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摘要: 含 C1q 结构域蛋白(C1qDCs)在无脊椎动物免疫应答中发挥重要作用, 但目前有关毛蚶(Scapharca 

subcrenata)C1qDCs 免疫功能的研究鲜有报道。本研究从毛蚶中鉴定出一个含有典型 C1q 结构域的基因

(命名为 SsC1qDC), 并分析了其对主要病原感染的响应特征。SsC1qDC 的 cDNA 全长序列为 711 bp, 编

码含有N端信号肽和 199个氨基酸的蛋白, 系统进化分析显示SsC1qDC与双壳贝类的C1qDCs聚在一起。

SsC1qDC 在毛蚶卵细胞到眼点幼虫时期的表达量随发育阶段显著增加, 且该基因在成体毛蚶各组织中均

有表达, 其中在肝胰腺和闭壳肌中表达水平较高。副溶血弧菌刺激可显著诱导 SsC1qDC 基因高表达, 敲

降 SsC1qDC基因表达后毛蚶死亡率和血细胞凋亡水平显著升高, 且导致毛蚶血细胞总数和吞噬活力显著

下降。同时, 敲降 SsC1qDC 基因的表达可显著抑制母源免疫相关基因 Vg、LSZ、Dscam、TEP 和 SsC1qDC-3

的表达, 而 C3、PAF3、SsC1qDC-1 和 SsC1qDC-2 等基因的表达显著上调。本研究结果表明, SsC1qDC 在

毛蚶抗弧菌响应中发挥重要作用, 对贝类免疫学和抗病新品系的选育有重要的指导意义。 
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补体 C1q 是补体 C1 复合蛋白的一个重要组分, 能

够激活补体经典途径, 该途径是脊椎动物中连接获得性

免疫和先天免疫的重要枢纽[1, 2]。含C1q结构域蛋白(C1q 

domain containing proteins, C1qDCs)是包含一个或多个

球状 gC1q 结构域的蛋白超家族[1, 3], 广泛存在于无脊椎

动物和脊椎动物中[4, 5]。在脊椎动物中, C1qDCs 不仅可

以激活补体经典通路 , 还可以作为模式识别受体

(pattern recognition receptors, PRRs), 通过结合病原表面

的病原相关分子模式(pathogen-associated molecular pat-

terns, PAMP), 快速启动细胞吞噬等免疫过程, 有效遏

制病原微生物的侵害[6]。例如, 鲤鱼(Cyprinus carpio)的

C1qDC 蛋白具有细菌凝集活性及脂多糖和肽聚糖结合

活性[7]。此外, 斑马鱼(Danio rerio)C1qDC 蛋白可以特异

结合免疫球蛋白 IgG 和 IgM, 并通过激活补体经典途径

抑制血清的溶血活性[8]。 

研究发现文昌鱼(Branchiostoma belcheri)C1q 蛋白

可以结合哺乳类的 IgG, 但没有直接证据表明无脊椎动

物中存在补体的经典激活途径[9]。越来越多的研究表明, 

无脊椎动物的 C1qDCs 参与了多种免疫应答反应, 例

如免疫识别、结合与凝集活性[10, 11], 抗菌活性[12, 13], 

促吞噬作用[14, 15]和细胞迁移[16-18]等。然而, C1qDCs 在

无脊椎动物特定免疫途径中的主要作用鲜有报道, 需

要进一步研究以丰富无脊椎动物的免疫机制。 

本研究以毛蚶为研究对象, 利用 PCR 和 RACE

技术克隆得到 SsC1qDC 基因的 cDNA 序列。探究了

SsC1qDC 基因在毛蚶不同组织、早期胚胎以及弧菌

刺激后的表达特征, 并利用 RNA 干扰技术敲降毛蚶

SsC1qDC 基因的表达, 分析其在弧菌胁迫后毛蚶血
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细胞吞噬和凋亡及抗弧菌感染中的功能特征。本研

