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基于转录组分析的蛙虹彩病毒减毒株对大口黑鲈的免疫调控机制
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摘要: 实验室通过连续传代致弱获得一株具有良好免疫保护效果的大口黑鲈蛙虹彩病毒减毒株(LMBV-
ZJDSS-F110)。为评估该减毒株对鱼体的免疫作用, 采集免疫后1d、4d、7d及28d的肝、脾、头肾组织样本,
进行组织病理学和病毒载量分析, 结果发现该减毒株对鱼体组织的损伤较轻, 且病毒载量随时间推移在各组

织中下降。此外, 为进一步探究该减毒株对大口黑鲈的免疫调控机制, 通过对头肾样本的转录组测序(RNA
sequencing, RNA-Seq), 发现免疫早期(1d和4d)的4979和6891个差异基因主要富集于先天性免疫通路, 如细胞

因子−细胞因子受体相互作用、胞质DNA感知及凋亡等通路; 免疫中后期(7d和28d)的1693和1758个差异基因

则主要富集于适应性免疫通路, 如T细胞受体、B细胞受体、Fc epsilon RI信号及Th1/Th2细胞分化等通路。

此外, 代谢通路中半胱氨酸和蛋氨酸代谢, 谷胱甘肽代谢通路主要在免疫前期富集, 糖酵解/糖异生代谢通路

主要在免疫中后期富集。研究筛选IRF3、MX、TRIM25、NAMPT、DHX58、SRC、RSAD2、TMEM38和
C4九个基因进行RT-qPCR验证。结果显示转录组测序具有可靠性。研究为大口黑鲈的免疫应答机制提供了

新见解, 并为疫苗的进一步开发与应用奠定基础。
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大口黑鲈(Micropterus salmoides)又称加州鲈,
原产自北美

[1], 自20世纪80年代引入中国以来, 已成

为我国重要的淡水养殖鱼类
[2]
。近年来大口黑鲈养

殖产业的持续发展受到大口黑鲈蛙虹彩病毒病的

严重制约
[3], 该病的病原为大口黑鲈蛙虹彩病毒

(Largemouth bass ranavirus, LMBV), LMBV首次于

1991年在美国佛罗里达州被分离
[4], 隶属于虹彩病

毒科(Iridoviridae)蛙病毒属(Ranavirus)[5], 是一种裸

露或有囊膜的二十面体单分子线性双链DNA病

毒。LMBV可通过水体、其他水生动物
[5]
甚至带病

饵料
[6]
等多种途径传播。自从首次在广东佛山发现

大口黑鲈感染LMBV以来
[7], 其他地区包括广东

[8, 9]
、

湖北
[2]
、浙江

[10]
等地陆续都有发现, 影响范围不断

扩大, 此外, 研究发现LMBV的亚洲株具有更广泛

的宿主范围, 涵盖鲤形目和鲈形目鱼类, 并存在感

染其他鱼类的潜在风险
[11], 因此该病毒亟需得到关

注和解决。

LMBV传播迅速, 目前尚未发现针对LMBV的

特效药物
[3], 因此, 该疾病的早期诊断和预防显得尤

为重要。近年来, 该疾病检测技术的不断进步
[12, 13],

为及时响应疾病的发生提供了有力支持。除了诊

断技术, 疫苗接种也是控制鱼类病毒性疾病的有效

策略之一。目前, 针对虹彩病毒疫苗的研发多集中

于肿大细胞病毒属的传染性脾肾坏死病毒(Infec-
tious  Spleen and Kidney Necrosis  Virus,  ISKNV)[14],
而LMBV的研究相对较少

[3]
。目前, 针对LMBV的
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疫苗主要基于其主要衣壳蛋白(Major Capsid Protein,
MCP)作为免疫抗原

[15]
。近年来, 虽然LMBV的灭活

疫苗
[16], 新型疫苗如DNA疫苗

[17, 18]
、亚单位疫苗

[19, 20]

