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牙鲆经注射和浸泡免疫鳗弧菌灭活疫苗后7种免疫相关基因表达的变化

宋晓青, 邢婧, 战文斌

中国海洋大学 水产动物病害与免疫学研究室, 山东 青岛 266003
摘要:  制备鳗弧菌(Vibrio anguillarum)全菌灭活疫苗, 采用腹腔注射和浸泡两种方式分别免疫牙鲆(Paralichthys olivaceus), 于免疫后0 h、4 h、8 h、12 h、24 h、48 h、72 h、96 h、7 d、14 d分别取牙鲆脾、头肾、鳃3种组织, 提取mRNA, 应用实时荧光定量PCR法检测3种组织中白介素(IL)-1β、肿瘤坏死因子(TNF)α、主要组织相容性复合体(MHC)MCHⅠ、MHCⅡ、T细胞表面受体CD4、T细胞表面受体CD8、 免疫球蛋白(Ig)M 7种免疫相关基因的表达。结果显示, 两种方式免疫后各基因表达量均出现显著上调。注射组3种组织中, IL-1β、TNFα基因的表达高峰出现时间在12~24 h, MHCⅠ、MHCⅡ、CD4、CD8的表达高峰出现在48~72 h, IgM的表达高峰出现在免疫后7 d, 各基因表达量最高值是对照组的2~70倍; 浸泡组3种组织中, IL-1β、TNFα基因的表达高峰出现在免疫后12~48 h, MHCⅠ、MHCⅡ、CD8表达高峰出现在48~96 h, 但CD4在头肾和鳃中表达高峰出现在72 h, 在脾中表达高峰出现在7 d, IgM在鳃中表达高峰出现在96 h, 在脾和头肾中表达量在14 d内逐渐上升, 各基因表达最高值是对照组的2~20倍。结果表明, 注射组各组织基因的转录水平均高于浸泡组, 且脾、头肾中表达量最高值出现时间早于浸泡组, 但鳃中各基因峰值出现时间晚于浸泡组。研究结果为疫苗的免疫途径及免疫效果评价提供了基础数据。
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接种疫苗是防治鱼类细菌性、病毒性疾病的有效方法, 且疫苗具有无污染、无残留且不易引起耐药性等优点[1]。目前, 对于疫苗免疫方式的研究主要集中在注射、浸泡、口服等[2−4]方法上, 对于免疫效果的评价除了通过鱼类血清及黏液抗体水平变化[2, 5−6]、免疫相关酶(超氧化物歧化酶、溶菌酶、碱性磷酸酶等)活性[3, 7]、淋巴细胞数量[3, 5−6]、呼吸爆发[7]、补体活性[7−8]等指标来判定外, 从基因水平对疫苗免疫效果进行研究也越来越受到关注。鱼类前炎性细胞因子如白介素(IL)-1β、肿瘤坏死因子(TNF)α, 趋化因子是引起炎症反应, 诱导免疫细胞迁移, 免疫调节, 刺激T细胞、B细胞增殖等的关键因子[10]; 主要组织相容性复合体(MHC) MHCⅠ、MHCⅡ、T细胞表面受体CD4和CD8、免疫球蛋白(Ig)M等则在病原入侵鱼体后的抗原递呈、识别及免疫应答的各个阶段起到关键作用, 以上因子参与一系列的应答反应, 在清除病原体、维护机体健康的过程中发挥重要作用。有研究发现, 浸泡免疫爱德华氏菌(Edward​siella tarda)后, 牙鲆(Paralichthys olivaceus)肝中IL-1β、IL-6基因的表达量显著上调[11]; 浸泡免疫鳗弧菌(Vibrio anguillarum)灭活疫苗后, 大菱鲆(Scophthalmus maximus)7种组织中多聚免疫球蛋白受体基因的表达均呈现显著上调[12]; 注射免疫杀鲑气单胞菌(Aeromonas salmonicida)疫苗后, 大西洋鲑(Salmo salar)肾与肝IL-1β、TNFα及IL-8基因的表达均有不同程度的变化[13]; 注射免疫爱德华氏菌减毒疫苗后, 斑马鱼(Danio rerio)脾中IL-1β、TNFα、MHCⅠ、MHCⅡ、CD4、IgM等20种免疫相关基因的mRNA表达量呈现上调或下调的趋势[14]。这些研究结果均表明疫苗免疫能引起鱼类诸多免疫相关基因的快速变化。本研究通过制备鳗弧菌(Vibrio anguillarum)全菌灭活疫苗, 经注射和浸泡两种途径免疫牙鲆, 利用荧光定量PCR法研究免疫后牙鲆脾、头肾、鳃3种组织中IL-1β、TNFα、MHCⅠ、MHCⅡ、CD4、CD8和IgM 7种免疫相关基因表达的动态变化, 从基因水平比较注射和浸泡两种方式对牙鲆免疫应答的影响, 以期为疫苗免疫方式的选择提供依据, 也为牙鲆免疫相关基因的分子研究积累数据。

