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摘要：趋化因子是一类能够吸引白细胞移行到感染部位的低分子量(8~10 ku)蛋白质，在
炎症反应、非特异性免疫反应中具有重要作用。实验克隆了剑尾鱼2个趋化因子基因
(CCL4、CCL19)cDNA序列，运用荧光定量PCR技术检测其在健康组织和嗜水气单胞菌感
染后肝、脾中的表达情况。结果显示，剑尾鱼CCL4和CCL19开放阅读框长度分别为
294和333 bp，分别编码97和110个氨基酸，推导氨基酸序列均含有趋化因子CC家族标志
性的4个半胱氨酸残基，与其他物种尼罗罗非鱼、鼠、狗、人、鸡的氨基酸序列相似性
比较，CCL4相似度分别为71.1%、33%、33%、31%、23.5%；CCL19相似度分别为62%、
26.9%、24.5%、26.6%、27.8%。在检测的健康剑尾鱼8个组织中，CCL4和CCL19均有表
达，其中CCL4和CCL19均在脾脏中表达量最高；CCL4在肌肉和肠中表达量较低，而
CCL19则在心脏中表达量较低。经嗜水气单胞菌感染后，CCL4在剑尾鱼头肾中12 h表达
量达到最高，在肝脏中24 h表达量最高；CCL19在头肾和肝脏中均在24 h时表达量最高。
研究表明，趋化因子CCL4和CCL19可能参与剑尾鱼机体免疫调节反应，在抗嗜水气单胞
菌感染过程中发挥了重要作用。
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趋化因子(chemokine)是一系列分子量约8~
10 ku的小分子的细胞因子或信号蛋白 [1-2]，它的

名字来自于其具有诱导邻近的应答细胞定向趋

化的能力。趋化因子的主要作用是趋化细胞的

迁移，细胞沿着趋化因子浓度增加的信号向趋

化因子处迁移，其主要通过受体介导粒细胞、

单核 /巨噬细胞、淋巴细胞、成纤维细胞的趋化

性迁移和活化，从而使细胞在炎症部位聚集、

活化以及修复组织损伤等 [3]，趋化因子是机体先

天免疫至关重要的组成部分。根据趋化因子近

N-端半胱氨酸 (Cys)的位置、排列方式和数量，

可分为CC、CXC、C、CX3C四个亚家族：其

中，CC趋化因子大多含有4个保守的半胱氨酸残

基，在前2个半胱氨酸间没有插入其他任何氨基

酸残基，有20余个成员，主要趋化和激活单核细

胞和某些T细胞亚群，也可趋化活化B细胞、嗜

酸性粒细胞、DC细胞和NK细胞，对中性粒细胞

无作用 [ 4 - 7 ]。CCL4和CCL19是CC家族的一员，

CCL4在受体介导下能吸引单核细胞、T淋巴细胞

和嗜酸性粒细胞 [8-9]，有助于机体清除有害微生

物 [10]；CCL19对淋巴样细胞转运和淋巴组织结构

形成至关重要，另外它还在黏膜免疫中发挥重
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要作用[11]。

