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摘要! 类胰岛素生长因子结合蛋白&)O(KG'是 )O(系统的一部分!主要参与 )O(的运输"定位

和生物活性调节# 本研究采用 $&-,技术和长 G-$技术!克隆了缢蛏 FLAI4基因的 95%&

和 5%&全长序列!应用荧光定量 G-$技术分析了缢蛏不同发育时期和不同组织中 FLAI4

;$%&的表达特征!并进一步筛选了 FLAI4基因与生长性状相关的 *%G位点# 序列分析表

明!缢蛏 FLAI495%&序列全长 1/4 JI!包括 5X端非编码区 13 JI!/X端非编码区 4/1 JI 和开

放阅读框 9/5 JI!编码 499 个氨基酸# 该基因含有保守的 )O(KG:%端!包含 42 个半胱氨酸残

基!其中 4 =4; 个氨基酸为信号肽!属于分泌型蛋白# FLAI45%&全长 / 422 JI!其中包含 4

个内含子&2 1;8 JI'和 2 个外显子&233 和 2/5 JI'# 荧光定量 G-$结果显示!FLAI4;$%&

在消化腺组织中表达量最高$在缢蛏的稚贝期!FLAI4;$%&呈现高表达!而在其他发育时期

表达量低# 在 FLAI4基因中筛选到 9 个 *%G位点!其中 4 个 *%G位点与缢蛏的壳长和体质

量呈显著相关#

关键词! 缢蛏$ 类胰岛素生长因子结合蛋白&)O(KG'$ 基因表达$ 单核苷酸多态性&*%G'$ 关

联分析

中图分类号! D8;5$ *0111466666666 文献标志码%&

66缢蛏#:%&+&+@*)'2* )+&(1$%)1*$俗称蛏子"属于

双壳纲 #K=E<0E=<$&帘蛤目 #.434F/=B<$&竹蛏科

#*/043=B<4$&缢蛏属#:%&+&+@*)'2*$"广泛分布于中

国&日本和朝鲜等国的沿海地区"埋栖生活"生长快"

味道鲜美"营养丰富"具有较高的经济价值"是中国

四大海产贝类之一
(4)

' 近年来"随着缢蛏的人工繁

育技术日趋成熟"养殖产业正在逐步形成"对生长

快"养殖周期短的缢蛏品种的需求度越来越高"因

此"研究与缢蛏生长发育机制相关的基因"认识其生

长调控的分子机制"对缢蛏的良种选育&提高其养殖

性能和推动养殖业的发展具有重要意义'

类胰岛素生长因子系统 #=3A20=3:0=M4?F/>L@

8<9L/FANAL4;")O(A$主要由 )O(配体#)O(:)")O(:

))$&)O(受体#)O(F494IL/F")O($:)和 )O($:))$及

)O(结合蛋白 #=3A20=3:0=M4?F/>L@ 8<9L/FJ=3B=3?

IF/L4=3")O(KG$/ 部分组成"该系统主要介导垂体

生长激素#?F/>L@ 8<9L/F"O+$的促生长作用"与脊

椎动物的生长发育密切相关
(2)

' 在哺乳动物中

有 1 个 )O(KG"它们在 )O(A中参与 )O(的运输和

生物活性调节
(/ 75)

"对 )O(配体功能的发挥具有

重要作用'

)O(A的作用机制在脊椎动物中已有大量研

究"但在贝类中的研究极少' 研究利用人类重组

类胰岛素生长因子 4 # @2;<3 F49/;J=3<3L=3A20=3:

0=M4?F/>L@ 8<9L/F4" @F)O(4 $ 注射马氏珠母贝

#4%&)1*D* 8')*1*$"结果表明"实验组类胰岛素多

肽受体#=3A20=3:F40<L4B I4IL=B4F494IL/F")$$$的表

达量显著提高"壳基质蛋白基因的表达量显著改

变"推测贝类中存在某种激素调节通路"能调控贝

类的生长发育
(1)

' 研究发现"马氏珠母贝中存在

的胰 岛 素 相 关 多 肽 # ;/002A9<3 =3A20=3:F40<L4B

I4IL=B4A"P)GA$ 与其生长&增殖和代谢有关
(8)

'
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此外"研究表明软体动物中的胰岛素相关多肽主

要通过调控蛋白质和糖类的代谢"进而调节软体

动物内脏和壳的生长发育
(;)

' 近年"在杂色鲍

#<*2%+1%(D%@.$(%)+2+$$中"进行了 )O(KG相关蛋

白 )O(KG8 的研究"结果表明")O(KG8 对杂色鲍

的幼虫附着变态及成体免疫过程都发挥着重要的

作用
(0)

' 在虾夷扇贝#4*1%&+#.)1.& ".((+.&(%($中

克隆获得了 FLAI4基因的全长序列"研究表明其

在虾夷扇贝发育的各时期和在成体的各组织中均

广泛表达"且基因中存在 4 个与生长性状相关的

*%G

(43)

