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大黄鱼 ＴＬＲ ２５ 的分子结构及表达特征分析

李永健， 姚翠鸾
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［摘要］ 克隆了大黄鱼 ＴＬＲ２５ （ＬｃＴＬＲ２５） 基因的 ｃＤＮＡ 序列， 采用荧光定量 ＰＣＲ 检测了 ＬｃＴＬＲ２５ 基因在

大黄鱼不同组织中的表达， 以及免疫诱导后的表达变化。 结果显示： ＬｃＴＬＲ２５ ｃＤＮＡ 序列长度为 ２８６８ ｂｐ， 包

含 １６０５ ｂｐ 的开放阅读框， 编码 ５３４ 个氨基酸； 预测蛋白质由 ５ 个 ＬＲＲ 结构域、 １ 个跨膜区和 １ 个 ＴＩＲ 结构域

组成， 主要定位于细胞膜； 系统进化树分析表明， ＬｃＴＬＲ２５ 与其他硬骨鱼的 ＴＬＲ２５ 基因聚为一支， 与尼罗罗

非鱼的 ＴＬＲ２５ 序列同源性最高； 定量 ＰＣＲ 分析显示， ＬｃＴＬＲ２５ 在大黄鱼肠组织中表达量最高， 但是在鳃、 肝、
胃及皮肤组织中未检测到其表达； ＬＰＳ 刺激后， 大黄鱼 ＬＣＫ 细胞系中 ＬｃＴＬＲ２５ 基因表达量显著增加， 在刺激

后 ６ ｈ 达到最高值 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 随后逐渐恢复至对照组水平； 而 ＬｃＴＬＲ２５ 在 Ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ 刺激后 ６ ｈ 显著下降

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 随后逐渐恢复至对照水平。 提示 ＬｃＴＬＲ２５ 可能参与 ＬＰＳ 诱导的免疫反应。
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０　 引言
大黄鱼 （Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ） 主要分布于我国东南沿海， 是我国海水网箱养殖量最大的经济鱼

类。 然而， 病害频发已经成为制约大黄鱼养殖业健康发展的主要瓶颈之一［１ － ２］ 。
Ｔｏｌｌ 样受体 （ Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ， ＴＬＲｓ） 是一类重要的先天性模式识别受体 （ ｐａｔｔｅｒｎ⁃ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ

ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ， ＰＲＲｓ）， 通过识别包括来自细菌、 真菌及病毒等病原体中的脂多糖 （ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，
ＬＰＳ）、 肽聚糖 （ｐｅｐｔｉｄｏｇｌｙｃａｎ， ＰＧＮ）、 鞭毛蛋白 （ｆｌａｇｅｌｌｉｎ）、 多聚核苷酸 （Ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ， ＣｐＧ⁃ＤＮＡ） 等

共有的病原相关分子模式 （ｐａｔｈｏｇｅｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎ， ＰＡＭＰｓ）， 激活宿主下游免疫信号传

导通路及炎症反应［３］ 。 典型 ＴＬＲ 家族成员的蛋白质结构包括胞外富含亮氨酸 （ ｌｅｕｃｉｎｅ ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔｓ，
ＬＲＲ） 的结构域 （主要识别不同病原的 ＰＡＭＰｓ）、 一个跨膜区 （ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｒｅｇｉｏｎ， ＴＭ）， 以及一

个胞内的 Ｔｏｌｌ ／ 白细胞介素⁃１ 受体 （Ｔｏｌｌ ／ Ｉｌ⁃１Ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＴＩＲ） 结构域。 ＴＬＲｓ 激活后可招募胞内的接头

蛋白及信号分子， 通过 ＭｙＤ８８ （ｍｙｅｌｏｉｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｇｅｎｅ ８８） 依赖或 ＭｙＤ８８ 非依赖

途径， 向下游进行免疫信号传递［４］ 。
迄今为止， 已经在人类体内发现了 １０ 种不同的 ＴＬＲ， 在小鼠中发现了 １３ 种［５］ 。 根据其结构特

点、 进化关系及它们识别的 ＰＡＭＰｓ 配体， 将 ＴＬＲ 分为 ＴＬＲ１、 ＴＬＲ３、 ＴＬＲ４、 ＴＬＲ５、 ＴＬＲ７ 和 ＴＬＲ１１
等 ６ 个亚家族［６］ 。 其中 ＴＬＲ１、 ＴＬＲ４、 ＴＬＲ５ 亚家族成员主要分布在细胞膜上， 主要识别细菌、 真菌

