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摘  要: 目的  探究不同温度处理下太平洋牡蛎中诺如病毒结合受体合成通路上响应的基因, 筛选后进行克

隆和表达规律的研究。方法  对牡蛎分别进行高温(25 ℃)及低温(5 ℃)处理, 取其鳃和消化腺两种组织, 提取

RNA 后进行转录组测序与分析。选取诺如病毒结合受体合成通路上规律性响应温度处理的基因作为目标, 对

目标基因进行克隆、原核表达与免疫印迹鉴定。通过实时荧光定量聚合酶链式反应(quantitative real-time 

polymerase chain reaction, qRT-PCR)分析该基因的组织表达和季节表达规律。结果  类 β1,3 半乳糖转移酶 1 

(B3GALT1)基因(GenBank LOC117683256)在鳃组织低温组的多个取样点均出现显著上调。扩增得到该基因

1089 bp 的编码区 (coding sequence, CDS)。在 25 ℃、异丙基 -D-硫代半乳糖苷 (isopropyl beta-D-1- 

thiogalactopyranoside, IPTG)诱导 8 h 后, 出现大小约为 84.9 kDa 的蛋白条带, 该条带与抗 MBP 标签抗体、抗

人 B3GALT1 抗体均能发生特异性结合。类 B3GALT1 基因在鳃组织中大量表达, 且低温时的表达量显著高于

高温(P<0.01)。结论  太平洋牡蛎类 B3GALT1 基因的表达量受温度影响, 表达的蛋白与人类 β1,3 半乳糖基转

移酶具有相似的免疫原性; 类B3GALT1基因的组织表达和季节表达规律在一定程度上与诺如病毒爆发的季节

性相符合。本研究为深入探索牡蛎季节性富集诺如病毒分子机制提供基础。 

关键词: 太平洋牡蛎; 转录组; 诺如病毒; 类 B3GALT1 基因; 组织表达 
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ABSTRACT: Objective  To explore the genes that respond to the synthesis pathway of norovirus binding receptors 

in Crassostrea gigas under different temperature stress, screen them, and study their cloning and expression patterns. 

Methods  Crassostrea gigas were treated at high temperature (25 ℃) and low temperature (5 ℃), and two tissues 

of gills and digestive glands were extracted for RNA extracted for transcriptome sequencing and analysis. Selected 

genes on the synthesis pathway of norovirus binding receptors that responded to temperature treatment as targets, 

clone, express in prokaryotic cells, and identified by Western blotting. The tissue expression and seasonal 

expression pattern of the gene were analyzed by quantitative real time-polymerase chain reaction (qRT-PCR). 

Results  The β1,3 galactosyltransferase-like 1 (B3GALT1-like) gene (GenBank LOC117683256) was significantly 

upregulated in multiple sampling sites in the gill group. The 1089 bp coding sequence (CDS) region of the gene was 

amplified. After 8 h of induction of 25 ℃, isopropyl beta-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), a protein band of about 

84.9 kDa appeared, which was specifically bound to both anti-MBP tag antibody and anti-human B3GALT1 antibody. 

B3GALT1-like genes was abundantly expressed in gill tissue and was significantly higher at low temperature than at 

high temperature (P<0.01). Conclusion  The expression level of B3GALT1 gene in Crassostrea gigas is affected by 

temperature, and the expressed protein has similar immunogenicity to human β1,3 galactosyltransferase. The tissue 

expression and seasonal expression patterns of the B3GALT1 gene are somewhat consistent with the seasonality of 

norovirus outbreaks. This study provides a foundation for further exploration of the molecular mechanism of seasonal 

enrichment of norovirus in Crassostrea gigas. 
KEY WORDS: Crassostrea gigas; transcriptome; norovirus; B3GALT1-like gene; tissue expression 
  
 

