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摘要! 通过 31S筛选结合重测序法获得合浦珠母贝一种 4D型凝集素 P>,-的全长序列

"命名为 B6.34&# $ B6.34& 全长 #== V:!"jD*S+为 !! V:!!jD*S+为 &%& V:!开放阅读

框为 =<@ V:!编码 $=? 个氨基酸!分子量为 !&8<= fQ!理论等电点约 "8=!$ 预测的氨基酸

序列中含有信号肽"]9U

&

D19Z

&#

#和糖结合位点$ 同源性分析结果表明!B6.34& 与其它物

种 4D型凝集素的的糖识别结构域序列的同源性在 &=8=d $̀=8<d!相似性在 $=8#d `

"%8%d之间$ 进化树分析结果表明!B6.34& 与栉孔扇贝聚为一支$ 组织表达分析表明!

B6.34& E+,-在消化腺&外套膜&性腺&闭壳肌&肠&鳃和血淋巴组织均有表达!在消化

腺中的表达分析表明!经溶藻弧菌刺激后 $ L 表达显著下调!而在 @ 和 $@ L 后表达显著

上调$ 利用 B6.34& 成熟肽构建原核表达载体!在大肠杆菌中进行重组表达$ 制备包涵

体后!用 0>-2GOCGIR 树脂纯化得到单一的重组蛋白!凝菌试验表明该蛋白对大肠杆菌有

明显的凝集作用$

关键词! 合浦珠母贝% 4D型凝集素基因% +SDB4+% 原核表达

中图分类号! g?"!% 1#&?8@'''''''文献标志码'-

''合浦珠母贝#>')1"5"?" (%1"5"$又称马氏珠母

贝"是我国生产海水珍珠最主要的珍珠贝类"其生

产的珍珠被称为+南珠,' 多年来"由于不注重选

育种"致使养殖合浦珠母贝出现种质混杂&生长缓

慢和分泌珍珠质的能力下降等现象"加上近年来

养殖环境恶化以及病害增多等因素使合浦珠母贝

在人工养殖过程出现大量死亡现象(&)

"致使其珍

珠的质量和产量下降"严重制约了合浦珠母贝养

殖产业的发展' 为了解决合浦珠母贝养殖中的病

害问题"促进合浦珠母贝养殖产业的可持续发展"

必须加强合浦珠母贝自身免疫防御机制的研究'

克隆和鉴定免疫相关基因"探索其免疫调控机制"

可以为合浦珠母贝病害免疫防治研究提供新的

思路($ ;@)

'

4D型凝集素#4DU[:979PUGI$是一类 4F

$ W依

赖活性的糖蛋白"包含至少一个保守的糖基识

别 结 构 域 # PFZV6L[RZFU9Z9P6JIGUG6I R6EFGI"

4+>$

(")

"作为一种模式识别受体专一地与异物

表面特定的糖基结合"从而吸附和凝集异物"促

进机体清除和杀灭异物(<)

' 凝集素在无脊椎动

物免疫防御中发挥了十分重要作用"主要体现

在以下 ! 个方面!#&$ 识别入侵的异物"促进机

体对异物的识别和吞噬(?)

"3-]),等(=)研究表

明"4D型凝集素中含有病原识别分子"如甘露糖

受体等"积极参与无脊椎动物的非特异性免疫

作用%#$$ 激活免疫系统"起调理素的作用"当

外界病原体刺激贝类时"凝集素通过识别异己

有选择性地结合异物表面的糖基分子"促进贝

类免疫反应的产生%#!$ 凝集细菌和寄生虫"防

止病原蔓延"l2-,T等(# ;&%)和).-/13,等(&&)
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经试验得出"4D型凝集素有凝集和抑制细菌的作

用"420,S-.-等(&$)也证实了贝类凝集素有能

凝集细菌和感染寄生虫的作用' 在无脊椎动物中

有庞大的凝集素家族基因在免疫防御中起重要作

用"近年来已克隆获得了栉孔扇贝 #4,0"#2&

("../.'$

(&! ;&@)

& 海 湾 扇 贝 # :.;-+/15/)

'.."?'")&$

(&" ;&<)

& 太 平 洋 牡 蛎 # 4."&&-&5./"

;';"&$

(&?)

