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摘要! 为了探讨凡纳滨对虾转录因子 &674 在病毒引发的免疫应答过程中的潜在作用!实验根

据前期的转录组和表达谱结果提示信息!首次克隆了凡纳滨对虾 3<>4 基因"M93<>4!J2@8:@V

注册号(P(111198#!利用在线软件进行了生物信息学分析!运用半定量的方法进行了组织表

达分析!并利用实时荧光定量6-$"T6-$#技术分析了该基因在白斑杆状病毒"Y**.#侵染过

程中的表达变化特征% 结果显示!3<>4 基因 "$(区全长 002 X3!编码 21/ 个氨基酸% 预测分

析显示该基因编码的蛋白质含有 4 个 !?@ 结构域和 4 个高度保守的亮氨酸拉链结构域

"XZ)6#!其中 !?@ 结构域在非脊椎动物中保守性不高% 组织表达分析表明!该基因在凡纳滨对

虾各组织中广泛表达!其中在血细胞中表达量最高% 在 Y**.感染早期"319 >3;#!该基因表

达没有显著改变!感染后 9 >"9 >3;#!3<>4 基因开始显著上调表达!在人工感染后 25 >!该基因

的表达量达到最高 "<?3134#% 研究表明!该基因在一定程度上参与了凡纳滨对虾体内由

Y**.引发的先天免疫应答过程!为进一步研究 M93<>4 在对虾应答病毒侵染过程中的功能和

作用机制奠定了基础%

关键词! 凡纳滨对虾' 转录因子激活蛋白"&674#' 序列分析' 表达谱分析' 免疫应答

中图分类号! G:09' *1881466666666 文献标志码(&

66转录因子是一种调节蛋白"结合特定 4%&

序列的启动子下游区域或者在转录和翻译后水

平结合靶基因来调节基因的表达
&4 72'

( &674 参

与众多的生物反应"是重要的转录因子
&/'

"它主

要参与体内免疫系统的调控)细胞增殖)分化和

凋亡等重要生物反应
&5 70'

( 然而到目前为止"

3<>4 基因的研究主要集中在脊椎动物等高等生

物上"近几年已在软体动物鲍鱼 #A$1(,2(+B(+!*+

B(+!*+$

&1'

和 菲 律 宾 蛤 仔 # K*B(2$#.+

#/(1(##()$'*0$中分别克隆出 3<>4 基因"而甲壳

动物 3<>4 基因的相关研究还未见报道( 基于

对脊椎动物 &674 的研究"可知 3<>4 基因参与

多条信号传导通路"尤其调控着大量免疫应答

相关基因的表达"所以对甲壳动物 3<>4 基因开

展研究可以对其先天免疫应答作用机制的探讨

提供一定参考
&43'

( &674 转录因子是由原癌基

因 5*) 和 I,+以及活性转录因子亚基基因 $2I分

别编码的 !?@ #B7!?@"!?@8"!?@4$ )(/<#B7(/<"

(C:74"(C:72"(/<8$和 &LR蛋白嵌合而成的二聚

体复合物
&8'

"包括同源或者异源 !?@7!?@)!?@7(/<

或者 !?@7&LR

&: 744'

( 这种复合物能够结合到具有

高度亲和性的启动子和增强子区域"从而调控

基因表达
&42'

( 3<>4 基因编码的蛋白具有高度

保守的亮氨酸拉链结构域# XZ)6$和 4 个碱性氨

基酸区
&4'

"在亮氨酸拉链附近富含带正电荷的

赖氨酸和精氨酸"介导 &674 与靶基因启动子上

的反式激活因子应答元件#E$,$相连接
&9'

( 实

验前期的转录组和表达谱结果
&4/'

提示!白斑杆

状病毒 #Y**.$感染对虾后"3<>4 基因表达量

有显著变化"表明其可能参与对虾应答病毒侵
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染的过程( 本研究以凡纳滨对虾 #M(2,#.)$.*+

