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LPS 胁迫下五个群体菲律宾蛤仔 TYR 基因在鳃和肝胰腺中表
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摘要: 为了解 TYR 基因与蛤仔免疫的关系, 本实验利用荧光定量 PCR 技术研究了菲律宾蛤仔五个群体

(白蛤、白斑马蛤、斑马蛤、养殖和野生群体)的鳃组织和肝胰腺组织在 LPS 胁迫下 TYR 基因在不同时

间(0 h、3 h、12 h、24 h、48 h)的表达特性。结果表明, 在 LPS 注射后鳃组织中 TYR6 基因表达水平在

白蛤和白斑马蛤 3 h、6 h、12 h, 野生蛤仔 3 h, 斑马蛤 3 h、6 h, 养殖群体 6 h、12 h 显著上调(P<0.05), 

3h 野生蛤仔和斑马蛤达到峰值, 6 h 白蛤、白斑马蛤、养殖群体达到峰值(P<0.05); 在肝胰腺中, 养殖群

体和白斑马蛤 6 h, 白蛤 6 h、24 h, 野生群体 24 h, 斑马蛤 3 h 显著上调, 3 h 野生蛤仔和斑马蛤达到峰

值, 6 h 养殖群体、白蛤、白斑马达到峰值(P<0.05); 鳃组织中 TYR10 基因表达水平在白蛤、野生群体

和白斑马蛤 3 h, 养殖群体 3 h、6 h, 斑马蛤 3 h、12 h 显著上调(P<0.05), 肝胰腺组织中 TYR10 基因表

达水平在白蛤 3 h, 野生群体 3 h、6 h、12 h, 斑马蛤、养殖群体 6 h 显著上调(P<0.05), 推测 TYR 基因

在五个菲律宾蛤仔群体的鳃和肝胰腺中参与了免疫应答。通过对 TYR 基因的氨基酸序列进行二级结构

分析和系统发育树分析, 找到两个铜离子结合位点和 6 个组氨酸残基, 并发现 TYR6 基因和长牡蛎同源

性最高, 为 39.43%, TYR10 基因和大珠母贝同源性最高, 为 51.04%。本文首次探讨在 LPS 胁迫下菲律

宾蛤仔 TYR 基因的表达特性, 为进一步探究 TYR 基因与菲律宾蛤仔免疫应答机制提供参考。 
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菲律宾蛤仔(Ruditapes philippinarum)是我国重

要水产养殖贝类。2017 年我国蛤仔年产量约为

4 177 913 万吨, 在贝类养殖中有着重要地位[1]。然而

近年来, 弧菌病成为威胁养殖业的主要原因之一[2]。

例如, 鳗弧菌和灿烂弧菌是我国海水养殖所面临的

重要致病菌, 严重威胁经济贝类的养殖安全[3-4]。菲

律宾蛤仔免疫与病害防治一直是菲律宾蛤仔养殖的

重中之重。蛤仔的免疫力强弱即抵抗外来病原体胁

迫能力的强弱直接决定着蛤仔的存活率。因此, 开展

蛤仔免疫相关基因研究对提高蛤仔产量及经济效益

有着重要意义。 

酪氨酸酶 (Tyrosinase, TYR)(E.C.1.14.18.1)是一

种含铜元素氧化还原酶, 属于 3 型铜蛋白家族, 酪氨

酸酶属于酚氧化酶的一种[5-6]。酪氨酸酶催化黑色素

生物合成过程中的前两个反应, 包括从酪氨酸中产

生的真黑色素和非黑色素, 即将酪氨酸羟基化为二

羟基-L-苯丙氨酸(DOPA), 然后将 DOPA 氧化为多巴

胺[7-8]。 其参与生物体色素合成, 在软体动物中, 一

些头足类动物被用作研究墨囊中黑色素生物合成的

生化特性的良好模型[9-11]。在长牡蛎幼虫发育中酪氨

酸酶参与了壳形成[12]。同时, 酪氨酸酶也是一种重要
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的免疫相关酶[13]。目前已发现其在多种海洋生物中