' 越来越多的研究结果表明")O(A与贝类

的生长发育相关"加强对贝类 )O(A的研究"有助

于为贝类的生长发育以及变态的分子调节机制的

研究提供基础支持'

缢蛏在我国分布广泛"一年即可性成熟"为研

究贝类的生长机制提供了良好的实验条件' 目

前")O(A在缢蛏中还未见报道"本研究采用$&-,

和 Y$C:G-$等技术探索了缢蛏 FLAI4基因的结

构特征及各发育时期和成体各组织的相对表达特

征"筛选了与生长相关的 *%G位点"揭示该基因

与缢蛏生长的相关性' 研究结果为缢蛏 FLAI4

基因功能的研究及其生长发育的分子调控机制的

研究提供理论基础"丰富了双壳贝类 FLAI4基因

信息"为缢蛏良种选育过程中候选基因的进一步

筛选提供参考'

46材料与方法

!"!#实验材料

实验所用缢蛏均在浙江省宁海市长街镇岳井

洋缢蛏良种繁殖场采集' 随机选取同一批繁殖的

293 个 4 龄缢蛏进行编号"测量其壳长 #5/132 >

2128 $ ;;& 壳 宽 # 42194 >3104 $ ;;& 壳 高

#48155 >3104$;;和体质量#;130 >412/$ ?"取

外套膜置于无水乙醇中"常温保存"用于筛选生长

相关 *%G位点' 挑选 1 个健康的 4 龄缢蛏"分别

取外套膜&水管&斧足&鳃&消化腺和性腺组织"放

在装有 $%&AL/F4的 415 ;'$%<A4:8F44离心管

中"9 Z保存' 缢蛏早期发育阶段的样本分装在

装有 $%&AL/F4的 415 ;'$%<A4:8F44离心管中"

9 Z保存' 低温运回实验室后"抽除 $%&AL/F4"液

氮预冷"保存于 7;3 Z备用'

!"$#总 DJG和基因组 BJG的提取

参照 $%&IF4I I2F4动物组织总 $%&提取试

剂盒#C=<3?43$说明书提取总 $%&"4Q琼脂糖凝

胶电泳检测 $%&的完整性"用 %<3/5F/I 2333-

检测 $%&的浓度和 "5

213

6"5

2;3

的比值"保存于

7;3 Z备用%利用海洋动物组织基因组 5%&提

取试剂盒#C=<3?43$提取 5%&"4Q琼脂糖凝胶电

泳检测 5%&的完整性"用 %<3/5F/I 2333-测定

5%&的纯度和浓度"保存于 723 Z备用'

!"%#78#93基因 .BJG模板的合成

参 照 K5 *P&$C

CP

$&-, 95%&

&;I0=8=9<L=/3 V=L#A4FP<32<0#-0/3L49@$试剂盒

操作要求合成 5X:$&-,:$4<BN 95%&"根据 /X:

(200$&-, -/F4*4L>=L@ GF=;4*9F=IL

CP

$C<A4

#C<V<$<$试剂盒使用说明合成 /X:$&-,:$4<BN

95%&' 用 GF=;4*9F=IL

CP

$CP<AL4FP=W #G4F849L

$4<0C=;4$进行反转录"所得的 95%&作为荧光

定量 G-$的模板" 723 Z保存备用'

!">#78#93.BJG片段的获得

在缢蛏消化腺 95%&文库中检索到 FLAI4

片段的序列
(44)

"根据该序列设计上&下游引物并扩

增"引物信息见表 4"扩增体系为 2 <3*? G-$P<AL4F

P=W 43

$

'%(4和$4各 311

$

'#43

$

;/06'$%95%&

模板 2

$

'和 $%<A4:8F44><L4F11;

$

'' 反应条件

为 09 Z 2 ;=3"09 Z /3 A"5; Z /3 A"82 Z /3 A"

/5 个循环"82 Z 43 ;=3"9 Z保存' 扩增产物经

4Q琼脂糖凝胶电泳验证后割胶回收 #&WN?43$"

并按说明书进行纯化"将回收产物连接至 GO,P:

C4<AN 载体#GF/;4?<$"41 Z连接41 @"热激转化

5+5

%

大肠杆菌#C=<3?43$"挑选 1 个阳性克隆送

交上海生工生物工程有限公司测序'

!"L#.BJG全长及基因组序列的扩增

根据获得的 95%&中间片段"分别设计用于

/X和 5X端扩增的引物G4 和G2' 以稀释 43 倍后的

95%&为模板"用正向引物 G2 和 "2L4FGF=;4F进

行 /X:$&-,扩增"体系为 95%&2

$

'"4 <95%&

B=02L=/3 J2884F))/

$

'" G2 和 "2L4FGF=;4F各

4

$

'"43 <'& G-$J2884F))#P?

