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摘要! 为初步研究中国明对虾 ;009 的生物学功能!采用 $&-,技术克隆获得中国明对虾 ;009

基因全长95%&序列!并对该序列进行分析# 结果显示!中国明对虾;009 基因全长为 2 319 JI!开

放阅读框长 4 224 JI!5X非编码区长 249 JI!/X非翻译区长 120 JI# 将该基因命名为 A);009# 推测

该基因编码 931个氨基酸!预测分子量为 95109 M2!理论等电点为 ;153# 同源性和系统进化分析发

现A);009 与肩突硬蜱和印度跳蚁的同源性分别为 ;3Q和 8;Q!与其他节肢动物 PVV9 聚为一

支# 荧光定量$C:G-$结果表明!A);009 基因在肌肉中的相对表达量最高!其次为肝胰腺# 氨氮

胁迫后该基因在中国明对虾肌肉"肝胰腺"血细胞"鳃"心脏"肠和胃中的表达量均显著增加!并有不

同的时空表达谱式!表明A)PVV9 可能参与中国明对虾非生物胁迫的应答反应#

关键词! 中国明对虾$ ;009 基因$ 氨氮胁迫$ 基因克隆$ 组织表达

中图分类号! D8;5$ *0111466666666 文献标志码%&

66中国明对虾 #A.&&.$+#.&*.'()7%&.&(%($"隶

属 于 节 肢 动 物 门 # &FL@F/I/B<$& 甲 壳 纲

#-F2AL<94<$& 十 足 目 # 549<I/B<$& 游 泳 亚 目

# %<L<3L=<$& 对 虾 科 # G43<4=B<4$& 明 对 虾 属

#A.&&.$+#.&*.'($"是我国重要的经济养殖虾类

之一
(4)

' 近年来"随着沿海地区经济社会的发展

和陆源污染物的增加"使得养殖环境急剧变化"对

虾的适应能力降低
(2)

"其中残饵&虾体排泄物等

有机物在海水中经微生物分解后产生大量的氨氮

等物质"而氨氮在高浓度时对虾体有致死作

用
(/)

' 孙舰军等
(9)

研究表明"氨氮可降低中国明

对虾与抗病力有关的酶活力"从而降低其免疫能

力"增加发生疾病的可能性%吴中华等
(5)

研究表

明"高浓度的亚硝酸盐和氨可使中国明对虾肝胰

腺&胃等组织发生异常变化"出现从细胞肿胀到空

泡化&坏死等一系列的组织病理学变化%王娟

等
(1)

的研究表明亚硝酸盐和非离子氨对中国明

对虾具有一定的毒性"且非离子氨对中国明对虾

的毒性大于亚硝酸盐%蒋玫等
(8)

的研究表明"氨

氮胁迫抑制糠虾幼体本身的生长代谢过程' 由此

可见"氨氮对中国明对虾免疫及变态等有着重要

的影响"深入研究氨氮对中国明对虾的影响在理

论和实践上都具有重要意义'

丝裂原活化蛋白激酶 9 # ;=L/?43:<9L=E<L4B

IF/L4=3 M=3<A4M=3<A49" PVV9"又称 P&G2V9"

P,V9"!%VV4 和 *,V4$"是 P&GV信号转导通

路的组成部分"最早是在非洲爪蟾 # B.&+#'(

2*.@%($中被克隆出来"并命名为 HP,V2

(;)

%随后

在小鼠#;'(9'()'2'($和人#<+9+ (*#%.&($中克

隆并最终命名为 PVV9

(0 744)

' PVV9 能同时激

活 I/; 和 !%V两条 P&GV信号转导通路
(42 749)

"

将细胞外的刺激信号转导至细胞及其细胞核内"

并引起细胞凋亡&炎症反应及肿瘤发生
(45 74;)

'

PVV9 参与许多生理及病理过程' 研究表明"

