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摘要! 为研究虾夷扇贝 -型凝集素的母源传递及其抑菌作用!实验运用 V$K87-$技术检测了

经鳗弧菌刺激后虾夷扇贝卵巢中 -型凝集素的表达模式!比较分析了 -型凝集素基因在正常

虾夷扇贝和鳗弧菌刺激的虾夷扇贝所产的卵及其胚胎发育前期的存在与变化#通过抑菌实验

研究了卵胞浆中 -型凝集素抑制细菌存活的作用" 结果表明!鳗弧菌刺激能够诱导虾夷扇贝

卵巢中的 -型凝集素 :$%&表达量显著变化!最高表达量出现在刺激 9 P 后!为对照组的 712

倍#母体中 -型凝集素可以传递给卵和胚胎!刺激组表达量极显著高于正常组!且表达量都随

胚胎发育逐渐降低!至受精 /7 P 时分别为正常对照卵的 31/ 和 312 倍#蛋白终浓度为 233 和

833

$

J6:'的卵无细胞体系都具有一定的抑菌作用!与 -型凝集素家族抗体反应后!细菌存

活率显著上升!说明母源 -型凝集素在抑制细菌存活方面发挥了重要的作用"

关键词! 虾夷扇贝# -型凝集素# 母源传递# 抑菌作用

中图分类号! *:4018555555555555文献标志码%&

55母源性免疫是指母体通过胎盘&母乳或者卵

子向子代传递的免疫力) 由于新生个体在发育早

期免疫系统尚未成熟"故母源免疫对保护新生体

早期发育过程中免受各类病原体的侵害具有重要

作用) 目前"有关母源免疫因子的报道多集中于

抗体&补体&溶菌酶&急相反应蛋白及过氧化物酶

等"而且这些因子对子代的免疫保护作用已经在

哺乳动物
'4(

&鸟类
'2(

和两栖动物
'/(

等多种动物中

得到证明"禽类中已经应用并取得了良好的效

果
'8(

) 在水产动物中"只有在鱼
'1 69(

&虾
':(

&文昌

鱼
'43(

等物种中有相关报道"且主要集中于检测卵

或子代中母源免疫因子的存在&对子代的保护作

用等"如 G3>J 等
'0(

运用 ,')*&证明了斑马鱼

#:.3(+ *&*(+$母源抗体的传递"并检测了母源

)J2在受精后的持续时间及对早期胚胎的保护作

用) 由于多数水产动物的繁殖模式为体外受精&

体外发育"卵和受精卵完全暴露于开放的水环境

中"而且大多数胚胎发育前期自身免疫系统还没

有开始形成或者并不完善"卵和新生胚胎会面临

着水环境中的细菌
'44(

&病毒
'42(

和寄生虫
'4/(

等很

多病原体的威胁"因此"母源免疫对水产动物具有

更加重要的作用)

虾夷扇贝 #".#(3+%&)#&3 $&--+&3-(-$原产于

日本北海道&俄罗斯远东地区及朝鲜东岸等沿

海"在上世纪 93 年代引入中国"近些年年产量

21 万 @"现已经成为我国主要的大型经济养殖贝

类之一) 虾夷扇贝苗种繁育过程中"孵化及培

育用水一般只经过沙滤处理"这种水环境很容

易滋生病原微生物"而卵以及胚胎的发育自始

就处在这种水中) -型凝集素是动物凝集素家

族的重要成员"对主要依靠非特异性免疫进行

机体免疫防御的贝类具有重要的免疫学意

义
'48(

) 业已证明"凝集素在虹鳟 #73)+*8$3)8,-

0$9(--$

'41(

&金枪鱼 #L.#-,S+3,-%&/.0(-$

'47(

&异

育银鲫 #B.*.--(,-.,*.#,-4(;&/(+$

'40(

&大麻哈鱼

#73)+*8$3)8,-#-8.S$#-)8.$

'49(

等多种鱼中存在
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母源传递现象"并在卵或受精卵发育期间发挥了

凝集活性&调理吞噬细胞吞噬等作用
'4: 623(

) 探索

虾夷扇贝 -型凝集素的母源传递"对认识贝类胚

胎发育早期的免疫防御机制具有重要意义"能够

为贝类母源免疫研究提供基础资料)

45材料与方法

%&%'虾夷扇贝来源与暂养

虾夷扇贝取自于山东省长岛县大长山海区"

