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马氏珠母贝磺基转移酶基因的克隆及功能
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摘要：硫酸角质素具有丰富的携带大量负电荷的磺酸基团，参与生物矿化的成核过程。
磺基转移酶催化磺酸基团的转移，对硫酸角质素的生物合成起决定性作用。本研究利用
RACE技术克隆马氏珠母贝磺基转移酶PmCHST1a全长，并通过RNA干扰技术检测
PmCHST1a对硫酸角质素合成及贝壳珍珠层形成的影响。结果显示，PmCHST1a基因全长
1385 bp，编码366个氨基酸；含有磺基转移酶结构域，具有跨膜结构和信号肽，定位于
高尔基体上。组织差异表达分析发现，PmCHST1a在中央膜显著高表达。注射Pm-
CHST1a的RNAi探针后，PmCHST1a在中央膜的表达量显著下调，并且外套膜外液中硫酸
角质素的浓度显著降低；SEM检测发现珍珠层结构紊乱。综上所述，PmCHST1a可能通
过影响外套膜外液中硫酸角质素的合成，参与珍珠层的形成。本研究为进一步探讨磺基
转移酶及其参与合成的糖胺聚糖硫酸角质素在马氏珠母贝生物矿化中的作用提供依据。
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硫酸角质素是生物体内广泛存在的一种糖

胺聚糖，与蛋白质共价结合形成硫酸角质素蛋

白聚糖(KSPG)，不仅参与抗炎、抗过敏等免疫

调节过程 [1]，还参与生物矿化过程 [2-4]。已有研究

发现，兔子和牛的骨骼基质蛋白中存在硫酸角

质素蛋白聚糖；硫酸角质素也参与小鼠牙齿的

有机基质的形成 [2，5-6]。Carrino等 [3]报道了鸟类蛋

壳中的硫酸角质素通过富集Ca2+，进而参与蛋壳的

生物矿化。Fernandez等[4]在红鲍(Haliotis rufescens)
的贝壳珍珠层有机质中定位了硫酸角质素。可

见硫酸角质素在脊椎动物和无脊椎动物的生物

矿化方面均发挥了重要作用。

磺基转移酶(sulfotransferase)催化磺酸基团从

磺酸基供体3′-磷酸腺苷-5′-磷酸硫酸酯(PAPS)转
移到特定底物上，实现底物的磺酸化 [7-8]，具有

严格底物特异性 [9]，是糖胺聚糖合成的关键酶。

磺基转移酶CHST1 [carbohydrate (keratan sulfate

Gal-6) sulfotransferase 1] 参与硫酸角质素重复二

糖单位6位碳的磺酸化反应，是硫酸角质素合成

的关键酶[10]。

马氏珠母贝(Pinctada martensii)是我国重要

的海水育珠贝。近年来，由于养殖环境恶化，马

氏珠母贝的珍珠产量和质量明显下降。因此，

研究生物矿化机制对于马氏珠母贝的养殖及珍

珠培育至关重要。目前，科研工作者已经克隆、

分析了一些马氏珠母贝矿化相关基因的序列特

征和组织表达，进而探讨其生物矿化功能 [11-13]，

但硫酸角质素及其关联基因在马氏珠母贝体内矿

化功能的研究还鲜有报道。本研究利用RACE
技术和RNAi技术研究磺基转移酶基因PmCHST1a
[Pinctada martensii carbohydrate (keratan sulfate Gal-
6) sulfotransferase 1a]对贝壳珍珠质形成以及硫酸

