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摘要: 应用RACE技术克隆脊尾白虾血蓝蛋白大亚基基因, 并通过攻毒实验揭示脊尾白虾血蓝蛋白基因的先

天免疫防御作用, 为脊尾白虾(Exopalaemon carinicauda)的免疫防治研究提供依据和思路。研究成功克隆了

脊尾白虾血蓝蛋白大亚基基因全长cDNA序列, 该大亚基cDNA全长 2192 bp, 开放式阅读框长 2034 bp, 5′非编

码区长 21 bp, 3′非编码区长 137 bp, 将该基因命名为 EcHcL。EcHcL编码 667 个氨基酸, 前 21 个氨基酸组成

信号肽, 推测成熟肽的分子量为 78.5 kD。Blast比对结果显示, 由脊尾白虾血蓝蛋白EcHcL序列推导的氨基酸

序列与日本沼虾、凡纳滨对虾血蓝蛋白氨基酸序列的同源性分别达到 87%、73%, 其M结构域氨基酸序列与

斑节对虾、日本对虾等物种同源性性高达 90% 左右, 由此推断该cDNA序列属于血蓝蛋白家族。组织表达分

析结果显示, EcHcL基因在脊尾白虾鳃、卵巢、肝胰腺、心脏、肠、肌肉、胃、腹神经节、眼柄、血细胞中

均有表达, 肝胰腺中相对表达量最高。Real-time PCR分析发现EcHcL基因在金黄色葡萄球菌、副溶血弧菌和

对虾白斑综合征病毒(WSSV)感染后脊尾白虾肝胰腺和血细胞中的表达量显著增加, 并具有不同的时空表达

模式, 推测脊尾白虾EcHcL基因在免疫防御中具有重要作用。
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脊尾白虾(Exopalaemon carinicauda)又名小白

虾、五须虾、迎春虾等, 隶属甲壳纲(Crustacea)、
十足目(Decapoda)、长臂虾科(Palaemonidae)、白

虾属(Exopalaemon), 系热温带海区底栖虾类, 分布

于中国大陆沿岸和朝鲜半岛西岸的浅海低盐水域,
以黄渤海产量最高, 具有繁殖周期长、生长速度

快、环境适应性广、食性杂、经济价值高等优点
[1, 2],

成为沿海滩涂地区重要的特色水产养殖品种。

近20年来, 随着池塘养殖规模的迅速扩大, 脊
尾白虾显示出明显的养殖前景, 然而细菌及病毒疾

病的爆发给虾类养殖造成了严重的经济损失, 针对

虾类非特异性免疫防御机制的研究正在广泛开展
[3]
。

研究表明, 血蓝蛋白不仅具有输氧功能, 而且还具

有酚氧化物酶活性
[4]
、抗病毒活性

[5]
、凝集活性

[6]

和抑菌活性
[7]
等多种免疫学功能, 被认为是一种具

有多种非特异性免疫活性的多功能蛋白。目前, 随
着对甲壳动物血蓝蛋白功能的深入研究, 其cDNA
序列已相继被克隆

[8—10]
。研究表明凡纳滨对虾(Lito-

penaeus vannamei)具有大小两个血蓝蛋白亚基
[11],

且感染哈维氏弧菌后的血蓝蛋白mRNA的表达量

呈上调趋势
[12]

。脊尾白虾血蓝蛋白基因小亚基的

克隆工作已经完成
[10], 而大亚基的研究未见报道。

本研究通过RACE技术(Rapid Amplification of
cDNA Ends)克隆了脊尾白虾血蓝蛋白大亚基基因
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的cDNA全长, 并分析了金黄色葡萄球菌、副溶血

弧菌及白斑综合征病毒(WSSV)感染后该基因的表

达变化, 为进一步深入了解血蓝蛋白基因在免疫防

御中作用奠定基础。

1    材料与方法

1.1    材料

取体长(4.5±0.25) cm、(2.19±0.42) g的健康脊

尾白虾, 饲养于200 L的PVC桶中, 暂养7d进行实验,
实验期为3d。选取暂养的健康脊尾白虾1200尾(每
桶100尾)分为4个组, 设金黄色葡萄球菌感染组、

