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泥蚶谷胱甘肽过氧化物酶基因的全长克隆与表达分析
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摘要: 为了探讨谷胱甘肽过氧化物酶(Glutathione peroxidase, GPx)基因在泥蚶应激反应中的作用, 研究采用

RACE技术克隆了泥蚶GPx基因(TgGPx)cDNA全长, 其cDNA全长1195 bp, 包含45 bp 5′-UTR, 639 bp开放阅读

框(ORF)和511 bp 3′-UTR。ORF编码212个氨基酸残基, 预测蛋白分子量为24.3 kD, 理论等电点为8.33, 其中,
第53个氨基酸U是由密码子

202UGA204
编码的硒代半胱氨酸(Se-Cys)。在3′-UTR上存在一段序列, 形成一种独

特的茎环结构, 即SECIS元件。SECIS元件在密码子UGA翻译为Se-Cys的过程中起决定性作用。通过序列比

对与系统进化分析, 发现软体动物中也存在不同种类的GPx基因, TgGPx与GPx1和GPx2的亲缘关系较近。利

用qRT-PCR技术对TgGPx在泥蚶的不同组织以及重金属刺激后的表达量进行分析, 结果表明, TgGPx在泥蚶

的5个组织中都有表达, 但存在组织特异性, 在外套膜中的表达量最高, 在血细胞中的表达量最低。用重金属

铅、铜、镉刺激后, TgGPx在肝胰脏中的表达量显著升高, 表明TgGPx在维护机体正常功能方面及泥蚶抵御

外界刺激的应激反应中发挥作用。
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活性氧(ROS)又称氧自由基, 在大多数情况下

是由细胞正常代谢和呼吸作用产生的, 在机体中有

广泛的生物学作用。在贝类细胞免疫过程中, 机体

可以通过产生大量的活性氧(ROS)来消灭病原体,
除此之外, ROS作为生长因子和第二信使等在机体

的生长调控中也发挥重要作用。但当ROS过量时,
机体内发生氧化应激反应, 导致脂质的过氧化、蛋

白质的变性、DNA的损伤, 改变并抑制了酶的活

性。对细胞造成各种损伤, 造成细胞内的不平衡从

而导致细胞凋亡
[1, 2]

。为避免ROS的过量产生, 贝类

在进化过程中形成了一个有效的抗氧化体系, 以减

小自由基对机体的损害及修复已存在的损伤。抗

氧化体系包括抗氧化分子和抗氧化酶系等
[3, 4]

。抗

氧化分子主要包括维生素A、C和E、抗坏血酸、

谷胱甘肽和尿酸等, 抗氧化酶系包括超氧化物歧化

酶(Superoxide dismutase, SOD)、过氧化氢酶(Catalase,
CAT)、谷胱甘肽过氧化物酶(Glutathione peroxidase,
GPx)等。SOD通过催化O 2 –

的歧化反应 ,  生成

H2O2和O2, H2O2则经CAT作用, 还原为H2O和O2。

GPx的主要作用是还原脂类氢过氧化物 ,  但在

CAT含量很少或H2O2产量很低的部位可以代替CAT
发挥作用

[5]
。几种抗氧化酶共同发挥作用, 以此来

清除多余的氧自由基及防止其连锁反应
[6]
。

GPx于1957年由Mills首次发现, 能够通过催化

还原性GSH还原一系列的氢过氧化物, 在机体抗氧

化过程中发挥重要的作用。GPx有两种类型, 一种

是硒依赖性的谷胱甘肽过氧化物酶(Se-GPx), 一种

是不含硒的谷胱甘肽过氧化物酶, 又称为谷胱甘肽

转硫酶(GST)。Se-GPx可以还原脂类氢过氧化物和

H2O2, GST可以还原过氧化物和具有解毒的功能,
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但不能还原H2O2
[5]
。目前Se-GPx家族中研究较为

深入的同工酶有四种, 分别为胞内GPx (GPx1)、胃

肠道GPx (GPx2)、血浆GPx (GPx3)、磷脂氢GPx
(GPx4), 4种同工酶的分布、亚基结构、酶学特点

有显著不同。此外, 有学者发现了附睾分泌蛋白GPx
(GPx5)、嗅上皮及胚胎组织GPx (GPx6)以及其他

一些GPx[2]
。目前, 在软体动物中, 有关GPx基因和

酶活的研究已有较多报道, 如四角蛤蜊(Mactra ve-
neriformis)[7]

