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摘要 将嗜水气单胞菌粗脂多糖(C-LPS)和大肠杆菌脂多糖(E-LPS)分别经腹腔注射草鱼(剂量为

4mg/kg),以注射PBS为对照。48h后,分别提取各组草鱼的头肾、脾脏、肾脏、肝脏和肠组织中的总RNA,利
用Real-timePCR的方法检测不同组织中TNF-α、IL-1β、IL-10和TLR4基因的表达情况。结果显示,与对照组

相比,头肾中,TNF-α和IL-1β的表达量在E-LPS组显著升高,而IL-10的表达显著下降;C-LPS组TNF-α 和

IL-10的表达量显著性升高;TLR4在两试验组均有显著性降低。脾脏中,TNF-α、IL-1β和IL-10在E-LPS组与

对照组无显著差异,而IL-1β和IL-10的表达在C-LPS组有显著性升高;TLR4在两试验组有显著性降低。肾脏

中,TNF-α表达在E-LPS组有显著性升高;IL-1β和IL-10在C-LPS组有显著性升高;TLR4在两试验组中与对

照组无显著性差异。肝脏中,TNF-α、IL-10和TLR4在两试验组均有显著性升高;IL-1β的表达在E-LPS组显

著高于对照组和C-LPS组。肠组织中,TNF-α和IL-10在两试验组有显著性降低和升高;IL-1β和TLR4与对

照组间无显著性差异。表明嗜水气单胞菌C-LPS和大肠杆菌LPS均可引起草鱼细胞因子基因表达的变化,对
于机体免疫反应起到一定的调节作用,但LPS对TLR4基因并没有引起显著的上调作用,这与哺乳类动物的研

究结果不同。
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  细菌的多糖成分常以3种形式存在:与细胞膜

结合的脂多糖(lipopolysaccharides,LPS),与细胞壁

共价连接的荚膜多糖(CPS)以及完全分泌到胞外的

胞外多糖(EPS)[1]。其中LPS是G-病原菌内毒素

的物质基础,同时具有良好的免疫原性,可以刺激增

强机体的免疫力[2],因而被广泛应用于鱼用免疫制

剂的研究领域。研究发现,不同致病菌中提取的粗

脂多糖CLPS的化学成分不尽相同,其免疫原性也

有所不同,但对机体都表现出较强的免疫保护性[3]。
有关LPS对水产动物免疫机能影响的研究报

道很多。测定的非特异性免疫指标主要是白细胞数

量、血清抗体效价及组织过氧化物酶活力[4]、吞噬活

性[5]、呼吸爆发以及溶菌酶活性[6]。也有报道表明

LPS可促进免疫相关细胞因子的表达,如康吉鳗巨

噬 细 胞 IL-1β
[7],大 西 洋 鲑 前 脂 肪 细 胞 IL-10、

TNF-α 和TNF[8],虹鳟巨噬细胞TNF-α、IL-1β和

IL-6[9]以 及 头 肾 白 细 胞 TNF-α、IL-1β、IL-10和

IL-6[10];同时,LPS刺激后,花鲈头肾、脾脏和肝脏中

TNF-α 的表达量也有升高[11],但不同来源和纯度的

LPS对草鱼免疫相关基因表达的影响还未见报道。
水产动物疾病的免疫防治一直备受关注,高效

的免疫刺激剂已成为鱼类免疫学的研究热点之一。
为使细菌脂多糖作为一种有效的免疫佐剂在生产实

践中得到有效利用,进一步深入研究其产生免疫促

进作用的机制是非常必要的。为此,本研究以热酚

水抽提法提取的嗜水气单胞菌粗LPS和商品化精

制的大肠杆菌LPS为免疫原,研究不同来源、不同

纯度的LPS对草鱼不同组织中免疫相关基因表达

的影响。

1 材料与方法

1.1 试验鱼及饲养

试验草鱼(Ctenopharyngodonidellus)购自湖
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北省仙桃排湖养殖场,选取外观健康、规格基本一

