
书书书

!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

第 /0 卷第 1 期

1234 年 1 月 5

水5产5学5报

!"#$%&'"(()*+,$),*"(-+)%&

./01/0" %/11

(231" 1234

文章编号!3222 62734#1234$21 62373 63/ 4")!321/8195*61!131/311234140940

收稿日期!1239720729555修回日期!1239732738

资助项目!国家自然科学基金#/3281122"/3981177$ %集美大学创新团队基金#1232&223$

通信作者!王艺磊",789:0!;0<9=>:?8@12A@1B=

拟穴青蟹 !"#!$基因的克隆及其表达分析

刘春云3

!5傅明骏1

!5张子平3

!5邹志华3

!5贾锡伟3

!5王艺磊3

"

#31集美大学水产学院"农业部东海海水健康养殖重点实验室"福建 厦门5/73213%

11中国水产科学研究院南海水产研究所"广东 广州5432/22$

摘要! 为了探讨磷脂氢谷胱甘肽过氧化物酶"CD/ECD/0:C:A D;AF/C2F/G:A2>0@H9HD:/=2C2F/G:A9E2!

6+I6G#在拟穴青蟹免疫防御反应和精巢发育中的作用!实验从拟穴青蟹转录组数据库中筛选出

!"#!$基因的 ,*J序列!利用 *K&$J7$&-,技术克隆得到该基因的全长 B4%&!命名为 %&'

!"#!$$ 通过相关生物信息学软件对该序列进行分析!运用实时荧光定量技术对 %&'!"#!$

8$%&在成熟雌雄拟穴青蟹各组织%性腺不同发育时期以及+

1

"

1

和脂多糖"'6*#应激下鳃和肝

胰腺组织中的表达情况进行分析$ 结果发现!%&'!"#!$基因的B4%&全长为 3 219 3C!编码 3;2

个氨基酸$ 同源性分析和系统进化树分析表明!*C76+I6G 与其他物种的 6+I6G"I6G9#亲缘关

系较近$ 实时定量 6-$结果显示!%&'!"#!$在成熟拟穴青蟹雌雄各组织中均有不同程度的表

达!其中精巢的表达量最高$ 在性腺不同发育阶段!%&'!"#!$在卵巢发育过程中的表达量差异

不显著&而在精巢发育过程中!其表达量在精子细胞期"J1 期#显著高于精母细胞期"J3 期#和成

熟精子期"J/ 期#!同时也显著高于卵巢发育各时期的表达量$ 在 '6*应激下!鳃和肝胰腺中

%&'!"#!$的表达量分别在 7 和 31 D 显著上调&+

1

"

1

应激下!鳃中的表达量在 / D 显著升高!肝

胰腺中的表达量在被检测的各时相中无显著差异$ 研究表明!*C76+I6G 可能在免疫防御反应

以及精巢的发育和成熟等过程中发挥着重要作用$

关键词! 拟穴青蟹& 磷脂氢谷胱甘肽过氧化物酶"6+I6G#& 基因克隆& 表达& 性腺发育

中图分类号! L8;4& *07;1155555555 文献标志码'&

5 5 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 # >0@H9HD:/=2

C2F/G:A9E2"I6G$是一种重要的体内过氧化物分

解酶"能以谷胱甘肽#I*+$或硫氧还蛋白 #JFG$

为电子供体"催化还原过氧化氢#+

1

"

1

$和有机氢

过氧化物等活性分子为水和相应的醇类
&3 6/'

( 在

哺乳动物中"目前已发现 ; 种 I6G"根据其催化位

点是硒代半胱氨酸#*2B$还是半胱氨酸#-;E$"可

分为硒依赖性 I6G#I6G379 和人类的 I6G7$和硒

非依赖性 I6G#I6G47;"人类 I6G7 除外$( 同时

根据其一级结构"组织分布和结合底物的特异性

等又可分为典型的 I6G #I6G3 $)肠胃型 I6G

#I6G1 $) 血 浆 型 I6G # I6G/ $) 磷 脂 型 I6G

#6+I6G5I6G9$)附睾型 I6G #I6G4 $和嗅觉型

I6G#I6G7$%而 I6G8 和 I6G; 由于是新近发现

的"其功能和分布尚不明确
&9 67'

(

磷脂氢谷胱甘肽过氧化物酶#6+I6G5I6G9$

是 I6G 家族中独特且重要的成员之一( 30;1 年

#FE:=:等
&8'

首次从猪的肝脏中发现该酶"与其他

I6G 家族成员相比"6+I6G 并不是通常的四聚体

结构"而是单体结构( 它能特异地还原磷脂氢过

氧化物"从而保护卵磷脂脂质体和生物膜免受氧

化损伤( 随后该酶在猪的心脏和脑"老鼠的精巢

和肝脏以及人的胎盘等组织中也被成功分离纯

化
&;'

( 6+I6G 被认为是一种硒酶"含有硒代半胱

氨酸"位于活性位点( 通过对小鼠 !"#!$基因

B4%&的克隆
&;'

"在该序列中发现由终止密码子

*JI&+编码的硒代半胱氨酸"且位于活性位点"

随后该基因相继在山羊 # ()&*) +,*-./$

&0'

)鲤
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# (0&*,1./ -)*&,2 $

&32'

) 果 蝇 # 3*2/2&+,4)

564)127)/86*$

&33'

) 微 小 牛 蜱 # 922&+,4./

5,-*2&4./$

&31'

