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皱纹盘鲍亮氨酸氨肽酶基因 ｃＤＮＡ 克隆及表达分析
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［摘要］ 利用 ＰＣＲ 和 ＲＡＣＥ 技术从皱纹盘鲍 （Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｄｉｓｃｕｓ ｈａｎｎａｉ） 肌肉中克隆亮氨酸氨肽酶基因

ｃＤＮＡ序列， 并对其结构进行分析。 皱纹盘鲍亮氨酸氨肽酶 （ Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｄｉｓｃｕｓ ｈａｎｎａｉ ｌｅｕｃｉｎｅ ａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ，
Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ） ｃＤＮＡ 全长共 ３２５１ ｂｐ， 包含 ５′非编码区 （５′ＵＴＲ） ５６ ｂｐ， ３′非编码区 （３′ＵＴＲ） ６５１ ｂｐ， 开放阅

读框 （ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ， ＯＲＦ） ２５４４ ｂｐ， 共编码 ８４７ 个氨基酸残基。 多序列比对结果显示， 该氨基酸序

列与太平洋牡蛎 （Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ ｇｉｇａｓ） 、 霸王莲花青螺 （Ｌｏｔｔｉａ ｇｉｇａｎｔｅａ） 、 囊舌虫 （Ｓａｃｃｏｇｌｏｓｓｕｓ ｋｏｗａｌｅｖｓｋｉｉ）
的亮氨酸氨肽酶序列相似性分别为 ８５％ 、 ６８％ 和 ６１％ 。 预测 Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 基因编码蛋白质的相对分子质量为

９５􀆰 ０９ ｋｕ， 理论等电点为 ５􀆰 １６。 Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 蛋白质的二级结构以 α － 螺旋和无规则卷曲为主， 其中 α － 螺旋占

３８􀆰 ０２％ ， 无规则卷曲占 ３０􀆰 １１％ ， β － 折叠占 ２２􀆰 ４３％ ， β － 转角占 ９􀆰 ４５％ 。 Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 主要分布在细胞质

（５９􀆰 ２％ ）、 线粒体 （１０􀆰 ０％ ） 和溶酶体 （１０％ ） 中， 推测其可能在能量代谢和辅因子的生物合成过程中发

挥信号转导和转录因子调控的作用。 系统发育关系分析结果显示， Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 与牡蛎亮氨酸氨肽酶关系最近。
荧光定量 ＰＣＲ 结果表明， Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 基因在鲍肌肉、 肝胰腺、 性腺、 血淋巴细胞、 腮、 外套膜等 ６ 个组织中

均有表达， 在血淋巴细胞中表达量最高， 肌肉次之， 性腺最少。
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０　 引言
氨肽酶 （ａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ） 属于 Ｍ１ 肽酶家族 （ ｐｅｐｔｉｄａｓｅ ｆａｍｉｌｙ Ｍ１）， 是一类从蛋白质或肽链的 Ｎ

端选择性切割氨基酸残基的锌离子依赖型外肽酶［１］ 。 氨肽酶分子含有一个跨膜结构， 以同源二聚体

形式存在于细胞膜上［２］ 。 根据氨肽酶水解 Ｎ 端氨基酸残基专一性程度的不同， 可将氨肽酶分为 ２ 类：
一类氨肽酶具有严格的底物专一性， 只能对一种或几种氨基酸残基特异性地水解； 另一类氨肽酶对肽

链末端氨基酸残基的专一性低， 可以水解几乎所有的氨基酸残基［３］ 。
亮氨酸氨肽酶 （ｌｅｕｃｉｎｅ ａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ， ＬＡＰ） 是一类对蛋白质或多肽链 Ｎ 端氨基酸残基切割效

