
!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

第 /0 卷第 / 期

1234 年 / 月 5

水5产5学5报

!"#$%&'"(()*+,$),*"(-+)%&

./01/0" %/1/

2341" 1234

文章编号!3222 62734#1234$2/ 62//7 620 5")!321330786789112383220424

收稿日期!1238:32:32555修回日期!1238:33:1/

资助项目!国家*八六三+高技术研究发展计划#1231&&32&832$ %浙江省自然科学重点基金#'\31-302223$ %浙江省重中之重学科

开放基金#\*123/229$

通信作者!林志华",:;3<0!SL<L@30099;31719/;% 包永波",:;3<0!G/GG3/1223;?;3<019/;

泥蚶基质金属蛋白酶组织抑制因子 = 基因的

克隆及镉免疫表达研究

李佩芬3!1

!5林志华1

"

!5包永波1

"

#31宁波大学海洋学院"浙江 宁波5/34133%

11浙江万里学院浙江省水产种质资源高效利用技术研究重点实验室"浙江 宁波5/34322$

摘要! 通过已构建的泥蚶转录组文库 ,*D!利用 *2&$D$&-,技术扩增得到泥蚶 D?AED!8:/

基因全长 95%&序列!并对其进行生物信息学和组织表达相关分析$ 结果显示!泥蚶 D?A

ED!8:/ 95%&全长为 928 GF!其中开放阅读框为 4:2 GF!编码 390 个氨基酸&氨基酸序列比对

发现其氨基酸序列与其他动物的相似性并不高!与长牡蛎的相似性仅为 /419I!但 ED!8基因

的两个功能域"%端和 -端#相对保守$ U$D:J-$检测结果显示'D?AED!8:/ ;$%&在鳃中表

达最高!外套膜和肝胰腺次之!表达量最低的是血液$ 在不同浓度重金属镉"-A#攻毒后!泥蚶

鳃中的 D?AED!8:/ ;$%&表达量先略微下调后显著上调达到最高!其中 14

%

?6'和 142

%

?6'

镉攻毒后在 7 L 时表达量达到最高"8@2123#!422

%

?6'镉攻毒后在 0 L 时表达量达到最高!

89 L 后各浓度组 D?AED!8:/ 基因表达受到不同程度抑制$ 研究表明!D?AED!8:/ 对重金属 -A

免疫防御或解毒中可能起重要作用!而泥蚶鳃组织中的D?AED!8:/ ;$%&表达对不同浓度-A

的抗逆免疫反应的灵敏度和时序上存在一定差异$

关键词! 泥蚶& 基质金属蛋白酶组织抑制因子 /& 镉& ;$%&表达& 免疫反应

中图分类号! M:94& *0791/55555555 文献标志码'&

55 基质金属 蛋 白 酶 组 织 抑 制 因 子 # C<NN@=

<>L<G<C/4/8;3C4<H ;=C300/F4/C=<>3N=N"D)2J$是基

质金属蛋白酶 #;3C4<H ;=C300/F4/C=<>3N=N"22J$

的特异性抑制剂"D)2J与 22J之间相互调节"

使 22J和 D)2J在一定程度上保持协调平衡的

关系"对细胞外基质 #=HC439=00@034;3C4<H",-2$

的代谢调控共有重要作用
'3(

& 目前在人类相关

研究中发现该基因家族共有 8 个成员 #ED!8:3"

