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摘要! 为探讨 @@752 提高感染嗜水气单孢菌的日本沼虾幼虾成活率的机制!实验首次克隆了

!

2!部分序列!研究了
!

2!基因的时空表达以及 @@752 对其表达和活力的影响" 将体长 /19 <

913 ?8的日本沼虾幼虾随机分为 2 组!分别用 41:9 =43

75

8/05'的 @@752 溶液和不含 @@752

的溶液浸泡处理 4 8:;!42 A 后!每组再分为 2 个亚组!分别向虾腹部注射嗜水气单胞菌菌悬液

#菌攻毒实验组和菌攻毒对照组$或生理盐水#实验组 74 和对照组 74$!于不同时间点测定幼虾

的成活率%

!

2!基因表达水平和活力的变化" 结果显示!@@752 预处理可显著提高感染嗜水气单

胞菌的日本沼虾幼虾成活率" 经B'&*C比对!克隆的
!

2!部分8$%&序列与罗氏沼虾
!

2!具

有 :3D以上同源性" 实时荧光定量 6-$实验显示!

!

2!基因表达水平在血细胞中最高!且以蜕

皮前期最为显著" @@752 处理的幼虾血细胞
!

2!基因的表达无显著性差异&嗜水气单胞菌刺激

使血细胞
!

2!8$%&水平在 / A 比 3 A 提高了 903D!其活力在 25 A 增幅为 5119D&而菌攻毒实

验组 8$%&水平在 8 <50 A 明显高于菌攻毒对照组!尤其在 42 A!增幅为 944D!其活力水平也呈

同样的变化趋势" 研究表明!@@752 预处理能上调感染嗜水气单胞菌的幼虾血细胞
!

2!基因的

转录水平!诱导
!

2E活力增强!这可能增强了幼虾的免疫水平!从而提高成活率"

关键词! 日本沼虾& 嗜水气单胞菌& @@752&

!

27巨球蛋白#

!

2E$& 基因表达

中图分类号! F59:& *:881466666666 文献标志码'&

66甲壳动物的免疫防御主要依靠非特异免疫系

统"其中"体液免疫通过血淋巴中的一些非特异性

酶 或 因 子 来 进 行" 如 酚 氧 化 酶 原 系 统

#GH/GAI;/0/J:K9LIL3LMI8"GH/6"系统$&溶血素&

凝集素以及蛋白酶抑制剂等' 目前已在甲壳动物

的血淋巴中发现了多种蛋白酶抑制剂"

!

27巨球蛋

白#&0GA92789?H/<0/N20:;"

!

2E$就是其中一种'

研究表明"

!

2E 参与控制和调节 GH/6"系

统
(4)

"后者与动物体内的黑化反应&细胞毒性反应&

细胞粘附&封装和吞噬作用等多种免疫反应有

关
(2)

' 在淡水龙虾 #"#$%&#'(#$)'*+,%)'$)*)'$中"

!

2E通过抑制一种叫做 GG&# GH/6"79?M:O9M:;<

I;P38I$的丝氨酸蛋白酶调控 GH/6"系统的激

活
(/)

' 另外"

!

2E可能承担着类似调理素 -/ 的作

用
(5)

"在马蹄蟹 #-%.)*)'/0*1/2+.)'$中"

!

2E 与

血浆中的一种富含硅铝的酸性凝集素结合"抑制凝

集素的溶血能力和细胞溶解能力
(9)

' 对斑节对虾

#"+,#+)'.0,030,$的研究发现"

!

2E还可与同线

蛋白#一种在信号转导途径中连接多种分子的衔接

蛋白$结合
(8)

"被白斑综合征病毒感染后"

!

2E与

同线蛋白的表达呈显著上调' 虽然
!

2E在甲壳动

物免疫过程中详细的分子机制有待更深入研究"但

目前的报道显示"其基因表达的上升与动物免疫反

应之间存在关联' 在日本囊对虾 #!#4')/+,#+)'

5#/0,%$#'$

(1)

和斑节对虾
(0)

中"

!

