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摘　要：类胰岛素生长因子（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＩＧＦ）信号通路在机体的发育、繁殖以及生长等过程中
起着重要的调控作用。类胰岛素生长因子酸不稳定亚基（ＩＧＦａｃｉｄｌａｂｉｌｅｓｕｂｕｎｉｔ，ＩＧＦＡＬＳ）是ＩＧＦ系统中的重
要一员，可通过延长ＩＧＦ的半衰期参与ＩＧＦ信号通路的调控。本研究首次在缢蛏转录组数据库中筛选鉴定了
两个ＩＧＦＡＬＳ基因，包含完整的开放阅读框，分别命名为 ＩＧＦＡＬＳａ和 ＩＧＦＡＬＳｂ。ＩＧＦＡＬＳａ基因的 ｃＤＮＡ序列为
４８０９ｂｐ，编码９９６个氨基酸；ＩＧＦＡＬＳｂ基因的ｃＤＮＡ序列为１９２５ｂｐ，编码５４６个氨基酸。在缢蛏不同发育期
的表达分析中发现，ＩＧＦＡＬＳａ和ＩＧＦＡＬＳｂ在幼虫的前期发育阶段均只有少量表达，而随着幼虫的发育，其表达
量逐渐上升；组织表达分析表明，ＩＧＦＡＬＳａ在外套膜和性腺中高表达，ＩＧＦＡＬＳｂ则在水管中高表达。利用不同
质量浓度胰岛素短期刺激缢蛏稚贝，当质量浓度为１０ｍｇ／Ｌ时，两个ＩＧＦＡＬＳ基因表达量均显著上调，其下游
基因ＩＲＳ、ＰＤＫ１、ＭＰＫＰ１的表达量也显著上调；进一步利用１０ｍｇ／Ｌ胰岛素长期喂养缢蛏稚贝，结果显示其壳
长和壳宽的日生长率均显著提升。
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　　缢蛏（Ｓｉｎｏｎｏｖａｃｕｌａｃｏｎｓｔｒｉｃｔａ）俗称蛏子，隶属
于软体动物门（Ｍｏｌｌｕｓｃａ）瓣鳃纲（Ｌａｍｅｌｌｉｂｒａｎｃｈｉａ）
真瓣鳃目（Ｅｕｌａｍｅｌｌｉｂｒａｎｃｈｉａ）竹蛏科（Ｓｏｌｅｎｉｄａ）缢
蛏属（Ｓｉｎｏｎｏｖａｃｕｌａ），广泛分布在我国的福建、浙
江、海南以及台湾等地，是我国主要的经济养殖

贝类之一［１２］，其养殖年产量可达 ８０多万 ｔ［３］。
贝类的生长性状是重要的经济性状，研究生长性

状的分子作用机理，对加速贝类的分子选育具有

重要作用。

类胰 岛 素 生 长 因 子 （ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＩＧＦ）系统在胚胎的早期发育、生长以及繁
殖方面起着调控作用［４］。该系统主要包括 ＩＧＦ、
ＩＧＦ受体（ＩＧＦｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＩＧＦＲ），以及 ＩＧＦ结合蛋
白（ＩＧＦｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＩＧＦＢＰ）和类胰岛素生长
因子酸不稳定亚基 （ＩＧＦａｃｉｄｌａｂｉｌｅｓｕｂｕｎｉｔ，
ＩＧＦＡＬＳ）［５］。ＩＧＦ由靶细胞表面的特异性受体介
导，通过自分泌、旁分泌和内分泌的方式来实现

其生物学功能。研究表明，ＩＧＦ系统可以通过
ＭＡＰＫ途径和 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ参与调节下游转录因
子，进而调控机体的发育、生长以及繁殖等生理

过程［６］。在水产动物中，ＩＧＦ系统相关基因的研
究主要集中在鱼类，而在贝类中相对较少，仅在

虾夷扇贝（Ｍｉｚｕｈｏｐｅｃｔｅｎｙｅｓｓｏｅｎｓｉｓ）［７］、合浦珠母贝
（Ｐｉｎｃｔａｄａｆｕｃａｔａ）［８］、杂色鲍（Ｈａｌｉｏｔｉｓｄｉｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ
Ｒｅｅｖｅ）［９］以及缢蛏［１０］中有所报道。

ＩＧＦＡＬＳ作为ＩＧＦ系统中重要的一员，与ＩＧＦ
和ＩＧＦＢＰ结合形成异源三聚体后，ＩＧＦ的半衰期
得到显著延长，达到原来的７０多倍［１１］。尽管早

在１９９２年 ＩＧＦＡＬＳ就已在人的肝脏中被分离鉴
定［１２］，但相对于ＩＧＦ系统中的配体、受体以及结
合蛋白，ＩＧＦＡＬＳ的研究依然只停留在 ＩＧＦ的半
衰期方面［１３］。本实验在缢蛏中鉴定了两个

