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摘要：ＨＤＡＣ１作为ＨＤＡＣｓ家族中重要成员，可使组蛋白去乙酰化进而调节基因表达，在细胞分化和

胚胎早期发育中起重要作用。本文利用ＳＭＡＲＴＲＡＣＥ技术克隆得到泥蚶 ＨＤＡＣ１（犜犵犎犇犃犆１）基

因的ｃＤＮＡ全长序列，并对其内含子进行扩增及不同组织、不同发育时期的定量表达。结果发现：犜犵

犎犇犃犆１基因的ｃＤＮＡ序列全长为２２７５ｂｐ，开放阅读框（ＯＲＦ）１５８７ｂｐ，编码５２８个氨基酸；犜犵

犎犇犃犆１蛋白序列与斑马鱼、鸡、小鼠等的相似性都在８０％以上，表明该蛋白氨基酸序列在物种进化

过程中具有保守性；在犜犵犎犇犃犆１基因中扩增出１３个内含子，均存在于开放阅读框中，且都遵循

ＧＴＡＧ原则；荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）分析结果显示，犜犵犎犇犃犆１基因在成体血液、内脏团、外套

膜、鳃、斧足和闭壳肌６个组织中均有表达，而在足中的表达量最高，且与其余５组织中的表达量有极

显著差异（犘＜０．０１），说明它对该组织生长具有重要作用。不同发育时期的表达差异结果表明，犜犵

犎犇犃犆１基因在担轮幼虫期表达量最高，显著高于其他发育时期（犘＜０．０５）。
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１　引言

