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摘要! 为深入了解红螯光壳螯虾酚氧化酶原" KF/6"#基因的非特异性免疫机制!利用 $&-,

技术从红螯光壳螯虾血细胞中克隆到酚氧化酶原基因 !B+%-=0!!B+%-=0基因 A4%&全长为

2 ;62 OK!开放阅读框为 1 ;;8 OK!编码 667 个氨基酸!其结构中含有两个铜离子结合位点!预

测分子量为 07186 V>'同源性比对结果显示!红螯光壳螯虾 -QKF/6"与克氏原螯虾酚氧化酶

原的同源性最高为 0;E!其次是淡水螯虾 09E$挪威龙虾 6;E$美国龙虾 60E等'进化分析发

现 -QKF/6"与克氏原鳌虾$淡水螯虾$挪威龙虾$美国龙虾等的酚氧化酶原亲缘关系最近'$?20

G:9?76-$实验结果表明!-QKF/6"在血细胞中表达水平最高!其次是肠$触角腺$鳃等'在肝胰

腺中有适量表达'W**.感染后红螯光壳螯虾 -QKF/6"9$%&在血细胞$肝胰腺和鳃组织中

具有不同的时空表达趋势!但感染组和免疫后感染组9$%&表达量分别在感染后 12 = 和 29 =

达到最大值!且在 / 种组织中 2 个感染组的 -QKF/6"表达量为对照组的 11/ =2177 倍!显著高

于对照组"=A3137#!之后 !B+%-=0基因的转录水平明显下降& 免疫后再受病毒感染的虾!

-QKF/6"9$%&的表达量在 / 种组织中总体高于感染组!感染 0 @ 后的免疫保护率达到

71186E!表明免疫增强剂可使机体的抗病毒能力增强!对防御 W**.感染具有一定的免疫保

护作用&

关键词! 红螯光壳螯虾' 酚氧化酶原' 白斑综合征病毒' 克隆' 表达

中图分类号! I086' *;101944444444 文献标志码(&

44红螯光壳螯虾##H/%$OB($"%'!$%',$)(&$又称

红螯螯虾"具有食性杂)生长快)易养殖等优势"是

目前世界上较名贵的淡水经济虾之一
&1'

( 我国

于 1;;2 年引进试养"随着养殖规模的不断扩大及

集约化程度的提高"各种养殖病害也日趋影响红

螯螯虾养殖产业的发展( 白斑综合征病毒#U=:G?

;K/G;N3@F/9?J:F>;"W**.$是常见的病害之一"

自 23 世纪 ;3 年代在全世界爆发以来"其宿主范

围广"不仅侵染各种野生及养殖对虾
&2 5/'

"而且还

涉及几乎所有的水生养殖甲壳类动物
&9 57'

"近年

来"在浙江)江苏等地也陆续发生了 W**.自然

感染红螯螯虾的病例
&6'

( 提高虾的自身免疫力"

增强其抗病机能是综合防治的根本措施之一(

酚氧化酶原 #6F/K=?3/0/S:@2;?" KF/6"$系统

是甲壳动物最重要的免疫反应体系"其 6"活力

的强弱与机体的免疫力直接相关"可作为衡量甲

壳动物免疫功能大小的指标之一
&0'

( 作为甲壳

动物免疫系统的重要组分"进行酚氧化酶原基因

结构研究"是深入研究酚氧化酶原在体内表达调

控机制和免疫功能等的基础( &;K_3 等
&8'

在淡水

螯虾 # =$!'@$&)$!(&2/,'(&!(2(&$ 中首 次确定 了

KF/6"的初级结构"之后陆续报道了甲壳动物的

KF/6" 序 列" 如 叶 星 等
&;'

克 隆 了 短 沟 对 虾

#=/,$/(&&/8'&(2!$)(&$ 和 斑 节 对 虾 # =/,$/(&

8-,-"-,$的 KF/6"基因%C/ 等
&13'

克隆了锯缘青

蟹#J!*22$ &/%%$)$$的 KF/6"基因%':等
&11'

克隆了
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克氏原螯虾#=%-!$8?$%(&!2$%I''$的 KF/6"基因%

孙杰等
&12'

克隆了中国明对虾 #E/,,/%-+/,$/(&

!H',/,&'&$的 KF/6"基因( 本研究采用 $&-,方

法从红螯螯虾血细胞中克隆 出 KF/6" 全长

A4%&"并通过序列分析确定 KF/6"的遗传结构

和红螯螯虾 KF/6"基因的进化地位%通过分析

KF/6"基因在不同组织中的表达模式及在 W**.

