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摘要! 采用+DEB4+和快速扩增I@,-末端$OGQHT GFQ7HNHIGWH6: 6NI@,-;:TK!+-43%技术首

次克隆了三角帆蚌
+

<肌动蛋白基因的I@,-全序列!该序列全长为 & "C! PQ!由长 >$ PQ 的

=o非翻译区$9:WOG:K7GW;T O;]H6:!*D+%!$=? PQ的 !o非翻译区!和 & &!" PQ的开放阅读框$6Q;:

O;GTH:] NOGF;!)+/%组成# 阅读框共编码 !?? 个氨基酸!推算的分子量约为 "&8> f9!理论等电

点为 =8!# 三角帆蚌
+

EGIWH:氨基酸序列中X;W&?C!1;O!%=!1;O!$&!BO6!$=!5G7!!&!BO6!"# 等 #

个氨基酸残基具有特异性!此外还发现 ! 个特殊的氨基酸残基位点以及 $ 个软体动物特有的

氨基酸残基# 三角帆蚌
+

EGIWH: 氨基酸序列与软体动物"节肢动物"脊椎动物的相似性高达

>Ci _>>i# ,(法系统进化分析显示三角帆蚌首先与软体动物聚在一起!然后与节肢动物聚

在一起!再依次与鱼类"两栖类"哺乳类聚在一起# +DEB4+显示
!

8*2$46 基因在外套膜"血液"

肝"肾"胃"肠"鳃"斧足共 C 个组织的表达基本一致!具有良好的稳定性#

关键词! 三角帆蚌& 快速扩增I@,-末端$+-43%&

+

<肌动蛋白基因& I@,-

中图分类号! U?C#& 1>&?'''''''文献标识码'-

''肌动蛋白"GIWH:#在细胞中无处不在!几乎参

与了真核细胞的所有生理过程(& <!)

!如在肌肉细

胞中的肌肉收缩!在非肌肉细胞中的细胞骨架形

成+细胞分裂+细胞运动!以及移动+细胞吞噬功

能+内吞作用和胞外分泌等(" <C)

* 从线虫到人类!

肌动蛋白在不同细胞中都有着数量高而稳定的表

达(>)

* 刘秀霞等(&%)的研究结果显示!鱼类+两栖

类+鸟类+哺乳类等不同类群脊椎动物
+

EGIWH: 氨

基酸序列同源性均在 >#i以上!表明
!

8*2$46基因

的高度保守性* 此外!

!

8*2$46基因 F+,-的表达

几乎不随年龄增长而变化!因此在研究某个基因

F+,-的相对表达量时!常采用
!

8*2$46 基因

F+,-作为内标(&&)

*

三角帆蚌"P;=#4.=54529"46@44#是我国特有

种!是优良的淡水育珠母蚌!三角帆蚌所产的珍珠

质量佳!珠质细腻+光滑+色泽鲜艳+形状较圆(&$)

*

迄今为止!有关三角帆蚌的
!

8*2$46 基因全序列尚

未见报道* 本研究成功克隆了三角帆蚌的
!

8*2$46

基因全长 I@,-序列!并检测了其在外套膜+血

液+肝+肾+胃+肠+鳃+斧足等 C 个组织中的表达情

况!为进一步研究三角帆蚌
!

8*2$46 基因的结构和

功能提供了理论依据!同时也为三角帆蚌其他功

能基因的研究提供可靠的分子内标*

&'材料与方法

&'&(材料

实验蚌''三角帆蚌采自浙江省金华市威旺

养殖新技术有限公司生产基地*

试剂''+,-HK6 B79K+BOHF;KIOHQW

DX

+DEB4+

eHW+DGeG+G+,- B4+ eHW"-X5# 5;O8!8%+

DGeG+GQX@&>ED5;IW6O购自宝生物工程"大连#

有 限 公 司' >&2.74 @2=

"

+ D0-,];7 XHTH

B9OHNHIGWH6: eHW购自天根生化科技"北京#有限公

司' 1X-+D

DX

+-43 I@,- -FQ7HNHIGWH6: eHW+

-T\G:WG];

,

$ B4+ 3:aMF;1MKW;F 购 自 d@

dH6KIH;:I;K476:W;IJ公司*
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&')(三角帆蚌
!

@+2$).基因全长"#$%的克隆和

序列测定

外套膜总 +,-提取''按 +,-HK6 B79K说

明提取三角帆蚌外套膜+血液+肝+肾+胃+肠+鳃+

斧足的总+,-*

全长I@,-的克隆和序列测定''三角帆蚌

外套膜I@,-文库源自本实验室*

!o末端扩增使用 DGeG+G+,- B4+ eHW

"-X5#5;O8!8% 试剂盒!用 BOHF;OQOHF;O=8% 设

计上 游 特 异 性 引 物
+

N$ =oEDbD-b44b4DDE

D-bDDbDbbE!o!下游引物为试剂盒中的 X&!

BOHF;OX"$ =oEbDDDD444-bD4-4b-4E!o* 扩

增 !o端的B4+反应参数$>" ` ! FH:'>" ` !% K!

== ` !% K!?$ ` $ FH:!!% 个循环'?$ `延伸

&% FH:'" `保存*

=o末端扩增使用 1X-+DDX +-43I@,-

-FQ7HNHIGWH6: eHW与 -T\G:WG];

,

$B4+ 3:aMF;

1MKW;F试剂盒!用 BOHF;OQOHF;O=8% 设计下游特

异性引物
+

O$=oE4-D-4-DDb4Dbbb4-bDDb-

E!o!上游引物为试剂盒中的 *BX$ =oE4D--E

D-4b-4D4-4D-D-bbb4--b4-bDbbD-D4E

--4b4-b-bDE!o".6:]#'=oE4D--D-4b-4DE

4-4D-D-bbb4E!o"1J6OW#* 扩增 =o端的 B4+

反应参数$>" ` ! FH:'>" ` !% K!#C ` !% K!

