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杂色鲍一种编码CRAD功能域基因的克隆及其

在发育和应激中的表达

张丽莉，  和四梅，  王国栋*，  王艺磊*

(集美大学水产学院，农业部东海海水健康养殖重点实验室，福建 厦门    361021)

摘要：为探讨Caspase募集功能域(CRAD)在鲍发育和应激中的作用，实验通过比对杂色
鲍转录组序列和RACE扩增的方法，获得了杂色鲍一条含CRAD的基因全长cDNA，命名
为HdCRAD；采用实时定量PCR的方法获得了该基因在发育和应激中的表达谱。结果显
示， HdCRAD的cDNA全长1 371 bp，开放阅读框735 bp，编码244个氨基酸。编码蛋白具
有保守的CRAD功能域。该基因在各检测组织中均可表达，在黏液腺中表达量最高；在
发育各阶段也均有表达，面盘幼虫晚期表达量最高。在细菌感染、高温或缺氧应激处理
后，血细胞的HdCRAD表达水平均有显著性变化。在担轮幼虫时期，RNA干扰该基因会
显著提高幼虫畸形率；幼虫的caspase-8和DAD1的表达水平会显著上升，而caspase-3的表
达水平会下降。研究表明，该基因参与了鲍幼虫发育过程；在成体免疫、耐高温和抗低
氧中发挥了一定作用。
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杂色鲍(Haliotis diversicolor)是我国主要的养

殖贝类之一，生活史需要经历一个内源性营养

的幼虫阶段，该阶段的发育状况对苗种生产影

响巨大，可以作为亲体繁殖性状的一个指标。

目前，杂色鲍的养殖方式以陆基水泥池和浅海

多层箱笼为主。在养殖过程中，常出现高温、

缺氧等应激导致大量死亡  [1-2]。杂色鲍的主要病

原菌副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)也常会

导致杂色鲍的大量死亡  [1， 3]。因此，培育抗高

温、缺氧、弧菌感染等性状的杂色鲍优良品种

是鲍养殖业的重要课题，而解析杂色鲍在幼虫

发育和应激中的分子机制则能为育种提供重要

的理论数据。

Caspase是一类含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白

水解酶，与细胞凋亡密切相关，并能够参与细

胞生长、分化和免疫等多种细胞学过程  [4]。因

此，在发育和应激过程中Caspase常扮演重要的

角色。Caspase家族具有保守的Caspase募集功能

域(caspase recruitment domain, CARD)，是蛋白发

生相互作用的位点，在细胞凋亡信号的传递中

具有重要作用 [5-7]。本实验在杂色鲍体内克隆到

该家族的一个新成员，只具有一个CARD功能

域；并分析了该基因在副溶血弧菌、高温、缺

氧等条件应激下的表达水平，旨在为深入了解

鲍的发育和应激分子机制提供基础资料。

1    材料与方法

1.1    实验对象

杂色鲍成鲍(壳长4.5~5.0 cm)购自厦门大嶝

岛养殖场。运输到集美大学海水场后，挑取性

腺发育良好的个体进行育苗。其他健康个体暂

养于20 t水泥池的1.2 m×1.2 m的网箱中，气泵充
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气保持溶解氧6 mg/L以上，每天投喂1次新鲜的

