
文章编号: 1000-0615(2018)05-0633-13 DOI: 10.11964/jfc.20170510846

中国明对虾Dscam基因的克隆及其在免疫致敏(类免疫)
诱导反应中的表达分析

曹家旺1,2，  孟宪红1,2*，  孔    杰1,2，  史晓丽1,2，  
栾    生1,2，  罗    坤1,2，  董丽君1,2，  陈宝龙1,2

(1. 中国水产科学研究院黄海水产研究所，农业部海洋渔业可持续发展重点实验室，山东 青岛    266071；
2. 青岛海洋科学与技术国家实验室，海洋渔业科学与食物产出过程功能实验室，山东 青岛    266237)

摘要：为了研究对虾免疫致敏过程中Dscam基因的表达规律，实验采用同源克隆和
RACE技术获得了中国明对虾Dscam基因cDNA全长序列，并对该序列进行生物信息学分
析。结果显示，中国明对虾Dscam基因的cDNA全长为6 624 bp，其中包括171 bp的5′端非
编码区，459 bp的3′端非编码区，开放阅读框的长度为5 994 bp，编码1 996个氨基酸。推
测该基因编码的蛋白含有一个信号肽、10个Ig结构域、6个FNIII功能区、1个胞质尾区和
1个跨膜结构域。同源性分析及系统进化分析表明，Dscam基因与节肢动物的Dscam基因
首先聚为一类，且与凡纳滨对虾的同源性最高，为92.4%。连续投喂6 d热灭活白斑综合
征病毒(white spot syndrome virus，WSSV)饵料来诱导免疫致敏反应，在0 、6 和12 d及二
次感染后的12 、24、48、72和168 h分别取样，用RT-PCR的方法检测中国明对虾Dscam
的相对表达量。结果显示，诱导感染组Dscam基因在第12 天开始上调，且与阴性对照组
和未诱导感染组差异显著；二次感染后24 h，Dscam基因的相对表达量达到最大值，与
阴性对照组和未诱导感染组差异显著；48 h后基因表达量开始下降，但表达量仍高于阴
性对照组和未诱导感染组。实验表明，中国明对虾存在Dscam基因，并在免疫致敏过程
中发挥重要作用。
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在全球范围内，对虾养殖病害时有暴发，

而流行性疾病的大范围暴发给对虾养殖产业带

来巨大损失。20世纪80年代中期，台湾地区首先

暴发了斑节对虾(Penaeus monodon)杆状病毒病

(monodon baculovirus virus, MBV)，80年代后期至

90年代初期全球范围内又先后暴发了黄头病毒病

(yellow head virus, YHV)、传染性皮下和造血器官

坏死病毒病(infectious hypodermal and hematopoiet-
ic necrosis virus, IHHNV)和桃拉病毒病(Taura syn-
drome virus, TSV)等 [1-3]，其中致病力最强、造成

经济损失最大的病毒性疾病是90年代初在亚洲暴

发的白斑综合征病毒病(white spot syndrome virus,
WSSV)[4]。近年来，虽然众多学者对WSSV的发

生和传播机制进行了深入有效的研究，但依然

缺少治疗疾病的有效方法，抑制疾病暴发的关

键仍然是有效预防。

长久以来，人们认为无脊椎动物的免疫防

御仅仅依靠先天性免疫，缺少脊椎动物中的可

诱导产生抗体和记忆细胞的获得性免疫系统。

然而，最新研究发现，无脊椎动物中同样存在
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经诱导产生免疫记忆的机制，这种反应使无脊

椎动物的免疫防御体系处在一个紧张有效的“致
敏”状态 [5-7]。当无脊椎动物受到病毒感染或受到

病毒的某一部分刺激后(如囊膜蛋白，灭活病毒

粒子)，再次感染同样的病毒，其死亡率和病原

致病力显著降低，从而导致无脊椎动物产生“免
疫记忆”或“免疫致敏”现象 [8-9]。Dscam(down syn-
drome cell adhesion molecule)蛋白作为免疫球蛋白