率最高的氨肽酶。 它是一种锌离子依赖型金属外肽酶， 通常具有较为广泛的底物特异性， 其 Ｎ 端具

有一个催化口袋结构， 使氨基酸残基从肽链的 Ｎ 端依次被水解释放出来， 且偏好水解中性氨基酸残

基［４］ 。 由于其具有水解蛋白质的高效性、 底物的广泛性、 结构的特异性等特点， ＬＡＰ 是氨肽酶家族

最具有代表性的成员之一［５］ 。 氨肽酶水解出的游离氨基酸是动物性食品中主要的呈味物质， 因此在

食品加工中也已成为重要的研究对象［６ － ８］ 。 在前期的研究中发现， 皱纹盘鲍 （Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｄｉｓｃｕｓ ｈａｎｎａｉ）
肌肉中富含胶原蛋白［９］ ， 而且克隆出了特异分解胶原蛋白的基质金属蛋白酶 － １ 基因［１０］ 。 一般地，
参与动物肌肉新陈代谢的基质金属蛋白酶、 丝氨酸蛋白酶、 半胱氨酸蛋白酶等内切酶只能将高分子质

量的蛋白质降解为低分子质量的小肽， 而进一步将小肽降解为游离氨基酸则需要氨肽酶的参与。 目前，
关于水产动物氨肽酶的研究主要集中在鱼类， 如： 阿拉斯加鳕 （Ｔｈｅｒａｇｒａ ｃｈａｌｃｏｇｒａｍｍａ） ［１１］ 、 黄鳍金枪

鱼 （Ｔｈｕｎｎｕｓ ａｌｂａｃａｒｅｓ） ［１２］和草鱼 （Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎ ｉｄｅｌｌｕｓ） ［１３］中的氨肽酶已被成功分离纯化； 太平洋

牡蛎 （Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ ｇｉｇａｓ） 的氨肽酶基因被克隆［１４］ 。 这些研究为进一步深入了解氨肽酶特性及其功能奠定

了基础。 但是， 关于重要经济贝类鲍鱼肌肉中是否存在氨肽酶的研究尚未见报道。 随着营养学和水产加

工研究的不断发展， 使用分子生物学的方法研究水产动物蛋白质代谢机理已成为重要的手段。 本文拟以

我国高产的皱纹盘鲍为对象， 克隆 ＬＡＰ 基因全序列， 对其生物功能和结构特性进行分析。 进一步利用实

时荧光定量 ＰＣＲ 对 ＬＡＰ 基因在皱纹盘鲍不同组织中的表达水平进行研究， 并初步预测影响 ＬＡＰ 底物特

异性的关键位点， 为了解皱纹盘鲍氨肽酶的结构和功能提供理论参考。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 实验材料

鲜活皱纹盘鲍购于福建厦门集美市场， 选取质量 （３８􀆰 ０ ± ２􀆰 ０） ｇ、 长度 （５８􀆰 ２２ ± ２􀆰 ７１） ｍｍ 的皱

纹盘鲍， 饲养于集美大学水产养殖基地。
基因克隆的材料取自于皱纹盘鲍肌肉组织； 荧光定量的材料取自于皱纹盘鲍肌肉、 肝胰腺、 性

腺、 血淋巴细胞、 鳃、 外套膜。
１􀆰 ２　 主要试剂

总 ＲＮＡ 试剂购自 Ｒｏｃｈｅ； ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭⅡ１ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ 合成试剂、 ＲＡＣＥ 试剂盒、 ｒＴａｑ ＤＮＡ 聚

合酶、 ｐＭＤ１８ － Ｔ 载体、 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、 ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、 限制性内切酶 Ｎｄｅ Ｉ、 ＥｃｏＲ Ｉ 等均购自
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宝生物 （大连） 有限公司； 质粒小提试剂盒和 Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＤＮＡ 纯化回收试剂盒购自天根生化科技 （北

京） 有限公司； 大肠杆菌 Ｔｏｐ１０、 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ􀅹Ａｌｌ⁃ｉｎ⁃Ｏｎｅ Ｆｉｒｓｔ⁃Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ
（ｏｎｅ⁃ｓｔｅｐ ｇＤＮＡ ｒｅｍｏｖａｌ） 购自北京全式金生物技术有限公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１） 总 ＲＮＡ 的提取及 ｃＤＮＡ 合成　 按 ｃＤＮＡ 合成试剂盒提供的方法提取各组织 （肌肉、 肝胰腺、
血淋巴细胞、 鳃、 性腺、 外套膜） 的总 ＲＮＡ。 使用质量分数 １􀆰 ５％ 的琼脂糖凝胶电泳检测产物的完整