2 D

(F44$ 2

$

'"

P?-0

2

#25 ;;/06'$ 415

$

'"'& 3*? # 5 #6

$

'$

31485

$

'"$%<A4:8F44><L4F491/85

$

'%条件为

09 Z 2 ;=3"09 Z /3 A"13 Z /3 A"82 Z 4 ;=3"

/5 个循环"82 Z 43 ;=3' 利用反向引物 G4 和

#GP进行 5X:$&-,扩增"体系包括!95%&4125

$

'"43 <K5 &BE<3L<?42 G-$ J2884F215

$

'"

B%CG P=W # 43 ;;/06'$ 315

$

'" 53 < K5

33;
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&BE<3L<?42 I/0N;4F<A4;=W 315

$

'"#GP#43 <$

引物 215

$

'"G4 引物 315

$

'"$%<A4:8F44><L4F

48125

$

'%条件为 09 Z 2 ;=3"09 Z /3 A"1/ Z

/3 A"82 Z 4 ;=3"/5 个循环"82 Z 43 ;=3' 将 /X:

$&-,和 5X:$&-,所得产物送交上海生工生物

工程有限公司测序'

表 !#78#93序列克隆$荧光定量 A@D及检测 CJA位点的引物

&'("!#A/,8*/1;1*+70/.-02*%K;'25,5'5,6*/*'-S5,8*A@D'2+CJA5*15

引物名称

IF=;4F

引物序列

IF=;4FA4Y24394#5X:/X$

引物用途

2A<?4

(4 COCOC-OOOO&O&OOCC--&OCO 中间片段扩增

$4 COC&O-OOCOO&O-O&O-OC- I<FL=<08F<?;43L<;I0=8=9<L=/3

#GP

-C&&C&-O&-C-&-C&C&OOO-&&O

-&OCOOC&C-&&-O-&O&OC

5X$&-,

#GP#A@/FL$ -C&&C&-O&-C-&-C&C&OOO- 5X$&-,

G4 O-O&-&OCCOCOOOC&&OOCOOO&O 5X$&-,

"2L4F C&--OC-OCC--&-C&OCO&CC /X$&-,

G2 OO&O&OOCC--&OCOCCO-&- /X$&-,

(2 &CO&&&C-O&-OO-OCOCCC 5%&全长克隆

$2 C-&-CC--CO--C&-&&--O 8200:043?L@ 90/34/85%&

4;*( C-OOCC-C&CCO-OCCOOCCCC 荧光定量 G-$

4;*$ -&OCCOO-&C-OCCC&COOC-& $4<0:L=;4G-$

(/ OOO&O&OOCC--&OCOCCO- 荧光定量 G-$

$/ O-CCO-OO&O&&&--CCO&- $4<0:L=;4G-$

*%G:(4 &-OCCOO&COOC&-O-OO-&CCOCC-&&C- 含 *%G位点的片段扩增

*%G:$4 &-OCCOO&COCCOCC&C--OCCC-&&-CO *%G8F<?;43L<;I0=8=9<L=/3

*%G:G4 -&COC&C&C-CO&&CC&-O-&&C&C&&C 检测 *%G位点#*%GL4ALIF/J4$

*%G:(2 &-OCCOO&COCOCCO-OCC-&C&CO-&-OO 含 *%G位点的片段扩增

*%G:$2 &-OCCOO&CO&-OOCOCCCCOCC-&&&CO- *%G8F<?;43L<;I0=8=9<L=/3

*%G:G2 COOO-C&&CC&-O&-O&--OC&OO& 检测 *%G位点#*%GL4ALIF/J4$

*%G:(/ &-OCCOO&CO&C-OCCCOOCC&OOCO&&CO 含 *%G位点的片段扩增

*%G:$/ &-OCCOO&CO-&-C&&&&&&O-C&&--&O&- *%G8F<?;43L<;I0=8=9<L=/3

*%G:G/ -&O-C&&--&O&-C&-COC&-&C 检测 *%G位点#*%GL4ALIF/J4$

*%G:(9 &-OCCOO&CO-OOCCC-&-&C&&CCC-&O- 含 *%G位点的片段扩增

*%G:$9 &-OCCOO&COCC&--&&-OCOC&-COC-C- *%G8F<?;43L<;I0=8=9<L=/3

*%G:G9 &&&OOOC&-COC-C-&-&C&C&OOC& 检测 *%G位点#*%GL4ALIF/J4$

66基因组序列的扩增方法是利用获得的全长

95%&序列"根据 "$(的前后 23 个碱基序列设

计引物 (2 和 $2 扩增内含子"以纯度高且完整的

5%&为模板"扩增体系为 5%& 2

$

'",W 3*?

#5 #6

$

'$ 31425

$

'"43 <,W 3*? J2884F#P?