究为进一步阐明 SsC1qDC 在毛蚶免疫防御中的潜在

功能提供了理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所用的毛蚶为合作公司的养殖群体, 均为壳

形完整、健康无损伤的个体。实验前随机挑选 30 只毛

蚶测量数据如下: 平均壳长为 22.15±1.37 mm、平均

壳高为 24.17±1.08 mm、平均壳宽为 19.56±0.44 mm、

平均体质量为 9.63±0.71 g。在实验室条件(pH 8.2±0.1、

盐度 23±1、温度 28±0.5 ℃)下暂养 7 d 进行实验, 每日

早晚各投喂 1 次螺旋藻饵料, 投喂后 2 h 更换全部海

水。实验所用的弧菌是副溶血弧菌(Vibrio parahaemoly-

ticus)PL2 菌株, 菌种由浙江省海洋水产养殖研究所清

江基地实验室提供。 

1.2  实验方法 

1.2.1  毛蚶总 RNA 提取及 cDNA 合成 

采用 Trizol 提取试剂盒(Invitrogen, 美国)提取毛

蚶各组织总 RNA, 采用 1.0%的琼脂糖凝胶电泳检测

RNA 的完整性, 利用 Nanodrop 2000(Thermo Scien-

tific, 美国 )检测 RNA 的纯度和浓度。然后采用

HiScript® III RT SuperMix 反转录试剂盒(Vazyme, 中

国)将毛蚶各组织的 RNA 反转录成 cDNA, –20 ℃保

存待用。 

1.2.2  毛蚶 SsC1qDC 基因 cDNA 序列克隆 

以毛蚶的肝胰腺、血细胞和鳃等组织的 cDNA 为

模板, 根据引物 SsC1qDC-F、SsC1qDC-R 和 SsC1qDC- 

F1, SsC1qDC-F2(表 1)扩增 SsC1qDC 基因的 ORF 和

cDNA 全长, 利用 PrimeSTAR® Max DNA Polymerase

试剂盒(TaKaRa, 日本)进行 PCR 实验, PCR 反应体系: 

2.0 μL dNTP Mix、12.5 μL 10×PCR Buffer、0.5 μL 正

反向引物(10 μmol/L)、1.0 μL cDNA 模板、0.2 μL Taq

聚合酶和 18.3 μL DEPC H2O(TaKaRa, 日本)。反应程

序: 94 ℃预变性 3 min, 35 个循环(94 ℃变性 30 s, 

54 ℃退火 50 s, 72 ℃延伸 60 s), 72 ℃延伸 10 min。

PCR 产物经 1.0%琼脂糖凝胶电泳切胶纯化后, 将融

合质粒转入大肠杆菌 DH5α 感受态细胞, 筛选阳性克

隆质粒送北京擎科生物有限公司测序。 
 

表 1  本研究中所用的引物 
Tab.1  Primer sequences used in this study 

引物 序列(5′–3′) 用途 退火温度(℃)

SsC1qDC-F TGTCAGAGACAGAAACACTCTTACC PCR 57.5 

SsC1qDC-R CTACTGTATCCACAGAATGTGTCCA PCR 58.7 

SsC1qDC-F1 TGGCAACGGATTGAATACAACGGAC 3′RACE 68.9 

SsC1qDC-F2 GATCACGCGTATGCTCAGATCCACA 3′RACE 68.1 

GATCACTAATACGACTCACTATAGGGCG RNAi 75.9 
SsC1qDC-S1 

ACAAGGTAGTAATGTATTT   

AAATACATTACTACCTTGTCGCCCTATAG RNAi 75.9 
SsC1qDC-S2 

TGAGTCGTATTAGTGATC   

GATCACTAATACGACTCACTATAGGGATA RNAi 74.9 
SsC1qDC-A1 

CATTACTACCTTGTCGTT   

AACGACAAGGTAGTAATGTATCCCTATAG RNAi 74.9 
SsC1qDC-A2 

TGAGTCGTATTAGTGATC   

18S-RTF CTTTCAAATGTCTGCCCTATCAACT qPCR 61.3 

18S-RTR TCCCGTATTGTTATTTTTCGTCACT qPCR 61.6 

SsC1qDC-RTF TACTGATGAGAGTGGAAAGGGAAAG qPCR 61.2 

SsC1qDC-RTR CTGTATCCACAGAATGTGTCCATTG qPCR 61.2 

LSZ-RTF CTGGGAAACGACACCTGATGTAAA qPCR 58.3 

LSZ-RTR CACATTCACATTGTACCGGAGGAT qPCR 58.1 

TEP-RTF TACACATTTGGAAAGCCCGTCAA qPCR 57.8 

TEP-RTR AGCTTTGTTTCTCAGCCACATCA qPCR 59.4 

Dscam-RTF TGTGTATCAGGGGTAACAGTGGT qPCR 58.6 
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续表 

引物 序列(5′–3′) 用途 退火温度(℃)

Dscam-RTR ATCATACCCTGCATGTTCTGCTG qPCR 61.7 

Vg-RTF CGTTCGCTTGATGATGACTGCCTT qPCR 63.0 

Vg-RTR TGGTAAGTAGCCGTTCGTCCTCTC qPCR 61.6 

PAF3-RTF GCGGATCTGTGCAGGTTTTA qPCR 58.7 

PAF3-RTR CTAGTGAAAGATGCCACGCC qPCR 58.2 

C3-RTF AGTGATAGGAATGGCAGAAGTGA qPCR 58.3 

C3-RTR TCTACAGTGACCGTGGATTGG qPCR 58.1 

SsC1qDC-1-RTF ATGACTAAAGGGTCACCATCAAATG qPCR 58.6 

SsC1qDC-1-RTR AGACACCACTGAAATACGAAACTCC qPCR 58.3 

SsC1qDC-2-RTF ATGATACTTGAGTGGCTTCTTGGA qPCR 58.3 

SsC1qDC-2-RTR TAGTTTGGTGCTTGAAAATGGGTG qPCR 57.4 

SsC1qDC-3-RTF CGGTGGAAGTGTCAGCCTGGT qPCR 60.7 

SsC1qDC-3-RTR ACCACTGAAAAATGAGTCTCCGCCA qPCR 61.8 

 
1.2.3  生物信息学分析 

在 NCBI 数据库中 BLAST 模块(http://www.ncbi. 