感染后和注射免疫多糖后红螯螯虾 KF/6"基因

9$%&的表达情况"从基因水平认识 KF/6"基因

和红螯螯虾非特异性免疫抗病之间的相互关系"

以期为今后对该基因进行重组表达)基因功能调

控等方面的研究奠定分子水平的理论基础(

14材料与方法

&'&(实验材料

实验用红螯螯虾采自上海市金山区漕泾特种

水产养殖场"体长 # 19167 B1116 $ A9"体质量

#07126 B611/$ M( 挑选健康活力强的个体暂养

于实验室玻璃水族箱内"水温#27 B1$L"29 = 连

续充气( 实验前暂养 0 @"每天投喂饲料 1 次( 提

取总 $%&的试剂盒为 &SNM?3 公司产品和原平

皓天津生物技术有限公司的 $%&快速提取试剂

盒( $?20G:9?76-$采用 D2C2$2公司的 6F?9:S

,S A$B

DH

+/G*G2FG.?F;:/3 试剂盒"逆转录酶及其

他主要试剂为 D2C2$2公司产品( /P"7P$&-,

6-$扩增使用-0/3G?A= 公司的*H&$D?F

DH

$&-,

A4%&&9K0:T:A2G:/3 试剂盒( 6-$的扩增引物由

上海博尚生物公司合成"6-$产物由上海生工生

物公司克隆测序( 白斑综合征病毒由本实验室保

存( 免疫多糖 #酵母细胞壁$购于湖北安琪酵母

有限公司(

&'!(引物设计

从 B?3823V 获得了克氏原螯虾酚氧化酶原

基因#,(7;7;0/11 $"淡水螯虾酚氧化酶原基因

#X8/9;911 $" 中 国 明 对 虾 酚 氧 化 酶 原 基 因

# &-H61;821 1 $" 美 国 龙 虾 # 9-8$%(&

$8/%'!$,(&$酚氧化酶原基因#&Y6771/;11$和罗

氏沼虾 #7$!%-?%$!H'(8%-&/,?/%L''$酚氧化酶原

基因#&Y;9093311$"根据此序列设计 1 对兼并引

物 KF/6"(和 KF/6"$"扩增出 KF/6"基因 A4%&

部分片段%再根据此部分片段设计 7P7$&-,和

/P7$&-,的特异性引物 KF/6"7P$)KF/6"/P(%根

据测序所得的红螯螯虾酚氧化酶原#-QKF/6"$全

长 A4%&设计实时定量 6-$引物"

!

3$!)', 基因的

特异性引物根据之前的报道进行设计( 用 1 对特

异性引物 KF/$D(15KF/$D$1"1 对
!

3$!)', 基因引

物 23G:3 (1523G:3 $1 来检测红螯螯虾不同组织中

-QKF/6"9$%&的表达情况%用 1 对特异性引物

KF/$D(25KF/$D$2" 1 对
!

3$!)', 基因引物 23G:3

(2523G:3 $2 来检测 W**.病毒不同刺激时间段

中红螯螯虾肝胰腺)血细胞)鳃中-QKF/6"9$%&

的表达情况#表 1$(

表 &(实验中用到的引物及其序列

+,-'&(WB0@7C4"B278052D/012/343250C8922HD2/012C83

引物

KF:9?F

引物序列#7P7/P$

KF:9?F;?Q>?3A?

KF/6"( +-&--&-DBB-&-DBB-&

KF/6"$ BD-B&&WBBB&&$---&D

KF/6"7P$ &--&--&-&DD-BB-&BBB&-&B

KF/6"/P( -D&&BD---&&-B-D-DBDD-D&-BB

#6H -D&&D&-B&-D-&-D&D&BBB-&&B-&BDBBD&D-&&-B-&B&BD

KF/6"7* D-BBB&&B-D---DD&DD

KF/6"7. --&--&DDBDB--D--&&

KF/$D(1 BDD-BDDB&-BB-&D-DDD-&BB&B

KF/$D$1 &--&-&DD-BB-&BBB&-&B

KF/$D(2 -BD-&-&&-&BB&&&BDD&BBB&DD

KF/$D$2 -&-&DD-BB-&BBB&-&B&D

23G:3 (1 B&-D-BD-BD&-D--D--DDBBDB

23G:3 $1 &-DB&B-BDBB-D&-D--DD-&-

23G:3 (2 B-DD---B&-BBD-&BBD-&

23G:3 $2 DBD-B-&--D-&DB&DBB&B-DBDB

注!+>&/F-/FD"W >&/FD"$>&/FB(
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&'*(血细胞总 )$%的提取及 "#$%第一链的

合成

取 583 L 保存的红螯螯虾血细胞样品

#133 =233 9M$ 用 $%& 提取试剂盒 #&SNM?3"

#*&$ 提 取 总 $%&( 用 反 转 录 试 剂 盒

#6F:9?*AF:KG$D H2;G?FH:S 6?FT?AG$?20D:9?

