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摘要! ]? 7[OGI位于贻贝精子顶体中!是溶解卵黄膜&促进受精作用的重要蛋白质!决定了贻

贝种间精卵识别的特异性$ 采用同源克隆法得到厚壳贻贝]? 7[OGI 分子!并在原核生物中对

该分子进行重组表达$ 结果表明!扩增产物为 "@% V: 左右的片段!进一步测序发现其开放阅

读框P>,-为 "@! V:!与贻贝&地中海贻贝&盖勒贻贝具有较高的相似性%在线翻译所得蛋白质

片段中含有 &=% 个氨基酸!分子量为 $% fQ!等电点为 =8@=%通过 ]? 7[OGI 氨基酸序列构建系

统进化树发现!贻贝和地中海贻贝亲缘关系最近!其次为盖勒贻贝!最后是厚壳贻贝%将 ]?

7[OGI分子在PH1-0'+6OO9UF">3!#中融合表达!得到包括载体氨基酸序列在内的 $" fQ 蛋白

质!符合预期分子质量$

关键词! 厚壳贻贝% 精子% ]? 7[OGI% 表达

中图分类号! 1#&?'''''''文献标志码'-

''海洋无脊椎动物在受精过程中将精子及卵细

胞播于水中"二者通过化学吸引力结合到一起"精

子顶体泡打开"内容物质释放并溶解卵黄膜"精子

从打开的卵黄膜孔道进入"从而使卵子受精"随后

完成胚胎发育过程(&)

' 在此受精过程中"精子顶

体蛋白在溶解卵黄膜过程中起到重要作用"决定

受精作用的特异性"目前关于该种蛋白特征研究

最清楚的是鲍#F"0'-5'&'.'&$细胞溶素#7[OGI$

($)

和海胆 # @5.-);20-1/)5.-5%&+%.+%."5%&$ 结合素

#VGIRGI$

(!)

"对于贻贝精子内起到相似作用的 ]?

7[OGI人们也进行了探索性研究(@ ;")

"其中贻贝

#925'0%&/?%0'&.GIIF9QO$&地中海贻贝 #925'0%&

;"00-+.-6')1'"0'&.FEFZPf $& 盖勒贻贝 # 925'0%&

5.-&&%0%&T6Q7R$]? 7[OGI 序列已经测得"经比对

发现"其进化与 7[OGI&VGIRGI 类似"为正向选择方

式"并在生殖隔离及物种进化中起重要作用"但关

于厚壳贻贝#925'0%&1-.%&1%&T6Q7R$]? 7[OGI 的

研究尚未见报道'

厚壳贻贝是浙江省贝类养殖的主要品种"其生

长速度快&养殖产量高"并具有肉味鲜美&营养丰

富&宜鲜食或加工成干制品等优点"一直以来都是

国内外市场上供不应求的优质海产品' 近年来"由

于种质&病害和环境等因素的影响"厚壳贻贝出现

了自身体质下降&幼苗成活率低&性成熟过早&出肉

率低等问题"因此培育生长状态好&抗逆能力强的

优良品种成为解决贻贝养殖可持续发展的技术关

键之一' 杂交育种是培育良种的一条有效途径"为

解决我国养殖贝类大规模死亡和一些重要经济贝

类生长慢&生产周期长等问题开辟了崭新途径' 因

此"探明厚壳贻贝生殖隔离机制"将促进其杂交育

种快速实现"为培育厚壳贻贝良种提供科学依据'

本研究通过同源克隆法获得在厚壳贻贝生殖

隔离中起到重要作用的 ]? 7[OGI 分子"对其

P>,-序列和推导的氨基酸序列进行了分析"并

将该分子克隆到原核生物中进行表达"为进一步

揭示厚壳贻贝生殖隔离机理提供参考'

&'材料与方法

!"!#实验材料

厚壳贻贝 &$ 只"$%&% 年 &% 月采自舟山市嵊
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泗县嵊山列岛养殖海区"活体解剖观察性腺"雌性

为橘黄色"雄性为乳白色' 取雄性性腺组织置液

氮中快速冷冻后"于;?% c保存'

宿主菌 PH1-0'>2"

#

&+6OO9UF

S]

#>3!$&表达

载体 :3SD$=F&SZGK67试剂&反转录试剂盒&Z7"8酶&

R,SB&限制性内切酶P1-+

"

&E"#2

"

均为大连宝生

物工程有限公司产品%B4+产物纯化试剂盒

-\[T3,T973\UZFPUG6I ĜU购自爱思进生物技术

有限公司%S-克隆试剂盒 SD59PU6ZB4+BZ6RQPU

476IGIJ ĜU购自上海生工生物工程有限公司'

!"$#实验方法

厚壳贻贝P>,-模板的获得''厚壳贻贝总

+,-提取及反转录按+,-GO6B7QO#大连宝生物公

司$试剂盒说明书进行"所得模板以贻贝
!