9$))$0.($血细胞为模板"首次克隆出 3<>4 基

因"在此基础上对其进行序列和生物信息学分

析以及组织表达特征分析和 Y**.刺激时该基

因的表达情况"为研究该基因在凡纳滨对虾先

天免疫过程中应答病毒感染的作用机制奠定了

基础(

46材料与方法

!'!(实验材料

实验动物66凡纳滨对虾#体长 43 B42 B9$

购于天津市汉沽区对虾养殖基地(

实验主要试剂及菌株66E$)D/0总 $%&

提 取 试 剂 盒 # 购 自 )@I;LC/M2@ $ % 6C;92*BC;3L

$2I2C<2EC:@<BC;3L:<2和克隆载体 6N4741E#购

自 E:P:$:$ %6?!,1(E/3743(, #本实验室保存$ %

其他试剂均为国产或进口分析纯产品(

实验仪器666-$仪 #8;/7$:A$%冷冻离心

机#,332@A/CR$%%&%"4C/32333#E>2C9/$%摇床%

恒温培养箱%超净工作台等(

!')(总 *%&提取与第一链 #$%&的合成

分别取 0 尾健康凡纳滨对虾的血液"经离心

后得到血细胞"参照 E$)D/0总 $%&提取试剂盒

说明书的方法提取血细胞总 $%&( 提取后的总

$%&经 4H琼脂糖凝胶电泳进行定性检测以及使

用 %&%"4C/32333 对其进行定量检测" 703 K保

存备用( 以 2

%

'凡纳滨对虾血细胞 $%&为反转

录模板"&"'6#9Q7JJ--&-J-JE-J&-E&JE&-

#E$

48

# &5-5J$7/Q$ 为 反 转 录 引 物" 根 据

6C;92*BC;3L$2I2C<2EC:@<BC;3L:<2说明书合成第一

链 B4%&(

!'+(5<D! 基因的克隆

根据前期本实验室转录组测序结果
&4/'

"设计

该序列特异性引物 (#9Q7E--J-E&JEJ&-E-&7

E-JE7/Q$和 $#9Q7JJ-&E--&-&E&-&&-E--7

/Q$"以凡纳滨对虾血细胞 B4%&为模板"利用

6-$方法进行扩增"并在 4H的琼脂糖凝胶上进

行电泳分析"获得目的条带"进行割胶回收"与克

隆载体 6N4741E48 K过夜连接"转化到感受态

内"并挑取阳性克隆进行测序验证(

!'<(5<D! 基因的生物信息学分析

利用在线软件 # >LL3!

!

SSS12U3:<O1/CM5

L//0<$将测序结果翻译成蛋白质序列"并对其进行

分子量及等电点的预测( 在 %-8)的 6C/L2;@

80:<L数据库中搜寻具有较高同源性的 &674 蛋白

质序列"利用 -0?<L:07W和 N,J&913 软件进行多

序列 比 对 和 聚 类 分 析" 系 统 发 生 树 采 用

%2;M>X/?C7!/;@;@M 方法构建(

!'=(5<D! 基因的组织表达分析

取正常未染病对虾的心)肝胰腺)鳃)血细胞)

