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缢蛏钙调蛋白基因鉴定及其与贝壳碳酸钙
沉积的相关性分析
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摘要：碳酸钙（CaCO3）作为贝壳的主要成分，与有机质框架相互作用形成贝壳，为贝类提供保护作
用。Ca2+是 CaCO3 的重要组成部分，其在贝类体内的获取、转运、沉淀过程均会显著影响 CaCO3 沉
积。然而，目前关于贝壳中碳酸钙沉积过程以及相关基因的作用机制仍不明晰。钙调蛋白（Calmod-
ulin, CaM）是一种广泛存在于真核细胞中并与 Ca2+特异性结合的蛋白，主要参与细胞信号转导、靶酶
活性调控和 Ca2+稳态调节等多种生理过程。为研究 CaM 基因与贝壳碳酸钙沉积的关系，本研究对缢
蛏 CaM 基因（ScCaM 基因）进行分子鉴定和表达特征分析，并研究了 ScCaM 重组蛋白的 Ca2+结合活
性 及 其 在 CaCO3 沉 积 中 的 作 用 。 结 果 显 示 ， ScCaM 基 因 共 编 码 149 个 氨 基 酸 ， 含 有 4 个 连 续 EF-
hand 结构域；ScCaM 在各组织中均能表达，其中在鳃和外套膜组织中表达水平显著高于足、水管、闭
壳肌和肝胰腺等组织（P < 0.05）；缢蛏壳碳酸钙含量与其壳重呈正比，并且贝壳重量较大的个体，其
ScCaM 基因表达水平较高。ScCaM 重组蛋白具有钙离子结合活性，可加快碳酸钙沉淀速率，并且促
进效应呈现出明显的蛋白浓度依赖性。结果表明，ScCaM 基因 /蛋白表达与贝壳碳酸钙含量密切相
关，即 ScCaM 基因 /蛋白表达量升高，可增强 Ca2+运输效率，促进壳碳酸钙沉积，从而提高贝壳重量。
本研究初步探讨了 ScCaM 基因在贝壳碳酸钙沉积中的作用，为解析缢蛏贝壳形成的分子机制提供了理论
基础。
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 1　引言

贝壳属于典型的生物矿化产物，其微观结构主要

由在有机框架内有序排布的碳酸钙晶体组成 [1]。研

究发现，贝壳中的有机质具有特殊的增韧机制，使贝

壳在保持较高强度前提下韧性超过单一碳酸钙晶体

HCO�
3

CO2�
3

3 000 倍以上[2]。普遍认为，碳酸钙的形成发生于贝壳

内表面与外套膜之间的液体环境（钙化间液）中，贝类通

过碳酸酐酶催化将 CO2 转化为碳酸氢盐离子（ ），

在间液的高 pH 值环境下进一步转化为碳酸盐离子

（ ）， 从 而 与 钙 化 间 液 的 Ca2+结 合 形 成 CaCO3 晶

体。同时，机体生物合成的蛋白、脂质和糖类等有机
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大分子被注入钙化间液中，成为贝壳中的有机基质[3]，