和重组载体疫苗
[21]
显示出较好的免疫保护率(Rela-

tive Percent Survival, RPS), 但尚未获得商业化批准

应用。此外, 当前在对大口黑鲈蛙虹彩病毒疫苗免

疫机制方面, 多集中在疫苗研发后对鱼体的初步免

疫效果验证
[19, 22], 但疫苗注射后宿主免疫机制的理

解尚不充分, 尤其是先天免疫和适应性免疫的相互

作用等方面缺乏深入的研究。

在探讨大口黑鲈蛙虹彩病毒病的管理和预防

策略时, 理解宿主的免疫反应机制显得尤为关键。

转录组测序(RNA sequencing, RNA-seq)是研究基

因表达和互作机制的首选方法
[23]
。在水产养殖中,

RNA-seq在解析复杂的宿主−病原体相互作用中发

挥了重要作用
[24]
。已有研究利用转录组技术揭示

了LMBV侵入后大口黑鲈的免疫应答影响, 并鉴定

出可能参与该病毒感染过程中鱼类免疫反应的关

键基因
[25]
。有研究对接种了灭活病毒性出血性败血

症病毒(Viral Hemorrhagic Septicemia Virus, VHSV)
疫苗的大菱鲆肾脏组织进行RNA-seq分析

[23], 揭示

了RNA-seq在定位与先天免疫和适应性免疫相关

的关键免疫信号通路激活方面发挥的重要作用, 这
些发现对于开发针对性的干预措施和理解水产养

殖物种免疫的分子基础至关重要
[26]
。然而, 目前尚

未有研究系统分析弱毒疫苗接种后大口黑鲈的全

过程基因表达变化。

本实验室通过体外连续传代致弱的方法制备

了大口黑鲈蛙虹彩病毒减毒株(LMBV-ZJDSS-F110),
为进一步探究该疫苗对大口黑鲈的免疫作用, 采集

了免疫后1d、4d、7d和28d的样本并进行了组织病

理学观察、病毒载量检测和转录组学分析。通过

这些综合分析, 我们期望能够揭示该减毒株对大口

黑鲈免疫调控机制的影响, 从而为宿主抵抗病毒病

原体的免疫反应提供新的思路和科学依据。 

1    材料与方法
 

1.1   主要实验材料

RNA  store溶 液 、 2×Flash  SYBR  MasterMix
(Dye)、2×Flash Probe MasterMix (Dye; 北京康为世

纪); 核酸提取试剂盒(磁珠法; 洛阳爱森生物科技有

限公司); TIANamp Bacteria DNA Kit试剂盒; 裂解

液B; 4%多聚甲醛固定液(北京兰杰柯科技有限公

司); RNAsimple Total RNA Kit试剂盒(北京天根生

化科技有限公司); FastKing cDNA第一链合成试剂

盒(北京天根生化科技有限公司); TRIzol试剂盒(美

国赛默飞世尔科技公司); FastPure Viral DNA/RNA
Mini Kit V2 (南京诺唯赞生物科技股份有限公司)。 

1.2   实验动物与病毒

本研究所用大口黑鲈取自浙江省湖州市某水

产养殖场, 实验前经病毒检测和细菌分离确认无病

原后, 所有鱼置于循环水养殖系统暂养1周, 随后挑

选平均体重为(13.0±2.0) g的活力充沛的大口黑鲈

360尾, 随机分配到6个循环水桶中, 每桶60尾, 分别

设置实验组和对照组, 每组包含3个重复桶。每天

定时投喂2次, 水温控制在(26.5±0.5)℃。大口黑鲈

蛙虹彩病毒弱毒株(LMBV-ZJDSS-F110)通过体外

连续传代致弱获得
[27]
。 

1.3   免疫及样品采集

病毒滴度(TCID50)通过Reed-Muench[28]
方法计

算。在正式实验前, 采用不同浓度的病毒液进行初

步免疫实验。根据实验结果, 选取能够兼顾安全性

和免疫保护率的108.0 TCID50/mL作为最终免疫大口

黑鲈的浓度。在正式实验中减毒株以108.0 TCID50/
mL×0.1 mL的剂量免疫3组, 每组60尾。同时设立

腹腔注射等量0.65%无菌生理盐水的对照组3组。 

1.4   样品采集

在1d、4d、7d和28d时, 从每组中各随机抽取

6尾鱼进行样本采集, 包括肝脏、脾脏和头肾(图 1A)。
6尾鱼中的3尾鱼的肝脏、脾脏和头肾组织用4%多

聚甲醛固定, 用于组织学分析, 其中同时取部分头

肾组织浸泡于RNA store溶液中, 用于转录组分析;
其余3尾鱼的肝脏、脾脏和头肾组织在液氮中速冻

后转移至–80℃进行长期保存, 用于病毒载量检测。 

1.5   病毒载量检测及组织病理学分析

将液氮速冻保存的样品取出后采用FastPure
Viral DNA/RNA Mini Kit V2试剂盒进行核酸提取,
提取的DNA使用Nanodrop 2000测定其浓度和纯度,
随后用LightCycler® 96系统对病毒载量进行qPCR
检测

[12]
。反应条件: 95℃预变性15min; 接着95℃变

性3s, 60℃退火/延伸20s, 共40个循环, 每个循环末

检测荧光值。通过对比Ct值与标准曲线, 计算病毒

载量, 结果以拷贝数/微克DNA (copies/μg DNA)表
示。大口黑鲈的组织样本由杭州浩克生物科技有

限公司(杭州)进行组织包埋切片和HE染色后, 中性

树胶封片, 进行显微镜观察。 

1.6   总RNA提取、文库构建和转录组测序

从大口黑鲈的头肾组织中使用TRIzol法提取

总RNA。确认RNA样品质量后, 使用Oligo (dT)磁
珠富集mRNA。富集的mRNA随后被片段化并通过

逆转录合成cDNA, 这些cDNA样品用于构建RNA-
Seq文库, 使用Illumina HiSeq 4000平台进行测序。
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此次文库构建和Illumina测序均由上海美吉生物医

药科技有限公司完成。 

1.7   差异表达基因的筛选与功能富集分析

原始测序数据经过严格的质量控制后, 使用

HISAT2[29]
比对到大口黑鲈参考基因组(GCF_014

851395.1)。基因和转录本的表达水平通过RSEM
(http://www.biomedcentral.com/1471-2105/12/323)
进行定量。每个样本的比对读数用StringTie (v1.3.1)
组装。差异表达基因通过DESeq2  (http://biocon-
ductor.org/packages/stats/bioc/DESeq2/)进行分析。

