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摘要! 为研究凡纳滨对虾围食膜蛋白在 )++%.感染虾体过程中的作用!实验采用 *H&$M技

术构建了凡纳滨对虾肠道组织的全长 24%&文库!电子拼接获得了对虾围食膜蛋白基因全长

24%&序列!并进行了功能分析" 全长 24%&文库的库容达 1126 <12

0

DQ=59'!重组率为

96S" 随机挑选 1 022 个克隆进行测序!去除载体后得到插入长度
#

762 JD 的有效序列 1 6/1

条!根据同源片段长度不小于 122 JD!92S同源性的原则对这些序列归并 =C;E>C>!得到

=C;E>C>/99 条" 从所测克隆中得到一个围食膜蛋白基因!其 24%&序列长度为 1 223 JD!编码

由 /2/ 个氨基酸组成的蛋白!基因序列比对发现该序列与斑节对虾卵巢围食膜蛋白 1 和 3%围

食膜蛋白前体 /!短钩对虾围食膜蛋白 1%3!以及中国对虾围食膜蛋白编码序列的同源性较高!

均达到 ;2S以上" 通过半定量 $M76-$对该基因在不同组织的表达分析结果表明该基因在

抗感染对虾传染性皮下及造血组织坏死病毒#)++%.$的对虾的心脏和胃中高表达!在肝脏%

肠和肌肉中表达较低!在鳃中表达最弱!在眼中不表达&该基因在感染 )++%.病毒的对虾的

心脏表达明显减弱!在肝脏%眼%肌肉和鳃中表达较低!在肠道和胃中几乎不表达!说明该基因

参与对虾抵御病原体侵入过程"

关键词! 凡纳滨对虾& 围食膜蛋白& 对虾传染性皮下及造血组织坏死病毒& 克隆

中图分类号! K8;6& *9181744444444 文献标志码'&

44凡纳滨对虾#C".*!,)&,23F&))&:,"$养殖业是

我国海水养殖业的支柱产业"对我国渔业经济稳定

发展具有重要意义( 然而"病毒性疾病传播和蔓延

仍是影响凡纳滨对虾养殖业稳定发展的最大障碍(

解析凡纳滨对虾病毒性疫病的传播途径%爆发规律

和致病机理"研发解决病毒性疾病蔓延的综合防控

措施一直是凡纳滨对虾养殖业亟待解决的难题"也

是当前凡纳滨对虾流行病学研究的热点( 在凡纳

滨对虾养殖过程中"残食感染病毒对虾或尸体是引

起养殖对虾疾病大面积爆发的主因( 消化道是病

毒感染的主要窗口( 因此"发掘参与病毒感染肠道

的关键基因"阐释病毒在凡纳滨对虾肠道感染的分

子机制"对于指导凡纳滨对虾抗病育种%口服型抗

病毒药物筛选等均具有应用价值(

围食膜#D>?;3?/DI;29>9J?:C>"6H$是普遍存

在于节肢动物肠道内的一种重要结构"是外源物

质通过消化道进入体内的第一道屏障( 围食膜蛋

白和几丁质是围食膜的重要组成成分"二者相互

结合保证围食膜结构的完整性"在动物消化吸收

营养物质的过程中"能将外源病原体和毒素等有

害物隔绝在消化道之外( 甲壳类动物的围食膜是

一类具有多重生理功能的%非细胞的%多层膜的管

状结构"主要产生于中肠的主干部分"它可能具有

抵御微生物%细菌和病毒入侵的作用
&1'

( 围食膜

主要由几丁质%蛋白和糖组成
&3'

"围食膜蛋白有

众多几丁质结合功能域"其与几丁质以共价或者

非共价键形式结合成致密的网状结构
&/'

( 迄今

为 止" 人 们 已 经 对 澳 大 利 亚 蝇 # C2'"1"&
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2=D?;C:$

&7'

%按蚊#A)*!/,1,3#&:?"&,$

&6'

%食肉蝇

#-/+$3*:$& ?,KK"&)&$

&0'

和猫虱 #-.,)*',!/&1"0,3

;,1"3$

&8'