0  引  言 

诺如病毒是全球食源性疾病中主要涉及的病原体 , 
具有极低的感染剂量和极强的传播能力[1]。感染后会出现

恶心、呕吐、腹泻和低烧等症状, 常会引起急性胃肠炎散

发病例和暴发疫情, 是食品安全、公共卫生领域重点关注

的病原[2–3]。诺如病毒主要通过“粪-口”途径传播, 除了被污

染的水、果蔬外, 牡蛎也被认为是诺如病毒食源性传播的

重要载体之一[4–6]。牡蛎属于滤食性动物, 可以特异性富集

水中的诺如病毒, 在体内积累的病毒通常很难在净化过程

中排出[7–9]。 
研究表明 , 诺如病毒识别组织血型抗原(histo-blood 

group antigens, HBGAs)并将其作为侵入人类肠道细胞的受

体[10–11]。在牡蛎的消化腺、鳃等组织中也发现有多种类

HBGAs 的表达, 作为一种特定受体选择性地富集诺如病

毒, 这可能是诺如病毒生物积累的主要机制[7,12]。 
组织血型抗原是具有高度多态性的糖类抗原, 主要

包含 A/B、Lewis 和 H 抗原 3 大类决定簇, 决定簇的形成

通常是以二糖前体为核心, 受控于不同的基因通过糖基

转移酶有序地加成单糖而形成具有特定序列的多糖, 通
常以糖蛋白或者鞘糖脂(glycosphingolipids, GSLs)的形式

存在[13–14]。 

研究人员对诺如病毒在牡蛎体内积累过程的影响因

素展开过多方面的研究, 包括温度、水污染等环境因素[15], 
以及牡蛎在诺如病毒生物积累过程中类 HBGAs 分子表达

和基因调控特征等[16]。诺如病毒的爆发存在一定的季节性, 
常在冬春季出现感染高峰, 而牡蛎中诺如病毒的检出率在

冬季等气温较低的季节也明显高于其他季节[17–18], 且来自

冷水水域(5 ℃)的牡蛎的病毒载量明显高于来自温暖水域

(大于 10 ℃)的牡蛎[19]。有研究指出冬末春初诺如病毒与牡

蛎鳃、外套膜和消化腺组织的结合能力及富集效率显著加

强, 而牡蛎中类HBGAs的含量存在一定的季节变化, 在冬

季的表达量将增加 , 提示研究人员温度对牡蛎中类

HBGAs 的表达可能有一定的影响[20–21]。 
目前对于温度影响牡蛎类 HBGAs 表达的分子机制鲜

少见报道。本研究对太平洋牡蛎进行高温及低温处理并进

行转录组测序分析, 选择鞘糖脂生物合成-乳糖和新乳糖

系列通路上规律性响应温度胁迫的差异表达基因作为目的

基因进行原核表达, 并进行免疫印迹鉴定; 通过实时荧光

定量聚合酶链式反应 (quantitative real-time polymerase 
chain reaction, qRT-PCR)对该基因进行组织表达与季节性

表达分析。本研究旨在深入探索牡蛎季节性富集诺如病毒

的分子机制, 以期为预防和控制诺如病毒在牡蛎中的传播

提供新的策略与方法。 
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1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

本研究所用太平洋牡蛎采自青岛某养殖场。 
动物组织总 RNA 提取试剂盒、大肠杆菌 Escherichia 

coli TOP10 和 BL21 (DE3)感受态细胞、增强型辣根过氧化

物 酶 - 二 氨 基 联 苯 胺 (horseradish peroxidase- 
diaminobenzidine, HRP-DAB)底物显色试剂盒(北京天根生

化科技有限公司); qRT-PCR 反转录试剂盒 PrimeScript TM RT 
reagent Kit with gDNA Eraser (perfect realtime)、qRT-PCR 试

剂盒 TB Green ® Premix Ex Taq TM II(北京宝日医生物技术

有限公司); pMAL-c5x 载体(武汉淼灵生物科技有限公司); 
PCR 2×Accurate Taq Master Mix(预混液)、Evo M-MLV Plus 
cDNA 合成试剂盒(湖南艾科瑞生物工程有限公司); 12 cm
亲和层析柱空柱、Ni-NTA 6FF 琼脂糖纯化树脂、糊精树脂

6FF、引物(上海生工生物工程股份有限公司); 硝酸纤维素

膜(北京兰杰柯科技有限公司); 异丙基-D-硫代半乳糖苷

(isopropyl-D-thiogalactoside, IPTG)、牛血清白蛋白(bovine 
serum albumin, BSA)(北京索莱宝科技有限公司); 烟草蚀

纹病毒蛋白酶(组氨酸标签)(上海碧云天生物技术有限公

司); 兔抗 β1,3-半乳糖基转移酶 1 多克隆抗体(苏州博奥龙

科技有限公司 ); HRP 标记的羊抗兔免疫球蛋白 G 
(immunoglobulin G, IgG)(重链和轻链)(美国 Proteintech 集

团有限公司); Rabbit pAb 兔抗 MBP-tag 多克隆抗体[翌圣生

物科技(上海)股份有限公司]。 

1.2  仪器与设备 

T1 型 PCR 仪 ( 德国 Whatman Biomerra 公司 ); 
LightCycler 480II 实时荧光 PCR 仪 (瑞士 Hoffmann-La 
Roche 有限公司); Nano Photometer Pearl 微量核酸蛋白测

定仪(德国 Implen 公司); Y-ZY3 半干式转膜仪(北京君意东

方电泳设备有限公司); ALQD59A300 实验室养殖水体温度

控制系统(深圳市奥凌恒业有限公司); JY92-IIN 超声波细

胞粉碎机(宁波新芝生物科技股份有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  实验动物及样品处理 
选取规格相近且双壳完整健康无损伤的活牡蛎 120

