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光密度条件下能生存，在更深的海底也有分布［８］，但是，光密

度低于１０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）时，贝壳丝状体生长过于缓慢，而直
射光超过６０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）可引起丝状体死亡。本试验结果
表明，１０～５０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）光密度条件下培养的贝壳丝状体
能正常生长，并放散壳孢子，且提高光密度对贝壳丝状体生长

有明显的促进作用；当光密度为１０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）时，深丰１
号、深丰２号、ＷＴ这３个品系的壳孢子放散量相对最多，随
着光密度的增加，贝壳丝状体壳孢子放散量逐渐下降。因此，

在１０～５０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）范围内适当调整光密度，是调控贝
壳丝状体生长以获得适当贝壳丝状体密度的有效方法。

本试验结果表明，培养温度在１５～２５℃时，贝壳丝状体
的生长随温度的升高而明显加快，但２０℃时贝壳丝状体壳孢
子的放散量却相对最多，这是由于１５℃时贝壳丝状体生长较
为缓慢，在相同培养时间条件下，导致获得的贝壳丝状体密度

过低，总量相对较少，造成壳孢子放散量相对较少，而２５℃时
贝壳丝状体生长过快，藻丝过于密集，贝壳丝状体不能同步成

熟，壳孢子也不能大量集中放散。因此，２０℃是培养贝壳丝
状体较为适宜的温度。
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　　摘要：为研究嗜水气单胞菌对黄鳝Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因表达的影响，用不同浓度嗜水气单胞菌菌液感染健康黄鳝，采
用荧光定量ＰＣＲ方法分别检测染菌黄鳝脾脏、肾脏和肌肉中Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因在感染后１２、２４、４８ｈ的表达量。结果表
明，Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因在健康黄鳝的上述３种组织器官中都有表达；腹腔注射嗜水气单胞菌后，该基因的表达量明显升
高。随着感染时间的延长，３种组织器官中Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因的表达量在处理１（菌液浓度为１亿ＣＦＵ／ｍＬ）均呈现逐渐
升高的趋势，处理２（菌液浓度为２亿ＣＦＵ／ｍＬ）脾脏中Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因的表达量随处理时间延长而逐渐升高，而肾脏
和肌肉中的表达量则呈先升高后降低的趋势；处理３（４亿ＣＦＵ／ｍＬ）Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因的表达量在３种组织器官中均逐
渐降低。
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　　鱼类依赖非特异性免疫系统通过产生各种免疫细
胞［１－２］、免疫因子［３－４］等非特异性的识别并作用于病原体，达

到清除体内抗原、抵御水生环境中各种病原体入侵的目的。

抗菌肽（ＡＭＰｓ）是非特异性免疫系统的重要组成成分，存在
于植物、动物以及人类等几乎所有的生命体中，具有抗菌谱

广、高效、热稳定性强、不产生耐药性等特点［５－６］。研究发现，

抗菌肽除了具有直接抑制细菌、真菌、病毒和原虫的抗菌活性

外，还具有增强免疫细胞趋化性［７］、抑制炎症［８－９］和激活免疫

细胞［１０］等生物学活性。

Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ抗菌肽属于 Ｐｉｓｃｉｄｉｎ（毒鱼豆素）家族，其家
族成员包括 ｄｉｃｅｎｔｒａｃｉｎ、ｅｐｉｎｅｃｉｄｉｎ、ｍｙｘｉｎｄｉｎ以及胸腺素［１１］

等。２００２年 Ｌａｕｔｈ等从杂交条纹鲈鱼（Ｈｙｂｒｉｄｓｔｒｉｐｅｄ）的鳃和
皮肤中首次分离获得Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ抗菌肽，并验证了它对革兰
氏阳性菌和革兰氏阴性菌都有抗菌活性［１２］；２００８年 Ｆａｌｃｏ等
的研究表明，在感染病原体后，虹鳟各组 织器 官中

Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ抗菌肽的表达量最高［１３］。同时，在其他鱼类体内

也相继发现了 Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ抗菌肽，包括大西洋鳕鱼（Ｇａｄｕｓ
ｍｏｒｈｕａ）［１４］、真 鲷 （Ｃｈｒｙｓｏｐｈｒｙｓｍａｊｏｒ）［１５］、欧 洲 鲈 鱼
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（Ｄｉｃｅｎｔｒａｒｃｈｕｓｌａｂｒａｘ）［１６］、石斑鱼（Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓｃｏｉｏｉｄｅｓ）［１７］等。
到目前为止，Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ抗菌肽仅被发现存在于鱼类中。有
关Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因的研究发现，比目鱼完整的Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基
因ｃＤＮＡ序列包含１个信号肽和磷酸腺苷（ＡＭＰ）１２域［１８］，而

条石鲷鱼中Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因的编码区含有２０４ｂｐ，共６７个氨
基酸残基，并预测其三级结构是一种两亲性螺旋结构［１９］。前

人关于Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因的研究主要集中在海洋鱼类，而有关
该基因在淡水鱼黄鳝体内表达的情况尚未见报道。

本研究以黄鳝Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因为研究对象，通过荧光定
量ＰＣＲ技术检测该基因在感染嗜水气单胞菌后黄鳝脾脏等３
种组织器官中的表达量变化，为进一步探讨黄鳝免疫机制，实

现新型药物的开发提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验动物与菌株
试验用６０尾黄鳝［体质量为（１０４．５±１３．１）ｇ］采集于贵

州省贵阳市花溪地区池塘和田间；试验用嗜水气单胞菌菌株

（编号：ＡＴＣＣ７９６６）由贵州大学动物科学学院陈江凤老师
馈赠。

１．２　主要仪器设备和试剂
１．２．１　主要仪器设备　ＶＤ－６５０超净工作台、１０１－２型电
热鼓 风 干 燥 箱、８０－１电 动 离 心 机、光 学 显 微 镜
ＣＨ２０ＢＩＭＦ２００、血球计数板、ＦＡ１００４电子天平、７８－１磁力加
热搅拌器、ＨＺＱ－Ｆ１６０型恒温摇床、高压灭菌锅、８０－２１１２－
２１型紫外分光光度仪、ＰＴＣ－１１４８ＰＣＲ扩增仪、ＤＹＹ－６Ｃ型
电泳仪、ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００超微量紫外分光光度计、Ｃ１０００Ｔｏｕｃｈ
荧光定量ＰＣＲ仪、ＵｎｉｖｅｒｓａｌＨｏｏｄⅡ凝胶成像系统。
１．２．２　主要试剂与试剂盒　无水乙醇、三氯甲烷、琼脂糖、
ＧｏｌｄＶｉｅｗ染液［生工生物工程（上海）股份有限公司］、

ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ［生工生物工程（上海）股份有限公司］、ＤＭ２０００
（鼎国生物公司）、ＦａｓｔＱｕａｎｔｃＤＮＡ第一链合成试剂盒
（ＴＩＡＮＧＥＮ）、ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ ＴｉｐＧｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ（ＴｒａｎｓＧｅｎ
Ｂｉｏｔｅｃｈ）、ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＴｒａｎｓＧｅｎＢｉｏｔｅｃｈ）。
１．３　试验方法
１．３．１　菌液培养及配制　制备 ＬＢ固体培养基，取储存的菌
株涂抹在培养基上，经复壮后转移到液体培养基中，于２８℃
恒温摇床培养２４ｈ，取少量菌液离心提纯，加入少量无菌生理
盐水稀释后用平板活菌计数法测定菌液浓度。稀释菌液浓度

