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摘要： 为探究大口黑鲈 (Micropterus salmoides) 对大口黑鲈弹状病毒 (Micropterus salmoides rhabdovirus, MSRV) 的抗病反

应和代谢调控网络，揭示其抗病的免疫分子机制并为后续大口黑鲈的分子生物学研究提供基础数据，利用

Illumina NovaSeq 6000 测序平台，对 MSRV 感染的大口黑鲈易感组、抗病组和对照组的肝脏组织进行转录组测序分

析，对所得基因的功能注释发现，被注释的差异基因主要与细胞过程、细胞、结合和催化活性等功能有关。KEGG 通

路富集分析结果显示，大口黑鲈肝脏组织在 MSRV 感染下高表达的差异基因富集在药物代谢-细胞色素 P450、细胞色

素 P450 对外源性药物的代谢作用、蛋白酶体、抗坏血酸和醛酸盐代谢、脂肪酸降解等代谢相关通路；进一步筛选免疫

相关基因进行通路分析发现，与抗 MSRV 免疫应答相关的通路主要为 NOD 样受体信号传导、C 型凝集素受体信号、细

胞溶质 DNA 传感途径、Toll 样受体信号传导和 RIG-I 样受体信号传导等。最后，通过 qRT-PCR 验证了差异基因的变化

趋势与转录组测序分析结果的一致性，证明了转录组数据的可靠性。获得的差异基因和调控通路可为大口黑鲈抗 MS-

RV 免疫的分子机制和疾病防控研究提供理论基础。
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Abstract: In order to investigate the disease resistance and metabolic regulatory network of Micropterus salmoides to M. sal-

moides rhabdovirus (MSRV), uncover the immunomolecular mechanism of its disease resistance, and provide genetic data refe-

rences for subsequent molecular biology investigation of M. salmoides, we used the Illumina NovaSeq 6 000 sequencing platform

to analyze the transcriptome sequencing of liver tissues from susceptible group, disease-resistant group and control group of M.

salmoides infected with MSRV. Functional annotation of obtained genes reveals that the annotated differentially expressed genes

were mainly associated with functions such as cellular process,  cell,  binding and catalytic activity,  etc.  The KEGG pathway en-
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richment  analysis  indicates  that  the  differentially  expressed  genes  with  high  expression levels  in M. salmoides liver  tissue  with

MSRV infection were enriched in metabolic pathways, including drug metabolism-cytochrome P450, metabolism of xenobiotics

by cytochrome  P450,  proteasome,  ascorbate  and  aldarate  metabolism,  fatty  acid  degradation,  as  well  as  other  metabolic  pro-

cesses.  Further screening of immune-related genes for pathway analysis  shows that the main pathways associated with the im-

mune  response  against  MSRV  were  NOD-like  receptor  signaling  pathway,  C-type  lectireceptor  signaling  pathway,  cytosolic

DNA-sensing pathway, Toll-like receptor signaling pathway, RIG-I-like receptor signaling pathway, etc. Finally, we verified the

consistency of the differential gene trends with the results of transcriptome sequencing analysis by qRT-PCR, demonstrating the

reliability of the transcriptome data. The differential genes and regulatory pathways identified in this study will provide a theore-

tical basis for research on the molecular mechanism of M. salmoides immunity against MSRV as well as disease prevention and

control.
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大口黑鲈 (Micropterus salmoides) 又名加州

