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摘要: 脂多糖诱导的肿瘤坏死因子(Lipopolysaccharide-induced TNF-alpha factor, LITAF)是一类重要的炎症细胞

因子, 在先天性免疫系统中发挥重要的介质作用。文章根据虾夷扇贝 LITAF 基因 EST 序列, 应用 RACE 技术克

隆了虾夷扇贝 LITAF 全长 cDNA, 对序列及编码的氨基酸进行生物信息学分析。结果显示, 该基因 cDNA 全长

1 551 bp, 其 5′非编码区包含 76 bp, 3′非编码区包含 1 001 bp; 开放阅读框(ORF)为 474 bp, 编码 157 个氨基酸, 

氨基酸序列中存在一个保守的 LITAF结构域; 理论分子量 16.99 kDa, 等电点为 6.24。LITAF基因序列为 3 698 bp, 

由 3 个外显子和两个内含子组成。利用实时荧光定量 PCR 技术分析 LITAF 在虾夷扇贝不同组织、不同胚胎发

育阶段以及鳗弧菌(Vibrio anguillarum)刺激后各时间段的表达情况。结果表明：LITAF 基因在所检测的 6 个成

体组织中均有表达, 其中肾脏的表达量最高; 胚胎发育的 7 个时期中, 担轮幼体时期表达量最高; 菌刺激 36 h

实验组与对照组的表达量差异大。LITAF 基因是 LITAF 家族的一员, 推测 LITAF 基因参与虾夷扇贝的先天性免

疫反应。 
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Abstract:  The lipopolysaccharide-induced TNF-alpha factor (LITAF) is an inflammatory cytokine, which plays an im-
portant role in innate immunity system. Based on the expressed sequence tag (EST) of Japanese scallop (Mizuhopecten 
yessoensis), the cDNA of LITAF gene was amplified using rapid amplification of cDNA ends (RACE) approach. Results 
showed that the full-length cDNA of LITAF is 1 551 bp consisting of a 5′ untranslated region (UTR) of 76 bp, a 3' UTR of   
1 001 bp, and an open reading frame (ORF) of 474 bp encoding a polypeptide of 157 amino acids, and there is a conserved 
LITAF domain in amino acid sequences. The estimated molecular mass is 16.99 kDa and the theoretical isoelectric point is 
6.24. The total length of LITAF is 3 698 bp, which includes three exons and two introns. Real-time quantitative PCR was 
carried out to measure LITAF mRNA expression in adult tissues and monitor mRNA expression patterns during embryonic 
development after bacteria (Vibrio anguillarum) challenged. The expression level of LITAF mRNA was detected in all the 
adult tissues with the highest in the kidneys. The trochophore owns the highest expression level of LITAF in embryonic 
development. LITAF expression showed significant difference(P<0.01)between the control and bacteria challenged speci-
mens at 36 h. These results suggest that the LITAF should be a member of the LITAF family that perhaps involved in the 
innate immune response of Japanese scallop. 

Keywords: Japanese scallop(Mizuhopecten yessoensis); lipopolysaccharide-induced TNF-alpha factor(LITAF); 
sequence analysis; embryonic development; gene expression 

传统上将免疫系统分为先天性和获得性成分 ,
它们各自具有不同的功能和作用。无脊椎动物缺乏

获得性免疫系统 ,主要依靠先天性免疫来防御外源
物的感染[1]。脂多糖(Lipopolysaccharide, LPS)可诱导
单核细胞和巨噬细胞分泌肿瘤坏死因子α (Tumor 
necrosis factor alpha , TNF-α)。TNF-α作为前炎性细
胞因子介导炎症反应和免疫调节反应 [2~5], 能直接
造成肿瘤细胞的死亡并且参与机体内炎症和免疫应

答的调节[6], 促进巨噬细胞激活和分化、调节嗜中性
粒细胞的迁移、提高淋巴细胞的增值和吞噬作用[7,8]。 

脂多糖诱导的肿瘤坏死因子α因子可特异性被
脂多糖诱导表达 , 表达出来的蛋白又能调节TNF-a
的表达 , 因此被命名为脂多糖诱导的肿瘤坏死因 
子 (Lipopolysaccharide-induced TNF-alpha factor, 
LITAF)[9]。该基因在哺乳动物和非哺乳动物中均被

分离出来[10~13], 并证实LITAF蛋白在LPS诱导TNF-α
的表达过程中起到重要作用。当受到脂多糖刺激时, 
LITAF和STAT6(B)会形成复合体进入细胞核, 促进
TNF-α等细胞因子的表达[14]。 

