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摘要! 为了探讨凡纳滨对虾细胞因子信号转导负调控因子"*"-*#在病毒引发的免疫应答过程

中的潜在作用!本实验根据前期的转录组和表达谱结果提示信息!首次克隆了凡纳滨对虾的

*"-*基因"&?C%2'%!HGD8;DN 注册号'R!222437#!利用在线软件进行了生物信息学分析!运用

半定量的方法进行了组织表达分析!并利用实时荧光定量 6-$"U6-$#技术分析了该基因在白斑

杆状病毒"9**.#侵染过程中的表达变化特征% 结果显示!&?C%2'% 的 "$(区 1 1:1 EF!编码

/:9 个氨基酸!预测分析显示该基因编码的蛋白质含有 1 个 *+3 结构域和 1 个 *"-*7E/> 结构

域!组织表达分析表明该基因主要在凡纳滨对虾血细胞$肠道和肝胰腺中表达% 在 9**.感染

后中晚期"7 <40 KF<#!&?C%2'% 可以被显著诱导!在血细胞中呈明显上调表达趋势!表明该基因

在一定程度上参与了凡纳滨对虾体内由 9**.引发的先天免疫应答过程!上述结果为进一步研

究 &?C%2'% 基因在对虾应答病毒侵染过程中的功能和作用机制奠定了基础%

关键词! 凡纳滨对虾& *"-*& 序列分析& 基因表达& 先天免疫应答

中图分类号! V908& *:771155555555 文献标志码'&

55凡纳滨对虾 #&+"1)5,05-.?0,,075+$又称南

美白对虾"其生长速度快)群体增长均匀)壳薄)肉

厚"是世界范围内的重要养殖虾种"然而近年来养

殖环境的恶化以及对虾病害的大规模暴发给我国

对虾养殖业带来巨大损失"养殖效益大幅度下降"

深入开展对虾抗病毒免疫应答研究是解决病害问

题的关键( 细胞因子信 号 转 导 负 调 控 因 子

#A=FFCGAA/C/B2@3/N<DGA<ID;0<DI"*"-*$是细胞信

号转导途径 !&R5*L&L通路中最重要的信号抑

制因子
*1 63+

"而 !&R5*L&L通路是许多细胞因子

信号由胞膜向核内传递的重要途径
*/+

"它广泛参

与细胞增殖)分化)凋亡以及胚胎发育和机体免疫

调节等重要生物学过程"是近年来的研究热点(

*"-*通过抑制细胞因子信号转导来调节机体对

细胞因子的过度刺激
*1+

"在机体免疫)生长)发育

等方面发挥着关键作用
*4 69+

( *"-*最早于 1::9

年由 / 个实验室用不同的方法同时发现
*0 612+

"到

目前为止"*"-*家族一共有 0 个成员#*"-*0<

*"-*9 和 -)*$

*11 613+

"这 0 个成员结构相似"即中

间为 1 个 *+3 结构域"羧基端为一段保守序列"

约 42 个氨基酸大小的 *"-*框"而氨基端为不同

长度的可变区
*13 617+

( *"-*1 和 *"-*/ 的 %末

端结构域称之为 R)$"它能够抑制 !&R活化下游

分子
*19+

'*"-*3 和 -)*包含一个 %端延伸的 *+3

亚结构域#%73GC:<D;0G>3GDJGJ *+3 A=EJ/:;<D"%7

,**$ 结构域"用于连接 *+3 结构域和 *"-*7

E/>

*10+

( *"-*家族所有成员均利用它们的 *+3

结构域来结合磷酸化的酪氨酸残基"如 *"-*3 和

-)*通过 *+3 与 *L&L竞争结合细胞膜表面细胞

因子受体上的酪氨酸磷酸化位点而发挥负调控作

用
*1:+

( 根据先前的系统进化分析发现!*"-*家族

分为 3 个亚家族"分别为类型
*

#*"-*47*"-*9$和
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类型
&

#*"-*17*"-*/ 和 -)*$"类型
&

中的 *"-*

基因成员可能来源于类型
*

*32 631+

( 目前"关于

*"-*的研究及其应用在人)鼠等脊椎动物中已经

有较多报道
*33 63/+

"而在甲壳动物中的研究甚少"目

前仅在日本囊对虾#:0*.-)5,05-.90)1,+/-.$

*34+

)

