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河川沙塘鳢 TLR2 基因的克隆及表达分析
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摘 要 本研究以河川沙塘鳢(Odontobutis potamophila)为研究对象，采用 RACE、实时荧光定量 PCR 等技

术，首次对该鱼的 TLR2 基因进行了克隆和表达模式分析。主要研究结果如下：TLR2 基因的 cDNA 全长序列

为 3 473 bp，包括 2 631 bp 开放阅读框(ORF)、75 bp 的 5'UTR 区和 767 bp 的 3'UTR 区，并且具有脊椎动物典

型的加尾信号 AATAAA 和 26 bp 的 polyA 尾巴，推测该序列编码 876 个氨基酸。蛋白结构预测表明 TLR2
蛋白的 TIR 结构域和 LRR 基序符合 TLR 家族的共同特征，其蛋白分子也存在多个功能位点。系统树中河川

沙塘鳢与所有鱼类聚类为独立的分支，与鲈形目亲缘关系最近。应用 RT-PCR 法检测健康河川沙塘鳢鱼体中

TLR2 基因的 mRNA 组织表达差异情况。结果显示，TLR2 基因在检测的 12 种组织中均有表达，在肝、肾、肠、
血液和胃中都有较高的表达水平。人工感染嗜水气单胞菌后，对河川沙塘鳢 3 种主要免疫组织(脾、肾、肝)中
进行不同时段表达量变化的检测，结果表明，TLR2 基因在脾中感染后 4 h 表达水平发生下降，随后的 24~48 h
又上升，48 h 时达到顶峰，72~96 h 维持在略低于 24 h 水平上。在肾中，感染后表达水平持续上升，且 24~96 h
间保持相对稳定的表达水平。在肝组织中，感染后一直呈现上升趋势，72 h 时达到顶峰，其他时段表达水平

相差不大。可见 TLR2 在河川沙塘鳢抵御外源微生物侵染的先天免疫中发挥重要作用。
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Abstract With Odontobutis potamophila as research object, rapid amplification of cDNA ends (RACE) appro-
aches and quantitative real-time PCR were used to obtain the full length of TLR2 cDNA and to analysis the
expression pattern for the first time. The main results were shown as follows: sequence analysis revealed that the
full length of TLR2 cDNA were 3 473 bp. And the putative length of open reading frame (ORF) in the gene was
predicted as 2 631 bp that encoded 876 amino acids. The length of the 5' UTR of the gene was 75 bp, and the
length of 3' UTR was 767 bp. Each 3' UTR in the gene possessed a poly adenylation signal sequences of AAT
AAA, and a polyA tails of 26 bp which was the vertebrate typical tailing signal. TLR2 protein of O. potamophila
had LRR motifs and TIR domain structure. This was an important characteristic of TLR family. In the TLR2
protein molecule, there also were many functional sites. Phylogenetic trees showed that Odontobutis potamophila
was an independent branch and the gene in O. potamophila had closed genetic relationship with Perciformes.
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河川沙塘鳢(Odontobutis potamophila)为我国特

有的小型淡水底栖肉食性经济鱼类(伍汉霖等, 1993)，
目前对河川沙塘鳢的研究主要集中在选育种和养殖

等方面(张君等, 2011;张丽娟等, 2013; Zhu et al., 2014)，
对其免疫相关基因和抗病因子的研究未见报道。因

此，开展河川沙塘鳢的免疫相关基因(因子)研究，初

步了解其免疫应答机制，对河川沙塘鳢病害防治和

开辟河川沙塘鳢抗病育种新途径具有重要意义。
机体的先天性免疫依赖有限的模式识别受体

(pattern recognition receptors, PRRs)去识别病原体相

关分子模式 (pathogen-associated molecular patterns,
PAMPs)，例如脂多糖 LPS (lipopolysaccharide)和病毒

