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摘   要：脂联素受体 1 (adiponectin receptor 1, AdipoR1)和脂联素受体 2 (adiponectin receptor 2, 
AdipoR2)能够与脂肪组织分泌的脂联素(adiponectin, AdipoQ)相结合，参与机体的多种生理功能。为

探究 AdipoR1 和 AdipoR2 在嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila, Ah)感染下两栖类炎症反应中的作

用，通过逆转录-聚合酶链式反应(reverse transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR)技术克隆东

北林蛙(Rana dybowskii)的 adipor1 和 adipor2 基因，对 adipor1 和 adipor2 进行生物信息学分析；利

用实时荧光定量聚合酶链式反应 (real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction, 
qRT-PCR)技术分析 adipor1 和 adipor2 的组织表达差异，构建 Ah 感染的东北林蛙炎症模型，通过苏

木精-伊红染色法(hematoxylin-eosin staining, HE)观察组织病理变化；再利用 qRT-PCR 和 Western 
blotting 对感染后不同时间点的 adipor1 和 adipor2 的表达进行动态检测。结果表明，AdipoR1 和

AdipoR2 均为具有 7 次跨膜结构域的膜蛋白；系统进化树也显示与两栖类聚为同一分支；基于

qRT-PCR 和 Western blotting 结果显示，Ah 感染下 adipor1 和 adipor2 在转录和翻译水平发生不同程

度的上调表达，但应答时间和水平有所差异。综上所述，推测 AdipoR1 和 AdipoR2 参与了机体的细

菌免疫应答过程，为进一步探究脂联素受体在两栖类的生物学功能提供参考。 
关键词：东北林蛙；嗜水气单胞菌；adipor1 基因；adipor2 基因；细菌感染 
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Cloning of adipor1 and adipor2 genes in Rana dybowskii and 
its expression pattern upon infection 

XU Dongmei, LIU Yiming, SUN Yugang, LIU Yufen*, LIU Peng, ZHAO Wenge* 

College of Life Science and Technology, Harbin Normal University, Harbin 150025, Heilongjiang, China 
 
Abstract: Adiponectin receptor 1 (AdipoR1) and Adiponectin receptor 2 (AdipoR2) can bind to 
adiponectin (AdipoQ) secreted by adipose tissue to participate in various physiological 
functions of the body. In order to explore the role of AdipoR1 and AdipoR2 in amphibians 
infected by Aeromonas hydrophila (Ah), the genes adipor1 and adipor2 of Rana dybowskii were 
cloned by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) and analyzed by 
bioinformatics. The tissue expression difference of adipor1 and adipor2 was analyzed by 
real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction (qRT-PCR), and an inflammatory 
model of R. dybowskii infected by Ah was constructed. The histopathological changes were 
observed by hematoxylin-eosin staining (HE staining); the expression profiles of adipor1 and 
adipor2 after infection were dynamically detected by qRT-PCR and Western blotting. The results 
show that AdipoR1 and AdipoR2 are cell membrane proteins with seven transmembrane domains. 
Phylogenetic tree also shows that AdipoR1 and AdipoR2 cluster with the amphibians in the same 
branch. qRT-PCR and Western blotting results show that adipor1 and adipor2 were up-regulated 
at different levels of transcription and translation upon Ah infection, but the response time and 
level were different. It is speculated that AdipoR1 and AdipoR2 participate in the process of 
bacterial immune response, providing a basis for further exploring the biological functions of 
AdipoR1 and AdipoR2 in amphibians. 
Keywords: Rana dybowskii; Aeromonas hydrophila; adipor1 gene; adipor2 gene; bacterial 
infection 

 
脂联素(adiponectin, AdipoQ)是一种由脂肪

组织分泌的具有调节能量平衡[1]、抗动脉粥样硬

化[2]、参与脂质代谢[3]、繁殖[4]以及免疫功能[5]

的 细 胞 因 子 。 AdipoQ 通 过 与 脂 联 素 受 体

(adiponectin receptor, AdipoR)结合介导生物学功

能，其中 AdipoR 主要包括 AdipoR1、AdipoR2
和功能性受体 T-钙黏蛋白(T-cadherin, T-cad)。
2003 年 Yamauchi 等[6]首次在人体发现 AdipoR1
和 AdipoR2，其中 AdipoR1 对球状脂联素具高

