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三角帆蚌 ＨｃＣＵＢＤＣ基因 ｃＤＮＡ的全长克隆与表达分析
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摘要：为寻找珍珠层颜色形成相关基因，以转录组文库中标注的序列为模板，利用 ｃＤＮＡ末端
快速扩增（ｒａｐｉｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ，ＲＡＣＥ）方法，获得了三角帆蚌 ＨｃＣＵＢＤＣ基因的
全长 ｃＤＮＡ序列，共５１５８ｂｐ，开放阅读框（ＯＲＦ）１９２０ｂｐ，编码 ６３９个氨基酸，５′端非编码区
５７６ｂｐ，３′端非编码区 ２６６２ｂｐ，ＧｅｎＢａｎｋ登录号为 ＫＰ０６７９５２。生物信息学分析表明，三角帆
蚌 ＨｃＣＵＢＤＣ蛋白含有一个由１９个氨基酸组成的信号肽和 ４个 ＣＵＢ结构域，但未能比对上
已知的蛋白。经荧光定量 ＰＣＲ检测，ＨｃＣＵＢＤＣ基因在紫色和白色蚌前端缘膜、后端缘膜、中
央膜、鳃、斧足、肝胰腺、肠和肾８个组织中均有表达，并且都是肝胰腺中表达量最低。在紫色
蚌中，后端缘膜表达量极显著高于前端缘膜；在白色蚌中，前端和后端缘膜之间表达差异不显

著。ＨｃＣＵＢＤＣ基因在紫色蚌后端缘膜中的表达量极显著高于白色蚌，在紫色和白色蚌前端
缘膜中的表达量差异不显著。外套膜原位杂交结果显示，ＨｃＣＵＢＤＣ基因主要在缘膜外上皮
细胞中表达。研究表明，ＨｃＣＵＢＤＣ基因在三角帆蚌贝壳珍珠层颜色形成中发挥作用，可为进
一步深入研究该基因在珍珠颜色形成过程中的功能及其调控机理提供基础资料。
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　　三角帆蚌（Ｈｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ）是中国特有的
优良淡水育珠蚌

［１］
，所产珍珠颜色包括白色、粉色、

黄色和紫色等。颜色是评价珍珠质量的重要指

标
［２］
。目前，珍珠的呈色机理尚无定论，主要有金

属离子致色学说
［３－４］

、有机物致色学说
［５－９］

和结构

致色学说
［１０－１４］

，研究较多的是有机物中的卟啉
［５］
、

类胡萝卜素
［６－７］

、多烯类物质（ｐｏｌｙｅｎｅｓ）［８］和鹦鹉
二烯烃（ｐａｒｒｏｄｉｅｎｅｓ）［９］。研究表明，贝壳珍珠层颜
色或内壳色是可以遗传的

［１５－１６］
，海水珍珠颜色主

要由供片贝贝壳珍珠层颜色决定
［１７－１９］

，淡水珍珠

中，供片贝制片部位贝壳珍珠层颜色显著影响珍珠

颜色
［２０－２１］

。然而，珍珠和贝壳珍珠层颜色形成相

关基因方面的研究仅见 Ｂａｉ等［２２］
和 Ｌｉ等［２３］

的报

道。Ｂａｉ等［２２］
构建了紫色和白色家系三角帆蚌外

套膜转录组文库，筛选得到一批在紫色和白色家系

三角帆蚌之间表达差异显著的基因。Ｌｉ等［２３］
在此

基础上，通过候选基因法筛选出１个与类胡萝卜素
吸收代谢相关的载脂蛋白（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＰＯ）基
因，研究结果表明该基因在紫色家系三角帆蚌鳃、

肝胰腺、肾、外套膜边缘膜和中央膜中的表达量显

著高于白色家系，并且主要参与了贝壳棱柱层和角

质层的形成。另外，Ｍｉｙａｓｈｉｔａ等［２４］
通过蛋白质组

学研究发现酪氨酸酶是导致合浦珠母贝（Ｐｉｎｃｔａｄａ
ｆｕｃａｔａ）所产珍珠出现蓝色的原因，但未能定位到具
体的基因。因此，研究贝壳内壳色形成机制，寻找

颜色相关基因，实现贝壳内壳色和珍珠颜色调控，

对于促进珍珠颜色选育研究和我国珍珠产业的良

性发展具有重要意义。
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ＣＵＢ（Ｃｌｒ／Ｃｌｓ，Ｕｅｇｆ，Ｂｍｐ１）结构域最早是在
补体亚成分 Ｃｌｒ／Ｃｌｓ，海胆表皮生长因子样蛋白
（Ｕｅｇｆ）和骨形态形成蛋白１（Ｂｍｐ１）这３种蛋白中
发现并命名的，一般含有大约 １１０个氨基酸残基，
绝大多数具有 ４个保守的半胱氨酸残基以构成 ２
个二硫键（Ｃｙｓ－１Ｃｙｓ－２，Ｃｙｓ－３Ｃｙｓ－４），广泛
存在于细胞外和细胞质膜相关蛋白中，其中绝大部

