
!""#!

!

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

第 !" 卷第 # 期

$%&& 年 # 月 '

水'产'学'报

()*+,-.)//0123+031)/420,-

5678!"" ,68#

(97:" $%&&

文章编号!&%%% ;%<&"#$%&&$%# ;%==$ ;%= ?)0!&%8!#$@A1B8(8&$!&8$%&&8&#!#&

收稿日期!$%&& %$ %$'''修回日期!$%&& %" %#

资助项目!上海市科委基础研究重点项目#%=(4&@%<=%%$'上海市重点学科建设项目#i&&%&$'上海海洋大学博士启动基金#%#$#@$

通讯作者!赵金良"3DEFG7!j7eIF6MLI698JR98HK

鳜胃蛋白酶原 E"胃质子泵基因 9DAE全长的克隆与细胞表达定位

薛'洋&

!'赵金良&

"

!'邓燕飞&

!'卞云斌$

!'顾才弟!

#&8上海海洋大学农业部水产种质资源与利用重点开放实验室"上海'$%&!%<'

$8上海市浦东新区水产技术推广站"上海'$%&$%%'

!8上海市浦东新区孙农水产养殖场"上海'$%&$%!$

摘要! 利用 H?,-末端快速扩增 &+-43)技术获得了鳜全长 & !$$ TY 的胃蛋白酶原

&YJYLGK6UJK!BQ)-$ H?,-序列!含 & &!& TY的开放阅读框&)+/)!共编码 !#< 个氨基酸!氨

基酸序列包含信号肽$激活肽和胃蛋白酶 ! 部分!胃蛋白酶部分含有 $ 个天冬氨酸活性位点和

! 个二硫键" 鳜胃蛋白酶 -$ 与-& 在序列组成$理化性质$功能位点$空间结构上存在明显差

异!表明它们可能具有不同的催化功能" 胃质子泵&UFLXOGH2

a

A\

a

D-ZBFLJ)是胃酸分泌的关

键性酶!研究克隆获得了鳜全长 ! ">& TY和 & <<= TY的胃质子泵
#

$

$

亚基H?,-序列" 序列

相似性分析显示!胃质子泵
#

亚基具有高度保守性!含多个功能位点!而
$

亚基具有相对可变

性" 原位杂交&)3 ")%0 I:TOGRGeFXG6K!012)结果显示!鳜 BQ-&$BQ-$ 和胃质子泵
#

亚基

E+,-均在胃腺的同一类型细胞中表达!该细胞兼有分泌BQ和胃酸的功能!鳜胃腺分泌细胞

属于泌酸胃酶细胞"

关键词! 鳜# 胃蛋白酶原-# 胃质子泵# 基因表达定位# 泌酸胃酶细胞

中图分类号! W#>"# 1=&#'''''''文献标志码%-

''胃蛋白酶# YJYLGK$是一种消化性蛋白水解

酶"主要功能是将食物蛋白分解为小的肽片段"完

成食物中蛋白质的初步消化( 胃蛋白酶原

#YJYLGK6UJKL"BQ$是胃蛋白酶的无活性前体"在

胃酸作用下"激活成为有活性的成熟胃蛋白

酶*&+

( 胃质子泵"又名胃 2

a

A\

a

D-ZB酶#UFLXOGH

2

a

A\

a

D-ZBFLJ$"是胃酸分泌的关键性酶"它通

过水解 -ZB为离子转运提供能量"完成 2

a

)\

a

电中性跨膜转运以及胃酸的分泌*$+

(

研究显示"哺乳动物中存在 " 类 BQ!BQ-)

BQ C) BQ 4# YO6UFLXOGHLGK $) BQ /和 BQ i

#YO6HI:E6LGK$

*&"!+

( 鱼类中"目前仅发现 BQ-

和BQ4

*@+

( 与 BQ4的单拷贝不同"鱼类 BQ-

同脊椎动物一样"普遍存在多拷贝现象*&+

( 如岩

鳕#4'/2#%-20":/'3#**+))$

*"+中发现 ! 种 BQ-"

