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摘要! 抗菌肽是贻贝免疫系统中的一个重要组成部分!也是目前海洋生物抗菌肽研究的重要

内容$ 在贻贝抗菌肽家族中!G:RI7IQ和G:RIPIQ是目前贻贝抗菌肽研究中发现成员最多!丰度

最高的两个家族!在贻贝免疫系统中占有重要的地位$ 为了解厚壳贻贝抗菌肽 G:RI7IQ 和

G:RIPIQ的基因组成及其多样性机制!通过设计特异性引物!以厚壳贻贝血细胞 P@,-文库为

模板进行B4+扩增以筛选文库!共克隆到 ? 条G:RI7IQ 的同源P@,-序列和 > 条G:RIPIQ 的同

源P@,-序列!并对其基因序列及推导的氨基酸序列进行了序列比对和变异位点初步分析$

上述研究为将来深入研究厚壳贻贝的免疫机制及筛选具有开发价值的抗菌肽分子奠定了理论

基础$

关键词! 厚壳贻贝% 抗菌肽% G:RI7IQ% G:RIPIQ% P@,-

中图分类号! [#?=% 1>&#'''''''文献标识码)-

''贻贝属于软体动物门!双壳纲!翼形亚纲!贻

贝目!其本身缺乏类似于高等脊椎动物那样的特

异免疫系统!但其体内富含各种具有杀菌活性的

多肽成分"抗菌肽#!这些抗菌肽构成了贻贝的天

然防御屏障!其特殊的结构与高效的抗菌功能使

其具有重要的理论研究价值和开发前景!是目前

海洋生物抗菌肽研究的重要对象*&+

)

目前从,4C0数据库中可以搜索到的贻贝抗

菌肽蛋白序列和基因序列可归纳为 " 个家族!分

别为 G:RI7IQ!G:RIPIQ!bW@和 G:RIG:PIQ

*$ ;<+

!主

要分离自地中海贻贝"?3+%&$4#'&&*.)*<%"/%'&%4#

和紫贻贝"?3+%&$409$&%4#) 在贻贝抗菌肽家族

中!G:RI7IQ 和 G:RIPIQ 是目前贻贝抗菌肽研究中

发现成员最多!丰度最高的两个家族!在贻贝防御

系统中占有重要的地位*&!#+

) 目前已从不同物种

的贻贝中分离纯化到 = 种 G:RI7IQ 分子"G:RI7IQ

-!C!4!@和W&#

*$ ;!+

!! 种G:RIPIQ 分子"G:RIPIQ

-!C和4#

*<!?+

) 上述抗菌肽分子均呈现出明显

的分子多样性现象!其中!BHLIJI等*>+在地中海贻

贝G:RI7IQ C的G+,-的基因多态性研究中!通过

变性梯度凝胶电泳"ONQHR9LIQT TLHOINQRTN7N7NPRLF

6UK6LNJIJ!@WW3#检测到单个体贻贝中 G:RI7IQ C

分子的 G+,- 种类可以达到 &% 种% 此外!

BH77HgIPIQI等*&%+也在地中海贻贝的单个体贻贝中

检测到G:RIPIQ 4的G+,-的数量多达 $" 种!目

前!在,4C0中进行同源检索发现相关 G:RIPIQ 序

列达到 &%# 条) 大量研究表明!G:RI7IQ 和 G:RIPIQ

分子在贻贝中存在明显的基因多样性现象!而且

这两类抗菌肽分子具有较快的进化速率!使贻贝

具备抵御不同环境和不同微生物侵袭的能

力*? ;&%+

) 因此!对这两类抗菌肽分子的研究有助

于人们深入了解贻贝的抗菌肽的分子多样性及其

进化机制!同时也有助于人们从这两类分子中筛

选具有应用价值的抗菌肽分子)

厚壳贻贝"?3+%&$4/*)$4/$4#是我国具有重要

经济价值的养殖贝类!对其血清中的抗菌肽研究

目前尚不多见) 在前期研究中!我们曾对厚壳贻

贝血清中的抗菌肽分子进行了初步分析并获得了

$ 种G:RI7IQ分子的P@,-的序列"WNQNfHQE 检索

号$/(>#!&=" 和 /(>#!&==#

*&&+

) 为进一步研究厚
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壳贻贝抗菌肽G:RI7IQ和G:RIPIQ 家族的 P@,-基

