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摘要: 泥蚶(Tegillarca granosa)作为我国常见的滩涂养殖贝类，具有较高的经济价值。以弧菌为代表的条件致病菌

一直以来是困扰双壳贝类健康养殖的一大难题。为了探讨泥蚶感染弧菌过程中 , c-Jun 氨基末端激酶 (c-Jun 

N-terminal kinase, JNK)介导的激活蛋白-1(activating protein-1, AP-1)先天免疫防御通路的作用及机制, 本研究采用

PCR 技术克隆了泥蚶 JNK 基因(TgJNK)的 cDNA 序列, 并对 TgJNK 和 TgAP-1 在弧菌感染下的表达和调控关系进

行了分析。结果显示, TgJNK 基因 cDNA 全长 2696 bp, 开放阅读框 1332 bp, 编码了 443 个氨基酸; 蛋白多重比较

和邻近系统发育树分析表明, TgJNK 相对保守, 存在一个 STKc-JNK 结构域, 与长牡蛎(Crassostrea gigas)和紫贻贝

(Mytilus edulis)的同源相似度较高。qRT-PCR 和 WB 结果表明 TgJNK 在泥蚶的鳃中表达最高。哈维氏弧菌（Vibrio 

harveyi）的浸泡感染可显著上调 TgJNK 的转录水平(P<0.05)和磷酸化水平, 并增加 TgAP-1 的蛋白丰度; JNK 抑制

后 TgJNK 和 TgAP-1 的转录水平显著降低(P<0.05), TgJNK 磷酸化水平和 TgAP-1 蛋白丰度也降低。CoIP 分析显示, 磷

酸化的 JNK 蛋白能与 TgAP-1 蛋白相互结合。研究表明, TgJNK 和 TgAP-1 共同参与了泥蚶感染弧菌后的先天免疫反应, 

TgJNK 蛋白磷酸化是激活 TgAP-1 蛋白的重要因素, TgJNK 能够正向调控 TgAP-1 的表达。本研究阐明了泥蚶先天免疫

通路 JNK 介导的 AP-1 途径在弧菌感染过程中的信号传递机制, 丰富了泥蚶等双壳贝类先天免疫理论知识。 
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c-Jun 氨基末端激酶(c-Jun N-terminal kinase, 

JNK)是丝裂原活化蛋白激酶 (mitogen activated 

protein kinase, MAPK)超家族成员之一, 对细胞

表面受体到核内靶点的信号转导有重要意义[1]。

在哺乳动物中, JNK 由 JNK1、JNK2、JNK3 三种

不同基因编码的亚型组成, 在进化上属于保守的

丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶[1]。JNK 首先在大鼠的肝

脏中发现, 通过 MAPK 信号诱导苏氨酸和酪氨酸

残基磷酸化激活[2]。磷酸化的 JNK 能够进一步激

活下游的转录因子 AP-1、p53、ATF-2 等[3], 继而

调控凋亡基因 Bcl 家族成员 [4], 炎症细胞因子

TNF-α 以及白细胞介素家族成员的表达[5-8], 参与

细胞的增殖、分化、凋亡以及免疫反应、炎症反

应 , 介导病原微生物感染后的免疫信号传递。

JNK1 和 JNK2 表达广泛, 在各个组织均有表达, 

JNK3 仅在脑、神经、心脏及睾丸等组织特异性表

达[9]。已有研究表明, 在水产动物先天免疫防御系

统中, JNK 发挥重要作用, 如凡纳滨对虾(Litope-
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naeus vannamei)的 JNK 基因能够调控抗菌肽的合

成 , 被认为参与了对虾白斑综合征病毒(WSSV)

的免疫抵抗[10]。从中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)

中分离的 JNK 同源基因通过上调细胞防御素在清

除体内细菌方面有重要意义[11]。在双壳贝类长牡

蛎 (Crassostrea gigas)[12] 和 厚 壳 贻 贝 (Mytilus 

coruscus)[13]的研究中发现, JNK 通过 MAPK 信号

通路磷酸化激活参与了宿主的免疫防御。 

JNK 参与的先天免疫防御途径, 主要通过调

控下游转录因子实现。激活蛋白-1(AP-1)在哺乳动

物细胞核内首次发现, 属于碱性亮氨酸拉链(BZIP)