="15')

检测"引物序列如下"FPUGID/!"jDST4S-STSSTD

4S4SST-D!j" FPUGID+! "jD-STTSTTS-44-44D

-T-4D!j"反应体系!模板 %8@

$

."引物各 %8"

$

.

#&% IE67A.$"R,SB%8$

$

.#$8" EE67A.$"&% b

3FO[ 7"8 CQHH9Z&

$

."7"8 酶#" *A

$

.$%8$

$

."

以去离子水补足 &%

$

.%扩增条件!#@ c预变性

@ EGI"#@ c变性 !% O""" c退火 !% O"?$ c延伸

!% O"!% 个循环%?$ c延伸 &% EGI'

厚壳贻贝]? 7[OGI基因的克隆''根据贻贝

#>g&"&@<"$&地中海贻贝#3/%?#=%<$&盖勒贻

贝#-h &!&&=$ $ ]? 7[OGI 开放阅读框 # 6:9I

Z9FRGIJ HZFE9")+/$ 序列"采用 BZGE9ZBZ9EG9Z

"8%软件设计兼并性引物"引物名称及序列分别如

下! ]?D/! "jDTT_SS-44-S-hTT4STTT-TD

----D!j" ]?D+! "jDSS--T1SSSSTS4SST4-D

T-4-S-TD!j' 以上述雄性生殖腺 P>,-为模

板"进行 B4+扩增"反应体系!模板 P>,-$

$

."

引物各 $8"

$

.#&% IE67A.$" R,SB&

$

.#$8"

EE67A.$"&% b3FO[ 7"8 CQHH9Z"

$

."7"8 酶#"

*A

$

.$&

$

."以去离子水补足 "%

$

.' 反应条件!

#@ c预变性 @ EGI%#@ c变性 !% O""? c退火 !%

O"?$ c延伸 @" O"!" 个循环%?$ c延伸 &% EGI'

B4+产物进行''&8$d琼脂糖凝胶电泳检

测"目的片段用胶回收试剂盒#T973\UZFPUG6I ĜU"

-\[T9I$纯化后"与 :]>&=DS载体连接"转化至

PH1-0'>2"

#

感受态细胞"利用蓝白斑筛选阳性

克隆"所获得的克隆利用原B4+扩增引物进行菌

落B4+鉴定后"送上海英骏生物公司测序'

数据处理与分析''测序结果经去除载体序

列后"在 ,4C0# LUU:!

!

V7FOU8IPVG8I7E8IGL8J6YA

C7FOU8PJG$中进行在线 C.-1S同源检索进行%推

导成熟肽的分子量及等电点"利用在线软件

#LUU:!

!

mmm89\:FO[86ZJAU667OA:GU6678LUE7$预

测%序列比对分析采用 ]3T-@8% 软件中 47QOUF7

_模块进行"同时对贻贝&太平洋贻贝&厚壳贻贝

]? 7[OGI 的氨基酸序列构建 ,9GJLV6QZD(6GIGIJ

#,($系统进化树'

厚壳贻贝]? 7[OGI的原核表达''以测序正

确 :]>&=DSD]? 7[OGI为模板"扩增带有限制性内

切酶位点#E"#2

"

和 P1-+

"

的目的片段"引物

序列如下! ]? 7[OGID/! "jD4TTT-S44TTSSSD

-44-S-STT4D!j" ]? 7[OGID+! "jD4TT--SSD

4-T4SSSSTS4SST4-D!j"B4+体系及反应条

件同前"割胶回收后"以E"#2

"

&P1-+

"

对目的

片段和B3S$=F质粒分别进行双酶切"回收后以

S

@

连接酶连接后"转化>2"

#

"经测序验证正确后

提取质粒转化宿主菌 PH1-0'+6OO9UF

S]

#>3!$感

受态细胞"挑取单菌落接种氨苄青霉素#&%%

$

JA

E.$的 .C液体培养基中" !? c摇振培养至

)>

<%% IE

e %8@ `%8<"加入 0BST#终浓度 &

EE6.A.$!% c诱导 @ L"收集菌体"重悬于 BC1

中"进行1>1DB-T3检测'

$'结果

$"!#厚壳贻贝WP @J;56基因的克隆

反转录得到的厚壳贻贝雄性性腺P>,-"经
!

