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摘要! 信号传导及转录激活因子#*L&L$是生物体内重要信号通路 !&M5*L&L的关键组分!

在机体免疫&生长&发育等方面起到重要作用" 实验从凡纳滨对虾血细胞中克隆获得了 *L&L

基因的全长 ?4%&序列 #?<DC181!ICH8:HQ :??C>>;/H H29ACD'M-00:894 $!其 "$(区全长

2 /0/ AB!编码 0:3 个氨基酸!预测的分子量为 :3171 Q2!等电点为 81:4" 利用*J&$L在线软

件分析表明!该基因编码的蛋白主要结构域由 *L&LA;H@&*L&L7

"

&*L&L7

#

和 *+2 E/9:;H 9

部分组成!但不具有信号肽结构" 将 'U7*L&L与来源于其它物种的 *L&L进行氨基酸多序列

比对后发现!该基因家族中的关键位点在 'U7*L&L中同样保守" 系统发生分析结果显示!'U7

*L&L与斑节对虾&中国明对虾的 *L&L亲缘关系最近" 在组织表达模式分析基础上进一步

研究了该基因应答 G**.感染的表达变化特征!发现在感染后早期#318&4 和 / W$!该基因在

血细胞中均呈显著上调表达趋势!上述研究表明该基因在一定程度上参与了凡纳滨对虾体内

由 G**.引发的先天免疫应答过程"

关键词! 凡纳滨对虾% *L&L% 表达模式分析% 先天免疫

中图分类号! K018% *:401955555555 文献标志码'&

55信号转导及转录激活因子 *L&L>#*;3H:0

@D:H>E2?CD>:HE :?@;U:@/D>/S@D:H>?D;B@;/H$是 !&M5

*L&L信号通路的关键组分"该通路是许多细胞

因子信号由胞膜向核内传递的重要途径
*4+

"广泛

参与细胞增殖(分化(凋亡以及胚胎发育和机体免

疫调节等生物学过程"是近年来的研究热点)

!&M5*L&L信号通路中有 / 个重要组分!酪氨酸

激酶相关受体(酪氨酸激酶 !&M和转录因子

*L&L) 目前认为"!&M5*L&L信号通路能被许多

细胞因子及生物化学介质等配体激活"这些配体

通过结合相应的酪氨酸激酶相关受体"使受体发

生二聚化从而激活 !&M>#X:H2>Q;H:>C$"随后

*L&L上特定的酪氨酸残基会被活化的 !&M>磷

酸化"从而形成二聚体"以此形式跨越核膜并与

4%&靶序列特异性结合"进而启动细胞因子应答

基因转录
*2+

) *L&L>的结构在进化上较保守"是

一类可由蛋白酪氨酸激酶 !&M>活化的潜在的转

录因子家族"于 23 世纪 :3 年代初在干扰素诱导

基因转录的研究中被发现
*/ 69+

) 近年来的研究显

示"*L&L单体主要位于静息细胞的胞浆中"磷酸

化的 *L&L# B7*L&L$可以形成同源或异源二聚

体进入细胞核"从而对靶基因的表达加以调控"它

们可被细胞因子和生长因子特异性激活并调节基

因转录"因此它们作为细胞质中的信号传感器和

细胞核中的转录激活因子发挥作用
*8+

) 目前"对

于线虫(果蝇(斑马鱼(人等模式生物 *L&L的研

究结果显示"在无脊椎动物中仅发现一种 *L&L

基因
*7+

"而哺乳动物的 *L&L家族则包括 0 种
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*L&L蛋白!*L&L

