
ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｓｃｘｕｅｂａｏ．ｃｎ

第 ３９卷第 ９期
２０１５年 ９月 　

水　产　学　报
ＪＯＵＲＮＡＬＯＦＦＩＳＨＥＲＩＥＳＯＦＣＨＩＮＡ

Ｖｏｌ．３９，Ｎｏ．９
Ｓｅｐｔ．，２０１５

文章编号：１０００－０６１５（２０１５）０９－１３２４－０９ ＤＯＩ：１０．１１９６４／ｊｆｃ．２０１４１２０９５９２

收稿日期：２０１４１２０３　　　修回日期：２０１５０３０３

资助项目：国家自然科学基金（３１３７２５２７）；国家现代贝类产业技术体系（ＣＡＲＳ４８）；浙江省重大科技专项（２０１２Ｃ１２９０７４）

通信作者：董迎辉，Ｅｍａｉｌ：ｄｏｎｇｙｉｎｇｈｕｉ１１８＠１２６．ｃｏｍ

文蛤生长因子受体结合蛋白２（ＧＲＢ２）基因克隆、
时空表达及 ＳＮＰ位点筛查

高晓艳１，　董迎辉１，　施沈佳１，　姚韩韩１，　阮文斌２，　赵家熙１，　林志华１
（１．浙江万里学院浙江省水产种质资源高效利用技术研究重点实验室，浙江 宁波　３１５１００；

２．上海海洋大学水产与生命学院，上海　２０１３０６）

摘要：为探索贝类 ＧＲＢ２基因的结构、功能特征，以及在贝类生长发育过程中的作用，实验通
过已构建的文蛤转录组文库，利用 ＳＭＡＲＴＲＡＣＥ技术扩增得到了文蛤 ＧＲＢ２基因的 ｃＤＮＡ
全长序列，对其生物信息学、组织及发育阶段表达特征进行了分析，并利用直接测序方法在外

显子中筛选 ＳＮＰ位点。结果显示，ＧＲＢ２基因 ｃＤＮＡ全长 １７９１ｂｐ，开放阅读框 ６６９ｂｐ，编码
２２３个氨基酸，蛋白由 ＳＨＳＨ２ＳＨ３３个结构域组成；氨基酸序列比对发现，文蛤 ＧＲＢ２与泥蚶
的同源性最高，达到６５．６％，与脊椎动物的同源性都在６０％以上，说明 ＧＲＢ２基因在进化过程
中比较保守。荧光实时定量 ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）结果表明，ＧＲＢ２在文蛤 ６个组织和 １０个发育时
期中均有表达，但不同组织间的表达量并没有显著差异；发育时期中的表达量呈现逐渐升高的

趋势，在壳顶幼虫时期达到最高，之后表达量又有所降低。ＳＮＰ位点的筛选结果表明，在
ＧＲＢ２基因的外显子区域共发现１６个 ＳＮＰ位点。
关键词：文蛤；生长因子受体结合蛋白２（ＧＲＢ２）；克隆；ＳＮＰ
中图分类号：Ｑ７８５；Ｓ９６６．２　　　　　　　　 文献标志码：Ａ

　　生长因子受体结合蛋白 ２（ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｂｏｕｎｄｐｒｏｔｅｉｎ２，ＧＲＢ２），是一种接头蛋
白，参与细胞信号转导过程，具有促进细胞增殖、

细胞生长、细胞分化等功能。ＧＲＢ２由 １个位于
中央区的 ＳＨ２结构域和 ２个位于两侧的 ＳＨ３结
构域构成，ＳＨ２结构域可以特异地识别 ｐＹＸＮＸ
基序（Ｘ为任意氨基酸），并以很高的亲和力结合
这种基序

