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罗氏沼虾Rab11基因cDNA克隆及其组织表达分析
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摘要:  为了发掘罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)免疫相关基因,  研究Rab蛋白(Ras-related proteins  in
brain)在罗氏沼虾免疫应答中发挥的作用, 研究采用RACE-PCR技术克隆了罗氏沼虾Rab11基因全长cDNA序

列, 记为MrRab11。全长1381 bp, 包括226 bp的5′UTR, 511 bp的3′UTR和645 bp的开放阅读框, 编码214个氨基

酸, 含有一个Rab结构域。氨基酸序列比对显示, 罗氏沼虾与冈比亚按蚊(Anopheles gambiae)、蚤状溞(Daph-
nia pulex)、叶蝉(Homalodisca vitripennis) Rab11一致性分别为82%、83%和82%。软件预测, MrRab11编码的

蛋白分子量约为23.75 kD, 等电点约为5.34。实时荧光定量表达分析表明, MrRab11基因在罗氏沼虾各组织中

都有表达, 肝胰腺中的表达量最高, 其次是肌肉和肠道。在阴沟肠杆菌(Enterobacter cloacae)感染12h后, 罗氏

沼虾肝胰腺中MrRab11的表达量上升, 显著高于对照组(P<0.05), 推测这是MrRab11对阴沟肠杆菌的应激表达,
MrRab11在肝胰腺中参与了罗氏沼虾免疫应答过程。
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Rab蛋白(Ras-related proteins in brain)是小分子

GTP结合蛋白家族中的最大亚族 ,  分子量介于

20—25 kD, 由180—200个氨基酸构成
[1]
。研究表明

Rab蛋白存在于所有真核生物中, 进化过程比较保

守, 但不同物种间Rab蛋白种类差别较大: 如裂殖酵

母(Fission yeast) 中Rab蛋白种类最少, 只有7种[2],
人类基因组中Rab蛋白种类最多, 有60多种

[3]
。不

同的Rab蛋白定位于不同的细胞器上, 通过结合和

水解GTP来调节不同的膜泡运输过程
[4], 是膜泡运

输的重要调节因子, 在膜泡的形成、转运、黏附、

融合及信号传导等过程起重要作用
[5—7]

。

目前对Rab蛋白的研究, 很多集中在动植物的

病害和免疫方面。转基因水稻中高度表达的

Rab11能通过诱导茉莉酸应答基因的表达显示出对

病原的抗性
[8]
。提高Rab11的活性有助于对患有亨

丁顿舞蹈症小鼠的治疗
[9]
。Rab11a还与人类癌细胞

的增殖和运动有关
[10], 有望成为各种癌症的检测指

标以及恶性肿瘤新的治疗靶点
[11]

。在水产动物中:
被爱德华氏菌(Edwardsiella ictaluri)感染的斑点叉

尾鲖(Ietalurus Punetaus) Rab11a[12]
、Rab11b[13]

的表

达量均显著上调, 表明这两种Rab蛋白参与了胞吞

途径的免疫应答。被鳗弧菌(Vibrio anguillarum)感
染的中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis) Rab基因表达

水平也显著上调, 且在感染1.5h后达到最高水平, 提
示Rab蛋白可能与虾蟹的免疫调节有关

[14]
。RNA干

扰沉默Rab基因后, 吞噬细胞比率和吞噬指数都显

著下降; 而Rab基因高度表达的日本对虾(Penaeus
japonicus)吞噬细胞比例及吞噬指数都显著上升, 表
明Rab蛋白在吞噬中有重要作用, 推测机体中Rab蛋
白主要通过调节吞噬作用来抵抗细菌感染, 可以通

过提高Rab蛋白表达量来达到加强对细菌的抵抗

力
[15]

。而沉默Rab9和Rab11基因后, HIV病毒的繁

殖会受到抑制
[16, 17]; 沉默Rab7基因后, 可以抑制斑

节对虾(Penaeus monodon)感染白斑综合征(WSSV)
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以及黄头病毒(YHV)[18]
。体外抗体试验也表明Rab7

