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摘要：ＥＦｈａｎｄ结构域在真核生物细胞内钙离子吸收和运输中发挥重要作用，在贝类中可能参与

贝壳和珍珠质的形成。根据已报道的贝类中具有ＥＦｈａｎｄ结构域的碱基序列设计简并引物，从大

珠母贝外套膜ｃＤＮＡ文库中筛选得到ＰＭＭＧ１基因（大珠母贝外套膜基因１）。ＰＭＭＧ１基因全长

６１８ｂｐ，开放读码框编码１４０个氨基酸，Ｎ端的２２个氨基酸肽段为信号肽。ＰＭＭＧ１氨基酸序列

与合浦珠母贝ＰＦＭＧ１的一致性为５６％，预测有两个ＥＦｈａｎｄ结构域。选取编码ＰＭＭＧ１成熟蛋

白的ｃＤＮＡ序列插入ｐＥＴ３２ａ质粒构建表达载体，通过ＩＰＴＧ诱导，Ｎｉ
２＋ＮＴＡ 亲和层析柱纯化，

成功获得预期大小的融合蛋白。凝胶电泳迁移率的变化证明ＰＭＭＧ１蛋白具有结合Ｃａ２＋／Ｍｇ
２＋

的活性，组织特异性表达表明ＰＭＭＧ１基因在外套膜的表达量远高于其他组织。大珠母贝外套膜

基因ＰＭＭＧ１的克隆与表达研究为进一步研究该蛋白在珍珠质矿化中的作用、探讨珍珠质形成的

分子生物学机制奠定了一定基础。
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１　引言

双壳类软体动物的贝壳，尤其是位于贝壳内侧

具有珍珠光泽的珍珠质（ｎａｃｒｅ）文石晶体，由于它

具有独特的纳米结构及优越的机械力学性能（ｍｅ

ｃｈａｎｉｃａｌｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ），近年来吸引了生物学家和材

料学家的关注。尽管其主要成分为ＣａＣＯ３（占珍珠

质总质量的９５％以上），然而与天然的ＣａＣＯ３晶体

又有所不同。珍珠质的断裂阻力是无机成因文石晶

体的３０００多倍
［１－２］，达到了强度和韧性的最佳配

合。珍珠质中的ＣａＣＯ３晶体是在贝类外套膜分泌

的多种有机大分子的指导和参与下经过生物矿化形

成的，是ＣａＣＯ３和有机成分的混合物，形态结构和

生长方向都受到严格的控制［３］，因此参与珍珠质

ＣａＣＯ３晶体形成的有机成分是关键因素。

具有ＥＦｈａｎｄ结构域的蛋白（ＥＦｈａｎｄ蛋白）

是钙离子结合蛋白之一，在生物矿化中具有重要作

用［４－５］。在已报道的贝类中ＥＦｈａｎｄ蛋白包括合浦

珠母贝（犘犻狀犮狋犪犱犪犳狌犮犪狋犪）的ＰＦＭＧ１
［６］、ＥＦＣＢＰ

［７］、

ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ （ＣａＭ ）
［８］ 和 似 ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ 蛋 白

（ＣａＬＰ）
［９］以及珠母贝（犘．犿犪狉犵犪狉犻狋犻犳犲狉犪）的ｃａｌ

ｃｏｎｅｃｔｉｎ
［１０］。这些贝类的ＥＦｈａｎｄ蛋白也具有与脊

椎动物的ＥＦｈａｎｄ蛋白类似的功能，它能调控钙代

谢，进而参与调节贝壳和珍珠质的形成，是影响珍珠

质ＣａＣＯ３晶体形成的有机成分之一。本研究以大

珠母贝外套膜组织为材料，开展ＥＦｈａｎｄ基因的同



源克隆、体外表达及表达产物与Ｃａ２＋／Ｍｇ
２＋的结合

特性研究，为进一步研究该蛋白质的功能、探讨珍珠

质形成的生物学机制奠定基础。

２　材料与方法

２１　材料

本研究材料大珠母贝采集于海南三亚热带水产

研发中心，解剖后取外套膜，于液氮速冻后保存于

－８０℃的低温冰箱。

２２　总犚犖犃的提取和犛犕犃犚犜犮犇犖犃的合成

取大珠母贝外套膜组织，加液氮浸泡并充分研

磨，按照 ＳＶ ＴｏｔａｌＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ （Ｐｒｏ

ｍｅｇａ）操作手册提取总 ＲＮＡ。按照 ＳＭＡＲＴ
ＴＭ

ＰＣＲｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）操作手册合成

大珠母贝外套膜ＳＭＡＲＴｃＤＮＡ。

２３　中间片段的克隆

根据已知ＥＦｈａｎｄ保守序列
［６－７，１０］设计合成一

对简并引物 ＥＦｈａｎｄＦ／ＥＦｈａｎｄＲ（表１）。以 ＥＦ

ｈａｎｄＦ／ＥＦｈａｎｄＲ为引物，ＳＭＡＲＴｃＤＮＡ的１００倍

稀释产物为模板，扩增ＰＭＭＧ１基因的中间片段。

ＰＣＲ反 应 总 体积为 ２０μＬ，包括０．２ ｍｍｏｌ／ｄｍ
３

ｄＮＴＰ，１μｍｏｌ／ｄｍ
３ 的引物，４μｍｏｌ／ｄｍ

３ 的 ＭｇＣ１２，

２μＬ１０×ｂｕｆｆｅｒ，０．５Ｕ 的 Ｔａｑ 酶。用 Ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ

ＰＣＲ方法，程序如下：９５℃５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５０～

６０℃３０ｓ，７２℃１．５ｍｉｎ，１０个循环，每个循环Ｔｍ

降低１℃；９５℃３０ｓ，５２℃３０ｓ，７２℃１．５ｍｉｎ，２０个

循环；７２℃１０ｍｉｎ。

表１　大珠母贝犘犕犕犌１基因全长扩增及表达所用引物

引物 引物序列（５′－３′）

ＥＦｈａｎｄＦ ＣＮＡＴＨＧＴＮＷＳＮＴＧＹＡＡＹＧＣＮ

ＥＦｈａｎｄＲ ＣＣＲＴＣＮＧＴＲＴＴＮＳＷＲＴＣＲＴＡ

ＰＭＭＧ１Ｆ ＡＡＣＴＧＧＡＡＧＧＴＴＣＡＧＧＧＡＴ

ＳＭＡＲＴ３ ＣＡＧＡＧＴＡＣＴ（１６）

ＳＭＡＲＴ５ ＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴＡＣＧＣＧＧＧ

ＰＭＭＧ１Ｒ ＡＡＴＧＡＣＡＴＧＧＡＴＴＣＧＣＴＧＧＡ

ＥｘＰＭＭＧ１Ｆ ＧＡＧＣＴＣＡＧＡＡＡＡＡＧＧＴＧＧＴＧＧＡＧＴ

ＥｘＰＭＭＧ１Ｒ ＣＴＣＧＡＧＴＴＣＧＧＧＴＴＣＣＴＣＴＴＣＡＣ

注：Ｆ为正向引物；Ｒ为反向引物。

ＰＣＲ 产物经 １．０％ 琼脂糖凝胶电泳后，用

ＡｘｙＰｒｅｐ
ＴＭ ＤＮＡＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ（ＡＸＹＧＥＮ）对

目的片段进行纯化，纯化产物与ｐＭＤ１８Ｔ 载体

（ＴａＫａＲａ）连接，转化到感受态大肠杆菌（犈狊犮犺犲

狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻）Ｔｏｐ１０，经ＰＣＲ鉴定后将阳性克隆送往

上海英骏公司测序。

２４　全长犮犇犖犃的克隆

根据双链ＳＭＡＲＴｃＤＮＡ两端的接头设计５′

和３′接头引物ＳＭＡＲＴ５和ＳＭＡＲＴ３，根据中间

片段序列设计特异性引物ＰＭＭＧ１Ｆ和ＰＭＭＧ１Ｒ

（表１）。

３′ＲＡＣＥ：以大珠母贝外套膜ＳＭＡＲＴｃＤＮＡ

为模板，以ＰＭＭＧ１Ｆ／ＳＭＡＲＴ３为引物，ＰＣＲ反

应程序为：９５℃５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５４℃３０ｓ，７２℃

１．５ｍｉｎ，３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。

５′ＲＡＣＥ：以大珠母贝外套膜ＳＭＡＲＴｃＤＮＡ

为模板，以ＳＭＡＲＴ５／ＰＭＭＧ１Ｒ为引物，ＰＣＲ反

应程序为：９５℃５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃

１．５ｍｉｎ，３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。

ＲＡＣＥＰＣＲ产物经纯化回收后克隆到ｐＭＤ

１８Ｔ载体，转化到感受态犈．犮狅犾犻Ｔｏｐ１０，经ＰＣＲ鉴

定后将阳性克隆送往上海英骏公司测序。

２５　序列与结构域分析

用 ＢＬＡＳＴＸ
［１１］ 程 序 搜 索 同 源 基 因，用

ＢＬＡＳＴＰ
［１１］在 ＧｅｎＢａｎｋ 中 搜 索 同 源 蛋 白 并 用

ＭｅｇＡｌｉｇｎ进行同源性比对。用ＳｉｇｎａｌＰ３．０
［１２］预测

信号肽序列，用ＰＳＩＰＲＥＤ
［１３］预测蛋白质的二级结

构，用ＰＲＯＳＩＴＥ
［１４－１７］分析其结构域，通过ＮｅｔＰｈｏｓ

２．０
［１８］预测磷酸化位点。用ＣｌｕｓｔａｌＸ

［１９］进行多序列

比对，并用 ＭＥＧＡ３．１
［２０］构建进化树。

２６　原核表达载体的构建

根据目的基因序列和表达载体ｐＥＴ３２ａ的多

克隆位点序列设计引物，５′引物 ＥｘＰＭＭＧ１Ｆ含

犛犪犮Ｉ酶切位点，３′引物ＥｘＰＭＭＧ１Ｒ含犡犺狅Ｉ酶切

位点（表１）。以大珠母贝外套膜ＳＭＡＲＴｃＤＮＡ为

模板进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ产物经１．０％琼脂糖凝

胶电泳后，用 ＡｘｙＰｒｅｐ
ＴＭ ＤＮＡＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ

（ＡＸＹＧＥＮ）对目的片段进行纯化，纯化产物与

ｐＭＤ１８Ｔ载体（ＴａＫａＲａ）连接构建ｐＭＤ１８ＴＰＭ

ＭＧ１质粒，转化到感受态犈．犮狅犾犻Ｔｏｐ１０中，ＰＣＲ

筛选阳性克隆，测序确认后，提取质粒ｐＭＤ１８Ｔ

ＰＭＭＧ１，经犛犪犮Ｉ和犡犺狅Ｉ双酶切，回收目的片段，

连接到原核表达载体ｐＥＴ３２ａ上，获得重组表达质

粒ｐＥＴ３２ａＰＭＭＧ１，转化于表达受体菌犈．犮狅犾犻