分是发育相关蛋白，如含有 ２７个 ＣＵＢ结构域的
ｃｕｂｉｌｉｎ蛋白［２５］

、４个 ＣＵＢ结构域的ＳＯＬ１［２６］等，
ＣＵＢ结构域可能与寡聚化、基质识别和结合伴侣
有关

［２７－２９］
。目前，在海淡水贝中尚未见含有

ＣＵＢ结构域的蛋白的报道。本实验以 Ｂａｉ等［２２］

构建的转录组文库为基础，从三角帆蚌中克隆得

到一个仅含有４个 ＣＵＢ结构域的蛋白基因，命名
为 ＨｃＣＵＢＤＣ（ＣＵＢ ｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ
ｆｒｏｍＨｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ），并对其在紫色和白色内
壳色三角帆蚌各组织中的表达差异进行了分析，

旨在为阐明 ＨｃＣＵＢＤＣ基因在三角帆蚌贝壳内壳
色形成中的调控作用奠定基础。

１　材料与方法

１１　实验材料
实验用紫色和白色内壳色三角帆蚌（图 １）均

为 ２龄蚌，采自浙江省金华市浙星珍珠商贸有限
公司，为本实验室通过家系选育

［１６］
得到。紫色内

壳色三角帆蚌（下文简称紫色蚌）指贝壳边缘制

片区或缘膜部对应的珍珠层颜色前、中、后部由白

到紫过渡的蚌，呈现出制片区珍珠层前端白色，后

端紫色。白色内壳色三角帆蚌（下文简称白色

蚌）指贝壳边缘制片区或缘膜部对应的珍珠层颜

色前、中、后部均为白色的蚌。样品采回后于实验

室暂养 １周，暂养结束后从白色和紫色家系三角
帆蚌中各随机挑取 １８只，取其外套膜前端缘膜
（与前端闭壳肌相连并靠近后端的缘膜）、外套膜

后端缘膜（与后端闭壳肌相连并靠近前端的缘

膜）、外套膜中央膜、鳃、斧足、肝胰腺、肠和肾脏

等组织，等量相同组织混合在一起经液氮研磨后

分装保存于 －８０℃超低温冰箱备用。
Ｔｒｉｚｏｌ 试 剂 购 自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司，

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴＰＣＲＫｉｔ、３′ＦｕｌｌＲＡＣＥＣｏｒｅＳｅｔ
ｗｉｔｈＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴａｓｅ、５′ＦｕｌｌＲＡＣＥＫｉｔｗｉｔｈ
ＴＡＰ、ＴａＫａＲａＬＡＴａｑ、ＰｒｅｍｉｘＴａｑＴＭ（ＥｘＴａｑＴＭ

Ｖｅｒｓｉｏｎ２０）、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈ

ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）、ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑＴＭⅡ （ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）购自宝生物工程
（大连）有限公司，ｐＥＡＳＹＴ１ＳｉｍｐｌｅＣｌｏｎｉｎｇ
Ｋｉｔ、ｐＥＡＳＹＴ３ＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ、Ｔ７ＨｉｇｈＥｆｆｉｃｉｅｎｃｙ
ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＫｉｔ、ＥａｓｙＰｕｒｅ ＱｕｉｃｋＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ
Ｋｉｔ购自北京全式金生物技术有限公司，Ｅｃｏｌｉ
ＤＨ５α感受态细胞购自天根生化科技（北京）有限
公司。ＤＩＧ ＲＮＡ ＬａｂｅｌｉｎｇＭｉｘ、ＤＩＧ Ｗａｓｈａｎｄ
ＢｌｏｃｋｉｎｇＢｕｆｆｅｒＳｅｔ和 ＤＩＧＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄＤｅｔｅｃｔｉｏｎ
Ｋｉｔ购自 Ｒｏｃｈｅ。

图 １　紫色（左）和白色（右）内壳色三角帆蚌

Ｆｉｇ１　Ｈ．ｃｕｍｉｎｇｉｉｏｆｐｕｒｐｌｅ（ｔｈｅｌｅｆｔ）ａｎｄｗｈｉｔｅ

（ｔｈｅｒｉｇｈｔ）ｉｎｎｅｒｓｈｅｌｌｃｏｌｏｒｓ

１２　总 ＲＮＡ提取及 ｃＤＮＡ第一条链的合成
按照 Ｔｒｉｚｏｌ试剂说明书提取三角帆蚌各组织

总 ＲＮＡ，采 用 分 光 光 度 计 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ｃ
（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）和 １２％琼脂糖凝胶电
泳检测所提 ＲＮＡ的浓度、纯度和完整性，按照
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴＰＣＲ Ｋｉｔ说明书反转录合成
ｃＤＮＡ，－２０℃保存。
１３　ＨｃＣＵＢＤＣ基因小片段的扩增、克隆和序列
测定

