剑尾鱼 )?\恒定区在相同的保守

位点也出现半胱氨酸和色氨酸& 保守的半胱氨酸

残基主要负责结构域间或链间二硫键的形成"对

形成与维持免疫球蛋白的空间结构起着决定性的

作用"恒定区色氨酸则有助于稳定蛋白质的三级

结构"对免疫球蛋白空间结构的形成及功能起着

重要作用
'11(

& 半胱氨酸与色氨酸在鱼类 )?\中

出现位置的相同"显示了其在进化过程中的高度

保守性"这种保守性可确保 )?\分子的正确折叠

以及维持与抗原结合的能力&

剑尾鱼 D*M基因主要在头肾)肠和脾中表达"

其次是肌肉"肝"鳃"心脏和皮肤"脑中有微量表

达& 头肾和脾脏是鱼类主要的免疫器官"是免疫

应答的主要场所")?\在剑尾鱼头肾和脾脏中的

大量分布表明其作为鱼类重要的免疫球蛋白在免

疫应答过程中发挥重要作用"这种头肾和脾脏中

D*M基因大量分布的现象在斑马鱼
'4"1/(

)鳜
'38(

和

鲤
'37(

中均有发现& 肠道是生物体重要的消化器

官"而本研究中 D*M基因在肠道中表达量较高"甚

至超过脾中的表达量"研究认为"肠道黏膜不仅是

消化吸收营养物质的主要场所"也是一道重要的

免疫防御屏障
'18(

& 鱼类在遭受病原体感染时"黏

膜是其最先接触的部位"其不仅作为物理屏障发

挥作用"而且局部特异性免疫应答还对病原体的

抵御起重要作用& 大西洋鲑在疫苗免疫后"其肠

道出现大量的抗体分泌细胞"产生黏膜免疫应

答
'14(

"虹鳟在肠道寄生虫感染后"其肠道产生 )?\

的 P细胞大量聚集
'12(

& )?\是一种黏膜免疫抗

体"特别是在鱼类肠道黏膜抗感染免疫中"其作用

/1/
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甚至比 )?2 还要重要
'30 612(

"目前在草鱼
'9 60(

)

鲤
'3:(

和红鳍东方
'39(

等鱼类肠组织中也发现

)?\的高表达现象"剑尾鱼 )?\在肠道中的大量

分布表明剑尾鱼肠道黏膜可能在鱼体免疫应答中

具有重要作用"是黏膜免疫的主要场所&

剑尾鱼在疫苗注射免疫后"其脾脏)头肾 D*M

基因的表达量都出现上调"与此相似"斑马鱼
'4(

)

鲤
'37(

和虹鳟
'17(

在外界抗原刺激后"D*M基因在肾

和脾脏中表达水平也都表现出明显上调& 这表明

肾和脾脏中的 )?\在抵御外界病原时具有重要作

用& 剑尾鱼头肾中 D*M基因在免疫后第 8 天达到

最高水平"为对照组的 1131 倍"而脾脏中的 D*M

基因同样在免疫后第 8 天时呈现最高峰"其表达

水平为对照组的 8174 倍"在免疫后第 : 天仍极显

著高于对照组& 与头肾相比"剑尾鱼脾脏中 D*M

基因表达强度更大"持续时间更久"这可能是因为

脾脏是外周免疫器官"是免疫反应的主要场所"淋

巴细胞在头肾等中枢免疫器官中成熟后会被转运

到外周免疫器官参与免疫反应"产生抗体"且脾脏

中含有的相关巨噬细胞不仅能裂解红细胞"还可

以以免疫复合体的形式长期储存抗原"能长时间

内刺激抗体的产生&

剑尾鱼肠中 D*M基因在疫苗免疫后"其表达量

也上调"这种现象在鳗弧菌#H1@21. %-*(1''%2(4$免

疫鲤
'37(

后和脂多糖 #0<F/F/0BN399L34<A="'J*$刺

激斑马鱼
'1/(

时均出现& 剑尾鱼肠相对于脾脏和

头肾"D*M基因的表达更早出现"其相对表达量在

疫苗免疫后迅速上升"第 1 天时就达到最高值"为

对照组的 33183 倍"到第 : 天还维持较高的表达

量"这可能主要是因为 )?\是鱼类黏膜免疫的主

要抗体"肠道作为执行黏膜免疫功能的主要场所"

肠黏膜表面与外界抗原直接接触"其局部的抗体

比血清抗体出现的早"效价高且维持时间长%另外

可能由于肠道表面的肠系膜在疫苗注射后能较早

接触抗原"肠系膜中血管通过血液循环将抗原传

递至肠道"因而更早产生黏膜免疫应答"使肠道中

)?\抗体上调更快"但这一方面的原因还有待进

一步研究&
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