61" 6/ 和 68$"其结构高度同源"但其组织表

达)调控及抑制特征不同
'1 6/(

& 在人类的研究中

发现 ED!8基因除了能抑制基质金属蛋白酶活

性"还具有突触可塑性
'8 64(

)促进或反抗凋亡信号

转导
'7(

)抗血管生成
':(

以及促进细胞增殖
'9(

的功

能& 不同于其他成员"ED!8:/ 不仅阻抑范围最

广"而且还能与不溶性的细胞外基质紧紧相

连
'0 632(

& 在贝类相关研究中已经获得长牡蛎

#B2%)).)52,% *1*%)$ED!8:3" 61" 6/ 和 68 的全

长序列
'33 631(

& 发现这些基因与贝类的生长繁殖

息息相关"可能在伤口愈合)细菌刺激免疫及形态

发育等方面起重要作用
'33"3/(

&

泥蚶#E,*1''%27% *2%-.)%$是我国东南沿海传

统滩涂养殖贝类之一"具有良好的养殖产业基础

和前景& 随着沿海经济的高速发展"大量的工农

业废水和生活污水被排入海"导致贝类的养殖环

境日趋恶化& 重金属是养殖环境中主要污染元素

之一"具有来源广)残留时间长)亲脂性)难降解

性)高富集性及不易被检测等特点"同时其能够沿

食物链转移富集
'38 634(

& 海洋生态系统的重金属

污染是一个全球性的环境问题"镉#-A$是毒性最

强的重金属污染物之一
'37(

"能在海洋无脊椎动
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物"尤其是双壳类和腹足类软体动物中大量富集&

检测发现泥蚶等贝类重金属 -A 超标现象严重"

但这些体内富集高浓度 -A 的泥蚶仍能继续存

活"并没有出现死亡现象"从组织外观上也大多没

有出现畸变"因此"有必要寻求一种高效)灵敏的

间接监测方法"在污染物产生不可修复的危害之

前快速有效采取措施来预防或补救& 以泥蚶为代

表的近岸营埋栖生活的贝类"长期栖息在一定水

域"对于监测重金属污染具有一定的优势& 联合

国环境规划署已将金属硫蛋白 #2D$)溶酶体膜

稳定性#'2*$)中性红保持力#%$$$和微核生成

率#2%$等作为海洋环境污染的贝类生物标志

物
'3:(

& 这些生物标志物的有效性和灵敏性仍存

在一定的争议"所以探讨滩涂贝类在重金属胁迫

下的调控机制"从中筛选得到指示重金属污染的

生物指标"可作为补充监测重金属污染的重要手

段& 本实验首次克隆获得泥蚶 D?AED!8:/ 基因全

长序列"并对其进行生物信息学)组织表达及镉免

疫相关分析"初步探索泥蚶 ED!8基因和重金属

-A 富集)解毒的相关机制&

35材料与方法

"#"$实验材料$试剂和仪器

实验材料55实验用泥蚶材料取自浙江省象

山县的宁波甬盛水产种业有限公司& 挑选健壮且

大小规格一致#平均壳长约 /2 ;;$的泥蚶作为

实验对象"经活体解剖"迅速取闭壳肌)鳃)肝胰

腺)外套膜)斧足和血液 7 种组织"用液氮速冻"保

存于 692 R冰箱中& 攻毒的泥蚶先在海水中暂

养 : 天"实验用海水水温 #1412 ?312$R& 实验

所需亚心形扁藻#8'%5"4.-%))(@7.2=1;.241)$由宁

波甬盛水产种业有限公司提供& 将 -A#%"

/

$

1

.

8+

1

"试剂配制成 -A

1 C

浓度为 31222 ?6'母液备

用%根据/海水水质标准0#KP/20: 6300:$-A 浓

度为 4

%

?6'的限量"参照霍礼辉
'39(

的研究成果"

在保证各浓度各时间点泥蚶不死亡的条件下设置

各实验组水体 -A

1 C

终浓度依次为 2)14)142 和

422

%

?6'"其中 2

%

?6'作为对照组"14

%

?6'代

表较低浓度"142

%

?6'代表中等浓度"422

%

?6'

代表高浓度& 开始实验前用等浓度 -A

1 C

的实验

水体浸泡塑料箱 18 L 以上"消除容器对重金属的

吸附作用& 采用静态养殖方法"实验水体 12 '"