中华绒螯蟹#A*+1/35+*.+,5,.+.$

*31+

等甲壳动物中

有相关研究( 前期实验的转录组和表达谱结果
*38+

提示"白斑杆状病毒#9**.$感染后的凡纳滨对虾

*"-*基因表达有显著改变"表明其所在的 !&R5

*L&L信号通路可能参与对虾应答病毒侵染的过

程( 研究拟在克隆凡纳滨对虾的 %2'% 基因的基

础上"进行序列与结构特征分析"并对其组织分布

和应答 9**.感染的表达模式进行分析"以期为

后续深入探讨 %2'% 基因在凡纳滨对虾抗病毒免

疫应答方面的作用提供参考(

15材料与方法

)*)+实验材料%试剂与仪器

实验动物!菌株!质粒55凡纳滨对虾#体长

13 <14 2:$购于天津市汉沽区对虾养殖场"实验

前在水族箱循环系统中充气暂养 / J"以适应实验

室内的养殖环境'宿主菌株L"6712(,为本实验室

保存'克隆载体 FM471:L购自 L;R;$;公司(

实验试剂55L$)?/0总 $%&提取试剂盒

#)DQ<3C/IGD $' 6C<:G*2C<F3$GQGCAGLC;DA2C<F3;AG)

4'3222 4%& M;CNGC)*S8$FCG:<> ,>L;U

LM

))

和 *S8$FCG:<> 6GCBG23$G;0L<:G#购自 L;R;$;

公司$'其他试剂均为国产或进口分析纯产品(

实验仪器55梯度 6-$仪 #8</7$;J$'核酸

蛋白检测仪#8</7$;J$'恒温培养箱#上海博讯实

业有限公司医疗设备厂 $' 台式冷冻离心机

#,FFGDJ/CB$'超净工作台等(

)*,+总 -'(的提取及第一链 %&'(的合成

获取健康凡纳滨对虾的血淋巴)鳃)心脏)肠道)

神经)肝胰腺"参照L$)?/0说明书的方法提取血细胞

及各组织的总$%&"经琼脂糖凝胶电泳与微量核酸

蛋白测定仪进行定性和定量检测" 602 O保存备用(

以血细胞及各组织总 $%&为模板"以 F/0@#L$#8T7

HH--&-H-HL-H&-L&HL&-#L$17#&5-5H$7/T$

为 反 转 录 引 物" 参 照 6C<:G*2C<F3 $GQGCAG

LC;DA2C<F3;AG说明书"合成第一链24%&(

)*.+.56-$7-基因 M-!区的克隆

根据前期转录组测序结果
*38+

"设计序列特异

性引物 'Q*"7(#8T7H-&--&-&-H&---L7/T$和

'Q*"7$# 8T7--L-&&H-&H--HL-7/T$"以对虾

血细胞24%&为模板)以'Q*"7(及'Q*"7$为引

物"进行 6-$扩增"将获得的目的基因片段进行

回收)纯化"并与克隆载体 FM471:L连接"挑取检

测正确的阳性克隆进行测序验证(

)*/+.56-$7-基因的生物信息学分析

利用在线软件 # K33F!

!

WGE1G>F;A@1/CI5

FC/3F;C;:5$对测序验证正确的 'Q7*"-*基因序

列进行翻译"并对推导的 *"-*蛋白质序列进行

分子量及等电点的预测'通过 80;A36工具# K33F!

!

WWW1D2E<1D0:1D<K1I/Q$对 'Q7*"-*进行同

源比对分析'采用 -0=A3;0X和 M,H&812 软件对

其进行多序列比对和聚类分析"系统树采用

%G<IKE/=C7!/<D<DI 方法构建(

)*0+.56-$7-基因的组织分布分析

获取健康凡纳滨对虾的血淋巴)鳃)心脏)肠

道)神经)肝胰腺共 7 种组织的总 $%&"并通过反

转录合成 24%&"以
#

7;23<D7U(#8T7H&&HL&H-7

-H---LHHLLH7/T$和
#

7;23<D7U$#8T7-HHLL&7

H--LLHHHHLLH&HHHH&H7/T$为内参基因的

扩增引物"反应条件!:8 O预变性 8 :<D"1 个循

环':4 O变性 1 :<D"88 O退火 1 :<D"93 O延伸 1

:<D"37 个循环'93 O总延伸 12 :<D( 将调整好的

各组织的模板 24%&量来扩增目的基因( 以

*"-*7U(#8T7-LLHL--HL&LH-HLLL&H&L7/T$

和 *"-*7U$# 8T7LLH--HLLL---HLHL&7/T$为

目的基因的扩增引物"反应条件!:8 O预变性 8 :<D"

1个循环':4 O变性 1 :<D"84 O退火 1 :<D"93 O延

伸 1 :<D"37 个循环'93 O总延伸 12 :<D( 6-$产物

均在 118P的琼脂糖凝胶上进行电泳检测( 利用半

定量的方法检测'Q7*"-*基因的组织分布情况(

)*D+.56-$7-基因在血细胞中应答 Q""Z感染

的表达变化特征分析

以天津市水生动物疫病预防控制中心检疫室提

供的感染9**.的病虾为材料"按照如下步骤提取

病毒"取感染 9**.的凡纳滨对虾的鳃加入 L%,

E=BBGC"冰浴匀浆'将匀浆液以 / 822 A="4 O离心 8

:<D"取上清液后"/2 222 A="4 O离心 /2 :<D'弃去上

清液"沉淀用 12 :'L%E=BBGC悬浮"/ 822 A="4 O离

心 8 :<D'取上清液"/2 222 A="4 O离心 32 :<D'沉

淀加 12 :'L%E=BBGC"/2 222 A="4 O离心 32 :<D'

