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摘要! 同种移植炎症因子 &)(84":00/?I:JF;3J0:99:F/I= J:BF/I4!&)(84#是一种由干扰素
$

诱导

的含有 ,(8G:3A 结构域的钙离子结合蛋白!其功能主要是参与移植排斥%免疫炎症反应%自身

炎性和非炎性的损伤等$ 首次克隆了杂色鲍 C8IL4 基因 B5%&全序列!命名为 74C8IL4!其全

长为 :92 HO!开放阅读框为 971 HO!编码 474 个氨基酸$ 实时荧光定量 7-$结果表明'74C8IL

4 在杂色鲍各组织中均有表达!其中在血淋巴和鳃中表达量最高$ 高温应激下!74C8IL4 在鳃

组织中各时相表达均显著上调!并在温度升至 /4 M时达到最高$ 而血淋巴和肝胰腺中

74C8IL4 在高温应激前 9 个时相表达无显著差异!到了 :1 G 均显著上调$ 缺氧应激下!

74C8IL4 在血淋巴中表达变化没有显著差异!而鳃中 29 G 显著下调!4:2 G 显著上调$ 副溶血

弧菌感染实验表明 74C8IL4 基因在感染后 /%29 和 98 G 均检测到 74C8IL4 的表达量显著上

调$ 高温和缺氧应激以及弧菌感染均显示 74C8IL4 基因表达量发生显著变化!说明 +A&)(84

可能作为免疫因子在杂色鲍应激等状况下发挥重要作用$

关键词! 杂色鲍& 同种移植炎症因子& 高温& 缺氧& 副溶血弧菌

中图分类号! D087& *:4019 55555555文献标志码'&

55杂色鲍 #7#2%,)%+4%D-$+%',2,$$隶属软体动物

门#P/002EB:$(腹足纲 #S:EFI/O/A:$(原始腹足目

#&IBG:4/?:EFI/O/A:$( 鲍 科 # +:0;/F;A:4$( 鲍 属

#7#2%,)%+$"是中国福建广东等省重要的经济养殖

贝类+ 然而近年来"随着水环境污染的加剧"而沿

海地区养殖规模却不断壮大"杂色鲍养殖过程中

各种疾病频繁发生"不仅给养殖户带来重大的经

济损失"也影响着杂色鲍的持续健康养殖
)4*

"另

外夏季的高温及缺氧也是杂色鲍大规模死亡的主

要原因
)2 6/*

"因此克隆获得杂色鲍在应对环境刺

激时表达的炎症相关因子基因可为了解鲍的免疫

机制提供基础资料+

同种移植炎症因子 # :00/?I:JF;3J0:99:F/I=

J:BF/I4"&)(84 $是一种由干扰素
$

诱导的含有

,(8G:3A 结构域的钙离子结合蛋白
)9*

"最早克隆

自小鼠异源心脏移植物的巨噬细胞
)7 60*

+ 其结构

与离子化的钙结合接头分子 # ;/3;<4A B:0B;29

H;3A;3? :A:OF/I9/04B20484$及小神经胶质反应因

子 4#9;BI/?0;:I4EO/3E4J:BF/I84$相似
)8*

+ 自从发

现 &)(84 后"许多研究都表明它是在巨噬细胞激

活作用过程中调节免疫反应的基因"在同种移植

物(自身免疫炎症反应及动脉损伤的血管平滑肌

细胞中都发挥重要的作用
): 644*

+ 作为先天免疫

重要因子"C8IL4 基因在软体动物中的作用近年

来开始受到学者们的关注"目前仅见的研究发现

在副溶血弧菌感染后"马氏珠母贝 # !%<')#4#

&#$)-<+%$(文蛤#M-<-$/A%+A(%2%AA%<#$/&$和盘鲍

#7:4%+'/+4%+'/+$血淋巴中 C8IL4 基因的表达量
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均显著上调"显示其在免疫反应中的重要作

