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摘　要：磷脂酶Ｃ（ＰｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅＣ，ＰＬＣ）是一类与膜蛋白相关的酶，在信号转导途径中起作用。栖息于潮间
带的瘤背石磺（Ｏｎｃｈｉｄｉｕｍｒｅｅｖｅｓｉｉ）能够感知当地的潮汐规律，为了探究瘤背石磺中磷脂酶 Ｃ在潮汐感知中的
作用和分子机制，本实验以瘤背石磺神经环为实验材料，利用ＲＡＣＥＰＣＲ技术得到了其ｃＤＮＡ全长，并进行生
物信息学分析和实时荧光定量ＰＣＲ实验。结果显示，瘤背石磺ＰＬＣ基因的ｃＤＮＡ全长为２５７８ｂｐ，开放阅读
框１８８１ｂｐ，５′非编码区３３７ｂｐ，３′非编码区３４０ｂｐ，并且在末端存在 ＡＡＴＡＡＡ加尾信号，共编码６２７个氨基
酸；氨基酸序列比对结果显示，瘤背石磺ＰＬＣ氨基酸序列与福寿螺的磷脂酶Ｃ样蛋白２氨基酸序列匹配度最
高，与传统形态学的分类相吻合。在实验室内模拟潮汐产生的音波来刺激瘤背石磺，使用实时荧光定量 ＰＣＲ
检测 ＯｒＰＬＣ基因在瘤背石磺神经环中的表达，结果显示：ＯｒＰＬＣ在刺激声波频率为４０Ｈｚ和７０Ｈｚ的时候表
达量基本稳定；声波频率为 １６０Ｈｚ和３１０Ｈｚ时表达量较低；在声波频率为２２０Ｈｚ和 ２８０Ｈｚ时，处于高表达
的状态，说明该基因在瘤背石磺的低频感知中发挥重要作用。该实验为进一步了解瘤背石磺潮汐感知功能研

究奠定了理论支撑。
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　　瘤背石磺（Ｏｎｃｈｉｄｉｕｍｒｅｅｖｅｓｉｉ）隶属于软体动
物门（Ｍｏｌｌｕｓｃａ）腹足纲（Ｇａｓｔｒｏｐｏｄａ）肺螺亚纲
（Ｐｕｌｍｏｎａｔａ）柄眼目（Ｓｔｙｌｏｍｍａｔｏｐｈｏｒａ）石磺科
（Ｏｎｃｈｉｄｉｉｄａｅ）［１］，在中国主要分布在江苏、上海、
浙江等沿海地区［２］。相对于加州海兔（Ａｐｌｙｓｉａ
ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ），瘤背石磺在我国更加容易获得，并且
其中枢神经结构简单，容易分离，是进行神经功

能研究的良好素材［３］。

生活在潮间带的生物，由于潮水的涨落，往

往会形成特有的潮汐节律，如帽贝（Ｐａｔｅｌｌａ
ｃａｅｒｕｌｅａ）［４］ 和 红 树 林 蟋 蟀 （Ａｐｔｅｒｏｎｅｍｏｂｉｕｓ
ａｓａｈｉｎａｉ）［５］。同样生活在潮间带的瘤背石磺，能
够在涨潮前及时进入潮上带洞穴中或者爬至芦

苇枝上躲避海水，这种能够感知潮汐及时归穴的

行为早在１００多年前就已经被报道［６］，刘杰等［７］

报道了瘤背石磺其产卵规律趋势、产卵周期与潮

高相关。在实验室长期投饵暂养后的瘤背石磺

仍能记忆潮汛期，对潮汐有节律性，能记住当地

的潮汐规律，具有潮汐记忆和感知能力。

海洋环境产生的声音对海洋动物的行为、生

理等都有影响［８］。ＳＯＬ?等［９］发现水下的噪声会

破坏水母（Ｃｏｔｙｌｏｒｈｉｚａｔｕｂｅｒｃｕｌａｔａ和 Ｒｈｉｚｏｓｔｏｍａ
ｐｕｌｍｏ）的平衡囊结构，导致水母的听力产生损
伤，ＫＡＩＦＵ等［１０］发现章鱼（Ｏｃｔｏｐｕｓｏｃｅｌｌａｔｕｓ）利用
平衡囊感知水下声音，梁威等［１１］发现外界的声波

