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摘要: 分别给凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)注射生理盐水、3×106 CFU/mL(低浓度组)和9×106 CFU/mL(高浓度组)溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)菌液, 采用荧光定量PCR技术, 检测不同处理后凡纳滨对虾鳃组织中Toll受体、IMD和溶菌酶基因表达量随时间的变化。结果表明, 处理42 h内, 注射生理盐水组对虾的Toll受体和IMD mRNA表达量无显著变化, 溶菌酶mRNA表达量在注射36 h后显著升高。急性感染溶藻弧菌后, 凡纳滨对虾鳃组织中Toll受体、IMD和溶菌酶mRNA的表达量峰值分别出现在感染后24、42和36 h; 溶藻弧菌的感染剂量不影响上述基因表达峰值的出现时间, 但显著影响上述基因的表达峰值(P<0.05), 各基因表达量峰值由大到小均依次为高浓度组、低浓度组、生理盐水组。急性感染初期, 对虾鳃组织中Toll受体mRNA表达量呈现显著下调, 而IMD和溶菌酶mRNA表达量在感染初期不存在显著下调现象。与感染前各基因的表达量相比, 高浓度溶藻弧菌感染组Toll受体mRNA表达量在2 h时显著下调, 低浓度溶藻弧菌感染组Toll受体mRNA表达量在3 h显著下调(P<0.05); 高浓度组IMD和溶菌酶mRNA表达量分别在36 h和12 h时开始有显著上调, 而低浓度组IMD和溶菌酶mRNA表达量则分别在42 h和24 h才有显著上调(P<0.05)。表明溶藻弧菌感染对凡纳滨对虾鳃组织中Toll受体、IMD和溶菌酶mRNA表达量有显著影响, 各基因的表达量与感染进程及溶藻弧菌剂量存在一定的相关性。
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溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)属于弧菌科, 弧菌属, 革兰氏阴性菌[1], 是鱼、虾、贝等海水养殖动物的条件致病菌。弧菌引发的疾病, 给凡纳滨对虾的养殖带来了巨大的经济损失, 也阻碍了凡纳滨对虾健康养殖的可持续发展。凡纳滨对虾属于无脊椎动物, 只具备依靠体液和细胞免疫的先天免疫系统, 不具有获得性免疫系统[2−4]。当对虾受到微生物感染时, 机体能启动一系列的免疫反应, 其中Toll信号途径和IMD信号途径能够调控抗菌肽基因的表达。Toll受体和IMD分别为Toll信号途径和IMD信号途径的信号传导因子, 负责将细胞外异物入侵的信号传递到细胞内并引起各自下游信号因子发生一系列级联反应, 最终产生抗菌肽等免疫效应因子[5]。Wang等[6]研究发现, 凡纳滨对虾在注射溶藻弧菌3、9、12和24 h后, LvToll1基因的表达量均显著升高。哈维氏弧菌(Vibrio harveyi)感染凡纳滨对虾后, Toll受体基因的表达量在24 h时达到峰值[7]。Wang等[8]研究发现, 凡纳滨对虾鳃组织中IMD基因的表达量在对虾注射灭活的溶藻弧菌6 h后无显著升高。
溶菌酶是重要的非特异免疫抗菌蛋白, 其活性是表征机体对细菌性病原抵抗能力的重要指标[9−13]。哈维氏弧菌感染后, 凡纳滨对虾血淋巴中溶菌酶基因的表达量在感染后36 h显著升高[7]。