用Python ‘scipy’软件包(https://scipy.org/install/)进行

KEGG (http://www.genome.jp/kegg/)富集通路分析。

富集分析的显著性通过Fisher精确检验计算, 并使用

Benjamini-Hochberg (BH)方法校正多重假设检验
[30]
。

校正后P值<0.05的通路则被认为是病毒感染过程

中显著富集的通路。利用在线网站STRING (https://
doi.org/string-db.org), 用Cytoscape  (V3.9.1)对筛选

的DEGs进行可视化分析 , 构建PPI网络 , 并使用

Cyto Hubba plugin筛选网络中的枢纽基因。利用

RSEM软件对测序数据进行分析, 计算每个基因的

表达量。将得到的表达量转换为TPM值, 随后使用

这些标准化的TPM值进行热图分析, 以直观展示不

同样本和基因之间的表达差异。 

1.8   实时荧光定量PCR (RT-qPCR)验证

为了确保RNA-seq结果的准确性 , 使用RT-
qPCR验证了部分候选基因的mRNA水平。这些基

因的特异性引物通过Prime Premier 5设计, 并通过

FastKing cDNA第一链合成试剂盒从RNA样品合成

cDNA。RT-qPCR实验使用2×Flash SYBR Master-
Mix试剂盒在LightCycler® 96仪器上进行。热循环

条件: 预变性95℃2min; 95℃变性5s, 60℃退火/延

伸15s, 40个循环。大口黑鲈的β-actin基因用作内参

基因, 目标基因的相对表达水平通过2–△△Ct
法计算

[31]
。

引物信息见表 1。 

2    结果
 

2.1   LMBV-ZJDSS-F110减毒株的病毒载量

弱毒株感染大口黑鲈后, 不同时间点组织病毒

载量检测结果显示, 在1d和4d时, 3种组织中的病毒

载量都较高。7d时, 脾病毒载量升高, 而肝和头肾

的病毒载量略有下降。28d时, 脾中的病毒载量保

持较高水平, 而肝和头肾的病毒载量显著下降。脾

中病毒载量在不同时间点均高于肝和头肾(图 1B)。 

2.2   不同时间点组织病理学分析

为了从组织水平(病理变化)观察减毒株注射后

不同时间对机体的影响, 在免疫后1d、4d、7d和
28d对样本在40倍放大镜下进行了组织病理学分析

(图 2)。结果显示, 在肝脏组织中, 对照组的肝细胞

结构完整, 肝板排列有序且富含脂质。减毒株免疫

后1d, 肝组织出现肝细胞排列紊乱、肝细胞变性现

象, 到4d, 坏死现象进一步加重, 但在7d时, 肝细胞

结构显示出一定的恢复趋势, 至28d时接近对照组

水平。在脾脏和头肾组织中, 对照组表现出正常的

细胞形态和完整的组织结构。脾脏组织在免疫后

1d起, 脾脏中出现凝固性坏死(星号所示), 并伴有炎

性细胞浸润(箭头所示), 至28d, 脾脏结构逐步恢复,
接近对照组水平。在头肾组织中, 免疫后1d和4d出
现细胞变性肿大(箭头所示)和细胞排列松散的现

象, 到7d时, 细胞肿大有所缓解, 至28d时, 其结构接

近对照组水平。总体而言, 肝脏、脾脏和头肾的组

织学观察表明这些组织在免疫接种后最初出现变

性和坏死, 但从7d开始有明显恢复迹象, 至28d时接
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Fig. 1    Schematic diagram of the experimental design (A) and viral loads in different tissues at various days post-immunization (B)
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近对照组水平(图 2)。 

2.3   RNA测序和差异表达基因分析

为进一步深入了解疫苗免疫后鱼体内免疫基

因的表达情况, 本研究采集了免疫组和对照组的大

口黑鲈头肾样品, 共构建了24个cDNA文库, 测序结

果显示, Q30碱基百分比均在95.1%以上, 且不同样

品测序数据与参考基因组的MAP率在82.1% —
96.86% (表 2)。

通过主成分分析(PCA)探究了免疫组和对照组

在不同时间点的基因表达差异, 结果显示PC1解释

了50.84%的总变异 , 而PC2解释了14.04%的总变

异。免疫组在各个时间点的样本在PCA图上呈现

明显分离的趋势, 特别是1d、4d与7d、28d之间的

差异较大, 表明鱼体免疫后的早期和中后期有着明

显差异。对照组在各时间点间的数据点分布相对

较为集中, 变化较小。在1d和4d免疫组与对照组相

比 , 二者在PC1和PC2上的分布存在明显分离 , 而
7d和28d和对照相比分离程度则相对较小(图 3A)。

利用差异表达分析, 本研究发现了在不同时间

点免疫组和对照组之间的差异。1d有4979个基因

(2617个上调, 2362个下调), 4d有6891个基因(2666个
上调 ,  4225个下调),  7d有1693个基因(635个上调 ,
1058个下调), 28d有1758个基因(828个上调, 930个
下调), 其中1d和4d的差异基因数量高于7d和28d,
这些结果展示了宿主的动态免疫响应(图 3B)。 