和盐芥 #:+644.17,644) +)42&+,46$

&3/'

等中被成功克隆和分析(

研究表明"6+I6G 广泛分布于生物体的各组

织中"且在不同组织中的表达情况差异较大"可能

与其发挥的不同功能相关( '2:等
&39'

的研究发

现"在大鼠的睾丸内"6+I6G 的活性最高"显著高

于肝脏和心脏等组织( *D:等
&34'

发现" 山羊

6+I6G 在精巢中表达量最高"其次是心脏和脑(

I9F/009等
&37'

发现男性不育与精子中 6+I6G 的表

达水平有关( *BD<2:M2F等
&38'

研究发现"6+I6G

特异地表达于脑中的神经细胞( +@9=> 等
&3;'

在

硒化钠培养的兔大动脉平滑肌细胞中发现"大量

表达的 6+I6G 可抑制由亚油酸过氧化导致的细

胞凋亡( 以上研究结果显示"6+I6G 可能在精巢

的发育)神经系统的发育和细胞凋亡等过程中发

挥一定的作用(

目前关于 6+I6G 的研究主要集中在脊椎动物

#如哺乳动物$中"而在无脊椎动物"尤其是甲壳动物

中的研究相对较少( 甲壳动物中现已被报道的 *27

I6GE有!凡纳滨对虾#;,82&61)6./<)11)56,$

&30'

)中

国明对虾#=6116*2&61)6./-+,161/,/$

&12'

)罗氏沼虾

#>)-*2?*)-+,.5*2/61?6*7,,$

&13'

)斑节对虾#!61)6./

5212@21$

&11'

)刀额新对虾#>68)&61)6./61/,/$

&1/'

和

拟穴青 蟹 # %-044) &)*)5)52/),1 $

&19'

等"而 关 于

6+I6G 的 研 究 仅 发 现 在 丰 年 虫 # A*865,)

B*)1-,/-)1)$和海水鱼虱 #;6&62&+8+6,*.//)4521,/$

中( 同时"关于甲壳动物中 I6G 家族的分类和系统

分析仍不完善( 拟穴青蟹隶属于节肢动物门

#&FHDF/C/A9$甲壳纲#-F@EH9B29$"是我国东南沿海重

要的经济养殖蟹类
&14 617'

( 有关拟穴青蟹 6+I6G 在

免疫防御反应和性腺发育中的研究尚未有报道(

本实验根据已有的拟穴青蟹转录组数据库"

筛选出 !"#!$基因的 ,*J序列"通过 *K&$J7

$&-,等分子生物学方法首次克隆获得该基因的

B4%&全长"并利用生物信息学的方法对其结构

和功能进行预测分析"命名为 %&'!"#!$( 同时"

对其在拟穴青蟹雌雄各组织)性腺不同发育时期

的表达情况以及脂多糖#'6*$和 +

1

"

1

应激下鳃

和肝胰腺组织中的表达变化进行分析"旨在为研

究 6+I6G 在拟穴青蟹的免疫防御机制和性腺发

生过程中的作用等提供理论依据"也为研究甲壳

动物 I6G 家族的进化过程和分类积累重要资料(

35材料与方法

!"!#实验材料

实验动物55拟穴青蟹购自漳浦某青蟹养殖

场"解剖前对其体长)体宽)体质量和性腺重进行

测量"其中雌蟹体质量为 332 <972 > 不等"雄蟹

体质量为 72 </42 > 不等( 性腺不同发育阶段的

分期参照本实验室常规方法进行
&18 61;'

"即根据性

腺的外部形态)颜色)性腺指数 # >/=9A/7E/89H:B

:=A2G"I*)$以及组织切片等进行分期( 卵巢分为

4 个时期!增殖期 #"3 期 $"卵黄生成前期 #"1

期$"卵黄生成早期 #"/ 期$"卵黄生成中期 #"9

期$和卵黄生成晚期 #"4 期$( 精巢分为 / 个时

期!精母细胞期 #J3 期$"精子细胞期 #J1 期$和

成熟精子期#J/ 期$( 不同发育阶段的雌雄青蟹

各取 4 只"对于成熟个体除分别取卵巢和精巢外"

另外取肝胰腺)鳃)肌肉)眼柄)胸神经节)脑)胃及

肠等组织"立即放入液氮中速冻后置 6;2 N保存

备用( 血淋巴先置于含抗凝剂的离心管中"离心

后去上清保留血细胞" 6;2 N保存备用(

'6*和 +

1

"

1

应激实验参照本实验室 (@

等
&19'

的方法进行"实验蟹体质量为#122 =42$ >(

实验组为用改良的蟹生理盐水 #K-**$稀释的

'6*#214 8>5O>$和 212/P+

1

"

1

#322

!