对瘤背石磺的钙调素蛋白和类钙调素蛋白表达

产生影响。瘤背石磺潜在的对外界声波的感知

功能可能是瘤背石磺进行潮汐感知的关键。

磷脂酶Ｃ（ＰｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅＣ，ＰＬＣ）是一类与膜
蛋白相关的酶，可在磷酸二酯键甘油侧选择性催

化磷脂酰肌醇４，５双磷酸酯（ＰＩＰ２）的水解，产生
二酰基甘油（ＤＡＧ）和肌醇１，４，５三磷酸（ＩＰ３）两
个第二信使，ＩＰ３与内质网外膜上的 Ｃａ２＋通道结
合后释放 Ｃａ２＋进入胞浆，胞浆内 Ｃａ２＋浓度增加
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使Ｃａ２＋与细胞内钙调蛋白（ＣＡＭ）结合，激活蛋
白激酶，促进蛋白质酶磷酸化，从而发挥信号转

导的功能［１２１４］。ＰＥＮＧ等［１５］发现人类噪声对缢

蛏（Ｓｉｎｏｎｏｖａｃｕｌａｃｏｎｓｔｒｉｃｔａ）Ｃａ２＋／Ｍｇ２＋ＡＴＰａｓｅ
的活性产生影响，从而导致其下潜行为产生变

化，ＷＯＮＧ等［１６］发现在小鼠的耳蜗毛细胞中

Ｃａ２＋对声音的传导和听觉的神经传递起作用。
在瘤背石磺中，钙调蛋白的相关基因已经有了报

道［１７１８］，而ＰＬＣ作为一种可以调控钙调蛋白的
酶，推测其在瘤背石磺的低频感知中可能起到作

用。

本实验通过瘤背石磺神经转录组，利用

ＲＡＣＥＰＣＲ技术获得瘤背石磺的 ＰＬＣ基因的
ｃＤＮＡ全长，利用荧光定量 ＰＣＲ技术检测不同频
率刺激对瘤背石磺 ＰＬＣ基因的表达情况，为今后
深入研究瘤背石磺潮汐感知功能奠定科学基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料与样品处理
瘤背石磺采集于上海市崇明岛滩涂区的芦

苇丛中，选择质量为（３０±２）ｇ、体长为（７．０±
０．５）ｃｍ的４００只瘤背石磺置于若干个塑料培养
箱暂养，塑料培养箱斜倾并放扁平砖块，在倾斜

的低端加水，模拟海边的环境，暂养期间每天晚

上投喂玉米粉并且清理粪便，如果有个体死亡及

时清除，保持塑料培养箱的低端有水，维持塑料

培养箱的土壤处于湿润的状态。

将暂养２周以上的瘤背石磺分别放置到声
波频率为０（对照组）、１０、４０、７０、１００、１３０、１６０、
１９０、２２０、２５０、２８０和３１０Ｈｚ的处理条件下，连续
刺激０、０．５、１、２、４、８、１２和２４ｈ后取样。
１．２　实验方法
１．２．１　瘤背石磺神经环总 ＲＮＡ的提取和 ｃＤＮＡ
的合成

每个处理选取 ３只瘤背石磺成体，取其神经
环，将剪取的神经环放置到一个冻存管中，并立

即放置到液氮中进行保存备用，或者立即进行

ＲＮＡ的提取。在超净工作台中使用 ＴａＫａＲａ公
司生产的 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂，按照说明书的标准

流程进行瘤背石磺神经环 ＲＮＡ的提取。实验过
程中，试剂与样品放置到冰盒上，确保提取 ＲＮＡ
的 完 整 性。使 用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ （Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）检测提取的总 ＲＮＡ浓度和核酸
吸收峰，使用１．２％的琼脂糖凝胶电泳检测提取
的 ＲＮＡ完整性。使用南京诺唯赞生物公司的
ＨｉＳｃｒｉｐｔⅡ Ｑ ＳｅｌｅｃｔＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ
（＋ｇＤＮＡｗｉｐｅｒ）产品试剂盒，以 ＲＮＡ模板量为
１０００ｎｇ的统一标准，按照该试剂盒说明书进行
操作，反转录成 ｃＤＮＡ。
１．２．２　瘤背石磺ＯｒＰＬＣ基因的全长转录本克隆
与生物信息学分析