角质素合成的影响，探讨PmCHST1a在生物矿化

过程中的功能，为马氏珠母贝生物矿化的研究

提供实验依据。
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1    材料与方法

1.1    实验材料

马氏珠母贝取自广东徐闻大井村海区的健

康个体，壳长为(54.66±5.72) mm。

1.2    实验方法

PmCHST1a的克隆及序列分析        PmCHST1a
中间片段、5′端和3′端的获得方法参照罗少杰等[14]，

所用引物见表1。将获得的序列通过DNAMAN
软件进行拼接获得序列全长。ORF Finder在线预

测基因开放式阅读框(ORF)和氨基酸序列；DNAMAN
软件和Primer Premier 5.0软件对预测的氨基酸序

列进行验证；NCBI在线比对，鉴定基因所属的

蛋白家族；ProtParam在线分析氨基酸序列的理

化性质；SMART软件预测目的蛋白结构域；TMHMM
Server v. 2.0软件在线预测序列的跨膜结构域；

ClusterW2对基因进行同源性比对；SOPMA预测

蛋白质二级结构；SWISS-MODEL在线预测蛋白

质三级结构。

组织差异表达分析        随机取10只马氏珠母

贝，闭壳肌抽血获得血细胞，剪取外套膜中央

区 (简称中央膜 )、外套膜边缘区 (简称边缘膜 )、
闭壳肌、足、肝胰腺、性腺和鳃。液氮保存备

用。参照Trizol说明书提取RNA；反转录获得cDNA
第一链，该步骤按照M-MLV试剂盒说明书(TaKaRa
公司)进行，具体方法参照焦钰等[15]。

RNAi实验设计        参照Yan等 [11]的方法进行

PmCHST1a的RNAi实验，引物序列见表1。RNAi
实验中设置1个实验组(注射dsRNA-PmCHST1a)，
2个对照组即空白对照组(注射DEPC水)和阴性对

照组(注射dsRNA-RFP)，以闭壳肌注射的方式进

行。每组注射10只贝，每隔3 d注射1次，每次注

射剂量为100 μL，dsRNA浓度为1000 ng/μL，共

注射2次。第2次注射4 d后剪取中央膜用于测定

基因表达量；抽取外套膜外液用于检测硫酸角

质素浓度；贝壳洗净后阴干，用于观察贝壳内

表面新生珍珠层的超微结构。

RNAi PmCHST1a表达量的测定        利用实时

荧光定量PCR检测PmCHST1a在马氏珠母贝中央

膜中的表达量。

RNAi后外套膜外液中硫酸角质素浓度的测定

表 1    本实验所用引物

Tab. 1    Primers used in the study

引物

primer
引物序列(5′→3′)
primer sequence

用途

usage

PmCHST1a-5′outer GCAATGCTTGAACGGCAGTGTTGTTC 5′RACE

PmCHST1a-5′inner CGGCAGTTTTGAAATCTGGCAGGTGAA 5′RACE

PmCHST1a-3′outer CACATGATCCGTGATCCGAGAGCAA 3′RACE

PmCHST1a-3′inner TGAGAGCAACCCGCTTTTATTTAGCAGAA 3′RACE

PmCHST1a-S ACAATCATCCAGCACCAATC 中间片段

PmCHST1a-A AATTTTTTAGCATCACAGGACTT 中间片段

M13-S CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 菌落　PCR

M13-A AGCGGATAACAATTTCACACAGGA 菌落　PCR

GAPDH-S GCAGATGGTGCCGAGTATGT 荧光定量(内参)

GAPDH-A CGTTGATTATCTTGGCGAGTG 荧光定量(内参)

PmCHST1a-qPCR-S AGACAATCATCCAGCACCAATC 荧光定量

PmCHST1a-qPCR-A TTCATCAAATGTTCCACCAATG 荧光定量

RNAi-RFP-S GCGTAATACGACTCACTATAGGGCTGTCCCCCCAGTTCCAGTAC RNAi

RNAi-RFP-A GCGTAATACGACTCACTATAGGGCGTTGTGGGAGGTGATGTCCAGCT RNAi

RNAi-PmCHST1a-S GCGTAATACGACTCACTATAGGGATCCAGCACCAATCTTGATTCTATC RNAi

RNAi-PmCHST1a-A GCGTAATACGACTCACTATAGGGTCTGATACAGCATCCGCAGTATTAT RNAi

注：表中下划线代表T7启动子序列

Notes: the sequences underlined represent the T7 promoter sequence
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　　以Chondroitin sulfate A为标准品，浓度分别

