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摘要: 取健康脊尾白虾(Exopalaemon carinicauda)成体, 体长(5.81±0.32) cm, 体质量(1.18±0.35) g。根据本实验室已构建的脊尾白虾血细胞全长cDNA文库进行EST测序分析, 获得脊尾白虾抗细胞凋亡因子DAD1基因的cDNA全长并命名为EcDAD1基因。该序列全长645 bp, 包括5′非编码区184 bp, 开放阅读框345 bp和3′非编码区116 bp, 共编码114个氨基酸, 预测分子量为12.85 kD, 理论等电点为8.75。同源性分析表明, 脊尾白虾抗细胞凋亡因子EcDAD1氨基酸序列与其他物种DAD1有高度同源性, 与斑节对虾(Penaeus monodon)的相似性最高, 为92%; 与其他无脊椎动物的相似性为73%~80%。系统进化分析表明, 脊尾白虾EcDAD1与斑节对虾的DAD1紧密聚为一支。荧光定量PCR分析结果表明, EcDAD1基因在脊尾白虾血细胞、鳃、肝胰腺、肌肉、卵巢、肠、胃和眼柄中均有表达, 其中卵巢中的相对表达量最高。感染鳗弧菌(Vibrio anguillarum)和WSSV后6 h和12 h, 脊尾白虾血细胞和肝胰腺中EcDAD1的表达量较对照组均显著增加(P<0.01), 且不同时间点间差异显著, 表明EcDAD1基因可能在脊尾白虾抵抗病原体入侵机体的过程中具有重要作用。
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程序性细胞死亡(programmed cell death, PCD)是指为维持环境稳定, 由基因控制的细胞自主、有序的死亡过程, 也称作细胞凋亡(apoptosis, APO)[1]。程序性细胞死亡由一系列内源性和外源性因素诱导产生, 在细胞分化和发育的过程中起着重要作用[2−4]。研究报道表明, p53蛋白能促进程序性细胞死亡, B淋巴细胞瘤-2蛋白(B-cell lymphoma-2, Bcl-2)和抗细胞凋亡因子蛋白(defender against cell death 1, DAD1)等可抑制程序性细胞死亡[5−6]。DAD1普遍存在于动、植物中, 是一个高度保守的内源性细胞凋亡抑制基因, 其缺失可引起程序性细胞死亡的产生[7]。DAD1最早发现于对温度敏感的突变异种仓鼠细胞系tsBN7中, 其能有效地抑制仓鼠tsBN7细胞的凋亡[8]。DAD1是内质网内膜上糖基转移酶复合体的一个重要亚基, 能够维持细胞内正常水平的糖基化[9]。DAD1蛋白功能异常或表达过低会严重影响糖基转移酶的功能, 使细胞缺乏糖基化的蛋白质而引发细胞凋亡[10−12]。
脊尾白虾(Exopalaemon carinicauda)是中国重要的海产经济虾类[13]。近年来, 随着集约化养殖及生态环境的不断恶化, 虾类疾病频繁爆发, 造成了严重的经济损失, 制约了虾类养殖业的进一步发展[14−16]。脊尾白虾免疫相关基因的获得以及基因功能和作用机制的研究, 可为脊尾白虾养殖病害的防治以及遗传育种奠定基础。近年来, 许多动、植物的DAD1基因已见相关报道[5−6, 17−18], 但在甲壳类中仅见斑节对虾(Penaeus monodon)[19], 而在脊尾白虾中尚未见报道。鉴于DAD1在抗细胞凋亡方面的重要作用, 为了探讨该基因在脊尾白虾抵抗病原体(细菌和病毒)入侵机体过程中的免疫应答作用, 本研究从脊尾白虾血细胞全长cDNA文库中克隆获得1个DAD1基因的全长cDNA序列, 对其进行生物信息学分析, 检测该基因在正常脊尾白虾不同组织中的表达水平差异, 以及被鳗弧菌(Vibrio anguillarum)和白斑综合征病毒(white spot syndrome virus, WSSV)感染后血细胞和肝胰腺中的表达水平变化, 以期为探讨脊尾白虾DAD1基因在病原体刺激下发挥免疫功能的途径和机理提供理论依据, 同时为脊尾白虾的抗病选育提供参考。
1  材料与方法
1.1  材料
健康脊尾白虾取自青岛胶州, 体长(5.81± 0.32) cm, 体质量(1.18±0.35) g。暂养于200 L的PVC桶中, 每桶30尾, 暂养1周。养殖水温24℃, 盐度25, pH 8.2, 持续充氧, 每天换水1/3, 并投喂配合饲料。
Trizol Reagent购自Invitrogen公司; Oligo(dT)18、M-MLV、DNaseⅠ、SYBR® Premix Ex TaqTM Ⅱ均购自TaKaRa公司; SMARTTM cDNA文库试剂盒购自Clontech公司; 本实验所用引物均由生工生物工程(上海)股份有限公司合成; 其他试剂均为国产分析纯。
1.2  脊尾白虾DAD1基因克隆
