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［摘要］ 为了探究大黄鱼 （ Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ） 和黄姑鱼 （ Ｎｉｂｅａ ａｌｂｉｆｌｏｒａ） 对变形假单胞菌 （ Ｐｓｅｕｄｏ⁃
ｍｏｎａｓ ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉｄａ） 感染的抗病力差异， 以及两种鱼皮肤在感染过程中的免疫应答差异， 采用浸泡和

注射 ２ 种攻毒方式， 并在浸泡攻毒 ３、 ２４、 ４８ ｈ 后分别采集皮肤组织进行转录组测序分析。 结果显示，
黄姑鱼发病率和死亡率显著低于大黄鱼， 说明黄姑鱼具有更强的抗感染能力； 浸泡攻毒第 ３ 天， 大黄鱼

就开始出现染病死亡， 到第 ７ 天， 染病率和死亡率分别达到 ６５􀆰 ３％ 、 ３７􀆰 ５％ ， 而黄姑鱼则完全未出现死

亡或染病现象； 注射攻毒第 ７ 天， 大黄鱼染病率和死亡率分别达到 ９６􀆰 ５％ 、 ６８􀆰 ３％ ， 而黄姑鱼的染病率

和死亡率却只有 ５５􀆰 ５％ 、 ３８􀆰 ３％ ； 大黄鱼在感染初期 （攻毒 ３ ｈ 后） 皮肤中即激活大量差异表达基因，
主要富集于炎症反应、 细胞因子⁃受体相互作用、 ＩＬ⁃１７ 和 ＮＦ⁃κＢ 等通路， 此后一直维持高水平免疫激

活， 而黄姑鱼则呈现出较温和、 可调节的免疫应答， 其免疫相关通路激活程度较低， 并在 ２４ ｈ 后逐渐转

向神经调节与代谢稳态维持相关通路。
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０　 引言
大黄鱼 （Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ） 是我国沿海重要的海洋经济鱼类， 属于鲈形目石首鱼

科黄鱼属 （Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ）， 俗称黄花鱼、 黄瓜鱼、 大黄花等。 大黄鱼体呈黄褐色， 腹部

呈金黄色， 主要栖息于山东半岛以南至雷州半岛以东水深 ６０ ｍ 以内的近海水域， 为暖

温性集群洄游鱼类［１ － ２］ 。 大黄鱼肉质鲜美细嫩， 富含优质蛋白质和不饱和脂肪酸， 营养

价值高， 广受市场欢迎。 随着人工养殖技术的日益成熟和进步， 大黄鱼已成为我国海水

网箱养殖中单种产量最高的鱼类［３ － ４］ 。
然而， 随之而来大黄鱼面临的病害问题日益突出， 成为其产业可持续发展的关键瓶

颈。 其中， 由变形假单胞菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉｄａ） 感染引起的内脏白点病尤为突

出。 该病原菌为革兰氏阴性杆菌， 具有较强的致病性， 可引起鱼类肝、 脾、 肾等内脏器

官出现白色结节， 致使鱼体出现死亡。 尤其在春季 １６ ～ ２２ ℃ 的水温条件下， 变形假单

胞菌的传播速度快、 致死率高， 这给大黄鱼养殖业带来重大经济损失［５ － １１］ 。 由于该病外

观症状不明显， 常需解剖才能发现， 再加上目前缺乏有效的防控手段， 使得该病的预警

与干预面临巨大挑战［１２］ 。
黄姑鱼 （Ｎｉｂｅａ ａｌｂｉｆｌｏｒａ） 俗称春仔 （鱼）、 黄婆鸡， 属于石首鱼科， 是我国另一个

重要的海水养殖鱼类。 它广泛分布于中国东南沿海及日本、 朝鲜等西太平洋海域， 与大黄

鱼在生态习性和养殖环境上高度相似， 在福建、 浙江等主产区常常与大黄鱼共处同一养殖

海区［１３］ 。 但是， 在长期养殖实践中发现， 尽管黄姑鱼和大黄鱼养殖条件相似， 且面临相同

病原暴露风险， 但黄姑鱼却未曾发生过内脏白点病暴发。 这种现象提示其可能具有较强的

天然抗病能力， 尤其在对抗变形假单胞菌方面可能具有潜在的生理或免疫机制优势。
为深入比较大黄鱼和黄姑鱼对变形假单胞菌感染的抗性差异， 并探讨其体表组织在

免疫应答中的作用， 本研究采用浸泡与注射 ２ 种攻毒方式， 在相同实验条件下对大黄鱼

和黄姑鱼进行感染实验。 在此基础上， 采集感染后不同时间点 （０、 ３、 ２４、 ４８ ｈ） ２ 种

鱼的皮肤组织， 利用高通量 ＲＮＡ 测序技术进行转录组分析， 并通过差异表达分析、 ＧＯ
与 ＫＥＧＧ 功能富集、 Ｍｆｕｚｚ 时间序列聚类等手段， 揭示其免疫应答差异， 为理解大黄鱼

·５７２·
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对内脏白点病的易感机制、 探索更为有效的防控策略提供理论依据， 同时也为发掘黄姑

