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摘要：为探究5-羟色胺2A受体(5-HT 2A receptor, 5-HT2AR)基因在海水贝类生长发育中的
作用，本研究通过RACE技术和实时荧光定量PCR(qRT-PCR)克隆了厚壳贻贝5-HT2AR 基
因的cDNA全长，并分析该基因的时空表达。结果显示，5-HT2AR基因全长2 636 bp，开
放阅读框(ORF)2 124 bp，共编码707个氨基酸。序列分析结果显示该序列与人、小鼠、
斑马鱼、长牡蛎和虾夷扇贝等物种分别具有45%、45%、48%、49%和67%的同源性。厚
壳贻贝雌雄成体各组织和器官中均有5-HT2AR基因表达，雄性中的鳃表达量最高，而在
雌性鳃、外套膜和性腺中的表达稍高于其他组织和器官；推测该基因可能与厚壳贻贝的
摄食、对外界环境的感知及促进卵母细胞成熟有关。5-HT2AR基因在厚壳贻贝各发育阶
段均有表达，且稚贝的表达量为眼点幼虫的1.4倍，推测5-HT2AR基因可能参与了调控厚
壳贻贝幼虫的生长发育过程。本研究为进一步了解5-HT基因家族在双壳贝类中的功能奠
定了基础。
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作为一种生物单胺类物质，5-羟色胺(5-hy-

droxytryptamine, 5-HT)广泛分布于动物体内，并

在其各种行为中发挥关键性调控作用 [1]。在哺乳

动物中，5-HT可以影响生物的各种生理活动，

包括学习、情绪、睡眠、运动、生殖和疼痛感

知等 [1-2]。在无脊椎动物中，5-HT参与调节了生

物的生长发育、记忆、交配及生物节律等 [3 -4]。

在软体动物中，5-HT及其受体也被证明参与了

多种生理活动，包括摄食[5]、记忆[6]、运动[7]、生

殖 [8-9]和昼夜节律 [10]等。5-HT通过控制和启动生

殖细胞的释放以及影响生殖细胞的成熟而在一

些软体动物的繁殖过程中发挥重要作用[11-12]。

5-羟色胺受体家族(5-HT receptors, 5-HTRs)除

了5-HT3受体是配体门控离子通道外，其余均属

于G蛋白偶联受体(G-protein-coupled receptors, GP-

CRs)超家族 [13-14]，至少包含14个不同的亚型，是

神经递质受体最复杂的家族之一 [15]。GPCRs是七

次跨膜的受体，在一些海洋无脊椎动物幼虫，

例如厚壳贻贝(Mytilus coruscus)[16-19]的生长发育尤

其是附着变态中起到重要的调控作用。

厚壳贻贝是我国重要的经济贝类 [16， 20]和污

损生物[19]，厚壳贻贝的生活史具有浮游和底栖两

个阶段，附着变态是衔接这两个阶段的重要过

程，若幼虫不能顺利完成附着变态这一环节则

会大量死亡。本课题组以往研究发现5-HT能促

进厚壳贻贝幼虫的变态发育，且5-HT免疫阳性

信号最初出现于担轮幼虫早期的顶感受器细

胞，推测其在幼虫变态发育过程中发挥重要调

控作用 [16， 21]，然而其受体基因的潜在功能尚未

得知。本研究通过RACE技术首次获得了厚壳贻
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贝5-HT2AR基因的全长cDNA序列，利用qRT-
PCR检测5-HT2AR基因在厚壳贻贝各发育阶段及成