等无脊椎动物的围食膜进行了相关研究(

已鉴定和描述了 7 类围食膜蛋白"其中研究较多

的是第三类围食膜蛋白"这些围食膜蛋白都是几

丁质结合蛋白"具有抗水解能力"从而保护围食膜

结构的稳定
&;'

(

因此"开展凡纳滨对虾围食膜蛋白功能研究"

对揭示对虾肠道感染病毒性疾病的机制具有重要

的研究价值( 然而"目前尚没有凡纳滨对虾围食

膜蛋白基因序列的报道( 为了研究与病毒感染对

虾的途径相关的基因" 本 研 究 利 用 *H&$M

#AU;32I;CE 9>2I:C;A9:3:36R>CB /Q3I>$%&

3?:CA2?;D3$技术和 '476-$#0/CE B;A3:C2>6-$$技

术构建了对虾肠道组织的全长 24%&文库"对该

文库随机测序发现了围食膜蛋白基因"克隆了凡

纳滨对虾围食膜蛋白基因的全长 24%&序列"并

对其结构进行了分析"研究了其在抗传染性皮下

及造血组织坏死病毒 #;CQ>23;/=AI@D/B>?9:0:CB

I>9:3/D/;>3;2C>2?/A;AN;?=A")++%.$对虾和易感

)++%.对虾不同组织中的表达模式"为进一步开

展病毒性疾病防控研发奠定了基础(

14材料与方法

!"!#实验材料

实验所需的凡纳滨对虾由广西水产研究所国

家级南美白对虾遗传育种中心提供)感染 )++%.

和抗感染 )++%.对虾由本实验室体外攻毒检测

获得)总 $%&抽提试剂盒为 F)8-"8$'公司产

品" 9$%& 纯 化 试 剂 盒 为 K)&F,% 公 司 的

"0;E/3>< 9$%& G;3A"$M76-$试剂盒 #)96?/97

))

MH

1$>N>?A>M?:CA2?;D3;/C *@A3>9$%D80=>A2?;D30)

*G载体%氨苄青霉素%Y7E:0%)6MF购自 D?/9>E:

公司)*H&$M6-$24%&';J?:?@ -/CA3?=23;/C G;3

以及 4%&H:?L>?购自 M:G:$:公司"其它试剂均

为国产分析纯)大肠杆菌 M/D12 由本室保存(

!"$#实验方法

凡纳滨对虾 )++%.易感群体和抗感染群体

的获得通过肌肉注射和不间断饲喂感染 )++%.

对虾组织的方法对凡纳滨对虾进行 )++%.攻

毒"采用 6-$法和组织切片法对注射 )++%.病

毒对虾进行检测"获得易感 )++%.凡纳滨对虾

和抗感染 )++%.凡纳滨对虾
&9'

(

总 $%&的提取和 9$%&的纯化4 4 按

F)8-"8$'公司的总 $%&抽提试剂盒 M?;P/0

?>:E>C3操作说明提取感染 )++%.病毒和正常对

虾肠道组织总 $%&"抽提出的 $%&通过 3S的琼

脂糖电泳分析 $%&的完整性( 按 K)&F,%公司

的 "0;E/3>< 9$%&G;3A操作说明纯化 9$%&( 用

紫外分光光度计测定 $%&和 9$%&A

302

和 A

3;2

值"用于判断 $%&的纯度并计算浓度(

对虾肠道组织 24%&文库构建44*H&$M

6-$24%&';J?:?@ -/CA3?=23;/C 根据试剂盒说明

书进行文库的构建!以 9$%&为模板"在逆转录

酶的作用下合成 24%&第一链)利用 '476-$方

法合成双链 24%&"再利用 8;"

"

限制性内切酶酶

切)按试剂盒操作要求将 24%&分级分离后连接

到 D80=>A2?;D3

(

*G载体上"转化大肠杆菌)通过

统计菌落个数和蓝白斑的比例计算出该文库的滴

度%重组效率 #24%&文库的滴度 # DQ=59'$ B总

菌落数 <稀释倍数 <125所取连接产物的体积)重

组效率 B白斑个数5总菌落数 <122S$)用测序

通用引物鉴定 24%&文库的质量"并进行序列测

定"将获得的 24%&序列在 F>C8:CL 数据库进行

序列同源性比较"查找围食膜蛋白基因(

序列的拼接与生物信息学分析4 4利用

4%&*3:?软件中的 *>OH:C 程序对测序结果进行

载体序列的去除和拼接( 将所得基因序列序列提

交至 %-8)8'&*M程序中进行序列比对# I33D!

