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摘要! 为深入了解真蛸热应激响应机制!实验以真蛸的应激蛋白为研究对象!借助同源扩增和

D4%&末端快速扩增"C:3;I :930;B;D:H;/= /BD4%&2=IA!$&-,#技术获得真蛸热休克蛋白 13

"+*613#的 D4%&全序列 "2 831 M3#!它包含 441 M3 的 7[非编码区 " G=HC:=A0:H2I C2>;/=A!

#R$#$979 M3 的 /[#R$和 2 4/0 M3 的开放阅读框"/32=;=> C2:I;=> BC:92!"$(#!"$(共编码

844 个氨基酸!推算其分子量为 :417 <G!理论等电点为 7131% 同源分析显示!所推导的氨基酸

序列高度保守!并且含有B-!13 家族特有的 7 个保守信号序列区域% 实时荧光定量6-$分析

表明!该基因在所有选取的组织中均有表达!肝组织中表达量最高%

关键词! 真蛸& 热休克蛋白 13& 克隆& 实时荧光定量 6-$

中图分类号! F8:0& *1481955555555 文献标志码'&

55真蛸#0#$/+'*7'&J%(2*$别名母猪章&章鱼&八

爪鱼"隶属于软体动物门 #L/00GAD:$"头足纲

#-23K:0/3/IA$"八腕目#"DH/3/I:$"蛸科#章鱼科"

"DH/3/I;I:2$"蛸亚科#章鱼亚科""DH/3/I;=:2$"蛸

属#章鱼属"0#$/+'*$"属世界暖水性种"广泛分布

于日本以南太平洋&印度洋&大西洋和地中海海

域
(4 62)

"在我国主要分布于舟山群岛以南的浙&闽&

粤&琼&桂近海区域' 它属于软体动物中一个很古

老的类群"但其闭管式循环的消化系统&高度发达

的大脑和灵敏的运动能力却显示其具备较高的进

化地位' 真蛸肉质鲜美"营养丰富"生命周期短"生

长速度快
(/)

"在浙&闽&粤已成为一种极具养殖潜力

的新兴物种' .:U76;C2A等
(9)

报道真蛸的适温范围

狭窄"为 40 ?24 Q"极易产生高温或低温应激死

亡' 另外"它在低盐&重金属污染&敌害攻击&病原

菌侵染等应激条件下会产生非常独特的应激响应"

如瞬间喷墨&自断其腕&体色骤变&体表大量分泌粘

液等
(7)

"这些应激反应虽有利于其摆脱逆境损害"

但对其正常生长也影响明显' 因此"阐明真蛸独特

的应激响应机制"对于提高真蛸应激耐受&促进真

蛸产业健康发展具有重要意义'

热休克蛋白# K2:HAK/D< 3C/H2;=A"+*6A$是一

组功能极为重要&结构高度保守的分子伴侣家族"

B-!13 是热休克蛋白家族中的重要成员
(0 68)

"广

泛存在于从低等原核生物到高等哺乳动物中"

B-!13 在胚胎初期就已明显表达
(:)

"并在受到外

界温度&盐度&重金属&病原菌侵染等环境刺激时

及时产生热耐受来抵御外界刺激"增强自身抵抗

力"降低外界应激对自身造成的伤害
(1)

"是一类

重要的应激相 关因 子' L:=DK:I/ 等
(43)

指 出

B-!13 存在
#

&

"

两种亚型"其中
#

亚型属诱导型

表达 # ;=IGD;M02B/C9$"

"

亚型属组成型表达

#D/=AH;HGH;O2B/C9$' 目前"尚未发现头足类 B-!

