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摘 要 以 PolyI：C(又称聚肌胞)为诱导剂，分别通过腹腔注射 、浸 泡和投喂 3种途径诱导大菱 

鲆 Scophthalrnus maximus体内抗病毒蛋白MX基因的转录，利用半定量 RT～PCR方法检测干扰素 

下游基因一Mx基因的转录水平来确定该诱导剂的诱导效果。结果显示 ，以上 3种途径都能高效诱导 

Mx蛋 白 ITIRNA 的转录，均在 48h之后达到高峰 ，其 中以浸泡的方式更容易诱导 Mx基 因转录，且在 

120h时仍保持较 高水平。Mx基 因转录的时相变化证明 了国产 PolyI：C可以通过 多种途径诱导抗 

病毒蛋白Mx的表达，为实际应用中确定用药途径提供 了理论依据。另外，实验初步建立了半定量 

RT—PCR方法，为检测鱼体 内干扰素的表达提供 了技 术方法。 
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ABSTRACT Transcription of turbot M X protein confirmed to be an antivirus factor was in— 

duced by PolyI：C with intraDeritoneal inj ection，immersion and oral administration．MX mR— 

NA was tested by semi—quantitative RT—PCR to validate the effect of PolyI：C’S induction．The 

results illustrated that all the three induction ways could effectively induce the transcription of 

M x gene and the peak of M x mRNA quantity appeared at 48h after PolyI：C application．The 

immersion method seemed to be the most effective way to induce M X mRNA 。as M X mRNA 

could last more than 1 20h at a high leve1．This experiment proved that the homemade PolyI：C 
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could effectively induce Mx mRNA transcription in different applications，which provided a ref— 

erence to use PolyI：C in aquaculture practice． 

KEY WORDS Polyinosinic—polycytidylic acid(PolyI：C) Scophthalmus maximus 

Mx protein Interferon inducer Gene transcription 

先天性免疫系统是动物在抵抗病原过程中的第一道防御屏障 ，这套系统能够在数分钟 内启动不同的抗病 

机制(Magnadottir 2006)。干扰素(Interferons，IFNs)系统是先天性免疫系统抵抗病毒感染的主要构成者。 

干扰素分子主要存在两种类型，即I型和Ⅱ型。工型干扰素通过诱导几种抗病毒蛋白的表达使相邻细胞处于 

一 种抗病毒状态，这些抗病毒蛋白主要包括蛋白激酶、2 ～5 寡聚腺苷合成酶、核糖核酸酶 L、RNA特异腺苷脱 

氨酶和 Mx蛋白(Samuel 2001)。由于鱼类干扰素同源性比较低，以及干扰素蛋白在体内表达停留时间短等 

原因，给鱼类干扰素基因的克隆和表达检测带来了一定的困难，而干扰素下游的 Mx蛋白基因表达可以弥补这 
一 缺陷(毛明光等 2008)。因此，目前人们普遍将 Mx蛋白基因作为干扰素存在的标志性蛋白基因。 

Mx基因首次发现在 A2G小鼠体内，因为它能有效抑制黏病毒，而被命名为 Mx(Myxovirus)基因(Ho— 

risberger et a1． 1983)。在干扰素的刺激下，Mx基因转录并表达 Mx蛋白，构成机体细胞抗病毒状态的重要 

组分 。在鱼类 中，Mx基 因已在斑点绿河豚 Tetraodon nigroviridis，斑 马鱼 Danio rerio(Lutfalla et a1． 

2003)，河鲈 Perca fzuviatilis(Staeheli et a1． 1989)，金头鲷 Sparus aurata(Tafalla et a1． 2004)，牙鲆 

Paralichthys olivaceus(Lee et a1． 2000)，大西洋庸鲽 Hippoglossus hippoglossus(Jensen et a1． 2000)， 

塞内加尔鳎 Solea senegalensis(Fernandez et a1． 2006)，虹鳟 Oncorhynchus mykiss(Trobridge et a1． 

