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摘要：为了解苏丹鱼MR(LhMR)的结构特点及其在抗感染免疫反应中的作用，本研究克
隆并分析了LhMR基因，采用实时荧光定量PCR(qRT-PCR)技术检测了LhMR在正常及柱状
黄杆菌感染苏丹鱼组织中的表达。结果显示，LhMR开放阅读框4 296 bp，编码1 431个氨
基酸(aa)。LhMR的氨基酸序列和分子结构与其他物种高度相似，胞外1个富含蓖麻类β型
三叶草的结构域(RICIN)、1个纤连蛋白Ⅱ型结构域(FNⅡ)、8个串连的C型凝集素样结构
域(CLECTs)、1个跨膜区和1个胞内区。通过qRT-PCR检测显示，LhMR在脾脏、体肾、
心脏、脑、皮肤、肌肉、鳃、肝脏、后肠、前肠和中肠11种组织中均有表达，其中脾脏
中表达量最高；经柱状黄杆菌感染苏丹鱼后，脾脏、肠、体肾和鳃中LhMR基因的相对
表达量显著升高。通过免疫组织化学(IHC)检测发现，在脾脏、肾脏和鳃中的LhMR蛋白
表达水平提高。通过苏木精-伊红染色病理组织切片表明，在体肾、肠、肝脏和鳃中均
有不同程度的病变。体肾的肾小管有大量的血细胞浸润，上皮细胞发生坏死；肠壁变
薄，组织大量弥散坏死；肝脏组织中有多个空泡；鳃小片肿胀、混乱、坏死和脱落。研
究表明，LhMR在苏丹鱼感染柱状黄杆菌免疫反应中发挥重要作用，为苏丹鱼柱形病的
防控提供新的参考。
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苏丹鱼(Leptobarbus hoevenii)，学名何氏细

须鲃，是我国新近从马来西亚引进的名优淡水

养殖鱼类。柱状黄杆菌(Flavobacterium columnarium)
是苏丹鱼的常见病原，其感染可导致苏丹鱼患

柱形病。研究鱼类感染的免疫特性是开展鱼病

高效防控的基础。甘露糖受体(mannose receptor,
MR)，又称CD206，是C型凝集素受体家族甘露

糖受体亚家族的一员，在鱼类先天性免疫和适

应性免疫中都发挥重要作用，属于钙依赖性

Ⅰ型跨膜蛋白受体，于20世纪80年代在兔巨噬细

胞中被首次发现 [1-2]。随后研究发现MR广泛分布

在各种组织中 [3 ]。随着研究的不断深入，发现

MR在宿主免疫应答中发挥重要作用 [4-5]。MR具

有多个胞外结构域，能识别和结合内源性或外

源性配体，从而激活下游的信号通路，在诱导

NO和多种细胞因子的生成、抗原的呈递和转运

以及维持内环境的稳态等过程中发挥着重要作

用，同时在介导抗病毒 [登革热病毒 (dengue
v i r u s ) [ 6 ] ]、细菌 [新型隐球菌 ( C r y p t o c o c c u s
neo formans ) [ 7 ]、肺炎链球菌 (S t rep tococcus
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pneumoniae)[8]]和寄生虫[利什曼原虫(Leishmania
donovani)[9]]等病原体免疫中也发挥重要作用。

