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摘要! 通过构建仿刺参I@,-文库!获得铁蛋白全长I@,-序列# 该基因序列全长 ?>$ PQ!=oE

非翻译区长 &!! PQ!开放阅读框长 =$$ PQ!编码 &?! 个氨基酸!!oE*D+长 &!? PQ&预测蛋白分

子量为 $% f9# =oE*D+具有一个高度保守的铁离子应答元件# 仿刺参 N;OOHWH: 氨基酸序列具

备脊椎动物N;OOHWH:的亚铁氧化酶活性中心所特有的保守结构# 该序列与海参的同源性最高!

达 C"i!与其它无脊椎动物如'海星"鲍"牡蛎"海葵"线虫"小龙虾和果蝇的同源性为 ?"i _

!"i&与脊椎动物 N;OOHWH: 重链亚基同源性高于轻链亚基# 系统进化分析表明!仿刺参的

N;OOHWH:与大部分无脊椎动物聚为一支# 利用半定量 +DEB4+检测!E1##4$46 F+,-在仿刺参未

受精卵"受精卵"多细胞期"囊胚期"原肠期"小耳状幼体"中耳状幼体"大耳状幼体"樽型幼体"

五触手幼体"稚参 && 个发育阶段和幼参的体壁"体腔细胞"肠道和呼吸树中均表达#

U9G:WHWGWH\;O;G7EWHF;B4+结果显示!E1##4$46 F+,-在未受精卵至原肠期表达量低!从小耳状

幼体至稚参表达量显著增高&在幼参的不同组织中!E1##4$46 F+,-在呼吸树中的表达量显著

低于其他 ! 种组织&幼参注射.B1后!" 种组织中E1##4$46 F+,-表达量与注射前无显著差异#

关键词! 仿刺参& 铁蛋白E1##4$46基因& 序列分析& 基因表达& .B1刺激

中图分类号! U?C#& 1>&?'''''''文献标识码'-

''在生物有机体中!铁是细胞代谢所必需的微

量元素之一!氧的运输+@,-复制+氮的固定+电

子传递+光合作用和细胞增殖等代谢过程都与铁

的功能密切相关(&)

* 然而!细胞中铁含量过高会

导致蛋白+脂肪和@,-的氧化损害!从而造成细

胞损伤和死亡($)

* 因此!生物体内铁平衡对维持

细胞正常生长和代谢起着重要的作用* 铁蛋白

"N;OOHWH:#是广泛存在于动物+植物和微生物体内

的一种铁储存和生物矿化蛋白!它的表达调控在

维持机体铁平衡中发挥着重要作用(! <")

* 铁蛋白

可以储存机体中的过剩铁!避免产生铁中毒!并为

含有铁元素蛋白质的合成提供铁原子* 另一方

面!它可以防止铁氧化过程中所产生的自由基带

来的伤害(= <#)

* 此外!铁蛋白也是细胞用来抵抗

应激和炎症的一种蛋白!在机体免疫中也起着一

定的作用(# <C)

*

铁蛋白在进化中是相当保守的!动物+植物和

微生物中的 N;OOHWH: 样蛋白是从相同的祖基因

"QO6];:HW6O#进化而来(>)

* 但其在表达调控机制

上有显著的不同!在哺乳动物中!调节铁蛋白表达

的典型体系是在转录后基于靶 F+,-上铁调控

蛋白"H6O:EO;]97GW6OM QO6W;H:K!0+B#和铁反应元件

"HO6:EO;KQ6:KH\;;7;F;:W!0+3#相互作用的铁依赖

性调节体制(?)

* 当细胞内铁离子浓度较低时!

0+BA0+3结合!阻止铁蛋白的翻译'当铁离子浓度

升高时!0+BA0+3结合减少!从而铁蛋白翻译增加

来储存过量的铁* 在植物和昆虫体内!E1##4$46 基

因表达的调控主要发生在转录水平(&% <&&)

*

仿刺参"G=.5$423.=95K*=.64295#隶属于棘皮

动物门"3IJH:6T;OFGWG#!海参纲"2676WJ9O6HT;G#*
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棘皮动物属原始后口动物!无脊椎动物的最高等