2 D

I02A$ 215

$

'" B%CGP=WL2F4#各 215 ;;/06'$

2

$

'"上&下游引物 # 43

$

;/06'$ 各 315

$

'"

$%<A4:8F44><L4F481/85

$

'' 扩增条件为 09 Z 5

;=3"09 Z /3 A"53 Z /3 A"82 Z 9 ;=3"/5 个循

环"82 Z 43 ;=3' 将产物送交上海生工生物工程

有限公司测序'

!"M#荧光定量 A@D

用已获得的全长 95%&序列设计荧光定量

G-$的引物"用 8 个 5 倍浓度梯度稀释的 95%&

#5

3

&5

74

&5

72

&5

7/

&5

79

&5

75

&5

71

$绘制标准曲线"

获得扩增效率介于 05Q=435Q且无非特异性扩

增产物的引物"以稀释 43 倍后的 95%&为扩增模

板"根据 *UK$

"

GF4;=W ,W C<Y ))# C0=$%<A4+

43;
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G02A$试剂盒#C<V<$<$操作说明进行相对定量分

析"荧光定量 G-$扩增条件为 05 Z /3 A"05 Z

43 A"58 Z /3 A"82 Z /3 A"93 个循环"延伸阶段

收集信号"从 15 Z 到 05 Z"每个循环增加

315 Z"持续 5 A获得解链温度"采集溶解曲线荧

光信号' 同时使用无酶水代替模板的反应体系做

空白对照'

!"R#生长性状相关 CJA位点筛选和 CJA分型

在 4 龄缢蛏中随机选取 1 个体质量较大的个

体#431/1 >3182 $ ? 和 1 个体质量较小的个体

#5192 >315;$ ?"用 (2&$2 引物扩增 FLAI4基因

5%&全长"反应体系和方法同基因组序列的扩增

方法"将扩增产物送交上海生工生物工程有限公

司测序' 根据测序结果统计单核苷酸突变位点'

*%G分型采用 P<AA&$$&U质谱检测方法"由上

海邃志生物科技有限公司进行检测' 具体方法为

根据统计的单核苷酸突变位点进行 G-$引物和

延伸引物的设计"G-$引物用于扩增含 *%G位点

的片段"延伸引物用于延伸该检测 *%G碱基'

*%G分型操作第一步"通过多重 G-$扩增目标序

列"扩增体系为 5%&4

$

'"+/LAL<F3*?#5 #6

$

'$

314

$

'"43 <G-$J2884F#含 P?-0

2

$ 4

$

'"B%CG

P=WL2F4#各 215 ;;/06'$4

$

'"多对 G-$引物混

合液 # 43

$

;/06'$ 4

$

'"$%<A4:8F44><L4F3105

$

'' 扩增条件为 09 Z 45 ;=3"09 Z 23 A"51 Z

/3 A"82 Z 4 ;=3"95 个循环"82 Z / ;=3' 第二

步"对扩增后的反应液进行 *&G处理"*&G反应

液体系! $%<A4:8F44><L4F415/

$

'" 43 <*&G

K2884F3148

$

'"*&G酶 #4 #6

$

'$ 31/

$

'' *&G

处理程序!/8 Z 93 ;=3";5 Z 5 ;=3"9 Z保存'

第三步"延伸反应"配制 =G04W 反应试剂!$%<A4:

8F44><L4F31855

$

'"43 <=G04W K2884F312

$

'"

=G04W C4F;=3<L=/3 ;=W 312

$

'"多种延伸引物混合

液 31;39

$

'"=G04W 4;RN;431394

$

'"加入到上

述反应液中"混匀' 延伸程序!09 Z /3 A"09 Z

5 A"#52 Z 5 A";3 Z 5 A"5 个循环$"93 个循环"

82 Z / ;=3"9 Z保存' 对延伸产物进行树脂纯

化"然后进行 %<3/B=AI43A4F*I49LF/-+)G芯片点

样" P<AA&$$&U &3<0NR4F-/;I<9质 谱 检 测"

CUG,$软件分析实验结果"从而获得分型数据'

!"T#数据统计与分析

实验数据采用平均值 >标准差表示"实验结

果通过 *G**4814 软件进行 *%G与生长性状的

关联分析"先对数据做单因素方差分析"若组间有

显著差异"再进行 5239<3+A多重比较分析"4C

3135 时认为差异显著%并用 G/I?434软件对突变

位点进行群体哈迪 7温伯格平衡检验' 采用

5&%P&%113 软件将测序所得 /X端和 5X端的

95%&片段拼接得到 95%& 全长" 通过 "$(

(=3B4F网站 # @LLI!

!

>>>139J=130;13=@1?/E6

IF/749LA6?/F86$ 获得开放阅读框 # /I43 F4<B=3?

8F<;4""$($"利用 %-K)网站# @LLI!

!

J0<AL139J=1

30;13=@1?/E6K0<AL19?=$ 进行氨基酸预测" 用

*=3?<0G程序 # @LLI!

!

>>>19JA1BL21BM6A4FE=94A6

*=?3<0G6$预测蛋白信号肽' 利用 GF/LG<F<;程序

#@LLI!

!