基因家族的公开报道"缺乏对于无脊椎动物中高

智力物种真蛸应激相关基因进化规律的深入认

识"也限制了对真蛸热应激响应机制的探索了解'

本实验以头足类真蛸为研究对象"利用本实

验室构建的真蛸转录组数据库"筛查出 B-!13 同

源片段"进而克隆获得 B-!13 的 D4%&全序列和

基因序列"开展真蛸 B-!13 的结构分析和功能预

测"借助 B-!13 氨基酸序列对真蛸在生物界的进

化地位进行探索研究"并利用 $R76-$技术分析

真蛸 B-!13 的组织表达谱"为后续的进化免疫学

研究奠定理论基础"也为探索真蛸的应激机制提
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供了重要的基因资源'

45材料与方法

!"!#实验材料

实验用真蛸取自福建霞浦野生群体"共选取

43 只真蛸样品暂养于 217 9@2 9@417 9水泥

池"上面盖黑布避光' 实验样品平均体质量 /33

>"均为雌性未成熟个体"在这一时期个体基因表

达均处于正常状态"组织表达分析选取 7 头真蛸

进行平行实验"实验样本遵循随机抽取的原则'

非液氮型样品 $%&保存液#$%&B;J2C$购自

北京百泰克生物技术有限公司% $%&;A/ 60GA&

6C;92*DC;3H$2O2CA2RC:=ADC;3H:A2& *]8$ 6C29;J

D%E

RL

%

# R0;$%:A2+ 60GA$& 3L4417R .2DH/C&

R2C9;=:042/J@=GD02/H;I@0RC:=AB2C:A2# RIR$&

R:T:$:'&D%E&I&R6&R:T:$:,J D%E&E2=/92

Y:0<;=> T;H& *]8$

'

6C29;J ,J D%E

RL

%

# R0;

$%:7A2+60GA$均购自宝生物工程#大连$有限公

司% 4%&纯化通用试剂盒&高效感受态细胞制备

试剂盒购自厦门鹭隆生物有限公司% 其它常用试

剂耗材购自厦门太阳马生物有限公司'

!"9#引物设计

从真蛸转录组数据库中筛选与 B-!13 基因

高度相似的 G=;>2=2片段作为模板"利用引物设

计软件 6C;92C6C29;2C713

(44)

和分析软件 "0;>/

013 遵循引物设计原则
(42)

进行设计"以其它物种

B-!13 D4%&的高度保守区做模板设计简并引

物"并利用所得中间片段分别设计 /[$&-,和 7[

$&-,巢式引物"内参基因
$

L%#$2, 参考文献

(4/)"所有引物如下表 4 所示"均由南京金斯瑞

生物科技有限公司#E2=ADC;3H$合成'

!"B#实验方法

取健康真蛸个体的肝&鳃&鳃心&唾液腺&脑&

性腺&心&血迅速置于非液氮型样品 $%&保存液

中"置 9 Q过夜后放 623 Q保存' 取腕部肌肉保

存于酒精中"用于基因组 4%&提取'

总 $%&提取和模板制备55使用 $%&提取

液 $%&;A/ 60GA按照说明书要求提取各个组织总

$%&"取 /

!

'$%&进行 4N琼脂糖凝胶电泳检测"

并利用 %474333 超微量紫外分光光度计测 "4值'