剑尾鱼(Xiphophorus helleri)隶属于硬骨鱼纲

(Osteichthyes)、花鳉科(Cyprinodontidae)、剑尾鱼

属(Xiphophorus)，有体型小、繁殖力强、易辨别

雌雄、便于在实验室饲养等特点。剑尾鱼的实

验动物化研究历经多年，是中国首个通过审定

的鱼类实验动物，应用于水环境监测、水产药

物安全性评价、动物疾病模型等不同领域[12]。剑

尾鱼作为实验动物，在应用中具有良好的反应

一致性和可重复性，从而保证实验结果的准确

性、可靠性和可比性。自从1998年第一条硬骨鱼

类趋化因子基因 C K 1在虹鳟 ( O n c o r h y n c h u s
mykiss)中报道以来 [13]，大量不同类型的趋化因子

在鱼类中被发现。然而，作为模式动物的剑尾

鱼，尚无趋化因子基因相关的研究报道。嗜水

气单胞菌 (Aeromonas hydrophila)广泛存在于淡

水、污水及土壤中，是我国淡水养殖鱼类细菌

性败血症的主要病原。本研究以剑尾鱼为实验

材料，在克隆趋化因子基因CCL4和CCL19的基

础上，通过研究趋化因子基因在剑尾鱼体内的

组织表达情况及嗜水气单胞菌感染后的表达变

化规律，进一步揭示剑尾鱼CCL4和CCL19的功

能，为深入研究鱼类非特异性免疫的分子机制

以及建立标准化的剑尾鱼水生动物感染模型奠

定基础。

1    材料与方法

1.1    实验材料

剑尾鱼5~6月龄，体长(6.0±1.0) cm，体质量

(4.0±0.5) g，由中国水产科学研究院珠江水产研

究所培育，暂养2周后实验，养殖玻璃缸体积为

100 L，按常规饲养方法管理，每天用经24 h曝气

的自来水换水1/4，水温控制在(28±2) °C。嗜水

气单胞菌菌株由本实验室保存。Trizol Reagent
(Invitrogen)； PrimeScriptTM RT reagent Kit 、SYBR®

Premix Ex TaqTM II、TaKaRa RNA PCR Kit (AMV)
Ver.3.0、TaKaRa Agarose Gel DNA Purification Kit
Ver.2.0与PMD18-T Vector、MiniBEST Plasmid
Purification Kit Ver.2.0均为宝生物工程(大连)有限

公司产品；2000 bp DNA ladder Marker、Taq DNA
Polymerase、大肠杆菌DH5α感受态细胞和普通琼

脂糖凝胶DNA回收试剂盒均为天根生化科技(北
京)有限公司产品；低熔点琼脂糖为Sigma公司产

品；其他试剂为国产分析纯试剂。

1.2    实验方法

总RNA提取        选取3尾健康剑尾鱼，腹腔

注射嗜水气单胞菌60~80 μL (菌悬液浓度104 cfu/
mL)，1 d后取脾脏按照试剂盒方法提取RNA，用

于CCL4和CCL19基因cDNA的克隆。RNA提取过

程中进行DNA消化，提取后取2 μL总RNA样品通

过1%琼脂糖凝胶电泳检测其质量和完整性，用

核酸蛋白测定仪测定RNA样品的浓度和纯度。

CCL4和CCL19基因序列         利用引物设计

软件Primer Premier 5.0，参照剑尾鱼EST库的基因

序列和已知鱼类斜带石斑鱼(Epinephelus coioid-
es)(登录号：AFN58329)、舌齿鲈(Dicentrarchus
labrax)(登录号：AM490064)的CCL4基因，红鳍

东方鲀(Takifugu rubripes)(登录号：AB524336)和
尼罗罗非鱼 (Oreochromis ni lot icus)(登录号：

XM_003444469)的CCL19基因序列，分别设计

CCL4和CCL19扩增引物C4和C19(表1)。PCR扩展

使用rTaq DNA Polymerase，扩增产物经1.0%琼脂

糖凝胶电泳后，切下目的条带用DNA凝胶回收

试剂盒纯化，纯化产物连接到pMD18-T载体后转

化进大肠杆菌感受态细胞DH5α，37 °C倒置培养

过夜，挑取阳性克隆测序。

生物信息学分析        利用vector VTI Suite 10.0
分析软件对测序结果进行分析；用ExPASy-Tools
(http://www.expasy.ch/tools/)对翻译蛋白的生化特

性和蛋白质功能位点进行预测和分析；通过

NCBI中的Blast程序进行同源序列查找及结构组

成分析；应用Clustalx进行多序列比对，根据氨

基酸序列，用MEGA 4.0中的邻接法 (Neighbor-
joining，NJ)构建进化树。

剑尾鱼CCL4和CCL19 mRNA组织表达分析  
     采用实时荧光定量PCR(qRT-PCR)技术检测

CCL4和CCL19基因在8个组织中相对表达量。根

据已知剑尾鱼β-actin序列(登录号 : DQ060278)和
获得的CCL4和CCL19基因cDNA序列分别设计内

参引物β-actin  F、β-actin  R和检测引物QC4、
QC19(表1)。选取3尾健康的剑尾鱼，分别取其

鳃、脑、心脏、肝、脾、头肾、肠、肌肉8个组

织，按照试剂盒方法提取RNA，提取后RNA样

品同上进行电泳检测及浓度测定。RNA按照

PrimeScriptTM RT reagent Kit进行反转录，合成

cDNA第一链。以合成的cDNA第一链为模板，按

照SYBR® Premix Ex TaqTM II试剂盒说明在ABI
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7500(Applied Biosystems)实时荧光定量PCR仪上