!

UUU1C2J;1C091C;I1E/N5J0:A35$"利用 4%&*3:?

软件中的 ,B;*>O 程序进行开放阅读框#"$($的

预测与氨基酸序列的翻译( 对推导出的蛋白序列

通过 )C3>?D?/ *2:C 软件# I33D!

!

UUU1>J;1:21=L5

)C3>?6?/*2:C$进行蛋白质功能结构域分析"通过

H/3;Q*2:C 程序 # I33D!

!

9@I;3A1;AJ7A;J12I52E;7

J;C59/3;QD A2:C $ 分析蛋白质功能位点" 使用

4%&H&%软件进行核苷酸序列比对(

半定量 $M76-$44根据已获得的围食膜蛋

白基因序列设计引物 # 6M1! 6R7&-&&F--MM7

-&-M-F--&-7/R) 6M3! 6R7M-F&&M&--&MF7

--&M-MF7/R$"该引物用于感染 )++%.和抗感

染 )++%.对虾肠道%肝胰腺等组织表达谱的研究"

设 立 内 参
!

7:23;C # 引 物 序 列 为 :23;C1! 6R7

-F&F&&&M-FMM-FMF&-7/R和 :23;C3!6R7F&MF7

F&FMMFM&FFMFFM-M7/R$( 半定量 $M76-$的

扩增体系为 24%&1

$

'"12

$

9/05'的上%下游引

7261
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物各 1

$

'"3 <H:A3>?H;< 1316

$

'"灭菌超纯水加

至 36

$

'( 6-$扩增程序为 97 T / 9;C"97 T 32

A"6; T 32 A"83 T /2 A共 36 个循环( 取 6-$扩

增产物 6

$

'用 116S的琼脂糖凝胶电泳分析(

34结果

$"!#DBG9双链的合成

将 '476-$扩增合成的双链 24%&产物取 /

$

'于 116S琼脂糖凝胶电泳"结果扩增片段大小

213 =/16 LJ"且在 112 LJ 处存在一条较亮的带结

果见图 1"这表明合成的双链 24%&较为完整"质

量较好"满足 24%&文库构建的要求(

图 !#ZB<(?=扩增合成的双链 DBG9产物

;*8"!#B0C'1,-3)&.2DBG9E)0+ ZB<(?=&+61*E*D&3*0.

H1H:?L>?

$"$#文库滴度及重组效率的测定

实验所获得的载体连接产物量为 1 222

$

'(

取连接产物 1

$

'转化后"所获得的总菌落数为

1 27; 个5板"其中白斑 993 个"蓝斑 60 个"重组

率 为 96S" 24%& 文 库 容 量 达 1126 <12

0

DQ=59'(

$"7#插入片段大小鉴定及序列测定与分析

随机挑取 39 个克隆进行测序"屏蔽掉载体"

去掉 722 JD 以下的序列后还剩 33 条有效序列(

对这 33 条序列进行 =C;E>C>归并"得到 19 条

=C;E>C>"=C;E>C>比例为 ;0S)同时对序列进行全

长分析"在 33 条序列中有 10 条序列有相关同源

信息"结果为其中 / 条全长"完整性比率达 19S(

$">#文库测序及围食膜蛋白基因序列的获得和

分析

挑取 1 022 个克隆进行测序"去除载体后得

到插入长度
#

762 JD 的有效序列 1 6/1 条"根据

同源片段长度不小于 122 JD"92S同源性的原则

对这些序列归并 =C;E>C>"得到 =C;E>C>/99 条"形

成一个 =C;E>C>库(

$"F#(,)*3)064*.基因序列及分析

6>?;3?/DI;C 基因序列44通过 4%&*3:?A>O

软件将围食膜蛋白基因与上述 =C;E>C>库进行比

对"获得了凡纳滨对虾围食膜蛋白基因的全长

-4*序列#图 3$(

6261
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图 $#凡纳滨对虾围食膜蛋白基因及氨基酸序列

;*8"$#GCD1,03*2,&.22,2CD,2&+*.0 &D*2-,RC,.D,-0E4,/&88&;0"6,)*3)064*.