脊尾白虾血细胞全长cDNA文库采用SMARTTM cDNA Library Construction Kit进行构建[20]。取适量文库液转导过夜培养的E. coli BM25.8, 铺LB平板, 31℃培养6~18 h。随机挑取阳性单克隆, LB液体培养基摇菌, 送往生工生物工程(上海)股份有限公司进行测序, 测序引物为5'pTriPLEx2。对测得的EST序列使用NCBI BLAST(http://www. blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)进行分析, 发现1条EST序列为脊尾白虾抗细胞凋亡因子DAD1基因全长cDNA序列。
1.3  序列分析
利用DNAStar软件中的SeqMan程序对测序结果进载体序列去除, 然后用EditSeq程序进行开放阅读框(ORF)的预测和氨基酸翻译。EcDAD1基因的核苷酸序列和推导氨基酸序列使用BLAST进行相似性比对。利用ProtScale软件(http://au.expasy.org/tools/protscale.html)进行蛋白疏水性分析, 利用Bioedit软件对成熟肽进行氨基酸组成分析, 利用Protparam软件(http://www. expasy. org/tools/protparam.html)进行蛋白质理化性质预测, 利用Interpro Scan软件(http://www. ebi.ac.uk/Tool/InterProScan)进行蛋白质功能结构域分析, 利用SignalP 4.1 软件(http://www.cbs. dtu.dk/services/SignalP/)进行信号肽预测。使用Clustal X软件对脊尾白虾EcDAD1与其他物种的DAD1氨基酸序列进行多序列比对, 在此基础上采用MEGA 4.0软件, 以邻接法(Neighbor-joining)构建系统进化树。
1.4  鳗弧菌和WSSV感染实验
实验用WSSV病毒粗提液为中国水产科学研究院黄海水产研究所病研室所赠, 提取方法参见于戈等[21]。实验用鳗弧菌菌种为黄海水产研究所杨爱国研究员实验室所赠。实验用鳗弧菌于实验前1天进行菌种活化, 经2611E液体培养基扩大培养后离心取沉淀, 用无菌生理盐水稀释至2×108 CFU/mL的菌悬液, 4℃保存备用。
实验前随机挑取10尾脊尾白虾, 经白斑综合征病毒检测试剂盒检测证实无WSSV感染。随机选取暂养7 d的健康脊尾白虾分为3组, 对照组、鳗弧菌感染组和WSSV感染组, 每组3个平行, 每个平行组50尾虾。鳗弧菌感染组在每尾虾第二腹节部位分别注射鳗弧菌菌悬液20 μL, WSSV感染组在每尾虾第2腹节部位分别注射WSSV粗提液20 μL, 对照组于同部位分别注射等体积生理盐水, 注射剂量参照于戈等[21]。各组分别于注射后0.5、3、6、12、24、48、72 h取血细胞和肝胰腺, 液氮冷冻保存, 用于RNA的提取, 每个时间点取6尾。此外, 为了检测脊尾白虾EcDAD1基因在不同组织中的表达水平, 另取6尾健康脊尾白虾的血细胞、鳃、肝胰腺、肌肉、卵巢、肠、胃和眼柄组织, 液氮冷冻保存, 用于RNA的提取, 以检测脊尾白虾EcDAD1基因在不同组织中的表达水平。
1.5  EcDAD1基因的组织表达分析
Trizol试剂提取脊尾白虾各健康组织和感染后各时间点不同实验组血细胞和肝胰腺组织的总RNA。以组织总RNA为模板, Oligo(dT)18为引物, 反转录合成cDNA第一链, 方法按韩俊英等[22]的方法进行。
根据已获得的脊尾白虾内参基因18S rRNA和EcDAD1基因全长序列, 分别设计1对正反引物(18S rRNA-F和18S rRNA-R、DAD1-F和DAD1-R)(表1), 利用Real-time PCR对不同时间鳗弧菌和WSSV感染的脊尾白虾的血细胞和肝胰腺中EcDAD1基因的表达量进行检测, 每个样品3个平行。反应体系为20 μL, 包括10 μL SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱ (2×), 0.8 μL 10 μmol/L引物DAD1-F, 0.8 μL 10 μmol/L引物DAD1-R, 0.4 μL ROX Reference Dye Ⅱ (50×), 2.0 μL cDNA, 6.0 μL DEPC水。反应程序为: 95℃ 30 s; 95℃ 5 s, 60℃ 34 s, 40个循环; 95℃ 15 s, 60℃ 1 min, 95℃ 15 s。采用
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法计算EcDAD1基因的表达量, 用SPSS 11.0软件进行差异显著性分析。
表1  本研究所用引物序列
Tab. 1  Primer sequences used in this study