副溶血弧菌感染组、WSSV感染组和对照组, 每组

3个平行, 分别进行细菌感染和病毒感染实验。

菌悬液的制备　　配制2216E (液体成分: 蛋白

胨母膏, 磷酸高铁; 固体成分加琼脂粉)和胰蛋白大

豆肉汤(TSB)液体及固体培养基, 灭菌备用。将副

溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)菌种(本实验室

保存)接种于2216E液体培养基中, 28℃培养过夜。

于2216E固体培养基上划线纯化1次; 选取单菌落接

种于2216E液体培养基中, 28℃ 200 r/min摇床上培

养8—10h, 使活菌数在108 CFU/mL左右。将菌悬液

离心, 弃上清液, 用生理盐水对菌体进行反复洗涤,
重悬后, 使菌体的浓度达108 CFU/mL。

将金黄色葡萄球菌(Stphylococcus aureus)(本实

验室保存)接种于TSB液体培养基中, 37℃培养过

夜。于TSB固体培养基上划线纯化1次; 选取单菌

落接种于TSB液体培养基中, 37℃ 180 r/min摇床上

培养12h, 使活菌数在108 CFU/mL左右。将菌悬液

离心, 弃上清液, 用生理盐水对菌体进行反复洗涤,
重悬后, 使菌体的浓度达108 CFU/mL。

WSSV 粗提液的制备　　取感染WSSV的脊

尾白虾病虾(本实验室保存) 头尖组织5 g, 加入适量

(800 μL) 4℃预冷的磷酸盐缓冲液(1×PBS), 20000 r/
min冰浴匀浆, 将获得的匀浆液于4℃ 3000 r/min离
心15min, 取上清液反复离心3次(4000、6000、
8000 r/min各15min), 将所得的上清液用0.45 μm滤

膜过滤除菌, 将除菌的粗提液稀释100倍(3.7×107

copy/mL)进行分装并保存于 –80℃冰箱中备用。

实验时将菌悬液、WSSV粗提液用微量注射

器从脊尾白虾的第2腹节处注入(20 μL/尾)。对照

组注射pH为7.4的1×PBS缓冲液(20 μL/尾)。在注射

后的6h、12h、24h、48h、72h取样, 每个时间点各

取5尾虾, 取血液、肝胰腺、鳃、肌肉等组织, 用于

总RNA提取。

1.2    脊尾白虾总RNA提取及cDNA合成

脊尾白虾组织总RNA提取利用TRIzol试剂(In-

vitrogen公司), 用核酸定量仪(Thermo, NanoDrop
2000)和1.0%琼脂糖凝胶电泳检测总RNA的质量及

完整性。使用DNaseⅠ RNase-free (Fermentas)试剂

盒去除提取的总RNA中残留的DNA。

cDNA合成体系(20 μL): 10 μL总RNA, 2 μL
Oligo dT (50 μmol/L), 72℃水浴5min, 冰浴2min, 瞬
时离心数秒使溶液聚集于管底; 之后再向管中加入

1.0 μL dNTP Mixture (each 10 mmol/L)、5×M-MLV
Buffer 4.0 μL、0.5 μL RNase Inhibitor (40 μL/mL,
TaKaRa)和1.0 μL M-MLV反转录酶(TaKaRa), 用
DEPC水补足体积; PCR仪上42℃孵育lh; 72℃孵育

15min; 4℃孵育20min。合成的cDNA用于后期脊尾

白虾血蓝蛋白基因的克隆及Real-time PCR检测。

脊尾白虾3′和5′RACE模板的合成根据SMARTTM
RACE Amplification Kit说明书进行。

1.3    脊尾白虾血蓝蛋白大亚基基因cDNA中间片

段克隆

根据从GenBank获得的凡纳滨对虾血蓝蛋白

基因(AJ250830.1)、斑节对虾(Penaeus monodon)血
蓝蛋白基因(AF4317371)、日本沼虾(Macrobrachium
mipponensis)血蓝蛋白基因(KF431830)序列设计简

