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摘　要：为研究缢蛏Ｃ型凝集素基因ＳｃＣＴＬ２的结构和功能特点，克隆了该基因的全长序列，并对其 ｍＲＮＡ
的表达模式以及重组蛋白的凝菌活性进行研究。结果显示，ＳｃＣＴＬ２的ｃＤＮＡ全长２１９４ｂｐ，共编码６３０个氨
基酸，其氨基酸序列拥有４个Ｃ型凝集素糖识别结构域和１个Ｎ端跨膜区，这一特殊的序列结构不同于任何
一种已知的Ｃ型凝集素。基因ｍＲＮＡ在健康缢蛏肝胰腺中的表达量显著高于其他组织，在鳃中的表达量次
之，而在其余组织中的表达量没有显著性差异；金黄色葡萄球菌与鳗弧菌感染能够显著上调 ＳｃＣＴＬ２在缢蛏
血细胞中的表达。ＳｃＣＴＬ２的重组蛋白凝菌实验显示：在Ｃａ２＋存在的情况下，ｒＳｃＣＴＬ２能够对实验所采用的
金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、大肠杆菌、藤黄微球菌和酿酒酵母均产生明显的凝集反应；当溶液中不存在

Ｃａ２＋时，凝集反应几乎不能发生，意味着 ｒＳｃＣＴＬ２的凝菌活性是严格 Ｃａ２＋依赖的。研究表明，ＳｃＣＴＬ２可能
是一种新的无脊椎动物Ｃ型凝集素类型，它具有无脊椎动物Ｃ型凝集素普遍具备的免疫活性，可能在缢蛏的
免疫中具有重要作用。
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　　无脊椎动物体内缺乏获得性免疫机制，主要
凭借固有免疫产生免疫应答，来维持机体的健康

以及正常的生命活动。在无脊椎动物的固有免

疫中，一类由宿主本身的胚系基因编码的蛋白，

即模式识别受体（ｐａｔｔｅｒｎｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＰＲＲ），通过与微生物的一类被称为病原相关分
子模式 （ｐａｔｈｏｇｅｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔｔｅｒｎ，
ＰＡＭＰ）的保守型分子结合，来识别自然界中种类
繁多的病原物质［１］。由于病原生物表面具有种

类繁多且分布广泛的糖类抗原，糖识别被认为是

无脊椎动物最常见、最有效的识别“异己”方

式［２］。Ｃ型凝集素（Ｃｔｙｐｅｌｅｃｔｉｎ）是一类重要的
模式识别受体，能够通过其糖识别结构域

（ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ，ＣＲＤ）专一性地
与微生物表面糖类分子结合，实现对多种病原微

生物的识别，在无脊椎动物的先天免疫中具有重

要的作用。

目前Ｃ型凝集素的研究主要集中于脊椎动

物。脊椎动物的Ｃ型凝集素被分为１７类［３５］，它

们通过 Ｃ型凝集素特有的 Ｃａ２＋依赖的糖识别结
构域，也被称作 Ｃ型凝集素结构域（Ｃｔｙｐｅｌｅｃｔｉｎ
ｄｏｍａｉｎ，ＣＴＬＤ），广泛参与脊椎动物的免疫识别、
细胞黏附、糖蛋白清除等生命活动。胶原凝素

（Ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｓ）［６］、巨噬细胞甘露糖受体（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
ｍａｎｎｏｓｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ）［７］、选择素（ｓｅｌｅｃｔｉｎｓ）［８］以及
自然杀伤细胞受体（ＮＫｃｅｌｌｒｅｃｅｐｔｏｒｓ）［９］等４类
Ｃ型凝集素主要参与脊椎动物的免疫反应，其中
胶原凝素和巨噬细胞甘露糖受体参与脊椎动物

的固有免疫———胶原凝素能够通过补体途径清

除病原体［１０］，巨噬细胞甘露糖受体能够直接促进

巨噬细胞对病原体的吞噬［１１］。

近年来，在贝类中陆续有 Ｃ型凝集素被发现
并报道［１２１３］。通常通过纯化［１４］或表达重组蛋

白［１３］的方式对贝类Ｃ型凝集素的免疫功能进行
研究。这些贝类 Ｃ型凝集素通常具有不同的免
疫功能以及与糖结合专一性，这预示着贝类 Ｃ型
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凝集素可能具有自身独特的免疫活性，不仅仅是

以与胶原凝素或巨噬细胞甘露糖受体相似的方

式参与贝类免疫。

缢蛏（Ｓｉｎｏｎｏｖａｃｕｌａｃｏｎｓｔｒｉｃｔａ）是我国重要的
海水养殖贝类。目前为止，尚未有缢蛏 Ｃ型凝集
素基因方面的报道。在之前的研究中，本实验室

构建了缢蛏的转录组文库［１５］，从中发现了一些缢

蛏的免疫基因，并对这些基因进行了相应的研

究［１６１７］。在本研究中，我们克隆了该转录组内１
个缢蛏 Ｃ型凝集素基因（ＳｃＣＴＬ２），并对其
ｍＲＮＡ表达模式以及重组蛋白的凝菌活性进行研
究，以期对Ｃ型凝集素在缢蛏体内的免疫功能有
更为充分的了解。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　实验缢蛏