设置为60、80、100、150和200 mg/mL。显色液

为阿利新蓝染液，110 mg阿利新蓝8GX溶于15%
磷酸–2% 硫酸溶液中，并定容至100 mL。显色

液工作配比为1∶50。样品10 μL，显色液190 μL，
反应3~5 min。吸收波长设置为490 nm。使用酶

标仪检测RNAi后贝体外套膜外液中硫酸角质素

浓度。

RNAi后贝壳内表面新生珍珠层超微结构观察

       用切割机将贝壳珍珠层与棱柱层交界的部分

切成1 cm×1 cm的小块，洗净、阴干。离子溅射

仪溅射180 s后，JSM-6300 LV高低真空扫描电子

显微镜观察贝壳内表面晶体形貌。

1.3    数据处理

采用2– △△C t法对实时荧光定量数据进行处

理，利用SPSS 19.0软件对基因表达量和硫酸角

质素浓度的均值进行显著性分析(P<0.05)。

2    结果与分析

2.1    PmCHST1a的克隆与功能分析

PmCHST1a基因序列分析        利用RACE技

术，获得PmCHST1a cDNA全长序列。该序列全

长1385 bp，其中5′UTR为88 bp，3′UTR为196 bp，
包含26 bp ployA；其开放式阅读框(ORF)长度为

1101 bp，编码366个氨基酸(图1)。通过SMART软
件分析得出，PmCHST1a序列含有磺基转移酶结

构域(sulfotransfer_3 domain)(图2)，并具有信号肽

区域。利用TMHMM Server v.2.0预测跨膜结构

域，结果显示PmCHST1a有1个跨膜螺旋区，其

位置在7~19(图3)，属于跨膜蛋白。

PmCHST1a蛋白质理化性质分析        利用

P r o t P a r a m预测得出P m C H S T 1 a理论分子量为

42 465.3 u；等电点为9.52；其中含量较高的氨基

酸为Leu (9.8%)、Ser (9.0%)、Lys (7.4%)、Val (7.4%)。
负电荷残基34个，正电荷残基52个；分析结果显

示其脂溶指数(aliphatic index)为84.62；总平均亲

水性 (grand average of hydropathy, GRAVY)为
–0.203，属于亲水性蛋白。使用SOPMA软件对

PmCHST1a的二级结构进行预测，发现α螺旋结

构占整体的33.33%，β转角结构占10.38%，延伸

链占21.58%，无规则折叠占34.70%。

PmCHST1a同源性分析及三级结构预测

利用ClustalW2 软件，将长牡蛎(Crassostrea gigas,
EKC35714.1)、鸭嘴海豆芽(Lingula anatina, XP_

013421993.1)、加利福尼亚海兔(Aplysia califor-
nica, XP_005099075.1)、光滑双脐螺(Biomphalaria
glabrata ,  XP_013087691.1)、美洲鲎 (Limulus
polyphemus, XP_013774249.1) 的CHST1氨基酸序

列同PmCHST1a序列进行同源比对，发现PmCHST1a
与其他物种的CHST1同源性较低 (图4)，其中，

PmCHST1a与长牡蛎(CgCHST1)氨基酸的序列相

似度最高，为 31%。采用Swiss-Model对Pm-
CHST1a进行三维结构预测，并与长牡蛎(CgCHST1)
进行比较分析(图5)。发现PmCHST1a与CgCHST1
的相似性不高，说明CHST1在三维结构上的保守