鱼作为抗病育种资源的潜力提供科学支撑。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 实验材料

１） 实验用鱼。 实验于 ２０２３ 年 ６ 月在浙江省海洋水产养殖研究所的洞头基地进行，
所有实验鱼都由该基地提供， 动物实验操作均按照集美大学水产学院动物伦理委员会的

要求进行。
实验分为浸泡攻毒实验和注射攻毒实验。 浸泡实验组所用大黄鱼、 黄姑鱼各 １２０

尾， 大黄鱼平均体长为 （２５􀆰 １ ± １􀆰 ７） ｃｍ、 体质量为 （２５２􀆰 ７ ± ２􀆰 ４） ｇ； 黄姑鱼平均体长

为 （２２􀆰 ９ ± １􀆰 ４） ｃｍ， 体质量为 （２４５􀆰 ６ ± ２􀆰 ２） ｇ。 注射实验组所用大黄鱼、 黄姑鱼各

１２０ 尾， 大黄鱼平均体长为 （２４􀆰 ６ ± １􀆰 ４） ｃｍ， 体质量为 （２４３􀆰 １ｇ ± ２􀆰 ５） ｇ； 黄姑鱼

平均体长为 （２３􀆰 ４ ± １􀆰 ３） ｃｍ， 体质量为 （２５２􀆰 ４ ± ２􀆰 ９） ｇ。
２） 实验菌株。 本研究所用变形假单胞菌菌株由集美大学水产学院鄢庆枇教授惠赠，

已经验证是引起大黄鱼内脏白点病的病原菌［６］ ， 具有正常毒力。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 浸泡攻毒实验

大黄鱼和黄姑鱼 ２ 种实验鱼都在水温为 １８ ℃ 、 盐度为 ２５ 左右的条件下驯养 ７ ｄ，
并饥饿 １ ｄ 后再进行攻毒实验。 实验前将保存在 － ８０ ℃ 超低温冰箱的变形假单胞菌进

行复苏， 用 ＬＢ 培养基于 １８ ℃ 、 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下振荡培养 １２ ｈ， 使用紫外分光光度计

测量吸光度值， 使得最终的 Ａ（６００） ＝ １􀆰 ０ （１􀆰 ０ × １０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ）。
实验时， 参照本实验室前期建立的方法［１４］ ， 分别将大黄鱼、 黄姑鱼移入一个放有

６００ Ｌ 过滤海水的塑料圆桶中， 各加入 ６００ ｍＬ 菌液， 使海水桶中菌液的最终浓度为 １􀆰 ０ ×
１０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ。 在充气条件下浸泡 ３ ｈ， 然后将鱼捞出分别分配至 ３ 个装有洁净海水的同

样规格塑料桶中， 另有一些大黄鱼和黄姑鱼以不加入菌液浸泡作为对照组。 维持驯养时

的水温和盐度， 并用市售饲料正常投喂。 攻毒开始后， 每天观察记录实验鱼的活动与死

亡情况。
１􀆰 ２􀆰 ２　 注射攻毒实验

实验鱼在注射攻毒前同样经节 １􀆰 ２􀆰 １ 的方法进行驯养， 在注射攻毒时， 用丁香酚适

度麻醉实验鱼， 参照 Ｍａｏ 等［５］和文献 ［１５］ 对每尾大黄鱼和黄姑鱼注射 ０􀆰 ２ ｍＬ 浓度为

１􀆰 ０ × １０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的变形假单胞菌菌液， 从胸鳍基部注射到鱼的胸腔中， 然后将鱼分别

分配至 ３ 个装有洁净海水的同样规格塑料桶中； 对照个体 （０ ｈ） 每尾注射 ０􀆰 ２ ｍＬ ＰＢＳ
缓冲液。 实验期间水温维持在 １８ ℃ ， 盐度维持在 ２５ 左右， 正常投饵、 换水、 充气饲养

６ ｄ。 每天观察记录鱼的活动与死亡情况。
１􀆰 ２􀆰 ３　 皮肤组织采样与 ＲＮＡ 提取

在攻毒后 ０、 ３、 ２４、 ４８ ｈ 各取 ９ 尾鱼， 迅速测量体质量和体长， 然后立即解剖并取

部分背部皮肤组织， 置于 ＲＮＡ 保护液中， 随后保存于 － ８０ ℃超低温冰箱备用。

·６７２·
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皮肤组织总 ＲＮＡ 提取严格按照全式金生物技术有限公司的 ＴｒａｎｓＺｏｌ Ｕｐ Ｐｌｕｓ ＲＮＡ Ｋｉｔ
试剂盒说明书进行操作。 经质检确认 ＲＮＡ 样品合格后， 各取部分送至安诺优达基因科

技 （北京） 有限公司进行 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 文库构建和高通量测序， 剩余部分采用 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司

的 ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭ逆转录试剂盒， 按照说明书将其逆转录为 ｃＤＮＡ， 用于后续的 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析。
１􀆰 ２􀆰 ４　 转录组测序与分析

