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马氏珠母贝TLR6基因的克隆、序列分析与表达
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摘要：为了探究TLR6 (Toll like receptor 6)在马氏珠母贝免疫反应中的作用，实验采用
cDNA末端快速扩增(RACE)技术获得了马氏珠母贝TLR6基因(Pm-TLR6)cDNA全长序列，
并且运用实时荧光定量PCR(qRT-PCR)技术检测了Pm-TLR6在马氏珠母贝各组织中的表达
情况、哈维氏弧菌刺激后和植核移植后血淋巴中的表达模式。结果显示：Pm-TLR6
cDNA全长2295 bp，其中5′非编码区(UTR)长94 bp，3′UTR长89 bp，开放阅读框(ORF)长
2112 bp，编码703个氨基酸；多序列比对结果表明物种间TLR6具有较高的保守性；Pm-
TLR6具有跨膜域、富含亮氨酸的重复序列(LRRs)和TIR域，符合TLRs家族特征。qRT-
PCR数据分析表明，Pm-TLR6在马氏珠母贝肝胰脏、血细胞、鳃、性腺、闭壳肌、外套
膜中均有表达，其中肝胰脏中表达量最高；哈维氏弧菌刺激后，Pm-TLR6在2 h表达上
调，约为对照组(0 h)的9倍，随后的6 h恢复至正常水平，直至16 h表达水平开始回升并于
24 h达到最大表达量，是对照组的29.4倍，具有显著性差异；植核移植实验结果显示Pm-
TLR6在植核后5和10 d表达水平没有显著性变化，15和20 d表达量出现上升趋势，但差异
不显著，最后于30 d达到最大值，约为空白对照组(0 d)的5倍，具有显著性差异。研究表
明，Pm-TLR6可能在马氏珠母贝免疫防御反应中担任着重要的角色。
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Toll样受体(Toll-like receptors, TLRs)属于模

式识别受体(Pattern recognition receptors, PRRs)家
族的一员，通过特异性的识别病原相关分子模

式 (pa thogen-assoc ia ted  molecu la r  pa t t e rns ,
PAMPs)，并经MyD88依赖性的信号转导途径或

MyD88非依赖的信号转导途径启动先天性免疫反

应，激发适应性免疫 [1-3]，是机体防御病原微生

物的第一道屏障 [4]。TLR家族根据基因结构和氨

基酸序列，可分为6个亚家族：TLR2、TLR3、
TLR4、TLR5、TLR9和TLR11亚家族，其中

TLR2亚家族包括TLRl、TLR2、TLR6和TLRl0；
TLR9亚家族包括TLR7~TLR9；TLR11亚家族是

最新在小鼠 (Mus  muscu lus )基因组中发现的

TLR11~TLR13[5]。迄今，在哺乳动物中至少已发

现了13个TLRs (TLRl~TLR13)，TLR18~TLR20、
TLR23~TLR26只在鱼类发现 [5]，而在马氏珠母贝

中，目前已确定了TLR2[6]、TLR3[4]和TLR4[7]。不

同的TLRs识别各自特异PAMPs，激活不同的免

疫途径，抵抗微生物感染 [8]。TLR13可以识别一

段细菌23S rRNA序列[9]；TLR9识别病毒和细菌的

非甲基化鸟嘌呤二核苷酸 [ 1 0 ]； T L R 6能够与

TLR2形成二聚体复合物来共同识别革兰氏阴性

菌成分、肽聚糖、支原体脂蛋白、酵母多糖

等，激活NF-κB信号通路 [11-12]。一系列研究表明

TLR6在机体抵抗微生物的感染过程中担任着重

要的角色。马链球菌马亚种(Streptococcus equi)感
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染小鼠巨噬细胞后，TLR1、TLR2和TLR6表达上