肌肉)肠和神经 : 种组织"进行 $%&提取和反转

录成 B4%&"利用半定量的方法检测各组织中该

基因的表达情况( 以
2

7:BL;@R# 9Q7J&&JE&J7

--J---EJJEEJ7/Q$ 和
2

7:BL;@C# 9Q7-JJEE7

&J--EEJJJJEEJ&JJJJ&J7/Q$为内参基因

的扩增引物"反应条件!15 K预变性 5 9;@"15 K

变性 4 9;@"9: K退火 4 9;@":2 K延伸 4 9;@"28

个循环":2 K总延伸 43 9;@( 将调整好的各组织

的模板 B4%&量来扩增目的基因( 以 &674R#9Q7

J---&E--&--&&-&--&7/Q$ 和 &674C# 9Q7

-JE-EJ-JJ-E--E--EE7/Q$为目的基因的扩

增引物"反应条件!15 K预变性 5 9;@"15 K变性

4 9;@"99 K退火 4 9;@":2 K延伸 4 9;@"28 个循

环":2 K总延伸 43 9;@( 6-$产物均在 419H的

琼脂糖凝胶上进行电泳检测( 并利用 8:@A*B:@

软件分析电泳条带灰度"从直观上反映该基因在

不同组织中的相对表达量(

!'>(5<D! 基因应答 UOOa感染的表达分析

该实验分为对照组和实验组( 实验组每尾

虾注射 Y**.病毒 43

8

拷贝数的 Y**.悬液"而

对照组注射等体积的 E%缓冲液"注射后分别于

3)319) 9) 42) 25) /8) 50 及 :2 >3;# >/?C<3:<L

;@R2BL;/@$取血细胞"提取血细胞总 $%&并经反

转录获得 B4%&"将得到的 B4%&作为 $2:07L;92

6-$的模板"以磷酸丙糖异构酶#LC;/<23>/<3>:L2

;</92C:<2"E6)$ 作为 内参"引 物为 E6)7T(# 9Q7

JJE-&-JEJEEJE-EEJJ-EE&EJ&&--7/Q$ 和

E6)7T$ # 9Q7-EJ&&-&&&JE-EJJ-EEJ&J&7

J-EJ-7/Q$( $2:07L;926-$的反应体系为 19 K

预变性 /3 <"4 个循环%19 K变性 9 <"83 K退火

/3 <"53 个循环%最后经 99 K升温到 19 K"每个

循环上升 319 K进行融解曲线分析( 所获得的数

据经统计分析后使用 2

7

$$

&

L法计算"并采用 2检验

分析目的基因 3<>4 显著性差异(

9124
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26结果

)'!(5<D! 基因的序列分析

以凡纳滨对虾血细胞 B4%&为模板"克隆到

凡纳滨对虾 3<>4 基因"$(区为 002 X3"编码 21/

个氨基酸"预测其分子量为 /21: V4:"等电点为

:103( 通过 *N&$E在线分析发现"3<>4 编码的

蛋白质含有 !?@ 结构域和 4 个高度保守的亮氨酸

拉链结构域#XZ)6$#图 4$(

图 !(凡纳滨对虾 5<D! 基因的核酸序列及其氨基酸序列

下划线部分为亮氨酸拉链结构域# XZ)6$ "阴影部分为 !?@ 结构域

A1B'!(%5#D38163-E66365#36-21E8 -#1643V53E#34875<D!

E>2X:<;B02?B;@2D;332C# XZ)6$ A/9:;@ ;<?@A2C0;@2A"L>2<>:A2A :9;@/ :B;A<;@A;B:L2L>23C2A;BL2A !?@ A/9:;@

)')(5<D! 基因的多重序列比对及系统发生树

构建

将 3<>4 序列 %-8)数据库中进行 80:<L76

比对"结果发现"该蛋白与其他物种 &674 蛋白

大致有 53HB50H的相似度"其中与肩突硬蜱

#DG,B.+F!$#*1$'(+$相似性最高"达到 50H"与斑

马鱼#:$)(, '.'(,$&674 的相似性达到 59H"与

小鼠 #@*+0*+!*1*+$和人 #A,0, +$#(.)+$也分

别有 52H和 5/H的相似性( 多序列比对分析结

果显示"脊椎动物的 &674 蛋白有较高的相似

度"高达 13H以上( 而无脊椎动物 &674 蛋白保

守性相对较低"只有约 59H的相似性 #图 2 $ (

将上述有关序列及其他物种 &674 蛋白序列构

建系统发生树"分析它们之间的进化关系"结果

表明上述序列共聚为 / 组"分别是脊椎动物"软

体动物和节肢动物#图 /$ ( 凡纳滨对虾 &674 与

节肢动物切叶蚁#3!',0"'0.G.!/()$2(,'$聚到一

个分支上(

)'+(5<D! 基因的组织表达分析

利用半定量的方法分析了 3<>4 在不同组织

中的表达情况 #图 57:$( 结果显示"该基因在凡

纳滨对虾的心)肝)鳃)血细胞)肌肉)肠和神经中

均有不同程度表达"尤其在血细胞中表达量最高"

而在心脏中表达量最低( 利用 8:@A*B:@ 软件对

电泳条带进行灰度分析#图 57X$"结果与肉眼观

察结果一致( 血细胞中该基因的表达量为内参
!