只 , 平 均 壳 长 (11.0±1.0) cm, 壳 高 (4.0±0.5) cm, 湿 重

(120.0±5.0) g。实验用牡蛎 4~8 ℃运输至实验室后, 清洗表面

附着物, 用过滤后的海水冲洗干净, 在塑料养殖箱(1.0 m× 
0.7 m×0.4 m)中暂养 3 d, 期间水温保持在 15 ℃, 每天换

1/2 海水, 持续充氧, 不投喂食物。 
准备 3个养殖箱, 对照组养殖箱加入 15 ℃的海水, 低

温实验组、高温实验组养殖箱内加入海水后用温控系统使

水温分别维持在 5 ℃和 25 ℃, 温度选取参考水温年际变

化[22]。将结束暂养的 120 只牡蛎随机分配于 3 个养殖箱中, 

每组 40 只。实验期间持续充氧, 每天换海水 1 次, 换水前将

新水预热或预冷至各组所需温度, 每天投喂小球藻 1 次。 
以实验开始时 0 h 取样作为对照, 鳃和消化腺组织样

品的对照组编号分别为 GC 和 HC。参照刘慧等[23]探究温

度对长牡蛎类 HBGAs 表达的影响时选取的取样时间, 分
别在高温及低温组处理 6、12、24、48 h 时取样, 一共 18
组编号, 54 个样品, 具体分组方式见表 1。 

 
表 1  转录组实验分组 

Table 1  Group of the transcriptome experiments 

编号 取样组织 处理方式 处理时间/h

GHA 

鳃组织 

高温处理 

6 

GHB 12 

GHC 24 

GHD 48 

GLA 

低温处理 

6 

GLB 12 

GLC 24 

GLD 48 

HHA 

消化腺组织 

高温处理 

6 

HHB 12 

HHC 24 

HHD 48 

HLA 

低温处理 

6 

HLB 12 

HLC 24 

HLD 48 

GC 鳃组织 
对照 

0 

HC 消化腺组织 0 
 

每组在取样时随机选取 2 只牡蛎, 用无菌镊子和手术

刀解剖将鳃及消化腺组织取出。取 1~2 g 组织置于无菌无

酶冻存管并迅速置于液氮中, 随后转移到-80 ℃冰箱保存。

将两只个体的同种组织取出后混匀合并为 1 个样品, 每个

组均设置 3 个生物学重复, 即每组共选取 6 只牡蛎。 
1.3.2  转录组文库的构建与测序  

采用 TRIzol 试剂依照说明书提取样品总 RNA 后构建

转录组, 文库质检合格后, 使用 Illumina 测序仪进行测序。

采用 fastp 软件预处理原始数据后获取质量较高的待分析

数据, 用于后续数据分析[24]。 
1.3.3  转录组分析 

本研究共设计消化腺组织和鳃组织的 2 个实验组在 4
个取样时间和对照组相比的 HLA vs HC、GLA vs GC 等 16
个比较分组, 使用 HISAT2 软件将高质量序列数据(clean 
reads)与参考基因组(GCF_902806645.1_cgigas_ uk_roslin_v1)
进行比对[25], 并进行基因表达量计算[26]。利用 DESeq2 软件

进行差异表达基因分析, 其中符合 q值<0.05且表达差异倍
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数(foldchange, FC)>2 或 FC<0.5 阈值的基因被定义为差异

表达基因[27]。随后, 基于超几何分布算法对差异表达基因

进行基因本体论(gene ontology, GO)和京都基因与基因

组百科全书(kyoto encyclopedia of genes and genomes, 
KEGG)富集分析, 用于筛选显著性富集功能条目。委托

上海欧易生物技术有限公司进行文库构建、转录组测序

和分析。 
1.3.4  转录组数据 qRT-PCR 验证 

为了确保转录组实验的准确性及可重复性, 分别在

鳃组织和消化腺组织的高温及低温处理组中各随机挑选两

个差异表达基因 , 包括 DDX39B、ATP-dependent RNA 
helicase DEAH12 等共 8 个基因, 进行 qRT-PCR 验证, 与对

照 GC 组和 HC 组分别对比。将 qRT-PCR 与转录组测序数

据中基因的相对表达量做比较分析。使用与转录组测序同

批次的 RNA, 参照反转录试剂盒说明书进行反转录, 获得

相应的 cDNA 作为模板, 以太平洋牡蛎 β-actin (Genbank编

号: AF026063)为参考基因, 合成引物 F-actin 和 R-actin[28]。

按照 TB Green®Premix Ex Taq TM II 试剂盒进行 qRT-PCR, 
反应体系如下: 上下游引物(10 μmol/L)各 0.8 μL, TB Green 
Premix Ex Taq II 10 μL, cDNA 模板 2 μL, DNase Free 
Water 6.4 μL。反应程序为: 预变性 95 ℃ 30 s, 变性 95 ℃ 5 s, 
退火 60 ℃ 30 s, 循环 40 次, 融解 95 ℃ 5 s、60 ℃ 60 s, 降

温 50 ℃ 30 s。每个样本进行 3 次技术重复。相对表达量的

数据结果使用 2−ΔΔCt 方法计算[29], 引物序列见表 2。 
1.3.5  重点基因筛选及编码区序列克隆 

对差异表达基因进行 KEGG 富集分析, 重点筛选鞘

糖脂生物合成 - 乳糖和新乳糖系列通路 (KEGG 编号

crg00601)上的基因, 对各个实验组与对照组相比, 选择在

此通路上呈现差异性表达并规律性响应温度处理的基因作

为目的基因。 
根据美国国家生物技术信息中心(National Center for 

Biotechnology Information, NCBI)数据库中太平洋牡蛎基

因组(ID 29159)中目的基因的序列信息, 做进一步的克隆验

证, 选取其中的编码区(coding sequence, CDS), 利用 Primer 
5.0 软件设计核心片段扩增引物 B3GALT1-F/B3GALT1-R。所

