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摘要: 为揭示Toll样受体家族基因TLR9在鲫(Carassius auratus L., 缩写为Ca)免疫过程中的作用, 本研究利用RT-PCR和RACE技术克隆获得了鲫TLR9(CaTLR9)基因cDNA, 并就注射外源性人绒毛膜促性激素(hCG)和不同性腺周期对该基因在鲫肠道表达的影响进行了分析。结果表明, CaTLR9 cDNA全长3 509 bp, 包含3 195 bp的开放阅读框(ORF)、72 bp的5′非编码区和242 bp的3′非编码区。ORF编码1 064个氨基酸组成的蛋白质。该蛋白包含19个氨基酸组成的信号肽, 15个富含亮氨酸的重复结构域(LRR), 1个跨膜区和1个TIR结构域。系统进化分析表明, CaTLR9与其他鲤科鱼类同源性较高, 与鲤(Cyprinus carpio)相似度为92%, 其次是草鱼(Ctenopharyngodon idella)和斑马鱼(Danio rerio), 分别为 83%和79%。实时荧光定量PCR结果表明, CaTLR9在鲫脾中表达量最高, 其次为肾和鳃, 其他组织的表达量均较低。鲫肠道TLR9在非繁殖期的表达水平明显低于繁殖期, 注射适当剂量的外源hCG可显著上调鲫肠道TLR9的表达。本研究对揭示鲫非特异性免疫能力调节机制, 提高鲫健康养殖水平具有一定参考价值。
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动物的先天性免疫系统通过模式识别受体(pattern recognition receptors, PRRs)1[]
识别入侵病原微生物的病原相关分子模式(pathogen- associated molecular patterns, PAMPs), 启动先天性免疫和获得性免疫反应, 从而达到抵抗和消灭病原体的目的。Toll样受体(Toll-like receptors, TLRs)是广泛存在于从蠕虫、线虫到高等哺乳动物的一类保守性PRRs, 属于I型跨膜蛋白, 在病原识别、启动和调控机体的免疫应答中发挥极其重要的作用2[]
。TLR家族已经有多个截然不同的基因类型在多种脊椎动物中被鉴别, 在硬骨鱼已相继发现至少16种TLR3[−4]
。TLR家族各成员具有共同的结构特征, 其分子结构由胞外区、跨膜区和胞内区组成。胞外区由多个富含亮氨酸的重复序列(N-terminal leucine-rich repeat domain, LRR)组成, 参与配体的识别; 胞内区与白细胞介素-1受体(interleukin-1 receptor, IL-1R)相似, 故称TIR结构域(Toll/IL-1R domain, TIR), 负责募集接头蛋白并启动受体信号的传递5[]
。
TLR9首先于小鼠巨噬细胞cDNA文库中被发现6[]
, 主要识别病毒或细菌未甲基化的胞嘧啶−鸟嘌呤核苷酸(CpG), 进而活化NF-КB, 促进炎性细胞因子的分泌, 最终有效控制细菌或病毒感染
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[5, 7−8]
。已在GenBank提交的硬骨鱼TLR9基因包括金头鲷、黄鲷、黑鲷、黄鳍鲷、比目鱼、大西洋鲑、大黄鱼、半滑舌鳎、虹鳟、鲤、斑马鱼、草鱼、军曹鱼、斜带石斑鱼、牙鲆、南极鱼、独角雪冰鱼和红鳍东方鲀
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。但鲫(Carassius auratus L.)TLR9基因还未见报道。本研究采用RT-PCR和RACE技术, 克隆出了鲫TLR9基因cDNA, 并利用荧光定量PCR技术检测了TLR9在鲫多种组织的相对表达量。
近年来, 鱼类生殖与免疫的关系越来越受到人们的关注, 相关研究主要集中在性激素对鱼类免疫反应的影响方面
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。关于性腺发育周期对鱼类TLR介导的免疫反应的影响尚未见报道。和哺乳动物一样, 硬骨鱼的性腺发育受下丘脑−垂体–性腺轴(hypothalamic-pituitary-gonadal axis, HPG)控制。下丘脑释放的促性腺激素释放激素(gonadotropin-releasing hormone, GnRH)和垂体释放的促性腺激素(gonadotropins, GTH)一起调控性腺的发育和成熟。GTH与性腺中的受体结合, 诱导性腺产生雌激素或雄激素, 导致性腺成熟并排卵排精20[]
。人绒毛膜促性腺激素(human chorionic gonadotropin, hCG)与鱼类GTH结构相似, 可有效诱导动物的性腺发育和成熟, 作为一种高效催产药物已在硬骨鱼中广泛应用21[]
。在人类, hCG可影响妊娠期妇女特异性和非特异性免疫功能22[]
。作为一种外源性催产剂, hCG对鱼类的某些免疫功能, 尤其对肠道黏膜免疫的影响尚未见报道。动物肠道不仅是营养物质的消化和吸收部位, 还是机体抵抗病原的重要免疫器官。肠道上皮细胞可表达多种TLR, 从而介导相关的非特异免疫反应。本研究探讨了不同剂量hCG和同一剂量不同注射次数对鲫肠道中TLR9表达的影响, 同时观察了鲫在繁殖期和非繁殖期肠道TLR9的表达差异, 为揭示生殖因素对肠道黏膜免疫的影响提供了参考。
1  材料与方法