进行荧光定量PCR检测。反应条件：95 °C预变

性30 s，95 °C 5 s，60 °C 35 s，扩增40个循环，60 °C
延伸时采集荧光信号，并对扩增产物进行溶解

曲线分析，以确保特异性扩增。采用 法

计算样品中mRNA的相对表达量。

嗜水气单胞菌对剑尾鱼体内CCL4和CCL19
mRNA表达的影响         选取120尾健康的剑尾

鱼，分为 3个平行实验组和 1个对照组，每组

30尾，室温保持在(28±2) °C。实验组每尾鱼腹腔

注射嗜水气单胞菌1×104 cfu/g，对照组注射等量

0.65%的生理盐水。感染后分别在3、6、12、
24、48和96 h每组取3尾鱼的肝和脾2个组织，采

用 q R T - P C R检测各组织不同时间点 C C L 4和

CCL19基因mRNA的相对表达量，检测方法同上。

2    结果

2.1    剑尾鱼CCL4和CCL19基因的克隆及序列

分析

经过PCR扩增、克隆、测序和序列分析，结果

表明，克隆的2条cDNA序列分别为687和892 bp，
一条序列与斜带石斑鱼和舌齿鲈的CCL4相似性

为61.8%和58.5%；另一条序列与红鳍东方鲀和尼

罗罗非鱼的CCL19相似性为56.9%和57.5%，因此

将2个基因分别命名为CCL4和CCL19。剑尾鱼

CCL4开放阅读框位于22~315 bp，编码97个氨基

酸，N-端有1个21 aa信号肽(图1)；CCL19开放阅

读框位于201~529 bp，编码110个氨基酸，N-
端有1个24 aa的信号肽(图2)。

选取剑尾鱼CCL4和CCL19及已报道的其他

5个物种的CCL4和CCL19基因推测氨基酸序列，

运用Clustalx进行多序列比对。与其他物种如尼

罗罗非鱼、小鼠(Mus musculus)、狗(Canis lupus
familiaris)、人(Homo sapiens)、鸡(Gallus gallus)的
氨基酸相似性比较，CCL4相似度分别为71.1%、

33%、33%、31%、23.5%；CCL19相似度分别为

62%、26.9%、24.5%、26.6%、27.8%(图3)。所有

序列均含有趋化因子CC家族标志性的4个半胱氨

酸残基，以及一些完全保守和部分保守氨基酸

位点。其中，2种鱼类CCL4的C-端比高等脊椎动

物多9个氨基酸；2种鱼类CCL19的C-端比高等脊

椎动物多4~10个氨基酸。

2.2    CCL4和CCL19的系统进化分析

选择公开发表的不同物种的 18种CCL4、
13种CCL19序列和剑尾鱼的CCL4、CCL19序列，

利 用 邻 接 法 构 建 系 统 发 生 树 。 不 同 物 种 的

C C L 4和 C C L 1 9均分为两大支，其中，鱼类

C C L 4和 C C L 1 9分别聚为一支，其他物种的

C C L 4 和 C C L 1 9 各 聚 为 另 一 支 ( 图 4 ) 。

2.3    CCL4和CCL19 基因mRNA的组织分布

QRT-PCR结果显示CCL4在肌肉、肠、心

脏、肝、鳃、脑、脾、头肾中均能检测到表

达，在脾中表达量最高，其次为头肾、肝、

鳃 、 心 脏 、 脑 ， 肌 肉 、 肠 中 有 微 量 表 达 ；

表 1    剑尾鱼CCL4和CCL19基因扩增和定量检测所用引物

Tab. 1    The primers used for PCR amplification and quantitative detection of the CCL4 and CCL19 cDNA of X. helleri

引物名称

primer name
序列 (5′-3′)

sequence (5′-3′)
用途

usage

C4F TCGCAGACAGAACAAGACGAGCCATCC
CCL4-PCR

C4R AGGATGGCTCGTCTTGTTCTGTCTGCG

C19F GAAAACCCCACTCCTCTGACCATCCA
CCL19-PCR

C19R CTGGATGGTCAGAGGAGTGGGGTTTTC

QC4F CACCCACTTTTCTTCCTTAG
CCL4-QPCR

QC4R ACACTCAGTAGCGTTACCCAT

QC19F ACTCACCTCAGGATGGCT
CCL19-QPCR

QC19R AGATGGCAGGGTTGGA

β-actin F TGCTATGTTGCACTGGACTTTGAG
β-actin-QPCR

β-actin R CCTCTCGTTTCCGATGGTGATGAC
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CCL19在8个组织中也都能检测到表达，其中在