用
)42 649*

"但关于其在高温(缺氧等应激状态下的

反应未见报道+ 实验首次克隆了杂色鲍 C8IL4 基

因#命名为 74C8IL4 $全长 B5%&"并对 74C8IL4

在杂色鲍中的各组织表达谱以及 /4 M应激之后

多个时相血淋巴(肝胰腺和鳃"缺氧情况下血淋巴

和鳃以及副溶血弧菌注射之后血淋巴的表达变化

进行分析"可望为杂色鲍在高温(缺氧等应激及弧

菌感染条件下的机体免疫机制的研究带来新的

视野+

45材料与方法

!"!#实验动物

杂色鲍取自福建漳浦宏运鲍鱼养殖厂"体长

#7148 @31/:$B9"体质量#47103 @2198$ ?"于实

验室 27 M的海水循环系统中暂养 43 A 后用于

实验+

!"$#方法

高温应激实验55对照组以杂色鲍生长最适

温度#22 >28 M$的中间温度 27 M进行实验+ 高

温组根据刘贤德等
)47*

和游伟伟等
)41*

报道的杂色

鲍温度生长实验先进行预实验"设定 28(/4(// 及

/7 M 9 个高温梯度"观察杂色鲍的生长状况!28

M下 23 只鲍生长均良好"活力仍较好'/4 M初始

一段时间鲍反应有些大"腹足收缩较为频繁"29 G

之后"活力有所恢复":1 G 有 /3C的鲍死亡'// M

应激下"鲍在 :1 G 内全部死亡'/7 M应激下"鲍在

42 G 内全部死亡+ 根据数据统计及活力观察"最

终确定以 /4 M进行高温应激实验+ 高温组从

27 M按照 4 M6G 升温"温度升至 28 M时作为第

4 时相取样"升至 /4 M时作为第 2 时相取样"在

/4 M持续高温应激下"取 9(29(:1 和 4:2 G 时间

点依次做为第 /(9(7(1 时相+ 实验组和对照组各

取 8 只杂色鲍的血淋巴(鳃和肝胰腺"保存于液氮

中"用以 $%&提取+

缺氧诱导实验55根据 )R:3;3:等
)40*

进行的

太平洋牡蛎#E$#++,+)$-# D%$B%<%'#$缺氧相关实验

设定 2 9?6'的溶氧量为实验组"对照组为空气

曝气#溶氧约为 717 9?6'$+ 分别于 9(29(:1 和

4:2 G 取实验组和对照组各 8 只杂色鲍的血淋巴

和鳃"保存于液氮中"用以 $%&提取+

副溶血弧菌感染实验55根据 S4等
)48*

的方

法进行"杂色鲍腹足肌肉注射 73

!

'感染的副溶

血弧菌菌液 #实验组"弧菌菌液浓度为 414 ?43

8

BJ269'$"对照组注射 73

!

'灭菌生理盐水+ 注

射后 3(/(1(42(29 和 98 G"分别取实验组和对照

组各 8 只杂色鲍的血淋巴"保存于液氮中"用以

$%&提取+

总 $%&的提取及 B5%&的合成55按照实

验室自制的 $57试剂及本实验室常规使用的方

法提取杂色鲍鳃(肝胰腺和血淋巴总 $%&

)4:*

+

用分光光度计测定总 $%&在 "5

213

的值"以计算

浓度"并测定 "5

213

6"5

283

的比值检测 $%&的纯

度+ 取 417

!

'总 $%&样品用 417C琼脂糖凝胶

电泳检测提取的 $%&的质量+

取 /

!

? 血淋巴 $%&与 4

!

'/0;?/# AN$ #43

!

9/06'$(4

!

'的 7U6/U-5*7I;94I#43

!

9/06'$

分别制备 $&-,模板+ 合成 7U-5*第一链需再

加 4

!

'的 *P&$N

"

"混合"加水至 1

!

'+ 混匀

后 03 M下 7 9;3"冰上放置 2 >7 9;3 后"加入

2

!

'7 ?(;IEF8EFI:3A K2JJ4I"4

!

'A%N7P;Z#43

!

9/06'$"4

!

'PP'.逆转录酶 #233 #6

!