沉淀用 1 :'的L%E=BBGC重悬备用(

选用健康的凡纳滨对虾"设置 3 个组别"分别

为对照组和实验组"每组 / 个平行"每个平行 8 尾

0071
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虾( 对照组注射用于稀释病毒的 LC<A7%;-0#L%$

缓冲液"每尾注射 12

+

''实验组注射病毒悬液"

每尾注射 12

+

'#浓度为 12

0

5:'$( 利用注射

9**.后 2)1)/)7)13)34)40 和 93 KF<# K/=CAF;A3

<DBG23</D$的凡纳滨对虾血细胞 24%&作为 $G;07

3<:G6-$反应的模板"用磷酸丙糖异构酶基因

#3C</AGFK/AFK;3G<A/:GC;AG"简称 L6)$作为内参基

因"引物为 L6)7U(#8T7HHL-&-HLHLLHL-LLH7

H-LL&LH&&--7/T$和 L6)7U$#8T7-LH&&-&&7

&HL-LHH-LLH&H&H-LH-7/T$" 'Q7*"-* 特

异引物为 *"-*7U(# 8T7LH-HH-&&HLL-&HH7

LL&H7/T$和 *"-*7U$# 8T7-HL-LLL--LL-HL7

HHL-H7/T$"实时定量 6-$反应程序!:8 O预变

性 /2 A"1 个循环':8 O变性 8 A"72 O退火/2 A"

42 个循环'最后经 88 O升温到 :8 O"每个循环上

升 218 O进行融解曲线分析( $G;073<:G6-$反应

在 8</7$;J 公司 <V3 6-$仪上进行"所用染料为

*S8$HCGGD"每个时间点的 24%&样品做 3 组

6-$"一组为内参基因"另一组为目的基因"每组反

应设置 / 个平行( 所获得的数据经统计分析后使

用 3

6

''

'

3法计算"采用 "检验分析显著性差异( 为

了验证病毒感染的有效性"于注射 L%缓冲液和病

毒悬液后的第 / 天"从对照组与实验组分别随机选

取 / 尾虾进行病毒检测"结果显示对照组9**.的

检测为阴性"而实验组 9**.的检测为强阳性(

35结果

,*)+.56-$7-基因的序列分析

本研究获得了凡纳滨对虾 *"-*基因的

24%&序列#图 1$"其完整 "$(区间长为 1 1:1

EF"编码的多肽序列含 /:9 ;;"8T7#L$区长度为

819 EF"/T7#L$区尚不完整"其克隆工作正在进

行中"经序列比对发现"测序结果与已有转录组结

果一致( 预测的分子量为 431/2 N4;"等电点为

0173( 利用在线软件 # K33F!

!

WWW1G>F;A@1/CI5

3//0A$*M&$L分析显示!&?C%2'% 编码的蛋白质

含有 1 个 *+3

347 6//8

结构域和 1 个*"-*7E/>

/8: 6/:/

结构域"但不具有信号肽结构(

图 )+凡纳滨对虾 .56-$7-基因的核酸序列及其氨基酸序列

黑框部分为 *+3 结构域"阴影部分为 *"-*7E/> 结构域"&LH和 LH&分别为起始密码子和终止密码子

!:F*)+'>%J<GA:?<6@??<?>%<?6;:@G 6%:?=<L><@%<=GH.56-$7-

*+3 J/:;<D W;AAK/WD <D E0;2N E/> ;DJ *"-*7E/> W;AAK/WD <D 3KGAK;J/W"&LH<A3KGA3;C32/J/D"3KGLH&<A3KGA3/F 2/J/D

:071
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,*,+.56-$7-的多重序列比对分析

基于 80;A36# K33F!

!

WWW1D2E<1D0:1D<K1

I/Q$的比对结果"将 'Q7*"-*推导的氨基酸序列

与其他物种的 *"-*序列进行多序列比对"结果

显示!'Q7*"-*与日本囊对虾 *"-*相似性最高

#:4P$"其次为中华绒螯蟹的 *"-*#87P$"与人

##171 .0)+5,.$)牛 #H1."0-*-.$)斑马鱼 #F0,+1

*5*+1$等的 *"-*相似性均在 /8P左右( 它们在

*+3 结构域)*"-*7E/> 结构域上有很多一致序

列#图 3$"如在 *+3 结构域中"所有参与比对的

物种都存在一个磷酸化酪氨酸位点 # FS位点$"

