
马氏珠母贝 Bcl-2-like基因克隆及其功能初探

房晓宸1,2，  卢金昭1,2，  梁海鹰1,2,3*，  何军军1,2，  申铖皓1,2

(1. 广东海洋大学水产学院，广东 湛江    524088；
2. 广东海洋大学深圳研究院，广东 深圳    518108；

3. 广东省水生动物健康评估工程技术研究中心，广东 深圳    518108)

摘要：B淋巴细胞瘤-2(B -cell lymphoma, Bcl-2)基因作为一种重要的细胞凋亡调控基因，
在内源性细胞凋亡通路中发挥着重要的调控作用。实验利用 cDNA末端快速扩增
(RACE)技术克隆获得 PmBcl-2-like 基因 cDNA全长序列，并对其序列进行生物信息学分
析；利用实时定量 PCR(qPCR)技术分析了 PmBcl-2-like 在马氏珠母贝不同组织、不同发
育时期以及不同免疫刺激后的表达水平。结果显示，PmBcl-2-like cDNA全长为 2 180 bp，
开放阅读框长度为 1 650 bp，共编码 549个氨基酸，分子量为 21.62 ku；结构域预测分析
表明 PmBcl-2-like含有 Bcl-2家族典型的 BH1-4结构域；多序列比对以及进化树构建结果
表明，PmBcl-2-like与其他物种的相似度较高，保守性较强；荧光定量结果表明 PmBcl-2-
like 在马氏珠母贝 8个组织中均有表达，在鳃中表达量最高，其次为性腺，表达量最低
为中央膜区；在胚胎期表达量较高，受精卵时期表达量最高。机体受到脂多糖 (LPS)刺
激后，相对表达量在 24 h达到最高，72 h降到最低，最高约为最低的 2.5倍；肽聚糖
(PGN)刺激后，相对表达量在 6 h达到最高，48 h降到最低，最高约为最低的 7.28倍；
聚肌胞苷酸 (Poly: IC)刺激后，相对表达量在 3 h达到最高，12 h降到最低，最高约为最
低的 6.49倍。研究表明，PmBcl-2-like 可能在马氏珠母贝发育和免疫防御反应中担任着
重要的角色。
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内源性细胞凋亡通路 (intrinsic apoptotic path-

way)又称为线粒体凋亡通路 (mitochondrial path-

way)，通常由细胞毒性刺激物或环境胁迫因子等

刺激激活 [1]。在哺乳动物体内，Bcl-2家族 (B-cell

lymphoma 2 family)为内源性细胞凋亡通路重要

的 “调节器 ”，其调控线粒体外膜通透性 (mito-

chondrial outer membrane permeabilization, MOMP)，

导致线粒体蛋白 (细胞色素 C、Endo G、SMAC/

Diablo和 AIF等)释放到细胞质中 [2-3]，细胞质中

的细胞色素 C和凋亡酶激活因子 1(apoptotic pro-

tease activating factor 1, Apaf-1)相结合，形成多聚

体，该多聚体与 Caspase9前体结合形成凋亡复合

体 (apoptosome)，激活 Caspase 9[4]，被激活的 Cas-

pase 9自我剪切活化，在 dATP、ATP存在的条
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件下激活 Caspase3，进而激活内源性凋亡通路 [5]。

Bcl-2家族由凋亡调节因子 Bcl-X及其同系

物组成 [6]，直至目前，已发现 25个家族成员 [7]。

Bcl-2家族的显著特征是具有 Bcl-2同源结构域

(Bcl-2  homology  domain,  BH)， 即 BH1、 BH2、
BH3、BH4结构域 [8]。Bcl-2家族按照所含结构域

的不同可划分为 3个亚家族：只含 BH3结构域

的BH3-only亚家族，含有BH1、BH2、BH3、BH4
结构域的 Bcl-2亚家族，以及包括 BH1、BH2、
BH3结构域的 Bax亚家族 [9]。根据功能主要分为

抑凋亡 (anti-apoptosis)亚家族和促凋亡 (pro-apop-
tosis)亚家族两类，抑凋亡的 Bcl-2亚家族，主要

包括 Bcl-2、Bcl-xL、Mcl-1等；促凋亡亚家族包

括 Bax亚家族 (主要有 Bax、Bak等 )，以及 BH3-
only亚家族 (包括 Bid、Bim、Bik、Bad等 )。整

个 Bcl-2家族基因表达的平衡 (抑凋亡亚家族和

促凋亡亚家族基因表达)是细胞发生正常凋亡现

象最重要的原因 [10]。Adams等 [11] 发现 Bcl-2家族

基因的过度表达会引发癌症；Merry等 [12] 研究表

明 Bcl-2家族可以保护神经元免受各种有毒物质

的伤害；Hildeman等 [13] 研究称 Bcl-2家族基因参

与免疫应答并介导 T细胞死亡；Opferman等 [14]

研究发现 Bcl-2家族基因在胚胎发育以及神经系

统发育中发挥着重要的作用；Amling等 [15] 研究

证明 Bcl-2可以调节骨骼发育过程中软骨细胞的

形成过程。大量研究表明，在哺乳动物体内，

Bcl-2家族对维持机体内环境稳态以及在发育不

同时期中均发挥重要作用。

此前有研究表明，对于只含有先天性免疫

的软体动物来说，细胞凋亡可以帮助机体应对

病原体的感染和侵袭[16]。伴随着组学技术的发展，

结合基因组、转录组以及蛋白质组，已经在长

牡蛎 (Crassostrea gigas)、紫贻贝 (Mytilus gallopro-
vincialis)、菲律宾蛤仔 (Ruditapes philippinarum)、
香港牡蛎 (C. hongkongensis)等软体动物中发现了