2E经一种潜在的

免疫增强剂***肽聚糖刺激后表达量升高%注射脂

多糖后"锯缘青蟹 # 6$1**# '+44#(#$

(:)

&罗氏沼虾

#!#$4074#$2%). 40'+,7+48%%$

(43)

血 细 胞 中
!

2!

8$%&水平显著升高%细菌&真菌或病毒感染可导

致多种虾蟹
!

2!基因转录上调
(44 74/)

'
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@@752 是一种咪唑类物质"常用作昆虫生长调

节剂"我们实验室前期研究显示"该物质还可促进

凡纳滨对虾 #-%(0/+,#+)'9#,,#.+%$ 幼虾的 生

长
(45 749)

"提高其成活率
(48 741)

' 最新研究发现"

@@752 能显著提高感染嗜水气单胞菌#:+40.0,#'

21340/2%*# $ 的 日 本 沼 虾 # !#$4074#$2%).

,%//0,+,'+$幼虾成活率' 本研究首次克隆出
!

2!

的部分序列"采用 $I907C:8I6-$方法"分析了

!

2!基因在日本沼虾幼虾中的时空表达以及 @@7

52 对其表达的影响"测定了
!

2E活力水平的变化"

进一步分析了日本沼虾成活率与
!

2!基因表达之

间的关系'

46材料与方法

%&%'日本沼虾成活率的测定

日本沼虾 #河南原阳黄寺浴场提供$经实验

室适应性暂养后"选取健康幼虾#体长 /19 <913

?8$ 833 尾"随机分为 @@752 实验组 # @@752

MHI9M8I;M$ 和 @@752 对照组 # @@752 ?/;MH/0$'

@@752 实验组用 41:9 =43

75

8/05'的 @@752#烟

台大学应用化学系提供"纯度
#

:9D$溶液浸泡

处理 4 8:;

(45)

"取出迅速控干水分后"投入到水族

箱中"按正常方式饲养%@@752 对照组用不含 @@7

52 的溶液处理"方法同上' @@752 预处理后 42

A"分别向 @@752 实验组虾腹部血窦注射 23

"

'

浓度为 /13 =43

1

个58'的嗜水气单胞菌#新乡医

学院细胞工程中心实验室馈赠$菌悬液 #菌攻毒

实验组"@@752 MHI9M8I;M7:;21340/2%*#$或 23

"

'

生理盐水 #实验组 74"MHI9M8I;M74$%@@752 对照

组按同样方法处理"分为 2 组!菌攻毒对照组

#?/;MH/07:;21340/2%*#$和对照组 74 #?/;MH/074$'

实验设 / 个重复"分别于注射后 3&/&8&42&25 和

50 A 记录各组的累计成活数"计算成活率'

%&$'总 ()*提取及 +,)*第一链的合成

用 $%&:L/ 602L#C9@9$9$提取日本沼虾血淋

巴&肝胰腺&表皮&鳃&肠&肌肉组织的总 $%&"总

$%&的完整性和纯度用凝胶电泳检测"$%&的

浓度根据 :

283

进行定量' 按照 6H:8I*?H:GM

CE

$C

试剂盒#C9@9$9$操作说明合成 ?4%&第一链'

%&-'

!

$!基因的克隆与序列测定

根据已知甲壳类巨球蛋白高度保守区域设计

简并引物"正向引物为 9Q7&CRRRR&-CRR&&7

-R&RCCR7/Q"反向引物为 9Q7-R&&R&RCRC&7

-RR&&R&CC7/Q' 29

"

'6-$反应体系!C9@9$9

<#=

CE

#9 #5

"

'$ 3129

"

'"43 =6-$B2SSIH#E<

2 >

602L$/

"

'"K%C6419

"

'"?4%&4

"

'"引物各 4

"

'"

用 KK+

2

"补至 29

"

'' 6-$循环条件!:5 T 预变性

5 8:;":5 T 变性 /3 L"90 T 退火 /3 L"12 T延伸

/3 L"/9 个循环"12 T终延伸43 8:;' 6-$扩增产物

进行检测纯化"按照C

5

4%&':<9LI@:M#6H/8I<9$要

求连接在 GR,E7C载体上进行转化测序'

%&#'

!