致、体质量25.0±2.5g的草鱼,饲养于华中农业大

学水产养殖基地,养殖水缸体积约为300L,采用流

水养殖,全天24h充氧。试验鱼用食盐水消毒,暂
养15d后正式试验。每天投喂2次(09:00和

16:00),日投喂量为体质量的3%~5%,整个试验

期间的水温为22~28℃;保持溶氧6mg/L以上,

pH6.8~7.2。
1.2 细菌与 LPS

嗜水气单胞菌(Aeromonashydrophila)XS91-
4-1由中国科学研究院水生生物研究所提供,于

BHI培养基中28℃培养24h,收集细菌,按改良的

热酚水抽提法[12]提取粗LPS,所得粗制LPS经冷

冻干燥后-20℃保存备用。
大肠杆菌(Escherichiacoli055:B5)LPS,购买

自Sigma公司,批号:L2880。
1.3 分组与注射

试验分3组:PBS组,每尾鱼注射灭菌的PBS
0.2mL;嗜水气单胞菌LPS(C-LPS)组和大肠杆菌

LPS(E-LPS)组,每尾鱼注射剂量为4mg/kg,即分

别注射0.5mg/mL的C-LPS或E-LPS0.2mL。
注射前,将鱼用 MS-222(质量浓度为150mg/L)麻

醉。每组设3个重复,每个重复15尾鱼。
1.4 取样及 Real-time PCR 分析

试验鱼注射PBS或LPS48h后取样。先用

MS-222将鱼麻醉,再解剖取头肾、肾、脾、肝和肠组

织,对照组和试验组每重复取3尾鱼并将每重复下

相应组织混合,然后快速置于液氮中冷冻,-80℃
保存备用。采用Trizol(TaKaRa,产品号,9108)分
别提取各组织中的总RNA。

将从各 组 织 中 提 取 的 总 RNA 用 于 逆 转 录

(TaKaRa,产品号,DRR047S),反应液配制均在冰

上 进 行。RT-PCR 反 应 采 用 荧 光 染 料 SYBR
Green,根据 所 采 用 公 司 产 品(TaKaRa,产 品 号:

DRR081A)设计反应体系,所用基因引物见表1。
扩 增 反 应 是 在 Rotor-Gene6500 Thermocycler
(CorbettResearch,Australia)荧光定量PCR仪上

进行。同时以18SrRNA为内参照基因。PCR反

应液配制如下(反应液配制在冰上进行):20μL
PCR反应液中加入2μLcDNA模板、0.8μL正反

向 引 物(10μmol/L)、10 mLSYBRRPremixEx-
TaqTMⅡ(2×)以及6.4μLddH2O。反应条件是:

95℃变性1min;95℃10s,60℃30s,40个循环。
表1 RT-PCR中所用引物序列及退火温度

Table1 PCRprimersandannealingtemperaturesusedinRT-PCR

引物名称

Primer’sname
登录号

GenBank
退火温度/℃

Annealingtemperature
引物序列

Primersequence(5′-3′)

TNF-α EU047718.1 57
GATTGGAGAGTGAACCAGGACC
GCTGTAGACGAAGTAAATGCCG

IL-1β JN705663.2 57
GTGCCAGGTGCCAAGTAGC
AAGCCCAAGATATGCAGGAGT

IL-10 HQ388294.1 57
TCCCTTTGAGTTTGCCACCAT
GCCAGCCATCATCCAATCCAC

TLR4 EU699768.1 55
TTCCACCTATTCATCTTTGC
ACTTTACGGCTGCCCATT

18SrRNA EU047719.1 57
ATTTCCGACACGGAGAGG
CATGGGTTTAGGATACGCTC

1.5 数据分析

采用2-△△Ct法对待测基因的表达水平进行相对

定量,数据用SPSS16.0软件进行统计分析,采用方

差 分 析 法 (ANOVA)进 行 差 异 显 著 性 分 析,

P<0.05表示显著性差异。

2 结果与分析

2.1 头肾中各基因的表达

头肾中,各基因的表达如图1A。可以看出IL-
1β、TNF-α和IL-10在各组间的表达量有显著性差

异。与对照组相比,E-LPS组中IL-10的表达有显

著性下降,而TNF-α和IL-1β的表达量有显著性升

高;C-LPS组中IL-10和TNF-α的表达有显著性上

升,IL-1β的表达量却显著下降。同时,相对于C-
LPS组,E-LPS组中TNF-α和IL-1β表达量有显著

升高;而IL-10有明显的下降。TLR4的表达量在

E-LPS和C-LPS组中相比对照组都有显著下降,而
这两组间TLR4的表达量无显著性差异。
2.2 脾脏中各基因的表达

脾脏中各基因的表达情况如图1B。发现与对
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照组相比,在C-LPS组中IL-1β和IL-10的表达量