1  材料与方法

1.1  实验动物

牙鲆购自山东日照某牙鲆养殖场, 体长为10~13 cm, 实验前于水槽中暂养1周, 水温20~ 22℃, 连续充气。

1.2  鳗弧菌全菌灭活疫苗的制备

鳗弧菌(Vibrio anguillarum)由本实验室保存, 将菌种接种于2216 E固体培养基中, 28℃培养24 h, 挑取单菌落至2216 E液体培养基中震荡培养24 h, 之后, 6 000 g/min 4℃ 离心15 min, 去上清液, 无菌磷酸盐缓冲液(PBS, pH7.4)清洗沉淀3次, 最后以含0.5%甲醛(v/v)的PBS重悬, 4℃放置48 h, 平板培养检测无活菌存在, 再以PBS离心洗涤3次, 4℃保存备用。
1.3  牙鲆的免疫及取样

将暂养后的牙鲆随机分为3组, 每组60尾。一组腹腔注射浓度为1×108 CFU/ mL的鳗弧菌灭活疫苗, 每尾0.1 mL; 一组浸泡于浓度为1×108 CFU/mL灭活疫苗菌液中, 连续充气浸泡30 min; 最后一组海水充气养殖, 作为空白对照。处理后于0 h、4 h、8 h、12 h、24 h、48 h、72 h、96 h、7 d、14 d分别随机在各组取5尾牙鲆, 分别取脾、头肾、鳃3种组织用于检测比较7种免疫相关基因表达的变化及差异。

1.4  RNA的提取及cDNA的合成

取各组织样品约20 mg, 应用Trizol法提取总RNA, 1%琼脂糖凝胶电泳检测RNA的完整性, 以微量核酸测定仪(NanoDrop 8000, Thermo, 美国)测定RNA的浓度和纯度。提取的RNA利用反转录试剂盒(Applied Biosystems)经RT-PCR合成cDNA。所得cDNA样品–20℃保存, 备用。

1.5  荧光定量PCR所用引物的设计与验证

根据已知的牙鲆核糖体RNA(18S RNA)、白介素(IL)-1β、肿瘤坏死因子(TNF)α、主要组织相容性复合体(MHC)Ⅰα、MHCⅡα、T细胞表面受体CD4-1、T细胞表面受体CD8α、免疫球蛋白(Ig)M基因序列, 采用Primer Premier 5.0 软件设计各基因特异性引物, 随机选取对照组的脾、头肾、鳃的cDNA样品, 进行PCR扩增, 经琼脂糖凝胶电泳检测, 选择产物为单一条带的引物, 利用SYBR® Premix Ex Taq试剂盒(Takara)在荧光定量PCR仪(Light Cycler® 480ⅡPCR, Roche, 德国)上进行扩增, 最终以扩增反应产生的熔解曲线是单一波峰的引物作为荧光定量PCR的特异性引物。
1.6  荧光定量PCR检测

将所有取样组织cDNA样品浓度调为一致, 以18S RNA为内参, 利用SYBR® Premix Ex Taq试剂盒在Light Cycler® 480ⅡPCR上进行扩增, 扩增体系为20 μL, 即: 模板cDNA 2 μL, 正反向引物各0.4 μL(引物浓度为10 μmol/L), 反应混合液10 μL, 无菌水7.2 μL。每个样品设置3个平行, 扩增的条件为: 95℃ 30 s, 1个循环; 95℃ 10 s, 60℃ 30 s, 45个循环; 95℃ 5 s, 60℃ 1 min, 95℃ 5 s, 1个循环; 40℃冷却。再次确认每个样品扩增反应产生的熔解曲线是单一波峰, 并获取Ct值, 用于数据处理及分析。

1.7  数据处理及分析

荧光定量PCR所得数据按照
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法进行处理, 所有数值均用平均值±标准差(
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±SD)表示。利用Origin 8.0软件作图, SPSS19.0软件进行数据统计分析, 采用单因子方差(one-way ANOVA)分析不同时间点基因表达量的差异, 以P<0.05作为差异显著的标准。

2  结果与分析

2.1  荧光定量PCR所用引物的获得

经过常规PCR-琼脂糖凝胶电泳及荧光定量PCR熔解曲线验证, 最终获得8种基因的特异性引物, 各基因引物名及引物序列、退火温度等信息见表1。应用特异性引物进行荧光定量PCR, 所有检测样品的扩增结果均为单一产物。
2.2  IL-1β在脾、头肾和鳃中的表达

