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泥蚶乙二醛酶
"

基因的克隆及时空表达特征分析

姚韩韩!6董迎辉!6姚彬彬!6包永波!6林志华"
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摘要! 为探索贝类乙二醛酶
&

基因的结构及功能特征!实验利用 $&-,技术首次克隆获得泥蚶乙

二醛
&

基因"EM7J'")#的 B4%&全长序列!并对其氨基酸序列特征及时空表达特征进行了研究%

结果发现!EM7J'")基因的 B4%&全长序列为 4 03: X3!开放阅读框为 953 X3!编码 403 个氨基

酸!在 2: B481 ::处具有典型的乙二醛酶系保守序列'成熟的乙二醛酶
&

由 2 个相同的亚基组成!

每个亚基由乙二醛
&

基因编码!其二级结构由 40 个
3

7螺旋$23 个
2

7折叠片和 /8 个转角组成!每个

亚基各含 4 个 Z@

2 =

'氨基酸序列比对发现!EM7J'")氨基酸序列与太平洋牡蛎的同源性达到

0814H!与其他脊椎动物的同源性也都在 :3H以上!表现出高度保守性% T$E76-$结果显示!

EM7J'")基因在泥蚶成贝 0 个组织中均有表达!在内脏团中的表达量最高!极显著地高于其他组

织"<?3134#'在各发育时期中!EM7J'")表达量随发育进程呈逐渐升高的趋势!在眼点幼虫期

达到最高!极显著高于其他时期"<?3134#!而在幼虫变态至稚贝时!表达量又极显著地下降

"<?3134#% 研究表明!EM7J'")具有类似于高等动物的分子结构!并在泥蚶不同组织$不同发

育时期表达差异显著!这为进一步研究该酶在贝类中的功能和作用机制奠定了重要基础%

关键词! 泥蚶' 乙二醛酶
&

基因' 基因克隆' 时空表达' 荧光定量 6-$

中图分类号! G:09' *1801/66666666 文献标志码(&

66

3

7酮基醛类物质"如乙二醛)甲基乙二醛

#NJ$等是体内糖酵解)脂质过氧化等多个代谢途

径的产物"是一类对细胞具有高度毒性的物质"可

引起 体 内 细 胞 和 组 织 损 伤( 而 乙 二 醛 酶
&

#M0O/U:0:<2)"J'")$的天然活性底物为
3

7酮基醛

类物质"能够将其转化为对细胞无害的
3

7羟基酸

等物质"在细胞中发挥着重要的解毒功能
&4 72'

( 另

外"乙二醛酶
&

通过催化
3

7酮基醛类物质反应"还对

细胞周期
&/'

)细胞生长具有重要的调节功能
&5'

( 有

关乙二醛酶
&

的基因结构)酶活性及作用机理研究

已在高等动物中广泛展开"其与炎症反应)血管病

变等多种疾病的相关性分析也有一些报道
&9 7:'

(

然而"在海洋贝类中"仅见 Z>:@M 等
&0'

在太平洋牡

蛎#&'$++,+2'.$ 4(4$+$全基因组中筛查到乙二醛酶

&

基因的 B4%&全长"而有关其基因结构)表达特征

及具体功能的研究尚未见报道(

泥蚶#H.4(11$'!$ 4'$),+$$是我国四大海水养

殖贝类之一"具有较高的经济价值和产业发展前

景"开展其代谢)生长调控机制等分子生物学研究

对开发利用泥蚶基因资源和发展健康养殖具有重

要意义( 本研究首次克隆得到泥蚶乙二醛酶
&

#EM7J'")$基因的 B4%&全长序列"并对其序列

特征)组织表达及发育时期表达特征进行了分析"

为探索乙二醛酶
&

在贝类中的生物功能及作用机

理研究奠定重要基础(

46材料与方法

!'!(实验材料

实验用泥蚶材料均于 234/ 年 8 月取自浙江

省象山县的宁波甬盛水产种业有限公司( 挑选个

体大)性腺发育成熟的泥蚶成贝"活体解剖后迅速

取血液)斧足)闭壳肌)内脏团)外套膜)鳃)精巢和
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卵巢 0 个组织"用液氮速冻后分别放入冻存管中"