根据本实验室构建的紫色和白色家系三角帆

蚌外套膜转录组文库中已标注的 ｃｏｎｔｉｇ序列［２２］
，

利用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５０设计特异性上游引物 ＰＦ１
和下游引物 ＰＲ１用于小片段的扩增来验证 ｃｏｎｔｉｇ
序列，所用引物（表１）均由生工生物工程（上海）股
份有限公司合成。ＰＣＲ反应体系：ＰｒｅｍｉｘＴａｑ（Ｅｘ
Ｔａｑ）１２５ μＬ，上 下 游 引 物 ＰＦ１ 和 ＰＲ１
（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ９５μＬ，模板 ｃＤＮＡ
１μＬ。ＰＣＲ反应程序：９４℃预变性 ３ｍｉｎ；９４℃
３０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，３０个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ；１０℃保温。ＰＣＲ产物经１５％琼脂糖凝胶
电泳检测后，用ＥａｓｙＰｕｒｅ ＱｕｉｃｋＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ
割胶回收目的条带，并连接于 ｐＥＡＳＹＴ１Ｓｉｍｐｌｅ载
体，转化到感受态细胞 ＥｃｏｌｉＤＨ５α，经 ＬＢ平板

４１３１
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（含 Ａｍｐ、ＩＰＴＧ和 Ｘ－Ｇａｌ）培养进行蓝白斑筛选，
挑取阳性克隆（白色菌落）到含有 Ａｍｐ的液体 ＬＢ
培养基中，３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ培养１２ｈ左右，经菌液
ＰＣＲ检测进一步确认为目的阳性克隆后送生工生
物工程（上海）股份有限公司测序。ＰＣＲ产物经琼
脂糖凝胶电泳检测到一条大小为１００～２５０ｂｐ的条
带，测序得到一条１９５ｂｐ的核苷酸序列，经比对发
现与 ｃｏｎｔｉｇ序列中的相应序列完全重合，因此可认
为 ｃｏｎｔｉｇ序列拼接正确，可直接用来作为模板设计
ＲＡＣＥ引物。
１４　ＨｃＣＵＢＤＣ基因 ＲＡＣＥ片段的扩增、克隆和
序列测定

根据已有 ｃｏｎｔｉｇ序列，用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５０
设计５′ＲＡＣＥ基因特异性外侧引物 ＧＳＰＲ１和内
侧引物 ＧＳＰＲ２，３′ＲＡＣＥ基因特异性外侧引物
ＧＳＰＦ１和内侧引物 ＧＳＰＦ２，所用引物（表 １）均

由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

ＲＡＣＥ反转录以三角帆蚌外套膜总 ＲＮＡ为
模板。５′ＲＡＣＥ和３′ＲＡＣＥ反转录分别使用 ５′
ＦｕｌｌＲＡＣＥＫｉｔｗｉｔｈＴＡＰ试剂盒和 ３′ＦｕｌｌＲＡＣＥ
ＣｏｒｅＳｅｔｗｉｔｈＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴａｓｅ试剂盒，后续
ＰＣＲ扩增使用 ＲＡＣＥ试剂盒推荐的 ＴａＫａＲａＬＡ
Ｔａｑ试剂盒。根据 ＲＡＣＥ试剂盒采用的套式 ＰＣＲ
原理，ＯｕｔｅｒＰＣＲ（第一轮 ＰＣＲ）反应使用试剂盒
自带 ＲＡＣＥＯｕｔｅｒＰｒｉｍｅｒ和基因特异性外侧引物
ＧＳＰＲ１（５′ＲＡＣＥ）或 者 ＧＳＰＦ１（３′ＲＡＣＥ），
ＩｎｎｅｒＰＣＲ（第二轮 ＰＣＲ）反应使用试剂盒自带
ＲＡＣＥＩｎｎｅｒＰｒｉｍｅｒ和基因特异性内侧引物 ＧＳＰ
Ｒ２（５′ＲＡＣＥ）或者 ＧＳＰＦ２（３′ＲＡＣＥ），退火温度
５５℃，延伸时间１ｍｉｎ，具体反应体系和程序参照
说明书。ＰＣＲ产物的的纯化、克隆和序列测定同
上述小片段的克隆。

表 １　实验中所用引物
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

引物名称 ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ 序列（５′－３′）ｓｅｑｕｅｎｃｅ　　 用途 ｕｓａｇｅ

ＰＦ１ ＧＧＡＴＣＣＡＧＡＴＡＴＧＣＣＴＣＡＴＧＧＣ 小片段扩增

ＰＲ１ ＴＧＧＡＡＣＣＣＡＡＡＣＡＣＡＴＴＧＣＧ ｆｒａｇｍｅｎｔａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ＧＳＰＦ１ ＧＧＡＴＣＣＡＧＡＴＡＴＧＣＣＴＣＡＴＧＧＣ ３′ＲＡＣＥ

ＧＳＰＦ２ ＣＴＡＣＡＡＣＡＧＴＡＣＡＡＧＣＴＣＣＡＡＡＧＴＧ ３′ＲＡＣＥ

３′ＲＡＣＥｏｕｔｅｒｐｒｉｍｅｒ ＴＡＣＣＧＴＣＧＴＴＣＣＡＣＴＡＧＴＧＡＴＴＴ ３′ＲＡＣＥ

３′ＲＡＣＥｉｎｎｅｒｐｒｉｍｅｒ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＣＣＡＣＴＡＧＴＧＡＴＴＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧ ３′ＲＡＣＥ

