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栉孔扇贝几丁质酶基因的克隆及功能鉴定

王    俊，  高    静，  谢    军，  郑向南，  谢莉萍*，  张荣庆
(清华大学生命科学学院，北京    100084)

摘要：为研究栉孔扇贝贝壳形成机理，首先应用质谱分析的方法，研究了几丁质酶在栉
孔扇贝贝壳的蛋白质组中所占的比例。进一步利用RACE技术克隆获得栉孔扇贝几丁质
酶的cDNA，全长共1587 bp，可编码439个氨基酸残基。氨基酸序列的功能结构域分析表
明，该几丁质酶具有保守的几丁质酶特征结构域。组织表达分析表明，栉孔扇贝几丁质
酶在外套膜组织中表达量最高，并且在外套膜边缘的表达量高于外套膜中心，推测其参
与了贝壳的形成。应用实时定量PCR方法，检测贝壳损伤修复过程中基因表达水平，结
果显示，几丁质酶基因表达水平呈现下调趋势，暗示其作为负调控因子参与贝壳修复过
程。利用RNAi技术降低外套膜组织中几丁质酶基因的表达水平，同时应用扫描电子显
微镜观察贝壳内表面的结构，发现贝壳矿物晶体片层的轮廓呈现不规则沉积。综合以上
实验结果，推测几丁质酶通过水解几丁质来保证有机框架的有序性，从而对贝壳形状和
外观起到调控作用。研究几丁质酶的基因组织表达规律及其生物学功能，将有助于揭示
贝壳生物矿化的机制。
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几丁质(chitin)又被称为甲壳质、甲壳素，存

在于真菌的细胞壁、软体动物的贝壳以及节肢

动物和甲壳类动物的外壳中 [1]，是一种在自然界

广泛分布的含氮多糖类高分子 [ 2 ]。几丁质酶 [ 3 ]

(chitinase)作为参与几丁质代谢相关的酶之一，

最初在微生物中分离出来 [4]，随后在动植物以及

病毒中均有发现 [5-8]，对其功能的研究和应用备

受关注。

几丁质酶属于糖苷酶的一种，根据糖苷酶

的分类以及氨基酸的序列同源性，几丁质酶可

以分为糖基化水解酶18家族和19家族 [9-10]，其中

18家族中的几丁质酶分布较为广泛，在动植物以

及微生物中都存在。已有研究表明，几丁质酶在

昆虫的生长蜕皮过程[11]、植物的生长发育阶段[12-14]

和抵御病原真菌入侵方面都发挥了重要的作

用[15]。

在软体动物的贝壳中，几丁质是贝壳有机

物中含量较多的组分。对软体动物贝壳矿化的

研究是生物矿化领域的一大分支，贝壳形成的

框架生长模型[16]认为在矿物沉积之前，由高度有

序排列的几丁质组成不溶性的有机基质框架，

随后碳酸钙晶体以框架为基础进行成核生长和

有序沉积。几丁质酶在几丁质的代谢过程中发

挥重要的作用，暗示其可能参与贝壳的矿化过

程。栉孔扇贝(Chlamys farreri)是我国重要的经济

贝类，目前对其贝壳形成机理的研究相对较

少。本研究工作中，栉孔扇贝的几丁质酶基因

cDNA得到克隆，同时几丁质酶基因在栉孔扇贝

中的组织分布以及在贝壳缺刻修复过程中的表

达水平得到检测。此外，初步研究了几丁质酶

基因对贝壳表面矿物沉积的影响。通过以上实

验，期望能够对几丁质酶在矿化过程中的具体
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功能进行一定的说明。研究的结果有助于揭示