PVV9 在胚胎发育过程中起着重要作用"在小鼠

胚胎发育的前 43 B";009 只在中枢神经系统中

有表达
(40)

%到胚胎期第 42 天";009 在多种组织

中表达"且在肝脏中表达最高' 缺失 ;009 基因
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的小鼠在胚胎第 4415 =4/15 天时死于贫血或非正

常的肝脏发育
(23)

' 同样";009 与免疫系统&心脏

病及癌症的发生有关' 在 ;009 缺失的小鼠体内"

K和 C淋巴细胞系均受到损坏
(24 722)

' 一些研究表

明";009 包含于特殊的肿瘤抑制信号通路中"为

抑癌基因
(2/ 729)

%与此相反"也有研究表明 ;009 为

致癌基因
(25 721)

' 由此可见";009 在生物的生长

及免疫过程中起着重要的作用"目前已在许多生物

中对 其 进 行 了 研 究" 如 人
(43)

& 小 鼠
(0)

& 果 蝇

#C$+(+#7%2* 9.2*&+-*(1.$$

(28)

&斑节对虾#4.&*.'(

9+&+D+&$

(2;)

等"但在中国明对虾中尚未见报道'

本研究从本实验室构建的中国明对虾 95%&

文库中筛选获得 ;009 基因的 ,*C序列"采用

$&-,技术"克隆得到该基因的全长 95%&序列"

并对其在氨氮胁迫后的中国明对虾组织中的表达

特征进行初步研究"以期为中国明对虾 ;009 的

生物学功能及其对氨氮抗性机理的研究提供理论

依据和技术支持'

46材料与方法

!"!#实验材料

中国明对虾取自黄海水产研究所在昌邑海丰

水产养殖有限责任公司培养的,黄海 / 号-"体长

#89108 >8159$;;"体质量#51/9 >4118$ ?' 暂

养于 233 '的 G.-桶中"每桶 /3 尾"暂养 4 周'

养殖水温 25 Z"盐度 29"I+;19"持续充氧"每天

全部换水"并投喂配合饲料'

CF=R/0 $4<?43L 购 自 )3E=LF/?43 公 司%

*P&$C

CP

$&-,&;I0=8=9<L=/3 V=L购自 -0/3L49@

公 司% '& C<Y& 5,G- 水& *UK$

"

GF4;=W ,W

C<Y

CP

&IP54;:C载体和 C/I 43 感受态细胞均购

自 C<V<$<公司%胶回收试剂盒及实验所用引物

由生工生物工程#上海$股份有限公司合成%其他

试剂均为国产分析纯'

!"$#总 DJG提取及 .BJG的合成

取健康中国明对虾肝胰腺放入液氮中研磨"

按 CF=R/0法提取总 $%&"总 $%&质量及完整性

用紫外分光光度计与 413Q琼脂糖凝胶电泳进行

检测' 利用 *P&$C

CP

$&-,&;I0=8=9<L=/3 V=L反

转录合成 95%&第 4 条链'

!"%#中国明对虾 !""> 基因 .BJG全长克隆及

测序

根据本实验室构建的中国明对虾 95%&文库

随机测序获得的 ;009 基因的 ,*C序列"利用

GF=;4FGF4;=4F513 软件设计 /X$&-,和 5X$&-,

特异性引物"所有引物均由上海生工生物工程公

司合成'

/X:$&-,66以*P&$C

CP

$&-,&;I0=8=9<L=/3

V=L反转录合成的 95%&第 4 链为模板"使用引

物 PVV9:(4 和通用引物 #GP 配对"进行 /X端

第 4 次扩增' 反应程序!09 Z预变性 5 ;=3"

09 Z变性 /3 A"5014 Z退火 /3 A"82 Z延伸 415

;=3"/5 个循环"83 Z 延伸 43 ;=3' 接着使用

PVV9:(4 和通用引物 %#G配对"以第 4 次扩增

产物为模板进行 /X$&-,第 2 次扩增' 反应程

序!09 Z预变性 5 ;=3"09 Z 变性 /3 A"5;1; Z

退火 /3 A"82 Z延伸 415 ;=3"/5 个循环"83 Z

延伸 43 ;=3'