?$ ` & FH:!$= 个循环'?$ `延伸 &% FH:'" `

保存*

扩增产物经 &8=i的琼脂糖凝胶电泳分离检

测!用 D0-,];7XHTHB9OHNHIGWH6: eHW回收目的片

段B4+产物!连入克隆载体 QX@&>ED!转化到感

受态细胞 >&2.74@2=

"

!所获得的阳性克隆由上

海英骏生物技术有限公司进行序列测定*

&'!(三角帆蚌
!

@+2$).基因序列与氨基酸序列的

同源性分析及分子进化分析

将获得的三角帆蚌
!

8*2$46 基因的全长

I@,-序列与b;:dG:f核酸数据库及蛋白数据库

作 d.-1D" JWWQ$

"

hhh8:IPH8:7F8:HJ8]6\A

d.-1D#分析* 应用 )+//H:T;O程序 " JWWQ$

"

hhh8:IPH8:7F8:HJ8]6\AQO6g;IWKA]6ONA#确定正确

的开放阅读框")Q;: +;GTH:] /OGF;!)+/#并推

导其编码的氨基酸序列* BO6WQGOGF程序"JWWQ$

"

hhh8;VQGKM86O]AW667KAQO6WQGOGF8JWF7#预测氨

基酸序列的物理参数!1IOGWIJ程序"JWWQ$

"

hhh8

HIK89IH8;T9A_PG7TH]AKIOGWIJAH:T;V8JWF7#预测二

硫键!DXQO;T K;O\;O" JWWQ$

"

hhh8IJ8;FP:;W8

6O]AK6NWhGO;ADXB+3@jN6OF8JWF7#分析跨膜结

构!1H]G7B!8% K;O\;O程序"JWWQ$

"

hhh8IPK8TW98

TfAK;O\HI;A1H]:G7B# 预 测 信 号 肽! B1)+D

#

BO;THIWH6:程序"JWWQ$

"

QK6OW8HFK89EW6fM68GI8gQA

N6OF$8JWF7#基于其氨基酸序列预测蛋白质亚细

胞定位点* d.-1DQ于b;:dG:f中进行相似性检

索!479KWG7Y

(&!)软件对相应的氨基酸序列进行分

析* 然后用X3b-"8%

(&")软件!采用邻位相接法

",(#构建三角帆蚌
+

EGIWH:氨基酸序列与其他 &"

种物种的
+

EGIWH: 氨基酸序列的系统进化树!采用

d66WKWOGQ重复 & %%% 次计算各分支的置信度*

&'+(三角帆蚌
!

@+2$).基因在 S 个组织中的表达

用BOHF;OQOHF;O=8% 跨内含子设计上游特异

性引物
+

OWN$=oEb44bDbDDD44-D44-D4bE!o!

下游 特 异 性 引 物 为
+

OWO$ =oE4DbDDbb4DDE

D-bbbDDb-bE!o!参照 BOHF;KIOHQW

DX

+DEB4+

eHW中+DEB4+体系!对外套膜组织的 +,-进行

B4+扩增!并对退火温度及循环次数进行优化!

获得适宜的实验参数* 建立稳定的扩增体系后!

按BOHF;KIOHQW

DX

+DEB4+eHW试剂盒说明反转录

外套膜+血液+肝+肾+胃+肠+鳃+斧足 C 个组织的

总+,-后!进行半定量 B4+检测* B4+反应条

件为$>" ` ! FH:'>" ` !% K!#" ` !% K!?$ `

& FH:!!% 个循环'?$ `延伸 &% FH:'" `保存*

B4+产物经 &8=i琼脂糖凝胶电泳分离检测*

$'结果与分析

)'&(血液总*$%及*%.J产物的鉴定

对提取的外套膜总 +,-进行电泳分析+)@

值检测* 用 &8=i的琼脂糖凝胶电泳!在紫外灯

下观察!可见完整性"图 &E-#* 用分光光度计测

)@值!记录 +值")@

$#%

A)@

$C%

#为 &8C?!结果表

明提取的总 +,-纯度高* 提取的总 +,-符合

+-43扩增要求* 对 !o+-43及 =o+-43的产

物用 &8=i的琼脂糖凝胶电泳"图 &!XGOf;O均为

@$%%% @,-分子量标准#!所得产物分别约为

& "%% PQ"图 &Ed#和 =%% PQ"图 &E4#*

)')(三角帆蚌
!

@+2$).基因 "#$%全长序列的

特征

扩增测序得到三角帆蚌
!

8*2$46 基因的全长

I@,-序列!推导获得其氨基酸序列* 获得的

I@,-序列全长 & "C! PQ "b;:dG:f 登录号$

%*#



# 期 袁一鸣!等$三角帆蚌
+

<肌动蛋白基因的I@,-全长克隆及表达分析 ''

2X%"="$%#!=o*D+为 >$ PQ!!o*D+为 $=? PQ*

开放阅读框长度为 & &!" PQ!可编码 !?? 个氨基

酸* 图 $ 中--D---为推测的多聚腺苷酸加尾

信号位点"B67MGT;:M7GWH6: 1H]:G71HW;#*

)'!(三角帆蚌
!

