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斑马鱼nr4a1在嗜水气单胞菌感染引起的
炎症反应中的作用

郑云鹏，翟文娅，王振生，王焕岭，刘红

华中农业大学水产学院，武汉 430070 

摘要 为深入探究鱼类抵抗细菌性炎症的调控机制，通过生物信息学方法分析斑马鱼（Danio rerio） nr4a1

基因的结构特征，并利用 CRISPR-Cas9 基因编辑技术构建 nr4a1-/-斑马鱼模型。进一步结合实时荧光定量

PCR（qPCR）、组织细菌负载检测及病理学分析等方法，系统评估在嗜水气单胞菌感染条件下，nr4a1-/-斑马鱼及

nr4a1 过表达斑马鱼 ZF4 细胞系中该基因的表达动态、炎症因子水平、细菌清除能力及组织病理变化，以阐明

nr4a1基因在嗜水气单胞菌感染引起的斑马鱼肝脏炎症反应中的作用及其机制。结果显示，斑马鱼 nr4a1基因

序列高度保守，其开放阅读框编码 1条由 574个氨基酸组成的多肽，预测蛋白质等电点为 5.79，相对分子质量为

63.04，在鱼体多个组织中广泛表达。nr4a1-/-斑马鱼在第 2个外显子处发生 7 bp缺失，导致翻译提前终止，使编

码蛋白从 574个氨基酸截短至 297个氨基酸。嗜水气单胞菌感染后，斑马鱼肝组织中 nr4a1基因的表达呈现先

下降后回升的趋势。与野生型相比，nr4a1-/-斑马鱼存活率降低，肝脏组织载菌量显著上升，且肝脏组织病理损

伤更为严重。qPCR分析表明，nr4a1-/-斑马鱼中 il⁃1β、tnf⁃α、nf⁃κB以及 il⁃22等炎症因子的表达水平均显著高于

野生型。而在斑马鱼ZF4细胞系中过表达 nr4a1，则可显著抑制嗜水气单胞菌感染所诱导的炎症因子表达升高。

以上结果表明 nr4a1可以作为负性调节因子抑制促炎因子的表达，从而在嗜水气单胞菌感染引起的斑马鱼免疫

炎症反应中发挥重要的保护作用。
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核受体 Nr4a1是 NR4A（nuclear receptor subfam‐
ily4，groupA）家族的关键成员，亦称为 Nur77、TR3，
在多种细胞过程中起核心作用，广泛表达于各组织、

器官，参与细胞炎症反应、增殖、分化、凋亡、自噬、代

谢等过程［1］。在神经生长因子（nerve growth factor，
NGF）诱导的反应中，nr4a1 作为一种早期即刻反应

基因在鼠源的嗜铬细胞瘤细胞系（PC12）中被发

现［2］，是孤儿核受体中未发现其生理性配体的一

类［3］。正常生理条件下，nr4a1的表达水平受到严密

的调控，但在一些生理信号的刺激下会被瞬时诱导

和激活，这些信号包括前列腺素、生长因子、脂肪酸、

钙、炎症细胞因子和细胞应激等［4-5］。已有研究表

明，在一些炎症性疾病中Nr4a1的激活可以显著抑制

炎症反应，延缓疾病的进程［6］。

NR4A 孤儿受体家族可以调控炎症通路尤其是

NF-κB信号通路，在血管内皮激活、巨噬细胞功能等

方面都起着至关重要的作用，其中，Nr4a1 对于炎症

的调控作用被研究得最为广泛［7］。在小鼠巨噬细胞

中过表达 nr4a1可以导致炎症、凋亡和细胞周期循环

等相关基因的转录活化［8］，亦有研究发现在小鼠细胞

中 nr4a1 的过表达减轻了 siIκB-α 诱导的炎症［9］。而

采用三硝基苯磺酸或硫酸葡聚糖诱导的小鼠肠炎模

型研究的结果显示，nr4a1−/−小鼠更容易出现全身多

个组织器官免疫炎症损伤［10］。亦有其他研究表明

Nr4a1在炎症反应中有显著抑制炎症的作用，在炎症

性肠病、脓毒症等疾病中作为负性调节因子参与疾

病的发生发展［11］。然而，Nr4a1在炎症反应中并非只

扮演抑制炎症的角色，其通过转录调控作用活化炎
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性信号通路起到促进炎症的作用也有过报道［12］。