因序列及其分子多样性机制!我们以厚壳贻贝血

细胞P@,-文库为模板!通过设计特异性引物进

行B4+!以筛选 G:RI7IQ 和 G:RIPIQ 抗菌肽 P@,-

基因并进行序列分析) 通过上述方法!从厚壳贻

贝血细胞 P@,-文库中分别克隆到 ? 条 G:RI7IQ

和 > 条G:RIPIQ的新P@,-基因序列!并对其进行

了序列分析) 上述研究将有助于了解厚壳贻贝抗

菌肽G:RI7IQ 和 G:RIPIQ 的分子多样性机制!并为

将来深入研究厚壳贻贝的免疫机制以及从中筛选

具有开发价值的抗菌肽分子奠定了基础)

&'材料与方法

!"!#实验材料

实验动物''成年厚壳贻贝采自浙江舟山海

域!在通氧条件下饲养于装有洁净海水恒温水族

箱里"&? $̂% `#)

试剂''A'C @,-B67:GNLHJN(O,]B(Ub@&>F

]为 ]HjH+H公司产品%=F溴F"F氯F!F吲哚F

#

F@F半

乳糖苷 "lFTH7#(异丙基F

#

F@F硫代半乳糖苷

"0B]W#(氨苄青霉素"-GUIPI77IQ#购自上海捷瑞

公司% 胶回收试剂盒 "WN73VRLHPRI6Q jIR# 为

)b3W-公司产品!其余试剂均为进口或国产分

析纯试剂) 实验用去离子水由 bI77IU6LNJ:QNLT:

纯水系统"美国bI77IU6LN公司#制取)

!"$#实验方法

厚壳贻贝抗菌肽 G:RI7IQ 的基因克隆''在

前期工作中利用 0QgIRL6TNQ 公司的 19UNL1PLIUR

]b

B7HJGIO 1:JRNG iIRK WHRNiH:

,

]NPKQ676T: Z6L

P@,-1:QRKNJIJHQO 476QIQT试剂盒成功构建厚壳

贻贝血细胞P@,-文库*&$+

)

根据前期所克隆得到的厚壳贻贝 G:RI7IQ 的

P@,-序 列 " WNQNfHQE 登 录 号$ /(>#!&=" 和

/(>#!&==#的 !d端非翻译区保守序列设计下游引

物*G:RI7IQ+$=dF4-"WA-#W"WA]#]4-]4-]F

4-4]]4F!d+!上游引物用文库载体特异引物

"1B<$-]]]-WW]W-4-4]-]-#!以厚壳贻贝

血细胞P@,-文库为模板!进行B4+扩增以从中

筛选厚壳贻贝血细胞抗菌肽G:RI7IQ 基因!体系如

下$&% _3HJ: A'C C9ZZNL=

$

.%&% GG67A.O,]B

&

$

.%&%

$

G67A.1B< &

$

.%&%

$

G67A.G:RI7IQ +

&

$

.%= *A

$

.@,-B67:GNLHJN%8=

$

.%模板$

!

$

.%用水补足 =%

$

.) 反应条件如下$>" `预变

性 ! GIQ%B4+设 != 个循环$>" `!!% J%=" `!

!% J%#$ `!& GIQ) 最后 #$ `延伸 # GIQ)

B4+扩增产物经 &Y琼脂糖凝胶电泳检测!

目的片段用胶回收试剂盒纯化后!与 Ub@&>F]载

体连接!转化:;/*&%@2=

"

感受态细胞!蓝白斑筛

选阳性克隆!利用引物对 1B<AG:RI7IQ+进行菌落

B4+鉴定后!送上海英骏生物公司测序)

厚壳贻贝抗菌肽 G:RIPIQ 的基因克隆''根

据从,4C0中搜索到的地中海贻贝 G:RIPIQ 的基

因 序 列 " WNQCHQE 登 录 号$ -/&<$!!= 和

-/&<$!!" # 中 的 保 守 区 域 设 计 上 游 引 物

" G:RIPIQ$/$ =dF4---4W]-4--4-]W-F-WWF

!d#!下游引物为载体特异性引物 " ]#$ =dF

]--]-4W-4]4-4]-]-WWWF!d#!克隆(筛选

及测序方法同厚壳贻贝抗菌肽 G:RI7IQ 的基因

克隆)

序列处理与分析''测序结果经去除载体序

列和引物序列后!利用 .HJNLTNQNg#8& 软件中的

3OIR1Nc 模块进行开放阅读框 " 6UNQ LNHOIQT

ZLHGN!)+/#分析%信号肽用 1ITQH7B!8% 在线软

件" KRRU$

"

iii8PfJ8OR98OEAJNLgIPNJA1ITQH7BA#

进行预测*&!+

%成熟肽分子量及等电点利用在线软

件"KRRU$

"

iii8NVUHJ:86LTAR667JAUIsR6678KRG7#

进行计算%序列在线C.-1]同源检索在,4C0中

进行"KRRU$

"

f7HJR8QPfI8Q7G8QIK8T6gAC7HJR8PTI#%

序列比对分析采用 b3W-"8% 软件中 479JRH7o

模块进行*&"+

!同时对G:RI7IQ )+/和G:RIPIQ )+/

构建,D系统进化树!以 C66RJRLHU 方法对构建的

进化树进行评估*&"+

)