斜带石斑鱼#J>)3/>+/(0"*-)-)E/"$

*@+

)太平洋蓝

鳍金枪鱼 # 4+0330"-')/3%#()"$

*<+

) 美洲拟鲽

# &(/0'-3/*%/" #2/')*#30"$

*#+

) 大 西 洋 庸 鲽

#6)>>-B(-""0"+)>>-B(-""0"$

*>+

)斑鳜 # H)3)>/'*#

"*+/'G/')$

*=+中均发现 $ 种BQ-( 岩鳕BQ-$ 在

底物结合位点处与BQ-&)BQ-! 存在明显差异"

以适应南极低温条件下的消化*"+

'斜带石斑鱼BQ

-&)BQ-$ 在表达组织分布)发育表达上均存在

明显差异*@+

'太平洋蓝鳍金枪鱼BQ-$ 对血红蛋

白底物的比活力显著高于 BQ-&

*<+

( 由此可见"

鱼类具有不同 BQ-可适应个体发育)特定生理

条件下的不同催化功能需求(

关于 BQ和胃酸分泌细胞的研究表明"哺乳

动物 BQ和胃酸分别由胃腺中的胃酶细胞

#e:E6UJKGHHJ77$ 和泌酸细胞 # 6h:KXGHHJ77$ 分

泌*&%+

( 鱼类中则存在 ! 种不同类型!#&$ BQ和

胃酸分别由胃酶细胞和泌酸细胞分泌*&& ;&$+

'#$$

BQ和胃酸均由同一类细胞,,,泌酸胃酶细胞

#6h:KXGH6YJYXGHHJ77$分泌*&! ;&@+

'#!$ BQ和胃酸
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既由泌酸胃酶细胞分泌"也可分别由胃酶细胞和

泌酸细胞分泌"即 ! 种细胞类型同时存在*&"+

( 不

同分泌类型可反映鱼类消化器官#胃腺$的演化

与特化"与消化作用的效率高低密切相关( 而国

内关于鱼类 BQ和胃酸分泌细胞的研究资料较

少"尚停留在细胞学研究水平"不同鱼类的细胞分

泌类型存在差异*&<+

"且分泌细胞的超微结构存在

多样性*&#+

(

鳜#H)3)>/'*# *+0#%")$是我国重要的淡水名

贵经济鱼类"自开口期起"终生以活鱼饵为食"为

典型的肉食性鱼类( 为了深入了解鳜 BQ-的不

同类型与功能特异化"在本实验室前期克隆获得

鳜 & 种 BQ-#BQ-&$H?,-全长序列的基础

上*&>+

"又克隆获得了鳜 BQ-$ H?,-全长序列"

并比较了 $ 种BQ-的氨基酸序列特征和蛋白质

结构差异( 同时"克隆获得了鳜胃质子泵
#

)

$

亚

基H?,-全长序列( 利用原位杂交技术"设计特

异性探针"研究了鳜BQ-&)BQ-$ 和胃质子泵的

表达细胞定位"为鳜胃腺分泌细胞类型确定提供

了最直接的分子证据"这也为深入研究 BQ的分

泌)表达)激活特征"以及 BQ与胃质子泵间的协

同表达与相互作用奠定了细胞与分子基础(

&'材料与方法

!"!#实验材料

实验鳜成鱼取自上海市浦东新区孙农水产养

殖场( 总 +,-抽提试剂 +,-GL6 B79L)+ZDB4+

试剂盒-]55JO8!8% 购自宝生物工程#大连$有

限公司"C?1]-+Z

Z]

+-43H?,--EY7GNGHFXG6K

\GX购于 C?CG6LHGJKHJL"探针标记试剂盒 ?0Q

+,-.FTJ7GKU \GX)标记检测试剂盒 ?0Q,9H7JGH

-HGR ?JXJHXG6K \GX)酵母 XD+,-)蛋白酶 N购自

+6HIJ公司"去离子甲酰胺)左旋咪唑)鲑鱼精

?,-)氨基烷基硅烷载玻片购自 1GUEF公司"Z

@

?,-连接酶)限制性内切酶购于BO6EJUF公司(

!"$#实验方法

总+,-的提取与 H?,-第一链的合成''