类群!处于由无脊椎动物向脊椎动物开始分支进

化的阶段* 因此!棘皮动物是研究基因家族进化

的宝贵材料* 仿刺参也是我国现有海参中最主要

的经济种类!不仅营养价值高!而且药用价值广

泛!已经发展成为我国北方地区重要的海水增养

殖品种* 本文分析了仿刺参 E1##4$46 基因的全长

I@,-序列!并与多种真核生物中的 E1##4$46 基因

进行同源性比较!为研究该基因的进化和功能提

供参考* 研究E1##4$46 基因在仿刺参胚胎发生+个

体发育的不同阶段和幼参不同组织中的表达及其

对细菌脂多糖"7HQ6Q67MKGIIJGOHT;!.B1#免疫刺激

的应答!为进一步研究该基因在仿刺参体内的代

谢生理机制及免疫机制提供依据*

&'材料与方法

&'&(材料

试验用健康仿刺参种参和幼参捕获于大连广

鹿岛海域!于辽宁省海洋水产科学研究院人工育

苗池常规条件下暂养* 育苗池水容量为 = F

!

!暂

养期间保持充气!所用海水为砂滤海水!水温

&# _&C `!盐度 !$!Q2?8C*

&')(方法

仿刺参E1##4$46 基因序列分析''通过构建

仿刺参 I@,-文库(&$) 获得 E1##4$46 基因全长

I@,-序列!将其翻译成氨基酸序列!利用KH]:G7B

!8% 软件预测信号肽和可能的剪切位点"JWWQ$

"

hhh8IPK8 TW98 TfAK;O\HI;KA1H]:G7BA#+ +,-

KWO9IW9O;=8% 软件预测 F+,-二级结构* 用

,4d0的 d.-1DQ " JWWQ$

"

P7GKW8:IPH8:7F8:HJ8

]6\A#对序列进行同源检索!取不同分类地位物

种的N;OOHWH:氨基酸序列!用479KWG7Y&8C! 软件与

仿刺参N;OOHWH:氨基酸序列进行同源性比对分析!

用X3b-!8& 构建种系发生树*

仿刺参产卵$授精和幼体培养''采用温差法

刺激种参产卵!有产卵+排精迹象的种参"平均体重

!!#8% ]#分别置于不同产卵箱内!按比例将精子+

卵子混合进行人工授精* 将受精卵移入培育池进

行孵化!幼体按常规条件培养"水温 $% _$& `+盐

度 !$+ Q2?8C#* 仿刺参胚胎发生和个体发育的不

同阶段!包括未受精卵+受精卵+多细胞期+囊胚期

"旋转囊胚!未脱膜#+原肠期+小耳状幼体+中耳状

幼体+大耳状幼体+樽型幼体+五触手幼体和稚参

"体长 & FF左右#!分别用 !%% 目筛绢收集于 &8=

F.离心管内!短暂离心去除多余海水!投入液氮中

迅速冷冻!于<C% `冰箱保存备用*

.B1刺激''健康仿刺参幼参"平均体重

&%8$ ]#饲养于水族箱内!$ T 之内不投放任何饵

料!排空消化道内食物!注射浓度为 &

!

]A

!

.的

.B1"1H]FG#=%%

!

.!&# J 后第二次注射!对照组

注射 =%%

!

.过滤"%8$$

!

F滤膜#海水!第二次

注射 " J 后用饱和 X]1)

"

麻醉!过滤海水冲洗后

取体壁+体腔细胞+肠道和呼吸树!各种组织分别

取 ! 个个体的混合样!直接用于+,-提取*

总+,-提取''用*,0U<&% 柱总+,-抽

提试剂盒"1G:]6:#提取仿刺参不同发育阶段和

不同组织的总 +,-!电泳检测 +,-的完整性*

用 0FQ7;: ,G:6BJ6W6F;W;O核酸蛋白分析仪 "德

国#检测+,-的纯度和浓度*

反转录B4+!+DEB4+"''取每个样品的总

+,- >%% :] 用 BOHF;1IOHQW

DX

+D O;G];:WeHW

"DGeG+G#进行反转录!反应体积及反应条件按照

说明书进行* 反转录后的产物稀释 !% 倍后于 <

C% `冰箱保存备用*

采用 BOHF;OBO;FH;O=8% 软件设计引物!/;OE

/$ =oE4b-Db-DbD4b444DD44E!o! /;OE+$ =oE

-b44bDb-DbD44DDb-b4E!o!扩增片段长度

&!! PQ!引物由大连DGeG+G生物公司合成* 反应

条件为 >" `预变性 = FH:'>" `变性 !% K!== `

退火 "% K!?$ `延伸 "% K!!% 个循环'?$ ` 延伸 ?