1.1  实验材料
体质量250 g左右的鲫由湖南水产研究所提供, 于长沙学院养殖基地流水养殖系统饲喂2周后进行实验。每次取材时先用0.01%苯氧基乙醇(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)麻醉鲫, 分离相应组织后迅速在液氮中冷冻, 于(80℃保存备用。
1.2  CaTLR9 cDNA克隆
1.2.1  总RNA提取  鲫麻醉后迅速取出鳃组织于研钵中, 加液氮研磨成粉末状。然后按照RNAiso Plus(Takara, Japan)说明书提取总RNA。超微量分光光度计检测总RNA浓度和纯度, 琼脂糖凝胶电泳溴乙锭染色检测RNA的完整性。
1.2.2  CaTLR9 cDNA部分序列克隆  根据GenBank中已报道的鱼类TLR9 cDNA保守序列设计2对简并引物(表1)以克隆2段中间序列。以鳃中提取的总RNA为模板, 按照PrimeScript Ⅱ 1st Strand cDNA Synthesis Kit试剂盒(Takara, Japan)说明, 反转录合成第一条链cDNA。随后对TLR9 cDNA进行PCR扩增, 其反应程序为: 95℃预变性3 min; 94℃30 s, 58℃50 s, 72℃ 1 min, 共35个循环; 72℃延伸10 min。1%琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物, 并采用Axygen胶回收试剂盒(Axygen, USA)纯化, 连接到pMD19-T载体(Takara, Japan)。连接产物转染JM109感受态细胞, 对筛选获得的阳性克隆进行测序[铂尚生物技术(上海)有限公司]。
Blast比对测序结果, 确认其为TLR9基因中间序列。
1.2.3  快速扩增CaTLR9 cDNA末端  根据1.2.2中获得的TLR9中间序列, 设计RACE特异性引物(表1)进行5′和3′末端扩增。3′-和5′-RACE按照Clontech公司(SMARTer™ RACE cDNA Amplification Kit)试剂盒(USA)说明书进行。首先设计嵌套式PCR引物, 3′-RACE和5′-RACE的特异引物分别为2条正向引物和2条反向引物(表1)。3′-RACE和5′-RACE的反应条件均为: 95℃预变性3 min; 94℃30 s, 60℃50 s, 72℃ 50 s, 共35个循环; 72℃延伸10 min。对获得的3′-RACE和5′-RACE产物分别进行纯化、连接、转染Top10感受态细胞, 筛选阳性克隆, 接种于10 mL LB 培养基中过夜培养, 对阳性菌落测序[铂尚生物技术(上海)有限公司]。