参与免疫应答, 在无脊椎动物的先天免疫中也起着

关键作用[13-15]。在贝类中, 长牡蛎和栉孔扇贝中含有

酪氨酸酶, 它的活性被认为与长牡蛎和栉孔扇贝的

免疫力有关[13, 16-19]。例如, LPS 刺激后在栉孔扇贝血

淋巴中 TYR 基因表达水平先显著下调后显著上调

(P<0.05), 在 LPS 刺激后 3h, 血淋巴对大肠杆菌的

抗菌活性也显著增加, 但在用 TYR 抑制剂处理血淋

巴后, 其抗菌活性显著降低 [20]。在翡翠贻贝中也有

酪氨酸酶基因参与免疫应答的研究报道 [21]。然而 , 

在蛤仔中对酪氨酸酶基因与免疫的潜在关联研究

很少。 

LPS 是革兰氏染色阴性菌细胞壁上的脂多糖 , 

在许多双壳类免疫相关文献中记录了革兰氏染色阴

性菌是影响双壳类存活的主要病原体[16]。在双壳类

中 , 鳃是与外界海水连续交换的器官 , 是蛤仔第一

道天然屏障 , 因此容易受到病原体感染 , 肝胰腺是

贝类的重要的免疫器官[22-23]。本实验选取鳃和肝胰

腺两个组织探究了 TYR 基因对菲律宾蛤仔的免疫应

答, 利用荧光定量 PCR 分析了 LPS 胁迫下蛤仔 TYR6

和 TYR10 基因的表达特性。为深入探究菲律宾蛤仔

免疫作用与 TYR 基因之间的关系提供理论支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料来源 

用来进行实验的五个菲律宾蛤仔群体: 野生群

体(Wild Population)、养殖群体(Cultured Population)、

斑马蛤(Zebra clam)、白斑马蛤(White Zebra clam)、

白蛤(White clam)。斑马蛤由福建莆田野生菲律宾蛤

仔群体选育而来, 白斑马蛤通过大连野生群体白蛤

和斑马蛤杂交而来, 白蛤和养殖菲律宾蛤仔来自莆

田群体, 上述四种实验蛤仔均来自庄河养殖场 2 龄

贝, 壳长 22.2±1.02 mm, 湿重 5.4±0.8 g。野生群体采

自大连金石滩。实验开始前将实验样品置于 20 L 水

槽中 22℃暂养一周, 每天换水一次, 适量投喂螺旋

藻粉。 

1.2  LPS 胁迫及组织获取 

将五个群体菲律宾蛤仔 , 随机分为两组 , 每个

群体每个时间点各随机抽取三个个体进行实验。一

组为 LPS 胁迫组, 注射 50 μL(浓度为 100 μg/mL)的

LPS。另一组设为 PBS 对照组, 注射 50 μL 磷酸盐缓

冲液(PBS)。每个群体进行生物学重复随机选取 3 个

个体进行注射胁迫, 于 0、3、6、12、24、48 h, 6 个

时间点解剖获得实验蛤仔的鳃和肝胰腺组织, 液氮

冷冻后存于–80℃冰箱用于提取样品总 RNA。 

1.3  RNA 提取及序列分析 

取 30mg 组织使用 TRIzol 法获得实验用蛤仔鳃

组织及肝胰腺组织总 RNA。用 NanoDrop 2000c UV

核酸定量仪进行 RNA 浓度检测。用 TaKaRa Primer 

ScriptTM RT reage-nt Kit(TaKaRa, 大连)试剂盒进行反

转录。从本实验室菲律宾蛤仔基因组中选取核心序列

TYR6(>evm.model.xfSc0000366.24)、TYR10(>evm.model. 

