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摘要! -型凝集素是一类 -8

2 =依赖活性的糖蛋白!在虾蟹类的免疫防御中发挥着重要作用"

采用 $N65-$及 $&-,技术首次克隆了秀丽白虾 -型凝集素家族 9 个基因 $C#,2AH1&

C#,2AH2&C#,2AH/&C#,2AH9%的 ?3%&全长" 这 9 个 -型凝集素基因的 ?3%&全长分别为

1 /:3&1 11:&1 /69 和 1 2:: MH!分别含 ::6&:6:&1 326 和 1 399 MH 的开放阅读框!各编码 //2&

/22&/91 和 /90 个氨基酸的蛋白" 其氨基酸序列与罗氏沼虾相应的 -型凝集素的相似性分别

为 93S&/0S&6:S和 0/S!与其他海水虾类的相似性在 /3S<91S之间" 阳性选择模型分析

显示虾类的 -型凝集素基因在进化过程中经历了阳性选择" 进化树分析表明!秀丽白虾的 -

型凝集素基因与罗氏沼虾的亲缘关系最近!并且除 ,7-N'69 属于十足类 -型凝集素亚群 &

外!其他均属于亚群 -" 组织表达分析表明!C#,2AH1 主要在血液中表达!C#,2AH2 主要在性

腺&血液和胸神经节中表达!而 C#,2AH/ 和 C#,2AH9 则主要在精巢中表达" 研究表明!秀丽

白虾的 -型凝集素基因具有较快的进化特点!同时又具备凝集素行使免疫功能时必需的保守

氨基酸残基及钙离子结合位点!精巢和血液是秀丽白虾 -型凝集素基因主要的表达器官"

关键词! 秀丽白虾' -型凝集素' 克隆' 组织分布' 阳性选择

中图分类号! G087' *:6611244444444文献标志码(&

44凝集素#0@?L9=$是指可选择性地识别糖及其缀

合物并与之非共价可逆结合的一类非酶&非免疫来

源的蛋白质
(1)

' 自 1:88 年首次在蓖麻种子中被发

现以来"已证明它广泛存在于病毒&细菌&酵母&真

菌和所有植物及动物细胞的表面
(2)

' 其中"动物凝

集素可分为 -型&*型&'型&5型&$型&)型等多

个家族
(/ 59)

' -型凝集素#-6LCH@0@?L9=J"-N'J$是

一类 -8

2 =

依赖活性的糖蛋白"它含有至少一个保

守的糖基识别结构域#-$3$"可专一地与异物表

面特定的糖基结合并吸附&凝集异物"从而促进机

体清除异物
(1)

' 近年来"随着虾蟹类分子免疫学研

究的深入"已经证明-型凝集素在虾蟹类的免疫防

御中发挥了重要作用"包括凝集&吞噬&抗病毒&诱

导酚氧化酶系统的激活和激发呼吸爆发等方面
(7)

"

已在中国明对虾#G)**)'5$)*")%&/01*)*&1&$

(6)

&凡

纳滨对虾 #A1+5$)*")%&E"**"#)1$

(0 58)

&斑节对虾

#!)*")%&#5*585*$

(:)

&日本囊对虾#I"'&%$)*")%&

K"$5*1/%&$

(13)

&墨吉对虾#G.#)'(%1)*&1&$

(11)

&罗氏

沼虾#I"/'5;'"/01%#'5&)*;)'(11$

(12)

&中华绒螯蟹

#C'15/0)1'&1*)*&1&$等经济虾蟹中成功克隆
(1/)

'

秀丽白虾#C@5$"7")#5* #58)&+%&$隶属于长

臂虾科#5808@7/=9A8@$白虾属#C@5$"7")#5*$"在

我国南北各地的大中型湖泊中分布广泛"其中以

生活在江苏太湖水域的秀丽白虾最为有名"其色

白壳薄&通体透明&味道鲜美"是闻名遐迩的 +太

湖三白,之一' 近年来"秀丽白虾的人工繁殖及

养殖技术已获突破并逐年推广"其繁殖生物学研

究&种群遗传多样性研究已取得了一定的进展"但

其遗传背景&免疫学&分子生物学等基础研究则相

当薄弱' 迄今为止"已报道的秀丽白虾的核酸序

列仅有 16*I$%&#D@=E8=F 序列号 ,#9:/199&

3G1:9:01&3G690602$&28*I$%&#D@=E8=F 序列



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

11 期 王4敏"等!秀丽白虾 9 种 -型凝集素基因的克隆&组织表达与进化分析 44

号 ,#338018$和细胞色素氧化酶亚基
%

#,-

%

$

基因#D@=E8=F 序列号 &E2/7/30$/ 种"而编码秀

丽白虾功能蛋白的基因研究几为空白' 进行秀丽

白虾 -型凝集素基因的研究可丰富其基因资源"

为进一步研究其先天免疫反应机制提供基础资

料"也可为研究其他经济虾类"特别是长臂虾科种

类的抗病机制提供借鉴'

本研究从本实验室秀丽白虾转录组测序的结

果中鉴定了秀丽白虾 -型凝集素基因的部分序

列"利用 5-$和 $&-,# I8H9A 87H09K9?8L9/= /K

?3%&@=AJ$技术克隆了秀丽白虾 -型凝集素家

族 9 个 基 因 # C#,2AH1& C#,2AH2& C#,2AH/&

C#,2AH9$的 ?3%&全长"对其蛋白质结构和可能

的功能进行了预测分析"研究了这 9 个基因的组

织表达特征和遗传进化"以期为秀丽白虾的遗传

种质研究及免疫学研究提供依据'

