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摘　要：通过现代分子生物学技术，从三角帆蚌（Ｈｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ）中克隆了细胞周期蛋白 Ｂ（ｃｙｃｌｉｎＢ）基因
的ｃＤＮＡ，得到长度为１０２４ｂｐ的序列信息，包括７６８ｂｐ的ＯＲＦ，１９７ｂｐ的３′ＵＴＲ，编码２５５个Ａａ。进一步分
析表明，三角帆蚌ｃｙｃｌｉｎＢ基因与牡蛎、扇贝具有较高的相似性，其氨基酸序列中具有１个典型的周期蛋白框
（ｃｙｃｌｉｎｂｏｘ），并存在２个周期蛋白依赖性蛋白激酶（ＣＤＫ）的作用位点。通过 ＲＴｑＰＣＲ研究显示：三角帆蚌
ｃｙｃｌｉｎＢ基因在性腺中的表达最高，在雌性中的表达量显著高于雄性（Ｐ＜０．０５）；而 ｃｙｃｌｉｎＢ基因在其他组织
中的表达量均显著低于性腺（Ｐ＜０．０５），且无显著雌雄差异（Ｐ＞０．０５）；沉默ｃｙｃｌｉｎＢ基因后，除外套膜外，其
在性腺和鳃的表达显著降低（Ｐ＜０．０５），表明 ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）对三角帆蚌不同组织具有不同的沉默效果。
流式细胞仪测定ＲＮＡｉ后细胞的分裂时相变化，发现性腺和鳃细胞中Ｇ２／Ｍ期占比下降，表明ｃｙｃｌｉｎＢ基因在
三角帆蚌中能调控细胞分裂。初步研究了三角帆蚌ｃｙｃｌｉｎＢ基因及其功能，为三角帆蚌细胞体外建系奠定分
子基础。
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　　三角帆蚌（Ｈｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ）是我国特有且
重要的大型淡水珍珠蚌，具有很高的经济价值。

我国从２０世纪８０年代初期开始研究淡水珍珠蚌
的细胞培养技术［１］，到目前为止，其细胞体外分

裂迟缓仍是贝类细胞培养的一大难题。虽然石

安静［２］在珍珠蚌外套膜细胞培养基中加入了胎

牛血清及水解乳蛋白，以供细胞养分；李倩等［３］

采用物理化学诱导法诱导三角帆蚌外套膜细胞

体外增殖分裂，但至今未能解决该难题，无法建

立贝类成熟的细胞系，制约了对三角帆蚌育珠育

种、病害防治和基因功能等方面的进一步研究。

细胞周期（ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ）是保证细胞进行生命
活动的基本过程，细胞通过细胞周期时相的变迁

进入增殖、分化、衰老和死亡等生理过程［４５］。细

胞周期蛋白Ｂ（ｃｙｃｌｉｎＢ）是卵细胞成熟促进因子
（ＭＰＦ）的主要成分，在细胞周期运转中主要参与
调控Ｍ期，即细胞分裂期。目前，在水生生物中

对ｃｙｃｌｉｎＢ基因的研究多与性腺发育相关，ＦＡＮＧ
等［６］克隆出中华绒螯蟹（Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ）ｃｙｃｌｉｎ
Ｂ基因全长，并研究了其在卵黄发生期的表达模
式；ＶＩＳＵＤＴＩＰＨＯＬＥ等［７］在斑节对虾（Ｐｅｎａｅｕｓ
ｍｏｎｏｄｏｎ）卵巢中克隆出 ｃｙｃｌｉｎＢ基因，并检测到
该基因在性成熟个体的表达量高于未成熟个体

等，但ｃｙｃｌｉｎＢ作为细胞周期周转中重要的正向
调控因子，主要诱导细胞分裂。ＸＵ等［８］鉴定了

秀丽隐杆线虫（Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓｅｌｅｇａｎｓ）４种 ｃｙｃｌｉｎ
Ｂ基因，并发现ｃｙｃｌｉｎＢ３是染色体分离不可缺少
的基因，但在贝类中对 ｃｙｃｌｉｎＢ基因与细胞分裂
间直接关系的研究还未开展。

本研究对三角帆蚌 ｃｙｃｌｉｎＢ基因进行克隆，
并对其进行了生物信息分析，通过 ＲＴｑＰＣＲ技
术，检测了三角帆蚌不同性别及组织中 ｃｙｃｌｉｎＢ
基因的表达水平，构建了三角帆蚌 ｃｙｃｌｉｎＢ基因
的组织表达谱，利用 ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）技术对
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ｃｙｃｌｉｎＢ基因功能进行了初步分析，为后续三角帆
蚌细胞分裂机制、细胞体外培养及建系提供了分

子基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料
三角帆蚌采购于上海滨海生产基地，选取喷

水有力、大小均一、体质健康的１龄蚌，饲养于实
验室玻璃缸内，以豆浆投喂并２４ｈ不断冲氧。

三角帆蚌暂养于实验室２周，随机挑选４只
雌蚌和４只雄蚌解剖后，取其闭壳肌、斧足、外套
膜、心脏、血液、内脏团、鳃和性腺组织，经 ＤＥＰＣ
水洗净并迅速放置于液氮中，存于－８０℃冰箱中
备用。

１．２　实验方法
１．２．１　总ＲＮＡ提取和检测

根据Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）的操作
说明将上述采集的样品进行 ＲＮＡ提取。利用
ＮＡＮＯＤＲＯＰ２０００Ｃ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美
国）测定总ＲＮＡＯＤ２６０／２８０（１．８～２．０范围的 ＲＮＡ
纯度较好）及浓度，再根据１％琼脂糖凝胶电泳检

测ＲＮＡ质量，所有ＲＮＡ样品均符合实验要求后，
置于 －８０℃ 保存备用。反转录过程按照
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ
（ＴａＲａＫａ，日本）的操作步骤进行。
１．２．２　ｃｙｃｌｉｎＢ基因的克隆及分析

根据转录组数据库中ｃｙｃｌｉｎＢ基因的部分序
列，运用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设计引物 （表１），由
生工生物工程（上海）公司合成。用三角帆蚌各

组织混合池 ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ
的扩增条件：９４℃预变性３ｍｉｎ、９４℃变性３０ｓ、
５０℃退火３０ｓ、７２℃延伸４０ｓ，共４０个循环。扩
增产物经１％的琼脂糖凝胶回收纯化与ＰＭＤ１９Ｔ
（ＴａＫａＲａ，日本）连接转化入感受态大肠杆菌
ＤＨ５α（实验室保存）中，经菌落 ＰＣＲ验证后将阳
性克隆送于生工生物工程（上海）公司测序。根

