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菲律宾蛤仔两种谷氧还蛋白基因对微生物侵染和重金属胁迫的应答
张林宝, 孙伟, 蔡文贵, 贾晓平
中国水产科学研究院 南海水产研究所, 农业部南海渔业资源开发利用重点实验室, 广东省渔业生态环境重点实验室, 广东 广州 510300
摘要: 研究了菲律宾蛤仔(Venerupis philippinarum)两种谷氧还蛋白VpGrx1和VpGrx2 mRNA在鳗弧菌(Vibrio anguillarum)、藤黄微球菌(Micrococcus luteus)和重金属镉(Cd)作用下的表达调控规律。结果表明, 正常菲律宾蛤仔VpGrx1和VpGrx2在所检测组织中均有表达, 其中VpGrx1在鳃中的表达量最高, 而VpGrx2在蛤仔血淋巴细胞、鳃和肝胰腺中的表达量均较高。鳗弧菌和藤黄微球菌侵染在某些时段可显著诱导VpGrx1和VpGrx2基因的表达水平(P<0.05)。另外, 0.8 μg/L、8 μg/L和80 μg/L Cd处理30 d后, 菲律宾蛤仔肝胰腺中VpGrx1和VpGrx2基因转录水平显著升高(P<0.05), 血淋巴细胞中VpGrx1基因表达被显著抑制(P<0.05)而VpGrx2基因表达被显著诱导(P<0.05)。以上结果表明, VpGrx1和VpGrx2在菲律宾蛤仔的固有免疫反应和抗氧化胁迫中发挥着重要作用。
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活性氧(reactive oxygen species, ROS)是生物体内正常代谢的信号小分子, 低水平活性氧在机体生长发育和抗逆反应的信号转导中具有重要作用[1]。但是, 过量累积的活性氧会对核酸、蛋白及生物脂膜等大分子造成氧化损伤, 从而引起细胞凋亡或生长抑制[2]。谷氧还蛋白(glutaredoxin, Grx)作为一种巯基转移酶, 能够维持胞内氧化还原态势, 参与机体氧化应激、蛋白修饰、信号转导、细胞凋亡和细胞分化等多种生物过程[3−4]。

Grx普遍存在于细菌、病毒和真核生物体内, 是巯基-二硫键氧化还原酶家族的重要组分, 通过催化谷胱甘肽(GSH)与蛋白质二硫键之间进行氧化还原反应, 修复蛋白质活性[5]。在空间结构上, Grx有3个活性区域, 即巯基-二硫键活性中心、GSH结合位点和疏水性表面区域。巯基-二硫键活性中心的氨基酸序列为Cys-Pro-Tyr-Cys(CPYC), 其中两个Cys残基为催化基团。GSH结合位点用以结合还原型GSH作用于蛋白质二硫键。根据结构和催化性质的不同, Grx可大致分为3类[6]: 第一类为典型的Grx, 分子量为9~14 kD, 具有CxxC基团作为活性位点, 如大肠杆菌Grx1和人Grx。第二类Grx只具有单巯基活性位点(一般为CGFS), 如酵母Grx3、Grx4和Grx5。第三类Grx在结构上与谷胱甘肽硫转移酶(GST)相似, 但具有二巯基活性位点CPYC, 如大肠杆菌Grx2。迄今为止, Grx的结构和功能研究主要集中在大肠杆菌、酵母、哺乳动物和植物中[7−10], 关于海洋无脊椎动物Grx的功能研究则相对匮乏。

菲律宾蛤仔作为中国海水养殖业的重要经济贝类, 年产量高达180万t, 是沿海居民最常食用的海产品之一[11]。但是, 近年来频发的病害问题和养殖环境恶化问题严重制约了蛤仔养殖业的健康发展, 因此开展菲律宾蛤仔免疫及解毒相关基因的功能研究是非常重要和十分紧迫的。本研究根据GenBank数据库中已有菲律宾蛤仔两种谷氧还蛋白基因VpGrx1和VpGrx2序列全长[6], 通过实时荧光定量PCR技术分析VpGrx1和VpGrx2基因mRNA在蛤仔不同组织中的分布特征以及受到微生物刺激和重金属胁迫后的响应规律, 深入了解海洋无脊椎动物不同亚型Grx的生理功能。

