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中华绒螯蟹 =,?基因全长 C()*克隆及表达分析

王6瑶!6杨志刚!6沈6城!6姚琴琴!6曾奇韬!6刘启彬!6成永旭"

#上海海洋大学农业部淡水水产种质资源重点实验室"上海6234/38$

摘要! 为了研究蜕皮激素受体$,A$%在中华绒螯蟹蜕皮和性腺发育过程中的作用!本实验采

用逆转录聚合酶链反应$$C87-$%以及 A5%&末端快速扩增$$&-,%技术!克隆了中华绒螯蟹

K)A基因全长 A5%&序列# 运用实时荧光定量 7-$$ L$C87-$%方法!分析该基因在不同组

织"蜕皮过程及卵巢发育阶段的表达特征!并研究了甲基法尼酯$2(%对卵巢中 ,A$的调控作

用# 结果显示!中华绒螯蟹 K)AA5%&全长 2 418 OD!编码 522 个氨基酸!其序列与招潮蟹相

似性最高!为 0:J# 荧光定量 7-$结果显示!,A$在 X器官中表达量最高&在卵巢和肌肉中

少量表达&在肝胰腺"鳃"心脏"胃"肠"胸神经节和脑神经节中微量表达# 在中华绒螯蟹不同蜕

皮时期中!X器官中 ,A$表达量在 5期和 ,期的表达量最高&肝胰腺中 ,A$表达量从 &K期

到 5期有上升的趋势!到 ,期有所降低&肌肉中 ,A$表达量在 &K期最高&鳃中 ,A$表达量在

5期最高# 在中华绒螯蟹卵巢发育过程中!,A$在卵巢发育
$

<

%

期的表达量有上升趋势!到

&

期表达量降低&体外注射实验中!2(4$注射 4

!

I%组的 ,A$表达量与对照组和生理盐水组

无显著差异!而 2(2$注射 2

!

I%组的 ,A$表达量显著上升&离体培养实验中!2(4 组$43

70

:/06'%和 2(2 组$43

79

:/06'%显著高于对照组和生理盐水组# 研究表明!K)A基因在中华

绒螯蟹蜕皮和卵巢发育过程有重要作用!2(可以调控 K)A基因在卵巢中的表达#

关键词! 中华绒螯蟹& 蜕皮激素受体$,A$%& 基因克隆& 蜕皮& 卵巢发育& 甲基法尼酯

中图分类号! B901& *:881466666666 文献标志码'&

66甲壳动物的生长和繁殖受多种激素的共同调

控
(4 72)

* 蜕皮激素 #FAN4<EFG/;N M/G:/>F<",+$是

甲壳动物发育过程中最重要的激素之一"促进甲

壳动物蜕皮活动
(/)

* 此外"蜕皮激素在调节甲壳

动物卵黄生成+卵巢成熟和蛋白合成中也起着重

要作用
(5 71)

* 在许多甲壳动物中"已经发现卵巢

在发育过程中有蜕皮甾类物质的积聚作用
(8 744)

*

蜕皮激素受体 #FAN4<EFG/;N GFAFDE/G",A$$属

于核受体超家族#>=A0F3GGFAFDE/G<=DFGV3:;04$成

员
(42)

"与其他核受体一样",A$需要与另外一种

高度保守的核受体///维甲类 W受体#GFE;>/;N W

GFAFDE/G"$W$$形成异源二聚体"进而调节下一步

的级联转录反应
(4/)

* 完成启动反应后"蜕皮激素

即与 ,A$分离"然后多巴脱羧酶+羽化激素基因

等开始表达"完成整个蜕皮过程
(45 741)

* ,A$在结

构上可分为 8 个区"从氨基端到羧基端依次为 &

<(区"它们组成 5 个独立的功能结构域
(49)

* 氨

基端的 &6K区为转录激活结构域"该结构域保守

性较低'-区为高度保守的 5%&结合结构域

#5K5$'5区为可变的铰链区'羧基端 ,6(区含

有配体结合区域#'K5$"介导配体结合和二聚化

过程
(40)

*

甲基法尼酯 #:FEM40V3G>F</3EF"2($由甲壳

动物大颚器#:3>N;O=03G/GI3>"2"$分泌"是一种

保幼激素#!+)))$的前体"为甲壳动物体内的重

要激素"能够调控甲壳动物的生长及繁殖等多种
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生理活动
(4: 724)