显著升高,E-LPS组中其表达量只有略微的升高,
无显著差异;而C-LPS组中IL-1β和IL-10的表达

量显著高于E-LPS组中表达量。TNF-α 基因在各

组间的表达无显著性差异。但TLR4在各组间的

表达均有显著性差异,且处理组均低于对照组。
2.3 肾脏中各基因的表达

肾脏中各基因的表达情况如图1C。可以看出

E-LPS组中,IL-1β和IL-10的表达量略高于对照

组,但TNF-α有显著性升高。而C-LPS组中,相对

于对照组,IL-1β和IL-10的表达量有显著性升高,

TNF-α的表达却无 显 著 性 差 异,且 C-LPS组 中

IL-1β的表达量相对E-LPS组也有显著性的升高。
各组间TLR4的表达却不存在显著性差异。

2.4 肝脏中各基因的表达

肝脏中各基因的表达情况如图1D。发现在

E-LPS组中IL-1β表达最高,且与对照组和C-LPS
组均有显著性差异,而C-LPS组中,IL-1β的表达量

与对照组间无显著性差异。处理组中(E-LPS和

C-LPS),TNF-α、IL-10和 TLR4的表达量均显著

高于对照组,而这两组间无显著性差异。
2.5 肠组织中各基因的表达

肠组织中,各基因的表达如图1E。可以发现

IL-1β和TLR4的表达在各组间无显著差异。在

E-LPS组和C-LPS组中,TNF-α 表达量相对于对照

组均有显著下降,而这两组间无显著性差异;IL-10
的表达量却显著升高,且C-LPS组中IL-10表达量

显著高于E-LPS中的表达量。

 同一基因下数据标注不同小写字母者表示差异显著(P<0.05),n=3。Datawithdifferentlettersinthesamegenemeansignificant

difference(P<0.05),n=3.

图1 嗜水气单胞菌粗LPS和大肠杆菌LPS对草鱼头肾(A)、脾脏(B)、肾脏(C)、肝脏(D)和肠(E)中

TNF-α、IL-1β、IL-10和TLR4表达的影响

Fig.1 A.hydrophliacrudeLPSandE.coliLPSinfluencetheexpressionofTNF-α,

IL-1β,IL-10andTLR4inheadkidney(A),spleen(B),kidney(C),liver(D)andintestine(E)ofgrasscarp

3 讨 论

细胞因子是鱼类免疫系统重要的组成部分,是
一类由免疫细胞和非特异性免疫细胞合成或分泌的

小分子多肽物质,具有调节多种细胞生理功能的作

用。其中白细胞介素(IL)家族作为一类细胞因子,
由活化的单核/巨噬细胞及淋巴细胞等产生,作用于

淋巴细胞、巨噬细胞或其他细胞,参与炎症反应的部

分或全过程,在免疫激活、免疫趋化、免疫应答、炎症

放大或炎症抑制方面起重要作用。目前已知,大多

数IL在免疫反应中都发挥免疫增强作用,如IL-1β

是一种多效的促炎细胞因子,具有一系列引发炎症、
调节代谢、造血和促进免疫学活性的作用,其作为免

疫调控细胞因子具有增强免疫反应的潜力。其可以

通过诱导淋巴细胞、相关组织细胞、血管内皮细胞和

炎症反应效用细胞的生长和发育,促进细胞调控免

疫。但过多的释放对组织或许会有不同程度的伤

害,并导致炎症和自身免疫反应的发生。研究发现,

E.coliLPS可促进虹鳟体外培养白细胞中IL-1β的

表达[13-14]。本研究中E-LPS组IL-1β的表达在肝

脏、肠和头肾组织中显著高于对照组,说明E.coli
LPS可促进草鱼相关组织的免疫反应。这与E.co-
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liLPS刺激黄鳍鲷头肾和脾组织[15]以及松江鱼脾

