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摘要：为了分析凡纳滨对虾JAK (Lv-JAK)和STAT (Lv-STAT)基因应答病原菌侵染的表达变
化特征，本实验利用半定量PCR技术分析了Lv-JAK和Lv-STAT基因的组织表达特征，并利
用实时荧光定量PCR技术分析了其在苏云金芽孢杆菌侵染过程中的表达变化特征。结果
显示，Lv-JAK和Lv-STAT基因在凡纳滨对虾的9种组织中有不同程度的表达，均在鳃、肠
道和心脏中表达量较高。苏云金芽孢杆菌感染后，在鳃组织中，Lv-JAK和Lv-STAT基因
的相对表达量在感染的中晚期(24~72 h)显著上调表达；在肠道组织中，Lv-JAK基因的相
对表达量在感染后的6和24 h显著上调，Lv-STAT基因的相对表达量在感染后的24和72 h显
著上调。综上表明，JAK和STAT基因在一定程度上参与了凡纳滨对虾体内由苏云金芽孢
杆菌引发的天然免疫应答过程，探讨凡纳滨对虾JAK和STAT基因应答苏云金芽孢杆菌感
染的表达变化特征，有助于研究对虾JAK/STAT通路在应答病原菌侵染过程中的功能和
作用机制。
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凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)是世界范

围内重要的水产养殖种类。目前对虾病害频

发，对虾养殖产业受损严重，因此对其免疫防

御机制的研究就显得十分必要。天然免疫系统

在获得性免疫系统特异应答之前发挥作用 [1]，能

够区分病原体和自身，从而成功地保护生物体

免受感染 [2]。对虾属于无脊椎动物，不具备获得

性免疫系统，只能依靠天然免疫系统来抵御和

杀死入侵的病原 [3-7]。JAK/STAT通路作为天然免

疫的重要组成部分，在免疫应答中发挥了至关

重要的作用。在哺乳动物中，JAK/STAT信号通

路的核心成分包含细胞因子和跨膜受体，4种

JAK激酶成员和7种STAT蛋白 [8-11]。JAK/STAT信

号通路可被多种配体激活，如细胞因子、生化

介质和病原等。这些配体结合到相应的酪氨酸

激酶相关受体，通过将受体二聚化来激活JAK，

然后由活化的JAK磷酸化STAT上的特异性酪氨

酸残基，从而形成二聚体，通过这种方式穿过

核膜并与DNA靶序列特异性结合，以此来启动

细胞因子应答基因转录 [ 1 2 - 1 3 ]。有研究表明，

WSSV感染能够调控对虾体内JAK[14]和STAT[15-17]

的转录水平，提示对虾体内可能存在JAK/STAT
通路，但其在细菌感染过程中的免疫应答特征

鲜有报道。
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急性肝胰腺坏死病 (acute hepatopancreatic
necrosis disease, AHPND)是一种危害养殖虾类的