@+2$).基因氨基酸的序列特征

推导得到的氨基酸共有 !?? 个!b4含量为

">8%!i!预测得到的氨基酸分子量大约为 "&8>

f9!理论等电点为 =8!* 甘氨酸"b7M#含量最高为

?8#?i!色氨酸"DOQ#含量最少为 &8%#i"图 !#*

带负电荷氨基酸残基"-KQ lb79#"> 个!带正电荷

氨基酸残基"-O] l.MK#!? 个* 脂肪族氨基酸指

数为 C%8?$!原子总量 = C""!分子式为 4

&C=#

2

$>%>

,

">!

)

=#!

1

$!

* 三角帆蚌
+

EGIWH:氨基酸含有 # 个半

胱氨酸 "4MK#!形成 $ 个二硫键!分别连接第

$=> 位和第$C?位!第&>位和第&!&位的半胱氨

图 &(三角帆蚌总*$%完整性的检测以及

![",[*%.J扩增产物电泳图

-$+,-完整性检测'd$!o+-43产物'4$=o+-43产物'

&$@$%%% @,-分子量标准'$$三角帆蚌总+,-提取产物*

G8E'&(/0D0D0"@<9BA9<0787B3@@0<19=@9@3D*$%31?

![#,[*%.JB<9?:"@=<9;A&21").0))

-$DJ;];7;7;IWO6QJ6O;KHKQGWW;O: 6NW6WG7+,-'d$!o+-43QO6T9IW'

4$=o+-43QO6T9IW8&$@$%%% @,-XGf;O'$$D6WG7+,-QO6T9IW6N

P&29"46@44&

图 )(

!

@+2$).编码基因"#$%全长及推导的氨基酸序列

小写字母代表 !o+=o端非翻译区' 大写字母部分为编码区!且上面为核苷酸序列!下面为氨基酸序列' 方框标出的是多聚腺苷酸加

尾信号位点--D---'

!

表示终止密码子*

G8E')(G:DDHD01E@A9="#$%31??0?:"0?3;819 3"8?70>:01"09=

!

@+2$).=<9;A&21").0))

!o!=o9:WOG:K7GW;T O;]H6:KGO;KJ6h: GK76h;OIGK;K' 46TH:] O;]H6: HKKJ6h: GK9QQ;OIGK;K!hJ;O;WJ;9QQ;OK;k9;:I;H:THIGW;KWJ;:9I7;6WHT;K

G:T WJ;76h;OKJ6hKWJ;GFH:6 GIHTK' B9WGWH\;Q67MGT;:M7GWH6: KH]:G7K"--D---#GO;P6V;T' 1W6Q I6T6: HKFGOf;T hHWJ GKW;OHKf"

!

#8

&*#
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酸"4MK#* 有 $ 个跨膜结构!分别为第 &$C _&"C

位和第 !!> _!=? 位"图 "#* 信号肽预测结果显

示无信号肽!蛋白质亚细胞定位为细胞骨架

"""i#*

图 !(三角帆蚌
!

H3"@81氨基酸组成表

G8E'!(%;819 3"8?"9;B978@8919=

!

H3"@81=<9;A&21").0))

图 +(三角帆蚌
!

H3"@81氨基酸跨膜结构图

G8E'+(5<317;016<3103<03 B<0?8"@0?81

!

H3"@81=<9;A&21").0))

用dH6;THW

(&=)软件将三角帆蚌
+

EGIWH: 氨基酸序列

与其他 &" 种动物的
+

EGIWH:氨基酸序列进行多序

列比对结果见图 =* 上述动物 ,<末端保守序列

-7GE.;9E5G7E5G7E-KQE-K:Eb7ME1;OEb7M 的上游和

下游分别是-7G和X;W残基!表示
!

8*2$46 基因与

胞质肌动蛋白异性体有密切关系("!&#)

*

基于
+

EGIWH:氨基酸序列采用 X3b-"8% 软

件以 ,(法构建了 &= 种动物的系统进化树"图

##!三角帆蚌与软体动物门的其他物种聚在一

起!然后与节肢动物聚在一起!再依次与脊椎动物

的鱼类+两栖类+哺乳类聚在一起*

:95"9529795'''''' <X, @@@0--.55@,b1bX4e-b/-b@@-B+-5/B105b+B+2Ub5X5bXbUe@1Z5b@3'=?

%3*52.7*#2$.52461#195' <X, @@@0--.55@,b1bX4e-b/-b@@-B+-5/B105b+B+2Ub5X5bXbUe@1Z5b@3'=?

P.". 5*=4165'''''' <X, @@@0--.55@,b1bX4e-b/-b@@-B+-5/B105b+B+2Ub5X5bXbUe@1Z5b@3'=?

R16.=957*1A45''''' <X, 3@@0--.55@,b1bX4e-b/-b@@-B+-5/B105b+B+2Ub5X5bXbUe@1Z5b@3'=?

(*6* 7155.6*1'''''' <X, 3@@0--.55@,-1bX4e-b/-b@@-B+-5/B105b+B+2Ub5X5bXbUe@1Z5b@3'=?

062.#3;62395";B455''' <X, 3@30--.55@,b1bX4e-b/-b@@-B+-5/B105b+B+2Ub5X5bXbUe@1Z5b@3'=?

G2*6$3.=*@#9552371@1744 <X, 3@30--.55@,b1bX4e-b/-b@@-B+-5/B105b+B+2Ub5X5bXbUe@1Z5b@3'=?

%7*$423$3;5E71595''' <X, @@30--.55@,b1bX4e-b/-b@@-B+-5/B105b+B+2Ub5X5bXbUe@1Z5b@3'=?