1  材料与方法
1.1  实验样品及处理

实验所用菲律宾蛤仔购自烟台市水产市场, 选取壳长为3~4 cm个体进行实验。正式实验开始前, 在过滤海水中驯养1周, 每日定时投喂小球藻, 水温控制在25℃。微生物侵染实验中, 设置对照组和鳗弧菌(Vibrio anguillarum)、藤黄微球菌(Micrococcus luteus)刺激组, 每个实验组设置3个平行。对照组不做任何处理, 随机取8只蛤仔, 采集闭壳肌、外套膜、肝胰腺、鳃和血淋巴细胞5种组织,  加入1 mL Trizol充分研磨, 在4℃, 5 000 r/min离心5 min, 取上清置于超低温冰箱中备用。侵染组菲律宾蛤仔浸泡于含有1×107 CFU/mL鳗弧菌和藤黄微球菌的海水中, 分别于第6、12、24、48 小时各组随机采集8只蛤仔血淋巴样品。血淋巴样品于4℃, 3 000 r/min离心5 min收集血淋巴细胞, 加入1 mL Trizol(Invitrogen公司)后置于超低温冰箱。

重金属胁迫实验设置4个实验组, 其中一组为海水对照组, 其余3组分别暴露于含有0.8 µg/L、8 µg/L和80 µg/L Cd的海水中, 每个实验组设置3个平行。本实验设置的重金属暴露浓度参考渤海重度污染区重金属的污染浓度[12–13]。每组含20 L净化海水并投放30只蛤仔, 重金属暴露期间培养条件与蛤仔驯养阶段一致。暴露期间每日定时更换新鲜海水, 并投喂小球藻, 滤食2 h后再更换至含有相应浓度Cd的新鲜海水中。重金属胁迫实验持续30 d, 实验过程中除个别组蛤仔偶有死亡外, 其他组蛤仔无死亡现象, 死亡率远低于1%。暴露30 d后, 各组分别取8只蛤仔进行解剖获取肝胰腺与血淋巴细胞样品, 加入1 mL Trizol充分研磨, 在4℃, 5 000 r/min离心5 min, 取上清置于超低温冰箱中备用。

1.2  方法

采用Trizol法提取菲律宾蛤仔各组织以及微生物侵染和Cd胁迫样品的总RNA, 用Dnase I(Promega公司)消化残留DNA, 然后用M-MLV试剂盒(Promega公司)反转录合成第一链cDNA。采用PCR Sybrgreen Master Mix试剂盒(Takara), 使用ABI公司7500Fast型荧光定量 PCR仪分析菲律宾蛤仔谷氧还蛋白基因的组织分布特征以及对微生物感染和重金属Cd胁迫的响应特征。以β-actin为内参照, 根据GenBank数据库中菲律宾蛤仔两种谷氧还蛋白基因VpGrx1(GQ384390)和VpGrx2(GQ384391)基因全序列设计引物, 并由上海生工生物工程技术服务有限公司合成, 具体引物序列见表1。PCR 反应条件:  50℃ 2 min, 95℃ 10 min, 95℃ 15 s, 60℃ 1 min, 共40个循环;反应完成后进行熔解曲线分析: 95℃ 15 s, 60℃ 20 s, 然后缓慢升温至95℃, 连续记录荧光信号的变化, 将温度的变化与荧光信号的变化求负倒数后对温度作图, 可得到产物的Tm值。实验过程中, 每个反应均设3个重复, 并在反应结束后进行熔解曲线分析确保产物的特异性。数据处理首先用β-actin作为内标基因对两种谷氧还蛋白基因表达量进行标准化, 计算ΔCT值。组织分布研究将闭壳肌组织的样品作为参照因子(calibrator), 其倍数变化为1, 对于其他组织样本, 目标基因表达差异相对于参照因子基因表达的倍数为
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表 1  本研究所用引物

