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香鱼(Plecoglossus altivelis)肿瘤坏死因子-α (TNF-α)

基因的分子克隆、鉴定及免疫相关性表达* 

杨智景  李长红  张  浩  苗  亮  陈  炯① 
(宁波大学海洋学院  生物化学与分子生物学实验室  宁波  315211) 

摘要    肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-alpha, TNF-α)是 TNF超家族成员之一, 在动物机体抵

抗细菌和病毒入侵时发挥重要作用。本研究基于香鱼(Plecoglossus altivelis)单核/巨噬细胞转录组数

据库, 获得了香鱼 TNF-α 基因(PaTNF-α)全长 cDNA 序列。PaTNF-α 由 1932 个核苷酸组成, 包含一

个大的开放阅读框, 编码 235 个氨基酸, 预测分子量为 26.4 kDa。氨基酸序列多重比对分析表明, 

PaTNF-α 具有 TNF 超家族的特征序列、1 个 TACE 酶切位点和 1 个保守的二硫键 , 与虹鳟

(Oncorhynchus mykiss)TNF-α同源性最高, 为 53.4%; 系统进化树分析表明, 鱼类 TNF-α形成一个大

簇, PaTNF-α与虹鳟 TNF-α进化相关性最高。实时荧光定量 PCR (quantitative real-time PCR, qRT-PCR)

结果显示, PaTNF-α mRNA在头肾中表达量最高; 鳗弧菌(Vibrio anguillarum)感染后香鱼肝、脾、头

肾和外周血细胞中 PaTNF-α mRNA表达量显著上调; 香鱼单核/巨噬细胞经鳗弧菌、LPS和 poly(I: C)

处理后, PaTNF-α mRNA表达量显著上调。原核表达了 PaTNF-α成熟肽, 并制备了抗血清。Western 

blot分析表明, 鳗弧菌感染后香鱼血清和单核/巨噬细胞上清中的 PaTNF-α表达量含量也显著增加。

综上, 香鱼 TNF-α mRNA及蛋白的表达与病原体感染密切相关, 为深入研究鱼类 TNF-α的生物学功

能及其在病原体感染中的作用机制提供理论基础。 
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肿瘤坏死因子 -α(tumor necrosis factor-alpha, 

TNF-α)是机体在病原体入侵时, 由激活的巨噬细胞、

淋巴细胞以及其它免疫细胞产生的促炎细胞因子

(Horiuchi et al, 2010)。在哺乳动物中, TNF-α可以抑

制肿瘤细胞增殖, 诱导肿瘤细胞凋亡, 并且参与机体

的免疫调节 , 诱导相关的细胞因子及其受体基因的

表达(Horiuchi et al, 2010; Rajmani et al, 2015); 在抵

抗细菌、病毒和寄生虫感染的过程中, TNF-α还起着

重要介质的作用, 与白介素-1 (interleukin-1, IL-1)和

白介素-6 (interleukin-1, IL-6)等细胞因子被归为正急

性期蛋白(Gruys et al, 2005; Horiuchi et al, 2010)。目

前, 已有应用 TNF-α治疗肿瘤、牛皮癣、白塞病、风

湿性关节炎、炎性肠病等的研究报道(Van Horssen et 

al, 2006; Horiuchi et al, 2010; Willrich et al, 2015)。 

目前, 已经有数十种硬骨鱼类的 TNF-α 基因得

到了克隆, 比如虹鳟(Oncorhynchus mykiss) (Laing et 

al, 2001; Hong et al, 2013)、鲤鱼(Cyprinus carpio) 

(Savan et al, 2004)、大菱鲆(Psetta maxima) (Ordás et 

al, 2007)、鳜鱼(Siniperca chuatsi) (Xiao et al, 2007)和

草鱼(Ctenopharyngodon idella) (Zhang et al, 2012)等。

在克隆 TNF-α 基因的同时, 部分研究对其转录水平及

免疫功能进行了测定。例如, 在海弧菌(Vibrio pelagius)

和 病 毒 性 出 血 败 血 症 病 毒 (Viral haemorrhagic 

septicemia virus, VHSV)感染后, 大菱鲆肝和肾组织
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中 TNF-α mRNA 表达量明显增加, 且不同个体表达

量差异明显(Ordás et al, 2007); 在传染性脾肾坏死病

毒(infectious spleen and kidney necrosis virus, ISKNV)

感染后, 鳜鱼血液和脾组织中 TNF-α mRNA 表达量

明显增加(Xiao et al, 2007); 经草鱼呼肠孤病毒(grass 

carp reovirus, GCRV)感染后, 草鱼脾中 TNF-α mRNA

表达量显著升高 , 而且 GCRV 感染的草鱼肾细胞

TNF-α mRNA表达量也增加显著(Wang et al, 2013); 

