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摘要目的：克隆获得合浦珠母贝 PU3基因的序列，并研究其在生物矿化中的功能。方法：使用 RACE获得 PU3基因的全长；利用
实时荧光定量 PCR的方法检测 PU3基因在不同组织中的表达分布；利用实时荧光定量 PCR的方法检测贝壳损伤修复过程中

PU3基因的表达量的变化；通过 RNAi实验，抑制 PU3基因的表达，之后用扫描电子显微镜观察合浦珠母贝贝壳表面的变化。结
果：合浦珠母贝 PU3基因的 cDNA全长为 2361bp，编码 618个氨基酸。氨基酸序列的功能结构域分析表明其含有 4个 FN3结构

域。该基因在外套膜中高表达，且在外套膜边缘区的表达量高于外套膜中心区。在贝壳损伤修复的过程中，该基因的表达水平呈

现上升的趋势。利用 RNAi技术抑制 PU3基因的表达后，贝壳的棱柱层结构发生了变化，缝隙变宽，且出现空洞。结论：PU3基因
所表达的蛋白作为正调控因子参与生物矿化的过程，并主要作用于贝壳的棱柱层，抑制其表达会影响棱柱层的框架结构。
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Cloning and Characterization of PU3 from the Oyster Pinctada fucata *

To obtain the sequence of PU3 gene from the oyster Pinctada fucata and study the function in

biomineralization. The full length of PU3 gene was obtained by RACE. The expression levels of PU3 gene in different tissues

were detected by real-time fluorescent quantitative PCR. The expression of PU3 gene through the shell notching experiment was detected
by real-time fluorescent quantitative PCR. RNAi experiments was used to inhibit the expression of PU3 gene, and then the change in the

surface of the shell of was observed by the scanning electron microscope. The full-length cDNA of PU3 gene from Pinctada

fucata is 2361 bp, encoding 618 amino acids. Functional domain analysis indicated that it contained four FN3 domains. PU3 is highly

expressed in the mantle membrane, especially in the edge of mantle membrane. In the process of shell repairing, the expression level of

PU3 gene showed an increasing trend. After using RNAi technology to inhibit the expression of PU3 gene, the prismatic layer of the shell
has changed, the gaps became wider, and voids appeared. It is speculated that PU3 gene acts as a positive regulator in the

process of biomineralization, and mainly influences the prismatic layer of the shell. Inhibiting its expression will affect the framework

structure of the prism layer.
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前言

生物矿化是自然界中广泛存在的一种自然现象，矿化产物

以各种形态发挥着不同的作用，如支撑保护、平衡、感应磁场

等。贝壳就是一种经典的生物矿化产物，有着独特的微观结构

和优异的机械性能[1]。合浦珠母贝是我国培育海水珍珠的主要

贝种，其贝壳是由 95%以上的碳酸钙和不足 5%的有机成分组

成，这不足 5%的有机基质通过调控碳酸钙晶体的生长、晶型及

排列方式，在贝壳的形成中发挥着重要的作用[2]。此前的研究发

现了多种基质蛋白包括 Nacrein、Prisilkin39、Pearlin、KRMP等，

它们在贝壳矿化过程中发挥了重要作用[3-6]。2015年，本实验室

通过对合浦珠母贝贝壳蛋白组学的分析，发现了一系列未知的

具有潜在功能的基质蛋白，其中包括了一些具有 FN3结构域

的蛋白[7]。

纤连蛋白 III 型结构域（Fibronectin type III domain, FN3

domain）是已知的最大也是最常见的蛋白子域，它广泛存在于

各种动物蛋白中，例如细胞外基质分子，细胞表面受体，酶，肌

蛋白等。它由约 100个氨基酸组成，包含一段可以与 DNA、肝
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Primer Sequence