至４亿ＣＦＵ／ｍＬ备用。
１．３．２　试验分组感染　清洗养殖所用水箱，以０．７％生理盐
水浸泡１ｄ。将黄鳝随机分成４组，每组１５尾，放入水箱用无
氯水暂养２ｄ。对照组每尾注射０．２ｍＬ生理盐水。其余３组
为处理组，按照注射菌液的浓度分为处理１（每尾黄鳝注射
０２ｍＬ浓度为１亿 ＣＦＵ／ｍＬ的嗜水气单胞菌菌液）、处理２
（每尾黄鳝注射０．２ｍＬ浓度为２亿ＣＦＵ／ｍＬ的嗜水气单胞菌
菌液）、处理 ３（每尾黄鳝分别注射 ０．２ｍＬ浓度为
４亿ＣＦＵ／ｍＬ的嗜水气单胞菌菌液）。注射后用乙醇棉球对
注射部位进行消毒，然后放入水箱中，并加盖防逃。

１．３．３　组织取样　分别在感染嗜水气单胞菌１２、２４、４８ｈ后
进行取材，每个浓度组各时间点分别取５尾黄鳝，解剖并分别
取肾脏、脾脏、肌肉等置于无酶冷冻管中，迅速放入液氮冷冻

后转入－８０℃冰箱中保存备用。
１．３．４　引物的设计与合成　根据转录组测序获得的抗菌肽
Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因序列，并参考 ＧｅｎＢａｎｋ中该基因序列，使用
ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０进行引物的设计，参照王霞等的研究结
果［２０］，内参基因选择黄鳝的β－ａｃｔｉｎ基因。引物合成由英潍
捷基（上海）贸易有限公司完成，用去离子水溶解后于－２０℃
保存。引物序列信息如表１所示。

表１　Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ和β－ａｃｔｉｎ基因引物

基因
引物序列

（５′→３′）
退火温度

（℃）
产物长度

（ｂｐ）

Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ 正向：ＣＡＡＡＧＧＡＡＡＧＣＡＧＣＡＧＴＡＧ；反向：ＣＴＴＣＡＣＡＧＧＣＴＣＡＧＡＧＧＡ ５１．０ ２９１
β－ａｃｔｉｎ 正向：ＴＣＣＣＴＧＴＡＴＧＣＣＴＧＧＴＣＧＴＡ；反向：ＴＧＧＴＧＡＡＧＣＴＧＴＡＧＣＣＴＣＴＣＴＣ ５９．０ ３４４

１．３．５　样品总ＲＮＡ的提取及检测
１．３．５．１　总 ＲＮＡ的提取　使用天根生化科技（北京）有限
公司生产的ＲＮＡｓｉｍｐｌｅＴｏｔａｌＲＮＡＫｉｔ进行总ＲＮＡ的提取。
１．３．５．２　总ＲＮＡ的检测　对 ＲＮＡ样品进行超微量紫外分
光光度和凝胶电泳双重检测。凝胶制备和电泳检测：称取琼

脂糖０．６６ｇ，装入锥形瓶中，加入７０ｍＬＴＡＥ缓冲液，加热煮
沸后于室温静置冷却至５０℃左右，加入核酸染料５μＬ，摇匀
后迅速倒胶。将提取的总 ＲＮＡ样品置于冰上解冻，取１μＬ
ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ（上样缓冲液）与 ４μＬＲＮＡ样品混合，点样，
电泳。

１．３．６　ｃＤＮＡ第一链的合成　选择质量较高的 ＲＮＡ样品进
行ｃＤＮＡ第一链的合成，合成前将样品 ＲＮＡ浓度调成一致，
使用天根生化科技（北京）有限公司生产的试剂盒对提取的