ＧＳＰＲ１ ＴＧＧＡＡＣＣＣＡＡＡＣＡＣＡＴＴＧＣＧ ５′ＲＡＣＥ

ＧＳＰＲ２ ＣＴＧＣＴＧＧＡＣＡＴＣＡＡＣＴＧＡＴＴＧＧ ５′ＲＡＣＥ

５′ＲＡＣＥｏｕｔｅｒｐｒｉｍｅｒ ＣＡＴＧＧＣＴＡＣＡＴＧＣＴＧＡＣＡＧＣＣＴＡ ５′ＲＡＣＥ

５′ＲＡＣＥｉｎｎｅｒｐｒｉｍｅｒ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＣＡＧＣＣＴＡＣＴＧＡＴＧＡＴＣＡＧＴＣＧＡＴＧ ５′ＲＡＣＥ

ＰＦ２ ＴＧＣＴＡＣＴＴＣＴＧＴＣＣＣＡＴＴＣＧＣＡ ｑＲＴＰＣＲ

ＰＲ２ ＧＣＡＡＡＣＡＴＴＴＧＧＡＣＡＣＡＴＧＣＡＡ ｑＲＴＰＣＲ

ＥＦ１αＦ ＧＧＡＡＣＴＴＣＣＣＡＧＧＣＡＧＡＣＴＧＴＧＣ ｑＲＴＰＣＲ

ＥＦ１αＲ ＴＣＡＡＡＡＣＧＧＧＣＣＧＣＡＧＡＧＡＡＴ ｑＲＴＰＣＲ

ＰＦ３ ＴＧＡＡＣＧＴＧＡＧＡＣＡＴＣＡＧＧＧＧＧ

ＰＲ３ ＣＴＴＴＴＴＴＣＣＡＡＧＣＡＣＡＡＧＣＣＡＴ
原位杂交

ｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ

ＰＴ７ ＧＡＴＣＡＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧ

１５　序列拼接与生物信息学分析
去除 测 序 结 果 中 的 载 体 序 列 后 利 用

Ｓｅｑｕｅｎｃｈｅｒ软件进行拼接得到 ＨｃＣＵＢＤＣ基因全
长 ｃＤＮＡ序列。通过 ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ程序（ｈｔｔｐ：／／
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ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｏｒｆ／ｇｏｒｆ．ｈｔｍｌ）确定开
放阅 读 框 （Ｏｐｅｎ Ｒｅａｄｉｎｇ Ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）； 用
ＢＬＡＳＴ程序 （ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／
Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）对核苷酸序列和氨基酸序列进行相似
性分析；用 ＳＭＡＲＴ程序 （ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ
ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）和 ＰＲＯＳＩＴＥ程序（ｈｔｔｐ：／／ｐｒｏｓｉｔｅ．
ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｓｉｔｅ．ｈｔｍｌ）预测蛋白质的结构域；
用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 程 序 （ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／
ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）预测氨基酸序列的物理参数；用
ＳｉｇｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ程序（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．
ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）预测信号肽；用 ＴＭＨＭＭ
Ｓｅｒｖｅｒｖ．２．０程序 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ／）预测跨膜结构；用 Ｐｈｙｒｅ２程
序（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｂｇ．ｂｉｏ．ｉｃ．ａｃ．ｕｋ／ｐｈｙｒｅ２／ｈｔｍｌ／
ｐａｇｅ．ｃｇｉ？ｉｄ＝ｉｎｄｅｘ）预测蛋白质的二级结构和
三级结构

［３０］
；使用 ＣｌｕｓｔａｌＷ２在线程序（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／Ｔｏｏｌｓ／ｍｓａ／ｃｌｕｓｔａｌｗ２／）进行多重
序列比对。

１６　ＨｃＣＵＢＤＣ基因的组织表达分析
以获得的基因 ｃＤＮＡ全长序列为模板，利用

ＧｅｎＳｃｒｉｐｔＲｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ （ＴａｑＭａｎ） Ｐｒｉｍｅｒ
Ｄｅｓｉｇｎ 程 序 （ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗｇｅｎｓｃｒｉｐｔｃｏｍ／ｓｓｌ
ｂｉｎ／ａｐｐ／ｐｒｉｍｅｒ）设计荧光定量 ＰＣＲ上游引物 Ｐ
Ｆ２和下游引物 ＰＲ２。根据 Ｂａｉ等［３１］