在体外实验中, 重组的虹鳟 TNF-α 能促进虹鳟头肾

来源巨噬细胞的趋化和吞噬活性(Zou et al, 2003), 并

且重组的金鱼(Carassius auratus)TNF-α 不仅能促进

金鱼头肾来源的巨噬细胞的趋化和吞噬活性 , 还能

促进其呼吸爆发功能等(Grayfer et al, 2008)。上述研

究结果表明, 鱼类 TNF-α 在细菌和病毒感染引起的

炎症免疫防御反应发挥着重要作用。 

香鱼(Plecoglossus altivelis), 又名年鱼、仙胎鱼, 

隶属胡瓜鱼目、香鱼科, 是一种一年生小型洄游性经

济鱼类, 为东亚地区中国、朝鲜和日本等国所特有。

由于其体形优美、肉质鲜美 , 人工养殖规模逐年增

加。然而, 集约化、高密度养殖以及不当的病害防治

技术导致香鱼病害频发, 主要为细菌性病害, 其中鳗

弧菌是危害最严重的病原之一(李长红等, 2009)。因

此, 香鱼以绿色健康养殖为要, 应限制使用抗生素等

药物 , 有必要从免疫学角度入手加强对香鱼免疫机

制的研究 , 为香鱼病害防治及抗病品种选育提供指

导。鉴于 TNF-α在动物免疫反应中的作用, 本实验拟

对香鱼 TNF-α (PaTNF-α)进行初步研究。测定基因

cDNA 序列, 明确其序列结构特征、系统进化关系及

表达特征 , 解明鳗弧菌感染后香鱼免疫组织及细胞

中 PaTNF-α mRNA 的表达变化以及鳗弧菌、脂多糖

(lipopolysaccharide, LPS)和聚肌胞苷酸胞嘧啶核苷酸

poly(I: C)分别处理后香鱼单核/巨噬细胞中 PaTNF-α 

mRNA 的表达变化; 原核表达 PaTNF-α 重组蛋白并

制备抗血清, 分析鳗弧菌感染的香鱼血清及单核/巨

噬细胞上清中 PaTNF-α 的表达变化。研究结果将为

进一步探讨 PaTNF-α 在香鱼炎症免疫反应中的作用

机制及机理提供基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料与试剂 

健康香鱼(20—30g)购自浙江省宁波市宁海县凫

溪香鱼养殖基地, 规格均一、健康无伤。运回实验室

后暂养于充分曝气的自来水中, 水温(20±1) °C。暂养

期间连续充气, 每天换水 2次, 早晚各一次。 

ICR小鼠购自浙江医学科学院实验动物中心。大

肠杆菌 BL21 pLys E 菌株、TG1 菌株、鳗弧菌

ayu-H080701 (李长红等, 2009)、pGEX-4T-3载体等由

实验室保存。LPS (Escherichia coli 055: B5)和 poly(I: 

C)购自 Sigma公司(美国)。pMD19-T Simple Vector、

RNAiso试剂、T4 DNA连接酶、AMV逆转录酶、Ex 

Taq DNA聚合酶、BamH I、EcoR I, 和 SYBR Premix 

Ex Taq试剂盒等购自 TaKaRa公司(日本)。压片暗盒、

显影定影试剂盒、ECL 化学发光试剂盒 , 和柯达

X-OMAT BT 胶片等购自碧云天生物技术研究所(北

京)。SDS-PAGE 低分子量标准蛋白试剂盒购自中国

科学院上海生物化学研究所(上海), 预染蛋白分子量

蛋白标准购自 Fermentas 公司(加拿大)。琼脂糖凝胶

回收试剂盒购自 Omega 公司(美国)。二抗(辣根酶标

记山羊抗小鼠 IgG)购自北京中杉金桥生物技术有限

公司(北京)。序列测序和引物合成工作由英维捷基贸

易有限公司(上海)完成。 

1.2  PaTNF-α cDNA序列获得及序列分析 

采用 Illumina HiSeq 2000测序平台对健康香鱼单

核 /巨噬细胞进行转录组测序 , 从中获得 PaTNF-α 

cDNA 序列, 并采用常规 PCR 方法进行扩增和测序验

证。采用 SignalP 4.1 在线程序(http: //www.cbs.dtu.dk/ 

services/SignalP/)预测信号肽序列 ; 采用 TMHMM 

Server v. 2.0 (http: //www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/)
预测跨膜结构域; 采用 ClustalW 在线程序 (http: // 