显示这些序列具有较强的保守性( 将 'Q7*"-*

与 *"-*家族其他成员的蛋白序列构建系统发生

树#图/ $ "结果显示 !这些序列聚为3组 "分别为

图 ,+.56-$7-基因推断的氨基酸序列与其他物种 "M3"蛋白的多序列比对

红框部分为 *+3 结构域"蓝框部分为 *"-*7E/> 结构域"绿框部分为 FS位点( 其他物种 *"-*蛋白及其 HGD8;DN 注册号分别为"

日本囊对虾 *"-*#8&)92/7011$ ' 中华绒螯蟹 *"-*#&-#437::11$ ' 斑马鱼 *"-*#%6B22112023311$ ' 人 *"-*#8&H921/311$ '

褐家鼠 *"-*#%6B49011811$ ' 猕猴 *"-*#%6B2211017:111$ ' 牛 *"-*#&&)1477/11$

!:F*,+N>JA:KJ<=<L><@%<6J:F@;<@AGH?<?>%<?6;:@G 6%:?=<L><@%<GH.56-$7-%G;K69<?S:ABGAB<9="M3"=

*+3 J/:;<D W;AAK/WD <D CGJ E/>"*"-*7E/> W;AAK/WD <D E0=GE/> ;DJ FS F/A<3</D W;AAK/WD <D ICGGD E/>1HGD8;DN ;22GAA</D

D=:EGC!:0*.-)5,05-.90)1,+/0.*"-*#8&)92/7011 $ "A*+1/35+*.+,5,.+.*"-*#&-#437::11 $ "F0,+1 *5*+1 *"-*#%6B2211202331

1$ "#171 .0)+5,.*"-*#8&H921/311 $ "B0""-.,1*?5=+/-.*"-*#%6B49011811 $ ":0/0/0 7-60""0 *"-*#%6B2211017:111 $ "H1.

E0-*-.*"-*#&&)1477/11$

2:71
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图 .+$I2"M3"与其他物种 "M3"的进化发生分析

方框部分表示无脊椎动物的 *"-*基因( 其他物种 *"-*蛋白及其 HGD8;DN 注册号!人 -)*#&&+74/8411 $ ' 原鸡 -)*#%6B

:0::8911$ ' 小家鼠 -)*#%6B2/423811 $ ' 人 *"-*1 #%6B22/9/711 $ ' 斑马鱼 *"-*1 #%6B22122/47911 $ ' 小家鼠 *"-*1 #%6B

2213808/311$ ' 人 *"-*3#8&H921/311$ ' 斑马鱼 *"-*3#%6B22112023311$ ' 小家鼠 *"-*3#&&87342311$ ' 中华绒螯蟹 *"-*3

#&-#437::11$ ' 日本囊对虾 *"-*3#8&)92/7011$ ' 盘鲍 *"-*3#&-+9324011$ ' 家蚕 *"-*3#%6B22134/:3111$ ' 褐家鼠 *"-*3

#%6B49011811$ ' 人 *"-*/#-&H474:811$ ' 斑马鱼 *"-*/#%6B:8734411$ ' 小家鼠 *"-*/ #%6B2/19//11$ ' 原鸡 *"-*/ #%6B

:0::/111$ ' 人 *"-*4 # %6B :8848/11 $ ' 斑马鱼 *"-*4 # %6B 2211247:811 $ ' 小家鼠 *"-*4 # %6B 84/11:13 $ ' 人 *"-*8

#&&+/307311$ ' 斑马鱼*"-*8#&8M702/711$ ' 小家鼠*"-*8#%6B27373013$ ' 意蜂*"-*8#&8.21:/711$ ' 冈比亚按蚊*"-*8

#&8.21://11$ ' 人 *"-*7#%6B22433/13$ ' 斑马鱼 *"-*7#&8M702/911$ ' 小家鼠 *"-*7#&&+:444/11$ ' 褐家鼠 *"-*7#%6B

22138029011$ ' 意蜂 *"-*7#X6B22/7:/17811$ ' 冈比亚按蚊 *"-*7 #&4"817/711 $ ' 人 *"-*9 #&&)3072011 $ ' 斑马鱼 *"-*9

#&&)8032211$ ' 小家鼠 *"-*9#%6B71:8:011$ ' 意蜂 *"-*9#&8.21:/911$ ' 冈比亚按蚊 *"-*9#&8.21:/811$

!:F*.+8BCJGF<@<A:%6@6JC=:=GHAB<$I2"M3"S:ABGAB<9"M3"=

LKG*"-*/B<DQGC3GEC;3GW;AAK/WD <D E/>1HGD8;DN ;22GAA</D D=:EGC!#171 .0)+5,.-)*#&&+74/8411 $ "!066-.=066-.-)*#%6B

:0::8911$ ":-.7-./-6-.-)*#%6B2/423811$ "#171 .0)+5,.*"-*1 #%6B22/9/711$ "F0,+1 *5*+1 *"-*1 #%6B22122/47911$ ":-.

