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摘要! 采用 $&-,技术!克隆了近缘新对虾 *#*.&' 8基因!该序列全长 3 660 3V!编码区 3 12:

3V 共编码 821 个氨基酸!所推导的氨基酸序列 %端不存在信号肽% 8'&*F比对后发现!其氨

基酸序列与刀额新对虾的同源性达 :2J% 经 $F76-$检测!*#*.&' 8基因在近缘新对虾的卵

巢和肌肉中表达水平最高!胸神经节和心脏次之!鳃$眼柄神经节$肝胰腺几乎没有表达% 推测

主要与 *#*.&' 8在细胞周期中调控细胞分裂的功能有关% 原核表达结果显示!V,F/1=表达载

体在 211 <</05')6FI$17 W诱导 8 Q 条件下可得到纯度较高的分子量约 60 O@ 的蛋白%

关键词! 近缘新对虾& *#*.&' 8基因& 克隆& 原核表达

中图分类号! H097& *:30184444444 4文献标志码'&

44成熟促进因子 #<=L@N=L>/A7VN/</L>AS U=DL/N"

E6($参与细胞分裂的多个事件的发生"在真核

生物细胞周期的 I15E 期转变过程中发挥着广

泛的调控作用( E6(由调控亚基周期蛋白 8

#-RD0>A 8$与催化亚基周期蛋白依赖性蛋白激酶

3 #DRD0>A7P2V2AP2ALO>A=?23"-4T3 $ 共同组成(

其中调控亚基 DRD0>A 8是 -4T3 活化并发挥其激

酶活性所必需的
)3 51*

( 在大多数脊椎动物成熟的

卵细胞中"-RD0>A 8从 I3 期早期开始合成并与

-4T3 相结合形成无活性的前体 E6(# VN2E6($(

然后通过一系列磷酸化和去磷酸化 VN2E6(才表

现出活性
)/*

( -RD0>A 8在脊椎动物精卵发生中的

机制已有不少的研究"但在甲壳动物方面至今报

道 尚 少( 目 前" 只 对 斑 节 对 虾 # !-'+-()

@,',I,'$+中华绒螯蟹#H%&,*E-&%)&'-')&)$+日本

囊对 虾 # M+%)($-'+-()G+$,'&*()$+ 罗 氏 沼 虾

#M+*%,4%+*E&(@%,)-'4-%/&&$中 -RD0>A 8的分子

克隆及与卵子发生的关系进行了研究
)8 50*

(

近缘新对虾 #M-8+$-'+-()+::&'&)$隶属于节

肢动物门#&NLQN/V/P=$"甲壳纲#-N@?L=D2=$"十足

目 #42D=V/P=$"对虾科 #62A=2>P=2$"新对虾属

#M-8+$-'+-()$"主要分布在印度+澳大利亚+日本

以及马六甲海峡等海域( 我国广东+福建沿海也

盛产此虾( 该虾肉味鲜美+肉质脆爽+营养丰富"

在国内外市场颇受欢迎( 迄今近缘新对虾生殖生

物学的研究尚少"本实验报道了近缘新对虾

*#*.&' 8#E=-8$基因的分子克隆+序列分析+组

织表达和 DRD0>A 8蛋白的原核表达情况"为探索

卵母细胞成熟机制提供了理论基础与参考(

34材料与方法

$%$&实验材料

近缘新对虾购自福建省厦门市第八菜市场"

挑选活性好的雌性个体"体质量 37 =12 S( 12 W

暂养 3 P 后"将其组织#胸神经节+眼柄神经节+肝

胰腺+心脏+肌肉+鳃+胃$取出并放入液氮中迅速

研磨(

$%'&引物设计

下载 %-8)中节肢动物门埃及伊蚊 #;-I-)

+-/#$8&$"丽蝇蛹集金小蜂 #B+),'&+ D&8%&$-''&)$"

日 本 囊 对 虾" 斑 节 对 虾 和 刀 额 新 对 虾

#M-8+$-'+-()-')&)$ *#*.&' 8的 D4%&序列"用

-0@?L=0;软件进行比对"找出氨基酸序列保守区"

遵循引物设计原则"利用 "0>S/612 和 6N><2N
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6N2<>2N712 软件设计简并引物#上游引物 4!(和

下游引物 4!$$"进行 *#*.&' 8部分 D4%&序列克

隆( 根据已经获得的 *#*.&' 8部分 D4%&序列"