>

$!2() 的 /144 倍"而心组织相对含量较少"仅为内

参的 3190 倍(
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图 )(凡纳滨对虾 &/I! 与其他物种 &/I! 蛋白的多序列比对结果

红色矩形内为保守的亮氨酸拉链# XZ)6$结构域% 其他物种 &674 蛋白及其 J2@8:@V 注册号分别为"鲍鱼 &674#&4G5/252$ % 佛罗

里达弓背蚁 &674#,(%8841514$ % 切叶蚁 &674#,J)8002314$ % 肩突硬蜱 &674#W6>3325359:4$ % 大西洋鲑 &674#&-%445/9$ % 非

洲爪蟾 &674#%6>334305288$ % 原鸡 &674#%6>334328583$ % 小鼠 &674#%6>3/5:24$ % 人 &674#%6>332241$ % 斑马鱼 &674 #%6>

198204$

A1B')(L5D91FD3-D1BE23E9876365#36-21E8 -#1643V53E#387&/I! N19:89:304F3#134

E>2<2T?2@B2</R:9;@/ :B;A<;@ L>2C2A C2BL:@M02:C2L>2B/@<2CI2A 02?B;@2D;332CA/9:;@# XZ)6$ % J2@8:@V :BB2<<;/@ @?9X2C!A$1(,2(+

B(+!*+B(+!*+&674#&4G5/252 $ % &$0#,),2*+I1,'(B$)*+&674 #,(%8841514 $ % 3!',0"'0.G.!/()$2(,'&674 #,J)8002314 $ % DG,B.+

+!$#*1$'(+&674#W6>3325359:4$ % F$10, +$1$'&674#&-%445/9$ % E.),#*+1$.9(+&674#%6>334305288$ % ;$11*+4$11*+&674 #%6>

334328583$ % @*+0*+!*1*+&674#%6>3/5:24$ % A,0, +$#(.)+&674#%6>332241$ % :$)(, '.'(, &674#%6>198204$

)'<(5<D! 基因应答 UOOa感染的表达分析

经 $E76-$方法分析了对虾血细胞中 3<>

4 基因在 Y**.病毒感染后的不同时间的表达

变化特征#图 9 $ ( 结果显示!在注射 Y**.病

毒初期#319 >$时没有显著变化"直到注射后 9

> 时"3<>4 基因开始显著上调表达"在 42 > 时

:124
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3<>4 基因表达量有所下降"但也是对照组的

4192 倍"具有显著差异#<?3139 $ ( 直到注射

Y**.病毒后 25 > 时"3<>4 基因的相对表达

量达到最高"是对照组的 2 倍多"具有极显著

的差异 #<?3134 $ ( 而后的 50 和 :2 > 3<>4

基因的表达量略有下降"但与对照组相比"仍

有显著变化 #<?3139 $ ( 所以 Y**.病毒感

染可以显著诱导 3<>4 基因的上调表达"参与

机体的免疫反应(

图 +(凡纳滨对虾 &/I! 与其他物种

&/I! 之间的进化分析

凡纳滨对虾 &674 用箭头标出( 其他物种 &674 蛋白及其

J2@8:@V 注册号分别为"小鼠 &674 #%6>3/5:24 $ % 牛 &674

#%6>3343:4219$ % 褐家鼠 &674#%6>38083:$ % 人 &674#%6>

332241$ % 原鸡 &674#%6>334328583$ % 非洲爪蟾 &674 #%6>

334305288$ % 斑马鱼 &674 #%6>198204 $ % 红鳍东方 &674

#-&498098$ % 大西洋鲑 &674#&-%445/9$ % 虹鳟 &674#%6>

33444:00/$ % 鲍鱼 &674 # &4G5/252 $ % 菲律宾蛤仔 &674

#&4Z502/8$ % 切叶蚁 &674#,J)8002314$

A1B'+(/:;D8B3E391#-E-D;41487=89$00$.+/

&/I! N19:89:304F3#134

M?9$))$0.(&674 S:<9:CV2A S;L> L>2:CC/S1J2@8:@V

:BB2<<;/@ @?9X2C! @*+0*+!*1*+&674 # %6> 3/5:24 $ "

