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摘要：以克氏原螯虾做为对虾白斑综合征病毒（5667）的增殖模型，试验组接种 5667，对照组接种 896。分别

以试验组为检测组（:3;:3<）、对照组为驱逐组（4<’=3<），进行正向抑制性差减杂交；以对照组为 :3;:3<、试验组为

4<’=3<，进行反向 66>。将获得的正、反向差减杂交产物克隆入质粒载体 8’,8.’,:?@ A&!! ?!73+:.<，再转化大肠杆

菌 B>%!，共构建了 & 个分别含 !$&" 和 +"" 个克隆的正、反向差减文库。经 8CD 扩增，!%!+ 个差减克隆得到产

物，其中正向差减克隆 !&&! 个，反向差减克隆 &’( 个。获得的 8CD 产物经浓缩、变性处理，用自动点样仪点制

于尼龙膜载体上，制成 +BE" 芯片，用 +BE" 芯片对 66> 获得的差减克隆进行鉴定，共获得差异表达克隆 &),
个，其中攻毒组高表达克隆 &%% 个；对照组高表达克隆 &( 个。
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对虾 白 斑 综 合 征 病 毒（!"#$% &’($ &)*+,(-%
.#,/&，0112）给全球的对虾养殖业带来了巨大的

损失，针对该病毒的研究也随即在诸多实验室开

展起来。其中最为引人注目的成果是完成了该病

毒的全基因测序工作［! " #］，并在此基础上推测了

其可能的表达基因，实际情况尚待进一步证实。

对虾属于甲壳类，由于其没有特异性的免疫

系统，而其天然免疫系统人们又知之甚少，因此，

其疾病防治工作开展起来难度较大。克氏原螯虾

（!"#$%&’%"() $*%"+,,，以下简称螯虾）因其易饲养，

天然不带毒，对 0112 敏感，已成为研究 0112
的理想动物模型［$］。同时，国外关于甲壳动物的

免疫系统研究也多是以螯虾作为研究对象［%，&］，

积累了一些数据，为进一步的研究打下了基础。

本研究结合 3456 芯片与抑制性差减杂交

（&/’’,%&&#(* &/7$,83$#.% ")7,#+#98$#(*，11:）技术，以

螯虾为动物模型，同时对 0112 的表达基因和螯

虾的免疫相关基因开展了研究。

! 材料和方法

! ;! 实验动物

螯虾购自南京某农贸市场，体重每只约 <= >，

水温 ?? @，实验室饲养 A 周以上，健康存活。

! ;" 方法

接毒 白斑综合征病毒（0112）青岛株经

螯虾传 AB 代，本室保存。病毒的提取及接种参照

朱建中等［C］方法进行。对照组螯虾用 = ; =A -(D·
EF A GH1（’:I;C）腹节肌肉注射，接种量每尾 = ; A
-E。

血淋巴的收集 接毒 J + 以后，用一次性

注射器由螯虾心脏采取血淋巴，具体方法参照魏

静等［I］方法进行。所得血细胞 F B= @保存备用。

总 456 的提取 取少量血细胞于 A ; < -E
一次性灭菌离心管中，蛋白酶 K 消化，常规酚、氯

仿法抽提［B］。

GLM 检 测 根 据 新 加 坡 学 者 N"8*> 等

（?==A）公布的对虾白斑综合征病毒的部分基因序

列，O%*H8*P 的 登 录 号 为 6QCAARJI（ 0112
SMQ?A），设计 A 对引物如下：

GA：<’T6UO OOL OUL L66 OUU 6OUTJ’

G?：<’TL66 U6L 6O6 6UO LOO OULTJ’