组蛋白去乙酰化酶１（Ｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ１，

ＨＤＡＣ１）是ＨＤＡＣｓ家族中重要的一类蛋白酶，在几

乎所有细胞的细胞核中均有表达，对细胞分化和胚胎

发育起重要作用［１］。迄今 ＨＤＡＣ１基因已在线虫

（Ｃ犪犲狀狅狉犺犪犫犱犻狋犻狊犲犾犲犵犪狀狊）
［２］、果蝇（犇狉狅狊狅狆犺犻犾犪犿犲犾犪狀狅

犵犪狊狋犲狉）
［３］、斑马鱼（犇犪狀犻狅狉犲狉犻狅）

［４］等模式生物中进行

了大量研究。在脊椎动物中，Ｔａｕｎｔｏｎ等
［５］发现第一

个哺乳动物的组蛋白去乙酰化酶；Ｓｕｎ等
［６］纯化和鉴

定了鸡的 ＨＤＡＣ１蛋白；Ｙｅ等
［７］、柳小春等［８］证明

ＨＤＡＣ１基因与猪的主要分割性状及生长、胴体性状

相关。近几年，有关藏羚羊［９］、鸭［１０］、牙鲆（犘犪狉犪犾犻犮犺

狋犺狔狊狅犾犻狏犪犮犲狌狊）
［１１］中ＨＤＡＣ１基因结构和功能研究也

相继被报道，而在海洋贝类中未见相关报道。

泥蚶（犜犲犵犻犾犾犪狉犮犪犵狉犪狀狅狊犪）是一种广温广盐性滩

涂贝类，具有独特的口感风味和较高的营养价值、经

济价值，深受江、浙、闽等地沿海居民喜爱。目前，关



于泥蚶功能基因的研究主要集中在免疫相关基因的

克隆与表达分析上，如小热休克蛋白基因［１２］、血红蛋

白基因［１３］、基质金属蛋白酶组织抑制因子３基因
［１４］

等，而与生长、繁殖等主要经济性状相关基因报道较

少，已见泥蚶生长因子受体结合蛋白２基因
［１５］与

Ｓｍａｄ１／５基因
［１６］的克隆及时空表达研究。本研究首

次克隆获得泥蚶犜犵犎犇犃犆１基因的ｃＤＮＡ全长和所

有内含子序列，并用ｑＲＴＰＣＲ技术对其在成贝不同

组织、不同发育时期的表达进行分析，旨在探索

ＨＤＡＣ１基因在生长、发育过程中的调控作用，为开展

泥蚶分子标记辅助育种奠定基础。

２　材料与方法

２．１　实验材料

泥蚶成贝采自宁波甬盛水产种业有限公司，活体

解剖取血液、内脏团、外套膜、鳃、足和闭壳肌６个组

织，液氮速冻后分装入冻存管中，置于－８０℃超低温

冰箱中保存，用于总ＲＮＡ、ＤＮＡ提取。通过亲贝催

产、人工授精和早期培育，获得２－４细胞期、囊胚期、

原肠胚期、担轮幼虫期、Ｄ形幼虫期、壳顶幼虫期、眼

点幼虫期及稚贝期９个不同发育时期的样品，液氮速

冻后存于－８０℃超低温冰箱中。

２．２　实验方法

２．２１　犜犵犎犇犃犆１基因ｃＤＮＡ全长克隆

用Ｔｒｉｚｏｌ法提取泥蚶闭壳肌总ＲＮＡ，ＮａｎｏＶｕｅ

微量紫外分光光度计检测ＲＮＡ纯度和浓度，１．０％琼

脂糖凝胶检测 ＲＮＡ质量。按照ＳＭＡＲＴＴＭ ＲＡＣＥ

ｃＤＮＡＡｍｐｌｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）说明反转录合成

ＲＡＣＥｃＤＮＡ第一条链。根据本实验室泥蚶４５４转

录组文库注释信息，初步筛查到犜犵犎犇犃犆１基因

ｃＤＮＡ部分序列，分别设计５′ＲＡＣＥ和３′ＲＡＣＥ特

异性引物 ＧＳＰ１和 ＧＳＰ２（表１），根据 Ａｄｖａｎｔａｇｅ２

ＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＫｉｔ说明，采用ｔｏｕｃｈｄｏｗｎＰＣＲ，扩增犜犵

犎犇犃犆１基因的ｃＤＮＡ全长。ＰＣＲ产物用１．０％琼脂

糖凝胶电泳检测、割胶纯化，纯化产物连接到ｐＭＤ１８

Ｔ（ＴａＫａＲａ）载体，并将重组质粒转化到大肠杆菌

ＤＨ５α（ＴａＫａＲａ）中，经菌液ＰＣＲ鉴定后阳性克隆送

华大基因公司测序。

２．２２　犜犵犎犇犃犆１基因序列及进化分析

测序结果利用 ＮＣＢＩ的ＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴ／）对犜犵犎犇犃犆１基因编

码的氨基酸进行功能域与结构域的预测，用 ＯＲＦ

Ｆｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｏｒｆ／ｇｏｒｆ．ｈｔ

ｍｌ）程序搜索开放阅读框；ＤＮＡＭＡＮ 软件进行氨基

酸序列、蛋白质基本理化性质预测分析；采用Ｓｉｇ

ｎａｌＰ４．１（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ）

预测该蛋白信号肽区域；ＮｅｔＰｈｏｓ２．０工具（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＰｈｏｓ／）预测氨基酸磷

酸化位点；ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔＳｃａｌｅ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．

ｏｒｇ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／）在线分析蛋白质疏水性；蛋白质跨膜

区用ＴＭＨＭＭ 软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖ

ｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ）进行预测分析；ＳｗｉｓｓＭｏｄｅｌ软件（ｈｔ

ｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｗｏｒｋｓｐａｃｅ／）进行蛋白

质高级结构预测；据 ＮＣＢＩ上公布的其他物种

ＨＤＡＣ１的氨基酸序列，利用ＣｌｕｓｔａｌＷ进行氨基酸多

序列比对；用ＭＥＧＡ６．０软件中ＮＪ（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）

法做进化分析。

２．２３　犜犵犎犇犃犆１基因内含子的克隆

用酚－氯仿法
［１７］提取６颗泥蚶闭壳肌基因组

ＤＮＡ，据已获得犜犵犎犇犃犆１基因的ｍＲＮＡ序列，设

计特异性的引物（表１）利用 ＭａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒＰｒｏＳ梯 度

ＰＣＲ仪进行普通ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应程序为：９４℃

５ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，Ｔｍ４５ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃

１０ｍｉｎ。通过ＰＣＲ产物割胶纯化、克隆测序获取该基

因内含子的核苷酸序列。

２．２４　犜犵犎犇犃犆１基因 ｍＲＮＡ在泥蚶不同组织、

不同发育时期的表达分析

用Ｔｒｉｚｏｌ法提取泥蚶６个组织（血液、内脏团、外

套膜、鳃、斧足和闭壳肌，狀＝３）和９个发育时期样品

（成熟卵子、２－４细胞、囊胚、原肠胚、担轮幼虫、Ｄ形

幼虫、壳顶幼虫、眼点幼虫及稚贝，狀＞５００）总ＲＮＡ，

按照反转录试剂盒说明书反转录合成ｃＤＮＡ。根据

ｃＤＮＡ全长序列及内含子的位置设计引物ＲＥＡＬ

ＨＤＡＣ１Ｆ和ＲＥＡＬＨＤＡＣ１Ｒ（表１），以１８ｓＲＮＡ基

因为内参，利用ＡＢＩ７５００Ｆａｓｔ进行犜犵犎犇犃犆１基因

在成贝不同组织定量表达，每个样本取３个平行检

测。荧光定量ＰＣＲ反应条件：９５℃２０ｓ；９５℃３ｓ，

６０℃１５ｓ，７２℃１０ｓ，４０个循环。采用相对值２－ΔΔＣｔ

法对该基因的相对表达量进行分析，ＳＰＳＳ２０．０软件

进行数据统计分析。

３　结果

３１　犜犵犎犇犃犆１基因犮犇犖犃序列分析

犜犵犎犇犃犆１基因ｃＤＮＡ序列全长为２２７５ｂｐ

（Ｇｅｎｂａｎｋ登录号：ＫＰ２５０８７１），其中５′非编码区（５′

ＵＴＲ）２６ｂｐ，开放阅读框（ＯＲＦ）１５８７ｂｐ，编码５２８个

４７ 海洋学报　３８卷



氨基酸，３′非编码区（３′ＵＴＲ）６６２ｂｐ。３′ＵＴＲ存在１

个终止密码子ＴＡＡ，加尾信号 ＡＡＴＡＡＡ 及ｐｏｌｙＡ

尾巴，其中加尾信号 ＡＡＴＡＡＡ 与ｐｏｌｙＡ尾巴相距

２４６ｂｐ（图１）。

表１　实验所用引物汇总

犜犪犫．１　犛狌犿犿犪狉狔狅犳狆狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犻狀狋犺犻狊犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋狊

引物名称 引物序列（５′－３′） 引物用途

ＧＳＰ１ ＣＡＴＡＡＧＴＣＣＡＧＣＡＧＣＧＧＧＣＧＡＣＡＴＴＣＣＴ ５′ＲＡＣＥ扩增

ＧＳＰ２ ＡＧＧＡＡＴＧＴＣＧＣＣＣＧＣＴＧＣＴＧＧＡＣＴＴＡＴ ３′ＲＡＣＥ扩增

ＲＥＡＬＨＤＡＣ１Ｆ ＡＧＡＡＴＧＴＴＡＣＣＣＣＡＴＧＣＣＣＣ 荧光定量ＰＣＲ

ＲＥＡＬＨＤＡＣ１Ｒ ＴＴＣＣＴＣＴＧＴＧＣＧＴＡＧＡＣＧＴＴ 荧光定量ＰＣＲ

１８ＳｒＲＮＡＦ ＣＴＴＴＣＡＡＡＴＧＴＣＴＧＣＣＣＴＡＴＣＡＡＣＴ 荧光定量内参

１８ＳｒＲＮＡＲ ＴＣＣＣＧＴＡＴＴＧＴＴＡＴＴＴＴＴＣＧＴＣＡＣＴ 荧光定量内参

ＴｇＨＮ１Ｆ ＴＧＡＣＡＣＡＣＡＡＴＣＴＧＡＴＡＣＴＴ 内含子１扩增

ＴｇＨＮ１Ｒ ＴＴＧＴＧＴＣＧＣＴＴＴＡＴＧＧＧＧＴＣ 内含子１扩增

ＴｇＨＮ２／３Ｆ ＴＴＴＡＣＧＧＡＧＴＡＴＡＡＧＡＣＣＡＧＡ 内含子２、３扩增

ＴｇＨＮ２／３Ｒ ＡＧＴＡＧＴＴＣＴＡＡＧＡＴＧＧＣＧＡＧ 内含子２、３扩增

ＴｇＨＮ４Ｆ ＧＡＧＧＣＡＴＣＴＧＧＣＴＴＴＴＧＴＴＡ 内含子４扩增

ＴｇＨＮ４Ｒ ＧＣＴＴＣＴＴＣＴＡＣＴＣＣＡＴＣＡＣＣ 内含子４扩增

ＴｇＨＮ５Ｆ ＧＴＧＡＴＧＧＡＧＴＡＧＡＡＧＡＡＧＣＣ 内含子５扩增

ＴｇＨＮ５Ｒ ＴＡＴＴＴＧＣＣＴＴＴＡＣＣＴＧＣＴＣＣ 内含子５扩增

ＴｇＨＮ６Ｆ ＴＡＴＴＧＧＡＧＣＡＧＧＴＡＡＡＧＧＣＡ 内含子６扩增

ＴｇＨＮ６Ｒ ＴＡＧＡＧＡＧＴＣＡＧＣＡＣＣＡＣＡＴＴ 内含子６扩增

ＴｇＨＮ７Ｆ ＧＧＡＧＡＴＧＴＡＴＣＡＡＣＣＣＡＧＴＧ 内含子７扩增

ＴｇＨＮ７Ｒ ＴＧＴＴＴＣＡＴＡＡＧＴＣＣＡＧＣＡＧＣ 内含子７扩增

ＴｇＨＮ８Ｆ ＣＡＧＴＴＧＣＴＣＴＴＧＧＴＧＴＴＧＡＡ 内含子８扩增

ＴｇＨＮ８Ｒ ＡＴＴＴＧＡＴＧＧＧＣＴＧＡＴＧＴＧＴＡ 内含子８扩增

ＴｇＨＮ９／１０Ｆ ＡＧＡＡＴＧＴＴＡＣＣＣＣＡＴＧＣＣＣＣ 内含子９、１０扩增

ＴｇＨＮ９／１０Ｒ ＴＴＣＣＴＣＴＧＴＧＣＧＴＡＧＡＣＧＴＴ 内含子９、１０扩增

ＴｇＨＮ１１／１２Ｆ ＴＡＣＧＣＡＣＡＧＡＧＧＡＡＧＡＴＡＡＧ 内含子１１、１２扩增

ＴｇＨＮ１１／１２Ｒ ＴＡＣＴＡＡＡＡＣＣＡＡＣＣＡＴＣＡＣＴ 内含子１１、１２扩增

ＴｇＨＮ１３Ｆ ＡＡＣＡＧＡＡＡＧＣＡＣＴＧＡＡＡＡＧＡ 内含子１３扩增

ＴｇＨＮ１３Ｒ ＧＴＴＧＡＴＧＧＡＴＡＴＧＡＧＡＣＴＡＧ 内含子１３扩增

　　ＤＮＡＭＡＮ软件分析显示，ＴｇＨＤＡＣ１蛋白分子

量为５９．９１ｋＤａ，理论等电点狆犐＝５．６５；在线软件Ｓｉｇ

ｎａｌＰ４．１、ＴＭＨＭＭ分析发现犜犵犎犇犃犆１基因编码

的蛋白质无明显的信号肽区域和跨膜区域；ＥｘＰＡＳｙ

ＰｒｏｔＳｃａｌｅ预测显示组成该蛋白的氨基酸中亲水性氨

基酸占主导，表现为亲水性；软件预测表明，Ｔｇ

ＨＤＡＣ１蛋白包含丝氨酸、苏氨酸及酪氨酸磷酸化位

点个数分别为２５、１０、１１；ＮＣＢＩＢｌａｓｔ分析序列的功能

域和结构域显示该蛋白包含 ＨＤＡＣ保守结构域，并

在保守序列含有金属Ｚｎ结合位点。

用ＳｗｉｓｓＭｏｄｅｌ软件预测表明，ＴｇＨＤＡＣ１蛋白

由１７个α－螺旋和１７个β－折叠片组成，β－折叠片

基本平行排列（图２），此排列方式或许对维持蛋白的

稳定性具有作用。

３２　犜犵犎犇犃犆１基因与其他物种的同源比对及系统

进化分析

氨基酸序列比对结果表明，ＴｇＨＤＡＣ１蛋白序

列与斑马鱼、鸡、小鼠等脊椎动物同源性都在８０％以
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图１　犜犵犎犇犃犆１基因的ｃＤＮＡ全长序列与推导的氨基酸序列

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＨＤＡＣ１ｇｅｎｅａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｉｎ犜．犵狉犪狀狅狊犪