［１］
；ＳＨ３结构域则可以特异地结合富含

脯氨酸的基序，也可以自身形成二聚体
［２］
。在受

体介导的信号通路中，ＳＨ２结构域可以在很多受
体介导的信号通路中发挥作用，如表皮生长因子

受体、Ｔ细胞受体、Ｂ细胞受体等［３］
。受体激活

后，ＳＨ３结构域结合鸟苷酸交换因子（Ｓｏｓ），催化
非活性的 ＲａｓＧＤＰ转换成有活性的 ＲａｓＧＴＰ，从
而把信号依次传递至胞核，调控细胞的增殖和分

化
［４］
。目前，高等动物中 ＧＲＢ２基因研究得已经

很透 彻 了
［５－７］

，但 在 海 洋 贝 类 中，仅 在 泥 蚶

（Ｔｅｇｉｌｌａｒｃａｇｒａｎｏｓａ）中有相关报道［８］
。

文蛤（Ｍｅｒｅｔｒｉｘｍｅｒｅｔｒｉｘ）是我国四大传统养
殖贝类之一，为有效提高养殖产量和效益，国内一

些研究机构已开展了文蛤良种培育研究
［９－１０］

。

目前文蛤分子遗传和功能基因的研究已有报道，

免疫相关方面有血清补体 Ｃ１ｑ［１１］、脂多糖诱导的
肿瘤坏死因子（ＬＩＴＡＦ）［１２］、铜锌超氧化物歧化酶
（ＳＯＢ）［１３］、金属硫蛋白（ＭＴ）［１４］等；生长相关方
面有铁蛋白（ｆｅｒｒｉｔｉｎ）［１５］、组织蛋白酶 Ｂ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎ
Ｂ）［１６］、磺基转移酶（ＳＵＬＴ）［１７］、果糖１，６二磷酸
醛缩酶９（ＦＢＡ）［１８］等，但 ＧＲＢ２基因却未见报道。
本研究克隆了文蛤 ＧＲＢ２的 ｃＤＮＡ全长，研究了
其在不同组织、不同发育阶段中的表达差异，并在

基因外显子中筛选 ＳＮＰ位点，以期为文蛤基因资
源挖掘、遗传育种研究提供基础资料。
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１　材料与方法

１．１　实验材料
实验用文蛤材料均取自宁波象山县东盛水产

养殖有限公司。文蛤成贝经活体解剖，迅速取其

外套膜、闭壳肌、内脏团、斧足、水管和鳃 ６个组
织，液氮速冻，存于 －８０℃冰箱备用。２０１４年 ７
月，用性腺发育成熟的文蛤亲贝催产，通过隔离产

卵和人工授精技术获得同步发育的未受精卵、受

精卵、４细胞胚胎、囊胚、原肠胚、担轮幼虫、Ｄ形
幼虫、壳顶幼虫、眼点幼虫和稚贝 １０个发育时期
样品，备用。用于 ＳＮＰ位点筛选的文蛤自然群体
共２６０枚，随机取样５２枚，备用。
１．２　实验方法

ＧＲＢ２基因 ｃＤＮＡ全长的克隆　　利用 Ｔｒｉｚｏｌ
法提取文蛤闭壳肌组织总 ＲＮＡ，ＳＭＡＲＴＲＡＣＥ试
剂盒（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）合成 ｃＤＮＡ第一链，用于全长
ｃＤＮＡ３′和 ５′端序列快速扩增（ＲＡＣＥ）的模板。根
据文蛤转录组文库的注释信息，检索到 ＧＲＢ２基因
的 ＥＳＴ片段，并以此为依据分别设计 ３′ＲＡＣＥ和
５′ＲＡＣＥ特异性引物 ＧＳＰ１和 ＧＳＰ２（表 １），用
Ａｄｖａｎｔａｇｅ２Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ试剂盒（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）扩增

ＧＲＢ２基因的 ｃＤＮＡ全长，具体操作参照试剂盒要
求。采用 ｔｏｕｃｈｄｏｗｎＰＣＲ，分别进行 ３′和 ５′
ＲＡＣＥ扩增。ＰＣＲ产物经１％琼脂糖电泳检测，对
其中最亮的条带进行割胶回收，纯化后的产物按说

