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鱼类特有的Ring型E3泛素连接酶MARCH5A基因在

刺激隐核虫感染下的表达分析
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摘要：为探究大黄鱼MARCH5A的免疫作用，实验采用反转录PCR确认了该基因的cDNA
序列。该序列全长1045 bp，包含1个长度为867 bp的开放阅读框，编码288个氨基酸；序
列分析显示该蛋白含1个RINGv和4个跨膜结构域。进化树分析表明大黄鱼有11个
MARCH家族蛋白(与哺乳动物相同)，但鱼类存在多个亚型，MARCH5A为鱼类特有蛋
白，其蛋白理化性质和三维结构均与MARCH5B存在一定的差异。荧光定量PCR分析显
示，MARCH5A在健康大黄鱼的多个组织中均有表达，在血液和心脏中表达量最高，其
次为鳃和脑，而在肾脏和皮肤中表达量最少。刺激隐核虫感染大黄鱼后，MARCH5A在
皮肤中早期表达量显著上调，第2天为对照组的9.65倍，后期下调。在鳃、脾脏和头肾中
的前期表达量也有所增加，后期下降。结果表明大黄鱼MARCH5A在抗刺激隐核虫免疫
应答过程中可能发挥重要作用。
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先天免疫是机体抵抗病原的第一道防线，也

是激活适应性免疫的基础，在宿主清除病原的

免疫过程中起着关键作用。鱼类是低等的脊椎

动物，与哺乳动物相比其适应性免疫受到水

温、 pH、光照周期、溶解氧等多种因素的影

响。因此，先天免疫在鱼类抵抗病原感染中的

作用尤为重要 [1-2]。Membrane-associated RING-CH
(MARCH) 是一类RING 型E3泛素连接酶。目前，

对哺乳动物研究发现，MARCH蛋白由11个成员

组成。这类蛋白精确的生理作用并不明确，但有

文献表明其与免疫相关，如MARCH1和MARCH8
可下调MHCII、CD86、TfR、HLA-DM 和  Fas的
表达，而MARCH4和MARCH9可下调MHCI、
A2.1 和CD4的表达 [3-5]。在鱼类，仅Rebl等 [6]报道

了虹鳟 ( Oncorhynchus  mykiss )  MARCH5A和

MARCH5B，其中MARCH5A涉及免疫反应。实验

前期研究工作发现大黄鱼 (Larimichthys crocea)
MARCH5B与TLR7对于刺激隐核虫(Cryptocaryon
irr i tans )的感染呈正相关性 [7]。本研究主要报道

鱼类特有MARCH5A的分子特征、分子进化与刺

激隐核虫感染下的表达分析。

刺激隐核虫是一种体表寄生的原生纤毛虫，

可以感染几乎所有的海水鱼类，危害严重时可

形成暴发性流行的水生动物疫病，造成重大的

经济损失 [8-10]。大黄鱼是我国主要的海水经济养

殖鱼类之一，也是我国近海特产养殖鱼类[11]。但

是近年病害频发，尤其以刺激隐核虫最为严

重。2010年10月，我国大黄鱼主产区宁德三都奥

青山、斗帽等最密集的养殖区因感染此虫损失

严重，约 12万个网箱的养殖大黄鱼死亡超过

60%，3000多户渔民受灾，短短1个月直接经济

损失近2亿元 [12-13]。目前，对于刺激隐核虫的防
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治主要有药物防治和淡水浸泡，但由于水体面

