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摘要! 酪氨酸 /7加单氧酶5色氨酸 87加单氧酶激活蛋白
+

&417/7/

+

蛋白'是 417/7/ 蛋白家族的

亚型之一# 417/7/ 蛋白是一种高度保守的酸性可溶性蛋白!它可以与激酶"磷酸酶等多种信号

蛋白结合!并在信号转导和细胞凋亡等过程中发挥相应的作用# 本实验通过 *X&$E7$&-,

技术首次获得了杂色鲍 QRPSPS

"

基因的全长!并命名为 F8QRPSPS

"

!其 @4%&全长为 / 343 L2!

"$(为 04: L2!共编码 292 个氨基酸# 实时荧光定量 6-$结果显示!F8QRPSPS

"

基因在杂色鲍

各组织中均有表达!其中在肝胰腺和血细胞中的表达量相对较高# 当处于缺氧环境下时!鳃组

织中 F8QRPSPS

"

的表达在 1 K 时存在显著差异!血细胞中 F8QRPSPS

"

在 21 K 和 :7 K 时表达量

显著上调# 高温应激下!F8QRPSPS

"

在血细胞中的表达量无显著变化!而鳃组织中 F8QRPSPS

"

在 :7 K 的表达量却显著上调# 高温缺氧联合应激实验表明!鳃组织中 F8QRPSPS

"

在 1 K"21 K

和 :7 K 均显著上调!而血细胞中的表达量没有显著性变化# 经检测发现!副溶血弧菌注射后!

鳃组织中 F8QRPSPS

"

在 / K 和 21 K!血细胞中在 7 K 和 21 K 的表达量显著上调# 以上温度"溶

氧量等环境因素以及病原菌的刺激均会导致 F8QRPSPS

"

在不同组织中表达量的显著变化!说

明 F8QRPSPS

"

在杂色鲍的免疫反应中可能扮演着重要的角色#

关键词! 杂色鲍$ QRPSPS

"

基因$ 高温应激$ 缺氧诱导$ 高温缺氧联合应激$ 副溶血弧菌

中图分类号! V908$ *:701/55555555 文献标志码%&

55杂色鲍#F(%&#$&,8&*2),&0#%#)$又称九子螺&九

孔 鲍" 是 一 种 海 生 软 体 动 物" 属 于 腹 足 纲

#8:>C3/2/M:$鲍科#+:0;/C;M:H$的单壳海生贝类'

由于该品种肉质鲜美"并且具有生长速度快&对生

长条件要求不高等优点"现已成为我国东南沿海

鲍科中最重要的经济养殖种类之一
*4+

' 近年来"

由于人类在沿海活动的日益频繁"使得海洋环境

发生了很大的变化' 尤其到了夏季"水体温度较

高而溶氧量却相对较低"造成了杂色鲍的大量死

亡
*2+

"对鲍鱼养殖业的健康发展产生较大的影响'

417/7/ 蛋白家族是一种在所有真核生物细胞

中均有表达的"并且在进化上比较保守的酸性调

节蛋白
*/+

"分子量约为 20 <// PI"等电点为1 <

8

*1+

' 最早它是在对牛脑神经元蛋白电泳时分离

出来"并根据它们的迁移位置命名
*8+

' 在哺乳动

物中"该家族共有 9 个亚型---

#

"

,

"

-

"

.

"

/

"

0

"

+

"

它们分别由不同的基因编码
*7+

' 在通常情况下"

417/7/ 蛋白以同源或异源二聚体的形式存在于细

胞质中
*7+

"并且可以通过与多种信号蛋白分子"

如!激酶&磷酸酶&膜转移受体等的结合而起到调

节靶蛋白与别的结合蛋白或两个靶蛋白之间的相

互作用"从而增强或抑制靶蛋白的催化活性"并由

此来发挥稳定相邻区的构象&促进底物间的连接

以及产物形成的作用
*9 60+

'