几丁质酶在栉孔扇贝贝壳矿化中的作用，为探

究栉孔扇贝贝壳的形成机理提供理论基础。

1    材料与方法

1.1    实验材料

栉孔扇贝购于青岛水产市场，在实验室内

培养于人工配制的海水中，培养温度17~19 °C。

1.2    栉孔扇贝贝壳蛋白质组的质谱分析

将栉孔扇贝的贝壳用去离子水洗净，于5%
氢氧化钠溶液中浸泡4~5 d，期间更换1次氢氧化

钠溶液。浸泡过的贝壳取出后用去离子水清洗

并晾干，使用研磨机打磨成粉末，依次使用0.45、
0.25和0.15 mm孔径的筛子过筛后，收集备用。

将贝壳粉末溶解在0.8 mol/L的乙二胺四乙酸

(EDTA)溶液中，置于4 °C的环境中搅拌溶解

2 d后过滤，上清液为贝壳粉末溶解的饱和溶液；

沉淀使用足量的EDTA溶液进行溶解至固体不再

减少，离心后将余下的固体物收集至离心管中，

加入3 mL 10 mmol/L DTT，1% SDS的Tris-HCl溶
液，混匀煮沸，即得到贝壳的EDTA不可溶组分。

将贝壳粉末的饱和溶液装入MD44-3.5透析袋(宽
度44 mm, MWCO: 3500)中至1/2体积处，置于去

离子水中于4 °C的环境下透析72 h，每12 h更换

1次去离子水。而后将透析袋中的液体进行超滤

浓缩，即得到贝壳的EDTA可溶组分。将贝壳的

EDTA可溶组分与不可溶组分进行SDS凝胶电

泳，切胶后将样品送至清华大学生物医学测试

中心蛋白化学平台进行质谱分析(MALDI-TOF/TOF
质谱仪)。

1.3    栉孔扇贝组织总RNA的提取

利用TRIzol法(Invitrogen)提取栉孔扇贝组织

的总RNA，使用1%的琼脂糖TBE凝胶电泳和

Nanodrop分光光度计 (Thermo Scientific)检测总

RNA的质量。

1.4    几丁质酶的cDNA全长获取及序列分析

利用快速扩增cDNA末端(rapid amplification
of cDNA ends, RACE)的方法使用SMARTerT M

RACE cDNA Amplification试剂盒(Clontech)克隆得

到栉孔扇贝外套膜组织中几丁质酶的cDNA全

长，具体步骤按照说明书严格操作。其中，5′RACE
和3′RACE的引物是根据栉孔扇贝外套膜组织转

录组数据库 [17]中的几丁质酶unigene序列进行设

计，具体的序列见表1。最后，栉孔扇贝几丁质

酶的高保真cDNA全长序列的验证使用引物F和
引物R(表1)进行扩增(KOD-Plus-, TOYOBO)。

使用在线软件对栉孔扇贝几丁质酶进行序

列分析，包括开放阅读框的预测 (http:/ /www.
ncbi.nlm.nih.gov/gorf/orfig.cgi)、蛋白的信号肽预

测(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)、蛋白的

理论相对分子质量以及理论等电点的预测((http://
web.expasy.org/compute_pi/)、蛋白的功能结构域

预测(http://smart.embl-heidelberg.de/index2.cgi)等。

1.5    几丁质酶基因的组织分布检测

收集栉孔扇贝外套膜边缘、外套膜中心、鳃、

足、闭壳肌、内脏团和生殖腺7个组织的样品并

进行RNA的提取。使用Realtime PCR的方法检测

7个组织中几丁质酶基因的相对表达量。具体为

使用PrimeScript® RT Master Mix Perfect Real Time
(TaKaRa)试剂盒对组织的总RNA进行反转，并使

用SYBRH Premix Ex TaqTM II Kit (TaKaRa)试剂，

用罗氏实时荧光定量PCR仪(LightCycler480, Roche)
进行检测。本研究的实验中选择β-actin作为内参

基因 [18]，基因相对表达水平的计算采用2-ΔΔCt方

法[19]。Realtime PCR中使用的引物见表1。

1.6    栉孔扇贝贝壳的损伤修复实验

缺刻实验是用来检测贝壳损伤修复过程中

表 1    PCR引物序列

Tab. 1    Primer sequences used in PCR

引物名称

primer
引物序列

sequence

5′RACE-1 AGCCTCCAAGTGACAACATCATTACAAG

5′RACE-2 CAAGGGTAGCATAGGCGTAGACAATA

3′RACE-1 GGAGGAGCCTGACGACAAGAGT

3′RACE-2 ATCCCAAGAATGTGAACAACCTAAGTC

confirm-F CGCTCGTGTTCGGATGTCTGATAAG

confirm-R TTCATTTTATTATTTGTGGGAAACTGT

RNAi-F TAATACGACTCACTATAGGGACACGAGGAGGAGC
CTGACG

RNAi-R TAATACGACTCACTATAGGGATCGTAGCCGACCC
ACTCATC

Realtime-F CGATGAGTGGGTCGGCTACG

Realtime-R TGGTCCTGCCTGGCGTTAGT

β-actin-F TTCTTGGGAATGGAATCTGC

β-actin-R ATTGTGCTACCACCGGAAAG
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基因的表达水平变化的一种实验方法[20]。将一批

