
书书书

郜卫华，田　罗，黄廷华，等．凡纳滨对虾钙网蛋白ｃＤＮＡ序列的克隆及组织表达分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（１）：３６－４０，４７．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．０１．００９

凡纳滨对虾钙网蛋白 ｃＤＮＡ序列
的克隆及组织表达分析

郜卫华１，２，田　罗３，黄廷华１，姚　敏１，许巧情１，２

（１．长江大学动物科学学院水产系，湖北荆州４３４０２５；２．汕头大学广东省海洋生物技术重点实验，广东汕头 ５１５０６３；
３．荆州职业技术学院，湖北荆州４３４０２３）

　　摘要：利用ＲＡＣＥ技术，克隆了凡纳滨对虾钙网蛋白（ｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎ，ＣＲＴ）基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＪＱ６８２６１８）。该基
因（ＬｖＣＲＴ）ｃＤＮＡ全长１８６６ｂｐ，含有１个长达１２２１ｂｐ的完整开放阅读框（ＯＲＦ），编码的成熟肽由４０６个氨基酸组
成，５′ＵＴＲ（５′非编码区）长度为２２２ｂｐ，３′ＵＴＲ长度为４２３ｂｐ，３′端加尾信号ＡＡＴＡＡＡ位于ｐｏｌｙ（Ａ）尾巴上游２７ｂｐ处。
预测其理论分子量是１５．３ｋｕ，等电点ｐＩ为４．９０。具有１个保守的钙网蛋白家族标签（ＫＨＥＱＮＩＤＣＧＧＧＹＬＫＶＦ），１个
信号肽（ＭＫＴＷＶＦＬＡＬＦＧＶＶＬＶＥＳ）和保守的ＨＤＥＬ内质网回收标签。经 ＮＣＢＩＢＬＡＳＴＸ比对表明，ＬｖＣＲＴ基因与中国
明对虾和斑节对虾的ＬｖＣＲＴ具有高度的相似性和一致性。系统进化分析表明，ＬｖＣＲＴ在亲缘关系上更接近昆虫的钙
网蛋白基因。荧光定量ＰＣＲ结果显示ＣＲＴ在肌肉组织中表达量最低，在肠中的表达量最高。对凡纳滨对虾 ＣＲＴ基
因全长ｃＤＮＡ序列克隆和表达的研究为更进一步了解ＣＲＴ多肽在凡纳滨对虾中的重要功能奠定了基础。
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　　钙网蛋白（ｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎ，ＣＲＴ）最初是由 Ｏｓｔｗａｌｄ等在兔肌
肉细胞的糙面内质网中被发现的［１］。近年来研究表明，ＣＲＴ
不仅存在于内质网腔中，在细胞表面和胞外基质中都有表

达［２－３］。Ｌｕａｎ等研究表明，ＣＲＴ在中国明对虾（Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅ
ｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）肝胰腺、鳃、肌肉、肠、淋巴器官、血细胞和卵巢中
均有表达，其中卵巢的表达量最高［４］。成熟的钙网蛋白包括

３个不同的功能结构域：Ｎ－功能域负责结构底物蛋白，Ｐ－功
能域和Ｃ－功能域可以结合钙离子并使这种结合更加稳
定［５－８］。目前为止，已公布的甲壳动物的钙网蛋白序列包括

中国明对虾 Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ（ＤＱ３２３０５４）、斑节对虾
Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎ（ＨＱ２５９０８５）和克氏原螯虾 Ｐａｃｉｆａｓｔａｃｕｓ
ｌｅｎｉｕｓｃｕｌｕｓ（ＨＱ５９６３６２）。

作为内质网分子伴侣蛋白，钙网蛋白除了在细胞功能中

扮演重要的作用，如内质网钙离子平衡和分子伴侣功能［８－９］

外，还参与了包括生长、繁殖、蜕皮、免疫功能、细胞凋亡和氧

化及胁迫响应的多种生物学过程［２，６，１０－１３］。本研究根据长期

低盐诱导消减 ｃＤＮＡ文库中差异表达基因的同源序列和
ＲＡＣＥ方法，克隆了凡纳滨对虾 ＣＲＴ（ＬｖＣＲＴ）基因，并利用荧
光定量ＰＣＲ技术对其组织特异性表达进行了的分析，以期为
凡纳滨对虾胁迫生理相关基因的克隆研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验动物
试验用虾购自广东海兴农生物科技有限公司，于广东海

