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摘要:克隆得到缢蛏天然抗性相关巨噬蛋白2(Sc-Nramp2)基因的cDNA全长序列3681bp,该基因

的开放阅读框有1776bp,编码591个氨基酸,预测分子量为65.86kDa;其结构具有Slc11蛋白家族

的典型特征,包括有10个典型的跨膜结构和2个糖基化位点。Sc-Nramp2基因3'-UTR有2个类似

于脊椎动物 Nramp2中铁反应控制蛋白结合位点;同源性分析表明,Sc-Nramp2和太平洋牡蛎

Nramp2-like的同源性最高为71.6%。实时荧光定量PCR结果表明,Sc-Nramp2基因在闭壳肌、外
套膜、肝胰腺、斧足、水管和鳃6个组织中均有表达,其中肝胰腺中的表达量最高,其次是鳃,与其他组

织均有极显著性差异(P<0.01);注射副溶血弧菌后,肝胰腺中Sc-Nramp2基因的表达量较对照组显

著上调(P<0.01),且表达量呈现先上升后下降的趋势,在12h时达到最大表达量,推测Sc-Nramp2
基因参与了缢蛏非特异性免疫应答反应。
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1 引言

天然抗性相关巨噬蛋白(naturalresistanceasso-
ciatedmacrophageprotein,Nramp)也称溶质转运蛋

白家族11(solutecarrierfamily11,SLC11),是一类古

老的膜整合转运蛋白,含有10~12个典型的跨膜区、

1个胞质内转运蛋白特征结构域和1~2个糖基化的

胞质外环状结构,在各物种间保持高度保守性[1]。该

家族包括Nramp1和Nramp2[2],Nramp1主要特异性

表达于巨噬细胞和组织网状内皮系统[3],Nramp2则

广泛表达于大多数组织和细胞[4]。Nramp蛋白对生

物体内细胞的病原体可以起到抵抗的作用,主要是通

过阳离子运输功能减少巨噬细胞内金属离子的浓度,
抑制胞内病菌对金属离子的利用,调节巨噬细胞的抗

菌活性[5]。研究发现,人Nramp1基因多态性与多种

自身免疫性疾病和由病毒、细菌、寄生虫等引起的传

染性疾病相关[6]。小鼠Nramp1在抵抗牛分枝杆菌

(Mycobacteriumbovis)、沙门氏菌(Salmonella)的感

染起 着 重 要 的 调 控 作 用 [7—8],单 个 密 码 子 突 变

(Gly169→Asp)可导致基因功能的丧失[9]。迄今为



止,已在人[10]、鼠[1]、猪[11]等哺乳动物中克隆得到

Nramp基因cDNA全长。在鱼类中,已得到了虹鳟

(Oncorhynchus mykiss)[12]、大 菱 鲆(Scophthalmus
maximus)[13]、鲈鱼(Lateolabraxjaponicus)[14]、真鲷

(Pagrosomus major)[15]、草 鱼 (Ctenopharyngodon
idellus)[16]和斑马鱼(Daniorerio)[17]等Nramp基因

