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［摘要］ 为了探索基质金属蛋白酶 （ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ， ＭＭＰｓ） 在软体动物中的存在形式及其在

机体抗菌免疫中的作用， 以皱纹盘鲍 （Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｄｉｓｃｕｓ ｈａｎｎａｉ） 为研究对象， 采用分子生物学技术克隆得到皱

纹盘鲍 ＭＭＰ⁃１６、 ＭＭＰ⁃１７ 和 ＭＭＰ⁃２１ ３ 个基因部分序列， 并对其进行生物信息学分析和多序列比对。 此外，
利用荧光定量 ＰＣＲ 技术检测了 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰｓ 在皱纹盘鲍不同组织及副溶血弧菌感染前后各组织中的表达情

况。 结果显示， 克隆得到的 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰｓ 序列包含完整的催化结构域和 （或） 类血红素结合区， Ｈｄｈ⁃ＭＭＰｓ
蛋白与多种软体动物的 ＭＭＰｓ 具有序列相似性。 荧光定量 ＰＣＲ 结果显示， Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１６ 和 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１７ 在

血淋巴细胞中表达量最高， 而 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃２１ 在鳃中表达量最高。 副溶血弧菌感染后， Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１６ 的表达

量在鳃中呈现上升趋势， 而 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１７ 的相对表达量呈现先上升后下降的趋势， Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃２１ 基因在鳃

和肝胰腺中呈现一定程度的上调表达。 本研究结果表明， Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１６ ／ １７ ／ ２１ 可能与皱纹盘鲍抵御病原菌

入侵的先天免疫性调控相关。
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０　 引言
鲍鱼隶属于软体动物门 （ Ｍｏｌｌｕｓｃａ）、 腹足纲 （ Ｇａｓｔｒｏｐｏｄａ）、 原始腹足目 （ Ａｒｃｈａｅｏｇａｓｔｒｏｐｏｄａ）、

鲍科 （Ｈａｌｉｏｔｉｄａｅ）、 鲍属 （Ｈａｌｉｏｔｉｓ） ， 自古以来就被认为是海洋中最珍贵的美味。 鲍鱼已经成为全球

水产养殖的一种重要经济品种［１］ 。 据统计， ２０１６ 年我国鲍鱼产量达到近 １４ 万 ｔ， 比 ２０１４ 年增长

９􀆰 ２％ 。 福建省作为鲍鱼养殖大省， 年产量占全国 ８１％ ［２］ 。 随着水产养殖业的迅速发展， 质量管理、
疾病预防与控制等相关技术的缺乏容易导致鲍鱼疾病的流行， 其中， 副溶血性弧菌是导致养殖鲍鱼成

活率下降的主要病原菌。 感染了副溶血性弧菌的鲍鱼表现为萎缩， 从受疾病感染的鲍鱼多样性血淋巴

中分离出的副溶血性弧菌可导致幼年鲍鱼的死亡［３］ 。
基质金属蛋白酶 （ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ， ＭＭＰｓ） 是一类活性依赖于锌离子和钙离子的蛋白水解

酶［４］ 。 典型的 ＭＭＰｓ 结构包括： １） 疏水信号肽序列； ２） 前肽区， 主要作用是保持酶原的稳定， 当该区

域被外源性酶切断后， ＭＭＰｓ 酶原被激活； ３） 催化活性区， 有锌离子结合位点， 对酶催化作用的发挥

至关重要； ４） 富含脯氨酸的铰链区； ５） 类血红素结合区， 与酶的底物特异性有关［５］ 。 不同的 ＭＭＰ 具

有不同的底物特异性。 ＭＭＰｓ 的表达由糖皮质激素、 类维生素 Ａ、 病菌感染和外界压力等因素调控［６］ ，
其活性受转录水平、 酶原激活和天然抑制剂 （ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｏｆ ＭＭＰｓ， ＴＩＭＰ） 的严格控制［７］ 。 作为降

解细胞外基质 （ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ， ＥＣＭ） 的主要酶类， ＭＭＰｓ 能够参与生物体多种生理和病理过程，
如胚胎发育、 组织重排、 免疫反应和疾病发生等［８ － ９］ 。 目前， 对 ＭＭＰｓ 的研究主要集中于哺乳动物， 以

水产动物特别是贝类为研究对象的报道较少。 因此， 本文以皱纹盘鲍 （Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｄｉｓｃｕｓ ｈａｎｎａｉ） 为研究对

象， 克隆得到 ３ 个 ＭＭＰｓ （Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１６ ／ １７ ／ ２１） 部分基因序列， 并对这 ３ 个基因进行生物信息学分析及

蛋白质高级结构预测。 还对 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰｓ 在皱纹盘鲍不同组织中的相对表达量及其在副溶血弧菌感染前后