明书要求与 ＰＭＤ１８Ｔ（ＴａＫａＲａ）连接过夜，转化到
大肠杆菌 ＤＨ５α中进行克隆，经菌液 ＰＣＲ检测，选
取阳性克隆送公司测序。

为确保文蛤 ＧＲＢ２基因 ｃＤＮＡ全长的准确
性，以获得 ＧＲＢ２的 ｃＤＮＡ全长为模板，ＧＲＢ２Ｆ
和 ＧＲＢ２Ｒ（表１）为引物，进行 ＰＣＲ扩增，产物经
割胶纯化，连接转化后测序，具体步骤同上。

文蛤 ＧＲＢ２基因的序列及进化分析　　在
ＧｅｎＢａｎｋ核酸数据库中将测序结果与已知序列作
Ｂｌａｓｔｘ同源性分析，用 Ｂｌａｓｔ程序进行 ５′和 ３′末端
序列拼接，获得 ＧＲＢ２基因的 ｃＤＮＡ全长；ＯＲＦ
Ｆｉｎｄｅｒ程序进行开放阅读框搜索；ＤＮＡＭＡＮ软件
推测其编码的氨基酸序列；用 ＭＥＧＡ６．０软件的
ＮＪ法构建系统进化树；利用 ＥｘＰＡＳｙ程序推测出
蛋白质的理化性质；ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔｓｃａｌｅ分析其疏水
性；ＳｉｇｎａｌＰ和 ＴＭＨＭＭ分别进行蛋白质信号肽和
跨膜分析；Ｓｍａｒｔ软件对蛋白质进行功能域预测；
ＳｗｉｓｓＭｏｄｅｌ软件对蛋白质高级结构进行预测。

表 １　实验所用引物及其序列
Ｔａｂ．１　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

引物

ｐｒｉｍｅｒ
序列（５′→ ３′）

ｓｅｑｕｅｎｃｅｆｒｏｍ５′ｔｏ３′
引物信息

ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｐｒｉｍｅｒｓ

ＧＳＰ１ ＣＴＧＡＡＧＧＡＧＧＴＧＧＡＧＧＣＡＡＴＧＴＡＴＧＡＣＴ ３′ＲＡＣＥ

ＧＳＰ２ ＧＣＧＧＧＧＡＧＡＴＡＡＧＡＴＡＧＴＧＧＴＧＧＡＡＧＡＧ ５′ＲＡＣＥ

ＧＲＢ２Ｆ ＡＣＧＡＴＴＴＴＡＣＴＧＣＴＡＣＴＧ 基因 ｃＤＮＡ全长验证

ＧＲＢ２Ｒ ＡＣＡＡＴＡＣＴＴＧＡＣＣＡＴＡＣＣ 基因 ｃＤＮＡ全长验证

ＲｅａｌＧＦ ＣＧＡＴＴＴＴＡＣＴＧＣＴＡＣＴＧＣＣＧＡ ｑＲＴＰＣＲ

ＲｅａｌＧＲ ＡＴＣＣＴＴＣＣＴＴＣＣＣＴＴＧＴＡＡＣＴＣＴ ｑＲＴＰＣＲ

１８ＳＦ ＣＴＴＴＣＡＡＡＴＧＴＣＴＧＣＣＣＴＡＴＣＡＡＣＴ ｑＲＴＰＣＲ

１８ＳＲ ＴＣＣＣＧＴＡＴＴＧＴＴＡＴＴＴＴＴＣＧＴＣＡＣＴ ｑＲＴＰＣＲ

ＧＲＢ２Ｆ１ ＡＣＧＡＴＴＴＴＡＣＴＧＣＴＡＣＴＧＣＣＧＡ ＳＮＰ位点筛选

ＧＲＢ２Ｒ１ ＡＡＡＴＡＧＡＣＡＡＴＡＣＴＴＧＡＣＣＡＴＡＣＣＴ ＳＮＰ位点筛选

　　文蛤 ＧＲＢ２基因在不同组织和不同发育阶段
的表达差异分析　　取上述文蛤的 ６个组织和
１０个发育时期，Ｔｒｉｚｏｌ法提取其总 ＲＮＡ，按照
Ｐｒｏｍｅｇａ反转录试剂盒说明进行 ｃＤＮＡ第一链合
成，用于荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）的模板，Ｒｅａｌ
ＧＦ和 ＲｅａｌＧＲ（表 １）为引物，以 １８ＳｒＲＮＡ（表
１）基因为内参，利用 ＢｉｏＲａｄＩＱＴＭ２Ｍｕｌｔｉｃｏｌｏｒ
ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ进行 ｑＲＴＰＣＲ。