细菌性疾病，经济受影响严重，目前，我国主

要海水养殖虾类地区均有流行。患病对虾主要

表现为肝胰腺萎缩且颜色变浅、空肠空胃、甲

壳变软、失去活力等症状，死亡率高达100%。

从患病对虾中分离出的致病菌63%为副溶血弧菌

(Vibrio parahemolyticus)，同时还有31.8%为苏云

金芽孢杆菌( Bacillus thuringiensis )，用分离出来

的苏云金芽孢杆菌对健康对虾进行人工感染，

对虾死亡率为62%，死亡对虾表现出典型的肝胰

腺坏死症状[18]。本实验室前期转录组分析结果显

示，几种主要致病菌的感染可以引发JAK/STAT
途径中关键因子表达的显著改变。本研究在分

析Lv-JAK和Lv-STAT基因组织表达分布的基础

上，探究了其应答苏云金芽孢杆菌侵染的表达变

化特征，研究结果有助于探讨对虾JAK/STAT信

号通路在抗菌免疫应答过程中的作用及调控机制。

1    材料与方法

1.1    实验材料、试剂与仪器

　　实验动物　　凡纳滨对虾(体长9~13 cm)来
自天津水产研究所，于实验室循环养殖系统中

(27 °C，盐度3‰~4‰，充氧)暂养3~4 d，使其适

应实验室内养殖环境。

　　实验试剂　　TRIzol (Invitrogen)，GoScript™
Reverse Transcription System和GoTaq®Green Master
Mix (Promega)，AceQ®qPCR-SYBR®Green Master
Mix (Vazyme)，其他试剂均为国产或进口分析纯

产品。

　　实验仪器　　Ver i t i™ PCR仪 (App l i ed
Biosystems)，NanoDrop 2000 (Thermo Fisher)，
Smart spec™ Plus分光光度计(Bio-Rad)，台式冷冻

离心机 (Eppendorf)，微量移液器 (Eppendorf)，
LightCycler®  480 System (Roche)，Gel DocT M

XR+成像系统(Bio-Rad)等。

1.2    总RNA提取和cDNA合成

解剖分离健康凡纳滨对虾的血、肝胰腺、

鳃、肠道、胃、心脏、神经、游泳足和肌肉等

共9种组织，利用TRIzol提取各组织的总RNA。

经1%MOPs琼脂糖凝胶电泳与微量核酸蛋白测定

仪(NanoDrop 2000)进行定性和定量检测，−80 °C
保存备用。根据GoScript™ Reverse Transcription

System说明书，以2 μg各组织总RNA为反转录模

板，用接头引物AOLP和BDA合成cDNA，利用管

家基因β-actin及引物 (Actin-F和Actin-R)检测

cDNA质量(表1)。

1.3    Lv-JAK和Lv-STAT基因组织表达分析

以各组织cDNA为模板，利用半定量PCR的

方法分析各组织中Lv-JAK和Lv-STAT基因的表达

情况。以管家基因β-actin为内参基因，以Actin-
F和Actin-R为扩增引物，PCR扩增条件：95 °C预

变性3 min；95 °C变性30 s，58 °C退火30 s，72 °C
延伸30 s，26个循环。用β-actin表达量相对一致

的各组织cDNA模板量来扩增Lv-JAK基因和Lv-
STAT基因片段。参考NCBI数据库中Lv-JAK基因

的序列信息(GenBank注册号：KP310054.1)和本

实验室已克隆的 STAT基因 (GenBank注册号：

KC779541.1)的序列信息设计序列特异性半定量

引物。Lv-JAK和Lv-STAT基因半定量特异性引物

为JAK-BF/JAK-BR和STAT-BF/STAT-BR，PCR扩

增条件：95 °C预变性3 min；95 °C变性30 s，58 °C
退火30 s，72 °C延伸30 s/1 min，26个循环。PCR
产物均在1%的琼脂糖凝胶上进行电泳检测，并

利用BandScan软件分析电泳条带灰度，进而计算

表 1    实验所用引物序列

Tab. 1    Information of primer sequences used
in the present study

引物名称

primers name
引物序列 (5′-3′)
sequences (5′-3′)

AOLP 5′-GGCCACGCGTCGACTAGTAC(T)16(A/C/G)-3′

BDA 5′-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAAGTACGCGGG-3′

Actin-F 5′-GAAGTACCGCCCTGGTTG-3′

Actin-R 5′-CGGTTAGCCTTGGGGTTGAGGGAG-3′

JAK-BF 5′-ACTCTATCCGACGGCACCACTA-3′

JAK-BR 5′-ACCACCCCATAATACCCCTCTC-3′

STAT-BF 5′-CTGTCTTTGCCAGTTGTAGTCA-3′

STAT-BR 5′-CTCTCCAAGGGGTGTGTAGTA-3′

TPI-qF 5′-GGTCACGTGTTGTCTTGGCTTATGAACC-3′

TPI-qR 5′-CTGAACAAAGTCTGGCTTGAGAGCTGC-3′

JAK-qF 5′-CCCAGCAACCAAACAAAGGA-3′

JAK-qR 5′-CTCAGCCCCACGAGTAAACA-3′

STAT-qF 5′-CCAGATAATCCAAGCCATACTC-3′

STAT-qR 5′-GTGAAACACCTCCTCCTAACAT-3′
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Lv-JAK和Lv-STAT基因在不同组织中的相对表达量。