用引物序列见表 2。 
取活太平洋牡蛎的鳃组织约 50 mg, 放入研钵加液氮

充分研磨后提取总 RNA。使用以 Evo M-MLV Plus cDNA
合成试剂盒合成的第一链 cDNA 为模板, PCR 扩增相关

片段。反应条件: 预变性 95 ℃ 5 min; 变性 95 ℃ 30 s, 退
火 50 ℃ 30 s, 延伸 72 ℃ 1 min, 35 个循环; 最终延伸

72 ℃ 5 min。PCR 产物经 0.8%琼脂糖凝胶电泳后, 使用凝

胶成像仪观察, 选择合适条带切胶并送上海生工生物工程

股份有限公司测序。 
 

表 2  实验中所用引物序列 
Table 2  Primers sequence used in this experiment 

基因 ID 引物名称 序列(5'-3') 

LOC105319208 
q-F1 CTGGTCGTCTGCTGGCTCTTG 

q-R1 CGCAAGGTGATCGTATGAATATGGC 

LOC105325358 
q-F2 GTATGTGTTCTTCTTGGCGAGACAG 
q-R2 GCTGCGACTTTCCTTGGTTGTG 

LOC105321656 
q-F3 GTCAATCTAAGTGGTGGGCAGAAAC 
q-R3 ACGAGAGTCAACAGCAGATAGTGG 

LOC105325575 
q-F4 CCATAGACAGAGAACAGCCAGTGAG 
q-R4 GCGAAACCTCTCCAAAGCAACAG 

LOC105318009 
q-F5 TCGGTAACAGTGGACGGTGAC 
q-R5 GCAGGTGCGTATCCGAAGAATAG 

LOC105318166 
q-F6 GGTTCCATTGTACGACTTCCAGAC 
q-R6 ACCTATGCTATGTGCCTCATCCAG 

LOC117689189 
q-F7 GGACAACAACAACCACCGTGAC 
q-R7 GAAGCACCACCTTGAACCTGATG 

LOC105326276 
q-F8 TCAATCACAGAGACTTGGAGCAGAC 

q-R8 GCAGGCGTAGTGGAGGATAGAAC 

LOC117683256 B3GALT1-F GTTAGTATTCTTGCTCAACTCTGGACTG 

LOC117683256 B3GALT1-R GAAGAATTGACCCATCACCTACCT 

LOC117683256 B3GALT1-q-F TTACCCTCTCGCCACTCAGTTCC 
LOC117683256 B3GALT1-q-R CCAGTACCGCACTGTGTTCAC 

AF026063 
F-actin CTGTGCTACGTTGCCCTGGACTT 

R-actin TGGGCACCTGAATCGCTCGTT 
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1.3.6  生物信息学分析 
使用 Snapgene 软件预测目的基因的开放阅读框、氨

基酸序列 , 并计算出分子量和等电点。用 TMHMM 
(https://services.healthtech.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/) 在

线 分 析 蛋 白 质 跨 膜 结 构 域 , 用 SOPMA (http://npsa- 
pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html)
在线分析蛋白质二级结构 , 用 SMART (http://smart. 
embl.de/smart/set_mode.cgi?NORMAL=1) 和 phyre (http:// 
www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/help.cgi?id= help/faq)在线

分析蛋白质三级结构。 
1.3.7  质粒构建与原核表达 

使 用 在 线 密 码 子 优 化 工 具 (https://www.genscript. 
com.cn/gensmart-free-gene-codon-optimization.html), 对 克