鲈，隶属鲈形目、太阳鱼科、黑鲈属，原产于美国

加利福尼亚州，为广温性淡水鱼类。大口黑鲈具有

适应性强、养殖周期短、生长迅速等优点，于

20 世纪 70 年代引入中国后成功进行了人工繁育研

究，现已推广到多省，成为我国淡水养殖的主要鱼

类品种之一。据统计，2022 年全国大口黑鲈养殖

总产量已突破 80 万吨，比 2021 年增长 14.30%，

主产区包括广东、浙江和江苏等[1]。随着产业升级

与结构调整，大口黑鲈养殖规模逐年扩大，养殖过

程中时常受到一些细菌、真菌、病毒和寄生虫的感

染，严重影响了其产业的健康发展[2]，其中以大口

黑鲈弹状病毒 (Micropterus salmoides rhabdovirus,

MSRV) 感染引起的病害最为严重[3]。MSRV 属于水

泡性病毒属，该病常发作于苗种期，传播媒介通常

是亲本繁殖或养殖水体。MSRV 病传播速度快，致

死率极高 (90%~100%)[4]，每年都造成巨大的经济

损失。

肝脏作为对鱼类消化、代谢和排泄等具有重要

作用的器官，具有处理外来有毒物质和代谢产生的

有害废物的功能[5]。肝脏还能吞噬、隔离、消除入

侵和内生的各种病原体，是鱼类重要的免疫器官，

因在免疫和新陈代谢方面的双重作用，肝脏成为宿

主防御细菌、病毒入侵时调整代谢功能的重要器

官[6-8]。遭受外来病原攻击的鱼类，肝脏往往会出

血，同时也出现肝细胞边界模糊、坏死等现象，例

如青鱼 (Mylopharyngodon piceus)[9]、草鱼 (Cteno-
pharyngodon idella)[10]、罗非鱼 (Oreochromis mos-
sambicus)[11] 等。临床发现，感染 MSRV 的大口黑

鲈，肝脏会淤积大量血液、肝细胞呈程度不一的空

泡变性和弥散性坏死，且细胞肿大、界限不清，细

胞索排列紊乱等[12]，但与此相关的致病机制研究

尚未见报道。转录组测序技术 (RNA-seq) 可以获得

特定条件下生物体细胞或组织的所有转录本信息，

分析鱼类组织在环境胁迫下的转录组变化及其调控

机理，进而揭示鱼体对不同环境改变的生长发育、

物质代谢、免疫调控及相关信号通路的响应[13]。

目前已有研究通过 RNA-seq 技术揭示了复合诱变

乳杆菌[14]、不同浓度纳米硒[15] 以及氨氮胁迫[16] 等

对大口黑鲈肝脏的影响机制。

为了进一步探索大口黑鲈肝脏在 MSRV 胁迫

下的具体作用机制，本研究比较了对照组和感染

了 MSRV 的大口黑鲈肝脏转录组，旨在鉴定与解

读 MSRV 感染诱导的肝脏相关的调控网络和通

路，以期为进一步了解大口黑鲈与其他养殖鱼类的

肝脏在抗病免疫方面的作用提供参考资料。 

1    材料与方法
 

1.1    实验设计与样本采集

大口黑鲈“浙鲈 1 号”鱼苗 [(5.61±0.33) cm]

购自湖州湖旺水产种业有限公司，在实验室暂养

7 d 后，挑选规格一致的健康大口黑鲈进行实验。

大口黑鲈人工感染方法参照文献[17]：将大口

黑鲈随机分为 2 组，实验组 300 尾，浸泡在含有大

口黑鲈弹状病毒悬液 (菌密度：3.05×104 拷贝·mL−1)

的水体中；对照组 100 尾，浸泡在含有 PBS 溶液

的水体中，30 min 后加水至养殖箱容积 (120 L) 的

2/3。实验期间，温度为 22~24 ℃，pH 为 6.8~

8.0，曝气增氧保持溶解氧质量浓度为 5.7 mg·L−1，

适当投喂，每周换水 2 次，每次约换 1/3 水量。

被感染的鱼逐渐出现体色发黑、鳃出血、尾部

出血等症状，攻毒期间对照组无死亡。收集垂死的

鱼 (水面漫游、螺旋打转) 作为易感组 (SL)，将攻
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毒 7 d 后仍存活的个体作为抗病组 (RL)。在感染过