数据处理采用相对值 ２－ΔΔＣｔ进行计算，ＳＰＳＳ１９．０

进行统计分析。

文蛤 ＧＲＢ２基因中 ＳＮＰ位点的筛选　　提取
５２枚文蛤样品的总 ＲＮＡ，并将其反转录为 ｃＤＮＡ，
方法同上所述。以该 ｃＤＮＡ为模板，ＧＲＢ２Ｆ１和
ＧＲＢ２Ｆ２（表 １）为引物，进行 ＰＣＲ扩增，产物经割
胶纯化，连接转化后测序，具体步骤同上。结果用

ＭＥＧＡ６．０进行序列比对分析，查找 ＳＮＰ位点。

５２３１
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２　结果

２．１　文蛤 ＧＲＢ２基因 ｃＤＮＡ全长克隆
ＧＲＢ２基因的 ｃＤＮＡ全长１７９１ｂｐ，开放阅读

框６６９ｂｐ，编码 ２２３个氨基酸，５′ＵＴＲ长 ２５ｂｐ，
３′ＵＴＲ为１０９７ｂｐ，包含 １个终止密码子 ＴＧＡ，
加尾信号 ＡＴＴＡＡＡ和２７ｂｐ的 ｐｏｌｙＡ尾（图１）。

图 １　文蛤 ＧＲＢ２基因全长 ｃＤＮＡ序列及其氨基酸序列推测
加框部分分别代表起始密码子、终止密码子和加尾信号，代表蛋白翻译结束，双划线部分为 ＳＨ３结构域，单划线部分代表 ＳＨ２结构域

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｏｆｃＤＮＡａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅＧＲＢ２ｆｒｏｍＭ．ｍｅｒｅｔｒｉｘ
Ｔｈｅｔｈｒｅｅｌｅｔｔｅｒｓｂｏｘｅｓａｒｅｔｈｅｓｔａｒｔｃｏｄｏｎ，ｔｈｅｓｔｏｐｃｏｄｏｎａｎｄｔｈｅｐｏｌｙａｄｅｎｙｌａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ，ｔｈｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｅｎｄｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎ

ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ，ｔｈｅｄｏｕｂｌｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄｂｏｌｄｐａｒｔｓａｒｅｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｄｏｍａｉｎｓｏｆＳＨ３，ｔｈｅｂｏｌｄｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄｐａｒｔｓｉｓｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｄｏｍａｉｎｓｏｆＳＨ２

６２３１
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２．２　文蛤 ＧＲＢ２基因的序列及进化分析
利用 ＥｘＰＡＳｙＣｏｍｐｕｔｅ推导出文蛤 ＧＲＢ２基

因编码蛋白质的分子量为 ２５．８９ｋｕ，理论等电点
为６．３４。ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔｓｃａｌｅ软件预测显示，该蛋
白质在氨基酸组成上，极性氨基酸所占比例较高，

表现为亲水性；ＳｉｇｎａｌＰ软件预测显示该蛋白质没
有明显的信号肽；ＴＭＨＭＭ 软件预测没有跨膜
蛋白。

利用 Ｓｍａｒｔ软件对文蛤 ＧＲＢ２蛋白进行了功
能域预测（图 ２）。结果表明，文蛤 ＧＲＢ２蛋白含
有 ３个功能域，即 ＳＨ３（１－５７ａａ）、ＳＨ２（５８－
１４８ａａ）和 ＳＨ３（１６３－２２０）。Ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ软件预
测显示，文蛤 ＧＲＢ２蛋白的二级结构由 １３０个 Ｈ
键、４个 α螺旋、２３个 β折叠和 ２４个转角组成。
ＧＲＢ２蛋白的 ＳＨ结构域主要由 β折叠片组成，
ＳＨ２的两端各有一个 α螺旋，２个 ＳＨ３结构域也
各有１个 α螺旋（图３）。