作为 417/7/ 蛋白家族的亚型之一"417/7/

+

在

软体动物中尚未有相关文献报道"目前的研究主要

集中在高等动物的细胞凋亡方面' 通过已有的对

417/7/

+

蛋白的研究"可以知道该蛋白在细胞的信

号转导&细胞的增殖与凋亡&细胞周期调控以及免

疫防御等过程中均发挥了重要的调节作用
*:+

'
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%/9I3:等
*43+

的研究表明"O&T作为一种调控细

胞凋亡的蛋白"可以与 417/7/

+

结合来直接抑制细

胞的凋亡' *IL3:9:A;:A 等
*44+

的研究则表明"417/7

/

+

同样可以与已经被磷酸化的促凋亡因子 O&4

结合"以阻止 O&4与 O@072 和 O@07T'的结合"从

而对细胞凋亡发挥间接的抑制作用' 另外"(:ABH3

等
*42+

研究发现"417/7/

+

可以通过与 X,YY4 的结

合"从而参与到 X&6Y信号通路中"并通过抑制

-:>2:>H7/ 的作用来抑制细胞凋亡' 不仅如此"417

/7/

+

被证明同样可以参与到 6)/Y;A:>H7&PC信号通

路中"该通路中"X4X2 由于与 417/7/

+

的结合而

磷酸化"从而使 28/ 蛋白在蛋白水平被降解"并由

此导致 28/ 诱导的细胞凋亡过程被抑制
*4/+

'

在本实验室已有的杂色鲍转录组测序结果数

据库的基础上"本实验筛选到了 QRPSPS

"

的同源片

段"并由此首次克隆到了杂色鲍 QRPSPS

"

的 @4%&

全序列"命名为 F8QRPSPS

"

' 同时"利用生物信息

学的方法"对该序列进行了相关的功能分析以及

蛋白质结构的预测'

另外"为进一步探明 QRPSPS

"

在杂色鲍应对外

界刺激时的作用机制"本实验不仅利用实时荧光

定量 6-$#Z$E76-$$的方法对 F8QRPSPS

"

在各组

织中的表达谱进行了分析"同时也分析了该基因

在高温#G

9

>/4 F$&缺氧#4">2 9B5'$&高温

缺氧联合应激#G

9

>/3 F"4">1 9B5'$及副溶

血弧菌#S&")&# /()(3(24#%.$&0+,$注射之后的多个

时相在血细胞和鳃中的表达情况"旨在为进一步

揭示杂色鲍在高温&缺氧&高温缺氧联合应激以及

弧菌感染下的机体免疫机制提供一些重要的参考

数据'

45材料与方法

!"!#实验材料

实验动物55实验所需杂色鲍均购自福建漳

浦市宏运鲍鱼厂"体长#7143 @3183$@9"体质量

#40193 @2183 $ B"分批暂养于本实验室 # 28 @

4183$F的海水循环系统中"每日晚间投喂海带 4

次"43 M 后用于实验'

菌种5 5副溶血弧菌菌种以及大肠杆菌

4+8

(

感受态细胞均为本实验室保种'

试剂55提取总 $%&的 $46试剂由本实验

室自 己 配 制" 逆 转 录 所 用 X7X'. 酶 购 自

63/9HB:公司"琼脂糖凝胶 4%&回收试剂盒购自

上海捷瑞生物公司"2X44:7E连接试剂盒购于宝

生物 #大连 $ 公司" *SO$ 83HHA $H:0C;9H6-$

X:>CH3X;G 购自 63/9HB:公司'

引物55根据 *X&$E

'

"0;B/AI@0H/C;MH"运用

63;9H3813 软件设计 #6X和 %#6接头引物"利用

从本实验室依托上海众信生物技术有限公司完成

的杂色鲍转录组 ,*E数据库中获得的 QRPSPS

"

基

因的部分@4%&序列"设计特异性$&-,引物来获

取全长"随后"根据 F8QRPSPS

"

全长 @4%&序列设

计 Z$E76-$引物和 KH:M C/ C/H引物' 以上引物均

由上海捷瑞生物工程有限公司合成#表 4$'