'5O>$分

别注射于青蟹第五步足基部%对照组为注射等量

K-**的青蟹"空白对照组为未注射的健康青蟹"

注射后分别于 /"7"31 和 19 D#仅 '6*实验组$取

鳃和肝胰腺组织#1 >9$( 保存于 $%&09H2F中"用

于 $%&的提取(

主要试剂55总 $%&提取试剂 JF:M/0购自美

国 )=Q:HF/>2= 公司"逆转录 6-$试剂盒购自 JD2F8/

公司"琼脂糖凝胶回收试剂盒购自上海捷瑞生物公

司"CK4307J载体连接试剂盒购自 J9R9$9公司"感

受态 4+4

"

菌 株 为 实 验 室 保 种" *ST$ IF22=

$290H:826-$K9EH2FK:G 购自6F/82>9公司(

引物55根据本课题组青蟹转录组测序 ,*J

数据库"筛选获得 %&'!"#!$基因的部分 B4%&序

列( 使用 6F:82F412 软件分别设计 $&-,特异性

引物和定量引物( 本实验所用引物均由上海捷瑞

生物工程有限公司合成#表 3$(

!"$#实验方法

总 $%&的提取和第一条 B4%&链的合成5

173
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U用 JF:M/0试剂提取拟穴青蟹成熟各组织以及不

同发育时期的精巢和卵巢的总 $%&

&18'

( 用分光

光度计测定总 $%&浓度和 "4

172

5"4

1;2

值"同时

用 314P琼脂糖凝胶电泳检测其完整性( 经检测

合格后"可用于接下来模板链的合成( 4VW/V7

$&-,模板和定量模板的合成按照逆转录试剂盒

的具体操作说明进行( 模板合成后"用内参引物

3;*F$%&7(5$检测其制备效果(

表 !#本实验所用的主要引物及其序列

%&'"!#%()*&+,-.+*)./0/)1+,2(+//2013

引物名称

CF:82F=982

引物序列#4V7/V$

CF:82FE2X@2=B2

*K&$J))

JK

&"0:>/

&I-&IJIIJ&J-&&-I-&I&IJ&-I-III

/V7-4*

"

&&I-&IJIIJ&J-&&-I-&I&IJ&-#J$

/2

.%

4V7-4*

"

#J$

14

.%

%#6 -J&&J&-I&-J-&-J&J&III-

#6K70/=> -J&&J&-I&-J-&-J&J&III-&&I-&IJIIJ&J-&&-I-&I&IJ

#6K7ED/FH -J&&J&-I&-J-&-J&J&III-

K3/7( IJ&&&&-I&-II--&I

K3/7$ -&II&&&-&I-J&JI&--

6+I6G7/V/@H2F &&I&--&&&-&IIIJIII&JI-J

6+I6G7/V:==2F --I-&IJIIJ&&J---IJIJ--

6+I6G74V/@H2F I&&IJJI--I&I-&J---&--

6+I6G74V:==2F I-&J---&---JIJJJIIJ-JJ-

6+I6G7( III-JJJIIJIJIIJ&JIIJ

6+I6G7$ -&II&&&-&I-J&JI&--

3;*F$%&7( &JI&J&III&JJIIIIJJJI-

3;*F$%&7$ &IJ&I-I&-III-IIJIJ

%/H2E!

"

%>&"-"I/FJ%.>&"I/F-

5 5 /V7$&-,和 4V7$&-,5 5 根据 /V7和 4V7

$&-,B4%&第一条链为模板"利用 $&-,特异

引物#I*63 和 I*61$和通用引物##6K和 %#6$

进行两轮 6-$"退火温度根据 $&-,引物而定

#注!本实验中 /V7和 4V7$&-,的退火温度一样"

反应条件也一样$( 第一轮 6-$扩增反应条件!

04 N / 8:=%04 N /2 E"7; N /2 E"81 N 02 E"32

个循环"H/@BDA/<= 3 N%04 N /2 E"4; N /2 E"81

N 02 E"14 个循环%81 N 32 8:=%37 N 4 8:=( 第

二轮巢式 6-$以第一轮产物稀释 42 倍为模板"

扩增反应条件!04 N / 8:=%04 N /2 E"74 N /2

E"1 N 3 8:=" /4 个循环% 81 N 32 8:=% 37 N

4 8:=(

%&'!"#!$基因B4%&全长的获得55将 /V7

和 4V7$&-,扩增的目的产物经电泳检测"割胶回

收后"连接入 CK4307J载体中"送往上海生工生

物工程公司测序"分别对 / 个不同个体进行测序"

最终确定该片段( 将已知的 ,*J序列和测序正

确的 4V7和 /V7$&-,获得的片段进行拼接后"进

而获得该基因的全长 B4%&序列( 同时设计

D29A H/ H/2引物"验证其开放阅读框#/C2= F29A:=>

YF982""$($的正确性(

实时荧光定量 6-$55使用的定量模板是用

随机引物逆转录合成的"同时以 3;*F$%&作为内

参基因
&19'

#内参引物序列见表 3$"每个样品做 4 个

个体重复( 12

!

'的反应体系!32

!

'*ST$IF22=

$290H:826-$K9EH2FK:G"32

!

8/05'的 6+I6G7(

和 6+I6G7$#表 3$各 214

!

'"B4%&模板 0

!

'(

反应条件为 04 N 3 8:="94 个循环#04 N 34 E"

72 N 3 8:=$( 先检测该基因的扩增曲线和熔解曲

线"并对定量产物进行割胶测序"以验证其是否为

基因特异产物"然后再进行定量实验(

根据罗氏 '-9;2 仪器分析得到的 (

H

值计算

各个样品的 $L值"即为 1

6

##

(

H

"其中
#

(

H

>目的

基因的 (

H

值 6对应的内参基因的 (

H

值"

##

(

H

>

每个样品的
#

(

H

值 6基准样品的
#

(

H

值( 基因

的表达水平由 $L平均值 =标准误的平均值

#829= =*,$来表示"利用 *6**1212 软件进行单

因素方差分析 #"=27Z9; &%".&$或 87检验 #87

H2EH$分析"同时用 K:BF/E/YH"YY:B21232 对统计结

果进行作图分析"显著性差异表示为 !?2124(

生物信息学分析55序列的拼接采用 -&6/

#DHHC!