*

中华绒螯蟹 #K$%+)>,%$(%&,&(%($"又称河蟹"

属甲壳纲 #-G=<E3AF3$"十足目 #5FA3D/N3$"方蟹

科#9G3D<;N3F$"绒螯蟹属 #K$%+)>,%$$"是我国一

种重要的经济蟹类* 近年来"我国的中华绒螯蟹

养殖产业规模不断扩大"而蜕皮和性腺发育却成

为影响中华绒螯蟹品质和产量的关键问题* 针对

中华绒螯蟹 K)A基因功能的研究主要集中在胚

胎发育过程+附肢再生以及蜕壳过程"而在卵巢发

育过程中的功能研究相关报道较少* 本实验首次

克隆了中华绒螯蟹 K)A基因"并比较了该基因在

不同蜕皮时期及卵巢发育过程中的相对表达量"

同时研究了2(对中华绒螯蟹卵巢,A$的调控作

用"旨在了解中华绒螯蟹 K)A基因的结构以及该

基因在蜕皮和卵巢发育过程的作用"为今后进一

步研究中华绒螯蟹 ,A$的作用机制提供理论

依据*

46材料与方法

$%$&实验材料

中华绒螯蟹取自上海海洋大学竖新养殖基

地"在实验室用循环水暂养"喂食商业饲料* 一龄

未成熟的中华绒螯蟹#0 <43 I$"根据 53GAM 的蜕

皮分期方法"将中华绒螯蟹分为蜕皮后期 #&K

期$+蜕皮间期#-期$+蜕皮前期#5期$和蜕皮期

#,期$* 各取 / 只 &K期+5期及 ,期的中华绒

螯蟹的 X器官+肝胰腺+鳃和肌肉组织"用于蜕皮

周期中 ,A$表达量变化分析* 随机取 / 只处于 -

期的中华绒螯蟹#13 <83 I$"取卵巢+肝胰腺+鳃+

胃+肠+心脏+肌肉+X器官+胸神经节和脑神经节

等组织"用于组织表达分析* 根据堵南山
(22)

的研

究结果"将中华绒螯蟹卵巢发育划分为
$

<

&

期

1 个阶段"采集各发育阶段的卵巢组织"用于卵巢

发育过程中 ,A$表达水平变化分析* 所有组织

用液氮速冻后置于 703 Q超低温冰箱保存*

$%'&体外注射 A@对中华绒螯蟹卵巢 IC?表达

量的影响

挑选体质健壮"规格统一的中华绒螯蟹

#13 <83 I$进行实验"于第三步足基节与底节的

关节膜处注射* 实验分 5 组"对照组不进行注射"

生理盐水组注射 433

!

'生理盐水#%3-04511 I"

P-031/11 I"-3-0

2

310:: I"2I*"

5

09+

2

"4110

I"-3-0

2

0+

2

"414: I"%3+-"

/

3121 I"2I-0

2

0

8+

2

"3101 I"+,7,*21/0 I"133 :'超纯水"D+

值 912 $" 2(4 组注射 4

!

I 2(# )>EFG>3E;/>30

03O/G3E/G4" 4

!

I 2(加入 433 :'生理盐水中$"

2(2 组注射 2

!

I 2(#2

!

I 2(加入 433 :'生

理盐水中$"每 1 天注射一次"连续注射 1 次* 在

实验第 23 天"取中华绒螯蟹的卵巢组织"并保存

于 703 Q冰箱用于 $%&提取*

$%+&离体培养 A@对中华绒螯蟹卵巢 IC?表达

量的影响

在无菌的操作环境中"取出中华绒螯蟹卵巢

组织置于新洁尔灭 #上海威奥生物$中剪碎成为

4 </ ::

/

左右的小块"将剪碎组织块吸入玻璃培

养板"每孔加 '841 培养液 #博士德生物$ 5 :'*

实验分 5 组"对照组不进行处理"生理盐水组加入

4

!

