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摘 要:对凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei) Toll 样受体基因的 cDNA 片段进行了克隆。从凡纳滨对虾提取

肌肉、鲍和肝膜腺中的总 RNA，根据黑腹果蝇(Drosophila melanogaster) Toll 样受体的 TIR 区设计引物，从自思中

逆转录扩增得到 cDNA 序列，进行测序。所得序列结果与其他物种的已知 TIR 及 TLR 氨基酸序列进行聚类

分析建立系统进化树，并进行氨基酸序列同源性比较。结果表明所得序列与斑节对虾 (Penaeus rnonodon) 、赤

拟谷盗 ( Tribolium castαneum) 、果蝇 ( Drosophila 阳lanogaster) 、意大利蜜蜂 (Apis mellifera) 、线虫 ( Caenorhabditis 

elegαns) 、紫海胆 ( Stro咱-ylocentrotus purpuratω) 的 Toll 样基因 TIR 区域的氨基酸序列有较高的相似性。
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Abstract: In this paper , cDNA encoding Toll-like receptor was isolated from total RNA of haemocytes , 

hepatopancreas , muscle , gill of white leg shrimp ( Litopenαeus vαmαmei). Degenerate primers were designed 

based on the highly conserved TIR domain. Sequence was compared with other species , including Penαeω 

monodon , Tribolium castaneum , Drosophila melαnogαster ， Apis melliferαcαenorhabditis elegαns and 

Strongylocentrotus purpuratωby constructing phylogenetic tree. The comparison showed that there is high 

similarity between the shrimp TIR domain and the known TIR sequences in other species. The paper supplies 

fundamental data for better understanding of the immune system of the shrimp Litopenαeus vαnname!. 
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凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)是我国重要的养殖种类，近年来，各种病害的流行，给对虾养殖
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业带来了严重损失。为降低病害发生，减少经济损失，国内外围绕对虾免疫机制和对虾基因组展开了大

量研究并取得了一系列成果，包括 EST 数据库中免疫基因的发现[1 - 2] 以及一系列免疫相关因子的分离

纯化与基因克隆和表达研究，例如盼氧化酶[3] 、抗菌肤[4] 、洛菌酶[5] 、蛋白酶抑制剂 [6] 、凝集素 [7] 、其它

模式识别受体等，对虾的免疫调控机制也开始受到人们的重视。

先天性免疫应答是机体防御感染性疾病的第一道防线， Toll 样受体(Toll like receptor , TLR) 是先

天性免疫模式识别的主要受体，是一类重要的模式识别受体(pattem recognition receptor , PRR) 0 TLR 通

过识别病原相关模式分子，激活先天免疫系统产生炎症因子、抗微生物肤抵御人侵病原，同时作为预警

信号，向抗原呈递细胞发出警报，从而启动获得性免疫系统。到目前为止，TLR 家族在人类和鼠类中发

现了 11 个，在果蝇中发现了 9 个。然而，对虾类免疫系统的研究主要集中在一些应急系统、抗菌肤和模

式识别受体，如酣氧化酶原激活系统(prophenoloxidase activating system) [8 气对免疫的调节研究甚少。

本文克隆了凡纳滨对虾 Toll 样受体基因的 cDNA 片断，为今后深入研究虾类免疫调节机制提供参考。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 实验动物

凡纳滨对虾(体长 13 -15 cm) 购于广东省湛江中联水产有限公司，实验前用盐卤配制的海水充气

暂养 7 天(盐度至 7 -8 ，水温 26 "C)，使其适应实验室内养殖环境。

1.1. 2 主要试剂

TRNzol 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-19T 载体连接体系购自宝生物

工程有限公司 (TAKARA ，大连) ;DEPC、氨节青霉素购自上海生工生物工程公司。

1. 2 方法

1. 2.1 提取总 RNA

利用 TRNzol 试剂盒提取凡纳滨对虾肌肉、血淋巴、肝膜腺和魄的总 RNA。操作步骤参照使用说明

书。取适量总 RNA 样品，用 DEPC 水稀释后，用紫外分光光度计测量样品的纯度。变性琼脂糖电泳检

查 RNA 的完整程度。确认 RNA 完整无降解后， - 80 "c保存备用。

1. 2. 2 引物设计 表 1 实验中用到的引物及序列
根据果蝇 (Drosophila melanogαster) Toll/IL-l R 

(TIR) 的保守序列，利用 Primer 5. 0 软件结合

BLAST 分析软件设计了随机引物用来扩增不同的

基因片段(表 1 )。同时设计凡纳滨对虾自-Actin 引

物，作为内标。引物合成由上海生工生物工程公司

完成。

1. 2.3 cDNA 的合成

以获得的总 RNA 为模板进行反转录，合成

cDNA。

1. 2.4 PCR 扩增基因片段

Tab. 1 Primers and sequences referred 
in the experiments 

寻|物 primers

ß-Actin-F 5' -AGTAGCCGCCCTGGTIGTAGAC-3' 

