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摘要! 为研究淡水珍珠形成相关基因及调控机理!以三角帆蚌为研究对象!借助 A5%&末端快

速扩增&$&-,'技术获得了三角帆蚌的钙网蛋白基因&A30E?@;AI0;>!+A-$K'A5%&序列!该序

列长 4 8/0 =B!包含 2/4 =B 的 1S非编码区&I>@E3>F03@?N E?J;/>!#K$'和 741 =B /S#K$以及 1:4

=B 的开放阅读框&"$('!共编码 4:7 个氨基酸残基!包含一段由 24 个氨基酸组成的信号肽和

一段由 401 个氨基酸的成熟肽!分子量约为 2218 HI!理论等电点 1134" 氨基酸序列分析表

明!该序列不存在跨膜结构!疏水性分析显示该蛋白整体为亲水性蛋白" 氨基酸列比对分析显

示!+A-$K具有保守的钙网蛋白家族结构!具有 2 个保守的钙网蛋白家族标签序列%

Q+,D%)5-TTTO'Q.(和 )2(T75)-T!与其他已知物种的 -$K具有较高保守性!其中与斑

马鱼的相似度为 00C!与长牡蛎和马氏珠母贝的相似度为 03C" 对三角帆蚌 +A-$K蛋白序

列的二级结构和三级结构进行预测分析!显示该蛋白同时含螺旋和折叠" 实时荧光定量 7-$

分析结果显示!+A-$K在外套膜$血液$鳃$斧足$肝脏$肾脏$肠和闭壳肌等 9 个组织中均有表

达!其中在外套膜中表达量最高!血液次之!在其他组织的表达量极少" 初步推测+A-$K参与

了三角帆蚌珍珠形成的生物矿化过程"

关键词! 三角帆蚌# 钙网蛋白# 分子特征# 实时荧光定量 7-$

中图分类号! D091# *:401855555555 文献标志码%&

55钙网蛋白#A30E?@;AI0;>"-$K$是由单一基因编

码"具有多种重要生物功能的高度保守的钙结合

蛋白"如参与调节细胞凋亡"协助蛋白质正确折

叠"维持细胞 -3

2 >

稳态和自身免疫反应等
'4 62(

)

最初研究认为"钙网蛋白是内质网和肌质网特有

的蛋白
'/ 68(

"后期研究发现在细胞表面&血液和细

胞外基质等中也有大量钙网蛋白的存在
'1 60(

) 目

前研究所发现的钙网蛋白一般均具有 2 个保守的

钙 网 蛋 白 家 族 标 签 识 别 序 列

Q+,D%)5-TTTO'Q.(和 )2(T75)-T"-8末端

具有低亲和力&高容量的钙结合位点"有很强的与

钙结合的能力"通常含有作为内质网滞留信号的

四 肽 序 列 +6Q5,') 至 今 已 在 虹 鳟

# 73)+*8$3)8,- 0$9(--$

'9(

& 中 国 明 对 虾

# J&33&*+%&3.&,- )8(3&3-(-$

':(

& 长 牡 蛎

#B*.--+-#*&. 4(4.-$

'43(

&马氏珠母贝 # "(3)#.1.

>,).#.$

'44(

和加利福尼亚海兔#K%/$-(.$

'42(

等物种

中获得 -$K序列"并对其分子结构及相关功能进

行了研究) 9303H;?E等
'4/(

研究表明"钙网蛋白在

人类的早期胚胎发育中对 -3

2 >

的短暂细微调节

发挥关键作用) P̂3>J 等
'48(

研究表明"钙网蛋白

参与了猪卵母细胞和胚胎发育过程中 -3

2 >

的动

态平衡调节) */:/J4;等
'0(

研究发现"钙网蛋白

在哺乳类牙齿的矿化形成中可以转运钙离子)

三角 帆 蚌 # 2$*(+%-(-),0(34(($ 属 瓣 鳃 纲

# '3:?00;=E3>AP;3$ 蚌 目 # #>;/>/;N3$ 蚌 科

##>;/>;N3?$帆蚌属#2$*(+%-(-$"是中国特有的重

要优良淡水育珠蚌
'41(

) 近年来随着珍珠养殖面
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积的扩大"在病害防治&资源保护等方面也出现了

一些问题"导致产生的珍珠产量与质量都受到了

影响"因此对于三角帆蚌的成珠相关基因方面研

究具有重要意义) 三角帆蚌外壳和珍珠都是生物

矿化的产物"主要由 -3-"