1.3  序列比对和分子进化分析

对测序所得的TLR9 cDNA中间片段和3′、5′末端序列进行拼接, 得到CaTLR9 cDAN全序列。
表1  本研究所用引物

Tab. 1  Primers used in this study

	引物名称primer name
	引物序列(5′−3′) sequence(5′ −3′)
	引物用途function of primer

	TLR9-F1
	CAC ATY GGT CTC MGR ATC TC
	简并引物degenerate primer

	TLR9-R1
	AC CAC AAA TGC ATC RTA YTG
	简并引物degenerate primer

	TLR9-F2
	ATT GTT AAG CCT CTA GGT ACA CCG
	简并引物degenerate primer

	TLR9-R2
	CCT AGA GTC CCA CAT TAT GTC CAA
	简并引物degenerate primer

	TLR9-3′S1
	CCT GTG GTA CTG CAT CCA GA
	3′RACE

	TLR9-3′S2
	CAC ACT CCA GTT AAT GGC GG
	3′RACE

	TLR9-5′R1
	AGA TTC AAA GAC TGG TTG TTA GGG C
	5′RACE

	TLR9-5′R2
	CAC ATT GTT GTA ACT CAG TGT AAG G
	5′RACE

	3′RACE-adaptor
	CTGATCTAGAGGTACCGGATCC
	3′RACE

	3′RACEOlig(T)- adaptor
	CTGATCTAGAGGTACCGGATCCTTTTTTTTTTTTT
	3′RACE

	5′RACE -adaptor
	GACTCGAGTCGACATCG
	5′RACE

	5′RACEOlig(T)- adaptor
	GACTCGAGTCGACATCGATTTTTTTTTTTTTTTTT
	5′RACE

	TLR9-F
	TGATACGAGTAATAAGGCAGTC
	RT-qPCR

	TLR9-R
	TAGGGCTAGTCAATACAAACAC
	RT-qPCR

	actin-F
	CCTATTGAGCACGGTATTG
	RT-qPCR

	actin-R
	CTGTTGGCTTTGGGATTG
	RT-qPCR


注: Y = C / T; M = A / C; R=A/G.
采用ExPASy(http://www.expasy.ch/tools/)的Tra​n​​​s​late Tool软件预测氨基酸序列和分析蛋白结构。采用Clustal W软件对鲫和已知的23种其他脊椎动物的TLR9氨基酸序列(表2)进行同源性比对, 并用Mega 4.1软件构建邻接(Neighbour-Joining, NJ)进化树, 1 000次Bootstrap重复检验进化树的置信度。
1.4  CaTLR9的组织表达差异分析
以β-actin为内参照, 采用实时荧光定量PCR法检测CaTLR9在不同组织的表达差异。Real-time PCR引物见表1。鲫(n=3)麻醉后分离脑、鳃、脾、心、肝、肾、肠、肌肉、精巢和血液等组织, 分别提取总RNA后反转录获得cDNA。采用Stra​ta​​gene MX3005p实时定量PCR 仪(Agilent, USA)进行实时定量PCR。PCR 反应总体积为20 μL, 包含: 正反向引物浓度为20 nmol/L, SYBR® Premix Ex Taq(TliRNaseH Plus)(2×) (Takara, Japan) 10 μL, ROX Reference Dye Ⅱ (50×) 0.4 μL, cDNA模板2 μL, 无菌水定容到20 μL。反应条件为: 95℃, 3 min; 95 ℃, 3 s; 61 ℃, 25 s; 72℃, 15 s, 共40 个循环。每个样品重复3 个平行孔。PCR反应后采用熔解曲线法检测产物的特异性。相对表达量参照Livark等23[]
提出的2-ΔΔCt算法计算。
1.5  生殖因素对CaTLR9表达的影响
1.5.1  外源hCG对非繁殖期CaTLR9表达的影响
在鲫的非繁殖期(11月底), 选取健康成年鲫(体质量约250 g)30条(雌、雄各半), 实验室养殖条件下(23℃恒温养殖)适应2周后随机分为5组, 每组雌雄各3条。腹腔注射外源hCG(Sigma公司, 货号9002-61-3)。对照组A: 注射生理盐水(1次); 实验组B: 0.6 IU/g (按照鱼体质量计算注射量)hCG注射1次; 实验组C: 0.6 IU/g hCG注射2次; 实验组D: 3 IU/g hCG注射1次; 实验组E: 3 IU/g hCG注射2次。实验组C和E在第1次注射后第7天的同一时间再注射同等剂量hCG。第1次注射后第15天, 在同一时间取样, 分离肠道, 提取总RNA, 反转录成cDNA。利用表1中的TLR9荧光定量引物, 检测不同处理组鲫肠道TLR9的表达量。反应体积和程序同1.4。
1.5.2  繁殖期与非繁殖期CaTLR9表达差异  在鲫繁殖期(4月份), 选取250 g左右的健康成年鲫20条(雌雄各10条), 饲喂2周后, 随机取雌雄鱼各4条, 分离肠道。提取总RNA, 反转录成cDNA。利用表1中的TLR9荧光定量引物, 检测
表2  用于构建系统进化树的24个物种的TLR9氨基酸序列登录号