!

A/@91CF93:1YF5E/YH<9F25B9C/$进行%开放

阅读框的确定采用 "$((:=A2F# DHHC!

!

<<<1

/73
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=B3:1=081=:D1>/Q5>/FY5>/FY1DH80$进行( 之后采

用以下不同的在线分析软件对 %&'!"#!$及其推

导的氨基酸序列进行一系列的生物信息学分析(

蛋白等电点和分子量的预测!-/8C@H26)5K<

H//0#DHHC!

!

<2312GC9E;1/F>5B/8C@H2@C:5$%糖基

化位点和磷酸化位点的预测! %2H%I0;B312

*2FQ2F# DHHC!

!

<<<1B3E1AH@1AO5E2FQ:B2E5

%2H%I0;B5$和 %2H6D/E112 # DHHC!

!

<<<121AH@1

AO5E2FQ:B2E5%2H6D/E5$%信号肽预测!*:=>906913

*2FQ2F# DHHC!

!

<<<1B3E1AH@1AO5E2FQ:B2E5

*:>=9065$%蛋白功能结构域的预测!)=H2F6F/*B9=

E/YH<9F2#DHHC!

!

<<<123:19B1@O5)=H2F6F/*B9=5$%

三维结构的构建和分析!*Z)**7K"4,'# DHHC!

!

E<:EE8/A2012GC9E;1/F>5$和 6;8/0Q:2<2F软件%

序列的同源性比对!使用 T:/,A:H软件进行比对分

析%系统进化树的构建!使用 K,I&412/ 软件中

的邻接法#%2:>D3/F7!/:=:=>"%!$(

15结果与分析

$"!#%&'!"#!$ 基因的全长克隆和序列分析

通过 $&-,技术克隆获得 %&'!"#!$的全长

B4%&序列#I2=T9=O登录号!RK18413;$ #图3$ "

图 !#%&'!"#!$ 基因的 4567全长及其推导的氨基酸序列

起始密码子#9H>$和终止密码子#H99$用加粗标出% 加尾信号#&&J&&&$用双波浪线标出% / 个糖基化位点#

94

%SJ,

9;

$ )#

321

%I*4

324

$

和#

31;

%(JR

3/3

$用灰色阴影标出% 9 个丝氨酸磷酸化位点 #*

7

"*

33

"*

13

"*

394

$ "3 个苏氨酸磷酸化位点 #J

372

$ "1 个酪氨酸磷酸化位点

#S

14

"S

370

$ 均用圆圈标出% 保守的催化四联体 #

/0

#"

89

L"

318

Z"

31;

%$ 用方框标出% 基序 #

18

4$.-)..%.&*R#IRJ

91

$ ) #

79

'&(6-%L(

83

$和#

318

Z%(JR('

3//

$分别用双下划线)单下划线和单波浪线标出

8+9"!#%()4567&,11)104)1&*+,: &4+1/);0),4):<%&'!"#!$ <.:* %(&)*)+)+,-)./

JD2:=:H:9H:/= B/A/=#9H>$9=A HD2EH/C B/A/=#H99$9F2900BD9F9BH2F:M2A := 3/0A1JD2C/0;9A2=;09H:/= E:>=90E2X@2=B2#&&J&&&$:E:= 3/0A 9=A

A/@302<9Q20:=21JD2HDF22>0;B/E;09H:/= E:H2E9F2:= >F9;1(/@FE2F:=2CD/ECD/F;09H:/= E:H2" /=2CD/ECD/F;09H:/= E:H2/YHDF2/=:=29=A H</

H;F/E:=2CD/ECD/F;09H:/= E:H29F290089FO2A 3; B:FB021JD298:=/ 9B:A F2E:A@90E#

/0

#"

89

L"

318

Z"

31;

%$:=Q/0Q2A := HD2Y:G9H:/= /YE202=:@8 9F2

89FO2A 3; 3/G1JD28/H:Y/Y#

18

4$.-)..%.&*R#IRJ

91

$ " #

79

'&(6-%L(

83

$ 9=A #

318

Z%(JR('

3//

$ 9F2:=A:B9H2A := A/@302@=A2F0:=2A"

E:=>02@=A2F0:=2A 9=A <9Q20:=2

973
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该序列包括 392 3C 的 4V非编码区 # @=HF9=E09H2A

F2>:/="#J$$"49/ 3C 的开放阅读框和 /93 3C 的

/V#J$#包含 60/;&尾$( /V7#J$含有典型的加

尾信号 &&J&&&( 该 B4%&序列可编码 3;2 个

氨基酸"预测的蛋白分子质量约为 1219/ O@"等电

点约为 8170( 该蛋白的第 /0 个氨基酸为硒代半

胱氨酸#*2B$"由终止密码子#JI&$编码"其与氨

基酸残基#

89

L)

318

Z)

31;

%$构成催化四联体"参与

硒的固定(

*:>=906分析未发现有信号肽%JK+KK分析

发现其无跨膜区( %2H6D/E112 *2FQ2F预测显示"

其含有 9 个丝氨酸磷酸化位点#*

7

"*

33

"*

13

"*

394

$"

3 个苏氨酸磷酸化位点#J

372

$和 1 个酪氨酸磷酸

化位点 #S

14

"S

370

$%%2H%I0;B312 *2FQ2F推测其

含有 / 个糖基化位点" 分别 为 #

94

%SJ,

9;