表 !#主要引物及其序列

%&'"!#E).41)87810./,-.88,70@

引物名称 23;9H3A:9H 引物序列#8[7/[$ 23;9H3>HZIHA@H

8[7$&-,/ICH363;9H3 8E--E&&E-E8&E888&E888EE88

8[7$&-,;AAH363;9H3 8-E--E-EE--&-EEE88-&-88E&

/[7$&-,/ICH363;9H3 88&8&&&E888E8&&-&8-&&8

/[7$&-,;AAH363;9H3 --E&-&8E-EE-&-E-&8--EE8-

#6X##A;DH3>:063;9H3X;G$

'/AB!-E&&E&-8&-E-&-E&E&888-&&8-&8E88E&&-&&-8-&8&8E

*K/3C!-E&&E&-8&-E-&-E&E&888-

%#6#%H>CHM #A;DH3>:023;9H3$ &&8-&8E88E&&-&&-8-&8&8E

8[-4*23;9H3

"

#E$28.%

/[-4*23;9H3

"

&&8-&8E88E&E-&&-8-&8&8E&-#E$/3.%

*X&$E

'

&&8-&8E88E&E-&&-8-&8&8E&-8-888

KH:M 23;9H3 &E888E&-E8&&&&&-&8&&8E

C/H23;9H3 E-&&EE-E8EE-EE8-E8EE-&-

F8QRPSPS

"

$E7( -8EE-E8-&E88&888E-&E

F8QRPSPS

"

$E7$ &8E--&&-&-EE--E-8-&8

!

P(0$&'7( --8E8&--EE&-&8&-E&--E

!

P(0$&'7$ E&--&8-88&EE--&E&-

"

%T&"-"8"或 E%.T&"8"或 -

7:1
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基因的克隆及其在应激下的表达 55

!"$#实验方法

杂色鲍高温应激!缺氧应激!副溶血弧菌感染

实验55参考文献*41+的方法"实验组与对照组

的杂色鲍均各取 0 只"分别取血淋巴和鳃组织"将

离心后得到的血细胞保存于 603 F超低温冰箱%

鳃组织部分保存于 $%&0:CH3中"部分保存于液

氮中"用于 $%&的提取'

高温缺氧联合应激实验55依据刘贤德
*48+

和游伟伟
*47+

等已报道的鲍的生长温度及 )D:A;A:

等
*49+

已 经 利 用 太 平 洋 牡 蛎 # -)(,,#,$)2(

*&)5&'&0($进行的缺氧相关实验方法设计高温缺

氧联合应激实验的预实验方案%对照组水温设定

在 28 F"正常曝气' 实验组预实验方案一!将联

合应激实验组的反应条件设定为温度 G

9

>

/4 F"溶氧量 4">2 9B5'' 结果"在 21 K 之内"

投放的 23 只鲍全部死亡%预实验方案二!将溶氧

量 4"调至 1 9B5'"即反应条件为G

9

>/4 F"

4">1 9B5'"到 :7 K 时"鲍鱼共死亡 42 只"死亡

率已超过 83Q%预实验方案三!将温度降至

/3 F"4">1 9B5'' 该阶段起始时"鲍鱼的活力

整体上均有所下降"摄食量也随之减少' 随着时

间的推移"存活的个体活力有所恢复"至 :7 K"共

死亡 9 只"死亡率约为 /8Q' 综合以上观察结

果"最终选定联合应激实验的反应条件为G

9

>

/3 F及 4">1 9B5'' 联合应激实验开始阶段"

实验组先将水体溶氧量调至 1 9B5'"温度从

28 F开始"按照 4 F5K 进行升温"当温度 /3 F

时作为第 4 时相#3 K$"随后"实验组温度维持在

/3 F"并依次在 1&21&:7 和 4:2 K 进行取样"并以

此作为第 2 时相&第 / 时相&第 1 时相和第 8 时

相' 实验组与对照组的杂色鲍各 0 只"分别取血

淋巴和鳃组织"将离心后得到的血细胞保存于

603 F超低温冰箱%鳃组织部分保存于 $%&

0:CH3中"部分保存于液氮中"用于 $%&的提取'

总 $%&的提取及 @4%&的合成55杂色鲍

鳃和血细胞的总 $%&的提取根据本实验室自制

的 $46试剂的常规使用方法进行
*40+

' 使用 2Q

琼脂糖凝胶电泳检测所提取的总$%&的完整性"

并同时使用微量分光光度计测定 !

