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单环刺
!

泛素基因的克隆及表达

张立涛　崔　巍　陈　茜　毕愿坤
（济宁医学院生物科学学院，日照２７６８２６）

　　摘　要　目的　以单环刺
!

为研究对象，克隆其泛素基因并分析其器官表达规律，为其功能的进一步研究

提供理论依据。方法　采用ＢＬＡＳＴ方法在单环刺
!

转录组中获得泛素基因序列，设计引物扩增其开放阅读框

（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）并经测序对其进行验证，随后对序列进行多序列比对和进化分析，进一步确定序列的
准确性，最后采用ｑＲＴＰＣＲ方法对泛素基因在单环刺

!

各器官的表达规律进行分析。结果　克隆获得单环刺
!

泛素基因，其ＯＲＦ为２３４ｂｐ，编码７６个氨基酸，氨基酸序列与其他物种的泛素极其相似。单环刺
!

泛素基因

在体腔液中表达量最低，在后肠和中肠的表达量是体腔液表达量的２．３９倍和２．７８倍，体壁的表达量是体腔液
表达量的３．４６倍，而肛门囊表达量达到体腔液表达量的４．５５倍。结论　本研究成功克隆获得单环刺

!

泛素基

因，其在单环刺
!

各器官的表达规律：体腔液＜肠道＜体壁＜肛门囊。
关键词　单环刺

!

；泛素；表达规律
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　　在体内维持蛋白质稳态平衡对于生物体来说
至关重要，而该平衡的维持主要依靠泛素蛋白质酶

系统［１］以及自噬内溶酶体系统［２］。在泛素蛋白酶

系统中，泛素通过泛素激活酶、结合酶和连接酶的

作用结合到蛋白质底物上，作为蛋白降解的标志被

２８Ｓ蛋白酶复合体所识别启动蛋白质的降解［１］。

除了参与蛋白降解外，泛素化修饰也是生物体蛋白

质翻译后修饰的一种重要形式，几乎在所有功能细

胞内部发挥着重要的作用，这些作用包括蛋白质降

解，ＤＮＡ损伤反应，应激和细胞内信号转导等［３］。

泛素最初是从牛胸腺中分离出来，随后发现泛

素高度保守，普遍存在于从原生动物到脊椎动物的

活细胞中，由分子量为８．４～８．５ｋＤａ的７４～７６个

·６９３·



济宁医学院学报２０１８年１２月第４１卷第６期　ＪＪｉｎｉｎｇＭｅｄＵｎｉｖ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１８，Ｖｏｌ４１，Ｎｏ．６

氨基酸残基组成［４］。泛素研究主要集中于高等动

植物体内，但是对于海洋无脊椎动物的研究较少，

目前仅在拟穴青蟹［５］、太平洋牡蛎［６］等物种中有

所报道。单环刺
!

属于
!

虫动物门，
!

纲，无管
!

目，刺
!

属，是居住在潮间带和潮下带 Ｕ型洞穴的
海洋无脊椎生物，也是无管

!

目在我国存在的唯一

物种［７］。本文以单环刺
!

为研究对象，克隆单环

刺
!

泛素基因，分析其结构特征及其器官分布规

律，为单环刺
!

泛素基因功能的进一步研究提供理

论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　动物　单环刺

!

购买于山东省日照市石臼

水产市场，产地为烟台近海潮间带，于实验室内通

气人工海水（１８℃、ｐＨ７．８和盐度 ２６）不投饵暂
养。

１．１．２　取样　暂养３天后，挑取６只个体对体壁、
肛门囊、中肠、后肠和体腔液进行取样，液氮冻存，

－８０℃长期保存。
１．１．３　仪器及试剂　试剂主要为 Ｔｒｉｚｏｌ（上海生
工）、乙醇（国药集团）、氯仿（国药集团）、异丙醇

（国药集团）、琼脂糖（上海生工）、ＧｏｌｄｅｎＶｉｅｗ（Ｓｏ
ｌａｒｂｉｏ）、ｃＤＮＡ反转录试剂盒ＰｒｉｍｅｓｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔ
ＫｉｔＷｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（Ｔａｋａｒａ）和荧光定量试剂盒
ＴＢＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ（Ｔａｋａｒａ），引物由上海生工
公司合成。

仪器主要为ＰＣＲ仪（ＢｉｏｒａｄＳ１００）、电泳仪（北
京六一）、凝胶成像（ＢｉｏｒａｄＧｅｌＤｏｃＸＲ）和荧光定
量ＰＣＲ仪（ＢｉｏｒａｄＣＦＸＣｏｎｎｅｃｔ）。
１．２　方法
１．２．１　ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ合成　采用Ｔｒｉｚｏｌ法提
取单环刺

!