超家族的一个成员(immunoglobulin superfamily,
IgSF)，在无脊椎动物的病原识别和免疫防御中

发挥至关重要的作用。据报道，在果蝇(Droso-
phila)中，Dscam基因可以通过3个Ig结构域的可

变剪切产生38 000种以上的亚型，此基因众多的

亚型可能支持无脊椎动物特异性识别不同的病

原体，并作为模式识别受体参与到病原体的特

异性识别及信号转导过程中，与无脊椎动物的

免疫致敏反应密切相关[10]。

本实验采用同源克隆和RACE技术克隆了中

国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)Dscam基因的

cDNA全长序列，并分析该基因在免疫致敏诱导

前后时空表达的变化。以期进一步了解Dscam基

因在免疫致敏过程中发挥的作用，为阐明中国

明对虾等无脊椎动物免疫致敏机制奠定基础，

为对虾等养殖业探寻防止疾病暴发的策略和

方法。

1    材料与方法

1.1    实验材料

实验所用中国明对虾取自中国水产科学研

究院黄海水产研究所遗传育种中心，平均体质

量(0.21±0.08) g，平均体长(24.71±3.90) mm。海水

经砂滤井过滤，盐度29±1。实验前暂养3 d。

1.2    实验试剂

Trizol Reagent购自 Invitrogen公司 (美国 )；
PrimeScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser，
S M A R T T M  R A C E  c D N A  A m p l i f i c a t i o n  K i t
(Clontech)，LA Taq，SYBR® Premix Ex TaqTM，

pMD18-T载体、DH5α感受态细胞和琼脂糖胶回

收试剂盒(TaKaRa MiniBEST Agarose Gel DNA Ex-
traction Kit Ver.4.0)购自宝生物工程(大连)有限公

司；引物由生工生物工程(上海)股份有限公司合

成，其余试剂为国产分析纯。

1.3    中国明对虾总RNA提取及cDNA合成

取中国明对虾头胸甲和第1、2腹节约0.1 g，
置于无RNA酶的破碎管中，加入破碎珠，于组

织破碎仪破碎10 s，采用Trizol法提取对虾总

RNA，采用超微量紫外分光光度计和1.0%琼脂糖

凝胶电泳检测总RNA的浓度和完整性。参照

PrimeScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser试剂

盒的步骤进行反转录，合成第一链cDNA，产物

用于PCR扩增和实时荧光定量；使用SMARTTM

RACE cDNA Amplification Kit (Clontech)反转录合

成cDNA第一链，作为中国明对虾Dscam基因3′和
5′端序列快速扩增的模板。

1.4    中国明对虾Dscam基因cDNA全长的克隆

根据GenBank中凡纳滨对虾(Litopenaeus van-
namei) Dscam基因(GQ154653.1)、通讯螯虾(Paci-
fastacus leniusculus) Dscam基因(HQ596367.1)和红

螯螯虾 (Cherax quadricarinatus)  Dscam基因

(JX295853.1)的保守序列区设计引物(表1)。
用1%琼脂糖凝胶电泳检测片段大小，用

TaKaRa胶回收试剂盒回收目的片段，胶回收后

与pMD18-T载体连接，转入到大肠杆菌(Escheri-
chia coli)DH5α感受态细胞中。涂板后置于37 °C
恒温培养箱中培养过夜，次日挑取单菌落接种

于1 mL液体培养基中(氨苄终浓度为100 μg/mL)振
荡培养，用M13引物进行阳性克隆的初步鉴定，

送生工生物工程(上海)股份有限公司进行测序。

1.5    中国明对虾Dscam基因可变剪切区域测序

与分析

设计F1/R1，F2/R2，F3/R3三对引物(表1)对
Dscam基因的3个可变结构域进行PCR扩增后，将

片段连接转入大肠杆菌DH5α，每个片段挑取

70个阳性单克隆进行测序。对测序结果进行双向

拼接后用MEGA 6.0软件进行排列，统计此区域

序列可变种类的数量。

1.6    中国明对虾Dscam基因生物信息学分析

将测序所得序列与中间片段进行拼接后即

可获得完整的中国明对虾Dscam基因 cDNA序

列。使用ORF finder软件进行开放阅读框的寻找

和对可能编码的氨基酸序列进行翻译；利用Prot-
param工具(http://web.expasy.org/protparam/)预测

Dscam基因所表达蛋白的基本理化性质(包括氨基

酸残基分析及蛋白质等电点、分子量预测等 )；
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利用SMART和InterProScan预测和分析蛋白结构