clustalw.ddbj.nig.ac.jp/)进行多重序列比对; 采用 MEGA 

6.0软件构建系统进化树(Tamura et al, 2013)。多重序

列比对及进化树构建所用序列详见表 1。 

1.3  香鱼头肾来源的单核/巨噬细胞分离培养 

用 0.03% (V/V)的乙二醇苯醚麻醉香鱼, 无菌条

件下迅速取出头肾, 剪刀剪碎头肾置 140 目筛网中, 

加入适量 RPMI1640培养基, 无菌注射器活塞轻轻研

磨, 获得分散单细胞; 采用 Ficoll 密度梯度离心法分

离细胞(2000 r/min, 25 min), 取含单核/巨噬细胞的白

膜层细胞, 用含 2%胎牛血清的 RPMI1640 培养基洗

涤 2 次, 最后重悬于含 2%胎牛血清的 RPMI1640 培

养基中。血球计数板计数 , 将细胞浓度调整为 107 

cells/mL, 每皿铺 2 mL细胞。将细胞置于 24°C、5% 

CO2培养箱培养过夜, PBS 洗去非贴壁细胞, 贴壁细

胞在含 10%胎牛血清的 RPMI1640培养基中培养。吉

姆萨染色后显微镜观察, 确定超过 95%的贴壁细胞

是单核/巨噬细胞(Lu et al, 2013)。 
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表 1  多重比对及系统发育进化树构建采用序列 
Tab.1  Sequences used for multiple alignment and phylogenetic tree construction 

物种 
登录号 

拉丁名 中文名 英文名 

NM_000594 Homo sapiens 人 human 

EF070393 Pseudosciaena crocea 大黄鱼 large yellow croaker 

JP740414 Plecoglossus altivelis 香鱼 ayu 

NM_212859 Danio rerio 斑马鱼 zebrafish 

HQ696609 Ctenopharyngodon idella 草鱼 grass carp 

AJ311800 Cyprinus carpio 鲤鱼 common carp 

DQ070246 Dicentrarchus labrax 欧洲鲈鱼 European seabass 

AJ417565 Ictalurus punctatus 斑点叉尾  channel catfish 

KC771269 Carassius carassius 黑鲫 crucian carp 

NM_001037985 Takifugu rubripes 鲀红鳍东方  tiger pufferfish 

EF079662 Salmo salar 大西洋鲑 Atlantic salmon 

HE798147 Oncorhynchus mykiss 虹鳟 rainbow trout 

HQ011926 Epinephelus coioides 斜带石斑鱼 orange-spotted grouper 

 
1.4  香鱼外周血白细胞的分离 

参考 Lam 等(2011)的方法分离香鱼外周血白细

胞, 具体步骤如下: 75%酒精消毒香鱼尾部, 用肝素

钠溶液润洗后的 1.0 mL 注射器于香鱼尾静脉采血, 

加等量 PBS 稀释。将稀释后的血液沿管壁加到 70%

的 Ficoll/磷酸缓冲液(PBS)液面上, 500 g离心 30 min, 

吸取中间白膜层细胞于 15.0 mL离心管中, 加入等量

PBS, 500 g离心 20 min收集白细胞, 重复 2次, 加适

量 PBS重悬, 瑞士染色鉴定, 确定超过 95%的细胞是

外周血白细胞。 

1.5  鳗弧菌感染的香鱼组织样品制备 

鳗弧菌感染香鱼的实验过程及感染剂量参考杨

旦阳等(2013)的方法, 具体步骤如下: 感染组香鱼用

1.0×104 CFU/尾的浓度腹腔注射鳗弧菌菌悬液, 对照

组香鱼注射相同体积的灭菌生理盐水 , 分别在感染

后 4、8、12和 24 h (hours post infection)时采集脾、

肝和头肾等组织并立即投入液氮中 ; 从香鱼尾静脉

抽取血液, 4°C 静置过夜后低速离心收集血清, 随后

转于–70°C超低温冰箱保存。 

1.6  LPS、poly(I: C)和鳗弧菌感染的香鱼单核/巨噬

细胞样品制备 

将 LPS和 poly(I: C)分别以 10 ng/mL和 40 μg/mL

的作用浓度加入香鱼单核/巨噬细胞中, 于作用 4、8、

12和 24 h时收集培养基上清 , 无菌滤膜过滤后分装; 

细胞用 PBS洗涤 3次 , 加入 RNAiso试剂裂解细胞 , 

5 min后收集裂解液作为香鱼单核/巨噬细胞样品, 同

上清样品置于–70°C保存。 

过夜培养的鳗弧菌用 PBS 稀释后, 按照感染复

数(multiplicity of infection, MOI)为 10: 1的比例接种

至香鱼单核/巨噬细胞中, 于 4、8、12和 24 h时收集

培养基上清和单核/巨噬细胞样品, 收集和保存方法

同上。 

1.7  qRT-PCR检测 

参考黄左安等(2011)的方法进行总 RNA的抽提、

第一链 cDNA的合成及 qRT-PCR检测。根据已获得的

香鱼TNF-α cDNA序列设计检测引物, PaTNF-α test (+): 

