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摘要! 为了研究法尼酸甲基转移酶"(&Q@F#在甲壳动物蜕皮调控中的作用!采用反转录 6-$

"$F76-$#和 =4%&末端快速扩增技术"$&-,#克隆得到了三疣梭子蟹 (&Q@F的全长 =4%&

序列"O@<W9<U 登录号'R-381678#!它包括一个 123 JL 的 7Z非编码区%一个 /3: JL 的 /Z非编

码区和一个 :17 JL 的开放阅读框""$(#!编码 109 个氨基酸&推导的氨基酸序列与已公布的

其他甲壳动物 (&Q@F进行比对!发现一致性达 07><80>!其中与远海梭子蟹 (&Q@F的一

致性最高&而且该氨基酸序列由两个 -("-6&Q4:5(&Q@F#区域组成!这两个 -(区域是

(&Q@F的标志!在所有甲壳动物的 (&Q@F里均有发现!因此推导的氨基酸序列是三疣梭子

蟹 =EC1#基因$ 运用实时荧光定量 6-$" T$F76-$#的方法分析了其在不同组织中%不同蜕

皮周期中的表达量变化!发现 =EC1#在三疣梭子蟹的各个组织里均有表达!且在胸神经节里

表达最强&在三疣梭子蟹蜕皮过程中!大颚器中 (&Q@F在 4

3

期表达最强!然后逐渐下降至 4

9

最低$ 该结果表明 =EC1#在三疣梭子蟹蜕皮调控中起着重要的作用$

关键词! 三疣梭子蟹& 法尼酸甲基转移酶& 克隆& 蜕皮周期& 表达水平

中图分类号! ?0:7& *83019 44444444文献标志码'&

44法尼酸甲基转移酶 #B9A<@C/:=9=:E O78@HG30

HA9<CB@A9C@" (&Q@F$ 是 甲 基 法 尼 酯 # 8@HG30

B9A<@C/9H@"Q($生物合成途径中最后一步的关键

酶"它具有催化法尼酸#B9A<@C/:=9=:E"(&$转变成

Q(的功能
)3*

+ Q(是一种倍半萜物质"其化学结

构与昆虫保幼激素
(

#;2M@<:0@G/A8/<@"!+

(

$相

似"是 !+

(

的非环氧化形式"被认为是甲壳动物

的保幼激素
)1*

+ 大量的研究表明"Q(在甲壳动

物的生长发育及繁殖过程中"如生殖(蜕皮(渗透

压调节(蛋白代谢等方面"起到了十分重要的作

用
)/ 50*

+ 甲壳动物的大颚器 #89<E:J209A/AD9<"

Q"$是唯一合成和分泌 Q(的内分泌器官
):*

"而

且是甲壳动物里唯一能检测到 (&Q@F活性的

器官
)8 532*

+

甲壳动物 Q(的合成主要受到其 N器官窦

腺#N7/AD9< C:<2CD09<E"N"7*O$复合体里分泌的

大颚 器 抑 制 激 素 # 89<E:J209A/AD9< :<G:J:H:<D

G/A8/<@"Q")+$的调控
)33 531*

+ 破坏或切除眼柄

能消除其对 Q(合成的抑制作用"用 N"7*O提取

液培养大颚器可以抑制 Q(的合成
):"31*

+ 目前普

遍认为 Q")+对 Q(合成的抑制作用是通过抑制

(&Q@F的活性来完成的"例如"进行切除眼柄手

术后的龙虾中 (&Q@F的活性显著提高"重新注

射眼柄提取液同时抑制了 Q(合成和 (&Q@F

活性
)8"3/*

+

蜕皮是甲壳动物蜕去旧的外骨骼并长出新的

外骨骼的过程"是甲壳动物生长和发育的标志性

事件"受神经系统和内分泌系统共同调节+ Q(

对甲壳动物蜕皮过程的调控作用至今尚无一致看

法+ S:0E@A等
)39*

发现"罗氏沼虾#C%&$*6$%&'(,0

$*-1)61$3(($蜕皮周期中血淋巴 Q(浓度和蜕皮激

素浓度一样呈周期性变化"而且 Q(高峰出现较

早"由此认为 Q(可能促进蜕皮激素的合成'