nlm.nih.gov/BLAST)进行 SsC1qDC核苷酸和氨基酸序

列分析; 利用 ORF Finder(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

gorf/gorf.htmL)在线预测 SsC1qDC 基因的开放阅读框

和氨基酸序列 ; 使用  ExPASy(https://www.ncbi.nlm. 

nih.gov/orffinder/)进行 SsC1qDC 理论等电点与相对分

子量的预测; 使用 DNAMAN 8.0 软件对不同物种的

C1qDC 蛋白进行多序列比对; 利用 MEGA-X 软件的

邻接法(neighbor-joining, NJ)对包括毛蚶在内的 15 个

C1qDC 氨基酸序列构建系统进化树, bootstrap 值设为

1 000。 

1.2.4  不同组织、胚胎发育时期和弧菌刺激后 SsC1qDC

基因表达情况 

解剖雌、雄毛蚶各 5 只, 分别取血细胞、性腺、

闭壳肌、斧足、外套膜、肝胰腺和鳃组织等样品, 其

中毛蚶血细胞取样具体操作如下: 先用移液枪吸取

500 μL 的抗凝剂(336 mmol/L NaCl, 27 mmol/L 柠檬

酸钠, 115 mmol/L 葡萄糖, 9 mmol/L EDTA-Na2, pH 

7.0)加至无 RNA 酶的 1.5 mL EP 管中, 再用注射器或

移液枪从毛蚶体内吸取 500 μL 的血液, 注入提前加

入抗凝剂的 EP 管中轻轻吹打均匀, 4 ℃、1 000 r/min

离心 5 min 收集血细胞, 用 PBS 洗两遍, 重悬于

1 mmol/L 的 Trizol 中。诱导毛蚶产卵后分别取卵细

胞、卵裂期(2 细胞到 8 细胞阶段)、囊胚期、原肠期、

D 型幼虫和眼点幼虫等不同发育时期样品, 每个发

育时期取 5 个平行样品。此外, 将 120 只健康无损的

毛蚶随机分成 2 组, 实验组向海水加入副溶血弧菌

溶液至终浓度为 3×107 CFU/mL, 对照组毛蚶在常规

充气的海水中饲养。在弧菌攻毒 0、3、6、12、24

和 48 h, 随机取 5 只毛蚶解剖取血细胞。上述所有样

品均在液氮中速冻后置于–80℃冰箱保存、待用。 

依据毛蚶 SsC1qDC基因 cDNA序列设计荧光定量

引物(表 1), 利用 qRT-PCR 技术检测 SsC1qDC 基因在

毛蚶不同组织、胚胎和幼虫发育时期及弧菌刺激后的

表达模式, 实验设置 4 个不同样本重复, 内参基因为

18S rRNA。利用 Taq Pro Universal SYBR qPCR Master 

Mix试剂盒(Vazyme, 中国)进行qRT-PCR实验, 反应体

系: 2×Taq Pro Universal SYBR qPCR Master Mix 5 μL、

ddH2O 3.6 μL、cDNA模板 1 μL、正、反向引物各 0.2 μL。

反应程序: 95 ℃, 30 s; 40 个循环(95 ℃, 5 s; 60 ℃, 35 s)。

反应在 ABI QuantStudioTM 5 Real-Time PCR Instru-

ment(Thermo Scientific, 美国)仪器中进行, 利用 2–ΔΔCt 

法分析 SsC1qDC 基因的相对表达水平[19]。 

1.2.5  RNA 干扰分析 

根据 SsC1qDC 基因的 ORF 序列设计其小干扰

RNA 序列为 SsC1qDC-siRNA(5′-CGACAAGGUAGUA 

AUGUAU-3′), 将该序列随机打乱顺序获得 SsC1qDC- 

random-siRNA(5′-AGACUAAUGGAUACUAUGG-3′)
序列, 利用 T7启动子体外转录试剂盒(Tiandz, 天恩泽, 

中国)并按其说明书进行小 RNA 合成与纯化。 

将 120 只健康无损的毛蚶随机分为实验组和对照

组, 每组各 60 只, 利用微量注射器分别注射 6 μL 的

SsC1qDC-siRNAs 和 SsC1qDC-random-siRNAs 至毛蚶

的体腔中。在注射后的 0、12、24、48 和 72 h, 两组分

别随机取 5 只毛蚶解剖取血细胞样品, 液氮冻存后转
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入–80℃冰箱保存。经 RNA 提取和反转录成 cDNA 后, 