实验缢蛏［平均壳长（６．７±０．２）ｃｍ，平均体
质量（１１．６±０．５）ｇ］由浙江省台州市三门县东
航水产有限公司提供。缢蛏在水温为２０℃，盐
度为２０的海水中暂养１周后，进行后续实验。
１．１．２　细菌和真菌

本实 验 所 使 用 的 金 黄 色 葡 萄 球 菌

（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）、枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、鳗弧菌（Ｖｉｂｒｉｏａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ）、大肠杆菌

（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ）、酿 酒 酵 母 （Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）均由上海海洋大学国家水生动物病原
库（ＮａｔｉｏｎａｌＰａｔｈｏｇｅｎＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎＣｅｎｔｒｅｆｏｒＡｑｕａｔｉｃ
Ａｎｉｍａｌｓ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ）提供。其中，
金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和大肠杆菌使用

ＬＢ培养基，于恒温摇床内３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ培养；
鳗弧菌使用２２１６Ｅ培养基，于恒温摇床内２８℃、
２２０ｒ／ｍｉｎ培养；酿酒酵母使用ＹＰＤ培养基，于恒
温摇床内３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ培养。５种细菌或真
菌均扩培到对数期后使用，细菌或真菌的密度测

定采用平板计数法进行。

１．２　基因克隆
ＳｃＣＴＬ２的序列片段来自缢蛏转录组文库。

根据该序列片段设计基因特异性引物 Ｐ１、Ｐ２（表
１）对该序列片段进行扩增，ＰＣＲ所需的 ｃＤＮＡ模
板采用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔｋｉｔ（ＴａＫａＲａ，日本）
反转获得。研究采用 ＲＡＣＥ（Ｒａｐｉｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ）技术扩增 ＳｃＣＴＬ２的５′、３′端序列
全长，扩增所需的基因特异性引物 Ｐ３、Ｐ４（表１）
根据经验证的 ＳｃＣＴＬ２序列片段设计。５′ＲＡＣＥ
ＰＣＲ 扩 增 采 用 ＳＭＡＲＴｅｒ ＲＡＣＥ ｃＤＮＡ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｋｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，美国）进行；３′ＲＡＣＥ
ＰＣＲ采用３′ＦｕｌｌＲＡＣＥＣｏｒｅＳｅｔｗｉｔｈＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＲＴａｓｅ（ＴａＫａＲａ，日本）进行。实验所用的 ＲＮＡ
均使用ＴＲＩｚｏｌ法从缢蛏肝胰腺中提取获得。

表１　缢蛏Ｃ型凝集素基因ＳｃＣＴＬ２引物表
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

引物Ｐｒｉｍｅｒ 序列５′３′Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） 作用Ｕｓａｇｅ

Ｐ１（ｆｏｒｗａｒｄ） ＣＧＧＡＣＣＴＣＧＴＣＡＡＧＡＴＡＧＡＴ
Ｐ２（ｒｅｖｅｒｓｅ） ＴＣＡＴＡＣＡＴＡＡＡＡＧＣＡＧＧＣＡＡ

片段序列验证

Ｐ３（ｒｅｖｅｒｓｅ） ＣＣＣＣＧＣＴＣＧＴＧＡＴＡＣＡＣＴＴＧＧＴＣＣ ５′ＲＡＣＥ扩增
Ｐ４（ｆｏｒｗａｒｄ） ＴＧＴＴＧＣＣＴＧＣＴＴＴＴＡＴＧＴＡＴＧＡ ３′ＲＡＣＥ扩增
Ｐ５（ｆｏｒｗａｒｄ） ＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴＣＧＧＴＣＡＴＴＴＣ 荧光定量引物

Ｐ６（ｒｅｖｅｒｓｅ） ＡＴＡＣＡＴＣＡＣＧＣＣＡＣＡＴＧＣＴＴ
Ｐ７（ｆｏｒｗａｒｄ） ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＣＡＴＧＧＴＧＡＴＣＡＧＧ 原核表达片段扩增

Ｐ８（ｒｅｖｅｒｓｅ） ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＡＣＧＴＧＧＴＧＴＧＧＡＣＧ
１８ｓ（ｆｏｒｗａｒｄ） ＴＣＧＧＴＴＣＴＡＴＴＧＣＧＴＴＧＧＴＴＴＴ 荧光定量内参引物