积大，环境污染和鱼类应激等原因，均受到限

制 [14-15]。 因此，有必要对大黄鱼的抗刺激隐核虫

免疫防御体系进行系统研究，以便找到一种切

实可行的免疫防治方法。

1    材料与方法

1.1    实验材料

实验鱼         健康大黄鱼，平均体质量

(130±15) g，购自福建省宁德市海区，寄生虫感

染实验在宁德市一个养殖厂进行。实验前，进

行镜检和阻动实验，确定实验鱼无刺激隐核虫

及其他的体表寄生虫感染。

刺激隐核虫        采自已感染此类寄生虫的大

黄鱼。在养殖大黄鱼的水泥池底角落和池壁边

铺满平板，收集包囊，暗室25~26 °C，培养2.5
d，孵化出幼虫。

菌株和质粒        大肠杆菌 DH5α 和 pMD19-T
载体购自大连 TaKaRa 公司。

1.2    刺激隐核虫感染和样品的采集

对于健康组织的采集，实验前，大黄鱼驯养

10 d，投喂商品化饲料。剖取5尾大黄鱼，采集

每尾鱼的脑、心脏、鳃、肝脏、脾脏、肾脏、

头肾、胃、肠道、皮肤、肌肉和血细胞，共12个
组织，放入RNA保护液，-80 °C保存。

对于刺激隐核虫感染实验，大黄鱼分为实验

组和对照组，每组80尾。实验组，用孵化2 h 内
的刺激隐核虫幼虫感染健康大黄鱼，感染剂量

为25 000幼虫/尾 [16]。由于刺激隐核虫幼虫感染鱼

体后，形成滋养体并自行脱落，在养殖池底形

成包囊，3 d后孵化出幼虫，会再次感染鱼类。

为了避免重复感染，感染3 d后将鱼类移到新

池。对照组除不感染寄生虫外，所有处理与实

验组相同。寄生虫感染后，实验组和对照组在

首次感染后6 h、12 h、1 d、2 d、3 d和5 d，共

6个时间点，分别采集大黄鱼皮肤、鳃、脾脏和

头肾，每个时间点每组取5尾鱼。

1.3    总RNA提取和cDNA合成

将组织样品按照Trizol试剂盒(英俊，广州)说
明进行RNA的提取。总RNA用DNase I (Promega，
北京) 37 °C，30 min去除基因组DNA。琼脂糖凝

胶电泳检测 RNA的完整性，并用 Nandodrop
2000进行纯度分析和浓度测定。模版cDNA第一

链的合成用PrimeScript Reverse Transcriptase
(TaKaRa，大连)反转录获得。

1.4    MARCH5A基因的cDNA序列确认

根据本实验室已有大黄鱼多个组织的转录组

数据库拼接MARCH5A基因的cDNA序列，并根

据拼接的cDNA序列设计引物MARCH5AF/R(表
1)扩增MARCH5A。 PCR反应条件为95 °C 5 min；
95 °C 30 s，57 °C 45 s，72 °C 1 min，30个循环；

72 °C 7 min。PCR 产物用 1% 的琼脂糖凝胶电泳

进行检测，回收目的产物，并克隆至pMD19-T
载体，由上海 Invitrogen公司测序。

1.5    MARCH5A的生物信息学分析

应用NCBI中的BLAST工具(http://www.ncbi.nl
m.nih.gov/)进行MARCH5A 氨基酸的同源序列比

对。并将MARCH5A的  cDNA Map到大黄鱼全基

因组数据库，内含子长度设置为小于750 000 。
根据MARCH5A cDNA片段的起始和结束位置，

分析MARCH5A的基因组结构和可变剪切序列。

如果Map到多个blast结果，选择最小的E-values结

表 1    本研究所用的引物序列

Tab. 1    Primers used in this experiment

引物

primer
序列

sequence ( 5'-3' )
用途

purpose

MARCH5AF AGTTCTACTTTTCAGGCAGGTTT
cDNA identification

MARCH5AR AGCCGACTCTCTAACGGACACTT

MARCH5AqF GGTCGTGGGACATAAGAAGGGT
qRT-PCR

MARCH5AqR AGCCTCACGATGTAATCCTCCC

β-actin-F TTATGAAGGCTATGCCCTGCC
qRT-PCR

β-actin-R TGAAGGAGTAGCCACGCTCTGT
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果分析MARCH5A的基因组结构和可变剪切序列。

此外，应用Expert蛋白分析系统 (http://www.

expasy.org/)预测蛋白分子量和等电点。Signal

4.1预测蛋白的信号肽。ProtParam (http://web.expa

sy.org/cgi-bin/protparam/protparam) 对蛋白的理化

性质进行分析，并结合ProtScale (http://web.expasy.

org/cgi-bin/protscale/protscale.pl?1) 分析蛋白质的

疏水性。SWISS-MODEL(http://swissmodel.expasy.

