
!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

第 /0 卷第 1 期

2345 年 1 月 6

水6产6学6报

!"#$%&'"(()*+,$),*"(-+)%&

./01/0" %/11

!203" 2345

文章编号!4333 73845#2345$31 7301: 744 4")!4314408956781234534308:8

收稿日期!2345934929666修回日期!234593592:

资助项目!国家自然科学基金#/42128/5"/4/12528"94238494$ %广东海洋大学博士启动项目#4242/4:$

通信作者!焦6钰",9:;<0!6<;/3240:4;A/=:;<018/:

马氏珠母贝基质金属蛋白酶基因

>>=?$Q 的克隆及表达分析

罗少杰4

!6闫6芳4

!6郑6哲4

!6田荣荣4

!6邓岳文4!2

!6焦6钰4

"

#41广东海洋大学水产学院"广东 湛江6529325%

21广东省珍珠养殖与加工工程技术研究中心"广东 湛江6529325$

摘要! 基质金属蛋白酶#:;=@<P :B=;00/U@/=B<>;?B?!SSO$是一种能够降解细胞外基质的蛋白水

解酶% SSO941 是一种膜型基质金属蛋白酶!通过糖基磷脂酰肌醇连接于细胞表面!参与调控

有机体的内环境稳定"宿主防御等多种生理过程% 为研究 SSO941 在马氏珠母贝免疫反应中

的作用!实验运用 $&-,技术!克隆得到马氏珠母贝 ==4D41 #4-%31.A. ,.01+%)--==4!4,D

==4D41$基因 84%&全长序列!并对其序列特征及功能进行初步分析% 结果显示!4,D==4D

41 基因 84%&全长 2 109 HU!开放阅读框#"$($为 4 02/ HU!编码 893 个氨基酸!5R#M$长 458

HU!/R#M$长 145 HU!分子量约为 1/144 K2!等电点为 :10:'多序列比对和系统进化树分析表

明!O:9SSO941 与其他物种的 SSO具有较高的保守性!与长牡蛎的 SSO941 相似性高达

:2G'功能结构域分析表明!O:9SSO941 有 5 个高度保守的结构区域&%9末端的信号肽"前导

区"催化区"铰链区和 -9末端的类血红素结合蛋白区'荧光定量数据分析表明!4,D==4D41 基

因在马氏珠母贝的闭壳肌"珍珠囊"足"外套膜"血淋巴"肝胰腺"性腺"鳃等 : 个组织中均有表

达!在血液中的表达量最高!闭壳肌和鳃次之'脂多糖#'O*$刺激后!4,D==4D41 基因表达水

平上调!42 A 后达到最大值!之后又逐渐下调并恢复到正常水平% 研究表明!4,D==4D41 基

因可能在马氏珠母贝的免疫反应中起着重要作用%

关键词! 马氏珠母贝' 4,D==4D41 基因' 克隆' 荧光定量' 表达分析

中图分类号! L1:8' *08:1/66666666 文献标志码&&

66细胞外基质 #BP=@;8B0020;@:;=@<P",-S$是

指分布在细胞表面或细胞之间的大分子"主要

由胶原蛋白*弹性蛋白*蛋白多糖和糖蛋白等组

成"其在维持正常组织结构和功能以及细胞生

长和分化中起着重要作用
(4)

+ 基质金属蛋白酶

#:;=@<P :B=;00/U@/=B<>;?B?"SSO?$是一类高度保

守的以锌离子为辅酶"能降解细胞外基质"且广

泛分布在植物和动物中的一类蛋白水解酶+ 大

部分 SSO?的结构都包括 5 个部分!信号肽区*

前导区*催化区*铰链区和类血红素结合蛋

白区
(2 79)

+

活性 SSO?几乎能够在生理和病理条件下

降解细胞外基质的所有基质成分
(2 7/"5)

+ 依据

SSO?底物特异性及结构的不同"可将其分为 5

类!胶原酶 #8/00;NB>;?B?$ *明胶酶 # NB0;=<>;?B?$ *

基质溶素5间质溶解素 #?=@/:B03?<>?$ *膜型金属

蛋白酶#:B:H@;>B=3UB9SSO?"SM9SSO?$及其

他 SSO?