Tab. 1  Primers used in this study

	引物名称 primer
	引物序列 (5′–3′) sequence (5′–3′)

	VpGrx1-QF
	TCTCAAGTACAGGCTGAACT  

	VpGrx1-QR
	TTCTGTTTACCTCCCTTGAC 

	VpGrx2-QF
	ACTGCCAGGCAATTCAGGATGA  

	VpGrx2-QR
	GATTCGCCAGGATTACACTCTC  

	Actin-QF
	CTCCCTTGAGAAGAGCTACGA

	Actin-QR
	GATACCAGCAGATTCCATACCC


对表达水平用处理组的表达量与海水对照组表达量的比值来计算[14]。所有实验数据用平均值±标准差(Mean±SD)表示, 采用SPSS13.0软件包进行t-test统计分析对照组与处理组之间是否存在显著性差异, 当P<0.05视则为显著性差异。
2  结果与分析
2.1  菲律宾蛤仔VpGrx1和VpGrx2基因的组织分布特征

以β-actin为对照, 利用实时荧光定量PCR检测VpGrx1和VpGrx2 mRNA在正常菲律宾蛤仔血淋巴细胞、鳃、肝胰腺、外套膜和闭壳肌5种组织中的表达情况(图1)。结果显示, 两种谷氧还蛋白 mRNA在5种组织中均可见不同丰度的表达, 其中在闭壳肌中的表达量最低。VpGrx1在菲律宾蛤仔鳃中的表达量最高, 为闭壳肌组织中表达量的316.30倍, 血淋巴细胞、肝胰腺和外套膜中VpGrx1的表达量相对较低。VpGrx2在血淋巴细胞、鳃和肝胰腺中的表达量相近, 分别为闭壳肌


组织中表达量的61.58、51.99和46.30倍。
2.2  菲律宾蛤仔VpGrx1和VpGrx2基因表达对微生物侵染的响应

利用实时荧光定量PCR方法, 分析菲律宾蛤仔VpGrx1和VpGrx2基因mRNA在鳗弧菌和藤黄微球菌侵染后的时序表达情况(图2)。其中, 对照组样品VpGrx1和VpGrx2 基因表达量在所检测的时间范围内未出现明显变化。 鳗弧菌感染组菲律宾蛤仔VpGrx1基因表达量在12 h内有所波动但无显著变化, 24 h VpGrx1表达量被显著抑制, 为对照组表达量的0.48倍(P<0.05)。随着鳗弧菌感染时间的延长, 48 h VpGrx1基因转录水平被显著诱导, 表达量为对照组的1.84倍(P<0.05)。藤黄微球菌感染12 h以内, VpGrx1基因mRNA表达量有所浮动, 但与对照组表达水平并无显著差异。随着感染时间的延长, VpGrx1基因表达水平在24 h被藤黄微球菌显著诱导(表达量为对照组的2.96倍)(P<0.05), 至48 h VpGrx1基因表达水平恢复至对照组水平。
 

[image: image3.png]H_Ilg
) =
O ™~
w2 e
= 89
D]IQ§
R
K 9w
o 2 =
=5
2S5
7\@,_
O =
N
ﬂjEﬂ
,Jg(\]
82
= O
Q)LH
o O
> 3
W= 3
v'\T)v—
O =
N

450
400
350
300
250
200
150
100

50

90

A
n=8, xxSD
I PR EEL 240 ff
hemocytes gills
B n=8, xxSD

I 2 40

hemocytes

)
aills

JFRRAR

hepatopancreas

JFRRAR

hepatopancreas
ZH2H tissue

SNENE

mantles

SNERE

mantles

H5EL

adductor muscles

Eibzal!