性较低。

2.2    PmCHST1a组织表达差异分析

PmCHST1a在中央膜和鳃中的相对表达量显

著高于闭壳肌和性腺(P<0.05)，在边缘膜、足、

肝胰腺和血细胞中不表达(图6)。

2.3    PmCHST1a基因RNAi结果

RNAi后PmCHST1a mRNA的表达        实时荧

光定量技术检测RNA干扰后PmCHST1a在中央膜

的表达量。结果显示，实验组与对照组相比，表达

量显著下调54.33%(P<0.05)(图7-a)。故PmCHST1a
的dsRNA显著抑制PmCHST1a mRNA在马氏珠母

贝中央膜中的表达水平。

RNAi后外套膜外液硫酸角质素的浓度RNAi
后，与对照组相比，实验组马氏珠母贝外套膜

外液硫酸角质素浓度显著下降70.31%(P<0.05)
(图7-b)。说明PmCHST1a的dsRNA显著抑制外套

膜外液中硫酸角质素的合成。

RNAi后贝壳珍珠层的超微结构        对照组珍

珠层表面呈现典型的文石晶体结晶结构，珍珠

层为阶梯状规则排列，结晶体及结晶层分布规

则，结晶表面光滑(图8-a，8-b)；图8-d和8-e可以

观察到单个结晶体板块为规则六边形，边界清

晰，结晶体板块逐渐增大，相互连接形成光滑

结晶层。而实验组珍珠层内表面晶体生长紊

乱，典型文石结晶形貌消失，结晶层表面无明显

结构特征层析，表面粗糙，且具有空洞(图8-c)；
图8-f显示结晶板块生长紊乱，结构不规则，边

界不清晰，板块之间连接不紧密，结晶层表面

出现空洞。

3    讨论

硫酸角质素磺基转移酶通过催化磺酸化作
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图 1    PmCHST1a的核苷酸序列分析

5′和3′非编码区用小写字母表示；编码区以及推导的氨基酸序列用大写字母表示；方框内(ATG)和(TGA)分别为起始密码子和终止密码

子；红色代表信号肽；下划线表示跨膜结构域；阴影部分为磺基转移酶-3结构域

Fig. 1    The nucleotide sequence analysis of PmCHST1a
5′UTR and 3′UTR are indicated with small letters; open reading frame and the deduced amino acid sequences are indicated with
capital letters; nucleotide with a frame represents the initiation codon (ATG) and stop codon (TGA); the red sequence is the signal
pep t ide ;  t he  unde r l i ned  sequence  r ep re sen t s  t he  t r ansmembrane  r eg ion ;  t he  s equence  in  g ray  background  r ep re sen t s  t he
sulfotransfer-3 domain

 
图 2    SMART软件预测的PmCHST1a蛋白质结构

Fig. 2    PmCHST1a protein structure analyzed with
SMART software

 
图 3    PmCHST1a跨膜结构域预测

Fig. 3    Transmembrane region prediction of
PmCHST1a
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用，参与硫酸角质素蛋白聚糖(KSPG)糖链的生

物合成。硫酸角质素蛋白聚糖广泛存在于动物

组织中，具有抗炎、抗过敏、参与生物矿化等

多种生理功能 [1-3]。本研究通过对硫酸角质素磺

基转移酶基因PmCHST1a进行全长克隆和功能分

析，探索马氏珠母贝硫酸角质素磺基转移酶基

 
图 4    PmCHST1a与其他物种的氨基酸序列比对

“*”和黑色阴影表示保守的氨基酸；“:”和灰色阴影表示强相似的氨基酸；“.”表示弱相似的氨基酸；右侧数字表示比对序列氨基酸的

位置

Fig. 4    Amino acid sequence alignment of PmCHST1a with other species’ CHST1
“*” and black background indicate the conserved amino acid; “:” and gray background indicate amino acid with strong similarity;
“.” indicates amino acid with weak similarity; the right numbers show the position of amino acid in the sequence