并组装成有机基质框架。在贝壳形成过程中，这些有

机大分子发挥了调节 Ca2+浓度、促进 CaCO3 的成核、

沉积及晶型变化等作用，最终使 CaCO3 晶体有序沉积

在有机基质框架内，形成贝壳独特的微观结构 [4−5]。

为维持钙化间液中的 Ca2+浓度长期处于饱和状态，大

量的 Ca2+结合蛋白、被动的钙转运体和主动的钙泵共

同参与了钙转运[5]。

钙调蛋白（Calmodulin，CaM）是重要的 Ca2+调节

蛋白之一，在 Ca2+浓度调节、细胞代谢、生殖发育等

生物学过程中发挥重要作用 [6]。CaM 具有 4 个连续

的 EF-hand 结构域，每个 EF-hand 可与 1 个 Ca2+紧密结

合 [7]，是一类性质稳定、结构保守、功能相对单一的

钙调节蛋白 [8−9]。在脊椎动物中，CaM 主要参与成骨

细胞分化，促进骨骼形成 [10–12]。在环节动物中，CaM

基因的表达量与体表生物矿化程度密切相关 [13]。而

在软体动物中，CaM 基因在贝壳和珍珠形成等生物

矿化过程中均发挥重要作用，如 CaM 基因在马氏珠

母贝（Pinctada fucata）和长牡蛎（Crassostrea gigas）外

套 膜 中 表 达 量 高 于 其 他 组 织 [14−15]， 而 在 三 角 帆 蚌

（Hyriopsis cumingii）和马氏珠母贝珍珠囊中表达水平

显著高于外套膜等组织 [16–19]。当贝壳遭受海水酸化

腐蚀、物理损伤和有毒物质污染时，CaM 基因表达量

均表现出不同程度的上升[20–23]，表明其在贝壳生长修

复过程也发挥重要作用。另外，当细胞内 Ca2+浓度升

高时，CaM 比其他钙结合蛋白更快地与 Ca2+结合，从

而发挥调节 Ca2+稳态的功能 [24]，表明 CaM 基因在贝

壳、珍珠等生物矿化过程中发挥重要作用。但关于

CaM 如何调控 Ca2+沉淀形成碳酸钙晶体的过程尚不

清楚。

缢蛏（Sinonovacula constricta）是我国传统四大养

殖贝类之一，具有养殖成本低、周期短、产量高等优

势 ， 2023 年 产 量 达 85 × 104 t[25]。 与 牡 蛎 、 贻 贝 、 蛤

类、蚶类等多数贝类不同，缢蛏贝壳薄脆，平均厚度

仅 0.67 mm，是普通贝类的 1/2～1/5[26−27]，且呈半闭合

状态，极易遭受敌害生物捕食以及其他生物活动的影

响。缢蛏贝壳薄脆的特性导致其在采捕、运输和加

工过程中易受损，造成伤亡增加和售价降低，直接影

响养殖产业的经济效益。而贝壳的机械性能本质上

取决于其生物矿化过程和微观结构特征 [28]。本课题

组前期对缢蛏贝壳结构和组成进行了初步研究，发现

其贝壳主要由 97% 的碳酸钙和 3% 的有机质组成 [29]。

本研究对缢蛏 CaM 基因（ScCaM 基因）进行了鉴定和

表达分析，并检测了 ScCaM 重组蛋白的 Ca2+结合活

性，旨在探究 ScCaM 基因与贝壳碳酸钙沉积的关联

性，为解析缢蛏贝壳形成的生物矿化机制提供理论

支撑。

 2　材料与方法

 2.1    实验材料

2023 年 4 月，从浙江省宁波海洋与渔业科技创新

养殖基地采集同批繁育、大小均一、活力旺盛的 1 龄

缢蛏 300 颗 [平均壳长（ 62.86 ± 2.95）  mm，平均湿重

（19.36 ± 3.62）  g]，实验前将所有缢蛏在充气海水 [温

度（23 ± 1）℃，盐度 22 ± 1] 中暂养 1 周，每天全换水

1 次，每天早晚各投喂 1 次小球藻（Chlorella vulgaris）。

暂养后，随机挑选活力强、贝壳完整的 6 颗缢蛏，活

体 解 剖 取 外 套 膜 、 鳃 、 闭 壳 肌 、 足 、 水 管 和 肝 胰 腺

