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摘　要：采用ｉＴＲＡＱ及生物信息分析技术研究三角帆蚌珍珠囊及外套膜外膜组织蛋白组学差异，共鉴定出
１８７１个蛋白，其中显著性差异表达蛋白１１９个（Ｐ＜０．０５），包括上调蛋白７４个，下调蛋白４５个，与免疫相关
的蛋白有３７个，其中１９个上调蛋白，１８个为下调蛋白，主要富集于Ｎｏｔｃｈ、Ｈｉｐｐｏ、ＮＦκＢ、ＴＧＦβ等信号通路，
参与免疫球蛋白、凋亡、损伤愈合以及炎症反应。上调蛋白中的 ＭＲＣ１、ＬＢＰ、ＥＰＸ、ＦｃＧＢＰ以及下调蛋白中的
ＣＤ１０９、ＣＮＮ３、ＮＯＴＣＨ３、ＬＡＭＢ２等在外套膜插核后５和２０ｄ的插核组织及５０和９０ｄ的珍珠囊组织的蛋白水
平和ｍＲＮＡ表达水平趋势相同，推测珍珠囊形成过程中贝类通过这些差异表达蛋白调节细胞免疫以及炎性
反应，并促进移植小片和外套膜愈合形成珍珠囊的过程。研究结果为理解三角帆蚌插核引起的免疫提供了蛋

白水平的基础资料。
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　　三角帆蚌（Ｈｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ）是我国特有的
淡水珍珠蚌［１］，所产珍珠占世界淡水珍珠９５％以
上，占据重要的国际战略及经济地位。珍珠形成

过程除了涉及生物矿化外，育珠工艺带来的伤口

愈合、珍珠囊的形成及免疫调节，对珍珠的形成

和生长至关重要［２５］，珍珠的形成实质上是一种

病理性过程［６］，但目前对其研究尚未深入开展。

免疫应答对育珠过程至关重要，温度等环境

因素以及插核小片形状等都会对其免疫机制产

生影响，对贝类各项生理指标产生影响，进而影

响插核成功率及育珠质量［７８］，如插核手术引起

三角帆蚌超氧化物歧化酶、酸性磷酸酶活性的升

高［９］，而常规小片移植后三角帆蚌血细胞中的白

介素１７以及半乳糖凝集素、同种移植炎症因子
ＡＩＦ等均出现表达上调［１０１２］。无脊椎动物与脊椎

动物免疫系统存在较大差别，主要依赖血淋巴细

胞和多种体液因子实现细胞免疫和体液免疫［１３］。

研究已经证实珍珠囊由移植小片与受体贝外套

膜融合而来，是外套膜组织在珍珠形成过程中的

特化组织［１４］，一方面外套膜可以通过调节有机质

的分泌形成生物矿化的成核位点，一方面又可以

通过血细胞发挥细胞免疫和体液免疫［１５１６］。过

去一般认为贝类不产生免疫球蛋白，但是近年来

陆续有研究［１７１８］发现软体动物同样具有类抗体

和免疫球蛋白，可见关于贝类免疫机制领域还有

待进一步深入。

人工育珠主要通过小片或者珠核插核手术

刺激珍珠囊的形成进而分泌珍珠质形成珍珠［８］，

５天是手术后贝类伤口愈合时期，而珍珠贝珍珠
囊通常在插核后２０～３０ｄ已经初步形成，５０ｄ前
后珍珠囊逐渐开始分泌珍珠质，而９０ｄ左右珍珠
囊已基本形成，因此可以认为插核后５、２０、５０、９０
ｄ是珍珠囊形成过程中几个重要节点［１９２１］，然而

上述结论主要通过组织观察等方法获得，尚缺乏

分子证据证明，有待进一步检验。

本研究基于 ｉＴＲＡＱ技术对三角帆蚌珍珠囊
和外套膜外膜差异蛋白进行对比分析，从蛋白组

学角度对参与珍珠囊形成的免疫相关蛋白进行
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筛选和讨论，而后结合数字表达谱分析其 ｍＲＮＡ
表达水平，为进一步阐明珍珠囊形成中的免疫调

节机制以及育珠技术改良提供理论基础，并为后

续贝类免疫系统调节网络提供基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物

实验中所用的三角帆蚌采自浙江省诸暨市

珍珠养殖基地，挑选同批繁育且个体生长情况均

一、健康的未插核三角帆蚌２００只。对三角帆蚌
个体大小进行测量统计［长：（１３．３±０．４）ｃｍ；
宽：（７．６±０．４）ｃｍ；高：（３．４±０．２）ｃｍ］，养殖于
实验室条件完全相同的水族箱内，水温控制在２５
℃上下，溶氧保持在（５．０±０．３）ｍｇ／Ｌ，并以小球
藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓ）投喂，每天２次，并２４ｈ不
断充氧，每５ｄ换１次水，换水量不超过水箱水量
１／３。
１．２　外套膜插核手术及测序样品采集
１．２．１　插核手术