据克隆出来的三角帆蚌 ｃｙｃｌｉｎＢ片段，设计 ３′
ＲＡＣＥ的特异性引物（表１）。依照３′ＦｕｌｌＲＡＣＥ
ｋｉｔ（ＴａＫａＲａ，日本）试剂盒说明，进行 ＲＡＣＥＰＣＲ
扩增。ＲＡＣＥＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳分
离后，与 ＰＣＲ回收纯化目的片段，进行连接、转
化、克隆和测序。

表１　实验所用引物
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ
引物序列（５′→３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′→３′）
ｃｙｃｌｉｎＢＦ ＣＣＡＡＣＧＡＴＡＡＡＧＡＴＡＡＣＣＣＴＣ
ｃｙｃｌｉｎＢＲ ＣＣＴＧＴＣＣＡＧＣＣＴＴＴＧＡＧＴ
ＥＦ１ＡＦ ＧＧＡＡＣＴＴＣＣＣＡＧＧＣＡＧＡＣＴＧＴＧＣ
ＥＦ１ＡＲ ＴＣＡＡＡＡＣＧＧＧＣＣＧＣＡＧＡＧＡＡＴ
ｃｙｃｌｉｎＢｏｕｔｅｒＦ ＣＡＴＴＧＡＴＡＧＡＴＴＣＴＴＧＣＡＧＡＴＡＣＡＴ
ｃｙｃｌｉｎＢｉｎｎｅｒＦ ＧＣＣＣＣＴＧＡＧＧＴＧＧＣＡＧＡＴＴＴＴＧＴＧＴ
ｃｙｃｌｉｎＢＱＦ ＧＧＧＴＧＡＣＴＴＣＣＡＴＧＴＴＧＡ
ｃｙｃｌｉｎＢＱＲ ＴＣＣＡＧＣＣＴＴＴＧＡＧＴＴＴＣＴ

　　用ＤＡＮＭＡＮ软件将所得到的三角帆蚌ｃｙｃｌｉｎ
Ｂ片段去除序列间重叠部分以及ＲＡＣＥ试剂盒添
加的引物部分，拼接得到克隆片段。应用 ＯＲＦ
Ｆｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｏｒｆ／ｏｒｆｉｇ．
ｃｇｉ）对ｃＤＮＡ进行开放阅读框（ＯＲＦ）分析，并进
行比对、分析其氨基酸序列。应用 ＤＮＡＭＡＮ软
件将三角帆蚌ｃｙｃｌｉｎＢ的碱基及氨基酸序列分别
与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中其他物种的ｃｙｃｌｉｎＢ的碱基
和氨基酸序列进行比对，检测它们之间的序列相

似性。通过 ＥｘＰＡＳｙ系统（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．
ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）对三角帆蚌 ｃｙｃｌｉｎＢ的分子量和

理论等电点进行预测。应用 Ｓｔｒｉｎｇ（ｈｔｔｐ：／／ｓｔｒｉｎｇ
ｄｂ．ｏｒｇ）对能与其发生相互作用的靶蛋白进行预
测。

１．２．３　ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）实验
ｓｉＲＮＡ的制备：根据小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）设

计原则，针对克隆得到的 ｃｙｃｌｉｎＢ基因设计目的
基因干扰链（ｓｉＲＮＡｃｙｃｌｉｎＢ）的正义链（ｓｅｎｓｅ）和
反义链（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ），加以碱基修饰后，交由上海吉
玛制药技术有限公司合成；ＮＣ链是通用阴性对
照链，购自吉玛公司。目的干扰链和 ＮＣ链的序
列信息见表２。

７９４
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表２　ＲＮＡ干扰实验所用引物
Ｔａｂ．２　ＰｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｅＲＮＡｉ

引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ
引物序列（５′→３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′→３′）
ｃｙｃｌｉｎＢｓｉＲＮＡＳ ＣＣＣＵＣＡＡＣＵＡＧＵＣＡＧＵＧＡＡＴＴ
ｃｙｃｌｉｎＢｓｉＲＮＡＡ ＵＵＣＡＣＵＧＡＣＵＡＧＵＵＧＡＧＧＧＴＴ
ＮＣＳ ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ
ＮＣＡ ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ

　　实验设置：从三角帆蚌暂养缸中随机挑选９
只已暂养２周以上的健康１龄蚌随机平均分成３
组，即ｃｙｃｌｉｎＢ干扰组（注射ｃｙｃｌｉｎＢ干扰链）、ＮＣ
组（注射ＮＣ链）和正常组（不注射）。用１ｍＬ无
酶注射器将干扰链（２０μｍｏｌ／Ｌ）和 ＮＣ链（２０
μｍｏｌ／Ｌ）在０ｈ、２４ｈ时注射进三角帆蚌性腺内，
并在首次注射４８ｈ后取三角帆蚌的性腺、鳃和外
套膜组织与细胞，分别备用于荧光定量ＰＣＲ和细
胞周期测定。

１．２．４　荧光定量ＰＣＲ
根据克隆得到的 ｃｙｃｌｉｎＢ基因结构域保守

区，运用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计特异性好的
ＰＣＲ引物（表１），并交由生工生物工程（上海）公
司合成。ｃｙｃｌｉｎＢ基因的定量分析在 ＣＦＸ９６
ＴｏｕｃｈＴＭ ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ （Ｂｉｏ
Ｒａｄ，美国）平台进行。首先制备目的基因和内参
基因（ＥＦ１Ａ）的标准曲线。然后按照以下条件进
行相对定量分析。反应体系（２０μＬ）：１．０μＬ
ｃＤＮＡ，上下游引物各０．２μＬ，１０．０μＬ２×ｉＱＴＭ

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒｍｉｘ（ＢｉｏＲａｄ，美国）和８．６μＬ
ｄｄＨ２Ｏ；反应条件：９５℃ ２ｍｉｎ；９５℃ １５ｓ，６０℃
３０ｓ，采集荧光４０次，然后进行溶解曲线的扩增。
该实验中，生物学重复ｎ＝３，技术重复２次，目的
基因和内参基因的扩增效率（Ｅ）均为 ９５％ ～
１００％，Ｒ２均大于０．９。

ｃｙｃｌｉｎＢ基因相对表达量数据运用２ΔΔＣＴ法进
行计算。数值采用平均值 ±标准误差（Ｍｅａｎ±
ＳＥ）表示。不同样品间的相对表达差异分析利
用 ＳＰＳＳ１９．０软件中的 ＯｎｅＷａｙ方差分析
（ＡＮＯＶＡ），使用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ

进行组间多重比较，Ｐ＜０．０５代表差异显著。定
量结果用Ｏｒｉｇｉｎ２０１７软件进行作图分析。
１．２．５　细胞周期测定

将上述ＲＮＡｉ后的性腺、鳃及外套膜细胞固
定于７０％乙醇中，在 －２０℃冰箱中固定 ３ｈ以
上。取１ｍＬ已固定好的细胞悬液于１．５ｍＬ无
菌离心管中，室温３００ｇ离心５ｍｉｎ，去上清；加入
５００μＬＰＢＳ缓冲液重新使细胞悬浮，室温３００ｇ
离心５ｍｉｎ，去上清；将细胞重新悬浮于 ５００μＬ
ＰＩ／ＲＮａｓｅ染液（ＢＤ，美国），３７℃避光孵育１５～
２０ｍｉｎ后，用 ＡｃｃｕｒｉＣ６ＰＬＵＳ流式细胞仪（ＢＤ，
美国）检测细胞的细胞周期时相，用 ｎｏｖｏ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ软件分析结果。

２　结果与分析

２．１　三角帆蚌ｃｙｃｌｉｎＢ基因的克隆及序列分析
通过克隆得到三角帆蚌 ｃｙｃｌｉｎＢ基因的

ｃＤＮＡ长度为１０２４ｂｐ（图１），包括 ＯＲＦ７６８ｂｐ，
３′ＵＴＲ１９７ｂｐ，编码２５５个氨基酸残基。核苷酸
序列的 ３′ＵＴＲ中发现典型的多聚赖氨酸信号
“ＡＡＴＡＡＡ”和末尾的ＰｏｌｙＡ重复序列。对ｃｙｃｌｉｎ
Ｂ蛋白保守结构域（图２）分析，发现有一段含９０
个氨基酸残基的保守序列，即周期蛋白框（ｃｙｃｌｉｎ
ｂｏｘ），在其框内存在两个周期蛋白依赖性蛋白激
酶（ＣＤＫ）结合位点。ＥｘＰＡＳｙ分析三角帆蚌
ｃｙｃｌｉｎＢ基因的分子量为２９．１ｋｕ，理论等电点为
８．８４。

三角帆蚌与其他物种ｃｙｃｌｉｎＢ基因序列相似
性比对结果（图３ａ）表明，其与牡蛎聚在一支，其
次与扇贝、贻贝具有较高的序列相似性，ｃｙｃｌｉｎＢ
基因在贝类中具有保守性。通过多物种的 ｃｙｃｌｉｎ
Ｂ基因氨基酸序列分析显示（图３ｂ），三角帆蚌与
斑马贻贝（Ｄｒｅｉｓｓｅｎａｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉａ）有 ７３％的同源
性，且均与牡蛎和扇贝有６０％以上的同源性。通
过Ｓｔｒｉｎｇ网站预测三角帆蚌 ｃｙｃｌｉｎＢ靶蛋白的结
果表明，ｃｙｃｌｉｎＢ蛋白与ＣＤＫ１和ＣＤＫ２有靶向关
系。
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黑色下划线表示起始密码子和终止密码子；黑色双下划线表示ｐｏｌｙＡ；黑色框内“ＡＡＴＡＡＡ”为多聚腺苷酸信号；灰色阴影表示转录

组库中ｃｙｃｌｉｎＢ基因序列

Ｂｌａｃｋｕｎｄｅｒｌｉｎｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｓｔａｒｔｃｏｄｏｎａｎｄｓｔｏｐｃｏｄｏｎ；ＢｌａｃｋｄｏｕｂｌｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｐｏｌｙＡ；Ｔｈｅ“ＡＡＴＡＡＡ”ｉｎｂｌａｃｋｆｒａｍｅｉｓｔｈｅ

ｐｏｌｙａｄｅｎｏｓｉｎｅｐｌｕｓｔａｉｌｓｉｇｎａｌ；ＧｒａｙｓｈａｄｉｎｇｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｃｙｃｌｉｎＢｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｉｎｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

图１　三角帆蚌ｃｙｃｌｉｎＢ基因的ｃＤＮＡ序列及预测的氨基酸序列
Ｆｉｇ．１　ｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｐｒｅｄｉｃｔｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｃｙｃｌｉｎＢｉｎＨｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ

灰色三角形为ｃｙｃｌｉｎＢ与ＣＤＫ结合的氨基酸残基；大括号表

示ｃｙｃｌｉｎＢ与ＣＤＫ的结合位点；黑色方框内为 ｃｙｃｌｉｎＢ的周

期蛋白框

ＴｈｅｇｒａｙｔｒｉａｎｇｌｅｉｓｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｒｅｓｉｄｕｅｏｆｃｙｃｌｉｎＢｂｉｎｄｉｎｇｔｏ

ＣＤＫ；ＴｈｅｂｒａｃｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｏｆｃｙｃｌｉｎＢａｎｄＣＤＫ；

ＴｈｅｂｌａｃｋｂｏｘｉｓｔｈｅｃｙｃｌｉｃｎｂｏｘｏｆｃｙｃｌｉｎＢ

图２　三角帆蚌ｃｙｃｌｉｎＢ保守结构域
Ｆｉｇ．２　ＣｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎｏｆｃｙｃｌｉｎＢ

ｉｎＨｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ

２．２　三角帆蚌ｃｙｃｌｉｎＢ基因组织表达差异分析
由图４可知：三角帆蚌 ｃｙｃｌｉｎＢ基因 ｍＲＮＡ

在不同性别的闭壳肌、斧足、外套膜、心脏、血液、

内脏团、鳃和性腺中均有表达。三角帆蚌ｃｙｃｌｉｎＢ
基因在其性腺中高表达，且在雌性个体中的表达

量显著高于雄性个体（Ｐ＜０．０５），ｃｙｃｌｉｎＢ基因在
闭壳肌、斧足、外套膜、心脏、血液、内脏团和鳃组

织中的表达量无明显的雌雄差异，且各组织间也

无显著性表达差异。

在ＲＮＡｉ后，ｃｙｃｌｉｎＢ干扰链注射三角帆蚌４８
ｈ后，定量结果（图５）表明：ｃｙｃｌｉｎＢ基因在性腺
和鳃中的表达量在正常组和 ＮＣ组无显著差异
（Ｐ＞０．０５），但在性腺的干扰组中ｃｙｃｌｉｎＢ基因的
表达水平显著下降（Ｐ＜０．０５），为正常水平的
３９％，在鳃的干扰组中 ｃｙｃｌｉｎＢ基因的水平显著
下降（Ｐ＜０．０５），为正常水平的２６％，而在干扰
后的外套膜组织中，ｃｙｃｌｉｎＢ基因的表达量与正常
组无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。
２．３　ＲＮＡｉ后细胞周期测定结果