度亲和性，而对全长脂联素亲和力低；AdipoR2
对球状和全长脂联素都具有中度亲和力。以往研

究[6]证实 AdipoR1 和 AdipoR2 是具有 7 次跨膜结

构域的细胞膜蛋白质，二者拓扑结构与 G 蛋白偶

联受体相反，其氨基端在细胞内，羧基端在细胞

外。T-钙黏蛋白是近年来新发现是一种 Ca2+依赖

的糖基磷脂酰肌醇 (glycosylphosphatidylinositol, 
GPI)锚定蛋白，锚定在细胞表面，对全长脂联素

形成的多聚合体具有结合功能 [7]。AdipoQ 与

AdipoR1、AdipoR2 和 T-cad 结合后，能够靶向

定位多种免疫细胞，参与先天性免疫和获得性免

疫。AdipoR1 主要激活腺苷酸活化蛋白激酶

(AMP-activated protein kinase, AMPK)和 p38 丝裂

原活化蛋白激酶(p38 mitogen activated protein 
kinase, p38 MAPK)通路；而 AdipoR2 主要通过环
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氧化物酶 2 (cyclooxygenase-2, COX-2)和过氧化

物 酶 体 增 殖 物 活 化 受 体 α/γ (peroxisome 
proliferator-activated receptor α/γ, PPARα/γ)通路

发挥生物学功能的多效性[8-9]。 
近年来，adipor1和 adipor2基因已经在人[3]、

鼠[10]、鱼类[11]和鸟类[12]中得到鉴定，发现二者

在哺乳动物代谢旺盛的组织中广泛分布，例如

adipor1 在骨骼肌中大量表达，而 adipor2 在肝

脏中大量表达。研究证明由于 AdipoR1 和

AdipoR2 在多种免疫细胞膜上表达，如嗜酸性粒

细胞 [13]、肥大细胞 [14]和巨噬细胞 [15]，导致

AdipoQ 与其受体结合后，一方面刺激免疫细胞

的增殖，另一方面 AdipoR1 可以介导巨噬细胞

中 核转录因 子 (nuclear factor-κ-gene binding, 
NF-κB)信号通路的激活和促炎细胞因子的表

达，AdipoR2 通过介导抗炎 M2 巨噬细胞极化参

与炎症反应[16-17]。AdipoR1 和 AdipoR2 也能够参

与自身免疫病如类风湿性关节炎中，炎症促进

AdipoQ、AdipoR1 和 AdipoR2 的表达，发挥抗

炎作用的同时促进其他促炎介质的表达[18-19]。研

究发现，在人类的 AdipoQ-AdipoR1 轴通过促进

调节性 T 细胞释放白细胞介素-10 (interleukin-10, 
IL-10)，对炎症反应进行响应[20]。上述研究表明

AdipoR1 和 AdipoR2 能够参与炎症反应过程，

而两栖类 AdipoR1 和 AdipoR2 是否具有相似的

生物学功能还需要进一步研究。 
东北林蛙(Rana dybowskii)是能够耐受高纬

度、寒冷生存环境的无尾两栖动物，在控制虫害、

维护生态平衡方面起着积极的作用。其整体或雌

蛙输卵管的干制品可入药，故其也是重要的经济

动物之一[21-22]。近年来，野生东北林蛙由于生存

环境恶化、大量捕捉和微生物侵害等原因数量锐

减。嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila, Ah)是
一种常见人-兽-水产动物致病菌，可导致蛙类出

现“红腿病”，该病的传染力强、病程短和死亡率

高，对野生和养殖东北林蛙都造成严重威胁[23-24]。

本文拟对东北林蛙 adipor1 和 adipor2 进行克隆

以及生物信息学分析，人工建立东北林蛙 Ah 感

染模型，利用实时荧光定量聚合酶链式反应

(real-time fluorescence quantitative polymerase 
chain reaction, qRT-PCR)和 Western blotting 对不

同感染时间的基因 adipor1 和 adipor2 表达水平

进行检测，为 AdipoR1 和 AdipoR2 的免疫功能

研究提供理论基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  试验动物和菌株 

东北林蛙(2–3 龄)，体质量(25±5) g，实验室

人工养殖。嗜水气单胞菌株(DW1701-1909)由本

实验室分离鉴定。 
1.1.2  主要试剂 

Trizol 试剂盒、逆转录 -聚合酶链式反应

(reverse transcription-polymerase chain reaction, 
RT-PCR)与 qRT-PCR 所需试验试剂依据参考文

献[25]，均购于南京诺唯赞(Vazyme)生物科技有

限公司；克隆载体 pMD18-T 购于宝生物工程(大
连)有限公司；大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α
感受态细胞购于上海唯地生物技术有限公司；

AdipoR1 和 AdipoR2 兔源多克隆抗体和 HRP 标

记山羊抗兔抗体 IgG (H+L)购于博奥森(北京)生
物技术有限公司；RIPA 裂解液、PMSF 蛋白酶

抑制剂、BCA 蛋白浓度测定试剂盒、SDS-PAGE
凝胶快速配制试剂盒、PVDF 膜、脱脂奶粉、ECL
发光液均购于上海碧云天生物技术有限公司；福

尔马林溶液、苏木精和伊红染色液等均为常规国

产化学试剂。 

1.2  方法 
1.2.1  菌种活化及感染模型建立 

依照文献[26]方法进行嗜水气单胞菌菌种

活化，在 180 r/min、28 ℃条件下振荡培养过夜
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后再转接入大体积液体培养基中，当 OD600 值为

