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摘要    为研究 Cd2+胁迫下脊尾白虾(Exopalaemon carinicauda)甘露糖集合凝集素(MBL)在肝胰腺

中表达量的变化特征，本研究利用重金属镉(Cd2+)对脊尾白虾进行 96 h 急性毒性实验。实验共设置

5 组 Cd2+浓度胁迫(0、0.01、0.0175、0.021 和 0.0278 mmol/L)，分别在 Cd2+胁迫后 0、3、6、12、
24、48、72 和 96 h 共 8 个时间点取样。实时荧光定量结果显示，高浓度 Cd2+(0.0175、0.021 和

0.0278 mmol/L)胁迫下，脊尾白虾 MBL 基因的表达量先呈上升趋势，在 72 h 达到峰值后随后下降，

但各时间点表达量均与对照组存在显著性差异(P<0.01)；Cd2+浓度为 0.01 mmol/L 时，脊尾白虾 MBL
基因的表达量整体呈下降趋势。进一步采用 RNA 技术干扰该基因表达后，发现 Cd2+胁迫后的脊尾

白虾个体死亡率显著增加。本研究表明，脊尾白虾 MBL 在应答 Cd2+胁迫过程中可对机体起到一定

的保护作用。 
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近年来，随着现代化工业的快速发展，大量工业

废水排放导致重金属污染严重，威胁水产品的养殖与

发展(黄福泉等, 2004; 王长友等, 2010; Vijayavel et al, 
2009)，在众多重金属污染中，镉是最严重也是毒性

最强的重金属之一，为应优先关注的污染物之一

(Hamza-Chaffai et al, 1995; Moreira et al, 2010)。水中

的重金属主要通过鳃吸收、摄食、与水体的渗透交换

作用等途径富集到生物体内(励建荣等, 2007; 赵红霞

等, 2003; Pourang et al, 2010)，进而对机体造成多方

面的损伤。在生理水平上，镉会造成机体产生过量的

活性氧，会直接损伤抗氧化系统(Pytharopoulou et al, 
2008; Doyotte et al, 1997)，也会对机体氨基酸和蛋白
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质如丝氨酸酶、丝氨酸蛋白酶抑制剂等的含量造成一

定的影响(廖洁等, 2018; 黄婷, 2016; Dawood, 2012)；
在核基因组水平上，镉会损伤水生生物的 DNA 和

DNA 修复系统，致使机体出现畸形、突变等(毛跟军

等, 2004)；在细胞水平上，镉会通过影响蛋白质的结

构及其生理功能，进而对甲壳类的肝胰腺等造成毒害

作用(王兰等, 2004)。甘露糖集合凝集素(MBL)是先天

免疫系统重要的成员，除了结合病原微生物表面的糖

结构，发挥溶菌的作用(Gupta et al, 2008; Pradhan et al, 
2010; Summerfield, 2003)，还可以与丝氨酸蛋白酶结