全长,并分析了基因的序列特征。然而,关于Nramp
基因的研究主要集中在哺乳动物和鱼类,在贝类中仅

见太平洋牡蛎(Crassostreagigas)Nramp2-like 在

NCBI上有序列信息。
缢蛏(Sinonovaculaconstricta)是我国重要海水

养殖贝类之一,肉质鲜美,营养丰富,深受消费者喜

爱,在浙江、福建、广东沿海一带有着悠久的养殖历

史。近年来,由细菌性疾病造成的缢蛏病害时有发

生,其中又以弧菌为主要致病菌[18]。贝类对病原的

防御与脊椎动物不同,体内不存在特异性免疫淋巴细

胞和相应抗体,是通过巨噬细胞和多种非免疫球蛋白

介导的非特异性免疫杀灭进入体内的病原[19]。目前

在缢蛏中已有热休克蛋白ScHsc70[20]、小分子热休克

蛋白 Sc-sHSP[21]、肌 动 蛋 白β-ACTIN1
[22]、铁 蛋

白[23]和组织蛋白酶B[24]等免疫相关基因的报道。本

研究对Sc-Nramp2基因的序列特征、组织表达和副

溶血弧菌感染后的表达进行分析,以期为深入研究其

在缢蛏免疫过程中的作用机理奠定基础。

2 材料与方法

2.1 实验材料

实验用缢蛏材料于2015年10月取自宁波市海

洋与渔业研究院科技创新基地。取健康的缢蛏成贝

经活体解剖,迅速取其闭壳肌、外套膜、肝胰腺、足、水
管和鳃6个组织,用液氮速冻后分别放入冻存管中,
并保存于-80℃冰箱中备用。

2.2 攻毒实验

取200颗缢蛏暂养于海水中,水温(18±1)℃,盐
度为25,定时投喂扁藻、金藻,持续充气,每日换水一

次,暂养一周后进行攻毒实验。
将实验室保存的副溶血弧菌(VibrioParahaemo-

lyticus)活化后,扩大培养,用PBS将菌液浓度稀释到

OD600=0.4。将缢蛏随机分组,每组100颗。在实

验组每颗缢蛏斧足注射50μL副溶血弧菌菌液,对照

组每颗注射50μLPBS,注射后放回海水中。分别于

注射后0h、2h、4h、6h、12h、24h、48h、72h取样肝

胰腺用液氮速冻,于-80℃冰箱中保存。

2.3 Sc-Nramp2基因cDNA全长的克隆

采用Trizol法提取缢蛏肝胰腺样品RNA,用1%
琼脂糖电泳检测其完整性,NanoVue微量紫外分光光

度计检测浓度和纯度。利用SMARTRACE试剂盒

(Clontech)以总RNA为模板合成cDNA。从缢蛏转

录组文库的注释信息中,检索到Sc-Nramp2基因的

EST片段,以此分别设计3'RACE和5'RACE特异性

引物N-1和N-2(表1),用Advantage2Polymerase试

剂盒(Clontech)根据试剂盒说明书要求扩增Sc-
Nramp2的cDNA全长。PCR产物经1.0%琼脂糖

凝胶电泳检测,胶回收试剂盒(TIANGEN)割胶纯化。
纯化后的产物与T1(TransGen)载体连接,转化到大

肠杆菌DH5α(TaKaRa)中进行克隆,挑取出阳性克

隆送往Invitrogen公司测序。

表1 实验所用的引物及序列

Tab.1 Primersandtheirsequencesusedinexperiment

引物 序列(5'→3') 引物信息

N-1 TTTCTAACTCCAGTCACGGC 3'RACE扩增

N-2 AAGCCCGTCCTAAGTCCGA 5'RACE扩增

Real-N-F TGTAGCAATGAGATTCCAAGG 荧光定量基因引物

Real-N-R CATCGTGTTGGGTATCATTTAG 荧光定量基因引物

18s-F CTTTCAAATGTCTGCCCTATCAACT 内参基因荧光定量引物

18s-R TCCCGTATTGTTATTTTTCGTCACT 内参基因荧光定量引物

2.4 Sc-Nramp2基因的序列及进化分析

用DNAMAN7软件对测序结果序列进行拼接,
得到Sc-Nramp2基因的cDNA全长序列并搜索开放

阅读框,推测出其编码的氨基酸序列;用NCBIblast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)搜索同源

序列和功能域;用序列处理在线工具包(http://
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www.bio-soft.net/sms/index.html)预测翻译蛋白质的

理化性质;用NetNGlyc1.0Server(http://www.cbs.
dtu.dk/services/NetNGlyc/)预测糖基化位点;用Ex-
PASyProtScale(http://web.Expasy.org/protscale/)
软件分析蛋白质疏水性;用SignalP4.1Serve(http:
//www.cbs.dtu.dk/services/SignalP)预测蛋白质的信

号肽;用 DAS(http://www.sbc.su.se/~miklos/

DAS/)软件预测蛋白质的跨膜区;用SwissModel(ht-
tp://swissmodel.Expasy.org/workspace/)软件预测

蛋白质三级结构。

2.5 Sc-Nramp2基因在不同组织中的差异表达分析

利用Trizol(Invitrogen)法提取6个组织(闭壳

肌、外 套 膜、肝 胰 腺、斧 足、水 管 和 鳃,n=3)的
RNA,按照Promega反转录试剂盒说明书进行反转

录获得cDNA第一链,用作荧光定量PCR的模板。
根据已获得的Sc-Nramp2基因cDNA全长序列设

计Real-N-F和Real-N-R(表1)用为荧光定量引物,
以18SrRNA(表1)基因为内参进行相对定量。荧

光定 量 PCR 的 反 应 体 系 为20μL,包 含:SYBR
GreenMix(Bio-rad)10mL,cDNA模板0.8mL,上
下游特异性引物(10mmol/L)各1mL,以DEPC-
H2O补足。用 ABI7500fast荧光定量PCR仪进

