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杂色鲍 Ｃ 型溶菌酶基因的克隆及表达分析
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［摘要］ 为了了解 Ｃ 型溶菌酶与杂色鲍 （Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｄｉｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ） 的抗菌效应关系， 通过 ＳＭＡＲＴ⁃ＲＡＣＥ 技术

克隆到一条杂色鲍 Ｃ 型溶菌酶基因 （ＨｄＬｙｓＣ） 全长 ｃＤＮＡ， 经生物信息学分析及应激表达分析得到以下结果：
１） 基因全长 ５９１ ｂｐ， 开放阅读框４４１ ｂｐ， 编码１４６ 个氨基酸， 有１ 个 ＬＹＺ１ 功能域 （２０—１４６ａａ）、 １ 个保守基

序 （Ｇ ／ Ｔ） ＳＳＤＹＧＬＦＱＩＮＳ 和两个催化位点 （Ｇｌｕ５２和 Ａｓｐ７０ ）。 ２） 多重比对和系统发育分析表明， ＨｄＬｙｓＣ 与亲

缘关系较近的盘鲍 （Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｄｉｓｃｕｓ ｄｉｓｃｕｓ） Ｃ２ 型溶菌酶基因的同源性最高。 ３） 组织表达差异实验表明，
ＨｄＬｙｓＣ 基因在各组织中均有表达且差异显著（Ｐ ＜ ０． ０１）， 在外套膜组织中的表达量最高， 而在血淋巴中的

表达量最低。 ４） 实时荧光定量 ＰＣＲ （ｑＲＴ⁃ＰＣＲ） 实验表明， ＨｄＬｙｓＣ 能够响应副溶血弧菌感染， 其表达水

平随着感染的不同时相而变动。 在副溶血弧菌感染 ４ ｈ 后， ＨｄＬｙｓＣ 在血淋巴组织中表达量增加 （未达到显

著差异）， 而在鳃组织中表达量有所下降； 感染 １２ ｈ 后， ＨｄＬｙｓＣ 在各组织中的表达量都有明显的增加， 呈

极显著差异（Ｐ ＜ ０． ０１）， 尤其在血淋巴中增加最多； 感染 ２４ ｈ 后， 其表达量在各组织中都有所降低。
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０　 引言
脊椎及无脊椎动物的溶菌酶基因在先天性免疫系统中充当着重要角色， 负责抵抗病原微生物的入

侵［１］ 。 作为一种抗菌蛋白， 溶菌酶的催化作用破坏肽聚糖支架， 致使细菌细胞壁破裂， 细胞内所包

含的物质向外流出， 导致了细菌因溶解而死亡［２］ 。 此外， 溶菌酶的非酶杀菌域具有抗菌活力［３］ 。 在

无脊椎动物抵御微生物的感染中， 溶菌酶作为先天免疫因子发挥了重要作用 ［４ － ５］ 。
溶菌酶参与了机体的多种免疫反应［６］ ， 因来源不同和氨基酸序列间存在差异， 将其分为： 细菌

溶菌酶、 ｇ 型溶菌酶、 ｉ 型溶菌酶、 植物溶菌酶、 Ｃ 型溶菌酶 （包括胃溶菌酶和结合钙离子的溶菌

酶［７］ ） 和噬菌体溶菌酶 （ｐ 型） ［８］ 。 本研究从杂色鲍（Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｄｉｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ）中克隆 Ｃ 型溶菌酶基因 （命

名为 ＨｄＬｙｓＣ）， 分析其在应激条件下的表达情况， 以期更好地揭示了杂色鲍免疫分子机制的运行原

理， 并且在此基础上探索杂色鲍相关病害防治的新途径。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 实验材料

