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马氏珠母贝 IKKε 同源基因的克隆及表达分析
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摘 要 IKKε (inhibitor of NF-κB kinases ε)是 NF-κB (nucleur factor κB)信号通路中的关键成员，参与调控

细胞的分化、发育、凋亡及免疫反应。本研究根据马氏珠母贝转录组数据库中注释为 IKKε 的 unigene 序列设

计引物，应用 cDNA 末端快速扩增(RACE)技术克隆获得了马氏珠母贝(Pinctada martensii) IKKε 基因 cDNA
的全长序列(PmIKKε)并对其序列特征进行分析；同时利用荧光定量 PCR (Real-time PCR)技术检测了马氏珠

母贝六个组织中 PmIKKε 基因 mRNA 的表达。结果表明：PmIKKε 基因 cDNA 全长 2 843 bp，其中 5' UTR 为

116 bp，3' UTR 为 516 bp，含有 27 bp polyA，开放阅读框为 2 211 bp，编码 737 个氨基酸残基。预测其分子量

为 85.07 kD，等电点为 6.17。多序列比对显示 PmIKKε 与其它物种 IKKε 有较高的同源性，与牡蛎的序列相

似性有 45%。软件分析结果显示 PmIKKε 的 N 端含有一个蛋白激酶功能结构域和一个 MAPKK (mito-
gen-activated protein kinase kinase)的激活位点，C 端含有一个亮氨酸拉链(leucin zipper, LZ)和一个螺旋 - 环 -

螺旋结构(helix-loop-helix, HLH)。荧光定量 PCR 分析表明 PmIKKε 在马氏珠母贝肝胰脏、性腺、血淋巴、鳃、
外套膜、闭壳肌六个组织中均有表达，肝胰脏中表达量最高。本研究为进一步阐述 PmIKKε 在马氏珠母贝生

长、发育及先天性免疫中的作用提供理论基础。
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Abstract IKKε (inhibitor of NF-κB kinases ε) is an important component in the NF-κB (nucleur factor κB) sig-
nal pathway and plays crucial roles in the differentiation, development, apoptosis and immune response. In this
study, based on the unigene sequence annotated as IKKε in the transcriptome database of Pinctada martensii, using
rapid amplification of cDNA ends technology, the full length of IKKε gene was obtained from Pinctada martensii
(PmIKKε). The obtained full length of PmIKKε cDNA was 2 843 bp, containing a 5' untranslated region (UTR) of
116 bp and a 3' UTR of 516 bp with 27 bp polyA tail. The open reading frame (ORF) was 2 211 bp encoding 737
amino acid residues. The predicted molecular weight was 85.07 kD, isoelectric point was 6.17. Multiple sequence
alignment indicated that IKKεwas highly conservative among species and PmIKKε had 45% sequence identity with
that from Crassostrea gigas. The N-terminal region contained a kinase domain and a mitogen-activated protein kinase
kinase (MAPK), The C-terminal region contained a leucine zipper (LZ) domain and a helix-loop-helix (HLH) motif.
Real-time PCR analysis demonstrated that PmIKKε was constitutively expressed in all studied tissues (aductor
muscle, gonad, hepatopancreas, mantle, hemocytes, gill) in P. martensii with the most abundant mRNA in the hep
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atopancreas. These studies provide the basis for the further study of the function of PmIKKε in growth, development
and innate immunity in mollusk.
Keywords IKKε, Pinctada martensii, Gene clone, Real-time PCR

核因子 κB (nucleur factor κB, NF-κB)是一种广

泛存在于真核细胞内的核内转录因子，是多种信号

途径的汇聚点，参与调控细胞的增殖、凋亡、分化、应
激和免疫反应(曾朋等, 2007; 杨建营等, 2011; Huang
et al., 2012)。在未受刺激的细胞中，NF-κB与 IκB
(inhibitor of NF-κB)蛋白结合，使 NF-κB无法进入细

胞核发挥转录因子的功能(Zhang et al., 2009; 杨建营

et al., 2011)。IκB激酶(IκB kinases, IKKs)是一种丝氨

酸 / 苏氨酸蛋白激酶家族，目前发现 IKKs 由具有催

化 活 性 的 IKKα、IKKβ、IKKε 和 没 有 催 化 活 性 的

IKKγ 和 IKAP (IKK complex-associated protein)五个

成员组成。IKKs 能磷酸化 IκB上的特定位点，使 IκB
泛素化并最终被蛋白酶体降解，解除 IκB对 NF-κB
的抑制作用，从而使 NF-κB入核发挥转录因子的功

