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摘要! 为探讨咪唑类物质 `̀ C<% 可能的作用机制!首次克隆了热激蛋白 =$ "10A=$#部分

D*+,序列!研究了 GK1=$ 以及 GK1?$ 基因的时空表达以及 `̀ C<% 对其表达的影响$ 将体

长 !7" V"7$ 8D凡纳滨对虾幼虾随机分为 % 组!分别用 #7=" g#$

:<

D56@-的 `̀ C<% 溶液或不

含 `̀ C<% 的溶液浸泡处理 # DFL!之后在相同条件下常规饲养$ 结果显示!GK1=$ 和GK1?$ 在

凡纳滨对虾大颚器官&眼柄&肌肉和肝胰腺都有表达!其中!肝胰腺中的表达水平较高$ 实验期

间!肝胰腺中两种10AD*+,水平虽有一定波动!但含量相对较低%`̀ C<% 处理可显著诱导肝

胰腺GK1的表达!在处理后第 #&%&! 天!10A?$ 和10A=$ D*+,含量分别比相应的对照组升

高了 %<!7<U&#<#7!U&<#$7"U和 #%#7;U&"$"7"U&<N#7?U$ 结果表明!`̀ C<% 处理可显著

提高凡纳滨对虾肝胰腺GK1=$ 和GK1?$ 基因的转录水平$

关键词! 凡纳滨对虾% `̀ C<%% 热激蛋白 =$% 热激蛋白 ?$

中图分类号! W<"=% 0=#?&&&&&&&文献标志码',

&&热激蛋白#JYE9I9\YIIR\59YFL"10A$是一组进

化高度保守的蛋白"具有维持并促进新生多肽正确

折叠"行使分子伴侣功能"在动物耐受不良环境和

自我保护过程中发挥重要作用&# :%'

( 依照其分子

量大小"可分为 10A#$$)10A=$)10A?$)10A;$ 和

小分子量热激蛋白&!'

( 一般情况下"GK1基因在正

常细胞中仅少量表达"参与机体的生长代谢"当受

到热)病原感染)氧化应激)重金属)外源物等刺激

时"会引发 GK1在机体中的表达升高&< :"'

( 其中

研究较多的是GK1?$"上调其表达可提高斑节对虾

#1)0,)'(-%0%B%0$)凡纳滨对虾 #?"6%#)0,)'(

7,00,-)"$ 抵 御 鳃 相 关 病 毒 # PF66EII58FE9YZ

XF\HI$

&;'

)细菌侵害的能力&?'

%有助于虾夷盘扇贝

#1,6"0%#)56)0 =)((%)0("($抵御镉胁迫&N'

%提升克氏

原螯虾#1&%5,-.,&'(5*,&E""$的环境适应能力&='

%

有利于刺参#4#%(6"5$%#'(3,#%0"5'($更好的适应

温度的突然变化&#$'

%另外GK1=$ 的表达升高可以

增强三疣梭子蟹#1%&6'0'(6&"6'.)&5'*,6'($对金属

离子的耐受性&##'

(

在凡纳滨对虾的养殖过程中"虾苗期#$7; V

#7% 8D$是一个比较敏感的阶段"死亡率相对较高"

宁黔冀等&#%'首次发现咪唑类 `̀ C<%可提高虾苗成

活率"但机理尚不清楚( 鉴于 10A在增强生物自

身抗逆性方面的重要作用"我们推测 `̀ C<% 的作

用靶之一可能是该类蛋白( 据此"我们首次克隆出

凡纳滨对虾10A=$ 部分序列"采用*YE6C9FDYA3*

方法"分析了GK1?$ 和GK1=$ 基因在凡纳滨对虾

幼虾中的时空表达以及 `̀ C<% 对其表达的影响"

旨在为阐明 `̀ C<%的作用机理提供资料(

#&材料与方法

()(*凡纳滨对虾的处理

凡纳滨对虾养殖于巩义市黄河生态渔业产业

园( 在面积 % ;;< D

%

)水深 #7" D的池塘中"架设

% 个##$7$ Dg;7$ Dg#7" D$网箱"从池塘中采

集健康幼虾#体长 !7" V"7$ 8D$N$$ 头"随机分

成 % 组"其中一组用 #7=" g#$

:<

D56@-的 `̀ C<%

#烟台大学应用化学系提供"纯度
#

="U$溶液浸
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泡处理 # DFL

&#!'