虽然对MR在哺乳动物中的研究比较深入，

但是在鱼类中是最近才开展。尽管有学者开展

了鱼类甘露糖受体的相关研究，但是他们只是

推测其功能，并没有克隆和测定甘露糖受体的

序列。本团队在国际上第一次克隆并测定鱼类

甘露糖受体的序列，第1种测定的鱼类是草鱼

(Ctenopharyngodon idella)[10]，随后发现甘露糖受

体普遍存在于多种鱼类中，包括团头鲂(Megalobrama
amblycephala)[11]、斑马鱼(Danio rerio)[12]和黄颡鱼

(Pelteobagrus fulvidraco)[13]。随后其他学者在淇河

鲫(Carassius auratus)[14]中也克隆和测定了甘露糖

受体。

本团队自2011年开始从马来西亚引进6 cm规

格的苏丹鱼3 500尾，并开展了其人工养殖和繁

殖研究，2015年人工繁育获得成功，并逐渐推广

其养殖。在研究过程中，观察到苏丹鱼比较活

泼、跳跃能力强，容易造成体表损伤，易感染

柱状黄杆菌等常见细菌性病原。柱状黄杆菌是

一种世界范围内流行的淡水鱼类致病菌 [15-16]，其

感染导致鱼类的柱形病，给全球渔业带来重大

的经济损失。为了研究苏丹鱼MR在细菌感染中

的免疫特性，实验克隆并测定了苏丹鱼甘露糖

受体(LhMR)的基因序列，并对其进行了生物信

息学分析。通过组织分布、表达模式、组织病

理以及免疫组化等相关技术探究了柱状黄杆菌

感染条件下，LhMR的免疫学功能，为苏丹鱼的

病害防控提供理论参考。

1    材料与方法

1.1    实验材料

实验用苏丹鱼由佛山南海区标记鱼苗场提

供，暂养于淡水循环养殖系统，24 h持续供氧，

保持水温在26 °C~28 °C。至少适应2周后开展实

验。取5尾健康的苏丹鱼肝脏 (鱼体质量25~30
g)，分装于RNAisoPlus试剂(TaKaRa，大连)和磷

酸盐缓冲液(PBS)中，冻存于−80 °C下备用。

1.2    苏丹鱼甘露糖受体基因的克隆

总RNA的提取按照RNAiso Plus试剂盒说明

书进行提取，各组织的总RNA用Nano 200分光光

度计(ALLSHENG杭州奥盛仪器有限公司)测定其

纯度和浓度；然后使用HIScript®  Q Select RT
SuperMix for qPCR(+gDNA wiper)试剂盒(Vazyme)

合成cDNA，在−20 °C保存备用。通过同源克隆

技术，找到同源物种的开放读码框(ORF)设计引

物(表1)。PCR反应体系20 μL：模板cDNA 1 μL，

上下游引物各1 μL(10 μmol/L)，2×Taq Mix 10 μL，

ddH2O 7 μL。反应程序：95 °C预变性5 min；
95 °C变性30 s，55 °C退火30 s，72 °C延伸1 min，
35个循环；最后72 °C延伸10 min，4 °C保存30
min。用1%的琼脂糖凝胶电泳检测PCR反应产

物，根据Marker的大小切下含有目的基因条带的

凝胶，然后使用琼脂糖凝胶回收试剂盒[天根生

化科技(北京)有限公司]回收目的条带，并连接到

pMDTM18-T Vector(TaKaRa，大连 )，转化到

Escherichia coli DH5α中，涂布于含氨苄(50 μg/mL)
的LB培养基平板，静置2 min后倒扣放置于37 °C
恒温培养箱中培养12~16 h。挑取单菌落5 mL于

含氨苄的LB培养基中扩大培养，然后进行菌液

PCR检测，使用质粒提取试剂盒[天根生化科技

(北京)有限公司]对阳性菌液进质粒提取后，送公

司测序。不同片段进行序列拼接，以获得全长

MR基因。

1.3    苏丹鱼甘露糖受体的生物信息学分析

LhMR全长是以提取肝脏组织RNA反转录合

成的cDNA为模板克隆获得，根据克隆所得的

LhMR cDNA全序列，用BLASTn程序(http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/)进行序列同源性比对，使用

