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摘要! 为研究酚氧化酶原激活因子" EH/E><;/0/=:J9B<79@?:N9?:;3 P9@?/H!66&(#在凡纳滨对虾

感染传染性皮下及造血组织坏死病毒")++%.#过程中所起的免疫作用!实验采用逆转录聚

合酶链式反应和 @4%&末端快速扩增技术克隆了凡纳滨对虾 %%CD基因的全长 @4%&序

列!并通过实时荧光定量 6-$技术分析了该基因在正常凡纳滨对虾和感染 )++%.凡纳滨

对虾不同组织的表达情况$ 结果显示!克隆获得了 3 :07 DE 凡纳滨对虾 %%CD基因 @4%&

全长序列"L<;A9;K 登录号 !G70481:# !其中含有一个 3 71: DE 开放阅读框""$(# !两翼分

别存在 13 DE"8U端#和 //7 DE"/U端#的非翻译区$ 该基因的开放阅读框共编码 841 个氨基

酸!氨基酸序列 17: <839 处存在功能结构域(((丝氨酸蛋白酶结构域!氨基酸序列 4:4 <

821 区域存在一个 &'6+&71 巨球型免疫蛋白功能位点!/37 </13 区域有一个组氨酸酶活

性位点%定量 6-$分析发现!该基因无论在正常对虾还是感染 )++%.对虾的心脏&肝胰

腺&肠&胃和肌肉中的表达量均较低!在血液和鳃腺中的表达量明显高于其他组织!但感染

)++%.对虾不同组织中 %%CD基因的表达量均低于正常对虾相应组织中的表达量$ 定量

检测 %%CD基因在对虾鳃腺组织中的表达情况显示!对虾感染 )++%.后!%%CD基因的表

达量急剧降低!/ > 时至最低!之后表达量逐渐上升!40> 时达最高值$ 研究表明!)++%.可

抑制 %%CD基因的表达!因而抑制酚氧化酶原免疫系统的有效激活!或是其感染对虾并在对

虾组织内增殖的原因之一$

关键词! 凡纳滨对虾% 酚氧化酶原激活因子 "66&(#% 传染性皮下及造血组织坏死病毒

")++%.#% 克隆

中图分类号! G908% *:77555555555 文献标志码'&

55酚氧化酶原系统是一种普遍存在于无脊椎动

物中的重要的异己认知的先天性免疫系统"是无

脊椎动物体内主要的免疫应答反应
(3 61)

& 无脊椎

动物中酚氧化酶常以无活性酶原的形式存在于血

淋巴细胞和表皮外壳里"具有单酚氧化酶和醌氧

化酶活性双重功能"只有被酚氧化酶原激活酶激

活后才形成具有活性的酚氧化酶"进而对病原产

生免疫反应& 酚氧化酶原系统的激活需要多种蛋

白酶和一些额外的具有生物功能性的因子共同作

用"类似于脊椎动物的补体系统
(/ 64)

"其也在甲壳

类动物的蜕皮'外骨骼形成和表皮硬化等生理过

程起着重要的作用
(8 60)

& 酚氧化酶原激活因子

#EH/E><;/0/=:J9B<79@?:N9?:;3 P9@?/H"66&($是酚氧

化 物 酶 原 激 活 酶 # EH/E><;/0/=:J9B<79@?:N9?:;3

<;FI8<"66&,$及其辅因子丝氨酸同系物#B<H:;<

EH/?<:;9B<>/8/0/32<B"*6+$活化的重要因子"直

接影响酚氧化酶的活力和机体的免疫防御机制"

其在海洋无脊椎动物非特异性免疫防御中发挥关

键的作用&

凡纳滨对虾#E*3+1-)(-20F())/-*$是世界上
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最大的水产养殖品种之一"也是我国海水养殖的