分别设计 /\端和 7\端引物( 由测序结果获得的

*#*.&' 8基因开放阅读框 # /V2A N2=P>AS UN=<2"

"$($序列"设计 !(及 !$作为半定量 $F76-$

引物(

根据 M+"F基因全长 D4%&序列"设计扩增

M+"FD4%&的 "$(的引物%参照载体 V,F/1=

和 V,F7+>?多克隆位点的排列"选定在上游引物

!,(7\端加上 H*,$

$

酶切位点和在下游引物 !,$

7\端加上>&'I

'

酶切位点"6-$产物经H*,$

$

和

>&'I

'

双酶切后可直接插入到经相同酶切载体

V,F/1=和 V,F7+>?的多克隆位点区"分别形成

V,F/1=+V,F7+>?和 E=-8的重组质粒( 引物序

列见表 3"由生工生物工程#上海$有限公司合成(

表 $&引物序列

"-.%$&V35<098?3:0754:G152:165945;;:1:97:HG:152:97

引物类别

VN><2NU@ADL>/A

引物名称

VN><2N

引物序列#7\7/\$

VN><2N?2K@2AD2

简并引物 P2S2A2N=L2VN><2N

4!( &99FT&-9$FTI-G&9-&F

4!$ 9-T*&$I&&$FI+&$.II4&I.II

/\$&-,特异引物 ?V2D>U>DVN><2NU/N/\$&-, !/( &-&I&FFF-F--&I&---&I

7\$&-,特异引物 ?V2D>U>DVN><2NU/N7\$&-, !7$ &FFFFG-II&F-F-FI--FFFI

半定量引物 ?2<>7K@=AL>L=L>M2VN><2N

!( FFFI&III&IFFII&II&

!$ FF--&F&-F-FII-&&I-

蛋白表达引物 VN/L2>A 2BVN2??>/A VN><2N

!,( -II&&FF-&FII-FFFI&II&-IF-F&IF-&-

!,$ ---&&I-FFF-&FI-&F&-FIFI-&-FFFF-F-F

$%(&实验方法

D4%&模板的合成44提取新鲜卵巢组织总

$%&"分别制备简并引物扩增及 /\端+7\端 $&-,

所需要的模板( 参照 (2N<2AL=?公司 $2M2NL&>P

FE

(>N?L*LN=AP D4%&*RALQ2?>?T>L获得简并引物所

需的 D4%&模板( 通过 84 *E&$FFE $&-,

D4%&扩增试剂盒#-0/AL2DQ$获得 /\$&-,和 7\

$&-,所需的模板(

*#*.&' 8D4%&克隆44根据设计的简并引

物"以稀释至 3532 浓度的卵巢 D4%&为模板进行

中间片段的 6-$扩增( 6-$产物通过琼脂糖凝

胶电泳回收纯化"连接至 VE43:7F#F=T=$=$载

体"转入大肠杆菌 #H)*E-%&*E&+ *,.&$4+7

&

"菌落

6-$鉴定阳性克隆并测序"从而获得该基因部分

D4%&序列( 利用试剂盒提供的外引物和内引物

与根据 *#*.&' 8部分 D4%&序列所设计的引物进

行半巢式 6-$( 通过上述相同步骤获得该基因

全长 D4%&序列(

*#*.&' 8基因在不同组织中差异表达44分

别制备近缘新对虾 0 个不同组织 #鳃+眼柄神经

节+卵巢+肝胰腺+肌肉+胸神经节和心脏 $ 的

D4%&模板"调整至合适的模板量以 !(与 !$为

特异性引物进行半定量 $F76-$/ 次重复试验"

以
!

7+*8&' 为内参( 反应程序为 :8 W / <>A%:8

W /2 ?"71 W 87 ?"01 W 3 <>A"共 /2 个循环%01

W 32 <>A( 全部产物经 311J琼脂糖凝胶电泳鉴

定"用 1 222 3V 4%&<=NO2N作为标准分子质量对

照"凝胶成像系统观察及拍照(

数据处理44将测得的序列用 E2S=软件进

行拼接得到全长 D4%&序列"利用 %-8)数据库

8'&*F程序进行验证
)9*

( 采用 -0@?L=0; 与

E,I&软件
):*

对序列进行同源性的分析"并采用

邻位相接法#%2>SQ3/N7!/>A>AS"%!$构建系统进化

树( 蛋白性质参数通过 6N/LV=N=<相应程序完成

# QLLV!

!