行扩增,具体反应程序:95℃预变性20s;95℃变性

3s,60℃退火30s,共40个循环;95℃15s,60℃1
min,95℃15s,60℃15s,制成熔解曲线。每个组织

样品设3个平行,基因的相对 mRNA 水平采用

2-ΔΔCt进行计算,结果用平均值±标准差(mean±
SD)表示,采用SPSS16.0进行 ANOVA单因素方

差分析,P<0.05为差异显著,P<0.01为差异极

显著。

3 结果

3.1 Sc-Nramp2基因cDNA全长序列分析

经RACE克隆得到 Sc-Nramp2基因cDNA
序 列 全 长 3 681 bp (GenBank 登 录 号:

KX197930.1),开放阅读框(OpenReadingFrame,

ORF)有1776bp,编码591个氨基酸,5'末端非翻

译区(UntranslatedRegions,5'-UTR)长91bp,3'-
UTR为1817bp,包含一个终止密码子TAG、加尾

信号和32bp的polyA尾巴。另外,在3'-UTR发

现了2个铁反应控制蛋白结合位点(Iron-respon-
sive regulatory-protein-binding site, IRE )
(CNNNNNCAGTG)的特征序列(图1)。

3.2 Sc-Nramp2基因的功能域、结构域与高级结构

预测

Sc-Nramp2基因共编码591个氨基酸,推导出

蛋白质分子量为65.86kDa,理论等电点pI=4.93。

ExPASyProtscale软件预测显示,该蛋白质在氨基酸

组成上,非极性氨基酸所占比例较高,表现为疏水性;

SignalP软件预测该蛋白没有明显的信号肽;DAS软

件预测该蛋白有10个明显的跨膜区域。NCBIBlastx
预测该蛋白的功能域结果显示,Sc-Nramp2基因有1
个较为保守的结构域,利用NetNGlyc1.0Server软

件分析得到2个N-糖基化位点,分别在4-7aa,557-
560aa。Swissmodel软件预测得到的Sc-Nramp2蛋

白的二级结构包含291个氢键、19个α-螺旋和28
个转角(图2)。

3.3 Sc-Nramp2基因氨基酸序列同源性及系统进化

树分析

利用MAGE6.0软件将Sc-Nramp2的氨基酸序

列同其他物种Nramp1和Nramp2的氨基酸序列进行

比对及用NJ法构建系统进化树(图3)。氨基酸序列

比对表明,Sc-Nramp2与太平洋牡蛎 Nramp2-like
(Crassostreagigas,NP_001292237.1)、章鱼 Nramp
2-like(Octopusbimaculoides,XP014772339.1)、光棘

球海胆 Nramp1(Strongylocentrotuspurpuratus,XP
003728002.1)等软体动物的同源性为57%~71.6%,
与鱼类的同源性在53.4%~54.5%之间,与鸟类的同

源性 为52.2%~53.5%,与 两 栖 类 的 同 源 性 为

53.9%~54.9%,与哺乳类Nramp1的同源性(52.7%
~53.2%)要低于哺乳类 Nramp2的同源性(55.6%
~56.1%)。从进化树中可以看出,鱼类聚为一支,再
与哺乳类Nramp2聚为一大支,而高等脊椎动物中鸟

类、两栖类与哺乳类Nramp1聚为一大支,推测其具

有类似的功能。

3.4 Sc-Nramp2基因在6个组织中的表达差异分析

利用实时荧光定量PCR检测Sc-Nramp2基因

在6个组织中的相对表达量,结果显示,在6个组织

中均有表达,其中肝胰腺的表达量最高,其次是鳃,与
其他组织有显著性差异(图4)。

3.5 Sc-Nramp2基因在副溶血弧菌刺激后的表达特

征分析

缢蛏在被副溶血弧菌侵染刺激后,不同时间取其

肝胰腺组织,检测在刺激后的Sc-Nramp2基因的表

达情况。如图5所示,实验组的表达量在刺激后4h
有明显上升并持续上升到12h,在12h时的表达量
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达到最大值,约为对照组的12.7倍,与对照组和空白

组均呈显著性差异(P<0.01)。表达量在12h后开

始下降,48h和72h后的表达量变化不大。

图1 Sc-Nramp2基因全长cDNA序列及其氨基酸序列推测

Fig.1 ThenucleotideanddeducedaminoacidsequenceoftheSc-Nramp2gene
加框部分分别代表起始密码子、终止密码子和加尾信号,*代表蛋白翻译结束,单下划线代表跨膜区,分别标注为TM1~10,