通过qRT-PCR检测实验组和对照组毛蚶SsC1qDC基因

的表达量, 分析 SsC1qDC-siRNA 的干扰效率。 

1.2.6  敲降毛蚶 SsC1qDC 基因后母源性免疫基因的

表达分析 

敲降 SsC1qDC 基因的表达后, 通过 qRT-PCR 技

术检测母源免疫相关基因的表达情况, 这些基因包括

卵黄蛋白原(vitellogenin, Vg)、细胞黏附分子免疫球

蛋白(down syndrome cell adhesion molecule, Dscam)、

补体 C3 分子(complement, C3)、硫酯蛋白(thioester- 

containing protein, TEP)、溶菌酶(lysozyme, LSZ)、酚

氧化酶原激活因子 3(phenoloxidase-activating factor 3, 

PAF3) 以及同源基因 SsC1qDC-1 、 SsC1qDC-2 和

SsC1qDC-3。用于检测母源性免疫基因表达的特异性

引物见表 1, 18S rRNA 作为内参基因。 

1.2.7  敲降 SsC1qDC 基因的毛蚶弧菌刺激后血细胞

凋亡、吞噬活性、血细胞总数和存活率的变化 

将 120 只健康无损的毛蚶随机分为 2 组, 分别注射

SsC1qDC-siRNA 和 SsC1qDC-random-siRNA 后 12 h, 分

别向两组毛蚶养殖水体加入终浓度为 3×107 CFU/mL

的副溶血弧菌, 弧菌攻毒后的 0、3、6、12、24、48 和

72 h 取样, 每个时间点实验组和对照组各随机解剖 5

只毛蚶取血淋巴样品。用预装 500 μL 抗凝剂的无菌注

射器收集 500 μL 血淋巴, 并用 300 目筛绢过滤。4 ℃、

1 000 r/min 离心 5 min 后倒去上清液, 重悬于 1 mL 的

PBS 缓冲液, 相同条件再次离心倒掉上清液, 重悬于

1mL的PBS缓冲液中, 用制备好的血细胞工作液检测血

细胞凋亡、吞噬活性、血细胞总数。 

利用 Annexin V-FITC 凋亡试剂盒(碧云天, 中

国)检测血细胞凋亡水平, 操作如下: 取 200 μL 血

细胞工作液避光条件下加入 195 μL 的 FITC 结合液、

5 μL FITC 和 10 μL 碘化丙染色液(PI), 轻轻混匀, 

25℃避光孵育 20 min 后用流式细胞仪(CytoFLEX, 

美国)检测细胞凋亡率。设置仅添加 FITC 或 PI 的单

一染料对照组和不添加染料的阴性对照组, 来确定

散射图十字门的位置(图 1)。毛蚶血细胞的凋亡率用

FITC 阳性和 PI 阴性细胞的数量占细胞总数的百分

比来表示 [20]。 

 

图 1  细胞凋亡散点图中十字门的位置 

Fig. 1  The position of the cross gate in the scatter plot of apoptosis 

注: 未添加染料的阴性对照组(a)和仅添加 FITC(b)或 PI(c)的单一染料对照组, 来确定散点图十字门的位置 

 
血细胞吞噬率检测方法参考文献[21]并进行相应

调整: 将 200 mL 血细胞工作液与 20 μL 3.0%荧光微球

(YG 1.0 μm, Polysciences, 美国)混匀, 在 25 ℃黑暗环

境中孵育 1 h。后用 10 μL 37%福尔马林溶液(上海吉至

生化科技有限公司)固定, 并在 1 000 r/min, 4 ℃条件下

离心 10 min, 重悬于 200 mL PBS 缓冲液中并通过流式

细胞仪(FL-1 通道)检测, 血细胞的吞噬率用吞噬微球

的血细胞数目占血细胞总数的百分比表示(图 2)。 

使用 SYBR Green I 荧光染料(Biosharp, 中国)

对血细胞染色, SYBR Green I 可以通过和细胞核中

的 DNA 结合, 产生绿色荧光。取 180 µL 血细胞工作

液, 加入 20 µL 10×的 SYBR Green I 染料, 25 ℃避光

孵育 1 h, 孵育完成后用移液枪吸取 50 μL 反应液, 

利用流式细胞仪(FL-1 通道)检测绿色荧光的细胞并

进行计数。 

180 只健康的毛蚶被随机分成 SsC1qDC-siRNA

和 SsC1qDC-random-siRNA 注射后加弧菌组以及

SsC1qDC-siRNA 注射后加 PBS 3 组, 每组设置 3 个

平行, 每个平行 20 只毛蚶。在 siRNA 注射后 12 h, 

SsC1qDC-siRNA 和 SsC1qDC -random-siRNA 注射组
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的毛蚶在 28℃的含有副溶血弧菌(3×107 CFU/ mL)的