域；用DNAMAN软件对几种不同物种的Dscam基

因所编码的氨基酸进行排序和比对；用MEGA
6.0以NJ法(Neighbor-Joining)构建系统发育进化树。

1.7    热灭活WSSV肌肉及毒饵的制作

取感染WSSV且症状明显的中国明对虾腹节

肌肉，剁碎成泥状后装入研钵中充分研磨，加

入适量食用红色素并混合均匀，作为二次感染

对虾的毒饵，– 8 0  ° C冰箱冷藏。用荧光定量

PCR(RT-PCR)法来检测其病毒载量，测得用作毒

饵的肌肉组织平均病毒载量为2.05×108 copies/mg。

取部分毒饵，参考Balasubramanian等 [11]的灭活方

表 1    基因克隆及荧光定量引物序列

Tab. 1    The primer sequences of gene cloning and Real-time PCR

引物名　primer 引物序列(5′-3′)　primer sequence(5′-3′) 用途　usage

Dscam F1 GGCAACTCGGCCATCCTCAAG 核心片段验证

Dscam R1 CTTCGCCATTCACGGTAACATA 核心片段验证

Dscam F2 TCCAGTCAACCACCACCAATA 核心片段验证

Dscam R2 CTCGTCGCTCACCATCCTTA 核心片段验证

Dscam F3 TGGAACTCGCCTCGCTAAC 核心片段验证

Dscam R3 TCTCCTGCTCTGCCTCACT 核心片段验证

F1-210 TACCGCTGCCARGCCWCCAACTCC 同源克隆

R1-1057 CACTGGTACATKCCTTTGTCCTC 同源克隆

F2-2005 GTACCWCCWCGYTGGATTGT 同源克隆

R2-3537 GACATRACYARAGCCTTGAC 同源克隆

F3-3120 WGTSTACACYGAATACGCTG 同源克隆

R3-4298 CCAATCTTRTTRTADGCHGAAGCAT 同源克隆

3′Race F1 CGGCATTGAGAACTTGAGACTGCGAGAG 3′Race

3′Race F2 CATGGCTCACAGCAACACTTCGTCAACT 3′Race

3′Race F3 CACTGCTAAACGCCTTAATGGTGCTCAC 3′Race

5′Race F1 TGCACTTCCTGGCGGTAATCCTC 5′Race

5′Race F2 GGAAGATCAAGGTGCCGTTGGAGAG 5′Race

RT-F3 CATTGGTGCTGGACTGTCTACTGTT RT-PCR

RT-R3 GTGCTGTCTGATTGCGGTACTGAA RT-PCR

18s rRNA F TATACGCTAGTGGAGCTGGAA RT-PCR

18s rRNA R GGGGAGGTAGTGACGAAAAAT RT-PCR

M13-F CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 菌落鉴定

M13-R AGCGGATAACAATTTCACACAGGA 菌落鉴定

F1 GACACCTTCCTCCTTCACCAT Ig2、Ig3结构域测序

R1 CTTCGCCATTCACGGTAACATA Ig2、Ig3结构域测序

F2 TGGAACTCGCCTCGCTAAC Ig7结构域测序

R2 TCTCCTGCTCTGCCTCACT Ig7结构域测序

F3 TCCAGTCAACCACCACCAATA 第三段可变序列测序

R3 CTCGTCGCTCACCATCCTTA 第三段可变序列测序
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法，于60 °C恒温培养箱中灭活处理1 h，作为热