、褶纹冠蚌(Cristaria plicata)[8]
、皱纹

盘鲍(Haliotis discus hannai)[9]
、合浦珠母贝(Pinctada

fucata)[10]
、虾夷扇贝(Mizuhopecten yessoensis)[11]

、

文蛤(Meretrix meretrix)[12]
等。

泥蚶(Tegillarca granosa)属软体动物门(Mol-
lusca)、双壳纲(Bivalvia)、蚶目(Arcoida)、蚶科

(Arcidae), 在我国主要分布于山东以南沿海
[13], 是

我国主要的经济养殖贝类之一, 具有很高的经济价

值。但近年来, 由于工业废水的大量排放, 泥蚶经

常处于水体重金属及微生物等物质严重超标的状

态, 对机体造成严重的损伤, 影响了泥蚶养殖产业

的发展。因此, 开展泥蚶在应激状态下的表达调控

规律的研究对利用泥蚶基因资源和发展健康养殖

具有重要的意义。本研究对泥蚶含硒谷胱甘肽过

氧化物酶TgGPx基因的结构特征和在重金属胁迫

的表达进行分析, 为深入了解TgGPx在泥蚶中的作

用机理奠定基础。

1    材料与方法

1.1    实验材料和重金属处理

实验用泥蚶[壳长: (30±1) mm]取自浙江省海洋

水产养殖研究所清江基地, 实验前在实验室里暂养

1周, 温度控制在(23±1)℃, 盐度为30左右。暂养期

间连续充气, 每天换水1次, 换水后投喂3×106 cell/L
亚心型扁藻(Platymonas subcordiformis)。实验前

1天停止投饵 ,  随机选择反应灵敏的个体分组实

验。取泥蚶鳃、外套膜、闭壳肌、血细胞、肝胰

脏5个组织, 每个组织各取3个重复, 液氮速冻后, 置
–80℃超低温冰箱保存备用, 用于检测TgGPx在不

同组织中的表达量。根据刘琴
[14]

、王召根等
[15]

结

论中泥蚶重金属离子Pb2+[Pb(NO3)2]、Cd2+[CdCl2]、
Cu2+[CuSO4]半致死浓度以及安全浓度设置合适的

浓度分别对泥蚶进行处理, 其中Pb2+
浓度为0.89 mg/L、

Cd2+
浓度为0.25 mg/L、Cu2+

浓度为0.029 mg/L, 同
时以砂滤海水养殖的泥蚶作为空白组。浸泡后分

别于0、6h、12h、24h和48h取肝胰脏组织, 液氮速

冻后, 置–80℃超低温冰箱保存备用, 实验组和空白

组的每个时间点取3个重复。

1.2    TgGPx cDNA全长的扩增

RNA提取和cDNA第一链的合成        用艾德莱

公司的EASYspin Plus组织/细胞RNA快速提取试剂

盒提取泥蚶肝胰脏的总RNA, 检测其完整性和纯

度。按照PrimeScriptTM1st Strand cDNA Synthesis
Kit (TaKaRa)操作说明合成cDNA第一链。

TgGPx基因核心序列同源克隆        根据Se-
GPx基因序列高度保守区域, 利用primer premier5.0
设计引物, 上游引物为TgGPx-F1, 下游引物为TgG
Px-R1 (表 1)。以肝胰脏cDNA为模板, 在Eppendorf
扩增仪进行PCR反应, 扩增TgGPx基因的核心片

段。PCR产物经2%琼脂糖凝胶电泳检测后, 由上海

生工生物工程公司测序。测序所得序列进行比对

分析, 根据测序结果设计引物TgGPx-F2和TgGPx-R2
进行验证。

TgGPx基因cDNA序列3′末端和5′末端扩增        根
据获得的TgGPx基因片段, 设计3′外侧引物TgGPx-
3Race-F1和3′内侧引物TgGPx-3Race-F2, 5′外侧引

物TgGPx-5Race-F1和5′内侧引物TgGPx-5Race-F2。
按照3′-Full RACE Core Set with PrimeScriptTM RT
ase (TaKaRa)和5′-Full RACE Kit with TAP (TaKaRa)
操作说明进行巢氏PCR反应合成TgGPx基因的3′末
端和5′末端。PCR结束后于2%琼脂糖凝胶电泳检