成体杂色鲍， 平均壳长 ４５ ｍｍ， 平均体重 （８ ± ２） ｇ， 采集自厦门大嶝养殖场， 暂养于实验室水槽

中， 喂以新鲜海带， 每隔一天换一半海水。 取 １２ 只健康杂色鲍， 分别采集它们的鳃、 外套膜、 粘液

腺、 消化道、 肝胰腺和肌肉， 液氮速冻后 － ８０ ℃保存待用。
在杂色鲍副溶血弧菌感染实验中， 实验组腹足肌肉注射 ５０ μＬ １􀆰 １ × １０８ ｃｆｕ ／ ｍＬ 副溶血弧菌菌液，

对照组注射 ５０ μＬ 灭菌生理盐水， 设三个平行。 每组在注射后 ０， ４， １２， ２４， ４８ ｈ， 分别取 ８ 只个体

采集血淋巴、 鳃和肝胰腺组织， 液氮速冻后 － ８０ ℃保存待用。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 总 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 的合成

取杂色鲍各组织样品约 ０􀆰 １ ｇ， 加入 １ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ 提取总 ＲＮＡ。 利用超微量分光光度计检

测其 ＯＤ 值和 ＲＮＡ 浓度， 并用 １％ （质量分数） 琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ 的完整性。 使用 ＳＭＡＲＴＴＭ⁃
表 １　 实验中用到的引物及序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

引物名称 Ｎａｍｅ 引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′ － ３′）

ＨｄＬｙｓＣ⁃ＯＲＦ⁃Ｆ ＣＡＧＡＡＡＧＧＡＴＧＧＧＡＣＣＡＡＣＡＧＴ
ＨｄＬｙｓＣ⁃ＯＲＦ⁃Ｒ ＧＴＡＧＴＴＧＣＡＴＣＣＧＴＴＣＡＧＧＴＡＧＣ
ＨｄＬｙｓＣ⁃３⁃ｏｕｔｅｒ ＡＴＣＣＡＧＣＧＡＣＴＡＣＧＧＡＣＴＣＴＴＣＣＡＡＡＴＣ
ＨｄＬｙｓＣ⁃３⁃ｉｎｎｅｒ ＴＴＣＡＣＡＡＧＴＣＣＣＡＣＣＴＧＧＣＴＣＡＴ
ＨｄＬｙｓＣ⁃５⁃ｏｕｔｅｒ ＡＡＧＡＧＴＣＣＧＴＡＧＴＣＧＣＴＧＧＡＴＧＴＴＣＧ
ＨｄＬｙｓＣ⁃５⁃ｉｎｎｅｒ ＡＧＴＡＡＣＣＧＣＣＡＡＧＡＧＣＧＡＧＡＧＡＡＴ
ＨｄＬｙｓＣ⁃５⁃Ｆ ＧＧＴＧＧＡＴＧＧＧＧＴＴＴＣＴＣＧＴＡ
ＨｄＬｙｓＣ⁃５⁃Ｒ ＴＧＣＴＧＴＣＣＧＣＡＧＴＣＧＴＧＡＴ
β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｆ ＣＣＧＴＧＡＣＣＴＴＡＣＡＧＡＣＴＡＣＣＴ
β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｒ ＴＡＣＣＡＧＣＧＧＡＴＴＣＣＡＴＡＣ

ＲＡＣＥ ｃＤＮＡ Ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ （Ｃｌｏｎｔｅｃｈ） 合

成 ３′ＲＡＣＥ⁃Ｒｅａｄｙ ｃＤＮＡ ， 备用。 另外， 用

Ｏｌｉｇｏ （ｄＴ） １８ 作为反转录引物， 用反转

录酶 Ｍ － ＭＬＶ （Ｐｒｏｍｅｇａ， ＵＳＡ） 按试剂盒

方法将总 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡ， 反转录的

ｃＤＮＡ 用于组织表达。
１􀆰 ２􀆰 ２　 杂色鲍 Ｃ 型溶菌酶克隆

从实验室杂色鲍 ＥＳＴ （ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｓｅ⁃
ｑｕｅｎｃｅ ｔａｇ） 数据库筛选获得杂色鲍 Ｃ 型

溶菌酶基因 ＨｄＬｙｓＣ 部分序列， 应用 Ｐｒｅｍｉ⁃
ｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计实验所需的引物 （ 见表