调，并促进细胞分泌白细胞介素2(IL-2)和白细胞

介素12(IL-12) [13]；基因敲除小鼠实验结果显示白

细胞中TLR2和TLR6能够识别呼吸道合胞病毒激

活机体天然免疫系统的信号，促进白细胞介素

6(IL-6)、瘤坏死因子α(TNF-α)、单核细胞趋化蛋

白1(monoeyte chemoattractant protein 1, CCL1)及单

核细胞趋化蛋白5(CCL5)分泌 [14]；日本血吸虫感

染小鼠肝脏后，小鼠肝组织中的TLR6蛋白表达

增加，暗示了肝组织中的TLR6参与了日本血吸

虫感染小鼠血吸虫病发生过程[15]。

马氏珠母贝(Pinctada fucata martensii)是我国

重要的海水珍珠贝，在美容、装饰、养生、医

药等领域具有很大的价值。近年来，我国沿海

水质的污染等问题导致马氏珠母贝各种病害频

繁发生，严重阻碍了养殖业的发展[16]。同时马氏

珠母贝通过植核移植技术生产珍珠，植核过程

中带入大量的病原体引起受体贝的强烈免疫应

答而导致吐核甚至死亡 [17]。鉴于TLR6在机体防

御病原微生物中的作用，本实验通过RACE技术

获得Pm-TLR6 cDNA全长序列并进行了序列分析，

同时利用qRT-PCR技术分析其在马氏珠母贝各组

织的表达情况以及哈维氏弧菌(Vibrio harveyi)和
植核移植刺激后不同时间点血淋巴中的表达模

式，初步研究了TLR6在马氏珠母贝中的免疫学

功能。

1    材料与方法

1.1    实验动物及菌种

实验所用贝为马氏珠母贝(2龄贝)，取自于

广东省湛江市徐闻养殖场。取外套膜、闭壳

肌、肝胰脏、性腺、鳃和血淋巴作为本次实验

样品，所取血淋巴经4 °C，1500 r/min，离心15 min
弃上清后加入1 mL Trizol试剂；所取样品均于液

氮中速冻后放于–80 °C冰箱保存备用。实验克隆

载体为pEASY®-Blunt Simple Cloning Kit，所用的

感受态细胞为Trans1-T1 Phage Resistant，均购自

全式金公司。刺激实验所用哈维氏弧菌由本实

验室保存。

1.2    实验试剂

DEPC、Amp购自Sangon Biotech；RACE试

剂盒购自Clontech公司；Primer star、Reverse
Transcriptase M-MLV (RNaseH)、DNA Marker等购

自TaKaRa公司；SYBR® Select Master Mix购自

Thermo Fisher Scientific公司；Trizol购自Thermo
Fisher公司。

1.3    实验方法

总RNA提取及第一链cDNA的合成        运用

Trizol法提取马氏珠母贝各组织的总RNA，采用

1%琼脂糖凝胶电泳和Nano Drop ND1000紫外分

光光度计分别对其进行完整性和纯度分析。中

间片段用cDNA模板的制备参照Reverse Transcriptase
M-MLV (RNaseH)说明书操作。5′和3′RACE模板

的合成按照SMARTerTM RACE cDNA Amplification
kit的说明书进行。

RACE技术扩增Pm-TLR6全长        以马氏珠

母贝植核移植血细胞转录组文库为基础，获得

注释为TLR6的unigene序列，并设计特异性引物

(表 1 )。采用巢式 P C R扩增法进行 P m - T L R 6
cDNA全长扩增，PCR扩增反应体系为10 μL：cDNA
模板  0.4 μL，5′或3′末端outer引物(10 μmol/L)为
0.4 μL，UPM引物(10 μmol/L)为0.4 μL，灭菌的

ddH2O 3.8 μL，Primer star mix 5 μL。PCR反应程

序：95 °C预变性5 min；98 °C变性15 s，65~70 °C
退火30 s，72 °C延伸1 min，30个循环；72 °C保

温10 min；4 °C保存。第二轮巢式PCR扩增引物

为相应的inner和NUP，模板为第一轮PCR扩增产

物，退火温度根据不同引物的理论Tm值调整。

PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳检测后，回收目

的基因片段导入到pEASY®-Blunt Simple Cloning
Kit载体中，最后转化到Trans1-T1 Phage Resistant
感受态细胞中，挑取阳性单克隆菌落进行菌落

PCR检测，目的菌送广州生工测序。

生物信息学分析        使用DNAMAN软件对

测序序列和已知的unigene序列进行比对拼接，

得到Pm-TLR6 cDNA全长序列。使用NCBI数据库

的ORF Finder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/)
软件预测该基因的ORF并推导其氨基酸序列。使