测后, 对目的片段进行回收, 按照pMD19-T vector
(TaKaRa)说明书的要求进行克隆测序, 由杭州擎科

生物科技有限公司测序。

1.3    TgGPx基因序列分析和系统发育分析

测序得到的序列用NCBI Blast程序分析, 并在

seqman软件中与原有序列进行拼接。以NCBI ORF
finder程序进行开放阅读框(ORF)查找, 用ProtParam

表 1    试验中所用引物序列

Tab. 1    Primers used in the study

引物Primers 引物序列Primers sequence (5′-3′)
TgGPx-F1 TGCAACCAGTTCGGTCATCAGGAGAA
TgGPx-R1 AGGAACTTCTCAAAGTTCCAGG

TgGPx-F2 ATTAAAGCATGTTCGACC

TgGPx-R2 AGAAATACAAAAAGTGGG

TgGPx-3Race-F1 TTCTACGAGAACGACTGCCGACACCT

TgGPx-3Race-F2 CGACTGCCGACACCTAGTGATGATGC

TgGPx-5Race-F1 CACTAGGTGTCGGCAGTCGTTCTCGTA

TgGPx-5Race-F2 AATCCATTTCCTGGTCGAACATGCTTTA

TgGPx-Real-F CTTGTGGTTCTGGGGTTCC

TgGPx-Real-R GTCGGCAGTCGTTCTCGTA

Tg-18S rRNA-F CTTTCAAATGTCTGCCCTATCAACT
Tg-18S rRNA-R TCCCGTATTGTTATTTTTCGTCACT
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程序分析蛋白质基本理化性质(http://web.expasy.
org/protparam/), Smart在线软件预测蛋白的功能域

(http://smart.embl-heidelberg.de/), SingalP4.1程序分

析TgGPx基因是否存在信号肽(http://www.cbs.dtu.
dk/services/SignalP/), 用NetNGlyc1.0程序预测可能

存在的糖基结合位点(http://www.cbs.dtu.dk/ser
vices/NetNGlyc/), 用SECISearch 2.19 程序搜索

TgGPx基因中的硒代半胱氨酸插入序列( http://ge-
nome.unl.edu./SECISearch.html) (Selenocysteine
insertion sequence, SECIS)。用DANMAN软件将

TgGPx氨基酸序列与其他物种的GPx氨基酸序列进

行同源性比对; 用MEGA6.0软件构建TgGPx氨基酸

NJ (Neighbor-Joining, 邻接法)系统进化树, 并用

Bootstrap重复1000次计算各分支的置信度。

1.4    TgGPx基因的组织表达

采用Real-time PCR的方法检测TgGPx基因在

泥蚶不同组织中的表达, 以18S rRNA基因作为内参

基因。TgGPx基因特异性引物为TgGPx-Real-F和
TgGPx-Real-R, 18S rRNA基因特异性引物为Tg-
18S rRNA -F和Tg-18S rRNA -R。按照SYBR®Premix
Ex TaqTMII(Tli RNaseH Plus)试剂盒(TaKaRa)操作

说明进行Real-time PCR反应。每个组织的样品设

3次重复, 结果采用2–ΔΔCt
法分析

[16], 实验数据采用

SPSS 19.0软件统计分析(P<0.05为显著差异, P<0.01
为极显著差异)。
1.5    TgGPx基因在经重金属胁迫后的表达变化

通过检测肝胰脏中TgGPx基因在不同取样时

间的表达变化分析TgGPx基因在重金属胁迫中的

作用。Real-time PCR的引物和程序同1.4。

2    结果

2.1    TgGPx基因的克隆与序列分析

对TgGPx基因的序列进行分析, 发现TgGPx
cDNA序列全长1195 bp (GenBank登录号: KT45
2785), 包含45 bp 5′-UTR, 639 bp开放阅读框(ORF)
和511 bp 3′-UTR。ORF编码212个氨基酸残基, 预
测蛋白分子量为24.3 kD, 理论等电点为8.33。氨基

