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重组 tHsp70对罗非鱼腹腔巨噬细胞免疫功能的影响 
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摘要: 利用酵母分泌表达的重组罗非鱼热休克蛋白 70(heat shock protein 70 of tilapia, tHsp70), 与海豚链球菌

(Streptococcus iniae)抗原在体外非共价结合形成 tHsp70-抗原复合物, 通过对体外培养的腹腔巨噬细胞 NO 释放水

平、吞噬活性及免疫相关基因表达进行检测, 研究 tHsp70 对罗非鱼细胞免疫功能的影响。结果显示, tHsp70 在体

外能够与海豚链球菌菌体、胞外分泌物(extracellular bacteria products, ECP)结合形成 tHsp70-抗原复合物; tHsp70-

抗原复合物和 tHsp70 均可显著增强罗非鱼腹腔巨噬细胞的贴壁和生长、NO 释放及吞噬活性(P<0.01), 而 ECP 单

独作用可引起腹腔巨噬细胞死亡, 显著降低腹腔巨噬细胞 NO 释放(P<0.05), 但 tHsp70 与 ECP 体外非共价结合后

可减轻 ECP对巨噬细胞的损伤; tHsp70-抗原复合物和 tHsp70作用于腹腔巨噬细胞, 白细胞介素 8(IL-8), 热休克蛋

白 70(HSP70), CXC趋化因子受体 4(CXCR4)和颗粒蛋白前体(PGRN)4个基因的表达量均显著高于海豚链球菌抗原

单独刺激和无刺激对照组(P<0.01)。研究表明 tHsp70 具有免疫增强和免疫佐剂的功能, 为开发罗非鱼链球菌病

Hsp70-肽疫苗提供了实验依据。 
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Hsp70s是一组存在于真核及原核生物中高度
保守的蛋白, 其家族成员在细胞质、线粒体、内
质网中扮演分子伴侣的角色[1]。Hsp70s 通过循环
式地与 ATP结合及水解, 对帮助新生蛋白折叠或
错误折叠蛋白重折叠以及蛋白进入内质网和线粒

体起重要作用[2]。Hsp70是 Hsp70s家族的重要成
员, 自 1986年 Srivastava发现 HSP70具有肿瘤免
疫原性以来 ,  Hsp70 参与肿瘤免疫研究就成为
HSPs家族研究的热点[3]。针对 HSP70参与肿瘤免
疫应答的分子机制, 研究者提出了许多观点, 最
广为接受的观点为通过 MHCI途径实现。胞质溶
液中抗原经蛋白酶体降解后, 抗原多肽通过 ATP
依赖方式与 Hsp70 结合, 并转运至内质网膜上的
抗原处理转运蛋白(transporter associated with anti-

gen processing, TAP), 再经 TAP转运至内质网腔
内。在转运过程中, 为了易于与 MHCI 类分子形
成稳定的三聚体, 抗原多肽分子被进一步加工修
剪 ,  然后被呈递至细胞表面 [ 4 ]。当肿瘤细胞的

HSPs 制备物被注射入宿主体内时, HSP70−肽复
合物通过抗原呈递细胞(antigen-presenting cells, 
APC)表面的 Hsp70特异受体进入 APC, 一方面诱
导 APC分泌 IL-1、IL-2、TNF-α和 IFN等细胞因
子激活各种效应细胞杀伤肿瘤; 另一方面 APC在
细胞因子刺激作用下抗原呈递增强, 可被 CD8+T
细胞识别引起免疫应答[4]。抗原多肽通过 Hsp70
特异高效激活抗原递呈细胞(特别是树突状细胞)
很可能是打破肿瘤发生中免疫耐受最有效的机制

之一[5–6]。利用 Hsp70 这种有效递呈抗原及特异 
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激发细胞免疫反应等功能, 近 20年已大量开展了

抗肿瘤[5–7]、病毒[8–9]、细菌[10]及寄生虫等病原[11–12]

