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封面图说: 亭亭玉立的白桦树———白桦为落叶乔木,可高达 25m,胸径 50cm。 其树冠呈卵圆形,树皮白色,纸状分层剥离;叶三

角状、卵形或菱状卵形;花单性,雌雄同株。 白桦树喜光,耐严寒,对土壤适应性强,喜酸性土,沼泽地、干燥阳坡及湿

润阴坡都能生长。 常与红松、落叶松、山杨、蒙古栎混生。 白桦的天然更新好,生长较快,萌芽强,在人为的采伐迹地

或火灾、风灾等自然损毁的迹地里,往往由白桦首先进入,为先锋树种,而形成白桦次生林。 白桦分布甚广,我国大、

小兴安岭及长白山均有成片纯林,在华北平原和黄土高原山区、西南山地亦为阔叶落叶林及针叶阔叶混交林中的常

见树种。

彩图及图说提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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口虾蛄 proPO 基因全长 cDNA 的克隆与组织表达

刘海映1,*,刘连为1,姜玉声2,隋宥珍2,陈摇 雷1

(1. 大连海洋大学辽宁省海洋牧场工程技术研究中心, 大连摇 116023;

2. 大连海洋大学 农业部海洋水产增养殖学与生物技术重点开放实验室, 大连摇 116023)

摘要:口虾蛄是海湾底拖网渔业中具有重要经济价值的种类,分布广泛。 其自然资源日渐衰退,人工育苗技术获得成功后,口虾

蛄养殖过程中病害问题及其防治应引起足够的重视。 为此,拟通过分子生物学手段研究口虾蛄免疫系统的核心酶———酚氧化

酶(PO)的分子结构及该基因的组织表达,从而在分子水平上深入探究其免疫机理。 采用反转录 PCR(RT鄄PCR)与 cDNA 末端

快速克隆(RACE)技术从口虾蛄血细胞中克隆了酚氧化酶原(O鄄proPO)基因,cDNA 全长为 2436bp,其中开放阅读框为 2142bp,
编码 713 个氨基酸。 预测分子量为 82446Da,等电点(pI)为 8. 78。 该基因与 Genbank 上登录的斑节对虾、凡纳滨对虾、罗氏沼

虾、短沟对虾、日本对虾 proPO 基因序列具有较高的同源性,分别为 82% 、76% 、76% 、72% 、70% 。 序列分析表明O鄄proPO 为

proPO 家族中的一个成员,其氨基酸序列中含有多个免疫调节作用位点。 系统进化分析显示 O鄄proPO 与十足目种类的 proPO
为同一分支的 2 个亚群,而后于丰年虫的 proPO 形成一分支。 O鄄proPO 基因表达具有组织特异性,在血淋巴和肠中表达,但在

血淋巴中表达量明显高于肠。
关键词:口虾蛄;酚氧化酶原;分子克隆;表达分析

Full length cDNA cloning and tissue expression of prophenoloxidase from
Oratosquilla oratoria
LIU Haiying1,*, LIU Lianwei1, JIANG Yusheng2, SUI Youzhen2,CHEN Lei1

1 Center of Marine Ranching Engineering Science Research of Liaoning Province, Dalian Ocean University; Dalian 116023, China