org/interactive)在线预测蛋白结构。SMART 4.0

(http://www.smart.embl-heidelberg.de/)分析序列蛋

白的保守结构域、功能基序。采用Clus ta lW

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) 和MEGA 5.0

(http://www.megasoftware.net/mega5/mega.html)对

不同鱼类、鸟类、两栖类和哺乳类的MARCH家

族蛋白进行氨基酸序列比对和蛋白进化分析，

构建系统进化树。

1.6    qRT-PCR分析

采用SuperReal PreMix Plus (TIANGEN，北京)试
剂盒，使用ABI 7500 Real-time Detection System仪

器。以反转录的cDNA为模板，确定引物的扩增

效率，并确定样品的模板浓度。以肌动蛋白(β-

a c t i n )为内参基因，定量 P C R的反应体系：

2×SuperReal  PreMix Plus 10 μL，正反向引物

MARCH5AqF/R(10 μM) 各0.6 μL， cDNA模板 6.8
μL，50×ROX  Reference Dye 2.0 μL，反应总体系

20 μL。每组样品生物重复 5尾鱼，技术重复

3次。  qPCR反应条件为95 °C 1 min；95 °C 10 s，
60 °C 20 s，40个循环；72 °C 32 s。数据处理：根

据定量PCR得出的Ct值计算出每个反应的RQ值

(RQ=2 -ΔΔCt) [17 ]，分析出基因的相对表达量，由

mean±SE来表示。使用SPSS16.0统计软件对数据

进行样本显著性差异分析，P < 0.05为差异性显著。

2    结果

2.1    大黄鱼MARCH5A 的cDNA序列分析

将大黄鱼转录组数据拼接后，经PCR确认获

得1045 bp MARCH5A的 cDNA序列(GenBank, No:
KT023068)，包括81 bp 5′非翻译区，97 bp 3′非
翻译区和867 bp开放阅读框(ORF)(图1)。ORF编
码 2 8 8 个 氨 基 酸 ， 包 括 1 个 R I N G v 结 构 域

(C4HC3,11~67 aa)，4个跨膜区结构域(100~122，
137~159，204~223，233~250 aa)(图2-a)。Signal

 
图 1    大黄鱼MARCH5A/B与其他物种MARCH5氨基酸序列比对

LMA. 大黄鱼MARCH5A；LMB. 大黄鱼MARCH5B；DMA. 斑马鱼MARCH5A；DMB. 斑马鱼MARCH5B；HM. 人类MARCH5；黑色区域 .
相同序列；灰色区域. 相似序列

Fig. 1    Alignnment of the deduced amino acid sequences of L. crocea MARCH5 with other orthologus
LMA. L.crocea MARCH5A; LMB. L.crocea MARCH5B; DMA. D. rerio MARCH5A; DMB. D. rerio MARCH5B; HM. Homo species MARCH5; black
background. identical sequence; grey background. similar sequence
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4.1sever分析显示其没有信号肽。Expasy推测其