C:G$进行上述 $%&反转录以得到 A4%&( /0 L

反转录 17 9:3"87 L 7 ;灭活反转录酶(

&';(酚氧化酶原基因 "#$%片段的克隆

以红螯螯虾血细胞 A4%&为模板"采用兼并

引物 KF/6"(和 KF/6"$进行 6-$扩增"6-$反

应体系为 73

#

'"优化后扩增条件!;9 L预变性 1

9:3%;8 L变性 13 ;"77 L退火 /3 ;"02 L延伸 1

9:3"/3 =/7 个循环%02 L延伸 / =7 9:3%9 L保

存( 6-$产物送上海生工生物公司进行克隆

测序(

&'<(酚氧化酶原 "#$%全长序列的获得

测序结果在 %-8)数据库 # =GGK!

!

UUU1

3AO:130913:=1M/J$中进行 802;GX分析比对"若以

上实验所得酚氧化酶原部分序列与其它物种的酚

氧化酶原同源"则根据测得的序列再设计正向

#KF/6"7P$$)反向 # KF/6"/P($共 2 条引物用于

$&-,扩增( 采用 *H&$D

DH

$&-,A4%&试剂

盒 # -0/3G?A= $ 进 行 7P和 /P7$&-, 获 得 全 长

A4%&(

&'=(酚氧化酶原基因表达模式分析

实验分组44分为 9 个处理组"每组 / 个重

复"每个重复 / 尾( 对照组#A/3GF/0$!于第 1)2 腹

节肌肉每尾注射 68*缓冲液 3113 9'%免疫组

#MF/>K

!

$!每尾注射 113E免疫多糖溶液 3113

9'%感染组 # MF/>K

'

$!每尾注射 68*缓冲液

3113 9'"98 = 后注射 3119 9'病毒液( 免疫后

感染组#MF/>K

*

$!每尾注射 113E免疫多糖溶液

3113 9'"免疫 98 = 后于第 1)2 腹节肌肉注射

3119 9'W**.病毒液(

血细胞及各组织的制备44分别于注射后

3)6)12)29)98 和 02 = 从红螯螯虾胸足基部抽取

血淋巴置于离心管中"加适量抗凝剂"在 9 L条件

下"以 / 033 F59:3 离心 13 9:3 后得血细胞%分别

取肝胰腺)鳃)胃)肠)触角腺)肌肉)精巢和卵巢于

583 L保存备用( 感染组和免疫后感染组试验

中注射病毒前取样为 3 = 对照组(

实时荧光定量 6-$分析44首先对引物的

浓度)模板浓度)引物退火温度进行优化( 优化后

反应条件如下!;7 L预变性 2 9:3%;7 L变性

17 ;"63 L退火 /3 ;"93 个循环( 每个组织的样

品设 / 次重复( 反应结束后确定 $?207G:9?6-$

的扩增曲线和溶解曲线"数据采集和处理在

*G?K"3?*?Q>?3A?4?G?AG:/3 *N;G?9上进行(

实验所得数据以平均值#9?23"H$ B标准差

#;G@?J2"*4$表示"所测数据以 *6**1913 软件进

行等统计分析"采用 "3?7W2N &%".&法进行显

著性检验"并用 4>3A23 检验法进行多重比较( 本

实验根据 ':J2V

&1/'

的方法进行引物的效率检测"

6-$产物的溶解曲线没有杂峰"显示产物特异性

好( 采用 2

5

&&

#

G法分析处理 Q$D76-$结果"

&

#

G

定义为内标#

!

3$!)',$#

G

值与目的基因#!B+%-=0$

#

G

值的差值"以 68*对照组的表达量为 1(

&'L(免疫保护率测定

感染组和免疫后感染组分别设 / 个重复"每

个重复 23 只虾( 感染组 #对照组 $!每尾注射

68*缓冲液 3113 9'"98 = 后注射 3113 9'病毒

液%免疫后感染组!每尾注射 113E免疫多糖溶液

3113 9'"免疫 98 = 后注射 3113 9'W**.病毒

液( 注射 W**.病毒后连续观察 0 @"记录各组

实验螯虾一周内的累积死亡率( 免疫保护率 >

#对照组死亡率 5免疫组死亡率 $ 5对照组死

亡率(

&'\(生物信息学分析

利用 =GGK!

!