6 个组织，液氮速冻，并于−80℃ 冰箱中保存，提取总

RNA 用于组织表达分析。

暂养后，随机取 100 颗活力强、贝壳完整的缢蛏，

活体解剖取其外套膜组织，液氮速冻，并于−80℃ 冰

箱中保存。再将贝壳内残留软体部分清除干净，超声

清洗 1 min，晾干后测量壳重。基于壳重数据，从大到

小排列后，选取前 30 颗作为高贝壳重量组[HSW 组，

平均壳重（4.25 ± 0.35）  g]，后 30 颗为低贝壳重量组

[LSW 组，平均壳重（2.75 ± 0.25）  g]，两组壳重数据存

在显著差异（P < 0.05）。将贝壳编号并密封保存于通

风干燥处，用于贝壳碳酸钙含量测定。选取 HSW 组

前 6 颗（前 20%）和 LSW 组后 6 颗缢蛏（后 20%），取

其外套膜组织提取总 RNA，用于不同壳重组基因差

异表达分析。

 2.2    ScCaM 基因的 CDS 全长验证

用 Trizol 法提取各组织总 RNA，1% 琼脂糖凝胶

电泳检验 RNA 的完整性，核酸微量检测仪（NanoPho-

tometer® N60）测定其浓度和纯度。检测合格后，用

PrimeScriptTM RT 反转录试剂盒 (TaKaRa，RR037A) 将

高质量 RNA 反转录获得 cDNA 第一链，保存于−20℃

冰箱备用。

从 缢 蛏 基 因 组 （ WSYO00000000.1） 中 筛 选 出

ScCaM 基因的 CDS 序列，用 Primer Premier5.0 设计引

物（表 1），PCR 反应体系为 50 μL：PCR 酶（康为世纪，

CW0682S） 20  μL， 上 、 下 游 引 物 （ 10  mol/L） 各 2  μL，

cDNA 模板 1 μL，水 25 μL，PCR 反应程序：94℃ 2 min；

94℃ 30  s， 56℃ 30  s， 72℃ 30  s， 35 循 环 ； 72℃ 1  min；

4℃ ∞。PCR 扩增产物经 1% 琼脂糖凝胶电泳、切胶

回收纯化，并连接到 T1 载体（全式金，CT101-01），转

化到大肠杆菌 Trans1-T1 感受态细胞（全式金，CT101-
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01）中，37℃ 培养过夜。挑取阳性克隆，送生工生物

工程（上海）有限公司测序。

 2.3    ScCaM 基因 CDS 序列的生物信息学分析

利用 NCBI BLAST 进行 ScCaM 基因核苷酸和编

码氨基酸序列比对，用 SMART（https://smart.embl.de/）

进行保守结构域预测；用 TMHMM 2.0（https://services.

healthtech.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/）进行蛋白质跨

膜 区 的 分 析 ， 用 ProParam（ https://web.expasy.org/prot-

param/）进行氨基酸理化性质分析、蛋白质等电点及

分子量预测等；用 SignalP 5.0（https://services.healthtech.

dtu.dk/services/SignalP-5.0/）进行信号肽预测，用 Euk-m-

PLOC 2.0（http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/euk-multi-2/）

进行亚细胞定位预测；用 SOPMA（https://npsa.lyon.in-

serm.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.