海水中养殖。SsC1qDC-siRNA 注射组中加入等量的 

PBS 缓冲液(Solarbio, 中国)作为空白对照。每 12 h

统计 3 组毛蚶的存活个数。 

1.2.8  数据分析 

实验数据结果采用 SPSS 26.0软件进行统计分析, 

数据以平均值±标准差(Mean±SD)表示, 单因素方差

分析(One-Way ANOVA)比较不同数据组间的差异 , 

其中 P<0.05 表示差异显著, P<0.01 表示差异极显著。 

2  结果与分析 

2.1  毛蚶 SsC1qDC 基因的克隆和序列特点 

利用 PCR 和 RACE 克隆技术得到毛蚶 SsC1qDC

基因(基因序列号: OQ264768)的 cDNA 全长序列为

711 bp(图 3), 其中 5′-UTR 21 bp, 3′-UTR 80 bp, ORF 

600 bp, 共编码 199 个氨基酸。SsC1qDC 的 C1q 结构

域为第 66~199 个氨基酸, 预测相对分子量 22.64 kDa, 

理论等电点为 8.60。

 

图 2  通过流式细胞术检测得到的毛蚶血细胞吞噬率的 FITC 直方图 

Fig. 2  FITC histogram plot yielded by flow cytometric analysis of phagocytosis rate in Scapharca subcrenata 

a. 不加微球的阴性对照; b. 加微球的实验组 

 

图 3  毛蚶 SsC1qDC 核苷酸及预测的氨基酸序列 

Fig. 3  The nucleotide and deduced amino acid sequences of SsC1qDC 

注: 起始密码子(ATG)、信号肽、Clq 结构域和终止密码子(TAG)分别用绿色、红色和黄色以及灰色阴影标出 
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2.2  序列比对与系统进化关系 
将毛蚶 SsC1qDC 保守的 C1q 结构域序列与其他

物种的 C1q 结构域序列对比, 结果如图 4 所示, 毛蚶

SsC1qDC 与双壳类 SsC1qDCs 的同源性高于脊椎动

物。毛蚶 SsC1qDC 与美洲牡蛎(Crassostrea virginica 

41.23%)CvC1qDC、硬壳蛤 (Mercenaria mercenaria 

39.47%)MmC1qDC 的相似性较高 , 与人(Homo sa-

piens)和家鼠(Mus musculus)SsC1qDCs 的相似性较低, 

低, 分别是 28.83%、26.61%。 

利用 15 个不同动物门的 C1qDCs 结构域序列构建

NJ 进化树, 系统进化树如图 5 所示, 进化树的拓扑结构

明显分无脊椎动物和脊椎动物 2 大分支。毛蚶 SsC1qDC

与紫贻贝(Mytilus edulis)、硬壳蛤(Mercenaria merce-

naria)C1qDCs 聚为一支, 然后与其他贝类的 C1qDCs 形

成无脊椎动物分支; 来自哺乳动物、鸟类、爬行动物、两

栖动物和鱼类的 C1qDCs 聚为脊椎动物分支。 

 

图 4  C1qDCs 蛋白质的多序列比对 

Fig. 4  Multiple sequence alignment of C1qDC proteins 

注 : C1qDCs 的物种和登录号如下 : 人 (NP_852100.3); 小鼠 (NP_112150.1); 长牡蛎 (XP_034333860.1); 美洲牡蛎 (XP_022291269.1); 红鲍

(XP_046377716.2); 欧洲平牡蛎(CAG2203397.1); 亚马逊花鳉(XP_007577129.1); 非洲爪蟾(XP_018122782.1); 硬壳蛤(XP_045158489.1); 贝氏隆

头鱼(XP_020504487.1) 

 

2.3  毛蚶 SsC1qDC 基因在不同组织和胚胎

时期的表达特征 

如图 6a 所示, SsC1qDC 基因在毛蚶所有检测组

织中均有表达, 在肝胰腺、闭壳肌和鳃中表达水平较

高, SsC1qDC 在雄性毛蚶性腺、斧足、外套膜和鳃中

的表达量显著高于雌性毛蚶, 而在肝胰腺中的表达

量呈相反趋势(图 6a 所示)。SsC1qDC 基因在胚胎发

育阶段的表达模式如图 6b 所示, 与卵细胞期相比, 

SsC1qDC 的表达从卵裂期到眼点幼虫阶段均显著上

调(P<0.05)。 

2.4  毛蚶 SsC1qDC 基因在副溶血弧菌刺激

后的表达模式 

副溶血弧菌刺激后, 毛蚶血细胞中 SsC1qDC 基

因的表达量如图 7 所示, 与对照组相比, SsC1qDC 的

表达量在 3、6、24 和 48 h 显著升高(P<0.01), 呈现

先升高再下降而后再升高的变化趋势, 并在 6 h 达到
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最大值(约为对照组的 4.0 倍)。随后 SsC1qDC 的表达

水平显著下降, 在 24 h 达到表达量最低, 显著低于

对照组的表达量(P<0.01)。在 48 h, SsC1qDC 的表达

量再次显著上调(P<0.01)。 
 

 