两处理组IL-1β基因在3种组织中的表达均呈现先上升后下降的趋势。脾中, 注射组IL-1β基因的表达量自4 h起显著高于对照组(P<0.05), 之后快速上升, 12 h达到最高值, 是对照组的72.95倍, 而后逐渐下降, 至7 d与对照组无显著差异(P<0.05); 浸泡组IL-1β的表达量自4 h起显著高于对照组(P<0.05), 24 h达到最高值, 是对照的11.56倍, 而后逐渐下降, 至96 h与对照组无显著差异(P<0.05, 图1A); 头肾中, 注射组IL-1β基因的表达量自4 h起显著高于对照组(P<0.05), 24 h达到最高值, 是对照组的69.17倍, 而后逐渐下降, 至14 d与对照组无显著差异(P<0.05); 浸泡组IL-1β的表达量自4 h起显著高于对照组(P<0.05), 48 h达到最高值, 是对照组的18.79倍, 而后逐渐下降, 至7 d与对照组无显著差异(P<0.05, 图1B); 鳃中, 注射组IL-1β的表达量自4 h起显著高于对照组(P<0.05), 之后快速上升, 24 h达到最高值, 是对照组的5.58倍, 之后逐渐下降, 至14 d与对照组无显著差异(P<0.05); 浸泡组自4 h起显著高于对照组(P<0.05), 之后快速上升, 12 h达到最高值, 是对照组的4.91倍, 之后逐渐下降, 至14 d与对照组无显著差异(P<0.05, 图1C)。在注射组的脾和头肾中, IL-1β基因转录水平显著高于浸泡组, 且最高值出现时间早于浸泡组, 但鳃中该基因表达量最高值出现时间晚于浸泡组, IL-1β表达量及表达趋势呈现出组织差异性。
2.3  TNF α在脾、头肾和鳃中的表达

TNF α在3种组织中的表达量都较低, 峰值均为对照组2~3倍。脾中, 注射组TNF α自8 h起显著高于对照组(P<0.05), 24 h达到最高值, 而后逐渐下降, 至96 h时与对照组无显著差异(P<0.05); 浸泡组TNF α的表达量自12 h起显著
表1  荧光定量PCR所用引物

Tab. 1  Primers used in quantitative real-time PCR

	引物名primers
	引物序列(5′–3′) sequences (5′–3′)
	退火温度/℃Tm
	NCBI登录号accession number

	18S RNA-F
	GGTCTGTGATGCCCTTAGATGTC
	60
	EF126037

	18S RNA-R
	AGTGGGGTTCAGCGGGTTAC
	
	

	IL-1β-F
	CTGTCGTTCTGGGCATCAAA
	58
	AB720983

	IL-1β-R
	AACAGAAATCGCACCATCTCACT
	
	

	TNFα-F
	GTCCTGGCGTTTTCTTGGTA
	58
	AB040448

	TNFα-R
	CTTGGCTCTGCTGCTGATTT
	
	

	MHCⅠ-F
	AGACCACAGGCTGTTATCACCA
	60
	AB126921

	MHCⅠ-R
	TCTTCCCATGCTCCACGAA
	
	

	MHCⅡ-F
	ACAGGGACGGAACTTATCAACG
	60
	AY997530

	MHCⅡ-R
	TCATCGGACTGGAGGGAGG
	
	

	CD4 -F
	CCAGTGGTCCCCACCTAAAA
	60
	AB643634

	CD4 -R
	CACTTCTGGGACGGTGAGATG
	
	

	CD8-F
	CCTCTCCCCATACATTGATTCC
	60
	AB082957

	CD8-R
	CCGAGCTTTGCTGAAGGACTT
	
	

	IgM-F
	AAGTCCACAAATTACCCTCCAA
	58
	AB052744

	IgM-R
	TTCTCGCTTTTATGTTCCTCAG
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图1  鳗弧菌灭活疫苗免疫后牙鲆脾(A)、头肾(B)、鳃(C)中IL-1β相对表达量

不同字母表示同一时间点各组之间表达量有显著差异(P<0.05). n=5;
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Fig. 1  Expression of IL-1β in spleen (A), head kidney (B) and gills (C) of Paralichthys olivaceus after immunization with 
formalin inactivated Vibrio anguillarum

Different letters indicate significant difference between groups at the same time (P<0.05). n=5;
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高于对照组(P<0.05), 24 h达到最高值, 而后逐渐下降, 至96 h与对照组无显著差异(P<0.05, 图2A)。头肾中, 注射组TNF α的表达量自8 h起显著高于对照组(P<0.05), 之后快速上升, 12 h达到最高值, 而后逐渐下降, 至14 d与对照组无显著差异(P<0.05); 浸泡组TNF α的表达量自8 h起显著高于对照组(P<0.05), 24 h达到最高值, 而后逐渐下降, 至7 d与对照组无显著差异(P<0.05, 图2B)。鳃中, 注射组TNF α的表达量自8 h起显著高于对照组(P<0.05), 48 h达到最高值, 之后逐渐下降, 至7 d与对照组无显著差异(P<0.05); 浸泡组TNF α的表达量自12 h起显著高于对照组
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图2  鳗弧菌灭活疫苗免疫后牙鲆脾(A)、头肾(B)、鳃(C)中TNFα相对表达量

