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摘要! 为研究保幼激素拮抗物RR;"$ 促生长的分子机制!实验克隆出甲基法呢酯#a/$合成

的关键酶***! ;羟;! ;甲基;戊二酰还原酶-#2a[+$部分E+,-序列!并研究该基因时

空表达以及RR;"$ 对其表达的影响" 将体长 !8= =̂8% LE凡纳滨对虾幼虾随机分为 $ 组!

分别用 &8>= o&%

;"

E67A.的RR;"$ 溶液或不含RR;"$ 的溶液浸泡处理 & EGJ!之后在相同

条件下常规饲养" 不同组织中2a[+E+,-水平定量分析采用VMF7DOGEMB4+!血淋巴中a/

滴度测定采用正相高效液相色谱法" 结果显示!2a[+E+,-水平在大颚器官#a)$最高!

其次是眼柄!肌肉和肝胰腺水平最低" 在实验观察期间!眼柄与 a)两种组织中 2a[+的表

达模式明显不同!前者各时间点E+,-水平变化较小!无统计学差异#!h%8%=$%后者 E+,-

含量分别在第 &'? 天显著高于第 % 天%实验期间血淋巴a/滴度逐渐升高" RR;"$ 处理可显

著抑制2a[+表达!但眼柄和a)中 2a[+转录的下调模式仍不相同!前者 E+,-水平在

各时间点之间没有明显差异#!h%8%=$%而在 a)下调幅度出现明显波动!其中在第 & 和 ?

天!E+,-含量分别下降了 #$8=_和 >%8? _%血淋巴a/滴度逐渐下降" 结果表明!RR;"$

可显著抑制凡纳滨对虾多种组织#尤其是 a)和眼柄$2a[+转录!降低血淋巴 a/滴度!这

可能是其促生长的机制之一"

关键词! 凡纳滨对虾% 大颚器官% 保幼激素拮抗物RR;"$% ! ;羟;! 甲基;戊二酰还原酶-

中图分类号! U"=>% 1>&?'''''''文献标识码&-

''! ;羟 ;! 甲基 ;戊二酰还原酶 -" !D

IZNV6mZD!DEMOIZ7:79OFVZ7DL6MJHZEM- VMN9LOFWM!

2a[+#是萜类物质合成的关键酶!该酶催化形成

的异戊二烯为保幼激素"p9fMJG7MI6VE6JM

'

!(2

'

#等萜类物质合成提供起始底物)& ;$*

!因此!

2a[+表达水平与 (2含量有密切关系)$ ;"*

!该

酶基因序列(组织分布和表达调控已在多种昆虫

中得到研究)= ;?*

+ 甲壳动物大颚器官"EFJNGP97FV

6V:FJ! a)# 分 泌 的 甲 基 法 呢 酯 " EMOIZ7

YFVJMW6FOM!a/#!其结构类似(2

'

同属萜类物质!

是直接调控甲壳动物生长的重要激素之一)# ;&%*

+

鉴于昆虫(2

'

和甲壳动物 a/前体合成均有相

同途径!甲壳动物体内2a[+研究逐步引起学者

的重视+ 据报道!2a[+在美洲螯龙虾"B&4(%)*

(4#%-+($)*#不同组织表达水平差异较大!a)表

达水平最高!推测可能与该酶合成 a/功能有密

切关系)&& ;&$*

'龙虾体内 2a[+活性高低与淋巴

中a/滴度变化趋势一致)&$ ;&!*

+

咪唑类物质保幼激素拮抗物"RR;"$#可减

少昆虫体内 (2滴度!促使成熟形态发生)&" ;&<*

+

我们前期研究首次发现!RR;"$ 能够促进凡纳

滨对虾"F-:&'#$(#)*O($$(4#-#生长!并对 a)的

发育有一定的抑制作用)&?*

+ 经济甲壳动物凡纳

滨对虾在国内外都有广泛的养殖!研究 RR;"$

这类物质的作用机理不仅具有理论价值!而且还

有重要的实际意义+ 鉴于a/在凡纳滨对虾等甲

壳动物生长中的作用以及 2a[+与 a/合成的

关系!我们推测 RR;"$ 作用的靶分子之一可能
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是2a[+!据此!我们首次克隆出部分 2a[+序