在测序文库制备过程中， 大黄鱼、 黄姑鱼在每个时间点分别构建 ３ 个独立文库， 每

个文库由 ３ 尾鱼的皮肤组织 ＲＮＡ 混合构建而成。 使用超微量分光光度计 （ ＩＭＰＬＥＮ，
ＣＡ， ＵＳＡ） 检测 ＲＮＡ 样品的纯度； 使用 Ａｇｉｌｅｎｔ ４２００ 型生物分析仪和 Ａｇｉｌｅｎｔ ＲＮＡ ６０００
Ｎａｎｏ 试剂盒检查样品的完整性和浓度。 使用 ＶＡＨＴＳ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｖ６ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐ
Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｉｌｌｕｍｉｎａ 进行转录组文库构建， 在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ Ｘ （ Ｉｌｌｕｍｉｎａ， ＵＳＡ） 上进行双端

测序。
测序结束后， 将得到的原始测序数据 （ｒａｗ ｒｅａｄｓ） 使用 ＦＡＳＴＱＣ 软件［１６］进行质量控

制， 再使用 ＭｕｌｔｉＱＣ［１７］对质控的结果进行汇总， 获得高质量的有效数据 （ ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ），
用于后续的分析。 先建立索引， 再通过 ＳＴＡＲ 软件将 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 比对到大黄鱼的参考基

因组上［１８］ ， 获得比对结果 ｓａｍ 文件； 接着利用 ＳＡＭＴＯＯＬＳ 软件［１９］ 对 ｓａｍ 文件进行相关

的转换、 排序， 从而得到最终的比对结果文件 ｂａｍ 文件。 使用 ＳｔｒｉｎｇＴｉｅ （ 版本

２􀆰 １􀆰 ４） ［２０］进行转录本组装， 并通过使用 ｓｕｂｒｅａｄ （版本 １􀆰 ６􀆰 １） ［２１］默认设置进行基因表达

定量分析， 统计样本的 ｃｏｕｎｔ 数和基因表达量矩阵 （ＴＰＭ）。
１􀆰 ２􀆰 ５　 差异表达基因的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析

本研究利用 ＤＥＳｅｑ Ｒ 包 （１􀆰 ４０􀆰 ２） ［２２］分析对照组 （０ ｈ） 和 ３、 ２４、 ４８ ｈ 组之间基因

表达的变化。 具有 ｌｏｇ２（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ） ＞ ２、 ｐａｄｊ ＜ ０􀆰 ０１ 的基因被定义为差异表达基因。
使用 ｅｇｇＮＯＧ⁃ｍａｐｐｅｒ （版本 １􀆰 ０􀆰 ３） ［２３］在 ｅｇｇＮＯＧ 数据库进行功能注释， 得到基因对应的

ＧＯ、 ＫＥＧＧ、 ＣＯＧ 的描述并构建 Ｏｒｇ􀆰 ｄｂ 包， 构建完成之后用 ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ （ 版本

４􀆰 ８􀆰 ３） ［２４］对 ＤＥＧ 进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通路富集分析。
１􀆰 ３　 时序分析

使用 Ｍｆｕｚｚ 软件进行时序分析， 按照时间进程对差异表达基因进行聚类分析。
首先， 对差异表达基因矩阵进行 ＦＰＫＭ 归一化处理， 剔除 ＦＰＫＭ 为 ０ 的数据， 具体

计算公式［２５］为

Ｆ ＝ Ｎ × １０９

Ｔ × Ｌ 。

其中： Ｆ 表示 ＦＰＫＭ； Ｎ 表示比对到某个外显子上的片段数； Ｔ 表示所有比对上的片段总

数； Ｌ 表示该外显子的长度， 单位通常是 ｋｂｐ。
其次， 选择聚类数量， 基于模糊 Ｃ 均值进行聚类， 分析具有时间序列特征的转录组

数据中基因表达的时间趋势， 并将具有相似表达模式的基因划分聚类到一起， 以了解这

些生物学分子的动态模式以及与相关功能的关系［２６］ 。
最后， 筛选出重要的或者与免疫相关基因的时间表达特征聚类集合， 提取聚类集合

中的基因信息， 分析聚类基因的功能及相关性， 并进行富集分析， 找出相关的通路。
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２　 结果与分析
２􀆰 １　 大黄鱼与黄姑鱼对变形假单胞菌感染的抗病力差异

浸泡与注射攻毒实验结果见表 １ ～ 表 ２。 可见， 在浸泡攻毒实验中， 大黄鱼在浸泡攻

毒 ７２ ｈ 后出现 ２ 尾死亡和 ３ 尾濒死 （腹部朝上或侧翻于水面， 行动缓慢或基本不动、 触

碰之后才缓慢游动） 个体。 解剖结果显示， 这些个体的脾脏 （见图 １） 和肾脏均出现

白色结节。 随着时间的推移， 发病和死亡的个体逐渐增加， 到浸泡攻毒 １４４ ｈ 后， 死

亡个体增加到 ３７ 尾， 另有 ８ 尾处于濒死状态。 从外观正常的剩余个体中随机选取 ９ 尾

进行解剖观察， 发现其中有 ４ 尾 （４４􀆰 ４％ ） 内脏出现白点病症状， 综合死亡和濒死个

体， 总体染病率达 ６５􀆰 ３％ ， １４４ ｈ 累计死亡率为 ３７􀆰 ５％ （含濒死个体） 。 相比之下，
黄姑鱼在整个实验期间均未出现死亡或内脏生长白色结节的个体， 其死亡率和发病率

