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摘要! 蜕皮激素受体#?>@JHI?F/:@ F?>?BI/F!,>$$介导调控甲壳动物蜕皮生长'附肢再生等重要生命

活动" 为了解,>$在人工控制甲壳动物的繁殖和生长中的作用!采用 $&-,方法结合同源克隆技

术!首次从中华绒螯蟹 V7器官中克隆得到蜕皮激素受体基因全长 >4%&序列#A-&FA(L!登录号&

W(9/1:08$!并进行了结构解析和组织表达分析" 结果发现!A-&FA(L编码基因全长 2 491 AB!开放阅

读框为 4 1/0 AB!编码 858 个氨基酸!具有4%&结合域#4M4$和配体结合域#'M4$等典型的核受

体超家族结构域!但不具有信号肽结构" 其中!4M4含有 0 个保守的 -JH残基!可以形成 2 个锌指

结构#-
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$!是典型的4M4特征" 多重序列比对分析表明!,FH7,>$

氨基酸序列与拳手招潮蟹同源性最高!达到 :4K" 荧光定量 6-$结果显示成体中华绒螯蟹 A-&F

A(L基因在V7器官和肌肉组织中表达量最高!在血液'肠道'卵巢'眼柄'心脏和肝胰腺中有一定表

达!在鳃'胸神经节和精巢表达量较低" 这表明A-&FA(L基因在中华绒螯蟹各组织器官中的表达不

具有典型的特异性!提示A-&FA(L基因可能参与体内多种生命活动的调控"

关键词! 中华绒螯蟹% 蜕皮激素受体% 克隆% 表达

中图分类号! E908% *:491566666666 文献标志码&&

66甲壳动物具有坚硬的外骨骼"在蜕皮激素

#?>@JHI?F/:@ =/F8/3?",+$的调控下周期性地蜕

皮&吸水膨胀&生长并形成新的外骨骼
(4 72)

' 蜕皮

激素受体#?>@JHI?F/:@ F?>?BI/F",>$$是一种核受

体超家族# 32>0?9FF?>?BI/FH2B?FG98:0J$"广泛存

在于昆虫和甲壳类动物中"作为蜕皮激素的受体

介导调控甲壳动物蜕皮生长&附肢再生等重要生

命活动"启动动物繁殖和生长发育等生命过程的

级联反应"对 ,>$及其分子机制的研究一直是甲

壳动物内分泌的重点内容
(/ 75)

' 迄今"对昆虫蜕

皮激素受体的研究比较深入"已经克隆和解析了

黑 腹 果 蝇 # ?-/&/6),*% @#%7/+%&'#-$

(8)

& 家 蚕

# M/@$.K @/-,$

(1)

& 棉 铃 虫 # ;#*,(/0#-6%

%--%,+#-%$

(9)

等多种昆虫 A(L基因"并在蜕皮激

素与 ,>$的分子作用方式和级联反应调控机理

研究方面取得了重要进展"一些研究成果已在提

高蚕丝产量&研制杀虫剂等生产实际中得到应

用
(0 743)

' 近几年"一些甲壳动物如拳手招潮蟹

#N(% 61+,*%'/-$

(44)

&日本囊对虾 #C%-&16#7%#1&

O%6/7,(1&$

(42)

& 日 本 沼 虾 # C%(-/$-%(),1@

7,66/7#7&$

(4/)

& 黑 背 陆 地 蟹 # P#(%-(,71&

*%'#-%*,&$

(45)

&蓝蟹#2%**,7#('#&&%6,>1&$

(48)

和三疣

梭子蟹 #!/-'171&'-,'1$#-(1*%'1&$

(41)

的 A(L基因

相继被克隆和测序"但对其与蜕皮激素的分子作

用方式和调控机制的了解甚少' 中华绒螯蟹

# A-,/()#,- &,7#7&,&$ 俗 称 河 蟹" 属 甲 壳 纲

#-F2HI9>?9$& 十 足 目 # 4?>9B/@9$& 绒 螯 蟹 属

#A-,/()#,-$"是中国重要经济蟹类之一' 对中华

绒螯蟹 ,>$的研究将有助于实现在生产上人工

控制中华绒螯蟹的蜕皮和生长"培育出大规格精
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品中华绒螯蟹' 本研究利用本实验室中华绒螯蟹