图 ２　用 Ｓｍａｒｔ软件预测的 ＧＲＢ２蛋白的功能域

Ｆｉｇ．２　Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｄｏｍａｉｎｓｏｆ

ＧＲＢ２ｕｓｉｎｇｔｈｅＳｍａｒｔｓｏｆｔｗａｒｅ

图 ３　文蛤 ＧＲＢ２蛋白的二级结构预测
红色为 α螺旋；黄色为 β折叠；蓝色为转角；白色为其他

残基

Ｆｉｇ．３　Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆ

ＧＲＢ２ｉｎＭ．ｍｅｒｅｔｒｉｘ
ｔｈｅｒｅｄｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅａｌｐｈａｈｅｌｉｘ，ｙｅｌｌｏｗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｂｅｔａ

ｓｈｅｅｔ，ｂｌｕｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｔｕｒｎ，ｏｔｈｅｒｒｅｓｉｄｕｅｓｉｓｗｈｉｔｅ

２．３　文蛤 ＧＲＢ２基因序列同源性分析
利用ＭＥＧＡ６．０软件，对文蛤和其他１３个物

种进行氨基酸序列比对（图 ４）及用 ＮＪ法构建系
统进化树（图 ５）。氨基酸序列比对表明，文蛤
（Ｍ．ｍｅｒｅｔｒｉｘ，ＫＰ２５０８７８）与泥蚶 （Ｔ．ｇｒａｎｏｓａ，
ＡＦＰ５７６７５．１）的同源性最高为 ６５．６％，与大西洋
鲑 （Ｓａｌｍｏｓａｌａｒ，ＮＰ＿００１１５８７７８．１）、斑 马 鱼
（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ，ＮＰ＿９９８２００．１）、条 纹 斑 竹 鲨
（Ｃｈｉｌｏｓｃｙｌｌｉｕｍｐｌａｇｉｏｓｕｍ，ＡＤＩ５８８２９．１）、斑点叉
尾 （Ｉｃｔａｌｕｒｕｓｐｕｎｃｔａｔｕｓ，ＮＰ＿００１１８７３１３．１）、鸡
（Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓ，ＮＰ＿９８９７４２．１）、牛（ＢｏｓＴａｕｒｕｓ，
ＢＣ１０２４１１．１）、非 洲 爪 蟾 （Ｘｅｎｏｐｕｓ ｌａｅｖｉｓ，
ＣＡＢ５９２７９．１）、小鼠（Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ，ＮＰ＿０３２１８９．
１）、猪 （Ｓｕｓｓｃｒｏｆａ，ＦＪ１９６５９５．１）、人 （Ｈｏｍｏ
ｓａｐｉｅｎｓ，ＮＰ＿００２０７７．１）、黑猩猩（Ｐａｎｔｒｏｇｌｏｄｙｔｅｓ，
ＮＭ＿００１２４６６１７．１）、食蟹猴（Ｍａｃａｃａｆａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓ，
ＮＭ＿００１２８７６３５．１）等 脊 椎 动 物 的 同 源 性 为
６３．８％～６５．１％。从构建的系统进化树中可以看
出，脊椎动物动物中的哺乳纲、鸟纲、两栖纲和鱼

纲先聚成一大支，文蛤与泥蚶聚成一支，再与脊椎

动物聚在一起。

２．４　ＧＲＢ２基因在文蛤不同组织和不同发育时
期的差异分析

利用 ｑＲＴＰＣＲ技术，检测了 ＧＲＢ２基因在不
同组织和不同发育时期的时空表达特征。结果表

明，ＧＲＢ２基因在文蛤不同组织中均有表达，其中
水管中的表达量相对较高，但各个组织之间并没

有显著差异（Ｐ＞０．０５），表明 ＧＲＢ２基因在成贝
中广泛表达（图６）。

不同发育时期的结果表明，ＧＲＢ２基因在壳
顶幼虫期中表达量最高，显著高于其他发育时期

（Ｐ＜０．０１），而在幼贝时期的表达量显著高于除
壳顶幼虫期以外其他时期的表达量（Ｐ＜０．０１），
其他时期之间则无显著差异（Ｐ＞０．０５）（图７）。
２．５　文蛤 ＧＲＢ２基因外显子序列 ＳＮＰ位点
分析