均为 ０ （见表 １） 。

表 １　 变形假单胞菌攻毒后大黄鱼、 黄姑鱼每日死亡情况

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｄａｉｌｙ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｏｆ Ｌ． ｃｒｏｃｅａ ａｎｄ Ｎ． ａｌｂｉｆｌｏｒａ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｗｉｔｈ Ｐ． ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉｄａ

攻毒时间 ／ ｈ

死亡数 ／ 尾

　 　 　 　 　 　 　 浸泡攻毒　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 注射攻毒　 　 　 　 　 　 　

大黄鱼 黄姑鱼 大黄鱼 黄姑鱼

０ ０ ０ ０ ０

２４ ０ ０ ０ ０

４８ ０ ０ ０ ０

７２ ２ ＋ ３ ０ ９ ＋ ７ ３ ＋ ３

９６ ６ ＋ ５ ０ １３ ＋ ９ ８ ＋ ４

１２０ １１ ＋ ７ ０ ２１ ＋ １１ １１ ＋ ６

１４４ １８ ＋ ８ ０ ２９ ＋ １０ １７ ＋ ７

合计　 ３７ ＋ ８ ０ ７２ ＋ １０ ３９ ＋ ７

死亡率 ／ ％ ３７􀆰 ５ ０ ６８􀆰 ３ ３８􀆰 ３

　 　 　 　 注： 表中濒死的鱼也于当日捞出， 计入次日的死亡个体数中 （ ＋ 号后的数值）， 在计算总体死亡率时将

　 　 第 ７ 天濒死的鱼也计算在内。

表 ２　 攻毒 １４４ ｈ 后存活大黄鱼和黄姑鱼内脏白点情况统计结果

Ｔａｂ． ２　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖｉｓｃｅｒａｌ ｗｈｉｔｅ ｓｐｏｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ａｔ １４４ ｈ ｆｏｒ Ｌ． ｃｒｏｃｅａ ａｎｄ Ｎ． ａｌｂｉｆｌｏｒａ

项目

功毒方式

　 　 　 　 　 　 　 浸泡攻毒　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 注射攻毒　 　 　 　 　 　 　

大黄鱼 黄姑鱼 大黄鱼 黄姑鱼

解剖鱼数 ／ 尾 ９ ９ ９ ９

内脏白点个体 ／ 尾 ４ ０ ８ ５

染病率 ／ ％ ４４􀆰 ４ ０ ８８􀆰 ９ ５５􀆰 ５
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图 1 患内脏白点病的大黄鱼与健康的大黄鱼脾脏
Fig.1 The spleen of L. crocea suffering from visceral white spot disease and healthy L. crocea

b） 健康的大黄鱼a） 患内脏白点病的大黄鱼

在注射攻毒实验中， 大黄鱼在注射变形假单胞菌 ４８ ｈ 后就有部分个体开始发病， ７２ ｈ
已有 ９ 尾死亡、 ７ 尾处于濒死状态， ９６ ｈ 后死亡个体增加到 ２２ 尾， 另有 ９ 尾濒死， １４４ ｈ
累计死亡 ７２ 尾， 另有 １０ 尾濒死。 从存活个体中随机选取 ９ 尾进行解剖观察， 发现其中

８ 尾的脾脏、 肾脏和肝脏均出现白色结节， 总体死亡率达 ６８􀆰 ３％ ， 总体染病率达

９６􀆰 ５％ 。 黄姑鱼在注射变形假单胞菌后， 第 ３ 天开始也出现染病个体， 症状与大黄鱼相

似， ７２ ｈ 后观察到 ３ 尾死亡和 ３ 尾濒死个体， 至 １４４ ｈ 累计死亡 ３９ 尾、 濒死 ７ 尾， 总体

死亡率为 ３８􀆰 ３％ 。 随机解剖 ９ 尾存活个体， 其中有 ５ 尾内脏中有白色结节 （见图 ２），
据此推算总体染病率为 ５５􀆰 ５％ （见表 ２）。

基于上述结果， 本研究选取浸泡感染后 ０、 ３、 ２４、 ４８ ｈ 等 ４ 个时间点采集皮肤组织

样本， 通过转录组测序分析， 比较不同感染阶段的免疫应答特征。

图 2 患内脏白点病的黄姑鱼与健康的黄姑鱼脾脏
Fig.2 The spleen of N. albiflora suffering from visceral white spot disease and healthy N. albiflora

b） 健康的黄姑鱼a） 患内脏白点病的黄姑鱼

２􀆰 ２　 不同时间点皮肤组织转录组测序结果

本研究对大黄鱼、 黄姑鱼分别取 １２ 个皮肤组织样本 （每个时间点 ３ 个生物重复）。
提取的 ＲＮＡ 质量浓度均大于 ２００ μｇ ／ Ｌ， Ａ（２６０ ／ ２８０） 约为 ２􀆰 ０， ＲＮＡ 完整性值 ＞ ７􀆰 ５。 结

果表明， ＲＮＡ 纯度、 浓度和 ＲＮＡ 量均满足 ＲＮＡ 数据库建设要求 （见表 ３）。

·９７２·
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表 ３　 大黄鱼和黄姑鱼原始测序数据质量情况汇总