UUU13AO:130913:=1M/J 网站上

的 802;GX工具进行核酸和蛋白序列相似性比对

分析%通过 %-8)的 "$((:3@?F进行开放阅读框

分析并预测氨基酸序列%氨基酸功能域预测用

,S6&*N76$"*)D,网站 # =GGK!

!

KF/;:G?1?SK2;N1

/FM5$%*:M3206程序分析信号肽%采用 -0>;G20W

软件进行多序列比对分析( 用 H,B& 913 软件

中的 %!#%?:M=O/F7!/:3:3M$法构建进化树( 用自

展法#8//G;GF2K$进行 1 333 次重复检验(

24结果

!'&(红螯螯虾酚氧化酶原 !>658?@基因全长

"#$%的克隆

以红螯螯虾血细胞 A4%&为模板"用兼并引

物进行 6-$扩增"获得一条约 1 /72 OK 的片段"

经 802;GX分析"显示与已登录的克氏原螯虾

#&8$1291211$)淡水螯虾 #-&&7890111$)挪威

79
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龙虾#P/+H%-+&,-%5/L'!(&$ #--,9631111$)美国

龙 虾 # &Y6771/;11 $) 欧 洲 龙 虾 # 9-8$%(&

L$88$%(&$#-&,9602911$等酚氧化酶原基因具

有较高的同源性( 以这段序列设计 7P和 /P7$&-,

引物分别进行 7P7$&-,和 /P7$&-,"测序后所得

序列通过比对拼接得到了一条 2 ;62 OK 的全长红

螯光 壳 螯 虾 酚 氧 化 酶 原 !B+%-=0 基 因 序 列

#B?3823V 登录号!!I/882;2$"为验证序列的可靠

性"重新设计 KF/6"7*)KF/6"7.克隆酚氧化酶原全

长序列"结果与拼接结果一致"证明完整 A4%&克

隆成功(

!'!(红螯螯虾酚氧化酶原 !>658?@基因序列特征

分析

红螯螯虾 KF/6"A4%&全长为 2 ;62 OK"包

含了一个 08 OK 的 7P7#D$区域和一个 886 OK 的

/P7#D$#非编码区$区域"其中包括一个终止密码

子 # D&&$" 2 个 多 聚 腺 苷 酸 加 尾 信 号

# 6/0N2@?3N02G:/3 *:M320*:G?$ # &&D&&&$ 和

K/0N&尾( 1 ;;8 OK 的开放阅读框#"$($编码了

667 个氨基酸( 红螯螯虾酚氧化酶原的理论等电

点#KN$为 6117"计算分子量为 07186 V>( "$(含

有 2 个酪氨酸激酶磷酸化位点 #DNF/;:3?V:32;?

K=/;K=/FN02G:/3 ;:G?$%1/ 个酪蛋白激酶
'

磷酸化

位点#-2;?:3 V:32;?

'

K=/;K=/FN02G:/3 ;:G?$%0 个

蛋白 激 酶 - 磷 酸 化 位 点 # 6F/G?:3 V:32;?-

K=/;K=/FN02G:/3 ;:G?$% 1 个 依 赖 于 A&H6723@

ABH6的蛋白激酶磷酸化位点#A&H6723@ ABH67

@?K?3@?3GKF/G?:3 V:32;?K=/;K=/FN02G:/3 ;:G?$% /

个 %7糖基化位点#%7M0NA/;N02G:/3 ;:G?$#图 1$(

图 &(红螯螯虾酚氧化酶原基因 W)?中磷酸化位点和糖基化位点示意图

11酪氨酸激酶磷酸化位点#黄色$ % 21酪蛋白激酶
'

磷酸化位点#蓝色$ % /1蛋白激酶 -磷酸化位点#绿色$ % 91%7糖基化位点#深

蓝$ % 71依赖于 A&H6723@ ABH6的蛋白激酶磷酸化位点#灰色$ (

?0@'&(+92D973D97/:B,807C308,C5@B:"73:B,807C30820CW)?76D/7D92C7B7H05,326/71 A&>.'"5)!'5)*'=.+

11DNF/;:3?V:32;?K=/;K=/FN02G:/3 ;:G# N?00/U$ % 21-2;?:3 V:32;?

'

K=/;K=/FN02G:/3 ;:G?# O0>?$ % /16F/G?:3 V:32;?-K=/;K=/FN02G:/3 ;:G?