随着我国水产养殖业的快速发展，挑战也随之

出现，包括经济性状退化、抗病力减弱、生态环境恶

化、水质不达标、药物滥用以及饲养管理不当等问

题，导致养殖鱼类病害日益严重，进而使得养殖业经

济损失不断攀升［13］，嗜水气单胞菌（Aeromonas hy⁃
drophila）感染在其中造成重大的经济损失，影响水

产品健康和存活率，增加养殖成本［14］。肝脏是参与

鱼类免疫反应和解毒过程的重要器官，其巨噬细胞

可将越过肠屏障的病原菌吞噬，在鱼类抵御嗜水气

单胞菌感染过程中具有不可或缺的作用［15］。为此，

本研究选用模式鱼类斑马鱼（Danio rerio）作为研究

对象，探究 nr4a1在嗜水气单胞菌感染引起的斑马鱼

肝脏炎症反应中的作用及其背后机制，旨在为深入

了解鱼类抵抗炎症的调节机制和抗病育种提供新的

靶点和理论依据。

1　材料与方法

1.1　试验材料

试验所用野生型（WT）斑马鱼均为AB品系野生

型，饲养于华中农业大学水产学院斑马鱼养殖系统，

养殖条件为：28 ℃恒温循环水系统，pH 7.5±0.5，光
暗周期比为 14 h光照/10 h黑暗，每日 09：00和 16：00
分别饲喂丰年虫。斑马鱼胚胎成纤维（ZF4）细胞系

购于American Type Culture Collection，培养条件为：

28 ℃、5% CO2培养箱培养。

1.2　斑马鱼nr4a1生物信息学分析

本研究所用到的基因和氨基酸序列文件下载于

NCBI数据库（www.ncbi.nlm.nih.gov），斑马鱼Nr4a1
的蛋白质分子质量（MWs）和理论等电点（pI）利用

ExPASy（http：//web.expasy.org/compute_pi/）预测。

使用 DNAMAN 软件对斑马鱼、草鱼（Ctenopharyn⁃
godon idella）、团 头 鲂（Megalobrama amblycepha⁃
la）、人（Homo sapiens）、小鼠（Mus musculus）、非洲爪

蟾（Xenopus laevis）的 Nr4a1 进行多序列比对并计算

序列一致性。采用 MEGA 5 软件，应用邻接法

（neighbour-joining，NJ）构建Nr4a1的系统进化树。

1.3　斑马鱼nr4a1敲除品系构建

通过 CRISPR-Cas9 基因编辑技术构建斑马鱼

nr4a1敲除体。在 NCBI网站获得斑马鱼 nr4a1基因

序列，选取其 CDS 区前 2/3 区域的序列在张锋团队

CRISPR 设计网站（https：//www.zlab.bio/guide-de‐
sign-resources）进行靶点设计。选取评分较高的靶点

序列在 NCBI网站上 Blast，进行特异性分析，避免脱

靶效应，最终确立的靶点序列为：GAGGGACGCT‐
GCGCCGTGTG。采用 MEGAscriptTM T7（Thermo 
Fisher）转录试剂盒体外转录 gRNA 并纯化，混合