ＢＬ２１（犇犈３），ＰＣＲ筛选阳性克隆，测序确认序列的

正确性。

２２１ 海洋学报　３２卷



２７　原核表达与纯化

将菌株 ＢＬ２１（犇犈３）／ｐＥＴ３２ａ单菌落按１∶

１００的比例接种于ＬＢ培养基中，３７℃振荡培养至

指数增长期，加入ＩＰＴＧ至终浓度１０μｍｏｌ／ｄｍ
３，室

温诱导过夜，同时设阴性对照。在冰浴中超声波破

碎菌液，１８０００ｒ／ｍｉｎ离心后分别收集上清液和沉

淀，加入２×凝胶上样缓冲液混匀，１００℃水中煮沸

５ｍｉｎ，１２％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析。

将超声波破碎的诱导菌液上清液通过Ｈｉｓ结合

树脂ＮｉＮＴＡＨｉｓ·ＢｉｎｄＲｅｓｉｎｓ（Ｎｏｖａｇｅｎ），使表达

的蛋白结合至 Ｈｉｓ结合树脂上，经漂洗缓冲液洗涤

后，以６０～２５０ｍｍｏｌ／ｄｍ
３的咪唑梯度洗脱缓冲液

（６０～２５０ ｍｍｏｌ／ｄｍ
３ 咪唑，０．５ ｍｏｌ／ｄｍ３ ＮａＣｌ，

２０ｍｍｏｌ／ｄｍ３ ＴｒｉｓＨＣｌｐＨ８．０）洗脱融合蛋白，分

段收集洗脱液经１２％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测其纯度

和浓度。洗脱液经透析去盐和咪唑，保存于４℃。

２８　犘犕犕犌１蛋白的犆犪
２＋／犕犵

２＋结合实验

ＰＭＭＧ１蛋白的 Ｃａ２＋／Ｍｇ
２＋ 结合实验参照

Ｂｕｒｇｅｓｓ等
［２１］的方法。取纯化的ＰＭＭＧ１蛋白样

品，分别加入ＥＧＴＡ，ＣａＣｌ２和 ＭｇＣｌ２溶液至终浓度

为１０ｍｍｏｌ／ｄｍ３，加入２×凝胶上样缓冲液混匀，

１００℃水中煮沸５ｍｉｎ。１２％ＳＤＳＰＡＧＥ，１２０Ｖ电

泳４ｈ，其中在电泳 ＥＧＴＡＰＭＭＧ１，ＣａＣｌ２ＰＭ

ＭＧ１和 ＭｇＣｌ２ＰＭＭＧ１样品的电泳缓冲液和凝胶

中分别加入ＥＧＴＡ，ＣａＣｌ２和ＭｇＣｌ２溶液至终浓度为

０．１ｍｍｏｌ／ｄｍ３。用Ｇｅｌｐｒｏ３２软件分析ＳＤＳＰＡＧＥ

电泳结果。

２９　组织特异性表达

分别以大珠母贝肌肉、鳃、内脏团、性腺和外套

膜ｓｓｃＤＮＡ（单链ｃＤＮＡ）为模版，以βａｃｔｉｎ和Ｅｘ

ＰＭＭＧ１Ｆ／ＥｘＰＭＭＧ１Ｒ 引物进行 ＰＣＲ 扩增。

用琼脂糖电泳对ＰＣＲ产物进行检测，并用Ｂａｎｄ

Ｓｃａｎ５．０软件进行半定量分析。

３　结果与分析

３１　犘犕犕犌１犮犇犖犃的克隆与序列分析

根据已知ＥＦｈａｎｄ保守序列设计简并引物ＥＦ

ｈａｎｄＦ／ＥＦｈａｎｄＲ，扩增得到２３１ｂｐ的ｃＤＮＡ片

段。分析ＢＬＡＳＴ表明该片段与ＧｅｎＢａｎｋ中已知的

合 浦 珠 母 贝 基 因 ＰＦＭＧ１（ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号

ＤＱ１０４２５５）具有较高同源性（５９％）。利用３′ＲＡＣＥ

技术获得了４４５ｂｐ的片段，该片段包含终止密码子

ＴＡＡ和２４个碱基的ｐｏｌｙ（Ａ）。利用５′ＲＡＣＥ技术获

得了４２８ｂｐ的片段，该片段包含起始密码子ＡＴＧ。

将３′ＲＡＣＥ和５′ＲＡＣＥ获得的片段进行拼接获得了

此基因的全长（图１）。因与合浦珠母贝基因ＰＦＭＧ１

（犘．犳狌犮犪狋犪ｍａｎｔｌｅｇｅｎｅ１）的同源性最高，并且也含有

ＥＦｈａｎｄ结构域，因而命名为ＰＭＭＧ１（犘．犿犪狓犻犿犪

ｍａｎｔｌｅｇｅｎｅ１，ＧｅｎＢａｎｋ登录号ＦＪ３８６３８６）。ＰＭＭＧ１

的ｃＤＮＡ序列全长６１８ｂｐ，包括４２３ｂｐ的开放阅读

框（ＯＲＦ），４９ｂｐ的５′ＵＴＲ（５′非翻译区）和１４６ｂｐ的

３′ＵＴＲ（３′非翻译区），具有真核生物典型的加尾信号

ＡＡＴＡＡＡ 和Ｐｏｌｙ（Ａ）尾。ＯＲＦ（开放阅读框）编码

１４０个氨基酸，推测分子量为１６．０×１０３ｕ，理论等电

点为５．０６，其中 Ｎ端有一段长２２个氨基酸的信号

肽，不含信号肽的成熟蛋白由１１８个氨基酸残基组

成，推测分子量为１３．５×１０３ｕ，理论等电点为４．７９。

分析氨基酸组成表明，组成ＰＭＭＧ１蛋白的主要氨基

酸残基为Ｇｌｕ（１０％）和Ｌｙｓ（１０％），只有１个Ｈｉｓ和２

个Ｐｒｏ残基。推测Ｃｙｓ７７和Ｃｙｓ１３５可以形成分子内

的二硫键。

图１　大珠母贝ＰＭＭＧ１基因的ｃＤＮＡ序列和推测的

氨基酸序列

下划线表示信号肽，阴影表示ＥＦｈａｎｄ模块，方框表示加尾信

号，圆圈表示形成二硫键的半胱氨酸

用ＢＬＡＳＴＰ在ＧｅｎＢａｎｋ中搜索同源性蛋白并

用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ进行同源性比对，结果显示ＰＭＭＧ１