>4J14WI<AN1/F?6IF/LI<F<;6$预测编码蛋

白的理化性质' 通过 CPIF4B 程序#@LLI!

!

>>>1

9@14;J34L1/F?6A/8L><F46CPG$,5@8/F;1@L;0$分

析蛋白的跨膜结构' 使用 ,2F/I4<3 P/04920<F

K=/0/?N '<J/F<L/FN #,PK'$的 )3L4FIF/A9<3 程序

#@LLI!

!

>>>14J=1<912M6=3L4FIF/6A9<31@L;0$预

测蛋白结构域"使用 -02AL<0S2 程序 # @LLI!

!

>>>14J=1<912M6C//0A6;A<6902AL<0>26$进行序列

多重比对分析"P,O& 513 和邻接法 #%4=?@J/F:

!/=3=3? ;4L@/B"%!$构建系统发育树%荧光定量

G-$相 关 系 数" 解 链 温 度 等 系 列 参 数 通 过

-4333

CP

C@4F;<09N904F自带软件 K=/:$4B -(H

P<3<?4F.411 得出后导出至 P=9F/A/8L,W940表

格以供后续分析' 目的基因与内参基因 4;*

F$%&的相对表达量采用 2

7

!!

!

L方法计算"根据所

得数据"采用 *=?;<G0/L4213 软件绘图'

26结果

$"!#78#93基因序列分析

经 5&%P&%软件拼接"缢蛏 FLAI4基因

95%& 全 长 共 1/4 JI # O43K<3M 登 录 号!

VG295892$#图 4$"其 5X端非编码区长 13 JI"/X端

非编码区长 4/1 JI"开放阅读框 9/5 JI # 14 =

905 JI$' FLAI4的基因组 5%&全长 / 422 JI

#O43K<3M 登录号!VG29589/$"包括 4 个内含子

和 2 个外显子"内含子 2 1;8 JI"外显子分别为

233 和 2/5 JI"剪切符合 OC:&O剪接规则'

经 GF/G<F<;推测"FLAI4基因编码蛋白含

499 个氨基酸"理论分子量为 415 M2"等电点为

1112"呈弱酸性"*=?3<0G的预测结果为"蛋白 %端

的 4 =4; 个氨基酸构成信号肽结构"经 CPIF4B

23;
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初步推断"该蛋白是非跨膜蛋白' 经 ,PK'网站

*4FE=94工具 )3L4FGF/A9<3 程序分析蛋白序列的保

守结构域"此蛋白在 91 =14 位氨基酸为 G*33222

#)O(KG:%:4$保守基序' 在 24 =08 位氨基酸为

)O(KG保守结构域 # )G$333;18 $ 的 / 个成员

G(33240 # )O(KG$& *P33424 # )K$ 和 G*54/2/

#)O(KG:%:2$"该结构域富含半胱氨酸残基' 在

22 =01 位氨基酸为 ?F/>L@ 8<9L/FF494IL/FB/;<=3

保守结构域#**(584;9$"该结构域为具有与 )O(

受体#)O($$结合能力的保守基序'

图 !#缢蛏 78#93基因 .BJG全长序列及其氨基酸序列

小写字母为非编码区"大写字母为编码区' 框中依次为起始密码子"保守基序 G-O--HH-和 /X端加尾信号' 下划线为信号肽区

域"灰色阴影部分为 )O(KG:%保守结构域"双下划线表示半胱氨酸残基",

"

-表示终止密码子

?,3"!#.BJG1*K;*2.*'2+'8,20 '.,+1*K;*2.*0778#93,2:%$,(*4+'$4.

'/>4F9<A4<3B 2II4F9<A4<F42A4B L/ =3B=9<L4L@4/X:<3B 5X:#C$<3B "$(A1*L<FL9/B/3 #&CO$ "9/3A4FE4B ;/L=8#G-O--HH-$<3B

I/0N<B43N0<L=/3 A=?3<0#<<<<L<$<F4;<FM4B JN J/W1C@4A=?3<0I4IL=B4<;=3/ <9=B A4Y24394A<F4;<FM4B JN J0<9M 23B4F0=341C@49/3A4FE4B

%:L4F;=3<0=AA@<B4B"<3B 9NAL4=34F4A=B24A<F4<33/L<L4B JN B/2J0423B4F0=341C@4<AL4F=AM =3B=9<L4AL@4AL/I 9/B/3#CO&$

66)O(KG的 %端结构高度保守"富含 42 个半

胱氨酸的保守位点#-NA:F=9@ 9/3A4FE4B A=L4$"脊椎

动物的 O-O--HH-的保守基序"在缢蛏中表现

为 G-O--HH-#图 2 $' 同源性分析表明"缢蛏

)O(KG%端与人和鼠的 )O(KG5 %端相似度较其

他结合蛋白的高"均为 93Q' 根据缢蛏&虾夷扇

贝 )O(KG&杂色鲍 )O(KG8 与脊椎动物 )O(KG的

氨基酸序列构建系统进化树#图 /$"对该进化树

的拓扑结构进行了自展检验#K//LALF<I$"重复抽

样次数为 4 333 次' 结果表明"系统进化树分为

两大支"贝类 )O(KG聚为一支"脊椎动物的聚为

一支"这与生物进化的方向一致' 脊椎动物的

)O(KG1 为 一 支" )O(KG4& 2 和 9 聚 为 一 支"