并引物HcL-F和HcL-R (上海生工生物工程有限公

司合成)(表 1)。PCR反应体系(20 μL): Trans Taq®
HiFi Polymerase (5 U/μL) 0.2 μL, 10×Trans Taq HiFi
Buffer Ⅱ 2 μL, 2.5 mmol/L dNTPs 1.6 μL, HcLF
1 μL, HcLR 1 μL, 脊尾白虾cDNA模板2 μL, ddH2O
12.2 μL。反应程序: 94℃ 5min; 94℃ 30s, 58℃ 30s,
72℃ 30s, 35个循环; 72℃ 10min; 4℃保存。1% 琼
脂糖凝胶电泳检测后, 用DNA胶回收试剂盒(北京

表 1   本研究所用引物序列

Tab. 1   Primers used in this study

引物Primer 序列Sequence (5′—3′)

HcL-F 　　　CCWCCWCTCTACGAAGTCACHCC

HcL-R 　　　GTGTTCCATVACDCCTGGAGGCA

5HcL-1 　　　GAAGTTTTCTCCTTTGCGGTCA

5HcL-2 　　　GAATAAGAATCCCTCCACCAGA

3HcL-1 　　　AGAGATGCCATTGCTCACGGAT

3HcL-2 　　　GCTCTCCACAACACTGCCCATA

3HcL-3 　　　GCCATTCCAGACATTCACACTA

UPM 　　　CTAATACGACTCACTATAGGGCAA
　　　GCAGTGGTATCAACGCAGAGT

NUP 　　　AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT
β-actin-

F 　　　CGAAACCTTCAACACTCCCG

β-actin-
R 　　　GGGACAGTGTGTGAAACGCC

QHcL-F 　　　AACTATCTCTTGTGGAAGGTGA

QHcL-R 　　　CTGAGTAATGGGAAGTGTCGGC
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天根生化科技有限公司)纯化PCR扩增特异性产物,
连接到pMD18-T (TaKaRa)载体上, 重组载体转化

到大肠杆菌DH5α 感受态细胞(北京天根生化科技

有限公司)中, 挑取阳性克隆子进行菌液PCR验证后

测序。

1.4    脊尾白虾血蓝蛋白大亚基cDNA 5′和3′末端的

扩增

根据测序得到的中间序列设计5′ RACE引物

(5HcL-1、5HcL-2)和3′ RACE引物(3HcL-1、3HcL-
2)(表 1)扩增脊尾白虾大亚基血蓝蛋白基因cDNA
全长序列。按照SMARTTM cDNA Amplification Kit
(Clontech)说明书推荐的反应体系及反应条件进行

5′ RACE和3′ RACE扩增。PCR扩增产物的纯化、

克隆及测序同上所述。

1.5    序列分析

将测序结果去载体后, 采用ContigExpress进行

5′和3′序列拼接, 用NCBI BLAST (http://blast.ncbi.
nlm.gov/Blast.cgi)网页进行序列比对及结构域预测,
用SignalP 4.0软件分析信号肽, 采用DNAMAN软件

进行不同来源的血蓝蛋白的氨基酸序列多序列比

对, 用MEGA 6.0软件
[13]

中的Neighbor-joining法[14]

构建系统树。

1.6    EcHcL基因组织分布特征分析

根据脊尾白虾血蓝蛋白EcHcL基因设计正反

向引物(QEcHcL-F/R)(表 1), 用于Real-time PCR检
测。按照前述选择6尾健康的脊尾白虾, 取其鳃、

卵巢、肝胰腺、心脏、肠、肌肉、胃、腹神经节、

眼柄、血细胞用于各组织RNA的提取及cDNA的合

成。利用Real-time PCR检测不同组织中EcHcL基
因的分布情况。使用SYBR Premix Ex Taq Ⅱ 试剂

(TaKaRa), Applied Biosystems 7500 Real Time
PCR仪上进行, 反应体系为10 μL: 5 μL SYBR Pre-
mix Ex Taq Ⅱ、1 μL cDNA、0.4 μL正反向引物、