14材料与方法

$%$&实验材料

实验虾44秀丽白虾于 2312 年 7 月购自苏

州市太湖东山镇"体质量 11:17 </102/ :"体长

91/ <618 ?7' 在室内经曝气的自来水中暂养 / A

后"挑取健康活泼的个体 /6 尾"活体解剖取出性

腺&鳃&肠&胸神经节&肝胰腺&心脏&肌肉等组织'

二乙基焦碳酸酯#3,5-$处理水配制的磷酸缓冲

液# H+ 019 $ 中漂洗"经过液氮冷冻后"放于

583 Q保存"用于总 $%&的提取' 血液的采集

通过使用已加入灭菌抗凝剂的注射器从已经冰水

冷冻麻醉后个体的第二步足基部抽取"血液与抗

凝剂最终体积比为 1?1"9 Q 13 333 I479= 离心

13 79= 后收集沉淀"进行总 $%&的提取'

主要试剂443+7

,

大肠杆菌感受态细胞&琼

脂糖购自)=29LI/:@=公司%3,5-购自上海生工生物

公司%5I97@*?I9HL

NP

$N8J@逆转录酶&$%&9J/ 50>J试

剂&3%&聚合酶)&N

9

3%&连接酶&$%&酶抑制剂&

A%N5HP31:6N载 体 购 自 N8B8$8公 司% 3%&

P8IF@I购自北京全式金生物技术公司' *P&$N

NP

$&-,?3%&扩增试剂盒购自-0/=L@?< 公司'

$%A&实验方法

总 $%&的提取和 ?3%&的合成 4 4 用

$%&9J/ 50>J提取各组织的总 $%&"用 3%&酶

3%8J@)#$%8J@(I@@$消化后"溶于 23

&

'$%8J@

(I@@的水中"经紫外分光光度计检测 $%&的浓

度&1S的琼脂糖凝胶电泳检测 $%&的完整性后"

取 /

&

: 总 $%&按照 5I97@*?I9HL

NP

1JLJLI8=A

?3%&*C=L<@J9JB9L说明书合成 ?3%&第一链"

523 Q保存备用'

秀丽白虾 7)/+1* 基因%

"

H"/+1* 基因核心序列

克隆44根据本实验室秀丽白虾转录组测序的结

果中所鉴定的 7)/+1* 基因&

"

H"/+1* 基因 ?3%&序

列设计引物 ,7-N'616(&,7-N'616$&,7-N'626

(& ,7-N'626$& ,7-N'6/6(& ,7-N'6/6$&

,7-N'696(& ,7-N'696$& ,76&?L9=( 和 ,76

&?L9=$#表 1$' 以秀丽白虾卵巢 ?3%&为模板"

27

&

'反应体系含如下成分!13 @5-$M>KK@I217

&

'&27 77/04'的 P:-0

2

2

&

'& 13 77/04'的

A%N5317

&

'& 上下游引物各 1

&

'& I2"3 酶

31/

&

'&无菌水 1010

&

'' 5-$扩增条件为 :9 Q

9 79=%:9 Q 1 79=&78 Q 1 79=&02 Q 1 79="共 /3

个循环"02 Q延伸 0 79=' 5-$产物经 113S琼

脂糖凝胶电泳&割胶&回收纯化后克隆至 HP31:6

N载体"转化到感受态 3+7

,

"进行蓝白斑筛选"

菌液 5-$检测阳性克隆送上海英俊生物技术有

限公司进行测序"所得的 ?3%&片段与 D@=E8=F

数据库中的已知序列进行 E'&*N同源性分析'

7)/+1* 基因全长 ?3%&序列的获得44采用

*P&$N

NP

$&-,?3%&扩增试剂盒分别扩增秀丽

白虾 7)/+1* 基因的 /R末端和 7R末端' 按说明书在

312 7'离心管中依次加入总 $%&1

&

:&7R6-3*

HI97@I1

&

'&*P&$N

+

& /09:/ 1

&

'&7 @(9IJL6

*LI8=A M>KK@I2

&

'& 23 77/04' 3NN 1

&

'& 13

77/04' A%N5 P9Z 1

&

'& PP'. $@2@IJ@

NI8=J?I9HL8J@1

&

'用 于 合 成 7R6$&-,6$@8AC

?3%&%加入总 $%& 1

&

:&/R6-3*HI97@I1

&

'&

JL@I90@+

2

" 1

&

'&7 @(9IJL6*LI8=A M>KK@I2

&

'&23

77/04'3NN1

&

'&13 77/04'A%N5P9Z 1

&

'&

PP'.$@2@IJ@NI8=J?I9HL8J@1

&

'用于合成 /R6

$&-,6$@8AC ?3%&' 根据上述克隆测序已获得的

秀丽白虾 C#,2AH1&C#,2AH2&C#,2AH/&C#,2AH9

基因的 ?3%&片段序列"分别设计 /R和 7R$&-,引

物#表 1$' 分别以 7R6$&-,6$@8AC ?3%&和 /R6

$&-,6$@8AC ?3%&为模板"采用巢式 5-$进行 2

轮扩增"以获得目的产物' 首轮 5-$反应体系组

成为!$&-,6$@8AC ?3%&217

&

'&13 @&A28=L8:@

2 5-$M>KK@7

&

'&13 7/04'A%N5P9Z 1

&

'&13 @

#5P 7

&

'&13

&

7/04'末端特异引物 1

&

'&73 @

//61
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&A28=L8:@2 5/0C7@I8J@P9Z 1

