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本发明公开了一种新型贝类促进血淋巴细

胞吞噬作用的调理素 DCP。调理素 DCP 其氨基

酸序列如 SEQ ID NO.2 所示。本发明首次从太

平洋牡蛎中分离一种包含 DM9 结构域的蛋白

（DM9domain-containing protein，DCP），通过功

能分析和鉴定，发现牡蛎的 DCP 可以同弧菌表面

分子结合，极大的促进血淋巴细胞的对弧菌吞噬

作用，是一种新型的贝类调理素。本发明中的DCP

具有强烈促进血淋巴细胞的吞噬作用，为贝类的

抗病防治提供了重要的理论与实践依据。
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1.一种贝类促进血淋巴细胞吞噬作用的调理素DCP，其特征在于，其氨基酸序列如SEQ 

ID NO.2所示。

2.一种编码权利要求1所述的贝类促进血淋巴细胞吞噬作用的调理素DCP的基因，其特

征在于，其核苷酸序列如SEQ ID NO.1所示。

3.一种含有权利要求2所述基因的原核表达载体。

4.根据权利要求3所述的原核表达载体，其特征在于，所述的原核表达载体为在原核表

达载体pET-28a中插入了权利要求2所述基因的表达载体。

5.一种含有权利要求3所述原核表达载体的细菌。

6.根据权利要求5所述的细菌，其特征在于，所述的细菌为大肠杆菌BL21(DE3)。

7.权利要求1所述的贝类促进血淋巴细胞吞噬作用的调理素DCP在制备促进血淋巴细

胞对弧菌吞噬作用药物中的应用。
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一种新型贝类促进血淋巴细胞吞噬作用的调理素DCP

技术领域：

[0001] 本发明属于应用海洋生物技术领域，具体涉及一种新型贝类促进血淋巴细胞吞噬

作用的调理素DCP。

背景技术：

[0002] 贝类是我国最重要经济类群之一，在沿海经济社会发展中举足轻重。太平洋牡蛎

（Crassostrea gigas）属于软体动物门、双壳纲、珍珠贝目、牡蛎科动物，为全球性分布的经

济贝类。然而，随着近年来大规模的养殖，其免疫能力低下，导致的疾病爆发，已经严重的制

约了产业的发展。

[0003] 血淋巴细胞是贝类的核心免疫器官，其吞噬能力的强弱直接决定了其抗病能力的

高低。在牡蛎体内，有一类蛋白可以促进血淋巴细胞的吞噬作用，被称为调理素（opsonin）。

发明内容：

[0004] 本发明的目的是提供一种新型贝类促进血淋巴细胞吞噬作用的调理素DCP。

[0005] 本发明的新型贝类促进血淋巴细胞吞噬作用的调理素DCP，其特征在于，其氨基酸

序列如SEQ ID NO.2所示。

[0006] 本发明还提供了一种编码上述新型贝类促进血淋巴细胞吞噬作用的调理素DCP的

基因，其特征在于，其核苷酸序列如SEQ ID NO.1所示。

[0007] 一种含有新型贝类促进血淋巴细胞吞噬作用的调理素DCP的基因的原核表达载

体。

[0008] 所述的原核表达载体可以为表达载体pET-28a。

[0009] 一种含有含有新型贝类促进血淋巴细胞吞噬作用的调理素DCP的基因的原核表达

载体的细菌。

[0010] 所述的细菌可以为大肠杆菌BL21(DE3)。

[0011] 本发明还提供了新型贝类促进血淋巴细胞吞噬作用的调理素DCP在制备促进血淋

巴细胞对弧菌吞噬作用药物中的应用。

[0012] 本发明首次从太平洋牡蛎中分离一种包含DM9结构域的蛋白（DM9domain-

containing protein，DCP），通过功能分析和鉴定，发现牡蛎的DCP可以同弧菌表面分子结

合，极大的促进血淋巴细胞的对弧菌吞噬作用，是一种新型的贝类调理素。本发明中的DCP

具有强烈促进血淋巴细胞的吞噬作用，为贝类的抗病防治提供了重要的理论与实践依据。

附图说明：

[0013] 图1.表达和纯化贝类调理素DCP重组蛋白；

[0014] （M）蛋白Marker；（1）诱导前和（2）诱导后贝类调理素DCP-His重组蛋白；（3-7）纯化

后的贝类调理素DCP-His重组蛋白，不同的洗脱条件。

[0015] 图2.免疫荧光显示贝类调理素DCP-His重组蛋白可以结合至副溶血弧菌Vibrio 
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parahaemolyticus表面；（A）光镜下和（B）荧光显微镜下贝类调理素DCP-His同弧菌的结合；

[0016] （C）光镜下和（D）荧光显微镜下BSA（阴性对照）同弧菌的结合。

[0017] 图3.流式细胞术分析贝类调理素DCP-His重组蛋白对V.parahaemolyticus的调理

作用。

[0018] （A）不同蛋白孵育后，血淋巴细胞的荧光累计图，红色为对照BSA，绿色为贝类调理

素DCP-His；（B）柱状图统计荧光强度，**表示极显著差异，荧光值越高，代表吞噬能力越强，

即贝类调理素DCP-His的调理作用越大。

具体实施方式

[0019] 以下实施例是对本发明的进一步说明，而不是对本发明的限制。

[0020] 实施例1：

[0021] 1、RNA提取

[0022] 总RNA的提取使用Trizol(Invitorgen)提取，具体步骤如下：（1）取50mg太平洋牡

蛎于液氮预冷的研钵中，将组织磨成粉末之后，转移到装有1ml Trizol的离心管中，吹打、

混匀；（2）加入200μL氯仿，剧烈震荡40s，室温放置5min；（3）4℃，12,000×g离心10min，吸取

上清转移至新管；（4）加入0.5ml的异丙醇，混匀，-80℃沉淀过夜；（5）4℃，12,000×g离心

10min，弃上清；（6）75%乙醇wash两次沉淀；（7）弃上清，加入100μL DEPC水溶解RNA。

[0023] 2.RACE（Rapid Amplification of cDNA Ends）和cDNA全长的获得

[0024] （1）利用提取的RNA和GeneRacerTM kit(Invitrogen)，构建太平洋牡蛎RACE cDNA

文库；（2）从牡蛎转录组获得DCP的EST序列；（3）根据EST序列，设计用于RACE扩增的引物

（DCP-5’race1:5'-GAACCCGTCCTATGTAGATGCCGCTG-3'