在瘤背石磺神经环 ＰａｃＢｉｏ转录组数据中，筛
选出 ＰＬＣ基因的转录本（ｃｂ１６１５６＿ｃ７６７／ｆ３ｐ０／
２５７２），并将其在本转录本中的片段命名为
ＯｒＰＬＣ（ＧｅｎＢａｎｋ登 录 号 ＭＴ８６２７６０）。使 用
Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０工具软件设计特异性引物（表
１）验证本序列的准确性。ＰＣＲ反应体系为 ５０
μＬ：２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ２５μＬ（ＴａＫａＲａ，上海），
上下游引物各 １．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２０μＬ，ｃＤＮＡ２
μＬ。ＰＣＲ反应程序：９４℃ 预变性 ３ｍｉｎ；９４℃
３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃６０ｓ，３８个循环；７２℃延
伸 １０ｍｉｎ。

ＯｒＰＬＣ基因 ｃＤＮＡ全长５′端和３′端的克隆
采用 ＲＡＣＥ（ｒａｐｉｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ）技
术，按照 ＳＭＡＲＴＥＲ ＲＡＣＥ５′／３′ＫｉｔＵｓｅｒＭａｎｕａｌ
（ＴａＫａＲａ，Ｊａｐａｎ）进行，克隆过程中所用的引物见
表１。割胶回收试剂盒（天根生化科技北京有限
公司）回收目的条带，连接到 ｐＧＥＭＴｖｅｃｔｏｒ
（Ｐｒｏｍｅｇａ，美国），反应体系：ＰＣＲ反应产物 １
μＬ，Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２μＬ。１６℃孵育
后转化到感受态 ＤＨ５α大肠杆菌细胞（天根生化
科技北京有限公司）后，涂布于含有氨苄的选择

性培养基，３７℃培养１６～２４ｈ，ＬＢ平板蓝白斑筛
选阳性克隆，挑取出白斑菌落，进行菌液 ＰＣＲ反
应检测，随后挑取目的菌液送生工生物工程（上

海）有限公司测序。测序成功的序列利用

ＤＮＡｍａｎ软件进行拼接，获得 ＯｒＰＬＣ基因的
ｃＤＮＡ全长。

０３
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表１　基因片段验证及ＲＡＣＥＰＣＲ克隆中所用到的引物序列
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｅｄｉｎｇｅｎｅｆｒａｇｍｅｎｔｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄＲＡＣＥＰＣＲ

引物名

Ｐｒｉｍｅｒｓ
引物序列（５′３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′

#

３′）
引物用途

Ｕｓａｇｅ
扩增片段

Ｆｒａｇｍｅｎｔｓｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ
ＯｒＰＬＣ１Ｆ ＧＧＡＡＧＡＡＧＡＣＧＡＣＧＡＣＧＡＡ
ＯｒＰＬＣ１Ｒ ＡＡＡＧＧＣＧＴＴＣＴＣＧＴＴＧＡＴ

验证序列的准确性 １２９７

ＯｒＰＬＣ２Ｆ ＡＣＣＣＧＣＴＣＡＧＴＣＡＣＴＡＣＴＴＣ
ＯｒＰＬＣ２Ｒ ＡＡＴＴＣＣＣＧＴＴＧＧＡＴＧＣＴＧ

验证序列的准确性 １３０６

ＯｒＰＬＣ５′ｏｕｔｅｒ ＣＣＴＧＧＡＣＡＣＣＴＴＧＡＣＡＣＣＧＡＣ
ＯｒＰＬＣ５′ｉｎｎｅｒ ＡＧＧＡＣＡＧＧＧＣＡＴＡＡＡＴＧＧＧＡＴＴＧＣ

５′ＲＡＣＥ特异性引物
２０００
１９４６

ＯｒＰＬＣ３′ｏｕｔｅｒ ＡＧＧＡＣＣＴＧＴＧＧＡＡＣＴＧＴＧＧＣＴ
ＯｒＰＬＣ３′ｉｎｎｅｒ ＡＣＴＴＣＣＡＴＣＣＣＣＧＣＡＧＴＴＴＴ

３′ＲＡＣＥ特异性引物
１９７９
１５８７

　　将组装之后获得的 ＯｒＰＬＣ基因的 ｃＤＮＡ序
列，使用 ＮＣＢＩ在线工具 ｏｒｆＦｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ／）预测转录本基因的
开放阅读框；使用 ＳＭＡＲＴ在线分析网站（ｈｔｔｐ：／／
ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）预测转录本所翻译的
蛋白质功能结构域；使用 Ｐｈｙｒｅ２（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｓｂｇ．ｂｉｏ．ｉｃ．ａｃ．ｕｋ／ｐｈｙｒｅ／）预测所翻译氨基酸序
列的二级结构；使用 ＳｗｉｓｓＰｄｂＶｉｅｗｅｒ软件分析所
翻译的氨基酸序列的蛋白质三级结构；使用