不同字母表示同一时间点各组之间表达量有显著差异(P<0.05). n=5;
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Fig. 2  Expression of TNFα in spleen (A), head kidney (B) and gills (C) of Paralichthys olivaceus after immunization with
formalin inactivated Vibrio anguillarum
Different letters indicate significant difference between groups at the same time (P<0.05). n=5;
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(P<0.05), 之后快速上升, 24 h达到最高值, 之后逐渐下降, 至7 d与对照组无显著差异(P<0.05, 图2C)。各组织中, 注射组TNF α基因的转录水平均高于浸泡组, 脾中最高值出现时间与浸泡组相同, 头肾中最高值出现时间早于浸泡组, 但鳃中该基因最高值出现时间晚于浸泡组。
2.4   MHCⅠ在脾、头肾和鳃中的表达

脾中, 注射组MHCⅠ的表达量自12 h起显著高于对照组(P<0.05), 48 h达到最高值, 是对照组的3.84倍, 而后逐渐下降, 至14 d与对照组无显著差异(P<0.05); 浸泡组免疫后4 h MHCⅠ表达出现下调, 为对照组的0.69倍, 12 h后出现显著上调, 72 h时表达量最高, 为3.82倍, 而后逐渐下降, 至14 d与对照组无显著差异(P<0.05, 图3A)。头肾中, 注射组MHCⅠ的表达量自24 h起显著高于对照组(P<0.05), 72 h达到最高值, 是对照组的3.69倍, 而后逐渐下降, 至14 d与对照组无显著差异(P<0.05); 浸泡组MHCⅠ的表达量变化较小, 72 h达到最高值1.94倍, 而后逐渐下降, 至14 d与对照组无显著差异(P<0.05, 图3B)。鳃中, 注射组MHCⅠ的表达量自24 h起显著高于对照组(P<0.05), 72 h达到最高值, 是对照组的4.97倍,
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图3  鳗弧菌灭活疫苗免疫后牙鲆脾(A)、头肾(B)、鳃(C)中MHCⅠ相对表达量

不同字母表示同一时间点各组之间表达量有显著差异(P<0.05). n=5;
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Fig. 3  Expression of MHCⅠ in spleen (A), head kidney (B) and gills (C) of Paralichthys olivaceus after immunization with
formalin inactivated Vibrio anguillarum

Different letters indicate significant difference between groups at the same time (P<0.05). n=5;
[image: image11.wmf]x

±SD.

之后逐渐下降, 至14 d与对照组无显著差异(P<0.05); 浸泡组自8 h起显著高于对照组(P<0.05), 72 h达到最高值, 是对照组的2.91倍, 之后逐渐下降, 至14 d与对照组无显著差异(P<0.05, 图3C)。各组织中, 注射组MHCⅠ基因的转录水平高于浸泡组, 脾、头肾中最高值出现时间早于浸泡组。
2.5  MHCⅡ在脾、头肾和鳃中的表达

MHCⅡ基因在3种组织中的表达均呈现先上升后下降的趋势。脾中, 注射组MHCⅡ基因的表达量自12 h起显著高于对照组(P<0.05), 72 h达到最高值, 是对照组的4.79倍, 而后逐渐下降, 但14 d时仍与对照组有显著差异(P<0.05); 浸泡组MHCⅡ的表达量自4 h起显著高于对照组(P<0.05), 96 h达到最高值, 是对照组的4.51倍, 而后逐渐下降, 但14 d时仍与对照组有显著差异(P<0.05, 图4A)。头肾中, 注射组MHCⅡ的表达量自12 h起显著高于对照组(P<0.05), 72 h达到最高值, 是对照组的12.57倍, 而后逐渐下降, 14 d时仍与对照组有显著差异(P<0.05); 浸泡组MHCⅡ的表达量自12 h起显著高于对照组(P<0.05), 72 h达到最高值, 是对照组的6.85倍, 而后逐渐下降, 但14 d时仍与对照组有显著差异(P<0.05, 图4B)。鳃中, 注射组MHCⅡ的表达量自24 h起显著高于对照组(P<0.05), 72 h达到最高值, 是对照组的2.73倍, 之后逐渐下降, 至14 d与对照组无显著差异(P<0.05); 浸泡组自24 h起显著高于对照组(P<0.05), 48 h达到最高值, 是对照组的3倍, 之后逐渐下降, 至14 d与对照组无显著差异(P<0.05, 图4C)。注射组的脾和头肾中, MHCⅡ基因的转录水平均高于浸泡组, 脾中最高值出现时间早于浸泡组, 头肾中最高值出现时间与浸泡组相同, 但鳃中该基因最高值出现时间晚于浸泡组。