性， 使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ１０００ 紫外分光光度计检测纯度。 利用全式金 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ􀅹试剂盒合成用于荧光

定量 ＰＣＲ 的 ｃＤＮＡ。 用于 ５′ＲＡＣＥ 和 ３′ＲＡＣＥ 的 ｃＤＮＡ 模板依据 ＳＭＡＲＴＴＭＲＡＣＥ ｃＤＮＡ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ
的说明进行合成。

２） 皱纹盘鲍 Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 基因克隆　 通过比对太平洋牡蛎 （Ｃ􀆰 ｇｉｇａｓ， ＸＰ＿ ０１１４５６１５５􀆰 １）、 霸王莲

花青螺 （Ｌｏｔｔｉａ ｇｉｇａｎｔｅａ， ＸＰ＿ ００９０６１３５５􀆰 １）、 囊舌虫 （Ｓａｃｃｏｇｌｏｓｓｕｓ ｋｏｗａｌｅｖｓｋｉｉ， ＮＰ＿００１１７１７７８􀆰 １） 和

安水金线鲃 （Ｓｉｎｏｃｙｃｌｏｃｈｅｉｌｕｓ ａｎｓｈｕｉｅｎｓｉｓ， ＸＰ＿０１６３２４００５􀆰 １） 的 ＬＡＰ 基因序列， 找到 ＬＡＰ 基因同源保

守区域。 用 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０ 软件在 ＬＡＰ 基因保守区域内设计 ＰＣＲ 引物 （见表 １）， 以皱纹盘鲍肌肉 ｃＤＮＡ
为模板进行 ＰＣＲ 扩增。 扩增反应体系 （２５ μＬ）： ｄｄＨ２ Ｏ １７􀆰 ２ μＬ， １０ × ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５ μＬ， ｄＮＴＰｓ ２􀆰 ０ μＬ，
ＬＡＰ－Ｆ １􀆰 ０ μＬ， ＬＡＰ － Ｒ １􀆰 ０ μＬ， 模板 ｃＤＮＡ １􀆰 ０ μＬ， Ｔａｑ 酶 ０􀆰 ３ μＬ。 ＰＣＲ 扩增条件： ９５ ℃ 预变性

３ ｍｉｎ； ９４ ℃变性 ３０ ｓ， ５８ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎ， 循环 ３０ 次； 最后 ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎ。 反应完

