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alpha2 巨球蛋白(α2M)是一类广谱的蛋白酶抑制因
子, 存在于许多无脊椎或脊椎动物的血浆中[1]。它不仅可

以与机体内过量的蛋白酶相结合产生 α2M-蛋白酶复合物, 
清除血液中流动的蛋白酶 [2], 还能与细菌内毒素脂多糖, 
丝裂原 ConA、PHA 结合, 通过调节释放其活性; 同时还
参与抗原递呈[3]。因此, α2M在动物的先天性免疫中起着
极其重要的作用[4]。 

从人的血浆中分离出 α2M蛋白硫酯区的保守半胱氨
酸残基与补体  C3 具有高度的一致性 [5]。非洲钝缘蜱

(Ornithodoros moubata)血细胞中克隆出的 α2M基因含有
两个不同的亚基可能在早期进化中拥有共同的起源 [6]; 
锯缘青蟹(Scylla serrata)血细胞中克隆出的 α2M 基因含
有三个功能区域[7]; 凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)的
α2M 基因与补体  C3, C4 在进化中拥有共同的起源 [8]; 
虽然栉孔扇贝(Chlamys farreri)与美洲鲎 (Limulus poly-
phemus)、鼠 (Mus musculus)、人 (Homo sapiens) 的 α2M
基因有较高的同源性, 但它们的 α2M 基因诱饵区具有较

大的差异[9]。三角帆蚌(Hyriopsis cumingii)则报道了 α2M 
基因全长序列, 发现该基因仅在血细胞中有表达 [10]。目

前 , 还有美洲螯龙虾 (Homarus americanus)[11]、河螯虾

(Astacus astacus)[12]以及真蛸(Octopus vulgaris)[13]等 α2M
基因的报道。 

褶纹冠蚌(Cristaria plicata)与三角帆蚌在我国俗称

为“淡水育珠蚌”, 由于褶纹冠蚌容易感染蚌病, 给其育
珠能力产生了较大的影响。本文通过对褶纹冠蚌 α2M 基
因的克隆及序列分析, 以期为贝类的抗病品种的选育及
病害诊断提供一定的理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
褶纹冠蚌采自鄱阳湖, 体长 18—25 cm, 暂养于水族

箱中, 不间断充氧; 3d后, 用 5 mL 注射器从蚌闭壳肌血
窦中抽取血液 10 mL; 4℃, 3600 r/min 离心 5min; 弃上清, 
获得细胞沉淀用于 RNA 提取。 

1.2  方法 
α2M 基因受体结合区片段的克隆    总 RNA 的提

取采用 Invitrogen公司的 Trizol法。RNA的完整性用 1%
琼脂糖凝胶电泳进行检测, 用紫外分光光度计进行定量
及纯度分析。取 1 μg 总 RNA 利用 Clontech 公司的
PowerScriptTM Reverse Transcriptase进行 cDNA 第一链
的合成。受体结合区片段的克隆所用引物参考栉孔扇贝[9] 

α2M 基 因 受 体 结 合 区 序 列 设 计 , 引 物 为 : αRup 
(5′-GGTTGTGGTGAACAAAACATG G-3′), αRdown (5′- 
GTATCCATCCAAAACCATCTT -3′)。采用 TaqDNA 聚合
酶(TAKARA公司), 25 μL体系进行 PCR 扩增, PCR 扩
增条件为: 94°C 5min; 94°C 30s, 50°C 30s, 72°C 90s, 35 
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循环; 72°C 10 min。PCR 产物通过 1%琼脂糖凝胶电泳分
析后, 利用 BBI 公司的 Gel Extraction Kit进行切胶回收
后, 转入到 T载体 pMD18-T中, 挑选阳性克隆测序。 