１８ｓ（ｒｅｖｅｒｓｅ） ＣＡＧＴＴＧＧＣＡＴＣＧＴＴＴＡＴＧＧＴＣＡ

１．３　序列分析
将序列片段验证及 ｃＤＮＡ３′、５′端全长克隆

测序结果进行拼接，获得 ＳｃＣＴＬ２的 ｃＤＮＡ全长
序列，并对两个基因的 ｃＤＮＡ全长进行序列比对
与分析。采用 ＮＣＢＩ网站 ＢＬＡＳＴ工具（ｈｔｔｐ：／／

ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）进行序列比对；
采用 ＢｉｏＥｄｉｔ软件对测序结果进行拼接；采用
ＮＣＢＩ网站 ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ工具（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ｇｏｒｆ／）进行开放阅读框
（ＯｐｅｎＲｅａｄｉｎｇＦｒａｍｅ，ＯＲＦ）预测并获得基因的氨

１２
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基酸序列；采用ＳｉｎｇａｌＰ程序对肽链的信号肽进行
预 测 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／
ＳｉｇｎａｌＰ／）；采用 ＳＭＡＲＴ网站（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ
ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）进行蛋白结构域的预测；采用
ＣｌｕｓｔａｌＷ２程序（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／Ｔｏｏｌｓ／
ｍｓａ／ｃｌｕｓｔａｌｗ２／）进行序列多重比对分析；采用
ＭＥＧＡ５．０，以邻接法（ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ，
ＮＪ）构建系统发育树。
１．４　荧光定量ＰＣＲ实验

实验随机挑选了３只健康缢蛏，并对它们的
血淋巴、外套膜、斧足、水管、鳃、性腺和肝胰腺进

行取样，用于检测 ＳｃＣＴＬ２在健康缢蛏各组织中
的ｍＲＮＡ表达情况。在攻毒实验中，我们共挑选
了３００只健康缢蛏，随机分成３组，每组１００只。
３组缢蛏分别从斧足注射５０μＬ的金黄色葡萄球
菌、鳗弧菌和 ＰＢＳ，注射 ＰＢＳ的缢蛏作为攻毒实
验的阴性对照。金黄色葡萄球菌和鳗弧菌在攻

毒前用ＰＢＳ清洗３次，并再次重悬为浓度为１×
１０９ＣＦＵ／ｍＬ的悬液。取样在攻毒后的４、８、１２、
２４、４８ｈ进行：分别从每组中随机挑选 １２只缢
蛏，从每只缢蛏体内取得１００μＬ的血淋巴；将每
３只缢蛏的血淋巴混合，４℃、１０００ｇ离心５ｍｉｎ，
并弃去上清，作为１个攻毒实验的血细胞样品，
每个时间点每组共有４个血细胞样品。

荧光定量ＰＣＲ实验所需的总 ＲＮＡ同样采用
ＴＲＩｚｏｌ提取，并采用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔｒｅａｇｅｎｔｋｉｔｗｉｔｈ
ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（ＴａＫａＲａ）反转为 ｃＤＮＡ。反转获得
的ｃＤＮＡ稀释１０倍用于荧光定量实验。

基因特异性引物Ｐ５、Ｐ６（表１）被设计用于荧
光定量 ＰＣＲ实验。实验的内参采用 １８ｓ基因。
荧光定量ＰＣＲ采用ＣＦＸＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲＤｅｔｅｃｔｉｏｎ
Ｓｙｓｔｅｍ（ＢｉｏＲａｄ，美国）进行，ＰＣＲ采用２０μＬ反
应 体 系：１０ μＬ ２×ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
（ＴａＫａＲａ）、０．８μＬ引物、１．６μＬｃＤＮＡ、６．８μＬ
无酶水。荧光定量ＰＣＲ实验结果采用２ΔΔＣＴ法分
析［１８］。

１．５　重组蛋白制备
研究采用ｐＥＴ２８ａ载体进行ＳｃＣＴＬ２重组蛋

白（命名为 ｒＳｃＣＴＬ２）的原核表达。首先，根据
ＳｃＣＴＬ２基因的去疏水结构域片段设计基因的特
异性引物 Ｐ７、Ｐ８（表１），两条引物的５′端分别加
上酶切位点 ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ。ＰＣＲ产物经
ＢａｍＨⅠ和ＸｈｏⅠ双酶切后，通过割胶回收与纯

化，与经相同处理的 ｐＥＴ２８ａ载体进行连接。将
连接后的重组载体转化到大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）
中进行原核表达。原核表达的步骤为：在扩增到

对数期的阳性菌株（经小剂量诱导检测证明）内

加入终浓度为 ０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＩＰＴＧ，继续在 ３７
℃、２２０ｒ／ｍｉｎ条件下诱导４ｈ。诱导结束后，收集
菌液中的大肠杆菌进行超声破碎，收集破碎沉淀

