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　　摘要：利用 ＲＡＣＥ（ｒａｐｉｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ）技术，克隆了凡纳滨对虾儿茶酚 －氧位 －甲基转移酶
（ｃａｔｅｃｈｏｌ－Ｏ－ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＣＯＭＴ）基因 ｃＤＮＡ序列。该基因（ＬｖＣＯＭＴ）ｃＤＮＡ全长 ９１０ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号
ＪＱ３４５４７８），含有６６６ｂｐ的开放阅读框（ＯＲＦ），编码２２１个氨基酸，理论分子量７４．９ｋｕ，等电点４．９８。经软件分析，该
成熟肽有１２个磷酸化的氨基酸位点，不具信号肽，推测凡纳滨对虾ＣＯＭＴ基因可能是依赖１２个可能的氨基酸发生可
逆的磷酸化反应来进行调控作用。ＬｖＣＯＭＴ基因与斑节对虾、中国明对虾的氧位－甲基转移酶具有高度相似性，系统
进化分析表明，ＬｖＣＯＭＴ在亲缘关系上更接近于哺乳动物的儿茶酚－氧位－甲基转移酶。应用ＲＱ－ＰＣＲ分析ＣＯＭＴ
在凡纳滨对虾中的组织特异性分布，结果显示ＣＯＭＴ在肝胰腺组织中表达量最高，在鳃中的表达量最低。
　　关键词：凡纳滨对虾；儿茶酚－氧位－甲基转移酶；基因克隆；表达
　　中图分类号：Ｓ９１７；Ｑ７８６　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１６）０２－００２６－０５

收稿日期：２０１５－０３－０６
基金项目：长江大学博士启动经费（编号：８０１２０００１０１１２２）；广东省海
洋生物技术重点实验室开放基金（编号：ＧＰＫＬＭＢ２０１４０３）。

作者简介：郜卫华（１９７７—），女，湖北襄阳人，博士，讲师，主要从事水
产分子营养学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｇｗｈ＠１２６．ｃｏｍ。

通信作者：许巧情，博士，教授，主要从事水产分子生物学研究。

Ｅ－ｍａｉｌ：３５５０７８８３＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　氧位－甲基转移酶（Ｏ－ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＯＭＴ）是一种
转甲基酶，在真菌［１］、细菌［２］、植物［３］等多种生物中普遍存

在。根据甲基受体分子不同，氧位 －甲基转移酶的种类也有
所不同。在动物中研究最多的２种氧位－甲基转移酶是法呢
酸－氧位－甲基转移酶（ｆａｒｎｅｓｏｉｃａｃｉｄ－Ｏ－ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，
ＦＡＭｅＴ）、儿茶酚－氧位 －甲基转移酶（ｃａｔｅｃｈｏｌ－Ｏ－ｍｅｔｈｙｌ
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＣＯＭＴ）。ＣＯＭＴ是１９５８年首先在人体中发现的
一种重要代谢酶，广泛存在于机体各种组织中，如脑、肝、肾、

肺等，其主要功能是代谢具有毒性或生物活性的儿茶酚胺类

物质及降解外界系统的多巴胺［４］。迄今为止，已公布甲壳动

物的法呢酸－氧位－甲基转移酶序列包括斑节对虾（Ｐｅｎａｅｕｓ
ｍｏｎｏｄｏｎ）（ＡＹ８２３４０９）、凡纳滨对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）
（ＡＹ８２３４０８）、刀额新对虾（Ｍｅｔａｐｅｎａｅｕｓｅｎｓｉｓ）（ＡＦ３３３０４２）、断
沟龙虾（Ｐｅｎｕｌｉｒｕｓｉｎｔｅｒｒｕｐｔｕｓ）（ＡＦ２４９８７１）、日本长额对虾
（Ｐａｎｄａｌｏｐｓｉｓｊａｐｏｎｉｃａ）（ＨＱ３９９４４０）、拟穴青蟹（Ｓｃｙｌｌａｐａｒａ
ｍａｍｏｓａｉｎ）（ＨＱ５８７０４９）、中华绒螯蟹 （Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ）
（ＧＱ８６１５１７）、黄道蟹（Ｃａｎｃｅｒｐａｇｕｒｕｓ）［５］；而甲壳动物儿茶
酚－氧位－甲基转移酶的序列仅在中国明对虾（Ｆｅｎｎｅｒｏ
ｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）（ＤＱ０９１２５５）和斑节对虾（Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎ）
（ＪＮ５７２５４０）中发现。据报道，水产动物的 ＯＭＴｓ基因参与病
原和细菌感染后的免疫反应［６－７］，其中 ＣＯＭＴ在动物中是否