主导品种& 然而凡纳滨对虾容易感染对虾传染性

皮下及造血组织坏死病毒 #:;P<@?:/2B>IE/J<H890

]>9<89?/E/:<?:@;<@H/B:BN:H2B")++%.$"生长期

对虾感染 )+%%.后蜕壳迟缓"生长缓慢"造成养

殖群体规格参差不齐"养殖产量低"经济效益不

高& 解析 )++%.对凡纳滨对虾酚氧化酶原系统

激活的影响"以及 )++%.感染凡纳滨对虾后酚

氧化酶原系统的免疫应答反应机制"对于制定

)++%.的防控措施具有重要的指导价值& 然而"

目前有关 )++%.与凡纳滨对虾酚氧化酶激活系

统的相关研究尚未见报道"凡纳滨对虾 %%CD基

因序列也仍未见公布& 因此本研究克隆并分析了

凡纳滨对虾 %%CD基因 @4%&全长序列"并通过

实时定量 6-$比较 %%CD基因在正常对虾组织

和感染 )++%.病毒的对虾组织中的表达情况"

阐明 )++%.感染对凡纳滨对虾 66&(表达变化

的影响"为进一步解析凡纳滨对虾酚氧化酶系统

对 )++%.的免疫机制奠定基础&

35材料与方法

!"!#实验材料

实验所需凡纳滨对虾来自广西水产科学研究

院凡纳滨对虾遗传育种中心选育的无特定病原对

虾"体质量 32 <38 3"体长 32 <31 @8"饲养于

422 '的圆形 6.-桶中"养殖水温为 10 T"盐度

为 10"E+ 912"持续充气"将 48 尾凡纳滨对虾分

成 / 组"设 3 个对照组和 1 个感染组"每组设 / 个

平行"凡纳滨对虾 )++%.病毒感染试验参考陈

秀荔
(:)

的方法"每只凡纳滨对虾于第三尾节处注

射 42

"

'的病毒液& 分别于 2'/'7'31'14'40 和

91 > 取肝胰腺'鳃'胃'肠'心'肌肉和血液等 9 种

组织"保存于液氮中备用%总 $%&提取试剂盒

#$%&:B/ 6'#*$" $O76-$试剂盒 # 6H:8<*@H:E?

$OH<93<;?M:?V:?> 34%& ,H9B<H$" *S&$O

OS

$&-,M:?]6/0I8<H9B<S:="'&O9R 4%&聚合酶

以及 4%& S9HK<H购 自 大 连 宝 生 物 公 司

#O9M9$9$&

!"$#实验方法

总 $%&的提取与 @4%&第一链合成55取

健康及感染 )++%.对虾的心脏'肝脏'肠道'

胃'鳃'肌肉'血液各 218 3"迅速放入研钵中用

液氮研磨"待研磨成细粉后立即用 1 </ 8'的

OH:F/0裂解液覆盖粉末"待其自然溶解后将其收

集置 4,6-水处理的无 $%&酶污染的 ,6管

中"OH:F/0法提取总 $%&"3C琼脂糖凝胶电泳检

测总 $%&的完整性"经核酸蛋白测定仪测定

$%&纯度和浓度&

取健康对虾的肝胰腺和肌肉组织 $%&"将 1

者等体积混合后按照 O9M9$9公司的 *89H?

$&-,@4%&98E0:P:@9?:/; K:?说明书进行 $&-,

@4%&的合成%其他组织样本利用 6H/8<39公司

的 S7S'.酶合成 @4%&"产物于 612 T保存

备用&

酚氧化酶原激活因子 @4%&的克隆及测序5

5#3$酚氧化酶原激活因子部分 @4%&的克隆及

测序& 参考 L<;A9;K 公布的斑节对虾 #%-)(-20

/+)+8+)$酚氧化物酶前体激活因子基因全长

-4*序列#4G48828213$设计用于扩增凡纳滨对

虾酚氧化酶原激活因子的引物"分别为 66&(3!