4 67

"其中 *L&L

8

有 *L&L

8&

和

*L&L

88

两种异构体
*0+

) *L&L蛋白约含有 083 <

183 个氨基酸"其在染色体以及在早期真核生物

中的分布可以表明"这个家族起源于一个单一的

原始基因"该家族基因的产生是由于不同染色体

间插入转座子而形成的
*1+

) 近年来发现 *L&L还

在调节宿主的先天和后天免疫反应中发挥了关键

作用
*4+

"另外 !&M5*L&L信号通路参与细胞抵御

病毒和细菌侵染的免疫应答过程
*: 643+

) 虽然

!&M5*L&L通路在哺乳类中已得到广泛研究"但

在节肢类动物中的研究仍较少"部分研究推断甲

壳类的 *L&L基因保守结构域应该与已知的昆虫

纲中 *L&L基因有相似的功能和对病毒感染的应

答机 制
*44 649+

) 实 验 拟 在 克 隆 凡 纳 滨 对 虾

#?./0-73'7*+<'33'>7.$的 *L&L基因的基础上"

对其进行序列和结构分析"并进一步分析其组织

表达特征和应答 G**.感染的表达变化模式"实

验将为深入探讨该信号通路在对虾抗病毒免疫应

答过程中的作用及调控机制提供参考)

45材料与方法

!"!#实验材料

实验动物!菌株!质粒55凡纳滨对虾#体长

44 <4/ ?9$购于天津神堂水产育苗养殖有限公

司"实验前在水族箱循环系统中暂养 0 E"使其适

应实验室内养殖环境%宿主菌株 L"643(.为本实

验室保存%克隆载体 BJ474:L购自 L:M:$:#大

连$公司)

实验试剂55L$)P/0总 $%&提取试剂盒

#;HU;@D/3CH $% 6D;9C*?D;B@$CUCD>CLD:H>?D;B@:>C(

L:M:$:'& 1'2

$

(4%& J:DQCD(*Y8$

$

6DC9;<

,< 1'2

LJ

%

(*Y8$

$

6DC9;< 6CDSC?@$C:0L;9C

#L:M:$:$%其它试剂均为国产或进口分析纯

产品)

实验仪器55梯度 6-$仪#8;/7$:E$%核酸

蛋白 测 定 仪 # 8;/7$:E $% 台 式 冷 冻 离 心 机

#,BBCHE/DS$%恒温培养箱#上海博讯实业有限公

司医疗设备厂$)

!"$#总 +'(的提取及第一链 4&'(的合成

参照刘丽静等
*48+

的方法"提取健康凡纳滨对

虾血细胞(心脏(鳃(肝胰腺(胃(肠道和肌肉的总

$%&"经琼脂糖凝胶电泳与核酸蛋白测定仪进行

定性和定量分析" 613 N保存备用) 以 418

!

'

各组织总 $%&为反转录模版"B/0F#L$引物#8R7

II--&-I-IL-I&-L&IL&-#L$

47

#&5-5I$7

/R$ 为 反 转 录 引 物" 根 据 6D;9C*?D;B@$CUCD>C

LD:H>?D;B@:>C说明书"合成第一链 ?4%&)

!"%#4&'(全长克隆

根据前期转录组测序结果"设计序列特异性

引物 *L7(#8R7L-LILI&I&I&-LLLL-L&--I7

/R$和 *L7$#8R7---LI----&-&&&&7/R$"以对

虾血细胞 ?4%&为模板进行 6-$扩增"将获得的

目的基因片段进行回收纯化后"与克隆载体

BJ44:7L连接"挑取检测正确的阳性克隆进行测

序验证)

!"@#4567898基因的生物信息学分析

利用在线软件 # W@@B!

!

=CA1C<B:>F1/D35

BD/@B:D:95$将测序后的 ?<DC181基因序列进行

翻译"并对推断的蛋白序列进行分子量及等电点

的预测%利用 80:>@B 工具#W@@B!

!

