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摘要    醛缩酶(FBA)是糖酵解和糖异生中的关键酶，参与多种生物过程。本研究采用 RACE 技术，

克隆获得中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)FBA 基因(FcFBA)的全长 cDNA 序列，并对其进行生

物信息学分析。结果显示，中国明对虾 FcFBA 基因的 cDNA 全长为 2496 bp，其中，ORF 长 1098 bp，

5´ UTR 长 79 bp，3´ UTR 长 1319 bp。完整的阅读框编码 365 个氨基酸，分子量为 39.8 kDa，预测

的理论等电点为 6.6。同源性及系统进化分析表明，FcFBA 与节肢动物的 FBA 聚为一类，与卤虫

(Artemia franciscana)、家蚕(Bombyx mori)、沙漠蝗(Schistocerca gregaria)的相似度分别是 86%、79%

和 78%。荧光定量 PCR 结果显示，FcFBA 在肌肉中的相对表达量最高，肝胰腺中最低。WSSV 感

染后，该基因在鳃、肝胰腺和肌肉中呈现出不同的时空表达特点。dsRNA 干扰 24 h 以后，抑制效

率达到最大。与 PBS 对照组相比，FcFBA 干扰组(dsRNA 组)加快了对虾染病后的死亡速度。本研

究表明，FcFBA 基因可能参与了中国明对虾生物胁迫的应答反应。 
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中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)是我国重

要的土著海水养殖种类之一，近十几年来，其养殖产

业饱受病害困扰。在诸多病原中，白斑综合征病毒

(White spot syndrome virus, WSSV)是对对虾养殖生产

毒害最大的病毒之一(Lightner, 1996)，它所导致的疾

病传播快、破坏性强且防治困难，已经给我国乃至全

球的对虾养殖业造成了极大危害，严重制约了对虾养

殖业的健康发展。国内外学者展开了大量的研究工

作，如消除传染源、切断传播途径、控制水质量、提

高对虾抵抗力等，以降低其危害，但效果不显著(Yang 

et al, 2001; He et al, 2012; Yang et al, 2012; 曹家旺等, 

2017)。研究对虾对病原感染的免疫应答机制，可以
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为有效地进行对虾的病害防治提供重要的理论指导。 

果糖 1,6-二磷酸醛缩酶(Fructose-1,6-bisphosphate 

aldolase, FBA)(EC 4.1.2.13)是糖酵解和糖异生过程中

的一种关键酶，它普遍存在于动植物及微生物体内。

到目前为止，醛缩酶已在多个物种，尤其是细菌和脊

椎动物中得到了广泛研究，研究重点在其结构、动力

学参数、酶活特性和治疗中的潜在功能(Giegé et al, 
2003; Lorentzen et al, 2004; Rodaki et al, 2006; Dawson 
et al, 2013)。哺乳动物醛缩酶通过与控制肌动蛋白聚

合的 WASP/Arp2/3 复合物相互作用，从而在细胞内

吞中起作用，最终影响了细胞增殖(Lew et al, 2012、

2013)。尤其引人注意的是，醛缩酶基因的干扰可以

抑制细胞增殖，单核酸突变也可以降低酶活并抑制

脊椎动物的生长(Van den Berghe, 1994; Haake et al, 

1999)。最新研究表明，醛缩酶还在控制 RNA 聚合

酶Ⅲ转录中起作用(Cieśla et al, 2014)。而在水产动

物中，该基因相关的研究报道则较少，仅在电鳗

(Electrophorus electricus)、文蛤(Meretrix meretrix)、草

鱼 (Ctenopharyngodon idellus) 、 红 耳 龟 (Trachemys 

scripta)等少数物种中，有部分酶活分析和 SNP 研究

(De-Simone et al, 2006; Wang et al, 2012; 曹婷婷等, 2012; 