体各组织的表达情况，旨在为研究5-HTR家族基

因在贝类生长、发育过程中的调控作用奠定基础。

1    材料与方法

1.1    实验材料

厚壳贻贝成贝采自浙江舟山嵊泗枸杞岛附

近海域，成贝取回实验室后暂养1周，暂养结束

后解剖取得雄性和雌性成贝的血淋巴、闭壳

肌、足、外套膜等组织样品，以及鳃、性腺和

消化腺等器官样品。收集厚壳贻贝附着变态前

后5个发育阶段样品，包括担轮幼虫、D形幼

虫、壳顶幼虫、眼点幼虫、稚贝。样品收集后

立即在液氮中速冻，储存在–80 °C冰箱中用于随

后的RNA提取。

1.2    Total RNA提取和cDNA第一链合成

使用RNAiso Plus试剂(TaKaRa，美国)，参照

说明书提取厚壳贻贝样品的总RNA，使用Turbo
DNase试剂盒(Ambion，美国)去除RNA中残留的

基因组DNA污染，RNA的浓度和完整性通过Nan-
odrop 2000超微量分光光度计(Thermo Scientific，
美国)和琼脂糖凝胶(1%)电泳检测。使用SMARTerTM

RACE 5′/3′ Kit(Clontech，日本)，参照说明书合

成RACE cDNA第一条链。按照制造商的说明，

通过Transcriptor First Strand cDNA Synthesis
Kit(Roche, Germany)进行cDNA的制备。

1.3    5-HT2AR基因克隆

本实验采用RACE克隆技术获得5-HT2AR基

因的全长，在厚壳贻贝转录组数据库中找到5-
HT2AR基因序列，根据该序列设计3′RACE和5′
RACE的特异性扩增引物 (表1)，使用Clontech
RACE的试剂盒进行3′和5′RACE扩增。扩增得到

的目的片段经DNA回收试剂盒 (生工生物，上

海 )回收，连接到pMD 19-T载体 (TaKaRa，大

连)上并转入大肠杆菌感受态细胞DH5α(天根，北

京 )菌株中，37 °C培养过夜，经阳性克隆筛选

后，将目的菌送至上海生工测序。将3′和5′ RACE
序列拼接，获得序列经BLAST比对分析后确定

为5-HT2AR基因。

1.4    序列分析

使用BLAST对5-HT2AR基因全长进行同源

性检测；在线ORF Finder查找开放阅读框(ORF)

及其编码的氨基酸序列；ProtParam预测编码蛋

白的理化性质；PredictProtein Server预测蛋白质

的跨膜结构；NetPhos 3.0 Server预测蛋白质磷酸

化位点；NetNGlyc 1.0 Server预测糖基化位点。

氨基酸序列使用Clustal W进行氨基酸序列多重比

对，PhyML 3.0构建系统发生树。

1.5    qRT-PCR分析

提取厚壳贻贝雌雄成贝不同组织、器官及

不同发育阶段的总RNA，并分别反转录成cDNA。

根据所克隆的5-HT2AR基因序列，使用Premier

5.0软件设计荧光定量引物5-HT2AR-RT-F、5-

HT2AR-RT-R(表1)，内参基因选用EF1-α rRNA和

α-Tubulin rRNA，一并设计荧光定量引物(表1)。

使用FastStart Essential DNA Green Master试剂盒

(Roche，瑞士)，按照说明书进行实验操作，对5-

HT2AR基因在厚壳贻贝不同组织、器官和不同

发育阶段的定量表达进行qRT-PCR检测，每个样

品做4个平行。采用梯度稀释法对每个基因进行

分析，对初始模板浓度与扩增循环数建立相关

的标准曲线进行分析。以标准曲线为基础，通

过拷贝数分析了各文本的相对丰度。qPCR反应

不同的效率为90%~102%，R2≥0.99，空白对照的

模板用超纯水替换cDNA。将5-HT2AR基因在不

同样品中的表达量输入SPSS 19.0软件，对其进

行单因素方差分析(One-Way ANOVA)，P<0.05

表示显著性差异，P<0.01表示极显著性差异。

表 1    厚壳贻贝5-HT2AR基因克隆和定量所用引物序列

Tab. 1    Sequences of primers used for amplification and
quantification of M. coruscus 5-HT2AR gene