蛋白分子量为32.096 ku，等电点为8.48。同源比

对 显 示 大 黄 鱼 M A R C H 5 A 与 深 裂 眶 锯 雀 鲷

(Stegastes partitus)(相似度90%)、虹鳟 (相似度

84%)、斑马鱼 (Danio rerio)(相似度79%)、人

(Homo sapiens)(相似度64%)的MARCH5同源性较

高。

2.2    大黄鱼MARCH5A的基因组序列分析

通过与本实验室大黄鱼全基因组序列比对，

发现MARCH5A没有可变剪切结构，基因组全长

为2160 bp，基因结构与斑马鱼和人类基因结构

大致相同，包括6个外显子和5个内含子，并且

2、3、5外显子长度在MARCH5A/B是保守的(图
2)。MARCH5A的RINGv结构域由第2个外显子编

码，第2和第3个跨膜区分别由第4和第5个外显子

编码，而第1和4个跨膜区分别由第3、4和5、6外
显子共同编码，这与MARCH5B 4个跨膜区分别

对应不同的外显子编码是不同的。此外，值得

注意的是，MARCH5A的内含子长度普遍非常短

(< 1000 bp)，而MARCH5B的内含子长度大多极长

(大 黄 鱼 MARCH5B的 3个 内 含 子 长 度 均 大 于

1000 bp，人类达到29 337 bp)。

2.3    大黄鱼MARCH5A的蛋白理化性质和三维

结构分析

经ProtParam对MARCH5A进行分析，其氨基

酸序列中带正电荷的精氨酸 ( A r g )和赖氨酸

(Lys)共31个，带负电荷的天冬氨酸(Asp)和谷氨

酸(Glu)共27个，不稳定指数为49.75，为不稳定

 
图 2    MARCH5A/B基因组结构分析

(a) SMART预测的MARCH5A/B蛋白结构域，方框代表  1个RINGv结构域和4个跨膜结构域(TM); (b) 比较分析大黄鱼、斑马鱼和人类

MARCH5基因组结构。方框代表外显子，直线代表内含子；外显子和内含子碱基长度分别在图示的上方和下方标示

Fig. 2    Structure features of MARCH5A/B genes
(a) Schematic representation of LcMARCH5A/B domains predicted by SMART programs; (b) Diagrammatic comparison of MARCH5 gene from L.
crocea, D. rerio, H. sapiens; exons are represented by boxes, intron are represented by boxes; exon and intron lengths in base pairs are shown on the top
and bottom of each figure, respectively
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性蛋白。 结合ProtScale分析，得到疏水值(grand
average of hydropathicity ，GRAVY)为-0.130，故

MARCH5A为亲水性蛋白，但亲水性并不强(图3-
a)。对比MARCH5A和MARCH5B理化性质，后者

带正电荷的精氨酸 (Arg)和赖氨酸 (Lys)共31个，

带负电荷的天冬氨酸 ( A s p )和谷氨酸 ( G l u )共
23个，不稳定指数为37.86，为稳定性蛋白。经

P r o t S c a l e 分 析 ， 得 到 疏 水 值 为 0 . 1 5 3 ， 故

MARCH5B为疏水性蛋白，但疏水性并不强 (图
3-b)。

应用SWISS-MODEL分别对MARCH5A/B进行

三维结构预测，结果显示二者主要以无规则折

叠构成(图4)。对比MARCH5A和MARCH5B蛋白

结构，发现二者在结构上有一定的差异性，说

明二者在功能上有一定的分化差异。

2.4    MARCH家族蛋白进化树分析

对哺乳动物研究发现，MARCH家族由11个
成员组成，即MARCH1~11，蛋白之间呈现出不

同的组织分布 [18]。利用Ensemble 和NCBI搜索了

所有的MARCH家族蛋白，发现除MARCH10外，

斑马鱼有其余的MARCH家族蛋白(图5)。而大黄

鱼有MARCH1~11所有蛋白。鱼类比哺乳类有更

多的 M A R C H 家族蛋白亚型，如鱼类有 7 个

MARCH8，2个MARCH5，这可能由于鱼类在进化

过程中发生全基因组倍增(whole genome duplication,
WGD)，导致鱼类许多新基因的产生[19]。但某些

MARCH家族蛋白也表现出在哺乳动物中倍增，

如人类有8个MARCH10，而大黄鱼体内只发现

1个MARCH10，并且与哺乳动物MARCH10进化

完全不同，其他鱼类中并未发现MARCH10蛋

 
图 3    MARCH5A(a)和MARCH5B(b)蛋白疏水性预测

Fig. 3    The hydrophobic prediction of MARCH5A(a) and MARCH5B(b) protein

 
图 4    MARCH5A(a)和MARCH5B(b)蛋白分子的空间结构

Fig. 4    The spatial structure of MARCH5A (a) and MARCH5B (b) predicted by SWISS-MODEL
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白。此外，鱼类有2个MARCH5，MARCH5B与