李玺洋等, 2012; Dawson et al, 2013)。 

在中国明对虾感染 WSSV 后的表达谱芯片研究

中，我们发现醛缩酶基因出现了显著差异表达。此外，

该基因内部出现了与抗病性状呈显著关联的 SNP 位

点。因此，本研究采用 RACE 技术克隆中国明对虾的

醛缩酶基因(以下称 FcFBA 基因)，研究其在感染

WSSV 后的时空表达特点，并进一步利用基因干扰技

术初步分析其在对虾染病后的表达特点，以期为中国

明对虾抗 WSSV 育种提供理论依据和实践材料。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

中国明对虾实验群体取自中国水产科学研究院

黄海水产研究所遗传育种中心，对虾大小均匀，体重

为(1.01±0.21) g。实验前，暂养 1 周。实验用水为砂

滤后海水，养殖期间的水温为 24.8℃~25.4℃，盐度

为 28，持续充氧，每天换水，并投喂配合饲料。 

1.2  总 RNA 提取及 cDNA 合成 

使用 Trizol 法提取中国明对虾肝胰腺组织的总

RNA，具体操作方法参照说明书(Invitrogen, 美国)。采

用紫外分光光度计与琼脂糖凝胶电泳，检测所提取 RNA

的质量及完整性。利用 SMARTTM RACE Amplification 

Kit(Clontech, 美国)反转录合成 cDNA 第一条链。 

1.3  FcFBA 基因全长 cDNA 的克隆及测序 

根据本实验室的中国明对虾 454 转录组测序获

得的醛缩酶基因的部分 EST 序列，使用 Primer 

Premier 5.0 软件设计 5 RACE 和 3 RACE 引物(表 1)，

利用 AD 酶，分别进行 RACE 扩增。扩增产物经 1.2%

琼脂糖凝胶电泳检测后，利用胶回收试剂盒回收目的

片段，连接到 pMD18-T simple 载体上，转化入 Top 10

感受态细胞。使用 M13 引物(表 1)对克隆进行菌落

PCR 鉴定，阳性克隆经确定后送生工生物工程(上海)

股份有限公司进行测序。 

1.4  基因生物信息学分析 

通过 NCBI 网站上的 BLASTX 对测序结果进行

序列同源性比对分析，利用 DNASTAR 软件进行全长 

 
表 1  引物序列及信息 

Tab.1  Primer sequences in RACE, qRT-PCR and RNAi 

引物 Primer 序列 Sequence (5~3) 用途 Purpose 

5 outer primer AGAGAGGAAGGTCACGCCAG RACE 

5 inner primer CGGGAAAGAGCAACCACTGT RACE 

3 outer primer ACCCTCCTCAAGCCCAACAT RACE 

3 inner primer TCAGTCCTGCCCCAAGAAAT RACE 

RT-F ACCCTCCTCAAGCCCAACAT qRT-PCR 

RT-R AGAGAGGAAGGTCACGCCAG qRT-PCR 

18S F TATACGCTAGTGGAGCTGGAA qRT-PCR 

18S R GGGGAGGTAGTGACGAAAAAT qRT-PCR 

RNAi F TAATACGACTCACTATAGGGGCCAGAAGGCCGATGATGGAA RNAi 

RNAi R TAATACGACTCACTATAGGGTTAGCAACCTCCTGGGGAGT RNAi 

M13-F CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 菌落鉴定 Colony PCR 

M13-R AGCGGATAACAATTTCACACAGGA 菌落鉴定 Colony PCR 
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序列拼接，在线生物学软件 ExPASy 对全长序列编码