程中，收集易感个体时及时分离肝脏组织，并迅速

放入液氮中冻存，后转至 −80 ℃ 冰箱保存；抗病

组和对照组 (CL) 的肝脏组织则在感染实验完毕后

采集。 

1.2    RNA 提取、文库构建和高通量测序

利用 Trizol 法提取大口黑鲈易感组、抗病组和

对照组的肝脏组织总 RNA，用紫外分光光度计和

琼脂糖凝胶电泳检测质量和完整性。当提取的

RNA 纯度满足 OD260/280 介于 1.8~2.2、OD260/230 介

于 1.0~2.5，质量浓度≥40 ng·μL−1 时，即为合格样

品。对合格的总 RNA 样品进行 cDNA 测序文库的

构建。使用 Hieff NGS Ultima Dual-mode mRNA

Library Prep Kit for Illumina (Yeasen Biotechnology)

生成测序文库，文库构建完成后在 Illumina NovaSeq

6000 平台进行测序 (由北京百迈客生物科技有限公

司完成)。 

1.3    基因序列组装及序列比对

利用 RNA-seq 得到 Reads 短片段，定位与片段

相关的基因位置，即将质控后的高质量 Clean

Reads 与参考基因组 (Micropterus_salmoides, GCF_

014851395.1) 进行比对。比对和组装分别借助工具

HISAT2[18] 和 StringTie[19]。 

1.4    筛选差异表达基因和富集分析

以 FPKM (Fragments per kilobase of exon model

per million mapped fragments) 值表示 Unigene 的表

达丰度。经 FPKM 标准化处理后得到对数值 log2

(Fold change, FC)，即为各组样品间不同基因的表

达量。用软件 DESeq2[20] 分析样品组间的差异，校

正后得到 FDR (False discovery rate) 值。筛选差异

表达基因 (Differentially expressed genes, DEGs) 的标

准设为：FDR≤0.01 且差异倍数 FC≥2，从而获得

差异表达矩阵。基于差异表达矩阵，对差异表达基

因进行功能及代谢通路分析 (GO 分类和 KEGG 富

集分析)。 

1.5    qRT-PCR 验证

根据提取的肝脏组织总 RNA，反转录生成

cDNA，随机选取 5 个差异表达显著的基因，根据

大口黑鲈基因组数据库中的基因序列设计实时荧光

定量引物 (表 1)，以 β-actin 作为内参基因，借助实

时荧光定量 PCR 进行验证，操作按照 TB Green@

premix Ex TaqTM II (Tli RNaseH Plus) (TaKaRa) 试剂

盒说明书进行，采用 2−ΔΔCt 方法对目的基因的表达

水平进行分析，每个样品检测 3 次，结果与转录组

测序结果进行比较。 

2    结果
 

2.1    转录组测序分析与组装结果

本研究构建了大口黑鲈对照组和 MSRV 感染

后的易感组、抗病组肝脏组织共 9 个样本的转录组

文库，利用 Illumina NovaSeq 6000 平台进行测序，

在删除包含接头、ploy-N 和低质量的序列后，共

获得 Clean Data 61.41 Gb，各样品 Clean Data 均达

到 5.99 Gb。 Q20、Q30 的碱基占比分别在 98.28%、

95.03% 以上，Clean Data 中 G 和 C 两种碱基占总

碱基的 48% 以上 (表 2)。测序所得数据质量可靠，

可以进行后续分析。 

2.2    差异表达分析结果

对对照组、抗病组、易感组的肝脏中具有表达

差异的基因进行分析筛选，结果显示，CL vs RL 组

共有 391 个 DEGs，其中上调和下调的基因分别为

247 和 144 个；CL vs SL 组共有 6 142 个 DEGs，其

中上调和下调的基因分别为 2 917 和 3 225 个；SL

vs RL 组共有 6 264 个 DEGs，其中上调和下调的基

因分别为 3 317 和 2 947 个 (图 1)。综合分析发现，

与 CL 组相比，RL 和 SL 组分别有 38 和 1 305 个特

有的 DEGs；与 SL 组相比，RL 组有 1 460 个特有

的 D E G s；3 个基因集共有的 D E G s 为 1 4 6 个

(图 2)。 

 