Ｔａｂ． ３　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｑｕａｌｉｔｙ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｒａｗ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ ｆｏｒ Ｌ． ｃｒｏｃｅａ ａｎｄ Ｎ． ａｌｂｉｆｌｏｒａ

样品名 原始数据量 有效数据量 有效碱基数 ／ Ｇｂｐ Ｎ 碱基比例 ／ ％ Ｑ３０ 比例 ／ ％ ＧＣ 含量 ／ ％

ＬＳ０⁃１⁃１ ４９ ０４５ ２４２ ４７ １３８ ３７６ ６􀆰 ５９ ０􀆰 ０１ ９６􀆰 ４８ ５０􀆰 ９７

ＬＳ０⁃２⁃１ ４８ ５４５ ３６２ ４７ ９３６ ４５８ ６􀆰 ７０ ０􀆰 ０１ ９６􀆰 ３６ ４９􀆰 ５７

ＬＳ０⁃３⁃１ ４７ ５６１ ４００ ４６ ８９７ ４３６ ６􀆰 ５５ ０􀆰 ０１ ９６􀆰 ５１ ５０􀆰 ４８

ＬＳ３⁃１⁃１ ４８ ３４２ ８１４ ４７ ６９４ ９６０ ６􀆰 ６６ ０􀆰 ０１ ９６􀆰 ６４ ４９􀆰 ８８

ＬＳ３⁃２⁃１ ４４ ８３６ ８５４ ４４ １８５ １１２ ６􀆰 １７ ０􀆰 ０１ ９６􀆰 ４５ ５０􀆰 ２６

ＬＳ３⁃３⁃１ ４７ ４５５ ４０６ ４６ ５４９ ０１４ ６􀆰 ５０ ０􀆰 ０１ ９６􀆰 ７９ ５０􀆰 ３９

ＬＳ２４⁃１⁃１ ４６ ５００ ３０６ ４４ ４２８ ２１８ ６􀆰 ２１ ０􀆰 ０１ ９６􀆰 ５４ ５１􀆰 ０７

ＬＳ２４⁃２⁃１ ４８ ６６６ ５８４ ４７ ０８０ ７０６ ６􀆰 ５８ ０􀆰 ０１ ９６􀆰 ６５ ５０􀆰 ９２

ＬＳ２４⁃３⁃１ ４５ ５９０ ９３０ ４４ ８４７ ６２２ ６􀆰 ２７ ０􀆰 ０１ ９６􀆰 ９０ ５０􀆰 ５８

ＬＳ４８⁃１⁃１ ４８ ２８１ ６２６ ４７ ６２５ １５２ ６􀆰 ６５ ０􀆰 ０１ ９６􀆰 ４０ ４９􀆰 ４５

ＬＳ４８⁃２⁃１ ４７ ２４５ ９３０ ４６ ４７１ ５７０ ６􀆰 ４９ ０􀆰 ０１ ９６􀆰 ４５ ４９􀆰 ９

ＬＳ４８⁃３⁃１ ４７ ８１１ ７６２ ４７ ００８ ０００ ６􀆰 ５７ ０􀆰 ０１ ９６􀆰 ５９ ４９􀆰 ９１

ＹＳ０⁃１⁃１ ４６ ７３５ １６４ ４５ ９２８ ００２ ６􀆰 ４２ ０􀆰 ０１ ９６􀆰 ６４ ４９􀆰 ９４

ＹＳ０⁃２⁃１ ４４ ４１４ ７２６ ４３ ７６３ ８９２ ６􀆰 １１ ０􀆰 ０１ ９６􀆰 ３８ ４９􀆰 ８４

ＹＳ０⁃３⁃１ ４５ ０７９ ３０８ ４４ ４１１ ２６８ ６􀆰 ２０ ０􀆰 ０１ ９６􀆰 ３４ ５０􀆰 ３９

ＹＳ３⁃１⁃１ ４８ ８２７ ５４８ ４７ ８８２ ２５６ ６􀆰 ６９ ０􀆰 ０１ ９６􀆰 ７２ ５０􀆰 ９７

ＹＳ３⁃２⁃１ ４８ ９７５ ０５２ ４７ ９１９ ７６６ ６􀆰 ６９ ０􀆰 ０１ ９６􀆰 ７０ ５１􀆰 １５

ＹＳ３⁃３⁃１ ４７ ２４２ ５２０ ４６ ２２２ １００ ６􀆰 ４６ ０􀆰 ０１ ９６􀆰 ７１ ５１􀆰 １５

ＹＳ２４⁃１⁃１ ４４ ７８０ １５８ ４４ ００１ ２１４ ６􀆰 １５ ０􀆰 ０１ ９６􀆰 ２６ ５１􀆰 ６７

ＹＳ２４⁃２⁃１ ４５ ４７３ ８２２ ４４ ５１２ ２８８ ６􀆰 ２２ ０􀆰 ０１ ９６􀆰 ７５ ４９􀆰 ０８

ＹＳ２４⁃３⁃１ ４６ ７３０ ５７０ ４５ ８２６ ８００ ６􀆰 ４０ ０􀆰 ０１ ９６􀆰 ６１ ５０􀆰 ３１

ＹＳ４８⁃１⁃１ ４７ ８２９ ９７８ ４４ ０２４ ３０２ ６􀆰 １５ ０􀆰 ０１ ９６􀆰 ７３ ５１􀆰 ８８

ＹＳ４８⁃２⁃１ ４７ ５８４ ８４２ ４５ ２１２ ０００ ６􀆰 ３２ ０􀆰 ０１ ９６􀆰 ８３ ５１􀆰 ２５

ＹＳ４８⁃３⁃１ ５１ １９２ ３１４ ４６ ３３７ ４７４ ６􀆰 ４７ ０􀆰 ０１ ９６􀆰 ４７ ５２􀆰 ２６

２􀆰 ３　 差异表达基因分析与功能富集结果

差异表达分析结果显示， 大黄鱼皮肤组织在攻毒 ３ ｈ 后即发生显著的转录响应， 共

检测到 ２０４ 个差异表达基因 （ＤＥＧｓ）， 其中上调表达基因 ６６ 个， 下调表达基因 １３８ 个。
至攻毒 ２４ ｈ 后， ＤＥＧｓ 数量增至 ４４４ 个， 包括 ２１４ 个上调表达基因和 ２３０ 个下调表达基

因； 攻毒 ４８ ｈ 后， 共检测到 ４３６ 个 ＤＥＧｓ， 包括 ２３３ 个上调表达基因和 ２０３ 个下调表达

基因。 上述基因中有 ３０ 个在攻毒 ３ ～ ４８ ｈ 后与对照组间始终呈差异表达 （见图 ３ａ）。 相

