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青蛤(Cyclina sinensis)组织蛋白酶 L基因的 

表达与重组蛋白活性分析* 

刘诗萌  赵  婷  张  皞  潘宝平① 
(天津师范大学生命科学学院  天津市动植物抗性重点实验室  天津  300387) 

提要    利用荧光定量 PCR方法检测了青蛤(Cyclina sinensis)在鳗弧菌(Vibrio anguillarum)胁迫下组

织蛋白酶 L基因(CsCPL)在各组织的表达差别及其在血淋巴中的时序表达关系。结果表明, CsCPL基

因在青蛤血淋巴、肝脏、外套膜、鳃和闭壳肌等组织中普遍表达, 其中以血淋巴表达水平最高。在

鳗弧菌刺激后 6—24h青蛤的血淋巴中 CsCPL的表达量均出现明显上调, 其中 6h达到最大值并且与

对照组有极其显著性差异(P<0.01), 说明该基因在青蛤免疫反应中具有重要作用。文章还对 CsCPL

基因进行了原核表达, 其产物蛋白分子量约 35kDa, 经纯化及复性后具有明显的抑菌作用。 
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青蛤(Cyclina sinensis)是我国重要的海产经济贝

类(顾润润等, 2006)。近年来随着国内青蛤增养殖规

模的扩大和养殖密度的增加 , 加之养殖环境的不断

恶化, 青蛤由病原微生物引起的疾病时有发生(孙国

铭等, 2004; 曹华, 2004), 对该项养殖产业威胁很大。

因此 , 对该物种的免疫抗病机制研究具有重要的理

论和实践意义。 

贝类的免疫反应系统包括细胞免疫和体液免疫, 

其血细胞作为抵御外来微生物侵袭的主要承担者 , 

其免疫应答功能主要通过血细胞内溶酶体中的多种

水解酶进行(张朝霞等, 2006)。组织蛋白酶类是重要

的溶酶体型半胱氨酸蛋白酶 , 即通常所称的溶酶体

型蛋白水解酶类(Kirschke et al, 1987), 在各种类群生

物体中均有发现(Lecaille et al, 2002), 且种类众多, 

从组织蛋白酶 A 到 Z 都有报道(Chwieralski et al, 

2006)。根据催化作用机制, 大部分的组织蛋白酶归属

于蛋白酶家族中的半胱氨酸蛋白酶 , 有少数的组织

蛋白酶属于天冬氨酸蛋白酶和丝氨酸蛋白酶(杨东辉

等, 2012)。 

组织蛋白酶 L 是半胱氨酸蛋白酶中木瓜蛋白酶

C1 家族的主要成员, 以酶原的形式贮存于溶酶体中, 

广泛存在于各种动植物、微生物有机体中(Zeng et al, 

2005; Liu et al, 2006), 在很多种类的蛋白质水解过程

中起着非常重要的作用。研究表明组织蛋白酶 L还参

与许多重要的生理、生命活动, 如抗原呈递、组织再

生、骨质吸收、肿瘤入侵和转移、炎症发生和细胞凋

亡等, 成为近年来备受关注的一类靶标蛋白酶(董训

江, 2012)1)。现已有研究人员从多种鱼体中分离得到

组织蛋白酶 L, 对其性质研究也比较详细(Yamashita 

et al, 1990; Lee et al, 1993; Aranishi et al, 1997; 

Visessanguan et al, 2003)。根据已见水产动物的组织

蛋白酶 L基因相关报道, 组织蛋白酶 L在众多水产动

物免疫系统中均发挥重要作用 ,  如凡纳滨对虾

(Litopenaeus vannamei)(Zhao et al, 2007)、中国对虾

(Fenneropenaeus chinensis)(Bu et al, 2008)、中华绒螯

蟹(Eriocheir sinensis)(Li et al, 2010)、脊尾白虾 
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(Exopalaemon carinicauda)(段亚飞等, 2013)、紫贻贝

