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摘要    果糖-1,6-二磷酸酶(FBP)是催化糖异生过程中的限速酶，当动植物处于温度胁迫等不良环

境条件时，FBP 通过参与糖异生途径以维持机体的糖平衡，在动植物抗逆过程中起着重要作用。本

研究通过 RACE 技术获得了马氏珠母贝(Pinctada fucata martensii) FBP(Pm-FBP)基因 cDNA 全长，

并使用实时荧光定量 PCR 技术检测了该基因在马氏珠母贝不同组织中的表达量，以及在 17℃(低温

组)、22℃(对照组)、32℃(高温组)条件下鳃中的时序表达模式。序列分析显示，Pm-FBP 全长为

1381 bp，具有 54 bp 的 5 UTR 和 62 bp 的 3 UTR，开放阅读框(ORF)为 1020 bp，编码 339 个氨基

酸，预测分子量为 37.13 kDa，等电点为 6.02。Pm-FBP 具有一个 Pfam FBPase 保守结构域，6 个潜

在的 O-连接糖基化位点(Ser36、Ser56、Ser57、Ser76、Ser80 和 Thr115)，1 个潜在的 N-糖基化位点，

1 个金属结合位点(Asp-Pro-Ile/Leu-Asp-Gly/Ser-Thr/Ser)和 46 个磷酸化位点。多序列比对结果显示，

Pm-FBP 与长牡蛎(Crassostrea gigas)FBP 的相似性最高，为 83%；系统进化树显示，Pm-FBP 与长

牡蛎等贝类聚为一支，然后再与其他软体动物聚为一大支，节肢动物和脊椎动物分别聚类，进化树

总体聚为三大支。实时荧光定量结果显示，Pm-FBP 在所检测的闭壳肌、鳃、性腺、肝胰腺、足和

外套膜等组织中均有表达，在性腺表达量最高，肝胰腺和鳃中有较高表达；对 Pm-FBP 时序表达的

分析发现，Pm-FBP 在低温组和高温组实验时间范围内均出现先上升后下降的趋势，且在 72 h 时达

到最大值，表明 Pm-FBP 参与了马氏珠母贝对温度胁迫的响应；在 120 h 时，高温组和低温组的

Pm-FBP 表达量均显著下降，表明 Pm-FBP 可能主要在短期的温度胁迫中发挥作用。本研究结果为

进一步探索马氏珠母贝对温度胁迫的适应性提供了参考资料。 
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由非碳水化合物转变为葡萄糖或糖原的过程称

为糖异生(Gluconeogenesis)，糖异生是增加葡萄糖产

生的一个主要途径(Cota-Ruiz et al, 2015)。果糖-1,6-

二磷酸酶(Fructose 1,6-bisphosphatase, FBP)又称果糖

1,6-二磷酸酯酶，它催化果糖-1,6-二磷酸水解生成果

糖-6-磷酸和无机磷，在糖的异生代谢过程中起关键性
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的作用(Lozinska-Gabska et al, 2003; Kaiser et al, 1996)。
FBP 几乎存在于所有生物体中，包括细菌、真菌、植

物和动物，但不存在于有异源蛋白的古细菌中(Stec et al, 
2000)。已有研究表明，在高温、干旱(Xiao et al, 2014; 
曲玲等, 2015)和缺氧(Cota-Ruiz et al, 2016)等非生物

胁迫下，FBP 通过参与催化动植物体能量产生途径产

生更多的能量，在动植物体度过不良环境过程中起着

重要的作用。第一个被人们所知的 FBP 序列全长是

从小鼠(Rattus norvegicus)中克隆得到(el-Maghrabi et al, 
1988)。已有关于部分水产经济动物 FBP 的研究报道，

如凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)的肝胰腺具有

糖异生的能力(Rosas et al, 1999)；大菱鲆(Scophthalmus 
maximus)在不同喂食情况下，其 FBP 在各个组织中的

表达量不同(Nie et al, 2015)；银鲫(Carassius auratus 
gibelio)被证实存在肝脏型和肌肉型 2 种 FBP 同工酶

(王锐等, 2010)等。目前，尚未有贝类 FBP 的报道。

关于 FBP 在温度胁迫条件下的研究主要集中于植物

(徐文亭等, 2013; 何斌等, 2015; 陈虎等, 2016; 曲玲等, 
2015)，贝类 FBP 基因的相关功能有待进一步的研究。 

贝类属于变温动物，温度的变化对贝类的生命活

动有显著的影响(Kim et al, 2009; Cotter et al, 2010; 
Ivanina et al, 2013)。马氏珠母贝 (Pinctada fucata 
martensii)又称合浦珠母贝，是中国海水珍珠养殖的主