&贻贝#925'0%&/?%0'&$

(&=)等多种软体动

物的4D型凝集素基因"然而目前对珍珠贝凝集素

家族基因的了解甚少"仅克隆分析了 & 个合浦珠

母贝TD型凝集素基因(&#)

' 本研究利用 31S筛选

和重测序法筛选获得了 & 个合浦珠母贝 4D型凝

集素#B6.34&$P>,-的全长序列"分析了其组织

表达特征和重组蛋白的细菌凝集活性"证实了

B6.34& 参与了合浦珠母贝的先天免疫防御

反应'

&'材料与方法

!"!#实验材料

合浦珠母贝''实验所用的合浦珠母贝来自

海南省陵水县新村珍珠贝养殖基地"体长 "8" `

?8% PE"充气海水中暂养 & 周后进行实验' 对于

组织表达实验"取 ! 只闭壳肌活力强的合浦珠母

贝分别取消化腺&血淋巴&闭壳肌&性腺&肠&鳃和

外套膜于液氮中保存备用' 对于溶藻弧菌

#<'$.'- "0;')-025'1%&$刺激实验"分成对照组和细

菌刺激组"在对照组的闭壳肌内注射 &%%

$

.BC1

#:L6O:LFU9VQHH9ZOF7GI9"磷酸盐缓冲液":2<8=$"

细菌刺激组则注射 &%%

$

.溶藻弧菌悬液#取过

夜培养的溶藻弧菌悬浮于BC1")>

<%% IE

e%8@$于

闭壳肌中"于 %&$&@&=&&$&$@&@=&?$ L = 个时间点

分别取 " 只合浦珠母贝的消化腺保存于液氮中

备用'

试剂''+,-提取试剂盒 #+,9FO[ ]GIG

ĜU"4FU! I68?@&%@ $ 和 +,FO9DHZ99的 >,FO9

"

#4FU!I68?#$"@$购自 g0-T3,公司%3\ 7"8 酶"

反转 录 试 剂 盒 BZGE91PZG:U

S]

+S Z9FJ9IU ĜU

#>++%!?1$和荧光定量试剂盒#>++%@&-$购自

SF̂F+F公司%0>-2GO-CGIR 树脂"购自 ]9ZPf

公司%乙醇&甘油&SZGODVFO9&,F47&硼酸&氨苄青霉

素 # - E:GPG77GI $& 0BST # 0O6:Z6:[7

!

D>D&D

SLG6JF7FPU6:[ZFI6OGR9"异丙基D

!

D>D硫代吡喃半乳

糖苷$等均为国产分析纯'

仪器''超声波细胞粉碎机"新芝生物科技

股份有限公司%高速冷冻离心机"日立工机商业有

限公司%冰箱"青岛海尔有限公司%电子天平"常熟

市双杰测试仪器厂%微波炉"美的生活电器制造有

限公司%掌上离心机"S>]h )̂Th) 4),8"

.S>%涡旋振荡器"1PG9IUGHGPGIRQOUZG9O%精密电子天

平" ]9UU79ZDS679R6 TZ6Q:% 荧光定量 B4+仪"

3::9IR6ZH%B4+仪"SL9ZE6V76Pf CG6E9UZF'

!"$#'()提取和*+()合成

分别将样品于液氮下研碎"根据说明书采用

+,9FO[ ]GIG ĜU提取 +,-' 提取 +,-后用

+,FO9DHZ99的>,FO9

"

处理"定量+,-的反应终

质量浓度为 $" IJA

$

.' 利用 BZGE91PZG:U

S]

+S

Z9FJ9IÛ GU#B9ZH9PU+9F7SGE9$合成 P>,-第一

链"反应后保存 P>,-于 ;=% c冰箱中备用"使

用时按比例稀释'

!"%#合浦珠母贝*+()文库构建和QT0分析

取溶藻弧菌刺激后的合浦珠母贝全组织"在

液氮中研磨碎后"用 +,9FO[ ]GIĜ GU试剂盒提

取 总 +,-" 使 用 l-BDP>,-

%

1[IUL9OGOfGU

# 1UZFUFJ9I9$& l-BDP>,-

%

TGJF:FPf

(

T67R

476IGIJ fGU# 1UZFUFJ9I9$ 和 :67[-UZFPU

%

E+,-

GO67FUG6I O[OU9E

(

#BZ6E9JF$ 等试剂盒 #购自

1UZFUFJ9I9公司$构建 31S文库' 经筛选发现其

中一个大小为 "=% V: 的 31S序列与 T9ICFIf

数据库中的栉孔扇贝#C->=!=&$"&8%%3D&&$的

4D型凝集素具有较高相似性"挑取该克隆用 S!

引物进行重新测序"从而获得了合浦珠母贝 4D

型凝集素的 P>,-全长序列"命名为 B6.34&"

在 T9ICFIf中注册号为 /(=&$&?$'

!"&#-?]Q.! 序列分析

利用>,-1UFZ软件查找B6.34& 的P>,-序

列的最大开放阅读框#)+/$"利用1GJIF7B!8%

($%)

软 件 # LUU:!

!

mmm8PVO8RUQ8RfAO9ZYGP9OA

1GJIF7BA$进行信号肽的预测"利用 1]-+S程

序($& ;$$)

# LUU:!

!

OEFZU89EV7DL9GR97V9ZJ8R9A$ 和

1PFIDBZ6OGU9程序#LUU:!