/

组成"因此 -3

2 >

是生

物矿化的重要成分"在形成的过程当中"-3

2 >

的

吸收"转运和贮存到许多因素的影响) 珍珠贝从

外界水环境中吸收矿化所需的 -3

2 >

"以离子扩

散&离子通道&与钙结合蛋白结合等形式
'47(

"经过

血液运输到矿化部位
'40(

) 钙网蛋白是重要的钙

结合蛋白"已发现其参与骨骼&牙齿的形成等生物

矿化过程) (3> 等
'44(

在海水贝类马氏珠母贝中

用组织表达分析发现"-$K在外套膜中"血液中

具有高表达"参与钙的贮存与运输"参与马氏珠母

贝的生物矿化过程) 但钙结合蛋白在贝类的生物

矿化中的具体作用还有待深入研究)

目前淡水蚌珍珠形成相关基因的研究刚刚起

步"钙网蛋白相关的研究还未见报道) 在本研究

中"利用 $&-,技术获得了三角帆蚌的钙网蛋白

2)BE@基因的 A5%&序列"对基因的结构和相应

的氨基酸序列进行了分子特征分析"并对 2)BE@

基因所编码蛋白质的二级结构和三级结构进行了

分析预测) 利用荧光定量 7-$技术对 2)BE@基

因在三角帆蚌各组织表达情况进行了检测分析"

初步研究钙网蛋白在三角帆蚌的珍珠形成中的作

用"为后续研究三角帆蚌珍珠形成基因的调控奠

定基础)

45材料与方法

%&%'实验材料

三角帆蚌采自浙江省金华市威望养殖新技术

有限公司生产基地"健康的 / 龄蚌"置于玻璃缸

#13 A:=/3 A:=/1 A:$中"投喂小球藻暂养一

周"用于 2)BE@基因 A5%&的克隆) 随机选取重

约 433 J 的三角帆蚌进行组织定量表达实验) 分

别提取三角帆蚌的外套膜&血液&鳃&斧足&肝脏&

肾脏&肠和闭壳肌等 9 个组织用于组织表达检测

实验)

%&('实验方法

三角帆蚌外套膜总 $%&提取55$%&提取

采用 $%&;F/

K2

70IF#K3Q3$3"大连$试剂) 活体

解剖"取三角帆蚌外套膜组织 433 :J 左右于 411

:'离心管中"加入 413 :'$%&;F/ 70IF试剂"经

匀浆&氯仿抽提&异丙醇沉淀&01C酒精清洗"用适

量 3134C 5,7-处理过的水溶解总 $%&

'49(

) 用

%3>/NE/B %582333 -分光光度计测量 $%&浓度

及纯度"经 413C琼脂糖凝胶电泳检测 $%&完

整性)

2)BE@基因 A5%&的片段扩增!克隆和序列

测定55使用 7E;:?E*AE;B@A5%&第一链合成试

剂盒#K3Q3$3"大连$"以外套膜总 $%&为模板"

采用 3N3B@?E8K合成 A5%&第一链"合成方法参照

试剂盒说明书) 根据小鼠 #',-0,-),/,-$"斑马

鱼#:.3(+ *&*(+$等物种的 -$K基因 A5%&保守

区设计引物 (4&$4"以 A5%&为模板进行中间片

段的 扩 增) 7-$ 反 应 试 剂 采 用 ,[ @.M 酶

#K3Q3$3"大连$"扩增体系包括 K3Q3$3,[ @.M

#1 #6

$

'$ 31421

$

'%43 =,[ @.M 9IXX?E#2J

2 >

B0IF$211

$

'% N%K7:;[@IE?#各 211 ::/06'$ 2

$

'%上下游引物各 311

$

'#23

$

:6'$%A5%&模

板 2

$

'及双蒸水 401/01

$

') 7-$反应条件为

:8 R预变性 / :;>%:8 R /3 F"73 R /3 F"02 R 4

:;>"/1 个循环%最后 02 R延伸 43 :;>) 扩增产

物经 4C的琼脂糖凝胶电泳分离检测"扩增产物

送往上海迈普生物技术有限公司测序)