2.6  CD4在脾、头肾和鳃中的表达

CD4基因在3种组织中的表达均呈现先上升后下降的趋势。脾中, 注射组CD4基因的表达量自4 h起显著高于对照组(P<0.05), 48 h达到最高值, 是对照组的18.93倍, 而后逐渐下降, 14 d与
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图4  鳗弧菌灭活疫苗免疫后牙鲆脾(A)、头肾(B)、鳃(C)中MHCⅡ相对表达量

不同字母表示同一时间点各组之间表达量有显著差异(P<0.05). n=5;
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Fig.4  Expression of MHCⅡ in spleen (A), head kidney (B) and gills (C) of Paralichthys olivaceus after immunization with
formalin inactivated Vibrio anguillarum

Different letters indicate significant difference between groups at the same time (P<0.05). n=5;
[image: image14.wmf]x
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对照组无显著差异(P<0.05); 浸泡组CD4的表达量自24 h起显著高于对照组(P<0.05), 7 d时达到最高值, 是对照组的9.75倍, 而后逐渐下降, 但14 d时仍与对照组有显著差异(P<0.05, 图5A)。头肾中, 注射组CD4的表达量自8 h起显著高于对照组(P<0.05), 72 h达到最高值, 是对照组的19.87倍, 而后逐渐下降, 14 d时仍与对照组有显著差异(P<0.05); 浸泡组CD4的表达量自24 h起显著高于对照组(P<0.05), 72 h达到最高值, 是对照组的3.85倍, 而后逐渐下降, 但14 d时仍与对照组有显著差异(P<0.05, 图5B)。鳃中, 注射组 
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图5  鳗弧菌灭活疫苗免疫后牙鲆脾(A)、头肾(B)、鳃(C)中CD4相对表达量

不同字母表示同一时间点各组之间表达量有显著差异(P<0.05). n=5;
[image: image16.wmf]x
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Fig.5  Expression of CD4 in spleen (A), head kidney (B) and gills (C) of Paralichthys olivaceus after immunization with 
formalin inactivated Vibrio anguillarum

Different letters indicate significant difference between groups at the same time (P<0.05). n=5;
[image: image17.wmf]x
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CD4的表达量自8 h起显著高于对照组(P<0.05), 72 h达到最高值, 是对照组的2倍, 之后逐渐下降, 至7 d与对照组无显著差异; 浸泡组表达趋势与注射组一致, 只是表达峰值为1.95倍(图5C)。各组织中, 注射组CD4基因的转录水平均高于浸泡组。
2.7  CD8在脾、头肾和鳃中的表达

CD8基因在3种组织中的表达均呈现先上升后下降的趋势。脾中, 注射组CD8基因的表达量自4 h起显著高于对照组(P<0.05), 72 h达到最高值, 是对照组的11.71倍, 而后逐渐下降, 14 d与对照组无显著差异(P<0.05); 浸泡组CD4的表达量自8 h起显著高于对照组(P<0.05), 96 h时达到最高值, 是对照组的10.5倍, 而后逐渐下降, 14 d与对照组无显著差异(P<0.05, 图6A)。头肾中, 注射组CD8的表达量自24 h起显著高于对照组(P<0.05), 72 h达到最高值, 是对照组的3.03倍, 而后逐渐下降, 14 d与对照组无显著差异(P<0.05); 浸泡组CD8的表达量自48 h起显著高于对照组(P<0.05), 72 h达到最高值, 是对照组的1.93倍, 而后逐渐下降, 14 d与对照组无显著差异(P<0.05, 图6B)。鳃中, 注射组CD8的表达量自8 h起显著高于对照组(P<0.05), 72 h达到最高值, 是对照组的2.59倍, 之后逐渐下降, 至14 d与对照组无
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图6  鳗弧菌灭活疫苗免疫后牙鲆脾(A)、头肾(B)、鳃(C)中CD8相对表达量

不同字母表示同一时间点各组之间表达量有显著差异(P<0.05). n=5;
[image: image19.wmf]x

±SD.

Fig. 6  Expression of CD8 in spleen (A), head kidney (B) and gills (C) of Paralichthys olivaceus after immunization with
formalin inactivated Vibrio anguillarum

Different letters indicate significant difference between groups at the same time (P<0.05). n=5;
[image: image20.wmf]x

±SD.

