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摘要! 为了探讨马氏珠母贝免疫防御机制!筛选免疫防御相关功能基因!以致病性溶藻弧菌人

工感染的马氏珠母贝血淋巴为材料!采用抑制性差减杂交$**+%技术!构建了溶藻弧菌诱导的

马氏珠母贝血淋巴 E4%&差减文库&以马氏珠母贝管家基因
%

M/5%9: 作为差减指标检测该文库

的差减效率&对选取的 733 个阳性克隆进行测序及生物信息学分析# 结果显示!该文库的差减

效率可达 2

13倍&6-$阳性检测显示差减片段为 133 =983 MJ!对随机挑取 733 个克隆的测序结

果显示!共获得 414 个有效 ,*K序列&通过 :'&*K同源性比对!有 179 个 ,*K序列 $占

431/4L%与 %-:)数据库中已知功能蛋白质具较高同源性!其中 9 个 ,*K序列$占 117:L%与

免疫防御相关基因同源&此外!234 个 ,*K$占 4:120L%在数据库中未发现同源序列# 研究表

明!**+技术能有效富集马氏珠母贝血淋巴差异表达基因!研究结果为探索马氏珠母贝免疫

基因作用机理和调控机制奠定了基础#

关键词! 马氏珠母贝& 溶藻弧菌& 抑制性消减杂交& E4%&文库

中图分类号! ;908& *:701/55555555 文献标志码'&

55马氏珠母贝#(9:5%/@/ <=5/%/$是我国南方培

育海水珍珠的主要贝类"在我国海水养殖业中占

有重要地位"但随着养殖规模的扩大和养殖历史

的延长"病害问题也日趋严重"导致海水珍珠产量

和质量的显著下降"严重地威胁了我国海水珍珠

产业的健康持续发展
'1(

& 然而"有关马氏珠母贝

免疫防御机制"特别是分子免疫防御机制和免疫

相关功能基因的研究还处于初级阶段& 因此"探

讨马氏珠母贝分子免疫防御机制)筛选参与免疫

防御调控相关的功能基因对于揭示马氏珠母贝免

疫抗病机制)提高机体抗病力)实现遗传改良十分

必要&

近年来"以 6-$为基础发展而来的抑制性消

减 杂 交 # OBJJICOO=/3 OBMHI2EH=VC @PMI=D=A2H=/3"

**+$技术使快速)灵敏地分离和筛选机体差异表

达基因成为可能"并已成功应用于筛选和鉴定贝

类的差异表达基因& FCOH20等
'2(

利用 **+技术

分析了文蛤#A=@9%/6-;@-5=;;/%=;$在细菌感染前

后血淋巴中基因表达的差异"分离到 28/ 个差异

表达的功能基因"其中 /117L为免疫相关功能基

因"这些功能基因的获得"以及随后的表达分析"

为探讨文蛤免疫防御机制提供了基因功能水平的

参考%W23? 等
'/(

构建了细菌感染杂色鲍#G/091%9;

@9?-3;951013$后的血淋巴 **+差减文库"并从文

库中得到 111 个差异表达基因"荧光定量分析表

明"/4 个基因的表达上调%6I2D/7&0V2ICA等
'4(

构

建了派金虫#(-3>9:;=;10;-:9$诱导的文蛤血淋巴

和鳃组织的差减文库"获得了 /38 个差异表达基
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因& 这些研究结果的获得为进一步认识贝类对外

界微生物侵染的免疫应答机制奠定了基础&

本研究应用 **+ 技术构建了溶藻弧菌

#Q92391 /0.9:10$%95=;$诱导的马氏珠母贝血淋巴

E4%&差减文库"并通过,*K测序"结合生物信息

学技术"对从文库中筛选到的差异表达基因进行

了细致的分类研究"为进一步克隆马氏珠母贝相

关功能基因及研究溶藻弧菌感染后相关功能基因

的组织表达差异提供背景资料&

15材料与方法

!"!#实验材料

实验中使用的溶藻弧菌及大肠杆菌 F85109

4+8

-

菌株均为广东省水产经济动物病原生物学

及流行病学重点实验室保存%马氏珠母贝 #平均

壳长 93 <<$购自广东省湛江市徐闻迈陈珍珠贝

养殖场"暂养于室内玻璃钢水槽中 # 83 E< A

73 E<A93 E<$"分为 2 组#检测组 HCOHCI和驱动

组 DI=VCI$"每组 43 只%水温 28 R"盐度 20"连续

充气%暂养过程中以螺旋藻粉为饵料投喂"每天换

水#133L$1 次%室内暂养 1 周后进行实验%KI=A/0

IC2?C3H购自 )3V=HI/?C3 公司%6/0P&KHI2EH

.