的 Hsp70 分子疫苗研究, 并取得了较大突破。抗

肿瘤 HSP70分子疫苗已完成了Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ期临床

试验[13–15]。然而, 在抗病毒、细菌及寄生虫感染

的 Hsp70分子疫苗研究中, 目前均是将 Hsp70(大

多是利用原核生物如结核杆菌 Hsp70)与病原的某

个抗原融合制备成疫苗, 很少将 Hsp70 与病原体

全部抗原肽结合设计疫苗。同时, 目前所有 Hsp70

分子疫苗都是通过注射进行免疫接种, 这种接种

途径对某些动物(如野生动物、水生动物)的免疫不

适用。 

Hsp70 在肿瘤免疫中可以高效特异激活树突

状细胞(dendritic cells, DC)和巨噬细胞等进行抗

原的交叉呈递 , 进而促进细胞毒性 T 淋巴细胞

(cytotoxic T lymphocytes, CTL)等的细胞免疫反应, 

打破肿瘤发生中的免疫耐受屏障。受此启发, 可

通过打破罗非鱼消化道免疫耐受屏障, 研发一种

可以通过口服途径激发罗非鱼高水平系统免疫的

链球菌疫苗。本研究利用毕赤酵母表达的 tHsp70

与海豚链球菌(Streptococcus iniae)胞外产物(ECP)

和菌体(thallus)进行体外非共价结合 , 通过检测

罗非鱼腹腔巨噬细胞对 Hsp70-抗原复合物产生的

免疫反应评价 tHsp70的免疫学功能, 探索 tHsp70

在罗非鱼细胞免疫中是否具备免疫佐剂和免疫增

强剂的功能, 为后期研发基于 Hsp70 抗罗非鱼海

豚链球菌病口服疫苗提供理论支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
菌株 CMS005和重组罗非鱼 Hsp70由广西水

产遗传育种与健康养殖重点实验室保存提供 ; 

HBSS、L-15 培养基为 GIBCO 产品; MS-222、

squalene、ADP、ATP、肝素钠和台盼蓝染色液为

Sigma 产品; Trizol 为 Invitrogen 产品; SYBR® 

PrimeScript™ RT-PCR Kit II 为 TaKaRa 产品 ; 

percoll和 BrdU Cell Proliferation Assay为GE产品; 