脏[16]中IL-1β 的表达结果一致。在 C-LPS组中

IL-1β的表达量在脾脏和肾脏中有显著上升,说明

A.hydrophilaLPS同样可促进机体的免疫反应。
在头肾中,IL-1β的表达量在C-LPS组中有显著下

降,表明C-LPS与E-LPS对草鱼的免疫刺激强度是

不尽相同的。对虹鳟研究结果表明大肠杆菌粗

LPS可促进巨噬细胞IL-1β的表达,但纯的E.coli
LPS对IL-1β表达水平没有影响[17]。因此,不同试

验对象以及LPS作用时间均会影响表达水平,并且

与细胞因子半衰期较短等特点有关[19],而不同组织

对LPS刺激的应答也是不同的。

TNF-α在炎症反应与免疫调节中具有重要的

作用,也由多种免疫细胞分泌。在炎症所引起的细

胞因子级联反应中最先释放的是TNF-α,其后即为

IL-1β,TNF-α的功能大多与IL-1β的功能交错呼应

并且协同工作[18]。研究表明LPS刺激体外培养的

牙鲆血液白细胞[19]和虹鳟头肾白细胞[20]TNF-α 基

因的表达。Chettri等[10]对虹鳟的研究也证明,LPS
可促进 头 肾 巨 噬 细 胞 TNF-α、IL-1β 的 表 达,且

IL-1β的表达表现出剂量和时间的依赖性。本研究

发现,除了肠组织外其他组织中TNF-α 的表达在

E-LPS和C-LPS组比对照组都有升高,特别是在

肾、肝和头肾组织。LPS刺激花鲈4h后,脾和头肾

中TNF-α的表达最高,其次是肝脏等组织[11]。Ro-
her等[21]研究发现,纯的LPS更能刺激虹鳟TNF-α
的释放。Jovanovic等[22]发 现,任 何 浓 度 下 的 粗

LPS都不能引起肥头鲦嗜中性粒细胞的呼吸爆发,
超纯的LPS却表现出潜在的诱导呼吸爆发的能力。
在本研究中,E-LPS更能刺激TNF-α 基因的表达,
表明E-LPS可能在预防病原菌引起的鱼类疾病方

面具有潜在的功能。
在IL家族中,大多成员具有免疫促进作用,但

也有少数具有免疫抑制作用,如IL-10。同时IL-10
也属于抗炎因子,系Th2细胞分泌,可从源头上抑

制Thl细胞(主要分泌促炎细胞因子)增殖,有助于

清除致炎因素,从而降低致炎因子功能,有利于炎症

反应的降低或停止,使机体重新恢复免疫稳态。

Zhang等[23]研究发现,斑马鱼在受到LPS刺激4h
时,其肾、鳃、肠中IL-10有显著性表达。虹鳟注射

LPS3~6h后,IL-10在头肾和脾中表达量有明显

上升[24]。本研究发现,在肝脏和肠组织中,与对照

组相比,处理组中IL-10有显著性的升高。说明E-
LPS与C-LPS都可刺激Th2细胞,从而诱导IL-10
的分泌。结合本试验肠组织中TNF-α的表达变化,
说明肠组织中E-LPS或C-LPS能抑制或减少其促