氨基酸序列和合浦珠母贝中的钙结合蛋白ＰＦＭＧ１

（５６％）、ＰＦＭＧ７（ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 ＤＱ１０４２６１）

（５６％）和 ＰＦＭＧ６（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＤＱ１０４２６０）
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（５５％）具有较高的同源性，与合浦珠母贝中的ＥＦ

ＣＢＰ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号ＤＱ４９４４１６）（２５％）的同源性

较低。ＰＭＭＧ１和以上几种蛋白都有信号肽和ＥＦ

ｈａｎｄ结构，基于此，认为ＰＭＭＧ１是一种分泌型的

钙结合蛋白，推测其由大珠母贝外套膜合成后分泌

至外套腔，从而参与贝壳或珍珠质的形成过程。

３２　二级结构预测

ＳｉｇｎａｌＰ３．０预测显示ＰＭＭＧ１蛋白第１～２２

个氨基酸残基为一段信号肽，用ＰＲＯＳＩＴＥ搜索蛋

白结构域表明，第８３～９４和第１１３～１２４个氨基酸

残基分别为ＥＦｈａｎｄ模块。预测其成熟蛋白的二

级结构（图２）包含４个α螺旋（３３．９％）、４个β折叠

（１３．６％）和无规卷曲（５２．５％），这与ＰＦＭＧ１成熟

蛋白的二级结构具有很高的相似性。

图２　ＰＭＭＧ１蛋白和ＰＦＭＧ１蛋白二级结构的比较

圆筒表示α螺旋，箭头表示β折叠，线形表示无规卷曲，方

框表示ＥＦ－ｈａｎｄ模块。ＰＭＭＧ１Ｐｒ为ＰＭＭＧ１蛋白的二

级结构，ＰＭＭＧ１为ＰＭＭＧ１的氨基酸序列，ＰＦＭＧ１Ｐｒ为

ＰＦＭＧ１蛋白的二级结构，ＰＦＭＧ１为ＰＦＭＧ１氨基酸序列

　　通过ＮｅｔＰｈｏｓ２．０对氨基酸序列的磷酸化位点

进行预测，发现ＰＭＭＧ１蛋白含有８个潜在的磷酸

化位点，包括５个Ｓｅｒ位点（Ｓｅｒ５５，Ｓｅｒ８４，Ｓｅｒ１２１，

Ｓｅｒ１２２，Ｓｅｒ１２３）、２个Ｔｙｒ（Ｔｙｒ６８，Ｔｙｒ８２）位点和１

个Ｔｈｒ位点（Ｔｈｒ６２）。

３３　同源性比较和系统发生分析

２个 ＥＦｈａｎｄ模块及其之间的序列称为 ＥＦ

ｈａｎｄ签名序列（ＥＦｈａｎｄｓｉｇｎａｔｕｒｅ）。ＰＭＭＧ１蛋

白的 ＥＦｈａｎｄ签名序列与 ＰＦＭＧ１，ＰＦＭＧ６，ＥＦ

ＣＢＰ，似 ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ 蛋白、ｃａｌｃｏｎｅｃｔｉｎ，ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ

（犘犪狋犻狀狅狆犲犮狋犲狀ｓｐ．）和ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ（犘犻狀犮狋犪犱犪犳狌犮犪

狋犪）中的ＥＦｈａｎｄ签名序列具有较高的相似性（图

３），一致性分别为５２％，５２％，３１％，２６％，２４％、

２４％和２１％。根据ＥＦｈａｎｄ签名序列构建双壳贝

类中ＥＦｈａｎｄ蛋白的系统进化树，分析系统发生表

明ＰＭＭＧ１与ＰＦＭＧ１和ＰＦＭＧ６进化关系最近，

与ＥＦＣＢＰ，似ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ蛋白，ｃａｌｃｏｎｅｃｔｉｎ，ｃａｌｍｏｄ

ｕｌｉｎ（犘犪狋犻狀狅狆犲犮狋犲狀ｓｐ．）和 ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ（犘犻狀犮狋犪犱犪

犳狌犮犪狋犪）则较远（见图４）。

３４　犘犕犕犌１基因的原核表达和表达产物的纯化

重组 的 ｐＥＴ３２ａＰＭＭＧ１ 质 粒 能 在 ＢＬ２１

（犇犈３）中高效表达。ｐＥＴ３２ａ载体表达的蛋白质分

子量约为２０×１０３ｕ，ＰＭＭＧ１成熟蛋白质分子量为

１３．５×１０３ｕ。通过对表达产物ＳＤＳＰＡＧＥ分析表

明，在约３３．５×１０３ｕ处呈现清晰的融合蛋白条带，

与预测的相符（见图５）。

图３　双壳贝类中ＥＦｈａｎｄ结构域氨基酸比较

方框表示ＥＦｈａｎｄ模块，ＰｓＣａＭ 表示扇贝的ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录号

Ｐ０２５９５），ＰｆＣａＭ表示合浦珠母贝的ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ基因（ＡＹ３４１３７６），ＰｆＣａＬＰ表

