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刺参主要卵黄蛋白 34!!"34!$ 在不同幼体发育阶段"

成体组织及温度胁迫条件下的相对定量表达

李成泽!5常亚青"
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摘要! 为探讨温度胁迫对刺参基因表达的影响!从已构建的刺参耐寒基因筛选 @4%&文库中

选取差异基因主要卵黄蛋白 $89</D;/0W LD/K2:>!GT6%';L!3 和 ;L!1!利用实时荧光定量

6-$研究了其在刺参胚胎发生和个体发育 9 个阶段$受精卵"囊胚期"原肠期"小耳状幼体"中

耳幼体"大耳幼体"樽形幼体"五触手幼体和稚参%"成体 : 种组织$呼吸树"体腔液"肠"纵肌"

体壁"雄性性腺和雌性性腺%"长时温度胁迫$12 A"4 A!/2 ?%和低温短时胁迫$: A"4 A"

3 A" 61 A!31 H%成体肠组织中的表达量# 结果发现!;L!3 和 ;L!1 表达模式基本相同'

$3%在胚胎发育阶段樽形幼体时期开始表达!随后的阶段持续表达!到稚参阶段表达量最高&

$1%在 : 种组织中!肠中的表达量最高!在体腔液中基本不表达!其余组织中均有表达&$/%在

长时$/2 ?%温度胁迫下!肠组织中 ;L!表达量由高到低依次为 4 A"31 A"12 A!且在 4 A的

表达量为 12 A的 7 倍左右&$4%在低温短时胁迫$3 A" 61 A!31 H%条件下!肠组织中 ;L!

表达量受到显著抑制!约为常温条件下的一半# 研究表明!;L!在刺参胚胎发育的樽形幼体

阶段开始合成!成体合成部位主要为肠!水温过低会抑制其表达#

关键词! 刺参& 表达& 主要卵黄蛋白& 幼体发育& 温度胁迫

中图分类号! C3/11:& *970195555555 文献标志码'&

55在卵生动物的卵子形成过程中"卵母细胞收

集蛋白)脂质)糖类)维生素)类胡萝卜素等原料储

存至卵黄中"用以提供维持胚胎形成所需的营养

物质( 在蛋白中含量较为丰富的是卵黄蛋白

#;/0W LD/K2:>"T6$"它是普遍存在于非哺乳卵生

动物体内的一种糖蛋白"由于在海胆卵中含量最

为丰富"称为主要卵黄蛋白 #89</D;/0W LD/K2:>"

GT6$

&3 61'

( 与其他卵生动物雌性特有不同"在

棘皮动物门海胆纲)海参纲和海星纲个体的雌性

和雄性体内都存在 GT6

&/ 64'

( GT6主要由肠合

成"以颗粒状储存在营养吞噬细胞中"作为配子发

生和胚胎发育时期营养供应的来源
&8'

( #>=89

等
&7'

利用 $R76-$研究 ;L!在海胆幼体发育阶

段中表达"发现该基因在八腕幼体时期开始表达(

经序列比对发现"海胆中 ;L!的 @4%&序列

与一些金属转运蛋白同源性较高"其在生殖细胞

的发生过程中有转运金属离子的作用
&1":'

( 近年

来"有研究发现作为 GT6的前体卵黄蛋白原

#O:K200/E2>:>".E$"在水产动物的先天免疫过程

中发挥着重要作用"其作为一个多元的分子识别

受体"能够识别脂多糖)葡聚糖)肽聚糖)磷壁酸及

病毒等"能够破坏细菌的细胞壁"具有杀菌和抗氧

化等功能
&0'

( 在海参中"经脂多糖注射诱导"在

肠组织的表达差异基因中包含 ;L!