5′-ACATGGGAGCT GTGTTCCTC-3′和 PaTNF-α test (–): 

5′-GCAAACACACCGAAAAAGGT-3′, 预期扩增大小

115 bp; 根据香鱼管家基因 β-actin cDNA 序列

(AB020884) 设 计 内 参 检 测 引 物 PaActin2 (+): 

5′-TCGTGCGTGACATCAAGGAG-3′和 PaActin2 (–): 

5′-CGCACTTCATGATGCTGTTG-3′, 预期扩增片段

长度为 231 bp。qRT-PCR扩增体系 25 μL, 包括灭菌

水 10 μL、SYBR Premix Ex Taq (2×)缓冲液 12.5 μL、

cDNA模板 0.5 μL、上下游引物各(10 μmol/L)1 μL。

扩增反应在 ABI StepOne荧光定量 PCR仪(美国 ABI

公司)上进行, 反应条件为: 94°C 180 s (预变性, 1个

循环); 94°C 30 s, 58°C 30 s, 72°C 30 s (扩增段, 共 40

个循环); 94°C 30 s, 72°C 60 s, 95°C 30 s (熔解段, 1个

循环)。每个样品重复 3 次。荧光定量的结果由仪器

自带程序读取。根据 2–ΔΔCt 相对标准曲线法计算

PaTNF-α mRNA的相对表达量(Livak et al, 2001)。 
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1.8  PaTNF-α的原核表达、抗血清制备 

根据获得的 PaTNF-α开放阅读框(ORF)设计原核

表达引物 , 引物序列如下: pGEX-4T3-PaTNF-α (+): 

5′-CGGATCCATGGATACTAATTGCAAAGTAC-3′ 和

pGEX-4T3-PaTNF-α (–): 5′-GGAATTCTCACAGCAA 
ACACACC-3′, 其中下划线碱基为的限制性内切酶

BamH I和 EcoR I识别序列, 斜体字母为保护碱基。

PCR扩增体系 25 μL, 包括 10×Ex Taq buffer 2.5 μL, 

dNTP (2.5 mmol/L) 4.0 μL, cDNA模板 0.5 μL, 上下游

引物(10 μmol/L)各 1 μL, Ex Taq DNA聚合酶 0.25 μL, 

ddH2O 15.75 μL。扩增反应在 Mastercycler pro梯度

PCR 仪(德国 Eppendorf 公司)上进行, 反应程序为: 

94°C 预变性 120 s; 再 30 个循环: 94°C 变性 30 s, 

58°C退火 30 s, 72°C 延伸 60 s; 最后 72°C延伸 10 min。

与预期相符的扩增片段经 EcoR I和 BamH I双酶切, 

插入到经相同内切酶酶切的原核表达载体 pGEX- 

4T-3中, 获得重组质粒 pGEX-4T-3-PaTNF-α。该重组

质粒经测序验证无误后转化大肠杆菌 BL21 pLys E菌

株, 经 IPTG诱导表达, 表达产物经 SDS-PAGE检测, 

考马斯亮蓝 G-250染色观察目的蛋白是否表达。 

pGEX-4T-3-PaTNF-α/BL21 经 IPTG 大量诱导后, 

经 5%—20%梯度胶分离, 用预冷的 0.25 mol/L KCl

溶液染色 10 min, 切下目的蛋白用于免疫 ICR小鼠。

每周免疫 1次, 共免疫 3次。最后 1次免疫后第 3天

从小鼠眼动脉取血, 4°C 静置过夜后冷冻离心收集血

清, 于–70°C保存备用。 

1.9  Western blot检测 

将收集的香鱼血清和单核/巨噬细胞上清样品用

Bradford法定量(Bradford, 1976), 参考黄左安等(2011) 

的方法进行 Western blot检测。香鱼单核/巨噬细胞培

养上清和重组蛋白样本经 SDS-PAGE 电泳分离后湿

转法转移至聚偏二氟乙烯 (polyvinylidene fluoride, 

PVDF)膜上, 转膜结束后将 PVDF 膜转移至封闭液

(含 5%脱脂奶粉的 PBS-T)中于 4°C 封闭过夜, 按 1: 

500的比例加入 PaTNF-α抗血清(一抗), 37°C摇床孵

育 2 h, PBS-T 洗涤后按 1: 1000 的比例加入 HRP- 

IgG(二抗), 37°C摇床孵育 1 h, PBS-T洗涤采用 ECL

化学发光法显影, 胶片扫描后采用 Quantity One软件

对电泳条带计算灰度值。 

2  结果 

2.1  PaTNF-α cDNA序列分析 

PaTNF-α cDNA全长 1932 bp (GenBank登录号: 