每箱放置 :2 个泥蚶"实验期间连续充气& 分别在

实验开始的 2)/)7)0)18)89 和 :1 L 进行取样"每

箱取 4 个泥蚶"解剖后取其鳃"用液氮速冻"保存

于 692 R冰箱中&

试 剂 5 5 D4<S/0总 $%& 提 取 试 剂 盒

#)>Q<C4/?=>$%*2&$D

D2

$&-,95%&&;F0<93C</>

E<C和 &AQ3>C3?=1 J/0B;=43N=E<C# -0/>C=9L $%

F2539:D载体)大肠杆菌 5+4

"

) 4D3U 聚合酶

#D3O3$3$%胶回收试剂盒 #"2,K&$%反转录试

剂盒 # J4/;=?3$% *VP$ K4==> $=30:C<;=23NC=4

2<H#&P)$& J-$所用引物均由生工生物工程

#上海$股份有限公司合成&

仪器 5 5 23NC=49B90=4J4/*梯度 J-$仪

#,FF=>A/48"德国$%%3>/.@=F0@N超微量紫外分

光光度计#K,"德国$%-=>C4<8@?=483:$台式冷冻

离心机 #,FF=>A/48"德国 $%&P :422 (3NC$=30:

D<;=J-$NBNC=;#&P)"美国$%5+J:0371 恒温培

养箱#上海慧泰仪器制造有限公司"上海$%+\:

0133OP摇床#太仓市华利达实验设备有限公司"

太仓$&

"#%$&,:;,!<C= 基因 0<>?全长克隆

参照 D4<S/0总 $%&提取试剂盒说明书的方

法提取泥蚶上述组织总 $%&"用 3I琼脂糖电泳

检测 $%&完整性"%3>/.@=超微量紫外分光光

度计检测浓度和纯度" 692 R冰箱中保存备用&

通过 ,*D序列检索"获得 D?AED!8:/ 基因的 ,*D

片段"以此 ,*D序列作为中间片段设计 /T:$&-,

和 4T:$&-,特 异 性 引 物 D?AED!8:/:(和 D?A

ED!8:/:$#表 3$"克隆 D?AED!8:/ 基因& 具体步

骤如下!利用 *2&$D

D2

$&-,95%&扩增试剂盒

和 &AQ3>C3?=1 J/0B;=4N=扩增其全长 95%&& /T

端和 4T端扩增产物经 3I琼脂糖电泳检测"割胶

回收片段"胶回收试剂盒纯化& 将纯化产物与

F2539:D载体连接"转化入感受态细胞 5+4

"

中"挑取阳性克隆"利用 23/:8: 和 $.:2引物双

向测序并验证测序结果&

"#=$&,:;,!<C= 基因序列的生物信息学分析

测序结果去除载体序列"对比拼接"得到 D?A

ED!8:/ 基因的 95%&全 长序 列& 用 %-P)中

#LCCF!

!

WWW1>9G<1>0;1><L1?/Q$的 P03NC工具验

证 95%&全长的正确性"并查找数据库中相似或同

源基因序列%开放阅读编码框的预测在 "$(8<>A=4

#LCCF!

!

WWW1>9G<1>0;1><L1?/Q6?/486?/481LC;0$

中进行%利用 5%&2&%712 对氨基酸序列和蛋白

://
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质理化性质进行分析%用 -0@NC30X 程序进行多序