有关不同剂量溶藻弧菌感染对凡纳滨对虾Toll受体、IMD基因和溶菌酶基因表达的影响未见报道。本研究检测了不同剂量溶藻弧菌感染凡纳滨对虾后鳃组织中Toll受体、IMD和溶菌酶mRNA的表达变化情况, 以期进一步了解凡纳滨对虾抗溶藻弧菌感染的免疫机理, 为后续科学合理评估急性感染后对虾免疫反应提供理论参考。
1  材料与方法
1.1  实验用虾
实验用凡纳滨对虾取自上海大团乐侬对虾养殖合作社某养殖池塘, 采样期间池塘水质良好, 对虾摄食正常, 无明显病害发生。
1.2  溶藻弧菌人工急性感染
挑选规格整齐[体质量(6.62±0.31) g]、处于蜕皮间期的凡纳滨对虾180尾, 分成3组, 1组设为对照组, 每尾对虾从尾部腹肌注射30 µL无菌生理盐水; 2个感染组(低浓度组和高浓度组), 每尾对虾从尾部腹肌分别注射30 µL 3×106 CFU/mL和9×106 CFU/mL溶藻弧菌菌液。每组4个平行(每平行15尾), 暂养于12个120 L的水族箱中。攻毒期间水温(29±1)℃, 并连续充气。
1.3  样品的采集
溶藻弧菌急性感染后0、1、2、3、6、12、24、36、42 h, 分别从每组中随机取4尾活虾, 取其鳃组织, 于液氮中速冻, 然后转移至–80℃冰箱中保存。用于Toll受体、IMD和溶菌酶mRNA表达量的测定。
1.4  Toll受体、IMD和溶菌酶mRNA表达量的测定
1.4.1 RNA的提取及cDNA的合成  按照TRIzol 试剂(TaKaRa 公司)说明书提取–80℃冻存的对虾鳃组织总RNA。所提总RNA用 BIO-RAD Smart​S​pec plus 测定OD260和OD280值, 进行定量检测, 用1.5%的琼脂糖凝胶电泳鉴定其完整性, −80℃保存备用。
按照PrimeScript® RT reagent Kit With gDNA Eraser(Perfect Real Time)试剂盒(TaKaRa公司)说明书将提出的总RNA反转录为cDNA。在0.2 mL的无RNA酶PCR管中加入Total RNA 1 µg、5×gDNA Eraser Buffer 2 µL、gDNA Eraser 1 µL, 并补充RNase Free dH2O至10 µL, 于PCR仪上42℃ 2 min去除基因组DNA。在反应液中加入5×PrimeScript® Buffer2(for Real Time) 4 µL、PrimeScript® RT Enzyme Mix I 1 µL、RT Primer Mix 1 µL、RNase Free dH2O 4 µL至20 µL, 于PCR仪上37℃ 15 min, 85℃ 5 s, 反转录为cDNA, –20℃保存备用。
1.4.2  实时荧光定量 PCR 分析基因表达  参照凡纳滨对虾Toll受体基因(GenBank: DQ923424.1)、IMD基因(GenBank: FJ592176.1)和溶菌酶基因(GenBank: AY170126.2)和β-actin基因(GenBank: AF300705)设计荧光定量引物(表1)。引物均由上海瀚宇生物科技有限公司合成。
表1  凡纳滨对虾溶菌酶基因、Toll受体基因、IMD基因与β- actin 参照基因引物序列
Tab. 1  Primer pairs for lysozyme, Toll receptor, IMD and β-actin genes for Litopenaeus vannamei
	引物 primer
	序列 sequence