炎细胞因子的表达,促进抗炎细胞因子(如IL-10)的
表达,从而预防和缓解炎症反应。而在脾脏、肾脏及

头肾组织中,IL-10的变化只有在C-LPS组中有显

著性 的 升 高,说 明 E-LPS的 致 炎 作 用 比 C-LPS
更强。

Toll样受体(Toll-likereceptors,TLRs)是存在

于细胞膜上的模式识别受体,在病原识别、启动和诱

导机体的免疫应答中发挥极其重要的作用。其表达

于各 种 免 疫 细 胞,包 括 巨 噬 细 胞、树 突 状 细 胞

(DCs)、B细胞和某些特殊类型的T细胞,甚至在某

些非免疫细胞如成纤维细胞和上皮细胞也有表

达[25]。哺乳动物中,LPS可被TLR4所识别,注射

LPS会 引 起 TLR4表 达 的 增 加[26],但 在 鱼 类 中

TLR4对LPS不是很敏感。一些研究表明,TLR4
在鱼类进化中是缺失的[27],但目前发现鲤科鱼类中

存在TLR4基因[28-29]。病原菌可引起鱼类组织中

TLR4的上调[30],但 LPS却不引起类似变化[31]。
本研究中,注射LPS后,TLR4表达水平只有在肝

脏中升高,但在头肾和脾脏中均下降,说明鱼类

TLR4对LPS的应答与哺乳动物是不同的,在鱼类

中LPS的受体还有待进一步的研究。
综上所述,E-LPS或C-LPS对草鱼主要免疫组

织中各细胞因子参与免疫的活性有较大影响,可促

进机体免疫反应。而对于粘膜免疫系统,其作用可

能不同于系统免疫。同时,E-LPS和C-LPS对草鱼

免疫的刺激有所不同,粗提的 A.hydrophliaLPS
因可能含有细胞外的其他成分,导致其一些作用效

果不同于纯的LPS。

参 考 文 献

[1] WANGLY,LIST,LIY.Identificationandcharacterization

ofanewexopolysaccharidebiosynthesisgeneclusterfrom

Streptomyces[J].FEMSMicrobiolLett,2003,220(1):21-27.
[2] 陈昌福,陈超然.鱼类三种致病菌的粗脂多糖对异育银鲫的免

疫原性[J].水生生物学报,2002,26(5):483-488.

[3] NAYAKSK,SWAINP,NANDAPK,etal.Immunomodulat-

ingpotencyoflipopolysaccharides(LPS)derivedfromsmooth

typeofbacterialpathogensinIndianmajorcarp[J].VetMi-

crobiol,2011,151(3/4):413-417.

07



 第1期 彭小云 等:嗜水气单胞菌和大肠杆菌LPS对草鱼免疫相关基因表达的影响  

[4] 康洁.大肠杆菌脂多糖对草鱼的免疫调节作用[J].江苏农业科

学,2011,39(3):295-297.
[5] 张波,曾令兵,罗晓松,等.嗜水气单胞菌3种疫苗免疫的青鱼

外周血免疫指标的变化[J].华中农业大学学报,2012,31(1):

100-105.
[6] SUNJH,WANG QK,QIAOZY,etal.Effectoflipopolysaccha-

ride(LPS)andoutermem-braneprotein(OMP)vaccinesonpro-

tectionofgrasscarp(Ctenopharyngodonidella)againstAero-

monashydrophila[J].IsrJAquacult-bamid,2012,64:1-8.
[7] TSUTSUIS,IWAMOTOT,NAKAMURAO,etal.LPSin-

ducesgeneexpressionofinterleukin-1betaincongereel(Con-

germyriaster)macrophages:firstcytokinesequencewithin

Anguilliformes[J].FishShellfishImmunol,2007,23(4):911-

916.
[8] SKUGORS,SKUGORA,TODORCEVICM,etal.Exposure

tolipopolysaccharideinducesimmunegenesinculturedpreadi-

pocytesofAtlanticsalmon[J].FishShellfishImmunol,2010,

29(5):817-824.
[9] TELESM,MACKENZIES,BOLTANAS,etal.Geneexpres-

sionandTNF-alphasecretionprofileinrainbowtroutmacro-

phagesfollowingexposurestocopperandbacteriallipopolysac-

charide[J].FishShellfishImmunol,2011,30(1):340-346.
[10]CHETTRIJK,RAIDA M K,HOLTEN-ANDERSEN,etal.