基因相对表达量变化情况进行了初步试验， 以探究 ＭＭＰｓ 在皱纹盘鲍免疫调控环节中的生物学功能。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 实验材料

大小均一的健康皱纹盘鲍购于厦门市夏商国际水产交易中心， 平均质量约 ４０ ｇ， 于 ２０ ℃暂养 ３ ～
４ ｄ后根据相关实验分组进行处理。 养殖用海水取于集美大学水产学院养殖场， 每 １２ ｈ 更换一次。
１􀆰 ２　 实验动物分组及致病菌处理

实验用皱纹盘鲍暂养后， 随机挑取 ３ 只鲍鱼， 收集血淋巴细胞、 肝胰腺、 鳃、 肌肉、 腹足、 外套

膜和性腺， 不同个体相同组织混合后置于液氮备用。 将剩余鲍鱼随机分为两组， 每组 ２０ 只， 试验组

注射副溶血弧菌 （２ × １０７ ＣＦＵ）， 对照组注射同等体积磷酸缓冲液。 注射 １２、 ２４、 ４８ 和 ７２ ｈ 后， 分

别随机挑取 ３ 只鲍鱼， 收集鲍鱼主要免疫器官 （血淋巴细胞、 鳃、 肝胰腺）， 不同个体相同组织混合

后置于液氮备用。
１􀆰 ３　 总 ＲＮＡ 的提取及 ｃＤＮＡ 合成

按总 ＲＮＡ 提取试剂盒 （Ｔｉａｎｇｅｎ） 提供的方法提取各组织 （血淋巴细胞、 肝胰腺、 鳃、 肌肉、 腹

·７１·
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足、 外套膜和性腺） 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 检测 ＲＮＡ 浓度及纯度。 利用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＩＩ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ （ ＴＡＫＡ⁃
ＲＡ） 将血淋巴细胞 ｍＲＮＡ 反转录成用于基因克隆的 ｃＤＮＡ。 将不同组织 ｍＲＮＡ 浓度调为一致， 利用

ＲｅｖｅｒＴｒａ Ａｃｅ􀳏 ｑＰＣＲ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｒｅｍｏｖｅｒ （ＴＯＹＯＢＯ） 合成用于荧光定量 ＰＣＲ （ｑｕａｎｔｉｔａ⁃
ｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ， ｑＰＣＲ） 的 ｃＤＮＡ。
１􀆰 ４　 皱纹盘鲍 ＭＭＰｓ 基因克隆

通过拼接 ＮＣＢＩ ＳＲＡ 数据库中皱纹盘鲍转录组测序数据 （登录号： ＳＲＰ０５９３０７）， 得到完整的皱

纹盘鲍转录组序列。 利用 ＢＬＡＳＴ 在线软件预测得到与其他物种 ＭＭＰ 同源的 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１６ ／ １７ ／ ２１ 基因

部分序列。 用 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰｓ 特异性引物 （见表 １）， 以皱纹盘鲍血淋巴细胞 ｃＤＮＡ 为

模板进行 ＰＣＲ 扩增。 扩增反应体系 （ ２０ μＬ） 如下： Ｔａｑ 酶 ０􀆰 ２ μＬ， １０ × ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ０ μＬ， ｄＮＴＰ
（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）２􀆰 ０ μＬ， 正向引物 （ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） １􀆰 ０ μＬ， 反向引物 （ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） １􀆰 ０ μＬ， ｃＤＮＡ
１􀆰 ０ μＬ， ｄｄＨ２ Ｏ １２􀆰 ８ μＬ。 ＰＣＲ 扩增条件为： ９４ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ； ９４ ℃ 变性 ３０ ｓ， ５８ ℃ 退火 ３０ ｓ，
７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎ， 循环 ３５ 次； 最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 将 ３ μＬ 扩增产物上样于质量分数 １􀆰 ０％ 的琼脂

糖凝胶， 并进行电泳检测。 扩增产物经 ＤＮＡ 纯化试剂盒 （ Ｔｉａｎｇｅｎ） 回收后， 连接 ｐＥＡＳＹ⁃Ｔ１ 载体

（ＴｒａｎｓＧｅｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ）， 并进行转化和菌落 ＰＣＲ， 挑取阳性菌落送厦门铂瑞生物科技有限公司测序。