注释为 Bcl-2家族的基因。在双壳类动物中，均

成功克隆出 Bcl-2家族基因，并且证明机体受到

感染时，Bcl-2家族基因参与免疫调节作用 [17-19]。

近年来海洋污染问题日趋严重，马氏珠母贝 (Pin-
ctada fucata martensii)是我国海水人工育珠的主

要珠母贝之一，珍珠产量占整个海水珍珠产量的 95%
以上。近年来由于养殖面积扩大及海水水质日

趋恶化，使其面临着病害或种质下降等问题，

深入了解马氏珠母贝的免疫调节机制成为当下

研究的重点。本实验室此前构建了马氏珠母贝

在插核前后的转录组以及蛋白质组数据库，发

现插核后马氏珠母贝凋亡相关基因和蛋白均发

生显著性变化 [20-22]。因此，探究马氏珠母贝凋亡

通路相关基因很有必要。

本研究利用 RACE技术克隆获得了马氏珠

母贝 Bcl-2-like 基因的 cDNA序列全长，并进行

了生物信息学分析，利用荧光定量 PCR技术检

测该基因在马氏珠母贝不同组织、不同发育时

期及不同免疫刺激下的相对表达量，为进一步

研究细胞凋亡通路在马氏珠母贝中的作用机制

奠定基础。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

选取养殖于广东省湛江市徐闻县大井村 1.5
龄马氏珠母贝为实验用贝，清除贝体表面附着

物，于实验室暂养 5 d后进行后续实验。 

1.2    实验试剂

Trizol购自 Invitrogen公司，pMD-19T载体、

RACE试剂盒等购自 TaKaRa公司；反转录试剂

盒、Trans1-T1 Phage Resistant Chemically感受态细

胞购自北京全式金生物技术有限公司，琼脂糖

购自上海生工生物工程有限公司，SYBR® Select
Master  Mix购自 Applied  Biosystems公司，DNA
Marker购于大连宝生物工程有限公司。 

1.3    Bcl-2-like cDNA全长克隆

从本实验室构建的马氏珠母贝血细胞转录

组文库中获得注释为 Bcl-2基因的 unigene序列，

利用 Primer Premier 5.0软件设计特异性引物 (表 1)，
使用 Trizol法提取血细胞中的总 RNA，通过 10
mg/mL琼脂糖凝胶电泳以及 Nano  Drop  ND1000
紫外分光光度计测定各组织 RNA浓度并分析纯

度。参照 SMART RACE cDNA Amplification  Kit
(Clontech公司)的说明书，制备 5′RACE和 3′RACE
模板。参照 Reverse  Transcriptase  M-MLV (RNase
H)说明书操作合成实时荧光定量 cDNA模板。用

巢式 PCR对 3′和 5′进行扩增。获得 PCR产物后，
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进行琼脂糖凝胶电泳检测并用微量核酸分析仪

检测 PCR产物浓度，而后进行目的片段纯化，

随后将目的片段与 pMD-19T克隆载体连接过夜，

将产物转入到 Trans1-T1 Phage Resistant感受态细

胞中，在 LA固体培养基中过夜培养，最后挑选

阳性克隆，送至生工生物工程股份有限公司 (广
州分部)测序。
 

1.4    PmBcl-2-like生物信息学分析

利用 DNAMAN软件将测序获得结果与血细

胞转录组的 unigene序列进行比对，拼接得到

PmBcl-2-like cDNA全长。利用NCBI数据库内ORF

Finder软件预测开放阅读框 (ORF)后得到其氨基

酸序列；通过 ExPASy-Prot Param网站 (http://web.

expasy.org/protparam/)分析氨基酸理化性质；使用

PSITE V1软件 (http://linux1.softberry.com/berry.pht-

ml?topic=psite&group=programs&subgroup=proloc)

分析氨基酸序列活性功能位点；使用 TMHMM

Serverv.2.0软件 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TM-

HMM/)预测其跨膜结构域；采用 Signal P 4.1软

件 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)预测是否具

有信号肽；SMART软件预测其结构域 (http://smart.

embl-heidelberg.de/)； Expasy  Prosite软 件  (http://

prosite.expasy.org/)预测其活性位点；使用 SOPMA
软件 (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_auto-mat.
pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html)在线网站预测二

级结构；采用 SWISS-MODEL (https://swissmodel.
expasy.org/interactive)在线网站预测三级结构；通

过 ClustalW在线软件进行多序列比对；使用Mega
X软件构建生物系统进化树。 

1.5    PmBcl-2-like组织表达分析

取 6只规格一致，活力旺盛的马氏珠母贝

的闭壳肌、血细胞、边缘膜、外套膜、中央膜、

性腺、鳃以及肝胰腺，储存于−80 °C冰箱备用。

使用 Trizol法提取各组织中的总 RNA，而后参

照 Reverse  Transcriptase M-MLV(RNasaH)反转录

试剂盒说明书操作。反转录产物作为实时荧光

定量 PCR模板。扩增条件：95 °C 5 min；95 °C
10 s，60 °C 15 s，72 °C 15 s，35个循环；95 °C
10 s，65 °C 60 s，97 °C 1 s；37 °C 30 s。 