灭活WSSV饵料，–20 °C冰箱保存。

1.8    热灭活WSSV诱导及人工二次感染

根据是否进行免疫致敏反应的诱导将实验

分为3组，阴性对照组(未诱导未感染)、未诱导

感染组(投喂配合饲料)和诱导感染组(投喂热灭活

的感染WSSV的肌肉)。每组设置3个重复(30尾/重
复)，阴性对照组和未诱导感染组每天投喂3次商

业配合饲料，诱导感染组在实验的第1~6天每天

投喂1次热灭活感染WSSV的肌肉，2次配合饲

料。实验第12天，除阴性对照组外均采用单尾定

量感染WSSV的方法进行人工感染。实验期间水

温维持在 (23±1.8)  °C。在实验开始第 0、 6和
12天，二次感染WSSV病毒后12、24、48、72和
168 h时间点取样，每个时间点取3尾虾，保存于

液氮中，提取总RNA反转录后进行相对表达量

分析；全程记录实验虾死亡的时间，统计累积

死亡率。

1.9    中国明对虾Dscam基因的表达分析

2¢¢CT

本实验选取对虾18S rRNA作为内参基因，

根据克隆出的中国明对虾Dscam基因的全长序

列，在保守区域设计RT-PCR引物RT-F3/RT-R3，
使用ABI 7500实时荧光定量PCR仪对免疫致敏过

程中Dscam基因表达量进行检测，RT-PCR反应程

序：95 °C预变性30 s；95 °C变性5 s，60 °C退矢

34 s，75 °C延伸5 min，40个循环；75 °C延伸10 min；
总反应体系为20 μL：SYBR Premix Ex Taq II(2×)
10 μL，正反向引物(10 μmol/L)各0.8 μL，ROX
Reference Dye II (50×) 0.4 μL，ddH2O 6.0 μL，

cDNA模板2 μL。实验中每个样品做3个技术重

复，取其平均值作为最终结果。基因相对表达

量的计算采用 法进行分析，数据以平均

值±标准差(mean±SD)表示，并用SPSS 19.0软件进

行单因素方差分析(One-Way ANOVA)，用显著

水平P<0.05和P<0.01分别进行分析。

2    结果

2.1    中国明对虾Dscam基因的克隆及序列分析

中国明对虾Dscam基因的cDNA全长序列为6
624 bp，其中5′UTR为171 bp，3′UTR为 459 bp，
O R F长 5  9 9 4  b p，共编码 1  9 9 6个氨基酸。

3′UTR非编码序列包含终止密码子(TGA)(图1)，

GeneBank登录号为KY636384。利用简并引物F1-
210/R1-1057，F2-2005/R2-3537，F3-3120/R3-
4298获得了长度为848，1 533和1 179 bp的3个可