!

mmm89\:FO[8PLAU667OA

OPFI:Z6OGU9A$ 进 行 蛋 白 质 结 构 预 测" 用

]FUT-S

($!)计算B6.34& 与其它物种4D型凝集素

序列的同源性和相似性"经过47QOUF7_程序多序

列比对后"最后采用 ]3T-@8& 软件构建系统进

化树' 用 4B2E6R97O!8% 19ZY9Z# LUU:!

!

mmm8

PVO8RUQ8RfAO9ZYGP9OA4B2E6R97OA$ 程 序 预 测

"!$#
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# 期 胡钰婷"等!合浦珠母贝4D型凝集素基因的序列特征和功能分析 ''

B6.34& 4+>的空间结构'

!",#-?]Q.! 9'()表达分析

根据 B6.34& 的全长序列设计引物#表 &$"

并设计
!

="15') 引物作内参照"根据 SF̂F+F的荧

光定量试剂盒#嵌合检测法$进行荧光定量 +SD

B4+反应' 反应程序按说明书"退火温度为 <%

c"反应后用相对 4

U

值法#$

;

&&

4

U

E9UL6R$

(@)和

1B11软件分析 B6.34& E+,-在合浦珠母贝中

的表达情况'

表 !#实验设计的引物及其作用

037"!#0A:C859:8;?>:BC:859:643@=:;5I636=4A:588?@:;

引物

:ZGE9Z

引物序列#"jD!j$

:ZGE9ZO9MQ9IP9

产物大小AV:

:Z6RQPUOGK9

用途

QOFJ9

B6.34&D/ SSTS44----4-44ST44

$?$

组织表达

UGOOQ99\:Z9OOG6I

B6.34&D+ 4-SS4TS44-4SS-S-4-4S44

!

DFPUGID/ T-4ST-TT4S44-4S4--44

$?" Z9F7DUGE9B4+

!

DFPUGID+ 4S4S4-T4STSTTSTTST--

B64S.&D/& 44T.0.1)1SSSSS44S-T-4-T4SSS-S4-T

?=%

原核表达

:Z6fFZ[6UGP9\:Z9OOG6I

B64S.&D+& 44T1))00.S4-S44S-S--S--S--4-44--4T

!"D#-?.0]! 的原核表达和重组蛋白的纯化

根据B6.34& 成熟肽序列设计引物 B64S.&D

/& 和 B64S.&D+&"在两端分别添加 *,-

"

和

P1-+

"

酶的酶切位点 #表 & 的粗体字母$"以

B6.34& 的质粒 >,-为模板"进行 B4+扩增"退

火温度为 "? c"@% 个循环' B4+产物纯化后"用

*,-

"

和 P1-+

"

酶进行双酶切"并与经 *,-

"

和P1-+

"

双酶切的 :+13S质粒连接"将 :+13SD

.34& 转化大肠杆菌 C.$&"筛选阳性克隆"进行

测序验证"构建C.$&#:+13SD.34&$重组菌' 将

重组菌在含 &%% EJAE.氨苄青霉素的培养基中

培养"!? c"$$" ZAEGI"直到 )>

<%% IE

约 %8<"用

%8%&%8$&%8@&%8<&%8=&&8%&&8$&&8< 和 $8%

EE67A.不同浓度的 0BST诱导培养 " L"将诱导

后的菌液进行 1>1DB-T3电泳检测' 重组菌破

碎后并制备包涵体"之后用 0>-2GO-CGIR 树脂

试剂盒进行纯化' 纯化后进行复性"并用C4-方

法定量($@)

'

!"P#-?.0]! 重组蛋白的活性检测

用革兰氏阴性菌大肠杆菌#P&1,/.'1,'" 1-0'$

和革兰氏阳性菌枯草芽孢杆菌#E"1'00%&&%$5'0'&$

进行重组B64S.& 蛋白的凝集活性检测' 细菌培

养到)>

<%% IE

约 &8% 后"! "%% ZAEGI"离心 &% EGI"

用 & bBC1清洗两次"用 &% EE67A.的 SC1D4F

缓冲液#"% EE67A.SZGOD247"&%% EE67A.,F47"

&% EE67A.4F47

$

":2?8"$悬浮菌液"至 $8" b

&%

#

AE.的细菌浓度"取 &%

$

.菌液至 @%

$

.质量

浓度为 !@

$

JAE.的重组蛋白中"用C1-#牛血清

蛋白$作对照' 在室温中孵化 & L 后"于显微镜中

观察' 为了确定该蛋白是否有钙离子依赖活性"

加入与钙离子浓度相同的 3>S-缓冲液"室温中

再孵化 & L"于显微镜下观察'

$'结果

$"!#-?]Q.! 的序列分析

合浦珠母贝 4D型凝集素基因 B6.34& P>,-

的序列全长 ##= V:""jD*S+为 !! V:"!jD*S+为

&%& V:")+/为 =<@ V:"共编码 $=? 个氨基酸"分

子质量为 !&8<= fQ"理论等电点约 "8=!' 前 &# 个

氨基酸为信号肽#]9U

&

D19Z

&#

$序列"成熟肽中包含

& 个糖识别结构域#4+>$"其中有 < 个保守的半

胱氨酸"还包含了 & 个糖结合位点#T7Q

&"@

"BZ6

&""

"

-OI

&"<

$结构域#图 &$'

$"$#-?]Q.! .'+空间结构分析

B6.34& 和其他物种的4+>三级结构如图 $

所示"B6.34& 4+>的三级结构中含有 $ 个
#

螺

旋和 &% 个
!