实验三角帆蚌随机分为２组，每组１００只，参
考文献［１］和［２１］的常规小片移植方法对其中一
组（珍珠囊组）进行插核手术，另一组（外套膜组）

不进行手术处理，手术后将两组蚌分别放入５个
水箱中以相同条件养殖，用于后续组织样品采

集。

１．２．２　样品采集
在插核后第９０天时，从插核组及未插核组

各水箱内选取４只蚌（２０只／组，共４０只蚌），用
手术刀小心割断蚌两侧闭壳肌，采集插核同位点

组织的外套膜及珍珠囊组织。每个样品５０ｍｇ，
迅速放置于液氮中用于后续蛋白组学测序分析。

在插核组插核后第５天和第２０天分别采集
三角帆蚌插核组织部位及第５０天和第９０天的珍
珠囊组织，插核部位及珍珠囊取样部位均位于育

珠蚌外套膜外膜与内膜之间靠近外膜的部位。

每组每箱内选取４只蚌（２０只／组，共８０只蚌），
并以未进行手术的三角帆蚌外套膜样品作为空

白对照，用于开展数字基因表达谱（ｄｉｇｉｔａｌｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｉｎｇ，ＤＧＥ）实验。
１．３　ｉＴＲＡＱ蛋白组学分析
１．３．１　总蛋白提取及ｉＴＲＡＱ测序

采用超声裂解法对样品总蛋白进行提取并

检测蛋白提取质量，基于色氨酸质量浓度和荧光

分光光度对蛋白质质量浓度进行检测，同时采用

ＳＤＳＰＡＧＥ方法对蛋白质完整性进行检测，具体
步骤均参照文献［２２］说明。

采用胰蛋白酶（Ｔｒｙｐｓｉｎ）将蛋白质水解为肽
段，每组样品分别取肽段样品２０μｇ并用 ｉＴＲＡＱ
试剂进行标记，然后采用 ＥａｓｙｎＬＣ１０００和
ＯｒｂｉｔｒａｐＥｌｉｔｅ液质联用技术进行一级质谱，质谱
分析使用 ＯｒｂｉｔｒａｐＥｌｉｔｅ，数据采集鲫鱼 Ｘｃａｌｉｂｕｒ
平台完成。

１．３．２　信息分析流程
蛋白质定量信息分析首先对原始文件进行

峰值识别并得到对应峰列表；基于Ｍａｘｑｕａｎｔ网站
中的 Ｕｎｉｐｒｏｔｒｅｌｅａｓｅ２０１６＿０７（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．
ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ／）对质谱检测原始数据进行检索，然
后将数据进行归一化处理，并参考 ＧＯ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ．ｏｒｇ／）、ＫＥＧＧ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｇｅｎｏｍｅ．ｊｐ／ｋｅｇｇ／）、ＵｎｉＰｒｏｔ（ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ）、
ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／ｕｎｉｐｒｏｔ）、
ＳＴＲＩＮＧ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｓｔｒｉｎｇｄｂ．ｏｒｇ／）、Ｒｅａｃｔｏｍｅ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｒｅａｃｔｏｍｅ．ｏｒｇ／）、ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）、ＥＢＩ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．
ｕｋ／）、ＵＣＳＣ（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｅ．ｕｃｓｃ．ｅｄｕ／）、ＴＣＧＡ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｔｃｇａ．ｏｒｇ／）等数据库进行注释、鉴
定及生物信息分析。

１．４　基因数字表达谱（ＤＧＥ）构建
１．４．１　总ＲＮＡ提取及ＤＧＥ测序

采用 ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ）一步法提取
ＲＮＡ，样品送至北京诺禾致源生物信息科技有限
公司进行ＲＴＰＣＲ及进一步处理，并通过Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＨｉＳｅｑＴＭ２０００测序，构建基因数字表达谱，测序数
据通过实验室构建的转录组数据进行注释和分

析，所用生物信息库如上所示，并通过两两比较

进行差异分析。

１．４．２　数据分析与统计
蛋白组差异分析中，珍珠囊对比外套膜组

织，上调差异蛋白比值设置为≥ １．５，下调差异蛋
白比值设置为≤ ０．６７，采用 ｔ检验，两组间显著
水平为 Ｐ＜０．０５，极显著水平为 Ｐ＜０．０１。ＤＧＥ
差异表达分析采用基于负二项分布模型的ＤＥＳｅｑ
进行分析，阈值设定为｜ｌｏｇ２（Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ）｜＞１
且ｑ值＜０．００５。

采用 Ｅｘｃｅｌ２０１６软件对 ｍＲＮＡ表达水平显

５４３
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著性进行单因素方差分析和 Ｄｕｎｃａｎ氏法多重比
较，描述性统计值使用平均值 ±标准误（Ｍｅａｎ±
ＳＥ）表示，Ｐ＜０．０５为差异显著。