置于 703 K冰箱中备用(

泥蚶不同发育时期的样品"须经亲贝催产)人

工授精和早期培育来获得( 取性腺饱满的泥蚶亲

贝"通过阴干)流水刺激等方法催产( 挑选待产的

雌)雄个体"淡水冲洗后单个放入盛有过滤海水的

烧杯中排精)产卵"然后挑选镜检质量好)无污染的

卵子"通过筛绢网过滤和低速离心获得成熟卵子样

品( 选择质量好的精)卵进行人工授精"培养于

833 '的塑料大桶中"发育温度保持在 2: B/3 K"

利用显微镜跟踪观察受精)发育进程"用过滤)离心

方法获得卵裂期)囊胚期)原肠胚期)担轮幼虫期)

4形幼虫期)壳顶幼虫期)眼点幼虫期及稚贝期样

品( 所有样品用液氮速冻" 703 K保存(

$%&提取试剂 EC;D/0由 )@I;LC/M2@ 公司生

产" *N&$E

EN

$&-, B4%& &930;B:L;/@ V;L和

&AI:@L:M22 6/0O92C:<2V;L购自美国 -0/@L2B> 公

司"6N4407E载体)大肠杆菌 4+9

3

)CE:T 聚合酶

购自 E:P:$:公司"胶回收试剂盒购自天根生物

技术有限公司"反转录试剂盒购自美国 6C/92M:

公司"*F8$JC22@ $2:07L;92N:<L2CN;U 购自美

国 8;/7C:A 生物技术有限公司( 6-$所用引物均

由生工生物工程#上海$股份有限公司合成(

!')(E'D:=)&基因 #$%&全长的克隆

$%&提取66采用 EC;D/0法提取泥蚶各组

织及发育时期样品的总 $%&"用 413H琼脂糖电

泳检测其完整性"%:@/.?2微量紫外分光光度计

检测浓度和纯度(

H4>;M-D基因的 B4%&全长克隆66从泥蚶

595 转录组文库的注释信息中"检索到 EM7J'")的

,*E片段"分别设计 /Q7$&-,和 9Q7$&-,特异性

引物 J*64 和 J*62 #表 4$"利用 *N&$E$&-,

B4%&扩增试剂盒和 &AI:@L:M22 6/0O92C:<2试剂

盒扩增该基因的 B4%&全长"具体操作按试剂盒说

明书要求( 6-$产物经 413H琼脂糖凝胶电泳检

测"胶回收试剂盒割胶纯化( 纯化后的 6-$产物

与 6N4740E载体连接"转化到大肠杆菌 4+9

3

中

进行克隆"将阳性克隆送往 )@I;LC/M2@ 公司测序(

表 !(实验所用的引物及序列

,-.'!(/012304-E69:31043V53E#3454361E9:143KF30123E9

引物名称

3C;92C@:92

引物序列#9Q

'

/Q$

<2T?2@B2

引物信息

;@R/C9:L;/@ /R3C;92C<

J*64 -EJ--EJ-J&-&J&EEEJ&&&&&-EEJJ /Q7$&-,扩增

J*62 EE-&&&E-EJE-J-&JJ-&J-&E- 9Q7$&-,扩增

$2:07J'")7( &&--&-EEE-JJ&EJ&&J&EJE

$2:07J'")7$ -EEE&J-&&--E-&EE---&EE

荧光定量引物

40<7( -EEE-&&&EJE-EJ---E&E-&&-E

40<7$ E---JE&EEJEE&EEEEE-JE-&-E

内参基因荧光定量引物

!'+(生物信息学分析

利用 4%&N&%813 软件对序列进行拼接"获

得 H4>;M-D基因的 B4%&全长序列"并用该软件

进行开放阅读框#"$($预测和蛋白质理化性质分

析%用 %-8)80:<L# >LL3!

!

SSS1@BX;1@091@;>1

M/I58'&*E5$进行同源序列搜索和结构域查找(

用 *;M@:06514 *2CI2C# >LL3!

!

SSS1BX<1AL?1AV5

<2CI;B2<5*;M@:06$预测信号肽"6C/L*B:02在线软件

#>LL3!

!

S2X12U3:<O1/CM53C/L<B:025$分析蛋白质疏

水性"EN+NN 软件 # >LL3!

!