273

5!

203

的值以

及 $%&的浓度' @4%&的合成按照逆转录试剂

盒的具体说明严格操作' 逆转录过程中使用的一

些引物!#6X&%#6&8[-4*23;9H3&/[-4*23;9H3

以及 *X&$E

'

见表 4'

F8QRPSPS

"

基因 @4%&全长的克隆55利用

63;9H3813 软件"根据从本实验室的杂色鲍转录

组测序所获得的 ,*E序列中筛选出的 F8QRPSPS

"

基因片段"设计特异引物' 使用 *X&$E7$&-,

的方法扩增得到基因的全长 @4%&序列"并用

KH:M C/ C/H引物对其 "$(#/2HA 3H:M;AB ?3:9H$的

准确性进行验证'

F8QRPSPS

"

的生物信息学分析55本实验首

先使用 %-O)中的 .H@*@3HHA# KCC2!

!

JJJ1A@L;1

A091A;K1B/D5C//0>5DH@>@3HHA5$对测序结果进行

去载体处理"然后分别使用 O0:>C# KCC2!

!

L0:>C1

A@L;1A091A;K1B/D5O0:>C1@B;$和 "$((;AMH3#KCC2!

!

JJJ1A@L;1A091A;K1B/D523/<H@C>5B/3?5/3?;B1

@B;$等工具验证所得序列是否为目的基因并进行

序列的 拼接 以及开 放 阅 读 框 的 确 定' 使 用

,G6&*=#KCC2!

!

JHL1HG2:>=1/3B5@/92ICHC2;5$预

测蛋白的等电点及分子量' 序列中可能存在的信

号肽序列通过 *;AB:06114 *H3DH3# KCC2!

!

JJJ1

@L>1MCI1MP5>H3D;@H>5*;BA:065$进行查询' 磷酸化

位点以及糖基化位点分别使用 %HC6K/>213

*H3DH3# KCC2!

!

JJJ1@L>1MCI1MP5>H3D;@H>5

%HC6K/>5$ 以及 %HC%80=@413 *H3DH3# KCC2!

!

JJJ1@L>1MCI1MP5>H3D;@H>5%HC%80=@5$进行预测'

通 过 EKH6*)6$,4 63/CH;A *HZIHA@H&A:0=>;>

R/3PLHA@K # KCC2!

!

L;/;A?1@>1I@01:@1IP5

2>;23HM5$进行蛋白质二级结构的预测"同时使用

*R)**7X"4,' # KCC2!

!

>J;>>9/MH01HG2:>=1

/3B5$进行三级结构的预测' 序列的多重比对通

过 O;/,M;C软件进行"随后使用 X,8& 813 软件

完成系统进化树的构建'

F8QRPSPS

"

基因在杂色鲍各组织及不同应激

条件下的表达55实时荧光定量 6-$使用的模

板 @4%&使用随机引物逆转录合成"同时"以
!

P

(0$&' 作为内参基因 #内参基因的引物序列见表

4$' Z$E76-$采用 23

!

'的反应体系!43

!

'

*SO$ 83HHA $H:0C;9H6-$ X:>CH3X;G #购 自

63/9HB:公司$"43

!

9/05'的 F8QRPSPS

"

(/3J:3M

63;9H3和 $HDH3>H63;9H3#表 4$各 318

!

'"@4%&

模板 :

!

'' 反应条件为 :8 F 4 9;A"18 个循环

#:8 F 48 >"73 F 4 9;A$' 每个时相取 8 个样品

进行分析"并根据仪器分析得出的 -

C

值计算 $V

值即 2

6

**

-C

"随后利用 *6**2313 和 X;@3/>/?C

"??;@H2343 软件对所得数据进行分析与作图"显

9:1
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著性差异表示为 7=3138'

25结果

$"!#>EQR:S:S

!