xfSc0000339.13), 将 蛋 白 序 列 上 传 到 NCBI, 在

NCBI 中进行 TYR 蛋白序列比对分析, 将同源性高

的物种的氨基酸序列下载下来, 使用 Clustal X 进一步

对序列进行分析, 找到 6 个组氨酸残基[24]; 使用线上

软件 ExPASy(htps: //www.expasy.org/)研究物种序列二

级结构之间的关系[25]。通过 MEGA X 软件研究菲律宾

蛤仔与不同物种间遗传进化关系, 并以发育树进行展

示 Bootstrap 1000 次(Neighbor-Joining, NJ)[26-27]。 

1.4  TYR 基因荧光定量 PCR 分析 

根据荧光定量引物设计标准用 Premier 5.0 设计

特异性荧光引物(表 1), 交由生工生物工程(上海)股

份有限公司合成引物 , 引物退火温度 60℃, 以

β-actin 为内参基因。检测 TYR 基因在鳃和肝胰腺中

不同时间的表达情况。使用 SYBR® Premix Ex 

Taq™ (TliRNaseH Plus)Ⅱ 试剂盒 (TaKaRa, 大连 )在 

LightCycler® 480 定量  PCR 仪(Roche, 上海)进行

序列扩增, 20 µL 体系, 每组进行三次重复(表 2)。实

验用两步法荧光定量 PCR 程序: 95  30 s, 95  5 s, ℃ ℃

60  30 s, ℃ 循环 40 次。将所得结果用 2–∆∆Ct 法计算分

析比较, 并进行单因素方差分析(One-way ANOVA), 

用 SPSS22.0 进行数据处理。设置 P<0.05 为表达量

差异显著性水平。 

 
表 1  荧光定量引物 
Tab. 1  Primers for real-time PCR 

基因 碱基序列 

β-actinF CTCCCTTGAGAAGAGCTACGA 

β-actinR TAATGACAAGTGGTTTACGGG 

TYR6F ACCCAGATGAGCGTGGTAGAGG 

TYR6R TTAGTGTTTGGATACGGTGTTG 

TYR10F ACAGACCAATCACGCAGTTTC 

TYR10R TAGTCTTGCCAAAGCGTCATA 
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表 2  实时荧光定量 PCR 反应体系 
Tab. 2  Quantitative real-time PCR detecting system 

反应体系 体积/µL

SYBR premix Ex Taq (Ⅱ Tli RNaseH Plus)(2×) 10 

PCR forward primer(10 µmol/L) 0.8 

PCR reverse primer(10 µmol/L) 0.8 

DNA 模板 2 

dH2O(灭菌蒸馏水) 6.4 

合计 Total 20 

 

2  结果 

2.1  菲律宾蛤仔 TYR 蛋白序列多重比对及

系统发育树的构建 

使用线上软件 ExPASy 对序列进行二级结构分

析, 得到 2 个铜离子结合位点, 和 6 个组氨酸残基

(图 1)。 

五个群体菲律宾蛤仔的 TYR6、TYR10 基因的氨

基酸序列与其他物种 TYR 基因在 Clustal X 上多序列

比对, 其 TYR6 与长牡蛎(Crassostrea gigas)同源性最

高为 39.43%, 在进化树中最先聚为一支, 与虾夷扇

贝(Mizuhopecten yessoensis)同源性为 36.02%, 其次

与三角帆蚌同源性为 35%。TYR10 与大珠母贝

(Pinctada maxima)同源性最高为 51.04%, 与加勒比

珠母贝(Pinctada imbricata)同源性为 49.31%, 因此

TYR10 和大珠母贝(Pinctada maxima)、加勒比珠母贝

(Pinctada imbricata)最先聚为一支 , 其次与金乌贼

(Sepia officinalis)聚为一支, 再与其他贝类聚成一支, 

最后才与脊椎动物聚为一大支(图 2)。 
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图 1  TYR 氨基酸多序列比对 

Fig. 1  Multiple alignment of TYR amino acid sequences. 