ＩＧＦＡＬＳ基因，分析了该基因在不同发育阶段和不
同组织中的表达规律，并进一步探究了外源胰岛
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素对缢蛏 ＩＧＦ系统相关基因表达以及稚贝生长
的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
本实验所用缢蛏采自浙江省三门县东航水

产育苗有限公司生产基地。缢蛏早期发育个体

用３００目滤网收集，包括受精卵期、担轮幼虫期、
Ｄ型面盘幼虫期、壳顶幼虫期、匍匐幼虫期、单水
管期和双水管期，共７个时期。将收集到的样本
保存于１．５ｍＬＲＮａｓｅｆｒｅｅ离心管中，加入足量
ＲＮＡｓｔｏｒｅ，４℃保存。低温运回实验室，－８０℃保
存备用。

将１龄缢蛏带回实验室，在室温２８℃、盐度
１５的海水中暂养１周后，分别取血淋巴、水管、斧
足、外套膜、肝胰腺、性腺和鳃等７个组织，放入
１．５ｍＬＲＮａｓｅｆｒｅｅ离心管中，用液氮快速预冷，
－８０℃保存备用。将稚贝带回实验室，用１２目
和８目的筛网进行筛选，筛选出大小规格一致的
稚贝，在室温２８℃、盐度１５的海水中暂养以备后
续生长实验使用。

１．２　ｃＤＮＡ模板链的合成
参照ＲＮＡｓｉｍｐｌｅ总ＲＮＡ提取试剂盒（北京，

天根）说明书提取各发育时期以及各组织的总

ＲＮＡ，并用 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ完整
性，用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００Ｃ来检测 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０以及
ＲＮＡ质量浓度。参照ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ
ｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ以及 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ １ｓｔＳｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ的试剂盒（ＴａＫａＲａ）操作要求
进行总 ＲＮＡ的反转录，得到的 ｃＤＮＡ模板 －２０
℃保存备用。
１．３　ＩＧＦＡＬＳａ／ｂ基因序列的验证

在缢蛏转录组文库中获得两个 ＩＧＦＡＬＳ基因
片段序列，根据获得片段使用 Ｐｒｉｍｅｒ５分别设计
上、下游引物，其中 ＡＬＳａＦ１Ｒ１、ＡＬＳａＦ２Ｒ２和
ＡＬＳａＦ３Ｒ３是 ＩＧＦＡＬＳａ基因片段验证所需引物
对，ＡＬＳｂＦ１Ｒ１和ＡＬＳｂＦ２Ｒ２则是 ＩＧＦＡＬＳｂ基因
片段验证所需引物对（表１），扩增体系为２×Ｔａｑ
ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，上下游引物各１μＬ（１０
μｍｏｌ／Ｌ），１．２节中合成的 ｃＤＮＡ模板 ２μＬ和
ＲＮａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ８．５μＬ。反应条件为９４℃ 预变
性２ｍｉｎ，９４℃３０ｓ变性，５４℃３０ｓ复性，７２℃１

ｍｉｎ延伸，４０个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃
保存。反应产物用１％琼脂糖凝胶电泳验证后割
胶回收，并参照 ＭｉｎｉＢＥＳＴＡｇａｒｏｓｅＧｅｌＤＮＡ
ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔＶｅｒ．４．０试剂盒（ＴａＫａＲａ）说明书进
行纯化，将纯化后的ＰＣＲ产物和ＰＧＥＭＴｅａｓｙ载
体用Ｔ４连接酶１６℃过夜（１６ｈ）连接，连接产物
通过９０ｓ热激转化至ＤＨ５α大肠杆菌中，将菌液
接种在不含抗生素的ＬＢ培养基中，在３７℃、１５０
ｒ／ｍｉｎ的摇床中扩培３ｈ，取２００μＬ涂板，倒置过
夜生长，挑选５个阳性克隆送到上海生物工程股
份有限公司测序。

使用 ＤＮＡＭＡＮ８以及 ＮＣＢＩ网站的 ＢＬＡＳＴ
工具（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）
对测序得到的基因片段进行去载体以及序列拼

接。开放阅读框和氨基酸预测通过 ＮＣＢＩ网站的
ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ工具（ｈｔｔｐｓ：／／ｎｃｂｉｉｎｓｉｇｈｔｓ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｔａｇ／ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ／）获得。蛋白信号肽通过使
用 ＳｉｎｇａｌＰ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／
ＳｉｇｎａｌＰ／）进行预测。使用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）预测蛋白的理化性
质。使用 ＴＭｐｒｅｄ程序（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｈ．ｅｍｂｎｅｔ．
ｏｒｇ／ｓｏｆｔｗａｒｅ／ＴＭＰＲＥＤ＿ｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ）分析蛋白跨膜
结构。使用工具 ＮｅｔＮＧｌｙｃ１．０Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＮＧｌｙｃ／）获得 Ｎ端
糖基化位点。使用工具 ＩｎｔｅｒＰｒｏ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／ｉｎｔｅｒｐｒｏ／ｓｅａｒｃｈ／ｓｅｑｕｅｎｃｅ／）预测氨基酸
结构域。