ß-Actin-R 5' -TICTCCATGTCGTCCCAGT-3' 

TIR -F 5' -GA Y AARGA Y AARAARTTYGA YGC-3' 

TIR-R 5' - RTCCCARAACCANGGRTCNCCCCA -3' 

TLR-F 5 '-GCTAATCTGACCATICCCTA-3 , 

TLR-R 5 '-TCTCGTCCAACTCGCTCT-3 , 

反应条件为 :94 "c变性 2 min ，然后 94 "c变性 30 s ,55 "c退火 30 s , 72 "c延伸 1 min ， 30 个循环;最

后 72 "C延伸 8 min ， 1 个循环 ;4 "c保温。产物用琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒(天根)回收纯化，连接到

pMD19-T 载体，转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，挑选阳性克隆，由上海生物工程技术公司测序。

1. 3 分析方法

采用 PRIMER PREMIER 5. 0 设计引物;利用 NCBI 网站搜索 TIR 序列 ;CLUSTAL W 和 MEGA 3.0 
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分析不同生物 TLR 序列的分子进化树及分子遗传距离。

2 结果

2.1 提取的总 RNA 浓度

分光光度计测定 TRIzol 提取的虾各组织样品总

RNA 的 OD 值， OD260/0D280 的比值在1. 8 以上。琼

脂糖凝胶电泳检测， 28S 、 18S 条带清晰。表明已经

获得纯度和质量都较好的总 RNA。

2.2 以 cDNA 为模板 PCR 扩增产物电泳图

所取的肌肉、肝膜腺和自思样品中仅样品媳通过

电泳检测有 PCR 扩增产物。 TLR 和 TIR 基因扩增

产物经克隆测序，分别得到 615 坤的 TLR 基因和

583 bp 的 TIR 基因序列。

2.3 TIR 基因系统进化树及序列同源性对

比

2.3.1 系统进化树

利用推导的氨基酸序列，在 NCBI 上搜索此序

列的同源序列，并与之进行比较，利用 CLUSTAL W 

进行排序。利用 MEGA 3. 0 软件对所有比对的 TIR

氨基酸序列进行分子系统学分析，将氨基酸序列转

化成遗传距离，进行聚类分析。

从 Genebank 中查取斑节对虾( Penaeus 

monodon) 、赤拟谷盗 (Tribolium cωtaneum) 、果蝇

(Drosophila melanogαster ) 、意大利蜜蜂( Apis 

mellifera) 、线虫( cαenorhabditis elegαns) 、紫海胆

( Stro昭ylocentrotus purpurαt山)克隆出的 TIR 基因的

氨基酸序列，与本实验克隆出的凡纳滨对虾 TIR 基

因，用 CLUSTAL W 和 MEGA3.0 软件构建系统发育

树(图 2) ，显示不同动物物种间和不同属种问虾类

的进化及其亲缘关系。

2.3.2 核昔酸及其推导的氨基酸序列同源性比较

凡纳滨对虾 TIR 核酸及推导氨基酸序列同其它

种类已知 TIR 基因的比对结果如图 3 所示。

3 讨论

Toll 样受体(Toll like receptor) 一词源于 Toll 受

TIR M TLR 

图 l 电泳检测样品踞的 PCR 扩增产物

Fig. 1 Electrophoresis of PCR products amplified 

M(600 bp) ， TIR 基因 ， TLR 基因

L-toll-tir(O. 0157) 
pmonodontoll-tir(O.OOO 2) 

tctoll-pre-tir(0.2088) 
Dtoll1-tir(0.2047) 
Dtol15-tir(0.2157) 
tctoll-pre-1-1-tir(0.233 0) 

Dtol13-tir(O.1326) 
Dtol14-tir(0.1158) 

beeto1l6一tir(O.OOO 0) 
beetollpre-tir(O.OOO 0) 
Dtol16-tir(0.2868) 

Dtol18-tir(0.2581) 
beetoll18w-tir(0.2784) 

Dtoll 18w-tir (0. 229 8) 
Dtol17-tir(0.2288) 
cetoll-tol-1~tir(0.377 2) 

cetoll-1-tir(0.000) 
cetoll-2-tir(0.000) 

Dto1l9-tir (0.350 3) 
sptoll-s3一tir(O. 316 3) 

sptoll-1. 1-tir(0. 200 0) 
sptoll-s1.2-tir(0.OOO 0) 
sptoll-s4a-tir (0. 000 0) 

tctoll-s13-tir(0.3573) 