F98/<@等
)0*

认为 Q(能直接刺激 X器 #X"$分
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泌蜕皮激素从而调控蜕皮"因为 Q(能显著促进

首长黄道蟹#9%)&1$0%3(-+1$$离体培养的 X器合

成(分泌蜕皮酮'但 W39AE 等
)37*

发现"摘除美洲螯

龙虾#F*0%$,-%01$(&%),-$大颚器后"成体雌虾

的蜕皮周期并无改变+ Q(对甲壳动物蜕皮的调

控作用有待进一步研究+

由于 (&Q@F在 Q(合成中起着重要的作用"

本研究以三疣梭子蟹#2*$+,),-+$(+,61$&,8%+,-$为

实验材料"克隆获得了其 =EC1#基因的全长

=4%&序列"并运用实时荧光定量 # T29<H:H9H:M@

A@907H:8@6-$$的方法分析了其在不同组织中(不

同蜕皮周期中的表达量变化"旨在进一步阐明蟹

类蜕皮机制"丰富和完善甲壳动物内分泌的调控

理论+

34材料与方法

!"!#实验材料

头胸甲宽#-S$为 : <31 =8(体质量 #WS$

为 97 <:2 D 的野生三疣梭子蟹"暂养于宁波市宁

海县得水育苗场"雌雄各半+ 采用形态观察法将

三疣梭子蟹蜕皮周期划分为蜕皮后期#&期和 W

期$(蜕皮间期 #-期$(蜕皮前期 #4

2

(4

3

(4

1

(4

/

和 4

9

亚期$和蜕皮期 #,$ 9 个阶段
)36*

+ 采集 -

期三疣梭子蟹眼柄(心脏(肌肉(胸神经节(精巢(

卵巢(肝胰腺(鳃(Q"和 X器用于组织表达差异

分析'采集各期#,期除外$三疣梭子蟹 Q"用于

蜕皮周期中 =EC1#基因表达水平变化的分析+

每期选取 / 只蟹做平行实验"样品取好后转移至

$%&保护液)生工生物工程#上海$有限公司* 5

12 Y保存"用于总 $%&提取+

!"$#总 KNG提取

将上述样品从 $%&保护液中转移至 FA:V/0

试剂)生工生物工程#上海$有限公司*中"按试剂

说明书提取各个样品中的 F/H90$%&"经 3>琼脂

糖凝胶电泳检测完整性"紫外分光光度计进行纯

度分析+ 提取 F/H90$%&后"再使用 4%9C@

!

分

解混入的基因组 4%&"最后进行苯酚5氯仿抽提(

乙醇沉淀等纯化 F/H90$%&+

!";#三疣梭子蟹 )>02!基因的克隆及序列

分析

=4%&的合成44取 Q"总 $%& 3

"