5' RACE-1 GGGTAAGAAAGCCAATGCCATCGCTG

5' RACE-2 CGAGGAATCAGGCCCGGTAACTACG

3' RACE-1 ATTCGGTGGTTGCCATGACAGCTGG

3' RACE-2 CTCCCCATGCCGAGCCTCTTCATAG

Confirm-F CCCAAGGAGCACAATTTCCACAAG

Confirm-R GCTACACGATGTCAATGTTCCAGC

RNAi-F
CTAATACGACTCACTATAGGGAGAAG-

GCCACGTTGTACTACTTCCA

RNAi-R
CTAATACGACTCACTATAGGGAGAAG-

GTGACAGCAGATAGCTTGAA

GAPDH-F GCCGAGTATGTGGTAGAATC

GAPDH-R CACTGTTTTCTGGGTAGCTG

RT-F GATGAGTATGGGCAACCTAAAG

RT-R CAGATTCAACAGACAGGCAGTG

表 1 PCR引物序列

Table 1 The primer sequences used in PCR

素和细胞表面结合的随机重复序列[8]。其二级结构包含一个保

守的 茁-sandwich结构，一个由四个 strand组成的 茁-sheet，一个
由三个 strand组成的 茁-sheet [9]。在合浦珠母贝、黑蝶珍珠贝、牡

蛎、贻贝和珊瑚中都发现了含有该结构域的基质蛋白,暗示了

该类蛋白在生物矿化中的潜在作用[10-13]。

本研究工作聚焦于在合浦珠母贝贝壳中发现的一个包含

FN3结构域的蛋白，PU3。本研究通过 RACE技术克隆该基因

的序列，并检测其在合浦珠母贝不同组织中的表达分布及贝壳

损伤后修复过程中该基因的表达水平变化，随后分析了该基因

表达的蛋白对于贝壳表面结晶的影响。通过以上实验，我们初

步探究了 PU3蛋白在贝壳的矿化过程中所发挥的调控贝壳棱

柱层矿化的框架结构的作用。本次研究的结果丰富了关于合浦

珠母贝矿化过程的认识，为阐明合浦珠母贝贝壳的形成机理奠

定一定的理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料

实验所用的合浦珠母贝采购于广东省湛江市水产养殖场，

在实验室内培养在 3%人工海水中，培养温度为 17~19℃。

1.2 方法

1.2.1 合浦珠母贝总 RNA提取 使用 TRIzol法 (Invitrogen，美

国)提取合浦珠母贝外套膜组织的总 RNA，利用 Nanodrop2000TM

(ThermoFisher，美国)检测所提 RNA的浓度与质量。

1.2.2 RACE 实验克隆基因全长 使用 SMARTerTM RACE

cDNA Amplification kit (TAKARA)反转录所提总 RNA，得到

RACE的模板。根据此前合浦珠母贝蛋白组学研究中得到的序

列设计 5'引物和 3'引物，分别进行 5'-RACE和 3'-RACE，将得

到的结果拼接。最后，用高保真酶 Phusion(NEB)和验证引物

con-F、con-R进行扩增，获得 PU3的全长基因序列。实验中使
用的引物见表 1。

1.2.3 基因序列分析 利用多种在线软件对 PU3基因进行序
列分析，包括开放阅读框的预测 (https://www.ncbi.nlm.nih.

gov/orffinder/)、保守结构域的预测 (https://www.ncbi.nlm.nih.

gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)、蛋白二级结构预测(www.sbg.bio.