Tab.2  GenBank accession numbers of TLR9s in 24 species used for the phylogenetic tree construction

	物种名称

species
	GenBank序列号

GenBank access. no.

	鱼类Pisces
	

	黄鳍鲷 Acanthopagrus berda
	ABY79215

	黑棘鯛 Acanthopagrus schlegelii
	ABY79216

	金头鲷 Sparus aurata
	AAW81698

	真鲷 Pagrus major
	ABY79217

	赤鯮 Dentex tumifrons
	ABY79218

	大黄鱼 Larimichthys crocea
	ACF60624

	斜带石斑鱼 Epinephelus coioides
	ACV04893

	南极鱼 Trematomus bernacchii
	ACT64130

	独角雪冰鱼 Chionodraco hamatus
	ACT64129

	牙鲆 Paralichthys olivaceus
	BAE80691

	军曹鱼 Rachycentron canadum
	AGD79973

	半滑舌鳎 Cynoglossus semilaevis
	ACL68661

	红鳍东方鲀 Takifugu rubripes
	AAW69377

	大西洋鲑 Salmo salar
	NP_001117125

	斑点叉尾[image: image1.png]


 Ictalurus punctatus
	AEI59673

	斑马鱼 Danio rerio
	AAI63628

	草鱼 Ctenopharyngodon idella
	ADB96920

	鲤 Cyprinus carpio
	ADE20130

	鲫 Carassius auratus auratus
	KC844880

	哺乳类Mammal
	

	小家鼠 Mus musculus
	AAK29625

	人 Homo sapiens
	AAZ95520

	黑猩猩 Pan troglodytes
	NP_001138338

	山羊 Capra hircus
	ACE88251

	绵羊 Ovis aries
	ADC97914


雌、雄性鲫肠道TLR9的表达量, 并与非繁殖期TLR9的表达量进行比较。反应体积和程序同1.4。
1.6  统计分析
TLR9 mRNA的相对表达量差异性检验采用单因素方差分析进行, 采用Duncan’s多重比较。所有数据采用
[image: image2.wmf]x

± SD表示, P<0.05认定为有显著性差异。
2  结果与分析
2.1  CaTLR9基因的克隆及序列分析
利用引物对TLR9F1/R1和TLR9F2/R2进行PCR扩增, 获得TLR9 cDNA的两个中间片段, 长度分别为898 bp和1 356 bp。随后进行的3′-RACE和5′-RACE分别获得了531 bp和1 000 bp的末端片段。通过拼接得到了鲫TLR9基因全长cDNA (GenBank登录号: KC844880)。该基因全长3 509 bp, 包含3 195 bp的开放阅读框(ORF)、72 bp的5′非编码区(5′-UTR)和242 bp的3′非编码区(3′-UTR)(图1)。利用ExPASy Translate Tool预测, 鲫TLR9基因ORF共编码1 064个氨基酸, 其中蛋白序列位置1~19为信号肽。成熟的鲫TLR9蛋白为Ⅰ型跨膜蛋白, 由3个区域组成: 胞外区、跨膜区和胞内区(在蛋白序列上的位置分别为1−847, 848−867, 868−1 064)。胞外区含有15个LRR结构域(蛋白序列位置分别为53−78, 116−137, 190−213, 211−231, 279−300, 301−329, 357−380, 538−564, 593−615, 616−643, 647−673, 696−719, 720−741, 743−765, 792−843)、2个与CpG特异结合有关的CXXC基序(蛋白序列位置为247−250和257−260, 中间隔有6个氨基酸残基)和与CpG-DNA结合必需的2个氨基酸(D552和Y554)。胞内区有1个TIR结构域(蛋白序列位置为901−1 050), TIR结构域上有3个保守的TIR功能框(蛋白序列位置分别为902−909, 937−947, 1 039−1 043)。
2.2  TLR9氨基酸序列同源性及分子进化分析