比之下， 黄姑鱼皮肤组织的转录响应较为温和， 在 ３、 ２４、 ４８ ｈ 分别检测到 １０、 ３０ 和 ４８
个 ＤＥＧｓ。 其中， ３ ｈ 时有 ８ 个上调表达基因、 ２ 个下调表达基因； ２４ ｈ 时有 ２１ 个上调表

达基因、 ９ 个下调表达基因； ４８ ｈ 时上调表达基因与下调表达基因各有 ２４ 个， 其中的 １０
个基因在攻毒 ２４ ｈ 后就呈差异表达。 未发现攻毒 ３ ～ ４８ ｈ 后一直呈差异表达的基因 （见

图 ３ｂ）。

·０８２·
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图 3 大黄鱼和黄姑鱼攻毒后各时间点 DEGs 韦恩图
Fig.3 Venn diagrams of DEGs at each time point after infection in L. crocea and N. albiflora

b） 黄姑鱼a） 大黄鱼

为进一步分析感染变形假单胞菌后大黄鱼与黄姑鱼皮肤组织差异表达基因的功能特

征， 对各时间点的差异表达基因进行了 Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ （ＧＯ） 富集分析， 结果 ＤＥＧｓ 涵盖

生物过程 （ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ， ＢＰ）、 细胞组分 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ， ＣＣ） 和分子功能

（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ＭＦ） ３ 大类。
大黄鱼在感染 ３ ｈ 后即启动强烈的免疫相关、 趋化与器官发育相关程序， 而黄姑鱼

富集在细胞结构、 吞噬相关的通路， 体现出应激模式的差异； 感染 ２４ ｈ 后， 大黄鱼的

ＤＥＧｓ 仍大量富集于炎症相关功能， 而黄姑鱼的 ＤＥＧｓ 则富集于细胞迁移及基底膜等通路；
感染 ４８ ｈ 后， 大黄鱼的 ＤＥＧｓ 依旧集中在炎症反应调节、 免疫系统过程、 细胞死亡和应激

应答上， 而黄姑鱼则过渡到神经系统过程、 激素介导等信号通路 （见图 ４ ～ 图 ５）。
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c) 48 h
图 4 变形假单胞菌攻毒 3、 24、 48 h 后大黄鱼皮肤差异表达基因的 GO 功能富集分析

Fig.4 GO enrichment analysis of differentially expressed genes in the skin of
L. crocea at 3,24,48 h after P. plecoglossicida infection
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图 5 变形假单胞菌攻毒 3、 24、 48 h 后黄姑鱼皮肤差异表达基因的 GO 功能富集分析
Fig.5 GO enrichment analysis of differentially expressed genes in the skin of

N. albiflora at 3,24 ,48 h after P. plecoglossicida infection
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对大黄鱼与黄姑鱼在感染变形假单胞菌后不同时间点的 ＤＥＧｓ 进行 ＫＥＧＧ 富集分析，
发现 ２ 种鱼在富集通路类型及富集时间上均存在明显差异 （见图 ６ ～ 图 ７）。 可见， 在攻

毒 ３ ｈ 后， 大黄鱼的差异表达基因主要富集于免疫识别相关通路， 如细胞因子⁃受体相互

作用、 趋化因子信号和细胞质 ＤＮＡ 识别， 同时伴随炎症和内分泌调控通路的激活； 黄

姑鱼则富集于细胞外基质、 吞噬体、 白细胞迁移等与细胞结构和吞噬功能相关的通路，
炎症通路尚不明显。 攻毒 ２４ ｈ 后， 大黄鱼的 ＤＥＧｓ 富集多条炎症和免疫调控通路， 如 ＩＬ⁃
１７、 ＴＮＦ、 ＮＦ⁃κＢ 等， 同时涉及免疫系统结构的相关通路； 黄姑鱼在该阶段也出现 Ｔｏｌｌ
样受体、 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ、 Ｔｈ１７ 分化等免疫通路富集， 通路数量增加。 攻毒 ４８ ｈ 后， 大黄鱼

