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摘要! 为了解蜕皮激素受体 #,8$$在脊尾白虾卵巢和胚胎发育中的作用!采用同源克隆和

$&-,技术!克隆了脊尾白虾 ;3<基因全长 84%&序列#IB>J;>K 登录号&F-538833$!用实时

荧光定量 O-$方法分析了 ;3<基因在雌虾不同组织"卵巢以及胚胎发育不同时期的表达特

征% 结果显示!脊尾白虾 ;3<基因全长 2 8/: HU!开放阅读框 4 14/ HU!编码 513 个氨基酸!脊

尾白虾 ;3<在系统进化上与行抱卵繁殖的真虾类和蟹类亲缘关系较近!而与对虾类较远% 脊

尾白虾 ;3<基因在各组织中均有表达!但主要在肝胰腺内表达% 在脊尾白虾繁殖期内!肝胰

腺内 ;3<的表达量始终高于卵巢!表达量峰值出现在卵巢成熟时期!而卵巢内 ;3<的表达量

在卵巢成熟前期达到最大!两种组织中 ;3<表达量与卵黄蛋白原#.N$质量浓度变化趋势相

一致% 随着胚胎发育!;3<表达量呈先上升后下降趋势!在原肠期达到最大!前蟤状幼体期和

蟤状幼体
!

期的表达量虽有下降!但仍保持较高水平% 结果表明!脊尾白虾 ;3<基因系统进

化方向与虾蟹类不同繁殖方式相吻合!其 :$%&主要在肝胰腺内表达'卵巢发育过程中!;3<

基因参与了肝胰腺和卵巢中 .N 合成!其在肝胰腺中表达量变化与性腺发育指数变化趋势一

致!对卵巢成熟有重要作用'在胚胎发育过程中!;3<基因参与了胚胎细胞分化及器官形成%

关键词! 脊尾白虾' 蜕皮激素受体' 胚胎发育' 卵巢发育

中图分类号! L1:5' *088146 文献标志码&&

66蜕皮激素是一种典型的类固醇激素"在甲壳

动物的生长*发育*繁殖以及胚胎发育中具有重要

调控作用
(4 72)

"但需与蜕皮激素受体#B8D3?=B@/<D

@B8BU=/@",8$$结合才可实现其调控作用+ 蜕皮激

素与 ,8$结合后"解除与核受体相互作用的共阻

遏因子"募集一些共激活因子"从而启动下游基因

的转录
(/)

+ 现已在日本囊对虾 # =.0)*6+%.+*)

:.6&%-3*)$

(9)

*褐虾#!0.%'&% 30.%'&%$

(5)

*美洲龙

螯 虾 # >&,.0*) .,+0-3.%*)$

(8)

* 日 本 沼 虾

#=.30&#0.37-*, %-66&%+%)+$

(1 7:)

*凡纳滨对虾

#8-1&6+%.+*)/.%%.,+-$

(0)

*大西洋砂招潮蟹#?3.

6*'-(.1&0$

(43 744)

* 黑 背 陆 地 蟹 # @+3.03-%*)

(.1+0.(-)$

(42)

* 美 洲 蓝 蟹 # !.((-%+31+)

).6-A*)$

(4/ 749)

* 三 疣 梭 子 蟹 # 4&01*%*)

10-1*#+03*(.1*)$

(45 748)

和 中 华 绒 螯 蟹 # ;0-&37+-0

)-%+%)-)$

(41 74:)

等多种甲壳动物中克隆得到了 ;3<

基因序列+ 关于 ,8$的研究"过去多集中其在蜕

皮*生长和附肢再生过程中的调控作用%近几年关

于其在卵巢和胚胎发育中作用的报道逐渐增多"

在日本沼虾*大西洋砂招潮蟹*美洲蓝蟹*中华绒
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螯蟹和三疣梭子蟹中研究表明",8$参与了卵巢

或胚胎发育过程+

脊尾白虾#;9&6.(.+,&% 3.0-%-3.*A.$又名白

虾" 隶 属 长 臂 虾 科 # O;0;B:/><D;B$* 白 虾 属

#;9&6.(.+,&%$"是我国重要的小型经济虾类
(40)