&

'和 5-$6DI8A@

O8L@I/917

&

'' 5-$反应条件为 :9 Q 9 79=%:9

Q 1 79=&68 Q /3 J&02 Q / 79= 共 27 个循环%02

Q延伸 13 79=' 用 112S琼脂糖凝胶电泳检测

5-$产物"将 5-$产物稀释 73 倍后进行巢式 5-$

反应"反应体系组成为!稀释后的首轮 5-$产物 7

&

'&13 @&A28=L8:@2 5-$M>KK@I7

&

'&13 77/04'

A%N5P9Z 1

&

'&13

&

7/04'%#51

&

'&13

&

7/04'

末端特异引物 1

&

'&73 @&A28=L8:@2 5/0C7@I8J@

P9Z 1

&

'&5-$6DI8A@O8L@I/6

&

'' 巢式 5-$反

应条件为 :9 Q 9 79=%:9 Q 1 79=&68 Q /3 J&

02 Q / 79= 共 23 个循环% 02 Q延伸 13 79='

$&-,产物纯化&克隆和测序方法同上'

表 $&引物名称及序列

5/6%$&C/./:1;1.098,.(:1.,/(.0+01=(2;-(00;+=@

引物名称

HI97@I

引物序列#7R6/R$

HI97@IJ@T>@=?@#7R6/R$

,7-N'616( D-&N&DNND-ND-NDDD&-&

,7-N'616$ -N-DDNNDDN&&&N-NN&DN&DND

,7-N'626( &-NNDDD&-&D-DNN-DN-&

,7-N'626$ DNDD&&&N&D&&D&&&N-&&--D

,7-N'6/6( DND-DD-DN-&DNN&-N-

,7-N'6/6$ -N&-&&-&N-DN&NN&D&N&D&NN&

,7-N'696( &&D&&---&-D-&D&&-D

,7-N'696$ -NDD&DD&NNN&D-&N&DNNN&

,76&?L9=( NDDNDDN-&NDDDND&D&DD

,76&?L9=$ N-D-N&DD-DDND-N-DN

,7-N'616//>L@I &&DDD&DDD&&DNNDDDNNNDD&

,7-N'616/9==@I N-NN-&DD&DDD-&-NNDD-NNND

,7-N'6167/>L@I --&&&D--&&DND---N--ND&&

,7-N'61679==@I -&N-NDDN&-DDD&-NDDD-&NN

,7-N'626//>L@I &NDD&NDDD-DD-N-ND&--NN&

,7-N'626/9==@I -ND&&D---&D--&D&&D&DD&&

,7-N'6267/>L@I N-&D&D--D---&N--&N&DDN-

,7-N'62679==@I N-DDNN--NDDND---ND&NNDN

,7-N'6/6//>L@I D&-D&--&--&&D&&DDD-&&ND

,7-N'6/6/9==@I -NDD-&-D&-DD&&D-&DDDN&&

,7-N'6/67/>L@I -&N--NN&---ND-NN--DN-DND

,7-N'6/679==@I -&NND---NN-NNDDNDDN-DN-

,7-N'696//>L@I &DNND------&NNNNN-DNND&

,7-N'696/9==@I -&--DNNNNDDDDD&&-&DN&N-&

,7-N'6967/>L@I -D&D&&&ND-NDNN-D-&DN--&

,7-N'69679==@I -D---N-&&D&D&&NDD-&-&--

*P&$N))&"09:/=>?0@/L9A@ &&D-&DNDDN&N-&&-D-&D&DN&-D-DDDXXXXX

/R6$&-,-3*5I97@I& &&D-&DNDDN&N-&&-D-&D&DN&-#N$/3.%#%>&"-"D"/IN%.>&"D"/I-$

7R6$&-,-3*5I97@I

#N$

27

.%#%>&"-"D"/IN%.>&"D"/I-$

#5P#'/=:$ -N&&N&-D&-N-&-N&N&DDD-&&D-&DNDDN&N-&&-D-&D&DN

#5P#*</IL$ -N&&N&-D&-N-&-N&N&DDD-

%#5#%@JL@A #=92@IJ805I97@I&$ &&D-&DNDDN&N-&&-D-&D&DN

注!X代表 *P&$N引物序列中特有的不明碱基

%/L@J!X7@8=J>=A9J?0/J@A M8J@9= L<@HI/HI9@L8IC *P&$N@I/09:/ J@T>@=?@

447)/+1* 基因的同源性比对%全长 ?3%&序列特

征分析及进化树构建44通过 .@?L/I%N)*>9L@软

件对获得的 ?3%&序列进行拼接' 利用 %-E)的

"$((9=A@I程序对所得序列作开放阅读框分析

#<LLH!

!

VVV1=?M91=071=9<1:/24HI/\@?LJ4:/IK4

/IK9:1?:9$"预测编码氨基酸序列' 信号肽和结构

域分析分别采用 *9:=805/13 程序# <LLH!

!

VVV1

?MJ1AL>1AF4J@I29?@J4*9:=8054$和 P/L9K6*?8= 程序

#<LLH!