SSS1BX<1AL?1AV5

<2CI;B2<5EN+NN$预测蛋白质跨膜区"*:@M2C软

件#>LL3!

!

3R:91<:@M2C1:B1?V5$预测蛋白质结构

域"6+4软件#>LL3!

!

SSS13C2A;BL3C/L2;@1/CM5$预

测蛋白质结构及特殊结合位点"*S;<<N/A20软件

#>LL3!

!

<S;<<9/A2012U3:<O1/CM5S/CV<3:B25$对蛋

白质高级结构进行预测(

根据推导出的 H4>;M-D基因编码的氨基酸

序列"利用 %-8)80:<LU 下载获得太平洋牡蛎

# &'$++,+2'.$ 4(4$+" ,P-21554 $) 小 鼠 # @*+

0*+!*1*+" &&+2588/ $) 野 猪 # F*++!',I$" W6>

33412:112$)牛 #L,+2$*'*+"%6>3343:8189$)非

洲爪 蟾 # E.),#*+1$.9(+" %6> 334308925 $) 人

#A,0, +$#(.)+"%6>338811 $)大西洋鲑 # F$10,

+$1$'"&-+:38:/ $) 斑 马 鱼 # :$)(, '.'(," %6>

110/48$)鸡#;$11*+4$11*+"W6>541504$)中华鳖

#<.1,B(+!*++().)+(+"W6> 338428833 $ 及褐家鼠

#K$22*+),'9.4(!*+"%6>11:5::$的乙二醛酶
&

氨

基酸序列"用 -0?<L:0Y 软件对其进行氨基酸序列

比对"N,J&513 软件 %!法构建系统进化树(

!'<(E'D:=)&基因不同组织和发育时期时空表

达特征分析

提取泥蚶 0 个组织#血液)斧足)闭壳肌)内脏

/3/4
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团)外套膜)鳃)精巢和卵巢") </$和 1 个发育阶段

样品#成熟卵子)卵裂期)囊胚期)原肠胚期)担轮幼

虫期)4形幼虫期)壳顶幼虫期)眼点幼虫期及稚贝

期") C933$的总 $%&"按照 6C/92M:反转录试剂

盒说明进行反转录获得 B4%&第一链( 根据已获

得的 EM7J'")基因的 B4%&全长序列"设计荧光

定量引物 $2:07J'")7(和 $2:07J'")7$#表 4$"以

40*C$%&#表 4$为内参基因进行相对定量( 6-$

反应体系为 23

%

'"包含!*F8$JC22@ N;U 43

%

'"

B4%&模板 2

%

'"上下游特异性引物#43 99/05'$

各 4

%

'( 使用&8):933 R:<L荧光定量6-$仪进行

扩增"具体反应程序!19 K预变性 23 <"然后进行

53 个循环!19 K变性 / <"83 K退火 49 <":2 K延伸

43 <( 每个组织)发育时期样品设 / 个平行"基因的

相对 9$%&水平采用 2

7

$$

&

L进行计算"结果用平均

值 D标准差#92:@ D*4$表示"采用 *6**4813 进

行 &%".&单因素方差分析"<?3139 为显著差

异"<?3134 极显著差异(

26实验结果

)'!(E'D:=)&基因的 #$%&全长序列分析

克隆得到 EM7J'")基因的 B4%&全长序列

共 4 03: X3"其中 9Q7非编码区 #9Q7#E$$ 43 X3"

"$(为 953 X3"编码 403 个氨基酸"/Q7非编码区

#/Q7#E$$4 29: X3"包括终止密码子 E&&)加尾

信号 &&E&&&及多聚 6/0O&尾巴#图 4$(

图 !(E'D:=)&基因 #$%&全长序列及推导的氨基酸序列

加框的密码子代表 H4>;M-D基因的起始密码子)终止密码子)加尾信号"

"

代表蛋白翻译结束%阴影部分为 EM7J'")的特征性序列"下划

线加粗部分为 2 个糖基结合位点"斜体加粗的为 / 个蛋白酶 -磷酸化位点"双下划线加粗的是 2 个酪氨酸蛋白酶
"

磷酸化位点

A1B'!(,:3E5#D389163-E66365#36-21E8 -#1643V53E#348787E'D:=)&B3E31EE8'*$0,%$

E>202LL2C<X/U2<:C2L>2<L:CLB/A/@"L>2<L/3 B/A/@ :@A L>23/0O:A2@O0:L;/@ <;M@:0<2T?2@B21E>2

"