Emboss(http://emboss.Bioinformatics.Nl/)软件预测

氨基酸序列；利用Protparam蛋白质理化性质在

线分析软件对MR预测的ORF氨基酸序列进行理

化特性预测 (http://web.expasy.org/protparam/)；

表 1    实验所用引物

Tab. 1    Primers used in the experiments

引物名称

primers
序列(5′-3′)
sequence

应用

application

Lh-F1 AGACTGCAGAAGCTCAGCCA 片段扩增

Lh -R1 CGCCCAAATGCATTTCCATCA

Lh-F2 ATAACTGCGACCCACTCACT 片段扩增

Lh-R2 AGCCTGGACTTGTAATAATCGT

Lh-F3 TCTGCCAAAGAGGCCATTCT 片段扩增

Lh-R3 GTACAGCCATTATCGCAA

Lh-F4 CAGACAACAGCGTGGTAGA qRT-PCR

Lh-R4 ACAAGAACACAGCCAAACCG

β-actin-F CCACCTTCAACTCAATCAT qRT-PCR

β-actin-R AGGGCCAGACTCATCGTAC
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SMART软件(http://samrt.emblheidelberg.de)预测蛋

白质的结构域；TMHMM法分析蛋白质的跨膜区

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/)；信号肽

预测SignalP(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP)；
MR基因ORF氨基酸序列的同源性分析和用于系

统进化树构建的不同物种间氨基酸序列用Blast进
行预测(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast)；多重序