8U7-LO-OL-LOL---O&OO&O-7/U% 66&(1! 8U7

--LO&LO---&LO-&O&O--7/U"以凡纳滨对虾

肝胰腺和肌肉组织的 @4%&为模板"82

"

'6-$

反应体系中加入 3

"

'的 @4%&模板"32 A '&

6-$A2PP<H))#S3

1 C

602B$8

"

'"J%O6S:=?2H<#各

118 88/05'$0

"

'"上下游引物#12

"

8/05'$各 3

"

'"O9M9$9'&O9R#8 #5

"

'$218

"

'"加水至总

体积为 82

"

'& 按以下程序进行 6-$扩增!:4 T

/ 8:;":4 T /2 B"80 T /2 B"91 T 42 B"/8 个循

环"91 T 8 8:; 延伸& 3C的琼脂糖凝胶电泳观

察& 利用 O9M9$9公司的胶回收试剂盒回收纯

化"连接转化至感受态大肠杆菌 O/E32 涂板"

/9 T培养后"挑取阳性克隆子送至深圳华大公司

测序&

#1$酚氧化酶原激活因子 $&-,扩增'克隆

与测序& 用上述引物进行凡纳滨对虾 %%CD基

因 @4%&片段的扩增"产物经测序和同源性对

比鉴定后"设计 $&-,特异扩增引物"/U端和 8U

端的 引 物 和 巢 式 引 物 分 别 为 66&(7/! 8U7

-LOLO&OLO--&&L-LLL-&O-LOL7/U%66&(7

/%!8U7L&&L--&&-&O-LLO-OO&&OO---&-7/U%

66&(78! 8U7LL&OOLLL&OOLLOL-&L-&L&-7

LO-7/U% 66&(78%! 8U7OLO-LOO----OO-OOL7

-OLOOL--7/U"引物由深圳华大公司合成&

以 $&-,@4%&为模板在灭菌的 211 8'的

反应管进行 6-$扩增"按照 O9M9$9公司产品说

:723
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明书构建 82

"

'的体系"采用降落式 6-$扩增程

序":4 T / 8:;":4 T /2 B"92 <80 T#递减 3 T5

每 / 个循环$/2 B"91 T 32 8:;":4 T 8 B"88 T

/2 B"91 T 32 8:;"18 个循环& 取 /

"

'反应产物

经 3C的琼脂糖凝胶电泳检测& 对 6-$扩增产物

回收'克隆及测序&

序列的拼接与生物信息学分析55利用软件

*<RS9; 对测序所得结果进行载体序列的去除和

拼接"将所获得序列进行比对#>??E!

!

VVV1;@D:1

;081;:>13/N5D09B?5$"利用软件 ,J:*<R 进行开放

阅读 框 # "$($ 预 测 和 氨 基 酸 序 列 的 翻 译&

);?<HEH/ *@9; 软件 # >??E!

!

VVV1<D:19@12K5

);?<H6H/*@9;$进行蛋白质功能结构域用分析"用

6H/?E9H98#>??E!

!

921<=E9BI1/H35?//0BEH/?E9H981

>?83$预测理化特性"S/?:P*@9; 程序 # >??E!

!

8I>:?B1:BD7B:D1@>5@3:7D:;58/?:PDB@9;$分析蛋白

质功能位点"-'#*O&'X 软件进行不同物种

66&(氨基酸序列比对和进化树制作&

荧光定量 6-$55利用 6H:8<H6H<8:<H812

软件设计引物"66&((!8U7-LO-OL-LOL--OO7

&OO&O-O-O7/U% 66&($! 8U7O-LOO----OO-7

OOL-OLOO7/U"对感染 )++%.病毒前后凡纳滨

对虾肝胰腺'血淋巴等组织中 %%CD基因的表达

谱进行分析"以凡纳滨对虾 30! "GC基因为内

参" 30B7(! 8U7-O-OL-OL&&--L-&OO&-OOL7

/U%30B7$!8U7OL--L&LLLOOOOLLO-O7/U"定量

6-$的扩增体系为 1

"

'@4%&"3

"

'32

"

8/05'

的上'下游引物"3118

"

'*QA$6H<8:= ,= O9R ))

#O0:$%9B<+602B$#1 A$"018

"