$! .()*水平的定量测定

实验所用引物为实时定量 6-$特异性引物"

即目的基因
!

2! 正向引物为 9Q7&-CCCRR7

R-&R--&RC-&RCR7/Q"反向引物为 9Q7R&-R7

RC-CCR&&&-C&&-RRR&R7/Q%内参基因 40*

H$%& 正 向 引 物 为 9Q7CRCC&-RRRCR&-7

RR&R&&7/Q"反向引物为 9Q7-&CC--&&CC&7

-R-&R&-C-RR7/Q' $I907C:8I6-$按照 *UB$

6HI8:J ,J C9=

CE

#C9@9$9$要求进行"在 23

"

'反

应体系中依次加入灭菌 KK+

2

"010

"

'&2 =*UB$

6HI8:J ,J <#=

CE

0

"

'&$"V $ISIHI;?I43I315

"

'&正反向引物各 315

"

'&?4%&模板213

"

'"离

心"按照两步法 6-$扩增标准程序进行扩增"6-$

循环条件!预变性 :9 T /3 L"循环 4 次%:9 T 9 L"

83 T /5 L"循环 53 次' 实验过程中"血细胞 $%&

的提取和蜕皮周期的鉴定分别依据刘清兰等
(40)

和

-IL9H等
(4:)

的方法' 结果采用 2

7

##

>

M法进行分析"

实验所得数据采用单因素方差分析 #";I7W93

&%".&$和 42;?9; 多重极差检验法统计分析

#"?3139$'

%&/'

!

$0 活力的测定

日本沼虾幼虾血细胞
!

2E活力的测定参照

R90OX; 等
(23)

的方法'

26结果

$&%'!!"#$ 对感染嗜水气单胞菌的日本沼虾幼

虾成活率的影响

在实验期间"对照组 74 和实验组 74 成活率

保持在 :3D以上' 注射菌悬液后 50 A 内"菌攻毒

对照组成活率迅速下降"而菌攻毒实验组在 42 <

50 A 与菌攻毒对照组相比成活率呈显著增高"增

幅均在 4//D以上"尤其在 42 A 时成活率高达

453D#表 4$'

$&$'血细胞
!

$!基因部分 .()*序列

6-$扩增产物经 413D琼脂糖凝胶电泳检

54:
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1 期 王6佩"等!咪唑类物质 @@752 对日本沼虾
!

27巨球蛋白基因表达的影响 66

测"仅出现 4 条与目的产物分子量相近的条带"测

序为 4 43: NG#图 4$' 序列进行 B'&*C比对"证

实为日本沼虾
!

2!基因部分 8$%&序列"与罗

氏沼虾
!

2!基因具有 :3D以上同源性"现已在

%-B)注册#!F/59131$'

$&-'

!

$!基因的时空表达

!

2!基因在各组织中都有表达"其中"血细

胞中 8$%&水平最高#图 2$' 血细胞
!

2!基因

表达水平在蜕皮前期较高"蜕皮后期和蜕皮间期

没有显著性差异#图 /$'

表 %'!!"#$ 预处理的感染嗜水气单胞菌的日本沼虾成活率的变化

123&%'14567.5"+89:;5+42<=58>645;9:?7?2@:2658>!!"#$ 6:5265A"!"#$%%&#'#('7<B5+65AC764)"*+,-&%*$./

组别

<H/2G

感染后时间5A M:8IG/LM:;>I?M:/;

/ 8 42 25 50

对照组 74 成活率 ?/;MH/074 43313 :/1/ :/1/ :/1/ :/1/

实验组 74 成活率 MHI9M8I;M74 43313 43313 :811 :811 :811

菌攻毒对照组成活率 ?/;MH/07:;21340/2%*# 0811 8811 4811 4313 4313

菌攻毒实验组成活率 @@752 MHI9M8I;M7:;21340/2%*# :/1/

0/1/

"

5313

""

2/1/

"

2/1/

"

注!+

"

,和+

""

,分别表示与菌攻毒对照组相比"有显著或极显著差异#"?3139""?3134$

%/MIL!

