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摘 要 通过电子克隆所得序列设计引物，采用 PCR扩增方法首次克隆得到长 695bp的凡纳滨对 

虾 Ar厂6基 因序列，其 中包括 96bp的 5 非翻译区(Untranslated region，UTR)、71bp的 3 非翻译区 

和 528bp的开放阅读框 。编码 175个氨基酸残基，推算分子量约为 20kDa，理论等 电点为 8．82，分子 

式为 C。。 H 。 N O S 。氨基酸序列分析表明，Arf6基 因编码的氨基酸序列中具有保守的 GTP结 

合 区域，总的带负电荷的残基(Asp+Glu)为 21，总的带正电荷的残基(Arg+Lys)为 25。与其他物种 

的 Ar厂6基因进行 同源比对发现 ，该基 因的氨基酸序列具有较 高的保守性，基于氨基酸序列的聚类分 

析表明，凡纳滨对虾与果蝇属种类亲缘关系最近。半定量 RT—PCR的结果显示，该基 因在组织 中广 

泛表达且在肝胰腺 中表达量最高，在 眼柄 中表达最低 ；其在 经桃拉综合征病毒(TSV)感染后的凡纳 

滨对虾肝胰腺 中的表达量显著高于在无特定病原 (SPF)凡纳滨对虾；加之 ProtFun在线预测蛋 白质 

的功能分类，表明 Ar厂6基因可能是一免疫应答因子参与凡纳滨对虾免疫防御反应。 
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ABSTRACT Aecording to the sequence from the electronic cloning，a pair of primers were 

designed to clone the ArC6 gene in Litopenaeus vannarnei by PCR．A 695bp cDNA was ob— 

tained。which contained a 9 6 bp 5 untranslated region (UTR)，a 5 2 8 bp open reading frame 

(ORF)，and a 71bp 3 UTR． The encoded protein was composed of 175 amino acids，with a 

molecular weight of 20kDa and the calculated isoelectric point of 8．82．The molecular form ula 

was predicted to be C896 H】426 N252 O255 S8．The deduced amino acid sequence showed that the pro— 

rein encoded by the Arf6 gene owned a conserved GTP—binding domain，2 1 negatively charged 
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residues(Asp+ Glu) and 25 positively charged residues (Arg+ I ys)．The obtained sequence 

was compared with the other species through BI。AST analysis，indicating that the amino acid 

sequence cloned in this study is highly conserved．Phylogenetic analysis based on the amino acid 

sequences revealed that L．vannamei is closely related to Drosophila melanogaster．Semi—quan— 

titative RT—PCR results showed that the gene was expressed in most of the examined tissues， 

and the highest expression level was observed in the hepatopancreas， while the lowest in the 

eyestalk． Arf6 gene expression level in the hepatopancreas of L． vanname that was infected by 

the taura syndrome virus(TSV)was higher than that of the specific pathogen free L．vanname． 

The protein functional classification results suggested that the Atf6 plays a potential role in the 

