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摘要! (D

%

I867+4'是中国明对虾免疫应答中的一种模式识别受体!在白斑综合征病毒

"CQ>L2?V/L?RAPN/<2M>N@?!G**.#侵染后其表达显著上调% 为了探讨 (D

%

I867+4'在免疫

应答中的转录调节机制!实验以 (D

%

I867+4'D4%&为基础设计引物!采用染色体步移技术

对其基因组 4%&和启动子进行克隆!构建一系列缺失表达载体进行启动子活性分析% 结果

显示!6*

!

KF!7>L9基因全长 6 03/ 3V!无内含子&启动子区域长 3 720 3V!除了 3 个启动子核

心序列$1 个*$($1 个 F86$3 个 -F(和 3 个 -$,等典型的启动子特征外!还有 1 个 I&F&73$

/ 个 &673$3 个 D7,L?73 和 0 个 *V3 等参与其它节肢动物免疫基因转录调节的结合位点&同源

比对分析表明!(D

%

I867+4'启动子与 (D-F'启动子相似度最高"8318J#&不同长度的启动

子片段具有不同的启动荧光素酶报告基因表达的活性!其中去除 7\端 1 个&673 后的启动子片

段具有最高的启动活性!去除启动子核心序列的启动子片段启动活性最低% 研究表明!

(D

%

I867+4'启动子可能在免疫反应中受到调节%

关键词! 中国明对虾& (D

%

I867+4'& 基因组结构& 启动子

中图分类号! H097& *:30184444444 4文献标志码'&

44无脊椎动物被病原入侵时能开启防卫反应"

并通过差异表达的免疫应答相关基因来调控
)3*

(

防卫 反 应 能 被 称 为 模 式 识 别 受 体 # V=LL2NA

N2D/SA>L>/A N2D2VL/N?" 6$$?$ 或 模 式 识 别 蛋 白

#V=LL2NA N2D/SA>L>/A VN/L2>A?"6$6?$如脂多糖结合

蛋白#'6*73>AP>AS VN/L2>A?"'86$+肽聚糖识别蛋

白 # V2VL>P/S0RD=A? N2D/SA>L>/A VN/L2>A"

6I$6$

)1 58*

+

%

73" /7葡 聚 糖 结 合 蛋 白 #

%

73" /7

S0@D=A?3>AP>AS VN/L2>A"

%

I86$

)7 50*

及脂多糖葡聚

糖结合蛋白#'I86$

)9 532*

等激活( 其中
%

I86于

3:99 年首先从骷髅头蟑螂#F.+4-%()*%+'&&:-%$

)33*

和家蚕#F,@4#?@,%&$

)31*

血浆中部分纯化"在结

合
%

73"/747葡聚糖后具有识别异已分子+激活

VN/6"系统+激活凝集级联和诱导血细胞脱粒作

用并释放细胞毒素+细胞裂解因子或抗菌因子等

功能( 目前已经从很多无脊椎动物中克隆出

!

KF! 基 因" 如 烟 草 天 蛾 幼 虫 # M+'I(*+

)-?8+$

)3/*

+斑节对虾#!-'+-()@,',I,'$

)38*

+凡纳

滨对虾 #9&8,$-'+-()D+''+@-&$

)0"37*

+翡翠贻贝

#!-%'+ D&%&I&)$

)36*

+中国明对虾 #6-''-%,$-'+-()

*E&'-')&)$

)30*

(

转录环节是基因表达最主要的调控位点"而

启动子的调控在转录环节中又占有十分重要的地

位( 因此"启动子是调控基因表达的关键序列区

域"研究启动子的功能序列对于基因表达调控机

制的研究具有十分重要的意义( 位于转录起始位

点上游 72 =7 222 3V 的特异的启动子的功能序列

能够结合转录因子#LN=A?DN>VL>/A U=DL/N"F($"将来

自细胞表面的信息传递至核内基因"激活或抑制

相关蛋白的转录( 中国明对虾在感染 G**.后"
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参与氧化磷酸化+蛋白质合成+糖酵解+信号转导