基因的克隆与序列分析

通过 $&-,的方法 获得 了 F8QRPSPS

"

的

@4%& 全 长 为 / 343 L2" 其 中" 8[非 编 码 区

# IAC3:A>0:CHM 3HB;/A"#E$$ 为 01 L2" /[#E$为

2 439 L2以及 04: L2 的 "$(' 该基因共编码 292

个氨基酸' 经预测"蛋白质的分子量为 /317 PI"

等电点为 8137' 通过 *;AB:)6的分析可知"该基

因不含信号肽序列' 通过生物信息学分析可知"

本段序列共含有 0 个丝氨酸磷酸化位点&/ 个苏

氨酸磷酸化位点&7 个酪氨酸磷酸化位点以及 /

个糖基化位点#图 4$'

0:1
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基因的克隆及其在应激下的表达 55

图 !#杂色鲍 >EBC:D:D

!

基因 ;ARB及其推导的氨基酸序列

8[和 /[非编码区序列分别用大写英文字母表示"编码区序列用小写字母代表%编码区内"上方所示为核苷酸序列"下面对应的是所

编码的氨基酸序列%起始密码子#:CB$用波浪线标出"终止密码子#CB:$作加粗处理%灰色底纹部分标示的是 44 个
(

7螺旋%双下划线

标注的为 / 个糖基化位点%0 个丝氨酸磷酸化位点用方框标示%/ 个苏氨酸磷酸化位点用箭头指出%7 个酪氨酸磷酸化位点用圆圈标

示%加尾信号用单下划线来标示

=.9"!#%-1;ARB&/00107;10&4./* &;.081U71/;1*3>EBC:D:D

!

91/13)*4 >3E-F1/+-"#(#/

EKH>HZIHA@H/?8[:AM /[IAC3:A>0:CHM 3HB;/A :3H3H23H>HACHM L= @:2;C:00HCCH3>>H2:3:CH0=1EKH@/M;AB >HZIHA@H:3H3H23H>HACHM L= 0/JH3@:>H

0HCCH3>"J;CK AI@0H/C;MH>HZIHA@H:L/DH:AM @/MHM :9;A/ >HZIHA@HLH0/J1EKH;A;C;:C;/A @/M/A #:CB$ :AM CKH>C/2 @/M/A #CB:$ :3H:00

@K:3:@CH3;NHM ;A L/0M144

(

7KH0;G :3H@/0/3HM ;A B3:=1/ B0=@/>=0:C;/A >;CH>:3HM/IL0HIAMH30;AHM10 >H3;AH2K/>2K/3=0:C;/A >;CH:3H9:3PHM L=

L/G1/ 2K/>2K/3=0:C;/A >;CH/?CK3H/A;AH:3H9:3PHM L= :33/J17 C=3/>;AH2K/>2K/3=0:C;/A >;CH:3H9:3PHM L= @;3@0H1EKH2/0=:MHA=0:C;/A

>;BA:0>HZIHA@H#&&E&&$;>IAMH30;AHM

$"$# 0̂!LI?I?

!

空间结构模拟

采用 EKH6*)6$,463/CH;A *HZIHA@H&A:0=>;>

R/3PLHA@K 中的 6*)6$,4 D/1/ 对 +M417/7/

+

的

二级结构进行预测"结果显示"该蛋白共含有 44

个
(

7螺旋 #图 4$' 通过 *R)**7X"4,'软件的

同源建模"将 +M417/7/

+

蛋白序列与软件搜索得

到的模板 #64O@/MH!4Z<LO$进行人工配联"以

+M417/7/

+

推导的氨基酸序列构建其三维结构

#图 2$'

$"?#编码 !LI?I?

!