# MF??3$ % 91%7M0NA/;N02G:/3 ;:G?# @??K O0>?$ % 71A&H6723@ ABH67@?K?3@?3GKF/G?:3 V:32;?K=/;K=/FN02G:/3 ;:G?# MF2N$1

!'*(红螯螯虾酚氧化酶原 >MD/7.W结构分析

红螯螯虾酚氧化酶原 -QKF/6"含有 / 个串

联的血蓝蛋白结构域!=?9/AN23:3@%结构域 #残

基 9/ 位 5138 位$"=?9/AN23:3@H结构域#残基

112 位 5/86 位$和 =?9/AN23:3 @-结构域 #残基

/;2 位 5678 位$ #图 2$"其中第 1 结构域为亚基

蛋白的 %端"有大量的
$

螺旋二级结构%第 2 结

构域 H也是
$

螺旋区"含血蓝蛋白的活性部位"

活性部位共有 2 个铜离子结合位点#图 /$"这些

铜离子结合位点中保守的组氨酸在蛋白中的位置

分别为!100"181"23/"//0"/91 和 /00 以及铜结合

位点相邻的氨基酸序列高度保守#图 /$(

!';(红螯螯虾 >MD/7.W氨基酸序列同源性分析

利用-0>;G20W 对红螯螯虾 -QKF/6"和其它 19

种甲壳类酚氧化酶原的多序列比对见图 /"红螯螯虾

-QKF/6"与克氏原螯虾酚氧化酶原的同源性最高为

0;E"其次是淡水螯虾 09E)挪威龙虾 6;E)美国龙

虾 60E和欧洲龙虾 60E( 另外 ; 个种类!中国明对

虾)凡纳滨对虾#G')-+/,$/(&5$,,$8/'$)斑节对虾)

日本囊对虾#7$%&(+/,$/(&M$+-,'!(&$)三疣梭子蟹

#=-%)(,(&)%')(?/%!(2$)(&$)珍 宝 蟹 #7/)$!$%!',(&

8$L'&)/%$) 短 沟 对 虾) 中 华 绒 螯 蟹 # Q%'-!H/'%

&',/,&'&$)长足龙虾#=$,(2'%(&2-,L'+/&$与红螯螯虾

-QKF/6"相比同源性均为 78E=67E(

图 !(红螯螯虾酚氧化酶原中的三个串联血蓝蛋白结构域位置示意图

?0@'!(#038/0-4807C7689/228,C521 9217":,C0C571,0C76D/7.W6/71 A&>.'"5)!'5)*'=.+
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图 *(红螯螯虾酚氧化酶原与其它甲壳类同源序列的多序列比对

阴影显示 2 个铜离子 ->&和 ->8的位点及铜离子结合位点的 6 个组氨酸残基"用粗体 +表示(

?0@'*(N4B80DB2,B0@C12C876A&>.'"5)!'5)*'=.+D/7.WK0898927892/"/438,"2,CD/7.W

D=?GU/ ;:G?;/T->&"->823@ G=?;:S =:;G:@:3?F?;:@>?;U:G=:3 G=?A/KK?F7O:3@:3M ;:G# O/0@ 0?GG?F+$2F?;=/U3 :3 G=?;=2@/U1
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44利用 H,B&913 软件对节肢动物中 27 个不

同的酚氧化酶原序列进行了分子系统学分析"在

构建系统发生树的基础上研究了红螯螯虾

-QKF/6"和其它种类酚氧化酶原之间的进化关系

#图 9$( 结果显示"不同物种来源的酚氧化酶原

之间是保守的并且在一定程度上是相关的( 从系

统进化树上可以看到酚氧化酶原在甲壳动物中被

分为两个亚群( 红螯螯虾 -QKF/6"与克氏原鳌

虾)淡水螯虾)长足龙虾)挪威龙虾)美国龙虾和欧

洲龙虾等甲壳动物的酚氧化酶原分为一个亚群(

甲壳 纲 的 大 型 蟤 # .$+H,'$ 8$L,$ $) 蚤 状 蟤

#.$+H,'$ +(2/O$ 和 昆 虫 纲 的 家 蝇 # 7(&!$

"-8/&)'!$$)疟蚊#;,-+H/2/&L$8?'$/$)朝鲜黑金

龟#9-2-)%'!H'$ "'-8+H$2'$$)家蚕#:-8?*O8-%'$)

大蜡螟螟#>$22/%'$ 8/22-,/22$$酚氧化酶原属于另

外一个亚群( 红螯螯虾首先与克氏原鳌虾和淡水

螯虾聚类"之后与长足龙虾)挪威龙虾)美国龙虾)