D"用

6A:8@*=A:LH$FA@9D@<HR:H#F9R9$9$反转录得到

第一链 =4%&'用于 /Z7$&-,的 /Z7$&-,7=4%&

以 &6#表 3$为接头引物"用与上述相同的方法获

得'用于 7Z7$&-,的 7Z7$&-,7=4%&按照 7Z7(200

$&-, U:H# F9R9$9$ 合 成+ 所 有 =4%& 放 于

512 Y冰箱保存备用+

表 !#)EK引物序列

&'("!#N>2:+-.17+5+=>+,2+5-60314+35>5+76-3)EK

引物

LA:8@A

序列#7Z

(

/Z$

C@T2@<=@

用途

2C9D@

(9/7E7(

(9/7E7$

&6

&63

O*6/7(

O*6773

O*6771

/2H@ALA:8@A

:<<@ALA:8@A

(9/7(

(9/7$

9=H:<7(

9=H:<7$

&&OOFOO&-&-F--OO&-&F-

F---&O--O--&&FO&

OO--&-O-OF-O&-F&OF&-#F$

30

OO--&-O-OF-O&-F&OF&-

FO&-&OOOF&-F-&O-&-&O&O

&OO-O&-O-FO&&OOFO&F&

OF--F-FOFO-FO&OF&---FOF

-&FOO-F&-&FO-FO&-&O--F&

-O-OO&F--&-&O--F&-FO&FO&F-&OF-O&FO

O&OFF-FOO&FFO--OFOO

O----&O--&OFOO&OF&

-O&&&--FF-&&-&-F---O

O&F&O-OFO&OO&&OOO-&F&

$F76-$

$F76-$

/Z7$&-,

/Z7$&-,

/Z7$&-,

7Z7$&-,

7Z7$&-,

7Z7$&-,

7Z7$&-,

T$F76-$

T$F76-$

T$F76-$

T$F76-$

44$F76-$44根据已公布的甲壳动物 (&Q@F

核苷酸序列"设计引物 (9/7E7(和 (9/7E7$#表 3$+

以第一链 =4%&为模板 (9/7E7(和 (9/7E7$为上

下游引物进行 6-$扩增"体系为 17

"

'+ 扩增条

788
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件!89 Y 预变性 9 8:<'89 Y /2 C"73 Y /2 C"

01 Y /2 C"/7 个循环'01 Y 延伸 32 8:<+

/Z7$&-,和 7Z7$&-,44根据 $F76-$产物

测序结果设计特异性引物 O*6/7(#表 3 $"进行

/Z7$&-,+ 以 /Z7$&-,7=4%&为模板"O*6/7(及

接头引物 &63 #表 3$为上下游引物进行 6-$扩

增"体系为 17

"

'+ 扩增条件! 89 Y 预变性

9 8:<'89 Y /2 C"78 Y /2 C"01 Y 3 8:<"/7 个循

环'01 Y 延伸 32 8:<+

根据 /Z7$&-,产物测序结果"设计用于 7Z7

$&-,的下游特异性引物 O*6773 和 O*6771 #表

3$"上游引物由 7Z7(200$&-,U:H提供"分别为

/2H@ALA:8@A和 :<<@ALA:8@A+ 按 7Z7(200$&-,U:H

说明书进行两轮 6-$"第一轮 6-$以 7Z7$&-,7

=4%&为模板"/2H@ALA:8@A和 O*6773 为上下游

引物进行 6-$扩增"扩增体系!89 Y 预变性 /

8:<'89 Y /2 C"7: Y /2 C"01 Y 3 8:<"/2 个循

环'01 Y延伸 32 8:<+ 第二轮 6-$以第一轮

6-$产物为模板":<<@ALA:8@A和 O*6771 为上下

游引物进行 6-$扩增"扩增体系!89 Y 预变性 /

8:<'89 Y /2 C"78 Y /2 C"01 Y 3 8:<"/2 个循

环'01 Y延伸 32 8:<+

6-$产物的克隆与测序44参照文献 )30*

的方法+

序列分析44利用 .@=H/A%F)*2:H@3212 软

件包对测序结果进行拼接"利用 "$((:<E@A确定

其完整编码序列并显示其编码的氨基酸序列"并

利 用 蛋 白 分 析 专 家 系 统 服 务 器 ,I6&*3

6A/H@/8:=C*@AM@A#GHHL!

!

=91@IL9C31/AD5$所提供

的蛋白质在线分析工具进行分析'用 *:D<90/12

*@AM@A# GHHL!

!

KKK1=JC1EH21EU5C@AM:=@C5

*:D<906$预测出信号肽序列'用 .@=H/A%F)3212

软件包中的 &0:D<N软件将得到的氨基酸序列与

已公布的 (&Q@F氨基酸序列进行比对分析"并

用 Q,O& 912 软件包中的邻位法 # %@:DGJ/A7

!/:<:<D$构建系统进化树+

!"%#实时荧光定量 )EK

将取好的样品按照%总 $%&提取&中的方法

进行 抽 取 总 $%&" 取 312

"

D 的 总 $%& 用

6A:8@*=A:LH$FA@9D@<HR:H试剂盒进行反转录'然

后运用实时荧光定量的方法对 =EC1#在三疣梭

子蟹不同组织及不同蜕皮周期中的表达情况进行

分析+ 引物设计见表 3"扩增体系(反应程序和数

据处理均参照汪春建等
)3:*

的方法+

14结果与分析

$"!#三疣梭子蟹 )>02!的 2MNG全长与序列

分析

用引物 (9/7E7(和 (9/7E7$得到的产物"经测

序显示该片段长度为 /61 JL"用引物 O*6/7(和

&63 进行 /Z7$&-,得到的产物"经测序显示该片

段长度为 010 JL+ 用 /2H@ALA:8@A和 O*6773"