列比对采用Clustal X程序，使用Clustal X程序和

MEGA 6.0软件，构建Neighbor-Joining(NJ)系统进

化树，方法参考文献[17]。

1.4    苏丹鱼甘露糖受体基因的组织分布

随机选取5条健康苏丹鱼，提取皮肤、肌

肉、鳃、肝脏、后肠、前肠、中肠、脑、心

脏、体肾和脾脏11个组织总RNA，使用反转录试

剂盒(Vazyme，南京)得到cDNA。qRT-PCR (Light
Cycler® 96实时荧光定量PCR仪 , Roche)反应条

件：95 °C 30 s；95 °C 5 s、60 °C 30 s，共40个循

环。每个样品做3个平行，2−ΔΔCT法计算基因相对

表达量。

1.5    柱状黄杆菌感染后苏丹鱼甘露糖受体的

组织表达

感染实验在仲恺农业工程学院的鱼房养殖

系统内进行。80尾的苏丹鱼[(34±1.5) g]随机均分

为2组，分别放养于准备好的实验桶内。柱状黄

杆菌接种于Shieh液体培养基，200 r/min、28 °C
培养12 h，感染实验前，测定实验菌对苏丹鱼的

半致死浓度为7.68×107 CFU/mL，感染实验采用

的实验菌浓度为7.68×107 CFU/mL，按照5 μL/g鱼
体质量腹腔注射，对照组注射等体积Shieh培养

液，分别在注射后 3、 12、 24和 48 h取脾脏、

肠、体肾和鳃组织，每个时间点每组随机取5尾
鱼，注射前每组随机取5尾鱼的组织作为注射前

的对照(0 h)，分离的组织用液氮速冻后−80 °C保

存。RNA提取、cDNA合成、qRT-PCR条件及结

果计算方法同“苏丹鱼甘露糖受体基因的组织分布”。

1.6    苏丹鱼感染柱状黄杆菌后的组织病理

健康苏丹鱼60尾 [(34±1.5) g]随机均分为

2组，用浓度为7.68×107 CFU/mL的柱状黄杆菌进

行腹腔注射；对照组注射等体积Shieh培养液。

分别采集实验组和对照组的鳃、肝脏、肾脏和

肠组织，用4%的多聚甲醛固定。石蜡切片的步

骤：①材料脱水透明，将组织置于75%酒精4 h，
85%酒精2 h，90%酒精2 h，95%酒精1 h，无水乙

醇Ⅰ  30 min，无水乙醇Ⅱ  30 min，二甲苯Ⅰ

5~10 min，二甲苯Ⅱ 5~10 min，蜡Ⅰ 1 h，蜡Ⅱ 1 h，
蜡Ⅲ  1 h。②石蜡包埋：选择好切片方向后，将

组织置于58 °C~62 °C高温液体石蜡中，待石蜡凝

固后，修理石蜡。③切片：将修整好的蜡块置

于石蜡切片机上切片，片厚4 μm。切片漂浮于摊

片机40 °C温水上，将组织展平，用载玻片将组

织捞起，并放进60 °C烘箱内烤片。待水烤干、

蜡烤化后取出常温保存备用。④染色：染色过

程主要包括脱蜡(梯度乙醇)—苏木素染细胞核—
伊红染细胞质—脱水封片；⑤盖片：中性树胶

封片，烘干后镜检。

1.7    柱状黄杆菌感染后LhMR蛋白水平的表达

变化

通 过 免 疫 组 织 化 学 ( I H C ) 观 察 组 织 中

LhMR的分布情况。将切片与含有3%双氧水的溶

液于室温避光孵育25 min，以阻断内源性过氧化

物酶活性。用PBST(1 L PBS中加500 μL Tween-
20)洗涤后，将载玻片在柠檬酸盐缓冲液 (1 .8
mmol/L柠檬酸，8.2 mmol/L柠檬酸钠)中于95 °C~
100 °C温育10 min。随后，将切片与封闭缓冲液

(PBST中的10%牛血清白蛋白)在室温下孵育1 h。
此后，将切片与本实验室制备的抗团头鲂特异

性抗体以1∶250的稀释度在室温下孵育1 h。用

PBST洗涤后，将载玻片与抗兔IgG-HRP一起温育

30 min，然后在DAB底物溶液 (Guge Biology，
China)中显色镜检。

2    结果

2.1    苏丹鱼甘露糖受体基因cDNA全长及序列

特征

扩增产物经过克隆测序后，通过DNAstar软
件拼接，去除重叠序列后得到苏丹鱼甘露糖受

体基因的开放读码框 (图1)。LhMR开放读码框

4 296 bp，5′端非编码区80 bp，3′端非编码区117
bp。开放阅读框编码一条由1 431个氨基酸(aa)组
成的多肽，经SignalP 4.0软件预测6~12 aa为信号

肽。使用ProtParam软件分析编码蛋白的理化性

质，推测LhMR的等电点为4.79，蛋白大小为

163.15 ku，成熟的LhMR分子为一重跨膜蛋白。

结构域预测采用SMART软件 (图2)，结果显示

LhMR蛋白在结构上出现甘露糖受体固有的结构

域，与已知的鱼类MR结构域相似，其中苏丹鱼

甘露糖受体基因胞外(氨基端)由1 365个aa组成，

跨膜区位于(1 366~1 388 aa)处，胞质区尾巴很短

(residues：1 389~1 429 aa)。胞外区的功能域依次
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为1个蓖麻类β型三叶草的结构域(RICIN区：residues
22~137 aa)、1个纤连蛋白Ⅱ型结构域(FNⅡ区：156~
202 aa)和8个串连的C型凝集素样结构域(CLECT1：
202~331、CLECT2：348~472 aa、CLECT3：491~
613 aa、CLECT4：633 ~ 761 aa、CLECT5：781 ~
903 aa、CLECT6：924~1 060 aa、CLECT7：1 074~
1 192 aa、CLECT8：1 209~1 345 aa)。