Cas9 蛋白后，注射至斑马鱼受精卵Ⅰ细胞期的动物

极。检测靶点有效后将 F0代斑马鱼培养至性成熟，

与 WT 斑马鱼杂交，获得 F1代杂合子斑马鱼。筛选

出相同突变类型的F1代雌雄斑马鱼进行自交得到F2

代斑马鱼，从F2中筛选出纯合nr4a1-/-斑马鱼。

1.4　嗜水气单胞菌感染试验和样品采集

随机取 18 尾健康斑马鱼的肌肉、心脏、脑、腮、

眼、性腺、脾脏、肝脏、肠、肾脏组织，每 6 尾为 1 个混

样，共3个重复，探究nr4a1在健康斑马鱼各组织中的

表达模式。嗜水气单胞菌感染试验，以 3月龄斑马鱼

成鱼为试验对象，设置对照组与感染组，每组设置 3
个生物学重复（每个生物学重复设置 6尾鱼），探究嗜

水气单胞菌感染后肝脏中 nr4a1 和炎症因子相对表

达量的变化趋势。研究所用嗜水气单胞菌 D4 为华

中农业大学水产学院罗毅老师课题组馈赠，感染试

验中，感染组和对照组（CK）分别注射 1 µL 浓度为

2.5×106 CFU/mL（注射浓度和剂量根据预试验确

定）的嗜水气单胞菌或等量磷酸盐缓冲溶液（PBS）。

在注射后的 0、4、8、12、24、48 h分别取感染组和对照

组的肝脏组织。在细胞转染 24 h 后使用 2.5×102 
CFU/mL嗜水气单胞菌感染细胞，收集感染 4 h细胞

样本，探究炎症因子的表达变化。样品采集后，快速

置于液氮中冷冻，存于-80 ℃冰箱中备用。

1.5　总RNA的提取及cDNA合成

将保存在-80 ℃下的各组织样品取出，使用

Trizol法进行样品总RNA的提取。将提取的斑马鱼

样品总RNA严格按照TaKaRa公司反转录试剂盒的

说明进行反转录合成 cDNA。

1.6　荧光定量PCR（qPCR）及数据分析

本研究以 cDNA 为模板，β⁃actin为内参基因，参

照文献［16］进行 qPCR。相对表达量使用 2-∆∆Ct 法

进行计算，数值均采用平均值±标准误（mean±SE）
表示，使用Graph Pad Prism 8绘制图表，使用单因素

方差分析方法（ANOVA）和Duncan’s进行差异表达

分析，P<0.05 时为差异显著（*），P<0.01 时为差异

极显著（**），不同字母标记表示组间具有显著差异

（P<0.05）。本研究所用引物通过Primer Premier 5.0
软件设计并由武汉擎科公司合成，引物具体信息

见表1。
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1.7　组织切片和HE染色

取斑马鱼肝脏组织于 4% 多聚甲醛通用型组织

固定液中固定 24 h 以上，将修切好的肝脏组织和对

应的标签放于包埋框内包好后依次加入梯度乙醇进

行脱水。脱水完成后浸蜡包埋，于-20 ℃冻台冷却，

蜡凝固后将蜡块从包埋框中取出并修整，置于石蜡

切片机切片，厚 4 μm。摊片机 40 ℃展平，60 ℃恒温

烘干。然后用苏木精-伊红染色，脱水封片后于正置

显微镜下观察，进行图像采集分析。

1.8　斑马鱼nr4a1过表达载体的构建和细胞转染

利用同源重组的方法构建 pCMV-N-nr4a1过表

达质粒，使用引物 pCMV-nr4a1-F/pCMV-nr4a1-R
克隆 nr4a1的 CDS片段，通过 DNA回收试剂盒纯化

回收 PCR产物。将酶切回收的 PCR产物与 pCMV-
N-Flag 载体通过同源重组连接，转化后筛选阳性克

隆并测序。将筛选出的菌株扩大培养，使用TianGen
质粒提取试剂盒进行质粒的抽提。将处于快速增长

期的 ZF4 细胞传代至细胞培养板中（12 孔板），传代

12~24 h 后，细胞贴壁率达到 80% 以上时进行细胞

转染，具体转染操作步骤参照文献［16］。转染 pC‐
MV-N-nr4a1 质粒和空载 pCMV-N-Flag 检测过表

达效率。

1.9　组织载菌量的计算

通过稀释涂布板法检测嗜水气单胞菌感染后斑

马鱼肝脏组织细菌负荷［17］，本研究于嗜水气单胞菌

感染 8 h 后取 nr4a1-/-和野生型斑马鱼肝脏组织，按