等生物过程的蛋白质出现在 <$%&转录水平上

的差异
)39*

(

中国明对虾是我国重要的出口水产品之一"

深受国际市场欢迎( 但是由于对虾养殖规模的不

断扩大随之也带来很多问题"如种质资源的破坏+

养殖环境的污染等"导致对虾疾病多发"严重影响

了其养殖业的可持续发展( 本课题组从中国明对

虾中全长克隆了
%

I86#命名为 (D

%

I867+4'$

D4%&

)30*

"荧光定量分析# K$F76-$$表明其表达

量在感染 G**.后显著上调"推测其在中国明对

虾抗 G**.及相关免疫反应中占有重要位置(

本研究在此基础上"采用 6-$和染色体步移法"

克隆了中国明对虾 6*

!

KF!7>L9基因启动子"并

对其基因组结构和启动子特征及启动活性进行了

分析"从 4%&水平上分析 6*

!

KF!7>L9基因的

转录调节机制"为中国明对虾在病原体侵染时的

免疫应答机制特别是抗 G**.侵染机制的进一

步研究奠定基础(

34材料与方法

$%$&实验材料

实验用中国明对虾来源于&黄海 1 号'"平均

体长为#816: @2177$D<"平均体质量为#1126 @

2101$S(

$%'&试剂

#%)H732 4%&胶回收试剂盒购自上海生物

工程公司%,B 1+2+P%F6?+VE4397F试剂盒购自

F=T=$=公司%萤火虫荧光素酶报告基因载体+荧

光素酶测定试剂盒购自 6N/<2S=%6-$引物合成+

测序工作由上海生物工程公司完成( 其它试剂均

为进口或国产分析纯(

$%(&实验方法

基因组 4%&的提取44参照王伟继
)3:*

方

法( 对虾肌肉组织块约 322 <S"加入 /22

!

'组

织裂解液#32 <</05'V+912 FN>?7-0"322 <</05

'V+912 ,4F&"217J*4*$"剪刀剪碎%加入 6

!

'12 <S5<'蛋白酶 T"77 =67 W水浴消化 1 =

/ Q 至溶液澄清%加入 322

!

'0 </05'醋酸铵和

/22

!

'512 W预冷异丙醇" 512 W沉淀 1 Q%02J

乙醇洗涤 1 次"空气中自然干燥至半透明为止%加

入 122

!