===1H?A;1H091

H;W13/U$ 进行同源比对分析"采用 -02>@:0Z和

J,I&813 软件对其进行多序列比较和聚类分

析"系统发生树采用 %C;3WA/2D7!/;H;H3 方法构建)

!"W#4567898基因的组织表达分析

实验前随机挑选 8 尾对虾"取部分鳃组织提

取 4%&" 用 G**. 特 异 性 引 物 G

2/8

(# 8R7

--&&I&-&L&-L&I-II&L&7/R$和 G

2/8

$#8R7

I&-I&---LI&-&I&&LL&-7/R$进行病毒特异

性扩增"未见特异性病毒条带) 取 23 尾对虾进行

正常饲养"作为对照组"另取 23 尾对虾经G**.人

工感染 29 W 后提取不同组织作为实验组"对照组

和实验组均设 / 个平行) 分别提取各个组对虾的

血细胞(心脏(鳃(肝胰腺(胃(肠和肌肉共 0 种组织

总 $%&"并通过反转录合成 ?4%&"以 *L&L7T(

#8R7-LLIL--IL&LI-ILLL&I&L7/R$和 *L&L7

T$#8R7LLI--ILLL---ILIL&7/R$为目的基因扩

增 引 物" 以 L6)7T(# 8R7IIL-&-ILILLIL-LL7

II-LL&LI&&--7/R$ 和 L6)7T$# 8R7-LI&&-&7

&&IL-LII-LLI&I&I-LI-7/R$为内参基因扩

增引物进行 DC:07@;9C6-$检测)

!"I#4567898基因在血细胞中应答白斑杆状病

毒感染的表达变化特征

选用前述无特定病毒检出的对虾分别设置空

白组(对照组和实验组"每组 / 个平行#每个平行

7 尾对虾$"空白组无任何注射"对照注射稀释病

毒的缓冲液"实验组注射病毒悬液 43

!

'#浓度为

4944
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43

1

59'$) 注射后分别于 318(4(/(7(42(29 和 91

W 分别取血细胞和肝胰腺"提取总 $%&并经反转

录获得 ?4%&"利用 DC:07@;9C6-$方法定量检测

*L&L基因在病毒感染进程中的表达变化特征)

为了验证病毒感染的有效性"于注射感染后的第

/ 天"从 G**.感染组和对照组分别随机取 8 尾

对虾检测"结果显示仅感染组检出了 G**.特异

性扩增条带)

25结果

$"!#4567898基因全长 4&'(的序列分析

实验克隆获得凡纳滨对虾 *L&L基因 #?<D

C181"ICH8:HQ 注册号!M-00:894 $ 全长 ?4%&

2 731 AB""$(区全长 2 /0/ AB"编码的多肽序列

含 0:3 ::"其预测的分子量为 :3171 Q2"等电点为

81:4) 经 ,<6&*F 的 *J&$L分析显示其氨基酸

序列含有 9 个保守结构域!*L&L7;H

2 64/3

"*L&L7

"

49/ 6//1

"*L&L7

#

/93 6811

和 *+2

8:2 6718

结构域%"$(

中未发现信号肽序列%*L&L7

"

(*L&L7

#

分别符

合 *L&L的螺旋结构域(4%&结合域的结构特

征%而 *+2 则是存在于已发现的所有 *L&L分子

中"是进化上最保守也是功能最重要的区域)

$"$#XNP/,(,的多序列比对分析

基于 80:>@6结果"将 'U7*L&L氨基酸序列推

断的结构域与其它甲壳动物中报道的 *L&L结构

域进行比对"相似度上限设置为 03O) 结果发现

它们在螺旋结构域(4%&结合域(*+2 结构域上

有很多相同序列#图 4$"显示这些序列具有较强

的保守性!*L&L7

#

结构域中"第 929 <9/: 个氨

基酸中#单横线标示$富含 &D3('F>等碱性氨基

酸%*+2 结构域具有核心保守序列 IL(''(*#,5

4$*#双横线标示$) 在 *+2 结构域之后靠近羧

基端"甲壳纲动物和人的 *L&L

8&(88(7

都存在保守

序列 IY.)

