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摘要: 大弹涂鱼(Boleophthalmus pectinirostris)是一种生活在潮间带的淤泥滩和红树林等两栖环境中的鱼类, 其免

疫系统面临比水生生活更大的选择压力。Toll 样受体基因(简称 TLR)是重要的先天免疫成员, 一直是鱼类分子免疫

学的研究热点之一。为了探究大弹涂鱼 TLR 基因是否因为其独特的生活环境而产生适应性进化以及其 TLR 基因在

受到细菌攻击后的免疫应答模式, 本研究从大弹涂鱼皮肤转录组中获得了 TLR5, TLR8 和 TLR9 完整序列以及 TLR3
和 TLR7 部分序列, 采用分子生物信息学对大弹涂鱼 TLR5, TLR8 和 TLR9 基因序列以及氨基酸序列进行了分析, 并
根据所构建的系统发育树对 5 个 TLR 基因进行了分子进化分析, 采用荧光定量 PCR 方法对大弹涂鱼 5 个 TLR 基因

的组织表达分布和鳗弧菌攻击后 5 个 TLR 基因的免疫应答模式开展了研究。结果显示, TLR5 基因全长 3071 bp, 包
括长度为 2646 bp 的编码区, 共编码 882 个氨基酸; TLR8 基因全长 3175 bp, 包括长度为 3033 bp 的编码区, 共编码

1011 个氨基酸; TLR9 基因全长 3398 bp, 编码区长度为 3093 bp, 共编码 1031 个氨基酸。大弹涂鱼 3 个 TLR 基因与

其他物种的 TLR 基因结构相似, 具有高度保守性。位点模型结果表明, 鱼类 TLR3, TLR5 和 TLR8 是高度保守的, 而
TLR7 和 TLR9 在长期进化过程中产生了适应性进化; 而进化枝–位点模型结果表明, 为了适应更加复杂多变的两栖

环境, 大弹涂鱼 TLR9 基因可能产生了适应性进化。大弹涂鱼 5 个 TLR 基因在 8 个健康组织(肠, 眼, 肾, 肝, 脑, 肌
肉, 脾和皮肤)中均有表达, 在肝脏和脾脏中的表达量较高。在受到鳗弧菌(Vibrio anguillarum)攻击后的免疫表达模

式表明了大弹涂鱼 5 个 TLR 基因在应对细菌入侵时起到了重要作用。 
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水生环境中存在着各种各样的微生物, 使得鱼

类总是受到病原体的威胁。据统计, 海洋中寄生虫, 
真菌和细菌的数量可以达到 105~106 CFU/mL[1-2], 
病毒数量可达 3×106~108 CFU/mL [3-4]。先天免疫系

统是保护鱼类免受水生环境中病原微生物侵害的

第一道屏障[5-6]。在复杂的演变过程中, 鱼类也建

立了较为完善的免疫防御系统。鱼类在进化的过

程中产生了许多新基因, 研究发现鱼类的免疫防

御反应与其他脊椎动物的基因显著不同[7-9]。由于

先天免疫对细菌入侵的快速反应和对细菌的广泛

识别, 其正在吸引越来越多的关注和研究[10-11]。

例如, 大黄鱼(Larimichthys crocea)C6 基因在对抗

细菌入侵时起到重要作用[12], 并且在高密度养殖

胁迫下也发挥了重要作用[13]。 
Toll 样受体(toll-like receptor, TLR)基因主要

存在于细胞膜上, 是病原体相关分子模式(PAMPs)
重要的识别受体。鱼类 TLR 家族包括 6 个亚家族, 
共有 27 个 TLR 基因, 并且还有更多的 TLR 基因

正被逐渐发现, 远远超过哺乳动物(13 个 TLR 基

因 )[14]。TLR 分子是一种重要的模式识别受体

(PRR), 可识别并结合肽聚糖、脂蛋白、脂多糖、

单链 RNA 和鞭毛蛋白等 PAMPs, 进而启动细胞

内信号[15-16]。研究表明, TLR 基因家族分子在进化

上是保守的[17-18], 然而, 鱼是较低等的脊椎动物, 
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它们的 TLR 基因家族介导的分子识别和激活过程

与哺乳动物有一定的差异[9]。在本研究中, 我们研

究了大弹涂鱼(Boleophthalmus pectinirostris)的 5
个 TLR 基因(TLR3, TLR5, TLR7, TLR8 和 TLR9), 
这 5 个基因均可识别革兰氏阴性菌[19]。鱼类 TLR3
分子在先天免疫中起着至关重要的作用, 可以识

别革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌和 Poly I: C[20-21], 
根据目前的报道 , TLR3 基因在斑点叉尾鮰

(Ietalurus punetaus)[22]、斑马鱼(Danio rerio)[23]和

大黄鱼 [24]等鱼中的肝脏、脾脏和头肾中均有表

达。鱼类 TLR5 分为膜结合型 TLR5(TLR5M)和分

泌型 TLR5(TLR5S)两种, TLR5M 在条石鲷(Ople-
gnathus fasciatus)[25], 花羔红点鲑(Salvelinus mal-
ma)[26]和斑马鱼[27]等鱼中均有表达; TLR5S 是鱼

类独有的, 仅在鮸鱼(Miichthys miiuy)等少数鱼类

中发现[28]。鱼类 TLR7, TLR8 和 TLR9 属于 TLR7
亚家族 , 研究发现它们能够识别革兰氏阳性细 
菌[29], 革兰氏阴性细菌[30]和病毒[31]。PolyI: C 感