转录组测序数据及近缘物种 A(L基因序列克隆

和解析了中华绒螯蟹 V7器官 A(L基因的分子构

造"并分析了该基因在成体中华绒螯蟹各组织中

的表达情况"为下一步深入研究 A(L基因对中华

绒螯蟹蜕皮的分子调节机制提供了理论数据'

46材料与方法

!"!#实验材料

实验中华绒螯蟹取自天津市宁河新佳中华绒

螯蟹养殖场"经暂养后选择健康中华绒螯蟹用于提

取总 $%&%宿主菌株 4+8

%

为本实验室保存%

D$)</0总 $%&提取试剂盒 #)3Y:IF/;?3 $% 4%&

C9FN?F& 6F:8?*>F:BI$?Y?FH?DF93H>F:BI9H?试剂盒&

4%5 酶&BC4407DY?>I/F试剂盒&*VM$6F?8:] ,]

4%5

DC

$

试剂盒均购自 D9W9$9%引物合成和测序工

作由金唯智生物科技#北京$有限公司完成'

!"=#总 C?@提取与第一链 5>?@的合成

采用 D$)</0试剂盒分别提取 23 只中华绒螯

蟹 V7器官&肌肉&肠道&心脏&眼柄&卵巢&精巢&肝

胰腺&鳃&胸神经节和血液组织总 $%&"经琼脂糖

凝胶电泳与微量核酸蛋白测定仪#D=?F8/$定性和

定量检测后" 703 X贮存备用' 以中华绒螯蟹各

组 织 总 $%& 为 反 转 录 模 板" &"'6# 8Q7

LL--&-L-LD-L&-D&LD&-#D$417/Q$为引物"

M4&7"0:;/ # 8Q7&&L-&LDLLD&D-&&-L-&L7

&LD&-L-LLL7/Q$为接头合成第一链 >4%&'

!"D#12#31$4基因的克隆

根据本实验室中华绒螯蟹转录组测序数据和

近缘物种 A(L基因保守序列设计合成引物 A-&7

A(L(4 # 8Q7-&D-LLL-D&--&DD&-&7/Q$ 和

A-&7A(L$4 # 8Q7&L-&&-DD-L-&&&-&--7/Q$"

以 V7器官 >4%&为模板经 6-$扩增 A-&7A(L基

因部分序列' 反应在 M:/7$9@ 6-$仪上进行'

6-$反应体系!>4%&模板 4

!

'" @%D6C:]I2F?

#218 88/05'$2

!

'"上下游引物#43

!

8/05'$各

4

!

'"43 B6-$A2GG?F218

!

'"F4%5 酶#8 #5

!

'$

3128

!

'"加灭菌超纯水至总体积 28

!

'' 6-$反

应条件!:5 X预变性 5 8:3%:5 X变性 53 H"80 X

退火 53 H"92 X延伸 53 H"/3 个循环%92 X延伸

43 8:3"5 X保存' 6-$产物经电泳后"用琼脂糖

凝胶 4%&回收试剂盒回收纯化"连入 BC4407D

载体"转化至大肠杆菌 4+8

%

感受态细胞"所获得

的阳性克隆由金唯智生物科技 #北京$有限公司

测序'

根据得到的 A-&7A(L基因部分序列和近缘物

种 A(L基因保守序列设计合成引物 A-&7A(L7

(<4(4 #8Q7D-DL--LD&L--DDDLD&7/Q$和 A-&7

A(L7G<4$4#8Q7L&&DLDLL-DDL-L-&LD7/Q$进

行 /Q非翻译区 6-$扩增'