表 !#本研究所用引物

&'("!#&)*1*K;*2.*074/,8*/1;1*+,25),115;+<

引物

IF=;4F

序列

A4Y24394#5X:/X$

PVV9:(4 &--C--O-CCOO-OCCC-

PVV9:(2 &--OC--&-&O&&-&&--CC

PVV9:$4 &C-CCOC--&O&&CO--O-C

PVV9:$2 &--&-&-&C-&O&O-O&&-O

PVV9:$/ &&&--C--C-CC--&&C-C--

#GP#A@/FL$ -C&&C&-O&-C-&-C&C&OOO-

#GP#0/3?$ -C&&C&-O&-C-&-C&C&OOO-&&O-&OCOOC&C-&&-O-&O&OC

%#G &&O-&OCOOC&C-&&-O-&O&OC

!

:<9L=3:( &OC&O--O---COOCCOC&O&

!

:<9L=3:$ CC-C--&COC-OC---&OC

P4/:( -O--&OOOCCCC---&OC-&-O&-

P4/:$ &O-OO&C&&-&&CCC-&-&-&OO&

3;8
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665X:$&-,66以*P&$C

CP

$&-,&;I0=8=9<L=/3

V=L反转录合成的 95%&第 4 链为模板"使用引物

PVV9:$4 和通用引物 #GP"进行 5X$&-,第 4

次扩增%然后使用引物 PVV9:$2 和通用引物

%#G"以第 4 次扩增产物为模板进行 5X$&-,第 2

次扩增' 反应程序同 /X:$&-,'

$&-,扩增产物经 213Q琼脂糖凝胶电泳检

测"用胶回收试剂盒回收目的片段"然后与GP54;:

C载体进行连接"转化入 C/I 43 感受态细胞"阳性

克隆经菌落 G-$鉴定后 #所用引物为 P4/:(和

P4/:$$"送往上海生工生物工程公司进行测序'

!">#中国明对虾 !""> 基因序列分析

利用 5%&*L<F软件中的 *4YP<3 程序对测序

所得结果进行载体序列去除"然后用 ,B=L*4Y 程

序进行开放阅读框的预测并翻译氨基酸' ;009

基因的核苷酸序列及推导氨基酸序列使用 %-K)

K'&*C进行相似性比对' 利用 GF/LG<F<;软件

#@LLI!

!

>4J14WI<AN1/F?6IF/LI<F<;6$进行蛋白质

理化性质预测"利用 *"GP&软件 # @LLI!

!

3IA<:

IJ=01=J9I18F69?=:J=363IA<@ <2L/;<L1I0. I<?4?

3IA<@A/I;<1@L;0$对蛋白质的二级结构进行预

测" 利 用 *S)**:P"5,' 软 件 # @LLI!

!

A>=AA;/B4014WI<AN1/F?6=3L4F<9L=E4$进行蛋白质三

级结构预测"利用 C/IGF4B4143 软件 # @LLI!

!

;/JN041I<AL42F18F69?=:J=36I/FL<01IN. A 8/F;A!!

L/IIF4B$进行蛋白疏水性和拓扑结构预测分析"

利用 CPIF4B 软件# @LLI!

!

>>>19@14;J34L1/F?6

A/8L><F46CPG$,5@8/F;1@L;0$进行蛋白拓扑结

构分析"利用 *=?3<0G914 软件#LLLI!

!

>>>19JA1

BL21BM6A4FE=94A6*=?3<0G$进行信号肽预测"利用

%-K)网站保守结构域 #-55$数据库 #+LLI!

!

