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摘 要 Rab家族基因在囊泡的形成 、转运 、黏附、锚定和融合等各个阶段发挥重要作用。在 已有 

的马氏珠母贝 Rab cDNA 片段的基础上，采用 RACE方法克隆 了该基 因的全长。eDNA长度 2 519 

bp，编码区长 618 bp，编码 206个氨基酸。编码的蛋白质序列分析表明，该基 因具有 Rab家族 的全部 

保守结构，与人类等其他生物的 Rab7亚家族的同源性最高。RT—PCR结果显示，该基 因在马氏珠母 

贝的鳃、足和胃组织中没有扩增产物，在卵、感染和未感染凿贝才女 虫 Polydora ciliata的马氏珠母 

贝的肝脏和血液中均检测到了与预期大小相符的扩增产物 ，存在组织差异性表达。 
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ABSTRACT Rab gene family plays an important role for endosome in formation，transporta— 

tion，anchoring and fusion of／with phagosome／lysosome．Based on the existing Ral3 eDNA flag— 

ment of Pinctada martensii，the total open reading frame was cloned by using RACE method． 

The total cDNA consists of 2 519 bp，including a 618 bp coding sequence region．Analysis of de— 

duced amino acid sequences showed that all conserved motifs and regions can be found among 

these 206 amino acids．Furthermore，it was suggested that this Rab gene was a Rab7 homology 

because its amino acids constitution was more similar to Rab7 of human beings and other organ— 

isms，than to any other Rab subfamilies．Rab7 transcripts could be detected at expected levels 

respectively in liver and blood of P．martensii infected or not infected with Polydora ciliate．and 

in mature eggs．However，nothing was found in gill，tropoda or stomach．These results suggested 

that Rab7 was a tissue—specific expressing gene and may be involved in special procedures． 
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Rab、Ran、Ras、Rho／Rac／Cdc42和 Sat／Aft等亚家族组成小分子三磷酸鸟苷(GTP)结合蛋白超级家族 

(Wennerberg et a1． 2005)，Rab基因是其中最大的家族。Rab基因最早在芽殖酵母 Saccharomyces cerevisi— 

ae中发现，并 以 SEC系列命名 (Novick et a1． 1980)。随后 ，在人 的肌球蛋 白基因和微管蛋 白基 因之间发现 

了 SEC4的同源基因 YPT1(Echard et a1． 1983)。Touchot等 (1987)从 大鼠 Rattus norvegicus的大脑 cD— 

NA文库中克隆了 SEC4基 因的同源物 ，将其命名为 Rab(Ras-like in rat brain)。此后 ，该基 因家族 基本上 以 

Rab系列命名 。 

Rab基因编码的蛋白质以单体形式存在，一般由200~210个氨基酸组成，分子量多数为 22～27kD，由高 

度保守的 GTP／GDP结合结构域和可变的 N端与 c端组成。Rab高度可变的C末端决定了 Rab蛋白亚家族 

成员与细胞器膜的结合位置(陈萱茂等 2000)。Rab家族成员的氨基酸序列的相似性大约在 35 ～8O％之 

间，极少数大于 8O 。 

Rab基因普遍存在于从酵母 、果蝇 Drosophila melanogaster、拟南芥 Arabidopsis thaliana和人 Homo sa— 

piens等真核生物中(聂 宇等 2008)，不同类群的生物 Rab亚家族的成员数量各不相同。裂殖酵母 Rab基 

因种类较少，仅编码 7个 Rab蛋白，芽殖酵母 Saccharomyces cerevisiae编码 11个 Rab蛋白，拟南芥和人中已 

经分别发现了 57种(Rutherford et a1． 2002)和 6O多种(Bock et a1． 2001)。在海洋生物中，仅在 日本对虾 

Marsupenaeujaponicus、紫 色球海 胆 S r07zg z0c ￡r0 s purpuratus少数 物种 中有 零 星的 Rab基 因研 究。 