的研究，选

择 ＥＦ１α作为内参基因，上下游引物分别为
ＥＦ１αＰＦ和 ＥＦ１αＰＲ（表 １）。以紫色蚌和白色
蚌前端缘膜、后端缘膜、中央膜、鳃、斧足、肝胰腺、

肠和 肾 脏 ８个 组 织 总 ＲＮＡ 为 模 板，按 照
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ
（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）试剂盒说明书去除总 ＲＮＡ中
的基因组 ＤＮＡ，并反转录成 ｃＤＮＡ，－２０℃保存。
实时荧光定量 ＰＣＲ反应采用 ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭⅡ （ＴｌｉＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ）试剂盒在 ＢｉｏＲａｄ
ＣＦＸ－９６（ＢｉｏＲａｄ，美国）实时荧光定量 ＰＣＲ仪
上进行。ＰＣＲ反应采用２０μＬ反应体系，ＳＹＢＲ

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ （ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）（２×）１０

μＬ，上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 ０８μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
６８μＬ及 ｃＤＮＡ模板 １６μＬ。其中每个样品的
目的基因和内参基因分别进行４次技术重复。反
应程序：９５℃预变性３０ｓ；９５℃ ５ｓ，６０℃ ３５ｓ，
４０个循环；９５℃ １０ｓ，６５～９５℃获得熔点曲线。
将 ｃＤＮＡ模板以 ５为单位进行 ６个梯度的稀释，
用于制作目的基因和内参基因的标准曲线。相对

表达量数据分析采用 ２－ΔΔＣｔ法
［３２］
，数据表示方式

为平均值 ±标准差，并采用 ＳＰＳＳ１８０软件中的
单因素方差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ）进行统计分
析，以 Ｐ＜００５为差异显著（以表示），Ｐ＜００１
为差异极显著（以表示）。使用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ５软件绘制柱状图。
１７　ＲＮＡ探针的制备

根据 ＨｃＣＵＢＤＣ基因序列设计原位杂交特异
性引物 ＰＦ３和 ＰＲ３（表１），扩增片段长度为 ７２７
ｂｐ。扩增产物经割胶回收纯化后连接到 ｐＥＡＳＹ
Ｔ３载体，挑取白色阳性克隆扩大培养，以 ＰＴ７
（表１）为上游引物，ＰＦ３和 ＰＲ３分别为下游引
物进行菌液 ＰＣＲ验证并测序。测序验证插入方
向正确后，提取质粒，并以该质粒为模板，以 ＰＴ７
为上游引物，ＰＦ３和 ＰＲ３分别为下游引物进行
ＰＣＲ扩增，并割胶回收纯化作为后续体外转录的
模 板。 体 外 转 录 采 用 Ｔ７ Ｈｉｇｈ Ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ
ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＫｉｔ和 ＤＩＧＲＮＡＬａｂｅｌｉｎｇＭｉｘ，分别
以 ＰＴ７和 ＰＦ３，ＰＴ７和 ＰＲ３扩增产物作为用于
制备反义和同义探针的模板，具体步骤参照说明

书。探针纯化步骤：每２２μＬ反应体系加 １００μＬ
３８Ｍ醋酸铵和 ６００μＬ －２０℃预冷无水乙醇，
混匀后 －８０℃静置 ３０ｍｉｎ，１２０００×ｇ４℃离心
２０ｍｉｎ后弃上清液，加 ２００μＬ －２０℃预冷 ７０％
无水乙醇洗涤沉淀，１２０００×ｇ４℃离心 １０ｍｉｎ
后，弃上清液，室温干燥沉淀 ５ｍｉｎ后加入 ４０μＬ
ＤＥＰＣ水溶解。经分光光度计 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ｃ
和１２％琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ探针浓度和
纯度后，－８０℃保存备用。
１８　原位杂交

取三角帆蚌外套膜于含 ０１％ ＤＥＰＣ的 ４％
多聚甲醛中，４℃固定 ４ｈ后转入去 ＲＮａｓｅ的
２０％蔗糖溶液中固定 ２４ｈ，然后在 ＬｅｉｃａＣＭ１９５０
冰冻切片机上进行冰冻切片，切片厚度为 １０μｍ。
冰冻切片经４０℃烤片过夜后进行后续杂交实验。
具体步骤：２０％乙酸处理 １０ｍｉｎ以灭活内源性碱
性磷酸酶，ＤＥＰＣ水洗 ５ｍｉｎ×２，３％柠檬酸新鲜
稀释的胃蛋白酶 ３７℃消化 ９０ｓ，０２％甘氨酸处
理１０ｍｉｎ，１×ＰＢＳ处理５ｍｉｎ×２，４％多聚甲醛处
理５ｍｉｎ，１×ＰＢＳ处理５ｍｉｎ，５０℃预杂交２ｈ（预
杂交液主要成分为去离子甲酰胺、硫酸葡聚糖、