表 !#本实验所用的主要引物

$%&"!#X,/+(,1*1(4/)7'(17*43

引物

3C;92C

引物序列#7[7/[$

3C;92CA2PG2=D2

用途

GA:>2

4(2/ EE&EE&R&&E&-&E--R&RE&&E /[$&-,

4(00 &&E&-&E--R&RE&&EE&RR&R /[$&-,

$& &&E-&EREER&R-&&-E-&E&ER&- $&-,

"0;>/ IR7$& &&E-&EREER&R-&&-E-&E&ER&-#R$/3.% 反转录5$&-,

2( RE&-R&&-E&RREEE&EE&& D4%&54%&中间片段扩增

2$ R&ERE&-&&R&-&E-&EEE&E& D4%&54%&中间片段扩增

/( &RRE-+-&E]RE&RE&E]RRE&R D4%&54%&中间片段扩增

/$ &E---EE&&-R--&ERRE&---R D4%&54%&中间片段扩增

4$/98 E-&E&&R&E&&&--E&-&--&&&-R 7[$&-,

2$23: -&ER&R-&&R&&REER-&&RERERR 7[$&-,

78]4$/44 -E&-&--&&&-RE&--&&R-&R&E& 7[步移

78]2$40: &&RERERR&R--R--RRERREEEE 7[步移

78]/$01 &E&E-&R-&E&&E&ERR&E&&&R-& 7[步移

/8]4(7 -RRREER-RREERRREE&RE&& /[步移

/8]2(81 -&RR&E&EEE&E&RE&RE&RRR /[步移

/8]/(217 RE&&&&-R&&R-R--&RRE-RRER /[步移

"$(7( &RER-RE&&ERRE&&EE&E&&ER "$(54%&扩增

"$(7$ &R-&R-R---R-R&&RE-REE- "$(54%&扩增

$R7( -&RRE&-R&&-E&RREEE&EE&&- 实时荧光定量 6-$

$R7$ R&&&R&-R-EE-ER&-&R&-&&-RR 实时荧光定量 6-$

$

L%#$2,7( RE&REE--&&ERR&R-&--& $R76-$内参基因

$

L%#$2,7$ REER-R-&REE&R&--&E-& $R76-$内参基因

注!简并碱基对照"+C&5R5-% ]C-5R'

%/H2A!*H:=I:CI D/I2B/C9;J2I M:A2A;H2A"+C&5R5-% ]C-5R1

:0/4
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55取 $%&样品 7

!

'置于 $%:A27BC22离心管

中"依次加入引物 /0;>/ IR7$&2

!

'"83 Q变性 7

9;="冰上骤冷 2 9;= 以上"再依次加入以下试剂"

43 @MGBB2C9

!

'& I%R6# 43 99/05'$ 2

!

'&

6C;92*DC;3H$2O2CA2RC:=ADC;3H:A2# 233 #5

!

'$ 4

!

'&4,6-#I;2HK@73@C/D:CM/=:H2$水 0

!

'"总体积

达 23

!

'"混合均匀后 92 Q孵育 13 9;= 反转录"

19 Q变性 7 9;="所得产物既为 D4%&第一条链

模板"该模板可直接用作 /[$&-,'

7[端 $&-,模板的制备是首先对合成的

D4%&第一链模板进行去 $%&处理"体系为

D4%&第一链模板 23

!

'"7 @+@MC;I 42>2=2C:H;/=

8GBB2C/

!

'"$%:A2+#03 #5

!

'$ 317

!

'"4,6-

水 017

!

'至总体积达 /3

!

'"/8 Q 4 K"07 Q 23

9;=' 然后进行同聚化加尾 3/0@&"对 /3

!

'体系

进行酒精沉淀#/ 倍体积$至少 317 K"在出现较多

沉淀后 42 333 C59;= 离心 43 9;="倒掉上清液吸

干残余液体" 自然晾干后加入 23

!

' 44Y

#I/GM02I;AH;00V:H2C$充分溶解沉淀"并依次加入

下列配制反应液!I&R6#433 99/05'$4

!

'"7 @

RIRMGBB2C43

!

'"314N8*&7

!

'"RIR酶#49 #5

!

'$4

!

'"44Y 4/

!

'至总体积达 73

!

'"/8 Q

4 K"83 Q 7 9;="所得产物即为 7[$&-,模板'

真蛸 B-!13 D4%&克隆55分别利用简并

引物 2(52$&/(5/$进行真蛸 B-!13 的中间片段

扩增"6-$反应体系!44Y9317

!

'"43 @MGBB2C7

!

'"I%R6#43 99/05'2:DK$4

!

'"每个引物分别

4

!

'",J D%E 酶#217 #5

!

'$317

!

'"稀释 23 倍

的肝 D4%&模板 4

!

'"总体积达 73

!

'"6-$反

应程序!19 Q 7 9;=% 19 Q 97 A"77 Q 4 9;="82

Q 97 A"/3 个循环% 82 Q 43 9;="43 Q延伸' 参

照分子克隆实验指南"6-$产物经检测证实为目

的产物大小后通过 2N琼脂糖凝胶电泳回收目的

条带"并将纯化产物连接至 3L4417R载体后转化

至 4+7

#

感受态细胞于液体 '8培养液培养"菌

液涂布于 '8固体平板并倒置 /8 Q培养"挑取阳

性克隆测序即可获得目的片段序列'

利用 /[$&-,的巢式引物依次进行 /[末端序

列的扩增"6-$反应体系!44Y9317

!