(8)

+ SSO941"又称为 SM99SSO?"通

过 糖 基 磷 脂 酰 肌 醇 # N038/?309UA/?UA;=<D30

<>/?<=/0"IO)$连接于细胞表面
(1 7:)

"对合成底物

具有专一性"可降解明胶"活化明胶酶原 &+ 研

究表明 SSO941 在脑*结肠*卵巢和白细胞中均
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有较高的表达"通过降解 ,-S参与调控有机体

的内 环 境 稳 定*肿 瘤 的 侵 袭 等 多 种 生 理 过

程
(4"1"0 744)

+ 不仅如此"SSO941 还可以通过调

节细胞因子#如 M%(9;$的活性参与调控机体的

免疫防御和炎症发生
(42)

+

马氏珠母贝 #4-%31.A. ,.01+%)--$是我国培

育海水珍珠的主要贝类+ 但近年来"随着贝类

养殖面积扩大以及长期持续的养殖"马氏珠母

贝的海水珍珠产量和质量明显下降"病害也变

得越来越多+ 鉴于 SSO941 在炎症反应和免疫

防御等生理病理过程中的重要作用"本实验以

马氏珠母贝为研究对象"依据实验室前期构建

的马氏珠母贝珍珠囊转录组数据库
(4/)

"筛选与

==4D41 基因高度相似的 2><NB>B片段"通过

$&-,技 术 获 得 马 氏 珠 母 贝 ==4D41 基 因

#4-%31.A. ,.01+%)--D==4D41"4,D==4D41$的序

列全长"并对该序列进行了结构和同源分析%同

时利用荧光定量 O-$技术分析其在马氏珠母贝

组 织 间 的 表 达 差 异 以 及 脂 多 糖

#0<U/U/03?;88A;@<DB"'O*$刺激后不同时间点血

液中的时序表达+ 本实验为进一步探索 SSO9

41 在马氏珠母贝中的免疫防御机制提供理论

基础+

46材料与方法

$%$&实验材料

实验贝及菌株66实验所用的马氏珠母贝

均来自广东岸华集团珍珠养殖基地 #徐闻县西

连镇大井村$ "均为两龄贝"大小为 8 <: 8:+

基因克隆的材料来自马氏珠母贝血细胞%荧

光定量材料来自马氏珠母贝血细胞*鳃*外套

膜*闭壳肌*肝胰脏*珍珠囊*性腺和足+ 所用材

料取后立即放入液氮冷冻保存"备用+ 宿主菌

;53&(-4+5

)

保存于实验室 7:3 Q冰箱中+

主要试剂66总 $%&提取试剂 M@<\/0购自

)>Y<=@/NB> 公 司% $BYB@?BM@;>?8@<U=;?BS9S'.

#$%;?B+$ * US4 4:9MYB8=/@*4%& S;@KB@*'&

M;T 4%&聚合酶等均购自大连宝生物工程有限

公司%*[J$O@B:<P ,PM;T

MS

购自 MAB@:/ (<?AB@

*8<B>=<7<8 公 司% *S&$MB@

MS

$&-, 84%&

&:U0<7<8;=</> K<=购自 -0/>=B8A 公司%胶回收试剂

盒购自全式金公司%脂多糖购自 ?<N:;公司+

$%'&实验方法

引物设计66从马氏珠母贝珍珠囊转录组文

库
(4/)

