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摘要! 采用+QDA4+和O>,-末端快速扩增技术":F9GN FE97GRGOFSG6P 6RO>,-MPNJ!+-43#首次

克隆了三角帆蚌过氧化氢酶"!"##基因的O>,-全长序列!为 $ =%# T9!包含 &&$ T9的 "U非翻译

区"LPS:FPJ7FSMN :MVG6P!*Q+#!& !%! T9的 !U*Q+和 & !== T9的开放阅读框"69MP :MFNGPV R:FEM!

)+/#$ )+/区共编码 #<$个氨基酸!推算的分子量约为 "$8? WL!理论等电点为 <8!"$ 多序列比

对结果显示!有一段4-Q氨基酸高度保守的催化位点序列/>+3+0A3+552-XY-Y$ 三角帆蚌

!"#基因有 &$个与还原型辅酶
!

",->A2#结合的氨基酸残基!分别是-J9&%?%2GJ&"!%AKM&"?%

1M:&<%%-:V&<$%-JP&?$%Q:Z&?#%.ZJ&B<%5F7$<&%Q:9$<$%2GJ$<#和Q:Z!&?!其中第 $<& 位和第 $<#

位的氨基酸在不同物种间有所区别$ 比对结果得到的三角帆蚌!"#基因的氨基酸序列!与软体

动物的!"#基因相似性高达 BB[!与虾类%鱼类%两栖类%哺乳类的 !"#基因相似性也达到

B=[\BB[!可推断属于!"#!$ 利用!"#基因推断得到的氨基酸序列构建,(系统树!分析显

示三角帆蚌首先与软体动物聚在一起!再与虾类聚在一起!然后依次与鱼类%两栖类和哺乳类聚

在一起$ 荧光定量结果显示!!"#基因在三角帆蚌的 ?个组织均有表达!其中在肾中的表达量极

低!在血液中表达呈上调趋势且明显区别于其他组织!在另外 "个组织中总体上呈现不统一的先

上调后下调的趋势$

关键词! 三角帆蚌& 过氧化氢酶"4-Q#& 基因表达& +-43DA4+

中图分类号! ]?="& 1B&?'''''''文献标识码'-

''生物体在长期的进化过程中!形成了一套抗

氧化系统来清除体内多余的活性氧!包括非酶类

抗氧化剂和酶类抗氧化剂!前者如维生素 3(谷胱

甘肽(

"

;胡萝卜素等'后者主要有 ! 种$超氧化

物歧化酶"JL9M:6^GNMNGJELSFJM!1)>#(过氧化氢

酶 "OFSF7FJM! 4-Q# 及谷胱甘肽过氧化物酶

"V7LSFSKG6PM9M:6^GNFJM!YA_#) 过氧化氢酶普遍

存在于原核生物和真核生物中*& ;$+

!能有效地防

止2

$

)

$

与细胞有氧代谢中产生的超氧阴离子自

由基)

;

$

,进一步生成自由基,)2!从而防止自

由基对细胞的损伤*!+

) 对4-Q的研究始于 &B 世

纪初*#+

!目前已在拟南芥中发现!"#基因是个小

家族!包括!"#&(!"#$(!"#! 等成员*"+

) 在动物

细胞中!4-Q仅由一个基因编码*<+

!无脊椎动物

在细胞吞噬过程中通过呼吸爆发抵御感染!为了

防止其间产生过量的氧化压力!4-Q就充当了为

需氧细胞调节过量活性氧的重要角色*?+

!因此对

于4-Q分子水平的研究有益于深入探讨贝类的

免疫功能)

三角帆蚌"$%&'()&*(*+,-(./((#是我国特有

种!为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*=+

)

近年来养殖贝类病害日渐严重!大规模死亡现象

时有发生!不仅造成了巨大的经济损失!而且直接

威胁到现有养殖产业的生存和发展!已经成为一

个瓶颈问题) 迄今为止!有关无脊椎动物 !"#基

因的研究还很有限!对三角帆蚌 !"#基因的研究



''' 水'产'学'报 !" 卷

尚未见报道) +-43":F9GN FE97GRGOFSG6P 6RO>,-

MPNJ#技术即O>,-末端快速扩增法是一种从低

丰度转录本中快速扩增O>,-"U和 !U末端简单而

有效的方法) 荧光定量 A4+":MF7SGEM`LFPSGSGaM

A4+#是近几年从传统A4+技术发展起来的新技

术!既保持了传统A4+技术灵敏(快速的特点!又

克服了以往 A4+技术中存在的假阳性污染和不

能进行准确定量的缺点)