'"43 @

MGBB2C7

!

'" I%R6# 43 99/05'2:DK$ 4

!

'"$&

#23 =9/05'$"巢式引物 (2/5(00 4

!

'",J D%E 酶

#217 #5

!

'$317

!

'"D4%&第一链模板5第一轮

巢式 6-$稀释产物 4

!

'"总体积达 73

!

'"按照

不同的引物设置适当的退火温度来进行扩增"第

二轮巢式 6-$产物通过 2N琼脂糖凝胶电泳回收

目的条带"如上步骤进行克隆测序"所得即为 /[末

端序列'

7[端扩增利用巢式引物 9$/98& 9$23: 和

"0;>/ IR7$&&$&"与同聚化加尾的 7[模板进行 7[

末端的巢式扩增"操作步骤同上所述'

基因组扩增55利用简并引物 2(52$&/(5

/$来扩增 B-!13 基因组 4%&"再分别利用扩增

7[和 /[的 巢 式 特 异 性 引 物 78]4$/445

78]2$40:578]/$01&/8](75/8](815/8](217

与 E2=/92Y:0<;=> T;H中的随机引物结合使用"

依据试剂盒说明依次进行两个末端片段的步移扩

增"扩增 6-$产物经 2N琼脂糖凝胶电泳后回收

目的条带"同上步骤进行克隆测序"分别获取基因

组 7[和 /[末端序列'

同上述步骤"利用引物 "$(7(5"$(7$分别

对 D4%&及 4%&重新扩增"验证拼接所得 D4%&

和 4%&基因序列的准确性'

实时荧光定量 6-$55$R76-$目的基因

引物采用 6C;92C713 设计"设计原则跨一个内含

子"以避免模板中 4%&杂质对扩增结果产生干

扰"内参基因
$

L%#$2, 从文献 ( 4/ )中选择"$R7

6-$模板首先进行 $%&定量"通过 %474333 紫

外分光光度计检测总 $%&浓度"并根据 $%&

总浓度适量地添加模板"分别制备肝&鳃&鳃心&

后唾液腺&脑&心&性腺&血等实时定量 6-$的

D4%&模板"每一反转录管的 $%&总量相同且

满足
#

4

!

>'

实时荧光定量 6-$按照 *]8$

'

6C29;J ,J

D%E

RL

%

#R0;$%:A2+60GA$说明书要求"在 $/H/C7

E2=22333 上进行"其中每个样品的目的基因和

内参基因分别进行 / 次重复"6-$反应体系!

*]8$43

!

'"引物 (31:

!

'"引物 $ 31:

!

'"

44Y 4019

!

'"反应体系总体积为 23

!

'' 反应

程序采用两步法程序!17 Q预变性 /3 A% 17 Q 7

A"77 Q /3 A"82 Q 73 A"93 循环"采集荧光信号%

L20H82 ?17 Q获得熔解曲线'

经准 确 定 量 的 D4%& 模 板 利 用 ,&*]

4;0GH;/= 稀释 7 个梯度的标准品"每个梯度以 43

为单位"并以此为模板制作目的基因和内参基因

标准曲线'

真蛸 B-!13 序列的数据处理利用55利用

10/4
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.2D*DC22= # KHH3!

!

VVV1=DM;1=091=;K1>/O5

.2D*DC22=5.2D*DC22=1KH90$去除测序结果中的载

体序列' 利用 4%&*H:C中的 ,I;H*2P 对所得片段

以及 7[&/[序列进行拼接和重叠序列的去除"最终

获得真蛸 B-!13 的 D4%&和 4%&基因序列' 利

用 *3;I2@ # KHH3!

!

VVV1=DM;1=091=;K1>/O5

A3;I2@5A3;I2@V2M1D>;$进行基因序列与 D4%&序

列的比对分析"确定基因序列中内含子与外显子

的位置' 利用 E2=8:=< 中 8'&*R# KHH3!

!