器官ｍＲＮＡ，将０．１ｇ组织加入１ｍｌＴｒ
ｉｚｏｌ溶液中，电动匀浆器匀浆，根据 Ｔｒｉｚｏｌ说明书的
步骤提取 ＲＮＡ，１．２％琼脂糖凝胶电泳检测质量。
随后根据Ｔａｋａｒａ反转录试剂盒ＰｒｉｍｅｓｃｒｉｐｔＲＴＲｅａ
ｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（Ｔａｋａｒａ）说明书的流程反
转录ＲＮＡ，获得ｃＤＮＡ。
１．２．２　单环刺

!

泛素基因的克隆及分析　利用太
平洋牡蛎泛素基因（注册号：ＪＱ０３０８８８）在单环刺
!

转录组（注册号：ＳＲＡ１２２３２３）中进行 ＢＬＡＳＴ搜
索，获得单环刺

!

泛素的相似序列，随后利用开放

阅读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）ｆｉｎｄｅｒ确定序列

的ＯＲＦ，设计ＯＲＦ验证引物（表１）进行ＰＣＲ，模板
１μｌ，２ ×ＰＣＲＭｉｘ５μｌ（上海生工），正向引物
（２μＭ）４μｌ，反向引物（２μＭ）４μｌ，水６μｌ，总体积为
２０μｌ。混匀离心后，行 ＰＣＲ扩增，９６℃预变性 １０
ｍｉｎ；９６℃３０ｓ，４５℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３５个循
环；７２℃延伸 ５ｍｉｎ。随后对 ＰＣＲ产物测序验证。
确定后利用ＮＣＢＩ查找其他物种泛素基因序列，利
用ＣＬＵＳＴＡＬＸ２对其进行多序列比对，获得其保守
序列；利用ＭＥＧＡ７软件采用邻位相连法对其进行
进化分析。

１．２．３　单环刺
!

泛素基因表达分析　利用 ｑＲＴ
ＰＣＲ对单环刺

!

泛素基因在各个器官中的表达分

布规律进行分析。将反转录的ｃＤＮＡ模板利用 ＴＢ
ＧｒｅｅｎＴＭＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ试剂盒（Ｔａｋａｒａ）行在进行
ｑＲＴＰＣＲ检测，２×ＴＢＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ１０μｌ、
正、反向引物（２ｍＭ）各４μｌ，模板２μｌ。反应程序为
９５℃预变性 １０ｍｉｎ；９５℃变性 １５ｓ，６０℃退火延伸
１ｍｉｎ，４０个循环；随后进行溶解曲线反应验证产物
扩增的特异性。βａｃｔｉｎ作为内参基因，２ΔΔＣｔ方法
来确定目的基因的相对表达。引物见表１。

表１　ＰＣＲ引物序列

引物 序列 作用

ＵｂＯＲＦＦ ５’ＧＡＡＴＴＣＡＴＧＣＡＧＡＴＣＴＴＴＧＴＣＡＡＧ３’ ＯＲＦ验证
ＵｂＯＲＦＲ ５’ＡＡＧＣＴＴＴＴＡＣＡＧＡＣＣＡＣＣＴＣＧ３’
ＵｂＦ ５’ＣＡＡＧＡＣＣＣＴＧＡＣＴＧＧＣＡＡＧＡ３’ 荧光定量ＰＣＲ
ＵｂＲ ５’ＴＧＴＴＧＴＡＧＴＣＧＣＴＣＡＡＴＧＴＧＣ３’
βａｃｔｉｎＦ ５’ＣＡＣＡＣＴＧＴＣＣＣＣＡＴＣＴＡＣＧＡＧＧ３’ 荧光定量ＰＣＲ
βａｃｔｉｎＲ ５’ＧＴＣＡＣＧＧＡＣＧＡＴＴＡＣＡＣＧＣＴＣ３’ 内参

１．３　统计学方法
所有数据均以 珋ｘ±ｓ表示，利用 ＳＰＳＳ１８．０统

计分析软件进行数据分析。

２　结果

２．１　单环刺
!