1.4    Lv-JAK和Lv-STAT基因应答苏云金芽孢

杆菌侵染的表达变化分析

实验所用苏云金芽孢杆菌购于中国微生物

菌种保藏管理委员会普通微生物中心。将苏云

金芽孢杆菌在LB培养基中于37 °C、220 r/min过
夜培养，次日将过夜培养的菌液再次培养至OD600

为0.6~0.8，离心后弃去培养基，用无菌磷酸盐缓

冲液(PBS)将细菌重悬，调整浓度至107 CFU/mL，

并保存于4 °C待用。

选用健康的凡纳滨对虾设置为实验组、对

照组和空白组，实验组每尾对虾注射10 μL苏云

金芽孢杆菌悬液(107 CFU/mL)，对照组每尾对虾

注射10 μL灭菌PBS缓冲液，空白组对虾无任何注

射。取空白组对虾鳃和肠道组织，并在注射后

的7个时间点(6、12、24、36、48、60和72 h)分
别取对照组和实验组对虾鳃和肠道组织，每组

3个平行，每个平行取7尾虾，提取其总RNA并反

转录为cDNA作为实时荧光定量PCR（qPCR）反

应的模板，用磷酸丙糖异构酶基因(triosephosphate
isomerase, TPI)作为内参基因，引物为TPI-qF和
TPI-qR，Lv-JAK基因定量特异性引物为JAK-qF和
JAK-qR；Lv-STAT基因定量特异性引物为STAT-

qF和STAT-qR；qPCR反应程序：95 °C预变性5
min；95 °C变性10 s，60 °C退火30 s，40个循环；

最后经1个循环95 °C 15 s，60 °C 1 min，95 °C 15 s
进行熔解曲线分析。对照组和实验组每个时间

点的cDNA样品设置2组qPCR，一组为内参基

因，另一组为目的基因，每组反应设置3个平

行。使用2−ΔΔCT法计算Lv-JAK和Lv-STAT基因相对

表达量并利用统计学分析其显著性差异情况。

2    结果

2.1    Lv-JAK和Lv-STAT基因的组织表达分析

以半定量PCR方法分析Lv-JAK和Lv-STAT基
因在不同组织中的表达情况，利用BandScan软件

对电泳条带进行灰度分析。结果显示，Lv-JAK和

Lv-STAT基因在凡纳滨对虾的9种组织中有不同程

度的表达，其中在鳃、肠道和心脏中表达量较

高，Lv-JAK基因在神经和肝胰腺组织中表达量较

低，Lv-STAT基因在肝胰腺和胃组织中表达量较

低(图1)。

2.2    Lv-JAK基因应答苏云金芽孢杆菌感染的

表达变化特征分析

人工感染苏云金芽孢杆菌后，分析凡纳滨
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图 1    凡纳滨对虾Lv-JAK和Lv-STAT基因组织表达特征

(a) Lv-JAK和Lv-STAT基因组织表达的凝胶电泳分析，(b) Lv-JAK和Lv-STAT基因在不同组织中的相对表达量分析；hem. 血细胞，hep. 肝
胰腺，gil. 鳃，int. 肠道，sto. 胃，ner. 神经，hea. 心脏，mus. 肌肉，ple. 游泳足