pathogen host defense systems as an immune response factor． 

KEY WoRDS Litopenaeus vanname RT—PCR Gene cloning Ar f6 

ADP核糖基化因子(Arf，ADP ribosylation factor)家族蛋 白是 Ras—like的 GTP结合蛋白。迄今为止 ，在 

所有的真核生物中都发现它们的存在 ，在进化上高度保守，主要参与囊泡的形成和细胞 骨架 的重建，对细胞 的 

生存起着至关重要 的作用(Randazzo et a1． 2000；Gillingham et a1． 2007)。虽然 Arf在 1982年最初被发 

现的时候是作为霍乱毒素催化 Gs蛋 白 ADP核糖基化反应的辅助 因子(weiss et a1． 1989)，但是现在大部分 

研究都集 中在其在膜运输途径 中扮演的角色。ArC在多个位点调节膜 的运输 ，早期 的研究主要集 中在 Arf在 

高尔基体中的作用，近来的研究发现A 分布在各种膜系统中，涉及内质网到高尔基体，高尔基体内的运输， 

以及高尔基体 内的反向运输 ；还参与内体内的运输 ，突触小泡新生小泡的形成，以及蛋白分泌机制 ，并对生物体 

的生长、发育、繁殖和抗逆性等有重大影响(Bonifacino et a1． 2004；Stearns et a1． 1990)。Arf蛋 白可再被 

划分为 3类 (Kahn et a1． 2006)，第 1类包括 Arfl，Arf2和 ArJ’3；第 2类包括 Arf4和 Arf5；Arf6是第 3类 

中的唯一成员 ，主要在调节体 内质膜的运输 与内吞体过程 中发 挥功 能，同时也可能影 响细胞 的骨架重排 (D’ 

Souza—Sehorey et a1． 2006)。对 ArJ’6的功能来说 ，关键性 素是 GTP结合状态 的时期(Pasqualato et a1． 

2001)，细胞 内Arf6与 GTP结合或与 GDP结合是分别 由鸟昔交换因子 (GEFs)和 GTP酶激活蛋 白(GAPs) 