１）， 以杂色鲍肌肉 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ

·９２３·
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扩增。 扩增体系 （２０ μＬ）： 灭菌水 １３ μＬ， １０ × ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬ， 逆转录 ｃＤＮＡ 模板 １ μＬ， ｄＮＴＰ
０􀆰 ５ μＬ， 正、 反向引物各 ０􀆰 ５ μＬ， Ｔａｑ 酶 ０􀆰 ５ μＬ。 反应程序： ９５ ℃ ５ ｍｉｎ （预热）； ９５ ℃ ３０ ｓ （变性），
６０ ℃ ３０ ｓ （退火）， ７２ ℃ ３０ ｓ （延伸）， 循环３５ 次； ７２ ℃ １０ ｍｉｎ， １６ ℃ ５ ｍｉｎ。 取 １ μＬ 产物进行电泳。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ｃＤＮＡ 快速扩增 （ＲＡＣＥ）

采用巢式 ＰＣＲ 进行 ３′和 ５′末端序列扩增。 扩增体系 （２５ ｕＬ）： １ μＬ 模板 （ｃＤＮＡ 第一条链） 和

引物 （０􀆰 ５ μＬ ３′ｏｕｔｅｒ ／ ５′ｏｕｔｅｒ 和 ２􀆰 ５ μＬ ＵＰＭ ）， １７􀆰 ５ μＬ 灭菌水， ２􀆰 ５ μＬ １０ × ＰＣＲ⁃Ｂｕｆｆｅｒ， ０􀆰 ５ μＬ
ｄＮＴＰ 和 Ｔａｑ 酶。 ＰＣＲ 反应程序： ９５ ℃预变性 ４ ｍｉｎ； ９４℃ ３０ ｓ， ５８ ℃ ３０ ｓ， ７２℃ ２ ｍｉｎ， 循环 ３０ 次；
最后延伸 ７ ｍｉｎ。 产物经 １％ 的琼脂糖凝胶电泳分离检测后， 用琼脂糖凝胶回收试剂盒 （ Ｏｍｅｇａ，
ＵＳＡ） 回收、 纯化， 并连接于 ｐＭＤ１９⁃Ｔ 质粒载体， 转入感受态细胞 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉＤＨ ５α， 于 ＬＢ 平板 （含

Ａｍｐ ＋ ） 培养， 阳性克隆经 ＰＣＲ 鉴定后送至上海生工测序。
１􀆰 ２􀆰 ４　 目的基因的生物信息学分析

运用 ＢＬＡＳＴ 软件进行序列比对与查找； 用 ＶｅｃＳｃｒｅｅｎ 软件去除载体序列； 用 ｂｌ２ｓｅｑ 进行比对拼

接， 得到基因全长 ｃＤＮＡ 序列； 用 Ｃｏｍｐｕｔｅ ｐＩ ／ Ｍｗ ｔｏｏｌ 预测等电点和分子量； 用 ＳｉｇｎａｌＰ ３􀆰 ０ Ｓｅｒｖｅｒ 查

找信号肽； 用 ＳｃａｎＰｒｏｓｉｔｅ 预测二硫键位置； 用 ＮｅｔＮＧｌｙｃ１􀆰 ０ Ｓｅｒｖｅｒ 查找糖基化位点； 用 ＮｅｔＰｈｏｓ ２􀆰 ０
Ｓｅｒｖｅｒ 查找磷酸化位点； 用 ＴＭＨＭＭ２􀆰 ０ Ｓｅｒｖｅｒ 预测蛋白跨膜结构域； 用 ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ ｓｏｆｔｗａｒｅ 预测蛋白

质功能结构域； 用 ＢｉｏＥｄｉｔ 软件进行本地序列多重比对； 用 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ 预测蛋白三级结构； 用

ＭＥＧＡ ５􀆰 ０ 软件中的邻接法构建系统进化树。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测组织表达差异

采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ （ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ） 技术检测新克隆基因的组织转录差异性及副溶血弧菌