FH:'" `终止反应* B4+产物经 &8%i琼脂糖凝

胶电泳!3d染色!用凝胶成像分析系统 "*5B

dH60FG]H:] 1MKW;OFK#检测*

实时荧光定量 B4+''U9G:WHWGWH\;O;G7EWHF;

B4+ 采 用 1Zd+ bO;;:

*

染 料 法 " 1Zd+

BOHF;1IOHQW

DX

+DEB4+eHW

#

!DGeG+G#!在XV!%%%Q

DX

荧光定量B4+仪"1WOGWG];:;!.G(677G!4-!*1-#上

进行* 反应终体积 $%

!

.!包括 &%

!

.$ c1Zd+

bO;;: XGKW;OFHV缓冲液!+)Y+;N;O;:I;@M;

#

%8"

!

.!&

!

.I@,-样品!引物各%8"

!

F67A.!引物序列

同上* 内参采用?;$D基因!引物序列分别为4MW/$

=oEDb-b44b4--4-bD--D4E!o!4MW+$ =oE--bbE

b----bb--bDb---bE!o* 反应条件$ >= `!

!% K'>= ` $= K!== ` $= K!?$ ` $= K!"%个循环* 采

用 $

<

))

4D法计算E1##4$46 F+,-相对表达量*

数据分析''根据每个样品的 ! 组平行实验

$$(
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数据计算相对表达量均值和标准差* 对实验结果

进行显著性检验"$检验#!置信区间 >=T!%R

%8%=认为是具有显著性差异*

$'结果与分析

)'&(仿刺参9(##)$).基因"#$%序列分析

从我们已经建立的仿刺参I@,-文库中得到

的E1##4$46 I@,-全长 ?>$ PQ!开放阅读框" 6Q;:

O;GTH:] NOGF;!)+/#长 =$$ PQ!编码 &?! 个氨基

酸!预测蛋白分子量为 $% f9* =oE非翻译区"=oE

9:WOG:K7GW;T O;]H6:!*D+#长 &!! PQ! !oE*D+长

&!? PQ! 并在 B67M- 尾 上 游 存 在 加 尾 信 号

%--D---&"图 &#* 序列中存在着一个潜在的

I<糖基化位点%,EUE1& "图 &#* 利用 1H]:G7B

!8%软件分析!在其,末端没有发现信号肽序列*

仿刺参E1##4$46 I@,-的 =oE*D+具有一个高

度保守的 0+3!负责基因的表达调控"图 $#* 众

多物种的0+3二级结构都有%4-b*b,&环和一

个未配对的%4&!成颈环状(&!)

!本文利用 +,-

KWO9IW9O;=8% 软件预测的仿刺参E1##4$46 F+,-二

级结构也具有上述特点"图 !#*

图 &(仿刺参9(##)$)."#$%序列及推导出的氨基酸序列

下划线部分$=oE*D+中的0+3序列' 阴影部分$潜在的I<糖基化位点' 边框部分$加尾信号*

G8E'&($:?09@8?031??0?:"0?3;819 3"8?70>:01"079=

9(##)$)."#$%9=<&6+>/.)21'