隆得到的基因序列依据大肠杆菌密码子偏好性进行稀有密

码子优化。优化后的基因序列在氨基酸序列 5’添加 6×His
标签序列及 TEV酶切割位点, 基因合成后通过同源重组克

隆至载体 pMAL-c5x 上, 基因合成及重组质粒构建委托金

斯瑞生物科技有限公司完成。 
将重组质粒转化到大肠杆菌 BL21 (DE3)感受态细胞, 

氨苄青霉素筛选后挑取单菌落接种于含 50 μg/mL 氨苄青

霉素的液体 LB 培养基, 经 36 ℃摇床过夜培养后按 1:50 体

积比转移至含有氨苄青霉素的 LB 培养基中扩大培养。至

菌液 OD 600 为 0.6 时, 加入 IPTG 至终浓度为 0.2 mmol/L, 
再次放入摇床诱导 8 h。取 2 mL 诱导后的菌液离心并收集

菌体。用 80 μL ddH2O 重悬菌体后加入 20 μL 的 5×蛋白上

样缓冲液混匀, 水浴煮沸 10 min, 12000 r/min 离心 2 min, 
取上清, 即为总蛋白溶液。取 10 μL 加入丙烯酰胺浓度为

12%的十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶中, 经 120 V 恒压

电泳分离, 取胶块经考马斯亮蓝染液染色 1 h, 后使用脱色

液充分脱色, 查看蛋白表达情况, 经鉴定选取阳性样品溶

液, 置于–20 ℃保存。 
1.3.8  表达蛋白的免疫印迹分析 

取阳性重组菌进行凝胶电泳(步骤同 1.3.7), 电泳完

成后经转膜仪 25 V 恒压 30 min 后转移蛋白至硝酸纤维

素薄膜, 而后转移至含有 1% BSA 的含吐温-20 三羟甲基

氨基甲烷缓冲液 (Tris buffered saline with Tween-20, 
TBST)中封闭, 于 4 ℃冰箱孵育过夜。用 TBST 缓冲液洗

涤薄膜 3 次, 加入目的基因对应的抗体(使用 TBST 缓冲

液稀释 1000 倍), 同时在另一组加入兔抗麦芽糖结合蛋

白(maltose binding protein, MBP)标签多克隆抗体(使用

TBST 缓冲液稀释 2000 倍)室温孵育 2 h, 用 TBST 缓冲

液洗涤薄膜 3 次, 加入对应的二抗(使用含 1% BSA 的

TBST 缓冲液稀释 3000 倍)室温孵育 1 h, 用 TBST 缓冲

液洗涤薄膜 3 次。按照 HRP-DAB 底物显色试剂盒说明

书配制显色液进行显色并观察。 
1.3.9  蛋白纯化 

选取成功诱导表达后的菌液 600 mL离心收集菌体, 使

用裂解液[20 mmol/L Tris-HCl, 200 mmol/L NaCl, 1 mmol/L 
乙二胺四乙酸(ethylene diamine tetraacetic acid, EDTA), pH 
7.4]重悬菌体并于冰上超声破碎菌体 , 8000 r/min 离心

10 min 后 , 分别收集上清与沉淀。将表达于上清的可

溶性蛋白经 0.45 μm 的滤膜过滤, 载入预先用裂解液平衡好

的 MBP 标签亲和层析柱, 孵育 10 min 后使流穿液缓慢排出

树脂, 取第一次流穿液再次加入纯化柱中流出, 增加蛋白与

填料的结合率。依次向纯化柱中加入 5 倍柱体积的低盐缓冲

液(10 mmol/L Tris-HCl, 50 mmol/L NaCl, 1 mmol/L EDTA, 
pH 7.2) 与 10 倍 柱 体 积 的 高 盐 缓 冲 液 (10 mmol/L 
Tris-HCl, 500 mmol/L NaCl, 1 mmol/L EDTA, pH 7.2)洗脱杂

蛋白。用 10 倍填料体积的麦芽糖洗脱缓冲液(20 mmol/L 
Tris-HCl, 1 mmol/L EDTA, 10 mmol/L 麦芽糖, pH 7.4)洗
脱后获得纯化后的重组蛋白, 用凝胶电泳检测纯化效果。 
1.3.10  目的基因季节性表达与组织表达分析 

(1)季节表达规律分析 
在 2023 年每个季节(3 月、6 月、9 月、12 月的上旬), 

采集太平洋牡蛎样品, 取 3 只牡蛎的鳃组织, 在液氮中充

分研磨, 并用试剂盒提取 RNA, 按照 1.3.4 的方法进行反

转录与 qRT-PCR 检测, 以分析不同季节牡蛎鳃组织目的基

因的表达规律, 所用引物序列见表 2。 
(2)组织表达规律分析 
取 3 只牡蛎的外套膜、鳃、闭壳肌、唇瓣和消化腺组

织, 在液氮中充分研磨并用试剂盒提取 RNA, 采取同 1.3.4
的方法进行反转录与 qRT-PCR 检测以分析 5 种组织中目的

基因的相对表达水平。所用引物序列见表 2。 

1.4  数据处理 

所有的实验重复 3 次或以上, 结果以平均值±标准

偏差表示, 使用 GraphPad Prism 8.0 进行显著性分析和

绘图。 

2  结果与分析 

2.1  转录组测序 

共完成 54 个样本的有参转录组测序, 获得 368.79 G
的待分析数据, 各样本的有效数据量分布在 6.06~7.08 G, 
Q30 碱基分布在 92.09%~93.88%, 平均 GC 含量为 42.29%。

能 定 位 到 参 考 基 因 组 上 的 Clean reads 占 比 在

68.34%~75.57%。基于比对结果, 进行蛋白编码基因表达量

分析。根据蛋白编码基因在不同样本中的表达量, 进行差

异表达基因筛选。 

2.2  qRT-PCR 验证 

从图 1 可知, 随机选定的 8 个基因在 qRT-PCR 分析中

的表达情况与转录组测序分析结果呈现出一致的上调或下

调的表达趋势, 表明本次转录组数据和分析结果具有很高

的准确性和可靠性。 
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注: A. LOC105319208; B. L0C105325358; C. L0C105321656; D. L0C105325575; E. L0C117689189; F. LOC105326276;  
G. LOC105318009; H. L0C105318166。 

图 1  高低温处理下牡蛎转录组数据 qRT-PCR 验证 
Fig.1  Validation of qRT-PCR of Crassostrea gigas transcriptome data under high and cold treatment 

 