:<<@ALA:8@A和 O*6771 两对引物通过两轮 6-$

进行 7Z7$&-,得到的产物"测序结果显示该片段

为 691 JL+ 将测序得到的序列进行拼接"结果得

到长度为 3 /99 JL 的 =4%&序列#图 3$"该序列

#O@<W9<U 登录号为 R-381678$包含起始密码子

&FO(终止 密码 子 F&&( 8$%& 不 稳 定 基 序

#&FFF&$及加尾信号#&&F&&&$+ 该基因的 7Z

非编码区为 123 JL"/Z非编码区为 /3: JL"开放阅

读框#"$($位于 121 <3 216 JL"长 :17 JL"编码

109 个氨基酸+ 利用 *:D<906软件对编码区进行

分析"发现三疣梭子蟹 (&Q@F不存在信号肽序

列"不属于分泌蛋白+ 采用 6A/H69A98软件预测

三疣梭子蟹 (&Q@F分子式为 -

3921

+

12:2

%

/61

"

919

*

31

"推测蛋白质分子量大小为 /313 U2"理论等电

点为 9103+ 利用 6A@E:=H6A/H@:< 软件分析显示"该

蛋白可能存在 / 个蛋白酶 -磷酸化位点"6 个酪

蛋白激酶
%

#-R

%

$磷酸化位点和 9 个 %端酰基

化位点+ 另外"推导的氨基酸序列由两个 -(

#-6&Q4:5(&Q@F$区域组成"这两个 -(区域是

(&Q@F的标志"在所有甲壳动物的 (&Q@F里均

有发现+

由此 =4%&推导的氨基酸序列与已公布的虾

蟹类的 (&Q@F氨基酸序列进行比对"结果表明!

推导的氨基酸序列与远海梭子蟹 #2;@18%3(&,-$

(&Q@F氨基酸序列一致性最高"与其短(中(长 /

种亚型的一致性分别为 80>"80>和 86>'与拟

穴青蟹# >&"88% @%$%0%0*-%()$短(中(长 / 种亚型

的一致性分别为 87>"8/>和 8/>'与锯缘青蟹

#>;-1$$%+%$短(中(长 / 种亚型的一致性分别为

87>" 89> 和 8/>' 与 食 用 黄 道 蟹 # 9%)&1$

@%3,$,-$ 和中华绒螯蟹 # K$(*&'1($-()1)-(-$ 的

(&Q@F一致性分别为 :8>和 ::>'与凡纳滨对

虾 # /(+*@1)%1,- .%))%01($( 日 本 沼 虾

#C%&$*6$%&'(,0 )(@@*)1)-1$(美洲螯龙虾(日本

688
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仿长额虾 #2%)<%8*@-(-4%@*)(&% $(日本囊对虾

#C%$-,@1)%1,-4%@*)(&,-$( 斑节对虾 # 21)%1,-

0*)*<*)$(刀额新对虾#C1+%@1)%1,-1)-(-$(中国

明对虾 # =1))1$*@1)%1,-&'()1)-(-$( 东方扁虾

# #'1),- *$(1)+%8(-$( 红 螯 螯 虾 # 9'1$%!

D,%<$(&%$()%+,-$ 和 克 氏 原 螯 虾 # 2$*&%06%$,-

&8%$I(($ 的 (&Q@F一致性分别为 08>( 08>(

08>(08>(0:>(0:>(0:>(00>(00>(00>和

07>+ 将上述 1/ 条氨基酸序列用邻接法构建系

统进化树#图 1$"结果显示三疣梭子蟹 =EC1#基

因与远海梭子蟹(拟穴青蟹和锯缘青蟹最为接近"

聚为一支"与其传统的分类地位相吻合+

图 !#三疣梭子蟹 )>02!的 2MNG核苷酸序列和编码区氨基酸序列

编码区用大写字母表示"非编码区用小写字母表示"氨基酸用单个大写字母表示"排在对应核苷酸序列下面+ 起始密码子和终止密

码子用粗体表示"1 个 -(保守区域用斜体表示+ 加尾信号用下划线标出"酪蛋白激酶
%

#-R

%

$磷酸化位点用方框标出+

L18"!#N>2:+-.17+',77+7>2+7'41,- '2175+=>+,2+-6.*+?"&+.&'52+,'3%&'()>02!

