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摘要! 表皮生长因子受体#2Q.*$是多种细胞因子的受体!在细胞增殖'迁移及分化中具有重

要的作用" 应用*,32法首次从仿刺参体腔细胞中克隆出 SAPG基因的全长 M=+,序列"

该M=+,全长 ! <$" OP!包括 <$# OP的 ;_D)T*!$<# OP的 !_D)T*!开放阅读框 $ >$? OP!编码

B%> 个氨基酸" 推导的氨基酸序列 ;; :#<?88和 !"; :?<>88符合 SAPG基因所具有的 -# 和

-$ 受体结构域!在 $%! :!??88和 ;%! :<$!88含有2Q.*家族特征区域3*# 和3*$ 半胱氨酸

富集区!并同为跨膜糖蛋白!在结构上具有一致性" 经 C68JWA与 QH9C89] 已知物种氨基酸序

列进行同源性比对!仿刺参 SAPG基因氨基酸序列与果蝇 SAPG相似性为 ?BS!同源性为

!?S!与斑马鱼SAPG相似性为 ?>S!同源性为 !?S!与淡水椎实螺SAPG相似性为 ?BS!同

源性为 !#S" 据此推断!仿刺参SAPG基因属于 SAPG家族成员" 利用 *H86DWFEHA3*技术

检测了该基因在仿刺参各组织中的表达!结果显示在肠'呼吸树'表皮'体腔细胞'纵肌中

SAPG均有表达!且体腔细胞和表皮表达量较高" 结果表明!该基因可能在仿刺参组织发育和

再生过程中起到重要的调控作用"

关键词! 仿刺参% 表皮生长因子受体% 基因克隆% 表达

中图分类号! U><;% 0B#>&&&&&&&文献标志码&,

&&表皮生长因子受体#HPFNHXE86ZX5GWI \8MW5X

XHMHPW5X"2Q.*$是一类广泛分布于真核生物体细

胞膜上的多功能糖蛋白"为 12*@2XOC家族的 ?

个成员之一"故又名 12*# 或 2XOC6) 正常状态

下"它通过与相应配体结合"激活多种酶"并引发

一系列信号的转导"从而促进细胞 =+,**+,及

蛋白质的合成"诱导细胞的有丝分裂*迁移和分化

等过 程'#(

) 其 配 体 主 要 有 表 皮 生 长 因 子

#HPFNHXE86ZX5GWI \8MW5X"2Q.$*转化生长因子D

!

#WX89J\5XEF9Z ZX5GWI \8MW5XD

!

"TQ.D

!

$*双调节蛋

白#8EPIFXHZL6F9",*$*表皮素#HPFXHZL6F9"2A*$*

肝素结合性表皮生长因子#IHP8XF9 OF9NF9Z 2Q."

1CD2Q.$和神经调节素 $D

!

# 9HLXHZL6F9"+*Q$D

!

$等'$ :?(

) 目前已在多个物种中发现 SAPG基

因"它不仅参与调节生物体的生长发育"更有研究

显示"2Q.*在加快创伤修复过程中也起着重要

作用';(

)

仿刺参#>3(#-'$/(3,#C"3(&'$,#$属棘皮动物

门#2MIF95NHXE8W8$"海参纲#1565WILX5FNH8$"楣手

目#,JPFN5MIFX5WFN8$"刺参科#0WFMI5P5NFN8H$"仿

刺参属#>3(#-'$/(3,#$) 主要分布于我国的山东*

辽宁和河北沿海"是重要的海水养殖经济种类)

仿刺参是一类再生能力很强的生物"其多个组织

在受到损伤后能快速修复'" :<(

"但目前的相关研

究主要集中在形态学和细胞学"关于其再生修复

的分子生物学机理研究则较少) 本研究以仿刺参

体腔细胞为材料"首次克隆了仿刺参 SAPG基因

的全长M=+,序列"并利用*H86DWFEHA3*技术进

行了该基因在仿刺参各组织中的表达分析"以期

为研究仿刺参组织发育相关功能基因及再生修复

机制提供理论基础)
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#&材料与方法

%&%'材料

试验用仿刺参取自旅顺龙王塘海区"采样时

间为 $%#% 年 ; 月"取回后在大连海洋大学海水增

养殖学重点实验室生态室 $%% -水槽中暂养一个

月以上"饲养用水为砂滤海水"每天半量换水 #

次"并投喂人工自制饵料"水温控制在 ##< f

#$ ^)