2.3  目的基因筛选 

经过对转录组数据比较分析, 初步筛选得到大量富

集在 KEGG 中鞘糖脂生物合成-乳糖和新乳糖系列通路上

的差异表达基因 ,  见表 3, 其中类 β1,3-半乳糖转移酶 

 
表 3  目的通路上显著性差异表达基因统计 

Table 3  Statistics of significant and differentially expressed 
genes on the target pathways 

基因 ID 
差异倍数对 
数值 log2FC 

上调或 
下调 

差异分组 

LOC105327316 

2.86 上调 GHA vs GC 

2.68 上调 GHB vs GC 

2.50 上调 GHC vs GC 

LOC105327909 –1.72 下调 GHC vs GC 

LOC117691395 2.63 上调 GHD vs GC 

LOC105335091 –1.63 下调 GLA vs GC 

LOC117683256 

1.04 上调 GLB vs GC 

1.11 上调 GLC vs GC 

1.23 上调 GLD vs GC 

LOC105324924 –1.50 下调 HHB vs HC 

LOC105325959 –1.15 下调 HHB vs HC 

LOC105326727 
–23.22 下调 HHB vs HC 

–23.26 下调 HHD vs HC 

LOC105336015 1.14 上调 HHB vs HC 

LOC105342967 –7.45 下调 HHB vs HC 

(B3GALT1)基因(GenBank: LOC117683256)的基因在鳃组

织低温组的 12、24、48 h 3 个取样点均出现显著上调, 满
足 q 值<0.05 且差异倍数大于 2, 仅在 6 h 取样点时的差异

倍数为 1.83, 但满足 q 值<0.05, 故将其列为目的基因, 命
名为类 B3GALT1。 

2.4  目的基因 CDS 克隆 

克隆得到类 B3GALT1 共 1743 bp 长度的基因片段, 见
图 2, 其中含 1089 bp的完整 CDS区, 包含一个起始密码子

(ATG)和一个终止密码子(TAA), 编码 362 个氨基酸序列的

开放阅读框。测序结果表明, 该扩增片段序列与 GenBank 
ID 为 LOC117683256 基因序列 CDS 区一致。 

 
 

 
 

注: M. 标准蛋白分子量; 1. 类 B3GALT1 基因扩增产物。 
图 2  牡蛎类 B3GALT1 基因 CDS 区 PCR 产物 

Fig.2  PCR product of B3GALT1-like gene CDS region of 
Crassostrea gigas 
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2.5  生物信息学分析 

ExPASy-Compute pI-Mwtool 在线预测结果表明, 类
B3GALT1 蛋白相对分子质量为 42.8 kDa, 理论等电点为

8.89。用 TMHMM 推算其跨膜结构域, 结果如图 3, 表明

类 B3GALT1 具有一个跨膜结构域, 由位于 20~42 的 23 个

氨基酸组成。 
 

 
 

图 3  牡蛎类 B3GALT1 蛋白跨膜结构域预测 
Fig.3  Transmembrane structure prediction of B3GALT1-like 

protein of Crassostrea gigas 
 

利用 SOPMA蛋白二级结构预测分析软件在线分析类

B3GALT1 二级结构, 结果如图 4, 表明类 B3GALT1 含有

131 个 α螺旋, 14 个 β折叠, 145 个无规则卷曲。 

 

 
 

注: h. α-螺旋; t. β-折叠; c. 无规则卷曲; e. 延伸链。 
图 4  牡蛎类 B3GALT1 二级结构预测 

Fig.4  Secondary structure prediction of B3GALT1-like of 
Crassostrea gigas 

 
通过 phyre 网站在线预测蛋白质三级结构, B3GALT1

蛋白的三级结构模型来源依据为 c7jhkC, 包括 253 个氨基

酸残基, 该模型置信度达 100% (图 5A)。具有 β1,3-半乳糖

基转移酶活性的人 B3 (Ⅰ型前体合成酶)的蛋白三级结构模

型同为 c7jhkC, 包括 264 个氨基酸残基, 置信度达 100%。

结果表明, 二者具有相同的三级结构(图 5B)。 

2.6  原核表达 

将成功构建的重组质粒命名为 P-B3, 转化大肠杆菌

(BL21)并诱导后, 使用凝胶电泳分析, 结果如图 6所示, 在
25 ℃, 0.2 mmol/L IPTG 终浓度诱导表达 8 h 的诱导条件下, 
含 P-B3 质粒的重组大肠杆菌总蛋白在 84.9 kDa 大小处出

现了明显的目的条带, 大小与预测结果相符合, 空白对照

组未出现相似条带, 表明类 B3GALT1 蛋白在大肠杆菌表

达系统中成功表达。 
 

 
 

注: A. 类 B3GALT1 三级结构预测; B. 人 B3GALT1 
三级结构预测。 

图 5  牡蛎类 B3GALT1 蛋白三级结构预测 
Fig.5  Tertiary structure prediction of B3GALT1-like protein of 

Crassostrea gigas 
 

 
 

注: M. 标准蛋白分子量; 1. 大肠杆菌 BL21 (DE3)总蛋白;  
2. pMAL-c5x 空载菌体蛋白; 3. 未经诱导的 P-B3 转化大肠杆菌总蛋