的氨基酸序列进行生物信息学分析，使用 MEGA 5.0

软件的邻接法(NJ)构建系统进化树。 

1.5  人工 WSSV 感染实验 

实验前随机挑选暂养的健康中国明对虾 180 尾，

平均分为 2 组(WSSV 感染组和对照组)，每组 3 个平

行。WSSV 感染组，从第 5 腹节处注射病毒含量为

103 copies/μl 的病毒悬液 10 μl，各组分别在实验开始

后的 0、6、12、24、48 h，取鳃、肝胰腺和肌肉组织，

每个时间点各取 3 尾存于液氮中，用于后续 RNA 的

提取及荧光定量验证。 

1.6  FcFBA dsRNA 的合成 

以中国明对虾肝胰腺 cDNA 为模板，用正向引物

RNAi F 和反向引物 RNAi R，PCR 扩增 FcFBA 基因

的 cDNA 片段。采用 rTaq 酶进行扩增，PCR 扩增体

系为 20 μl，包括模板 2 μl，正反向引物(10 μmol/L 各

1 μl，PCR Buffer 2 μl，dNTP (2.5 mmol/L each)1.6 μl。

PCR 程序为 95℃预变性 5 min，1 个循环；95℃变性

30 s，60℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，35 个循环；

72℃延伸 10 min，1 个循环。PCR 结束后，采用胶回

收试剂盒进行纯化。由此，获得 FcFBA dsRNA 的体

外转录模板。采用 in vitro Transcription T7 Kit 进行体

外转录，实验方法参见(for siRNA Synthesis)说明书

(TaKaRa, 日本)。 

1.7  dsRNA 干扰 

设置 dsRNA 实验组和 PBS 对照组，每组 30 尾

对虾，2 个平行。注射前，取 3 尾虾作为空白对照。

对照组每尾对虾从第 5 腹节处注射 10 μl 的 PBS，实验组

每尾对虾从第 5腹节处注射 10 μl的 dsRNA (100 ng/μl)，

注射后的 6、12、24、48 和 72 h 分别取肝胰腺组织

用于 RNA 提取，以进行后续的基因表达分析。在干

扰后的 24 h，2 组分别再注射 10 μl 103 copies/μl 的

WSSV 病毒悬液，统计 2 组的死亡率。 

1.8  基因的时空表达分析 

以 18S rRNA 作为 real-time PCR 反应的内参基

因，采用 TaKaRa 的荧光定量 PCR 试剂盒对基因进行

荧光定量 PCR(qRT-PCR)检测。所用仪器为 ABI 7500

型荧光定量 PCR 仪，各个基因引物序列见表 1。20 μl

反应体系包含：2×SYBR Green PCR Master Mix 10 μl，

正向和反向引物各 1 μl (2 μmol/L)，稀释后的 cDNA

模板 1 μl (1∶10 稀释)，循环参数参照说明书。实验

重复 3 次，以平均值进行后续数据分析。根据 2‒∆∆Ct

方法计算出每个基因的相对表达量，所得数据用

SPSS 18.0 进行单因素方差分析(One-way ANOVA)，

比较均值的差异显著性(P<0.05)。 

2  结果与分析 

2.1  FcFBA 基因 cDNA 全长序列的克隆 

根据实验室前期获得的醛缩酶基因部分 EST 序

列设计 RACE 引物，获得 5RACE 片段和 3RACE 片

段，长度分别为 594 bp 和 1366 bp，拼接后得到全长

cDNA 序列。FcFBA cDNA 序列全长为 2496 bp，其

中，ORF 为 1098 bp，编码 365 个氨基酸(GenBank No. 

KJ686589)，含有 5 个保守的氨基酸位点，包括 Lys231。

该蛋白预测的理论等电点为 6.6，分子量为 39.8 kDa。

序列中的 5 UTR 长 79 bp，3 UTR 长 1319 bp，终止密

码子为 TAA(图 1)。 

2.2  FcFBA 蛋白系统进化分析 

氨基酸序列比对表明，FcFBA 的蛋白序列与节肢

动物的相似度最高，如与卤虫(Artemia franciscana)、家

蚕(Bombyx mori)、沙漠蝗(Schistocerca gregaria)的相

似度分别是 86%、79%和 78%，而与小鼠(Mus musculus)