NO检测试剂盒为 Promega产品。 

1.2  腹腔巨噬细胞分离与培养   
取雄性奥尼罗非鱼(Oreochromis niloticus♀× 

O.aureus♂)腹腔注射 250 μL 角鲨烯  (squalene), 

正常饲养 48 h后, 100 mg/L的 MS-222麻醉, 75%

酒精消毒体表。用连接有三通阀的注射器吸取预

冷的 PBS 对腹腔进行冲洗, 冲洗液收集于 45 mL

离心管中, 300 g、4℃离心 10 min。吸去上清, 细

胞沉淀用预冷的 HBSS 重悬, 300 g、4℃离心 10 

min洗涤 1次。细胞重悬于 2 mLHBSS, 加入 9 mL

灭菌三蒸水作用 20 s 破裂红细胞, 立即加入 1 

mL10×HBSS。300 g、4℃离心 10 min, HBSS洗涤

2 次, 最后用 L-15 完全培养基(含 10%罗非鱼血

清、5×10−5 μmol/L β-巯基乙醇、100 IU/mL 氨苄

青霉素、100 μg/mL 硫酸链霉素)重悬细胞。取适

量细胞悬液, 台盼蓝染色计数, 瑞氏染色观察细

胞状态。调整细胞密度为 1.0×106/mL, 加入 96孔

培养板, 每孔 100 μL, 28℃培养。 

1.3  抗原及 tHsp70–抗原复合物制备 
1.3.1  抗原制备  –80℃保存的 CMS005 菌株接

种于兔血平板, 28℃培养 24 h。挑取单菌落接种于

含TSB培养基 50 mL的 250 mL三角瓶, 150 r/min, 

28℃振荡培养 24 h。加入甲醛使其最终浓度为

0.25％, 150 r/min, 28℃静止灭活 24 h。2 kD超滤

浓缩到原体积的 1/10, 超滤产物 10 000 g离心 10 

min, 分别获得菌体(thallus)和分子量大于 2 kD的

胞外产物(ECP)抗原。将菌体用 PBS重悬, 浓度调

整为 1.0×109/mL。 

1.3.2  tHsp70–抗原复合物制备  取上述制备的

ECP抗原(体积分别为 1 μL、10 μL、25 μL、50 μL)、

菌体抗原 10 μL(浓度分别为 1×109/mL、1×108/mL、

1×107/mL、1×106/mL), 分别加入 35 μL tHsp70(10 

μg)混合, 加 PBS 至 90 μL, 再加入 10×结合反应

液 (10 mmol/L KCl, 20 mmol/L MgCl2, 1 mmol/L 

ADP) 10 μL, 37℃孵育 45 min。分别取 ECP-tHsp70

复合物 10 μL, thallus-tHsp70 复合物 10 μL 离心, 

取上清进行 SDS-PAGE电泳。 

1.4  巨噬细胞 NO及吞噬活性检测 
按 1.3 方法进行 tHsp70-thallus 复合物和
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tHsp70-ECP 复合物的制备, 实验共设 12 个试验
组: tHsp70-thallus 复合物组(菌体量均为 1.0×106 
cell), tHsp70设 100 μg/mL、10 μg/mL和 1 μg /mL 
3个浓度; tHsp70-ECP复合物组(ECP量均为 1 μg), 
tHsp70设 100 μg /mL、10 μg /mL和 1 μg /mL 3个
浓度; tHsp70刺激组, tHsp设 100 μg/mL、10μg /mL、
1 μg /mL 3 个浓度; 另设 thallus(1.0×106 cell)、
ECP(1 μg)及无刺激物 3个对照组, 每组设 3个试
验平行孔。将分离到的腹腔巨噬细胞培养于 96孔
板, 每孔 100 µL(细胞个数约 1×105), 培养 24 h, 
吸走未贴壁细胞并加入新的培养基继续培养 48 
h。吸去培养基上清, 加入 190 µL 新培养基及 10 
µL上述各种刺激物, 继续培养。于刺激后 24 h和
48 h, 分别吸取 50 µL培养上清液转入酶标板, 按
NO检测试剂盒(Promega, USA)操作说明进行 NO
浓度标准曲线制作, 检测样品 NO浓度。同时, 按
巨噬细胞吞噬活性检测试剂盒(Jiancheng, Nanjin, 
China)说明, 对抗原刺激 48 h 后巨噬细胞吞噬活
性进行检测。 

1.5  免疫相关基因表达检测  
1.5.1  实验分组及设计  实验分组与 1.4相同, 于
tHsp70-ECP复合物刺激巨噬细胞 24 h后, 对细胞
中 CXCR4、PGRN、HSP70、IL-8 这 4 个基因的
表达进行定量检测。此外, 在 12、24、48和 72 h 
4 个时间点, 对 tHsp70-thallus 复合物(菌体量为
1×106, tHsp70 浓度为 100 μg/mL)、菌体(1.0×106 
cell)刺激组和无刺激对照组巨噬细胞的上述 4 基
因表达进行定量分析。 

1.5.2  RNA提取及反转录  将各试验组 3个平行
孔细胞收集于离心管, 2 000 g 离心 10 min, 去除
上清, 加入 1 mL Trizol混合作用 5 min。加入 200 

μL氯仿涡旋振荡 15 s, 12 000 g, 4℃离心 15 min。
吸取上清转入新的离心管, 加入 500 μL异丙醇混
匀–20℃静置 30 min。12 000 g, 4℃离心 15 min。
弃上清, 沉淀用 75%乙醇洗涤 2次, 7 000 g, 4℃离
心 5 min。弃上清, 室温干燥沉淀, 加入 10 μLTE, 
55℃水浴助溶 5 min。获得的 RNA按荧光定量 PCR
剂盒 SYBR® PrimeScript™ RT-PCR Kit II中说明进
行反转录, 反转录所得 cDNA于−80℃保存备用。 

1.5.3  实时荧光定量 PCR检测  CXCR4、PGRN、
HSP70、IL-8和及内参基因 β-actin的引物序列分
别为: CXCR4F 5′-AAGGGCCAGACACTGAAGA 
AAA-3′、CXCR4 5′-AGTAGGGGAGCCAGCAAC 
AA-3′, PGRN F5′-GCGGTCACAGTCAAATCCAA- 
3′、PGRN R5′- TGTCCTGATGGCACTACTTGCT- 
3′, HSP70F5′-GGCGATTTTGTCCCTCTGAA-3′、
HSP70R5′-GGCCGACTGAGCAAAGAAGA-3′, IL- 
8F5′-GCACTGCCGCTGCATTAAG-3′、 IL-8 R5′- 
GCAGTGGGAGTTGGGAAGAA-3′, β-actinF5′-AA 
CAACCACACACCACACATTTC-3′、β-actinR5′-TG 
TCTCCTTCATCG TTCCAGTTT-3′。用 ddH2O对
cDNA进行 5倍稀释, 使用 ABI 7500 Fast荧光定
量 PCR仪进行 PCR扩增反应。反应体系(50 μL):  
SYBR Premix Ex Taq™(2× )25 μL, ROX Reference 
DyeⅡ(50×) 1 μL, 正反向引物各 2 μL(10 μmol/L), 
稀释后的 cDNA模板 4 μL, ddH2O 16 μL; 反应程
序: 95℃预变性 2min; 95℃ 30 s, 60℃ 30 s, 72℃ 
30 s, 40个循环。 