*:T;O7H:;T$0+3K;k9;:I;' 1JGT;T$Q6W;:WHG7IE]7MI6KM7GWH6: KHW;' /OGF;T$WJ;Q67MGT;:M7GWH6: KH]:G78

图 )(几个物种X*J序列的比对

G8E')(X*J73D8E1;01@9=70M0<3D?8==0<01@7B0"807

%$(
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图 !(几个物种X*J的二级结构预测

G8E'!(-<0?8"@0?X*J70"91?3<C 7@<:"@:<09=

70M0<3D?8==0<01@7B0"807

)')(仿刺参=0<<8@81氨基酸序列的同源性分析

采用 d.-1DQ 方法!将 N;OOHWH: 氨基酸序列在

b;:dG:f中进行同源性检索!发现该序列与海参

"P.7.$39#4* @7*D1##4"*#的相似度最高!达 C"i!与

其它无脊椎动物如$海星 "G5$1#4*5E.#D154#+鲍

"P*74.$45C4A1#542.7.##+牡蛎 "?#*55.5$#1* @4@*5#

b/&+牡蛎b/$+海葵"I1"*$.5$177* A12$16545#+线虫

"?*16.#3*DC4$45171@*65#+小龙虾 "%*24E*5$*295

71649529795#+果蝇"!#.5.=347* "17*6.@*5$1##的相

似度分别为 ?"i+?&i+?&i+?%i+#>i+=>i+

=?i+!"i'较之脊椎动物!与 N;OOHWH: 重链"N;OOHWH:

J;G\M IJGH:!/24#的同源性较高!如人 "P.".

5*=4165# #$i+鼠 ":95"9529795# #&i+斑马鱼

"!*64. #1#4.##"i+非洲爪蟾"R16.=95$#.=42*745#

#%i!而与N;OOHWH:轻链"N;OOHWH: 7H]JWIJGH:!/.4#的

同源性较低!如人=!i+牛蛙"(*6* 2*$15D14*6#=!i+

鼠 "?i+非洲爪蟾 =$i+马">F9952*D*7795#=$i+猫

"/17452*$95#=&i* 系统进化分析表明$各种动物

的N;OOHWH:主要分化成 ! 个分支!首先是脊椎动物

为一支!其中/.4聚集又成一小支'其次!仿刺参

与大部分无脊椎动物为一支'最后!节肢动物和线

虫为一支"图 "#*

图 +(G0<<8@81系统进化树

.$N;OOHWH:轻链"/.4#' 2$N;OOHWH:重链"/24#*

G8E'+(G0<<8@81BACD9E010@8"@<00

.$N;OOHWH: 7H]JWIJGH:"/.4#' 2$N;OOHWH: J;G\M IJGH:"/24#8

''将仿刺参 E1##4$46 I@,-编码的氨基酸序列

与其它无脊椎动物和脊椎动物进行多序列比对

"图 =#* 目前!已知在脊椎动物/24发挥铁离子

&$(
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图 ,(仿刺参=0<<8@81氨基酸序列与其它物种=0<<8@81氨基酸序列的同源性比较

-_3$= 个
"

螺旋序列' 星号$? 个与/;结合位点相关的氨基酸残基' 圆点$形成亚铁氧化酶中心氨基酸残基*

G8E',(%D8E1;01@9=@A03;819 3"8?770>:01"09=@A0<&6+>/.)21'=0<<8@81O8@A9@A0<=0<<8@8170>:01"07=<9;318;3D7

-E3$/H\;

"

J;7HI;K' -KW;OHKfK$1;\;FO;KHT9;KGKK6IHGW;T hHWJ WJ;HO6: PH:TH:] KHW;' @6WK$DJ;O;KHT9;KFGfH:] 9Q N;OO6VHTGK;I;:W;O8

存储功能主要靠亚铁氧化酶中心 "N;OO6VHTGK;

I;:W;O#!它的二级结构为 = 个
"

螺旋(&" <&=)

!由图

= 可见!仿刺参N;OOHWH:同样存在这样的保守结构*

大多数脊椎动物 /24都具有 ? 个保守的氨基酸

残基!这些氨基酸残基是亚铁氧化酶中心的铁离

子结合位点!研究表明!其中 3#! 和 2##"以人的

/24氨基酸序列为准#参与了多晶核 /;复合物

的形成!Z!= 与另外两个酪氨酸 Z!%+Z!!"以人

的 /24氨基酸序列为准#形成了亚铁氧化酶中

心(&# <&?)

* 在仿刺参中!上述这些氨基酸残基均是

完全一致的"图 =#*

)'!(仿刺参9(##)$).基因表达情况检测

E1##4$46 F+,-在仿刺参未受精卵到稚参 &&

个发育阶段和幼参的肠道+体腔细胞+呼吸树和体

壁 " 种组织中的表达情况如图 # 所示* 以各发育

时期和不同组织的 I@,-为模板!以 /;O/A/;O+

为引物!均扩增出 &!! PQ 特异条带!说明 E1##4$46

基因在仿刺参胚胎发生和幼体发育各个阶段和幼

参不同组织中均有表达*

选择 ?;$D 基因作参照!利用 U9G:WHWGWH\;

O;G7EWHF;B4+方法检测 E1##4$46 基因在仿刺参不

同发育阶段和不同组织中的相对表达量* 如图 ?