蛋白或其抗体能显著降低对虾感染WSSV后的死

亡率, 推测Rab蛋白是病毒在体内复制所必需的细

胞因子, 可以通过沉默Rab基因抑制病毒在体内繁

殖
[19]

。综上研究表明Rab基因参与了机体对细菌和

病毒免疫, 且Rab基因对细菌和病毒的免疫机制可

能存在差异。

罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)为世界

上个体最大的淡水虾 ,  是重要的经济水产品

种
[20, 21]

。随着养殖规模的扩大, 其病害也越来越多,
给养殖行业造成巨大的损失

[22, 23]
。近年来多地罗

氏沼虾育苗过程中疾病频发, 幼体出膜几天后就大

批死亡, 本实验室连续跟踪研究发现, 阴沟肠杆菌

(Enterobacter cloacae)是引发幼体此类病害的主要

病原。发掘罗氏沼虾免疫相关基因, 研究其免疫机

制, 对病害防治等方面将会有重要作用。本研究克

隆了罗氏沼虾Rab11基因全长cDNA序列, 分析其生

物信息学特征并研究其对阴沟肠杆菌的免疫应答,
为进一步研究该基因的功能和罗氏沼虾免疫抗病

机制等方面奠定基础。

1    材料与方法

1.1    试验材料

150尾罗氏沼虾取自浙江嘉兴养殖户, 在实验

室暂养(水温25℃), 每天换水10%, 定时投喂饲料

2次。试验用阴沟肠杆菌从高邮2014年初发病的幼

体中分离得到。罗氏沼虾暂养一周后进行细菌感

染试验, 挑选健康、规格统一[体重: (15.5±1.1) g]的
个体70尾 ,  平均分成两组 :  试验组在肌肉注射

100 μL经生理盐水稀释的阴沟肠杆菌(2.5×108 cfu/
mL), 对照组注射等量生理盐水, 两组分别饲养在两

个相同的水箱中。注射前取样一次, 作为空白对照,
记为0样品 ,  注射后0.5h、1.5h、3h、6h、12h、

24h、48h和96h分别从对照组和试验组取样(每次

每组取样3尾), 取罗氏沼虾肝胰腺、肌肉、鳃、心

脏、肠道、胃等组织立即放入液氮中, 然后保存于

–80℃冰箱, 用于RNA提取。

1.2    总RNA提取和cDNA第一链合成

用柱式动物RNAout试剂盒(北京天恩泽)提取

罗氏沼虾总R N A ,  1 %琼脂糖凝胶电泳检测总

RNA质量, NanoDrop 2000分光光度计(Thermo)测
定RNA浓度, 以2 μg总RNA为模板通过反转录试剂

盒(Takara)合成cDNA第一链。

1.3    罗氏沼虾Rab11全长cDNA克隆

根据NCBI数据库获得的罗氏沼虾EST序列(登
录号: EL695849), 和数据库中相近物种序列比对分

析保守性, 用Primer 5.0 软件设计Rab11基因特异性

引物(表 1)扩增基因的3′末端, 其中APOL和AP为通

用引物。以反转录的 c D N A 第一链为模板 ,
MrRab11 3′F1和AOLP分别为上下游引物进行第一

轮PCR, 反应体系为25 μL, 反应条件为: 94℃ 3min;
94℃ 45s, 56℃ 30s, 72℃ 1min, 30个循环; 72℃
8min。以第一轮PCR扩增产物稀释10倍后为模板,
MrRab11 3′F2和AP为上下游引物进行第二轮巢式