M0:AH1

=DM;1=091=;K1>/O580:AH1D>;$对所得的 D4%&序

列与 E2=8:=< 核酸数据库及蛋白质数据库进行

比对分析"寻求与真蛸 B-!13 高度同源的核酸序

列和氨基酸序列' 利用 -0GAH:0J 对核苷酸序列和

氨基酸序列分别进行多重序列比对分析' 利用

4%&*H:C确定 D4%&中 "$(区域并推导出相应

氨基酸序列' 利用 ,J3:A@ 中的 6C/H6:C:9 程序

#KHH3!

!

V2M12J3:A@1/C>53C/H3:C:95$统计真蛸

+*613 蛋白中各种氨基酸含量并预测其理论分子

量和等电点' 利用在线分析软件 *;>=:06/13

# KHH3!

!

VVV1DMA1IHG1I<5A2CO;D2A5*;>=:065$进

行 +*613 蛋白的信号肽分析' 利用 *L&$R服

务器 # KHH3!

!

A9:CH129M07K2;I20M2C>1I25$ 进行

+*613 蛋 白 序 列 的 功 能 结 构 域 分 析' 利 用

L,E&913 软件的邻接法#%2;>KM/C7!/;=;=>"%!$

构建 系 统 发 育 树" 分 支 置 信 度 采 用 自 展 法

#8//HAHC:3 :=:0@A;A"86$重复检验 4 333 次'

25结果

9"!#真蛸总 AWG及基因组 =WG提取

提取的真蛸肝总 $%&样品利用 4N的琼脂

糖凝胶电泳检测#图 4$"并用 %474333 超微量紫

外分光光度计测 "4值"其中""4

203

5"4

2:3

值为

411/"样品浓度为 20113 =>5

!

'"检测结果表明该

$%&提取质量好"满足 7[&/[$&-,扩增对模板

的需求'

9"9#真蛸 97=\J 基因序列分析

真蛸 B-!13 的 D4%&全序列#E2=8:=< 登录

号 E%:278/4$"长度 2 831 M3 #图 2$"全序列中

E-含量占 /1139N"&R含量占 03110N' 其中包

含 7[#R$ 441 M3" /[#R$ 979 M3"开放阅读框

#"$($长 2 4/0 M3' 获得 4%&序列长度 / 971

M3"该基因包含 0 个外显子和 7 个内含子"其中每

个内含子都符合典型的 ER7&E序列特征'

图 !#真蛸总 AWG及总 =WG完整性检测电泳图

#:$ L14*2333 L:C<2C" 41真蛸总 $%&% # M $ L14*2333

L:C<2C"41真蛸总 4%&'

?/5"!#$'(%5%,-1(5(0(0(67,-2'-,(1/12%77(,)-.

7-7%0AWG%)4=WG.,-+ >86('5&)0+

#:$L14*2333 L:C<2C"41H/H:0$%& /B0?7'&J%(2*% # M$ L1

4*2333 L:C<2C"41H/H:04%&/B0?7'&J%(2*1

9"B#真蛸 R<X\J 蛋白的信号肽预测和功能结构

域分析

利用 *;>=:06/13 对真蛸 B-!13 进行信号肽

预测其中第 24 位氨基酸位置为 -值最高点示最

可能剪切位点和 *值最高点示最可能信号肽区

域"第 21 位氨基酸位置为 ]值最高点示最可能

综合剪切位点"]值并不为 *值的陡峭位置和具

最高 -值的综合位点 #图 /7:$"故推断真蛸

+*613 多肽 %端并不存在信号肽"为非分泌蛋白

#=/=7A2DC2H/C@ 3C/H2;=$'

利用 *L&$R服务器分析该蛋白的功能结构

域"在靠近 %端处有一个 +*613 保守结构域"是

&R6结合部位"具内源 &R6酶活性"其它两个区

域#第 222 氨基酸位置和第 72: 氨基酸位置$通过

与其它已知序列比对也显示为高度保守 #图 /7

M$"预测该区域在 +*613 的功能发挥过程中起重

要作用'

9"D#真蛸 R<X\J 氨基酸序列和系统发生分析

借助 4%&*H:C软件包中 ,I;H*2P 预测氨基酸

序列"显示开放阅读框共编码 844 个氨基酸 #图

2$"并通过软件 6C/H6:C:9分析得出该蛋白理论

分子质量 :417 <G"等电点 7131"不稳定指数#

%

$

为 /1100"显示该蛋白是稳定存在的%脂肪族指数

为 :3130"预示该蛋白具较高的耐热性"E$&.]