>>>139J=130;13=@1?/E6*LF29L2F469BB6>FIAJ1

9?=$进行氨基酸序列的保守结构域预测' 使用

-02AL<0H软件对中国明对虾 ;009 基因与其他

物种的 ;009 基因所翻译的氨基酸序列进行多

重序列比对"在此基础上采用 P,O& 913 软件"

以邻接法#%!$进行系统进化树构建'

!"L#氨氮胁迫实验

实验用 19 ;?6'的 %+

9

-0海水溶液进行氨氮

胁迫实验#经预实验"此浓度位于 01 @ 半致死与全

致死浓度之间"其存活率在 43Q左右$' 实验前随

机挑选暂养 8 B 的健康中国明对虾 4;3 尾"平均分

为两组#氨氮胁迫组和空白对照组$"每组 / 个平

行' 各组分别在实验开始后的 3&/&1&42&29&9;&82

和 01 @ 取血液&鳃&肝胰腺&肌肉&胃&肠&心脏"每个

时间点每个平行各取 / 尾共 0 尾虾"保存于液氮

中"用于 $%&的提取' 此外"为检测中国明对虾

;009 基因在不同组织中的表达水平"另取 0 尾健

康中国明对虾的血液&鳃&肝胰腺&肌肉&胃&肠&心

脏和淋巴组织保存于液氮中"用于 $%&的提取'

!"M#!""> 基因的表达分析

CF=R/0试剂提取不同实验组中国明对虾各组织

的总$%&"反转录合成95%&"方法同韩俊英等
(20)

'

根据已获得的中国明对虾内参基因
!

E*)1%& 和

;009 基因全长序列"分别设计 4 对正反引物#

#

:

<9L=3:(和
#

:<9L=3:$&PVV9:(2 和 PVV9:$/$"对

健康中国明对虾各组织及不同时间点氨氮胁迫的

;009 基因表达量进行检测' 荧光定量 G-$的扩

增体系为 23

$

'"其中包括*UK$GF4;=W ,W C<Y ))

#2 <$43

$

'"正向引物#43

$

;/06'$31;

$

'"反向

引物#43

$

;/06'$31;

$

'"$"H$484F43945N4))

#53 <$319

$

'"95%&模板 213

$

'"5,G-水 113

$

'' 反应程序为 05 Z /3 A%05 Z 5 A"13 Z /9 A"

93 个循环%05 Z 45 A"13 Z 413 ;=3"05 Z 45 A'

荧光定量 G-$检测结果采用 2

7

!!

!

L方法进行分析"

用 *G**4813 软件进行显著性分析'

26结果与分析

$"!##$!""> 基因全长 .BJG克隆及序列分析

利用 CF=R/0试剂提取获得的中国明对虾肝胰

腺总 $%&"经紫外分光光度计检测"其 "5

213

6

"5

2;3

为 410;"表明 $%&纯度较高%经 213Q琼脂

糖凝胶电泳检测"4;*和 2;*F$%&条带清晰"完

整性较好"符合实验的要求' 以特异性引物

PVV9:(4 和 PVV9:$4 以 及 PVV9:(4 和

PVV9:$2 分别与通用引物 #GP和%#G配对"进

行 /X:$&-,和 5X:$&-,扩增"扩增产物分别测序

后拼接"获得中国明对虾 ;009 基因的全长

95%&序列"命名为 A);009"O43K<3M 登录号为

V!32/40;' 该基因全长 2 319 JI"包括 249 JI 的

5X端非编码区#5X#C$$"120 JI 的 /X#C$和 4 224

JI 的开放阅读框#"$($' /X端含有 G/0N&尾"但

不含多聚腺苷酸的加尾信号 &&C&&#图 4$'

$"$##$!""> 基因编码蛋白质的预测及生物信

息学分析

氨基酸序列分析可知"A);009 基因编码 4

4;8
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个由 [\] 个氨基酸残基组成的蛋白质"包括 59 个

碱性氨基酸#V"$$"53 个酸性氨基酸#5",$"44;