所示!E1##4$46 F+,-在未受精卵至原肠期表达量

低!从小耳状幼体至稚参表达量显著增高

"%R%&%=#*在幼参的不同组织中!E1##4$46 F+,-

在呼吸树中的表达量显著低于其他 ! 种组织

"%R%8%=#'幼参注射 .B1后!" 种组织中 E1##4$46

F+,-表达量与注射前无显著差异"图 C#*

图 Q(仿刺参不同发育时期和不同组织中

9(##)$).表达情况

X$@.$%%% XGOf;O"DGeG+G#' &$未受精卵' $$受精卵' !$多

细胞期' "$囊胚期' =$原肠期' #$小耳状幼体' ?$中耳状幼

体' C$大耳状幼体' >$樽型幼体' &%$五触手幼体' &&$稚参'

&$$肠道' &!$体腔细胞' &"$呼吸树' &=$体壁*

G8E'Q(*5H-.*313DC7879=9(##)$).0KB<07789181

?8==0<01@?0M0D9B;01@7@3E0731??8==0<01@@877:07

X$@.$%%% XGOf;O"DGeG+G#' &$*:N;OWH7Ha;T ;]]' $$/;OWH7Ha;T

;]]' !$ 4;779769KKWG];K' "$ d7GKW97G' =$ bGKWO97G' #$ 3GO7M

G9OHI97GOHG' ?$ -9OHI97GOHG' C$ .GW;G9OHI97GOHG' >$ @67H67GOHG'

&%$B;:WGIW97G' &&$ (9\;:H7;' &$$ 0:W;KWH:;' &!$ 46;76F6IMW;'

&"$+;KQHOGW6OM WO;;' &=$d6TM hG778

图 R(仿刺参不同发育时期9(##)$).;*$%表达量

&$未受精卵' $$受精卵' !$多细胞期' "$囊胚期' =$原肠期'

#$小耳状幼体' ?$中耳状幼体' C$大耳状幼体' >$樽型幼体'

&%$五触手幼体' &&$稚参*

G8E'R(*0D3@8M0;*$%D0M0D79=9(##)$).3@?8==0<01@

?0M0D9B;01@7@3E07

&$ *:N;OWH7Ha;T ;]]' $$ /;OWH7Ha;T ;]]' !$ 4;779769KKWG];K'

"$d7GKW97G' =$ bGKWO97G' #$ 3GO7M G9OHI97GOHG' ?$ -9OHI97GOHG'

C$.GW;G9OHI97GOHG' >$@67H67GOHG' &%$B;:WGIW97G' &&$(9\;:H7;8

'$(
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图 S(C(##)$).;*$%在幼参不同发育时期和

P-T刺激后表达情况

&$肠道' $$体腔细胞' !$呼吸树' "$体壁*

G8E'S(*0D3@8M0;*$%D0M0D79=9(##)$).81?8==0<01@

@877:0731?3=@0<P-T"A3DD01E0

&$0:W;KWH:;' $$46;76F6IMW;' !$+;KQHOGW6OM WO;;' "$d6TM hG778

!'讨论

本研究从构建的仿刺参 I@,-文库中获得

E1##4$46基因全长I@,-序列* 同源性分析表明仿

刺参N;OOHWH:与脊椎动物 N;OOHWH: 重链亚基"/24#

更为相似!因为它具有亚铁氧化酶中心以及用于

结合铁离子的 ? 保守氨基酸残基等!而 N;OOHWH: 轻

链亚基"/.4#并不具备这些特点!此外仿刺参

N;OOHWH:与牡蛎+文昌鱼+人等的 /24还具有较高

的同源性* 在仿刺参 N;OOHWH: 的氨基酸序列中!我

们没有发现信号肽!因此推测仿刺参 N;OOHWH: 属于

胞质型铁蛋白!这一点与昆虫不同(&C <&>)

*

与众多物种一样!在仿刺参E1##4$46 I@,-=oE

*D+中出现了高度保守的0+3* 0+3中的颈环结

构是铁离子调节蛋白"0+B#的结合位点!因此!这

预示着仿刺参 N;OOHWH: 的表达可能是通过铁离子

在翻译水平上受到调控的*

+

<肌动蛋白"

+

EGIWH:#是最广泛使用的内参

基因之一* 我们采用半定量+DEB4+方法分析发

现
!