活体解剖取胃粘膜"液氮速冻后研磨"参照

+,-GL6 B79L说明提取总 +,-( +,-样品经

+,FLJDNOJJ?,FLJ0消化处理去除基因组?,-污

染后"经琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计检测"

按照-]5反转录试剂盒说明反转录为 H?,-"

;$% `保存(

全长 H?,-的扩增与测序''以胃粘膜

H?,-为模版"分别以 BQ-/)BQ-+)BB

#

/)BB

#

+

为引物"扩增 BQ-$)质子泵
#

亚基部分 H?,-

序列"根据测序结果"设计特异性引物"用于 BQ

-$)质子泵
#

亚基的 !d+-43和 "d+-43'设计

简并引物用于质子泵
$

亚基 !d+-43"再根据 !d

+-43序列设计特异性引物用于 "d+-43"扩增

过程按照 +-43试剂盒说明进行( 引物序列与

退火温度见表 &( 扩增产物经纯化)克隆后"由上

海生工生物工程有限公司测序(

核苷酸序列及氨基酸序列分析''应用

C7FLXh程序#IXXY!

!

T7FLX8KHTG8K7E8KGI8U6_A$进

行蛋白质相似性搜索'使用 )+//GKRJO程序

#IXXY!

!

ccc8KHTG8K7E8KGI8U6_AU6ONAU6ON8IXE7$

分析开放阅读框并推导氨基酸序列'1GUKF7B!8%

LJO_JO程序 # IXXY!

!

ccc8HTL8RX98RbALJO_GHJLA

1GUKF7BA$进行信号肽预测'1HOFXHI 程序#IXXY!

!

ccc8GHL89HG8JR9AVTF7RGUALHOFXHIAGKRJh8IXE7$

和BO6LGXJ程序#IXXY!

!

bO8JhYFL:86OUAYO6LGXJA$预

测二硫键和活性中心'BO6XBFOFE程序 # IXXY!

!

ccc8JhYFL:86OUAX667LAYO6XYFOFE8IXE7$分析氨

基酸组成和理化性质'1cGLLD]6RJ7程序#IXXY!

!

LcGLLE6RJ78JhYFL:86OUA$进行同源建模'479LXF7h

$8% 软件和,JJR7J程序#IXXY!

!

ccc8JTG8FH89bA

Z667LAJET6LLAF7GUKAGKRJh8IXE7$进行氨基酸序列

比对和相似性分析']3Q-@8& 软件构建,(系统

进化树"进行 & %%% 次自举(

原位杂交和283染色''取胃粘膜组织"切

成 %8" HE %̂8" HE的小块"厚 %8$ V%8! HE"以

@P多聚甲醛A%8& E67A.BC1#Y2#8%$固定液固

定 @ V< I"梯度乙醇脱水"石蜡包埋"用于原位杂

交实验( 另取同样大小的组织"以 C69GK 氏液固

定"用于常规283染色(

比对BQ-&)BQ-$)胃质子泵
#

亚基 H?,-

序列"设计引物扩增序列特异区 & &!> V& !&& TY

#BQ-&$"=<& V& $$= TY#BQ-$$">$" V& &<# TY

#

#

亚基$"作为转录 +,-探针的模版( 杂交探

针制备按照+6HIJ公司探针标记试剂盒的步骤进

行"BQ-&)BQ-$)胃质子泵
#

亚基标记 +,-探

针长度分别为 &#@)$<= 和 !@! TY( 原位杂交参照

]*++-i等*&=+的方法稍加改进( 石蜡切片厚度

<

"

E"平铺于氨基烷基硅烷载玻片上"!# `过夜

烘干( 组织脱蜡复水后"蛋白酶 N#"

"

