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基于芯片筛选螺原体感染中华绒螯蟹

血细胞的免疫 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ
欧江涛，蒋启程，周刻焱，柳　巧，栾筱琪，王资生，张启焕

（盐城工学院海洋与生物工程学院，江苏盐城２２４０５１）

　　摘要：为筛选分析螺原体（Ｓｐｉｒｏｐｌａｓｍａｅｒｉｏｃｈｅｉｒｉｓ）感染中华绒螯蟹（Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ）血细胞免疫相关 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ
（ｍｉＲＮＡ）及其差异表达情况，利用微流体芯片技术，对正常和感染螺原体的中华绒螯蟹血细胞ｍｉＲＮＡ进行系统的鉴
定与表达检测；结合生物信息学方法，分析其靶基因和免疫信号通路。利用前期研究和已有报道８９７条成熟 ｍｉＲＮＡ
作为探针订制单色芯片，使用Ｃｙ３染料标记，通过与中华绒螯蟹血细胞总ＲＮＡ样本杂交，鉴定ｍｉＲＮＡ，检测其表达情
况；对差异表达的ｍｉＲＮＡ进行靶基因预测、功能聚类和通路分析；随机挑选部分差异表达的 ｍｉＲＮＡ进行茎环 ＲＴ－
ｑＰＣＲ验证。结果显示，总共鉴定出中华绒螯蟹血细胞 ｍｉＲＮＡ共３０３个；健康组和试验组共表达 ｍｉＲＮＡ有４８个；差
异表达ｍｉＲＮＡ为２７个，其靶基因共注释到１１６个ＧＯ和６３个ＫＥＧＧ通路；通过茎环 ＲＴ－ｑＰＣＲ检测，结果与芯片基
本一致。研究发现，差异表达ｍｉＲＮＡ靶基因，许多均存在于重要免疫信号通路之中，研究结果可为进一步分析中华绒
螯蟹血细胞螺原体感染中的ｍｉＲＮＡ与其靶基因间的免疫调控机制提供借鉴。
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　　中华绒螯蟹（Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ）俗称河蟹，是我
国特有的优质淡水虾蟹养殖品种之一，也是我国重

要的水产经济蟹种，具有较高的营养价值。随着中

华绒螯蟹水产养殖业的集约化大规模高速发展，导

致水体环境状况急速恶化，病害频发且愈发严重。

其中，由螺原体引起的“颤抖病”在中华绒螯蟹养殖

中发生较为广泛。中华绒螯蟹作为无脊椎动物主

要依赖其先天免疫（包括细胞和体液免疫）发挥重

要的免疫调控作用。目前，对于中华绒螯蟹细菌感

染研究报道较多，相关研究发现，中华绒螯蟹应对

副溶血性弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）、金黄色葡萄
球菌 （Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕ）和 嗜 水 气 单 胞 菌
（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）等细菌侵染的免疫反应中，
整合素 （ＥｓＩｎｔｅｇｒｉｎ）、Ｃ型凝集素 （ＥｓＣＴＬ１和
ＥｓＣＴＬ２）、Ｌ型凝集素（ＥＲＧＩＣ－５３和 ＶＩＰ３６）等可
作为识别受体参与宿主免疫防御［１－２］；其中，

ｐｅｒｉｔｒｏｐｈｉｎ－ｌｉｋｅｇｅｎｅ、ＭｙＤ８８、Ｒｅｌｉｓｈ等基因是重要的
免疫调控因子［３］，发挥重要调节功能。而关于它的

分子调控机制，至今仍是研究热点。
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河蟹螺原体（Ｓｐｉｒｏｐｌａｓｍａｅｒｉｏｃｈｅｉｒｉｓ）属于柔膜体
纲（Ｍｏｌｌｉｃｕｔｅｓ）虫原体目（Ｅｎｔｏｍｏｐｌａｓｍａｔａｌｅｓ）螺原体
科（Ｓｐｉｒｏｐｌａｓｍａｔａｃｅａｅ）螺原体属（Ｓｐｉｒｏｐｌａｓｍａ）。螺原
体是上世纪７０年代被发现，可广泛寄生于无脊椎动
物中具有严重致病性的一类独特微生物，其定植于

宿主体内，在长期与宿主共存过程中，相互构成复

杂网络，通过不同精细调控细菌基因表达，以适应

不同的生存环境，并对不同宿主发挥毒性作用。螺

原体为中华绒螯蟹的主要病原体之一，被侵染后死

亡率可达１００％，近年中华绒螯蟹螺原体致使中华
绒螯蟹、南美白对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）、日本沼
虾 （Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍ ｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ）和 克 氏 原 螯 虾
（Ｐｒｏｃａｍｂａｒｕｓｃｌａｒｋｉｉ）等甲壳经济动物暴发疫病发生
大面积死亡，对我国水产经济动物养殖业造成巨大