7-./-6-.*"-*1#%6B2213808/311 $ "#171 .0)+5,.*"-*3 #8&H921/311 $ "F0,+1 *5*+1 *"-*3 #%6B22112023311 $ ":-.7-./-6-.

*"-*3#&&87342311 $ "A*+1/35+*.+,5,.+.*"-*3 #&-#437::11 $ ":0*.-)5,05-.90)1,+/-.*"-*3 #8&)92/7011 $ "#06+1"+.>+./-.

>+./-.*"-*3#&-+9324011 $ "H178(;71*+*"-*3 #%6B22134/:3111 $ "B0""-.,1*?5=+/-.*"-*3 #%6B49011811 $ "#171 .0)+5,.

*"-*/#-&H474:811$ "F0,+1 *5*+1 *"-*/#%6B:8734411$ ":-.7-./-6-.*"-*/#%6B2/19//11$ "!066-.=066-.*"-*/#%6B:0::/11

1$ "#171 .0)+5,.*"-*4 #%6B:8848/11 $ "F0,+1 *5*+1 *"-*4 #%6B2211247:811 $ ":-.7-./-6-.*"-*4 #%6B84/11:13 $ "#171

.0)+5,.*"-*8#&&+/307311 $ "F0,+1 *5*+1 *"-*8 #&8M702/711 $ ":-.7-./-6-.*"-*8 #%6B27373013 $ "<)+.7566+@5*0 *"-*8

#&8.21:/711$ "<,1)3565.=078+05*"-*8#&8.21://11$ "#171 .0)+5,.*"-*7#%6B22433/13$ "F0,+1 *5*+1 *"-*7#&8M702/91

1$ ":-.7-./-6-.*"-*7#&&+:444/11$ "B0""-.,1*?5=+/-.*"-*7 #%6B22138029011 $ "<)+.7566+@5*0 *"-*7 #X6B22/7:/17811 $ "

<,1)3565.=078+05*"-*7#&4"817/711$ "#171 .0)+5,.*"-*9 #&&)3072011 $ "F0,+1 *5*+1 *"-*9 #&&)8032211 $ ":-.7-./-6-.

*"-*9#%6B71:8:011$ "<)+.7566+@5*0 *"-*9#&8.21:/911$ "<,1)3565.=078+05*"-*9#&8.21:/811$
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类型
*

# *"-*47*"-*9 $ 亚 家 族 和 类 型
&

#*"-*17*"-*/ 和 -)*$亚家族( 其中"类型
*

包

括脊椎动物的 *"-*47*"-*9 以及无脊椎动物的

*"-*87*"-*9''Q7*"-*分布在了类型
&

分支

上"与日本沼虾的 *"-*聚在一个分支上"其次为

中华绒螯蟹的 *"-*(

,*.+.56-$7-基因的组织分布分析

利用半定量的方法分析了 &?C%2'% 在不同

组织中的表达特征 #图 47;$"并对实验结果进行

了灰度分析#图 47E$"结果显示该基因在血细胞)

肠道和肝胰腺中高度表达"在神经组织中也有一

定量的表达"鳃中表达量很低"而在心脏中几乎无

表达(

图 /+.56-$7"基因组织表达分析

#;$&?C%2'% 基因组织表达的凝胶电泳检测' # E$&?C%2'% 基

因组织表达的凝胶灰度分析( 从左至右各组织分别为血细

胞)鳃)心脏)肠道)神经和肝胰腺

!:F*/+5:==><<UK9<==A:G@GH.56-$7-:@

.*"8/13'1+(5'33'91*

#;$ IG0G0G23C/FK/CGA<A/B&?C%2'% IGDGG>FCGAA</D <D 3<AA=G'

# E $ G>FCGAA</D /B&G?0,,075+%2'% IGDG E@ IC;@ A2;0G

;D;0@A<A1(C/:0GB33/ C<IK3!KG:/2@3GA"I<00"KG;C3"<D3GA3<DG"DGCQG

;DJ KGF;3/F;D2CG;A

,*/+.56-$7-基因应答 Q""Z感染的表达变化

分析

利用 $G;073<:G6-$的方法分析了凡纳滨对

虾血细胞中 &?C%2'% 在 9**.感染后不同时间

的表达变化#图 8$( 结果显示"病毒感染可以显

著诱导 &?C%2'% 基因的表达"'Q7*"-*的表达量

在感染的中晚期#7)13)34 和 40 KF<$呈显著上升

趋势"与空白组 # 2 KF<$ 相比有显著差异 #D>

2128$'在感染后第 40 K#40 KF<$的表达量达到高

峰#D>2121$"约为该基因对照组表达量的 3/

倍"感染后 93 K#93 KF<$该基因表达量迅速下降"

基本恢复至对照组水平(

图 0+Q""Z感染后凡纳滨对虾血细胞中

.56-$7-基因的表达模式

"