方框区域分别代表基因的起始密码子、终止密码子与加尾信号，代表蛋白翻译结束，下划线部分表示ｐｏｌｙＡ尾巴，灰色阴影部分

为犎犇犃犆１超家族保守区域， 代表金属Ｚｎ结合位点

Ｔｈｅｌｅｔｔｅｒｓｂｏｘｅｓａｒｅｔｈｅｓｔａｒｔｃｏｄｏｎ，ｔｈｅｓｔｏｐｃｏｄｏｎａｎｄｔｈｅｐｏｌｙａｄｅｎｙｌａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ．Ｔｈｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｅｎｄｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ，

ａｎｄｔｈｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄｐａｒｔｉｓｐｏｌｙＡ．Ｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎｉｓｓｈａｄｅｄｇｒａｙ， ｉｓＺｎｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅ
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图２　ＴｇＨＤＡＣ１蛋白的高级结构预测图

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｔｅｒｔｉａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＴｇＨＤＡＣ１

α－螺旋为深红色；β－折叠为黄色；转角为淡蓝色；其他残基的颜色为白色

Ｒｅｄｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅａｌｐｈａｈｅｌｉｘ，ｙｅｌｌｏｗｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｂｅｔａｓｈｅｅｔ，ｂｌｕｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｔｕｒｎ，ｏｔｈｅｒｒｅｓｉｄｕｅｓｉｓｗｈｉｔｅ

上，表现出高度的保守性（图３）。用 ＭＥＧＡ６．０软件

构建系统进化树显示，泥蚶和无脊椎动物紫色球海胆

亲缘关系最近，其次为头索动物门文昌鱼。人、猕猴、

牛、藏羚羊及鼠高等动物聚在一起，再与鸟纲的鸡、两

栖纲的非洲爪蟾、鱼纲的斑马鱼形成脊椎动物的一大

分支（图４）。

表２　同源比对中所使用的不同物种犎犇犃犆１氨基酸序列

犜犪犫．２　犃犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犎犇犃犆１狌狊犲犱犳狅狉犺狅犿狅犾狅犵狌犲犻犱犲狀狋犻狋狔犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊狆犲犮犻犲狊

ＨＤＡＣ１物种 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＨＤＡＣ１物种 ＧｅｎＢａｎｋ登录号

泥蚶（犜犲犵犻犾犾犪狉犮犪犵狉犪狀狅狊犪） ＫＰ２５０８７１ 小鼠（犕狌狊犿狌狊犮狌犾狌狊） ＡＡＩ０８３７２．１

非洲爪蟾（犡犲狀狅狆狌狊犾犪犲狏犻狊） ＮＰ＿００１０７９３９６．１ 牛（犅狅狊狋犪狌狉狌狊） ＮＰ＿００１０３２５２１．１

紫色球海胆（犛狋狉狅狀犵狔犾狅犮犲狀狋狉狅狋狌狊狆狌狉狆狌狉犪狋狌狊） ＮＰ＿９９９７１１．１ 人（犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊） ＣＡＧ４６５１８．１

青岛文昌鱼（犅狉犪狀犮犺犻狅狊狋狅犿犪犳犾狅狉犻犱犪犲） ＸＰ＿００２５９４６３２．１ 斑马鱼（犇犪狀犻狅狉犲狉犻狅） ＡＡＩ６５２０８．１

褐家鼠（犚犪狋狋狌狊狀狅狉狏犲犵犻犮狌狊） ＮＰ＿００１０２０５８０．１ 鸡（犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊） ＡＡＢ９９８５０．１