经济损失［４－５］。中华绒螯蟹螺原体通过鳃或外壳感

染河蟹，并在１～５ｄ内增殖于其靶细胞－血淋巴细
胞，５～１０ｄ扩散至全身器官及结缔组织，最后在
１０～１５ｄ引起中华绒螯蟹附肢颤抖直至死亡［５］。

ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类非编码 ＲＮＡ分子，
广泛存在于真核细胞中，它通过与靶 ｍＲＮＡ的３′－
非翻译区（ＵＴＲ）碱基配对调节基因表达，其长度为
１９～２５ｎｔ，ｍｉＲＮＡ虽不能直接编码蛋白质，但
ｍｉＲＮＡ在不同基因转录后的调控中具有重要作
用［６］。第一条ｍｉＲＮＡ被Ｌｅｅ等发现后，对于ｍｉＲＮＡ
的研究引起了广泛关注，ｍｉＲＮＡ在各种生命活动中
起重要调控作用，如生长发育、生殖、免疫代谢

等［７－８］。目前，ｍｉＲＮＡ研究方法主要有基因芯片、
ＲＮＡ－ｓｅｑ、Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ和茎环 ｑＲＴ－ＰＣＲ等。
其中，微流体芯片高通量可靠检测 ｍｉＲＮＡｓ的存在
和差异表达情况，在水产养殖动物研究中已广泛

应用［９－１１］。

当前，利用微流体芯片技术系统鉴定与分析中

华绒螯蟹螺原体感染血细胞的 ｍｉＲＮＡ及其表达情
况，至今仍未见报道。前期，笔者所在实验室以正

常和感染螺原体中华绒螯蟹血细胞为研究对象，进

行ｍｉＲＮＡ转录组测序分析，初步预测了血细胞免疫
相关的ｍｉＲＮＡ［１２］。本研究在前期基础上，通过构建
中华绒螯蟹ｍｉＲＮＡ的特异微流体芯片，进一步系统
鉴定血细胞免疫相关ｍｉＲＮＡ并检测其表达情况，对
差异表达的ｍｉｃｒｏＲＮＡ进行靶基因预测和功能聚类
与通路分析，相关研究结果将为中华绒螯蟹该疫病

的免疫防控和抗病育种提供分子信息。

１　材料与方法

１．１　螺原体感染中华绒螯蟹血细胞的样品准备
中华绒螯蟹购于江苏省南京市某养殖户，

（１００±１０）ｇ共１００只，在试验前放置于１０Ｌ带有
循环水、紫外灭菌、充氧及控温系统（２６～２８℃）中
培育，通过ＰＣＲ技术及负染技术证实研究所用中华
绒螯蟹为螺原体阴性。试验所用螺原体分离自患

螺原体病的中华绒螯蟹［１３］，Ｒ２培养基中培育 ４８ｈ
备用。

２０１２年６月在南京师范大学将中华绒螯蟹分
为对照组和试验组，各５０只，培养２０ｄ备用；对照
组注射１００μＬＲ２培养基，试验组注射１００μＬ含螺
原体（培养至对数期）Ｒ２培养基。饲养温度保持
２８℃，间歇性供氧。抽取血液，采用Ｔｒｉｚｏｌ提取法从
血细胞中提取ＲＮＡ，并对ＲＮＡ进行质量检测。
１．２　中华绒螯蟹微流体芯片构建及差异表达检测

由表１可知，基于 ｍｉＲＢａｓｅ中收录的中华绒螯
蟹、淡水枝角水蚤 （Ｄａｐｈｎｉａｐｕｌｅｘ）、日本对虾
（Ｍａｒｓｕｐｅｎａｅｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ）、克氏原螯虾（Ｐｒｏｃａｍｂａｒｕｓ
ｃｌａｒｋｉｉ）４种动物共８９７条成熟 ｍｉＲＮＡ序列作为本
研究探针。采用Ｃｙ３染料标记ＲＮＡ样品，可通过检
测分析Ｃｙ３的荧光强度来寻找２组样品差异表达的
ｍｉＲＮＡｓ。

在总ＲＮＡ质检通过后，进入芯片试验阶段，由
ＬＣＳｃｉｅｎｃｅ参与完成。使用Ａｒｒａｙ－Ｐｒｏ图像分析软
件进行图像数字化转换。首先，减除背景值，再使

用ＬＯＷＥＳＳ过滤进行信号归一化。衡量杂交结果
可靠性的标准如下：（１）ＣＶ值 ＜０．５；（２）探针信号
值大于３倍背景值与标准偏差的和。满足以上２点
为表达检测结果为阳性。

表１　中华绒螯蟹微流体芯片探针

动物 探针编号 探针数（条）

中华绒螯蟹（Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ） ｅｓｉ－ｍｉＲ ７１３［１２］

淡水枝角水蚤（Ｄａｐｈｎｉａｐｕｌｅｘ） ｄｐｕ－ｍｉＲ １５［１４］

日本对虾（Ｍａｒｓｕｐｅｎａｅｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ） ｍｊａ－ｍｉＲ ２３［１５］