江蓠(Gracilaria sp.)和海带(Laminaria japonica)。
每2 d换水1/2，暂养期间水温23~25 °C。2周后，

进行成鲍组织取样，并开始细菌感染、高温和

缺氧应激实验。

1.2    成鲍各组织以及发育各时期样品采集

随机选取10只健康杂色鲍，解剖后分别采

集肝胰腺、血细胞、上足、鳃、肾、黏液腺、消化

道和外套膜。所取的组织经液氮速冻后，保存

于–80 °C备用。

亲鲍的催产、人工授精和幼虫培育参照文

献 [8]。分别收集受精卵、2细胞胚、4细胞胚、

桑葚胚、囊胚、原肠胚、担轮幼虫、面盘期幼

虫、匍匐幼虫和变态后稚鲍，将采集样品液氮

速冻后，保存于–80 °C待用。

1.3    副溶血弧菌细菌感染、高温应激处理和

缺氧应激处理

副溶血弧菌感染根据Wang等 [9] 和Ge等 [10]的

方法进行，高温应激处理和缺氧应激处理根据

黄贻涛等[11]的方法进行。副溶血弧菌感染组注射

50 μL浓度为  1.1×108 CFU/mL的副溶血弧菌菌

液，对照组注射  50 μL灭菌海水。在注射后0、
3、6、12、24和  48 h 6个时间点。自25 °C开始，

以1 °C/h升温至31 °C作为高温应激处理。当温度

升至  28 °C时作为第1时相  (0 h)，升至  28.5 °C时

作为第2时相 (0.5 h) 取样，以31 °C的持续高温应

激分别将4、24、96和192 h时间点依次作为第

3~6时相。恒定25 °C高温应激的对照。缺氧应激

实验组的溶解氧量设为2 mg/L，对照组为空气曝

气 (溶解氧量约为5.5 mg/L)，在处理之后的4、
24、96和192 h取样。每个实验组和对照各取

10只杂色鲍的血淋巴，离心后(2 000 r/min、4 °C、

10 min) 放入液氮速冻后，保存于–80 °C待用。

1.4    RNA干扰实验

利用体外转录合成dsRNA。首先，利用表1
中ds-F和ds-R引物扩增HdCARD部分序列。该段

PCR产物回收后作为模板，用ds-FT7和ds-R或ds-
F和ds-RT7再一次PCR扩增，在DNA序列一端引

入T7启动子序列。该DNA片段回收后作为转录

模板，用T7转录酶进行体外转录合成序列的ss-
RNA。以另外一端具有T7启动子序列的DNA模

板，可获得互补序列的ssRNA。2条序列互补的

ssRNA变性后，在室温下形成HdCARD的dsRNA。

以绿色荧光蛋白载体pEGFP-N1部分序列合成的

绿色荧光蛋白的 dsRNA。具体合成过程参考

Wang等[12]。

当幼虫孵化上浮，发育至担轮幼虫后期(25 °C，
约受精后8 h)开始进行RNA干扰实验。用300目筛

绢收集担轮幼虫，用0.2 μm滤膜过滤海水冲洗幼

虫，并将密度调整为100 个/mL。将20 mL含有幼

虫的过滤海水随机分配到 6个 50  mL烧杯中。

RNA干扰组添加HdCARD的dsRNA，使其终浓度

为10 μg/mL。阴性对照组添加EGF的dsRNA，其

终浓度为10 μg/mL。空白对照添加100 μL双蒸

水。干扰组、阴性对照组和空白对照组各有5个
生物学重复。添加dsRNA 2 h后，将幼虫转移至

3 000 mL烧杯，用过滤海水将幼虫密度调整为

10个/mL。25 °C继续培养8 h，随机取100个以上

幼虫在显微镜下观察，统计死亡率和畸形率。

每个烧杯至少随机取样3次进行死亡率和畸形率

统计。然后将每个烧杯中的幼虫收集到2 mL离

心管中，液氮速冻后，保存于–80 °C待用。

1.5    总RNA提取和cDNA的合成

样品从–80 °C取出后，取50 mg至1 mL Tri-
zol溶液 (Roche公司) 中，按照说明书提取样品总

RNA，经1.5%琼脂糖凝胶电泳鉴定质量后，用微

量紫外分光光度计测定浓度和纯度。

取1.5 μg总RNA分别1 μL ol igo (dT) (10
μmol/L)或1 μL 5′CDS primer (10 μmol/L)混合，

按照SMART PCR Synthesis Kit (Clontech公司)的说

明合成cDNA。

1.6    HdCRAD基因的克隆及序列分析

根据杂色鲍转录组筛选得到的HdCRAD片

段，用Primer 3 (http:/ /primer3.ut.ee/)设计的

RACE引物扩增其全长cDNA。扩增片段测序后

用bl2seq拼接，用BlastX和ORF Finder预测，并用

head to toe PCR验证其开放阅读框的正确性。用

EMBOSS (http://imed.med.ucm.es/EMBOSS/)的
prettyseq程序进行核酸序列和蛋白序列翻译。使

用ExPASy (http://www.expasy.org/)、NetPhos 2.0
Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/)、
NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/
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NetNGlyc/)和TMHMM 2.0 Server(http://www.cbs.dtu.