'JJ+

1

""设 / 个

平行样"阴性对照加入 $%9B<PH<<JJ+

1

"& 6-$

扩增程序为 :8 T /2 B":8 T 8 B"72 T /2 B"42

个循环"利用荧光定量分析软件分析结果&

15结果

$"!#凡纳滨对虾 %%56基因 %&'(的分离与

鉴定

以凡纳滨对虾肝胰腺和肌肉组织的混合

@4%&为模板"利用引物 66&(3 和 66&(1 进行扩

增"将片段纯化回收及克隆测序后获得长度为

3 249 DE的片段"将该结果提交至 L<;A9;K 数据

库中进行同源比对分析& 结果表明"该片段与斑

节对虾#%-)(-20/+)+8+)$丝氨酸蛋白酶样蛋白

基因相似性达 :9C"与斑节对虾酚氧化物酶前体

激活因子相似性达 02C"从而确定该序列为凡纳

滨对虾 %%CD基因的部分 @4%&序列&

分别以 8U和 /U7$&-, @4%& 为 模板" 以

$&-,引物进行 6-$扩增"扩增产物经 3C的琼

脂糖凝胶电泳检测发现"引物 66&(7/ 扩增出的

条带不清晰"66&(78 第一次扩增没有获得任何清

晰的条带"再以引物 66&(7/ 和 66&(78 的扩增产

物为模板"以 66&(7/%和 66&(78%引物分别进

行巢式扩增"结果经 3C的琼脂糖凝胶电泳检测

发现 66&(7/%引物扩增获得了 422 DE 左右的条

带"66&(78%扩增获得了 922 DE 左右的条带

#图 3$&

图 !#%%56基因 <(T=扩增结果

@.G"!#<(T=*/CB.E.%*5.A4-012B5AE%%56G040

55将上述所得的 %%CD基因的 8U7$&-,和 /U7

$&-,的扩增产物纯化后回收"克隆测序"去除冗

余序列后发现获得了 420 DE 和 792 DE 的两段序

列& 将所有序列进行电子拼接"获得 3 :07 DE 的

@4%&序列"因此"初步确定该序列为凡纳滨对虾

的 %%CD基因的全长 @4%&序列& L<;A9;K 数据

库登录号为 !G70481:&

$"$#凡纳滨对虾 %%56基因序列分析

使用 4%&*?9H软件的 ,J:*<R 程序对获得的

%%CD基因的开放阅读框#"$($预测"发现 %%CD

基因含有一个 3 71: DE 的开放阅读框#"$($"两

侧分别存在 12 DE 的 8U端和 //7 DE 的 /U端非翻译

区#图 1$& ,J:?*<R 分析发现"其编码 841 个氨基

酸的蛋白前体"分子量为 8711/9 K2"等电点为

7129"该蛋白的氨基酸序列中含有 42 个碱性氨基

酸#M"$$"48 个酸性氨基酸 #4",$"37: 个疏水

性氨基酸 #&")"'"("X".$"383 个极性氨基酸

#%"-"G"*"O"Q$%对开放阅读框中碱基组成分

析发现"L'-碱基的含量#8412/C$高于 &'O碱

基的含量#481:9C$&

2923
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图 $#凡纳滨对虾 %%56基因编码区和推导出的氨基酸序列

阴影部分 &OL为起始密码子"O&&为终止密码子

@.G"$#TA3.4G 10H204%0*433032%03*/.4A *%.310H204%0AE789.**.:)3%%56G040

O><B?9H?@/J/; :B:;J:@9?<J 3H<I D9@K3H/2;J1O><B?/E @/J/; :B:;J:@9?<J 3H<I D9@K3H/2;J 9;J 9; 9B?<H:BK

$"8#,,(@氨基酸序列功能分析

将 66&(的氨基酸序列进行 A09B?比对"分析

凡纳滨对虾 66&(的氨基酸序列结构域"结果发

现"108 <811 区域为胰蛋白酶功能域"148 <818

区域为胰蛋白酶家族中的类丝氨酸蛋白酶功能

域"在 /37 </13 区域有一个组氨酸酶活性位点

#图 /$&

图 8#,,(@氨基酸序列功能位点分布

@.G"8#)60E24%5.A4*B1.5013.15-.+25.A4AE,,(@*/.4A *%.310H204%01

55经 *S&$O软件推测"17: <83999处是 66&(

的功能区域"且 66&(无信号肽和跨膜区域& 用

S/?:P*@9; 程序 # >??E!