2944
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图 !#XNP/,(,推断氨基酸序列与其它物种 /,(,氨基酸的多序列比对结果

M9D"!#A28=9780<0120340-89D3603=>:=B05052405-693> -495<0120340>:XNP/,(,E9=B>=B0;</,(,<

'U1?A<'33'>7.% 491B(0+0-9.;' >7;'306'+/7(% &S18(/7>.' E('3,.+,'3'% (?1@7337(0-73'7*+,9.373+.+% 691#73'7*+>030:03 :HE

W29:H1

55将'U7*L&L与同其具有较高同源性的*L&L

做系统发生树"分析它们之间的进化关系#图 2$"

图 $#XNP/,(,与其它相近物种 /,(,的进化发生分析

M9D"$#)BC8>D030=94-3-8C<9<>:=B0

XNP/,(,E9=B>=B0;/,(,<

'U1?./0-73'7*+ <'33'>7.% 491B(0+0-9.;' >7;'306'+/7(

#K29484$ % &31830-97;7+6'>).'7#K0K4#9 $ % &S18(/7>.'

E('3,.+,'3' # ,#100:00 $ % JX1='(+*-73'7*+4'-03.,*+8:@C

# &8834/99 $ % (?1@7337(0-73'7*+,9.373+.+# ,#049380 $ %

691#73'7*+>030:03 # &Y/209:4 $ % W7*L&L

4 67

! W29:H7

*L&L

4 67

#&&+32039"&&+84219"69307/ %6A 33/492"%6A

33/49/"%6A3/7813 :HE %6A33/499$1

结果显示这些序列分别聚为两组"'U7*L&L与节

肢类的斑节对虾(中国明对虾的 *L&L亲缘关系

最近"并且与人类 *L&L

8

(*L&L

7

分布在了进化树

的同一支上"而与其他人类 *L&L基因亲缘关系

较远)

$"%#4567898基因的组织表达分析

利用 DC:07@;9C6-$方法分析了 ?<DC181在

不同组织中的表达特征#图 /$"结果显示该基因

在血细胞(肝胰腺中表达水平较高"在鳃(胃(肠中

也有少量的表达"而在心脏(肌肉中未见表达) 病

毒感染后 29 W"该基因在肝胰腺(血细胞中显著上

调表达##@3134$"在胃(肠和鳃组织中未见显著

上下调表达##B3138$)

$"@#4567898基因应答白斑杆状病毒感染的表

达变化特征

经半定量 $L76-$方法分析了对虾血细胞中

?<DC181基因在病毒#G**.$感染后的不同时间

的表达变化特征#图 9$) 结果表明!病毒感染可

以显著诱导 ?<DC181基因的表达"病毒刺激后的

极早期时间里#318 (4 和 / W$"该基因在两个组

织中表达量均升高"与空白组#3 W$相比有显著差

/944
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异##@3134$) 血细胞中该基因的表达量在 318

和 4 W 相当) 感染后 / W 该基因在血细胞中的表

达量达到高峰"分别约为空白组和对照组该基因

表达量的 0 和 : 倍%随着感染时间的延长 #7 W"

42 W$"基因表达量总体呈逐渐下降的趋势)

图 %#凡纳滨对虾 4567898基因的组织表达特征

41心脏% 21鳃% /1肝胰脏% 91胃% 81肠% 71肌肉% 01血淋巴)

M9D"%#LR7;0<<9>3>:45678989359::0;03=

=9<<20<>:4"5$//$:1&

41WC:D@% 213;00% /1WCB:@/B:H?DC:>% 91>@/9:?W% 81;H@C>@;HC%

7192>?0C% 01WC9/0F9BW1

图 @#Q//Y感染后凡纳滨对虾血细胞中

4567898基因的表达变化模式

M9D"@#LR7;0<<9>37;>:980>:4567898-:=0;

Q//Y4B-8803D093B06>4C=0<>:4"5$//$:1&

/5讨论

近年来的研究显示经典的 !&M5*L&L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"还在先天免疫应答方面起到重要作用)

实验从南美白对虾血细胞中克隆到该通路的关键

组分 *L&L的 ?%4& 全 长 序 列 # ?<DC181$)

*J&$L分析预测其蛋白结构中不含信号肽"说

明 'U7*L&L无跨膜移位活动"为胞浆蛋白) 9 个

保守结构域! *L&L7;H" *L&L7

"