(Mytilus galloprovincialis)(Venier et al, 2006)、合浦珠

母贝 (Pinctada fucata)(Ma et al, 2010)、三角帆蚌

(Hyriopsis cumingii)(白志毅等 , 2011)、海湾扇贝

(Argopecten irradians)(李娟等, 2011)。目前尚未见到

青蛤该基因的研究报道。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

青蛤 (Cyclina sinensis)样品采于天津大港滩涂 , 

暂养于通气海水中, 海水密度 1.02—1.04g/cm3, 水温

21—24℃, 投喂 5‰小球藻, 选择没有损伤, 形态上

无显著差异的个体[平均壳宽(19.12±0.57)mm, 平均

壳长 (29.14±1.23)mm, 平均壳高 (29.52±1.47)mm], 

一周后开始实验。 

将实验室保存的鳗弧菌(Vibrio anguillarum)菌种

用 2216E培养基于 28℃下培养 24h, 用无菌海水重悬

菌液, 将其浓度调为 OD600 = 0.4。采用随机分组方法, 

每次试验均设 10 个平行组。实验组青蛤注射 50L/

只的鳗弧菌菌液, 对照组注射等量的灭菌生理盐水。

注射前提取血淋巴、肝脏、外套膜、闭壳肌和鳃, 准

确称取组织质量 50mg; 注射后 3h、6h、9h、12h、24h、

48h、96h 时提取血淋巴。以上组织迅速放入液氮冷

冻备用。 

1.2  方法 

1.2.1  cDNA文库的构建    利用 TRIZOL法, 提取

青蛤各个组织的总 RNA, 采用 QIAGEN 公司的

Oligotex mRNA Kits 方法进行分离纯化。根据

Clontech公司的 SMART cDNA Library Construction 

Kit 试剂盒说明书进行 cDNA 文库的构建 , 采用

pBluescript II SK*改造体作为连接载体, 感受态细胞

为 E. coli (DH5a)。文库随机测序引物 T7-F: 5′ TAAT-

ACGACTCACTATAGG 3′, T3-R: 5′ AATTAACCCTC-
ACTAAAGG 3′, 将所得序列去除载体序列后拼接得

到 contig 及无法与其它序列拼接的 singlest 数据, 将

测得的序列用 BLAST进行同源性分析。 

1.2.2  生物信息学分析    将获得的青蛤 mytimacin

基因类似序列的全长 cDNA 序列与 GenBank 中的核

酸数据库作 BLASTX 分析, 利用开放阅读框(Open 

Reading Frame, ORF)在线分析其蛋白质序列, 使用

SignalP 3.0和 SMART分别分析该基因的信号肽序列

并查找结构域, ProtParam 工具在线预测序列的分子

式、分子量和等电点, 通过 CLUSTALw 进行氨基酸

序列同源性分析。 

1.2.3  CsCPL 基因在青蛤各组织内的表达    利用

TRIZOL法提取血淋巴、肝脏、外套膜、闭壳肌和鳃

的总 RNA, 反转成 cDNA 在20℃保存备用。以- 

actin 基因为内参基因, 实时定量引物分别为-actin-F: 

5′ CACCACAACTGCCGAGAG 3′, -actin-R: 5′ CCG-
ATAGTGATGACCTGACC 3′; CPL-F: 5′ GTCACATT-
CGCCAAGCAA 3′, CPL-R: 5′ TGAAGGACCAGCA-
AGAGCC 3′; 反应在 Rotor-Gene 6000实时定量 PCR