要品种，广泛分布于广东、广西和海南沿海等地，具

有重要的经济价值(田荣荣等, 2015)。昼夜温差的变

化、一年四季的更替及无法控制的自然灾害带来的温

度骤变都会对马氏珠母贝造成很大的负面影响。目

前，有关马氏珠母贝对温度变化的响应机制研究较

少。本研究采用 RACE 技术获得 Pm-FBP 的基因序列

全长，并研究了其在不同温度下的时序表达模式，以

期为深入研究马氏珠母贝温度胁迫的响应机制提供

基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料   

本研究所用的马氏珠母贝采自广东省雷州市后

洪村海区，将贝体表面的附着物清理干净后运回实验

室，22℃暂养 2 d 后，选取鳞片旺盛、活力正常的马

氏珠母贝用于实验，实验贝壳长为(69.23±3.80) mm。

其中，随机取 6 只马氏珠母贝的全组织，包括闭壳肌、

鳃、性腺、肝胰腺、足和外套膜，经液氮速冻后置于

–80℃冰箱备用。 
150 只马氏珠母贝随机分为 3 组，分别置于 3 个

300 L 的实验桶中，微充气养殖，水温分别设为 17℃
(低温组)、22℃(对照组)和 32℃(高温组)，养殖过程

中每天投喂等量的单胞藻，每天换水 50%。在实验养

殖开始后 6 h、24 h、72 h 和 120 h，分别从每个实验

桶中随机取 8 个个体，剪取鳃组织，经液氮速冻后置

于–80℃冰箱保存。 

1.2  主要试剂   

Trizol、SYBR Select Master Mix 和 GeneJET Gel 
Extraction 购买于 Life Technologies 公司；DH5α 大肠

杆菌(Escherichia coli)以及 RACE 试剂盒(Clontech)购
买于 TaKaRa 公司；其他试剂均为国产分析纯。 

1.3  Pm-FBP 全长克隆 

1.3.1  总 RNA 提取及 cDNA 第一链合成    采用

Trizol 法分别提取马氏珠母贝闭壳肌、鳃、性腺、肝

胰腺、足和外套膜的总 RNA。3 RACE 和 5 RACE
模板的制备参考 SMARTTM RACE cDNA Amplification 
Kit 试剂盒说明书。 
1.3.2  引物设计    实验采用 Primer Premier 5.0 软

件设计了实验所需引物，引物序列见表 1。 
 

表 1  引物序列 
Tab.1  Primer sequences 

引物 Primer 序列 Sequences (5~3) 用途 Purpose 
Pm-FBP-F GTCATCAGCAGTGAGAAAGG 中间片段扩增 Middle fragment PCR 
Pm-FBP-R CCTGGGTACGCAAAGATA 中间片段扩增 Middle fragment PCR 
5 inner Primer CAGCGGTCTGAATGAAGT 5RACE 
5 outer Primer TAGCCTGACGCAACCATC 5RACE 
3 inner Primer TCCTAAAGGCAAACTACG 3RACE 
3 outer Primer ATCCAAAGAGTGGTAAGCC 3RACE 
Pm-FBP qRT-PCR-F CCTGGGTACGCAAAGATA qRT-PCR 分析 qRT-PCR analysis 
Pm- FBP qRT-PCR-R GCTTCGTCCCAGTATTGTT qRT-PCR 分析 qRT-PCR analysis 
β-actin-F CGGTACCACCATGTTCTCAG 荧光定量(内参)Reference gene 
β-actin-R GACCGGATTCATCGTATTCC 荧光定量(内参)Reference gene 
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1.3.3  RACE PCR 获得 Pm-FBP 全长序列    利用