个疏水性氨基酸#&")"'"("S".$"443 个亲水性

氨基酸 #%"-"D"*"C"U$"439 个带电荷氨基酸

#5&,&$&V$' 其分子量为 95109 M2"理论等电点

为 ;153"脂溶性指数为 8113;"为脂溶性蛋白质'

总平均疏水性为 731538"为亲水性蛋白"但亲水

性不强'

图 !#中国明对虾 #$!""> 基因的核苷酸序列及其推导的氨基酸序列

细线方框内的 &CO为起始密码子% 终止密码子 CO&由
"

标出% 画线部分为 *:CV9结构域

?,3"!#J;.-*05,+*1*K;*2.*'2++*+;.*+'8,20 '.,+1*K;*2.*07#%$&'()(*'*#$!""> 3*2*

*L<FL9/B/3#&CO$=A;<FM4B >=L@ 8=0<;43LJ/W% <AL4F=AM =3B=9<L4AAL/I 9/B/3#CO&$ % L@4*:CV9B/;<=3 =A23B4F0=34B

图 $#中国明对虾 #$:II> 蛋白的疏水性分析

?,3"$#N<+/04)0(,.,5< '2'-<1,107#%$&'()(*'*#$:II> 4/05*,2

66利用在线工具 *"GP&对 A);009 基因编码

蛋白质的二级结构进行预测' 结果显示"A);009

预测蛋白包含 /1124Q的
%

螺旋"43150Q的延伸

链"9140Q的
#

转角和 90134Q的不规则卷曲'

应用 *S)**:P"5,0在线软件对 A);009 基

因编码蛋白质三级结构进行预测' 结果显示该蛋

2;8



!""#!

!

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

1 期 姚万龙"等!中国明对虾 ;009 基因克隆及其在氨氮胁迫下的表达分析 66

白主要包含不规则卷曲和
%

螺旋结构' 应用

C/IGF4B 对 A)PVV9 预测蛋白进行疏水性和拓扑

结构分析' 结果显示"该预测蛋白为亲水性蛋白"

有一个不确定的跨膜结构域#位于 243 =2/3 氨基

酸序列"共 24 个氨基酸$' 同时应用 CPIF4B 和

*=?3<)G914 软件对 A)PVV9 预测蛋白进行拓扑

结构及信号肽分析"结果显示"该预测蛋白有一跨

膜结构域#位于 202 =/43 氨基酸序列"共 40 个氨

基酸$"不含有信号肽序列' 保守结构域分析表

明"A);009 基因预测蛋白存在 *:CV9#丝氨酸6

苏氨酸蛋白激酶催化区$保守结构域"且该蛋白

属于 GV9#蛋白激酶 9$超家族"GV9:PVV9 亚族'

图 %#中国明对虾 #$:II> 蛋白二级结构预测

蓝色代表
%

螺旋"红色代表延伸链"绿色代表
#

转角"紫色代表不规则卷曲

?,3"%#A/*+,.5,02075)*1*.02+'/< 15/;.5;/*07#%$&'()(*'*#$:II> 4/05*,2

K024B43/L4A<0I@<@40=W"F4B B43/L4A4WL43B4B ALF<3B"?F443 B43/L4AJ4L<L2F3"I2FI04B43/L4AF<3B/;9/=0

$"%##$!""> 基因同源性分析

利用 %-K)K'&*CG软 件 对 中 国 明 对 虾

A);009 基因编码的氨基酸序列进行同源比对'