α2M 基因 5'Ⅰ区片段的克隆    根据 Genbank 中
已报道的三角帆蚌及栉孔扇贝 α2M 基因序列进行同源
性比对 , 利用 Prime5.0 软件设计  5′Ⅰ区上游简并引物 
5′Iup (5′-ACSCCMAATGKCTAYAGAAC-3′), 再根据所
得 α2M基因受体结合区片段设计 α2M基因 5′Ⅰ区片段下
游特异性引物 5′Idown(5′-ATATTTGGGGACCAGGATG-3′), 
进行 PCR 扩增, PCR反应条件为: 94°C 5min; 94°C 30s, 
55°C 30s, 72°C 90s, 35 循环; 72°C 10 min。 

α2M 基因 5'Ⅱ 区片段的克隆    采用 α2M 基因  

5'Ⅰ区片段的克隆同样的方法分别设计出 5′Ⅱ区上游引

物 5′Ⅱup (5′-ATCCWKGGGGTRTGCGRGTT-3′) 和下游

引物 5′Ⅱdown (5′-TGAGAACCACTGGGTGATAGT-3′), 

进行 PCR 扩增, PCR 反应条件为: 94°C 5 min; 94°C 30s, 

56°C 30s, 72°C 60s, 30 循环; 72°C 10 min。 

α2M 基因 3 '末端及  5 '末端克隆     采用  Smart 
RACE PCR 技术, 利用巢式 PCR 方法进行 3′末端及 5′
末端克隆, 根据已知中间片段分别设计出 3′末端上游特
异性引物 3′out (5′-ACTTGCCTCCGCAGACCACTCA-3′)
及 3′ in(5′-AGGTCCAGGTCTGACATCGACAACT-3′); 5′ 
末端下游特异性引物 5′out (5′-GAAAACAGGGTTATCC- 
CACTTGG-3′)及 5′in (5′-CCATCATGGGAAAAGTTTGT- 
GCAG-3′)。RACE 通用引物采用 Clontech 公司 SMARTTM 

RACE cDNA Amplification Kit 中的引物, 为 Long (5′-  

CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATC- 
ACGCAGAGT-3′), Short (5′-CTAATACGACTCACTA- 
TAGGGC-3′), Nup (5′-AAGCAGTGGTATCAACGCA- 
GAGT- 3′)。进行 PCR 扩增, 3′末端克隆先采用 3′ out引

物与 UPM引物(short与 long的混合引物)进行扩增, PCR

反应条件为: 94°C 5min; 94°C 30s, 55°C 30s, 72°C 60s, 30 

循环; 72°C 10min。将所得 PCR产物稀释 50倍后, 作为

3′ in引物与巢式引物Nup扩增所用模板, PCR反应条件为: 

94°C 5min; 94°C 30s, 59°C 30s, 72°C 60s, 30 循环; 72°C 

10 min。5′末端克隆先采用 5′out引物与通用引物 UPM进

行 PCR扩增, PCR反应条件为: 94°C 5min; 94°C 30s, 68°C 

30s, 72°C 3min, 25个循环。将所得 PCR产物稀释 50倍用

做 5′in引物与巢式引物 Nup扩增所用模板, PCR反应条件

为: 94°C 5min; 94°C 30s, 68°C 30s, 72°C 3min, 25循环。 

α2M 基因序列的生物信息学分析    多序列的比

对分析是通过 Clustal X 软件进行。信号肽分析由 Sin-

galP 3.0 Server 软件(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)

进行。保守序列分析由 CDART (http://www.ncbi.nlm.nih. 

gov/Structure/lexington/lexington.cgi)软件进行, 基于氨基

酸序列的系统进化树采用Mega4.0软件邻接法建立(表 1), 

并用自展法(Bootstrap Method)对其可靠性进行分析验证

(100个假重复数)。 

2  结  果 

2.1  褶纹冠蚌 α2M 基因序列 
褶纹冠蚌 α2M 基因受体结合区长度为 1249 bp, 5′I  

 