合激活补体途径的 MBL 途径，进而保护机体免受外

界干扰(Walport, 2001; Presanis et al, 2003)。如上所

述，Cd2+会造成机体丝氨酸蛋白酶的损伤，在生物机

体受到 Cd2+胁迫后，是否对 MBL 造成不同程度的影

响？至今未见相关报道。 
脊尾白虾(Exopalaemon carinicauda)是我国重要

的经济虾类之一，以黄渤海产量最高 (时冬晴等 , 
2007)，而脊尾白虾养殖的近海海域受重金属污染的

问题日益突出(李先超, 2001)。在前期的研究中，我

们已克隆获得脊尾白虾甘露糖集合凝集素基因(已另

文发表，GenBank 登录号：MK105910)，本研究通过

对该基因在应答 Cd2+胁迫下的表达特征分析，阐释该

基因在重金属胁迫中的生物学功能。 

1  材料与方法 

本实验首先选取健康虾和患病虾，验证 MBL 基

因是否在患病虾中具有大量表达的特征，研究 MBL
基因在机体防御中是否发挥作用；利用重金属镉胁

迫，研究 MBL 基因在机体受到镉离子胁迫后表达特

征是否存在差异；利用 RNA 干扰技术，研究在机体

在干扰后进一步受到镉离子胁迫后，MBL 基因是否

会参与脊尾白虾对镉的抵御。 

1.1  实验材料 

实验所用健康成年脊尾白虾为实验室自繁而来，

体长为(6.5±0.5) cm，体重为(2.5±0.5) g。实验前将脊

尾白虾暂养在水温 25℃、盐度 25、pH 为 8.0 的养殖

缸内(50 cm×40 cm×30 cm)，24 h 不间断充氧，早晚

投饵一次，投饵前对养殖缸进行清污。 

1.2  实验样品的采集 

1.2.1  脊尾白虾不同组织取材    选取健康成年脊

尾白虾(取自本实验室自繁养殖) 3 尾，选取肌肉发白

的患病脊尾白虾(来源菜市场) 3 尾，实验前已对患病

虾进行了病原检测，检测到微孢子虫的存在。分别选

取其健康虾和患病虾的眼柄、胃、肝胰腺、心脏、鳃、

肠、肌肉、卵巢共 8 个组织，用于 RNA 的提取。 
1.2.2  镉离子胁迫实验取材    通过文献得到 Cd2+

对脊尾白虾 96 h 的半致死质量浓度为 3.650 mg/L，

Cd2+对脊尾白虾的安全质量浓度为 0.3650 mg/L(谢嘉

等, 2017)。配制 1 mol/L 氯化镉(南京化学试剂有限公

司生产)母液，配制 4 组不同浓度梯度的溶液，浓度分

别为 0.01、0.0175、0.021 和 0.0278 mmol/L，并设立对

照组。实验过程在养殖箱(50 cm×40 cm×30 cm)内进

行，每箱放 50 尾，整个养殖过程 24 h 不间断充气。 
1.2.3  RNA 干扰    挑选健康活跃的成年脊尾白虾

(对照组和实验组均为 50 尾，每次取 3 尾脊尾白虾)，
注射 siRNA 对 MBL 进行基因沉默，用于 siRNA 干扰

的引物共 4 条(干扰部位为本实验室已获得的脊尾白

虾 MBL 基因外显子的 350~371 bp) (表 1)，具体操作

方法按照 TR-102-T7 RNAi Transcripition Kit (Vazyme, 
中国)的说明书进行。干扰组每克脊尾白虾注射 4 µg 
siRNA，注射部位心脏表皮处，对照组每克脊尾白虾

注射 4 µg 生理盐水。注射 siRNA 和生理盐水的脊尾

白虾 24 h 后(按照 RNA 干扰试剂盒说明书，注射 24 h
是干扰效率最高的时间点)，再进行镉胁迫(Cd2+浓度为

0.021 mmol/L)。在 4 种胁迫浓度下，低浓度(0.01 和

0.0175 mmol/L)胁迫下，毒性较小，MBL 表达量较少；

高浓度(0.0278 mmol/L)胁迫下，脊尾白虾死亡太快，

而只有 0.021 mmol/L 浓度下，脊尾白虾死亡率适中， 
 

表 1  脊尾白虾 siRNA 干扰引物和荧光定量 PCR 引物的序列 
Tab.1  Primer sequence of Exopalaemon carinicauda siRNA interference and Q-PCR 