１．４　进化树分析
在ＮＣＢＩ网站下载ＩＧＦＡＬＳ蛋白序列，使用软

件ＭＥＧＡ５．０，以邻接法（ＮＪ）构建了缢蛏ＩＧＦＡＬＳ
与其他物种的系统进化树。所用物种及登录号

分别为文昌鱼 （Ｂｒａｎｃｈｉｏｓｔｏｍａｂｅｌｃｈｅｒｉ）ＸＰ＿
０１９６１８３１３、牡 蛎 （Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ ｖｉｒｇｉｎｉｃａ）ＸＰ＿
０２２３３２９２３、虾夷扇贝（Ｍｉｚｕｈｏｐｅｃｔｅｎｙｅｓｓｏｅｎｓｉｓ）ＸＰ＿
０２１３５１７１１、海胆 （Ｓｔｒｏｎｇｙｌｏｃｅｎｔｒｏｔｕｓｐｕｒｐｕｒａｔｕｓ）
ＸＰ＿０３０８４５３７６、火鸡（Ｍｅｌｅａｇｒｉｓｇａｌｌｏｐａｖｏ）ＸＰ＿
０１０７１７６２９、小嘴树雀（Ｃａｍａｒｈｙｎｃｈｕｓｐａｒｖｕｌｕｓ）
ＸＰ＿０３０８１３７４８、人（Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ）ＡＡＦ０６７７４、美洲
鲎（Ｌｉｍｕｌｕｓｐｏｌｙｐｈｅｍｕｓ）ＸＰ＿０１３７８１４６０、牛（Ｂｏｓ
ｔａｕｒｕｓ）ＡＢＥ０１０８２、大鼠（Ｒａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ）ＮＰ＿
４４５７８１、猪（Ｓｕｓｓｃｒｏｆａ）ＮＰ＿００１０４１６５１、狗（Ｃａｎｉｓ
ｌｕｐｕｓｆａｍｉｌｉａｒｉｓ）ＸＰ＿５４７１８９和狒狒（Ｐａｐｉｏｈａｍａｄｒｙａｓ）

２
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ＡＡＮ８６７２２。
１．５　ＩＧＦＡＬＳａ／ｂ基因在不同发育期和不同组
织中的表达

用已验证的ｃＤＮＡ基因片段设计荧光定量所
用引物，引物设计网站为 ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ．
ｃｏｍ／ｔｏｏｌｓ／ｒｅａｌｔｉｍｅｐｃｒｔａｑｍａｎｐｒｉｍｅｒｄｅｓｉｇｎｔｏｏｌ。
将ｃＤＮＡ模板按梯度稀释（５０、５－１、５－２、５－３、５－４、
５－５、５－６）绘制标准曲线，得到扩增效率为９５％ ～
１０５％无非特异性扩增产物的引物对（表１），并将
１８ＳｒＲＮＡ作为内参基因。以稀释 ５倍的 ｃＤＮＡ
作为模板，参照 ＴＢＧｒｅｅｎＴＭ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ
（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）试剂盒（ＴａＫａＲａ）操作说明进
行基因各发育时期和组织的相对定量分析，反应

条件为９５℃３０ｓ，９５℃１０ｓ，６０℃３０ｓ，４０个循
环，在延伸阶段实时采集信号，并在扩增结束后

收集熔解曲线荧光信号。

荧光定量数据由软件 ＢｉｏＲｅｄＣＦＸＭａｎａｇｅｒ
Ｖ１．６导出，目的基因和内参基因的相对定量结果
采用２－ΔΔＣｔ法计算。
１．６　不同胰岛素浓度对ＩＧＦ系统相关基因的影响

将胰岛素粉末溶解于 １ｍｏｌ／Ｌ的 ＴｒｉｓＨＣＬ
（ｐＨ６．８，不含 ＥＤＴＡ）中，缓缓加入 １ｍｏｌ／Ｌ的
ＨＣＬ，直至胰岛素完全溶解，再缓缓加入１ｍｏｌ／Ｌ
的ＮａＯＨ调节ｐＨ至６．８，最终配制成２．５ｍｇ／ｍＬ
的母液，４℃保存备用。设置６个胰岛素质量浓
度实验组，分别为０、５、１０、２０、５０和１００ｍｇ／Ｌ，每
组将１０只２月龄稚贝放入３０ｍＬ培养皿中，加入
盐度１５的藻液２０ｍＬ，按照设置的实验组分别加
入不同质量浓度的胰岛素，并在 ２４ｈ后进行取
样，取得样品用液氮快速预冷，－８０℃保存。