按照 *C&$D?F

DC

$&-,>4%&&8B0:G:>9I:/3

W:I说明书合成 8Q$&-,7>4%&' 设计 8Q$&-,的

下游特异性引物 A-&7A(L$2 # 8Q7&LL-L&-&7

-D-DDL&-&-DDL-7/Q$"上游引物为 %#6# 8Q7

&&L-&LDLLD&D-&&-L-&L&LD7/Q$ 进 行

6-$反应'

!"G#生物信息学分析

利用 M:/?@:I#.19131:13$对测序结果进行拼

接"获得 A-&7A(L全长 >4%&' 基于此序列设计

合 成 引 物 A-&7A(L(2 # 8Q7L&---LDL-D7

DL&-D-L-LDL7/Q$ 和 A-&7A(L7G<4$4 # 8Q7

L&&DLDLL-DDL-L-&LD7/Q$验证得到的全长

>4%&序列' "$((:3@?F确定开放阅读框 # /B?3

F?9@:3; GF98?""$($' M'&*D程序分析 A-&7A(L

>4%&和蛋白序列' 6F/I69F98I//0预测蛋白物理

参数"*:33906514 *?FY?F预测信号肽"*C&$D程

序分析氨基酸结构' -02HI90S进行多序列比对'

-02HI90S和 C,L&8143 软件构建系统发育树'

!"Q#组织表达分析

将提取的中华绒螯蟹 V7器官&肌肉&血液&肠

道&卵巢&眼柄&心脏&肝胰腺&鳃&胸神经节和精巢

共 44 种组织或器官总 $%&分别进行反转录获得

>4%&' 根据 A-&7A(L>4%&全长序列设计一对

特异性引物 OA(L7G#8Q7LL-LDD&DL&DD--&&7

L&-&L&7/Q$" OA(L7F # 8Q7&DDDD&-&&&7

LL-D&-LL-&L&7/Q$ 检 测 A-&7A(L 表 达"

#

F

%(',7(# 8Q7&LD&L--L---DLLDDLD&L&-7/Q$

和
#

F%(',7$# 8Q7DD-D--&DLD-LD---&LD7/Q$

扩增中华绒螯蟹
#

F%(',7 作为内参' 运用实时荧

光定量方法对 A-&7A(L在不同组织或器官中的表

达情况进行分析' 反应体系!43

!

'*VM$6F?8:]

,] 4%5

DC

$

"318

!

'(/FZ9F@ 6F:8?F# 43

!

8/05

'$"318

!

'$?Y?FH?6F:8?F#43

!

8/05'$"413

!

'

>4%&"013

!

'@@+

2

"%反应条件!:5 X变性 /3 H%

:5 X变性 8 H"13 X退火 /3 H"53 个循环%在 88 X

进行荧光信号收集' *6**4913 统计分析软件进

009
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行数据分析"当 !A3138 时差异显著'

26结果

="!#12#J1$4基因的克隆和序列分析

采用 $&-,方法给同源克隆技术获得了中华

绒螯蟹 V7器官蜕皮激素受体基因#A-&FA(L$序列'

序列分析结果表明"A-&FA(L的 >4%&序列#登录

号!W(9/1:08$长度为 2 491 AB"包含 8Q#D$88 AB"

/Q#D$50/ AB""$(4 1/0 AB"编码 858 个氨基酸'

采用 6F/I69F98 软 件 预 测 其 蛋 白 分 子 量 为

131/9 N2"理论等电点为 91:9' 利用 *:;3906软件

对编码区进行分析"发现 ,FH7,>$不存在信号肽序

列"不属于分泌蛋白' 推导出的 ,FH7,>$从 %端到

-端包含8个功能域!&5M域#转录激活域$ &-域

图 !#S4-JS5C与其他甲壳纲物种 S5C氨基酸序列的多重比对

椭圆框 4 代表 67A/] 序列"椭圆框 2 代表 47A/] 序列"长方形框代表 'M4的 42 个
%

7螺旋

$%&"!#N6+.%*+/(+%&,)/,.017/765/7()%,0 (5%7-/86/,5/01S4-JS5CH%.F0.F/4546-.(5/(,-*/5%/-

*O29F?8?93HIZ?0Y?