参与免疫反应尚未见报道。本研究以凡纳滨对虾为材料，通

过ＲＡＣＥ（ｒａｐｉｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ）技术克隆获得凡
纳滨对虾 ＣＯＭＴ基因全长，并对其进行生物信息学分析，进
一步利用荧光定量 ＰＣＲ技术对该基因的组织特异性分布进
行分析，以期为该基因免疫作用研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　供试动物
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，经灭菌焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）水清洗后，先将其冰浴麻
醉，冰浴条件下分离肝胰腺、鳃、胃、肠、心脏等５种组织，迅速
装入１．５ｍＬｅｐｐｅｎｄｏｒｆ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

取凡纳滨对虾肝胰腺、鳃、胃、肠、心脏等５种组织，按照
联合基因的ＵｎｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ（ＧＥＮＥｒａｙｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｃｈｉｎａ）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、
定量检测。

１．３　ＬｖＣＯＭＴｃＤＮＡ全长克隆
１．３．１　ＬｖＣＯＭＴｃＤＮＡ片段的获得　根据中国明对虾 ＣＯＭＴ
保守序列，应用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计正 、反向引物
（ＬｖＣＯＭＴＦ１／Ｒ１）克隆中间片段，本研究中所有引物（表１）均
由上海捷瑞生物工程有限公司合成。ＰＣＲ反应体系为
２０μＬ，反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性１ｍｉｎ，５７℃
退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。
用１．２％琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产物，用ＰＣＲ产物凝胶回
收试剂盒（ＯＭＥＧＡ，美国）回收扩增片段，回收后与 Ｅａｓｙ
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ＤｉｇｅｓｔｉｏｎＴ－ｖｅｃｔｏｒ（ｐＥＤ－Ｔ）（ＳｉｎｏＢｉｏ，上海市）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ＬｖＣＯＭＴ基因 ｃＤＮＡ中间序列于 ＮＣＢＩ
中进行ｂｌａｓｔｘ同源性分析。
１．３．２　ＬｖＣＯＭＴｃＤＮＡ３′端和５′端的获得　根据 ＳＭＡＲＴｅｒＴＭ

ＲＡＣＥｃＤＮＡＡｍｐｌｌｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，美国）和 ５′ＲＡＣＥ
ＳｙｓｔｅｍｆｏｒＲａｐｉｄＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）
试剂盒操作步骤，分别扩增 ＬｖＣＯＭＴ基因 ｃＤＮＡ的３′端和５′
端序列，整个过程所需引物序列见表１。ＰＣＲ产物经１．２％琼
脂糖凝胶电泳检测，后续的 ＤＮＡ回收、连接转化、测序、同源

性比对等步骤同“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、
５′端序列拼接得到 ＬｖＣＯＭＴ基因全长 ｃＤＮＡ序列。设计正、
反向引物（ＬｖＣＯＭＴＦ／ＬｖＣＯＭＴＲ），对该基因进行ＯＲＦ开放阅
读框克隆以确保全长的正确性。该过程采用 ＥｘＴａｑＤＮＡ聚
合酶，ＰＣＲ反应条件：９５℃变性４ｍｉｎ；９５℃变性４０ｓ，５７℃退
火１ｍｉｎ；７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ；４℃
冰箱保存。后续的 ＤＮＡ回收、测序、同源性比对等步骤同
“１．３．１”节，所用引物序列见表１。