洋大学东海岛实验基地水泥池暂养１周，取健康凡纳滨对虾，
经灭菌ＤＥＰＣ水清洗后，先将其冰浴麻醉，冰浴条件下分离血
细胞、肌肉、肝胰腺、肠道和鳃共５种组织，迅速装入１．５ｍＬ
ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ离心管（ＲＮａｓｅｆｒｅｅ），并立即投入液氮速冻，后转移
至－８０℃冰箱保存备用。
１．２　总ＲＮＡ的提取

取凡纳滨对虾血细胞、肌肉、肝胰腺、肠道和鳃共５种组
织，按照联合基因的 ＵｎｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ（ＧＥＮＥｒａｙｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
Ｃｈｉｎａ）的操作步骤，研磨、裂解组织后提取总 ＲＮＡ，经１．５％
琼脂糖凝胶电泳和紫外可见分光光度计对提取的组织总

ＲＮＡ进行定性和定量检测。
１．３　ＬｖＣＲＴｃＤＮＡ全长克隆
１．３．１　ＬｖＣＲＴｃＤＮＡ片段的获得　根据构建的消减ｃＤＮＡ文
库得到的ＬｖＣＲＴ的ＥＳＴ序列（１４６ｂｐ）和中国明对虾 ＣＲＴ保
守序列，重新应用软件 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设计正反向引物
（ＬｖＣＲＴＦ１／ＬｖＣＲＴＲ１）克隆中间片段，本试验中所有引物皆由
上海捷瑞生物工程有限公司合成（表１）。ＰＣＲ反应体系为
２０μＬ，反应条件为：９５℃５ｍｉｎ；９５℃６０ｓ，５７℃ ６０ｓ，７２℃
６０ｓ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。用１．２％的琼脂糖凝胶电泳检
测ＰＣＲ产物，用ＰＣＲ产物凝胶回收试剂盒（ＯＭＥＧＡ，ＵＳＡ）回
收扩增片段，回收后与ＥａｓｙＤｉｇｅｓｔｉｏｎＴ－ｖｅｃｔｏｒ（ｐＥＤ－Ｔ）（Ｓｉ
ｎｏＢｉｏ，Ｓｈａｎｇｈａｉ）载体连接，并转入感受态细胞 ＤＨ５α中。挑
取阳性克隆菌落送往深圳华大基因公司测序，将所得 ＬｖＣＲＴ
基因ｃＤＮＡ中间序列于ＮＣＢＩ中进行ＢＬＡＳＴＸ同源性分析。
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１．３．２　ＬｖＣＲＴｃＤＮＡ３′端和５′端的获得　根据 ＳＭＡＲＴｅｒＴＭ
ＲＡＣＥｃＤＮＡＡｍｐｌｌｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，ＵＳＡ）和５′ＲＡＣＥＳｙｓ
ｔｅｍｆｏｒＲａｐｉｄＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ）试
剂盒操作步骤，分别扩增 ＬｖＣＲＴ基因 ｃＤＮＡ的３′端和５′端序
列，整个过程所需的引物序列见表１。ＰＣＲ产物经１．２％琼脂
糖凝胶电泳检测，接下来的ＤＮＡ回收、连接转化、测序和同源
性比对等步骤均同“１．３．１”节。
１．３．３　序列分析　采用 ＢｉｏＥｄｉｔ软件将中间序列、３′端序列

和５′端序列拼接得到ＬｖＣＲＴ基因全长ｃＤＮＡ序列。设计正反
向引物（ＬｖＣＲＴＦ／ＬｖＣＲＴＲ）对该基因进行 ＯＲＦ开放阅读框克
隆以确保全长的正确性。此过程采用 ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶，
ＰＣＲ反应条件：９５℃４ｍｉｎ；９５℃４０ｓ，５７℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，
３５个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。冰箱４℃保存。接下来的 ＤＮＡ回
收、测序和同源性比对等步骤均同“１．３．１”节，所用引物序列
见表１。