UAE.$!#

$##
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`消化 !% EGK"甘氨酸处理终止蛋白酶反应(

BC1漂洗"@P多聚甲醛固定 " EGK( 经 %8& E67A

.Z3-#三乙醇胺$处理 " EGK 后"于新配制的

%8$"P --A%8& E67A.Z3-#乙酸酐A三乙醇胺"

Y2>8%$中乙酰化 &% EGK( BC1漂洗后"!# `预

杂交 !% EGK( 倾去预杂交液"滴加杂交液#含地

高辛标记正义或反义探针$"YFOFNG7E膜覆盖"湿

盒中 @" `杂交过夜( 杂交后经 +KFLJ-处理)

114漂洗)封闭液封闭)碱性磷酸酶标记抗地高辛

抗体孵育),CZAC40B显色及水性封片剂封片后

拍照(

表 !#引物序列与退火温度

2'0"!#F(.6-(:->?-/9-:'/)'//-';./1 7-6=-('7?(-545;.15/?9;-57.)-=(.6-(:

引物

YOGEJO

引物序列#"dD!d$

YOGEJOLJ[9JKHJ

退火温度À

FKKJF7GKU XJEYJOFX9OJ

引物用途

9LFUJ

BQ-/ 4Z4QZQQ4ZZZ4Q4ZQ--ZQ4Z <%8" 部分序列的扩增

BQ-+ -4QQ-Q--4-QQQQZZQ-Q-4- <%8"

BB

#

/ -+QQ4-QiQ-+-4-QZQQ-+Q "!

BB

#

+ QZZiZZQQZ4-QZQZQZ-1Q4 "!

BQ-#!d$ Z-4--444--ZQQ44--QZZ44Z44 <> !d+-43和 "d+-43

BQ-#"d$ 44QZ-4ZQQ-ZQQ-4-Q-QQ4ZQQZZQ4 <>

BB

#

#!d$ -ZQ-Q4-QZQ-4Q-QZZ-Q-ZQ-ZQ <>

BB

#

#"d$ 4QQ4QZZ4ZZQQ4-Q4-Z4ZQ-4444 <>

BB

$

#!d$ -Z44-Z-4+4544ZQ-4Z-44-+Q-4 <>

BB

$

#"d$ QQQ4Z44-QQ--4ZZ-Z4--QQ-ZQ <>

BQ-&B/ ZQ4--Q4ZZ4-Q4-Q-Q444-Q--Z-Z @#8" 探针片段扩增

BQ-&B+ QQ4Q--ZZ4Z-QQ-4--QQ----Q-ZZ @#8"

BQ-$B/ Z4Q--Q4ZZZQ44QZ4-44ZZ4-4-4Z4 ""8"

BQ-$B+ 4Q4Q--ZZ44ZZ4--Z4-Q-4--Q4444 ""8"

BB

#

B/ ZQ4--Q4ZZZQ-4-QQQQ-QZ4ZQ--44 "!8"

BB

#

B+ 44QQ--ZZ4-4-Z--Q44-44-4Q-Z-Q "!8"

$'结果

$"!#FJE$ 序列"结构和系统分析

鳜BQ-$ 部分 H?,-和 +-43扩增产物经

测序)拼接后"获得全长 & !$$ TY的BQ-$ H?,-

序列#QJKCFKb 登录号!/(@<!&""$( 该序列包括

!& TY的 "d非翻译区#*Z+$"&<% TY的 !d*Z+和

& &!& TY的开放阅读框#)+/$"共编码 !#< 个氨

基酸( 氨基酸序列含 &< 个氨基酸残基#FF$的信

号肽)@& FF的激活肽和 !&= FF的胃蛋白酶( 理化

性质分析显示"胃蛋白酶 -$ 的分子量为 !@ %<"