产生的脂肽、 脂多糖、 肽聚糖等 ＰＡＭＰｓ［７ － ９］ 。 ＴＬＲ３、 ＴＬＲ７、 ＴＬＲ１１ 亚家族成员主要存在于内体膜

上［１０］ ， 通过识别病毒、 细菌等病原体的双链及单链 ＲＮＡ 或 ＣｐＧ ＤＮＡ 激活免疫［１１］ 。 目前， 已经发现

鱼类存在 ２０ 余种 ＴＬＲｓ， 虽然其多样性远远多于哺乳动物， 但是对其序列及结构分析表明， 它们也分

属于哺乳动物的 ６ 个 ＴＬＲ 亚家族［１２］ 。
ＴＬＲ１ 亚家族主要识别细菌细胞壁中的肽聚糖和脂肽， 在抗细菌免疫中发挥重要作用。 哺乳动物

ＴＬＲ１ 亚家族的主要成员包括 ＴＬＲ１、 ＴＬＲ２、 ＴＬＲ６ 和 ＴＬＲ１０［１３］ 。 但是， 鱼类 ＴＬＲ１ 亚家族包括 ＴＬＲ１、
ＴＬＲ２、 ＴＬＲ１４、 ＴＬＲ１８、 ＴＬＲ２５［１４］和 ＴＬＲ２８［１５］ ， 提示来自鱼类的 ＴＬＲ 可能与哺乳动物存在较大差异。

ＴＬＲ２５ 是近年来在鱼类中发现的 ＴＬＲ１ 亚家族的新成员， 目前， 已经在达氏鲟 （Ａｃｉｐｅｎｓｅｒ ｄａｂｒｙａ⁃
ｎｕｓ） ［１６］ 、 齐口裂腹鱼 （Ｓｃｈｉｚｏｔｈｏｒａｘ ｐｒｅｎａｎｔｉ） ［１７］ 、 尼罗罗非鱼 （Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ） ［１８］ 中得到鉴定。
研究表明， 这些鱼类的 ＴＬＲ２５ 均具有典型 ＴＬＲ 分子的三个保守结构域。 在免疫反应中， 达氏鲟的

ＴＬＲ２５ 可以被 ＬＰＳ、 Ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ 刺激所诱导［１６］ ； 齐口裂腹鱼的 ＴＬＲ２５ 主要存在于细胞质， 可能参与识别

ＬＰＳ 与 Ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ［１８］ ； 而脂多糖 （Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＬＰＳ）、 脂磷壁酸质 （ Ｌｉｐｏｔｅｉｃｈｏｉｃ ａｃｉｄ， ＬＴＡ） 和

酵母聚糖能够显著诱导尼罗罗非鱼 ＴＬＲ２５ 的表达上调［１７］ 。 在尼罗罗非鱼中发现两种类型的 ＴＬＲ２５，
其中截短的 ＴＬＲ２５ 可以诱导多种促炎细胞因子和 Ｉ 型干扰素 （ ＩＦＮ⁃Ｉ） 的表达［１８］ ， 提示不同鱼类的

ＴＬＲ２５ 可能存在较大差异， 它们在鱼类的免疫反应中可能发挥重要作用。 但是， 作为一种重要的经济

鱼类， 大黄鱼 ＴＬＲ２５ 的序列尚未得到鉴定， 它在大黄鱼免疫反应中的功能， 也尚未见报道。
本研究拟克隆一个大黄鱼 ＴＬＲ２５ 的 ｃＤＮＡ， 对其进行结构分析， 构建系统进化树， 并在此基础

上， 研究其在大黄鱼不同组织及免疫刺激后在大黄鱼肾细胞 （ＬＣＫ） 中的时空表达特征， 为深入了解

大黄鱼 ＴＬＲ２５ 在免疫反应中的作用提供科学依据。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 实验用鱼、 细胞系及免疫刺激