<$%&

)O/02H=/3 *POHC<O)))试剂盒购自 6I/<C?2公司%

6-$7*C0CEH

KN

E4%& *BMHI2EH=VC Y=H 购 自

-'"%K,-+公司% ;)&UB=EG

KN

6-$ 6BI=Q=E2H=/3

Y=H购自 ;)&F,%公司&

!"8#主要溶液及器皿的预处理

实验涉及 $%&操作所需要的试剂均为经 31

1L 4,6-过夜处理或用 4,6-处理水配制"根据

需要进行高温高压灭菌处理%配制试剂所用的玻

璃容器使用前均经 233 R"4 @ 以上烘烤处理%实

验中所用的离心管)吸头等均用 311L 4,6-水

浸泡过夜"并经高温高压处理后使用&

!"9#细菌复壮及人工感染

取 603 R保存的溶藻弧菌菌株"平板划线后

20 R培养 10 @"挑取单菌落转移至 133 <'K*:

#2L %2-0$培养基中"20 R振荡 #123 I5<=3$培

养 10 @"8 833 A. 离心 8 <=3 收集菌体"沉淀用

6:*缓冲液悬浮"紫外分光光度计测定 "4

733

"确

定感染浓度为 813 A13

9

EQB5<'&

用 1 <'无菌注射器"在 HCOHCI组马氏珠母贝

闭壳肌注射 311 <'上述浓度溶藻弧菌菌液"同

时 DI=VCI组注射 311 <'6:*缓冲液&

!":#马氏珠母贝血淋巴采集

溶藻弧菌感染 0 @ 后"用 1 <'的无菌注射器

在马氏珠母贝闭壳肌处采集血淋巴"每只 318

<'%采集的血淋巴分装至 118 <'离心管中"每管

1 <'%4 R"033 A. 离心 13 <=3 收集血细胞%加入

1 <'KI=A/0试剂"移液器反复抽吸使血细胞充分

裂解后于 603 R保存备用&

!">#总 ;<=提取及 *;<=纯化

采用 KI=A/0#)3V=HI/?C3$试剂提取血淋巴总

$%&"并用生物素标记的寡聚# DK$探针和链亲合

素包裹的磁珠纯化#6/0P&KHI2EH

.

<$%&)O/02H=/3

*POHC<O)))$<$%&"具体步骤参照试剂盒说明书

进行&

!"B#@@L差减文库的构建

使用 6-$7*C0CEH

KN

E4%&*BMHI2EH=VCY=H试剂

盒进行差减文库的构建"操作方法参照试剂盒说

明书#略改动$& 本实验以溶藻弧菌感染的马氏

珠母贝为 HCOHCI组"以注射 6:*缓冲液的马氏珠

母贝为 DI=VCI组"构建正向差减文库&

首先分别制备血淋巴组织 DI=VCI组和 HCOHCI

组的双链 E4%&"然后将 HCOHCI和 DI=VCI组 E4%&

采用 A;/

#

进行酶切"/9 R温育过夜%HCOHCI组

E4%&经 A;/

#

酶切后分成 2 份"分别于接头 1"