泛素基因的克隆

利用已知的与单环刺
!

在进化上关系最近的

太平洋牡蛎泛素基因在单环刺
!

转录组中进行

ＢＬＡＳＴ获得单环刺
!

泛素序列，全长５００ｂｐ，利用
ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ发现其ＯＲＦ在３７～２７０位点，长度２３４
ｂｐ，利用设计的ＯＲＦ引物（表１）行ＰＣＲ验证，其电
泳结果如图１所示，ＰＣＲ后获得单一条带，大小在
２５０ｂｐ左右，与预测大小基本一致，测序公司测序
确定结果与转录组结果一致。

其序列特征如图 ２所示，序列全长 ５００ｂｐ，
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ＯＲＦ长度 ２３４ｂｐ，编码 ７６个氨基酸，分子式
Ｃ３８２Ｈ６３８Ｎ１０６Ｏ１１９Ｓ１，含有１２４６个原子，相对分
子质量为８６５１．９７，等电点是６．５６。

图１　单环刺
!

泛素ＯＲＦ验证

２．２　单环刺
!

泛素基因序列保守性及进化分析

利用多序列比对分析发现，单环刺
!

的泛素基

因序列与其他物种的泛素基因具有高度的一致性，

仅仅只有Ｃ端的一个氨基酸序列不同（图３）。根
据其多序列比对结果利用 ＭＥＧＡ７．０构建进化树，
单环刺

!

与无脊椎动物聚为一枝，再与高等脊椎动

物聚为一枝，与进化关系基本保持一致。见图４。

图２　单环刺
!

泛素基因及其推导的氨基酸序列

图３　泛素序列比对分析图

图４　泛素进化分析

２．３　单环刺
!

泛素基因在各器官中表达特征

分析单环刺
!

泛素基因在单环刺
!

各个器官

中的表达规律，体腔液中表达量最低，其次是肠道，

后肠的表达量是体腔液的 ２．３９倍，中肠是 ２．７８
倍，然后是体壁，表达量是体腔液表达量的 ３．４６
倍，而肛门囊表达量最高，达到体腔液表达量的

４５５倍。除体腔液外，其他器官中泛素基因的相
对表达量无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。见图５。

注：与体腔液泛素基因ｍＲＮＡ相比，Ｐ＜０．０５。

图５　单环刺
!

泛素基因在单环刺
!

各器官

分布规律（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）

·８９３·
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３　讨论

泛素蛋白质酶系统一直是生物科学的研究热

点之一，泛素蛋白与目标蛋白的共价结合介导蛋白

的选择性降解是泛素参与的经典途径，这一途径广

泛存在于真核生物中［８］。因此，为了维持功能的

稳定，泛素基因序列从高等无脊椎动物到低等的真

菌具有高度的保守性，例如人和酵母的泛素基因仅

有３个氨基酸残基的差别［９］。本研究克隆得到的

单环刺
!

泛素基因蛋白质序列与其他物种的序列

也具有极高的保守性，仅仅在 Ｃ端存在着一个氨
基酸的不同，这些结果进一步说明泛素基因在生物

进化过程中具有相同的祖先，而且进化过程中为了

维持功能的稳定，序列几乎不发生变异，从另外角

度也证明了其功能的重要性。

单环刺
!

泛素基因在各器官中广泛存在，而且

除体腔液外在其他器官中的表达量无统计学差异，

这一结果恰好与泛素基因的名字在各组织中广泛

存在相对应，这也与拟穴青蟹中泛素在各器官中的

分布规律一致［５］。但是泛素基因在精卵发生过程

中发挥着重要作用，其表达量会出现显著性的变

化，例如在小鼠精原细胞中含量很低，精母细胞含

量开始升高，到达精子表达量最高［１０］。对于单环

刺
!

来说，其体腔液中会存在大量生殖细胞［１１１２］，

这会导致泛素基因的相对表达量改变。此外，泛素

参与的非经典途径参与多种生理生化反应，在低等

的海洋无脊椎动物中，泛素具有抗菌的特性［６］，单

环刺
!

泛素的功能需要进一步的研究。
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