1.6    PmBcl-2-like不同发育时期表达分析

不同发育时期荧光定量使用马氏珠母贝卵、

受精卵、原肠胚期、囊胚期、担轮幼虫、D型幼

虫、早期壳顶幼虫、眼点幼虫、附着变态后期

共 9个时期进行实验。使用 Trizol法提取各发育

表 1    Bcl-2-like基因克隆及荧光定量所用的引物序列

Tab. 1    Primer sequence used in the cloning and Real-time PCR of Bcl-2-like

引物

primer
序列(5′－3′)

sequence(5′－3′)
用途

function

PmBcl-2-like-3I CAGATCACCTAAACACGTTGCAGAA 3′-RACE

PmBcl-2-like-3O ACTACTGAAAAGTGCTGTATCTGGGA 3′-RACE

PmBcl-2-like-5I CCGCAAGATTCATCACAAGGGTCC 5′-RACE

PmBcl-2-like-5O TTCAGTAAGATGGAGAGGAGCAGC 5′-RACE

PmBcl-2-like-F TGATGAATCTTGCGGAAGCAGGAG 中间片段验证　middle segment verification

PmBcl-2-like-R GTATTGGATTGTTCTGCAACGTGTT 中间片段验证　middle segment verification

PmBcl-2-like-qpcr-F GAATCTTGCGGAAGCAGGAG 荧光定量　Real-time PCR

PmBcl-2-like-qpcr-R AGATGGAGAGGAGCAGCACC 荧光定量　Real-time PCR

β-actin-S GACCGGATTCATCGTATTCC 内参基因　reference genes

β-actin-A CGGTACCACCATGTTCTCAG 内参基因　reference genes
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时期的总 RNA，而后参照 Reverse  Transcriptase
M-MLV(RNasaH)反转录试剂盒说明书操作。 

1.7    PmBcl-2-like免疫刺激后表达分析

取暂养 5 d的马氏珠母贝，随机分成 4组、

每组 60只，注射位置为马氏珠母贝闭壳肌，对

照组 (PBS组 )每只注射 100 μL的 PBS，实验组

注 射 100  μL的 脂 多 糖 (lipopolysaccharide,  LPS)、
肽聚糖 (peptidoglycan, PGN)、聚肌胞苷酸 (polyin-
osinic acid-polycytidylic acid, PolyI：C)浓度为 100
μg/mL，分别为 PBS组、LPS组、Poly： IC组和

PGN组。各组注射后，分别于 3、6、12、24、
48、72和 96 h取 8只贝的鳃组织，迅速置于液

氮中固定保存。使用 Trizol法提取不同时间点鳃

组织的总 RNA，而后参照 Reverse Transcriptase M-
MLV(RNasaH)反转录试剂盒说明书操作。 

1.8    数据分析

β-actin 作为内参基因，相对表达量用 2−ΔΔCt

法计算。使用 SPSS 18.0软件对不同组织、不同

发育时期以及不同免疫刺激后的实验数据进行

单因素方差分析 (One-Way ANOVA)和LSD、Duncan
氏多重比较，显著性水平为 P<0.05。对不同刺激

后同一时间点的数据，则用 t 检验进行处理，显

著性水平为 P<0.05。 

2    结果
 

2.1    PmBcl-2-like基因克隆及序列分析

利用 RACE技术成功克隆出 PmBcl-2-like 基

因，其 cDNA全长为 2 180 bp，其中 5′端 UTR长

度为 193 bp，3′端 UTR长度为 337 bp，开放阅读

框长度为 1 650 bp，共编码 549个氨基酸，ployA
为 24 bp(图 1)。 

2.2    PmBcl-2-like蛋白理化性质

预测 PmBcl-2-like蛋白分子量为 21.61  ku，
等电点为 4.96；亲水平均系数为 0.769，属于疏

水性蛋白，无信号肽和跨膜结构域。该蛋白有 3
个 Camp和 Cgmp依赖的蛋白激酶磷酸化位点、

16个蛋白激酶 C磷酸化位点、18个酪蛋白激酶

Ⅱ磷酸化位点、2个酪氨酸激酶磷酸化位点、10
个 N- 肉豆蔻酰化位点、9个 N- 糖基化位点。预

测 PmBcl-2-like蛋白的二级结构，发现 α-螺旋占

整体的 47.18%，β-折叠占 13.11%，转角占 9.65%，

无规则卷曲占 30.05%(图 2)。结构域预测结果表

明， PmBcl-2-like蛋白含有 Bcl-2结构域 (图 3)。
使用 SWISS-MODEL在线网站预测 PmBcl-2-like
蛋白三级结构，结果表明其与长牡蛎的 Bcl-2-
like蛋白相似度较高 (图 4)。 

2.3    PmBcl-2-like多序列比对和进化树构建

利用 NCBI在线 Blast获得与 PmBcl-2-like氨

基酸序列相似度较高的序列，包括虾夷扇贝

(Patinopecten yessoensis，XP_021352428.1)、美洲

牡 蛎 (C.  virginica， XP_022305873.1)、 长 牡 蛎

(XP_011449013.1)、 翡 翠 贻 贝 (Perna viridis，
AXS76517.1)、 紫 贻 贝 (AGK88246.1)、 福 寿 螺

(Pomacea  canaliculata， XP_025094120.1)、 人

(Homo  sapiens， 4BPK_A)、 鸭 嘴 兽 (Ornitho-
rhynchus  anatinus，XP_028905056.1)、西海岸袜

带蛇 (Thamnophis  elegans，XP_032079251.1)、钝

头 魟 (Amblyraja  radiata， XP_032897864.1)、
Rhinatrema  bivittatum，XP_029467467.1、银大麻

哈 鱼 (Oncorhynchus  kisutch， XP_020338728.1)、
海鳟 (Salmo trutta，XP_029550420.1)，将上述物