转录因子家族, 主要由 Jun (c-Jun, JunB, Jund)和

Fos(c-Fos, FosB, Fra1, Fra2)蛋白构成, 具有多效

性, 在多种免疫应答中起重要作用 [14]。AP-1 的

Jun 结构域通常由 JNK 磷酸化激活 [15], 激活的

AP-1 在形成二聚体后, 从细胞质迁移到细胞核, 

结合特异性靶序列, 调控免疫与炎症因子的转录, 

参与细胞的增殖、分化和凋亡进程[14-16]。在哺乳

动物中, JNK 介导的 AP-1 途径, 能够调控血管内

皮细胞中肿瘤坏死因子 TNF-α 的转录[17]。从大鼠

肝脏中提纯的 JNK 蛋白激酶, 能够磷酸化 c-Jun, 

激活 AP-1 的表达[18]。在甲壳动物中, 南美白对虾

的 JNK 通过激活 c-Jun 介导了 AP-1 与下游靶基因

抗菌肽(LvCrustin)的结合[19]。然而, 泥蚶中是否也

存在 JNK 介导的 AP-1 途径尚不清楚。 

泥蚶 (Tegillarca granosa)是我国沿海主要养

殖的经济贝类之一, 作为生活在潮间带的滤食性

贝类, 对水体和淤泥内的各种病原体具有一定的

抵抗能力, 是贝类免疫学研究的一个重要物种。

近年来, 泥蚶全基因组的测序成功[20], 为滩涂贝

类的分子免疫与遗传育种的研究提供了便利。本

研究在泥蚶基因组内发现了一个 JNK 同源序列

(TgJNK), 通过弧菌浸泡感染、磷酸化抑制与检测

等方法以及荧光定量、免疫印迹、蛋白质互作等

技术, 探索了泥蚶 JNK 介导的 AP-1 途径的激活

机制与功能, 以及该途径在弧菌感染后的免疫防

御机制, 为全面了解泥蚶先天免疫防御功能提供

数据参考。 

1  材料与方法 

1.1  泥蚶 TgJNK 基因的鉴定与生物信息学分析 

TgJNK 序列来源于泥蚶基因组 (JABXWC-

000000000), 根据其 cDNA 序列信息, 设计引物

(JNK-F, JNK-R；表 1), 以泥蚶 cDNA 为模板进行

PCR 扩增, 送上海生工生物科技有限公司测序后, 

分别与泥蚶基因组和 NCBI 数据库中其它物种进

行序列和蛋白比对, 以确定 TgJNK 基因 cDNA 序

列信息。TgJNK 的开放阅读框由 ORF Finder 网站

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) 预 测 ；

TgJNK 蛋白的保守区和功能域由 NCBI 蛋白质结

构域分析网站(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Struc-

ture/cdd/wrpsb.cgi)确定；TgJNK 蛋白磷酸化位点

由 NetPhos 3.1 网 站 (http://www.cbs.dtu.dk/ser-

vices/NetPhos/)定位。TgJNK 蛋白分子量由 Expasy

分子生物学服务器(https://www.expasy.org/)计算。

另外, 参考 DNAStar 软件中的 Protean 子程序, 对

TgJNK 蛋白的亲水性、疏水性、柔韧性以及抗原

表位进行综合性分析。最后 , 采用 Clustalx 和

DNAMAN 进行蛋白多序列比对 , 并通过 Mega 

6.0 软件构建邻近系统发育树。 

1.2  动物与引物 

泥蚶, 壳长(33.98±2.19) mm, 取自浙江省温

岭市城南镇, 养殖在 1000 L 玻璃钢水槽中。从自

然温度条件下升温, 每天上升 2 ℃, 直到温度维

持在 28 ℃。每天换水一次, 早晚各投喂一次足量

的小褐藻(Phaeophyta), 经过为期一周的暂养, 随

机取出 10 颗泥蚶, 分别解剖取其鳃、足、闭壳肌、

外套膜、肝胰腺以及血淋巴, 存于–80 ℃, 用于

TgJNK mRNA(n=5)和蛋白(n=5)的组织表达检测。

本实验所用的引物均由 Primer 5.0 设计, 并由上

海生工生物科技有限公司合成(表 1)。 

1.3  RNA 的提取与 cDNA 的合成 

本实验中总 RNA 均按照 EASYspin Plus 组织

/细胞 RNA 快速提取试剂盒(艾德莱, 中国)方法提

取。提取的 RNA 用超微量核酸计数分析仪 Nano- 

200 定量, 并用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测其完整

性。根据 PrimeScriptTMRT reagent kit (TaKaRa, 日

本)的方法逆转录合成 cDNA。 
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表 1  本实验所用的引物名称与序列信息 

Tab. 1  Primer name and sequence information  
used in the experiment 

名称 name 序列 (5′–3′) Sequence (5′–3′) 用途 application 引物来源 source of primer 

JNK-F ATCATCACAGATACAGGAAC 克隆 自主设计 

JNK-R GAAACCAACAAACACACCAA cloning self-designing 

18S-F CTTTCAAATGTCTGCCCTATCAACT 内参 [21] 

18S-R TCCCGTATTGTTATTTTTCGTCACT internal reference  

β-actin-F GCCGCTTCTTCATCCTCAT 内参 [22] 

β-actin-R GTCGGCAATACCTGGGAAC internal reference  

TgJNK-F ATGAGTAAACCAGCCCCCAAGT 荧光定量 自主设计 

TgJNK-R TCCAGTCCCTGAATCATAAGCG qPCR self-designing 

TgAP-1-F CAAGAAAGTGTCGAACGAG 荧光定量 [23] 

TgAP-1-R GGTCCCGTAAACTATTAGCTG qPCR  

 