图 5  不同物种 C1qDCs 蛋白的系统进化分析 

Fig. 5  Phylogenetic analysis of C1qDCs proteins from different species 

注 : 利用 MEGA-X 软件 , 采用邻接法构建系统进化树 , 重复 1 000 次。C1qDCs 的物种和登录号如下 : 人 (NP_852100.3); 小鼠

(NP_112150.1); 蝙蝠(XP_0244 25520.1); 非洲爪蟾(XP_018122782.1); 斑马鱼(XP_ 009296972.1); 虾夷扇贝(XP_021374682.1); 滩栖螺

(KAG5686619.1); 太平洋牡蛎(XP_034333860.1); 长牡蛎(XP_022291269.1); 红鲍(XP_046377716.2); 欧洲平牡蛎(CAG2203397.1); 紫

贻贝(CAG2203397.1); 硬壳蛤(XP_045158489.1) 

 

图 6  SsC1qDC 在不同组织(a)和胚胎时期(b)的表达模式(平均值±标准差, n=3) 

Fig. 6  Expression profiles of SsC1qDC in different tissues (a) and at early development stages (b) (Mean±SD, n=3) 
 

 

图 7  弧菌刺激后 SsC1qDC 的表达情况(平均值±标准差, n=3) 

Fig. 7  The expression profile of SsC1qDC in ark shell hemocytes 
challenged with V. parahaemolyticus (Mean±SD, n=3) 

2.5  毛蚶 SsC1qDC 基因 siRNA 的干扰效率 

合成的 SsC1qDC-siRNA 的干扰效率见图 8。与

注射随机打乱序列的 siRNA 对照组相比, 毛蚶注射

SsC1qDC-siRNA 后 12 和 24 h 血细胞中 SsC1qDC 基

因干扰效果显著(P<0.01), 干扰效率分别为 64.9%和

59.9%。因此, 选择注射 SsC1qDC-siRNA 后 12 h 的

血细胞用于后续实验分析。 

2.6  敲降 SsC1qDC 基因后免疫相关基因的

表达情况 
敲降 SsC1qDC 基因的表达后, 母源性免疫基因
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Vg、LSZ、Dscam、TEP、SsC1qDC-1 的表达显著下

调(P<0.01), 而 C3、PAF3、SsC1qDC-2 和 SsC1qDC-3

的表达显著上调(P<0.01), 其中 C3 和 PAF3 基因的

表达量约是对照组的两倍(图 9)。 

 

图 8  注射 siRNA 对 SsC1qDC 基因的干扰效率(平均值±

标准差, n=3) 

Fig. 8  The silencing efficiency of siRNA on transcription 
level of SsC1qDC (Mean±SD, n=3)  

 

 

图 9  敲降 SsC1qDC 后免疫相关基因的表达情况(平均值±

标准差, n=3) 

Fig. 9  Expression analyses of immune-related genes in the 
SsC1qDC-silenced ark shell mediated by siRNA 
(Mean±SD, n=3) 

 

2.7  敲降 SsC1qDC 基因表达对弧菌刺激后

毛蚶的血细胞凋亡、吞噬活性、血细胞

总数及存活率的影响 

如图 10a 所示, 敲降 SsC1qDC 基因的表达, 副溶

血弧菌刺激后实验组毛蚶血细胞的凋亡率在 6 h 显著

高于对照组(P<0.05), 并维持较高的凋亡水平到 72 h; 

实验组毛蚶血细胞的吞噬率在 12 和 24 h 显著低于对

照组(P<0.05), 与弧菌刺激前相比, 48 和 72 h 的实验

组和对照组毛蚶血细胞吞噬活力均明显下降(图 10b); 