0.9 时，收集菌液，平板计数测定菌液浓度为  
1.5×107 CFU/mL。随机将东北林蛙分为 2 组：试

验组和对照组各 21 只，参考文献[25]向试验组

腹腔注射 1 mL 嗜水气单胞菌悬浊液，对照组腹

腔注射等量灭菌 LB 液体培养基。在 8、16、24、
36、48、72 h 时分别取 2 组东北林蛙的心脏、肝脏、

脾脏、肺脏、肾脏、皮肤、肌肉和胃组织，用液氮

速冻后移至–80 ℃冰箱保存备用。东北林蛙的处理

严格遵照相关试验动物福利规定，本研究方案由哈

尔滨师范大学生命科学与技术学院动物实验伦理

委员会(编号：HNUARIA2021002)审核通过。 
1.2.2  引物设计 

根据欧洲林蛙的 adipor1基因序列(GenBank
登录号：XM_040337832.1)和 adipor2 基因序列

(GenBank 登录号： XM_040345307.1)，利用

Primer Premier 5.0 设计 adipor1 和 adipor2 两对

引物，测序后得到完整开放阅读框(open reading 
frame, ORF)区，再设计荧光定量引物 adipor1-q
和 adipor2-q，内参引物选用 β-actin 基因[27]，引

物均由生工生物工程(上海)股份有限公司合成，

引物详情见表 1。 
1.2.3  东北林蛙 adipor1 和 adipor2 基因的克隆 

取东北林蛙脾脏组织约 0.1 g，加入液氮充

分研磨后，依据 Trizol 试剂盒说明书提取总

RNA。再反转录合成 cDNA 第一链，依照 Taq 
DNA 聚合酶说明书进行 PCR 反应体系的配制，

反应条件为：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 s，
53 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，32 个循环；72 ℃
终延伸 10 min。RT-PCR 扩增得到 adipor1 和

adipor2，片段回收纯化后与 pMD18-T 载体连接，

再转入大肠杆菌 DH5α 感受态细胞中，经菌液

PCR 鉴定后送至哈尔滨睿博科兴公司进行测序。 
1.2.4  东北林蛙 adipor1 和 adipor2 基因生物信

息学分析 
对获得的 adipor1 和 adipor2 基因序列，利

用 DNAMAN 进行拼接，然后使用 MEGA 7、
NCBI Conserved Domain SearchSMART (http:// 
smart.embl.de)、SOPMA (https://npsa-prabi.ibcp. 

fr/cgi-bin/secpredsopma.pl)、SWISS-MODEL (http:// 

www.expasy.ch/swissmod/SWISS-MODEL.html) 、
TMHMM Server v.2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/ 
TMHMM/)等软件进行氨基酸和核苷酸序列分

析 ； 采 用 PROSITE (https://www.expasy.org/ 

resources/prosite)、ProtParam (https://web. expasy. 

org/protparam/)以及 ProtScale (https://web. expasy. 

org/protscale/)等程序预测蛋白质的结构域及理

化性质，用 Clustal Omega 软件对 AdipoR1 和

AdipoR2 氨基酸序列进行同源性比对，各物种

AdipoR1 和 AdipoR2 蛋白相关信息见表 2。 
 

表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 
Gene Primer sequences (5′→3′) Tm (℃) Product size (bp) Purpose 
adipor1 F: AATAAGTGACAACCAGCAAA 49.7 1 269 RT-PCR 
 R: CAGATGAGTAATAAACCAGT    
adipor2 F: GTGGGACAATCCTCAATG 53.3 1 508 RT-PCR 
 R: CAAATCGGAAAGGGTAAA    
adipor1-q F: CAGTGTATTGCCATTCAGA 53.3 165 qRT-PCR 
 R: TTCCTAGCACGCAGACGA    
adipor2-q F: ATGTCGTTCATCGCTCCG 52.4 117 qRT-PCR 
 R: GCCCTCCGAATGGCAGTA    
β-actin F: AAGAATGAGGGCTGGAACA 52.0 176 qRT-PCR 
 R: GTGCGTGACATCAAGGAGAAGC    
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表 2  参考物种信息 
Table 2  List of reference species 
Species Accession No. of 

nucleotide (AdipoR1) 
Accession No. of amino 
acid (AdipoR1) 

Accession No. of 
nucleotide (AdipoR2) 

Accession No. of amino 
acid (AdipoR2) 

