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摘要：过氧化氢酶 (catalase, CAT) 是抗氧化酶体系的主要成员，在维持机体氧化还原平衡、
抵御病原感染过程中具有重要作用。为研究 CAT 基因在软体动物应答病原胁迫过程中的
作用，实验采用 RACE 技术通过克隆和序列拼接获得了缢蛏 CAT 基因的全长 cDNA 序列，
并命名为 ScCAT。ScCAT 基因全长为 2 840 bp，编码 508 个氨基酸。序列分析显示，
ScCAT 蛋白含有 1 个 CAT 核心结构域 (25~410)，1 个保守的酶活性位点 (61FNRERIPER-
VVHAKGAGA78) 和 1 个亚铁血红素结合位点 (351RLFSYPDTH359)。多序列比对和系统进化
树分析结果显示，ScCAT 属于 CAT 基因家族，且与无脊椎动物文蛤的亲缘关系最近。组
织分布显示，ScCAT 在所有检测的组织中均能表达，其中在肝胰腺中表达量最高，鳃中次
之，血细胞中的表达量最低，分别为闭壳肌的 85.67 倍、50.09 倍和 0.76 倍。在副溶血弧
菌胁迫下，ScCAT 在缢蛏肝胰腺中的表达明显上升，且在 12 h 达到最高值，为对照组的
3.56 倍；酶活性测定结果显示，副溶血弧菌胁迫显著诱导缢蛏肝胰腺和鳃组织中的 CAT
活性。为进一步探讨 ScCAT 的蛋白功能，实验构建 ScCAT 原核表达质粒，通过诱导、纯
化后发现 ScCAT 重组蛋白具有显著的 CAT 酶活性。研究表明，ScCAT 作为一类重要的抗
氧化酶参与了缢蛏体内的免疫应答。
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缢蛏 (Sinonovacula constricta) 是软体动物门

(Mollusca) 蛏类中的一种重要经济物种，广泛分布

于西太平洋沿岸的潮间带和河口水域 [1]，是我国

四大传统养殖贝类之一，也是当今鱼、虾、贝、

藻综合生态系养殖中的重要成员。然而，随着养

殖产业的不断扩大，高密度、集约化养殖模式的

建立和推广使得缢蛏病害问题也随之逐年加重，

由弧菌属  (Vibrio)，特别是副溶血弧菌  (Vibrio

parahemolyticus) 所造成的疾病大规模暴发已经严

重影响了缢蛏的生存和生长，使得缢蛏自然资源

量急剧下降[2]。

研究发现，机体在抵御病原感染过程中会产

生大量的活性氧 (reactive oxygen species, ROS) 物

质，包括过氧化氢 (H2O2)、羟自由基 (·OH)、超氧

阴离子自由基 (O2–·) 等 [3]。尽管产生的 ROS 可清

除入侵的病原菌，但这些 ROS 物质如不能被及时
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清除，将破坏细胞膜完整性、损害细胞核内遗传