" *L&L7

#

以及

*+2 结构域"分别符合 *L&L的 %7末端结构域(

螺旋结构域(4%&结合域和 *+2 结构域的结构

特征"显示了其进化的保守性) 有研究认为

*L&L

9

中的 /:8 <947 位氨基酸是潜在的入核定

位序列"因为这段区域富含碱性氨基酸
*47+

) 在

'U7*L&L的 *L&L7

#

结构域中"第 929 <9/: 位氨

基酸中#图 4"单横线标示$"同样富含 &D3('F>等

碱性氨基酸"同时"由于 4%&结合域富含
#

折

叠"符合 *L&L7

#

的结构特征"因此推断该序列可

能是 'U7*L&L潜在的核定位序列"将会对多聚化

的 *L&L进入核膜有帮助) *+2 结构域的核心保

守序列为 IL(''(*#,54$ *

*4+

#图 4"双横线标

示$"已报道的无脊椎动物和人的 *L&L

8&(88(7

与

人的 *L&L

4 69

核心保守序列仅存在一个氨基酸的

差别%保守的 *+2 结构域具有多种功能"包括对

*L&L分子和其相应的受体特异性相互作用起决

定作用%介导活化的 !&M对 *L&L的磷酸化"磷

酸化的 *L&L蛋白可通过其酪氨酸区域和 *+2

位点间互相结合形成同源或异源多聚体穿越核

膜"从而行使其信号传递的功能%此外"*+2 结构

域之后靠近羧基端的一个酪氨酸一旦被磷酸化"

可以使 *L&L二聚化开启入核机制"是非常重要

的位点) 人 *L&L

4

6*L&L

9

的磷酸化酪氨酸位点

# 6Y 位 点 $ 分 别 为 LFD

034

( LFD

7:3

( LFD

038

(

LFD

7:/*40 623+

"*L&L

8&(88

以及 *L&L

7

的 6Y位点分

别为 LFD

7:9*24+

和 LFD

794*22+

"比对显示凡纳滨对虾

和其它甲壳动物的 *L&L与人的 *L&L

8&(88(7

具有

同一类 6Y位点"提示可能具有相似的作用机制)

进化分析显示"'U7*L&L与节肢类斑节对

虾(中国明对虾的 *L&L亲缘关系最近"与人类

*L&L

8&(88(7

也分布在了进化树的同一支上"但与

其它类型的人类 *L&L基因关系较远) 有报道指

出"昆虫纲等无脊椎动物的 *L&L以及脊椎动物

的 *L&L

8&(88(7

同源
*49+

"这与本研究的结果一致)

值得注意的是"虽然人类 *L&L家族已发现

*L&L

4 69"8&"88"7

共 0 种类型"但在无脊椎动物如果

蝇(按 蚊 和 对 虾 中 却 分 别 都 只 发 现 一 种

*L&L

*:"4/+

"且同源性很高"这提示各物种的*L&L

可能 起 源 于 共 同 的 祖 先% 另 一 方 面" 人 的

*L&L

8&(88(7

在进化系统上比较古老"而 *L&L

4 69

属于进化较近源的基因
*4/+

"也支持这一结果) 从

各种 *L&L的共有序列出发将有助于深入解析该
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1 期 张5铃"等!凡纳滨对虾信号转导及转录激活因子#?<DC181$基因的克隆及表达特征分析 55

基因的基本功能)

组织表达分析显示"?<DC181具有一定的组

织表达特异性"仅在血细胞(肝胰腺中高表达%分

析病毒感染后该基因在血细胞中的表达模式显

示"在 G**.的感染极早期#/ W 前$"血细胞内的

?<DC181迅速应答"此后逐渐下降"至感染末期总

体呈现下降趋势"表明该基因可能在感染的极早

期就参与了 G**.引发的先天免疫应答过程%在

病毒感染组中 ?<DC181的表达量基本都高于对照

组"表明该基因可能在病毒感染后持续发挥着作

用) 本实验系统分析了 ?<DC181的结构域特点(

组织表达特征以及宿主受病毒感染后的应答模

式"为了解 !&M7*L&L信号通路在凡纳滨对虾抗

病毒免疫应答过程中的作用机制提供了参考)
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