Fig. 1    Relative tissue expression of Lv-JAK and Lv-STAT gene in L. vannamei
(a) tissue expression of Lv-JAK and Lv-STAT gene by gel electrophoresis, (b) relative expression level of Lv-JAK and Lv-STAT gene in different tissues;
hem. hemocytes, hep. hepatopancreas, gil. gill; int. intestine, sto. stomach, ner. nerve, hea. heart, mus. muscle, ple. pleopod
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对虾鳃和肠道中Lv-JAK基因在感染后不同时间点

的表达变化特征。结果显示，与对照组相比，

鳃组织中Lv-JAK基因在感染的中晚期(24~72 h)显
著上调表达(P<0.05)，感染后48 h的相对表达量

达到最高，之后在感染的60和72 h的相对表达量

虽略有下降，但与对照组相比，仍有显著上升

(P<0.05)(图2-a)；肠道组织中，Lv-JAK基因在感

染的早中期(6和24 h)显著上调表达(P<0.05)，在

感染后6 h的相对表达量最高，感染中后期(48~
72 h)的相对表达量呈下调模式，基本恢复至对照

组水平(图2-b)。
 

2.3    Lv-STAT基因应答苏云金芽孢杆菌感染

的表达变化特征分析

人工感染苏云金芽孢杆菌后，分析凡纳滨

对虾鳃和肠道中Lv-STAT基因在感染后不同时间

点的表达变化特征。结果显示，与对照组相

比，感染苏云金芽孢杆菌后的24~72 h，鳃组织

中Lv-STAT基因的相对表达量均呈显著上调表达

模式，感染后48 h的相对表达量达到最大值，之

后在感染的60和72 h的相对表达量虽略有下降，

但仍显著高于对照组(P<0.05)(图3-a)；感染苏云

金芽孢杆菌后的6~72 h，肠道组织中Lv-STAT基
因的相对表达量亦呈显著上调表达模式，感染

后24 h相对表达量达到首个峰值，之后略有下

降，在72 h的相对表达量达到最大值(图3-b)。

3    讨论

研究显示JAK/STAT信号通路除了广泛参与

细胞增殖、分化、凋亡以及胚胎发育外，还在

天然免疫应答方面起到重要作用 [19-23]。长期以

来，对JAK/STAT通路的研究主要集中在高等生

物和模式生物中，该通路的重要性受到了越来

越多的关注，在低等动物中对其的研究也陆续

开展起来。Song等 [14]从凡纳滨对虾中克隆获得

JAK的cDNA全长序列，该基因含有1个FERM结

构域，1个SH2结构域和2个酪氨酸激酶催化结构

域，还包含JAK特征性同源结构域JH1~JH7。张

铃等 [24]从凡纳滨对虾中克隆获得STAT的cDNA
全长序列，该基因含有N-末端结构域、螺旋结

构域、DNA结合域和SH2结构域，其结构特征显

示了STAT基因在进化上的保守性。目前，围绕

甲壳动物JAK/STAT通路开展的研究工作多数集

中在抗对虾白斑综合征病毒（white spot syndrome
virus,WSSV） [25-27]和对通路中的受体 [28]及靶基

因[29]的研究，该通路应答病原菌侵染的研究尚鲜

有报道。

利用半定量PCR技术分析了该基因在对虾的

血细胞、肝胰腺、鳃、肠道、胃、神经、心

脏、肌肉和游泳足共9种组织中的分布情况。结

果显示，Lv-JAK和Lv-STAT基因均存在于上述9种
组织中，这种组成型分布特征可能有助于JAK/
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图 2    苏云金芽孢杆菌感染后凡纳滨对虾鳃(a)和肠道(b)中Lv-JAK基因的表达变化特征

组间显著性差异用不同大写字母表示，组内显著性差异用不同小写字母表示；下同

Fig. 2    Relative expression level of Lv-JAK gene after B. thuringiensis infection
in gill (a) and intestine (b) of L. vannamei

Significant differences between groups were expressed in different capital letters, and significant differences within groups were expressed in different
lower-case letters; the same below
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STAT通路对病原体入侵做出快速反应。Lv-JAK
和Lv-STAT基因都在鳃和肠道中表达量较高，在