ic.ac.uk/phyre2/)、蛋白的理论相对分子质量以及理论等电点的

预测(https://web.expasy.org/compute_pi/)等。

1.2.4 组织分布检测 取合浦珠母贝的外套膜缘膜区、外套膜

中心区、鳃、闭壳肌、足、心脏、内脏团、生殖腺八个组织，分别提

取 RNA，利用 Realtime PCR的方法检测八种组织中 PU3基因
的相对表达量。具体操作为，用 1.2.1中方法提取 RNA，使用

PrimeScriptTM RT Master Mix Perfect Real Time (TAKARA)对

RNA进行反转录，使用实时荧光定量 PCR仪 LightCycler480

(Roche，瑞士)进行检测。本实验选择 GAPDH作为内参基因[14]，

基因相对表达量的计算采用 2-△ △ Ct法[15]。实验中使用的引物见

表 1(GAPDH-F, GAPDH-R, RT-F, RT-R)。

1.2.5 贝壳损伤修复实验 取 40只生长状况良好，大小相近

的贝，分成 8组，每组 5只。在其边缘剪一深达珍珠层的缺口，

放回人工海水中培养。在 0、6、12、24、36、48、72、96小时后收集

合浦珠母贝外套膜样品，提取 RNA，并利用 Realtime PCR的方

法检测八个时间点时 PU3 基因的相对表达量。具体步骤同
1.2.4。

1.2.6 RNAi实验 使用RiboMAXTMLargeScaleRNAProduction

Systems (Promega) 来合成双链 RNA，使用的引物见表 1

(RNAi-F, RNAi-R)。取 20只生长状况良好，大小相近的贝，分

为 4组，每组 5只。其中，空白对照组注射 200 滋L的无酶水，阴
性对照组注射 80 滋g dsRNA-GFP/200 滋L无酶水，实验组分别
注射 40 滋g dsRNA-PU3/200 滋L 无酶水和 80 滋g dsRNA-PU3/

200 滋L无酶水。6天后，收集合浦珠母贝外套膜样品，参照

1.2.1和 1.2.4进行 RNA提取和表达水平检测。同时收集贝壳

样品，洗净晾干后，使用扫描电子显微镜 FEI Quanta 200(FEI，

美国)观测贝壳内表面的结构。

1.3 统计学分析

本研究采用 SPSS统计软件进行统计。其中，使用 T-test检

测实验结果是否具有显著性差异，若 P值小于 0.05，则视为显

著性差异。

2 结果

2.1 合浦珠母贝 PU3基因的 cDNA的序列分析

通过 RACE的方法获得的序列全长见图 1-a。该基因全长

为 2361 bp，5’非编码区长度为 236 bp，3’非编码区长度为 268

bp，开放阅读框长度为 1857 bp，编码 618个氨基酸。在线预测

结果显示，PU3基因编码的蛋白大小约为 68.73 kDa，理论等电

点为 6.53，包含四个 FN3结构域（图 1-b）。进化树分析显示该

基因与太平洋牡蛎、厚壳贻贝、珠母贝中的基质蛋白有较高的

相似性，符合了这四者在进化上的亲缘关系（图 1-c）。

2.2 PU3基因在不同组织中的分布
通过 Realtime PCR检测了外套膜缘膜区、外套膜中心区、

鳃、闭壳肌、足、心脏、内脏团、生殖腺八个组织中 PU3 的表达
情况。结果显示，PU3在外套膜中的表达量远高于其他组织，其
中在外套膜边缘的表达量高于外套膜中心区，达到了外套膜中
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图 2 PU3基因在不同组织中的分布

Fig.2 The distribution of PU3 in different tissues

1 to 8 refer to foot, adductor muscle, gonads, visceral mass, the center of

mantle, the edge of mantle, heart, gills. Clearly, PU3 is highly expressed in

mantle membrane.

图 3 PU3在贝壳修复过程中的表达量的变化

Fig.3 The expression of PU3 during the shell repairing progress

After the injury, the expression level of PU3 maintained at normal level for

12 hours, and started to increase. The expression level reached the

maximum at about 72 h and kept at a high level at 96 h.

(*: significant difference with control group, P < 0.01)

图 1 PU3基因的全长、结构域分析及进化树分析

Fig.1 Full length of PU3 and analysis of functional domain

(a) The full length of PU3 and the transcription of the open reading frame.

(b) The result of consereved domain search. The yellow part was the open

reading frame and the green parts were FN3 domain.

(c) The phylogenetic tree of PU3, using Mega7.0 and maximum likelihood

method.