Pan等(2005)发现在抗病毒 日本对虾中Rab的表达有所上升，推测 Rab蛋白可能参与了对虾的免疫过程。吴 

文林等(2007)克隆了日本对虾的 Rab基 因同源物 PjRab基因并进行了原核表达。 

本研究中，首次克隆了软体动物的 Rab基因全编码序列 ，推测 的氨基酸序列与哺乳动物等的 Rab7亚家族 

成员有较高的相似性，并初步分析了其组织表达特征，为进一步研究 Rab基因在贝类中的功能以及贝类的细 

胞内物质和信息交流奠定了基础。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

马氏珠母贝 Pinctada martensii取自海南陵水县黎安毅珠珍珠养殖场，选取健康活体运到实验室。 

1．2 RNA提取和纯化 

切断闭壳肌 ，剖开马氏珠母贝 ，分别切取约 0．2 g外套膜 、卵、鳃 、足 、肝、胃、血和感染凿贝才女虫的马氏珠 

母贝的血液(血感)和肝(肝感)，各加入 1O倍体积的 Trizol(购 自 Invitrogen公 司)，电动匀浆 (Pro 200)，按照 

说明书提取总 RNA，RNeasy Mini Kit(购 自QIAGEN公 司)纯化 ，琼脂糖电泳检测 RNA质量，并用 Oligotex 

mRNA Kit(购 自 QIAGEN公司)进行 mRNA纯化(石耀华等 2007)。 

1．3 DNA的提取 

DNA的提取方法参照石耀华等(2008)，共提取 4只马氏珠母贝的 DNA，电泳检测质量和浓度，混合稀释 

DNA至终浓度为40ng／~l，来源于 4只马氏珠母贝的DNA在混合模板中比例相同。 

1．4 cDNA合成和全长 cDNA序列的克隆 

按照 SMART cDNA Library Construction Kit(购自Clonteeh公司)进行逆转录和合成第二链 cDNA。 

根据合成 SMART cDNA 的 Smart IVTM寡核苷酸和 CDS III PCR引物的序列 ，合成 了 SMART 5’引物 ： 

5’一AGT GGC CAT TAC GGC CGG G一3’和 sMART 3’引物 ：5’一GCC GAC ATG Tl5—3’，分 别锚定 于 

SMART cDNA的 5’和 3’末端 ，分别作为克隆 5’端的上游引物和克隆 3’端的下游引物。 
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根据本室构建的 cDNA文库测序获得的Rab7 cDNA片段，设计上游引物(5 GCA TCC ACA CCC TTC 

TTT TG一3’)和下游引物(5’一GTT GAG GCG TGG CTT TCT AC一3’)，上下游引物之间有重叠 cDNA序列。 

上游引物与SMART 3’引物扩增 cDNA的3’末端，下游引物与 SMART 5’引物扩增 cDNA的5’末端。PCR 

反应条件如下：94。C，4min变性后 ，94℃ 15 S、60℃ 30 S、72。C 1．5 min，35个循 环。PCR产物切胶 回收 ， 

pGEM—T载体(pGEM-T Vector System I Kit，购自Promega)连接，转化大肠杆菌，测序(Jz海生工生物工程技 

术服务有限公司)，拼接得到 3’末端和 5’末端 ，去掉重叠区段 即获得基因全长 cDNA序列。 

1．5 同源性查找和序列分析 

测序获得的序列去掉载体后在 GenBank中BI ASTx查找相似序列。NCBI中ORF Finder推断氨基酸序 

列 (http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／gorf／gorf．htm1)，软件 Clustal X 1．83比较分析氨基酸序列 ，用 Mega 2 