本研究通过 +-43技术成功克隆了三角帆

蚌!"#基因全长O>,-序列!且对O>,-序列和

推导得到的氨基酸序列进行了分析!并用实时荧

光定量A4+检测了其在外套膜(血液(肝(肾(胃(

肠(斧足等 ? 个组织中的表达情况!为进一步研究

三角帆蚌!"#基因的结构和功能提供理论依据)

&'材料与方法

%&%'材料

三角帆蚌于 $%%B 年 ? 月采自浙江省金华市

威望养殖新技术有限公司生产基地!均为二龄健

康三角帆蚌!共 &%% 只) 嗜水气单胞菌取自上海

海洋大学病原库)

+,-GJ6 A7LJ(QFXF+F+,-A4+XGS"-b5#

5M:8!8%(QFXF+F9b>&BDQ5MOS6:(A:GEM1O:G9S

Qb

+Q :MFVMPSXGS( 1cC+

#

A:MEĜ 3̂ #01

Qb

!

"AM:RMOS+MF7QGEM#(3FJZ >G7LSG6P"R6:+MF7QGEM

A4+#购自宝生物工程"大连#有限公司'23+)4(

>2"

$

(Q0-,VM7bGNGAL:GRGOFSG6P XGS购自天根生

化科技"北京#有限公司'1b-+QQ

b

+-43O>,-

-E97GRGOFSG6P XGS( -NaFPSFVM

#

$ A4+ 3PdZEM

1ZJSME购自C>CG6JOGMPOMJ476PSMOK公司)

%&('方法

嗜水气单胞菌的诱导''选取大小相近的二

龄健康三角帆蚌在室温中暂养一周!用气泵提供

充足氧气!适时换水!每天投喂适量小球藻) 激活

嗜水气单胞菌并计算菌液浓度!以 & E.的浓度

约为 # e&%

=

4/*@E.的嗜水气单胞菌注射到三

角帆蚌闭壳肌中!对照个体注射 & E.的磷酸缓

冲液) 分别在感染后 $(#(=(&<($#(#=(?$ K 的时

间点解剖实验蚌"每次 ! 只#和对照蚌"! 只#!取

外套膜(血液(肝(肾(胃(肠(斧足 ? 种组织并保存

于;?% f)

三角帆蚌各组织的总 +,-提取''按

+,-GJ6 A7LJ说明书提取三角帆蚌外套膜(血液(

肝(肾(胃(肠(斧足的总+,-)

三角帆蚌 !"#基因克隆和序列测定''三

角帆蚌血液31Q序列"/X%$=%<##源自本实验室

的O>,-文库*B+

)

!U末端扩增''使用 QFXF+F+,-A4+XGS

"-b5#5M:8!8%试剂盒!根据获得的31Q序列!利用

A:GEM:9:GEM:"8% 设计上游特异性引物 4R$"UD

-YYY4YQ-QY-QQY-YQQD!U!下游引物为试剂盒

中的b&! A:GEM:b#$"UDYQQQQ444-YQ4-4Y-4D

!U) 以反转录后的第一链+MFNZ O>,-为模板!扩增

!U端的A4+反应参数为 B# f预变性 ! EGP'B# f

!% J!<% f !% J!?$ f $ EGP!!% 个循环'?$ f延伸

&% EGP'# f保存)

"U末端扩增''使用1b-+Q

Qb

+-43O>,-

-E97GRGOFSG6P XGS与 -NaFPSFVM

#

$A4+ 3PdZEM

1ZJSME试剂盒!采用巢式A4+!先用A:GEM:9:GEM:

"8% 设计下游特异性引物 4:&$"UD44QQ4QQ-D

QQ4Q4QY-44YQYY4-4D!U!上游引物为试剂盒

中 的 *Ab$ "UD4Q--Q-4Y-4Q4-4Q-Q-YYYD

4--Y4-YQYYQ-Q4--4Y4-Y-YQD!U".6PV#'

"UD4Q--Q-4Y-4Q4-4Q-Q-YYY4D!U" 1K6:S#)

第二次A4+以第一次A4+产物为模板!用下游引

物 4:$$"UDY4-YY-4QQ4YQ4QQ4-4YY-QY-YD

!U!上游引物*Ab进行第二次A4+) 扩增 "U端的

A4+反应参数$B# f预变性 ! EGP'B# f !% J!