示合浦珠母贝的似ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ蛋白基因（ＡＹ６６３８４７），ＰｍｇＣａｌ表示珠母贝的

ｃａｌｃｏｎｅｃｔｉｎ基因 （ＤＱ３５２０４２），ＰｆＥＦＣＢＰ 表示合 浦 珠 母 贝 的 ＥＦＣＢＰ 基 因

（ＤＱ４９４４１６），ＰｆＰＦＭＧ１表示合浦珠母贝的 ＰＦＭＧ１基因（ＤＱ１０４２５５），Ｐｆ

ＰＦＭＧ６表示合浦珠母贝的ＰＦＭＧ６基因（ＤＱ１０４２６０），ＰｍＰＭＭＧ１表示大珠母

贝的ＰＭＭＧ１基因（ＦＪ３８６３８６）

３５　犘犕犕犌１的犆犪
２＋／犕犵

２＋结合实验

通过Ｇｅｌｐｒｏ３２软件分析ＰＭＭＧ１，ＰＭＭＧ１＋

ＥＧＴＡ，ＰＭＭＧ１＋ＣａＣｌ２和ＰＭＭＧ１＋ＭｇＣｌ２条带

的分子量分别为３３．１×１０３，３３．５×１０３，３２．２×１０３
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图４　双壳贝类中含ＥＦｈａｎｄ结构域的

蛋白质的进化关系

比例尺０．１表示进化距离

图５　ＰＭＭＧ１融合蛋白表达和纯化的

ＳＤＳＰＡＧＥ分析

Ｍ．蛋白质分子量标准，Ｃ．未诱导菌液，１．诱导菌液，２．诱导

菌液超声波破碎上清液，３．纯化的ＰＭＭＧ１融合蛋白

和３２．５×１０３ｕ，可见在Ｃａ２＋，Ｍｇ
２＋存在的情况下，

ＰＭＭＧ１蛋白的电泳迁移较快（图６），这可能与

ＰＭＭＧ１蛋白结合Ｃａ２＋／Ｍｇ
２＋后的构象变化以及

正电荷的增加有关，并且表明 ＰＭＭＧ１与 Ｃａ２＋，

Ｍｇ
２＋具有一定的结合能力。

３６　组织特异性表达

半定量ＲＴＰＣＲ显示ＰＭＭＧ１蛋白在鳃、内脏

团和外套膜中表达，并且在外套膜的表达量远远高

于鳃和内脏团（图７），而外套膜外皮细胞通常被认

为是形成贝壳和珍珠层的基质有机分子的来

源［２２－２３］。

４　讨论

ＥＦｈａｎｄ结构域（ＥＦｈａｎｄｄｏｍａｉｎ）是一种常见

的Ｃａ２＋结合结构域，参与包括生物矿化在内的许多

图６　ＰＭＭＧ１蛋白与钙、镁结合的

ＳＤＳＰＡＧＥ分析

Ｍ．蛋白质分子量标准，１．ＰＭＭＧ１，２．ＰＭＭＧ１＋ＥＧＴＡ，

３．ＰＭＭＧ１＋ＣａＣｌ２，４．ＰＭＭＧ１＋ＭｇＣｌ２

图７　ＰＭＭＧ１在不同组织中的相对表达量

１．肌肉，２．鳃，３．内脏团，４．性腺，５．外套膜

生化过程。典型的ＥＦｈａｎｄ结构域由２９个氨基酸

组成，基本功能结构域是一种螺旋环螺旋（ｈｅｌｉｘ

ｌｏｏｐｈｅｌｉｘ）结构，通常成对出现
［２４－２５］，其中序列保

守的环通常由１２个氨基酸残基组成，称为ＥＦｈａｎｄ

模块（ＥＦｈａｎｄｍｏｔｉｆ）。大珠母贝ＰＭＭＧ１基因和

合浦珠母贝ＰＦＭＧ１基因相比，开放阅读框的核苷

酸一致性为６８％，氨基酸序列一致性为５６％，两者

在Ｎ端都有一段２２个氨基酸的信号肽，靠近Ｃ端

都有２个 ＥＦｈａｎｄ结构域。二级结构预测显示，

ＰＦＭＧ１的一对ＥＦｈａｎｄ结构域两侧都有α螺旋，

而ＰＭＭＧ１只有ＥＦ２结构域两侧是α螺旋，ＥＦ１结

构域只有环螺旋结构。螺旋环螺旋结构通常是钙
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结合活性的标志［２６］，螺旋结构在提高ＥＦｈａｎｄ的