"取出"空气中静置数秒"立刻投

入到网箱中"按正常方式养殖%对照组用不含 `̀ C

<% 的溶液处理"方法同上( `̀ C<% 处理后不同时

间"取处理组及对照组凡纳滨对虾"分别解剖各组

织"液氮速冻" :N$ ]保存(

(),*+&'提取和$%&'第一链的合成

用*+,FI5 A6HI#OÈE*E$提取凡纳滨对虾肝

胰腺)大颚器官)眼柄和肌肉总 *+,"总 *+,的

完整性和纯度用凝胶电泳检测"*+,的浓度根据

4

%;$

进行定量( 按照 A\FDY08\FR9

Ô

*O试剂盒

#OÈE*E$操作说明合成8>+,第一链(

()>*ESATK 部分;+&'序列克隆

根据10A=$ 氨基酸高度保守区域设计兼并

引物"正向引物为 "SC33+,Oaa 3+,3+,3+C

a,*aaC!S"反向引物为 "SC3,O*OO3,+333,OC

+a3*O3+33C!S( "$

$

-A3*反应体系!OÈE*E

9,:

Ô

#" )@

$

-$$7%"

$

-"#$ gA3*BH__Y\# P̂

% o

A6HI$"

$

-"Z+OA<

$

-"8>+,%7" LP"引物各 #

$

-"灭菌水补至 "$

$

-( A3*循环条件!=< ]预

变性 < DFL"=< ]变性 # DFL""" ]退火 # DFL"?%

]延伸 # DFL"!$ 个循环"?% ]终延伸 #$ DFL(

A3*扩增产物进行检测纯化"按照 O

<

>+,

-FPEIỲ F9#A\5DYPE$要求连接在 Ra2̂ CO载体上

进行转化测序(

()?*ESATK 和ESAUK ;+&'水平的定量测定

根据凡纳滨对虾 10A?$)源于我们结果的

10A=$和内参
!

CE89FL的8>+,序列设计目的基因

GK1?$#,f;<"=$;$)GK1=$#1W$$N%;N$和
!

8,56"0

#,f<N;<;;$"引物由上海生工生物公司合成( 目

的基 因 10A?$ 正 向 引 物 为 "SC,,3a,a,aC

3,*3,,,a33,,,aC!S" 反 向 引 物 为 "SC

3,aa3,3,aOa,3O,3,a3,O3C!S%GK1=$ 正向

引物为 "SC3O3O3,aOO3,OOaa3O,O333C!S"反

向引物为 "SCa3O3aO3aO3aOOaOO3OOaC!S%

!

8

,56"0 正 向 引 物 为 "SC3,O33,3a,a,33,C

33O,3,,3C!S" 反 向 引 物 为 "SCa,,,O,3OC

a33O3a3O333O3C!S( *YE6C9FDY A3* 按 照

0fB*A\YDFc 2c 9,:

Ô

#OÈE*E"'EREL$要求进

行"简单来说"在 %$

$

-的反应体系中依次加入灭

菌双蒸水 N7N

$

-)% g0fB*A\YDFc 2c 9,:

Ô

N

$

-)*(d*Y_Y\YL8Y>[Y

%

$7<

$

-)正反向引物

各 $7<

$

-)8>+,模板 %

$

-"离心"按照两步法

A3*扩增标准程序进行扩增"A3*循环条件"预

变性!=" ] !$ I"循环次数 # 次%A3*反应!=" ]

! I";$ ] !$ I"循环次数 <$ 次( 结果采用 %

:

&&

;

9

法进行分析"实验所得数据采用 HLREF\YZ 9C9YI9统

计分析#1h$7$"$(

%&结果

,)(*凡纳滨对虾肝胰腺ESATK部分;+&'序列

A3*扩增产物经 #7"U琼脂糖凝胶电泳检

测"仅出现一条与目的扩增产物分子量相同的条

带#图 #$"测序为 =?$ QR( B-,0O证实为凡纳滨

对虾 10A=$ 部分 D*+,"现已在 +3B/注册

#1W$$N%;N$(

图 (*凡纳滨对虾肝胰腺ESATK $%&'A!+

产物凝胶电泳图

!̂% $$$ QR标准8>+,(

B2#)(*V61616$7:39C3:6<2<3DESATK $%&'

<6=564$6D:3;1"2-33-4$'

C69.739.4$:6.<A!+9:385$7

!̂% $$$ QR ^ETY\7

,),*567TK 和567UK 转录物在凡纳滨对虾不同

组织中的分布

GK1=$ 和GK1?$ 在凡纳滨对虾大颚器官)眼

柄)肌肉和肝胰腺都有表达"其中"肝胰腺中的表

达水平较高"眼柄较低#图 %$(

图 ,*凡纳滨对虾567TK 和567UK 基因的空间表达

,!GK1=$" B!GK1?$" 5̂!大颚器官" Ĥ!肌肉" 1Y!肝胰腺"

2I!眼柄(

B2#),*S9.72.16H9:6<<234<3D567TK .48567UK 24

1"2-33-4$'

,!GK1=$" B!GK1?$" 5̂!DELZFQH6E\5\PEL" Ĥ!DHI86Y" 1Y!