2.4   差异表达基因的功能富集分析

为了深入分析参与免疫反应的关键基因及其

调控通路, 本文对免疫后1d、4d、7d和28d与对照

组的差异基因进行了KEGG富集分析。如图 4所
示, 在免疫早期(1d和4d), 先天免疫系统迅速响应,
激活了多个与先天性免疫相关的通路。这些通路

 

表 1   RT-qPCR 引物序列

Tab. 1   Primer sequences used for RT-qPCR
引物名称

Primer name
引物序列

Primer sequence (5′—3′)
产物

Product (bp)

LMBV-F ACTGGCCACCACCTCTACTC
102[14]LMBV-R AGACACGTTGATGCTTGCGT

LMBV-P ACGCCCTGAGCCTCAACGATCC

DHX58-F GCACTATGTCAACGTCAATCCTG
145

DHX58-R CTCAAATCCCCATTCCTTGTTGC

C4-F ATGACCTTGGTTGCTCATACAGT
110

C4-R GCCAAGACTCCTTTTCCACTTTG

IRF3-F TATTGAAGGGAAAGACTGCCCTC
145

IRF3-R AGCCATATTCTTCAGCAACTCCA

MX-F ACACGACAGACAAAGACCCATAA
97

MX-R ATGATTTGAGGTGCAACATGAGC

NAMPT-F CCTGTAAACACATCTGGGGAGAA
154

NAMPT-R TTCATCGAACAGCCAAAACAGTC

RSAD2-F GACAGTTTTGATGAGGCAACCAA
86

RSAD2-R TTGCGAATCTTGTGAAGGTTGTC

SRC-F TGGCAATAAAGACTCTGAAGCCT
117

SRC-R CGGATACCACAGCATAGAGTTGA

TMEM38-F GCTCTTAATTTGGGCGAAT
88

TMEM38-R GGATGGACACGATGTAGTA

TRIM25-F CCACTCATTTGTGTTCCCCTTTG
79

TRIM25-R CAAAGAAATGGAGGAGCCACTTG
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HK

Control Day1 Day4 Day7 Day28

图 2    LAV免疫组与对照组的肝脏、脾脏和头肾的组织水平形态

Fig. 2    Histological morphologies of the liver, spleen, and head kidney of LAV groups, contrasted with the control group
箭头指示炎性细胞浸润区域, 星号表示坏死部位; HK表示头肾; L表示肝脏; S表示脾脏; 40×

Arrows highlight areas infiltrated by inflammatory cells, while asterisks denote sites of necrosis; HK. head kidney; L. liver; S. spleen; 40×
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主要涉及炎症反应、细胞因子信号传导及免疫细胞

的早期激活, 具体包括细胞因子——细胞因子受体相

互作用(Cytokine-cytokine receptor interaction)、胞

质DNA感知通路(Cytosolic DNA-sensing pathway)、

MAPK信号通路(MAPK signaling pathway)。此外,
代谢相关通路如谷胱甘肽代谢通路(Glutathione me-
tabolism)被显著激活。同时, 本文观察到与凋亡相

关的通路(Human disease中包含)在免疫早期也显著

 

表 2    转录组测序数据结果

Tab. 2    RNA sequencing data

Sample Clean reads Clean bases Q30 (%) GC content (%) Total maped (%) Multiple mapped (%) Uniquely mapped (%)
d1_C1K 40542152 6.09E+09 96.69 48.86 96.80 9.50 87.29