5 期 王庆恒，等：马氏珠母贝磺基转移酶基因的克隆及功能 673

 

http://www.scxuebao.cn



因在贝壳珍珠层形成过程中的作用。

本研究利用RACE技术获得了PmCHST1a的
cDNA全长，SMART软件预测发现PmCHST1a具
有典型的磺基转移酶结构域 ( su l fo t rans fe r_3

domain)。另外，PmCHST1a氨基酸序列还包含信

号肽序列和跨膜结构域，其N端位于膜外，催化

结构域位于膜内，符合高尔基体偶联磺基转移

酶的结构特点，属于高尔基体偶联磺基转移

酶 [16-17]。研究表明，高尔基体偶联磺基转移酶参

与磺酸化糖胺聚糖、糖蛋白、酪氨酸肽段以及

硫酸乙酰肝素等 [18]。因此，PmCHST1a可能通过

参与硫酸角质素的生物合成，参与马氏珠母贝

的生理过程。

Nudelman等 [19]研究发现，在鹦鹉螺(Nautilus

pompilius)和江珧(Pinna rudis)的贝壳文石晶体的

中心区域发现了成环形的富磺酸基团区域，参

与晶体成核。Fernandez等 [4]亦发现，在红鲍贝壳

珍珠层的有机质中存在硫酸角质素，参与贝壳

珍珠层的形成。由此可见富含磺酸基团的硫酸

角质素在贝类的生物矿化过程中发挥重要作

用。本研究检测了PmCHST1a基因在马氏珠母贝

各组织中的表达分布，发现PmCHST1a在中央膜

 
图 5    马氏珠母贝PmCHST1a (a)和长牡蛎

CgCHST1(b)蛋白分子结构

Fig. 5    The spatial structure of protein molecules of
P. martensii PmCHST1a (a) and

C. gigas CgCHST1 (b)

 
图 6    PmCHST1a在马氏珠母贝不同组织中的

表达分布

1. 边缘膜；2. 中央膜；3. 闭壳肌；4. 足；5. 鳃；6. 性腺；7. 肝
胰腺；8. 血细胞；标注不同字母间差异显著(P<0.05)

Fig. 6    Expression distribution of PmCHST1a in
different tissues from P. martensii

1. marginal zone; 2. central zone; 3. adductor muscle; 4. foot; 5. gill; 6.
gonad; 7. hepatopancreas; 8. hemocytes; mean values with different
letters are significant different (P<0.05)

 
图 7    RNAi对PmCHST1a相对表达量以及外套膜外液硫酸角质素浓度的影响

(a) RNAi后，PmCHST1a的相对表达量；(b) RNAi后，外套膜外液中硫酸角质素的浓度；1. 空白对照组；2. 阴性对照组；3. 实验组；

*.差异显著(P<0.05)

Fig. 7    The influence of RNAi on the PmCHST1a relative expression and
the extrapallial fluid keratan sulfate concentration

(a) the expression of PmCHST1a after RNAi; (b) the keratan sulfate concentration of extrapallial fluid after RNAi; 1. Rnase-free water group; 2. dsRNA-
RFP group; 3. dsRNA-PmCHST1a group; mean values with“*”is significant different (P<0.05)
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内高表达。外套膜是双壳贝类贝壳形成的组