接头 2$连接制成 HCOHCI1 61 和 HCOHCI1 62%经过

接头连接效率检测步骤后"可将连上接头的

DI=VCIE4%&和 HCOHCIE4%&进行抑制性差减杂

交& 将 HCOHCI1 61 E4%&和 HCOHCI1 62 E4%&分

别与 DI=VCIE4%&在 70 R条件下反应 13 @ 以第

一次杂交%将变性的 DI=VCIE4%&同时与首轮杂

交样品 HCOHCI1 61)HCOHCI1 62 充分混合"70 R杂

交过夜完成第二次杂交%采用接头外侧相同序列

引物"在热启动酶的参与下进行第一次 6-$扩

增"为了进一步降低背景"使用接头内侧共有序列

引物进行第二次 6-$扩增& 6-$产物采用

;)&UB=EG 6-$JBI=Q=E2H=/3 G=H6-$产物纯化试剂

盒进行纯化以供后续使用&

!"S#接头连接效率与差减效率检测

接头连接效率与差减效率检测均以马氏珠母

贝
%

M/5%9: 基因为标准& 以
%

M/5%9: 基因 8T端引物

#8T7FKKFFK&KFFF&-&F&&F7/T$和 /T端引物

# 8T7KFKFFKFFKF&&KF&FK&7/T$ 为 一 个 组

合"以试剂盒提供的接头引物 6-$JI=<CI1 和
%

M

/5%9: 的下游引物为一个组合进行 6-$扩增"比较

8/1
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不同引物组合扩增效果"鉴定连接效率& 反应条

件!98 R 8 <=3":4 R 2 <=3"然后 :4 R /3 O"

72 R /3 O"92 R 43 O扩增 /3 个循环& 以管家基

因
%

M/5%9: 作为检测差减 E4%&文库差减效率的

指标"6-$反应条件除不需 98 R 8 <=3 之外"其

余参数均同上述条件&

!"K#差减 3D<=文库的构建及阳性克隆鉴定

将上述制备的 6-$产物连接到 JN4107K载

体#K2Y2$2$"转化连接产物入大肠杆菌 4+8

-

中"涂布于含氨苄青霉素的琼脂平板上"/9 R倒

置培养过夜"随机挑选若干单菌落"/9 R振荡培

养 / @"使用巢式 6-$引物 1 和巢式 6-$引物 2$

进行 6-$以鉴定阳性克隆"6-$循环参数为!

:4 R预变性 8 <=3":4 R /3 O"70 R 48 O"92 R

2 <=3共 /3 个循环& 将鉴定正确的 733 个阳性克

隆委托华大#深圳$基因科技有限公司进行测序&

!"Q#生物信息学分析

利用 .CE*EICC3# @HHJ!

!

>>>13EM=130<13=@1

?/V5.CE*EICC35.CE*EICC31@H<'$工具扫描测序

所得的全部 ,*KO序列"并去除其中载体序列%使

用 4%&N&%81212 软件对全部有效的 ,*KO序列

进行聚类拼接"生成拼接而成的 -/3H=?O和未参与

拼接的 *=3?0CH/3O& 使用 :'&*KX 工具 # @HHJ!

!

M02OH13EM=130<13=@1?/V5:02OH1E?=$ 对 获 得 的

-/3H=?O和 *=3?0CH/3O与 FC3:23G 数据库 #%/37

ICDB3D23HJI/HC=3 OCUBC3ECOD2H2M2OC$进行同源性

比较"并根据相似性序列的功能对 ,*KO序列做

功能分类&

25结果与分析

8"!#总 ;<=质量鉴定

K$)A/0试剂分别提取 HCOHCI组和 DI=VCI组马

氏珠母贝血细胞的总 $%&& 经紫外分光光度计

检测""4

273

5"4

203

比值分别为 11:3 和 11:7"说明

总 $%&纯度较好%图 1 为 113L琼脂糖凝胶电泳

结果"条带以 10*为主"未见弥散现象"完整性较

好"可用于后续 <$%&的纯化&

8"8#*;<=的纯化

经 6/0P&KHI2EH

.

<$%& )O/02H=/3 *POHC<O)))

试剂盒纯化的 <$%&113L琼脂糖凝胶电泳图呈

弥散状 #图 2 $"大小分布均匀"且未见核糖体

$%&污染& 紫外分光光度计测定 "4

273

5"4

203

比

值分别为 110: 和 11:3"可以用于后续 E4%&双

链的合成&

图 !#马氏珠母贝血细胞总 ;<=琼脂糖凝胶电泳

N14'2333 分子标准% 41驱动组% K1检测组

P)7"!#=7%(0,++2+34(016+(07(%* 0/40%2;<=

1-()/)+./(0* 6+*%403J4+,0/,4C7:$2$

N14'2333 <2IGCI% 41DI=VCI% K1HCOHCI

图 8#纯化 *;<=琼脂糖凝胶电泳

N14'2333 分子标准% 41驱动组% K1检测组

P)7"8#=7%(0,++2+34(016+(07(%* 0/1-()/)+.*;<=

/(0* 6+*%403J4+,0/,4C7:$2$

N14'2333 <2IGCI% 41DI=VCI% K1HCOHCI

8"9#双链 3D<=的合成及 D0$

!