PCR, 退火温度为60℃, 其他条件同第一轮。PCR
扩增产物经1%琼脂糖凝胶电泳检测, 切下目的条

带, 用DNA 胶回收试剂盒(Axygen)回收, 回收产物

与pMDl9-T 载体(Takara)连接, 转化到大肠杆菌

(Escherichia coli)  DH5α敏感态细胞中 ,  于LB
Amp+平板上培养过夜, 通过菌液PCR验证, 阳性克

隆送至南京金斯瑞生物科技有限公司测序。

1.4    MrRab11 cDNA及其编码氨基酸序列分析

用SeqMan软件分析测序结果, 去掉载体序列,
拼接即得MrRab11全长cDNA 序列, 查找开放阅读

框(ORF)并推测其氨基酸序列。通过Blast在线工具

查找数据库中同源序列, ClastalW2对同源序列比对

表 1     试验中用到的引物

Tab. 1     Primers used in this study

引物 序列 退火温度

Primer Sequence (5′-3′) Annealing temperature (℃)
MrRab113′F1 GTTTGCCACCAGAAGCATAGAG 56
MrRab113′F2 TTTGCCGANAAGGAGGGACT 60

AOLP GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTT

MrRab11-qF ACAAATCTGACTTGCGTCACCTGC 60

MrRab11-qR GGGTTCCATTGCTCCACTCTCG 60

Mrβ-actinF GTCGCATTGGACTTCGAGCAG 60

Mrβ-actinR GGCATACAGGTCCTTACGGATGTC 60
AP GGCCACGCGTCGACTAGTAC
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分析; 用EXPASY工具分析蛋白的基本物理化学参

数分析及功能结构; SignalP 预测编码蛋白信号肽;
TMHMM 查找预测蛋白跨膜区域; PredictProtein工
具预测MrRab11编码蛋白的二级结构;  SWISS-
MODEL工具预测其三级结构; Blastx从数据库检索

MrRab11同源序; MAGE6.0软件, NJ邻接法构建系

统进化树。

1.5    MrRab11基因组织表达和免疫应答分析

根据罗氏沼虾β-actin基因序列(登录号: AY62
6840.1) 设计荧光定量PCR内参引物Mrβ-actinF、
Mrβ-actinR, 产物长度为193 bp。在所得罗氏沼虾

R a b 1 1 基因序列的开放阅读框内设计引物

MrRab11-qF和MrRab11-qR, 产物长度为197 bp。
以正常罗氏沼虾肝胰腺、肌肉、鳃、心脏、肠道

和胃组织的样品cDNA为模板, 检测Rab11基因在各

个组织的表达情况; 以试验组和对照组在注射后不

同时间点的组织样品分析MrRab11对阴沟肠杆菌

的免疫应答。组织表达分析根据SYBR® Green qPCR
预混液(Applied Biosystems)说明书, 在ABI7300荧
光定量PCR仪上进行, 反应程序为: 95℃ 10min;
95℃ 15s, 60℃ 1min, 40 cycles; 绘制溶解曲线。试

验设置3个生物学重复, 每个样品进行3个技术性重

复, 以2–ΔΔCt
法结合SPSS19.0对试验数据比较分析。

2    结果

2.1    MrRab11 cDNA序列分析

将3′RACE获得的Rab11片段和EST序列用

SeqMan软件进行拼接后得到1381 bp的Rab11全长

cDNA序列, 经BLAST和同源比对分析确认为罗氏

沼虾Rab11基因。该序列包含226 bp的5′非编码区

(Untranslated Region, UTR), 511 bp的3′非编码区和

645 bp的开放阅读框(Open Reading Frame, ORF)。
在3′UTR, 有一个RNA不稳定模体(RNA instability
motif)ATTTA结构, 但没有典型的polyA加尾信号

AATAAA。

MrRab11编码214个氨基酸, DNAstar软件预测

蛋白分子量约为2 3 . 7 5  k D ,  等电点约为5 . 3 4。
BLASTX分析显示该序列与GenBank中已知的冈比

亚按蚊(XP_001238828.3)、蚤状溞(EFX80521.1)、
叶蝉(AAT01087.1) Rab11氨基酸序列一致性分别

为82%、83%、82%。其二级结构组成为α螺旋

36.45%, β折叠17.29%, 无规卷曲46.26%。SMART
软件分析显示, MrRab11有1个Rab结构域; SignalP
软件分析表明其不存在信号肽序列; TMHMM 软
件分析显示MrRab11蛋白不存在跨膜区域; Swiss-
Model软件预测MrRab11的三维结构, 与其他Rab蛋