表１　ＬｖＣＲＴ基因克隆和转录表达分析所用引物列表

引物　　　　　 序列（５′→３′）
长度

（ｂｐ） 作用

ＬｖＣＲＴＦ１ ＡＴＹＴＧＹＧＧＨＣＣＮＧＧＨＡＣＭＡＡＧＡＡ ２３ 中间片段

ＬｖＣＲＴＲ１ ＴＣＫＣＣＲＴＣＣＡＴＹＴＣＲＴＣＲＴＣＣＣＡ ２３ 中间片段

ＧＳＰ－１ ＴＣＡＣＣＡＧＡＣＴＧＡＧＣＴＴ １６ ５′－ＲＡＣＥ
ＧＳＰ－２ ＣＡＡＴＧＡＧＧＧＴＧＴＡＣＡＧＡＴＧＡＧＡ ２２ ５′－ＲＡＣＥ
ＧＳＰ－３ ＧＴＣＣＴＴＡＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＣＴＴＴＣ ２２ ５′－ＲＡＣＥ
３′ＬｖＣＲＴ－１ ＣＡＡＧＡＡＧＡＴＣＡＡＧＧＡＣＣＣＡＧＡＡＧＣＣＡＡＧ ２８ ３′－ＲＡＣＥ
３′ＬｖＣＲＴ－２ ＴＴＧＧＧＡＣＣＡＡＣＣＴＧＡＡＣＡＣＧＴＴＣＣＴＧＡＴ ２８ ３′－ＲＡＣＥ
ＬｖＣＲＴＦ ＣＣＡＴＧＡＡＧＡＣＣＴＧＧＧＴＴＴＴＴＣ ２１ 全长验证

ＬｖＣＲＴＲ ＣＴＴＴＡＣＡＧＴＴＣＧＴＣＡＴＧＴＴＣＣＡ ２２ 全长验证

ＬｖＣＲＴＦ′ ＡＣＡＡＣＴＴＣＣＴＣＡＴＣＴＣＣＡＡＴ ２０ 荧光定量

ＬｖＣＲＴＲ′ ＣＧＴＣＡＴＣＡＴＣＣＴＣＡＴＣＣＴＴ １９ 荧光定量

β－ａｃｔｉｎＦ′ ＡＡＴＣＧＴＴＣＧＴＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧＡＧ ２２ 内参基因

β－ａｃｔｉｎＲ′ ＴＴＧＴＡＧＧＴＧＧＴＣＴＣＧＴＧＧＡＴＧ ２１ 内参基因

１．３．４　ＬｖＣＲＴｃＤＮＡ全长生物学信息分析　通过 ＮＣＢＩ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）的 ＢＬＡＳＴＸ进行蛋白序列
同源性检索［１４］；通过 ｈｔｔｐ：／／ｅｘｐａｓｙ．ｐｋｕ．ｅｄｕ．ｃｎ网站上的
ＥｘＰＡＳｙ软件对该ｃＤＮＡ全长进行序列开放阅读框搜索、蛋白
质分子量、等电点和氨基酸序列的推断等；通过 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ网站上ＳｉｇｎａｌＰ３．０软件预测该基
因的信号肽［１５］；通过ＣｌｕｓｔａｌＷ１．８软件进行氨基酸多重序列
分析［１６］，再结合 ＭＥＧＡ４．０软件用邻接法构建 ＮＪ系统树
（Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇｔｒｅｅ）［１７］。
１．３．５　实时荧光定量ＰＣＲ分析　根据已克隆ＬｖＣＲＴ基因和
β－ａｃｔｉｎ内参基因，使用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计荧光定
量表达的特异性正反向引物ＬｖＣＲＴＦ′／ＬｖＣＲＴＲ′和β－ａｃｔｉｎＦ′／
β－ａｃｔｉｎＲ′（表 １）。使用 ＦｅｒｍｅｎｔａｓＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（ＭＢＩ，ＬＴＵ）试剂盒合成ｃＤＮＡ第一链。具
体如下：在冰浴后ＰＣＲ管中加入１μｇ总ＲＮＡ和１μＬＯｌｉｇｏ－
ｄＴ（１５）（０．５μｇ／μＬ），然后再加入 ＤＥＰＣ水配制成１０μＬ体
系，将反应管置于ＰＣＲ仪中，７０℃预变性５ｍｉｎ，迅速置于冰
上。变性反应结束后再加入４μＬ５×Ｆｉｒｓｔ－ｓｔｒａｎｄ缓冲液、
２．０μＬ０．１ｍｏｌ／ＬＤＴＴ、１．０μＬＲｉｂｏＬｏｃｋＴＭＲｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅｉｎｈｉｂ
ｉｔｏｒ和２．０μＬｄＮＴＰｍｉｘ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）后将 ＰＣＲ管置于 ＰＣＲ
仪中，３７℃ 孵 育 ５ｍｉｎ，再 加 入 １μＬＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔⅡ
（２００Ｕ／μＬ），将ＰＣＲ管置于 ＰＣＲ仪中进行反应，４２℃孵育
５０ｍｉｎ，７０℃变性１０ｍｉｎ，４℃保存。实时荧光定量ＰＣＲ使用
ＳＹＢＲμＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（ＴａＫａＲａ，Ｊａｐａｎ）试剂盒在 ＡＢＩ７５００
ＲｅａｌＴｉｍｅＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ荧光定量ＰＣＲ仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ
美国应用生物系统）中进行，定量数据分析采用相对定量中