<= f !% J!?$ f ! EGP!$" 个循环'?$ f延伸

&% EGP'# f保存)

扩增产物经 &8"[的琼脂糖凝胶电泳分离检

测!用 Q0-,VM7bGNGAL:GRGOFSG6P XGS回收目的片

段A4+产物!连入 9b>&BDQ载体!转化到 23+)4(

>2"

$

感受态细胞!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 !"#基因同源性分析及分子进化

分析''将获得的三角帆蚌 !"#基因的全长

O>,-序列与YMPCFPW核酸数据库及蛋白数据库

作 C.-1Q" KSS9$

"

ggg8POTG8P7E8PGK8V6a@

C.-1Q#分析) 应用 )+//GPNM:程序 " KSS9$

"

ggg8POTG8P7E8PGK8V6a@9:6HMOSJ@V6:R@#确定正确

的开放阅读框"69MP :MFNGPV R:FEM!)+/#翻译成

氨基酸序列) 用 A:6S9F:FE程序 " KSS9$

"

ggg8

M̂9FJZ86:V@S667J@9:6S9F:FE8KSE7#预测氨基酸序

列的物理参数!1O:FSOK 程序 " KSS9$

"

ggg8GOJ8

LOG8MNL@\TF7NGV@JO:FSOK@GPNM̂8KSE7#预测二硫

!"#
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键!Qb2bbJM:aM:a8$8%"KSS9$

"

ggg8OTJ8NSL8

NW@JM:aGOMJ@Qb2bb@#分析跨膜结构!1GVF7A

!8% JM:aM:程序 " KSS9$

"

ggg8OTJ8NSL8NW@

JM:aGOMJ@1GVPF7A@# 预 测 信 号 肽! A1)+Q

!

A:MNGOSG6P程序"KSS9$

"

9J6:S8GEJ8LDS6WZ68FO8H9@

R6:E$8KSE7#基于其氨基酸序列预测蛋白质亚细

胞定位点) 利用 47LJSF7_软件*&%+对相应的氨基

酸序列进行多序列比对) 利用 b3Y-#8% 软

件*&&+

!采用邻位相接法",(法#构建三角帆蚌过

氧化氢酶基因氨基酸序列与其他 &! 种物种的过

氧化氢酶基因氨基酸序列的系统树! 并用

C66SJS:F9重复 & %%% 次计算各分支的置信度) 三

级结构通过 31ZA:MN!>

*&$+

" KSS9$

"

ggg8RLPN98

FO8TM@JOGMPOMJ@TG676VGM@L:TE@TG6GPR6@MJZ9:MN@#

提交进行分析)

三角帆蚌!"#基因表达分析''根据已获

得的三角帆蚌内参基因
!

50+6(.

*&!+

!以及 !"#基

因全长O>,-序列!分别设计一对正反引物"

!

5

0+6(.D/和
!

50+6(.D+(!"#D/和!"#D+!表 &#!根据

1cC+

#

A:MEĜ3̂ #01

Qb

!

"AM:RMOS+MF7QGEM#试

剂盒进行荧光定量 +QDA4+!A4+反应参数为 B"

f !% J'B" f " J!<% f !% J!#" 个循环) 反应结

束后电脑自动绘制标准曲线!计算出待测样品中

目的基因和内参基因的准确含量) ? 种组织分别

以该组织的空白对照设为指标参数 &!得到 ? 个

时间点实验组的相对表达量)

表 %'

!

$%&'()基因和!"#基因荧光定量所用到的引物序列

)*+&%',-./0-102304!0156-0*78./023*48.8.90

:);,<:65-

!

$%&'()*4=!"#

引物

9:GEM:J

序列""UD!U#

JM̀LMPOM

片段

JMVEMPS

!

50+6(.基因

!