利用直接测序的方法在文蛤 ＧＲＢ２基因外
显子中筛选 ＳＮＰ位点，结果经 ＭＧＥＡ软件比对
分析，共发现了 １６个 ＳＮＰ位点，其中 １５个位点
在 ５２个样本中仅出现了 １次，３９０Ｃ＞Ｔ位点出
现２次，分别占总样本数的１．９２％和３．８５％，这
些位点都没有在该群体中表现出来显著性

差异。
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图 ４　文蛤与其他物种 ＧＲＢ２进行氨基酸序列比对
Ｍｅ．文蛤；Ｔｇ．泥蚶；Ｓｓ．大西洋鲑；Ｇｇ．鸡；Ｄｒ．斑马鱼；Ｉｐ．斑点叉尾 ；Ｃｐ．条纹斑竹鲨；Ｘｌ．非洲爪蟾；Ｍｍ．小鼠；Ｈｓ．人；Ｓｕ．

猪；Ｐｔ．黑猩猩；Ｍｆ．食蟹猴；Ｂｔ．牛。黑色阴影表示一致序列，灰色阴影表示相似序列

Ｆｉｇ．４　ＡｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆＧＲＢ２ｂｅｔｗｅｅｎＭ．ｍｅｒｅｔｒｉｘａｎｄｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ
Ｍｅ．Ｍ．ｍｅｒｅｔｒｉｘ；Ｔｇ．Ｔ．ｇｒａｎｏｓａ；Ｓｓ．Ｓ．ｓａｌａｒ；Ｇｇ．Ｇ．ｇａｌｌｕｓ；Ｄｒ．Ｄ．ｒｅｒｉｏ；Ｉｐ．Ｉ．ｐｕｎｃｔａｔｕｓ；Ｃｐ．Ｃ．ｐｌａｇｉｏｓｕｍ；Ｘｌ．Ｘ．ｌａｅｖｉｓ；Ｍｍ．Ｍ．

ｍｕｓｃｕｌｕｓ；Ｈｓ．Ｈ．ｓａｐｉｅｎｓ；Ｓｕ．Ｓ．ｓｃｒｏｆａ；Ｐｔ．Ｐ．ｔｒｏｇｌｏｄｙｔｅｓ；Ｍｆ．Ｍ．ｆａｓｃｉｃｕｌａｒｉｓ；Ｂｔ．Ｂ．ｔａｕｒｕｓ．Ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓａｒｅｓｈａｄｅｄｄａｒｋａｎｄｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ

ａｒｅｓｈａｄｅｄｇｒａｙ
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９期 高晓艳，等：文蛤生长因子受体结合蛋白 ２（ＧＲＢ２）基因克隆、时空表达及 ＳＮＰ位点筛查 　　

图 ５　用 ＭＥＧＡ６．０软件邻接法构建的文蛤与

其他物种 ＧＲＢ２的系统进化树

Ｆｉｇ．５　Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆ

ＧＲＢ２ｂｅｔｗｅｅｎＭ．ｍｅｒｅｔｒｉｘａｎｄ

ｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓｕｓｉｎｇＭＥＧＡ６．０ｓｏｆｔｗａｒｅ

图 ６　ＧＲＢ２基因在文蛤不同组织中的

表达差异分析（ｎ＝３）
１．外套膜，２．闭壳肌，３．内脏团，４．足，５．鳃，６．水管

Ｆｉｇ．６　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆ

ＧＲＢ２ｇｅｎｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｏｆ

Ｍ．ｍｅｒｅｔｒｉｘ（ｎ＝３）
１．ｍａｎｔｌｅ，２．ａｄｄｕｃｔｏｒｍｕｓｃｌｅ，３．ｄｉｇｅｓｔｉｖｅｇｌａｎｄ，４．ｆｏｏｔ，５．ｇｉｌｌ，

６．ｓｉｐｈｏｎ

３　讨论

本实验通过 ＲＡＣＥ技术成功获得了文蛤
ＧＲＢ２基因的 ｃＤＮＡ全长序列。该基因 ｃＤＮＡ全
长１７９１ｂｐ，开放阅读框６６９ｂｐ，所推导的氨基酸
序列不存在信号肽序列，蛋白质分子量为 ２５．８９
ｋｕ，理论等电点为 ６．３４，这与已报道泥蚶的结果
基本一致