刺激后的免疫应答水平。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 反应体系： 以总 ＲＮＡ 逆转录形成 ｃＤＮＡ 第一条链为模板， 以杂色

鲍 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参基因， 以 １∶ １００ 稀释模板浓度。 设反应体系 １０ μＬ： ｃＤＮＡ 模板 ４􀆰 ５ μＬ， 正向和反向

引物各０􀆰 ２５ μＬ， ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ５ μＬ。 反应程序： ９４ ℃ １５ ｓ； ６０ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃ １ ｍｉｎ， 循

环 ３０ 次。 分析每个组织中溶菌酶基因的表达情况。
１􀆰 ３　 数据处理

利用仪器给的每个样品的 ＲＱ 值 ， 用 ＲＱ 平均值 ± 标准误差表示基因表达水平。 利用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０
软件对数据进行单因素方差分析， 设显著水平为 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， 极显著水平为 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

２　 结果

750

500 400

bp

图 1 杂色鲍 HdLysC ORF PCR 产物琼脂糖
凝胶电泳图

Fig.1 Agarose gel electrophoresis diagram of
HdLysC ORF PCR product

Marker测序结果和已有片段拼接后， 经查询开放阅读框

（ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ， ＯＲＦ） 设计引物扩增 ＯＲＦ 片段， 再

验证序列正确性。 图 １ 为验证结果电泳图。 根据 ｐＭＤ１９⁃
Ｔ 重组载体的测序结果， ＨｄＬｙｓＣ ＯＲＦ 长度为 ４１１ ｂｐ。
２􀆰 １　 ＨｄＬｙｓＣ 基因序列分析

ＨｄＬｙｓＣ ｃＤＮＡ 全长 ５９１ ｂｐ （ ５′ ＵＴＲ ２９ｂｐ、 ３′ ＵＴＲ
１２１ ｂｐ、 ＯＲＦ ４４１ ｂｐ）， 编码 １４６ 个氨基酸、 终止密码子

（ＴＧＡ）和 １ 个多聚腺苷酸信号（ＡＡＴＡＡＡ）， 前 １９ａａ 为信

号肽。 基因预测蛋白质分子质量为 １６􀆰 １５ ｋｕ， 等电点

（ＰＩ）为 ６􀆰 ０３。 有 ８ 个二硫键， １ 个糖基化位点， ８ 个磷

酸化位点， １ 个功能域（２０—１４６ａａ）， 以及 １ 个保守基序

（Ｇ ／ Ｔ）ＳＳＤＹＧＬＦＱＩＮＳ 和 ２ 个催化位点 Ｇｌｕ５２和 Ａｓｐ７０ ，无跨

膜结构。 ＮＣＢＩ Ｂｌａｓｔｘ 比对结果显示： 与皱纹盘鲍（Ｈａｌｉ⁃
ｏｔｉｓ ｄｉｓｃｕｓ ｈａｎｎａｉ） Ｃ 型溶菌酶 （ ＡＧＱ５０３３０􀆰 １ ） 相似性达

·０３３·
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７４％ ， 一致性达 ７５％ ； 与青蟹（Ｓｃｙｌｌａ ｐａｒａｍａｍｏｓａｉｎ）溶菌酶（ＡＤＭ３３９４２􀆰 １）相似性达 ５９％ ， 一致性达

４５％ ； 与三疣梭子蟹（Ｐｏｒｔｕｎｕｓ ｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｕｓ）溶菌酶（ ＡＣＭ２４７９６􀆰 ２）相似性为 ６９％ ， 一致性为 ４２％ ；
与牛（Ｂｏｓ ｔａｕｒｕｓ）Ｃ 型溶菌酶（ＮＰ＿００１０７１２９７􀆰 １）相似性为 ６６％ ， 一致性为 ４１％ （见图 ２）。

* 为终止密码子；粗体表示起始密码子和终止密码子；双下划线残基表示信号肽；灰色黑体带阴影为二硫键位置；AATAAA
为多聚腺苷酸信号；黑底白字表示糖基化位点；圆点表示磷酸化位点;方框表示两个活性位点 Glu52 和 Asp70;加粗黑色为保

守基序（G/T）SSDYGLFQINS;下划线为功能域(20-146aa)。
* is the stop (TAG) codes；bold represented the start codes (ATG) and the stop (TAG) codes；the double鄄underlined residues represent the signal
peptide；the black body shadow is the location of disulfide bond；the AATAAA is polyadenosine signal；the white words on the black background
represent the glycation site；the dots represent the phosphorylation site；the box of two active sites are Glu52 and Asp70；the bold black is the
conservative motif (G/T) SSDYGLFQINS；the underline is the functional domain (20-146aa).