表1   qRT-PCR 验证基因及引物设计
Table 1　Gene selection and primer design for qRT-PCR

基因名称
Gene name

引物序列 (5'—3')
Primer sequence (5'−3')

LOC119899145
F: GCTGTGGCTGTGCTCAGTCTTC

R: GCTGCTCTCTTCCCTGGATTTCAAG

txnipa
F: ACAGCGTGAGCAGCCAGGAG

R: TTGGTCCAGGCGGCAGTCTC

irf1b
F: AGGGAGCCAGTGGAGTGAATCTTC

R: GTGAGGTCTGAGCCCAAAGTTGTG

psmb7
F: GGCATGGTGGTGGCAGACAAG

R: AGGTTGGAGGAGATGATCTGAGTGG

f13a1b
F: GCCAATCACCAACAGAGGAGACC

R: CCCACCAGCACACCTTCATCATC

β-actin
F: AGTGCTGGATTGGGTGTTCA

R: CTGGATTCTTTGTGGCAGAGTAA
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2.3    差异表达基因 GO 功能注释分析

为探究大口黑鲈肝脏组织在抗 MSRV 过程中

DEGs 所涉及的生理调控，对 DEGs 进行 GO 功能

注释分析发现，DEGs 分布于生物学过程 (Biologi-

cal process)、细胞组分 (Cellular component)、分子

功能 (Molecular function)，富集 DEGs 数目最多的

均为生物学过程。CL vs RL 组共有 328 个 DEGs 被

注释到 46 个 GO 功能条目中，生物学过程、细胞

组分、分子功能分别注释到的条目为 20、16、

10 条 (图 3-a)；CL vs SL 组共有 5 250 个 DEGs 被注

释到 51 个 GO 功能条目中，生物学过程、细胞组

分、分子功能分别注释到的条目为 22、17、12 条

(图 3-b)；SL vs RL 组共有 5 395 个 DEGs 被注释到

51 个 GO 功能条目中，生物学过程、细胞组分、

分子功能分别注释到的条目为 2 2、1 7、1 2 条

(图 3-c)。其中，生物学过程均显著富集在细胞过

程和单个有机体过程，细胞组分均显著富集在细

胞、细胞部分和膜，分子功能均显著富集在结合和

催化活性。 

2.4    差异表达基因 KEGG 通路富集分析

进一步探究大口黑鲈在 MSRV 胁迫下 DEGs 的

生物学功能，对 DEGs 进行 KEGG 功能注释发现，

各比较组均成功注释到细胞进程  (Cellular pro-

cesses)、环境信息处理 (Environmental information

processing)、遗传信息处理 (Genetic information

processing)、人类疾病 (Human diseases)、代谢作

用 (Metabolism)，其中 CL vs SL 组、SL vs RL 组还

 

表2   测序数据统计
Table 2　Summary of sequencing data

样品名称
Sample

过滤后数据
Clean reads

过滤后碱基
Clean base

GC 含量
GC Content/%

Q20/% Q30/%

CL1 23 397 649 6 999 847 928 48.72 98.38 95.29

CL2 24 381 449 7 294 667 658 48.68 98.34 95.21

CL3 26 205 769 7 840 012 100 48.76 98.37 95.31

RL1 23 989 032 7 180 334 774 48.59 98.39 95.28

RL2 20 024 010 5 993 917 232 49.10 98.33 95.15

RL3 22 668 844 6 783 389 398 48.71 98.28 95.03

SL1 20 875 161 6 245 826 768 48.27 98.44 95.42

SL2 23 111 479 6 915 706 788 48.33 98.41 95.34

SL3 20 557 039 6 151 902 784 48.18 98.34 95.13

　　注：CL. 对照组；RL. 抗病组；SL. 易感组。
　　Note: CL. Control group; RL. Disease-resistant group; SL. Susceptible group.
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Fig. 1　Statistical chart of DEGs for each group