2 Key Laboratory of North Mariculture, Ministry of Agriculture, Dalian Ocean University, Dalian 116023, China

Abstract: Prophenoloxidase (proPO) is the terminal component of the proPO activating system, a defense and recognition
system in crustaceans and insects. It can be activated to generate the active enzyme phenoloxidase (PO) by a proteinase
cascade and some additional factors. PO can oxidize phenols to quinones that can then polymerize non鄄enzymatically to
melanin. Recently, molecular biology studies of proPO, such as gene expression, structure analysis, and real time
expression, have made great progress. However, these studies focused mainly on shrimps and crabs. To better understand
the phylogenetic relations and characteristics of the proPOs gene among crustaceans, it is necessary to study crustaceans
other than shrimp and crab. Oratosquilla oratoria belongs to order Stomatopoda in phylum Crustacea. O. oratoria is found
on muddy bottoms in the coastal waters of Russia, China, Korea, Japan, Vietnam, and Australia and is exploited
commercially in many regions. Its natural resources have degraded by degrees since fishing intensification increased and the
ecological environment of inshore areas deteriorated. Artificial breeding of O. oratoria is now practiced successfully.
However, just as the sustainability and development of shrimp aquaculture is increasingly threatened by significant
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ecological and pathological problems, it is likely that O. oratoria aquaculture will develop similar severe issues. To boost
the healthy development of O. oratoria aquaculture, much more attention should be paid to the PO enzyme which plays an
important part in the immune system of crustaceans. Research on the molecular structure and tissue expression of the proPO
gene may give us a more thorough understanding of the immunologic mechanisms in O. oratoria. In this paper, the cDNA of
the O. oratoria proPO (O鄄proPO) gene was cloned using reverse transcription PCR (RT鄄PCR) and rapid amplification of
cDNA ends (RACE). The full length cDNA of O鄄proPO consisted of 2, 436 base pairs ( bp) with a 2, 142 bp open
reading frame (ORF), which can encode a 713 amino acid protein with a predicted molecular mass of 82, 446 Daltons and
an estimated pI of 8. 78. The nucleotide sequence of O鄄proPO showed 82% , 76% , 76% , 72% , 70% and the deduced
amino acid sequence of O鄄proPO showed 51% , 51% , 48% , 51% , and 50% homology with the corresponding sequences
from Penaeus monodon, Litopenaeus vannamei, Macrobrachium rosenbergii, Penaeus semisulcatus and Marsupenaeus
japonicas respectively. Sequence analysis indicated that three tandem hemocyanin domains ( hemocyanin鄄N domains,
hemocyanin鄄C domains and hemocyanin鄄M domains) were present in the O鄄proPO amino acid sequence, confirming that
O鄄proPO is a member of the proPO family. The hemocyanin鄄M domains contained two conserved copper鄄binding sites
surrounded by six histidine residues that are highly conserved in other crustacean species. Five polyadenylation signal sites
were identified in the nucleotide sequence of O鄄proPO, suggesting that multiple shearing may occur at the 3忆 end. This
phenomenon has rarely been reported in crustaceans. Several immune modulatory sites were also detected in the amino acid
sequence of O鄄proPO; they include a putative cleavage site for zymogen activation by the proPO鄄activating enzyme (ppA),
five predicted N鄄linked glycosylation sites and an 琢2 鄄macroglobulin site, all of which might play a critical role in the
immunologic process. The sequence of the 琢2 鄄macroglobulin site, ACGWPQHV, was found to be conserved when the
O鄄proPO amino acid sequence was compared with proPO in other crustacean species. Phylogenetic analysis revealed that
O鄄proPO and proPO of decapod species formed two subgroups on the same branch of the tree. These subgroups then
clustered with proPO from Artemia franciscana. This finding is consistent with the taxonomic status of these species. Tissue
expression of the proPO gene was carried out in antenna, eyestalk, ovarian, intestine, muscle and hemolymph of
O. oratoria by semi鄄quantitative RT鄄PCR analysis. ProPO expression was detected in hemolymph and intestine, with the
higher expression level in hemolymph.

Key Words: Oratosquilla oratoria; prophenoloxidase; molecular cloning; expression analysis

