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摘要! 为深入研究中华绒螯蟹高血糖激素 "=A2CH9=@9< G3L@AD03=@8:=G/A8/<@!-++#基因

的结构与功能!首次从中华绒螯蟹眼柄中克隆得到高血糖激素基因的全长 =4%&序列

"K$-J9FF!O@<W9<U 登录号'!N9:7669 # $ 序列及分子结构分析结果显示'K$-J9FF基因

全长 7:7 JL!"$(区为 97/ JL!编码 372 个氨基酸!%端 /2 个氨基酸为预测的信号肽区

域!其后为 91 个氨基酸的前体相关肽和 0: 个氨基酸的成熟肽$ 其成熟肽区具有典型的

-++家族结构域!包括 / 个二硫键 -

0

7-

9/

%-

1/

7-

/8

%-

16

7-

71和 9 个
#

螺旋 "90LG97G@0:I# !

但不具有
'

折叠结构" J@H97CG@@H# $ K$-J9FF成熟肽氨基酸序列与溪蟹相比有 81>的相

似性&其三维结构与其它物种 -++三维结构比较结果显示!9 个
#

螺旋所处的位置及所

含氨基酸的相似性较高$ 与中华绒螯蟹 Q)+相比!-++序列前段缺少一个螺旋!但其 9

个
#

螺旋的位置及氨基酸数目与 Q)+的
#

17

#

7 螺旋高度一致!空间结构也基本相同!这

可能是两种激素功能部分重叠的分子基础$ 上述结果为进一步研究 -++在中华绒螯蟹

生长发育及能量代谢过程中的调节机制和人工控制甲壳动物生长代谢提供了重要信息$

关键词! 中华绒螯蟹& 高血糖激素& 克隆& 分子结构

中图分类号! ?0:7& *83019 44444444文献标志码'&

44眼柄 N器官-窦腺复合体 #N7/AD9<7C:<2C

D09<E =/8L0@I"N"7*O$是甲壳动物的重要神经

内分泌器官"它合成和分泌包括高血糖激素

#=A2CH9=@9< G3L@AD03=@8:=G/A8/<@"-++$ (蜕皮

抑制激素 #8/0H7:<G:J:H:<D G/A8/<@"Q)+$ (性腺

抑制激素 # D/<9E7:<G:J:H:<D G/A8/<@"O)+$和大

颚 器 抑 制 激 素 # 89<E:J209A/AD9<7:<G:J:H:<D

G/A8/<@"Q")+$在内的多种神经多肽激素"分

别调控甲壳动物的能量代谢(蜕皮和性腺发育

等重要生理活动
)3 57*

+ 由于这些神经多肽激素

的氨基酸序列具有较高的相似性"被称为 -++

家族神经多肽激素+ 迄今"-++家族神经多肽

激素仅在甲壳动物中被发现
)6 50*

+ 对这一家族

神经多肽激素的研究有助于揭示甲壳动物代谢

生长和繁殖调控机制+ 甲壳动物 -++的合成

和分泌量最高"约占眼柄 N器官-窦腺复合体

中储存神经多肽激素总量的 82>以上"调控着

甲壳动物的血糖水平"维持着各个组织与器官

的 能 量 供 应
): 532*

+ &JA98/<:HV等
)33*

最 早 在

3899 年发现了 -++"并开始研究该激素的功

能+ 现阶段已对多种甲壳动物的高血糖激素进

行了序列测定"包括黑背陆地蟹 # M1&%$&(),-

8%+1$%8(-$

)31*

(铠甲虾 #M%8%+'1% -+$(3*-%$

)3/*

(溪

蟹#2+"&'*3)%+',-@,-(88,-$ (欧洲龙虾 #F*0%$,-

3%00%$,-$

)39*

( 陆 地 红 蟹 # M1&%$&*(<1%

)%+%8(-$

)37*

等+ 随着研究的深入"人们陆续在一

些不同的甲壳动物中发现 -++还具有 Q)+(

O)+相似的功能"即不仅具有调节体内血糖水

平的作用"还兼具调控蜕皮(繁殖及渗透压调节

的功能
)6 5:"36 530*

+ 因此"对 -++的研究一直是
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甲壳动物内分泌研究的重点"但在中华绒螯蟹