html） 和 SWISS-MODEL（ https://swissmodel.expasy.org/

interactive） 对 CaM 进 行 二 级 和 三 级 结 构 预 测 ； 用

Jalview 软件[30] 进行氨基酸序列的多重比对，MegAlign

软件 [31] 做氨基酸序列相似性分析，并用 MEGA 11.0

软件的邻接法（Neighbor-Joining, NJ）构建系统进化树。

 2.4    不同壳重组贝壳 CaCO3 含量测定

将 LSW 和 HSW 组 （ n = 30） 贝 壳 样 品 研 磨 成 粉

末，120℃ 烘干 2 h。准确称量 1 g 贝壳粉末，加入约

4 mL 的 50% 盐酸并加热溶解，晾干至室温后，加水定

容至 500 mL 容量瓶制成碳酸钙检测液。准确量取

30 mL 碳酸钙检测液至 250 mL 锥形瓶中，按顺序滴

加 3 滴 30% 三乙醇胺、约 1 mL 20% NaOH 溶液（使检

测 液 pH  >  12）、 适 量 紫 脲 酸 铵 −萘 酚 绿 B 指 示 剂

（ 50 g 氯 化 钠 、 0.5 g 紫 脲 酸 铵 和 0.01 g 萘 酚 绿 B 混

合 ）， 每 加 入 1 种 试 剂 均 充 分 摇 匀 。 用 已 标 定 的

EDTA 标准使用液（0.100 0 mol/L）滴定至样品溶液由

桃红色变为紫色，30 s 后不褪色。记录消耗的 EDTA

标准使用液用量，平行滴定 3 次。用标准碳酸钙和贝

壳样品 1∶1 混合进行加标回收率计算实验，验证实

验方法可行性。按以下公式计算碳酸钙含量[32−33]：

�&�D�&�23�� =
CEDTA � VEDTA � V�§	³ � 100:09

V�§ � m�§

� 100�� ; �G���H

式 中 ： CEDTA 表 示 已 标 定 的 EDTA 标 准 使 用 液 浓 度

（mol/L）；VEDTA 表示滴定过程中消耗的 EDTA 标准使

用液体积（mL）；V样总表示配制的碳酸钙样品检测液

总体积（mL）；V样表示单次测定量取的碳酸钙样品检

测液体积（mL）；m样表示待测样品质量（g）；100.09 表

示碳酸钙相对分子质量 (g/mol)。

 2.5    ScCaM 基因组织表达及其在不同壳重组的表达

差异分析

基于缢蛏壳重数据，选取 HSW 组前 6 颗和 LSW

组后 6 颗缢蛏的外套膜组织，用 qPCR 研究 ScCaM 基

因在不同壳重组中的表达差异。以外套膜、鳃、闭壳

肌、足、水管和肝胰腺组织（n = 6）、不同壳重组外套

膜（n = 6）的 cDNA 为模板，基于 ScCaM 基因的 ORF

序列设计荧光定量引物（表 1），以 RS9 为内参基因，参

照 ChamQ  Universal  SYBR  Qpcr  Master  Mix（ Vazyme，

Q711-02）荧光定量试剂盒进行 PCR 反应。反应体系

为 10 μL： SYBY Green I Real-time PCR Master Mix 5 μL，

上、下游引物（10 μmol/L）各 0.5 μL，cDNA 模板  4 μL，

反应程序为：95℃ 30 s；95℃ 10 s，58℃ 30 s，65℃ 5 s，

35 循环；95℃ 5 s。按照 2−ΔΔCt 方法计算基因相对表达

水平，并用 SPSS 22 软件进行单因素方差分析法（One-

way ANOVA）和 Tukey 检验，P < 0.05 表示差异显著，

P < 0.01 表示差异极显著[34]。

 2.6    ScCaM 重组蛋白的 Ca2+结合活性及碳酸钙沉积

速率分析

原核表达：使用 BamHI 和 XhoI（New England Bio-

labs，R3136V 和 R0146V）限制性内切酶对空载 pET-32a

(+) 质粒进行双酶切；用克隆引物 cCaM-F 和 cCaM-R

（表 1）进行 PCR 扩增。将克隆 PCR 产物和双酶切后的

空载质粒割胶回收，利用 KovoRec® plus One step PCR

Cloning Kit 无缝克隆试剂盒（Novoprotein，NR005-01A）

进行 50℃ 20 min 的重组 PCR 反应（片段与载体摩尔

比 1∶2）。将重组产物转化到 DH5α 大肠杆菌（生工

生物，B528413）中，挑取阳性克隆送生工生物工程（上

海）有限公司测序，并同步将阳性克隆菌落扩大培养，

用来提取质粒进而转化到大肠杆菌  BL21（DE3）（生

工生物，B528419）中进行表达。将阳性菌株进行测序

 

表 1    实验所用的引物和序列

Table 1    Primers and sequences used in this study

引物 序列（5′～3′） 用途

CaM-F TTCTTCTGTTAGTTGATCAGCCAT CDS全长验证

CaM-R ATGGCTGATCAACTAACAGAAGAAC CDS全长验证

cCaM-F GCCATGGCTGATATCGGATCCATGGC
TGATCAACTAACAGAAGAACA

克隆

cCaM-R GTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGCTA
CCGCGATGTCATCATCTTCA

克隆

qRTCaM-F CGACGGTAACGGCACGATAG 荧光定量

qRTCaM-R CTTCCCGGATCATTTCATCAACC 荧光定量

RS9-R CGTCTCAAAAGGGCATTACC 荧光定量内参引物

RS9-F TGAAGTCTGGCGTGTCAAGT 荧光定量内参引物
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验证，并用 IPTG 诱导表达，最后利用 Ni-NTA 琼脂糖