"

"?3139"

""

"?3134"OL?/;MH/07:;21340/2%*# 9MMAIL98IM:8I

图 %'日本沼虾
!

$! +,)*部分序列

D7=&%'E2:68>;5F95<+58>

!

$! +,)*7<!"#$%%&#'#('

图 $'

!

$!基因在日本沼虾不同组织的表达量

+?1血细胞% +G1肝胰腺% R:1鳃% ,G1表皮% EL1肌肉% );1肠

, @95组织

D7=&$'(5@267?5.()*@5?5@;8>

!

$! =5<526

A7>>5:5<667;;95;7<!"#$%%&#'#('

+?1A9I8/?3MI% +G1AIG9M/G9;?HI9L% R:1<:00% ,G1IG:KIH8:L%

EL182L?0I% );1:;MILM:;I1, @95I9?A M:LL2I

图 -'血细胞
!

$!基因在日本沼虾各蜕皮阶段的表达量

4"21蜕皮后期% /1蜕皮间期% 5"91蜕皮前期

, @95蜕皮阶段% 不同字母表示组间差异显著#"?3139$

D7=&-'(5@267?5.()*@5?5@;8>

!

$! =5<57<

425.8+G65;8>!"#$%%&#'#('26A7>>5:5<6.8@6;62=5;

4"21G/LM8/0MLM9<IL% /1:;MIH8/0M% 5"91GHI8/0M

, @95I9?A 8/0MLM9<I% RH/2GLY:MA K:SSIHI;ML2GIHL?H:GML9HI

L:<;:S:?9;M03 K:SSIHI;M#"?3139$

94:
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$&#'!!"#$ 和嗜水气单胞菌对日本沼虾血细胞

!

$!基因表达的影响

在实验观察期间"@@752 对照组
!

2! 8$%&

水平呈明显的波动性变化"而 @@752 实验组
!

2!

8$%&水平与之相比无显著性差异#图 5$"说明

仅用 @@752 处理对
!

2!基因的转录影响不大'

菌攻毒对照组
!

2! 8$%&水平在 / A 时升高"与

3 A 相比升高了 903D#"?3139$"在 8 A 时恢复

到正常水平%菌攻毒实验组
!

2! 8$%&在 8&42

和 50 A 与菌攻毒对照组比呈显著升高"尤其在

42 A"增幅高达 944D#图 9$'

图# !!"#$ 处理对日本沼虾血细胞
!

$!基因表达量的影响

, @:5组5时间点%材料取自蜕皮前期幼虾#余同$%+A,+AA,表示与

3 A @@752 对照组相比有显著或极显著差异#"?3139""?3134$

D7=&#'H>>5+6;8>!!"#$ 6:526.5<68<6:2<;+:7I678<2@

@5?5@;8>

!

$! =5<57<425.8+G65;8>!"#$%%&#'#('

, @:5I9?A <H/2G5I9?A M:8IG/:;M% E9MIH:90L9HIKIH:OIK SH/8

GH9Y;L9MGHI8/0M#CAIL98I9LMAIS/00/Y:;<$ %A"?3139"AA"

?3134 OL@@752 ?/;MH/09M3 A

图 /'!!"#$ 预处理对感染嗜水气单胞菌的

日本沼虾血细胞
!

$!基因表达的影响

, @:5组5时间点%+

"

, +

""

, 表示与相应菌攻毒对照组相比

有显著或极显著差异#"?3139""?3134$ "+

!

,表示与 3 A

菌攻毒对照组相比有显著差异#"?3139$

D7=&/'H>>5+6;8>!!"#$ I:56:526.5<68<

!

$! =5<5

5JI:5;;78<7<425.8+G65;8>!"#$%%&#'#('

7<B5+65AC764)"*+,-&%*$./

, @:5I9?A <H/2G5I9?A M:8IG/:;M%

"

"?3139"

""

"?3134"OL

?/;MH/07:;21340/2%*# 9MMAIL98IM:8I"A"?3139 OL?/;MH/07:;

21340/2%*# 9M3 A

$&/'!!"#$ 和嗜水气单胞菌对日本沼虾血细胞

中
!