以获得的三角帆蚌外套膜的 2)BE@的片段

序列为模板"用 7E;:?E7E?:;?E113 软件并结合

9'&*K程序设计特异性引物用于 /S和 1S末端扩

增"引物均由生工生物技术#上海$有限公司合成

#表 4$) 采用 /S8(I00$&-,-/E?*?@.?E1213 试

剂盒#K3Q3$3"大连$进行 /S端扩增"方法参照使

用说明) 7-$反应条件为 :8 R预变性 / :;>"

:8 R /3 F"11 R /3 F"02 R 4 :;>"/3 个循环%最

后 02 R延伸 43 :;>"获得特异性 7-$产物) 采

用 *2&$K $&-, A5%& &:B0;X;A3@;/> Q;@

#-0/>@?AP"美国$进行 1S端扩增"方法参照使用说

明) 7-$反应条件为 :8 R预变性 /3 F%02 R /

:;>"1 个循环%:8 R /3 F"03 R /3 F"02 R / :;>"

1 个循环%:8 R /3 F"79 R /3 F"02 R"/ :;>"20

个循环)

/S和 1S$&-,扩增产物经 413C琼脂糖凝胶

电泳检测"经 K)&%J?02;N;7IE;X;A3@;/> Q;@'天根

生化科技 #北京$有限公司(回收目的片段 7-$

产物"纯化后的 7-$产物与 B254:8K#K3Q3$3"

大连$载体连接 47 P"转化到感受态细胞 ?D)+/(

5+1

!

"经 '9平板 #含 &:B

>

&)7KT和 U8J30$ /0

397
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R培养后"蓝白斑筛选阳性克隆"进行插入片段检

测"挑选含有目的片段的阳性克隆送往上海迈普

生物技术有限公司进行序列测定)

生物信息学分析55通过 9'&*K# P@@B!

!

WWW1>A=;1>0:1>;P1J/M69'&*K$数据库搜索"分

析核苷酸序列&氨基酸序列的相似性) "$((;>N?E

程序 # P@@B!

!

WWW1>A=;1>0:1>;P1J/M6BE/<?A@F6

J/EX6$确 定 正 确 的 开 放 阅 读 框 # /B?> E?3N;>J

XE3:?""$($) 用 7E/@B3E3:程序分析氨基酸序列

的物理参数%*;J>307/13 F?EM?E预测氨基酸序列的

信号肽%K2+22软件预测分析氨基酸跨膜结构%

7E/@*A30?软件预测氨基酸序列的疏水区) 多序列

比对时"用 -'#*K&'G 419/ 软件进行分析)

!BE?N/ # P@@B!

!

WWW1A/:B=;/1NI>N??13A1IH6

WWW8<BE?N6;>N?[1P@:0$预测蛋白质的二级结构"

利 用 ,*47E?N/5# P@@B!

!

WWW1XI>NB13A1=?6

FA;?>A?F6=;/0/J;?6IE=:6=;/;>6?F4BE?N6$将序列提

交后"进行蛋白质三级结构预测分析)

表 %'本实验中用到的引物

012&%',34/5365?:57!56:65;47894668:;<

引物

BE;:?E

引物序列#1S8/S$

BE;:?EF?VI?>A?

用途

IF3J?

-$K8( -KT--&K-K&KKK-&&&T&T 中间片段扩增

-$K8$ TK&TT&TTKK--K-TT&- XE3J:?>@3:B0;X;A3@;/>

-$K8T*7X/E1SE3A? T-T&--&---&-T&-K&KKKKTKT&&-K 1SE3A?引物

1SE3A?8#72 -K&&K&-T&-K-&-K&K&TTT- 1SE3A?通用引物

-$K8T*7X/E/SE3A? ---T-&&K-KT&-K&&-&-K /SE3A?引物

/SE3A?87E;:?E K&--TK-TKK--&-K&TKT&KKK /SE3A?通用引物

-$K8V$K8( -TT-KK-&&TT&KKTTK-& 荧光定量引物

-$K8V$K8$ T-TK-K--KK-&KKTT-&T BE;:?EFX/EV 7-$

#

H.)#(38( &-TT&K&&-&-&&TT&&&TT&&&- 内参基因

#

H.)#(38$ &KTT&KTT&&&-&-TT-K-K P/IF?H??B;>J J?>?BE;:?EF

552)BE@基因组织表达检测55运用实时荧

光定量 7-$技术检测 2)BE@基因在三角帆蚌的

各组 织 中 的 分 布 情 况) 采 用 $%&;F/

K2

70IF

#K3Q3$3"大连$试剂"分别从三角帆蚌外套膜&血

液&鳃&斧足&肝脏&肾脏&肠和闭壳肌 9 个组织提

取总 $%&) 经 7E;:?*AE;B@

'