型核苷酸(viral nucleic acids) (Janeway and Medzhitov,
2002)。目前被鉴定的模式识别受体主要有两大类：胞

质型模式识别受体(cytosolic PRRs)和膜结合 Toll 样

受体(membrane-bound toll-like receptors, TLRs) (Aki-
ra et al., 2006)。

目前已发现 13 种 TLR，TLRs 可以识别多种来

自细菌、病毒、真菌甚至原生动物的 PAMPs，诱导促

炎因子和Ⅰ型干扰素的表达从而触 发 免 疫 应 答

(Medzhitov, 2001; Takeda and Akira, 2005; Kawai and
Akira, 2006)。TLRs 在不同组织的表达存在差异，研

究表明，巨噬细胞主要 表 达 TLR1、TLR2、TLR3、
TLR4、TLR6、TLR7 和 TLR9 (Muzio et al., 2000; Tak-
euchi et al., 2002)，尽管在不同的树突状细胞(dendrit-
ic cells, DC)亚群中有着细微的表达差别，但 DC 几

乎表达所有的 TLRs (Muzio et al., 2000)。所有 TLRs
都含有一个胞内 TIR (Toll/IL-1 receptor)结构域，TIR
结构域通过募集一个或者多个含有 TIR 结构域的连

接蛋白将信号下传(Sousa, 2004)。具有 TIR 结构域的

连接蛋白包括髓样分化因子(MyD88)，包含 Toll/IL-1
的接头蛋白(TIRAP)和包含 TIR结构域的 IFN 诱导

Quantitative real-time PCR was used to quantify the mRNA tissue expression differences expression of TLR2 gene
in healthy O. potamophila. The results showed that TLR2 gene of 12 tissue were expressed and TLR2 expressed
highly in liver, kidney, intestine, blood and stomach. The mRNA expression levels of TLR2 genes in liver, spleen
and kidney of O. potamophila were quantified after Aeromonas hydrophila infection. The results showed that in the
spleen, the expression quantities dropped at 4 hours after injection, followed by another rise at 24~48 hours and
reached peak after 48 hours, 72~96 hours maintained at a level slightly lower than 24 hours. In the kidney, the
expression levels of infection continue to rise, and the expression level between 24~96 hours remained relatively
stable. In liver tissue, it had been showing an upward trend after infection, peaked at 72 hours, the expression
levels of other times had no big difference. The results showed that TLR2 gene played an important role in against
exogenous microbial infection of innate immunity.
Keywords Odontobutis potamophila, TLR2, RT-PCR, Expression analysis

连接蛋白 (TRIF) (Medzhitov et al., 1998; Fitzgerald
et al., 2001; Oshiumi et al., 2003; Sousa, 2004; O'Neill
and Bowie, 2007 )，其中 MyD88 介导除 TLR3 之外的

所有 TLR 信号传导(韦友传等, 2011)，TLRs 信号传道

通路可以大体分 MyD88 依赖型信号通路和 TRIF 依

赖型信号通路(又叫做 MyD88 非依赖型信号通路)。
不论是 MyD88 依赖型信号通路还是 TRIF 依赖型

信号通路都会激活至少三种以上重要的下游分子

NF- 信号、MAPKs (mitogen-activated protein kinases)
和 IRFs (Yamamoto et al., 2003; Colonna, 2007)。

从 Sangrado-vegas 等(2000)分离鉴定了 IL-1 受

体(IL-IR)，即虹鳟(Onchorynchus mykiss) IL-IR 开始，

各国学者开始了对鱼类 TLR 的研究。通过对鱼类基

因组序列的挖掘，分离和鉴定出的 TLR 家族成员有

TLR1、TLR2、TLR3、TLR4、TLR5、TLR7、TLR8、TLR9、
TLR13、TLR14、TLR18、TLR19、TLR20、TLR21、TLR22、
TLR23。研究表明，TLR2 可能对革兰氏阳性、阴性细