'无菌水溶解 4%&% 512 W保存(

基因组 4%&序列的扩增44引物的设计

#表 3$参照克隆的 (D

%

I867+4'全长 D4%&序

列#I2A8=AO 登录号!I#863661$

)30*

"引物对所扩

增产物相互部分重叠#图 3$(

表 $&研究中使用的引物

"-.%$&)152:1686:4597=566784>

引物名称

VN><2NA=<2

引物序列#7\7/\$

VN><2N?2K@2AD2

位置3

5AL

0/D=L>/A

退火温度5W

=AA2=0>AS L2<V2N=L@N2

63 (!I&&&-FII&FI-FF-FIF 36/ =0:7 8:11

$!-FII&&&I&F-&&F-FF&I-

61 (!&&-F-F--FFF-&IFII- 0/0 =3 /67 8919

$!-FIF&IFFIF-&F&III&IF

6/ (!I&I--&F-&&FI&&-&I& 3 161 =3 ::8 89

$!I&&F&&--F--&I-IF&&

68 (!IF&FII-I&I&&&-&-FF 3 931 =1 862 801/

$!I&-F&-&--IFF&I&-FFI

67 (!I&F&FFI---&FIFII&F 1 /6/ =1 932 7213

$!FF-IIFFFII&FI&-F&&

66 (!FI&FFF-F&F---&-F-- 1 0/2 =/ 773 7119

$!-FFI&FIFF&I--FFF--

60 (!IFII&&&II-F&&-&F-& / 732 =8 /0: 89

$!FI-IIF&F-FF-IFF-FF

69 (!&&IFII&II-&&-&FF-F 8 307 =7 2/8 8:11

$!II&FFI&I--&F&IFIF&&

6: (!-&-&FF&-&-F&FII-F- 8 :9: =7 /:/ 89

$!F&I-IIF&&-FFF-III&

603
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续表 $

引物名称

VN><2NA=<2

引物序列#7\7/\$

VN><2N?2K@2AD2

位置3

5AL

0/D=L>/A

退火温度5W

=AA2=0>AS L2<V2N=L@N2

632 (!I&&IFFF--&&I--&&IF 7 1// =7 031 8:1/

$!F-FF-FFIF&&---FFI

633 (!&IFIF-F&&-F&FIIFII 7 61: =6 212 721:

$!F&&-IIFFIFI&III&I&

631 (!IIIFF&-&&I&&I&FI&& 6 220 =6 6/3 87

$!I&FI&IFFF&II-&-&&F

4%&7&&6 II--&-I-IF-I&-F&IF&-IIIIIIIIIIIIIII 81/ 77

($3 I-&F-&&&III&IF-IF-&I

4%&7&6 II--&-I-IF-I&-F&IF&- 109 77

($1 &I---F-&&&FIIFIF-FII&&-F

-3 (!I&I-F-FIF-I&-&-&&I-F&-&I 53 /36 =36 VI'7(D

%

I863

$!---IIIII&&&I&I&F-F-&I-&I

-1 (!I&I-F-I&-&F-&&I&-&&&-I&- 53 119 =36 VI'7(D

%

I861

$!---IIIII&&&I&I&F-F-&I-&I

-/ (!I&I-F-F-F-FII-F&&-&&--FF 5926 =36 VI'7(D

%

I86/

$!---IIIII&&&I&I&F-F-&I-&I

-8 (!I&I-F-I&&II-&&F&&--&I-&F 5861 =36 VI'7(D

%

I868

$!---IIIII&&&I&I&F-F-&I-&I

注!3 指的是在 D4%&上的位置"将转录起始点定为 B3(

%/L2?!3 N2U2NN2P L/ D/M2N2P N2S>/A?1FQ2U>N?LA@D02/L>P2/ULQ2LN=A?DN>VL>/A C=?P2?>SA=L2P B31

图 $&!0

!

123"#45基因"?N/I的基本结构以及引物扩增的范围

E5<%$&O718?781:0;!0

!

123"#45<:9:#?N/I#-94-2G35;5?-75091-9<:0;-33G152:16

44以基因组 4%&为模板"分别以设计的 31 对

引物进行 6-$扩增( 12

!

'反应体系为 3 >,B7

1+2 3@UU2N#ES

1 B

60@?$% 322 AS 基因组 4%&%

P%F6?#117 <</05'2=DQ$ 316

!

'%211

!

</05'

引物 (%211

!

</05'引物 $%217 #,B71+2( 6-$

反应程序为 :8 W预变性 7 <>A%:8 W /2 ?"71 W

/2 ?"01 W 1 <>A"共 /7 个循环%01 W再延伸 32

<>A%8 W保存(

6-$产物经 312J的琼脂糖凝胶电泳检测

后"割胶纯化"与 VE4397F载体连接后转化大肠

杆菌 7+

&

"进行蓝白斑筛选和 6-$鉴定后进行测

序( 采用重叠法拼接所测的 4%&片段序列"获

得 6*

!

KF!7>L9基因组 4%&序列(

启动子的染色体步移法克隆44根据已克隆

003
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的 6*

!

KF!7>L9基因组 4%&序列"设计合成 1

条特异 6-$引物!($3 和 ($1( 以 4%&7&&6和

4%&7&6为锚定引物"参照张殿昌等
)12*

方法克隆

启动子( 首先"以基因组 4%&为模板"以 ($3 为

引物进行单链 6-$扩增"反应体系和反应程序同

基因组 4%&序列的扩增"单链 6-$产物经

#%)H732 4%&纯化试剂盒纯化回收( 其次"单链

6-$产物加尾反应"72

!