染大黄鱼后, 其头肾和脾脏中 TLR7 和 TLR8 的表

达量增加应对病原体的入侵 [32]。另外对黄颡鱼

(Pelteobagrus fulvidraco)9 个 TLR 基因的研究表明

TLR 基因在应对嗜水气单胞菌感染中起到了重要

的作用[33]。 
大弹涂鱼隶属于虾虎鱼目(Gobiiformes), 虾虎

鱼科 (Gobiidae), 大弹涂鱼属 (Boleophthalmus)[34], 
是一种生活在河口潮间带的淤泥滩和红树林等两

栖环境中的鱼类。大弹涂鱼具有较高的营养价值, 
含有 8 种人体必需氨基酸[35]。大弹涂鱼生活在充

满着种类和数目众多致病微生物的两栖环境中 , 
但它们很少感染严重的细菌性疾病, 表明大弹涂

鱼免疫系统受到的生存选择压力十分强大[36]。由

于其特殊的生存环境, 使其成为研究鱼类进化较

为合适的动物模型, You 等[37]用它来研究了鱼的

进化历程。鉴于 TLR 基因在外部细菌入侵中的重

要作用 , 本研究筛选了  5 个能够识别鳗弧菌的

TLR 基因[19], 利用这 5 个 TLR 基因探讨大弹涂鱼

TLR 基因是否因为两栖环境影响产生适应性进化, 
并且研究了它们在受到鳗弧菌感染后的免疫应答

模式, 以期对鱼类先天免疫和 TLR 基因家族进化

史的研究做出一定贡献。 

1  材料与方法 

1.1  TLR5、TLR8 和 TLR9 序列分析 
从实验室大弹涂鱼皮肤转录组中筛选到

TLR5、TLR8 和 TLR9 基因的完整序列[38], 利用

DNAman 将 3 个 TLR 基因翻译成氨基酸序列; 根
据所翻译的氨基酸序列在 Simple Modular Archi-
tecture Reach Tool (SMART)(http://smart.embl- 
heidelberg.de/)预测 TLR5、TLR8 和 TLR9 氨基酸

序列结构 域 ; 利用 EXPASY(http://web.expasy. 
org/protparam/)分析 TLR3 的分子量以及理论 pI 值; 
通过 MatGAT2.01[39]分析 3 个 TLR 基因与其他物

种氨基酸的相似性和一致性, 本文所有其他物种

的氨基酸序列在 NCBI(https://www.ncbi.nlm.nih. 
gov/nucleotide/)中检索获取, 利用 MEGA 5.1[40]进

行序列比对以及构建氨基酸 NJ 系统发育树。 
1.2  构建系统发育树和分子进化分析 

利用 MrBayes[41]构建系统发育树, 然后通过

PAML[42]软件包进行分子进化分析 , 探索鱼类

TLR 基因的进化过程。PAML 有三大分析模型, 分
别为 : 位点模型 , 进化枝模型和进化枝–位点模

型。非同义核苷酸取代率(dN)与同义核苷酸(dS)
的取代率之比(dN/dS, 称为 ω 值)是判断的标准。

如果 ω>1, 则认为该基因处于正选择状态; 如果

ω<1, 则认为该基因处于负选择状态; 如果 ω=1, 
该基因被认为处于中性进化状态[42]。首先, 位点

模型包括三对子模型, 即 M0 和 M3, M1a 和 M2a, 
M7 和 M8。第一对(M0-M3)用于检测位点(密码子)
之间是否存在进化异质性 , 另外两对 (M1a-M2a
和 M7-M8)用于检测 TLR 基因中的正选择位点。

然后使用贝叶斯(BEB)方法估计每个位点的后验

概率(PP)值与相应的 ω 值, 只有 PP>0.95 的位点

被认为具有显著性。其次, 进化枝–位点模型用于

检测某些进化枝中是否存在正选择位点。进化枝–
位点模型包含一对嵌套模型 , 即进化枝–位点模

型及其相对应的零假设模型。 
1.3  细菌感染实验与取样 

大弹涂鱼捕捉自浙江三门沿岸滩涂, 在实验

室中暂养两周。随机挑选健康且体表无损伤的实

验鱼 180 尾, 置于 6 个 65 L 的缸中, 每缸 30 尾。
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经过查阅文献 [43]并进行预实验确定注射的鳗弧

菌浓度为 1×107 CFU/mL。注射实验包括两个组: 
对照组和鳗弧菌感染组 , 两组分别腹腔注射

200 μL 的 0.9%生理盐水和浓度为 1×107 CFU/mL
的鳗弧菌(Vibrio anguillarum)的菌液。在实验后

0 h、6 h、12 h、24 h、36 h、48 h、72 h, 从每缸

随机挑选 3 条鱼, 用 MS-222 麻醉并在冰上处死, 
解剖获得肝脏与脾脏, 另外, 在暂养缸中选取健

康大弹涂鱼, 取肝、脾、肾、肠、脑、皮肤和肌

肉组织。所取样品液氮冷冻, 并保存于–80℃直至

RNA 提取完成。 
1.4  总 RNA 提取和 cDNA 合成 

将冷冻样品用匀浆器(IKA, GER)匀浆, 然后

使用 RNAiso Reagent 试剂盒(Takara, 日本)按照

说明书提取总 RNA 并溶解在 DEPC 处理过的水

中。随后使用 NanoDrop 2000 分光光度计(Nano-
Drop Technologies, USA)测量所提取的 RNA 在

260 nm 和 280 nm 处的吸光度来确定分离的 RNA
的浓度, 并且使用 1%琼脂糖凝胶电泳来检查其

完整性。使用具有 gDNA Eraser (Transgen, 中国)
的 PrimeScript RT 试剂盒, 按照制造商的说明, 以
1 μg 总 RNA 作为模板合成单链 cDNA。所有反应

