
 

 Marine Sciences / Vol. 39, No. 11 / 2015 7 

皱纹盘鲍群体选育第四代成鲍 4 种多糖裂解酶基因表达的初

步研究 

何庆国1, 2, 王劭雯1, 2, 李加琦1, 2, 刘  晓1 

(1. 中国科学院 海洋研究所, 山东 青岛 266071; 2. 中国科学院大学, 北京 100049) 

摘要: 根据已发表 cDNA 序列设计引物扩增了 2 龄皱纹盘鲍(Haliotis discus hannai Ino)的褐藻酸酶、海

带淀粉酶、α-淀粉酶和纤维素酶基因片段并测定其序列, 同时用半定量反转录 PCR 和实时荧光定量

PCR 技术分析了它们在不同组织中的表达。结果表明: 以 cDNA 为模板的 PCR 产物序列与已发表的相

应基因序列一致; 以 DNA 为模板扩增的-淀粉酶和纤维素酶基因片段分别含 438 bp 和 667 bp 的内含

子; 在纤维素酶基因片段的外显子和内含子区各检测到 2 个 SNP; 4 种多糖裂解酶基因均主要在消化腺

中表达, 褐藻酸酶基因的表达最强, 其次为纤维素酶, 表明在摄食海带的条件下, 褐藻酸是成体皱纹

盘鲍可利用的最重要多糖类物质之一。本文的结果为进一步开展皱纹盘鲍“97”选育群体在不同发育

期、摄食不同藻类及不同培育环境下的多糖水解酶基因表达研究奠定了基础。  
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藻类是皱纹盘鲍(Haliotis discus hannai Ino)最重

要的天然食物。鲍幼体阶段主要摄食底栖硅藻, 幼鲍

和成鲍则主要摄食褐藻、红藻、绿藻等大型藻类。

人工养鲍时 , 海带(Laminaria japonica)是皱纹盘鲍

最常用的饲料[1-2]。藻类的主要成分是多糖, 而皱纹

盘鲍的多糖裂解酶在消化利用多糖类物质的过程中

起关键作用。鲍的多糖裂解酶很早就受到人们关注, 

1978 年 Clark 等[3]报道了彩虹鲍(H. iris)消化腺提取

液对 14 种多糖底物的水解酶活性, 并探讨了这些酶

作为商用酶制剂的可能性。此后, 中国学者也陆续报

道了对皱纹盘鲍[4-7]和杂色鲍[8-10]多糖裂解酶的相关

研究结果, 但上述研究均着眼于酶的活性或理化性

质, 对它们的表达调控相关知识的了解仍很欠缺。 

近 10 年来, 皱纹盘鲍褐藻酸酶(hdaly)[11]、海带

淀粉酶 (hdlam)[12]、纤维素酶 (hdcel)[13]和盘鲍 (H. 

discus discus)-淀粉酶(hdamyl)[14]与纤维素酶 [15]基

因的 cDNA 全长序列相继发表。为探讨皱纹盘鲍对

多糖类物质的消化利用状况, 作者根据已发表序列

信息设计了相关引物, 尝试在 mRNA 水平研究这些

酶的表达调控[16]。本研究使用的实验材料是中国科

学院海洋研究所和大连市水产研究所培育的皱纹盘

鲍“97”群体的选育第四代。该选育群体始建于 1997

年, 是以中国野生群体为母本与从日本岩手县引进

的皱纹盘鲍进行群体间杂交培育的杂交苗种经过连

续高强度选育而培育的皱纹盘鲍选育系。皱纹盘鲍

“97”选育群体具有存活率高、适温范围广、生长

速度快、整齐度高等特点[17], 作者从 2008年开始对

该选育群体开展了一系列的生理研究 [16-18], 本文报

道对皱纹盘鲍“97”选育群体 2 龄成体消化酶基因

表达研究的部分结果。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

供试样品为皱纹盘鲍“97”群体选育第 4代的 2

龄成鲍 , 平均壳长为(63.38±4.08)mm, 活体平均体

重为(28.9±6.4)g。所用群体于 2008年 4月在山东荣

成寻山渔业集团总公司繁殖, 经福建宁德海区完成

越冬培育后在荣成桑沟湾海区笼养至次年 11 月, 海

区养殖期间投喂的饵料为海带。2009年 12月至翌年

4月, 在中国科学院海洋研究所水族楼的循环水养殖

系统中培育 , 期间每日投喂新鲜海带 , 由中科海

WK-3000 控温仪(控温精度<±0.1℃)与加热棒调节培
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育水温在(20±0.5)℃。 