$'结果

$"!#厚壳贻贝抗菌肽 .;7-5-9和 .;7-@-9的基因

克隆

分别用引物对 1B<AG:RI7IQ+和 G:RIPIQ$/A

]#!以构建好的厚壳贻贝血细胞 P@,-文库为模

板进行B4+扩增筛选!扩增产物经 &Y琼脂糖电

泳检测!结果如图 & 所示) 扩增片段大小分别约

为 =%% fU"G:RI7IQ#和 #=% fU单一条带"G:RIPIQ#!

和预期的G:RI7IQ及G:RIPIQ的P@,-长度一致)

$"$ #厚壳贻贝抗菌肽 .;7-5-9和 .;7-@-9的

@VD?序列分析

图 &中获得的目的片段经胶回收(载体连接及

转化后!筛选阳性克隆测序) 共获得 &%# 个测序结

果!其中G:RI7IQ 的 P@,-基因序列 #" 个!去除冗

($!#
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余序列后共 ?条G:RI7IQ!分别命名为G:RI7IQF& ^

G:RI7IQF?"其中!G:RI7IQF&!!!"的克隆数分别为!"!

图 !#P;7-5-9和.;7-@-9的&'(产物电泳结果

B-E"!#&'(*.F5-3-@*7-49F,43-5/43.;7-5-9

$,-EK7F*9/5%*92.;7-@-9$5/37F*9/5%

&&!&? 个!其他 = 条 G:RI7IQ 的克隆数为 & =̂ 个

不等)#%G:RIPIQ 的 P@,-基因 !! 个!去除冗余

序列后共 > 条 G:RIPIQ!分别命名为 G:RIPIQF& ^

G:RIPIQF>"其中!G:RIPIQF&!" 的克隆数分别为 &=

和 < 个!其余 # 条 G:RIPIQ的克隆数为 & $̂ 个不

等#) 所有序列经软件分析得到 )+/!提交

,4C0数据库!获得 WNQCHQE 登录号分别为

W*!$"#&? ^ W*!$"#$! " G:RI7IQ! ^ ? # 和

W*!$"#$" Ŵ*!$"#!$"G:RIPIQ& >̂#)

图 $ 为厚壳贻贝 G:RI7IQ 分子 ? 条 P@,-基

因的)+/序列的比对结果) 对于厚壳贻贝的 ?

条G:RI7IQ 的 )+/序列!G:RI7IQF&!! 和 = )+/全

长为 !%<fU!G:RI7IQF$!"!<!# 和 ? 全长为 !&$ fU%

其中!信号肽区域均为 << fU!推导的成熟肽区域

均为 &%$ fU!而成熟肽后区域"4))2FRNLGIQ9J#

有所差别"G:RI7IQF&!! 和 = 的成熟肽后区域为

&!? fU!G:RI7IQF$!"!<!# 和 ? 的成熟肽后区域为

&"" fU#)

图 $#厚壳贻贝抗菌肽.;7-5-9的@VD?序列比对

信号肽区域以下划线标注%推导成熟肽区域用灰色底纹显示%相同核苷酸以&8'标注%&s'代表序列中的空格)

B-E"$#?5-E9./9743.;7-5-9@VD?03,4.3:.*)$1.$1

]KN9QONL7IQNJK6iJJITQH7UNURIONLNTI6Q!RKNUHLRIQ JKHONLNULNJNQRJGHR9LNUNURIONLNTI6Q!Z6776iNO f: 4))2FRNLGIQ9JLNTI6Q80ONQRIR:

IJIQOIPHRNO f: O6RJ!THUJ9JNO R6 GHVIGISNRKNH7ITQGNQRHLNJK6iQ f: OHJKNJ8

''序列比对结果表明!在厚壳贻贝 ? 条 G:RI7IQ

)+/序列中!共存在 #% 个变异位点) 其中!信号

肽区域存在 ? 个变异位点!成熟肽序列和成熟肽

后序列分别存在 !< 和 $< 个变异位点)

)$!#
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图 ! 为厚壳贻贝G:RIPIQ分子的 )+/序列比

对图!> 条G:RIPIQ )+/序列全长均为 $>& fU!其

中!信号肽区域均为 <% fU!成熟肽区域均为

&$% fU!成熟肽后区域均为 &&& fU) 序列比对结

果表明!在全长 )+/中!共存在 ?? 个变异位点!