'生理盐水"2(4 组加入 43

70

:/06'2("

2(2 组加入 43

79

:/06'2(* 黑暗条件下置于振

荡器中培养"振荡频率为 13 <83 G6:;>"培养温度

为 28 Q"培养时间为 25 M* 提取各卵巢 $%&用

于检测 K)A基因表达水平*

$%K&总 ?)*的提取与反转录反应

取冻存的中华绒螯蟹各组织"参照 $%&;</

C2

70=<#C3P3$3$操作说明书进行总 $%&的提取"

经 4J琼脂糖凝胶电泳检测 $%&完整度+紫外分

光光度计#B1333$检测 $%&纯度*

根 据 7G;:<AG;DE

C2

$FHFG<F EG3><AG;DE3<F

#C3P3$3$说明书操作"取 4

!

I 中华绒螯蟹肝胰

腺总 $%&为反转录模板合成第一链 A5%&"用于

7-$ 的 扩 增' 利 用 *2&$C

C2

$&-, A5%&

&:D0;V;A3E;/> P;E#-0/>EFAM$反转录合成 A5%&第

一链"作为基因 /a和 1a端序列快速扩增的模板*

其余 $%&置于 703 Q冰箱中保存"用于荧光定

量 7-$反应*

$%T&引物设计和 UN?扩增反应

根 据 9F>K3>U 中 拟 穴 青 蟹 # 4)"--*

#*$*=*=+(*%&$K)A基因#!B024/9214$保守区序

列设计上+下游引物 +W,A$846+W,A$82"引物由

上海生工生物工程有限公司合成#表 4$* 以中华

绒螯蟹的 A5%&为模板"+W,A$846+W,A$82 为

引物进行 K)A基因 A5%&片段的扩增*

7-$反 应 体 系! A5%& 模 板 4

!

'" N%C7

2;?E=GF# 211 ::/06'$ 5

!

'"上下游引物 # 43

!

:/06'$各 311

!

'"43 B7-$O=VVFG211

!

'"$6*2

酶#1 #6

!

'$3121

!

'"加灭菌超纯水至总体积 21

118
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!

'* 7-$反应条件!:5 Q预变性 1 :;>':5 Q变

性 /3 <"11 Q退火 /3 <"92 Q延伸 /3 <"/3 个循

环'92 Q延伸 43 :;>"5 Q保存* 取 7-$扩增产

物 /

!

'经 412J的琼脂糖凝胶电泳检测扩增

结果*

$%G&=,?基因 C()*的克隆

将目的片段产物按照琼脂糖凝胶 5%&回收

试剂盒#C;3>IF>$说明书进行回收纯化后"取 4

!

'

回收产物与 D254:8C载体#C3P3$3$连接"连接产

物经热激后转化至大肠杆菌 C/D 43 感受态细胞

中"转化产物在 /9 Q 233 G6:;> 条件下振荡培养

4 M后涂布于含有 W8930+)7C9以及氨苄的 'K固

体培养基上"置恒温培养箱中 /9 Q过夜培养#42 <

48 M$* 次日在长出的蓝白斑菌落中挑选白斑"接

种于含氨苄的 'K液体培养基中继续振荡培养 5 M

后"进行菌液 7-$验证并筛选出阳性克隆后由上

海生工生物工程有限公司进行测序*

根据已获得的 K)A基因片段设计 /a8$&-,

上游引物 +W,A$8/+1a8$&-,下游引物 +W,A$85

#表 4$"以 *2&$C

C2

$&-,A5%&&:D0;V;A3E;/>

P;E#-0/>EFAM$反转录合成的 A5%&第一链为模

板"用 /a8$&-,和 1a8$&-,引物与 *2&$C

C2

$&-,A5%&&:D0;V;A3E;/> P;E所带的通用引物

##72$ 配对" 并按照 *2&$C

C2

$&-, A5%&

&:D0;V;A3E;/> P;E推荐的反应体系和反应条件进

行 K)A基因 /a和 1a端序列的扩增* 7-$扩增产

物的回收纯化+克隆和测序与 K)A基因片段的克

隆所述相同*

$%Y&序列的拼接与生物信息学分析

利用 5%&*E3G软件中的 *FL23> 程序对测序

结果进行载体序列的去除和拼接* 利用 "$(

#/DF> GF3N;>I VG3:F$ V;>NFG软件 # MEED!

!

@@@1

>AO;1>0:1>;M1I/H6I/GV6I/GV1ME:0$寻找开放阅读

框'用 K'&*C# @@@1>AO;1>0:1>;M1I/H6K03<E1

AI;$+-0=<E30T 及 5%&2&%等软件进行序列的

验证+翻译及蛋白质相似性分析'使用 -/:D=EF

D)82@# MEED!