成后， 将 ５ μＬ 扩增产物上样于质量分数 １􀆰 ５％ 的琼脂糖凝胶， 并进行电泳检测 （１００ Ｖ）。 扩增产物

经纯化回收后， 送上海英潍捷基生物公司测序。

表 １　 引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物 Ｐｒｉｍｅｒ　 　 　 　 序列（５′ － ３′）Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′ － ３′） 用途 Ｕｓａｇｅ
ＬＡＰ － Ｆ ＣＡＡＡＧＡＡＴＡＣＴＴＴＧＧＣＡＴＴＣＣＧＴＡ 中间片段 Ｍｉｄｄｌｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ
ＬＡＰ － Ｒ ＴＣＣＴＣＣＴＴＴＧＴＡＴＣＴＴＴＣＧＴＧＴＡＧＣ 中间片段 Ｍｉｄｄｌｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ
ＬＡＰ － ５′ － ＲＡＣＥ － ｏｕｔｅｒ ＡＡＧＴＣＴＧＣＡＡＧＡＧＣＡＡＴＡＡＧＡＴＣＣＡ ５′ － ＲＡＣＥ
ＬＡＰ － ５′ － ＲＡＣＥ － ｉｎｎｅｒ ＡＡＣＴＧＴＧＴＣＣＧＡＡＴＧＴＣＡＡＡＣＴＣＴ ５′ － ＲＡＣＥ
ＬＡＰ － ３′ － ＲＡＣＥ － ｏｕｔｅｒ ＡＡＣＴＧＴＴＣＡＡＧＧＣＡＧＡＧＡＡＣＴＣ ３′ － ＲＡＣＥ
ＬＡＰ － ３′ － ＲＡＣＥ － ｉｎｎｅｒ ＡＡＡＡＧＧＴＴＣＧＡＡＡＡＴＣＡＣＧＴＧＴＣＡＧ ３′ － ＲＡＣＥ
ＬＡＰ － ｑＰＣＲ － Ｆ ＡＡＡＣＴＣＣＣＡＡＣＴＣＡＣＴＣＧＣＴＴＡＴＴＣ 荧光定量 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＬＡＰ － ｑＰＣＲ － Ｒ ＴＴＴＡＣＡＡＡＴＧＣＣＴＧＴＴＴＡＴＴＧＧＴＧＣ 荧光定量 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＥＦ１α － Ｆ ＧＴＴＧＧＴＧＡＧＴＴＴＧＡＡＧＣＴＧＧＴＡ 内参基因 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ
ＥＦ１α － Ｒ ＡＡＡＴＣＧＴＧＣＣＴＣＡＧＡＧＴＡＴＧＧＴ 内参基因 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ

３） ｃＤＮＡ 末端快速扩增 （ＲＡＣＥ） 　 采用巢式 ＰＣＲ 进行 ３′和 ５′末端序列的扩增。 扩增反应体系

（２５ μＬ）： ｄｄＨ２ Ｏ １７􀆰 ２ μＬ， １０ × ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５ μＬ， ｄＮＴＰｓ ２􀆰 ０ μＬ， ＬＡＰ － Ｆ １􀆰 ０ μＬ， ＬＡＰ － Ｒ １􀆰 ０ μＬ， 模

板 ｃＤＮＡ １􀆰 ０ μＬ， Ｔａｑ 酶 ０􀆰 ３ μＬ。 ＰＣＲ 扩增条件如下： ９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ； ９４ ℃变性 ３０ ｓ， ５８ ℃退火

３０ ｓ， ７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎ， 循环 ３０ 次； 最后 ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎ。 产物经琼脂糖凝胶电泳验证后， 利用 ＤＮＡ
回收试剂盒纯化回收并与 ｐＭＤ１８ － Ｔ 载体连接， 后转化大肠杆菌感受态细胞， 挑取阳性菌落， 使用

ＰＣＲ 验证并送上海英潍捷基生物公司测序。
４） 序列分析　 使用 ＤＮＡｓｔａｒ ５􀆰 ０ 拼接测序结果， 得到 Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 基因的 ｃＤＮＡ 全长， 并预测基因

的开放阅读框 （ ＯＲＦ） （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｇｏｒｆ ／ ｏｒｆｉｇ． ｃｇｉ）。 通过 ＰｏｒｔＰａｒａｍ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．
ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ）分析氨基酸序列的理化性质，通过 ＥｘＰＡＳＹ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ／ ）
分析蛋白质的疏水性。 使用 ＵＣＬ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆ． ｃｓ． ｕｃｌ． ａｃ． ｕｋ ／ ｐｓｉｐｒｅｄ ／ ）预测蛋白质的二级结构， 利用

ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ） 分析蛋白质的三级结构， 通过 ＳｉｇｎａＬＰ４． １ （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ ／ ）分析蛋白质的信号肽。 通过 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｓｏｒｔ． ｈｇｃ． ｊｐ ／ ｆｏｒｍ． ｈｔｍｌ 预测蛋

白质的亚细胞定位， 使用 Ｍｅｇａ ６􀆰 ０ 软件（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ 法）构建系统进化树。
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５） 荧光定量 ＰＣＲ 检测组织表达差异 　 根据克隆得到的皱纹盘鲍 Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 基因设计荧光定量