dk/services/TMHMM-2.0/)分别预测其编码蛋白等

电点及分子量、磷酸化位点、糖基化位点和蛋

白跨膜结构域。用NCBI的Blastp和PredictProtein

(https://www.predictprotein.org/)进行功能域预测和

分析。

1.7    实时定量PCR

2¡¢¢Ct

以SYBR Green Realtime PCR Master Mix
(TOYOBO公司) 的说明进行实时定量PCR。定量

引物见表1，模板为oligo (dT) 逆转录合成的

cDNA。以 为RQ值，发育阶段的内参基因

为YB1 [13]，组织表达和应激实验的内参基因为β-
actin [3]。检测扩增产物的熔解曲线和扩增曲线，

并测序，以验证扩增特异性。基因的表达水平

表示为9个生物学重复的RQ均值(mean±SE)。发

育阶段和组织表达用ANOVA进行数据方差分

析，用Duncan氏进行多重比较分析；应激处理进

行t检验分析，显著性差异表示为P<0.05。

2    结果

2.1    HdCARD基因全长克隆及序列分析

HdCARD cDNA全长为1 371 bp，包括116 bp
的5′非编码区(UTR)，360 bp 3′UTR和735 bp的开

放阅读框  (ORF)，编码244个氨基酸。预测编码

蛋白的分子量为  28.20 ku，等电点为8.46，具有

14个磷酸化位点，无糖基化位点，1个CARD功

能域 (1~91 aa) (图1)。

2.2    HdCARD序列比对

序列比对表明，HdCARD与皱纹盘鲍(H. dis-
cus discus)的caspase 3样蛋白(caspase 3-like protein)
具有较高的保守性，一致性为69%，相似性达到

78%。但是与其他物种的caspase家族蛋白相似性

较低，其原因是HdCARD缺少执行蛋白水解的功

能域CASc(Caspase, interleukin-1 beta converting en-
zyme)(图1，图2)。该功能域一般在250 aa左右，

占据了caspase家族成员序列的大部分。因此，

表 1    所用引物及其序列

Tab. 1    Primer sequences used in the experiments

引物名称

primer name
引物序列(5′→3′)
primer sequences

用途

usage

3-out TCACTGCCGATGACAAGGAACGA RACE　扩增

3-inner GGACAGCAAGAAGACAAAGAGCAGGC RACE　扩增

UPM
Long: CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTA ACAACGCAGAGT
Short: CTAATACGACTCACTATAGGGC

RACE　扩增

NUP AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT RACE　扩增

5-CDS (T) 25VN 逆转录

SMART II AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG 逆转录

Head CGACTGAACTCCGCAAACAA 验证　ORF

Toe TTCACACTCCTTCCGTTCCA 验证　ORF

HdCARD-F AATGGACGAAAGCTCAATGG 定量　PCR

HdCARD-R AAACCTACAGACACGTCCCG 定量　PCR

ds-F ACAGGGTCTGCCGTTGGGAATC 合成　dsRNA

ds-FT7 TAATACGACTCACTATAGGG ACAGGGTCTGCCGTTGGGAATC 合成　dsRNA

ds-R CTTGTCTCCTTTTGCTTGACTGCG 合成　dsRNA

ds-FT7 TAATACGACTCACTATAGGG CTTGTCTCCTTTTGCTTGACTGCG 合成　dsRNA

ds-c-F CGACGTAAACGGCCACAAGT 合成　dsRNA

ds-c-FT7 TAATACGACTCACTATAGGG CGACGTAAACGGCCACAAGT 合成　dsRNA

ds-c-R TTCTTGTACAGCTCGTCCATGC 合成　dsRNA

ds-c-FT7 TAATACGACTCACTATAGGG TTCTTGTACAGCTCGTCCATGC 合成　dsRNA
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HdCARD与该家族成员的相似性较低。而Hd-