能 (Xiong et al., 2008)。 IKKε (IkB kinase epsilon)为

IKK 家族新发现的成员之一，与较早发现的 IKK 家

族成员 α/β 一样,在 N 末端都包含一个丝氨酸 / 苏氨

酸激酶结构域(李会兵, 2012)。研究发现 IKKε 不仅

可以通过磷酸化 IκB 来激活 NF-κB，在果蝇中，

IKKε 过表达到一定的程度时，能够直接与 IAP1 (in-
hibitor of apoptosis proteins 1, IAP1)结合并使之磷酸

化，使 IAP1 失去了抑制 caspases 的能力，以间接的

方式影响细胞正常形态的发生以及其它生理进程

(Bergmann, 2006)。
马氏珠母贝是我国培育海水珍珠的主要贝类。已

有学者对马氏珠母贝的 NF-κB同源物(Wu et al., 2007;
Huang et al., 2012)，IκB (Zhang et al., 2009)进行了序

列分析并检测了它们在脂多糖 LPS 和溶藻弧菌刺激

下的反应。Xiong 等(2008)在马氏珠母贝中发现了

IKK 同源物(Pf-IKK)，其序列与老鼠(mouse)的 IKK-α
有 39%的同源性，与牡蛎(Crassostrea gigas)的 IKK-α
有 66%的同源性。这些研究均表明在马氏珠母贝体

内存在典型的 NF-κB信号通路。IKKε 作为 IKK 家

族新发现的成员之一，在马氏珠母贝中还未见报道。
本研究采用 RACE 技术获得了马氏珠母贝 IKKε 基

因全长序列(PmIKKε)，同时利用荧光定量 PCR (Real-
time PCR)技术检测了 PmIKKε 在马氏珠母贝六个组

织中的表达量，旨在为进一步阐述 NF-κB信号通路

在马氏珠母贝体内各种生理进程中的作用提供理

论基础。

1 结果与分析

1.1 PmIKKε 基因的克隆及序列分析

根据马氏珠母贝珍珠囊的转录组数据库中注释

为 IKKε 的 unigene 序列设计 IKKε 基因的特异性引

物，采用 5' RACE 扩增 IKKε 基因的 5' 上游序列，3'
RACE 扩增 IKKε 基因的 3' 下游序列，分别获得了

186 bp 的 5' 端上游序列和 2 282 bp 的 3' 端下游序

列，序列经拼接后获得 2 843 bp 的马氏珠母贝 IKKε
(PmIKKε)基因 cDNA 全长序列(图 1)。该序列 5' UTR
为 116 bp，3' UTR 为 516 bp，包含 27 bp 的 polyA 尾

巴，开放式阅读框为 2 211 bp。预测其分子量为

85.07 kD，等电点为 6.17。

1.2 PmIKKε 基因氨基酸序列分析

PmIKKε 可编码 737 个氨基酸，软件分析结果显

示 PmIKKε 的 N 端含有一个蛋白激酶功能结构域，

一个 MAPKK 的激活位点，在 C 端含有一个亮氨酸

拉链(leucin zipper, LZ)和一个螺旋 - 环 - 螺旋结构

域(helix-loop-helix, HLH) (图 1)。采用 ClusterW5.0
将马氏珠母贝的 IKKε 与其它物种 IKKε 蛋白序列

进行多序列比对分析，结果表明，各物种间的 IKKε
有较高的保守性，PmIKKε 与牡蛎的序列相似性有

45%，保守性区域多位于 IKKε 蛋白 N 端的蛋白质激

酶结构域部分。PmIKKε 同已报道的马氏珠母贝 IKK
同源物的相似性仅为 27% (图 2)，说明 PmIKKε 与已

报导的 IKK 同源物属于不同的 IKK 家族。采用

MEGA5.1 软件将马氏珠母贝、牡蛎、凡纳滨对虾、果
蝇、罗非鱼、鼠和人的 LST8 蛋白序列进行聚类分析，

如图 3 所示，马氏珠母贝与牡蛎聚在一起，人、鼠和

罗非鱼聚在一个分支，果蝇和凡纳滨对虾聚在一个

分支，聚类结果与传统的分类吻合。

1.3 PmIKKε 的组织定量分析

采用荧光定量 PCR 检测了马氏珠母贝 IKKε 基

因 mRNA 在六个组织中的表达，结果显示，PmIKKε
在马氏珠母贝的外套膜，肝胰脏、鳃、珍珠囊、闭壳肌

和性腺中均有表达，但表达量存在显著性的差异，在

肝胰脏中的表达显著高于其它组织，其次是性腺和

鳃(图 4)。
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图 1 马氏珠母贝 PmIKKε 基因序列分析