2  结果与分析 

2.1  海豚链球菌抗原与 tHsp70结合 
等量 tHsp70(10 μg)与不同量海豚链球菌

ECP(体积分别为 1、10、25、50 μL)非共价结合

后, SDS-PAGE 电泳结果显示(图 1-A), 结合前海
豚链球菌 ECP量越多, 对应泳道 tHsp70条带越亮, 

表明 tHsp70-ECP 复合物越多。同时 , 等量
tHsp70(10 μg)与不同量菌体非共价结合后, 上清
SDS-PAGE 电泳结果显示(图 1-B), 菌体量越多, 

结合的 tHsp70越多, 离心后上清中 tHsp70蛋白量
越少, 对应泳道 tHsp70蛋白条带也相应越暗。 

2.2  巨噬细胞培养状态观察 
显微镜下观察(图 2)发现, 培养基中加入 3种质

量浓度(100 μg/mL、10 μg/mL和 1 μg/mL)tHsp70均
可显著刺激罗非鱼腹腔巨噬细胞的贴壁和生长 , 

细胞间突触样的细胞连接明显增多, 其中以质量
浓度为 100 μg/mL的 tHsp70试验组细胞生长状态

最好。加入 ECP试验组贴壁细胞数量明显少于其
他试验组 , 出现大量的死亡细胞(疑似调亡的细
胞)。tHsp70-ECP复合物(tHsp70浓度为 100 μg/mL)  
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图 1  tHsp70与海豚链球菌胞外产物(A)和菌体(B)的非共价结合 
(A)1:未结合 tHsp70(1 μg); 2: 胞外产物 ECP(50 μL); 3–6: 10 μg的 tHsp70分别与 1 μL、10 μL、25 μL、50 μL胞外产物 ECP非

共价结合后取 1/10体积反应液进行 SDS-PAGE; M: 蛋白分子量标准. 
(B)1–4: 10 μg的 tHsp70分别与 1×104、1×105、1×106、1×107菌体非共价结合, 离心(10 000 g, 10 min)后取 1/10体积上清进行

SDS-PAGE电泳; 5: 未结合 tHsp70(1 μg); M: 蛋白分子量标准. 
Fig.1  SDS-PAGE analysis of tHsp70 non-covalently bound to different amount of ECP(A) and thallus(B) of Streptococcus iniae 

(A) Lane 1: 1 μg purified tHsp70; Lane 2: 50 μL ECP; Lanes 3–6: 1/10 volume of solutions containing 10 μg tHsp70 bounding to1 μL, 
10 μL, 25 μL, and 50 μL ECP, respectively; M: protein marker. 

(B) Lanes 1-4: 1/10 volume of supernatants obtained by centrifuging at 10 000 g for 10 min after 10 μg tHsp70 bounded to 1×104, 
1×105, 1×106, and 1×107 thallus of S.iniae, respectively; 5: 1 μg purified tHsp70; M: protein marker 

 

 
 

图 2  tHsp70对罗非鱼腹腔巨噬细胞体外培养生长的影
响(200×) 

A.培养基中含有 100 μg/mL tHsp70; B.培养基 ECP含量为 1μg 
/孔; C.未含刺激物对照组; D.培养基中含有 tHsp70-ECP复合

物(tHsp70浓度为 100 μg/mL, ECP含量为 1 μg/孔). 
Fig.2  Effects of tHsp70 on growth of tilapia peritoneal 

macrophages(200×) 
A. 100 μg/mL tHsp70; B. 1 μg ECP; C. medium without stimulator; 