协调来实现的(Donaldson 2000)。 

凡纳滨对虾 Litopenaeus vannamei亦称南美 白对虾 ，为广温广盐性热带虾类 ，原 产于美洲太平洋沿岸水 

域 ，主要分布于秘鲁北部至墨西哥湾沿岸 ，以厄瓜多尔沿岸分布最为集中，是世界上对虾养殖的三大品种之一 。 

近年来不少学者对凡纳滨对虾生物学特性和养殖技术进行了研究(兰 萍等 2008；王兴强等 2006；梁萌青 

等 2008)。但对凡纳滨对虾分子遗传学方面的研究报道较少 ，尤其对凡纳滨对虾一些重要的功能基因的研究 

报道更少。本文主要克隆并分析 了凡纳滨对虾 Atf6基 凶及其在不 同组织 中的表达差异 ，旨在为凡纳滨对虾 

的分子遗传学研究提供依据 。 

1 材料 与方法 

1．1 材 料 

1．1．1 实验 动物 

实验对虾是广西水产研究所养殖的无特定病原的凡纳滨对虾(体长 8～10 cm)，于实验室暂养 7d后(盐度 

7．8，水温 25℃)，使其适应实验室 内养殖环境 。采集凡纳滨对虾 的心脏 、肝胰腺 、肌 肉、胃、肠和眼柄快速置 于 

液氮中用于提取 RNA。 

1．1．2 主要 试剂 

TRizol Total RNA Reagent(总 RNA提取)试剂盒、cDNA第一链合成试剂盒、琼脂糖凝胶 DNA 回收试 

剂盒(普通离心柱型)，DNA Marker 2000购 自上海天根生物公司 ；pMD一18T载体连接体系购 自宝生物工程有 



62 渔 业 科 学 进 展 第 32卷 

限公司(TaKaRa，大连)；DEPC、氨苄青霉素购 自上海生工生物工程公司。 

1．2 方法 

1．2．1 总 RNA 提 取 

利用 TRizol试剂盒提取凡纳滨对虾的心脏、肝胰腺 、肌肉、胃、肠和眼柄 的总 RNA。操作步骤参照使用说 

明书。取适量的总 RNA 样品，用 DEPC水稀释后 ，用紫外分光光度计测量样 品的纯度 。琼脂糖 电泳检测 

RNA 的完整程度 。确认 RNA完整无降解后 ，一8O℃保存备用。 

1．2．2 cDNA 的合成 

按照逆转录酶 M MLV的操作说明将总 RNA逆转录为 cDNA，产物作为 PCR扩增的模板。 

1．2．3 引物设计 

根据果蝇的 Drosophila melanogaster Arf6保守序列，电子克隆拼接凡纳滨对虾 Arf6基因序列设计引 

物用来扩增不同的基因片段 。同时设计凡纳滨对虾 ~-actin引物 ，作为内参。引物合成由上海生工生物工程公 

司完成。 

1．2．4 目的 片段 的 PCR扩增 

5O l PCR反应体系 中含 dNTPs各 200 ffmol／L，引物 Arf6CI ：5'-ATGGTTAGAGAGGAGGAGGT一3 

和 Arf6CR：5"-ACAATCCGAGGAGccATC一3 各 10pmol，Taq酶(TaKaRa公司)1．25U，模板 2 l，dd H2O补 

足体积。按程序进行 PCR扩增，具体程序如下 ：95℃ 预变性 5 min，94℃ 40 S，60℃ 1 min，72℃ 2 min，34 

个循环后 ，72℃延伸 5 min，最后进入 4℃状态。PCR产物长度预期为 695bp。 

1．2．5 PCR产物的回收、克隆和测序 

1 琼脂糖凝胶电泳观察 PCR产物扩增结果 ，在紫外灯下切割 目标片段，用天根公司的胶回收试剂盒进行 

回收纯化，参照 TaKaRa公司 pMD一18T克隆试剂盒说 明书克隆 目的片段 ，筛选阳性克隆送上海生工生物工程 

技术服务有限公司用 ABI373O测序仪进行测序 。 

1．3 分 析方法 

采用 Primer Premier 5．0设计引物，用 NCBI中的 BLAST程序进行序列同源性比对和相似性搜索，利用 

软件 DNAstar和各种在线分析程序分析测序结果中核苷酸与氨基酸序列的特性 ，EditSeq用于 ORF分析以及 

蛋白序列的推测。根据凡纳滨对虾及其他物种 Arf6的氨基酸序列，采用进化树构建软件 Mega 4．1，以邻接 

法(Neighbor～Joining，NJ)构建进化树，采用 Bootstrap重复 1 000次计算各分支的置信度 。 

1．4 Arf6基因的组织表达分析 

采用 RT—PCR的方法 ，检测 Arf6基因在凡纳滨对虾的不同组织与器官中的转录表达 。分别提取凡纳滨 

对虾心脏、肝胰腺 、肌肉、胃、肠和眼柄 的总 RNA，并反转录合成 cDNA。引物 Arf6EL：5"-CCTGATGCTTG— 

GCTTGGA一3 和 Arf6ER：5"-ATGATGCGATGGAGTTCTTG一3 (产物大小为 273bp)对样品进行扩增 ，用 

actinF：5，mGCTAACCGCGAGAAGATGAC 3 和 l?-actinR：5，_TAGGACTTCTCCAGCGAGGA一3 作 内参 引物 

(产物大小为 38Obp)。PCR反应条件为 ：94℃ 5min，94℃ 30s，60℃ 30s，72℃ 30s，进行 28个循环；循环结束 

后 72℃延伸 5min；最后进入 4℃状态。 

1．5 Arf6基因经病毒感染后的表达分析 

采用 RT—PCR的方法 ，检测 Atf6基因在无特定病原凡纳滨对虾(Specific pathogen free，SPF)和经桃拉 

综合征病毒(Taura syndrome virus，TSV)感染后凡纳滨对虾的肝胰腺中的表达分析。各做 3组平行对照，引 

物 Arf6EL和 Arf6ER对样品进行扩增 ，用 J3 actinF和 t?-actinR作 内参引物 。 

2 结果与分析 
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2．1 凡纳滨对虾 Arf6基 因的 RT—PCR扩增 