物质等[4-5]。生物为了避免过量产生的自由基对机

体造成损害，在其生长与自然进化过程中，产生了

一系列能够清除体内活性氧的酶类，形成了一套

抗氧化系统，主要包括过氧化氢酶 (catalase, CAT)、
超氧化物歧化酶 (superoxide dismutase, SOD)、硫

氧还蛋白 (thioredoxin, TRx) 以及硫氧还蛋白过氧

化物酶 (thioredoxin peroxidase, TPx) 等，且各个抗

氧化酶之间形成了网络化作用模式，共同维持机

体内部结构的稳定性[6-9]。

CAT 作为抗氧化酶系统中的主要成员，能够

迅速有效地清除 H2O2，将其催化分解为 O2 和

H2O，同时能够有效防止 H2O2 与 O2–·进一步生成

羟自由基·OH，以保护细胞免受氧化损伤 [10]。已

有研究表明，CAT 在高等动物抵御逆境胁迫、延

缓衰老以及调控细胞氧化还原平衡等各方面均发

挥着重要作用。例如，Hasegawa 等 [11] 研究发现，

小家鼠 (Mus musculus)CAT 基因的表达上调可显著

降低凋亡基因的表达，从而延长小家鼠的寿命。

另外，当肠黏膜屏障受损时会伴随 ROS 的增加，

而 CAT 作为 ROS 的清除剂，可显著抑制肠上皮

细胞转录因子的活性，从而保护肠上皮细胞，预

防肠道疾病[12]。此外，CAT 也广泛存在于鱼体中，

已成为评价污染物对水生生物毒性影响的良好分

子生物标志物[13-14]。

无脊椎动物缺乏特异性免疫系统，主要通过

细胞吞噬过程中的呼吸爆发现象产生 ROS 来抵御

外界感染，而其中的 CAT 在调节细胞内活性氧中

起着重要作用[15]。例如，高杉等[16] 研究发现，仿

刺参 (Apostichopus  japonicus) 在细菌脂多糖 LPS
刺激下，其体腔细胞中的 catalase 表达量显著升

高，表明仿刺参的 catalase 参与了机体应对病原

胁迫的免疫应答；Yang 等 [17] 将嗜水气单胞菌

(Aeromonas hydrophila) 注射到褶纹冠蚌 (Cristaria
plicata) 体内，发现褶纹冠蚌体内的 CAT 在受到病

原侵染时发挥了防御作用。基于缢蛏在水产经济

中的重要地位及预防病害的紧迫性，实验拟通过

RACE 技术扩增缢蛏过氧化氢酶基因 (命名为

ScCAT) 全长；并通过实时荧光定量 (Real-time)
PCR 法研究该基因在副溶血弧菌胁迫下的表达特

征以及 CAT 酶活性特征，以期为缢蛏细菌性疾病

的免疫防治提供理论基础，促进我国缢蛏养殖业

健康、可持续发展。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

健康缢蛏 [(10 ± 1.4) g] 采自宁波市海洋渔业

科技创新基地，实验开始前 7 天暂养于天然海水

(盐度 20~22，温度 19~21 °C) 中；副溶血弧菌为

本实验室保存菌种。 

1.2    方法
 

　　副溶血弧菌的培养及胁迫缢蛏　　将保存

在−80 °C 的副溶血弧菌接种于 2216E 液体培养基

(5 g/L 胰蛋白胨，1 g/L 酵母提取物，pH7.6) 中，

在 28 °C、150 r/min 摇床中过夜培养，5 000×g 离

心 10 min 后收集菌体并重新悬浮于无菌海水中。

采用浸浴感染方式，将健康缢蛏随机分为 2 组，

即实验组和对照组，在实验组中加入终浓度为 107

CFU/mL 的副溶血弧菌，并于 6、12、24 和 48 h
解剖缢蛏收集肝胰腺和鳃；对照组缢蛏在 0 h 取

样，同时，提取对照组缢蛏的肝胰腺、鳃、闭壳

肌、性腺、血细胞、外套膜和斧足进行组织表达

分析。血细胞通过 1 mL 无菌注射器收集，并于

4 °C、800×g 离心 5 min 收集细胞，其他组织进行

液氮研磨。所有实验样品随后置于−80 °C 冰箱

备用。 

　　缢蛏各组织总 RNA 的提取　　按 RNAiso
Plus (TaKaRa，大连) 说明书对上述缢蛏各组织中

的总 RNA 进行提取。 

　　缢蛏各组织 cDNA 的合成　　根据 cDNA
逆转录试剂盒 (TaKaRa，大连) 的使用说明，将缢

蛏各组织总 RNA 进行反转录，用于随后的 ScCAT
基因的组织表达分析和诱导表达分析。 

　　cDNA 末端快速扩增 (rapid amplification of
cDNA ends, RACE)　　从本实验室获得的缢蛏转

录组数据库 (GenBank 登录号：SRP080845) 中筛

选出一条注释为 catalase 的基因片段 (UN008218)。
将该序列作为缢蛏 CAT 基因克隆的核心序列进行

RACE 扩增，扩增引物见表 1。参照 3′, 5′-RACE
kit (TaKaRa，大连) 的操作流程，分别进行缢蛏

CAT 基因的 3′和 5′ RACE 扩增。将扩增得到的产

物连接至 pMD19-T vector (TaKaRa，大连) 上，连

接产物通过转化筛选出阳性克隆并进行测序 (生工，

上海)。 

　　缢蛏 CAT 基因的生物信息学分析　　利用

BLAST 软件工具拼接 5′和 3′-RACE 片段序列，获
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得 ScCAT 基因的 cDNA 全长；利用 ORF Finder 在
线 工 具 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) 预
测 cDNA 全长序列中的开放阅读框 (open reading
frame, ORF)；利用在线网址 http://www.expasy.org/
将 ScCAT cDNA 序列推导成氨基酸序列；利用