变区域片段。

2.2    结构域分析

SMART在线预测中国明对虾Dscam蛋白结

构域，结果显示，该基因编码的蛋白含有一个

信号肽(1~21 aa)、10个Ig(immunoglobulin，Ig)结
构域，6个FNIII(fibronectin type III)功能区，1个胞

质尾区(cytoplasmic tail，1 829~1 972 aa)，1个跨

膜结构域(transmembrane domain，1 612~1 629 aa)
(图1)。

2.3    可变区域测序

设计3对引物F1/R1，F2/R2，F3/R3分别对

Ig2、 Ig3， Ig7及第三段可变区域进行测序发现

FcDscam基因编码的蛋白在Ig2结构域的547~698 bp
和Ig3结构域的854~909 bp处存在不同的碱基序

列，两个结构域的可变区域共存在46种不同的组

合形式(图2-a)。在Ig7结构域的1 982~2 261 bp处
存在16种不同的组合形式(图2-b)。在可变低复杂

性区域(low-complexity region, LCR)及胞质尾区

(cytoplasmic tail)存在着5个可变区域，这5个区域

有11种不同的组合形式(图2-c)。理论上，中国明

对虾Dscam基因编码的蛋白可存在46×16×11=
8 096种不同的亚型。

2.4    蛋白质结构预测

利用Protparam工具预测Dscam基因所表达蛋

白的基本理化性质，结果显示，该蛋白含有20种
基本氨基酸，其中含量最高的是Val(8.5%)，最低

的是Cys(1.4%)分子量为220.06 ku，分子式为

C9683H15116N2738O3018S59；蛋白质中含有带负电荷

的残基(Asp+Glu)227个，带正电荷的残基(Arg+
Lys)198个；理论等电点pI=6.02。对Dscam蛋白的

二级结构进行分析使用SOPMA工具，结果显示,
Dscam预测蛋白包含18.33%的α螺旋(alpha helix)、
27.54%的延伸链(extended strand)、10.27%的β转角

(beta turn)和43.87%的不规则卷曲(random coil)。

2.5    中国明对虾Dscam基因同源性分析和系统

进化树构建

氨基酸序列同源性比对结果显示，中国明

对虾Dscam基因与甲壳动物亚门动物的同源性较

高，与凡纳滨对虾的同源性为92.4%，与红螯螯
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(图1 Fig.1)
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图 1    中国明对虾Dscam基因核酸以及预测氨基酸序列

黑线、红线和蓝线分别标出Ig2、Ig3和Ig7三个可变结构域；椭圆、红框及菱形分别标出跨膜结构域、胞质尾区及终止密码子(TGA)

Fig. 1    Nucleotide and duduced amino acid sequence of the Dscam gene
The three variable structural domains of Ig2, Ig3 and Ig7 were respectively marked by black, red and blue lines; the transmembrane domain, the cytoplas-
mic tail and the termination codon (TGA) were marked by the ellipse, red box and rhombus
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虾、通讯螯虾、普通滨蟹(Carcinus maenas)和中

华绒螯蟹 (Eriocheir sinensis)的同源性分别为

87.3%、85.7%、84.3%、82.7%，而与昆虫纲其他

动物的同源性则相对较低(图3)。系统进化树的

结果显示，中国明对虾先与凡纳滨对虾聚为一

支，然后与甲壳动物亚门的红螯螯虾、通讯螯

虾、普通滨蟹和中华绒螯蟹聚为一大支，随后

再和昆虫纲的其他动物聚为一类(图3)。
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图 2    中国明对虾Dscam蛋白可变区域多氨基酸序列排列

(a)为Ig2和Ig3结构域，(b)为Ig7结构域，(c)为可变低复杂性区域及胞质尾区结构域

Fig. 2    Multiple amino acid sequence alignments of the Dscam protein variable regions
(a) the Ig2 and Ig 3 domains, (b) the Ig7 domain, (c) the low-complexity region and the cytoplasmic tail
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2.6    中国明对虾Dscam基因免疫致敏诱导及二

次感染后表达量变化

用RT-PCR分析中国明对虾Dscam基因在热

灭活WSSV诱导免疫致敏反应阶段和二次感染后

表达量变化。在肝胰腺混合部分肌肉的样品的

组织中，各个时期均有表达。

在0~12 d免疫致敏反应的诱导阶段，未诱导

感染组和阴性对照组中国明对虾Dscam基因的相

对表达量维持相对恒定，诱导感染组在连续投

喂6 d经热灭活感染WSSV的肌肉后，中国明对虾
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图 3    Dscam氨基酸序列的系统进化树

物种名称及Genebank ID：普通滨蟹C. maenas CDO91660.1；中华绒螯蟹E. sinensis AGL39311.1；红螯螯虾C. quadricarinatus
AGK90306.1；通讯螯虾P. leniusculus AEC50084.1；凡纳滨对虾L. vannamei ACZ26466.1；中国明对虾F. chinensis KY636384；达氏按蚊An-
opheles darlingi ETN63184.1；黑腹果蝇Drosophila melanogaster AAF71926.1；家蚕Bombyx mori XP_012548607.1；意大利蜜蜂Apis mellifera
AAT96374.1；法老蚁Monomorium pharaonis XP_012526097.1；海蜗牛Aplysia californica ABS30432.1；长牡蛎Crassostrea gigas
AFW98341.1；人Homo sapiens AAF27525.1；小鼠Mus musculus NP_112451.1；大山雀Parus major XP_015480990.1；大西洋鲑Salmo salar
XP_013993288.1；大黄鱼Larimichthys crocea KKF19481.1；红鳍东方鲀Takifugu rubripes XP_003968332.1