)O(KG/ 和 5 聚为一支'

/3;
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图 $#缢蛏 UO?VA的 J端结构域与其他物种 UO?VA的 J端结构域的氨基酸序列比对

相同和相似氨基酸用相同颜色的阴影表示"其中暗红色 -阴影为半胱氨酸残基

?,3"$#JS5*/8,2'-'8,20S'.,+1*K;*2.*1'-,328*2507:%$,(*4+'$4. =,5)UO?VA3*2*17/08 05)*/14*.,*1

)B43L=9<0<3B A=;=0<FF4A=B24A<F4A@<B4B =3 L@4A<;49/0/F"<3B 9NAL4=34F4A=B24<F4;<FM4B JN L@4F/N<0F4B 9/0/F

表 $#用于构建 JP 树的氨基酸序列号

&'("$#G8,20 '.,+1*K;*2.*1;1*+70/JP 5/**

基因名称

?4343<;4

物种

AI49=4A

O43K<3M 登录号

O43K<3M 3/1

FLAI4 虾夷扇贝 4,".((+.&(%( V(;34183

FLAI48 杂色鲍 <,D%@.$(%)+2+$ !(53424914

FLAI49 牙鲆 4*$*2%)717"(+2%@*).'( V!333308

FLAI44* 斑马鱼 C,$.$%+ %P:48/2;/1/

FLAI42* 斑马鱼 C,$.$%+ %P:4/495;12

FLAI4/ 斑马鱼 C,$.$%+ %P:23585412

FLAI45 斑马鱼 C,$.$%+ V!33330814

FLAI41* 斑马鱼 C,$.$%+ %P:33441493414

FLAI44 鸡 L,-*22'( %P:33433420914

FLAI42 鸡 L,-*22'( %P:235/5014

FLAI49 鸡 L,-*22'( %P:239/5/14

FLAI45 鸡 L,-*22'( HP:92231019

FLAI44 人 <,(*#%.&( %P:33350112

FLAI42 人 <,(*#%.&( %P:33350812

FLAI4/ 人 <,(*#%.&( %P:33434//0;14

FLAI49 人 <,(*#%.&( %P:33455212

FLAI45 人 <,(*#%.&( -$951;;3014

FLAI41 人 <,(*#%.&( %P:33248;12

FLAI44 小鼠 ;,9'()'2'( %P:33;/9419

FLAI42 小鼠 ;,9'()'2'( %P:33;/921/

FLAI4/ 小鼠 ;,9'()'2'( %P:33;/9/12

FLAI49 小鼠 ;,9'()'2'( %P:3435481/

FLAI45 小鼠 ;,9'()'2'( %P:34354;12

FLAI41 小鼠 ;,9'()'2'( -C3434;9

93;
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图 %#基于 UO?VA氨基酸序列构建的系统发育树

缢蛏 )O(KG用,

"

-标注"建树物种 )O(KG氨基酸序列号见表 2

?,3"%#JP 4)<-03*2,.5/**('1*+02UO?VA'8,20S'.,+1*K;*2.*1

C@4<AL4F=AM =3B=9<L4AL@4)O(KG/8:,)+&(1$%)1* <3B O43K<3M <994AA=/3 32;J4FA<F4A@/>4B =3 C<J12

$"$#78#93基因的时空表达分析

采用实时荧光定量 G-$方法检测了 FLAI4

;$%&的相对表达情况"结果表明"FLAI4在缢

蛏成体的消化腺组织中表达水平最高"性腺次之"

在外套膜&斧足&水管和鳃组织中只能检测到少量

表达#图 9$' 在缢蛏胚胎发育的卵裂期也可检测

到 FLAI4的表达"担轮期表达量下降"随着发育

的进行"表达量逐渐升高"至单水管期"表达量明

显上升"在稚贝期中的表达量达到最高#图 5$'

$"%# 78#93的 CJA位点与生长性状的关联

分析

在缢蛏 FLAI4基因组 5%&中"检测到 9 个

*%G位点"分 别 位 于 基 因 组 5%&的 4 241&

4 115&2 41; 和 2 923 JI 位置' 对 293 个缢蛏个

体进行 *%G分型"发现 9 个 *%G位点均发生

C6-突变"2 41; JI 位置的突变检测到 / 种基因

型"其他 / 个位置的突变检测到两种基因型 #表

/$ ' 9 个位点中"有 / 个位点符合哈迪 7温伯格

平衡' 通过与生长性状的关联分析表明"2 41;

位点的 CC基因型个体的壳长大于 -C基因型的

缢蛏个体#4C3135 $ "CC基因型个体的体质量

显著大于 -C和 --基因型的缢蛏个体 #4C

3135$ ' FLAI4基因组的其他 / 个位点的突变

与生长性状无显著相关性'

53;
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图 >#缢蛏 78#93组织

分布图

41外套膜% 21鳃% /1斧足% 91性腺% 51消化腺% 11水管

?,3">#FQ4/*11,0210778#933*2*,2

1,Q 5,11;*107:%$,(*4+'$4.