图 2 HdLysC 基因的 cDNA 序列及推导的氨基酸序列

Fig.2 Base sequence and predicted amino acid sequence of HdLysC gene

２􀆰 ２　 同源分析和系统发育分析

表 ２ 为同源比对和构建进化树使用的物种基因及登录号。 将推导的 ＨｄＬｙｓＣ 氨基酸序列与其他物

种溶菌酶序列进行比对， 可知 ＨｄＬｙｓＣ 包含了保守基序 （Ｇ ／ Ｔ） ＳＳＤＹＧＬＦＱＩＮＳ （见图 ３）。

表 ２　 ＨｄＬｙｓＣ 基因同源比对及构建进化树用到各物种的名称及基因序列号

Ｔａｂ． ２　 Ｔｈｅ ｎａｍｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｓｐｅｃｉｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｔｒｅｅ ａｎｄ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｃ － ｔｙｐｅ ｌｙｓｏｚｙｍｅ ｇｅｎｅｓ

物种名称
Ｓｐｅｃｉｅｓ ｎａｍｅ

基因收录号
ＧｅｎｅＢａｎｋ Ｎｏ．

物种名称
Ｓｐｅｃｉｅｓ ｎａｍｅ

基因收录号
ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ．

非洲爪蟾 Ｘｅｎｏｐｕｓ ｌａｅｖｉｓ ＡＩＡ５７２８５． １ 蛤仔 Ｒｕｄｉｔａｐｅｓ ｐｈｉｌｉｐｐｉｎａｒｕｍ ＡＫＮ３５２１２． １
盘鲍 Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｄｉｓｃｕｓ ｄｉｓｃｕｓ ＪＸ９１２５２８． １ 皱纹盘鲍 Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｄｉｓｃｕｓ ｈａｎｎａｉ ＡＤＲ７０９９６． １
盘鲍 Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｄｉｓｃｕｓ ｄｉｓｃｕｓ ＪＸ９１２５２９． １ 紫贻贝 Ｍｙｔｉｌｕｓ ｇａｌｌｏｐｒｏｖｉｎｃｉａｌｉｓ ＡＦＭ４３６５３． １
杂色鲍 Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｄｉｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ ＡＯＸ１５７１０． １ 斑节对虾 Ｐｅｎａｅｕｓ ｍｏｎｏｄｏｎ ＡＣＺ６３４７０． １

原鸡 Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ ＮＰ＿９９０６１２． １ 家蚕 Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ ＮＰ＿００１０３７４４８． １
斑马鱼 Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ ＡＡＫ８５２９９． １ 果蝇 Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ ＣＡＡ４１２７３． １
人 Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ ＡＡＡ５９５３６． １ 刺参 Ａｐｏｓｔｉｃｈｏｐｕｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ ＡＢＫ３４５００． ２

家鼠 Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ ＣＤＭ９８７７５． １

运用 ＭＥＧＡ ５􀆰 ０ 软件构建系统进化树， 运用 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｍｅｔｈｏｄ 方法评估进化树可信度， 设置重复

次数 １０００ 次。 结果 （见图 ４） 显示皱纹盘鲍和盘鲍 （Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｄｉｓｃｕｓ ｄｉｓｃｕｓ） 聚为一小支， 紫贻贝

（Ｍｙｔｉｌｕｓ ｇａｌｌｏｐｒｏｖｉｎｃｉａｌｉｓ） 等双壳类聚为一支， 果蝇 （Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ） 等节肢动物聚为一小