均一式两份进行 , 然后将所合成的 cDNA 放在 
–20℃中保存。 
1.5  实时荧光定量 PCR 

从实验室大弹涂鱼皮肤转录组[38]中筛选得到

TLR5、TLR8 和 TLR9 基因的完整序列 , 以及

TLR3(编码区 2445 bp)和 TLR7(编码区 1992 bp)
的部分序列, 与公共数据库所获得的 TLR3, TLR5, 
TLR7, TLR8 和 TLR9 基因进行比对, 重合部分完

全一致。利用所筛选的 5 个 TLR 基因设计验证引

物并进行扩增, 产物经生工生物工程(上海)股份

有限公司测序, 经过比对之后发现与获得序列完

全一致, 根据验证后的序列设计荧光定量 PCR 引

物, 本研究中使用的引物由 Primer Premier 6[44]设

计(表 1)。利用 TaqTM DNA聚合酶(Transgen, 中国)
在荧光定量 PCR 仪(Eppendorf, 德国)进行实时荧

光定量 PCR(qPCR)反应(20 μL)。实时荧光定量

PCR 反应体系: 10 μL GoTaqTMqPCR Master 预混

液, 0.4 μL 的 cDNA, 0.4 μL 上游引物, 0.4 μL 下游

引物, 和 8.8 μL 的 ddH2O。荧光定量 PCR 程序如

下: 95℃ 5 min, 95℃ 20 s, 60℃ 25 s, 72℃ 25 s。
用 β-actin 基因作为参考基因, 用 2–ΔΔCT 方法[44]

计算基因的相对表达。 

 
表 1  本实验所用的引物 

Tab.1  PCR primers used in the study 

引物名称 
primer name 

正向引物(5ʹ‒3ʹ) 
forward primer 

反向引物(3ʹ‒5ʹ) 
reverse primer 

用途 
usage 

TLR3-1 GATTCTGAAGACTGGTGACT ATGACAATGGTGCTGCTTAAG 验证 verification

TLR3-2 ACGCCACTATCCTACTTCAAC CCAGAGCAATAAGCAGGTTC 验证 verification

TLR5-1 CCTGTCTTGCCATCCTACAC CACCTAACTGCTCCAATCTA 验证 verification

TLR5-2 CAGATACCACAGAACAATAGC CAGATAGCGTCACGGATGTTG 验证 verification

TLR7-1 GTTCCCACAGCCTTGGATAA ACTGTGCCAGATGTGCTGTC 验证 verification

TLR7-2 CTGCGTCTCCATAGCAACTC CTAACCTCTCCAGCGATTCAC 验证 verification

TLR8-1 TGCTCCGTATTCTTGTGTTC ATTGTGGCTGATGATTAGGTG 验证 verification

TLR8-2 TGCGCATTACTTTGAAGCAG ATATGGGTCTGTGGCGTCAT 验证 verification

TLR9-1 ACCATGCTTTCCTTGTCCAG GCAAACAGCATTCTCCATCC 验证 verification

TLR9-2 AATTATTCCCAGCCCCATTC CAGAACAGACCTCCTGCACA 验证 verification

TLR3 GCCACATGAGCCTCAGTGAGATTC TGATGGTCGATCCGCACTAGCC qRT-PCR 

TLR5 GCGGTGCCTGTCTTGCCATC ACTGTGCCAGGTCCTGTAGTGAG qRT-PCR 

TLR7 GGCAACAGCAGCGAGGTGAC GGTTGGTGGTCTCTTGTGGTATG qRT-PCR 

TLR8 ACAGCTCTCTGCACTCACCT CCTGGAAACCAATCCCGCTC qRT-PCR 

TLR9 CAGAACAGACCTCCTGCACAGTC GTACTAGTGCTGCTGGACGACATG qRT-PCR 

β-actin GAGCGTGGCTACTCTTTCA GGAGGCAGCAGTGTTCAT qRT-PCR 
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1.6  统计分析 
使用 SPSS Statistics 19 软件进行 qPCR 数据

分析。所有数据均表示为平均值±标准差。进行方

差分析(ANOVA), 然后进行多重比较, 以比较各

处理之间的显著差异。利用独立样本 T 检验分析

每个时间点对照组和鳗弧菌感染组之间的相对表

达量的差异, 通过单因素方差分析法分析对照组

或者鳗弧菌感染组内所有时间点之间的差异。 

2  结果与分析 

2.1  TLR5, TLR8 和 TLR9 序列分析 
大弹涂鱼 TLR5 基因全长 3071 bp, 包括长度

为 2646 bp 的编码区, 235 bp 的 5ʹ-非编码区和

190 bp 的 3ʹ-非编码区, 共编码 882 个氨基酸, 其
分子量为 100.2 kD, 理论 pI 为 5.33。大弹涂鱼

TLR5 包括一个低复杂度区域, 10 个 LRR 结构域, 
2 个 LRR_TYP 结构域, 一个 LRR_CT 结构域, 一
个跨膜结构域和一个 TIR 结构域(图 1)。大弹涂鱼