２　结果与分析

２．１　蛋白质定量和质量分析
蛋白质含量与色氨酸的含量成正线性相关

关系，通过测定蛋白质样品中的色氨酸含量，计

算蛋白质的浓度。根据色氨酸定量标准曲线（图

１）参考样品测得的吸光度计算出珍珠囊、外套膜
蛋白质含量分别为１７．８２和１８．９５μｇ／μＬ。采用
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳法对抽提蛋白质进行质量分
析，电泳结果中蛋白降解较少，条带清晰且排布

较为整齐。

图１　色氨酸定量标准曲线及蛋白质完整性检验
Ｆｉｇ．１　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｆｏｒｔｒｙｐｔｏｐｈａｎｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｇｒｉｔｙ

２．２　蛋白质鉴定及差异信息分析
通过测序分析总共鉴定到１８７１个蛋白，根据

不同数据库的注释信息，通过 ＧＯ功能数据库总
共注释到１５８６个蛋白质，ＫＥＧＧ数据库总共注
释到１３３１个蛋白质，ＣＯＧ注释到的蛋白质数
１０３９个。

从三角帆蚌的珍珠囊与外套膜对比筛选到

显著差异蛋白总计１１９个，上调蛋白７４个，下调
蛋白４５个，其中ＧＯ或者ＫＥＧＧ均被注释到的蛋
白共８９个，包括上调蛋白５３个、下调蛋白３６个；
在这些差异蛋白中，差异倍数大于３．０的上调蛋
白有２７个，差异倍数大于６．０的有８个而大于
９．０的有４个，下调蛋白中差异倍数小于０．３３的
有２２个，而差异倍数小于０．１６７和０．０８３的分别
为１１个和３个。见表１。
２．３　差异表达蛋白富集分析

研究通过 ＧＯ功能注释（图２），生物学过程
中注释到的差异蛋白主要富集在细胞进程、代

谢、生物调节、应激反应、生物合成和发育等类别

中；分子功能注释中蛋白多富集在结合、催化活

性和结构分子活性、运载体活性、调节酶活性等；

对于细胞组分，蛋白主要富集在细胞、细胞器、生

物膜等中。

　　在 ＫＥＧＧ富集分析中，与正常外套膜组织相
比，总计筛选出７４个被注释的差异蛋白，主要被
标记为８２条不同的ＫＥＧＧ，其中９个通路呈显著
差异（Ｐ≤ ０．０５，图３），差异蛋白主要富集在次生
代谢产物的生物合成、变形虫病、糖酵解与糖异

生、近端小管碳酸氢盐回收、肥厚性心肌病、扩张

型心肌病、甲烷代谢、微生物在不同环境中的代

谢以及脂肪细胞因子信号通路中。其中肥厚性

心脏病与扩张型心肌病有关通路蛋白主要表现

为下调，而次生代谢生物合成、甲烷代谢、微生物

不同环境中的代谢以及脂肪因子信号通路中的

差异蛋白主要表现为上调（珍珠囊＆外套膜）。

表１　差异蛋白注释情况
Ｔａｂ．１　Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ

蛋白表达

Ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
差异倍数

Ｒａｔｉｏ
蛋白数

Ｐｒｏｔｅｉｎｍｕｎｂｅｒｓ／个
总数

Ｓｕｍ
注释率

Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｒａｔｅ／％

≥９．０ ４ ５０．０
上调蛋白Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ ≥６．０ ８ ５３ ６２．５

≥３．０ ２７ ６６．７
≤０．３３０ ２２ ６８．２

下调蛋白Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ ≤０．１６７ １１ ３６ ４５．５
≤０．０８３ ３ ３３．３

６４３
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图２　样品组间差异表达蛋白ＧＯ功能注释
Ｆｉｇ．２　Ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙａｎｎｏｔａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

图３　差异表达蛋白ＫＥＧＧ通路富集分析
Ｆｉｇ．３　ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ

２．４　免疫相关上调蛋白筛选与ｍＲＮＡ表达水平
分析

进一步生物信息分析从三角帆蚌珍珠囊与

外套膜蛋白组中筛选到珍珠囊相对于外套膜外

膜的１９个上调蛋白。上调蛋白中 ＦｃＧＢＰ、ＥＰＸ、
ＭＡＭＬ２等差异倍数大且差异极显著（Ｐ＜０．０１），
这些蛋白分别与免疫球蛋白的结合作用、异体排

斥反应以及免疫应答和趋化过程有关，参与免疫

识别与应答、炎症与凋亡等信号通路，见表２。
　　从筛选所得上调蛋白中对 ＭＲＣ１、ＬＢＰ、ＥＰＸ、

ＦｃＧＢＰ进行不同时期 ｍＲＮＡ表达水平分析（图
４）。结果发现ＭＲＣ１、ＬＢＰ、ＥＰＸ、ＦｃＧＢＰ等上调蛋
白对应基因在插核后９０ｄ的珍珠囊组织中同样
显示表达量上调，且明显高于插核后其他采样时