中筛选与 ==4D41 基因高度相似的 2><NB>B

片段"利用引物设计软件 O@<:B@O@B:<B@513 设计

基因全长克隆引物与荧光定量引物#表 4$+

表 $&引物序列

?>@%$&.4159469L:9;A96

引物

U@<:B@

序列#5R9/R$

?BT2B>8B#5R9/R$

用途

2?;NB

==4D4195R9$&-,9/2=B@ -IIMI-M--&&&-MMI&&&II-IM-- 5R9$&-,

==4D4195R9$&-,9<>>B@ MM-M--MI-M-M-I&-MII-MMMII 5R9$&-,

==4D419:<DD0B9( &MI&M&-&IMM-I--M--I 中间片段

==4D419:<DD0B9$ M---MMMMMIIIMIMIMMI& 中间片段

==4D419/R9$&-,9/2=B@ I-I&IMII&-&&I&&IM&M---&&&-- /R9$&-,

==4D419/R9$&-,9<>>B@ &-IM&M&MI&-&&M&I&-II-I&&I-MI /R9$&-,

@24J>9( -&-M-I--&&I&M&&M-&&-I 内参基因#荧光定量$

@24J>9$ --&MM--MIM-&&-MM---&M 内参基因#荧光定量$

=4/9( -I--&IIIMMMM---&IM-&-I&- 菌落 O-$检测

=4/9$ I&I-II&M&&-&&MMM-&-&-&II 菌落 O-$检测

==4D419TO-$9( -MM-&&&II&MIII-&&-&M& 荧光定量

==4D419TO-$9$ -MIII&I&M-&II&IMIM&IMM- 荧光定量

010
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66总$%&提取和第一链84%&的合成66参照

M@<\/0试剂盒说明提取马氏珠母贝各组织 #闭壳

肌*珍珠囊*足*外套膜*血淋巴*肝胰腺*性腺*鳃$

的总 $%&+ 通过 4G琼脂糖凝胶电泳和 %;>/4@/U

%44333 紫外分光光度计分别检测 $%&的完整性

和纯度+ 荧光定量 84%&模板的合成依据 $BYB@?B

M@;>?8@<U=;?BS9S'.# $%;?B+$ 说 明 进 行" 5R

$&-,和 /R$&-,模板的制备参照 *S&$M

MS

$&-,84%&&:U0<7<8;=</> F<=的说明进行+

84%&末端快速扩增!$&-,"66为了增加

扩增的特异性"采用巢式 O-$进行 /R和 5R末端序

列的扩增"O-$扩增体系共 25

"

'!模板 84%&2

"

'"O@B:<P '&M;T +/=?=;@=4215

"

'"==4D419

5R9/2=B@#43

"

:$4

"

'"#OS#43

"

:$ 4

"

'"灭菌

DD+

2

":15

"

'+ O-$反应程序为!09 Q预变性 5

:<>%09 Q变性 /3 ?"8:Q退火 /3 ?"12 Q延伸 /

:<>"25 -380B?%12 Q保温 43 :<>%9 Q保存+ 不同

的引物可适当的调节退火温度+ 在进行巢式二次

扩增时"应将引物更换为 ==4D4195R9<>>B@和

%#O"循环数调整为 /3"其他均不变+ /R端扩增利

用巢式引物 ==4D419/R9/2=B@* ==4D419/R9<>>B@

进行"操作步骤同上+ O-$产物经 4G琼脂糖凝

胶电泳后"切胶回收目的条带"将回收产物与

US44:9M载体连接"并进行转化"挑取阳性克隆

样品"送上海生工生物工程技术服务有限公司

测序+

序列分析66将测序结果与已知的 SSO片

段进行重叠拼接"得到 4,D==4D41 基因的 84%&

全长+ 预测基因的开放阅读框 #"$($和氨基酸

序列用在线工具 "$((<>DB@# A==U!

!

EEE1>8H<1

>0:1><A1N/Y5N/@75/@7<N18N<$%通过 *<N>;0O914

# A==U!

!

EEE18H?1D=21DK5?B@Y<8B?5*<N>;0O5$预

测信号肽% 通过使用 O@/=O;@;:# A==U!

!

EBH1

BPU;?31/@N5U@/=U;@;:5$对氨基酸序列的理化性

质进行分析%通过 ,PO&*3# A==U!

!

EEE1BPU;?31

/@N5YN5<>DBP5U@/=B<>$ 分 析 蛋 白 质 的 疏 水 性%

S/=<7# A==U!

!

:3A<=?1<?H9?<H18A58N<9H<>5:/=<7C

?8;>DU@7!M)$$搜索蛋白质的功能位点%*"OS&

#A==U!