值为 63107:"正值表明该蛋白为疏水蛋白"负值

则说明该蛋白为亲水蛋白 "因此 "+*613结果显
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图 9#真蛸 97=\J 的 6=WG全长及推导的氨基酸序列

小写字母分别代表 7["/[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% 起始密码

子#&RE$ &终止密码子#R&&$用方框标示% B-!13 家族 7 个保守信号区由灰色阴影标示% 多聚腺苷酸加尾信号位点#::H:::$用单

下划线标示% -末端终止序列#L,,.4$用双下划线标示'

?/5"9#$'(.*00P0()57'6=WG%)4/).(,,(4%+/)- %6/41(I*()6(-.97=\J .,-+ >86('5&)0+

*2PG2=D2A/B7[:=I /[G=HC:=A0:H2I C2>;/=AV2C2AK/V2I :A0/V2CD:A2A"A2PG2=D2/BD/I;=> C2>;/= V:AAK/V= :AG332CD:A2A% RK2G332C

A2PG2=D2A;=I;D:H2I HK2=GD02/H;I2A:=I HK20/V2CAK/V2I HK2;=B2CC2I :9;=/ :D;IA% RK2AH:CHD/I/=#&RE$:=I HK2AH/3 D/I/=#R&&$V2C2

M/J2I% (;O2D0:AA;D:0B-!13 A;>=:HGC2A2PG2=D2AV2C2>C:@ AK:I2I% 6GH:H;O23/0@:I2=@0:H;/= A;>=:0A#::H:::$:=I I;AH;=DH;O2-7H2C9;=:0

A2PG2=D2A#L,,.4$V2C2G=I2C0;=2I :=I I/GM027G=I2C0;=2I"C2A32DH;O20@1
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图 B#真蛸 R<X\J 蛋白的信号肽预测及功能结构域分析

#:$-值1剪切位点值% *值1信号肽区域值% ]值1综合剪切位点值' # M$红框标示位置表示 B-!13 保守结构域"青绿框标示位置

为另外两个保守结构域'

?/5"B#</5)%02(27/4(2,(4/67/-)%)4.*)67/-)%04-+%/)%)%031/1-.R<X\J .,-+ >86('5&)0+

#:$-AD/C21D02:O:>2A;H2AD/C2% *AD/C21A;>=:0323H;I2AD/C2% ] AD/C219G0H;302D02:O:>2A;H2AD/C21# M $ HK2C2I M/J ;=I;D:H2I HK2

D/=A2CO2I I/9:;= /BB-!13"HK2>C22= M/JA;=I;D:H2I HK2/HK2CHV/ D/=A2CO2I I/9:;=A1

示其为亲水蛋白"并得到该氨基酸分子式为 -

/03/

+

7827

%

1/1

"

4473

*

2:

' 不同物种间 B-!13 氨基酸序列

多重比对显示该基因同样存在 B-!13 家族最保

守的 7 个信号序列区
(49)

' B-!13 在胞质体内存

在两种不同的
#

&

"

亚型"同源比对发现该蛋白接

近
#

亚型"因此推测该蛋白属于 B-!13 家族
#

亚型'

利用 8'&*R获得不同物种 B-!13 的氨基酸

序列"使用 L,E& 913 软件中基于距离的 %!法

构建 系 统 进 化 树" 分 支 置 信 度 采 用 自 展 法

#8//HAHC:3"86法$重复检验 4 333 次"获得如下

聚类树 #图 9 $"其中真蛸明显地先与褶纹冠蚌

#5(2*$%(2% +&2#%$% $ # :9N$&长牡蛎 #5(%**/*$()%

J2J%*$ #88N$&海湾扇贝 #O(J/+)#$), 2((%;2%,*$

#:2N$&栉孔扇贝 #51&%.3*C%(()(2$ #:3N$等软

体动物贝类聚合在一起"并与其它物种也存在很

高的同源性"充分显示了该基因的高度保守性"表

明该基因在不同物种中发挥重要作用"真蛸与软

体动物明显聚为一类"并相对其它物种独立分支"