%

7=?0:>?H"67A/] 93@ 47A/] 9F?:3@:>9I?@ 9A/Y?I=?H?O2?3>?L?3M93N 9>>?HH:/3 328A?F!&&-//5/212#拳手招朝蟹1N(%

61+,*%'/-"#B$"&LM/540214#蓝蟹12%**,7#('#&&%6,>1&"-H$"&(%3018:14#拟穴青蟹1"(.**% 6%-%@%@/&%,7"*B$"&(+/83/214#三疣梭子蟹1

!/-'171&'-,'1$#-(1*%'1&"6I$"M&(98/9814#日本囊对虾1C%-&16#7%#1&O%6/7,(1&"C[$"&-"5511814#褐虾12-%7+/7 (-%7+/7"->$

:09
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#4%&结合域$&4域 #铰链域$&,域 #配体结合

域$ 和 (域' 推导的 ,FHF,>$氨基酸序列经

*C&$D分析表明",>$具有典型的核受体超家

族结构域 4%&结合域 #4%& A:3@:3; @/89:3"

4M4$ 和配体结合域 # ':;93@ A:3@:3; @/89:3"

'M4$"且 4M4具有 0 个保守的 -JH残基#图 4&

2$"可以形成 2 个锌指结构 #-

481

7-

48:

7-

49/

7-

491

&

-

4:2

7-

4:0

7-

230

7-

244

$"具有典型的 4M4特征'

图 =#S4-JS5C与昆虫纲物种 S5C氨基酸序列的多重比对

$%&"=#N6+.%*+/(+%&,)/,.017/765/7()%,0 (5%7-/86/,5/01S4-JS5CH%.F0.F/4%,-/5.-*/5%/-

L?3M93N 9>>?HH:/3 328A?F!&,V1/90414#松墨天牛1C/7/()%@1&%*'#-7%'1&"C9$ "M&(5:3//14#戈斯以水蚤1?%6)7,% @%+7%"48$ "

&-W8909:14#墨西哥棉铃象虫1Q7')/7/@1&+-%7>,&"&;$ "&&44:02014#东亚飞蝗1E/(1&'% @,+-%'/-,%"'8$ "M&(51/8114#西洋蜂1

Q6,&@#**,:#-%"&8$ "&4S8:1:/14#黄脸油葫芦14#*#/+-.**1&#@@%"D?$

="=#多重序列比对

将推导的 ,FH7,>$氨基酸序列与已公布的其

他物种的 ,>$氨基酸序列进行 M'&*D检索分

析"发现其与其他蟹类的 ,>$序列具有很高的相

3:9
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似性"其中与拳手招朝蟹的相似性最高"达到

:4K"与蓝蟹&拟穴青蟹# "(.**% 6%-%@%@/&%,7$以

及三疣梭子蟹的相似性也分别达到了 00K&09K

和 0/K%与虾类和昆虫类 ,>$氨基酸序列的相似

性则较低"与褐虾 #2-%7+/7 (-%7+/7$&日本囊对

虾&东亚飞蝗#E/(1&'% @,+-%'/-,%$以及墨西哥棉

铃象虫 #Q7')/7/@1&+-%7>,&$ 的相似性分别为

90K&19K&11K和 12K'

使用 -02HI90S软件"将 ,FH7,>$氨基酸序列

与其他物种 ,>$氨基酸序列进行多序列比对"结

果显示各物种 4M4和 'M4的氨基酸序列具有很

高的保守性' 4M4具有 67A/] 和 47A/]"'M4构

象与4三明治5的三层结构类似"由 42 个
%

7螺旋

#+$排列构成%这与已发现的其他甲壳动物 ,>$

结构域特征一致
(41)

#图 4 和图 2$' 利用 C,L&

8143 软件"将 ,FH7,>$的氨基酸序列与其他甲壳

动物和昆虫 ,>$的氨基酸序列通过邻接法

#%?:;=A/F7!/:3:3;"%!$构建系统进化树 #图 /$'