欧洲龙虾聚为一支"再与由凡纳滨对虾)日本囊对

虾)斑节对虾)中国明对虾和短沟对虾形成的一支

聚在一起)进而与三疣梭子蟹)中华绒螯蟹)珍宝

蟹)普通黄道蟹##$,!/%+$L(%(&$)罗氏沼虾和叶

虾 # P/?$2'$ I/,&2/*'$ 聚为一亚群( 我们发现

-QKF/6"在进化上与克氏原鳌虾)淡水螯虾)长足

龙虾)挪威龙虾)美国龙虾)欧洲龙虾等虾的酚氧

化酶原亲缘关系最近"其次与凡纳滨对虾)日本囊

对虾)斑节对虾)中国明对虾和短沟对虾的酚氧化

酶原基因相关联%与三疣梭子蟹)中华绒螯蟹)珍

宝蟹等一些蟹类的酚氧化酶原在分子进化上距离

相对较远(

图 ;(根据 $F 法构建的 !< 种节肢动物的酚氧化酶原基因进化树

?0@';($20@9-7/GF70C0C@ D9:B7@2C0"8/2276D/7D92C7B7H05,32,10C7

,"0532M42C"236/71 !< 50662/2C83D2"02376,/89/7D75
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!'<(>MD/7.W 1)$%在红螯螯虾各个组织中

的表达特征

利用 Q$D76-$相对定量方法分析了红螯螯

虾酚氧化酶原 -QKF/6"在不同组织中的表达"基

因的表达特征图谱如图 7 所示( -QKF/6"在血细

胞中表达水平最高"远高于其它各组织 #=A

3131$%其次是肠)触角腺)鳃和卵巢%在肝胰腺中

有适量表达"在胃和肌肉中有微量表达"而在精巢

中几乎无表达( 这说明 -QKF/6"的表达具有明

显的组织特异性(

图 <(红螯螯虾 !>658?@基因#,$和 >MD/7.W1)$%在各个组织中表达#-$

+K1肝胰腺"+91血细胞"B:1鳃"*G1胃")31肠"&B1触角腺"H;1肌肉"*K1精巢""J1卵巢1图上 2)O)A等不同字母表示差异显著#=A

3137$ (

?0@'<(+033425038/0-4807C76>MD/7.W1)$%#,$,C5!>658?@ @2C22HD/23307C#-$

+K1=?K2G/K23AF?2;"+91=2?9/ANG?;"B:1M:00"*G1;G/92A=")31:3G?;G:3?"&B123G?3320M023@"H;19>;A0?"*K1;K?F92FN""J1/J2FN182F;

U:G= @:TT?F?3G0?GG?F;#2"O"A"?GA1$:3@:A2G?;:M3:T:A23G@:TT?F?3A?#=A3137$1

!'=(QSSX病毒感染后红螯螯虾 !>658?@基因

的表达变化

白斑综合征病毒感染后红螯螯虾酚氧化酶原

!B+%-=0基因在血细胞)肝胰腺和鳃中的表达特

征图谱如图 6 58 所示( 注射 W**.后"在血细

胞中感染组#MF/>K

'

$和免疫后感染组#MF/>K

*

$

的 !B+%-=0基因表达量分别在 12 = 和 29 = 时达

到最高值"且显著高于对照组#=A3137$"为对照

组的 11/ =116 倍"之后明显下降"至 02 = 时 2 感

染组分别比对照组下降了 21; =; 倍#图 6$%在肝

胰腺和鳃中感染组 # MF/>K

'

$和免疫后感染组

#MF/>K

*

$的 !B+%-=0基因表达量均在 29 = 时达

到最高值"且明显高于对照组#=A3137$"随着感

染时间延长 !B+%-=0基因表达量呈显著下降趋

势#图 0 58$( 免疫后感染组由于在感染 W**.

前注射了免疫多糖"所以在 / 种组织中基因表达

量总体高于感染组(

!'L(免疫多糖对红螯螯虾免疫保护率的影响

免疫多糖对红螯螯虾免疫保护率的影响结果

见图 ;( 由图 ; 可知"注射 W**.0 @ 后"对照感

染组的死亡率高达 ;3E"免疫后感染组由于在感

染病毒前注射了免疫多糖"死亡率仅为 9/1//E"

明显低于对照组 #=A3137 $"免疫保护率达到

71186E(

图 =(>MD/7.W1)$%在红螯螯虾血细胞中的表达

图上 2)O)A等不同字母表示差异显著#=A3137$ (

?0@'=()2,B8012G.>),C,B:30376>MD/7.W @2C2

2HD/23307C6/71 9217":8276A&>.'"5)!'5)*'=.+

82F;U:G= @:TT?F?3G0?GG?F;# 2" O" A" ?GA1$ :3@:A2G?;:M3:T:A23G

@:TT?F?3A?#=A3137$1
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图 L(>MD/7.W1)$%在红螯螯虾肝胰腺组织中的表达