虾夷扇贝(Mizuhopecten yessoensis)是一种重要

的经济贝类, 广泛分布于日本北部沿海、俄罗斯库

页岛海域和朝鲜半岛北部[15]。1982 年, 辽宁省海洋

水产科学研究院首次从日本将该种引进到我国并进

行繁殖和养殖技术研究, 经过 20 多年的探索与推广, 

虾夷扇贝已经成为我国北方重要的扇贝养殖品种[16]。

近年来, 虾夷扇贝在养殖过程中出现生病率高、死

亡率不断上升的现象, 这给养殖业带来了巨大的经

济损失。因此开展虾夷扇贝抗病及免疫相关基因的

研究 , 可为虾夷扇贝的遗传育种工作提供参考资

料。本研究在对本实验室前期建立的虾夷扇贝外套

膜cDNA文库进行功能基因筛选时发现一条EST序

列, 利用PCR扩增得到该基因cDNA全长, 经比对发

现该基因的氨基酸序列与其它物种的LITAF序列具

有较高的相似性, 在此命名为LITAF。利用生物信息

学分析虾夷扇贝LITAF基因的序列特征 , 观察并分

析该基因在不同组织、不同发育阶段以及在受到鳗

弧菌刺激后的表达情况, 为进一步研究该基因在虾

夷扇贝中的功能提供线索。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

虾夷扇贝实验样品分为成年虾夷扇贝及其不同

发育时期, 包括受精卵、多细胞期、膜内转期、担

轮幼虫期、D 形幼虫期、壳顶期和稚贝期, 所有样

品均取自辽宁省海洋水产科学研究院扇贝引育种中

心实验基地。实验所用鳗弧菌(Vibrio anguillarum)为

本实验室从患病虾夷扇贝个体中分离纯化而来。 
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1.2  方法 

1.2.1  总 RNA 的提取和 cDNA 的获得 

取新鲜的组织约 30 mg, 按照 RNAprep pure 
Tissue Kit(北京天根生化科技公司)说明书提取组织
总 RNA, 利用核酸分析仪检测 RNA浓度及质量。反
转录过程遵循 Reverse Transcriptase M-MLV反转录
试剂盒(TaKaRa 公司)的说明, 反应条件为 37℃ 15 
min, 85℃ 5 s。 

1.2.2  虾夷扇贝 LITAF 基因的克隆 

根据虾夷扇贝外套膜 cDNA 文库中 LITAF 的
EST 序列 (GenBank 登录号：GR867954), 利用
FastPCR 软件设计 3′Race 特异性引物 LITAF-F1 和
LITAF-F2(表 1), 以总 RNA 为模板, 按 3′Race 试剂
盒说明步骤合成 3′RACE cDNA第一链, 再以第一链
为模板进行 3′Race PCR扩增。PCR产物经纯化后连
接到 pMD19-T载体上(TaKaRa), 转化感受态 DH5α, 
PCR 检测阳性克隆后测序。反应条件为：94℃变性
3 min; 94℃ 30 s, 57℃ 30 s, 72℃ 2 min, 35个循环; 
72℃延伸 10 min。根据 LITAF的 mRNA序列设计一
对特异引物(引物信息见表 1), 以虾夷扇贝 DNA 为
模板扩增 LITAF 基因的内含子序列, 上游引物位于
5′非编码区内, 下游引物位于 3′非编码区内。PCR程
序为：94℃变性 1 min; 98℃ 10 s, 68℃ 15 min, 35
个循环; 72℃延伸 10 min。PCR产物经琼脂糖凝胶电
泳检测, 对目的条带进行回收并测序。 

1.2.3  统计分析 

利用蛋白质亚细胞定位服务器(http://psort.nibb. 
ac.jp/form2.html)对蛋白质进行定位, 信号肽预测使

用 SignalP 3.0 Server 软件 (http://www.cbs.dtu.dk/ 
services/SignalP/), 利用NCBI在线软件 BLAST进行
序列比对。 

采用 SPSS 13.0 软件对数据进行统计分析, 统
计数据以平均数±标准差表示。组间差异采用单因素
方差(one way ANOVA)分析, 两组比较采用 Student 
t-test进行分析。P<0.05代表差异显著, P<0.01代表
差异极显著。 