折叠"栉孔扇贝的4D凝集素4+>三

级结构含有 ! 个
#

螺旋和 &% 个
!

折叠"这些结构

紧凑结合形成一个球形' 图 $ 中箭头所示是糖结

合位点"其结合作用与 4F

$ W有关"也是 4F

$ W结合

位点'

)!$#
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图 !#-?]Q.! *+()全序列及预测的氨基酸序列

在方框内的是起始密码子和终止密码子"圆框内的是典型的多聚腺苷酸加尾信号#--S---$"加下划线的是信号肽"双下划线的

是糖识别结构域#4+>$"带灰色阴影的字母是 < 个保守的半胱氨酸残基"粗斜体的字母表示为糖结合位点'

H5I"!#0A:><@@*+();:K<:6*:36=C8:=5*4:=3956? 3*5=;:K<:6*:?>-?]Q.! I:6:

SL9OUFZUP6R6I FIR OU6: P6R6IOFZ9GI UL9V6\"FU[:GPF7:67[ :67[FR9I[7FUG6I OGJIF7#--S---$GOGI UL9Z6QIR V6\"UL9OGJIF7:9:UGR9GO

QIR9Z7GI9R"UL9PFZV6L[RZFU9Z9P6JIGUG6I R6EFGI #4+>$ GOQIR9ZR6QV79QIR9Z7GI9R"UL979UU9ZO6HJZF[ OLFR6mFZ9UL9OG\ P6IO9ZY9R

P[OU9GI9Z9OGRQ9O"UL9OQJFZVGIRGIJ OGU9OFZ9V67R FIR GUF7GP79UU9ZO8

图 $#-?]Q.!#3$与栉孔扇贝#7$的.2型凝集素基因中.'+的三级结构

H5I"$#0A:4:84538J ;48<*4<8:?>.'+56-?]Q.!%;#3$36=T*3@@?C%;#7$*24JC:@:*456

*$$#
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# 期 胡钰婷"等!合浦珠母贝4D型凝集素基因的序列特征和功能分析 ''

$"%#-?]Q.! 系统进化分析

同源性分析显示"B6.34& 与其它物种的 4D

型凝集素的4+>中均有 < 个保守的半胱氨酸"其

中后面 @ 个半胱氨酸连接成 $ 个二硫键"序列中

含有保守的一个糖识别位点#3B,$和 $ 个钙离子

结合位点#>$#图 !$' 经47QOUF7_软件比对后"

表 $#-?]Q.! 氨基酸序列与其他已知物种.2型凝集素的氨基酸序列同源性分析

037"$#X?9?@?IJ 363@J;5;?>-?]Q.! 3956? 3*5=;:K<:6*:M54A?4A:8N6?M6.24JC:@:*4563956? 3*5=

物种

O:9PG9O

相似性Ad

OGEG7FZGU[

同源性Ad

GR9IUGU[

氨基酸数量

FEGI6 FPGRO

注册号

FPP9OOG6I IQEV9Z

栉孔扇贝4H("../.' "% $<8" &!" -CC?&<?<

文昌鱼E.")1,'-&5-#" (0-.'?"/ @&8# $"8$ ## iBn%%$<%!!!?

海葵K/#"5-&5/00" 6/15/)&'& @&8$ $$8" &%# iBn%%&<@&"?$

大西洋鲑 @"0#- &"0". !# $=8< #? -40<==%?

墨吉对虾

R/))/.-+/)"/%&#/.;%'/)&'&

!# $!8@ &!@ -4+"<=%"

斑节对虾>/)"/%&#-)-?-) !# $&8$ &!@ -C0#?!?!

囊舌虫 @HG-O"0/6&G'' !=8$ &#8! &$% iBn%%$?!"?$=

棕背蛇鳝 P1,'?)" ?/0'1"5%0" !?8" &=8= #! C-4?=#%$

斑胸草雀 7"/)'-+2;'" ;%55"5" !< $@8? &&< iBn%%$&#$<$<

智人F-#- &"+'/)& $#8# $@8? $&& --0@<=!#

猕猴9"1"1" #%0"55" $=8# &#8! $&& iBn%%&%#&<<&

图 %#-?]Q.! 与其他物种.2型凝集素氨基酸的多序列联配

星号代表同源性#

"