随着对虾养殖过程中的生态和病害问题日益严重,对虾养殖业的可持续发展引起了广大学者的关

注[1鄄2],国内外围绕甲壳动物免疫机制开展了大量的研究[3鄄8]。 在甲壳动物的识别与防御系统中,酚氧化酶

(phenoloxidase, PO ) 作 为 核 心 酶 起 到 关 键 性 作 用, 它 一 般 以 无 活 性 的 酶 原 形 式—酚 氧 化 酶 原

(prophenoloxidase, proPO)存在[9鄄17]。 目前,越来越多的甲壳动物 proPO 基因被克隆,它们的分子结构及组织

表达等方面也被深入地研究[18鄄24]。 然而,这些研究工作多以十足目中的虾蟹类为研究对象,proPO 基因在甲

壳动物中的进化关系至今尚不清楚。 因此,有必要对十足目以外种类的 proPO 基因特性进行研究,为探明这

一重要免疫相关基因的功能演化提供依据。
口虾蛄(Oratosquilla oratoria)广泛分布于俄罗斯、中国、日本、韩国、越南与澳大利亚近海,并且在许多海

域被商业性开发[25]。 由于捕捞强度的增大与近海生态环境的破坏,口虾蛄自然资源日渐衰退,有关其增养殖

技术的研究及资源保护与合理利用等备受关注[26鄄27]。 人工育苗技术获得成功后[28鄄30],口虾蛄养殖过程中病

害问题及其防治将显得尤为突出,从分子水平上深入探究其免疫机理具有深远的意义。 为此,本文采用反转

录 PCR(RT鄄PCR) 与 cDNA 末端快速克隆(RACE) 技术克隆了口虾蛄 proPO(O鄄proPO) 基因全长 cDNA
(GenBank 登陆号:HQ588346),对该基因及其编码的氨基酸序列进行了结构分析,并探讨该基因在不同组织

中的表达情况,以期为口虾蛄养殖的疾病防控提供理论基础。
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1摇 材料与方法

1. 1摇 实验材料

摇 摇 口虾蛄购自大连市黑石礁水产品市场,体长为 13. 5—16. 0 cm,于实验室循环水槽内暂养一周后抽取血

淋巴。 RNA simple Total RNA Kit 购自天根生化科技有限公司。 M鄄MLV reverse transcriptase、 Taq DNA
polymerase、Hind芋、BamH玉、DL2000 Maker、pMD19鄄T vector 购自宝生物工程(大连)有限公司。 DNA 回收和

质粒回收使用爱思进生物技术有限公司的 AxyPrepTM DNA Gel Extraction Kit 和 AxyPrepTM Plasmid Miniprep
Kit。 SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit 为 Clontech 公司产品。 大肠杆菌 DH5琢 菌株购自上海生物工程

技术服务有限公司。 其它试剂均为国产分析纯。
1. 2摇 总 RNA 提取与 cDNA 合成

血淋巴的抽取参考文献[9],用 RNA simple Total RNA Kit 提取血细胞总 RNA。 1%的琼脂糖凝胶电泳检测

所提取口虾蛄总 RNA 的质量,M鄄MLV reverse transcriptase 将 mRNA 反转录成 cDNA。
1. 3摇 O鄄proPO 基因 cDNA 片段的克隆

以合成的血细胞 cDNA 为模板进行 PCR 扩增,扩增引物为:UPhF,5忆鄄CACCACTGGCACTGGCA鄄3忆;UPhRr,
5忆鄄TACCCGAAGGGCAAGCTAGC鄄3忆。 PCR 反应条件:94 益预变性 2 min;94 益变性 30 s,56 益退火 30 s,72 益
延伸 90 s,35 个循环;72 益最后延伸 2 min。 PCR 产物经过 1%琼脂糖凝胶电泳分离,切胶纯化目的片段,然
后连接至 pMD19鄄T 载体并转化到 E. coli DH5琢 菌株中。 PCR 筛选阳性克隆,检测后测序。
1. 4摇 O鄄proPO 基因 cDNA 全长扩增

根据已获得的 O鄄proPO 基因 cDNA 片段设计 3忆RACE 特异性引物 UPhRf 和 5忆RACE 特异性引物 UPh5c,
接头引物分别为 AU 和 NUP(引物序列见表 1)。 3忆RACE PCR 反应条件:94 益预变性 2 min;94 益变性 30 s,
56 益退火 30 s,72 益延伸 30 s,35 个循环;72 益最后延伸 2 min。 5忆RACE PCR 反应条件:94 益预变性 3 min;
94 益变性 45 s,55 益退火 45 s,72 益延伸 2 min,35 个循环;72 益最后延伸 4 min。 对所有序列进行拼接,获得

cDNA 全长。
1. 5摇 序列分析

采用 BLAST 程序对 O鄄proPO 基因 cDNA 序列进行比对分析(http: / / www. ncbi. nlm. nih. gov / blast / )。 使