根据细胞分裂过程中 ＤＮＡ变化情况，可人
为地将细胞周期划分为第一个间隔期（Ｇ１期）、
ＤＮＡ合成期（Ｓ期）、第二个间隔期（Ｇ２期）和分
裂期（Ｍ期）４个阶段，有些细胞会暂时脱离细胞
周期而停止分裂，被称为 Ｇ０期细胞。对于性腺
细胞（表３）而言，在 ｃｙｃｌｉｎＢ干扰组、ＮＣ组及正
常组中均呈现 Ｓ期细胞的比例显著高于 Ｇ１／Ｇ０
期和Ｇ２／Ｍ期细胞的比例（Ｐ＜０．０５），针对Ｇ２／Ｍ
期细胞占比而言，ｃｙｃｌｉｎＢ干扰组显著低于正常组
（Ｐ＜０．０５）；对于鳃细胞（表４）而言，ＮＣ组各时
相细胞占比无显著性差异（Ｐ＞０．０５），ｃｙｃｌｉｎＢ
干扰组及正常组中均呈现 Ｓ期细胞的比例显著
高于 Ｇ１／Ｇ０期和 Ｇ２／Ｍ期细胞的比例（Ｐ＜
０．０５），针对 Ｇ２／Ｍ期细胞占比而言，在 ｃｙｃｌｉｎＢ
干扰组中其比例显著低于 Ｇ１／Ｇ０期（Ｐ＜０．０５），
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而在正常组中其比例显著高于 Ｇ１／Ｇ０期（Ｐ＜
０．０５）；对于外套膜细胞（表５），ｃｙｃｌｉｎＢ干扰组和
正常组细胞时相分布趋势具有一致性，Ｇ１／Ｇ０、Ｓ
及Ｇ２／Ｍ期细胞占比无显著性差异（Ｐ＞０．０５），

针对Ｇ２／Ｍ期细胞占比而言，ｃｙｃｌｉｎＢ干扰组及正
常组显著性水平一致，均显著高于 ＮＣ组（Ｐ＜
０．０５）。

Ｈｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ：三角帆蚌；Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａｖｉｒｇｉｎｉｃ：美洲牡蛎［ＸＭ０２２４７９０６８．１］；Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａｇｉｇａ：太平洋牡蛎［ＸＭ０２００６７７７３．１］；

Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ：斑马鱼［ＮＭ１３１５１３．１］；Ｍｉｚｕｈｏｐｅｃｔｅｎｙｅｓｓｏｅｎｓｉｓ：虾夷扇贝［ＸＭ０２１４８７９７７．１］；Ｄｒｅｉｓｓｅｎａｐｏｌｙｍｏｒｐｈ：斑马贻贝［ＡＦ０８６６３４．

１］；Ｘｅｎｏｐｕｓｌａｅｖｉｓ：非洲爪蟾［ＮＭ００１０８９８９９．１］；Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏ：斑节对虾 ［ＥＵ７０７３３２．１］；Ａｃａｎｔｈａｓｔｅｒｐｌａｎｃｉ：长棘海星

［ＸＭ０２２２３２９７０．１］

图３　三角帆蚌与其他物种ｃｙｃｌｉｎＢ序列相似性比对
Ｆｉｇ．３　ｃｙｃｌｉｎＢｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｙａｌｉｇｎｍｅｎｔｂｅｔｗｅｅｎＨｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉａｎｄｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ

不同字母代表显著性差异（Ｐ＜０．０５）

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）

图４　ｃｙｃｌｉｎＢ基因在不同性别三角帆蚌不同组织中的表达
Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃｙｃｌｉｎＢｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｉｎｍａｌｅａｎｄｆｅｍａｌｅＨｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ
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代表显著性差异（Ｐ＜０．０５）

Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）

图５　ＲＮＡ干扰后三角帆蚌性腺、鳃、外套膜中ｃｙｃｌｉｎＢ的表达
Ｆｉｇ．５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃｙｃｌｉｎＢｇｅｎｅｏｆｇｏｎａｄ，ｇｉｌｌａｎｄｍａｎｔｌｅｉｎＨｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉａｆｔｅｒＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｄ

表３　ＲＮＡ干扰后三角帆蚌性腺细胞的细胞周期时相分布
Ｔａｂ．３　ＣｅｌｌｃｙｃｌｅｐｈａｓｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｇｏｎａｄｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｄｉｎＨｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ ％

组别

Ｇｒｏｕｐ Ｇ１／Ｇ０期 Ｓ期 Ｇ２／Ｍ期

ｃｙｃｌｉｎＢ干扰组 ＲＮＡｉ ３０．２３±４．１１ｂ ５７．２０±１０．６０ａ １２．５８±６．５０ｃ

ＮＣ组 Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ３７．６１±５．７５ａ ４７．５８±７．２０ａ １４．８１±１．６１ｂ

正常组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ２８．０４±９．３０ｂ ４７．７４±６．６０ａ ２４．２３±２．７０ｂ

注：同行肩标中不同字母代表显著性差异（Ｐ＜０．０５）
Ｎｏｔｅｓ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｏｆｓａｍｅｒｏｗｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）

表４　ＲＮＡ干扰后三角帆蚌鳃细胞的细胞周期时相分布
Ｔａｂ．４　ＣｅｌｌｃｙｃｌｅｐｈａｓｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｇｉｌｌｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｄｉｎＨｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ ％

组别

Ｇｒｏｕｐ Ｇ１／Ｇ０期 Ｓ期 Ｇ２／Ｍ期

ｃｙｃｌｉｎＢ干扰组 ＲＮＡｉ ２５．０６±１．０９ｂ ５２．１８±１．１９ａ ２２．７６±０．３９ｃ

ＮＣ组 Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ２８．８２±５．６０ａ ２８．４２±９．８７ａ ４２．７７±４．２７ａ