	β-actin- SQF
	CGCGACCTCACAGACTACCT

	β- actin- SQR
	CTCGTAGGACTTCTCCAGCG

	Lysozyme-SQF
	GTTCCGATCTGATGTCCGATG

	Lysozyme- SQR
	AAGCCACCCAGGCAGAATAG

	Toll receptor-SQF
	TGAGAGATGCCCACTGCCTG

	Toll receptor-SQR
	CGCTTGAAGGTTTGTGAGGGAG

	IMD-L134-F
	ATACATCCTGCCGTTGCCGA

	IMD-L3-R
	CCGAGATGGGTTCCCTTGTT


按照SYBR® Premix Ex Taq™ (Tli RNaseH Plus)试剂盒(TaKaRa 公司)说明书, 用Bio-rad Real-time CFX96进行荧光定量PCR。PCR程序为: 95℃、20 s预变性; 95℃、5 s, 60℃、30 s, 共39个循环; 反应后55.0℃上升至95.0℃测定熔解曲线检测反应特异性。每个复孔以β-actin为参照基因。基因表达结果采用相对表达量的形式, 以
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法[14]进行计算。

1.5  数据处理和统计分析
实验结果用平均数±标准差(
[image: image2.wmf]x

±SD)表示, 使用 SPSS(17.0)分析软件对数据进行单因素方差分析, Duncan氏法进行多重比较, 处理间P<0.05则认为差异显著。
2  结果与分析
2.1  不同剂量溶藻弧菌感染后凡纳滨对虾鳃组织中Toll受体mRNA的表达
由图1可知, 对照组对虾在注射生理盐水后, 其鳃组织中Toll受体mRNA的表达量出现先抑后扬的变化, 但各时间点的表达量均较注射前(0 h)无显著性差异(P>0.05)。两个溶藻弧菌感染组对虾鳃组织中Toll受体mRNA的表达量随着感染进程呈先下降后升高再复原的变化, 两组对虾Toll受体mRNA的表达量都在感染后24 h时达到峰值, 分别为0 h表达量的3.09和2.18倍, 且高浓度组Toll受体mRNA表达量显著高于低浓度组(P<0.05)。但在感染初期, 高浓度组Toll受体mRNA在感染2 h时显著低于0 h, 而低浓度组Toll受体mRNA表达量在3 h显著下调(P<0.05)。

2.2  不同剂量溶藻弧菌感染后凡纳滨对虾鳃组织中IMD mRNA的表达
注射生理盐水后, 对照组对虾鳃组织中IMD mRNA的表达量较0 h未出现显著性差异

(P>0.05, 图2)。急性感染溶藻弧菌后, 低浓度组对虾鳃组织中IMD mRNA的表达量在42 h时达到峰值并显著高于0 h, 而高浓度组对虾鳃组织中IMD mRNA的表达量在36 h时就显著高于0 h, 之后再升高, 42 h时达到峰值(P<0.05)。在36 h和42 h时, 高浓度组对虾鳃组织IMD mRNA的表达量均显著高于低浓度组和生理盐水组(P<0.05, 图2)。

2.3  不同剂量溶藻弧菌感染后凡纳滨对虾鳃组织中溶菌酶mRNA的表达
由图3可知, 注射生理盐水后, 对照组对虾鳃组织中溶菌酶mRNA的表达量在36 h和42 h时显著高于0 h(P<0.05); 急性感染溶藻弧菌后, 低浓度组溶菌酶mRNA表达量在24 h时显著高于0 h, 36 h达到峰值后开始下降, 但42 h时仍显著高于0 h(P<0.05)。高浓度组溶菌酶mRNA表达量在12 h时显著高于0 h, 之后继续升高, 感染36 h达到峰值后下降, 42 h时仍显著高于0 h(P<0.05)。在12、24、36和42 h高浓度组溶菌酶mRNA表达量均显著高于低浓度组(P<0.05)。
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图1  凡纳滨对虾感染溶藻弧菌后鳃组织中不同时间Toll受体的mRNA相对表达量
上标不同字母 a, b, c, d, e表示同一组不同时刻差异显著(P<0.05), 上标不同字母X, Y, Z表示同一时刻不同组差异显著(P<0.05). 高浓度组溶藻弧菌浓度为3×106CFU/mL, 低浓度组溶藻弧菌浓度为9×106CFU/mL.

Fig. 1  Toll receptor mRNA expression levels in gill of Litopenaeus vannamei at different times after Vibrio alginolyticus challenge
Different superscript letters a, b, c, d and e represent significant differences among different time in the same group and different superscript letters X, Y, and Z represent significant differences among different groups at the same time(P<0.05). The low concentration group was challenged with 3 × 106CFU/mL Vibrio alginolyticus. The high concentration group was challenged with 9 ×   
106CFU/mL Vibrio alginolyticus.
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图2  凡纳滨对虾感染溶藻弧菌后鳃组织中不同时刻的IMD mRNA相对表达量
上标不同字母 a, b, c 表示同一组不同时刻差异显著(P<0.05), 上标不同字母X, Y, Z表示同一时刻不同组差异显著(P<0.05). 高浓度组溶藻弧菌浓度为3×106CFU/mL, 低浓度组溶藻弧菌浓度为9×106CFU/mL.
Fig. 2  IMD mRNA expression levels in gill of Litopenaeus vannamei at different times after Vibrio alginolyticus challenge