0#64$3.C.#.5".9D*$*'' <X4<@@35--.55@,b1bX4e-b/-b@@-B+-5/B105b+B+2Ub5X5bXbUe@1Z5b@3'=C

J4$.=16*195A*66*"14'' <X4<@@35--.55@,b1bX4e-b/-b@@-B+-5/B105b+B+2Ub5X5bXbUe@1Z5b@3'=C

G1C15*7D.=42$95'''' <X^<@@35--.55@,b1bX4e-b/-b@@-B+-5/B105b+B+2Ub5X5bXbUe@1Z5b@3'=C

?#*55.5$#1* @4@*5'''' <Xb<@335--.55@,b1bX4e-b/-b@@-B+-5/B105b+B+2Ub5X5bXbUe@1Z5b@3'=C

:4<93.=12$16 ;155.1654' <X4<@@@5--.55@,b1bX4e-b/-b@@-B+-5/B105b+B+2Ub5X5bXbUe@1Z5b@3'=C

%462$*C* E92*$*''''' <X4<@@35--.55@,b1bX4e-b/-b@@-B+-5/B105b+B+2Ub5X5bXbUe@1Z5b@3'=C

P;=#4.=54529"46@44''' <X1b3@@5--.55@,b1bX4e-b/-b@@-B+-5/B105b+B+2Ub5X5bXbUe@1Z5b@3'=>

'

!

'$$$$

!!!!!!!

8

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

:95"9529795'''''' -U1e+b0.D.eZB032b05D,̂ @@X3e0̂ 22D/Z,3.+5-B332B5..D3-B.,Be-,+3'&&?

%3*52.7*#2$.52461#195' -U1e+b0.D.eZB032b05D,̂ @@X3e0̂ 22D/Z,3.+5-B332B5..D3-B.,Be-,+3'&&?

P.". 5*=4165'''''' -U1e+b0.D.eZB032b05D,̂ @@X3e0̂ 22D/Z,3.+5-B332B5..D3-B.,Be-,+3'&&?

R16.=957*1A45''''' -U1e+b0.D.eZB032b05D,̂ @@X3e0̂ 22D/Z,3.+5-B332B5..D3-B.,Be-,+3'&&?

(*6* 7155.6*1''''''-U1e+b0.D.eZB032b05D,̂ @@X3e0̂ 22D/Z,3.+5-B332B5..D3-B.,Be-,+3'&&?

'*#
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+
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062.#3;62395";B455''' -U1e+b0.D.eZB032b05D,̂ @@X3e0̂ 22D/Z,3.+5-B332B5..D3-B.,Be-,+3'&&?

G2*6$3.=*@#9552371@1744 -U1e+b0.D.eZB032b05D,̂ @@X3e0̂ 22D/Z,3.+5-B332B5..D3-B.,Be-,+3'&&?

%7*$423$3;5E71595''' -U1e+b0.D.eZB032b05D,̂ @@X3e0̂ 22D/Z,3.+5-B332B5..D3-B.,Be-,+3'&&?

0#64$3.C.#.5".9D*$*'' -U1e+b0.D.eZB032b05D,̂ @@X3e0̂ 22D/Z,3.+5-B332B5..D3-B.,Be-,+3'&&C

J4$.=16*195A*66*"14'' -U1e+b0.D.eZB032b05D,̂ @@X3e0̂ 22D/Z,3.+5-B332B5..D3-B.,Be-,+3'&&C

G1C15*7D.=42$95'''' -U1e+b0.D.eZB032b05D,̂ @@X3e0̂ 22D/Z,3.+5-B332B5..D3-B.,Be-,+3'&&C

?#*55.5$#1* @4@*5'''' -U1e+b0.D.eZB032b05D,̂ @@X3e0̂ 22D/Z,3.+5-B332B5..D3-B.,Be-,+3'&&C

:4<93.=12$16 ;155.1654' -U1e+b0.D.eZB032b05D,̂ @@X3e0̂ 22D/Z,3.+5-B332B5..D3-B.,Be-,+3'&&C

%462$*C* E92*$*''''' -U1e+b0.D.eZB032b05D,̂ @@X3e0̂ 22D/Z,3.+5-B332B5..D3-B.,Be-,+3'&&C

P;=#4.=54529"46@44''' -U1e+b0.D.eZB032b05D,̂ @@X3e0̂ 22D/Z,3.+5-B332B5..D3-B.,Be-,+3'&&>

''''''''''''

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

:95"9529795'''''' eXDU0X/3D/,DB-XZ5-0U-5.1.Z-1b+DDb05X@1b@b5D2D5B0Z3bZ-.B2-0.+'&??

%3*52.7*#2$.52461#195' eXDU0X/3D/,DB-XZ5-0U-5.1.Z-1b+DDb05X@1b@b5D2D5B0Z3bZ-.B2-0.+'&??

P.". 5*=4165'''''' eXDU0X/3D/,DB-XZ5-0U-5.1.Z-1b+DDb05X@1b@b5D2D5B0Z3bZ-.B2-0.+'&??

R16.=957*1A45''''' eXDU0X/3D/,DB-XZ5-0U-5.1.Z-1b+DDb05X@1b@b5D2D5B0Z3bZ-.B2-0.+'&??

(*6* 7155.6*1''''''eXDU0X/3D/,DB-XZ5-0U-5.1.Z-1b+DDb05X@1b@b5D2D5B0Z3bZ-.B2-0.+'&??