引物名称

prime name
序列

(5′-3′ sequence)
用途

usage

5-HT2AR-3′ RACE TCATCTGGCTCCGACTTTCTAAC 3′ RACE

5-HT2AR-5′ RACE ATGTAGAAGGCAAACACAGACCC 5′ RACE

5-HT2AR-RT-F ATGAAGGCTCACAACGGCAT qRT-PCR

5-HT2AR-RT-R TTGGGATATGTTGGCAGGCA qRT-PCR

α-Tubulin Rrna-F TTGCAACCATCAAGACCAAG qRT-PCR

α-Tubulin Rrna-R TGCAGACGGCTCTCTGT qRT-PCR

EF1-α Rrna-F CACCACGAGTCTCTCCCTGA qRT-PCR

EF1-α Rrna-R GCTGTCACCACAGACCATTCC qRT-PCR
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2    结果

2.1    厚壳贻贝5-HT2AR基因全长序列及其

分析

通过RACE克隆技术获得厚壳贻贝5-HT2AR
基因cDNA，该基因全长2 636 bp，包括一段5′端
未翻译区(UTR)长407 bp，一段3′端UTR长105 bp，
一个开放阅读框(ORF)长2 124 bp，编码707个氨

基酸，序列提交GenBank，登录号为MH746801。
根据氨基酸序列预测蛋白分子量为80.695 ku，等

电点为8.87。PredictProtein分析显示5-HT2AR包含

一个7次跨膜域，在克隆的5-HT2AR基因序列

中，在细胞外N末端区域内含3个N-连接糖基化

位点，存在一个相对较长的第三胞质环和一个

短的第四C端结构域，在第三个细胞质环中有

1 2个位点被蛋白激酶 A或 C磷酸化 (图 1 )， 5 -
HT2AR受体和其他物种的5-HT2AR受体具有相似

的氨基酸序列，将从厚壳贻贝中克隆获得的5-
HT2AR受体序列与双壳贝类中的虾夷扇贝、长

牡蛎以及亲缘型较远的脊椎动物斑马鱼、人和

小鼠的5-HT2AR受体序列进行比对，序列同源性

分别为67%、49%、48%、45%和45%。收集厚壳

贻贝、长牡蛎 (Crassostrea gigas)、虾夷扇贝

(Mizuhopecten yessoensis)、斑马鱼(Danio rerio)、
人 (Homo sapiens)和小鼠 (Mus musculus)的5-
HT2AR受体的氨基酸序列进行多序列比对，比

对结果显示不同物种中5-HT2AR受体的氨基酸序

列具有很多相似的特征，例如都具有7个跨膜区

域，含有高度同源的保守氨基酸序列，以及比

非跨膜区有更多保守氨基酸序列的跨膜区(图2)。
基于氨基酸序列的系统发生树分析显示, 厚壳贻

贝首先与虾夷扇贝聚为一支，后与长牡蛎聚为

一支，再依次与毕氏粗角猛蚁(Ooceraea biroi)和
温带臭虫(Cimex lectularius)等聚为一支(图3)，5-
HT2AR基因的系统发育关系与传统进化关系一致。