Different superscript letters a, b and c represent significant differences among different time in the same group and different superscript letters X, Y and Z represent significant differences among different groups at the same time(P<0.05). The low concentration group was challenged with 3 × 106 CFU/mL Vibrio alginolyticus. The high concentration group was challenged with 9 × 106CFU/mL  
Vibrio alginolyticus.
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图3 凡纳滨对虾感染溶藻弧菌后鳃组织中不同时刻的溶菌酶mRNA相对表达量
上标不同字母 a, b, c, d表示同一组不同时刻差异显著(P<0.05), 上标不同字母X, Y, Z表示同一时刻不同组差异显著(P<0.05). 高浓度组溶藻弧菌浓度为3×106CFU/mL, 低浓度组溶藻弧菌浓度为9×106CFU/mL.
Fig. 3  Lysozyme mRNA expression levels in gill of the shrimp at different times after Vibrio alginolyticus challenge

Different superscript letters a, b, c and d represent significant differences among different time in the same group and different superscript letters X, Y and Z represent significant differences among different groups at the same time(P<0.05). The low concentration group was challenged with 3 × 106CFU/mL Vibrio alginolyticus. The high concentration group was challenged with 9 × 106CFU/mL  
Vibrio alginolyticus.

3  讨论
Toll受体是无脊椎动物主要的模式识别受体(PRRs), 参与机体Toll信号途径的传递, 将病原入侵的信号传递到细胞内, 引起细胞内一系列的级联反应, 诱导抗菌肽等免疫基因的表达[15−17]。1980年国外学者首次在果蝇(Drosophila melano​g​​​aster)中发现了Toll受体蛋白, 并发现其在果蝇分化形成胚胎背腹轴和免疫反应中发挥重要作用[18]。关于对虾体内Toll受体的研究起步较晚, 2007年Yang等[19]克隆了凡纳滨对虾Toll受体基因。随后, 多种对虾Toll受体基因被发现[6, 20−23]。Yang等[24]2008年用浓度为1×107 CFU/mL灭活的鳗弧菌(Vibrio anguillarum)感染中国明对虾(Fennerope​naeus ch​in​ensis)时, 发现Toll受体基因的表达量在注射后5 h内显著下降, 8 h时开始显著上调, 直至23 h时达到最大值。本实验中凡纳滨对虾鳃组织中Toll受体mRNA表达量在感染早期下降, 之后上升, 在24 h时达到峰值, 与上述结果相类似。Wang等[7]用8.3×103CFU/g(体质量)的哈维氏弧菌感染凡纳滨对虾, 发现Toll受体基因表达量在注射后24 h时达到峰值, 为对照组的15.17倍。虽然这一研究结果未出现哈维氏弧菌感染早期对虾Toll受体基因表达量的抑制现象, 但Toll受体基因表达量峰值出现的时间与本实验一致。也有研究发现, 凡纳滨对虾注射溶藻弧菌(1×107CFU/mL)后鳃组织中LvToll1表达量在3、9、12、24 h都显著高于未感染组[6]。用浓度为1×105CFU/mL黑美人弧菌(Vibrio nigripulchritudo)感染日本囊对虾(Marsupenaeus japonicus), Toll受体基因表达量在注射后3、12、24 h都显著上调[25]。以上研究表明, Toll受体参与对虾抗革兰氏阴性菌的免疫反应。而在果蝇中, Toll信号途径被认为只参与革兰氏阳性菌和真菌的免疫反应[5]。本研究中高浓度溶藻弧菌感染组Toll受体mRNA表达量在2 h时显著下调, 低浓度溶藻弧菌感染组Toll受体mRNA表达量在3 h显著下调(P<0.05); 且在表达量峰值时, 高浓度溶藻弧菌组Toll受体mRNA表达量显著高于低浓度组(P<0.05)。这表明溶藻弧菌感染剂量影响凡纳滨对虾感染早期Toll受体基因表达抑制的时间, 感染剂量越高, Toll受体基因表达抑制的时间越早; 感染剂量不影响Toll受体基因表达峰值的出现时间, 而显著影响Toll受体基因的表达峰值, 感染剂量越高, Toll受体基因表达峰值越大。