间组。其中，ＭＲＣ１和ＥＰＸ在插核后的９０ｄ中对
应ｍＲＮＡ表达量大致呈上升趋势，而ＬＢＰ在插核
后２０ｄ的珍珠囊中表达量最低，ＦｃＧＢＰ的表达量
在插核后５ｄ和５０ｄ表达量处于较低水平，其他
采样时间呈较高表达水平（Ｐ＜０．０５）。

７４３
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表２　三角帆蚌珍珠囊＆外套膜上调蛋白筛选
Ｔａｂ．２　ＳｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｐｅａｒｌｓａｃａｎｄｏｕｔｅｒｍａｎｔｌｅｏｆＨｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ

注释蛋白

Ａｎｎｏｔａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｎａｍｅ
编码基因

Ｃｏｄｉｎｇｇｅｎｅ
差异倍数

Ｒａｔｉｏ
蛋白信息描述

Ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｐ

ＩｇＧ结合蛋白的ＦＣ片段 ＦｃＧＢＰ １１．５９ 免疫球蛋白与吞噬细胞的结合 ＜０．０１

嗜酸性粒细胞过氧化物酶；过氧蛋白

ＣＧ１０２１１；
ＥＰＸ；
ＰＸＤＮ

１０．３８ 异体排斥反应；先天免疫系统 ＜０．０１

转录共激活因子
ＣＢＰＰ；
ＭＡＭＬ２ ８．４７ Ｎｏｔｃｈ信号通路；白介素；

趋化因子；ＴＮＦ因子的正调控 ＜０．０５

脂多糖结合蛋白 ＬＢＰ ５．９１ ＮＦκＢ信号通路；
Ｔｏｌｌ样受体信号通路 ＜０．０５

黏液蛋白；透明带黏附蛋白
ＭＵＣ５Ｂ；
ＺＡＮ ５．４０ 识别与信号传递 ＜０．０５

补体成分Ｃ９ Ｃ９ ４．０２ 补体活化共同末端效应组分，

形成攻膜复合体
＜０．０５

Ｃ型凝集素受体结构域 ＭＲＣ１；
ＭＲＣ１Ａ ３．９４ 巨噬细胞甘露糖受体 ＜０．０１

甘露糖受体 ＧＧＡ．２５０１７ ３．５３ 识别病原体；递呈抗原；

保持内环境稳定
＜０．０５

膜联蛋白 ＡＮＸＡ１１ ３．０５ 吞噬作用；ＭＨＣⅡ 蛋白复合物结合 ＜０．０１

ＤＮＡ连接酶；蛋白激酶 ＡＭＰ激活的非
催化亚基β；整合膜蛋白

ＬＩＧ１；
ＰＲＫＡＢ２；
ＴＲＤＮ

２．７８ ＦｏｘＯ信号通路；脂肪信号因子通路 ＜０．０１

ＵＤＰＧ葡萄糖焦磷酸化酶 ＵＧＰ２ ２．５６ 碳水化合物相互转化的重要中介 ＜０．０１

原纤蛋白
ＦＢＮ２；
ＦＢＮ３ ２．５６ Ｎｏｔｃｈ信号通路；细胞外基质；

对生长因子反应的调节
＜０．０１

整合素亚单位
ＩＴＧＢ３；
ＩＴＧＢ６ ２．５４ 细胞表明信号转导 ＜０．０５

原纤蛋白；潜在ＴＧＦ因子结合蛋白 ＦＢＮ２；ＬＴＢＰ１ ２．００ ＴＧＦβ信号通路 ＜０．０５
ＭＰ２０ ＭＰ２０ １．８９ 内质网中的蛋白质加工；凋亡 ＜０．０５

Ｗ原纤蛋白；潜在ＴＧＦ因子结合蛋白
ＤＡＰＰＵＤＲＡＦＴ＿３１５７７５；

ＦＢＮ１；
ＬＴＢＰ１

１．８０ ＴＧＦβ信号通路 ＜０．０５

磷酸烯醇丙酮酸羧激酶
ＰＣＫ２；
ＰＥＰＣＫ １．６９ ＦｏｘＯ信号通路 ＜０．０５

苹果酸脱氢酶 ＭＤＨ１ １．６７ 宿主细胞对病毒防御

反应的积极调节
＜０．０１

肌球蛋白重链
ＭＹＨ１０；
ＺＩＰ １．６６ 损伤修复；肌动蛋白细胞骨架调节 ＜０．０１

２．５　免疫相关下调蛋白筛选与ｍＲＮＡ表达水平
分析

对筛选到的 １８个下调蛋白进行分析。其
中，ＬＡＭＢ１、ＬＡＭＢ２、ＬＡＮＢ２、ＣＤ１０９、ＬＲＰ１、ＣＮＮ３
等下调极显著（Ｐ＜０．０１），与细胞间及细胞内的
信号传递过程相关，从而参与调节免疫进程。同