'"购

自 7I/94?:公司$+ 混匀后置 7-$仪中!/0 M :3

9;3"03 M 47 9;3+ #逆转录所用引物!#7P(

%#7(7U-5*OI;94I(/U-5*OI;94I以及 *P&$N

"

见表 4$

74C8IL4 基因片段的获得和全长 B5%&的克

隆55从本实验室杂色鲍转录组测序#依托上海

众信生物技术有限公司完成$所获得的杂色鲍

,*N库 中 筛 选 出 74C8IL4 基 因 片 段" 采 用

*P&$N8$&-,方法"合成 B5%&序列第一条链"

并根据已知的基因片段"利用 7I;94I713 所设计

的 $&-,引物#表 4$扩增其基因的全长B5%&序

列"并用 G4:A F/ F/47-$验证其开放阅读框

#/O43 I4:A;3? JI:94""$($的正确性"引物见表 4+

+A&)(84 的生物信息学分析55利用 %-K)

数据库中 .4B*BI443(K0:EF("$((;3A4I等软件分

析测序结果"比对是否为目的基因并将其拼接成

目的基因的全长 B5%& 序列+ 使用 ,Z7&*=

#GFFO!

!

B314ZO:E=1/I?6F//0E6O;F//01GF90$预测

基因的等电点及分子量"*;3?:07/13 *4IR4I# GFFO!

!

>>>1BHE1AF21AL6E4IR;B4E6*;3?:07$寻找基因

可能存在的信号肽序列"使用 %4F7G/E213 *4IR4I

# GFFO!

!

>>>1BHE1AF21AL6E4IR;B4E6%4F7G/E6$预

测磷酸化位点"使用 %4F%S0=B413 *4IR4I#GFFO!

!

>>>1BHE1AF21AL6E4IR;B4E6%4F%S0=B6$预测糖基

4/8
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化位点"采用 7*)7$,57I/F4;3 *FI2BF2I47I4A;BF;/3

*4IR4I#GFFO!

!

H;/;3J1BE12B01:B12L6OE;OI4A6$进行

二级结构的预测"采用 *W)**8P"5,'# GFFO!

!

E>;EE9/A4014ZO:E=1/I?6$进行三级结构的预测"

利用 K;/,A;F# GFFO!

!

>>>19H;/13BE214A26

K;/,A;F6$软件进行序列的多重比对"利用 P,S&

913 软件中临位相接法构建系统进化树+

74C8IL4 基因在不同组织及不同应激下的

表达55以随机引物逆转录合成的 B5%&第一

条链为模板"

"

L#')%< 为内参基因"引物
"

L#')%<8(

和
"

L#')%<8$见表 4"T$N87-$的反应体系为 23

!

'! 43

!

' *VK$ SI443 $4:0F;947-$ P:EF4I

P;Z #购 自 N"V"K" 公 司 $ " 43

!

9/06'的

74C8IL4 $N8(和 $引物#表 4$各 317

!

'":

!

'

B5%&第一条链"反应条件为 :7 M 4 9;3"93 个

循环#:7 M 47 E"13 M 4 9;3$ + 检测基因的溶

解曲线和扩增曲线"对产物割胶测序"以验证是

否为基因特异产物+ 每个阶段的杂色鲍分析 7

个样品"并根据仪器分析得出各个样品的 $D值

即 2

6

%%

E

N

"基因表达水平由 $D平均值 @标准误

差的平均值#94:3 @*,$来表示"*7**软件对数

据进行样本 )8F4EF分析"显著性差异表示为 !<

3137+

表 !#实验中用到的引物及其序列

+,-"!#O6/>2<;06524/=571/8513;35=/<4?55T751/85<43

引物名称

OI;94I

引物序列#7U

&

/U$

OI;94IE4T243B4

7U$&-,/2F4I7I;94I &&SNNN-N-SSS-&SSN--N--&-

7U$&-,;334I7I;94I -SNN&N----S&NS&&N---NSS

/U$&-,/2F4I7I;94I &SN--N--SN--N-&&&-NN&N-

/U$&-,;334I7I;94I -&N&S&-N-&-SS-&NN-N-&&-

#7P##3;R4IE:07I;94IP;Z$

'/3?!-N&&N&-S&-N-&-N&N&SSS-&&S-&SNSSN&&-&&-S-&S&SN

*G/IF!-N&&N&-S&-N-&-N&N&SSS-

%#7#%4EF4A #3;R4IE:0OI;94I$ &&S-&SNSSN&&-&&-S-&S&SN

7U-5*OI;94I

$

#N$27.%

/U-5*OI;94I

$

&&S-&SNSSN&N-&&-S-&S&SN&-#N$/3.%

*P&$N

"