扇贝运回实验室后室内充气暂养一周"暂养水温

控制在#43 E4$R"每天投喂硅藻 / 次"换水 2 次)

实验处理前 2 天停止投喂饵料)

%&('鳗弧菌刺激实验

将经过复苏与活化的鳗弧菌用 B+ 011 的

K9*8-3-0

2

# 13 ::/06' KE;F8+-0" 433 ::/06'

%3-0"43 ::/06'-3-0

2

$重悬"调整浓度至 "5

733

为 311"用一次性无菌医用注射器向每只虾夷扇

贝闭壳肌注射 13

$

'菌悬液"注射完成后在原驯

养条件下继续进养殖) 注射 13

$

'K9*8-3-0

2

的

扇贝作为对照组"未进行注射处理的作为空白组)

%&*'虾夷扇贝卵巢中 I型凝集素基因对细菌感

染的响应

细菌刺激后"分别在 2&8&9&47&/2 和 89 P 时

随机各取 1 只虾夷扇贝的卵巢用于提取 $%&"以

消除个体之间的差异) $%&提取采用常规 KE;L/0

法进行"提取的 $%&用 5,7-处理的水进行溶解

并加入 5%&酶去除其中的 5%&" 693 R保存备

用) $%&浓度&完整性分别通过超微量分光光度

计#KP?E:/$和 411C琼脂糖电泳检测) 以 2

$

J

总 $%& 为 模 版" 运 用 282'. $K3F?A5%&

*4>@P?F;FQ;@# K3Q3$3$ 进行反转录获得单链

A5%&"反应体系及操作步骤按照试剂盒说明书

进行" 并 用
#

H.)#(3 检 测 A5%& 质 量) 根 据

T?>93>H 数据库中虾夷扇贝 -型凝集素基因

A5%&序列"运用 7E;:?E7E?:;?E113 设计引物用

于 V$K87-$检测"内参基因
#

H.)#(3 引物来自于

鲍相渤等
'24(

"引物序列信息及产物长度见表 4)

运用 *O9$

'

7E?:;[ ,[ @.M

K2

进行实时荧光

定量 7-$反应"反应体系为 21

$

'"其中包括 ,[

@.M 4211

$

'&正反向引物 # 43

$

:/06'$各 311

$

'&模板 2

$

'&灭菌蒸馏水 :11

$

') 反应在

9)",$';>?T?>?:733 上进行"程序为 :8 R预变

性 2 :;>%:8 R变性 /3 F&72 R退火 /3 F"02 R延

伸 /3 F"83 个循环) 在 02 R时采集荧光信号) 内

参基因与目的基因分管同时进行"设置阴性对照

#无模板$"每个样品 / 个重复"数据取平均值)

表 %'实时荧光定量 ,I)引物序列

012&%',34/536A@3351EL84/5,I)

引物名称

BE;:?E

引物序列#1S8/S$

F?VI?>A?

长度6=B

0?>J@P

产物6=B

BE/NIA@

-K'

(!K&TT-KT--T&TK-TKTKK

$!KTK--T&K&-&T&&T-&&

4:

49

2/4

#

H.)#(3

(!&TK---&&K-K&-T&&TTKK&KT

$!--&TKT&KT&TT&TT&&T-&T

2/

24

228

55采用 2

6

((

B

@法
'22(

对基因的相对表达量进行分

析"其中
((

B

@

B

(

B

@

#处理组$

6

(

B

@

#对照组$

"

(

B

@

#处理组$

B

B

@目的基因#处理组$

6 B

@内参基因#处理组$

"

(

B

@

#对照组$

B

B

@目的基因#对照组$

6B

@内参基因#对照组$

)

利用 *7**4411 对数据进行单因素方差分析"

显著水平为 "C3131"极显著水平为 "C3134)

%&-'母源 I型凝集素在虾夷扇贝卵和胚胎发育

早期过程中表达量的变化

将待产雌性虾夷扇贝随机分为 2 组"每组数

量 43 只以上) 细菌感染运用上述方法进行"根据

上述 41/ 实验结果选择-型凝集素基因高表达时

进行催产"获得 1 只以上个体的卵子"并进行人工

受精"之后在 48 R的海水中充气孵化) 在受精

3&8&42&23&29 和 /7 P 分别收集样品用以提取

$%&) 方法为!将卵或胚胎放入 411 :'离心管

中"自然沉降后吸除海水"超纯水快速洗卵 / 次)