蛋白序列的多重比对以及系统

进化树的构建

将推导得到的 +M417/7/

+

的氨基酸序列与别

的物种的 417/7/

+

蛋白进行多重序列比对"结果表

明"417/7/

+

编码的蛋白虽然具有很高的保守性"

但编码的氨基酸的长度却存在一定差异#图 /$'

另外"通过 O0:>C分析可知"杂色鲍 417/7/

+

蛋白与

昆虫纲#)A>H@C:$的家蚕#;#4".94#)&$的 417/7/

+

蛋白相似性最高"达到了 70Q'

根据已在%-O)上注册的QRPSPS

"

基因的氨

基酸序列"采用 X,8&813 软件"以 %!法构建了

47 种生物的系统进化树#图 1$' %!系统进化树

结果显示!爬行类&哺乳类&鸟类&鱼类等与线虫和

节肢动物具为一大支"而杂色鲍和同为软体动物

的海蜗牛#!/%.,&( 0(%&E#)'&0($单独聚为一大支'

图 $# 0̂!LI?I?

!

空间结构模拟

=.9"$#%-16)10.;,10,-)11I0.41/8.*/&58,)7;,7)1*3

0̂!LI?I?

!

::1
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1 期 张5鑫"等!杂色鲍 QRPSPS

"

基因的克隆及其在应激下的表达 55

图 ?# 0̂!LI?I?

!

和其他物种 !LI?I?

!

氨基酸序列的多重比较

=.9"?#Q75,.651&5.9/41/,*3,-1!LI?I?

!

&4./* &;.081U71/;1'1,+11/>3E-F1/+-"#(#/&/0*,-1)861;.18

图 L# 0̂!LI?I?

!

和其他物种 !LI?I?

!

氨基酸序列系统发育树

=.9"L#E-@5*91/1,.;,)11*3,-1!LI?I?

!

&4./* &;.081U71/;18'1,+11/>3E-F1/+-"#(#/&/0*,-1)861;.18

A(%%+,5(%%+,原鸡% !'(,/%($.)3.'03#,绿头鸭% !'#%&,0()#%&'2',&,安乐蜥% F#4# ,(/&2',人类% 1*&,()&2,家绵羊% 1).B&(,%($&/2,青

"

% C(.%('8&( B2")( 斑马宫丽鱼% !'5&#,$)#'5.%+,0('$#'2',&,管圆线虫% F2$2)#82)( 5%.0&'2,孢囊线虫% N2''2)#/2'(2+,42)5+&2',&,

墨吉对虾% 60.%%( /()(4(4#,(&' 拟穴青蟹% !)$24&( E)('0&,0('( 丰年虾% ;#4".94#)&家蚕% F2%&#$3&,*&)2,02',棉铃虫% F(%&#$&,

8&*2),&0#%#)杂色鲍% !/%.,&( 0(%&E#)'&0( 海蜗牛

$"L # >EBC:D:D

!

基因在杂色鲍不同组织中的

表达

以
!

P(0$&' 为内参基因"实时荧光定量 6-$

结果显示#图 8$"F8QRPSPS

"

基因在杂色鲍各组织

中均有表达"并且"在肝胰腺中的表达量显著高于

除血细胞以外的其他各组织#7=3138$'

$"Y#杂色鲍 >EBC:D:D

!

基因在高温应激"缺氧诱

导"高温缺氧联合应激以及弧菌感染后的表达

缺氧诱导条件下 F8QRPSPS

"

基因在杂色鲍血

细胞和鳃组织中的表达55在缺氧诱导条件下"

鳃中 F8QRPSPS

"

的表达量在 1 K 时显著上调"在

21 K 时"表达量继续上升达到顶峰"随后"表达量

下调"并在 4:2 K 时达到与对照组相同的水平#图

77:$' 在缺氧诱导的起始阶段"F8QRPSPS

"

在杂色

鲍血细胞中的表达量虽有所上升"但与对照组相

比不存在显著性差异"在 21 K 时"实验组的表达

量显著上调"在 :7 K 时"差异显著#图 77L$ #7=

3138$'
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图 Y#>EBC:D:D

!