对比24个物种的TLR9氨基酸序列发现, 鲫TLR9与其他鲤科鱼类同源性较高, 其中与鲤相似度最高, 达到92%; 其次是草鱼和斑马鱼, 分别为83%和79%。而其他硬骨鱼类TLR9和鲫的TLR9氨基酸序列同源性则较低, 为48%~65%。所比对的哺乳类TLR9与鲫的同源性均为36%左右。采用Mega 4.1软件构建的NJ进化树也表明, 鲫和鲤科鱼类的TLR9氨基酸序列类聚为一枝, 而所有硬骨鱼类TLR9类聚为一大枝。作为外群的哺乳类单独聚类为一枝24[]
。因此, TLR9的系统进化关系与传统分类学的进化关系相一致(图2)。
2.3  鲫不同组织TLR9表达差异
采用Real-time PCR检测了鲫脑、鳃、脾、心、肝、肾、肠、肌肉、精巢和血液这10种组织中TLR9基因的表达情况。结果表明, TLR9 mRNA在检测的10个鲫组织中均有表达, 其中脾的表达水
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CTAGACTTGGGAGAGAACAAGATCACGCATATCAATAAAGAGTCCTTTGCAAATCTTAAAAATCTGCGACACCTTAACCTAAGGTGGAAT
CDLGENKTITHINEKETGS)FANLIKNLRHLNLR REWN
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ANNRIIDJL|YSEKAFQETISGTLKALDLSEKNESTF
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图1  鲫TLR9 cDNA序列及预测的氨基酸序列
起始密码子用黑色边框表示; 信号肽用单下划线标出; LRR结构域用圆角矩形框标出; 两个CXXC用灰色背景标出; 两个与CpG-DNA相互作用的必须氨基酸用黑框标出; 跨膜区用虚线标出; TIR结构域用波浪线标出; 3个保守的TIR配体结合框用双下划线表示; 终止密码子用星号标出.
Fig.1  cDNA and deduced amino acids sequences of Carassius auratus TLR9 
The start codon is indicated by black frame. Signal peptide is showed by underline. The LRR domains are marked by rounded rectangle box. The two CXXC motifs are showed by grey background. The two key amino acids of CpG-DNA interacting are indicated by black frame. The transmembrane domain is marked by dotted line. The TIR domain is indicated by wavy underline. The three conserved TIR ligand binding frame are showed by double-underline. The stop codon is indicated with an asterisk.
[image: image4.png]98

100

52

31

36

31

100

100

100 | :Eﬁfﬁ?@}ﬁ Acanthopagrus berda —
PAWREE Acanthopagrus schlegelii

43k 87 Sparus aurata
| ELEH Pagrus major

99 I85% Dentex tumifrons

KBS Larimichthys crocea

LI BT Takifugu rubripes

#iir A B Epinephelus coioides

92

FEW AL Trematomus bernacchi
100 AR T VK. Chionodraco hamatus
| A8E Paralichthys olivaceus

83 l—ﬁﬁéﬁ@ Rachycentron canadum

B E B Cynoglossus semilaevis

KVG R Salmo salar

100

BE S SR Ietalurus punctatus

100

P& 54 Danio rerio —

54t Ctenopharyngodon idella

92

‘ 8 Cyprinus carpio

100 Y Carassius auratus

R0 28
Cyprinidae

100

NG R, Mus musculus

M': N Homo sapiens

IR Pan troglodytes

38

I: L7 Capra hircus
100 24 Ovis aries

7L figi B (28
Teleost

Mammalia




图2  基于24种脊椎动物TLR9氨基酸序列的NJ系统进化树
本研究得到的鲫TLR9用下划线标出.
Fig. 2  NJ phylogenetic tree based on TLR9 amino acid sequence from 24 vertebrate species Carassius auratus 