大黄鱼 （体重 （３００ ± ２５􀆰 ６） ｇ， 体长 （２４ ± ３） ｃｍ） 购自福建宁德， 取样前驯养 １ 周。 取 ４ 尾大

黄鱼， 解剖取出肌肉、 脾脏、 胃、 肠、 血液、 头肾、 鳃、 肝脏、 肾脏、 皮肤、 心脏和大脑等 １２ 种组

织或器官 （ｎ ＝ ４）， 迅速置于液氮中冻存， 并保存于 － ８０ °Ｃ 超低温冰箱中， 用于总 ＲＮＡ 提取。
大黄鱼 ＬＣＫ 细胞系为本实验室保存。 采用含有 １０％ （质量分数） 胎牛血清及 １％ （质量分数） 双

抗的 ＭＥＭ 培养基， 在２８ ℃下培养， 待细胞长满培养瓶后， 用胰酶将其消化并传代至６ 孔板， 细胞量约

·７０１·
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为 ２ × １０６ ｉｎｄ ／ 孔， 待细胞贴壁程度达到 ８０ ％ 以上后， 分别用溶于 ＰＢＳ 的 ＬＰＳ （５０ μｇ ／ ｍＬ） 与 Ｐｏｌｙ Ｉ：
Ｃ （２０ μｇ ／ ｍＬ） 进行刺激， 刺激后 ６、 １２、 ２４、 ４８ ｈ 分别取样。 对照组细胞内加入等体积 ＰＢＳ
（０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ＝ ６􀆰 ８）。 每个样本设置 ３ 次独立生物学重复及 ３ 个平行重复 （ｎ ＝ ３）。 取样前先使

用灭菌 ＰＢＳ 洗涤细胞 １ ～ ２ 次， 洗涤后于冰上加入 ＲＮＡ 裂解液裂解， 吹匀后吸出， 用于 ＲＮＡ 提取。
１􀆰 ２　 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成

从 － ８０ °Ｃ 保存的大黄鱼 １２ 种组织及收集的 ＬＣＫ 细胞中提取总 ＲＮＡ， 具体操作参照厂家说明书

（Ｅａｓｔｅｐ 􀅹 Ｓｕｐｅｒ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ， Ｐｒｏｍｅｇａ）。
分别以上述总 ＲＮＡ 为模板， 采用反转录试剂盒 （ ＨｉＳｃｒｉｐｔ 􀅹 ＩＩ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ， 诺唯赞） 制备

ｃＤＮＡ 模板， 每个反应使用 １ μｇ 总 ＲＮＡ， 所制备的 ｃＤＮＡ 用于后续的 ＬｃＴＬＲ２５ ｃＤＮＡ 的克隆与荧光定

量 ＰＣＲ （ｑＰＣＲ） 分析。
１􀆰 ３　 ＬｃＴＬＲ２５ 基因的克隆

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中预测的 ＴＬＲ２５ （ＸＭ＿ ０１０７２９６５０􀆰 ３） 序列信息， 设计大黄鱼 ＴＬＲ２５ 特异性

引物 ＬｃＴＬＲ２５⁃Ｆ、 ＬｃＴＬＲ２５⁃Ｒ （见表 １）。 以健康大黄鱼各个组织混合的 ｃＤＮＡ 为模板扩增 ＬｃＴＬＲ２５ 编

码区序列。 ＰＣＲ 体系为： ｄｄＨ２ Ｏ １２􀆰 ２ μＬ、 ５ × ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ４ μＬ、 ｄＮＴＰ ｍｉｘ １􀆰 ６ μＬ、 ＬｃＴＬＲ２５⁃Ｆ
０􀆰 ５ μＬ、 ＬｃＴＬＲ２５⁃Ｒ ０􀆰 ５ μＬ、 各组织混合的 ｃＤＮＡ 模板 １ μＬ、 高保真 Ｔａｑ 酶 ０􀆰 ２ μＬ。 ＰＣＲ 反应程序

为： 变性 ９８ ℃ ３ ｍｉｎ； ９８ ℃ １０ ｓ， ５８ ℃ １０ ｓ， ７２ ℃ ９０ ｓ （５５ 个循环）； ７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 琼脂糖凝胶电