（预实验证明ｒＳｃＣＴＬ２以包涵体的形式表达），并
用８ｍｏｌ／Ｌ尿素溶解沉淀。采用蛋白纯化镍柱对
包涵体进行纯化，并使用２００ｍｍｏｌ／Ｌ浓度的咪唑
对挂住的重组蛋白进行洗脱。纯化得到的包涵

体采用梯度尿素浓度的 ＴＢＳ／甘油缓冲液进行复
性［１９］。复性后的ｒＳｃＣＴＬ２采用ＢＣＡ法测定蛋白
浓度（Ｓｉｇｍａ，美国）。
１．６　凝菌实验

采用金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、鳗弧

菌、大肠杆菌和酿酒酵母 ５种细菌或真菌对
ｒＳｃＣＴＬ２的凝集活性进行检测。５种细菌或真菌
预先通过１５ｍｉｎ的沸水浴进行热灭。热灭后的
细菌或真菌使用ＣＢ重悬至１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ的浓
度，以１ｍＬ菌液加入５０μＬＦＩＴＣ（１０ｍｇ／ｍＬ的
ＤＭＳＯ溶液）的比例将 ＦＩＴＣ溶液加入到菌液中，
并于室温下在暗处孵育１ｈ，对５种细菌或真菌
进行标记。孵育结束后，用 ＴＢＳ清洗细菌或真菌
３次，并再次重悬至相同浓度。向每毫升菌液中
加入２０μｇ的ｒＳｃＣＴＬ２，并在摇床上遮光孵育１ｈ
进行凝菌反应。反应结束后，采用荧光显微镜对

凝菌的情况进行检测。凝菌实验中，菌液内加入

与２０μｇ重组蛋白等体积的 ＴＢＳ作为空白对照。
另外，为了检测 ｒＳｃＣＬＴ２的凝菌作用是否与
Ｃａ２＋相关，实验设计了３种不同的缓冲液进行对
照，缓冲液分别为：ＴＢＳ、含 ＣａＣｌ２（终浓度为 １０
ｍｍｏｌ／Ｌ）的ＴＢＳ、含ＣａＣｌ２（终浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ）
与ＥＤＴＡ（终浓度为２０ｍｍｏｌ／Ｌ）的ＴＢＳ。

２　结果与分析

２．１　序列分析
研究通过 ＲＡＣＥＰＣＲ技术获得缢蛏 Ｃ型凝

集素基因 ＳｃＣＴＬ２的 ｃＤＮＡ全长序列，并对其进
行序列分析。分析结果表明，ＳｃＣＴＬ２基因ｃＤＮＡ
全长２１９４ｂｐ，其中包含６３ｂｐ的５′ＵＴＲ、２３８ｂｐ
的３′ＵＴＲ以及长度为１８９３ｂｐ的ＯＲＦ。基因的
ＯＲＦ共编码６３０个氨基酸，氨基酸序列从 Ｎ端至
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Ｃ端依次为１个跨膜结构域和４个ＣＴＬＤ（依次命
名为 ＣＴＬＤ２１、ＣＴＬＤ２２、ＣＴＬＤ２３、ＣＴＬＤ２４）。

ＢＬＡＳＴ分析结果表明，ＳｃＣＴＬ２的 ４个 ＣＴＬＤ相
互间相似度为２４％～３２％（图１）。

对比物种序列来自ＮＣＢＩ网站，ＣＴＬＤ中６个保守的半胱氨酸在序列上方用箭头指出；ＣＴＬＤ的保守基序“ＷＩＧＬ”以及结构域中

Ｃａ２＋结合位点２的保守基序“ＥＰＮ”、“ＷＮＤ”用方框框出，并在序列下方标注，参与糖结合的谷氨酸用“”在序列下方标出

ＣＴＬＤｏｆＤａｎｉｏｒｅｒｉｏｉｌｌｒ２ａｎｄＭｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓＭＢＰＡｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋａｎｄｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔ，Ｓｉｘ

ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅｃｙｓｔｅｉｎｅａｒｅｌａｂｅｌｂｙａｒｒｏｗｓａｂｏｖｅｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅ；“ＷＩＧＬ”，“ＥＰＮ”ａｎｄ“ＷＮＤ”ｍｏｔｉｆｏｆＣＴＬＤａｒｅｓｈｏｗｎｉｎｔｈｅｌａｓｔｌｉｎｅ．Ｔｈｅ

ｇｌｕｔａｍｉｃａｃｉｄｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｂｉｎｄｉｎｇｉｎＣａ２＋ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅ２ｉｓｌａｂｅｌｌｅｄｗｉｔｈａｎａｓｔｅｒｉｓｋ

图１　缢蛏Ｃ型凝集素基因ＳｃＣＴＬ２的ＣＴＬＤ多重序列比对
Ｆｉｇ．１　Ｍｕｌｔｉｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆ４ＣＴＬＤｆｒｏｍＳｃＣＴＬ２