图上 2)O)A等不同字母表示差异显著#=A3137$ (

?0@'L()2,B8012G.>),C,B:30376>MD/7.W @2C2

2HD/23307C6/71 92D,87D,C"/2,376

A&>.'"5)!'5)*'=.+

82F;U:G= @:TT?F?3G0?GG?F;# 2" O" A" ?GA1$ :3@:A2G?;:M3:T:A23G

@:TT?F?3A?#=A3137$1

图 \(>MD/7.W1)$%在红螯螯虾鳃组织中的表达

图上 2)O)A等不同字母表示差异显著#=A3137$ (

?0@'\()2,B8012G.>),C,B:30376>MD/7.W @2C2

2HD/23307C6/71 @0BB76A&>.'"5)!'5)*'=.+

82F;U:G= @:TT?F?3G0?GG?F;# 2" O" A" ?GA1$ :3@:A2G?;:M3:T:A23G

@:TT?F?3A?#=A3137$1

图 ](QSSX感染对红螯螯虾累积存活率的影响

?0@'](>414B,80E234/E0E,B,@,0C388012

D738G0C62"807C67/A&>.'"5)!'5)*'=.+

"9,BB2C@25K089QSSX

/4讨论

酚氧化酶原序列最显著的特征是具有两个铜

结合位点即 ->&和 ->8"每个铜离子都与 / 个保

守的组氨酸残基结合
&19'

( 这对铜离子是酚氧化

酶与分子氧和它的酚类底物相互作用的部位( 将

红螯螯虾 !B+%-=0基因的 2 个铜离子结合位点)

位于铜结合位点内的 6 个组氨酸残基及其相邻氨

基酸序列与数据库序列进行比较"显示红螯螯虾

酚氧化酶原与许多种类的酚氧化酶原具有显著同

源性"尤其是铜结合位点内的 6 个组氨酸高度保

守
&13"17'

#图 /$( -QKF/6"结构中也发现 / 个保守

的血 蓝 蛋 白 结 构 域" 分 别 为 +?9/AN23:37%"

+?9/AN23:37H和 +?9/AN23:37-"这再次证明甲

壳动物和昆虫的 KF/6"都是血蓝蛋白家族的基

因
&16'

#图 2$(

本研究红螯螯虾 KF/6"A4%&全长为 2 ;62

OK"1 ;;8 OK 的开放阅读框#"$($编码了 667 个

氨基酸( 与最新 %-8)网上公布的红螯螯虾

KF/6"序列#B?3823V 登录号!!I393730$相比"其

A4%&全长为 2 ;/3 OK"在编码了 667 个氨基酸的

开放阅读框#"$($中"第 2// 位)26; 位编码了不

同的氨基酸"前者为精氨酸和天冬氨酸"后者为丝

氨酸和谷氨酸"这可能是动物个体的差异或是实

验的方法不同所致"还需今后进一步的证实( 从

"$(包含的氨基酸序列中我们还可以看到"有 2

个酪氨酸激酶磷酸化位点%1/ 个酪蛋白激酶
'

磷

酸化位点%0 个蛋白激酶磷酸化位点%1 个依赖于

A&H6723@ ABH6的蛋白激酶磷酸化位点%/ 个 %7

糖基化位点( 目前克隆的十足目 KF/6"基因中大

多数含有 7 个 %7糖基化结合位点
&13"17'

"克氏原鳌

虾酚氧化酶原多达 8 个%7糖基化位点
&11'

"这可能

与物种进化差异相关( 蛋白质的磷酸化)糖基化

是完成其生理功能的结构基础"特别是该蛋白序

列中酪蛋白激酶
'

磷酸化位点有 1/ 个"表明酪蛋

白激酶
'

对该蛋白生物功能的发挥具有重要的调

节作用
&10 518'

( 红螯螯虾酚氧化酶原 -QKF/6"的

"$(有多个位点有可能发生磷酸化修饰和糖基

化修饰"这些存在的位点可能就是 -QKF/6"被转

运到某个特定的细胞器后的加工位点"通过此翻

译后加工来实现其生理功能( 当酚氧化酶原被激

活后"去掉 %7末端的一个多肽"为酚类底物进入

活性位点开启了一个很大的入口"从而实现酚氧

17
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化酶活性
&1; 523'

( 至于这些可能与免疫活性相关

的位点以及 -QKF/6"确切的翻译后加工机制还

需要以后进一步的深入研究(

*F:G>3N20>AV;232等
&21'