发现该序列与肩突硬蜱#F>+D.(:)*#'2*$%($的同源

性最高"为 ;3Q' 与其他无脊椎动物如印度跳蚁

#<*$#.-&*17+( (*21*1+$$& 大 红 斑 蝶 # C*&*'(

#2.>%##'($& 佛 罗 里 达 弓 背 蚁 # !*9#+&+1'(

82+$%D*&'($& 意 蜂 # G#%( 9.22%8.$* $& 切 叶 蚁

#G)$+9"$9.>.)7%&*1%+$$ 和 埃 及 伊 蚊 # G.D.(

*.-"#1%$的 PVV9 的同源性分别为 8;Q&85Q&

89Q&84Q&1;Q和 1;Q%与其他脊椎动物如非洲爪

蟾#B.&+#'(2*.@%($&鲤#!"#$%&'()*$#%+$&绿头鸭

#G&*(#2*1"$7"&)7+($&原鸽#!+2'95* 2%@%*$&斑马

鱼#C*&%+ $.$%+$&裸鼢鼠 #<.1.$+).#7*2'(-2*5.$$

和八齿鼠#H)1+D+& D.-'($的 PVV9 的同源性分别

为 83Q&10Q&10Q&10Q&19Q&19Q和 19Q'

利用 P,O&914 软件进行系统进化分析表

明"中国明对虾 A);009 和其他节肢动物 ;009

聚为一支#图 9$' 将中国明对虾 A);009 基因编

码的氨基酸序列与肩突硬蜱&意蜂&埃及伊蚊&大

红斑蝶&斑马鱼&非洲爪蟾和八齿鼠等动物的

;009 基 因 的 氨 基 酸 序 列 进 行 比 对 发 现"

OU5.$*5.S*'OCC'基因序列高度保守 #图

5$'

图 >#利用 :FOG>"! 软件构建的基于 :II> 氨基酸序列的 JP 系统进化树

?,3">#JP 4)<-03*2*5,.5/**('1*+02:II> '8,20 '.,+1*K;*2.*1(< :FOG>"!

/;8
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图 L#中国明对虾 ?.:II> 氨基酸序列与其他物种 :II> 氨基酸序列比对

保守基序OU5.$*5.S*'OCC'以方框表示"图中藏青色代表相同水平为 433Q"粉红色代表相同水平
%

85Q"浅蓝色代表相同水平
%

53Q

?,3"L#G8,20 '.,+1*K;*2.*1'-,328*2507?.:II> =,5)05)*/14*.,*1:II>

C@49/3A4FE4A4Y24394OU5.$*5.S*'OCC'=A;<FM4B >=L@ 8=0<;43LJ/W"3<EN B43/L4AL@4@/;/0/?N 04E40=A433Q"I=3M B43/L4AL@4

@/;/0/?N 04E40=A?F4<L4FL@<3 /F4Y2<0L/ 85Q J2L04AAL@<3 433Q"0=?@LJ024B43/L4AL@4@/;/0/?N 04E40=A?F4<L4FL@<3 /F4Y2<0L/ 53Q

J2L04AAL@<3 85Q

$">#中国明对虾 !""> 基因的组织表达分析

利用$C:G-$分析中国明对虾A);009 基因

在不同组织中的表达水平"结果表明"A);009 基

因在肌肉&肝胰腺&淋巴&心脏&胃&鳃&肠&血细胞

中均有表达' 在肌肉中的表达量最高#为血细胞

中表达量的 4/198 倍$"其次为肝胰腺 B心脏 B鳃

B胃 B淋巴 B肠 #分别为血细胞中表达量的

8140&1113&1191&1199&51/9 和 912/ 倍$"在血细

胞中的表达量最少#图 1$'

氨氮胁迫后"与对照组相比"A);009 基因相

对表达量在鳃&胃&心脏&肝胰腺&肌肉和血细胞中

首先表现为下调趋势"其中在鳃&胃&肝胰腺&肌肉

和血细胞中的相对表达量在 / @ 时最低"分别为对

照组的 315;#4C3134$&3180#4C3135$&314;#4C

3,34$ &3113#4C3134$和315/倍#4C3134$ %在

图 M#中国明对虾 #$!""> 基因在

不同组织中的表达分布

41肠% 21鳃% /1胃% 91心脏% 51淋巴% 11肝胰腺% 81肌肉% ;1

血细胞

?,3"M#B,15/,(;5,0207#$!""> 3*2**Q4/*11,02,2

+,77*/*255,11;*107#%$&'()(*'*

41=3L4AL=34% 21?=00% /1AL/;<9@% 91@4<FL% 510N;I@% 11

@4I<L/I<39F4<A% 81;2A904% ;1@4;/9NL4A
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心脏中的相对表达量在 1 @ 最低"为对照组的