$0 活力的影响

实验过程中"@@752 对照组
!

2E活力有小幅

度波动"并始终维持在一定的水平"@@752 实验组

!

2E活力只在 25 和 50 A 有明显的波动性变化

#"?3139$ #图 8$' 嗜水气单胞菌能显著提高

!

2E的活力"菌攻毒对照组
!

2E 活力仅在 25 A

显著高于 3 A"菌攻毒实验组
!

2E活力在 8&42 和

50 A 比菌攻毒对照组明显增高#图 1$'

图 K'!!"#$ 处理对日本沼虾血细胞
!

$0 活力的影响

, @:5组5时间点%+

"

,表示与 @@752 对照组相比有显著差异

#"?3139$ "+

!

,表示与 3 A @@752 对照组相比有显著差异

#"?3139$

D7=&K'H>>5+6;8>!!"#$ 6:526.5<68<

!

$0 2+67?76G 7<

425.8+G65;8>!"#$%%&#'#('

, @:5I9?A <H/2G5I9?A M:8IG/:;M%

"

"?3139" OL@@752

?/;MH/09MMAIL98IM:8I"A"?3139 OL@@752 ?/;MH/09M3 A

图 L'!!"#$ 预处理对感染嗜水气单胞菌的

日本沼虾血细胞
!

$0 活力的影响

, @:5组5时间点%+

"

, +

""

, 表示与相应菌攻毒对照组相比

有显著或极显著差异#"?3139""?3134$ %+

!

,表示与 3 A

菌攻毒对照组相比有显著差异#"?3139$
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/6讨论

日本沼虾是我国重要的淡水养殖品种"在实

验室条件下养殖"幼虾死亡率很低' 为了探讨

@@752 对日本沼虾幼虾成活率的影响"采用水体

常见致病菌嗜水气单胞菌体内攻毒方法导致幼虾

的高死亡率"本实验结果表明"在实验观察期间"

@@752 预处理可使幼虾成活率明显升高'

!

2E被定义为广泛存在的高分子量蛋白酶

抑制剂"通过捕获外源酶和过度激活内源性蛋白

酶发挥作用
(4)

"开放式的血液循环使血细胞能够

参与识别&黑化&吞噬等多种生化反应
(2)

"血细胞

内
!

2!基因表达可能会降低病原体感染对宿主

造成的毒害作用
(4"24 722)

' 本研究中
!

2!基因转

录物在多组织内被检测到"尤以血细胞中最高"与

相关报道一致
(1":)

' 另外"

!

2!基因的表达水平

随蜕皮周期的变化而变化"在蜕皮前期最高"推测

原因是在旧外壳的降解和新外壳的形成过程中一

些病原体很容易渗入到机体
(2/)

"刺激机体的免疫

器官联合抵抗病原体的侵染
(25)

'

据报道"多种十足类动物在被细菌&真菌&病

毒或微生物组分如肽聚糖&脂多糖感染后会导致

!

2!基因上调
(0"42 74/)

"本实验结果显示"感染嗜

水气单胞菌 / A 后"日本沼虾血细胞
!

2! 8$%&

水平明显升高 #图 9$' 虽然"@@752 单独处理对

幼虾血细胞
!

2!基因的表达影响不大#图 5$"但

@@752 预处理 >注射嗜水气单胞菌可显著诱导血

细胞
!

2!基因转录"8$%&水平在 8&42 和 50 A

时显著升高#图 9$%其活力水平也呈相应的变化

趋势 #图 1 $' 理论上"真核生物基因的转录是

$%&聚合酶与顺式作用元件如启动子&增强子等

相互作用"并在蛋白质辅助因子的协同下完成"但

实验推测"@@752 可能通过某种途径增强了来自

嗜水气单胞菌的肽聚糖或脂多糖对
!

2!基因转

录的调节"使$%&聚合酶更有效地结合到基因的

启动子上"从而提高转录效率"详细机制有待今后

研究'
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