显著差异(P<0.05); 浸泡组CD8的表达量自24 h起显著高于对照组(P<0.05), 72 h达到最高值, 是对照组的3.79倍, 之后逐渐下降, 至14 d与对照组无显著差异(P<0.05, 图6C)。注射组的脾和头肾中, CD8基因的转录水平均高于浸泡组, 脾中最高值出现时间早于浸泡组, 头肾和鳃中最高值出现时间与浸泡组相同。
2.8  IgM在脾、头肾和鳃中的表达

在脾中, 注射组IgM的表达量自24 h起显著高于对照组(P<0.05), 7 d达到最高值, 是对照组的5.56倍, 而后有所下降, 但14 d时表达量仍维持在较高水平; 浸泡组IgM的表达量自48 h起显著高于对照组(P<0.05), 随后逐渐上升, 14 d表达量为对照组的3.84倍(图7A)。头肾中, 注射组IgM的表达量自24 h起显著高于对照组(P<0.05), 7 d达到最高值, 是对照组的6.42倍, 而后有所下降, 但14 d时表达量仍维持在较高水平; 浸泡组IgM的表达量自72 h起显著高于对照组(P<0.05), 14 d表达量为对照组的2.94倍(图7B)。鳃中, 注射组IgM的表达量自48 h起显著高于对照组(P<0.05), 7 d达到最高值, 是对照组的3.10倍, 而后有所下降, 但14 d时表达量仍维持在较高水平; 浸泡组IgM的表达量自24 h起显著高于对照组(P<0.05), 96 h达到最高值, 是对照组的2.78倍, 之后逐渐下降, 但14 d时与对照组仍有显著差异(P<0.05, 图7C)。IgM基因表达量在各组织中的变化趋势与其他7种基因相比而言, 最高值出现时间较迟, 且表达量持续升高直至实验结束。注射组的脾和头肾中, IgM的转录水平均高于浸泡组, 且最高值出现时间早于浸泡组, 但鳃中该基因最高值出现时间晚于浸泡组。

3  讨论

本研究结果显示, 两种免疫方式均能引起牙鲆7种免疫相关基因显著上调表达, 说明制备的鳗弧菌灭活疫苗有效引起了牙鲆的免疫反应, 且这些基因参与了鱼体对疫苗的应答。对7种基因的表达趋势进行比较发现, 各基因在不同处理组与不同组织之间的表达具有一定的规律性, 大致
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图7  鳗弧菌灭活疫苗免疫后牙鲆脾(A)、头肾(B)、鳃(C)中IgM相对表达量

不同字母表示同一时间点各组之间表达量有显著差异(P<0.05). n=5;
[image: image22.wmf]x
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Fig.7  Expression of IgM gene in spleen (A), head kidney (B) and gills (C) of Paralichthys olivaceus after immunization with
formalin inactivated Vibrio anguillarum

Different letters indicate significant difference between groups at the same time (P<0.05). n=5;
[image: image23.wmf]x

±SD.

表现为: (1) 注射组脾和头肾中基因表达量达到最高值的时间早, 表达量高, 浸泡组免疫发生迟, 表达量低。这种规律在IL-1β、CD4等基因中尤为明显, 如注射组脾和头肾中IL-1β上调表达峰值约为对照组的70倍, 而浸泡组仅有十几倍; 注射组脾和头肾中CD4表达峰值约为对照组的20倍, 而浸泡组仅为几倍。在处理及检测方法一致的情况下, 可推断表达差异来自于免疫方式的不同, 表明腹腔注射方式引起免疫相关基因的变化较大。(2) 免疫相关基因的表达存在组织差异性, 在脾和头肾中, 除MHCⅠ以外的6种基因mRNA转录水平均高于鳃, 说明病原刺激后, 脾和头肾是发生免疫反应的最主要器官。但在浸泡免疫中, 鳃组织除CD4和CD8基因表达最高值出现的时间与注射组相同外, 其他5种基因表达最高值出现的时间均早于注射组, 但表达量与注射组无显著差异, 说明浸泡组鳃中各基因的表达变化比注射组更为迅速。许多研究表明, 浸泡免疫能够引起鱼类免疫相关基因的表达变化[11–12], 不同组织中抗原引起免疫应答的方式可能不同。鳃是鱼类黏液免疫的重要器官, 鳃小片的窦状腺中具有免疫应答所需的免疫细胞, 如巨噬细胞、B细胞、T细胞等, 其中的巨噬细胞可对外来抗原进行吞噬, 然后各免疫细胞进一步对抗原进行加工递呈, 从而完成对抗原的免疫应答; 而后通过皮肤、鳃摄入体内的抗原又可以扩散到外周血、脾和头肾等系统, 从而引起脾、头肾的免疫应答。浸泡免疫时各组织摄取抗原、对抗原进行应答的先后顺序不同可能是导致浸泡组鳃组织中各基因表达变化早于脾和头肾的原因。