克氏原螯虾（Ｐｒｏｃａｍｂａｒｕｓｃｌａｒｋｉｉ） ｐｃｌ－ｍｉＲ １４６［１６］

１．３　差异ｍｉＲＮＡ靶基因预测及其ＧＯ和 ＫＥＧＧ功
能富集分析

通过微流体芯片检测，可获得正常和感染螺原

体中华绒螯蟹共同表达 ｍｉＲＮＡ及两者差异表达
ｍｉＲＮＡ。为了解２组中华绒螯蟹差异ｍｉＲＮＡ功能，
选用分析软件“ｍｉＲａｎｄａ，ＰＩＴＡ和 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ”进行
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预测差异显著ｍｉＲＮＡ的所有靶基因，结合三者预测
结果，取交集，获取共有靶基因。根据ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ
数据库对靶基因进行功能分析，根据 ＫＥＧＧ（Ｋｙｏｔｏ
ＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ）数据库对靶基
因进行Ｐａｔｈｗａｙ分类，而得到Ｐａｔｈｗａｙ分类。
１．４　茎环ＲＴ－ｑＰＣＲ验证

设计茎环引物，进行反转录、ＲＴ－ｑＰＣＲ试验，

反转录反应 ＰＣＲ程序为：４２℃ ６０ｍｉｎ，７０℃
１５ｍｉｎ。ＲＴ－ｑＰＣＲ程序为：５０℃ ２ｍｉｎ９５℃
２ｍｉｎ；９５℃ １５ｓ６０℃ １５ｓ，３９次循环。每个样品
均为３复孔，β－ａｃｔｉｎ为内参基因，ｍｉＲＮＡ差异表达
水平用２－ΔΔＣＴ方法计算。采用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０（ＡＢＩ）进
行引物设计，采用特异性引物进行反转录，共设计９
对引物，引物序列见表２。

表２　ｍｉＲＮＡ的引物序列

ｍｉＲＮＡ 序列（５′→３′） 引物序列（５′→３′）

ＰＣ－ｅｓｉ－１３７－３ｐ ＴＴＧＧＣＡＧＧＡＡＡＴＣＧＡＴＣＡＧＡ ＲＴ引物：ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＴＣＴＧＡＴ；
正向引物：ＧＣＣＧＣＣＴＴＧＧＣＡＧＧＡＡＡＴ；反向引物：ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴ

ＰＣ－ｅｓｉ－１４－５ｐ ＡＣＴＧＣＴＧＴＡＣＴＧＴＴＧＴＴ ＲＴ引物：ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＡＣＡＡＣ；
正向引物：ＧＧＡＧＣＧＴＧＡＣＴＧＣＴＧＴＡＣＴＧＴ；反向引物：ＧＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣ

ＰＣ－ｅｓｉ－１４０－５ｐ ＴＴＧＴＡＣＣＴＧＣＡＡＴＧＡＧＴ ＲＴ引物：ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＣＴＣＡＴ；
正向引物：ＣＡＧＣＧＴＧＴＴＧＴＡＣＣＴＧＣＡＡＴ；反向引物：ＡＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣ

ＰＣ－ｅｓｉ－２２９－３ｐ ＡＴＴＧＡＴＧＧＧＧＣＴＴＴＴＡ ＲＴ引物：ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＴＡＡＡＡＧ；
正向引物：ＡＣＡＧＣＧＴＧＡＴＴＧＡＴＧＧＧＧＣ；反向引物：ＣＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣ

ＰＣ－ｅｓｉ－２６２－３ｐ ＧＴＡＧＴＧＧＧＡＧＴＡＧＧＡＧＣＴＧＣＡ ＲＴ引物：ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＴＧＣＡＧＣ；
正向引物：ＡＣＣＧＣＴＧＴＡＧＴＧＧＧＡＧＴＡＧＧＡＧ；反向引物：ＣＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣ

ＰＣ－ｅｓｉ－３３－３ｐ ＣＡＡＣＣＴＡＴＡＴＧＴＧＡＧＣＡＡＡ ＲＴ引物：ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＴＴＴＧＣＴ；
正向引物：ＧＣＣＧＡＧＣＡＡＣＣＴＡＴＡＴＧＴＧＡ；反向引物：ＡＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣ

ＰＣ－ｅｓｉ－３９４－５ｐ ＣＡＣＴＧＡＣＣＡＴＧＧＣＡＡＧＡ ＲＴ引物：ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＴＣＴＴＧＣ；
正向引物：ＣＡＧＣＧＴＧＣＡＣＴＧＡＣＣＡＴＧ；反向引物：ＡＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣ

ＰＣ－ｅｓｉ－４３３－５ｐ ＴＣＡＧＧＴＡＧＴＧＴＧＴＣＣＡＴ ＲＴ引物：ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＴＧＧＡＣ；
正向引物：ＣＡＴＣＣＧＣＴＴＣＡＧＧＴＡＧＴＧＴＧＴＣ；反向引物：ＣＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣ

ＰＣ－ｅｓｉ－６９－３ｐ ＧＣＡＧＣＡＧＴＧＣＧＴＧＧＧＧＣ ＲＴ引物：ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＧＣＣＣＣＡ；
正向引物：ＧＣＡＧＣＧＴＧＧＣＡＧＣＡＧＴＧ；反向引物：ＣＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣ

２　结果与分析

２．１　中华绒螯蟹血细胞ｍｉＲＮＡ的芯片鉴定与表达
分析

试验组和对照组各使用３张芯片进行检测，每
张芯片都设计多重质控探针，保证了样品标记和杂

交试验的质量控制。对于正常和感染中华绒螯蟹

血细胞中不同ｍｉＲＮＡ，根据芯片所产生的不同反应
信号，通过分析这些芯片杂交信号值，选取 Ｓｉｇｎａｌ＞
２００及Ｐ＜０．０５为分析基准，数据进行归一化处理
后进行ｔ－Ｔｅｓｔ和Ｃｌｕｓｔｅｒ分析。由图１可知，６张芯
片总共鉴定出中华绒螯蟹血细胞ｍｉＲＮＡ为３０３个，
试验组和对照组共表达ｍｉＲＮＡ有４８个，其中，有２７
个表达 ｍｉＲＮＡ差异显著（Ｐ＜０．０５），６个表达
ｍｉＲＮＡ差异极显著（Ｐ＜０．０１）；在这些差异表达的
ｍｉＲＮＡ中，１２个 ｍｉＲＮＡ显著下调，１５个 ｍｉＲＮＡ显
著上调（Ｐ＜０．０５）。

２．２　差异 ｍｉＲＮＡ的靶基因预测、ＧＯ注释和
Ｐａｔｈｗａｙ分类

由表３可知，通过利用３款分析软件“ｍｉＲａｎｄａ、
ＰＩＴＡ和ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ”对差异显著的２７个 ｍｉＲＮＡ靶
基因进行预测，结合三者数据取交集，共得７８个靶
基因，预测靶基因大多数为各种蛋白和酶的基因，

参与调节各种生命活动，尤其是在免疫调节中发挥

作用的 ｐｒｏＰＯ、ＡＬＦ－２、Ｐｅｒｏｘｉｎｅｃｔｉｎ、Ｒｅｌｉｓｈ免疫因
子等。

由图２－Ａ可知，对预测到的７８个靶基因进行
ＧＯ注释，共有１１６个 ＧＯ通路被注释，明显富集于
２４个ＧＯ，包括：蛋白水解、ｃＡＭＰ生物合成和钙离子
结合等；由图２－Ｂ可知，通过 ＫＥＧＧ注释，发现６３
个通路被注释，１４个主要通路，包括：嘌呤代谢、趋
化因子信号通路和ＧｎＲＨ信号通路等。
２．３　茎环ＲＴ－ｑＰＣＲ试验结果

为验证微流体芯片的检测结果，由图３可知，随

—８４— 江苏农业科学　２０２２年第５０卷第１７期



表３　ｍｉＲＮＡ的预测靶基因

ｍｉＲＮＡ ｍｉｃｒｏＲＮＡ预测靶基因

ｅｓｉ－ｍｉＲ－１００ Ｐｅｒｏｘｉｎｅｃｔｉｎ

ｅｓｉ－ｍｉＲ－２７５ ＳＵＭＯ－ｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ（ＵＢＣ９），ｐｒｅｄｉｃｔｅｄＡＮＫ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ，ｍｙｏｓｉｎＶａ，ｃａｔｈｅｐｓｉｎＬ

ｅｓｉ－ｍｉＲ－２７９ ｓｅｌｅｎｏｐｒｏｔｅｉｎＭ（ＳｅｌＭ），ｐｒｅｄｉｃｔｅｄＡＮＫ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ，ｍｏｌｔ－ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ（ＭＩＨ）

ｅｓｉ－ｍｉＲ－７９ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎＣ，ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ，ｐｏｌｙｕｂｉｑｕｉｔｉｎ，ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ６（ＰＲＸ６），ｏｖａｒｉａｎｃｙｃｌｉｎＢ，ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ（ＧＰｘ），ｃｌｉｐｄｏｍａｉｎ
ｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅ（ｃＳＰ），ａｃｙｌ－ＣｏＡｄｅｌｔａ－９ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ

ＰＣ－ｅｓｉ－１３７－３ｐ ｒｅｌｉｓｈ，ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ａｃｙｌ－ＣｏＡｄｅｌｔａ－９ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ

ＰＣ－ｅｓｉ－１４０－５ｐ ｓｔｒａｉｎＩＯＣＡＳｍｙｏｓｉｎｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ，ｒｅｌｉｓｈ

ＰＣ－ｅｓｉ－１４－５ｐ ｓｅｒｐｉｎ，ｐｒｅｄｉｃｔｅｄＡＮＫ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＰＤＧＦ／ＶＥＧＦ－ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ１，ｃａｔａｌａｓｅ，ａｎｔｉ－ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｆａｃｔｏｒ３（ＡＬＦ－３）

ＰＣ－ｅｓｉ－２２９－３ｐ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ／ｒｉｂｏｓｏｍａｌＬ４０ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ，ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｂ，Ｒａｂ－３，ｐｒｏｐｈｅｎｏｌｏｘｄｉａｓｅ（ｐｒｏＰＯ）

ＰＣ－ｅｓｉ－２６２－３ｐ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ－３，ｍｙｏｓｉｎＶａ，ｌｅｐｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ（ＬＥＰＲ）

ＰＣ－ｅｓｉ－２８－５ｐ ｒｅｌｉｓｈ

ＰＣ－ｅｓｉ－２８６－３ｐ ｍｙｏｓｉｎＶａ

ＰＣ－ｅｓｉ－３３－３ｐ ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ，ｃａｔｈｅｐｓｉｎＡ，ｃａｔａｌａｓｅ

ＰＣ－ｅｓｉ－３３９－５ｐ ｏｖａｒｉａｎｃｙｃｌｉｎＢ，ｌｅｐｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ（ＬＥＰＲ），ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ

ＰＣ－ｅｓｉ－３９４－５ｐ ｏｖａｒｉａｎｃｙｃｌｉｎＢ

ＰＣ－ｅｓｉ－３９９－５ｐ ＳＩＢＤ，ｆａｒｎｅｓｏｉｃａｃｉｄＯ－ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＦＡＭｅＴ）

ＰＣ－ｅｓｉ－４０４－５ｐ ｍｙｏｓｔａｔｉｎ

ＰＣ－ｅｓｉ－５００－３ｐ ｓｅｒｐｉｎ，ｐｒｏｐｈｅｎｏｌｏｘｄｉａｓｅ（ｐｒｏＰＯ），ｏｖａｒｙｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ（ＥＪＯ３），ｍｅｔａｌｌｏｔｈｉｏｎｅｉｎ－１（ＭＴ－１），ＭＡＰ
ｋｉｎａｓｅ，ｃａｔｈｅｐｓｉｎＬ，ａｎｔｉ－ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｆａｃｔｏｒ

ＰＣ－ｅｓｉ－６９－３ｐ ｏｖａｒｉａｎｃｙｃｌｉｎＢ，ｌｅｐｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ（ＬＥＰＲ），ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ

ＰＣ－ｅｓｉ－９３－５ｐ ｓｅｒｐｉｎ，ｒｅｌｉｓｈ，ｃｙｓｔａｔｉｎ，ａｓｔａｋｉｎｅ，ａｎｔｉ－ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｆａｃｔｏｒ２（ＡＬＦ－２）

ＰＮ－ｅｓｉ－ｍｉＲ－１３ａ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄＡＮＫ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ，ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ６（ＰＲＸ６），ｏｖａｒｉａｎｃｙｃｌｉｎＢ，ｍｙｏｓｔａｔｉｎ，ｍｅｔａｌｌｏｔｈｉｏｎｅｉｎ－１（ＭＴ－１），
ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ（ＧＰｘ），ｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｇｎａｌｉｎｇ２

ＰＮ－ｅｓｉ－ｍｉＲ－７ｂ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ／ｒｉｂｏｓｏｍａｌＳ２７ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ２，ｓｔｒａｉｎＩＯＣＡＳｍｙｏｓｉｎｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ，ｒｅｌｉｓｈ，ｐｒｏｐｈｅｎｏｌｏｘｄｉａｓｅ（ｐｒｏＰＯ），
ｏｖａｒｉａｎｃｙｃｌｉｎＢ，ｍｅｔａｌｌｏｔｈｉｏｎｅｉｎ－１（ＭＴ－１），ｉｓｏｌａｔｅＰＣＮＡ－ＥＪＳＰＣＮＡ
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机选取ＰＣ－ｅｓｉ－１３７－３ｐ、ＰＣ－ｅｓｉ－１４－５ｐ、ＰＣ－
ｅｓｉ－１４０－５ｐ、ＰＣ－ｅｓｉ－２２９－３ｐ、ＰＣ－ｅｓｉ－２６２－
３ｐ、ＰＣ－ｅｓｉ－３３－３ｐ、ＰＣ－ｅｓｉ－３９４－５ｐ、ＰＣ－ｅｓｉ－
４３３－５ｐ、ＰＣ－ｅｓｉ－６９－３ｐ这９个明显差异表达的
ｍｉＲＮＡ进行验证，利用茎环 ＲＴ－ｑＰＣＲ法检测
ｍｉＲＮＡ的差异表达情况。结果表明，这９个ｍｉＲＮＡ
表达水平均上调，与微流体芯片结果一致。