［８］
，与人和小鼠的结果也很相似

［１９］
。

ＧＲＢ２蛋白是由 ＳＨ３ＳＨ２ＳＨ３３个结构域紧
密结合在一起构成的，其中ＳＨ３结构域的β折叠

图 ７　ＧＲＢ２基因在文蛤不同发育时期的

表达差异分析（ｎ＞５００）
１．未受精卵，２．受精卵，３．４细胞，４．囊胚，５．原肠胚，６．担轮

幼虫，７．Ｄ形幼虫，８．壳顶幼虫，９．眼点幼虫，１０．稚贝，代

表极显著差异，Ｐ＜０．０１

Ｆｉｇ．７　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆ

ＧＲＢ２ｇｅｎｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ

ｓｔａｇｅｓｏｆＭ．ｍｅｒｅｔｒｉｘ（ｎ＞５００）
１．ｕｎｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄｍａｔｕｒｅｅｇｇｓ，２．ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄｅｇｇｓ，３．４ｃｅｌｌｓ，４．

ｂｌａｓｔｕｌａ，５．ｇａｓｔｒｕｌａｅ，６．ｔｒｏｃｈｏｐｈｏｒｅ，７．Ｄｓｈａｐｅｄｌａｒｖａ，８．ｕｍｂｏ

ｌａｒｖａｅ，９．ｅｙｅｂｏｔｌａｒｖａ，１０．ｊｕｖｅｎｉｌｅｃｌａｍｓ， ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｖｅｒｙ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ，Ｐ＜０．０１

表 ２　文蛤 ＧＲＢ２基因外显子序列 ＳＮＰ位点统计
Ｔａｂ．２　ＳｔａｔｉｓｔｉｃｓｒｅｓｕｌｔｏｆＳＮＰｓｉｎｅｘｏｎｏｆ

ＧＲＢ２ｉｎＭ．ｍｅｒｅｔｒｉｘ

位置

ｓｉｔｅ
出现次数／次

ｎｕｍｂｅｒｏｆｏｃｃｕｒｅｎｃｅｓ
百分比／％
ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

４２Ｇ＞Ａ １ １．９２

１６８Ａ＞Ｇ １ １．９２

１９８Ａ＞Ｇ １ １．９２

２００Ｇ＞Ａ １ １．９２

２１５Ａ＞Ｇ １ １．９２

３００Ｔ＞Ｇ １ １．９２

３０５Ｃ＞Ｔ １ １．９２

３９０Ｃ＞Ｔ ２ ３．８５

４９５Ｇ＞Ａ １ １．９２

５１９Ｇ＞Ｔ １ １．９２

５２２Ｔ＞Ｃ １ １．９２

５４３Ａ＞Ｇ １ １．９２

５５９Ｇ＞Ａ １ １．９２

６２４Ｔ＞Ｃ １ １．９２

６６８Ａ＞Ｇ １ １．９２

７０７Ｔ＞Ｇ １ １．９２

片呈“桶状”，可以特异地结合富含 Ｐｒｏ的序列，
ＳＨ２的结构域两端分别有 １个 α螺旋，中间主要
由反向平行的 β折叠片构成，ＳＨ２结构域还通过
形成一个磷酸酪氨酸围成的“袋状”结构与其他
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蛋白结合来发挥作用
［３，２０－２１］

。本研究通过软件对

文蛤 ＧＲＢ２蛋白的结构进行预测，发现其由 ２个
ＳＨ３和一个 ＳＨ２结构域组成，ＳＨ２结构域的两端
各有一个 α螺旋，中间主要由 β折叠构成；２个
ＳＨ３结构域也各有一个 α螺旋，β折叠片呈“桶
状”。这与高等动物中的结构基本一致，说明该