1.2.4  实时荧光定量 PCR 

提取虾夷扇贝血、外套膜、肝胰脏、闭壳肌、

腮和肾 6种组织的总 RNA和受精卵、多细胞、膜内
转、担轮、D 形期、壳顶期和稚贝期等 7 个发育阶
段的总 RNA, 反转录 cDNA作为实时荧光定量 PCR
的模板。挑选健康的虾夷扇贝成体, 分成实验组和
对照组, 实验组体腔注射浓度为 5×107 CFU/mL 的
鳗弧菌菌液 0.5 mL, 对照组体腔注射 0.5 mL无菌海
水, 分别采集 0、3、6、9、12、24、36 h实验组和
对照组血淋巴样本 , 提取其 RNA 并反转录得到

cDNA模板。  
根据 3′ RACE扩增得到的 cDNA全序列设计一

对荧光定量引物 QLITAF-F和 QLITAF-R, 以 β-actin
为内参照(引物信息见表 1)。采用 SYBR® Premix Ex 
Taq™ (Takara)染料, 使用 Mx 3005P荧光定量 PCR
仪进行定量分析。PCR扩增反应总体积为 15 μL, 包
括 2×SYBR® Premix Ex Taq™ 7.5 μL, ROX II 0.1 μL, 
正反向引物各 0.3 μL, 模板 cDNA 1.5 μL, 超纯水 5.3 
μL。扩增程序为：95℃预变性 30 s; 95℃ 10 s, 59℃ 
25 s, 72℃ 25 s, 40个循环。实验重复 3次, 使用 2−ΔΔCt

法计算结果, 观察虾夷扇贝 LITAF的表达情况。 
 
表 1  LITAF 基因序列扩增和实时荧光定量 PCR 所用的引物  

引物名称 引物序列(5′→3′) 用途 

LITAF-F1 GCAAACAATCTGGACCAGCAGTG cDNA 3′Race 

LITAF-F2 TTCAGTGATGACACATTGTGGAG  

LITAF-F3 CACCAATCTTTGTCAGTGCTCTAG 扩增内含子 

LITAF-R1 CCTAATCCCTCAAGGAATGAAGC  

QLITAF-F ATCAGCACAGCCCTGGAATACG 实时荧光定量 PCR 

QLITAF-R CACTTGTGCTGGACATCAGACAG  

Qβ-actin F AGTCCCAATCTACGAAGGTTATG 内参基因 

Qβ-actinR CCAGTGATGAGGAGGAAGCAG  
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2  结果与分析 

2.1  虾夷扇贝 LITAF基因 cDNA序列  

根据虾夷扇贝 LITAF基因 EST序列设计特异性
引物, 通过 3′RACE PCR 的方法获得其 cDNA 全长
(GenBank登录号：JF708046), 共包含 1 551 bp, 其
编码区为 474 bp, 编码 157 个氨基酸。该序列 5′非
编码区为 76 bp, 3′非编码区为 1 001 bp, 包含 4个
mRNA 末端不稳定信号 (ATTTA)和两个加尾信号
(AATAAA), 序列末端含有典型的 polyA尾。LITAF
基因序列为 3 698 bp, 由两个内含子和 3个外显子组
成, 两个内含子分别为 1 902 bp和 245 bp, 所有外显
子-内含子边界符合 GT-AG规则。 

2.2  氨基酸序列分析 

利用生物信息学分析编码的多肽, 得知该多肽
的理论分子量为 16.9872 kDa, 等电点为 6.24, 未发
现信号肽存在, 氨基酸序列定位结果显示该蛋白位
于细胞核中的可能性是 65.2%, 位于线粒体中的可
能性是 13%, 位于其他细胞器中的可能性较小。 

虾夷扇贝 LITAF的氨基酸序列与其他物种进行
序列相似性比较, 结果发现, 与鲍鱼(Haliotis diver-
sicolor supertexta)LITAF 的相似性为 57%, 与斑马
鱼 (Danio rerio)、家鼠 (Mus musculus)、人 (Homo 
sapiens)LITAF的相似性分别为 49%、47%、45%, 与
栉孔扇贝 (Chlamys farreri)和文蛤 (Meretrix mere-
trix)LITAF的相似性均为 44%。 

2.3  LITAF基因的表达 

2.3.1  LITAF 基因在 6 种组织的表达情况  

利用实时荧光定量 PCR检测 LITAF mRNA在成
年虾夷扇贝血、腮、肾、外套膜、闭壳肌、肝胰脏

6 种正常组织中的表达情况 , 结果显示 LITAF 
mRNA 在 6 种组织中均可见不同丰度的表达。以血
细胞中 β-actin 标准化后的表达量为内参照, 比较结
果发现, LITAF基因在血细胞中的表达量最低, 肾脏
中的表达量最高(图 3)。 