CARD的CARD功能域与 caspase家族成员的

CARD功能域具有较好的保守性。例如，与斑马

鱼(Danio rerio)和鼠(Mus musculus)的caspase-9一致

性分别为27%和25%(图2)。

2.3    HdCARD基因的组织表达

在所取样组织中均能检测到  HdCARD 基因

的表达(图3)。但是在外套膜、肝胰腺和肾中表达

量极低，显著低于其他组织(P<0.05)。黏液腺中表

达量最高，显著高于其他组织(P<0.05)。在鳃、

GGTAGAATGTTCGACTGAACTCCGCAAACAAGATGGCGGCTGTCGGAACACAATTGTGTA

ATACGAGTACGTAACTAGATTGTAACTCTTACAGGGTCTGCCGTTGGGAATCGACGatgc

1

121

M  R 2

180gagggtccgactggaataagattaaggaaaagctgagcgagcttcacaatgacctggagg 

3

181

 G  S  D  W  N  K  I  K  E  K  L  S  E  L  H  N  D  L  E  A 22

240cgaaagacctggtcgagcacctgtacgagaaacatgttttcactgccgatgacaaggaac 

23

241

 K  D  L  V  E  H  L  Y  E  K  H  V  F  T  A  D  D  K  E  R 42

300

360

102

480

122

540

gaatcatgcatgaggcaactcgcaaagataaagcaattaaactcctagacatacttcgga 

43  I  M  H  E  A  T  R  K  D  K  A  I  K  L  L  D  I  L  R  N 62

301 acaaggagctgccagaaggcgatgtttatgaggtctttctgtcccagctgaggcgcaccc

63

361

 K  E  L  P  E  G  D  V  Y  E  V  F  L  S  Q  L  R  R  T  Q 82

agcctcacttggcggacatgttgaaaccacccgggacagcaagaagacaaagagcaggcg

83

421

103

481

123

541

143

601

163

661

183

721

203

781

223

841

243

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

 P  H  L  A  D  M  L  K  P  P  G  T  A  R  R  Q  R  A  G  A

caacgcagtcaagcaaagggagacaagtgggtcatatccagagcttggacacagaccagc

T  Q  S  S  K  G  R  Q  V  G  H  I  Q  S  L  D  T  D  Q  L

tttgtgagtttctagccccattgctcaagaacaacaaaatcggtgatgatgttctgaaaa

C  E  F  L  A  P  L  L  K  N  N  K  I  G  D  D  V  L  K  T 142

600

162

660

182

720

202

caatcaaacaggagaaagttaatggccgtgtatttctgaaaatggatggaagctcaatga

I  K  Q  E  K  V  N  G  R  V  F  L  K  M  D  G  S  S  M  K

aggaggtattcccttttttgaaatacggagaaagaactttgatcttaatggaaagggatg

E  V  F  P  F  L  K  Y  G  E  R  T  L  I  L  M  E  R  D  E

aattcatcgagaagactggattaaaggaggacatcgtctccgtagagcatagtctgcagg

F  I  E  K  T  G  L  K  E  D  I  V  S  V  E  H  S  L  Q  E

aagagaatatgcaagaaagtttaacactaaaacaggctgcacagaaaagtacaagaaagg 780

222

840

242

900

244

960

1020

1080

1140

1200

E  N  M  Q  E  S  L  T  L  K  Q  A  A  Q  K  S  T  R  K  G

gaacattcttgaaacctacagacacgtcccggcaacatgatcgacccaacccaccactgt

T  F  L  K  P  T  D  T  S  R  Q  H  D  R  P  N  P  P  L  Y

atcacacttgaTGGTTTAGATGAGGACTCTGCTCTTGAGACAATTGGATGGGAAACCATG

H  T  *                                                

AAATTTGCCTCATCCTGTATGAATGACCGCACTAATGGGACGATACACTTTGGCGTCTAT

GATGGCTCGGATACCAATCACTCACATGGAGAGGTATTGGGCATGACGCTGGAACGGAAG