'反应体系为 7 >FPF

8@UU2N32

!

'%上述回收单链 6-$产物 /2

!

'%

P-F6#32 <</05'$117

!

'%213J 8*&7

!

'%FPF

37 #"/0 W反应 /2 <>A"苯酚5氯仿法回收( 再

次"以加尾单链 4%&为模板"以 ($3 和 4%&7

&&6为引物进行第一次 6-$扩增"反应体系同基

因组 4%&序列的扩增"反应程序为 :8 W预变性

7 <>A%:8 W /2 ?"69 W #每个循环降 3 W$循环

/2 ?"01 W 1 <>A"共 3/ 个循环%:8 W /2 ?"77 W

/2 ?"01 W 1 <>A"共 /7 个循环%01 W再延伸 32

<>A%8 W保存( 最后"第一次 6-$产物用无菌水

稀释 72 倍作为模板"以 ($1 和 4%&7&6为引物

进行第二次 6-$扩增"反应程序同第一次 6-$

扩增(

第二次 6-$产物经 312J琼脂糖凝胶电泳"

#%)H732 试剂盒回收 3 222 =1 222 3V 片段"回收

产物连接 VE4397F载体"转化大肠杆菌感受态细

胞"蓝白斑筛选鉴定阳性转化子并测序(

序列分析44基因组 4%&序列与 D4%&序列

比对确定6*

!

KF!7>L9基因的内含子序列( 利用软

件 6N/</L2N*D=A # QLLV!

!

3><=?1PDNL1A>Q1S/M5

</03>/5VN/?D=A5$和%%66#%2@N=0%2LC/NO 6N/</L2N

6N2P>DL>/A" QLLV!

!

CCC1UN@>LU0R1/NS5?2K C L//0?5

VN/</L2N1QL<0$预测启动子%使用 F(*,&$-+#QLLV!

!

CCC1D3ND1YV5N2?2=NDQ5P35F(*,&$-+1QL<0$和

&0>8=3=113#QLLV!

!

CCC1S2A27N2S@0=L>/A1D/<5V@35

VN/SN=<?5=0>3=3=15>AP2B1QL<0$分析启动子区域顺式

调控元件( 应用 80=?L在线工具#QLLV!

!

CCC1AD3>1

A0<1A>Q1S/M58'&*F5$和 4%&E&%711 进行氨基

酸序列的同源性比对"并通过软件 E,I&813 构建

分子进化树(

启动子活性分析44为分析启动子序列反应

元件活性"在对克隆所得到的 (D

%

I867+4'启动

子进行生物信息学分析的基础上"设计 8 条含

=+*

$

酶切位点的正向引物和 3 条含 5@+

$

酶切

位点的反向引物#表 3$"将 (D

%

I867+4'启动子

片段插入到萤火虫荧光素酶报告基因载体的 =+*

$

55@+

$

位点间"构建了 (D

%

I867+4'启动子

全长和 / 个缺失表达载体"分别称为 VI'/7

(D

%

I863+ VI'/7(D

%

I861+ VI'/7(D

%

I86/ 和

VI'/7(D

%

I868( 4N/?/VQ>0=*1 细胞先在添加

32J胎牛血清的 *DQA2>P2N/?4N/?/VQ>0=培养液中

16 W 培 养" 去 除 上 清( 细 胞 用 *DQA2>P2N/ ?

4N/?/VQ>0=培养液洗涤后"每孔加入 122 <'不含

胎牛血清的 *DQA2>P2N/?4N/?/VQ>0=培养液#内含

3 <S 构建载体和 1 <'细胞转染液$按照说明书

转染"每个质粒转染 / 次( 转染 12 Q 后"加入 122

<'含 12J胎牛血清的 *DQA2>P2N/?4N/?/VQ>0=培

养液( 转染 19 Q 后收集细胞"参照荧光素酶测定

试剂盒操作手册在荧光检测仪上进行相对荧光素

酶活性#N20=L>M20@D>U2N=?2=DL>M>LR"$'&$测定"每

个孔测定 1 次(

14结果与分析

'%$&!0

!