Rana temporaria XM_040337833.1 XP_040193767.1 XM_040345309.1 XP_040201243.1 
Nanorana parkeri XM_018556911.1 XP_018412413.1 XM_018576458.1 XP_018431960.1 
Bufo gargarizans XM_044287284.1 XP_044143219.1 XM_044281378.1 XP_044137313.1 
Xenopus laevis XM_041581097.1 XP_041437031.1 NM_001094102.1 NP_001087571.1 
Xenopus tropicalis NM_001007927.1 NP_001007928.1 XM_031898612.1 XP_031754472.1 
Geotrypetes seraphini XM_033918017.1 XP_033773908.1 XM_033952467.1 XP_033808358.1 
Gallus gallus NM_001031027.2 NP_001026198.2 NM_001007854.2 NP_001007855.1 
Mus musculus NM_001306069.1 NP_001292998.1 NM_001355692.1 NP_001342621.1 
Oryctolagus cuniculus XM_002717585.3 XP_002717631.1 XM_017343436.1 XP_017198925.1 
Bos taurus NM_001034055.1 NP_001029227.1 NM_001040499.2 NP_001035589.1 
Sus scrofa NM_001007193.1 NP_001007194.1 NM_001007192.1 NP_001007193.1 
Pan troglodytes XM_009440922.3 XP_009439197.1 XM_016922724.2 XP_016778213.1 
Homo sapiens NM_001290629.1 NP_001277558.1 NM_001375365.1 NP_001362294.1 
Danio rerio (AdipoR1a) NM_001327754.1 NP_001314683.1 BC164853.1 AAI64853.1 
Danio rerio (AdipoR1b) NM_213500.1 NP_998665.1   

 
1.2.5  东北林蛙 adipor1 和 adipor2 基因表达差

异分析 
采用 SYBR Green Ⅰ嵌合荧光法检测

adipor1 和 adipor2 在东北林蛙不同组织和器官

中的转录水平，β-actin 作为内参基因，使用 2–ΔΔCt

法计算相对表达量 [28]。反应体系为(20 μL)：
2×ChamQ SYBR qPCR Master Mix 10 μL，primer 
1      (10 μmol/L) 0.4 μL，primer 2 (10 μmol/L) 
0.4 μL，50×ROX Reference Dye2 0.4 μL，ddH2O 
7.8 μL，cDNA 模板 1 μL。反应程序：94 ℃ 10 
min；94 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，循环数

为 40 个；72 ℃ 10 min，每次试验设置 3 次重复。 
1.2.6  苏木精 - 伊红染色 (hematoxylin-eosin 
staining, HE)分析 

取东北林蛙对照组和试验组各时间点的组

织，经 10%福尔马林溶液固定后采用石蜡包埋

法，制作病理组织切片(6 μm)。HE 染色方法参

考文献[28]，常规脱蜡复水后苏木精染色，1%
的盐酸乙醇溶液进行分化，1%的氨水返蓝，蒸

馏水冲洗，后进行 0.5%伊红染液染色。染色完

成后进行不同浓度酒精脱水和二甲苯透明，最后

用中性树胶封片。 
1.2.7  Western blotting 检测 

配制 RIPA 裂解混合液(RIPA:PMSF=100:1)
在冰上提取总蛋白质。利用 BCA 法对蛋白进行

定量，SDS-PAGE 电泳后转印至 PVDF 膜上，5%
脱脂奶粉室温封闭 1 h；一抗 4 ℃过夜孵育，

TBST 漂洗 3 次；二抗室温孵育 2 h，TBST 漂洗

3 次；配制 ECL 发光液化学发光仪曝光显影，

使用 Image J 软件分析条带灰度值。 

2  结果与分析 
2.1  东北林蛙 adipor1 和 adipor2 克隆及鉴定 

提取东北林蛙脾脏 RNA 后经电泳检测，有

清晰的 28S rRNA 和 18S rRNA 的条带(图 1A)；
OD260/OD280 均在 1.8–2.0 之间，总 RNA 具有完

整性。RT-PCR 扩增后得到与预计相符条带。目

的基因与 pMD18-T 分别连接转化入大肠杆菌

DH5α，通过菌液 PCR 鉴定后，与预期相符合(图
1B、1C)。 
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图 1  东北林蛙 adipor1 和 adipor2 基因的克隆 
Figure 1  Cloning of adipor1 and adipor2 genes of Rana dybowskii. A: RNA extraction from the spleen of 
Rana dybowskii. B: M: DL2000 DNA marker; Lane 1, 2, 3: adipor1 gene. C: M: DL2000 DNA marker; Lane 2: 
adipor2 gene. 
 