062.#3;62395";B455''' eXDU0X/3D/,DB-XZ5-0U-5.1.Z-1b+DDb05X@1b@b5D2D5B0Z3bZ-.B2-0.+'&??

G2*6$3.=*@#9552371@1744 eXDU0X/3D/,DB-XZ5-0U-5.1.Z-1b+DDb05X@1b@b5D2D5B0Z3bZ-.B2-0.+'&??

%7*$423$3;5E71595''' eXDU0X/3D/,DB-XZ5-0U-5.1.Z-1b+DDb05X@1b@b5D2D5B0Z3bZ-.B2-0.+'&??

0#64$3.C.#.5".9D*$*'' eXDU0X/3D/,DB-XZ5-0U-5.1.Z-1b+DDb05.@1b@b512D5B0Z3bZ-.B2-0.+'&?C

J4$.=16*195A*66*"14'' eXDU0X/3D/,DB-XZ5-0U-5.1.Z-1b+DDb05.@1b@b512D5B0Z3bZ-.B2-0.+'&?C

G1C15*7D.=42$95'''' eXDU0X/3D/,DB-XZ5-0U-5.1.Z-1b+DDb05.@1b@b512D5B0Z3bZ-.B2-0.+'&?C

?#*55.5$#1* @4@*5'''' eXDU0X/3D/,-B-XZ5-0U-5.1.Z-1b+DDb05.@1b@b5D2D5B0Z3bZ-.B2-0.+'&?C

:4<93.=12$16 ;155.1654' eXDU0X/3D/,-B-XZ5-0U-5.1.Z-1b+DDb05.@1b@b5D2D5B0Z3bZ-.B2-0.+'&?C

%462$*C* E92*$*''''' eXDU0X/3D/,-B-XZ5-0U-5.1.Z-1b+DDb05.@1b@b5D2D5B0Z3bZ-.B2-0.+'&?C

P;=#4.=54529"46@44''' eXDU0X/3D/,4B-XZ5-0U-5.1.Z-1b+DDb05.@1b@b5D2D5B0Z3bZ-.B2-0X+'&?>

''''''''''''

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

$

!!!!!!

$

!!!!!!!!!!!!!!!

$

!

:95"9529795'''''' .@.-b+@.D@Z.Xe0.D3+bZ1/DDD-e+305+@0e3e.4Z5-.@/3U3X-D--1111.3'$!?

%3*52.7*#2$.52461#195' .@.-b+@.D@Z.Xe0.D3+bZ1/DDD-3+305+@0e3+.4Z5-.@/3U3X-D--1111.3'$!?

P.". 5*=4165'''''' .@.-b+@.D@Z.Xe0.D3+bZ1/DDD-3+305+@0e3e.4Z5-.@/3U3X-D--1111.3'$!?

R16.=957*1A45''''' .@.-b+@.D@Z.Xe0.D3+bZ1/DDD-3+305+@0e3e.4Z5-.@/3U3X-D--1111.3'$!?

(*6* 7155.6*1''''''.@.-b+@.D@Z.Xe0.D3+bZ1/DDD-3+305+@0e3e.4Z5-.@/3U3X-D--1111.3'$!?

062.#3;62395";B455''' .@.-b+@.D@Z.Xe0.D3+bZ1/DDD-3+305+@0e3e.4Z5-.@/3U3XbD--1111.3'$!?

G2*6$3.=*@#9552371@1744 .@.-b+@.D@Z.Xe0.D3+bZ1/DDD-3+305+@0e3e.4Z5-.@/3U3XbD--1111.3'$!?

%7*$423$3;5E71595''' .@.-b+@.D@Z.Xe0.D3+bZ1/DDD-3+305+@0e3e.4Z5-.@/3U3XbD--1111.3'$!?

0#64$3.C.#.5".9D*$*'' .@.-b+@.D@Z.Xe0.D3+bZ1/DDD-3+305+@0e3e.4Z5-.@/3U3X-D--1111.3'$!C

J4$.=16*195A*66*"14'' .@.-b+@.D@Z.Xe0.D3+bZD/DDD-3+305+@0e3e.4Z5-.@/3U3XDD--1111.3'$!C

G1C15*7D.=42$95'''' .@.-b+@.D@Z.Xe0.D3+bZ1/DDD-3+305+@0e3e.4Z5-.@/3U3X-D--1111.3'$!C

?#*55.5$#1* @4@*5'''' .@.-b+@.D@Z.Xe0.D3+bZ1/DDD-3+305+@0e3e.4Z5-.@/3U3X-D--1111.3'$!C

:4<93.=12$16 ;155.1654' .@.-b+@.D@Z.Xe0.D3+bZ1/DDD-3+305+@0e3e.4Z5-.@/313X1D---111.3'$!C

%462$*C* E92*$*''''' .@.-b+@.D@Z.Xe0.D3+bZ1/DDD-3+305+@0e3e.4Z5-.@/3U3X-D--1111.3'$!C

P;=#4.=54529"46@44''' .@.-b+@.D@Z.Xe0.D3+bZ1/DDD-3+305+@0e3e.4Z5-.@/3U3X1D--1111.3'$!>

''''''''''''

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

$

!!!!!

$

!!!!!!!!!

$

!!!!!!!!!

8

!!!!!

$

!!!!!

:95"9529795'''''' e1Z3.B@bU50D0b,3+/+4B3-./UB1/.bX314b023DD/,10Xe4@5@0+e@.Z-,D'$>?

%3*52.7*#2$.52461#195' e1Z3.B@bU50D0b,3+/+4B3-./UB1/.bX314b023DD/,10Xe4@5@0+e@.Z-,D'$>?