列比对%根据所得基因的 95%&推导其氨基酸序

列"用2,K&4124 软件的%=<?LG/4:!/<><>? 构建不

同物种 ED!8:/ 蛋白的系统进化树&

表 "$实验所用到的引物序列

&'(#"$F5+61571A/1.017B-519415+61.2

引物

F4<;=4N

序列#4T

#

/T$

N=U@=>9=N84/;4TC/ /T

引物信息

<>8/4;3C</> /8F4<;=4N

D?AED!8:/:(3 K--DD--D&D-&&K--&KKKD-D /T:$&-,扩增

D?AED!8:/:$3 --DKKDK-DD&-&-&K--&-&DD 4T:$&-,扩增

D?AED!8:/:(1 KD--&&K&--&&&&DKDKK-DKDK /T:$&-,扩增

D?AED!8:/:$1 -&K--&-&DDDDKKD-DDKK&-&K 4T:$&-,扩增

%#J &&K-&KDKKD&D-&&-K-&K&KD 巢式 J-$引物

$=30:ED!8:/:( D&KK-&D-&K&D&--&DK&-&&-&

$=30:ED!8:/:$ &&-K&&&D-&K-KD-&-&K&D&&K

荧光定量引物

D?:39*4$%&:( -DDD-&&&DKD-DK---D&D-&&-D

D?:39*4$%&:$ D---KD&DDKDD&DDDDD-KD-&-D

内参基因荧光定量引物

"#E$&,:;,!<C= 基因表达实时定量分析

使用 &P:422 (3NC$=30:D<;=J-$NBNC=;和

*VP$K4==> $=30C<;=23NC=42<H 对泥蚶闭壳肌)

鳃)肝胰腺)外套膜)斧足和血液 7 种组织表达量

以及水体终浓度为 2)14)142 和 422

%

?6'-A 攻

毒后泥蚶鳃中 D?AED!8:/ 短期表达情况进行定量

分析& 根据 D?AED!8:/ 序列设计荧光定量引物

$=30:ED!8:/:(和 $=30:ED!8:/:$"以 39*4$%&

作为内参基因"用引物 D?:39*4$%&:(和 D?:

39*4$%&:$进行特异性扩增#表 3$&

所有数据用 *J**1212 #">=:X3B &%".&$

进行显著性分析"8@2124 表示存在显著差异"

8@2123 为存在极显著差异&

15结果

%#"$&,:;,!<C= 基因 0<>?全长与序列分析

*2&$D$&-,获得 D?AED!8A/ 序列全长

95%&为 928 GF #K=>P3>E 登录号!OJ371/82 $&

其中开放阅读框为 4:2 GF"编码 390 个氨基酸"4T

非编码区 #4T:#D$$ 9/ GF"/T非编码区#/T:#D$$

343 GF" 包 括 终 止 密 码 子 DK&) 加 尾 信 号

&&D&D&及多聚 F/0B &尾巴"推导 D?AED!8:/

蛋白质分子质量为 121:/ E@"理论等电点 917:"

*<?>30J/12 检测发现有一个 11 个氨基酸组成的

信号肽#图 3$&

%#%$&,:;,!<C= 同源比对与系统发生分析

D?AED!8:/ 的 氨 基 酸 序 列 用 -0@NC30X 与

%-P)上选取其他物种的 ED!8:/ 序列进行了比

对"从图中发现"D?AED!8:/ 与其他物种 ED!8:/ 相

似性比较低& 与大西洋鲑#?%'4. )%'%2$相似度为

1018I"与牙鲆#8%2%'17353").'10%7,()$相似度为

/211I"与埃及斑蚊 #$,=,)%,*"/51$ 相似度为

/217I"与同是贝类的长牡蛎相似度也仅为 /419I

#图 1$& 目前发现的ED!8基因家族均具有高度保

守的 -BN:Y:-BN结构"本研究中的 D?AED!8:/ 也同

样具有& 对泥蚶两种 ED!8基因的 95%&序列进

行了比较分析"发现D?AED!8:/ 和D?AED!8A8 的氨

基酸序列相似性仅为 /319I#图 /$&

利用 2,K&4124 软件"对泥蚶和其他 3: 个

物种的 ED!8:/ 氨基酸序列进行对比并构建系统

进化树"所选物种的名称和 K=>P3>E 号为人类

# G.4. )%/1,-)" &&P/84/1 $) 小 家 鼠 # !()

4()7('()" &&&8288: $) 黄 牛 # F.)5%(2()" %JA

::7909$)褐家鼠#R%55()-.20,*17()"&&&:4221$)

长牡蛎#B2%)).)52,% *1*%)",O-/3044$)埃及斑蚊

#$C%,*"/51"YJA22377/:32$)大西洋鲑 # ?C)%'%2"

&-220:28$)牙鲆 #8C.'10%7,()"P&-9::0:$)红

鳍东方#E%:1;(*( 2(@21/,)"%JA2232//281$)青

!