表 １　 基因克隆所用引物

Ｔａｂ􀆰 １　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
（５′ － ３′）

Ｔｍ ／ ℃ 引物长度
Ｐｒｉｍｅｒ ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

扩增基因及长度
Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｌｅｎｇｔｈ

ＭＭＰ⁃１６⁃Ｆ ＴＧＴＧＧＡＣＴＧＧＣＴＧＧＧＴＣＧＡＴ ６６． ３ ２０
ＭＭＰ⁃１６⁃Ｒ ＧＧＣＧＴＣＣＡＴＴＴＴＧＣＣＡＴＴＣＣ ４６． ８ ２０

ＭＭＰ⁃１６，１１５０ ｂｐ

ＭＭＰ⁃１７⁃Ｆ ＴＡＣＴＣＣＡＡＣＴＧＡＧＡＴＣＧ ４６． ４ １７
ＭＭＰ⁃１７⁃Ｒ ＣＴＡＧＴＧＴＧＡＣＴＧＡＴＧＡＴＡＴＡＡＧＡＡ ５０． ８ ２４

ＭＭＰ⁃１７，１９１３ ｂｐ

ＭＭＰ⁃２１⁃Ｆ ＣＴＴＣＴＧＴＧＧＡＴＧＴＴＴＡＣＴＧＴ ５０． ０ ２０
ＭＭＰ⁃２１⁃Ｒ ＣＡＣＴＴＴＴＣＡＴＡＣＣＡＣＴＴＧＣＣＴＣＴＧＴ ６２． ８ ２５

ＭＭＰ⁃２１，２１１２ ｂｐ

１􀆰 ５　 生物信息学分析

根据克隆得到的 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰｓ 基因序列， 利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件推导 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰｓ 氨基酸序列； 利用 ｉｎ⁃
ｔｅｒｐｒｏ 在线分析软件 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｂｉ． ａｃ． ｕｋ ／ ｉｎｔｅｒｐｒｏ ／ ） 对其蛋白质结构域进行分析； 用 ＮＣＢＩ 中

ＢＬＡＳＴ 工具（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｌａｓｔ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ． ｃｇｉ）进行序列比对和相似性分析； 用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ ｈｔ⁃
ｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ）分析蛋白质的理化性质； 通过 ＰＳＩＰＲＥＤ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆ． ｃｓ． ｕｃｌ． ａｃ． ｕｋ ／
ｐｓｉｐｒｅｄ ／ ）在线预测 ＭＭＰｓ 蛋白质二级结构； 利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件进行不同物种间同一基因多序列比对。
１􀆰 ６　 ｑＰＣＲ 检测 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰｓ 基因表达

根据克隆得到的皱纹盘鲍 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰｓ 基因序列设计 ｑＰＣＲ 用引物 （见表 ２）， 以 ＥＦ⁃１α 作为内参

基因， 利用 ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ􀳏 Ｔｏｐ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ （ＴｒａｎｓＧｅｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ） 分析 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰｓ 基因在皱纹盘鲍

各组织及副溶血弧菌感染前后的表达差异性。 ｑＰＣＲ 反应体系 （１０ μＬ） 如下： ２ × ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ
５ μＬ， 正向引物 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ２ μＬ， 反向引物 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ２ μＬ， ５０ × Ｐａｓｓｉｖｅ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ
０􀆰 ２ μＬ， ｃＤＮＡ １􀆰 ０ μＬ， ｄｄＨ２ Ｏ ３􀆰 ４ μＬ。 于 ＡＢＩ ７３００ 仪器 （Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ） 中进行两步法 ＰＣＲ
扩增， 程序如下： ９４ ℃预变性 ３０ ｓ； ９４ ℃变性 ５ ｓ， ６０ ℃延伸 ３１ ｓ （荧光采集）， 循环 ４０ 次； 扩增结

束后， 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。

·８１·
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表 ２　 ｑＰＣＲ 所用引物

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｑＰＣＲ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
（５′ － ３′） Ｔｍ ／ ℃ 引物长度

Ｐｒｉｍｅｒ ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ
扩增基因及长度

Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｌｅｎｇｔｈ
ＭＭＰ⁃１６⁃ＱＦ ＡＴＧＴＣＡＣＴＣＣＧＣＴＡＡＣＣＴＴＣＴ ６１． ９ ２１
ＭＭＰ⁃１６⁃ＱＲ ＧＴＧＧＧＴＧＴＣＴＣＣＴＣＣＡＡＴＣＡＧ ５７． ９ ２１ ＭＭＰ⁃１６，１７６ ｂｐ