将保存的样品用 １．２节中的方法进行总
ＲＮＡ的提取以及反转录，并在转录组数据库中筛
选获得ＩＧＦ系统相关基因序列［１４］，分别为类胰岛

素受体底物１（ｉｎｓｕｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓｕｂｓｔｒａｔｅ１ｌｉｋｅ，
ＩＲＳ）、３磷 酸 肌 醇 依 赖 性 蛋 白 激 酶１（３
ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ１，
ＰＤＫ１）和丝裂原活化蛋白激酶结合蛋白１
（Ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ
１，ＭＰＫＰ１），通过各基因序列设计荧光定量引物
（表１），采用１．５节中的方法检测各基因在不同
胰岛素质量浓度下的相对表达量。

表１　本实验所需引物
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｕｄｙ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｓｎａｍｅ
序列（５′３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

用途

Ｐｕｒｐｏｓｅ
ＡＬＳａＦ１ ＣＧＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＡＧＴＴ
ＡＬＳａＲ１ ＡＴＣＧＴＴＧＴＡＧＣＧＡＧＣＣＡＧ
ＡＬＳａＦ２ ＡＴＧＧＣＧＧＧＡＡＧＡＣＣＣＴＡＡＣ
ＡＬＳａＲ２ ＧＧＧＡＡＧＧＴＴＧＧＡＴＧＡＧＴＣＧ
ＡＬＳａＦ３ ＣＡＧＡＡＡＡＧＣＡＧＡＣＧＧＧＡＣＡＧ
ＡＬＳａＲ３ ＧＧＡＧＣＧＡＴＧＴＡＧＴＧＡＡＡＡＣＡＧＴＡＡ

ＩＧＦＡＬＳａ
序列验证

ＡＬＳｂＦ１ ＴＴＡＣＧＧＧＣＧＡＴＧＣＣＴＴＡＣ
ＡＬＳｂＲ１ ＡＡＣＣＡＣＧＧＡＴＴＧＴＣＧＣＴＧ
ＡＬＳｂＦ２ ＡＴＴＧＣＧＧＧＡＧＴＴＡＣＣＡＧＴＧ
ＡＬＳｂＲ２ ＴＡＡＧＴＣＧＴＣＧＧＧＧＡＡＧＣＣＴ

ＩＧＦＡＬＳｂ
序列验证

１８ＳＦ ＴＣＧＧＴＴＣＴＡＴＴＧＣＧＴＴＧＧＴＴＴＴ
１８ＳＲ ＣＡＧＴＴＧＧＣＡＴＣＧＴＴＴＡＴＧＧＴＣＡ

荧光定量

内参

ＲＴＡＬＳａＦ ＧＡＣＡＡＣＧＡＡＧＣＣＣＧＴＣＴＴＡＣ
ＲＴＡＬＳａＲ ＴＴＧＴＴＣＴＧＣＡＧＧＧＣＣＡＧＡＴＡ

ＩＧＦＡＬＳａ
荧光定量

ＲＴＡＬＳｂＦ ＣＡＣＴＡＣＣＧＡＣＴＴＣＣＡＡＴＣＧＣ
ＲＴＡＬＳｂＲ ＡＧＣＧＴＧＴＡＡＡＴＧＧＴＧＣＡＡＧＧ

ＩＧＦＡＬＳｂ
荧光定量

ＲＴＩＲＳＦ ＡＡＧＴＧＧＣＧＡＡＡＴＣＴＣＣＡＴＧＣ
ＲＴＩＲＳＲ ＣＴＣＴＧＧＧＣＣＣＴＣＴＴＣＣＴＡＴＧ

ＩＲＳ
荧光定量

ＲＴＰＤＫ１Ｆ ＧＴＣＡＣＴＡＧＡＧＧＴＣＡＣＴＧＧＣＴ
ＲＴＰＤＫ１Ｒ ＡＣＡＣＡＣＴＣＣＣＡＡＴＣＧＡＡＣＣＴ

ＰＤＫ１
荧光定量

ＲＴＭＰＫＰ１Ｆ ＡＡＴＧＧＡＧＧＧＡＧＴＴＧＧＣＡＴＣＡ
ＲＴＭＰＫＰ１Ｒ ＡＧＡＴＧＧＡＣＡＡＧＴＧＧＧＴＧＧＡＧ

ＭＰＫＰ１
荧光定量

１．７　长期摄入胰岛素对于缢蛏日生长率的影响
根据１．６节中的实验结果，最终采用１０ｍｇ／

Ｌ的胰岛素质量浓度作为长期生长实验的最终质
量浓度。挑选大小规格一致且暂养１周的稚贝，
通过随机抽样法，选择１００只稚贝用游标卡尺分
别测得其平均壳长为（０．３３８２±０．０３８２）ｃｍ，平
均壳宽为（０．１６３０±０．０１１０）ｃｍ。设置３个组，
分别为胰岛素组、ＴｒｉｓＨＣＬ组以及空白组，每组
放置稚贝１５０只。每天定时换水，投喂藻液，并
按设置的组别对各组进行相应处理，４０ｄ以后，
用游标卡尺分别测量各组稚贝的壳长壳宽。缢