列!用 VMF7DOGEMB4+分析了 2a[+在凡纳滨对

虾中的时空表达!结合高效液相色谱测定了血淋

巴中a/滴度+

&'材料与方法

!"!#凡纳滨对虾的处理

凡纳滨对虾养殖于巩义市黄河生态渔业产业

园+ 在面积 $ <<" E

$

!水深 &8= E的池塘中!架设 $

个面积 <% E

$

(深 &8= E的网箱!从池塘中采集健康

幼虾"体长!8= =̂8% LE# #%%头!随机分成$组!其

中一组用 &8>= o&%

;"

E67A.的RR;"$"烟台大学

应用化学系提供!纯度
%

>=_#溶液浸泡处理

& EGJ

)&?*

!取出!空气中静置数秒!立刻投入到网箱

中!按正常方式养殖'对照组用不含 RR;"$ 的溶

液处理!方法同上+ RR;"$处理后不同时间!取处

理组及对照组凡纳滨对虾!分别解剖各组织!液氮

速冻!;#% b保存!血淋巴于;&# b保存+

!"$#J&'提取和1%&'第一链的合成

用+,-GW6 B79W"TFRF+F#提取凡纳滨对虾

a)(眼柄和肌肉总 +,-!总 +,-的完整性和纯

度用凝胶电泳检测!+,-的浓度根据 -

$<%

进行定

量+ 按照BVGEM1LVGQO

Ta

+T试剂盒"TFRF+F#操作

说明合成L@,-第一链+

!"(#Y>PJ部分6J&'序列克隆

根据2a[+氨基酸高度保守区域设计兼并

引物! 正向引物为 = D̀44,-T[[4,-4,-4,

[-+[[D! !̀ 反 向 引 物 为 = D̀4-T+TT4-,44D

4-T,[4+T4,44D! +̀ =%

"

.B4+反应体系$

TFRF+F7(8"= *A

"

.#%8$=

"

.!&% oB4+\9YYMV

"a:

$ d

B79W#=

"

.!N,TB"

"

.!L@,-$8= J:!引

物各 &

"

.!灭菌水补至 =%

"

.+ B4+循环条件$

>" b预变性 " EGJ' >" b 变性 & EGJ!== b 退火

& EGJ!?$ b延伸 & EGJ!!% 个循环'?$ b终延伸

&% EGJ+ B4+扩增产物进行检测纯化!按照 T

"