Note: CL. Control group; RL. Disease-resistant group;
SL. Susceptible group.
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Fig. 2　Venn diagram of DEGs
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注释到生物系统 (Organismal systems)，注释条目最

多的均为细胞进程。对 DEGs 进行 KEGG 富集分析

发现，CL vs RL 组具有显著差异的通路有药物代

谢-其他酶 (Drug metabolism-other enzymes)、丙型

肝炎 (Hepatitis C)、蛋白酶体 (Proteasome)、细胞色素

P450 对外源性药物的代谢作用 (Metabolism of xeno-

biotics by cytochrome P450)、抗坏血酸和醛酸盐代

谢 (Ascorbate and aldarate metabolism)、药物代谢-

细胞色素 P450 (Drug metabolism-cytochrome P450)

(图 4-a)；CL vs SL 组具有显著差异的通路有药物代

谢-细胞色素 P450、碳代谢 (Carbon metabolism)、

脂肪酸降解 (Fatty acid degradation)、蛋白酶体、核

糖体 (Ribosome) 等 (图 4-b)；SL vs RL 组具有显著

差异的通路有细胞色素 P450 对外源性药物的代

谢作用、碳代谢、药物代谢-细胞色素 P450、甘

氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢 (Glycine, serine and

threonine metabolism)、蛋白酶体等 (图 4-c)。 

2.5    免疫相关 DEGs 富集分析

依据 KEGG 注释结果对免疫功能分类中的基

因进行筛选，对筛选出的基因进行通路富集发现，

3 个比较组均富集到的通路有：NOD 样受体信号

传导通路 (NOD-like receptor signaling pathway)、

C 型凝集素受体信号通路 (C-type lectireceptor sig-

naling pathway)、沙门氏菌感染 (Salmonella infec-

tion)；CL vs SL 组和 SL vs RL 组均富集到 Toll 样受

体信号传导通路 (Toll-like receptor signaling path-

way) 和 RIG-I 样受体信号传导通路 (RIG-I-like re-

ceptor signaling pathway) (图 5-b、5-c)；CL vs RL

组富集到的通路还有坏死性凋亡 (Necroptosis)、细

胞溶质 DNA 传感途径 (Cytosolic DNA-sensing path-

way) (图 5-a)，其中，C 型凝集素受体信号通路和

细胞溶质 DNA 传感途径富集到的基因表达均呈上

调趋势。 

2.6    qRT-PCR 分析

随机挑选 5 个差异表达显著的基因，对测序转

录本进行定量分析以验证大口黑鲈转录组测序结果

数据和分析的准确性。qRT-PCR 与 Illumina 测序

得到的表达趋势基本一致  (图 6)，表明了 I l lu-

mina 测序获得的转录组数据以及生物信息学分析

的可靠性。 
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(c) 易感组与抗病组 SL vs RL 
图3　各比较组 DEGs 的 GO 功能注释

Fig. 3　GO functional classification of DEGs in each group
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图4　各比较组 DEGs 的 KEGG 通路富集分析 (富集排名前 20)

Fig. 4　KEGG pathway function enrichment analysis of DEGs in each group (Top 20 of enrichment)

 