GAGTGTGAAGACACTATTGCCAAATCAATTCAGAACTGTTTTCATTCAGATCAACAAGAC

GTTGCTTCTGCATGCATTCATCCTGCCATATATGTAGACGTTATTGACAACAAGGAAATC

TGTGGCTATGTTCTAGAGATAGATGTTGAACCCCAAGAACGTCTTGTTAAGGCTAAAGCA

TTTTTTATAAAAGATCAATATCAGAAACCACGACAAAAAGGATCAGAACAGCAACTGTTC 1260

1320AGGTTGAAATCGGGTACCCCTCATGACGAGAGTGCAGATAGTGTTTATCAGTACATGAGT

ACACAGTCAACGCTTGATAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA1371

1

61

60

120

 
图 1    HdCARD基因的碱基序列及推导的氨基酸序列

*为终止子，起始密码子、终止密码子用粗体表示；方框表示磷酸化位点，下划线部分为CARD结构域(1~91 aa)

Fig. 1    The cDNA and deduced amino acid sequence of HdCARD gene from H. diversicolor
*is terminator.  The stop codon (tga) and polyadenylation signal sequence (AATAAA) are characterized in bold. Potential phos-
phorylation site is in box. CARD domain (1–91 aa) is underlined
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消化道和血淋巴中表达没有显著性差异(P>0.05)。

2.4    HdCARD基因在各发育阶段的表达

自桑葚胚时期开始检测到HdCARD基因的表

达 (图4)。从原肠胚阶段该基因表达量持续上

升，到面盘幼虫中期达到最高。随后又开始下

降，变态为稚贝后该基因的表达水平恢复到与

桑葚胚相当的水平。除在卵裂阶段不表达外，

桑葚胚、囊胚和稚贝阶段的HdCARD基因表达水

平最低，显著低于其他发育阶段(P<0.05)。幼虫

阶段该基因的表达量显著高于其他阶段，其中

面盘幼虫中期远远高于其他发育阶段(P<0.05)。

2.5    HdCARD基因在应激处理后的表达

副溶血弧菌注射感染后6和12 h，实验组血

淋巴HdCARD基因的表达量显著高于对照组

(P<0.05) (图5)。其他取样时相对照组和实验组之

间无显著性差异 (P >0.05)。
水温升至31 °C并持续4和24 h时，高温处理

组HdCARD基因的表达量也显著高于对照组

(P<0.05) (图6)。其他取样时相处理组和对照组之

间无显著性差异 (P>0.05)。
缺氧处理192 h后，缺氧组HdCARD基因的表

达量显著上升(P<0.05)，其他取样时相HdDAD1
的表达量无显著性变化 (P>0.05 ) (图7)。

2.6    HdCARD浸泡对幼虫发育和其他基因的

影响

用HdCARD的dsRNA浸泡担轮幼虫能够显著
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图 2    HdCARD和类似蛋白的序列比较分析

长方框表示HdCARD CARD功能域中6个保守的α-螺旋；虚线表示小鼠Caspase-9的CASc功能域，三角形表示CASc的底物结合位点，菱

形表示CASc的激活位点，五角星表示蛋白水解位点，箭头表示CASc的二聚体作用位点

Fig. 2    Amino acid sequences alignment of HdCARD and its homologues
The rectangular boxes mean six α-helixes on conserved CRAD domain of HdCARD; the dotted line means CASc domain of Mus musculus, triangle
means substrate pocket on CASc, diamond means active site on CASc, star means proteolytic cleavage site on CASc, arrow means dimer interface on
CASc
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降低HdCARD的表达水平(P<0.05)(图8)。与细胞

凋亡相关的几个基因，如HdCASP3、HdCASP8

和HdDAD1，其表达水平也发生显著变化(P<0.05)。

但HdAP1的表达水平与对照组没有显著性差异

(P>0.05)。

HdCARD的dsRNA浸泡能够影响幼虫的发

育，面盘幼虫的畸形率显著高于空白对照和阴

性对照 (P<0.05)，但幼虫死亡率没有显著差异

(P>0.05) (图9)。
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图 3    HdCARD基因各组织相对表达量