白; 4. 诱导后的 P-B3 转化大肠杆菌总蛋白; 箭头标记目的条带。 
图 6  牡蛎类 B3GALT1 蛋白的原核表达 

Fig.6  Prokaryotic expression of the B3GALT1-like protein of 
Crassostrea gigas 

 

2.7  免疫印迹分析 

使用兔抗 MBP 标签抗体(图 7A)和兔抗人 B3GALT1
蛋白抗体(图 7B)的免疫印迹分析结果显示, 在泳道 2 中(目
的蛋白组)在约 84.9 kDa 处有明显的显色条带, 且空白对

照无显色。这一结果证实重组质粒 P-B3 成功表达蛋白并

被转移至硝酸纤维素薄膜上, 不仅能与通用型的 MBP 标

签抗体结合, 且能被抗人 B3GALT1 抗体特异性识别, 表
明表达蛋白具有与人 β1,3-半乳糖基转移酶蛋白高度相似

的免疫原性。 
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注: A. 以兔抗 MBP 标签抗体为一抗分析类 B3GALT1 表达蛋白;  
B. 以兔抗人 B3GALT1 抗体为一抗分析类 B3GALT1 表达蛋白

M. 蛋白分子量标准; 1. pMAL-c5x 空载菌体蛋白对照;  
2. 类 B3GALT1 蛋白; 箭头标记目的条带。 
图 7  牡蛎类 B3GALT1 蛋白的免疫印迹分析 

Fig.7  Western blot analysis of B3GALT1-like protein of 
Crassostrea gigas 

 

2.8  蛋白纯化 

重组大肠杆菌菌体样本及超声破碎后上清液样本经

纯化后, 通过凝胶电泳分析, 都出现了与目的蛋白分子量

大小相似的条带, 约为 84.9 kDa, 结果如图 8 所示。在低盐

洗脱液组分中, 杂蛋白已经较少, 说明与填料结合的杂蛋

白不多, 而高盐洗脱液中已几乎无杂蛋白。在麦芽糖洗脱

液组分中, 存在与目的蛋白大小相似的条带, 说明目的蛋

白被成功洗脱。 
 

 

 
 

注: M. 标准蛋白质分子量; 1. 大肠杆菌 BL21(DE3)蛋白;  
2. pMAL-c5x 空载菌体蛋白; 3. 未经诱导的含 P-B3 质粒大肠杆菌

总蛋白; 4. 诱导后的含 P-B3 质粒大肠杆菌总蛋白; 5. 超声破碎后

的菌体蛋白上清; 6. MBP 亲和层析柱初始流出液; 7. 低浓度盐溶

液洗杂液; 8. 高浓度盐溶液洗脱液; 9. 麦芽糖洗脱液。 
图 8  牡蛎类 B3GALT1 蛋白纯化凝胶电泳分析 

Fig.8  Gel electrophoresis analysis of B3GALT1-like protein 
purification of Crassostrea gigas  

 
2.9  基因组织表达与季节性表达规律 

类 B3GALT1 基因的季节性表达检测结果如图 9A 所

示, 表明该基因在 9 月份的表达量最低, 与 6 月和 9 月这

种高温季节相比, 类 B3GALT1 在 3 月和 12 月这种低温季

节相对表达量较高, 上述结果呈现出转录组数据基本一致

的趋势。 

 
 

注: A. 类 B3GALT1 基因在太平洋牡蛎鳃组织中 4 个季度的相对

表达量(P<0.01); B. 类 B3GALT1 基因在太平洋牡蛎 5 种组织中的

相对表达量(P<0.01)。不同字母代表组间极显著性差异

(P<0.01)。 
图 9  牡蛎类 B3GALT1 基因的季节及组织表达分析 

Fig.9  Quarterly and tissue expression analysis of B3GALT1-like 
gene of Crassostrea gigas 

 