·１３３·



集美大学学报 （自然科学版） 第 ２５ 卷

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

支， 甲壳类中的班节对虾 （Ｐｅｎａｅｕｓ ｍｏｎｏｄｏｎ） 聚为一小支， 人 （Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ） 、 原鸡 （Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ）
等脊椎动物等聚为一支， 棘皮动物中的刺参 （Ｓｔｉｃｈｏｐｕｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ） 另聚为一支。

图 3 杂色鲍 HdLysC 基因和其他物种溶菌酶基因序列比较分析

Fig.3 Comparative analysis of sequences between HdLysC and C 鄄type lysozyme gene of other species

H. diversicolor LysC
X. laevis Lys
G. gallus LysC
D. rerio LysC
H.sapiens LysC
H. discus hannai LysC
B. mori Lys
D. melanogaster Lys
H. discus discus LysC1
H. discus discus LysC2
Clustal consensus

H. diversicolor LysC
X. laevis Lys
G. gallus LysC
D. rerio LysC
H.sapiens LysC
H. discus hannai LysC
B. mori Lys
D. melanogaster Lys
H. discus discus LysC1
H. discus discus LysC2
Clustal consensus

H. diversicolor LysC
X. laevis Lys
G. gallus LysC
D. rerio LysC
H.sapiens LysC
H. discus hannai LysC
B. mori Lys
D. melanogaster Lys
H. discus discus LysC1
H. discus discus LysC2

Xenopus laevis Lys

Gallus gallus LysC

Homo sapiens LysC

Danio rerio LysC

Mus musculus LysC

Penaeus monodon LysC

Bombyx mori Lys

Drosophila melanogaster Lys

Mytilus galloprovincialis LysC

Ruditapes philippinarum LysC

Haliotis diversicolor LysC

Haliotis discus discus LysC2

Haliotis discus hannai LysC

Haliotis discus discus LysC1

Apostichopus japonicus Lys
100
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图 4 多物种 C 型溶菌酸基因序列 NJ 进化树

Fig.4 NJ evolutionary tree constructed by sequence of C鄄type lysozyme of some species

脊椎动物
Vertebrata

无脊椎动物
Invertebrate

·２３３·



　 第 ５ 期 张洁， 等： 杂色鲍 Ｃ 型溶菌酶基因的克隆及表达分析

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

２􀆰 ３　 三维结构预测

图 5 HdLysC 与鸡的溶菌酸 3D 结构对比结果

Fig.5 3D structure of HdLysC and C鄄type
lysozyme of G. gallus

绿色 Green—G.gallus 红色 Red—H.diversicolor

运用 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ 服务软件的同源建模方法， 将

ＨｄＬｙｓＣ 蛋白序列与 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ 搜索的鸡的 Ｌｙｓｏｚｙｍｅ
为模板进行联配， 构建杂色鲍 ＨｄＬｙｓＣ 基因的三维结构。
建模的结果如图 ５ 所示： 预测的 ＨｄＬｙｓＣ 蛋白 ３Ｄ 结构包

含 ５ 个 β 折叠， ４ 个 α 螺旋； ＨｄＬｙｓＣ 的催化位点的两个氨

基酸残基 （Ｇｌｕ 和 Ａｓｐ） 在 ＨｄＬｙｓＣ 和模板蛋白的空间位

置上几乎一致， 表明其具有相同的催化功能； 两者的三级

结构相似度为 ６６􀆰 ４％ ， 暗示其功能也类似。
２􀆰 ４　 ＨｄＬｙｓＣ 基因各组织特异性表达

结果显示 （见图 ６）， ＨｄＬｙｓＣ 基因在各组织中均有表

达， 且表达差异显著。 在外套膜 （ Ｍｎ） 中其表达量最高

（呈极显著差异， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 在粘液腺 （ Ｍｇ） 中表达量

明显减少， 在消化道 （ Ｄｔ） 中的表达量相对粘液腺有所减少， 在肝胰腺 （ Ｈｐ）、 鳃 （ Ｇｉ） 和肌肉

（Ｍｓ） 中表达量极少， 而在血淋巴中表达量最低。
２􀆰 ５　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析 ＨｄＬｙｓＣ 基因在副溶血弧菌感染后的表达水平