酶切

分别取 7

"

'酶切前的 DI=VCIE4%&和 HCOHCI

E4%&以及 1

"

'酶切后的 DI=VCIE4%&和 HCOHCI

E4%&进行琼脂糖凝胶电泳分析"如图 /"E4%&

条带均呈弥散状"酶切后的 E4%&条带大小较酶

切前明显减小"表明酶切效果良好&

8":#接头连接效率的检测

采用 **+技术构建差减文库成功与否与接

头效率的高低有直接的联系& 扩增连接接头之后

的正)负向 4%&"/3 个循环后可扩增出 6-$产物

#图 4$"表明连接效率较高"超过 83L"已成功制

备了 HCOHCIE4%&"可用于下一步的杂交和 6-$扩

增实验&

7/1
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图 9#D0$

!

酶切前后双链 3D<=条带大小对比

N14'2333 分子标准% 411酶切前 DI=VCIE4%&% 421酶切后

DI=VCIE4%&% K11酶切前HCOHCIE4%&% K21酶切后HCOHCIE4%&

P)7"9#D()N+(%5.$+,4+(.,3D<=&+/0(+%5.%/4+(

D0$

!

.)7+,4)05

N14'2333 <2IGCI% 411DI=VCIE4%& MCQ/ICD=?COH=/3% 421

DI=VCIE4%&2QHCID=?COH=/3% K11HCOHCIE4%&MCQ/ICD=?COH=/3%

K21HCOHCIE4%&2QHCID=?COH=/3

图 :#$+,4+(3D<=接头的连接效率检测

N14%&分子量标准4'2333% 1 和 /1以
%

M/5%9: 的上游和下游

引物进行扩增的 6-$产物% 2 和 41以 6-$JI=<CI1 和
%

M/5%9:

的下游引物进行扩增的 6-$产物

P)7":#D+4+34)050/46+%.%140(2)7%4)05+//)3)+53J 0/

4+,4+(3D<=

N14%& <2IGCI4'2333% '23CO1 23D /16-$ JI/DBEHO

2<J0=Q=CD MP

%

M/5%9: BJOHIC2< 23D D/>3OHIC2< JI=<CI% '23CO2

23D 416-$JI/DBEHO2<J0=Q=CD MP 2D2JHCIJI=<CI6-$JI=<CI1

23D

%

M/5%9: D/>3OHIC2<JI=<CI

8">#3D<=文库差减效率检测

以差减后的 E4%&为模板检测管家基因
%

M

/5%9:"在循环数至 /3 个循环时才有扩增带出现"

而以未差减的 E4%&为模板扩增该产物时"在 23

个循环数时即可检测到扩增产物"表明构建的差

减文库效率非常高"可达到近 2

13

倍#图 8$&

图 >#以
!

E$:2/9为指标检测差减文库的差减效率

N14%&分子量标准 4'2333% 1 =81以差减 E4%&为模板分

别在 18"23"28"/3"/8 个循环的 6-$产物% 7 =131以未差减

E4%&为模板分别在 18"23"28"/3"/8 个循环的 6-$产物

P)7">#@-&(%34)05+//)3)+53J 0/,-&4(%34+.3D<=

2)&(%(J &J .+4+34)050/

!

E$:2/97+5+

N14%&<2IGCI4'2333% 1 6816-$JI/DBEHO/QB3OBMHI2EHCD

E4%&=3 18"23"28"/3 23D /8 EPE0CO"ICOJCEH=VC0P% 7 61316-$

JI/DBEHO/QOBMHI2EHCD E4%& =3 18"23"28"/3 23D /8 EPE0CO"

ICOJCEH=VC0P

8"B#杂交产物的 'G;扩增

经 2 轮消减杂交以后"只有被连接上 2 种不

同接头的双链 E4%&分子能通过 6-$指数扩增&

利用引物 6-$JI=<CI1 以及巢式引物 3COHCD 6-$

JI=<CI1 和 3COHCD 6-$JI=<CI2$分别对杂交产

物进行 6-$扩增"巢式 6-$产物用 113L琼脂糖

凝胶电泳检测"结果显示杂交产物的 6-$扩增条

带呈弥散状"片段大小集中在 283 =833 MJ #图

7$&

图 B#杂交产物次轮 'G;产物琼脂糖凝胶电泳

N14'2333 分子标准% 1)216-$产物

P)7"B#@+305.%(J 'G;1(0.-34,0/

6J&().)\%4)051(0.-34,

N14'2333 <2IGCI% 1"216-$JI/DBEHO

8"S#阳性克隆的 'G;鉴定

55随机选择033个克隆 "利用巢式引物 3COHCD

9/1
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6-$JI=<CI1 和 3COHCD 6-$JI=<CI2$进行 6-$