大小相近，生长情况相同的栉孔扇贝贝壳边缘

处切去约5 mm，在海水中培养。分别收集0 h，
缺刻后6、12、24、48、72、96和144 h的栉孔扇

贝外套膜组织的样品，每个时间点收集5只扇

贝。对贝壳缺刻样品的RNA提取以及几丁质酶

基因的表达水平检测同“实验材料”与“几丁质酶

基因的组织分布检测”中步骤。

1.7    RNA干扰实验

栉孔扇贝几丁质酶基因的活体RNA干扰实

验可以通过单一对几丁质酶基因的表达水平进

行抑制，从而对该基因的功能进行分析[21]。双链

RNA (dsRNA)的合成使用T7 RiboMAXTM Express
RNAi System (Promega)试剂盒，使用的引物序列

见表1。取健康的栉孔扇贝24只，其中实验组分

别注射40和80 μg cht-dsRNA/200 μL无酶水，阴性

对照组注射40 μg GFP-dsRNA/200 μL无酶水，空

白对照注射200 μL无酶水，每组6只扇贝。6 d后
收集栉孔扇贝外套膜组织的样品，进行总RNA
的提取和基因表达水平的检测，具体操作参照

“栉孔扇贝组织总RNA的提取”和“几丁质酶基因

的组织分布检测”实验步骤进行。同时收集各组

的栉孔扇贝贝壳，去离子水洗净后晾干，利用

扫描电子显微镜(SEM, FEI Quanta 200)进行贝壳

内表面结构的观测。

2    结果

2.1    几丁质酶在栉孔扇贝贝壳中含量

对栉孔扇贝贝壳蛋白质组的质谱分析结果

显示，已见报道的基质蛋白shematrin等被检测存

在于EDTA可溶性组分中，而几丁质酶存在于栉

孔扇贝贝壳的EDTA可溶性组分与不可溶性组分

中，并且含量最高[22]。几丁质酶在栉孔扇贝贝壳

中的高丰度预示着它可能在栉孔扇贝贝壳形成

中发挥重要的功能。

2.2    栉孔扇贝几丁质酶基因cDNA全长的获取

及序列分析

根据栉孔扇贝外套膜组织转录组数据库 [17]