仪上进行, 扩增体系为 20L, 反应程序为: 95℃预变

性 30s, 94℃变性 5s, 60℃退火 30s, 72℃延伸 30s, 40

个循环。 

1.2.4  CsCPL 基因在血淋巴内的时序性表达    利

用 TRIZOL 法提取鳗弧菌侵染后各时间点血淋巴总

RNA, 并反转成 cDNA。荧光定量 PCR引物、反应体

系及程序等见 1.2.3。数据处理采用 2Ct法(Livak et 

al, 2001), 使用 SPSS软件进行单因素方差分析。 

1.2.5 青蛤 CsCPL 的原核表达     用特异性引物

CPL-N: 5′ CATATGCACCATCATCATCATCATTTGC-
CTGAGGAAATGGACTGGAGGA 3′; CPL-E: 5′ GAA-
TTCTTAAACAAGTGGG TATGATGCCTGG 3′, 扩增

得到的 CsCPL 成熟肽基因, 连接到 pMD18-T 载体, 

得到 pMD18-T-CPL 并用 pMD18-T 载体通用引物和

CsCPL特异性引物进行阳性克隆筛选, 测序鉴定。用

EcoRⅠ和 NdeⅠ双酶切 pMD18-T-CPL, 回收 CsCPL

基因并与 EcoRⅠ和 NdeⅠ酶切开环的 pET30(+)连

接, 转入表达宿主菌大肠杆菌 BL21(DE3)pLysS 感受

态细胞中, 得到重组质粒 pET30(+)-CPL并用 T7引物

和 CsCPL特异性引物进行阳性克隆筛选及测序鉴定。 

1.2.6  重组蛋白的纯化复性与功能验证    将转化

菌株接入到 LB液体培养基中(含 100g/mL硫酸卡那

霉素), 220r/min, 37℃培养至OD600左右, 取样 1mL作

为诱导前对照 , 向剩下的菌液中加入 IPTG(终浓度

1mg/mL)37℃诱导培养, 每隔 1h 取样 1 次, 每次取

1mL。取 500mL诱导的菌液, 4℃, 6000r/min离心收

集菌体 , 以菌体裂解液重悬并超声破碎。 4 ℃ , 

6000r/min 再次离心, 将沉淀重悬并过滤膜后得到重

组蛋白粗提液。 

将得到的重组蛋白粗提液过 Ni 柱纯化, 使用康

为世纪公司的 Ni-Agarose His 标签蛋白纯化试剂盒

(包涵体蛋白), 将收集到的蛋白进行 SDS-PAGE 凝胶

电泳检测。采用透析法进行复性, 将纯化后的蛋白放

在透析袋中 , 再把透析袋放置在含有 50mmol/L 的

Tris-HCl和 8mol/L、6mol/L、5mol/L、4mol/L、2mol/L、
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1mol/L、0mol/L 尿素缓冲液中(pH 5.5), 复性后的蛋