基因在各组织器官的表达情况

8;1鳃% +21肝胰腺% X:1外套膜% Y;1肾% 4;1消化道% -1黏液

腺% +H1血淋巴

=.9"Y#A.8,).'7,.*/6&,,1)/*3>EBC:D:D

!

./

0.331)1/,,.88718*3>3E-F1/+-"#(#/

8;1B;00% +21KH2:C/2:A@3H:>% X:19:AC0H% Y;1P;MAH=% 4;1

M;BH>C;DHC3:@C% -1@/00HCH3;:0B0:AM% +H1K:H9/@=CH>

55高温应激条件下 F8QRPSPS

"

基因在杂色鲍血

细胞和鳃组织中的表达55高温应激开始阶段"

F8QRPSPS

"

在鳃中的表达量不存在显著性差异

#7A3138$' 直到 :7 K 时"表达量出现了显著性

上调 # 图 9 7:$ '在血细胞中 "整个应激阶段 "

F8QRPSPS

"

的表达量均不存在显著性差异 #7A

3138$#图 97L$'

高温缺氧联合应激条件下 F8QRPSPS

"

基因在杂

色鲍血细胞和鳃组织中的表达55高温缺氧联合应

激条件下"各时期内F8QRPSPS

"

在实验组鳃中的表达

量均高于对照组"并且在 1 K&21 K 和 :7 K 时呈现出

显著水平#图 07:$#7=3138$' 在血细胞中"各时期

均未检测到显著性差异#7A3138$#图 07L$'

副溶血弧菌感染后 F8QRPSPS

"

基因在杂色鲍

血细胞和鳃组织中的表达55弧菌感染后"杂色

鲍鳃组织中 F8QRPSPS

"

的表达量在 / K 时达到最

高"并与对照组存在显著性差异' 7 K 时恢复到与

对照组相同的水平' 随后"在对照组中的表达量

又开始上调"到 21 K 时"实验组中的表达量与对

照组相比又再次达到了显著水平 #图 :7:$ #7=

3138$' 在血细胞中"7 K 时 F8QRPSPS

"

的表达量

显著上调' 在 42 K 时"表达量有所下调"并恢复

到正常水平' 当达到 21 K 时"表达量达到最高"

并表现出显著性差异#图 :7L$#7=3138$'

图 P#缺氧诱导处理后各时期 >EBC:D:D

!

在鳃及血细胞中的表达

"

表示与对照组差异显著#7=3138$ "以下注释同此

=.9"P#%-1;-&/91*3>EBC:D:D

!

&3,1)-@6*2.& 8,)188./9.55&/0-&14*;@,18

"

M/A:CH>>;BA;?;@:ACM;??H3HA@H@/92:3HM J;CK @/AC3/0#7=3138$ "CKH>:9H:>CKH?/00/J;AB

图 \#高温应激处理后各时期 >EBC:D:D

!

在鳃及血细胞中的表达

=.9"\#%-1;-&/91*3>EBC:D:D

!

&3,1),-1)4&58,)188./9.55&/0-&14*;@,18
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1 期 张5鑫"等!杂色鲍 QRPSPS

"

基因的克隆及其在应激下的表达 55

图 O#联合应激处理后各时期 >EBC:D:D

!

在鳃及血细胞中的表达

=.9"O#%-1;-&/91*3>EBC:D:D

!

&3,1),-1)4&5_ -@6*2.& 8,)188./9.55&/0-&14*;@,18

图 M#副溶血弧菌感染后 >EBC:D:D

!

在鳃及血细胞中的表达

=.9"M#%-1;-&/91*3>EBC:D:D

!