软件对推断的氨基酸序列与小鼠、拟南芥等生物的同源序列进行聚类分析。 

1．6 R11．PCR 

用 o【一tubulin基 因(上游引物 ：5’一GTG CAC TGG TCT TCA GGG GTT一3’，下游 引物 ：5 GGG AAG 

TGG ATG CGT GGG TA 3’)扩增逆转录合成的cDNA调整模板浓度，使各模板的起始浓度一致，然后用扩 

增 5’端和 3’端 的基因特异性上下游引物以 cDNA和 4O ng DNA模板分别进行 PCR，PCR反应条件如下 ：94 

。C，4min变性后 ，94。C 15 s、60℃ 30 s、72。C 3 rain，35个循环 ，各取 5 l PCR产物 1 琼脂糖凝胶电泳。 

2 结果 

2．1 马氏珠母贝 Rab基因 cDNA序列和推断的氨基酸序列 

马氏珠母贝 Rab基因cDNA长2 519bp(GenBank登录号：FJ8o9935)(其中第 227~683bp为我们此前克 

隆的cDNA片段)，ORF Finder推测该基因的开放阅读框位于 37～654 bp，编码 206个氨基酸，终止密码子为 

TAA；5’端非编码区有 36个核苷酸 ，3’非编码区较长 ，由 2 261个核苷酸组成(图 1)。 

2．2 马氏珠母贝 Rab基 因拟编码的蛋白质序列分析 

马氏珠母贝Rab基因 cDNA在 GenBank中用 BlastX查找时，氨基酸相似性较高的基因出现较多的是 

Rab7基因，还有其他的 Rab基因家族成员。与人类不同亚类型 Rab基因的氨基酸序列 聚类分析结果显示，马 

氏珠母贝 Rab基因与人的 Rab7基因聚为一支，进而与 Rab9A聚为更高一级分支，与人的其他 Rab基因较远 

(图 2)。因此 ，将马氏珠母贝的 Rab基因命名为 Rab7。 

马氏珠母贝 Rab7基因拟编码 的蛋 白序列 的分析显示，该基 因具有 Rab蛋 白家族成员与 GTP／GDP和 

Mg抖发生相互作用的保守位点 sGVGKTS(17—23)、F(33)、N(35)、T(40)、G(67)、NK(126～127)、D(129)、 

sAK(156—158)，也有Rab蛋自家族成员的 5个保守的共有序列元件 GXXXXGKIT／S-1、T、DXXG、IN／T] 

KXD和[C／S]A[K／L／T]。Rab7的C末端的3个氨基酸为CGC，符合CXC类型。Rab7拟编码的蛋白质中还 

存在效应子 GTPase以及激活蛋 白(GTPase activating protein，GAP)结合位点、GDP解离抑制 因子 (GDP 

dissociation inhibitor，GDI)作用位点 、鸟嘌呤核苷酸交换 因子(Guanine nucleotide exchange factors，GEF)作 

用位点、开关 I(Switch I)和开关 II(Switch II)区域以及 Rab家族的 5个结构域(RabF)和 Rab亚家族的 4个 

结构域((RabSF)(表 1)。 

2．3 聚类分析 

将马氏珠母贝的Rab7基因与玻璃海鞘 Ciona intestinalis、果蝇、爪蟾 Xenopus laevis、拟南芥、小鼠和人 

等生物的 Rab7亚家族基因的蛋白质序列进行聚类分析。拟南芥和水稻 Oryza sativa聚为一支，动物和真菌 

等聚为另外一支。马氏珠母贝与香菇 Lentinula edodes聚在一起，进而与玻璃海鞘聚为一支，其次与海葵 
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Aiptasia pulchella距离较近，与秀丽广杆线虫 Caenorhabditis elegans和原生动物双小核草履虫Paramecium 

aurelia的关系较远(图 3)。 

2．4 马氏珠母贝 Rab7基 因组织表达谱 

特异性引物在不 同组织 中的 RT—PCR扩增结果显示 ，Rab7基 因在鳃、足和 胃组织中没有扩增产物，在卵 、 

感染和未感染凿贝才女虫 Polydora ciliata的马氏珠母贝的肝脏和血液中均检测到了与预期大小相符 的 400 

bp扩增产物，其中卵细胞的条带较弱。基因组 DNA对照中没有对应的400 bp条带，但有 1条大于 2 kb的带 

(图 4一B)。 

表 1 马 氏珠母贝 Rab基 因的功 能区或者保守 区序列及其所在位置 

Table 1 Conserved regions or motif sequences and location of P．martensii Rab7 

注：RabF：Rab家族模体；RabsF：Rab亚家族模体 
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tttaagttctttcaaaa LatggaagatJttccatggacttgaaattagaa L Lttatttaaa ，5b 