ＭＭＰ⁃１７⁃ＱＦ ＴＣＡＣＴＧＴＣＡＴＴＡＧＧＣＡＧＧＡＧＧ ５９． ９ ２１
ＭＭＰ⁃１７⁃ＱＲ ＧＣＴＴＣＡＡＧＡＴＡＧＴＴＧＧＣＧＴＴＧ ６０． ３ ２１ ＭＭＰ⁃１７，２２３ ｂｐ

ＭＭＰ⁃２１⁃ＱＦ ＧＧＴＡＡＴＣＡＴＣＡＡＡＡＣＴＧＴＣＣＣＣＡＴＡ ６１． ４ ２１
ＭＭＰ⁃２１⁃ＱＲ ＣＧＣＡＧＡＡＧＡＴＡＡＡＴＣＣＣＣＴＣＡ ６２． ２ ２５ ＭＭＰ⁃２１，１４６ ｂｐ

ＥＦ⁃１α⁃ＱＦ ＧＴＴＧＧＴＧＡＧＴＴＴＧＡＡＧＣＴＧＧＴＡ ５９． ３ ２２
ＥＦ⁃１α⁃ＱＲ ＡＡＡＴＣＧＴＧＣＣＴＣＡＧＡＧＴＡＴＧＧＴ ６０． ０ ２２ ＥＦ⁃１α，１４４ ｂｐ

a) Hdh鄄MMP鄄16

b) Hdh鄄MMP鄄17

c) Hdh鄄MMP鄄21

说明：肽聚糖结合结构域由灰底表示；催化结构域由
黑色下划线表示；类血红素结合区由双下划线表示；
催化活性中心由黑底表示。
Notes:Peptidoglycan binding domain is shown in grey back鄄
ground.The catalytic domain is indicated by black underline.
The hemopexin鄄like domain is indicated by double underline.
The catalytic site is shown in black background.
图 1 Hdh鄄MMPs 基因序列及推导的氨基酸序列

Fig 1 Nucleotide and deduced amino
acid sequences of Hdh鄄MMPs

１􀆰 ７　 数据处理

运用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 软件处理数据及图表绘制，
采用单因素方差分析法 （ Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ） 进行统计

分析， 显著性水平为 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， 极显著性水平为 Ｐ ＜
０􀆰 ０１。

２　 结果
２􀆰 １　 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰｓ 基因的克隆及序列分析

通过拼接 ＮＣＢＩ ＳＲＡ 数据库中皱纹盘鲍转录组测

序数据 （登录号： ＳＲＰ０５９３０７） ［１０］ ， 得到完整的皱纹盘

鲍转录组序列。 利用 ＢＬＡＳＴ 在线软件预测得到与其他

物种 ＭＭＰ 同源的 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１６ ／ １７ ／ ２１ 基因部分序列。
通过 ＰＣＲ 扩增， 克隆得到 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１６、 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１７
和 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃２１ ｃＤＮＡ 编码区部分序列。 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１６
片段长度 １１５０ ｂｐ， 编码 ３８３ 个氨基酸残基， 包含 ＭＭＰ
完整的催化区和肽聚糖结合结构域 （见图 １ａ）。 Ｈｄｈ⁃
ＭＭＰ⁃１７ 和 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃２１ 片段长度分别为 １９１３ ｂｐ 和

２１１２ ｂｐ， 分别编码 ６３６ 和 ７０３ 个氨基酸残基， 包含

ＭＭＰ 完整的催化区、 肽聚糖结合结构域和类血红素结

合区 （见图 １ｂ 和图 １ｃ）。 氨基酸序列分析表明， Ｈｄｈ⁃
ＭＭＰ⁃１６ ／ １７ ／ ２１ ３ 个蛋白质均含有保守结构片段， 即位

于催化结构域的催化活性中心 ＨＥＸＧＨＸＸＧＸＸＨ 序列

（见图 １）。
２􀆰 ２　 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰｓ 蛋白质特性和结构分析

根据 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 预测结果， 克隆得到的 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃
１６ 蛋白质相对分子质量为 ４２􀆰 ２８ ｋｕ， 理论等电点为

９􀆰 ３９。 基因编码的 ３８３ 个氨基酸中， 带有正电荷的碱

性氨基酸精氨酸 （Ａｒｇ） 和赖氨酸 （Ｌｙｓ） 共 ５２ 个， 带

有负电荷的酸性氨基酸天冬氨酸 （ Ａｓｐ） 和谷氨酸

（Ｇｌｕ） 共 ４２ 个。 该蛋白质的不稳定系数和疏水值分别

为 ３３􀆰 ８９ 和 － ０􀆰 ６７０， 是一种稳定的亲水性蛋白质。 使

用 ＰＳＩＰＲＥＤ 对 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１６ 二级结构进行预测， 结果

·９１·
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a) Hdh鄄MMP鄄16

b) Hdh鄄MMP鄄17

c) Hdh鄄MMP鄄21
说明：红色方框所示为催化活性中心 HEXGHXXGXXH。
Notes: The red frame shows the catalytic site HEXGHXXGXXH.