2.2    5-HT2AR基因在厚壳贻贝雌雄成体不同

组织及器官中的表达分析

利用qRT-PCR对5-HT2AR基因在厚壳贻贝雌

雄成体组织及器官中的表达进行了分析。结果

发现在成贝各组织及器官中，5-HT2AR基因均有

表达(图4)。其中，5-HT2AR在雄性组织中鳃表达

量显著高于性腺、消化腺等器官和组织(P<0.05)。
在雌性成贝中，各组织和器官的表达量无显著

性差异(P>0.05)，鳃、外套膜和雌性性腺的表达

稍高于其他组织。

2.3    5-HT2AR基因在厚壳贻贝不同发育阶段

的表达分析

5-HT2AR基因在厚壳贻贝幼虫发育过程中的

定量表达结果显示，5-HT2AR基因在厚壳贻贝不

同发育阶段均有表达，各组间无显著性差异

(P>0.05)。5-HT2AR基因在稚贝阶段表达量有所

上调，为眼点幼虫的1.4倍(图5)。

3    讨论

本研究通过基因克隆得到厚壳贻贝5-HT2AR
基因全长序列，该基因编码707个氨基酸，在细

胞外的N末端区域存在3个N-连接糖基化位点，5-
HT2AR基因结构域中包含一个相对较长的第三

个胞质环和一个短的第四个C端结构域，在第三个

胞质环中有12个位点通过蛋白激酶A或C进行磷

酸化，上述结果与5-HTR基因家族的特征一致[22-23]。

通过氨基酸序列比对及构建最大似然系统发生

树分析发现，厚壳贻贝5-HT2AR与双壳贝类的虾

夷扇贝、长牡蛎进行比对具有较高的同源性，

分别为67%和49%，并且与斑马鱼、人和小鼠的

5-HT2AR同源性也有45%以上，说明5-HT2AR基

因的系统发育关系与传统进化关系一致。

在本研究中，5-HT2AR基因在厚壳贻贝的

各个组织和器官中均有表达，这表明5-HT2AR基

因在厚壳贻贝的体内有广泛的分布。在雄性

中，5-HT2AR基因在鳃中表达量最高；而在雌性

中，5-HT2AR基因在鳃、外套膜和雌性性腺中表

达量较高。实验结果表明，不论是雄性个体还

是雌性个体，5-HT2AR基因均在鳃中表达量最

高，推测5-HT2AR基因可能在厚壳贻贝的摄食及

对外界环境的感知方面发挥重要作用。有研究

发现，5-HT可促进贝类卵细胞的成熟[24]，例如促

使菲律宾蛤仔(Ruditapes philippinarum)生发泡破

裂 [25]，诱导沟纹蛤仔(R. decussatus)、菲律宾蛤

仔、栉孔扇贝 (Chlamys farreri )和紫贻贝 (M.
galloprovincialis)产卵 [26]。另外，在合浦珠母贝

(Pinctada fucata)的卵巢中发现5HT2AR受体基因

的显著富集[27]。这些研究表明5-HT在无脊椎动物

的卵母细胞发育中发挥着重要的作用。本研究

发现在厚壳贻贝的雌性组织中，5-HT2AR基因在

性腺中的表达量最高，由此推测5-HT2AR基因在
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1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1 021

1 081

1 141

1 201

1 261

1 321

1 381

1 441

(图 1　Fig . 1)
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1 501

1 561

1 621

1 681

1 741

1 801

1 861

1 921

1 981

2 041

2 101

2 161

2 221

2 281

2 341

2 401

2 461

2 521

2 581

 
图 1    从厚壳贻贝中克隆获得的5-HT2AR受体的氨基酸序列

下划线表示起始密码子ATG；“*”表示终止密码子，“●”表示N-连接糖基化位点；“▲”表示蛋白激酶A/C磷酸化位点

Fig. 1    Amino acid sequence of 5-HT2ARs cloned from M. coruscus
The start codon ATG is underlined; the stop codon indicated by an asterisk; “●” indicates the N-linked glycosylation site; “▲” in-
dicates protein kinase A/C phosphorylation site
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斑马鱼 Danio rerio
人 Homo sapiens
小鼠 Mus musculus
长牡蛎 Crassostrea gigas
厚壳贻贝 Mytilus coruscus
虾夷扇贝 Mizuhopecten yessoensis
consensus

斑马鱼 Danio rerio
人 Homo sapiens
小鼠 Mus musculus
长牡蛎 Crassostrea gigas
厚壳贻贝 Mytilus coruscus
虾夷扇贝 Mizuhopecten yessoensis
consensus

斑马鱼 Danio rerio
人 Homo sapiens
小鼠 Mus musculus
长牡蛎 Crassostrea gigas
厚壳贻贝 Mytilus coruscus
虾夷扇贝 Mizuhopecten yessoensis
consensus

斑马鱼 Danio rerio
人 Homo sapiens
小鼠 Mus musculus
长牡蛎 Crassostrea gigas
厚壳贻贝 Mytilus coruscus
虾夷扇贝 Mizuhopecten yessoensis
consensus