正常组 Ｃｏｎｔｒｏｌ １９．２７±０．３５ｃ ５５．６２±０．７１ａ ２５．１１±１．０６ｂ

注：同行肩标中不同字母代表显著性差异（Ｐ＜０．０５）
Ｎｏｔｅｓ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｏｆｓａｍｅｒｏｗｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）

表５　ＲＮＡ干扰后三角帆蚌外套膜细胞的细胞周期时相分布
Ｔａｂ．５　ＣｅｌｌｃｙｃｌｅｐｈａｓｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｍａｎｔｌｅｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｄｉｎＨｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ ％

组别

Ｇｒｏｕｐ Ｇ１／Ｇ０期 Ｓ期 Ｇ２／Ｍ期

ｃｙｃｌｉｎＢ干扰组 ＲＮＡｉ ３１．６５±７．５６ａ ３７．２７±１．４４ａ ３１．０８±６．１２ａ

ＮＣ组 Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ３６．０４±２．７７ａ ３７．８３±１．１３ａ ２６．１４±１．６４ｂ

正常组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ３３．２２±１．４５ａ ３３．２４±２．５４ａ ３３．５５±１．０９ａ

注：同行肩标中不同字母代表显著性差异（Ｐ＜０．０５）
Ｎｏｔｅｓ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｏｆｓａｍｅｒｏｗｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）

３　讨论

本研究首次通过克隆得到三角帆蚌 ｃｙｃｌｉｎＢ
基因的 ｃＤＮＡ长度为１０２４ｂｐ，包括 ７６８ｂｐ的
ＯＲＦ，１９７ｂｐ的３′ＵＴＲ，编码２５５个氨基酸残基。
克隆结果显示 ｃｙｃｌｉｎＢ基因的３′ＵＴＲ区有两个

多聚赖氨酸信号，多聚赖氨酸尾主要控制 ｍＲＮＡ
的稳定性和调节ｍＲＮＡ的翻译效率，根据三角帆
蚌ｃｙｃｌｉｎＢ基因的克隆结果显示，其３′ＵＴＲ区有
两个多聚赖氨酸加尾信号，这与吴萍［９］在日本沼

虾卵巢中克隆得到 ｃｙｃｌｉｎＢ基因的３′ＵＴＲ区的
结构相似，表明这是 ｃｙｃｌｉｎＢ作为 Ｍ期周期蛋白
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在细胞周期中相对稳定的原因。自１９８３年首次
发现细胞周期蛋白后，许多科学家对细胞周期蛋

白开展了研究，目前从高等动物中克隆分离的

ｃｙｃｌｉｎ就超过１８种，在人体中也发现了２５种周
期蛋白，对水生生物中细胞周期蛋白的克隆研究

也日渐成熟，目前已从大黄鱼 （Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ
ｃｒｏｃｅａ）［１０］、拟穴青蟹（Ｓｃｙｌｌａｐａｒａｍａｍｏｓａｉｎ）［１１］、
长牡蛎（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａｇｉｇａｓ）［１２］等中克隆得到 ｃｙｃｌｉｎ
Ｂ基因。不同 ｃｙｃｌｉｎ之间具有共同的分子结构，
具体表现在其氨基酸序列中有一段含１００～１５０
个氨基酸残基的保守序列，即周期蛋白框（ｃｙｃｌｉｎ
ｂｏｘ）［１３］，不同的周期蛋白框可以识别不同的
ＣＤＫ，形成 ｃｙｃｌｉｎＣＤＫ复合体，从而调控细胞周
期运转。在本研究中推导的三角帆蚌 ｃｙｃｌｉｎＢ的
氨基酸序列中找到了周期蛋白框，并且发现其中

含有２个与ＣＤＫ结合的作用位点，通过 Ｓｔｒｉｎｇ数
据库的分析，预测所结合的 ＣＤＫ为 ＣＤＫ１和
ＣＤＫ２。１个标准的细胞周期含有２个时间间隔
（Ｇ１期和Ｇ２期）、ＤＮＡ合成期（Ｓ期）及分裂期
（Ｍ期），ｃｙｃｌｉｎＢＣＤＫ１的复合物在Ｇ２／Ｍ期执行
其功能，使细胞由 Ｇ２期向 Ｍ期转化［１４］，诱导细

胞分裂。

ｃｙｃｌｉｎＢ是细胞周期周转中重要的调控因子，
其积累与表达在细胞分裂过程中呈周期性变化，

ｃｙｃｌｉｎＢ一般在 Ｓ期开始表达和积累，但到 Ｍ期
才表现出调节功能，主要在 Ｇ２／Ｍ交界期诱导细
胞分裂，所以被称为 Ｍ期周期蛋白［１５１６］。ｃｙｃｌｉｎ
Ｂ在ｍＲＮＡ及蛋白水平上均存在细胞周期调控
机制，ＭＡＲＫＩＥＷＩＣＺ等［１７］通过电离辐射诱导大

鼠胚胎细胞，发现诱导细胞 Ｇ２期延迟与 ｃｙｃｌｉｎＢ
基因ｍＲＮＡ水平降低有关。目前在水生生物中
对ｃｙｃｌｉｎＢ基因的研究多与性腺发育相关。本研
究通过构建的不同性别三角帆蚌组织表达谱发

现，ｃｙｃｌｉｎＢ基因在性腺中的表达量显著高于其他
各组织，并且均在雌性个体中的表达量显著高于

雄性个体，而在外套膜中的表达量均远远低于性

腺且无显著的雌雄表达差异。ＬＯＨＫＡ等［１８］首次

从非洲爪蟾（Ｘｅｎｏｐｕｓｌａｅｖｉｓ）成熟的卵细胞中分离
出了能诱导卵母细胞成熟的成熟促进因子

（ＭＰＦ），之后被证明在细胞周期调控中起到重要
作用，ｃｙｃｌｉｎＢ是ＭＰＦ的主要成分，在配子发生过
程中起到重要作用［１９］，有研究［２０２２］通过原位杂交

和免疫印迹发现，ｃｙｃｌｉｎＢ在早期精子细胞核周围

和正在生长的卵泡中表达。性腺作为细胞分裂

旺盛的部位，ｃｙｃｌｉｎＢ基因在性腺中的高表达与他
们在生殖细胞减数分裂中重要的调控作用具有

一致性。外套膜是三角帆蚌珍珠形成的重要组

织，本研究结果表明与体细胞有丝分裂相关的

ｃｙｃｌｉｎＢ基因在外套膜中低表达，说明三角帆蚌外
套膜不是细胞分裂旺盛的部位［２３］，这可能是其细

胞在体外培养分裂速度迟缓的原因。本实验

ｃｙｃｌｉｎＢ基因在三角帆蚌中各组织的表达差异情
况与王桐［１２］在长牡蛎中构建 ｃｙｃｌｉｎＢ基因组织
表达谱的结果一致，并且其研究中发现 ｃｙｃｌｉｎＢ
基因的表达水平随着长牡蛎性腺发育程度的提