该基因的分子进化地位在一定程度上也反映了真

蛸的实际生物学分类地位"与真蛸的实际生物学

分类地位基本一致'

9"K#真蛸 97=\J 在不同组织中的表达

将目的基因 B-!13 和内参基因
$

L%#$2, 的

D4%&标准品以 43 为单位稀释 0 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"其

中标准曲线相关系数均满足 =

2

>3111:"6-$扩

增效率 ,值分别为 3111 和 4139"均接近 413"适

合作为标准曲线' 通过实时荧光定量 6-$对

B-!13 在真蛸肝&鳃&鳃心&后唾液腺&脑&心&性

腺&血 : 个组织中进行表达量分析"结果显示"

B-!13 在肝中表达量最高"脑和雌性腺中次之

#图 7$'
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图 D#基于 97=\J 氨基酸序列构建的 WY 系统发育树

线长表示遗传距离% 分支点的数字表示置信度"是 4333 次重复计算的结果% 黑色三角#

.

$标示真蛸所在位置'

?/5"D#$'(W(/5'&-,PY-/)/)5$WY%2'30-5()(7/67,((6-)17,*67(4&%1(4-)97=\J %+/)- %6/41(I*()6(1

RK2AD:02M:CG=I2CHK2HC22C23C2A2=H2I HK2:9;=/ :D;IAAGMAH;HGH;/= C:H2":=I HK2M//HAHC:3 O:0G2A#N$ /B4333 C230;D:H2AV2C20;AH2I :HHK2

=/I2A1RK2I:C< A/0;I HC;:=>02#

.

$9:C<2I VK2C20?7'&J%(2*0/D:H2I1

图 K#A$PXEA检测真蛸 97=\J 基因在

不同组织中的相对表达量

41肝% 21鳃% /1后唾液腺% 91脑% 71心% 01性腺% 81鳃心%

:1血'

?/5"K#A(0%7/8((;2,(11/-)-.>86('5&)0+97=\J /)

4/..(,()77/11*(1>/7'A$PXEA

410;O2C% 21>;00% /1A:0;O:C@ >0:=I% 91MC:;=% 71K2:CH% 01>/=:I%

81MC:=DK;:0K2:CH% :1M0//I1

/5讨论

本实验基于真蛸转录组中注释获得 B-!13

的中间片段"通过 $&-,和步移扩增"成功扩增

真蛸 B-!13 基因的 D4%&全长和基因全序列'

L:=G20等
(43)

指出 B-!13 家族存在
#

&

"

两种亚

型"

#

亚型可被高度诱导表达"在细胞生长&凋亡

等细胞周期中发挥重要调节作用%

"

亚型主要参

与维持细胞结构&细胞分化&防御等过程来维护其

正常生理功能
(47)

"这两种亚型之间在核苷酸和氨

基酸序列上高度相似"存在着 7 个高度保守的结

构域
(49)

"这 7 个保守结构域的氨基酸残基在不同

物种中高度相似"因此推断它们的功能也相似'

但是"大部分无脊椎动物仅拥有一个 B-!13 基

因
(40)

"同源分析显示"本研究所获基因序列与

B-!13

#

亚型高度相似"推断本研究所得真蛸的

B-!13 更接近于
#

型基因' 真蛸中 B-!13 氨基

酸序列不含信号肽"为非分泌蛋白"推断其一般在

细胞质内游离核糖体上合成后"经滑面内质网加

工而成"不进行蛋白转运' 系统进化树中"软体动

物门的物种聚为一个分支"而甲壳纲&昆虫纲&哺

乳类&鱼类等另外聚为一个大的分支与软体动物

门明显地分开"这证实了借助 B-!13 氨基酸序列

对物种所进行的分子进化研究与生物界对这些物

种的生物学分类地位基本吻合'

热休克蛋白作为重要的抗逆相关蛋白"在生

物体遭受外界刺激时"表达量会迅速提高' 三疣
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梭子蟹 #!/($','*$(2$'K)(#'&%$'*$中 B-!13 在各

组织均有不同表达"但在不同的环境条件应激下"

B-!13 迅速大量表达
(48)