基因在进化过程中比较保守，推测该基因在文蛤

体内也发挥着类似于高等动物的功能。

ＧＲＢ２作为一种信号接头蛋白，通过参与体
内多种信号通路的转导来调控细胞的生殖、生长

和分化
［２２］
。Ｄｏｗｎｗａｒｄ等［２３］

发现 ＧＲＢ２在高等
动物的各个组织中均有表达。Ｓｉｍｐｓｏｎ等［２４］

、

Ｋｏｒｋａｙａ等［２５］
的研究结果表明，ＧＲＢ２可与多种

调节蛋白发生相互作用，参与调节胞内的多种代

谢活动。本研究结果表明，ＧＲＢ２基因在文蛤 ６
个组织中均有表达，但各个组织之间的表达量并

没有显著差异，说明 ＧＲＢ２在文蛤体内多个生命
活动中都发挥着重要功能，是不可或缺的必需

成分。

ＧＲＢ２在胚胎正常发育过程中也起着非常重
要的作用，Ｃｈｅｎｇ等［２６］

用基因敲除实验证明剔除

ＧＲＢ２基因可导致胚胎致死，用 ＧＲＢ２的 ＳＨ２的
结构域取代 Ｒａｓ激活 Ｓｏｓ蛋白的 Ｃ端可使 Ｒａｓ
ＭＡＰＫ信号通路恢复后从而达到胚胎挽救效果。
ＧＲＢ２蛋白在胚胎发育过程中还具有维持上皮细
胞形成、细胞运动和血管形成等功能

［２７］
。本研究

发育时期的差异表达分析表明，ＧＲＢ２在文蛤未
受精卵、受精卵、４细胞胚胎、囊胚、原肠胚、担轮
幼虫、Ｄ形幼虫、壳顶幼虫、眼点幼虫和稚贝 １０个
发育阶段中均有表达。其中壳顶幼虫时期的表达

量显著高于其他时期，原因可能是壳顶幼虫是文

蛤幼虫快速生长的时期，细胞分裂加速，生命旺

盛，此时需要更多 ＧＲＢ２蛋白；稚贝时期 ＧＲＢ２表
达量又升高，并且与其他时期的表达量有显著差

异，原因可能是由于稚贝时期进出水管逐渐形成，

初生足强壮粗大，摄食量增加，生命活动增强造

成的
［２８］
。

ＳＮＰ主要指在基因组水平上单个核苷酸的
变异所引起的 ＤＮＡ序列多态性。在海洋贝类
中，已开展了一些候选基因 ＳＮＰ多态性与生长、
抗逆等经济性状的关联性分析，如栉孔扇贝

（Ｃｈｌａｍｙｓｆａｒｒｅｒｉ）转化生长因子β１型受体基因
（Ｔｇｆｂｒ１）的 ３′ＵＴＲ区中发现了与生长相关的

ＳＮＰ位点［２９］
，海湾扇贝（Ａｒｇｏｐｅｃｔｅｎｉｒｒａｄｉａｎｓ）肌

肉生长抑制素基因（ＭＳＴＮ）的外显子区域发现与
生长相关的 ＳＮＰ位点［３０］

，泥蚶血红蛋白基因

（Ｈｂ）中发现了与免疫相关的 ＳＮＰ位点［３１］
等。本

研究在文蛤 ＧＲＢ２外显子区域内查找 ＳＮＰ位点，
通过直接测序的方法，获得了 １６个 ＳＮＰ位点，但
是这 １６个 ＳＮＰ位点都属于个别个体的碱基突
变，在文蛤群体中并没有表现出来显著性，说明

ＧＲＢ２基因的外显子区域对文蛤的功能性状没有
显著的影响。但这并不能表明 ＧＲＢ２基因中就没
有相关的 ＳＮＰ位点，其内含子和启动子中是否存
在与生长或免疫相关的 ＳＮＰ位点，还有待进一步
研究。
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