Ｄｅｎｈａｒｄｔ’ｓ和酵母 ｔＲＮＡ），５０℃杂交（杂交液为
探针和预杂交液的混合液）２０ｈ，杂交后经 １∶１去
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离子甲酰胺：１×ＳＳＣ５０℃处理 ３０ｍｉｎ，２×ＳＳＣ
３７℃处理 １０ｍｉｎ，２×ＳＳＣ稀释到 ２０μｇ／ｍＬ的
ＲＮａｓｅＡ３７℃处理３０ｍｉｎ，２×ＳＳＣ３７℃处理１０
ｍｉｎ，０５×ＳＳＣ３７℃处理 １０ｍｉｎ×２，０２×ＳＳＣ
３７℃处理１０ｍｉｎ×３，Ｗａｓｈｉｎｇｂｕｆｆｅｒ室温处理 ５
ｍｉｎ，Ｂｌｏｃｋｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎ处理 ２ｈ，１％ ＢＳＡ处理 ３０
ｍｉｎ，Ｂｌｏｃｋｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎ稀释的 ＡｎｔｉｄｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎＡＰ
ｃｏｎｊｕｇａｔｅ孵育１ｈ，Ｗａｓｈｉｎｇｂｕｆｆｅｒ处理 ２０ｍｉｎ×
２，Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ处理１０ｍｉｎ，Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ稀
释的 ＮＢＴ／ＢＣＩＰ显色液避光显色 １６ｈ后显微镜
下观察并拍照。

２　结果

２１　ＨｃＣＵＢＤＣ基因 ｃＤＮＡ全长的克隆和序列
分析

５′ＲＡＣＥ和３′ＲＡＣＥ分别扩增得到 １０００～
２０００ｂｐ和大于２０００ｂｐ的单一、明亮条带，经克
隆测序分析，分别为１８３５和３１７９ｂｐ。拼接得到
的 ＨｃＣＵＢＤＣ基因 ｃＤＮＡ序列全长 ５１５８ｂｐ，其
中 ＯＲＦ为１９２０ｂｐ，编码６３９个氨基酸（图２），５′
ＵＴＲ为５７６ｂｐ，３′ＵＴＲ为２６６２ｂｐ。ＧｅｎＢａｎｋ登
录号为 ＫＰ０６７９５２。
　　ＰｒｏｔＰａｒａｍ在线软件预测该蛋白分子量为

７２６８ｋｕ，理论等电点为 ６１０，丝氨酸（Ｓｅｒ）含量
最高，为 １０３％，色氨酸 （Ｔｒｐ）含量最低，为
０２％。ＳｉｇｎａｌＰ４１Ｓｅｒｖｅｒ在线程序预测该蛋白
Ｎ端含有一段由 １９个氨基酸残基构成的信号肽
（ ＭＶＩＣＬＥＧＩＶＬＦＭＡＹＬＭＶＹＳ ）。 ＢＬＡＳＴｐ、
ＳＭＡＲＴ和 ＰＲＯＳＩＴＥ分析结果表明，三角帆蚌
ＨｃＣＵＢＤＣ蛋白属于 ＣＵＢ超家族，只含有 ４个
ＣＵＢ结构域（２６～１５８，１７５～２９４，３２２～４４８和
４６５～５８８）（图２），每个结构域含有３个保守的半
胱氨酸残基，但未能比对到已知的蛋白，因此命名

为 ＨｃＣＵＢＤＣ（ＣＵＢ ｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ
ｆｒｏｍ Ｈ．ｃｕｍｉｎｇｉｉ）。 与 从 巨 型 管 虫 （Ｒｉｆｔｉａ
ｐａｃｈｙｐｔｉｌａ）中鉴定得到的新的 ＣＵＢ结构域包含
蛋白 ＲＰ４３多重序列比对结果显示，三角帆蚌
ＨｃＣＵＢＤＣ蛋白４个 ＣＵＢ结构域含有 ６个保守
的氨基酸位点（图３）。ＴＭＨＭＭ分析结果显示该
蛋 白 无 跨 膜 结 构。Ｐｈｙｒｅ２ 分 析 结 果 表 明
ＨｃＣＵＢＤＣ肽链的二级结构主要以 β折叠为主，
占可推测序列的 ４８％，不含 α螺旋，高级结构预
测结果显示该蛋白属于转运蛋白，与已知的人

ｃｕｂｉｌｉｎ蛋白 Ｄ链结构最为相似，该结构的主要功
能是与内因子维生素 Ｂ１２复合物结合

［３３］
（图４）。

图 ２　推测的三角帆蚌 ＨｃＣＵＢＤＣ基因氨基酸序列
下划线表示信号肽，阴影表示４个 ＣＵＢ结构域

Ｆｉｇ．２　ＤｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＨｃＣＵＢＤＣｉｎＨ．ｃｕｍｉｎｇｉｉ
ＴｈｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄｓｉｇｎａｌｐｉｐｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｉｓｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄａｎｄｔｈｅｐｏｓｉｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｆｏｕｒＣＵＢｄｏｍａｉｎｓａｒｅｅｎｃｌｏｓｅｄｉｎｓｈａｄｅｄｂｏｘｅｓ