	引物
primer
	序列(5′−3′)

sequence (5′−3′)

	DAD1-F
	GACCACGGCAAGATACTGAACT

	DAD1-R
	TTCCAACGAGGCAACAATA

	18S rRNA-F
	TATACGCTAGTGGAGCTGGAA

	18S rRNA-R
	GGGGAGGTAGTGACGAAAAAT

	5′pTriPLEx2
	CTCCGAGATCTGGACGAGC


2  结果与分析
2.1  脊尾白虾EcDAD1基因cDNA序列分析
对本实验室所构建的脊尾白虾血细胞全长cDNA文库进行EST测序分析, 获得脊尾白虾DAD1基因的全长cDNA序列, 命名为EcDAD1, GenBank登录号为KC427985。该基因全长645 bp, 包括116 bp的5′端非编码区(UTR), 184 bp的3′端非编码区和345 bp的开放阅读框。3′端含有多聚腺苷酸加尾信号AATAAA和PolyA尾。氨基酸序列分析可知, EcDAD1基因编码1个由114个氨基酸残基组成的蛋白质, 预测分子量为12.85 kD, 理论等电点为8.75。
SingalP软件分析表明, EcDAD1信号肽序列位于第1~46位氨基酸。Interpro Scan软件分析表明, EcDAD1属于DAD家族, 含有3个跨膜结构域, 分别位于第27~49、54~74和93~113位氨基酸残基。另外, 在序列VYC和CL之间存在信号肽切割位点(图1)。利用ProtScale软件的Kyte & Doolittle算法对EcDAD1蛋白进行疏水性分析可知(图2), 第20位氨基酸亲水性最强为2.267, 第66位氨基酸疏水性最强为2.600; EcDAD1蛋白具有较高的疏水性, 归因于其含有高含量的Leu (11.4%)、Phe (11.4%)和Val (11.4%)。利用Bioedit软件对EcDAD1成熟肽的氨基酸组成进行分析, 结果表明, 带正电的氨基酸残基为8个(Lys和Arg), 带有负电的氨基酸残基为5个(Asp和Glu), 疏水氨基酸残基为52个(Ala、Ile、Leu、Phe和Val), 极性氨基酸残基为32个(Asn、Cys、Gln、Ser、Thr和Tyr)。

2.2   EcDAD1基因相似性分析
利用NCBI BLASTP软件对脊尾白虾EcDAD1基因编码的氨基酸序列进行相似性分析, 发现该序列与斑节对虾DAD1的相似性最高, 为92%。与其他无脊椎动物如致倦库蚊(Culex quinquefasciatus)、埃及伊蚊(Aedes aegypti)、冈比亚按蚊(Anopheles gambiae)、意大利蜜蜂(Apis me​l​l​i​fera)、欧洲熊蜂(Bombus terrestris)、切叶蚁(Acr​o​m​yrmex echinatior)、肩突硬蜱(Ixodes scapularis)、海湾扇贝(Argopecten irradians)和杂色鲍(Haliotis diversicolor)的DAD1的相似性分别为80%、80%、79%、78%、78%、78%、73%、80%和75%; 与其他脊椎动物如青石斑鱼(Epine​phelus 
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图1  脊尾白虾EcDAD1基因的核苷酸序列及其推导的氨基酸序列
细线方框内的ATG为起始密码子, AATAAA为加尾信号; 终止密码子TAA由*标出; 位于VYC和CL之间的信号肽切割位点以黑色背景表示.