C23C2<2@L<L>22@A /RL>23C/L2;@ LC:@<0:L;/@1

E>2B/@<2CI2A A/9:;@ /REM7J'");<<>:A2A1E>2X/0A ?@A2C0;@2A 3:CL<S2C2LS/ %7M0OB/<O0:L;/@ X;@A;@M <;L2<"L>2X/0A ;L:0;B<3:CL<S2C2L>C22

3C/L2:<2-3>/<3>/CO0:L;/@ <;L2<":@A L>2A/?X02?@A2C0;@2A X/0A 3:CL<S2C2LS/ 3C/L2:<2

"

LOC/<;@23>/<3>/CO0:L;/@ <;L2<

53/4
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)')(,BIQR̂ P蛋白的功能域$结构域与高级结

构预测

H4>;M-D基因共编码 403 个氨基酸"推导出

分子量为 2310 V4:"理论等电点 3)<914/( 预测

结果表明无信号肽"EN+NN 软件预测显示无跨

膜区域"蛋白质亚细胞定位为细胞质(

6+4软件预测结果表明"EM7J'")的氨基酸

序列在 43: 位#%G*F$和 4:5 位#%NE*$处各有

4 个 %7糖基化位点" 在 83 位 # *NP$) 04 位

#E,P$和 4:: 位#*)P$处各有 4 个蛋白酶 -磷酸

化位点"在 : 位#*4,4$和 432 位#E,%4$各有 4

个酪氨酸蛋白酶
"

磷酸化位点"并在 21 B93 ::

处具有乙二醛酶
&

酶系特征性序列# M0O/U:0:<2)

<;M@:L?C24$GEN'$)P46P$*',(FEP.NJN"这

与 %-8)8'&*E),U3:<O 6C/<;L2等软件预测结果

一致( %-8)8'&*E和 *:@M2C软件预测显示"在

2: B481 ::处具有乙二醛酶家族保守序列

# M0O/U:0:<25X02/9OB;@ C2<;<L:@B2 3C/L2;@ 0;V2

<?32CR:9;0O$#图 2$(

图 )(%?SPSR&O,软件预测的 ,BIQR̂ P蛋白功能域

A1B')(,:3F0361#918E87F08931E75E#918E-D682-1E487,BIQR̂ P

F08931E541EB 9:3%?SPSR&O,4879N-03

66成熟的 EM7J'")蛋白由 2 个相同的亚基组

成"每个亚基由 H4>;M-D基因编码"其二级结构

由 40 个
3

7螺旋)23 个
2

7折叠片和 /8 个转角组

成"每个亚基都包含 4 个 Z@

2 =

"且 Z@

2 =

结合部位

都位于亚基之间的缝隙内#图 /$(

图 +(,BIQR̂ P蛋白的二级结构预测图

A1B'+(,:3F0361#918E87,BIQR̂ P

F08931E43#8E6-0; 4905#950387

E8'*$0,%$

)'+(,BIQR̂ P氨基酸序列同源性及系统进化树

分析

氨基酸序列比对结果显示"EM7J'")与同为

双壳贝类的太平洋牡蛎的同源性达到 0814H"与

其他脊椎动物的同源性都在 :3H以上"表现出高

度保守性 #图 5$( 从构建的系统进化树结果来

看"哺乳动物首先聚为一支"然后再与爬行纲的中

华鳖)鸟纲的鸡)两栖纲的非洲爪蟾)鱼纲的斑马

鱼和大西洋鲑聚为一大支"代表了脊椎动物门这

一大门类"而泥蚶首先与太平洋牡蛎聚为一支"然

后再与脊椎动物这一大支聚在一起#图 9$(

)'<(E'D:=)&基因的时空表达特征分析

利用 T$E76-$技术"检测了H4>;M-D基因在

不同组织和不同发育时期的时空表达特征( 结果

发现"H4>;M-D基因在成贝 0 个组织中均有表达"

表达量由高到低依次为"内脏团 C斧足 C外套膜

C闭壳肌 C血液 C精巢 C鳃 C卵巢( 其中"在内

脏团中的表达量最高"极显著地高于其他组织

#<?3134$"斧足)外套膜及闭壳肌组织之间表达

量无显著性差异#<C3139$"但极显著高于血液)