NCBI 网站的 BLAST 序列分析工具 http://www.
premierbiosoft.com 对 ScCAT 碱基及氨基酸序列与

数据库进行同源性比对分析；利用在线网址 http://
smart.embl-heidelberg.de/和 http://www.cbs.dtu.dk/se-
rvices/TMHMM-2.0/预测 ScCAT 蛋白是否有信号

肽和跨膜区；利用在线 ClustalW2 软件 http://www.
ebi.ac.uk/clustalw/和在线多序列比对工具 http://www.
bio-soft.net/sms/index.html 进行多序列比对分析；

利用 MEGA 7.0 软件对 ScCAT 进行进化树分析，

Bootstrap 设置 1 000 次，其他参数均使用默认值。 

　　ScCAT 基因在缢蛏不同组织及副溶血弧菌

感染下的表达分析　　对获得的 ScCAT 基因的

cDNA 序列设计荧光定量 PCR 引物，内参基因引

物参考相关文献 [18](表 1)。利用 SYBR Green 荧光

染料 (TaKaRa，大连 ) 进行荧光 Real-time PCR 分

析，检测 ScCAT 基因在缢蛏肝胰腺、鳃、闭壳肌、

性腺、血细胞、外套膜和斧足中的表达情况；同

时检测 ScCAT 基因在副溶血弧菌处理前 (对照组

0 h) 和处理后 6、12、24 和 48 h 在缢蛏肝胰腺中

的表达变化情况。使用 ABI 7500 荧光定量 PCR
仪实施，反应参数为 95  °C  30  s； 95  °C  30  s，

60 °C 20 s，72 °C 30 s，共 40 个循环。根据 2−ΔΔCt

法计算目的基因的相对表达量[19]，以平均值±标准

差 (mean ± SD) 表示。使用 SPSS19.0 软件进行单

因素方差分析 (One-Way ANOVA)。实验柱状图均

用 Graphpad Prism 绘制。 

　　ScCAT 基因全长克隆及原核表达载体的构

建　　根据上述已获得的缢蛏 CAT 基因全长序列，

设计含 BamH I 和 XHo I 限制性内切酶位点的引物

(表 1)，  用上述获得的 cDNA 为模板扩增缢蛏

CAT 基因 ORF 序列。扩增反应后，用胶回收试剂

盒 (百泰克，北京) 回收 PCR 产物并与载体 pMD19-T
vector 连接，转化至大肠杆菌 Escherichia coli DH5α
(TaKaRa，大连)。连接产物通过转化筛选出阳性

克隆并进行测序，将测序正确的克隆质粒用 BamH I
和 XHo I 限制性内切酶双酶切，与经同样酶切的

pET28(a) 原核表达载体酶切产物连接，转化 E. coli
感受态，PCR 筛选阳性克隆，经测序鉴定获得编

码框正确的表达载体 pET28(a)-CAT 重组质粒。 

　　ScCAT 重组蛋白的诱导表达　　利用质粒

提取试剂盒 (Omega，美国) 纯化阳性菌株重组质

粒 pET28(a)-CAT，转化至大肠杆菌 E. coli 表达感

受态 BL21(DE3)(Novagen，德国)，获得的阳性菌

株即为 ScCAT 表达菌株。将该表达菌株再接种到

卡那霉素质量浓度为 50 μg/mL 的 LB 培养液中，

37 °C 摇床振荡培养至菌液 OD600 值为 0.4~0.6 时,
加入异丙基-β-D-硫代吡喃半乳糖苷 (IPTG) 使其终

浓度为 1 mmol/L，37 °C 诱导表达 3~6 h, 收集菌液，

经离心收集菌体，获得重组 ScCAT 蛋白。 

　　ScCAT 重组蛋白的纯化　　采用 Ni-NTA
SefinoseTM Resin 介质 (生工，上海) 纯化目的蛋白，

方法参照说明书进行。首先，通过超声破碎仪破

碎细菌，分别收集上清与沉淀，加入蛋白上样缓

冲液，煮沸 10 min，进行 SDS-PAGE 凝胶电泳分

析，证明 ScCAT 重组蛋白为可溶性蛋白。其次，

将收集的上清液与 1 mL Ni-NTA SefinoseTM Resin
混合，4 °C 混匀 2 h，收集流出液；用 wash buf-
fer(50  mmol/L  NaH2PO4， 300  mmol/L  NaCl， 40
mmol/L 咪唑，pH = 8.0) 洗脱 4 次，每次  10 mL，
分别收集流出液；加入 elution buffer (50 mmol/L
NaH2PO4，300 mmol/L NaCl，250 mmol/L 咪唑，