阴影加粗的是2个N-糖基化位点,位于3'-UTR的2个IRE位点用阴影和下划线标出,polyA尾巴用双下划线标出

Thelettersboxesarethestartcodon,thestopcodonandthepolyadenylationsignalsequence,the*representstheendoftheprotein

translation,thetransmembraneregions(TM)areunderlinedwithsinglelinesandnumbered1-10,theN-glycosylationsitesaremarked

withshadedandbold,theIREsiteslocatedin3'UTRareunderlinedandshaded,andthedoubleunderlinedpartispolyA
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图2 Sc-Nramp2蛋白的二级结构预测图

Fig.2 ThepredictionofSc-Nramp2proteinsecondarystructure
红色为α-螺旋,蓝色为转角

Theredrepresentsthealpha-helix,bluerepresentstheturn

图3 用 MAGE6.0软件NJ法构建的缢蛏与其他物种Nramp1和Nramp2系统进化树

Fig.3 Neighbor-joingphylogenetictreeofNrampbetweenS.constrzctaandotherspeciesusingMEGA6.0software

4 讨论

本研究克隆得到的Sc-Nramp2基因的全长cD-
NA,与已报道的其他动物Nramp氨基酸序列比对分

析,Sc-Nramp2与其他动物的Nramp2较为相似,包
含10个明显的跨膜区域,1个较为保守的结构域和2
个N-糖基化位点,这些特征与小鼠[4]、人[25]、草
鱼[13]和虹鳟[9]等大致相似。另外,在Sc-Nramp2的
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3'-UTR发现了2个IRE位点。有研究表明,5'UTR
和3'UTR端IRE位点与细胞中铁的代谢密切相

关[26],在哺乳动物Nramp2的相关研究中,发现铁的

转运吸收与IRE位点紧密相关[27-28]。Saeij等[29]推

测,在鲤Nramp中的IRE可能通过与铁调控蛋白结

合来调节 Nramp的 mRNA水平,当铁调控蛋白与

Nramp5'-UTR端的IRE位点结合时可以阻止RNA
的翻译,当与3'-UTR端的IRE位点结合时可以保护

RNA免受降解。至于贝类Nramp基因的IRE位点

是否与其在哺乳动物Nramp2中起着相同的作用还

需进一步研究。

图4 Sc-Nramp2基因在6个组织中的表达特征分析

Fig.4 ThedistributionofSc-Nramp2expressioninsix
tissuesofS.constrzcta

不同字母代表极显著差异(P<0.01)

Differentlettersindicatesanextremelysignificantdifference(P<0.01)

Nramp1基因在哺乳动物中呈现特异性表达,如人

的肝脏、肾脏和胰脏[30],牛的网状内皮中的巨噬细

胞[31],而Nramp2基因则在哺乳动物各组织中广泛表

达。本研究在缢蛏闭壳肌、外套膜、肝胰腺、斧足、水管

和鳃6个组织中均检测到Nramp2基因的表达但表达

量不同,其中,在肝胰腺中的表达量最高,鳃组织表达

量仅次于肝胰腺,而在水管、外套膜,在足和闭壳肌中

的表达量最低。Sc-Nramp2基因的这种组织表达形式

与哺乳类 Nramp2较为相似。此外,在草鱼[13]和鲈

鱼[11]中发现Nramp基因在脾脏和肾脏中的表达量最

高,而缢蛏中肝胰腺的Nramp2基因表达量最高,这与

肝胰脏是大多数动物的重要解毒器官有关。关于缢蛏

免疫相关基因与病菌感染之间的关系已有一些研究,
金凯等[32]研究发现缢蛏丝氨酸蛋白酶基因ScSp 在被

鳗弧菌(Vibrioanguillarum)诱导感染后4h和8h,在
肝胰腺中的表达量显著上调;冯冰冰[20]研究发现缢蛏

在被副溶血弧菌和鳗弧菌感染后,缢蛏热休克蛋白70

图5 副溶血弧菌感染后,Sc-Nramp2在肝胰腺中的表

达量变化

Fig.5 ExpressioncharacteristicanalysisofSc-Nramp2in
hepatopancreasbyV.Parahaemolyticus

**表示该时间点基因表达量与0h相比差异极显著(P<

0.01),##表示相同时间点实验组与PBS对照组基因表达量差

异极显著(P<0.01)

The“**”indicatesanextremelysignificantdifference(P<0.01)

fromtheblankgroup;the“##”indicatesthattheexperimental

groupisextremelydifferentfromthecontrolgroup(P<0.01)