　　ＢＬＡＳＴ分析结果表明，ＳｃＣＴＬ２与一些贝类
含４个ＣＴＬＤ的Ｃ型凝集素相似度最高，如与美
洲牡蛎 ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍａｎｎｏｓｅｒｅｃｅｐｔｏｒ１ｌｉｋｅ（ＸＰ＿
０２２２８６２９６．１）相似度为 ４２％，与长牡蛎 Ｃｔｙｐｅ
ｍａｎｎｏｓｅｒｅｃｅｐｔｏｒ２（ＸＰ＿０１９９２６６８４．１）相似度为
３１％。此外，ＳｃＣＴＬ２与一些脊椎动物巨噬细胞
甘露糖受体的部分 ＣＴＬＤ具有较高的相似度，如
与斑马鱼ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍａｎｎｏｓｅｒｅｃｅｐｔｏｒ１ｌｉｋｅ（ＸＰ＿
００５１７３９０２．３）第 ３～６个 ＣＴＬＤ、斑马鱼 Ｃｔｙｐｅ
ｍａｎｎｏｓｅｒｅｃｅｐｔｏｒ２（ＸＰ＿００１３４４０１０．４）第１～４个
ＣＴＬＤ相似度为２６％。将 ＳｃＣＴＬ２的４个 ＣＴＬＤ
与斑马鱼ｉｌｌｒ２（ＮＰ＿００２４２９．１）、小鼠 ＭＢＰＡ（ＮＰ＿
０３２６５１．２）的 ＣＴＬＤ进行 ＢＬＡＳＴ分析（图１）。分
析结果显示，４个 ＣＴＬＤ均含有６个完全保守的
半胱氨酸，意味着它们均为“长型”ＣＴＬＤ。其中，
ＣＴＬＤ２３、ＣＴＬＤ２４的 “ＥＰＮ”基序完全保守，
ＣＴＬＤ２１、ＣＴＬＤ２２的“ＥＰＮ”基序均有１～２个氨
基酸的突变，但基序中心的脯氨酸完全保守。

“ＷＮＤ”基序同样存在于４个 ＣＴＬＤ中，基序中的
天冬氨酸完全保守。此外，特征化基序“ＷＩＧＬ”在４

个ＣＴＬＤ中以１～２个氨基酸发生变异的形式存
在。

２．２　系统发育分析
将ＳｃＣＴＬ２与另一个同样含４个 ＣＴＬＤ的缢

蛏Ｃ型凝集素基因ＳｃＣＴＬ１以及栉孔扇贝 Ｃｆｌｅｃ
４（ＡＢＢ７１６７６．１）、栉孔扇贝 Ｃｆｌｅｃ３（ＡＢＢ７１６７４．
２）、斑马鱼 ｉｌｌｒ２（ＮＰ＿００２４２９．１）和小鼠 ＭＢＰＡ
（ＮＰ＿０３２６５１．２）的 ＣＴＬＤ进行系统发育树分析
（图２）。分析结果显示，无脊椎动物 ＣＴＬＤ形成
单独的一个大支。建树选用的 Ｃ型凝集素中，栉
孔扇贝 Ｃｆｌｅｃ４、Ｃｆｌｅｃ３分别包含４个 ＣＴＬＤ和３
个ＣＴＬＤ，我们按照给缢蛏 Ｃ型凝集素 ＣＴＬＤ排
序的方式，从肽链的 Ｎ端至 Ｃ端给缢蛏 ＳｃＣＴＬ１
以及栉孔扇贝 Ｃｆｌｅｃ４的 ＣＴＬＤ排序命名。有趣
的是，在无脊椎动物Ｃ型凝集素中，含４个 ＣＬＴＤ
的３种Ｃ型凝集素的第４个 ＣＴＬＤ聚为一支；含
３个ＣＴＬＤ的４种 Ｃ型凝集素的第３个 ＣＴＬＤ聚
为一支。另外，除了ＳｃＣＴＬ２外，其余３个Ｃ型凝
集素的前两个ＣＴＬＤ同样按照肽链上排列的顺序
分为两支。
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在ＭＥＧＡ５中使用邻近法对经ＣｌｕｓｔａｌＷｇｅｎｅｒａｔｅｄ多重比对的

ＣＴＬＤ序列进行系统发育树的构建。拓扑稳定性使用１００００

次自动重复，图中数值表示置信度（％）

ＴｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙＣｌｕｓｔａｌＷｇｅｎｅｒａｔｅｄ

ｍｕｌｔｉｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ｕｓｉｎｇ

ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇｉｎｔｈｅＭＥＧＡ５ｐａｃｋａｇｅ．Ｔｈｅｔｏｐｏｌｏｇｉｃａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙ

ｏｆｔｈｅｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ ｔｒｅｅｓｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ１０ ０００

ｂｏｏｔｓｔｒａｐｐｉｎｇｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ．Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓａｔｂｒａｎｃｈｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅ

ｂｏｏｔｓｔｒａｐｖａｌｕｅｓ（％）

图２　ＳｃＣＴＬ２的系统发育树分析
Ｆｉｇ．２　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｔｏｓｈｏｗ４
ＣＴＬＤｓｏｆＳｃＣＴＬ２ｗｉｔｈｏｔｈｅｒＣＴＬＤｓ

２．３　ｍＲＮＡ表达分析
缢蛏 Ｃ型凝集素基因 ＳｃＣＴＬ２在健康缢蛏

不同组织中的表达表现出组织特异性（图３）。荧
光定量结果显示，ＳｃＣＴＬ２在健康缢蛏肝胰腺中
的表达量显著高于其他组织（Ｐ＜０．０５），在鳃中
的相对表达量低于肝胰腺但显著高于其余组织

（Ｐ＜０．０５），在剩余５个组织内的相对表达量没
有显著性差异（Ｐ＞０．０５）。

为确定缢蛏 Ｃ型凝集素基因 ＳｃＣＴＬ２是否
为免疫相关基因，通过 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测了感染
细菌后４８ｈ内缢蛏血细胞中两个基因表达量随
时间变化的规律。分析结果表明：缢蛏血细胞中

ＳｃＣＴＬ２的表达量在缢蛏感染金黄色葡萄球菌后
的第４个小时开始显著上调（Ｐ＜０．０５），并于第
２４小时达到最高点；在感染鳗弧菌后，缢蛏血细
胞中的ＳｃＣＴＬ２在感染的第８小时、第１２小时的
表达量显著高于注射前（Ｐ＜０．０５）；感染两种菌
后的第４８小时，缢蛏血细胞中ＳｃＣＴＬ２的表达量
均回落至注射前水平（Ｐ＞０．０５）。见图４。

血淋巴、外套膜、斧足、鳃、肝胰腺、性腺和水管等７个组织被
用于组织相对表达量分析。各组织表达量以ＳｃＣＴＬ２在斧足
和水管中的表达量为基准进行均一化后呈现，每组数据的值

表示该基因在该组织中的表达量是该基因在斧足或水管中的

表达量的倍数。数据以平均值 ±Ｓ．Ｅ．的形式呈现（ｎ＝３）。
采用ｔ检验与单因素方差分析数据的显著性，并以Ｐ＜０．０５表
示差异显著

ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｃａｒｒｉｅｄｏｕｔｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｉｎｓｅｖｅｎ
ｈｅａｌｔｈｙｔｉｓｓｕｅｓ．ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＳｃＣＴＬ２ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｉｓｓｕｅｓａｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄｂｙｔｈｅｍｕｌｔｉｐｌｅｏｆｔｈｅｉｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｓｉｐｈｏｎ．
Ｂａｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｍｅａｎ±Ｓ．Ｅ．（ｎ＝３）．Ｔｔｅｓｔａｎｄｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡｗｅｒｅｕｓｅｄｉｎｔｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｔｈｅｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒ
ａｂｏｖｅｔｈｅｂａｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）
ｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ

图３　缢蛏Ｃ型凝集素基因ＳｃＣＴＬ２的
健康组织ｍＲＮＡ相对表达量

Ｆｉｇ．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｆｏｒｈｅａｌｔｈｙｔｉｓｓｕｅｓ
ｏｆＳｃＣＴＬ２ｇｅｎｅ

各组数据分别以０ｈ作为相对定量的基准。数据以平均值±

Ｓ．Ｅ．的形式呈现（ｎ＝３）。采用ｔ检验与单因素方差分析数据

的显著性，并以Ｐ＜０．０５表示差异显著

ＴｔｅｓｔａｎｄｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡｗｅｒｅｕｓｅｄｉｎｔｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ

ａｎｄｔｈｅｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒａｂｏｖｅｔｈｅｂａｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

（Ｐ＜０．０５）ｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｓｐｏｓｔｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

图４　感染金黄色葡萄球菌与鳗弧菌后ＳｃＣＴＬ２基因
在缢蛏血细胞中的相对表达量随时间的变化

Ｆｉｇ．４　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｃＣＴＬ２ｇｅｎｅｉｎ
ｈｅｍｏｃｙｔｅｓａｆｔｅｒｂａｃｔｅｒｉａｃｈａｌｌｅｎｇｅ
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２．４　凝菌实验
凝菌实验对 ｒＳｃＣＴＬ２（图 ５）凝集 ５种细菌