纯化树脂纯化表达产物。

ScCaM 重组蛋白与 Ca2+结合活性分析：用 EDTA

去除蛋白自身结合的 Ca2+，与加入外源 Ca2+或 Mg2+的

蛋白一起进行 12% 非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳。以

未加 EDTA 的蛋白作为对照，用考马斯亮蓝染色法观

察蛋白分子量大小变化。加入 EDTA 后，蛋白由于失

去 Ca2+分子量大小降低。由于蛋白无法结合 Mg2+，加

入外源 Mg2+不能恢复分子量大小，而再加入外源 Ca2+

后分子量大小得以恢复，从而表明重组蛋白具有 Ca2+

结合活性[35]。

HCO�
3

ScCaM 重组蛋白碳酸钙沉积速率分析：参考熊新

威 [36] 的 方 法 ， 将 10  μL  ScCaM 重 组 蛋 白 与 100  μL

CaCl2 溶液（100 mmol/L，pH = 8.5）混匀，加至 96 孔酶

标板中，并迅速加入 100 μL NaHCO3 溶液（100 mmol/L，

pH = 8.5），以 PBS 缓冲液作对照组。在混合溶液中，

发生反应 Ca2++ →CaCO3+ H+，随着时间推移逐

步 产 生 碳 酸 钙 沉 淀 ， 利 用 酶 标 仪 （ Infinite  E  Plex，

TECAN）在波长 570 nm 处每分钟检测浊度（吸光度）

变化，持续 8 min。通过溶液浊度变化的速率，分析重

组蛋白 ScCaM 对碳酸钙沉积速率的影响。

 3　结果与分析

 3.1    ScCaM 基因序列及系统演化分析
ScCaM 基 因 开 放 阅 读 框 为 450  bp（ GenBank：

PQ583864），编码 149 个氨基酸，分子量为 16.8 kDa，理
论等电点为 4.14，无跨膜结构域，是一个无信号肽的
酸性蛋白。ScCaM 含 Glu 数量最多（14.1%），其次为
Asp（11.4%），无 Cys 和 Trp，是典型的 CaM 氨基酸组
成。ScCaM 有 4 个连续的 EF-hand 保守结构域，分别
位于 12～40、48～76、85～113 和 121～149aa 处（图 1a），
主要定位于细胞膜和细胞质中。蛋白二级结构域预
测结果表明，ScCaM 有 8 个 α 螺旋位点，近似哑铃型，
中间由 α 螺旋连接。蛋白三级结构预测结果显示，
ScCaM 三级结构类似哑铃型（图 1d）。

氨基酸序列比对结果表明，ScCaM 的氨基酸序列

与其他 9 个动物 CaM 的相似性最高达到 96% 以上

（图 1b），表现出氨基酸的高度保守性。CaM 的第 78

位和 149 位氨基酸具有物种特异性，并且 149 位氨基

酸位于 ScCaM 第四个 EF-hand 结构域中（图 1a）。对

不同代表性物种对比发现，无脊椎动物和脊椎动物

在 CaM 的第 100、148 位氨基酸替换，如无脊椎动物
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图 1    CaM 的氨基酸多序列比对（a）、同源性分析（b）、邻接法构建系统进化树（c）和蛋白三级结构（d）

Fig. 1    Multiple amino acid sequence alignment (a), homology analysis (b),

phylogenetic tree constructed by neighbour-joining method (c), and tertiary structure of CaM proteins (d)
红色三角标记为缢蛏 CaM 特有氨基酸残基，红色方框标注为氨基酸多态性。蛋白三级结构各结构域以相同颜色色块标注于（a）中

Red triangle indicates specific amino acid residues in the CaM protein of S.constricta, and red box indicates amino acid polymorphism sites. The structural do-

mains of the protein tertiary structure are annotated with the same color blocks in (a)
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在第 100 位的苯丙氨酸（Phe）在脊椎动物被酪氨酸