1.4  哈维氏弧菌浸泡攻毒 

哈维氏弧菌菌株由 2014 年浙江滩涂大规模

染病濒死泥蚶体内分离鉴定, 并于–80 ℃保存。取

出菌株划线于 2216E 培养斜面上 , 首先接种到

50 mL2216E 液体培养基内并于 28 ℃摇床培育

12 h, 然后转移到 1 L2216E 液体培养基中扩大培

养, 最后使用弧菌计数标准曲线计算弧菌浓度[24]。

本实验设置的攻毒浓度为 1×107 CFU/mL, 攻毒

温度为(28.0±0.5) ℃。在攻毒期间每天定时更换

一次砂滤海水并在投喂小硅藻 2 h 后重新加入弧

菌。在感染后不同时间点(0 h、12 h、24 h、48 h、

72 h、96 h)分别取出 5 颗泥蚶的鳃组织, 存于

–80 ℃, 用于分析 TgJNK 在感染后的表达模式。

另外, 在哈维氏弧菌攻毒后 0 h、12 h、24 h、48 h、

72 h 从各个攻毒组, 随机取出 5 颗泥蚶解剖, 取

出鳃组织, 存于–80 ℃, 用于检测 TgJNK 蛋白的

磷酸化以及对 TgAP-1 蛋白表达的影响。实验设

置对照组, 对照组不添加弧菌, 其他处理与攻毒

组一致。 

1.5  泥蚶 TgJNK 的注射抑制 

称取 2.08 mg 的 JNK 抑制剂(SP600125, 

MedChemExpress, 美国)溶于 1 mL 的助溶剂(10% 

DMSO, 40% PEG300, 5% Tween, 45% 生理盐水)

内, 配置成 2.08 mg/mL 的 JNK 抑制剂母液。选取

规格相近的泥蚶 ,  根据泥蚶湿重 ,  分别按照

5 mg/g、10 mg/g 的抑制浓度, 肌肉注射 JNK 抑制

剂溶液。对照组泥蚶注射等体积的助溶剂, 空白 

组泥蚶则不做任何处理。在完成注射后, 将泥蚶

干露 2 h 后放回砂滤海水中, 保持水温为 25 ℃, 

并投喂足量的小褐藻。每天更换一次沙滤海水 , 

并定时投喂饵料。分别于抑制后 12 h、24 h、48 h、

72 h、96 h 从各个组随机挑选 5 颗泥蚶解剖, 取出

鳃组织 , 存于–80 , ℃ 采用 qRT-PCR 检测比较

JNK 的抑制效果。根据 JNK 的抑制效果, 选取最

佳的抑制浓度和抑制时间, 分别从各个组随机挑

选 5 颗泥蚶解剖, 取出鳃组织, 用于检测 TgJNK

蛋白的磷酸化以及对 TgAP-1 蛋白表达的影响。 

1.6  荧光定量 PCR(Reverse Transcription PCR, 
RT-PCR) 

使用 TB Green Premix Ex TaqTM II (Tli 

RNaseH Plus)Kit (TaKaRa, 日本)提供的试剂和方

法 在 StepOnePlus Real-Time PCR 检 测 系 统

(Applied Biosystems, 美国)中进行实时荧光定量

聚 合 酶 链 式 反 应 分 析 。 TgJNK 的 扩 增 引 物

(TgJNK-F, TgJNK-R)如表 1 所示。使用两步法进

行扩增：95 ℃预变性 30 s, PCR 反应共 40 个循环

包括 95 ℃变性 5 s 以及 60 ℃退火与延伸 30 s, 选

用 18S rRNA 和 β-actin 作为内部参照, 2-△△C
T方法

计算 mRNA 相对表达水平。 

1.7  蛋白免疫印迹(Western Blot, WB) 
使用 RIPA 裂解液(碧云天, 中国)裂解组织细

胞, 释放组织细胞内的蛋白, 在得到蛋白样品后

利用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒(碧云天, 中国)进

行定量分析。根据 WB Kit (上海生工, 中国)提供
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的试剂和方法进行蛋白免疫印迹分析。将蛋白提

取物稀释到相同浓度, 在 12%的 SDS-PAGE 蛋白

分离胶中分离出等量蛋白质并转移到 PVDF 膜上

进行抗体孵育和染色。选用的一抗分别为 JNK 兔

单克隆抗体(EPR5693, Abcam, 英国)、JNK 磷酸

化抗体(sc-6254, Santa Cruz Biotechnology, 美国)

以及 AP-1 鼠单克隆抗体(sc-376488, Santa Cruz 

Biotechnology, 美国)。选用的二抗分别为 HRP 标

记的 lgG 兔和鼠, 以 α-tubulin 和 Tubulin (碧云天, 

中国)作为内部参照。使用 ECL 发光液对膜上蛋

白避光染色, 在化学发光成像仪(BIO-RAD, 美国)

上进行曝光观察。 

1.8  免疫共沉淀(Co-Immunoprecipitation, CoIP)  