1997)，大西洋鲑 Salmo salar L．(Robertsen et a1． 1997)，大菱鲆 Scophthalmus maximus(Ahollo et a1． 

2004)和草鱼 Carassius auratus(Zhang et a1． 2004)等鱼体中被报道，且认为在鱼的前肾、脾脏和肝脏中表 

达明显。目前国内外广泛利用干扰素诱导剂 PolyI：C诱导细胞的抗病毒作用，对细胞抗病毒分子机理进行了 

深入的实验研究，但对用药途径的研究非常少。本研究利用 PolyI：C，分别通过注射、浸泡和投喂 3种途径诱 

导大菱鲆 Mx基因的转录，并考察给药后 5 d内Mx转录的时相变化，以期为 PolyI：C作为抗病毒药物的临 

床使用提供试验数据。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

实验在烟台开发区天源水产有限公司国家 

级大菱鲆水产良种场进行，圆柱形鱼池高 67 

cm，底面半径 54 cm，养殖用深海井水 ，循环供 

水 ，水流速度为 200 L／h，水温 16～18℃，大菱 

鲆体重 50±3 g，目测健康，游动活泼 ；每 日投喂 

配合饲料早晚各 1次，实验前暂养 10 d。 

人工合成的 PolyI：C注射液 由青 岛汉河 

动植 物药业 有 限公 司 GMP药 厂 提供 ，为 1 

mg／ml无色溶剂。 

1．2 实验设计 

空白对照共40尾 

Control 40 pcs 在用药后24
、 48、 

注射PolyI：C(2 l／g鱼重) 72、96和120hga前肾 
共40尾PolyI：C 保存在液氮中 

injection(2pl儋body Collectkidneyat24、48、 72
、
96、120h afterdrug 

大菱鲆Turbot L  weight)40 pcs appli~uionandkeep i
nliquidnitrogen 

48±2 5g l P0 ：C(4Oral／L) l 浸泡ll洪4o尾 
PolyI：C immersion lh 采用RT-PCR方法 

(40ml／L)40 pcs 分析Mx基因的转录 

RT-PCR analysis 

PolyI：C~料投喂2d forMxgene 
(300 l，g(Po1yI：a饲料)) transcription 

共4O尾Po1yI：C oral 
administration 2d 

(300pl／g feed)40 pcs 

图 1 实验设计 

Fig．1 Test design 

实验分为 4个组，每组 40尾大菱鲆。空白组不使用 PolyI：C；注射组对大菱鲆腹腔注射 PolyI：C，注射 

剂量按照每克鱼体重 2 aug；浸泡组是将大菱鲆浸泡在含 40mg／L PolyI：C的海水中，浸泡时间为 lh；投喂组首 

先将饲料喷洒 PolyI：C，剂量与注射组相 当，室温凉干后即可投喂，连续投喂 2 d。用药之后起第 24、48、72、96 
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和 120h随机取样检测 。 