的２－ΔΔＣｔ法（Ｌｉｖａｋ和Ｓｃｈｍｉｔｔｇｅｎ，２００１）［２２］；使用ＳＰＳＳ１３０
软件进行显著性分析；用Ｔｕｒｋｅｙ法进行多重比较分析。

２　结果与分析

２．１　ＬｖＣＲＴ全长ｃＤＮＡ序列的克隆及分析
以凡纳滨对虾肝胰腺 ｃＤＮＡ为模板，采用分段克隆方法

和３′ＲＡＣＥ、５′ＲＡＣＥ法对 ＣＲＴ基因全长 ｃＤＮＡ序列进行克
隆，得到全部中间序列（３９７ｂｐ）（图１）和３′末端（９９０ｂｐ）、５′
末端（７４２ｂｐ）（图２），采用ＢｉｏＥｄｉｔ软件去除重叠序列以及接
头序列后得到１８６６ｂｐ的 ｃＤＮＡ全长序列，将获得的凡纳滨
对虾 ＬｖＣＲＴｃＤＮＡ全长序列提交 ＮＣＢＩ，ＧｅｎＢａｎｋ登录号为
ＪＱ６８２６１８。经ｈｔｔｐ：／／ａｕ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／ｄｎａ．ｈｔｍＬ在线软件
分析显示，该基因具有１个长达１２２１ｂｐ完整的开放阅读框，
１个起始密码子（ＡＴＧ）和１个终止密码子（ＴＡＡ），开放阅读
框编码具有４０６个氨基酸的钙网蛋白。基因５′端非编码区
（５′－ＵＴＲ）长２２２ｂｐ，３′端非编码区（３′－ＵＴＲ）长４２３ｂｐ。３′
端的加尾信号ＡＡＴＡＡＡ位于ｐｏｌｙ（Ａ）尾巴上游２７ｂｐ处。开
放阅读框进一步验证结果表明 ｃＤＮＡ全长序列的正确性（图
２）。经ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｏｍｐｕｔｅ＿ｐｉ／在线分析，该蛋白
分子量为１５．３ｋｕ，等电点ｐＩ为４．９０。
２．２　ＬｖＣＲＴｃＤＮＡ特征的分析

用ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ网上 ＳｉｇｎａｌＰ
３．０软件在线预测该基因信号肽，结果显示，该基因具有１个
疏水信号肽（ＭＫＴＷＶＦＬＡＬＦＧＶＶＬＶＥＳ），该信号肽位于氨基
酸Ｎ端（图３）。使用在线 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／
ＮｅｔＰｈｏｓ软件预测该基因蛋白磷酸化位点，预测结果显示该蛋
白共有２２个磷酸化位点，其中５个为 Ｓｅｒ磷酸化位点，其氨
基酸位点分别为２７、７６、８３、１２４、１９１；１１个为 Ｔｈｒ磷酸化位
点，其氨基酸位点分别为 ５０、６６、７７、９４、１３９、１７９、２２２、２２９、
２４６、２９８、３４４；６个为Ｔｙｒ磷酸化位点，其氨基酸位点分别为
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１２６、１８０、２６９、２８３、２９７和３０４（图４）。
　　通过 ＮＣＢＩ网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃ
ｔｕｒｅ／ｃｄｄ／ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ）蛋白质保守区的结果显示，推测 ＬｖＣＲＴ
中第１９～３３０个氨基酸残基构成了１个由３１１个氨基酸组成
的保守区，该保守区属于钙网蛋白家族。该基因还具有１个
保守的钙网蛋白家族标签（ＫＨＥＱＮＩＤＣＧＧＧＹＬＫＶＦ），该标签
位于第９５～１１１个氨基酸残基之间。除此之外，还发现该基