10 20 30 40

4
6
8

2.15×10−12

2.00×10−3

4.00×10−3

q value

下调 Down
上调 Up
上调/下调 Up/down

富集通路统计
Statistics of pathway enrichment

NOD 样受体信号通路
NOD-like receptor signaling pathway

坏死性凋亡
Necroptosis

细胞溶质 DNA 传感途径
Cytosolic DNA-sensing pathway

C 型凝集素受体信号通路
C-type lectin receptor signaling pathway

沙门氏菌感染
Salmonella infection

总数 Count

差异

富集程度 Rich factor

(a) 对照组与抗病组 CL vs RL

10 15 20

40
60
80

2.06×10−105

3.79×10−26

7.58×10−26

q value

下调 Down
上调 Up
上调/下调 Up/down

差异

富集通路统计
Statistics of pathway enrichment

NOD 样受体信号通路
NOD-like receptor signaling pathway

C  型凝集素受体信号通路
C-type lectin receptor signaling pathway

Toll 样受体信号通路
Toll-like receptor signaling pathway

RIG-I 样受体信号通路
RIG-I-like receptor signaling pathway

沙门氏菌感染
Salmonella infection

总数 Count

富集程度 Rich factor
 (b) 对照组与易感组 CL vs SL

10 15 20

40
60
80

4.04×10−109

9.32×10−24

1.86×10−23

q value

下调 Down
上调 Up
上调/下调 Up/down

差异

富集通路统计
Statistics of pathway enrichment

NOD 样受体信号通路
NOD-like receptor signaling pathway

C 型凝集素受体信号通路
C-type lectin receptor signaling pathway

Toll 样受体信号通路
Toll-like receptor signaling pathway

RIG-I 样受体信号通路
RIG-I-like receptor signaling pathway

沙门氏菌感染
Salmonella infection

总数 Count

富集程度 Rich factor

 (c) 易感组与抗病组 SL vs RL

第 4 期 乔    娣等:  大口黑鲈幼鱼肝脏抗大口黑鲈弹状病毒应答的转录组分析 171



3    讨论
 

3.1    转录组测序 DEGs 结果分析

水产养殖业对全球粮食和营养安全起着关键作

用，中国对推动全球水产养殖行业的发展作出了巨

大贡献[21-22]。然而，病毒病等问题仍制约着整个行

业的可持续发展。高通量转录组测序技术可实现从

基因水平挖掘水产动物生物网络调控的分子机制，
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图5　免疫相关 DEGs 的 KEGG 通路富集分析 (p<0.01, TOP 5)

Fig. 5　KEGG pathway function enrichment analysis of immune-related DEGs (p<0.01, TOP 5)
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从而进一步开展病害防治工作，如药物研发以及抗