本研究中IL-1β和TNFα是表达变化发生较早的基因, 在免疫后4~8 h即出现显著上调, 免疫后4~7 d恢复到对照组水平。二基因上调表达较早且恢复较迅速, 这种表达趋势的一致性可能与它们是前炎性细胞因子有关。IL-1β和TNFα是由单核吞噬细胞等免疫细胞分泌的, 引起炎症反应, 抵抗病原入侵的第一介质[15], 其功能是调节各种趋化因子的产生, 诱导中性粒细胞和巨噬细胞迁移到感染部位发挥免疫作用[16]。因此, IL-1β和TNFα表达量的急速上升对于鱼体迅速做出反应、抵御病原入侵具有重要意义。尤其IL-1β作为炎症反应中的重要因子, 免疫刺激会引起IL-1β的表达量的迅速升高, 常被选用作为免疫刺激发生的阳性标志[17]。本研究中IL-1β在注射组脾和头肾中转录水平最高值约为对照组的70倍, 浸泡组为对照组的十几倍, 有研究发现, 注射免疫溶藻弧菌后, 斜带石斑鱼(Epinephelus coioides)脾中IL-1β显著上调约30倍[16]; 鳗弧菌灭活疫苗注射免疫半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)后, 头肾和脾中IL-1β均在8 h后上调220倍[17]; 多价疫苗免疫大西洋鲑后, 其头肾IL-1β显著上调数十倍[18]。这些研究进一步验证了选用IL-1β作为免疫刺激发生的阳性标志的可行性。IL-1β基因表达的增加或将有利于上调表达依赖NF-κB途径激活的基因, 从而促进前炎性细胞因子的产生[19]。TNFα在免疫刺激后表达量也迅速出现上调, 但表达高峰仅为对照组的2~3倍, 相对IL-1β表达量较低, 类似结果也在斑马鱼[13]、草鱼 (Ctenopharyngodon ide​llus)[20]、斜带石斑鱼[9]等相关研究中出现。TNFα的迅速上调表达证明了它在鱼类早期炎症反应中的重要作用, 而其mRNA转录水平的高低可能与其生物学特性有关。早期研究发现, TNFα具有双重生物学效应, 表达量较低时, TNFα可参与抵抗细菌、病毒和寄生虫的感染, 促进组织修复及调节炎症反应, 引起肿瘤细胞凋亡等; 表达量过高则会破坏机体的免疫平衡, 造成严重的病理效应[21]。因此, TNFα的适量表达对于维持自身生理稳定具有重要的意义。

MHC是一组能够编码主要组织相容性系统的基因群, 其编码产物广泛参与免疫反应。鱼类的MHC I类基因产物的主要作用是将内源性抗原递呈给CD8+ T 细胞, MHC II类基因产物的主要功能是结合外源性抗原并呈递给CD4+ T 细胞[22]。近年来, 有关鱼类MHC I和MHC II基因表达的研究较多。利用哈维氏弧菌(V. harveyi)灭活疫苗浸泡免疫斜带石斑鱼后, MHC II在鳃、脾、前肾中的相对表达量显著高于对照组[23]; 大黄鱼(Pse​u​do​sciaena crocea)[24]中也出现类似结果; 草鱼注射柱状黄杆菌(Flavobacterium columnare)后其脾、头肾中MHC I显著上调[20]; 牙鲆注射爱德华氏菌疫苗后, 脾中MHC I、MHC II均上调表达, 但MHC II表达水平较高[25]。与以上研究结果类似, 本研究中免疫刺激发生后, MHC I、MHC II在各组织中均出现上调, 但MHC II上调出现的时间较早, 且表达丰度较高, 推测牙鲆在处于非急性感染时倾向于激活MHC II分子的抗原递呈来增强CD4+T细胞的应答[22]。但疫苗作为外源性抗原, 免疫鱼体后MHC I和MHC II都出现上调的原因与机理有待进一步研究。与IL-1β、TNFα相比而言, MHC I和MHC II达到峰值的时间较迟, 为48~96 h, 可能由于是这两类基因激活机制有差异造成的, 前者通常通过免疫细胞广泛存在的模式识别受体信号通路逐级传递抗原信息, 迅速引起相关因子的转录, 而后者仅存在于抗原递呈细胞表面, 依赖特定的途径激活[16], 这可能是导致基因表达滞后的原因之一。CD4或CD8是T细胞亚群重要的表面分子,  CD4+T细胞具有辅助性T细胞功能, 为MHC II分子的受体, CD8+T细胞具有抑制性T细胞和细胞毒性T细胞效应, 是MHC I分子的受体[26]。本实验疫苗免疫后, 牙鲆各组织中CD4和CD8均出现上调表达, 但CD4的转录水平高于CD8, 说明鳗弧菌感染牙鲆后, CD4+ T细胞和CD8+ T细胞途径同时被激活, 参与到机体抗感染免疫过程中。该结果与爱德华氏菌疫苗浸泡免疫牙鲆后CD4和CD8的上调表达结果相似[27], 且本结果与MHC II和MHC I分子在达到最高值的时间及表达量高低上具有一致性, 这或许从分子水平揭示了MHC II、MHC I和CD4、CD8在功能上的紧密性。