酸序列中第53个氨基酸(U53)是由密码子(202UGA204)
编码的硒代半胱氨酸(Se-Cys), 第87、165个氨基酸

Q87, W165
与结合硒有关, 第103、181个氨基酸R103, R181

与结合谷胱甘肽有关。TgGPx基因氨基酸序列中

存在GPx家族签名序列
77LGFPCNQF84

和活性位点

序列
165WNFEKF170

。

在TgGPx基因3′-UTR上有一段98 bp的序列形

成一个独特的茎环结构, 该结构称为Se-Cys插入元

件(Selenocysteine insertion sequence, SECIS), 在
UGA码解译成Se-Cys中发挥作用。TgGPx基因的

茎环结构有一个开放区域、一个核心区域, 还有一

个茎一个环。在顶环下面5′端的突起上有保守碱基

AA, 在茎的5′端有保守碱基AGUA和在茎的3′端有

保守碱基GA、AGUA和GA处于SECIS元件的核心

区域, 在核心区域的碱基不符合配对原则, 形成非

Watson-Crick双链。

2.2    TgGPx基因与其他物种Se-GPx基因的同源性

分析和系统进化分析

对泥蚶TgGPx基因的氨基酸序列与其他12种
物种Se-GPx氨基酸序列进行多重序列比对, 发现泥

蚶TgGPx基因与紫贻贝(Mytilus galloprovincialis)和
三角帆蚌(Hyriopsis cumingii)的相似度最高, 都达

到61.79%; 与虾夷扇贝(Mizuhopecten yessoensis)的
相似度达到59.91%; 与斑马鱼(Danio rerio)GPx1基
因的相似度达到54.93%; 与人(Homo sapiens)GPx1
基因的相似度达到52.11%。

TgGPx基因与其他物种不同类型的Se-GPx构
建Neighbor-joining系统进化树(图 1)。脊椎动物

Se-GPx基因的四种同工酶, GPx1和GPx2的同源性

最近 ,  聚为一支 ;  然后再与G P x 3聚集在一起 ,
GPx4与其他3个同工酶的亲缘关系最远。软体动

物主要分为两支, 一支与GPx1和GPx2的亲缘关系

最近, 另外一支与GPx3的亲缘关系最近。其中泥

蚶TgGPx基因处于与GPx1和GPx2的亲缘关系较近

的软体动物分支中。

2.3    TgGPx基因在泥蚶不同组织的表达分析

TgGPx基因在所有被检测的组织(鳃、外套

膜、闭壳肌、血细胞、肝胰脏)中均有所表达, 在
外套膜中的表达量最高, 在血细胞中的表达量最低

(图 2)。以肝胰脏组织作为参比, 在外套膜中的表

达量是在肝胰脏中表达量的9.59倍(P<0.01), 闭壳

肌中的表达量是肝胰脏中表达量的3.83倍(P<0.01);
在血细胞中的表达量是在肝胰脏中表达量的0.04倍
(P<0.05);在鳃中的表达量是在肝胰脏中表达量的

1.35倍。

2.4    TgGPx基因在泥蚶重金属胁迫后的时序表达

分析

利用实时荧光定量PCR分析了泥蚶TgGPx基因

在经过Pb2+
、Cu2+

、Cd2+
三种重金属离子处理后,

在不同时间段肝胰脏中表达量的变化, 以空白组

0作为对照(图 3)。
在Pb2+

处理组, TgGPx基因在处理后表达量逐

渐升高, 在12h的表达量最高, 为0时表达量的5.31倍
(P<0.01), 在12h后表达量开始逐渐减小, 在24h的表
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达量为0表达量的5.03倍(P<0.01), 在48h的表达量

为0时表达量的2.16倍。

在Cu2+
处理组, TgGPx基因在处理后表达量先

升高, 在6h的表达量为0时表达量的3.55倍(P<0.01)。
在12h时表达量下降, 然后继续升高, 在24h表达量

达到最大值(5.62倍, P<0.05), 在48h的表达量为0时
表达量的2.71倍(P<0.05)。

在Cd2+
处理组, TgGPx基因表达量的变化趋势

与Cu2+
处理组相似。表达量在24h达到最大值(10.52

倍, P<0.01)。

图 1    基于不同物种Se-GPx基因氨基酸序列构建的NJ系统进化树

Fig. 1    Neighbor-joining phylogenetic tree of Se-GPx amino acid sequences from different species
智人GPX1 (H. sapiens GPX1: NP_000572.2); 智人GPX2 (H. sapiens GPX2: NP_002074.2); 智人GPX3 (H. sapiens GPX3: AAP50261.1);
智人GPX4 (H. sapiens GPX4: NP_001034937.1); 小家鼠GPX1 (M. musculus GPX1: AAH86649.1); 小家鼠GPX2 (M. musculus GPX2:
NP_109602.2); 小家鼠GPX4 (M. musculus GPX4: NP_001032830.2); 褐家鼠GPX2 (R. norvegicus GPX2: NP_899653.2); 褐家鼠GPX3
(R. norvegicus GPX3: NP_071970.2); 家牛GPx2 (B. taurus GPx2: NP_001156611); 家牛GPx4 (B. taurus GPx4: NP_777195); 斑马鱼