照每克组织加入 1 mL PBS 缓冲液的比例匀浆稀释

后，取 10 µL 均匀涂布在嗜水气单胞菌培养基培养，

16 h后对生长的黄色菌落进行计数统计。

2　结果与分析

2.1　斑马鱼nr4a1基因的生物信息学分析

通过NCBI下载斑马鱼 nr4a1基因的碱基和氨基

酸序列，对斑马鱼 nr4a1基因序列特征进行生物信息

学分析。结果显示，斑马鱼 nr4a1基因开放阅读框共

1 725个碱基，编码 1条 574个氨基酸的多肽，编码的

蛋白质等电点为 5.79，蛋白分子质量为 63.04 ku。使

用 DNAMAN 对草鱼、团头鲂、人、小鼠以及非洲爪

蟾的 Nr4a1 进行氨基酸多序列比对（图 1）。结果表

明，Nr4a1在 6个物种中序列一致性达到 74.26%，序

列高度保守，与斑马鱼序列一致性最高的为草鱼

86.39%，其 次 为 团 头 鲂 86.06%，最 低 的 为 小 鼠

50.89%。通过 MEGA 5 构建 Nr4a1 的系统进化树，

如图 2 所示，鱼类、两栖动物、哺乳动物各成 1 个小

支，哺乳动物和两栖动物汇成 1个大支并最终和鱼类

汇聚在一起。

2.2　nr4a1基因在健康斑马鱼组织和嗜水气单胞

菌感染后肝组织中的相对表达量

通过qPCR检测nr4a1基因在斑马鱼成鱼中不同

组织中的表达，结果显示 nr4a1在斑马鱼中具有一定

的组织表达特异性。如图 3所示，在健康成年斑马鱼

的多种组织中，nr4a1基因表达水平以肌肉组织为最

高，心脏和大脑次之，而肠道、体肾、脾脏和肝脏中的

表达量相对较低。在嗜水气单胞菌感染后，斑马鱼

肝组织中 nr4a1基因的相对表达量呈现下降趋势，在

12 h时降到最低值，之后出现回升（图4）。

2.3　斑马鱼nr4a1敲除品系构建

胚胎注射 24 h 后，取部分 nr4a1-KO-F0 与 WT
斑马鱼受精卵用于测序分析，测序结果如图 5A 所

示，nr4a1-KO-F0在靶点位置出现明显多峰，突变率

为 17%，表明本研究选择的靶点有效。相对于野生

型斑马鱼，nr4a1突变纯合子在第 2个外显子处出现

了 7 bp的缺失（图 5B），该缺失导致翻译的提前终止，

原本编码 574个氨基酸的蛋白质多肽链被截短至297

表1　本研究用到的引物序列

Table 1　Primers used in this study

引物名称

Primer name
IL-22-F
IL-22-R

p65-F
p65-R
IL1β-F
IL1β-R

TNFα-F
TNFα-R
NFκB-F
NFκB-R
bactin-F
bactin-R
nr4a1-F
nr4a1-R
shai-F
shai-R

pCMV-
nr4a1-F
pCMV-
nr4a1-R

序列（5'-3'）
Primer sequence (5'-3')

TCGACATCGAGGAACAACGG
CACGAGCACAGCAAAGCAAT
ACCTCCTTTTTCTCTCCGCC
CATCCCTACCGGTGGAAAC

ATGGCGAACGTCATCCAAGA
CTTTCAAGTCGCTGCTTCCG
TTGCCTTTACCGCTGGTGAT
TTGTTGATTGCCCTGGGTCT

CACCTGCGTTCCATTCTT
GCTCCTTTGCGTCTACAT

CGAGCAGGAGATGGGAACC
CAACGGAAACGCTCATTGC

AGAGCCCAAACGGATCGAAG
GGTGGGACCAAGTCTTCCAG

ACTCCGCAACATGGTTCT
AAGCCTTTGCATCCTTCA

TCAAGCTTCTGCAGGAATTCAT‐
GACCTGTGTTCAAAGTCAACATG
CCCACTAGTTCTAGACTCGAGT‐

CAGAATGGCAACGTGTCCA

用途

Usage
qPCR
qPCR
qPCR
qPCR
qPCR
qPCR
qPCR
qPCR
qPCR
qPCR
qPCR
qPCR
qPCR
qPCR
PCR
PCR