(ScHsc70)、小热休克蛋白(Sc-sHSP)和铁蛋白基因

(ScFERs)在肝胰腺组织的表达量都显著高于其他组

织且呈现上调趋势,这与肝胰腺是大多数动物的一个

具有解毒功效的重要组织有关。本研究中的缢蛏6个

组织表达情况也表明了Sc-Nramp2具有组织特异性

表达模式,与上述研究有相似之处,表明肝胰腺是缢蛏

合成免疫相关蛋白的重要组织。
对缢蛏进行副溶血弧菌感染实验后研究发现,实

验组缢蛏肝胰腺Sc-Nramp2表达量相较于PBS对

照组有明显的上调,在12h达到最大值,是PBS对照

组的12.7倍左右,随着时间的推移Nramp2表达量

逐渐下降接近正常值,这与半滑舌鳎(Cynoglossus
semilaevis)[33]、尼 罗 罗 非 鱼 (Oreochromisnilotic-
us)[34]、草鱼[13]的研究结果相似。由此推测,起始由

于副溶血弧菌的感染诱导了缢蛏细胞内免疫相关基

因的表达量上升,随后由于细胞病变效应且细胞生长

受到了限制等,致使基因表达量下降,在小鼠中也报

道过类似的现象[35]。这些结果表明,Sc-Nramp2基

因参与了缢蛏的先天性免疫应答,与被感染后机体的

免疫反应密切相关。缢蛏等贝类属于低等动物,在遭

受外界病菌感染时,依靠先天免疫合成蛋白,而肝胰

腺则是缢蛏重要的免疫器官,在对抗病菌入侵时发挥

防御作用。至于Sc-Nramp2与副溶血弧菌感染之间

的相互作用机理,及其在免疫系统中扮演的具体角

色,还需开展大量深入研究。
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5 结论

本研究首次克隆得到缢蛏Sc-Nramp2基因全长

cDNA 序 列,同 源 性 分 析 表 明 和 太 平 洋 牡 蛎

Nramp2-like基因的相似度最高。Sc-Nramp2基因

在缢蛏6个组织中都有表达,且在肝胰腺中的表达量

最高;经副溶血弧菌侵染后,Sc-Nramp2基因在肝胰

腺中表达量上升,表明该基因在肝胰腺中参与了缢蛏

的天然免疫过程。研究结果为进一步研究缢蛏Sc-
Nramp2基因的功能和作用机制奠定了基础。
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Cloningofnaturalresistanceassociatedmacrophageprotein2(Sc-Nramp2)
genefromsinonovaculaconstrictaandtheexpressionanalysis

undervibrioparahaemolyticusstimulation
LinDehai1,LiuChenshan1,DongYinghui1,HeLin1,LinZhihua1

(1.KeyLaboratoryofAquaticGermplasmResourceofZhejiang,ZhejiangWanliUniversity,Ningbo315100,China)

Abstract:ThecDNAsequenceofnaturalresistanceassociatedmacrophageproteininSinonovaculaconstricta(Sc-
Nramp2)wasclonedbySMARTRACEtechniques.TheORFofcDNAsequence,codingforaproteinofaminoacids,

was1773bpandthemolecularweightwasdeducedfor65.86kDa.Sc-Nramp2proteinhasthetypicalstructuralfeatures
withSolutecarrierfamily11member,with10typicaltransmembranedomainsand2glycosylationsite.In3'-UTR,Sc-
Nramp2wasthepresenceoftwoIREwhichwassimilartothevertebrateNramp2.Homologyanalysisindicatedthatthe
identityofNrampwithCrassostreagigaswas71.6%.Real-timequantitativeRT-PCRanalysisindicatedthatthemRNA
wasexpressedinallthesixtissues,includingadductormuscle,mantle,hepatopancreas,foot,waterpipeandgill.Nramp
wasexpressedwiththehighestexpressionlevelinthehepatopancreas,thenthegill,whichhadextremelysignificant
differencesfromothertissues(P<0.01).TheexpressionofNrampinthehepatopancreasinjectedwithV.Parahaemolyti-
cusincreasedsignificantly(P<0.01).Itrosetomaximumexpressionatthe12thhourandreturnedtotheinitiallevel.
TheseresultsindicatedthatSc-Nramp2isinvolvedininnateimmunityofthisspecies.
Keywords:Sinonovaculaconstricta;Sc-Nramp2;genecloning;VibrioParahaemolyticus;geneexpression
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