GPx1  (D.  rerio  GPx1:  NP_001007282.2);  斑马鱼GPx3  (D.  rerio  GPx3:  NP_001131027.1);  斑马鱼GPx4  (D.  rerio  GPx4:
NP_001007283.2);  三角帆蚌(H. cumingii  GPX:  ACY72387.1);  南方黑鲔(T.  maccoyii  GPX:  ABO38817.1);  暗纹东方鲀GPX2 (T.
obscurus GPX2: ACR20472.1); 曼氏无针乌贼(S. maindroni GPX: AEK48346.1); 虾夷扇贝(M. yessoensis GPX: ADQ92353.1); 真蛸(O.
vulgaris GPX: AGZ63440.1); 紫贻贝(M. galloprovincialis GPX: ADY38576.1); 家犬GPX3 (C. lupus familiaris GPX3: NP_001157926.1);
河蚬(C. fluminea GPx: ABQ24217.1); 长牡蛎(C. gigas GPx: ABS19600.1); 斑马贻贝(D. polymorpha GPx: ABP73388.1); 皱纹盘鲍(H.
discus hannai GPX: ADD71075.1); 非洲爪蟾GPX4(X. laevis GPX4: NP_001165213.1); 热带爪蟾GPX3 (X. (Silurana) tropicalis GPX3:
NP_988961.2); 菲律宾蛤仔(R. philippinarum GPX: ACU83220.1); 文蛤(M. meretrix GPX: ADR51677.1)
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3    讨论

3.1    泥蚶TgGPx基因的生物信息学分析

我们首次克隆出泥蚶Se-GPx基因, 该基因全长

1195 bp, 编码区长度为639 bp, 编码212个氨基酸。

在202—204位置的碱基为UGA, UGA具有两种意

义, 在不含硒的蛋白中, 通常被识别做终止密码子,
在含硒的蛋白中, 可以识别并翻译成Se-Cys, 作为

硒蛋白的重要部分发挥作用。通过与其他物种Se-
GPx氨基酸序列进行多序列比对, 发现TgGPx基因

中存在GPx家族签名序列LGFPCNQF和活性位点

序列WNFEKF, 这两个重要的功能域与GPx的催化

活性有关
[9, 17]; 第87、165个氨基酸Q, W与TgGPx的

催化作用密切相关, 对硒的固定有重要作用
[18]

。第

103、181个氨基酸R, R与结合谷胱甘肽有关
[19]
。这

些保守氨基酸关系对TgGPx基因的抗氧化功能有

重要作用。

在硒蛋白中, 硒是以Se-Cys的形式存在, 作为

酶的催化基团发挥作用
[20]

。UGA码被解译成Se-
Cys需要SECIS元件发挥作用, 真核生物的SECIS元
件处于3′-UTR, 目前有两种结构类型, TgGPx基因

的结构符合Ⅱ型SECIS结构, 含有保守碱基AUGA、

AA和GA。AUGA和GA形成非Watson-Crick双链,
构成SECIS元件的核心区域。保守碱基AA位于顶

环下方5臂的突环上而不是处于顶环, 决定了TgGPx
基因的结构符合Ⅱ型结构

[21]
。AUGA与(A) AA一

般相距的碱基在11—13个, 在这段序列中AUGAC
和AA之间相距的碱基数是13个, AA突环与顶环之

间通常由4对碱基相连。SECIS元件对UGA密码子

翻译成Se-Cys发挥重要的作用, 保守碱基发生突变

或者缺失会影响UGA密码子的通读, 导致Se-GPx
基因不能编码蛋白质

[22]
。

3.2    GPx基因的同源性分析与系统进化分析

在Se-GPx基因的4种同工酶中, GPx1和GPx2的
同源性最接近

[23], GPx4和其他3个同工酶的亲缘关

系最远。由Se-GPx基因的系统进化树可以看出软

件动物分为两支, 一支与GPx1和GPx2的亲缘关系

图 2    TgGPx在成体泥蚶不同组织的表达

Fig.  2     The  expression  level  of  TgGPx  in  tissues  of  adult  T.
granosa