其中!信号肽区域含 > 个变异位点!而成熟肽区域

和成熟肽后区域分别含 "< 和 !! 个变异位点)

图 %#厚壳贻贝.;7-@-9的@VD?序列比对

相同核苷酸以&8'标注%信号肽区域以下划线标注%推导成熟肽区域以灰色底纹显示)

B-E"%#?5-E9./9743.;7-@-9@VD?03,4.3:.*)$1.$1

]KN9QONL7IQNJK6iJJITQH7UNURIONLNTI6Q!RKNUHLRIQ JKHONLNULNJNQRJGHR9LNUNURIONLNTI6Q!Z6776iNO f: 4))2FRNLGIQ9JLNTI6Q80ONQRIR:

IJIQOIPHRNO f: O6RJ8

$"%#厚壳贻贝抗菌肽 .;7-5-9和 .;7-@-9的推导

氨基酸序列分析

所得 )+/序列经 .HJNLTNQNg#8& 软件中的

3OIR1Nc模块翻译成前体肽!通过1ITQH7B!8% 在线

软件进行信号肽预测后!对所得成熟肽序列进行分

子量和等电点计算!结果分别见图 ""G:RI7IQ#和图

="G:RIPIQ#)

图 " 为厚壳贻贝 G:RI7IQ 推导成熟肽序列经

在线 C7HJR搜索后的序列比对!? 条 G:RI7IQ 成熟

肽分子量在 " E9左右!均由 !" 个氨基酸残基组

成!其序列中富含碱性氨基酸" UMq>8"=#) 其

中!在含 !" 个氨基酸的成熟肽中!&? 个位点是

一致的!&< 个位点发生了氨基酸取代) 以厚壳

贻贝 G:RI7IQ 的 P@,-所编码的抗菌肽成熟肽部

分氨基酸序列为模板!使用 ,4C0C.-1]中的

f7HJRU程序对上述序列进行同源性检索!结果发

现在 ? 条 G:RI7IQ成熟肽序列中!G:RI7IQF&!! 和 =

与地中海贻贝 G:RI7IQ @的成熟肽序列相似性较

高"<>Y #̂$Y#%而 G:RI7IQF$!"!<!# 和 ? 与地

中海贻贝 G:RI7IQ C的成熟肽序列相似性较高

"<>Y ?̂?Y#)

图 = 为厚壳贻贝 G:RIPIQ 推导成熟肽序列经

在线C7HJR搜索后的序列比对图) 如图 = 所示!厚

壳贻贝的 > 条 G:RIPIQ 的成熟肽分子量在 "8! E9

左右!由 "% 个氨基酸组成!其序列中同样富含碱

性氨基酸"UMq?8&#) 其中!在含 "% 个氨基酸的

*$!#
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成熟肽中!$& 个位点是一致的!&> 个位点发生了

氨基酸取代) 将厚壳贻贝 G:RIPIQ 所编码的抗菌

肽成熟肽部分氨基酸序列进行 f7HJR搜索发现!在

> 条G:RIPIQ成熟肽序列中!G:RIPIQF&!$!!!"!<!#!

? 与地中海贻贝的 G:RIPIQ C序列相似性较高

"?%Y ?̂#Y#%而 G:RIPIQF=!> 与地中海贻贝的

G:RIPIQ 4序列相似性均为 ?#Y)

以上通过对G:RI7IQ和 G:RIPIQ 成熟肽序列变

异位点的分析!发现!虽然二者都存在高的氨基酸

取代位点!但是!贻贝抗菌肽所具有的一致性特

点!即半胱氨酸的数量和位置并没有因突变位点

的存在而发生改变)

图 <#厚壳贻贝.;7-5-9推导成熟肽序列经在线X5*07搜索后的序列比对图

相同氨基酸用灰色底纹显示!? 个半胱氨酸以矩形框标注)

B-E"<#?5-E9./97432/21@/2.*71,/F/F7-2/043.;7-5-93,4.3:.*)$1.$1N-7K.;7-5-93,4.47K/,34+%&$1

0ONQRIPH7LNJIO9NJHLNKITK7ITKRNO f: TLH: HQO P:JRNIQNJHLNf6VNO iIRK RKNP6QJNQJ9JP:JRNIQNHLLH:8

图 I#厚壳贻贝.;7-@-9推导成熟肽序列经在线X5*07搜索后的序列比对图

相同氨基酸用灰色底纹显示!? 个半胱氨酸以矩形框标注)