$)

#

321

%I*4

324

$和#

31;

%(JR

3/3

$%*B9=6F/E:H2分析显

示"6+I6G 蛋白的第 3 <342 位氨基酸为磷脂氢

谷胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 的 功 能 域" 其 基 序

#

18

4$.-)..%.&*R#IRJ

91

$为 6+I6G 活性位

点基序"#

79

'&(6-%L(

83

$为标签序列"其中硒代

半胱氨酸##

/0

$在中心活性位点上#图 3$(

$"$#=->?@A?B 的空间结构模拟

采用 *Z)**7K"4,'在线同源建模软件"将

*C76+I6G 的氨基酸序列提交至服务器"系统会

自动将 *2B##$识别为 -;E#-$ #注!以下 6+I6G

三维结构的第 /0 位氨基酸是 -;E$"经同源分析

发现其蛋白结构与人类的 I6G9 相似度最高"达

到 7917/P( 以人类 I6G9 的三维结构作为模板

&64TB/A2!1/3:131&#3144 [$'"用三维结构查

看软件 6;K"'"对 *C76+I6G 的蛋白序列进行空

间三维结构的模拟#图 1$( 结果显示"该蛋白由

4 个
"

螺旋和 8 个
$

折叠片组成( 其中 *2B##$

位于
$

/ 和
"

/ 之间的蛋白表面"I0=#L$位于
$

9

和
"

9 之间的蛋白表面"JFC#Z$和 &E=#%$位于

"

4 和
$

7 之间的蛋白表面"9 个氨基酸残基通过

氢键相连"参与硒的固定(

$"C#=->?@A?B 氨基酸序列的同源性分析

将拟穴青蟹的 6+I6G 与其他物种的 6+I6G

#I6G9$进行多重比对后发现"*C76+I6G 具有构

成催化四联体的 9 个保守氨基酸#*2B5-;E)JFC)

I0= 和 &E= $" 且 在 I6G 的 催 化 活 性 区

#%.&*R-I'J$"标志性基序#'&(6-%L($以及

6+I6G 特有的序列 &RZ%(#J5\$R(''区域保

守性也很高#图 /$(

图 $#拟穴青蟹 ?@A?B 的空间结构模拟

"

:和
$

:分别代表
"

7螺旋和
$

7折叠% 活性位点 *2B#

/0

#$和

I0=#

89

L$ "JFC#

318

Z$ "&E=#

31;

%$位于袋状蛋白的表面"通过

氢键相连"参与硒#*2$的固定

8+9"$#%()-.)1+42)12(.))>1+*),/+:,&D/-&4)

/2.0420.):<=->?@A?B

"

:9=A

$

::=A:B9H297D20:B2E9=A 37ED22HE"F2EC2BH:Q20;1JD29BH:Q2

E:H2E202=/B;EH2:=2#

/0

#$F2E:A@2"H/>2HD2F<:HD >0@H98:=2#

89

L$ "

HF;CH/CD9=#

318

Z$9=A &EC9F9>:=2#

31;

%$ ":E0/B9H2A := 9C/BO2H

/= HD2CF/H2:= E@FY9B2" 9=A 3/=A2A <:HD D;AF/>2=" <D:BD :E

:=Q/0Q2A := HD2Y:G9H:/= /YE202=:@8

$"E#=->?@A?B 系统进化树的分析

根据 %-T)上已注册的部分物种不同亚型

的 I6GE#主要为 I6G37I6G9 和甲壳动物中已报

道的 I6G$的氨基酸序列"采用 K,I& 412 软

件"以邻接法构建系统发育树"T//HEHF9C 值为

3 222(

结果显示"不同物种的 I6G37I6G9 明显地各

自聚为一支%*C76+I6G 与其他物种的 6+I6G

#I6G9$聚为一大支"在 6+I6G 这一大支中"拟穴

青蟹和丰年虫单独聚为一小支"果蝇)斑马鱼以及

其他哺乳动物分别聚为一小支%除了丰年虫"虾蟹

中已报道的 I6G 与 6+I6G#I6G9$的亲缘关系均

较远#图 9$( 凡纳滨对虾)拟穴青蟹)罗氏沼虾和

日本沼虾的 I6G 聚为一小支"与哺乳动物中

I6G3 和 I6G1 亲缘关系相对较近( 刀额新对虾

和中华绒螯蟹分别聚为一小支"且与其他物种相

距较远(
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图 C#拟穴青蟹和其他物种 ?@A?B 氨基酸序列的多重比对

所用的氨基酸序列的物种名和相应的登录号分别为!拟穴青蟹"RK18413;% 果蝇"%6@81;;8213% 人类"%6@2232/90/813% 斑马鱼"%6@

22321419311% 野猪"%6@00048113% 小家鼠"T&-2743313% 黄牛"%6@88830413% 褐家鼠"%6@24;;731/% 红光熊峰"&-69928313% 非洲爪

蟾"%6@22337413413% 丰年虫"&TS7189213% 微小扇头蜱"&T&71/0413

9 个保守氨基酸#*2B5-;E)JFC)I0= 和 &E=$用黑色三角形标出% I6G 的催化活性区 #%.&*R-I'J$ "标志性基序 #'&(6-%L($以及