与肝胰脏组织相比, *代表P<0.05; **代表P<0.01; 下同

Significant differences across hepatopancreas are indicated with *
at P<0.05 and ** at P<0.01; the same applies below

图 3    TgGPx基因重金属胁迫后肝胰脏组织的表达情况

Fig. 3    The expression level of TgGPx in hepatopancreas after three heavy metal exposures
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最近, 另外一支与GPx3的亲缘关系最近, 这一特征

已在很多文献中得到证实
[9, 11, 12], 由此可以看出软

体动物内应存在不同类型的Se-GPx基因。在Se-
GPx基因的4种同工酶中GPx3是血浆GPx, 是一种

分泌性蛋白, 一般来说分泌性蛋白的分泌有赖于蛋

白质N端的信号肽的存在。通过对不同类型的

GPx氨基酸序列进行分析, 发现GPx3以及与GPx3
亲缘关系较近的软体动物分支中的氨基酸序列N端

一般均有信号肽, 而GPx1和GPx2以及与之亲缘关

系较近的软体动物分支中的氨基酸序列N端大多没

有信号肽, 可以看出信号肽序列与Se-GPx基因同工

酶的分类可能存在一定的关系, 软体动物的Se-GPx
基因可能通过信号肽片段的有无对同工酶种类、

表达部位以及作用底物等进行初步判定。在本文中,
泥蚶TgGPx基因与GPx1和GPx2的亲缘关系较近,
在进化树中聚为一支。由于GPx1和GPx2的同源性

很高, 二者是保守的细胞质硒代半胱氨酸, 因此无

法具体分辨TgGPx基因到底属于GPx1还是GPx2。
3.3    泥蚶TgGPx基因的组织表达分析

利用实时荧光定量PCR对TgGPx基因在泥蚶

5个组织中的表达量进行分析, 发现不同组织的表

达量差异较为显著, 表明TgGPx基因的表达可能具

有组织特异性。其中TgGPx基因在外套膜中的表

达量最高, 血细胞中的表达量最低。Wang等[12]
对

Se-GPx基因在文蛤中的表达量进行分析, 发现Mme
GPx基因在肝胰脏中的表达显著高于其他组织; Wu
等

[9]
对Se-GPx基因在皱纹盘鲍中的表达量进行分

析, 发现表达量最高的组织为肝胰脏; Shan等[11]
对

Se-GPx基因在虾夷扇贝中的表达量进行分析, 结果

表明表达量最高为外套膜; 姜晶晶等
[10]

对Se-GPx基
因在合浦珠母贝中的表达量进行分析, 发现在外套

膜中的表达量最高。脊椎动物的Se-GPx基因具有

不同种类的同工酶, 表达部位和底物特性各不相

同。根据上文对Se-GPx基因的系统进化分析, 可以

看出软体动物中也存在不同种类的Se-GPx基因, 文
蛤、皱纹盘鲍等物种的Se-GPx基因与GPx3的亲缘

关系较近, 泥蚶、虾夷扇贝、合浦珠母贝等物种的

Se-GPx基因与GPx1、GPx2的亲缘关系较近。因

此, Se-GPx基因在不同的双壳贝类中主要表达的部

位不尽一致。

此外, Badariotti等[24]
对长牡蛎的(Cg)-Clp1和

(Cg)-Clp2的基因进行分析, 发现外套膜通过壳有机

基质的分泌和细胞增殖来支配壳的形成和机体的

增长。Shan等[11]
对GPx基因在虾夷扇贝成体不同

组织与胚胎发育过程中的表达量进行分析, 发现

GPx基因在成体组织中, 外套膜的表达量最高, 在

发育时期中, 担轮幼体表达量最高, 说明GPx基因

可能在虾夷扇贝成长发育过程中发挥作用。因此,
我们推测TgGPx基因在泥蚶的生长发育过程中可

能也有一定的作用。

3.4    泥蚶TgGPx基因在重金属胁迫后的表达分析

同时, 分析了泥蚶TgGPx基因在经过Pb2+
、Cu2+

、

Cd2+
三种重金属离子处理后, 在不同时间段GPx基

因表达量的变化。肝胰腺作为贝类的主要解毒器

官, 贝类体内富集的重金属都将通过肝胰腺解毒;
鳃直接与重金属接触, 但是由于鳃主要是作为呼吸

和滤食器官, 解毒能力较弱, 所以在重金属的刺激

下, 肝胰腺中的GPx基因的活性变化较大。顾海龙
[25]