斑马鱼 Danio rerio
人 Homo sapiens
小鼠 Mus musculus
长牡蛎 Crassostrea gigas
厚壳贻贝 Mytilus coruscus
虾夷扇贝 Mizuhopecten yessoensis
consensus

斑马鱼 Danio rerio
人 Homo sapiens
小鼠 Mus musculus
长牡蛎 Crassostrea gigas
厚壳贻贝 Mytilus coruscus
虾夷扇贝 Mizuhopecten yessoensis
consensus

斑马鱼 Danio rerio
人 Homo sapiens
小鼠 Mus musculus
长牡蛎 Crassostrea gigas
厚壳贻贝 Mytilus coruscus
虾夷扇贝 Mizuhopecten yessoensis
consensus

斑马鱼 Danio rerio
人 Homo sapiens
小鼠 Mus musculus
长牡蛎 Crassostrea gigas
厚壳贻贝 Mytilus coruscus
虾夷扇贝 Mizuhopecten yessoensis
consensus

(图 2　Fig . 2)
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斑马鱼 Danio rerio
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consensus

斑马鱼 Danio rerio
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人 Homo sapiens
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虾夷扇贝 Mizuhopecten yessoensis
consensus

斑马鱼 Danio rerio
人 Homo sapiens
小鼠 Mus musculus
长牡蛎 Crassostrea gigas

厚壳贻贝 Mytilus coruscus
虾夷扇贝 Mizuhopecten yessoensis
consensus

斑马鱼 Danio rerio
人 Homo sapiens
小鼠 Mus musculus
长牡蛎 Crassostrea gigas
厚壳贻贝 Mytilus coruscus
虾夷扇贝 Mizuhopecten yessoensis
consensus

斑马鱼 Danio rerio
人 Homo sapiens
小鼠 Mus musculus
长牡蛎 Crassostrea gigas
厚壳贻贝 Mytilus coruscus
虾夷扇贝 Mizuhopecten yessoensis
consensus

斑马鱼 Danio rerio
人 Homo sapiens
小鼠 Mus musculus
长牡蛎 Crassostrea gigas
厚壳贻贝 Mytilus coruscus
虾夷扇贝 Mizuhopecten yessoensis
consensus

斑马鱼 Danio rerio
人 Homo sapiens
小鼠 Mus musculus
长牡蛎 Crassostrea gigas
厚壳贻贝 Mytilus coruscus
虾夷扇贝 Mizuhopecten yessoensis
consensus

 
图 2    不同物种5-HT2AR氨基酸序列多重比对分析

一致性或相似度高的部分以阴影或黑色表示；序列中氨基酸一致的用“*”表示，相似的用“.”表示

Fig. 2    Multiple alignment of the 5-HT2AR amino acid sequences from different species
The portions of consensuses or high similarities among sequences are marked by black or shadow. Consensuses and similar amino acids are marked by
asterisks and dots, respectively

12 期 梁    箫，等：厚壳贻贝5-羟色胺2A受体(5-HT2AR)基因克隆和时空表达 1875

 

http://www.scxuebao.cn

http://www.scxuebao.cn


早期胚胎发育方面发挥作用，需要进一步研究。

附着变态过程是双壳贝类幼虫生长发育中

非常重要的一个阶段。化学物质在诱导或抑制

海洋无脊椎动物幼虫的变态发育过程中起着显

著的作用。5-HT作为一种重要的神经递质，在

许多海洋无脊椎动物中发挥着调节信号转导的

作用。对于软体动物，如东泥织纹螺(Ilyanassa
obsoleta)[28-29], 大珠母贝(Pinctada maxima)[30]，企

鹅珍珠贝(Pteria penguin)[31]，5-HT能够诱导幼虫

的附着行为，这表明5-HT在这些软体动物幼虫

的附着行为中起着重要的作用。但是，对于一

些软体动物，如红鲍(Holiotis rufescens)[32]，诗博

加蓑海牛(Phestilla sibogae)[33]，5-HT却没有表现

出诱导活性。因此，5-HT在不同海洋无脊椎动

物幼虫变态发育过程中的调控机制可能是不同的，

究其根本仍需进一步的探索。尽管5-HT2AR基因

在具备附着变态能力的厚壳贻贝眼点幼虫期间
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长牡蛎 Crassostrea gigas (EKC24231.1:37-487)