注 : 大珠母贝 (AHZ34287.1)、加勒比珠母贝 (AGS47960.1)、美洲牡蛎 (XP_022344539.1)、长牡蛎 (EKC18551.1)、虾夷扇贝 (XP_ 

021374237.1)、栉孔扇贝(ASR73340.1)、三角帆蚌(APC92582.1)、金乌贼(CAC82191.1)。红色区域代表铜离子结合位点, 符号*代表保

守的组氨酸残基位点。 

 

图 2  TYR 基因系统进化树 

Fig. 2  Phylogenetic tree of TYR genes 

Homo sapiens: 人; Mus musculus: 小鼠; Crassostrea gigas: 长牡蛎; Pinctada maxima: 大珠母贝; Pinctada imbricata: 加勒比珠母贝; 

Crassostrea virginica: 美洲牡蛎; Azumapecten farreri: 栉孔扇贝; Hyriopsis cumingii: 三角帆蚌; Sepia officinalis: 金乌贼; Mizuhopecten 

yessoensis: 虾夷扇贝; Loa loa: 罗阿丝虫; Ruditapes philippmarum: 菲律宾蛤仔; llex argentinus: 阿根廷滑柔鱼; Pinctada fucata: 合浦珠

母贝; Caenorhabditis elegans: 秀丽隐杆线虫; Ascaris suum: 猪蛔虫; Halocynthia roretzi: 真海鞘; Bufo bufo: 蟾蜍; Pelophylax nigro-

maculatus: 黑斑蛙; Oncorhynchus mykiss: 虹鳟鱼; Oryzias latipes: 青鳉; Danio rerio: 斑马鱼; Cyprinus carpio: 锦鲤 
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2.2  TYR 基因在五个群体蛤仔鳃和肝胰腺

组织中的表达模式 

注射 LPS 后 TYR6 基因在养殖群体鳃组织中随

时间增加表达量有显著变化(P<0.05), 3h 时表达量开

始上调, 6 h、12 h 与 0 h 相比差异显著, 分别是对照

组的 9.19 和 8.64 倍(P<0.05), 且 6 h 表达量达到最高, 

随时间推移 24 h表达量下调, 48 h表达量趋于初始水

平(图 3); 在肝胰腺中 6h 表达量显著上调, 是对照组

的 21.88 倍(P<0.05), 随后表达量下调。TYR6 基因在

白蛤鳃组织中 3 h、6 h、12 h 表达量显著上调, 分别

是对照组的 3.22 倍、5.16 倍和 3.51 倍(P<0.05), 且在

6 h 表达量达到峰值, 在 24 h 表达量下调趋近于初始

水平(图 3); 在肝胰腺中, 6 h 表达量显著上调是对照

组的 15.99 倍(P<0.05), 随后表达量下调。在 24 h 表

达量达到另一峰值是对照组的 7.24倍(P<0.05)(图 4)。

TYR6 基因在白斑马蛤鳃组织中, 3 h、6 h、12 h 均有

显著上调, 在 6 h 表达量达到峰值是对照组的 3.19 倍

(P<0.05), 24 h 表达量下调趋于初始水平(图 3); 在肝

胰腺中 6 h 显著上调达到峰值是对照组的 27.17 倍

(P<0.05), 12 h 下调至初始水平(图 4)。TYR6 基因在

野生群体鳃组织中, 3 h 表达量显著上调达到峰值, 

是对照组的 6.46 倍(P<0.05), 之后下调至初始水平

(图 3); 在肝胰腺中 3 h 表达量显著上调达到峰值, 是

对照组的 4.87 倍(P<0.05)(图 4)。TYR6 基因在斑马蛤

鳃组织中 3 h、 6h 表达量显著上调, 分别是对照组的 

 

图 3  LPS 胁迫下菲律宾蛤仔鳃组织 TYR6 基因在不同时

间点的表达模式 

Fig. 3  Expression patterns of TYR6 gene in the gill of Rudi-
tapes philippinarum after LPS injection at different 
time points 

注: 同一群体不同时间点表达量与 0h 比, 用*表示差异显著 (P< 

0.05) 

 

图 4  LPS 胁迫下菲律宾蛤仔肝胰腺 TYR6 基因在不同时

间点的表达模式 

Fig. 4  Expression patterns of TYR6 gene in the hepatopan-
creas of Ruditapes philippinarum after LPS injection 
at different time points 