%&('方法

总*+,提取&&取正常健康的仿刺参"用注

射器抽取体腔液"离心收集细胞"采用 T*/c(-

#/9dFWX5ZH9$法提取仿刺参体腔细胞中总 *+,)

使用 *+8JH.XHH=+8JH

#

#T8h8*8$对总 *+,

进行处理以除去 =+,污染"最终定容于 =2A3

处理水) 用紫外分光光度计检测其纯度并计算浓

度"同时进行琼脂糖凝胶电泳检测其完整性) 纯

化后的总*+,溶液保存于:<% ^)

目的片段的获得&&采用购自 T8h8*8公司

AXFEH0MXFPW

T[

*TDA3*hFW试剂盒将提取的 T5W86

*+,进行反转录) 对+3C/上提供的果蝇SAPG

基因#QH9C89] 登录号 ,b?"#$<<7#$进行序列分

析"利用AXFEHXAXHEFHX;7% 软件设计引物.#**#

#表 #$扩增目的片段"$;

"

-A3*反应体系为 #% r

A3*CL\\HX$7;

"

-"[Z36

$

#$; EE56@-$#7;

"

-"

N+TA[FRWLXH#各 $7; EE56@-$$

"

-"T8h8*8<"=

#; )@

"

-$%7$;

"

-"AXFEHX.*#$%

"

E56@-$$

"

-"

N1

$

(#;7>;

"

-"M=+,#

"

-) A3*反应条件为

B? ^ ; EF9+B? ^ !% J";; ^ !% J">$ ^ !% J"循

环 !; 次+>$ ^ #% EF9) 采用琼脂糖凝胶=+,回

收试剂盒'生工生物工程#上海$有限公司(将

A3*产物纯化后连接到 P[=#BDT#T8h8*8$载体

上"热转化到感受态细胞SK+(1'=1;

!

#T8h8*8$

中"涂平板*挑菌"经A3*检测阳性克隆后进行扩

培"采用试剂盒回收质粒'生工生物工程#上海$

有限公司("送 T8h8*8公司测序"并将所得片段

序列与QH9C89]中已知序列进行比对)

*,32扩增&&根据克隆得到的目的片段"

分别设计 !_*;_*,32特异性引物#表 #$) 使用

T8h8*8!_D.L66*,32 35XH0HWhFW4HX7$7%

#T8h8*8$试剂盒按说明书进行 !_*,32扩增)

取 ;

"

-A3*产物进行 #S琼脂糖凝胶电泳"切胶

回收 !_*,32产物"克隆方法同上"序列测定由

T8h8*8公司完成)

使用T8h8*8;_D.L66*,32hFW#T8h8*8$试

剂盒"按照说明书对总 *+,进行去磷酸化处理*

%去帽子&反应"并与 ;_*,32,N8PW5X连接后"反

转录合成 ;_*,32的 M=+,"再进行 A3*扩增)

取 ;

"

-A3*产物进行 #S琼脂糖凝胶电泳"切胶

回收 ;_*,32产物"克隆方法同上"序列测定由

T8h8*8公司完成)