P.". 5*=4165'''''' e1Z3.B@bU50D0b,3+/+4B3-./UB1/.bX314b023DD/,10Xe4@5@0+e@.Z-,D'$>?

R16.=957*1A45''''' e1Z3.B@bU50D0b,3+/+4B3-./UB1/.bX314b023DDZ,10Xe4@5@0+e@.Z-,D'$>?

(*6* 7155.6*1''''''e1Z3.B@bU50D0b,3+/+4B3-./UB1/.bX314b023DDZ,10Xe4@5@0+e@.Z-,D'$>?

062.#3;62395";B455''' e1Z3.B@bU50D0b,3+/+4B3-./UB1/.bX314b023DDZ,10Xe4@5@0+e@.Z-,D'$>?

G2*6$3.=*@#9552371@1744 e1Z3.B@bU50D0b,3+/+4B3-./UB1/.bX314b023DDZ,10Xe4@5@0+e@.Z-,D'$>?

%7*$423$3;5E71595''' e1Z3.B@bU50D0b,3+/+4B3-./UB1/.bX314b023DDZ,10Xe4@5@0+e@.Z-,D'$>?

"*#
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0#64$3.C.#.5".9D*$*'' e1Z3.B@bU50D0b,3+/+4B3-./UB1/.bX314b023DDZ,10Xe4@0@0+e@.Z-,D'$>C

J4$.=16*195A*66*"14'' e1Z3.B@bU50D0b,3+/+4B3-./UB1/.bX314b023DDZ,10Xe4@5@0+e@.Z-,D'$>C

G1C15*7D.=42$95'''' e1Z3.B@bU50D0b,3+/+4B3-./UB1/.bX3-4b023DDZ,10Xe4@5@0+e@.Z-,D'$>C

?#*55.5$#1* @4@*5'''' e1Z3.B@bU50D0b,3+/+4B31./UB1/.bX31-b023DDZ,10Xe4@5@0+e@.Z-,D'$>C

:4<93.=12$16 ;155.1654' e1Z3.B@bU50D0b,3+/+4B31./UB1/.bX31-b023DDZ,10Xe4@5@0+e@.Z-,D'$>C

%462$*C* E92*$*''''' e1Z3.B@bU50D0b,3+/+-B3-X/UB1/.bX31-b023DDZ,10Xe4@5@0+e@.Z-,D'$>C

P;=#4.=54529"46@44''' e1Z3.B@bU50D0b,3+/+4B3-./UB1/.bX31-b023DDZ,10Xe4@5@0+e@.Z-,D'$>>

''''''''''''

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

8

!!

$$

!!!!!!!!!

$8

!!!!!!

$

!!!!!!!

$

!!!!!!!!!!

:95"9529795'''''' 5.1bbDDXZBb0-@+XUe30D-.-B1DXe0e00-BB3+eZ15̂ 0bb10.-1.1D/UUX^0'!=?

%3*52.7*#2$.52461#195' 5.1bbDDXZBb0-@+XUe30D-.-B1DXe0e00-BB3+eZ15̂ 0bb10.-1.1D/UUX^0'!=?

P.". 5*=4165'''''' 5.1bbDDXZBb0-@+XUe30D-.-B1DXe0e00-BB3+eZ15̂ 0bb10.-1.1D/UUX^0'!=?

R16.=957*1A45''''' 5.1bbDDXZBb0-@+XUe30D-.-B1DXe0e00-BB3+eZ15̂ 0bb10.-1.1D/UUX^0'!=?

(*6* 7155.6*1''''''5.1bbDDXZBb0-@+XUe30D-.-B1DXe0e00-BB3+eZ15̂ 0bb10.-1.1D/UUX^0'!=?

062.#3;62395";B455''' 5.1bbDDXZBb0-@+XUe30D1.-B1DXe0e00-BB3+eZ15̂ 0bb10.-1.1D/UUX^0'!=?

G2*6$3.=*@#9552371@1744 5.1bbDDXZBb0-@+XUe30D-.-B1DXe0e50-BB3+eZ15̂ 0bb10.-1.1D/UUX^0'!=?

%7*$423$3;5E71595''' 5.1bbDDXZBb0-@+XUe30D-.-B1DXe0e00-BB3+eZ15̂ 0bb10.-1.1D/UUX^0'!=?

0#64$3.C.#.5".9D*$*'' 5.1bbDDXZBb0-@+XUe30D-.-B1DXe0e00-BB3+eZ15̂ 0bb10.-1.1D/UUX^0'!=C

J4$.=16*195A*66*"14'' 5.1bbDDXZBb0-@+XUe30D-.-B1DXe0e00-BB3+eZ15̂ 0bb10.-1.1D/UUX^0'!=C

G1C15*7D.=42$95'''' 5.1bbDDXZBb0-@+XUe30D-.-B1DXe0e00-BB3+eZ15̂ 0bb10.-1.1D/UUX^0'!=C

?#*55.5$#1* @4@*5'''' 5.1bbDDX/Bb0-@+XUe30D-.-B1DXe0e00-BB3+eZ15̂ 0bb10.-1.1D/UUX^0'!=C

:4<93.=12$16 ;155.1654' 5.1bbDDX/Bb0-@+XUe30D-.-B1DXe0e00-BB3+eZ15̂ 0bb10.-1.1D/UUX^0'!=C

%462$*C* E92*$*''''' 5.1bb1DX/Bb0-@+XUe30D-.-B1DXe0e00-BB3+eZ15̂ 0bb10.-1.1D/UUX^0'!=C

P;=#4.=54529"46@44''' 5.1bb1DX/Bb0-@+XUe30D1.-BBDXe0e50-BB3+eZ15̂ 0bbB0.-1.1D/UUX^0'!=>

''''''''''''

!!!!!