123"#45基因的克隆

6*

!

KF!7>L9基因组4%&序列全长为 6 03/

3V"与其相对应的 D4%&完全相同"不含任何内含

子#图 3$(

'%'&E?

!

BP)QRN#启动子的克隆

采用染色体步移法获得了 (D

%

I867+4'启

动子 #I2A8=AO 登录号!!;207290$ #图 1$"转录

起始位点 I由全长 D4%&序列中获得"在翻译起

始密码子 &FI上游有 /7 3V( (D

%

I867+4'启

动子区域全长 3 720 3V"6N/</L2N*D=A 和 %%64

分析之后发现有 3 个启动子核心序列"位于

57:7 =5787 3V( F(*,&$-+和 &0>8=3=113 分

析 (D

%

I86启动子序列发现"(D

%

I867+4'启动

子含有多个转录调控位点"包括 1 个 *$(#-&NI

</L>U" 53 16/ =53 178 3V 和 5673 =5681 3V$+

1 个 F86# F&F&73/B" 5:19 = 5:3: 3V 和

57:2 = 5793 3V $+ 3 个 -F(# -&&F 3/B"

5980 =59/9 3V$和 3 个 -$,# 5106 =5160

3V$ 典型的脊椎动物启动子结构特征" 1 个

I&F&73#3 1:7 =53 196 3V 和 53 27/ =53 288

3V$+/ 个 &673# 53 3:9 =53 39: 3V" 53 391 =

53 30/ 3V 和 5/39 = 5/2: 3V $" 3 个 D7,L?73

# 577 =586 3V$和 0 个 *V3 等参与其它节肢动

物免疫基因转录调节的结合位点"没有典型的

I-3/B(

903
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图 '&E?

!

BP)QRN#的启动子区域结构及特征

阴影部分为启动子核心序列(

E5<%'&O718?781:-94?=-1-?7:15S-75090;E?

!

BP)QRN#G10207:11:<509

FQ2VN/</L2ND/N2?2K@2AD2C=?>A ?Q=P/C1

'%(&E?

!

BP)QRN#启动子的同源性分析

通过在 I2A8=AO 的 8'&*F6程序进行多序

列比对分析发现#图 /$"(D

%

I867+4'启动子与

(D-F'的同源性最高"相似度为 8318J( 利用

E,I&812 软件对 (D

%

I867+4'启动子及其他

来自虾类的免疫相关基因启动子进行了分子系统

学分析( 结果如图 8 显示"现已发表的虾类免疫

相关基因启动子聚为两分支!凡纳滨对虾和斑节

对虾的启动子首先分别会聚为一亚分支"再会聚

为一分支%中国明对虾 (D

%

I867+4'启动子则与

(D-F'+(DF$会聚为第二分支"二分支最后会聚(

结果暗示免疫相关基因的启动子具有一定的种属

特异性(

'%,&E?

!

BP)QRN#启动子的活性分析

为了分析启动子的活性"实验构建了一系列

长度的 (D

%

I867+4'启动子荧光素酶基因载体

并转染 L%,),$E&.+ *1 细胞( 结果如图 7 所示"荧

光素酶基因在全长载体# VI'/7(D

%

I863$的相对

表达量较高"是空载体# VI'/78=?>D$的 97 倍%在

缺失 7\端 1 个 &673 后的载体 # VI'/7(D

%

I861$

启动活性上升到最大"是空载体的 3/8 倍%继续缺

失 I&F&73 和 *V3 的载体# VI'/7(D

%

I86/$启动

活性出现降低趋势"是空载体的 331 倍%当缺失启

动子核心序列后的载体# VI'/7(D

%

I868$启动活

性最低"是空载体的 7 倍(
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图 (&E?

!

BP)QRN#"E*"#和 E?"+的同源比对分析

一致序列用黑色表示"相似序列用灰色表示(

E5<%(&I35<92:970;G10207:16:T8:9?:6-209< E?

!