TLR8 基因全长 3175 bp, 包括长度为 3033 bp 的编

码区, 80 bp 的 5ʹ-非编码区和 62 bp 的 3ʹ-非编码区, 
共编码 1011 个氨基酸, 其分子量为 117.2 kD, 理
论 pI 值为 6.91。其 TLR8 包括 12 个 LRR 结构域, 
一个 LRR_TYP结构域, 一个 LRR_CT结构域, 一
个跨膜结构域和一个 TIR 结构域(图 1)。大弹涂鱼

TLR9 基因全长 3398 bp, 包括长度为 3093 bp 的编

码区, 64 bp 的 5ʹ-非编码区和 241 bp 的 3ʹ-非编码

区, 共编码 1031 个氨基酸, 其分子量和理论 pI 值
分别为 118.2 kD 和 7.50。大弹涂鱼 TLR9 包括 13
个 LRR 结构域, 2 个 LRR_TYP 结构域, 一个

LRR_CT 结构域, 一个跨膜结构域和一个 TIR 结

构域(图 1)。大弹涂鱼 TLR5 氨基酸序列与革首南

极鱼的相似性和一致性最高, 其 TLR8 氨基酸序

列与鮸鱼、金鲳鱼的相似性和一致性较高 , 而

TLR9 氨基酸序列与大黄鱼、鮸鱼的相似性和一致

性较高(表 2)。NJ 树结果表明鱼类的 3 个 TLR 先

各聚为一枝, 再与哺乳动物聚在一起, 3 个大弹涂

鱼 TLR 都位于鱼类 TLR 分枝上, 并且与鲈形目鱼

类进化距离最近(图 2)。 
2.2  系统发育树 

为了探索 5 个 TLR 基因的系统发育关系, 从

公共数据库中获取大弹涂鱼 TLR3 基因 (XM_ 
020931412.1)和 TLR7 基因(XM_020939129.1)与已

获取的 TLR5、TLR8、TLR9 一起构建系统发育树, 
另外从公共数据库中获取 59 个 TLR 基因, 包括

32 个鱼类 TLR 基因和 27 个非鱼类 TLR 基因, 其
中三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)TLR3 和日

本囊对虾(Penaeus japonicus)TLR3 作为外群, 利
用贝叶斯方法将 5 个大弹涂鱼 TLR 基因与 59 个

TLR 基因一起构建系统发育树。TLR3, TLR5, TLR7, 
TLR8 和 TLR9 基因与它们的直系同源基因分别聚

在一起, 形成 5 个大组, 即 5 个 TLR 基因组, 每个

TLR 基因组中鱼类 TLR 基因先聚在一起, 然后再

与非鱼类的 TLR 基因聚在一起。根据进化树可知

TLR7 组首先与 TLR8 组聚在一起, 然后分别与

TLR9 组和 TLR5 组聚在一起, 最后与 TLR3 组聚

在一起(图 3)。 
2.3  分子进化分析 

利用 5 个大弹涂鱼 TLR 基因与其他物种相应

的 TLR 基因分别构建进化树, 在 PAML 中利用位

点模型分析。结果表明, 在鱼类 TLR3, TLR5 和

TLR8 基因中没有发现进化位点; 在鱼类 TLR7 基

因中检测到两个正选择位点(647Q, 691S); 在鱼

类 TLR9 基因中检测到一个正选择位点 (516A)  
(表 3)。 

此外 , 利用进化枝–位点模型来研究大弹涂

鱼的 5 个 TLR 基因, 结果显示, 大弹涂鱼 TLR3 和

TLR8 基因没有发现正选择的位点; 而鱼类 TLR5
的共同祖先枝上存在两个进化位点(109D, 267K), 
在非鱼类的祖先枝上存在一个位点 (260S); 在

TLR7 的非鱼类祖先枝上也检测到了一个位点

(15W); 最后, 在大弹涂鱼的 TLR9 中发现了 3 个

正选择位点 (76P, 596A 和 603E), 并且在鱼类

TLR9 的祖先枝中也检测到三个进化位点(107S, 
293S, 471S)(表 4)。 
2.4  健康组织中 5 种 TLR 基因的表达量 

取健康大弹涂鱼的肠、眼、肾、肝脏、脑、

肌肉、脾脏和皮肤进行定量检测, 结果表明, 5 个

TLR 基因在所有检测的健康组织中均有表达。5
个 TLR 基因在肝脏和脾脏中都具有较高的表达水

平, 特别是 TLR3, TLR5 和 TLR7。另外, 皮肤中 
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表 2  大弹涂鱼 3 个 TLR 氨基酸与其他物种相应的 TLR 氨基酸序列相似性和一致性 
Tab. 2  Similarities and identities of 3 TLR amino acid sequences between Boleophthalmus pectinirostris and other species 

基因 gene 物种 species 拉丁名 scientific name 相似性/% similarity 一致性/% identity 
TLR5 大弹涂鱼 Boleophthalmus pectinirostris – – 

 大西洋鲑 Salmo salar 69.2 49.2 
 花羔红点鲑 Salvelinus malma 69.5 49.4 
 鲤 Cyprinus carpio 63.5 41.0 
 鲫 Carassius auratus 63.2 42.5 
 大黄鱼 Larimichthys crocea 71.2 54.2 
 革首南极鱼 Notothenia coriiceps 73.9 55.3 
 智人 Homo sapiens 61.1 40.3 
 倭黑猩猩 Pan paniscus 61.2 40.4 