!

<9LJ19JM6J9M1?<4?:96M9=45(*-&%$' 利用

*O)**P"3,'蛋白质结构同源建模工具#<LLH!

!

VVV1 @ZH8JC1 ?<4JV9JJ7/A4*O)**6P"3,'1

<L70$"预测所得序列的蛋白三维结构"并用

9/61
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5CP"'软件观察分析' 秀丽白虾-型'@?L9= 与其

他物种氨基酸序列的比较采用 -0>JL80O多序列比

较软件# <LLH!

!

VVV1@M918?1>F4N//0J4?0>JL80V24

9=A@Z1<L70$和 E9/,A9L进行分析%用 P,D&713 软

件以邻接法#=@9:<M/>I6\/9=9=:"%!$构建系统进化

树"用自展法#M//LJLI8H$进行 1 333 次重复检验'

分子进化分析44选取含有 2 个 -$3结构域

的 7)/+1* 基因"包括中国明对虾#,#8/92:311$&凡

纳滨对虾#3G80129711$&墨吉对虾#(!07100/11$&

斑节对虾#3G80129911$&罗氏沼虾#!G/9:198 和

!G/9:173$以及本研究获得的秀丽白虾的 9 个

7)/+1* 基因序列"根据序列对位排列结果"以密码子

置换模式 P3&P/&P18&P28&P0 和 P8 来计算每

个位点上的
/

值#

/

>A%4A*$

(19)

' 采用 P3&P/&

P18&P28&和 P0&P8 模型进行成对比较"用

5&P'913 软件包中的 -"3,P'程序对 '@?L9= 蛋

白编码序列检测阳性选择位点
(17)

' 用似然法检验

#'$N$检测模型间差异是否有统计学意义
(16)

"所

得结果用
#

2

进行显著性检验'

不同组织中 7)/+1* 基因的 7$%&表达44通

过上述方法获得的不同组织的 ?3%&模板"以

,7-N'616(4$& ,7-N'626(4$& ,7-N'6/6(4$&

,7-N'696(4$为 $N65-$特异引物"以本研究获

得的秀丽白虾的
"

H"/+1* 基因 #D@=E8=F 注册号!

B-7682:9$序列设计内参引物 ,76&?L9=6$N(#7R6

-NDD-&--&-&-N&N-N&-&N-D6/R$ 和 ,76

&?L9=6$N$ # 7R6ND&NDNDDDN-&N-&NNN-D-6

/R$' 5-$反应体系同上"5-$扩增条件为 :9 Q

9 79=%:9 Q 1 79=&78 Q 1 79=&02 Q 1 79="共

27 个循环"02 Q延伸 0 79="反应重复 / 次'

24结果

A%$&秀丽白虾 F 种 I型凝集素基因的克隆

以秀丽白虾卵巢 ?3%& 为模板"分别以

,-N'616(&,7-N'616$%,7-N'626(&,7-N'626$%

,7-N'6/6(&,7-N'6/6$和 ,7-N'696(&,7-N'6

96$为引物"在 1 116 MH&068 MH&632 MH 及 1 322

MH 处各获得一特异性条带"克隆测序后"结果经

E08JLX分析确定为秀丽白虾 -型凝集素基因

7)/+1*1&7)/+1*2&7)/+1*/ 和 7)/+1*9 目的片段"分别命

名为 C#H,2A1&C#H,2A2&C#H,2A/ 和 C#H,2A9'

/R端和 7R端分别经巢式 5-$扩增得到特异性条

带"测序结果经分析拼接后"获得此 9 个基因的全

长 ?3%&序列 #图 1$' C#H,2A1&C#H,2A2&C#H

,2A/ 和 C#H,2A9 的 ?3%&全长分别为 1 /:3&

1 11:&1 /69 和 1 2:: MH'
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图 $&秀丽白虾 F 种 I型凝集素基因 ?!"#及推导的氨基酸序列

-$3结构域用下划线表示"信号肽序列用双下划线表示"加尾信号用阴影表示"-8

2 =结合域 2 用方框表示' &!,7-N'61%E!

,7-N'62%-!,7-N'6/%3!,7-N'69

'()%$&"+?<19;(=10/2==1=+?1=/:(29 /?(=001>+12?198F ID<1?;(28+<<D<12);-?!"#(2;.#49)&+%&

*9=:0@>=A@I09=@J9=A9?8L@L<@-$3A/789=J"L<@?0@828:@J9L@/KL<@H>L8L92@J9:=80H@HL9A@8I@A/>M0@>=A@I09=@A"J<8A/VJ9=A9?8L@L<@

H/0C#&$J9:=80J"L<@7/L9K/K-8

2 =

M9=A9=: J9L@J2 8I@M/Z@A1&!,7-N'61%E!,7-N'62%-!,7-N'6/%3!,7-N'69

表 A&秀丽白虾 I型 /)1+0*基因的核苷酸序列特征

5/6%A&I-/./?;1.(0;(?0982+?<19;(=101>+12?1098;#:,<=$";#:,<=A";#:,<=B /2=;#:,<=F (2;.#49)&+%&

C#H,2A1 C#H,2A2 C#H,2A/ C#H,2A9

D@=E8=F 注册号 8??@JJ9/= =>7M@I B-7682:3 B-7682:1 B-7682:2 B-7682:/

?3%&全长4MH ?3%&K>000@=:L< 1 /:3 1 11: 1 /69 1 2::