中的几丁质酶unigene序列，结合质谱分析得到

的几丁质酶部分氨基酸肽段，通过RACE的实验

手段克隆得到栉孔扇贝几丁质酶的cDNA全长。

栉孔扇贝的几丁质酶基因cDNA全长共1587 bp，
其中5′非编码区92 bp，3′非编码区175 bp，开放

阅读框1320 bp，编码439个氨基酸残基(图1-a)。
在线预测的结果显示栉孔扇贝几丁质酶相对分

子质量约为50.56 ku，理论等电点为6.22，有一

个长度为22个氨基酸的信号肽，是一种分泌蛋

白。栉孔扇贝几丁质酶的cDNA序列已经上传至

GenBank数据库，登录号为KU882680。
栉孔扇贝几丁质酶氨基酸序列的功能结构

域分析表明，其具有1个与几丁质的分解功能密切

相关的糖苷水解酶18催化结构域(Glyco_18 domain)
以及2个与几丁质和几丁质酶相互作用相关的低

复杂度区域 (low complexity region, LCR)(图1-
b)[23]。栉孔扇贝几丁质酶氨基酸序列具有几丁质

酶保守的功能结构域，预示着其功能的保守性。

此外，将栉孔扇贝几丁质酶的氨基酸序列与其

他软体动物已经报道的几丁质酶以及几丁质酶

类似蛋白的序列进行比对发现，栉孔扇贝与虾

夷扇贝(Patinopecten yessoensis)的几丁质酶序列具

有高达92%的相似性，该结果与这两个物种在进

化角度上极相近的亲缘关系相符。

2.3    几丁质酶基因的组织分布

通过Realtime PCR的实验方法检测了栉孔扇

贝7个组织中几丁质酶的表达情况，结果显示，

相比于其他组织，几丁质酶基因在外套膜中的

表达量明显高于其他组织，且在外套膜边缘的

表达量约为外套膜中心的5倍(图2-a)。外套膜组

织是参与贝类生物矿化的重要部位，其中参与

矿化相关蛋白的表达量远超过其他组织。在本

研究中，几丁质酶基因在栉孔扇贝外套膜组织

中的高表达，也暗示了它是参与栉孔扇贝贝壳

矿化过程的重要蛋白。

2.4    贝壳损伤修复过程中几丁质酶基因的表

达分析

在对贝壳进行缺刻之后，栉孔扇贝会立刻

启动修复程序，再生损伤部位的贝壳，在此过

程中参与贝壳矿化的蛋白表达量会产生明显的

变化。本研究中在缺刻后的不同时间点分别采

集5只栉孔扇贝的外套膜进行总RNA的提取，反

转后通过Realtime PCR对几丁质酶基因的表达水

平进行检测。相比于对照组(缺刻0 h)，几丁质酶

基因在6 h时的表达水平下降至正常水平的50%左

右，并且随着时间的延长，几丁质酶基因的表

达水平持续下降，缺刻后144 h其表达量下降至
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正常水平的20%(图2-b)。表明了在栉孔扇贝贝壳

损伤修复的过程中，几丁质酶基因表达水平呈

现下调趋势，暗示其作为负调控因子参与贝壳

修复过程。

2.5    干扰栉孔扇贝几丁质酶基因的表达会影

响贝壳的形状和外观

为了进一步研究栉孔扇贝几丁质酶在贝壳

矿化中的作用，本团队进行了RNAi实验，通过

向栉孔扇贝闭壳肌中注射几丁质酶双链RNA来

单一地抑制几丁质酶基因的表达。提取注射6 d

后的栉孔扇贝的外套膜组织，对几丁质酶基因

的表达水平进行检测。结果显示，相比于空白

组(注射了200 μL无酶水)和阴性对照组(注射了40

μg GFP-dsRNA/200 μL无酶水)而言，注射40 μg

cht-dsRNA/200 μL无酶水实验组的几丁质酶基因

表达水平被抑制到正常水平的75%左右，注射80

μg cht-dsRNA/200 μL无酶水的实验组中，几丁质

酶的表达水平被进一步抑制到60%以下(图3)。这

 
图 1    栉孔扇贝几丁质酶基因的cDNA序列分析

(a)栉孔扇贝几丁质酶基因cDNA序列及氨基酸序列；阴影部分为预测功能域；*代表终止密码子；(b)几丁质酶蛋白结构域预测

Fig. 1    Bioinformatic analysis of the chitinase gene in C. farreri
(a) full-length sequence and amino acid sequence of the chitinase cDNA; the shaded parts are predicted function domains and * is the stop codon; (b) the
predicted structure domain of the chitinase protein
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说明实验成功地对栉孔扇贝几丁质酶基因的表