pH 8.0)，每次 1 mL，洗脱 5 次，分别收集流出液，

取每次收集的 elution  buffer 洗脱的流出液进行

SDS-PAGE 电泳分析。 

　　ScCAT 重组蛋白酶活性检测　　ScCAT 重

组蛋白酶活性严格参照过氧化氢酶试剂盒说明书

表 1    实验所用引物及其序列

Tab. 1    Primers and sequences

引物
primers

序列(5′-3′)
sequence(5ʹ-3ʹ)

用途
usage

ScCAT 3-1 AGTGGGGCGGATGGTGCTAAACA
全长
扩增ScCAT 3-2 GCCTTGTCTCGGTTGGCCAT

ScCAT 5-1 CGGTCCGAGAAAAGGAACGAAAC

ScCAT 5-2 CAGGTCCTCTCTCCCCAACAGTG

ScCAT F ATGGCCAACCGAGACAAGGCTAC 原核
表达

ScCAT R TTATAGGTTGGCGGAGGCTTCAC

ScCAT BamH IF GGATCCATGGCCAACCGAGACA
AGGCTAC

ScCAT Xho I R CTCGAGTTTGAGTTTGTCGGCA
AGAAGAC

ScCAT qF TTTGAGTTTGTCGGCAAGAAGAC 定量

ScCAT qR CCTGATGAAGAAGATGGGTGTGT

Scβ-actin qF AAGAGCCGTGTTTCCATCC

Scβ-actin qR AGCCTCATCTCCCACATAGC

M13 F GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 测序

M13 R CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC
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进行操作 (南京建成 )，按每毫升溶液每秒分解

1 μmol 的 H2O2 的量为一个活力单位，使用 BCA
试剂盒 (康为世纪，江苏) 对蛋白浓度进行测定。

其中，缢蛏 C1Q (Complement 1q) 蛋白和 BSA (Bull
Serum Albumin，牛血清蛋白) 作为对照。 

　　副溶血弧菌胁迫下缢蛏肝胰腺和鳃组织中

ScCAT 酶活性测定　　取 0.1 g 副溶血弧菌胁迫

下的缢蛏肝胰腺和鳃组织，按照重量 (g)∶体积

(mL)=1∶9 的比例加入 9 倍体积的 0.85% 生理盐

水 (NaCl)，制成 10% 匀浆液。利用 BCA 试剂盒

对匀浆液进行蛋白浓度测定，ScCAT 酶活性参照

过氧化氢酶试剂盒说明书进行操作 (南京建成，江

苏)。按每毫克组织蛋白每秒分解 1 μmol 的 H2O2

的量为一个活力单位。使用 Excel 2010 对酶活数

据进行统计计算，使用 SPSS19.0 软件进行单因素

方差分析 (One-Way ANOVA)，P<0.05 表示差异

显著。 

2    结果
 

2.1    ScCAT基因的全长克隆及序列分析

首先通过RACE 方法，扩增得到了缢蛏 catalase
(CAT) 基因的全长 cDNA 序列，并命名为 ScCAT，
ScCAT 基因 cDNA 全长为 2 840 bp，包含 5′非编码

区为 98 bp，3′非编码区为 1 215 bp，开放阅读框为

1 527 bp，编码 508 个氨基酸，3′端含有 1 个多聚

腺苷酸加尾信号 AATAAA 和 6 个 RNA 不稳定序

列 ATTTA (图 1)。ScCAT 蛋白分子量为 57.43 ku，
理论等电点为 8.26。其氨基酸序列无信号肽和跨

膜结构域，包含一个 CAT 核心结构域 (25~410)，
1 个CAT 活性位点 (61FNRERIPERVVHAKGAGA78)
和 1 个亚铁血红素结合位点 (351RLFSYSDTH359)。 