CCC12BV=?R1 /NS5L//0?5VN/LV=N=<1

QL<0$( 利用 *>ASA0=6/12# QLLV!

!

CCC1D3?1PL@1

PO5?2NM>D2?5*>SA=065$ 寻 找 DRD0>A 8 信 号 肽"

%2L6Q/?112 # QLLV!

!

CCC1D3?1PL@1PO5?2NM>D2?5

%2L6Q/?5$寻找 DRD0>A 8磷酸化位点(

*#*.&' 8基因的扩增和原核表达载体的构建

以 !,(和 !,$为引物"&*#*.&' 8基因在不同组织

中差异表达'中提到的模板和方法获得带有双酶

切位点的 "$(序列( 将 6-$产物回收+纯化后"

用 H*,$

$

和 >&'I

'

进行双酶切"以得到具有粘

性末端的表达序列( 提纯的两种载体质粒也经过

同样的处理"得到具有相同粘性末端的线性化质
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粒( 酶切后 6-$片段分别与线性化质粒 V,F/1=

和 V,F7+>?连 接 并 转 化 HJ*,.&感 受 态 细 胞

4+7

&

( 以 4,(和 4,$为引物"按前述方法用菌

落 6-$鉴定阳性克隆"并测序( 将经测序鉴定正

确的重组质粒重新转化到表达菌株HJ*,.&$/?2LL=

中"菌落 6-$鉴定阳性克隆(

重组质粒的诱导表达及表达条件的优化44

挑选带有重组质粒的表达菌株的单菌落"接种在 7

<'的含氨苄#氨苄青霉素 322

!

S5<'$的'8液体

培养基中"/0 W培养过夜%次日"以 3D322 的比例扩

大培养"至 "4

622

介于 218 =216"加入 )6FI诱导表

达( 同时设置未诱导的菌液为阴性对照(

)6FI诱导浓度为 213+ 211+ 217 和 312

<</05'8 个梯度"在 17 W下诱导"于 1 =6 Q 收

集菌体检测"以确定最佳诱导剂浓度和诱导时间(

大量诱导表达的菌液经 9 222 N5<>A"8 W离心 /2

<>A"'R?>?8@UU2N# 72 <</05' FN>?V+912" 722

<</05' %=-0" 32J 甘油" 12 <</05' 咪 唑" 7

<</05'

%

7E,"3 <</05'6E*($重悬菌液后在

冰浴中超声破碎"12 222 N5<>A"8 W离心 /2 <>A(

对上清和沉淀进行 *4*76&I,分析(

重组蛋白的纯化44使用 %/M=S2A 公司的

%>7%F&+>?18>AP $2?>A 进行目的蛋白亲和纯化"

72+322+122 和 722 <</05'咪唑依次洗脱"收集

洗脱液"*4*76&I,电泳检测后对含目的蛋白洗

脱组分进行透析并于 592 W保存(

14结果与分析

'%$&0;06)7P序列分析

实验利用简并引物4!(和4!$"以近缘新对虾

卵巢D4%&为模板克隆得到一个部分D4%&序列"

测序后在 I2A8=AO 数据库中进行比对"发现该序

列与十足目甲壳动物的 *#*.&' 8序列显示了较高

的相似性"基本确认为 M+"F基因序列( 根据所获

得的部分D4%&序列设计引物进行$&-,扩增"最

后拼接得到长度为 3 660 3V 全长 D4%&序列(

"$(检索发现"该序列由 3 12: 3V 编码区+333 3V

的 7\#F$区域和 /80 3V 的 /\#F$区域组成( /\

#F$区域含有典型的加尾信号&&F&&&和 32 3V

的 V/0R &尾 # 图 3 $ (8'&*F检验得出 "*#*.&' 8

图 $&<'=2基因 ?N/I以及推导的氨基酸序列

第一个氨基酸所对应的是起始密码子%

"

代表终止密码子%方框所示为加尾信号%实线所示为简并引物结合位点%虚线所示为

$&-,引物结合位点(

E5<%$&"=:?N/I-944:48?:4-2590 -?546:T8:9?:0;<$'>>)7)/0;06)7P

FQ2>A>L>=L/ND/P/A C=?D/NN2?V/AP2P L/ LQ2U>N?L=<>A/ =D>P >A LQ>?U>S@N2=AP LQ2L2N<>A=L/ND/P/A C=?>AP>D=L2P 3R =A =?L2N>?O1FQ2