446>?;3?/DI;C 基因序列分析44将 6>?;3?/DI;C

基因 -4*序列提交至 %-8)8'&*M程序中进行

序列比对"发现该序列与斑节对虾卵巢围食膜蛋

白 1%3%围食膜蛋白前体 /"短钩对虾围食膜蛋白

1%3"以及中国对虾围食膜蛋白编码序列的同源性

较高"均达到 ;2S以上#图 /$(

0261
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图 7#围食膜蛋白基因 ?BW序列比对

;*8"7#?BW-,RC,.D,&1*8.+,.30E6,)*3)064*.-

4 4 利 用 4%&*3:?中 的 ,B;A>O=2>程 序 将

G,+".+*!/") 基因的编码序列翻译为相应的氨基酸

序列"其编码的氨基酸残基数%分子量%等电点等

理化性质总结见下表 1(

表 !#围食膜蛋白基因的氨基酸序列理化性质

%&'"!#%4,64M-*D0D4,+*D&16)06,)3*,-0E&+*.0 &D*2-,RC,.D,0E6,)*3)064*.

名称

C:9>

分子量

9/0>2=0:?

U>;EI3

等电点

;A/0>23?;2

D/;C3

氨基酸残

:9;C/

:2;BA

碱性氨基酸数

J:A;2:9;C/

:2;BA

酸性氨基酸数

:2;B;2:9;C/

:2;BA

疏水性氨基酸数

I@B?/DI/J;2

:9;C/ :2;BA

极性氨基酸数

D/0:?:9;C/

:2;BA

6>?;3?/DI;C //1;/; 819;8 /2/ /2#G"$$ 37 4", ;;#&")"'"("W".$ 126#%"-"K"*"M"X$

44通过 I33D!

!

A9:?31>9J07I>;B>0J>?E1B>5在线

软件分别对 6>?;3?/DI;C 蛋白的氨基酸序列进行结

构域分析发现"在 91 =177 和 170 =199 氨基酸残

基间具有典型的 -I3843 结构域特征#图 7$(

通过 %-8)80:A3软件对所得基因编码的氨

基酸序列进行在线搜索"发现该蛋白的氨基酸序

列与斑节对虾卵巢围食膜蛋白 1%3%围食膜蛋白

前体 /"短钩对虾围食膜蛋白 1%3"以及中国对虾

围食膜蛋白的同源性分别达到83S%81S%81S%

82S%83S和 0;S#图 6$(

图 >#围食膜蛋白结构域

;*8">#(,)*3)064*.20+&*.