因具有１个钙网蛋白家族的重复序列ＩｘＤｘＥｘｘＫＰＥ（／Ｄ）ＤＷＤ
和１个保守的ＨＤＥＬ内质网回收标签，这个内质网回收标签
位于氨基酸序列的Ｃ末端（图５）。
２．３　ＬｖＣＲＴ基因序列比对与系统发育分析

使用ＣｌｕｓｔａｌＷ１．８３和ＭＥＧＡ４．０软件，选取中国明对虾
（ＡＢＣ５０１６６），斑节对虾（ＡＤＯ００９２７），克氏原螯虾（ＡＥＣ５０
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０７９），意蜂 Ａｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａ（ＸＰ＿３９２６８９），冈比亚按蚊Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ
ｇａｍｂｉａｅ（ＡＡＬ６８７８１），家蚕 Ｂｏｍｂｙｘｍｏｒｉ（ＢＡＣ５７９６４），黑腹果
蝇 Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ（ＣＡＡ４５７９１），斑马鱼 Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ
（ＮＰ＿９５６００７），小鼠Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ（ＡＡＨ０３４５３），人 Ｈｏｍｏｓａｐｉ
ｅｎｓ（ＮＰ＿００４３３４），拟南芥Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ（ＮＰ＿１７６０３０），烟
草 Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍ（ＣＡＡ５９６９４），非洲爪蟾 Ｘｅｎｏｐｕｓｌａｅｖｉｓ
（ＣＡＡ４７８６６）１３个物种的 ＣＲＴ氨基酸序列与凡纳滨对虾的
ＣＲＴ氨基酸序列进行比对。分析显示，凡纳滨对虾全序列与

斑节对虾（ＡＤＱ２８３１７）、中国明对虾（ＡＢＣ５０１６６）、克氏原螯
虾（ＡＥＣ５００７９）和黑腹果蝇（ＡＡＦ５４４１６）分别具有９９％、９９％、
９４％和８１％的序列相似度，９９％、９７％、８９％和６９％的序列一
致性（图６）。系统发育分析显示，构建的分子进化树可以将
ＣＲＴ基因聚类分为植物、脊椎动物和无脊椎动物３个分支，
ＬｖＣＲＴ位于无脊椎动物ＣＲＴ的一支，与昆虫的ＣＲＴ聚类在一
起（图７）。

２．４　ＬｖＣＲＴ基因在组织中的表达分布
荧光定量ＰＣＲ分析结果显示，ＬｖＣＲＴ基因在凡纳滨对虾

所检测的组织包括肌肉、鳃、肠、肝胰腺和血细胞中均有表达

（图８），由高到低依次为：肠道 ＞鳃 ＞血细胞 ＞肝胰腺 ＞肌
肉，肠道中表达量最高，显著高于其他各组织；血细胞和肝胰

腺间的ＬｖＣＲＴ表达量无显著性差异，但二者均显著高于肌肉
而低于鳃；肌肉表达量最低，显著低于其他各组织。

３　讨论与结论

目前，钙网蛋白的研究多集中在模式生物上，甲壳动物中

钙网蛋白的研究相当少。迄今为止，已公布的对虾类钙网蛋

白序 列 仅 包 括 中 国 明 对 虾 （ＤＱ３２３０５４）、斑 节 对 虾
（ＨＱ２５９０８５）和克氏原螯虾。

本研究以先前建立的盐度胁迫诱导凡纳滨对虾消减ｃＤＮＡ
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文库为 ＰＣＲ模板［１８］，成功克隆到凡纳滨对虾的钙网蛋白

ＬｖＣＲＴ基因的ｃＤＮＡ全长序列，并对其进行了氨基酸的预测
和同 源 序 列 的 比 对 分 析。ＬｖＣＲＴ基 因 与 斑 节 对 虾
（ＡＤＱ２８３１７）、中国明对虾 （ＡＢＣ５０１６６）和克氏原螯虾
（ＡＥＣ５００７９）具有９９％、９９％和９４％的序列相似度，９９％、９７％
和８９％的序列一致性。ＬｖＣＲＴ基因推导的氨基酸序列具有１
个３１１个氨基酸组成的高度保守区和１个高度保守的钙网蛋
白家族标签（ＫＨＥＱＮＩＤＣＧＧＧＹＬＫＶＦ），这与栾伟报道的中国
明对虾ＦｃＣＲＴ钙网蛋白分子结构［５］极为相似，即与底物结合