对Cd、Pb、Hg胁迫对泥蚶抗氧化酶的影响进行研

究, 充分证明了这一点。利用qPCR分析泥蚶在经

过三种重金属处理后, GPx基因在肝胰腺组织中表

达量的变化, 在Cu2+
、Cd2+

处理组, TgGPx基因表达

量的变化趋势为上升-下降-上升-下降, 分析原因可

能是重金属进入泥蚶肝胰腺器官内以后, 产生了对

GPx基因的诱导作用, 使机体产生大量的GPx基因

清除体内多余的氧自由基。随着GPx基因的逐渐

消耗, GPx基因的表达量达到了较低的水平, 重金

属会诱导机体产生更多的GPx基因来满足机体的

需要; 在Pb2+
处理组TgGPx基因表达量逐渐上升, 在

12h也达到显著提高, 然后开始下降。GPx基因的

表达量在经历最高值之后, 开始逐渐下降, 分析原

因可能是因为体内氧自由基已经达到合适的水平,
对机体没有损害, 或者是长时间的重金属胁迫, 使
生物体内活性氧不断累积, 对机体产生氧化损伤,
进而导致蛋白的合成能力下降, 抗氧化酶的催化作

用被减弱, 超出了机体的适应能力
[26]

。泥蚶经过

Pb2+
、Cu2+

、Cd2+
处理后, TgGPx基因表达量的变化

趋势不同, 这与泥蚶对不同重金属的敏感度, 以及

不同重金属的毒性有关。在外界刺激过程中, 机体

可以区分不同的风险影响, 采取不同的应对措施,
通过对抗氧化酶的调节使氧自由基处于一个合适

的水平
[27]

。总体而言, TgGPx基因在经过外界刺激

后表达量发生显著变化, 可以推断TgGPx基因在泥

蚶海洋重金属污染反应中作为一种急性反应蛋白

发挥作用。
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FULL-LENGTH CDNA CLONING AND EXPRESSION ANALYSIS OF
GLUTATHIONE PEROXIDASE FROM BLOOD CLAM

TEGILLARCA GRANOSA

CHENG Xue-Yan1, 2, 3, JIANG Guo-Ping1, 3, 4, CHAI Xue-Liang1, 2, 3, 4 and TENG Shuang-Shuang1, 3

(1. Zhejiang Mariculture Research Institute, Wenzhou 325005, China; 2. Laboratory Medicine and Life Science College of Wenzhou
Medical University, Wenzhou 325035, China; 3. Zhejiang Key Laboratory of Exploitation and Preservation of Coastal Bio-resource,
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Abstract: Glutathione peroxidase (GPx) is an important member of cellular enzymatic antioxidant system regulating
stress response of host as an acute protein. In this study, a selenium-dependent glutathione peroxidase (TgGPx) gene
from blood clam Tegillarca granosa was cloned and analyzed by rapid amplification of cDNA ends (RACE). The nuc-
leotide sequence of TgGPx was consisted of 1195 bp with a 45 bp 5′UTR a of 511 bp 3′UTR and 639 bp open reading
frame (ORF) encoding a peptide of 212 amino acids with an estimated molecular mass of 24.3 kD and a theoretical iso-
electric point of 8.33. TgGPx had a characteristic codon at 202UGA204 that corresponded to Selenocysteine as U53. A sel-
enocysteine insertion sequence (SECIS) element was identified in the 3′-UTR of TgGPx cDNA, which forms a stem-
loop secondary structure. SECIS element plays a decisive role in the translation of the stop codon UGA into a seleno-
cysteine. Multiple sequence alignment and phylogenetic analysis revealed that there were different types of GPx genes
in mollusks. TgGPx has a closer phylogenic relationship with GPx1 and GPx2. TgGPx expressed in all five tissues with
the highest mRNA level in mantle and the lowest in haemocytes. The expression pattern of TgGPx in adult may sup-
port its role in adult tissue growth and larval development. TgGPx was significantly up-regulated in hepatopancreas by
heavy metals (Zn2+, Cu2+ and Cd2+) exposure, suggesting TgGPx may play a role in stress response and maintaining the
body’s normal function in T. granosa.
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