2.2  东北林蛙 adipor1 和 adipor2 生物信息

学分析 
2.2.1  氨基酸序列同源性分析 

经测序得到东北林蛙 adipor1 基因编码区  
1 134 bp，编码 377 个氨基酸；adipor2 基因编码

区 1 164 bp，编码 387 个氨基酸。将 adipor1 和

adipor2 基因上传至 GenBank，获得基因登录号

分别为 ON652851 和 ON652853。经序列比对，

东北林蛙AdipoR1和AdipoR2氨基酸与欧洲林蛙

的同源性分别为 99.73%和 98.19%，与非洲爪蟾

同源性分别 90.70%和 88.37%，与人类同源性分

别为 87.40%和 79.33%，以上结果表明，AdipoR1
和 AdipoR2 在不同物种中保守程度较高。 
2.2.2  东北林蛙 AdipoR1 和 AdipoR2 的理化性

质及结构域预测 
东北林蛙 AdipoR1 理论分子量为 42.84 kDa，

亲水性总平均值为 0.180，蛋白质不稳定系数为

46.51；AdipoR2 理论分子量 43.49 kDa，亲水性

总平均值为 0.237，蛋白质不稳定系数为 50.29，说

明 AdipoR1 和 AdipoR2 均为亲水不稳定蛋白质。 
跨膜结构域预测显示，AdipoR1 和 AdipoR2

均为具有 7 次跨膜结构域的跨膜蛋白(图 2A、

2B)，二者都存在 DNDYLL 和 FRACFGSIF 两段

保守基序。结构域预测表明 AdipoR1 和 AdipoR2

分别在 131–354 aa、141–364 aa 处存在一个溶血

素超家族(haemolysin-  superfamily, Hly )Ⅲ Ⅲ 结

构域(图 2C、2D)。AdipoR1 蛋白在第 48 位点处

有一个潜在糖基化位点，AdipoR2 分别在第 58 和

172 位点处各有一个潜在糖基化位点。AdipoR1
蛋白中存在 28 个磷酸化潜在位点，AdipoR2 蛋

白中存在 27 个磷酸化潜在位点。 
2.2.3  东北林蛙 AdipoR1 和 AdipoR2 三级结构

及互作蛋白预测 
经 SOPMA 软件分析，东北林蛙 AdipoR1 蛋白

中，可能形成 α螺旋占 51.19% (193 个氨基酸)，延

伸链占 12.47% (47 个氨基酸)，β 转角占 4.24%   
(16个氨基酸)和无规卷曲占 32.10% (121个氨基酸) 
等几种结构；AdipoR2 蛋白中，可能形成 α螺旋占

50.39% (195 个氨基酸)，延伸链占 15.25% (59 个氨

基酸)，β转角占 3.62% (14 个氨基酸)和无规卷曲占

30.75% (119 个氨基酸)等几种结构。 
利用 SWISS-MODEL 在线预测软件获得东

北林蛙 AdipoR1 和 AdipoR2 蛋白质三级结构(图
3A、3B)，与二级结构预测结构分析相符。蛋白

互作网络预测表明两种受体可能与脂联素

(adiponectin)、瘦素(leptin)、胰岛素(insulin)、磷

酸酪氨酸衔接蛋白(APPL1、蛋白激酶催化亚单

位(PRKAA)等蛋白存在互作关系(图 3C、3D)。 
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图 2  东北林蛙 AdipoR1 和 AdipoR2 的跨膜结构及结构域 
Figure 2  The transmembrane structure and domain of AdipoR1 and AdipoR2 in Rana dybowskii. Prediction of 
transmembrane region of AdipoR1 (A) and AdipoR2 (B) proteins. Prediction of the functional domain of 
AdipoR1 (C) and AdipoR2 (D).  
 

 
 

图 3  东北林蛙 AdipoR1 和 AdipoR2 蛋白质三级结构及互作蛋白预测 
Figure 3  Prediction of the tertiary structure of AdipoR1 (A) and AdipoR2 (B) proteins of Rana dybowskii and 
prediction of proteins interactive with AdipoR1 (C) and AdipoR2 (D) of Rana dybowskii. 
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2.2.4  东北林蛙 adipor1 和 adipor2 基因同源性