V/0R=P2AR0=L>/A ?>SA=0C=?2AD0/?2P >A =3/B1FQ23>AP>AS ?>L2?/UP2S2A2N=L2VN><2N?=AP $&-,VN><2N?C2N2@AP2N0>A2P 3R ?/0>P 0>A2?=AP

P=?Q2P 0>A2N2?V2DL>M20R1
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D4%&全序列与刀额新对虾+斑节对虾有较高的

相似性#达 :2J$"基本确定该序列为 M+"F基因

序列( 获得的序列共编码 821 个氨基酸"该蛋白

平均分子量为 8716 O@"理论 V)为 91:1"分子式

-1218+/197%773"7::*13( 预测不稳定系数为

8/18:"因此该蛋白归类为不稳定蛋白( *>ASA0=6

/12 分析 E=-8没有发现信号肽( %2L6Q/?112

分析发现 9 个磷酸化位点( 8'&*F分析后发现

E=-8存在一个高度保守区域和一个单拷贝的周

期蛋白框"周期蛋白框存在 1 个激酶结合位点"并

且高度保守区域属于 DRD0>A 8超家族"定位在周

期蛋白框的折叠区域(

'%'&*>?359P的同源性和进化树分析

选取目前 %-8)上已知的十足目甲壳动物的

同源氨基酸序列进行序列比对和系统进化分析(

比对结果显示"周期蛋白框和蛋白激酶 &# VN/L2>A

O>A=?2&" VO&$位点 #('$$;*T$都是高度保守

的"周 期 蛋 白 破 坏 框 # DRD0>A P2?LN@DL>/A 3/B"

-48$保守性却很低( 近缘新对虾 -48中异亮

氨酸 #)$被替换成缬氨酸 #.$"-48被更改为

$;&'I;.;%(

通过 %-8)蛋白质保守区域寻找"-RD0>A 8

氨基酸序列具有较高的保守性( E=-8与刀额新

对虾的同源性达 :2J"与哺乳动物 -RD0>A 8的同

源性有达 72J( 比对结果通过邻位相接法绘制

DRD0>A 8的系统进化树"置信度检验 3 222 次( 获

得的进化树由两个主要分支组成"一支包括

-RD0>A 83+-RD0>A 81 和单型 -RD0>A 8"另一支包

括 -RD0>A 8/#图 1$(

图 '&基于 /W 法构建的系统发育树

E5<%'&)=>30<1-2 .-6:409/W 2:7=04

'%(&0;06)7P基因在不同组织中的表达

半定量 $F76-$方法研究 M+"F基因在不同

组织#鳃+眼柄神经节+胸神经节+卵巢+肝胰腺+

肌肉和心脏$的表达情况"发现 M+"F基因在卵

巢和肌肉中表达水平最高"胸神经节和心脏次之"

鳃+眼柄神经节+肝胰腺中几乎没有表达#图 /$(
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图 (&<'=2基因的 +"Q)*+检测

31鳃% 11眼柄神经节% /1卵巢% 81肝胰腺% 71肌肉% 61胸神经

节% 01心脏% 91空白对照(

E5<%(&UHG1:665090;0;06)7P2+/I;102 <$'>>)7)/

31S>00% 112R2?L=0O% /1/M=NR% 81Q2V=L/V=ADN2=?% 71<@?D02% 61

LQ/N=D>DS=AS0>/A% 01Q2=NL% 91D/ALN/01

'%,&*>?359P蛋白重组表达载体的鉴定

以 !,(和 !,$为引物所扩增的序列"测序后

经 8'&*F比为正确的 E=-8的 "$(序列"并包

含H*,$

$

和>&'I

'

双酶切位点与预期结果相符

合( 将其分别转至表达载体 V,F/1=和 V,F7+>?