1. 肝胰腺；2. 鳃；3. 外套膜；4. 肾；5. 消化道；6. 黏液腺；

7. 血淋巴。不同字母表示有显著差异(P<0.05)，下同

Fig. 3    The expression level of HdCARD in
different tissues

1. hepatopancreas; 2. gill; 3. mantle; 4. kidney; 5. digestive tract; 6. mu-
cus gland; 7. hemolymph. Different letters mean significant difference
(P<0.05), the same below
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图 4    HdCARD基因在各发育阶段的表达量

1. 受精卵；2. 2细胞；3. 4细胞；4. 桑葚胚；5. 囊胚；6. 原肠

胚；7. 担轮幼虫； 8. 早期面盘幼虫；9. 中期面盘幼虫；10. 后期

面盘幼虫；11. 匍匐幼虫；12. 稚鲍

Fig. 4    The expression level of HdCARD in
different developmental stages

1. fertilized egg; 2. 2 cleavages; 3. 4 cleavages; 4. morula; 5. blastula; 6.
gastrula; 7. trochophore; 8. early veliger; 9. mid veliger; 10. late veliger;
11. creeping larva; 12. juvenile abalone
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图 5    HdCARD基因在副溶血弧菌感染后表达变化

*表示对照组和弧菌感染组存在显著性差异(P<0.05)，下同

Fig. 5    The expression of HdCARD after
V. parahaemolyticus challenge

* means there is a significant difference between control group and V.
parahaemolyticus challenge group (P<0.05), the same below
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图 6    HdCARD基因在高温应激后表达变化

Fig. 6    The expression of HdCARD after thermal stress
1. 28 °C; 2. 28 °C (0.5 h); 3. 31 °C (4 h); 4. 31 °C (24 h); 5. 31 °C (96 h);
6. 31 °C (192 h)
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图 7    缺氧处理后HdCARD的表达变化

Fig. 7    The expression of HdCRAD after hypoxia stress
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3    讨论