从 3 颗泥蚶鳃组织中收集适量的细胞(2×106~ 

4×106 cell/IP), 洗涤后 , 加入预冷的免疫沉淀裂

解液, 提取细胞蛋白, 并用 BCA 蛋白浓度测定试

剂盒(碧云天, 中国)测定浓度, 取出总体积 1/10

的蛋白提取液, 作为 Input 对照。根据 PierceTM 交

联磁珠式免疫沉淀试剂盒(Thermo Scientific, 美

国)的方法, 将用于 IP 的抗体结合于蛋白 A/G 磁

珠上。用于结合的抗体分别为 JNK 磷酸化抗体

(sc-6254, Santa Cruz Biotechnology, 美国)、AP-1

单克隆抗体(sc-376488, Santa Cruz Biotechnology, 

美国)以及 lgG 鼠源血清。将结合抗体的磁珠, 加

入各 IP 组, 为检测 TgJNK 蛋白与 TgAP-1 蛋白的

作用机制, 实验的 Input 参照组不加入任何抗体, 

阴性对照使用与抗体来源相同的小鼠血清, CoIP

组分别选用 JNK 磷酸化抗体和 AP-1 抗体捕获目

的蛋白。利用磁力架收集与抗体-抗原结合的磁珠, 

经洗脱后, 进行 WB 检测。分别使用 AP-1 抗体和

JNK 磷酸化抗体检测 JNK 磷酸化抗体结合的抗原

蛋白以及 AP-1 抗体结合的抗原蛋白。 

2  结果与分析 

2.1  TgJNK 的鉴定与特征分析 

TgJNK 基因 cDNA 序列全长 2696 bp, 开放阅

读框 1332 bp, 5′UTR 12 bp, 3′UTR 1352 bp, 编码

443 个氨基酸, 蛋白质等电点 6.38, 相对分子质量

50.62 kD (图 1)。该序列已上传到 NCBI 数据库

(GenBank：ON568697)。TgJNK 蛋白存在较多的

磷酸化位点, 其中丝氨酸(Ser)、苏氨酸(Thr)以及

酪氨酸(Tyr)残基磷酸化程度较高(图 2)。TgJNK

的亲水残基多于疏水残基 , 折叠区域分布均匀 , 

抗原表位较多(图 3)。TgJNK 蛋白与其他物种之间

有着较高的相似性 , 不同物种之间差异性较小 , 

且存在一个保守的 STKc-JNK 结构域(图 4)。系统

发育树分析表明, TgJNK 被划分到无脊椎动物分

支, 与厚壳贻贝、长牡蛎的同源性较高(图 5)。 

2.2  TgJNK 的组织表达 

TgJNK 的 mRNA 在泥蚶的 6 种组织(鳃、肝

胰腺、血淋巴、足、外套膜、闭壳肌)中均存在表

达。鳃、肝胰腺和血淋巴的表达水平较高, 显著

高于足、外套膜和闭壳肌(P＜0.05)。闭壳肌的表

达水平最低, 显著低于其他 5 个组织(P<0.05) (图

6 A)。TgJNK 蛋白在泥蚶的鳃、肝胰腺和血淋巴

中丰度较高, 在足、外套膜和闭壳肌中丰度较低

(图 6 B)。TgJNK 的转录与翻译水平均在泥蚶的鳃

组织内最高。 

2.3  哈维氏弧菌攻毒后 TgJNK 和 TgAP-1 的响

应变化 

哈维氏弧菌感染后, 泥蚶鳃组织中 TgJNK 的

mRNA 表达水平随时间推移, 整体呈现先升高后

下降的趋势(图 7 A)。在感染后的 24 h 内, TgJNK

的表达增加较快, 并在 24 h 达到峰值, 且显著高

于对照组(P<0.05)。随后 TgJNK 的表达出现下降

趋势, 但仍显著高于对照组(P<0.05)。泥蚶鳃组织

中 TgAP-1 的 mRNA 表达水平同样在 24 h 达到峰

值, 且显著高于对照组(P<0.05), 在 48 h 到 96 h

之间开始逐渐下降(图 7 B)。在弧菌感染后的不同

时间内, 泥蚶 TgAP-1 的转录表达变化与 TgJNK

的变化趋势基本一致。另外, 在弧菌感染后选取

0 h、24 h、48 h、72 h, 对 TgJNK 的蛋白磷酸化

水平进行测定, 与对照组(0 h)相比, TgJNK 蛋白

磷酸化水平上升。TgAP-1 蛋白丰度随着 TgJNK

磷酸化水平的上升而增加(图 8)。 

2.4  TgJNK 的抑制对 TgAP-1 的影响 

为确保 JNK 抑制效率, 本实验设置了 2 个抑

制浓度, 并在抑制后 96 h 内对 TgJNK 的表达进行

检测(图 9)。结果表明, 5 mg/g 和 10 mg/g JNK 抑

制浓度均能有效抑制 TgJNK 的表达, 且 10 mg/g 
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图 1  泥蚶 TgJNK 基因 cDNA 序列及氨基酸序列 

红色小写字母为 5′ UTR 和 3′ UTR；蓝色阴影部分为起始密码子和终止密码子；黄色阴影部分为 TgJNK 的 

STKc-JNK 结构域；绿色阴影部分为预测的氨基酸残基磷酸化位点. 