ＤＮＡｍａｎ软件对氨基酸序列进行同源性序列比
对，ＭＥＧＡ６．０和 ＭｒＢａｙｅｓ软件构建系统发育进
化树。

１．２．３　ＯｒＰＬＣ基因的荧光定量
根据已获得的 ＯｒＰＬＣ的转录本序列在其

ＣＤＳ区域设计 ｑＲＴＰＣＲ特异性引物，依据转录
组数据，从中选择常作为内参基因的转录本。本

次实验所使用的内参基因为 １８ＳｒＲＮＡ［１９］。使用
诺唯赞生物公司的产品 ＣｈａｍＱＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲ
ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ对１．１节中的不同样本进行荧
光定量 ＰＣＲ检测，每个样品进行３次重复，使用
的定量检测仪器为 ＡＢＩＱ６荧光定量 ＰＣＲ仪
（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，美国）。ＰＣＲ的总反应体系采用
说明书推荐的 ２０μＬ体系：２×ＣｈａｍＱＵｎｉｖｅｒｓａｌ
ＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，上下游引物各０．４
μＬ，ｃＤＮＡ模板１．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７．７μＬ；按照说明
书推荐的流程条件进行检测，使用的引物序列如

表２所示。

表２　实时荧光定量ＰＣＲ实验所用的特异性引物
Ｔａｂ．２　ＳｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｑＲＴＰＣＲｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒｓ 引物序列（５′
#

３′）Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′
#

３′） 用途 Ｕｓａｇｅ

ＲＴＯｒＰＬＣＦ ＣＡＧＧＡＧＧＧＡＣＡＧＣＡＡＣＧＧＡＡ
ＲＴＯｒＰＬＣＲ ＧＴＧＧＣＣＡＣＴＴＧＣＡＴＣＡＧＣＴＣ

ＯｒＰＬＣ定量引物

ＲＴ１８ＳｒＲＮＡＦ ＣＧＧＣＴＡＣＣＡＣＡＴＣＣＡＡＧＧＡＡ
ＲＴ１８ＳｒＲＮＡＲ ＧＣＴＧＧＡＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴ

内参基因定量引物

１．３　数据处理与分析
对１．２．３节得到的数据采用相对定量算法

２ΔΔＣｔ法［２０］计算 ＯｒＰＬＣ基因的相对表达量；使用
ＳＰＳＳ１８．０进行单因素方差分析 （Ｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），采用 Ｔｕｒｋｙ法进行差异显著性分析，
Ｐ＜０．０５表示具有显著性差异；使用 Ｒｓｔｕｄｉｏ作
图。

２　结果

２．１　ＯｒＰＬＣ的序列分析
经过 ＤＮＡｍａｎ拼接后得到的 ＯｒＰＬＣ基因的

全长转录本序列长度为２５７８ｂｐ，其中ＯＲＦ框长
度为１８８１ｂｐ，共编码６２７个氨基酸，５′端有３３７
ｂｐ的 ＵＴＲ区，３′端有３４０ｂｐ的ＵＴＲ区，并且３′
末端存在 ＡＡＣＡＡ加尾信号（图１）。所编码的蛋
白质的相对分子量 ７１．４７３ｋｕ，理论等电点为
６．５２，氨基酸链中占比最高的氨基酸为丝氨酸
（Ｓｅｒ，９．４％）和亮氨酸（Ｌｅｕ，９．１％）。二级结构
预测结果显示，ＯｒＰＬＣ蛋白的二级结构以 α螺旋
为主，占比达到了整个氨基酸序列的３４％。在预
测结果中，ＯｒＰＬＣ氨基酸链中分别拥有磷脂酶 Ｃ
典型的 ＰＨ和 ＥＦｈａｎｄ结构域。三级结构预测显