Fig. 1  Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of Exopalaemon carincauda EcDAD1 gene

Start codon (ATG) and plus tail signal (AATAAA) are marked with filament box. Asterisk indicates stop codon (TAA). A potential signal peptide cleavage site between VYC and CL is highlighted in black.
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图2  脊尾白虾EcDAD1蛋白的疏水性分析
Fig. 2  Hydrophobicity analysis of Exopalaemon carincauda EcDAD1 protein
awoara)、小家鼠(Mus musculus)、牦牛(Bos grun​n​iens)和人(Homo sapiens)的相似性分别为68%、67%、65%和66%。
利用MEGA 4.0软件进行系统进化分析表明, 所有动物的DAD1分为无脊椎动物和脊椎动物两支, 无脊椎动物又主要分为节肢动物和软体动物两个分支。脊尾白虾EcDAD1位于节肢动物DAD1类群中, 与斑节对虾DAD1紧密聚为一支(图3)。将脊尾白虾EcDAD1基因编码的氨基酸序列与斑节对虾、意大利蜜蜂、欧洲熊蜂、埃及伊蚊、小家鼠和人等动物的DAD1基因的氨基酸序列进行比对发现, GTFPFNSFL基序高度保守(图4)。

2.3  EcDAD1基因的组织表达分析
利用实时定量RT-PCR分析了脊尾白虾EcDAD1基因在不同组织中的表达水平, 结果表明, EcDAD1基因在血细胞、鳃、肝胰腺、肌肉、卵巢、肠、胃、眼柄中都有表达。其中, 在卵巢中的表达量最高, 其次为肝胰腺、血细胞和鳃, 在肌肉中的表达量最少, 仅有微量存在(图5)。

脊尾白虾感染鳗弧菌和WSSV后EcDAD1基因在血细胞中的相对表达量变化如图6所示。结果表明, 与对照组相比, 注射鳗弧菌和WSSV 0.5 h后, EcDAD1的相对表达量出现微量下调现象, 随后于3 h开始上调, 并分别于12 h 和6 h达到最大值, 相对表达量分别为对照组的1.82倍(P<0.01)和1.63倍(P<0.01)。随后, 鳗弧菌感染组EcDAD1的相对表达量于感染后24 h开始出现下调, 并于48 h达到最小值, 相对表达量为对照组的0.65倍
[image: image4.png]85 | — HEREM Culex quinquefasciatus
95

& B AT Aedes aegypti

X EL NV AE R Anopheles gambiae
| HFE HUER* Exopalaemon carinicauda*®

99 l T XTHR Penaeus monodon

MR Mayetiola destructor

PI- 4 Acromyrmex echinatior

T €25 Sk W8 Rhipicephalus pulchellus

JA R [xodes scapularis

0.05

H AP th Epinephelus awoara

— Y4 Bos grunniens

33|
9
26
39 2 —47 BRI W Apis mellifera
7 93 KRN RERE Bombus terrestris
B W M55 Rhodnius prolixus
|
99 |
TV Bp D1 Argopecten irradians
53 It Haliotis diversicolor
100

99 /NG B Mus musculus

57 N Homo sapiens




图3  利用MEGA 4.0软件构建的基于DAD1氨基酸序列的NJ系统进化树
节点处数字表示1 000次重复抽样所得到的置信度. 各物种DAD1序列GenBank登录号为: 斑节对虾(ABU54835), 致倦库蚊(XP_001845152), 埃及伊蚊(XP_001654985), 冈比亚按蚊(AAQ94040), 黑森瘿蚊(ABY21317), 意大利蜜蜂(XP_001123277), 欧洲熊蜂(XP_003401761), 切叶蚁(EGI59488), 海湾扇贝(AAX56947), 丽色扇头蜱(JAA58530), 肩突硬蜱(XP_002405607), 杂

色鲍(AGA92566), 吸血椿象(AEL79242), 青石斑鱼(ABD79023), 小家鼠(AAC53098), 牦牛(ACU33949), 人(AAH09798).