!

>U?;9UH<01<H8U17@58N<9H<>5>U?;C;2=/:;=1

U0. U;NB>>U?;C?/U:;1A=:0$和 *C)**9S"4,'

#A==U!

!

?E<??:/DB01BPU;?31/@N5$在线预测蛋白

质结构+ 使用 4%&S&%软件对氨基酸多序列进

行比对+

荧光定量检测组织表达差异66采用荧光定

量的方法"检测 4,D==4D41 基因在正常贝体中

的组织表达情况+ 用逆转录酶 S9S'. $BYB@?B

M@;>?8@<U=;?B反转得到马氏珠母贝血细胞*鳃*外

套膜*闭壳 肌* 肝胰 脏* 性腺* 珍珠囊 和足的

84%&"荧光定量体系为 43

"

'+ 反应体系如下!

*[J$O@B:<P ,PM;T

MS

5

"

'"上下游引物各 315

"

'"84%&模板 315

"

'"灭菌水 /15

"

'+ 反应程

序为 05 Q预变性 5 :<>%09 Q变性 45 ?"51 Q退

火 45 ?"12 Q延伸 /5 ?"93 个循环"以 I&O4+为

内参+

'O*刺激后马氏珠母贝 SSO基因在血液

中的表达分析66将 423 只暂养一周的健康马

氏珠母贝随机分为两组!实验组*对照组"每组

各 83 只贝+ 采用闭壳肌注射的方法"实验组注

射浓度为 43

"

N5:'的 'O*溶液 433

"

'"用磷

酸盐缓冲溶液 # UA/?UA;=BH277B@?;0<>B"OJ*$作

溶解液"对照组注射 433

"

'的 OJ*+ 在注射后

的 3*/*8*42*29*9: A 从各组中随机取 43 只贝"

取血细胞"提取 $%&"反转录为 84%&进行实时

荧光定量+

数据处理66用 *O**4013 软件进行单因素

方差 分 析 # ">B9C;3 &%".&$" 显 著 性 水 平

为4@3135+

26结果

'%$&='?>>=?$Q 基因的 A)*+克隆及序列和

结构分析

拼接之 后最 终 得 到 4,D==4D41 基 因 的

84%&全 长 为 2 109 HU" IB>J;>K 登 录 号 是

F-::4254+ 其中 5R#M$为 458 HU"/R#M$为 145

HU 且包括 21 HU 的 U/03&尾%开放阅读框#"$($

为 4 02/ HU"共编码 893 个氨基酸"预测蛋白分子

量为 1/144 K2"等电点为 :10:#图 4$+ 氨基酸序

列分析表明"O:9SSO941 具有 SSO?家族的典

型特征序列!%9末端的信号肽*前导区*催化区*

铰链区和 -9末端的类血红素结合蛋白区#图 2$+

前肽区有一个半胱氨酸开关%催化区中高度保守

的 +,VI+VVIVV+序列"为催化活性中心"并

含有一个金属蛋白酶抑制物 #=<??2B<>A<H<=/@/7

:B=;00/U@/=B<>;?B"M)SO$的结合位点%铰链区是催

化区与类血红素结合蛋白相间的区域"富含脯氨

酸%在类血红素结合蛋白区有 9 个重复序列+

3:0
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图 $&='?>>=?$Q 基因的 A)*+序列"编码的氨基酸序列

左边加粗和有下划线数字分别表示核苷酸和氨基酸的位置"核苷酸为小写的字母分别表示起始密码子#;=N$ *终止密码子#=N;$ % 两

个加框的序列分别表示半胱氨酸开关和激活序列% 下划线表示催化区"黑色背景序列表示催化活性中心序列"画圈的氨基酸表示

甲硫氨酸残基% 斜体表示富含脯氨酸的铰链区% 灰色背景表示四个重复序列类血红素蛋白结构域

012%$&?897:<<<9;2#8A)*+>;C>51;3 >A1C69L:9;A937='?>>=?$Q

MABH/0D ;>D 2>DB@0<>B>2:HB@?/> =AB0B7=<>D<8;=B=ABU/?<=</> /7=AB>280B/=<DB;>D ;:<>/ ;8<D"@B?UB8=<YB031MAB<><=<;=</> 8/D/>#;=N$