表1  用于系统发育分析的17种动物 α2M 氨基酸序列 
Tab. 1  17 species and GenBank accession number of α2M proteins sequence to construct the phylogenetic tree 

种名 
Species 

GenBank 登录号 
GenBank accession number 

褶纹冠蚌       Cristaria plicata ACF39935 

三角帆蚌       Hyriopsis cumingii ABJ89824 

栉孔扇贝       Chlamys farreri AAR39412 

美洲鲎         Limulus polyphemus BAA19844 

凡纳滨对虾     Litopenaeus vannamei ABI79454 

罗氏沼虾       Macrobrachium rosenbergii ABK60046 

日本囊对虾     Marsupenaeus japonicus BAC99073 

锯缘青蟹       Scylla serrata ABD61456 

日本叉牙七鳃鳗 Lethenteron japonicum BAA02762 

鲤鱼           Cyprinus carpio BAA85038 

非洲爪蟾       Xenopus laevis AAY98517 

原鸡           Gallus gallus NP_990557 

褐家鼠         Rattus norvegicus NP_036620 

小家鼠         Mus musculus AAA39508 

豚鼠           Cavia porcellus BAA12316 

牛             Bos taurus NP_001103265 

人             Homo sapiens AAT02228 
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区片段 1939 bp, 5′Ⅱ 区片段 863 bp, 3′末端 1174 bp 及 5′
末端 807 bp, 序列比对与拼接后, 得到 α2M 基因全长序
列(登录号: EU836052)为 5621 bp, 其中编码区 5226 bp, 5′
端不翻译区 32 bp, 3′端不翻译区 363 bp (含 ployA 尾 31 
bp)。alpha2巨球蛋白基因序列开放阅读框编码 1741个氨
基酸, 其中前 16 个氨基酸残基为信号肽序列, 成熟蛋白
含 1725个氨基酸残基, 分子量为 195 kD, 等电点为 5.12。 

氨基酸序列中存在 7 个 N-Linked 糖基化位点, 分
别位于氨基酸的 120、325、401、632、1147、1482、1662 
位置。氨基酸序列中同样存在 α2M 家族中非常保守的内
部硫酯键。 

将褶纹冠蚌  α2M 基因氨基酸与其他动物的  α2M 
基因氨基酸序列进行比对 , 发现褶纹冠蚌与三角帆蚌 
α2M 基因具有 78%的一致性, 相似性为 85%; 与栉孔扇
贝 α2M 基因具有 47%的一致性, 相似性为 64%; 与美洲
鲎 (Limulus polyphemus) α2M 基因具有 37%的一致性, 
相似性为 58%。 
2.2  褶纹冠蚌 α2M 基因功能区域 

将褶纹冠蚌与其他动物的 α2M 基因氨基酸序列进
行比对 , 发现褶纹冠蚌  α2M 基因主要的功能区域也分

为: 诱饵区, 内部硫酯键和受体结合区。诱饵区位于
氨基酸的 792—839位置, 与其他动物的诱饵区相似
性较低; 褶纹冠蚌 α2M 的内部硫酯键氨基酸序列 
GCGEQNM与其他动物 α2M 的内部硫酯键完全一
致(图 1)。其内部硫脂键除组成的半胱氨酸残基 1084
和谷氨酰胺残基 1087非常保守外, 周围的序列也具
有一定的保守性 , 并且这段序列中的  Cys 残基也
较为保守。褶纹冠蚌和其他动物 α2M 基因受体结
合区的 C 末端一样, 也显示出较高的相似性, 在此区域
中也能发现负责受体结合功能的 Lys 残基; 褶纹冠蚌与
其他动物受体结合区的  N 末端都存在比较保守的 
GGFSSTQDT 序列。 