中形成重组质粒( 进一步测序分析证明"目的片

段按正确的方向成功插入表达载体 V,F/1=和

V,F7+>?中"用于表达的重组质粒的序列完全正

确( 将重组质粒分别命名为 /1=7E=-8和 +>?7

E=-8(

'%K&*>?359P重组蛋白在大肠杆菌中的表达及

表达条件优化

收集的菌液经超声破碎"分离上清和沉淀进

行 *4*76&I,分析( 与未诱导的菌液相比"经

)6FI诱导后"不同表达载体的菌体沉淀分别在

60 和 80 O@ 处出现 3 条明显加粗的条带"而上清

则无显著变化"表明重组蛋白主要以包涵体的形

式存在#图 8$(

图 ,&X-*P重组蛋白的表达分析

3 =81/1=7E=-8诱导裂解后上清和沉淀及未诱导裂解后上清和沉淀% E1标准蛋白分子量% 7 =91+>?7E=-8未诱导裂解后上清和

沉淀和诱导裂解后上清和沉淀% 箭头示目的蛋白(

E5<%,&UHG1:66509-9-3>6560;1:?02.59-97G107:59X-*P

3 581?@V2NA=L=AL=AP VN2D>V>L=L>/A /U>AP@D2P =AP @A>AP@D2P /1=7E=-8% E1VN/L2>A <=NO2N% 7 591?@V2NA=L=AL=AP VN2D>V>L=L>/A /U

@A>AP@D2P =AP >AP@D2P +>?7E=-8% =NN/C>AP>D=L2?L=NS2LVN/L2>A1

44在 17 W#$/?2LL=在该温度条件下目的蛋白

表达量较高$条件下"通过调节 )6FI诱导浓度和

诱导时间"对 M+"F的表达条件进行了优化( 发

现"213 <</05')6FI诱导下的两种重组蛋白表

达量明显低于其他组( 其余浓度的 )6FI对重组

蛋白的表达几乎没有显著的影响( 211 <</05'

)6FI诱导下"对不同诱导时间下重组蛋白的研究

显示"重组蛋白的表达量随诱导时间的延长而增

加"但当诱导时间超过 / Q #+>?7E=-8$ 和 8 Q

#/1=7E=-8$"重组蛋白的表达量不再增加#图 7"

图 6$( 因此"最终确定 /1=7E=-8重组蛋白最佳

诱导表达条件为!211 <</05')6FI+17 W诱导 8

Q#图 7$%+>?7E=-8重组蛋白最佳诱导表达条件

为!211 <</05')6FI+17 W诱导 / Q#图 6$%对比

发现 /1=7E=-8在不同诱导剂浓度及诱导时间的

表达量均高于相应条件下的 +>?7E=-8( 因此"合

适的表达载体是 V,F/1=(

图 K&('-QX-*P重组蛋白诱导表达条件优化

优化)6FI浓度 3 =81312+217+211+213 <</05'% 优化诱导时

间 7 =:11+/+8+7+6 Q% E1标准蛋白分子量(

E5<%K&VG7525S59< 5948?7509?0945750960;

1:?02.59-97G107:59('-QX-*P

"VL><>X=L>/A /U)6FI D/AD2ALN=L>/A 3 581312"217"211"213

<</05'% L><2D/@N?22BVN2??>/A /UN2D/<3>A=ALVN/L2>A 7 5:1

1"/"8"7"6 Q% E1VN/L2>A <=NO2N1
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图 D&R56QX-*P重组蛋白诱导表达条件优化

优化诱导时间 3 =716+7+8+/+1 Q% 优化 )6FI浓度 6 =:1312+

217+211+213 <</05'% E1标准蛋白分子量(

E5<%D&VG7525S59< 5948?7509?0945750960;

1:?02.59-97G107:59R56QX-*P

F><2D/@N?22BVN2??>/A /UN2D/<3>A=ALVN/L2>A 3 5716"7"8"/"1

Q% /VL><>X=L>/A /U)6FID/AD2ALN=L>/A 6 5:1312"217"211"213

<</05'%E!VN/L2>A <=NO2N1

'%D&*>?359P重组蛋白的纯化

由于 V,F/1=表达载体融合 6 个 +>?标签"利

用亲和层析原理纯化重组蛋白( 在 12 <</05'

咪唑的 G=?Q 8@UU2N洗脱杂蛋白后"在以 / 倍柱体

积含 122 <</05'咪唑的,0@L28@UU2N洗脱后并进

行透析"得到了良好的纯化效果#图 0$( 超滤后

获得 118 <'蛋白浓缩液"8N=PU/NP 法测定蛋白浓

度为 2133 <S5<'( 从而推算重组蛋白的含量"