开放阅读框4MH "$( ::6 :6: 1 326 1 399

编码氨基酸数 =>7M@I/K879=/ 8?9AJ //2 /22 /91 /90

预测蛋白分子量4F> 7/0@?>08IV@9:<L /0108 /6168 /81/1 /8182

预测蛋白等电点 9J/@0@?LI9?H/9=L 912/ 9121 91/8 9123

7R非编码区4MH 7R#N$ 80 62 111 69

/R非编码区4MH /R#N$ /30 88 220 1:1

H/0C#&$长度4MH H/0C#&$0@=:L< 28 22 /1 2:

A%A&秀丽白虾 F 种 I型凝集素基因的全长序列

特征分析

秀丽白虾 9 种 -型凝集素基因 C#H,2A1&

C#H,2A2&C#H,2A/ 和 C#H,2A9 的核苷酸序列特

征如表 2 所示' 分别编码 //2&/22&/91 和 /90 个

氨基酸的蛋白"在 %端分别含有 1:&21&23 和 10

个氨基酸的信号肽序列' 氨基酸序列用 *P&$N

在线软件分析"结果发现 C#H,2A1&C#H,2A2&

C#H,2A/ 和 C#H,2A9 均含有 2 个 -$3模块#图

/68$"并且 2 个 -$3都有 6 个保守的半胱氨酸残

基#图 /6M$' C#H,2A2 和 C#H,2A/ 的 -$31 由

128 个氨基酸残基组成"C#H,2A1 和 C#H,2A9 的

-$31 氨基酸数目分别为 120 和 126%C#H,2A2 和

C#H,2A/ 的 -$31 模式为 -6X136-6X106-6X0:6

-6X176-6X06-"C#H,2A1 和 C#H,2A9 则分别为

-6X126-6X106-6X086-6X176-6X06-和 -6X136-6

0/61
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X106-6X006-6X176-6X06-' C#H,2A1 和 C#H

,2A/ 的 -$32 由 120 个氨基酸残基组成"C#H

,2A2 和 C#H,2A9 的 -$32 氨基酸数目分别为

12: 和 1/3%同时 C#H,2A1&C#H,2A2 和 C#H,2A/

的 -$32 模式均为 -6X136-6X106-6X006-6X176

-6X06-%而 C#H,2A9 则为 -6X136-6X106-6X836

-6X176-6X06-'

由图 2 可见"秀丽白虾 9 种 -型凝集素的

-8

2 =

结合域 2 各不相同"C#H,2A1 的 -8

2 =

结合域

2 为氨基酸残基 ,53和 (%3"而 C#H,2A2&C#H

,2A/ 和 C#H,2A9 的此结构则分别为 ,5&和

(+3&O+3和 (33&,53和 ($3#图 2$'

图 A&秀丽白虾 F 种 ID型凝集素的三维结构模型

,

指示
,

螺旋"-862 指示 -8

2 =结合域 2

'()%A&B!0;.+?;+.1:9=1<098IDN1?;(2(2;.#49)&+%&

,

9=A9?8L@J80H<8<@09Z 8=A -862 9=A9?8L@J-8

2 =

M9=A9=: J9L@J2

44以秀丽白虾 C#H,2A1&C#H,2A2&C#H,2A/ 和

C#H,2A9 基因编码的氨基酸序列与 D@=E8=F 数据

库中的已知序列作E08JL5分析"结果显示C#H,2A1

与罗氏沼虾的 '@?L9=1 的相似性为 93S"与斑节对

虾&凡纳滨对虾&墨吉对虾和中国明对虾的 '@?L9=

的相似性分别为 /1S&/1S&/2S和 /3S%C#H,2A2

与罗氏沼虾的 '@?L9=2 的相似性为 0/S"与中国明

对虾&墨吉对虾&凡纳滨对虾和日本囊对虾的相似

性分别为 //S&/3S&/2S和 /8S%C#H,2A/ 与罗

氏沼虾的'@?L9=/ 的相似性为 6:S"与墨吉对虾&印

度明对虾#G)**)'5$)*")%&1*81/%&$&日本囊对虾和

中国明对虾的相似性分别为 /3S&91S&/7S和

/1S%C#H,2A9 与罗氏沼虾的 '@?L9=9 的相似性为

/0S"与凡纳滨对虾&中国明对虾&短沟对虾

#!)*")%&&)#1&%7/"+%&$&斑节对虾和墨吉对虾的相

似性分别为 /:S&/0S&/0S&/6S和 /6S' 与罗氏

沼虾&凡纳滨对虾&中国明对虾&斑节对虾等 -6

'@?L9= 的多重序列比对发现"'@?L9= 蛋白在秀丽白

虾和其他虾类间在 -$3结构域上具有一定的保守

性"含有高度保守的半胱氨酸#-$&色氨酸#O$&天

冬氨酸#3$等残基#图 /$'
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图 B&秀丽白虾 ,:/)1+0*基因编码序列的结构及其氨基酸序列比对

81-型凝集素基因的 2 个 -$3模块% M1-型凝集素氨基酸序列的多重比对

阴影表示相同和相似的氨基酸"星号表示 2 个 -$3结构域中保守的半胱氨酸残基"