表１　ＬｖＣＯＭＴ基因克隆和转录表达分析所用引物

引物
引物序列

（５′→３′）
长度

（ｂｐ） 作用

ＬｖＣＯＭＴＦ１ ＴＡＧＡＶＡＴＹＧＧＤＧＴＤＴＷＣＡＣＡＧＧ ２２ 中间片段

ＬｖＣＯＭＴＲ１ ＣＣＣＹＴＴＧＴＣＤＧＣＲＴＣＲＡＴＧＡＡ ２１ 中间片段

ＧＳＰ－１ ＣＧＡＴＧＴＧＣＡＧＡＣＧＧＡＴ １６ ５′－ＲＡＣＥ
ＧＳＰ－２ ＧＧＡＴＴＣＣＴＣＣＣＡＧＡＡＣＧＧＣＴＴ ２１ ５′－ＲＡＣＥ
ＧＳＰ－３ ＡＡＣＧＧＣＴＴＧＣＣＴＡＴＧＴＴＧＧＴＡ ２１ ５′－ＲＡＣＥ
３′ＬｖＣＯＭＴ－１ ＣＧＣＣＣＴＧＧＡＣＡＴＣＡＧＴＧＡＧＧＡＧＴＡＴＡＣＣ ２８ ３′－ＲＡＣＥ
３′ＬｖＣＯＭＴ－２ ＣＣＡＡＣＡＴＡＧＧＣＡＡＧＣＣＧＴＴＣＴＧＧＧＡＧＧＡ ２８ ３′－ＲＡＣＥ
ＬｖＣＯＭＴＦ ＧＡＡＧＡＴＧＴＣＴＴＣＴＡＴＧＡＡＧＡＧＴ ２２ 全长验证

ＬｖＣＯＭＴＲ ＣＴＣＡＴＴＴＴＴＴＧＡＡＡＣＡＧＡＧＣＧＡ ２２ 全长验证

ＬｖＣＯＭＴＦ′ ＴＣＧＧＴＧＧＴＣＴＴＧＡＧＴＴＣＴＴ １９ 荧光定量

ＬｖＣＯＭＴＲ′ ＧＧＡＴＣＧＧＣＧＴＣＧＴＡＡＴＡＡＣ １９ 荧光定量

β－ａｃｔｉｎＦ′ ＡＡＴＣＧＴＴＣＧＴＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧＡＧ ２２ 内参基因

β－ａｃｔｉｎＲ′ ＴＴＧＴＡＧＧＴＧＧＴＣＴＣＧＴＧＧＡＴＧ ２１ 内参基因

１．３．４　ＬｖＣＯＭＴｃＤＮＡ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［８］；通过 “ｈｔｔｐ：／／ｅｘｐａｓｙ．ｐｋｕ．ｅｄｕ．ｃｎ”网站上
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、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［９］；通过 ＣｌｕｓｔａｌＷ１．８软件进行氨基酸多重序
列分析，再结合 ＭＥＧＡ４．０软件用邻接法构建 ＮＪ系统树
（ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－ｊｏｉｎｉｎｇｔｒｅｅ）［１０］。
１．３．５　实时荧光定量ＰＣＲ分析　根据已克隆的 ＬｖＣＯＭＴ基
因和β－ａｃｔｉｎ内参基因设计荧光定量表达的特异性正、反向
引物ＬｖＣＯＭＴＦ′／ＬｖＣＯＭＴＲ′和 β－ａｃｔｉｎＦ′／β－ａｃｔｉｎＲ′（表１）。
使用 ＦｅｒｍｅｎｔａｓＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ
（ＭＢＩ，ＬＴＵ）试剂盒合成 ｃＤＮＡ第１链。具体步骤如下：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、２μＬ
０．１ｍｏｌ／ＬＤＴＴ、１μＬＲｉｂｏＬｏｃｋＴＭ Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、２μＬ
ｄＮＴＰｍｉｘ（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仪中反应，４２℃孵育５０ｍｉｎ，７０℃变性１０ｍｉｎ，４℃
保存。实时荧光定量 ＰＣＲ使用 ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ

（ＴａＫａＲａ，日本）试剂盒在ＡＢＩ７５００ＲｅａｌＴｉｍｅＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ
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－△△Ｃｔ法［１１］；使用ＳＰＳＳ

１３．０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　ＬｖＣＯＭＴ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ＣＯＭＴ基因全长 ｃＤＮＡ序列进行克
隆，得到全部中间序列（２４７ｂｐ）和３′末端（５６０ｂｐ）、５′末端
（４４７ｂｐ）（图１），采用ＢｉｏＥｄｉｔ软件去除重叠序列以及接头序
列后得到９１０ｂｐ的 ｃＤＮＡ全长序列，将获得的凡纳滨对虾
ＬｖＣＯＭＴｃＤＮＡ全长序列提交 ＮＣＢＩ，ＧｅｎＢａｎｋ登录号为
ＪＱ３４５４７８。经在线软件（ｈｔｔｐ：／／ａｕ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／ｄｎａ．ｈｔ
ｍｌ）分析显示，该基因具有１个起始密码子（ＡＴＧ）、１个终止
密码子（ＴＧＡ）、１个长达６６６ｂｐ的完整开放阅读框，此 ＯＲＦ
编码２２１个氨基酸。该基因 ５′－ＵＴＲ即 ５′端非编码区长
９９ｂｐ，３′－ＵＴＲ长１４５ｂｐ。３′非编码区存在１个 ｍＲＮＡ不稳
定基序（ＡＴＴＴＡ），未发现典型的 ｐｏｌｙ（Ａ）＋加尾信号 ＡＡＴＡ
ＡＡ（图 ２）。经网络在线 （ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｏｍｐｕｔｅ＿
ｐｉ／）分析，该蛋白分子量为７４．９ｋｕ，等电点为４．９８。
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２．２　ＬｖＣＯＭＴｃＤＮＡ特征的分析
用“ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ”网站上的