FG@2<HA9<C09H@E A@D:/<C##F$C$9A@:<E:=9H@E J3 HG@0/K@A=9C@0@HH@AC9<E HG@=/E:<D C@T2@<=@:CCG/K< :< 2LL@A=9C@0@HH@AC1"<@0@HH@A

98:</ 9=:E C@T2@<=@=/E@:CCG/K<1FG@HA9<C09H:/< CH9AH=/E/< 9<E HG@CH/L =/E/< 9A@:<E:=9H@E J3 J/0E 0@HH@AC1FG@LG/CLG/A309H:/< C:H@C

9A@CG/K< :< J/I@C9<E HG@-(E/89:<C9A@CG/K< 9CHG@:H90:=:V@E 98:</ 9=:E C@T2@<=@1FG@L/039E@<309H:/< C:D<90C:< HG@#F$9A@

2<E@A0:<@E 9<E HG@-R

%

LG/CLG/A309H:/< C:H@C9A@CG/K@E :< HG@J/I1

088
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图 $#虾蟹类 LGO+&氨基酸序列的 NU 系统进化树

L18"$#&*+NU 0*/:-8+,+.12.3++-6LGO+&1,23'(5',75*31405

$"$#)>02!在三疣梭子蟹不同组织中的表达差异

实时荧光定量的结果显示"=EC1#在三疣梭

子蟹的各个组织中均有表达#图 /$+ 其中"胸神

经节里 =EC1#相对表达量最高"鳃次之"大颚器

再次之'其他组织里 =EC1#相对表达量较少"与

胸神经节(鳃和大颚器中的相对表达量有显著性

差异#2>2127$+ 这说明 =EC1#可能参与调控

三疣梭子蟹的多种生理功能+

图 ;#)>02!在三疣梭子蟹不同组织里的相对表达量

+H1心脏' F@1精巢' QC1肌肉' Q/1大颚器' O:1鳃' FD1胸神

经节' "M1卵巢' +L1肝胰腺' X/1X器' 不同字母表示差异

性显著#2>2127$ "下同+

L18";#&*+3+:'.1@++S03+551-,-6)>02!1,

7166+3+,..155>+51,?"&+.&'52+,'3%&'(

+H1G@9AH' F@1H@CH:C' QC182C0@' Q/189<E:J209A/AD9<' O:1

D:00' FD1HG/A9=:=D9<D0:9' "M1/M9A3' +L1G@L9H/L9<=A@9C' X/1

X7/AD9<' W9ACK:HG E:BB@A@<H0@HH@AC9A@C:D<:B:=9<H03 E:BB@A@<H

#2>2127$ "HG@C98@J@0/K1

$";#大颚器中 )>02!在蜕皮周期中的表达水

平变化

考虑到 Q"是唯一合成与分泌 Q(的场所"

以三疣梭子蟹的 Q"为实验材料来研究 =EC1#

在蜕皮过程中的相对表达量变化+ 实时荧光定量

的结果显示"Q"里 =EC1#在三疣梭子蟹蜕皮周

期的各个时期均有表达#图 9$+ 4

3

期 =EC1#的

相对表达量较 &(W(-和 4

2

期有显著增加#2>

2127$"之后 =EC1#的相对表达量逐渐下降"至

4

9

期达到最低+

图 %#OV里 )>02!在三疣梭子蟹蜕皮

周期中的相对表达量

L18"%#&*+3+:'.1@++S03+551-,-6)>02!1,

OV7>31,8 4-:.1,8 2/2:+1,?"&+.&'52+,'3%&'(

/4讨论

本研究克隆得到了三疣梭子蟹的 =EC1#的
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全长 =4%&序列"根据其开放阅读框推导的氨基

酸序列与已公布的其他甲壳动物 (&Q@F的氨基

酸序列有较高的一致性+ 但一些学者在克隆远海

梭子蟹(拟穴青蟹
)38*

和锯缘青蟹
)12*

=EC1#的过

程中均发现了 / 种亚型"亚型之间只有 / <7 个氨

基酸的差别"然而本研究并没有发现亚型的存在"