+

脊尾白虾一个生命周期中可多次抱卵繁殖"池塘

养殖中 4 年可至少连续繁殖 2 次"实现多茬养殖*

多次轮捕"已成为沿海地区池塘单养或混养的重

要品种
(23)

+ 亲虾是否能实现二次抱卵"主要与第

一次抱卵期间卵巢发育程度有关+ 据于天基

等
(24)

报道"在池塘养殖中有部分脊尾白虾亲虾参

与了二次抱卵"但比例较低"且受精卵平均孵化率

只有 98G+ 上述问题已成为制约脊尾白虾池塘

养殖经济效益提高的障碍之一"要解决这一问题"

有赖于深入了解脊尾白虾卵巢及胚胎发育机理"

但关于脊尾白虾生殖内分泌研究目前还鲜见报

道+ 本研究克隆得到了脊尾白虾 ;3<基因全长

84%&序列"并分析了 ;3<在卵巢和胚胎发育不

同阶段的表达模式"以期阐明 ,8$在脊尾白虾卵

巢成熟以及胚胎发育过程中的作用"为完善脊尾

白虾生殖内分泌调控机理提供基础资料"并为脊

尾白虾人工控制多次繁殖提供理论依据+

46材料与方法

$%$&实验材料

雌性脊尾白虾"为室内人工培育 &家系 (

4

代"体质量 # 2151 B3189 $ N"盐度 /41/"水温

2912 Q"连续充气"每天投喂冷冻大卤虫或高蛋

白配合饵料"投喂时间为 :!33 和 41!33+ 定时吸

污换水+

实验所需分子试剂购自 -0/>=B8A 公司*宝生

物工程#大连$有限公司*)>Y<=@/NB> 公司等%虾卵

黄蛋白原酶联免疫分析#,')*&$试剂盒购于上海

裕平生物科技有限公司%总蛋白含量测定试剂盒

购于南京建成生物工程研究所+ 寡聚核苷酸引物

由生工生物工程#上海$公司合成+

$%'&实验方法

组织取样66脊尾白虾卵巢发育分期根据王

绪峨
(22)

描述确定"每个发育阶段各取脊尾白虾雌

虾 45 尾"吸除体表水分"精确称量体质量+ 将每

尾虾分离卵巢*肝胰腺"并精确称其质量"用于计

算性腺发育指数和肝胰腺指数+ 然后以 5 尾雌虾

作为一个重复"每尾虾取相同质量的组织混合为

一个样品"即每个组织 / 个重复"样品液氮冷却"

并用液氮研磨成粉末"取 53 :N 迅速转至 415 :'

离心管#内含 413 :'M@<\/0液$"漩涡振荡"混匀

后置 7:3 Q保存"用于总 $%&提取%另取 53 :N

卵巢和肝胰腺样品转移至 415 :'离心管 #内含

315 :'4 AOJ*缓冲液$"漩涡振荡"混匀后 9 Q

: 333 A' 离心 43 :<>"置 723 Q保存"用于蛋白

含量测定+

脊尾白虾胚胎发育分期根据王绪峨
(2/)

描述

确定"选择不同时间抱卵的雌虾"轻轻将卵剖离"

在显微镜下观察"取受精卵*十六细胞期*三十二

细胞期*原肠期*无节幼体期*前蟤状幼体*后蟤状

幼体*蟤状幼体
!

期"每个发育期选 / 尾虾"即每

个发育期 / 个重复"样品用液氮研磨成粉末"各取

53 :N 迅速转至 415 :'离心管 #内含 413 :'

M@<\/0液$"漩涡振荡"混匀后置 7:3 Q保存用于

总 $%&提取+

性腺发育指数和肝胰腺指数的计算66性腺

发育指数# N/>;D/?/:;=<8<>DBP"@BC$的计算公式

为 @BC>卵巢质量5虾体质量 A433G"肝胰腺指

数#ABU;=/?/:;=<8<>DBP">BC$的计算公式为>BC>

肝胰腺质量5虾体质量 A433G+

脊尾白虾卵黄蛋白原含量的测定66应用双

抗体 夹 心 法 测 定 标 本 中 虾 卵 黄 蛋 白 原

#Y<=B00/NB><>".N$水平"参考虾卵黄蛋白原酶联

免疫分析#,')*&$试剂盒说明书进行+ 总蛋白含

量测定参考试剂盒说明书+

总 $%&提取和 84%&合成66总 $%&的

提取方法参考 M@<\/0使用说明书"通过琼脂糖凝

胶电泳检测总 $%&的纯度和完整性"用 4%;?B)