&&S-&SNSSN&N-&&-S-&S&SN&-S-SSS

G4:A OI;94I SNS&S--NNSS&SSNNSS&N&

F/4OI;94I NN-&S&&S&&N-S-NSNNNS-

74C8IL4 $N8( &-SS&&&&NN&NNSS&SS&SN

74C8IL4 $N8$ &&SN-SSNSN&SNNS&NSSNS

"

L#')%<8( --SNS&--NN&-&S&-N&--N

"

L#')%<8$ N&--&S-SS&NN--&N&-

$

%C&"-"S或 N'.C&"S或 -+

25结果

$"!#:-;<=>! 基因全长克隆及序列分析

74C8IL4 的B5%&全长 :92 HO"包括 72 HO 的

7U非编码区# 23FI:3E0:F4A I4?;/3"#N$$"9/9 HO 的

/U#N$和 97/ HO 的 "$("该段 "$(编码 474 个

氨基酸+ 预测蛋白质分子量为 4014 L2"等电点为

7148+ *;3?:07分析其不含信号肽序列"该序列第

19 位(431 位(440 位氨基酸均含有糖基化位点+

第 11 位和第 498 位氨基酸含有丝氨酸磷酸化位

点"第 :: 位(433 位和第 4/7 位含有苏氨酸磷酸

化位点#图 4$+

$"$#V='SAU! 空间结构模拟

采用 *W)**8P"5,'软件的同源建模方法"

将 +A&)(84 蛋白序列与软件搜索得到的模板

#75KB/A4!A4=4Z:$ #743F:8,(8G:3A OI/F4;3E$人

工进行联配"以 +A&)(84 推导的氨基酸构建其三

维结构"+A&)(84 由 7 个
&

螺旋组成"不含
'

折叠

片#图 2$+

2/8
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图 !#杂色鲍 :-;<=>! 基因 0%&'及其推导的氨基酸序列

大写字母分别代表 7U和 /U非编码区序列"小写字母代表编码区序列' 上面为核苷酸序列"对应下面为编码的氨基酸序列' 起始密码

子#&NS$ (终止密码子#NS&$用加粗标示' 糖基化位点用双下划线标示' 磷酸化位点用单下划线标示' 加尾信号用波浪线标示'

-:0B;298H;3A;3? ,(8G:3A 结构域用加粗倾斜标示' &00/?I:JF;3J0:99:F/I= J:BF/I84 结构域用灰色底纹标示+

A/>"!#+?50%&',<==5=;05=,8/<2 ,0/=35:;5<0529:-;<=>! >5<59128 :"-*?&$.*#%6%$

-:O;F:004FF4IEI4OI4E43FFG4E4T243B4/J7U:3A /U23FI:3E0:F4A I4?;/3 E4O:I:F40=1'/>4IB:E404FF4IEI4OI4E43FFG4B/A;3? E4T243B4">;FG

32B04/F;A4E4T243B4:H/R4:3A B/A4A :9;3/ E4T243B4H40/>1NG4;3;F;:F;/3 B/A/3#&NS$:3A FG4EF/O B/A/3#NS&$:I4BG:I:BF4I;<4A ;3

H/0A17/F43F;:0?0=B/E=0:F;/3 E;F4E:I4A/2H0423A4I0;34A :3A OG/EOG/I=0:F;/3 E;F4;E23A4I0;34A1NG4O/0=:A43=0:F;/3 E;?3:0E4T243B4

#&&N&&$;E0:H404A >;FG >:R= 0;341-:0B;298H;3A;3? ,(8G:3A A/9:;3 ;EH/FG ;3 H/0A :3A ;F:0;B":3A &00/?I:JF;3J0:99:F/I= J:BF/I84

EFI2BF2I:0A/9:;3 ;EEG:A4A ?I:=1

图 $#V='SAU! 空间结构模拟

A/>"$#+?5715=/045=4?155U=/85<3/2<,6

341;04;1529V='SAU!