PCR

PCR
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个氨基酸，使 nr4a1编码的蛋白重要结构域发生缺失

（图5C）。

2.4　嗜水气单胞菌感染后nr4a1-/-斑马鱼的免疫炎

症反应

通 过 HE 切 片 检 测 嗜 水 气 单 胞 菌 感 染 后

nr4a1−/−和 WT 斑马鱼肝脏损伤情况。如图 6A 所

示，相较于 WT，nr4a1−/−斑马鱼出现更加严重的肝

脏充血和组织病理损伤。生存曲线结果显示，

nr4a1−/−斑马鱼在嗜水气单胞菌感染后存活率相对

较低（图6B）。同时细菌负荷检测结果显示，nr4a1−/−

图2 Nr4a1系统进化树

Fig.2 Phylogenetic tree of Nr4a1

图中黑色表示该位置氨基酸序列一致度为 100%，粉色表示一致度大于 75%，蓝色表示一致度大于 50%。In the figure，black indicates 
that the amino acid sequence identity at that position is 100%，pink indicates an identity greater than 75%，and blue indicates an identity greater 
than 50%．

图1 斑马鱼等6个物种Nr4a1的氨基酸多序列比对

Fig.1 Mutiple alignments of Nr4a1 amino acid sequence in six species including zebrafish
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斑马鱼肝脏组织载菌量显著高于野生型（图6C）。

为进一步明确 nr4a1 在嗜水气单胞菌感染引起

的斑马鱼免疫炎症反应中的作用，通过 qPCR检测了

在嗜水气单胞菌感染前后 nr4a1-/-斑马鱼和WT斑

马鱼中炎症因子白细胞介素 1β（il⁃1β）、肿瘤坏死因

子 α（tnf⁃α）、核因子 κB（nf⁃κB）以及白细胞介素 22（il⁃
22）的相对表达量（图 7）。结果显示，在嗜水气单胞

菌感染前，nr4a1-/-斑马鱼中 il⁃1β、nf⁃κB 以及 il⁃22
的表达量显著高于野生型，nr4a1-/-斑马鱼中 tnf⁃α
的表达量亦略高，但并无统计学差异。在嗜水气单

胞菌感染后 8 h，nr4a1-/-斑马鱼中 4 种炎症相关因

子的表达量显著高于野生型且差异更加明显。以上

结果表明，在嗜水气单胞菌感染引起的斑马鱼炎症

反应中，nr4a1可能发挥负向的抑炎作用。

2.5　nr4a1过表达对 ZF4细胞中炎症因子表达的

影响

为进一步验证 nr4a1 在嗜水气单胞菌感染引发

的炎症中的作用，在斑马鱼 ZF4 细胞系中进行了

nr4a1的过表达试验。如图 8A所示，nr4a1过表达效

率显著，可以进行后续试验。

在嗜水气单胞菌感染前，过表达组中炎症因子

il⁃1β、tnf⁃α、nf⁃κB 以及 il⁃22 相较于未过表达组并无

显著差异，但在嗜水气单胞菌感染后过表达组中 4
种炎症因子表达量均显著低于未过表达组（图

8C~F）。同时，在嗜水气单胞菌感染前后，过表达

nr4a1 的细胞中核因子 κB p65 亚基（p65）的表达量

均显著较低（图 8B）。以上结果表明，nr4a1 可以抑

制嗜水气单胞菌诱发的炎症反应中相关炎症因子

的表达。

不同小写字母表示存在显著差异（P<0.05）。下同。Different 
lowercase letters indicate significant differences （P<0.05）.The same 
as below.