IMD是1995年国外学者研究果蝇IMD基因的隐性突变体时发现的, 它参与果蝇抗菌肽基因的表达[26]。在果蝇中, IMD参与革兰氏阴性细菌入侵后的免疫识别反应, 能够将革兰氏阴性细菌入侵的信号传递到细胞内并产生一系列的级联反应。Wang等[8]2009年克隆了凡纳滨对虾的IMD基因, 发现IMD基因在对虾鳃、肝胰腺和血细胞等组织中都有表达, 用灭活的溶藻弧菌(1× 107CFU/mL)感染对虾6 h后肝胰脏和血细胞中IMD基因表达量显著上调, 但不能使鳃组织中IMD基因表达量显著上调, 也并未检测溶藻弧菌感染后其他时刻的IMD基因表达量。本研究中凡纳滨对虾鳃组织中IMD mRNA的表达量在6 h时并未显著升高(P>0.05), 与上述结果相符, 但在感染42 h时IMD mRNA的表达量显著高于0 h (P<0.05)。表明凡纳滨对虾鳃组织IMD mRNA的表达量与溶藻弧菌的感染时间有关。本实验中高浓度组对虾鳃组织IMD mRNA表达量出现显著上调的时间早于低浓度组, 且在表达量峰值时, 高浓度组IMD mRNA表达量显著高于低浓度组(P<0.05)。这表明溶藻弧菌感染剂量越高, 凡纳滨对虾鳃组织IMD mRNA表达量上调时间越早, 且峰值越大。
溶菌酶广泛存在于真核生物和原核生物中, 能够水解细菌细胞壁肽聚糖中N-乙酰葡萄糖胺与N-乙酰胞壁酸之间的β-1,4-糖苷键, 使细菌裂解, 是机体抗菌先天免疫反应的效应因子[27]。在对虾中, 多种溶菌酶基因已被克隆[28−36]。2010年Wang等[7]用哈维氏弧菌(8.3×103CFU/g虾)感染凡纳滨对虾(10~12 g), 发现在感染36 h后对虾血细胞中溶菌酶基因的表达量显著性升高。本实验中凡纳滨对虾鳃组织溶菌酶mRNA的表达量在36 h达到峰值, 且显著高于0 h(P<0.05), 与上述结果相一致。然而用浓度为1×105CFU/mL黑美人弧菌感染日本囊对虾[体质量(10±1) g], 溶菌酶基因表达量在注射后3 h和48 h都显著上调[25]。用溶藻弧菌(OD600=0.4)感染体质量为(10±3) g的墨吉对虾(Fenneropenaeus merguiensis), 对虾血淋巴中溶菌酶基因4 h表达量开始升高, 在16 h时达到峰值[34]。体质量为20 g的斑节对虾(Penaeus mono​don)在哈维氏弧菌(1×106CFU/mL)感染后, 其血淋巴中溶菌酶基因表达在感染后6、12、24 h表达显著升高[33]。本实验中高浓度组对虾鳃组织溶菌酶mRNA表达量出现显著上调的时间早于低浓度组, 且在12、24、36和42 h时, 高浓度组溶菌酶mRNA表达量均显著高于低浓度组(P<0.05)。以上研究表明, 弧菌感染后对虾溶菌酶基因的表达与弧菌种类、感染剂量、虾的种类及规格等因素有关。
当微生物入侵时, Toll受体作为Toll信号途径中的跨膜蛋白, 参与入侵信号的识别[5, 37]。微生物被识别后, 入侵信号能被位于细胞内的IMD进一步传递给下游免疫因子, 从而引起IMD信号途径的一系列级联反应[8, 38], 而溶菌酶为机体免疫反应的效应因子[39]。本实验中发现, 凡纳滨对虾在溶藻弧菌感染后, 鳃组织中Toll受体、IMD和溶菌酶基因的相对表达量随时间的变化趋势不一致。相同浓度溶藻弧菌感染后, 凡纳滨对虾鳃组织Toll受体、IMD和溶菌酶mRNA的表达量峰值的时间分别为24、42和36 h。这是否说明Toll mRNA的高表达引起溶菌酶mRNA的高表达, 进而使得IMD mRNA高表达, 有待进一步研究阐明。
在免疫反应中, 生物和物理刺激等因素可以影响基因的表达水平。为了判断是否由病原体引起基因表达的变化, 本实验设置了生理盐水对照组。在凡纳滨对虾感染溶藻弧菌后, 上述各基因的峰值表达量各组由高到低均依次为高浓度组、低浓度组、生理盐水组, 且各组之间差异显著(P<0.05), 表明不同剂量溶藻弧菌感染显著影响凡纳滨对虾鳃组织中Toll受体、IMD和溶菌酶mRNA表达量的峰值, 且各基因的表达量与溶藻弧菌感染剂量存在相关性。同时, 高浓度组凡纳滨对虾鳃组织中Toll受体mRNA表达量的下降要早于低浓度组, 高浓度组IMD和溶菌酶mRNA出现显著上调的时间早于低浓度组。这表明不同剂量溶藻弧菌感染也影响凡纳滨对虾的免疫反应时间。在生理盐水组, 凡纳滨对虾鳃组织溶菌酶mRNA表达量在36 h和42 h时显著升高, 可能与注射生理盐水的物理刺激有关。
综上所述, 溶藻弧菌感染对凡纳滨对虾鳃组织中Toll受体、IMD和溶菌酶mRNA表达量有显著影响, 各基因表达量的变化与感染进程及溶藻弧菌剂量存在一定的相关性。
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Expressions of Toll receptor, IMD and lysozyme mRNA in the gills of the white shrimp (Litopenaeus vannamei) after acute challenge with Vibrio alginolyticus