的 ＤＥＧｓ 仍维持高水平免疫通路富集， 并涉及代谢与细胞骨架等功能； 而黄姑鱼则呈现

免疫与代谢通路共同富集的特点， 代谢调节通路更加突出。 综上， 大黄鱼以持续强免疫

响应为主， 黄姑鱼则表现为先应激、 后免疫、 再转向代谢稳态的阶段性变化。

·２８２·
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图 6 变形假单胞菌攻毒 3、24、48 h 后大黄鱼皮肤差异表达基因 KEGG 功能富集分析
Fig.6 KEGG functional enrichment analysis of differentially expressed genes in the skin

of L. crocea at 3,24,48 h after P. plecoglossicida infection
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图 7 变形假单胞菌攻毒 3、24、48 h 后黄姑鱼皮肤差异表达基因 KEGG 功能富集分析
Fig.7 KEGG functional enrichment analysis of differentially expressed genes in the skin

of N. albiflora at 3,24,48 h after P. plecoglossicida infection
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２􀆰 ４　 时间序列聚类分析结果

为探究大黄鱼与黄姑鱼在变形假单胞菌感染过程中的基因表达动态变化规律， 对大

黄鱼、 黄姑鱼的差异表达基因进行了 Ｍｆｕｚｚ 时间序列聚类分析。 结果显示， 攻毒后不同

时点的 ＤＥＧｓ 在感染后表达水平可分为持续上升、 持续下降、 先升后降和先降后升 ４ 类

表达模式。
大黄鱼皮肤第 １ 类 ＤＥＧｓ 主要富集到类固醇的生物合成、 细胞因子与细胞因子受体

的相互作用、 模式识别受体和 ＮＯＤ 样受体信号通路； 第 ２ 类主要富集到运动蛋白、 细胞

骨架蛋白和心肌细胞中的肾上腺素能信号传导； 第３ 类主要富集到 ＩＬ⁃１７ 信号通路、 ＮＦ⁃κＢ
信号通路； 第 ４ 类主要富集到细胞黏附分子、 炎症介质对 ＴＲＰ 通道的调控 （见图 ８ａ）。

黄姑鱼皮肤的第 １ 类 ＤＥＧｓ 主要富集类固醇的生物合成、 磷酸戊糖途径、 细胞色素

Ｐ４５０、 花生四烯酸代谢； 第 ２ 类主要富集在牛磺酸和低牛磺酸代谢、 苯丙氨酸代谢、 酪

氨酸代谢、 半胱氨酸和蛋氨酸代谢； 第 ３ 类主要富集在心肌细胞中的肾上腺素能信号传

导、 糖胺聚糖结合蛋白、 细胞骨架蛋白、 运动蛋白； 第 ４ 类主要富集在细胞因子和生长

因子、 ＩＬ⁃１７ 信号通路、 造血细胞系、 ＮＦ⁃κＢ 信号通路 （见图 ８ｂ）。

图 8 大黄鱼和黄姑鱼攻毒后基于时间进程的皮肤组织差异表达基因聚类图
Fig.8 Cluster plot of DEGs in the skin of L. crocea and N. albiflora

based on the time after challenge

b） 黄姑鱼

a） 大黄鱼

３　 讨论
在养殖生产实践中发现， 随着养殖规模的扩大， 近年来大黄鱼频繁遭受由变形假单
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胞菌引起的内脏白点病困扰， 造成严重的经济损失。 然而， 在同一海区、 同一渔排养殖

的黄姑鱼却未发现内脏白点病， 表明其对感染变形假单胞菌可能具有较强的抗病能力，
但这一现象尚未经过严格的实验验证。 为此， 本研究通过浸泡和注射 ２ 种方式， 在相同

条件下对大黄鱼和黄姑鱼进行人工攻毒实验， 结果显示， 在浸泡攻毒实验中， 大黄鱼第

３ 天就出现发病和死亡个体， 至第 ７ 天实验结束时发病率超过 ６０％ ， 死亡率达 ３７􀆰 ５％
（含濒死个体）， 而黄姑鱼则未出现染病和死亡个体； 在注射攻毒实验中， 大黄鱼的染病

率和死亡率同样显著高于黄姑鱼。 这些结果证实， 黄姑鱼对变形假单胞菌感染的抗病力

确实显著强于大黄鱼。
本研究表明， 在浸泡攻毒实验中， 许多大黄鱼被感染乃至引发内脏白点病而死亡，

黄姑鱼则完全看不到发病的迹象。 然而， 在注射攻毒实验中， 部分黄姑鱼也出现了内脏

白点病并死亡。 这表明黄姑鱼的较强抗病力主要源于其具有比大黄鱼强大的体表防御，
如皮肤、 鳃、 肠道等能直接接触到海水和海水中病原体的部位的免疫防御。 在浸泡攻毒