!

A>1F?D3<41/GI6E//0<6D;E E//01

ME:0$进行蛋白质等电点和相对分子质量的计算*

用 2,9&513 软件进行 %!系统进化树的构建*

$%V&=,?基因的组织表达分析

以获得的基因序列为 模板" 利用 7G;:FG

7GF:;FG113 软件设计一对用于定量 7-$的特异

性引物 +W,A$816+W,A$88 #表 4 $"对 K)A基因

的表达进行检测"并根据 9F>K3>U 中华绒螯蟹
#

5

*)<%& 基 因 全 长 序 列 # 9F>K3>U 3AAF<<;/> >/1

+231/8::14 $ 设计一对内参引物
#

5*)<%&846

#

5

*)<%&82#表 4$* 利用 &K)7$)*2

"

9133 序列检测

系统进行定量7-$扩增反应"反应体系为 23

!

'!

43

!

'*XK$7GF:;? ,? 6*2

C2

#2 B$'315

!

'7-$

(/G@3GN 7G;:FG# 43

!

:/06'$' 315

!

' 7-$

$FHFG<F7G;:FG#43

!

:/06'$'315

!

'$"W'213

!

'A5%&模板'810

!

'N+

2

"* 反应程序!:1 Q

/3 <':1 Q 1 <"1: Q /5 <"53 个循环':1 Q 41 <"

81 Q 83 <":1 Q41 <'样品和内参分别设 / 个重

复"

#

5*)<%& 为内参* 荧光定量 7-$数据分析采用

相对 2

7

##

!

E法"用 *7**4/13 软件进行统计分析*

表 $&核苷酸引物序列

",-%$&Q13;. 76C18.5328B/308/48L687C8

引物名称

DG;:FG>3:F

核苷酸序列#1a8/a$

DG;:FG<FL=F>AF

用途

=<3IF

#>;HFG<307G;:FG2;?##72$ -C&&C&-9&-C-&-C&C&999- $&-,

+W,A$84 &9-9&9&&9&--&9&CC&---C $C87-$

+W,A$82 -&9-&&--&9-&&-&C---&9& $C87-$

+W,A$8/ C--C-&-&9&9CC9-99&---CC99 /a8$&-,

+W,A$85 -&&&-&--&C9C9&9&--9&99-&9C 1a8$&-,

+W,A$81 99C99&-&&-9-&9&9C&C9 GF308E;:F7-$

+W,A$88 C9&&C9C9&999&9&&9-& GF308E;:F7-$

#

5*)<%&84 &--C-99CC-C&CCCC9C-99 GF308E;:F7-$

#

5*)<%&82 &C9-CCC-9-&9C&9CC-9C- GF308E;:F7-$

26结果

'%$&=,?基因片段 C()*的序列分析

以中华绒螯蟹肝胰腺总 $%&为模板扩增获

得的 A5%&序列全长 2 418 OD"其中包括 4/4 OD

的 1a非编码区 ##C$$" 918 OD 的 /a非编码区

##C$$"开放阅读框#"$($长 4 28: OD"编码 522

个氨基酸"加尾信号 #&&C&&&$以及 7/048&尾

818
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#图 2$* 序列编码的蛋白理论等电点为 0101"分