白一样, MrRab11含有一个由6个β折叠和5个α螺旋

构成的核心区域(图 1)。

2.2    罗氏沼虾Rab11系统进化树构建

BLAST检索得到MrRab11同源序列 :  叶蝉

(Homalodisca vitripennis, AAT01087.1)、大西洋鲑

(Salmo salar, ACI68958.1)、斑点叉尾鲖(Ictalurus
furcatus, ADO28360.1)、人(Homo sapiens, CA
G46492.1)、蚤状溞(Daphnia pulex, EFX80521.1)、
野牦牛(Bos mutus, ELR60022.1)、原鸽(Columba
livia, EMC77353.1)、大家鼠(Rattus norvegicus,
NP_116006.1)、果蝇(Drosophila melanogaster,
NP_477170.1)、斑马鱼(Danio rerio, NP_0010
02555.1)、鸡(Gallus gallus, NP_001005827.1)、冈

比亚按蚊(Anopheles gambiae, XP_001238828.3)、
小蜜蜂(Apis florea, XP_003692576.1)、绿头鸭

(Anas platyrhynchos, XP_005015582.1)、扬子鳄

(Alligator sinensis, XP_006032658.1)、绿海龟

(Chelonia mydas, XP_007064684.1)、叶吻银鲛

(Callorhinchus milii, XP_007906492.1) 以及凡纳滨

对虾部分序列(Litopenaeus vannamei, AER34937.1),
用MAGE6.0软件, 以NJ邻接法构建系统进化树(图
2)。结果显示MrRab11与凡纳滨对虾Rab11在进化

关系上最近 ,  并和蚤状溞Rab11聚为一支 ,  其余

Rab11以哺乳类、鱼类、鸟类、昆虫类、爬行类为

单位形成5个分支, 与传统的分类方法所得结果一

致。

2.3    MrRab11组织分布

实时荧光定量PCR 检测了MrRab11在罗氏沼

图 1     罗氏沼虾Rab11预测蛋白三级结构

Fig. 1     Tertiary Structure of MrRab11
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虾肝胰腺(Hepatopancreas)、肌肉(Muscle)、鳃(Gill)、
心脏(Heart)、肠道(Intestine)、胃(Stomach)、血液

(Hemocytes) 等组织的表达水平, 结果每个扩增曲

线走势正常, 熔解曲线显示单峰且峰值单一, 说明

引物的特异性较好 ,  检测体系比较稳定 ,  可靠性

高。2–△△Ct
法计算MrRab11的相对表达量, 在检测

的组织中都有表达, 肝胰腺中表达量显著高于其他

组织(P<0.05), 其次是肌肉、肠道, 其他组织表达量

较低, 无显著差异(图 3)。
2.4    MrRab11在不同组织对阴沟肠杆菌的应激

表达

为了探究MrRab11在细菌感染后的应激表达,
分别检测了其在罗氏沼虾感染阴沟肠杆菌后各组

织不同时间点(0、0.5h、1.5h、3h、6h、12h、
24h、48h和96h)的表达情况(图 4)。与空白对照组

相比0, 罗氏沼虾注射阴沟肠杆菌后, 0.5h时肝胰腺

中Rab11的表达量显著上调(P<0.05), 但试验组和对

照组没有显著差异; 12h时再次升高, 且试验组显著

高于对照组(P<0.05)。在肌肉中, 0.5h时MrRab11表
达量上调, 3h时回到正常水平0h; 24h时再次上升,
试验组与对照组无显著差异。肠道中, 注射0.5h后
Rab11表达量显著上升(P<0.05), 试验组和对照组无