通过 qRT-PCR 分析了牡蛎 5 种组织中的类 B3GALT1
基因的表达量, 结果如图 9B所示, 该基因在各组织中的表

达量差异较大, 在消化腺中的表达量最低, 以消化腺中的

表达量为基准, 在外套膜、鳃、闭壳肌和唇瓣中的表达量

分别为 5.4、84.6、2.4 和 55.7 倍, 在鳃组织的表达量最高。 

3  讨论与结论 

诺如病毒导致的急性胃肠炎具有明显的冬春季爆发

的季节性特征, 被一度称为“冬季呕吐病”[30], 引起冬春季

诺如病毒爆发的原因可能有很多, 低温利于病毒的存活和

传播是其中的外部因素之一[31]。相关研究显示在双壳贝类

受到高温或低温影响时, 多种基因的表达都会出现上调或

下调的变化[32–34], 类似的变化是否会影响牡蛎富集诺如病

毒的某个环节, 值得研究人员深入探索。 
鞘糖脂生物合成-乳糖和新乳糖系列通路是诺如病毒

特异性结合受体合成相关的重点通路, MA 等[35]在对诺如

病毒污染与太平洋牡蛎鞘糖脂生物合成途径的转录组学研

究中也曾对此通路展开分析, 本研究将研究重点也放在该

通路上。本研究的转录组测序结果显示, 该通路上有 12 个

糖基转移酶相关基因出现了不同程度的差异表达, 且上、

下调情况也有很大差异。有研究发现太平洋牡蛎不同组织

中的类 HBGAs 存在多态性和差异性[23,36], 从本研究转录

组测序结果推测, 该现象可能与不同组织在温度变化时发

生显著差异表达的基因不同有关, 从而引发类 HBGAs 的

表达量和类别的不同。 
β1,3-半乳糖转移酶 1 (B3GALT1)在鞘糖脂生物合成

途径中占据上游的关键位置, 可将 UDP-半乳糖转化为半

乳糖, 而后与 N-乙酰氨基葡萄糖(GlcNAc)以 1,3 糖苷键连
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接, 催化 I 型前体的合成, 参与糖脂和糖蛋白的碳水化合物

部分的生物合成。本研究通过对其跨膜结构域的预测, 得出

该基因包含跨膜结构域, 这与之前人类 β1,3-半乳糖转移酶

基因编码一种 Ⅱ 型跨膜蛋白质结构域的研究相符合[37]。类

B3GALT1 基因(Genebank ID 为 LOC117683256), 在牡蛎鳃

组织中的表达呈现上调趋势, 这一发现与牡蛎组织血型抗

原的量、牡蛎与诺如病毒的富集效率以及牡蛎中诺如病毒

的检出率均存在明显的季节性高峰的现象相符合。推测类

B3GALT1 基因的上调会引起下游相关血型组织抗原表达

量的增加, 这也能从分子水平上解释了其他研究人员发现

的低温诱使牡蛎内脏团中类 A 型 HBGAs 的表达量显著增

加的现象[23]。组织血型抗原的表达量的增加会使得牡蛎对

诺如病毒的富集量增加, 这可能是诺如病毒爆发呈现一定

季节性的重要内在原因之一。 
在前期的研究中本研究团队已克隆了多个太平洋牡蛎

类 HBGAs 合成相关的糖基转移酶基因如类 FUT2 基因[28]、

Lewis 抗原合成酶类 FUT10 基因[38]、类 FUT1 基因[39]、

CgFUT5 基因[40], 且进行了相关的功能验证, 逐步证明了牡

蛎体内可能存在与人血型抗原相似合成路径。本研究对类

B3GALT1 基因进行克隆及相关生信分析, 发现该基因的表

达蛋白与人 B3GALT1 蛋白具有非常相似的三级结构, 免疫

印迹结果显示抗人 β1,3-半乳糖基转移酶 1 的抗体与该重组

蛋白确实能实现特异性结合, 不仅说明牡蛎中类 B3GALT1
与人 β1,3-半乳糖基转移酶 1 之间存在相似的免疫原性, 也
从一个角度证实了两者之间的高级结构具有相似性。 

有研究表明, 融合 MBP 标签可增加蛋白的可溶性, 
pMAL-c5x 载体含有 MBP 融合标签、tac 启动子, 都可在

一定程度上促进蛋白的可溶性表达[41], 因此本研究选择了

带有 MBP 标签的 pMAL-c5x 载体。在类 B3GALT1 原核表

达的实验中, 起初其表达量并不高, 考虑到跨膜结构域对

糖基转移酶蛋白在原核表达系统中的可溶性及表达量有直

接影响 [42–43], 且本团队在前期研究中发现缺失跨膜域的

cgFUT5 在大肠杆菌中实现了更高的表达量[40], 在本研究

中也缺失了跨膜域并获得了预期的实验结果。 
在季度表达分析中, 类 B3GALT1 基因在 3 月和 12 月

这两个低温时间的相对表达量较高, 而在 6 月和 9 月这两个

高温时间的相对表达量较低。这一发现与转录组数据所呈现

的趋势基本一致, 进一步支持类 B3GALT1 基因表达受温度

影响的假设。结合秋冬季节诺如病毒在牡蛎中的检出率呈现

高峰的现象[18,44], 以及 HBGAs 在低温季节表达量增高的趋

势[23], 可推测类 B3GALT1 基因的表达与诺如病毒的富集之

间很可能存在某种联系。由于类 B3GALT1 是催化 HBGAs
合成的关键酶之一, 其在低温季节的高表达很可能导致牡

蛎类 HBGAs 表达量的增加, 进而促进了牡蛎对诺如病毒的

富集, 加快了诺如病毒的食源性传播。 
本研究结果显示, 类 B3GALT1 基因在所检测的 5 种

组织中均有表达, 且表达量在不同组织间存在显著差异。

有研究发现牡蛎消化腺和鳃组织中的类 HBGAs 同样呈现

一定的多态性和差异性[36], 且不同基因型的诺如病毒在牡

蛎不同组织中的富集率也不同[7], 这可能与本研究发现的

类 B3GALT1 在不同组织的基因表达量的差异有关。 
本研究以温度作为牡蛎中诺如病毒特异性结合受体

合成通路上关键基因的关键影响因素 , 为研究牡蛎类

HBGAs 合成酶功能及探索合成路径提供了基础, 也为解

析牡蛎结合诺如病毒分子机制与控制诺如病毒的食源性传

播提供了新的研究思路和理论依据。 
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