图3 nr4a1在斑马鱼不同组织中的相对表达量

Fig. 3 Relative expression of nr4a1 in 
different tissues of zebrafish

图4 嗜水气单胞菌感染后各时间点nr4a1在
斑马鱼肝脏中的相对表达量

Fig.4 Relative expression of nr4a1 in zebrafish liver at 
various time points after A. hydrophila infection

A：nr4a1-KO-F0 与 WT 斑马鱼胚胎测序结果，红色线框表示突

变峰位置。B：靶点序列在 nr4a1基因中位置，红色字母代表 nr4a1

纯合突变体缺失的碱基。C：Nr4a1 蛋白结构域示意图。A： Se‐
quencing results of zebrafish embryos from experimental （nr4a1-KO-
F0） and control （WT） groups，red line box indicates the position of 
mutation peak；B： Position of the target sequence in the nr4a1，red 
letters represent the missing bases of the nr4a1 pure mutant；C： Sche‐
matic diagram of the Nr4a1 protein domain structure.

图5 nr4a1敲除靶点有效性检测及纯合突变示意图

Fig.5 Schematic diagram of nr4a1 knockout 

target validity assay and pure mutation
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A：嗜水气单胞菌感染后 8 h野生型和 nr4a1-/-斑马鱼的肝脏组织HE切片。B：嗜水气单胞菌感染后野生型和 nr4a1-/-斑马鱼的存活率

曲线。C：嗜水气单胞菌感染后 8 h野生型和 nr4a1-/-斑马鱼肝脏组织载菌量。A： HE sections of liver tissue from wild-type and nr4a1-defi‐
cient zebrafish 8 h after A. hydrophila infection； B： Survival curves of wild-type and nr4a1-deficient zebrafish after A. hydrophila infection；
C： Bacterial load in wild-type and nr4a1-deficient zebrafish liver tissue 8 h after A. hydrophila infection.*P<0.05，**P<0.01.

图6 嗜水气单胞菌感染后野生型和nr4a1-/-斑马鱼的组织损伤、存活率和组织载菌量检测

Fig.6 Detection of tissue damage， survival rate， and tissue bacteria load in WT and nr4a1-/-

zebrafish after A. hydrophila infection

A：il⁃1β；B：tnf⁃α；C：nf⁃κB；D：il⁃22. *P<0.05，**P<0.01.

图7 嗜水气单胞菌感染后8 h野生型和nr4a1-/-斑马鱼炎症因子的相对表达量

Fig.7 Relative expression of inflammatory factors in wild-type and nr4a1-/- zebrafish 8 h after A. hydrophila infection
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3　讨 论