LUO Cixing, HUANG Xuxiong, LI Sang, ZHAO Libin, WEI Likun, CHEN Chunyan, LIU Linlin, ZENG Beibei 

College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China
Abstract: The relative expression levels of Toll receptor, immune deficiency (IMD) and lysozyme mRNAs were measured in the gills of the white shrimp (Litopenaeus vannamei), which were injected with normal saline and different concentrations of bacterial suspension (low concentration group: 3×106CFU/mL; high concentration group: 9×106CFU/mL) of Vibrio alginolyticus, respectively. The mRNAs were detected quantitatively with real-time PCR technology at different times after challenge. The results indicated that the relative expression levels of the Toll receptor and IMD of the shrimp injected with saline did not significantly change. However, the relative expression levels of lysozyme mRNA significantly increased at 36 h after saline-injection. The peaks of the relative expression of the Toll receptor, IMD and lysozyme mRNAs in gills of the shrimps appeared at 24, 42 and 36 h respectively after V. alginolyticus challenge .The vibrio dosage did not affect the timing of the peak of the gene expressions. However, Vibrio dosage significantly changed sizes of the peaks of gene expressions (P<0.05). The peaks of the gene expression were in the order of high concentration group, the low concentration group and the saline-injected group. In the early stage of V. alginolyticus challenge, the expression level of the Toll receptor, but not IMD and lysozyme mRNA, was significantly downregulated. Compared with that before V. alginolyticus challenge, the level of Toll receptor mRNA expression was significantly lower at 2 and 3 h, respectively, in the high and low concentration group. The IMD and lysozyme mRNA expression levels of the high concentration group were significantly upregulated at 36 and 12 h, respectively, after vibrio challenge. The IMD and lysozyme mRNA expression levels of the low concentration group significantly increased at 42 and 24 h, respectively, after vibrio challenge. The results suggested that the relative expression levels of the Toll receptor, IMD and lysozyme mRNA in the gills of L. vannamei were significantly affected by V. alginolyticus challenge. Changes in the expressions of these genes depended on the challenge time and challenge dosage of V. alginolyticus to some extent.
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