（Tyr）替换，无脊椎动物第 148 位氨基酸均为丝氨酸

（Ser），而脊椎动物中被替换为苏氨酸（Thr）、天冬酰

胺（Asn）或丙氨酸（Ala）。

选取 10 个代表性物种，以人（Homo sapiens）为外

群构建系统进化树。结果显示，缢蛏首先与硬壳蛤

（Mercenaria mercenari）和马氏珠母贝聚为一支，再与中

华绒螯蟹（ Eriocheir sinensis）、美洲螯龙虾（ Homarus

americanus）和四脊滑螯虾（Cherax quadricarinatus）等

节肢动物聚为一支；另一分支为红鳍东方鲀（ Taki-

fugu rubripes）、大鳍弹涂鱼（Periophthalmus magnuspin-

natus）、小鼠（Mus musculus）和人（图 1c）。

 3.2    ScCaM 基因的组织表达特征分析

组织表达结果表明，ScCaM 基因在外套膜、鳃、

闭壳肌、足、水管和肝胰腺组织中均有表达，其中在

鳃组织中表达量最高，外套膜中表达量次之，均显著

高于其它组织（P < 0.05），而在闭壳肌、水管、肝胰腺

和足中的表达量较低且无显著差异（图 2A）。

 3.3    不同壳重组贝壳碳酸钙含量及 ScCaM 表达分析

经计算，贝壳碳酸钙含量测定的加标回收率在

99%～100% 之间，说明该方法测得的缢蛏贝壳碳酸钙

含量是准确可靠的。在不同壳重组中，高贝壳重量 HSW

组平均体重（21.8 ± 3.03） g，平均壳长（64.44 ± 2.25） mm，

平均壳重（4.25 ± 0.35） g，贝壳碳酸钙含量平均为 97.99%，

低贝壳重量 LSW 组平均体重为（16.13 ± 2.26） g，平均

壳长（60.26 ± 1.31） mm，平均壳重（2.75 ± 0.25） g，贝壳

碳酸钙含量平均为 94.40%，各性状在两组之间均存

在显著性差异（P < 0.05）。HSW 组的前 6 颗（前 20%）、

LSW 组的后 6 颗（后 20%）壳碳酸钙含量与壳重变化

趋势一致，即随着壳重的升高贝壳碳酸钙含量也显著

升高（图 2B），贝壳碳酸钙含量与壳重量正相关。

qRT-PCR 结果表明，ScCaM 基因在 HSW 组外套

膜中的 mRNA 表达量显著高于 LSW 组（P < 0.05），与

碳酸钙含量变化趋势相一致，表明 ScCaM 基因表达

水平与贝壳碳酸钙含量正相关（图 2C）。

 3.4    ScCaM 重组蛋白的 Ca2+结合活性及碳酸钙沉积

速率分析

原 核 表 达 结 果 表 明 ， ScCaM 重 组 蛋 白 （ rScCaM）

是一种可溶性蛋白，其在上清组分中的表达量高于沉

淀组分。预测 ScCaM 蛋白分子量大小为 16.8 kDa，加

上 His 标签后，预计重组蛋白大小为 34.8 kDa。聚丙

烯 凝 胶 电 泳 显 示 ， 重 组 蛋 白 rScCaM 分 子 量 在 33～

40 kDa 之间（图 3A），大小符合预期。用 Ni-NTA 琼脂

糖纯化树脂纯化蛋白，在 33 kDa 位置左右有清晰单

一条带（图 3B），且该蛋白分子量大小与预测结果相

符，表明纯化后的蛋白为目的蛋白。

将 ScCaM 重组蛋白 rScCaM 进行钙离子结合活

性验证（图 4a）。钙调蛋白因其具有的芳香族氨基酸

可形成三聚体，在非变性蛋白电泳中分子量比在聚丙

烯酰胺凝胶电泳中的更大。在非变性蛋白电泳中，

rScCaM 蛋白大小均大于 45 kDa，基本符合预期（图 4a）。

与空白对照 rScCaM 组（泳道 4）相比，添加 EDTA 去

除重组蛋白中结合的 Ca2+（泳道 1）后，蛋白分子量降

低；加入 EDTA 和外源 Ca2+后，rScCaM 的分子量大小

恢复（泳道 3），与对照 rScCaM 组（泳道 4）相同；而加

入 EDTA 和外源 Mg2+后，rScCaM 的分子量大小未恢

复（泳道 2），与泳道 1 相同，表明重组蛋白 rScCaM 具

有 Ca2+结合活性，但不具备 Mg2+结合活性。

碳酸钙沉积速率实验发现，与对照组 PBS 相比，

在模式碳酸钙沉积溶液中加入 rScCaM 可显著提高碳
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图 2    ScCaM 基因在不同组织中的表达（A，n = 6）、不同壳重组碳酸钙含量（B，n=30）和 ScCaM 基因表达（C，n = 6）分析

Fig. 2    The relative expression level of ScCaM in various tissues (A, n = 6), the calcium carbonate content (B, n = 30) and

ScCaM gene expression level (C, n = 6) analysis in different shell weight groups
不同小写字母表示差异显著 (P < 0.05)；LSW：低贝壳重量组；HSW：高贝壳重量组

Different lowercase letters indicate significant differences (P < 0.05); LSW: low shell weight group; HSW: high shell weight group
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酸钙沉积速率，并且随着添加浓度的升高，碳酸钙具