中对 -++的研究并不深入"对其分子结构的解

析将有助于研究 -++在甲壳动物能量代谢(蜕

皮和性腺发育调控中的作用机制及与 Q)+(O)+

的作用关系+ 中华绒螯蟹#K$(*&'1($-()1)-(-$俗

称 河 蟹" 属 甲 壳 纲 # -A2CH9=@9$ " 十 足 目

#4@=9L/E9$ "绒螯蟹属 #K$(*&'1($$ "是一种具有

很高经济价值的甲壳动物"是我国主要经济蟹

类之一+ 根据其他实验室在黑背陆地蟹
)31*

(铠

甲虾
)3/*

眼柄中克隆高血糖激素基因以及本实验

室采用反相高效液相色谱技术从中华绒螯蟹眼

柄中获得的高血糖激素纯品
)3:*

"实验选用中华

绒螯蟹眼柄总 $%&为材料"根据中华绒螯蟹高

血糖激素 %端氨基酸测序结果"结合同源物种

的 9FF基因序列"首次克隆获得中华绒螯蟹

9FF的全长 =4%&序列"并进行了该序列的生

物信息学和分子结构的分析"为下一步研究

9FF的体外重组表达及了解其在中华绒螯蟹生

长发育和糖类代谢过程中的调节机制奠定了

基础+

34材料与方法

!"!#实验材料

实验动物44中华绒螯蟹由天津宁河七里海

河蟹养殖场提供+

主要试剂及菌株44F$)V/0#)<M:HA/D@< $'

LQ4387F#F9R9$9$'其它试剂均为分析纯' K;

&*8(F/L732(.为本实验室保存+

!"$#总 KNG提取与第一链 2MNG的合成

取 12 只成体中华绒螯蟹的眼柄"解剖出 N"7

*O"迅速放入液氮中"参照 F$)V/0#)<M:HA/D@<$说

明书的方法提取总 $%&+ 提取的总 $%&经琼脂

糖凝胶电泳与微量核酸蛋白测定仪#W:/7$9E$定

性和定量检测" 5:2 Y保存备用+ 以 1

"

'中华

绒螯蟹 N"7*O总 $%&为反转录模板"&"'6#7Z7

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

36

7/Z$ 为 引

物"合成第一链 =4%&+

!";#<+(9:==基因的克隆

根据本实验室纯化 -++氨基酸序列片段和

同源物种的 9FF 基因序列和设计引物 ,C7

-++(3 # 7Z7--FF&O-F--F-FF&-&OFO&7/Z$"

,C7-++$3 # 7Z7FOF-OF&O&FO---FFO-7/Z$"