ＰＣＲ 引物 （ＬＡＰ－ＱＦ 和 ＬＡＰ－ＱＲ）， 以 Ｆ１ＡＦ 作为内参基因， 分析 Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 基因在各组织中的表达差

异性。 将实验所用模板按统一标准稀释至一定浓度。 使用两步法进行扩增， 程序如下： ９５ ℃ 预变性

３０ ｓ； ９４ ℃变性 ５ ｓ， ６０ ℃延伸 ３０ ｓ， ４５ 个循环； 完成后， 从 ５５ ℃升温至 ９４ ℃制备溶解曲线。 每个

样品设置 ３ 个重复， 每组反应均设置无模板对照。
６） 数据处理　 用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行单因素方差分析 （ Ｏｎｅ⁃Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）， 显著性水平为 Ｐ ＜

０􀆰 ０５， 极显著性水平 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

２　 结果
２􀆰 １　 Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 基因的 ｃＤＮＡ 克隆及序列分析

说明：起始密码子和终止密码子由加黑字体表示；下划虚线为 N 端胞浆区域；下划
实线为催化口袋区域；方框内为 C 端 α 区域；灰底为锌离子结合区。
Notes：The black font indicated initiation condon and termination codon；dotted underlined sequence
was cytoplasmic domain; underlined sequence was the catalytic site sequence; the C terminal alpha
domainis boxed；the sequence in grey background was Zn2+ binding site.

图 1 Hdh鄄LAP cDNA 及推导的氨基酸序列

Fig.1 Nucleotide and deduced amino acid sequence of Hdh鄄LAP
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151
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301
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376
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451
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526
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601
201
676
226
751
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826
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301
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676
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2551
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2626
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2776
2851
2926
3001
3076
3151

利用 ＰＣＲ 和 ＲＡＣＥ 技术克隆得到 Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 基因的 ｃＤＮＡ 全长共 ３２５１ ｂｐ， 包含 ５′非编码区 （５′
ＵＴＲ） ５６ ｂｐ， ３′非编码区 （３′ＵＴＲ） ６５１ ｂｐ， 开放阅读框 （ＯＲＦ） ２５４４ ｂｐ， 编码 ８４７ 个氨基酸残基。
Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 基因序列 ｐｏｌｙ Ａ 末端上游有一个多聚腺苷酸终止信号序列 ＡＡＴＡＡ （见图 １） 。 经 ＳｉｇｎａｌＰ ４􀆰 １

·４３·
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Ｓｅｒｖｅｒ 软件分析， Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 基因编码的氨基酸序列不存在信号肽。 结构域分析结果表明， 该蛋白质包

含 Ｎ 端胞浆区域、 跨膜区域、 催化口袋区域和 Ｃ 端 α 区域， 具有 ＬＡＰ 的典型特征。
２􀆰 ２　 Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 蛋白质特性和结构分析
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图 2 Hdh鄄LAP 的疏水性预测

Fig.2 Hydrophobicity analysis of Hdh 鄄LAP

根据 ＰｒｏｔＰａｒａｍ ｔｏｏｌ 预测 Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 基因编码

蛋白质的相对分子质量为 ９５􀆰 ０９ ｋｕ， 理论等电点

为 ５􀆰 １６。 运用 ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ 在线预测其二级结构， 结

果表明， Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 蛋白质主要由 ４ 种二级结构元

件组成， 其中 α － 螺旋占 ３８􀆰 ０２％ ， 无规则卷曲

占 ３０􀆰 １１％ ， β － 折叠占 ２２􀆰 ４３％ ， β － 转角占

９􀆰 ４５％ 。 运用 ＰｏｒｔＳｏａｌｅ 软件分析 Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 蛋白

质疏水性， 结果显示， 该蛋白质疏水值 （ｇｒａｎｄａｖ⁃
ｅｒａｇｅ ｏｆｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ） 为 － ０􀆰 ２９１， 所以 Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ
是亲水性蛋白质 （见图 ２）。

利用同源建模法 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ 对 Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ
进行结构建模 （见图 ３ａ）， 选取 ＰＤＢ 数据库中