２２　ＨｃＣＵＢＤＣ基因在紫色蚌和白色蚌各组织
中的差异表达分析

半定量结果显示该基因在各组织中均有表

达，且都在肝胰腺中表达量最低（图 ５）。荧光定
量 ＰＣＲ结果显示，ＨｃＣＵＢＤＣ基因在 ８种组织中

均有表达，且都在肝胰腺中表达量最低，与半定量

结果相符。ＨｃＣＵＢＤＣ基因的相对表达量除在紫
色和白色蚌后端缘膜中差异极显著外，在其他 ７
种组织中差异均不显著，且表达规律一样，表达量

从高到低依次为中央膜、斧足、前端缘膜、肠、鳃、
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肾和肝胰腺。在白色蚌中，ＨｃＣＵＢＤＣ基因在前
端缘膜和后端缘膜中表达差异不显著；在紫色蚌

中，ＨｃＣＵＢＤＣ基因在前端缘膜中的相对表达量
极显著低于后端缘膜。

图 ３　三角帆蚌 ＨｃＣＵＢＤＣ蛋白 ＣＵＢ结构域与巨型管虫 ＲＰ４３蛋白 ＣＵＢ结构域的多重比对
“”表示保守的氨基酸残基，“：”表示保守替换的氨基酸残基，“”表示相似性氨基酸

Ｆｉｇ．３　ＭｕｌｔｉｐｌｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆＣＵＢｄｏｍａｉｎｓｂｅｔｗｅｅｎＨｃＣＵＢＤＣｏｆＨ．ｃｕｍｉｎｇｉｉａｎｄＲＰ４３ｏｆＲ．ｐａｃｈｙｐｔｉｌａ
“”ｉｎｄｉｃａｔｅｓｈｉｇｈｌｙｃｏｎｓｅｒｖｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｒｅｓｉｄｕｅ；“：”ｉｎｄｉｃａｔｅｓｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅａｍｉｎｏａｃｉｄｒｅｓｉｄｕｅｗｈｉｃｈｗａｓｒｅｐｌａｃｅｄ；“”ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ

ｓｉｍｉｌａｒａｍｉｎｏａｃｉｄ

图 ４　Ｐｈｙｒｅ２预测的 ＨｃＣＵＢＤＣ蛋白（ａ）和模板（ｂ）

Ｆｉｇ．４　ＨｃＣＵＢＤＣ（ａ）ａｎｄｔｅｍｐｌａｔｅ（ｂ）ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｒｔｉａｒｙ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｂｙＰｈｙｒｅ２

２３　原位杂交结果
原位杂交结果显示，杂交信号主要出现在外

套膜缘膜部的外上皮细胞中，边缘膜外褶的内外

上皮细胞中也有一些微弱的信号（图 ６）。阴性对
照中无杂交信号。

３　讨论

本实验从三角帆蚌中克隆得到一个 ＣＵＢ结

构域包含蛋白基因，命名为 ＨｃＣＵＢＤＣ。三角帆
蚌 ＨｃＣＵＢＤＣ蛋白只含有４个 ＣＵＢ结构域，无其
他结构域，未能比对上已知的 ＣＵＢ结构域包含蛋
白，是一个新的 ＣＵＢ结构域包含蛋白。该蛋白具
有一个信号肽，无跨膜结构域，二级结构主要为 β
折叠，具有 ６个保守的氨基酸位点，与大多数
ＣＵＢ结构域包含蛋白相似［２８－２９，３４］

。人（Ｈｏｍｏ

ｓａｐｉｅｎｓ）ｃｕｂｉｌｉｎ蛋白含有２７个 ＣＵＢ结构域，是一
种多配体受体，ＣＵＢ结构域是其发挥多配体受体
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功能的结构基础，并且 ＣＵＢ结构域的多样性决定
了可结合配体的多样性

［３５］
，因此推测三角帆蚌

ＨｃＣＵＢＤＣ蛋白是一种分泌性细胞外蛋白，具有
与 ｃｕｂｉｌｉｎ蛋白相似的多配体受体功能。

图 ５　ＨｃＣＵＢＤＣ基因在紫色蚌和白色蚌各组织中的表达
（ａ）荧光定量 ＰＣＲ结果；（ｂ）半定量 ＰＣＲ结果；ａＭＰ前端缘膜；ｐＭＰ后端缘膜；ＭＣ中央膜；Ｇ鳃；Ｆ斧足；Ｈ肝胰腺；Ｉ

肠；Ｋ肾

Ｆｉｇ．５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨｃＣＵＢＤＣｇｅｎｅｉｎｖａｒｉｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓｏｆｐｕｒｐｌｅａｎｄｗｈｉｔｅｍｕｓｓｅｌｓ
（ａ）ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅａｌｔｉｍｅＱＰＣＲ；（ｂ）ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ；ａＭＰ．ａｎｔｅｒｉｏｒｍａｎｔｌｅｐａｌｌｉａｌ；ｐＭＰ．ｐｏｓｔｅｒｉｏｒｍａｎｔｌｅｐａｌｌｉａｌ；ＭＣ．

ｍａｎｔｌｅｃｅｎｔｅｒ；Ｇ．ｇｉｌｌ；Ｆ．ｆｏｏｔ；Ｈ．ｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓ；Ｉ．ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ；Ｋ．ｋｉｄｎｅｙ