菌及病毒都有识别作用，是 TLRs 家族中识别病原体

相关分子模式的能力最强的分子之一。
本研究拟通过分子生物学方法，利用 RACE 技

术获得河川沙塘鳢的 TLR2 基因全长序列，通过生

物信息学方法对其进行分析，并对河 川 沙 塘 鳢

TLR2 基因的组织分布及表达模式进行系统分析，

为进一步揭示河川沙塘鳢免疫抗感染机制奠定理

论基础。

1 结果与分析

1.1 TLR2 基因 cDNA 全长序列特征

根据从河川沙塘鳢转录组中获得的 TLR2 基因

部分序列，利用 RACE 技术扩增得到 TLR2 基因的

5' 端序上游序列和 3' 端下游序列，通过软件拼接得

到 3 473 bp (GenBank 登录号: KP973949) 的 cDNA 全
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长序列，包括 2 631 bp 开放阅读框(ORF)、75 bp 的 5'
UTR 区和 767 bp 的 3' UTR 区，并且具有脊椎动物

典型的加尾信号 AATAAA 和 26 bp 的 polyA 尾巴，

推测该序列编码 876 个氨基酸(图 1)。

1.2 蛋白结构和功能预测

SMART 软件分析发现，河川沙塘鳢 TLR2 蛋白

存在符合 TLR 家族所重要特征的 LRR 基序和 TIR
结构域(图 2)。二级结构经 Predictprotein 软件进行预

测，结果表明河川沙塘鳢 TLR2 蛋白分子在第 100、
122、200、241、457、494 和 580 位有 7 个 N- 糖基化

位点 (N-X-S/T)；在第 821 位有 1 个依赖 cAMP 和

cGMP 蛋白激酶Ⅱ磷酸化位点(R/K-X-X-S/T)；在第

2、419、726、787、819 和 824 位有 6 个蛋白激酶 C 磷

酸化位点(S/T-X-R/K)；在 102、124、153、202、291、317、
322、337、413、419、478、496、678、758、790、829 和 840
位有 17 个酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化位点(S/T-X-X-D/E)；
在第 248、387 和 661 位有 3 个酪氨酸激酶磷酸化位

点 (R/K-X-XD/E-X-X-Y)；在 第 176、318、402、471 和

533 位有 5 个 N 酰基化位(G-E/D/R/ K/H/ P/F/Y/W-X-
XS/T/A/G/C/N-X)。二级结构预测结果还表明 TLR2
蛋白分子包括 α 螺旋(272 个氨基酸) 31.1%，β 折叠

(97 个氨基酸) 11.1%，β 转角(507 个氨基酸) 57.9%。

1.3 TLR2 系统进化分析

为了进一步研究河川沙塘鳢 TLR2 推定的氨基

酸序列和其他脊椎动物的进化关系，利用 BLAST 程

序在线搜索与河川沙塘鳢 TLR2 基因同源性较高的

序列，再通过 MEGA5.0 软件重复计算 1 000 次构建

N-J 系统发育树的方法构建了系统发育进化树(图 3)。
系统树中哺乳类和鸟类聚为一支，河川沙塘鳢与所

有鱼类聚类为独立的分支，与鲈形目的其它种亲缘

关系最近。

1.4 TLR2 基因在健康河川沙塘鳢不同组织的表达特征

应用 RT-PCR 法检测健康河川沙塘鳢鱼体中

TLR2 基因在不同组织中的 mRNA 表达水平。结果

显示，TLR2 基因在检测的 12 种组织(肝, 脾, 肾, 肠,
鳃, 心脏, 血液, 脑, 性腺, 肌肉, 胃及鳔)中均有表达，

但它们的表达量却不同。TLR2 在肝、肾、肠、血液和

胃中都有很高的表达水平，鳃中表达程度中等，在

脾、心脏、脑、性腺、肌肉和鳔中表达水平较低(图 4)。

1.5 嗜水气单胞菌感染后 TLR2 基因表达变化

人工感染嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)