b9"碱性氨基酸与酸性氨基酸比为 %8@&"理论等

电点为 @8%@( 序列相似性比对显示"鳜 BQ-$

与BQ-& 的相似度为 >%8!P"与其他鱼类BQ-

的相似度为 <#8@P V=@8@P"与两栖类#非洲爪

蟾)牛蛙$)鸟类#鸡$)哺乳类#人)猪)狗$的相

似度为 <>8"P V#$8"P( 脊椎动物 BQ-氨基

酸序列比对#图 &$"结果显示 BQ-含有 $ 个保

守的天冬氨酸残基活性位点和 ! 个二硫键'同时

发现鱼类 BQ-在第 !%@ V!%> 位存在 @ V" 个

FF的缺失"BQ-& 在 1d

&

底物结合位点处存在 &

个 FF的缺失(

以B?C数据库#IXXY!

!

ccc8YRT86OUAYRTA

I6EJAI6EJ8R6$中猪胃蛋白酶-#登录号!$B1Q$

的晶体结构为模版建立鳜胃蛋白酶 -&)-$ 的三

维结构模型( 通过叠加胃蛋白酶 -& 和 -$ 氨基

酸序列
#

碳骨架"发现鳜胃蛋白酶-& 和-$ 之间

#

碳的总体移位均方根#+]1$为 %8! p"局部差

异较大的区域有 ! 个#图 $$(

脊椎动物 BQ氨基酸序列的系统关系树显

示"BQ分为BQ-与BQ4两大支"鱼类BQ-又

分为BQ-& 和BQ-$ 两小支( BQ-)BQ4两大

支中"哺乳类)鸟类)两栖类)鱼类均分别聚类"各

物种间的亲缘关系与传统分类一致#图 !$(

%##
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图 !#脊椎动物FJE氨基酸序列比对

信号肽部分序列以负数表示"激活肽部分标以后缀 Y( 天冬氨酸活性位点以阴影和粗体表示( 形成 ! 个二硫键的半胱氨酸残基以

阴影表示( 鱼类BQ-的缺失以方框标出( 序列下的椭圆标记表示底物结合位点( 序列上的星号指示鳜BQ-&)BQ-$ 底物结合

位点处的差异(

I.1"!#E6./5 '9.):->?-/9-:';.1/6-/754K-(7-0('7-=-=:./51-/:E

ZIJOJLGR9JLGK XIJLGUKF7YJYXGRJFOJGKRGHFXJR T: KJUFXG_JK9ETJOL"FKR XI6LJGK XIJFHXG_FXG6K LJUEJKXFOJHIFOFHXJOGeJR T: XIJL9NNGh Y8

Zc6 HFXF7:XGHDLGXJFLYFOXFXJLFOJLI6cK GK T67R FKR LIFR6cJR8ZIJLGh H:LXJGKJOJLGR9JLXIFXFOJGK_67_JR GK N6OEGKU XIOJJRGL97NGRJT6KRL

FOJF7L6 LIFR6cJR8?J7JXG6K YFOX6NFEGK6 FHGRL6NNGLI BQ-GLLI6cK GK T6h8ZIJJ77GYLJL9KRJOXIJF7GUKJR LJ[9JKHJLGKRGHFXJXIJ

Y6LGXG6KL6NOJLGR9JLXIFXH6KXFHXcGXI OJLGR9JL6NFK GRJF7IJYXFYJYXGRJL9TLXOFXJ81XFOLFT6_JXIJLJ[9JKHJLGKRGHFXJXIJRGNNJOJKHJL6K

L9TLXOFXJDTGKRGKU L9TLGXJLTJXcJJK BQ-& FKR BQ-$8

&##
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图 $#鳜胃蛋白酶E!%红&"E$%蓝&叠加比对#

黄色和绿色分别显示鳜胃蛋白酶E!"

E$ 的天冬氨酸活性中心

I.1"$#TK-(;'* 956='(.:5/546'/)'(./4.:8

=-=:./E!%(-)&'/)E$%0;?-&#*-;;5B'/)
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$"$#胃质子泵
!