用ExPASy-ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/)
在 线 分 析 该 氨 基 酸 序 列 的 理 化 性 质 ； 使 用

ExPASy-ProtScale (http://web.expasy.org/prot-
scale/)预测其疏水性；采用Softberry(http://linux1.
softberry.com/berry.phtml?topic=psite&group=progra
ms&subgroup=proloc) 网站对其进行功能位点预

测；采用SignalP 4.1(http://www.cbs.dtu.dk/services/
SignalP/)预测其信号肽；使用SMART (http://smart.
embl-heidelberg.de/smart/set_mode.cgi?NORMAL=1)
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预测结构域。通过DNAMA软件进行多序列比

对；使用Mega 6软件(Neighbor-Joining法)构建生

物系统进化树。

Pm-TLR6组织表达分析        qRT-PCR所用组

织为马氏珠母贝的外套膜、血淋巴、鳃、肝胰

脏、闭壳肌和性腺，参照Reverse Transcriptase M-
MLV (RNaseH)说明书操作获得cDNA模板。qRT-
PCR反应体系(10μL)：cDNA模板0.5 μL，SYBR®

Select Master Mix 5 μL，上、下游引物(10 μmol/L)
各0.4 μL，灭菌的ddH2O 3.7 μL。反应程序：95 °C
预变性2 min；95 °C变性15 s，60 °C退火1 min，
72 °C延伸  30 s，40个循环，添加1个熔解曲线，

以GAPDH为内参基因，每个组织进行3次重复。

哈维氏弧菌刺激后Pm-TLR6在血淋巴中的表

达模式        取实验室保存的菌株复苏。按照体积

比1∶40加到200 mL TSB培养基中，28 °C，200 r/min
振荡培养至对数生长期后收集菌体，用磷酸盐

缓冲溶液(phosphate buffer saline, PBS)洗涤并配制

成细菌悬液。将140只暂养一周的健康马氏珠母

贝随机分为两组：实验组、对照组，每组各70只
贝。采用闭壳肌注射的方法，向实验组各个个

体中注射哈维氏弧菌进行诱导，每只注射100 μL
(浓度为1×107 个 /mL)，对照组注射100 μL PBS。
在注射后的0、2、6、8、12、16、24 h从各组中

随机选取10只马氏珠母贝，从闭壳肌中抽取血淋

巴，经4 °C，1500 r/min，离心15 min收集血细

胞，提取RNA后反转录为cDNA进行qRT-PCR，

每个样品进行3次重复。

植核移植刺激后Pm-TLR6在血淋巴中的表达

模式        实验于广东省湛江市徐闻马氏珠母贝养

殖场通过植核送片手术对200只马氏珠母贝进行

植核移植实验。用注射器分别随机抽取植核后

0、5、10、15、20、30 d各10只贝的血淋巴，经4
°C，1500 r/min，离心15 min后收集血细胞，提取

RNA，反转录为cDNA后，进行qRT-PCR，每个

样品进行3次重复。

数据处理         相对表达量采用2– Δ Δ C T法计

算。运用SPSS 18.0软件进行单因素方差分析

(One-Way ANOVA)，并用Duncan氏法多重比较对

均值进行差异显著性检验，显著性水平α设为

0.05。

2    结果

2.1    Pm-TLR6基因克隆及其序列分析

采用RACE技术得到Pm-TLR6的cDNA全长为

2295 bp，其中5′UTR为94 bp，3′UTR为89 bp，
包含31 bp的polyA尾巴(图1)，ORF为2112 bp，编

码703个氨基酸。预测其分子量约为81.43 ku，等

电点为8.47。

2.2    PmTLR6氨基酸序列理化性质分析

通过SignalP 4.1在线预测其信号肽，结果表

表 1    Pm-TLR6基因克隆及qRT-PCR所用的引物序列

Tab. 1    Primer sequences used in the cloning and qRT-PCR of Pm-TLR6

引物

primer
序列(5′-3′)

sequence (5′-3′)
用途

usage

TLR6-5′-outer AATTTTGCAGACCGACAAATACGTCGT 5′-RACE

TLR6-5′-inner TCGGGTAGGGCATTTACGGAGAACAG 5′-RACE

TLR6-3′-outer TCAAAACGAGGCTATCAACGCATACCG 3′-RACE

TLR6-3′-inner GAGATTTCCTACCTGGCGATCTCATTGC 3′-RACE

TLR6-F TTTCTGTCGCTGAGATTTGTTG Middle fragment validation　中间片段验证

TLR6-R GCGTTGATAGCCTCGTTTTGA Middle fragment validation　中间片段验证

M13-F CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC Colony PCR detection　菌落PCR检测