预实验中，根据实时半定量的要求，选择扩增特异性和扩增效率较高的引物来对样品进行检测 ，根据退火 

温度梯度 PCR结果 ，选择最佳退火温度 ，并对 PCR循环次数进行优化选择。 

1．3 组织总 RNA的提取及反转录 

各处理组的样品经液氮冻存研磨，取 8O～100mg，TRIZOL提取总 RNA，最后溶解在焦碳酸二乙酯 

(DEPC)处理的灭菌纯水 (50 1)中，并加人 RNase抑制剂及无 RNase的 DNAase处理。分装成 4管 ，分别 

用于浓度测定 、RNA完整性电泳检测 、RT—PCR和 --70℃ 保存。 

反转录参照 Fermenras公司生产的 RevertAidTM第一链 cDNA合成试剂盒步骤合成 cDNA，eDNA作为 

模板供下一步实验用。 

1．4 引物的设计 

从 NCBI网站检索并下载大菱鲆 Mx基因 (AY635932)和 ~-actin基因(AY008305)，利用软件 Primer 

Premier 5．0在保守区设计引物 (表 1)，然后由上海生物工程有限公司合成。 

1．5 PCR扩增 目的片段及半定量 

参 照 刘 青 等 (2006)的半 定 量 

PCR方法 ，建立 PCR反应体 系。PCR 

反应在 BIO-RAD型 PCR仪上进行，退 

火温度在 55～60℃ 区间 自动生成梯度。 

根据结果，选择 59．6℃作为反应的退火 

温度。反应总体积是 25 l，反应体系 

为：1O×buffer 2．5 l，MgC12(25mmol／ 

L)1．5 l，弓I物 (10ttmol／L)各 1 1， 

表 1 实验中的相关引物 

Table 1 Primers used in this experiment 

219～ 410 TCGCCGTGATTGGAG 

TCCACATCTGAAGGGTT 

207～ 765 CTGTTCTGTGCCTTTGTC 

CATCGCCGTGATTGGAG 

65～ 341 GTGATGAAGCCCAGAGCA 

CGACCAGAGGCATACAGG 

dNTP mix(各 10mmol／L)0．5 l，Taq酶(SU／u1)O．2 l，cDNA模板 1．5 t,l，用 ddH2O补足体积。目的基因 

和内参基因在相同的条件下扩增，反应程序为：94~C预变性 5 rain，94~C变性 30 S，59．6℃退火 30 S，72℃延伸 

90 S，33个循环。最后 72℃ 延伸 10 min。 

PCR扩增产物用 1 9／6含 Gene Finder的琼脂糖凝胶电泳分离，凝胶成像分析系统 GeneGenius成像，利用 

软件 GeneTools对 目的条带进行分析定量 ，并对定量值分析作图。 

2 结果与分析 

2．1 Mx蛋白半定量 PCR方法的建立 

以引物 Mx207优化 RT—PCR扩增 反应条件 ， 

图 2为退火温度梯度 PCR结果 ，1、2、3、4和 5分别 

是 54．2、55．0、56．6、58．5和 59．6℃退火温度下 的 

PolyI：C注射组扩增组效果 ，可见 59．6℃退火 时 

扩增效率较高。a、b、e和 d分别是 54．2、55．0、56．6 

和 58．5℃下扩增浸泡组 的效果，可见 58．5℃退火 

是扩增效率较高。根据 以上结果 ，在 59．6和 58．5 

℃附近选择 59℃作为实验 PCR退火温度，扩增效 

率如图 3所示 。 

1、2、3、4和 5分别在 54．2、55．0、56．6、58．5和59．6℃退火温度 

下扩增注射组样品的结果；a、b、e、d分别为在 54．2、55．0、56．6 

和 58．5℃退火温度下扩增浸泡组的结果；M：分子量标准。 

Lane 1、2、3、4、5，for injection samples，PCR results of annea— 

ling at 54．2、55．0、56．6、58．5、59．6℃ ，respectively~Lane a、 

b、c、d，for immersion samples，PeR results by annealing at 

54．2、55．0、56．6、58．5℃ ，respectively；M ，DNA marker 

图2 退火温度梯度 PCR 

Fig．2 PCR results of annealing at different temperatures 

F R F R F R 

2  2  2  2  
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用 3对引物分别对注射组大菱鲆前肾做 RT—PCR 33个循环(30个循环扩增 尚未达到指数期 ，35个循环扩 