JP740414), 包括一个完整 ORF, 起始于第 347—350

位的一个 ATG起始密码子, 终止于第 1051—1054位

的一个 TGA 终止密码子, 预测编码一个由 235 个氨

基酸组成、分子量大小约为 26.4 kDa的前体蛋白, 等

电点为 6.35。 

软件分析结果表明, 推测的 PaTNF-α 不具有信

号肽序列, 具有 TNF 家族典型的特征序列“IIIPDDG 

IYFVYSQ”, 分子内包含一个保守的二硫键 Cys140- 

Cys181和位于 72位 Thr和 73位 Leu之间 TNF-α转化

酶 (TNF-α converting enzyme, TACE)酶切位点, 并且

在第 34—56 位氨基酸处有一个单一的跨膜结构域

“WTMWGALLAMALCVSAALFFTWN” (图 1)。 

2.2  PaTNF-α基因的系统进化分析 

序列分析表明, PaTNF-α与其它鱼类 TNF-α具有

较高的氨基酸序列同源性(31.2%—53.4%), 其中与虹

鳟 TNF-α同源性最高, 为 53.4%。根据哺乳动物和鱼

类的 TNF-α 氨基酸全长序列构建的系统进化树揭示, 

鱼类 TNF-α单独形成一个大簇, 香鱼与虹鳟、大西洋

鲑的 TNF-α 独立成簇, 且与虹鳟 TNF-α 的进化相关

性最高(图 2)。 

2.3  鳗弧菌感染前后 PaTNF-α mRNA表达的变化 

取健康香鱼的肝、脾、体肾、头肾、脑、肠、肌、

外周血白细胞和单核/巨噬细胞进行 qRT-PCR 检测, 

结果表明, 健康香鱼 TNF-α mRNA 在头肾中表达量

最高, 其次是脾、体肾、肝、肌、单核/巨噬细胞和外

周血白细胞(图 3)。腹腔注射鳗弧菌后, 感染组香鱼

表现典型的弧菌病症状, 并能从肝、脾和肾等组织中

分离出病原菌(结果未显示), 对照组香鱼无明显症

状。与对照组相比, 鳗弧菌感染 4 h 时, 肝、脾和头

肾中 PaTNF-α mRNA 的表达量显著增加, 分别为对

照组的 2.62、19.52和 3.09倍(P<0.05); 在 8 h时, 肝

和头肾中 PaTNF-α mRNA表达量继续增加, 12 h时达

到峰值, 分别为对照组 30.08和 11.69倍(P<0.05), 而

在 8 h后, 脾中 PaTNF-α mRNA与对照组无明显差异; 

外周白血细胞中 PaTNF-α mRNA表达量在 12 h时显

著高于对照组, 为对照组的 2.20倍(P<0.05), 在 24 h

时, 与对照组无明显差异(图 3)。 

2.4  LPS、poly(I: C)和鳗弧菌处理前后香鱼单核/巨

噬细胞 PaTNF-α mRNA表达的变化 

LPS、poly(I: C)和鳗弧菌处理香鱼单核/巨噬细胞

后 PaTNF-α mRNA的表达量显著增加, 其中 poly(I: C)

和鳗弧菌处理组 PaTNF-α mRNA的表达量在 4 h时显

著增加, 分别为对照组的 2.45和 560.28倍, LPS处理 
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图 1  香鱼与其它动物 TNF-α氨基酸序列的多重比对 
Fig.1  Multiple alignment of TNF-α amino acid sequences of ayu and other animals 

“—”代表 TNF-α跨膜结构域, “□”代表 TNF家族特征序列, “↓”代表潜在的 TACE酶切位点, “—S-S—”代表保守的半胱氨酸残基形成的二

硫键, 阴影阈值>60%, 黑色阴影代表相同氨基酸, 灰色阴影代表相似氨基酸 

 

 

图 2  基于 NJ法构建的香鱼和其它物种 TNF-α全长氨基

酸序列的系统进化树 
Fig.2  Phylogenetic tree of the full-length amino acid sequences 

of ayu and other animals TNF-α using neighbor-joining method 

分叉处数值表示重复抽样 1000 次所得到的置信度百分比 , 只

显示置信度 60%以上的数值 ;  标尺长度表明每个位点发生  

0.1 次置换  

组 PaTNF-α mRNA与对照组无明显差异(P<0.05); 在 8 h

时, LPS、poly(I: C)和鳗弧菌处理组 PaTNF-α mRNA表

达量分别为对照组的 15.89、5.46和 544.96倍(P<0.05); 