扩增"鉴定阳性克隆& 电泳结果显示插入片段大

小介于 133 =983 MJ"得到 733 个阳性克隆子#图

9$&

8"K#X@$,生物信息学分析及功能分类

将以上筛选到的 733 个阳性克隆子扩大培养

后送深圳华大基因科技有限公司测序"成功进行

838 个测 序 反 应" 共 获 得 有 效 ,*KO414 个&

:'&*KX 同源性分析表明"213 个 ,*KO序列 #包

含 117 个 E/3H=?O$与 %-:)非冗余蛋白质数据库

中的蛋白质序列存在显著的相似性"其中 179 个

,*KO序列#92 个 E/3H=?O$与已知功能蛋白质序列

具高度同源性&

根据:'&*KX 同源性分析得到的相似性序列的

功能可将获得的,*KO分为以下 : 类#表 1 和表 2$!

图 S#部分克隆的 'G;鉴定

N14'2333 分子标准

P)7"S#E.+54)/)3%4)050/1%(4)%210,)4)N+3205+,&J 'G;

N14'2333

表 !#溶藻弧菌诱导的马氏珠母贝血淋巴差减文库中分离的 X@$,

$%&"!#X@$,),02%4+./(0* 46+6%+*03J4+,,-&4(%34)N+2)&(%(J 0/,4C7:$2$ 36%22+57+.Z)46F4$%#/9&%12/:70

,*K类别

E2HC?/IP 23D ?C3C=DC3H=HP1:'&*KX

同源物种

@/</0/? OJCE=CO

-值

-7V20BC

克隆5重叠群数

3/1/QE0/3CO53/1/QE/3H=?O

3+22)**-5)4Jf.+/+5,+f,4(+,,

?20CEH=3 G/091%9;@9;5=;7/::/9 0133,720 151

@C2HO@/EG JI/HC=3 93 (%-39/ 6-:.=9: 2133,773 151

20J@22 <2EI/?0/MB0=3 #70/4$;</33-39 :133,73/ 151

QCII=H=3 JI/HC=3 (9:5%/@/ <=5/%/ 4133,710 251

DCQC3OCJI/HC=3 +1:149/ 1209I=/ 81:3,732 251

3J40,]+2+405

?202X=3 ,1:%9613/ 5/69%/%/ 9133,711 151

2EH=3 (9:5%/@/ <=5/%/ 0133,7129 145/

20J@27HBMB0=3 #3/;;1;%3-/ .9./; 1133,797 /51

MCH27HBMB0=3 (8?=0./%/ /133,7/4 451

<2HI=0=37/ C1;%/=3=; 4133,730 /51

E/I/3=3 !/;1:9/ ?9%396-::9; 0133,734 /51

()&0,0*%21(04+)5,

I=M/O/<20JI/HC=3 '/ #70/4$;</33-39 4133,70/ 151

I=M/O/<20JI/HC=3 '19 (7131:9;4=-00-39 1133,74/ 951

I=M/O/<20JI/HC=3 '21 (7131:9;4=-00-39 7133,738 251

I=M/O/<20JI/HC=3 '20 !1?153/:9/ /:14/0/ 8133,71: /51

I=M/O/<20JI/HC=3 '/3 B61@16%-3/ <3=.96-3@/ :133,71: 151

I=M/O/<20JI/HC=3 '/1 #3/;;1;%3-/ .9./; 7133,714 151

I=M/O/<20JI/HC=3 '/2 (8?/:@-360/:>9 /133,71: 251

I=M/O/<20JI/HC=3 '/72 +9:-=;?939@9; /133,730 151

I=M/O/<20JI/HC=3 '43 #3/;;1;%3-/ .9./; 2133,781 752

I=M/O/<20JI/HC=3 *18 +9:-=;?939@9; 0133,720 151

I=M/O/<20JI/HC=3 *23 F=3$%71-51460/:/%/ 8133,7/4 251

I=M/O/<20JI/HC=3 *24 B96=:5=0=;:=@=; :133,7/: 151

I=M/O/<20JI/HC=3 *20 C82-057-39%;9:.%/=:-;- /133,739 151

0/1
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续表 !