哺乳类、鸟类和两栖类进化距离较近，聚为一

支。而MARCH5A与其他鱼类聚为一支，为鱼类

特有的一种蛋白。

2.5    大黄鱼MARCH5A组织表达谱分析

荧光定量结果显示，MARCH5A广泛分布在

健康大黄鱼的脑、心脏、鳃、肝脏、脾脏、

肾、头肾、胃、肠、皮肤、肌肉和血液12个组织

中(图6)，其中在血液和心脏中表达量最高，其

次为鳃和脑部，而在肾脏和皮肤中表达量最少。

2.6    刺激隐核虫感染大黄鱼诱导  MARCH5A
的表达分析

为了探究MARCH5A是否参与刺激隐核虫感

染诱导的大黄鱼免疫应答，实验应用qRT-RCR检

测了刺激隐核虫感染后大黄鱼皮肤、鳃(2个感染

部 位 ) 和 脾 、 头 肾 ( 2 个 主 要 免 疫 器 官 ) 中 的

MARCH5A表达量的变化，以不感染刺激隐核虫

的大黄鱼为空白对照组。在皮肤中 (图 7 - a )，
MARCH5A在刺激隐核虫感染的初期6 h至2 d表达

量显著上调，分别为对照组的 6 . 8 6、 1 . 2 5、

3.71和9.65倍 (P < 0.05)。随后，在感染后的第

3天，MARCH5A表达量显著下调，为对照组的

15.13%。到第5天，MARCH5A表达量恢复至对照

组水平。在鳃部(图7-b)，MARCH5A同样在感染

初期表达量上调或无显著变化，随后第2天和第

3天表达量显著下调，到第5天恢复至对照组水

平。在脾脏和头肾中(图7-c, d)，MARCH5A表达

量 与 在 皮 肤 和 鳃 中 有 所 不 同 。 脾 脏 中 ，

MARCH5A在感染初期的第1天表达量下调，第

 
图 5    MARCH家族蛋白系统进化树分析

画线部分为大黄鱼MARCH5A/B，阴影部分代表MARCH家族不同的蛋白成员

Fig. 5    Phylogenetic analysis of MARCH family proteins from different species
Underline presentes MARCH5A/B of L. crocea, grey background indicates the different proteins of MARCH family
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2天显著上升，但也仅为对照组的1.40倍。在头

肾中，从6 h至第3天，MARCH5A早期表达量呈

上升趋势，但至第5天，表达量下调。

3    讨论

先天性免疫是机体与病原不断相互抗衡的过

程。其主要由模式识别受体(pattern recognition
receptors，PRRS)、识别病原相关分子模式(recognize
pathogen-associated molecular patterns，PAMPs)和
信号转导相关分子组成 [20-21]。E3泛素连接酶可以

增强免疫信号通路中蛋白分子的表达，也可以

减弱蛋白的表达，因此在机体的先天免疫中占

有重要地位 [22-25]。而且，越来越多的研究表明

MARCH家族蛋白参与先天免疫应答，是一类重

要的免疫相关蛋白 [3-5,26-28]。本研究在大黄鱼体内

确认了鱼类特有的MARCH5A蛋白，该蛋白有

1个E3泛素连接酶特有的RINGv型结构域和4个跨

膜区结构域 (图 1 )。 M A R C H家族蛋白有 2个

(MARCH1-4，8，9，11)、4个(MARCH5)和13个
(MARCH6)跨膜区，但MARCH7和MARCH10并

 
图 6    MARCH5在健康大黄鱼的不同组织中的表达分析

*代表显著性差异表达，P < 0.05；Bn.脑部；Ht.心脏；Gl.鳃；

Lr.肝脏；Sn.脾脏；Ky.肾脏；HK.头肾；Sh.胃； Is.肠；Sn.皮
肤；Me.肌肉；Bd.血液

Fig. 6    Constitutive expression of MARCH5 in healthy
L. crocea tissues determined by qRT-PCR

* indicated significant expression, P < 0.05; Bn. brain; Ht. heart; Gl. gill;
Lr. liver; Sn. spleen; Ky. kidney; HK. head-kidney; Sh. stomach; Is.
intestines; Sn. skin; Me. muscle; Bd. blood

 
图 7    刺激隐核虫感染大黄鱼后，MARCH5基因的表达分析

(a) 皮肤；(b) 鳃；(c) 脾；(d) 头肾；*表示显著上升，#表示显著下降，P < 0.05

Fig. 7    MARCH5 expression of L. crocea infected by C. irritans detected by
real-time PCR at different time points after challenge

(a) skin; (b) gill; (c) spleen; (d) head-kidney; * and # indicate significant up-regulation and down-regulation, respectively, P < 0.05
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没有跨膜区，对于跨膜区的作用，目前仍无定

论。

进化树分析表明大黄鱼MARCH5B与哺乳

类、鸟类和两栖类聚为一支(图5)，而MARCH5A
仅与鱼类聚为一支，表明MARCH5A为鱼类特有

蛋白。蛋白理化性质(图3)和三维结构(图4)分析

发现MARCH5A与MARCH5B疏水性和蛋白结构

存在较大的差异，说明MARCH5A在功能上可能

与MARCH5B存在一定的分歧。此外，进化树分

析(图5)表明MARCH1/8、MARCH2/3、MARCH7/10
和 M A R C H 4 / 9 / 1 1各聚为一支， M A R C H 5和

M A R C H 6分别单独聚为一支。有文献报道

MARCH1/8和MARCH4/9分别调控细胞表面

MCHII和MCHI类分子的表达 [3,29]，MARCH7/10主
要表达在精巢，参与精子的发育[30-31]。MARCH2/3
以及MARCH11与MARCH4/9的作用是否相似有