孤儿核受体Nr4a1广泛参与炎症反应、凋亡和代

谢等过程［18］，为探究 nr4a1在嗜水气单胞菌感染引起

的斑马鱼免疫炎症反应中的作用，本研究首先分析

了斑马鱼Nr4a1的结构特征，该基因在斑马鱼、草鱼、

团头鲂、人、小鼠以及非洲爪蟾中高度保守，且斑马

鱼 nr4a1 编码的氨基酸序列与草鱼、团头鲂高度一

致。通过这些分析和系统进化树的结果，我们认为

Nr4a1 在鱼类和哺乳动物中可能具有相似的免疫功

能，即在不同生理情况下发挥促炎［19］或抑炎［20］的生

理作用。

在斑马鱼健康组织中，nr4a1 存在广泛的表达，

其在肌肉、心脏中的表达略高于其他组织，这可能与

nr4a1 在肌肉发育［21］和大脑小胶质细胞中的免疫调

节功能［22］有关。在嗜水气单胞菌感染斑马鱼之后，

我们观察到在肝脏组织中 nr4a1 对于嗜水气单胞菌

的入侵发生响应，相对表达量呈现先下降再回升的

趋势。为明确斑马鱼 nr4a1 在嗜水气单胞菌感染中

的作用，本研究使用 CRISPR-Cas9基因编辑技术构

建nr4a1−/−斑马鱼并进行了感染试验。

嗜水气单胞菌感染后，nr4a1−/−斑马鱼表现出比

野生型更低的存活率。感染后 8 h，nr4a1−/−斑马鱼

肝脏组织呈现更严重的病理损伤，包括更严重的肝

脏充血和水肿；同时，其肝脏载菌量也显著高于野生

型。这些结果与在 nr4a1−/−小鼠模型中观察到的严

重炎症反应如脾肿大、肝脏炎性细胞严重渗透等结

果［10］类似。鉴于 nr4a1缺失导致感染后果加剧，提示

nr4a1 在嗜水气单胞菌感染后斑马鱼的肝脏组织中

发挥抑制炎症的作用。

在炎症反应中，炎症因子 Il‐1β、Tnf‐α、Nf‐κB 以

及 Il‐22各自扮演着重要的角色。Il‐1β是一种关键的

促炎细胞因子，它在炎症性肠病中起着重要作用，通

A：nr4a1；B：p65；C：tnf⁃α；D：il⁃1β；E：nf⁃κB；F：il⁃22，*P<0.05，**P<0.01.
图8 嗜水气单胞菌感染前后未过表达和过表达nr4a1组ZF4细胞中炎症因子的相对表达量

Fig.8 Relative expression of inflammatory factors in control and overexpressing nr4a1 group 
ZF4 cells before and after A. hydrophila infection
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过招募和激活肠黏膜免疫细胞来促进促炎反应的诱