TLR9 in this study is shown by underline
平最高, 其次为肾, 鳃中也有较高表达, 而脑、心、肝、肠、肌、精巢和血中表达量均较低(图3)。
[image: image5.png]SD
a
10

=E

n=3
ab
[
8

a
=
7

a
_—
4

ob— o

=

O O O O OOOOO
O O O O 00642
e~ O v <t

[9A9] uOISS2IdXd JANR[DI 6y T [

EYrar HY6 1L

ZHZH tissue




图3  鲫不同组织TLR9 mRNA相对表达丰度
1. 脑; 2. 鳃; 3. 脾; 4. 心; 5. 肝; 6. 肾; 7. 肠; 8. 肌肉; 9. 精巢; 10. 血. 字母不同表示有显著性差异(P < 0.05)
Fig. 3  The relative abundance of CaTLR9 mRNA in different tissues of Carassius auratus
1. brain; 2. gill; 3. spleen; 4. heart; 5. liver; 6. kidney; 7. intestines; 8. muscle; 9. testis; 10. blood. Different letters indicate

significant difference (P<0.05).
2.4  生殖因素对鲫肠道TLR9表达的影响
通过Real-time PCR分析发现, 性成熟对鲫肠道TLR9表达有上调作用。无论雄鱼还是雌鱼, 繁殖期TLR9表达量均显著高于非繁殖期(P<0.05)。在非繁殖期, 雌、雄鱼肠道的TLR9表达无显著差异, 但在繁殖期, 雌、雄鱼肠道的TLR9表达差异显著(P<0.05, 图4)。
在非繁殖期人工注射适当剂量的外源性hCG, 对雌、雄鱼肠道TLR9的表达均有显著上调作用。其中按0.6 IU/g的剂量注射1次, 上调效果最显著(P<0.05), 以该剂量注射两次虽然也能显著上调TLR9表达(P<0.05), 但其表达量显著低于注射1次(P<0.05)。当注射剂量达到3 IU/g 时, 无论注射1次还是2次, TLR9的表达量与对照组均无明显差异(P>0.05)。每一实验组内, 雌、雄鱼间均无显著差异(P>0.05, 图5)。
3  讨论
TLR9属于先天性免疫相关基因, 与鱼类抗
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图4  繁殖期与非繁殖期鲫肠道TLR9 mRNA相对表达丰度
1. 非繁殖期雌鱼组; 2. 繁殖期雌鱼组; 3. 非繁殖期雄鱼组; 4. 繁殖期雄鱼组. 不同字母表示各组间有显著性差异(P < 0.05).
Fig.4  The relative abundance of intestinal CaTLR9 mRNA during breeding and non-breeding seasons
1. non-breeding females; 2. breeding females; 3. non-breeding males; 4. breeding males. Different letters show significant 
difference between different groups(P<0.05)
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图5  外源hCG对非繁殖期鲫肠道TLR9表达的影响
A. 对照组; B. 0.6 IU/g hCG 1次处理组; C. 0.6 IU/g hCG 2次处理组; D. 3 IU/g hCG 1次处理组; E. 3 IU/g hCG 2次处理组.

不同字母表示各组间有显著性差异(P<0.05).

Fig. 5  Effect of exogenous hCG on intestinal CaTLR9 expression during non-breeding season 