引物名称 Primer name 引物序列 Primer sequence(5~3) 
EC-MBL-Lectin-miRNA-A1 GATCACTAATACGACTCACTATAGGGATGTGTTCGGGAGCAGAGATTTT 
EC-MBL-Lectin-miRNA-B1 AAAATCTCTGCTCCCGAACACATCCCTATAGTGAGTCGTATTAGTGATC 
EC-MBL-Lectin-miRNA-C1 AAATGTGTTCGGGAGCAGAGATTCCCTATAGTGAGTCGTATTAGTGATC 
EC-MBL-Lectin-miRNA-D1 GATCACTAATACGACTCACTATAGGGAATCTCTGCTCCCGAACACATTT 
EC-MBL-Lectin-QR-F ACACTCCTTAGTCAAACCGT 
EC-MBL-Lectin-QR-R TACCAGAAAGCAAATCCATC 
EC-18S-QR-F GGGGAGGTAGTGACGAAAAAT 
EC-18S-QR-R TATACGCTAGTGGAGCTGGAA 
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实验可持续时间久，又可检测到 MBL 较高的表达量，

胁迫养殖方法参照 1.2.2。 

1.3  总 RNA 的提取 

镉胁迫实验共设置 8 个取样点，分别在处理后 0、
3、6、12、24、48、72 和 96 h 取样，RNAi 干扰实

验共设置 8 个取样点，分别为干扰后 0、3、6、12、
24、48、72 和 96 h 取样，每个浓度均取 3 尾脊尾白

虾，将脊尾白虾的肝胰腺经液氮冷冻、研磨后用 RNA
抽提试剂盒(上海生工生物工程有限公司)提取 RNA。 

1.4  脊尾白虾 MBL 基因组织特异性表达 

根据本实验室已获得的脊尾白虾 MBL 基因序

列，设计荧光定量引物，分别命名为 EC-MBL-Lectin- 
QR-F(正向扩增引物)和 EC-MBL-Lectin-QR-R(反向

扩增引物)(表 1)，以 18S rRNA 为内参基因(薛蓓等, 
2017)。实时荧光定量 PCR 反应使用 SYBR Premix Ex 
TaqⅡ试剂盒(大连宝生物)，PCR 反应体系为 20 µl：
2×SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱ 10.0 µl，ddH2O 4.0 µl，
cDNA 4.0 µl，EC-MBL-Lectin- QR-F1 0.8 µl，EC-MBL- 
Lectin-QR-R1 0.8 µl，ROX Reference Dye 0.4 µl。 

PCR 反应程序：95℃ 30 s；95℃ 5 s，60℃ 31 s，
40 个循环；95℃ 15 s，60℃ 60 s，95℃ 15 s (熔解

曲线程序)。 

1.5  数据统计与分析 

每天记录各组实验中脊尾白虾的死亡个体数，计

算累积死亡率，公式如下： 
S(%)=[Dt1+Dt2+……+Dti]/N×100 

S 为累积死亡率，D 为脊尾白虾死亡个体数数，

ti 为记录天数，N 为每个实验组中脊尾白虾的总数目。 
采用 SPSS 18.0 和 Excel 软件对实验数据进行统

计分析，并采用单因素方差分析(One-way ANOVA)
进行差异显著性分析，在显著性结果的基础上应用

Tukey 法进行多重比较(P<0.05 为差异显著，P<0.01
为极显著差异)。 

2  结果与分析 

2.1  脊尾白虾 MBL 基因的组织表达分析 

利用荧光定量来研究 MBL 基因在脊尾白虾不同

组织中的表达特征，检测结果如图 1 所示。MBL 基

因在肝胰腺中表达量最高，且与其他组织存在显著性

差异(P<0.05)；在其他组织(心脏、卵巢、胃、鳃、眼

柄、肠和肌肉)中几乎不表达。 

肌肉发白的脊尾白虾(购自菜市场)利用荧光定

量对其 MBL 基因不同组织的表达特征进行分析，检

测结果如图 1 所示，其中，在肝胰腺中表达量最高，

且与其他组织存在显著差异(P<0.05)，其次是心脏。

患病组和健康组比对发现(图 1)，MBL 基因在患病虾

的肝胰腺和心脏中表达量较健康虾显著增加。 
 

 
 

图 1  脊尾白虾 MBL 在健康虾和患病虾的 
不同组织的表达特征分析 

Fig.1  Analysis of expression characteristics of MBL in 
different tissues of healthy shrimp and diseased shrimp 