50+6(.D/ "UD-4YY-Q--4-4--YY---YY---4D!U

&#"

!

50+6(.D+ "UD-QYY-QYY---4-4YY4Q4QD!U

!"#基因

!"#D/ "UD44QYQYYY---Y-QYYQY4QD!U

=#

!"#D+ "UD4-QYQY-Y4QYY4Y-Y--QYD!U

$'结果

(&%'血液总:#$及:$<>产物的鉴定

提取的血液总 +,-用 &8"[的琼脂糖凝胶

电泳"图 &DF#) 用分光光度计测 )>值!计算 +

值")>

$<%

@)>

$=%

#为 &8B=!结果表明提取的总

+,-纯度高!符合 +-43扩增要求) !U+-43及

"U+-43的产物用 &8"[的琼脂糖凝胶电泳"图

&!bFWM:均为>$%%% >,-分子量标准#!所得产

物分别约为 $ ?%% T9"图 &DT#和 $%% T9"图 &DO#)

图 %'三角帆蚌总:#$完整性的检测以及

?@"A@:$<>扩增产物电泳图

F$+,-完整性检测' T$!U+-43产物' O$"U+-43产物)

&$>$%%% >,-分子量标准' $$三角帆蚌总+,-提取产物)

B.C&%')D0C07070!8-5ED5-01.1E*880-456858*7:#$*4=

?@#A@:$<>E-5=3!86-5/*+&,-().((

-$QKMVM7M7MOS:69K6:MJGJ9FSSM:P 6RS6SF7+,-' C$!U+-43

9:6NLOS' 4$"U+-439:6NLOS8

&$>$%%% >,-bFWM:' $$Q6SF7+,-9:6NLOS6R$3+,-(./((8

(&('!"#基因!"#$全长序列的特征

扩增测序得到三角帆蚌 !"#基因的全长

O>,-序列!推导获得其氨基酸序列) 获得的

O>,-序列全长 $ =%# T9!"U*Q+为 &&$ T9!!U

*Q+为 & !%! T9) 开放阅读框长度为 & !== T9!

可编码 #<$ 个氨基酸) 图 $ 中 --Q---为推测

的多聚腺苷酸加尾信号位点 " 967ZFNMPZ7FSG6P

JGVPF7JGSM#)

(&?'<$)氨基酸的序列特征

推导得到的氨基酸共有 #<$ 个!分子量大约

为 "$8? WL!理论等电点为 <8!") Y4含量为

#?8?![!其中辅氨酸"A:6#含量最高为 ?8#[!半

胱氨酸"4ZJ#和色氨酸"Q:9#含量最少为 &8"[)

带负电荷氨基酸残基"-J9 hY7L#"" 个!带正电荷

氨基酸残基"-:V h.ZJ!2GJ#"% 个) 脂肪族氨基

酸指数为 "B8B<!原子总量 ? $<"!分子式为 4

$ !"B

2

! "#?

,

<#?

)

<B!

1

&B

) 三角帆蚌!"#基因氨基酸含有

" 个半胱氨酸"4ZJ#!形成 $ 个二硫键!分别连接

第 &?= 位和第 &B# 位!第 $<& 位和第 $B% 位的半

胱氨酸"4ZJ#) 预测结果无跨膜结构和信号肽!

蛋白质亚细胞定位为细胞质)

三角帆蚌 !"#基因氨基酸序列经 C7FJSA检

索!预测为!"#!!与栉孔扇贝"!740-%*80''9'(#(

皱纹盘鲍 "$04()6(*:(*+,*:(*+,*#(太平洋牡蛎

$"#
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"!'0**)*6'90 /(/0*#等软体动物的相似性高达

BB[!与虾类(鱼类(两栖类和哺乳类的相似性也

达到 B=[ \BB[) 用CG6MNGS软件*&#+将三角帆蚌

!"#基因氨基酸序列与其他 &! 个物种的 !"#基

因氨基酸序列进行多序列比对!用 47LJSF7_进行

分析"图 !#!用 b3Y-#8& 软件以邻位相接法

",(法#构建了 !"#基因氨基酸的系统树 "图

##!进化树采用 C66SJS:F9 重复 & %%% 次检验) 在

该系统进化树中!三角帆蚌先与软体动物聚在一

起!再与虾类聚在一起!然后依次与鱼类(两栖类

和哺乳类聚在一起) 三角帆蚌 !"#基因的分子

进化地位与三角帆蚌生物学分类地位一致)

#"#
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图 ('!"#编码基因!"#$全长及推导的氨基酸序列

小写字母代表 !U("U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--Q---' 保守序列用下划线标出'

!