6+I6G 特有的序列&RZ%(#J5\$R(''区域用灰色方框标出

8+9"C#F0D2+-D)&D+9,*),2:<2()?@A?B &*+,: &4+1/);0),4)')2G)),%(&)*)+)+,-)./&,1:2()./-)4+)/

JD2*C2B:2E9=A I2=T9=O &BB2EE:/= =@832FE/Y98:=/ 9B:A E2X@2=B2E9F20:EH2A 9EY/00/<E! %-044) &)*)5)52/),1"RK18413;% 3*2/2&+,4)

564)127)/86*"%6@81;;8213% "252 /)&,61/"%6@2232/90/813% 3)1,2 *6*,2"%6@22321419311% %.//-*2B)"%6@00048113% >./5./-.4./"

T&-2743313% 92/8).*./"%6@88830413% C)88./12*<67,-./"%6@24;;731/% 925?./,71,8./"&-69928313% D612&./4)6<,/"%6@22337413413%

A*865,) B*)1-,/-)1)"&TS7189213% C+,&,-6&+)4./5,-*2&4./"&T&71/0413

JD2Y/@FB/=E2FQ2A 98:=/ 9B:A F2E:A@2E#*2B5-;E"JFC"I0= 9=A &E=$9F289FO2A 3; 309BO HF:9=>02E1JD29BH:Q27E:H28/H:Y#%.&*R-I'J$"HD2

E:>=9H@F28/H:Y#'&(6-%L($9=A HD2EC2B:90E2X@2=B2&RZ%(#J5\$R(''/Y6+I6G 9F2:=A:B9H2A 3; >F9; F2BH9=>02E

773
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图 E#不同物种 A?B 氨基酸序列的系统进化树

甲壳动物 I6GE用下划线表示"拟穴青蟹 6+I6G 用三角形标出(

所用的氨基酸序列的物种名和相应的登录号分别为凡纳滨对虾 I6G"&&S9399313% 中华绒螯蟹 I6G"&-.930/413% 拟穴青蟹

I6G"&,%7099;13% 罗氏沼虾 I6G"&-K7;09;13% 日本沼虾 I6G"&4.3877313% 刀额新对虾 I6G"&-T911/713% 人类 I6G3"

&&+28;7411% 褐家鼠 I6G3"%6@33294/1/% 小家鼠 I6G3"%6@2/13;711% 野猪 I6G3"%6@000/7713% 黄牛 I6G3"%6@88742313% 斑

马鱼 I6G3"%6@2232281;111% 人类 I6G1"&&+11;1211% 褐家鼠 I6G1"%6@;0074/11% 小家鼠 I6G1"%6@32072111% 野猪 I6G1"

&T)7/00311% 黑猩猩 I6G1"%6@22332;72713% 人类 I6G/"%6@22128411% 褐家鼠 I6G/"%6@28308211% 野猪 I6G/"%6@22332;71813%

黄牛 I6G/"%6@88742113% 斑马鱼 I6G/"%6@2233/321813% 其余物种名和登录号见图 9

8+9"E#%()-(3D:9),)2+42.)):<A?B &*+,: &4+1/);0),4)/<.:* 1+<<).),2/-)4+)/

I6GE/YBF@EH9B29=E9F289FO2A <:HD @=A2F0:=21%E&)*)5)52/),1 89FO2A 3; HF:9=>021

JD2*C2B:2E9=A I2=T9=O &BB2EE:/= =@832FE/Y98:=/ 9B:A E2X@2=B2E9F20:EH2A 9EY/00/<E!;,82&61)6./<)11)56,I6G"&&S9399313%

F*,2-+6,*/,161/,/I6G"&-.930/413% %-044) &)*)5)52/),1 I6G" &,%7099;13% >)-*2?*)-+,.5 *2/61?6*7,,I6G" &-K7;09;13%

>)-*2?*)-+,.51,&&2161/6I6G"&4.3877313% >68)&61)6./61/,/I6G"&-T911/713% "252 /)&,61/I6G3"&&+28;7411% C)88./

12*<67,-./I6G3"%6@33294/1/% >./5./-.4./I6G3"%6@2/13;711% %.//-*2B) I6G3"%6@000/7713% 92/8).*./I6G3"%6@88742313%

3)1,2 *6*,2 I6G3"%6@2232281;111% "252 /)&,61/I6G1"&&+11;1211% C)88./12*<67,-./I6G1"%6@;0074/11% >./5./-.4./I6G1"

%6@32072111% %.//-*2B) I6G1"&T)7/00311% !)1 8*2742@086/I6G1"%6@22332;72713% "252 /)&,61/I6G/"%6@22128411% C)88./

12*<67,-./I6G/"%6@28308211% %.//-*2B) I6G/"%6@22332;71813% 92/8).*./I6G/"%6@ 88742113% 3)1,2 *6*,2 I6G/"%6@

2233/321813% (/FHD2*C2B:2E9=A I2=T9=O &BB2EE:/= =@832FE/Y/HD2FEB/=E@0H(:>19

$"H#%&'!"#!$ 基因在雌雄各组织中的表达情况

以 3;*F$%&为内参基因"实时定量 6-$结

果显示"%&'!"#!$基因在所检测的雌雄拟穴青

蟹各组织中均有不同程度的表达#图 4$"其中精

873
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巢的表达量最高"且显著高于其他各组织 #!?