1.2  取样 

在 20℃恒温培育 120 d后取部分个体, 逐个编号

后分离每个个体的各种组织, 用 RNAwait 试剂保存

分离组织用于提取 RNA, 同时取足部肌肉于–80℃

冻存用于提取 DNA。 

1.3  DNA 和总 RNA 的提取 

随机取 4个个体的足部肌肉组织, 采用 SQ组织

DNA提取试剂盒(Omega公司产品)提取 DNA。同时, 

分别取上述个体的消化腺、足部肌肉组织、外套膜、

触手、鳃组织, 采用总 RNA 提取试剂盒(BioFlux 公

司产品)提取总 RNA, 逆转录后的产物于－20℃冻存

备用。 

1.4  荧光定量 PCR 引物设计 

根据已发表的皱纹盘鲍 β-actin、褐藻酸酶、海

带淀粉酶、纤维素酶基因和盘鲍-淀粉酶基因的

cDNA序列信息, 应用 Primer Premier 5.0软件设计荧

光定量 PCR引物, 引物信息见表 1。 

 
表 1  引物相关信息 
Tab.1  Primers used in this study 

基因 酶编号 引物序列(5′-3′) 基因注册号 引物位置 产物长度 

β-actin — F: GGTATCCTCACCCTCAAGT 
R: GGGTCATCTTTTCACGGTTG 

AY380809.1 269~443 175bp 

褐藻酸酶 EC 4.2.2.3 
F: TGGAAGGCACTCGGACAACT 
R: GGTCGCAGAAACCGTCAATC 

AB110094.1 401~516 116bp 

海带淀粉酶 EC 3.2.1.6 
F: GGCGTTGACCGTGTCTTGT 
R: GATGACTGGCTGGTTGTCTATGT 

AB488493 636~812 177bp 

-淀粉酶 EC 3.2.1.1 
F: CAACCAAGCCAACACTGAC 
R: CTGAGCCTGACCACCAAT 

EF103352.1 1092~1279 188bp 

纤维素酶 EC 3.2.1.4 
F: GACGGAGGTGGAGGGCTTCT 
R: GTTACAGTGTCAATACCCGCATC 

AB125892.1 1306~1467 162bp 

 