后，在河川沙塘鳢 3 种主要免疫组织(脾, 肾, 肝)中进

行不同时段表达量变化的检测，结果表明，TLR2 基

因在脾中感染后 4 h 表达水平发生下降，随后的

24~48 h 又上升，48 h 时达到顶峰，72~96 h 维持在略

低于 24 h 水平上。在肾中，感染后表达水平持续上

升，且 24~96 h 间的表达水平比较一致。在肝组织中，

感染后一直呈现上升趋势，72 h 时达到顶峰，且 4~96 h
表达水平相差不大(图 5)。

2 讨论

鱼类在脊椎动物中属较低等的类群，其特异性

免疫进化不完善，而非特异性免疫对病原的识别范

围较广，在其免疫应答过程中具有重要作用(Aoki et
al., 2008)。其中 Toll 样受体(TLR)是免疫过程中发挥

重要作用的一种跨膜蛋白受体，通过识别病原体相

关分子模式启动免疫应答，在机体非特异性免疫与

特异性免疫应答中都发挥着重要的作用。团头鲂

(Megalobrama amblycephala)、异育银鲫(Carassius au-
ratus gibelio)等重要经济鱼类的 Toll 样受体基因已

相继被克隆测序(钱曦等, 2008; 苏建国等, 2009)，其

在鱼类非特异性免疫方面的功能研究也日益受到重

视。目前虽有许多涉及到 Toll 样受体基因的克隆及

表达模式的研究(范泽军 , 2015)，但本实验首次从

构建的河川沙塘鳢 cDNA 文库中得到了 TLR2 基

因的部分片段，并利用 RACE 技术获得这个基因的

cDNA 全长。
根据 TLR2 基因氨基酸序列构建了脊椎动物的

系统进化树，所有鱼类构成进化树的一个主要分支，

哺乳类和鸟类构成另外一个主要分支，最后聚类为

一支，河川沙塘鳢与鲈形目的鱼类亲缘关系较近。然

而河川沙塘鳢 TLR2 在蛋白的 N 端有保守的 TIR 结

构，C 端有 LRR 序列，这符合哺乳动物 TLR 的普遍

特征，暗示哺乳动物的 TLR2 与河川沙塘鳢 TLR2 很

可能是同源物，拥有类似的生理功能。有研究指出

LRR 数目在不同的物种中有所区别，暗含功能差异

(Wu et al., 2008)，河川沙塘鳢具有 7 个 LRR 基序可

能有助于提高其对病原的识别能力。
经 Predictprotein 软件预测河川沙塘鳢 TLR2 蛋

白的二级结构，其酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化位点、蛋白激

酶 C 磷酸化位点、N- 糖基化位点的数目都比较多，暗

示其蛋白分子可能有更多的修饰变化，可能有更敏感

的识别作用，有更高效的表面递呈、捕获和识别能力。
本研究应用 RT-PCR 技术分析了 TLR2 基因在

健康河川沙塘鳢 12 种组织的表达分布情况。分析结

河川沙塘鳢 TLR2 基因的克隆及表达分析
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图 1 河川沙塘鳢 TLR2 cDNA 序列及推导的氨基酸序列

注: 推导的氨基酸序列显示在核苷酸序列下方, 为大写字母; 星号表示终止密码子; 灰色阴影部分表示结构域; 双下划线表示

poly (A)尾巴

Figure 1 Nucleotide and deduced amino acid sequences of O. potamophila TLR2 cDNA
Note: Translated amino acid sequence is shown under nucleotide sequence and in bold character; The stop codon was marked by an
asterisk; The domains were highlighted as shadowed areas; The signal peptide was underlined; The poly (A) signal sequence was
double-underlined
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果显示，河川沙塘鳢 TLR2 基因在检测的 12 种组织

中均有表达，只是表达水平存在组织特异性。河川沙

塘鳢 TLR2 基因在肝、肾、肠、血液中都有很高的表达

水平，鳃中表达程度中等。TLR2 在斑马鱼(Brachy-
danio rerio)、牙鲆(Paralichthys olivaceus)、大黄鱼(Pseud-
osciaena crocea)等多种鱼类的脾脏、头肾、肝脏等组