藏羚羊（犘犪狀狋犺狅犾狅狆狊犺狅犱犵狊狅狀犻犻） ＮＰ＿００１２７３５２０．１ 猕猴（犕犪犮犪犮犪犿狌犾犪狋狋犪） ＡＦＪ７１４５８．１

３．３　泥蚶不同组织与不同发育时期犜犵犎犇犃犆１表达

差异性分析

用ｑＲＴＰＣＲ技术检测了犜犵犎犇犃犆１基因在泥

蚶６个组织的表达情况。结果显示，犜犵犎犇犃犆１基

因在各个组织中均有不同程度的表达，其中斧足中表

达量相对最高，与其余各组织间存在极显著性差异

（犘＜０．０１）（图５）。

犜犵犎犇犃犆１基因在泥蚶的９个发育时期均有不

同程度的表达，从成熟卵子呈逐步升高的趋势，而在

原肠胚和担轮幼虫时期的表达量最高，显著高于其他

发育时期（犘＜０．０５），在眼点幼虫和稚贝时期表达量

显著性降低（犘＜０．０５）（图６）。

３．４　犜犵犎犇犃犆１基因内含子序列分析

克隆得到犜犵犎犇犃犆１基因的全部内含子序列，

且外显子与内含子结合处序列遵循ＡＴ／ＧＴ原则，即

都属于ＧＴＡＧ内含子。犜犵犎犇犃犆１基因共有１４个

外显子，１３个内含子，序列总长度为１０４９９ｂｐ。其中

９号外显子最长为１６８ｂｐ，１３号外显子最短，为３２

ｂｐ，其余外显子长度在７２～１６５ｂｐ之间；１号内含子

最长，为１２９３ｂｐ，１２号内含子最短，为１９３ｂｐ，其余

内含子长度在２０３～９２６ｂｐ之间（图７）。

４　讨论

组蛋白乙酰化主要由组蛋白乙酰化酶（ＨＡＴｓ）
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图３　不同物种ＨＤＡＣ１氨基酸序列比对

Ｆｉｇ．３　ＡｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆＨＤＡＣ１ｂｅｔｗｅｅｎ犜．犵狉犪狀狅狊犪ａｎｄｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ

Ｔｇ：泥蚶；Ｘｌ：非洲爪蟾；Ｓｐ：紫色球海胆；Ｍｍ：小鼠；Ｂｔ：牛；Ｈｓ：人；Ｐｈ：藏羚羊；Ｇｇ：鸡；Ｄｒ：斑马鱼；Ｍａ：猕猴；Ｒｎ：褐家鼠；Ｂｆ：文昌鱼

Ｔｇ：犜犲犵犻犾犾犪狉犮犪犵狉犪狀狅狊犪；Ｘｌ：犡犲狀狅狆狌狊犾犪犲狏犻狊；Ｓｐ：犛狋狉狅狀犵狔犾狅犮犲狀狋狉狅狋狌狊狆狌狉狆狌狉犪狋狌狊；Ｍｍ：犕狌狊犿狌狊犮狌犾狌狊；Ｂｔ：犅狅狊狋犪狌狉狌狊；Ｈｓ：犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊；Ｐｈ：

犘犪狀狋犺狅犾狅狆狊犺狅犱犵狊狅狀犻犻；Ｇｇ：犌犪犾犾狌狊犵犪犾犾狌狊；Ｄｒ：犇犪狀犻狅狉犲狉犻狅；Ｍａ：犕犪犮犪犮犪犿狌犾犪狋狋犪；Ｒｎ：犚犪狋狋狌狊狀狅狉狏犲犵犻犮狌狊；Ｂｆ：犅狉犪狀犮犺犻狅狊狋狅犿犪犳犾狅狉犻犱犪犲

与组蛋白去乙酰化酶（ＨＤＡＣｓ）催化完成，与基因表

达调控密切相关［１８］。ＨＤＡＣｓ有４大类１８个亚型，

目前研究主要集中在 ＨＤＡＣ１
［１９］。本实验成功获得

犜犵犎犇犃犆１基因的ｃＤＮＡ全长序列，其编码的氨基

酸序列与鸡、小鼠等脊椎动物的 ＨＤＡＣ１蛋白具有高

度同源性，聚类结果也表明，泥蚶与无脊椎动物如紫

色球海胆、文昌鱼亲缘关系较近，与脊椎动物亲缘关

系较远，这与系统形态学上的分类基本一致。ＮＣＢＩ

Ｂｌａｓｔｘ分析显示，ＴｇＨＤＡＣ１蛋白包含 ＨＤＡＣ保守

结构域，推测该区域是 ＨＤＡＣ１调控组蛋白去乙酰化

程度的关键区域［２０］。

内含子是指断裂基因中的非编码区序列，在编码

蛋白质前被去除。一直以来，研究者们对基因功能的

研究主要集中在编码序列，而对内含子序列的研究较

少。高通量技术的出现，使得许多物种的基因组序列

逐渐呈现，内含子序列占基因组序列的绝大部分，且

与许多重要功能相关，因此发现和深入挖掘其与基因

功能的相关性就显得非常必要。近年来，已开展了一

些动物内含子与性状的相关性研究，如在猪的脂肪性

脂肪酸结合蛋白（ＡＦＡＢＰ）基因内含子１发现了与其

肉质性状相关的ＳＮＰ多态位点
［２１］；牛 ＨＤＡＣ１基因

内含子１０～１１中存在ＳＮＰ多态位点与其屠宰性状
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图４　利用 ＭＥＧＡ６．０ＮＪ法构建的ＨＤＡＣ１系统进化树