,C7-++(1 # 7Z7--&---F-FOO&F&&&-O7/Z$" ,C7

-++$1 #7Z7-FOFOFOFFF&-FF-FF--FO7/Z$",C7

-++$/ # 7Z7&FOO-F-FO&O&OOOFF&7/Z$ 以

=4%&为模板通过半巢式 6-$扩增得出了 9FF部

分序列"7Z非翻译区序列以接头引物 %2L #7Z7

&&O-&OFOOF&F-&&-O-&O&OF7/Z$和特异性引

物,C7-++$3#7Z7FOF-OF&O&FO---FFO-7/Z$"/Z

非翻译区以接头引物 &6#7Z7OO--&-O-OF-O&7

-F&OF&-7/Z$ 和 特 异 性 引 物 ,C7-++(63 # 7Z7

&--F-F&--O-F-OF---&7/Z$通过 6-$方法进

行扩增+ 获得的目的片段以 3>琼脂糖凝胶电泳分

离"进行常规的胶回收(连接(转化和测序工作#引物

合成及测序由北京华大基因生物公司完成$+

!"%#序列的生物信息学分析

应用 W:/@E:H# M0121812$对测序结果进行拼

接和分析"并在 %-W)的 6A/H@:< W09CH数据库中搜

索有较高同源性的蛋白质序列"用 -02CH907N和

Q,O&#M7132$软件对其进行多序列比对和聚类

分析+ 利用 ,I6&*3 数据库对 -++蛋白进行结

构域分析"利用 *S)**7Q"4,'预测中华绒鳌

蟹(溪蟹(欧洲龙虾 -++蛋白以及中华绒螯蟹

Q)+蛋白三维结构"并进行比对分析+

14结果

$"!#<+(9:==基因 2MNG序列分析

以中华绒螯蟹眼柄 $%&为模板扩增获得

K$-J9FF的 =4%&长度为 7:7 JL"包含 7Z#F$

#91 JL$(/Z#F$#82 JL$("$(区#97/ JL"编码多

肽序列 37299"其中信号肽 /299"前体相关肽 91&9

和成熟肽 0:&9$以及 6/037&尾 #O@<W9<U 登录

号!!N9:7669$+ 成熟肽区域具有 6 个保守的 -3C

残基"可以形成 / 个二硫键 #-

0

7-

9/

(-

1/

7-

/8

(-

16

7

-

71

$"具有典型的 -++家族结构域特征+

$"$#I35<EQQ蛋白三维结构预测与分析

预测的 ,AC7-++蛋白三维立体结构模型如

图 3 所示+ 该模型显示中华绒螯蟹 -++成熟肽

由 9 个
#

螺旋组成"不具有
'

折叠结构"模型中

标注出 -++成熟肽空间结构中的 9 个
#

螺旋

#

#

37

#

9$"/ 个二硫键#-

0

7-

9/

(-

1/

7-

/8

(-

16

7-

71

$以

及 -末端和 %末端区+ 利用 *K:CC76EJ .:@K@A

91219 软件进行蛋白功能位点模式 # LA/C:H@

L9HH@A<C$分析"发现存在 7 个蛋白翻译后修饰位

点!6*22227 #蛋白激酶 -磷酸化位点 *@A

6

和

'3C

:

$(6*22226 #酪蛋白激酶
%

磷酸化位点 *@A

30

::8
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和 O02

12

$( 6*2222: # % 端 酰 基 化 位 点 O03

/:

(

-3C

/8

(&C<

91

和 -3C

9/

$(6*22/91#微体 -端靶信号

*@A

30

('3C

3:

和 '@2

38

$和 6*23172#节肢动物 -++5

Q)+5O)+神经激素家族特征位点 .90

/7

(-3C

/8

(

&AD

92

(&C<

91

(-3C

9/

(F3A

99

(&C<

96

(6G@

98

和 -3C

71

$+

将 ,AC7-++的蛋白三维结构与溪蟹 -++#6H67

-++$"欧洲龙虾 W型 -++#+/O7-++$比对后

发现"它们均有 9 个
#

螺旋"不具
'

折叠结构"且

9 个
#

螺旋所处的位置及所含有的氨基酸数目一

致"类型相似 #图 179" J"=" E$+ 将中华绒螯蟹

Q)+#,AC7-++$蛋白三维结构与 / 种 -++三维

结构进行比对"结果显示!-++具有 9 个
#

螺旋

#

#

37

#

9$"而中华绒螯蟹 Q)+具有 7 个
#

螺旋

#

#

37

#

7$"它们均不具有
'

折叠结构#图 179"J"="

E"@$+

图 !#中华绒螯蟹眼柄 EQQ分子空间结构预测图

L18"!#&*+03+712.+74-:+2>:'350'.1':5.3>2.>3+-6EQQ63-4 <"(./2/(.(

图 $#EQQ和 OTQ序列及蛋白三维结构比对

#9$中华绒螯蟹 -++(溪蟹 -++(欧洲龙虾 -++以及中华绒螯蟹 Q)+的蛋白序列比对的结果' # J$中华绒螯蟹 -++蛋白三维结

构模型' #=$溪蟹 -++蛋白三维结构模型' # E$欧洲龙虾 -++蛋白三维结构模型' #@$中华绒螯蟹 Q)+蛋白三维结构模型+

L18"$#E-40'315-,-65+=>+,2+5',75.3>2.>3':4-7+:5-6EQQ5',7OTQ

#9$FG@90:D<8@<H/BLA/H@:< C@T2@<=@C/B,AC7-++"6H67-++"6H67-++"+/O7-++ 9<E ,AC7-++' # J$ FG@CHA2=H2A908/E@0/B,AC7

-++' #=$FG@CHA2=H2A908/E@0/B6H67-++' # E$FG@CHA2=H2A908/E@0/B+/O7-++' #@$FG@CHA2=H2A908/E@0/B,AC7-++1

8:8
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$";#多重序列比对

由 K$-J9FF的 =4%&序列推导的氨基酸序

列与已公布的其他物种的 -++氨基酸序列进行

比对"结果表明!与其他甲壳动物 -++氨基酸序

列一致",AC7-++信号肽之后为前体相关肽"随后

为成熟肽'将 K$-J9FF的序列进行 W09CH6比对"