实验获得了杂色鲍HdCARD的cDNA全长，

编码244个氨基酸，具有1个保守的CARD功能域

(1~90 aa)。该功能域具有激活和募集Caspase家族

成员的作用。但是生物信息学分析没有发现Hd-
CARD第90位氨基酸残基以后的部分具有任何功

能域。这一部分序列仅局部可以与caspase进行比

对，而且缺少CASc功能域的底物结合保守氨基

酸残基、二聚体相互作用位点、CASc功能域激

活位点和蛋白水解位点等重要的功能位点  [ 4 ]。

所以HdCARD不具有Caspase家族成员直接水解蛋

白的能力，其功能主要体现在CARD功能域。该

功能域与PYD功能域(pyrin domain)、DD功能域

(death domain)和DED功能域(death effector domain)
共同组成了死亡功能域超家族(death domain su-

perfamily)。该家族所有成员都具由6或7个反向平

行的α-螺旋组成的二级结构 [14]，可以通过死亡功

能域发生相互作用，形成各种聚合体，从而允

许免疫和死亡受体募集细胞内各种接头分子和

效应分子，组配成巨大的蛋白复合体，例如凋

亡体  [5]、死亡诱导信号复合体 [6]、炎性体  [7]等。

这些复合体能激活Caspase和NF-κB [15]。因此，

HdCARD很有可能作为一种接头分子，与其他蛋

白发生相互作用 [16]，从而发挥其生物学作用。

HdCARD在所检测的组织均可表达，但是各

组织的表达水平并不相同，这与Caspase家族成

员的组织表达模式类似 [17-19]。HdCARD表达量最

高的组织是黏液腺，在鳃、消化道和血液中的

表达量也处于较高水平。黏液腺、鳃和消化道

具有较高的应激水平，发生细胞凋亡的风险较

高 [8]。这可能是HdCARD在也几个组织高表达的

原因之一。Caspase家族的成员通常在鳃、消化

道等组织中高表达 [17，19-20]，这与HdCARD的组织

表达模式类似。这暗示HdCARD在细胞凋亡过程

中发挥了一定作用。贝类的血淋巴具有重要的

免疫功能  [21]，鲍很多免疫基因在血淋巴中表达

量较高  [3，9-10]。血淋巴中HdCARD的高水平表达

暗示其可能参与了免疫反应，这与具有CARD
功能域的接头分子参与免疫反应相符合 [22]。

细胞凋亡是胚胎发育和正常组织稳态所必

需的细胞学过程  [23]。Caspase家族成员是细胞凋

亡的核心分子 [4]，在发育过程中扮演了重要角色 [24]。

HdCARD可以影响Caspase的活性来参与发育过

程。鲍幼虫细胞分化频繁而广泛，很多成体的

组织器官会在面盘幼虫阶段提前发育  [25]。此时

HdCARD的表达水平显著提高。这提示其在鲍幼

虫发育具有一定作用。通过dsRNA降低幼虫Hd-
C A R D的表达，会显著影响抗细胞凋亡因子

(DAD1)基因、Caspase-8和Caspase-3的表达。

DAD1和HdCARD都是细胞凋亡的抑制因子 [8]。

DAD1的表达量在干扰HdCARD后上调表达，可

能是HdCARD抑制凋亡作用的一种补偿。Hd-
CARD表达降低后，Caspase-8表达量升高。这提

示HdCARD是Caspase-8的抑制因子。作为细胞凋

亡的启动分子，Caspase-8主要参与凋亡信号的激

活和传递  [26]。HdCARD能够抑制其活性，是其

CARD功能域作用的证据之一。位于凋亡信号末

端的效应分子Caspase-3则直接参与细胞凋亡，其

激活可以收到多个分子的调控[26]。可能存在其他
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图 8    HdCARD dsRNA浸泡对HdCARD及

相关基因表达量的影响

Fig. 8    The effect of HdCRAD dsRNA exposure on
expression of HdCRAD and its relative genes

1. HdCARD, 2. HdCASP3, 3. HdCASP8, 4. HdDAD1
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图 9    HdCARD dsRNA浸泡对担轮幼虫

死亡率和畸形率的影响

Fig. 9    The effect of HdCRAD exposure on mortality
and malformation rate of veliger
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补偿途径[26]使得Caspase-3的表达水平不但没有上

升，反而下降。Caspase-3表达水平的异常可能

是鲍幼虫畸形率上升的直接原因。HdCARD在发

育过程的表达谱和其RNA干扰实验，可能暗示

其在幼虫组织的形成、分化和退化中具有重要

作用。例如，果蝇 (Drosophila melanogaster)的
dronic基因只含有CARD功能域，人工突变该基

因后大部分幼虫发育到蛹时死亡，但少量存活

个体变态后其复眼和翅膀透明程度会大大下降 [27]。

贝类的Caspase成员在免疫过程中具有重要

作用 [19，26]。此外，其他具有CARD功能域的分子

都可以与其他蛋白形成复合体进而调节诱导免

疫和炎症的信号 [22，28-29]。例如，凋亡斑点样蛋白

(apoptosis speck-like protein, ASC)可以与caspase-1
CARD相互作用，在炎性体的组装中发挥了核心

作用 [30]。这与HdCARD可以响应副溶血弧菌感染

的结果一致。在杂色鲍中，参与免疫信号传递

的分子一般在感染3 h时开始差异表达 [10，31]，而

免疫效应分子则要在12 h后才开始差异表达 [32-33]。

HdCARD差异表达的时相分别为6和12 h，位于二

者之间，表明其可能参与了免疫信号的调节。

这可能是该基因的CARD功能域功能又一证据。

CARD功能域可以负调控免疫信号及其传递  [15]。

HdCARD在6和12 h上调表达可能是适当控制免疫

信号的强度，避免对机体造成过多伤害。灵长

类的CARD功能域可以抑制炎症相关的Capase-1
的激活来参与免疫反应[15，34]。CARD8则抑制NF-κB
的激活对免疫信号进行调节 [35-36]。在水生动物