0.2 μL ROX Reference dye Ⅱ 及3 μL ddH2O。反应

程序为95℃ 10min; 95℃ 30s, 95℃ 5s, 60℃ 34s,
40个循环; 95℃ 15s; 60℃ 1min; 95℃ 15s。以β-
actin基因作为内参基因, 样本和内参均设置3个平

行, 采用2–ΔΔCt
方法

[15]
计算EcHcL基因的相对表达

量。

1.7    副溶血弧菌和金黄色葡萄球菌感染脊尾白虾

后血蓝蛋白基因EcHcL的表达分析

分别提取副溶血弧菌和金黄色葡萄球菌感染

后不同时间脊尾白虾的肝胰腺和血细胞组织的

RNA, 按照前述方法逆转录合成cDNA进行Real-
time PCR, 以β-actin基因作为内参基因, 样本和内参

均设置3个平行, 检测细菌感染下的脊尾白虾血细

胞和肝胰腺中EcHcL基因在不同时间点的表达情

况。反应体系、反应程序及数据分析如1.6所述。

1.8    白斑综合征病毒感染后脊尾白虾EcHcL的表

达分析

提取WSSV感染后不同时间脊尾白虾血细胞

和肝胰腺组织的RNA, 按照前述方法反转录合成

cDNA进行Real-time PCR。反应体系、反应程序及

数据处理同如1.6所述。

2    结果

2.1    脊尾白虾血蓝蛋白大亚基因cDNA全长的克

隆及序列分析

采用RACE方法和RT-PCR扩增获得脊尾白虾

血蓝蛋白大亚基基因cDNA全长, 命名为EcHcL
(GenBank登录号: MFID143190)。EcHcL序列分析

显示全长2192 bp,  包括2034 bp的开放阅读框

(ORF)、5′端非编码区(UTP) 21 bp和137 bp的3′非
编码区, 其中包括1个终止子TAG和多聚腺苷酸

PolyA尾(加尾信号AATAAA)。氨基酸序列分析显

示, EcHcL编码677个氨基酸, 预测分子量为78.5 kD,
理论等电点(PI)为5.41。Signal P 4.0 Server (http://
www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)分析显示此氨基

酸序列N端前21个氨基酸组成信号肽。SMART
(Simple Modular Architecture Research Tool)软件分

析表明, 脊尾白虾EcHcL血蓝蛋白含有3个结构域:
Hemocyanin_N (25-147aa)、Hemocyanin_M (154-
411aa)、Hemocyanin_C (420-668aa)(图 1)。Hemoe-
yanin-M结构域中的两个铜离子结合位点含6个保

守的组氨酸残基H218
、H222

、H249
、H372

、H376
、H414

。

2.2    EcHcL氨基酸序列比对同源性分析

使用NCBI BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.

0 100 200 300 400 500 600 700

Pfam

Hemocyanin_N

Pfam

Hemocyanin_M

Pfam

Hemocyanin_C

图 1    脊尾白虾EcHcL血蓝蛋白结构域位置

Fig. 1    Three domains of EcHcL hemocyanin

88 水   生   生   物   学   报 42 卷

http://blast.ncbi, nlm.gov/Blast.cgi
http://blast.ncbi, nlm.gov/Blast.cgi
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://blast.ncbi, nlm.gov/Blast.cgi
http://blast.ncbi, nlm.gov/Blast.cgi
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi


gov/Blast.cgi) 对脊尾白虾EcHcL基因编码的氨基酸

序列与其他物种的血蓝蛋白氨基酸序列进行同源

性比较, 结果发现其与日本沼虾(Macrobrachium
nipponense)同源性最高达到87%, 与凡纳滨对虾

(Litopenaeus vannamei)、斑节对虾(Penaeus mono-
don)、日本囊对虾(Marsupenaeus japonicus)同源性

分别为73%、72%、71%, 与疣酋妇蟹(Eriphia ver-
rucosa)、中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)、斑点海