脾中表达量最高，其次为肝、鳃、头肾，肌

肉、肠、脑，心脏中有微量表达(图5)。
2.4    嗜水气单胞菌刺激下CCL4和CCL19在肝

和脾中的表达变化特征

剑尾鱼在感染嗜水气单胞菌后，肝中CCL4
的表达在 12  h开始升高，在 24  h时达到峰值

(4倍，P<0.01)，随后逐渐降低，96 h仍显著高于

对照组(P<0.05)。脾中CCL4的表达水平在12 h时

突然升高(2.9倍，P<0.01)，24 h时仍显著高于对

照组(P<0.05)，随后降至与对照组相当水平。肝

中CCL19的表达水平逐渐升高，在24 h时达到极

高值(89倍，P<0.01)，随后逐渐降低，96 h时仍

显著高于对照组(P<0.01)。脾中CCL19的表达水
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图 1    剑尾鱼CCL4基因部分序列及其推导的氨基酸序列

阴影中标识的分别为相应的起始密码子(ATG)、终止密码子(TAA)；水平下划线标记N端信号肽

Fig. 1    The cDNA and deduced amino acid sequences of CCL4 from X. helleri
The letter in the shadow indicates the start codon (ATG), the stop codon (TAA); horizontal lines under the sequences indicate N-end signal peptide
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图 2    剑尾鱼CCL19基因部分序列及其推导的氨基酸序列

阴影中标识的分别为相应的起始密码子(ATG)、终止密码子(TAA)；水平下划线标记N端信号肽

Fig. 2    The cDNA and deduced amino acid sequences of CCL19 from X. helleri
The letter in the shadow indicates the start codon (ATG), the stop codon (TAA); horizontal lines under the sequences indicate N-end signal peptide
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平在12 h时突然升高(2.3倍，P<0.01)，24 h时达到

峰值(2.9倍，P<0.01)，随后逐渐降低，48 h降至

对照组水平(图6)。

3    讨论

本研究从剑尾鱼脾脏中克隆了 C C L 4和

CCL19两种趋化因子cDNA序列，它们的开放阅

读框长度分别为294和333 bp，各编码97和110个
氨基酸残基。氨基酸序列分析发现这2种CC型趋

化因子与其他动物的CC型趋化因子类似，拥有

4个保守的半胱氨酸残基，并且N-端2个半胱氨酸

残基相邻。这4个半胱氨酸残基对于蛋白质三级

结构的稳定以及功能的行使具有重要的作用：

其第1和第3、第2和第4半胱氨酸残基之间会形

成2个二硫键，起稳定构象的作用 [14-15]。另外，

氨基酸序列比对发现，剑尾鱼和尼罗罗非鱼两

种鱼类CCL4的C-端比高等脊椎动物多9个氨基

酸；两种鱼类CCL19的C-端比高等脊椎动物多

4~10个氨基酸，这与草鱼 (Ctenopharyngodon
idella)CCL4的研究结果相似[16]。

趋化因子种间保守性很低 [17-18]。如人、鼠等

哺乳类IL-1β同源性平均值仅为46.6%，而进化关

系很近的鸭(Anas platyrhynehos)和鸡CC趋化因子

的氨基酸同源性平均值甚至只有36%左右 [19]。氨

基酸序列比对发现剑尾鱼CCL4和CCL19与哺乳

动物的CC型趋化因子相似性很低，但是与其他

鱼类的CC型趋化因子相似性较高，例如剑尾鱼

CCL4与舌齿鲈CCL4的核苷酸序列的相似性为

51%，氨基酸序列的相似性为66%；CCL19与尼

罗罗非鱼CCL19核苷酸序列相似性为37%，氨基

酸序列的相似性为61%。本研究将剑尾鱼2种趋

化因子与其他物种CCL4和CCL19做了系统进化

分析，通过这2个受体氨基酸序列的比较得出的

亲缘关系与这些物种的进化地位相符(图4)。
趋化因子在炎症反应、非特异性免疫反应

中具有重要作用，对趋化因子基因的表达研究

是阐明机体免疫应答和疾病控制的一个重要方

式 [3，20]。在哺乳动物中，有关趋化因子的表达已

有较多的报道，通过对趋化因子的表达和功能

分析，人们对其作用已经有了较深入的了解。

近年来，鱼类非特异性免疫系统的研究取得了

较大的进展，但鱼类趋化因子的研究主要集中

在CXC型和CC型2类，仍处于起步阶段，多数是
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图 3    剑尾鱼CCL4和CCL19氨基酸序列与其他物种的比较