总ＲＮＡ进行反转录，按说明书步骤在冰上进行操作（为减少
试验误差，保证每个反应管准确加入反应液，进行反应前将各

反应液按比例混合配成混合液，再分装到各管），具体如下：

（１）将ＲＮＡ样品以及反转录试剂盒内所有试剂解冻后

置于冰上，使用前用漩涡振荡器混匀并简短离心。

（２）去除基因组：配制混合液（２μＬ５×ｇＤＮＡ缓冲液，
１μＬ总ＲＮＡ，用ＲＮａｓｅ－ＦｒｅｅｄｄＨ２Ｏ补足至１０μＬ），充分混
匀并简短离心，４２℃条件下孵育３ｍｉｎ后置于冰上。

（３）配制混合液（２μＬ１０×ＦａｓｔＲＴＢｕｆｆｅｒ，１μＬＲＴ
ＥｎｚｙｍｅＭｉｘ，２μＬＦＱ－ＲＴＰｒｉｍｅｒＭｉｘ，用ＲＮａｓｅ－ＦｒｅｅｄｄＨ２Ｏ
补足至１０μＬ），混匀，简短离心。

（４）将反转录反应中的Ｍｉｘ，加到ｇＤＮＡ去除步骤的反应
液中，充分混匀，简短离心，４２℃孵育１５ｍｉｎ。

（５）９５℃孵育３ｍｉｎ后置于冰上，所得ｃＤＮＡ用 β－ａｃｔｉｎ
引物进行扩增以检测质量，用于后续试验或低温保存。

１．３．７　ＰＣＲ反应体系及程序
１．３．７．１　ＰＣＲ反应体系　２０μＬＰＣＲ反应体系如下：Ｔａｑ
ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ（１×），模板ｃＤＮＡ１μＬ（０．１～１０ｎｇ），
ＰｒｉｍｅｒＦ（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ（０．５μｍｏｌ／Ｌ），ＰｒｉｍｅｒＲ（１０μｍｏｌ／Ｌ）
１μＬ（０．５μｍｏｌ／Ｌ），ＲＮａｓｅ－ＦｒｅｅｄｄＨ２Ｏ７μＬ。
１．３．７．２　ＭｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎＰＣＲ反应程序　反应程序如下：９４℃
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预变性４ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５１℃退火３０ｓ，７２℃延伸１０ｓ，
３１个循环；７２℃终延伸１０ｍｉｎ。
１．３．８　琼脂糖凝胶电泳检测目的基因　称取０．６６ｇ琼脂糖
倒入锥形瓶中，加入 ６０ｍＬ１×ＴＡＥ缓冲液，加热煮沸溶解
后，放置于室温下冷却至５０～６０℃（不烫手），加入５μＬＧｏｌｄ
Ｖｉｅｗ染液，用玻璃棒搅拌均匀，迅速倒入制胶板，插入梳子。
冷却凝固后取出梳子，加样，放入电泳槽，１００Ｖ电泳２０ｍｉｎ
左右，凝胶成像。

１．３．９　Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因相对表达量的测定　以反转录所得
ｃＤＮＡ作为荧光定量ＰＣＲ的模板，对 Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因的相对
表达量进行测定，建立标准曲线。反应体系和反应条件如下：

　　（１）荧光定量ＰＣＲ反应体系。２０μＬ荧光定量ＰＣＲ反应
体系如下：１０μＬ２×ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ ＴｉｐＧｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ，
０．４μＬ（０．２μｍｏｌ／Ｌ）Ｐｒｉｍｅｒ－Ｆ，０．４μＬ（０．２μｍｏｌ／Ｌ）
Ｐｒｉｍｅｒ－Ｒ，２μＬ模板ｃＤＮＡ，７．２μＬＲＮａｓｅ－ＦｒｅｅｄｄＨ２Ｏ。

（２）荧光定量 ＰＣＲ反应条件（两步法）。具体步骤如下：
９４℃３０ｓ；９４℃ ５ｓ，５１℃ ３０ｓ，３９个循环，荧光信号采集；
９５℃１ｍｉｎ，５１℃ １ｍｉｎ，９５℃５ｓ，得到溶解曲线。
１．４　数据统计与分析