,*K类别

E2HC?/IP 23D ?C3C=DC3H=HP1:'&*KX

同源物种

@/</0/? OJCE=CO

-值

-7V20BC

克隆5重叠群数

3/1/QE0/3CO53/1/QE/3H=?O

3+22*+4%&02),*f(+,1)(%40(J 36%)5

&EP07-/&OP3H@CH2OC0/3?7E@2=3 Q2<=0P "/:91 3-391 1133,719 151

872<=3/0CVB0=32HCOP3H@2OC #3/;;1;%3-/ .9./; 1133,772 251

HI23O02H=/3200P7E/3HI/00CD HB</IJI/HC=3 B85-3-?9;9/- /143,732 151

N&W4M=3D=3? JI/HC=370=GC "/:91 3-391 8133,739 251

+$&*70=GCOBJJICOO/I2 (/: %31.01@$%-; 8133,713 /51

ICECJH/I/Q&EH=V2HCD Y=32OC- ,$/ /3-:/39/ 8133,722 151

(IBEH/OC71"77M=OJ@/OJ@2H2OC +/55/39/ 2951013B2/0!MG02 4133,719 251

-PH/E@I/<CE/X=D2OCOBMB3=H) (9:5%/@/ <=5/%/ 2133,7140 151

-PH/E@I/<CE/X=D2OCOBMB3=H/ B/6310-.:9/ <-3/O 8133,7/1 151

-PH/E@I/<CM +8N79<<9/.1:9; 1133,737 251

N=H/E@/3DI=20+<&K62OC20J@27OBMB3=H (9:5%/@/ <=5/%/ 0133,7131 451

O@/IH7E@2=3 DC@PDI/?C32OC &-@-;/-.$6%9 1133,717 151

3+22,)75%2)57f%.6+()57

J@/OJ@/0=J2OC- &60$;9/ 5/09<13:95/ 0133,7/: 251

A/32JC00BE=D2?0PE/JI/HC=3 A/%%=;:13?-.95=; 1133,734 /51

HB</IOBJJICOO/I;N JI/HC=3 (9:5%/@/ 4/3%-:;9 4133,74/ 851

H@I/<M/OJ/3D=3 4 G141 ;/69-:; 2103,731 151

@=002I=3 G93=@1 4-@959:/09; 1133,717 151

HI23O<C<MI23CJI/HC=3 0 ,1:1@-0679;@14-;%95/ 2133,737 151

3+223J32+fD<=(+12)3%4)05f1(04+)5(+7-2%4)05f4(%5,3()14)05f4(%5,2%4)05

EC00D=V=O=/3 EPE0CJI/HC=3 42 B9%1291: /?-:/- 1133,784 151

E2H@CJO=3 ' G$@3/ ?=0./39; 7133,727 251

BM=UB=H=3 J/00=;./00=; 0133,787 135/

@=OH/3C+2 & B86=36=3/%=; 1133,780 151

<BH*@/</0/? / FI==;5/2/00=; 4143,732 /51

<CH@P0HI23OQCI2OC11 D/<2=3 FI==;5/2/00=; 9133,738 151

HI23O02H=/3 C0/3?2H=/3 Q2EH/I1:?2<<2OBMB3=H B86=36=3/%=; /143,732 151

C0/3?2H=/3 Q2EH/I71720J@2 #-3-23/%=0=;0/5%-=; 1133,710 /51

<=H/E@/3DI=20?C3CQ/I17*I$%& (9:5%/@/ <=5/%/ 3133,733 951

2OH2E=370=GCJI/HC=3 (9:5%/@/ <=5/%/ 4133,783 1252

GIBJJC070=GCQ2EH/I G/091%9;@9?-3;951013 4133,7/2 251

C0/3?2H=/3 Q2EH/I72 ,8.9./:%-=; /133,717 151

32OEC3HJ/0PJCJH=DC72OO/E=2HCD E/<J0CX OBMB3=H20J@2 "/:91 3-391 2133,7/3 251

@CHCI/?C3C/BO3BE0C2II=M/3BE0C/JI/HC=3 &5$3%71;9671: 69;=4 7133,713 151