本研究中鳗弧菌免疫牙鲆后, 牙鲆3种组织中IgM的基因表达显著上调, 但表达量和达到峰值的时间在不同组织、不同处理组中存在显著差异。脾和头肾转录水平较高, 从分子水平说明了二者是捕获抗原, 产生特异性抗体的主要器官。就免疫方式而言, 注射组3种组织的表达量均高于浸泡组, 说明腹腔注射能更好的刺激抗体的产生, 这可能是注射和浸泡两种方式对牙鲆机体的刺激强度不同引起的, 浸泡免疫主要通过鳃、皮肤等器官摄取抗原, 引起鳃和皮肤的黏液免疫, 研究表明, 黏膜免疫器官在受到刺激后会较为迅速的产生相应的免疫球蛋白, 只是抗体水平较低, 而后通过鳃、皮肤摄取的抗原扩散到脾、头肾, 引起系统免疫, 产生较高水平的抗体。而腹腔注射方式可直接使脾、头肾最大程度的递呈抗原, 从而引起较强的免疫应答, 产生较多量的抗体[2–4]。本研究结果可能从基因水平对注射和浸泡两种方式免疫鱼类引起机体产生抗体水平不同这一现象做出了解释, 但详细机制还需要结合基因和蛋白两方面的综合研究来验证。本结果与斜带石斑鱼[28] 、鳜(Siniperca chuatsi) [29]注射免疫疫苗后IgM基因的表达趋势一致, 但本实验IgM表达高峰出现时间较早, 结合之前的相关报道, 推测本结果的出现可能与鱼的种类、鱼体大小及疫苗免疫浓度有关[30]。此外, 浸泡组IgM在脾和头肾中表达量自48~72 h起逐渐上升并一直持续至实验结束, 可能因为浸泡免疫刺激鱼体持续产生抗体的时间较长, 因此, 有关浸泡免疫后牙鲆IgM基因的表达变化需要进一步深入探讨, 以更好地为牙鲆疫苗免疫方式的选择提供数据支持。

本研究运用荧光定量PCR技术, 研究了腹腔注射和浸泡免疫鳗弧菌疫苗后, 牙鲆3种组织中7种免疫相关基因的表达变化, 结果表明,  腹腔注射和浸泡两种免疫方式均能引起牙鲆IL-1β、TNFα、MHC I、MHC II、CD4、CD8和IgM 7种免疫相关基因表达的动态变化, 且各基因在不同处理组与不同组织之间的表达具有一定的规律性和差异性。研究结果为疫苗免疫方式的选择提供了理论依据, 也为牙鲆免疫相关基因的分子研究积累了数据。
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Variations of seven immune related genes expression in flounder (Paralichthys olivaceus) injected and immersed with inactivated Vibrio anguillarum
SONG Xiaoqing, XING Jing, ZHAN Wenbin

Laboratory of Pathology and Immunology of Aquatic Animals, Ocean University of China, Qingdao 266003, China
Abstract: Vaccination is an effective method for controlling bacterial and diseases of fish. At present, researchers have paid more attention to variations of immune related genes expression to evaluate the immune effect of vaccine, besides the changes of antibody level of serum and mucus, enzyme activity, number of lymphocytes, respiratory burst, complement activity and so on. The proinflammatory cytokines such as interleukin-1β (IL-1β), tumor necrosis factor α (TNF α) and chemokines are the key factors in inducing inflammatory and immune cell migration, immune regulation and stimulating the proliferation of T cells and B cells. Major histocompatibility complex class I (MHC I), major histocompatibility complex class II (MHC II), T cell surface receptor CD4, T cell surface receptor CD8 and immunoglobulin M (IgM) play key roles in different stages such as presentation and recognition of antigens and immune response after pathogens invasion. These factors finally to remove pathogens and maintain healthy through a series of immune response. Numerous studies have showed that the vaccine could cause rapid changes in many immune related genes. For purpose of studying the influence of immune methods of vaccine on expression of immune related genes, Paralichthys olivaceus were injected intraperitoneal and immersed with inactivated Vibrio anguillarum vaccine respectively in this study. The expression of seven immune related genes, IL-1β, TNF α, MHC I, MHC II, CD4, CD8 and IgM in spleen, head kidney and gills was determined by quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) at 0 h, 4 h, 8 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 7 d and 14 d post immunization. The results showed that, the expression of all the tested genes varied significantly. In the injection group, the expression of IL-1 β and TNF α reached the peak between 12–24 h, and MHC I, MHC II, CD4 and CD8 occurred between 48–72 h and peak of IgM appeared at 7 d. The gene maximum expression was 2–70 times higher than that of control group. By contrast, in immersion group, the expression of IL-1 β and TNF α reached their peak between 12–48 h, and MHC I, MHC II, CD4 and CD8 occurred within 48–96 h. IgM peak appeared at 96 h in the gills, but 14 d later in spleen and head kidney, the maximum amount was 2–20 times higher than that in control. The results indicated that, the transcriptional level of genes in injection group was higher than that of immersion group in spleen and head kidney. In addition, the highest value appeared earlier in injection group than in immersion group. However, the gene expression peak in gills appeared later than immersion group. Data are referring for the evaluation of vaccine.
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