2124$%雌性的鳃)脑和心脏以及雄性的脑中均有

较高水平的表达%在雌蟹中"鳃和心脏的表达量显

著高于雄蟹#!?2124$%而在雄蟹中"精巢的表达

量显著高于雌蟹的卵巢#!?2124$#图 4$(

图 H#%&'!"#!$ 基因在雌雄各组织中的表达情况

I/1性腺#卵巢和精巢$ % T1脑% J>1胸神经节% +21血细胞% +F1心脏% I:1鳃% )1肠% +C1肝胰腺% ,1眼柄% K@1肌肉% *H1胃( 柱上

不同字母代表具有显著性差异#!?2124$

8+9"H#%())B-.)//+:,-&22).,:<%&'!"#!$ 9),)+,1+<<).),22+//0)/:<<)*&D)&,1*&D)%(&)*)+)+,-)./

I/=9A1# /Q9F; 9=A H2EH:E$ % T13F9:=% J>1HD/F9B:B>9=>0:9% +21D928/B;H2E% I:1>:00% )1:=H2EH:=2E% +C1D2C9H/C9=BF29E% ,12;2EH90O% K@1

8@EB02% *H1EH/89BD1T9F<:HD A:YY2F2=H02HH2FE:=A:B9H2EE:>=:Y:B9=HA:YY2F2=B2E#!?2124$

$"I#%&'!"#!$ 基因在性腺不同发育时期的表

达情况

在卵巢不同发育阶段"%&'!"#!$的表达量

相对较恒定且各时期之间无显著性差异%而在精

巢不同发育阶段"%&'!"#!$的表达量呈先上升

后下降的趋势"在 J1 期#精子细胞期$的表达量

最高"显著高于 J3 期#精母细胞期$和 J/ 期#成

熟精子期$#!?2124$( 同时发现"在精巢发育的

J1 期#精子细胞期$"%&'!"#!$的表达量显著高

于卵巢发育各时期的表达量#!?2124$#图 7$(

$"J#K?=和 @

$

L

$

应激下 %&'!"#!$ 基因在鳃

和肝胰腺组织中的表达变化

在 '6*诱导应激下"鳃中 %&'!"#!$基因在

7 D 表达量显著升高"与对照组有显著性差异

#!?2124$"之后表达量逐渐下调"接近正常水平

#图 879$%肝胰腺中该基因在 31 D 表达量显著升

高且达到峰值"与对照组之间差异显著 #!?

2124$"之后开始下降"在 19 D 时基本恢复到正常

水平 #图 873$( 在 +

1

"

1

诱导应激下"鳃中 %&'

!"#!$基因在 / D 表达量明显上调"显著高于对

照组"随后开始下调并趋于正常水平 #图 87B$(

而肝胰腺中该基因在被检测的各时相中"表达量

均没有显著差异#图 87A$(

图 I#!"#!$ 基因在拟穴青蟹性腺

发育各时期的表达情况

"3 <"4 表示卵巢发育各时期!"31增殖期% "11卵黄发生前

期% "/1卵黄发生早期% "91卵黄发生中期% "41卵黄发生晚

期( J3 <J/ 表示精巢发育各时期!J31精母细胞期% J11精子

细胞期% J/1成熟精子期

柱上不同字母代表具有显著性差异#!?2124$

8+9"I#M)D&2+N))B-.)//+:,D)N)D/:<!"#!$ 10.+,9 1+<<).),2

/2&9)/:<9:,&1&D1)N)D:-*),2<.:*%(&)*)+)+,-)./

"3 6"4 F2CF2E2=HEA:YY2F2=HEH9>2E/Y/Q9F; A2Q20/C82=H!"31

6F/0:Y2F9H:/=% "116F2Q:H200/>2=2E:E% "/16F:89F; Q:H200/>2=2E:E%

"91*2B/=A9F; Q:H200/>2=2E:E% "41J2FH:9F; Q:H200/>2=2E:E1J37J/

F2CF2E2=HE A:YY2F2=HEH9>2E /Y H2EH:E A2Q20/C82=H! J31JD2

EC2F89H/B;H2EH9>2% J11JD2EC2F89H:A EH9>2% J/1HD289H@F2

EC2F8EH9>2

T9F<:HD A:YY2F2=H02HH2FE:=A:B9H2EE:>=:Y:B9=HA:YY2F2=B2E# !?

2124$
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图 J#%&'!"#!$ 基因在 K?=和 @

$

L

$

应激下鳃和肝胰腺组织中的表达情况

"

表示与对照组有显著性差异#!?2124$

8+9"J#M)D&2+N))B-.)//+:,D)N)D/:<%&'!"#!$ 0,1).2()4(&DD),9):<K?=&,1@

$

L

$

+,

9+DD/&,1()-&2:-&,4.)&/<.:* %(&)*)+)+,-)./

"

:=A:B9H2EE:>=:Y:B9=HA:YY2F2=B2B/8C9F2A <:HD B/=HF/0#!?2124$

/5讨论

6+I6G 是目前发现的唯一能将细胞膜上的

有机氢过氧化物还原成相应的醇类"从而保护生

物膜免受氧化损伤的酶
&10 6/2'

( 根据转录位点的

不同"6+I6G 有 / 种不同类型"分别为细胞质型

# BI6G9 $) 线 粒 体 型 # 8I6G9 $ 和 精 核 型

#E=I6G9$

&9'

( 由于 6+I6G 催化底物的复杂性"

使其在抗氧化)细胞凋亡和精子发生等过程中发

挥着重要作用
&/3'