病育种等。Gao 和 Chen[23] 利用转录组测序技术探

究体外感染 MSRV 的大口黑鲈皮肤细胞发现，被

感染的细胞在第 12 和第 24 小时分别有 2 432 和 2 480

个 DEGs。Fei 等[24] 研究发现，感染 MSRV 后，大

口黑鲈脾脏共鉴定出 1 574 个 DEGs，其中上调基

因 573 个，下调基因 1 001 个。本研究通过构建大口

黑鲈对照组、感染 MSRV 后的易感组和抗病组的

肝脏转录组文库发现，抗病组 DEGs 有 391 个，上调、

下调基因分别为 247、144 个；易感组有 6 142 个

DEGs，上调、下调基因分别为 2 917、3 225 个。

与对照组相比，易感组的 DEGs 数量明显多于抗病

组。对翘嘴鳜 (Siniperca chuatsi) 感染传染性脾肾坏

死病毒 (Infectiousspleen and kidney necrosis virus,

ISKNV) 的发病及抗病机制的研究发现，发病组的

DEGs (4 667 个) 显著高于抗病组 (3 417 个)[25]，与

本研究结果一致。表明在感染初期，病毒的入侵可

能会刺激鱼体显著表达相关基因参与免疫反应。与

易感组相比，抗病组和对照组的 DEGs 数目相近，

说明攻毒后仍存活的大口黑鲈鱼体组织的基因变化

水平会逐渐稳定并趋近对照组。对 DEGs 进行

GO 功能注释分析发现，DEGs 数目最多的分类均

为生物学过程，且显著富集在细胞和单个有机体过

程。这可能与 MSRV 在大口黑鲈体内大量复制和

宿主抵抗病毒感染的调控有关，说明病毒侵入大口

黑鲈肝脏组织会导致机体产生强烈的应激反应，进

而加快了细胞物质的代谢过程。 

3.2    大口黑鲈响应 MSRV 胁迫的代谢通路分析

KEGG 通路富集分析发现，与对照组相比，抗

病组与易感组大口黑鲈肝脏组织 DEGs 在药物

代谢-细胞色素 P450、细胞色素 P450对外源性药物

的代谢作用相关通路上显著富集。细胞色素 P450

是由含铁血红素蛋白组成的超家族单加氧酶，作为

多功能性的生物催化剂，在哺乳动物肝脏中发挥的

作用最为明显[26-27]，主要参与多种内源性底物代谢

和外源性物质解毒[28-29]。对中华绒螯蟹 (Eriocheir
sinensis)[30] 抗维氏气单胞菌 (Aeromonas veronii) 及

凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei)[31] 镉 (Cd) 胁迫

的转录组研究发现，DEGs 显著富集在与细胞色素

P450 相关的通路上，基于细胞色素 P450 的解毒作

用，表明肝胰腺在甲壳动物抗病、解毒过程中发挥

了重要作用。同时，利用 RNA-seq 对斑点叉尾鮰

(Ictalurus punctatus)[32] 的研究发现，大量的细胞色

素 P450 基因参与了对细菌的防御过程。本研究结

果表明，细胞色素 P450 在大口黑鲈肝脏中可能通

过参与药物代谢-细胞色素 P450、细胞色素 P450

对外源性药物的代谢作用途径，调控机体抗 MSRV

的免疫反应，从而发挥肝脏组织的生物转化功能和

解毒能力。

此外，大口黑鲈肝脏组织受 MSRV 胁迫涉及

的 DEGs 富集通路还包括抗坏血酸和醛酸盐代谢、

脂肪酸降解、核糖体、碳代谢等代谢相关通路。抗

坏血酸和醛酸盐代谢是保护细胞免受氧化损伤的重

要碳水化合物代谢途径[33]，其中抗坏血酸还可以

通过缺氧诱导因子 1a 等间接影响细胞生长、抗感

染以及对错误折叠蛋白的清除等[34]；脂肪酸作为

细胞膜的主要成分，参与对机体能量的供应和信号

转导，对细胞结构和功能的维持起重要作用，在

T 细胞激活和分化中也扮演着重要角色[35]。研究发

现，抗坏血酸和醛酸盐代谢的上调以及脂肪酸降解

可能会增强调节性 T 细胞的免疫抑制[36]，与本研

究类似的结果在鲤 (Cyprinus carpio)[37]、小黄鱼

(Larimichthys polyactis)[38] 等的转录组分析中也有发

现。另外，核糖体作为蛋白质合成工厂，可以通过

合成的蛋白质来调控细胞的生长与分化、增殖与凋

亡等过程[39]。与此同时，碳代谢可以提供合成蛋

白质所需的能量 (ATP) 和底物 (氨基酸)，供能反应

包括脂肪酸和碳水化合物的代谢。综上所述，猜测

大口黑鲈在 MSRV 胁迫下，机体会通过协调代谢

途径来增加如 T 细胞和 B 细胞等免疫细胞的合成

和增殖，以支撑机体发挥免疫作用来应对病毒的

感染。 

3.3    大口黑鲈响应 MSRV 胁迫的免疫通路分析

研究发现，鱼类弹状病毒入侵信号主要由
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图6　荧光定量 PCR 验证部分差异表达基因

Fig. 6　qPCR validation of partial DEGs
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Toll 样受体 (Toll-like receptors)、RIG-I 样受体