2.2    ScCAT氨基酸序列同源性分析和进化树

分析

多序列比对分析显示，ScCAT 与已报导的其

他物种包括脊椎动物和无脊椎动物的过氧化氢酶

均具有高度的保守性 (图 2)，包括 1 个 CAT 活性

位点和 1 个亚铁血红素结合位点，以及 3 个参与

过氧化氢酶催化的位点  (His，Asn 和 Tyr)。两两

比对结果显示，ScCAT 与文蛤 (Meretrix meretrix)
(AEX58670.1) 的相似性高达 91.8%，与长牡蛎

(Crassostrea  gigas)  (XP_034331093.1)、厚壳贻贝

(Mytilus coruscus) (AQY56552.1)、泥蚶  (Tegillarca
granosa)  (AKZ20727.1) 和紫海胆  (Strongylocentro-
tus purpuratus) (XP_030843604.1) 等的相似性也高
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图 1    ScCAT基因 cDNA全长及推导的氨基酸序列

黑色加粗字体分别为起始密码子 ATG 和终止密码子 TAA，多聚

腺苷酸加尾信号 AATAAA 和 RNA 不稳定序列 ATTTA 用斜体表

示。CAT 结构域用下划线表示，血红素结合位点用灰色阴影表示；

糖基化位点用粗下划线表示，*表示终止密码子

Fig. 1    Full-length of cDNA and deduced amino acid
sequence of CAT from S. constricta

The start codon and stop codon were blacked. The polyadenylation sig-
nal (AATAAA) and RNA instability sequence (ATTTA) were indicated
by bold  italics.  The  CAT  domain  was  underlined.  Heme-ligand  signa-
ture  motif  were  shown  in  gray  shadow;  putative  N-glycosylation  sites
were underlined in bold; the asterisk indicated the stop codon
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达 81%~87%，与凡纳滨对虾  (Litopenaeus van-
namei)  (XP_027238889.1)的相似性达 79%，与人

(Homo  sapiens)  (NP_001743.1)、野猪  (Sus  scrofa)
(NP_999466.2) 和褐家鼠  (Rattus  norvegicus)  (NP_
036652.1) 等的相似性达 77.6%，而与斑马鱼 (Danio
rerio) (NP_570987.2)、大黄鱼 (Larimichthys crocea)
(XP_010733480.3)、虹鳟 (Oncorhynchus mykiss) (XP_
021413025.1) 和尼罗罗非鱼 (Oreochromis niloticus)
(XP_003447569.1) 的相似性次于哺乳动物，达

74%~76%。

此 外 ， 用 Mega  7.0 软 件 以 邻 位 相 接 法

(Neighbor-joining, NJ) 构建了 CAT 基因氨基酸的系

统进化树，采用 Bootstrap 重复 1 000 次检验。结

果表明，缢蛏 CAT 首先与文蛤聚成一小分支，表

明缢蛏 CAT 分子进化地位与文蛤的生物学分类地

位基本一致；随后，与其他无脊椎动物 CAT 聚合

形成一分支，最后和脊椎动物聚在一起 (图 3)。
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2.3    ScCAT基因组织表达分析

为研究 ScCAT 基因的组织分布，利用 qRT-
PCR 技术检测了 ScCAT mRNA 在缢蛏血细胞、肝

胰腺、鳃、闭壳肌、性腺、外套膜和斧足中的表

达。结果表明，ScCAT 基因在所有检测的组织中

均能表达，其中，在肝胰腺中的表达量最高，为

闭壳肌的 85.67 倍 (P<0.01)，其次是鳃和性腺，分

别为闭壳肌的 50.09 倍 (P<0.01) 和 4.29 倍 (P<0.05)。
ScCAT 在血细胞中的表达量最低，为闭壳肌的

0.76 倍 (图 4)。 

2.4    ScCAT基因对副溶血弧菌刺激的反应

副溶血弧菌胁迫后，肝胰腺中 ScCAT mRNA
表达水平在 12 h达到最高值，为对照组 (0 h) 的
3.56 倍 (P<0.05)。随后，胁迫到 24 h 时仍为对照

组的 2.93 倍 (P<0.05)，胁迫 48 h 后，仍比对照组

显著上调 2.41 倍 (图 5)。 

2.5    副溶血弧菌胁迫下缢蛏肝胰腺和鳃组织中

的 CAT活性测定

使用 CAT 测定试剂盒检测副溶血弧菌胁迫
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图 2    ScCAT氨基酸序列与其他动物序列比对结果

黑色覆盖表示保守的氨基酸残基，灰色覆盖表示相似的氨基酸残基；蓝色方框表示 CAT 活性位点，红色方框表示亚铁血红素结合位点，

星号表示 3 个保守的过氧化氢酶催化位点 (His，Asn 和 Tyr)