Ｆｉｇ．４　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＨＤＡＣ１ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｂｙＮＪｍｅｔｈｏｄｕｓｉｎｇＭＥＧＡ６．０ｓｏｆｔｗａｒｅ

图５　泥蚶不同组织中犜犵犎犇犃犆１基因表达差异性分析（狀＝３）

Ｆｉｇ．５　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆ犜犵犎犇犃犆１ｇｅｎｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｏｆ

犜．犵狉犪狀狅狊犪（狀＝３）

１．内脏团；２．外套膜；３．闭壳肌；４．血液；５．斧足；６．鳃；代表差异极显著（犘＜０．０１）

１．Ｖｉｓｃｅｒａｌｍａｓｓ；２．ｍａｎｔｌｅ；３．ａｄｄｕｃｔｏｒｍｕｓｃｌｅ；４．ｂｌｏｏｄ５．ｆｏｏｔ；６．ｇｉｌｌ；ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｖｅｒｙ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（犘＜０．０１）

相关［２２］；鲶鱼（犛狌犮犽犲狉犿狅狌狋犺犮犪狋犳犻狊犺犲狊）生长激素基因

内含子在物种系统发育中具有重要作用［２３］等。有关

海洋贝类内含子的研究也有报道，如包永波［２４］搜索

了海湾扇贝（犃狉犵狅狆犲犮狋犲狀犻狉狉犪犱犻犪狊）超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）基因部分内含子区域的ＳＮＰ位点；郭慧慧
［２５］

克隆并分析了栉孔扇贝（犆犺犾犪犿狔狊犳犪狉狉犲狉犻）转化生长

因子β家族基因中内含子ＳＮＰ位点与生长性状的相

关性；李璐［２６］克隆并分析了合浦珠母贝（犘犻狀犮狋犪犱犪

犿犪狉狋犲狀狊犻犻）α－淀粉酶基因的内含子结构特征。本研

究成功克隆得到犜犵犎犇犃犆１８２２４ｂｐ内含子序列，

序列分析表明，所获得的内含子核苷酸序列均符合

“以ＧＴ开头，以 ＡＧ结尾”的规则，这是真核生物

ＲＮＡ正确剪切所必需的识别位点。在不同物种中，

有些基因的内含子数目是高度可变的，如淀粉酶基因

在果蝇中没有内含子或数目极少，但在凡纳对虾

（犘犲狀犪犲狌狊狏犪狀狀犪犿犲犻犅狅狅狀犲）中却发现有９个内含

子［２７］，这可能是在长期物种进化过程中形成的。

犎犇犃犆１基因内含子数目在不同物种中略有差异，如

在人、猴和牛等脊椎动物中包含１４个内含子，在鼠、

非洲爪蟾及斑马鱼等中却发现有１３个内含子，而在

泥蚶犜犵犎犇犃犆１基因中扩增出１３个内含子，均存在

于开放阅读框中，与其他物种差异不大。

犎犇犃犆１基因在早期胚胎发育中有重要的调节

作用［１］，敲除该基因或使其碳末端发生突变都会导致

９７８期　任付真等：泥蚶ＨＤＡＣ１基因ｃＤＮＡ全长、内含子克隆及时空表达特征分析



图６　犜犵犎犇犃犆１基因不同发育时期表达差异性分析

Ｆｉｇ．６　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆ犜犵犎犇犃犆１ｇｅｎｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｓｔａｇｅｓｏｆ犜．犵狉犪狀狅狊犪

１．成熟卵子；２．２－４细胞；３．囊胚；４．原肠胚；５．担轮幼虫；６．Ｄ形幼虫；７．壳顶幼虫；８．眼点幼虫；９．稚贝；不同字母代表差异显著

（犘＜０．０５）

１．Ｍａｔｕｒｅｅｇｇｓ；２．２－４ｃｅｌｌｓ；３．ｂｌａｓｔｕｌａ；４．Ｇａｓｔｒｕｌａｅ；５．ｔｒｏｃｈｏｐｈｏｒｅ；６．Ｄｓｈａｐｅｄｌａｒｖａ；７．ｕｍｂｏｌａｒｖａｅ；８．ｅｙｅｂｏｔｌａｒｖａ；