$%&提取及 A5%&合成按上述方法进行) 不进

行细菌感染的为正常组"其他操作过程如同感染

组) 用 412 中所述的 V$K87-$法检测 2 组卵及

受精卵中 -型凝集素基因表达变化情况)

%&.'母源 I型凝集素的抑菌作用

卵无细胞体系总蛋白制备55升温刺激法获

得刺激组和未刺激组的虾夷扇贝卵子"用预冷的

K9*8-3-0

2

将卵冲洗干净并吸除多余水分后"置

于预冷的 411 :',7管中"用研磨棒在冰上将其

快速捣碎"制成均一混合物) 混合物置于 8 R 预

冷的离心机中"42 333 =J 离心 41 :;> 后"弃沉

淀"取上清液即为卵无细胞体系总蛋白) 为防止

蛋白质降解"向得到的上清液中加入蛋白酶抑制

剂 A/AH@3;0" 693 R 保存备用)

抑菌效果比较559-&法测定卵无细胞体

系的蛋白总浓度"并用 K9*8-3-0

2

调整蛋白浓度

900
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为 833 和 933

$

J6:') 每个浓度样品分为 2 组"

加入等体积 -型凝集素家族抗体 #4F/ 333$"并

在室温反应 2 P 以中和总蛋白中的 -型凝集素的

为抗体反应组"另一组不加抗体为无抗体反应组)

杀菌活性按照 QP3> 等
'2/(

的方法稍作修改"通过

菌落计数法进行测定) 首先运用血球计数板计数

K9*重悬清洗好的菌体"并将其稀释至 43

8

6:'

作为实验浓度) 然后在各组中分别取 433

$

'样

品与 433

$

'菌液混合后"在 42 R水浴条件下分

别振荡孵育 23&83&73 和 93 :;>"孵育结束每管样

品涂布 / 个平板"每个平板涂布 13

$

') 433

$

'

菌液与 433

$

'K9*的混合液不经孵育直接涂板

作为初始组) 平板在 /0 R恒温培养 42 <47 P"对

长出的单菌落进行计数"以 / 个平板计数结果的

平均值作为最后长出的细菌菌落数) 实验组的存

活率#C$ B实验组的菌落数6初始组的菌落数 =

433) 实验 / 次重复"数据利用统计学软件 *7**

4411 进行差异显著性分析)

25结果

(&%'虾夷扇贝卵巢中 I型凝集素基因对鳗弧菌

注射感染的响应

鳗弧菌感染后"虾夷扇贝卵巢中 -型凝集素

的表达量结果见图 4) 从图 4 可以看出"注射鳗

弧菌后 2 P"虾夷扇贝卵巢中的 -型凝集素基因

表达量便开始上调"但与对照和空白组差异不显

著%8 P 时表达量显著上升"9 P 时达到最高峰"是

空白组的 712 倍"与其他时间的表达量存在差异

显著%之后表达量开始明显下降"47 P 时下降至对

照组 81/ 倍"/2 P 时接近对照组水平)

(&('I型凝集素在虾夷扇贝卵子和早期胚胎的

相对表达量

对虾夷扇贝卵子和早期胚胎中母源 -型凝

集素的 V$K87-$检测结果如图 2) 从图 2 可以看

出"在卵子和胚胎发育前期都能够检测到母源 -

型凝集素的存在%相对表达量方面"细菌刺激组的

卵子中 -型凝集素表达量是未刺激组的 71: 倍"

胚胎发育前 29 P 刺激组都极显著高于未刺激组"

这说明母体中的 -型凝集素通过卵子传递给了

后代"而且其表达量高低与母体表达量水平相关%

随着胚胎的发育"母源 -型凝集素基因的表达量

都逐步下降"受精 8 P 后下降幅度较大"至 /7 P 时

两组下降到较低水平且两组间无显著差异"分别

为对照组的 312 和 31/ 倍)

图 %'注射鳗弧菌后虾夷扇贝卵巢中 I型凝集素

/)#$在不同时间的表达量变化

不同字母代表差异显著)

=4>&%'/)#$5GB35664@7@AIL8<B5E5!84747

@F13< 18;4AA5357884/5B@47861A85321!85341E

!91EE57>52< ?)0L,I)171E<646

5;XX?E?>@0?@@?EF:?3> @P?F;J>;X;A3>@N;XX?E?>A?1

图 ('母源 I型凝集素基因 /)#$在受精后

不同时间的表达量变化

""