（真菌）的能力以及凝集活性是否为 Ｃａ２＋依赖进
行了测定。研究结果表明，ｒＳｃＣＴＬ２对实验采用
的５种细菌（真菌）的凝集活性以及凝集反应中
的Ｃａ２＋依赖性一致。镜检结果显示：细菌（真菌）
在不加入蛋白的情况下不发生凝集（图６Ａ）；细
菌（真菌）在加入 ｒＳｃＣＴＬ２，但缓冲液中不含有
Ｃａ２＋的情况下同样不发生凝集（图６Ｂ）；细菌（真
菌）在加入 ｒＳｃＣＴＬ２，并且缓冲液内加入 １０
ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２的情况下发生明显的凝集反应（图
６Ｃ）；在缓冲液内加入 ２０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ抑制
Ｃａ２＋活性的情况下，细菌（真菌）仍能发生明显的
凝集反应，且肉眼不能分辨出凝集反应是否有减

弱的趋势（图６Ｄ）。

Ｍ．蛋白分子量Ｍａｒｋｅｒ；１．超声沉淀；２．流穿；３．１０ｍｍｏｌ／Ｌ
咪唑洗脱；４．２０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱；５８．５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗
脱；９．２００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱；１０．５００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱
Ｍ． ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ； １． ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｏｆ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ；
２．ｂｒｅａｋｔｈｒｏｕｇｈ；３．ｅｌｕｔｉｏｎｂｙ１０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ；４．ｅｌｕｔｉｏｎ
ｂｙ２０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ；５８．ｅｌｕｔｉｏｎｂｙ５０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ；
９．ｅｌｕｔｉｏｎｂｙ２００ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ；１０．ｅｌｕｔｉｏｎｂｙ５００ｍｍｏｌ／Ｌ
ｉｍｉｄａｚｏｌｅ

图５　ｒＳｃＣＴＬ２纯化ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图
Ｆｉｇ．５　ＳＤＳＰＡＧＥｇｅｌｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄｒＳｃＣＴＬ２

ｄｙｅｄｗｉｔｈＣｏｏｍａｓｓｉｅｂｌｕｅ

每种细菌的凝菌实验分为４组：Ａ．ＴＢＳ；Ｂ．ｒＳｃＣＴＬ２；Ｃ．ｒＳｃＣＴＬ２＋１０ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２；Ｄ．ｒＳｃＣＴＬ２＋１０ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２＋２０

ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ

Ｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄｉｎａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎａｓｓａｙｆｏｒｏｎｅｂａｃｔｅｒｉａｏｒｆｕｎｇｕｓ：Ａ．ＴＢＳ；Ｂ．ｒＳｃＣＴＬ２；Ｃ．ｒＳｃＣＴＬ２＋１０ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２；Ｄ．

ｒＳｃＣＴＬ２＋１０ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２＋２０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ

图６　ｒＳｃＣＴＬ２在不同Ｃａ２＋浓度下对鳗弧菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和酿酒酵母的凝集能力
Ｆｉｇ．６　ＡｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｒＳｃＣＴＬ２ｔｏＶ．ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ，Ｅ．ｃｏｌｉ，Ｓ．ａｕｒｅｕｓ，Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓａｎｄ

Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＣａｌｃｉｕｍｉｏｎ
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３　讨论

无脊椎动物 Ｃ型凝集素通常被人们认为是
一类免疫基因，但也曾有无脊椎动物 Ｃ型凝集素
不具有免疫活性的报道［２０］，因此，我们首先对

ＳｃＣＴＬ２是否为免疫相关基因进行确认。荧光定
量结果表明，ＳｃＣＴＬ２在肝胰腺中的表达量显著
高于其他组织。在攻毒实验中，缢蛏受金黄色葡

萄球菌和鳗弧菌感染后，血细胞中的 ＳｃＣＴＬ２均
出现显著上调的过程。由于贝类肝胰腺被认为

是重要的免疫合成器官，合成包括免疫因子在内

的多种物质［２１］，而血细胞是贝类免疫的主要执行

者［２２］。ＳｃＣＴＬ２在缢蛏体内特殊的时空表达模
式意味着它参与缢蛏免疫反应，是一种免疫相关

的Ｃ型凝集素分子。
序列分析结果表明，ＳｃＣＴＬ２为含４个 ＣＴＬＤ

的缢蛏Ｃ型凝集素，且具有１个 Ｎ端跨膜区，这
种结构从未在任何脊椎动物或无脊椎动物的 Ｃ
型凝集素中被描述［２，２３］，属于一个新型的无脊椎

动物Ｃ型凝集素类型。与 Ｃ型凝集素 Ｃａ２＋依赖
的糖结合活性密切相关的 Ｃａ２＋结合位点 ２在
ＳｃＣＴＬ２的４个ＣＴＬＤ中同时存在。在ＣＴＬＤ中，
有两个特征化的基序以及一个额外的谷氨酸直

接参与糖结合过程中化学键的形成［２４］，ＣＴＬＤ２
３、ＣＴＬＤ２４的这些氨基酸氨基与脊椎动物甘露糖
专一性结合型 ＣＴＬＤ完全一致，这意味着 ＳｃＣＴＬ
２的这两个ＣＴＬＤ同样可能具有甘露糖结合专一
性。ＣＴＬＤ２１的“ＥＰＮ”基序变异为“ＥＰＤ”，这种
变化在无脊椎动物中非常常见［２５２６］，具有相同基

