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摘要! 铁蛋白普遍存在于生物体内!具有铁离子解毒和储存等功能# 在构建脂多糖刺激的中华

绒螯蟹 I@,-文库的基础上!获得了中华绒螯蟹铁蛋白基因 >5/1#的 I@,-序列!其全长为

& &&C PQ!包含 "C% PQ的开放阅读框!推测编码的蛋白质为 &=>氨基酸!其 =o和 !o端的非编码区

分别为 &?C PQ和 "#& PQ!预测的分子量为 &C8! f9!理论等电点为 =8C&!在 &= _!? GG处有一个跨

膜螺旋# 在 =o非编码区核甘酸序列的 &!= _&#$ 的位置有个特殊的结构!即铁反应元件$HO6:

O;KQ6:K;;7;F;:W!0+3%# 通过荧光定量B4+的方法研究了铁蛋白基因在中华绒螯蟹的组织表达

分布!以及经脂多糖刺激后在血淋巴"肠和肝胰腺组织中的表达变化!发现>5/1#在中华绒螯蟹

血淋巴"肌肉"肠"鳃"心脏"性腺"肝胰腺等组织器官中都有表达!在肝胰腺的表达量最高!血淋巴

中表达量最低# 经脂多糖诱导后>5/1#在血淋巴"肠和肝胰腺呈上调表达#

关键词! 中华绒螯蟹& 铁蛋白& 表达& 脂多糖

中图分类号! U?C=& 1>&?'''''''文献标识码'-

''在生物有机体中!铁是一种必不可少元素!其

在生物有机体中含量的高低对维持细胞正常生长

和代谢起着重要的作用(&)

* 铁蛋白"N;OOHWH:#是一

类广泛存在于动植物体内的铁贮藏蛋白* 在植物

中!铁蛋白的主要功能是贮存铁原子!为植物光合

作用和生物固氮提供铁源($)

'此外!作为胁迫反应

蛋白!广泛参与清除由于过量铁(!)和2

$

)

$

(")等因

子诱导产生的活性氧!缓解活性氧对植物体的危

害!以及参与抵制病原菌的侵染(=)

* 在动物体内!

铁蛋白可储存机体中的过剩铁!避免产生铁中毒'

另一方面!可以释放给需铁的细胞!用于体内合成

含铁的蛋白质(#)

* 动物的铁蛋白除了具有铁离子

解毒和储存的功能外!还具有抗氧化的功能(?)以及

作为急性时相反应蛋白!参与机体的免疫反应(C)

*

中华绒螯蟹">#4.2314#54616545#!俗称河蟹+

大闸蟹+毛蟹!属于节肢动物门+甲壳纲* 中华绒

螯蟹因其味道鲜美而深受人们喜爱!是我国具有

重要经济价值的水产品(>)

* 近年来!随着养殖规

模的不断扩大及环境的恶化!各种由细菌性+病毒

性+寄生虫性等病原引起的疾病频繁发生!给中华

绒螯蟹的养殖带来了巨大经济损失(> <&&)

* 尽管

自 $% 世纪 C% 年代以来!甲壳动物的免疫日益受

到国内外学者的重视!但大多研究主要集中在斑

节对虾"%16*195".6.C.6 /GPOHIH9K#+日本对虾

"%16*195K*=.64295#+锯缘青蟹"'2;77* 51##*$*#等

少数的几种海洋经济甲壳动物* 对中华绒螯蟹免

疫相关基因的研究仅有少量报道(&$ <&")

*

对节肢动物铁蛋白的研究始于 &>CC 年* 自

4677H:等(&=)从长沫蝉"%347*16955=9"*#495#的中肠

上皮细胞分离出铁蛋白!此后陆续从巴西白斑弄蝶

"?*7=.C151$37495#

(&#)

+埃及斑蚊"G1C15*1@;=$4#

(&?)

+

烟草天蛾":*6C92* 51+$*#

(&C)

+螯虾"%*24E*5$*295

71649529795#

(&>)

+果蝇"!#.5.=347* "17*6.@*5$1##

($%)

+

蜡螟"H*771#4* "177.6177*#

($&)

+蜜蜂"G=45"1774E1#*

G:T '2*=$.$#4@.6* =.5$42*#

($$)

+毛白钝缘蜱"0#64$3.8

C.#.5".9D*$* $42B5#和篦子硬蜱"M+.C15#424695#

($!)