Ｃａ２＋亲和力方面起很重要的作用，并且α螺旋疏水

性的增强有利于加强蛋白质核心的稳定性［２７］。

ＰＭＭＧ１的ＥＦ１结构域明显缺少一个α螺旋，并且

疏水性氨基酸含量也低于ＰＦＭＧ１的ＥＦ１，推测其

Ｃａ２＋亲和力低于ＰＦＭＧ１的 ＥＦ１。在ＰＦＭＧ１的

ＥＦ２模块中部出现一个小的α螺旋结构，它在一定

程度上影响了ＥＦ２的环形结构，其疏水性氨基酸含

量也低于ＰＭＭＧ１的ＥＦ２，并且ＰＦＭＧ１ＥＦ２模块

的第二位氨基酸Ｇｌｕ带有负电荷，它可能对α螺旋

产生失稳效应［２８］。因此，推测ＰＭＭＧ１的ＥＦ２结

构域比ＰＦＭＧ１的ＥＦ２对Ｃａ２＋有更强的结合能力，

这从某种角度上部分解释了大珠母贝与合浦珠母贝

之间珍珠质形成速度和质量差异的原因。

ＥＦｈａｎｄ模块具有结合Ｃａ２＋
［２６］或 Ｍｇ

２＋［２９－３０］

的活性，其亲和力大小在很大程度上是由ＥＦｈａｎｄ

模块的序列所决定的。ＰＭＭＧ１蛋白的Ｃｙｓ７７和

Ｃｙｓ１３５可形成分子内二硫键，将ＥＦｈａｎｄ模块两端

连结起来，缩小了原子间协同作用的空间距离，形成

一种更有利于结合 Ｃａ２＋ 的结构
［３１］。典型的 ＥＦ

ｈａｎｄ模块第１，３，５，７，９和１２位氨基酸残基侧链或

主链上的７个氧配体形成五角锥体，ＥＦｈａｎｄ通过

这７个氧配体可以螯合一个Ｃａ２＋，其中第１，３，５位

氨基酸残基（通常为Ａｓｐ）通过侧链上的氧提供一价

配位，第７位氨基酸残基通过主链上的氧直接结合

Ｃａ２＋，第９位氨基酸残基的氢结合１个水分子，通过

水分子提供Ｃａ２＋的配位点，第１２位氨基酸残基（很

保守，几乎总是Ｇｌｕ）通过侧链上的两个氧作为二价

配体［３２－３３］。ＰＭＭＧ１中的两个ＥＦｈａｎｄ都属于典

型的ＥＦｈａｎｄ模块，第１，３，５位的残基Ａｓｐ，Ａｓｎ，

Ａｓｐ通过侧链的氧提供配位点，第７位的残基Ａｌａ／

Ｇｌｕ通过主链上的氧直接结合 Ｃａ２＋，第９位残基

Ｌｙｓ／Ｓｅｒ的氢结合１个水分子，通过水分子提供

Ｃａ２＋的配位点，第１２位的残基 Ｇｌｕ／Ａｓｐ通过侧链

上的两个氧作为二价配体，其中Ｇｌｕ比Ａｓｐ有更强

的Ｃａ２＋亲和力，因为Ｇｌｕ拥有比Ａｓｐ更长的侧链，

使两个配位的侧链氧在空间位置上更接近Ｃａ２＋，从

而形成更稳定的键［３３］。无论就ＥＦｈａｎｄ结构域的

二级结构还是就ＥＦｈａｎｄ模块的Ｃａ２＋结合相关氨

基酸而言，ＥＦ２结构域都比ＥＦ１具有更强的Ｃａ２＋

亲和力。

ＥＦｈａｎｄ蛋白存在于细菌、植物和动物等多种

生物体内［３４］，参与包括钙的缓冲、运输、信号转换［３５］

和肌肉收缩［３６］在内的许多生物过程。在ＰＭＭＧ１

蛋白与Ｃａ２＋／Ｍｇ
２＋结合的实验中，加入Ｃａ２＋／Ｍｇ

２＋

的电泳迁移率比加入ＥＧＴＡ的略高，表明ＰＭＭＧ１

蛋白结合了一定量的Ｃａ２＋／Ｍｇ
２＋，与Ｌｉ等

［３７－３８］的

结果一致。正是ＳＤＳ变性剂影响了 ＰＭＭＧ１与

Ｃａ２＋／Ｍｇ
２＋的结合，否则其电泳迁移率差异可能还

会更明显。在生物矿化过程中，Ｍｇ
２＋的存在促进了

体内无定形碳酸钙的稳定性［３９］。并且海洋软体动

物文石层的形成也与外套膜外液（ｅｘｔｒａｐａｌｌｉａｌｆｌｕ

ｉｄ）中较高的 Ｍｇ
２＋浓度有关［４０］。Ｄｕｐｌａｔ等

［１０］认为

方解石晶体和文石晶体生物矿化的发生依赖于

Ｃａ２＋／Ｍｇ
２＋ 浓度的平衡，当ｃａｌｃｏｎｅｃｔｉｎ蛋白结合

Ｃａ２＋时生物矿化形成方解石晶体，结合 Ｍｇ
２＋时则

形成文石晶体。同样，ＰＭＭＧ１蛋白也具有Ｃａ２＋，

Ｍｇ
２＋的结合活性，因此它既可参与方解石晶体的形

成，也可参与文石晶体的形成，但在何种情况下结合

Ｃａ２＋，在何种情况下结合 Ｍｇ
２＋，其调控机制有待进

一步研究。

ＰＭＭＧ１基因主要在外套膜中表达，其克隆与

表达研究为进一步研究该蛋白在珍珠质矿化中的作

用、探讨珍珠质形成的分子生物学机制奠定了一定

基础。
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［２８］　ＳＨＡＷＧＳ，ＨＯＤＧＥＳＲＳ，ＳＹＫＥＳＢＤ．ＰｒｏｂｉｎｇｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎαｈｅｌｉｘｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｃａｌｃｉｕｍａｆｆｉｎｉｔｙｉｎｔｒｏｐｏｎｉｎＣ：１Ｈ

ＮＭＲｓｔｕｄｉｅｓｏｆｃａｌｃｉｕｍｂｉｎｄｉｎｇｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃａｎｄｖａｒｉａｎｔｓｉｔｅＩＩＩｈｅｌｉｘｌｏｏｐｈｅｌｉｘｐｅｐｔｉｄｅｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９９１，３０（３４）：８３３９—８３４７．