$"-或!代表相似性%序列上方N表示糖识别结构域中没有形成二硫键的半胱氨酸"q表示带二硫键的半胱氨

酸"横线下的是糖结合位点' 其中合浦珠母贝#>')1"5"?" (%1"5""-4)!<%@"$"栉孔扇贝 #4H("../.'"-CC?&<?<$"菲律宾帘蛤

#</)/.%+'&+,'0'++')".%#"-4*=!$&!$"海胆#@5.-);20-1/)5.-5%&)%?%&"-4)?$"=@$"大弓首线虫#7-C-1"." 1")'&"-->!&%%%$"日本

海鳗#:);%'00" D"+-)'1""C-4"@%$$$"大熊猫#:'0%.-+-?" #/0")-0/%1""3/C$??<$$"贻贝#925'0%&/?%0'&"4-i!!=!@$"文昌鱼#EH

(0-.'?"/"iBn%%$<%!!!?$"海葵 #KH6/15/)&'&"iBn%%&<@&"?$ $"棕背蛇鳝 #PH?/0'1"5%0""C-4?=#%$ $"斑马鱼 #A")'- ./.'-",Bn

%%&&%@?&&$'

H5I"%#W<@45C@:3@5I69:64;?>-?]Q.! M54A?4A:8N6?M6.24JC:@:*456;:K<:6*:;

26E676J[ FZ9OL6mI FOFOU9ZGOf+

"

,"+-, 6Z+!,6I V9LF7H6HOGEG7FZGU[% )I UL9U6: 6HUL9O9MQ9IP9O"+N, OL6m9R UL9P[OU9GI9OmGUL6QU

FRGOQ7HGR9V6IR GI UL9PFZV6L[RZFU9Z9P6JIGUG6I R6EFGI"qOL6m9R UL9P[OU9GI9mGUL FRGOQ7HGR9V6IR"QIR9ZUL9RFOL9OUL9OQJFZVGIRGIJ

OGU9O80IP7QRGIJ :9FZ76[OU9Z# >')1"5"?" (%1"5"" -4)!<%@" $" OPF776: # 4H("../.'" -CC?&<?< $" LQFJ9# </)/.%+'&+,'0'++')".%#"
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C-4"@%$$$" :FIRF# :'0%.-+-?" #/0")-0/%1"" 3/C$??<$ $" EQOO97# 925'0%&/?%0'&" 4-i!!=!@ $" FE:LG6\QO# EH(0-.'?"/" iBn
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用邻位相联法构建系统进化树#图 @$"结果表

明"系统进化树分为两大支"合浦珠母贝与栉孔

扇贝在一分支上"与甲壳动物共一大支"说明系

统进化发育上属于无脊椎动物"与软体动物亲

缘关系最近"其次是甲壳动物' 分析进化树上

的 4+>的同源性和相似性"结果表明"这些物

种的相似性为 $=8#d `"%8%d"同源性为

&=8=d $̀=8<d'

图 &#利用.@<;43@a程序和WQ1)%"G

软件构建的-?]Q.! 系统进化树

&8哺乳动物"$8鱼类"!8鸟类"@8头索""8腔肠动物"<8半索动

物"?8甲壳动物"=8软体动物'

系统进化树所使用物种如表 $'

H5I"&#-AJ@?I:6:45*48::?>4A:-?]Q.! 3956?

3*5=;:K<:6*:;56=5>>:8:64I8?<C;7J

.@<;43@a 36=WQ1)%"G

&8EFEEF7"$8HGOL"!8VGZR"@8P9:LF76PL6ZF7FUF""8P6979IU9ZFU9"

<8L9EGPL6ZRFU9"?8PZQOUFP9FI"=8E677QOP8

SL9O:9PG9OUL9:L[76J9I9UGPUZ99QO9R FZ97GOU9R GI SFV8$8

$"&#-?]Q.! 9'()组织表达特征分析

组织表达分析表明B6.34& E+,-在所有被

检测的组织中均有表达"其中在消化腺中的表达

量最高"且显著高于其他组织"在血淋巴中表达量

最低#图 "$' B6.34& E+,-在消化腺中的表达

分析结果表明#图 <$"经溶藻弧菌刺激 $ L 后"

B6.34& E+,-表达量显著下调%刺激 @ 和 $@ L

后"表达量显著上调'

$",#-?]Q.! 重组蛋白表达和活性检测

重组菌C.$&#:+13SD.34&$在 !? c"$$% ZA

EGI"%8= EE67A.的0BST诱导培养 " L后进行细

胞破碎"1>1DB-T3电泳检测结果表明"在约 !=

fQ处有一条特异条带"与预期大小相一致#图 ?D

F$"重组蛋白以包涵体形式存在' 包涵体经尿素

溶解后用镍离子金属螯合亲和层析法进行蛋白纯

化"纯化得到单一的重组蛋白#图 ?DV$' 蛋白凝

集活性检测结果表明"B6.34& 的重组蛋白对革

兰氏阴性菌大肠杆菌有明显的凝集活性#图 =$"