A. control; B. 0.6 IU/g hCG 1 time injection; C. 0.6 IU/g hCG 2 times injection; D. 3 IU/g hCG 1 time injection; E. 3 IU/g hCG 2 times injection. Different letters show significant difference
between different groups(P<0.05).
病、抗逆性有关, 近年来备受研究者关注。本研究克隆的鲫TLR9基因cDNA全长3 509 bp, 编码1 065个氨基酸残基组成的多肽蛋白, 该蛋白具有典型的Toll样受体结构25[]
: 一个富含LRR结构域的胞外区(CaTLR9含有15个LRR), 一个跨膜区和一个保守的胞内TIR结构域。在胞外区的247~260氨基酸残基处有2个CXXC基序, 该结构可能直接结合非甲基化CpG二核苷酸基序26[]
。TLR9胞外区的另一个保守基序——Asp和Tyr, 在鲫中为Asp552和Tyr554。在哺乳动物TLR9, 该结构参与核酸配体的识别27[]
。存在于其他脊椎动物TLR9胞内区TIR结构域的3个保守功能框, 在鲫中也被检测到。这些保守结构域的存在证实鲫与其他鱼类的TLR9一样, 在关键结构域高度保守, 且在病原识别的免疫反应中, 可能与哺乳动物TLR9功能一致。系统进化分析表明, 鲫TLR9与同为鲤形目鱼类的斑马鱼、草鱼和鲤高度相似, 同源性在79%~92%, 与其他鱼类的同源性相对较低, 在48%~65%。由于鸟类缺乏TLR928[]
, 在Gen​B​ank上登录的两栖类和爬行类TLR9基因又很少, 所以本研究在构建进化树时只将鱼类与哺乳类进行了比较。在该进化树上, 鲫和鲤科鱼类的TLR9氨基酸序列聚为一枝, 而所有硬骨鱼类TLR9聚为一大枝。作为外群的哺乳类单独聚类为一枝。
通过实时定量PCR分析, 鲫TLR9在所检测的10个组织中均有表达, 其中脾的表达量最高, 其次为肾, 鳃中也有较高表达量, 其他组织中的表达量均较低。牙鲆(Paralichthys olivaceus)TLR9在血液、鳃、头肾和脾有显著表达14[]
。大黄鱼(Pseudo​sciaena crocea)TLR9在脾的表达量最高, 其次为头肾和皮肤15[]
。半滑舌鳎TLR9主要表达于性腺和脾6[]
。草鱼TLR9在鳃中表达量最高16[]
。鲤TLR9在肾中表达量最高, 其次为鳃11[]
。由此可见, 不同鱼种TLR9的最高表达部位虽然不完全相同, 但多数在脾和头肾有较高表达, 其次为鳃、皮肤等黏膜组织。这与TLR9的细胞分布相一致。TLR9主要表达于抗原呈递细胞, 如树突状细胞、巨噬细胞、B淋巴细胞等29[]
。脾和头肾是鱼类的主要免疫器官, 是鱼类免疫细胞生发和分化的主要场所, 也是产生免疫应答的主要部位30[]
, 因此, 多数鱼类的TLR9于脾和头肾高表达, 说明TLR9作为一种免疫因子在鱼类免疫反应中的重要作用。皮肤、肠道及鳃中的黏膜相关免疫组织也是鱼类的重要免疫器官, 因此, TLR9在这些组织中有较高表达便不足为奇。另外, 对哺乳动物的研究证实, TLR9在心肌细胞及神经元中也有表达[31], 但其功能与免疫细胞的TLR9不同。免疫细胞TLR9识别CpG DNA后通过经典的MyD88信号途径激活转录因子(如NF-κB、AP-1、干扰素调节因子-7等), 最后引起炎症细胞因子(如IL-12、Ⅰ型干扰素等)的表达[32−33]。心肌细胞的信号传递不依赖于MyD88, 而是通过激活腺苷酸活化的蛋白激酶(AMPK)降低细胞的能量代谢, 减少心肌收缩, 从而增加心肌细胞的应激耐受, 起到保护心肌细胞的作用[34]。与哺乳动物相比, 鱼类TLR9的细胞分布、特异性配体、信号途径、效应分子等很多问题尚有待揭示。 
鱼类的免疫力不仅受环境条件影响, 也与性成熟程度有密切关系[35−36]。事实上, 免疫与内分泌系统的相互作用普遍存在于脊椎动物和无脊椎动物37[]
。鱼类血浆皮质醇、生长激素、催乳素及生殖激素对免疫功能的调节作用, 体现了鱼类生殖与免疫的相互关系17[, 38]
。作为一种重要的先天性免疫因子, TLR9与生殖因素的关系已在人类和哺乳动物中得到证实[39], 女性的浆细胞样树突状细胞(pDC, TLR9的主要表达细胞)可以产生比男性更多的依赖于TLR9的IFN-α。男女之间的这种差异与性激素有关, 给闭经女性使用17β-雌二醇也可使CpG核酸刺激的pDC的IFN-α表达量显著提高。本研究通过比较繁殖期与非繁殖期鲫肠道TLR9的表达情况, 发现繁殖期TLR9表达显著升高, 且雄鲫TLR9表达明显高于雌鲫。说明鱼类可能与哺乳类一样, TLR9表达也受性激素的调控。人绒毛膜促性腺激素(hCG)是一种调控鱼类性腺成熟度的重要激素。由于承受囚禁压力及缺乏合适的自然繁殖条件, 绝大多数的人工养殖鱼种会出现生殖障碍。这种障碍主要表现为脑垂体不能产生足够的促性腺激素, 导致雌鱼卵细胞无法成熟, 雄鱼精子量过少且质量偏低[40]。目前解决这一问题的主要方法是人工注射外源性生殖激素, 其中人绒毛膜促性腺激素(hCG)已用于促进多种养殖鱼的性成熟[41]。作为一种有效的外源性催产剂, hCG可诱导硬骨鱼的卵母细胞成熟4[2]
, 提高离体卵母细胞17β-雌二醇的分泌43[]