织，而中央膜主要参与分泌珍珠质形成珍珠层[20-21]。

因此，推测PmCHST1a可能参与马氏珠母贝中央

膜硫酸角质素的合成过程，从而影响贝壳中硫

酸角质素的含量，参与贝壳珍珠层形成的生物

矿化过程。

为证实PmCHST1a基因是否影响硫酸角质素

以及贝壳珍珠质的生物矿化过程，本研究利用

RNA干扰技术沉默 PmCHST1a基因在中央膜的表

达，结果显示外套膜外液中硫酸角质素浓度显

著降低(P<0.05)；贝壳内表面新生成珍珠质结晶

层形貌亦发生紊乱。外套膜外液位于贝壳与外

套膜组织之间，由外套膜组织分泌产生。外套膜

外液含有贝壳形成所需前体，以及晶体结晶所

需的物理化学环境，与贝壳形成直接相关 [19，22]。

本研究中PmCHST1a基因的沉默降低了该磺基转

移酶催化的磺酸化反应，使得外套膜外液中磺

酸基团含量显著降低(P<0.05)，说明硫酸角质素

磺基转移酶可能参与了外套膜外液中硫酸角质

素的生物合成过程。软体动物贝壳的有机质中，

磺酸基团可以富集Ca2+，促进晶体结晶成核和晶

体生长而调控碳酸钙晶体的结晶 [ 4， 9 ]。因此，

PmCHST1a基因沉默后，外套膜外液中磺酸基团

含量的降低，使得外套膜外液的结晶环境发生

改变，从而影响贝壳珍珠质的形成过程，导致

珍珠层结晶形态紊乱从而影响珍珠层形成。这

与Nudelman等 [19]、Addadi等 [23]和Kawasaki等 [24]的

研究结果相一致。故PmCHST1a可能通过参与外

套膜外液中糖胺聚糖硫酸角质素的合成，进而

影响贝壳珍珠层的生物矿化过程。

本研究通过对马氏珠母贝磺基转移酶基因

PmCHST1a的全长克隆及RNAi实验，证实PmCHST1a
参与了贝壳珍珠层的形成，参与途径可能影响

了硫酸角质素的合成。
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Cloning and function of sulfotransferase gene PmCHST1a in
Pinctada martensii
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(1. Fisheries College, Guangdong Ocean University, Zhanjiang    524088, China;
2. Guangdong Technology Research Center for Pearl Aquaculture and Process, Zhanjiang    524088, China)

Abstract: Biomineralization is the process by which mineral crystals are deposited in an organized fashion in the
matrix (either cellular or extracellular) of living organisms and the deposition of precise arrays of inorganic
crystals  in  many organisms involves  controlled nucleation at  interfaces  between the  crystals  and substrate
macromolecules. Mollusc shells are used as a model for studying “organic-matrix-mediated” biomineralization, in
which  crystals  are  nucleated  and  grow  in  a  pre-formed  structural  framework  composed  of  proteins  and
polysaccharides. Acidic matrix macromolecules glycosaminoglycans were also associated with biological crystal
growth and keratan sulfate widespread in animal tissues had a potential role in the process of biomineralization.
Sulfotransferase  plays  a  vital  role  in  catalyzing  the  transfer  of  sulfonic  acid  groups  in  the  processes  of
glycosaminoglycan synthesis, and glycosaminoglycans keratan sulfate with copious amounts of negatively charged
sulfonic acid groups participate in the nucleation process of biomineralization. In this study, we cloned the
sulfotransferase gene PmCHST1a (Pinctada martensii carbohydrate sulfotransferase 1a) which participated in the
synthesis  of  keratan  sulfate  and  explored  the  function  of  sulfotransferase  and  keratan  sulfate  in  the
biomineralization. The full length sequence of PmCHST1a gene was obtained using the RACE technology, and we
detected its expression pattern by real-time PCR. RNAi technique was used to study the potential functions of
PmCHST1a in nacre formation, and we detected the effects to the synthesis of glycosaminoglycans keratan sulfate
at the same time. The results showed that PmCHST1a, whose full length was 1 385 bp, encoded a protein of 366
amino acids. PmCHST1a carried with a typical Sulfotransferase-3 domain (Sulfotransfer-3 domain), a signal
peptide and a transmembrane domain which made the protein located in the Golgi apparatus. The results of real-
time PCR showed that PmCHST1a was highly expressed in the central zone of mantle. After the RNA interference
experiments, the expression of PmCHST1a significantly decreased in the central zone of P. martensii, in union
with the significant reduction of the concentration of glycosaminoglycans keratan sulfate in the extrapallial fluid.
And the  shell  nacre  crystallized  irregularly  compared  with  two control  groups.  These  results  showed that
PmCHST1a may affect the formation of nacre through affecting the concentration of glycosaminoglycans keratan
sulfate in the extrapallial fluid. This study provided the fundamental basis for further research of sulfotransferase
and glycosaminoglycans in the formation of nacre.
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