+

卤虫"G#$1"4* E#*62452*6*#

($")

+美国白蛾"P;=3*6$#4*

2961*#

($=)

+粒肩天牛"G=#4.6* @1#"*#4#

($#)

+南美白
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对虾 "J4$.=16*195A*66*"14#

($?)

+中国明对虾

"/1661#.=16*195234616545#

($C)等节肢动物中克隆

到铁蛋白基因* 但到目前为止尚无有关中华绒螯

蟹铁蛋白基因的报道* 本文通过构建脂多糖刺激

的中华绒螯蟹 I@,-文库!筛选到铁蛋白基因*

在此基础上!通过荧光定量B4+技术对该基因在

不同组织中的组成型表达以及经脂多糖刺激后的

诱导型表达做了检测!以期能为深入研究铁蛋白

的生物学功能奠定基础*

&'材料与方法

&'&(实验动物

本实验所用中华绒螯蟹购自于湖北省武汉市

梁子湖渔场!共 "% 只!体重每只约 &%% ]* 于 C 个

水族箱"&$% IFc== IFc?# IF#中暂养!恒温

"$% p$#`!循环水养殖 ? T!每箱 = 只!暂养过程

中每天投喂一次人工饲料*

&')(中华绒螯蟹"#$%文库的构建

首先用脂多糖"&% F]AF.!1H]FG#免疫"剂

量为 =%%

!

]Af]#! 只中华绒螯蟹!约 &C J 后将其

解剖!取肌肉+心脏+性腺+肝胰腺+肠+鳃+眼球各

&%% F]及血淋巴 &%%

!

.!冷冻后保存于 <C% `

冰箱中备用* 然后利用DOHa67"0:\HWO6];:#提取总

+,-!总 +,-经过 F+,-磁珠纯化试剂盒

"0:\HWO6];:#纯化得到 F+,-'以 F+,-为模板!

按照1X-+DI@,-构建试剂盒"476:W;IJ#的方

法合成双链 I@,-'双链 I@,-经过 I@,-柱层

析分离"0:\HWO6];:#去除小分子片段的 I@,-及

残余的引物!将 ?=% PQ 以上的I@,-片段通过乙

醇沉淀后连入 QX@E&CD载体"DGeG+G#'将连接

产物转化到大肠杆菌">5231#4234* 2.74#D)B&% 感

受态细胞!用菌液 B4+的方法筛选 I@,-克隆!

引物为 X&!/"=oEbD----4b-4bb44-bE!o#!

X&!+"=oE4-bb---4-b4D-Db-4E!o#'用 &i

的琼脂糖凝胶电泳检测!将插入片断 ?%% PQ 以上

的阳性克隆!送北京六合华大基因科技股份有限

公司测序!均用X&!/单向测序*

取 &%%

!

.原始文库!以 &%

<$

+&%

<!

+&%

<"梯度

进行稀释!在 >% FF培养皿上涂布适量稀释的文

库!每个梯度设 ! 个平行!!? `恒温培养 &$ J!计

数每个平板上长出的克隆由此得出文库滴度* 以

X&! 为引物用B4+扩增的方法随机检测 $" 个单

克隆!确定文库的重组率及插入片段的分布范围*

&'!(铁蛋白基因的序列分析

使用,4d0网站"JWWQ$

"

hhh8:IPH8:7F8:HJ8

]6\AP7GKW#的d.-1D,和d.-1DY软件进行同源

基因的搜索'使用 3VB-1M 网站"JWWQ$

"

;VQGKM8

Qf98;T98I:#有关软件进行开放阅读框的搜索+氨

基酸序列的推断'使用"JWWQ$

"

hhh8;VQGKM8IJA

W667KAQHjW6678JWF7#进行B0和蛋白分子量预测'用

1H]:G7B!8% " JWWQ$

"

hhh8IPK8TW98TfAK;O\HI;KA

1H]:G7BA#预测编码蛋白的信号肽!跨膜区预测用

DX2XX软件"JWWQ$

"

hhh8IPK8TW98TfAK;O\HI;KA

DX2XXE$8%#进行* 氨基酸的多序列排列使用

479KWG7̂ &8C软件'同源性分析使用XGWb-D$8%&

软件'系统进化树的构建使用X3b-"8&软件的邻

接法构建 ,(系统树",;H]JP6OEg6H:H:] WO;;#!设置

& %%%次 P66WKWOGQK进行评估*

&'+ (中华绒螯蟹的免疫刺激"*$%提取及

"#$%的合成

将健康的中华绒螯蟹按前面介绍的方法饲养

? T后!将其随机分为两组!每组 &$ 只!实验组注

射脂多糖!注射剂量为 =%%

!