表 %'实验用引物序列

012&%'O6E86=!67;:3C/@45.647

引物

PXFEHX

引物序列#;_

%

!_$

JHgLH9MH

.# 33Q,33,3TQ33,,,,,3,,,3

*# ,3,TT3,,T,3,3T3Q33,T3

;_*,32#*D# 3T33,3Q3,Q,,TTQ,T3

;_*,32#*D$ ,TTQQ33,TT,TQTT3QT,,

;_*,32$*D# 33,QQQTTT33T3Q33T3TT,T

;_*,32$*D$ TQQ,,T,QQT3QQ,TQT3,,T,

!_*,32#.D# ,TQT33TT,33QTTQT3Q

!_*,32#.D$ 3TQQ,QQ,TQT,3QQQ,Q,

!_*,32$.D# T3,TTT3,TT,TT33,33T,33

!_*,32$.D$ 333,Q,3Q3TQ,T,,Q,TTTQ

!_*,32!.D# 3TQ,,,QQ,33,,T33,3,Q,Q3

!_*,32!.D$ QQ3,T,Q3,T,Q,3,TT,3,33T

3jW6 . TQ,Q33Q3,,3,QT,,T3

3jW6 * ,,QQQ,,,,QQ,,QTQ,,,Q

2? . ,,TQ33,QQQ,,Q3QTT,Q

2? * T333QTTQQQ3TTQT3T3

%&)'生物信息学分析与系统进化树构建

将仿刺参 SAPG基因的全长 M=+, 用

=+,JW8X软件确定正确的开放阅读框"并翻译成

氨基酸序列+用 C68JẀ 程序与 QH9C89]*2[C-*

==C'及 A=C数据库中的序列进行比较+用

AX5WA8X8E预测理化性质+用 AX5W0M86H分析亲水@

疏水性+用T[1[[0HXdHX$7% 预测跨膜结构域+

0FZ986A!7% 0HXdHX进 行 信 号 肽 预 测+ 应 用

2RA80jDE5WF\JM89 和 /9WHXAX5JM89 预测 E5WF\区

域+用+A0K1++预测蛋白质二级结构) 将获得

的仿刺参SAPG序列与其他物种SAPG序列进行

36LJW86i 比对"然后用 [2Q,?7% 软件做出

SAPG基因的系统进化树)

%&*'仿刺参>3:1基因在各组织中的表达检测

随机选取 ; 只健康正常仿刺参"取其表皮*体

腔细胞*肠*纵肌*呼吸树各约 #%% EZ"分别提取

!#
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# 期 李&霞"等!仿刺参SAPG基因的克隆与表达分析 &&

各组织总 *+,并用 *+8JHD.XHH=+8JH

#

除去

=+,污染) 经核酸定量分析仪检测其纯度和浓

度"并进行琼脂糖凝胶电泳检测其完整性"调整各

组织总 *+, 浓度达到 ;%% 9Z 左右" 使用

AXFEH0MXFPW

'

*TXH8ZH9WhFW#AHX\HMW*H86TFEH$试

剂盒#T8h8*8$进行反转录得到 M=+,) 根据已

获得的仿刺参 SAPG全长序列设计 *H86DWFEH

A3*引物 2? .和 2? *#表 #$"内参引物选取

3jW6 .和3jW6 *#表 #$)

标准品进行 ; 倍梯度稀释"共稀释成 " 个浓

度样品"将待测样品与标准品同时进行反应) 按

照0bC*

'

AXHEFR 2R <"=

T[

&

#AHX\HMW*H86DWFEH$

试剂盒 #T8h8*8$ 的操作步骤"进行 *H86DWFEH

A3*反应) $%

"

-反应体系为 0bC*AXHEFR 2R

<"=

T[

&

#$ r$#%7%

"

-+正向引物 %7<

"

-"反向引

物 %7<

"

-+M=+,模板 $7%

"

-+N1

$

("7%

"

-#总

反应体系 $%7%

"

-$) 反应条件为 B; ^ #% J"

B; ^ ; J""% ^ !; J"共 ?% 个循环"之后进行溶解

曲线的绘制) 扩增反应在 [R!%%;A#0WX8W8ZH9H"

)0,$实时荧光定量A3*仪上进行) 每个样品重

复 # 次)

将得到的样品内参基因的 +

W

值代入内参基

因的标准曲线"目的基因的+

W

值代入目的基因的

标准曲线"计算目的基因 E*+,的相对表达量)

0A00#"7% 软件进行显著性分析"用 [FMX5J5\W

(\\FMH2RMH6工具做图)