序的海湾扇贝Ｃ型凝集素 ＣｆＬｅｃ２被鉴定出具有
甘露糖结合专一性［２５］，这对 ＣＴＬＤ糖结合专一性
的预测可能具有一定的参考意义。综上，我们推

测ＳｃＣＴＬ２具有甘露糖结合专一性，但其是否具
有半乳糖结合专一性仍无法进行预测。

研究表明，Ｃ型凝集素通过结合病原生物细
胞表面多糖的方式对其进行识别，继而可以通过

自身的多聚或多ＣＴＬＤ串联的方式对病原生物产
生凝集反应［２７］。在 ＳｃＣＴＬ２中，４个 ＣＴＬＤ形成
串联结构，意味着它可能具有对微生物的凝集活

性。本研究检测了ＳｃＣＴＬ２对５种不同微生物的
凝集活性。实验结果表明，ＳｃＣＴＬ２对金黄色葡
萄球菌、枯草芽孢杆菌、鳗弧菌、大肠杆菌和酿酒

酵母５种不同类型的微生物均产生显著的凝集

反应，这证明了ｒＳｃＣＴＬ２凝菌作用的广谱性。由
于病原生物细胞表面 ＰＡＭＰ单糖组成的多样性，
Ｃ型凝集素可以识别多种微生物是可以被预计
的，它的这一性质也同样在其他无脊椎动物的 Ｃ
型凝集素中得以证明［２６，２８］，缢蛏 ＳｃＣＴＬ２的凝菌
实验同样验证了这一观点。

凝菌实验的Ｂ、Ｃ、Ｄ组被用来证明 ｒＳｃＣＴＬ２
凝菌的 Ｃａ２＋依赖性。用 ＥＤＴＡ抑制 Ｃａ２＋活性是
Ｃ型凝集素 Ｃａ２＋依赖性研究中的普遍做法［２０］。

实验发现，过量的ＥＤＴＡ并不能抑制 ｒＳｃＣＴＬ２的
凝菌活性，ｒＳｃＣＴＬ２在每一种细菌的 Ｄ组中仍能
明显地凝集细菌（真菌）。但这一现象并不意味

着ｒＳｃＣＬＴ２的凝菌作用是非 Ｃａ２＋依赖的，因为
在不加入１０ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２的 Ｂ组中，我们几乎
观测不到 ｒＳｃＣＴＬ２能够凝集细菌（真菌）。这一
现象产生的根本原因可能是即使向溶液中加入

了过量的 ＥＤＴＡ，因为化学反应平衡的存在，
ＥＤＴＡ仍然不能完全结合溶液中的 Ｃａ２＋。从分
子数量上来看，Ｄ组溶液中的Ｃａ２＋数量仍然远远
高于ｒＳｃＣＴＬ２蛋白的分子数。一些研究在缓冲
液中不加入 Ｃａ２＋的情况下观测到凝菌现象的发
生［２６］，这可能是由于一些细菌（真菌）在孵育过

程中死亡破裂，释放出细胞内的 Ｃａ２＋，这些 Ｃａ２＋

活化了部分Ｃ型凝集素，这些Ｃ型凝集素一方面
对细菌产生凝集作用，另一方面可以破坏细菌的

细胞壁［２０］，导致更多 Ｃａ２＋被释放出来，最终导致
凝菌现象的发生。在本实验中，我们提前对细菌

（真菌）进行了热灭，经过多次重悬清洗后彻底除

去菌液中的Ｃａ２＋。在这一前提条件下，仅仅向溶
液中加入 ｒＳｃＣＴＬ２完全不能引起凝菌现象的发
生，证明了 ｒＳｃＣＴＬ２的凝菌活性是严格 Ｃａ２＋依
赖的；而在缓冲液中同时具有 １０ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２
和２０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ的情况下，ｒＳｃＣＴＬ２仍然具
有凝菌活性，证明了过量的 ＥＤＴＡ无法完全抑制
缓冲液中的Ｃａ２＋活性。

综上所述，本研究克隆鉴定了一个新型的缢

蛏Ｃ型凝集素基因 ＳｃＣＴＬ２，并对它的凝集活性
进行了描述。该 Ｃ型凝集素具有 Ｃａ２＋依赖的广
谱凝菌活性，从它的ｍＲＮＡ表达模式以及凝集活
性来看，ＳｃＣＴＬ２具有贝类 Ｃ型凝集素的普遍特
性。但由于其具有独特的序列结构，并且在健康

缢蛏的鳃中表达量较高，是否意味着 ＳｃＣＴＬ２具
有其特殊的生物学功能仍有待进一步地研究。
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