以上述 456 为模板，对试验组和对照组进行

GLM 检测，以确保后续试验的顺利进行。所用

GLM 仪为 VW MX1X6ML: Y5L GUTA==UV，GLM 反应

体系为：A= Z 7/[[%, ? ; <!E，?< --(D·EF A V>LD? J

!E，? ; < --(D·EF A +5UG ?!E，GA，G?（?<!-(D·
EF A）各 = ;<!E，-%. 酶（上海 G,(-%>8）A!E（A\），

模板 A!E，去离子灭菌水 AC ;<!E，总体积 ?<!E。

GLM 条件过程共 J< 个循环，每个循环步骤如下：

]C @变性 J= &，CJ @退火 J= &，I? @延伸 A -#*。

循开始前现进行 ]C @预变性 < -#*，循环结束后

I? @延伸 A= -#*。

总 M56 的提取 用 U,#G/,% 分离液（M(3"%
公司产品，L8$ ; 5(; ARRIAR<）提取总 M56，步骤按

说明书进行。

总 M56 的甲醛变性胶电泳鉴定 参照文

献［B］的方法进行。

-M56 分离 采用 SD#>($%^ 4#,%3$ -M56
V#*# K#$&（_Y6OX5 公司产品，L8$ ; 5(; I?=??），操

作按试剂盒说明书进行。

11: 采用 GLMT1%D%3$UV 3456 1/7$,83$#(*
K#$（LES5UXL: 产品，L8$ ; 5(; KAB=CTA），操作按

试剂盒说明书进行。

共进 行 J 组 11:。正 向 杂 交 以 试 验 组 为

$%&$%,，对照组为 +,#.%,，以获取 0112 的表达基因

和螯虾在经受病毒侵袭后机体中特异表达或表达

量上升的基因；反向杂交则以对照组为 $%&$%,，试

验组为 +,#.%,，以获取螯虾经受病毒侵袭后表达量

下降基因；对照杂交以含 = ; ?‘ "’AIC F :8%!
+#>%&$ 456 的骨骼肌双链 3456（与上述 3456 同

步合成）为 $%&$%,，骨骼肌双链 3456 为 +,#.%, 进行

杂交，以验证正、反向差减杂交结果。

差减文库构建 将正、反向 11: 获得的克

隆插入 G#*G(#*$ 质粒表达载体，构建 3456 差减

文库。

连接产物的转化及扩增 将重组质粒按

常规方法转化感受态大肠杆菌 4:<#。挑取单个

菌落接种于 ]R 孔深孔培养板中培养过夜。取 A
-E菌液用于提取质粒 456；另一部分加入终浓

度为 A<‘的甘油，F J= @保存。碱裂解法提取质

粒 456。以其为模板，以插入片段两侧的质粒载

体为引物，扩增插入片段。每 A==!E GLM 体系中

包括：:?S RC!E，A= Z H/[[%, A=!E，+5UG（? --(D·
EF A）I ;<!E，V>LD?（?< --(D·EF A）I ;<!E，1’R（<

!-(D·EF A）<!E，G#*’(#*$（<!-(D·EF A）<!E，-%.
酶（G,(-%>8 公司产品）= ; <!E（? ; < \），质粒模板
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#$% 扩增条件为 &’ (变性 )* +，,- (退火