子量为 50144 U=* 经 K'&*C>+K'&*C? 以及多

序列比对表明"此氨基酸序列与拟穴青蟹+三疣梭

子 蟹 # :+$<'&'(<$%<'E,$)'-*<'($+ 美 洲 海 螯 虾

# 3+=*$'( *=,$%)*&'($ 以 及 日 本 囊 对 虾

#G*$('#,&*,'(L*#+&%)'($等的 ,A$氨基酸序列

具有高度的相似性#图 /$"且具有 K)A基因的典

型结构"由此确定此序列为中华绒螯蟹 K)A基因

片段的 A5%&序列*

'%'&同源性分析以及蛋白系统进化树的构建

将中华绒螯蟹 ,A$氨基酸序列与招潮蟹

#Q)* #'.%-*<+$$+拟穴青蟹+美洲海螯虾+三疣梭

子蟹+蓝蟹 #!*--%&,)<,((*#%C'($+褐虾 #!$*&.+&

)$*&.+&$+大型蚤#9*#>&%* =*.&*$以及赤拟谷盗

# 6$%E+-%'= )*(<*&,'=$+ 埃 及 伊 蚊 # I,C,(

*-E+#%)<'($等 ,A$氨基酸进行对比"其相似性分

别为 0:J+ 09J+ 09J+ 0/J+ 0/J+ 9J+ 88J+

81J和 19J* 利用 2,9&513 软件的 %!法将上

述相关氨基酸序列构建系统进化树"结果显示昆

虫 ,A$聚为一支"甲壳动物 ,A$聚为另一支"其

中"中华绒螯蟹 ,A$与招潮蟹 ,A$聚为一支"亲

缘关系最近#图 /$*
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图 $&中华绒螯蟹 =,?基因全长 C()*核苷酸序列及其氨基酸序列推测

K)A基因具有加尾信号 &&C&&&"出现在距 7/04#&$尾 0 OD 处"用双下划线标出* &6K区和 5区分别用方框标出"&6K区和 5区

之间的结构域为 -区"5区后面的结构域为 ,6(区* -区的 7盒+5盒用阴影标出"单下划线为 0 个半胱氨酸残基

@3;%$&C()*76C18.532848L687C8,722826C82,037. ,C3248L687C8.9=/+()0)+(+=,?;878

CMFK)AD/04#&$3NN;E;/> <;I>30&&C&&&OFI;><0 OD VG/:EMFD/04#&$E3;03GFN/=O0F=>NFG0;>FN1CMFV=>AE;/>30N/:3;><&6K3>N 5

3GF;>N;A3EFN @;EM O/?F<"OFE@FF> N/:3;><&6K3>N 5;<N/:3;> -"3>N OFM;>N N/:3;> 5;<N/:3;>,6(1CMF<M3N/@<<E3>N V/G78O/?"58

O/?1CMFF;IMEA4<EF;>FGF<;N=F<3GF<;>I0F=>NFG0;>FN

图 '&中华绒螯蟹 IC?氨基酸序列与其他物种 IC?氨基酸序列比较

@3;%'&IC?,037. ,C3248L687C84C.0B,/34.7.9=/+()0)+(+E35<23998/8754B8C384

9F>K3>U 3AAF<<;/> >=:OFG!K$%+)>,%$(%&,&(%(#中华绒螯蟹!P(9/2095 $ " 4)"--* #*$*=*=+(*%& #拟穴青蟹!&(%3081:14 $ ":+$<'&'(

<$%<'E,$)'-*<'(#三疣梭子蟹!&9+111/114$ "3+=*$'(*=,$%)*&'(#美洲海鳌虾!&,&2:0/414$ "G*$('#,&*,'(L*#+&%)'(#日本囊对虾!

K&(91/9114$
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图 +&利用 AIZ*K%W 软件构建的基于 IC?氨基酸序列的 )F 系统进化树

@3;%+&)F B<:1.;87853C5/88-,482.7IC?,037. ,C3248L687C846437; AIZ*K%W

9F>K3>U 3AAF<<;/> >=:OFG! K$%+)>,%$(%&,&(%(#中华绒螯蟹!P(9/2095 $ " 4)"--* #*$*=*=+(*%& #拟穴青蟹!&(%3081:14 $ ":+$<'&'(

<$%<'E,$)'-*<'(#三疣梭子蟹!&9+111/114$ "3+=*$'(*=,$%)*&'(#美洲海螯虾!&,&2:0/414$ "Q)* #'.%-*<+$#招潮蟹!&&-//5/21

2$ "!*--%&,)<,((*#%C'(#蓝蟹!&,C3849:14$ "G*$('#,&*,'(L*#+&%)'(#日本囊对虾!K&(91/9114$ "G*)$+E$*)>%'=&%##+&,&(,#日本沼

虾!&+&///0814$ "!$*&.+& )$*&.+&#褐虾!&-"5588114$ "9*#>&%* =*.&*#大型蚤!K&(5:3/314$ "4%<+C%#-+(%(=+(,--*&*#麦红吸浆

虫!&9.3823914$ "9$+(+#>%-* =,-*&+.*(<,$#黑腹果蝇!&&&205:014$ "I,C,(*-E+#%)<'(#埃及伊蚊!&&(4:3/214$ "?$"--'(B%$='(#沙