@,-.G:FWMRGO"BV6EM:F#要求连接在 Q[3aDT

载体上进行转化测序+

!"H#Y>PJ6J&'水平的定量测定

凡纳滨对虾2a[+和
$

D(+:-$ 的 L@,-序列

设计目的基因2a[+"[*><>&%=#和内参基因
$

D

(+:-$"-j"#<"<<#!引物由上海生工公司合成+

目的基因正向引物为 = D̀T44T4T[[4T[4T[TTD

! !̀反向引物为 = D̀44[T-[[-[[T[[T[ [-D

[TT[D! +̀ 内参基因正向引物为 = D̀4-T44-D

4[-[-44-44T-4--4D! !̀反向引物为 = D̀[-D

--T-4T[44T4[4T444T4D! +̀ +MF7DOGEMB4+

按照1j\+BVMEGm 3m 7(8

Ta

"TFRF+F!(FQFJ#要

求进行+

!"M#血淋巴中><滴度测定

血淋巴中a/的滴度测定采用正相高效液相

色谱法 " J6VEF7QIFWMIG:I QMVY6VEFJLM7Ge9GN

LIV6EFO6:VFQIZ#

)&#*

+ 血淋巴"%8= &̂8% E.#中

分别加入乙腈 $8= E.(正己烷 %8= E.!用适量的

%8>_的,F47调整体积!使其总体积为 = E.!充

分混匀!离心!a/即存在于最上层的正己烷中+

a/纯 品 由 @V8.F9YMV2FJW" @MQFVOEMJO6Y

a67ML97FVl4M77\G676:Z!*JGfMVWGOZ 6Y46JJMLD

OGL9O!*1-#友情提供+ 流动相为正己烷!柱温

$= b!流速 &8$ E.AEGJ!检测波长 $$% JE+ 所有

试剂均为色谱纯+

$'结果

$"!#IEJ扩增结果

B4+扩增产物经 &8=_琼脂糖凝胶电泳检

测!仅出现一条与目的扩增产物相同条带!测序为

!%# PQ"图 &#+ 序列进行 \.-1T证实为凡纳滨

对虾 2a[+部分 E+,-!现已在 ,4\0注册

"[*><>&%=#+

图 !#凡纳滨对虾Y>PJ1%&'部分序列

<2="!#I*579-./-01-43Y>PJ1%&'201"<,&&,8'%

))##
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$"$#Y>PJ基因在凡纳滨对虾的空间表达

2a[+在凡纳滨对虾a)!眼柄!肌肉和肝胰

腺都有表达!其 E+,-水平在 a)最高!其次是

眼柄!肌肉和肝胰腺最低"图 $#+

图 $#凡纳滨对虾Y>PJ基因的空间表达

每组数据来源于 ! 只动物!重复 ! 次+

<2="$#,8*72*@-S85-9924043Y>PJ201"<,&&,8'%

TIMPFVWVMQVMWMJOEMFJWq1@Y6VOIVMMVMQ7GLFOMMmQMVGEMJOW

9WGJ: ! WIVGEQ FOMFLI OGWW9M8

$"(#GGXH$ 对凡纳滨对虾大颚器官Y>PJ基

因表达的抑制

对照组a)中 2a[+E+,-水平呈明显波

动性变化!和第 % 天相比!第 & 和 ? 天增幅分别达

==8=_和 =&8?_"!s%8%=# "图 !#+ RR;"$ 处

理后!各时间点 E+,-水平降低 !"8?_以上

"!s%8%=#!其中第 & 和 ? 天!E+,-含量分别下

降了 #$8=_和 >%8? _"!s%8%&#"图 !#+

图 (#GGXH$ 对凡纳滨对虾大颚器官

Y>PJ基因表达的抑制

$ S>A组A时间点!%

!

&%

!!

&表示与相应对照组相比有显著

或极显著差异"!s%8%=!!s%8%&#' %u&表示与 % N对照组相

比有显著差异"!s%8%=#+

<2="(#)26-C14/59-20?2+2724043GGXH$

40>^Y>PJ-S85-99240201"<,&&,8'%

$ S>AMFLI :V69QAMFLI OGEMQ6GJO8

!

!s%8%=!

!!

!s%8%&!fW

L6JOV67:V69Q FOOIMWFEMOGEM' u!s%8%= fW8L6JOV67:V69Q FO

%OI NFZ8

$"H# GGXH$ 对凡纳滨对虾眼柄 Y>PJ基因

转录的下调

实验期间!对照组眼柄组织2a[+E+,-含

量的变化相对较小!各时间点与第 % 天相比未出

现统计学意义的变化"图 "#+ RR;"$ 处理能显

著下调2a[+的表达!但不同时间点降低的幅度

无显著性差异+

图 H#GGXH$ 对凡纳滨对虾眼柄

Y>PJ基因表达的影响

$ S>A组A时间点' %

!

&表示与相应对照组相比有显著差异

"!s%8%=#+

<2="H#)26-C14/59-1?*0=-43Y>PJ6J&'-S85-99240

20-;-97*@Z9437?-9?52681"<,&&,8'%

*37-5GGXH$ 75-*76-07

$ S>AMFLI :V69QAMFLI OGEMQ6GJO'

!