虱(Eurydice pulchra)的同源性分别为68%、67%、

63%。将多个物种的血蓝蛋白Hemocyanin_M结构

域比对发现, 这些氨基酸序列都相对保守, 同源性

达到90.97%, 并且均含有两个铜离子结合位点。

2.3    EcHcL氨基酸序列系统进化分析

利用MEGA 6.0软件对脊尾白虾EcHcL基因氨

基酸序列进行系统进化分析, 并构建系统进化树

(图 2)。结果显示17个物种中, 脊尾白虾EcHcL与日

本沼虾、大和米虾(Caridina multidentata)血蓝蛋

白、日本囊对虾、斑节对虾、凡纳滨对虾、中国

对虾(Fenneropenaeus chinensis)等动物的血蓝蛋白

为一个亚群。与中华绒螯蟹、疣酋妇蟹、珍宝蟹

(Metacarcinus magister)、蓝蟹(Callinectes sapidus)、
拟穴青蟹(Scylla paramamosain)为另一个亚群。

EcHcL在进化上与日本沼虾的亲缘关系最近, 与信

号小龙虾(Pacifastacus leniusculus)、斑点海虱、蛀

木水虱(Limnoria quadripunctata)、钩虾(Gamma-
rus roeselii)、木纹网球虾(Atyopsis moluccensis)、
蝉形齿指虾蛄(Odontodactylus scyllarus)等动物的

血蓝蛋白亲缘关系较远。

2.4    EcHcL基因在不同组织中的表达分析

利用RT-PCR分析EcHcL基因在不同组织中的

表达水平, 结果显示, EcHcL基因在脊尾白虾鳃、

卵巢、肝胰腺、心脏、肠、肌肉、胃、腹神经

节、眼柄、血细胞中均有表达, 其中, 肝胰腺中表

达量最高 ,  其次为血细胞 ,  在腹神经节、心脏、
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图 2    MEGA 6.0软件构建的基于EcHcL氨基酸序列的NJ系统进化树

Fig. 2    NJ phylogenetic tree based on EcHcL amino acid sequence by MEGA 6.0
各物种血蓝蛋白序列登录号: 日本沼虾Macrobrachium nipponense (AGA17871.1)、大和米虾Caridina multidentata (CCC55785.1)、日

本囊对虾Marsupenaeus japonicus (ABR14693.1)、斑节对虾Penaeus monodon (AEB77775.1)、凡纳滨对虾Litopenaeus vannamei
(AHY86472.1)、中国对虾Fenneropenaeus chinensis (ACM61982.1)、中华绒螯蟹Eriocheir sinensis (AEG64817.1)、疣酋妇蟹Eriphia
verrucosa (ALF44611.1)、珍宝蟹Metacarcinus magister (AAW57892.1)、蓝蟹Callinectes sapidus (AAF64305.1)、拟穴青蟹Scylla
paramamosain (AKC96433.1)、信号小龙虾Pacifastacus leniusculus (AAO47336.1)、斑点海虱Eurydice pulchra (ACS44713.1)、蛀木水

虱 Limnoria quadripunctata (ADE58573.1)、钩虾Gammarus roeselii (CAI78901.1)、木纹网球虾Atyopsis moluccensis (CCF55382.1)、
蝉形齿指虾蛄Odontodactylus scyllarus (CAX46430.1)
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肠、鳃、卵巢、肌肉、胃、眼柄中表达量较低