d1_C2K 40609896 6.10E+09 96.65 48.35 96.71 9.20 87.52

d1_C3K 41011520 6.11E+09 96.16 49.07 96.86 9.20 87.65

d4_C1K 41126730 6.15E+09 96.04 48.24 96.50 7.52 88.99

d4_C2K 41888404 6.26E+09 96.03 47.66 96.18 8.07 88.11

d4_C3K 45719622 6.84E+09 96.07 48.27 95.63 9.08 86.56

d7_C1K 44564268 6.64E+09 96.21 51.57 96.59 10.09 86.50

d7_C2K 46646014 6.97E+09 96.17 47.77 96.11 8.29 87.81

d7_C3K 46287830 6.91E+09 96.24 48.93 96.37 8.86 87.50

d28_C1K 48486128 7.22E+09 96.06 46.86 82.10 6.46 75.64

d28_C2K 53547874 7.99E+09 96.16 47.57 89.27 6.99 82.27

d28_C3K 49556836 7.40E+09 96.22 46.73 88.16 7.06 81.10

d1_LAV 1K 54203692 8.03E+09 95.22 49.04 96.47 10.66 85.80

d1_LAV 2K 48716648 7.25E+09 95.18 49.83 96.17 13.65 82.52

d1_LAV 3K 55620178 8.19E+09 95.41 48.44 95.64 9.95 85.69

d4_LAV 1K 44371682 6.56E+09 95.21 50.63 96.15 8.94 87.21

d4_LAV 2K 49328124 7.25E+09 95.23 50.68 96.38 9.38 87.00

d4_LAV 3K 48250552 7.08E+09 95.24 50.60 96.11 8.81 87.30

d7_LAV 1K 42810504 6.33E+09 95.16 50.04 95.85 9.33 86.52

d7_LAV 2K 46816196 6.85E+09 95.31 49.41 95.71 9.06 86.65

d7_LAV 3K 53979630 7.91E+09 95.31 50.37 96.02 9.48 86.54

d28_LAV1K 43832762 6.45E+09 95.19 49.89 96.33 8.70 87.63

d28_LAV2K 53676150 7.99E+09 95.18 51.23 96.68 8.38 88.30
d28_LAV3K 52061430 7.69E+09 95.10 50.02 96.22 9.13 87.09
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图 3    大口黑鲈免疫后头肾组织不同时间点的转录组分析

Fig. 3    RNA sequencing of head kidney tissues at different time points after immunization of largemouth bass
A. 不同样本组RNA-Seq数据的PCA分析; B. 免疫组与对照组在不同时间点的差异表达基因数量柱状图

A. PCA of the RNA-Seq data from different sample groups; B. Histogram of all DEGs in different times between LAV groups and control
groups
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富集, 表明细胞凋亡在早期免疫反应中可能发挥了

重要的调控作用。

在免疫后7d, 适应性免疫应答逐步达到高峰,
多个适应性免疫相关的通路显著激活, 例如B细胞

受体信号通路 (B  cell  receptor  signaling  pathway)。
这一阶段, 先天性免疫通路的活跃程度有所下降,
适应性免疫逐渐占据主导地位。在免疫后期的28d,
适应性免疫反应依然保持活跃。例如, 肠道IgA生

成的免疫网络 (Intestinal  immune  network  for  IgA
production)、B细胞受体信号通路(B cell receptor si-
gnaling pathway)及Fc gamma R介导的吞噬作用(Fc
gamma R-mediated phagocytosis)等通路显著富集 ,
显示出持久的免疫效应。同时, 代谢相关通路如糖

酵解/糖异生通路(Glycolysis/Gluconeogenesis)在免

疫中后期的富集程度依然显著。总体来看, 先天性

免疫反应相关的通路主要集中在免疫早期, 表明在

免疫早期先天免疫反应发挥主要作用, 适应性免疫

相关的通路(红色加粗标注)在免疫中期和后期显著

富集, 代谢相关通路(绿色标注)在时间推移中呈现

出逐渐增加的富集, 在整个免疫时期中均有出现。
 

2.5   免疫和代谢相关通路中基因分析

为进一步分析免疫后在大口黑鲈先天性免疫

应答相关信号通路中富集的差异表达基因, 本研究

用热图展示了胞质DNA感知通路、细胞因子与细

胞因子受体相互作用以及细胞凋亡(Apoptosis)通路中

DEGs的表达变化(图 5)。在免疫早期(1d和4d)凋亡
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Fig. 4    Enrichment of KEGG pathways and distribution of rich factors across different time points
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通路中的CYC和CASP3、CASP7、CASP8、CASP9,
胞质DNA感知通路中的IL1B、IRF3和STING, 细胞

因子和细胞因子受体相互作用中的IL-6、TNFSF5、
IFNAR2和IL10等基因显著上调, 而CXCL12、CCR2、
TNFSF10等基因显著下调。然而, 在免疫的中后期

(7d和28d), 这些基因的表达与对照组相比没有显著

差异。

与先天性免疫相关基因不同, 适应性免疫相关

基因在免疫的中后期(7d和28d)表现出和对照的显

著差异。在Fc epsilon RI信号通路和B细胞受体信

号通路中IGHV3_33、IGHV3_74和IGHV914在7d开
始显著上调, 并持续到28d, Th1和Th2细胞分化通路

和T细胞受体信号通路的TRAV、CD8A等关键基因

在4d开始显著下调(图 6)。
在糖酵解 /糖异生通路中 , GAPDHS、LDH、

PGK等关键基因在免疫组的不同时间点均显示出

上调趋势, 这表明免疫组中代谢活性增强。在谷胱

甘肽代谢通路中, GCLM等基因在免疫早期(1d和
4d)也表现出上调趋势。在半胱氨酸和蛋氨酸代谢

通路中, CCBL和CTH等基因在免疫早期(1d和4d)同
样有所上调(图 7)。

此外, 本研究将免疫后的4个时间点分为免疫

早期(1d和4d)和免疫中后期(7d和28d), 将这两部分

共同调控的差异基因和富集通路利用STRING进行

PPI网络分析。通过CytoHubba degree选择排名前

50的hub基因 , 如图  8所示 , 免疫相关基因 , 包括
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图 5    先天性免疫相关通路(细胞因子−细胞因子受体相互作用、胞质DNA感知通路及凋亡通路在不同时间点的表达热图)
Fig. 5    Innate immunity pathways (such as cytokine-cytokine receptor interaction, cytosolic DNA-sensing pathway, and apoptosis pathway
expression heatmaps across different time points)