［２９］　ＤＡＶＩＳＪＰ，ＲＡＬＬＪＡ，ＲＥＩＳＥＲＰＪ，ｅｔａｌ．ＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅｍａｇｎｅｓｉｕｍｂｉｎｄｉｎｇｉｎｔｏｔｈｅｆｉｒｓｔＥＦｈａｎｄｏｆｓｋｅｌｅｔａｌｔｒｏｐｏｎｉｎＣ

［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００２，２７７（５１）：４９７１６—４９７２６．

［３０］　ＥＲＩＣＫＳＯＮＪＲ，ＭＯＥＲＬＡＮＤＴＳ．ＡｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎａｓｓａｙｏｆｍａｇｎｅｓｉｕｍａｆｆｉｎｉｔｙｆｏｒＥＦｈａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｎｄｉｃａｔｏｒ

ｍａｇｎｅｓｉｕｍｇｒｅｅｎ［Ｊ］．ＡｎａｌＢｉｏｃｈｅｍ，２００５，３４５（２）：３４３—３４５．

［３１］　ＬＥＣＬＡＩＮＣＨＥＬ，ＰＬＡＮＣＱＵＥＧ，ＡＭＥＫＲＡＺＢ，ｅｔａｌ．ＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｎｅｗｍｅｔａｌｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｉｎＥＦｈａｎｄｐｅｐｔｉｄｅｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＩｎｏｒｇ

Ｃｈｅｍ，２００３，８（３）：３３４—３４０．

［３２］　ＧＩＦＦＯＲＤＪＬ，ＷＡＬＳＨ ＭＰ，ＶＯＧＥＬＨＪ．ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｓａｎｄｍｅｔａｌｉｏｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｔｈｅＣａ２＋ｂｉｎｄｉｎｇｈｅｌｉｘｌｏｏｐｈｅｌｉｘＥＦ－ｈａｎｄ

ｍｏｔｉｆｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＪ，２００７，４０５（２）：１９９—２２１．

［３３］　ＮＥＬＳＯＮ ＭＲ，ＣＨＡＺＩＮ ＷＪ．ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆＥＦｈａｎｄＣａ２＋ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ：ｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｔｈｅｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ，ｐａｃｋｉｎｇａｎｄｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏ

Ｃａ２＋ｂｉｎｄｉｎｇ［Ｊ］．Ｂｉｏｍｅｔａｌｓ，１９９８，１１（４）：２９７—３１８．

［３４］　ＫＡＷＡＳＡＫＩＨ，ＮＡＫＡＹＡＭＡＳ，ＫＲＥＴＳＩＮＧＥＲＲＨ．ＣｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆＥＦｈａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｍｅｔａｌｓ，１９９８，１１（４）：

２７７—２９５．

７２１３期　王玉梅等：大珠母贝外套膜基因ＰＭＭＧ１的克隆、表达及其特征分析



［３５］　ＳＫＥＬＴＯＮＮＪ，ＫＯＲＤＥＬＪ，ＡＫＫＥＭ，ｅｔａｌ．ＳｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｖｅｒｓｕｓｂｕｆｆｅｒｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｉｎＣａ２＋ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．ＮａｔＳｔｒｕｃｔＢｉ

ｏｌ，１９９４，１（４）：２３９—２４５．

［３６］　ＨＯＬＭＥＳＫＣ．Ｍｕｓｃｌｅｐｒｏｔｅｉｎｓ－ｔｈｅｉｒａｃｔｉｏｎｓａｎｄｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＯｐｉｎＳｔｒｕｃｔＢｉｏｌ，１９９６，６（６）：７８１—７８９．

［３７］　ＬＩＳ，ＸＩＥＬ，ＺＨＡＮＧＣ，ｅｔａｌ．Ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｉｖｏｔａｌｃａｌｃｉｕｍｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｒｅｇｕｌａｔｏｒ：ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｓｈｅｌｌｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｆｒｏｍｐｅａｒｌｏｙｓｔｅｒ（犘犻狀犮狋犪犱犪犳狌犮犪狋犪）［Ｊ］．ＣｏｍｐＢｉｏｃｈｅｍＰｈｙｓｉｏｌＢＢｉｏｃｈｅｍＭｏｌＢｉｏｌ，２００４，１３８（３）：２３５—２４３．

［３８］　ＬＩＳ，ＸＩＥＬ，ＭＺＺ，ｅｔａｌ．ｃＤＮＡｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａｎｏｖｅｌｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍｐｅａｒｌｏｙｓｔｅｒ犘犻狀犮狋犪犱犪犳狌犮犪狋犪［Ｊ］．

ＦＥＢＳＪ，２００５，２７２（１９）：４８９９—４９１０．

［３９］　ＡＩＺＥＮＢＥＲＧＪ，ＬＡＭＢＥＲＴＧ，ＷＥＩＮＥＲＳ，ｅｔａｌ．Ｆａｃｔｏｒｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆａｍｏｒｐｈｏｕｓａｎｄｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｅｃａｌｃｉｕｍｃａｒｂｏｎａｔｅ：ａ

ｓｔｕｄｙｏｆａｎａｓｃｉｄｉａｎｓｋｅｌｅｔｏｎ［Ｊ］．ＪＡｍＣｈｅｍＳｏｃ，２００２，１２４（１）：３２—３９．

［４０］　ＫＩＴＡＮＯＹ，ＨＯＯＤＤＷ．Ｃａｌｃｉｕｍｃａｒｂｏｎａｔｅｃｒｙｓｔａｌｆｏｒｍｓｆｏｒｍｅｄｆｒｏｍｓｅａｗａｔｅｒｂｙｉｎｏｒｇａｎｉｃｐｒｏｃｅｓｓｅｓ［Ｊ］．ＪＯｃｅａｎｏｇｒＳｏｃＪａｐａｎ，