D. ECP-tHsp70 complex (100 μg/mL;1 μg/hole ECP). 

 
试验组尽管细胞生长状态不如无刺激对照组, 但

细胞死亡程度明显减弱。菌体和 tHsp70-thallus复
合物对罗非鱼腹腔巨噬细胞生长也有一定的刺激

作用, 其中以 tHsp70-thallus 试验组(tHsp70 浓度

为 100 μg/mL)的细胞生长状态最佳。 

2.3  腹腔巨噬细胞 NO检测 
NO检测结果显示(图 3), 除 tHsp70-thallus复

合物(tHsp70 浓度为 100 μg/mL)和 tHsp70 (100 
μg/mL)2 个试验组 NO 释放显著(P<0.05)外, 其余
组 NO释放水平在 24 h差异不明显。与对照组相
对较刺激 48 h后, ECP可显著降低罗非鱼腹腔巨
噬细胞 NO 释放(P<0.05); 而 tHsp70-ECP 复合物
(tHsp70 浓度为 100 μg/mL)却可显著增强巨噬细
胞 NO释放(P<0.01)。tHsp70(100 μg/mL)单独作用
也可刺激巨噬细胞 NO释放(P<0.05)。 
2.4  腹腔巨噬细胞吞噬活性检测 
检测结果显示(图 4), 海豚链球菌菌体或 ECP

与 tHsp70 体外非共价结合后, tHsp70 浓度为 100 
μg/mL 的试验组巨噬细胞的吞噬活性显著提高
(P<0.05)。tHsp70(100 μg/mL, 10 μg/mL)单独作用
同样可以显著提高巨噬细胞吞噬活性  (P<0.05), 
其中 100 μg/mL tHsp70组提高幅度最大。 

2.5  免疫相关基因表达分析 
实时荧光定量 PCR 检测结果显示(图 5), 相

对于菌体或 ECP 单独作用, tHsp70−抗原复合物
(tHsp70 浓度为 100 μg/mL)及单独 tHsp70(100 
μg/mL)刺激罗非鱼腹腔巨噬细胞 24 h, 均可极显 
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图 3  tHsp70对体外培养罗非鱼腹腔巨噬细胞 NO释放的影响 
a/A代表与未加刺激物的对照组相比差异显著(P<0.05)/极显著(P<0.01); b/B代表 tHsp70-thallus复合物和 tHsp70-ECP复合物与

对应的 thallus和 ECP刺激组相比差异显著(P<0.05)/极显著(P<0.01). 
Fig. 3  Effect of tHsp70 on nitric oxide release in vitro of tilapia peritoneal macrophages 

a/A indicate significant difference(P<0.05)/extremely significant difference(P<0.01) compared with medium control; b/B indicate 
significant difference(P<0.05)/extremely significant difference(P<0.01) in comparison of thallus-tHsp70 versus thallus and 

ECP-tHsp70 versus ECP. 
 

 
 

图 4  tHsp70对体外培养罗非鱼腹腔巨噬细胞吞噬活性的影响 
a/A代表与未加刺激物的对照组相比差异显著(P<0.05)/极显著(P<0.01); b/B代表 tHsp70-thallus复合物和 tHsp70-ECP复合物与

对应的 thallus和 ECP刺激组相比差异显著(P<0.05)/极显著(P<0.01). 
Fig.4  Effect of tHsp70 on macrophage activity in vitro of tilapia peritoneal macrophages 

a/A indicates significant difference(P<0.05)/extremely significant difference(P<0.01) compared with medium control; b/B indicates 
significant difference(P<0.05)/extremely significant difference(P<0.01) in comparison of thallus-tHsp70 versus thallus and 

ECP-tHsp70 versus ECP. 
 

著提高其 IL-8、 HSP70、CXCR4 和 PGRN 这 4
个基因的表达水平(P<0.01), 10 μg/mL和 1 μg/mL 

tHsp70单独作用不明显 (P>0.05)。相对于无刺激
物对照组, 菌体和 ECP 也可以极显著提高腹腔巨

噬细胞 IL-8、HSP70、CXCR4和 PGRN 4个基因
的表达(P<0.01)。在 12 h、24 h、48 h 和 72 h 这

4个时间点, tHsp70−菌体复合物组 IL-8、HSP70、
CXCR4 和 PGRN 4 个基因的表达量均极显著高 
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图 5  tHSP70对罗非鱼腹腔巨噬细胞免疫相关基因表达影响的浓度效应 
a/A代表与未加刺激物的对照组相比差异显著(P<0.05)/极显著(P<0.01); b/B代表 tHsp70-thallus复合物和 tHsp70-ECP复合物与

对应的 thallus和 ECP刺激组相比差异显著(P<0.05)/极显著(P<0.01). 