Fig. 3  NJ phylogenetic tree based on DAD1 amino acid sequences by MEGA 4.0

The values at the bootstrap were based on 1 000 re-sampling replicates. GenBank accession numbers of DAD1 used are: Penaeus monodon (ABU54835), Culex quinquefasciatus (XP_001845152), Aedes aegypti (XP_001654985), Anopheles gambiae (AAQ94040), Mayetiola destructor (ABY21317), Apis mellifera (XP_001123277), Bombus terrestris (XP_003401761), Acromyrmex echinatior (EGI59488), Argopecten irradians (AAX56947), Rhipicephalus pulchellus (JAA58530), Ixodes scapularis (XP_002405607), Haliotis diversicolor (AGA92566), Rhodnius prolixus (AEL79242), Epinephelus awoara (ABD79023), Mus musculus (AAC53098), Bos
grunniens (ACU33949), Homo sapiens (AAH09798).
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图4  脊尾白虾EcDAD1氨基酸序列与其他物种DAD1氨基酸序列比对
保守基序GTFPFNSFL以方框表示.

Fig. 4  Amino acid sequences alignment of Exopalaemon carincauda EcDAD1 with other species’ DAD1

The conserve sequence GTFPFNSFL is marked with filament box.
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图5 脊尾白虾EcDAD1基因在不同组织中的表达分布
Hp: 肝胰腺; Hm: 血细胞; Gi: 鳃; Mu: 肌肉; Ov: 卵巢; In: 肠; St: 胃; Es: 眼柄.

Fig. 5  Distribution of EcDAD1 gene expression in different tissues of Exopalaemon carinicauda

Hp: Hepatopancreas; Hm: Hemocytes; Gi: Gill; Mu: Muscle; Ov: Ovary; In: Intestine; St: Stomach; Es: Eyestalk.
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图6  感染鳗弧菌和WSSV后脊尾白虾血细胞中EcDAD1基因的表达情况
与对照组相比, 同一时间内, 不同字母表示组间差异极显著(P<0.01), 相同字母表示组间差异不明显(P>0.05).

Fig. 6  Expression of EcDAD1 gene in Exopalaemon carincauda hemocytes after Vibrio anguillarum and WSSV challenge

compared with the control group, different letters indicate extremely significant differences (P<0.01).

(P<0.01)。而WSSV感染组EcDAD1的相对表达量于感染后12 h开始下调, 并于48 h达到最小值, 相对表达量为对照组的0.48倍(P<0.01)。

Real-time PCR检测脊尾白虾感染鳗弧菌和WSSV后不同时间点肝胰腺中EcDAD1基因的表达情况(图7)。与对照组相比, 感染鳗弧菌和WSSV后0.5~3 h, EcDAD1的相对表达量出现下调现象, 随后EcDAD1的相对表达量开始上调, 均于12 h达到最大值, 相对表达量分别为对照组的1.85倍和1.39倍(P<0.01)。随后, 鳗弧菌感染组的EcDAD1的相对表达量于24 h出现下调, 并于48 h达到表达量最小值, 为对照组的0.29倍(P<0.01), 随后相对表达量于72 h出现急剧上调(P<0.01)。而WSSV感染组的EcDAD1的相对表达量于24 h出现急剧下调, 并达到最小值, 为对照组的0.36倍(P<0.01), 随后于72 h又开始出现上调。
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图7  感染鳗弧菌和WSSV后脊尾白虾肝胰腺中EcDAD1基因的表达情况
与对照组相比, 同一时间内, 不同字母表示组间差异极显著(P<0.01), 相同字母表示组间差异不显著(P>0.05).

Fig. 7  Expression of EcDAD1 gene in Exopalaemon carincauda hepatopancreas after Vibrio anguillarum and WSSV challenge

Compared with the control group, different letters indicate extremely significant differences (P<0.01).