2.3.2  LITAF 基因在不同发育时期的表达 

利用实时荧光定量 PCR检测 LITAF在受精卵、
多细胞、膜内转、担轮、D 形、壳顶期及稚贝 7 个
时期中的表达情况, 结果显示：LITAF基因在 7个发

育时期中均可见表达 , 在担轮幼虫期表达量最高 , 
其次是稚贝、D形幼体时期和多细胞时期, 壳顶期幼
虫的表达量与受精卵时期的表达量基本相同(图 4)。 

 

 
 

图 3  LITAF 在虾夷扇贝各组织中的相对表达情况 
不同组织间的显著差异用字母 a、b、c、d 表示, 组间含有相同
字母表示差异不显著(P>0.05), 组间不含相同字母表示差异显著
(P<0.05)。  
   

 
 
图 4  LITAF 在虾夷扇贝不同发育时期的相对表达情况 
不同组织间的显著差异用字母 a、b、c表示, 组间含有相同字母
表示差异不显著, 组间不含相同字母表示差异显著(P<0.05)。 

 

2.3.3  LITAF 基因在鳗弧菌刺激后的表达 

实时荧光定量 PCR检测虾夷扇贝在人工感染鳗
弧菌后不同时间点的表达结果发现(图 5), 随着感染
时间的延长, LITAF 基因表达量不断变化, 与对照
组相比, 实验组在 12 h和 36 h的表达量有着明显的
提高, 而在 36 h 的相对表达量达到最高, 是其对照
组的 2倍(P<0.01)。 

3  讨 论 

细胞因子是免疫系统的重要调节因子, 也是哺
乳动物先天免疫系统的重要组成部分。哺乳动物细 
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图 5  鳗弧菌刺激后不同时间虾夷扇贝血 LITAF 的相对

表达情况 
*表示显著 P<0.05; **表示极显著 P<0.01。 

 
胞因子目前被广泛研究, 但是在软体动物中却少有
相关报道。LITAF是一类重要的炎症细胞因子, 它通
过与STAT6(B)结合来调节TNF-a的转录[14]。 

通过与其他已知物种比对发现, 虾夷扇贝LITAF
的氨基酸序列与他们具有较高的序列相似性 [10~13],
并且都具有高度保守的LITAF结构域。LITAF结构域
由N端的CXXC区、25 个氨基酸长的疏水区和C端
(H)XCXXC区组成, 疏水区插入到细胞膜中, 将N端
和C端的CXXC区域结合在一起 , 形成紧密结合的
Zn2+结构[17]。 

LITAF基因在外周血细胞、淋巴结和脾等淋巴组
织中均有不同程度的表达, 在非淋巴器官中也有表
达[14,18]。本研究中LITAF 在虾夷扇贝所有被检测组
织中均有表达, 肾脏中表达量最高, 这与LITAF基因
在栉孔扇贝和文蛤中的组织分布情况有所不同, 二
者的最高表达量分别发生在性腺和鳃 [11,19], 表明
LITAF虽然可以在不同组织中表达但表达的水平会
随物种的不同而不同。与其他已知物种研究相比 , 
本研究采样增加了肾脏组织, 推断肾脏可能在无脊
椎动物先天性免疫方面起到重要作用。 

担轮幼体是贝类胚胎发育过程中一个重要的过

渡期, 同时也是一个变态发育时期, 在其之前是不
具有贝壳的原肠胚时期, 在其之后是顶端含有较短
鞭毛且具有贝壳的D型幼体时期[20]。本研究结果显

示, LITAF 表达量在担轮幼体中最高, 也就是在幼
体的变态阶段表达量最高, 这可能是虾夷扇贝担轮
幼体时期极易受到病原菌的侵害 , 故免疫基因

LITAF的表达量有所提高。贝类的免疫反应包括细胞
免疫和体液免疫, 主要是靠血淋巴细胞来完成, 血细
胞在双壳类动物先天性免疫系统起重要作用 [1,21,22], 
经常作为研究免疫相关基因的组织材料[19,23]。本研

究结果显示, 菌刺激可诱导LITAF基因的表达, 血细
胞中LITAF基因的表达量随着菌刺激时间的变化而
变化。 
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