注: 大写字母代表编码序列(ORF); 小写字母代表非编码序列(UTR); 灰色框显示蛋白激酶结构域(13~283); 其中的 MAPKK 激活位

点用下划线标记(237~241); 斜体及下划线标识的是亮氨酸拉链的结构域(513~566); 无色框标记螺旋环螺旋结构域(587~661)
Figure 1 Sequence analysis of PmIKKε gene
Note: Open reading fragment are shown in capital letters; 5' and 3' UTR regions are shown in small letters; Protein kinase domain is
shown in grey box (13~283); The underlined sequence (237~241) is MAPK active site; The underlined italic letters (513~566) is leucine
zipper (LZ) domain; Helix-loop-helix (HLH) motif is shown in colorless box (587~661)

2 讨论

真核生物细胞核转录因子 NF-κB 广泛存在于

从昆虫到人类的各种生物细胞中，参与调控细胞的

分化、发育、凋亡、黏附及炎症反应。IKKs 在 NF-κB

的活化过程中发挥重要作用。当细胞受到外部信号

刺激时，激活的 IKKs 使 IκB 磷酸化，磷酸化的 IκB
被泛素化和降解，从而使 NF-κB 解除了 IκB 的抑制

作用。IKKs 家族有五个组成成员：IKKα、IKKβ、IKKε
和 IKKγ 和 IKAP。在哺乳动物内，IKKε 同 IKKα 和

马氏珠母贝 IKKε 同源基因的克隆及表达分析
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图 2 IKKε 蛋白质序列多序列比对

Figure 2 Multi-alignment of IKKε
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图 3 IKKε 蛋白质序列聚类分析

Figure 3 Cluster analysis of IKKε protein sequence

图 4 PmIKKε 基因 mRNA 在马氏珠母贝不同组织中的表达分布

注: A: 闭壳肌; B: 性腺; C: 肝胰腺; D: 外套膜; E: 珍珠囊; F: 鳃;
柱上的不同字母表示差异显著 (p<0.05); 相同字母表示差异不

显著(p>0.05)
Figure 4 Expression patterns of PmIKKε in different tissues from
P. martensii
Note: A: Aductor muscle; B: Gonad; C: Hepatopancreas; D:
Mantle; E: Hemocytes; F: Gill; Different letters above the bars
represent significant differences at the p<0.05 level; The same
letters above the bars represent no significant differences at the
p>0.05 level