加3>S-后"凝集活性消失"对枯草芽孢杆菌没

有明显的凝集作用'

图 ,#-?]Q.! 9'()在各组织中的表达水平

&8消化腺"$8性腺"!8闭壳肌"@8外套膜""8肠"<8锶"?8血淋巴8

H5I",#QBC8:;;5?6@:U:@?>4A:-?]Q.! 9'()5645;;<:;

&8RGJ9OUGY9J7FIR"$8J6IFR"!8FRRQPU6ZEQOP79"@8EFIU79""8

GIU9OUGI9"<8JG77O"?8LF9E6P[U9O8

图 D#-?]Q.! 9'()在消化腺中菌刺激后的表达水平

H5I"D#QBC8:;;5?6@:U:@?>-?]Q.! 9'()56

=5I:;45U:I@36=3>4:873*4:853 ;459<@345?6

图 P#T+T2-)1Q检测结果

#F$ 破碎后沉淀和上清" &8标准蛋白" $8上清" !8沉淀" @8

:+13S" "8C.$&% #V$ 纯化后的蛋白" &8目的蛋白" $8标准蛋白'

H5I"P#T+T2-)1Q363@J;5;

#F$ OQ:9ZIFUFIUFIR O9RGE9IUFHU9ZVZ9FfGIJ" &8]FZf9Z" $8

OQ:9ZIFUFIU" !8O9RGE9IU" @8:+13S" "8C.$&% #V$ :Z6U9GI LFR

:QZGHG9R" &8Z9P6EVGIFIU:Z6U9GI" $8]FZf9Z8
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# 期 胡钰婷"等!合浦珠母贝4D型凝集素基因的序列特征和功能分析 ''

图 E#重组蛋白-?.0]! 对大肠杆菌的凝集结果

#F$ SC1D4F缓冲液% #V$ 3>S-缓冲液% #P$ C1-溶液'

H5I"E#?"&)*'3II@<456345?656=<*:=7J 4A:8:*?9756364-?.0]!

#F$ UL9Z9P6EVGIFIUB64S.& GI SC1D4FVQHH9Z% #V$ UL9Z9P6EVGIFIUB64S.& GI SC1D3>S-VQHH9Z% #P$ UL9Z9P6EVGIFIUB64S.& GI

C1-O67QUG6I8

!'讨论

序列分析结果表明"B6.34& 蛋白序列中含

有 P\\\\P\\\\\\\4\00\4\\\\_\4\\\\4典型

的4D型凝集素结构域"在 < 个半胱氨酸中"前 $

个半胱氨酸没有参与二硫键的形成"第 ! 个和第

< 个&第 @ 个和第 " 个半胱氨酸#4[O

=#

&4[O

&=<和

4[O

&<!

&4[O

&?=

$形成 $ 个二硫键(&" ;&<)

"二硫键的结

构对维持其空间的结构有重要意义' B6.34& 含

有一个 4D型凝集素结构域#4+>$"低等生物的

4D型凝集素基因一般只有一个 4+>"而其他物种

的则有两个或多个 4+>

(&" ;$<)

' B6.34& 的 4+>

中含有一个糖结合位点B3,"B6.34& 的 4+>与

栉孔扇贝4D型凝集素的 4+>的空间结构比较分

析后"发现它们的结构相似"整个空间结构紧凑成

一个球形"均有一个糖结合位点' 在 4D型凝集素

中"一般有 3B,基域和 _,>基域与钙离子共同

作用完成对糖基分子的结合($?)

"3B,基序仅在胶

原凝集素和选凝素中存在(")

"所以 B6.34& 有可

能是一种胶凝集素或选择凝集素"_,>基序一

般只在脊椎动物中有高保守性' 而且 3B,和

3B>可以对甘露糖进行识别"gB>则可识别半乳

糖"4D型凝集素对不同的糖基进行凝集是有选择

性的"B6.34& 可能对甘露糖进行结合'

同源分析结果表明"大多物种 4D型凝集素的

4+>由约 &!% 个氨基酸残基组成"并有 &= 个保

守的氨基酸残基和 < 个恒定保守的半胱氨酸' 有

关文献表明"4D型凝集素的 4+>一般为 &&" `

&!% 个残基"其中有 &@ 个恒定残基#包括 @ 个 4

残基$和 &= 个保守残基($=)

"其中保守的色氨酸

#_$残基"对凝集素的凝血活性起着重要的作

用($")

' 在所比对的序列中"有两个比较保守的糖

结合位点"_,>中在脊椎动物序列中存在' 进

化树分析结果表明"合浦珠母贝与栉孔扇贝聚为

一支"与一些甲壳动物为邻支"与其他物种相离较

远"这说明4D型凝集素基因在贝类上进化是相对

一致的"并与水生动物甲壳动物亲缘较近' 对这

些物种的4+>进行同源性和相似性"发现它们的

同源性与相似性并不是很高"在有关的研究

中(# ;&%)