表示终止密码子)

B.C&(')D06377;704C8D56!"#$*4==0=3!0=*/.45 *!.=102304!056!"#6-5/*+&,-().((

!U!"ULPS:FPJ7FSMN :MVG6PJF:MJK6gP FJ76gM:OFJMJ' 46NGPV :MVG6P GJJK6gP FJL99M:OFJMJ!gKM:MSKML99M:JM̀LMPOMGPNGOFSMJSKM

PLO7M6SGNMJFPN SKM76gM:JK6gJSKMFEGP6 FOGNJ' ALSFSGaM967ZFNMPZ7FSG6P JGVPF7J"--Q---# F:MT6^MN' +MJGNLMJLPNM:7GPMN F:M

O6E97MSM7Z O6PJM:aMN FO:6JJF77J9MOGMJF7GVPMN JM̀LMPOMJ' 1S69 O6N6P GJEF:WMN gGSK FJSM:GJW"
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图 ?'三角帆蚌与其他物种的<$)氨基酸的多序列比对结果

阴影部分表示 &$ 个与还原型辅酶
!

",->A2#结合的氨基酸残基!保守序列用下划线表示)

B.C&?'$7.C4/04856<$)*/.45 *!.=102304!016-5/*+&,-().((*4=58D0-1E0!.01

QKM9LSFSGaM,->A2TGPNGPV :MJGNLMJF:MJKFNMN' SKMJGSMJ6RO6PJM:aFSGaMJM̀LMPOMJF:MLPNM:7GPMN8

;9..9')&9.09,*+7(.9.*(*$中国对虾"-Ci=$&""8&#' <(6)&9.09,*=0..0-9($凡纳滨对虾"--+BBB%=8&#' $04()6(*:(*+,*:(*+,*$皱纹

盘鲍"-C]<%%##8&#' !'0**)*6'90 /(/0*$太平洋牡蛎"-C1&=$<?8&#' !740-%*80''9'($栉孔扇贝"-C0<#&&"8&#' $%&'()&*(*+,-(./(($

三角帆蚌' >&49/.067,*80*+(06,*$条石鲷"--*##<&?8&#' ?0+7%+9.6'). +0.0:,-$军曹鱼"-4)%?!%"8&#' #0@(8,/, )A*+,',*$暗纹东

方"-C5$#%"<8&#' !69.)&70'%./):). (:9440$草鱼"-4.BB="B8$#' B,*-,*+,4,*$小家鼠"---<<%"#8&#' !0.(*4,&,*80-(4(0'(*$

家犬亚种"C-C$%?<#8&#' $)-) *0&(9.*$人"--X$B&=&8&#' C9.)&,*409=(*$非洲爪蟾"-CX<$=!<8&#)

(&F'!"#基因在各组织中的表达

荧光定量A4+的检测结果显示!标准曲线的

线性关系良好"内参基因
!

50+6(.$?

$

j&8%%%!目

的基因!"#$?

$

j%8BB=!?

$

k%8B=#!可以在宽广

的范围内进行准确定量'扩增效率较好"内参基

因
!

50+6(.$ 2jB<8"[! 目的基因 !"#$ 2j

&%%8#[!%8= l2l&8$#'融解曲线峰形单一!说

明反应特异信号) 将 !"#基因在三角帆蚌 ? 个

组织中的相对表达量进行统计"图 "#!!"#基因

在三角帆蚌的 ? 个组织均有表达!其中在肾中的

表达量极低!在血液中表达呈上调趋势且明显区

别于其他组织!另外 " 个组织总体上呈现不统一

""#
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的先上调后下调趋势) 胃和肝的表达趋势最为接

近!在 = 和 $# K 这 $ 个时间点表达量较高'外套

膜和斧足的表达趋势也较为相像!在 # K 时表达

有所上调!然后下调!至 $# K时达到最低)