#92"P1%)'%51/,)"%JA 22339981/ $)虎纹猫鲨

# ?7"'1.231-() 5.2%P%4," &&517342 $) 食 蟹 猴

#!%7%7% ;%)717('%21)"J73170$)家犬 #B%-1)'(/()

;%41'1%21)"&(M/4/33$)猕猴 #!%7%7% 4('%55%"%J

A223219319$)家马#<S(()7%@%''()"-&P43948$)

野猪# ?())72.;%"YJA22/317313$及原鸡 #&%''()

*%''()"%JA002939$& 发现脊椎动物 ED!8:/ 先聚

为一支"然后与节肢动物门的埃及斑蚊聚为一支"

之后再与软体动物门的长牡蛎聚为一支"最后与

泥蚶聚为一支#图 8$&

9//
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图 "$&,:;,!<C= 基因的 0<>?全长序列及推导的氨基酸序列

*方框+表示 D?AED!8:/ 基因的启动子)终止子和加尾信号"

"

代表蛋白翻译结束%阴影部分为 D?AED!8:/ 的信号肽"下划线斜体加

粗部分为信号肽切除位点

@+,#"$&81./0*1-2+31'.3313/013'6+.- '0+371A/1.017-B&,:;,!<C= ,1.1

*P/H=N+ 4=F4=N=>CCL=NC34C9/A/>"CL=NC/F 9/A/> 3>A CL=F/0B3A=>B03C</> N<?>30N=U@=>9="

"

4=F4=N=>CNCL==>A /8CL=F4/C=<> C43>N03C</>1

DL=N<?>30F=FC<A=/8D?AED!8:/ <NNL3A=A"CL=<C30<93>A G/0A @>A=40<>=A F34CW3NN<?>30F=FC<A=90=3Q3?=N<C=

图 %$&,:;,!<C= 与其他物种 ;,!<C= 氨基酸序列比对

D=?4!泥蚶"-4?<!长牡蛎"&=3=!埃及斑蚊"J3/0!牙鲆"*3N3!大西洋鲑& 黑色阴影表示一致序列"灰色阴影表示相似序列

@+,#%$?6+.- '0+371A/1.01'*+,.61.2-B;,!<C= (12D11.;&(1%'35% '.3-28157410+17

D=?44=F4=N=>CNE,*1''%27% *2%-.)%" -4?<4=F4=N=>CNB2%)).)52,% *1*%)" &=3=4=F4=N=>CN$,=,)%,*"/51" J3/04=F4=N=>CN8%2%'17353")

.'10%7,()"*3N34=F4=N=>CN?%'4. )%'%21)A=>C<C<=N34=NL3A=A A34E 3>A N<;<034<C<=N34=NL3A=A ?43B

0//
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图 =$&,:;,!<C= 与 &,:;,!<CE 氨基酸序列比对