IKKβ 有较高的相似性，在 N 端都有一个激酶结构

域，该结构域可以磷酸化 IκB，从而激活 NF-κB 信号

通路(Peters et al., 2000)。本研究所获得的马氏珠母贝

PmIKKε 的 N 端也有一个激酶结构域，多序列比对

显示该结构域在物种间具有很高的保守性，由此可

见该结构域的重要性。另外，同 IKKs 家族成员结构

一样，PmIKKε 的蛋白序列的 C 端也含有一个 LZ 和

一个 HLH 结构。LZ 是介导 DNA 结合蛋白质和其它

蛋白质结合的一种结构基元。HLH 结构是由一个短

的 α- 螺旋通过一个环与另一个长的 α- 螺旋组成的

结构。HLH 和 LZ 结构是 IKK 家族间形成同源或者

异源二聚体的基础(Kwak et al., 2000)。这些信息表明

PmIKKε 的序列及结构特征与 IKKs 家族成员有很

高的同源性。
基因在不同组织中的表达模式为研究基因功能

提供参考。为进一步探讨 PmIKKε 在马氏珠母贝中

的功能，我们分析了 PmIKKε 基因 mRNA 在马氏珠

母贝六个不同组织中的表达模式。结果显示，PmIKKε
在马氏珠母贝的六个组织中均有表达，以肝胰脏中

的表达量最高。该研究结果说明 PmIKKε 在马氏珠

母贝体内参与的功能比较广泛。肝胰脏是贝类免疫

器官，可以分泌各种免疫酶来对抗外来物的干扰。对

于没有特异性免疫的贝类来说，肝胰脏的功能显得

尤为重要(Tiscar and Mosca, 2004)。研究报道，IKKε
所介导的 NF-κB 信号通路可以诱导紫色磷酸酶和超

氧化物歧化酶的表达(Darville et al., 2000; Matsumoto
et al., 2001)。我们推测，在贝体受到外界刺激后，

IKKε 可以激活 NF-κB 信号通路，促进肝胰脏分泌

免疫酶来对抗外界刺激。这些结果表明，相对于的其

它组织，马氏珠母贝肝胰脏可能具有较为活跃的的

NF-κB信号通路，进一步证明肝胰脏在贝类先天性

免疫中的重要作用。
综上所述，本研究根据马氏珠母贝转录组数据

为基础，应用 RACE 技术获得的 IKKε 家族新成员

PmIKKε 的 cDNA 全长序列并对其功能进行初步的

探讨。我们的研究结果证明 PmIKKε 在分子水平及

功能上与高等生物 IKK 家族成员具有很高的相似

性，本研究可为进一步探讨 PmIKKε 及其所在的

NF-κB信号通路在马氏珠母贝先天性免疫中的作用

奠定基础。

3 材料与方法

3.1 实验材料

马氏珠母贝外套膜为 RACE 的材料。提取成体

马氏珠母贝的闭壳肌、外套膜、鳃、肝胰脏、血淋巴、
性腺 6 个组织的总 RNA 为荧光定量 PCR 的实验材

料，每个组织至少取 5 个平行个体。

3.2 菌种与质粒

克隆载体 pMD18-T Vector 和感受态 JM109 购

买于 TaKaRa 公司。

3.3 主要试剂

LA Taq 酶 和 RACE 试 剂 盒 (clontech)购买于

TaKaRa公司，M-MLV RTase cDNA Synthesis Kit 和

Trizol 购买于 Invitrogen 公司，DyNAmoTM Color Flash
SYBR Green qPCR Kit 购买于 Thermo 公司，其它试

剂为国产分析纯试剂。

3.4 RACE 获得目的基因全长序列

根据马氏珠母贝转录组数据库中注释为 IKKε 的

unigene 序列设计 IKKε 基因特异性引物，5' RACE 和

3' RACE 的操作按照 clontech 的 SMARTTM RACE

马氏珠母贝 IKKε 同源基因的克隆及表达分析
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cDNA Amplification Kit 说明书进行，将获得的目的

片段分离纯化并连接到 pMD18-T 载体上，然后再转

化到 JM109 感受态细胞中，通过菌落 PCR 挑选阳性

克隆并进行测序，将测序后的序列与已知的片段进行

拼接获得目的基因的 cDNA 全长(Jiao et al., 2012)。所

用的特异性引物见表 1。
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表 1 马氏珠母贝 PmIKKε 基因克隆及荧光定量所用的引物

Table 1 Primers for gene clone and characterization of PmIKKε

引物

Primer
A
B
C
D
E
F

序列(5'-3')
Sequence (5'-3')
GGCAATTTGTGCTGTGTATCTGGGGTCA
CTGTTGCCCCTCTTCCAAGACAATCTTC
CGACAGCAAGGTTTTTCTCATCGTGACA
GCCTGGTGTACAAGCTCTCAGACTTTGG
AGAGATAGAATGGTGTAGGGAGC
CAATGTGGTGTTTTGTAGACTGA

注: A: 5' RACE 外侧引物; B: 5' RACE 内侧引物; C: 3' RACE
外侧引物; D: 3' RACE外侧引物; E: qPCR正向引物; F: qPCR
反向引物

Note: A: 5' RACE outer primer; B: 5' RACE inner prime; C: 3'
RACE outer primer; D: 3' RACE inner primer; E: qPCR forward
primer; F: qPCR reverse primer

3.5 目的基因的生物信息学分析

用 bl2seq (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2s
eq/wbl-ast2.cgi)对测序结果及已知的 unigene 序列进

行比对拼接，得到各基因的全长 cDNA 序列；ORF
finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html)来预

测编码框及非编码区，分子量和等电点在 Expasy 网

站进行分析(http://web.expasy.org/compute_pi/)。

3.6 实时定量 PCR法检测目的基因的表达

荧光定量 PCR 法检测马氏珠母贝六个组织中

IKKε 基因 mRNA 的表达，beta-actin 作为内参基因，

采用 ABI step one Software 系统对荧光定量 PCR 结

果进行分析，标本重复性及组间 差 异 比 较 采 用

SPSS16.0 进行统计。
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