蟋!&5C8500914$ "6,&,E$%+ =+-%<+$#黄粉虫!-&&922:814$ "6$%E+-%'=)*(<*&,'=#赤拟谷盗!%7E33443981314$

'%+&中华绒螯蟹 =,?基因的表达分析

以 +W,(816+W,(88 为荧光定量 7-$引物"

中华绒螯蟹卵巢+肝胰腺+鳃+胃+肠+心脏+肌肉+

X器官+腹神经节和脑神经节 43 个组织的 A5%&

为模板"

#

5*)<%& 为内参基因"利用荧光定量 7-$

方法研究中华绒螯蟹 ,A$:$%&的组织表达特

征"设定中华绒螯蟹 K)A基因在肠中的表达量为

4"根据 K)A基因在各个组织中的相对表达量作

柱形图#图 5$* 从图中可以看出"K)A基因在所

有检测的组织中均有表达"且在中华绒螯蟹 X器

官中表达量最高"与其他组织的表达量均呈显著

差异#:?3131$'卵巢和肌肉中有少量表达#:?

3131$'肝胰腺+鳃+心脏+胃+肠+胸神经节和脑神

经节中有微量表达*

取不同蜕皮时期中华绒螯蟹典型的 5 个组织

X器官+肌肉+肝胰腺和鳃"利用荧光定量 7-$方

法检测 ,A$:$%&在这些组织中的表达情况*

设定 中华绒螯蟹K)A基因在,期鳃中的表达量

图 K&中华绒螯蟹 =,?基因在各组织中的相对表达情况

41X器官' 21肝胰腺' /1卵巢' 51鳃' 11肌肉' 81心脏' 91胃'

01肠' :1胸神经节' 431脑神经节

不同字母代表差异显著#:?3131$1以下注释同

@3;%K&"<8/81,53D88JB/8443.7.9=,?;87837

23998/8755344684.9=/+()0)+(+

41X8/GI3>' 21MFD3E/D3>AGF3<' /1/H3G4' 51I;00' 11:=<A0F' 81

MF3GE' 91<E/:3AM' 01;>EF<E;>F' :1EM/G3A;A I3>I0;3' 431

AFGFOG30I3>I0;/>

,?DGF<<;/> 0FHF0</VK)AIF>F@3<A30A=03EFN 3<3G3E;/ GF03E;HFE/

#

5*)<%& ;> EMF<3:F<3:D0F/VEMGFF;>N;H;N=30<" 3>N 3<V/0N

F?DGF<<;/> O3<FN /> ;>EF<E;>F153E3@FGFF?DGF<<FN 3<EMF:F3> @

*515;VVFGF>E0FEEFG<;>N;A3EFEMF<;I>;V;A3>EN;VVFGF>AF3E:?

3131 @;EM GF<DFAEE/ A/>EG/01CMF<3:F3<EMFV/00/@;>I
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为 4"根据 K)A基因在各蜕皮时期 5 个组织中的

相对表达量作柱形图#图 1$ * 荧光定量 7-$结

果显示在中华绒螯蟹不同蜕皮时期中"X器官

中 K)A基因表达量在 5期和 ,期的表达量最

高"与 &K期+-期呈显著性差异#:?3131$ '肝

胰腺中 K)A基因表达量从 &K期到 5期有上升

的趋势"到 ,期有所降低'肌肉中 K)A基因表达

量在 &K期最高"与其他各蜕皮时期呈显著性差

异#:?3131$ '鳃中 K)A基因表达量在 5期最

高"显著高于其它各蜕皮时期#:?3131$ *

设定中华绒螯蟹 K)A基因在
$

期卵巢的表

达量为 4"根据 K)A基因在不同发育时期中卵巢

的相对表达量作柱形图#图 8$"荧光定量 7-$结

果显示"在中华绒螯蟹不同卵巢发育时期中"K)A

基因在卵巢发育
$

<

%

期的表达量有上升趋势"