　　本实验中紫色蚌和白色蚌的区别在于外套膜
缘膜部（制作小片的部位）所对应的贝壳珍珠层

颜色的不同。紫色蚌缘膜部所对应的贝壳珍珠层

的颜色从后端到前端由紫色逐渐向白色过渡，呈

现出后端紫色，前端白色；而在白色蚌中，前后端

均为白色。荧光定量结果显示，ＨｃＣＵＢＤＣ基因
仅在紫色和白色蚌后端缘膜中表达差异显著，表

现为紫色蚌后端缘膜表达量极显著高于白色蚌；

同时，ＨｃＣＵＢＤＣ基因在紫色蚌后端缘膜中的表
达量极显著高于前端缘膜，在白色蚌前端和后端

缘膜中的表达量差异不显著。该结果与紫色和白

色三角帆蚌表型差异相吻合，证明 ＨｃＣＵＢＤＣ基
因可能与三角帆蚌贝壳珍珠层紫色的形成具有较

大的相关性。

与海水贝中的合浦珠母贝相似
［３６］
，三角帆蚌

外套膜也可分为边缘膜、缘膜和中央膜，是主要的

参与生物矿化的组织，并且具有从周围环境中吸

收和分泌物质的能力。由于三角帆蚌贝壳棱柱层

宽度明显较海水贝窄，在取样时很难像海水贝那

样与边缘膜分开，因此本实验所取缘膜对应的壳

层仅为珍珠层。ＨｃＣＵＢＤＣ基因主要在外套膜
（尤其是中央膜和紫色蚌后端缘膜）、斧足和肠中

表达，在鳃和肾中表达量较低，在肝胰腺中几乎不

表达，推测 ＨｃＣＵＢＤＣ基因可能与贝壳珍珠层的
形成有关，导致三角帆蚌贝壳珍珠层呈色的物质

可能主要是通过肠和斧足吸收进入体内，再由外

套膜将致色物质分泌到珍珠层中，导致贝壳珍珠

层颜色的形成。

三角帆蚌外套膜缘膜主要与珍珠层的形成有

关，边缘膜主要与棱柱层和角质层的形成有

关
［３６－３７］

，原位杂交信号主要出现在缘膜外上皮细

胞中，在边缘膜及其外褶内外表皮细胞中仅检测

到微弱的信号，推测 ＨｃＣＵＢＤＣ基因可能主要参
与了三角帆蚌贝壳珍珠层的形成。
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图 ６　三角帆蚌 ＨｃＣＵＢＤＣ基因的外套膜组织学原位杂交
１反义探针；２和３为１的局部放大图；４为同义探针

阳性信号为箭头所指蓝紫色；ＤＭ背侧；ＶＭ腹侧；ＩＦ
#

褶；ＭＦ中褶；ＯＦ外褶

Ｆｉｇ．６　ＩｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｏｆＨｃＣＵＢＤＣｇｅｎｅｉｎＨｃｕｍｉｎｇｉｉｍａｎｔｌｅ
１．ａｎｔｉｓｅｎｓｅｐｒｏｂｅｓ；２ａｎｄ３ａｒｅｈｉｇｈｅｒｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｏｆ１；４．ｓｅｎｓｅｐｒｏｂｅｓ

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｉｇｎａｌｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｎｄａｒｋｂｌｕｅａｎｄａｒｒｏｗｈｅａｄｓ；ＤＭ．ｄｏｒｓａｌｍａｎｔｌｅ；ＶＭ．ｖｅｎｔｒａｌｍａｎｔｌｅ；ＩＦ．ｉｎｎｅｒｆｏｌｄ；ＭＦ．ｍｉｄｄｌｅｆｏｌｄ；ＯＦ．

ｏｕｔｅｒｆｏｌｄ

　　珍珠颜色和贝壳内壳色主要体现在珍珠层的
颜色，因此珍珠或贝壳内壳色的形成与生物矿化，

尤其是珍珠层的形成密切相关。珍珠层的无机相

为碳酸钙晶体，约占总质量的 ９５％，主要由基质
蛋白（ｍａｔｒｉｘｐｒｏｔｅｉｎｓ）组成的有机相约占 ５％，基
质蛋白主要由蛋白和糖蛋白组成，在碳酸钙生物

矿化中起着重要的调控作用
［３８］
。ＣＵＢ结构域可

能与寡聚化、基质识别和结合伴侣有关，可能参与

了蛋白质之间及蛋白质和糖蛋白之间的相互作

用
［２７－２９］

。Ｃｈａｍｏｙ等［３４］
从巨型管虫中新分离得

到一个只含有 ３个 ＣＵＢ结构域的蛋白，命名为
ＲＰ４３，并推测该蛋白可能具有将几丁质和基质蛋
白组装起来参与外骨骼形成的桥梁作用。因此，

推测三角帆蚌 ＨｃＣＵＢＤＣ蛋白可能是将致色物质

和其他基质蛋白结合起来参与珍珠层的形成并最

终导致贝壳内壳色的形成，具体的机制有待更深

入的研究。
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