图 2 Hdh鄄MMPs 与其他物种 MMPs 的多序列比对

Fig.2 Amino acid sequence alignment of
Hdh鄄MMPs and other organisms

表明， α － 螺旋结构占 １５􀆰 ４％ ， β － 折叠占

６􀆰 ０％ ， 无规则卷曲占 ７８􀆰 ６％ 。
预测 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１７ 蛋白质相对分子质量

为 ７３􀆰 １５ ｋｕ， 理论等电点为 ８􀆰 ６０。 基因编码

的 ６３６ 个氨基酸中， 带有正电荷的碱性氨基

酸精氨酸 （ Ａｒｇ） 和赖氨酸 （ Ｌｙｓ） 共 ８０ 个，
带有负电荷的酸性氨基酸天冬氨酸 （Ａｓｐ） 和

谷氨酸 （ Ｇｌｕ） 共 ７２ 个。 该蛋白质的不稳定

系数和疏水值分别为 ４０􀆰 ０２ 和 － ０􀆰 ３６７， 是一

种不稳定的亲水性蛋白质。 二级结构预测结

果表明， Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１７ 蛋白质中， α － 螺旋结

构占 １９􀆰 ５％ ， β － 折叠占 １２􀆰 ７％ ， 无规则卷

曲占 ６７􀆰 ８％ 。
预测 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃２１ 蛋白质相对分子质量

为 ８２􀆰 ３６ ｋｕ， 理论等电点为 ８􀆰 ５５。 基因编

码的 ７０３ 个氨基酸中， 带有正电荷的碱性氨

基酸精氨酸 （ Ａｒｇ） 和赖氨酸 （ Ｌｙｓ） 共 １０８
个， 带有负电荷的酸性氨基酸天冬氨酸

（ Ａｓｐ） 和谷氨酸 （ Ｇｌｕ） 共 １０１ 个。 该蛋白

质的不稳定系数和疏水值分别为 ４２􀆰 ７６ 和

－ ０􀆰 ８３９， 是一种不稳定的亲水性蛋白质。
Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃２１ 蛋白质二级结构组成为： α －
螺旋结构占 １４􀆰 ８％ ， 延伸链占 １２􀆰 ５％ ， 无

规则卷曲占 ７２􀆰 ７％ 。
２􀆰 ３ 　 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰｓ 氨基酸序列比对及序列相

似性分析

通过 ＮＣＢＩ 在线 ＢＬＡＳＴ 工具进行 Ｈｄｈ⁃
ＭＭＰ 氨基酸序列相似性搜索， 结果表明，
Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１６ ／ １７ ／ ２１ 序列与多种物种的 ＭＭＰ⁃
１６ ／ １７ ／ ２１ 具有序列相似性， 表明 ＭＭＰ 在不

同物种间较保守。 进而利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对

不同物种 ＭＭＰ⁃１６ ／ １７ ／ ２１ 氨基酸序列进行比

对， 结果显示， Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１６ 氨基酸序列与

缅 甸 蟒 蛇 （ Ｐｙｔｈｏｎ ｂｉｖｉｔｔａｔｕｓ， ＸＰ ＿
０１５７４５７５４􀆰 １）、 红头美洲鹫 （Ｃａｔｈａｒｔｅｓ ａｕｒａ，
ＫＦＰ５５１３１􀆰 １） 和白尾海雕 （ Ｈａｌｉａｅｅｔｕｓ ａｌｂｉｃｉｌ⁃
ｌａ，ＸＰ＿００９９１０６１５􀆰 １）ＭＭＰ⁃１６ 的同源性分别为 ３２％ 、 ３２％ 和 ３１％ （见图 ２ａ）； Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１７ 的氨基酸

序列 与 太 平 洋 牡 蛎 （ Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ ｇｉｇａｓ， ＥＫＣ３９７９３􀆰 １ ）、 双 胸 斑 沙 鸟 （ Ｃｈａｒａｄｒｉｕｓ ｖｏｃｉｆｅｒｕｓ， ＸＰ ＿
００９８８６４３８􀆰 １）和波斑鸨（Ｃｈｌａｍｙｄｏｔｉｓ ｍａｃｑｕｅｅｎｉｉ，ＫＦＰ３９５３１􀆰 １）ＭＭＰ⁃１７ 的序列相似性分别为 ４３％ 、 ３３％
和 ３３％ （见图 ２ｂ）； Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃２１ 氨基酸序列与光滑双脐螺（Ｂｉｏｍｐｈａｌａｒｉａ ｇｌａｂｒａｔａ，ＸＰ＿０１３０７９４２３􀆰 １）、
虾夷盘扇贝（Ｍｉｚｕｈｏｐｅｃｔｅｎ ｙｅｓｓｏｅｎｓｉｓ，ＯＷＦ５１０００􀆰 １）和美洲牡蛎（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ ｖｉｒｇｉｎｉｃａ，ＸＰ＿０２２３４１８５２􀆰 １）ＭＭＰ⁃
２１ 的序列相似性分别为 ４７％ 、 ４３％和 ４６％ （见图 ２ｃ）。

·０２·
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２􀆰 ４　 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰｓ 基因在皱纹盘鲍不同组织中的相对表达量分析

ｑＰＣＲ 是一种在 ＤＮＡ 扩增反应中以荧光化学物质监测每次 ＰＣＲ 循环后产物总量的方法， 可通过

内参或外参法定量分析样品中的特定 ＤＮＡ 序列。 本研究利用 ｑＰＣＲ 检测 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰｓ 基因在皱纹盘鲍