方框标出趋化因子家族中4个保守的半胱氨酸残基；黄色背景表示完全保守氨基酸位点；绿色背景表示部分保守氨基酸位点

Fig. 3    Alignment of the deduced amino acid sequence of X. helleri CCL4 and CCL19 with
other known vertebrate orthologues

The four conserved cysteine residues are indicated by a box; the identical residues are shown with yellow background; the similarity residues are shown
with green background
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图 4    基于剑尾鱼和其他物种CCL4和CCL19蛋白序列的系统进化树

节点处数值为自展置信值，自展重复1000次

Fig. 4    Phylogenetic analysis of deduced amino acid sequence of X. helleri CCL4 and CCL19 with
other known vertebrate orthologues

The degree of confidence for each branch point was determined by bootstrap analysis (1000 repetitions)

80

70

60

50

40

30

20

10C
C
L

4
相

re
la

ti
v
e 

ex
p
re

ss
io

n
 o

f 
C
C
L

4

C
C
L

1
9
相

re
la

ti
v
e 

ex
p

re
ss

io
n
 o

f 
C
C
L

1
9

0

250
200
150
100

40

30

20

10

0
1 2 3

* * * * *

**

**

**

** **

**
**

**

4

(a)

5 6 7 8

tissue and organ

1 2 3 4

(b)

5 6 7 8

tissue and organ

 
图 5    剑尾鱼不同组织中CCL4和CCL19基因的特异性表达

(a) CCL4在剑尾鱼不同组织中的特异性表达；(b) CCL19在剑尾鱼不同组织中的特异性表达；n=3/组/时间点。“*、**”分别表示与相应

对照组比有显著或极显著差异(P<0.05，P<0.01)，下同。 1. 肌肉，2. 肠，3. 心脏，4. 肝脏，5. 鳃，6. 脑，7. 头肾，8. 脾脏

Fig. 5    Relative expression of the CCL4 and CCL19 genes in different tissues of X. helleri
(a) CCL4 gene expression in various tissues of X. helleri; (b) CCL19 gene expression in various tissues of X. helleri. Each experiment was performed at
least in triplicate; deviation bars represent the standard errors of three experiments at each time point. *. P<0.05; **. P<0.01, the same below. 1. muscle;
2. intestine; 3. heart; 4. liver; 5. gill; 6. brain; 7. head kidney; 8. spleen
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对趋化因子克隆和特性分析的报道，涉及功能

的研究较少 [15-16]。趋化因子的组织特异性表达研

究发现，军曹鱼 (Rachycen t ron  canadum )的
RcCC1基因在鳃、血液、肾、脾、头肾、肌肉、

肝、胃、皮肤、肠、脑、心等12个组织中均有表

达[21]；斑点叉尾鲙(Ictalurus punetaus)的CXCL12和
CXCL14也在检测的9种组织中的都有表达 [22]，这

种趋化因子在多数组织中表达的现象也存在于

草鱼 [16]、香鱼(Plecoglossus altivelis)[23]、大黄鱼

(Larimichthys crocea)[24]和途(Miichthys miiuy)[25]的

CC型趋化因子组织表达分布研究中。本实验

中，剑尾鱼CCL4和CCL19在肌肉、肠、心脏、

肝、鳃、脑、脾、头肾中也均能检测到表达。

这些研究表明多数鱼类趋化因子为广谱性表

达，说明鱼类趋化因子不仅在免疫相关组织内

发挥作用，在体内也可能参与其他生理活动。

不同类型的趋化因子组织分布有所不同，但大

多数的趋化因子主要在鳃和免疫相关组织中(肝
脏、肾脏和脾脏)具有较高的表达，这也与本实

验中CCL4和CCL19在剑尾鱼组织中的表达情况

相符。由于鱼类肝脏、肾脏和脾脏具有大量的

免疫细胞，如巨噬细胞和淋巴细胞，所以在肝

脏、肾脏和脾脏中趋化因子表达量高 [26-29]。而鳃

作为鱼类的天然免疫屏障，含有较多白细胞，

可以产生免疫应答，所以表达量也高 [ 2 1 ， 3 0 ]。

嗜水气单胞菌是革兰氏阴性菌，是近几十

年来淡水养殖动物主要病原菌之一，剑尾鱼对

嗜水气单胞菌比较敏感 [31-32]，在嗜水气单胞菌疫

苗效果评价中也有较好的应用[33]。本研究通过剑

尾鱼人工感染嗜水气单胞菌后发现，CCL4和
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图 6    嗜水气单胞菌刺激后CCL4和CCL19在肝、脾中的表达变化