TLR8 大弹涂鱼 Boleophthalmus pectinirostris – – 
 大西洋鲑 Salmo salar 69.9 51.4 
 北极红点鲑 Salvelinus alpinus 70.1 51.4 
 鲤 Cyprinus carpio 67.9 47.3 
 斑马鱼 Danio rerio 52.0 32.7 
 金鲳鱼 Trachinotus ovatus 72.9 58.8 
 鮸 Miichthys miiuy 73.3 57.7 
 智人 Homo sapiens 58.9 40.5 
 倭黑猩猩 Pan paniscus 60.0 41.1 

TLR9 大弹涂鱼  Boleophthalmus pectinirostris – – 
 大西洋鲑 Salmo salar 69.2 49.2 
 花羔红点鲑 Salvelinus malma 69.5 49.4 
 鲤 Cyprinus carpio 63.5 41.0 
 鲫 Carassius auratus 63.2 42.5 
 大黄鱼 Larimichthys crocea 71.2 54.2 
 革首南极鱼 Notothenia coriiceps 73.9 55.3 
 智人 Homo sapiens 61.1 40.3 
 倭黑猩猩 Pan paniscus 61.2 36.4 

 
TLR9 的表达量, 肠中 TLR8 的表达量都相对较高

(图 4)。 
2.5  5 个 TLR 基因在感染细菌后的免疫应答模式 

根据组织差异表达结果可知 5 个 TLR 基因在

肝脏和脾脏的表达量相对较高, 所以检测了 5 个

TLR 基因在感染细菌后肝脏和脾脏中的免疫应答

模式。在肝脏中, 5 个 TLR 基因在对照组中均无显

著性差异(P>0.05); 当鳗弧菌感染后, TLR3 表达

量在 36 h 显著增加并达到最高峰, 一直到 72 h 都

显著高于对照组。其他四个 TLR 基因, 都在 6 h
的表达量显著增加, 但是 TLR5 一直到 24 h 都维

持在一个较高水平, 随后降至正常水平; TLR7 分

别在 6 h 和 24 h 显著高于对照组; TLR8 和 TLR9
都在 12 小时后下降, 但是 TLR8 降至正常水平, 
而 TLR9 显著降低至正常水平以下(图 5)。在脾脏

中, 5个 TLR基因在对照组中的表达水平也没有显

著变化(P>0.05); 在感染组, TLR5 在 6 h和 12 h 显著

上升, 然后在 24 h 后降低, 在 36 h 后再次增加并维

持在高水平; TLR3 与 TLR5 表达趋势相似, 但是波

动的幅度小得多。TLR7 在 24 h 时显著上升, 到 36 h
时到达顶峰, 随后略有下降。TLR8 和 TLR9 仅在

36 h 显著升高, 并且迅速降低至较低水平(图 6)。 

3  讨论 

3.1  TLR5, TLR8 和 TLR9 序列分析 
研究表明, 大部分 TLR 基因结构包含 3 个部

分: LRR 结构域, 跨膜结构域和 TIR 结构域[46-47]。 
LRR 结构域的数量决定了 TLR 基因的特异性[48], 
LRR 结构域是识别病原体组分的关键结构[49]。

TIR 具有高度保守性, 它的作用是激活下游信号

通路[50], 产生的信号随后进行一系列反应产生炎

性因子[51-53], 进而消灭入侵的病原体。本研究从 
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图 2  基于 TLR5, TLR8 和 TLR9 氨基酸序列构建的 NJ 系统发育树 
Fig. 2  Phylogenetic tree of TLR5, TLR8 and TLR9 amino acid sequences 

 
大弹涂鱼皮肤组织转录组中获得了大弹涂鱼

TLR5, TLR8 和 TLR9 基因的 cDNA 序列, 并进行

序列验证。大弹涂鱼 3 个 TLR 基因具有不同数量

的 LRR 结构域, 而 LRR_CT、跨膜区和 TIR 结构

域数量相同 , 其结构也与黄颡鱼等鱼类中的

TLR5、TLR8 和 TLR9 相似[33]。氨基酸序列比对以

及 NJ 系统发生树表明大弹涂鱼 3 个 TLR 基因与

其他物种相应的氨基酸序列具有较高的相似性 , 
因此可以推测, 大弹涂鱼 3 个 TLR 基因是相对保守

的, 这与 TLR 基因具有高度保守性的报道一致[19]。 
3.2  5 个 TLR 基因的系统发育树 

鱼类存在同哺乳动物相对应的同源基因 [54], 
在本研究中, 利用大弹涂鱼的 5 个 TLR 基因与其

他脊椎动物的 TLR3、TLR5、TLR7、TLR8 和 TLR9

基因构建系统发育树, 结果表明 TLR7、TLR8 和

TLR9 的直系同源基因先聚在一起, 然后分别与

TLR5 组和 TLR3 组聚合在一起, 该结果与脊椎动

物 TLR 基因的进化分析一致[14]。根据进化树可知, 
TLR3是第一个与祖先枝分离的直系同源组, 它既

能够识别革兰氏阴性菌也可以识别相对较短的双

链 RNA[55]和 Poly I: C[56]。接着 TLR5 组与其他组

分开, TLR5 分子可识别细菌鞭毛, 细菌鞭毛由细

菌鞭毛蛋白构成, 它是高度保守的, 几乎在所有

移动的细菌中都存在[57]。研究发现 TLR5 分子位

于细胞表面[19], 因此, TLR5 基因可能受到更多环

境选择压力。最后, TLR7 亚家族与系统发育树分

离, TLR7 亚家族基因主要识别革兰氏阳性及阴性

菌, 位于细胞内环境中[19], 因此, 由于细胞膜的 
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图 3  5 个脊椎动物 TLR 基因(TLR3, TLR5, TLR7, TLR8 和 TLR9)的系统发育树 
后验概率显示在线后. 