(图 3)。
2.5    感染后EcHcL基因在肝胰腺及血细胞中的表

达分析

如图 4所示, 脊尾白虾感染金黄色葡萄球菌、

副溶血弧菌、WSSV后, 脊尾白虾肝胰腺中EcH-
cL基因表现出一定的时间依赖性, 总体趋势表现为

先升高后降低。EcHcL表达量在金黄色葡萄球菌

感染后48h达到峰值, 与对照组有显著性差异(P<
0.05), 到72h下降到与对照组无显著性差异(P>0.05)。
EcHcL表达量在副溶血弧菌感染后12h达到峰值,
与对照组差异极显著(P<0.01), 24h后表达量持续下

降, 到72h下降到与对照组无显著性差异(P>0.05)。
感染WSSV后, EcHcL在肝胰腺内表达量在12h达到

最大值, 并与对照组差异极显著(P<0.01)。如图 5
所示, 感染金黄色葡萄球菌、副溶血弧菌、WSSV后,
脊尾白虾血细胞中血蓝蛋白EcHcL基因表达量表

现出先升高后下降的趋势, 均在24h达到峰值, 并且

金黄色葡萄球菌感染组和WSSV感染组与对照组

相比有显著性差异(P<0.05), 副溶血弧菌感染组与

对照组相比差异极显著(P<0.01)。

3    讨论

3.1    EcHcL基因cDNA全长的克隆及序列分析

血蓝蛋白是位于甲壳动物血淋巴中的含铜呼

吸蛋白, 它通过与氧气的可逆结合满足集体的氧需

求, 结合氧状态与铜结合为蓝色, 脱氧状态与铜脱

离为无色。本实验成功克隆了脊尾白虾血蓝蛋白

大亚基基因, 预测编码蛋白分子量为78.5 kD, 与已

分离的日本沼虾、凡纳滨对虾血蓝蛋白大亚基分

子量类似
[11, 16]

。研究表明, 典型的甲壳动物血蓝蛋

白是由氨基酸数为630—660、分子量为70—80 kD
的异源亚基构成的六聚体, 六聚体中每个亚基折叠

为三个结构域, 其中第一、三结构域分别为亚基蛋

白的N、C端, 第二结构域含血蓝蛋白的活性部位,
活性部位结合有两个铜离子, 每个铜离子分别与蛋

白质链上三个组氨酸结合
[17]
。在本实验中, SMART

结果显示, 脊尾白虾血蓝蛋白大亚基含有3个结构

域: Hemocyanin_N (25—147aa)、Hemocyanin_M
(154—411aa)、Hemocyanin_C (420—668aa) 和
Hemoeyanin-M结构域中的两个铜离子结合位点含

6个保守的组氨酸残基H218
、H222

、H249
、H372

、H376

和H414
。氨基酸序列比对结果显示, 铜离子结合区

相似性较高, 说明该血蓝蛋白铜结合区在进化上相

对保守。系统进化分析结果显示EcHcL与日本沼虾

血蓝蛋白亲缘关系最近, 疣酋妇蟹、中华绒螯蟹、

斑点海虱等甲壳动物的血蓝蛋白亲缘关系次之。

3.2    EcHcL基因在不同组织中的表达分析

本实验对EcHcL在不同组织中的表达量进行

了测定, 发现EcHcL mRNA的表达组织分布广泛且

具有组织特异性, 在肝胰腺最高, 血细胞次之, 与凡

纳滨对虾
[18]

、中国对虾
[8]
的研究结果一致。此研究

支持了肝胰腺是甲壳动物血蓝蛋白的主要合成器

官的观点
[19]
。
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图 3   EcHcL基因在脊尾白虾不同组织中的表达

Fig. 3   EcHcL expression level in different tissues of E. carini-
cauda
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图 4   EcHcL基因在脊尾白虾肝胰腺组织中的表达变化

Fig. 4   Relative expression of EcHcL in hepatopancreas of E. cari-
nicauda
*代表实验组与对照组差异显著(P<0.05); **代表同一时间实验