;>D ?=/U 8/D/>#=N;$;@B?A/E> H3 ?:;000B==B@?% MAB=E/ H/PBD ;:<>/ ;8<D @BU@B?B>==AB83?=B<>B?E<=8A ;>D ;8=<Y;=</> ?BT2B>8B% MAB

2>DB@0<>BD ?BT2B>8B<?=AB8;=;03=<8D/:;<>% MAB?BT2B>8B<> H0;8K H;8KN@/2>D <?=AB8;=;03=<8;8=<YB?<=B?BT2B>8B% MAB8<@80BD ;:<>/ ;8<D

<?=AB:B=A</><>B@B?<D2B% MABU@/0<>BA<>NB@BN</> <?<>D<8;=BD <> <=;0<8=3UB% MAB?BT2B>8B<> N@;3 H;8KN@/2>D @BU@B?B>=?=AB=3U<8;0AB:B

U@/=B<> D/:;<>

图 '&马氏珠母贝 ='?>>=?$Q 基因的结构模式图

012%'&+6A8959C9=1A#1;2 #896#4:A#:4937='?>>=?$Q29;9

'%'&.5YTT.Y$Q 蛋白质理化性质分析

经 O@/=O;@;:对 O:9SSO941 进行分析"其氨

基酸序列中带有正电荷的精氨酸残基#&@N$和赖

氨酸残基#'3?$共 :5 个"带负电荷的谷氨酸残基

#I02$和天冬氨酸残基#&?U$合计 14 个+ 动荡指

数#即不稳定系数$为 /5154"被划分为稳定蛋白+

使用*"OS&软件对O:9SSO941 的二级结构

进行预测"发现
)

螺旋结构占整体的40180G"

*

转

角结构 :12:G"延伸链 401/:G"无规则折叠

52188G+经过 S/=<7?8;> 的分析"发现在第 /31 <

2:0
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/48 位序列为 .&&+,(I+&'"此处为锌结合域识

别位点+ 经 O@/=*/;0B分析"得到疏水值 #I@;>D

;YB@;NB/7A3D@/U;=A<8<=3"I$&.[$为 731583"故

O:9SSO941 为亲水蛋白#图 /$+

图 (&.5YTT.Y$Q 蛋白疏水性预测

012%(&?898"C43=83@1A=49C1A#13;37.5YTT.Y$Q =43#91;