=

"15')特异性引物#依据贻贝
!

="15') 序列$扩增"得

到如图 &所示的 $?% V: 片段"与预期结果一致"该

P>,-可作为模板%进一步以兼并引物对]? 7[OGI

分子的开放阅读框进行 B4+扩增"结果如图 $ 所

示"扩增产物为"@% V:左右片段"与已发表的贻贝&

地中海贻贝&盖勒贻贝相应分子大小一致'

图 !#厚壳贻贝
!

7$&('3扩增凝胶电泳图

H5I"!#)9C@5>5*345?6?>@"&)+6%&6%

!

7$&('37J -.'

"$$#
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图 $#厚壳贻贝WP @J;56扩增凝胶电泳图

H5I"$#)9C@5>5*345?6?>@"&)+6%&6%

WP @J;567J -.'

$"$#厚壳贻贝WP @J;56*+()序列分析

将B4+扩增条带进行割胶回收"连接入S载

体并转入大肠杆菌"筛选阳性克隆送公司测序'

测序结果经分析并去除载体序列"得到厚壳贻贝

]? 7[OGI 的 )+/序列"结合已发表贻贝 #>g

&"&@<"$&地中海贻贝#3/%?#=%<$&盖勒贻贝#-h

&!&&=$$相应分子序列进行比对"如图 ! 所示"共存

在 ??个突变位点"占总碱基数量的&@8$d' 其中

贻贝和地中海贻贝高度相似#相似度 #?8=d$"仅

&$个碱基有突变"原因在于二者同属贻贝' 盖勒

贻贝与上述两个贻贝略有差别#!@ 个碱基突变$"

相似度 #!8?d%厚壳贻贝则差别较大"与贻贝相似

度为 ==8<d#<$ 个碱基突变$"与地中海贻贝相似

度为 =#d#<% 个碱基突变$"与盖勒贻贝相似度为

=#d#<% 个碱基突变$' 因此"从 ]? 7[OGI 分子判

断盖勒贻贝与贻贝及地中海贻贝具有比厚壳贻贝

更近的亲缘关系'

图 %#贻贝WP @J;56*+()序列比对结果

H5I"%#)@5I69:64?>WP @J;56*+();>8?99<;;:@

$"%#厚壳贻贝WP @J;56氨基酸序列分析

所得)+/序列经>,-]-,软件翻译为 &=%

个氨基酸的多肽链" LUU:!

!

mmm89\:FO[8PLA

U667OA在线预测分子量为 $% fQ"等电点为 =8@="

低于腹足类 7[OGI 分子的等电点 # &%8% `

&&8<$

(<)

"尽管腹足类与双壳类具有共同的祖先"

但二者的7[OGI 分子没有明显的同源性' 厚壳贻

贝氨基酸序列较其他贻贝分化较大#图 @$"与贻

贝和地中海贻贝的相似度为 #&d"与盖勒贻贝相

似性为 =#8@d' 对贻贝&地中海贻贝&盖勒贻贝&

厚壳贻贝]? 7[OGI的氨基酸序列构建 ,(系统进

化树"贻贝与地中海贻贝首先聚为一支"其次为盖

勒贻贝"最后则是厚壳贻贝#图 "$'

$"&#厚壳贻贝WP @J;56的原核表达

鉴定 后 的 阳 性 重 组 质 粒 转 化 PH1-0'

+6OO9UF

S]

#>3!$"!? c振荡培养"& EE67A.0BST

诱导表达"通过 1>1DB-T3进行分析"以空白质

粒转化菌做为阴性对照"诱导菌株在分子量 $" fQ

处可见一特异蛋白带"其中载体融合蛋白分子量

大小为 " fQ"目的蛋白分子量大小为 $% fQ"#图

"$"符合构建质粒表达蛋白质的理论大小"因此

确定该条带为融合表达的]? 7[OGI重组蛋白'

)$$#
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图 &#贻贝WP @J;56氨基酸序列比对结果

H5I"&#)@5I69:64?>WP @J;563956? 3*5=>8?99<;;:@

图 ,#贻贝WP @J;56分子进化树

H5I",#W?@:*<@38CAJ@?I:6:45*48::?>9<;;:@WP @J;56

图 D#厚壳贻贝WP @J;56表达的T+T2-)1Q凝胶电泳图

H5I"D#T+T2-)1Q363@J;5;?>:BC8:;;:=8:*?9756364

C8?4:56?>WP @J;5656@"&)+6%&6%

!'讨论

%"!#厚壳贻贝WP @J;56序列分析

无脊椎动物的精子顶体蛋白 7[OGI 在受精过

程中担负着溶解卵黄膜&促进精子与卵细胞相结

合的重要功能"因其参与前合子生殖隔离和物种

形成而受到广泛重视' 与其他7[OGI 分子相同"贻

贝 ]? 7[OGI 位于精子顶体中"能够溶解卵黄

膜(?)