高而提高，本实验的样品均采集于性发育成熟的

三角帆蚌，表明这也是 ｃｙｃｌｉｎＢ基因在三角帆蚌
性腺中高表达的原因之一。

ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）技术是目的基因序列同源
的ｄｓＲＮＡ被其特异性核酸酶裂解成ｓｉＲＮＡ后，由
ｓｉＲＮＡ作为介导子引起特异性地降解相同序列的
ｍＲＮＡ，从而阻断相应基因的转录后沉默机
制［２４］。近些年来，在水生动物中 ＲＮＡｉ技术逐渐
发展成熟，在贝类基因功能的研究中也被广泛应

用，ＦＡＮＧ等［２５］应用 ＲＮＡｉ技术发现了敲降牡蛎
外套膜ＰＦＮ２３基因，结果导致贝壳珍珠层结构发
生紊乱；刘晓丽［２６］研究表明马氏珠母贝（Ｐｉｎｃｔａｄａ
ｍａｒｔｅｎｓｉｉ）外套膜几丁质结合蛋白进行 ＲＮＡｉ，导
致其珍珠层晶体排列疏松且不规则等，由此证明

贝类中存在着ＲＮＡｉ的机制。
本研究分别对三角帆蚌性腺、鳃及外套膜中

ｃｙｃｌｉｎＢ基因进行沉默，荧光定量结果表明：注射
ｃｙｃｌｉｎＢ干扰片段的三角帆蚌性腺及鳃中的ｃｙｃｌｉｎ
Ｂ基因沉默，而外套膜中的 ｃｙｃｌｉｎＢ基因表达水
平并未下降，可见 ＲＮＡｉ对三角帆蚌不同组织的
沉默效果不同。三角帆蚌外套膜是珍珠形成的

重要部位，可分为前端缘膜、中央膜和后端缘膜，

后缘膜被认为是人工有核珍珠培育的最适插核

部位［２７］，该部位的细胞表现出较好的自我修复能

力。对三角帆蚌某些基因与贝类矿化的研究中，

外套膜的３个部位因其表现出不同的生物学功
能，常被分别做为研究对象［２８］，王芹等［２９］在研究

三角帆蚌ＣＡ３基因对贝类矿化作用的影响时，运
用ＲＮＡｉ技术分别对三角帆蚌外套膜前、后端缘
膜及中央膜注射了干扰片段，发现该干扰片段在

外套膜不同部位表现出不同的干扰效果。本研
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究为探讨外套膜细胞体外分裂能力与 ｃｙｃｌｉｎＢ基
因之间的关系，样品取自细胞自我修复能力较好

的后缘膜，表明本实验设计的 ｃｙｃｌｉｎＢ的 ｓｉＲＮＡ
片段对外套膜后缘膜无干扰效应，而对前端缘膜

和中央膜的干扰效果需要进一步研究。三角帆

蚌注射ｃｙｃｌｉｎＢ干扰片段后其性腺、鳃和外套膜
细胞的细胞时相变化结果显示，干扰后性腺和鳃

细胞中Ｇ２／Ｍ期细胞占比显著底于正常组，而外
套膜细胞Ｇ２／Ｍ期的细胞占比在干扰前后无显著
性变化，该细胞周期变化情况与定量结果一致，

表明在三角帆蚌中 ｃｙｃｌｉｎＢ基因参与调控 Ｇ２／Ｍ
期，其ｍＲＮＡ水平下降，使ｃｙｃｌｉｎＢ积累降低到不
能激活 ＣＤＫ活性的程度，从而使 Ｇ２期延长，处
于分裂状态的细胞数量减少。

本研究为进一步研究三角帆蚌生物学功能

提供分子基础，为三角帆蚌细胞体外培养分裂机

制及建立细胞系提供理论支持，也为优化育珠工

艺、推动我国珍珠产业蓬勃发展奠定了科研基

础。
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ＹＵＪＪ．ＬｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄｃｌｏｎｅｏｆＣｙｃｌｉｎＢｆｒｏｍｔｈｒｅｅｋｉｎｄｓｏｆ

ｃｒａｂａｎｄｓｈｒｉｍｐｓ［Ｄ］．Ｘｉａｍｅｎ：ＸｉａｍｅｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２００８：

１０．

［１２］　王桐．长牡蛎（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａｇｉｇａｓ）ｃｄｋ１和 ｃｙｃｌｉｎＢ３基因的

克隆及其在性腺发育中作用的初步研究［Ｄ］．北京：中

国科学院研究生院（海洋研究所），２０１１：４．

ＷＡＮＧＴ．Ｃｌｏｎｉｎｇｏｆｃｄｋ１ ａｎｄｃｙｃｌｉｎＢ３ ｇｅｎｅｓｆｒｏｍ

Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ ｇｉｇａｓａｎｄ ｉｔｓｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｒｏｌｅ ｉｎ ｇｏｎａｄａｌ

ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｄ］．Ｂｅｉｊｉｎｇ：ＧｒａｄｕａｔｅＳｃｈｏｏｌｏｆｔｈｅＣｈｉｎｅｓｅ

ＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ（ＯｃｅａｎＩｎｓｔｉｔｕｔｅ），２０１１：４．

［１３］　ＮＯＢＬＥＭＥＭ，ＥＮＤＩＣＯＴＴＪＡ，ＢＲＯＷＮＮＲ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ

ｃｙｃｌｉｎｂｏｘｆｏｌｄ： ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｉｎ ｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｎｄ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｃｏｎｔｒｏｌ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓｉｎＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，

１９９７，２２（１２）：４８２４８７．

［１４］　ＲＩＣＨＡＲＤＳＯＮＨ，ＬＥＷ ＤＪ，ＨＥＮＺＥＭ，ｅｔａｌ．ＣｙｃｌｉｎＢ

ｈｏｍｏｌｏｇｓｉｎＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎＳｐｈａｓｅａｎｄ

ｉｎＧ２［Ｊ］．Ｇｅｎｅｓ＆Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，１９９２，６（１１）：２０２１