蛏稚贝日生长率计算公式［１５］如下：

ＲＳＬＧ＝１００×（Ｌｎ－Ｌｎ－１）／Ｔ （１）
ＲＳＷＧ＝１００×（Ｗｎ－Ｗｎ－１）／Ｔ （２）

式中：ＲＳＬＧ为壳长日生长率，％；ＲＳＷＧ为壳宽日生
长率，％；Ｌｎ为正式实验４０ｄ后的稚贝壳长，ｃｍ；
Ｌｎ－１为正式实验前的稚贝壳长，ｃｍ；Ｗｎ为正式实
验４０ｄ后的稚贝壳宽，ｃｍ；Ｗｎ－１正式实验前的稚
贝壳宽，ｃｍ；Ｔ表示实验天数，ｄ。
１．８　统计分析

所有数据采用平均值±标准差表示。使用软
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件ＳＰＳＳ１８．０，通过单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）计
算各发育期、各组织和不同胰岛素浓度刺激之后

的基因表达量差异，及各实验组日生长率之间的

差异，Ｐ＜０．０５表示具有显著性差异，使用
ＳｉｇｍａＰｌｏｔ１２．５软件绘图。

２　结果

２．１　缢蛏ＩＧＦＡＬＳａ／ｂ基因序列分析特征
ＩＧＦＡＬＳａ基因的 ｃＤＮＡ序列为 ４８０９ｂｐ

（ＮＣＢＩ登录号：ＭＮ９１０１０４），其中包括 ５′非编码
区４６９ｂｐ，３′非编码区１３４９ｂｐ，包含ＰｏｌｙＡ，开放
阅读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）２９９１ｂｐ，共编
码９９６个氨基酸。ＳｉｎｇａｌＰ预测结果显示，蛋白 Ｎ
端１～１７个氨基酸构成 ＩＧＦＡＬＳａ的信号肽。预
测其蛋白分子量（ＭＷ）为１１２．９１ｋｕ，理论等电点
（ｐＩ）为８．９９。Ｔｍｐｒｅｄ预测结果显示，ＩＧＦＡＬＳａ是
非跨膜蛋白。糖基化预测结果显示 ＩＧＦＡＬＳａ具
有６个 Ｎ糖基化位点，分别为第 ２２、１９１、２９８、
３４６、３８９以及 ７２７个氨基酸。ＩｎｔｅｒＰｒｏ的蛋白结
构预测显示，第１７９～６６１个氨基酸为富含亮氨酸
序列，包括 １９个亮氨酸残基富集（ｌｅｕｃｉｎｅｒｉｃｈ
ｒｅｐｅａｔｓ，ＬＲＲ）结构域。其中，第１８个 ＬＲＲ结构
域由１９个氨基酸组成，第 ６、８、９、１０、１２、１３个
ＬＲＲ结构域由２２个氨基酸组成，第１９个ＬＲＲ结
构域由２３个氨基酸组成，其余 ＬＲＲ结构域均由

２４个氨基酸组成。此外，第６７４～７２６位氨基酸
为富含亮氨酸的 Ｃ端结构域，第７４８～９５６位氨
基酸为胰蛋白酶样丝氨酸蛋白酶结构域。

ＩＧＦＡＬＳｂ基因的 ｃＤＮＡ序列为 １９２５ｂｐ
（ＮＣＢＩ登录号：ＭＮ９１０１０５），其中包括 ５′非编码
区２６６ｂｐ，部分３′非编码区１８ｂｐ，ＯＲＦ１６４１ｂｐ，
共编码５４６个氨基酸。信号肽结果预测显示，Ｎ
端１～１７个氨基酸构成 ＩＧＦＡＬＳｂ的信号肽。ＭＷ
为６２．４８ｋｕ，ｐＩ为８．８７。Ｔｍｐｒｅｄ预测结果显示，
ＩＧＦＡＬＳｂ是非跨膜蛋白。糖基化预测结果显示，
ＩＧＦＡＬＳｂ具有６个 Ｎ糖基化位点，分别在第４７、
７４、８４、１３１、３９４和４８１个氨基酸。氨基酸结构预
测发现：第４５～４１０个氨基酸共有７个ＬＲＲ结构
域，其中第７个ＬＲＲ结构域由２０个氨基酸组成，
第４和第６个 ＬＲＲ结构域由２２个氨基酸组成，
第１和第３个结构域由２４个氨基酸组成，第２和
第５个结构域分别由２６和３３个氨基酸组成。
２．２　缢蛏ＩＧＦＡＬＳａ／ｂ的系统进化树分析