M13-R GAGCGGATAACAATTTCACACAGG Colony PCR detection　菌落PCR检测

TLR6-qPCR-F GAGGCTATCAACGCATACCG qRT-PCR　荧光定量PCR

TLR6-qPCR-R ATGACCCAAGGTCTATCTGCTG qRT-PCR　荧光定量PCR

GAPDH-F GCAGATGGTGCCGAGTATGT Reference genes　内参基因

GAPDH-R CGTTGATTATCTTGGCGAGTG Reference genes　内参基因
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图 1    Pm-TLR6序列分析及编码的氨基酸序列

方框: 起始密码子(ATG)和终止密码子(TAA); 波浪线: 信号肽序列; 双划线: LRR-NT和LRR-CT域; 单划线: 跨膜域; 浅阴影部分: 4个LRR
域; 深阴影部分: TIR域; 小写字母: Ploy A尾

Fig. 1    Sequence analysis of Pm-TLR6
Box: initiation codon (ATG)and termination codon (TAA); Wavy lines: the signal peptide; Amino acids with double-line: LRR-NT and LRR-CT
domain; Single line: the transmembrane domain; Light shades: four LRR domains; Deep shades of gray: TIR domain; Lowercase letters: ploy A
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明该氨基酸序列的N-末端在第1~27位存在信号

肽，在第 2 7 ~ 2 8位为切割位点 (图 2 )。同时

SMART软件分析结果显示，Pm-TLR6氨基酸序列

在第35~66位为1个N端亮氨酸富集区(leucine-rich
repeat N-terminal, LRR-NT)，分别在第189~212、
266~289、371~392、393~416位含有亮氨酸重复

序列(leucine rich repeats, LRRs)，第454~507位是

1个C端亮氨酸富集区 ( leucine-r ich  repeat  C-
terminal, LRR-CT)，在第511~533位含有1个跨膜

结构域，C端Toll/IL-1R同源结构域 (TIR)在第

563~703位氨基酸(图1、图3)。疏水性分析得知

Pm-TLR6氨基酸序列总平均亲水性系数为–0.042，
预测该蛋白属于亲水性蛋白，且在第490位达到

最高亲水性，亲水指数为–2.744，在第525位氨

基酸达到最高疏水性，疏水指数为3.322(图4)。

采用Softberry网站对其进行功能位点预测，

结果显示该氨基酸序列拥有12个糖基化位点、

2个cAMP和cGMP蛋白激酶磷酸化位点、12个蛋

白激酶C磷酸化位点、9个酪蛋白激酶II磷酸化位

点、4个酪氨酸激酶磷酸化位点、1个磷酸泛酰巯

基乙胺附着位点、3个肉豆蔻酰化位点。

2.3    Pm-TLR6的同源分析及物种进化分析

运用NCBI在线Blas tx比对，结果示Pm-
TLR6氨基酸序列与长牡蛎TLR6的相似性最高，

为33%(E-value=2e-83)。将Pm-TLR6的氨基酸序列

与底鳉 (F. heteroclitus, JAQ80186.1)、人类 (H.
s a p i e n s ,  B A A 7 8 6 3 1 . 1 )、长牡蛎 ( C .  g i g a s ,

EKC38225.1)和小鼠(M. musculus, BAA78632.1)的

TLR6氨基酸序列进行多序列比对，结果表明物

种间TLR6有较好的相似度(图5)。运用MEGA 6软

件以马氏珠母贝的氨基酸序列和其他物种氨基

酸序列构建系统进化树 (表2；图6)，结果显示

TLR1、TLR6、TLR2为TLR2亚家族，聚为一大支，

其中马氏珠母贝和长牡蛎TLR6聚为一簇；TLR9

亚家族聚在一支；TLR11亚家族聚为一支，结果
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图 2    Pm-TLR6信号肽预测