3BE0C2IICECJH/IE/2EH=V2H/I4 )8/:/%9:=; 1133,7/4 151

HI23O02H=/3 =3=H=2H=/3 Q2EH/I4& "/:91 3-391 4133,724 /51

27*JI/HC2O/<C3/37&K62OCIC?B02H/IP OBMB3=H2 +94=0=;610$67-4=; 7133,719 151

JI/HC2O/<CMCH2/ OBMB3=H !/;1:9/ ?9%396-::9; 2133,71: 251

#2 O3$%62BX=0=2IP Q2EH/IO<200OBMB3=H ,1:1@-0679;@14-;%95/ 2133,717 251

J/0P &M=3D=3? JI/HC=3 '392109=45/;%/:-=4 2133,737 251

4(%5,/+(1(04+)5,

DP3C=3 @C2VP E@2=3 =O/HPJC1 '8.3/%900/ 9133,744 451

O/0BHCE2II=CIQ2<=0P 28 G141 ;/69-:; 4133,724 451

E02H@I=3 *-:16=;%31695/09; /143,731 251

?0PE=3CHI23OJ/IHCI B86=36=3/%=; 1133,710 151

注!-值
)

13 -

6/认为比对结果显著

%/HCO!"30P <2HE@CO>=H@ -7V20BCO

)

13 -

6/

>CICICH2=3CD 2OO=?3=Q=E23H

:/1



!""#!

!

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

555 水5产5学5报 /0 卷

表 8#马氏珠母贝血淋巴差减文库 X@$,统计分析

$%&"8#?+5+(%236%(%34+(),4)30/X@$,0&4%)5+./(0*

6%+*03J4+,0/,4C7:$2$ 36%22+57+.Z)46F4$%#/9&%12/:70

类别

E2HC?/IP

总 ,*KO

H/H20,*KO

测序 ,*K总数

H/H20,*KOCUBC3ECD

838

分析 ,*K总数

H/H20,*K2320PACD

414

具同源性 ,*K

H/H20,*K>=H@ O=?3=Q=E23H<2HE@CO

213

无显著同源性 ,*K

3/ O=?3=Q=E23H<2HE@ H/ D2H2M2OC

234

55#1$免疫防御应激蛋白#8 个 E0/3CE0BOHCIO"9

个 ,*KO"占 117:L$%

#2$细胞骨架相关蛋白 #0 个 E0/3CE0BOHCIO"

20 个 ,*KO"占 7197L$%

#/$核糖体蛋白 #14 个 E0/3CE0BOHCIO"2: 个

,*KO"占 9L$%

#4$细胞代谢5呼吸链相关蛋白 #12 个 E0/3C

E0BOHCIO"21 个 ,*KO"占 8139L$%

#8$细胞信号转导5粘附相关蛋白#7 个 E0/3C

E0BOHCIO"1/ 个 ,*KO"占 /114L$%

#7$细胞周期54%&复制5蛋白调控5转录5

翻译相关蛋白#2/ 个E0/3CE0BOHCIO"80 个 ,*KO"占

14L$%

#9$转运相关蛋白#4 个 E0/3CE0BOHCIO"11 个

,*KO"占 2177L$%

# 0 $ 未 知 功 能 蛋 白 # 4/ 个 ,*KO" 占

131/:L$%

#:$ 与数据库中序列无显著同源性 ,*KO

#234 个 ,*KO"占 4:120L$&

/5讨论

马氏珠母贝作为我国海水珍珠养殖的主要母

贝"其养殖现状已经受到越来越多的关注& 马氏

珠母贝病害问题的日趋严重"导致海水珍珠产量

和质量的显著下降"极大地制约了我国海水珍珠

产业的健康持续发展& 为解决这一问题"目前已

经做了很多研究"但是主要都是以优化养殖结构"

开展病原及流行病学研究"然而对于马氏珠母贝

分子免疫机制和相关功能基因的研究还只有零星

报道& 因此"本研究通过溶藻弧菌的诱导"应用

**+技术构建了马氏珠母贝的血淋巴 E4%&差

减文库"并结合生物信息学技术分离和鉴定了差

异表达的基因"为进一步克隆马氏珠母贝相关功

能基因)分析基因的组织特异性表达以及探讨马

氏珠母贝免疫防御的分子机制提供了背景资料&

**+技术自 1::7 年报道以来"因其具有特异

高效)简便易行等突出优点"与其它多种分子生物

学技术相结合"已成为当今研究组织细胞中基因

差异表达的有效工具"被广泛应用于鉴定哺乳类)