&3,1)G3$'/'%'1)#(0&-"*+;-&551/91./9.55&/0-&14*;@,18

/5讨论

417/7/ 蛋白是一种在进化上比较保守的酸性

调节蛋白"分子量约为 20 <// PI"可以作为一种

重要的调节因子参与到信号通路中' 本实验首次

成功克隆了杂色鲍 F8QRPSPS

"

基因的全序列"共

编码 292 个氨基酸"二级结构预测结果显示其结

构以
(

7螺旋为主"未见
#

7折叠' 多重比对结果显

示"不同物种中的 417/7/

+

具有很高的相似性' 杂

色鲍 417/7/

+

蛋白与家蚕的 417/7/

+

蛋白相似性

最高"达到了 70Q"这也说明 417/7/

+

蛋白在进化

上是比较保守的'

大量研究表明"QRPSPS

"

基因在生物体各组织

中均有表达"Y:H/MHH等
*4:+

和 Y/>P;AHA 等
*23+

分

别证明了 QRPSPS

"

在斑节对虾#72'(2+,4#'#8#'$

和虹鳟#1'0#)3.'03+,4.<&,,$的各组织中均有表

达' 舒妙安等
*24+

关于拟穴青蟹 QRPSPS

"

基因的研

究结果也表明"该基因在眼柄&肝胰腺& 鳃&胃&

肠&肌肉和心脏中均有表达"并且在肝胰腺中的表

达量最高' 在本实验中所检测的杂色鲍各组织

中"同样均有 QRPSPS

"

基因的表达"并且同样在肝

胰腺中的表达最高"血细胞其次' 针对这一相似

的结果"推测可能的原因是由于在软体动物和甲

壳动物中均不含有免疫球蛋白"所以"血细胞就承

担了保护机体的作用' 血液循环将血细胞运输到

身体各处"并借此来发挥免疫防御的功能' 但由

于血细胞自身不能进行有丝分裂"所以它们的更

新和补充就必须由造血器官来完成' 肝胰腺作为

造血器官"无疑将在机体的免疫反应中扮演重要

的角色'

通过实时荧光定量 6-$技术"本实验首次报

道了在应对不同环境因子的应激条件下 F8QRPSP

S

"

的表达情况' 结果表明"在缺氧诱导环境下杂

色鲍鳃组织中的 F8QRPSPS

"

表达在开始阶段就显

著上调"随后表达量虽有所下降但实验组中的表

达量均要高于对照组' 在血细胞中"21 K 时实验

组才表现出显著性差异"到 :7 K 时"这种差异依

然存在' 鳃是水生生物的主要呼吸器官"作为免

疫第一道防线"当缺氧对机体产生刺激时" F8QRP

SPS

"

在鳃中的迅速表达可能开启了机体对外界刺

/38
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激的免疫调控机制"之后"F8QRPSPS

"

在血细胞中

的表达也被开启"从而引发整个机体对缺氧环境

的应激机制' 高温应激下"鳃组织中 F8QRPSPS

"

的表达呈起伏状态"在 :7 K 时才检测到显著性变

化' 产生这一现象的原因可能是在高温初始阶

段"机体的免疫调节机制受到抑制"以使机体对外

界温度的变化产生短暂的适应"随着持续高温环

境的应激"这种抑制被解除"从而使 F8QRPSPS

"

的

表达在 :7 K 显著上调以阻止细胞凋亡' 在血细

胞中"整个应激过程中 F8QRPSPS

"

的表达都处于

相对稳定状态"表明了在血细胞中的 F8QRPSPS

"

对温度的变化不敏感' 高温缺氧联合应激实验结

果显示"在鳃组织中"应激 1 K&21 K 和 :7 K 时均

检测到 F8QRPSPS

"

的显著性变化"由此也可说明"

该组织在高温和缺氧双重因子联合作用时 F8QRP

SPS

"

的免疫调节机能得到了更进一步的加强"从

而使机体可以应对更加复杂的外界环境变化' 在

血细胞中"整个过程中双重环境因素的影响并未

改变 F8QRPSPS

"

的表达"表明 F8QRPSPS

"

在血细胞

中的表达对环境因子的依赖性相对较低' 另外"

副溶血弧菌注射后"F8QRPSPS

"

在血细胞和鳃组

织中不同时期所表现出的显著上调现象"也充分

表明了该基因在杂色鲍的机体免疫反应中扮演了

重要的角色' 但是"在以上环境因素的应激以及

病菌感染后 F8QRPSPS

"

的具体作用还不清楚"仍

需更进一步研究'
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