显著差异, 48h后回到正常水平。鳃、心脏、胃等

组织表达量低, 注射后无显著变化, 且试验组与对

照组也无显著差异。

3    讨论

本 研 究 从 罗 氏 沼 虾 基 因 组 中 成 功 克 隆

MrRab11基因, 该基因序列和其他物种Rab11序列

相似度在80%左右, 具有较高的同源性。MrRab11
含有Rab GTP酶家族所特有的5个氨基酸序列, 该模

体序列是鉴别Rab 蛋白一种较为准确的方法
[24]

。

预测蛋白包含有1个Rab结构域和5个G结构域(G1-
G5), Rab结构域是Rab蛋白家族共有的保守区, G结

图 2     Rab11系统进化树

Fig. 2     Phylogenetic tree of Rab11

图 3     MrRab11在不同组织的相对表达

Fig. 3     Relative expression levels of MrRab11 in different tissues
不同字母表示差异显著(P<0.05); 下同

Different letters indicates a significant difference (P<0.05); the
same applies below
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构域是GTP结合和水解区域 ,  在整个Ras小分子

GTP酶超家族成员中都具有保守性。这些都印证

了同源Rab基因结构上高度保守
[25]

。同其他Rab11
一样, MrRab11上有两个分别称作开关Ⅰ和开关

Ⅱ的区域, 是Rab11与GDP、GTP结合的两种状态

之间构像发生变化的位置, 当 Rab11和GTP结合时

处于活化状态, 可以识别其效应因子并执行各种功

能 ,  GTP水解变为GDP后变为无活性状态 ,  这在

Rab11与其调节蛋白的相互作用、免疫防御等发挥

关键作用
[26]

。蛋白预测分析表明MrRab11不存在

跨膜结构区域, 推测这是因为Rab11是一种胞内

GTP酶, 在细胞膜内调节生命活动。

多数Rab蛋白没有组织特异性, 但也有研究发

现少数R a b蛋白仅在特定的组织表达 ,  如家蚕

图 4     阴沟肠杆菌感染后Rab11在各组织的表达情况

Fig. 4     Relative expression of Rab11 in different tissues after Enterobacter cloacae challenges
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Rab7只在脑、卵巢、精巢表达
[27], Rab3A只在神经

分泌细胞表达
[28], 组织特异性表达暗示这些Rab蛋

白具有独特的作用。本研究对MrRab11在罗氏沼

虾各组织表达分析表明: MrRab11在肝胰腺、肌

肉、肠道等组织表达量相对较高 ,  在鳃、心脏、

胃、血液等组织少量表达, 没有明显组织特异性。

类似的, Rab基因在日本对虾血淋巴、肝胰腺、肌

肉、鳃、心脏、肠道等组织都有广泛表达
[29]

。肝

胰腺是虾类体液免疫和细胞免疫的重要场所
[30, 31],

很多与免疫相关基因已经被证实在肝胰腺中有很

高的表达量
[32]