66采用 *C)**9S"4,'分别对 O:9SSO941

#图 99;$*牡蛎 SSO941 #!0.))&)10+. '-'.)"-N9

SSO941$#图 99H$进行三维结构预测+ 结果显示

两者主要以无规则折叠构成+ 一般来说"蛋白质

分子的功能实施以及构象等重要部位主要集中在

无规则折叠部位"并由此进一步形成不同的亚群+

对比图 99;和 99H"可以发现 O:9SSO941 与 -1N9

SSO941 在结构上有很大的相似性"这也说明了

SSO在三维结构上的保守性+

'%(&='?>>=?$Q 的同源分析及氨基酸序列比对

将克隆得到的4,D==4D41基因的84%&序

列"使用 %-J)数据库的在线软件 J0;?=P 进行比

对分析"结果显示 4,D==4D41 与 !'D==4D41 的

覆盖度和相似度最高"分别为 :2G和 50G"其序

列与脊椎动物的一致性较低"如密西西比鳄

#94G$*地山雀#94G$*中华鳖#/0G$+

使用 4%&S&%软件将马氏珠母贝*长牡蛎

# !5'-'.)" ,F-/010/14 $* 扬 子 鳄 # 2((-'.1&0

)-%+%)-)" VO C 3383414/11 4 $* 地 山 雀

#4)+*A&6&A&3+)7*,-(-)"VOC33552983414$*中华

鳖 # 4+(&A-)3*))-%+%)-)" VOC 33844195:14 $ 的

SSO941 氨基酸序列进行多序列比对分析"结果

显示不同物种间SSO941 的氨基酸序列在催化区

具有较高的保守性#图 5$+

图 ,&TT.Y$Q 蛋白分子的空间结构

#;$ O:9SSO941 *C)**9S"4,' 预 测% # H $ -N9SSO941

*C)**9S"4,'预测

012%,&?896=>#1><6#4:A#:4937TT.Y$Q =43#91;6

#;$MAB?U;=<;0?=@28=2@B/7O:9SSO941 U@BD<8=BD H3 *C)**9

S"4,'% # H$MAB?U;=<;0?=@28=2@B/7-1N9SSO941 U@BD<8=BD H3

*C)**9S"4,'
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图 -&氨基酸多序列比对

&

"

'和灰色背景均表示一致"%& !'表示强相似的氨基酸%&1'表示弱相似的氨基酸

012%-&?895:<#1=<969L:9;A9><12;59;#637TT.Y$Q >51;3 >A1C

&

"

';>D =ABN@;3 H;8KN@/2>D <>D<8;=BD =AB8/>?B@YBD ;:<>/ ;<8D%& !'<>D<8;=B?;:<>/ ;8<D E<=A ?=@/>N ?<:<0;@<=3%&1'<>D<8;=B?;:<>/ ;8<D

E<=A EB;K ?<:<0;@<=3

'%,&='?>>=?$Q 与其他物种的进化分析

使用 SBN;813 软件#%B<NAH/@9!/<><>N 法$对

O:9SSO941 进行聚类分析"构建进化树"发现进

化树分为 / 个大分支 #图 8 $+ 其中"斑胸草雀

#E.+%-&6$'-. '*11.1."VOC3324:150214$和地山雀

#457*,-(-)"VOC33552983414$为一个亚支%野牦

牛#L&),*1*)",'$5082/14$*马#;F**)3.#.((*)"

VOC33490/0:014 $*扬子鳄 #25"VOC3383414/11

4$均属于脊椎动物"处在同一个亚支+ 马氏珠母

贝和长牡蛎同在一个亚支"与传统的分类相吻合+

9:0
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图 M&.5YTT.Y$Q 蛋白质聚类分析

012%M&!<:6#94>;><"61637=5YTT.Y$Q =43#91;

'%- & ='?>>=?$Q 基因在不同组织中的表达

分析

通过荧光定量 O-$的方法检测 4,D==4D41

在马氏珠母贝闭壳肌*鳃*珍珠囊*外套膜*肝胰

脏*性腺*足*血淋巴 : 个组织中的表达情况"结果

显示"其在血液中的表达量最高"其次是闭壳肌和

鳃#图 1$+

图 Q&='?>>=?$Q 基因在马氏珠母贝

不同组织中的表达量

41闭壳肌% 21鳃% /1珍珠囊% 91外套膜% 51肝胰脏% 81性腺%

11足% :1血液

012%Q&OP=496613;>;><"61637='?>>=?$Q 29;9

1;C177949;##166:96

41;DD28=/@:2?80B% 21N<00?% /1UB;@0?;8% 91:;>=0B% 51

ABU;=/U;>8@B;?% 81N/>;D?% 117//=% :1AB:/03:UA

'%M&[.V刺激下 ='?>>=?$Q 在血液中的相对

表达

在 'O*刺激后"马氏珠母贝血液中 4,D

==4D41 的表达量出现明显的变化+ 在注射后

42 A表达量达到最大值"随后开始下降"在 29 <

9: A基本恢复到正常水平"总体表现为先升高后

降低的趋势#图 :$+

/6讨论

根据马氏珠母贝珍珠囊转录组数据库中注释

图 R&[.V刺激后 ='?>>=?$Q 基因在

马氏珠母贝血液中的表达情况

012%R&OP=496613;>;><"61637='?>>=?$Q 29;91;#89

8953<"5=837=$'*,/&1%((>7#94[.V6#15:<>#13;