]Af]!用灭菌 Bd1

"%8& F67A.!Q2?8$#稀释后每只蟹注射 &%%

!

.!

对照组每只蟹注射 &%%

!

.灭菌 Bd1* 注射部位

为中华绒螯蟹第四步足基节处!注射后立即将其

放回清水中!实验组和对照组分别于注射后 "+C+

$" J取样!每次各取 ! 只蟹的肝胰腺+肠及血淋

巴* 另外!为检测 >5/1#在不同组织中的表达水

平!分别取 ! 只健康蟹的肌肉+心脏+性腺+肝胰

腺+肠+鳃及血淋巴* 按DOHa67"0:\HWO6];:#试剂盒

说明书提取各器官或组织总+,-*

+,-经 @,GK;

*

"/;OF;:WGK#处理后!取 =

!

]用I@,-逆转录试剂盒"/;OF;:WGK#进行逆转

录!反应体系为 $%

!

.* 反应结束后将产物分装!

保存在<$% `*

&',(中华绒螯蟹铁蛋白基因的组织表达分布及

在脂多糖刺激下的诱导性表达

实时荧光定量B4+是在-d0B+01X?!%% 定

量B4+仪上完成的* 将反转录后反应液!引物各

稀释 &% 倍* $%

!

.的实时荧光定量 B4+反应混

合液中含 I@,-模板稀释液 !

!

.!&%

!

.$ c

1Zd+ ]O;;: +;G7EWHF; B4+ XGKW;O XHV!

"D)Z)d)#正反引物各 &

!

."&%

!

F67A.#和 =

!

.水* 铁蛋白基因的两个特异性引物为 N;OOHWH:E

/$ =oED-DDb4D4Db44DDbbb-DbE!o! N;OOHWH:E

#%(
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+$ =oE--4-bb4D4DbbDDb-4DDbE!o!B4+扩

增片段大小为 $&& PQ'内参基因
!

8*2$46 的引物

为$

!

8*2$46E/$ =oEb4-D44-4b-b-44-4DD-E

4-E!o!

!

8*2$46E+$ =oE4D44Db4DDb4Db-D44-E

4-D4E!o!B4+扩增片段大小为 $## PQ* 扩增序

列经测序证实* 实时荧光定量 B4+反应程序为

>= `预变性 $ FH:!>= `变性 &= K!== `退火 &=

K!?$ ` 延伸 "% K!反应进行 "% 个循环* 同一样

品的内参和目的基因在同一板中进行!每个样品

有 ! 个重复* B4+结果用-d0?!%% 1@1K6NWhGO;

"-QQ7H;T dH6KMKW;FK#进行分析*

由于目的基因 >5/1#和内参基因
!

8*2$46 的

引物在B4+中的扩增效率接近 &"图 &#!因此本

研究的数据分析采用 $

<

--

4W法* 结果用 $检验来

进行显著性分析!%值小于 %8%= 说明具有显著性

差异*

图 &(利用相对标准曲线来验证目的基因D'C(#和
!

@+2$).的引物的-.*扩增效率

G8E'&(T@31?3<?":<M09=@3<E0@31?"91@<9DE010781<03DH@8;0-.*

$'结果

)'&("#$%文库构建

原始文库的库容为 #8$C c&%

#

QN9AF.!文库

滴度为 &8=? c&%

#

QN9AF.* 随机挑选 $" 个单克

隆!以载体特异的 X&! 正向引物和 X&! 反向引

物进行B4+扩增!大小分布在 !%% _& %%% PQ!平

均插入片断大小为 ?%% PQ左右!重组率为 >=8Ci

"图 $#* 说明该文库具有良好的质量* 通过随机

测序获得了 !&> 条 31DK序列!使用 d7GKWY软件

和b;:dG:f的非冗余蛋白库比对!获得 &"% 个包

含重叠群的 31DK!有 &$? 个序列可以得到鉴别!