$"(#V='SAU! 与其他物种 ;<=>! 的多重比对及

系统进化树分析

将+A&)(84推导的氨基酸序列与其他物

种的 &)(84 蛋白进行多序列比对#图 /$"结果显

示杂色鲍与耳鲍 #7:#+%<%<-$和盘鲍含有一个较

为相对保守的 ,(8G:3A 结构域+

%8!系统进化树表明 !哺乳纲 C8I84 基因

聚为一支 "鱼纲 C8I84 基因聚为一支 "两支合

并为一大支 '杂色鲍和盘鲍 (耳鲍单独一支 "

同时又与巨牡蛎 # E$#++,+)$-# #$%#=-<+%+$ (马

氏珠母贝 # !%<')#4# &#$)-<+%+$ (巨蟹皮海绵

# J/1-$%)-+4,&/<'/2# $ 等软体动物聚为一大

支 #图 9 $ +

$")#:-;<=>! 在杂色鲍不同组织中的表达

74C8IL4 基因在所检测的 0 个组织均有表

达"其中在血淋巴中的表达量最高"其次是鳃和肝

胰腺"消化道中的表达量最低+

//8
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图 (#V='SAU! 和其他物种 'SAU! 氨基酸序列的多重比较

左侧物种名称及相应的登录号分别为杂色鲍"!Q:4288/'耳鲍"&K+43109'盘鲍"&-!1718:'长牡蛎",Y-/98:1'寄居蟹皮海绵"

-&-/8083'刺胞动物"&K&92882'安菲墨冬"Q733//8094/'普通狨"Q7332091/80'非洲象"Q733/922278'天竺鼠"Q733/90932:'大

熊猫",(K48402'鲤"K&&/20:1'蓝鲶"&5"28/:0'人"K&K4921:+

糖基化位点和磷酸化位点分别用下箭头和三角标出",(8G:3A 结构域#7/ >440 ::$用矩形框标示+

A/>"(#.;64/765,6/><85<4294?5'SAU! ,8/<2 ,0/=35:;5<05-54F55<:"-*?&$.*#%6%$,<=24?513750/53

*O4B;4E:3A S43K:3L &BB4EE;/3 329H4IE:I40;EF4A /3 FG404JF!7:4%D-$+%',2,$"!Q:4288/'7:(#<<#%"&K+43109'7:4%+'/+"&-!1718:'

E$#++,+)$-# B%B#+" ,Y-/98:1' J/1-$%)-+4,&/<'/2#" -&-/8083' N<'/2)/$-4 '<%4#$%#<" &K&92882' C&A(%&-4,< 6/--<+2#<4%'#"

Q733//8094/' E#22%)($%@ H#''(/+" Q7332091/80' ",@,4,<)# #3$%'#<#" Q733/922278' E#D%# A,$'-22/+" Q733/90932:' C%2/$,A,4#

&-2#<,2-/'#",(K48402'E*A$%</+'#$A%,"K&&/20:1'8')#2/$/+3/$'#)/+"&5"28/:0'7,&, +#A%-<+"K&K4921:1

S0=B/E=0:F;/3 E;F4E:3A OG/EOG/I=0:F;/3 E;F4E:I49:IL4A H= :II/>E:3A FI;:3?04EI4EO4BF;R40=",(8G:3A A/9:;3#7/ 6440 ::$;E;3A;B:F4A H=

I4BF:3?041
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图 )#V='SAU! 和其他物种 'SAU! 氨基酸序列系统发育树

A/>")#N?@62>5<54/04155294?5'SAU! ,8/<2 ,0/=35:;5<053-54F55<:"-*?&$.*#%6%$,<=24?513750/53

?6//+'#1#22/+!野马' O,+B$/<<%-<+!牦牛' J/++'$,3#!野猪' ;$*'),2#B/+'/<%'/2/+!家兔' 7,&, +#A%-<+!智人' ;$<%)(,$(*<'(/+

#<#)%</+!鸭嘴兽' ;$-,'($,&%+<%2,)%'/+!罗非鱼' 5#=%3/B/ $/1$%A-+!红鳍东方' "')#2/$/+3/$'#)/+!斑点叉尾 ' E*A$%</+'#$A%,!鲤'

9#<%, $-$%,!斑马鱼' 7#2%,)%+4%+'/+(#<<#%!皱纹盘鲍' 7#2%,)%+4%+'/+4%+'/+!盘鲍' 7#2%,)%+4%D-$+%',2,$!杂色鲍' E$#++,+)$-#

#$%#=-<+%+!巨牡蛎' J/1-$%)-+4,&/<'/2#!巨蟹皮海绵' !%<')#4# &#$)-<+%!马氏珠母贝1

图 *#:-;<=>! 基因在杂色鲍不同组织中的表达

+O1肝胰腺' S;1鳃' +91血淋巴' P:1外套膜' 5;1消化道'