时筛选中发现，这些免疫相关蛋白参与凋亡、免

疫识别、信号转导等通路。见表３。

　　对珍珠囊相对于外套膜下调的免疫相关蛋
白ＣＤ１０９、ＣＮＮ３、ＮＯＴＣＨ３、ＬＡＭＢ２基因ｍＲＮＡ表
达水平进行分析（图５），上述蛋白 ｍＲＮＡ在插核
后９０ｄ均呈现相应表达下调，且 ＣＤ１０９和
ＮＯＴＣＨ３在珍珠囊形成过程中表达量总体呈现下
调趋势，而ＬＡＭＢ２和ＣＮＮ３的ｍＲＮＡ表达量尽管
在插核后５、２０、９０ｄ较低，却在插核后５０ｄ显著
高于其他检测时间。

８４３
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Ｃｏｎｔｒｏｌ为对照组，即外套膜外膜中相应蛋白ｍＲＮＡ表达量；５、２０为小片植入后第５、２０天的组织表达情况；５０、９０为小片植入后第
５０、９０天的珍珠囊表达情况。
Ｃｏｎｔｒｏｌｍｅａｎｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｏｕｔｅｒｍａｎｔｌｅ；５，２０ｍｅａｎｓｔｈｅｔｉｓｓｕｅｓｏｆｔｈｅ５ｔｈ，２０ｔｈｄａｙｓａｆｔｅｒｓｍａｌｌｐｉｅｃｅｉｎｓｅｒｔｉｏｎ；５０，９０ｍｅａｎｓｔｈｅ
ｐｅａｒｌｓａｃｏｆｔｈｅ５０ｔｈ，９０ｔｈｄａｙｓａｆｔｅｒｓｍａｌｌｐｉｅｃｅｉｎｓｅｒｔｉｏｎ．

图４　免疫上调蛋白ｍＲＮＡ表达分析
Ｆｉｇ．４　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｌａｔｅｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｍｍｕｎｅｐｒｏｔｅｉｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ为对照组，即外套膜外膜中相应蛋白ｍＲＮＡ表达量；５、２０为小片植入后第５、２０天的组织表达情况；５０、９０为小片植入后第
５０、９０天的珍珠囊表达情况。
Ｃｏｎｔｒｏｌｍｅａｎｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｏｕｔｅｒｍａｎｔｌｅ；５，２０ｍｅａｎｓｔｈｅｔｉｓｓｕｅｓｏｆｔｈｅ５ｔｈ，２０ｔｈｄａｙｓａｆｔｅｒｓｍａｌｌｐｉｅｃｅｉｎｓｅｒｔｉｏｎ；５０，９０ｍｅａｎｓｔｈｅ
ｐｅａｒｌｓａｃｏｆｔｈｅ５０ｔｈ，９０ｔｈｄａｙｓａｆｔｅｒｓｍａｌｌｐｉｅｃｅｉｎｓｅｒｔｉｏｎ．

图５　免疫下调蛋白ｍＲＮＡ表达分析
Ｆｉｇ．５　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｌａｔｅｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｍｍｕｎｅｐｒｏｔｅｉｎ

９４３
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表３　三角帆蚌珍珠囊＆外套膜下调蛋白筛选
Ｔａｂ．３　ＳｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｐｅａｒｌｓａｃａｎｄｏｕｔｅｒｍａｎｔｌｅｏｆＨｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ
注释蛋白

Ａｎｎｏｔａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｎａｍｅ
编码基因

Ｃｏｄｉｎｇｇｅｎｅ
差异倍数

Ｒａｔｉｏ
蛋白信息描述

Ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｐ

肌球蛋白轻链 ＭＹＬ３ １３．４９ 嗜酸性粒细胞Ａｐｅｌｉｎ信号通路和
免疫应答ＣＣＲ３信号通路。 ＜０．０５

核纤层蛋白Ａ ＩＦＡ１；ＬＭＮＡ ６．７６ 肌肉收缩；细胞凋亡 ＜０．０１
ｃ型凝集素 ＣＤ２０９Ａ；ＣＬＥＣ４Ｆ ５．３２ 细胞黏附；病原体识别 ＜０．０５

Ｎｏｔｃｈ受体３ ＮＯＴＣＨ３ ４．００ 吞噬体中的甘露糖结合

（ｍａｎｎｏｓｅｂｉｎｄｉｎｇ）；细胞凋亡 ＜０．０１

凝集素受体 ＳＩ：ＣＨ２１１２８３Ｇ２．２ ３．９６ 免疫识别 ＜０．０５
Ｈｓｐ２７ ＣＧ１４２０７ ３．６１ 炎症；凋亡 ＜０．０５

ＰＤＺ和 ＬＩＭ结构域 ＳＡＭＫＣ ２．９０ 丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶活性；
Ｈｉｐｐｏ信号通路 ＜０．０５