2.2    LhMR的系统进化树分析

为了分析LhMR在进化中的分类地位，利用

MEGA 6.0和DNAMAN软件，对苏丹鱼和其他5个
物种进行氨基酸序列比对分析(图3)，表明苏丹

鱼MR氨基酸序列与其他生物的MR氨基酸序列具

有较高的同源性，不同的鲤科(Cyprinidae)鱼类之

间的MR序列保守性较高，与草鱼的MR同源性最

高，为83%，其次为团头鲂81%、鲫78%、斑马

鱼75%，在系统进化树上可以看到，苏丹鱼MR
与鲤科鱼类聚为一支(图4)。

2.3    健康鱼不同组织内LhMR基因的表达

采用qRT-PCR检测了LhMR在组织中的表达

情况，LhMR在健康苏丹鱼的皮肤、肌肉、鳃、

肝脏、后肠、前肠、中肠、脑、心脏、体肾和

脾脏11个组织中均有表达，其中脾脏中的表达

量最高，其次是体肾，皮肤中的表达量最低(图5)。

2.4    柱状黄杆菌感染LhMR基因的组织表达分析

通过qRT-PCR检测柱状黄杆菌感染条件下苏

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1 000 1 100 1 200 1 300 1 400

 
图 2    苏丹鱼甘露糖受体结构域

RICIN. 蓖麻类β型三叶草的结构域，FN2. 纤连蛋白II型结构域，CTECT. C型凝集素样结构域

Fig. 2    Domains of mannose receptor of L. hoevenii
RICIN. ricin-type beta-trefoil domain, FN2. fibronectin type 2 domain, CTECT. C-type lectin (CTL) or carbohydrate-recognition domains
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图 1    LhMR cDNA 全长及推导的氨基酸序列

粗体“atg”和“tag”分别代表起始密码子和终止密码子；“*”代表蛋白翻译结束；矩形框内序列为跨膜区；带有灰色阴影的氨基酸是

RICIN 区的 5 个保守半胱氨酸残基；带有紫色阴影的氨基酸是 FN2 区的 4 个保守半胱氨酸残基

Fig. 1    Full length of LhMR cDNA and deduced amino acid sequence
Bold "atg" and "tag" represent start codon and stop codon respectively; "*" represents the end of protein translation; the sequence in the rectangle is a
transmembrane region; the amino acids with gray shadow are the five conserved cysteine residues in the RICIN region; the amino acid with purple
shadow is the four conservative cysteine residues in the FN2 region
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图 3    苏丹鱼与其他鱼类MR的氨基酸序列比对

黑色阴影部分表示MRs的保守一致序列，小黑点表示缺失的氨基酸，罗马数字I. RICIN结构域，Ⅱ . FN2结构域，Ⅲ . CLECT1结构域，

Ⅳ . CLECT2结构域，Ⅴ . CLECT3结构域，Ⅵ . CLECT4结构域，Ⅶ . CLECT5结构域，Ⅷ . CLECT6结构域，Ⅸ . CLECT7结构域，Ⅹ .
CLECT8结构域；物种的GenBank ID：苏丹鱼  Lh-MR；斑马鱼  Dr-MR(NP_001297773.1)；金线鲃  Sg-MR(XP_016095338.1)；团头鲂  Ma-
MR(AGN52245.1)；草鱼 Ci-MR(AIE15913.1)；鲫 Ca-MR(ALS87701.1)

Fig. 3    Amino acid sequence comparison of MR between L. hoevenii and other fish species
The black shaded portion indicates a conserved consensus sequence of MRs, the small black dot indicates missing amino acid, the Roman numeral I
represents the RICIN domain, Ⅱ. FN2 domain, Ⅲ. CLECT1 domain, Ⅳ. CLECT2 domain, Ⅴ. CLECT3 domain, Ⅵ. CLECT4 domain, Ⅶ. CLECT5
domain, Ⅷ. CLECT6 domain, Ⅸ. CLECT7 domain, Ⅹ. CLECT8 domain; GenBank ID of the species are as follows: Leptobarbus hoevenii Lh-MR;
Danio rerio Dr-MR(NP_001297773.1); Sinocyclocheilus grahami Sg-MR(XP_016095338.1); Megalobrama amblycephala Ma-MR(AGN52245.1);
Ctenopharyngodon idella Ci-MR(AIE15913.1); Carassius auratus Ca-MR(ALS87701.1)
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丹鱼不同器官LhMR的基因表达情况。结果显