(RIG-I like receptors)、NOD 样受体 (NOD like re-

ceptors) 等模式识别受体识别，从而介导如免疫细

胞因子的产生[40-42]。NOD 样受体是一类细胞内蛋

白，可以通过形成炎症体或参与转录信号级联反

应，从而介导促炎症细胞因子和杀菌因子的产生，

因此在先天免疫和细胞凋亡过程中发挥着重要作

用[43]。本研究发现，在 MSRV 感染过程中有较多

DEGs 富集在 NOD 样受体信号通路中，说明 NOD

样受体信号通路在 MSRV 感染的过程中被激活，

且在整个感染过程中发挥免疫作用。Toll 样受体主

要作用于细胞外环境，信号通路具有高度保守性，

可诱导细胞产生炎症因子，在抵御病原微生物的感

染过程中同样起着重要作用[44]。对中华鳖 (Trio-
nyx sinensis)[45]、斑马鱼 (Danio rerio)[46] 的感染实验

发现，均有免疫 DEGs 显著富集在 Toll 样受体信号

通路中；通过构建斑点叉尾鮰感染鲁氏耶尔森菌

(Yersinia ruckeri) 的急性感染模型，分析宿主与病

原体之间的相互作用，发现免疫 DEGs 在 Toll 样受

体信号通路和其他免疫相关通路中的表达量显著上

调[47]。与本研究结果类似，表明大口黑鲈 Toll 样

受体信号通路同样也在抗 MSRV 免疫反应中发挥

着重要作用。RIG-I 样受体存在于细胞质内，可以

对细胞质中的病原微生物进行识别[48]，在抗病毒

信号转导中受 NOD 样受体的调控。研究发现，病

毒会通过破坏 RIG-I 样受体信号通路来逃避细胞的

免疫应答[49]，从而实现对宿主机体的侵染损害。

测序结果显示，与对照组、抗病组相比，易感组免

疫相关 DEGs 显著注释到了 RIG-I 样受体信号通

路，说明 MSRV 可能通过干扰 RIG-I 样受体介导的

信号转导反应，从而抑制鱼体初期对病毒入侵后的

免疫应答反应。

C-型凝集素 (C-type lectins) 是一类钙离子依赖

型的蛋白超家族，在脊椎动物和无脊椎动物中都有

重要的病原体识别作用，参与脊椎动物免疫信号转

导和抗原呈递过程[50]。C-型凝集素会对致病微生

物产生凝集作用，在一定程度上减弱致病菌对鱼体

的侵袭与感染，也可引发下游的免疫效应，如增强

免疫细胞的吞噬能力、激活补体系统以及清除体内

病原菌等[51]。干扰素刺激因子 (Stimulator of inter-

feron genes) 作为细胞溶质 DNA 的传感器，可促

进 I 型干扰素的产生，胞内病原菌通过 C g a s -

STING 信号通路激活细胞溶质 DNA 传感途径，从

而发挥对感染、炎症等的先天免疫调节作用[52-53]。

在本研究中，感染病毒后通路相关基因 i r f1b、
irf3 的表达均呈上调趋势，并且表达量在易感组达

到高峰。irf1b 可以参与调控细胞生长与凋亡，而

被激活的 irf3 通过表达水平的高低直接影响机体的

抗病毒感染能力[54]，由此推测，C 型凝集素受体信

号通路和细胞溶质 DNA 传感途径在被弹状病毒感

染后的大口黑鲈肝脏组织中发挥免疫作用，调动了

机体各种免疫防御因子参与消灭和清除感染病毒。 

4    结论

本研究借助转录组技术，对 MSRV 胁迫下的

大口黑鲈肝脏组织进行测序研究，发现对照组与抗

病组的 DEGs 数目最少 (391 个)，对照组与易感组

的 DEGs 数目最多 (6 142 个)，综合分析发现 3 个

基因集共有的 DEGs 为 146 个。 DEGs 主要富集在

药物代谢-细胞色素 P450、抗坏血酸和醛酸盐代

谢、脂肪酸降解等通路；涉及的免疫通路主要有：

NOD 样受体信号传导通路、C 型凝集素受体信号

通路、Toll 样受体信号传导通路、RIG-I 样受体信

号传导通路、细胞溶质 DNA 传感途径等。这些大

口黑鲈免疫相关通路的获得，促进了在转录组水平

上对大口黑鲈的宿主免疫力和防御机制的理解，为

进一步探索大口黑鲈免疫调控机制和抗病毒药物、

疫苗的研发提供了参考。
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