(a) CCL4在肝中的表达；(b) CCL4在脾中的表达；(c) CCL19在肝中的表达；(d) CCL19在脾中的表达；n=3/组/时间点

Fig. 6    Expression analysis of CCL4 and CCL19 by relative quantitative Real-time PCR in liver,
and spleen during 96 h after induction with A. hydrophila

(a) expression level of CCL4 in liver; (b) expression level of CCL4 in spleen; (c)expression level of CCL19 in liver; (d) expression level of CCL19 in
spleen. Each experiment was performed at least in triplicate; deviation bars represent the standard errors of three experiments at each time point
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CCL19基因的mRNA表达均与此病原菌侵染剑尾

鱼过程紧密相关，暗示CCL4和CCL19可能参与

到鱼类抗细菌侵染的免疫反应中。目前的大量

研究表明，趋化因子在抵抗外界病原菌入侵引

发的组织损伤即所谓的炎症反应中发挥着重要

作用。例如，条石鲷 (Oplegnathus fasciatus)的
RbCC1、CXCR1和CXCR2均在迟缓爱德华菌

(Edwardsiella tarda)和海豚链球菌(Streptococcus
iniae)感染免疫中发挥了重要作用，其肾和脾中

RbCC1、CXCR1和CXCR2的mRNA水平呈现上升

趋势 [34-35]。炎症、LPS、poly (I∶C)和细菌疫苗刺

激等可以激活CC趋化因子招募单核/巨噬细胞和

T淋巴细胞等定向迁移至损伤或感染部位，发挥

吞噬作用消除病原体 [21，36-37]。本研究显示，剑尾

鱼人工感染嗜水气单胞菌后，肝、脾中CCL4
和CCL19基因mRNA的表达量在12 h开始有显著

上调，表明2个基因对感染刺激呈快速反应。从

2个组织内的表达时效分析，肝中的CCL4和

CCL19基因均在24 h表达量最高，表达上调持续

时间较长，到96 h时仍有显著变化；而脾中表达

上调持续时间相对较短，48 h表达恢复到正常水

平，这可能主要是因为人工感染方式为腹腔注

射，病原菌在腹腔内大量繁殖，而肝脏与腹腔

直接接触，在长时间内有足量的病原菌持续刺

激诱导CC趋化因子表达，另外本研究中肝中

CCL19在感染后24 h表达量极高 (为对照组的

89倍)，这也表明肝是非特异性免疫发生的重要

场所；而脾是特异性免疫的主要场所，在病原

菌感染后，CC趋化因子表达上调，参与非特异

性免疫抵抗病原，持续一段时间后，脾脏内特

异性免疫应答逐渐发挥作用，CC趋化因子恢复

正常表达水平。
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Identification and expression analysis of two CC chemokines in swordtail fish
(Xiphophorus helleri) responses to Aeromonas hydrophila challenges
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DENG Xingxing 1,     LIU Chun 2,     ZHENG Zonglin 1*
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Abstract: Chemokines are a large group of small proteins involved in migration, activation, and differentiation of
leukocytes and are key regulators of the immune response and inflammatory response. In this study, we cloned and
sequenced the cDNA of two CC chemokines (CCL4 and CCL19) from swordtail fish (X. helleri). The ORF-length
of CCL4 is 294 nucleotides (nt) encoding a protein of 97 amino acids (aa), and the ORF-length of CCL19 is 333
nucleotides (nt) encoding a protein of 110 amino acids (aa). Quantitative real-time RT-PCR (qRT-PCR) analysis
revealed both two CC chemokines were constitutively expressed in all tissues examined. The CCL4 was highly ex-
pressed in the spleen, lowly in the muscle and intestine; the CCL19 had the highest expression in the spleen and the
relatively lower level in the heart. After challenge with bacteria, the CCL4 and CCL19 shared the same expression
trend. In the spleen and liver, the mRNA level increased remarkably at 12 h, which suggested that the two CC
chemokines may be involved in the X. helleri defense against A. hydrophlia infection. In summary, this study
demonstrates the basic profiles of two CC chemokines in X. helleri and chemokines take an important part in in-
flammatory and immune responses to bacteria. Together, our results also indicate that the X. helleri could be util-
ized as a useful fish model for the research of fish diseases.
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