$KE?3J?>@Q;@G;@P

J5%&,E3F?E试剂盒#K3Q3$3"大连$反转录合成

单链 A5%&)

根据三角帆蚌 2)BE@基因保守序列设计引

物 -$K8V$K8(&-$K8V$K8$"并采用
#

H.)#(3 作为

内参基因#表 4$) 实时荧光定量 7-$采用 *O9$

BE?:;[ ,[ @.M

K2

试剂盒 #K3Q3$3"大连$在 9;/8

$3N -(U8:7#9;/8$3N"美国$实时荧光定量 7-$

仪上进行) 7-$反应采用 23

$

'反应体系"包括

7E?:;[ ,[ @.M

K2

#2 =$4313

$

'&上下游引物#43

:/06'$各 318

$

'&NN+

2

" 912

$

'及模板 A5%&

413

$

') 其中每个样品的目的基因和相应的内参

基因分别进行 / 次重复) 反应程序如下!:1 R预

变性 /3 F%:1 R 1 F"73 R 23 F"83 个循环%71 <:1

R获得溶解曲线) 对经准确定量的 A5%&模板进

行 7 个梯度的稀释"每个梯度以 43 为单位"用于

制作目的基因与内参基因的标准曲线) 相对表达

量数据通过公式 2

6

((

B

K计算) 采用 *;J:370/@4

213软件绘制矩形图) 应用 *7**4:13 软件进行

显著性分析"采用单因素方差分析的 5I>>?@@SFK/

检测方法"当 "值小于 3131 时认为具有显著性差

异) 数据以平均值 E标准误差#:?3> E*,$表示)

25结果

(&%':0;3<基因的克隆和氨基酸序列特征分析

本次获得的三角帆蚌 2)BE@的 A5%&长

4 8/0 =B"其中开放阅读框为 1:4 =B"编码 4:7 个

氨基酸残基) 在第一个起始密码子 &KT的上游

有长为 2/4 =B 的 1S#K$"在终止密码子的下游有

长 747 =B 的 /S#K$) /S#K$区含有典型的多聚

腺苷酸加尾信号序列 &&K&&和 7/04&尾巴

#图 4$)

根据三角帆蚌 2)BE@基因 A5%&推测得到的

4:7 个氨基酸"分子式为 -

4337

+

41/9

%

202

"

2::

*

0

"分子

量约为 2218 HI"理论等电点为 1134"不稳定系数为

497
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8/1:4"表明此蛋白质的性质不稳定) 利用 *;J>307

/13 F?EM?E在线程序预测 %8端有 24 个基酸序列的

信号肽"序列为 2&**$$$)(D2*&)O(Q,+('5)

-8端富含谷氨酸#,$和天门冬氨酸#5$) K2+22

分析表明"该序列无明显的跨膜区) 7E/@*A30?在线

分析亲水性6疏水性"指数为该序列大部分氨基酸

属于亲水性氨基酸"氨基酸序列属亲水蛋白)

结合 9'&*K分析结果"利用 -'#*K&'419/

软件将 2)BE@基因预测的氨基酸残基序列与长

牡蛎 #B*.--+-#*&. 4(4.-"B4BE@"9&(7/7/:14 $"

马氏珠母贝 #"(3)#.1. >,).#."">BE@"&9$791871

4 $" 斑 节 对 虾 # "&3.&,- 0+3+1+3" "0BE@"

&5D29/4014 $ 中 国 明 对 虾 # J&33&*+%&3.&,-

)8(3&3-(-"J)BE@"&9-1347714 $ 和斑马鱼 -$K

#:.3(+ *&*(+":*BE@"%78:1733014$进行比对"与

上述已知物种的 -$K家族具有极高保守性"其中

与斑马鱼的相似度为 00C"与长牡蛎"马氏珠母

贝的相似度为 03C) 进行 %-9)9'&*K对比分

析发现"2)BE@基因具有保守的钙网蛋白家族结

构#图 28=$"具有与钙结合的能力) 2)BE@基因

与已发现的其他 -$K均具有 2 个保守的钙网蛋

白家 族 标 签 序 列 Q+,D%)5-TTTO'Q.(和

)2(T75)-T#图 283$) 其中的 -4F和-4F形成二

硫键"可调节 -$K与未折叠蛋白的结合能力)