LAV. 免疫组; C.对照组; 红色表示高表达水平; 白色表示中等表达水平; 蓝色表示低表达水平; 下同

LAV. immune groups; C. control groups; red indicate a high expression level; white indicate a medium expression level; blue indicate a low
expression level; the same applies below
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HSP90A、VCP和HSPA5被确定为免疫早期DEGs的
PPI网络中的前3个核心基因。GAPDH、FN1和
CXCL10被确定为免疫中后期的前3个核心基因。 

2.6   通过RT-qPCR验证转录组数据的可靠性

为进一步验证RNA-seq数据的可靠性, 本研究

筛选了 IRF3、MX、TRIM25、NAMPT、DHX58、
SRC、RSAD2、TMEM38和C4九个基因 , 利用RT-
qPCR对这些基因在1d、4d、7d和28d的相对表达

量进行了分析(图 9)。通过将这些基因的相对表达

水平与RNA-seq数据进行对比, 结果显示RT-qPCR
与RNA-seq之间趋势基本一致, 验证了RNA-seq数
据的可靠性。 

3    讨论
 

3.1   减毒株LMBV-ZJDSS-F110对大口黑鲈的保

护作用

近年来, LMBV对大口黑鲈养殖业造成了巨大

的经济损失
[8]
。尽管目前已有一些针对LMBV的疫

苗开发, 但这些疫苗尚未商业化, 且关于疫苗接种

后鱼体免疫机制的研究相对有限。本实验室通过

体外连续传代致弱获得减毒株LMBV-ZJDSS-F110,
该毒株具有良好的安全性和免疫保护率。本研究

采用该减毒株对大口黑鲈进行腹腔注射免疫, 并在

免疫后1d、4d、7d和28d检测病毒载量, 同时通过

组织病理学分析探讨减毒株免疫后对宿主的影

响。病毒载量的变化趋势显示, 而肝脏、脾脏和头

肾的病毒载量在免疫后期下降, 表明机体可能逐渐

清除组织中的减毒活病毒。组织病理学分析显示,
免疫后肝脏、脾脏和头肾的病理变化(如变性和坏

死)在7d开始恢复, 到28d时几乎接近对照组正常水

平。本研究的组织病理逐渐恢复时间(7d)较以往文

献中虹鳟感染IHNV的恢复时间(28d)显著缩短
[32]
。

此外, 转录组PCA分析进一步验证了免疫反应的动

态过程, 研究发现免疫组样本在1d和4d与对照组相

比差异显著, 而7d和28d差异逐步降低, 这与组织病

理结果一致。以上发现均表明减毒株在免疫反应
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图 6    T细胞受体信号通路、B细胞受体信号通路、Fc epsilon RI信号通路及Th1、Th2细胞分化在免疫组(LAV)和对照组(C)的基因

表达热图

Fig. 6    Gene expression heatmaps of T cell receptor signaling pathway, B cell receptor signaling pathway, Fc epsilon RI signaling pathway,
and Th1, Th2 cell differentiation in immune groups (LAV) and control groups (C)
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逐步稳定后对组织的伤害较小, 显示出良好的安全

性和组织耐受性。本研究首次为大口黑鲈对LMBV
减毒株的免疫反应提供了全面的动态描述 , 为
LMBV疫苗的进一步开发和应用提供了重要的科

学依据。 

3.2   转录组分析揭示减毒株对大口黑鲈先天性免

疫的影响

疫苗的有效性主要体现在其抗原刺激宿主免
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Fig. 7    Gene expression heatmaps of Glycolysis/Gluconeogenesis, Glutathione metabolism, and Cysteine and methionine metabolism path-
ways in immune groups (LAV) and control groups (C)
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图 8    LAV免疫早期与免疫中后期共调控DEGs的PPI分析

Fig. 8    PPI analysis of co-regulated DEGs in the early and mid-late stages of immunity after LAV vaccination
PPI网络中呈现免疫早期(A)和免疫中后期(B); 节点颜色代表log2(fold change)的值, 节点大小代表所使用的分值

The PPI network shows the early stage (A) and mid-late stage (B) of immunity. Node color represents the log2 (fold change) value, and node
size corresponds to the interaction score
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疫反应的能力上
[31]
。目前, 关于LMBV疫苗免疫机