$

!!

$

!!!!!!!!!!!!

$

!!!

8

!!!!!

$

!!!!!!!!!!!!!!

8

!!!!!!!!!!!!!

:95"9529795'''''' 1eU3Z@31bB1052+e4/'!?=

%3*52.7*#2$.52461#195' 1eU3Z@31bB1052+e4/'!?=

P.". 5*=4165'''''' 1eU3Z@31bB1052+e4/'!?=

R16.=957*1A45''''' 1eU3Z@31bB1052+e4/'!?=

(*6* 7155.6*1''''''1eU3Z@31bB1052+e4/'!?=

062.#3;62395";B455''' 1eU3Z@31bB1052+e4/'!?=

G2*6$3.=*@#9552371@1744 1eU3Z@31bB1052+e4/'!?=

%7*$423$3;5E71595''' 1eU3Z@31bB1052+e4/'!?=

0#64$3.C.#.5".9D*$*'' 1eU3Z@31bB1052+e4/'!?#

J4$.=16*195A*66*"14'' 1eU3Z@31bB1052+e4/'!?#

G1C15*7D.=42$95'''' 1eU3Z@31bB1052+e4/'!?#

?#*55.5$#1* @4@*5'''' 1eU3Z@31bB1052+e4/'!?#

:4<93.=12$16 ;155.1654' 1eU3Z@31bB1052+e4/'!?#

%462$*C* E92*$*''''' 1eU3Z@31bB1052+e4/'!?#

P;=#4.=54529"46@44''' 1eU3Z@31bB1052+e4/'!??

''''''''''''

!!!!!!!!!!!!!!!!!!

图 ,(三角帆蚌与其他动物的
!

H3"@81氨基酸的多序列比对结果

阴影部分表示三角帆蚌特异的氨基酸残基!方框表示各物种特有的氨基酸残基!保守序列用下划线表示*

:95"9529795$小家鼠"d-3!%"$#8&#'%3*52.7*#2$.52461#195$澳洲树袋熊"--Z=!>&&8&#'P.". 5*=4165$人",Bj%%&%>$8&#'R16.=95

7*1A45$非洲爪蟾",Bj%%&%C$"$$8&#'(*6* 7155.6*1$莱桑池蛙"--U&C"!$8&#'062.#3;62395";B455$虹鳟",Bj%%&&&??%?8&#'G2*6$3.=*@#95

52371@1744$黑鲷"--+C"#&C8&#'%7*$423$3;5E71595$川鲽"--/#!##=8&#'0#64$3.C.#.5".9D*$*$毛白钝缘蜱 "d-3"#=%=8&#'J4$.=16*195

A*66*"14$凡纳滨对虾 "--b&#$=!8&#'G1C15*7D.=42$95$白纹伊蚊 "-db"#!"&8&#'?#*55.5$#1* @4@*5$太平洋牡蛎 "d-dC"=?>8& #'

:4<93.=12$16 ;155.16545$虾夷扇贝"-db?C=>#8&#'%462$*C* E92*$*$合浦珠母贝"-4@>>?%?8&#'P;=#4.=54529"46@44$三角帆蚌"2X%"="$%#*

G8E',(%D8E1;01@9=3;819 3"8?70>:01"079=

!

H3"@81=<9;A&21").0))31?9@A0<7B0"807

DJ;KQ;IHG7GFH:6 GIHT O;KHT9;K6NP&29"46@44GO;KJGT;T!WJ;KQ;IHG7GFH:6 GIHT O;KHT9;K6NKQ;IH;KGO;P6V;T!I6:K;O\;T K;k9;:I;KGO;

9:T;O7H:;T8

#*#



# 期 袁一鸣!等$三角帆蚌
+

<肌动蛋白基因的I@,-全长克隆及表达分析 ''

图 Q(根据
!

H3"@81氨基酸序列构建的$F系统进化树

P.". 5*=4165$人 " ,Bj %%&%>$8& #' :95"9529795$小家鼠

" d-3!%"$#8& #' %3*52.7*#2$.5 2461#195$ 澳 洲 树 袋 熊

"--Z=!>&&8&#'R16.=957*1A45$非洲爪蟾",Bj%%&%C$"$$8&#'

(*6* 7155.6*1$莱桑池蛙"--U&C"!$8&#'%7*$423$3;5E71595$川

鲽"--/#!##=8&#'062.#3;62395";B455$虹鳟",Bj%%&&&??%?8

&#' G2*6$3.=*@#9552371@1744$ 黑 鲷 " --+C"#&C8& #' G1C15

*7D.=42$95$白纹伊蚊"-db"#!"&8&#'0#64$3.C.#.5".9D*$*$毛

白钝缘蜱"d-3"#=%=8&#'J4$.=16*195A*66*"14$凡纳滨对虾

"--b&#$=!8&#'%462$*C* E92*$*$合浦珠母贝"-4@>>?%?8&#'

?#*55.5$#1* @4@*5$太平洋牡蛎 "d-dC"=?>8&#':4<93.=12$16

;155.16545$虾夷扇贝"-db?C=>#8&#'P;=#4.=54529"46@44$三角

帆蚌"2X%"="$%#*

G8E'Q($F BACD9E010@8"@<009=

!

H3"@819=7B0"807

)'+(三角帆蚌
!