B-E"I#?5-E9./97432/21@/2.*71,/F/F7-2/43.;7-@-93,4.3:.*)$1.$1N-7K.;7-@-93,4.47K/,34+%&$1

0ONQRIPH7LNJIO9NJHLNKITK7ITKRNO f: TLH: HQO P:JRNIQNJHLNf6VNO iIRK RKNP6QJNQJ9JP:JRNIQNHLLH:8

$"<#厚壳贻贝抗菌肽 .;7-5-9和 .;7-@-9的系统

进化分析

因本次试验所获得的厚壳贻贝的 G:RI7IQ 和

G:RIPIQ分别与地中海贻贝"?;#'&&*.)*<%"/%'&%4#

的G:RI7IQ 和 G:RIPIQ 具有较高的序列相似性!因

此!在构建进化树过程中!以本次试验中新获得的

厚壳贻贝抗菌肽G:RI7IQ和G:RIPIQ 基因并结合其

他物种的同源序列"前者结合 ?;#'&&*.)*<%"/%'&%4

的 G:RI7IQ C(G:RI7IQ @基因和 ?;+)*44$&$4的

G:RI7IQ 4基因%后者结合 ?;#'&&*.)*<%"/%'&%4的

G:RIPIQ -!G:RIPIQ C和G:RIPIQ 4基因#构建了,D

系统进化树) 结果分别如图 < 和图 # 所示)

图 < 为厚壳贻贝 G:RI7IQ 的进化树分析结

果!结果表明本次试验所获得的厚壳贻贝

G:RI7IQ 同源 P@,-基因可以分为两枝!其中

G:RI7IQF&!!! = 和 ?;#'&&*.)*<%"/%'&%4G:RI7IQ @

"3*?&%$%"#聚为一枝%而 G:RI7IQF$!"!<!#!? 和

?;#'&&*.)*<%"/%'&%4G:RI7IQ C"-/&<$!!<#聚为一

枝后再与 ?;+)*44$&$4G:RI7IQ 4"-\#!%<$<#聚

为一大枝%说明本次试验中所获得的厚壳贻贝

G:RI7IQ同源 P@,-基因属于 G:RI7IQ C和 G:RI7IQ

@两个亚家族)

"$!#
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图 J#利用DR法绘制的厚壳贻贝抗菌肽.;7-5-9和其他贻贝.;7-5-9分子进化树

B-E"J#)K/FK;54E/9/7-@7,//43.;7-5-93,4.3:.*)$1.$1@4.F*,/2N-7K

3:#'&&*-)*;%".%'&%1.;7-5-9X#.;7-5-9V*923:+)*11$&$1.;7-5-9'

''图 # 为厚壳贻贝 G:RIPIQ 的进化树!结果表

明!本次试验所获得的厚壳贻贝的 G:RIPIQ 同源

P@,-基因明显分为两枝!即 G:RIPIQF=!> 与 ?;

#'&&*.)*<%"/%'&%4G:RIPIQ 4"3*>$#"$=#聚为一枝%

G:RIPIQF&!$! !! "! <! #! ? 与 ?;#'&&*.)*<%"/%'&%4

G:RIPIQ -"-/&<$!!"#聚为一枝后再与 ?;#'&&D

*.)*<%"/%'&%4G:RIPIQ C"-/&<$!!=#聚为一大枝)

说明本次试验中所获得的厚壳贻贝 G:RIPIQ 同源

P@,-基因主要属于G:RIPIQ -和G:RIPIQ 4两个

亚家族)

图 \#利用DR法绘制的厚壳贻贝抗菌肽.;7-@-9和其他贻贝.;7-@-9分子进化树

B-E"\#)K/FK;54E/9/7-@7,//43.;7-@-93,4.3:.*)$1.$1@4.F*,/2N-7K

3:#'&&*-)*;%".%'&%1.;7-@-9?#X*92'

!'讨论

作为贻贝血清中丰度最高!成员最多的两种抗

菌肽家族!G:RI7IQ 和G:RIPIQ 在贻贝的免疫系统中

发挥着至关重要的作用!同时也是研究抗菌肽的抗

菌机制和分子进化的好材料*&+

) 目前从贻贝中分

离到的G:RI7IQ根据其序列特征和来源种属分为 =

个亚家族!分别为 G:RI7IQ -!C!4!@和 W&!其中

G:RI7IQ -在 ?;09$&%4被发现*$+

!G:RI7IQ C在 ?;

09$&%4和 ?;#'&&*.)*<%"/%'&%4中均有发现*$ ;!+

!

G:RI7IQ 4主要来自 ?;#'&&*.)*<%"/%'&%4和 ?;

+)*44$&$4

*!+

!而G:RI7IQ @和 W& 则主要发现于 ?;

#'&&*.)*<%"/%'&%4

*!+

) 目前G:RIPIQ基因家族鉴定到

!个亚家族!分别为 G:RIPIQ -!C和 4!均在 ?;

#'&&*.)*<%"/%'&%4中发现*<!?+

)

厚壳贻贝是我国东海海域重要的经济贻贝!