毕氏粗角猛蚁 Oocernae biroi (EZA54814.1)

温带臭虫 Cimex lectularius (XP_014254278.1)

黑腹果蝇 Drosophila melanogaster (AAN13284.1)

大型水溞 Daphnia magna (JAN91016.1)

暗果蝇 Drosophila obscura  (XP_022224265.1)

 
图 3    利用最大似然法对5-HT2AR进行系统发育分析

Fig. 3    Phylogenetic analysis of 5-HT2AR using the maximum-likelihood approach
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图 4    5-HT2AR基因在厚壳贻贝不同组织中的表达情况

1. 鳃；2. 血淋巴；3. 闭壳肌；4. 足；5. 外套膜；  6. 性腺；7. 消
化腺。不同字母表示差异显著(P<0.05)，下同

Fig. 4    Expression of 5-HT2AR gene in
different tissues of M. coruscus

1. gill; 2. hemocytes; 3. adductor muscle; 4. foot; 5. mantle; 6. gonad; 7.
digestive gland. Bars with different letters were significantly different
(P<0.05), the same below
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图 5    5-HT2AR基因在厚壳贻贝不同发育阶段的

表达情况

1. 担轮幼虫；2. D形幼虫；3. 壳顶幼虫；4. 眼点幼虫；5. 稚贝

Fig. 5    Expression of 5-HT2AR gene in
different developmental stages of M. coruscus

1. trochophore; 2. D-veliger larvae; 3. umbo veliger larvae; 4. pediveli-
ger larvae; 5. juvenile
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和完成了变态的稚贝期间表达量无显著性变化，

但稚贝的表达量是幼虫阶段的1.4倍，推测其参

与调控幼虫附着变态过程。在本研究中，5-HT2AR
受体基因在发育的各个阶段均有表达且表达量

稳定，可能是厚壳贻贝幼虫基本生理活动的必

需受体。结合5-HT2AR受体在雌性性腺中的高表

达量，推测5-HT2AR在胚胎早期发育过程中可能

发挥重要作用。厚壳贻贝的附着变态过程可能

与5-HT家族其他基因有关，对于调控厚壳贻贝

附着变态过程的分子机制还需要进一步研究。

本研究克隆得到了厚壳贻贝5-HT2AR基因

全长，通过分析雌雄各组织、器官和不同发育

阶段中5-HT2AR的表达量，推测该基因在厚壳贻

贝成体中对摄食、感知外界环境方面具有重要

作用，并参与厚壳贻贝早期胚胎发育和幼虫发

育过程。
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5-HT2AR gene clone and temporal-spatial expression in
the mussel Mytilus coruscus
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Abstract: To understand the role of serotonin 5-HT2A receptor (5-HT2AR) gene in the growth and development
of the mussel Mytilus coruscus, we cloned the 5-HT2AR gene cDNA full length of M. coruscus through RACE
technology and analyzed the temporal and spatial expression of this gene via the real-time fluorescent quantitative
PCR (qRT-PCR). The full length of 5-HT2AR gene was 2 636 bp and 2 124 bp of open reading frame (ORF) en-
coding 707 amino acids. Homologous analysis of the amino acids of 5-HT2AR gene in M. coruscus shared high
similarity with Homo sapiens (45%), Mus musculus (45%), Danio rerio (48%), Crassostrea gigas (49%) and
Mizuhopecten yessoensis (67%), respectively. This study showed that 5-HT2AR mRNA expression was detected
in all tissues and the highest expression was found in gill and female gonad, indicating that 5-HT2AR gene may
play an important role in perception of the external environment and promotion of mature oocytes. The 5-HT2AR
mRNA was expressed at all developmental stages, suggesting that 5-HT2AR gene may be involved in the regula-
tion of the growth and development. Taken together, our findings may provide new insights into clarifying the
function of 5-HT gene family in molluscs.
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