有更高的沉积速率（图 4b）。结果显示，在 2 min 时，

添加 0.3 μg/μL 蛋白组的吸光度显著高于 PBS 对照组

（P < 0.05）。4 min 时，添加 0.2 μg/μL 和 0.3 μg/μL 蛋白

组的吸光度均显著超过 PBS 组。到 6 min 时，实验组

吸光度均显著超过 PBS 组。然而，在 8 min 时，虽然

0.1 μg/μL 浓度组的吸光度与 PBS 组无显著差异，但

0.2 μg/μL 和 0.3 μg/μL 浓度组仍显著高于 PBS 组（P < 

0.05）。综上结果表明，rScCaM 具有促进碳酸钙沉积

的作用，并且沉积速率具有浓度依赖性，即重组蛋白

浓度越高，沉积速率越快。

 4　讨论

钙调蛋白 CaM 具有 4 个连续的 EF-hand 结构域，

每个 EF-hand 可与 1 个 Ca2+紧密结合 [7]，在不同物种

中具有高度保守性，且这种保守性与其生物学功能密

切相关，氨基酸发生异常突变会导致生物体死亡 [8]。

氨基酸序列比对结果显示，ScCaM 的 EF-hand 结构域

与脊椎动物、甲壳动物等序列相似性较高（相似性达

96% 以上），表现出高度保守性，推测 ScCaM 可能具

有与其他物种相同或相似的功能。在蛋白的 4 个结

构域中，CaM 的第三和第四个 EF-hands 的肽段可作

为 Ca2+的识别开关[32]。与其他物种相比，ScCaM 的第

三和第四个 EF-hand 结构域呈现氨基酸多态性。如

第 三 个 EF-hand 结 构 域 中 脊 椎 动 物 的 磷 酸 化 位 点

Tyr100 取代了 ScCaM 的 Phe100；在第四个 EF-hand 结构

域上，缢蛏以特有的 Arg149 取代其他动物的 Lys149，表

明 ScCaM 的 Ca2+识结合效率可能与其他物种不同。

在脊椎动物中，CaM 的磷酸化位点 Tyr100 与靶蛋白的

亲和力有关 [37]，ScCaM 在第三和第四个 EF-hand 结构
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图 3    ScCaM 基因的原核表达和蛋白纯化分析

Fig. 3    Analysis of prokaryotic expression and protein purification of ScCaM gene
A. 重组钙调蛋白原核表达： a. pET-32a 空载，b. pET-32a-CaM 上清，c. pET-32a-CaM 沉淀，d. pET-32a-CaM 全菌，M. Marker；B. 缢蛏钙调蛋白原核

表达纯化： 1. pET-32a 空载，2. pET-32a 空载+IPTG，3. pET-32a-CaM，4. pET-32a-CaM+IPTG，5. pET-32a-CaM 纯化；红框表示重组蛋白 rScCaM

A. Recombinant calmodulin prokaryotic expression results: a. pET-32a unloaded; b. pET-32a-CaM supernatant; c. pET-32a-CaM precipitation, d. pET-32a-

CaM whole bacteria; M. protein marker, B. Results of purification of prokaryotic expression of S. constricta calmodulin: 1. pET-32a unloaded, 2. pET-32a un-

loaded + IPTG, 3. pET-32a-CaM, 4. pET-32a-CaM + IPTG, 5. pET-32a-CaM purification. Red boxes indicates recombinant protein rScCaM
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图 4    ScCaM 重组蛋白的钙离子结合活性（a）及碳酸钙沉积速率分析（b）

Fig. 4    Analysis of the calcium ion binding activity of ScCaM recombinant protein (a) and

its influence on the rate of calcium carbonate deposition (b)
a：1. rScCaM + EDTA；2. rScCaM + EDTA + MgCl2；3. rScCaM + EDTA + CaCl2；4. 空白对照 rScCaM. “*”表示与 PBS 对照组比较差异显著 (P < 0.05)

a: 1. rScCaM + EDTA; 2. rScCaM + EDTA + MgCl2; 3. rScCaM + EDTA + CaCl2; 4. blank control rScCaM. “*” indicates a significant difference

compared with the PBS control group (P < 0.05)
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域发生的氨基酸取代效应可能也会影响靶蛋白的亲