泳检测 ＰＣＲ 产物条带。
使用胶回收试剂盒 （Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ， ＯＭＥＧＡ） 对 ＰＣＲ 产物进行胶回收。 回收产物用于连接至

ｐＭＤ１９⁃Ｔ 线性载体 （Ｐｒｏｍｅｇａ）， 连接体系为： 纯化后 ＰＣＲ 产物 ４􀆰 ５ μＬ、 Ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｉ ５ μＬ、 ＰＭＤ⁃１９⁃Ｔ 线

性载体 ０􀆰 ５ μＬ。 连接条件为 １６ ℃水浴 １２ ｈ。 连接后载体经转化 Ｔｏｐ１０ 感受态细胞后， 挑单克隆培养

及菌液 ＰＣＲ 检测， 检测出的阳性菌液送至厦门铂瑞测序公司测序。
表 １　 实验中所用引物

Ｔａｂ． １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ 序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ 用途 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ＬｃＴＬＲ２５⁃Ｆ ＧＣＣＴＣＡＡＡＴＣＴＴＣＣＣＡＡＴＧ

Ｌｃ ＴＬＲ２５⁃Ｒ ＣＴＴＣＣＣＴＧＡＴＧＡＴＧＡＡＡＣＡＡＣＴＡＡ
基因克隆 Ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｅ

ｑＴＬＲ２５⁃Ｆ ＡＡＣＣＧＣＴＴＣＡＧＣＡＧＣＣＴＴＴ

ｑＴＬＲ２５⁃Ｒ ＡＧＡＡＣＡＣＧＣＣＴＴＡＴＣＣＡＡＴ

ｑβ⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｆ ＴＴＡＴＧＡＡＧＧＣＴＡＴＧＣＣＣＴＧＣＣ

ｑβ⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｒ ＴＧＡＡＧＧＡＧＴＡＧＣＣＡＣＧＣＴＣＴＧＴ

定量分析 ｑＰＣＲ

１􀆰 ４　 序列及结构分析

使用 ＮＣＢＩ 网站中 ＢＬＡＳＴ 工具 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｌａｓｔ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ． ｃｇｉ） 进行同源比对、 相似性

分析及氨基酸序列预测； 氨基酸序列的多重比对使用 Ｃｌｕｓｔｏｍｅｇａ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｌｕｓｔａｌ． ｏｒｇ ／ ｏｍｅｇａ ／ ） 进

行； 分子量、 等电点等使用 ＥＸＰＡＳＹ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ） 预测； 保守的结构域及其功

能在 ＳＭＡＲＴ 网站 （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｍａｒｔ． ｅｍｂｌ － ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ． ｄｅ） 进行分析； 亚细胞定位在 ＢＵＳＣＡ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｕｓｃａ．
ｂｉｏｃｏｍｐ． ｕｎｉｂｏ． ｉｔ ／ ） 网站进行在线分析。
１􀆰 ５　 进化树的构建

在 ＮＣＢＩ 数据库中选择来自其他物种 ＴＬＲ１ 亚家族成员 ＴＬＲ１、 ＴＬＲ２、 ＴＬＲ１８、 ＴＬＲ１４、 ＴＬＲ２５ 的氨

基酸序列及部分其他 ＴＬＲ 家族成员的氨基酸序列。 使用 ＭＥＧＡ Ｘ 软件 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍｅｇａｓｏｆｔｗａｒｅ． ｎｅｔ ／ ）
对相关基因序列进行邻位相接法 （ＮＪ ｍｅｔｈｏｄ） 构建系统进化树， 用 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 法评估 １０００ 次。

·８０１·
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１􀆰 ６　 定量 ＰＣＲ 检测 ＬｃＴＬＲ２５ 转录水平的表达变化

采用 ｑＰＣＲ 检测 ＬｃＴＬＲ２５ 在肌肉、 脾脏、 胃、 肠、 血液、 头肾、 鳃、 肝脏、 肾脏、 皮肤、 心脏和

大脑等组织中的转录表达水平， 以及 ＬＰＳ 或 Ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ 刺激后 ＬｃＴＬＲ２５ 在 ＬＣＫ 细胞系中的表达变化。
用 ＬｃＴＬＲ２５ 的特异性引物 ｑＴＬＲ２５⁃Ｆ 和 ｑＴＬＲ２５⁃Ｒ， 并以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 扩增目的基因。 ｑＰＣＲ 反应体