31;8倍#4B3135$ #图 8$' 随后"A);009 基因

的相对表达量出现上调"并分别在 82&82&1&9;&

82 和 9; @ 达到最大值"相对表达量分别为对照组

的 /109#4C3134$&/199 #4C3134$&4182 #4C

3134$&41;9#4C3134$&41/1#4C3134$和 21/5

倍#4C3134$"且 A);009 的相对表达量总体呈

现先下降后上升再下降的变化趋势'

与上述情况相反"氨氮胁迫后"中国明对虾

A);009 基因在肠中的相对表达量呈现先上调后

下调再上调的变化趋势"且分别在 29 和 01 @ 达

到最大值"相对表达量分别为对照组的 2148 倍

#4C3134$和 2108 倍#4C3134$' 在各时间点"

氨氮胁迫组 A);009 基因的相对表达量均高于

对照组#图 8:<$'

图 R#氨氮胁迫后中国明对虾 #$!""> 基因在不同时间的表达变化

#<$肠% # J$鳃% #9$胃% # B$心脏% #4$肝胰腺% #8$肌肉% # ?$血细胞

?,3"R#FQ4/*11,0207#$!""> 3*2*,2#%$&'()(*'*'75*/'8802,'SJ15/*11

#<$=3L4AL=34% # J$ ?=00% #9$AL/;<9@% # B$ @4<FL% #4$ @4I<L/I<39F4<A% #8$;2A904% # ?$ @4;/9NL4A

5;8



!""#!

!

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

666 水6产6学6报 /0 卷

/6讨论

;009 基因自从非洲爪蟾中首次被克隆以

来"其分子功能及机制等得到较为深入的研究"但

主要结果大多来自人
(43)

和小鼠
(0)

等生物"且与生

长及免疫过程密切相关' 在甲壳动物中仅见淡水

枝角水蚤#C*#7&%* #'2.>$

(/3)

和斑节对虾
(2;)

有报

道' 本研究从中国明对虾 ,*C文库中查找比对

获得中国明对虾 ;009 基因一段序列"克隆获得

其全长"并命名为 A);009' 该基因全长 2 319

JI"其开放阅读框 4 224 JI"编码一个由 931 个氨

基酸组成的多肽' 三级结构预测显示"软件只能

预测同源性部分#氨基酸残基范围 0; =/04$的模

型"因此估计"前段几十个氨基酸残基很可能是

0//I 区"对整体构型影响不大"和油菜 #I$*((%)*

)*9#.(1$%(',$I&PVV9 预测结果相似
(/4)

' 信号

肽预测结果显示"A);009 不含信号肽"与油菜

I&PVV9 结果不同
(/4)

"表明 ;009 基因在植物和

动物中表达存在显著差异' 保守结构域分析表明"

A);009 基因预测蛋白存在 *:CV9保守结构域"且

该蛋白属于 GV9超家族"GV9:PVV9 亚族' 经

K'&*CG比对"A);009 基因编码的蛋白质属于

;009 家族"且与其他无脊椎动物的 ;009 具有高

度同源性#1;Q=;3Q$' 系统进化分析表明"中国

明对虾 A);009 与无脊椎动物聚为一支' ;009

是一个高度保守的基因"已在多种动植物中分离出

;009 基因的同源序列' 同源序列分析表明"