atatggtccacttttgattggacaao．attggaccacttgtgcattttgggtaaccatttt 816 

gcaagtgaaatItaatac t(’t atctcaa aagcctg La1 tacaaaggtttatgtctataaga 8，6 

agtagaggtcttaagctgaaaataaagaatataaggagaatacaatgcattcagatgttt 36 

aatttttaacaaagttaagaattatgtataaattatcagaaggaagtacatgtacaatat 996 

ctttgtgttaccatggttaccagttca tttatttgaaaagtaaatttaaaattttattga l 056 

agtcatgttgaaagtaatatcat Ltgaccaagtctttag Latatttgatgga Lggcat La l1l6 

tcaacccttcacattaatccaaaaatgagaaacaagattgatatttttttctgacattat l 1 76 

gacatagatcaaatgtcaacatgtgatgtgtatgaatgtacaaagtgtatgaaagatttt l 236 

gtatgctgcatggccatgtgtacttcaaacataaattttgtatttt agattagtgatttt l 96 

gtcttcagaatatttaagatacatattttaaatatcttttctccatacctaatttaaaag 1 356 

aaatggttgttttgccattacaacatttgtgaagtcctaccatttactcatgttatcaac l4lb 

aagcactggagagaattgctcttcaaa tctgttgtgtataaaacata Lttgttttctaat l 4，b 

ttattaa Lcaacatgaaaaaaaaa LgtaaattattgtaaaLaacaaaatgtctgttatgt l 536 

ttcccctatcctcaacagatattgtaaaaaataaagttcc L1 caaag Lcatacatgtata l b b 

aataggatttatgta1 l tttgataaagttaaL( aatgta atgtaagtcagaaacaacta l 6b6 

aaaaaggtcaaaattac acaaacaatgtcgttatcctgaaactttcccatgaaatgtaaa l f lb 

catgtatgcgcaatctgcagtcttcttgtaagtgctacatatttgatattgaaaactgtt l 7 76 

gattatatcatatttcttatcgcaaagtttcattttgactgcactgatttctatgattat l 836 

tgatgtaaatatttataca Ltctgtaa Lagaaaataaatgtac( tctgt Caagtt Laata l 896 

tttacaaagctaagcattatcacaaagcttacaaaccacccgttagctttatttatttat l bb 

tgattgcaagctataggacatattgattaatggt ctttgaccttacacagggcagaatgt 2Ol6 

tatacagtaccagtataggaaatgtttattatgatttgagcattttccaacttttcaaag ZO 76 

attatc Ctacccatgttaaat Ltgatttt Lttggggggtaaat cttgca Lcatcttttat Z136 

gtatctttgggtcgttgtccagtataacaatattatttatacttttatagagatttgttt Zl96 

gttctgtgatttcaggcatgaagccatgtctgcctgccacatat Ltaatttaaaagggca 2b6 

atgaaagatttagctcctatttatgaaatttgttgaattaatcatcttatttttgtttca Z3l6 

caaatttgattatccttacatgtatgtcagacgaagaaaaccacgcattgtgtaccagaa ，6 

attcctggattaaacacattgtcactacttgtcattatgttagaggagggagggttaatc 436 

ggtcagtctttgtaatgcttg Ctactgtcattgatacaaaatagtaaatgtcaact aaga Z496 

gatattaaatatacagaaacgca 2519 

注 ：RACE引物用下划线标出，终止密码子标为黑体 

Note：Gene specific RACE primers were underlined，the stop code was in bold 

图 l 马氏珠 母贝 Rab基因 cDNA 与推测 的蛋 白质序列 

Fig．1 cDNA sequence and deduced amino acid sequence of P．m r e s Rab7 gene 
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图 2 马氏珠母 贝 Rab基 因与人类 Rab基 因的聚类分支 