实验中， 变形假单胞菌需要攻破鱼的体表防御， 进入血液循环并迁移至脾脏、 肾脏和肝

脏等器官， 随后在这些器官中增殖并形成菌落， 这些菌落与鱼的分泌物共同构成 “白

点”。 黄姑鱼的鳞片排列紧密且牢固， 实验操作 （如捞取） 不易造成损伤； 而大黄鱼鳞

片疏松易脱落， 实验过程中容易造成损伤导致病原菌侵入， 这可能是大黄鱼在浸泡攻毒

中易被病原菌感染的重要原因。 淋巴系统是鱼类免疫防御的关键， 硬骨鱼的主要淋巴组

织包括肾脏、 胸腺、 脾脏和黏膜相关淋巴组织 （如肠道、 皮肤和鳃）， 这些黏膜组织不

仅构成病原体入侵的物理屏障， 还富含参与局部免疫反应的白细胞群［２７］ 。 此外， 大黄鱼

的应激反应比黄姑鱼强， 实验操作也会使大黄鱼产生较严重的应激， 可能也会导致大黄

鱼的免疫力进一步下降。 在注射攻毒实验中， 病原体被直接注射入胸腔， 绕过了体表防

御系统， 直接进入循环系统， 因此部分黄姑鱼也被感染并死亡。 尽管如此， 黄姑鱼的发

病率和死亡率仍显著低于大黄鱼， 表现出较强的抗病力， 表明其免疫抗病能力与机制包

括免疫应答等与大黄鱼存在显著差异。
皮肤是硬骨鱼中最大的黏膜免疫器官， 是免疫系统的第一道防线， 在抵御病原体入

侵的过程中发挥着重要作用［２８］ 。 深入研究鱼类皮肤免疫调控机制， 有助于更有效地防控

疾病［２９］ 。 基于皮肤转录组分析， 本研究揭示了大黄鱼、 黄姑鱼对变形假单胞菌感染的免

疫应答模式差异。 差异表达分析显示， 大黄鱼在感染早期 （攻毒 ３ ｈ 后） 即启动大量免

疫相关基因的表达， 富集于细胞因子⁃受体相互作用、 ＴＲＰ 通道的炎症介质调节等通路。
皮肤作为第一道免疫屏障， 能够快速识别病原入侵并启动先天免疫和炎症反应， 这一发

现与 Ｌｉ 等［３０］在鲫鱼 （Ｃａｒａｓｓｉｕｓ ａｕｒａｔｕｓ） 感染嗜水气单胞菌 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ） 的研

究结果类似， 其皮肤免疫应答也表现出显著的动态变化特征， 涉及多个免疫相关通路。
然而， 免疫通路在 ２４ 和 ４８ ｈ 时持续活跃， 尤其是与炎症反应、 细胞因子、 细胞死亡相

关的 ＧＯ、 ＫＥＧＧ 通路依然富集， 提示大黄鱼可能存在炎症调控失衡、 免疫应答过度激活

的问题， 这可能导致组织损伤并加剧炎症反应［３１］ 。
相比之下， 黄姑鱼的免疫响应更加温和且呈现阶段性调控特征。 其在感染早期主要

启动吞噬作用、 细胞黏附与信号转导相关通路， 在感染中后期富集多种能量代谢相关通
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路， 如糖酵解、 磷酸戊糖途径、 ＰＰＡＲ 信号等， 表明其在应对病原感染后迅速启动代谢

重塑， 有助于组织功能的恢复与能量稳态的维持。 而大黄鱼尽管也在 ４８ ｈ 富集糖酵解通

路， 但整体代谢通路偏重与炎症相关物质代谢， 反映其免疫持续激活导致能量代谢异

常， 可能加剧组织损伤， 这与 Ｚｈａｎｇ 等［３２］在大黄鱼对变形假单胞菌防御反应中多种免疫

过程和能量代谢途径的研究结果一致。
此外， Ｍｆｕｚｚ 时间序列聚类进一步揭示大黄鱼和黄姑鱼在免疫通路激活时间和趋势

上的显著差异。 大黄鱼中与炎症和免疫反应相关的通路 （如 ＮＦ⁃κＢ 和 ＩＬ⁃１７ 信号通路）
表现出更持久的上调。 虽然这些通路对于有效的免疫反应至关重要， 但如果过度激活或

调节不当， 也可能导致组织损伤和疾病易感性增加。 黄姑鱼中基因表达显示出较强的动

态变化， 最初显著上调随后是下调， 这表明它对感染的反应更加可控， 效果可能更有

效， 可防止过度炎症。

４　 结论
本文从攻毒实验、 病理症状、 死亡率统计和皮肤组织的转录组动态变化， 系统比较

了大黄鱼与黄姑鱼在面对变形假单胞菌感染时的差异性免疫应答。 结果表明， 大黄鱼免

疫应答迅速但调控失衡， 易导致炎症扩散和组织损伤； 黄姑鱼则表现出更协调的免疫激

活与代谢重塑能力， 使其在抗感染中展现出更强的适应性和生存优势。 这为解析大黄鱼

对内脏白点病的高易感性提供了理论依据， 也为黄姑鱼作为抗病育种资源的开发利用提

供了实证支撑。
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