Fig. 1  cDNA and amino acid sequence of Tegillarca granosa TgJNK 
The red lowercase letters are marked as 5′ UTR and 3′ UTR respectively. The blue shaded parts are marked as revelation  

codon and stop codon respectively. The yellow shaded part is marked as the STKc-JNK domain of TgJNK.  
The green shaded part is marked as the predicted amino acid residue phosphorylation site. 
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图 2  泥蚶 TgJNK 蛋白结构预测(A)以及磷酸化位点预测(B)分析 

图 A 蓝色部分表示 Ser/Thr 磷酸化位点.图 B 统计预测值在 60%以上的氨基酸残基磷酸化位点, 黑色虚线圈出的 

部分为磷酸化抗体检测的两个磷酸化位点(220 Thr, 222 Tyr). 

Fig. 2  The predicted structure (A) and phosphorylation site (B) of Tegillarca granosa TgJNK 
The blue part of Figure A shows the Ser/Thr phosphorylation site. The amino acid residue phosphorylation sites  

with more than 60% reliability prediction are counted and the part circled by the black dotted line is the two  
phosphorylation sites (220 Thr, 222 Tyr) detected of Figure B. 

 

 
 

图 3  泥蚶 TgJNK 蛋白二级结构分析 

紫色波峰为 TgJNK 蛋白亲水性分析, 峰型向上为亲水残基, 峰型向下疏水残基；蓝色矩形部分为蛋白骨架 

柔韧区预测；粉红色和黄色波峰部分为抗原决定簇和蛋白表位预测. 

Fig. 3 The secondary structure analysis of Tegillarca granosa TgJNK 
The purple peak is the hydrophilic analysis of TgJNK protein. The upward peak is hydrophilic amino acid residues  

and the downward peak is hydrophobic amino acid residues. The blue rectangular part is the protein folding  
region prediction, and the pink and yellow wave peak are the antigen epitope prediction. 
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(图 4 待续 Fig. 4 to be continued) 
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 (续图 continued) 

 
 

图 4  JNK 蛋白多序列比对 

黑色阴影为相似性 100%的氨基酸残基；红色矩形框为 STKc-JNK 结构域；黄色多角星为本实验磷酸化抗体 

检测的两个磷酸化位点(220 Thr, 222 Tyr)；黑色箭头为 ATP 结合位点；绿色箭头为活性位点； 

蓝色箭头为多肽底物结合位点；红色箭头为 KIM 锚定位点；橙色箭头为活化环(A-loop). 

Fig. 4  The JNK protein multiple sequence alignment 
The black shadow is the amino acid residue with 100% similarity; the red rectangle is the STKc-JNK domain; the yellow polyhedral 

star is the two phosphorylation sites (220 Thr, 222 Tyr) detected by the phosphorylated antibody in this experiment; the black arrow is 
the ATP binding site; the green arrow is the active site; the blue arrow is the polypeptide substrate binding site; the red arrow is the 

KIM docking site; and the orange arrow is the activation loop (A-loop). 

 

 
 

图 5  JNK 氨基酸序列邻近系统发育树分析 

Fig. 5  Phylogenetic Tree Analysis of adjacent JNK Amino Acid sequences 

 
的抑制效应时间更快, 持续时间更长。在注射抑

制的 24~72 h 内, 抑制剂注射组 TgJNK 的表达显

著低于空白组和对照组(P<0.05), 在 96 h TgJNK

的表达呈现回调趋势, 抑制效果减弱(图 9 A)。 
同时, 为了探究抑制 JNK 基因表达对 TgAP-1

转录的影响, 检测了 TgAP-1 在 TgJNK 抑制后

96 h 内的表达情况。结果表明, 随着 TgJNK 的表

达减少, TgAP-1 的表达亦降低；特别是在注射了

10 mg/g 的 JNK 抑制剂组, TgAP-1 与空白、对照

组相比下降了 1/2~2/3, 在抑制的 12~96 h 之间均

出现显著降低(P<0.05)(图 9 B)。 

在注射 JNK 抑制剂 48 h 后检测 TgJNK 蛋白

的磷酸化水平以及 TgAP-1 的蛋白表达水平, 结

果显示 , 抑制组的 TgJNK 蛋白磷酸化水平和

TgAP-1 蛋白丰度与空白组、对照组相比均明显降

低(图 10)。 
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图 6  泥蚶 TgJNK mRNA(A)和蛋白(B)的组织表达 

不同字母表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 6 Tissue expression of Tegillarca granosa TgJNK mRNA (A) and protein (B) 
The different letters indicate significant differences (P<0.05). 