[0025] DCP-5'race2:5'-GTCATTTCGCCCGAGACTACAGCCC-3'

[0026] DCP-3’race1:5'-GGTTCTTAGACTGGCAACAGGCATCC-3'

[0027] DCP-3’race2:5'-ACAGCCAGCGGCATCTACATAGGACG-3'），并进行3’race和5’race反

应；（4）再克隆至pGEM-T Easy载体（promega)，进行测序；（5）拼接RACE和EST序列，获取全长

cDNA序列，该全长cDNA序列含有一个开放阅读框，该开放阅读框的核苷酸序列如SEQ ID 

NO.1所示，含有432个碱基，其编码的蛋白的氨基酸序列如SEQ ID NO.2所示，含有112个氨

基酸，命名为贝类调理素DCP的基因。

[0028] 3.原核表达载体构建

[0029] （1）设计一对涵盖贝类调理素DCP ORF的引物（DCP-F1:5 '-CG GAATTCATGGCAG 

AGTGGGTATCA-3’;DCP-R1:5'-GCCTCGAGCTAAATGACTTTATACAGAGC-3'），引物的两端分别加入

EcoR-I和Xho-I位点和保护碱基；（2）使用这对引物进行PCR扩增（总PCR反应体系为50μl，其

中包括H2O38.5μL,10×buffer（含Mg2＋）5μL，dNTP（10mM/L）1μL，上下游引物（10μM）各2μL，模

板cDNA1μL，ExTaq酶0.5μL；反应条件为：94℃2min，（94℃30sec，55℃30sec，72℃60sec）35

个循环，72℃10min）；（3）PCR产物和pET-28a载体分别使用EcoR-I和Xho-I进行双酶切，并回

收纯化酶切产物；（4）连接酶切后的PCR片段和pET-28a载体；（5）将连接产物转化至大肠杆

菌DH5α中，挑取阳性克隆，测序验证载体正确无误，测序结果表明如SEQ ID NO.1所示的序

列（贝类调理素DCP的基因）插入了pET-28a载体中，进行后续试验，由此得到含有贝类调理

素DCP的基因的pET-28a载体。

说　明　书 2/3 页

4

CN 103819550 B

4



[0030] 4.重组蛋白的原核表达和纯化

[0031] （1）提取步骤3的大肠杆菌DH5α中的含有贝类调理素DCP的基因的pET-28a载体，转

化至大肠杆菌BL21(DE3)；（2）挑选单克隆并培养至OD=0.6,加入IPTG至终浓度为0.1mM,22

℃，180rmp的条件下诱导表达；（3）4h后收集菌液，4℃，12 ,000×g离心10min；（4）加入

Lysozyme至终浓度2mg/ml，然后超声破碎；（5）使用TALON Superflow纯化重组蛋白，在12%

SDS-PAGE胶分析纯化产物，其蛋白电泳图如图1所示，图1中（M）蛋白Marker；（1）诱导前和

（2）诱导后贝类调理素DCP-His重组蛋白；（3-7）不同的洗脱条件下纯化后的DCP-His重组蛋

白，由此得到贝类调理素DCP-His重组蛋白。

[0032] 5.免疫荧光

[0033] （1）将副溶血弧菌V.parahaemolyticus滴加在载玻片上；（2）用4%冷的多聚甲醛固

定20分钟，PBS洗三遍；（3）分别加BSA和纯化的贝类调理素DCP-His重组蛋白进行孵育

30min，PBS洗三遍，其中BSA作为control；（4）加入抗His标签抗体，孵育1小时PBS洗三遍；

（5）加入FITC标记的二抗，避光孵育半小时，PBS洗三遍；（6）封片，荧光显微镜观察。结果如

图2所示，免疫荧光显示贝类调理素DCP-His重组蛋白可以结合至副溶血弧菌Vibrio 

parahaemolyticus表面。（A）光镜下和（B）荧光显微镜下DCP-His同弧菌的结合；（C）光镜下

和（D）荧光显微镜下BSA（阴性对照）同弧菌的结合。

[0034] 6.流式细胞检测

[0035] （1）利用FITC标记副溶血弧菌V.parahaemolyticus；（2）分别加BSA和纯化的贝类

调理素DCP-His进行孵育15min，其中BSA作为control；（3）取新鲜太平洋牡蛎血淋巴细胞至

6孔板，培养10min；（4）把步骤（2）蛋白孵育的弧菌加入含有血淋巴细胞的6孔板中，继续培

养30min；（5）吹打收集培养板中的细胞；（6）用流式专用管过滤细胞，利用流式细胞仪(BD 

FACSCalibur)检测细胞荧光强度，使用的参数为FL1通道，530nm；（7）利用软件Cell Quest

对荧光强度进行测量，最后统计求显著性差异。结果如图3所示，图3表明贝类调理素DCP能

强烈促进血淋巴细胞对弧菌的吞噬作用。
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