$&结果

(&%'仿刺参>3:1基因!"#$序列的获得

通过*TDA3*反应获得仿刺参SAPG基因中

间片段"将所得片段序列与 QH9C89] 中已知序列

进行比对"确定为 SAPG基因后进行 *,32扩

增) 将所测得的序列片段用=+,JW8X软件进行拼

接"最终得到仿刺参 SAPG基因 M=+,序列全长

#图 #$) 该M=+,全长 ! <$" OP"包括 <$# OP 的

;_D)T*"$<# OP的 !_D)T*"开放阅读框 $ >$? OP"

编码 B%> 个氨基酸) 预测分子量为 #%% %;B7$ L"

理论等电点为 ?7?!)

利用在线工具 2RA80jDAX5W0M86H# IWWP!

!

GHO7HRP8Jj75XZ@PX5WJM86H@$对仿刺参 2Q.*的氨

基酸亲水性@疏水性进行预测"结果显示其最大值

为 ?7$##"最小值为 :!7%??"且绝大部分氨基酸

分值为负"故推测该蛋白可能为亲水性蛋白) 利

用信号肽在线预测工具# IWWP!

!

GGG7MOJ7NWL7

N]@JHXdFMHJ@0FZ986A@$分析得知"仿刺参 2Q.*在

$; 和 $" 位氨基酸#T=,D2*$之间有分裂位点"其

概率值为 %7<?B) 说明 # Y$; 个氨基酸为信号

肽) 通过跨膜预测 # IWWP!

!

GGG7MOJ7NWL7N]@

JHXdFMHJ@T[1[[@$显示仿刺参 2Q.*为一类跨

膜蛋白"跨膜区为 <;! Y<>! 位氨基酸#图 #$) 通

过[5WF\分析发现该序列含有 2Q.*受体结合区

-# 和-$#;; Y#<? 位*!"; Y?<> 位$"两个半胱氨

酸富集区 3*# 和 3*$ #$%! Y!?? 位*;%! Y<$!

位$"均为SAPG基因特有的保守结构域#图 #$"

并含有SAPG家族受体结构域特征性序列+-2-/

#"# Y"" 位$) 同时发现 ? 个 +D糖基化位点*#?

个蛋白激酶3磷酸化位点#其中 # 个位于细胞膜

内$*$B 个酪蛋白激酶
&

磷酸化位点#其中 $ 个位

于细胞膜内$*# 个潜在酪氨酸激酶磷酸化位点及

#" 个+D肉豆蔻酰化位点) 二级结构预测显示"

!

螺旋 #<% 个占 #B7<;S"

(

折叠 #?" 个占#"7#%S"

无规则卷曲 ;<# 个占 "?7%"S)

"#
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# 期 李&霞"等!仿刺参SAPG基因的克隆与表达分析 &&

图 %'仿刺参>3:1!"#$全长及推导的蛋白质序列

3*#"3*$!半胱氨酸富集区+-#"-$!受体结合区+T[!跨膜区)

B5>&%'O6E86=!6;:DF6!"#$1=99698!69@4;D65=;:>3:15=2&?"@.-)$0#

3*#"3*$!MjJWHF9HDXFMI XHZF59+ -#"-$!XHMHPW5XDOF9NF9Z N5E8F9+ T[!WX89JEHEOX89H7

&&将仿刺参 2Q.*氨基酸序列使用在线

C68JẀ # IWWP!

!