adductor muscles




图 1  VpGrx1 (A)和VpGrx2 (B)在菲律宾蛤仔各组织中的相对表达情况

Fig. 1  Expression of VpGrx1 (A) and VpGrx2 (B) mRNA in different tissues of V. philippinarum
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图2  菌刺激后菲律宾蛤仔血淋巴细胞中VpGrx1 (A)和VpGrx2 (B)的时序表达特征
“*”表示与对照组相比差异显著(P<0.05).
Fig. 2  Temporal expression of VpGrx1 (A) and VpGrx2 (B) in haemocytes of V. philippinarum post bacterial challenge
“*” means significant difference compare with control(P<0.05).
鳗弧菌侵染12 h内, 菲律宾蛤仔VpGrx2基因表达水平无显著变化, 24 h和48 h的表达量有着显著增加, 分别为对照组的2.0倍(P<0.05)和2.22倍(P<0.05)。藤黄微球菌感染48 h以内, VpGrx2基因mRNA表达量有所升高, 但与对照组表达水平相比并无显著差异(P>0.05)。

2.3  菲律宾蛤仔VpGrx1和VpGrx2基因表达对Cd胁迫的响应

菲律宾蛤仔肝胰腺组织中VpGrx1基因mRNA在不同浓度Cd暴露30 d后的表达情况如图3A所示。0.8 μg/L Cd胁迫30 d后, VpGrx1基因mRNA的表达量有所增加, 但与对照组相比并无显著差异。8 μg/L和80 μg/L Cd暴露30 d后VpGrx1基因表达水平显著升高, 表达量分别为对照组的8.18倍(P<0.01)和6.95倍(P<0.05)。图3B显示, 0.8 μg/L、8 μg/L和80 μg/L Cd处理30 d后, 菲律宾蛤仔肝胰腺中VpGrx2基因转录水平均被显著诱导, 表达量分别为对照组的18.33倍(P<0.01), 24.57倍(P<0.05)和34.87倍(P<0.01), 呈
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图3  Cd暴露30 d后菲律宾蛤仔肝胰腺中VpGrx1 (A)和VpGrx2 (B)的表达情况
“*”表示与对照组相比差异显著(P<0.05); 
“**”表示差异极显著(P<0.01).
Fig. 3  Expression of VpGrx1 (A) and VpGrx2 (B) in hepatop​ancreas of V. philippinarum after treatment with Cd for 30 d
“*” means significant difference compare with control(P<0.05), and “**” P<0.01.

现出较明显的剂量效应。
血淋巴细胞中, 菲律宾蛤仔VpGrx1基因表达水平在0.8 μg/L、8 μg/L和80 μg/L Cd胁迫30 d后被显著抑制(图4A), 分别为对照组表达水平的0.03倍(P<0.05)、0.16倍(P<0.05)和0.03倍(P<0.05)。VpGrx2基因转录水平在3个浓度组Cd暴露30 d后显著升高, 分别达到对照组的4.77倍(P<0.05), 4.05倍(P<0.05)和4.63倍(P<0.05) (图4B)。
3  讨论

本研究中菲律宾蛤仔VpGrx1和VpGrx2在所检测组织中均有表达, 其中VpGrx1在鳃中的表达量最高, 而VpGrx2在血淋巴细胞、鳃和肝胰腺中的表达量均较高。病原和污染物一般首先通过鳃进入软体动物体内, 鳃是病原和污染物产生毒性作用的最初位点。另外, 病原和污染物也可通过食物和体表渗透进入体内, 最终通过血淋巴细胞流经全身, 从而在肝胰腺内被截留或蓄积。牡蛎全基因组研究揭示许多免疫和压力应激相关基因高表达于消化腺和鳃组织中[15], 这表明消化系
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图4  Cd暴露30 d后菲律宾蛤仔血淋巴细胞中VpGrx1 (A)和VpGrx2 (B)的表达情况
“*”表示与对照组相比差异显著(P<0.05).
Fig. 4  Expression of VpGrx1 (A) and VpGrx2 (B) in haemocytes of V. philippinarum after treatment with Cd for 30 d
“*” means significant difference compare with control(P<0.05).
统与鳃组织是软体动物应对病原体和环境压力的重要一线防御器官[16], 因此推测菲律宾蛤仔血淋巴细胞、鳃和肝胰腺中高表达的谷氧还蛋白在机体免疫和解毒反应中发挥着重要作用。