钙调蛋白 ＣＮＮ１Ｂ；ＣＮＮ３ ２．７２ 非电压门控（Ｎｏｎｖｏｌｔａｇｅｇａｔｅｄ）；
调控炎症、凋亡

＜０．０１

胞外基质蛋白 ＨＭＣＮ１ ２．４８ 肌肉收缩有关（Ｔｉｔｉｎ） ＜０．０１
细丝蛋白 ＣＨＥＲ；ＦＬＮＣ ２．１８ 参与肌动蛋白骨架的膜蛋白锚定 ＜０．０１

ＩＧｃ２ ＳＬＳ；ＺＯＲＭＩＮ １．７０
免疫球蛋白（ＩＧｃ２相关）；

肥厚型心肌病（Ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｉｃｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ）
扩张型心肌病（Ｄｉｌａｔｅｄｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ）

＜０．０１

原肌球蛋白 ＴＰＭ２ １．５１ 心肌收缩；心肌细胞肾上腺素信号 ＜０．０１

细胞外基质蛋白 ＧＧＡ．１０６８１；ＨＭＣＮ１ １．４８ 细胞外免疫球

蛋白超家族（Ｈｅｍｉｃｅｎｔｉｎ） ＜０．０５

层粘连蛋白β１／２ ＬＡＭＢ１；ＬＡＭＢ２ １．４０ 细胞黏附、分化、迁移、

信号传导、神经突生长和转移
＜０．０１

层粘连蛋白α２ ＬＡＮＢ２ １．２０ 细胞外基质蛋白，与ＥＣＭ受体互作 ＜０．０１

α２巨球蛋白结构域 ＣＤ１０９；ＰＺＰ １．１９ 丝氨酸内肽酶抑制剂活性；

转化生长因子（ＴＧＦβ）负调控
＜０．０１

ＬＤＬ受体相关蛋白 ＬＲＰ１；ＮＩＤ１ １．１２ 参与细胞内信号传导、

脂质稳态和凋亡细胞清除等
＜０．０１

连接素
ＢＲＡＦＬＤＲＡＦＴ＿７２３０８；

ＴＴＮ １．０７ 肌肉收缩 ＜０．０１

３　讨论

研究中发现，差异蛋白大多与能量代谢、疾

病发生等通路相关。人工育珠工艺会带来伤口

愈合以及增强自身免疫抵御病原物入侵等问题，

因此生物合成、能量代谢等活性的增强可能是为

了满足伤口愈合需要，而变形虫病、肥厚型心肌

病及扩张型心肌病等通路相关蛋白的改变则是

为了适应伤口愈合及珍珠囊形成需要。此外，在

对各差异蛋白功能进行具体分析时，还注意到许

多受Ｃａ２＋调控或调节转运 Ｃａ２＋的蛋白以及与细
胞黏附、紧密连接等功能有关的蛋白差异表达，

推测主要是由珍珠形成过程中外套膜细胞的迁

移及生物矿化等过程引起［３，１５１６］。

贝类免疫功能主要是通过贝类血细胞以及

其血淋巴中的各种体液因子发挥作用，随着近年

来贝类免疫学领域研究的深入，传统贝类免疫学

观点似乎已经不足以概括现有研究成果，亟待对

于贝类免疫体系进行重新描述。本研究基于

ｉＴＲＡＱ技术并结合统计学和开源数据库对三角
帆蚌外套膜外膜与珍珠囊进行分析，筛选免疫相

关差异表达蛋白并对其中１３个蛋白进行讨论，
这些蛋白主要与免疫球蛋白、吞噬作用、炎症反

应、细胞外基质等通路相关。

３．１　免疫识别与应答相关蛋白
本研究首次发现 ｌｇＧ的 Ｆｃ片段（ＦｃＧＢＰ）、

ＣＤ１０９的差异表达。在珍珠囊 ＆外套膜中发现
ＦｃＧＢＰ的显著上调（Ｐ＜０．０５），ＦｃＧＢＰ被证实可
能在 ＴＧＦβ１诱导的间充质转移中发挥重要作
用，也可能在珍珠囊形成中发挥着细胞保护以及