41;<3L04% 21?=00% /18//L% 91?/3<B% 51B=?4AL=E4 ?0<3B%

11A=I@/3

图 L#缢蛏 78#93发育时期表达图

41卵裂期% 21担轮期% /1面盘期% 91壳顶期% 51匍匐期% 11单

水管期% 81稚贝期

?,3"L#D*-'5,6*8DJG*Q4/*11,0210778#933*2*

+;/,23 *'/-< +*6*-048*25:%$,(*4+'$4.

414;JFN/?434A=A% 21LF/9@/I@/F4% /1E40=?4F% 912;J/ 0<FE<4%

519F44I=3? 0<FE<4% 11A=3?04I=I4AL<?4% 8172E43=04

表 %#缢蛏 78#93的 CJA位点与生长性状的关联分析

&'("%#O/0=5)5/',5107.-'81=,5)+,77*/*253*205<4*1'2+'110.,'5,02'2'-<1,1

位置

0/92A

基因型

?43/LNI4

样本量6(

%6(

哈迪 7温伯格

平衡#4值$

+S,#4E<024$

壳长6;;

*'

壳宽6;;

*S

壳高6;;

*+

体质量6?

KS

B142411-1C C- 4/63131 4?3104 52148 >/1/0 42181 >4134 481/1 >3109 ;1/4 >418/

-- 22363109 5/134 >2142 421/1 >3103 48155 >3102 ;143 >4124

B141151-1C -C 263134 4?3100 52135 >3105 421;2 >412/ 4;132 >3194 ;125 >4188

CC 2/563100 52100 >2129 421/0 >3103 48159 >3102 ;14/ >4129

B1241;1-1C -- 23;6310/8 4?3133

5210; >214/

<J

421/; >3103 48155 >31;0

;130 >4124

J

-C ;6313/1

54154 >2158

J

421/5 >4123 41108 >3188

811/ >4113

J

CC 1631328

59132 >/1;5

<

421;0 >3193 4811; >31;2

0125 >4199

<

B129231-1C -C /63134 4?3100 59183 >4193 42112 >31;4 48100 >3105 ;153 >418/

CC 2/363100 52108 >212/ 42193 >3104 48151 >3103 ;149 >4129

注!%表示基因型样本量"(表示基因型频率"+S,表示哈迪 7温伯格平衡"*'表示壳长 #;;$ "*+表示壳高 #;;$ "*S 表示壳宽

#;;$ "KS表示体质量# ?$ "数值均以平均值 >标准差表示' <与 J 有显著性差异#4C3135$ %<J 与 <&J 均无显著性差异

%/L4A!%"32;J4F/890<;A%("?43/LNI48F4Y2439N%+S,;4<3A+<FBN:S4=3J4F? ,Y2=0=JF=2;%*'"A@400043?L@#;;$ %*+"A@400@4=?@L#;;$ %

*S"A@400>=BL@#;;$ %KS"J/BN >4=?@L# ?$1C@4?F/>L@ LF<=LA<F4?=E43 <AL@4;4<3 >AL<3B<FB B4E=<L=/31S=L@=3 4<9@ 9/02;3 /84<9@ 0/92A"

L@4E<024>=L@ A2I4FA9F=IL<=AA=?3=8=9<3L0N B=884F43L8F/; L@<L>=L@ A2I4FA9F=ILJ#4C3135$ "<3B E<024>=L@ A2I4FA9F=IL<J =A3/LA=?3=8=9<3L0N

B=884F43L8F/;L@<L>=L@ </F>=L@ J

/6讨论

分泌蛋白是在细胞内合成"在胞外发挥生物

学作用的蛋白' 信号肽是指导蛋白质跨膜转移的

氨基酸序列"一般位于分泌蛋白的 %端' 本实验

克隆的缢蛏 FLAI4基因编码的氨基酸经 *=3?<0G

程序分析"%端的前 4; 个氨基酸为信号肽结构'

经 CPIF4B 程序分析为非跨膜蛋白"说明该蛋白

属于分泌型蛋白' 此推测与已知的 )O(KG的作

用方式相符
(42)

' )O(KG分泌到细胞外"与 )O(结

合并延长 )O(的半衰期"促进或抑制 )O(的生物

活性
(4/)

'

蛋白质的进化在生物进化的过程中起中心作

用"类似结构域出现在不同的蛋白质分子中"推测

其可能是来源于共同祖先的基因
(49)