制的研究相对较少。通过转录组分析, 我们对不同

时间点的DEGs进行了KEGG通路分析, 发现免疫后

先天性免疫相关通路中的DEGs在早期(1d和4d)显
著上调。宿主启动有效免疫应答的第一步是及时

识别病原体
[31]
。cGAS-STING通路在识别胞质中病

毒DNA并触发Ⅰ型干扰素(IFN-Ⅰ)反应中发挥了

关键作用
[33]
。在本研究中, 该通路的相关基因(如

IL1B、IRF3、STING)在免疫后1d、4d显著上调, 在
大口黑鲈中, STING同源蛋白已被证明能激活干扰

素反应, 从而增强对LMBV感染的防御能力
[34], cGAS-

STING通路可能在减毒疫苗诱导的先天免疫中发

挥核心作用。除了对病原体的识别, 细胞因子(cyto-
kines)在免疫反应的调控中起重要作用。IL-6是一

种关键的细胞因子, 既参与急性炎症反应, 还与B细

胞分化为抗体分泌细胞有关
[35]
。在鱼体中IL-6可促

进IgM抗体产生, 增强免疫保护作用
[36], 还可调控氧

化应激和组织修复来缓解损伤
[37]
。本实验中观察

到IL-6在免疫后1d和4d显著上调, 可能表明其在大

口黑鲈免疫应答中通过多种机制发挥重要作用。

TNFRSF5又称CD40, 与免疫反应调节相关
[38]
。在

本研究中, 减毒活疫苗免疫后1d, TNFRSF5显著上

调, 这与嗜水气单胞菌疫苗免疫大西洋鲑
[39]
和VHSV

的DNA疫苗免疫牙鲆
[23]
中观察到的结果一致, 进一

步表明其在调节免疫中的重要作用。同时, IL-12、
CCL19、IL-10和IFNAR2等细胞因子的显著上调进

一步表明减毒疫苗在免疫初期能够有效激活宿主

的先天性免疫系统。而CXCL12、CCR2、TNFSF10
显著下调, 这与Xu等[25]

观察到的LMBV入侵机体后

的免疫反应相一致, 可能是宿主通过下调某些趋化
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图 9    RNA-seq数据的验证采用了RT-qPCR方法

Fig. 9    Validation of RNA-seq data using Real-time qPCR
柱状图表示RT-qPCR的结果 , 线条表示RNA-seq的数据 ; 免疫后不同时间点(1d、4d、7d和28d) IRF3、MX、TRIM25、NAMPT、
DHX58、SRC、RSAD2、TMEM38和C4基因的相对表达水平; 误差线表示标准差

The  bars  represent  Real-time  qPCR results;  The  lines  represent  RNA-seq  data.  Gene  relative  expression  levels  are  shown for IRF3, MX,
TRIM25, NAMPT, DHX58, SRC, RSAD2, TMEM38, and C4 across different time points after immunization (day1, day4, day7, and day28);
Error bars indicate standard deviations
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因子和凋亡信号来防止过度的炎症反应, 可能反映

了免疫系统对于早期先天性免疫的调节作用。到

免疫后期, 这些基因与对照组的差异逐渐减小。

在感染初期, 细胞凋亡对阻止病毒复制、维持

组织稳态及免疫应答具有重要作用
[40]
。半胱天冬

酶(Caspases, CASP)是一类在细胞凋亡中起着核心

作用的蛋白酶, 细胞色素c (Cytochrome c, CYC)通
过激活半胱天冬酶, 进而启动后续的凋亡程序, 在
宿主抗病毒过程中发挥着关键作用

[41]
。LMBV感

染宿主鳍条细胞系(MsF)后激活了CASP3和CASP8,
但并未激活CASP9[42]

。在本研究中 , 鱼体免疫后

1d和4d时 , 凋亡通路中的CYC、CASP3、CASP6、
CASP7、CASP8、CASP9均显著上调, 这与橄榄鲽

[23]

和红色杂交罗非鱼
[43]
在接种疫苗后观察到的现象

一致, 表明通过细胞凋亡清除受感染细胞是免疫反

应中的关键过程
[43], 宿主可能在免疫早期通过激活

细胞凋亡途径启动免疫应答。 

3.3   转录组分析揭示减毒株对大口黑鲈适应性免

疫的影响

在硬骨鱼类中, 适应性免疫系统主要依赖于

B细胞和T细胞的功能
[44], 本研究通过转录组分析

发现, 在免疫中后期(7d和28d), 与Fc epsilon RI和B
细胞受体信号通路、Th1/Th2细胞分化通路及T细
胞受体通路相关的DEGs显著富集。然而, Th1/Th2
细胞分化通路和T细胞受体通路中多个基因的表达