引物 Pm-FBP-F/Pm-FBP-R 进行 Pm-FBP 中间片段的

扩增。PCR 产物用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测，将与

目的片段长度一致的 PCR 产物和载体 pMD18-T 连

接，连接产物转化到 DH5α 感受态细胞中，用氨苄青

霉素选择培养基培养后，挑取阳性菌送往生工生物工

程(上海)股份有限公司测序。将测序获得的 Pm-FBP
中间片段、3和 5序列与马氏珠母贝基因组(Du et al, 
2017)中已知的部分进行比对，利用软件将获得的

Pm-FBP 中间片段与 3和 5的序列片段进行拼接，

终得到 Pm-FBP 全长序列。 
1.3.4  Pm-FBP 的生物信息学分析    利用 SMART
在线分析工具确定本研究克隆所得的 cDNA 序列为

FBP基因；利用 DNAMAN软件进行氨基酸序列推导；

ORF Finder 软件找到 Pm-FBP 的开放阅读框；ExPASy- 
ProtParam tool 进行氨基酸的理化性质分析(王玉红等, 
2018)；SignalP 4.1 软件进行信号肽的预测；TMHMM 
Server 软件分析氨基酸的跨膜结构(王修芳等, 2016)；
SWISS-MODEL 软件进行氨基酸三级结构分析(曲玲

等, 2015)；通过多序列比对，将 Pm-FBP 与部分已知

物种的 FBP 氨基酸序列进行同源性分析；利用 Mega 
6.0 构建生物系统进化树(王竹青等, 2018)。 
1.3.5  Pm-FBP 在各组织以及不同温度下鳃中的时序

表达差异     本研究以 β-actin 为内参基因，利用

2–ΔΔCt 法计算 Pm-FBP 基因在不同组织以及实验温度

下各时间点的相对表达量，分别以外套膜和 22℃组

为对照进行标准化处理以后，利用 SPSS 软件以进行

单因素方差分析(One-way ANOVA)、组间表达量均值

比较和 Duncan 多重比较(P<0.05)。 

2  结果与分析 

2.1  Pm-FBP 序列分析  

本研究通过 RACE技术获得了 Pm-FBP的全长序

列。Pm-FBP 总长为 1381 bp，5 UTR 为 54 bp，3 UTR
为 62 bp，开放阅读框(ORF)为 1020 bp，编码 339 个

氨基酸(图 1)。Pm-FBP 无信号肽，无跨膜结构，具有

FBP 保守的 FBPase 结构域，1 个潜在的 N-糖基化位

点，6 个潜在的 O-连接糖基化位点(Ser36、Ser56、
Ser57、Ser76、Ser80 和 Thr115)，46 个磷酸化位点。 

2.2  Pm-FBP 质理化性质分析 

Pm-FBP 的理论分子量为 37.13 kDa，等电点为

6.02。其中，含量较高的氨基酸有 Gly (G) 8.8%，Ser 
(S) 8.6%，Leu (L) 8.0%；带负电的残基总数(Asp+Glu)  

 
 

图 1  Pm-FBP 的核苷酸序列分析 
Fig.1  The nucleotide sequence analysis of Pm-FBP 

5和 3非编码区用小写字母表示；开放阅读框及推导的氨

基酸序列用大写字母表示；阴影部分为保守结构域 Pfam 
FBPase；下划线表示 6 个 O-连接糖基化位点；双下划线 
表示 N-糖基化位点；加粗字体表示金属离子结合位点 
5 UTR and 3 UTR are indicated with small letters; Open 
reading frame and the deduced amino acid sequences are 

indicated with capital letters; The shaded portion is  
conserved domains of Pfam FBPase; The six O-linked 
glycosylation sites are underlined; Double underline  

denotes N-glycosylation site; The bold font represents  
the metal ion binding site 

 
为 40 个，正电的残基总数(Arg+Lys)为 37 个；脂溶指

数是 86.58，平均亲水性(Grand average of hydropathicity, 
GRAVY)为–0.211，为亲水性蛋白(图 2)。FBP 的二级结

构预测结果显示，α 螺旋结构占整体的 30.97%，β 转角

为 11.50%，延伸链为 22.71%，无规则卷曲为 34.81%。 

2.3  FBP 多序列比对及进化树构建 

为确定 Pm-FBP与其他物种的同源性，将 Pm-FBP
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与长牡蛎(Crassostrea gigas)、虾夷扇贝(Mizuhopecten 
yessoensis)、文昌鱼 (Branchiostoma belcheri)和果蝇