1.5  扩增产物的克隆测序 

以皱纹盘鲍的 DNA和 cDNA为模板, 分别使用

表 1 中的引物进行 PCR 扩增, 反应体系 20 μL, 含 

cDNA 2.5 ng, 正反向引物各 10μmol/L, Taq酶 0.5U。

扩增条件: 94℃预变性 5 min; 94  30℃  s, 58  30℃  s, 

72  1℃  min, 共 35个循环; 最后 72℃延伸 10 min。

扩增产物用 1.5%琼脂糖凝胶电泳分离, 目标条带回

收后连接到质粒载体 pMD18-T 上 , 转化 E.coli 

Trans1-T1, 经 LB 固体培养基 37℃培养 12~14h 后, 

挑取单克隆进行 PCR鉴定, 阳性克隆在LB液体培养

基中 37℃振荡培养 5~6h, 送交华大基因公司测序。 

1.6  半定量 PCR 分析 

以不同组织的 cDNA为模板, 对 4种多糖裂解酶

基因进行半定量 PCR分析。反应体系和条件同 1.5。

扩增产物用 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测。 

1.7  荧光定量 PCR 分析 

标准曲线 : 对已知浓度的皱纹盘鲍消化腺

cDNA进行 5倍比例稀释, 共稀释成 4个浓度, 每个

浓度 2次重复, 进行 PCR扩增。以 Ct值为纵坐标、

起始模板浓度的对数值为横坐标建立标准曲线。 

以皱纹盘鲍不同组织 cDNA 为模板进行实时荧

光定量 PCR 扩增, 每个反应重复 4 次。反应体系如

下: cDNA 1μL, 正反向引物各 1μL (10μmol/L), 2× 

SYBR Green预混液 10μL, 加双蒸水到 20μL。采用

二步法进行扩增: 95  ℃ 预变性 30 s后, 95℃变性 5 s、

60  ℃ 退火 30 s, 共 40个循环。 

1.8  数据处理与分析 

通过对荧光定量 PCR 反应体系进行优化, 使扩

增效率为 95%~105%, 采用 2–ct 法计算各目的基因

相对于看家基因的表达量[18-19]。扩增效率 E=10–1/K－

1(K为标准曲线的斜率)。 

数据显著性采用 SPSS(Ver.11.5)软件进行统计分

析。所有实验数据均以平均值±标准误( x ±SE)来表

示。对测序结果, 应用 NCBI网站上的 BLAST工具与

GenBank数据库中的目的基因序列进行比对分析。 

2  结果与分析 

2.1  扩增效率及熔解曲线分析 

经电泳检测, β-actin、hdaly、hdlam、hdamyl和
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hdcel的扩增效率分别为 96.6%、101.3%、104.4%、

93.4%、96.4%。熔解曲线峰值基本一致, 无杂峰, 产

物特异度好。 

2.2  4 种多糖裂解酶基因的扩增结果 

以皱纹盘鲍肌肉组织DNA和消化腺 cDNA为模

板, 分别用表 1所列引物进行扩增。PCR产物经 1.5%

琼脂糖凝胶电泳检测 , 结果见图 1。由图 1 可知 , 

β-actin 和 4 种多糖裂解酶基因的扩增产物条带清晰

单一, 未见非特异性扩增; 以 cDNA为模板所得扩增

片段在 100~200bp 范围内 , 长度与预期一致 ; 以

DNA 为模板扩增时, 褐藻酸酶与海带淀粉酶基因的

产物与 cDNA 模板所得产物大小相近, 但-淀粉酶

和纤维素酶基因的扩增产物分别在 600bp 和 800bp

左右, 远大于以 cDNA为模板的产物, 推测该区域存

在内含子序列。 

2.3  扩增产物的序列和 SNP 

将图 1 中 P1-P9的产物分别克隆, 各取 2 个克隆

测序。经生物信息学分析知: (1)用 cDNA模板分别扩

增得到 β-actin 基因、褐藻酸酶(hdaly)、海带淀粉酶

(hdlam)、-淀粉酶(hdamyl)及纤维素酶(hdcel)基因片

段的长度分别为 175 bp、116 bp、177 bp、188 bp和

162bp, 产物长度符合预期, 除纤维素酶基因片段存

在 2 个碱基差异外, 其他基因片段与盘鲍或皱纹盘

鲍已发表基因的相应片段一致; (2)纤维素酶基因片

段的 2个碱基差异位于其DNA全长序列(AB125892.1)

的第 8349和第 8361处, 分别是甘氨酸和苏氨酸密码

子的末位碱基, 甘氨酸密码子由 GGC 变为 GGT, 苏

氨酸由 ACT 变为 ACC(图 2), 均属同义突变; (3)用

DNA 模板得到的纤维素酶(图 2)和-淀粉酶(图 3)基

因片段分别为 829bp 和 626bp, 生物信息学分析确

认分别包含 667bp 和 438bp 的内含子序列。纤维素

酶基因的内含子序列与已发表序列相比, 存在 2 个

SNP(插入 2个碱基)。 

2.4  皱纹盘鲍多糖裂解酶基因表达的组织

特异性 

皱纹盘鲍不同组织的 cDNA 用表 1 所列引物扩

增结果见图 4。可见内参基因 β-actin 在不同组织中

的扩增产物亮度基本一致, 但纤维素酶(hdcel)、α-淀

粉酶(hdamyl)、褐藻酸酶(hdaly)和海带淀粉酶(hdlam)