种与马氏珠母贝进行多序列比对，发现其种间

相似度较高 (图 5)。进化树结果表明，马氏珠母

贝、虾夷扇贝、欧洲大扇贝、翡翠贻贝、紫贻

贝、美洲牡蛎、长牡蛎聚为一大支，马氏珠母

贝、美洲牡蛎和长牡蛎聚为一支，但马氏珠母

贝单独为一支 (图 6)。 

2.4    PmBcl-2-like组织表达分析

PmBcl-2-like 在马氏珠母贝闭壳肌、血细胞、

边缘膜、外套膜、中央膜、性腺、鳃以及肝胰

腺 8个组织中均有表达，在鳃中表达量最高，其

次为性腺，表达量最低的为中央膜区 (图 7)。 

2.5    不同发育时期 PmBcl-2-like的表达分析

PmBcl-2-like 在发育不同时间的表达差异较

为显著，在胚胎期的受精卵中表达量最高，但

是其在囊胚期、原肠胚期中都不表达，伴随着

发育的进行，在幼虫期的担轮幼虫到早期壳顶

幼虫中表达量比较平稳，但是眼点期以及变态

后期都没有表达 (图 8)。 
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2.6    不同免疫刺激下 PmBcl-2-like的表达分析

在注射 LPS后，自 6 h开始，PmBcl-2-like
相对表达量逐渐升高，到 24 h时达到最高值

2.454，而后又逐渐回落至 72 h时的最低值，直

至 96 h时表达量趋于平稳。最高值约为最低值

的 2.5倍 (图 9，图 10)。

在注射 PGN后，6 h的相对表达量显著升高，

达到 3.859，而后急剧下降，48 h时表达量达到

最高，为 4.299，为表达量最低时 [96 h (0.590)]