!s%8%= fW8L6JOV67:V69Q

FOOIMWFEMOGEM8

$"M#GGXH$对凡纳滨对虾血淋巴><滴度的影响

图 =显示 a/的保留时间为 $8#? EGJ!纯品

a/标准曲线方程式为$CS& ?"=8=Ad"" &?"8=!C

代表吸收峰面积!A代表 a/滴度变化 "/

$

S

%8>>> ##+ 实验期间!对照组血淋巴a/滴度逐渐

图 M#><的正相高效液相色谱图

-$纯品' \$样品+

<2="M#'5-85-9-07*72F-0456*@C8?*9-YIUE

1?546*74=5*69?4A20= ><

-$Q9VGYGMN a/' \$WFEQ7M8

!!$#
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升高!从 "% J:AE."第 % 天#升至 ?! J:AE."第 <

天#"表 &#+ RR;"$ 处理后!a/滴度逐渐降低!

第 " 天和第 < 天!分别比对照组减少 &#8<_和

$%8#_+

表 !#GGXH$ 对凡纳滨对虾血淋巴中><滴度影响

)*+"!#K33-1743GGXH$ 40><727-5920

?-64@;68?431"<,&&,8'%

组别

:V69Q

第 % 天

NFZ %

第 $ 天

NFZ $

第 " 天

NFZ "

第 < 天

NFZ <

对照组

L6JOV67

"% "" <# ?!

处理组

RR;"$ OVMFOEMJO

"% "! =< =#

抑制率"_#

GJIGPGOG6J QMVLMJOF:M

% $8$ &?8< $%8=

注$$ S=%A组A时间点!)a/*单位$J:AE.血淋巴+

,6OMW$/6VF77OIM:V69QW$ S=%AMFLI OGEMQ6GJO! )a/*$ J:AE.

IME67ZEQI8

!'讨论

a/在调节甲壳动物生长中起着重要作用!

a)是合成 a/的唯一部位)# ;&%*

+ 结果显示!

2a[+在凡纳滨对虾 " 种组织有不同表达水平!

在a)最高!这与 .G等)&!*在龙虾中的研究结果

一致+ 2a[+在a)波动性的变化与血淋巴a/

滴度的变化呈现一致的趋势"图 !!表 &#!对龙虾

研究也得到类似的结果!反映了 2a[+是影响

a/合成的关键酶)&$ ;&!*

+ 至于 2a[+在眼柄中

的高表达!因在实验观察期间!其水平的变化无显

著差异"图 "#!推测对a/合成作用不大!可能有

其它生理学意义+ 对昆虫研究显示!2a[+除了

在咽侧体合成 (2外!还参与合成糖基化蛋白和

信息素等)&!&> ;$$*

+

RR;"$ 处理导致凡纳滨对虾a)2a[+表

达抑制!血淋巴a/滴度降低!但二者的变化趋势

并不完全一致+ RR;"$ 处理后第 & 天!2a[+

E+,-水平降低 #$8=_"图 !#!而 a/滴度变化

不大!这种滞后现象提示!从起始物合成到最终产

物a/形成需要一个复杂反应过程+ 另外!实验

过程中2a[+E+,-下调幅度存在波动性"图

!#!而a/滴度不断降低"表 &#!表明影响a/合

成和A或分泌的因素较多!2a[+仅是其中之一+

我们最近的研究发现!RR;"$ 对a/合成途径最

后一步的酶法呢酸 3;甲基转移酶 "/FVJMW6GL

FLGN 3DEMOIZ7OVFJWYMVFWM!/-aMT#也有明显的抑

制作用"结果未示#+ 处理组 2a[+在 a)和眼

柄中表达模式存在明显差异!推测 RR;"$ 对这

两种组织中 2a[+基因转录的抑制途径可能不

同!有待进一步研究+ 对哺乳动物和昆虫的研究

显示!调控2a[+表达的机制有多种)$! ;$=*

'某些

甲壳动物的眼柄提取物"虽然具体的物质尚不明

确#可以抑制 a)中 2a[+表达!降低血淋巴

a/滴度)&$ ;&!*

+
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