不同组织中表达量差异， 探究 ＭＭＰｓ 在皱纹盘鲍体内的组织分布情况。 结果显示， Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１６ ／ １７ ／
２１ 基因在检测的不同组织均有不同程度的表达。 其中， Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１６ 在血淋巴细胞中表达量最高， 其

次为肝胰腺和外套膜， 在其他组织中表达水平较低 （见图 ３ａ）。 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１７ 在血淋巴细胞中表达量

最高， 其次为鳃、 腹足、 性腺和外套膜， 肝胰腺和肌肉中表达量较低 （见图 ３ｂ）。 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃２１ 在鳃

中表达量最高， 其次为性腺和肌肉， 在其他组织中表达量较低 （图 ３ｃ）。

a) Hdh鄄MMP鄄16 b) Hdh鄄MMP鄄17

c) Hdh鄄MMP鄄21

a b c d e f g a b c d e f g

a b c d e f g

说明：a~g 分别为血淋巴细胞、肝胰腺、鳃、腹足、肌肉、性腺、外套膜。
Notes：a~g represents hemocytes,hepatopancreas,gill,pleopod,muscle,gonad and mantle,respectively.

图 3 Hdh鄄MMPs 在皱纹盘鲍不同组织中的相对表达量

Fig.3 Relative expression levels of Hdh鄄MMPs gene in different tissues of abalone
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２􀆰 ５　 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰｓ 在皱纹盘鲍感染弧菌前后表达量差异的分析

近年来研究表明， ＭＭＰ 参与调控机体抗菌和抗病毒先天性免疫反应。 本研究中， 将副溶血弧菌

以肌肉注射的方式感染鲍鱼， 并检测感染不同时间后鲍鱼主要免疫器官肝胰腺、 鳃、 血淋巴细胞中

Ｈｄｈ⁃ＭＭＰｓ 基因相对表达量变化情况， 如图 ４ａ ～ 图 ４ｃ 所示。 可见， 与 ＰＢＳ 组对比， 副溶血弧菌感染

后鳃中 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１６ 表达量整体呈现上升的趋势， 而在血淋巴细胞和肝胰腺中则与对照组接近。 Ｈｄｈ⁃
ＭＭＰ⁃１７ 相对表达量在弧菌感染后呈现先上升后下降的趋势。 在肝胰腺和鳃中， Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１７ 相对表

达量在注射后 １２ ｈ 达到最高值； 而在血淋巴细胞中， 在注射后 ４８ ｈ 达到最高值 （图 ４ｄ ～ 图 ４ｆ）。 弧

菌感染后， 鳃和肝胰腺中的 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃２１ 基因一定程度上调表达， 而血淋巴细胞中该基因表达水平与

对照组无异 （图 ４ｇ ～ 图 ４ｉ）。 综上所述， Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１６ ／ １７ ／ ２１ 可能与鲍鱼抵御病原菌入侵的先天免疫

性调控相关。

·１２·
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indicated PBS；

a） 血淋巴细胞，Hdh鄄MMP鄄16
Hemocytes,Hdh鄄MMP鄄16

t/h t/h t/h

t/h t/h t/h

t/h t/h t/h

b） 鳃，Hdh鄄MMP鄄16
Gill,Hdh鄄MMP鄄16

c） 肝胰腺，Hdh鄄MMP鄄16
Hepatopancreas,Hdh鄄MMP鄄16

图 4 副溶血弧菌刺激前后 Hdh鄄MMPs 基因在皱纹盘鲍不同组织中的表达情况

Fig.4 Relative expression levels of Hdh鄄MMPs gene in different tissues of abalone after V. parahaemolyticus challenge
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d） 血淋巴细胞，Hdh鄄MMP鄄17
Hemocytes,Hdh鄄MMP鄄17

e） 鳃，Hdh鄄MMP鄄17
Gill,Hdh鄄MMP鄄17

f） 肝胰腺，Hdh鄄MMP鄄17
Hepatopancreas,Hdh鄄MMP鄄17

g） 血淋巴细胞，Hdh鄄MMP鄄21
Hemocytes,Hdh鄄MMP鄄21

h） 鳃，Hdh鄄MMP鄄21
Gill,Hdh鄄MMP鄄21

i） 肝胰腺，Hdh鄄MMP鄄21
Hepatopancreas,Hdh鄄MMP鄄21

Notes： indicated V.parahaemolyticus.