 

 
 

图 7  泥蚶感染弧菌后 TgAP-1 (A)及 TgJNK (B)的表达变化 

*表示同一时间点下对照组和攻毒组之间显著差异(P<0.05). 

Fig. 7  The expression of TgAP-1 (A) and TgJNK (B) in Tegillarca granosa after Vibrio infection 
* indicated that there is a significant difference between the control group and the challenge group at the  

same time after infection (P<0.05). 

 

 
 

图 8  TgJNK 蛋白磷酸化水平及 TgAP-1 蛋白表达 

在弧菌感染后的变化 

Fig. 8  Changes of Tegillarca granosa TgJNK protein 
phosphorylation level and TgAP-1 protein expression  

after Vibrio infection 

2.5  TgJNK 与 TgAP-1 的结合鉴定 

经 AP-1 抗体富集到的抗原蛋白中, 存在磷酸

化的 TgJNK 蛋白特异性条带。通过 JNK 磷酸化

抗体富集到的抗原蛋白中, 存在 TgAP-1 的特异

性蛋白条带。以鼠源血清为阴性对照的 IgG组, 均

未出现蛋白条带, Input 组内存在 TgJNK 磷酸化蛋

白以及 TgAP-1 蛋白条带(图 11)。 

3  讨论 

3.1  TgJNK 序列及蛋白结构鉴定分析 

本研究从泥蚶基因组内鉴定并克隆到 JNK 基

因 cDNA 序列, 其开放阅读框 1332 bp, 编码一个 
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图 9  注射 JNK 抑制剂后泥蚶 TgJNK(A)和 TgAP-1(B)的表达变化 

不同字母标记同一时间点不同实验组间差异显著(P<0.05). 

Fig. 9  The expression changes of TgJNK (A) and TgAP-1 (B) in Tegillarca granosa after injection of JNK inhibitor 
Significant differences are indicated with different letters among treatment groups at the same time (P<0.05). 

 

 
 

图 10  JNK 抑制下 TgJNK 的磷酸化水平以及 

TgAP-1 蛋白的表达变化 

Fig. 10  The phosphorylation level of TgJNK and the 
expression of TgAP-1 protein under the inhibition of JNK 

 

 
 

图 11  泥蚶 JNK 蛋白与 AP-1 蛋白的结合关系 

Fig. 11  Binding relationship between JNK protein  
and AP-1 protein in Tegillarca granosa 

由 443 个氨基酸残基组成的蛋白质。TgJNK 为亲

水性蛋白, 柔韧区分布均匀, 不易断裂, 抗原区

与表位区多有重叠 ,  有助于抗原抗体的自由结

合。TgJNK 蛋白包含 11 个丝氨酸(Ser)、4 个苏氨

酸(Thr)以及 3 个酪氨酸(Tyr)残基磷酸化位点。其

中 Thr(220)和 Tyr(222)残基磷酸化位点, 与小鼠

的 Thr(183)和 Tyr(185)残基磷酸化位点对应, 该

氨基残基在哺乳动物中已被证明可由丝裂原活化

激酶(MAPK)途径磷酸化激活[25-26]。蛋白多序列比

对以及邻近系统发育树分析表明, TgJNK 蛋白归

属于无脊椎软体动物分支, 与厚壳贻贝的同源性

较高, 约 87.72%, 与哺乳动物小鼠的同源性较低, 

约 79.35%。TgJNK 蛋白具有一个典型的 STKc- 

JNK 结构域, 该结构域占 JNK 蛋白结构的 75.9%, 

同源相似率大于 97%。在进化上, 泥蚶的 JNK 蛋

白与其它真核生物相似, 同样属于保守的 MAPK

信号激酶家族。TgJNK 蛋白结构域包含一个由 20

个氨基残基组成的 ATP 结合位点, 一个由 36 个氨

基残基组成的活化位点, 一个由 12 个氨基残基组

成的多肽底物结合位点, 一个由 13 个氨基残基组

成的 KIM 锚定位点以及一个由 20 个氨基残基组

成的活化环(A-loop), 与中华绒螯蟹的 JNK 蛋白

结构相同[27]。其中 ATP 结合位点与活化位点多有

重叠, 表明 TgJNK 蛋白活化是由 ATP 提供磷酸基

团并释放能量的过程。活化环(A-loop)在 MAPK 家
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族内均有存在, 对激活作用的调节有重要意义[28]。