和 $%;?B97@BB去除总 $%& 中残留的基因组

4%&"参考 $BYB@?B=@;>?8@<U=;?BS9S'.使用说

明书合成 84%&+ 利用 *S&$MB@

MS

$&-,84%&

扩增试剂盒合成 $&-,模板"具体方法参考说

明书+

脊尾白虾 ;3<84%&全长克隆6 6依据

IB>J;>K 数据库中公布的日本囊对虾#&J2059021

4$"褐虾#(!2/494314$"美洲龙螯虾#+L//533114$

;3<基因序列"利用 4%&S&%软件比对其保守序

列"根据这些序列的保守区域设计兼并引物 #表

4$+ 以脊尾白虾肝胰腺合成的 84%&为模板"以

,8$9(5$为引物"采用 43

"

'O-$反应体系扩增

;3<基因的保守片段+ 在 O-$管中依次加入!DD

/90
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'%43 AO-$J277B@#SN

2 =

U02?$"413

"

'%D%MOS<P=2@B#215 ::/05'$"31:

"

'%模板

84%&"315

"

'%,8$9(#43

"

:/05'$"319

"

'%,8$9$

#43

"

:/05'$"319

"

'%M;F;$;M;T #5 #5

"

'$"

3135

"

'+ 轻弹 O-$管底混匀样品"瞬时离心+

O-$扩增程序!09 Q 5 :<>%09 Q /3 ?"53 Q /3 ?"

12 Q 4 :<>"/3 个循环%12 Q 43 :<>%9 Q保存+ 扩

增完成后"取 2

"

'反应产物"在 415G的琼脂糖凝

胶上以 233 .恒定电压电泳检测"对照 2 333 HU

4%&';DDB@验证扩增结果+ 参照 *;>O@BU 柱式

4%&胶回收试剂盒说明回收*纯化扩增产物"并连

接至 US494:M载体"重组质粒转化至大肠杆菌

M/U43"经菌落 O-$初步鉴定为阳性克隆后由上海

桑尼生物科技有限公司双向测序+ 以 5R$;8B

84%&和 /R$;8B84%&为模板"用特异引物 ,8$5R

和 ,8$/R和通用引物 #OS分别扩增 5R端和 /R端序

列"然后对所得序列进行电子拼接"获得其全长

84%&序列+

表 $&实验中所用引物序列

?>@%$&.4159469L:9;A96:69C1;#896#:C"

引物类型

U@<:B@=3UB

引物名称

U@<:B@>;:B

引物序列#5R9/R$

?BT2B>8B

兼并引物 DBNB>B@;=BU@<:B@ ,8$9( II-&MI-I$--SI&$MIMIM

兼并引物 DBNB>B@;=BU@<:B@ ,8$9$ M-CI-&MM$M-S&-[MM-&M

特异引物 ?UB8<7<8U@<:B@ ,8$5R M&II-MM&-&&II&-MI&I&II&IMIMI-

特异引物 ?UB8<7<8U@<:B@ ,8$/R I&I--&&I--MMMI&---&-I&&-&I-&&

荧光定量引物 @B;0=<:BO-$U@<:B@ L,8$9( IM-IM-M-M-&&-II-M&-&I

荧光定量引物 @B;0=<:BO-$U@<:B@ L,8$9$ M-M--&-&-&--&II-&M&&M

内参引物 <>=B@>;0U@<:B@ &8=<>9( --I&I&-&M-&&II&I&&I-

内参引物 <>=B@>;0U@<:B@ &8=<>9$ &M&--I-&&I&MM--&M&---

66生物信息学分析66利用 4%&S&%对序列

进行拼接%利用 4%&*=;@中的 ,D<*BT 程序进行开

放阅读框 #"$($ 的预测与氨基酸翻译%通过

I"$9 方法#A==U!