鳃)精巢和卵巢等组织#<?3134$#图 8$(

93/4
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图 <(泥蚶与其他物种 QR̂ P氨基酸序列比对

EM 代表泥蚶"-M 代表太平洋牡蛎"*<代表野猪"4C代表斑马鱼"W0代表非洲爪蟾"6<代表中华鳖"JM 代表鸡"$@ 代表褐家鼠"N9

代表小鼠"8L代表牛"+<代表人

A1B'<(&21E8 -#1643V53E#3-D1BE23E987QR̂ P.39N33EE8'*$0,%$ -E689:304F3#134

EM C23C2<2@L<H.4(11$'!$ 4'$),+$"-M C23C2<2@L<&'$++,+2'.$ 4(4$+"*<C23C2<2@L<F*++!',I$"4CC23C2<2@L<:$)(, '.'(,"W0C23C2<2@L<

E.),#*+1$.9(+"6<C23C2<2@L<<.1,B(+!*++().)+(+"JM C23C2<2@L<;$11*+4$11*+" $@ C23C2<2@L<K$22*+),'9.4(!*+" N9 C23C2<2@L<@*+

0*+!*1*+"8LC23C2<2@L<L,+H$*'*+":@A +<C23C2<2@L<A,0, +$#(.)+

图 =(利用 LJQ&<'] 软件 %H 法构建的

QR̂ P系统进化树

A1B'=(%31B:.80IH81E1EB F:;D8B3E391#903387QR̂ P

-21E8 -#1643V53E#34.; LJQ&<'] 4879N-03

66H4>;M-D基因在 1 个发育时期都有表达"表

达量随着泥蚶发育进程呈逐步升高的趋势"而在

眼点幼虫期表达量达到最高"极显著地高于其他

发育阶段#<?3134$"但在幼虫变态至稚贝时"表

达量又极显著下降#<?3134$#图 :$(

/6讨论

在高等动物中"对乙二醛酶
&

的基因结构)酶

活性)功能及作用机理等研究已较透彻
&9 7:"1'

"这

为该基因在低等无脊椎动物中的结构和功能研究

提供了重要参考( 在乙二醛酶
&

基因编码氨基酸

数目方面"各种动物间差异不大"如在斑马鱼
&43'

和大西洋鲑
&44'

中编码 403 个氨基酸"在非洲爪蟾

中编码 401 个氨基酸
&42'

"在低等软体动物的太平

洋牡蛎中编码 4:1 个氨基酸
&0'

"而本研究克隆得

到的泥蚶 H4>;M-D基因的 "$(长度为 953 X3"编

码 403 个氨基酸( 在氨基酸序列同源性方面"泥

蚶EM 7J'")与同为双壳贝类的太平洋牡蛎的

图 >(E'D:=)&基因在 X 个组织中的

表达特征分析"0d+#

41血液% 21内脏团% /1鳃% 51外套膜% 91闭壳肌% 81斧足% :1

精巢% 01卵巢%

""

代表极显著差异"<?3134"下同

A1B'>(&E-D;414873KF034418E87E'D:=)&B3E31E

31B:9914453487E8'*$0,%$"0d+#

41X0//A% 21A;M2<L;I2M0:@A% /1M;00% 519:@L02% 91:AA?BL/C

9?<B02% 81R//L% :1L2<L;<% 01/I:CO%

""

C23C2<2@L< I2CO

<;M@;R;B:@LA;RR2C2@B2<"<?3134"L>2<:92:<X20/S
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图 W(E'D:=)&基因在不同发育时期的

表达特征分析"0e=]]#

41卵子% 21卵裂期% /1囊胚期% 51原肠胚期% 91担轮幼虫期%

814形幼虫期% :1壳顶幼虫期% 01眼点幼虫期% 11稚贝期

A1B'W(&E-D;414873KF034418E87E'D:=)&B3E31E

6177303E963G3D8F23E9-D49-B34

419:L?C22MM<% 212 75 B200<% /1X0:<L?0:% 51M:<LC?0:2% 91

LC/B>/3>/C2% 8147<>:32A 0:CI:2% :1?9X/ 0:CI:2% 012O2X/L

0:CI:2% 11=?I2@;02B0:9<

同源性最高#0814H$"与鱼纲中大西洋鲑的同源

性达到 :/11H"而与其他脊椎动物的同源性也都

在 :3H以上"这表明乙二醛酶
&

基因结构具有高

度的保守性( 在乙二醛酶
&

的分子结构研究方

面"已有学者采用亲和层析
&4/'