发现与其他蟹类的-++序列具有很高的相似性"

其中与溪蟹的相似性最高"达到 81>"与张口蟹

#N1*'18(&13$%),8%+%$的 -++蛋白前体的相似性

为 :6>"与黑背陆地蟹的 &型(4型 -++的相似

性 为 06>" 与 云 斑 厚 纹 蟹 # 2%&'"3$%@-,-

0%$0*$%+,-$的 W型 -++的相似性为 01>+ 它

与虾类 -++的相似性比较低"与挪威海螯虾

#N1@'$*@-)*$.13(&,-$的 W型 -++的蛋白前体

的相似性为 98>"与欧洲龙虾 W型 -++的相似

性为 96>+ 将 K$-J9FF的 "$(区翻译的氨基酸

序列与其他虾蟹的 -++氨基酸序列比对结果显

示!// 个氨基酸以及 -++家族经典的 6 个 -3C

均一致#图 /$"这些保守位点都分布在 6 个 -3C

周围+ 将 ,AC7-++的成熟肽氨基酸序列与其他

甲壳动物的 Q)+成熟肽序列进行多重比对发现"

除了 6 个特异位置上有保守的 -3C残基外",AC7

-++只有在 &AD

3/

" &CL

17

" &C<

1:

" &AD

/3

" &AD

92

"

6G@

98

这 6 个氨基酸位点与 Q)+相同#图 9$+ 将

上述相关序列构建系统发育树#图 7$"分析他们

的进化关系"结果显示这 37 条序列共聚为 / 组"

分别来源于蟹类 -++#图 779$"虾类 -++#图 77

J$和蟹类 Q)+#图 77=$",AC7-++与溪蟹聚在一

支"表明其亲缘关系最近"这也与多序列比对的结

果相一致+

图 ;#中华绒螯蟹 EQQ与其它物种 EQQ蛋白的多序列比对

'

表示 6 个保守的半胱氨酸+

L18";#O>:.10:+':18,4+,.-67+7>2+7'41,- '2175+=>+,2+-6I35<EQQ91.*-.*+350+21+5

-/<C@AM9H:M@-3CK9C89AU@E K:HG %

'

&1

O@<W9<U 9==@CC:/< <28J@A! O@'7-++& # &W(9:67113 $ " O@'7-++4 # &W(7:28211 $ " O@%7-++ # &W'2870213 $ " 4:+7-++

#&,Q9763913$ "6/)7-++#&W&0276213 $ "6H67-++#&,$10://13 $ "69Q7-++W#&&"10:2713 $ "OAF7-++#&,$10:/113 $ "O9*7

-++#&W*23//113$ "%@%7-++W#&&?11/8113$ "+/O7-++W#&W&913:213$ "69!7-++#&(O368//13$ "Q9%7-++#&,!7961913$1

$@C:E2@C:E@<H:=90K:HG J09=U J9=UDA/2<E :<E:=9H@G:DG@A0@M@0C/B98:</ 9=:E C:8:09A:H31

288
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图 %#I35<EQQ与其他甲壳动物 OTQ的多重序列比对

'

为保守的氨基酸+

L18"%#O>:.10:+':18,4+,.5-6EQQ5',7OTQ563-4 -.*+323>5.'2+',5

*:D<90K:HG

'

:C=/<C@AM9H:M@98:</ 9=:EC1

O@<W9<U 9==@CC:/< <28J@A!,AC7Q)+#4?/931:2$ "O'7Q)+#&W(266/1$ "-9AQ7Q)+#?10117$ "-9<67Q)+#-&-27/96$ "-9<Q7Q)+

#"63/:8$ "-!7Q)+#&-433/63$ "-(7Q)+#"86627$ "6-7Q)+#&WP29790$ "-900F7Q)+#677/13$ "*=37Q)+#&&'88/77$ "6/A67Q)+

#&WQ09/80$ "(-7Q)+#&&'7717:$ "6@<Q7Q)+#&&$:8736$ "Q@H7Q)+#"067/9$ "'.7Q)+#&&$29/9:$ "Q9A!7Q)+#W&,0:989$ "