图 F'根据<$)氨基酸序列使用#G构建的系统进化树

B.C&F')D0#G EDH75C0408.!8-0056<$)

*/.45 *!.=102304!01561E0!.01

$)-) *0&(9.*$人 "--X$B&=&8& #' B,*-,*+,4,*$小家鼠

" ---<<%"#8& #' !0.(* 4,&,* 80-(4(0'(*$ 家 犬 亚 种

"C-C$%?<#8&#' C9.)&,*409=(*$非洲爪蟾"-CX<$=!<8&#'

!69.)&70'%./):). (:9440$ 草 鱼 " -4.BB="B8$ #' #0@(8,/,

)A*+,',*$ 暗 纹 东 方  " -C5$#%"<8& #' ?0+7%+9.6').

+0.0:,-$军曹鱼"-4)%?!%"8&#' >&49/.067,*80*+(06,*$条石

鲷 " --*##<&?8& #' ;9..9')&9.09,*+7(.9.*(*$ 中国对虾

" -Ci=$&""8& #' <(6)&9.09,*=0..0-9($ 凡 纳 滨 对 虾

"--+BBB%=8&#' !'0**)*6'90 /(/0*$太平洋牡蛎"-C1&=$<?8

&#' $04()6(*:(*+,*:(*+,*$皱纹盘鲍"-C]<%%##8&#' !740-%*

80''9'($栉孔扇贝 "-C0<#&&"8&#' $%&'()&*(*+,-(./(($三角

帆蚌)

图 A'!"#基因在三角帆蚌 I 个组织中的表达

B.C&A'J3*48.8*8.900KE-011.54*4*7H1.156

!"#.4109045-C*416-5/*+&,-().((

!'讨论

?&%'三角帆蚌<$)氨基酸序列分析

目前对软体动物 !"#基因的研究还很少!

/+-,4)等*&"+对贻贝"D9'.0 &9'.0#暴露在高浓

度氧化锌的条件下探讨了 4-Q的抗氧化反应'

X23110C-等*&<+将贻贝暴露于林丹中!并对其在

不同的温度(盐度(光照和食物量下进行 4-Q的

生物监测'>-b03,1等*&?+在对太平洋牡蛎幼虫

的研究中发现!4-Q在 $" f的活性高于 $% f!

并在马拉硫磷的诱导下活性增强) 本次推导得到

的三角帆蚌 4-Q氨基酸经 C7FJSA检索!预测为

!"#!!与栉孔扇贝(皱纹盘鲍(太平洋牡蛎等软体

动物的相似性高达 BB[!与虾类(鱼类(两栖类和

哺乳类的相似性也达到 B=[ \BB[) 以三角帆

蚌4-Q氨基酸序列为参照!进行多序列比对!结

果得到一段4-Q氨基酸高度保守的催化位点序

列$$!/>+3+0A3+552-XY-Y!B!其中软体动物

除太平洋牡蛎的第 $# 位与其他物种同为天冬氨

酸"-J9#!另外 ! 种软体动物"皱纹盘鲍(栉孔扇

贝(三角帆蚌#均为天冬酰胺"-JP#'太平洋牡蛎

的第 != 位为甘氨酸"Y7Z#其他物种均为丙氨酸

"-7F#) 有 &$ 个与还原型辅酶
!

",->A2#结合

的氨基酸残基!分别是$第 &%? 位天冬酰胺

"-J9#(第 &"! 位组氨酸"2GJ#(第 &"? 位苯丙氨

酸"AKM#(第 &<% 位丝氨酸"1M:#(第 &<$ 位精氨酸

"-:V#(第 &?$ 位天冬酰胺"-JP#(第 &?# 位酪氨

酸"Q:Z#(第 &B< 位赖氨酸".ZJ#(第 $<& 位缬氨

酸"5F7#(第 $<$ 位色氨酸"Q:9#(第 $<# 位组氨

酸"2GJ#和第 !&? 位酪氨酸"Q:Z#!其中第 $<& 位!

三角帆蚌(条石鲷(家犬(非洲爪蟾为异亮氨酸

"0.M#!其他物种为缬氨酸"5F7#'第 $<# 位!太平

洋牡蛎(栉孔扇贝(三角帆蚌为谷氨酰胺"Y7P#!