Fig．2 Phylogenetic tree analysis of Rab protein from P．伪以r￡P s n H0， 0 5n 5 
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非洲爪蟾和热带蟾蜍 

Note：Phylogenetie tree analysis includes species as following． Aedes aegypti Rab7 (EAT45215)，Aedes albopictus Rab7 

(ABL74414．1)，Aiptasia pulchella rab7(JC8006)，Apis mellifera Rab7(XM一001120025)，Arabidopsis thaliana Rab7(NM
一 102121)， 

Bombyx mori Rab(NP
一 001040368．1)，Caenorhabditis elegans Rab7(NM一064148)，Canis miliaris RabTA(NM

一 001003316)，Ciona in— 

testinalis Rab(XPl-002128753．1)，Cyprinus carpio Rab7(ACK77787．1)，Danio rerio Rab7(BC054602)，Drosophila melanogaster Rab7 

(NM
一 079748)，Equus caballus Rab7A (XP一 001488351．1)，Gallus gallus Rab7(XP 一 414359．1)，Homo sapiens Rab7(AF050175)， 

Lentinula edodes Rab7(AAPl3582．1)，Marsupenaeusjaponicus Rab7(BAG06944．1)，Mus musculus Rab7(X89650)，Oryza sativa Rab7 

(AY226827)，Paramecium aurelia Rab7A(AY744503)，Penaeusmonodon Rab7(ABB70064．1)，Pongoabelii Rab7A(NP
一 001127416．1)， 

Rattus norvegicus Rab7(AB158428)，SalmoSalar Rab7A(ACI33008．1)，Str0竹g Z0c ￡r0 “spurpuratus Rab7(NP
一 001116983．1)，Tae— 

niopygia guttata Rab7A (XP
一

002198172．1)，Trichoplax adhaerens Rab7(XP
一 002108937．1)，Xenopus laevis Rab7(BC077884)，Xeno— 

pus tropicalis Rab(CR926163) 

图 3 马氏珠母贝 Rab7基因与其他物种同源物的聚类分析 

Fig．3 Phylogenetic tree analysis among P．martensii Rab7 and homologies from other 29 species 

3 讨论 

3．1 马氏珠母贝 Rab基 因的同源性 

Rab家族有很多亚家族成员 ，大多数物种的研究结果显示 ，在 同一物种具有数个至数十个 Rab家族基 因 

(Rutherford et a1． 2002；Bock et a1． 2001；Segev 2001)。Rab家族成员具有 GTP／GDP和 Mg 作用位 

点、5个保守的共有序列元件和开关 I(Switch I)与开关 II(Quevillon et a1． 2003；Stroupe eta1． 2000；Os— 

termeier et a1． 1999；Neu et a1． 1997)，C末端 的最末 几个氨 基酸 以固定 的几种模式 存在 ：C、CC、CXC、 

CCXX、CXXX和 CCXXX型，其中半胱氨酸会进行异戊二烯化修饰，在细胞内膜的可逆定位过程中发挥至关 

重要的作用(吴文林等 2006；Pereira—Leal et a1． 2001；Cremers et a1． 1994)。本研究克隆 的马 氏珠母 贝 

基因在 NCBI网站上进行在线同源性查找的结果表明，其与Rab家族成员的相似性最高，而且拟编码的蛋白质 

具有 Rab基因家族的全部保守结构域和作用位点以及 Rab蛋 白亚家族 的(Rab subfamilies，RabSF)保守序列 
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M  D 1 2 3 4 5 6 7 8 

A 

B 

A．q—tubulin基因在不l司组织 cDNA中的扩增 ；B．Rab7基因组 DNA在不l司组织 中的扩增 

A．Amplified products of a—tubulin from tissues of P．martensii；B．Amplified products of Rab7 cDNA from tissues of P．martensii 

注：M：DL2000；D：DNA；1：卵；2：鳃；3：足；4：肝；5：胃；6：血；7：血感；8：肝感 

Note：M ：DNA marker DL2000；D；DNA；1：Mature egg；2：Gill；3：Tropoda；4：Liver；5：Stomach；6：Blood；7： 