' 脊椎动物

中的 )O(KG有高度同源性"其共同的结构特征!4

个含 42 个 -NA残基的高度保守的 %:末端区&4 个

含 1 个 -NA残基的 -:末端保守区和 4 个高度可

变的 '区
(45)

' 在脊椎动物中"-NA残基形成系列

二硫键"%端主要与 )O(结合"并使 )O(的部分

13;
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氨基酸残基暴露"以便与 )O(:)$结合
(45 741)

' -

端与 )O(或者 %端连接"保持 %端与 )O(的结合

和稳定
(41)

' '区是每个 )O(KG最独特的区域"它

使 )O(KG的结构和功能有差异
(41)

' 缢蛏 )O(KG

成熟肽的 %端保守区包含 42 个 -NA氨基酸"与

脊椎动物相同"由此推测缢蛏 )O(KG的 %端有与

脊椎动物相似的功能"能与)O(配体结合"并调节

其活性
(45)

' 缢蛏 )O(KG%端的 G-O--HH-保

守基序与脊椎动物的 O-O--HH-稍有差异"且

)O(KG的 '区大部分缺失"-端不含甲状腺球蛋

白结构域 #L@NF/?0/J20=3 LNI4:4 F4I4<L$

(48)

' 缢蛏

的 )O(KG结构与虾夷扇贝的相似
(43)

' 贝类

)O(KG与脊椎动物 )O(KG在结构上的差异暗示

两者之间存在不同的生物学功能' 这可能与

)O(KG蛋白的进化相关' 结构域可能是蛋白质进

化的一种遗传单位"产生新蛋白的方式之一是结

构域的组合
(4;)

' 推测 )O(KG的祖先基因可能只

有 %端保守结构域"在进化的过程中"与甲状腺

球蛋白结构域进行组合"产生新的 )O(KG蛋白"

由于两个结构域的折叠需要更大的空间"所以 '

区变长"随着生物的进化")O(KG趋向于专一性和

特异性"因此分化出了 )O(KG4 =1' )O(KG在脊

椎动 物 中 经 过 长 期 的 进 化 和 演 变" 分 枝 出

)O(KG4&/ 和 1"随后的基因复制事件使 )O(KG4

分化出 )O(KG2 和 9")O(KG/ 分化出 )O(KG5

(40)

'

目前"关于贝类 )O(KG研究很少' 仅在杂色

鲍
(0)

和虾夷扇贝
(43)

中有相关报道' 在本实验中"

对 FLAI4在缢蛏外套膜&水管&斧足&鳃&性腺和

消化腺 1 个组织中的实时荧光定量分析表明"

FLAI4基因在消化腺中表达量高"在性腺中次

之"在外套膜等其他组织中表达量低' 推测其与

消化腺的功能相关"缢蛏消化腺是合成&分泌消化

酶的主要器官"具有很强的细胞吸收和细胞内消

化的功能"还参与无机盐的代谢
(23)

"与脊椎动物

中肝脏的功能类似' 脊椎动物中")O(有自分泌

和旁分泌的功能"但主要在肝脏中合成"并运输到

其他组织中发挥作用
(2)

' 因此"推测缢蛏 )O(KG

作为 )O(的运输蛋白"主要在消化腺中合成' 脊

椎动物中肝脏是分泌 )O(KG4 的主要器官
(24)

'

研究表明"成体斑马鱼的 )O(KG4 只在肝脏中表

达
(22)

' 五条 #:.$%+2* ?'%&?'.$*D%*1*$

(2/)

和牙鲆

的 )O(KG在 肝 脏 中 表 达 量 最 高
(29)

' 此 外"

)O(KG4 在牙鲆胚胎发育的各阶段的表达量均处

于较低水平"仅在牙鲆出膜后 / B 及变态前出现

高峰"在变态期表达量最高"对牙鲆的变态发育有

重要作用
(29)

' 缢蛏 )O(KG从受精卵至匍匐期阶

段"表达量均处于较低水平"单水管期表达水平明

显升高"稚贝期表达水平最高"表明 )O(KG可能

对缢蛏的发育有重要作用'

缢蛏 FLAI4的基因组结构包含 4 个内含子

和两个外显子' 与生长性状的关联分析表明"

2 41;位点的 CC基因型的缢蛏体质量和壳长显著

大于 C-基因型' 在虾夷扇贝的 FLAI4中"也检

测到了 4 个与体质量和壳长显著相关的突变位

点
(43)

' )O(KG在脊椎动物中主要与 )O(结合调

控生长和发育
(/"5)

' 而且内含子位点的突变与基

因转录调控有关
(25)

' 因此"基因的位点突变有可

能会影响到缢蛏 )O(KG的翻译&结构和功能"进

而对生长性状产生影响
(25)

' FLAI4的位点突变

对缢蛏生长性状的影响机制还有待进一步的

研究'
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