其他物种均为组氨酸"2GJ#) 系统进化树中!三

角帆蚌先与软体动物聚在一起!再与虾类聚在一

起!然后依次与鱼类(两栖类和哺乳类聚在一起)

三角帆蚌过氧化氢酶基因的分子进化地位与三角

帆蚌生物学分类地位一致)

?&('三角帆蚌<$)氨基酸结构分析

在近半个多世纪以来!自由基引起的衰老理

论得到人们的广泛关注!很多研究结果显示

4-Q(1)>(YA_等抗氧化酶的活性降低导致自

由基代谢产物的增高) 4-Q是一类在进化过程

中比较保守的酶类!近年来对4-Q调控机制的研

究显示其与维护膜结构的完整性和调节细胞凋亡

有关*&=+

) m-b)4Xc等*&B+按照不同理化特性!

将 4-Q划分为典型性 " SZ9GOF7#( 非典型性

("#
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"FSZ9GOF7# 和 4-Q ;过 氧 化 物 酶 " OFSF7FJMD

9M:6^GNFJMJ!4-QDA)>#!通常认为这也是种符合

进化关系的划分) 按催化中心结构差异可分为两

类!一是含铁卟啉结构 4-Q!又称铁卟啉酶!典型

性4-Q和 4-QDA)>属于此类'二是含锰离子代

替铁的卟啉结构!又称为锰过氧化氢酶"bP4FS#!

非典型性4-Q属于此类*$%+

) 本研究推导得到的

三角帆蚌 4-Q氨基酸属于典型 4-Q!典型的

4-Q氨基酸跨越 # 个结构域!有 ?% \#<% 个氨基

酸残基!大部分典型4-Q在结构上具有高度的相

似性*$&+

) 本研究克隆得到三角帆蚌 !"#基因

O>,-全序列!为今后对该基因及三角帆蚌免疫

相关功能的深入研究奠定了基础)

?&?'三角帆蚌!"#基因的表达分析

过氧化氢酶的活性和表达作为一个生物检测

方案的指标广泛用于软体动物在不同环境条件下

的研究*$$+

) 3X-,-c-X3等*$!+在皱纹盘鲍中

注射过氧化氢以研究!"#基因的转录水平!结果

表明!! K后在鳃和消化道表达上调并在 < K 后进

一步上调!且消化道的转录水平高于鳃的转录水

平) 另外!也有研究表明!在较高的温度(盐度和

光照下!4-Q在贻贝中的活性显著增强*&<+

) 在

本次研究中!三角帆蚌!"#基因在不同组织的表

达存在较大的差异性!在肾中的表达量极低!在血

液中表达呈上调趋势且明显区别于其他组织!另

外 " 个组织总体上呈现不统一的先上调后下调趋

势!这主要是由于这些组织的代谢活动水平不同)

此外!胃和肝的表达趋势最为接近!在 = K 和 $# K

这 $ 个时间点表达量较高'外套膜和斧足的表达

趋势也较为相像!在 # K时表达有所上调!然后下

调!至 $# K 时达到最低) 目前!己知很多贝类的

血细胞都有典型的呼吸爆发现象!同时伴有活性

氧自由基的产生!这一现象在美洲牡蛎(长牡蛎(

食用牡蛎(紫贻贝(海湾扇贝以及 D9+69.-0E(-,*

等中都得到了证实*$#+

) 呼吸爆发的第一个反应

是氧还原一个电子形成超氧阴离子!是由吞噬细

胞膜上的,->A2氧化酶催化的) 超氧阴离子被

胞质酶超氧化物歧化酶"1)>#催化转换成过氧

化氢) 超氧阴离子还可产生轻自由基和单线态氧

等活性氧自由基) 超氧阴离子(过氧化氢(羟自由

基和单线态氧都能够直接参与细胞介导的杀灭细

菌(真菌和原生动物) 同时与过氧化物酶产生的

次卤化物"KZ96KF7GNMJ#或与溶菌体酶协同作用来

杀伤病原体) 三角帆蚌在攻毒后发生呼吸爆发现

象!产生的过氧化氢参与机体杀菌反应!残余的过

氧化氢则被4-Q降解!避免对机体造成损伤)
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