!

8I>:?B1:BD7B:D1@>$分析

蛋白质功能位点"发现在 4:8 <82/ 位置有一

&'6+&71 巨球型免疫蛋白功能位点"在 /37 </13

区域有一丝氨酸蛋白酶功能位点和组氨酸活性

位点&

用在线软件 6H/?*@90<# >??E!

!

VVV1<=E9BI1

@>5?//0B5EH/?B@90<1>?80$分析 66&(蛋白疏水性5

亲水性"结果表明!疏水性最高分值为 /123/"亲

水性最高分值为 6/1180"亲水性氨基酸分布均

匀"且多于疏水性氨基酸"整条多肽链表现为亲水

性"即 66&(属于亲水性蛋白&

$"9#凡纳滨对虾 ,,(@氨基酸序列比对及进化

树构建

将 66&(的氨基酸序列进行 A09B?比对"发

现凡纳滨对虾 66&(的氨基酸序列与斑节对虾

的同源性为 :/C& 因此推断该蛋白为凡纳滨

对虾酚氧化物酶前体激活因子蛋白&

利用 -02B?90X 在线软件对凡纳滨对虾与其

他物种的 66&(氨基酸序列进行比对发现"凡纳

滨对虾蛋白序列与斑节对虾和中国明对虾

#D-))-,+1-)(-20>5*)-)0*0$的相似性较大"与其

他物种的氨基酸序列在 92 <382 区域存在较大的

变异#图 4$&

使用 S,L&413 软件的邻接法构建 %!系统

树 # %<:3>D/H7!/:;:;3" %!$" 设 置 3 222 次

D//?B?H9EB进行评估& 结果表明"凡纳滨对虾编码

氨基酸序列与斑节对虾编码的氨基酸序列高达

0013C"与小龙虾的相似性为 8/10C"与青蟹的

相似性为 4:17C"与果蝇的相似性为 4111C"与

家蚕的相似性为 4211C"与丽蝇蛹集金小蜂的相

似性为 4/1:C"与库蚊的相似性为 4111C"由于

各自都有其生存竞争的压力所以存在一些变异"

凡纳滨对虾 66&(与斑节对虾的亲缘关系最接近

#图 8$&
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图 9#凡纳滨对虾 ,,(@氨基酸序列比对结果

@.G"9#)60,,(@*/.4A *%.310H204%0*B.G4/045-012B51AE789.**.:)3

图 :#凡纳滨对虾与其他动物 ,,(@

氨基酸序列进化树

@.G":#(/.4A *%.310H204%0C67BAG0405.%5-00AE

789.**.:)3,,(@

$":#荧光定量 ,T<分析

利用荧光定量 6-$方法对该基因在正常对

虾和感染 )++%.对虾的不同组织'不同感染时

间的表达分析表明"%%CD基因在心脏'肝胰腺'

肠道'胃'鳃'肌肉和血液等不同组织中的表达情

况出现组织特异性"在血液和鳃组织中表达量较

大"而在其他几种组织中的表达量相对较低"最大

差异约达到 18 倍"表明该基因在血细胞和鳃中优

势表达#图 7$&

由于 %%CD基因在鳃组织中表达量最大"实

验以凡纳滨对虾鳃腺组织为材料"检测 %%CD基

因在对虾感染)++%.2'/'7'31'14'40 和 91 > 时

的相对表达量"结果显示"对虾鳃腺组织 %%CD基

因的表达量在病毒感染后急剧降低"随后逐渐增

加"40 > 后出现表达高峰"但仍然比正常组织的表
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达量低"随着感染时间的延长"%%CD基因的表达