拟穴青蟹(Scylla paramamosain)[30]和中华绒螯蟹

(Eriocheir sinensis)[31]中也报道了相似的结果。鳃

和肠道是对虾的首要免疫防御屏障，鳃是对虾

的主要滤过器官，作为病原微生物的过滤器，

其发挥着不可或缺的免疫功能；肠道菌群被作

为疾病、污染及病原菌侵染程度的指示剂，所

以肠道不仅是重要的消化器官，同时也是一个

重要的免疫器官。基因在不同组织中分布的差

异也许代表着一些组织功能上的差异，组织表

达分布特点也间接表明了其在机体免疫调控过

程中的作用特征。

近年来，对虾急性肝胰腺坏死症频频暴

发，有研究表明，苏云金芽孢杆菌与对虾肝胰

腺坏死症暴发密切相关 [18]，但其机理尚不明确。

苏云金芽孢杆菌是一种革兰氏阳性菌，也是微

生物源低毒杀虫剂，其在芽孢形成过程中产生

的伴胞晶体被称为δ-内毒素，或杀虫晶体蛋白

(insecticidal crystal proteins, ICPs)。δ-内毒素即伴

孢晶体毒素，通常分为Cry蛋白和Cyt蛋白两大

类 [ 3 2 ]。其中Cyt被称为细胞外溶解性晶体蛋白

(cytolytic protein)，该蛋白具有显著溶血和溶细胞

特性，对无脊椎动物和脊椎动物有溶解细胞的

毒杀作用[33-37]。研究人员对Cyt蛋白的杀虫机理持

两种观点，一种观点认为毒素蛋白被昆虫进食

后，经过肠道降解为活性蛋白，结合并插入到

上皮细胞膜，进入肠道腔，多个蛋白分子寡聚，

导致细胞肿胀破碎；另一种观点认为，Cyt蛋白

聚集在膜表面引起脂质组装的大量非特异性破

损从而破坏细胞膜，使得胞内分子泄露[38]。如今

细菌感染引发的对虾病害越来越严重，苏云金

芽孢杆菌侵染凡纳滨对虾后，是否有类似的作

用机制、引发了怎样的宿主应答过程，凡纳滨

对虾JAK/STAT通路能否参与苏云金芽孢杆菌引

发的免疫应答以及如何调控，值得深入探讨。

因此，本研究选取了苏云金芽孢杆菌对凡

纳滨对虾进行人工感染实验，分析在鳃和肠道

中高表达的Lv-JAK和Lv-STAT基因是否参与机体

应答病原菌侵染的过程。研究表明，鳃中Lv-
JAK和Lv-STAT在感染的中晚期(24~72 h)均显著上

调表达(P<0.05)，且都是感染后48 h的相对表达

量达到峰值，肠道中Lv-JAK和Lv-STAT均在感染

后的6、24和72 h显著上调表达(P<0.05)，前者在

感染后6 h的相对表达量最高，后者在感染后72
h表达量达到峰值。苏云金芽孢杆菌侵染凡纳滨

对虾后，Lv-JAK基因在2种组织里的表达变化模

式呈现不同特征，Lv-STAT基因在2种组织里的表

达变化模式都呈上调趋势，表明苏云金芽孢杆

菌 (G+)可以在一定程度上诱导 Lv -JAK和 Lv -
STAT基因转录水平的提高，进而参与到作用于

病原的防御应答过程。Lv-JAK基因在两种组织里

不同的表达模式表明其不同组织参与应答苏云

金芽孢杆菌侵染的作用模式可能有所不同，而

Lv-STAT基因在两种组织中应答苏云金芽孢杆菌

感染的作用模式可能较为类似。有研究表明，

用同为革兰氏阳性菌的金黄色葡萄球菌侵染凡

纳滨对虾、拟穴青蟹和中华绒螯蟹，凡纳滨对
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图 3    苏云金芽孢杆菌感染后凡纳滨对虾鳃(a)和肠道(b)中Lv-STAT基因的表达变化特征