的 7.28倍 (图 9，图 10)。

1 ATGGGGACAGTTAAAGGGAAAAATTGTTACCGCACAAAGCGGGTATAAATGTGTAGAAATTTTTATGTTCCGTTTATTTAG

82 ACTGAAAGATATACAATTTTCTCTGTGTATGTACAATTAATTTATGCTGAAATGTGTATCAAGTAGAACAGTTCGAAAGTG

163 AACATATCACGTTATTTGAACATAAAGGAAAa t gGCTGACTATGTTGATTTTATAAGGACGACGTACTCTATTGTGACTGA

55 T Y H V I * T * R K M A D Y V D F I R T T Y S I V T D

244 CTTTATAAGTCTTAGTCTCAGATCCCAGGGTTATCAATGGAGCGATCCTTCCTCAAATCAAGATGCTAGTCAGGCTAAAAC

82 F I S L S L R S Q G Y Q W S D P S S N Q D A S Q A K T

325 AACTAGGCAGCTGAGTGAAATGGCGGATGAGTTCGCCAACCGGTACGAGTCAACATTTACTAGTATGATTGACAAACTTCA

109 T R Q L S E M A D E F A N R Y E S T F T S M I D K L H

406 TGTTACCTCAGATACTGCTTATTCCATGTTCAAATCGGTCACCGAGGAACTGTTTGCGGATGGTATTAATTGGGGACGAGT

136 V T S D T A Y S M F K S V T E E L F A D G I N W G R V

487 AATTGCCCTTTTTCACTTTGGTCGGACCCTTGTGATGAATCTTGCGGAAGCAGGAGAGCTTCACCCGACAGAGTCTTTGGT

163 I A L F H F G R T L V M N L A E A G E L H P T E S L V

568 GAAAAAGATATCTCATTTCATAGAAGGATACTTGAAGTCATGGATTCTTCAAAGAGGAGGATGGATGCAGTGCATAGACCA

190 K K I S H F I E G Y L K S W I L Q R G G W M Q C I D H

649 TTTTTCGAAGGAGCTTTTACAAATAGTCCTCCCAGCTTACAAGCGTATGATTCGTCTATTACGGACAATGGTGCTGCTCCT

217 F S K E L L Q I V L P A Y K R M I R L L R T M V L L L

730 CTCCATCTTACTGAATACATCACTTGGCGCAAGACCTAGACTTAAACATGGCGTCGGTACCACAGCAAATGTAGCAAAGCT

244 S I L L N T S L G A R P R L K H G V G T T A N V A K L

811 TATACTTTGGGTCTGTGGAGACGTTGAATTAAATCCAGGTCCTGGAAATTCCAGATCGGAAATACTTAGAAGATTCCGAAA

271 I L W V C G D V E L N P G P G N S R S E I L R R F R K

892 GTCGCAGCAGAGCTCTATTTTGATTATGCTATATGAACACTTAAATGATCAATGTTCCGTTCCGAAGTCTCTGTATAAAGA

298 S Q Q S S I L I M L Y E H L N D Q C S V P K S L Y K D

973 TGTACCAGCCTGGTGGCCTAAGGATACCCCGTTTGTCAACATCTCAAATCACAAAAAAGAGGAAGACAAATGCATAGCTTG

325 V P A W W P K D T P F V N I S N H K K E E D K C I A C

1054 TTTCGACATGAGTGTTGAACTACTGAAAAGTGCTGTATCTGGGATTTCCCCTGATTTGACCAATATATTAGGACATTACAA

352 F D M S V E L L K S A V S G I S P D L T N I L G H Y K

1135 AGATCTTTTAAACAAATGCGGGGATAATGCATATCTAGAAATGTGCAAAGACAAACTCTTAGATTGGATGGGCAGCAAGAA

379 D L L N K C G D N A Y L E M C K D K L L D W M G S K K

1216 AATTCAGAAGGCATTACAAACAGTAGATACAAAATCATTCATGGACGATTTGCGACTCAAACTGAAAGTTCTTGAAGACCT

406 I Q K A L Q T V D T K S F M D D L R L K L K V L E D L

1297 AGCCAATCAAGGGGAGACGATCCCTGATGATATAGCAGACAGAGTGTCAGCTGTCAACCTCTCAATTAATAGTTCAAAGCG

433 A N Q G E T I P D D I A D R V S A V N L S I N S S K R

1378 AAAACGAAGACGAGAATCAGTTAAGGACAGCTGTCCGAAAAGACAAAAGTCGGGCGATCAAAATGGTTCGTCGGATGCTAC

460 K R R R E S V K D S C P K R Q K S G D Q N G S S D A T

1459 CTCTAAAAATGTACCGATCATGAAACGATTTTGCAGATCACCTAAACACGTTGCAGAACAATCCAATACCTCTGGCATCGA

487 S K N V P I M K R F C R S P K H V A E Q S N T S G I D

1540 TGATGAGCAAAGCTTGGGTCATACTGCTTATTCAAATGACTGTTCAATAACATTTGCATCTGCAAATCAAACCCTGGACAA

514 D E Q S L G H T A Y S N D C S I T F A S A N Q T L D N

1621 CACAGAGATTCCAGGAAACGATGCTACTAATTGTGTTGCAGGGTCATCGCGTATGAATACTAATGGATTCGAAATTGATGA

541 T E I P G N D A T N C V A G S S R M N T N G F E I D D

1702 CGCAACATCTACAACTTCGCAGTTACCTAGTGACTTCCTTAATATTATACTAGATGAGACAAATACAAATGACGTAATTGC

568 A T S T T S Q L P S D F L N I I L D E T N T N D V I A

1783 TAACTTTGACCTAAATCTTTTCGAACTCAAGGACAATGACCTAGATTTTGAAAATATAt ga AATAAATCTATGCGCATATC

595 N F D L N L F E L K D N D L D F E N I * N K S M R I S

1 864 AGGAAAGTGCTGGGGAAGTGATGTATCCCAGTTCTTTGCAATCCTCGAAATTTTGTCAATAGTTTGTTCGATCTACAAATG

1945 TATATCTTTGATAAAGAATGTAATATCCGTATAAAACTAATGGCATGATATGAATTTCTTCCCGAGCATAATGATCCAGTT

2026 CTGCGTGAATTTTGCATTTTTGCATATATTATATTGTATGACTGTCTATTGTTATTAACTGAAATAACTGTTGCAATATTG

2107 TAATGTTTGTGTAATGTTTAAGCGATAGAAAGAAAACATACATGCAATCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

 
图 1    PmBcl-2-like cDNA序列全长以及氨基酸序列

起始密码子 (ATG)和终止密码子 (TGA)标注为小写字母，阴影部分代表 BH4结构域，下划线代表 BH3结构域，斜体加粗部分代表

BH1结构域，加粗部分代表 BH2结构域

Fig. 1    Full-length cDNA and amino acid sequence of PmBcl-2-like
The initiation codon (ATG) and stop codon (TGA) are labeled with lowercase letters, the shaded part represents the BH4 domain, the underlined part rep-
resents the BH3 domain, the bold italic part represents the BH1 domain, the bold part represents the BH2 domain
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在注射 poly：IC后，3 h时的相对表达量达

到最高值，为 1.000；6 h后急剧下降，在 12 h时

下降到最低值，为 0.154。最高值约为最低值的

6.49倍。在 24 h时又快速上升，在 48~96 h逐渐

下降 (图 9，图 10)。 

3    讨论

内源性细胞凋亡通路作为调控细胞凋亡的

重要通路，在维持机体正常生命活动中发挥着

重要的作用，哺乳动物的内源性细胞凋亡通路

调控机体的免疫应答、生殖和发育 [23-24]。本研究

利用 RACE技术成功获得了马氏珠母贝 PmBcl-2-

like cDNA全长，生物信息学分析结果表明，其

氨基酸序列含有 BH1~4结构域以及大量的磷酸

化位点。有研究表明，Bcl-2同源结构域 BH1~4

是 Bcl-2家族发挥功能的重要位点，例如 BH1和

BH2参与 Bcl-2家族成员的二聚化，BH3结构域

是 Bcl-2家族成员促凋亡活性不可缺少的结构

域 [25]，BH4结构域是 Bcl-2家族成员抗凋亡活性

所必需的结构域 [26]，这些结构域的存在可以保

证 PmBcl-2-like发挥抑制凋亡的相应功能；此外

PmBcl-2-like含有大量磷酸化位点，研究表明Bcl-2

能通过磷酸化在多个位点进行转录后修饰，Bcl-

2家族磷酸化位点会影响细胞周期进程，推测

PmBcl-2-like 可能和哺乳动物 Bcl-2家族基因一样，

在马氏珠母贝细胞周期进程中发挥着重要的作

用，结合发育不同时期的荧光定量结果，PmBcl-
2-like 在受精卵中的表达量最高，推测 PmBcl-2-
like 在马氏珠母贝胚胎期相比于幼虫期发挥了更

重要的作用。TMHMM预测结果表明，PmBcl-2-
like 不包含跨膜结构域，与 Qi等 [18] 对栉孔扇贝

(Chlamys farreri) Bcl-2家族以及 Lee等 [18] 对菲律

宾蛤仔 RpBcl-2B 基因研究的结果一致。

研究某基因功能的基本手段之一是了解该

基因在不同组织器官中的表达模式[27]。本实验采

用荧光定量 PCR技术检测了 Bcl-2-like 基因在马

氏珠母贝各组织中的表达量，结果表明，PmBcl-
2-like 在马氏珠母贝各个组织中均有表达，鳃中

表达量最高，其次为性腺，在其他组织中表达

量较低。在贝类中，鳃组织在过滤海水中悬浮

物质的过程中发挥关键作用，同时也可以作为

机体的第一道防御屏障 [28-29]，通常被视为马氏珠

母贝的免疫器官，PmBcl-2-like 在鳃中高表达，

表明了其参与马氏珠母贝免疫调控；在性腺中

的高表达，推测其在马氏珠母贝繁殖期发挥比

较重要的功能[30]。

为了系统研究 PmBcl-2-like 在马氏珠母贝免

疫调控中发挥的作用，实验研究了在马氏珠母

贝受到 LPS、PGN和 Poly： IC这 3种免疫刺激

后，PmBcl-2-like 在鳃中不同时间点的相对表达

量 (图 10)。发现在受到不同刺激后，PmBcl-2-
like 的表达量均显著上调，表明其参与了机体的

0 100 200 300 400 
图 2    马氏珠母贝 Bcl-2-like蛋白质二级结构图

蓝色表示 α-螺旋，绿色表示 β-转角，红色表示延伸链，紫色表示无规则卷曲

Fig. 2    Secondary structure of Bcl-2-like protein in P. fucata martensii
Blue areas show the alpha helix, green areas indicate the beta turn, red areas represent the extended strand, and purple shows the random coil