比对及进化树的构建 
应 用 MegAlign 分 析 软 件 将 东 北 林 蛙

adipor1、adipor2 核苷酸序列与参考物种(表 2 所

示)进行多序列比对，结果显示东北林蛙 adipor1

和 adipor2 与欧洲林蛙的同源性最高，分别为

98.8%和 98.0%；东北林蛙 adipor1 与高山倭蛙、

大蟾蜍和非洲爪蟾的同源性分别为 91.5%、

83.7%和 82.0%；东北林蛙 adipor2 与高山倭蛙、 
大蟾蜍和非洲爪蟾同源性为 90.8%、82.2%和

79.8%，表明与两栖动物同源性最高。依据氨基

酸序列构建系统进化树，结果显示 AdipoR1 和

AdipoR2 与两栖动物之间聚为同一分支，与哺乳

类、禽类等亲缘关系较远，与鱼类 AdipoR1 和

AdipoR2 亲缘关系更远(图 4)，同源性和进化关

系表明 adipor1 和 adipor2 基因的保守性很强。 
 

 
图 4  东北林蛙 AdipoR1 和 AdipoR2 氨基酸进化树构建 
Figure 4  Phylogenetic tree based on amino acid residues of AdipoR1 and AdipoR2 in Rana dybowskii. The 
phylogenetic tree was constructed using the neighbor-joining (N-J) method. Numbers on the branches represent 
bootstrap values for 500 replications. 
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2.3  Ah 感染东北林蛙病理组织学鉴定 
将对照组和试验组东北林蛙的组织和脏器

制作病理切片，进行 HE 染色，结果显示，与对

照组相比，肝细胞产生空泡化病变随感染时间延

长而加重，肝脏血窦发生扩张并且细胞边界变模

糊，细胞核发生固缩和偏移并且细胞质变少(图

5A1–A4)；与对照组皮肤结构相比，感染后皮肤

表皮层与真皮层分离，36–72 h 表皮层出现破损，

真皮层变薄，黑色素细胞增多(图 5B1–B4)；感

染后肌肉组织纤维纹理发生紊乱变化，肌纤维间

距明显变宽并且断裂、扭曲和变形(图 5C1–C4)，
表明 Ah 感染东北林蛙的炎症模型成功建立。 

 

 
 

图 5  Ah 感染东北林蛙后病理组织变化 
Figure 5  Pathological changes of Rana dybowskii after infection with Ah. A–C: Representative results of HE 
staining in the normal tissue of R. dybowskii and different time points after Ah infected. Scale bar=100 μm. A: 
Liver. B: Skin. C: Muscle. 1: 0 h; 2: 16 h; 3: 36 h; 4: 72 h. Arrows indicate obvious pathological changes. 
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2.4  东北林蛙 adipor1 和 adipor2 基因的组

织和器官表达差异 
采用 qRT-PCR 检测东北林蛙生理状态下不

同组织和器官 adipor1 和 adipor2 的转录水平，

以心脏表达量作为对照，结果表明，adipor1 和

adipor2 基因在 8 种组织和器官中均有表达，其

中 adipor1 在肾脏表达量最高(P<0.05)，在皮肤、

肝脏和肌肉表达量也显著高于心脏(P<0.05)(图
6A)；adipor2 在皮肤表达量最高(P<0.05)，在肝

脏、肾脏和肌肉表达量也显著高于心脏(P<0.05) 
(图 6B)，adipor1 和 adipor2 基因表达的组织特

异性预示着它们在不同组织和器官中功能可能

有差别。 

2.5  Ah感染后 adipor1和 adipor2 mRNA转

录水平变化 
qRT-PCR 结果显示，在 Ah 感染后，肝脏

adipor1 mRNA 表达量在 48 h 达到峰值，是对照

组的 1.21 倍(P>0.05)，而脾脏在 72 h 时达到峰

值，是对照组 5.66 倍(P<0.01)，adipor1 mRNA
在肌肉和胃中均在感染 8 h 达到峰值，分别为对

照组的 1.41 倍(P<0.01)和 6.50 倍(P<0.01) (图 
7A–7D)。肝脏 adipor1 mRNA 表达量在感染 8–36 h
过程呈现波动变化，48 h 达峰值后又出现下调；

脾脏 adipor1 mRNA表达量在 8–16 h表达量显著

上调，24–48 h 出现下调与对照组差异不显著

(P>0.05)，之后重新上调；肌肉 adipor1 mRNA
表达量在 16–72 h 有所下降，但与对照组表达量

差异显著(P<0.01)；胃中 adipor1 mRNA 表达量

除感染 24–36 h 与对照组差异不显著(P>0.05)，
其余时间点均显著高于对照组(P<0.01)。 

在 Ah 感染后，肝脏、脾脏、肌肉和胃中

adipor2 mRNA 表达量 8 h 开始上调表达并在  

72 h 达到峰值，分别为对照组的 0.68、1.80、0.87

和 5.69 倍 (P<0.01)(图 8A–8D)。肝脏和肌肉

adipor2 mRNA 均低于对照组表达量；而脾脏在

8–36 h 低于对照组(P<0.01)，48–72 h 表达量上

调表达高于对照组；胃中仅在 72 h 与对照组相

比显著增加，其余时间点无显著变化(P>0.05)。
表明 adipor1 和 adipor2 基因在不同组织对炎症

反应的应答时间和响应水平不同。 
 

 
 