D=?4/!D?AED!8:/"D=?48!D?:ED!8:8& 黑色阴影表示一致序列"灰色阴影表示相似序列

@+,#=$?6+.- '0+371A/1.01'*+,.61.2-B&,:;,!<C= '.3&,:;,!<CE

D=?4/ 4=F4=N=>CND?AED!8:/"D=?48 4=F4=N=>CND?:ED!8:81)A=>C<C<=N34=NL3A=A A34E 3>A N<;<034<C<=N34=NL3A=A ?43B

图 E$邻接法构建泥蚶与其他物种 ;,!<C= 的系统进化树

@+,#E$>1+,8(-5CY-+.+., 48;*-,1.12+02511-B;,!<C= (12D11.;&(1%'35% '.3-28157410+17

%#=$&,:;,!<C= 6Q>?在泥蚶不同组织中的表

达差异

U$D:J-$检测发现"D?AED!8:/ ;$%&在泥

蚶闭壳肌)鳃)肝胰腺)外套膜)斧足和血液中均有

表达"表达量由高到低依次为鳃 B外套膜 B肝胰腺

B闭壳肌 B斧足 B血液& 其中鳃中表达量最高"外

套膜和肝胰腺次之"均极显著高于其在血液中的表

达量#8@2123$#图 4$&

%#E$不同浓度 M3攻毒后泥蚶鳃中 &,:;,!<C=

6Q>?表达的短期变化

利用实时定量 J-$方法分析了 -A 攻毒后

的表达情况 #图 7 $ & 分析结果显示 -A 攻毒后

泥蚶鳃中的 D?AED!8:/ ;$%&表达量随着水体

中 -A 浓度的变化而变化"其中 14

%

?6'-A 攻

28/
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毒后"D?:ED!8:/ 表达量在 7 L 时达到最高"是 2

L 时的 3813 倍"极显著地高于同浓度的其他实

验组#8@2123$ "之后回落"89 L 后表达受到抑

制#8@2123 $ %142

%

?6'-A 攻毒后 D?AED!8:/

表达量在 / L 时受到抑制"是 2 L 时的 213: 倍"在

7 L升高并达到最高"是 2 L 时的 341/ 倍"极显著

地高于同浓度的其他实验组#8@2123$"0 L 时再

次受到抑制"是 2 L 时的 212: 倍#8@2123$"18 L

时再次上调"是 2 L 时的 11/ 倍"之后下调 #8@

2123$%422

%

?6'-A 攻毒后鳃中 D?AED!8:/ 在

/ <7 L 表达被抑制"其中 7 L 是 2 L 的 2137 倍

#8@2124$"0 L 时表达量达到最高"是 2 L 的 111

图 H$&,:;,!<C= 基因在泥蚶 K 种组织中的

表达差异分析"'ZE#

31闭壳肌% 11鳃% /1肝胰腺% 81外套膜% 41斧足% 71血液&

"

表示差异显著#8@2124$ "

""

表示差异极显著#8@2123$

@+,#H$?.'*;7+7-B1945177+-.-B&,:;,!<C= ,1.1+.

7+9 2+77/17-B;&(1%'35%"'ZE#

313AA@9C/4;@N90=% 11?<00% /1L=F3C/F3>94=3N% 81;3>C0=% 41

8//C% 71G0//A%

"

<>A<93C=N<?><8<93>CA<88=4=>9=#8@2124$ "

""

<>A<93C==HC4=;=0B N<?><8<93>CA<88=4=>9=#8@2123$

图 K$不同浓度 M3攻毒后泥蚶鳃中

&,:;,!<C= 表达水平分析

"

表示差异显著#8@2124$ "

""

表示差异极显著#8@2123$

@+,#K$Q1'*C2+61'.'*;7+7-B28151*'2+R1-B&,:;,!<C=

,1.1+.,+**-B;&(1%'35% 08'**1.,13(;

3+BB151.20-.01.25'2+-.-BM3

"

<>A<93C=N<?><8<93>CA<88=4=>9=# 8 @2124 $ "

""

<>A<93C=

=HC4=;=0B N<?><8<93>CA<88=4=>9=#8@2123$

倍"之后表达量不断下降#8@2124$":1 L 时表达

量是 2 L 时的 2124 倍"极显著地低于同浓度的其

他实验组#8@2123$& 在对照组"各个时间点表

达量没有显著差异#8B2124$&

/5讨论

本实验通过构建,*D文库克隆获得D?AED!8:

/ 基因"其 95%&全长为 928 GF"其中开放阅读框

为 4:2 GF"编码 390 个氨基酸"4T非编码区 #4T:

#D$$9/ GF"/T非编码区#/T:#D$$343 GF"终止密码

子 DK&和加尾信号 &&D&D&以及 F/0B &尾巴"