鸟类) 爬 行 动 物 及 鱼 类 等 动 物 免 疫 相 关 基

因
'8 611(

& 近年来"应用 **+技术分离鉴定贝类免

疫防御相关基因也逐渐成为贝类免疫学研究热点

之一"如 K23?BP 等
'12(

)FCOH20等
'2(

)6I2D/7&0V2ICA

等
'4(

) W23? 等
'/(

分 别 构 建 了 太 平 洋 牡 蛎

# #3/;;1;%3-/ .9./;$) 美 洲 牡 蛎 # #3/;;1;%3-/

?93.9:95/$)文蛤以及杂色鲍的 **+差减文库"并

分离和鉴定了多种差异表达基因& 本研究中"通

过对随机挑取的 733 个克隆进行测序分析后"共

获得了 414 条有效 ,*KO序列"其中 179 个 ,*KO

序列与 %-:)数据库中已知功能蛋白具较高同源

性"4/ 个 ,*KO序列为未知功能蛋白"234 个 ,*KO

序列在数据库中未发现同源序列"实验数据极大

地丰富了马氏珠母贝 ,*KO数据资源&

FC3:23G 数据库中软体动物的数据匮乏对本

研究中生物信息学分析部分造成了极大的限制&

在获得的 414 个 ,*KO序列中"有 4/ 个,*KO未知

功能蛋白"占 131/:L"而有 234 个 ,*KO序列#占

4:120L$在数据库中找不到同源序列"这一部分

,*KO序列可被定义为新基因& 同样的问题也存

在于对其它贝类 ,*K研究中"如 FCOH20等
'2(

对文

蛤的血淋巴 ,*K文库研究中发现"获得的全部

28/ 个 ,*KO序列中有 10 个为未知基因"占 9L"

而有 1/4 个 ,*KO序列#占 84L$在数据库中找不

到同源序列%6I2D/7&0V2ICA等
'4(

构建的文蛤血淋

巴正)反向差减文库中筛选的所有 ,*KO序列中

分别有 72L和 73L的 ,*KO序列在 FC3:23G 中

找不到同源序列& 造成这一问题的原因是由于对

海洋生物尤其是贝类的大规模 ,*K分析还比较

少& 因此"对于海洋生物特别是贝类的差别表达

基因的研究"尤其是基因功能的研究亟需进一步

的加强&

本研究中对于 ,*K数据进行功能分类是参

考其它贝类以及人类功能基因的分类方法"但在

分类过程中发现某些 ,*KO序列根据其名称似乎

341
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具有多重作用"如组织蛋白酶 '

'1/(

)泛素
'14 618(

等%还有一些 ,*KO序列似乎并不属于任何一类&

造成这一结果的主要原因是各物种间在进化地位

上的差异"许多基因可能并未出现明确分化"并且

二者之间的基因差异较大& 因此"要建立一种合

理的 ,*K功能分类方法需要进一步对该物种的

生理机制和代谢过程进行深入的研究& 有关贝类

免疫防御机制的探讨还处于初级阶段"而对于免

疫相关功能基因的研究和利用还远远落后于高等

陆生脊椎动物& 因此"对于贝类免疫学的研究迫

切需要大量全面)细致的工作& 本研究的主要意

义首先在于它为马氏珠母贝防病)抗病以及遗传

育种工作提供了重要的理论基础"许多类型的基

因都是首次在马氏珠母贝中报道%其次"某些重要

的免疫防御相关功能基因的发现可以直接运用到

生产实践当中"如热休克蛋白等可以作为高效的

分子标记"应用于养殖和生态学的研究"以监测贝

类生长环境中物理化学条件的变化"更好地指导

养殖生产%同时凝集素基因
'17 61:(

)

-

27巨球蛋白基

因
'23 622(

等可以用作选育优良抗病品系的标记&

总之"**+及 ,*K技术应用于马氏珠母贝功

能基因的研究是一次成功的尝试"也为今后有关

马氏珠母贝的分子生物学方面的研究提供了重要

的参考& 随着我国海水珍珠养殖业的迅速发展"

对马氏珠母贝的分子生物学研究的要求也越来越

高"各种新技术的发明和应用为其提供了极大的

便利条件& 相信随着研究手段的发展和投入的增

加"马氏珠母贝的健康养殖和珍珠产业可持续发

展的目标也必将实现&
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