图 6  adipor1 和 adipor2 在东北林蛙不同组织和器官中的相对表达量 
Figure 6  Relative expression of adipor1 and adipor2 in different tissues and organs of Rana dybowskii. 
Graphical presentation of qRT-PCR analysis shows changes in adipor1 and adipor2 genes expression in healthy 
R. dybowskii. Take the expression level of the heart as the control. The Duncan method was used to indicate the 
significance of the difference, and different letters indicate P<0.05. 
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图 7  Ah 感染下东北林蛙不同组织和器官 adipor1 转录水平变化 
Figure 7  Changes of adipor1 expression in different tissues and organs of Rana dybowskii infected by Ah. A: Liver. B: 
Spleen. C: Muscle. D: Stomach. The samples were collected at different time points (8 h, 16 h, 24 h, 36 h, 48 h and 72 h) 
after Ah infection. The control group was injected with sterile trypsin liquid medium. β-actin was used as an internal 
control. Values are the x s  of three determinations from separate experiments. *: P<0.05; **: P<0.01. 

 
图 8  Ah 感染下东北林蛙不同组织和器官 adipor2 转录水平变化 
Figure 8  Changes of adipor2 expression in different tissues and organs of Rana dybowskii infected by Ah. A: Liver. B: 
Spleen. C: Muscle. D: Stomach. The samples were collected at different time points (8 h, 16 h, 24 h, 36 h, 48 h and 72 h) 
after Ah infection. The control group was injected with sterile trypsin liquid medium. β-actin was used as an internal 
control. Values are the x s  of three determinations from separate experiments. *: P<0.05; **: P<0.01. 
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2.6  Ah 感染后 AdipoR1 和 AdipoR2 的

Western blotting 分析 
对 Ah 感染后东北林蛙肝脏与脾脏中

AdipoR1 和 AdipoR2 进行 Western blotting 检测，

结果显示，肝脏在感染 36 h 和 72 h 时 AdipoR1
表达量均与对照组相比显著下调，AdipoR2 表达

量在感染 72 h 时显著上调，为对照组的 1.23 倍 

(P<0.05)；而脾脏中 AdipoR1 和 AdipoR2 均在

72 h 表达量达到峰值，分别为对照组的 1.25 倍

(P<0.01)和 1.45 倍(P<0.05)，脾脏中 AdipoR1 和

AdipoR2 表达量在感染后变化趋势为先下调后

上调(图 9A–9D)。这与 qRT-PCR 检测结果基本

相符，上述结果提示 AdipoR1 和 AdipoR2 可能

参与了细菌感染引起的免疫应答。 
 

 
 

图 9  Ah 感染东北林蛙肝脏和脾脏中的 AdipoR1 和 AdipoR2 表达变化 
Figure 9  Expression of AdipoR1 and AdipoR2 in liver and spleen of Ah infected Rana dybowskii. A: Western 
blotting for AdipoR1 and AdipoR2 in R. dybowskii in the liver of control group, 36 h and 72 h after Ah infection. 
B: Relative gray value of AdipoR1 and AdipoR2 at different infection times. C: Western blotting for AdipoR1 
and AdipoR2 in R. dybowskii in the spleen of control group, 36 h and 72 h after Ah infection. β-actin was used 
as a loading control. D: Relative gray value of AdipoR1 and AdipoR2 at different infection times. LB: The 
control group of this study was injected with liquid LB medium. Data present x s  of three determinations 
from separate experiments. *: P<0.05; **: P<0.01; n≥3 biological replicates above two organs. 
 

3  讨论与结论 
本研究成功克隆东北林蛙 a d i p o r 1 和

adipor2基因序列，获得两种基因完整的 ORF区。

AdipoR1 和 AdipoR2 亚细胞定位显示二者均具 

有 7 次跨膜结构域，这与人[6]、鼠[7]、猪[29]、鸡[12]

和鲤鱼[30]的 AdipoRs 蛋白跨膜结构一致，与 G
蛋白偶联受体不同的是 AdipoR1 和 AdipoR2 蛋

白质的 C 端位于膜外而 N 端位于膜内。根据结

构域分析，在 AdipoR1 和 AdipoR2 中还发现了 
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一个 Hly Ⅲ结构域(编码 7 个跨膜螺旋束)，该结