本试验所得实时荧光定量ＰＣＲ原始数据使用２－ΔΔＣＴ方法
进行处理，分析Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因在黄鳝肾脏等３种组织器官
中的表达量。处理后的数据使用统计软件ＳＰＳＳ１７．０进行单
因素统计分析，所得数据均为平均值±标准差，Ｐ＜０．０５表示
差异显著，Ｐ＜０．０１表示差异极显著。

２　结果与分析

２．１　总ＲＮＡ提取结果
试验共提取了１０８个总 ＲＮＡ样品。紫外分光光度计检

测显示，总 ＲＮＡ的浓度在１３０～８００ｎｇ／μＬ之间，且 Ｄ２６０ｎｍ／
Ｄ２８０ｎｍ值在１．８～２．０之间，证明总ＲＮＡ浓度和纯度较高。电
泳检测结果显示，２８Ｓ和１８Ｓ条带清晰，证明总 ＲＮＡ完整，可
用于后续ＰＣＲ试验。
２．２　ｃＤＮＡ检测及β－ａｃｔｉｎｃＤＮＡＰＣＲ扩增结果

取１μＬｃＤＮＡ，超微量紫外分光光度计测定结果显示，
ｃＤＮＡ浓度均在 １０００ｎｇ／μＬ以上，且 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值在
１．８～２．０之间，说明 ｃＤＮＡ浓度较高且完整，可用于下一步
荧光定量ＰＣＲ试验。由图１可知，以反转录所得 ｃＤＮＡ为模
板，用β－ａｃｔｉｎ引物进行扩增，并通过凝胶电泳成像进行检
测，得到的条带分明，无杂带，每组获得的 ＤＮＡ片段均在
３４４ｂｐ左右，说明β－ａｃｔｉｎ基因在黄鳝ＲＮＡ样品中的表达稳
定，可作为内参基因使用。

２．３　ｃＤＮＡ的ＰＣＲ扩增
分别在健康黄鳝３种组织器官样品中挑选４个ｃＤＮＡ样

品作为模板，对 Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ目的基因进行扩增，用琼脂糖凝
胶电泳检测并成像（图２），所得条带单一明亮，每组均扩增得
到约２９１ｂｐ的ＤＮＡ片段，说明 Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因在健康黄鳝
中有表达。

２．４　引物特异性检测
通过ｑＲＴ－ＰＣＲ技术检测分析感染嗜水气单胞菌后黄鳝

各时间点脾脏、肾脏、肌肉组织中Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因的表达量，
得到β－ａｃｔｉｎ基因扩增曲线和溶解曲线（图３）、Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ
基因扩增曲线和溶解曲线（图４）。由图３和图４可以看出，２
个基因扩增曲线均呈“Ｓ”形，且曲线平行性好，２个基因的溶
解温度分别为８２．５℃和８６．５℃，溶解曲线峰值单一，说明设
计的荧光定量引物特异性较好，没有引物二聚体和产生非特

异性扩增。

２．５　Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因表达量的变化
以β－ａｃｔｉｎ为内参作对照，在不同处理浓度和处理时间

下，对Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因在黄鳝３种组织器官中的相对表达量
进行检测，检测结果采用 ２－ΔΔＣＴ法进行计算，结果以对照组

１２ｈ的表达量为对照，设置其数值为１。
２．５．１　脾脏Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因的表达　由图５可知，随着试
验时间的推移，对照组脾脏Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因的表达量有些许
升高，但差异不明显。处理１和处理２在感染嗜水气单胞菌
后，Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因表达量均随着处理时间的延长而增加，且
增加显著（Ｐ＜０．０５）或极显著（Ｐ＜０．０１）；处理２在感染２４ｈ
和４８ｈ时Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因表达量极显著提高（Ｐ＜０．０１）；而
处理３则随感染时间的延长，Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因表达量与对照
相比呈先升高后降低的变化趋势，且随着处理时间的延长，表