Fig.5  Dosage effects of tHsp70 on the expression of immune related genes in tilapia peritoneal macrophages 
a/A indicate significant difference(P<0.05)/extremely significant difference(P<0.01) compared with medium control; b/B indicate 

significant difference(P<0.05)/extremely significant difference(P<0.01) in comparison of thallus-tHsp70 versus thallus and 
ECP-tHsp70 versus ECP. 

 
于菌体单独刺激组和无刺激对照组 (P<0.01, 图

6)。从 12 h开始, 菌体单独刺激组 IL-8和 HSP70

基因的表达量超过无刺激对照组(P<0.05); CXCR4 

和 PGRN基因表达量从 48 h才超过无刺激对照组

(P<0.05)。另外, IL-8 表达峰值出现在 48 h, 而

HSP70、CXCR4和 PGRN 这 3个基因表达量一直

呈上升趋势。 

3  讨论 

HSPs分子中含有结合多肽位点。研究表明细

胞内 HSPs分子可与绝大部分肽结合, 但 HSPs更
易结合小分子多肽、疏水性多肽及突变型蛋白[10]。

由于 HSP70-肽免疫原性主要来源于其结合的肽, 

因此不少学者期望通过将HSP70与蛋白进行体外
结合, 获取有价值的 HSP70-抗原复合物, 从而实

现对某些疾病的有效预防和治疗。实验证明 HSPs

在体外可与蛋白进行有效结合, Blachere 等[16]用

HSPs家族的 GP96与 G蛋白 A进行体外交联, 结
果表明 GP96 与外源蛋白结合效率与蛋白浓度、

反应温度以及缓冲液离子浓度有关。本研究将重

组 tHsp70 与海豚链球菌菌体及胞外产物(ECP)进
行体外非共价结合, SDS-PAGE 电泳结果显示, 
参与反应的 ECP 越多, 反应液中 tHsp70-抗原复
合物产生越多; 菌体量越多, tHsp70-菌体复合物

形成得越多。该结果表明海豚链球菌菌体表面具

有 tHsp70结合表位, tHsp70能有效地与海豚链球
菌菌体及 ECP中的小肽结合。实验还发现 tHsp70-

抗原复合物与 tHsp70迁移率相近, 蛋白条带所处
位置基本一致, 该现象可能与 tHsp70−抗原复合
物中所结合的蛋白多为小分子量多肽有关, 也有 
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图 6  tHSP70对腹腔巨噬细胞免疫相关基因表达影响的时间效应 
a/A代表与未加刺激物的对照组相比差异显著(P<0.05)/极显著(P<0.01); b/B代表 tHsp70-thallus复合物和 tHsp70-ECP复合物与

对应的 thallus和 ECP刺激组相比差异显著(P<0.05)/极显著(P<0.01). 
Fig.6  Time effects of tHsp70 on the expression of immune related genes in tilapia peritoneal macrophages 

a/A indicats significant difference(P<0.05)/extremely significant difference(P<0.01) compared with medium control; b/B indicats 
significant difference(P<0.05)/extremely significant difference(P<0.01) in comparison of thallus-tHsp70 versus thallus and 

ECP-tHsp70 versus ECP. 
 

可能与电泳样品未经煮沸处理有关, tHsp70与肽结
合紧密, 从而导致电泳中复合物迁移率变化不大。 

巨噬细胞在识别、吞噬外来病原微生物, 处
理和呈递抗原, 激活淋巴细胞启动特异性免疫应
答以及分泌免疫因子等方面发挥重要作用[17]。巨

噬细胞产生的 NO是一个细胞毒性免疫调剂因子, 
有研究证明巨噬细胞产生的 NO可杀灭癌症细胞, 

NO 还是影响辅助细胞(Th1 cell)功能的调节剂 , 
通过对细胞的直接抑制和预凋亡作用进行调控 , 
从而影响细胞免疫反应[18–20]。细胞外 HSP特别是

HSP70 可通过受体介导作用活化巨噬细胞、树突
细胞及 NK细胞。单核细胞在 HSP70作用下可释
放 NO[21–23]。鱼类巨噬细胞与哺乳动物巨噬细胞

相似, 生物活性物质如 IFN-γ、MGF(巨噬细胞活
性因子)、灭活的病原体等的刺激可促进其释放
NO 及提高吞噬活性 [24]。本研究中, tHsp70(100 
μg/mL)和 tHsp70-抗原复合物(tHsp70 浓度为 100 