基因的扩增产物量在相同个体的不同组织间有极显

著差异, 均主要在消化腺中表达。但在鳃、足部肌肉

组织、触手和外套膜中也能检测到 α-淀粉酶(hdamyl)

基因的微弱信号。 

2.5  皱纹盘鲍 4 种多糖裂解酶基因组织特

异性表达的定量检测 

用 Real-time PCR检测 4种多糖裂解酶基因在皱

纹盘鲍不同组织中的相对表达量, 结果如表 2所示。

可见, 4种多糖裂解酶基因在消化腺中的相对表达量

极显著地高于其他组织 , 相反 , 在鳃、足部肌肉组

织、外套膜和触手等组织中的表达量则极低。并且, 

消化腺中 4 种多糖裂解酶基因的相对表达量依次为

褐藻酸酶＞纤维素酶＞-淀粉酶＞海带淀粉酶。此

外, 褐藻酸酶和纤维素酶基因的表达量极显著地高

于-淀粉酶和海带淀粉酶(P<0.01)。 

 

图 1  β-actin、hdaly、hdlam、hdamyl和 hdcel的扩增结果 

Fig.1  PCR products of β-actin, hdaly, hdlam, hdamyl and hdcel gene 

P1为 β-actin, P2-P5、P6-P9依次为 hdaly、hdlam、hdamyl和 hdcel。P1-P5以 cDNA为模板, P6-P9以 DNA为模板。M1和 M2均为分子质量

量标准 

Lane P1: PCR products generated by β-actin. Lanes P2-P5: PCR products generated by hdaly, hdlam, hdamyl and hdcel gene as cDNA template 
respectively. Lanes P6-P9: PCR product generated by hdaly, hdlam, hdamyl and hdcel gene as DNA template respectively 
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图 2  纤维素酶基因 DNA扩增产物的序列分析 

Fig.2  Sequence analysis of DNA amplification products of cellulase gene 

外显子部分的白色方框标记为 SNP位点; 内含子部分的灰色方框标记为插入的 2个碱基。 

The white parts in exon are the two SNP loci. The gray parts in intron are the two inserted bases. 

 

图 3  -淀粉酶基因 DNA扩增产物的序列分析 

Fig.3  Sequence analysis of DNA amplification products of -amylase gene 

序列两端阴影部分为外显子序列, 中间部分为发现的-淀粉酶基因内含子序列 

The gray part of the sequence is exon. The white part is intron that was discovered 

 
表 2  4 种多糖裂解酶基因在皱纹盘鲍不同组织中的相对表达量 
Tab.2  The expression of four polysaccharide lyase genes of Haliotis discus hannai Ino in different tissues 

基因相对表达量(×10–5) 
基因 

鳃 足部肌肉组织 触手 外套膜 消化腺 

褐藻酸酶(Hdaly) 0.80±0.19 a 47.11±10.53 a 10.52±8.55 ab 41.94±17.25 a 244426.39±34981.90a

海带淀粉酶(Hdlam) 0.14±0.03 b 43.63±6.39 a 3.43±0.93 b 28.21±6.31 a 2280.38±151.56 c 

-淀粉酶(Hdamyl) 0.77±0.40 a 45.11±5.73 a 24.31±15.97 a 37.06±16.91 a 4399.16±365.63c 

纤维素酶(Hdcel) 0.39±0.18 ab 40.87±6.19 a 7.66±1.71 ab 36.58±21.25a 69872.92±6156.43 b 

注: 表中值为平均值±标准误(n = 3); 同一列中不同字母表示差异极显著(P<0.01) 

 