3  讨论
抗细胞凋亡因子DAD1自1993年被发现以来, 其染色体定位、分子功能及机制等得到较为深入的研究。DAD1存在于内质网膜上, 其编码产物参与蛋白质合成过程中的N-糖基化, 是细胞存活所必须的, 并与多种生理和病理过程密切相关[23]。本研究通过脊尾白虾血细胞全长cDNA文库EST测序分析, 获得1条与斑节对虾DAD1基因具有高度相似性的EST序列, 且为全长cDNA序列, 命名为EcDAD1。该基因全长645 bp, 其中开放阅读框345 bp, 编码1个由114个氨基酸组成的多肽。BLASTP比对结果表明, EcDAD1基因编码的蛋白质是一种抗细胞凋亡因子蛋白, 属于DAD家族, 且与其他无脊椎动物的DAD1具有高度相似性(73%~80%)。系统进化分析显示, 脊尾白虾EcDAD1与斑节对虾DAD1紧密聚为一支。DAD1是一个高度保守基因, 具有抑制细胞凋亡的作用, 已在多种动物中分离出DAD1基因的同源序列。序列分析表明, EcDAD1氨基酸序列与其他物种一样高度保守, 含有与斑节对虾相同的信号肽切割位点和GTFPFNSFL基序(图4)。综上所述, 可确定该序列为脊尾白虾抗细胞凋亡因子DAD1基因序列。
抗细胞凋亡因子DAD1基因在不同物种的各组织中表达情况的研究较少。已发表的报道表明, DAD1在人的心脏、脑、肺、肝、骨骼肌、肾和胰腺细胞中均有表达(濒临死亡的细胞除外), 且是基本的表达模式[8, 24]。DAD1在大腹园蛛(Ara​n​eus ventricosus)的大部分组织中(全体、脂肪、中肠、表皮和丝腺)均有表达, 且其表达量受温度刺激的影响[18]。DAD1在青石斑鱼脾和肝中的表达量高于其他组织, 表明其可能在鱼类免疫反应中起着重要作用[5]。本研究中, 荧光定量RT-PCR分析结果显示, 脊尾白虾EcDAD1基因的表达具有组织特异性, 在血细胞、鳃、肝胰腺、肌肉、卵巢、肠、胃和眼柄中都有表达(图5)。其中, 在卵巢中的相对表达量最高, 其次为肝胰腺、血细胞和鳃, 而肌肉中最少。
抗细胞凋亡因子DAD1作为一种抗细胞凋亡的基因, 在动物抵抗病原体免疫防御方面的研究也取得了一定的研究进展。王利等[5]利用RT-PCR法检测DAD1在注射脂多糖的青石斑鱼各组织中的表达情况, 发现其在感染组织中的表达量均高于正常组织, 表明适量的脂多糖可能促进DAD1的表达, 推测DAD1可能在鱼类免疫反应中起着重要作用。Lee等[18]研究发现, 大腹园蛛DAD1在低温(4℃)和高温(37℃)下的表达量显著升高, 表明DAD1对温度刺激产生应答反应。Molthathong等[19]研究了DAD1在被黄头病毒(yellow head virus, YHV)感染的斑节对虾血细胞中的表达情况, 发现其表达量于感染6 h后出现显著下调, 由此推断其抑制细胞凋亡的功能可能起到了清除病毒, 使机体恢复正常的作用。
为了研究抗细胞凋亡因子DAD1在脊尾白虾抵抗病原体入侵机体中所发挥的作用, 本研究设计了鳗弧菌和WSSV感染实验, 运用RT-PCR法检测了EcDAD1在被鳗弧菌和WSSV感染后不同时间点的血细胞和肝胰腺中的相对表达量变化。结果表明, EcDAD1在血细胞和肝胰腺中的相对表达变化均有明显的时间差异性, 变化趋势基本一致。在感染起始点(0.5 h), 与对照组相比, EcDAD1的相对表达量出现显著的下调现象, 其可能与用注射器对虾体的伤害有关。笔者认为, 在向虾体内注射鳗弧菌和WSSV时, 注射器刺破组织使组织发生轻微的凋亡现象, 因而抑制了EcDAD1的相对表达, 具体原因有待于进一步的研究和探讨。而随着少量病原体进入机体, 在被鳗弧菌和WSSV感染早期(12 h前)的血细胞和肝胰腺中, EcDAD1的相对表达量整体呈上调趋势, 表明少量的病原体可以诱导EcDAD1的表达, 其可能是病原体入侵机体产生免疫应答反应。在感染鳗弧菌和WSSV后期(12 h后), 血细胞和肝胰腺中EcDAD1的相对表达变化整体呈下调趋势, 可能是由于机体处于感染后的恢复期, 且病原体大量繁殖导致机体细胞受到损伤[25−26], 使细胞和组织发生病变, 出现大量凋亡, 因而抑制了EcDAD1的表达, 该部分研究结果与Molthathong等[19]研究基本一致。王芸[27]研究表明, 中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)在pH 7.0胁迫12 h的血细胞和pH 9.0胁迫24 h的中国对虾鳃组织中, 具有细胞凋亡作用的Caspase基因的表达量均显著上调, 从而推断此时细胞凋亡通路被激活用以应对pH胁迫。有研究表明细胞凋亡系统被激活用以清除不需要或者有害的细胞, 此过程在脊椎动物和无脊椎动物的正常生长发育和维持生物的动态平衡中起到至关重要的作用[28−29]。因而, 笔者推断在感染实验后期(12 h后), 脊尾白虾血细胞和肝胰腺中细胞凋亡通路被激活用以应对大量病原体对机体的伤害, 因而对EcDAD1的表达起到了抑制作用, 造成其表达量显著下调。另外, 感染实验过程中, 在感染病原体早期(12 h前), 虾正常存活, 且较为活跃, 虾体色无明显变化, 呈透明色, 无明显组织病变现象; 而在感染后期(12 h后), 尽管虾仍能存活, 但虾体色发生明显变化, 呈乳白色, 并有明显的组织病变现象, 表明机体可能出现大量的细胞和组织凋亡。实验过程中虾体色和组织形态的变化, 也与EcDAD1的表达量变化趋势大体一致。在被病原体感染后, 血细胞中EcDAD1的表达上调时间早于肝胰腺, 可能是由于组织器官的功能差异性所致。血细胞是虾类非特异性免疫防御的首要器官, 对病原体的入侵更为敏感, 能够比其他组织更为迅速地上调EcDAD1的表达, 以抵抗病原体对机体的侵害[30]。通过本研究中脊尾白虾在鳗弧菌和WSSV感染后EcDAD1基因在其血细胞和肝胰腺中的表达模式, 可以进一步推测EcDAD1可能参与了脊尾白虾的免疫应答反应, 在清除病原体的防御反应中可能起着重要作用。关于DAD1在虾类中的作用机制方面的研究较少, 而虾类DAD1是否具有与其他动物DAD1相似的功能, 有待进一步的研究和探讨。
本研究利用全长cDNA文库技术成功获得脊尾白虾抗细胞凋亡因子EcDAD1基因的全长cDNA序列, 通过分析研究EcDAD1在感染鳗弧菌和WSSV后的脊尾白虾血细胞和肝胰腺中的表达特征, 推断其可能在脊尾白虾中对病原体具有免疫应答反应, 为深入研究脊尾白虾EcDAD1蛋白特性及其在病原体刺激下发挥免疫功能的途径和机理提供了理论依据。
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cDNA cloning and expression analysis of defender against cell death 1 (DAD1) gene in Exopalaemon carinicauda
DUAN Yafei1,2, LIU Ping1, LI Jitao1, LI Jian1, GAO Baoquan1, CHEN Ping1
1. Key Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture; Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao 266071, China; 