 
图 3    PmBcl-2-like蛋白结构域

Fig. 3    PmBcl-2-like protein structure domain

(a) (b) 
图 4    马氏珠母贝 (a)和长牡蛎 (b) Bcl-2-like

蛋白分子的空间结构

Fig. 4    Spatial structure of Bcl-2-like protein molecules
of P. fucata martensii (a) and C. gigas (b)
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- - - - MA D Y V D F - I R T T Y S I V T D F I S L S L R S Q G Y Q WS D P S S N Q D A - - - - - - - - - - - - - - - - 3 9

- - - MMA H P G I R - D Y S N R E I V L R Y I H Y K L L Q K G Y N WA S S G D R E N A S S A V G T F P A L G G L V S L 5 6

- - - - - - - - - - - - MC S S S E L V MH F L R Y R L Q Q R G H S WS R L C E Q D G A A E R A - - - - - - - - - - - - 3 6

- - - - - - - - - - M- S Y S N R E L V V F F I S Y K L S Q R N Y P C C Q L V L E G A S G R T E G D E A I A N G S L G N 4 9

- - - - - - - - - - M- S Y S N R E L V V F F I S Y K L S Q R N Y P C C Q L V L E G A S G R T E G D E A I A N G S L G N 4 9

- - - - - - - - - - M- A D V S R A L V L D F V S Y K L R Q K G H A WP G L P N G S P - - - - - - - - - - - - - - - - - 3 2

- - - - - - G P L G M- S Q S N R E L V V D F L S Y K L S Q K G Y S WS Q MA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 3 2

- - - - - - - - - - M- S L R N Y D L V R D F V S Y K L A Q R G H D WS R L V D P E A P D T - - G A E - - - - G - - - - 3 9

MY V N N N K P V I MD V D S S R S I V E D Y V A Y R L E R N G L A WQ N G Q - R D V - - - - - - - - - - - - - - - - - 4 2

- - - MV K L I R K MD P V G T R Y I V V D Y L N H R L S K N G H T WT H C P P L Q D - - - - - - - - - - - - - - - - - 4 0

- - - MV I A S R K MD R L G T R Y I V T D Y L N H R L S K N G H T WT H C P P L L D - - - - - - - - - - - - - - - - - 4 0

- - MS L N N N I E MN P T S Y R Y L V V D F I N Y R L S R H G Y T WD N C P P L Q A - - - - - - - - - - - - - - - - - 4 1

- - - - - - - - - - MN Q Y S S R Y L V V D F V N D R L R K N G L Q WE N C P S L E V - - - - - - - - - - - - - - - - - 3 3

- - - - - - - - - - MN Q F S S R Y L V A D F I N D R L R K H G MR WD N C P T L D L - - - - - - - - - - - - - - - - - 3 3

- - - - - - - - - - - - - - - - S Q A K T T R Q L S E MA D E F A N R Y E S T F T S MI D K L H V T S D T A Y S MF K S 8 3

P S A A V G N L A A T - E E H P V P Q V V Y S T L C Q A G D E F S R R Y Q R D F T Q MS G Q L H L T P V T A R S H F MA 1 1 5

- - - L N S D V A A D F N D R H E A E R T C Q A L R E A A E E F E L R Y R R A F S D L S A Q L R V T P D T A Y R R F E Q 9 3

N R N G R S N L G MP S S A Q G G I E A V K A A L R D S V D E F E L R Y T R A F S D L C S Q L H I T P A T A Y H S F E S 1 0 9

N R N G R S N L G K P S S P Q G G I E A V K A A L R D S V D E F E L R Y T R A F S D L S S Q L H I T P A T A Y H S F E S 1 0 9

- - - - - - - - - - - - - - S C Q A E P V K R A L Q Q A G D E F E L R Y R R A F S D L A A Q L Q L S A E C A Q Q S F Q Q 7 8

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - A V K Q A L R E A G D E F E L R Y R R A F S D L T S Q L H I T P G T A Y Q S F E Q 7 3

- - - A E G G R A A P A A A E D D D E A V R R T L R E A G D E F E V R Y R R A F S D L A WQ L H I T P A T A Y Q S F E Q 9 6

- - - - - - - - - - - - - - - - T P N E I Q R A MR A L G D E F E S K F S A Q F D D MMS Q L Q L T P D T A Y Q T F R T 8 6

- - - - - - - - - - - - - - - - P P L K I H I T MR E K G D E F E D L Y K I Q F Q D L V D Q L H V T H D T C Y P MF K A 8 4

- - - - - - - - - - - - - - - - P P L K I H T T MR D K G D E F E E L Y K V Q F Q D L V D Q L H V T H D T C Y P MF K A 8 4

- - - - - - - - - - - - - - - - R T N N V H R T L R A L G D E F Q E R F R T Q F D D MV N Q L H I T P N T A Y P T F H Q 8 5

- - - - - - - - - - - - - - - - P P S Q V Q L T L R T I G D E F Q E R F R T Q F D D MV D Q L H I T E A T A Y P T F Q R 7 7

- - - - - - - - - - - - - - - - P P S Q I Q L K L R S L G D E F Q E R F Q T Q F D D MV N Q L H I T E A T A Y P T F Q R 7 7