血淋巴细胞在贝类固有免疫系统中发挥着重要的作用[17], 经常作为研究免疫相关基因的组织材料[14], 因此本研究选取血淋巴细胞研究菲律宾蛤仔谷氧还蛋白基因表达与微生物感染的相关性。研究结果表明, 鳗弧菌和藤黄微球菌侵染在某些时段均可显著诱导蛤仔VpGrx1和VpGrx2基因的表达水平(图2), 这表明菲律宾蛤仔谷氧还蛋白VpGrx1和VpGrx2参与了机体的免疫调节过程。鳗弧菌侵染24 h, VpGrx1基因表达水平与对照组相比被显著抑制, 这可能是因为随着微生物侵染时间的延长, 蛤仔血淋巴系统中产生VpGrx1的血细胞数量减少或转移至微生物增殖的组织中, 如外套膜、消化腺和鳃等。随着鳗弧菌侵染时间的延长, 48 h VpGrx1基因转录水平又被显著诱导。微生物感染下, 类似的先抑制后诱导的表达模式在贝类其他免疫相关基因的表达分析中也有发现, 如盘鲍(Haliotis discus discus)抗菌肽[18]和菲律宾蛤仔谷胱甘肽过氧化物酶[14]等。另外, 本研究中鳗弧菌对VpGrx1和VpGrx2基因表达的诱导作用强于藤黄微球菌。鳗弧菌是一种革兰氏阴性菌, 广泛存在于养殖环境, 是海水鱼、虾、贝类的常见细菌性病原[19]。藤黄微球菌是一种典型的革兰氏阳性菌, 属条件致病菌, 目前有文献报道其在水体以及水生生物体内也有分布[20−21]。关于菲律宾蛤仔VpGrx1和VpGrx2基因对鳗弧菌和藤黄微球菌侵染的差异响应需进一步深入研究。总之, 以上讨论表明, VpGrx1和VpGrx2参与了菲律宾蛤仔的先天性免疫反应, 这为进一步研究蛤仔分子水平的免疫防御机制研究提供了新的基础资料。

随着中国经济的高速发展和城市化程度的不断提高, 沿海海域重金属污染日趋严重引起了广泛关注[22]。重金属在生物体内过量富集会诱导产生大量活性氧, 进而导致机体的氧化损伤[23]。Grx可以通过恢复细胞内一些含有半胱氨酸残基的抗氧化蛋白和转录因子的活性来阻抗氧化应激损伤。Grx的抗氧化应激作用表现在其基因表达受到氧化应激后显著升高。研究发现, 终浓度100 µmol/L H2O2能诱导体外培养的人脐静脉内皮细胞Grx mRNA的高表达[24]。本研究中0.8 μg/L、8 μg/L和80 μg/L Cd处理30 d后, 菲律宾蛤仔肝胰腺中VpGrx1和VpGrx2基因转录水平显著升高。Cd被证明能诱导生物体内活性氧形成[25], 因此蛤仔肝胰腺中VpGrx1和VpGrx2基因表达水平的升高是为了应对Cd暴露诱导生成的大量活性氧, 缓解细胞氧化应激损伤。类似的结果在其他生物中也有发现, 如Cd作用下, 萌发的豌豆(Pisum sativum) 种子中Grx C4和Grx S12的表达量显著升高[26], 丛枝菌根真菌(Glomus intraradices)Grx1基因的转录水平在Cu作用下也被显著诱导[27]。另外, 本研究中菲律宾蛤仔血细胞中VpGrx1和VpGrx2基因表达对Cd胁迫的响应则截然不同, VpGrx1基因表达被显著抑制而VpGrx2基因表被显著诱导。目前关于Grx与机体免疫的研究报道较少, 蛤仔血细胞中VpGrx1和VpGrx2基因对Cd胁迫的差异响应的机制有待进一步验证和研究。总之, 菲律宾蛤仔VpGrx1和VpGrx2的表达与细胞中氧自由基的含量密切相关, 可能是细胞中抵抗氧化应激作用的重要组分, 也可以作为判断机体受到氧化损伤程度的生物标志物。
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Responses of two glutaredoxin genes to bacterial and cadmium chal​lenge in Venerupis philippinarum
ZHANG Linbao, SUN Wei, CAI Wengui, JIA Xiaoping