)* +，./ (延伸 ! 012。), 个循环，循环开始前 &’
(变性 , 012，循环结束后 ./ (延伸 !* 012，!* (
保持。

#$% 产物的电泳鉴定 每管取 #$% 产物

! 3,!" 进行琼脂糖凝胶电泳，检测是否含有插入

片段。

4567 芯片制备及检测 4567 芯片的制

备及检测由上海中科开瑞生物芯片科技股份有限

公司完成。

/ 结果

! "# $%%& 的 ’() 鉴定

用设计的引物进行 #$% 扩增，在攻毒的雌、

雄虾中均扩增出预计的 8., 9: 左右的片段，而对

照的雌、雄虾中未扩出条带（图 !）。说明本试验

设计的引物检测效果可靠，无性别特异性，完全可

以保证试验的顺利进行。

图 ! ;<<= 的 #$% 检测

>1?3! 5@A@4A12? ;<<= 9B #$%
!3雌性对照虾；/3雄性对照虾；)3雌性攻毒虾；

’3雌性攻毒虾，C30DEF@E（5"/***，GDHD%D）

! 3 4I2AEIJ ?EIK:（L@0DJ@）；/3 4I2AEIJ ?EIK:（0DJ@）；

) 3 @M:@E10@2A ?EIK:（L@0DJ@）；’3 @M:@E10@2A ?EIK:（0DJ@）

! "! 总 )*+ 电泳鉴定

提取的攻毒组和对照组螯虾的血淋巴细胞总

%67 经紫外分光光度计检测，N5/8* O N5/-*比值

分别为 ! 3 -& 和 ! 3 -)，表明纯度较好。电泳图以

!- < 条带为主，未见弥散现象，表明总 %67 未发

生降解（图 /）。与哺乳类和禽类完全不同，其 !-
< 含量明显高于 /- <。

! 3, 接头连接效率鉴定

以接头和骨骼肌 P)#5Q )’端为引物的 #$%

扩增量（!，) 号条带，片段大小约 .,* 9:）与以骨骼

肌 P)#5Q )’和 ,’端为引物的 #$% 扩增量（/，’
号条带，片段大小约 ’,* 9:）相近，表明接头连接

效率较高，可以进行下一步操作（图 )）。

图 / 螯虾总 %67 电泳

>1?3/ RJ@4AEI:SIE@+1+ IL AIADJ %67 IL 4EDBL1+S
G：试验组；5：对照组

G：@M:@E10@2A；5：4I2AEIJ

图 ) 接头连接效率的检测结果

>1?3) %@+KJA+ IL AS@ J1?DA1I2 @LL141@24B D2DJB+1+
! 3以连接接头 ! 的 A@+A@E 为模板，以接头 ! 和 P)#5Q )’为引物；

/3以连接接头 ! 的 A@+A@E 为模板，以 P)#5Q )’和 ,’为引物；)3以

连接接头 /% 的 A@+A@E 为模板，以接头 ! 和 P)#5Q )’为引物；’3以

连接 接 头 /% 的 A@+A@E 为 模 板，以 P)#5Q )’和 ,’为 引 物；C3

"!!.’T!"#! U1?@+A 567

"D2@ ! 3 #$% :EIUK4A+ K+12? A@+A@E !（7UD:AIE!TJ1?DA@U）D+ AS@ A@0:JDA@

D2U AS@ P)#5Q )’:E10@E D2U #$% #E10@E !；"D2@ / 3 #$% :EIUK4A+

K+12? A@+A@E !T!（7UD:AIE !TJ1?DA@U）D+ AS@ A@0:JDA@ D2U AS@ P)#5Q )’

D2U ,’:E10@E+；"D2@ ) 3 #$% :EIUK4A+ K+12? A@+A@E !T/（7UD:AIE /%T

J1?DA@U）D+ AS@ A@0:JDA@，D2U AS@ P)#5Q )’:E10@E D2U #$% #E10@E !；

"D2@ ’ 3 #$% :EIUK4A+ K+12? A@+A@E !T/（7UD:AIE /%TJ1?DA@U）D+ AS@

A@0:JDA@，D2U AS@ P)#5Q )’D2U ,’:E10@E+；"D2@ C3"!!.’T!"#!
U1?@+A +1V@ 0DEF@E+

! "- %%. 产物的电泳鉴定

正、反向 <<Q 产物均为一弥散的 4567 群体，

大小集中在 )** W 8** 9: 范围内。而作为对照的

骨骼肌 <<Q 产物经两轮 #$% 与 CDEF@E 的带形十

分相似，由于其已加接头，所以较 CDEF@E 略大一

点，说明整个 <<Q 操作系统良好（图 ’）。

! 3/ 差减文库

将正向和反向 <<Q 产物克隆入 #12:I12A 质粒

"#$ 水 产 学 报 )* 卷



载体，构建成分别含 !"#$ 和 %$$ 个克隆的差减文

库。

! &" 插入片段的 ’() 扩增

插入片段经 ’() 鉴定，*+,以上克隆皆能扩

出产物，其中正向差减克隆 !##! 个，反向差减克

隆 #-. 个，共计 !+!% 个。获得分子大小多为 +$$
/0左右。如果扣除引物、载体及所加接头序列

!-%/0，则实际插入片段大小约 .$$ /0（图 +）。

图 % 112 产物第二轮 ’() 电泳结果

345&% 6789:;<0=<;8>4> <? >89<@A ’() <? 112 0;<AB9:>
! C " 分别是正向 112 产物、未杂交对照、反向 112 产物、未杂交

对照、对照骨骼肌 112 产物和未杂交 对 照；D：!!!*% E !"#!
A458>: FGH

IJ@8 ! E " K8;8 ;8>089:4L87M 0;<AB9:> <? </L8;>8 112，0;<AB9:> <?

B@>B/:;J9:4<@ 9<@:;<7， 0;<AB9:> <? ;8L8;>8 112， 0;<AB9:> <?

B@>B/:;J9:4<@ 9<@:;<7，0;<AB9:> <? >N878:J7 OB>978 112，0;<AB9:> <?