(Drosophila elegans)的 FBP 序列进行比对，结果显示，

Pm-FBP 与长牡蛎 FBP 相似度 高，为 83% (图 3)。
对 Pm-FBP 进行三级结构的预测，与长牡蛎、虾夷扇

贝 FBP 的三级结构进行比较分析，发现三者的相似

性极高，都以无规则卷曲为主(图 4)，说明 FBP 在三

维结构上的保守性较高。 
 

 
 

图 2  Pm-FBP 的疏水性 
Fig.2  The hydrophobicity of Pm-FBP 

 
将 Pm-FBP 与长牡蛎、虾夷扇贝、章鱼(Octopus 

bimaculoides)、海兔(Aplysia californica)、美洲鲎(Limulus 
polyphemus)、中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)、凡纳滨对

虾、日本囊对虾(Marsupenaeus japonicus)、文昌鱼、锦

龟(Chrysemys picta bellii)、鲦鱼(Cyprinodon variegatus)、
红树林鳉鱼(Kryptolebias marmoratus)的 FBP 基因序

列建立系统进化树，结果显示，FBP 先与长牡蛎、虾

夷扇贝汇聚一支，再与其他软体动物汇聚成一支，节

肢动物和脊椎动物分别汇聚成两支(图 5)，这与传统

的分类基本一致。 

2.4  Pm-FBP 在马氏珠母贝不同组织中的表达量检测 

本 研 究 通 过 实 时 荧 光 定 量 PCR 技 术 检 测

Pm-FBP 在马氏珠母贝闭壳肌、鳃、性腺、肝胰腺、

足和外套膜的表达情况，结果如图 6 所示，Pm-FBP
基因在不同组织中表达量的变化从高到低依次为

GO>HE>GI>M>F>A，Pm-FBP 在性腺中表达量 高

(P<0.05)，其次是肝胰腺和鳃，足和外套膜的表达量

较低，闭壳肌中几乎不表达。 

2.5  不同温度下马氏珠母贝鳃中 FBP 的时序表达 

实 验 采 用 实 时 荧 光 定 量 PCR 技 术 检 测 了

Pm-FBP 在鳃中的表达量，结果显示，Pm-FBP 在高

温组和低温组的表达量都出现了先升高后降低的趋

势，且均在 72 h 时达到 大值(P<0.05)，由此可推测，

该基因与马氏珠母贝环境温度胁迫存在很强的相关

性；120 h 时，高温组和低温组 Pm-FBP 表达量均显

著下降(P<0.05)，说明 Pm-FBP 很可能主要在短期温

度胁迫中起重要作用(图 7)。 

3  讨论 

本研究利用 RACE技术克隆获得 Pm-FBP全长序

列，该基因全长为 1381 bp，共编码 339 个氨基酸。

Pm-FBP 具有 FBP 共有的一个保守结构域 Pfam 
FBPase(曲玲等, 2015; Cota-Ruiz et al, 2015)，证实了

本研究克隆所得到的序列为 Pm-FBP。FBP 是糖异生

过程中的关键酶，受到异构调节、共价修饰和激素等

机制的共同调节(王锐等, 2010)。其中，共价修饰又

包括蛋白的磷酸化和去磷酸化(Wang et al, 2017)。
Pm-FBP 中存在 46 个磷酸化位点、6 个 O-连接糖基

化位点和 1 个 N-糖基化位点，也说明 FBP 可能通过

蛋白质磷酸化修饰和糖基化来行使其蛋白功能(陈虎

等, 2016)。此外，Pm-FBP 中存在 1 个 FBPase 序列基

序 DPLDGSS (Asp-Pro-Ile/Leu-Asp-Gly/Ser-Thr/Ser)，
此基序已被证明能够结合金属离子参与催化(York et al, 
1995)，与 FBPase 需要金属离子催化的结论相符