和
"

亚基序列分析

扩增产物测序)拼接后"分别获得长度为

! ">& TY 和 & <<= TY 的鳜胃质子泵
#

和
$

亚基

H?,-全长序列#QJKCFKb 登录号为!2]&<"$<&)

2]&<"$<$$(

#

亚基序列包括 &#> TY 的 "d*Z+

和 !!@ TY 的 !d*Z+"! %<= TY 的 )+/"共编码

& %$$个氨基酸(

$

亚基序列包括 $$% TY 的 "d

*Z+和 "#! TY的 !d*Z+">#< TY的)+/"共编码

$=& 个氨基酸(

#

亚基具有 &% 个跨膜结构域"第 !#@ V!>%

位FF#?\ZQZ.Z$是3& ;3$ 型-ZB酶磷酸化位

点",端 $& V$> 位 FF#\\\\]\\\$具有赖氨

酸A甘氨酸簇结构(

$

亚基仅有 & 个跨膜结构域"

& V!# FF位于胞质区"!> V<% FF为跨膜区"<& V

$=& FF为膜外区( 膜外区的 < 个半胱氨酸残基
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$共形成 ! 个二

硫键( 糖基化分析显示"

$

亚基含有 # 个潜在的

糖基化位点#,

$!"=="&!$"&><"&=""$@@"$#@
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图 %#脊椎动物FJE"G系统关系树

I.1"%#F8*;51-/-7.97(--54K-(7-0('7-=-=:./51-/E'/)=-=:./51-/G

''序列相似性比对显示"胃质子泵
#

亚基在不

同脊椎动物#鱼类)两栖类)哺乳类$之间表现出

较高的保守性"序列相似度均大于 =%P'而
$

亚

基在不同脊椎动物#两栖类)鸟类)哺乳类$之间

的差异较大"相似度仅为 "=8&P V<>8%P(

$"%#胃组织&"M染色和原位杂交

283染色结果显示"鳜胃粘膜含有 ! 种类

型细胞!表层的表面粘膜细胞)中间的粘液颈细

胞和下层的胃腺细胞#图 @$( 为避免不同组织

块间差异"原位杂交所用切片均来自同一蜡块"

结果表明!#&$ 鳜BQ-&)BQ-$)胃质子泵
#

亚

基反义杂交探针均出现杂交信号"正义探针对

照均无杂交信号'#$$ 鳜 BQ-&)BQ-$ 和胃质

子泵
#

亚基 E+,-均在同一类型细胞,,,泌酸

胃酶细胞中表达"表明该细胞兼有分泌 BQ和胃

酸的功能(
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# 期 薛'洋"等!鳜胃蛋白酶原-)胃质子泵基因H?,-全长的克隆与细胞表达定位 ''

图 O#鳜胃粘膜FJE!"FJE$"质子泵
!

亚基原位杂交

&F)$F)!F显示鳜BQ-&)BQ-$)质子泵
#

亚基反义探针杂交"杂交信号为蓝紫色'&T)$T)!T为相应的正义探针对照( @F)@T显示胃

粘膜组织283染色( 1]"表面粘膜细胞'],"粘膜颈细胞'QQ"胃腺细胞( 标尺长度为 &%%

"
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!'讨论

本研究表明"鳜胃蛋白酶-$ 与-& 在氨基酸

序列组成)理化性质)功能位点及空间结构上存在

明显的差异( 鳜胃蛋白酶 -&)-$ 分别含 !$& FF

和 !&= FF"序列相似性为 >%8!P"一致性为
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<<8<P( 胃蛋白酶 -& 碱性A酸性氨基酸残基之

比#&#A$%$大于胃蛋白酶 -$#=A$$$( 胃蛋白酶

-& 等电点# Y;o@8>=$大于胃蛋白酶 -$ # Y;o

@8%@$( 胃蛋白酶-&)-$ 在底物结合位点上存在

" 个FF的差异!$ 个位于1d

&

亚位点"& 个位于1d

$

亚

位点"$ 个位于1d

!