。肠道是消化吸收的器官, 会有各种

包含病原体的微生物随着食物进入, 同时Rab蛋白

参与吞噬体的形成及成熟过程
[33], 因此推测MrRab

11在罗氏沼虾肝胰腺、肌肉和肠道的高表达量与

其先天性免疫过程有关。

在研究免疫应答试验中, 注射器及其他因素对

生物体刺激都可能显著影响基因的表达水平
[34], 为

了避免这些刺激带来的影响, 本试验设置了对照组,
相同时间分别对试验组和对照组取样。荧光定量

PCR检测了罗氏沼虾注射阴沟肠杆菌后MrRab11的
表达情况 ,  结果发现与空白对照相比0.5h, 注射

0.5—1.5h后, 在肝胰腺、肌肉、肠道中Rab11的表

达量都有一个先上升后下降的趋势 ,  在肌肉中

24h时又显著上升, 但试验组和对照组变化同步, 没
有显著差异, 推测这是由于MrRab11对注射时的刺

激及生理盐水的应激反应, 从而试验组和对照组变

化没有差异。而在注射后12h时, 试验组肝胰腺中

MrRab11的表达量上升, 显著高于对照组(P<0.05),
推测这是MrRab11对细菌感染的应激表达, 因为肝

胰腺是重要的免疫器官
[35], 对细菌等病原感染会有

明显的免疫应答反应; 而其他组织对外来病原的免

疫应答功能可能不如肝胰腺, 只对针头注射等生理

刺激才会有应答反应, 因此, 本试验在注射阴沟肠

杆菌后, 肌肉、鳃、心脏等组织中试验组和对照组

MrRab11的表达量没有显著差异。试验结果与斑

点叉尾鲖
[12, 13]

、中华绒螯蟹
[14]

、日本对虾
[15]

等感

染细菌后Rab基因的应激表达结果相似, 推测在本

试验中MrRab11参与了罗氏沼虾对阴沟肠杆菌的

免疫应答, 下一步可以利用基因敲除等手段来验证

其功能, 并展开对Rab家族其他相关基因的研究, 弄
清它们在罗氏沼虾免疫应答中的作用机制和地

位。

本研究根据EST序列, 以RACE-PCR方法克隆

获得罗氏沼虾MrRab11全长cDNA序列, 该序列含

有Rab家族特有的结构特征。以qRT-PCR方法分析

了MrRab11的组织表达情况, 结果显示MrRab11在
肝胰腺的表达量最高, 其次是肌肉和肠道。通过病

原刺激的方法, 诱导MrRab11的免疫应答, 结果显

示注射12h后, 试验组肝胰脏中MrRab11相对表达

量显著上调, 推测MrRab11参与了罗氏沼虾感染阴

沟肠杆菌后的免疫应答过程。对于主要依赖自身

的先天非特异免疫机制进行免疫防御的虾蟹来讲,
这在今后病害防治、良种培育等方面都有重要参

考价值。
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MOLECULAR CHARACTERIZATION AND EXPRESSION RESEARCH OF
RAB11 FROM GIANT FRESHWATER PRAWN, MACROBRACHIUM

ROSENBERGII

XIA Zheng-Long, HUANG Xue-Na, HUANG Zhen-Yuan, CHEN Xue-Feng, GAO Qiang, PU Jian-Wei,
SHEN Pei-Jing, PENG Fei and YANG Guo-Liang

(Key Laboratory of Freshwater Aquatic Animal Genetic Breeding of Zhejiang Province, National Genetic Breeding Center for
Macrobrachium Rosenbergii, Zhejiang Institute of Freshwater Fisheries, Huzhou 313001, China)

Abstract: Rabs play important role in vesicular transport in all eukaryotic cells. The current study successfully cloned
the full-length cDNA of a Rab gene of Macrobrachium rosenbergii (named MrRab11) by the rapid amplification of
cDNA ends (RACE) techniques. The full-length of MrRab11 cDNA was 1381 bp, including a 226 bp 5′-terminal un-
translated region (UTR), a 511 bp 3′UTR and a 645 bp open reading frame (ORF) encoding a polypeptide of 214 amino
acids residues that contain a Rab domain. The calculated molecular mass of deduced MrRab11 polypeptide was 23.75 kD
and the isoelectric point was 5.34. BLASTX analysis revealed that MrRab11 had significant homology to Anopheles
gambiae, Daphnia pulex and Homalodisca vitripennis with the identity of 82%, 83% and 82%, respectively. Quantita-
tive real-time reverse transcription PCR analysis demonstrated a broad expression of MrRab11 in many tissues with  the
highest level in hepatopancreas and then muscle and intestine. The expression level of MrRab11 in hepatopancreas was
significantly (P<0.05) induced by Enterobacter cloacae at 12h. These results suggest that MrRab11 may play a role in
the innate immunity of M. rosenbergii.

Key words: Macrobrachium rosenbergii; Rab11; Tissue expressions; Immunological response
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