９．ｊｕｖｅｎｉｌｅｃｌａｍｓ，ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ，犘＜０．０５

图７　犜犵犎犇犃犆１基因结构图

Ｆｉｇ．７　ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆ犜犵犎犇犃犆１ｇｅｎｅ

外显子、内含子分别用方框和线条标示，Ｅ代表外显子，Ｉ代表内含子。方框上的数字代表每个外显子的碱基数，线条下方的数字代表内含子的

碱基数

Ｔｈｅｂｏｘａｎｄｔｈｅｌｉｎｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｅｘｏｎｓａｎｄｉｎｔｒｏｎｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｌｅｔｔｅｒＥａｎｄＩｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｅｘｏｎａｎｄｉｎｔｒｏｎｓ．Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｎｔｈｅｂｏｘａｎｄｂｅｌｏｗ

ｔｈｅｌｉｎｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｓｉｚｅｏｆｅａｃｈｅｘｏｎａｎｄｉｎｔｒｏｎｓ

小鼠早期胚胎发育异常［２８］。犎犇犃犆１基因还参与牙

鲆冠状幼鳍、鳍条、肠道等多种器官的发育调控以及

变态阶段眼睛移动的过程［１１］。在泥蚶中，检测发现

犜犵犎犇犃犆１基因在不同发育时期均有表达，而原肠

胚、担轮幼虫期表达量显著高于其他时期，这两个时

期是胚胎组织、器官形成的重要时期，细胞分裂快速，

生命活动旺盛，可能需要更多的犜犵犎犇犃犆１基因来

调节胚胎发育过程。眼点幼虫与稚贝时期各组织、器

官构建已基本完成，基因表达量较低。

有研究显示，ＨＤＡＣｓ和ＨＡＴｓ以重塑染色质的

方式直接或间接地结合于 ＭｙｏＤ或 ＭＥＦ２基因的调

控序列，影响 ＭｙｏＤ或 ＭＥＦ２及其下游基因的表达，

进而调节肌肉的生肌过程［２９］。犜犵犎犇犃犆１基因组织

表达结果发现，其在泥蚶斧足中表达量显著地高于其

他组织。斧 足是泥 蚶主 要的运动 器官［３０］，犜犵

犎犇犃犆１基因的高表达可能与其富含肌肉、生肌活动

较为频繁有关。另外，斧足占据泥蚶软体部的很大部

分，犜犵犎犇犃犆１基因的高表达推测其对软体部生长

具有重要调节作用，可作为泥蚶生长相关的重要候选

基因。
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ｌｕｔｉｏｎ．Ｔｈｉｒｔｅｅｎｉｎｔｒｏｎｓｏｆ犜犵犎犇犃犆１ｗｅｒｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｉｎＯＲＦ，ｗｈｉｃｈａｌｌｏｆｔｈｅｍｆｏｌｌｏｗｔｈｅｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆＧＴＡＧ．

ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｉｘｔｉｓｓｕｅｓｐｅｃｉｆｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ犜犵犎犇犃犆１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎａｌｌｔｉｓ

ｓｕｅｓ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｆｏｏｔｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｏｔｈｅｒｔｉｓｓｕｅｓ（犘＜０．０１），ｗｈｉｃｈｓｕｇｇｅｓｔｔｈａｔｔｈｅ

ｇｅｎｅｐｌａｙａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎｔｈｅｃｏｕｒｓｅｏｆｆｏｏｔｇｒｏｗｔｈ．Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔ

ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犜犵犎犇犃犆１ｇｒａｄｕａｌｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ａｎｄｓｈｏｗｅｄｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｉｎ

ｔｒｏｃｈｏｐｈｏｒｅｓｔａｇｅ（犘＜０．０５）．

犓犲狔狑狅狉犱狊：犜犲犵犻犾犾犪狉犮犪犵狉犪狀狅狊犪；ＨＤＡＣ１；ｇｅｎｅｃｌｏｎｉｎｇ；ｉｎｔｒｏｎ；ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ
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