(Serrato et al, 2009; Rakus et al, 2013)。序列比对结果

表明，Pm-FBP 与长牡蛎 FBP 同源性 高，为 83%；

Pm-FBP 与长牡蛎、虾夷扇贝的 FBP 三级结构极为相

似，说明 Pm-FBP 在双壳类动物进化过程中相对保守。 
实时荧光定量 PCR 结果显示，Pm-FBP 在肝胰腺

有较高水平的表达，与大菱鲆(Nie et al, 2015)、银鲫 
(王锐等, 2010)的研究结果一致。此外，研究表明，贝

类处于繁殖期时，需要大量的能量储备用于精卵发

育。在性腺发育过程中，贝体摄食获得的粗蛋白和

粗脂肪含量随着精卵细胞的发育成熟不断增加，然

后在休止期大量流失，糖类的含量在增殖期开始下

降，成熟期达到 低，排放期后急剧升高，贝体肥

满度及生化成分变化与繁殖周期的变化有着密切的

关系(程亮等, 2013; Mendo et al, 2016)。本研究发现，

Pm-FBP 在性腺中高表达(P<0.05)，说明 FBP 作为能

量产生途径的关键酶，可能参与了性腺发育过程中的

能量提供。 
温度胁迫对贝类生理代谢具有显著影响。研究表

明，海水温度剧烈变化时，急剧的水温变化对虾夷扇贝

(吴彪等, 2016; 高振锟等, 2017)、栉孔扇贝(Azumapecten 
farreri)(Jiang et al, 2017)和文蛤(Meretrix meretrix 
L)(冯建彬等, 2004)等海洋贝类的摄食能力、呼吸及排

泄等均有较大影响。此外，温度能够直接影响贝体的

新陈代谢活动，进而影响贝体的能量收支和生长过 
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图 3  Pm-FBP 的多序列比对 
Fig.3  Multisequence alignment of Pm-FBP 

“*”表示保守的氨基酸；“：”表示具有强烈相似性的氨基酸；“.”表示具有弱相似性的氨基酸 
“*” indicates the conserved amino acid; “:” indicates amino acids with strong similarities;  

“.” indicates amino acids with weak similarities 
 

 
 

图 4  马氏珠母贝(A)、长牡蛎(B)和虾夷扇贝(C) FBP 蛋白质分子结构 
Fig.4  The spatial structure of FBP Protein molecules in P. fucata martensii (A) ,C. gigas (B) and M. yessoensis (C) 
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图 5  Pm-FBP 的系统进化树 
Fig.5  The phylogenetic tree of Pm-FBP 

 

 
 

图 6  Pm-FBP 在马氏珠母贝不同组织中的表达分布 
Fig.6  Pm-FBP gene expression profiles in  

different tissues of P. fucata martensii 

A：闭壳肌；GI：鳃；GO：性腺；HE：肝胰腺；F：足； 
M：外套膜。不同字母代表差异显著(P<0.05)，下同 

A: Adductor muscle; GI: Gill; GO: Gonads; HE: 
Hepatopancreas; F: Foot; M: Mantle. Different letters 

represent significant difference (P<0.05), the same as below 
 

程(姜娓娓等, 2017)。糖异生作用是在机体处于饥饿

状态下，各种非糖苷底物经过一系列酶促反应合成内

源性葡萄糖的过程，以保证机体的血糖处于正常水平

(宫官等, 2013)。FBP 作为催化糖异生过程中的限速

酶，关于 FBP 应对温度胁迫的研究主要集中在植物

(徐文亭等, 2013; 何斌等, 2015)，贝类中关于温度胁

迫与 FBP 的关系尚未明确。鳃是贝类的重要的代谢

器官，具有呼吸和滤食等多种功能。作为与外界接触

的器官，水温的变化能够直接影响鳃的功能以及作

用。本研究采用实时荧光定量 PCR 技术检测了

Pm-FBP 在低温组、对照组和高温组马氏珠母贝鳃的

时序表达模式。结果表明，Pm-FBP 表达量在高温组

和低温组都出现了先升高后降低的趋势，且均在 72 h
时达到 大值(P<0.05)，由此可推测，该基因与马氏

珠母贝生存环境温度和胁迫存在很强相关性；120 h

时高温组和低温组 Pm-FBP 表达量均显著下降

(P<0.05)，这说明 Pm-FBP 很可能主要在短期温度胁

迫中起重要作用。在植物体处于高温情况下，FBP 基

因在短期会有一个应激上调的过程，但在长期高温情

况下，FBP 表达会趋于稳定(陈虎等, 2016; 曲玲等, 
2015)，与本研究的高温组结果一致。推测贝体处于

温度胁迫条件下，机体代谢水平下降，总糖含量处于

较低水平，FBP 通过参与糖异生过程使马氏珠母贝机

体的糖含量处于正常水平。本研究结果证明了

Pm-FBP 基因可能是马氏珠母贝在适应温度骤变环境

过程中的重要基因，为马氏珠母贝抗逆基因筛选以及

温度胁迫响应机制的深入研究提供参考资料。 
 

 
 