关于其抗菌肽的报道目前尚不多见) 为了解厚壳

贻贝抗菌肽G:RI7IQ和G:RIPIQ的序列特征及其分

子多样性机制!我们利用两对引物 1B<AG:RI7IQ+

和G:RIPIQ$/A]# 从厚壳贻贝血细胞 P@,-文库

中分别克隆了抗菌肽 G:RI7IQ 和 G:RIPIQ 的 P@,-

基因!并获得了完整的 )+/) 通过序列分析!共

鉴定到 ? 条 G:RI7IQ 和 > 条 G:RIPIQ 的同源 P@,-

序列) 根据序列特征以及进化树分析可将G:RI7IQ

!%!#
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和G:RIPIQ分别分为两个亚家族!即 ? 条G:R7IQ分

为 G:RI7IQ @" G:RIIQF&! ! 和 = # 和 G:RI7IQ C

"G:R7IQF$!"!<!# 和 ?#两个亚家族%> 条厚壳贻贝

G:RIPIQ可分为 G:RIPIQ -"G:RIPIQF&!$!!!"!<!#

和 ?#和 G:RIPIQ 4"G:RIPIQF= 和 >#两个亚家族)

通过序列搜索和比对分析发现!本次研究中所克

隆的厚壳贻贝G:RI7IQ和G:RIPIQ 序列分别与地中

海贻贝"?;#'&&*.)*<%"/%'&%4#的 G:RI7IQ 和 G:RIPIQ

具有较高的序列相似性!提示两种贻贝的抗菌肽

可能来自同一祖先基因) 本次研究中我们没有从

厚壳贻贝P@,-文库中鉴定到G:RI7IQ -!4和W&

以及G:RIPIQ 4亚家族成员!推测有以下几种可能

的原因$

*

不同亚家族的抗菌肽分子可能存在于

不同种属的贻贝中%

/

某些抗菌肽亚家族在厚壳

贻贝血细胞P@,-文库中丰度太低!以至于未能

在本次研究中克隆到)

通过对厚壳贻贝两种抗菌肽家族的序列进行

分析!厚壳贻贝 ? 条 G:RI7IQ 的成熟肽分子量在 "

E9左右!由 !" 个氨基酸残基组成!其序列中富含

碱性氨基酸"UMq>8"=#!同时!序列中还含有 ? 个

半胱氨酸!且位置非常保守!其半胱氨酸排列模式

为4

%

l

!

4

!

l

!

4

&

l

"

4

'

l

&&

4

(

l

&

4

)

l

&

4

0

l

$

4

1

"其中4代表半胱氨酸!罗马数字代表半胱氨酸

在序列中的序号!l代表非半胱氨酸!数字代表氨

基酸数目#%而厚壳贻贝的 > 条 G:RIPIQ 的成熟肽

分子量在 "8! E9左右!由 "% 个氨基酸组成!其序

列中同样富含碱性氨基酸"UMq?8&#!? 个保守的

半胱氨酸的排列模式为 4

%

l

"

4

!

l

!

4

&

l

"

4

'

l

"

4

(

l

?

4

)

l

&

4

0

l

$

4

1

)

通过分别比较上述两种厚壳贻贝抗菌肽基因

家族的 P@,-序列!厚壳贻贝 G:RI7IQ 和 G:RIPIQ

的变异位点主要发生在成熟肽区域和成熟肽后区

域!而信号肽区域则相对保守"图 $ 和图 !#!这种

序列特征在地中海贻贝G:RI7IQ C及 G:RIPIQ 4的

G+,-序列中也有类似发现*>+

) 其中!信号肽区

域涉及到抗菌肽的分泌机制!因而具有较强的保

守性%而成熟肽后区域则在抗菌肽表达后会被剪

切!尽管成熟肽后区域在贻贝抗菌肽 P@,-序列

中存在的意义目前尚不清楚!但其对抗菌肽的最

终功能并没有影响*!+

!因此对其变异位点不是我

们所关注的重点%而成熟肽区域的变异则直接影

响到抗菌肽的结构与功能!因此受到人们的关注)

厚壳贻贝G:RI7IQ和G:RIPIQ的P@,-成熟肽区域

分别存在 !< 个和 "< 个变异位点!分别涉及到 &<

个和 &> 个氨基酸残基的变化!通过对氨基酸序列

的分析!我们发现!半胱氨酸是非常保守的!其数

目和位置在厚壳贻贝 ? 条 G:RI7IQ 及 > 条 G:RIPIQ

中没有任何变化) 此前对地中海贻贝 G:RI7IQ 的

空间结构研究表明!G:RI7IQ 采取了典型的二硫键

稳定的
"

A

#

结构!其 ? 个半胱氨酸形成 " 对二硫

键"4:J

%

F4:J

(

(4:J

!