2. Key laboratory of South China Sea Fishery Resources Exploitation & Vtilization, Ministry of Agriculture; South China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou 510300, China

Abstract: The full-length cDNA of defender against cell death 1 (DAD1) gene was first isolated and characterized from the hemocyte cDNA library of Exopalaemon carinicauda, which was named EcDAD1. The full length cDNA sequence of EcDAD1 is 645 bp, which contains a 184 bp 5′-UTR (untranslated region), 116 bp 3′-UTR, and 345 bp open reading frame (ORF) that encodes 114 amnio-acid polypeptides, which has the molecular mass of 12.85 kD and isoelectric point (pI) of 8.75. Homology analysis revealed that the amnio acid sequences of EcDAD1 had highly identifies with DAD1 of other species, for example, it had 92% identity with DAD1 of Penaeus monodon, and had 73%−80% identities with DAD1 of other invertebrates. The phylogenetic analysis showed that E. carinicauda EcDAD1 was in the same branch as that of P. monodon. The expression level of EcDAD1 gene in different tissues were analyzed by quantitative real-time PCR. The results showed that EcDAD1 existed in all tested tissues of E. carinicauda, including hemocytes, gill, hepatopancreas, muscle, ovary, intestine, stomach and eye stalk, and the the highest expression level of EcDAD1 gene was in ovary. Six hours and 12 h after challenge by Vibrio anguillarum and white spot syndrome virus (WSSV), the relative expression level of EcDAD1 was up-regulated extremely significantly (P<0.01) in the hemocytes and hepatopanereas of E. carinicauda. The results implied that EcDAD1 might play an important role in the prawn immune system.
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