ＳｉｇｎａｌＰ３．０软件在线预测该基因是否具有信号肽，发现开放
阅读框编码的成熟蛋白没有信号肽（图３）。用“ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＰｈｏｓ”网站上的蛋白磷酸化位点预测
该基因的磷酸化位点，得分超过 ０．５即为潜在的磷酸化位
点［１２］，结果发现该蛋白共有１２个磷酸化位点，其中４个为Ｓｅｒ
磷酸化位点，其氨基酸位点分别为６、２１、７６、１４９；３个为Ｔｈｒ磷
酸化位点，其氨基酸位点分别为１２５、１４８、１８５；５个为 Ｔｙｒ磷酸
化位点，其氨基酸位点分别为７、９８、１４０、１５０、１５３（图４）。

　　ＮＣＢＩ网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／
ｃｄｄ／ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ）蛋白质保守区结果显示，该基因有１个由２０４
个氨基酸组成的保守区，该保守区位于第１８～２２１个氨基酸
残基之间，该保守区属于甲基转移酶 －３家族。除了 ＣＯＭＴ，
甲基转移酶－３家族成员还包括咖啡酰辅酶Ａ－氧位 －甲基
转移酶（ｃａｆｆｅｏｙｌ－ＣｏＡＯ－ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＣＣｏＡＯＭＴ）和细
菌氧位－甲基转移酶（Ｏ－ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＯＭＴ）。
２．３　ＬｖＣＯＭＴ基因序列比对与系统发育分析

将ＬｖＣＯＭＴ氨基酸序列与斑节对虾、中国明对虾、舌齿鲈

（Ｄｉｃｅｎｔｒａｒｃｈｕｓｌａｂｒａｘ）、罗非鱼（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）、三文鱼
（Ｓａｌｍｏｓａｌａｒ）、虹鳟鱼（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ）、斑马鱼（Ｄａｎｉｏ
ｒｅｒｉｏ）的ＯＭＴ氨基酸序列比较，其一致性为４７％～８８％，相似
性为６８％～９５％，与斑节对虾、中国明对虾 ＯＭＴ的一致性很
高，分别为８８％、８７％，相似性分别为９５％、９４％，即本研究克
隆的ＬｖＣＯＭＴ基因和中国明对虾、斑节对虾的ＯＭＴ具有较高
的同源性。使用ＣｌｕｓｔａｌＷ１．８３软件对凡纳滨对虾、斑节对虾、
中国明对虾、舌齿鲈、罗非鱼、三文鱼、虹鳟鱼、斑马鱼的

ＣＯＭＴ氨基酸序列进行氨基酸水平的多重比较（图５）。
　　用中国明对虾（ＡＡＺ６６３７３）ＯＭＴ、斑节对虾（ＡＥＰ８４０９８）
ＯＭＴ、斑 节 对 虾 （ＡＡＸ２４１１２）ＦＡＭｅＴ、凡 纳 滨 对 虾
（ＡＡＸ２４１１１）ＦＡＭｅＴ、刀额新对虾（ＡＡＫ２８５３５）ＦＡＭｅＴ、拟穴
青蟹（ＡＥＥ２６１９６）ＦＡＭｅＴ、中华绒螯蟹（ＡＣＸ３０００３）ＦＡＭｅＴ、斑
马鱼（ＮＰ＿００１０７７３１２）ＣＯＭＴ、小鼠（Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ）（ＮＰ＿
００１１０４５３３）ＣＯＭＴ、人（Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ）（ＮＰ＿００１１２８６３４）ＣＯＭＴ、
拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）（ＡＡＦ０４４４０）ＣＯＭＴ、烟草（Ｎｉｃｏｔｉ
ａｎａｔａｂａｃｕｍ）（ＣＡＡ５２４６２）ＣＯＭＴ进行系统发育分析，结果显
示凡纳滨对虾ＣＯＭＴ基因属于ＣＯＭＴｓ的新成员，是一种儿茶
酚－氧位－甲基转移酶（图６）。
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２．４　ＬｖＣＯＭＴ基因在组织中的表达分布
荧光定量ＰＣＲ分析显示，ＬｖＣＯＭＴ基因在凡纳滨对虾的