表示差异显著#D>2128$ "

""

表示差异极显著#D>2121$

!:F*0+4UK9<==:G@K9GH:J<GH.56-$7-6HA<9

Q""Z%B6JJ<@F<:@B<;G%CA<=GH.%5'33'91*

"

<DJ<2;3GAA<ID<B<2;D3J<BBGCGD2G# D>2128 $ "

""

CGFCGAGD3

G>3CG:G0@ A<ID<B<2;D3J<BBGCGD2G#D>2121$

/5讨论

*"-*A是近年来相继发现的一系列能够抑

制 !&R5*L&L通路的蛋白质"不仅参与机体的生

长)发育"在机体的天然免疫与获得性免疫中也起

到重要作用
*1+

( 本研究从凡纳滨对虾的血细胞

中克隆得到 *"-*基因#&?C%2'%"HGD8;DN 注册

号!R!222437$"*M&$L分析预测其蛋白结构中

不包含信号肽结构"和大多数 *"-*一样"'Q7

*"-*亦为胞浆蛋白"不存在跨膜移位活动( 虽

然 *"-*家族成员的氨基酸长度不尽相同"但组

成 *"-*蛋白的基本结构和其发挥功能的结构域

和氨基酸序列是保守的"即均存在其中的 *+3 结

构域和 *"-*7E/> 结构域( *+3 区和 *"-*7E/>

存在于 *"-*家族所有成员中"是进化上最保守

也是功能最重要的区域"其中 *"-*7E/> 高度保

守"被认为是保持生物学功能的关键结构域( 在

*+3 结构域中"所有参与比对的物种都存在一个

磷酸化酪氨酸位点#FS位点$#图 3$"该位点是特

异性识别酪氨酸磷酸化的结构基础
*31+

"预测能与

其他信号蛋白的磷酸化酪氨酸残基结合
*:"37+

( 在

已有的研究中发现"*+3 结构域与 *L&L相似"可

以竞争结合细胞因子受体胞质区的磷酸化 L@C位

点"通过阻止转录因子 *L&L的活化而阻止
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*L&L募集到细胞因子受体"进而抑制了 !&R5

*L&L通路
*39 63:+

( 在 'Q7*"-*的 *+3 结构域

中"FS位点为 &CI

39/

"&AF

394

和 *GC

398

"比对显示与

其他物种的 *"-*具有同一类 FS位点"提示可

能具有相似的作用机制( 碳端的 *"-*7E/> 结构

域包含 /4 个氨基酸#&0;

/8:

<L@C

/:/

$"其核心序列

与 !&RA家族中具有调节激酶活性的酪氨酸酸化

位点相似"这个位点在 !&R家族中"非磷酸化状

态时发挥着假底物作用
*/2+

'*"-*7E/> 还可介导

含有 *"-*盒的蛋白质与一种复合物延伸蛋白

8-#由延伸蛋白 8和 -组成$之间的结合"之后

可能与一种名为 2=00<D73 的 ,/ 泛素连接酶结合"

然后通过泛素化途径降解与其结合的蛋白质
*/1+

(

系统发生分析结果显示!*"-*家族成员分

为 3 大支#图 /$"第 1 支包括 'Q7*"-*"盘鲍)家

蚕) 中华绒螯蟹)日本囊对虾的 *"-*3"以及脊椎

动物的 -)*)*"-*17*"-*/"即类型
&

亚家族'第

3 支包括脊椎动物的 *"-*47*"-*9 以及无脊椎

动物的 *"-*87*"-*9"这提示各物种的 *"-*47

*"-*9 可能起源于共同的祖先( 本实验中"'Q7

*"-*归属于类型
&

亚家族"这与中华绒螯蟹
*31+

*"-*3 基因和日本囊对虾
*34+

*"-*的研究结果

一致( 进化分析结果同时也表明"*"-*是按亚

家族类型分支的"与物种没有直接关系"进一步证

实了 *"-*在进化上是一种很古老的基因
*/3+

(

组织表达分析显示"&?C%2'% 具有一定的组

织表达特异性"该基因在血细胞)肠道和肝胰腺中

高度表达 #图 4$"在中华绒螯蟹
*31+

和日本囊对

虾
*34+

体内的实验也得到了一致的结果"这些组织

在对虾的免疫防御过程中分别发挥着重要功能"