"贻贝的4D型凝集素与其它物种的相似性

为 @"d "̀%d"栉孔扇贝的 " 个4D型凝集素相似

性为 !&d @̀<d"可见得4D型凝集素是一个进化

比较快的基因"但它具有高保守性特征序列'

组织表达特征分析结果显示"B6.34& E+,-

在合浦珠母贝各组织有不同的表达量"消化腺最

高"血淋巴最低"所以在合浦珠母贝的各组织均有

4D型凝集素的分布"而且在消化腺的分布量较大"

因为消化腺与贝类的免疫有密切的关系' 在海湾

扇贝和栉孔扇贝中"4D型凝集素在消化腺中表达

量最高"血淋巴的表达量最低(#"&")

' 溶藻弧菌刺

激 $&@&=&&$&$@&@= 和 ?$ L后"B6.34& E+,-在

消化腺的表达水平不一致"在 $ L 的表达量有所

下降"在 @ L和 $@ L的表达量显著上调"即表达量

在一定时间内达到较大值"但一定的时间后会恢

复"这说明4D型凝集素的表达量是可以受微生物

刺激诱导的(&!)

"也说明合浦珠母贝4D型凝集素参

与免疫响应"有助于对外界入侵病原的免疫防御

能力'

本试验通过构建原核表达载体 :+13SD

.34&"在大肠杆菌 C.$& 中得以表达"并优化得

到 %8= EE67A.的 0BST诱导浓度' 通过制备包

涵体"用镍离子金属螯合亲和层析法进行纯化"获

$$$#
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得单一的重组蛋白' 用该重组蛋白进行凝菌活性

试验"结果表明重组蛋白 :+13SD.34& 能够凝集

大肠杆菌"且依赖钙离子"但不能对试验中的其它

细菌进行凝集' 栉孔扇贝的 4D型凝集素 Z4/.9PD

& 也表现出对大肠杆菌有凝集活性"而且也是依

赖钙离子的存在(&@)

"但 Z4/.9PD" 没有对大肠杆

菌产生凝集作用(&%)

' 海湾扇贝的 4D型凝集素

-G4S.D< 可以对大肠杆菌&微球菌和金黄色葡萄

球菌进行凝集(#)

' 4D型凝集素有选择地对细菌

进行凝集"这是因为4D型对异物表面的糖基分子

有选择的"即有专一性' B6.34& 的凝集活性有

依赖于钙离子"进一步证明了 4D型凝集素($#)的

活性特征'
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欢迎订阅 $G!$ 年)海洋渔业*

1海洋渔业2创刊于 &#?# 年"是中国科学技术协会主管&中国水产学会和中国水产科学研究院东海水产研究所主办

的学术期刊' 主要刊载水产生物学&海水养殖与增殖&水产生物病害与防治&水产生物营养与饲料&渔业生态与渔业水域

生态环境保护&海洋水产资源开发利用与保护&渔具与渔法&水产品保鲜与综合利用&渔业机械与仪器等方面的水产基础

理论研究和水产应用基础研究的论文&综述和简报"读者对象主要为海洋水产科技工作者&水产院校师生和渔业行政管

理人员等'

1海洋渔业2于 $%%< 年被+中国科技论文统计源期刊,#中国科技核心期刊$收录"$%%# 年被中国科学引文数据库

#414>$#扩展库$#$%%# 年 $̀%&% 年$和1中文核心期刊要目总览2收录"还先后被1中国期刊全文数据库2#4(/>$&1万

方数据.数字化期刊群2&1中文科技期刊数据库2&联合国1水科学和渔业文摘2#-1/-$等期刊数据库收录"$%%# 年被

中国科技协会学会学术部评定为+中国科协示范精品科技期刊,'

本刊季刊"大 &< 开"&$% 页"逢季中月 $" 日出版"定价!&< 元A册' 国内外公开发行"国内统一刊号! 4,!& ;&!@&A1"

国际标准刊号! 011,&%%@ ;$@#%"邮发代号! @ ;<!%' 读者可在当地邮局订阅"也可直接汇款至编辑部订阅'

编辑部地址! 上海市军工路 !%% 号''邮 编! $%%%#%

电 话! %$& ;<"<=%&&<"'%$& ;<"<=@<#% b=%@="'传 真! %$& ;<"<=!#$<

3DEFG7! LFG[FIJ[Q[9N&$<8P6E

_9VOGU9! mmm89FOUHGOL9Z[8FP8PI

&$$#



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

''' 水'产'学'报 !" 卷

T:K<:6*:>:34<8:;36=><6*45?63@363@J;5;?>4A:.24JC:@:*456I:6:

#-?]Q.!$>8?9C:38@?J;4:88'3&($-$ #6&$($

2*hQDUGIJ

&"$

" l2-,T>GFIDPLFIJ

$

" 4*01LQDJ9

$"!