增达到平台期)，扩增结果如图3所示。可见，在 202bp和 559bp处各出现单一条带，且处于扩增指数期，符合 

半定量的要求。根据已报道的大菱鲆 J3一actin基因设计引物，RT—PCR结果如图 3，可见在 227bp处有 1条带， 

PCR扩增效率较高，满足作为RNA内部参照物的条件。 

2．2 注射 PolyI：C后大菱鲆 Mx蛋白转录水平的时相变化 

腹腔注射 PolyI：C后，大菱鲆前肾中 Mx基因转录的时相变化如图4所示。空白对照组(CK)相对定量 

值在 0．30～O．40之间，即大菱鲆 Mx蛋白在没有 PolyI：C刺激时也会有一定量的表达，腹腔注射 PolyI：C 

后 48h Mx基因表达量明显增高 ，并一直持续到第 96h，至第 120h Mx基因转录水平又和对照组相当。 

M C B A CK 

M：DNA marker；CK：对照；A：浸泡处理 

B：注射处理；C：投喂处理 

M ：DNA marker；CK：Control；A：Immersion 

B：Injection；C：Oral administration 

图 3 3对 引物 的 PCR效率 

Fig．3 Efficiency of PCR with the three pairs of primers 

0【x】 

13-actin CK 24 48 72 96 120 

时间(h) 

图 4 腹腔注射 PotyI：C后大菱鲆 Mx基因的转录水平 

Fig．4 Transcription level of turbot Mx gene 

induced by PolyI：C injection 

2．3 PolyI：C浸泡后大菱鲆 Mx蛋 白转录水平的时相变化 

大菱鲆在稀释的 PolyI：C溶液(40 mg／I )中浸泡 1 h后，其前肾中Mx基因转录水平的时相变化如图 5 

所示，CK为空白对照。与注射组类似，浸泡处理之后 24 h时大菱鲆 Mx蛋白转录水平与对照没有明显差异； 

但在 48 h之后其转录水平一直较高，持续到 120 h未表现出降低。 

2．4 投喂 PolyI：C后大菱鲆 Mx蛋白转录水平的时相变化 一 

投喂组大菱鲆前肾中 Mx基因转录水平时相变化如图 6所示 ，CK 为空 白对照 。大菱鲆 口服 PolyI：C喷 

洒饲料后 ，与空白对照组相 比，24 h时大菱鲆Mx基因的转录亦没有明显影响；但饲喂后 48 h时，转 录水平达 

图 5 PolyI：C对大菱鲆浸泡处理后诱导 Mx基 因的转录水平 

Fig．5 Transcription level of turbot Mx gene 

induced by PolyI：C immersion 

图 6 PolyI：C拌料后投喂诱导 Mx基因转录水平 

Fig．6 Transcription level of turbot Mx gene induced 

by PolyI：C with oral administration 

踟 ∞ ∞ 加 

O  O  O  0  

一譬。 删 

X 
M 
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到 0．84相对定量值 ，超过注射和浸泡处理的影响，72 h后转录水平稍降低 ，但与前两种处理方式相当，且 口服 