!

EEE1BPU;?31/@N5$进行二级

结 构 分 析% 用 *S&$M # *<:U0B S/D20;@

&@8A<=B8=2@B$B?B;@8A M//0$ # A==U!

!

?:;@=1B:H09

AB<DB0HB@N1DB5$ 软件分析蛋白的结构域%通过

%-J)中 J'&*M对脊尾白虾及其他物种的 ,8$

氨基酸序列进行多重比对%用 S,I&513 软件构

建 %!系统进化树+

;3<基因在不同组织中表达分析66根据脊

尾白虾 ;3<基因序列和内参基因
!

D.31-% 基因序

列#!L395/5914$"利用 O@<:B@513 软件设计特异

引物#表 4$+ 荧光定量 O-$扩增体系及反应程

序参考 *[J$

'

O@B:<P ,P E.F

MS

))说明书+ 每种

组织 / 个重复样品"每个样品平行测定 / 次+ 采

用 2

7

((

!

=法计算 ;3<基因的 :$%&表达量"基因

表达量用&平均值 B标准差'表示+

卵巢和胚胎发育不同时期 ;3<基因的表达

分析66取卵巢发育不同时期的肝胰腺*卵巢组

织"不同发育时期的胚胎"每个时期每种组织 / 个

重复样品"每个样品平行测定 / 次+ 其他方法步

骤同上+

数据处理66数据统计采用 *O**4813 软件

中单因素方差分析 #">B9C;3 &%".&$"42>8;>

:20=<U0B@;>NB=B?=用来检验显著性差异 #4@

3135$+

26实验结果

'%$&脊尾白虾 345基因全长 A)*+的克隆与序

列分析

以脊尾白虾肝胰腺 84%&为模板"利用兼并引

物,8$9(5$扩增得到一条与预期长度相同的 183 HU

保守片段%以 5R$;8B和 /R$;8B84%&为模板"用特异

引物,8$5R和 ,8$/R分别与通用引物 #OS配对"扩

增得到了 4 331 HU 的 5R端和 4 9:4 HU 的 /R端+ 通过

序列拼接获得一条长为 2 8/: HU 的;3<84%&"该序

列已登录IB>J;>K"登录号!F-538833+

脊尾白虾 ;3<基因开放阅读框长度 4 14/

HU"编码 513 个氨基酸+ 该基因两翼分别存在

4:4 HU 的 5R非编码区和 199 HU 的 /R非编码区"

U/03#&$前存在一个加尾序列 &MM&&&#图 4$+

;3<推导的蛋白分子量为 82 :9312 2"分子式为

-

21/:

+

9/55

%

151

"

:80

*

//

"理论等电点为 8155+

990
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'%'&脊尾白虾 OA/蛋白二级结构及功能域分析

使用 I"$9 法对脊尾白虾 ,8$进行二级结

构预测"结果表明"该蛋白有 20191G的
)

螺旋"

5/148G的无规则卷曲%经 *S&$M软件分析该蛋

白包含两种结构域"分别为 4%&结合结构域

#4%&9H<>D<>N D/:;<>"4J4$和配体结合结构域

#0<N;>D H<>D<>N D/:;<>"'J4$"其中 4%&结构域

中包含 : 个保守的 -3?残基 #-

482

9-

485

9-

410

9-

40:

9

-

239

9-

249

9-

241

9-

222

$"可形成 2 个 Z>(C-

9

结构#-

9

\<>87<>NB@D/:;<>$#图 4$+

图 $&脊尾白虾 345基因 A)*+核苷酸序列和推导氨基酸序列

&MI起始密码子" MI&终止密码子"

###

&MM&&&多腺苷酸信号"下划线表示 Z>(C-

9

结构域"实线框表示配体结合结构域#0<N;>D9

H<>D<>N D/:;<>"'J4$ "&

"

'表示终止密码子"不翻译氨基酸

012%$&*:A<93#1C9>;CC9C:A9C>51;3 >A1C69L:9;A937345A)*+

&MI <?;?=;@=8/D/>" MI& <?;?=/U 8/D/>"