图 7  不同温度下马氏珠母贝鳃中 Pm-FBP 基因的时序表达 
Fig.7  Temporal expression of the Pm-FBP gene in the gills 

of P. fucata martensii at 17℃, 22℃, and 32℃ 

大写字母表示同一时间点、不同实验组间的 Pm-FBP 表达量

的统计结果；小写字母为不同时间点、相同实验组间 Pm-FBP
表达量的统计结果 

Capital letters indicate the statistical results of Pm-FBP 
expression levels at the same time point in different 

experimental groups; Lowercase letters are the statistical 
results of the Pm-FBP expression levels in the same 

experimental group at different time points 
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cDNA Cloning of FBP Gene in Pinctada fucata martensii and  
Its Response to Temperature Stress 

LAI Zhuoxin1, LIU Ya1, WANG Qingheng1,2①
, ZHENG Zhe1,2, DENG Yuewen1,2 

(1. Fisheries College, Guangdong Ocean University, Zhanjiang  524088; 2. Pearl Breeding and  
Processing Engineering Technology Research Center of Guangdong Province, Zhanjiang  524088) 

Abstract    Fructose 1,6-bisphosphatase (FBP) is the rate-limiting enzyme in the gluconeogenesis 
process. When animals and plants are exposed to adverse environmental conditions, such as temperature 
stress, FBP participates in the gluconeogenesis pathway to maintain the body’s sugar balance, playing an 
important role in animal and plant stress resistance. In this study, we obtained the FBP gene of the pearl 
oyster Pinctada fucata martensii (Pm-FBP) using the RACE technique and detected the expression level 
of this gene in six tissues of P. fucata martensii as well as its temporal expression pattern in the gill at 17℃ 
(low-temperature group), 22℃ (control group), and 32℃ (high-temperature group). According to the 
results of sequence analysis, the full-length Pm-FBP sequence was 1381 bp long, including a 54 bp 5 
UTR and a 62 bp 3 UTR. The open reading frame was 1020 bp long, encoding a peptide of 339 amino 
acids with a predicted molecular mass of 37.13 kDa. The isoelectric point of Pm-FBP was 6.02. Pm-FBP 
had a Pfam FBPase conserved domain, 6 potential O-linked glycosylation sites (Ser36, Ser56, Ser57, 
Ser76, Ser80, and Thr115), a potential N-glycosylation site, a metal-binding site (Asp-Pro-Ile/Leu-Asp- 
Gly/Ser-Thr/Ser), and 46 phosphorylation sites. Multiple sequence alignment showed that Pm-FBP had 
the highest homology with the corresponding gene in Crassostrea gigas, with a similarity value of 83%. 
The phylogenetic tree indicated that Pm-FBP was clustered with shellfish such as C. gigas, and then 
clustered with other mollusks, and arthropods and vertebrates were clustered together, and the 
evolutionary tree was clustered into three branches. Real-time fluorescence quantitative results showed 
that Pm-FBP was expressed in the adductor muscle, gill, gonads, hepatopancreas, foot, mantle, and other 
tissues. The gonads had the highest expression of Pm-FBP, followed by the hepatopancreas and gill. 
Time-series analysis showed that Pm-FBP expression first increased and then decreased, reaching the 
maximum at 72 h, which indicates that it may be involved in the response of P. fucata martensii to 
temperature stress. The Pm-FBP expression levels in the high-temperature and low-temperature groups 
decreased significantly at 120 h, suggesting that Pm-FBP may play an important role in short-term 
temperature stress. The results of this study provide reference data for further exploration of the 
adaptability of P. fucata martensii under temperature stress.  
Key words    Pinctada fucata martensii; FBP; Temperature stress; Expression analysis; Gene cloning  
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