２０３４．

［１５］　ＬＥＢＲＥＴＯＮＭ，ＢＥＬＬ?Ｒ，ＣＯＲＭＩＥＲＰ，ｅｔａｌ．Ｍｐｈａｓｅ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔｏｆｍＲＮＡｓｏｎｔｏｐｏｌｙｓｏｍｅｓｕｓｉｎｇ

ｔｈｅ Ｃｄｋ１／ｃｙｃｌｉｎ Ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ａｍｉｎｏｐｕｒｖａｌａｎｏｌ［Ｊ］．

Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎｄ ＢｉｏｐｈｙｓｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，

２００３，３０６（４）：８８０８８６．

［１６］　ＢＯＲＧＮＥＡ，ＯＳＴＶＯＬＤＡＣ，ＦＬＡＭＥＮＴＳ，ｅｔａｌ．ＩｎｔｒａＭ

ｐｈａｓｅｐｒｏｍｏｔｉｎｇｆａｃｔｏｒｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆｃｙｃｌｉｎＢａｔｔｈｅ

ｐｒｏｐｈａｓｅ／ｍｅｔａｐｈａｓｅｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌ

Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９９９，２７４（１７）：１１９７７１１９８６．

［１７］　ＭＡＲＫＩＥＷＩＣＺＤＡ，ＭＣＫＥＮＮＡＷＧ，ＦＬＩＣＫＭＢ，ｅｔａｌ．

Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒａｄｉａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｎｅｗｌｙｃｌｏｎｅｄ

３０５
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ａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｒａｔｃｙｃｌｉｎＢｍＲＮＡ［Ｊ］．Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＲａｄｉａｔｉｏｎＯｎｃｏｌｏｇｙ，Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｐｈｙｓｉｃｓ，１９９４，２８

（１）：１３５１４４．

［１８］　ＬＯＨＫＡＭＪ，ＨＡＹＥＳＭＫ，ＭＡＬＬＥＲＪＬ．Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｍａｔｕｒａｔｉｏｎｐｒｏｍｏｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ａｎｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｏｒｏｆｅａｒｌｙ

ｍｉｔｏｔｉｃｅｖｅｎｔｓ［Ｊ］．ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆ

ＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓｏｆＡｍｅｒｉｃａ，１９８８，８５（９）：

３００９３０１３．

［１９］　ＷＡＣＨＩＲＡＣＨＡＩＫＡＲＮＡ，ＲＵＮＧＳＩＮＷ，ＳＲＩＳＡＰＯＯＭＥＰ，

ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ＣｙｃｌｉｎＢａｎｄＣｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎｃｙｃｌｅ２ｉｎｇｏｎａｄｓｏｆｄｉｐｌｏｉｄａｎｄ
ｔｒｉｐｌｏｉｄｂｉｇｈｅａｄｃａｔｆｉｓｈ，ＣｌａｒｉａｓｍａｃｒｏｃｅｐｈａｌｕｓＧüｎｔｈｅｒ，

１８６４［Ｊ］．ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅａｎｄＮａｔｕｒａｌＲｅｓｏｕｒｃｅｓ，２０１７，５１

（２）：１１７１３０．

［２０］　刁红录，徐立滨，杨增明．细胞周期蛋白和哺乳动物生殖

［Ｊ］．细胞生物学杂志，２００２，２４（５）：２８６２８９．

ＤＩＡＯＨＬ，ＸＵＬＢ，ＹＡＮＧＺＭ．Ｃｙｃｌｉｎａｎｄｍａｍｍａｌｉａｎ

ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｅｌｌＢｉｏｌｏｇｙ，２００２，２４

（５）：２８６２８９．

［２１］　ＡＢＲＩＥＵＡ，ＤＯＲＥＥＭ，ＦＩＳＨＥＲＤ．Ｔｈｅｉｎｔｅｒｐｌａｙｂｅｔｗｅｅｎ

ｃｙｃｌｉｎＢＣｄｃ２ｋｉｎａｓｅ（ＭＰＦ） ａｎｄＭＡＰ ｋｉｎａｓｅｄｕｒｉｎｇ

ｍａｔｕｒａｔｉｏｎｏｆｏｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｅｌｌＳｃｉｅｎｃｅ，２００１，

１１４（２）：２５７２６７．

［２２］　ＧＡＵＴＩＥＲＪ，ＭＡＬＬＥＲＪＬ．ＣｙｃｌｉｎＢｉｎＸｅｎｏｐｕｓｏｏｃｙｔｅｓ：

ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｐｒｅＭＰＦａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．

ＴｈｅＥＭＢＯＪｏｕｒｎａｌ，１９９１，１０（１）：１７７１８２．

［２３］　谢先中，施志仪，王永树．三角帆蚌内脏团大颗粒有核珍

珠培育技术的研究［Ｊ］．水产学杂志，２０１５，２８（１）：４５

４８．

ＸＩＥＸＺ，ＳＨＩＺＹ，ＷＡＮＧＹＳ．Ｃｕｌｔｕｒｅｏｆｌａｒｇｅｎｕｃｌｅａｔｅｄ

ｐｅａｒｌｉｎｖｉｓｃｅｒａｌｍａｓｓｏｆｆｒｅｓｈｗａｔｅｒｐｅａｒｌｍｕｓｓｅｌＨｙｒｉｏｐｓｉｓ

ｃｕｍｉｎｇｉｉ（Ｌｅａ）［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＦｉｓｈｅｒｉｅｓ，２０１５，２８

（１）：４５４８．

［２４］　ＴＩＪＳＴＥＲＭＡＮＭ，ＰＬＡＳＴＥＲＫＲＨＡ．ＤｉｃｅｒｓａｔＲＩＳＣ：ｔｈｅ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＲＮＡｉ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２００４，１１７（１）：１３．

［２５］　ＦＡＮＧＤ，ＰＡＮＣ，ＬＩＮＨＪ，ｅｔａｌ．Ｎｏｖｅｌｂａｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，

ＰｆＮ２３， ｆｕｎｃｔｉｏｎｓａｓｋｅｙ ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅ ｄｕｒｉｎｇ ｎａｃｒｅ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１２，

２８７（１９）：１５７７６１５７８５．

［２６］　刘晓丽．马氏珠母贝外套膜不同区域差异矿化基因的克

隆及功能研究［Ｄ］．湛江：广东海洋大学，２０１５：１２．

ＬＩＵＸＬ．Ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｓｔｕｄｉｅｓｏｆｎｅｗｇｅｎｅｓｒｅｌａｔｅｄ

ｔｏｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｇｉｏｎｓｏｆｍａｎｔｌｅｆｒｏｍＰｉｎｃｔａｄａ

ｍａｒｔｅｎｓｉｉ［Ｄ］．Ｚｈａｎｊｉａｎｇ：ＧｕａｎｇｄｏｎｇＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，

２０１５：１２．

［２７］　李庆乐．关于提高细胞片活力和三角帆蚌外套膜不同部

位培育有核珍珠的对比试验［Ｊ］．广西农业科学，１９９０，

（３）：４６４９．

ＬＩＱＬ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｏｎｉｍｐｒｏｖｉｎｇｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｅｌｌｓｈｅｅｔｓ

ａｎｄｔｈｅｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅａｒｐｅａｒｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｒｔｓｏｆｔｈｅ

ｍａｎｔｌｅｏｆＨｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ［Ｊ］．ＧｕａｎｇｘｉＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ

Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１９９０，（３）：４６４９．

［２８］　董绍建．三角帆蚌贝壳基质蛋白基因 ｓｉｌｋｍａｐｉｎ的生物矿

化功能研究［Ｄ］．上海：上海海洋大学，２０１５：６．

ＤＯＮＧＳＪ．Ｓｔｕｄｉｅｓｏｎｂｉｏｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｓｈｅｌｌｍａｔｒｉｘ

ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｌｋｍａｐｉｎｏｆＨｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ［Ｄ］．Ｓｈａｎｇｈａｉ：

ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１５：６．

［２９］　王芹，汪桂玲，陈亚，等．ＲＮＡ干扰沉默三角帆蚌ＨｃＣＡ３

基因对贝类矿化作用的影响［Ｊ］．基因组学与应用生物

学，２０１８，３７（２）：７４１７４７．

ＷＡＮＧＱ，ＷＡＮＧＧＬ，ＣＨＥＮＹ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｉｌｅｎｃｉｎｇ

ＨｃＣＡ３ＧｅｎｅｉｎＨｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉｂｙＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｏｎ

ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｓｈｅｌｌｆｉｓｈ［Ｊ］．Ｇｅｎｏｍｉｃｓａｎｄ Ａｐｐｌｉｅｄ

Ｂｉｏｌｏｇｙ，２０１８，３７（２）：７４１７４７．

４０５



４期 刘佳敏，等：三角帆蚌ｃｙｃｌｉｎＢ基因克隆及功能

ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｃｙｃｌｉｎＢｇｅｎｅｉｎＨｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ

ＬＩＵＪｉａｍｉｎ１，ＬＩＷｅｎｊｕａｎ１，２，３，ＳＨＩＺｈｉｙｉ１，２，３，ＣＡＯＹｕｘｉａｎｇ１，ＬＵＡｌｉ１

（１．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＦｒｅｓｈｗａｔｅｒＡｑｕａｔｉｃＧｅｎｅｔｉｃＲｅｓｏｕｒｃｅｓ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅａｎｄＲｕｒａｌＡｆｆａｉｒｓ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；２．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＥｘｐｌｏｒａｔｉｏｎａｎｄＵｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＡｑｕａｔｉｃＧｅｎｅｔｉｃＲｅｓｏｕｒｃｅｓ，Ｍｉｎｉｓｔｒｙｏｆ
Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；３．ＳｈａｎｇｈａｉＣｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅＩｎｎｏｖａｔｉｏｎｆｏｒＡｑｕａｔｉｃＡｎｉｍａｌ
ＧｅｎｅｔｉｃｓａｎｄＢｒｅｅｄｉｎｇ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＴｈｅｃＤＮＡｏｆｃｙｃｌｉｎＢｇｅｎｅｗａｓｃｌｏｎｅｄｆｒｏｍＨｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉｂｙｍｏｄｅｒｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｂｉｏｌｏｇｙ
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，ａｎｄｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｌｅｎｇｔｈｉｓ１０２４ｂｐ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ７６８ｂｐｏｆＯＲＦ，１９７ｂｐｏｆ３＇ＵＴＲ，ｅｎｃｏｄｉｎｇ２５５
Ａａ．ＦｕｒｔｈｅｒａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｃｙｃｌｉｎＢｈａｓａｈｉｇｈｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｗｉｔｈｏｙｓｔｅｒｓａｎｄｓｃａｌｌｏｐｓ．Ｉｔｓａｍｉｎｏａｃｉｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｈａｓａｔｙｐｉｃａｌｃｙｃｌｉｎｂｏｘａｎｄｔｗｏｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ｔｈｅｓｉｔｅｏｆａｃｔｉｏｎｏｆＣＤＫ．ＲＴＱ
ＰＣＲｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｙｃｌｉｎＢｗａｓｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｉｎｔｈｅｇｏｎａｄｓ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｃｙｃｌｉｎＢ
ｉｎｆｅｍａｌｅｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｍａｌｅｓ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｙｃｌｉｎＢｉｎｏｔｈｅｒｔｉｓｓｕｅｓ
ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｇｏｎａｄ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｍａｌｅ
ａｎｄｆｅｍａｌｅ（Ｐ＞０．０５）．ＡｆｔｅｒＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ（ＲＮＡｉ），ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｏｎａｄａｎｄｇｉｌｌｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄｅｘｃｅｐｔｆｏｒｔｈｅｍａｎｔｌｅ（Ｐ＜０．０５），ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈａｔＲＮＡｉｈａｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｉｌｅｎｃｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｉｓｓｕｅｓｏｆＨｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ．ＴｈｅｐｈａｓｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＲＮＡｉｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｉｔ
ｗａｓｆｏｕｎｄｔｈａｔｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＧ２／Ｍｐｈａｓｅｉｎｇｏｎａｄａｎｄｇｉｌｌｃｅｌｌｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈａｔｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎ
ｃａｎｂｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｃｙｃｌｉｎＢｉｎＨｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ．ＴｈｅｃｙｃｌｉｎＢｇｅｎｅａｎｄｉｔｓｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｆｕｎｃｔｉｏｎｓｗｅｒｅ
ｓｔｕｄｉｅｄ，ｗｈｉｃｈｌａｉｄａｍｏｌｅｃｕｌａｒｂａｓｉｓｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｉｎｖｉｔｒｏ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｈｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ；ｃｙｃｌｉｎＢｇｅｎｅ；ｔｉｓｓｕｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅ；ＲＮＡｉ；ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ

５０５