白冻干, 称重, 80℃保存备用。 

将实验室冻存的藤黄微球菌菌株 37℃, 220r/min

培养过夜 , 6000r/min, 5min 离心收集菌体 , 用灭菌

TBS 溶液清洗三次, 用 LB 培养基重悬。将等浓度的

重组蛋白 CsCPL、牛血清白蛋白 BSA、溶菌酶

Lysozyme及灭菌 TBS分别与菌体混合, 加入 96孔板

中培养, 编辑程序, 37℃震荡培养, 每 0.5h 记录一次

OD600数据, 共计 4.5h。将输出数据于 Excel中进行分

析整理, 绘制菌生长曲线。 

2  结果 

2.1  青蛤 CsCPL基因的结构 

构建的 SMART·cDNA 文库容量为 1.12×106 

cfu/mL, 重组率约为 96.4%。经随机挑取克隆大规模

测序后, 利用 BLASTX 在线比对后分析发现组织蛋

白酶 Cathepsin 家族基因类似序列。该序列与缢蛏

(Sinonovacula constricta)Cathepsin 家族 cathepsin L3

基因相似性最高, 一致性达到 68%。将该序列其命名

为青蛤 CsCPL, 在 Gen Bank的注册号为 KJ000064。 

所获得的青蛤 CsCPL 基因的 cDNA 序列全长

1632bp, 5’UTR为 74bp, 3’UTR为 508bp, 开放阅读框

长度为 1050bp, 编码 349 个氨基酸(图 1), 理论分子

量为 38.84kDa, 理论等电点为 5.48, 分子式为

C1704H2625N465O540S18。氨基酸组成中甘氨酸(Gly)与丝氨

酸(Ser)含量最高, 分别占 8.9%和 8.6%。其 N端具有由

15 个氨基酸组成的信号肽序列 MRVLVCLVALVACSV, 

前体酶原的前体肽含有 ERF/WNIN 模体 (motif)和

GNFD模体, 可形成 1个α螺旋结构。其酶活性催化

域含有 4个催化位点(Gln149, Cys155, His294和 Asn316), 

两条组织蛋白酶L签名序列(E58X3RX3F/WX2NX3IX3N
77

和 G90X1NX1FX1D
96)。CsCPL 的成熟肽定位于 131—

349, 预测等电点为 4.41, 较前体肽略有下降, 含有 7

个半胱氨酸残基。 

2.2  青蛤 CsCPL基因在不同组织内的表达 

在鳗弧菌侵染青蛤条件下, 以-actin 在各组织

中的表达量为内参对照, 利用实时荧光定量 PCR 分

析了 CsCPL 基因在青蛤血淋巴、肝脏、外套膜、闭

壳肌和鳃等五个组织的表达情况, 结果显示 CsCPL

基因在青蛤的以上五个组织中普遍性表达(图 2), 但

表达量存在明显差异, 其中血淋巴中表达含量最高, 

显著高于其它组织(P<0.05), 外套膜表达次之, 肝脏

中含量最低, 表明 CsCPL基因主要在血淋巴中表达。 

 

 
 

图 1  CsCPL基因全长 cDNA序列的开放阅读框 

及结构域分析 

Fig.1  The open reading frame of full length cDNA of CsCPL 
gene and analysis on the structural domain 

方框为起始密码子, * 表示终止密码子, 下划线表示 CsCPL信

号肽, 箭头表示前体域切点, 阴影部分表示底物结合位点 
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图 2  CsCPL基因在青蛤不同组织中的表达情况 

Fig.2  Expression characterization of CsCPL in organs revealed 
by real time PCR 

柱上不同字母代表示差异显著(P<0.05) 

 
2.3  青蛤 CsCPL基因在血淋巴中的时序性表达 

在鳗弧菌侵染青蛤后, 以-actin为内参基因, 利

用实时荧光定量 PCR分析了 CsCPL基因在外套膜组

织中的表达时序变化(图 3)。发现实验组在感染后 3h

表达量显著升高(P<0.05); 并在 6h表达量达到最大值, 

并且与对照组差异极显著 (P<0.01), 约为对照组的

2.7倍左右; 24h后其表达量有所下降, 但仍显著高于

对照组(P<0.01); 48—96h 基因表达量逐渐降低并恢

复至正常水平。而对照组除在 6h 有显著升高外, 其

余时间点均无明显变化。 
 

 
 

图 3  青蛤血淋巴 CsCPL基因在鳗弧菌刺激不同时间相对

表达量的变化 

Fig.3  The relative expression of CsCPL gene in hemolymph of 
C. sinensis infected by V. anguillarum at different time 

**表示相同时间点实验组与对照组基因的转录表达水平差异

极显著(P<0.01); ##表示该时间点对照组基因的转录表达水平

与同组注射前(0h)相比差异极显著(P<0.01) 

2.4  青蛤 CsCPL基因的原核表达 

CsCPL成熟肽基因 PCR扩增, 产物长度约 660bp

的 DNA 片段, 与预期大小基本一致。PMD18T-CPL

和 pET-30双酶切后, 将目的片段和线性表达质粒经

琼脂糖凝胶检测 , 切胶回收 , 目的片段大小约

660bp(图 4), 符合预期。将 CsCPL 目的片段连接至

pET-30线性质粒 , 转化培养后 , 进行阳性单克隆

PCR检测并送测序, 测序结果正确, 重组表达载体构

建成功。 
 

 
 

图 4  CsCPL重组序列 PCR产物凝胶电泳结果 

Fig.4  Electrophoresis result of PCR products 
从左至右 M泳道为蛋白 Marker, 1—4泳道均为重组序列 

 
经 IPTG诱导表达后, SDS-PAGE电泳检测显示: 