系为： ２ × ＣｈａｍＱ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ， 正反向特异性引物各 ０􀆰 ４ μＬ， 模板 ２ μＬ，
ｄｄＨ２ Ｏ 补齐 ２０ μＬ。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 程序反应程序为： ９５ ℃ ３ ｍｉｎ； ９５ ℃ １０ ｓ， ６０ ℃ １０ ｓ （４０ 个循环）；
６０ ℃ １ ｍｉｎ， ９５ ℃ １５ ｓ。 实验方法参照诺唯赞 ＣｈａｍＱＴＭ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ 􀅹 ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 说明书。
目的基因表达的相对定量参照 ２ ⁃ΔΔＣＴ方法确定［１９］ 。
１􀆰 ７　 数据分析

使用软件 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 对数据进行样本差异显著性分析 （ Ｓｔｕｄｅｎｔ􀆳ｓ ｔ ｔｅｓｔ）， 并做图。 差异显

著性水平为 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， 差异极显著性水平为 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

２　 结果与分析
２􀆰 １　 ＬｃＴＬＲ２５ 基因的 ｃＤＮＡ 序列

利用基因特异性引物 ＬｃＴＬＲ２５⁃Ｆ 和 ＬｃＴＬＲ２５⁃Ｒ 扩增后获得约 ２８６８ ｂｐ 特异性单一条带， 测序后对

序列进行 ＢＬＡＳＴＸ 分析。 结果显示该序列与尼罗罗非鱼的 ＴＬＲ２５ 同源性最高 （８０􀆰 ４３％ ）， 与其他鱼

类 ＴＬＲ２５ 同源性约 ６４􀆰 ０９％ ～ ６７􀆰 ６６％ ， 推测本研究所获得的为大黄鱼 ＴＬＲ２５ 基因序列。
通过 ＳＭＡＲＴ 在线分析推测大黄鱼及其他硬骨鱼 ＴＬＲ２５ 的保守功能域， 结果见表 ２。 预测的

ＬｃＴＬＲ２５ 蛋白质包括 ５ 个胞外的 ＬＲＲ， 分别位于 ８２—１０５ ａａ、 １１１—１３３ ａａ、 ２０５—２２８ ａａ、 ２２９—
２５０ ａａ、 ２６２—３１３ ａａ （ＬＲＲ ＣＴ）； 一个跨膜区， 位于 ３１５—３３７ ａａ； 一个典型的胞内 ＴＩＲ 同源域， 位

于 ３７１—５２１ ａａ （见图 １， 表 ２）。 与其他鱼类的 ＴＬＲ２５ 相比， 大黄鱼 ＬＲＲ 数量较少， 其 ＴＬＲ２５ 氨基

酸起始序列对应其他硬骨鱼 ＴＬＲ２５ 序列约 ２７８—２９１ ａａ 处 （表 ２ 中虚线表示）。

表 ２　 与不同硬骨鱼 ＴＬＲ２５ 结构域的比较

Ｔａｂ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ＴＬＲ２５ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｌｅｏｓｔ
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序列分析表明， 该序列包含 ６９９ ｂｐ 的 ５’ 非翻译区 （ＵＴＲ）、 ５６４ ｂｐ 的 ３’ ＵＴＲ、 １６０５ ｂｐ 的完整

开放读码框 （ＯＲＦ）， 起始密码子为 “ＡＴＧ”， 终止密码子为 “ＴＡＧ”， 编码 ５３４ 个氨基酸 （见图 １）。
Ｅｘｐａｓｙ 预测其分子质量为 ６１􀆰 ０９ ｋＤ， 理论等电点 （ｐＩ） 为 ８􀆰 ３５； 亚细胞定位预测 ＬｃＴＬＲ２５ 定位于细胞膜。