BP)QRN##E?*"#-94E?"+

FQ2D/A?2A?@??2K@2AD2?=N2>A 30=DO ?Q=P/C"=AP ?><>0=N?2K@2AD2?=N2>A SN2R ?Q=P/C1

图 ,&E?

!

BP)QRN#启动子及其他来自虾类的免疫相关基因启动子分子系统学分析

来源于凡纳滨对虾的免疫相关基因启动子!')F.&%6,%173!4H126823% ')F.&%6,%/73!4H12682/% ')F.&%6,%873!4H126821% 来源于斑

节对虾的免疫相关基因启动子!6<6,%77/6!(!83907/% 6<6,%7833!(!839071% 6<&.!4H683179% -N@?L>A6<7!(!/9228:% 来源于中国明对虾

的免疫相关基因启动子 (D

%

I86!!;207290% (DF$!!;2072:1% (D-F'!!H::/887(

E5<%,&)=>30<:9:75?71::0;G10207:16:T8:9?:60;E?

!

BP)QRN#-9407=:152289:1:3-7:4<:9:6;102 6=152G6

FQ2 VN/</L2N?2K@2AD2? /U><<@A2 N20=L2P S2A2? UN/< 9JD+''+@-&! ')F.&%6,%173! 4H126823% ')F.&%6,%/73! 4H12682/%

')F.&%6,%873!4H126821% FQ2VN/</L2N?2K@2AD2?/U><<@A2N20=L2P S2A2?UN/< !J@,',I,'!6<6,%77/6!(!83907/% 6<6,%7833!

(!839071% 6<&.! 4H683179% -N@?L>A6<7! (!/9228:% FQ2VN/</L2N?2K@2AD2?/U><<@A2N20=L2P S2A2?UN/< 6J*E&'-')&)! (D

%

I86!

!;207290% (DF$!!;2072:1% (D-F'!!H::/8871
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!

KF!7>L9基因和启动子的克隆及序列特征分析 44

图 K&E?

!

BP)QRN#启动子构建载体转化 4$.*6'7%,'/&*-O' 细胞后的表达

左图是启动子 5荧光素酶报告基因构建载体方案!

$

+

%

+

&

+

'

+

(

+

)

+

*

和
+

分别代表 &673+I&F&73+-F(+*V3+*$(+启动子核

心序列+-$,8和 D7,L?73( 右图是每一个构建载体相对空载体在转化 L%,),$E&.+ =1 细胞后的启动活性!数据是相对于空载体

# VI'/73=?>D$的诱导倍数和 / 次重复的标准方差(

E5<%K&UHG1:665090;E?

!

BP)QRN#G10207:1?096718?765971-965:973> 71-96;:?7:44$.*6'7%,'/&*-O' ?:336

&?DQ2<=L>D>00@?LN=L>/A /ULQ2VN/</L2N70@D>U2N=?2N2V/NL2ND/A?LN@DL?>??Q/CA /A 02UL1&673 >?>AP>D=L2P C>LQ

$

1I&F&73 >?>AP>D=L2P C>LQ

%

1-F(>?>AP>D=L2P C>LQ

&

1*V3 >?>AP>D=L2P C>LQ

'

1*$(>?>AP>D=L2P C>LQ

(

1FQ2V@L=L>M2D/N2VN/</L2N?2K@2AD2>?>AP>D=L2P C>LQ

)

1

-$,8>?>AP>D=L2P C>LQ

*

1D7,L?73 >?>AP>D=L2P C>LQ

+

1FQ2=DL>M>LR /U2=DQ D/A?LN@DLN20=L>M2L/ 2<VLR M2DL/N# VI'/73=?>D$>A LN=A?>2AL0R

LN=A?U2DL2P L%,),$E&.+ *1 D200?>??Q/CA /A N>SQL14=L=2BVN2??2P =?U/0P >AP@DL>/A N20=L>M2L/ 2<VLR M2DL/N# VI'/73=?>D$=AP 2NN/N3=N?