待进一步研究。另外，人类MARCH7有3个亚型

单独聚为一支，而鱼类MARCH10目前仅在大黄

鱼转录组中发现，且与人类MARCH10进化距离

较远，以上数据提示这些蛋白可能具有其特有

的作用。

MARCH5广泛分布在所检测的健康大黄鱼的

12个组织中(图6)，其中在血液和心脏中表达量

最高，其次为鳃和脑部，而在肾脏和皮肤中表

达量最少。这与虹鳟MARCH5A主要表达在脾

脏、鳃和头肾不一致，可能与物种、发育阶段

和遗传背景的不同有关[6]。大黄鱼MARCH5B同样

广泛分布在12个组织中，但在心脏中表达量并不

高 [7]，这说明二者在功能上存在一定的差异。此

外，哺乳动物MARCH5主要表达在上皮细胞、淋

巴细胞、树突状细胞和内皮细胞中 [18]。鱼类血

液、脾脏和头肾为主要免疫器官，而哺乳类淋

巴 细 胞 和 树 突 状 细 胞 是 免 疫 细 胞 ， 因 此

MARCH5极有可能与机体免疫相关。

MARCH5又称线粒体泛素连接酶(mitochondrial
ubiquitin ligase，  MITOL)，亚细胞定位于线粒

体。线粒体是一个重要的细胞免疫信号转导平

台，有文献表明多个线粒体基因参与机体免

疫 [32-34]。本研究表明大黄鱼在刺激隐核虫感染

下，MARCH5A在皮肤、鳃、脾脏和头肾中表达

量早期上调，后期下降，尤其在皮肤中第2天为

对照组的9.65倍(图7)。对于刺激隐核虫的感染，

多个基因在皮肤中(主要感染部位)表达量显著上

调，如Nrdp1[35]，TLR21[36]，  IL-8，COX-2，C-

t y p e  l e c t i n和 t r a n s f e r r i n [ 3 7 ] 。  此外，虹鳟

MARCH5A在病毒性出血性败血症病毒(VHSV)感
染下，在鳃中的表达量增加1.7倍 [6]。哺乳动物

MARCH5结合并通过K63位泛素化TANK，因而

解除了TANK对TRAF6的抑制，从而正向调控

TLR7信号通路 [38]。这些数据表明MARCH5A在大

黄鱼先天性免疫应答中有着重要的作用。
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Expression analysis of fish-specific Ring type E3 ubiquitin ligase MARCH5A
gene with Cryptocaryon irritans induction
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Abstract: MARCH5, as an E3 ubiquitin ligase, is one of the important immune regulatory factors in mammals. To
investigate the immune function of MARCH5A in large yellow croaker, Larimichthys crocea, the full-length cDNA
of MARCH5A was identified in this study (named LcMARCH5A). The full-length of MARCH5A cDNA is 1045 bp,
containing an ORF of 867 bp which encoded a 288 aa protein with one RINGv domain and four trans-membrane
domains. The analysis of phylogenic tree showed that there are 11 MARCH family proteins, same as those in
mammals. However, there are many isoforms of MARCH proteins in fishes, and MARCH5A is fish-specific gene
copy,  and  there  are  some  differences  in  physical  and  chemical  parameters  and  spatial  structure  between
LcMARCH5A and LcMARCH5B. Tissues distribution showed that MARCH5A transcripts were broadly distributed
in all detected tissues, with high expression in blood and heart, moderate in gill and brain, low in kidney and skin
as indicated by qRCR analysis. After Cryptocaryon irritans challenge, the mRNA of MARCH5A was significantly
up-regulated early in the skin and reached a peak with 9.65-fold to the control at day 2, then down-regulated
thereafter. In the gill, spleen and head-kidney, the expression also increased early, and later decreased. These
results showed that MARCH5A plays an important role in fish defense against C. irritans infection.
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