###

&MM&&&<?;8/>?B>?2?U/03;DB>30;=</> ?<N>;0"Z>(C-

9

D/:;<> <?2>DB@0<>BD"0<N;>D9

H<>D<>N D/:;<> <?H/PBD"&

"

'@BU@B?B>=?>/ =@;>?0;=</> ;:<>/ ;8<D

'%(&脊尾白虾 OA/氨基酸与其他物种 OA/氨基

酸的比较

通过 J'&*M比对"脊尾白虾 ,8$氨基酸与褐

虾#&-"9988514$和日本沼虾#&+&///:/14$的一

致性最高"为 0/G"与美洲龙螯虾#&,&20:/414$

的一致性为 :4G"与中华绒螯蟹#&+C9395014$*

大西洋砂招潮蟹#&&-//9/212$和拟穴青蟹#B3$((.

6.0.,.,&).-%$ #&(%3:85014$的一致性分别为

11G*18G和 15G"与三疣梭子蟹#&(+/53/214$*

美 洲 蓝 蟹 # &,M384:314 $ 和 黑 背 陆 地 蟹

#&&M11:3:14$的一致性均为 19G"与凡纳滨对虾

#&I*0993814$和日本囊对虾#J&(15/1514$的一

致性分别为 80G和 8:G+

'%,&脊尾白虾 OA/氨基酸系统进化树的构建

48 种动物的 ,8$在进化上可分为两大支"在

分类地位上分别属于甲壳纲 #-@2?=;8B;$和昆虫
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纲#)>?B8=;$#图 2$+ 脊尾白虾 ,8$在进化上与褐

虾和日本沼虾亲缘关系最近"与美洲龙螯虾亲缘

关系次之"之后与蟹类聚在一起"而与对虾类的日

本囊对虾和凡纳滨对虾亲缘关系却较远+

图 '&脊尾白虾 OA/氨基酸序列 *K 系统进化树

012%'&.8"<329;9#1A>;><"616#*K$373$4*,(1(4*.6* >;C3#894C9C:A9CA4:6#>A9>;OA/>51;3 >A1C69L:9;A96

'%-&脊尾白虾卵巢发育期性腺指数和肝胰腺指

数变化

随着卵巢的发育"性腺指数逐渐增大"到
%

期

#成熟期$达到最大"为 119/G"而在
&

期 #恢复

期$即交尾抱卵后降到最小 3181G%肝胰腺指数

随着卵巢的发育也逐渐升高"到
$

期时达到最大"

为 9139G"

%

期时降到最低 218/G"而到
&

期时

又恢复到 /138G"与
#

期#/124G$相近#图 /$+

图 (&脊尾白虾卵巢发育期性腺指数和肝胰腺指数变化

012%(&?8923;>C3635>#1A1;C9P >;C89>=#3635>#1A

1;C9P 373$4*,(1(4*.6*

'%M&脊尾白虾卵巢发育期 E2 质量浓度变化

卵巢发育至
!

期和
#

期时"卵巢中的 .N 质

量浓度无显著性差异#4?3135 $ %

$

期时 .N 质

量浓度达 48:14/ >N5:N"显著高 于
!

*

#

期

#4@3135$ %

&

期时 .N 质量浓度达到最高"为

2:4128 >N5:N"但与
%

期无显著性差异 #4?

3135$ + 随着卵巢的发育"肝胰腺中 .N 质量浓

度显著升高 #4@3135$ "在
%

期时达到最大"为

840152 >N5:N"

&

期时 .N 质量浓度下降"为

/19180 >N5:N"但仍高于
!

*

#

和
$

期 # 4@

3135$ #图 9$ +

'%Q&脊尾白虾 345基因组织表达特点

荧光定量检测显示";3<在雌性脊尾白虾各

种组织中均有表达"但主要在肝胰腺中表达"在受

精卵*大颚腺和鳃中的表达量次之"在肌肉和卵巢

中的表达量最低#图 5$+

'%R&脊尾白虾卵巢发育不同时期 345基因的

表达

随着卵巢的发育"卵巢内 ;3<的表达量逐渐

升高"在
$

期时达到最大#4@3135$"

%

和
&

期有

所下降"但仍高于
!