Fig. 2    Prediction of signal peptide of Pm-TLR6
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图 3    Pm-TLR6结构域模式图

Fig. 3    The pattern diagrams of Pm-TLR6 structural domain
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与传统分类吻合。

2.4    Pm-TLR6的组织差异表达分析

实验运用qRT-PCR技术检测Pm-TLR6基因在

马氏珠母贝外套膜、肝胰脏、性腺、闭壳肌、

鳃、血细胞中的表达情况，结果显示Pm-TLR6基
因在各实验组织中均有表达。其中肝胰脏中表

达量最高(P<0.05)(图7)。

2.5    哈维氏弧菌刺激下Pm-TLR6在血淋巴中

的时序表达

马氏珠母贝受哈维氏弧菌刺激后，取0、2、
6、8、12、16、24 h血淋巴，应用qRT-PCR技术

检测马氏珠母贝血淋巴中Pm-TLR6的表达水平，

结果显示血淋巴中Pm-TLR6在2 h表达上调，约为

对照组(0 h)的9倍，随后的6 h恢复至正常水平，

直至16 h表达水平开始回升并于24 h达到最大表

达量，是对照组的29.4倍，具有显著性差异(P<0.05)
(图8)。

2.6    植核移植刺激后Pm-TLR6在血淋巴中的

表达情况

取植核移植后0、5、10、15、20、30 d的血

淋巴，运用qRT-PCR检测Pm-TLR6在马氏珠母贝

植核后不同时间点的表达情况。结果表明，在

植核后5和10 d Pm-TLR6基因表达水平没有显著

性变化(P>0.05)，15和20 d表达量出现上升趋势，

但差异不显著，最后于30 d达到最大值，约为空

白对照组(0 d)的5倍，具有显著性差异(P<0.05)。

3    讨论

TLR是一种进化上高度保守的 I型跨膜蛋

白，由胞外区、胞内区和跨膜区3部分组成，其

中胞外区是富含亮氨酸的重复序列(leucine-rich
repeat, LRR)的病原结合结构域，负责识别并结合

病原微生物特异的PAMPs；胞内区为TIR (Toll/
IL -1  r ecep to r  doma in )结构域，招募胞浆中

MyD88和其他接头蛋白分子并起到起始信号转导

作用；跨膜结构域负责TLRs的亚细胞定位[9，18-19]。

软件分析结果显示Pm-TLR6氨基酸序列具有

LRRs、TIR域、跨膜域和信号肽，符合典型的

TLR家族特征。TLR6多序列比对结果显示，物

种间有较好的保守性，尤其是TIR结构域，暗示

其在功能上的保守性。

研究某基因功能的基本手段之一是了解该

基因在不同组织器官中的表达模式[20]。本实验采

用qRT-PCR技术检测了Pm-TLR6在马氏珠母贝不
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图 4    Pm-TLR6疏水性预测

Fig. 4    Prediction of hydrophobicity of Pm-TLR6
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图 5    TLR6蛋白质序列多序列比对

小写字母, 蓝色: 一致氨基酸; 红色: 相似度大于75%的氨基酸; 绿色: 相似度大于50%的氨基酸

Fig. 5    Multi-alignment of TLR6 amino acid sequence
Lowercase letters, blue: the coincident amino acids; red: the similarity is more than 75%; green: the similarity is more than 50%
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同组织中的表达情况，结果显示Pm-TLR6在肝胰

脏中的表达量显著高于其他组织，而在血细胞

中表达里量最低。牦牛TLR6基因在脾脏表达量

最高，在肌肉中表达量最低 [21]，兔TLR6在肺中

的表达量最高，而在脾脏和下丘脑中表达量最

低[22]。这是因为物种的不同，组织器官功能性的

差异，使得TLR6具有特异性的表达模式 [22]。软

体动物的肝胰脏是代谢和消化吸收的重要器

官，而且其富含淋巴液，亦是机体进行免疫反

应的重要器官 [23]。Pm-TLR6在肝胰脏中高表达，

暗示其可能在免疫防御反应中发挥重要的作用。

哈维氏弧菌属于革兰氏阴性细菌，广泛存

在于海洋环境中，是危害水产养殖业发展的重

要病原菌之一，其在免疫防治研究中具有重要

意义[24]。有报道指出哈维氏弧菌使海水网箱养殖

高体鲪(Seriola dumerili)和花鲈幼鱼(Lateolabrax
japonicas)感染发病，引起大量死亡 [25-26]。革兰氏

阴性短杆菌(Brevibacterum)和双球菌(Diplococcus)
是马氏珠母贝主要的细菌病病原菌[27]。每年7—8
月份是养殖贝类微生物病害流行暴发的时期，