３　 讨论
基质金属蛋白酶 （ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ， ＭＭＰｓ） 是一类锌离子依赖型内肽酶， 它是降解 ＥＣＭ

的主要酶类， 能够参与生物体多种生理和病理过程［１１ － １２］ 。 截至目前， 已发现了至少 ２６ 种结构与功能

各异的 ＭＭＰ， 根据其细胞亚定位可分为分泌型 ＭＭＰｓ 和膜型 ＭＭＰｓ （ ｍｅｍｂｒａｎｅ⁃ｔｙｐｅ ＭＭＰｓ， ＭＴ⁃
ＭＭＰｓ）。 新合成的 ＭＭＰ 以酶原的形式存在， 当其前肽区被剪切后， 酶原得以活化。 而后， 基质金属

蛋白酶的内源性抑制剂金属蛋白酶抑制剂 （ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ， ＴＩＭＰ） 结合在活化的

ＭＭＰ 的活性位点， 从而影响其酶活性［１３］ 。 在前期研究中， 本课题组已从鲤鱼 （Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ） 和刺

参 （Ｓｔｉｃｈｏｐｕｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ） 中克隆得到 ＭＭＰ⁃２ 基因全长序列， 通过异源表达得到具有活性的 ＭＭＰ⁃２ 催

化结构域， 并探索了 ＭＭＰ⁃２ 降解胶原蛋白的特性［１４ － １５］ ； 从皱纹盘鲍中克隆得到 ＭＭＰ⁃１ 基因全长序

列， 但是并未获得具有酶解活性的 ＭＭＰ⁃１ 蛋白质［１６］ 。 已有研究报道， 哺乳动物中多种 ＭＭＰ （如

ＭＭＰ⁃１， ＭＭＰ⁃２， ＭＭＰ⁃３， ＭＭＰ⁃７， ＭＭＰ⁃９， ＭＭＰ⁃１７ 和 ＭＭＰ⁃２５ 等） 可以直接或间接影响机体内参

与炎症反应和组织修复的细胞因子与趋化因子的活性， 其中 ＭＭＰ⁃７ 能直接杀死入侵的病原菌［１７ － １８］ 。

·２２·
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此外， 巨噬细胞分泌的 ＭＭＰ⁃１２ 能被运输到感染了病毒的宿主细胞内， 进而转运到细胞核内， 作为一

个转录因子起始 ＮＦＫＢＩＡ 基因的转录， 最终导致 ＩＦＮ⁃α 的大量分泌并发挥保护宿主的作用［９］ 。 因此，
除了参与胞外基质的降解， ＭＭＰ 在机体的炎症反应和先天性免疫反应中也发挥重要作用。 本研究克

隆得到皱纹盘鲍 ３ 个 ＭＭＰｓ 基因 （Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１６ ／ １７ ／ ２１） 部分序列， 序列分析结果表明， 该 ３ 个基因

编码的蛋白质含有 ＭＭＰ 典型的催化结构域和类血红素结合区。 催化活性中心 ＨＥＸＧＨＸＸＧＸＸＨ ３ 个

组氨酸残基（Ｈ）与 Ｚｎ２ ＋ 形成的配位键是 ＭＭＰ 发挥生物学活性的关键。 多序列比对结果表明， Ｈｄｈ⁃
ＭＭＰｓ 蛋白质与某些软体动物的 ＭＭＰｓ 具有序列相似性， 而 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１７ 还和人 ＭＭＰ⁃１７ 蛋白质具有

较高的同源性， 表明结构相似的 ＭＭＰｓ 在不同物种间较保守。
ＭＭＰ⁃１６ （ ｍｅｍｂｒａｎｅ⁃ｔｙｐｅ ３ ＭＭＰ， ＭＴ３⁃ＭＭＰ） 和 ＭＭＰ⁃１７ （ ｍｅｍｂｒａｎｅ⁃ｔｙｐｅ ４ ＭＭＰ， ＭＴ４⁃ＭＭＰ）

属于膜型基质金属蛋白酶， 可在细胞边缘降解 ＥＣＭ， 从而参与调控细胞增殖、 凋亡、 分化和迁移等

活性。 ＭＭＰ⁃１６ 是 Ｉ 型跨膜基质金属蛋白酶， 在正常的成纤维细胞中高度表达。 它不仅可以降解Ⅲ型

胶原蛋白、 聚糖、 明胶和纤连蛋白等， 还可一定程度上激活 ＭＭＰ⁃２， 随着蛋白酶原从细胞排出而进

入其活性形式。 ＭＭＰ⁃１６ 的活性受 ＴＩＭＰ⁃２、 ＴＩＭＰ⁃３ 和 ＴＩＭＰ⁃４ 严格调控。 有趣的是， 在低浓度 ＴＩＭＰ⁃２
作用下， ＭＭＰ⁃１６ 激活 ＭＭＰ⁃２ 酶原的活性显著提高， 这一作用可能与三元复合物的形成有关［１９］ 。 已