@+2$).基因的表达分析

经优化 B4+条件!获得稳定的 B4+反应体

系后!+DEB4+检测三角帆蚌
!

8*2$46 基因在外套

膜+血液+肝+肾+胃+肠+鳃+斧足 C 个组织表达!电

泳结果"图 ?#显示
!

8*2$46 基因在 C 个组织中表

达基本一致!具有良好的稳定性!表明适合作为内

参基因*

图 R(三角帆蚌各组织
!

@+2$).基因的

*5H-.*检测

X$XGOf;O' &$外套膜' $$血液' !$肝脏' "$肾' =$胃' #$肠'

?$鳃' C$斧足*

G8E'R(JKB<0778919=

!

@+2$).;*$%8108EA@@877:07=<9;

A&21").0))6C *5H-.*

X$XGOf;O' &$FG:W7;' $$P766T' !$7H\;' "$fHT:;M' =$KW6FGIJ'

#$]9W' ?$]H77' C$GPT6FH:G7N66W8

!'讨论

本研究采用 +-43技术!获得了三角帆蚌

!

8*2$46基因的全长 I@,-序列和开放阅读框!在

淡水贝类中是首次报道* 目前对软体动物
+

EGIWH:

基因的研究主要集中在海水贝类(&?)

!国外如太平

洋牡蛎(?!&C)

+大西洋深水扇贝(&>)

"%7*2.=12$16

"*@177*64295#+欧洲笠螺($%)

"%*$177* A97@*$1#+虹

鲍($&)

"P*74.$454#45#等!国内有虾夷扇贝($$)

+皱纹

盘鲍($! <$")

"P*74.$45C452953*66*4#等* 本次推导

得到的三角帆蚌
+

EGIWH: 氨基酸序列不但与太平

洋牡蛎+虾夷扇贝+合浦珠母贝等软体动物具有很

高的相似性!而且与凡纳滨对虾+虹鳟+黑鲷+川鲽

等水产经济动物也有很高的相似性!与小鼠+人等

高等脊椎动物的相似性也高达 >Ci _>>i!这符

合
!

8*2$46 基因氨基酸编码区高度保守的特

点(>!&&)

!可能与它参与构成细胞骨架等重要生理

功能密切相关*

479KWG7Y比对结果显示三角帆蚌
!

8*2$46基因

氨基酸序列与其他同源序列存在着一定差异!具

体 表 现 在 X;W&?C! 1;O!%=! 1;O!$&! BO6!$=!

5G7!!&!BO6!"# 等 # 个氨基酸残基具有特异性*

此外还发现几个特殊的氨基酸残基位点!如$第

&=" 位!软体动物和节肢动物是 .;9!而脊椎动物

均为X;W* 第 &#& 位!节肢动物为 1;O!其他物种

均为DJO* 第 $C& 位!哺乳动物为 BJ;!其他物种

均为DOM* 通过序列比对还发现了一些软体动物

特有的氨基酸残基!如第 $?" 位!软体动物为-7G!

其他物种均为4MK'第 !%C 位!软体动物为BJ;!其

他物种均为DOM* 大多数无脊椎动物
+

EGIWH:氨基

酸序列以 X;WE4MK开始!后面跟着以 b79 或 -KQ

开头的氨基酸簇!而脊椎动物缺少 4MK

($=)

* 三角

帆蚌
+

EGIWH:氨基酸与几种海水贝类不同!以X;WE

1;OEb7M开头!后面跟着以 b79 开头的氨基酸簇!

因为还没有其他淡水贝类
!

8*2$46 基因的相关报

道!所以有关三角帆蚌该基因氨基酸序列 ,<末

端的特殊性还有待于进一步研究* 建树结果显

示!三角帆蚌与软体动物门的其他物种聚在一起!

然后与节肢动物聚在一起!再依次与脊椎动物的

鱼类+两栖类+哺乳类聚在一起* 三角帆蚌
!

8*2$46

基因的分子进化地位与三角帆蚌的生物学分类地

位一致*

!

8*2$46基因一直以来被作为内参基因广泛

(*#
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应用于基因 F+,-的相对表达实验* 近年来有

研究认为!

!

8*2$46 基因不适合作为内参基

因($# <$?)

!多种因素可影响该基因的表达$氢化可

的松+胰岛素+&?

+

<雌二醇等生物刺激能够影响

!

8*2$46基因的表达($C <$>)

'在生物不同的生长阶

段
!

8*2$46 基因的表达量有所不同(!%)

'还有研究

结果显示!

+

EGIWH:基因受某些疾病的影响表达量

也有所不同(&&!!&)

* 本实验从半定量 B4+得到的

结果表明!三角帆蚌
!

8*2$46 基因在外套膜+血液+

肝+肾+胃+肠+鳃+斧足等 C 个组织中表达基本一

致!并具有良好的稳定性* 鱼类以及无脊椎动物的

分子生物学研究中!

!

8*2$46基因仍是最常用的内参

基因(!$)

!如草鱼"?$16.=3*#;6@.C.6 4C177*#

(!$)

+栉

孔扇贝"?37*";5E*##1#4#

(!")

+皱纹盘鲍($! <$")等!

且表达稳定* 另外!^G:]等(&?)研究表明!在合浦

珠母贝中进行的实时定量 +DEB4+检测中!肌动

蛋白在攻毒前后的合浦珠母贝血细胞中的表达无

显著差异* 对于今后三角帆蚌其他功能基因的相

对表达研究!只要通过在三角帆蚌表达实验中

!

8*2$46基因是否受实验操作的影响的研究!就可

以判定该基因是否可以作为该实验的内参基因*
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