其中哈维式弧菌是主要病原菌之一 [ 2 8 ]。鉴于

TLR6在机体抵抗微生物感染过程的作用，本研

究通过qRT-PCR技术检测了马氏珠母贝在哈维氏

弧菌刺激条件下血淋巴中Pm-TLR6的时序表达，

表 2    用于TLRs蛋白质聚类分析的氨基酸序列

Tab. 2    Amino acid sequence of TLRs protein
Cluster-analysis

物种

species TLRs
GenBank登录号

accession number

长牡蛎　Crassostrea gigas TLR6 EKC38225.1

人类　Homo sapiens TLR6 BAA78631.1

斑马鱼　Danio rerio TLR6 NP_001124065.1

原鸡　Gallus gallus TLR6 NP_001075178.3

牛　Bos taurus TLR6 CAF06197.1

小鼠　Mus musculus TLR1 AAG37302.1

小鼠　Mus musculus TLR2 AAF04277.1

小鼠　Mus musculus TLR3 AAH99937.1

小鼠　Mus musculus TLR4 AAF04278.1

小鼠　Mus musculus TLR5 AAI25248.1

小鼠　Mus musculus TLR6 BAA78632.1

小鼠　Mus musculus TLR7 AAI32386.1

小鼠　Mus musculus TLR8 AAK62677.1

小鼠　Mus musculus TLR9 AAK29625.1

小鼠　Mus musculus TLR11 NP_991388.2

小鼠　Mus musculus TLR12 EDL30230.1

小鼠　Mus musculus TLR13 EDL14060.1

TLR2

TLR11

TLR9

Pinctada fucata martensii

 
图 6    TLR6氨基酸序列聚类分析

Fig. 6    Cluster analysis of TLR6 protein sequence
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并对其在贝体的免疫反应进行评估。结果显示

血淋巴中Pm-TLR6在2 h表达上调，随后的6 h恢
复至正常水平，直至16 h表达水平开始回升并于

2 4  h达到最大表达量，是对照组的 2 9 . 4倍。

S.equi感染小鼠巨噬细胞后，TLR6表达量在感染

后的6和12 h较对照组均无显著差异，在感染后

24 h时TLR6表达量极显著升高，下游细胞因子

IL-2、IL-12的表达量也显著上升(P<0.01)[13]。Pm-
TLR6在哈维式弧菌感染后2 h表达上调，其原因

可能是机体识别病原体致使TLR6表达量升高，

同时也促进相关免疫因子的分泌来抵抗哈维式

弧菌感染，直至24 h后，随着感染程度的加深，

TLR6的表达量再一次出现显著上调，这一点与

S.equi感染小鼠巨噬细胞结果相似 [13]。本研究结

合前人研究成果表明，马氏珠母贝TLR6能识别

革兰氏阴性菌成分，介导激活信号通路，并促

进机体释放炎症细胞因子参与免疫反应[11]。

有核珍珠的植核移植手术后会引起贝体产

生免疫排斥反应，并伴随着炎症反应和死亡 [17]。

因此，研究免疫相关基因在马氏珠母贝植核后

不同时间点的表达情况，对于其移植免疫反应

机制具有重要的意义。植核移植实验结果表

明，Pm-TLR6在植核后前20 d的表达量较对照组

无显著性变化，但在20 d后表达量显著上调，并

于30 d达到最大值。出现这一结果的原因可能是

植核移植后的前20 d内，受体贝主要进行创伤的

修复和伤口的愈合，微生物感染比较弱，或者

是其它的免疫因子起到主要的免疫作用，而Pm-
TLR6可能在植核移植20 d后发挥重要的免疫作

用。有研究证明TLRs对马氏珠母贝植核移植后

相关的排斥反应和感染等方面有着重要的影

响 [29-30]。 马氏珠母贝植核移植后的0~10 d表达量

一直处于低水平，可能是移植物或手术过程中

带入的微生物引起了贝体的移植排斥免疫反

应，但是目前本实验属于初步实验，TLR6基因

是否与马氏珠母贝移植排斥免疫反应有关还需
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图 7    Pm-TLR6在马氏珠母贝不同组织的分布