示，LhMR在脾脏、肠道、体肾和鳃中都有不同

程度的表达上调：鳃的表达量在3~24 h持续上升

并达到峰值，在48 h时有所下降(图6-a)；其中体
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图 4    不同物种LhMR分子进化树

用MEGA 6.0软件中的Neighbor-Joining构建，节点处数值为自展置信值，自展重复1 000次；黑色三角形标记为苏丹鱼MR基因；各物种

MR名称及GenBank登录号：苏丹鱼 Lh-MR；人 Hs-MR(AAA60389.1)；猕猴 Mm-MR(NP 001180854.1)；牛 Bt-MR(XP 003586820.2)；小家

鼠  Mm-MR(NP 032651.2)；褐家鼠  Rn-MR(NP 001099593.2)；原鸽  Cl-MR(XP 005507998.1)；短嘴鸦  Cb-MR(XP 008628192.1)；黄颡鱼  Tf-
MR(AOE43613.1)；斑马鱼 Dr-MR(NP 001297773.1)；鲫 Ca-MR(ALS87701.1)；草鱼 Ci-MR(AIE15913.1)；团头鲂 Ma-MR(AGN52245.1)

Fig. 4    Molecular phylogenetic tree of MR from different animal species
The tree was constructed using the neighbor-joining method within the MEGA 6.0 program,the value at the node is the self-expanding value, and the
self-expansion is repeated 1 000 times; the black triangle is labeled as the L. hoevenii MR gene; GenBank ID of other species are as follows: L. hoevenii
Lh-MR; Homo sapiens Hs-MR(AAA60389.1); Macaca mulatta Mm-MR(NP 001180854.1); Bos taurus Bt-MR(XP 003586820.2); Mus musculus Mm-
MR(NP 032651.2); Rattus norvegicus Rn-MR(NP 001099593.2); Columba livia Cl-MR(XP 005507998.1); Corvus brachyrhynchos Cb-MR(XP
008628192.1); Tachysurus fulvidraco Tf-MR(AOE43613.1); Danio rerio Dr-MR(NP 001297773.1); Carassius auratus Ca-MR(ALS87701.1);
Ctenopharyngodon idella Ci-MR(AIE15913.1); Megalobrama amblycephala Ma-MR(AGN52245.1)
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图 5    LhMR基因在健康苏丹鱼不同组织内的mRNA表达

*.有显著差异(P<0.05)；**.有极显著差异(P<0.01)；ns. 没有显著差异；1.皮肤，2.肌肉，3.鳃，4.肝脏，5.后肠，6.前肠，7.中肠，8.脑，

9.心脏，10.体肾，11.脾脏；下同

Fig. 5    mRNA expression of LhMR in different tissues of healthy L. hoevenii
*. significant difference, P<0.05; **. extreme significant difference, P < 0.01; ns. no significant difference; 1. skin, 2. muscle, 3. gills, 4. liver, 5. hind-
intestinal, 6. fore-intestinal, 7. mid-intestinal, 8. brain, 9. heart, 10. trunk kidney, 11. spleen; the same below
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肾LhMR基因表达量从注射后3~48 h都持续上升