占 >%8?&i!包括 $" 个重叠群和 &%! 个单拷贝

31D!未能比对上的 31D占 >8$>i* 从序列比对

结果中筛选到与螯虾+罗氏沼虾":*2#.D#*2349"

#.516D1#@44#相似性高达 ?!i的铁蛋白基因的

序列*

图 )(中华绒螯蟹"#$%文库插入片断的-.*鉴定

G8E')(-.*8?01@8=8"3@8919=)+ <0"9;68131@"D910781@A0"#$%D86<3<C

)')(铁蛋白基因 D'C(#核酸序列及推导的氨基

酸序列特征

>5/1#I@,-全长 & &&C PQ"b;:dG:f登录号$

bD$>#&C##!包含 "C% PQ 的开放阅读框")+/#!编

码 &=> GG!其 =o和 !o的非编码区分别为 &?C PQ 和

"#& PQ* 理论等电点B0为 =8C&!预测分子量大小

(%(
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为 &C8! f9!1H]:G7B!8%软件预测>5/1#无信号肽!

DX2XX预测>5/1#在&= _!? GG处有一个跨膜螺

旋!3VQGKM推测有 &个,端糖基化位点!即,

>?

"图

!#* 在 =o非编码区核甘酸序列的 &!= _&#$ 的位置

有个特殊的铁反应元件"0+3#!含有一个共同的序

列4-b*b*"图 !#!中华绒螯蟹预测的铁反应元

件的二级结构!与螯虾+中国明对虾+人"P.".

5*=4165#等一样也是一个典型的茎环结构"图 "#*

图 !(中华绒螯蟹铁蛋白D'C(#"#$%的核甘酸

序列及其推导的氨基酸序列

小写字母为核甘酸序列!大写字母为氨基酸序列!起始密码子由

方框显示!终止密码子以
!

表示!椭圆标示为,端糖基化位点!

铁反应元件以灰色阴影显示* 多聚腺苷酸加尾信号以加粗显

示!粗斜体所示为F+,-不稳定信号!跨膜区以下划线显示*

G8E'!("#$%70>:01"031??0?:"0?B<9@0819=D'C(#

DJ;:9I7;6WHT;K;k9;:I;" 9QQ;O# G:T WJ;T;T9I;T GFH:6 GIHT

K;k9;:I;"76h;O#GO;:9FP;O;T8DJ;KWGOWI6T6:"GW]#HKP6V;T G:T

WJ;KW6Q I6T6:"WGG#H:THIGW;T PM G: GKW;OHKf8DJ;;77HQK;H:THIGW;K

WJ;Q6KHWH6: 6NWJ;,E]7MI6KM7GWH6: KHW;8DJ;HO6: O;KQ6:KH\;

;7;F;:W"0+3#HKH:THIGW;T PM ]OGM KJGT6h8DJ;P67T H:THIGW;KWJ;

Q6KHWH6: 6NWJ;Q67MGT;:M7GWH6: KH]:G7G:T WJ;P67T HWG7HIH:THIGW;K

F+,-H:KWGPH7HWM F6WHN8DJ;WOG:KF;FPOG:;J;7HV HK9:T;O7H:;T

hHWJ GKH:]7;7H:;8

)'!(铁蛋白基因 D'C(#的多序列比对以及系统

进化树分析

''比对南美白对虾+中国明对虾+贻贝":;$4795

@*77.=#.A4624*745#+人等铁蛋白的氨基酸序列!发

现与金属结合位点相关的 ? 个残基呈现高度的保

守性"图 =#*

图 +(中华绒螯蟹与中国明对虾"螯虾及人类的铁蛋白

基因的铁反应元件的假定二级结构的比较

G8E'+(%"9;B3<879181@A0B:@3@8M070"91?3<C 7@<:"@:<0

9==0<<8@81X*J=<9;D&').(.')'#C&2?).(.')'#

7&*(.)1'21*1'#A&'+>)(.'&

图 ,(中华绒螯蟹D'C(#和其它物种铁蛋白

基因的氨基酸序列比对

使用479KWG7̂ &8C 进行序列比对!相同的氨基酸用星号表示!