12 h时, LPS和鳗弧菌处理组 PaTNF-α mRNA表达量

仍然高于对照组, 分别为对照组的 4.99 和 365.03 倍, 

而 poly(I: C)处理组与对照组无明显差异(P<0.05); 24 h

时, LPS和poly(I: C)处理组PaTNF-α mRNA表达量均与

对照组无明显差异, 而鳗弧菌处理组 PaTNF-α mRNA

表达量仍高于对照组, 为对照组的 24.95倍(图 4)。 

2.5  PaTNF-α的原核表达和抗血清制备 

重组质粒 pGEX-4T-3-PaTNF-α 经测序验证无误

后转至 BL21 pLys E, 加入 IPTG诱导后高效表达, 菌

体总蛋白经 SDS-PAGE 分离后出现一条高表达蛋白

带, 分子量为 53.0 kDa左右, 与预测的重组蛋白分子

量(52.7 kDa)相符(图 5a)。将目的条带切胶验证后, 用

于抗血清制备。
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图 3  qRT-PCR分析 PaTNF-α mRNA的表达 
Fig.3  qRT-PCR analysis of PaTNF-α transcripts 

a. PaTNF-α mRNA在健康香鱼中的表达, 1: 脑; 2: 肠; 3: 肌; 4: 肝; 5: 脾; 6: 体肾; 7: 头肾; 8: 外周血白细胞; 9: 单核/巨噬细胞。b—e: 

PaTNF-α mRNA在鳗弧菌感染香鱼中的表达, b: 肝; c: 脾; d: 头肾; e: 外周血白细胞。 

以香鱼 TNF-α与 β-actin mRNA的比值作为 PaTNF-α mRNA的相对表达量, *: 与对照组比较差异显著 (P<0.05) (n=4) 

 

 

图 4  qRT-PCR分析 LPS、poly(I: C)和鳗弧菌处理前后香鱼单核/巨噬细胞 PaTNF-α mRNA表达变化 
Fig.4  qRT-PCR analysis of PaTNF-α transcripts in ayu moncytes/macrophages upon LPS, poly(I: C) and V. anguillarum infection 

以香鱼 TNF-α与 β-actin mRNA的比值作为 PaTNF-α mRNA的相对表达量, *: 与对照组比较差异显著 (P<0.05) (n=4) 

 

以 PaTNF-α 抗血清进行 Western blot, 结果能观

察到单一的反应条带, 说明 PaTNF-α 抗血清制备成

功, 且特异性较好(图 6b), 而香鱼血清中 PaTNF-α成

熟肽蛋白分子量约为 18 kDa, 比重组蛋白大约小

34.7 kDa, 比前体蛋白大约小 8.4 kDa (图 5b)。 

2.6  鳗弧菌感染前后香鱼血清和单核/巨噬细胞上清

中 PaTNF-α的表达变化 

采用 Western blot检测鳗弧菌感染前后香鱼血清

和单核/巨噬细胞上清中 PaTNF-α的表达。结果显示, 

鳗弧菌感染后, 香鱼血清中 PaTNF-α 的表达显著增

加, 4 h时鳗弧菌感染香鱼血清中 PaTNF-α的表达量

为对照组的 5.20倍, 8 h后含量达到峰值, 为对照组的

13.22倍, 随感染时间延长, 12和 24 h血清中的含量

略微下降, 但仍为对照组的 12.55 倍和 11.55 倍(图

6a)。香鱼单核/巨噬细胞感染鳗弧菌后, 培养基上清

中 PaTNF-α的表达也显著增加, 在 12 h达到峰值, 为
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对照组的 2.92倍, 在 24 h时略有降低, 但仍为对照组

的 1.92倍(图 6b)。 

 

 

图 5  PaTNF-α的原核表达和抗血清检测 
Fig.5  Prokaryotic expression of PaTNF-α and the detection of 

its antiserum 

a: SDS-PAGE检测 PaTNF-α的原核表达, 考马斯亮蓝 G-250染色。

M: 低相对分子质量标准蛋白质(kDa); 1: BL21 plys E, IPTG诱导; 