表示 -型凝集素基因表达量存在极显著差异#"C3134$ )

=4>&('/)#$5GB35664@7@AIL8<B5E5!84747

5/23<@618;4AA5357884/5B@47861A853A5384E4W184@7

""

:?3>F@P?N;XX?E?>A?/X:$%& ?[BE?FF;/> /X-8@4B?0?A@;>

XE/: @W/ JE/IBFW3F?[@E?:?04 F;J>;X;A3>@N;XX?E?>A?# " C

3134$1

(&*'虾夷扇贝母源 I型凝集素的抑菌作用

运用 9-&法对获得的卵无细胞体系蛋白总浓

度进行测定"得到蛋白总浓度为 412 :J6:') 与不

同组别的卵无细胞体系孵育后"鳗弧菌生长存活情

况见表 2) 结果表明"鳗弧菌存活率的范围是

#29198 E4149$C <#7313/ E2128$C"总蛋白终浓

度为 233

$

J6:'的卵无细胞体系在与 -型凝集素

家族抗体反应后"与菌液孵育 23 :;> 时存活率最

高"未加抗体&总蛋白终浓度为 833

$

J6:'的卵无

细胞体系与菌液孵育 73 :;> 时存活率最低%孵育

:00
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时间相同时"加入抗体的卵无细胞体系抑菌作用

小"鳗弧菌存活率显著高于未加抗体组#表 2"图

/$"说明母源 -型凝集素对鳗弧菌生长具有一定

的抑制作用%另一个方面"总蛋白浓度为 233 和 833

$

J6:'的卵无细胞体系"对鳗弧菌的抑制作用都

随着与菌液孵育时间的延长而增强)

表 ('鳗弧菌与不同处理的卵无细胞体系孵育后的存活率

012&('0956:3F4F1E3185@A21!85341 351!85;C489;4AA535785>> !<8@6@E a

组别

JE/IBF

与初始组相比"各处理组的存活率#UE*,2$

FIEM;M30E3@?/X=3A@?E;3;> N;XX?E?>@JE/IBFA/:B3E?N W;@P @P?;>;@;30JE/IB

23 :;> 83 :;> 73 :;> 93 :;>

233

$

J6:'#无抗体反应$ 8210/ E41:/ /1189 E4187 //14: E4104 //134 E3198

233

$

J6:'#抗体反应$

7313/ E2128

"

8:19: E4112

"

8019: E3191

"

88112 E41:2

"

833

$

J6:'#无抗体反应$ //1: E3197 /414/ E41:7 29198 E4149 2:1/2 E412/

833

$

J6:'#抗体反应$

1/107 E4189

"

841/7 E4124

"

82109 E4188

"

83134 E41/2

"

图 *'鳗弧菌与不同组别卵无细胞体系孵育后的存活率

#3$表示总蛋白浓度为 233

$

J6:'组% # =$表示总蛋白浓度为 833

$

J6:'组)

=4>&*'0956:3F4F1E3185@A21!85341 351!85;C489;4AA535785>> !<8@6@E

#3$@P?BE/@?;> A/>A?>@E3@;/> /X@P;FJE/IB W3F233

$

J6:'% # =$@P?BE/@?;> A/>A?>@E3@;/> /X@P;FJE/IB W3F833

$

J6:'1

/5讨论

-型凝集素是凝集素家族中的重要成员"介

导很多免疫反应) -型凝集素结构域在线虫基因

组中位列第 0"而在人类基因组中"其数量则仅为

第 8/ 位"这足以说明 -型凝集素在无脊椎动物

的免疫作用中占有非常重要的地位) -型凝集素

在贝类免疫防御过程中在也发挥了重要作用"学

者已经在栉孔扇贝#B8/.0$->.**&*($

'28 621(

&海湾

扇 贝 # K*4+%&)#&3 (**.1(.3-$

'27(

& 合 浦 珠 母 贝

#"(3)#.1. >,).#.$

'20(

等多个贝类中克隆获得了很

多 -型凝集素基因并对其免疫功能进行了研究"

证实贝类某些组织中 -型凝集素在受到病原体

侵染后能够迅速做出上调响应以参与免疫反应)