 
7.1 倍和 2.72 倍(P<0.05), 并于 3 h 达到峰值, 6 h 表

达量开始下调; 在肝胰腺中 3 h 表达量显著上调达到

峰值, 是对照组的 8.12 倍(P<0.05), 随后开始下调于

48 h 趋于初始水平。 

注射LPS后, TYR10基因在养殖群体鳃组织中3 h、

6 h 表达量显著上调, 分别是对照组的 6.35 倍和 14.74

倍(P<0.05), 在 6h 表达量达到峰值, 随后表达量下调

到初始水平(图 5); 在肝胰腺中, 6 h 表达量显著上调达

到峰值是对照组的 7.55 倍(P<0.05)(图 6)。TYR10 基因

在白蛤鳃组织中 3 h 表达量显著上调达到峰值是对照

组的 4.23 倍(P<0.05), 随后下调至初始水平; 在肝胰腺

中 3 h 显著上调并达到峰值, 是对照组的 2.63 倍

(P<0.05)。TYR10 基因在白斑马群体鳃组织中 3h 表达

量显著上调达到峰值, 是对照组的 5.88 倍(P<0.05)(图

5); 在肝胰腺中 6 h 表达量显著上调达到峰值是对照组

的 19.85 倍(P<0.05), 随后下调至初始水平(图 6)。

TYR10基因在野生群体鳃组织中 3h表达量显著上调并

达到峰值, 是对照组的 6.7 倍(P<0.05) (图 5); 在肝胰

腺中 3 h、6 h、12 h 表达量均有显著上调, 分别是对

照组的 9.22 倍、20.32 倍和 10.51 倍(P<0.05), 在 6 h

表达量达到峰值(图 6)。TYR10 基因在斑马蛤鳃组织

中 3 h、12 h 表达量显著上调, 分别是对照组的 6.89

倍和 4.74 倍(P<0.05), 3 h 表达量达到峰值(图 5); 在

肝胰腺中 6 h 显著上调达到峰值是对照组的 21.08 倍

(图 6)。 
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图 5  LPS 胁迫下菲律宾蛤仔鳃 TYR10 基因在不同时间点

的表达模式 

Fig. 5  Expression patterns of TYR10 gene in the gill of 
Ruditapes philippinarum after LPS injection at dif-
ferent time points 

 

图 6  LPS 胁迫下菲律宾蛤仔肝胰腺 TYR10 基因在不同时

间点的表达模式 

Fig. 6  Expression patterns of TYR10 gene in the hepato-
pancreas of Ruditapes philippinarum after LPS in-
jection at different time points 

 