结果显示 ,FH7,>$与甲壳动物在进化上属于同一

支"昆虫为另一支"这与序列比对的结果一致'

图 D#S5C氨基酸序列的 ?K 系统发育树

$%&"D#2F/?K AF9+0&/,/.%5.4//01S5C

L?3M93N 9>>?HH:/3 328A?F! &&-//5/212 #拳 手 招 朝 蟹1N<

61+,*%'/-$"&&D9903014#黑背地蟹1P<*%'#-%*,&$"&LM/540214

# 蓝 蟹1 2< &%6,>1&$ " &(%3018:1 4 # 拟 穴 青 蟹1

"<6%-%@%@/&%,7 $ " &&$0:12014 # 青 蟹12<@%#7%&$ "

&(+/83/214 #三疣梭子蟹1!<'-,'1$#-(1*%'1&$ "M&(98/9814

#日 本 囊 对 虾1C<O%6/7,(1&$ " &-"5511814 # 褐 虾12<

(-%7+/7$ " &L*:553814 # 凡 纳 滨 对 虾1E<0%77%@#,$ "

&,V1/90414#松墨天牛1C<%*'#-7%'1&$ "M&(5:3//14#戈斯以

水蚤1?<@%+7% $ " &-W8909:14 # 墨 西 哥 棉 铃 象 虫1Q<

+-%7>,&$ "&4D1500914#沙蟋1P<:,-@1&$ "&&44:02014 #东亚

飞蝗1E<@,+-%'/-,% $ " M&(51/8114 #西洋蜂1Q<@#**,:#-% $ "

&4S8:1:/14#黄脸油葫芦14<#@@%$

="D#12#J1$4组织表达分析

采用荧光实时定量 6-$的方法分析了 A-&7

A(L基因在中华绒螯蟹不同组织或器官中的分布

情况' 数据分析显示"A-&FA(L基因在各组织或

器官中均有表达"其中在肌肉和 V7器官中表达量

最高"在血液&肝胰腺&眼柄&肠道&卵巢和心脏中

亦有一定表达"在鳃&精巢和胸神经节中表达量低

#图 5$'

图 G#8C2JABC分析 12#J1$4在

中华绒螯蟹不同组织中的表达情况

41肠道% 21鳃% /1胸神经节% 51眼柄% 81V"% 11血淋巴% 91卵

巢% 01精巢% :1肌肉% 431肝胰腺% 441心脏' 不同字母表示差

异显著#!A3138$

$%&"G#8C2JABC(,(+9-%-0112#J1$4&/,/

/I*4/--%0,140) 7%11/4/,..%--6/-011"#).'.#)#

41:3I?HI:3?% 21;:00% /1I=/F9>:>3?FY?>/F@% 51?J?HI90N% 81V7

/F;93% 11=9?8/>JI?% 91/Y9FJ% 01I?HI:H% :182H>0?% 431

=?B9I/B93>F?9H% 441=?9FI1M9FH Z:I= @:GG?F?3I 0?II?FH 9F?

H:;3:G:>93I0J @:GG?F?3I#!A3138$

/6讨论

本研究采用 $&-,方法结合同源克隆技术"

获得 A-&7A(L基因 >4%&全长序列"与已知的其

他物种 ,>$结构类似
(49 740)

"自 %端到 -端依次

为 &5M域#转录激活域$&-域#4%&结合域$&4

域#铰链域$&,域#配体结合域$和 (域' -域具

有 0 个保守的 -JH残基"形成 2 个锌指结构#-

481

7

-

48:

7-

49/

7-

491

&-

4:2

7-

4:0

7-

230

7-

244

$"且 -JH周围的

氨基酸序列高度保守"具有 67A/] 和 47A/] 序列%

,域构象与4三明治5的结构类似"由 42 个
%

7螺

旋#+$排列构成%这些保守的氨基酸序列对形成

锌指 结 构 以 及 ,>$ 行 使 功 能 具 有 重 要 作

用
(4: 723)