V T E E L F A D G - I N WG R V I A L F H F G R T L V MN L A E A G E L H P T E S L V K K I S H F I E G Y L K S WI L Q 1 4 2

V V E E L F R D G - V N WG R I V A F F E F G G ML C V E S A S R E MS P L V D S I A E WMT E Y MN G H L H N WI Q D 1 7 4

V V G E L F R D G - V N WG R L V A F F C F G A A L S V E S A E K E MG A L V P R I A H WMS T Y L E S N L E P WI Q Q 1 5 2

V MD E V F R D G - V N WG R V V G L F A F G G A L C V E C V E K D MS H L V T R I A D WMA T Y L D N H I Q P WI Q S 1 6 8

V MD E V F R D G - V N WG R V V G L F A F G G A L C V E C V E K D MS H L V MR I A D WMA T Y L D N H I Q P WI Q S 1 6 8

V V T E L F R D G - V N WG R I I A F F S F G G A L S V E S A D K G MG A L V P D I V G WMS A Y F S Q H L E P WV R D 1 3 7

V V N E L F R D G - V N WG R I V A F F S F G G A L C V E S V D K E MQ V L V S R I A A WMA T Y L N D H L E P WI Q E 1 3 2

V V N E L F R D G - V N WG R V V A F F A F G G A L C V E S A D K E MG P L V G R V G S WMA T Y L D R R L D P WI R D 1 5 5

I V T E I F H D G - V N WG R I V A L F G L A G R L A V L S S H Q E MP R L I E S I V D WV S A Y V D T N L K Q WI T D 1 4 5

V V G E L F Q G G - I N WG R V V A L F A F S G S L S T R C V E K G MA G L V D S I V D WV T Q F I E Q D L R Q WI D Q 1 4 3

V V E E L F Q G G - T N WG R V V A L F A F S G S L A T R C V E K G MA G L V D S I V D WV T Q F I E Q D L R Q WI D Q 1 4 3

V V Q E L F I D G - V N WG R I V A L F G F G G A I A V D C V N K G MP H L V D S I V E WV S T Y I E N N L D Q WV T T 1 4 4

V V Q E L F I D G N I N WG R V V A L F G F G G A L S V E C V Q N G MP Q L V D S I V D WV S V Y L C D N L E P WI T S 1 3 7

V V Q E L F I D G N I N WG R I V A L F G F G G S L S V K C V Q R G MP Q L V D S I V D WV S T Y L C N S L E Q WI T D 1 3 7

R G G WMQ C I D H F S K E L L Q - I V L P A Y K R MI R L L R T MV L - L L - S I L L N T S L G A R P R L K H G V G T 1 9 9

N G G WD A F V E L Y S N N I R P - L L D L S WL P L - K T I L S L A V - V G A C I T L G A Y L G H K - - - - - - - - - 2 2 2

H G G WD A F V V L Y G N N A A A - R N R E L Q E K A MK WF V S L MA - L G A T L A V A A Y V A R R R - - - - - - - - 2 0 2

Q G G WD R F A E I F G R D A A A - D V R R S Q E S L K K WL L V G V M- L L S G V L V G T L I MK K C Q - - - - - - - 2 1 9

Q G G WD R F A E I F G R D A A A - D V R R S Q E S L R K WL L V G V M- L L S G V L V G T L I MK K C Q - - - - - - - 2 1 9

N G G WD A F V E L Y G N N A A A - E S R K R Q E T F S K WL L T G L S - V A G I L L L G S Y L S R R - - - - - - - - - 1 8 6

N G G WD T F V E L Y G N N A A A - E S R K G Q E R - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 5 7

N G G WD T F V E L Y G N D A A A - Q S R K D Q E R F N R WL L T G L T - V A A V L L L G S L F T R K - - - - - - - - - 2 0 4

H D G WA G F L E F Y A G G P E K - R V K E S WP S L K T I C G Y A A A G - L G I L T L G A F L S Q K S - - - - - - - - 1 9 5

H G G WQ G F V D F Y S R R D Q S A N D D N P W- - - - - - V K Y G V L G A V G V V V L G A L MT Q R T - - - - - - - - 1 8 9

H G G WQ G F V D F Y S R K D Q S N N D D N P W- - - - - - V K Y G V L G A V G V V V L G A L MT Q R T - - - - - - - - 1 8 9

S G G WD G F V E F Y E K G N T R - R R E S P WD N I S G V I K Y G ML G A I G A V A L G A I L T Q R T - - - - - - - - 1 9 5

N G G WQ G F V E Y Y N Q A Q N H - - N D N Q WN - L G E F V R Y G A I G V V G A L A L G A L L Q R V - - - - - - - - - 1 8 5

N G G WQ G F V E A Y N Q G Q N H - - N D S P WD - V K G L V K Y G A I G V I G A MA L S A F L H R T - - - - - - - - - 1 8 5 
图 5    PmBcl-2-like氨基酸序列多序列比对

阴影的深浅代表相似性的高低，颜色越深表示序列相似性越高

Fig. 5    Multi-alignment of PmBcl-2-like amino acid sequence
The depth of the shadow represents the similarity, the darker the color, the higher the sequence similarity
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免疫调节，但是在受到不同的刺激后，其表达