JYRE95REL8\YEI" 2I!Y[YI9E6T7

)%"#
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,)>*JJO?, 对凡纳滨对虾肝胰腺567TK 表达的

诱导作用

对照组肝胰腺中 10A=$ D*+,水平的变化

呈波动性降低"第 #)! 天和第 < 天分别比第 $ 天

减少了 "!7!U)?#7"U和 ";7"U#图 !$( `̀ C<%

处理后"各时间点 D*+,水平升高 ;=7#U 以上

#1h$7$"$"其中第 % 天和第 ! 天"D*+,含量分

别升高了 "$"7"U和 <N#7?U#1h$7$#$#图 !$(

图 >*JJO?, 对凡纳滨对虾肝胰腺567TK

表达的诱导作用

0 n=@组@时间点"*

"

+*

""

+表示与相应对照组比有显著或

极显著差异#1h$7$""1h$7$#$"*p+表示与第 $ 天对照组比

有显著差异#1h$7$"$"*pp+表示与第 $ 天第 $ 天对照组相

比有极显著差异7

B2#)>*-C62485$72343DJJO?, 34C69.739.4$:6.<

567TK 6H9:6<<234241"2-33-4$'

0 n=@YE8J P\5HR@YE8J 9FDYR5FL97

"

1h$7$""

""

1h$7$#"XI

85L9\56P\5HR E99JYIEDY9FDY7p1h$7$"" p p1h$7$# XI7

85L9\56P\5HR E9$9J ZE[7

,)?*JJO?, 对凡纳滨对虾肝胰腺567UK 表达的

诱导作用

在实验期间"对照组肝胰腺中10A?$ D*+,水

平变化较小"只在第 % 天出现显著的升高#图 <$(

`̀ C<%的处理可明显诱导GK1?$表达"其D*+,含

量在第 #)% 天和第 ! 天分别比对照组升高了

%<!7<U)#<#7!U和 <#$7"U#1h$7$#$#图 <$(

!&讨论

本研究发现"GK1=$ 和GK1?$ 在凡纳滨对虾

< 种组织中均有表达"以肝胰腺水平最高( 肝胰

腺是甲壳动物的重要器官"为营养物消化)吸收以

及外源物代谢的中心%同时也是对环境变化非常

敏感的器官"参与甲壳动物的免疫防御&!'

"在对

温度等环境因子适应方面发挥重要作用&%'

(

图 ?*JJO?, 对凡纳滨对虾肝胰腺567UK

表达的诱导作用

0 n=@组@时间点"*

""

+表示与相应对照组相比有显著或极

显著差异#1h$7$#$% *p+表示与第 $ 天对照组相比有显著

差异#1h$7$"$(

B2#)?*-C62485$72343DJJO?, 34C69.739.4$:6.<

567UK 6H9:6<<234241"2-33-4$'

0 n=@YE8J P\5HR@YE8J 9FDYR5FL97

""

1h$7$#" XI"85L9\56

P\5HR E99JYIEDY9FDY7p1h$7$" XI785L9\56P\5HR E9$9J ZE[7

&&在应激反应中"10A能维持细胞内必需蛋白

质的空间构象"保护细胞生命活动( 虽然 10A进

化具有保守性"但他们在体内的分工存在一定差

异&#<'

( *YE6C9FDYA3*结果显示"在正常养殖条

件下"肝胰腺中两种GK1表达的水平虽有一定的

波动"但相对较低#图 !"图 <$%`̀ C<% 处理可显

著诱导两种 GK1的表达"但两者的变化趋势不

同( 在实验期间"`̀ C<% 诱导的GK1?$ 表达普遍

维持在一个较高水平"变化幅度相对较小"推测

10A?$ 是机体应对此类刺激的重要反应蛋白( 研

究表明"10A?$ 是甲壳动物应对环境压力的一个

极为重要的保护机制"可以作为一种压力标

签&#"'

"或本身作为一种*危险+信号刺激机体先天

免疫系统&#;'

( 引发 10A?$ 升高的因素有多种"

热刺激)病原物)水体渗透压变化以及重金属离子

等均可导致斑节对虾 GK1?$ 高表达&#? :#N'

( 而

`̀ C<% 诱导的 GK1=$ 高表达尤以第 % 天最为显

著"推测 10A=$ 除了参与机体的应激反应外"可

能还有其他的作用( 据报道"10A=$ 能帮助机体

抵御生理及环境的压力因素&##'

"而且对环境和病

毒侵染的反应更加强烈而敏锐&!'