推导 D?AED!8:/ 蛋白质分子质量为 121:/ E@"理论

等电点 917:& 在无脊椎动物果蝇中的研究发现"至

少有一种 ED!8在 ,-2 重 塑 中具 有重要 作

用
'30 612(

"之前实 验发 现 D?:ED!8:8 具 有 信 号

肽
'3/(

"本实验发现 D?AED!8:/ 也有一个 11 个氨基

酸组成的信号肽"推测其可能具有高度保守的参与

组织重建的蛋白水解系统
'13(

& 这个信号肽在高度

保守的-BN:Y:-BN#D?AED!8:/ 的Y为DL4$基序上

游切除& 同源序列比对发现 D?AED!8:/ 与其他物

种的 ED!8:/ 相似性并不高"与 D?:ED!8:8 比对发

现其拥有 31 个高度保守的 -BN"这 31 个 -BN形成

7 个二硫键"将蛋白折叠成 1 个功能域"即 %端与

-端
'13(

& 在对人类的研究中发现"ED!8的 %端具

有结合基质金属蛋白酶的功能"此功能在无脊椎动

物果蝇和线虫中也得到证实
'30(

%而 -端具有连接

金属酶类及其前体的作用& 在脊椎动物研究中发

现成熟 ED!8中第一个半胱氨酸即 -BN

3

可以螯合

基质金属蛋白酶中的金属离子"从而抑制基质金属

蛋白酶活性%本实验发现 D?AED!8:/ 的成熟蛋白中

同样具有-BN

3

"推测其在泥蚶中发挥着类似高等生

物的功能& ED!8:/ 在 ED!8家族中是唯一一个不

仅具有广泛抑制基质金属蛋白酶的作用"还能抑制

&5&2#3A<N<>C=?4<> 3>A ;=C300/F4/C=<>3N=0<E=" /4

3A3;30BN<> $ 和 &5&2D* # 3 A<N<>C=?4<> 3>A

;=C300/F4/C=<>3N=W<CL CL4/;G/NF/>A<> ;/C<8N$家族

活性
'11 614(

的基因& ED!8:/ 对其的抑制作用在抗

炎症过程具有重要作用"对癌症"风湿性关节炎和

骨关节炎等发展过程都能产生影响
'0"17(

& ED!8在

无脊椎动物的研究中"首先在果蝇中克隆得到全长

95%&"随后在线虫及太平洋牡蛎等物种中得到全

长 95%&

'33 631"1:(

"课题组之前成功获得的 D?:

ED!8:8"与 D?AED!8:/ 类似"D?:ED!8:8 具有含 1/

38/
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个氨基酸组成的信号肽"在高度保守的 -BN:Y:-BN

基序#D?:ED!8:8 中Y为 DB4$上游切除"31 个高度

保守的 -BN"同样也具有 -BN

3

"参与了贝类抗菌免

疫防御
'3/(

& 从构建的 ED!8:/ 氨基酸系统进化树

来分析"脊椎动物中的哺乳纲)鸟纲和鱼纲聚成一

大支"然后与节肢动物门的埃及斑蚊聚为一支"之

后再与软体动物门的长牡蛎聚为一支"最后与泥蚶

聚为一支& 这一结果与传统分类结果和系统发育

演化规律基本吻合&

本实验用 U$D:J-$检测发现"D?AED!8:/ 基

因在泥蚶闭壳肌)鳃)肝胰腺)外套膜)斧足和血液

组织中均表达"其中在鳃中表达量最高 #8@

2C23$"外套膜和肝胰腺#8@2C23$次之"表达量

最低的是血液"由于鳃是贝类的呼吸器官"对水中

的细菌和有毒物质起到过滤作用"是免疫防御的

第一道屏障& 外套膜是与外界接触最直接的"也

是作为抵御外界细菌和有毒物质的第一道防线&

根据 D?AED!8:/ 基因在组织中的表达量"推测其

可能在免疫防御中起重要的作用&

2/>C3?>3><等
'33(

研究发现"ED!8;$%&在

贝壳损坏和菌刺激下表达量均在 / <7 L 时上调"