组与对照组差异极显著(P<0.01); 下同

* indicates significant difference (P<0.05); ** indicates highly
significant difference (P<0.01); the same applies below
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图 5   EcHcL基因在脊尾白虾血细胞中的表达变化

Fig. 5   Relative expression of EcHcL in haemocytes of E. carini-
cauda
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3.3    感染后EcHcL基因的表达分析

近年来的研究发现, 血蓝蛋白具有载氧功能外,
还具有凝集活性、酚氧化酶活性、抗菌和抗病毒

等作用。目前的研究结果认为血蓝蛋白是构成甲

壳动物免疫防御体系的重要成员之一
[20]

。章跃陵

等
[21, 22]

研究发现血蓝蛋白蛋白斑点的肽质量谱峰

值可以与流感病毒的血凝素相匹配, 提示血蓝蛋白

可能具有凝集活性; 并发现血清中与溶藻酸弧菌、

哈维氏弧菌、嗜水气单胞菌和金黄色葡萄球菌等

4种病原菌直接结合的蛋白是血蓝蛋白, 提示血蓝

蛋白具有一定的抗菌活性, 并首次证明了血蓝蛋白

具有非特异性抗病毒作用
[23]

。Lee等[24]
研究发现信

号小龙虾血蓝蛋白在酸性环境下能水解产生抗菌

肽, 对革兰氏阳性菌和阴性菌都有很强的抑制作

用。综上所述, 血蓝蛋白及其降解片段在虾类的免

疫系统中发挥着重要的作用。在本实验中, 脊尾白

虾肝胰腺和血细胞血蓝蛋白基因EcHcL基因在金

黄色葡萄球菌、副溶血弧菌刺激后, 其表达量表现

出一定的时间依赖性, 总体趋势表现为先升高后降

低。肝胰腺和血细胞EcHcL表达量在金黄色葡萄

球菌感染后24h内发生轻微浮动, 在48h达到最大值,
约是对照组的2倍, 随后下降到与对照组无显著差

异(P>0.05), 与Lu等[25]
研究发现注射金黄色葡萄球

菌后, 凡纳滨对虾血蓝蛋白基因在肝胰腺中表达量

增加显著结果相一致, 提示血蓝蛋白具有抗菌作用;
血细胞EcHcL表达量在金黄色葡萄球菌感染后24h
达到最大值, 约是对照组的2倍, 可能由于球菌的感

染激活了血蓝蛋白的免疫活性, 促进血蓝蛋白基因

的表达, 之后显著降低, 可能由于虾血细胞体液免

疫将异物排除体外。脊尾白虾在受到副溶血弧菌

感染后, 肝胰腺EcHcL表达量随着时间增加而增加,
在注射12h达到最大值, 约是对照组的8倍, 随后逐

渐下降, 72h恢复到与对照组相当, 与李彦飞
[26]

研究

发现凡纳滨对虾血蓝蛋白p77亚基在注射病原菌后,
12h达到表达量达到最大值之后下调趋势一致, 提
示血蓝蛋白在虾类免疫防御体系中具有抗菌作用;
血细胞EcHcL表达量在24h达到最大值, 约是对照

组的3倍, 随后逐渐下降, 在72h与对照组无显著性

差异(P>0.05), 与杨留冰
[27]