722 <'菌液可获得 2116 <S 该蛋白(

图 C&纯化后的重组蛋白分析

31/1=7E=-8全蛋白% 11裂解后上清液% /1裂解后沉淀% 81亲

和层析纯化的重组蛋白% E1标准蛋白分子量(

E5<%C&I9-3>6560;G815;5:41:?02.59-97G107:59

31N2D/<3>A=ALVN/L2>A /U /1=7E=-8% 11?@V2NA=L=AL% /1

VN2D>V>L=L>/A% 81V@N>U>2P N2D/<3>A=AL VN/L2>A 3R =UU>A>LR

DQN/<=L/SN=VQR% E1VN/L2>A <=NO2N1

/4讨论

实验利用获得的 *#*.&' 8部分 D4%&序列"

采用 $&-,技术首次克隆了 M+"F基因( 该基

因全长 3 693 3V#I2A8=AO 登录号!+E33/860$"

包括 3 137 3V"编码 828 个氨基酸的开放阅读框(

所推导的氨基酸序列 %端不存在信号肽( 在 /\

#F$中只找到一个加尾信号 #&&F&&&$"这与

已报道的斑节对虾
)8*

和中华绒螯蟹
)7*

*#*.&' 8相

似( 但日本囊对虾 /\#F$中存在 / 种 *#*.&' 8

变异体"这些变异体是由可变聚腺苷酸化位点产

生的
)6*

(

*#*.&' 8存在 / 个标志性的结构"包括周期蛋

白框+-48和 VO&位点( 本实验获得的 M+"F的

周期蛋白框和 VO&与其它物种具有很高的保守

性#图 1$"但 -48的保守性却很低"存在氨基酸

替换#异亮氨酸被替换成缬氨酸$(

已报道的脊椎动物中"-RD0>A 8至少存在 /

种亚型#-RD0>A 83+81+8/$"包括人+鼠+鸟+蛙+

鱼
)32 536*

( 从系统树可以看出 -RD0>A 8由分成 1

支组成"一支包括 -RD0>A 83+-RD0>A 81 和单型

-RD0>A 8" 另一 支 包 括 -RD0>A 8/( 与 单 型 的

-RD0>A 8相比"-RD0>A 83 和 -RD0>A 81 在脊椎动

物中紧密相连( 十足目甲壳动物的-RD0>A 8聚类

在一起构成另一个亚支"基本上能反映出各物种

间的进化关系(

半定量 $F76-$方法研究表明"M+"F基因

表达具有明显的组织特异性"在卵巢和肌肉中表

达水平最高"胸神经节和心脏次之"鳃+眼柄神经

节+肝胰腺几乎没有表达( 该差异性推测主要与

*#*.&' 8在细胞周期中调控细胞分裂的功能有

关( 不同组织表达显示"卵巢中 *#*.&' 8的大量

表达"表明该基因可能与卵巢内卵原细胞的增生

和卵母细胞的形成有关( 有关中华绒螯蟹的研究

表明"*#*.&' 8基因可能与卵原细胞增殖和卵母

细胞减数分裂成熟存在密切关系
)7*

( 肌细胞是

终末特化细胞"不再进行细胞分裂( 但本研究中

肌肉 *#*.&' 8的也大量表达"其原因尚待进一步

分析( *#*.&' 8在细胞周期中有重要的调控作

用"一般从 I3 期晚期开始表达并逐渐积累"到

I1 期后期阶段出现最大表达量"并一直持续到

E期的中期阶段"然后迅速降解
)30 539*

( 近缘新

对虾表达的差异性可能反映了不同组织所处的生

理状态不同(

对 M+"F基因进行原核表达研究"E=-8蛋

白主要以包涵体的形式存在"这与中华绒螯蟹的

研究结果相同
)3:*

( 为了获得大量的重组蛋白"本

实验从表达载体+诱导剂浓度和诱导时间 / 个方

面优化表达条件( 重组蛋白经表达条件优化后"

表明合适的表达载体是 V,F/1=%考虑到高浓度的

)6FI可能影响大肠杆菌的生长"所以选择 211

:93
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<</05')6FI( 在最适表达条件下"经镍琼脂糖

凝胶预成柱纯化重组蛋白"得到纯度较高的融合

蛋白"拟用于后续相关实验(

本实验结果为进一步开展近缘新对虾卵巢发

育过程中 *#*.&' 8的时空表达"抗体制备等研究

奠定基础( 探索 *#*.&' 8与卵原细胞增殖和卵母

细胞减数分裂的关系"有助于从分子水平阐明该

物种卵母细胞成熟过程的机制(
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