用 Primer Premier version 5. 0 软件进行引物设计及 cDNA 蛋白翻译,对推导出的氨基酸序列使用 Protparam 软

件( http: / / au. expasy. org / tools / protparam. htm1)进行蛋白质理化特性预测,Smart 软件预测功能域。 采用

MEGA version 5. 0 软件对预计的 O鄄proPO 氨基酸序列进行分子进化分析,通过 Neighbor鄄joining(NJ)方法构建

系统进化树。
1. 6摇 不同组织 proPO 基因的表达分析

利用半定量 RT鄄PCR 技术,检测 O鄄proPO 基因在血细胞、肌肉、肠、卵巢、眼柄及触角中的表达情况。 目的

基因扩增引物 UPhF 和 UPhRr 如前所述,内标基因 茁鄄actin 扩增引物为 Actinf 和 Actinr(引物序列见表 1),每个

组织设 3 个平行组。 PCR 反应条件:94 益预变性 2 min;94 益变性 30 s,55 益退火 60 s,72 益延伸 30 s,28 个

循环;72 益最后延伸 2min。

表 1摇 试验中所用引物及其序列

Table 1摇 primers used in this experiment

引物名称
Name of primers

序列
Sequences

引物名称
Name of primers

序列
Sequences

UPhRr 5忆TACCCGAAGGGCAAGCTAGC鄄3忆 UPh5c 5忆鄄CGGGGTCAAATCCGACGACAACG鄄3忆

NUP 5忆鄄AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT鄄3忆 AU 5忆鄄GGCCACGGTCGACTAGTAC鄄3忆

Actinf 5忆鄄CGATATGGAGAAGATCTGGCAT鄄3忆 Actinr 5忆鄄AGCTTCTCCTTGATGTCACG鄄3忆
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2摇 结果

2. 1摇 O鄄proPO 基因 cDNA 特征及其蛋白结构预测

摇 摇 经拼接的 O鄄proPO cDNA 全长为 2436bp, 包含一个 2142bp 开放阅读框(ORF),编码 713 个氨基酸(图
1)。 O鄄proPO 分子量为 82446Da,等电点(pI)为 8. 78。 序列分析表明,O鄄proPO 为 proPO 家族中的一个成员,
该蛋白含有 3 个串联血蓝蛋白结构域:hemocyanin鄄N 结构域(残基 42 位—142 位)、hemocyanin鄄M(残基 144
位—421 位)结构域与 hemocyanin鄄C 结构域(残基 427 位—686 位),它们被认为是 proPO 的功能结构域[31](图
2)。 其中,hemocyanin鄄M 结构域中存在铜离子结合位点 A(CuA)和 B(CuB)。 6 个组氨酸在 2 个铜结合位点

中的位置:210、214、238 为 A 位点,372、376 和 412 为 B 位点。 多序列比对表明,第 46(Arg)—47(Ser)位氨基

酸之间的肽键很可能是酚氧化酶活化时被切割的位点。 O鄄proPO 含有 5 个 N鄄糖基化位点与 1 个 琢2 巨球蛋白

位点(ACGWPQHV)。

图 1摇 口虾蛄酚氧化酶原基因 cDNA 及推测的氨基酸序列

Fig. 1摇 Nucleotide sequence of proPO cDNA from Oratosquilla oratoria and its deduced amino acid sequence

方框分别表示起始密码子(ATG)、琢2 巨球蛋白位点(ACGWPQHV)、终止密码子(TGA)、多聚 a 信号肽链序列( aataaa);划线标记区域为 3

个血蓝蛋白结构域,加粗字体表示铜离子结合位点内的 6 个组氨酸残基;三角形所示位置为酚氧化酶激活酶水解位点;灰色部分为 N鄄糖基

化位点

图 2摇 口虾蛄酚氧化酶原中的 3 个串联血蓝蛋白结构域位置

Fig. 2摇 Distribution of three tandem hemocyanin domains of proPO from Oratosquilla oratoria