&9'

(

有关 ;L!的 研 究 在 刺 参 # @&()-#+4(&0)

A%&(7#+0)$中鲜有报道"&K=FH:等
&/'

通过高效液

相色谱法纯化刺参体腔液中的蛋白"通过氨基

酸测序和 @4%&克隆获得了两种相似的蛋白"

其与海胆 ;L!具有 /2B同源性"将其命名为

@A;L!3 和 @A;L!1( 在本实验室构建的刺参耐
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寒基因 @4%&文库中"发现 ;L!3 和 ;L!1 的表

达与温度相关( 刺参在我国主要产于辽宁)山

东)河北等区域"目前已经成为我国北方沿海最

重要的养殖品种之一
&32 633'

( 在刺参幼体发育阶

段会经历一系列的形态和生理方面的变化"另

外温度也是影响刺参生存)生长发育和繁殖的

重要环境因子之一"为了阐明 ;L!在刺参中的

表达模式及其与温度之间的关系"本实验研究

了 ;L!3 和 ;L!1 在刺参胚胎和幼体发育阶段)

成体组织)温度长时胁迫和低温短时胁迫下的

表达量(

35材料与方法

!"!#刺参产卵"受精和幼体培养

实验所用亲本刺参为农业部北方海水增养殖

重点实验室养殖的辽宁本地成体刺参#//712 E$"

将种参置于养殖容器中单独培养"注射刺参催产

剂"待雌参排卵后"将种参捞出"加入适量精液进

行人工授精"并搅拌均匀( 受精卵的孵化温度为

13 =11 A" 到小耳幼体时开 始投 喂 角毛藻

#:4%,-(+,/()$和海洋红酵母"每天补充一定量的

新水"至大耳幼体初期时开始换水"当大耳幼体后

期长出 8 对触手原基时投放波纹板附着基"适量

充气"并持续投喂少量单胞藻 #:4$%'53('(7%)$

和稚参饵料"至完全附着后全部投喂稚参饵料(

!"$#温度处理

温度长时胁迫55取常温 32 =31 A养殖的

一龄刺参 12 头#30 =11 E$"在 12 A和 4 A养殖

池内养殖 /2 ? 后"进行样品采集(

降温处理55取常温 32 =31 A养殖的一龄

刺参 82 头#30 =11 E$"降温降处理!常温
'

: A

'

4 A

'

3 A

'