用 TRiz0l试剂盒提取凡 纳滨对虾肝胰 腺 

组织总 RNA，逆转 录后用特异 的 PCR引物 进 

行扩增 ，得到 1个约 700bp的片段 ，与预期扩增 

片段大小相近。将此片段在紫外灯下切取 ，利 

用胶回收试剂盒回收以备克隆。 

2．2 cDNA的克隆与序列分析 

将凝胶 回收的 PCR片段克 隆于 pMI>18T 

载体中，测序发现该片段长度为 695bp，与预期 

长度 一致 ，其 中包 括 96bp的 5 非 翻译 区 ，71bp 

的 3 非翻译 区和 528bp开放阅读框 ，共编码 175 

个氨基酸 ，总相对分子质量为 20 064．2，理论等 

电点为 8．82。开放阅读框 各碱基 含量分别 为 

A 一26．9；C 一25．2；G 一 28．0；T 一 l9．9。 

核苷酸序列和推导的氨基酸顺序见图 1。 

2．3 同源 性分 析 

ATGGTTAGAGAGGAGGAGG'rCGACCGGGATGTGTGTCTGAGAG 

rTCACCTCTeTGCTGCA (tGATAAGGOC~'GGGCAGG G( kt 

G K L L S K I 

ACGCGG CGGGCAAGACCACC 

F G N K E I R I L M  L G L D A A G K T T 

ATGCTGTACAAGCTCAA棚 o0GCCAT1℃oGTCACTAC 1℃CCCACAGTCoGCTTCAAT 

I L Y K L K L G H S V T T I P T V G F N 

GTcGAGACAGTAG CCTATAAGAACGTCAA n CAATGlrI叮r∞ 0ATGTGGGCoGGCAGGAC 

V E T V A Y K N V K F N V W D V G G o D 

AAGATCCGGCCACTGTGG舟3ACACTACrACACGGG1_ACGCAGGGCCTCATCT rI GaTG 

D C A D R D R M  D E 

GACAGGG^0蚯 GAG( GACOC 虹 TATCCTl3G 

G T O 

A(秘 (JAAG屯4 

R o E 

D  A I 1 L v F A N K Q 12> L P 

AATCCAGGAGAAGCTAGGCCTAACX2AGAATCAGGGATCG 

w Y V Q P c C A T T G D G L Y E G L T W 

CTCACCAGCAACCACAAGTCATGATGCTTGG CK~CGGG CTCCCAGCTcTTAGCrTCCA G 

图 1 凡纳滨对虾 Arf6基 因核 苷酸序列和推导 的氨基 酸序列 

Fig．1 Nucleotide and deduced amino acid sequence of 

L．vannamei Arf6 

通过 NCBI的 Blast X同源相 似性搜索发 

现 ，凡纳滨对虾 Arf6基因编码的氨基酸序列与线虫 Caenorhabditis elegans、大西洋鲑 Salmo salar、爪 蟾 Xe～ 

nopus tropicalis、原鸡 Gallus gallus、人 Homo sapiens等不同分类阶元物种的Atf6氨基酸序列 比对具有很高 

的相似性(图 2)，显示该基 因编码的蛋 白质在进化 中高度保守 。 

从构建 的 NJ进化树可见 ，凡纳滨对虾 Arf6与果蝇 Drosophila melanogaster最为接近，然后依次与线 

虫 、海绵 Suberites domuncula、日本血吸虫 Schistosoma japonicum、水螅 Hydra 7，zng72 户口 ￡ 等无脊椎动 