醛缩酶的 A 型、C 型、B 型的相似度分别是 68%、66%

和 62%。系统进化分析表明，包括中国明对虾在内的

节肢动物的醛缩酶自成一类，然后再和高等动物的聚

为一类(图 2)。 

2.3  FcFBA 基因的组织表达分析 

FcFBA 基因在中国明对虾各组织中的相对表达

量分析结果显示，该基因在鳃、肝胰腺、肌肉中均有

表达。其中，肌肉中的表达量最高，鳃中次之，肝胰

腺中的表达量最少(图 3A)。 

FcFBA 基因在感染 WSSV 的对虾不同组织中的

相对表达量变化结果显示(图 3)，与对照组相比，

FcFBA 基因在肝胰腺中，表现为先上调后下降再上调

的趋势，在 6 h 和 48 h 显著上调，分别是对照组的

20.7 和 14.7 倍(P<0.05)；鳃中，表现为先下调后上升

的趋势，在 6 h 达到最低，为对照组的 0.31 倍，在

12 h 达到最高，为对照组的 2.15 倍，但差异均不显

著；肌肉中，表现为先上调后再下降的趋势，6 h 达

到最高，为对照组的 2.88 倍(P<0.05)，12 h 和 24 h

均高于对照组，但无显著性差异(P>0.05)。 

2.4  FcFBA 基因在 RNAi 后的表达变化 

对虾肝胰腺 FcFBA 基因在干扰后的相对表达量

结果显示，与对照组相比，干扰组 FcFBA 基因的 
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图 1  FcFBA cDNA 全长序列及其编码的氨基酸序列 
Fig.1  The full-length cDNA sequence and deduced amino acid sequence of the FcFBA gene 

起始密码子和终止密码子用下划线表示，保守位点用框表示 
The start codon (ATG) and stop codon (TAA) are underlined. The conserved active sites and their codons are boxed 

 
表达量表现出先上调再下调的趋势，感染后 6 h 干扰

组 FcFBA 表达为对照组 1.8 倍(P>0.05)，24 h 干扰组

的表达量达到最低，为对照组的 0.28 倍 (P<0.05)   

(图 4A)。 

2.5  干扰后对虾感染 WSSV 的死亡率 

dsRNA 干扰组和 PBS 对照组在干扰以后 24 h 再

进行 WSSV 病毒感染实验，共持续 9 d。感染后的死

亡结果显示，各组累计死亡率均为 100% (图 4B)。对

照组中，在感染后 48 h 开始出现死亡个体。干扰组

中，感染后 24 h 出现 1 尾死亡对虾，但没有表现出

白斑症状，推测原因是注射后由于对虾自身的抵抗力

弱而导致的死亡。从感染后 42 h 开始，2 组出现的死

亡个体都具有明显的白斑症状。 

3  讨论 

本研究是醛缩酶在对虾中的首次系统研究，克隆

的 FcFBA 基因 ORF 全长为 1098 bp，编码 365 个氨

基酸。序列分析表明，其含有醛缩酶的保守功能位点，

包含Ⅰ型醛缩酶的功能位点 Lys231。氨基酸的进化分

析表明，该醛缩酶基因与其他节肢动物的醛缩酶基因

明显聚为一类。ORF 序列分析、蛋白保守位点分析及

蛋白的系统进化分析均表明，FcFBA 基因与其他物种

的醛缩酶具有较高的相似性，因此，确定本研究克隆

的 FcFBA 基因为中国明对虾的醛缩酶基因。 

自然界中存在 2 种不同机制的醛缩酶：Ⅰ型和Ⅱ

型，前者存在于高等真核生物尤其是动物和高等植物

中，它们能在底物的羰基和自身活性部位的赖氨酸之 
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图 2  FcFBA 的氨基酸序列比对(A)及系统进化分析(B) 
Fig.2  The analysis of amino acid sequence (A) and phylogenetic tree analysis (B) of FcFBA from various species 

A：氨基酸序列比对，序列如下：人的 A 型醛缩酶(HsFBA-A, AAH16800)，小鼠的 A 型(MuFBA-A, AAH89495)， 

人的 C 型(HsFBA-C, AAC09348)，小鼠 C 型(MuFBA-C, NP_033787)，人的 B 型(HsFBA-B, BAA00125)， 

大鼠 B 型(RnFBA-B, CAA26156)，中国明对虾(FcFBA, KJ686589)，家蚕(BmFBA, NP_001091766)， 

沙漠蝗(SgFBA, AEV89754)，卤虫(AfFBA, ACH81781) 
A: The amino acid sequence: Homo sapiens aldolase A (HsFBA-A, AAH16800), M. musculus aldolase A (MuFBA-A, 