相似的氨基酸用圆点表示!缺失的氨基酸以破折号表示!与金

属结合位点相关的 ? 个残基用方框显示* 所用铁蛋白基因的

b;:dG:f登录号见图 #*

G8E',(L:D@8BD03D8E1;01@9=D'C(#3;819 3"8?

70>:01"0O8@A9@A0<=0<<8@81B<9@0817

XHKKH:] GFH:6 GIHTKGO;T;:6W;T PM JMQJ;:K81MFP67"

!

#

O;QO;K;:WKHT;:WHIG7O;KHT9;K! "$# I6:K;O\GWH\;K9PKWHW9WH6:! "8#

KHFH7GOO;KHT9;KG:T " <# FHKKH:] O;KHT9;K81;\;: O;KHT9;K

GKK6IHGW;T hHWJ WJ;F;WG7PH:TH:] KHW;H: WJ;/;OOHWH: h;O;P6V;T8

b;:dG:f GII;KKH6: :9FP;OKh;O;7HKW;T GK/H]8#8

)%(



# 期 郭慧芝!等$中华绒螯蟹铁蛋白基因的克隆及表达分析 ''

''同源性分析显示中华绒螯蟹铁蛋白与甲壳纲

的螯虾+南美白对虾+中国明对虾+罗氏沼虾同源

性最高! 分别达 ?&8Ci+ ?!8&i+ ?=8>i 和

?#8=i* 与节肢动物昆虫纲的铁蛋白同源性最

低!为 !?8%i _"%8"i* 与节肢动物蛛形纲+软

体动物以及脊椎动物铁蛋白的同源性分别为

##8!i _?&i+ #"8>i _#>8Ci+ =C8Ci _

#?8#i* 在此基础上!用 X;]G"8& 软件邻接法构

建的系统进化树表明!中华绒螯蟹的铁蛋白与节

肢动物甲壳纲的螯虾+南美白对虾+中国明对虾+

罗氏沼虾的铁蛋白聚为一支"图 ##*

)'+(铁蛋白基因 D'C(#的组织表达分布及诱导

性表达

用实时荧光定量 B4+方法检测中华绒螯蟹

>5/1#在不同组织的表达情况!结果表明!>5/1#

在所检测的组织中都有表达!在肝胰腺的表达量

最高'其次是肌肉+鳃+性腺!肠以及心脏!在血淋

巴中的表达量最低"图 ?#*

在中华绒螯蟹的血淋巴和肠中!>5/1#在脂

多糖诱导 " J后表达呈现显著的上调* 在血淋巴

中!>5/1#在 C J诱导的倍数最高!在 $" J 表达没

有显著的变化* 在肠中!>5/1#在 $" J 诱导的倍

数最高* >5/1#在肝胰腺中的表达在 $" J 呈现显

著增加"图 C#*

!'讨论

本研究从I@,-文库中筛选得到中华绒螯蟹

铁蛋白基因* 与其它无脊椎动物和脊椎动物的铁

蛋白的相同!中华绒螯蟹铁蛋白基因的 I@,-序

列在 =o的非编码区含有一个特殊的铁反应元件

"0+3#"图 "#'与其它动物氨基酸序列进行比较!