达量下降十分明显。与对照组相比，各处理组 Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基
因表达量整体呈上调趋势，处理２在感染４８ｈ时，基因表达
量达到最高值。

２．５．２　肾脏Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因的表达　由图６可知，随着试
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验时间的延长，对照组肾脏Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因相对表达量有些
许变化，但差异不明显。各处理组在感染初期，肾脏

Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因表达量均增加，随着处理菌液浓度的升高，
Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因表达量在１２ｈ内均增加；处理２在２４ｈ达到
最高值，而处理３在１２ｈ与对照相比增加极显著；处理２的
相对表达量在１２～４８ｈ内呈先增加后降低的趋势，处理３则
持续降低。

２．５．３　肌肉Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因的表达　由图７可知，对照组

肌肉中Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因相对表达量变化不明显。与对照组
相比，在感染嗜水气单胞菌后，黄鳝肌肉中 Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因
表达量均升高；处理１该基因的表达量随着处理时间的增加
而增加，而处理２先增加后降低，在感染２４ｈ时该基因的相
对表达量达最高值，差异极显著，但随着处理时间的延长，该

基因表达量又明显下降；处理３在感染初期该基因的表达量
最高，而后持续下降到对照组水平。

３　讨论

３．１　Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因在不同鱼类器官中的表达量
研究表明，Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因在多种健康鱼类的各组织器

官（如脾脏、肾脏、肝脏、肌肉、心脏、胃等）中均有表达，但表

达量的差异并不显著。用细菌或病毒诱导后，Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基
因表达量显著升高，且在不同器官中的表达量变化情况不同：

条石鲷（Ｏｐｌｅｇｎａｔｈｕｓｆａｓｃｉａｔｕｓ）在感染真鲷虹彩病毒后，

Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因表达量显著升高，且在脾脏中的表达量最高，
在头肾和鳃中次之［１９］；通过注射杀鲑气单胞菌进行诱导，提

高了大西洋鳕鱼（Ｇａｄｕｓｍｏｒｈｕａ）脾脏、头肾中 Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基
因表达量，且脾脏中２４ｈ时的表达量变化最显著［２１］。与前

人的研究结果类似，本试验中Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因在健康黄鳝的
脾脏、肾脏和肌肉中均有表达，且该基因的表达量在感染嗜水

气单胞菌初期均明显上调，随注射菌液的浓度升高而发生显

著变化。在脾脏中该基因的表达量相比另外２种组织器官
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高，其次是肾脏，肌肉中的表达量相对较低。试验结果表明，

在鱼类受到病菌感染时，Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因在免疫系统中的表
达量显著增加，说明其编码的抗菌肽参与了抵抗病菌的侵扰。

但对于不同的鱼和感染不同的菌时，其表达量升高的时间和

升高的量却有所不同。

３．２　Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因的表达量与黄鳝脏器功能的相关性
在感染嗜水气单胞菌４８ｈ后，处理２和处理３的３种组

织器官中Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因表达量均有下降趋势，推测原因可
能是感染初期，黄鳝机体的免疫应答功能正常，Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基
因表达量随着感染时间和感染菌浓度的增加逐渐增加；但在

感染后期，黄鳝身体的免疫功能不敌病菌的攻击，黄鳝脏器免

疫应答能力下降，导致黄鳝抗菌肽合成能力降低。这是影响

Ｍｏｒｏｎｅｃｉｄｉｎ基因后期表达量的可能原因之一。
３．３　嗜水气单胞菌感染和取材时间的确定

研究表明，黄鳝在感染嗜水气单胞菌１２ｈ后就开始表现
出出血病的症状［２２］，其脏器功能受到严重损伤，７２ｈ后全部
死亡［２３］。本试验根据前人的研究以及预试验的情况，选择在

４８ｈ内取材，以避开染菌黄鳝全部死亡而无材料可取的
问题。
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