GGG79MOF796E79FI7Z5d@

C-,0T@$进行同源性比较"仿刺参 2Q.*与淡水

椎实螺*斑马鱼及果蝇等物种的氨基酸序列呈现

较高的保守性#表 $$) 应用 [2Q,?7% 软件在

C55WJWX8P置信值为 # %%% 的条件下构建系统进化

树#图 $$) 仿刺参 SAPG序列自聚为一支"在分

子进化地位上与其生物学分类一致"得到的系统

进化树反映了上述物种进化关系的远近)

(&('仿刺参>3:1在不同组织中的表达

*H86DWFEHA3*结果表明"SAPG基因在仿刺

参肠*呼吸树*表皮*纵肌及体腔细胞中均有表达

#图 !$"其中体腔细胞表达量最高"为呼吸树的

#?!7<> 倍"差异显著#Be%7%;$+表皮次之"为呼

吸树的 ;#7"> 倍"差异显著#Be%7%;$+在肠*纵

肌中表达量较低"仅为呼吸树的 #%7<$ 倍和 ?7?>

倍"差异不显著#Bu%7%;$)

表 ('氨基酸序列的同源性比对

012&('0F61.5=; 1!5976E86=!6596=D5D567

物种

JPHMFHJ

QH9C89] 登录号

QH9C89] 8MMHJJF59 957

相似性@S

JFEF68XFWj

同源性@S

FNH9WFWj

冈比亚按蚊 >&(3/*1*#5"06'"* 3,3!;%%<7# ?> !#

丽蝇蛹集金小蜂 ?"#(&'" ;'-)'3*&&'# Àa%%#"%$<!% ?B !!

刀剑尾鱼 F'3/(3/(),#9'3/'4',0 ,,A;;">! ?" !?

佛罗里达弓背蚁 +"03(&(-,#H1()'4"&,# 2.+"%B<B ?B !$

斑马鱼 %"&'( )*)'( +AaB#B?%; ?> !?

果蝇 %)(#(3/'1" 0*1"&(5"#-*) ,,*<;$?; ?B !?

双斑蟋 A)711,#6'0"$,1"-,# C,Q";""" ?< !!

热带爪蟾 F*&(3,##2'1,)"&"$-)(3'$"1'# Àa%%$B!BB"% ?> !!

淡水椎实螺 L70&"*" #-"5&"1'# ,CU#%"!? ?" !#

鸡 A"11,#5"11,# +AaBB%<$< ?> !#

褐家鼠 G"--,#&();*5'$,# 2=-B><B"7# ?> !#

$#
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图 ('根据WJB/氨基酸序列构建的系统进化树

B5>&('3FA<;>6=6D5!D46621769;=DF61.5=; 1!5976E86=!67;:WJB/

图 )'仿刺参正常状态下各组织中>3:1基因的

相对表达量"以CAD9为参照$

%

"

&代表差异显著#Be%7%;$+#7腔细胞+ $7纵肌+ !7肠+ ?7

呼吸树+ ;7表皮)

B5>&)'/6<1D5I6E81=D5DA ;:>3:16?@46775;=75=

DF695::646=DD577867;:2&?"@.-)$0#8=964

=;4.1<!;=95D5;="7D1=91495[69D; CAD9$
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!&讨论

2Q.*是一种具有酪氨酸蛋白激酶活性的受

体蛋白'B(

"#B<? 年该基因在人类'#%(中被首次克

隆以来"在褐家鼠'##(

*鸡'#$(

*果蝇'#!(等物种中发

现了它的存在"在斑马鱼'#?(

*淡水椎实螺'#;(及僧

帽牡蛎#.#-)*" $,$,11"-"$

'#"(等水产动物中其基

因也成功地被克隆)

本研究首次在棘皮动物仿刺参中成功克隆出

SAPG基因"其蛋白结构分析显示"该基因具有

SAPG特有的胞外区*跨膜区和胞内区三部分结

构'#>(

"是一类跨膜性糖蛋白'#<(

) 与僧帽牡蛎

SAPG较短的胞外区不同的是"仿刺参 SAPG的

胞外区更加完整"由 -#*3*#*-$*3*$ ? 个结构

域构成"这说明仿刺参2Q.*不仅能与2Q.相结

合"同样也可以与TQ.D

!