图 %'三角帆蚌 :0;3<基因的 !"#$序列及预测的氨基酸序列

小写字母分别代表 1S"/S非编码区序列"大写字母代表编码区序列"上面为核苷酸序列"对应下面为编码的氨基酸序列% 斜体 &KT

表示起始密码子"

"

表示终止密码子"框内斜体的氨基酸表示的信号肽序列"框线内灰色阴影表示的是钙网蛋白家族的标签序列"

框线内+33@33,为多聚腺苷酸加尾信号)

=4>&%':0;3<!"#$65?:57!517;B35;4!85;1/47@ 1!4;65?:57!5

*?VI?>A?F/X/S"1SI>@E3>F03@?N E?J;/>F3E?FP/W> 3F0/W?EA3F?F% -/N;>J E?J;/> ;FFP/W> 3FIBB?EA3F?F"WP?E?@P?IBB?EF?VI?>A?;>N;A3@?F

@P?>IA0?/@;N?F3>N @P?0/W?EFP/WF@P?3:;>/ 3A;NF% )@30;AF&KT;FIF?N @/ ;>N;A3@?@P?;>;@;3@;/> A/N/>% *@/B A/N/> ;F:3EH?N W;@P

3F@?E;FH#

"

$ % )@30;AF3:;>/ 3A;NF;> =/[ E?BE?F?>@F@P?F;J>30B?B@;N?% KP?@W/ A30E?@;AI0;> X3:;04 F;J>3@IE?F?VI?>A?F3E?=/[?N W;@P JE34

FP3N?N% 7I@3@;M?B/043N?>403@;/> F;J>30F#&&K&&&$3E?=/[?N1
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图 ('I)0氨基酸序列比对及 :0;3<中保守的钙网蛋白家族序列

#3$ 6表示比较时氨基酸缺口"

"

表示保守的氨基酸残基"!表示保守替换的氨基酸残基"1表示相似性氨基酸"以灰色突出的部分表

示两个保守的钙网蛋白家族标签序列) # =$表示 2)BE@中保守的钙网蛋白家族序列)

=4>&('I)01/47@ 1!4;65?:57!5!@/B135;17;!@7653F184F565?:57!5@A!1E3584!:E47B3@8547A1/4E< 47:0;3<

#3$ 6;>N;A3@?@P?3:;>/ 3A;N J3BFWP;AP 3E?>?A?FF3E4 @/ 30;J> @P?F?F?VI?>A?F%

"

;FIF?N @/ ;>N;A3@?P;JP04 A/>F?EM?N 3:;>/ 3A;N

E?F;NI?% !;>N;A3@?A/>F?EM3@;M?3:;>/ 3A;N E?F;NI?WP;AP W3FE?B03A?N% 1E?BE?F?>@FF;:;04 3:;>/ 3A;N% KP?@W/ A30E?@;AI0;> X3:;04

F;J>3@IE?F?VI?>A?F3E?JE34 FP3N?N1# =$A/>F?EM3@;M?F?VI>?A?F;> 2)BE@1

(&('M!I)0蛋白结构预测

*;J>307程序中 %%和 +22模型对三角帆蚌

2)BE@基因所编码的氨基酸序列进行分析表明"

在序列 %8端存在由 24 个氨基酸组成的信号肽"从

第 22 到 4:7 个氨基酸为成熟肽) !BE?N/ 软件对三

角帆蚌 2)BE@基因编码蛋白的二级结构预测结果

表明"其二级结构同时包含螺旋和折叠"在第 77 <

04 位氨基酸残基处存在
!