有研究表明， ＭＭＰ⁃１６ 不仅参与晚期软骨细胞分化、 椎间盘退变等过程［２０ － ２１］ ， 同时也参与上皮 － 间

质细胞转化和细胞迁移［２２］ 。 与 ＭＭＰ⁃１６ 不同的是， ＭＭＰ⁃１７ 通过与糖基磷脂酰肌醇 （ ｇｌｙｃｏｓｙｌｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ， ＧＰＩ） 结合而锚定在细胞膜上， 因此被称为 ＧＰＩ 固定化蛋白， 其活性主要受 ＴＩＭＰ⁃１
和 ＴＩＭＰ⁃２ 调控［２３］ 。 ＭＭＰ⁃１７ 缺陷型小鼠并未呈现出明显的病态， 说明 ＭＭＰ⁃１７ 缺失不影响机体的正

常发育和个体存活［２４］ 。 在软骨关节炎、 乳腺癌和头颈癌等病人样品中 ＭＭＰ⁃１７ 大量表达， 表明 ＭＭＰ⁃
１７ 与疾病发生和发展相关［２３］ 。 脂多糖刺激之后， 马氏珠母贝 ＭＭＰ⁃１７ 基因表达水平在 １２ ｈ 后达到最

大值， 之后逐渐下降至正常水平［２５］ 。 本研究结果显示， Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１６ 在皱纹盘鲍血淋巴细胞和肝胰

腺中表达量最高， 而 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１７ 在血淋巴细胞和鳃中表达量最高。 由于血淋巴细胞、 鳃和肝胰腺是

鲍鱼主要的免疫器官， Ｈｄｈ⁃ＭＭＰｓ 在这些组织中的高表达可能与皱纹盘鲍的先天免疫相关。 致病菌感

染机体后， 皱纹盘鲍鳃组织中 ＭＭＰ⁃１６ 转录水平显著上调， 但血淋巴细胞和肝胰腺中 ＭＭＰ⁃１６ 转录水

平基本无变化。 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１７ 在血淋巴细胞、 鳃和肝胰腺中表达量均一定程度上调。 已有研究表明，
副溶血弧菌主要侵染鲍鱼的血窦和鳃上皮细胞［２６］ 。 用绿色荧光蛋白 （ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＧＦＰ）
标记的副溶血弧菌感染鲍鱼后， 其主要粘附和进入鳃组织［２７］ 。 鲍鱼的肝胰腺也是非常重要的免疫器

官， 其分泌的多种蛋白酶可通过水解作用来抵御病原菌的侵染［２８］ 。 因此， 弧菌感染鲍鱼后鳃组织中

Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１６ 表达量的上调以及三个免疫器官中 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃１７ 表达量的上调可能与宿主抗病原菌感染

有关。
ＭＭＰ⁃２１ 属于转化酶激活的基质金属蛋白酶， 在多种恶性肿瘤中高表达。 与其他 ＭＭＰｓ 不同的

是， ＭＭＰ⁃２１ 主要由上皮细胞和肿瘤细胞表达与分泌， 表明 ＭＭＰ⁃２１ 的主要作用是参与肿瘤的发生和

转移［２９］ 。 本研究结果显示， Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃２１ 在上皮细胞丰富的鳃组织中表达量最高， 这与 ＭＭＰ⁃２１ 的表

达特性相一致。 此外， 利用反转录聚合酶链式反应 （ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ⁃ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，
ＲＴ⁃ＰＣＲ） 技术可以在几种正常的人体组织中检测到 ＭＭＰ⁃２１ 的转录本， 这些组织包括肾脏、 胎盘、
脑、 肺和白细胞等， 说明 ＭＭＰ⁃２１ 可能在维持机体稳态和代谢过程中发挥一定作用［３０］ 。 已有研究显

示， 斑马鱼中 ＭＭＰ⁃２１ 基因表达的抑制能显著影响斑马鱼心脏环化［３１］ 。 由于鲍鱼肌肉中富含胶原蛋

白， 其含量直接影响肌肉嫩度［３２］ 。 在本研究中， 肌肉组织中表达量较高的 ＭＭＰ⁃２１ 可能参与胶原蛋

白的新陈代谢， 进而影响鲍鱼肌肉质构。 此外， 副溶血弧菌感染 １２ ｈ 后， 鳃和肝胰腺中 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰ⁃２１
表达量上调， 说明其也可能参与皱纹盘鲍抗菌感染的早期阶段。

为了进一步探索 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰｓ 在皱纹盘鲍先天性免疫中的作用， 下一步需体外表达 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰｓ 重组

蛋白并制备特异性多克隆抗体， 通过检测 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰｓ 在皱纹盘鲍不同组织和弧菌感染前后各组织蛋白

·３２·
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ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

水平的变化情况， 进一步阐明 Ｈｄｈ⁃ＭＭＰｓ 在鲍鱼体内的存在形式及其参与非特异免疫应答的机制。
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