Y;1肾脏' -1粘液腺+

A/>"*#%/341/-;4/2<7,4451<29:-;<=>! /<

=/99515<44/33;5329:"-*?&$.*#%6%$

+O1G4O:F/O:3BI4:E' S;1?;00' +91G49/0=9OG' P:19:3F04'

5;1A;?4EF;R4FI:BF' Y;1L;A34=' -1B/004F4I;:0?0:3A1

$"*#:-;<=>! 在杂色鲍高温和缺氧应激及弧菌

感染后的表达

高温应激下 74C8IL4 基因在鳃#血淋巴和肝

胰腺的表达谱55实验发现"高温应激下"杂色鲍

鳃中 74C8IL4 的表达量显著上调"并在温度升至

/4 M时表达量达到最高"4:2 G 仍高于对照组"但

差异不显著#图 18:$+ 在高温应激的开始一段时

间"杂色鲍血淋巴中 74C8IL4 的表达量并没有发

生明显变化"当 /4 M下持续到 :1 G 时"高温组表

达量显著高于对照组"4:2 G 虽有所降低"但高温

组仍然显著高于常温对照组#图 18H$+ 高温应激

下初始一段时间 74C8IL4 在肝胰腺中的表达量并

没有发生明显变化"到 :1 G 的时候"高温组的表

达量显著高于对照组#图 18B$+

缺氧应激下 74C8IL4 基因在鳃和血淋巴的相

对表达55缺氧应激下"74C8IL4 在血淋巴中表

达量差异不显著#!A3137$ #图 08:$+ 缺氧应激

29 G"74C8IL4 在鳃中表达量显著下调":1 G 恢复

到正常水平"到了 4:2 G"缺氧组的 74C8IL4 表达

量又显著上升#图 08H$+

弧菌感染后 74C8IL4 在血淋巴中的表达变化

55副溶血弧菌注射感染之后"/ G 实验组的

74C8IL4 在血淋巴中的表达量达到最高"并显著

高于对照组#!<3137$"随后逐渐降低"42 G 降至

对照组水平"随后实验组表达量又上调"并在 98 G

显著高于对照组#图 8$+

/5讨论

&)(84大约由 474 个左右的氨基酸组成"是一个

进化上高度保守的炎症相关因子"人 &)(84 是由 49/

个氨基酸组成的含有 4 个 ,(螺旋结构的细胞质钙

结合蛋白"它被定位于第六号染色体的主要组织相

容性复合体
(

区"该区具有很多与免疫功能相关的

基因
)9*

+ 王利等
)23*

从齐口裂腹鱼 # J'2%P,)(,$#@

A$-<#<)%$脾脏克隆获得C8IL4基因的B5%&全序列"

编码 490 个氨基酸"其二级结构也是以
&

8螺旋为主"

未见
'

8折叠区+ 本研究克隆获得杂色鲍74C8IL4的

7/8
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B5%&全序列"编码 474 个氨基酸"三级结构预测

+A&)(84含有 7 个
&

8螺旋"无
'

8折叠结构"与齐口裂

腹鱼极为相似+ 该序列第 7/ >440 氨基酸残基为

,(8G:3A结构域"这一结构域可以被多种重金属结合

后激活"从而影响钙调信号通路并导致疾病的发

生
)24*

+ 同时"根据其推测的氨基酸序列与其他物种

&)(84进行序列多重比对和系统进化树分析"结果表

明不同物种 &)(84 具有较高的相似性"这也说明

&)(84在进化过程中相对保守+

图 J#高温应激下 :-;<=>! 基因在鳃$

血淋巴和肝胰腺的表达谱

#:$ (# H$和#B$分别表示鳃(血淋巴和肝胰腺 / 个不同组织+

A/>"J#+?55T71533/2<7,4451<29:-;<=>! ,9451

4?518,6341533/<>/66%?5826@87?,<=?57,427,<015,3

#:$ "# H$ :3A #B$ ;3A;B:F4?;00"G49/0=9OG :3A G4O:F/O:3BI4:E

I4EO4BF;R40=1

4128 M"21/4 M#3 G$ "/1/4M#9 G$ "91/4M#29 G$ "71/4 M

#:1 G$ "11/4 M#4:2 G$ "%

$

& !!<31371

图 W#缺氧应激下 :-;<=>! 基因在鳃和

血淋巴的表达谱

#:$ (# H$分别表示鳃和血淋巴两个不同组织+

A/>"W#+?55T71533/2<7,4451<29:-;<=>! ,9451

?@72T/, 341533/<>/66,<=?5826@87?