实验中"V$K87-$检测结果表明了细菌感染可以

诱导虾夷扇贝卵巢中的 -型凝集素基因的高表

达"8 <47 P 表达量显著高于对照组"并且在注射

9 P 时表达量达到最大值"/2 P 时又基本降至到

了正常水平"说明该 -型凝集素参与了虾夷扇贝

机体的免疫防御反应"与上述几种贝类的研究结

果相近) 有关基因表达的响应时间和程度在不同

研究中可能存在一定的差异"如本研究中鳗弧菌

注射刺激后 9 P -型凝集素基因表达量为对照组

的 712 倍"而 P̂I 等
'27(

在研究海湾扇贝时最高表

达量是对照的 81: 倍) 笔者认为造成这种差异的

原因可能是多方面的"如选用的菌体毒力不同&实

验动物的抗感染能力强弱不同&检测组织不同等

情况都可能会引起上述的差异"但每个研究中"处

理组 -型凝集基因相对于对照组基本一致的表

达变化可以说明其参与了免疫防御反应"发挥了

免疫保护作用)

目前"在水产领域中已开展有关母源免疫研

究的种类不多"其中鱼类最多"研究最为深入) 在

硬骨鱼类中"业已证明的能够从母体传递给子代

的免疫因子主要有抗体
'1"0"29(

&补体
'2:(

&凝集

素
'41 649(

&溶菌酶
'/3 6/4(

等"而且这些免疫因子在胚

胎发育早期发挥重要的抵御病原体的作用) 其

中"凝集素作为一种非特异性免疫因子的母源传
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递及免疫作用在虹鳟&金枪鱼等多个鱼类中有过

报道) 开展母源免疫相关研究"首先应该检测免

疫因子从母体到子代的传递规律) !I>J 等
'47(

利

用凝胶过滤&亲和层析的方法"在金枪鱼未受精的

卵中分离纯化到一种凝集素"并对其进行氨基酸

成分&糖成分和亚基组成进行了分析"检测了其对

红细胞的凝集作用"研究从蛋白质水平证实了凝

集素的母源传递和免疫作用) -型凝集素作为虾

夷扇贝重要的免疫因子"从母体通过卵子向子代

的传递在实验中得到证实) 本研究中"选择细菌

感染刺激后 -型凝集素高表达时对亲贝进行升

温催产"同时未进行感染的作为正常组"胚胎发育

前 29 P 刺激组 -型凝集素的表达量显著高于正

常组"特别是在未受精的卵子中"刺激组表达量是

未刺激组的 71: 倍"与卵巢受感染后 9 P 时的响

应值相差不大"这与 "0F?> 等
'29(

在大西洋鲑

#6./0+ -./.*'1$中证实的亲鱼&卵子&胚胎及仔

鱼中的抗体含量与母源抗体含量呈正相关关系的

研究结果一致"说明母体中的 -型凝集素通过卵

子传递给了后代) 实验结果也表明"母源 -型凝

集素 :$%&的表达量在胚胎发育过程中具有时

间依赖性) 随着胚胎的发育"-型凝集素 :$%&

表达量逐渐减少"至受精 /7 P 时未刺激组和刺激

组表达量分别为正常未受精卵子的 312 和 31/

倍"并且两组间没有显著差异) G3>J 等
'0(

在研

究斑马鱼受精卵产出后母源性 )J2 的持续存在

时间时发现")J2随时间增长逐渐减少"至第 1 天

就检测不到母源 )J2的存在)

抑菌活性实验已广泛应用于检测活性蛋白的

抑菌#杀菌$免疫功能研究) 实验中"与未加 -型

凝集素抗体反应的卵无细胞体系相比"加入抗体

组的细菌存活率显著上升"说明卵子中存在母源

-型凝集素蛋白"并发挥了抑菌作用"间接表明母

源 -型凝集素对子代的具有保护作用) 随着卵

无细胞体系与菌液孵育时间的延长"细菌存活率

呈下降趋势"但是差异不显著"而且总蛋白浓度越

高"细菌存活率越低) 卵无细胞体系中 -凝集素

的抑菌作用具有浓度依赖"实验中所用卵子数量

较多"所以对于每个卵子来讲"-型凝集素含量有

限"提高卵子中包括 -型凝集素在内的多种免疫

因子的含量是提高子代免疫能力的重要措施) 本

文初步研究了虾夷扇贝 -型凝集素的母源传递

和抑菌作用"为进一步探讨提高虾夷扇贝子代免

疫能力提供了基础资料"这在虾夷扇贝人工苗种

繁育工作中对提高子代成活率具有重要的指导

意义)
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