3  讨论 

自然状态下, 褐藻、红藻和绿藻都是鲍的常见食

物, 但混合投喂实验表明皱纹盘鲍成体优先选择褐

藻[20]。褐藻酸是褐藻特有的重要多糖组分。我国生

产上用于喂养皱纹盘鲍的最常用藻类是海带, 且青 
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图 4  皱纹盘鲍不同组织中 4种多糖裂解酶基因的相对表

达量 

Fig.4  Four kinds of polysaccharide lyase gene expression 
tested by Semi-quantitative PCR 

~Ⅰ Ⅰ分别为鳃、足部肌肉组织、触手、外套膜和消化腺 

: gill, : muscle, : antenna, : pallium, : digestive glandⅠ Ⅰ Ⅰ Ⅰ Ⅰ  

 
岛、大连地区收获的海带褐藻酸含量最高可达干品

的约 30％[21]。与淀粉、纤维素等多糖不同, 褐藻酸

由古罗糖醛酸和甘露糖醛酸 2 种单糖组成, 而非葡

萄糖。褐藻酸中的 α-L-古罗糖醛酸(M)和 β-D-甘露糖

醛酸(G)各自或相互交替或无规则地通过 1, 4糖苷键

或少量的 1, 5 糖苷键连接成长链状的多糖分子[21]。

本研究定量分析的皱纹盘鲍褐藻酸酶是 α-1, 4-聚古

罗糖醛酸裂解酶, 该酶只水解褐藻酸大分子中相邻

L-古罗糖醛酸(M-M)间的 α-1, 4糖苷键, 因此, 该酶

的 mRNA 表达量可部分反映供试皱纹盘鲍对褐藻酸

的消化利用情况。 

实时定量 PCR是定量研究基因表达的一种有效

方法。本研究在转录水平对 4 种多糖裂解酶基因在

皱纹盘鲍“97”选育群体第 4 代成体不同组织间的

表达特征进行了定量分析, 同时测定了 PCR 扩增产

物的序列。本研究结果表明, 皱纹盘鲍“97”群体选

育第 4 代 2 龄成体消化腺中表达最强的是褐藻酸酶

基因, 其次为纤维素酶基因, 相比之下, -淀粉酶和

海带淀粉酶基因的表达量则低很多。2龄成鲍褐藻酸

酶基因的相对表达量达到了-淀粉酶和海带淀粉酶

的 50倍以上(表 2), 而此前已有研究报道摄食海带的

1 龄幼鲍消化腺提取物对褐藻酸的水解活性高于对

淀粉的水解活性[6]。综合上述结果可见, 在皱纹盘鲍

消化腺中不仅褐藻酸酶 mRNA 表达量显著高于纤维

素酶与淀粉酶(表 2), 而且褐藻酸酶的活力水平也显

著高于淀粉酶[6]。据此推测成体皱纹盘鲍对褐藻酸的

利用可能高于纤维素、淀粉等其他多糖。然而, 皱纹

盘鲍喜食海带等褐藻与其消化腺中褐藻酸酶基因的

高表达是否相关, 值得进一步研究。 

本文的结果为进一步开展皱纹盘鲍“97”选育

群体在不同发育期、摄食不同藻类及不同培育环境

下的多糖水解酶基因表达研究奠定了基础。 
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Abstract: Alginatelyase, laminarinase, α-amylase and cellulase gene segments were amplified in DNA and cDNA 

templates from the 2-year-old F4 adults of ’97 selected Pacific abalone strain with primers designed based on pub-

lished cDNA sequences of these genes. Sequencing of these gene segments revealed one intron of 438 bp in the 

α-amylase gene, one intron of 667 bp in the cellulase gene, and two SNPS in both exon and intron of the cellulase. 

Semi-quantitative RT-PCR and Real-time PCR analyses showed that the four enzymes were mainly expressed in the 

digestive gland, with the alginatelyase gene expression the highest, followed by the cellulose gene, suggesting that 

alginate may be one of the most important carbohydrate sources in the selected abalone strain fed with kelp. The 

results in this study may form the basis for further studies on the expression of polysaccharidases of the ’97 strain at 

different developmental stages, fed with different macroalgae and under different aquatic environments. 
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