Fig. 3    Phylogenetic tree of Dscam amino acid sequences
The reference sequences were as follows (GenBank ID): Carcinus maenas (CDO91660.1); Eriocheir sinensis (AGL39311.1); Cherax quadricarinatus
(AGK90306.1); Pacifastacus leniusculus (AEC50084.1); Litopenaeus vannamei (ACZ26466.1); Fenneropenaeus chinensis (KY636384); Anopheles
darlingi (ETN63184.1); Drosophila melanogaster (AAF71926.1); Bombyx mori (XP_012548607.1); Apis mellifera (AAT96374.1); Monomorium
pharaonis (XP_012526097.1); Aplysia californica (ABS30432.1); Crassostrea gigas (AFW98341.1); Homo sapiens (AAF27525.1); Mus musculus
(NP_112451.1); Parus major (XP_015480990.1); Salmo salar (XP_013993288.1); Larimichthys crocea (KKF19481.1); Takifugu rubripes
(XP_003968332.1)
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Dscam基因的相对表达量逐渐提高。实验第

6天，诱导感染组的相对表达量高于其余 2组
(P>0.05)；实验第12 天(二次感染0 h)，诱导感染

组Dscam基因的相对表达量为未诱导感染组的

1.94倍，差异显著(P<0.05)(图4)。
二次经口感染WSSV后12 h，诱导感染组

Dscam基因的相对表达量是未诱导感染组的1.64
倍(P<0.05)。二次感染24 h后，诱导感染组为未

诱导感染组的2.49倍(P<0.05)。48 h诱导感染组的

表达量为未诱导感染组的1.28倍(P<0.05)。72 h，
诱导感染组和未诱导感染组Dscam基因相对表达

量都降至较低水平(P>0.05)(图4)。
在免疫诱导阶段，饲喂感染经热灭活WSSV

的肌肉的诱导感染组未出现死亡，阴性对照组

和未诱导感染组死亡率同样为0。二次感染后24 h，
未诱导感染组出现死亡；48 h后，诱导感染组开

始出现死亡。自二次感染WSSV后，在同一时间

点，未诱导感染组的累积死亡率始终高于诱导感

染组。二次感染后168 h，未诱导感染组的累积死

亡率为91.11%，诱导感染组的累积死亡率为66.67%，

两组累积死亡率存在显著性差异(P<0.05)(图5)

3    讨论

在无脊椎动物中，普遍被接受的观点是它

们缺少适应性免疫，但是有大量的证据说明在

这些无脊椎动物中存在着特异性的“免疫致敏”反

应，也有学者称之为先天性免疫记忆(innate im-
mune memory)或者特异性先天免疫 (innate im-
mune specificity)[9，12]。研究发现，唐氏综合征细

胞黏附分子Dscam可能支撑了这种特异性免疫。

无脊椎动物的Dscam基因首先在果蝇S2细胞中被

发现，起初发现它与神经细胞轴突的形成有密

切关系 [13]，后来的研究证明Dscam基因可以被不

同的病原体诱发产生不同的亚型，可以增加免

疫细胞吞噬的效率，同时被认为与病原体的免

疫识别有关系[14-16]。

本研究通过同源克隆和RACE的技术方法获

得了中国明对虾的Dscam基因，由于Dscam基因

的自身特性及其功能的特殊性，尤其是可以被

不同病原体诱发产生多样性，决定了其cDNA及

编码氨基酸的特殊性。

3.1    中国明对虾Dscam基因的可变剪切

在Dscam基因的克隆过程中，我们发现其

Ig2、Ig3、Ig7等区域具有不同的可变剪切，这与

Wang等 [ 1 4 ]的研究结果类似，在中华绒螯蟹的

Dscam基因中，这3种结构域分别检测出了44、
39、31种可变剪切，理论上可以产生53 196(44×
39×31=53 196)种Dscam亚型。Chou等 [17]发现在斑