达水平进行了抑制，而且其抑制程度与注射的dsRNA
量呈现浓度相关的效应。

同时对注射6 d后的栉孔扇贝的贝壳表面结

构进行扫描电镜观察。注射无酶水的空白组和

注射了40 μg GFP双链RNA的阴性对照组的栉孔

扇贝的贝壳内表面边界明确，上端形成尖峰，

矿化物片层堆叠(图4-a，4-b)。注射40 μg几丁质

酶双链RNA的实验组中，贝壳表面大致能够看

出矿化物片层的轮廓，但边界已经不规则，尤

其是尖端的形状呈现出融合的状态(图4-c)；当注

射几丁质酶双链RNA的量提升至80 μg时，矿化

物片层已经大幅度粘连成片，之间的缝隙分界

不明显，虽然能够模糊看出片层结构，但每个

矿化物片层的形状更加不规则，其轮廓趋于消

失(图4-d)。这些结果表明了敲低栉孔扇贝外套膜

组织中几丁质酶基因的表达，贝壳矿物晶体片

层的形状轮廓将出现不规则沉积。

3    讨论

关于软体动物的贝壳形成机理，目前被普

遍接受的一种假设是框架式的生长模型。在这

种模型中，矿物沉积之前，几丁质等各种有机

基质组分会先行被分泌到间液中，以两层几丁

质作为贝壳形成的结构框架，控制贝壳有序地

形成并且决定碳酸钙晶体的生长方向。在这一

矿化模型中，几丁质框架的形成在早期就决定

了贝壳晶体的结构。参与几丁质生理过程相关

的所有酶类中，几丁质合成酶(chitin synthetase,
CS)[24] 与几丁质酶的作用最为突出。几丁质合成

酶是一种膜结合的糖苷转化酶，在其作用下可

以将几丁质前体物合成几丁质，促使几丁质分

子的延长；而几丁质酶则催化几丁质的水解过程。

二者相反相成的作用在生物体内共同控制几丁

质的合成与水解，以保证生物体几丁质相关的

生理过程有序进行。

几丁质合成酶是一种膜结合蛋白，其氨基

酸序列不存在信号肽，属于非分泌蛋白；而几

丁质酶是一种分泌蛋白，因此在本研究中的蛋

 
图 2    栉孔扇贝几丁质酶基因组织分布与缺刻实验实时定量PCR结果

(a)栉孔扇贝不同组织中几丁质酶基因表达情况；1. 外套膜边缘；2. 外套膜中心；3. 鳃；4. 足；5. 生殖腺；6. 内脏团；7. 闭壳肌；(b)缺
刻处理后几丁质酶基因的表达情况

Fig. 2    Real-time quantitative PCR results of the chitinase tissue expression level and shell notching
(a) relative gene expression levels of chitinase in different tissues of C. farreri; 1. mantle edge; 2. mantle pallial; 3. gill; 4. foot; 5. gonad; 6. visceral
mass; 7. adductor muscle; (b) response of the chitinase gene during shell regeneration after shell notching

 
图 3    RNA干扰实验

*.与对照组差异极显著，P<0.01

Fig. 3    RNAi assay
*. significant difference with control group, P <0.01
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白质的质谱分析中，于栉孔扇贝的贝壳蛋白质

组中发现几丁质酶大量存在而没有检测到几丁

质合成酶的存在。根据贝壳形成的框架理论，

对前期几丁质框架的构建进行了如下猜想，在

形成几丁质框架的前期，几丁质合成酶发挥主

要作用，进行几丁质的合成，此时几丁质酶的

表达被抑制，以保证几丁质的累积生成，新生

成的几丁质被运输到生物体外进行贝壳框架的

构建。由于几丁质合成酶是非分泌蛋白，不能

被分泌到细胞外，因此必然有其他的分子对合

成的几丁质进行调控，使其能够构建成有序的

框架供后续矿化过程中晶体的生长。而且在形

成框架之后多余的几丁质需要被降解，以避免

对正常的结构产生影响。因此推测，几丁质酶

可能在这一过程中开始表达，被分泌到贝壳上

并在框架的修饰过程以及分解多余几丁质的过

程中发挥作用。而当贝壳的生长达到一定的成

熟程度时，栉孔扇贝体内的几丁质合成酶和几

丁质酶的表达就趋于平衡，以维持整个贝壳的

正常形态和生长趋势。

在软体动物中，外套膜是生物矿化过程的

重要部位，许多与矿化过程直接相关的分泌蛋

白都在外套膜中大量表达并分泌到体外实行其

矿化功能。本研究中几丁质酶的表达具有明显

的组织特异性，在外套膜组织中的表达水平显

著高于其他组织，也暗示了其在矿化过程中的

 
图 4    扫描电子显微镜观察贝壳结构

(a)空白对照(注射200 μL无酶水)；(b)阴性对照(注射40 μg of GFP-dsRNA/200 μL无酶水)；(c)实验组(注射40 μg of cht-dsRNA/200 μL无酶水)；
(d)实验组(注射80 μg of cht-dsRNA/200 μL无酶水)