Fig. 2    Alignment of CAT amino acid sequence from S. constricta and other species
Alignment  of  the  predicted  amino  acid  sequence  of ScCAT  with  other  species.  Identical  residues  were  indicated  in  black,  and  similar  residues  were
presented in light gray. The catalase proximal active site signature and proximal heme-ligand signature sequence were framed with blue and red boxes,
respectively. The three conserved catalytic amino acids (His, Asn and Tyr) were indicated with asterisks

长牡蛎　Crassostrea gigas (XP_034331093.1)
厚壳贻贝　Mytilus coruscus (AQY56552.1)

泥蚶　Tegillarca granosa (AKZ20727.1)
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图 3    NJ法构建的 ScCAT系统进化树

Fig. 3    A phylogenetic tree based on the amino acid sequences of the known CAT proteins from various organisms
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缢蛏不同时间点后，缢蛏肝胰腺和鳃组织中的

CAT 酶活变化 (图 6)。研究结果表明，副溶血弧

菌感染缢蛏 12 h 后，缢蛏肝胰腺 CAT 酶活达到最

高，为对照组 (0 h) 的 1.99 倍；感染 24 h 后，缢

蛏肝胰腺中的 CAT 酶活性有所下降，但相对于对

照组仍维持在较高的水平。副溶血弧菌感染缢蛏

6 h 后，缢蛏鳃组织 CAT 酶活性缓慢上升，感染

48 h 后鳃组织中的 CAT 酶活性达到最高，为对照

组的 1.66 倍。 

2.6    ScCAT酶活水平的测定
 

　　ScCAT 重组蛋白的表达　　将重组质粒

pET28(a)-CAT 转化至 BL21(DE3) 感受态中，并进

行诱导纯化，获得重组的 ScCAT 蛋白 (图 7)。阳

性菌株在诱导后有 1 条约 58 ku 的目的蛋白条带
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图 4    ScCAT在缢蛏不同组织中的表达水平

1. 闭壳肌；2. 鳃；3. 肝胰腺；4. 外套膜；5. 性腺；6. 血细胞；7. 斧
足。“*”表示差异显著 (P < 0.05)，“**”表示差异极显著 (P < 0.01)

Fig. 4    mRNA expression level of ScCAT in
different tissues of S. constricta

1.  adductor  muscle;  2.  gill;  3.  hepatopancreas;  4.  mantle;  5.  gonads;
6.  hemocytes;  7.  foot.  Asterisks  indicate  significant  differences:  *P <
0.05, **P < 0.01
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图 5    副溶血弧菌胁迫后 ScCAT在缢蛏肝胰腺

组织中的表达水平

0 h 作为对照组，“*”表示差异显著 (P < 0.05)

Fig. 5    mRNA expression level of ScCAT after
S. constricta infection

0 h served as control, asterisks indicate significant differences, *P < 0.05
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图 6    副溶血弧菌胁迫下缢蛏肝胰腺和

鳃组织中的 CAT酶活性测定

Fig. 6    Enzyme activity of ScCAT in
V. parahaemolyticus-challenged S. constricta
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图 7    重组 ScCAT蛋白的表达和纯化结果

Marker. 蛋白标准分子量；1. IPTG 诱导前细菌蛋白产物；2. IPTG
诱导后细菌蛋白产物；3. IPTG 诱导后的可溶性蛋白；4. IPTG 诱

导后的包涵体蛋白；5. 纯化后的 ScCAT 蛋白

Fig. 7    SDS-PAGE analysis of ScCAT
recombinant protein

M.  protein  marker;  1.  before  IPTG  induction;  2.  after  IPTG  induction;
3.  after  IPTG  induction  with  soluble  proteins;  4.  after  IPTG  induction
with inclusion body proteins; 5. refolded recombinant ScCAT
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明显变粗 (图 7，泳道 2~4)，且该蛋白主要以可溶