注： ＡＴＧ 为起始密码子， ＴＡＧ 为终止密码子； 首尾大写斜体部分表示序列克隆所用引物位置； 灰色底纹部分氨基酸
序列分别表示 ５ 个 ＬＲＲ， 其中前 ４ 个灰色底纹部分表示 ＬＲＲ （８２—１０５ ａａ、 １１１—１３３ ａａ、 ２０５—２２８ ａａ 及 ２２９—２５０
ａａ）， 灰色底纹加下划线为 ＬＲＲ＿ ＣＴ （２６２—３１３ ａａ）； 下划线部分表示跨膜结构域 （３１５—３３７ ａａ）； 方框及灰色底纹
序列为 ＴＩＲ 结构域 （３７１—５２１ ａａ）。
Ｎｏｔｅｓ：Ｔｈｅ ｓｔａｒｔ ｃｏｄｏｎ （ ＡＴＧ） ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎ（ ＴＡＧ） ａｒｅ ｃａｐｉｔａｌｉｚｅｄ，ｃａｐｉｔａｌ ｉｔａｌｉｃ ｓｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ
ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｌｏｎｉｎｇ，ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎ ｇｒａｙ ｓｈａｄｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ＬＲＲｓ（８２—１０５ ａａ，１１１—１３３ ａａ，２０５—２２８ａａ，
２２９—２５０ ａａ ａｎｄ ２６２—３１３ ａａ） ａｎｄ ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｓ ｅｍｐｈａｓｉｚｅｄ ａｓ ＬＲＲ＿ＣＴ，ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ （３１５—３３７ ａａ）
ｉｓ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ，ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎ ｇｒａｙ ｂｏｘ ｉｓ ｔｈｅ ＴＩＲ ｄｏｍａｉｎ （３７１—５２１ ａａ）．

图 １　 大黄鱼 ＴＬＲ２５ 基因的编码区
Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＬｃＴＬＲ２５

２􀆰 ２　 序列一致性分析

使用 ＮＣＢＩ⁃ｂｌａｓｔ 分析了大黄鱼 ＴＬＲ２５ 氨基酸序列与大黄鱼 ＴＬＲｓ 或其他物种 ＴＬＲｓ 的氨基酸序列一

致性。 结果显示： 大黄鱼 ＴＬＲ２５ 与大黄鱼其他 ＴＬＲ 家族成员具有较低氨基酸序列一致性 （２４􀆰 ０６ ％ ～
３５􀆰 ８４ ％ ）， 与人的 ＴＬＲ６ 序列一致性为 ３４􀆰 ９５％ ； 在硬骨鱼中， ＬｃＴＬＲ２５ 与尼罗罗非鱼 ＴＬＲ２５ 序列一致
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性最高 （７７􀆰 ０２％ ）， 与斑点叉尾 ＴＬＲ２５、 齐口裂腹鱼 ＴＬＲ２５、 鲤鱼 ＴＬＲ２５⁃１、 鲤鱼 ＴＬＲ２５⁃２ 及达氏鲟

ＴＬＲ２５ 的序列一致性分别为 ６７􀆰 ３７％ 、 ６４􀆰 ２０％ 、 ６４􀆰 ０２％ 、 ６４􀆰 ５８％ 及 ６３􀆰 ４８％ 。
２􀆰 ３　 进化树分析

系统进化树结果表明 （见图 ２）， 从大黄鱼中扩增得到的 ＬｃＴＬＲ２５ 与来自其他鱼类的 ＴＬＲ２５ 聚为

一支， 其中与同样来自鲈形目 （Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ） 的尼罗罗非鱼的 ＴＬＲ２５ 显示出较近的亲缘关系； ＴＬＲ１
亚家族的其他成员分别聚类到其相应的分支； 而其他 ＴＬＲｓ 亚家族成员也分别聚类到其相应的分支。

注： 达氏鲟 （Ａｃｉｐｅｎｓｅｒ ｄａｂｒｙａｎｕｓ） ＴＬＲ２１、 ＴＬＲ２２ 和 ＴＬＲ２５ 引自文献 ［１６］， 尼罗罗非鱼 （Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ） ＴＬＲ２５ 引
自文献 ［１８］）。
Ｎｏｔｅｓ：Ｔｈｅ ＴＬＲ２１，ＴＬＲ２２，ａｎｄ ＴＬＲ２５ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｄａｂｒｙ􀆳ｓ Ｓｔｕｒｇｅｏｎ ｗａｓ ｆｒｏｍ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ［１６］，ａｎｄ ｔｈｅ ＴＬＲ２５ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｎｉｌｅ ｔｉ⁃
ｌａｐｉａ （Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ） ｗａｓ ｆｒｏｍ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ［１８］）．