通过 %/FG=?3 80/G分析

证实了对虾的酚氧化酶原是在血细胞中合成而不

在肝胰腺合成"酚氧化酶原合成部位的分布特点

可能与快速防御反应有关( 本研究中"Q$D76-$

的结果显示红螯螯虾酚氧化酶原-QKF/6"9$%&

表达量在血细胞中最高"其次是肠)触角腺)鳃和

卵巢%在肝胰腺中有适量表达( 在其他甲壳类十

足目种类中"从中国明对虾中克隆的酚氧化酶

(-KF/6"在血细胞中表达最高"其次是肝胰腺)肠

和鳃
&12'

%在克氏原鳌虾
&11'

)锯缘青蟹
&13'

和凡纳滨

对虾
&17'

中克隆的酚氧化酶原均在血细胞中表达

量最高(

白斑综合征病毒 W**.是一种大型的双链

4%&病毒"该病毒侵染性和复制能力很强"宿主

死亡率可达 133E"且宿主范围很广"可侵染对虾

的多种组织
&22'

( 酚氧化酶# K=?3/0/S:@2;?"6"$又

称为酪氨酸酶 #GNF/;:32;?$"它是一种含铜的酶"

能够催化单酚羟化成二酚"并把二酚氧化成醌"醌

在非酶促条件下形成最终的反应产物黑色素( 这

些黑色素协同具有细胞毒性的醌类中间产物沉积

到入侵的病原体周围"起到隔离杀死病原体的作

用"即所谓的黑化包被反应
&21'

( 在较高等的无脊

椎动物如节肢动物中"6"具有多种功能"它不仅

参与黑色素形成)角质的硬化和伤口愈合"而且在

宿主的防御反应中还作为非自身识别系统发挥功

能"在识别异物)释放调理素# /K;/3:3$)促进血细

胞的吞噬和包囊反应以及促进颗粒血细胞和半颗

粒血细胞释放颗粒)产生多种介导凝集因子及抗

菌肽等免疫功能方面发挥着重要的作用
&0"2/ 527'

(

孙杰等
&12'

的研究表明中国明对虾被 W**.感染

后其酚氧化酶基因表达水平明显上调( 本研究中

红螯螯虾酚氧化酶原 -QKF/6"在 W**.感染后

9$%&的表达特征在血细胞)肝胰腺和鳃组织中

具有不同的时空表达趋势"但具 W**.症状的红

螯螯虾 -QKF/6"的 9$%&表达量均在病毒感染

后先下调"6 = 或 12 = 时最低"之后迅速上升"2 个

感染组分别在 12 = 和 29 = 达到最大值"且在 / 种

组织中 2 个感染组的 -QKF/6"表达量为对照组

的 11/ =2177 倍"显著高于对照组 #=A3137$(

感染初期 -QKF/6"9$%&表达量下降可能意味

着动 物 处 在 感 染 后 的 不 适 和 恢 复 期" 之 后

-QKF/6"的高水平转录可能用来合成并补充那些

参与免疫应答而活化的酚氧化酶"感染 29 = 后

!B+%-=0基因的转录水平下降"意味着这个阶段

酚氧化酶的逐渐失活( 这个过程也说明了当病毒

进入红螯螯虾体内"触发了红螯螯虾免疫系统并

产生免疫反应"促进了红螯螯虾酚氧化酶 6"的

生物合成"从而提高了机体杀死病原体的活力(

但随着感染时间的延长"病毒迅速扩繁"机体的免

疫防御机能受损"以致在病毒感染后期致使酚氧

化酶失活
&26 520'

( 这一结果和作者研究的 W**.

感染后红螯螯虾 6"含量的变化基本一致#另文

发表$( 相似的研究结果还有 6:G:等
&28'

用 W**.

刺激斑节对虾后 KF/6"9$%&表达量的变化"而

与孙杰等
&12'

通过 W**. 刺激中国明对虾后

(-KF/6"9$%&的表达量在 6 = 内持续升高略有

不同"但和 6 = 之后 KF/6"基因的转录水平呈下

降趋势相似( 本实验可明显看出注射免疫多糖

后"红螯螯虾体内 !B+%-=0基因的表达量在 / 种

组织中均有上升趋势"且在 29 = 时最高"与用脂

多糖注射锯缘青蟹后 KF/6"9$%&的表达相一

致
&13'

( 从免疫多糖对红螯螯虾免疫保护率也显

示免疫后感染组由于在感染病毒前注射了免疫多

糖"0 @ 后死亡率明显低于对照组#=A3137$"免

疫保护率达到 71186E( 相似的研究结果有曹剑

香等
&2;'

对凡纳滨对虾和苏永腾等
&/3'

对罗氏沼虾

的免疫保护率研究( 这些研究表明免疫增强剂可

使机体的抗病毒能力增强"对防御 W**.感染具

有一定的免疫保护作用(
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