Key Laboratory of South China Sea Fishery Resources Exploitation & Utilization, Ministry of Agriculture, Key Laboratory of Fishery Ecology Environment, Guangdong Province, South China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou 510300, China
Abstract: Glutaredoxins (Grxs) are ubiquitous small disulfide oxidoreductases that play a crucial role in response to oxidative stress and regulation of growth and development. However, the structural features and function of Grxs in marine invertebrates are still unknown compared with those of Escherichia coli, yeast, mammals, and plants. In this study, quantitative RT-PCR was performed to assay the temporal expression patterns of VpGrx1 and VpGrx2 post Vibrio anguillarum, Micrococcus luteus and Cd challenge. VpGrx1 and VpGrx2 transcripts could be detected in all the examined tissues, including gills, hepatopancreas, adductor muscles, mantle, and hemocytes. VpGrx1 was found to be most abundantly expressed in gills, while VpGrx2 was highly expressed in haemocytes, hepatopancreas and gills, which is consistent with the viewpoint that the hepatopancreas and gills are the most important organs in the host immune defense and detoxification systems. Bacterial challenging significantly up-regulated mRNA expression of VpGrx1 and VpGrx2at different time intervals, with a maximum 2.96 fold rise. The increased VpGrx1 and VpGrx2 transcripts may be associated with increasing reactive oxygen species (ROS) that is generated after apathogen challenge. In addition, the expression levels of VpGrx1 and VpGrx2 in the hepatopancreas of Venerupi sphilippinarum were also significantly up-regulated by 0.8, 8, and 80 μg/L Cd with a larger amplitude in VpGrx2, and the results showed an obviously concentration-dependent increase. The highest expression level for VpGrx2 (34.87 fold) in hepatopancreas was observed after 80 μg/L Cd exposure for 30 days. More or less compatible transcriptional modulation patterns were also experienced in several organisms, such as Pisum sativum, Glomus intraradices, and Homo sapiens. It has been demonstrated that Cd can induce oxidative stress by increasing levels of ROS. The increase in VpGrx1 and VpGrx2 expression in the hepatopancreas of V. philippinarum could be induced by the production of ROS generated by Cd, suggesting aGrx protective role in the defense against oxidative stress. With regard to hemocytes, the expression of VpGrx1 mRNA decreased sharply (0.03 fold at 0.8 and 80 μg/L Cd, 0.16 fold at 8 μg/L Cd), while the expression levels of VpGrx2 were increased significantly (4.77 fold at 0.8 μg/L Cd, 4.05 fold at 8 μg/L Cd, and 4.63 fold at 80 μg/L Cd) after 30 d. The selective up- or down-regulation of VpGrxs gene expression highlighted the fact that these isoenzymes probably played divergent physiological roles during the detoxification of Cd in hemocytes of V. philippinarum. Future studies should explore the diverse expression patterns of VpGrx1 and VpGrx2 genes in hemocytes of V. philippinarum after exposure to Cd. In conclusion, all these results suggested that VpGrx1 and VpGrx2 may be important proteins involved in host immune defense and heavy metal detoxification.
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