Fig. 3  The reconstructed Bayesian phylogeny of 5 vertebrate TLR genes (TLR3, TLR5, TLR7, TLR8 and TLR9) 
The posterior probabilities were shown after the lines, respectively. 
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表 3  5 个 TLR 基因的位点模型结果 
Tab. 3  The results of site models on the five TLR genes 

模型 model 参数数目 np –lnL 模型配对 
model comparison

LRT P 正选择位点 
positive sites 

TLR3          
M0 31 28528      
M1a 32 28003      
M2a 34 28003 M2a, M1a 0.0 1.0 未通过 not allowed 
M3 35 27712 M3, M0 1633.430 0.0 无 none 
M7 32 27709      
M8 34 27708 M8, M7 0.810 0.52 未通过 not allowed 
TLR5        
M0 25 24439      
M1a 26 23981      
M2a 28 23981 M2a, M1a 0.0 1.0 未通过 not allowed 
M3 29 23786 M3, M0 1304.901 0.0 无 none 
M7 26 23788      
M8 28 23787 M8, M7 1.627 0.32 未通过 not allowed 
TLR7        
M0 27 25865      
M1a 28 25295      
M2a 30 25295 M2a, M1a 0.0 1.0 未通过 not allowed 
M3 31 25088 M3, M0 1553.093 0.0 无 none 
M7 28 25086      
M8 30 25077 M8, M7 17.663 8.7E–5 647Q 691S 
TLR8        
M0 23 28718      
M1a 24 27865      
M2a 26 27865 M2a, M1a 0.0 1.0 未通过 not allowed 
M3 27 27678 M3, M0 2091.908 0.0 无 none 
M7 24 27672      
M8 26 27671 M8, M7 1.639 0.32 未通过 not allowed 
TLR9        
M0 33 25252      
M1a 34 25706      
M2a 36 25706 M2a, M1a 0.0 1.0 未通过 not allowed 
M3 37 24455 M3, M0 1593.950 0.0 无 none 
M7 34 24446      
M8 36 24437 M8, M7 18.219 6.6E–5 516A 

  
保护作用, TLR7 亚家族受到的环境压力比 TLR5
亚家族小。 
3.3  分子进化分析 

位点模型结果发现, 在鱼类的 TLR3、TLR5
和 TLR8 中没有检测到进化位点, 这与之前对鱼

类 TLR3 和 TLR5 的结果一致[26]。从这一现象可以

看出, 在长期演化过程中, 环境变化并没有对大

弹涂鱼的 TLR3、TLR5 和 TLR8 产生正选择压力。

然而 ,  在 TLR7 中发现了两个进化位点(647Q, 

691S), 在 TLR9 中发现了一个(516A)。647Q 位于

LRR(621~653)结构域中, 该结构域直接参与病原

体的识别[58], 因此该区域可能需要进化选择以获

得更大的变异性, 进而适应不同的配体分子[10]。

鱼类生存环境的复杂性导致了 691S 氨基酸位点

的产生, 该位点位于 TLR7 分子的 LRRcap (643~ 
660)结构域, 516A 位于 TLR9 分子的 LytTR (469~ 
561)结构域, 这两个结构域的功能还不清楚, 需
要进一步的研究来说明它们在鱼类中的详细功 
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表 4  5 个 TLR 基因的进化枝–位点模型结果 
Tab. 4  The results branch-site models on the five TLR genes 

模型 model 参数数目 np –lnL 模型配对 
model comparison

LRT P 正选择位点 
positive site 

TLR3         
1. 零-大弹涂鱼 Null-B. pectinirostris 34 28002 1, 2 2.40 0.061 无 none 
2. 备-大弹涂鱼 B. pectinirostris 33 28003      
3. 零-鱼类 Null-fish 34 27997 3, 4 6.73 0.0047 无 none 
4. 备-鱼类 Fish 33 28001      
5. 零-非鱼类 Null-not fish  34 28003 5, 6 1.36 0.12 未通过 not allowed
6. 备-非鱼类 Not fish 33 28004      
TLR5        
1. 零-大弹涂鱼 Null-B. pectinirostris 28 23978 1, 2 2.56 0.055 无 none 
2. 备-大弹涂鱼 B. pectinirostris 27 23979      
3. 零-鱼类 Null-fish 28 23981 3, 4 4.01 0.023 109D 267K 
4. 备-鱼类 Fish 27 23979      
5. 零-非鱼类 Null-not fish  28 23975 5, 6 9.25 0.0012 260S 
6. 备-非鱼类 Not fish 27 23979      
TLR7        
1. 零-大弹涂鱼 Null-B. pectinirostris 30 25289 1, 2 5.52 0.0091 无 none 
2. 备-大弹涂鱼 B. pectinirostris 29 25292      
3. 零-鱼类 Null-fish 30 25289 3, 4 10.57 5.75E–4 15W 
4. 备-鱼类 Fish 29 25294      
5. 零-非鱼类 Null-not fish  30 23981 5, 6 2628.36 0.0 无 none 
6. 备-非鱼类 Not fish 29 25295      
TLR8        
1. 零-大弹涂鱼 Null-B. pectinirostris 26 27859 1, 2 7.38 0.0033 无 none 
2. 备-大弹涂鱼 B. pectinirostris 25 27863      
3. 零-鱼类 Null-fish 26 27865 3, 4 1.75 0.93 无 none 
4. 备-鱼类 Fish 25 27864      
5. 零-非鱼类 Null-not fish  26 27865 5, 6 1.8E–5 0.50 无 none 
6. 备-非鱼类 Not fish 25 27865      
TLR9        
1. 零-大弹涂鱼 Null-B. pectinirostris 36 24678 1, 2 16.12 3.0E–5 76P 596A 603E 
2. 备-大弹涂鱼 B. pectinirostris 35 24686      
3. 零-鱼类 Null-fish 36 24686 3, 4 11.89 2.82E–4 107S 293S 471S 
4. 备-鱼类 Fish 35 24692      
5. 零-非鱼类 Null-not fish  36 24706 5, 6 0.0 1.0 未通过 not allowed
6. 备-非鱼类 Not fish 35 24706      