与目的蛋白序列一致性为 ３２􀆰 ８１％ 的猪 ＬＡＰ
（ＰＤＢ： ４ ｈｏｍ） 作为建模模板， 模拟 Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ
酶原的三级结构， 根据该蛋白质三级结构确定其锌离子结合区 （见图 ３ｂ）、 Ｃ 端 α 区域 （见图 ３ｃ）
和催化口袋区域 （见图 ３ｄ）。

a） Hdh鄄LAP 氨基酸序列的三级结构预测
The predicted tertiary structure of Hdh鄄LAP

b） 锌离子结合区域
Zn2+ binding site on the conserved domain

c） C-端 α 区域
C-terminal domain of Hdh鄄LAP

d） 催化口袋区域
Molecular modeling of the catalytic pocket

H305

H309

E328

C鄄端 C鄄terminal

N鄄端 N鄄terminal

图 3 Hdh鄄LAP 的三级结构预测

Fig.3 The predicted tertiary structure of leucine aminopeptidase in Haliotis discus hannai

２􀆰 ３　 Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 氨基酸序列比对及序列相似性分析

使用 ＤＮＡＭＡＮ ４􀆰 ０ 软件对不同物种 Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 的氨基酸序列进行比对， 结果表明， Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 与太

平洋牡蛎、 霸王莲花青螺和囊舌虫的 ＬＡＰ 序列相似性分别为 ８５％ 、 ６８％ 和 ６１％ 。 在几种无脊椎软体

动物间， ＬＡＰ 的氨基酸序列在催化区与锌离子结合区具有很高的保守性 （见图 ４）。

·５３·
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说明： 虚线方框所示为催化区活性中心， 实线方框所示为锌离子结合区。 不同物种 LAP 的多序列比对： 皱纹盘鲍(A鄄
PA21554.1)、文昌鱼(XP_019614237.1)、太平洋牡蛎(XP_019917982.1)、舌形贝(XP_013406992.1)、囊舌虫(NP_001171778.1)。
Notes：The catalytic active site was shown by dotted box；Zn2+ binding site on conserved domain was shown by box. GenBank accession number of
sequences used for alignment: Haliotis discus hannai (APA21554.1), Branchiostoma belcheri (XP_019614237.1), Crassostrea gigas
(XP_019917982.1), Lingula anatina(XP_013406992.1),Saccoglossus kowalevskii(NP_001171778.1).

图 4 Hdh鄄LAP 氨基酸序列与其他动物 LAP 的多序列比对

Fig.4 The multiple sequence alignment of LAP from abalone with those from other mollusks
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２􀆰 ４　 Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 的进化分析

图 5 皱纹盘鲍 LAP 与其他物种 LAP 的系统进化树

Fig.5 Phylogenetic tree depicting the relationship of HP鄄LAP with those from other species

皱纹盘鲍 Haliotis discus hannai

使用 Ｍｅｇａ ６􀆰 ０ 软件对不同物种 ＬＡＰ 的氨基酸序列进行聚类分析， 并建立系统进化树 （见图 ５）。
结果显示， 进化树主要分为 ３ 个大支， 其中： 安水金线鲃 （Ｓｉｎｏｃｙｃｌｏｃｈｅｉｌｕｓ ａｎｓｈｕｉｅｎｓｉｓ） 和犀角金线

鲃 （Ｓｉｎｏｃｙｃｌｏｃｈｅｉｌｕｓ ｒｈｉｎｏｃｅｒｏｕｓ） 为一个亚支， 单峰骆驼 （Ｃａｍｅｌｕｓ ｄｒｏｍｅｄａｒｉｕｓ） 和金钱豹 （Ｐａｎｔｈｅｒａ
ｐａｒｄｕｓ） 为一个亚支， 绒毛丝鼠 （Ｃｈｉｎｃｈｉｌｌａ ｌａｎｉｇｅｒａ） 、 星鼻鼹鼠 （Ｃｏｎｄｙｌｕｒａ ｃｒｉｓｔａｔａ） 和安乐蜥
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（Ａｎｏｌｉｓ ｃａｒｏｌｉｎｅｎｓｉｓ） ， 舌形贝 （Ｌｉｎｇｕｌａ ａｎａｔｉｎａ） 和斑点雀鳝 （Ｌｅｐｉｓｏｓｔｅｕｓ ｏｃｕｌａｔｕｓ） 为一个亚支； 太平