量又开始降低#图 9$&

图 O#%%56基因在正常对虾不同组织中的相对表达

31心"11肝胰腺"/1肠"41胃"81肌肉"71鳃腺"91血液

@.G"O#<0B*5.Q00DC-011.A4AE%%56G040.4

3.EE0-0455.11201AE4A-/*B16-./C

31><9H?"11><E9?/E9;@H<9B"/1:;B?<B?:;<"41B?/89@>"8182B@0<"71

3:00"91D0//J

图 U#,,(@基因在感染 VLL'W后

在鳃腺组织的相对表达

@.G"U#<0B*5.Q00DC-011.A4AE,,(@G040.4560

G.BB5.1120*E50-%6*BB04G0K.56VLL'W

55对凡纳滨对虾感染 )++%.91 > 时的不同组

织进行表达分析发现"%%CD基因表达的组织分

布和正常对虾的分布一致"但是每种组织的

%%CD基因表达量都比正常组织的表达量低 #图

0$"说明不同组织中 %%CD基因的表达都受病毒

感染的影响&

/5讨论

酚氧 化 酶 原 激 活 系 统 # EH/E><;/0/=:J9B<7

9@?:N9?:;3 BIB?<8" EH/6"7&*$在无脊椎动物中广

泛存在"它与哺乳动物的补体系统非常类似&

EH/6"7&*是甲壳动物最重要的体液免疫系统"在

抵御病原微生物入侵'伤口愈合和表皮硬化着色

等生理反应中发挥重要作用
(32 63/)

& 近年来"对先

天性免疫的研究越来越受到重视"研究酚氧化酶

图 X#%%56基因在感染 VLL'WU$ 6后

不同组织的相对表达

31心"11肝胰腺"/1肠"41胃"81肌肉"71鳃腺"91血液

@.G"X#<0B*5.Q00DC-011.A4AE%%56G040.43.EE0-045

5.11201AEVLL'W?.4E0%50316-./C*E50-U$ 6

31><9H?"11><E9?/E9;@H<9B"/1:;B?<B?:;<"41B?/89@>"8182B@0<"71

3:00"91D0//J

激活系统对宿主防御功能的研究有着重要的意

义& 目前从家蚕'淡水小龙虾等节肢动物中鉴定

出了酚氧化酶原活化酶或氧化酶原活化因

子
(34 637)

& 本研究克隆出 3 条凡纳滨对虾全长

@4%&序列"该序列编码 841 个氨基酸"具有典型

的 66&(功能域"其在 17: <83999为 ?HIE7BE@超

家族功能区域"在 4:4 <82199位置为 &'6+&71

巨球型免疫蛋白功能位点"/37 </1399区域有一

个组氨酸酶结合位点"且其编码的氨基酸序列与

斑节对虾 66&(的同源性最高为 :/C"与螯虾

66&(的同源性为 78C"与中华绒螯蟹 66&(的

同源性为 88C& 据此推断"本研究克隆获得的基

因序列为凡纳滨对虾酚氧化物酶原激活因子全长

序列&

无脊椎动物中酚氧化酶原的活化主要通过特

异性丝氨酸蛋白酶的级联反应引起
(39)

& 在昆虫

中已有许多分离酚氧化酶激活酶原的报道"例如

从家蚕'黑腹果蝇以及东北大黑鳃金龟血淋巴中

分离出的酚氧化酶活化因子均为丝氨酸蛋白

酶
(37)

& 本研究所得的 %%CD基因其氨基酸序列

108 <83999区域是胰蛋白酶家族中的类丝氨酸

蛋白酶位点"应同样具有活化凡纳滨对虾酚氧化

酶原的功能& 酚氧化酶激活系统所产生的活性物

质对无脊椎动物自身也具毒性"无脊椎动物中酚

氧化酶通常以无活性酶原的形式存在"其活化因

子的活性通常情况下也处于被抑制状态"因此"