这可能是由于克隆过程中提取总 $%&的组织不

同所造成的+ 前述 / 个物种在克隆 =EC1#的时

候"总 $%&均取自于胸神经节'而考虑到 Q"是

Q(唯一的合成场所"所以总 $%&取自 Q"+

$2EE@00等
)13*

用 Q"总 $%&来克隆食用黄道蟹

的 =EC1#基因"也未报道亚型的存在+ 将三疣梭

子蟹 =EC1#与上述 / 个物种 =EC1#的 / 种亚型

进行氨基酸序列比对"发现其与这 / 个物种

=EC1#短亚型一致性更高"而且在特定区域发生

了 / 或 7 个氨基酸的缺失#图 7$+

图 ?#三疣梭子蟹 LGO+&与远海梭子蟹"拟穴青蟹和锯缘青蟹 LGO+&亚型的特定区域氨基酸序列比对

发生缺失的区域用方框标出+

L18"?#&*+'41,- '2175+=>+,2+':18,4+,.-6?"&+.&'52+,'3%&'(LGO+&91.*15-6-345-6

?"123%4.,'(#@"1%+%6%6#(%./%/; @"(2++%&% LGO+&5

FG@E@0@H@E 9A@9C9A@CG/K@E :< J/I1

44目前"Q(生理功能及作用机理已经成为当

前甲壳动物内分泌学研究的一个热点
)1*

"一些研

究表明"作为催化法尼酸转化为 Q(的关键酶"

(&Q@F也参与了许多甲壳动物的重要生理调

控
)38"13 51/*

+ 对拟穴青蟹
)38*

(食用黄道蟹
)13*

(凡纳

滨对虾
)11*

和刀额新对虾
)1/*

的研究表明"=EC1#

在心(脑(胸神经节(大颚器(眼柄(胃(卵巢(肝胰

腺和鳃中均有稳定的表达+ 本研究的结果同样显

示"=EC1#在三疣梭子蟹的各个组织中也均有表

达'胸神经节和鳃中 =EC1#表达量较高"显著高

于其他组织"这与其他研究结果一致
)38"13 51/*

'Q"

作为 Q(唯一合成与分泌的场所"其 =EC1#表达

量水平虽然显著高于其他组织"但却显著低于胸

神经节和鳃+ 由于 (&Q@F并不属于分泌蛋白"

所以我们认为造成这种现象的原因可能有两种!

第一"(&Q@F不仅在 Q"里作为一种甲基转移酶

催化法尼酸转化为 Q("还在其他组织中参与催

化别的生理反应'第二"由于三疣梭子蟹的胸神经

节和鳃中可能也存在 (&Q@F的 / 种亚型"我们

设计的荧光定量引物同时扩增出 / 种亚型从而导

致胸神经节和鳃中 =EC1#表达量高于 Q"+ 由

于实验过程中没有发现亚型的存在"这种猜测有

待进一步验证+

甲壳动物蜕皮的调控是复杂的"不仅存在蜕

皮酮和窦腺肽类激素的参与"Q(也扮演了重要

角色
)19*

+ 研究表明"甲壳动物蜕皮过程中 Q(在

血淋巴中含量在蜕皮间期处于一个较低的水平"

而在蜕皮前期则快速上升"但是却在即将蜕皮的

时候突然下降
)0"17 516*

+ (&Q@F作为 Q(合成最

后一步的关键酶"被认为参与了凡纳滨对虾
)11*

和

拟穴青蟹
)38*

的蜕皮调控+ 结果显示"三疣梭子蟹

大颚器里 =EC1#基因在蜕皮周期的各个阶段均

有表达"且 4

3

期比 &(W(-和 4

2

期的相对表达

量有显著的增加"之后其表达量逐渐下降"到 4

9

期降至最低"这与 Q(在血淋巴中的含量变化趋

势相似
)0"17 516*

+ 因此"我们认为在三疣梭子蟹蜕

皮过程中"=EC1#基因是在蜕皮前期高效表达并

催化 Q(的合成"使 Q(在蜕皮前期血淋巴中维

持较高的浓度水平"从而参与调控蜕皮的发生+
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