E: 眼柄; S: 胃; He: 肝胰腺; H: 心脏;  
G: 鳃; I: 肠; M: 肌肉; O: 卵巢 

*表示与对照组差异显著(P<0.05)，**表示与 
对照组差异极显著(P<0.01)。下同 

E: Eye stalk; S: Stomach; He: Liver and pancreas; H: Heart; 
G: Sputum; I: Intestine; M: Muscle; and O: Gonad 

* indicates a significant difference from the control group  
(P<0.05), and ** indicates a significant difference from  

the control group (P<0.01). The same as below 
 

2.2  镉离子胁迫后不同浓度和不同时间点的脊尾白

虾 MBL 基因表达分析 

总体而言，与对照组相比，各胁迫组中脊尾白虾

的 MBL 基因在肝胰腺中的相对表达量随时间的延长

而增加，但脊尾白虾 MBL 基因在肝胰腺中的相对表

达量在不同浓度镉离子随时间的变化出现明显的差

异(图 2)。镉离子浓度为 0.01 mmol/L 时，脊尾白虾

MBL 基因在肝胰腺中的相对表达量基本呈现下降的

趋势，但在 6 h 和 24 h 时有上升趋势，与对照组差异

显著(P<0.05)；镉离子浓度分别为 0.0175、0.021 和

0.0278 mmol/L 时，在胁迫初期，脊尾白虾 MBL 基因

在肝胰腺中的相对表达量基本没有变化，在 12 h 后

呈上升趋势，3 种浓度均在胁迫 72 h 时达到高峰，并

与对照组差异显著(P<0.01)，72 h 之后开始下降。 

2.3  RNA 干扰后脊尾白虾 MBL 基因的表达量分析 

脊尾白虾 MBL 基因的相对表达量在 RNA 干扰

后的变化如图 3 所示。重金属镉胁迫后，干扰组和对 
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图 2  不同镉离子浓度胁迫下脊尾白虾 MBL 表达量 
Fig.2  Expression of MBL in white shrimp with different cadmium concentrations 

 
照组脊尾白虾 MBL 基因在肝胰腺中的相对表达量均

呈现上升趋势，但干扰组和对照组相比，干扰组脊尾

白虾 MBL 基因在肝胰腺中的相对表达量均低于对照

组。在 6、12、24、48、72 和 96 h 时，RNA 干扰组

和对照组的脊尾白虾 MBL 基因在肝胰腺中的相对表

达量出现显著性差异(P<0.01)。 
脊尾白虾累积死亡率在 RNA 干扰前后存在显著

差异，如图 4 所示，镉胁迫后的 0、3、6 h 3 个时间 
 

 
 

图 3  RNA 干扰后脊尾白虾 MBL 表达量随时间的变化 
Fig.3  Changes of MBL expression in E. carinicauda  

after RNA interference 
 

 
 

图 4  RNA 干扰后脊尾白虾累积死亡率随时间的变化 
Fig.4  Changes in cumulative mortality of E. carinicauda 