螺旋"在第 48 <4:"84 <

87"10 <7/ 以及第 408 <40: 位氨基酸残基处存在

)

折叠) 以 Q/L0/M 等
'4:(

报道的小鼠的 -30E?@;AI0;>

'?A@;> 5/:3;> &链三级结构#759;N!//3.$为模

板"通过 ,*47E?N/5预测获得了三角帆蚌 +A-$K

蛋白的三级结构) 三角帆蚌的 +A-$K三级结构预

测与家鼠的 -$K三级结构相似度为 781/C"其模

式见图 8 中 &和 9) 从图中可以看出"蛋白质同时

包含螺旋和折叠"分为片层结构富集区和带有一个

螺旋的长链区两个部分) +A-$K蛋白基本上呈球

形"疏水基多聚在分子内部"而亲水基多分布在分
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子表面)

(&*':0;3<基因的组织表达分析

将目的基因 2)BE@和内参基因
#

H.)#(3 的

A5%&标准品以 43 为单位稀释 7 个梯度"制作标准

曲线"结果显示两者的溶解曲线都属单一峰"7-$

扩增效率 ,值分别为 4130 和 413/"均接近 413 适

合作为标准曲线) 荧光定量检测 2)BE@基因在各

组织的表达情况"每个组织均以相应组织的
#

H.)#(3

为内参基因"相对表达量数据通过公式 2

6

((

B

K计

算"结果显示"三角帆蚌 2)BE@基因在外套膜&血

液&鳃&斧足&肝脏&肾脏&肠和闭壳肌中均有表达)

其中外套膜中的 2)BE@基因表达丰度最高"血液

和斧足次之"鳃中表达水平相对较低"而在肝脏&

肾&肠和闭壳肌表达量极低"几乎不表达) 2)BE@

基因 :$%&在组织表达中存在显著差异#图 8$)

图 *'OK<,35;*"预测的三角帆蚌

M!I)0蛋白"1#'模板"2#

=4>&*'M!I)0"1#$85/BE58"2#$

B3@85478538413< 683:!8:352< OK<,35;*"

图 -'三角帆蚌 :0;3<基因组织分布

以
#

H.)#(3 为内参基因"所显示的为相对定量数据为平均值 E

标准误"

"

"C3131) 其中!231外套膜% 901血液% T;1鳃%

(/1斧足% ';1肝脏% Q;1肾% )>1肠% 2I1闭壳肌)

=4>&-'OGB35664@7@A:0;3<47;4AA53578

:(02,.7=..8466:56

KP?E?03@;M??[BE?FF;/> /X@P?J?>?@E3>FAE;B@XE/: V$K87-$

3>304F;FW3FA30AI03@?N @/ @P?

)

83A@;> :$%& 0?M?0153@33E?

J;M?> 3FB0IF/E:;>IF@P?F@3>N3EN ?EE/E/X@P?:?3>F#:?3>FE

*,$ "

"

"C31311231:3>@0?% 901=0//N% T;1J;00% (/1X//@% ';1

0;M?E% Q;1H;N>?4% )>1;>@?F@;>?F% 2I13NNIA@/E:IFA0?1

/5讨论

本实验以三角帆蚌为研究对象"通过短片段扩

增"$&-,克隆获得了三角帆蚌的钙网蛋白基因

A5%&序列 #2)BE@$) 此次获得的三角帆蚌

2)BE@的 A5%&长 4 8/0 =B"其中开放阅读框长

1:4 =B"编码 4:7 个氨基酸残基"由一段 24 个氨基

酸组成的信号肽和 404 个氨基酸的成熟肽组成)

该氨基酸序列不存在跨膜结构"属亲水性蛋白) 对

三角帆蚌 2)BE@基因编码蛋白的二级结构预测结

果表明"其二级结构同时包含螺旋和折叠"三级结

构预测结果与二级预测一致"同时含螺旋和折叠)

进行 9'&*K对比分析发现"+A-$K蛋白具有保守

的钙网蛋白家族结构域"其中与斑马鱼的相似度为

00C"与长牡蛎&马氏珠母贝的相似度为 03C)

2)BE@基因与其他已知物种的 -$K一样均含有 2

个-$K家族标签序列"Q+,D%)5-TTTO'Q.(和

)2(T75)-T) 表明此次克隆的 2)BE@基因是为

钙网蛋白家族基因) 标签序列标签中的 -4F和

-4F形成二硫键"可调节 -$K与未折叠蛋白的结

合能力) 此次克隆的三角帆蚌 +A-$K蛋白 -8端

富含谷氨酸#,$和天门冬氨酸#5$)

目前已研究的 -$K序列 -8端通常具有内质

网滞留信号的四肽序列 +5,'或 Q5,'

': 644(

)

中国明对虾
':(

&马氏珠母贝
'44(

等物种 -$K序列

中的内质网滞留信号的四肽序列是 +5,'"长牡

蛎
'43(

中 -$K的内质网滞留信号的四肽序列则为

Q5,') 而在蜱 #K0;/$+00. .0&*().3,0$&十二

指肠虫等中"研究发现保守的钙网蛋白的内质网

滞留信号为 +,,'