节对虾Dscam基因中，这3种结构域中分别有

28、43、19种可变剪切，理论上产生22 876(28×43×
19=22 876)种亚型。于爱清等 [18]不仅在这3种结构

域中发现了30、33、19种可变剪切，而且还在胞

质尾区结构域中发现2种不同的可变剪切，在水

蚤 (Daphnia)的胞质尾区也发现了4种不同的亚

型。但本实验对多个可变区域整合到一个片段
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图 4    免疫诱导阶段及二次感染后Dscam基因的表达

诱导阶段：1~3. 分别表示诱导0、6和12 d；感染阶段：4~8. 分别

表示感染0.5、1、2、3和7 d

Fig. 4    The expression profiles of Dscam after
immune induction and subsequent rechallenge

Infection stage: 1~3. represent inducing 0, 6 and 12 days, respectively;
infection stage: 4~8. represent infected 0.5, 1, 2, 3 and 7 days
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图 5    二次感染后各组累积死亡率

Fig. 5    The cumulative mortality of the groups after
subsequent rechallenge
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中进行测序，结果发现，Ig2和Ig3区域同时进行

分析，降低了可变区域可变剪切的数量。Ig2和
Ig3区域只存在46种不同的可变剪切。而且实验

还发现，除Ig2、Ig3和Ig7等3个区域存在可变剪

切外，在基因末端的低复杂性区域和胞质尾区

还存在11种不同的可变剪切组合。纵观整个FcD-
scam基因的可变剪切区域，理论上可形成46×16×
11=8 096种亚型，此研究结果与Wang等 [14]的结论