经副溶血弧菌感染后的杂色鲍各组织 ｍＲＮＡ 的表达模式如图 ７ 所示。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析结果表明：
１） 肝胰腺 （ Ｈｐ） 组织在副溶血弧菌感染 １２ ｈ 后， ＨｄＬｙｓＣ 基因表达量达到最大 （约比 ０ ｈ 增加

５ 倍）， 呈极显著差异 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ； 感染 ２４ ｈ 后其表达量显著减少， 转录水平降低； 感染 ４８ ｈ 后其

表达水平稍有回升， 大约与感染 １２ ｈ 后的表达水平持平。 ２） 在血淋巴 （Ｈｍ） 组织中， 表达量在感

染 ４ ｈ 后增加， 但未达到显著差异； 感染 １２ ｈ 后转录水平达到峰值 （约为 ０ ｈ 的 ２７ 倍）， 呈极显著差

异 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ； 感染 ２４ ｈ 后转录水平明显降低， 表达水平略低于感染 ４ ｈ 后的； 感染 ４８ ｈ 后表达量

恢复到正常水平。 ３） 在鳃 （Ｇｉ） 组织中， 感染 ４ ｈ 后的表达量最少； 感染 １２ ｈ 后的表达量最多， 呈

极显著差异； 感染 ２４ ｈ 后的表达量与 ０ ｈ 基本持平； 感染 ４８ ｈ 后的表达量约为 ０ ｈ 的 ２ 倍。 以上结果

表明 ＨｄＬｙｓＣ 基因能够响应副溶血弧菌的感染， 其表达水平在感染的不同时相呈上下波动。

图 6 HdLysC 基因在杂色鲍不同组织中的相对表达分析

Fig.6 Analysis of relative expression of HdLysC
in different tissues of H. diversicolor
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图 7 副溶血弧菌感染后 HdLysC 的表达情况

Fig.7 The expression of HdLysC after
V. parahaemolyticus challenge
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３　 讨论
３􀆰 １　 杂色鲍 ＨｄＬｙｓＣ ｃＤＮＡ 序列分析

溶菌酶在溶菌过程中能够破坏和消除入侵体内的异物， 其作为机体中重要的非特异性免疫因子，
参与了机体免疫防御过程， 并诱导和调节其他免疫因子的合成与分泌［９ － １０］ 。

本研究用 ＳＭＡＲＴ⁃ＰＣＲ 方法获取杂色鲍 ＨｄＬｙｓＣ 基因全长 ｃＤＮＡ。 其全长为 ５９１ ｂｐ， ＯＲＦ 为

４４１ ｂｐ， 编码 １４６ａａ， 蛋白质分子质量为 １６􀆰 １５ ｋｕ， 等电点为 ６􀆰 ０３， 含 ８ 个二硫键和磷酸化位点、 １
个糖基化位点， 无跨膜结构， 有一个 ＬＹＺ１ 功能域 （２０—１４６ａａ）。

将杂色鲍与其他种类的 Ｃ 型溶菌酶进行同源分析， 结果表明其同源性较高。 基因序列分析结果

显示 ＨｄＬｙｓＣ 有保守基序 （Ｇ ／ Ｔ） ＳＳＤＹＧＬＦＱＩＮＳ、 ２ 个催化位点 （Ｇｌｕ５２和 Ａｓｐ７０ ） 和 ８ 个保守的半胱氨

酸残基， 表明杂色鲍与其他种类 Ｃ 型溶菌酶氨基酸序列同源性较高。
根据杂色鲍和其他类群 Ｃ 型溶菌酶氨基酸基因推导的氨基酸序列系统发育分析表明， 杂色鲍

ＨｄＬｙｓＣ 基因与亲缘关系较近的皱纹盘鲍和盘鲍的同源性较高， 而与脊椎动物 （如人、 原鸡等） 的同

源性相对较低。 此结果表明杂色鲍 ＨｄＬｙｓＣ 氨基酸序列的同源性符合传统的分类地位。
３􀆰 ２　 组织表达分析

鲍类 Ｃ 型溶菌酶基因的表达具有种属和组织特异性， 不同鲍类及不同组织的表达量均有差异。
如皱纹盘鲍［２］ ， 采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 方法分析 Ｃ 型溶菌酶基因在不同组织的表达情况， 结果发现 Ｃ 型溶菌