61 A"降温速率 / A531 H"每降

至一个温度维持 31 H 后取样(

!"%#样品采集

不同发育阶段55取刺参胚胎和幼体发育 9

个阶段#受精卵)囊胚期)原肠期)小耳状幼体)中

耳幼体)大耳幼体)樽形幼体)五触手幼体和稚

参$的样品用筛绢收集于 318 8'离心管内"短暂

离心去除多余海水后经液氮冷冻"于 602 A冰箱

保存(

成体组织5 5取健康性成熟的二龄刺参

#82 =72 E$"饥饿处理 / ? 后分离体腔液)呼吸

树)肠)纵肌)体壁)雌性性腺和雄性性腺 : 种组

织"将样品收集于 318 8'离心管内"经液氮冷冻

后"于 602 A冰箱保(

温度长时胁迫55取常温 32 =31 A)12 A

和 4 A养殖条件下的刺参各 9 头"分离其肠组织

经液氮冷冻后"于 602 A冰箱保存(

低温短时胁迫55在 :)4)3 和 61 A进行样

品采集"每个温度 9 头样品"分离其肠组织于液氮

中冷冻"于 602 A冰箱保存(

!"&#总 HMJ提取

参照动物组织总 $%&提取试剂盒 #天根生

化科技有限公司"北京$操作步骤分别提取刺参

不同发育阶段)不同组织)温度长时胁迫和低温短

时胁迫样品的总 $%&"经 3B琼脂糖凝胶电泳检

测"并用 )8L02> %9>/6H/K/82K2D核酸蛋白分析仪

#德国$检测其纯度和浓度"将样品保存于 602 A

备用(

!"'#>\MJ的制备

取 822 >E 总 $%&于 122

#

'的离心管中进

行反转录"所用试剂盒为 6D:82*@D:LK

RG

$RD29E2>K

V:K#R9V9$9"中国大连 $( 12

#

'体系包含 18

L8/0"0:E/ ?R6D:82D"82 L8/0D9>?/8 7 82DF"4

#

'8 B6D:82*@D:LK

RG

3=MM2D"3

#

'6D:82*@D:LK

RG

$R

2>N;82G:X )"剩余体积用 $%9F2(D22??+

1

"补

足( 样品混匀后于 6-$仪进行反转录"/: A 38

8:>%08 A 8 F(

!"(#引物设计筛选及选择内参基因

根据 %-J)I2>J9>W 中序列号 &J829118 和

&J829117 下 载 ;L!3 和 ;L!1 序 列" 利 用

J29@/> 42F:E>2D设计 $R76-$的引物#表 3$"检

测其引物特异性和扩增效率( 设计刺参两种内参

基因
&

肌 动 蛋 白 #

!

M%+-#7 $ 和 细 胞 色 素 3

#@;K/@HD/8 3":5-3$的引物"选择表达比较稳定

的作为内参基因(

!")#H9DGCH

利用 $R76-$研究 ;L!3 和 ;L!1 在刺参 9

个发育阶段): 种组织)温度胁迫和低温处理肠组

织中的表达量"所用仪器为 &LL0:2? J:/F;FK28F

:822 D2907K:826-$ F;FK28 # ':M2R2@H>/0/E:2F"

#*&$"试剂盒为 *TJ$6D28:X ,X R9Y

RG

%

V:K

#"$#$%9F2+ 60=F"R9V9$9$( 参照试剂盒说明

书"12

#

'体系中包含 32

#

'1 B*TJ$6D28:X ,X

"%N

RG

%

# "$#$%9F2+ 60=F$" 214

#

' $"S

$2M2D2>@24;2

%

"3

#

'@4%&模板"上下游引物

:93
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各 214

#

'"用 ??+

1

"补齐至 12

#

'( 反应程序为

98 A /2 F%42 个循环的 98 A 8 F"72 A /1 F%溶解

曲线阶段 98 A /2 F"72 A 3 8:>"98 A 38 F( 利

用 *6**3:12 分析软件进行统计分析"在单因素

方差分析 # ">27U9; &%".&$ 达到显著水平

#!<2128$时"采用 4=>@9> 检验进行多重比较"

数据表示为平均值 ?标准差的形式(

表 !#H9DGCH引物

9.:"!#G/+A1/832/H9DGCH

基因

E2>2

引物序列#8Z

'

/Z$

F2Y=2>@2#8Z

'

/Z$

扩增片段长度53L

98L0:@/> F:N2

扩增效率5B

98L0:M:@9K:/> 2MM:@:2>@;

出处

D2M2D2>@2F

;L!3 (3!&&I--&R--&--RRRI&- 91 323 &J829118

$3!-R-RI--&R-R-&-I&&-

(1!-&RIRR&&II&&&--I&---R&&- 13/ 9:

$1!IRI-RRI&R--&RR-&R&RRI-R-

;L!1 (3!&II&III&I&-&RRI-RR 322 32/ &J829117

$3!&RI&RI-RRR-RIIIRRI

(1!&&RR-&RI&&I&&--IR&RI-R-& 138 98

$1!RR---RI&&RRR-R-RRR--RIR-

!

M%+-#7 (!-&RR-&&---R&&&I--&&-& 390 323 &31'

$!RII-IRI&II&&I&I-&R

:5-3 (!RI&I--I-&&-&IR&&R- 3/9 322 &3/'

$!&&III&&&&II&&IRI&&&I

15结果

$"!#引物筛选结果及内参基因的确立

;L!3#(3$3$和 ;L!1#(3$3$所得熔解曲线

熔点峰窄且尖为单峰"说明其特异性好%且其扩增

效率与内参基因接近"可以使用 1

6

''

:

K法进行相

对表达量的计算#图 3"图 1$(

图 !#熔解曲线

*+,"!#Q1;6>?/01

图 $#标准曲线

*+,"$#B6.54./4>?/01

55刺参两种内参基因
!

M%+-#7 和 :5-3 的表达稳

定性结果表明!在不同组织中"

!