鳃、肝胰腺、胃肠道、心脏中均有表达（图７），其表达量由高到

低为肝胰腺 ＞肠道 ＞胃 ＞心脏 ＞鳃。肝胰腺中表达量最高，
显著高于其他各组织；鳃、心脏中的ＬｖＣＯＭＴ表达量最低。
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３　结论与讨论

ＯＭＴ可以催化许多不同功能和调控作用的大分子、小分
子的甲基化反应，其不仅在植物、动物的生长、发育、繁殖方面

具有调控作用［１３－１４］，而且还参与植物防御与环境因子的相互

作用［１５］。ＯＭＴ转甲基反应的化学机制都相同，差别在于甲
基受体分子不同，对动物研究较多的 ２种 ＯＭＴ分别是
ＦＡＭｅＴ、ＣＯＭＴ。研究表明，ＣＯＭＴ在代谢动物大脑中的儿茶
酚胺类（如去甲肾上腺素、多巴胺等）方面起重要作用［１６］。

在Ｍｇ２＋存在时，ＣＯＭＴ可催化Ｓ腺苷蛋氨酸的１个甲基转移
到含儿茶酚结构的底物分子上，从而形成甲基化产物［１７］。本

研究通过ＲＡＣＥ技术克隆了凡纳滨对虾儿茶酚－氧位－甲基
转移酶基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＪＱ３４５４７８）；该基因全长
９１０ｂｐ，含有１个长达６６６ｂｐ的开放阅读框，编码的成熟肽由
２２１个氨基酸组成；该基因理论分子量为７４８７２．６０ｕ，等电点
为４．９８。

ＣＯＭＴ研究始于人体中儿茶酚－氧位－甲基转移酶的发
现［１４］，继而陆续开展了其他物种的ＣＯＭＴ相关生物学功能研
究。本研究中，经“ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／
ｃｄｄ／ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ”网站上蛋白质保守区分析，结果显示该基因有
１个由２０４个氨基酸组成的保守区，该保守区属于甲基转移
酶－３家族。氨基酸多重比对显示，ＬｖＣＯＭＴ氨基酸序列与
斑节对虾、中国明对虾、舌齿鲈、罗非鱼、三文鱼、虹鳟鱼、斑马

鱼的ＯＭＴ氨基酸序列的一致性为 ４７％ ～８８％，相似性为
６８％～９５％，与斑节对虾、中国明对虾的ＯＭＴ一致性很高，分
别为８８％、８７％，相似性分别为９５％、９４％，与甲壳动物十足
目动物的ＦＡＭｅＴｓ序列一致性很低，即本研究克隆的ＬｖＣＯＭＴ
基因和中国明对虾、斑节对虾的ＯＭＴ具有较高同源性。系统
发育分析显示，凡纳滨对虾ＣＯＭＴ与哺乳动物的ＣＯＭＴｓ属于
同支，属同种儿茶酚－氧位－甲基转移酶。

在线磷酸化位点和信号肽预测结果表明，凡纳滨对虾

ＣＯＭＴ有１２个氨基酸磷酸化位点，没有信号肽，说明凡纳滨
对虾ＣＯＭＴ基因可能是依赖１２个可能的氨基酸发生可逆的
磷酸化反应来进行调控作用，这与中国明对虾调控方式

一致［７］。

近年研究表明，水产动物的ＯＭＴ基因在病原和细菌感染
中发挥重要作用。Ｔｓｏｉ等用 ＳＳＨ技术对大马哈鱼免疫相关
研究时发现，ＯＭＴ基因在诱导后高度上调表达［６］。李殿香研

究表明，中国明对虾ＯＭＴ基因在细菌诱导后的上调表达可能
是参与了对抗细菌入侵的免疫防御反应［７］。笔者以往研究

发现，ＣＯＭＴ基因是在环境胁迫中发现的差异表达基因，其与
盐度变化之间存在某种联系，具体机制还须要进一步

研究［１８］。
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