到
&

期表达量降低*设定中华绒螯蟹K)A基因在对

图 T&=,?基因在不同蜕皮时期中华绒螯蟹

K 个组织中的相对表达情况

@3;%T&"<8/81,53D88JB/8443.7.9=,?;878379.6/

5344684.9=/+()0)+(+3723998/8750.1537; B8/3.24

图 G&=,?基因在中华绒螯蟹卵巢发育

过程中的相对表达情况

@3;%G&"<8/81,53D88JB/8443.7.9=/+()0)+(+=,?;87837

23998/875.D,/3,728D81.B087545,;8

照组的表达量为 4"根据 K)A基因在各实验组中

的相对表达量作柱形图#图 9$"由图中可以看出"

在体外注射实验中"2(4 组的 K)A基因表达量与

对照组和生理盐水组无显著差异"而 2(2 组的

K)A基因表达量显著上升 #:?3131$'离体培养

实验中"2(4 组和 2(2 组显著高于对照组和生理

盐水组#:?3131$#图 0$*

图 Y&注射 A@对中华绒螯蟹卵巢

=,?基因相对表达量的影响

@3;%Y&I998C5.9A@37[8C53.7.7=/+()0)+(+.D,/3,7

=,?;878/81,53D88JB/8443.7

图 V&A@对中华绒螯蟹离体培养卵巢中

=,?基因相对表达量的影响

@3;%V&I998C5.9A@.7=/+()0)+(+.D,/3,7

=,?;8788JB/8443.7():(3'.

/6讨论

本研究首次从中华绒螯蟹中克隆得到 K)A

基因的全长 A5%&序列* 通过在 9F>K3>U 中进

行 K'&*C同源性比对"中华绒螯蟹 ,A$与其他

甲壳动物以及昆虫的 ,A$氨基酸序列有着很高

的相似性* 在蛋白保守区数据库 # A/><FGHFN

N/:3;> N3E3O3<F"-55$对 ,A$进行蛋白保守区预

测"显示其具有 ,A$核受体家族蛋白所具有的

&<(区 1 个功能结构域的完整结构* 从 %端到

-端"中华绒螯蟹 ,A$氨基酸序列的 -区存在高
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度保守的 78O/?#,9-P9$和 58O/?#PX9%%$两

个典型的特殊结构"其中 78O/? 决定着与 5%&的

结合的特异性"58O/? 与同型二聚体的形成有关"

从而保证了调控识别应答元件+形成二聚体的功

能
(42)

'此外"-区含有由两个锌原子与 0 个半胱

氨酸残基形成的 -5 锌指结构* 这与该基因在其

他甲壳动物中的研究结果相同
(2/)

* 从系统进化

树中发现"甲壳动物的 ,A$聚为一支"其中中华

绒螯蟹与招潮蟹聚为一支"表明它们亲缘关系最

近#图 /$"符合物种的分子进化关系* 由此"初步

确定此序列为中华绒螯蟹 ,A$序列*

K)A基因在在中华绒螯蟹 X器官+卵巢+肝

胰腺+鳃+胃+肠+心脏+肌肉+腹神经节和脑神经节

中均有表达#图 5$"这与 K)A基因在其他甲壳动

物中的表达情况一致
(43 742"25 728)

* X器官"又称蜕

皮腺"是非神经上皮内分泌腺之一"是控制甲壳动

物蜕皮的内分泌器官"通过分泌蜕皮激素控制动

物的蜕皮+生长和繁殖等行为
(29)

* 作为蜕皮激素

的受体"K)A基因在中华绒螯蟹 X器官中表达量

显著高于其他组织"日本囊对虾+三疣梭子蟹和蓝

蟹中的研究结果也发现 K)A基因在甲壳动物的

蜕皮过程有重要作用
(25"28"20)

"推测 K)A基因参与

中华绒螯蟹蜕皮过程*

为了研究 K)A基因在中华绒螯蟹蜕皮过程

中的作用"本实验进一步研究了 ,A$:$%&在中

华绒螯蟹不同蜕皮时期的 X器官+肝胰腺+鳃和

肌肉组织中的表达量 #图 1$* 在不同蜕皮时期

中"X器官中 K)A基因表达量在 5期和 ,期的表

达量最高"说明 K)A基因确实与中华绒螯蟹个体

的蜕皮过程有关* ,A$作为蜕皮激素的受体"通

过与 $W$形成异源二聚体"进而与 238羟基蜕皮

酮结合"启动下游基因的表达"间接介导中华绒螯

蟹蜕皮过程
(25)