洋牡蛎、 皱纹盘鲍和囊舌虫为一个亚支； 叶吻银鲛 （Ｃａｌｌｏｒｈｉｎｃｈｕｓ ｍｉｌｉｉ） 单独为一个亚支。 而皱纹盘

鲍、 太平洋牡蛎和囊舌虫都属于软体动物， 这与传统的分类结果相吻合。
２􀆰 ５　 Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 基因在不同组织中的相对表达量分析
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说明：“*”表示差异显著(P<0.05)；“**”表示差异极显著(P<0.05)。
Notes：“*”indicated significant difference；“**”indicated extremely
significant difference.

图 6 Hdh鄄LAP 基因在皱纹盘鲍
不同组织中的相对表达量

Fig.6 Expression analysis of Hdh鄄LAP
gene in different tissues of abalone

对基因进行组织定量检测是研究基因功能

的一种重要手段。 利用荧光定量 ＰＣＲ 检测 Ｈｄｈ⁃
ＬＡＰ 基因在皱纹盘鲍肌肉、 性腺、 肝胰腺、 血

细胞、 外套膜和鳃组织中的相对表达量。 结果

表明， Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 基因在所有组织中均有表达，
在血细胞中的相对表达量最高， 其次是肌肉，
而性腺中的相对表达量最低 （见图 ６）。 血细胞

中最高的 ＬＡＰ 基因表达可能与该酶参与皱纹盘

鲍先天性免疫有关， 肌肉中较高的该基因表达

可能与其呈味有关。
２􀆰 ６　 突变位点的确定

通过对 Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 的三级结构分析， 显示催

化口袋区域是该蛋白质分子的核心及主要催化区

域， 推测与该酶的底物特异性有关。 因此， 探讨

了催化口袋结构域中可能决定 ＬＡＰ 催化活性的氨

基酸残基。 Ｏｇａｗａ 等［１５］通过模拟催化口袋及定点

突变的方式， 确定了 Ｇｌｎ１６９ 和 Ａｓｐ４０６ 位点是决

定人氨肽酶 Ｂ （ＡＰＢ） 切割碱性氨基酸偏好性的关键位点。 Ｈａｔｔｏｒｉｄ 等［１６］确定 Ｍ１ 家族中内质网氨肽酶１ （ＥＲ⁃
ＡＰ１） 的 Ｇｌｎ１８１ 位点赋予酶对碱性氨基酸的偏好性。 对 ＬＡＰ 催化区三级结构分析发现， Ｇｌｎ１３２ 和 Ａｓｐ２６５ 是该

酶口袋催化区的关键位点 （见图７）。 为进一步验证这２ 个氨基酸残基是不是关键位点以及突变后对酶活力的

影响， 今后拟将原核表达克隆得到 ＬＡＰ 催化区域， 并对 Ｇｌｎ１３２ 和 Ａｓｐ２６５ 进行定点突变。 ＬＡＰ 对各种氨肽

酶荧光底物均有不同程度水解， 而对 Ｌｅｕ 水解效率最高， 其次是 Ｐｈｅ 和 Ｌｙｓ［１７］ 。 通过定点突变改变 ＬＡＰ 水

解底物的偏好性和特异性， 有望提高重组表达 Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 对其他氨基酸特别是呈味氨基酸的水解效率。

图 7 Hdh鄄LAP 与氨肽酶 M1 家族的关键位点 Gln132 和 Asp265 比对

Fig.7 Alignment of sequences around Gln132 and Asp265 of Hdh鄄LAP with
other mollusks of the M1 family of aminopeptidases

a） Gln132

b） Asp265
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３　 讨论
通过对已报道的与皱纹盘鲍亲缘关系较近物种的 ＬＡＰ 基因序列进行多序列比对， 找到较为保守