１３
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单下划线部分为 ＰＨ超家族结构域，波浪线部分为 ＥＦｈａｎｄ结构域，方框内是加尾信号。

ＴｈｅｓｉｎｇｌｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄｐａｒｔｉｓｔｈｅＰＨｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙｄｏｍａｉｎ，ｔｈｅｗａｖｅｌｉｎｅｐａｒｔｉｓｔｈｅＥＦｈａｎｄｄｏｍａｉｎ，ａｎｄｔｈｅｓｑｕａｒｅｂｏｘｐａｒｔｉｓｔｈｅｔａｉｌｓｉｇｎａｌ．

图１　瘤背石磺 ＯｒＰＬＣ基因的ｃＤＮＡ序列及其编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ．１　ＯｒＰＬＣｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｉｔｓｅｎｃｏｄｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅ

２３
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示 ＯｒＰＬＣ蛋白的三维结构为左右对称中间带有
夹沟的构象（图２）；相邻两个 α螺旋的拐角位置
为 Ｃａ２＋结合位点（图２中的红色区域）。

红色区域预测为钙离子结合位置。

Ｒｅｄａｒｅａｉｓｐｒｅｄｉｃｔｅｄａｓｔｈｅｃａｌｃｉｕｍｉｏｎｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅ．

图２　瘤背石磺 ＯｒＰＬＣ蛋白的三级结构模型预测
Ｆｉｇ．２　Ｍｏｄｅｌｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｅｒｔｉａｒｙ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＯｒＰＬＣｐｒｏｔｅｉｎ

２．２　ＯｒＰＬＣ的同源性比较和系统进化树构建
ＯｒＰＬＣ基因翻译的氨基酸序列在 ＮＣＢＩ数据

库中进行 ＢＬＡＳＴ比对分析结果显示，其与福寿螺
（Ｐｏｍａｃｅａｃａｎａｌｉｃｕｌａｔａ）的磷脂酶 Ｃ样蛋白２的氨
基酸序列（ＸＰ＿０２５０８５６７４）匹配度最高，一致性达
到８８％，其次是美洲牡蛎（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａｖｉｒｇｉｎｉｃａ）的
磷脂酶 Ｃ样蛋白 ２的氨基酸序列 （ＸＰ＿
０２２３２９０９３）一致性为８６％，通过ＤＮＡｍａｎ对匹配
度较高的蛋白质序列的同源性比较见图３。根据
ＯｒＰＬＣ的氨基酸序列，选取了包括瘤背石磺在内
的１５个物种的１５条氨基酸序列，并选择人类的
磷脂酶 Ｃ氨基酸序列作为外类群，利用 ＭＥＧＡ
６．０和贝叶斯软件构建系统进化树（图４）；在进
化树形中，该蛋白对应的最近的亲缘关系物种为

加州海兔（Ａｐｌｙｓｉａｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ）。
２．３　ＯｒＰＬＣ基因在不同声波频率刺激下的表达
分析

瘤背石磺在不同声波刺激下的 ＯｒＰＬＣ基因
的荧光定量 ＰＣＲ分析结果如图５，通过和对照组
比较，从 ＯｒＰＬＣ的定量分析图可以发现：在刺激
声波频率为１０、１００、１６０和３１０Ｈｚ的时候，ＯｒＰＬＣ

基因的表达量较低；当刺激频率为４０、７０、１３０、
１９０和２５０Ｈｚ时，ＯｒＰＬＣ基因表达的水平较为稳
定；在声波频率为２２０Ｈｚ和２８０Ｈｚ时，ＯｒＰＬＣ基
因表达较高。

３　讨论
本次实验通过克隆技术得到了瘤背石磺神

经环组织的 ＯｒＰＬＣ基因的全长转录本序列，并对
序列进行了生物信息学分析。预测的二级结构

中，该基因所编码的氨基酸链大部分组装成为 α
螺旋结构，这为构成三维蛋白模型中与 Ｃａ２＋结合
的活性中心提供了结构基础，此外 ＯｒＰＬＣ氨基酸
链中存在 ＰＨ超家族和 ＥＦｈａｎｄ结构域区域，与
其他物种磷脂酶 Ｃ的结构研究相吻合［２１］。三维