登录号

:22>AA;/C

蛋白说明

B>A2?;D3;/C

对比区域

O=>?@ 2/N>?:E>

7值

77N:0=>

相似性

9:< ;B>C3

&,)3030611 D>?;3?/DI;C CHF&))&:," 122S 212 122S

&8';017011 D>?;3?/DI;C / D?>2=?A/?GH:*)*0*) 98S 1>5173 81S

&&(/7//311 D>?;3?/DI;C70;L>D?/3>;C 3 GH3,:"321'&.23 98S 1>5173 83S

&&H7727911 /N:?;:C D>?;3?/DI;C 1 D?>2=?A/?GH:*)*0*) 99S />51/9 83S

&&Z00/8111 D>?;3?/DI;C GH'/"),)3"3 9;S 6>51/; 0;S

&&H7726211 /N:?;:C D>?;3?/DI;C 3 D?>2=?A/?GH:*)*0*) 99S 7>51/8 81S

&&(/7//111 D>?;3?/DI;C70;L>D?/3>;C 1 GH3,:"321'&.23 122S ;>51/8 82S

图 F#围食膜蛋白氨基酸序列同源性比较

;*8"F#W*+*1&)*3*,-',3L,,.6,)*3)064*.0E4,/&88&;0"&.2034,)6)03,*.-

;261
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$"H#凡纳滨对虾围食膜蛋白基因的表达特征

通过半定量 $M76-$对该基因在正常对虾不

同组织的表达分析表明"该基因在心脏%肝胰腺%

肠道%胃%眼睛和鳃组织中基本不表达( 半定量

$M76-$对该基因在感染 )++%.病毒对虾和抗

)++%.对虾不同组织的表达分析表明"该基因在

抗感染 )++%.病毒的对虾的心脏和胃中高表

达"在肝脏%肠和肌肉中表达较低"在鳃中表达最

弱"在眼中不表达)该基因在感染 )++%.病毒的

对虾的心脏表达明显减弱"在肝脏%眼%肌肉和鳃

中表达较低"在肠道和胃中几乎不表达#图 0$(

图 H#半定量 =%<(?=检测围食膜蛋白基因在

凡纳滨对虾感染和抗 @XXG]不同组织的表达量

11

!

=&'.") 基因在抗 )++%.对虾不同组织半定量检测结果)

31围食膜蛋白基因在抗 )++%.对虾不同组织半定量检测结

果)/1

!

=&'.") 基因在感染 )++%.对虾不同组织半定量检测结

果)71围食膜蛋白基因在感染 )++%.对虾不同组织半定量检

测结果(

:1心)J1肝)21肠)B1胃)>1眼)Q1肌)E1鳃(

;*8"H#K56),--*0.6&33,).-0E6,)3)064*.8,.,*.

2*EE,),.33*--C,-0E@XXG]<*.E,D3,2&.2

@XXG]<),-*-3&.34,/&88&;0"

11*>9;7O=:C3;3:3;N>6-$ :C:0@A;A/Q

!

=&'.") E>C>;C B;QQ>?>C3

3;AA=>A/Q)++%.7?>A;A3:C3CHF&))&:,") 31*>9;7O=:C3;3:3;N>

6-$:C:0@A;A/QD>?3?/DI;C E>C>;C B;QQ>?>C33;AA=>A/Q)++%.7

?>A;A3:C3CHF&))&:,") /1*>9;7O=:C3;3:3;N>6-$:C:0@A;A/Q

!

=

&'.") E>C>;C B;QQ>?>C33;AA=>A/Q)++%.7;CQ>23>B CHF&))&:,")

71*>9;7O=:C3;3:3;N>6-$:C:0@A;A/QD>?3?/DI;C E>C>;C B;QQ>?>C3

3;AA=>A/Q)++%.7;CQ>23>B CHF&))&:,"1

:1I>:?3) J1I>D:3/D:C>?>:A) 21;C3>A3;C:0) B1E:A3?;2) >1>@>A3:0L)