A);009 基因编码的氨基酸序列与其他物种一样

高度保守"且 OU5.$*5.S*'OCC'基序在无脊

椎和脊椎动物中均高度保守#图 5$' 综上所述"

可以确定该序列为中国明对虾 ;009 基因序列'

对 ;009 在不同物种各组织中的表达情况

的研究表明"在成年小鼠和人类的各组织中

;009 ;$%&均广泛表达
(43"42)

"且在骨骼肌和大

脑中的表达量较高' 在斑节对虾各组织中也均有

表达
(2;)

"且存在明显的组织差异性' 与斑节对虾

相比";009 在中国明对虾各组织中均有表达"但

表达趋势有所不同' 中国明对虾 A);009 基因

在肌肉中的表达量最高"其次为肝胰腺&心脏&鳃&

胃&淋巴和肠"在血细胞中的表达量最少' 而斑节

对虾 ;009 基因组织相对表达量由高到低依次

为肠&鳃&淋巴&肝胰腺&心脏和血细胞"这可能与

选取的实验对虾处于不同的生长发育阶段有关"

因为 ;009 在生物生理过程中起着重要作

用
(40 723)

"不同的生长发育阶段可能有着不同的组

织分布'

由于 ;009 基因在生物生理及病理过程中

起着重要作用"近年来已在多个物种中进行了研

究' 对小鼠及人的研究主要集中于 ;009 基因

在细胞凋亡&炎症反应和肿瘤发生
(45 74;)

中的重要

作用"在植物中则有 ;009 基因参与非生物胁迫

及病害相关的信号传导的报道' V/3? 等
(/2)

的研

究表明"玉米#J.* 9*"($中 J9;009 的转录水平

受到冷胁迫&盐胁迫和外源 +

2

"

2

胁迫的影响而

出现上调"在拟南芥 #G$*5%D+#(%(17*2%*&* $ 中"

J9;009 基因的过表达则可增加对冷胁迫和盐

胁迫的抗性' !/3<M 等
(//)

研究发现"冷刺激能够

激 活 紫 花 苜 蓿 # ;.D%)*-+ (*1%@* '1$ 中 的

#99;009 基因的表达和活性' 张国腾等
(/4)

的研

究则表明"油菜中 I&;009 基因的表达受低温胁

迫和盐胁迫的诱导' 为探索中国明对虾 A);009

基因在非生物胁迫应答中的作用"本研究采用 19

;?6'的 %+

9

-0海水溶液对中国明对虾进行氨氮

胁迫实验"结果表明"中国明对虾鳃&胃&心脏&肝

胰腺&肌肉&血细胞和肠中 A);009 的表达量均

随胁迫时间的不同表现出明显差异' 氨氮胁迫

后"A);009 在鳃&胃&心脏&肝胰腺&肌肉和血细

胞中的表达量先下调后上调"在肠中表达量则先

上调后下调"且在各组织中各时间点的表达量变

化不同"其原因可能是组织器官功能差异性所

致
(/9)

' 中国明对虾 A);009 基因在组织中的表

达量无论是先下调后上调 #如鳃&胃等$"还是先

上调后下调#如肠$"其总体趋势呈现出上调和下

调波动性反复变化的趋势"由此可推测"中国明对

虾 A);009 基因在抵抗持续性氨氮胁迫中起着

重要作用' 关于 ;009 在虾类中的作用机制方

面的研究尚未见报道"而虾类 ;009 是否具有与

其他动物 ;009 相似的功能"还有待进一步的

研究'

本研究成功克隆获得了中国明对虾 A);009

基因的全长 95%&序列"并通过分析氨氮胁迫后

A);009 基因在鳃&胃&心脏&肝胰腺&肌肉&血细

胞和肠中基因的表达特征"推断其可能在中国明

对虾对非生物胁迫中具有应答反应' 该结果为深

入研究中国明对虾 A)PVV9 蛋白特性及其在非

生物胁迫应答反应中的作用途径和机理提供了理

1;8
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