的相关的Ｎ－和Ｐ－２个功能域都非常保守，据此推测，ＬｖＣＲＴ
可能与之前报道的钙网蛋白具有相似的分子伴侣功能。系统

发育分析显示，ＬｖＣＲＴ位于无脊椎动物 ＣＲＴ的一支，在亲缘
上接近于昆虫的ＣＲＴ。

以往的研究表明，钙网蛋白作为重要的内质网分子伴侣

蛋白，在病原感染、发育以及环境胁迫等情况下都对细胞起到

重要的保护作用。钙网蛋白最初被鉴定为一种内质网的钙离

子结合蛋白，之后其作为分子伴侣蛋白在内质网行使的众多

功能得到一一阐明［２，５，８］。近期的研究结果又证明钙网蛋白

在免疫中扮演重要的作用，如吞噬、补体途径、细胞粘连甚至

自体免疫等过程。Ｊｏｈｎｓｏｎ等研究表明，若缺乏 ＣＲＴ，小鼠胚
胎的死亡会增高、细胞黏附活性会降低、细胞对凋亡的敏感度

增加、心肌的非正常发育会增加、非折叠蛋白的积累和错误折

叠会增加等［２］。在哺乳动物中，ＣＲＴ在炎症反应和病原感染
过程中起重要的作用［５，１９－２０］。昆虫中的 ＣＲＴ不仅参与早期
的包囊作用，且很可能参与了昆虫的免疫过程［１１］。Ｗａｎｇ等
在感染ＷＳＳＶ的中国明对虾中，利用基因芯片技术发现 ＣＲＴ
基因在感染６ｈ和濒临死亡的对虾体内会显著上调表达［２１］。

Ｄｕａｎ等在感染鳗弧菌和ＷＳＳＶ的脊尾白虾中发现，血细胞和

肝胰腺在感染第１个６ｈ后ＣＲＴ转录水平表达量的上调表明
其与免疫防御有关联［１３］。栾伟发现在热休克、重金属胁迫和

感染ＷＳＳＶ的中国明对虾中，ＣＲＴ转录表达会有明显变化，且
不同 重 金 属 处 理 有 不 同 的 ＣＲＴ转 录 表 达 模 式［５］。

Ｖｉｓｕｄｔｉｐｈｏｌｅ等研究表明，斑节对虾仔虾血细胞的ＣＲＴ基因在
热休克胁迫３ｈ后会显著上调表达，可以作为斑节对虾对热
应激的分子生物标记［６］。结合本研究中盐度胁迫的消减文

库中ＣＲＴ基因的发现，表明ＬｖＣＲＴ与环境胁迫之间存在一定
关联，未来可以作为一种环境胁迫或者种质改良的分子标记。
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序列６５０ｂｐ，编码２０９个氨基酸，具有ＦＧＦ家族典型的结构。
推测的氨基酸序列与藏羚羊的同源性最近，这符合物种的进

化规律。同时利用生物信息学分析了藏山羊的磷酸化位点、

信号肽、跨膜结构、亚细胞定位、二级和三级结构以及蛋白相

互作用等。结果发现，藏山羊 ＦＧＦ２１没有跨膜结构，具有信
号肽结构，含有１３个磷酸化位点，并主要发生在丝氨酸残基
上（８个），推测其翻译后修饰主要是通过此来进行的。二级
结构预测发现在藏山羊 ＦＧＦ２１氨基酸序列主要有 ３３个
α－螺旋、４８个β－折叠、１９个β－转角和１０９个无规则卷曲
结构，并且三级结构预测也证明了二级结构的预测［１７］，有利

于进一步阐明藏山羊ＦＧＦ２１的功能。
本研究发现经过蛋白质相互作用分析预测与藏山羊

ＦＧＦ２１相互作用的蛋白可能是ＦＧＦＲ１、ＩＧＦ１Ｒ、ＦＧＦＲ２、ＩＮＳＲ、
ＦＧＦＲ、ＰＰＡＲα、ＣＳＦ１Ｒ、ＣＹＰ７Ａ１、ＦＧＦＲ３和ＦＧＦＲ４等。

有研究指出ＦＧＦ２１的启动子上有 ＰＰＡＲα结合位点，具
有上调ＦＧＦ２１表达的功能，禁食和饲喂可以通过 ＰＰＡＲα促
进ＦＧＦ２１在肝脏中的大量表达［６］，本试验的预测结果与之一

致。但关于ＦＧＦ２１在藏山羊中的具体的作用机制需要试验
来进一步证明。
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