一定的抗炎作用［２３］。然而 ＣＤ１０９蛋白显示为表
达下调，作为一种以ＧＰＩ为基础的糖蛋白，ＣＤ１０９
可能在破骨前细胞中调节骨质代谢并承担某些

未知的重要功能［２４］，还可能作为一种 ＴＧＦβ拮
抗剂通过Ｃａ２＋以及 ＴＧＦβ通路对珍珠囊形成产
生影响［２５］。同时，实验还发现了与细胞外基质

ＥＣＭ有关蛋白的表达下调，包括 ＬＡＭＢ１、ＬＡＭＢ、
ＬＡＮＢ２等蛋白，主要介导雷帕霉素（ｍＴＯＲ）通
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路。ｍＴＯＲ对ＴＧＦβ具有正调控作用［２６］，因此这

些蛋白可能也通过介导外套膜细胞间质转化调

节珍珠囊的形成。

此外，研究中还筛选到终末补体成分 Ｃ９蛋
白表达上调，目前 Ｃ３在海水和淡水贝类中均已
被发现且组成型表达，能介导炎症以及吞噬作用

并负责免疫监视和非自身抗原消除［２７２８］。因此

尽管Ｃ９在贝类中缺乏研究，但 Ｃ９可能与 Ｃ３共
同作用，在同种异体移植以及同种免疫反应和复

杂的补体激活机制中发挥作用［２９］。

值得注意的是，ＦｃＧＢＰ与ＣＤ１０９均与免疫识
别应答相关，而在对 ＦｃＧＢＰ和 ＣＤ１０９的 ｍＲＮＡ
表达量分析中，二者表达情况大体上相反。

ＦｃＧＢＰ在插核后第２０天的插核组织以及插核后
第９０天的珍珠囊组织中均显著高于外套膜以及
其他检测天数的表达量（Ｐ＜０．０５），而ＣＤ１０９在
组织中的ｍＲＮＡ表达量则总体呈现下调趋势，且
在第２０天表达量最低，可见插核后２０ｄ是较为
关键的时期。ＣＤ１０９主要对 ＴＧＦβ产生负调控，
而ＴＧＦβ能够抑制免疫活性细胞增殖、ＴＮＦβ等
细胞因子产生促进 ＥＣＭ表达以及伤口愈合等功
能［２５］，不利于ＴＧＦβ发挥功能；而ＦｃＧＢＰ是免疫
球蛋白识别的关键区域，对ＴＧＦβ具有正调控作
用。因此ＦｃＧＢＰ的上调和 ＣＤ１０９的下调都有利
于ＴＧＦβ调节受体蚌外套膜对移植小片的免疫
识别及插核手术后的伤口愈合，进而促进外套膜

与珍珠囊的融合以及珍珠囊的形成［１４］。

３．２　吞噬作用及其相关蛋白
研究发现Ｃ型凝集素受体（ＭＲＣ１）和嗜酸性

粒细胞过氧化酶（ＥＰＸ）出现上调。其中，凝集素
主要参与贝类细胞免疫中的趋化过程［３０］，而溶酶

体酶，如嗜酸性粒细胞阳离子蛋白等对于多种微

生物以及哺乳动物组织、细胞等具有较高的细胞

毒性［３１］，而贝类同种小片的移植会引起免疫识别

应答并被血细胞吞噬消化［２］，可见上述两种蛋白

对于贝类免疫系统发挥作用具有重要意义。

结合 ＭＲＣ１与 ＥＰＸ在插核后不同阶段的
ｍＲＮＡ的表达情况，两者的表达量大体上随天数
呈上升趋势且均在检测后期高表达，ＭＲＣ１在第
５０、９０天表达量显著高于外套膜组织及其他检测
时期（Ｐ＜０．０５），而 ＥＰＸ仅在第 ９０天高表达。
因此推测，上述两种蛋白的上调增强血细胞对异

己的识别作用一方面是为了强化吞噬及趋化过

程，促进珍珠囊形成［１４］，另一方面也可能是该时

期珍珠囊已经基本形成，因此机体提高自身免疫

能力以保护机体免于病原体入侵造成进一步的

损伤甚至死亡［３０］。

３．３　炎症、凋亡相关蛋白
对炎症介质释放以及细胞凋亡的调控可能

有利于移植手术后的上皮细胞愈合及珍珠囊形

成，实验中 ＬＢＰ的上调以及 ＣＮＮ３、ＮＯＴＣＨ３、
ＦＢＮ１、ＦＢＮ２、ＬＴＢＰ１、Ｈｓｐ２７等的下调可以印证这
一观点。Ｈｓｐ２７可通过调节ＮＦκＢ和 Ｈｉｐｐｏ通路
保护上皮细胞在炎症反应中免受损伤并促进细

胞增殖［３２］，然而值得注意的是Ｈｓｐ２７既能诱导受
损器官或免疫细胞释放促炎介质引发细胞凋

亡［３２］，也能在缺血、炎症以及在应激条件下发挥

抗炎作用保护细胞［３３］，这主要取决于Ｈｓｐ２７相对
于细胞发挥功能的具体位置，因此有待于进一步

的实 验 检 验。结 合 ＣＮＮ３、ＮＯＴＣＨ３、ＦＢＮ１、
ＦＢＮ２、ＬＴＢＰ１与 Ｎｏｔｃｈ和 ＴＧＦβ等通路高度相
关，对上皮细胞具有重要的调节作用［３４３５］，同时