导［23］。Tnf‐α 通过特异性结合位于细胞表面的 2 种

受体 TNF-R1 和 TNF-R2 起到信号传导与调节作

用，TNF-R1在大多数组织中表达，与TNF结合后产

生经典的促炎反应，促进炎症因子的表达，参与炎症

诱导［24］。Nf‐κB［25］和 Il‐22［26］同样被认为具有促进炎

症的作用。在哺乳动物的研究中发现，Nr4a1可以通

过调节炎症细胞因子的表达参与炎症反应，包括通

过调节代谢转换来影响 T 细胞的激活，进而影响炎

症因子的表达［27］以及调控凋亡细胞的清除发挥其抗

炎作用等［28］。为确定 nr4a1在斑马鱼的肝脏组织中

调控炎症作用的机制，本研究通过 qPCR检测在嗜水

气单胞菌感染前后 4 种炎症因子在 nr4a1−/−和野生

型斑马鱼肝脏中的相对表达量，结果显示，在感染前

nr4a1−/−斑马鱼中除 tnf⁃α 外，il⁃1β、nf⁃κB 以及 il⁃22
的表达量均显著高于野生型斑马鱼。感染后，

nr4a1−/−斑马鱼中 4 种炎症因子的表达均出现显著

上调，且其变化幅度相较于感染前更加显著，这一结

果表明，Nr4a1在斑马鱼的炎症反应中扮演着负性调

节因子的角色，通过抑制炎症因子的表达来调控免

疫炎症反应。

为了验证这一发现和进一步探究 nr4a1 在斑马

鱼中的作用机制，本研究在体外斑马鱼 ZF4 细胞系

中构建了 nr4a1 的过表达细胞模型，结果表明，在嗜

水气单胞菌感染前，过表达 nr4a1的斑马鱼ZF4细胞

中炎症因子 il⁃1β、tnf⁃α、nf⁃κB 以及 il⁃22 的表达与未

过表达组相比没有显著差异。这一发现暗示，在没

有外界病原体刺激的情况下，nr4a1的过表达可能并

不直接影响这些炎症因子的基础表达水平，或者这

种影响在没有炎症刺激的情况下并不明显。然而，

在嗜水气单胞菌感染后，过表达组中这些炎症因子

的表达显著低于未过表达组。这一结果表明，nr4a1
的过表达能够抑制嗜水气单胞菌诱导的炎症，其机

制在于其减少炎症因子的产生，即通过这一途径控

制了炎症反应的强度，避免了过度免疫损伤。

此外，试验中还观察到，过表达 nr4a1 的细胞中

p65的表达量显著较低。nf⁃κB是一种重要的核转录

因子，在细胞内参与调节多种生理过程，包括炎症反

应、免疫应答、细胞增殖和凋亡［29］，p65 是 NF-κB 家

族的 5 个亚基之一，在 NF-κB 信号通路的激活中扮

演关键角色［30］，这提示在ZF4细胞中 nr4a1可能通过

抑制 NF-κB 信号通路来减少炎症因子的表达，从而

在嗜水气单胞菌感染中发挥抗炎作用。嗜水气单胞

菌作为一种常见的水生病原体，能够引起鱼类和人

类的严重感染［31-32］，通过调节 nr4a1 的表达，可以开

发出新的治疗策略，这可为解决由嗜水气单胞菌引

发的鱼类炎症性疾病提供新的思路和靶点。当然，

本研究也存在一定的局限，nr4a1的过表达试验仅在

体外细胞模型中得到验证，而未在体内模型中进行

确认。尽管体外模型具有条件可控、便于机制探究

的优点，但其结果仍需通过体内实验进一步验证。

例如，体外细胞可能无法完全模拟体内复杂的免疫

微环境和炎症反应。在鱼体内激活 nr4a1 对抵御嗜

水气单胞菌感染的功能研究和对细胞其他功能的潜

在影响仍需进一步探索。

综上，本研究首次在鱼类中探究了 nr4a1在嗜水

气单胞菌感染引起的免疫炎症反应中的作用与机

制，发现 nr4a1的敲除会加重嗜水气单胞菌引发的斑

马鱼炎症反应并上调炎症因子表达，而在细胞中过

表达 nr4a1 可以抑制嗜水气单胞菌感染引起的炎症

因子的表达，且这种抑制作用可能与 NF-κB 信号通

路的调控有关。
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Role of zebrafish nr4a1 in inflammatory response induced by 
Aeromonas hydrophila infection

ZHENG Yunpeng,ZHAI Wenya,WANG Zhensheng,WANG Huanling,LIU Hong

College of Fisheries， Huazhong Agricultural University， Wuhan 430070， China

Abstract The structure of the nr4a1 gene in zebrafish （Danio rerio） was characterized with bioinfor‐
matics and a nr4a1-/- zebrafish model was constructed with CRISPR-Cas9 genome editing to study in 
depth the mechanism of regulating the resistance to bacterial inflammation in fish. The expression dynamics 
of nr4a1， levels of inflammatory factors， bacterial clearance capacity， and histopathological changes in 
nr4a1-/- zebrafish and a nr4a1-overexpressing ZF4 cell line following by the infection with Aeromonas hy⁃
drophila were systematically evaluated with quantitative real-time PCR （qPCR）， tissue bacterial load as‐
sessment， and pathological analysis to elucidate the role and mechanism of nr4a1 in A. hydrophila-induced 
hepatic inflammation in zebrafish. The results showed that the sequence of nr4a1 gene in zebrafish was high‐
ly conserved， with an open reading frame encoding a polypeptide of 574 amino acids. The predicted protein 
has an isoelectric point of 5.79 and a relative molecular mass of 63.04. The nr4a1 gene in zebrafish was 
widely expressed across various tissues. In nr4a1-/- zebrafish， a 7 bp deletion in the second exon resulted 
in premature termination of translation， truncating the encoded protein from 574 aa to 297 aa. The relative 
expression of nr4a1 in liver tissues of zebrafish initially decreased and then increased after the infection with 
A. hydrophila. Compared with wild-type zebrafish， nr4a1-/- mutants exhibited a lower survival rate， with 
a significantly higher bacterial loads and more severe hepatic pathological damage in liver tissues. The re‐
sults of qPCR analysis showed that the expression level of inflammatory factors including il⁃1β， tnf⁃α， nf⁃
κB and il⁃22v was significantly higher in nr4a1-/- zebrafish than that in wild-type controls. On the contrast， 
overexpression of nr4a1 in ZF4 cells significantly inhibited the infection-induced upregulation of these in‐
flammatory factors. It is indicated that Nr4a1 acts as a negative regulator to inhibit the expression of pro-in‐
flammatory factors， thereby playing a crucial role in protecting the immune inflammatory response to A. hy⁃
drophila infection in zebrafish.

Keywords zebrafish （Danio rerio）； Aeromonas hydrophila； nr4a1； inflammatory response； gene 
knockout
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