Fig. 4    The structural observation of the shell by SEM
(a) group injected with 200 μL of DNase/RNase-free water; (b) group injected with 40 μg of GFP-dsRNA diluted in 200 μL of water; (c) group injected
with 40 μg of chitinase-dsRNA diluted in 200 μL of water; (d) group injected with 80 μg of chitinase-dsRNA diluted in 200 μL of water
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重要作用。进行几丁质酶组织分布的实验个体

是大小与发育程度相近的成熟扇贝，此时贝壳

的发育已经成熟，贝壳的生长进入平衡时期。

贝类在生存的过程中，在水流等因素的作用下

贝壳的外侧势必会有磨损，而为了维持贝壳的

正常形态厚度，其内部也在不断地生成新的贝

壳矿化物，这两个过程在成熟个体中应该趋于

平衡。因此在这种状态下，几丁质酶会维持在

一个正常的表达水平。

而在对贝壳进行缺刻处理之后，贝壳的生

长平衡状态被打破，进入损伤修复过程的贝壳

生长速率会明显提升，在新生贝壳形成的过程

中有机框架需要构建，大量的几丁质需要累

积，所以具有几丁质水解作用的几丁质酶的表

达会被抑制，以保证有足够的几丁质合成用于

有机框架的构建。在RNAi实验中，对几丁质酶

的表达进行抑制后，也干扰了栉孔扇贝体内几

丁质的代谢平衡，几丁质的合成过程正常进行，

而堆积在贝壳表面多余的几丁质缺少几丁质酶

的水解清理，贝壳正常框架的形成受阻。对贝

壳内表面的晶体结构观察发现，在几丁质酶被

抑制的情况下，贝壳的晶体虽然能够分辨出片

层结构，但是其每个片层的轮廓已经呈现出不

规则状态。在低浓度抑制的实验组中，晶体片

层的顶部不再呈现规则的棱角，整体初步显示

出融合的趋势；而在高浓度抑制的实验组中，

每个晶体的轮廓只能依稀分辨出，矿物片层的

粘连程度更为严重。推测由于几丁质酶的表达

被抑制，几丁质累积后形成的框架不能得到充

分的修饰，多余的几丁质沉积使得其原本规则

的形状空间被无序地占用填充，对于后形成的

矿物片层的形状也产生较为明显的影响。

综上所述，本研究获得了栉孔扇贝几丁质

酶基因的cDNA序列，并对其在贝壳矿化过程中

的功能进行了初步的探究，为栉孔扇贝贝壳的

形成机理提供理论基础。然而，在贝壳有机框

架的形成中，几丁质酶的具体功能是单纯负责

清除多余的几丁质，或是具有其他的调控修饰功

能以保证正常框架的形成，还需要深入研究。
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Cloning and mineralization-related functions of
the chitinase gene in Chlamys farreri

WANG Jun ,     GAO Jing ,     XIE Jun ,     ZHENG Xiangnan ,     XIE Liping *,     ZHANG Rongqing
(School of Life Science, Tsinghua University, Beijing    100084, China)

Abstract: Chitin is the main component of mollusk shell organic scaffold and its metabolism is important for shell
mineralization. Chitinase with the function of chitin hydrolysis plays a key role during chitin metabolism process
and is related to the formation process of shell organic scaffold. In this study, by the mass spectrum analysis of
shell protein, it was proved that chitinase had an abundant amount in the shell of Chlamys farreri. The cDNA
sequence of gene chitinase was obtained by RACE and its full length is 1587 bp, coding 439 amino acid residues.
Analysis of chitinase protein sequence with bioinformatics software shows that it has a conservative function
domain existing in chitinase protein family with the function of chitin hydrolysis. Chitinase in C. farreri had a
much higher expression level in the mantle tissue than in other tissues, especially the area of mantle edge. In the
process of shell regeneration after shell notching, the expression level of chitinase showed a decreasing tendency
indicating that chitinase responded as a negative regulatory factor during shell regeneration. After knocking down
the expression of chitinase, the structure of the mineral slices was irregular and fused with a fuzzy shape and
unclear boundary. In conclusion, it is suggested that chitinase in C. farreri might be related to the formation of
shell organic scaffold with its function of chitin hydrolysis, which is also important during the process of shell
biomineralization.
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