L,+2$*'*+&674 # %6> 3343:4219 $ "K$22*+),'9.4(!*+&674

#%6>38083: $ "A,0, +$#(.)+&674 # %6> 332241 $ ";$11*+

4$11*+&674 # %6> 334328583 $ "E.),#*+1$.9(+&674 # %6>

334305288 $ " :$)(, '.'(, &674 # %6> 198204 $ " H$7(I*4*

'*%'(#.+ &674 # -&498098 $ " F$10, +$1$' &674

# &-%445/9 $ " -)!,'/"!/*+ 0"7(++ &674 # %6 >

33444:00/ $ " A$1(,2(+B(+!*+B(+!*+&674 # &4G5/252 $ "

K*B(2$#.+#/(1(##()$'*0 &674 # &4Z502/8 $ " 3!',0"'0.G

.!/()$2(,'&674 #,J)8002314 $

图 <(凡纳滨对虾 5<D! 基因组织表达特征

#:$3<>4 基因组织表达的凝胶电泳检测% # X$3<>4 基因组织

表达的凝胶灰度分析( 41心% 21肝% /1鳃% 51血% 91肌肉%

81肠% :1神经

A1B'<(,144533KF0344918E875<D!

#:$ M20202BLC/3>/C2<;</R3<>4 M2@22U3C2<<;/@ ;@ L;<<?2% # X$

2U3C2<<;/@ /RM?9$))$0.(3<>4 M2@2XO MC:O <B:02:@:0O<;<141

>2:CL% 21>23:L/3:@BC2:<% /1M;00% 51>29/BOL2<% 919?<B02% 81

;@L2<L;@2% :1@2CI2

图 =(*,I/?*方法检测 UOOa感染后不同时间点

凡纳滨对虾血细胞 5<D! 的相对表达量

"

表示差异显著#<?3139$ "

""

表示差异极显著#<?3134$

A1B'=(*,I/?*-E-D;414932F80-D3KF034418E87

5<D! -7930UOOa#:-DD3EB31E:328#;934

"

;@A;B:L2 <;M@;R;B:@LA;RR2C2@B2# < ?3139 $ "

""

;@A;B:L2

2ULC2920O <;M@;R;B:@LA;RR2C2@B2#<?3134$

/6讨论

转录因子&674 参与众多的生物反应"是重要

的转录因子
&45'

"长期以来"对转录因子 3<>4 基因

的研究主要集中在脊椎动物等高等生物上"对甲

壳动物 3<>4 基因的研究还未见报道"但该基因的

重要性受到了越来越多的关注"在低等动物中对

其的研究也陆续开展起来( 2342 年首次在进化
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地位处于脊椎动物与无脊椎动物之间的文昌鱼

#L'$)!/(,+2,0$ 5$#,)(!*0$上进行研究"证明了

3<>4 基因参与卵巢的发育"与文昌鱼的生长发育

密切相关"且清楚地发现 3<>4 基因在脊椎动物和

无脊椎动物之间具有进化的差异性
&5'

( 在免疫

方面"3<>4 基因参与 E/00样受体和 %(7

4

8等免

疫通路
&49'

"42Z/O<:等
&1'

对鲍鱼进行病原刺激"

刺激后 3<>4 基因表达有显著变化"与本实验室前

期转录组结果中凡纳滨对虾 3<>4 基因应答

Y**.感染的表达变化模式相吻合"表明其可能

通过调控下游效应基因表达来参与对虾应答病毒

侵染的过程(

本研究以凡纳滨对虾血细胞为模板"首次克

隆出 3<>4 基因( &674 蛋白常以二聚体的形式存

在"而&674 蛋白之间及其他蛋白的相互作用也是

&674 发挥生物学作用所必需的
&48 74:'