2.3  褶纹冠蚌 α2M 氨基酸序列系统发育分析 
利用邻接法(Neighbor Joining)将褶纹冠蚌  α2M 氨

基酸与 16 种动物的 α2M 氨基酸序列进行系统发育分析, 
发现褶纹冠蚌与软体动物三角帆蚌、栉孔扇贝的 α2M 氨
基酸亲缘关系最近, 并且与其他无脊椎动物聚齐成一大
簇(图 2)。 

 
A                                    硫脂键 
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图 1  利用 Clustal X软件将褶纹冠蚌与其他动物的 α2M氨基酸序列进行多序列比对 

Fig. 1  Multiple alignment of α2M amino alid sequences of Cristaria plicata with other animals using ClustalX 
A. 内部硫酯区; B. 受体结合区 N末端序列比对结果，实线框中表示保守的 GGFSSTQDT序列, 实心圈代表保守的赖氨酸位点，空心
圈则代表褶纹冠蚌 α2M中被替代的赖氨酸位点; C. 褶纹冠蚌 α2M基因 N末端的保守的氨基酸序列 (125—142、210—222、245—261)，
分别用黑色框框起表示; 图中用下划线标示的为褶纹冠蚌 α2M基因 
A.The thiol ester domain; B. The N-terminus of the receptor-binding domain; The conserved GGFSSTQDT sequence is shown in solid boxes; 
The conserved lysine position is shown in filled circle.The replaced lysine positions in Cristaria plicata is shown in hollow circle; C. The 
conserved amino acid blocks (125—142, 210—222, 245—261) are boxed; The Cristaria plicata α2M is denoted by a single underline 
 
 

 
图 2  利用邻接法建立 17种动物 α2M氨基酸序列的系统发育树 

Fig. 2  Phylogenetic tree constructed with the neighbor joining method from α2M amino acid sequence of 17 species animals 
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3  讨  论 

3.1  褶纹冠蚌 α2M 氨基酸序列 
α2M 基因存在于各类低等和高等动物中, 其基因大

小及编码的氨基酸数具有一定的差异。人的 α2M 基因全
长 4596 bp, 编码 1499个氨基酸; 栉孔扇贝的 α2M 基因
全长 6420 bp, 编码 1719个氨基酸[9]; 三角帆蚌 α2M 基
因全长 5124 bp, 编码 1611 个氨基酸 [10], 而褶纹冠蚌 
α2M 基因全长 5621 bp, 编码 1741 个氨基酸。 α2M 基
因的 3′非编码区的部位也存在较大的差异。褶纹冠蚌 
α2M 基因 3′非编码区 PolyA 之前含有 332个碱基, 在三
角帆蚌 α2M 基因中 3′非编码区 PolyA 之前仅含有 222
个碱基[10], 但在栉孔扇贝中却发现此部位含有 1209 个碱
基[9]。α2M 是一类糖蛋白, 许多动物 α2M 基因中都发现
相应的 N-linked 的糖基化位点, 凡纳滨对虾 α2M 基因
中含有 9 个 N-linked 糖基化位点[8], 锯缘青蟹 α2M 基
因中含有 11 个  N-linked 糖基化位点 [7], 非洲钝缘蜱 
α2M 基因中含有 13 个 N-linked 糖基化位点[12], 日本囊
对虾  (Marsupenaeus japonicus) 和斑节对虾 (Penaeus 
monodon) α2M 基因中都含有 8 个 N-linked 糖基化位  
点[14,15]。褶纹冠蚌 α2M 基因中则含有 7个 N-linked 糖
基化位点。 

3.2  褶纹冠蚌 α2M 基因功能区域 
α2M 基因具有内部硫酯区, 受体结合区和诱饵区三

个保守的功能区[16]。褶纹冠蚌 α2M 基因同样含有这三
个功能区。哺乳动物 α2M 基因硫酯区中的硫脂键是由 
Cys 和 Gln 所组成, 并且硫脂区周围的基因具有非常高
的保守性 [8], 在栉孔扇贝中也发现其硫酯区及其周围的
基因与其他动物 α2M 基因一样具有非常高的保守性[9]。