实验组毛蚶血细胞总数在 3 h 后显著低于对照组, 与

弧菌刺激前相比, 6 h 后实验组和对照组毛蚶血细胞

总数均明显下降(图 10c); 副溶血弧菌胁迫后实验组

的毛蚶的死亡率在 24 h 显著高于对照组, 且其死亡率

在 36 h 超过 60%, 在 84 h 全部死亡, 而对照组毛蚶在

36 h 死亡率不到 20%, 在 84 h 仍有超过 20%的毛蚶存

活(图 10d)。 

3  讨论 

越来越多的研究发现双壳贝类 C1qDC 基因具有

多种免疫功能, 在对不同病原的免疫防御反应中起

重要作用[7, 9, 11, 14, 22]。本研究从毛蚶中克隆获得一个

新的 C1qDC 基因(命名为 SsC1qDC), 多序列比对显

示该基因编码的蛋白不保守 , 这与水生动物中

C1qDC 蛋白序列高度可变性的研究结果一致[14, 23]。

系统进化分析显示 SsC1qDC 与紫贻贝、硬壳蛤的

C1qDC 蛋白聚为一支, 然后与其他软体动物 C1qDC

聚成一大支, 表明 SsC1qDC 是软体动物 C1qDC 家族

中的新成员。 

SsC1qDC 基因在毛蚶所有检测的组织中均有

表达, 尤其在肝胰腺和鳃等免疫组织中明显高表达, 

提示该基因在毛蚶先天免疫中的潜在作用。已有的

研究表明, C1qDC 基因在双壳贝类不同组织中普遍

表达 [23-26], 通常在血细胞中高表达 , 然而本研究发

现 SsC1qDC 在毛蚶血细胞中表达量较低 , 表明

C1qDC 基因在不同物种组织中存在表达差异。毛蚶

SsC1qDC 蛋白序列存在信号肽, 推测 SsC1qDC 是

一种分泌型蛋白, 可通过开放式循环系统转运至机

体的不同组织, 以发挥其免疫功能 [17]。有研究发现

成体三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)的母源性

免疫基因在卵巢中的表达通常显著高于精巢[27, 28]。

本研究中, SsC1qDC 仅在雌性毛蚶肝胰腺中的表达

水平显著高于雄性毛蚶中的表达, 但在雄性鳃、性

腺、足和外套膜等组织中的表达显著高于雌性, 这

一结果表明 SsC1qDC 可能不是母源性免疫基因。因

为母源的 mRNAs 通常在早期胚胎发育中因为消耗

而显著下调表达, 待合子基因组激活后通过转录而

显著增加其表达量[29-31], SsC1qDC-1 从受精卵到 D

形幼虫阶段的显著上调表达也暗示 SsC1qDC-1 不

是母源基因。 

副溶血弧菌刺激后, 毛蚶 SsC1qDC 的表达量在短时

间内显著升高, 并且在 6 h 达到最高值, 提示 SsC1qDC

是一种可诱导的快速免疫效应分子, 这与马氏珠母贝

(Pinctada martensi)感染溶藻弧菌(V. alginolyticus)后的表

达模式一致[32]。通常在清除入侵的病原或外来刺激物
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时, C1qDCs 的 mRNA 水平往往呈现先升高后降低的趋

势 [23, 31-34]。在本研究中 , 副溶血弧菌刺激后毛蚶

SsC1qDC 基因表达呈先升高后降低而后再升高的变化

趋势, SsC1qDC 基因在 6 h 后表达降低, 可能是负反馈

调节机制、抑制因子的产生以及清除被激活的细胞等调

控作用造成 SsC1qDC 基因表达下降[35, 36]。由于刺激仍

然存在, 免疫细胞可能会形成免疫记忆[37], 以便更好地

应对未来的刺激, 造成 48 h 后 SsC1qDC 基因表达的再

次升高, 暗示该基因在毛蚶血液系统中起到免疫功能调

节的作用。此外, 敲降 SsC1qDC 的表达, 毛蚶在副溶血

弧菌刺激后的死亡率显著高于对照组, 这一结果支持上

述 SsC1qDC 参与毛蚶抗弧菌反应的观点。 

 

图 10  敲降 SsC1qDC 基因表达对弧菌刺激后毛蚶的血细胞凋亡率(a)、吞噬率(b)、血细胞总数(c)和毛蚶存活率(d)的影响

(平均值±标准差, n=3) 

Fig. 10  Changes in apoptosis (a), phagocytosis (b), total hemocyte number (c) and survival rates (d) of SsC1qDC-knockdowned 
ark shells after V. parahaemolyticus challenge (Mean±SD, n=3) 

 
在脊椎动物中, 补体经典途径由补体 C1q 与抗体-

抗原复合物的相互作用激活并触发 C3 的蛋白水解, 

进而清除入侵的病原[3, 11]。本研究中, 敲降 SsC1qDC

基因可以影响补体 C3 样基因(如 C3 和 TEP)的表达, 

这与脊椎动物中补体经典途径的激活的调控过程类

似, 提示补体的经典激活途径是动物由低等向高等进

化过程中逐渐完善而来的。通常双壳类动物缺乏免疫

球蛋白 , 因此缺少经典的补体途径 , 但栉孔扇贝

(Chlamys farreri)的 CfC1qDC 蛋白具有与免疫球蛋白

IgG的结合活性[14], 推测无脊椎动物C1qDC蛋白可能

通过凝集素激活途径激活补体系统[38]。 

本研究中 , 注射 SsC1qDC-siRNA 后 12 h 对

SsC1qDC 基因的干扰效果最佳, 12 h 后干扰效果下降, 

可能与 SsC1qDC-siRNA 在毛蚶体内的浓度降低有关, 

这是因为 SsC1qDC-siRNA 的生物稳定性较差, 可能

被毛蚶体内的核酸酶分解[39]。此外, 由于细胞更新和

分裂, 注射的 SsC1qDC-siRNA会逐渐稀释, 从而降低

对 SsC1qDC 基因的干扰效率[40]。因此注射 SsC1qDC- 

siRNA 后的干扰效果只能在一定时间内观察到, 随后

干扰效果会逐渐降低。Vg、LSZ、Dscam、TEP 和 C3

是典型的母源性免疫基因, 在水生动物的早期发育和

入侵病原快速清除中发挥重要作用[17, 28, 41, 42]。本研究

中, 除补体 C3 外, 敲降 SsC1qDC 基因表达后, 上述

免疫基因的表达均显著下调, 表明 SsC1qDC 基因可

能参与调控毛蚶基础免疫。这与在三疣梭子蟹中的研

究结果相一致, 当敲降 gC1qR 基因表达后, 补体 C3

样基因(alpha-2-macroglobulin 和  TEP)的表达显著

上调[29]。 
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吞噬作用作为免疫细胞的第一道防线 , 具有识