性蛋白的形式存在。 随后，通过可溶性蛋白纯化

方式 [2]，获得了单一的条带 (图 7，泳道 5)，且该

蛋白分子量大小与网站预测大小相符，表明纯化

后的蛋白即是目的蛋白。 

　　ScCAT 重组蛋白的酶活性测定　　为进一

步明确 ScCAT 蛋白是否具有 CAT 酶活性，使用

CAT 测定试剂盒检测重组 ScCAT 蛋白的酶活性，

以 BSA 蛋白和缢蛏 C1Q 蛋白为对照 [2]。与对照

BSA 和 ScC1Q 相比，ScCAT 蛋白具有明显的过氧

化氢酶活性，表明纯化得到的目的蛋白即为 CAT
蛋白；且 CAT 酶活性随蛋白质量浓度的增加而增

加，当 ScCAT 重组蛋白质量浓度为 50 μg/mL 时，

重组 ScCAT 蛋白酶活性达到最大 (图 8)。 

3    讨论

过氧化氢酶作为生物体中广泛存在的一类末

端氧化酶，在生物抗氧化防御系统中具有重要作

用，可有效清除氧化应激中产生的 H2O2，以保护

细胞免受活性氧损害[20]。例如，患有牙周炎的大

鼠，其牙龈组织中的 CAT 含量明显低于正常大鼠，

且 CAT 含量随着牙周炎的发生而明显降低，表明

牙龈组织中的 CAT 含量与牙周炎的发生发展密切

相关[21]。在结肠癌、肝癌、鳞状上皮细胞癌等癌

组织中发现，CAT 等抗氧化酶水平明显下降，表

明癌细胞中的氧化还原系统受到了损伤 [22-23]。综

合国内外研究发现，哺乳动物 CAT 在动物抗氧化

胁迫、生长发育以及抵御疾病等方面均发挥重要

功能。目前，对无脊椎动物 CAT 基因的研究主要

集中于软体动物和节肢动物，例如虾夷扇贝 [24]，

脊尾白虾 [25]，三疣梭子蟹等 [26]，而目前对缢蛏

CAT 基因功能的研究还未见报道。因此，本实验

以软体动物缢蛏作为研究对象，鉴定并分析了缢

蛏 CAT 基因在先天免疫防御中的功能。

首先，通过 RACE 技术扩增缢蛏过氧化氢酶

基因 (命名为 ScCAT) 全长，并利用生物信息学对

缢蛏 ScCAT 基因和其推导的蛋白进行结构分析和

功能预测，结果显示其 cDNA 全长为 2 840 bp，编

码 508 个氨基酸残基。BLAST 分析表明 ScCAT
与已报道的其他物种包括脊椎动物和无脊椎动物

的过氧化氢酶均具有高度的保守性，其中与文蛤

的相似性最高，说明缢蛏与文蛤的亲缘关系最近。

多序列比对结果表明 ScCAT 含有一个 CAT 酶活

性位点序列 (61FNRERIPERVVHAKGAGA78) 和一

个亚铁血红素结合位点 (351RLFSYSDTH359)，这些

活性位点在形成和稳定成熟酶的催化活性中心和

三维结构以及 CAT 发挥催化功能过程中具有极为

重要的作用 [27-28]。此外，系统进化树分析表明，

ScCAT 首先与无脊椎动物 ScCAT 聚成一支，表明

与无脊椎动物具有更近的进化关系。

组织分布结果显示，ScCAT 在所有检测的组

织中均能表达，其中，在肝胰腺中的表达量最高，

鳃次之，其次为性腺和血细胞，在闭壳肌中表达

量最低，表达量差异明显。贝类的肝胰脏主要具

有造血及排毒功能，是贝类发挥防御功能的主要

器官之一。研究发现，肝胰脏中的过氧化氢酶能

够增强贝类吞噬细胞的防御能力和机体的免疫功

能进而保护机体免受过氧化氢的损伤 [29-30]，缢蛏

肝胰腺中的 CAT 高表达表明其在免疫反应过程中

具有重要的作用。缢蛏的鳃通常是单层并且其表面

覆盖有保护性黏液，能与含有病原菌的水体直接

接触 [31]，ScCAT 在鳃中的高表达也侧面证明了缢

蛏鳃组织是对抗病原菌入侵的早期保护关键部位。

为进一步研究 ScCAT 能否响应病原感染，通

过副溶血弧菌胁迫，检测了肝胰腺中 ScCAT 的表

达变化。先前的转录组数据结果表明，健康缢蛏

的鳃和肝胰腺组织在 0、12、48 h 的基因表达水

平未发生明显变化[32]，因此，对照组仅在 0 h 取样。

研究发现副溶血弧菌胁迫后，ScCAT 在肝胰腺中

的表达量显著上调，12 h 达到最高峰，且在胁迫

的 24~48 h 内 ， ScCAT 仍 保 持 较 高 的 水 平 。

ScCAT 表达变化与其他物种在病原胁迫下的表达

变化相一致，例如，鳗弧菌 (Vibrio anguillarum)
刺激栉孔扇贝 (Chlamys farreri) 后，其血细胞中

的 CAT 表达量在 12 h 达到高峰 [33]；拟穴青蟹

(Scylla paramamosain) 受到 LPS 刺激后，其血细胞
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图 8    重组 ScCAT蛋白的酶活性测定