织均有表达(Hirono et al., 2004; Meijer et al., 2004;

图 2 TLR2 结构域

Figure 2 Domain structure of TLR2

图 3 河川沙塘鳢与其他物种 TLR2 基因的系统进化树

Figure 3 Phylogenetic tree of TLR2 gene from O. potamophila
and other vertebrates

图 4 TLR2 基因在健康河川沙塘鳢不同组织中的表达

注: 图中以 β-actin 作为内参基因, 柱状图显示为平均值±标准

差(n=3); 图中 L, Sp, K, I, Gi, H, Bl, Br, Go, M, St 和 Sw 依次代

表肝, 脾, 肾, 肠, 鳃, 心脏, 血液, 脑, 性腺, 肌肉, 胃及鳔

Figure 4 TLR2 gene expressions in various tissues of healthy O.
potamophila
Note: β-actin was used as internal reference genes, the bars graph
indicated the mean ± SE (n=3); The letter L, Sp, K, I, Gi, H, Bl,
Br, Go, M, St and Sw meant liver, spleen, kidney, intestine, gill,
heart, blood, brain, gonad, muscle, stomach and swim bladder re-
spectively

图 5 TLR2 基因在河川沙塘鳢 3 种组织中不同时段的表达量

比较

注: 图中以 β-actin 作为内参基因, 柱状图显示为平均值±标准

误(n=3); * 表示显著性差异(p<0.05); ** 表示极显著差异(p<0.01)
Figure 5 Expression comparison of TLR2 gene in three tissues of
O. potamophila at different time
Note: β-actin was used as internal reference genes, the bars graph
indicated the mean ± SE (n=3); * meant statistical significance
(p<0.05); ** meant highly significant difference (p<0.01)

Baoprasertkul et al., 2007; Wei et al., 2011; Samanta et
al., 2012)，斑点叉尾鮰(Ietalurus punetaus) TLR2 主要

表达于头肾和脾(Baoprasertkul et al., 2007)，在斜带

石斑鱼(Epinephelus coioides)的表达类似于斑点叉尾

鮰(Wei et al., 2011)。TLR2 普遍在免疫器官和组织中

高水平表达，暗示 TLR2 在固有免疫中发挥重要作用。
本研究采用 RT-PCR 技术研究了人工感染嗜水

气单胞菌后，河川沙塘鳢 TLR2 基因在 3 种主要免疫

器官中的表达变化。TLR2 在脾中感染后 4 h 表达水

平发生下降，随后的 24~48 h 上升，48 h 时达到顶峰，

72~96 h 维持在略低于 24 h 水平上，这与斑点叉尾鮰

感染爱德华氏菌(Edwardsiella ictaluri)后 TLR2 的表

达变化相一致(Baoprasertkul et al., 2007)。在肾中，感

染后表达水平持续上升，且 24~96 h 间的表达水平比

较一致。在肝组织中，感染后一直呈现上升趋势，72 h
时达到顶峰，其他时段表达水平相差不大。受到海鱼

分枝杆菌(Mycobacterium marinum)感染 8 周后的斑

马鱼其 TLR1 与 TLR2 在 mRNA 水平上的表达量在

血液和淋巴组织的表达量都显著增加(Meijer et al.,
2004)；牙鲆受到 polyⅠ:C 和肽聚糖刺激后其外周血

细胞中 TLR2 表达量显著上升(Hirono et al., 2004)。
应用 LPS 和 polyⅠ:C 腹腔注射斜带石斑鱼 24 h 后，

TLR2 在免疫器官中均呈显著上调(Wu et al., 2008)暗
示斜带石斑鱼 TLR2 在病毒感染和细菌感染中发挥

重要作。通过以上研究可认为鱼类 TLR2 基因识别

PAMP 的范围可能要比哺乳类 TLR2 更为广泛，可能

对革兰氏阴性细菌、革兰氏阳性细菌及病毒都有识

别作用。此外，TLR2 可以分别与 TLRl 或 TLR6 形成

河川沙塘鳢 TLR2 基因的克隆及表达分析
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异源二聚体，可识别有出三酰基脂肽和二酰基脂肽