66&(作为酚氧化酶系统的重要调节因子"其如

何调控酚氧化酶原活化一直是一项重要的研究内

容之一& 巨球蛋白可通过影响 66&(的活性而阻
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止酚氧化酶原活化
(33)

& 本研究结果显示凡纳滨

对虾 66&(4:8 <82/99区域有一个 &'6+&71 巨

球型免疫蛋白功能位点"可能为巨球蛋白抑制剂

的结合位点& 由此推测"凡纳滨对虾 66&(在酚

氧化酶原激活过程中具有双重功能"既可通过丝

氨酸蛋白酶的水解功能活化酚氧化酶酶原"又可

结合巨球蛋白抑制剂影响 66&(活性进而影响酚

氧化酶原的活化"从而保证酚氧化酶在不同的生

理或病理状态下具有适当的限制性酶活&

作为无脊椎动物重要的体液免疫系统"酚氧

化酶激活系统是一个高效的异己识别系统"其系

统的启动常由病菌和病毒等外源微生物的入侵引

起& 鳃腺是对虾的主要的免疫器官之一"且本研

究结果显示"无论是正常对虾还是感染 )++%.

病毒的对虾鳃腺组织中 66&(的表达量均最高"

因此"实验定量分析了凡纳滨对虾对虾 66&(基

因在感染)++%.2'/'7'31'14'40 和 91 > 时鳃腺

组织的相对表达量"结果显示对虾鳃腺组织66&(

的表达量在病毒感染后急剧降低"随后逐渐增加"

40 > 后出现表达高峰"随着感染时间的延长"

%%CD基因的表达量又开始降低& 由此可以看

出")++%.感染凡纳滨对虾初期极大地抑制了

66&(的表达"66&(表达量随着病毒感染时间的

延长而逐渐升高"至 40 > 达到高峰"至 91 > 病毒

和机体免疫系统的抑制和反抑制达到平衡&

)++%.又称对虾矮小综合征病毒"可感染凡纳滨

对虾并导致对虾生长缓慢"体格矮小"但该病毒并

不能导致凡纳滨对虾死亡& )++%.感染对虾后"

66&(在不同时段的表达量也与 )++%.感染对

虾的病理特征相符合"即 )++%.感染对虾可抑

制对虾生长导致其罹患矮小综合征"但不能完全

破坏凡纳滨对虾的酚氧化酶免疫系统"导致其

死亡&

本研究定量比较分析了正常对虾和感染

)++%.对虾的 %%CD基因在心脏'肝胰腺'肠道'

胃'鳃'肌肉和血液等不同组织中的表达情况"发

现无论是正常对虾还是感染 )++%.对虾"该基

因在以上组织均只低量表达"在血液和鳃腺中的

表达量明显高于其他组织"但感染 )++%.对虾

不同组织中 %%CD基因的表达量均低于正常对虾

相应组织中的表达量& %%CD基因在不同组织的

表达特点符合酚氧化酶原体液免疫系统的组织分

布特点"但其广谱表达特征也暗示 %%CD基因除

免疫功能外还具有其他生理功能& A2J9等
(30)

通

过定量 6-$和 %/H?><H; 印迹法研究蓝蟹皮下组

织相关关节和背侧 66&(的表达模式时发现"预

蜕皮蓝蟹组织中 66&(的 $%&转录水平高"而蜕

皮后下降"66&(8$%&的增加发生在 / <4 > 后

蜕皮蓝蟹的关节膜皮下组织而不是背侧皮下组

织"这表明 66&(可能参与预蜕皮角质层的活性"

且蜕皮后角质层的沉积发生在非钙化区而不是钙

化区& 蜕皮是节肢动物生长发育的重要特征之

一"凡纳滨对虾 %%CD基因是否参与对虾的蜕皮

过程")++%.是否通过抑制 %%CD基因表达进而

影响对虾的蜕皮过程造成对虾生长缓慢"其原因

需进一步研究&
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