诱导后的宿主菌蛋白表达图谱发生了变化 , 与未经

诱导的对照样品比较 , 该工程菌株诱导后的样品在

约 35kDa 处产生了 1 条明显的特异性电泳带(图 5), 

其分子量和理论计算值基本吻合。在诱导 3h 后, 表

达量不再增加, 确定最佳诱导时间为 3h。 
 

 
 

图 5  考马斯亮蓝染色检测融合蛋白的诱导表达 

Fig.5  Detect about fusion protein induced expression with 
Coomassie brilliant blue staining 

 
2.5  重组蛋白的纯化复性与功能验证 

经亲和层析分离纯化后 , 将得到的蛋白进行

SDS-PAGE凝胶电泳检测, 结果显示(图 6), 纯化后的

蛋白电泳条带单一, 且分子量在 35kDa处, 诱导后宿

主菌蛋白图谱中的特异性条带位置一致 , 可确定该

纯化后的蛋白就是青蛤 CsCPL重组蛋白。 



1期 刘诗萌等: 青蛤(Cyclina sinensis)组织蛋白酶 L基因的表达与重组蛋白活性分析 5 

 

 
 

图 6  蛋白纯化结果 

Fig.6  Purification of the fusion protein 
注: 从左至右 M泳道为蛋白 Marker, 1泳道为未加 IPTG诱导

的空白对照, 2泳道为诱导 4h在 35kDa处出现目的带, 3泳道

为纯化后的蛋白 

 
重组蛋白抑菌实验结果显示 (图 7), 重组蛋白

CsCPL组菌生长曲线与阴性对照组(BSA)、空白(TBS)

对照组相比趋势明显偏低, 菌群 K值明显偏低, 说明

与两对照组相比, 重组蛋白 CsCPL 具有明显的抑菌

效果。但与阳性对照组(Lysozyme)相比其作用强度较

低一些。 
 

 
 

图 7  藤黄微球菌在重组蛋白及不同对照环境下的生长曲线 

Fig.7  The growth curve of Micrococcus luteus in fusion protein 
and different environment 

 