Q19=A20>) E1E;00A1

/4讨论

在凡纳滨对虾养殖过程中比较常见的病毒性

疾病有白斑病毒#W**.$%桃拉病毒#M*.$和传

染性皮下及造血组织坏死病毒#)++%.$"这些病

毒性疾病仍是影响凡纳滨对虾养殖业稳定发展的

最大障碍( 如何抑制病毒性疾病的传播是凡纳滨

对虾健康养殖领域的研究热点和重点"也是保证

凡纳滨对虾养殖业持续健康发展亟待解决的重要

问题( 采食病死对虾或者感染病毒的饵料是导致

凡纳滨对虾病毒性疫病传播最为迅速和普遍的途

径"对虾肠道便是病毒进入虾体的重要门户( 因

此"阐明对虾肠道感染病毒性疾病的机制是进一

步开展病毒性疾病防控攻关的研发基础和关键(

本研究构建了凡纳滨对虾正常肠道组织全长

24%&文库"文库库容量为 1126 <12

0

DQ=59'"去

掉载体后平均插入片段为 762 JD"重组率为

96S"克隆测序后"根据 92S同源性的原则对这

些序列归并 =C;E>C>"得到 =C;E>C>/99 条"形成一

个 =C;E>C>库( 利 用 4%&*3:?A>O 软 件 将

G,+".+*!/") 基因与上述 =C;E>C>库进行比对"获得

了凡纳滨对虾 G,+".+*!/") 基因的全长 -4*序列

与 F>C8:CL 数据库比对发现其与斑节对虾卵巢

围食膜 1"3 前体#&(612//111 和 &(612//311$及

短沟对虾围食膜样蛋白 1 #&(2966;211$基因序

列具有较高的同源性"达到了 92S以上( 该基因

编码的蛋白质在 91 =177 和 170 =199 氨基酸残

基间具有典型的 -I3843 结构域特征( 该结构域

被认为同几丁质的结合有关"这些-84A包括 0 =

12 个保守的半胱氨酸残基和少数芳香族氨基酸

残基"形成分子内和分子间二硫键"以维持围食膜

蛋白的稳定性"有助于围食膜结构的正常形

成
&/"12 511'

( 氨基酸序列比对发现"该基因编码的

蛋白质的氨基酸序列与斑节对虾卵巢围食膜蛋白

1%3%围食膜蛋白前体 /"短钩对虾围食膜蛋白 1%

3"以及中国对虾围食膜蛋白的同源性分别达到

83S%81S%81S%82S%83S和 0;S( 由此确定

本研究获得的基因序列为凡纳滨对虾围食膜蛋白

基因序列(

目前"对昆虫肠道围食膜的生理功能及其组

成蛋白的结构和功能已有大量深入的研究
&13'

(

围食膜是位于昆虫肠道上皮细胞和食物之间的一

道有效屏障"具有保护昆虫肠道免受粗糙食物机

械损伤"防止病毒%细菌侵入等重要功能
&1/ 516'

(

本研究首次克隆获得了凡纳滨对虾的围食膜蛋白

基因"鉴于昆虫围食膜在防止病毒%细菌侵入等重

要功能"本研究比较了围食膜蛋白基因在易感染

)++%.病毒和抗感染 )++%.病毒凡纳滨对虾

胃%肠等消化道组织中的表达差异"结果显示该基
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因在感染 )++%.病毒的对虾肠道和胃中几乎不

表达"而在抗感染 )++%.病毒对虾的胃中高表

达"在肠组织相对胃中的表达较低"由此显示与昆

虫围食膜蛋白一样"对虾围食膜蛋白也与防止病

毒侵入有关(

近年来"人们从对虾繁殖和免疫等方面逐渐

关注围食膜蛋白生理功能( GI:@:3等
&10'

在短钩

对虾#GH3,:"321'&.23$中研究发现围食膜蛋白样

基因高表达于卵子发生过程中"在卵子表面形成

一层保护层"且围食膜蛋白在肝胰腺的表达仅限

于卵黄期( G;9等
&18'

从日本对虾#4&+32!,)&,23

D&!*)"'23$中发现在受精的卵子表面也形成一层

凝胶状的保护层( 杜欣军
&1;'

研究发现中国明对

虾围食膜蛋白在卵巢中高水平表达且不受细菌刺

激影响( 6/CEA/9J//C 等
&19'

比较了围食膜蛋白

在正常斑节对虾和感染 W**.病毒对虾淋巴组

织中的表达情况"发现在感染 W**.的对虾淋巴

组织中表达围食膜蛋白基因"认为围食膜蛋白可

能参与免疫反应( 然而"杜欣军
&1;'

研究发现中国

明对虾围食膜蛋白在正常和细菌刺激的肝胰腺中

都没有表达"在细菌刺激后的血细胞%心%胃%鳃%

肠和精巢中检测到这一基因的表达"而在相同的

正常组织中则没有信号( 本研究结果表明"围食

膜蛋白基因在抗感染 )++%.病毒的凡纳滨对虾

的心脏和胃中高表达"在肝脏%肠和肌肉中表达次

之"在眼%鳃中中不表达)而该基因在感染 )++%.

病毒的凡纳滨对虾心%眼%腮%肌中均弱表达( 围

食膜蛋白在卵子发育和受精卵孵化过程中是否也

扮演者着防止病原入侵的屏障"以及该蛋白在其

他组织发挥怎样的生理功能"仍需要进一步深入

的研究(
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