2: pGEX-4T-3-PaTNF-α/BL21 plys E, IPTG诱导; 3: PaTNF-α重组

蛋白的切胶纯化产物; b: Western blot检测 PaTNF-α抗血清特异性, 

ECL显影。NC: 空白对照; 4: 原核表达产物; 5: 香鱼血清; 6: 香 

鱼单核/巨噬细胞上清 

3  讨论 

TNF-α是一种具有多效性的促炎性细胞因子, 在 

哺乳动物以及某些鱼类中被广泛克隆和报道。本研究从

香鱼单核/巨噬细胞转录组数据库中获得了 PaTNF-α全

长 cDNA序列。序列分析结果揭示, PaTNF-α氨基酸

序列与其它鱼类都拥有 TNF 家族的特征序列

"IIIPDDGIYFVYSQ", 它与虹鳟的 TNF-α氨基酸序列

同源性最高, 为 53.4%。系统进化树分析表明, 鱼类

TNF-α 独立成簇, 香鱼与虹鳟 TNF-α 进化相关性最

高。Western blot 分析结果表明, 香鱼血清和单核/巨

噬细胞上清中 PaTNF-α 的分子量均为 18 kDa 左右, 

与预测的 PaTNF-α 经 TACE 加工裂解之后产生的成

熟肽分子量大小一致。Lu et al研究表明, 香鱼 TACE

能影响头肾来源单核/巨噬细胞中 PaTNF-α 的表达

(Lu et al, 2015)。因此, 可以推测鱼类 TACE能影响

TNF-α的释放(Horiuchi et al, 2010; Lu et al, 2015)。 

表达特征分析表明, PaTNF-α mRNA在健康香鱼

被检组织与细胞中有不同程度的表达 , 且在头肾的

表达量最高, 与已报道的鲤鱼(Savan et al, 2004)和条

纹婢 (Latris lineata) (Covello et al, 2009)等鱼类研究

结果较为一致。目前 ,  已有较多文献揭示 ,  鱼类

TNF-α 的表达与病原体感染密切相关, 主要体现为, 

病原体感染后鱼类 TNF-α的表达显著上调(Hirono et 

al, 2000; Zhang et al, 2012; Wang et al, 2013)。例如, 

草鱼感染嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)后, 肝

TNF-α mRNA的表达在 12 h和 24 h时分别上调 2.2

倍和 2.1 倍, 48 h 时达到最高(2.24 倍), 脾 TNF-α 

 

 

图 6  Western blot检测鳗弧菌感染前后香鱼血清和单核/巨噬细胞上清中 PaTNF-α的表达变化 
Fig.6  Western blot analysis of PaTNF-α in ayu serum and monocytes/macrophage supernatant after V. anguillarum infection 

a: 不同感染时间香鱼血清中 PaTNF-α Western blot条带及灰度值分析; b: 不同感染时间香鱼单核/巨噬细胞上清中 PaTNF-α Western blot

条带及灰度值分析。*: 与对照组相比差异显著(P<0.05) (n=3) 
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mRNA的表达在 3 h时达到峰值, 上调 6.64倍, 头肾

TNF-α mRNA表达量在 3 h时达到峰值, 上调 17.16

倍, 6 h时上调约 11倍, 随后降至对照组水平(Wang et 

al, 2014); 草 鱼 感 染 杀 鲑 气 单 胞 菌 (Aeromonas 

salmonicida)3 h 和 24 h时, 脾 TNF-α mRNA的表达

量分别增加约 100倍和 4倍(Zanuzzo et al, 2015)。本

研究中, 香鱼感染鳗弧菌后, 肝、头肾和外周血白细

胞中 PaTNF-α mRNA 表达变化趋势与上述研究结果

相似, 但达到峰值的时间点和峰值不同, 肝、头肾和

外周血白细胞 PaTNF-α mRNA在感染 12 h时达到最

高, 分别为对照组的 30.08、11.69 和 2.20 倍, 而脾

PaTNF-α mRNA表达量在 4 h时即达到峰值, 为对照

组的 19.52 倍。本研究还发现, 鳗弧菌感染后, 香鱼

血清中 PaTNF-α的表达逐渐增加, 8 h时达到峰值, 为

对照组的 13.22倍, 12 h和 24 h时略微下降, 但仍显

著高于对照组。 

头肾是硬骨鱼类重要的造血组织和免疫器官 , 

含有丰富的单核/巨噬细胞, 已知单核/巨噬细胞是鱼

类 TNF-α的主要产生部位(Stafford et al, 2001; Hong 

et al, 2013)。因此, 我们从香鱼头肾中分离了单核/巨

噬细胞, 分别研究了 LPS、poly(I: C)和鳗弧菌刺激对

其 PaTNF-α mRNA 表达的影响, 结果表明, LPS、

poly(I: C)和鳗弧菌都能诱导香鱼单核 /巨噬细胞

PaTNF-α mRNA 表达量显著增加, 与已报道的虹鳟

(Zou et al, 2003; Hong et al, 2013)、鲤鱼(Saeij et al, 

2003)和草鱼(Zhang et al, 2012; Wang et al, 2013)等鱼

类较为一致。在草鱼中, poly(I: C)免疫刺激肾细胞 8 h

时, TNF-α mRNA表达量上调了 61倍, 而 GCRV免疫

刺激肾细胞 24 h, TNF-α mRNA表达量上调了 51倍

(Wang et al, 2013); 在虹鳟中, LPS和 poly(I: C)诱导

头肾巨噬细胞 TNF-α mRNA 表达的变化趋势相同, 

均在 4 h时达到峰值, 但 LPS的诱导明显强于 poly(I: 