3  讨论 

本研究得到了青蛤组织蛋白酶 L 基因编码区的

全长, 经序列比对与分析发现, 该基因序列与许多水

生动物的同源序列十分相似 , 其结构在进化上相当

保守。SDS-PAGE电泳检测结果表明, 青蛤组织蛋白

酶 L 的分子量约为 35kDa, 与理论预期值基本吻合, 

接近于三角帆蚌(白志毅等, 2011)血细胞组织蛋白酶

L(37.7kDa)、海湾扇贝 (李娟等 , 2011)组织蛋白酶

L(41.2kDa) 鲀、红鳍东方 (梁静真等, 2012)组织蛋白酶

L(37.9kDa)、脊尾白虾(段亚飞等, 2013)血细胞组织蛋

白酶 L(35.3kDa)等近缘物种中的分子量。通过对其蛋

白序列的分析, 发现其氨基酸组成中, 甘氨酸与丝氨

酸的含量最高。丝氨酸在新陈代谢与免疫因子的产生

中发挥着作用, 而甘氨酸可作为水解蛋白的增效剂, 

且可在人体中合成丝氨酸。组织蛋白酶(cathepsin)作

为一类主要存在于溶酶体的蛋白水解酶 , 近年来在

无脊椎动物先天免疫调控方面的研究取得了较大进

展。它与核糖核酸酶、-葡萄糖醛酸酶、乙酰基转移

酶以及其它的蛋白酶一起参与溶酶体介导的蛋白质

的消化及转化过程(Mellman, 1996), 且具有水解多种

肌肉相关蛋白的能力, 并参与非 caspase 介导的细胞

凋亡过程(Chwieralski et al, 2006)。细胞凋亡是免疫调

节的中心环节 , 各种免疫细胞的代谢过程大多通过

细胞凋亡实现(Krammer, 2000)。因此推测, 组织蛋白

酶 L 在对内源与外源抗原的免疫反应中起着重要作

用(Söderhäll et al, 1998)。 

本研究结果显示, CsCPL作为一种免疫相关蛋白

基因, 在青蛤各组织中的表达差异极其显著, 基本表

现为血淋巴>外套膜>鳃>闭壳肌>肝脏。分析其原因

可能与 CsCPL 基因在生物体内的作用有关; 在正常

情况下, 约 90%的组织蛋白酶以酶原的形式贮存于

溶酶体中, 随时准备处理内源与外源性的抗原物质。

鉴于双壳类动物属开管式血循环 , 血淋巴中存在大

量的酶源性物质 , 并且作为其非特异性免疫防御的

重要组织区域 , 相比其它组织能够更为迅速地上调

CsCPL基因的表达水平。另外, 双壳类在其滤食和呼

吸时, 外套膜与鳃首先与海水接触, 是其非特异性免

疫的第一道防线, 具有重要的组织免疫防御作用(刘

欣欣等, 2013)。 

本研究中还发现 , 在鳗弧菌侵染的青蛤血淋巴

中的 CsCPL基因表达量在 6h达到最大值, 约为对照

组的 2.7倍, 与其它文献如中华绒螯蟹(Li et al, 2010)

和脊尾白虾(段亚飞等, 2013)等报道的结果非常近似, 

说明鳗弧菌侵染对 CsCPL基因具有强烈的诱导作用。

当青蛤受到该病原物侵袭时 , 其免疫因子的相关基

因启动, 机体合成大量抗菌物质。在刺激后的 12—
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24h, CsCPL 表达量下降, 可能意味着机体处于感染

后的恢复期(Sun et al, 2010), 类似情况也见于上述文

献中的研究结果。 

本研究采用 pET-30a作为表达载体系统, 构建了

pET30α(+)-CPL 重组质粒, 通过一个 6×His 标签和

T7启动子来控制表达的严谨性。His标签可与金属螯

合层析介质特异性吸附 , 从而实现融合蛋白的分离

与纯化。由于 His标签较小, 一般不会影响目的蛋白

的理化特征和生物学活性。本实验获得的融合蛋白大

小在 35kDa 处左右 , 与 CsCPL 分子量理论值

38.84kDa 基本吻合。另外 , 本研究中的重组蛋白

CsCPL 组菌生长曲线与 BSA、TBS 对照组相比有明

显的抑菌作用, 但其作用效力不如溶菌酶 Lysozyme

显著。推测原因可能是 Lysozyme 可溶解细菌细胞壁

中的黏多糖而使使菌体直接降解 , 而组织蛋白酶则

通过参与细胞内酶原激活完成间接抗菌作用 , 故其

对菌体生长的抑制不如 Lysozyme作用强烈。 
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ANALYSIS OF EXPRESSION AND RECOMBINANT PROTEINS ACTIVITIES OF 
CATHEPSIN L GENE FROM CYCLINA SINENSIS 

LIU Shi-Meng,  ZHAO Ting,  ZHANG Hao,  PAN Bao-Ping 
(College of Life Sciences, Tianjin Key Laboratory of Animal and Plant Resistance,  

Tianjin Normal University, Tianjin, 300387) 

Abstract    Measure the expression of Cathepsin L gene (CsCPL) between organizations in Cyclina sinensis stimulated 

by Vibrio anguillarum and time-dependent expression in hemolymph with RT-PCR method. The results showed that, 

CsCPL gene expresses abundantly in hemolymph, liver, mantle, gills and adductor muscle and other tissues in C. sinensis, 

with the highest expression level in hemolymph. The expression of CsCPL in hemolymph appeared a large number of 

increasement in 6—24 hours after V. anguillarum stimulation, and at 6 hours reach to maximum which was very significant 

different (P<0.01) with the control group, indicating that CsCPL gene plays an important role in the immune response in C. 

sinensis. Experiments also carried on the CsCPL genetic prokaryotic expression, and got recombinant protein about 35 kDa 

molecular weight, which has an obvious bacteriostatic action after purification and renaturation. 

Key words    Cyclina sinensis;  cathepsin L;  Realtime PCR;  bacteriostatic test 