别、吞噬和清除外源异物或自身凋亡细胞的作用[43]。

先前的研究表明, C1qDCs 可以作为调理素促进后生动

物的吞噬作用[12, 32, 44]。本研究中, 敲降毛蚶 SsC1qDC

基因的表达后, 副溶血弧菌刺激后血细胞的吞噬率显

著下降, 提示 SsC1qDC 可能参与调节毛蚶血细胞的吞

噬作用。这与马氏珠母贝中敲降 Pf-ghC1q 基因表达能

明显降低血细胞吞噬作用的结果一致[23]。同时, 已有

文献报道双壳类的 C1qDC 蛋白可参与病原的识别, 从

而直接增强其血细胞的吞噬作用[12, 17, 22]。 

在软体动物的免疫反应中 , 细胞凋亡通过应激

信号或吞噬作用清除受损、衰老和受感染的细胞, 并

引发凋亡细胞死亡[45]。本研究中, 敲降 SsC1qDC 基

因表达可显著提升毛蚶血细胞的凋亡水平, 从而导

致血细胞总数和吞噬活力的显著降低。此外, 当外界

胁迫超过动物的耐受极限后 , 随着胁迫的持续 , 胁

迫损伤变得不可修复, 最终导致动物死亡[46]。本研究

发现, 敲降 SsC1qDC 表达, 副溶血弧菌刺激后毛蚶

的死亡率显著高于对照组, 表明 SsC1qDC 在毛蚶抗

弧菌感染中具有关键作用。 

在三疣梭子蟹中的研究中发现, PtgC1qR 可在蛋

白和转录水平上抑制其酚氧化酶原激活系统[29]。在本

研究中, 敲降 SsC1qDC 基因显著增强了 PAF3 的表达, 

提示 SsC1qDC 基因可能通过酚氧化酶原激活系统参与

毛蚶的体液免疫。有关毛蚶 SsC1qDCs 与下游调控基

因及效应分子之间的调控关系有待于进一步研究。 

4  结论 

综上, 本研究克隆获得了毛蚶 SsC1qDC 基因的

cDNA 全长序列, 并分析了该基因在响应主要病原

感染后的功能特征。SsC1qDC 的表达量从毛蚶卵细

胞到眼点幼虫期随发育阶段显著增加, 该基因在成

体毛蚶各组织广泛表达且可被副溶血弧菌诱导高表

达。敲降 SsC1qDC 基因表达后, 母源免疫相关基因

的表达受到显著影响。此外, 与对照组相比, 副溶血

弧菌攻毒后 SsC1qDC 基因干扰实验组的毛蚶死亡率

和血细胞凋亡水平显著升高, 因此导致其血细胞总

数和吞噬活力显著降低。结果表明, SsC1qDC 基因可

能参与了毛蚶抗弧菌感染免疫防御反应。 
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Abstract: The C1q domain-containing proteins (C1qDCs) have been demonstrated to play crucial roles in the im-

mune responses of invertebrates, with very few reports in the ark shells. In the present study, a C1qDC gene with a 

typical C1q domain (designated as SsC1qDC) was identified from the ark shell Scapharca subcrenata and its possi-

ble immune responses against pathogen infection was also characterized. The full-length cDNA sequence of 

SsC1qDC was 711 bp, encoding a peptide of 199 amino acids with an N-terminal signal peptide. SsC1qDC was 

clustered with the C1qDCs from bivalves in the phylogenetic tree. SsC1qDC was widely expressed in the tissues, 

with the high expression level in hepatopancreas and adductor muscles. The expression of SsC1qDC was increased 

significantly from eggs to eye-point larvae stage and induced remarkably by Vibro parahaemolyticus infection. 

Moreover, compared to the controls, knockdown of SsC1qDC resulted in a remarkable increase of mortality and 

apoptotic levels of ark shells after V. parahaemolyticus challenge, and thus a significant reduction of total number 

and phagocytosis of hemocytes. Meanwhile, knockdown of SsC1qDC could significantly inhibit the expression of 

maternally derived immune-related genes (Vg, LSZ, Dscam, TEP and SsC1qDC-3), while the expression of C3, 

PAF3, SsC1qDC-1 and SsC1qDC-2 was up-regulated remarkably. Taken together, these results suggested that 

SsC1qDC performs crucial roles in immune defense against pathogen infection in ark shells, which is of great 

guiding significance to the immunology of shellfish and the breeding of new disease-resistant strains. 
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