% 栉孔扇贝 B-!13 表达

量在受到弧菌感染 0 K 后达到峰值"9: K 后恢复

原有表达量
(40)

"预示着扇贝 B-!13 参与了重要

免疫防御功能' 本研究结果显示"真蛸 B-!13 在

肝组织中含量最高"在脑和性腺中次之' 肝作为

一个重要的免疫器官"参与代谢与免疫相关的生

理调节"真蛸 B-!13

#

在肝中的大量表达"预示着

头足类肝组织可能在与应激相关的免疫应答中扮

演着重要角色' 另外"真蛸脑 B-!13 表达量也很

高"这是否与复杂的脑神经系统相关尚需进一步

验证' ZK:=> 等
(48)

发现三疣梭子蟹卵巢中存在

高表达量 B-!13"并在热&冷以及重金属应激时表

达量迅速变化% 王婷婷等
(:)

通过 $R76-$分析发

现"在胚胎初期就有 B-!13 表达"其表达量随着

胚胎发育先增后减并在尾牙期表达量达到最高"

真蛸性腺中 B-!13 的高表达量为研究性腺的发

育及后期繁殖时期的应激保护带来了重要的启示

和相关基因信息'

*H2;=2C等
(4:)

利用 4:*C4%&对软体动物的

9: 个种类进行系统进化研究"并通过其形态学特

征#突出的背腹部轴线&多触手$均显示头足纲和

原始软体动物掘足纲#*D:3K/3/I:$的共源性状并

无分支' R:<GV:7TGC/I:等
(41)

报道真蛸在无脊

椎动物中属最聪明的"并首次从无脊椎动物真蛸

中获取脊椎动物特有的加压素5催产素家族蛋白%

)V:</AK;7#<2=:等
(23)

从真蛸脑中纯化得到脊椎

动物 E=$+类似物"并研究了其在真蛸中所发挥

的复杂的生理作用% ]2<GH;20;等
(24)

发现真蛸存在

一个高度复杂的神经系统"且只有三分之一存在

于脑部"其余三分之二神经元遍布真蛸各个腕控

制整体活动% Y200A

(22)

早在 41:3 年指出软体动物

门物种的循环系统几乎均为开管式循环系统"但

头足类真蛸却属闭管式循环系统"这种循环系统

多存在于哺乳动物中' 以上报道通过对真蛸不同

生理结构的研究"在一定程度上反映了真蛸的进

化地位"它虽然起源较早"但其进化程度远超出一

般软体动物"对真蛸的系统进化研究有助于更深

入地挖掘它的潜在利用价值'
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( 1 )5(2I2CL ," +/B9:== E ,1+2:H7AK/D< 3C/H2;=A"
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O:0;I:H;/= /B:A2H/BC20;:M02C2B2C2=D2>2=2AB/C

PG:=H;H:H;O2$R76-$ AHGI;2A;= HK2 MC:;= /BHK2

-23K:0/3/I L/00GAD0#$/+'*7'&J%(2*( !)18L-

L/02DG0:C8;/0/>@"2331"43!831

(49)5EG3H:$*"*;=>K 816K@0/>2=2H;D:=:0@A;A/B83 <4

K2:HAK/D< 3C/H2;= A2PG2=D2AAG>>2AHA:DK;92C;D

/C;>;= B/CHK22G<:C@/H;DD200=GD02GA( !)1-GCC2=H

8;/0/>@"4119"9#42$!4439 644491

(47)5张俊玲"施志仪"程琦"等1牙鲆变态中两种 +*613

基因的不同表达及其与甲状腺激素的关系(!)1水

产学报"2343"/9#43$!498: 649:71

(40)5E:/ F" ZK:/ !" */=> '" )$%&1L/02DG0:CD0/=;=>"

98/4



!""#!

!

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

1 期 孙田田"等!真蛸热休克蛋白 13 基因#B-!13$的克隆及表达 55

DK:C:DH2C;U:H;/= :=I 2J3C2AA;/= /BK2:HAK/D< 3C/H2;=

13 >2=2;= HK2K:29/D@H2A/BM:@ AD:00/3 O(J/+)#$),
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