心区表达量的两倍以上（图 2）。外套膜是在生物矿化中发挥重

要作用的器官，PU3在外套膜边缘的高表达暗示着它在合浦珠
母贝的矿化过程中起着一定的作用，并可能更多的影响着棱柱

层的形成。

2.3 贝壳修复过程中 PU3基因的表达变化

在受到损伤后，合浦珠母贝会启动修复程序，在伤口处产

生矿化产物，修补贝壳。在修复过程中，矿化相关蛋白的表达量

会发生变化。本研究检测了修复过程中 8个时间点 PU3的表
达水平。结果显示，与对照组（损伤后 0小时）相比，PU3的表达
量在最开始的 12小时没有明显变化，之后开始增长。损伤后

72小时时，PU3的表达量达到峰值，并且在 96小时时仍处于

高位（图 3）。这样的结果显示，PU3响应了贝壳修复过程，并且
表达水平呈现上调的趋势，暗示了其对于贝壳修复有着促进的

作用。

2.4 抑制 PU3的表达会影响贝壳矿化
为了更好的探明 PU3 在矿化中的功能，本研究进行了

RNAi实验。通过将双链 RNA注射到合浦珠母贝的闭壳肌里

来单一地抑制 PU3的表达。通过 Realtime PCR的检测显示，相

对于空白对照组（仅注射 200 滋L无酶水）和阴性对照组（注射
了 80 滋g dsRNA-GFP/200 滋L无酶水），实验组中 PU3的表达
量确实得到了抑制。注射 40 滋g dsRNA-PU3/200 滋L无酶水和
80 滋g dsRNA-PU3/200 滋L无酶水分别将 PU3的表达水平抑制
到了空白对照组的 70%和 20%（图 4）。这样的结果显示 PU3基
因被成功的抑制了，且其抑制水平和注射的双链 RNA的剂量

有关。

利用扫描电镜来观察贝壳的表面结构（图 5）。与空白对照

组相比，阴性对照组的棱柱层结构和珍珠层结构都未见显著变

化。注射 40 滋gPU3双链 RNA的实验组中，棱柱层仍显示棱柱

结构，但是边缘已经变得粗糙，不再平滑。在注射 80 滋gPU3双
链 RNA的实验组中，棱柱层的结构变化更加明显，棱柱的结构

不再完整。不仅仅边缘变得粗糙，空隙变大，棱柱层中间也出现

了空洞。珍珠层并没有像棱柱层一样受到严重的干扰。这样的

结果显示，当抑制 PU3的表达被抑制后，棱柱层的矿化受到影

响，排列不再致密并出现空洞。
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图 4 PU3基因在 RNAi实验中的表达量变化

Fig.4 The expression of PU3 during the RNAi experiment

The expression level after injecting dsRNA of GFP showed no significant

difference from the control group, which only inject water. After injecting

dsRNA of PU3, the expression level was decreased, and showed dose

effect. When injecting 80 滋g dsRNA of PU3, the expression level was

inhibited to 20% of control group. (*: significant difference with control

group, P < 0.01)

图 5扫描电子显微镜观察贝壳内表面的结构

Fig.5 The structure observation of the shell inner surface by SEM

(a) group injected with 200 滋L of DNase/RNase-free water;

(b) group injected with 80 滋g of GFP-dsRNA diluted in 200 滋L of water;

(c) group injected with 40 滋g of PU3-dsRNA diluted in 200 滋L of water;