研究发现注射球菌及弧

菌24h后凡纳滨对虾血浆血蓝蛋白亚基表达量达到

最大值之后下调趋势一致, 提示血蓝蛋白具有抗菌

作用。经金黄色葡萄球菌及副溶血弧菌感染脊尾

白虾后, 在感染后期EcHcL表达量恢复到正常水平

(图 3), 推测病原菌的入侵激活了脊尾白虾的免疫

防御体系, 血蓝蛋白及血细胞等免疫因子的共同作

用先将病原菌清除
[28]
。

白斑综合征病毒是虾类主要的病毒性疾病之

一, 给虾类养殖业造成巨大的经济损失
[29, 30], 因此

越来越多的学者对虾类抗病毒展开研究。近十几

年来研究表明 ,  对虾血蓝蛋白具有抗病毒活性。

Zhang等[21]
将凡纳滨对虾血蓝蛋白分离为分子质量

为73 kD和75 kD的两种亚基, 并首次证明血蓝蛋白

具有非特异性抗病毒作用。Lei等[31]
研究发现血蓝

蛋白能与WSSV和虹彩病毒(Singapore Grouper
Irido Virus, SGIV)结合揭示血蓝蛋白具有抗病毒功

能。在本实验中, 脊尾白虾肝胰腺及血细胞EcH-
cL基因在WSSV感染后, 与对照组相比具有时空表

达模式, 表达量先升高后降低, 分别在12h和24h
达到最高值, 分别约是对照组的4倍和2倍, 与Xu
等

[32]
研究发现凡纳滨对虾人工感染WSSV后血蓝

蛋白基因在肝胰腺中的表达上调趋势一致, 表明血

蓝蛋白在虾类的免疫防御中还具有抗病毒的作

用。WSSV感染脊尾白虾前期在肝胰腺组织及血

细胞中的EcHcL基因表达量持续增加, 可能因为病

毒的复制刺激了血蓝蛋白的合成促进了免疫应答;
感染后期, WSSV的扩增进入对数期, 抑制了脊尾

白虾的免疫防御系统, 使EcHcL表达量持续下降。

本实验对脊尾白虾血蓝蛋白大亚基基因cDNA
全长进行了克隆分析, 并研究了其在病原菌及病毒

的感染下的表达规律, 发现感染后基因表达呈现特

定的时空表达模式, 进一步证明了血蓝蛋白具有抗

菌和抗病毒双重作用, 为深入研究血蓝蛋白在对虾

免疫防御系统中的作用积累了资料。
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cDNA CLONING AND EXPRESSION ANALYSIS OF HEMOCYANIN SUBUNIT
GENE IN EXOPALAEMON CARINICAUDA

DOU Quan-Wei1, 2, LI Ji-Tao2, 3, LIU Ping2, 3, LI Jian2, 3, LIU Jiu-Mei1, 2, SUN Dong-Fang2,
CAI Ying2 and HUAN Peng-Peng2

(1. College of Fisheries and Life, Ocean University of Dalian, Dalian 116023, China; 2. Key laboratory of Sustainable Development
of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture, Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fisheries Science,

Qingdao 266071, China; 3. Qingdao National Laboratory of Marine Science and Technology, Functional Laboratory of
Marine Fishery Science and Food Production Process, Qingdao 266235, China)

Abstract: This study cloned the cDNA of hemocyanin subunit from Exopalaemon carinicauda (named EcHcL) by ra-
pid amplification of cDNA ends (RACE). The EcHcL cDNA was 2192 bp in length including a 2034 bp open reading
frame (ORF) that encoded a 667 amino acids polypeptide with a signal peptide sequence (1—21 amino acid residues).
The predicted molecular weight of the mature peptide was 78.5 kD. The homology analysis revealed that the amino
acid sequence of EcHcL was highly conserved with other arthropod. The homology similarities of EcHcL amino acids
with Macrobarchium nipponense hemocyanin and Litopenaeus vannamei amino acid sequence were 87% and 73%, re-
spectively. The similarity of the M domain of the amino acid sequence between EcHcL and other shrimp was about
90%. EcHcL was detected in all tested tissues including gill, ovary, hepatopancreas, heart, intestine, muscle, stomach,
abdominal ganglion, eyestalk and haemocytes with the highest expression in hepatopancreas. EcHcL was induced dis-
tinctly in the hepatopancreas and haemocytes of shrimp by Staphylococcus aureus, Vibrio parahaemolyticus and white
spot syndrome virus (WSSV). The results suggest that the different temporal expression pattern of EcHcL might play
an important role in shrimp immune system.

Key words: Exopalaemon carinicauda; Hemocyanin subunit; Cloning; Expression analysis
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