模式在上调程度以及时间跨度上有所不同，推

测每种刺激可能会引起机体不同程度的细胞凋

亡反应。菲律宾蛤仔在受到始仔弧菌 (Vibrio

tapetis)感染后，RpBcl-2B mRNA于 3、12和 48 h

时在鳃组织中出现了高表达 [18]，栉孔扇贝在受

到 LPS感染后，CfBcl-2 mRNA在 24 h表达量最

高，随着时间的推移，在 24到 48 h表达量逐渐

下降 [19]，与 PmBcl-2-like 在受到 PGN和 LPS刺激

后的结果较相似。推测在软体动物中，Bcl-2在

受到相同刺激后的表达模式具有相似性。此前

研究表明，Bcl-2基因家族在哺乳动物的雌性和

雄性生殖细胞的凋亡过程中都发挥重要作用，

细胞凋亡用来消除多余或受损的生殖细胞，以

维持生殖细胞和支持细胞比例平衡，对于保证

生殖细胞的质量有积极作用，同时也可以保证

生殖细胞正常发育[31-32]。

综上所述，PmBcl-2-like 基因与哺乳动物 Bcl-
2家族基因类似，参与了马氏珠母贝发育不同时

期以及机体的免疫调节，但其是否发挥与哺乳

动物相同功能需要深入研究。目前为止，软体

动物中内源性凋亡通路相关研究大多局限于基

因的克隆以及不同刺激下的表达模式，少有深
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图 6    邻接法构建 PmBcl-2-like系统进化树

Fig. 6    Neighbor-Joining (NJ) phylogenetic tree constructed based on PmBcl-2-like amino acid sequences
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图 7    PmBcl-2-like mRNA在各组织内的相对表达量

A. 闭壳肌，B. 血细胞，GI. 鳃，GO. 性腺，HE. 肝胰腺，MC. 中央膜，

ME. 边缘膜，MP. 外套膜

Fig. 7    Relative expression of PmBcl-2-like
mRNA in tissues

A. adductor muscle, B. hemocyte, GI. gill, GO. gonads, HE. hepatopan-
creas, MC. mantle central, ME. mantle edge, MP. mantle pallial
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图 8    PmBcl-2- like在不同发育时期的相对表达量

Egg. 卵，Fe. 受精卵，B. 囊胚期，G. 原肠胚期，T. 担轮幼虫，

D. D型幼虫，EU. 早期壳顶幼虫，U. 眼点期，PV. (附着)变态后期

Fig. 8    Relative expressions of PmBcl-2-like at
different developmental stages

Egg. egg, Fe. fertilization, B. blastula, G. gastrula, T. trochophore stage,
D.  D-shaped larvae,  EU.  early  umbo larvae,  U.  eye-spotted  larvae,  PV.
post-veliger stage
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入到调控机制以及具体功能，后续将探究马氏

珠母贝 Bcl-2-like具体功能，为其免疫调控机制

研究奠定理论基础。
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图 9    马氏珠母贝受到不同刺激后在不同时间点

PmBcl-2-like的相对表达量

(a) PmBcl-2-like 在 LPS刺激后不同时间点的相对表达量；(b) PmBcl-
2- like 在 PGN刺激后不同时间点的相对表达量；(c) PmBcl-2-like
在 Poly:IC刺激后不同时间点的相对表达量。不同字母表示同一

刺激随胁迫时间影响的显著性 (P<0.05)

Fig. 9    Expression of PmBcl-2-like after adductor
injected by different immune stimulation at

different time points
(a) expression of PmBcl-2-like after adductor injected by LPS; (b) expr-
ession of PmBcl-2-like after adductor injected by PGN; (c) expression of
PmBcl-2-like  after adductor  injected  by  Poly:IC.  Different  letters   indic-
ate that the same stimulus group has a significant effect with stress time
(P<0.05)
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图 10    PmBcl-2-like受到 LPS、PGN、Poly：IC刺激

后不同时间点的相对表达量

*表示差异显著 (P<0.05)，**表示差异极显著 (P<0.01)

Fig. 10    Relative expression of PmBcl-2-like at different
time points after LPS, PGN and Poly: IC injected

"*" denotes significant difference (P<0.05), "**" denotes extremely sig-
nificant difference (P<0.01)
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Abstract: As an important apoptosis-regulating gene, Bcl-2 gene plays an important role in endogenous apoptotic
pathways. In this study, Pinctada fucata martensii Bcl-2 gene (Pm Bcl-2-like) was cloned by rapid-amplification of
cDNA ends (RACE) technology and its  characteristics  was analyzed by bioinformatics  methods.  The expression
levels of PmBcl-2-like in different tissues, development stages and by immune stimulation were analyzed by quant-
itative  real-time  PCR (qPCR).  The  results  showed  that  the  full  length  of PmBcl-2-like  cDNA was 2 180 bp,  the
length of open reading frame was 1 650 bp, and it encoded a total of 549 amino acids and the molecular weight was
21.62 ku.  Domain prediction showed that  PmBcl-2-like contained BH1-4 domains which are  typical  domains of
Bcl-2  family.  Multiple  sequence  alignment  and  phylogenetic  tree  analysis  showed  that PmBcl-2-like was  highly
conservative and had high similarity with Bcl-2 of other species in phylogenetic tree. Quantitative real-time PCR
results showed PmBcl-2-like was expressed in all  the tested eight tissues of P. fucata martensii,  with the highest
expression  in  the  gill,  followed by the  gonad,  and with  the  lowest  expression  in  the  mantle  central.  At  different
developmental stages, the expression of PmBcl-2-like was higher in the embryonic stage and the highest in the fer-
tilized egg stage. After being stimulated by LPS, the expression of PmBcl-2-like reached the maximum at 24 h, and
then  decreased  to  the  minimum at  72  h,  with  the  maximum being  about  2.5  times  of  the  minimum.  After  PGN
stimulation, the expression of PmBcl-2-like reached the highest at 6 h and the lowest at 48 h, and the highest was
about 7.28 times of the lowest. After Poly: IC stimulation, the relative expression reached its maximum at 3 h, and
decreased  to  its  minimum at  12  h,  and  the  maximum was  6.49  times  of  the  minimum.  This  study  suggests  that
PmBcl-2 -like may play an important role in the development and immune defense response of P. fucata martensii.
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