, 还可提高雄性地中海鳎(Solea senegalensis)血浆睾酮和11-酮基睾酮水平和性成熟指数, 并刺激生殖细胞增殖和性腺成熟[44]。在人类, hCG的功能不仅是刺激黄体产生孕酮, 以维护早期妊娠, 其对妊娠期妇女的免疫系统也具有多方面的调节作用22[]
。作为外源性催产剂, hCG在促进鱼类性成熟和排卵的同时, 是否会影响鱼类的免疫功能还鲜有报道。为了揭示hCG对肠道黏膜免疫功能的影响, 本研究探讨了非繁殖期鲫经hCG处理后肠道TLR9的表达情况。结果表明, 注射剂量为0.6 IU/g的处理组与对照组相比, TLR9的表达量无论雌鲫和雄鲫都有显著增高, 但2次注射组的表达量明显低于1次注射组。而注射剂量为3 IU/g 的处理组与对照组相比, 无论注射1次还是2次, TLR9的表达量均无明显差异。说明适当剂量的hCG能够促进TLR9的表达, 从而起到调节鲫肠道黏膜免疫的作用, 但剂量过大时这种免疫调节作用就会丧失, 且多次注射可能会抑制TLR9的高表达。hCG是通过相应受体直接作用于鲫的肠道黏膜免疫系统, 还是通过改变鱼体的性激素水平来间接实现其免疫调节作用, 有待进一步证实。
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Molecular cloning of TLR9 gene in crucian carp (Carassius auratus L.) and evaluation of the influence of reproductive maturity on its expression in gut
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Abstract: TLR9, a member of the Toll-like receptor family, plays a key role in the innate immune system by identifying the DNA CpG motif of bacteria and viruses. Using rapid amplification of cDNA ends (RACE), we cloned the full length TLR9 cDNA sequence of crucian carp (Carassius auratus L., Abbr. Ca). We then evaluated the effects of exogenous hCG and gonad development on CaTLR9 expression using real-time PCR. The CaTLR9 cDNA was 3 509 bp in length with a 3′-untranslated region (242 bp), a 5′-untranslated region (72 bp), and a 3 195 bp open reading frame (ORF). The ORF of CaTLR9 cDNA encodes a 1 064 amino acid protein with a signal peptide of 19 amino acids, 15 leucine rich repeat (LRR) motifs, one transmembrane zone, and one Toll/IL-1 receptor (TIR) domain. The amino acid sequence of CaTLR9 possessed 92%, 83% and 79% identity with the TLR9s of Cyprinus carpio, Ctenopharyngodon idella and Danio rerio, respectively. The expression level of TLR9 was highest in the spleen of crucian carp, followed by the kidney and gill. The level of expression was low in the remaining tissues. The expression of TLR9 was higher during the breeding season than the non-breeding season. Additionally, injections of exogenous hCG significantly up-regulated the expression of TLR9 in the intestine of crucian carp. Our results suggest that TLR9 is a new candidate target gene for investigating non-specific immunity in crucian carp and improving the health of cultured fish.
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