图 ２　 大黄鱼 ＴＬＲ２５ 基因的系统进化树
Ｆｉｇ． ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ
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２􀆰 ４　 大黄鱼 ＴＬＲ２５ 的组织表达谱

通过 ｑＰＣＲ 方法在大黄鱼 １２ 个组织 （脑、 鳃、 心脏、 头肾、 肾脏、 胃、 肠、 肝脏、 脾脏、 皮、
肌肉、 血液） 中检测了 ＬｃＴＬＲ２５ 基因的转录表达水平。 结果表明， ＬｃＴＬＲ２５ 在肠、 肌肉、 心脏、 血

液、 脑、 脾脏、 肾脏及头肾中均有表达。 其中： 在肠组织中的表达量最高； 其次为肌肉、 心脏、 血细

胞和脑组织； 在头肾及肾脏组织中的表达量较低； 而在胃、 肝脏、 鳃及皮肤中未检测到其表达 （ ＣＴ
值 ＞ ３５） （结果见图 ３）。
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２􀆰 ５　 大黄鱼 ＴＬＲ２５ 的刺激表达谱

ＬＣＫ 细胞经 ＬＰＳ、 Ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ 刺激后， ｑＰＣＲ 检测结果表明： ＬｃＴＬＲ２５ 基因表达水平在 ＬＰＳ 刺激后 ６ ｈ
时极显著上调 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） 并达到最大值， 约为对照组表达水平的 ３􀆰 １ 倍； 随后逐渐下降， 但是在刺

激后 １２ ｈ 时 ＬｃＴＬＲ２５ 表达水平仍然显著高于对照组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 约为对照组的 ２􀆰 ３ 倍； 但刺激后

２４ ｈ及 ４８ ｈ 时恢复至对照组水平。
在 Ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ 刺激后 ６ ｈ 时， ＬｃＴＬＲ２５ 表达水平显著下调 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 大约为对照组的 ７０ ％ ； 随

后逐渐增加， 在刺激后 ２４ ｈ 时显著高于对照组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 约为对照组的 １􀆰 ５ 倍； 但是在刺激后

４８ ｈ时， 恢复至对照组水平。

!4  LPS Poly I:C LCK 25 mRNA" #$ %&'()*+,-./ 01 2345678TLR
Fig.4  Quantitative RT-PCR analysis of 25 gene expression in LCKTLR

cells after LPS and Poly I:C stimulation
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３　 讨论
本研究克隆到 ２８６８ ｂｐ 的大黄鱼 ＴＬＲ２５ 基因 ｃＤＮＡ 序列， 其开放阅读框 １６０５ ｂｐ， 编码 ５３４ 个氨基

酸。 ＢＬＡＳＴＮ 及多重比对结果显示大黄鱼 ＴＬＲ２５ 碱基序列与尼罗罗非鱼 ＴＬＲ２５ 具有最高的序列同源

性。 氨基酸序列分析及蛋白跨膜区预测显示 ＬｃＴＬＲ２５ 具有 ５ 个典型的亮氨酸重复 ＬＲＲｓ， １ 个跨膜结

构域， 并具有 １ 个典型的 ＴＩＲ 结构域 （见图 １）， 提示其属于典型的 ＴＬＲ 家族。 大黄鱼 ＴＬＲ２５ 与鱼类

ＴＬＲ２５ 分子氨基酸序列一致性约 ６４％ ～ ７７％ 。 来自尼罗罗非鱼、 达氏鲟、 草鱼等的 ＴＬＲ２５ 大多包含

８１５ ～ ８５２ 个氨基酸， 具有 ６ ～ ９ 个 ＬＲＲ 结构域 （见表 ２）。
ＬｃＴＬＲ２５ 包含较短的 ＯＲＦ， 仅编码 ５３４ 个氨基酸， 与其他鱼类 ＴＬＲ２５ 相比， ＬｃＴＬＲ２５ 缺少了 Ｎ 端