( *N&$E

在线软件预测该蛋白 %端具有与 4%&结合负责

转录激活的 !?@ 结构域"-端具有负责形成二聚

体的较保守的亮氨酸拉链#XZ)6$结构域
&40'

"是典

型的 4%&结合域"与转录因子的功能相一致"并

显示了其进化的保守性( 在亮氨酸拉链附近也发

现富含赖氨酸和精氨酸等带正电荷的氨基酸
&9'

#图 4$"!?@ 结构域通过这些碱性氨基酸构成的疏

水区相互作用形成稳定的二聚体结构
&/'

"结合

4%&序列特异的识别位点 9Q7EJ&J5-E-&7/Q

#又称作 E$,$

&41'

"这些结构特征均与曾报道过

的 &674 蛋白结构相一致"通过该位点结合 4%&

进而发挥其生物学调控作用
&23 724'

( &674 蛋白也

可通过磷酸化来调控转录激活能力"据报道人的

3<>4 基因具有几个磷酸化位点!*8/5*:/5E145

E1/ 具有磷酸化增强转录激活能力"E2/45*25/

具有磷酸化抑制 4%&结合能力
&22'

"而这些关键

位点在凡纳滨对虾中也有发现"分别是 *515*915

E:05E03 和 E41:5*230"推测其也有磷酸化修饰

蛋白的功能"可以增强和抑制转录活性( 凡纳滨

对虾&674 蛋白序列与其他物种同源性并不高"但

其中脊椎动物 &674 之间的同源性较高#图 2$"高

达 13H以上"表明了脊椎动物 3<>4 基因进化的

保守性"而包括凡纳滨对虾&674 蛋白在内的无脊

椎动物 &674 蛋白 -端的亮氨酸拉链# XZ)6$结构

域相对比较保守( 在进化树分析中"&674 被分为

/ 组"分别是脊椎动物)软体动物和节肢动物#图

/$"而脊椎动物也明显分为哺乳动物和鱼类"凡

纳滨对虾 &674 蛋白与切叶蚁聚到一个分支上"同

属节肢动物门"但与脊椎动物亲缘关系较远(

组织表达分析结果显示"3<>4 基因在凡纳滨

对虾各组织中均呈组成型表达"不具有组织特异

性"其中在血细胞中表达量较高"而血细胞在对虾

的免疫防御过程中具有重要的作用"这与 3<>4 基

因在免疫调控中的功能具有一定的相关性( 该基

因在肌肉和神经等组织中表达量也较高"可能参

与对虾的生长
&5'

和细胞凋亡
&45'

等重要反应(

对虾血细胞中 3<>4 基因在 Y**.病毒感染

后不同时间点呈现了不同的表达特征#图 9$( 从

实验结果可以推断"在 Y**.感染早期 # ?9

>3;$"3<>4 基因的表达几乎没有变化"表明该基

因几乎没有参与对病毒侵染的应答"&674 是一个

转录因子"而非结合病毒的模式识别受体"因此可

能不在病毒侵染的早期阶段发挥作用%在感染后

9 > 时"3<>4 基因表达的显著上调表明其开始参

与应答病毒侵染反应"到了感染后 25 >"该基因的

表达量达到峰值"此时其在最大程度上参与了抗

病毒应答过程"可能此时血细胞已完成大量复制"

或激发起自身的免疫防御系统%在对虾感染

Y**.50 B:2 > 期间"3<>4 基因的表达量略有下

降"但与对照组相比"仍有显著上调变化 #<?

3139$( 表明 3<>4 基因可能通过在病毒侵染的

中晚期发挥作用而参与机体抵抗病毒入侵的免疫

反应( 基于脊椎动物 &674 的研究基础"可知 3<>

4 基因参与多条信号传导通路"尤其调控着大量

免疫相关基因的表达( 本研究为深入探讨 3<>4

基因在凡纳滨对虾先天免疫应答过程中的作用机

制奠定了理论基础"后续该基因调控对虾抗病毒

免疫应答的精确功能研究正在进行中(
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