':H*7Q)+#&&'77170 $ "FA9-7Q)+#&&'77178 $ ""A='7Q)+#6:/6/6 $ "6A/-7Q)+#677:9: $ "!9'7Q)+#6:/112 $1$@C:E2@C:E@<H:=90

K:HG J09=U J9=UDA/2<E :<E:=9H@G:DG@A0@M@0C/B98:</ 9=:E C:8:09A:H31

图 ?#主要甲壳动物 EQQ"OTQ的系统发生树

91蟹类 -++' J1虾类 -++' =1蟹类 Q)+' 其中箭头标示为中

华绒螯蟹 -++#,AC7-++$ +

L18"?#)*/:-8+,+.12.3++6-3I35<EQQ',7

EQQ563-4 -.*+323>5.'2+',5

91=A9J -++' J1CG:8L -++' =1=A9J Q)+' *:D<90K:HG 9AA/K:C

K$(*&'1($-()1)-(-1

O@<W9<U 9==@CC:/< <28J@A!O@'7-++&#&W(9:67113 $ "O@'7

-++4#&W(7:28211 $ "O@%7-++#&W'2870213 $ "4:+7-++

# &,Q9763913 $ " 6/)7-++ # &W&0276213 $ " 6H67-++

# &,$10://13 $ " 69Q7-++W # &&"10:2713 $ " OAF7-++

# &,$10:/113 $ " %@%7-++W # &?11/8113 $ " +/O7-++W

# &W&913:213 $ " 69!7-++ # &(O368//13 $ " Q9%7-++

#&,!7961913$ ",AC7Q)+#4?/931:2$ "O'7Q)+#&W(266/1$1

/4讨论

将实验得到的中华绒螯蟹 -++氨基酸序列

经同源序列的相似性比对后发现"中华绒螯蟹

-++成熟肽序列与其它甲壳动物一样"具有 6 个

保守的 -3C残基"形成 / 个二硫键"且 -3C周围的

氨基酸序列高度保守#图 /$"这些保守的氨基酸

序列对形成二硫键以及 -++行使其功能具有一

定的作用+ ,AC7-++预测的蛋白三维结构与其它

物种-++对比结果显示均具有 9 个
#

螺旋"不具

有
'

折叠结构"且 9 个
#

螺旋所处的位置及所含

氨基酸的相似性较高#图 3"图 1$"说明甲壳动物

-++成熟肽的氨基酸序列和分子的空间结构保

守性很高"特别是 6 个特异位点上的 -3C残基"这

也被认为是 -++激素的标志"这些高度保守的结

构与其行使基本生理功能密切相关+

中华绒螯蟹 -++和 Q)+的氨基酸序列相比

较发现!成熟肽氨基酸序列相似性较低"但保守的

氨基酸都集中在 6 个 -3C残基周围#图 9$+ 在系

统发育树中 -++与 Q)+距离较远#图 7$"也说
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明了它们虽然同处一个家族"但是在氨基酸的组

成上还是有很大差异+ 中华绒螯蟹 -++与 Q)+

的蛋白三维结构对比结果显示"Q)+与 -++相

比在其序列前段多
#

3 螺旋"但其
#

17

#

7 螺旋与

-++的
#

37

#

9 螺旋的位置及氨基酸组成数目相

同#图 179"@$+ 曾有报道黑背陆地蟹
)31*

和泥污鲸

螯虾#O$&*)1&+1-8(0*-,-$

)38*

的 -++都具有抑制

蜕皮的功能"因此推测-++具有抑制蜕皮的功能

是由于其分子的空间结构与 Q)+存在一定的相

似性"这样 -++就有可能与 X7器官表面受体特

异性结合从而抑制了蜕皮活动+ 有学者在研究日

本囊对虾 Q)+结构时曾指出")0@

01

对于 Q)+的

活性至关重要
)12*

"但是在,AC7-++成熟肽以及其

它虾蟹类的 -++中是 .90

01

"由于 .90与 )0@同属

于非极性氨基酸"因此我们推测 .90是中华绒螯

蟹 -++行使抑制蜕皮功能的重要位点+
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