F4:J

)

(4:J

&

F4:J

0

和

4:J

'

F4:J

1

#!通过 " 对二硫键稳定了 G:RI7IQ 的

空间结构!因此!涉及到半胱氨酸的突变将严重影

响到G:RI7IQ的空间结构!从而严重影响其抗菌功

能!这在进化上将是极为不利的*&= ;&<+

)

通过对厚壳贻贝 ? 条 G:RI7IQ 和 > 条 G:RIPIQ

的推导成熟肽区进行序列分析!我们发现!除了半

胱氨酸外!部分碱性氨基酸也呈现非常保守的特

征!例如!厚壳贻贝 ? 条 G:RI7IQ 分子的推导成熟

肽区域的 .:J#!-LT&&!-LT&"!-LT$< 和 -LT!! 是

保守的"图 "#!而 > 条G:RIPIQ的推导成熟肽区域

中!.:J&$ 和.:J!& 也是保守的"图 =#) 以往的研

究表明!多数抗菌肽分子都依赖于其碱性氨基酸

与原核细胞富含酸性脂质从而带大量负电荷的细

胞膜之间产生静电结合!从而导致原核生物细胞

膜的损伤而使抗菌肽发挥抗菌功能*&# ;&?+

!这在贻

贝G:RI7IQ分子的结构与功能的研究中也获得证

实*&<+

) 因此!我们推测!厚壳贻贝 G:RI7IQ 和

G:RIPIQ 分子中存在的保守性的碱性氨基酸可能

与其抗菌功能存在关联%同时!在厚壳贻贝G:RI7IQ

和G:RIPIQ的成熟肽区域中也存在不少碱性氨基

酸的突变位点!例如 G:RI7IQ 分子中的 -LT=!

-LT>!-LT&!!-LT$!!-LT$" 和 -LT!% "图 "#以及

G:RIPIQ分子中的 .:J&?!-LT$= 和 -LT"% 等位点

均存在变异现象"图 =#) 在此前的研究中!人们

发现贻贝抗菌肽 G:RI7IQ 家族中不同成员具有不

同的抗菌谱!例如!G:RI7IQ C(G:RI7IQ 4和 G:RI7IQ

@对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌均有抑制活

性!G:RI7IQ W& 则只对革兰氏阳性菌有抗菌活

性*$+

!而 G:RI7IQ C和 G:RI7IQ @还具有强的抗真

菌活性*!+

) 因此!我们推测!这一现象的产生机

制可能在于不同的 G:RI7IQ 亚家族由于其序列中

部分碱性氨基酸的变异而造成其抗菌谱的改变!

这对于抗菌肽的进化以及贻贝抵御不同环境下不

同微生物的侵袭具有重要意义)

在厚壳贻贝 ? 条G:RI7IQ 分子的P@,-中!不

#%!#
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同成员的克隆数是不一样的!在 #" 个克隆中!

G:RI7IQF&!! 和 " 有 <! 个!其他 = 种 G:RI7IQ 仅 &&

个%而在 > 条G:RIPIQ 分子的 P@,-的 !! 个克隆

中!G:RIPIQF& 和 " 有 $& 个!其他 # 种G:RIPIQ的克

隆数仅 > 个) BHLIJI等*>+在对地中海贻贝 G:RI7IQ

C的研究中发现!虽然单个体贻贝的G:RI7IQ C的

G+,-有 $ &̂% 种!但编码的成熟肽的氨基酸序

列和分子量却是唯一的) 由于本次研究中所使用

的厚壳贻贝血细胞 P@,-文库是混合文库!因此

本实验中克隆到的 ? 条 G:RI7IQ 序列和 > 条

G:RIPIQ序列的丰度差异是否来源于厚壳贻贝的

个体差异尚需进一步实验证实) 目前!关于贻贝

抗菌肽分子多样性的形成机制尚不明确!但

BH77HgIPIQI等*&%+在地中海贻贝抗菌肽 G:RIPIQ 4

的分子多样性研究中初步发现!地中海贻贝

G:RIPIQ 4的序列多样性与贻贝的地理来源(年

龄(性别和性腺的成熟程度没有关系!而与贻贝所

处的生活环境有关) 贻贝在其正常的生活过程

中!会面临各种各样潜在的病原体!为了抵御这些

病原体!贻贝在其进化选择过程中!逐渐形成了抗

菌肽分子的高度多样性) 关于厚壳贻贝抗菌肽分

子多样性的形成机制!仍需进一步深入研究) 上

述研究结果为深入了解厚壳贻贝抗菌肽的组成以

及分子多样性机制!并从中筛选和开发具有应用

价值的抗菌肽分子奠定了基础)
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# 期 廖'智!等$厚壳贻贝抗菌肽G:RI7IQ和G:RIPIQ的P@,-基因的克隆与序列分析 ''
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?+07,*@7$ -QRIGIPL6fIH7UNURIONJQ6R6Q7: LNULNJNQRHQ IGU6LRHQRP6GU6QNQR6ZIQQHRNK6JRONZNQJNHTHIQJR