等细胞因子结合引起受

体二聚化作用'#B(

) 因此"仿刺参 2Q.*在功能上

较僧帽牡蛎 2Q.*更完善"与哺乳动物的 2Q.*

更加类似) 仿刺参 2Q.*胞内区与哺乳动物

2Q.*相比较短"但含有两个酪蛋白激酶
&

磷酸

化位点及一个蛋白激酶3磷酸化位点) 当2Q.*

与配体结合激活胞内信号转导通路"这时胞内的

磷酸化位点可进一步与胞内相应信号分子结合"

将信号转导进去"这表明仿刺参 2Q.*属于一种

受体型酪氨酸激酶"能够同配体结合将靶蛋白的

酪氨酸残基磷酸化) 此种结构与僧帽牡蛎 2Q.*

结构十分类似'#"(

) 这种差异的存在可能由于仿

刺参的分类地位与人*昆虫等物种差别甚远"不具

有复杂的剪切拼接模式)

同源性分析结果显示了进化过程中物种间亲

缘关系的远近) 仿刺参SAPG与人类等高等动物

的 SAPG基因序列同源性均较低"为 $;S Y

$BS"而与淡水椎实螺*果蝇和斑马鱼的SAPG相

似性较高"为 ?"S Y?BS"由不同物种 SAPG序

列构建的系统进化树也同样显示了这一差异"分

类地位相近的物种聚在一束) 由于棘皮动物中

SAPG的研究还很少"因此仿刺参独自聚成一支)

人类细胞增殖*迁移*分化等生命过程中都有

SAPG的参与"因此 SAPG可在除造血系统以外

几乎所有的人体组织中表达) 与其类似"在仿刺

参的肠*表皮*呼吸树*体腔细胞和纵肌中我们也

检测到了 SAPG的表达) 当然"不同组织中的

%#
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2Q.*可能具有不同的功能" TFMH等'$%( 和

CFJM8XNF等'$#(发现在小鼠的成纤维细胞中 2Q.*

可以促进细胞有丝分裂"但过度表达会导致肿瘤

的发生'$$(

) 进一步研究显示该基因为细胞的迁

移和运动提供驱动力'$! :$?(

+斑马鱼和果蝇卵巢中

的2Q.*可能促进卵细胞的发育'$; :$"(

+果蝇翅中

的2Q.*对翅脉的形成具有促进作用'$>(

) 本研

究发现"仿刺参 SAPG在体腔细胞中的表达量远

远高于其他 ? 种组织"这种高表达可能源于这类

细胞担负着机体免疫作用'$<(

"处于增殖的活跃

期"以便随时抵抗外源细菌的侵蚀及自身更新的

需要'$B(

) 而表皮组织中SAPG呈现高表达"与表

皮细胞经常处于更新状态有关"此结果与人类皮

肤中 SAPG的高表达相类似'!%(

) 仿刺参 SAPG

在纵肌和肠组织中表达相对较低"与 i89Z 等'$;(

研究发现斑马鱼肠和肌肉中SAPG表达量较高不

一致"可能是由于不同物种同一组织器官行使功

能的差异特性造成的"因此基因的表达量也会不

同) 呼吸树是海参特殊的呼吸器官'!#(

"其包含多

种细胞类型"具有活跃的分泌能力) 本研究首次

在呼吸树中检测到 SAPG的表达"可推测该基因

参与了呼吸树的生长发育过程)

本研究在仿刺参各组织中均检测到SAPG基

因的表达"说明该基因在仿刺参各组织生长发育

中起到重要的调控作用"这也为研究仿刺参组织

器官发育提供了更多的理论基础) 再生现象一直

是生物学家研究的热点"而组织修复和重建是通

过许多因子的调控作用来完成的"如 2Q."1Q.

和TQ.D

!

) 2Q.*作为这些生长因子的受体"其

表达量将直接反映生长因子的调控水平"在促进

组织修复方面起着重要的作用'!$(

) 这种修复机

制与仿刺参组织再生机制十分相似'!!(

"都是通过

促进细胞的增殖*迁移和分化"最终完成受损部位

或器官的修复) 本研究在仿刺参体内发现了

SAPG的存在"推测其在仿刺参多种组织的再生

过程中必定起着重要作用"对该基因的克隆*表达

以及更深入的研究"有助于揭示仿刺参组织器官

再生的分子机理)
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