"但其结构不与鲍7[OGI 相似 (=)

"主要原因在

于该类分子进化速度极快(#)

"种间的这种高度分

化特征因此显而易见"本研究也证实了该结论"克

隆得到的厚壳贻贝 ]? 7[OGI 序列通过 C.-1S在

线检索"除了与贻贝&地中海贻贝&盖勒贻贝具有

==d =̀#d的相似性外"并未找到包括腹足类精

子蛋白在内的任何与之具有明显相似性的序列"

该结果表明"]? 7[OGI 参与了贻贝受精作用的种

的特异性' 虽然贻贝&地中海贻贝&盖勒贻贝分布

区域相互交叠"但各物种之间的分化特征仍旧明

显"种间杂交的现象并不普遍"尽管自然界由于基

因漂变与渐渗而产生贻贝与地中海贻贝及厚壳贻

贝的杂交后代(&%)

"但杂交贻贝在自然界的数量并

不多' 在实验室条件下"实现两种贻贝杂交则需

要高浓度的精子参与"因此对 ]? 7[OGI 特征的研

究将有利于阐明贻贝生殖机理"促进杂交育种的

实践探索'

%"$#WP @J;56的分子标记特征

贻贝属的广泛分布及生存环境对其贝壳外形

的影响使该属的分类相对混乱"在贻贝分类研究

方面"国内外学者做了大量的研究"特别是贻贝&

地中海贻贝和盖勒贻贝的形态极其相似而难以区

分' 随着分子生物学的迅速发展"分子标记被广

泛应用于贻贝属的分类研究' 很多研究者通过同

工酶基因位点(&&)

&线粒体基因组全序列(&$)

&&$1

Z+,-&&<1Z+,-及43

"

序列等(&!)对贻贝分类

开展了系列研究"普遍认为"地中海贻贝和贻贝最

相似"两者与盖勒贻贝遗传距离稍远"其次为厚壳

贻贝(&@)

"本研究以]? 7[OGI作为分子标记所得到

的系统进化树同样得到了该结论' 1B+0,T3+

等(&")研究认为"贻贝 ]? 7[OGI 进化速度极快"降

低了各贻贝配子种间的相容性"形成了贻贝群体

间生殖隔离"促进新物种的形成"因此"以 ]?

7[OGI作为分子标记"更能反映贻贝生物多样性的

迅速变化"并丰富国际上生物多样性的研究理论

*%$#
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和方法"为其它种类生物多样性研究提供必要的

理论依据'

%"%#厚壳贻贝WP @J;56的原核表达

研究中厚壳贻贝]? 7[OGI通过重组表达获得

$"8% fQ蛋白"是含有部分载体氨基酸序列的融合

蛋白"比推测的理论分子质量大"而空载体转化菌

在相应位置未见有特异性蛋白条带"表明此蛋白

条带是重组质粒 :3S$=FD]? 7[OGI 的诱导表达产

物"且与该蛋白质理论分子量相近' ]? 7[OGI 分

子氨基酸比对发现"半胱氨酸的位置高度保守

#第 "@&<"&=@&&"!&&<=&&?< 位$"所形成二硫键的

位置与4型凝集素的碳水化合物识别区#4+>$

很相近"因此推断]? 7[OGI 通过结合卵黄膜中糖

基及糖蛋白成分溶解卵黄膜"促进受精过程的完

成"并有研究认为"推断该分子为钙离子依赖型半

乳糖结合蛋白(&<)

' 上述特征与已报道的腹足纲

鲍的受精机理不同"后者的7[OGI 分子在此过程中

通过疏水作用力与细胞溶素受体蛋白#53+.$结

合(&)

"使53+.纤维分子失去亲和力并分散开"

形成小孔"精细胞就从此进入与卵细胞融合' 目

前关于贻贝 ]? 7[OGI 溶解卵黄膜的机理尚不清

楚"还需对其分子特征&理化性质&与卵黄膜的相

互作用等方面开展进一步的研究'
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