３　讨论

ｍｉＲＮＡ通过与靶标基因的３′－非翻译区（３′－
ＵＴＲ）互补，抑制 ｍＲＮＡ表达或直接裂解 ｍＲＮＡ，调
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控各种生理和病理作用。ｍｉＲＮＡ也是至今研究最
广泛的一类非编码ＲＮＡ，已被证明在调节先天性和
适应性免疫系统中发挥重要作用［１７］。因此，鉴定和

筛选免疫相关的ｍｉＲＮＡ，解析其在宿主与病原体中
的相互关系，将在疾病防控和抗病育种中发挥重要

作用。在ｍｉＲＮＡ研究中，微流体芯片技术已被广泛
应用，微流体芯片技术是高通量、特异性和敏感性

强的一种基因鉴定和差异检测方法，在动物的生

长、发育和免疫应答等方面运用较多。李升等选用

不同月龄香猪的肝脏组织 ＲＮＡ，与微流体芯片杂
交，结果表明不同月龄肝脏ｍｉＲＮＡ的表达水平存在
差异［１８］。关于水产动物研究，何耀东等利用微流体

芯片技术研究发现，在注射自噬诱导剂后对虾血淋

巴中有１５个ｍｉＲＮＡ明显上调，１７个ｍｉＲＮＡ明显下
调，表明相关差异表达 ｍｉＲＮＡ在白斑综合症病毒
（ＷＳＳＶ）侵染对虾的过程中发挥作用［１９］。现今，微

流体芯片技术，因其具有微量化、快速、高通量等特

点，近年来已被广泛应用到癌症、微生物和营养等

多个领域研究中［２０－２２］。随着微流体芯片的进一步

广泛应用，将极大促进功能性调控ｍｉＲＮＡ的发现与
鉴定，为进一步研究免疫调控机制奠定基础。

中华绒螯蟹属于无脊椎动物，完全依赖先天免

疫（包括细胞和体液免疫），而缺乏适应性免疫来抵

御细菌和病毒等。甲壳动物血细胞是主要的免疫

细胞，在宿主的先天免疫活动中起着至关重要的作

用，包括识别、吞噬、黑化、细胞毒性和细胞间信号

传递等。因此，识别和鉴定参与先天免疫应答的调

节因子（如非编码ＲＮＡ和转录因子）至关重要。前
期研究通过对正常和感染螺原体的血细胞进行高

通量测序分析，结合生物信息学分析，共鉴定出７３５
个ｍｉＲＮＡ；在被螺原体侵染后，本研究发现２２８个
ｍｉＲＮＡ表达量存在明显差异，１３３个 ｍｉＲＮＡ显著上
调，９５个ｍｉＲＮＡ显著下调［１２］。在此基础上，本研究

选择微流体芯片和茎环 ＲＴ－ｑＰＣＲ技术，对细胞免
疫相关ｍｉＲＮＡｓ进行了进一步的筛选鉴定与验证。
由于μＰａｒａｆｌｏ微流体芯片相比于传统点样芯片具
有更可靠、准确和灵活特点，本研究利用该技术鉴

定出中华绒螯蟹血细胞ｍｉＲＮＡ共３０３个；健康组和
试验组共表达 ｍｉＲＮＡ有 ４８个，其中，差异显著
ｍｉＲＮＡ为 ２７个（占比 ５６．２５％）；差异极显著
ｍｉＲＮＡ为６个（占比１２．５０％）。随机选择９个差异
表达ｍｉＲＮＡ进行茎环ＲＴ－ｑＰＣＲ验证，结果与芯片
结果一致，说明芯片检测结果准确可靠。

近年，随着测序成本的下降和技术的不断发展，

ｍｉＲＮＡ在虾蟹免疫调控中发挥作用的研究已较为广
泛。Ｏｕ等研究发现，ｐｃｌ－ｍｉＲ－３４、ｐｃｌ－ｍｉＲ－７、
ＰＮ－ｐｃｌ－ｌｅｔ－７、ｐｃｌ－ｍｉＲ－１和 ｐｃｌ－ｍｉＲ－２ｂ在
克氏原螯虾应对螺原体侵染过程中发挥着积极作

用，且在脊椎动物和无脊椎动物中高度保守［１６］。

Ｂａｏ等研究发现，ｍｉｃｒｏＲＮＡ－５８９－５ｐ在凡纳滨对
虾可调节抗ＷＳＳＶ免疫应答中血蓝蛋白的表达［２３］。

Ｓｏｏ等发现，ｂｔａ－ｍｉＲ－４２８６、ｄｒｅ－ｍｉＲ－１０７ｂ在斑
节对虾（Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎ）应对副溶血弧菌侵染过
程中与对肌蛋白基因表达、钙浓度有调控作用［２４］。