构可能通过形成特殊的拓扑结构对 AdipoRs 的

生物学功能发挥关键作用[31-32]。从同源性和系统

发育树可看出，AdipoR1 和 AdipoR2 在进化上

是保守的。 
已知在哺乳动物中，adipor1 和 adipor2 几

乎分布于所有组织中，adipor1 在骨骼肌中高表

达，而 adipor2 在肝脏中表达最丰富，二者在不

同组织的分布差异很大。本研究显示东北林蛙多

个器官和组织中都能检测到 adipor1 和 adipor2 
mRNA 的存在，但转录水平有差异。以往在小

鼠中检测到 adipor1 mRNA 在心脏、肾脏、肺、

骨骼肌和脾中大量表达[6]。禽类 adipor1 mRNA
在骨骼肌、脂肪组织和间脑中的表达较高，其次

是肾、卵巢、肝脏、脑下垂体前叶和脾，而 adipor2 
mRNA 在脂肪组织中的表达最高，其次是骨骼

肌、肝、卵巢、间脑、脑垂体腺前叶、肾和脾[9]。

青鱼 adipor1 在肝脏、眼、血、脑、脂肪组织和

心脏中的表达水平较高，在脾脏、皮肤和鳃中的

表达水平较低；adipor2 在肝脏中的表达水平高

于其他器官和组织，adipor2 在健康青鱼肾脏中

的表达水平最低 [33]。上述物种的 adipor1 和

adipor2 不同组织转录水平特性与东北林蛙基本

一致。adipor1 的高表达促进脂肪酸向这些组织

线粒体的运输，从而介导脂联素增加脂肪酸氧化

的功能[34]。此外研究还发现在草鱼体内，adipor1
存在 adipor1a 和 adipor1b 两种亚型，这两种亚

型在心脏表达量最高，其次是脑和垂体；而

adipor2 在脂肪组织和心脏中表达水平较高[35]。

与本研究中东北林蛙 adipor1 和 adipor2 的组织

表达特性有所差别，表明 adipor1 和 adipor2 基

因在不同物种间表达存在种属差异。斑马鱼[36]、

石斑鱼[31]、罗非鱼[37]的脑、肝脏、脂肪和肾脏

中 adipor1 和 adipor2 表达水平较高，在肌肉中

的表达水平较低，与东北林蛙的组织表达特性相

似。可以推测两栖类 adipor1 和 adipor2 的器官

与组织表达具有物种特异性。 
Holland 等[38]通过实验证明，AdipoQ 通过与

其两个受体结合，有效地刺激神经酰胺酶的活

性，调节细胞神经酰胺水平，并发现肝脏中

AdipoR1 和 AdipoR2 的过度表达会抑制饱和脂

肪酸诱导的神经酰胺水平，从而减轻炎症[39]。

肿瘤坏死因子 α (tumor necrosis factor-α, TNF-α)
是一种由巨噬细胞和 T 细胞产生，参与启动并

调节炎症反应的重要促炎细胞因子，通常被认为

是炎症反应的标志[40]。有研究把 TNF-α、炎症、

AdipoQ 及其受体进行了联系分析，发现 AdipoQ
及其受体与 TNF-α 相似，也可以参与调节炎症

反应[41-42]。Żelechowska 等研究也发现 AdipoR1
和 AdipoR2 和瘦素受体在肥大细胞内均有表达，

而 AdipoQ 可以通过增加抗炎细胞因子如转化生

长因子-β (transforming growth factor β, TGF-β)
和 IL-10 的表达使肥大细胞发生迁移[14]；此外

AdipoR1-AdipoR2 轴信号通路可以抑制过敏反

应，也可能调节非 IgE 依赖型或假性过敏     
途径[43]。 

东北林蛙在感染 Ah 后，adipor1 和 adipor2
在所检测组织中存在显著不同程度上调的表达

趋势，这提示脂联素受体介导了生物学过程，推

测脂联素受体可通过调节代谢直接或间接参与

免疫应答。在虹鳟鱼研究中，注射细菌脂多糖后，

肌肉组织中 adipor1 mRNA 的表达也略有下降，

但 adipor2 mRNA 基本没有变化[44]，这与本研究

东北林蛙肌肉 adipor1 变化趋势相类似，而

adipor2 变化趋势略有不同；草鱼注射细菌脂多

糖后，肌肉在感染不同时间点 adipor1a 和

adipor2 表达量变化趋势与东北林蛙相类似[35]。

东北林蛙 adipor1 和 adipor2 基因在肝脏、脾脏、

肾脏、皮肤中高度表达，提示该分子可能参与蛙

类免疫系统功能的实现。尤其是两栖动物的皮肤
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暴露在外部环境中，可以接触到大量的病原体，

因此皮肤中 adipor1 和 adipor2 基因的高表达水

平可以推测与感染相关。 
本研究成功获得东北林蛙 adipor1 和 adipor2

基因，与其他动物之间有很高的同源性，

AdipoR1 和 AdipoR2 属于亲水不稳定跨膜蛋白。

经鉴定 adipor1 和 adipor2 基因在东北林蛙的多

种器官和组织中存在。Ah 感染后，adipor1 和

adipor2 的表达存在不同程度地上调。这揭示了

东北林蛙 AdipoR1 和 AdipoR2 可能参与了机体

与细菌感染相关的免疫应答。 
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