水平下调, 包括TRAV、TRBV、相关的CD分子(CD3、
CD8A和CD179), 类似的现象也在减毒爱德华氏菌

疫苗免疫斑马鱼
[45], 三价灭活细菌疫苗免疫大黄鱼

[46],
大口黑鲈感染蛙虹彩病毒

[25]
的研究中被发现。这

表明TCR通路相关基因的表达量降低似乎是一种

常见的免疫响应模式, 但TCR通路在疫苗接种阶段

被抑制的具体机制尚不清楚。免疫球蛋白(Ig)是抗

病原体免疫应答的主要成分, 它们通过多种机制发

挥作用, 包括促进吞噬细胞清除病原体、中和毒素

和病毒及激活补体级联反应
[47]
。在本研究中, Fc

epsilon RI和B细胞受体信号通路中的IGH (免疫球

蛋白重链相关基因)从4d开始显著上调, 并在7d达
到峰值。这一结果表明, 大口黑鲈的体液免疫反应

被有效激活, 并可能通过诱导长效免疫记忆增强宿

主的抵抗能力, 这可能是大口黑鲈可以在后续攻毒

时表现出较强抵抗能力的原因之一。 

3.4   转录组分析揭示减毒株对大口黑鲈代谢通路

的影响

糖酵解是一条关键的代谢途径
[48], 它不仅能够

为免疫细胞快速产生能量, 还为维持其功能活性提

供了重要的代谢支持, 进而促进免疫细胞的活化和

增殖
[49]
。在本研究中, 糖酵解途径的关键基因(如

TPI、GAPDHS、ENO、PK和LDH)在感染后 4d、
7d和28d均呈现上调趋势, 表明糖酵解在机体应对

活病毒感染的免疫反应中发挥了重要作用。谷胱

甘肽代谢通路在抗氧化活性、细胞生长调节(如增

殖与凋亡)及免疫反应中发挥着关键作用
[50]
。在鱼

类的研究中, 谷胱甘肽代谢能够快速识别细菌病原

体, 并触发针对鰤鱼诺卡氏菌(Nocardia seriolae)感
染的免疫反应

[49]
。在本研究中, 谷胱甘肽代谢通路

中的GCLM、G6PD等关键基因表达上调, 这表明

宿主可能通过该通路调控免疫应答, 以有效应对病

原体感染。蛋氨酸通过去甲基化过程促进cGAS-
STING通路的激活, 最终增强抗肿瘤免疫反应

[52]
。

在本研究中, 半胱氨酸和蛋氨酸代谢通路中的关键

基因如CTH在免疫反应早期上调, 表明其可能在早

期的先天性免疫过程中发挥重要作用, 具体机制仍

需进一步实验验证。 

4    结论

本研究深入分析了大口黑鲈蛙虹彩病毒减毒

株(LMBV-ZJDSS-F110)对大口黑鲈免疫应答的影

响。研究结果表明, 该减毒株不仅能有效地提供免

疫保护, 而且对鱼体组织仅在免疫早期造成轻微损

伤, 并能快速恢复。通过转录组分析, 本研究观察

到在免疫应答的早期, 先天性免疫途径被激活, 随
着时间推移免疫反应逐步转向适应性免疫。此外,
在不同阶段, 代谢途径的显著差异性富集, 反映了

鱼体在免疫过程中对能量和代谢调节的需求变

化。减毒株免疫接种显著调控了涉及先天性免

疫、适应性免疫及代谢途径的多个基因, 这为探索

大口黑鲈蛙虹彩病毒减毒株诱导的保护性机制提

供了数据支持和新的科学见解。
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THE IMMUNEREGULATORY MECHANISMS OF AN ATTENUATED LMBV IN
MICROPTERUS SALMOIDES BASED ON TRANSCRIPTOME ANALYSIS

CHU Xin1, 2, CHEN Jing1, GAO Ming-Yue1, 3, LIN Ling-Yun1, YAO Jia-Yun1, SHEN Jin-Yu1, 2, 3 and PAN Xiao-Yi1

(1. Agriculture Ministry Key Laboratory of Healthy Freshwater Aquaculture, Key Laboratory of Fish Health and Nutrition of
Zhejiang Province, Zhejiang Institute of Freshwater Fisheries, Huzhou 313001, China; 2. National Demonstration Center

for Experimental Fisheries Science Education, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China; 3. College
of Life Sciences, Huzhou University, Huzhou 313000, China)

Abstract: This study aimed to investigate the immunoregulatory effects and mechanisms of an attenuated LMBV strain
(LMBV-ZJDSS-F110)  developed  through  serial  passage,  which  exhibited  strong  immunoprotective  properties  in
Micropterus salmoides. Immune responses were evaluated at the tissue and molecular levels following immunization by
sampling  liver,  spleen,  and  head  kidney  tissues  at  days  1,  4,  7,  and  28  post-vaccination.  Histopathological  analysis
demonstrated the minimal tissue damage, with observable recovery by day 7 and nearly normal tissue structure by day
28, suggesting mild effects on fish tissues by the attenuated strain. Viral load assessments showed a significant reduc-
tion over time across all examined tissues, indicating effective viral clearance. To further elucidate the immune regula-
tory mechanisms, transcriptome analysis of head kidney samples was performed. Early in the immune response (days 1
and 4), 4979 and 6891 differentially expressed genes (DEGs) were predominantly enriched in innate immune pathways,
such as cytokine-cytokine receptor interaction, cytoplasmic DNA sensing, and apoptosis pathways. This early upregula-
tion of innate immunity likely facilitated a rapid antiviral response. During the mid-to-late immune phases (days 7 and
28), 1693 and 1758 DEGs were enriched in adaptive immune pathways, including T-cell receptor, B-cell receptor, Fc
epsilon RI signaling, and Th1/Th2 cell differentiation pathways, indicating a transition from innate to adaptive immu-
nity. Additionally, metabolic pathways involving cysteine and methionine metabolism and glutathione metabolism were
enriched during the early immune phase, while glycolysis/gluconeogenesis pathways were more prominent during the
mid-to-late  phase.  This  metabolic  shift  may  support  immune  cell  activation  and  function  throughout  the  immune
response.  The  reliability  of  RNA-Seq  data  was  verified  using  RT-qPCR,  which  showed  consistent  results,  further
confirming the accuracy of the data. The findings highlight the dynamic progression from innate to adaptive immunity
and the essential role of metabolic pathways in supporting immune activity.

Key words: Histopathology; RNA  sequencing; Differentially  expressed  genes; Immune  response; Largemouth  bass
ranavirus
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