的细微差别(Takeda and Akira, 2005)，还可与 CD36
和 CDl4 结合，扩大了识别配体的种类(Kawai and
Akira, 2010)。最近研究表明鱼类的 TLR2 与肽聚糖

识别蛋白(peptidoglycan-recognition protein, PGRP)结
合(Chang and Nie, 2008)，与哺乳类 TLR2 一样结合

磷壁酸和 PGN (Ribeiro et al., 2010)。可见，鱼类的

TLR 与哺乳动物的相应 TLR 似乎在功能上有所差

别，TLR 能与哪些配体结合，以及与哪些受体结合参

与识别还有待进一步深入研究。
本研究通过分子生物学技术方法，首次克隆获

得河川沙塘鳢的 TLR2 基因的 cDNA 全序列，应用生

物信息学方法分析其核苷酸及氨基酸序列，并预测

蛋白质的结构和功能，并对河川沙塘鳢 TLR2 基因的

组织分布及表达模式进行系统分析，这为研究 TLR2
基因在河川沙塘鳢免疫体系中的进化地位及与疾病

抗性的相关性，为进一步研究其生物学活性、功能和

表达调控以及揭示河川沙塘鳢免疫抗感染机制奠定

理论基础。

3 材料与方法

3.1 实验材料

一龄河川沙塘鳢，体重约 30 g，由南京市水产科

学研究所周岗基地提供。于实验室暂养 1 周，确定健

康无病后开始试验。

3.2 总 RNA 的提取及 cDNA 的合成

用高纯度总 RNA 快速抽提试剂盒(离心柱型)提
取健康河川沙塘鳢脾组织总 RNA，用于 RACE-PCR。
提取总 RNA 操作过程中所用枪头和离心管均为

RNase-free 的产品。提取方法参照说明书进行。提取

的 RNA 在 -80℃保存。用分光光度计测定样品

OD260nm/OD280nm 比值判断 RNA 纯度。
根据 HiScriptTM 1ST Strand cDNA Synthesis Kit 的

说明进行反转录，反应体系总共 10 μL。在一个

RNase-free 离心管里按如下体系加入反应液(10 μL)：
总 RNA (1 pg~500 ng) 1 μL，4×g DNAwiperMix 2 μL，

RNase-free water 5 μL，用移液器轻轻吹打混匀，瞬时

离心，42℃反应 2 min。在第 1 步的反应管中直接加

入 5×qRT SuperMixⅡ 2 μL，用移液器轻轻吹打混

匀，瞬时离心，按以下程序：25℃ 10 min，42℃ 30 min，

85℃ 5 min 进行逆转录反应。cDNA 产物可在 -20℃
储存或立即用于 qPCR 反应。

3.3 TLR2 基因片段的获得和全长 cDNA 的克隆

根据从河川沙塘鳢转录组测序的 cDNA 文库中

筛选得到 350 bp 的 TLR2 的 cDNA 中间 EST 序列，

采 用 Invitrogen 公 司 的 5'RACE System for Rapid
Amplification of cDNA Ends Version 2.0 试剂盒获得

基因的 5' 端序列。采用 Clontech 公司的 SMARTerTM

RACE cDNA Amplification Kit 试剂盒获得目的基因

的 3' 端序列。克隆基因所需引物已经列出(表 1)。

3.4 TLR2 基因的生物信息学分析

利 用 BLAST 对 测 序 结 果 进 行 同 源 性 检 索

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)。使用 DNAStar
等软件统计分析序列总长，确定其开放阅读框进而