的区域并设计兼并引物。 使用 ＰＣＲ 和 ＲＡＣＥ 技术从皱纹盘鲍肌肉组织中克隆得到 ＬＡＰ 基因 ｃＤＮＡ 全

长共 ３２５１ ｂｐ， 包含 ５′ＵＴＲ ５６ ｂｐ， ３′ＵＴＲ ６５１ ｂｐ， 开放阅读框 （ＯＲＦ） ２５４４ ｂｐ， 共编码 ８４７ 个氨基酸

残基。 此外， 对 Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 序列特征及功能进行了初步分析。 通过氨基酸多序列比对和系统进化树分

析， 结果表明， 皱纹盘鲍与太平洋牡蛎亲缘关系最近。 此外， Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 是一种亲水性蛋白酶， 具有

锌离子结合域和较广泛的底物特异性。
氨肽酶是膜型金属酶， 能在 Ｎ 末端水解肽、 酰胺或芳酰胺而释放出氨基酸。 氨肽酶蛋白质主要

由 ４ 个结构域组成， 分别是 Ｎ 端 β⁃区域、 催化区域、 中间的 β⁃区域和 Ｃ 端 α 区域。 在催化区域， 有

一段在 Ｍ１ 家族中高度保守的锌离子螯合氨基酸序列 ＨＥＸＸＨ （Ｘ） １８ Ｅ ［１８］ ， 这段序列由 ６ ～ ７ 个外显子

编码， 从而确保氨肽酶的活性。 在氨肽酶活性中心， Ｈｉｓ２９８ 和 Ｈｉｓ３０５ 的 Ｎ 原子， Ｇｌｕ３１９ 的羧基 Ｏ 原

子以及一个水分子， 与锌离子螯合形成四面体结构［１９］ 。 这些结构组成了 ＬＡＰ 的完整三级结构， 并决

定了 ＬＡＰ 的生物活性。 在蛋白质 Ｎ 端氨基酸残基水解过程中， 与锌离子配位的第一个水分子作为底

物的亲核试剂， 通过与氨肽酶 Ｇｌｕ２８１ 位点形成氢键， 从而增强其亲核性。 当反应物形成 Ｍｉｃｈａｅｌｉｓ 复

合物后， 这个水分子便会对底物的肽键羰基碳进行亲核的进攻， 从而引发水解反应［２０］ 。
肌肉组织包括多种细胞内降解机制， 主要包括泛素 － 蛋白酶体途径、 溶酶体途径和钙激活蛋白酶

途径等［２１］ 。 皱纹盘鲍死后， 内切酶、 羧肽酶、 氨肽酶等共同参与肌肉组织的分解。 为了探究 Ｈｄｈ⁃
ＬＡＰ 基因在皱纹盘鲍中的生物学功能， 利用荧光定量 ＰＣＲ 技术对 Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 基因在肌肉、 肝胰腺、 鳃、
外套膜、 血淋巴细胞、 性腺等组织中的相对表达量进行定量分析。 结果显示， Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 基因在血淋

巴细胞中的表达量最高， 肌肉次之， 在性腺中的表达量最低。 推测该酶与皱纹盘鲍的免疫调控有密切

关系。
尽管 ＬＡＰ 在其他水产动物特别是鱼类中已有较多研究， 但对重要贝类皱纹盘鲍 ＬＡＰ 的研究未见

报道。 本文克隆得到 ＬＡＰ 基因全长， 通过生物信息学分析和荧光定量 ＰＣＲ 技术， 对其生理功能、 结

构特点及其在生物体内催化蛋白质降解的分子机理进行了初步研究。 今后拟通过定点突变实验， 检测

Ｇｌｎ１３２ 和 Ａｓｐ２６５ 位点是否为影响 Ｈｄｈ⁃ＬＡＰ 底物特异性的关键位点， 为进一步深入了解皱纹盘鲍中氨

肽酶的生理功能奠定基础。
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