Blood from Po|ydora ciliata infected P．martensii；8：Liver from Polydora ciliata infected P．martensii 

图 4 马 氏珠母贝 Rab7的 RT—PCR分析 

Fig．4 RT—PCR analysis of genomic DNA of P．martensii in different tissues 

(表 1)。因此，该基因可以确信是 Rab家族的成员。 

BlastX结果表明，该马氏珠母贝 Rab基因与其他物种的Rab7的氨基酸序列相似性最高，均大于 76 ，其 

中 N端比较保守，而 C端序列的变异较大。与人的 Rab家族不同成员的聚类分析结果也表明，马氏珠母贝 

Rab基因的氨基酸序列同人的Rab7亚家族成员的同源性最高。由此推测该基因为马氏珠母贝的 Rab7基因。 

马氏珠母贝Rab7亚家族基因聚类分析结果显示，其与玻璃海鞘和海葵距离较近，与脊椎动物以及原生动 

物和植物 的距离也与物种的进化关系基本一致 ，表明该基因在生物进化过程 中承受了一定的选择压力，在马氏 

珠母贝中发挥了重要的功能。然而，距离最近的却是真菌界的香菇 Lentinula edodes Rab7基因，二者在系统 

学上属于不同的界，应该比原生动物问的距离更远。香菇 Rab7基因的演化和物种进化上的不一致可能是该 

基因在香菇中的进化速度异常所致。 

3．2 Rab7的表达特征与功能 

囊泡运输是细胞内物质运输的重要方式，在上、下游特异调节因子的共同作用下，Rab蛋白参与了囊泡的 

形成、转运、锚定和融合等过程。Rab7募集相关的溶酶体蛋白(Rab7一interacting lysosomal protein，RILP)和 

氧固醇结合蛋白相关蛋白1L(Oxysterol—binding protein—related protein 1L，ORP1L)，然后共同募集和活化马 

达分子动力蛋白，从而驱使晚期内体转运到微管负末端，调节晚期内体向液泡／溶酶体的转运(Johansson et 

口￡． 2007)。胆 固醇水平调节(Bruckert et a1． 2000)和甲状腺激素生产 (Croizet—Berger et a1． 2002)也与 

Rab7基因有关。Rab7在不 同细胞 中的表达水平存 在差异，可能 与细胞 的内吞 活性有关 (Rupper et a1． 

2001；Bruckert et a1． 2000；Desjardins et a1． 1994)。大多数 Rab蛋 白没有组织特异性 ，但是，也有少数 

Rab蛋白尽在某些组织或器官中表达，例如，人的某种 Rab基因在胎肝、子宫和脑组织表达，但在心、胃、脑、 

肾、脾、卵巢和外周血等其他 20多种组织不表达(陈萱茂等 2000)；Rab3A只在神经分泌细胞表达(Stenmark 

et a1． 2001)；组织特异性表达暗示这些 Rab亚家族成员具有独特的作用。研究表明，Rab基因的表达不足或 

者过度会导致肿瘤或者癌症等病变(He et a1． 2002；刘芳莉等 2001；Culine et a1． 1994)。用反义寡核苷 

酸阻断 Rab基因在幼体神经元的表达会使树突和轴突的生长受到抑制(陈萱茂等 2000)。在抗病 日本对虾 

中Rab的表达有所上升，推测 Rab蛋白可能参与了对虾的免疫过程(Pan et a1． 2005)。RT—PCR检测结果 

显示 ，马氏珠母贝 Rab7基因在鳃、足和胃中没有表达 ，无论是否感染凿贝才女虫的马氏珠母贝的肝脏和血液 

中均有较强表达，成熟卵中表达较弱，这种表达的组织差异性与肝脏和血液是马氏珠母贝的免疫组织有一定的 

关系，暗示 Rab7基因可能参与了马氏珠母贝细胞的内吞和免疫抗性。进一步的免疫荧光和免疫电镜等方面 
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的研究将有助于揭示其确切 的生物学功能。 
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