  
能。总的来说, 鱼类 TLR7 和 TLR9 基因为了适应

复杂多变的环境已经产生了一定的适应性进化。 
使用进化枝–位点模型检测, 我们发现 TLR5

在鱼类分枝中有两个进化位点(109D 和 267K), 
在非鱼类分枝中有一个进化位点(260S), 这表明

TLR5 基因经历了两次正选择。第一次正选择发生

在鱼类的的共同祖先枝上, 这可能是与鱼类进化

早期需要适应更加复杂多变的环境有关; 第二次

正选择发生在鱼类之外的脊椎动物祖先枝上, 这

可能是由于从水生环境向陆生环境转变过程中的

环境压力造成的。在鱼类 TLR7 祖先枝上发现了

一个进化位点(15W), 说明 TLR7 在鱼类早期进化

中经历了一次正选择, 这可能与鱼类向复杂多变

的水生环境适应辐射有关。最后, 在鱼类 TLR9 分

支中发现了 3 个进化位点(76P, 596A 和 603E), 在
大弹涂鱼 TLR9 分枝中检测到了 3 个进化位点

(107S, 293S 和 471S), 根据该结果可以推测大弹

涂鱼 TLR9 可能经历了两次正选择。第一次正选 
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图 4  大弹涂鱼的 8 个组织(肠, 眼, 肾, 肝, 脑, 肌肉, 脾和皮肤)中 5 个 TLR 基因的表达水平 
1. 肠道; 2. 眼; 3. 肾脏; 4. 肝脏; 5. 脑; 6. 肌肉; 7. 脾脏; 8. 皮肤 
Fig. 4  The relative expression levels of 5 TLR genes in the 8 tissues  

(intestinal, eye, kidney, liver, brain, muscle, dpleen and skin) of Boleophthalmus pectinirostris 
1. intestinal; 2. eye; 3. kidney; 4. liver; 5. brain; 6. muscle; 7. spleen; 8. skin 

 

 
 

图 5  鳗弧菌感染后肝脏中 5 个 TLR 基因的表达水平 
*代表对照组和实验组之间的显著性差异(P<0.05), **代表极显著差异(P<0.01). 不同时间点之间的差异用小写字母表示 

Fig. 5  The relative expression levels of 5 TLR genes in liver after Vibrio anguillarum injection 
* represented the significant difference (P<0.05) between the control group and experimental group; ** represented the extremely 

significant difference (P<0.01). The differences among different time points were shown by lowercase letters 
 

择可能发生在鱼类的早期进化史, 而第二次可能

是由于大弹涂鱼为了适应更复杂多变的两栖环境

而产生了适应性进化[37]。总而言之, 脊椎动物祖

先, 鱼类祖先和大弹涂鱼都经历了正选择, 其中, 
鱼类祖先经历了最强烈的正选择, 这可能与鱼类

复杂的生存环境和进化史有关, 此外, 大弹涂鱼 
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图 6  鳗弧菌感染后脾脏中 5 个 TLR 基因的表达水平 
*代表对照组和实验组之间的显著性差异(P<0.05), **代表极显著差异(P<0.01)。不同时间点之间的差异用小写字母表示 

Fig. 6  The relative expression levels of 5 TLR genes in spleen after Vibrio anguillarum injection 
* represented the significant difference (P<0.05) between the control group and experimental group, ** represented the extremely 

significant difference (P<0.01). The differences among different time points were shown by lowercase letters 
  

为了适应复杂多变的两栖环境, 其 TLR9 基因可

能产生了适应性进化, 为大弹涂鱼的进化研究提

供了一定的证据支持。 
3.4  鳗弧菌攻击后 5 个 TLR 基因的免疫应答模式 

鳗弧菌是一种能够引起致命性出血性败血症

的革兰氏阴性细菌, 由于其高发病率和高死亡率

而导致了水产养殖的严重损失[59]。根据组织差异

结果, 本研究检测了 5 个大弹涂鱼肝脏和脾脏中

TLR 基因在受到鳗弧菌攻击后的免疫表达模式。

鳗弧菌攻击后, 大弹涂鱼肝脏和脾脏 5 个 TLR 基

因(TLR3, TLR5, TLR7, TLR8 和 TLR9)的定量结果

表明, 肝脏中的总体表达趋势是先上升后下降。

脾脏中 TLR5, TLR7, TLR8 和 TLR9 的表达趋势与

肝脏相似, 均先增加后减少, 这些结果与黄颡鱼

TLR 基因在嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)
感染后的表达趋势相似 [33]。此外, 脾脏中 TLR3
基因在对照组和感染组的表达趋势与哈氏弧菌