Fig. 3    Relative expression level of Lv-STAT gene after B. thuringiensis infection in gill
(a) and intestine (b) of L. vannamei
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虾肝胰腺中Lv-JAK基因早期相对表达量显著降

低，晚期显著升高；拟穴青蟹鳃中Sp-JAK基因和

中华绒螯蟹血细胞中Es-JAK基因的相对表达量在

感染早期变化不大，中晚期显著上调；中华绒

螯蟹血细胞中Es-STAT基因的相对表达量在晚期

上调，与我们的研究结果类似。经副溶血弧菌

(G-)刺激后，拟穴青蟹鳃中Sp-JAK基因和中华绒

螯蟹血细胞中Es-STAT基因相对表达量的上调比

被G+侵染后更为明显和迅速[14, 30-31]。

虽然目前的研究认为对虾肝胰腺坏死症主

要是由于能够表达毒力蛋白PirAB的弧菌属(以副

溶血弧菌为主)所引起[39-40]，但从患病对虾中分离

出的致病菌有三分之一为苏云金芽孢杆菌，的

确是一个值得关注的现象，它的内毒素蛋白是

否与副溶血弧菌的毒力蛋白PirAB有着类似或差

别的功能？它如何与副溶血弧菌协同作用共同

导致对虾肝胰腺坏死症的发生？苏云金芽孢杆

菌(G+)和副溶血弧菌(G−)细胞壁的结构组成和免

疫识别时宿主模式识别受体的差异是否导致了

不同的分子免疫反应？宿主对其感染的应答经

由哪些信号途径进行调控？这些问题的深入研

究正在本实验室进行。目前，甲壳动物JAK/STAT
通路特征及功能研究相对较少，病原菌刺激

后，该通路关键基因的应答特征和功能研究更

是寥寥无几，因此，本实验为深入探讨JAK和

STAT基因在对虾天然免疫应答过程中的作用机

制提供了有价值的参考，研究结果将有助于了

解对虾肝胰腺坏死症的暴发机理及对虾的应答

调控过程。
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Expression profile analysis of JAK and STAT genes in Litopenaeus vannamei
after Bacillus thuringiensis challenge

LI Danlei 1,     HAO Shaoyan 1,     ZHANG Yichen 1,     GENG Xuyun 2,     LIU Yichen 1*,     SUN Jinsheng 1*

(1. Tianjin Key Laboratory of Animal and Plant Resistance, College of Life Sciences,
Tianjin Normal University, Tianjin    300387, China;

2. Tianjin Fisheries Research Institute, Tianjin    300221, China)

Abstract: In order to understand the expression profile of JAK (Lv-JAK) and STAT (Lv-STAT) genes in
Litopenaeus vannamei during the infection of pathogenic bacteria, relative expressions of Lv-JAK and Lv-STAT
genes were analyzed in this study. Relative expression profile of Lv-JAK and Lv-STAT in different tissues and
during the infection of Bacillus thuringiensis were analyzed by semi-quantitative PCR and quantitative real-time
PCR ，respectively. The results showed that transcript of Lv-JAK and Lv-STAT was mainly detected in gill,
intestine and heart. The relative expressions of Lv-JAK and Lv-STAT were significantly up-regulated in gill tissues
at the middle and late stages of B. thuringiensis infection (24~72 h). In intestine, the relative expression of Lv-JAK
was significantly up-regulated at 6 and 24 h, while that of Lv-STAT was significantly up-regulated at 24 and 72 h.
These studies indicated that JAK and STAT participated in the innate immune response induced by B. thuringiensis
in L. vannamei. Understanding the expression profile of JAK and STAT in response to B. thuringiensis infection
will be helpful to study the function and regulatory mechanism of shrimp JAK/STAT signaling pathway in
response to bacterial infection.
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