物聚在一起 。而包括人 、野猪 Sus scrofa、小 鼠 Mus musculus、原鸡 、爪蟾、大西洋鲑 S．salar、斑马鱼 Danio rerio 

等在 内的脊椎动物另聚为 1支(图 3)。 

2．4 Arf6基 因的组织表达 

半定量 RT—PCR结果显示 ，ArJ’6基凶在心脏 、肝胰腺 、肌肉、胃、肠和眼柄 中广泛表达 ，但在肝胰腺中表达 

最高，在眼柄 中表达最低 (图 4)。 

2．5 桃 拉病 毒 感染 后基 因表达 

半定量 RT—PCR结果显示 ，Atf6基 因在经桃拉综合征病毒(TSV)病毒感染后的凡纳滨对虾肝胰腺 中的 

表达量显著高于在无特定病原(SPF)凡纳滨对虾中的表达量(图 5)。 

3 讨论 

本研究以 NCBI电子克隆技术扩增得到 了凡纳滨对虾 Arf6基因的全长 cDNA序列。经同源比对分析 ， 

本实验所得到的基 因编码的蛋 白质与其他物种的 Arf6相关蛋 白序列具有较高 的相似性 ，且其蛋 白质水平 的 

相似程度远高于核苷酸序列的相似程度 ，并且序列 比对显示 ，物种间的核苷酸突变都发生在密码子的第 3个碱 

基 ，进一步证实了密码子第 3个碱基的摇摆性 。ArJ’6基因在物种问的高相似性也表明它们在进化过程中相对 

高的保守性 。系统进化树分析结果显示 ，该基 编码 的蛋 白序列与果蝇等低等动物较为接近 ，而与哺乳动物等 

高等动物亲缘关系较远 ，基本反映了动物 的进化顺序 。 
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脏 肝胰 腺 肌肉 胃 肠 眼柄 水 

川右 

B ．actin 

图 4 Ar_厂6基 因的组织表达谱分析 

Fig．4 Tissue expression profile analysis 

of L．vannamei Atf6 gene 

SPF SPF SPF TSV TSV TSV 

I Ⅱ Ⅲ 1 Ⅱ Ⅲ 

B—actin 

图 5 Arf6基 因在 sPF及经 TSV感染后肝胰腺 中的表达分析 

Fig．5 H epatopancreas expression analysis of 

Arf6 gene in SPF and after the TSV infection 

结果显示凡纳滨对虾 Arf6共有 3个可能的磷酸化位点 ，分别为 Tyr54／150／163，对这些潜在磷酸化位点的进一步 

研究，将有助于了解生理条件下 Arf6的动态修饰与作用机制。用 ProtScale进行疏水性分析(Gasteiger et a1． 

2005)，结果显示 Arf6蛋白的 N末端疏水性较强，可达到+2．211，C末端亲水性较强，可达 到一2．644，这说明 

A椰 蛋白具有两亲性的特点。InterProScan对 A 厂6蛋白的分析发现(Hunter et Z． 2009)，其氨基酸序列 中具 

有相当保守的 GTP结合区域 ，证明了 Arf6具有 GTP结合蛋 白的功能，推测该基 因在细胞中具有重要的作用。 

接着用 ProtFun 2．2 Server预测 Arf6蛋白的功能分类(Btom et a1． ]999)：其免疫反应功能的可能性为 0．103，远 

高于其他功能 。因此 ，推测 Arf6蛋白具有免疫应答的活性，很可能参与凡纳滨对虾的免疫调控。 

半定量 RT PCR结果显示 ，Atf6基 因在心脏、肝胰腺 、肌 肉、胃、肠和眼柄 中广泛表达 ，表明凡纳滨对虾该 

基因在功能和进化上 的保守性。但在肝胰腺 中显著表达最高 ，而肝胰腺是对虾参与抗逆、生理防御 、免疫监视 

等免疫过程的重要器官(刘晓云等 2003)，由 Arf6基 因在肝胰腺 中的表达差异 表明，凡纳滨对 虾在经 TSV 

感染后表达量显著高于 SPF，进 一步说 明 Atf6基 因参与 了机体 对 TSV 的免疫过程 ，加之 ProtFun预测 的 

Arf6蛋白的功能分类 ，可初步断定本文 中所研究的 Atf6基 因可能是一免疫应答基 因，参与凡纳滨对虾免疫 

防御过程 ，但是其参与免疫的机理 尚不清楚 ，有待进一步研究 。 

凡纳滨对虾是我国水产养殖主要经济品种之一 ，但 近年来养殖大规模死亡问题一直 困扰着该产业 的健康 

发展 ，引起凡纳滨对虾死亡发生的原因是多方面的，可能是病原、环境和亲虾种质本身三方面共 同作用的结果 。 

因此 ，本实验及后续更深层的研究为探索 Arf6介导 的抗逆 ，抗病能力 ，以及凡纳滨对虾 的遗传育种及其健康 

养殖奠定了基础。 
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