GI. 鳃; B. 血细胞; A. 闭壳肌; HE. 肝胰脏; GO. 性腺; M. 外套膜; 相
同字母表示差异不显著(P>0.05); 不同字母表示差异显著(P<0.05),
下同

Fig. 7    Expression distribution of Pm-TLR6 of
P. fucata martensii in different tissues

GI. gill; B. hemocytes; A. adductor muscle; HE. hepatopancreas; GO.
gonads; M. mantle; The same letters mean no significant differences at
the P >0.05 level; Different letters mean significant differences at the
P<0.05 level, the same below
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图 8    哈氏弧菌刺激后Pm-TLR6在
马氏珠母贝血淋巴中的时序表达

Fig. 8    Sequential expression of Pm-TLR6 in the
hemolymph of P. fucata martensii after

V. harveyi stimulation
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图 9    植核后马氏珠母贝血淋巴中Pm-TLR6的表达情况

Fig. 9    Expression levels of Pm-TLR6 in hemolymph of
P. fucata martensii after nucleus insertion surgery
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要更深入的研究。

总之，本研究首次从马氏珠母贝中克隆出

TLR6基因的cDNA全长序列，分析其生物学功

能，并进行了组织特异性表达分析、哈维氏弧

菌刺激和植核移植刺激后血淋巴中的表达模式

分析。研究结果表明TLR6基因在马氏珠母贝的

免疫防御反应中承担着重要的角色。本研究为

贝类免疫防御系统的研究提供了基础资料。
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Cloning, sequence analysis and expression studies on
PmTLR6 gene from Pinctada fucata martensii

WU Yuyuan 1,2,     GUO Zhiying 1,     LIANG Haiying 1,2*,     LIN Lixuan 1,     HAO Ruijuan 1,2,     JIAO Yu 1,2

(1. Fisheries College, Guangdong Ocean University, Zhanjiang    524025, China;
2. Pearl Breeding and Processing Engineering Technology Research Center of Guangdong Province, Zhanjiang    524025, China)

Abstract: TLR6 (Toll like receptor 6) is a kind of pattern recognition receptors and plays an important role in
resisting microorganism infection. To study the function of TLR6 in the immune response of P. fucata martensii,
in this study, a full length of Pm-TLR6 was obtained using rapid amplification of cDNA ends (RACE) technology
from P. fucata martensii. The expression patterns of Pm-TLR6 in all tissues and its sequential expression in the
hemolymph after Vibrio harveyi stimulation and nucleus insertion operation were further detected by Quantitative
Real-Time PCR technology. Results showed that the total length of Pm-TLR6 cDNA was 2295 bp, including a 5′
UTR of 94 bp, a 3′ UTR of 89 bp and an open reading frame (ORF) of 2112 bp which encodes 703 amino acids.
Multiple sequence alignment indicated that TLR6 was highly conservative among species. The protein encoded by
Pm-TLR6 has a transmembrane domain, several leucine rich repeats(LRRs) and a TIR domain, conforming to the
characteristics of TLRs family. qRT-PCR data revealed that Pm-TLR6 was expressed in all tested tissues, including
hepatopancreas,  hemocytes,  gill,  gonads,  adductor  muscle  and  mantle,  with  the  highest  expression  in
hepatopancreas (P<0.05). After Vibrio harveyi injection, the expression level of Pm-TLR6 increased at 2 h (9 fold
vs. control), then dropped to normal levels at 6 h and began to increase at 16 h, with the highest level of expression
appearing at 24 h (29.4 fold vs. control, p<0.05). The result of nucleus insertion surgery showed that Pm-TLR6
expression level was not significantly changed at 5 d and 10 d, and began to increase at 15 d and 20 d (P>0.05). Its
expression reached the maximum level at 30 d with significant difference (5 fold vs. control, p<0.05). These results
indicated that Pm-TLR6 may play an important role in the immune defense reaction of P. fucata martensii.
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