)多重晶体置换

#9?0L;302;</9/C3>/?<C230:B292@L"N)$$

&45'

等方

法证明人的乙二醛酶
&

是一种含 Z@

2 =

的同源二

聚体金属蛋白酶"每个亚基各含有 4 个 Z@

2 =

"且

Z@

2 =

为该酶的活性区域"位于 2 个亚基的交接处"

与来自 2 个亚基的 5 个氨基酸残基 J;@7//)J0?7

11)+;<7428)J0?74:2 相互作用%本研究用 *S;<<

9/A20软件对泥蚶 EM7J'")的高级结构进行了预

测"发现其每个亚基各含有 4 个 Z@

2 =

"且 Z@

2 =

结

合部位位于亚基之间的缝隙内"这与高等动物的

分子结构基本相同"因为结构上的高度保守性"推

测 EM7J'")在泥蚶中可能发挥着类似于高等动

物中的生物功能(

作为调节细胞糖代谢的关键酶之一"乙二醛

酶
&

存在于机体所有组织细胞中"为机体提供了

一个有效的酶保护机制
&49'

( 本研究利用 T$E7

6-$技术检测了 H4>;M-D基因在泥蚶不同组织

和不同发育时期的时空表达特征"结果发现该基

因在 0 个组织)1 个发育时期均有表达"这表明

;M-D基因在泥蚶多个生命活动中发挥着重要功

能( 在组织表达差异性分析中"H4>;M-D基因在

泥蚶内脏团中的表达量极显著地高于其他 : 个组

织#<?3134$( 在双壳贝类中"内脏团集高等动

物肝脏)胰脏功能为一体"是机体发生糖代谢)脂

代谢及氨基酸代谢最活跃的器官"也是机体主要

的解毒及排泄器官
&48'

"因此";M-D基因在泥蚶内

脏团中有较高表达量就不难理解了(

除了细胞解毒功能外"乙二醛酶
&

还可通过

转变
3

7酮基醛类化合物对蛋白质合成和细胞分

裂的抑制"来参与细胞周期的调节
&/'

"实现调控

细胞生长
&5'

)细胞增殖等功能
&4:'

( P?CD等
&5'

发

现通过抑制乙二醛酶
&

的活性"可抑制肿瘤细胞

生长%隋龙等
&40'

研究结果表明乙二醛酶
&

基因的

过量表达可明显促进子宫内膜癌细胞系 )<>;V:S:

细胞增殖"并抑制其细胞凋亡"证明乙二醛酶
&

对

调节细胞生长具有重要作用%郑秀琴等
&41'

研究发

现乙二醛酶
&

对神经元细胞的发育具有重要作

用( 本实验中"H4>;M-D基因在泥蚶整个早期发

育变态进程中均有表达"表明其在维持胚胎正常

生长)发育及稳定成熟的过程中发挥着十分重要

的作用( 在泥蚶发育变态进程中"H4>;M-D基因

的表达量也呈上升趋势"在眼点幼虫期达到最高"

在由幼虫期变态至稚贝时"表达量又显著下降并

趋于稳定( 泥蚶担轮幼虫前的胚胎发育主要依靠

卵子自身营养来维持生长)代谢"不需要 H4>;M-D

基因表达量太高%从 4形幼虫开始内脏团#或肝

胰脏$逐渐形成并进行摄食"糖代谢和生长比较

旺盛"H4>;M-D基因表达量快速升高%壳顶幼虫至

眼点幼虫期"内脏团)鳃)斧足)外套膜等组织器官

迅速发育完善
&23'

"此期也是泥蚶神经元细胞发育

的关键时期"因此推测 H4>;M-D基因的高表达量

可能与内脏团等器官的发育和神经元细胞的形成

密切相关%当泥蚶成功变态至稚贝期"器官)组织

已基本形成"则 H4>;M-D基因的表达量就相对降

低并趋于稳定(
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