*

#

期#4@3135$%肝胰腺内

;3<的表达量在
%

期时达到最高 #4@3135$"

&

期时的表达量显著低于其他时期 #4@3135 $

#图 8$+在同一发育时期"肝胰腺中 ;3<的表达量

始终高于卵巢中的表达量+
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'%S&脊尾白虾胚胎发育不同时期 345基因的

表达

随着胚胎发育";3<表达量逐渐升高"在卵裂

前表达量最低"在原肠期达到最大#4@3135$"随

后逐渐降低"但在前蟤状幼体期和蟤状幼体
!

期仍

保持较高的表达量"无节幼体期和后蟤状幼体期的

表达量与卵裂期差异不显著#4?3135$#图 1$+

图 ,&脊尾白虾卵巢发育期卵巢和

肝胰腺中 E2 质量浓度变化

相同小写字母表示同一组织中 .N 质量浓度在卵巢不同发育

期差异不显著#4?3135$

012%,&?89B1#9<<329;1;A3;A9;#4>#13;1;3B>4" >;C

89=#3=>;A49>637795><93$4*,(1(4*.6*

*;:B0/EB@8;?B0B==B@?<>D<8;=B>/ ?<N><7<8;>=D<77B@B>8B/7.N

8/>8B>=@;=</> D2@<>N /Y;@<;> DBYB0/U:B>=#4?3135$

图 -&脊尾白虾 345在各组织器官中的表达量

相同小写字母表示不同组织 ;3<的表达量差异不显著 #4?

3135$

012%-&/9<>#1B99P=496613;<9B9<373455/*+1;

#166:96373$4*,(1(4*.6*

*;:B0/EB@8;?B0B==B@?<>D<8;=B>/ ?<N><7<8;>=D<77B@B>8B/7;3<

:$%&BPU@B??</>?<> D<77B@B>==<??2B?#4?3135$

图 M&脊尾白虾卵巢不同发育期 345的表达量变化

相同小写字母表示同一组织中 ;3<表达量在卵巢不同发育期

差异不显著#4?3135$

012%M&/9<>#1B99P=496613;<9B9<6373451;3B>4" >;C

89=>#3=>;A49>6373$4*,(1(4*.6*

*;:B0/EB@8;?B0B==B@?<>D<8;=B>/ ?<N><7<8;>=D<77B@B>8B/7;3<

:$%&BPU@B??</>?D2@<>N /Y;@<;> DBYB0/U:B>=#4?3135$

图 Q&脊尾白虾胚胎不同发育期 3455/*+的表达量

"/1受精卵"*<1十六细胞期"MA1三十二细胞期"I;1原肠期"

%;1无节幼体期"O@1前蟤状幼体"SB1后蟤状幼体"Z/1蟤状幼

体
!

期

相同小写字母表示不同发育期胚胎 ;3<表达量差异不显著

#4?3135$

012%Q&/9<>#1B99P=496613;<9B9<6373451;

95@4"36373$4*,(1(4*.6*

"/1//?UB@:"*<1?<P=BB> 8B00?"MA1=A<@=39=E/ 8B00?"I;1N;?=20;"

%;1>;2U0<2?"O@1U@/=/\/B;"SB1:B=;\/B;"Z/1\/B;

!

*;:B0/EB@8;?B0B==B@?<>D<8;=B>/ ?<N><7<8;>=D<77B@B>8B/7;3<

:$%&BPU@B??</>?D2@<>N B:H@3/><8DBYB0/U:B>=#4?3135$

/6讨论

(%$&脊尾白虾 345基因克隆及其序列分析

本研究获得了脊尾白虾 ;3<基因 84%&序

列"全长 2 8/: HU"开放阅读框 4 14/ HU"编码 513

个氨基酸+ 结构域预测",8$蛋白具有两个典型

的核受体家族结构域"4 个 4J4结构域"包含两
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个 -

9

型锌指结构"为特异 4%&结合区域
(29)