AAH89495), H. sapiens aldolase C (HsFBA-C, AAC09348), M. musculus aldolase C (MuFBA-C, NP_033787), 
 H. sapiens aldolase B (HsFBA-B, BAA00125), Rattus norvegicus aldolase B (RnFBA-B, CAA26156), F. chinensis aldolase 

(FcFBA, KJ686589), B. mori aldolase (BmFBA, NP_001091766), S. gregaria aldolase (SgFBA, AEV89754), 
 and A. franciscana aldolase (AfFBA, ACH81781) 

 

间形成一个西弗碱中间物(Schnarrenberger, 1990)；后

者则存在于真核绿藻、真菌以及原核细菌中，催化裂

合反应的时候需要一个二价的过渡态金属离子如

Zn2+(Rutter, 1964)。脊椎动物中，Ⅰ型醛缩酶分为    

3 种组织特异性的同工酶：A 型、B 型和 C 型。A 型

在肌肉中表达，B 型在肝脏、肾脏、胃及肠道中表达，

而 C 型则在脑、心脏及卵巢中表达(余南等, 2005)。

这些同工酶有不同的催化功能：3 种同工酶都参与糖

酵解，B 型相对于 A 型和 C 型来说，又参与糖异生。

在本研究中，FcFBA 基因在肌肉中的表达量最高，暗 
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图 3  FcFBA mRNA 的组织表达 
Fig.3  The expression profiles of FcFBA mRNA in hepatopancreas, gill and muscle 

A：正常组织；B：感染后肝胰腺；C：感染后鳃；D：感染后肌肉 
A: Control shrimp, B: Hepatopancreas post WSSV challenge; C: Gill post WSSV challenge;  

D: Muscle post WSSV challenge 

 

 
 

图 4  dsRNA 注射后的死亡率及干扰后 FcFBA 基因的表达 
Fig.4  The mortality of shrimp after dsRNA injection and the FcFBA expression after RNAi 

A：干扰后的基因表达变化；B：累计死亡率 

*表示实验组和对照组之间差异显著(P<0.05) 
A: Expression profile after RNAi; B: Mortality of shrimp 

* indicated the difference between experiment and control group was statistically significant (P<0.05) 
 
示中国明对虾的醛缩酶是 A 型醛缩酶。 

本研究还分析了对虾在感染 WSSV 后该基因的

表达趋势。结果显示，肝胰腺和肌肉中该基因出现了

明显的上调表达，其中，肝胰腺对 WSSV 感染最敏

感，说明 WSSV 对该基因是一个明显的刺激，这和

已有的研究报道结果一致。有学者在中国明对虾感染

WSSV 后获得的差异表达基因中，发现了醛缩酶基因

的表达量在感染后的 6 h 提高了 100 多倍(Wang et al, 

2006)，凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei)在感染

WSSV 后，醛缩酶基因的表达在 6 h 和 36 h 显著上调，

在感染后 12 h 则下调(Wang et al, 2007)。以上结果表

明，该基因与对虾抗 WSSV 有关，在对虾抗病中起

作用，为对虾抗病相关基因。 

已有研究显示，利用 dsRNA 干扰对任何一个基

因产生的敲降作用为正常基因表达水平的 10%~40% 

(Collins et al, 2005)。据报道，目的基因 dsRNA 的注
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射量在一定范围内与干扰效率呈正相关，一旦超出这

一范围，干扰效果将不再增加，可能原因是目标基因

mRNA 结合的 siRNA 已达到饱和。Robalino 等(2004)