为 ==4基因的 2><NB>B"设计基因特异性引物并

运用 $&-,技术获得其 84%&序列"并对其序列

特征及功能进行初步分析+ O:9SSO941 具有

SSO?家族特有的结构域!%9末端的信号肽*前导

区*催化区*铰链区和 -9末端的类血红素结合蛋

白区+ 其中"前肽区 F$-I.&4序列中的 -是一

个&半胱氨酸开关'"在酶原激活的过程中被水

解"使得酶原被激活%催化区上有高度保守的

+,VI+VVIVV+序列"主要作为其催化中心+

催化区上的 / 个组氨酸残基"能够和 Z>

2 =

特异性

结合"同时甲硫氨酸残基会形成转角"保护 Z>

2 =

%

除此之外"催化区上还有一个 M)SO的位点%

M)SO为天然的金属蛋白酶抑制物"在调控 SSO?

的活性方面起重要作用
(49)

+ M)SO通过与 SSO9

41 上的 M)SO结合位点相结合"使得 SSO941 的

结构和功能发生变化"最终被抑制"从而有利于

,-S的动态平衡+ 抑制作用主要表现在两个方

面!一是阻止 SSO酶原的活化"二是抑制已活化

的 SSO的活性
(45)

%SSO941 中的类血红素结合

蛋白区是一个调节亚单位"有 9 个重复序列"推测

其可能与 SSO?底物特异性有关
(/)

+

对基因进行组织定量是研究基因功能的一种

重要手段+ 为了进一步探索 O:9SSO941 在马氏

珠母贝中的生物学功能"我们通过荧光定量 O-$

对 O:9SSO941 基因在马氏珠母贝不同组织进行

定量分析"结果显示 O:9SSO941 基因在血液中

的表达量最高+ SSO941 是一种 SM9SSO"锚定

在细胞膜上"并在细胞表面活动"参与调节细胞的

迁移*生长*分化和存活
(4":"48)

+ 研究表明"==4D

41 在人嗜酸性粒细胞中有较高的表达水平"通过

5:0
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降解 ,-S 促进嗜酸性粒细胞的迁移和组织修

复
(1"41)

+ 由于贝类免疫系统属于非特异性免疫"

具有开放式循环系统"细胞免疫是其主要的免疫

防御机制之一
(4:)

+ 在受到外界抗原物质刺激时"

血细胞首先要向外源物质迁移"我们推测 4,D

==4D41 基因在马氏珠母贝血液中的高表达"有

利于血细胞在贝体内的迁移+ 此外"从组织定量

的结果上"还可以看出马氏珠母贝外套膜具有较

高的 O:9SSO941 表达水平+ 通常来说"软体动

物外套膜通过分泌有机基质 #主要为多糖和蛋

白$参与贝壳的形成"是贝壳形成的主要器官+

另外"外套膜高表达的纤连蛋白*胶原蛋白也在贝

壳中出现"虽然有机基质含量在贝壳的占额不足

5G"但是在 -;-"

/

晶体的核化*构象*晶体生长

调控中起重要作用
(45"40 723)

+ 马氏珠母贝外套膜

分泌的 O:9SSO941 有可能通过调控有机基质的

动态平衡而参与调控贝壳的形成"但这仍需进一

步的实验验证+

鉴于 SSO?在高等生物炎症反应中的重要

作用"推测 O:9SSO941 可以参与贝体的免疫反

应+ 'O*是一种脂质和多糖的复合物"为革兰氏

阴性细菌细胞壁的主要成分"经常被用来诱导有

机体的免疫反应
(4:"24)

+ 研究证实"'O*能够诱导

马氏珠母贝肿瘤坏死因子受体相关因 子 8

#E<2K8$

(4:)

*紫色酸性磷酸酶 #424$

(22)

和白介

素 41#C8D41$

(2/)

的高度表达"诱导马氏珠母贝的

免疫反应+ 在 'O*刺激后"马氏珠母贝血液中

4,D==4D41 基因的表达量在注射后 42 A 达到峰

值"随后在 29 <9: A 恢复到正常水平"说明 'O*

能够引起马氏珠母贝血细胞 4,D==4D41 的快速

反应"也进一步说明了 4,D==4D41 对马氏珠母

贝的免疫应答的重要性+
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