#:$ :3A # H$ ;3A;B:F4?;00:3A G49/0=9OG I4EO4BF;R40=1

%

$

& !!<31371

图 X#弧菌感染后 :-;<=>! 基因在

血淋巴中的表达谱

A/> "X#+?55T71533/2<7,4451<29:-;<=>! ,9451

@"5'$'+'&)%6/,*#3.0?,665<>5/<?5826@87?

%

$

& !!<3137

55许多研究表明 C8IL4 基因在机体各组织中均

有表达"如 %:L:;等
)22*

研究发现 C8IL4 基因在小

鼠各组织均表达"其中在脾脏和淋巴结的表达水

平 较 高+ XG:3? 等
)4/*

从 花 蛤 # M-<-$/A%+

A(%2%AA%<#$/&$中克隆了 C8IL4 基因"$N87-$结

果得出 C8IL4 在血细胞(鳃和肝胰腺要比在外套

膜(肌肉和足中的表达量高"本实验检测到的杂色

1/8
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鲍 74C8IL4 基因在各组织也均有表达"且在血淋

巴(鳃和肝胰腺的表达量相对较高+

在多数情况下"C8IL4 在正常情况下不表达或

表达量很低"但在应激条件下"如受感染启动免疫

反应时"其表达量就会迅速上调
)1*

+ 高温应激情况

下"杂色鲍鳃中 74C8IL4 在应激之后表达量迅速上

升"虽之后有所下调"但都高于对照组+ 在杂色鲍

肝胰腺和血淋巴中"74C8IL4 在高温应激初始一段

时间表达量未高于对照组"但到 :1 G"高温组的表

达量显著高于对照组+ 鳃是抵御外界环境变化的

第一道防线"鳃中的 74C8IL4 对温度最为敏感"暗

示着通过 74C8IL4 的快速高量的表达来启动鳃对

高温的应激+ 之后肝胰腺和血淋巴的 74C8IL4 的

表达也被启动"使整个机体均参与对高温的应激+

机体在缺氧状况下"有氧代谢受抑制"只能依

靠葡萄糖无氧酵解产生能量"代谢率降低+ 目前

C8IL4 在哺乳动物缺氧应激下的研究主要集中于

心脑血管方面的疾病
)2/ 629*

"软体动物尚未报道+

本研究发现"缺氧条件下杂色鲍鳃中 74C8IL4 基

因的表达先出现了显著下调"到 4:2 G 显著上调"

推测可能是缺氧的初始阶段"通过关闭或降低鳃

74C8IL4 参与的一些快速调节途径以应对环境的

变化"但到后期"鳃启动了由 74C8IL4 参与的调节

以应对应激导致的不 良 反 应+ 血 淋 巴 中 的

74C8IL4 在整个缺氧应激期间表达量一直保持和

对照组基本一致"说明血淋巴中的 74C8IL4 对缺

氧不敏感+ 同时"通过高温和缺氧实验对比发现"

杂色鲍鳃及血淋巴中 74C8IL4 对高温引起的应激

较缺氧的应激敏感+ 这可能与杂色鲍自身具有较

好的低氧耐受能力相关+ 因此推测 C8IL4 调节高

温和缺氧的应激机制不同+ 这是首次报道 C8IL4

基因在高温和缺氧应激下的表达变化"因此究竟

存在何种差异有待进一步研究+

&)(84 作为一种炎症相关因子涉及到几种类

型细胞的炎性过程"如巨噬细胞和神经胶质细

胞
)27*

+ &)(84 是机体对同种 #异体$抗原免疫反

应的调节基因"能调控宿主对炎性刺激的反

应
)21 628*

+ %:L:;等
)22*

研究发现在细菌脂多糖的

刺激下"转染了 C8IL4 B5%&的鼠巨噬细胞发生

了较为明显的形态学变化"并且与对照组相比"白

介素#)'$81")'843 和 )'842 O93 表达显著增加+

W:3? 等
)2:*

通过构建杂色鲍血淋巴抑制差减文库

筛选报道了 C8IL4 等 /9 个细菌刺激后上调表达

基因+ XG:3? 等
)4/*

研究发现副溶血弧菌感染后"