与 &?C%2'% 基因发挥免疫功能有一定的关系(

在 9**.感染的极早期"血细胞内的 &?C%2'% 表

达量变化并不显著"从第 7 K 开始显著升高"并在

感染后第 40 K 达到高峰( *"-*是 !&R5*L&L

通路中的一个负调控因子"并不是直接与病原相

结合的模式识别受体"因此其应答病毒侵染的反

应可能会相对滞后一些( 在感染中晚期的每个时

间点中"&?C%2'% 的表达量均显著高于对照组中

该基因的表达量#图 8$"表明该基因可能在病毒

感染后持续发挥作用"推断病毒感染可以显著诱

导 &?C%2'% 基因的表达( 目前" 还未见关于

*"-*应答 9**.侵染的表达特征报道"在对中

华绒螯蟹
*31+

*"-*的研究中"中华绒螯蟹在被鳗

利斯顿氏菌 #&+."1,5660 0,=-+660*-7$或藤黄微球

菌#:+/*1/1//-.6-"5-.$刺激后"其体内的 *"-*

也呈现出表达量增加的现象"而在对日本囊对

虾
*34+

的研究中"6H或 F/0@ )!-的刺激也可以显

著诱导 *"-*的表达"由此可以看出"不同的病原

刺激机体"机体内的 *"-*均被上调"以上实验结

果说明 *"-*在甲壳动物机体先天免疫中可能发

挥着重要作用( 本研究系统分析了 &?C%2'% 基

因的结构特点)组织表达特征以及病毒侵染以后

该基因的表达量变化模式"研究结果为深入探讨

*"-*蛋白在调控对虾 !&R7*L&L信号通路以及

参与抗病毒免疫应答过程中的作用机制提供了

参考(

参考文献!

* 1 +5YK/= S+" $/DI H +" S;DI Y X1LKGCGAG;C2K

FC/ICGAA/B*"-*;DJ <3A<::=D/0/I<2;0B=D23</D

*!+1M/JGCD )::=D/0/I@"3229"39 #7$!817 68311

*周运恒"荣光华"杨再兴1*"-*及其免疫学作用

研究进展1现代免疫学"3229"39#7$!817 68311+

* 3 +5%;N;L" (=[<:/3/ M" R<AK<:/3/ L1 %GI;3<QG

CGI=0;3</D /B 2@3/N<DG A<ID;0<DI! *L&L7<DJ=2GJ

*L&L<DK<E<3/C*!+1LCGDJA)D 8</2KG:<2;0*2<GD2GA"

1:::"34#12$!/:4 6/:01

* / +5'<VH1LKG CGAG;C2K FC/ICGAA /B !&R7*L&L

:GJ<;3GJ E@ 2@3/N<DG CG2GF3/C* !+1*G23</D /B

)::=D/0/I@ (/CG<ID MGJ<2;0*2<GD2GA" 3222" 3/

#1$!37 63:1*李清刚1细胞因子受体介导的信号

传递 !&R7*L&L研究新进展1国外医学#免疫学分

册$"3222"3/#1$!37 63:1+

* 4 +5L<;D YH1LKG AFG2<B<2 <DK<E<3/C /B !&R5*L&L

A<ID;0<DI F;3KW;@A-LKGJ<A2/QGC@ ;DJ A<ID<B<2;D2G

/B *"-* A@A3G: * !+1 -K<DGAG !/=CD;0 /B

)::=D/0/I@"3222" 17 # 0 $! 484 64871*田志刚1

!&R5*L&L信号传导通路特异抑制物-*"-*系

统的发现及意义1中国免疫学杂志"3222"17 #0$!

484 64871+

* 8 +5-C/NGC8&"R<= +"%<2K/0A/D *,1*"-*CGI=0;3</D

/B3KG!&R5*L&LA<ID;0<DI F;3KW;@ *!+1*G:<D;CA

)D -G00\ 4GQG0/F:GD3;08</0/I@" 3220" 1: # 4 $!

414 64331

* 7 +54;0FNG&" +GGI R" 8;C3?+" 5"061$GI=0;3</D /B

<DD;3G<::=D<3@ E@ A=FFCGAA/C/B2@3/N<DGA<ID;0<DI

#*"-*$ FC/3G<DA* !+1)::=D/E</0/I@" 3220" 31/

#/ 64$!338 63/81

* 9 +5S/AK<:=C;&" %;N;L" R=E/ M1*"-* FC/3G<DA"
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2@3/N<DGA<ID;0<DI ;DJ <::=DGCGI=0;3</D*!+1%;3=CG