２ ～ ３ 个 ＬＲＲ 结构域 （见表 ２）。 这是由于本实验克隆到的 ＬｃＴＬＲ２５ ｃＤＮＡ 在 ６９７—６９９ ｂｐ 处由大多数

鱼类 ＴＬＲ２５ 中的 “ＴＧＧ” 突变为 “ ＴＧＡ”， 造成翻译终止， 下一个密码子 ７００—７０２ ｂｐ 处的 “ ＡＡＡ”
变为 “ＡＴＧ”， 造成了翻译起始位点后移， 因此导致大黄鱼的 ＴＬＲ２５ 编码区较短。 在鱼类的进化过程

中， 由于基因组倍增及演化， 导致了其基因型的多样性。 目前， 已经发现鱼类的许多功能基因存在不

同基因型或者多种剪接体［２１］ 。 与其他物种相比， 这种较短的 ＬｃＴＬＲ２５ 基因可能是选择及进化的结

果［２２ － ２３］ ， 这也可能导致了鱼类 ＴＬＲ 比哺乳动物更为丰富多样。 进化分析表明， ＬｃＴＬＲ２５ 与其他鱼类

的 ＴＬＲ２５ 聚为一支， 并与其他成员一起聚为硬骨鱼的 ＴＬＲ１ 家族 （见图 ２）， 说明本研究获得的序列

可能为鱼类保守的 ＴＬＲ２５， 也分属于 ＴＬＲ１ 亚家族。
组织表达分析显示， 大黄鱼 ＴＬＲ２５ 在肠组织中表达量最高， 其次是肌肉和脑 （见图 ３）。 齐口裂

腹鱼 ＴＬＲ２５ 在脑中表达量最高［１６］ ， 鲤鱼 ＴＬＲ２５ 在肌肉中表达量最高［２４］ ， 与本研究结果相似。 但是尼

罗罗非鱼 ＴＬＲ２５ 在脾脏组织中表达量较高［１７］ ， 说明不同鱼类 ＴＬＲ２５ 的组织表达水平可能存在差异，
也有可能与鱼的生理状态有关。 推测大黄鱼 ＴＬＲ２５ 基因可能在肠道内具有重要功能。

大黄鱼肾脏细胞中的 ＬｃＴＬＲ２５ 能够被 ＬＰＳ 显著诱导 （见图 ４）。 Ｑｉ 等［１６］ 研究发现， 尼罗罗非鱼

ＴＬＲ２５ 的转录表达水平可以被 ＬＰＳ、 ＬＴＡ 和酵母聚糖显著诱导［１７］ ； 另外达氏鲟、 齐口裂腹鱼的 ＴＬＲ２５
也表现出相似的研究结果［１６ － １７］ 。 ＴＬＲ１ 亚家族主要识别来自细菌的 ＰＡＭＰｓ［２５］ ， ＬＰＳ 作为一种内毒素，
能够诱导多种 ＴＬＲ 及其下游关键因子的表达增加［２６］ ， 提示 ＬｃＴＬＲ２５ 可能参与 ＬＰＳ 诱导的免疫反应。
经 Ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ 刺激后， ＬｃＴＬＲ２５ 在刺激早期表达下调； 然而在达氏鲟、 齐口裂腹鱼及尼罗罗非鱼中，
Ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ 刺激均可诱导 ＴＬＲ２５ 的表达上调［１６ － １８］ 。 这有可能与 ＬｃＴＬＲ２５ 包含较少的 ＬＲＲ 有关， 也有可

能是由于不同类型的细胞导致， 详细机制还有待于深入研究。
综上所述； 本实验克隆获得的大黄鱼 ＴＬＲ２５ 基因， 包含典型的 ＴＬＲｓ 家族结构域， 为硬骨鱼类特

有的 ＴＬＲ１ 家族成员； ＬｃＴＬＲ２５ 在大黄鱼肠组织中表达量最高； ＬＰＳ 可显著诱导 ＬｃＴＬＲ２５ 表达上调，
但是 Ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ 不能诱导其表达上调， 提示 ＬｃＴＬＲ２５ 可能更多参与 ＬＰＳ 诱导的免疫反应。
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