Fig. 8    Activity assay of recombinant ScCAT
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和肝胰腺中的 CAT 在 3~6 h 出现表达高峰 [34]；在

中国明对虾 (Fenneropenaeus chinensis) 中，血细胞

和肝胰腺中的 CAT 在受到 WSSV 刺激后的 14~
37 h 出现表达高峰 [35]。实验利用过氧化氢酶测定

试剂盒检测副溶血弧菌感染不同时间点后，缢蛏

肝胰腺和鳃组织中的 CAT 酶活性变化，发现副溶

血弧菌感染缢蛏 12 h 后，缢蛏肝胰腺中的 CAT 酶

活性达到最高水平；24 h 后虽然活性有所下降，

但相对于未感染的缢蛏体内 CAT 活性明显上升，

副溶血弧菌感染缢蛏后肝胰腺中 CAT 酶活变化趋

势与副溶血弧菌刺激后肝胰腺中 CAT mRNA变化

趋势基本一致。在缢蛏鳃组织中，副溶血弧菌感

染缢蛏 6 h 后，其酶活性缓慢上升，感染 48 h 后，

CAT 酶活性达到最高，以上表明 ScCAT 在病原胁

迫下表现出快速的应激反应，在防御病原菌感染

的过程中发挥重要作用。

此 外 ， 实 验 成 功 构 建 了 重 组 表 达 载 体

pET28(a)-CAT，并通过诱导、纯化后得到具有活

性的 ScCAT 重组蛋白。为研究纯化出的 ScCAT
生物学功能，将其与 BSA 和重组的缢蛏 C1Q 蛋

白进行活性对比实验，结果表明 ScCAT 蛋白具有

明显的 CAT 酶活性，而 BSA 和 ScC1Q 蛋白均无

明显的过氧化氢酶活性。本实验成功分离纯化了

具有抗氧化能力的重组 CAT 蛋白，对缢蛏的病害

研究与防治工作具有重要意义。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Characterization of a catalase gene from razor clam (Sinonovacula constricta)

QIAO Xiaojing 1,     ZHANG Weiwei 1,2,     SHAO Yina 1,2*,     ZHAO Xuelin 1,2,     LI Chenghua 1,2*

(1. School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo    315211, China;
2. Key Laboratory of Applied Marine Biotechnology, Ministry of Education, Ningbo University, Ningbo    315211, China)

Abstract:  Catalase  (CAT)  is  the  main  member  of  antioxidant  enzyme system,  which  plays  an  important  role  in
maintaining redox homeostasis and resisting pathogen infection. In order to study the function of CAT gene in mol-
lusc under pathogen infection, the full-length cDNA sequence of CAT in Sinonovacula constricta was cloned by
RACE approaches, and designated as ScCAT. The full-length cDNA of ScCAT was 2 840 bp and encoded a poly-
peptide of 508 amino acid residues. Sequence analysis showed that ScCAT protein contains a CAT core domain
(25-410), a catalase proximal active site signature (61FNRERIPERVVHAKGAGA78) and a proximal heme-ligand
signature sequence (351RLFSYPDTH359). Multiple sequence alignment and phylogenetic tree analysis confirm that
ScCAT  belongs  to  the  CAT  family,  and  is  closer  to  invertebrate Meretrix  meretrix. Tissue  distribution  analysis
revealed that ScCAT was constitutively expressed in all examined tissues, and the highest expression was found in
the hepatopancreas (85.67-fold, P < 0.01), followed by gill (50.09-fold, P < 0.01), and the lowest level was detec-
ted in hemocytes (0.76-fold) compared to that of adductor muscle. After the razor clams were challenged by Vibrio
parahaemolyticus,  the mRNA level of ScCAT was significantly increased in the hepatopancreas, and reached the
highest level at 12 h compared with control (3.56-fold, P < 0.01). Moreover, the ScCAT protein activity in hepato-
pancreas and gills were significantly increased after V. parahaemolyticus challenge, with the higher magnitude in
hepatopancreas.  In addition,  the recombinant  protein was expressed in Escherichia coli,  and the purified ScCAT
showed highly catalase activity. All these results show that ScCAT is an important antioxidant enzyme, which par-
ticipats in the immune response of S. constricta.
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