$GQ<GWA)::=D/0/I@"3229"9#7$!484 64781

* 0 +5*3;CC$"9<00A/D L&".<DG@ ,M"5"061&B;:<0@ /B

2@3/N<DG <DJ=2<E0G <DK<E<3/CA /B A<ID;0<DI * !+1

%;3=CG"1::9"/09#77/7$!:19 6:311

* : +5,DJ/ L&"M;A=K;C;M"S/N/=2K<M"5"061& DGW

FC/3G<D 2/D3;<D<DI ;D *+3 J/:;<D 3K;3<DK<E<3A!&R

N<D;AGA*!+1%;3=CG"1::9"/09#77/7$!:31 6:341

*12+5%;N;L"%;C;?;N<M"+<C;3;M"5"061*3C=23=CG;DJ

B=D23</D /B;DGW *L&L7<DJ=2GJ *L&L <DK<E<3/C

*!+1%;3=CG"1::9"/09#77/7$!:34 6:3:1

*11+54;0FNG&" +GGI R" 8;C3?&" 5"061$GI=0;3</D /B

<DD;3G<::=D<3@ E@ A=FFCGAA/CA/B2@3/N<DGA<ID;0<DI

#*"-*$ FC/3G<DA* !+1)::=D/E</0/I@" 3220" 31/

#/ 64$!338 63/81

*13+5S/AK<:=C;&" %<AK<D;N;:=C;+" L;N;N<+1*"-*

IGDGA!2C<3<2;0CGI=0;3/CA/B2@3/N<DGA<ID;0<DI ;DJ

<::=DGCGAF/DAGA*!+1)D3GCD;3</D;0-/DICGAA*GC<GA"

3228"1308#11$!131 613:1

*1/+5$<2/78;=3<A3;,"(0/CGA7M/C;0GA&"(GCD;DJG?76GCG?

'1*=FFCGAA/CA/B2@3/N<DGA<ID;0<DI # *"-*$ 3" ;

FC/3G<D W<3K :=03<F0G B=D23</DA* !+1-@3/N<DG \

HC/W3K (;23/C$GQ<GWA"3227"19#7$!4/1 64/:1

*14+5&0G>;DJGC9 *1*=FFCGAA/CA/B2@3/N<DGA<ID;0<DI

#*"-*$<D 3KG<::=DGA@A3G:*!+1%;3=CG$GQ<GWA

)::=D/0/I@"3223"3#7$!412 64171

*18+59/C:;0J *"+<03/D 4!1)DK<E<3/CA/B2@3/N<DGA<ID;0

3C;DAJ=23</D*!+1LKG!/=CD;0/B8</2KG:<A3C@"3224"

39:#3$!031 60341

*17+5&0G>;DJGC9 *"+<03/D 4!1LKGC/0G/BA=FFCGAA/CA

/B2@3/N<DGA<ID;0<DI #*"-*$ FC/3G<DA<D CGI=0;3</D

/B3KG<::=DGCGAF/DAG* !+1&DD=;0$GQ<GW /B

)::=D/0/I@"3224"33!82/ 683:1

*19+59;DI L"*G2/:EGA-!1$;<DE/W3C/=3A=FFCGAA/C/B

2@3/N<DGA<ID;0<DI # *"-*$71" 3 ;DJ /! :/0G2=0;C

<JGD3<B<2;3</D" G>FCGAA</D ;DJ :/J=0;3</D * !+1

-G00=0;C\ M/0G2=0;C)::=D/0/I@" 3220" 48 # 8 $!

144: 614891

*10+58=00/2N &%"4GECG2?GD<!,",JW;CJA& M"5"061

-C@A3;0A3C=23=CG/B3KG*"-*37G0/DI<D -7G0/DI<D 8

2/:F0G> JGB<DGA;FC/3/3@F<2;0*"-*E/> =E<U=<3<D

0<I;AG*!+16C/2GGJ<DIA/BLKG%;3</D;0&2;JG:@ /B

*2<GD2GA"3227"12/#32$!97/9 697431

*1:+5(= Y-" -;< ! M" +;D '1 -@3/N<DG A<ID;0

3C;DAJ=23</D DGI;3<QGCGI=0;3</D FC/3G<D B;:<0@ ;DJ

A<ID;03C;DAJ=23</D * !+1M/0G2=0;C8</:GJ<2<DG"

322/":#13$!928 69291*傅志超"蔡建明"韩玲1细

胞因子信号转导负调控蛋白家族与信号转导1分

子生物医学"322/":#13$!928 69291+

*32+5!<D +!" *K;/ ! Y" X<;DI ' X" 5"061H0/E;0

<JGD3<B<2;3</D ;DJ 2/:F;C;3<QG ;D;0@A<A /B*"-*

IGDGA<D B<AK!<DA<IK3A<D3/ 3KG:/0G2=0;CGQ/0=3</D /B

*"-* B;:<0@ * !+1 -G00=0;C \ M/0G2=0;C

)::=D/0/I@"3220"48#8$!1380 613701

*31+5YK;DI S"YK;/ !"YK;DI +"5"061LKG<DQ/0QG:GD3/B

A=FFCGAA/CA/B2@3/N<DG A<ID;0<DI 3 # *"-*3 $ <D

<::=DGJGBGDAGCGAF/DAGA/B-K<DGAG:<33GD 2C;E

A5+1/35+* .+,5,.+. * !+1 4GQG0/F:GD3;0 ;DJ

-/:F;C;3<QG)::=D/0/I@"3212"/4#1$!43 6401

*33+5-;/ !" "=@;DI S1LKG G>FCGAA</D /B*"-*/ <D

2;D2GC/B3KG0<QGC3<AA=G* !+16C/ICGAA<D M/JGCD
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