发现它们都存在与金属结合位点相关的 ? 个残

基'经同源性分析!与已经报道的甲壳动物的铁蛋

白的同源性最高'进化树分析结果也表明中华绒

螯蟹的铁蛋白基因与甲壳纲的螯虾+南美白对虾+

中国明对虾以及罗氏沼虾的铁蛋白聚为一支* 根

据以上分析!可以确认所筛选到的基因为中华绒

螯蟹铁蛋白的编码基因*

铁蛋白是体内铁的主要储存形式* 在节肢动

物中!铁蛋白的F+,-在器官组织中呈广泛性的

组成型表达!但参与贮存铁的器官有所不同* 在

南美白对虾中!铁蛋白F+,-在血细胞+中肠腺+

脑神经节+腮+肝胰腺+腹神经节+眼柄+肌肉!胸神

图 Q(无脊椎动物和脊椎动物铁蛋白的系统发育树
使用 X3b-"8& 软件的邻接法构建 ,(系统树 ",;H]JP6O

g6H:H:] WO;;#!并用 P66WKWOGQK进行了 &%%% 次评估* 系统树绘制

所用铁蛋白基因的 b;:dG:f 登录号如下$人"2K/;OE2#,Bj

%%%&!?!小鼠 " XF/;OE2# ,Bj %!"!#>! 鸡 " b]/;OE2# ,Bj

>>%"&?!斑马鱼 "@O/;OE2# ,Bj =?&##%!人 " 2K/;OE.# ,Bj

%%$%$!!小 鼠 " XF/;OE.# --2C!!=%' 长 牡 蛎 " 4]/;OE& #

--BC!?>!! 长 牡 蛎 " 4]/;OE$ # --BC!?>"! 贻 贝 " X]/;O#

-4XC#?C#!九孔螺 "2T/;O# -dZC?!=!!海湾扇贝 "-H/;O#

--5##>%?'篦子硬蜱".O/;O#--4&>&!&!镰形扇头蜱"+J/;O#

--U>C#$&!派氏钝缘蜱")Q/;O#-d+$!!C>!钝缘蜱")F/;O#

--4&>&!$!大腹鬼蛛 "-\/;O# --,!>%>>!尘螨 "@Q/;OE2#

--b%$$=%'螯虾 "B7/;O# 4--#$&C#!中华绒螯蟹 " 3K/;O#

bD$>#&C#!罗氏沼虾"XO/;O#-dZ?=$$=!中国明对虾"/I/;O#

-dd%==!?!南美白对虾 ".\/;O# --Y==#"&'巴西白斑弄蝶

"4;/;O# --@=%$!C!埃及斑蚊 "-G/;OE.# --)"&#>C!白蚁

"BQ/;OE.#-d5""?"&!果蝇 "@F/;OE.# --/%?C?>!粒肩天牛

"-]/;O# --X""%""! 烟草天蛾 " XK/;O# --/""?&?! 蜡螟

"bF/;O#--."?#>"*

G8E'Q(-ACD9E010@8"@<006370?9170>:01"079=

=0<<8@8178181M0<@06<3@0731?M0<@06<3@07

DJ;WO;;hGKI6:KWO9IW;T PM ,(F;WJ6T K9QQ6OW;T hHWJ &%%%

P66WKWOGQ O;Q7HIGWH6:KPM 9KH:] K6NWhGO;6NX3b-"8&8b;:dG:f

GII;KKH6: :9FP;OKh;O;7HKW;T GKN6776hH:]K$

P.". 5*=4165" 2K/;OE2# ,Bj %%%&!?! :95"9529795

"XF/;OE2#,Bj%!"!#>!H*7795@*7795"b]/;OE2#,Bj>>%"&?!

!*64. #1#4."@O/;OE2#,Bj=?&##%!P.". 5*=4165"2K/;OE.#,Bj

%%$%$!! :95"9529795" XF/;OE.# --2C!!=%' ?#*55.5$#1*

@4@*5& " 4]/;OE& # --BC!?>!! ?#*55.5$#1* @4@*5$ " 4]/;OE$ #

--BC!?>"! :;$4795 @*77.=#.A4624*745" X]/;O# -4XC#?C#!

P*74.$45C4A1#542.7.#"2T/;O# -dZC?!=!!G#@.=12$16 4##*C4*65

" -H/;O# --5##>%?' M+.C15 #424695" .O/;O# --4&>&!&!

(34=421=3*795 3*1"*=3;5*7.4C15 " +J/;O# --U>C#$&!
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%*24E*5$*29571649529795"B7/;O# 4--#$&C#! >#4.2314#54616545
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图 R(中华绒螯蟹铁蛋白基因在器官W

组织的表达分布

G8E'R(#87@<86:@8919=D'C(#@<317"<8B@81?8==0<01@

9<E317W@877:079=.A81070;8@@01"<36

图 S(脂多糖诱导中华绒螯蟹后 )+ A内血淋巴"

肠和肝胰腺铁蛋白;*$%表达水平的变化

取脂多糖诱导后 "!C!$" J的血淋巴+肠和肝胰腺提取+,-!实

时荧光定量B4+检测诱导后>5/1#相对于Bd1对照组的定量

变化* 星号"%R%8%=#表示诱导组和对照组存在明显的差异!