亚位点"尤其是胃蛋白酶-& 在

1d

&

亚位点处出现 & 个 FF的缺失( 由于底物结合

位点处的氨基酸残基直接与底物接触"对于酶促

反应存在较大影响"该处少数关键氨基酸残基的

差异就可以使酶的催化功能发生改变*<+

( 空间

结构上"鳜胃蛋白酶-& 和-$ 存在 ! 个差异较大

的区域"其中 $ 个#图 $ 中 F)H$靠近底物结合位

点#1

$

)1d

&

$"对胃蛋白酶的催化功能影响较

大*$% ;$&+

( 上述差异可能会导致鳜胃蛋白酶 -&)

-$ 催化活性与底物特异性方面的不同( 不同催

化特性的胃蛋白酶间可以相互配合"更好地消化

多种食物蛋白"以提高食物蛋白质的消化和利用

效率(

通过比对脊椎动物 BQ-氨基酸序列发现"

鱼类BQ-第 $=@ V$=> 位存在 @ V" 个 FF的缺

失"而在其它脊椎动物#两栖类)鸟类)哺乳类$中

均未见此缺失( 该位置包含部分 1d

&

底物结合位

点"在其它脊椎动物中形成环状结构#1d

&

环$

*$$+

(

鱼类此处部分氨基酸的缺失"使 1d

&

环明显小于其

它脊椎动物"这为鱼类胃蛋白酶 -结合底物提供

了更大的空间"可更为有效地容纳较大的底物*<+

(

鱼类蛋白质的初步消化是通过胃中胃蛋白酶

和胃酸的协同作用完成的( 胃质子泵所分泌的胃

酸不仅是BQ激活的前提"也是胃蛋白酶保持活

性和结构稳定的必要条件( 比对鳜与其他脊椎动

物胃质子泵
#

)

$

亚基氨基酸序列发现"

#

亚基氨

基酸序列具有高度保守性"而
$

亚基具有相对可

变性( 这可能与
#

亚基是整个离子转运的关键

部位"含有 -ZB结合位点*$!+

)酰基磷酸化位

点*$!+

)离子识别位点*$@+以及抑制剂结合位点*$"+

等多种结合位点"为正常行使酶功能所必需有关'

而
$

亚基的功能仅限于全酶的装配)细胞膜定位

以及全酶的稳定"故而结构可变性较大*$<+

(

研究表明"鱼类胃粘膜中除了泌酸胃酶细胞

外"还存在另外 $ 种细胞类型!表层的表面粘膜细

胞和中间的粘液颈细胞"泌酸胃酶细胞位于下

层*&@+

( 表面粘膜细胞主要起保护作用"防止胃蛋

白酶和胃酸对胃粘膜上皮的破坏"粘液颈细胞可

分泌粘液"胃腺细胞主要起分泌 BQ和胃酸的作

用*$#+

( 美洲拟鲽 BQ和胃质子泵均在泌酸胃酶

细胞中表达"此外"还发现胃质子泵在表面粘膜细

胞和粘液颈细胞中表达*&@+

( 本研究中"鳜 BQ和

胃质子泵同在胃腺泌酸胃酶细胞中表达"在其他

细胞中未见表达( 电镜研究表明"鱼类泌酸胃酶

细胞兼有哺乳动物胃酶和泌酸细胞的结构特

征*$# ;$>+

"既含有大量的粗面内质网"核上区含有

电子致密颗粒#类似胃酶细胞$'同时在细胞顶部

又有发达的微管泡系#与泌酸细胞类似$( 鱼类

BQ与胃质子泵在同一种细胞,,,泌酸胃酶细胞

中表达"有利于二者更好的协同配合"分泌的 BQ

可在胃酸的作用下迅速激活"发挥蛋白水解功能(

但泌酸胃酶细胞兼具泌酸和胃酶细胞的功能"尚

未完全特化"属于一种原始形态"其分泌胃酸和

BQ的能力不如充分特化的泌酸和胃酶细胞"这也

从细胞水平解释了鱼类胃腔酸化水平比哺乳动物

低的原因*$=+

(
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