PAMPinducedexpressionofimmunerelevantgenesinhead

kidneyleukocytesofrainbowtrout(Oncorhynchusmykiss)

[J].DevCompImmunol,2011,35(4):476-482.
[11]邱丽华,宋林生,蔡中华,等.花鲈肿瘤坏死因子基因及其在

LPS和病毒刺激下表达的研究[J].高技术通讯,2004(11):81-

86.
[12]WESTPHAL O,JANN K.Bacteriallipopolysaccharides:ex-

tractionwithphenol-waterandfurtherapplicationsofthepro-

cedure[C]//WHISTLERRL,BEMILLERJN,WOLFROM

ML.Methodsincarbohydmtechemistry.NewYork:Academic

Press,1965,5:83-91.
[13]ZOUJ,HOLLANDJ,PLEGUEZUELOSO,etal.Factorsin-

fluencingtheexpressionofinterleukin-1betainculturedrain-

bowtrout(Oncorhynchusmykiss)leukocytes[J].DevComp

Immunol,2000,24(6/7):575-582.
[14]ZOUJ,GRABOWSKIPS,CUNNINGHAMC,etal.Molecu-

larcloningofinterleukin1betafromrainbowtroutOncorhyn-

chusmykissrevealsnoevidenceofanicecutsite[J].Cyto-
kine,1999,11(8):552-560.

[15]JIANGSG,ZHANGDC,LIJZ,etal.Molecularcharacteriza-

tion,recombinantexpressionandbioactivityanalysisofthein-

terleukin-1βfromtheyellowfinseabream,Acanthopagrusla-
tus(Houttuyn)[J].FishShellfishImmunol,2008,24(3):323-

336.
[16]LIU YY,YUSS,CHAIY M,etal.Lipopolysaccharide-in-

ducedgeneexpressionofinterleukin-1receptor-associatedki-

nase4andinterleukin-1βinroughskinsculpin(Trachidermus

fasciatus)[J].FishShellfishImmunol,2012,33(4):690-698.
[17]MACKENZIESA,ROHER N,BOLTANAS,etal.Pepti-

doglycan,notendotoxin,isthekeymediatorofcytokinegene

expressioninducedinrainbowtroutmacrophagesbycrudeLPS
[J].MolImmunol,2010,47(7/8):1450-1457.

[18]SECOMBESCJ,WANGT,HONGS,etal.Cytokinesandin-

nateimmunityoffish[J].DevCompImmunol,2001,25(8/

9):713-723.
[19]HIRONOI,NAMBH,KUROBET,etal.Molecularcloning,

characterizationandexpressionofTNFcDNAandgenefrom

JapaneseflounderParalychthysolivaceus [J].JImmunol,

2000,165(8):4423-4427.
[20]LAINGKJ,WANGT,ZOUJ,etal.Cloningandexpressiona-

nalysisofrainbowtroutOncorhynchusmykisstumournecrosis

factor-α[J].EurJBiochem,2001,268(5):1315-1322.
[21]ROHERN,CALLOLA,PLANANSJV,etal.Endotoxinrec-

ognitioninfishresultsininflammatorycytokinesecretionnot

geneexpression[J].InnateImmunity,2011,17(1):16-28.
[22]JOVANOVICB,BARANE,GOETZFW,etal.Effectsofdif-

ferentlipopolysaccharidepreparationsonneutrophilfunctionin

thefatheadminnow,PimephalespromelasRafinesque[J].J

FishDis,2011,34(11):877-880.
[23]ZHANGDC,SHAOYQ,HUANGYQ,etal.Cloning,char-

acterizationandexpressionanalysisofinterleukin-10fromthe

zebrafish(Daniorerion)[J].JBiochem MolBiol,2005,38
(5):571-576.

[24]INOUEY,KAMOTAS,ITOK,etal.Molecularcloningand

expressionanalysisofrainbowtrout(Oncorhynchusmykiss)

interleukin-10cDNAs[J].FishShellfishImmunol,2005,18
(4):335-344.

[25]AKIRAS,UEMATSUS,TAKEUCHIO.Pathogenrecogni-

tionandinnateimmunity[J].Cell,2006,124(4):783-801.
[26]任大宾,杜烨玮,张健,等.静脉注射脂多糖上调小鼠肺及肝

CD14和Toll-like受体4表达 [J].基础医学与临床,2005,25
(4):331-335.