C), LPS诱导 4 h时头肾巨噬细胞 TNF-α mRNA表达

上调约 1000倍, 而此时 poly(I: C)诱导 TNF-α mRNA

表达上调约 80倍(Hong et al, 2013)。上述研究中, 各

免疫刺激对鱼类 TNF-α mRNA 表达的诱导程度均高

于本研究结果, 可能由于 LPS 和 poly(I: C)的处理浓

度不同所致。同时, 鳗弧菌对 PaTNF-α mRNA表达的

诱导程度高于 LPS 和 poly(I: C)的诱导, 且较早达到

峰值。Zhang等(2012)研究还揭示, LPS诱导草鱼头肾

白细胞培养基上清中 TNF-α浓度显著增加, 12 h时达

到最高, 与本研究中鳗弧菌诱导香鱼单核/巨噬细胞

上清 PaTNF-α 的表达较为一致。上述研究结果揭示, 

头肾来源的单核/巨噬细胞是鱼类 TNF-α 的重要产生

部位 , 在免疫刺激下短期内大量合成并释放

TNF-α(Hirono et al, 2000; Xie et al, 2008; Zhang et al, 
2012)。 

4  结论 

本研究测定了香鱼 TNF-α cDNA序列, 序列分析

揭示其与虹鳟 TNF-α 序列最相似。健康香鱼中 , 

PaTNF-α mRNA 在头肾中表达量最高; 腹腔注射鳗

弧菌后, 香鱼肝、脾、头肾和外周白血细胞中 PaTNF-α 

mRNA 表达量显著上调; 头肾来源的单核/巨噬细胞

经鳗弧菌、LPS 和 poly(I: C)体外处理后 PaTNF-α 

mRNA 表达量增加; 鳗弧菌感染后香鱼血清和单核/

巨噬细胞上清中的 PaTNF-α 表达量含量也显著增加, 

揭示香鱼 TNF-α 表达与鳗弧菌感染紧密相关, 可能

参与病原体感染诱导的炎症免疫反应。研究结果为进

一步研究鱼类 TNF-α 的生物学功能及其在鱼类病原

体感染的炎症反应中的作用机制提供基础资料。 
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MOLECULAR CLONING, CHARACTERISATION AND IMMUNE-RELATED 
EXPRESSION OF TUMOR NECROSIS FACTOR α (TNF-α) GENE IN AYU 

PLECOGLOSSUS ALTIVELIS 

YANG Zhi-Jing,  LI Chang-Hong,  ZHANG Hao,  MIAO Liang,  CHEN Jiong 
(Laboratory of Biochemistry and Molecular Biology, School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo 315211, China) 

Abstract    Tumor necrosis factor alpha (TNF-α) is a member of TNF superfamily, playing an important role in fighting 

against bacteria and viruses infection in animals. We obtained and studied that of ayu Plecoglossus altivelis, known as 

TNF-α (PaTNF-α) gene, with de novo transcriptome sequencing of ayu monocytes/macrophages. The full-length of cDNA 

sequence of the gene was 1932 nucleotides, containing a large open reading frame that encoded 235 amino acids, and the 

molecular mass was deduced for 26.4 kDa. The multiple sequence alignment of complete amino acid sequences indicates 

that PaTNF-α possessed the TNF family signature motifs, a protease cleavage site, and a conserved disulfide bond. 

PaTNF-α shared the highest amino acid sequence identity (53.4%) with that of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). 

Phylogenetic tree analysis also confirmed that PaTNF-α fell into the fish TNF-α cluster and was most closely related to that 

of rainbow trout. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) analysis showed that PaTNF-α mRNA had the highest expression 

level in head kidney of healthy ayu. Upon Vibrio anguillarum infection, PaTNF-α transcripts upregulated significantly in 

the liver, spleen, head kidney, and peripheral blood leucocytes (PBLs). Upon lipopolysaccharide (LPS), poly (I: C), or V. 

anguillarum infection, PaTNF-α transcripts upregulated remarkably in ayu monocytes/macrophages. The mature peptide of 

PaTNF-α was overexpressed and the antiserum against PaTNF-α was prepared. The Western blot assay demonstrated that 

PaTNF-α increased obviously in ayu serum and monocyte/macrophage culture supernatant that infected with V. 

anguillarum. Therefore, the relationship between PaTNF-α expression and pathogen infection is close, which may provide 

a theoretical basis for studying the functions of fish TNF-α and mechanisms of regulating fish immune response to 

pathogens. 
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