有差异，但这些研究结果都说明Dscam基因可产

生大量不同的亚型，且这仅仅是在RNA水平上

分析可以产生的不同的信使RNA，还未曾分析

蛋白质形成过程中一级结构及高级结构形成过

程中复杂的变化；且Dscam基因不同亚型的形成

还受caper，IRSF1，serine/arginine (SR)-rich pro-
teinB52，hrp36等基因的调节，这些基因通过调

节可变剪切来影响Dscam的多样性 [19-20]。这些因

素都决定了Dscam基因作为无脊椎动物免疫相关

基因的多变性和复杂性。

3.2    中国明对虾Dscam基因的结构域

对中国明对虾Dscam基因ORF区进行生物信

息学分析，发现中国明对虾Dscam基因编码的蛋

白质为典型的跨膜结构形式，包括一个胞外结

构域，一个跨膜结构域和一个胞质尾区，这与

红螯螯虾和黑腹果蝇的Dscam蛋白结构一致[14，18]。

但凡纳滨对虾、中华绒螯蟹和斑节对虾缺少胞

质尾区和跨膜区域 [14，17，21]。说明Dscam蛋白可能

存在2种不同的形式，一种是以膜结合的方式固

定在血细胞膜中，另一种是以分泌型分布在血

清中。研究认为，这2种存在方式都是Dscam的

亚型，它们在免疫防御中行使不同的功能。我

们推测，膜结合型Dscam通过胞外区域特异性的

与病原体或亲同种抗原的亚型结合，识别不同

的病原体，膜结合型Dscam的胞质尾区通过与尾

部相连的结构域调节后续的信号转导[17]。在经过

复杂的识别和效应机制后，膜结合蛋白被水解

成为分泌型的Dscam蛋白进入血淋巴，参与病原

体的吞噬作用 [22-23]。这与脊椎动物中IgM的存在

状况类似，IgM也存在着两种形式：膜结合型和

分泌型 [24-25]，这更充分说明Dscam基因与免疫致

敏的相关性。

3.3    中国明对虾Dscam基因时空表达规律

热灭活WSSV饵料连续对诱导感染组进行6 d
的投喂后，Dscam基因的表达量开始上调，截止

到实验第12天第二次感染WSSV前，诱导感染组

和未诱导感染组Dscam基因的相对表达量出现显

著差异(P<0.05)。二次感染WSSV后，诱导产生

免疫致敏反应的诱导感染组在12 h左右，基因的

相对表达量显著上升，至24 h后达到最高值。研

究发现，用WSSV悬液注射感染红螯螯虾，在72 h
内Dscam的表达量与注射PBS缓冲溶液的对照组

没有显著性差异，5 d后两者的基因表达水平出

现显著性差异，实验组明显高于注射PBS缓冲溶

液的对照组 [12]。本研究中，连续6 d饲喂热灭活

WSSV肌肉诱导免疫致敏反应，诱导结束后6 d
(实验第12天)，诱导感染组相对基因表达量显著

高于未诱导感染组。这与在红螯螯虾上的研究

结果类似，虽然红螯螯虾Dscam可以被病原体刺

激表达，但是大量表达是在感染病原体2~5 d。
与此相比，对虾抗菌肽、crustins和C型凝集素等

基因在感染WSSV后，24~36 h就达到了表达量的

最高峰且持续时间较短 [26-27]。Chiang等 [19]的研究

发现，在斑节对虾受到WSSV感染后，膜结合和

分泌型Dscam在24 h时表达量都增加了10倍以

上，但在72 h后达到了最大表达量 [19]，这也说明

Dscam不同于直接发挥作用的先天性免疫因子，

在中国明对虾的免疫防御过程中发挥其他重要

作用。

本研究获得了中国明对虾Dscam基因cDNA
序列全长并分析了该基因在经热灭活WSSV诱导

免疫致敏反应后的表达变化，为探究甲壳动物

的免疫致敏机制奠定了理论基础。
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Cloning and expression analysis of the Dscam gene during the
inducing immune priming (Quasi-immune) response in

Fenneropenaeus chinensis

CAO Jiawang 1,2,     MENG Xianhong 1,2*,     KONG Jie 1,2,     SHI Xiaoli 1,2,    
LUAN Sheng 1,2,     LUO Kun 1,2,     DONG Lijun 1,2,     CHEN Baolong 1,2

(1. Key Laboratory for Sustainable Utilization of Marine Fisheries Resources, Ministry of Agriculture,
Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao    266071, China;

2. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes,
Qingdao National Laboratory for Marine Science and Technology, Qingdao    266237, China)

Abstract: To explore the function of Dscam gene of Chinese shrimp Fenneropenaeus chinensis (FcDscam) dur-
ing the immune priming response, we cloned the cDNA sequence using the rapid amplification of cDNA ends
(RACE), and then analyzed the features of this gene based on bioinformatics software. The full length of FcD-
scam cDNA is 6624 bp, with a 5′-untranslated region (UTR) of 171 bp, a 3′-untranslated region (UTR) of 459 bp,
and an opening reading frame (ORF) of 5 994 bp, and it encoded 1 996 amino acids. The protein encoded by FcD-
scam contains 1 signal peptide, 1 cytoplasmic tail, 1 transmembrane domain, 6 of fibronectin type  (FN) and 10 of
immunoglobulin(Ig). As shown by the homology search and neighbor-joining phylogenetic tree, FcDscam gene
had the highest homology with that of Litopenaeus vannamei (92.4%). To induce the immune response, test anim-
als were first fed with heat-inactivated WSSV bait for six days and infected again 12 days later. Samples were col-
lected at 0, 6 and 12 d of the first-time infection and 12, 24, 48, 72 and 168 h of the second-time infection, respect-
ively, for analysing the mRNA expression level of FcDscam by real-time PCR. On the 12th day of the first infec-
tion, its expression level in induced infection group began to increase, significantly different from those in the neg-
ative control group and the non-induced infection group. After 24 h of the second-time infection, its expression
level in the infection group reached a maximum, significantly different from those of the negative control group
and the non-induced infection group, and the expression level started to decline at the 48 h. Our research demon-
strated the existence of the Dscam gene in F. chinensis, and its important role in the process of immune sensitiza-
tion.
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