另外, JNK 蛋白可通过多肽底物结合位点和 KIM 

锚定位点与不同的蛋白底物结合 , 如去磷酸化

酶、磷酸化酶、支架蛋白以及激活蛋白激酶等[29]。

值得注意的是, 泥蚶的 Thr (220)和 Tyr(222)残基

磷酸化位点均位于蛋白多肽结合区与活化环的重

叠部分 , 此部分磷酸化位点以及结构域可能是

TgJNK 蛋白磷酸化的核心功能区。该核心区的作

用与功能, 有待进一步通过定点敲除和去磷酸化

等方法加以验证。 

3.2  TgJNK 组织表达分析 

JNK 在小鼠(Mus musculus)[30]、斑马鱼(Danio 

rerio)[31]、果蝇(Drosophila)[32]等不同模式生物中

均有表达。实时荧光定量 PCR 和蛋白免疫印迹

WB 显示, TgJNK 在泥蚶的 6 种组织中同样存在表

达, 其中鳃、肝胰腺和血淋巴的表达水平较高, 与

斑节对虾(Penaeus monodon)的表达模式一致[33]。

双壳贝类的鳃、肝胰腺以及血淋巴是病原微生物

最易富集的部位[34]。在病原菌的攻击下, 文蛤的

鳃丝粘连断裂、细胞脱落、内腔间隙增大, 充血

严重, 炎症反应加剧[35]。鳃细胞的凋亡与坏死以

及鳃组织的损害将直接抑制生物的呼吸作用, 破

坏机体内离子平衡, 最终导致生物体患病死亡。

鳃作为无脊椎贝类先天免疫防御的第一道屏障 , 

在气体交换, 维持渗透压平衡以及抵抗病原入侵

的免疫进程中发挥重要作用[36]。推测, JNK 在泥

蚶鳃内的高表达, 同样是一种炎性应激的表现。

肝胰腺是无脊椎动物非特异性免疫器官之一, 对

病原菌的入侵较为敏感, 容易在感染后出现脂滴累

积和细胞质溶解现象, 造成机体消化代谢紊乱[35]。

无脊椎动物的肝胰腺可通过调控免疫、抗氧化相

关酶活, 参与机体的免疫反应, 在维持机体内环

境与生理代谢稳定方面具有重要作用[37-38]。另外, 

泥蚶的血淋巴与肝胰腺相似, 是双壳贝类体液免

疫的重要组成部分, 同样可通过凝集素、抗菌肽、

溶酶体蛋白酶与免疫效应因子协同, 共同参与对

病原微生物的清除作用[39]。同时, 泥蚶的血细胞

通过包埋、吞噬、结节、凝块等方式参与病原入

侵的细胞免疫反应, 血红蛋白在杀灭细菌方面亦

有重要意义[40]。中华绒螯蟹的 JNK 的重组蛋白, 

上调了抗菌肽的表达, 加速了血淋巴和肝胰腺内

细菌的清除[11]。因此, JNK 在泥蚶肝胰腺和血淋

巴内的高表达, 表明 TgJNK 可能参与了对病原微

生物清除的免疫进程。 

3.3  TgJNK 与 TgAP-1 在弧菌感染后的响应变

化分析 

TgJNK 和 TgAP-1 在弧菌感染 24 h 内转录水

平显著升高, 且均在 24 h 达到峰值, 在随后的

48 h 至 96 h 之间逐渐下降。泥蚶 TgJNK 与 TgAP-1

在弧菌感染后的表达模式分别与三疣梭子蟹(Po-

rtunus trituberculatus)[41]在感染白斑病毒(WSSV)

后 JNK 的表达以及近江牡蛎(Crassostrea hongko-

ngensis)[42]在感染溶血葡萄球菌(Salmo haemoly-

ticus)后 AP-1 的表达变化一致。参考杨千元等[24]

对泥蚶感染哈维氏弧菌后不同组织的载菌量变化

趋势, 推测在感染初期, 由于环境内弧菌突然增

多, 泥蚶的应激免疫反应强烈, TgJNK 和 TgAP-1

转录增多, 加快了免疫相关因子的表达, 随着感

染时间的增加, 泥蚶体内的弧菌不断被免疫系统

清除, 组织内的载菌量下降, 泥蚶对环境内的弧

菌逐渐适应 , 应激免疫反应降低 , TgJNK 和

TgAP-1 转录开始下降。据报道, 肺炎克雷伯菌

(Klebsiella Pneumoniae)诱导人支气管上皮细胞

JNK 和 AP-1 的表达上调, 并促使 JNK 和 AP-1 磷

酸化, 加强了 AP-1 对 β-防御素-3 的调控信号, 共

同参与了对细菌性肺炎的免疫防御[43]。在哺乳动

物中, 细胞外病原信号可促使 JNK 磷酸化, 并激

活下游转录因子 AP-1 向核内迁移, 参与对免疫

与炎症相关基因的调控[3,15]。因此, 在泥蚶感染弧

菌后, TgJNK 和 TgAP-1 的表达上调, TgJNK 蛋白

磷酸化增加, TgAP-1 的蛋白丰度增加, 表明 JNK 介

导的 AP-1 途径同样参与了泥蚶的先天免疫反应。 

3.4  TgJNK 对 TgAP-1 的免疫调控分析 

磷酸化修饰是生物体内常见的蛋白共价修饰

方式之一, 该方式能够迅速且持续的对外界刺激

做出反应, 对于酶和其它蛋白分子活性的发挥以

及细胞信号转导存在重要意义。MAPK 信号通路

的激活由细胞内磷酸化级联反应实现, JNK 作为

MAPK 家族成员之一, 可同时被 MEK4/7 通过苏

氨酸和酪氨酸的双重磷酸化激活。活化的 JNK 在
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信号转导中, 使 c-Jun 磷酸化来激活 AP-1, 进而