图 2 采用邻位相连法构建系统发育树

Fig. 2 The sequences aligned by CLUST AL W program 

and the phylogenetic tree constmcted by neighbour 

joining methods with MEGA version 3.0 

体，后者是在 198削O 年研究果蝇胚胎发育时发现的一种蛋白[川lω叫0川J , Hashirr盯mo

因自的t分离及其特性[阳川l川川I门J 0 5. 3 kb cDNA 序列分析结构显示 Toll 基因编码一个跨膜蛋白，由 803 个氨基酸

组成的富含亮氨酸重复序列的胞外区(leucine-rich repeats , LRR) 、跨膜区和 269 个氨基酸组成的胞内区

构成。其中，潜在的糖基化位点和半肮氨酸残基均分布于胞外。 Toll 基因产物是跨膜蛋白的发现为人

们推测其功能提供了框架。而直到 1996 年才发现 Toll 不仅参与果蝇的天然免疫，更为重要的是它还可
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固 3 凡纳滨对虾中结构域第 1 -125 个位点的氨基酸与其他物种 TIR 基因氨基酸序列的比较

Fig.3 The comparison of amino acid 1 - 125 site of TIR structure region in L. vannamei with other species 

其中黄色突出显示表示相同的氨基酸，蓝色突出显示表示部分相同的氨基酸。用于比较的 TIR 基因的物种为:凡纳滨对虾

(L 阳mαmei) 、斑节对虾(P. monodo叫、赤拟谷盗 ( Tribolium casta旧um) 、果蝇 (Drosophila melanogaster) 。

以区分不同的微生物(甚至同种微生物的不同结构)并诱发相应的效应山。 l凹99归4 年， Nomu盯1

现在哺乳动物有一种与果蝇 Toll 蛋白相似的蛋白，该蛋白胞膜外结构域富含亮氨酸的重复序歹列U j 

Ta唔g伊uchi 等[ 14]叫]于 1凹996 年克隆并定位了编码这种蛋白的基困，此蛋白即现在的 TLR阳1 ，这是发现的人类第

一个果蝇 Toll 的同游源、物。 1997 年和 1998 年， Medazhitov 和 Rock 等在人体中克隆出了另外一种 Toll 的

同源物，称为 hToll ，后改名为 Toll 样受体(TLR) ，即如今的 TLR4 蛋白 [1仁 16J 。目前已被确认的 TLRs 家

族成员至少 13 种，并分别命名为 TLR1 - TLR13 。

TLRs 是一类跨膜蛋白受体，其胞外段有 17 - 31 个富含亮氨酸的重复序列 (leucine-rich repeats , 

LRRs) ，参与 PAMPs 的识别;胞内区存在一段序列保守区，该序列与 IL-1 受体的胞内区的保守序列有高

度同源性，被称为 TIR (Toll/IL-1-receptor homologous region) 结构域。因此， TLRs 也属于 IL-1 受体超家

族的成员。 TIR 区域是 TLRs 与其下游蛋白激酶相互作用的关键部位。该结构与髓样分化因子 88

( MyD88) [17] 相互作用，参与信号传递。凡纳滨对虾依靠天然免疫反应系统来防御病原人侵，对异物的

识别是免疫应答的第一部研究表明在其他元脊椎动物中存在识别的结合细菌，真菌和病毒细胞成分的

蛋白因子，这些蛋白因子可以识别并结合微生物的脂多糖及葡聚糖等并且激发一系列的免疫反应，但这

类蛋白因子的基因，尤其是在免疫识别中起重要作用的 Toll 样受体，目前在对虾中被成功克隆的报道甚

少。

在昆虫和哺乳动物中， Toll 及 TLRs 保存受体的关键在先天免疫和炎症反应.18 0 TLRs 已经在不同

的动物，例如线虫[叫，紫海胆( GenBa此 accession no. AAK25761 ) ，昆虫 [20 -21 J 斑马鱼吨，鸡叫和哺乳

动物[24J 被识别。然而，迄今为止没有和 Toll 相同的组织在虾上被识别。在这项研究中，我们从凡纳滨

对虾组织中克隆了 Toll 相关基因片段。

凡纳滨对虾 Toll 内含 Toll 蛋白质的特征区域:一个胞内 TIR 区域问。凡纳滨对虾中结构域第

1 -125和 34 -158 个位点的氨基酸序列与斑节对虾、赤拟谷盗和果蝇 TIR 基因序列比较显示出较高的

相似性。说明昆虫，与虾比较接近。

在疾病的监控和诊断中，通常疾病的发生发展会伴随着病原的变化及机体免疫系统成分的改变，仅

有病原的检测是不够的，需结合机体本身的免疫因子的检测，才能得出更合理，更可靠的结论。因 Toll

样受体对病原体的识别是机体免疫防御的第一道防线，只有将免疫识别成分的检测、病原的检测和疾病

的发生发展结合起来，才能真正做到早诊断早治疗。

相信随着对海洋生物 Toll 样受体家族的深入研究，更多更有效的药物将被进一步开发和利用，从而

为海水养殖特别是病害防治作出应有的贡献。
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