%另外"10A=$

与细胞内蛋白激酶受体)转录因子)甾类激素受体

等多种信号的转导过程有关&#= :%$'

( `̀ C<% 诱导

10A?$ 和10A=$ 的途径尚待进一步研究(

`̀ C<%主要应用于昆虫领域"因能加速昆虫的

*&"#
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蜕皮"故被称作保幼激素拮抗物( 我们首次发现"

适宜浓度的 `̀ C<% 处理凡纳滨对虾虾苗"能够提

高其成活率"但机理尚不清楚( 处于虾苗期的凡纳

滨对虾对环境变化较为敏感"抵抗力较弱"外界环

境压力或病害很容易引起虾苗的死亡"`̀ C<% 诱导

肝胰腺GK1=$和GK1?$表达能增强动物对环境的

适应性"这可能是其提高成活率的原因之一( 当

然"影响凡纳滨对虾成活率的因素有很多"既有外

因#如环境条件$也有内因#如动物自身的免疫防

御机能$"这些都有待进一步研究(
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8EL FL8\YEIY9JYIH\XFXE6\E9Y5_?"6%#)0,)'(7,00,-)"7/L 5\ZY\95 \YIYE\8J 9JYR5IIFQ6YD56Y8H6E\

DY8JELFID5_̀ C̀<% Y__Y895L ?A7,00,-)""ERE\95_10A=$ D*+,IYKHYL8YGEI_F\I9865LYZ% 9JYIRE9FE6

ELZ 9YDR5\E6YcR\YIIF5LI5_GK1=$ ELZ GK1?$ EIGY66EI9JYY__Y895_̀ C̀<% 5L 9JYYcR\YIIF5LIGY\Y

ZY9Y\DFLYZ7OJYIJ\FDRI#?A7,00,-)"$"!7" :"7$ 8D65LP"GY\YI5ETYZ _5\# DFL FL `̀ C<% I56H9F5L E9E

85L8YL9\E9F5L 5_#7=" g#$

:<

D56@-5\FL 9JYI56H9F5L GF9J5H9̀ C̀<%"ELZ 9JYL 8H69H\YZ FL L5\DE6GE[7

*YIH69IIJ5GYZ 9JE9GK1=$ ELZ GK1?$ GY\YYcR\YIIYZ FL DELZFQH6E\5\PEL" Y[YI9E6T" DHI86YELZ

JYRE95REL8\YEI9FIIHYI"5_GJF8J 9JY6YXY6I_\5DJYRE95REL8\YEIGY\YJFPJY\735DRE\YZ 95 9\YE9DYL9P\5HR"

JYRE95REL8\YEI10A=$ ELZ 10A?$ D*+,6YXY6IGY\Y\Y6E9FXY6[ 65GY\E69J5HPJ 9JY5QXF5HI_6H89HE9F5LI5_

9JY6YXY6IGY\Y_5HLZ ZH\FLP YcRY\FDYL9FL 85L9\56P\5HR7,ZDFLFI9\E9F5L 5_̀ C̀<% 85H6Z IFPLF_F8EL96[ FLZH8Y

JYRE95REL8\YEIGK1=$ ELZ GK1?$ YcR\YIIF5LI7OJY10A?$ ELZ 10A=$ D*+, 85L9YL9IFL8\YEIYZ Q[

%<!7<U"#<#7!U"<#$7"U ELZ #%#7;U""$"7"U"<N#7?U"\YIRY89FXY6["85DRE\YZ GF9J 9JY85\\YIR5LZFLP

85L9\56I5L ZE[ #" ZE[ % ELZ ZE[ ! E_9Y\`̀ C<% 9\YE9DYL97(H\R\YIYL9I9HZ[ ZYD5LI9\E9YI9JE9̀ C̀<%

9\YE9DYL9IFPLF_F8EL96[ FLZH8YI9JY9\ELI8\FR9F5LI5_GK1=$ ELZ GK1?$ _\5DJYRE95REL8\YEI"GJF8J FI6FTY6[

5LY5_9JYDY8JELFIDI5_R\5D59FLPCIH\XFXE6Y__Y895_̀ C̀<% 5L ?A7,00,-)"7

J6F G3:8<! ?"6%#)0,)'(7,00,-)"% `̀ C<%% 10A=$% 10A?$

!3::6<934824# .57C3:! +/+aWFELCkF72CDEF6!LFLPKFELkF#=;<M#;!785D

!&"#