μg/mL)相对于抗原单独作用和无刺激对照组, 可
显著促进巨噬细胞 NO 的释放及增强吞噬活性; 

tHsp70 与 ECP 交联结合后可以减轻 ECP 对巨噬
细胞的致死作用 ; 同时发现高浓度 tHsp70(100 
μg/mL)与低浓度 tHsp70(10 μg/mL和 1 μg/mL)的

作用有显著差异。这些结果在一定程度上证明

tHsp70 可提高抗原诱导罗非鱼腹腔巨噬细胞 NO
释放和增强其吞噬活性, 具有免疫佐剂和免疫增强
剂功能。 

HSP70 通过信号转导网络改变机体基因的表
达, 在搞肿瘤和感染中发挥其免疫学功能。本研
究利用前期筛选到的罗非鱼免疫和感染后差异表

达基因(IL-8、HSP70、CXCR4和 PGRN)作为研究
对象[25–26], 尝试从基因水平评价 tHsp70 对罗非鱼
腹腔巨噬细胞免疫机能的影响。IL-8 可通过与

CXCR1 或 CXCR2 结合而兴奋靶细胞, 吸引中性
粒细胞向炎症部位聚集, 清除炎症物质[27]; IL-8 和
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CXCR4是虹鳟(Oncorhynchus mykiss)感染前期非
特异性免疫反应重要的细胞因子和受体 [28]。

PGRN在罗非鱼感染或免疫海豚链球菌后, 其脾、
前肾及肝免疫组织中的表达发生了显著变化[29]。

本研究中 tHsp70-抗原复合物(tHsp70 浓度为 100 
μg/mL)及单独 tHsp70(100 μg/mL)刺激罗非鱼腹
腔巨噬细胞 24 h, IL-8、HSP70、CXCR4 和 PGRN
基因表达水平极显著高于菌体或 ECP 单独作用
(P<0.01); tHsp70-菌体复合物试验组 4 个基因在
12、24、48和 72 h 4个时间点的表达量均极显著
高于菌体和无刺激对照组(P < 0.01)。这充分证明
tHsp70单独或与链球菌抗原共同作用于罗非鱼腹
腔巨噬细胞, 可极显著改变免疫相关基因的表达, 
最终实现其分子伴侣、免疫佐剂和抗原载体等免

疫学功能。 
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Effects of recombinant tHsp70 on immune function of tilapia peri-
toneal macrophages  

CHEN Ming1,2, WANG Qiuhua2, WANG Rui1, GAN Xi1, LI Liping1, LEI Aiying1, LIANG Wanwen1, 
HUANG Weiyi2 

1. Key Laboratory for Aquatic Genetic Breeding and Healthy Aquaculture of Guangxi, Guangxi Institute of Fisheries, Nanning, 
Guangxi 530021, China;  

2. Institute of Animal Science and Technology, Guangxi University, Nanning, Guangxi 530005, China 

Abstract: We used recombinant tilapia Hsp70 (tHsp70) from Pichia yeast to prepare non-covalent HSP70-antigen 
complexes with thallus and extracellular bacterial products (ECP) of Streptococcus iniae. We investigated the ef-
fects of the antigen complexes on the cellular immune response of tilapia by detection of NO release, phagocytic 
activity, and related immune gene expression of peritoneal macrophages in vitro. tHsp70 can form complexes with 
the thallus and ECP of tilapia in vitro. In addition, tHsp70 alone and its complexes significantly stimulated growth 
and attachment of peritoneal macrophages and enhanced NO release and phagocytic activity of peritoneal macro-
phages. In contrast, treatment with ECP significantly inhibited NO release and led to cell death, while treatment 
with tHsp70-ECP complex reduced the cell death. Moreover, tHsp70 alone or tHsp70-antigen complexes signifi-
cantly increased the expression of immune related genes (IL-8, Hsp70, CXCR4, and PGRN) in tilapia peritoneal 
macrophages compared to antigen only and medium control groups. Our results suggest that tHsp70 has an im-
munoadjuvant and immunopotentiator function, and provides experimental data for development of a tHsp70 
based vaccine against tilapia streptococcal diseases. 
Key words: heat shock protein 70; macrophage; immune function; Streptococcus iniae; vaccine 
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