本研究通过利用 ３款分析软件“ｍｉＲａｎｄａ、ＰＩＴＡ和
ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ”对差异显著的２７个ｍｉＲＮＡ进行靶基因
预测，取三者交集，共得到７８个靶基因，涉及多个重
要免疫通路，其中，ｐｒｏｐｈｅｎｏｌｏｘｄｉａｓｅ（ｐｒｏＰＯ）、ｃｌｉｐ
ｄｏｍａｉｎｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅ（ｃＳＰ）、Ｒｅｌｉｓｈ和ＭＡＰｋｉｎａｓｅ等
多个靶基因是参与免疫调控的重要免疫因子。

酚氧化酶（ｐｒｏＰＯ）系统是无脊椎动物先天免疫
的重要组成部分之一，过氧化物酶可与 ｐｒｏＰＯ相关
的细胞黏附因子相互作用来进行免疫调节［２５］。免

疫缺陷同系物（ｉｍｍｕｎｅｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｈｏｍｏｌｏｇ，ＩＭＤ）信
号通路是调节甲壳动物固有免疫的主要信号传导

途径，而Ｒｅｌｉｓｈ是ＩＭＤ信号通路中的关键因子，Ｂａｉ
等发现，Ｒｅｌｉｓｈ参与了中华绒螯蟹对革兰氏阳性和
革兰氏阴性细菌的免疫防御过程［３］；Ｚｈａｎｇ等发现，
Ｒｅｌｉｓｈ在克氏原螯虾中能诱导ＡＭＰ基因的表达［２６］；

丝裂原激活的蛋白激酶途径（ＭＡＰＫ）能够通过调节
胞内蛋白来发挥调控功能，如细胞分化、凋亡、增殖

和免疫反应［２７］。笔者所在课题组前期运用 ＲＮＡ－
ｓｅｑ测序技术，结合本研究的微流体芯片技术，全面
分析了正常和感染螺原体的中华绒螯蟹血细胞

ｍＲＮＡ和ｍｉＲＮＡ转录组。结果显示，许多免疫相关
ｍｉＲＮＡ及其靶基因均表达显著差异。它们参与了
一些典型免疫相关途径，包括补体和凝血级联途

径、ＶＥＧＦ信号途径、Ｗｎｔ信号途径、ＮＫ细胞介导的
细胞毒性、ＭＡＰＫ信号途径、神经活性配体－受体相
互作用途径和溶酶体途径［１２，２８］。

本研究同时通过对差异表达 ｍｉＲＮＡ的靶基因
进行了ＧＯ和ＫＥＧＧ功能分析，共注释到１１６个ＧＯ
通路和６３个ＫＥＧＧ通路，主要集中于宿主的多种酶
活性、代谢和免疫通路等，包括细胞免疫涉及的包

囊、结节形成和吞噬作用，与体液免疫涉及的酚氧

化酶激活系统（ｐｒｏＰＯ系统）、凝血级联和抗菌肽
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（ＡＭＰ）的合成等。以上研究结果可为进一步深入
研究中华绒螯蟹免疫机制提供科学理论依据，为水

产经济动物虾蟹该疫病的综合防控奠定基础。
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５６１．　

［１５］ＲｕａｎＬＷ，ＢｉａｎＸＦ，ＪｉＹＣ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｎｏｖｅｌｍｉｃｒｏＲＮＡｓｆｒｏｍ Ｍａｒｓｕｐｅｎａｅｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ［Ｊ］．Ｆｉｓｈ＆

ＳｈｅｌｌｆｉｓｈＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１１，３１（２）：３３４－３４０．

［１６］ＯｕＪＴ，ＬｉＹ，ＤｉｎｇＺＦ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ－ｗｉｄｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆｔｈｅ Ｐｒｏｃａｍｂａｒｕｓ ｃｌａｒｋｉｉｍｉｃｒｏＲＮＡｓ

ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙｒｅｌａｔｅｄ ｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙａｇａｉｎｓｔＳｐｉｒｏｐｌａｓｍａ ｅｒｉｏｃｈｅｉｒｉｓ

ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｆｉｓｈ＆ＳｈｅｌｌｆｉｓｈＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１３，３５（２）：６０７－

６１７．　

［１７］ＯＣｏｎｎｅｌｌＲＭ，ＲａｏＤＳ，ＣｈａｕｄｈｕｒｉＡＡ，ｅｔａｌ．Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄ

ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｒｏｌｅｓｆｏｒｍｉｃｒｏＲＮＡｓｉｎｔｈｅｉｍｍｕｎｅｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ

ＲｅｖｉｅｗｓＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１０，１０（２）：１１１－１２２．

［１８］李　升，许亚楠，牛　熙，等．利用ｍｉＲＮＡ芯片筛选不同月龄香

猪肝脏中差异表达的ｍｉＲＮＡ［Ｊ］．中国畜牧兽医，２０１７，４４（３）：

６７３－６７８．

［１９］何耀东．对虾ｍｉＲ－７１介导的自噬及白斑综合症病毒（ＷＳＳＶ）

编码的 ｍｉＲＮＡ在病毒感染中的作用［Ｄ］．杭州：浙江大

学，２０１４．

［２０］赵雨杰，钟连声，何　群，等．生物芯片在微生物学研究中的应

用［Ｊ］．微生物学杂志，２０１６，３６（１）：１－５．

［２１］于　敏．基于微流控芯片的肺癌间质表型高转移亚系的筛选及

ＥＭＴ相关 ｍｉＲＮＡ的鉴定与功能验证［Ｄ］．沈阳：中国医科大

学，２０１８．

［２２］张春红，人体微量营养素缺乏风险关联ＳＮＰ高通量微流体芯片

方法研究与初步应用［Ｄ］．北京：中国疾病预防控制中心，

２０１９：３１－４６．

［２３］ＢａｏＳＹ，ＺｈｅｎｇＺＨ，ＡｗｅｙａＪＪ，ｅｔａｌ．ｍｉｃｒｏＲＮＡ－５８９－５ｐ

ｍｏｄｕｌａｔｅｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｅｍｏｃｙａｎｉｎａｓｐａｒｔｏｆｔｈｅａｎｔｉ－ＷＳＳＶ

ｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎＬｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ＆

ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０２０，１０７：１０３６４２．

［２４］ＳｏｏＴＣＣ，ＳｅｅＳＡ，ＢｈａｓｓｕＳ．Ｐｏｔｅｎｔｉａｌｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｖｉｔｙｄｉｓｔｕｒｂａｎｃｅ

ｉｎＰｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎ ｄｕｒｉｎｇＡｃｕｔｅＨｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｔｉｃＮｅｃｒｏｓｉｓ

Ｄｉｓｅａｓｅ（ＡＨＰＮＤ）ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ：ｉｎｆｅｒｅｎｃｅｔｈｒｏｕｇｈｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，

ｃａｌｃｉｕｍｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｍｉｃｒｏＲＮＡ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｎｖｅｒｔｅｂｒａｔｅ

Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ，２０２０，１７７：１０７４９７．

［２５］ＱｉＣＬ，ＷａｎｇＸＤ，ＨａｎＦＬ，ｅｔａｌ．Ａｒｇｉｎｉｎｅｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ｉｍｐｒｏｖｅｓｇｒｏｗｔｈ，ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｃａｐａｃｉｔｙ，ｉｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｊｕｖｅｎｉｌｅＣｈｉｎｅｓｅｍｉｔｔｅｎｃｒａｂ，Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ［Ｊ］．

Ｆｉｓｈ＆ＳｈｅｌｌｆｉｓｈＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１９，９３：４６３－４７３．

［２６］ＺｈａｎｇＨＷ，ＸｉｅＧＨ，ＲｅｎＸＨ，ｅｔａｌ．Ｂｕｒｓｉｃｏｎｈｏｍｏｄｉｍｅｒｓｉｎｄｕｃｅ

ｔｈｅｉｎｎａｔｅｉｍｍｕｎｉｔｙｖｉａＲｅｌｉｓｈｉｎＰｒｏｃａｍｂａｒｕｓｃｌａｒｋｉｉ［Ｊ］．Ｆｉｓｈ＆

ＳｈｅｌｌｆｉｓｈＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０２０，９９：５５５－５６１．

［２７］ＰａｔｅｌＢ，ＢａｎｅｒｊｅｅＲ，ＢａｓｕＭ，ｅｔａｌ．ＴｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｄｕｃｅｓＩｇ

ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎＣａｔｌａｃａｔｌａｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇＭＡＰＫａｎｄＮＦ－κＢｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ

［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１９，１０５：６２－７５．

［２８］ＷａｎｇＹＨ，ＸｉｕＹＪ，ＢｉＫＲ，ｅｔａｌ．ＩｎｔｅｇｒａｔｅｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍＲＮＡ－

ｓｅｑｉｎ ｔｈｅｈａｅｍｏｃｙｔｅｓｏｆＥｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ

Ｓｐｉｒｏｐｌａｓｍａｅｒｉｏｃｈｅｉｒｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｆｉｓｈ＆ＳｈｅｌｌｆｉｓｈＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，

２０１７，６８：２８９－２９８．

—２５— 江苏农业科学　２０２２年第５０卷第１７期