M%+-#7 表达较为

稳定%而在其他样品中 :5-3 表达相对稳定(

$"$#34!在刺参不同发育阶段的表达

;L!3 和 ;L!1 在刺参胚胎和幼体发育 9 个

阶段的表达趋势相同"在樽形幼体之前不表达"而

在樽形幼体时突然开始表达"在随后的五触手幼

体阶段有所降低"而在稚参时期表达量出现急剧

增加"与其他发育阶段有显著差异#图 /$(

093
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1 期 李成泽"等!刺参主要卵黄蛋白 ;L!3);L!1 在不同幼体发育阶段)成体组织及温度胁迫条件下的相对定量表达 55

图 %#34!在刺参不同发育阶段的表达量

31受精卵% 11囊胚% /1原肠胚% 41小耳状幼体% 81中耳状幼

体% 71大耳状幼体% :1樽形幼体% 01五触手幼体% 91稚参

标有不同字母的值之间差异显著#!<2128$ "下同

*+,"%#H1;.6+01AHMJ;101;82334!,1518.6

4+331/1564101;27A15686.,18235-6"72)%0(&

:@ ?8+5, WH9DGCH.5.;@8+8

31M2DK:0:N2? 2EE% 11309FK=09% /1E9FKD=09% 4129D0; 9=D:@=09D:9%

819=D:@=09D:9% 7109K29=D:@=09D:9% :1?/0:/09D:9% 01L2>K9@K=09%

91<=O2>:02

49K9329D:>E ?:MM2D2>KF=L2DF@D:LKF9D2F:E>:M:@9>K0; ?:MM2D2>K#!<

2128$1RH2F9829FKH2M/00/P:>E

$"%#34!的组织特异性表达

;L!3 和 ;L!1 在刺参不同组织中的表达趋

势一致"在肠中表达量最高"显著高于其他组织中

的表达量"在体腔液中基本不表达"其余组织中均

有表达#图 4$(

$"&#长时温度胁迫下刺参肠组织中 34!的表达

在长时温度胁迫下"刺参肠中 ;L!3 和

;L!1 的表达量随水温的降低而升高 #图 8 $(

;L!在 4 A养殖条件下刺参的肠中表达量最高"

在 12 A养殖条件下刺参的肠中表达量最低"4 A

条件下刺参肠中 ;L!的表达量较常温和 12 A条

件显著提高约 / 倍和 8 倍#!<2128$( 而常温和

12 A条件下 ;L!的表达量未见显著差异 #!A

2128$(

$"'#短时低温胁迫下刺参肠组织中 34!的表达

在连续降温处理后"刺参肠中;L!3和;L!1

表达量在降温初期#: A$显著降低"适应之后在

4 A表达量迅速回升至最高值"随水温进一步降

低";L!表达量降至较为恒定的水平"在3 A和

61 A刺参肠中 ;L!表达量约为常温条件下的

一半#图 7$(

图 &#34!在刺参不同组织的表达量

31呼吸树% 11体腔液% /1肠% 41纵肌% 81体壁% 71雄性性腺%

:1雌性性腺

*+,"&#H1;.6+01AHMJ;101;82334!,1518.6

4+331/1566+88?1+55-6"72)%0(&

:@ ?8+5, WH9DGCH.5.;@8+8

31D2FL:D9K/D; KD22% 11@/20/8/@;K2% /1:>K2FK:>2% 418=F@02% 81

3/?; P900% 71K2FK:F% :1/O9D;

图 '#高低温长时处理对 34!在肠组织中的

表达量影响

*+,"'#E331>6823=+,=.54;2I61A71/.6?/1

>=.;;15,18256/.58>/+76+25.;;101;823

34!,1518+5+56186+51235-6"72)%0(&

993
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图 (#低温胁迫对 34!在肠组织中的

表达量影响

*+,"(#E331>6823>2;461A71/.6?/1>=.;;15,1825

6/.58>/+76+25.;;101;82334!,1518+5

+56186+51235-6"72)%0(&

/5讨论

%"!#内参基因的选择

!

M%+-#7 和 :5-3 常作为内参基因用于刺参基

因表达方面的研究"杨爱馥等
&3/'

比较了仿刺参
!