(图6-b)；肠道中的MR表达量在3和12 h显著上升

并在12 h达到峰值，随后在24和48 h又逐渐降

低，呈现单峰型(图6-c)；在脾脏中，MR在3 h和

12 h表达量逐渐升高，12 h达到峰值，在24 h时
显著下降到最低值，随后在48 h又达到第二个峰

值(图6-d)。以上结果表明LhMR参与了细菌感染

免疫反应。

2.5    苏丹鱼感染柱状黄杆菌的组织病理切片

分析

在人工感染的发病苏丹鱼中，感染菌液浓

度为7.68×107 CFU/mL组的苏丹鱼被感染的时程

较长，并有存活，因此用于组织器官病理切片

制作，在显微镜下观察并拍照记录各组织病变

情况，在感染12 h时的肝细胞中出现蜂窝状小空

泡，其细胞核发生病变，表现为核染色质移到

核膜的边缘；感染24 h时发生病变的范围扩大，

可观察到肝细胞内的小空泡连成大空泡，细胞

核悬浮在肝细胞的中央；48 h时细胞周界不清

晰，细胞核肿大，并出现部分肝细胞的核浓

缩、破裂、溶解消失(图7-a)。体肾在感染12 h时
表现为肾小管水肿；24 h时其上皮细胞与基底膜

完全分离，形成一空腔，细胞排列不规则；在48 h
时肾小管有大量的血细胞浸润，病变严重的肾

小管的上皮细胞发生变性，甚至坏死(图7-b)。肠

道在感染12 h时表现为肠黏膜上皮细胞坏死脱

落；24 h时黏膜下层固缩，固有层脱离，肠壁变

薄；48 h后肠道组织大量弥散坏死(图7-c)。在感

染12 h时鳃小片发生炎性水肿，一部分单层扁平

细胞肿大变性，毛细血管扩张、充血及渗出，

肿大变性的上皮细胞肥大和变圆；24 h时几乎全

部的呼吸上皮细胞都肿大变性，毛细血管进一

步充血、渗出，使原来紧密附着于毛细血管的

呼吸上皮细胞全部或部分分离，红细胞也被动

地渗出，造成局部出血；48 h时鳃小片肿胀、混

乱、坏死脱落，鳃丝末端缺损，边缘腐烂，周

围常黏附坏死脱落的细胞。(图7-d)。

2.6    柱状黄杆菌感染后LhMR蛋白水平的表达

变化

通过免疫组织化学进一步检测柱状黄杆菌
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图 6    柱状黄杆菌感染苏丹鱼后甘露糖受体mRNA在不同组织中的基因表达量

(a) 鳃，(b) 体肾，(c) 肠，(d) 脾脏

Fig. 6    Relative expression of LhMR mRNA in different tissues of L. hoevenii infected with F. columnarium
(a) gills, (b) trunk kidney, (c) intestine, (d) spleen

386 水    产    学    报 44 卷

http://www.scxuebao.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

http://www.scxuebao.cn


感染苏丹鱼期间蛋白质水平的LhMR表达。结果

显示，在柱状黄杆菌感染后，脾脏、体肾及鳃

中的LhMR蛋白表达水平显著提高(图8)。

3    讨论

关于MR结构与功能的关系，在哺乳动物中

已得到阐明，MR可通过其胞外复杂的结构域特

异性结合内源和外源的多种配体，所以在病原

识别、内环境稳定及肿瘤发生等过程中具有重

要的作用。同时，其具有清除内源性蛋白、内

化甘露糖基化抗原的功能，所以MR在增强抗原

递呈和介导吞噬方面起重要作用 [ 1 8 - 1 9 ]。因此，

MR可能主要是作为一种模式识别受体，在病原

识别的免疫反应中起重要作用。本团队前期的

研究表明，甘露糖、壳寡糖和壳聚糖都在不同

程度上通过鱼类巨噬细胞激活呼吸爆发和一氧

化氮途径，从而提高鱼类的免疫力[20-22]。

本实验成功克隆并测定了苏丹鱼甘露糖受

体(LhMR)全基因。进化树分析发现LhMR与鲤形

目中的草鱼同源性最高，其次是团头鲂、鲫和

斑马鱼。在进化树的聚类分支中，LhMR与草

鱼、鲤(Cyprinus carpio)、团头鲂等鲤科鱼类聚为

一支，哺乳类、鸟类和爬行类单独聚为一支，
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图 7    苏丹鱼感染柱状黄杆菌的组织病理切片

(a) 肝，(b) 体肾，(c) 肠，(d) 鳃；箭头所指的地方为发生病变的部位

Fig. 7    Histopathological changes of tissues from L. hoevenii infected with F. columnarium
(a) liver, (b) trunk kidney, (c) intestine, (d) gills; the arrow points indicate histopathological sites
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此结果从分子水平证明了它们同属于鲤科鱼类