利用ＮＪ法构建ＩＧＦＡＬＳ的系统进化树，结果
显示，哺乳动物和鸟类聚为一支，而鱼类以及软

体动物的亲缘关系则比较接近。缢蛏 ＩＧＦＡＬＳａ
与软体动物中的牡蛎和虾夷扇贝的亲缘关系较

近，聚为一支，支持概率达到１００％。此外，缢蛏
的ＩＧＦＡＬＳｂ与美洲鲎的亲缘关系较近，并在进化
树中单独聚为一支（图１）。

节点上的数字表示重复１０００次的自举（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）检验置信值；▲表示缢蛏的ＩＧＦＡＬＳａ／ｂ。
Ｕｓｉｎｇｔｈｅｎｅｉｇｈｂｏｕｒｊｏｉｎｉｎｇ（ＮＪ）ｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈ１０００ｂｏｏｔｓｔｒａｐｒｅｐｅａｔｓ；ＩＧＦＡＬＳａ／ｂｏｆＳｉｎｏｎｏｖａｃｕｌａｃｏｎｓｔｒｉｃｔａａｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙ▲．

图１　基于ＩＧＦＡＬＳａ／ｂ氨基酸序列的系统进化树
Ｆｉｇ．１　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｂａｓｅｄｏｎａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＩＧＦＡＬＳａ／ｂ
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２．３　缢蛏 ＩＧＦＡＬＳａ／ｂ基因在不同发育时期和
不同组织中的表达分析

利用ｑＲＴＰＣＲ技术检测了两个ＩＧＦＡＬＳ基因
在缢蛏的不同发育时期和不同组织中的相对表

达情况（图２，３），其中内参基因为１８ＳｒＲＮＡ。结
果显示，在缢蛏幼虫发育过程中，ＩＧＦＡＬＳａ主要在
壳顶幼虫期、匍匐幼虫期、单水管期以及双水管

期表达，在受精卵时期的表达量极低，之后表达

量随着幼虫的发育逐渐上升。在不同组织中，

ＩＧＦＡＬＳａ主要在外套膜和性腺中表达，在肝胰腺、
鳃、血淋巴、水管和斧足中的表达量相对较低。

１．胚胎期；２．担轮幼虫期；３．Ｄ型面盘幼虫期；４．壳顶幼虫

期；５．匍匐幼虫期；６．单水管期；７．双水管期；数据以平均

值±标准误（ｎ＝３）的形式呈现；不同字母代表着显著性差异

（Ｐ＜０．０５）。

１．Ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ；２．Ｔｒｏｃｈｏｐｈｏｒｅ；３．Ｖｅｌｉｇｅｒ；４．Ｕｍｂｏｌａｒｖａｅ；

５．Ｃｒｅｅｐｉｎｇｌａｒｖａｅ；６．Ｓｉｎｇｌｅｐｉｐｅｊｕｖｅｎｉｌｅ；７．Ｄｏｕｂｌｅｐｉｐｅ

ｊｕｖｅｎｉｌｅ；ｂａｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅＭｅａｎ±ＳＥ（ｎ＝３）；ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓ

ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）．

图２　ＩＧＦＡＬＳａ／ｂ不同发育时期相对表达量
Ｆｉｇ．２　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＧＦＡＬＳａ／ｂ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｓｔａｇｅｓ

１．肝胰腺；２．鳃；３．血淋巴；４．水管；５．外套膜；６．斧足；

７．性腺；数据以平均值 ±标准误（ｎ＝３）的形式呈现；不同字

母代表着显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

１．Ｌｉｖｅｒ；２．Ｇｉｌｌ；３．Ｈｅｍｏｌｙｍｐｈ；４．Ｓｉｐｈｏｎ；５．Ｍａｎｔｌｅ；６．Ｆｏｏｔ；

７．Ｇｏｎａｄ；ｂａｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅＭｅａｎ±ＳＥ（ｎ＝３）；ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓ

ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）．

图３　 ＩＧＦＡＬＳａ／ｂ不同组织相对表达量
Ｆｉｇ．３　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＩＧＦＡＬＳａ／ｂｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ

　　ＩＧＦＡＬＳｂ基因在各个发育时期均有表达，其
表达量随着幼虫的发育不断上升，并在双水管期

表达量达到最高。在不同组织中，发现 ＩＧＦＡＬＳｂ
主要在水管、斧足、性腺和外套膜中表达，其中在

水管的表达量最高，在肝胰腺、鳃和血淋巴中只

有极少量表达。

２．４　胰岛素对缢蛏ＩＧＦ系统基因的影响
利用不同浓度胰岛素对缢蛏稚贝进行喂食，

并在 ２４ｈ后检测 ＩＧＦＡＬＳａ、ＩＧＦＡＬＳｂ、ＩＲＳ、ＰＤＫ１
和ＭＰＫＰ１５个基因的相对表达情况（图４）。

结果显示，当胰岛素质量浓度为 １０ｍｇ／Ｌ
时，ＩＧＦＡＬＳａ、ＩＧＦＡＬＳｂ、ＩＲＳ、ＰＤＫ１和 ＭＰＫＰ１５个
基因表达量均有显著上升。
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数据以平均值±标准误（ｎ＝３）的形式呈现；不同字母代表着显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

ＢａｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅＭｅａｎ±ＳＥ（ｎ＝３）；ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）．

图４　不同胰岛素浓度对ＩＧＦＡＬＳａ／ｂ、ＩＲＳ、ＭＰＫＰ１、ＰＤＫ１表达量的影响
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｓｕｌｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎＩＧＦＡＬＳａ／ｂ，ＩＲＳ，ＭＰＫＰ１，ＰＤＫ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ

２．５　长期摄入胰岛素对缢蛏日生长率的影响
为了探究 ＩＧＦ系统对缢蛏生长的影响，在

２．４节的基础上，进一步测定长期摄入胰岛素对
于缢蛏日生长率的影响（图５）。结果显示，在加

入胰岛素喂养４０ｄ后，缢蛏壳长和壳宽的日生长
率都明显高于空白组和 ＴｒｉｓＨＣＬ组。各组壳长
的平均日生长率分别为胰岛素组 ４％，空白组
３．２８％，ＴｒｉｓＨＣＬ组３．１１％。各组壳宽的平均日

６
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生长率分别为胰岛素组１．７３％，空白组１．３４％，
ＴｒｉｓＨＣＬ组１．３３％。

数据以平均值±标准误（ｎ＝１０）的形式呈现；不同字母代表

显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

ＢａｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅＭｅａｎ±ＳＥ（ｎ＝１０）；ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）．

图５　长期摄入胰岛素对缢蛏稚贝日生长率的影响
Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｏｎｇｔｅｒｍｉｎｓｕｌｉｎｉｎｔａｋｅ
ｏｎｄａｉｌｙｃｌａｍｇｒｏｗｔｈｒａｔｅｏｆｊｕｖｅｎｉｌｅｓ

３　讨论

动物生长发育的调控机制一直是发育生物

学以及基因表达调控所关注的热点问题。ＩＧＦ信
号通路能够介导生长激素（ｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅ，ＧＨ）
来调节机体的生理功能［１６］。在脊椎动物中，ＩＧＦ１
和ＩＧＦ２在细胞的凋亡与增殖分化过程中起着关
键作用，ＩＧＦＡＬＳ则在确保 ＩＧＦ对靶组织的作用
中扮 演 着 重 要 角 色。有 研 究 表 明，果 蝇

（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ）中的 ＩＧＦＡＬＳ与其幼虫
的生长和发育相关［１７１８］。

本研究首次在缢蛏转录组库中筛选鉴定了

两个ＩＧＦＡＬＳ基因。值得注意的是，目前在人［１２］、

小鼠［１９］、牛［２０］以及果蝇［１７］的研究中，仅发现了

一个 ＩＧＦＡＬＳ基因。在之前的研究中，首次在缢
蛏的 ＩＧＦ系统中发现了两个类胰岛素受体
（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｐｅｐｔｉｄｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＩＬＰＲ）［１０］。推测在
贝类中存在独特的 ＩＧＦ信号通路系统。通过结
构预测分析，发现两个 ＩＧＦＡＬＳ蛋白都包含了多
个ＬＲＲ结构域，符合 ＩＧＦＡＬＳ氨基酸序列的主要
特征。ＬＲＲ可折叠成弧形或马蹄形，参与蛋白质

间的作用。而 ＩＧＦＡＬＳ中的 ＬＲＲ结构域主要参
与了ＩＧＦ与ＩＧＦＢＰ之间的结合［１２］。对比缢蛏的

两个ＩＧＦＡＬＳ蛋白结构，发现 ＩＧＦＡＬＳａ的 ＬＲＲ结
构域更多，且具有富含亮氨酸的Ｃ端结构域和胰
蛋白酶样丝氨酸蛋白酶结构域，推测 ＩＧＦＡＬＳａ在
参与蛋白质的结合中起着更重要的作用。