* 肝胰腺中K)A基因表达量从&K

期到 5期有上升的趋势"到 ,期有所降低"其在

蜕皮周期中表达水平的变化与血淋巴中 238羟基

蜕皮酮的滴度变化趋势呈现出一致性
(0)

* 在招

潮蟹的研究中"通过 %/GEMFG> 印迹检测到在蜕皮

周期的肝胰腺中",A$转录本浓度在 -期处于较

低水平"而在 5期开始有明显的增加"并在 &K期

处于低水平状态"也与蜕皮激素在血淋巴中的水

平变化相一致"说明 K)A基因在肝胰腺的不同表

达水平与蜕皮激素在血淋巴中的变化水平相关

联
(49"2:)

* 此外"在对日本囊对虾的研究中也发

现"不同蜕皮阶段的肝胰腺中"K)A基因的表达水

平与蜕皮周期具有明显的相关性* 肌肉中 ,A$

表达量在 &K期最高"与日本囊对虾中结果一

致
(25)

"且与其异源二聚体 $W$在中华绒螯蟹中

的研究结果相似
(/3)

'鳃中 ,A$表达量与蜕皮激素

在中华绒螯蟹蜕皮过程中表达趋势也是相一

致的
(0)

*

目前对 ,A$功能的研究主要集中在蜕皮+附

肢再生及蜕皮激素信号转导
(49"/4 7/2)

等方面"在卵

巢发育方面的研究较少* 有研究表明"蜕皮激素

在甲壳动物类卵黄发生过程中有重要作用
(5)

*

在招潮蟹中的研究",A$的表达量从卵巢未发育

期开始不断增加并且在成熟期达到最大值
(49)

'在

三疣梭子蟹的研究中也发现 ,A$可能参与卵巢

发育和卵黄发生
(28)

* 本实验研究了 K)A基因在

中华绒螯蟹不同卵巢发育时期中的表达水平的变

化"结果显示 K)A基因表达量在卵巢发育
$

<

%

期有 上 升 趋 势" 到
&

期 有 所 下 降 # 图 8 $*

"U=:=G3等
(29)

研究表明"卵黄发生过程中"在血

淋巴中的蜕皮激素进入到卵巢"因而卵巢中存在

较高滴度的蜕皮激素"所以其作用受体 ,A$的表

达水平也相应较高
(9)

"推测 ,A$与中华绒螯蟹卵

巢发育过程有关*

甲基法尼酯#2($是甲壳动物体内的重要激

素"能够调控甲壳动物的生长及繁殖等多种生理

活动* 有研究认为"2(通过调控 23,从而提高

,A$8$W$异源二聚体转录因子的活性"进而促进

卵巢发育过程发生
(//)

* 先前的实验已经证实"

2(对中华绒螯蟹卵巢发育有调控作用"且对

,A$的异源二聚体配体 ANA基因在卵巢中的表

达有促进作用* 本实验通过体外注射和离体培养

方法研究了 2(对 ,A$的调控作用"发现 2(可

以调控 ,A$在中华绒螯蟹卵巢中的表达"但其具

体功能和作用机制还有待进一步研究*
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&水产学报'创刊 13 周年特刊征稿

4:85 年"著名鱼类学家朱元鼎先生创办了我国水产

领域的第一本综合性学术期刊///,水产学报 -"2345

年",水产学报-将迎来五十岁华诞* 五十年风雨"五十年

沧桑"五十年磨砺"五十年辉煌"在历任主编+各方领导+

读者+作者及广大广告客户的关心和支持下",水产学报-

如今已成长为国内水产领域最重要的学术期刊*

为回报广大作者+读者和广告客户的厚爱",水产学

报-计划在 2345 年 : 月正刊出版%纪念,水产学报-创刊 13 周年特刊&"内容将主要包含水产领域的重要基础

研究+重大应用成果与展望"以期集中反映我国近年来在水产及其相关领域取得的重大成就*

特刊主要内容!

41相关单位及领导贺词'21专家特邀文章+作者自由投稿'/1水产及相关领域的国家重点实验室介绍'51

知名水产相关企业介绍*

特刊稿件截稿日期!

2345 年 9 月 43 日

投稿方式以及格式!

请通过水产学报网上投稿系统直接上传稿件#请在投稿栏目中选择 %纪念 ,水产学报-创刊 13 周年特

刊&$* 本特刊投稿文体为中文*
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