'23 624(

) 另外研究发现部分物

种的钙网蛋白无内质网滞留信号
'22(

) 这些蛋白

分泌到内质网以外"如细胞表面"血液"细胞外基

质等部位发挥特定作用
'1 60(

) 此次克隆的三角帆

蚌 2)BE@基因没有内质网滞留信号"存在于内质

网以外的地方发挥作用) 但对于带有不同的末端

氨基酸定位信号序列的钙网蛋白及该定位序列在

钙网蛋白定位中的作用有待更深入的研究)

组织表达分析表明"三角帆蚌 2)BE@基因在

外套膜&血液&鳃&斧足&肝脏&肾脏&肠和闭壳肌中

均有表达"其中在外套膜中表达量最高"血液次

之"而在其他组织表达极低) (3> 等
'44(

利用半定

量法检测马氏珠母贝中钙网蛋白#">BE@$在各组

织的表达情况"研究表明 ">BE@在外套膜"血淋
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巴"生殖腺"鳃"消化腺组织中均有表达"其中在外

套膜"血淋巴中表达最高) 本研究结果与在马氏

珠母贝
'44(

中的研究结果一致"均在外套膜和血中

呈现高表达) 外套膜在生物矿化中起着重要的作

用"参与 -3

2 >

的转运"富集"分泌等
'2/ 628(

) 外套

膜中内部的上皮细胞与水环境直接接触"具有从

水中吸收 -3

2 >

的功能
'21(

"外套膜的中部是储存

钙的重要部位
'27 620(

) 李文娟等
'29(

利用激光共聚

焦技术发现三角帆蚌的外套膜中 -3

2 >

荧光强度

最大"育珠期外套膜细胞内 -3

2 >

荧光强度比非育

珠期增强"差异达到显著水平"表明外套膜是从外

界吸收和贮存 -3

2 >

的主要组织) 2)BE@基因在

三角帆蚌外套膜中的高表达"表明 2)BE@基因与

-3

2 >

吸收贮存有关"参与了三角帆蚌的生物矿

化"但进一步的证明需要更深入的研究) 血液属

于流动系统"是一种重要的运输途径) 生物矿化

首先要将所需的钙"碳酸盐等集中到矿化部位"而

血液则起着重要的运输作用
'40(

) 已有研究表明"

钙的转运以多种形式进行"包括以钙离子形式&钙

与蛋白结合的方式&无定形碳酸钙的形式
'47"2:(

)

血液中的钙以何种形式转运目前还不明确) 钙网

蛋白是重要的钙结合蛋白之一) 本研究中三角帆

蚌 2)BE@基因在血液中的表达量较高"+A-$K

蛋白参与了血液中钙的转运"结合大量的钙运往

生物矿化的部位) 进一步明确 +A-$K蛋白在参

与血液中钙的运输的具体作用还需进一步深入的

研究) (3> 等
'44(

利用半定量法检测发现马氏珠

母贝中钙网蛋白 #7-$K$外套膜"血淋巴中表达

较高"原位杂交检测显示在外套膜内侧"中侧的内

部"外侧的外部均有 ">BE@信号显示"证明外套

膜具有储存钙的功能) 外套膜"鳃吸收生物矿化

所需的钙"然后在利用血淋巴组织运输到生物矿

化的位置
'40(

) 对于 +A-$K蛋白在三角帆蚌珍珠

形成中的作用"有待进一步研究) 在贝类中"珍珠

和贝壳都是贝类生物矿化的结果"都是在贝壳有

机质的精确调控下有序地组织 -3-"

/

晶体相互

作用形成) 可以通过对贝壳进行损伤处理"观察

在三角帆蚌贝壳修复过程中外套膜"血液等组织

中+A-$K蛋白的变化及作用进而推测+A-$K蛋

白在珍珠形成中的作用"以期为珍珠形成相关的

研究和实际生产做出贡献)

本研究 中 获 得 了 三 角 帆 蚌 的 钙 网 蛋 白

2)BE@基因的 A5%&序列"组织表达分析表明

2)BE@基因在外套膜"血液中高表达"参与生物

矿化) 但其在外套膜"血液及在珍珠形成等生物

矿化中的具体作用及调控机理有待进一步深入

研究)
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