调节 AP-1 蛋白的活性, 参与对免疫、炎症相关基

因的转录调控。通过敲降斑节对虾(P. monodon) 

MAPK 家族激酶 MEK7 的表达, 可降低 JNK 的活

性 [44]。Bao 等 [45]研究发现 , 腺苷激动剂可以使

JNK 蛋白的磷酸化增强, 其下游的 c-Fos 和 c-Jun

的蛋白质水平升高, c-Fos 和 c-Jun 结合在 Foxp3

的启动子区, 促进 Foxp3 在细胞中的表达。本研

究中弧菌感染能够上调 TgJNK 表达, 促使 TgJNK

磷酸化, 诱导 TgAP-1 的表达增加；采用 SP600125

抑制 JNK 活化后, TgJNK 的表达和磷酸化水平均

降低 , TgAP-1 的转录和翻译水平也相应减少 ; 

CoIP 分析证实, 磷酸化的 TgJNK 蛋白能与 TgAP-1

蛋白相互结合；上述结果表明 JNK/AP-1 途径在

弧菌刺激的免疫反应调控中发挥关键作用。

Brandt 等[46]发现 JNK/c-Jun/AP-1 信号通路在半乳

凝素-1 刺激的 T 细胞死亡调控中发挥重要作用, 

与本研究结果相似。综上所述, 泥蚶的 JNK 蛋白

同样可能由 MAPK 传递的免疫信号磷酸化激活, 

而磷酸化的 JNK 蛋白通过与 AP-1 蛋白的结合作

用 , 继续将免疫信号级联放大 , 一方面上调了

AP-1 的表达, 另一方面被激活的 AP-1 将免疫信

号传递到细胞核内, 并通过其转录激活作用, 调

控免疫相关基因的表达。 

4  结论 

本研究结果表明, 泥蚶 TgJNK 基因相对保守

与长牡蛎和厚壳贻贝亲缘关系较近, 存在一个典

型的 STKc-JNK 结构域。泥蚶感染弧菌后, TgJNK

和 TgAP-1 表达上调, TgJNK 蛋白磷酸化增加。

TgJNK 对 TgAP-1 的表达存在正向调控作用。磷

酸化 TgJNK 蛋白与 TgAP-1 蛋白存在互作关系。

TgJNK 通过磷酸化将免疫信号传递给 TgAP-1, 进

而共同参与了泥蚶感染弧菌后的免疫防御进程。 
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Expression characteristics of the JNK gene in Tegillarca granosa infec-
ted by Vibrio harveyi and its regulation on activating protein-1 

WANG Qiujin1, 2, XIAO Guoqiang1, 2, TENG Shuangshuang1 
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Bio-Resource; Wenzhou Key Laboratory of Marine Biological Genetics and Breeding, Wenzhou 325005, China;  
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201306, China 

Abstract: Blood clam (Tegillarca granosa), as a common farmed bivalve in tidal flat shellfish, has high economic 
value. Conditional pathogenic bacteria, such as Vibrio, is a serious problem encountered in the healthy culture of 
bivalve shellfish. To explore the role and mechanism of JNK-mediated AP-1 innate immune defense pathway in 
the process of vibrio infection, the cDNA sequence of TgJNK was cloned by PCR, and the expression and regu-
latory relationship of TgJNK and TgAP-1 after vibrio infection were analyzed. The results showed that the full- 
length of the TgJNK cDNA sequence was 2696 bp with an open reading frame of 1,332 bp, encoding a 443 amino 
acid polypeptide. Multiple protein comparison and adjacent phylogenetic tree analysis showed that TgJNK was 
relatively conservative with a STKc-JNK domain and had high homologous similarity with Crassostrea gigas and 
Mytilus edulis. The qRT-PCR and WB analysis showed that TgJNK was highly expressed in the gill. The level of 
TgJNK transcription was up-regulated significantly (P<0.05) with immersion infection of Vibrio harveyi. At the 
same time, the phosphorylation level of TgJNK and the abundance of TgAP-1 protein increased under the sti-
mulation of vibrio. The effect of the JNK inhibitor could significantly decrease the transcription level of TgJNK 
and TgAP-1(P<0.05). Correspondingly, the phosphorylation of TgJNK and the abundance of TgAP-1 protein 
decreased after JNK inhibition. In addition, CoIP analysis showed that the phosphorylated JNK protein could bind 
to TgAP-1 protein. These results indicated that TgJNK and TgAP-1 participated in the innate immune response of 
Vibrio infection in blood clams. The phosphorylation of TgJNK protein was an important factor in activating 
TgAP-1 protein, and TgJNK could positively regulate the expression of TgAP-1. The study elucidated the signal 
transduction mechanism of JNK-mediated AP-1 pathway after vibrio infection and enriched the theoretical 
knowledge on the innate immunity of bivalve shellfish. 
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