&

表示 2 个 -$3结构域中保守的色氨酸残基

'()%B&5-10;.+?;+.1/2=/<()2:12;98;-1=1=+?1=/:(29 /?(=01>+12?1098,:=)1+0*(2;.#49)&+%&

81-$31 8=A -$32 A/789=J/K-6'@?L9= 9= C.#58)&+%&% M1&09:=7@=L/KL<@A@A>?@A 879=/ 8?9A J@T>@=?@/K-6'@?L9=

*<8A/V@A 0@LL@IJI@HI@J@=L?/=J@I2@A 879=/ 8?9A 9= L<@J@HI/L@9=J1-/=J@I2@A ?CJL@9=@I@J9A>@J9= -$31 8=A -$32 V@I@9=A9?8L@A V9L<

8JL@I9JF1-/=J@I2@A LICHL/H<8=@I@J9A>@J9= -$31 8=A -$32 V@I@9=A9?8L@A V9L< LI98=:0@1PI'@?L9=61"PI'@?L9=62"PI'@?L9=6/"PI'@?L9=69

#I"/'5;'"/01%#'5&)*;)'(11" &(%237:011%&(%237:811%&(%237::%&(%2363311$%(?-N'6761 #G)**)'5$)*")%&/01*)*&1&",#8/928:1

1$%(7-N'#G.#)'(%1)*&1&"(!07100/11$%57-N'61#!)*")%&#5*585*"3G80129911$% '2-N'62#A1+5$)*")%&E"**"#)1"3G80129711$

A%B&秀丽白虾 I型凝集素基因的进化分析

阳性选择分析44经过序列比对&密码子校正

后"用5&P'913 分析了含 2 个-$3结构域的虾类

7)/+1* 基因的阳性选择情况"结果显示"结构中具有

2 个 -$3结构域的虾类 7)/+1* 基因在进化过程中

经历了阳性选择' 经过 '$N检验"P28&P/ 和 P8

模型比 P18&P3 和 P0 模型更适合 7)/+1* 基因'

在模型P28中"有 /18S#

/

>171/7$的位点属于阳

性选择位点%在模型 P8 中"有 716S#

/

>61/2$的

位点属于阳性选择位点'
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系统进化分析44分别选择了不同十足类 -6

'@?L9= 的典型蛋白以 %!法构建了系统进化树"结

果如图 9 所示' 秀丽白虾的 ,7-N'62&,7-N'6/&

,7-N'69 首 先 分 别 与 罗 氏 沼 虾 的 '@?L9=62&

'@?L9=6/&'@?L9=69 聚类"再依次与其他虾类聚类'

不同十足类的 -6'@?L9= 可分成 9 个亚群 #&&E&

-&3$"在已克隆的秀丽白虾 9 种 -型凝集素中"

,7-N'61&,7-N'62&,7-N'6/ 都属于亚群 -"

,7-N'69 则属于亚群 &' 由图 9 可见"亚群 &

中"除斑节对虾的凝集素 1 #57-N'61$仅含有一

个 -$3结构域外"其他虾类都含有 2 个 -$3结

构域%亚群E中"除中国明对虾#(?-N'$外"其他

图 F&不同十足类 IDN1?;(2的 "X 系统进化树

秀丽白虾的 9 种 -6'@?L9= 用下划线标出

'()%F&C-@<9)121;(?;.11?920;.+?;1=8.9:;-1/:(29 /?(=

01>+12?1980-.(:,IDN1?;(26@ 21()-69+.DE9(2(2)

'@?L9=JKI/7 C.#58)&+%&8I@78IF@A 9= >=A@I09=@(?-N'6761"

(?-N'6762" (?-N'61" (?-N'" (?-N'69" (?-N'66

# G)**)'5$)*")%& /01*)*&1&" ,#8/928:11% ,#8/92:311%

3G16070211% &U80120311% ,#8/92:/11% ,#8/92:111 $ "

57-N'61"57&."57-N'62#!)*")%&#5*585*"3G80129911"

&U/320731 1" 3G3082661 1 $ " PI'@?L9=61" PI'@?L9=62"

PI'@?L9=6/" PI'@?L9=69 # I"/'5;'"/01%# '5&)*;)'(11"

&(%237:011% &(%237:811% &(%237::% &(%2363311 $ "

(7-N'# G.#)'(%1)*&1&" (!07100/11 $ " '2-N'62" '2-N'61

# A1+5$)*")%& E"**"#)1" 3G8012971 1% ,(78/:/:1 1 $ "

P\'@?L9=6,# I"'&%$)*")%&K"$5*1/%&$ " 5?PE5# !'5/"#;"'%&

/7"'D11" (!913:1111 $ " 5)PE5 # !"/16"&+"/%& 7)*1%&/%7%&"

&U86167/11 $ " ,J-N'# C'15/0)1'&1*)*&1&" &D-/199011 $ "

*H-N' # 4/B77" $"'"#"#5&"1*" &D-:67211 1 $ " 5HPE5

#!5'+%*%&$)7"(1/%&"&EP6707611$

虾蟹类都仅含有 1 个-$3结构域%亚群-中所有

种类都具有 2 个 -$3结构域"而亚群 3中的所

有种类"其凝集素蛋白都仅具有一个 -$3结

构域'

A%F&秀丽白虾 F 种 I型凝集素基因的组织分布

以
"

H"/+1* 为内参"半定量 $N65-$结果显示"