M

%+-#7 和 :5-3 基因表达的稳定性"发现 :5-3 在不

同发育阶段和不同组织#体壁)肠道和呼吸树$中

均表达稳定%而
!

M%+-#7 只在不同组织中表达稳

定( 本研究也发现 :5-3 在不同发育阶段表达稳

定"因此选为内参基因研究不同发育阶段)长时温

度胁迫和短时低温胁迫下 ;L!基因表达量( 与

上述结果不同的是"本研究发现
!

M%+-#7 较 :5-3

稳定表达于不同组织"因此本实验选择
!

M%+-#7 作

为研究 ;L!组织差异性表达的内参基因( 上述

结果差异可能是由于本实验所选组织中包含雄性

性腺和雌性性腺所致":5-3 的表达量会受到性腺

类别的影响( 因此"在进行海参目的基因组织差

异性表达的研究中"研究者要根据所选组织是否

包括性腺组织来选择使用 :5-3 或
!

M%+-#7(

%"$#34!在胚胎幼体发育阶段和组织中的表达

在海胆幼体发育阶段";L!最早合成出现在

八腕幼虫时期
&7'

"#>=89等
&34'

发现配子形成之

前性腺中 GT6含量达到总蛋白含量的 02B"配

子形成之后 GT6含量逐渐减少至原来的一半"

表明 GT6作为储存营养物质用于配子形成( 在

刺参胚胎发育阶段"随着耳状幼体的不断生长"消

化道从原来的简单管状构造逐渐分化成界限分明

的口)食道)胃)肠和肛门等部分
&33'

"变态为樽形

幼体时 ;L!开始出现表达"到稚参时期表达量迅

速增加"推测卵中 GT6的含量仅能维持樽形幼

体之前的胚胎阶段的"因此到樽形幼体时需开始

合成新的 GT6供生长需要"当幼体成长为稚参

时更需大量的营养物质"致使 GT6合成量迅速

增加( ;L!3 和 ;L!1 在表达趋势一致"同时在

樽形幼体时开始表达"稚参时期表达量达最高值"

但是二者的相对表达量是有差异的(

在海胆中体腔液中存在大量的 GT6"推测它

是由肠道合成分泌到体腔液中的"经体腔液运送

至所需部位"且具有转运金属离子的功能
&38'

(

;L!在刺参不同组织中的表达研究发现"与海胆

极为类似"均在肠中表达量最高"另外肠道在刺参

免疫应答方面作为屏障抵抗病原体的过程中有重

要作用
&9"37'

"推测在刺参中 GT6由肠道合成"经

体腔液运送至所需组织"除了储存于营养吞噬细

胞中作为营养供给来源外"有可能具有免疫功能(

%"%#34!在温度胁迫下的表达

温度是影响刺参生长)发育)繁殖和分布的重

要因子
&3: 639'

"为适应温度胁迫"刺参在进化过程

中形成了夏眠的适应策略"随着温度升高"刺参代

谢速率增加"当温度继续升高"刺参进入夏眠阶

段"能量消耗降低
&12 613'

"肠道开始退化"GT6作

为运输蛋白"运输离子或其他大分子是一个耗能

过程"因此 ;L!在高温时表达量降低( 吉成龙

等
&11'

构建了刺参高温胁迫消减 @4%&文库"发现

;L!3 在高温胁迫时下调表达( 与之相类似"12

A长时胁迫下"刺参 ;L!表达量较常温有所降

低"但差异并不显著"这可能与本实验所选温度还

未达刺参夏眠温度有关"因此未来研究需要探讨

更高温度下 ;L!的表达规律( 在 4 A胁迫时"刺

参需增强代谢速率保证机体适应低温"因此 ;L!

表达量比常温时高%同时也发现温度过低#3 A和

61 A$时";L!表达量显著降低"这说明在此温

度胁迫下"刺参代谢耗能过程减缓"不需过多营养

物质供应"这与构建的刺参耐寒基因筛选 @4%&

消减杂交文库结果一致"该研究同样发现在

61 A时";L!表达受到抑制(
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