酶基因在外套膜中表达水平最高， 其次为肌肉、 鳃和消化腺， 而在血淋巴中的表达水平最低。
已有的研究主要是对表面暴露于外部环境中的外套膜、 鳃和其他组织进行双壳类软体动物溶菌酶

基因的研究， 该基因被认为与双壳类的免疫功能密切相关［１１］ 。 本研究 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析结果表明，
ＨｄＬｙｓＣ 基因在各组织中均有表达， 在外套膜中表达量高， 呈现显著差异 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 因为外套膜能

向外分泌对附着的病原菌等具有抑制和杀菌作用的粘液， 形成了一粘液层， 成为杂色鲍机体免疫防御

的第一道防线。 本结果表明 ＨｄＬｙｓＣ 基因参与了机体的免疫防御过程。 除此之外， 本研究在消化道组

织中也检测到了溶菌酶的 ｍＲＮＡ 转录物。 因为消化道是机体食物消化的主要场所， 本结果说明 ＨｄＬｙ⁃
ｓＣ 基因也参与机体的消化作用。
３􀆰 ３　 弧菌感染对 Ｃ 型溶菌酶基因表达的影响

据报道［１２］ ， 自 ２０ 世纪 ８０ 年代以来， 养殖和野生的鲍鱼大量死亡， 其原因与寄生虫和细菌的

感染有关。 一些研究报告［１３ － １４］ 说， 鲍鱼大量死亡的主要原因之一是由于弧菌病感染引起的。 在本

实验研究中， 利用副溶血弧菌感染成体杂色鲍， 实验结果显示： 与 ０ ｈ 相比， 在副溶血弧菌感染

４ ｈ 后， ＨｄＬｙｓＣ 在血淋巴中表达量增加 （未达到显著差异） ， 在鳃组织中表达量有所下降， 在肝胰

腺中的表达水平基本与 ０ ｈ 一致； 感染 １２ ｈ 后， ＨｄＬｙｓＣ 在各组织中的表达量都有明显的增加， 呈

极显著差异， 尤其在血淋巴中差异最显著， 表达量约为 ４ ｈ 的 ４ 倍； 感染 ２４ ｈ 后， ＨｄＬｙｓＣ 表达量

在各组织中都所降低； 感染 ４８ ｈ 后， ＨｄＬｙｓＣ 在肝胰腺和血淋巴组织中的表达量基本恢复到 ０ ｈ 的

水平， 而在鳃组织中的表达量约为 ０ ｈ 的 ２ 倍。 此结果说明在受到副溶血弧菌感染后 ＨｄＬｙｓＣ 的表

达量在各组织中发生了明显的差异变化。
本研究成功克隆得到了 ＨｄＬｙｓＣ 全长 ｃＤＮＡ， 对其进行测序， 使对溶菌酶进化的理解有了直接

的证据。 通过实时定量 ＰＣＲ 方法， 检测副溶血弧菌感染下杂色鲍溶菌酶基因的表达情况， 结果提

示其在清除病原体的防御反应中起着重要作用， 这为将来深入研究 ＨｄＬｙｓＣ 在病原体刺激下发挥功

能的途径和机理奠定了基础。 通过研究其表达情况， 解释杂色鲍溶菌酶基因参与的免疫过程， 为

探索病害防治提供了新途径， 保证鲍养殖业的健康发展， 同时也为指导杂色鲍的遗传改良和抗病

品系的培育提供理论参考依据。

·４３３·
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