N2VN2?2ALLQ2@*141/UN2V0>D=L2LN>=0?1

/4讨论

(%$&E?

!

BP)QRN#相应的基因组 N/I结构

在对 (D

%

I867+4'相应的基因组 4%&结构

的研究中发现"在长达 6 03/ 3V 的 4%&中没有

内含子的存在( 由于没有其它物种
%

I86基因组

4%&结构的报道"因而无从比较( 但研究表明内

含子存在于绝大多数真核生物基因中#甚至超过

::J$( 比较同源基因的进化过程发现"内含子

的异化大于外显子"特定的内含子还可能在进化

过程中丢失"这是生物遗传多样性的一种表

现
)13*

( (D

%

I867+4'相应的 D4%&所编码的蛋

白 质 跟 9&8,$-'+-() D+''+@-&

%

I867+4'+

!+*&:+)8+*() .-'&()*(.()

%

I86 和 !,'8+)8+*()

.-$8,I+*8#.()

%

I86的相似度分别为 99J+78J和

7/J"在感染 G**.后 (D

%

I867+4'在转录水平

呈现显著上调后回复至对照水平
)30*

( 这意味着

(D

%

I867+4'遗传多样性较低"可能在对虾先天

免疫中发挥重要且保守的作用(

(%'&E?

!

BP)QRN#相应的启动子分析

对 (D

%

I867+4'启动子序列的研究表明"

(D

%

I867+4'启动子序列包含 3 个 $%&聚合酶

识别并结合的启动子核心序列+ F86结合的

F&F& 3/B+*$(结合的 -&NI和 -F(结合的

--&&F3/B / 个典型的转录调控区域( 不存在

典型的 I-3/B"结果与斑节对虾 !@;N的启动子

类似
)11*

( F&F&3/B 是启动子序列关键的调控元

件"是 $%&聚合酶
#

识别的位点"也是一些反式

作用因子与 4%&相互作用的位点之一( F&F&

3/B 指导 $%&聚合酶结合到启动子上"使其在正

确的位置开始转录"对于基因的正确启动表达具

有重要的意义%--&&F3/B 具有调控转录起始频

率的作用( 这些序列的缺失会导致转录频率严重

下降(

(D

%

I867+4'启动子区域还发现了参与其

它节肢动物免疫基因转录调节的 &673+I&F&73+

D7,L?73 和 *V3 等结合位点( &673+I&F&73 在 9J

D+''+@-&6,%8

)1/*

+ !J@,',I,' FRV27/6 及

FRV2833

)18*

中发现( 构建一系列长度的 (D

%

I867

+4'启动子荧光素酶基因载体并转染 L%,),$E&.+

*1 细胞的结果与 9JD+''+@-&6,%8 的类似
)1/*

"

&673 的去除会激活荧光报告基因的转录"表现为

负调控活性%而 I&F&73 的去除将会下调荧光报

告基因的转录"表现为正调控活性( 进一步的研

究表明"I&F&73 的转录激活与协同表达的 *V3

具有增效作用"并且二者结合位点的距离会显著

影响增效"当二者相距大约 /22 3V 时且 I&F&73

与 *V3 协同表达时"效果最好
)17*

( 6*

!

KF!7>L9

基因启动子中存在两个转录因子结合位点!

I&F&73# 53 286 =53 2/0 3V$和 *V3# 5072 =

393
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]̂ _` 3V$之间的距离正好是 /22 3V"二者缺失之

后的载体启动活性下降(

本次实验成功克隆了 (D

%

I867+4'启动子

序列"通过分析软件预测了其启动子核心序列及

其调控元件"并通过构建一系列缺失表达载体分

析了启动子各片段的启动活性"为 (D

%

I867+4'

转录调节机制的研究工作奠定了基础"也为对虾

免疫应答机制的研究提供了进一步的资料( 有关

6*

!

KF!7>L9基因启动子在病原侵染过程中参与

转录调节的结合蛋白因子活性有待于进一步通过

体内和体外的 4%&7蛋白质结合活性检测来

确定(
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