C#,2AH1 主要在秀丽白虾的血液&精巢和卵巢中表

达"其中血液中的表达量最高"在胸神经节及肝胰

腺中表达量相对较低"在心脏中微弱表达"在鳃和

肌肉中不表达' C#,2AH2 主要在卵巢&精巢&血液&

胸神经节和心脏中表达"在肝胰腺中表达量相对较

低"在肌肉和鳃中不表达' C#,2AH/ 主要在精巢&

卵巢&肝胰腺&血液&心脏和胸神经节中表达"其中

在精巢中的表达量最高' ,7-N'69 主要在精巢&

卵巢&心脏&胸神经节和肝胰腺中表达"在血液中表

达量相对较低"在精巢中表达量最高#图 7$'

图 Q&F 种 ,:/)1+0*:P"#在秀丽

白虾不同组织中的差异性表达

11血液% 21肌肉% /1心脏% 91胸神经节% 71鳃% 61肝胰腺%

01卵巢% 81精巢% :1阴性对照

'()%Q&5-10()2(8(?/2?11R,.100(9298F ,:/)1+0*:P"#(2

=(881.12;;(00+1098;.#49)&+%&6@ P5DCIP

11<@7/0C7H<% 217>J?0@% /1<@8IL% 91L</I8?9?:8=:09/=% 71:900%

61<@H8L/H8=?I@8J% 01/28IC% 81L@JL9J% :18=@:8L92@?/=LI/0

/4讨论

B%$&秀丽白虾 I型凝集素基因的结构特征

-型凝集素代表一个依赖于钙离子参与才能

识别碳水化合物配体的糖原结合蛋白家族"在脊

椎动物中高度保守"而在无脊椎动物中则表现出

一定的多样性
(7)

' 仅虾类而言"在日本囊对虾已

报道的 ,H7)/+1* 中"均只包含一个 -$3结构域"

罗氏沼虾已报道的 9 个 ,H7)/+1* 基因"都具有 2 个

-$3结构域
(12)

"而中国明对虾和凡纳滨对虾"则

存在 ,H7)/+1* 基因既有包含 1 个 -$3的"又有含

2 个 -$3的情况
(10 51:)

' 本研究克隆获得的秀丽
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白虾的 9 个 ,H7)/+1* 基因"都含有 2 个典型的

-$3结构域"这一点与罗氏沼虾高度相似' 并

且"在这 9 个 -型凝集素蛋白中"都含有 2 个

-8

2 =

结合域 2"或称为糖基结合位点"其功能与碳

水化合物的识别有关' -$3结构域中"主要由 2

个基序与钙离子共同作用完成对糖基分子的结

合"第一个典型的基序为 ,5%或 G53"第二个典

型的基序为 O%3' ,5%和 ,53可对甘露糖进行

识别"G53则可识别半乳糖
(23 521)

' 本研究显示"

秀 丽 白 虾 ,7-N'61& ,7-N'62& ,7-N'6/ 和

,7-N'69 的糖基结合位点分别为 ,534(%3&

,5&4(+3& O+34(33 和 ,534($3" 表 明

,7-N'61&,7-N'62 和 ,7-N'69 可能对甘露糖

进行结合' 在虾类中"这 2 个基序存在一定的多

态性"有 ,53&,5%&ON3&G53&,5*&'%3&($3&

.%3&G5N&($3等多种形式
(7)

' 同样"秀丽白虾

9 种 ,H7)/+1* 基因的糖基结合位点也发生了一定

程度的变异"其中",7-N'62&,7-N'6/ 的糖基结

合位点分别与罗氏沼虾的 '@?L9=2& '@?L9=/ 一

致
(12)

"而 ,7-N'61&,7-N'69 则与凡纳滨对虾的

一致
(22)

"说明在虾类中"糖基结合位点虽然多变"

但在某种程度上还是存在一定的保守性'

对秀丽白虾 9 种 -型凝集素基因的信号肽

分析表明"9 个基因都存在 10 <21 个氨基酸残基

的信号肽"说明这 9 种 -型凝集素全为分泌型蛋

白' 在昆虫中"经对氨基酸的化学修饰研究证明"

序列中存在的保守的半胱氨酸&色氨酸残基"对凝

集素的凝血活性起着重要作用
(2/)

' 本研究中经

多序列比对发现"秀丽白虾的 9 个 -型凝集素基

因中都存在着保守的半胱氨酸和色氨酸残基#图

/$"提示着其具有一定的凝血功能' 已经证实"-

型凝集素中保守的天冬氨酸残基的存在"对与

-8

2 =

的结合至关重要
(12)

"本研究所克隆的 9 个秀

丽白虾 -型凝集素基因均具有保守的天冬氨酸

残基"且都具有信号肽"因此可以从结构上推测这

9 个 -型凝集素基因可以在血淋巴中粘合入侵的

微生物"具有一定的免疫功能"当然其具体的功能

尚需经进一步的感染实验来证实'

B%A&秀丽白虾 I型凝集素基因的进化分析

多序列比对表明"除了 ,7-N'62 与罗氏沼虾

的 '@?L9=2 有 0/S的相似性外"秀丽白虾的 -6

'@?L9= 与其他虾类的的相似性为 /1S</8S"相

似程度总体上偏低' 在有关的研究中"凡纳滨对

虾 -型凝集素 2 与其他的物种相似性为 /1S<

/9S"罗氏沼虾的 9 个 -型凝集素相似性为

/3S</8S

(12)