预测氨基酸序列。使用 SMART (http://smart.emblh-
eidelberg.de/)对预测到的氨基酸序列进行结构和功

能的分析。使用 Predict protein (https://www.predict-
protein.org/)在线预测蛋白二级结构。用 MEGA 5.0
软件重复 1 000 次构建 N-J 系统发育树。

引物名称

Primer name
TLR-R-GSP1
TLR-R-GSP2
TLR-R-GSP3
AUPA
TLR-GSP3
TLR-NGSP3
UPM-Long
UPM-Short
3'-CDs primer A

引物序列(5'-3')
Primer sequences (5'-3')
GCACTCGGCTGTTGAT
AACTCATCTCCTTTGTTTGAATG
CATAATAACTTAGATTGGAAGAA
GGCCACGCGTCGACTAGTAC
TGCAGCGTTTTGCTATAAAATGTTCTTCCA
GGAGATGAGTTTTGACATGGCTATAGATCA
CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT
CTAATACGACTCACTATAGGGC
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC(T)30VN

应用

Application
5' RACE

3' RACE

表 1 克隆基因所用引物

Table 1 Primers used for genes cloning
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3.5 TLR2 基因在健康河川沙塘鳢不同组织表达特异

性分析

取 3 尾健康试验鱼的 12 种组织(肝, 血, 肾, 肠,
鳃, 心脏, 脾, 脑, 性腺, 肌肉, 胃及鳔)，提取总 RNA
后，进行反转录获得 cDNA 第一链。依据获得的河川

沙塘鳢 TLR2 基因 cDNA 全长序列分别设计特异性

引物 TLR2-F/TLR2-R，另外 TLR2 的 β-actin 引物为

β-actinF/β-actinR (表 2)。分别以 12 种组织的 cDNA
为模板，进行实时荧光定量 PCR 检测不同组织中

mRNA 的表达。实时荧光定量 PCR 反应体系为

20 μL：10 μL Faststart Universal SYBR Green Master，
4 μL (5 ng/μL) cDNA 模板，2 μL 引物(6 mmol/L)，
4 μL RNase-free water。反应条件如下：95℃ 10 min，

1 个循环；95℃ 10 s，55℃ 30 s，40 个循环，4℃保存。
3 次重复实验以减少误差。

试验结果数据用 2–△△Ct 法来计算目的基因的相

对表达量，应用 SPSS 软件对实验数据进行统计分

析、差异显著性检验分析。用 t 检验计算 p 值，当 p<
0.05 时认为差异显著，p<0.01 认为极显著差异。数值

采用均值±标准差(Means±SE)表示。

3.6 TLR2 基因应对嗜水气单胞菌感染下的 mRNA
表达水平分析

为进一步分析河川沙塘鳢在受到病原侵袭时

不同组织中 TLR2 基因 mRNA 表达水平的变化，

腹腔注射嗜水气单胞菌，嗜水气单胞菌由江苏省

水生疾病防控中心提供，接种至 LB 培养基，28℃
培养至对数生长期，离心机离心收集菌体，使用

0.85%无菌生理盐水配制成细菌悬液。经预试验后

调整菌液浓度为 1.5×108 cfu/mL。实验组腹腔注射

剂量为 0.2 mL/ 尾，对照组每尾注射相同剂量的生

理盐水。分别在注射后的 0 h、4 h、24 h、48 h、72 h
和 96 h 各随机取 3 尾河川沙塘鳢，分别取肝、脾和

肾组织提取总 RNA 后进行实时荧光定量 PCR，方

法同上。

引物名称

Primer name
TLR2-F
TLR2-R
β-actinF
β-actinR

引物序列(5'-3')
Primer sequences (5'-3')
TGAGCATGTCAAGCAGAGCA
CGACCTGAGATTGCAGCGTTT
TGGACTTCGAGCAGGAGATGAG
AAGGAAAGATGGCTGGAAGAGG

表 2 荧光定量 PCR 引物

Table 2 Primers used for quantitative real-time PCR
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