将褶纹冠蚌与其他动物的  α2M 基因硫酯区比对 , 结果
发现褶纹冠蚌  α2M 基因的硫酯键是由  Cys (1084) 和 
Gln (1087)组成, 并且环绕着褶纹冠蚌 α2M 基因内部硫
酯区序列的保守性也非常高。将凡纳滨对虾与其他动物的 
α2M 基因比对, 结果发现其基因的 N 末端中有三个保
守性较高的氨基酸序列段 [4], 而褶纹冠蚌  α2M 基因与
其他动物 α2M 基因比对, 同样发现在 N 末端具有三个
保守性较高的氨基酸片段, 推测这些区域的氨基酸在结
构或功能上具有共同的作用。α2M 基因在动物的早期进
化中是一个非常重要的先天性免疫相关蛋白, 并且其“捕
获”蛋白酶的能力对物种本身具有重要的生理学意义[17]。

α2M 基因的受体结合区位于 C 末端, 具有通过结合外
源细胞表面受体, 从而产生一种受体介导的胞吞作用的
功能[18]。日本囊对虾与其他动物的 α2M 基因受体结合
区比对 , 发现其受体结合区具有高度的保守性 , 并含有
许多保守赖氨酸残基 [14], 这些保守的赖氨酸残基被认为
与  α2M 基因受体结合功能有重要的关联 [19,20]; 将褶纹

冠蚌与其他动物的  α2M 基因比对 , 同样发现其受体结
合区具有高度的保守性, 并且包含了 7 个保守赖氨酸残
基(1345、1436、1492、1501、1505、1552、1557), 其中
1345位点和 1557位点分别被谷氨酰胺和苏氨酸替代。这
些氨基酸的替代现象在三角帆蚌和鲎 α2M 基因中也能
发现 , 这可能会导致低等动物与哺乳动物  α2M 基因的
受体结合能力有一定程度的差异 [21]。另外, 受体结合区 
N 末端也非常的保守, 其中的序列 GGFYSTQDT 在其
他各种动物 α2M 基因中也能发现。人、鼠等 α2M 基因
受体结合区  C 末端有一段非常保守的氨基酸序列 
GFIPLKPTVK, 该序列可能与其受体结合功能有直接关
系 [18]。此序列在褶纹冠蚌中则被 GWIPVKSSVK 代替, 
推测其保守的几个氨基酸在功能上起决定性作用, 而发
生变化的氨基酸则可能是在物种的进化中受到各种因素

的影响发生了适应的变异。褶纹冠蚌与其他动物 α2M 基
因诱饵区在氨基酸的组成和序列长短都具有较大的不同, 
将凡纳滨对虾[8]、斑节对虾[15]、鲤鱼 (Cyprinus carpio)[22]、

锯缘青蟹[7]以及人的 α2M基因诱饵区比对 , 同样发现存
在这样的差异。这种诱饵区的差异性可能是由于宿主与

病原菌之间的协同进化引起 , 从而清除由特异性病原
菌产生的蛋白酶而不会破坏宿主自身的所必需的蛋白

酶[23]。 

3.3  褶纹冠蚌 α2M 基因氨基酸序列系统发育 
褶纹冠蚌与三角帆蚌和栉孔扇贝同属于软体动物 , 

系统发育树也显示褶纹冠蚌与两者的 α2M 基因亲缘关系
最近; 另外, 褶纹冠蚌与节肢动物的鲎及日本囊对虾、凡
纳滨对虾、锯缘青蟹的 α2M 基因也聚集为一大簇; 而与
两栖类和哺乳类动物的 α2M 基因亲缘关系较远, 这与动
物的经典分类一致。推测也可能是 α2M 基因在进化过程
中在环境、疾病和免疫系统的选择性等压力支配下发生了

演化, 以适应不同物种的免疫系统及更有利于发挥其生
物学功能。 
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