[27]BAOPRASERTKULP,XUP,PEATMANE,etal.Divergent

toll-likereceptorsincatfish (Ictaluruspunctatus):TLR5S,

TLR20,TLR21[J].FishShellfishImmunol,2007,23(6):

1218-1230.
[28]MEIJERAH,GABBYKRENSSF,MEDIARODRIGUEZI

A,etal.Expressionanalysisofthetoll-likereceptorandTIR

domainadaptorfamiliesofzebrafish[J].MolImmunol,2004,

40(11):773-783.
[29]JAULTC,PICHONL,CHLUBAJ.Toll-likereceptorgene

familyandTIR-domainadaptersinDaniorerio [J].MolIm-
munol,2004,40(11):759-771.

[30]SUJG,YANGCR,XIONGF,etal.Toll-likereceptor4signa-

lingpathwaycanbetriggeredbygrasscarpreovirusandAero-

monashydrophilainfectioninrareminnowGobiocyprisrarus
[J].FishShellfishImmunol,2009,27(1):33-39.

17



  华 中 农 业 大 学 学 报 第33卷 

[31]SEPULCREMP,PEREZFA,MUNOZAL,etal.Evolution

oflipopolysaccharide (LPS)recognitionandsignaling:fish

TLR4doesnotrecognizeLPSandnegativelyregulatesNF-κB

activation[J].JImmunol,2009,182(4):1836-1845.

EffectsofLPSfromAeromonashydrophilaandEscherichiacolion
expressionofimmunerelatedgenesingrasscarp,Ctenopharyngodonidella

PENGXiao-yun LIUHong CHENXiao-xuan ZHANGQi
YUANJuan LIUJia-jia WUZhi-xin

CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity/KeyLaboratoryofFreshwater
AnimalBreeding,MinistryofAgriculture/

FreshwaterAquacultureCollaborativeInnovationCenterofHubeiProvince,Wuhan430070,China

Abstract Inthepresentstudy,grasscarpswereinjectedintraperitoneallywithcrudeAeromonas
hydrophilalipopolysaccharide(C-LPS),pureEscherichiacoliLPS(E-LPS)andphosphate-bufferedsa-
line(PBS,ascontrol)at4mg/kg,respectively.After48h,fishtissuesincludingheadkidney,spleen,liv-
er,kidneyandintestineinthetreatedandcontrolgroupweretakentodetecttheexpressionofTNF-α,

IL-1β,IL-10andTLR4genesbyquantitativerealtimePCR.Theresultsshowedthat,inheadkidney,

theexpressionofTNF-αandIL-1βgeneswassignificantlyup-regulated,buttheexpressionofIL-10was
significantlydecreasedinE-LPSgroup;theexpressionofTNF-αandIL-10genesweresignificantlyup-
regulatedinC-LPSgroup,andtheTLR4wassignificantlydecreasedinbothtreatedgroups.Inspleen,

theexpressionofTNF-α,IL-1βandIL-10geneswasnotsignificantlydifferentinE-LPSgroupfromthe
control,theIL-1βandIL-10levelsweresignificantlyup-regulatedinC-LPSgroup,andtheexpressionof
TLR4wassignificantlydecreasedinbothtreatedgroups.Inkidney,theTNF-αandIL-1β,IL-10levels
weresignificantlyincreasedinthetwotreatedgroups,buttheexpressionofTLR4genewasnotdifferent
fromthecontrol.Inliver,theTNF-α,IL-10andTLR4levelsweresignificantlyhigherinthetwotreated
groups,whiletheexpressionofIL-1βwassignificantlyup-regulatedinE-LPSgroupcomparedtoboth
thecontrolandC-LPSgroups.Inintestine,theTNF-αandIL-10genesweresignificantlyinducedinthe
twotreatedgroupsandtheIL-1βandTLR4geneswerenotsignificantlyinduced.Theseresultsindicated
thatLPScaninducetheexpressionoftheimmunerelatedgenesofthehost,butLPScouldnotmakethe
up-regulationoftheTLR4gene,whichisdifferentfromthemammal.

Keywords Aeromonashydrophila;Escherichiacoli;LPS;grasscarp;immunerelatedgene
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