" T*)2QFD[FIJ

&"$

"

423,]GIJDMGFIJ

$

" (0-,T1LGDJQG

$

"

#&>9'--"."'*G2:8"(2":%/0 $2*"4,2"/,""48%/.8%2E,"%/ </21"(:2)#"48%/.8%2'$%&!%<"982/%%

$>L212:2'/ '*AB6%,6-)6("%/0 Q2')",8/'-'.#"4'6)8 982/% 4"% G2:8"(2":C":"%(,8 H/:)2)6)""

982/":"A,%0"3#'*G2:8"(#4,2"/,":"56%/.=8'6'"&%!%%"982/%%

!>4,8''-'*$2*"4,2"/,"%/0 I",8/'-'.#"R2/%/ </21"(:2)#"56%/.=8'6'"&%<!$"982/%$

)7;483*4! >')15"?" (%1"5" GO6I96HUL9EFGI OL977HGOL9OmLGPL :Z6RQP9O9FmFU9Z:9FZ7O"FIR GULFOLGJL

9P6I6EGPYF7Q981L977HGOL RGO9FO9OP6IUGIQGIJ U6 6PPQZGI Z9P9IU[9FZO"m9LFR U6 OUZ9IJUL9I U6 OUQR[ UL9

GEEQI9O[OU9E6HOL977HGOL80I ULGOU9OU"ULZ6QJL Z9O9FZPLGIJ UL9Z97FU9R J9I9O4DU[:979PUGI HZ6E>H(%1"5""

:Z6YGR9R O6E9VFOGPUL96ZG9O6HE679PQ7FZFOOGOU9R O979PUG6I H6Z>H(%1"5"8_9GR9IUGHG9R FIR P76I9R UL9

P>,-6HUL94DU[:979PUGI J9I9#B6.34&$HZ6E >H(%1"5" V[ UL9P>,-7GVZFZ[ 6H>H(%1"5"819MQ9IP9

FIF7[OGOOL6m9R ULFU>-BP4& GO##= V: 76IJ"F"jD*S+GO!! V:"FIR F!jD*S+GO&%& V:"6:9I Z9FRGIJ

HZFE9GO=<@ V:"9IP6RGIJ $=? FEGI6 FPGRO"UL9E679PQ7FZm9GJLUGO!&8<= fQ FIR UL9UL96Z9UGPF7GO6979PUZGP

:6GIUGOFV6QU"8=!8SL9OGJIF7:9:UGR9GI UL9:Z9RGPU9R FEGI6 FPGR GOUL9]9U

&

D19Z

&#

"F7O6 P6IUFGIOOQJFZ

VGIRGIJ OGU9O826E676J[ FIF7[OGOOL6m9R ULFUUL9L6E676J[ 6HB6.34& FIR 6UL9ZO:9PG9O8-EGI6 FPGR

O9MQ9IP9GOV9Um99I &=8=d FIR $=8<d"UL9OGEG7FZGU[ GOV9Um99I $=8#d FIR "%8%d8SL9:L[76J9I9UGP

FIF7[OGOOL6m9R ULFUUL9B6.34& OLFZ9R UL9OFE9VZFIPL mGUL 4,0"#2&("../.'8SGOOQ99\:Z9OOG6I FIF7[OGO

OL6m9R ULFUUL9B6.34& E+,-mFO9\:Z9OO9R GI RGJ9OUGY9J7FIR"EFIU79"J6IFR"FRRQPU6ZEQOP79"GIU9OUGI9"

JG77OFIR L9E67[E:L98>GJ9OUGY9J7FIR 9\:Z9OOG6I FIF7[OGOOL6m9R ULFUFHU9ZOUGEQ7FUG6I V[ <'$.'-

"0;')-025'1%&'5mFOOGJIGHGPFIU7[ Z9RQP9R GI $ L"FIR 9\:Z9OOG6I mFOQ:DZ9JQ7FU9R GI @ L FIR $@ L8SL9

:Z6fFZ[6UGP9\:Z9OOG6I Y9PU6Z6HB6.34& mFOP6IOUZQPU9R QOGIJ UL9EFUQZ9:9:UGR9"FIR 9\:Z9OO9R GI PH1-0'8

-HU9ZUL9:Z9:FZFUG6I 6HGIP7QOG6I V6RG9O" :QZGHG9R V[ 0>- 2GOCGIR Z9OGI FIR FOGIJ79:Z6U9GI8-IR UL9

P6FJQ7FUG6I U9OUOL6m9R ULFUUL9:Z6U9GI PFI FJJ7QUGIFU9UL9PH1-0'OGJIGHGPFIU7[8

V:J M?8=;! >')15"?" (%1"5"% 4DU[:979PUGI% +SDB4+% :Z6fFZ[6UGP9\:Z9OOG6I

.?88:;C?6=56I 3<4A?8! (0-,T1LGDJQG83DEFG7!oGFIJOJN$&PI8P6E

'$$#