8*2$46基因在从受精卵到稚参的一些发育阶

段中的表达水平有显著差异* 相关研究也表明

!

8*2$46 基因在棘皮动物海胆的未受精卵到长腕

幼体 &? 个发育阶段中的表达水平也有显著差

异($%)

* 近年来!细胞色素 P"IMW6IJO6F;P!4MWP#

基因也被用作海参基因表达研究中的内参基因*

+GFrO;aEbsF;a等($&)报道?;$D基因在.B1刺激

前后的海参"P.7.$39#4* @7*D1##4"*#体腔细胞中

稳定表达!作为内参研究免疫基因的表达情况*

+6gGKE4GOWG];:G等($$)报道?;$D基因在海参肠再

生过程中稳定表达!并作为内参研究海参肠再生

相关基因的表达情况* 我们采用半定量 +DEB4+

方法分析了仿刺参 ?;$D 基因的表达情况!结果

表明?;$D基因在仿刺参不同发育时期和不同组

织中及 .B1刺激前后表达稳定($!)

!U9G:WHWGWH\;

O;G7EWHF;B4+分析结果也表明 ?;$D 基因能够稳

定表达* 因此!本研究采用 ?;$D 基因作为内参

基因研究E1##4$46 F+,-的表达情况*

E1##4$46 F+,-在仿刺参的胚胎发生和个体发

育的各个阶段及幼体不同组织中均有表达* 在其它

水生动物中!E1##4$46 F+,-也具有广泛的组织表达

分布* 如罗氏沼虾":*2#.D#*2349"#.516D1#@44#的

血淋巴+肌肉+中肠腺+心脏+精巢和卵巢中都检测

到E1##4$46 F+,-的表达!并在中肠腺中表达量最

高(&%)

* 在凡纳滨对虾"J4$.=16*195A*66*"14#的研

究中也发现!E1##4$46 F+,-在血淋巴+中肠腺+脑

神经节+鳃+腹神经节+眼柄+肌肉!胸神经节+心脏

均有表达!在血淋巴中表达量最高($")

* 在双壳类

动物,,,合浦珠母贝"%462$*C* E92*$*#的外套膜+

消化道+鳃+肌肉中E1##4$46 F+,-都有表达!其中!

在外套膜+消化腺和肌肉中的E1##4$46 F+,-含量

比较高($=)

* 本研究发现!E1##4$46 F+,-在仿刺参

胚胎发生+个体发育的各个阶段和幼参的肠道+体

腔细胞+呼吸树和体壁中均有表达* 在呼吸树中的

表达量低!可能是由于呼吸树在仿刺参机体内主要

功能是进行气体交换!完成呼吸作用!不是存储铁

的主要器官* 在仿刺参未受精卵+受精卵+多细胞

期+囊胚期和原肠期!E1##4$46 F+,-表达量低!从

小耳状幼体开始表达量显著增高!可能是由于从小

耳状幼体开始!消化道从原肠期简单的直管状开始

出现明显的器官分化!并已开始正常摄食!从这个

阶段开始铁蛋白大量表达来维持机体的正常生长

和代谢*

近年来!人们已不再局限于 N;OOHWH: 对铁调节

的研究!转而更注重于免疫防御功能上的研究*

在无脊椎动物鲎($#)

+牡蛎($?)和海星(&#)的研究中

发现!.B1刺激后 E1##4$46 F+,-表达量增高*

.;\M等($C)报道细菌感染和 .B1注射后!果蝇体

内N;OOHWH:的表达上调* 但在海参的研究中发现!

体腔细胞中 E1##4$46 F+,-的表达量不受 .B1刺

激的影响($&)

* 本研究 U9G:WHWGWH\;O;G7EWHF;B4+

结果显示!在幼参的肠道+体腔细胞+呼吸树和体

壁中E1##4$46 F+,-在 .B1刺激前后的表达量无

显著差异!可能在海参体内 E1##4$46 基因表达的调

"$(
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