在缢蛏不同发育期的表达分析中，两个

ＩＧＦＡＬＳ基因在幼虫发育前期的表达量都极低，而
随着发育时间的延长，表达量逐渐升高。在绵羊

和猪的胚胎细胞发育过程中，发育前期几乎检测

不到ＩＧＦＡＬＳ基因的表达，而随着发育时间的增
加，ＩＧＦＡＬＳ基因的表达也会逐渐增加［２１２２］。此

外，在绵羊出生后的早期发育过程中，ＩＧＦＡＬＳ的
表达量与发育时间存在正相关［２１］，这与的实验结

果一致，表明缢蛏的 ＩＧＦＡＬＳ很可能参与了幼虫
的变态发育。在１龄缢蛏成体的各组织中，发现
ＩＧＦＡＬＳａ在外套膜中的表达量最高，在性腺中的
表达量也比较高，而 ＩＧＦＡＬＳｂ则在水管中的表达
量最高，其次是外套膜，揭示ＩＧＦＡＬＳａ和ＩＧＦＡＬＳｂ
在缢蛏成体的繁殖和生长中发挥着不同的功能。

在不同质量浓度胰岛素对 ＩＧＦＡＬＳ表达模式
的影响中，当胰岛素刺激２４ｈ后，ＩＧＦＡＬＳａ以及
ＩＧＦＡＬＳｂ的表达量均在质量浓度为１０ｍｇ／Ｌ时有
极显著的上升，而当质量浓度达到 ２０ｍｇ／Ｌ时，
基因表达量基本恢复与０ｍｇ／Ｌ一致，表明胰岛
素刺激存在着浓度效应。有研究［２３］表明，在胰岛

素的刺激下，大鼠肝脏细胞和 Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞中
ＩＧＦＡＬＳ以及ＩＧＦＢＰ３的表达均有上升，且同样存
在剂量依赖性。此外，在不同质量浓度胰岛素的

刺激下，两个 ＩＧＦＡＬＳ基因的表达模式相似。在
绵羊的胚胎研究中，发现 ＩＧＦＡＬＳ基因的表达会
随着发育时间的增加而增加［２１］，而在怀孕 １０ｄ
的大鼠体内，ＩＧＦＡＬＳ的含量是未怀孕大鼠的 ３
倍［２４］。结合ＩＧＦＡＬＳ在缢蛏不同发育时期和不同
组织中的表达模式，推测在缢蛏的早期生长发育

阶段，两个ＩＧＦＡＬＳ基因起着协同作用，而在其成
体阶段，两个 ＩＧＦＡＬＳ基因分别在缢蛏的繁殖和
生长中承担着不同的角色。

在果蝇和线虫的 ＩＧＦ信号通路中，配体与受
体结合后，会直接与受体底物或者磷酸化的受体

继续结合，进而激活相应的蛋白激酶，然后调控

下游转录因子［２５２７］。在缢蛏转录组文库中找到

了受体底物ＩＲＳ，以及ＭＡＰＫ途径和 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ途

７
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径中的两个蛋白激酶相关基因 ＭＰＫＰ１和 ＰＤＫ１，
检测了不同胰岛素质量浓度对 ＩＲＳ、ＭＰＫＰ１和
ＰＤＫ１表达模式的影响，得到与两个缢蛏 ＩＧＦＡＬＳ
基因相似的结果。ＩＲＳ、ＭＰＫＰ１和 ＰＤＫ１这 ３个
基因均在胰岛素质量浓度为１０ｍｇ／Ｌ时表达量
显著上升，表明缢蛏的ＩＧＦ信号通路与 ＭＡＰＫ途
径和 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ途径之间存在着调控机制，这与
之前的研究［６］类似。在本实验中，以质量浓度１０
ｍｇ／Ｌ的胰岛素长期喂养缢蛏稚贝，发现其壳长
壳宽的日生长率都高于对照组，这与胰岛素质量

浓度实验中各基因表达模式结果相符。同样，在

小鼠的胚胎中将 ＩＧＦＡＬＳ基因过表达后，对其出
生后的生长产生了显著影响［２８］。

　　综上所述，本研究筛选鉴定了缢蛏两个
ＩＧＦＡＬＳ基因（ＩＧＦＡＬＳａ和 ＩＧＦＡＬＳｂ），这２个基因
均在缢蛏幼虫发育前期痕量表达，在发育后期表

达量显著增加，且 ＩＧＦＡＬＳａ在外套膜和性腺中高
表达，而ＩＧＦＡＬＳｂ则在水管中高表达。当受到质
量浓度为１０ｍｇ／Ｌ的胰岛素刺激时，两个ＩＧＦＡＬＳ
基因表达量显著上升，且影响 ＩＧＦ信号通路下游
基因ＩＲＳ、ＭＰＫＰ１和 ＰＤＫ１，并促进缢蛏稚贝的生
长。研究结果为阐明 ＩＧＦ信号通路在贝类发育
和生长方面的作用机制提供了参考。
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