after RNA interference 

段，干扰组和对照组脊尾白虾的累积死亡率基本相

同，但在 12、24、48、72 和 96 h 后，干扰组的累积

死亡率显著高于对照组。 

3  讨论 

早期研究发现，甲壳类动物凝集素在血细胞或 
肝胰腺中的表达量最高，因此，这些组织被认为是甲

壳类动物防御系统中重要的器官 (Söderhäll et al, 
1998; Gross et al, 2001)，本研究在脊尾白虾 MBL 的

组织特异性表达分析中发现，脊尾白虾 MBL 在肝胰

腺中表达最多，并与其他组织存在显著性差异，因此，

作者认为肝胰腺是脊尾白虾 MBL 主要的效应组织。

与肌肉发白的患病虾进行比对时发现，患病虾 MBL
在肝胰腺的表达量较健康虾显著增加，这可能说明

MBL 在肝胰腺发挥着相应的应激作用。研究表明，

虾蟹对重金属镉的积累具有明显的组织特异性，主要

富集在鳃、甲壳和肝胰腺(Silvestre et al, 2004、2005)，
而肝胰腺又是脊尾白虾 MBL 的主要效应组织。 

为了探讨 MBL 在重金属镉离子胁迫下的表达特

征，本研究利用 4 种重金属镉离子浓度进行胁迫，发

现较高浓度的镉离子诱导 MBL 在肝胰腺中的表达量

呈先上升后下降的趋势，镉离子浓度较低时，MBL
的表达量整体呈下降趋势。在先前的研究中发现，镉

离子胁迫后水生生物机体内抗氧化酶活力和丙二醛

(许星鸿等, 214)、黄嘌呤氧化酶(刘伟成等, 2006)、热

休克蛋白(生安志等, 2016)出现先上升后下降的趋势，

这与本研究中 MBL 在脊尾白虾受到镉离子胁迫后出

现的结果相一致。因此，脊尾白虾 MBL 对镉离子具

有一定的应激作用，但 Cd2+胁迫后脊尾白虾 MBL 发

挥作用存在着时间和剂量问题，高剂量的 Cd2+会诱导

脊尾白虾 MBL 发挥应激作用。 
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为进一步验证脊尾白虾 MBL 基因是否与镉离子

胁迫有直接的关系，本研究进一步利用 RNA 干扰技

术对脊尾白虾 MBL 基因进行干扰研究。荧光定量结

果显示，干扰组脊尾白虾 MBL 基因在肝胰腺中的相

对表达量均低于对照组，说明干扰是成功的。在此基

础上，进一步对 MBL 表达受到干扰的脊尾白虾进行

镉离子胁迫，结果发现，干扰组的死亡率也显著高于

对照组。由上述实验结果推测，这可能由脊尾白虾对

镉离子抵御能力降低导致。以往的研究已经证实，金

属硫蛋白(MT)具有重金属解毒的作用，在缺失 MT
基因的酵母基因转入 MT 基因，酵母便对重金属铜产

生了抗性(Thiele et al, 1986)，过量表达 MT 基因的转

基因小鼠和苍蝇(Musca domestica)提高了对重金属镉

的耐受性(Liu et al, 1995; Tang et al, 2011)，因此，我

们认为当脊尾白虾受重金属镉离子胁迫后，脊尾白虾

MBL 发挥了一定的抵御作用，但其应答机制尚需进一

步研究。 
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Abstract    In order to study the expression profile of mannose-binding lectin (MBL) in response to the 
stress of heavy metal cadmium (Cd2+) in the ridgetail white prawn, Exopalaemon carinicauda, changes of 
MBL expression level during 96 h of stress were analyzed in the tissue of hepatopancreas. Five Cd2+ 
stress concentrations (0, 0.01, 0.0175, 0.021 and 0.0278 mmol/L) were set up in the experiment, and the 
samples were taken at 8 time points, i.e. 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72 and 96 hours after Cd2+ stress. The 
real-time fluorescence quantitative results showed that under the stress of high concentration of Cd2+ 
(0.0175, 0.021 and 0.0278 mmol/L), the expression level of MBL gene in the ridgetail white prawn 
increased first, then decreased after reaching the peak at 72 h. There are significant differences between 
experimental group and control group at all the stress time points. When the cadmium ion was     
0.01 mmol/L, a lower concentration, the expression level of MBL gene in the ridgetail white prawn tends 
to decrease from the beginning. Further interfering down the expression level of MBL using the RNA 
technology, it was discovered that the mortality rate of Cd2+ stressed individuals were higher than those of 
the control group. This study showed that MBL potentially took part in the protection of E. carinicada 
from Cd2+ stress. 
Key words    Exopalaemon carinicauda; MBL; Cadmium; RNA interference; Acute toxicity test 
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