' ,FH7,>$和昆虫类 ,>$氨基酸序列对

比显示"保守氨基酸多集中于 4M4周围"'M4也

相对保守"这提示在甲壳动物和昆虫中",>$调控

的下游基因以及信号通路可能具有相似性"目前

对昆虫类 ,>$的分子调节机制及其生理功能的

4:9
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研究已经有一定基础
(24 725)

"这为中华绒螯蟹等甲

壳动物系统开展 ,>$分子调控机制的研究提供

了重要参考' 在昆虫中"A(L基因有 &&M4 和 M2

/ 个同工型"主要差别为 &5M域的不同
(43)

' 拟穴

青蟹和蓝蟹
(48)

等甲壳动物中发现 A(L基因存在

亚型"主要差别是 -&4域碱基的插入和替换%本

研究中"通过 6-$验证全长 >4%&序列"并未发

现 A-&7A(L基因存在亚型"在三疣梭子蟹研究中

同样未发现 A(L基因存在亚型
(41)

'

为了解 A-&7A(L基因的功能和调控机制"本

研究对中华绒螯蟹各组织或器官 A-&7A(L基因表

达量进行了分析"结果显示 A-&FA(L基因在各组

织或器官中广泛表达"推测其为组成性表达"这与

拳手招潮蟹&日本囊对虾及三疣梭子蟹的相应结

果一致
(44 742"41)

' 上述结果提示该基因可能参与

了中华绒螯蟹蜕皮&生长&代谢&繁殖和附肢再生

等多种重要的生命活动' 对昆虫类蜕皮信号通路

的研究发现"当蜕皮激素与 ,>$结合后",>$与

#*6会立即形成异二聚体进而启动一系列级联

反应"完成蜕皮活动
(22 725)

' U=?3; 等
(9)

在棉铃虫

的研究中发现利用 $%&:技术沉默 A(L基因会抑

制一系列 23,效应基因的表达"进而影响蜕皮活

动的正常发生' 在甲壳动物的研究中"三疣梭子

蟹 V7器官 A(L基因在蜕皮周期各阶段表达量与

血液中的蜕皮激素浓度相协调"当 A(L基因的表

达量达到最高值时"血液中的蜕皮激素浓度会下

降"这可能是由于高浓度的 A(L对 V7器官合成蜕

皮激素具有负反馈调节作用
(41)

%在日本囊对虾肝

胰腺和肌肉组织中也有类似结论
(44)

"说明 A(L基

因在昆虫及甲壳类动物蜕皮活动中扮演重要角

色' *Z?Y?FH等
(28)

在对家蚕的研究中发现 A(L基

因稳定表达于卵黄生成阶段"绒毛膜发生前期不

表达"后期再次表达%崔晓雨等
(41)

在对三疣梭子

蟹二次卵巢发育的研究中发现"V7器官和肝胰腺

中 A(L基因表达量明显上升"表明其可能参与三

疣梭子蟹卵巢发育及卵黄发生' 另外还有研究发

现随着蜕皮激素浓度的升高"卵黄蛋白原基因的

表达量也随之上升"而卵黄蛋白原的合成则发生

于肝胰腺"间接提示 A(L基因可能对卵黄生成以

及 肝 胰 腺 储 能 发 挥 着 重 要 作 用
(21 729)

'

.9G/B/20/2 等
(20)

发现克氏原螯虾 #!-/(%@$%-1&

(*%-9,$血液中的 A(L基因对于机体创伤愈合具有

重要的调节作用"-=23; 等
(44)

在拳手招潮蟹中发

现 A(L基因在非再生附肢肌肉中的蜕皮周期各

阶段稳定表达"而在再生附肢胚芽组织中高表达"

表明 A(L基因在甲壳动物附肢再生过程发挥重

要作用' 这些结果均提示 ,>$参与调节甲壳动

物和昆虫类多种生命活动"对 ,>$功能的全面了

解有待进一步深入的研究'
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