3  讨论 

近年来的研究表明 , 酪氨酸酶参与了软体动物

的许多生物学功能, 包括免疫应答、卵囊形成、足丝、

壳基质蛋白和角质层形成等[28-29, 12]。本实验中, 在

LPS 注射后 TYR6、TYR10 基因在五个蛤仔群体中鳃

组织和肝胰腺组织中均有差异性表达, 从表达量结

果来进行分析, TYR6 白斑马鳃组织中的表达量在 3h、

6h、12h 均有显著上调(P<0.05)。TYR10 在五个群体菲

律宾蛤仔中斑马蛤肝胰腺中表达量最高(图 6), 可能

跟斑马蛤本身的抗逆性强有关[30]。除 TYR6 在养殖群

体鳃组织中未有显著上调, TYR 基因在四个群体鳃组

织中 3h 表达量均有显著上调(P<0.05), 比在肝胰腺

中显著上调时间出现要早, 推测菲律宾蛤仔在受到

LPS 注射后鳃组织较肝胰腺组织更为敏感。双壳类

的鳃不仅是呼吸器官 , 也是重要的免疫器官 , 其与

外界海水连续交换, 易被病原体感染[9]。推测 TYR 基

因有可能在鳃组织中参与了免疫反应。TYR 基因在

蛤仔肝胰腺中的表达水平普遍要高于在鳃中的表达

水平, LPS 胁迫后 TYR 基因的高表达表明 TYR 基因可

能在肝胰腺中参与了蛤仔的免疫应答反应, 在其他

物种中也有类似的报道[22-24]。 

Muñoz 等[31]研究发现, 在双壳类血淋巴和血细

胞中, 寄生虫侵染可以使酪氨酸酶活性显著上调。周

智等[23]研究发现 TYR 基因在栉孔扇贝血淋巴中的表

达水平决定血淋巴抗菌活性的强弱, 证明了酪氨酸

酶参与了贝类天然免疫反应。Rishan[32]等研究表明, 

在菲律宾蛤仔血淋巴中只含有一种酚氧化酶, 属于

一种酪氨酸酶型酚氧化酶。酚氧化酶是无脊椎动物

非特异性免疫系统的关键组成部分, 是丝氨酸蛋白

酶复合酶级联的末端组成部分。 

综上, 本实验通过荧光定量 PCR 分析了 LPS 胁

迫下 TYR 基因在菲律宾蛤仔 5 种群体的鳃和肝胰腺

中的表达水平。查明了 TYR 基因在 LPS 胁迫下的鳃组

织和肝胰腺组织中的表达模式, 同时推测了 TYR 基因

在蛤仔鳃和肝胰腺中表达与免疫的关系, 从 TYR 基因

免疫应答水平上看, 不同群体 TYR 表达的高低与蛤仔

免疫力表达有一定联系, TYR6、TYR10 基因在斑马蛤鳃

组织和肝胰腺组织中均有较高表达, 推测与斑马蛤是

抗逆性强品系, 抗病能力要强于其他群体有关。为进一

步对菲律宾蛤仔免疫学的研究提供基础。 
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Abstract: Manila clam (Ruditapes philippinarum) is the most commercially utilized mollusk worldwide. It is char-

acterized by a robust immune system. In mollusks, TYR genes play important roles in shell pigmentation, melanin 

synthesis, and immune system. The present study investigated the relationship between TYR gene and immunity of 

Manila clam. Five populations of Manila clam (white clam, white zebra clam, zebra clam, cultured, and wild popu-

lation clam) were exposed to lipopolysaccharide (LPS) stress, and TYR expression in gills and hepatopancreas was 

studied using quantitative fluorescence polymerase chain reaction at different time points (0h, 3h, 12h, 24h, and 

48h). Post LPS injection, TYR6 expression in gills of wild clams and white zebra clams significantly increased at 3h, 

6h and 12h, for wild clams at 3h, zebra clams at 3h and 6h, and cultured clams at 6h and 12h (P<0.05). Maximum 

TYR6 expression was observed at 3h in wild clams and cultured white clams and at 6h in white zebra clams (P< 

0.05). For hepatopancreas, the expression of TYR6 significantly increased in white zebra clams and cultured clams 

at 6h, white clams at 6h and 24h, wild clams at 24h, and zebra clams at 3h post LPS exposure. This expression 

peaked at 3h in wild and zebra clams, and at 6h in cultured clams, white clams, and white zebra clams (P<0.05). 

TYR10 expression in gills of white clams, white zebra clams, and wild clams significantly increased after LPS in-

jection at 3h, in cultured clams at 3h and 6h, and zebra clams at 3h and 12h (P<0.05). For hepatopancreas, the ex-

pression of TYR10 significantly increased in white clam at 3h, wild population at 3h, 6h, 12h, zebra clams and cul-

tured clams at 6h after LPS injection (P<0.05). The gills and hepatopancreas of clams are known to participate in 

immune response. Further, secondary structure analysis and phylogenetic tree analysis of the amino acid sequence 

of TYR gene revealed two copper ion binding sites and six histidine residues. TYR6 and TYR10 genes showed high-

est homology of 39.43%, and 51.04%, respectively, with Crassostrea oyster. Thus, induction of stress in Manila 

clams was accompanied by the expression of both TYR6 and TYR10 genes suggesting a possible role of TYR genes 

in the immune response of clams, which should be further explored to understand the underlying mechanism. To our 

knowledge, this is the first report on TYR gene expression analysis in clams under LPS stress. 
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