2. 2摇 proPO 同源序列及系统进化分析

O鄄proPO 基因序列与 Genbank 登录的斑节对虾(Penaeus monodon, AF099741. 1)、凡纳滨对虾(Litopenaeus
vannamei, EU373096. 1)、罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii, DQ182596. 1)、短沟对虾(Penaeus semisulcatus,
AF521949. 1)、日本对虾(Marsupenaeus japonicus, AB073223. 1)具有较高同源性,分别为 82% 、76% 、76% 、
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72% 、70% 。 推测的 O鄄proPO 氨基酸序列与这些物种的同源性分别为 51% (AAM77689)、51% (AAW51360)、
48% (ABA60740)、51% (AAM77690)、50% (BAB83773)。 对它们的 proPO 2 个铜结合位点内氨基酸序列进行

比较(图 3),可以看出铜结合位点内的 6 个组氨酸及相邻氨基酸序列高度保守。 为了检验物种 proPO 基因的

图 3摇 口虾蛄及其他甲壳动物 proPO 铜结合位点内推测的氨基酸序列同源性比较

Fig. 3摇 Alignments of two copper binding sites of proPOs of Oratosquilla oratoria and other crustacean

阴影部分表示 6 个物种 proPO 的保守区域,星号标记的部分为 6 个组氨酸残基

摇 图 4摇 基于口虾蛄与其它甲壳动物 proPO 预测氨基酸序列构建的

系统发生树

Fig. 4 摇 NJ Phylogenetic tree based on deduced proPO amino

acids of Oratosquilla oratoria and other crustacean

Penaeus monodon ( AAM77689. 1 ), Penaeus semisulcatus

( AAM77690. 1 ), Litopenaeus vannamei ( AAW51360. 1 ),

Marsupenaeus japonicus ( BAB83773. 1 ), Macrobrachium rosenbergii

( ABA60740. 1 ), Eriocheir sinensis ( ABS19633. 1 ), Homarus

gammarus( CAE46724. 1 ), Fenneropenaeus chinensis ( ABV60265.

1), Nephrops norvegicus ( CCE46011. 1 ), Portunus trituberculatus

( ACI46633. 1 ), Homarus americanus ( AAT73697. 1 ), Cancer

pagurus( CBW54878. 1 ), Scylla serrata ( ABD90511. 1 ), Artemia

franciscana( CAO98768. 1 ), Procambarus clarkia ( ABR12412. 1 ),

Pacifastacus leniusculus(ABW16859. 1)

进化关系,17 种甲壳动物 proPO 氨基酸序列被用于 NJ
聚类分析。 图 4 显示,所分析的甲壳动物 proPO 存在 2
个分支,分支 1 包含 O鄄proPO 与十足目种类的 proPO,
分支 2 为无甲目类———丰年虫(Artemia franciscana)的

proPO。
2. 3摇 ProPO 的组织表达分析

以 茁鄄actin 基因片段作为内参,采用 RT鄄PCR 技术

研究了 O鄄proPO 基因在各组织中的表达情况(图 5)。
结果表明,O鄄proPO 基因在各组织中表达差异较大,其
在血淋巴和肠中表达,而且在血淋巴中表达显著。 在触

角、眼柄、卵巢、肌肉中不表达。
3摇 讨论

采用 RT鄄PCR 和 RACE 技术从口虾蛄血淋巴中获

得了 O鄄proPO 基因 cDNA 全长,该基因及其编码的氨基

酸序列与其它甲壳动物具有较高的同源性。 O鄄proPO
基因含 5 个多聚 a 加尾信号,表明该基因 3忆端有多种剪

切可能,这在甲壳动物中非常少见[32]。 该蛋白含有 3
个串联血蓝蛋白结构域,存在铜离子结合位点 A 和 B,
表明 O鄄proPO 为 proPO 家族中的一个成员。 在O鄄proPO
的氨基酸序列上,发现了一个酚氧化酶激活酶的水解位