"可见 -型凝集素是一个进化较快

的基因"这与无脊椎动物免疫相关基因具有较高

变异性的特点相吻合
(29)

' 同时"基于 5&P'程序

的分析结果表明"包含秀丽白虾 9 个 -型凝集素

基因在内的具有 2 个-$3结构域的7)/+1* 基因经

历了阳性选择' 阳性选择是免疫相关基因的一个

明显特征
(29)

"虾类具有 2 个 -$3结构域的凝集

素中存在阳性选择"这一点暗示着 -型凝集素在

免疫防御中的作用"同时阳性选择后造成的凝集

素氨基酸的多样性更进一步说明了凝集素对入侵

微生物的强大的防御能力
(12)

' 本研究的结果从

另一个角度证明了秀丽白虾这 9 个 7)/+1* 基因与

免疫功能相关的确定性'

O8=: 等
(7)

基于 ,H7)/+1* 基因氨基酸序列构

建的进化树显示"十足类的 ,H7)/+1* 基因可分成 9

组"含有 2 个 -$3结构域的种类分别构成了 2 个

亚群#&和 -$"含 1 个 -$3结构域的种类则构成

了另一亚群#3$"本实验的结果和此基本一致"可

见 -$3结构域的数目对其系统进化起了重要作

用' 秀丽白虾与罗氏沼虾同属于长臂虾亚科"因

此系 统 树 也 揭 示 了 其 进 化 关 系" ,7-N'62&

,7-N'6/&,7-N'69 分别与罗氏沼虾的 '@?L9=2&

'@?L9=/&'@?L9=9 显示了最近的亲缘关系' 此外"

系统进化树还显示"对虾类的 -型凝集素可含有

1 个或 2 个 -$3结构域"真虾类则以含 2 个 -$3

结构域占优势"而蟹类及螯虾类"则主要以含 1 个

-$3结构域为主#图 9"3组$'

B%B&秀丽白虾 I型凝集素基因的组织表达特征

在目前所研究的十足类的 -型凝集素基因

中"部分存在仅在特定组织中表达的特征"例如中

国明对虾的 G/7)/+1* 基因仅在血淋巴中特异表

达
(27)

"G/H0&A" G/HA)/2" G/H7)/7 和墨吉对虾的

G#A,则在肝胰腺中特异表达
(11"10"26 520)

%而有的

则在不同的组织中都能表达"如罗氏沼虾的

I'A)// 可在肝胰腺&鳃&胃和肠中表达
(12)

"凡纳

滨对虾的 2 种 -型凝集素基因 AEA)/+1*H1 和

AEA)/+1*H2 则在肝胰腺&肌肉&生殖腺&血液和鳃中

都能表达
(28)

' 本研究以
"

H"/+1* 为内参的半定量

$N65-$结果表明"秀丽白虾 9 种 -型凝集素不

具有组织特异表达的特点"而是在其体内具有不

同的组织表达模式' 其中 C#,2AH1 在血液中表

1961
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达量最高"C#,2AH2 在卵巢中表达量最高"在血

液中的表达量相对较高"而 C#,2AH/ 和 C#,2AH9

都是在精巢中的表达量最高"同时"C#,2AH2 和

C#,2AH9 在胸神经节中都具有较高的表达量'

这和中华绒螯蟹&凡纳滨对虾的 -型凝集素的研

究结果一致"中华绒螯蟹的 C&A)/<主要在精巢和

胸神经节中表达"而 C&A)/L则主要在胸神经节

中表达
(1/)

%凡纳滨对虾的 2 种 -型凝集素基因

A/,2AM和 AEA)/在神经节中的表达量最高
(0 58)

'

秀丽白虾 9 种 -型凝集素基因的共同特点是在

精巢中都有极高的表达%虽然在肝胰腺中都有表

达"但肝胰腺并不是其表达量最高的组织%在肌肉

和鳃组织中都不表达' 本研究结果显示"秀丽白

虾的精巢是 -型凝集素基因的一个重要的表达

器官"这个结果是否提示了精巢除了执行主要的

生殖功能外"还有一部分免疫功能尚可发掘"或者

预示着精巢中高丰度 -型凝集素基因的存在"其

本身对协助生殖细胞的正常产生起了一定的屏障

作用"这一点尚需更深入的研究来证实' 免疫相

关的基因同时又兼具一定的生殖功能"这在哺乳

类已有相关报道"如大鼠附睾中特异表达的 N1*

1M 基因是一个与生育有关的天然抗菌肽基

因
(2:)

"在生育期的表达量最高"年老后下降%另外

的研究也证实"N/00609F@I@?@HL/IJ#N'$J$在生殖

系统中参与多种生理与病理过程"不仅在雄性的

生殖系统中具有明显的抗病毒效应
(/3)

"而且在雌

性的卵巢及子宫中均行使重要功能"在卵巢癌&盆

腔炎&睾丸类固醇疾病&少精症&前列腺炎及前列

腺癌等生殖系统疾病的形成中具有重要作用
(/1)

'

-型凝集素或者其家族中的某一成员本身是否是

一类具有生殖与免疫的双功能基因"尚需依赖后

续的功能实验研究 -型凝集素在秀丽白虾生殖

过程中抗微生物感染的作用来确定"预期可为研

究虾类生殖系统的自身防御开辟一定的通路"也

可为虾类的遗传育种提供可能的分子标记"并为

虾类遗传育种中加快种苗选育工作的进程提供有

效的基因源'
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