这些蛋白的下调还能通过Ｊｕｎ通路、ｐ３８的ＭＡＰＫ
通路以及某些细胞外信号对细胞凋亡和细胞周

期等进行调控，并发挥一定的免疫功能［３６］。推测

这些功能蛋白的差异表达通过调节外套膜细胞

的增殖以及保护其免于在炎症中受损等方式促

进上皮细胞的创伤修复，进而利于珍珠囊的形

成。

有趣的是，ＬＢＰ、ＣＮＮ３、ＮＯＴＣＨ３的 ｍＲＮＡ表
达量均在检测中后期出现不同程度上调，而

ＣＮＮ３尽管在第９０天表达水平与蛋白组学检测
结果相符，却在 ５０天反常上调。分析推测
ＮＯＴＣＨ３可能是在贝类珍珠囊形成过程中减少炎
症反应，减弱细胞应激，而 ＬＢＰ作为 ＬＰＳ的结合
蛋白，上调后可增强贝类对病原体的抵抗能力，

由此推测 ＣＮＮ３在 ５０天的高表达也与此有关。
因此认为，在插核后珍珠囊形成的过程中，贝类

首先会减弱凋亡和炎症等免疫排斥反应，同时也

会根据机体需要上调某些免疫过程抵御病原体

入侵。

３．４　其他免疫相关差异蛋白
除上述蛋白外，研究还发现许多功能未知或

者尚且缺乏文献参考的差异表达蛋白，如膜联蛋

白 ＡＮＸＡ１１。膜联蛋白在贝类缺乏研究，但
ＡＮＸＡ５与抗炎反应、凋亡调节等有关［３７］，且
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ＡＮＸＡ１１在人 ＩｇＧ４相关疾病中是 ＩｇＧ的自身抗
体靶标［３８］，提示其可能也与免疫球蛋白发挥功能

有关，这也与研究中观察到ＦｃＧＢＰ的表达上调相
符，因此也可能参与免疫识别及珍珠囊形成。此

外还有大量与心肌收缩相关的差异蛋白，根据

ＫＥＧＧ富集分析及 ＧＯ注释结果，这些蛋白大多
受到 Ｃａ２＋调控，继而对肌动蛋白、肌球蛋白以及
肌肉收缩等产生负调控作用。在珍珠囊形成过

程中，表皮细胞仅在游离端形成中间连接而在其

余部分彼此分离形成较大空间［２１］，因此推测下调

心肌收缩有关蛋白可能提升了珍珠囊的延展性

以更好包裹珍珠。然而由于上述这些蛋白的功

能缺乏足够的文献支持，本文未展开讨论。

４　结论

本研究利用 ｉＴＲＡＱ技术对三角帆蚌外套膜
外膜以及珍珠囊进行蛋白组学分析，总共鉴定到

蛋白质１８７１个，其中差异蛋白１１９个，对差异表
达蛋白进行ＧＯ注释和 ＫＥＧＧ通路分析，筛选分
析了 １３个免疫相关蛋白，主要参与 ＮＦκＢ、
Ｎｏｔｃｈ、凋亡以及炎症反应等通路。ＦｃＧＢＰ、
ＣＤ１０９、Ｃ３等免疫球蛋白或补体成分的表达上调
提示：贝类可能存在与脊椎动物类似的免疫系

统，并具有抗体类似物发挥特异性免疫；ＥＣＭ有
关蛋白、吞噬作用相关蛋白的表达差异主要与异

己识别、免疫排斥等功能相关，这可能是贝类珍

珠囊形成过程中促进伤口愈合以及减少应激伤

害的调节手段；而炎症相关通路中的差异蛋白以

及膜联蛋白 Ａ１１的表达上调可能介导了细胞凋
亡和炎症反应，这可能与珍珠形成过程中移植小

片与受体蚌外套膜的免疫排斥反应以及融合过

程有关；ｉＴＲＡＱ分析中筛选到的免疫相关蛋白与
其对应的ｍＲＮＡ在珍珠囊中的表达情况基本相
符，并进一步证实插核后５ｄ左右免疫相关因子
主要参与伤口愈合过程，可能与小片和外套膜的

融合过程相关［１４］，而插核５０～９０ｄ是珍珠囊形
成过程中免疫调节的关键时期。

此外，分析还发现免疫相关蛋白在通路中发

挥功能的过程并非彼此孤立的，提示这些蛋白可

能通过信号通路之间的串话实现互作。后续研

究将关注不同免疫相关蛋白间的相互作用及其

潜在关联阐述贝类免疫系统调节网络，以期为后

续贝类免疫学相关研究提供新视角。
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