点。 当病原菌进入宿主后,酚氧化酶激活酶会切断此位

点使酶原生成有活性的酚氧化酶[33]。 而 N鄄糖基化位

点是糖基化过程中调控蛋白质在组织和细胞中的定位、

7171摇 6 期 摇 摇 摇 刘海映摇 等:口虾蛄 proPO 基因全长 cDNA 的克隆与组织表达 摇



http: / / www. ecologica. cn

图 5摇 口虾蛄 proPO 基因的组织表达特异性 RT鄄PCR 分析

摇 Fig. 5 摇 Semi鄄quantitative RT鄄PCR analysis of proPO gene in

different tissues of Oratosquilla oratoria

功能与活性的重要分子结构[34]。 在氨基酸序列同源性

比较的其它物种中,除了凡纳滨对虾的 proPO 中含有 5
个 N鄄糖基化位点,其它物种含有该位点个数均小于 5。
O鄄proPO 琢2 巨球蛋白位点氨基酸序列为 ACGWPQHV,
斑节对虾、凡纳滨对虾、日本对虾和短沟对虾的 琢2 巨球

蛋白位点氨基酸序列为 GCGWPQHM,而罗氏沼虾则为

GCGWPRHM。 可见,该位点内氨基酸序列非常保守。
琢2 巨球蛋白为酚氧化酶原激活系统中的蛋白酶抑制

剂,与该位点结合后可部分抑制酚氧化酶激酶的

作用[35]。
系统进化分析表明 O鄄proPO 与十足目种类的

proPO 为同一分支的 2 个亚群,而后于丰年虫的 proPO
形成一分支。 由图 4 可知,十足目种类的 proPO 又分为

游泳亚目和爬行亚目 2 个分支,游泳亚目种类的 proPO 分为 2 个亚群:对虾科(P. semisulcatus, F. chinensis,
P. monodon, L. vannamei,M. japonicus)、螯虾科(P. clarkia,P. leniusculus)、海螯虾科(N. norvegicus, H.
gammarus, H. americanus)的 proPO 属于一个亚群,长臂虾科(M. rosenbergii)的 proPO 属于另一个亚群,这些

物种 proPO 基因的进化关系与它们的分类地位一致。 随着甲壳动物其它物种 proPO 基因的分子结构陆续被

报道,该基因在甲壳类动物中的进化关系将越来越明了。
O鄄proPO 基因的表达具有组织特异性,在血淋巴和肠中表达,而且在血淋巴中表达显著。 其它虾蟹类的

proPO mRNA 分布:凡纳滨对虾与斑节对虾的 proPO mRNA 是在血细胞中合成而不在肝胰腺中合成[36鄄37];克
氏原螯虾(Procambarus clarkii)proPO 基因在血淋巴、肝胰腺、卵巢和精巢中转录水平较高,在肌肉、表皮和鳃

中有较弱表达,而在肠和胃中几乎无表达[38];锯缘青蟹(Scylla serrata)proPO 基因在血细胞中显著表达,在心

脏、眼柄、鳃、肌肉、卵巢、肝胰腺、胃、肠中不表达[39];而中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)proPO mRNA 转录及 PO
酶活力在肝胰腺、鳃、性腺、肌肉、心脏、眼睛和血细胞中都被检测到,特别在肝胰腺中检测到高水平[40]。 由此

可见,这些种类的 proPO 基因均在血细胞中表达。 甲壳动物细胞免疫是依靠血细胞来完成的,3 种不同类型

的血细胞,即透明细胞、半颗粒细胞和颗粒细胞,分别参与不同的机体防御反应[4]。 此种组织表达特性可能

与 proPO 在机体生命活动过程中的功能有关,在较高等的无脊椎动物如节肢动物中,PO 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[41]。
因此,深入研究 PO 在口虾蛄免疫系统中的作用机理有助于促进口虾蛄养殖的健康发展。
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