１９６２，１８（３）：１４１—１４５．

犆犾狅狀犻狀犵，犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犱犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狕犪狋犻狅狀狅犳犘犻狀犮狋犪犱犪犿犪狓犻犿犪

犿犪狀狋犾犲犵犲狀犲１

ＷＡＮＧＹｕｍｅｉ１
，２，ＸＩＡＪｉａｎｈｏｎｇ

１，ＨＵＡＮＧＧｕｉｊｕ
１，ＹＵＤａｈｕｉ１

（１．犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狅犳犕犻狀犻狊狋狉狔狅犳犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犲犳狅狉犕犪狉犻犮狌犾狋狌狉犲，犈犮狅犾狅犵狔犪狀犱犙狌犪犾犻狋狔犆狅狀狋狉狅犾，犛狅狌狋犺犆犺犻狀犪犛犲犪犉犻狊犺犲狉犻犲狊

犚犲狊犲犪狉犮犺犐狀狊狋犻狋狌狋犲，犆犺犻狀犲狊犲犃犮犪犱犲犿狔狅犳犉犻狊犺犲狉狔犛犮犻犲狀犮犲狊，犌狌犪狀犵狕犺狅狌５１０３００，犆犺犻狀犪；２．犆狅犾犾犲犵犲狅犳犉犻狊犺犲狉犻犲狊犪狀犱犔犻犳犲犛犮犻

犲狀犮犲，犛犺犪狀犵犺犪犻犗犮犲犪狀犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犛犺犪狀犵犺犪犻２０１３０６，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：ＥＦｈａｎｄｍｏｔｉｆｐｌａｙｓｅｓｓｅｎｔｉａｌｒｏｌｅｓｉｎｔｈｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎａｎｄｔｒａｎｓｐｏｒｔａｔｉｏｎｏｆｃａｌｃｉｕｍｉｏｎｉｎｅｕｋａｒｙ

ｏｔｉｃｃｅｌｌｓ，ａｎｄｉｓｐｏｓｓｉｂｌｙｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｓｈｅｌｌａｎｄｎａｃｒｅｉｎｏｙｓｔｅｒｓ．Ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅｄｐｒｉｍｅｒｓｗｅｒｅ

ｄｅｓｉｇｎｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｒｅｐｏｒｔｅｄＥＦｈａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｏｙｓｔｅｒｓ，ａｎｄａｎｏｖｅｌｇｅｎｅ

ＰＭＭＧ１（犘犻狀犮狋犪犱犪犿犪狓犻犿犪ｍａｎｔｌｅｇｅｎｅ１）ｗａｓｓｃｒｅｅｎｅｄｆｒｏｍｔｈｅｍａｎｔｌｅｃＤＮＡｌｉｂｒａｒｙｏｆ犘．犿犪狓犻犿犪．

ＴｈｅＰＭＭＧ１ｃＤＮＡｃｏｎｔａｉｎｅｄ６１８ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓａｎｄｅｎｃｏｄｅｄ１４０ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ（ａａ），ｉｎｃｌｕｄｉｎｇａｐｕｔａｔｉｖｅｓｉｇ

ｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｏｆ２２ａａ．ＰＭＭＧ１ｐｒｏｔｅｉｎｓｈａｒｅｄａｎｉｄｅｎｔｉｔｙｏｆ５６％ｗｉｔｈＰＦＭＧ１ｆｒｏｍ犘．犳狌犮犪狋犪ａｎｄｈａｄｔｗｏ

ｐｕｔａｔｉｖｅＥＦｈａｎｄｍｏｔｉｆｓ．ＴｈｅｃＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｅｎｃｏｄｉｎｇｍａｔｕｒｅｐｒｏｔｅｉｎｏｆＰＭＭＧ１ｗａｓｃｌｏｎｅｄａｎｄｉｎｔｅ

ｇｒａｔｅｄｉｎｔｏｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐＥＴ３２ａ．Ａｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｏｆｅｘｐｅｃｔｅｄｓｉｚｅｗａｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙ

ＩＰＴＧａｎｄｔｈｅｎｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙＮｉ
２＋ＮＴＡｒｅｓｉｎ．ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｓｈｉｆｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔｔｈｅＰＭＭＧ１

ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｌｄｂｉｎｄｂｏｔｈＣａ
２＋ａｎｄＭｇ

２＋ｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅｔｉｓｓｕｅｓｐｅｃｉｆｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＰＭＭＧ１ｗａｓｍｕｃｈ

ｈｉｇｈｅｒｉｎｍａｎｔｌｅｔｈａｎｉｎｏｔｈｅｒｔｉｓｓｕｅｓ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｃａｌｃｉｔｅｗｈｉｌｅｂｉｎｄｉｎｇＣａ
２＋

ｏｒｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆａｒａｇｏｎｉｔｅｗｈｉｌｅｂｉｎｄｉｎｇＭｇ
２＋．Ｔｈｉｓｗｏｒｋｃａｎｂｅｎｅｆｉｔｔｈｅｆｕｒｔｈｅｒｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｉｎｔｏｔｈｅ

ｒｏｌｅｓｏｆＥＦｈａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅｂｉｏｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｐｅａｒｌｏｙｓｔｅｒｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：犘犻狀犮狋犪犱犪犿犪狓犻犿犪；ＰＭＭＧ１；ＥＦｈａｎｄｄｏｍａｉｎ；ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ；ｎａｃｒｅ
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