(d) group injected with 80 滋g of PU3-dsRNA diluted in 200 滋L of water

3 讨论

蛋白的结构和功能总是相互对应的。具体到贝壳的基质蛋

白上，可以预见基质蛋白为了调控碳酸钙结晶过程，很有可能

具有钙离子的结合能力和碳酸酐酶的活性。而在对众多基质蛋

白的研究中，也证实了这一点，许多基质蛋白都具有钙离子结

合位点或碳酸酐酶结构域，例如 Nacrein、N66就包含碳酸酐酶

结构域[3,16]。此外，因为有些基质蛋白要和贝壳的几丁质框架相

互作用，可能含有几丁质结合域，对 Pif97和 KRMP蛋白家族

的研究印证了这一点[17]。但与此同时，基质蛋白里一些其他的

共性及常见的结构的功能并没有得到较多的研究，这一点在组

学研究出现后显得更加明显。例如，基质蛋白中富含特定氨基

酸（天冬氨酸、谷氨酸、甘氨酸、丝氨酸）的原因，一些新发现的

常见结构域（FN3结构域、LG结构域、vWA结构域、酪氨酸酶

等）在矿化中的具体功能也有待研究[18，19]。本研究集中在 FN3

结构域上。FN3作为构成纤连蛋白的结构域，同纤连蛋白一起，

得到了许多的研究。在其他生物体中的研究已经表明，FN3结

构域广泛地参与并介导细胞的黏附与迁移，许多含有 FN3结

构域的蛋白是磷酸化激酶的受体或细胞因子的受体[20]。在合浦

珠母贝、黑蝶珍珠贝、牡蛎、贻贝、珊瑚的基质蛋白中，都发现了

一类含有 FN3结构域的蛋白。一篇太平洋牡蛎的蛋白质组学分

析的文章中报道到，一个类纤连蛋白的蛋白在贝壳发育的早期，

与几丁质酶一同高表达，并且在成体贝的外套膜中高表达[10]。

但 FN3结构域的常见功能却较难对应到贝壳矿化的过程中。

因此，本研究获取了合浦珠母贝 PU3基因的 cDNA全长，

并对其在合浦珠母贝贝壳矿化形成中发挥的功能进行了初步

的研究。外套膜是软体动物参与矿化过程的主要器官，而 PU3
基因在外套膜中的特异性高表达暗示了它在矿化过程中的作

用，这也与在太平洋牡蛎中的研究结果相互对应。在通过贝壳

损伤激发贝壳修复的矿化反应后，PU3的表达量升高，表明其
对于贝壳矿化过程起着正向的调节作用。并且其表达的变化模

式与之前研究过的很多起着正向调控作用的基质蛋白有着较

高的相似性，例如 Nacrein，Prisilkin-39。略有不同的是，Nacrein

和 Prisilkin-39在贝克损伤 96小时后，表达量都有了一定程度

的回落，并没有保持在高位[4]，而 PU3的表达量则在 96小时后

仍然处于高位。这一情况有两种可能，PU3在矿化过程中可能
起到某种长效的作用，或者 PU3受到更为复杂的调控，使得其
表达水平并不会非常快速地发生变化。之后，通过 RNAi实验

分析了 PU3在矿化中的作用。当 PU3的表达被抑制后，贝壳的
棱柱层不能正常矿化以维持正常的形态。在高浓度的抑制实验

中，贝壳棱柱层不仅晶体间边缘变粗糙，缝隙变大，在晶体中间

还会出现空洞，难以维持正常的棱柱框架结构。这些现象都可

以表明 PU3确实在矿化的过程中发挥了作用，且很大可能是
作用于贝壳矿化框架结构。但是 PU3究竟是通过何种机理来
参与矿化过程，在这个过程中 FN3结构域又发挥着怎样的功

能，这些问题仍需要进行进一步的的实验探究来解答。此外，合

浦珠母贝中其他含有 FN3结构域的基质蛋白是否发挥着和

PU3相似的功能，其他软体动物中含有 FN3结构域的基质蛋

白是否也在矿化过程中发挥着类似的作用，这些问题也值得更

加深入的研究和探讨。

综上所述，本课题初步探究了 PU3在贝壳矿化中的功能，
推测 PU3有着促进贝壳棱柱层矿化，调控棱柱层矿化框架的
功能，为贝壳矿化的机理研究提供了一些理论基础。但是贝壳

矿化是一个复杂的过程，许多的基质蛋白和其调控因子参与其

中，PU3的作用机理以及与其他基质蛋白的相互作用仍然需要
更加深入的研究。
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