将体外转录获得的 WSSV 的外壳蛋白 VP19 的编码基

因的 dsRNA 导入凡纳滨对虾体内，发现不同剂量的

dsRNA 抑制病毒的效率有很大的差别。注射 10 μg 特

异 dsRNA 时，对虾的保护率是 81%；注射 1 μg 时，

保护率是 72%，而注射 0.1 μg 保护率仅为 29%。此

外，不同物种 dsRNA 的有效注射量是不同的，如蜜

蜂中 dsRNA 的注射量为每克软体重 50 μg，对虾的注

射量为 15 μg (Robalino et al, 2004)；太平洋牡砺

(Crassostrea gigas)以每克软体重注射 20 μg dsRNA

时，产生的干扰效率为 80%，而当每克软体重注射量

为 4~5 μg 时，干扰效率为 14%(Fabioux et al, 2009)。

在对虾基因干扰的研究中，很多学者采用 1 μg/g 的剂

量进行注射，取得了较好的结果。本研究通过前期对

不同干扰计量的摸索发现，注射 dsRNA 的浓度为 

100 ng/μl 时(按照体重估算是 1 μg/g)，干扰效果最好

(未发表数据)。研究人员发现，长 dsRNA 引起靶基因

的沉默效率要高于短 dsRNA，一般情况下，体外合

成 dsRNA 的长度不小于 300 bp (Robalino et al, 

2004)，无脊椎动物对长 dsRNA 的吸收率高于短

dsRNA，因此，本研究设计的 dsRNA 为 600 bp 左右，

符合基因干扰实验对长度的要求。与 PBS 对照组相

比，醛缩酶基因在干扰以后表达量随时间下降，尤其

是在干扰后 24 h，dsRNA 注射组的基因表达量显著

低于对照组，说明干扰成功。同时，通过干扰后对虾

的死亡率比较，发现干扰对虾在 WSSV 感染后，明

显提高了死亡速度。 

本研究首次在中国明对虾中获得了醛缩酶基因

的全长 cDNA 序列，分析了 WSSV 感染后，该基因

在不同组织中的表达特征，并进一步通过基因干扰结

果分析，推断该基因可能在对虾抗病中起作用，但其

在病毒感染后的作用机制仍需要进一步研究。 
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cDNA Cloning of the FBA Gene in Fenneropenaeus chinensis and Its  
Expression and Functional Analysis After WSSV Infection 
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, KONG Jie1,2, LUAN Sheng1,2, LUO Kun1,2,  

CAO Baoxiang1,2, CAO Jiawang1,2, CHEN Baolong1,2 
(1. Key Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture, Yellow Sea Fisheries Research 
Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071; 2. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food 

Production Processes, Qingdao National Laboratory for Marine Science and Technology, Qingdao  266071) 

Abstract    Fructose-1,6-bisphosphate aldolase (FBA) is a key glycolytic enzyme involved in both the 
glycolytic and gluconeogenic pathways. In the present study, fructose-1,6-bisphosphate aldolase from 
Chinese shrimp Fenneropenaeus chinensis (FcFBA) was cloned and sequenced. The full-length complementary 
DNA (cDNA) sequence of FcFBA is 2496 bp long, which contains a 79-bp 5-untranslated region (UTR), 
1319-bp 3-UTR, and 1098-bp open reading frame, encoding a polypeptide of 365 amino acids with a 
molecular mass of 39.8 kDa and a theoretical isoelectric point of 6.6. Multiple sequence alignments 
showed the high similarity of FcFBA with the aldolases of other arthropods. Phylogenetic analysis showed 
that FcFBA of shrimp belonged to the same class as that of other arthropod aldolases. The transcript of FcFBA 
showed the highest expression in the muscle and lowest expression in the hepatopancreas, which indicates 
that FcFBA is similar to the muscle type (type A) aldolase that acts in the glycolytic pathway. The 
expression profile of FcFBA in the hepatopancreas, gills, and muscle was modulated when the shrimp 
were stimulated by white spot syndrome virus (WSSV), which resulted in differential expression of 
FcFBA. Further, RNA interference (RNAi) was used to analyze the role of FcFBA. After RNAi, the 
mortality of shrimp after WSSV infection was altered compared with that after phosphate-buffered saline 
injection. Within 24 h of RNAi, the expression level of FcFBA was significantly down regulated. These 
results show that FcFBA is inducible and might be involved in the immune response of shrimp. 

Key words    Fenneropenaeus chinensis; Fructose-1,6-bisphosphate aldolase gene; Cloning; Expression; 

RNA interference 
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