B@>B/:;J9:4<@ 9<@:;<7；IJ@8 D：!!!*% E !"#! A458>: >4P8 OJ;N8;>

图 + 112 插入片段的 ’() 产物电泳鉴定

345&+ 6789:;<0=<;8>4> <? ’() 0;<AB9:> <?
:=8 4@>8;:8A ?;J5O8@:> <? 112

! C Q：分别是插入片段的 ’() 产物；D：DJ;N8; "!!*% !"# !
A458>:4<@

! E Q K8;8 ;8>089:4L87M :=8 ’() 0;<AB9:> <? 4@>8;:8A ?;J5O8@:>；D：

DJ;N8;"!!*% !"# ! A458>:4<@

! #$ %&’( 芯片杂交结果

对两张芯片进行扫描分析，取 # 倍以上差异

表达基因为阳性。试验共获阳性克隆 #Q! 个，除

去重复克隆，实际得到 #*Q 个，其中正向克隆 #++

个，反向克隆 #. 个。!$ 倍以上差异克隆 ## 个。

图 " 局部芯片杂交图

345&" 9FGH 9=40>
F：对照组，R：试验组

F：9<@:;<7 R：8S08;4O8@:

. 讨论

在对虾的各种病原引起的疾病中，病毒病造

成的损失最为惨重，而病毒病中又以白斑综合征

危害最大，其相关研究也最为深入，由早期的检测

工 作 到 最 近 的 全 基 因 测 序 并 推 导 了 其 表 达 基

因［! E .］，而且对部分基因功能进行了研究［-，!$］。

由于 T11U 为一新病毒，大部分推导的阅读框都

找不 到 同 源 基 因，VJ@5 等［#］采 用 )RW’() 和

9FGH 序列分析，对其中的部分表达基因进行了

鉴定。

本研究利用 112 技术这一筛选差异表达基

因的新方法，结合已报道的 T11U 基因组全序

列，在一次性构建病毒表达基因图谱的同时，兼顾

了感染基因组学的研究，利于进一步对 T11U 的

动物模型螯虾的免疫相关基因进行探索。同时结

合了 9FGH 芯片这一简便、快速、平行的高通量研

究手段，使检测效率得以提高。

采用正、反向 112 法分离 T11U 的表达基因

和螯虾的免疫相关基因，分别获得 !"#$ 和 %$$ 个

差减克隆，经 ’() 扩增分别得到正向差减克隆

!##! 个，反向差减克隆 #-. 个，进一步经 9FGH 芯

片检测得到正向克隆 #++ 个，反向克隆 #. 个。从

而快速淘汰了假阳性基因，逐步逼近目的基因。

从得到的正、反两个文库可以看出，螯虾参与

免疫活动的基因较为复杂，涉及多个基因。不但

一些基因的表达量上升，还有部分基因在遭受病

毒侵袭后表达量明显下降。)<BS 等［!!］即利用定

量 )RW’() 技术发现南美蓝对虾（$ % &’()*+,&’+*&）在

感染 T11U 后其脂多糖（I’1）、#W!，.W葡聚糖结合

"#$+ 期 曾 勇等： %&’( 芯片结合抑制性差减杂交技术构建
对虾白斑综合征病毒表达基因和螯虾免疫相关基因文库



蛋白（!"#$）基因表达量明显上升，!"#$ 识别

!$% 后可激活甲壳动物重要的非特异免疫系统 &
酚氧化酶原激活系统（’()’*+,)-)./012+ 134/514/,6
2724+8，’()$9 系统），但定量 :;<$=: 显示酚氧化

酶原（’()$9）基因除在监测的最初 >* 呈上升趋势

以外，在其随后的 ?@ * 中其活性呈下降趋势，说

明在感染的早期，宿主试图清除感染的病毒，而提

高了酚氧化酶原基因的表达，随着感染的进一步

进行，病毒不断地复制，抑制了宿主的免疫系统，

导致酚氧化酶原基因表达量下降。已知酚氧化酶

原受一种丝氨酸蛋白酶的活化［A?］，:)B. 等［AA］对

虾的丝氨酸蛋白酶进行定量 $=: 分析表明，在监

测的感染后 C? * 中，其活性呈上升趋势，由此推

测，感染后对虾体内的蛋白酶抑制物的表达水平

可能上升。

到目前为止，还没有关于对虾感染 D%%E 后

体内蛋白酶抑制物，特别是丝氨酸蛋白酶抑制物

表达活性增高的报道。要验证这一设想，尚需进

一步实验论证。在本研究的后续工作中，通过测

序和比对分析，不但得到了 D%%E 的表达基因，

而且还得到了螯虾体内的丝氨酸蛋白酶抑制物的

基因表达量上升的结果（另文报道）。因此，本课

题的开展为了解 D%%E 的表达基因图谱和甲壳

动物的免疫调节机制打下基础。
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