和能力，具体机制还有待进一步研究。

在本研究中，ScCaM 在缢蛏的鳃、外套膜、肝胰

腺、足、水管和闭壳肌中均有表达，其中在鳃组织中

表达水平最高，其次是外套膜组织，这与其他双壳贝

类 [6, 35, 38] 相似。碳酸钙是贝壳的主要成分，碳酸钙形

成所需的钙主要以 Ca2+的形式经鳃从外界介质中吸

收，然后由血细胞通过外套膜运输到矿化部位，在各

种壳基质蛋白的作用下沉淀形成碳酸钙晶体[39]。鳃是

缢蛏的呼吸和摄食器官，CaM 可调节鳃中细胞膜 Ca2+-

ATPase 系统，在 Ca2+吸收过程中发挥重要作用 [40–42]。

ScCaM 在鳃组织中的高表达，表明 CaM 可能在缢蛏

鳃中参与 Ca2+吸收和转运过程。在贝类中，外套膜是

贝壳形成过程中的重要组织。同位素示踪结果表明，

外套膜对钙离子具有高度通透性 [6]。长牡蛎和池蝶

蚌（Hyriopsis schlegeli）的相关研究表明 CaM 参与了

贝 壳 的 形 成 和 外 套 膜 的 Ca2+稳 态 调 节 [6, 16, 35, 43]。

ScCaM 在外套膜组织中的高表达，表明其可能参与缢

蛏外套膜中 Ca2+稳态调控和贝壳生物矿化过程。

前人研究结果已表明，贝壳主要成分碳酸钙的含

量与壳重显著相关 [44]，如淡水螺类[梨形环棱螺（Bel-

lamya bengalensis）、球瓶螺（Pila globosa）、肋川蜷（Bro-

tia costula） ] 的壳碳酸钙含量与壳重呈现强相关 [28]。

莫天宝等 [29] 已证实缢蛏贝壳主要由碳酸钙组成（占

比 97%），本研究进一步发现，缢蛏贝壳中碳酸钙含量

随壳重递增而上升，这与前人研究结果一致。同时，

ScCaM 基因表达水平与壳重和碳酸钙含量增加趋势

一致，推测其在贝壳碳酸钙沉积中发挥重要作用。

研究表明，许多钙结合蛋白可在体外调节 CaCO3

成核并调节晶体沉积速率，原因在于钙结合蛋白存在

的多个 Ca2+结合位点可能与形成晶体的成核位点或

表面相互作用，蛋白质对 CaCO3 晶体的亲和力比 Ca2+

高得多的，使钙结合蛋白能够调控贝类贝壳的发生[45]。

在软体动物中，高钙化物种 EF-hand 家族成员的数量

高于低钙化物种，说明较多的 EF-hand 家族成员有助

于软体动物形成钙化壳 [46]。钙调蛋白 CaM 是存在于

真核生物体内最广泛的钙结合蛋白，具有的 4 个 EF-

hand 结构域能够快速地与 Ca2+结合发挥作用。原核

表达的 ScCaM 重组蛋白具有 Ca2+结合活性，并可促

进碳酸钙沉积，同时促进作用具有浓度依赖性，与

N40[47]、PfN23[48] 和 Alv[49] 等壳基质蛋白碳酸钙沉积

速率结果一致，表明 ScCaM 可能参与贝壳碳酸钙形

成的正向调控。在马氏珠母贝壳缺刻实验中，CaM

表达高峰期发生在碳酸钙沉淀后第 2～3 天，此时正

是新壳形成的高峰期，表明 CaM 积极地参与贝壳再生

的碳酸钙沉淀过程 [50]。本研究发现，缢蛏贝壳 CaCO3

含量变化与 ScCaM 基因表达模式呈正相关，即高贝壳重量

组的 CaCO3 含量显著高于低贝壳重量组，且 ScCaM

基因也在高贝壳重量组显著高表达，这提示 CaM 基

因介导的钙转运与生物矿化过程可能存在协同调控

关系。在长牡蛎 CaM 基因与壳重性状相关 SNPs 位

点的筛选中，发现了 1 个 SNP 突变位点对长牡蛎的壳

重有显著性影响（P < 0.05） [51]。由此推测，CaM 作为

贝类钙稳态调控的重要基因 [52]，可能通过加强 Ca2+的

吸收和转运，促进了 Ca2+的沉淀，最终加强缢蛏的生

物矿化能力，使缢蛏贝壳重量提高。该研究结果对深

入探讨贝类贝壳形成的调控机制奠定了理论基础。

 5　结论

缢蛏 ScCaM 基因编码的蛋白含有 4 个连续 EF-

hand 保守结构域，在鳃和外套膜组织均显著高表达；

ScCaM 基因的高表达，可促进壳碳酸钙沉积，进而增

加贝壳的重量。ScCaM 重组蛋白具有 Ca2+结合活性，

可显著促进 CaCO3 沉积，且促进效率随着蛋白浓度升

高而升高。综合表明，ScCaM 基因 /蛋白与壳 Ca2+运

输、碳酸钙沉积相关，为深入解析贝类贝壳 CaCO3 沉

积机制奠定理论基础。
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