(Vibrio harveyi)感染的鲈鱼(Lateolabrax japonicus)
相似[60], 都在 6 h 和 12 h 迅速升高, 然后在 24 h
后降低, 在 36 h 后再次升高并维持在高水平。总

体而言, 在应对病原体入侵时, 肝脏中 5 个 TLR
基因反应更快, 但是反应的激烈程度不如脾脏中

的高。鳗弧菌感染后, 肝脏和脾脏中 TLR5和 TLR7
表达量都维持在一个的较高水平, 其中在脾脏中

持续的时间更长, 另外, 肝脏和脾脏中 TLR5 基因

在细菌攻击后反应最快, 这可能是与它识别细菌

鞭毛有关[61]。总而言之, 这些结果表明大弹涂鱼

的 5 个 TLR 基因在应对细菌入侵时起到了重要作

用, 并且 TLR5 和 TLR7 可能在早期应对鳗弧菌攻

击中发挥更大作用。 

4  结论 

本次实验筛选获得了大弹涂鱼的 TLR5, TLR8
和 TLR9 基因, 并对其进行了分子生物信息学分

析, 结果表明 3 个 TLR 基因在结构上是相对保守

的。根据位点模型结果可知 5 个 TLR 基因的进化

分析结果表明 TLR3, TLR5 和 TLR8 是高度保守的, 
而 TLR7 和 TLR9 在长期进化过程中产生了适应性

进化。进化枝–位点模型结果表明, 大弹涂鱼为了

适应更加复杂多变的两栖环境其 TLR9 基因可能
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产生了适应性进化, 为大弹涂鱼的进化提供了一

定的证据支持。在大弹涂鱼正常健康组织中, 肝
脏和脾脏中 5 个 TLR 基因的表达水平相对较高。

在鳗弧菌感染后 , 大弹涂鱼肝脏和脾脏中 5 个

TLR 基因的表达趋势表明 TLR 基因在应对外部病

原体入侵时起到了重要作用。 
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Molecular evolution analysis of 5 TLR genes in the great blue-spotted 
mudskipper (Boleophthalmus pectinirostris) and the immune response 
patterns after Vibrio anguillarum infection 

ZHOU Jianbo1, MENG Fanxing2, LI Ming2, WANG Rixin2, SHI Ge1 

1. Marine Science and Technology College, Zhejiang Ocean University, Zhoushan 316000, China;  
2. School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo 315211, China 

Abstract: Toll-like receptor (TLR) genes that can recognize various pathogens are important innate immune 
members; thus, they are a hot spot in fish molecular immunology studies. The great blue-spotted mudskippers 
(Boleophthalmus pectinirostris) inhabit an amphibious environment that has numerous pathogenic microorganisms. 
Based on this situation, it can be speculated that the TLR genes of B. pectinirostris might encounter strong selec-
tion pressure. In the present study, the complete sequence of TLR5, TLR8, and TLR9 and the partial sequences of 
TLR3 and TLR7 were obtained from the skin transcriptome of B. pectinirostris. TLR5, TLR8, and TLR9 nucleotide 
and amino acid sequences of B. pectinirostris were analyzed using molecular bioinformatics. The molecular evo-
lution analysis of the 5 TLR genes was conducted based on the phylogenetic tree. The tissue expression patterns of 
the 5 TLR genes and their immune response patterns under Vibrio anguillarum challenge were explored using 
real-time quantitative PCR. The results showed that the TLR5 gene was 3071 bp and included a coding region that 
was 2646 bp, which encoded 882 amino acids. The TLR8 gene was 3175 bp, and it had a 3033 bp coding region, 
which encoded 1011 amino acids, and the TLR9 gene was 3398 bp and had a 3093 bp coding region, which en-
coded 1031 amino acids. The TLR5, TLR8, and TLR9 molecule structures were similar to those of other species, 
showing high conservation. The site model detected two sites (647Q, 691S) under positive selection pressure from 
fish TLR7 genes, and one such site (516A) from fish TLR9 genes. Although there were no positive sites in the other 
3 TLR genes. From the results of the site model, it can be speculated that TLR3, TLR5, and TLR8 of fish were 
highly conserved, whereas TLR7 and TLR9 had some adaptive changes during long-term evolution. Furthermore, 
the branch-site model detected 3 positive sites (76P, 596A, and 603E) from the branch of B. pectinirostris. The 
results of the branch-site model showed that owing to the transition from the aquatic environment to the amphibi-
ous environment, the TLR9 gene of B. pectinirostris underwent adaptive evolution. The results of expression pat-
terns in healthy tissues showed that 5 TLR genes were widely expressed in the tissues examined (intestine, eye, 
kidney, liver, brain, muscle, spleen, and skin), especially in the liver and spleen. Under V. anguillarum challenge, 
the expression trends of the 5 TLR genes in the liver and spleen increased at first and then decreased, suggesting 
that the TLR genes of B. pectinirostris play an important role in coping with bacterial invasion. 
Key words: Boleophthalmus pectinirostris; toll-like receptors; sequence analysis; molecular evolution; Vibrio an-
guillarum; gene expression 
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