的进化关系。

鱼类MR广泛表达于多种器官，尤其是在肾

脏和脾脏中，并且在细菌免疫应答过程中发挥

重要作用。本研究结果表明，苏丹鱼MR基因在

皮肤、肌肉、鳃、肝脏、后肠、前肠、中肠、

脑、心脏、体肾和脾脏中均有表达，在脾脏和

肾脏中的表达明显高于其他组织，此结果与团

头鲂对MR基因表达的结果一致 [23]，也与脾脏和

肾脏属于主要免疫器官有关。经柱状黄杆菌感

染后，LhMR mRNA在脾脏、肾脏、肠道和鳃组

织中的时序表达在一定的时间点均出现了显著

性上调。此结果和免疫组织化检测柱状黄杆菌

感染苏丹鱼MR在蛋白质水平表达的结果一致。

本研究表明LhMR在柱状黄杆菌的免疫应答中扮

演重要角色，可为防控苏丹鱼柱形病提供参考。

何昕和秦真东为共同第一作者。
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amblycephala) during the embryonic development and

its immune response to the challenge of Aeromonas

hydrophila[J]. Fish & Shellfish Immunology, 2018, 78:

52-59.

Cloning, expression and immune features of Sultan fish
(Leptobarbus hoevenii) mannose receptor

HE Xin 1,     QIN Zhendong 1,     ZHANG Kai 1,     LIANG Rishen 1,     YANG Sen 1,    
WU Jianbiao 2,     ZHAO Lijuan 1*,     LIN Li 1*

(1. Guangdong Provincial Water Environment and Aquatic Products Security Engineering Technology Research Center,
Guangzhou Key Laboratory of Aquatic Animal Diseases and Waterfowl Breeding,
Zhongkai University of Agriculture and Engineering, Guangzhou    510225, China;

2. Biaoji Fishery Company, Nanhai District, Foshan    528200, China)

Abstract: In order to understand the structural characteristics of MR and its role in anti-infective immune
responses in Leptobarbus hoevenii, we cloned and sequenced the MR of L. hoevenii. Subsequently, real-time
polymerase chain reaction (qRT-PCR) assay was used to measure the expression of the MR in the tissues of L.
hoevenii with or without F. columnare infection. The results showed that the MR of L. hoevenii (LhMR) open
reading frame was 4 296 bp, encoding 1 431 amino acids (aa). The amino acid sequence and molecular structure of
LhMR are highly similar to the MRs from other animals, i.e., containing an extracellular ricin-like β-type clover
domain (RICIN), a fibronectin type II domain (FNII) and eight tandem C Lectin-like domains (CLECTs), a
transmembrane region and a short intracellular region. The mRNA of LhMR was widely expressed in 11 tested
tissues, including spleen, kidney, heart, brain, skin, muscle, gills, liver, post intestine, fore intestine and mid
intestine, with the highest expression level in the spleen. The mRNA expression of LhMR was significantly
increased in the spleen, intestine, kidney and gills of L. hoevenii infected by F. columnare measured by qRT-PCR.
Furthermore, the protein expression of LhMR was also increased in the spleen, kidney and gill of L. hoevenii
infected by F. columnare revealed by immunochemistry assay. By Hematoxylin eosin staining, there were various
pathological changes observed in the body kidney, intestine, liver and gills. In the body kidney, there were blood
cells infiltrated in the renal tubules with necrosis in epithelial cells. The wall of intestine became thinner with
diffused necrosis. Numerous vacuoles were observed in the liver cells. Gill lamella showed swollen, disordered,
necrosis and detached. The results revealed that LhMR plays an important role in the immune responses of L.
hoevenii infected by F. columnare and this will provide some reference for prevention and therapy strategies
against columnaris disease.
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