后 120 h Mx基因转录水平仍处于较高水平。 

3 讨论 

Mx蛋白作为干扰素诱导下的一个标志性蛋白，通过检测 Mx基 因的表达问接反应干扰素的表达情况具 

有一定的学术意义和应用价值 。由于不 同鱼种的干扰素基因同源性非 常低 ，增加 了对不同种鱼干扰素基 因克 

隆的难度 ，另外干扰素在体内表达量较少 ，发挥作用后会被迅速降解 ，也给干扰素表达水平检测带来了一定 困 

难。而 Mx基因作为干扰素诱导的下游基 因，在干扰素表达的情况下 ，Mx基 因随即转录表达，在胞质 中能够 

稳定存在。本实验根据已报道的大菱鲆 Mx基因保守区(三联体 ATP／GTP结合区、发动蛋白家族结构的特 

征序列以及亮氨酸拉链结构和定位信号)(I ina et a1． 2005)，在其三联体 ATP／GTP结合区设计了两对引物 

Mx 219和 Mx 207。PCR扩增结果显示 ，该两对引物扩增效率较高，本文 以引物 Mx 207初步建立了相对半定 

量法 ，可以迅速检测 Mx基 因的表达。 

选择合适 的用药途径 ，对干扰素 的实际应用具有重要指导作用。早在 1990年 Eaton就对 4种虹鳟 (On— 

corhynchus mykiss，0．nerka，0．gorbuscha和0．keta)进行了用 PolyI：C后的抗病毒实验，实验通过腹腔注 

射和浸泡方式，保护率可以达到了 45 以上，但未进行 PolyI：C处理后抗病毒效应时相变化的研究。本试验 

通过 Mx蛋白转录水平的时相变化，首次研究了 PolyI：C不 同给药途径后 120 h内实验鱼体 内抗病毒蛋白基 

因转录水平的时相变化。结果显示 ，腹腔注射 、浸泡和投喂 3种不同给药方式均能够高效诱 导 Mx基 因的转 

录。PolyI：C结构类似病毒在复制过程中出现的双链核酸结构 ，因此可以作为一种类病毒药物诱导干扰素的 

高效表达，继而进一步诱导多种抗病毒蛋白的转录表达，使相邻细胞处于抗病毒状态。 

本实验结果表明，注射 、投喂和浸泡 3种给药途径均能诱导 Mx基因的表达 。目前，对 PolyI：C诱导干扰 

素系统的抗病毒分子机理已基本阐明，这与细胞膜表面上的 TLR(Toll—like receptor)受体密切相关(Rodrigu— 

ez et a1． 2005)。3种给药途径在 24 h内诱导 Mx基 因转录均不明显 ，原因可能在 于细胞表面的 TLR3受体 

dsRNA的识别有一定的过程 ，并且诱导干扰素的转 录翻译及其超表达也需要一个过程 ，Mx基 因的转 录需要 

在满足了以上两个条件的基础上才能大量表达。腹腔注射 PolyI：C后 120h转 录水平下降，这可能与体 内高 

活性的 RNA酶降解有关 。相比而言 ，浸泡处理组的转录表达效果较好 。巩 华等(2006)认为 ，药物被巨大表 

面积的鳃和皮肤吸收，而皮肤、鳃等黏膜又含有丰富、与免疫相关的细胞，细胞表面被抗原递呈细胞和 MHC分 

子摄取、递呈给效应位点淋 巴细胞引起免疫应答 。PolyI：C拌料饲喂后 ，反应迅速 ，48 h蛋白转录急剧升高。 

有关专家认为 ：PolyI：C直接作用于肠道 ，具有丰富免疫细胞 的肠道黏膜表 面积大 ，吸收功能强 ，诱导作 用较 

快(苏友禄等 2008)。综合起来说，利用浸泡和伴饲投喂两种方法可以更好 的诱导并维持鱼体 内 Mx蛋 白的 

表达 。 

相比较而言，在应用上以浸泡方式更利于苗期的处理，以弥补苗期鱼的特异性免疫系统尚未健全的缺陷， 

使机体提前进入抗病状态，对于提高苗期的成活率具有重要的实际意义 ；而 口服途径更适于用提高成鱼抗病毒 

能力 ，可起到类似疫苗的作用 。今后 ，在用药剂量 ，尚需确定最适使用浓度 ；并对使用 PolyI：C浸泡 120 h之 

后 Mx基因表达水平的变化需要更深入的研究，以观察最长 的药效时间。另外 ，针对不同疾病的保护率进行检 

测，为抗病毒的应用和干扰素的开发提供依据和参考。养殖鲆鲽类主要以细菌病为主(王印庚等 2004)，而大 

菱鲆病毒性红体病和淋 巴囊肿是鲆鲽类的主要病毒性疾病 (史成银等 2005)。针对上述疾病，目前 尚无较有 

效的药物和治疗方法。PolyI：C高效诱导大菱鲆 Mx蛋白表达将有助于开创治疗鲆鲽类病毒病的一种新思 

路。 
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