中，关于CARD功能域免疫作用的报道很少。褐

牙鲆(Paralichthys olivaceus)头肾的ASC基因在迟

钝爱德华菌(Edwardsiella tarda)感染4 h后上调表

达 [37]，与杂色鲍HdCARD基因的表达模式类似。

这可能也同样提示CARD功能域可参与免疫信号

的调节。此外，DAD1是通过影响蛋白的糖基化

发挥其抗凋亡的作用 [8，38]。该过程发生在凋亡效

应分子发挥作用之后。相应地，感染副溶血弧

菌后杂色鲍DAD1基因在12 h显著上升，这与本

实验的结果也相符。最近的研究表明，CARD
可以直接作为细菌的感受器，从而直接启动炎

症Caspase[39-43]。 这个过程同样也发生在免疫信号

的调节阶段。在细菌注射后同样会在较早时相

体现。这也可以作为杂色鲍HdCARD的注射细菌

后表达模式的一种解释。

大部分贝类运动能力有限，常遭受高温应

激或缺氧应激。这时Caspase常上调表达  [18， 44]。

而且，高温或缺氧会导致杂色鲍血淋巴数量(THC)
显著下降[1-2，45]，表明血淋巴发生了死亡或凋亡[46]。

为了应对这种情况，如长牡蛎(Crassostrea gigas)
等种类在基因组中往往具有众多凋亡蛋白抑制

基因 (IAP)的拷贝 [ 4 7 ]。在高温应激时，牡蛎的

IAP基因显著上升 [47]，在抗细胞凋亡过程中发挥

了非常重要的作用 [48]。HdCARD在杂色鲍受到高

温应激或缺氧应激时显著上调表达可能同样发

挥了抗凋亡的作用。类似的，杂色鲍的DAD1基
因也在高温应激时上调表达。杂色鲍的这2种基

因可能与牡蛎IAP的上调表达具有相同的作用，

可以将高温应激时Caspase的上调控制在适当程

度，防止对机体造成损伤  [49]。鲍的生理活动具

有明显的昼夜节律，其代谢率变化接近2倍 [50]。

光照可能是其昼夜节律产生的主要因素。在育

苗生产中，通过控制光照可以将鲍产卵时间由

夜间调整为白昼，以方便生产和实验。在弧菌

感染和温度应激试验中，采用自然光线。鲍具

有正常的昼夜节律，这可能是对照组基因表达

水平波动的原因。为了避免昼夜节律对基因表

达的影响，实验每个取样时间点都设置了对

照，缺氧应激的试验组因需控制溶解氧水平，

放在密闭的容器中，光照强度一直较弱。为了

消除光线的差异，对照组采用同样的光照强

度，这可能是缺氧应激对照组基因表达相对稳

定的原因。
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Molecular cloning and expression of a coding CARD gene from
Haliotis diversicolor in development and under stresses

ZHANG Lili ,     HE Simei ,     WANG Guodong *,     WANG Yilei *

(Key Laboratory of Healthy Mariculture for East China Sea, Ministry of Agriculture,
Fisheries College, Jimei University, Xiamen    361021, China)

Abstract: In order to analyze the role of Caspase recruitment domain (CARD) of abalone in development and un-
der stress, the full length cDNA of a coding CARD gene was cloned by RACE according to its partial sequence in
transcritpome of Haliotis diversicolor. Its expression profile of development and stress was obtained by real time
quantitative PCR. The cDNA sequence was named HdCARD and was1371 bp, with a 735 bp open reading frame
encoding a protein of 244 aa (HdCARD) and containing a conserved CARD domain. Quantitative real-time PCR
results indicated that HdCARD could be detected in all examined tissues, with the highest expression level in mu-
cus gland. There was also expression of HdCARD in different developmental stages, with highest expression level
during late veliger stage. There was a significant difference of HdCARD in hemocytes after a bacterial
challenge/thermal/hypoxia stress. The RNAi of HdCARD could increase larval malformation rate in trochophore
stage. Moreover, larval caspase-8 and DAD1 significantly rose, but larval caspase-3 significantly reduced. The
results suggested that HdCARD might play a role in larval development, immunity, and under thermal stress and
hypoxia stress.

Key words: Haliotis diversicolor; Caspase recruitment domain (CARD); gene expression; development; stress;
RNAi
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