在 0 L 时表达量达到最高"然后回落"表明 ED!8可

能在太平洋牡蛎伤口愈合"细菌刺激免疫中起重要

作用& 中国东部沿海的生态系统中重金属的污染

严重"其中 -A 是毒性最强的重金属污染物之

一
'37(

& 双壳贝类通过鳃不断吸收溶解在水中的重

金属"然后通过血液输送到体内各个部位"对重金

属具有高度的富集作用
'19 610(

& 虽然部分贝类体内

重金属含量很高"但仍未表现出明显的畸变"可能

贝类体内某些组织或蛋白对重金属有清除作用&

本实验研究发现"在 14

%

?6'和 142

%

?6'-A 攻毒

后鳃中 D?AED!8:/ 表达量均在 7 L 达到最高"422

%

?6'-A 攻毒后鳃中 D?AED!8:/ 在 0 L 达到最高"

其中 142

%

?6'-A 攻毒后在 18 L 表达再次上调"

之后表达量都受到抑制& 随着重金属 -A 浓度升

高"D?AED!8:/ 的诱导表达量增加"说明D?AED!8:/

是可诱导蛋白"422

%

?6'-A 攻毒后"鳃中 -A 含量

可能超过泥蚶承受重金属极限"导致泥蚶体内机制

紊乱"D?AED!8:/ 的表达量受到抑制& 由于 -A

1 C

能结合蛋白质中的羟基)氨基和巯基"使蛋白质变

性失活"导致 D?AED!8:/ 在攻毒初期表达量下调&

14

%

?6'和 142

%

?6'-A 攻毒后"D?AED!8:/ 在 7 L

表达量上升并达到最高"推测可能由于基质金属蛋

白酶是依赖 \>

1 C

的内肽酶#=>A/F=FC<A3N=N$家族"

在 !!8的活性位点"催化锌的络合范围由三个组

氨酸残基和一个外加配体构成& ED!8与活化的

!!8形成不可逆的 3D3 非共价键结合的复合物"

从而抑制其活性"抑制 !!8对基质蛋白的降

解
'/2(

& 泥蚶通过鳃吸收了大量的 -A

1 C

"-A

1 C

可能

与组氨酸残基的氨基结合"与 \>

1 C

竞争蛋白结合

位点"导致大量 ED!8:!!8复合物失活"促使

!!8和 ED!8:/ 的表达量上调& 142

%

?6'-A 攻

毒后"D?AED!8:/ 的表达量在 0 L 回落后"18 L 再度

上调"可能是 -A 攻毒下泥蚶体内启动了更为有效

的防御机制"如抗氧化酶系统中超氧化物歧化酶

# N@F=4/H<A= A<N;@C3N=" *"5$) 过 氧 化 氢 酶

# 93C303N=" -&D$ 和 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶

#?0@C3CL</>=F=4/H<A3N="K*+:JH$以及金属硫蛋白

#;=C300/CL</>=<>"2D$& 也可能 ,-2自身修复过

程需要 !!8)ED!8)&5&2 和 &5&2D*保持平

衡
'1(

"最终导致高浓度 -A 攻毒后 D?AED!8:/ 的表

达量回落后再次上调&

本研究通过 $&-,技术克隆获得 D?AED!8:/

全长序列"对其进行生物信息学)组织表达和镉刺

激情况下 ;$%&表达分析"探讨了 D?AED!8:/ 在

重金属 -A 攻毒下的免疫防御或解毒方面的相关

机制"但 ED!8:/ 与 -A 代谢或免疫确切的相关机

理还需进一步深入研究& 另外"本研究为筛选重

金属 -A 污染下滩涂贝类生物标志物的筛选提供

了理论依据"但具体的时间效应及剂量效应还需

进一步验证&
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