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选题背景及意义

结果

1、嗜水气单胞菌感染对let-7b表达的影响

2、let-7b 靶基因的鉴定

3、 let-7b抑制CIK细胞中slc4a4、wnk4和hbegf的
表达

4、let-7b靶向slc4a4、wnk4和hbegf

5、 let-7b对下游基因的调控作用

材料与方法

1. 草鱼肾细胞的培养

草鱼肾脏细胞系(Ctenopharyngodon idella kideny, CIK)
购自中国典型培养物保藏中心。

2. A. hydrophila感染草鱼肾细胞

实验用嗜水气单胞菌(AH10 菌株)由张国亮等[15]自
草鱼体内分离，保存于武汉大学菌种保藏中心(保藏
号: AB2014155)。

结论

1、嗜水气单胞菌感染显著影响let-7b的表达，说明
let-7b参与调控草鱼CIK细胞中的免疫应答；

2、let-7b可通过靶向slc4a4、wnk4和hbegf影响炎
症因子的功能；

3、let-7b过表达后降低下游促炎因子il-8和il-1β的表
达。

3. 靶位点预测和载体质粒构建

4. 荧光素酶报告基因实验

5. 细胞转染

6. 实时定量 PCR 

草食性鱼类，是我国重要的淡水养殖鱼。根据历年
渔业年鉴的统计，多年来，我国草鱼总产量位居中国
淡水鱼类养殖产量首位，在水产养殖产业中占有重要
位置。

养殖密度的扩大
预防手段的缺乏
细菌感染的爆发

鱼类疾病泛滥
经济损失严重

细菌感染引发恢复健康

发挥免疫功能

碱基互补配对，识别

mRNA miRNA

炎症或
其他疾病

免疫作用

草鱼

影响

数据表明，let-7b的表达水平呈现先升高后降低再升高再
降低的趋势，let-7b参与了A. hydrophila感染CIK细胞后的免疫
应答。

研究思路

所用引物序列

基于课题组已有的miRNA-mRNA靶向关系，运用生物信
息学软件RNAhybrid分析预测let-7b与slc4a4、wnk4和hbegf的
潜在靶位点。

感染实验结果显示，slc4a4、wnk4和hbegf在嗜水气单胞
菌感染过程中的表达水平与let-7b的表达模式在整体趋势上
呈现负相关。

转染let-7b mimics抑制了slc4a4、wnk4和hbegf的荧光素
酶活性，说明 let-7b能靶向作用于 slc4a4、wnk4和hbegf的3’
UTR结合位点并可有效抑制slc4a4、wnk4和hbegf的表达。

转染let-7b mimics后let-7b的表达量升高，转染let-
7b inhibitor后let-7b的表达量降低。

转染let-7b mimics后slc4a4的表达量降低，转染let-
7b inhibitor后slc4a4的表达量升高。

转染let-7b mimics后wnk4的表达量降低，转染let-
7b inhibitor后wnk4的表达量升高。

转染let-7b mimics后hbegf的表达量降低，转染let-
7b inhibitor后hbegf的表达量升高。

let-7b过表达后下游基因il-8和il-1β 的表达水平下降,将
let-7b抑制后下游基因il-8和il-1β 的表达水平上升。