每组数据为 ! 只蟹的平均值p标准差*

G8E'S(JKB<0778919=D'C(#E01081?:"0?6C P-T

81A30;9DC;BA#81@07@81031?A0B3@9B31"<037

+,- hGK ;VWOGIW;T NO6F WJ; JG;F67MFQJ! H:W;KWH:; G:T

J;QGW6QG:IO;GKGW"!C!$" J Q6KWH:g;IWH6:8DJ;WOG:KIOHQWH6:G7

IJG:];KGO;KJ6h: H: OGWH6 6NI6:WO67IOGP!GKT;W;OFH:;T PM O;G7E

WHF;B4+83GIJ I679F: G:T PGOO;QO;K;:WWJ;F;G: p13NO6F

WJO;;H:TH\HT9G7K8DJ;GKW;OHKf "

!

# H:THIGW;KWJ;KH]:HNHIG:W

THNN;O;:I;P;Wh;;: H:T9I;T G:T I6OO;KQ6:TH:] I6:WO67]O69Q"%R

%8%=#8

经节+心脏均有表达!其中血细胞是参与铁储存的

主要器官($?)

* 而29G:]等(&>)的研究结果则显示

螯虾的铁蛋白F+,-在肝胰腺中的表达量最高!

在血细胞中没有检测到表达!这说明在螯虾中肝

胰腺是参与铁储存的器官!而螯虾血细胞不是储

存铁的器官* 在本研究中!中华绒螯蟹铁蛋白的

F+,-在肝胰腺+肌肉+鳃+性腺+肠+心脏以及血

淋巴中均有表达!其中在肝胰腺+肌肉+鳃+性腺中

的含量比较高!说明这些器官参与铁的储存*

29G:]等(&>)认为铁蛋白可以分为两类$一类

是存在于脊椎动物以及甲壳动物中的胞质内铁蛋

白'另外一类是存在于昆虫和蜗牛中的分泌型铁

蛋白* 然而 .H:T;O等($>)的研究结果发现分泌型

的铁蛋白也以微量的形式存在于脊椎动物的血液

中* 在本研究中!中华绒螯蟹铁蛋白的氨基酸序

列没有信号肽!这表明我们所筛选到的铁蛋白为

胞质内铁蛋白* 而分泌型铁蛋白是否也存在于中

华绒螯蟹或者是甲壳动物中!目前还未知*

铁蛋白不仅是主要的铁调节蛋白!也是细胞

用来抵抗应激和炎症的一种蛋白(!%)

* 在机体组

织损伤+炎症或感染时!体内许多血浆成分的浓度

在数小时内发生显著的变化!这种变化称为急性

时相反应'在急性时相反应中出现显著变化的血

浆蛋白成分称为急性时相反应蛋白* 急性时相反

应蛋白的浓度变化有重要的临床意义(!%)

* d;If

等(!&)和.H等(!$)的研究结果表明铁蛋白是一种急

性时相反应蛋白* 在棘皮动物福氏海盘车

"G5$1#4*5E.#D154#中!佛泊脂A脂多糖的刺激能增

加福氏海盘车铁蛋白的 F+,-和蛋白含量(!&)

'

当文昌鱼"O#*6234.5$."* D17231#4#浸泡在浓度为

&%

!

]AF.脂多糖的海水中时!文昌鱼铁蛋白的

同源物在转录和翻译水平上分别上调了 &8# 和

&8= 倍(!$)

* 在本研究中!脂多糖的刺激在数小时

内能显著增加中华绒螯蟹铁蛋白在非储存铁的器

官中 F+,-的表达* 此外!BG: 等(!!)发现在对

^115病毒有抵抗力的虾中!铁蛋白呈现上调表

达!这表明铁蛋白作为宿主内的一种应激蛋白存

在!同时在机体的免疫反应也可能有一定的作

用(!!)

* 本实验筛选并克隆到中华绒螯蟹铁蛋白

的编码基因!这一结果将为构建铁蛋白的重组表

达质粒!深入研究中华绒螯蟹铁蛋白的生物学功

能打下基础*
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