结构模型预测发现 ＯｒＰＬＣ蛋白中存在着多个能
够结合 Ｃａ２＋的构象，这与其基于 Ｃａ２＋催化特性
是密不可分的［２２］。运用 ＯｒＰＬＣ氨基酸序列比对
构建系统进化树，结果显示瘤背石磺与加州海兔

（Ａ．ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ）聚为一支，与吴容宇等［２３］研究一

致，说明瘤背石磺 ＯｒＰＬＣ与软体动物门腹足纲贝
类的亲缘关系非常接近，与传统的形态学分类相

吻合，体现了 ＯｒＰＬＣ在进化上的保守性；ＯｒＰＬＣ
的进化关系的分析能为研究物种的进化提供参

考。

在不同声波频率刺激下 ＯｒＰＬＣ基因在瘤背
石磺神经环组织中的表达情况结果显示，ＯｒＰＬＣ
基因对不同声波频率刺激的反应有所差别，例如

在声波频率较低（４０Ｈｚ和７０Ｈｚ）时该基因在所
有取样时间有一个较为稳定的表达，而在用３１０
Ｈｚ的声波频率处理０．５ｈ以上时其表达受到抑
制，这种急剧性的变化可能是暴露于外界噪音时

间过长，导致其平衡囊受损，从而使其失去了对

外界声波感知能力。本次实验中，声波刺激频率

为２２０Ｈｚ和２８０Ｈｚ时，ＯｒＰＬＣ基因表达量有显
著提升，可见瘤背石磺可以感知到空气中的声波

变化并且对不同频率有分辨能力。在潮汐的整

个涨退潮的过程中，海浪对海岸的冲击会产生一

系列的声波［２４］，而涨退潮这种现象是有规律变化

的［２５］，因此潮汐的声波应该也是有规律变化的，

由此推测瘤背石磺可以感知海水涨潮时的声波，

进而能够及时回归巢穴躲避潮水。

３３
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图３　ＯｒＰＬＣ的氨基酸序列与同源性较高的ＰＬＣ氨基酸序列的多重序列比对
Ｆｉｇ．３　ＭｕｌｔｉｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆＯｒＰＬＣａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｗｉｔｈＰＬＣｐｒｏｔｅｉｎ
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图４　基于１５个物种的ＰＬＣ氨基酸序列构建的系统进化树
Ｆｉｇ．４　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂａｓｅｄｏｎＰＬＣａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ１５ｓｐｅｃｉｅｓ

　　栖息潮间带的瘤背石磺的归家行为取决于
潮汐周期，而 １个半日潮的潮汐周期约为 １２．４
ｈ［２５］，ＳＣＨＮＹＴＺＥＲ 等［２６］ 研 究 了 齿 轮 帽 贝

（Ｃｅｌｌａｎａｒｏｔａ）１２．４ｈ的潮汐节律变化，发现了相
关调控基因的变化与潮汐节律相互吻合，所以尽

管没有低频声音的刺激，对照组的 ＯｒＰＬＣ的表达
量在１２ｈ依旧较高，而当受到外部低频刺激时，
可能会影响原有的长期记忆从而影响了 ＯｒＰＬＣ
的表达，另外目前已有实验表明在长期记忆的形

成过程中，长时间昼夜节律会影响瘤背石磺的记

忆形成［２７］，而本次实验中，不同时间组未有长时

间的昼夜变化，因此在不同时间的维度下 ＯｒＰＬＣ
的变化没有明显规律。

综上所述，本实验成功克隆出瘤背石磺体内

的 ＯｒＰＬＣ基因全长转录本序列，并进行了生物信
息学的预测分析，其 ＯｒＰＬＣ蛋白质结构与其他物
种的磷脂酶 Ｃ的结构类似，进化比较保守；荧光
定量 ＰＣＲ结果显示瘤背石磺可以感知空气中声
波刺激，将为进一步研究瘤背石磺的潮汐感知功

能提供基础。

５３
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不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．

图５　ＯｒＰＬＣ基因在瘤背石磺神经环中不同声波频率下的表达量
Ｆｉｇ．５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯｒＰＬＣａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｃｏｕｓｔｉｃｆｒｅｑｕｅｎｃｙｉｎＯ．ｒｅｖｅｅｓｉｉｇａｎｇｌｉｏｎ
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