花蛤血细胞中的C8IL4 表达量在注射弧菌 42 G 后

下调"但在 02 G 达到了最高峰":1 G 又恢复到 98

G 的表达量水平+ 54X/=E:等
)49*

从盘鲍中克隆获

得 C8IL4 的 B5%&全长"并进一步分析发现在注

射细菌后"血淋巴中 C8IL4 的表达量上调"但是表

达变化较鳃更明显+ 本研究从杂色鲍血淋巴出

发"研究了弧菌感染后 74C8IL4 基因的表达变化"

在 / G 时 74C8IL4 的表达显著上升"42 G 下调至

对照组表达水平"随后又逐渐上调"并在 98 G 达

到显著高于对照组水平+ 这说明弧菌刺激下"

&)(84 参与了机体的免疫应答+

总之" 从杂色鲍中克隆得到 74C8IL4 的

B5%&全长"实时荧光定量 7-$结果表明在高温

和缺氧应激以及弧菌感染情况下多个组织中表达

量发生了显著变化+ 该基因作为先天免疫防御中

的重要因子在抵御外界环境刺激时可发挥重要作

用"这为研究杂色鲍应激下的防御分子机制提供

了参考资料+

参考文献!

) 4 *5王宝珍"张子平"王艺磊"等1杂色鲍
'

84"/8葡聚糖

识别蛋白基因的克隆和表达)!*1海洋科学"2344"

/7#8$!10 6071

) 2 *5周晶"蔡俊鹏"杨洪志1南方杂色鲍苗大规模死亡

病原菌的分离鉴定及其回归感染实验)!*1海洋湖

沼通报"2331#/$!79 67:1

) / *5林旭吟"赵东海"梁君荣1鲍苗死亡原因的研究进

展及对策)!*1福建水产"2331#4$!2: 6/21

) 9 *5王利"吴信忠15&54 和 &)(84 细胞因子在鱼类中

的研究进展 )!*1中国水产科学" 2344" 48 # 4 $!

2/0 62921

) 7 *5K4I?023A 'P"Y/F/R:"" "E9:IL 7" -)#21%(&N

I4?20:F4EFG44ZOI4EE;/3 /J&)(84 :3A )$N84!V;3 :3A

=:3? EO0;B4 R:I;:3FE/J34/;3F;9: J/I9:F;/3 :3A

:FG4I/EB04I/E;E) !*1-:IA;/R:EB20:I$4E4:IBG" 2342"

:/#/$!949 692/1

) 1 *5&2F;4I;P ." -:IH/34 -" P2 &1,ZOI4EE;/3 /J

:00/?I:JF;3J0:99:F/I= J:BF/I84 ;E : 9:IL4I /J

:BF;R:F4A G29:3 R:EB20:IE9//FG 92EB04B400E:3A

:IF4I;:0;3@2I= )!*1&IF4I;/EB04I/E;E"NGI/9H/E;E":3A

.:EB20:IK;/0/?="2333"23#0$!40/0 640991

) 0 *5&2F;4I;P ."-G43 Q1NG4:H;0;F= /J&)(84 F/ :BF;R:F4

G29:3 R:EB20:IE9//FG 92EB04 B400E ;E 0/EFH=

92F:F;/3E;3 FG4,(8G:3A B:0B;298H;3A;3? I4?;/3)!*1

,ZO4I;943F:0-400$4E4:IBG"2337"/30#4$!239 62441

0/8



!""#!

!

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

555 水5产5学5报 /0 卷

) 8 *57/EF04I,"$;934I&"K4EBG/I34I$"-)#21&00/?I:JF8

)3J0:99:F/I=8J:BF/I84 ;E2OI4?20:F4A ;3 9;BI/?0;:0

B400E;3 G29:3 B4I4HI:0;3J:IBF;/3E)!*1!/2I3:0/J

%42I/;9923/0/?="2333"438#4 62$!299 62731

) : *5Y2EBG40$" 54;3;3?4IP +" P4=4I9:33 $" -)#21

&00/?I:JF;3J0:99:F/I= J:BF/I84 ;E 4ZOI4EE4A H=
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