( 本实验从拟穴青蟹中成功克

隆获得 %&'!"#!$的 B4%&全长"可编码 3;2 个

氨基酸"分子量约为 1219/ O@%在该基因的第

144 <148 位含有通常编码终止密码子的 *JI&+

编码硒代半胱氨酸#*2B$( 对其 /V7#J$预测显

示"其不含硒插入性片段#*,-)*$"这与哺乳动物

中 I6G9 家族成员有所差异( 在已研究过的大多

数节肢动物和植物中"6+I6G 的活性位点为 -;E"

为硒非依赖的 I6G

&/"/1'

( 但也有例外"如微小牛

蜱 含 有 *2B 和 *,-)* 结 构
&31'

% 丰 年 虫

#&TS7189213$只含有 *2B"但不含 *,-)*结构(

本研究结果与丰年虫 6+I6G 的结果相似"表明不

同物种间 6+I6G 的组织分布)催化机理和功能等

均有所差别
&/3'

( 生物信息学分析显示"该序列不

含信号肽和跨膜结构"表明该蛋白不是分泌蛋白"

可能分布在细胞质中"与某些大分子物质结合"发

挥着一定的生物学作用"这与植物盐芥的结果相

似
&3/'

"预示 %&'!"#!$可能为细胞质型 I6G9

#BI6G9$(

多重比对结果显示"*C76+I6$具有 I6G 家

族典型的结构"如活性位点基序 &%#.5)$ &*\

##5-$I\J'"标签序列 &'#&5\$ (6-%L('和

6+I6G 特有的序列#RZ%(#J5\$R('$"其中硒

代半胱氨酸 #

/0

#$位于中心活性位点上"与保守

的氨基酸残基#

89

L)

318

Z)

31;

%$构成催化四联体"

对硒的固定起着重要的作用
&//'

( 系统进化树分

析表明"*C76+I6$与 I6G9 #6+I6G$聚为一支"

073
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且与丰年虫的亲缘关系最近%而与甲壳动物中其

他已报道的 *27I6G 亲缘关系相对较远( 这一结

果预示"甲壳动物的 I6G 家族可能具有不同于哺

乳动物 I6G 家族的进化过程"分类也有所不同"

有待进一步深入研究(

实时定量 6-$结果显示"%&'!"#!$基因在

成熟拟穴青蟹雌雄各组织中均有不同程度的表

达"其中精巢的表达量最高"显著高于其他各组织

#!?2124$"表明 %&'!"#!$基因的表达具有一

定的组织特异性( 该基因在精巢中的高表达与脊

椎动物中已报道的人
&/9'

)山羊
&/4'

以及小鼠
&/7'

的

结果相一致"说明 *C76+I6G 在精巢中不仅具有

抗氧化功能"而且对雄性生殖系统可能也发挥着

重要作用( 在精巢不同发育阶段"%&'!"#!$基

因的表达量在精母细胞期 #J3 期$表达量最低"

之后表达量显著升高并在精子细胞期#J1 期$达

到峰值"在成熟精子期#J/ 期$开始降低"J1 期显

著高于其他各时期#!?2124$( 这一结果与拟穴

青蟹 %6'#!$基因在精巢发育过程中的表达情况

相一致
&19'

"原因可能是由于在精子发生过程中尤

其是精子细胞期 #J1 期$细胞代谢旺盛"大量的

代谢产物需要被清除
&/8'

"此时大量的 !"#!$基

因开始表达"以保证精子的正常发育和成熟( 同

时发现"%&'!"#!$在精巢发生中后期 #J1 期和

J/ 期$"其表达量显著高于卵巢发育各阶段的表

达量"这一现象也进一步说明"6+I6G 对精子的

发生起着更为重要的作用(

鳃组织是拟穴青蟹的氧交换中心"直接与外

界环境接触%肝胰腺为拟穴青蟹重要的代谢和免

疫器官"二者均被认为参与虾蟹类的免疫防御反

应( 在 '6*应激下"鳃组织中 %&'!"#!$基因的

表达量在 7 D 显著上调并达到最高"与对照组有

显著性差异%在肝胰腺组织中其表达量在 31 D 达

到峰值"且与对照组差异显著( 这可能是由于机

体受到病原体应激后"激活第一道免疫防线"导致

呼吸爆发"产生过量的活性氧簇#F29BH:Q2/G;>2=

EC2B:2E"$"*$"此时 %&7!"#!$基因的上调表达

对清除体内过剩的 $"*可能具有一定的作用(

在 +

1

"

1

应激下"鳃组织在 / D 出现显著上调"肝

胰腺组织的表达量在检测的时相内没有显著变

化( (@ 等
&19'

在研究拟穴青蟹 %6'#!$基因在

+

1

"

1

应激下的表达情况时发现"鳃组织在被检测

的时相内"表达量没有显著性差异"肝胰腺组织的

表达量却在 / 和 7 D 分别出现显著和极显著的上

调( 这一结果可能是因为在甲壳动物中"当机体

受到外界应激后"不同亚型的 I6G 在不同组织中

发挥的效应可能有所不同(

本实验首次从拟穴青蟹中克隆获得 !"#!$

基因的 B4%&全长"通过生物信息学的分析"并结

合其在成熟拟穴青蟹雌雄各组织)性腺不同发育

时期的表达情况以及 '6*和 +

1

"

1

应激下的表达

变化"初步显示其在拟穴青蟹的免疫防御反应和

精巢发育等过程中发挥着重要的作用"同时也为

不同物种间 I6G 家族的进化研究和分类积累了

一些重要资料(
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