GIPL6fIH7P676QISHRI6Q HQO H7IQE fNRiNNQ IQQHRNHQO HOHURIgNIGG9QIR:!f9RH7J6 Z6LGHZ69QOHRI6Q Z6LRKN

ONgN76UGNQR6ZQNiRKNLHUN9RIPHTNQRJ8-JRKNG6JRIGU6LRHQRHQRIGIPL6fIH7UNURIONZHGI7INJIQ G9JJN7!

G:RI7IQ HQO G:RIPIQ P6QRHIQ GHQ: GNGfNLJLNZNLLNO R6 HJIJ6Z6GJHQO KHgNRKNKITKNJRHf9QOHQPNIQ G9JJN7

JNL9G!iKIPK GNHQJRKNJNRi6 ZHGI7INJU7H: HEN: L67NIQ G9JJN7IQQHRNIGG9QIR:8]6 IQgNJRITHRNRKN

G67NP97HLOIgNLJIR: HQO RKNJNc9NQPNPKHLHPRNLISHRI6Q 6ZG:RI7IQ HQO G:RIPIQ ZL6G ?3+%&$4/*)$4/$4!RKN

P@,-6ZG:RI7IQ HQO G:RIPIQ iNLNP76QNO LNJUNPRIgN7: f: B4+GNRK6O 9JIQT ?;/*)$4/$4KNG6P:RNP@,-

7IfLHL: HJRNGU7HRN83ITKRONZNLNQRG:RI7IQ P@,-JHQO QIQNONZNLNQRG:RIPIQ P@,-JiNLNP76QNO ZL6G?;

/*)$4/$4KNG6P:RNP@,- 7IfLHL:!LNJUNPRIgN7:8]KNULNP9LJ6LRLHQJ7HRNO ZL6G G:RI7IQ P@,- P6QRHIQJH

U9RHRIgNJITQH7UNURION6Z$$ LNJIO9NJ!HUL6PNJJIQT UNURIONJNc9NQPN6Z!" HGIQ6 HPIOJ!HQO H4FRNLGIQH7

NVRNQJI6Q 6Z"< LNJIO9NJLIPK IQ HPIOIPLNJIO9NJ% iKI7NRKNULNP9LJ6LRLHQJ7HRNO ZL6GG:RIPIQ P@,-P6QRHIQJH

U9RHRIgNJITQH7UNURION6Z$% LNJIO9NJ!HUL6PNJJIQT UNURIONJNc9NQPN6Z"% HGIQ6 HPIOJ!HQO H4FRNLGIQH7

NVRNQJI6Q 6Z!# LNJIO9NJ8C6RK G:RI7IQ HQO G:RIPIQ 6Z?;/*)$4/$4HLNPKHLHPRNLISNO f: Hf9QOHQRPHRI6QIP

HGIQ6 HPIOJHQO NITKRP:JRNIQJiKIPK Z6LGNO Z69LOIJ97ZIONJ81Nc9NQPNHQH7:JIJ6ZRKNP6OIQT ZLHGNJK6iNO

RKHRRKNgHLIHRI6Q 76PI6ZRKNJNRi6 EIQOJ6ZHQRIGIPL6fIH7UNURIONGHIQ7: 6PP9LLNO 6Q GHR9LNUNURIONLNTI6Q!

iKIPK GITKRLNJ97RZL6GOILNPRIQRNLHPRI6Q 6ZRKNJNUNURIONJiIRK RKNJ9LL69QOIQT UHRK6TNQJIQ RKNPKHQTIQT

NQgIL6QGNQRHQO RK9JfNP6GNH7IEN7: PH9JN6ZG67NP97HLHOHURHRI6Q 6ZPNLRHIQ HGIQ6 HPIO JIRNJIQ G:RI7IQ

HQO G:RIPIQ gHLIHQRJ8]KIJJR9O: 7HIO RKNZ69QOHRI6Q Z6LIQRNQJIgNJR9O: 6Q IGG9QNGNPKHQIJGJHJiN77HJ

JPLNNQIQT HQRIGIPL6fIH7UNURIONG67NP97NJZL6G?;/*)$4/$ HQRIGIPL6fIH7UNURIONJ8

M/; N4,20$ ?3+%&$4/*)$4/$4% HQRIGIPL6fIH7UNURION% G:RI7IQ% G:RIPIQ% P@,-
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