%4

个 'J4结构域"位于 4J4的羧基端"可结合相应

的配体
(25)

"这与其他甲壳动物 ;3<蛋白结构域一

致
(4/"45 74:)

+ 脊尾白虾 ;3<氨基酸序列与褐虾*日

本沼虾和美洲龙螯虾的一致性最高"蟹类次之"而

与对虾类的日本囊对虾和凡纳滨对虾的一致性最

低%系统发育树也表明"脊尾白虾 ;3<与真虾类

的褐虾*日本沼虾*美洲龙螯虾和蟹类亲缘关系较

近"而与对虾类的日本囊对虾和凡纳滨对虾亲缘

关系却较远+ ;3<的这种系统进化方向恰与虾蟹

繁殖方式
(28)

相一致"即行抱卵繁殖的真虾类和蟹

类聚为一支"而行非抱卵繁殖的对虾类聚为另一

支+ 但虾蟹的繁殖方式是否受到了 ;3<多方向

进化影响"还有待于进一步深入研究+

(%'&脊尾白虾 345在各组织中的表达分析

脊尾白虾 ;3<基因主要在肝胰腺内表达"其

次在受精卵*大颚腺和鳃中"而在卵巢和肌肉中的

表达量较低%日本沼虾 ;3<也主要在肝胰腺内表

达"而在卵巢和肌肉中的表达量较低
(:)

%日本囊

对虾 ;3<主要在 [9器官中表达"卵巢和肝胰腺内

表达却相对较低
(9)

+ 对同一物种"不同研究者研

究结果也有所不同"如在三疣梭子蟹中"崔晓雨

等
(45)

研究表明";3<主要在 [9器官中表达量最

高"在肝胰腺中的表达量最低%张晓燕等
(48)

研究

却发现";3<主要在肝胰腺和卵巢中表达+ 关于

中华绒螯蟹 ;3<基因组织表达特点"王瑶等
(41)

研

究表明";3<在肌肉中表达量与卵巢中表达量无

显著性差异%宫磊等
(4:)

研究却发现";3<在肌肉

中表达量显著高于卵巢中表达量+ 由此可见"

;3<在不同物种中的主要表达组织器官有所不

同"即使同一物种"在不同生理状态下 ;3<的主

要表达部位也会有所变化+ ;3<的这种组织表达

特性"可能对动物体内多种生命活动具有调控作

用
(4:)

+ 本研究中";3<基因主要在肝胰腺内表

达"可能与取材有关"本研究所选脊尾白虾均为性

腺开始发育的雌虾"而肝胰腺作为卵黄蛋白原主

要合成部位
(21)

" ;3<可能与卵黄蛋白原合成

有关+

(%(&脊尾白虾 345在卵巢发育中的表达分析

甲壳动物卵巢发育主要是卵黄蛋白等营养物

质的积累过程"在此过程中蜕皮激素对卵巢成熟

和卵黄蛋白合成有重要调控作用
(2: 7/3)

+ 如在斑

节对虾#4+%.+*),&%&A&%$和美洲龙螯虾中"当用

不同浓度的蜕皮激素处理肝胰腺组织后"可显著

增加 G' 基因的转录水平
(/4 7/2)

+ 而蜕皮激素这种

作用的发挥需与其受体 ,8$结合才能得以实现"

因 G' 基因的 5R调控区域包含一个蜕皮激素应答

原件"这个应答原件直接与 ,8$5#*O异源二聚体

结合"当适量增加蜕皮激素活性",8$5#*O会协

同提高 G' 基因表达量
(4:"//)

+ 本研究显示"随着

卵巢发育"脊尾白虾卵巢中 ;3<基因的表达量逐

渐升高"在
$

期时达到最高"之后有所降低"但与

!

*

#

期相比仍保持在较高的水平"与卵巢内 .N

质量浓度趋势基本一致%与卵巢不同的是"肝胰腺

中 ;3<基因表达量和 .N 浓度在
%

期#卵巢成熟$

时达到最大"而此时期肝胰腺指数却最小"即肝胰

腺中 .N 输送到卵巢后仍在继续合成 .N+ 有研

究表明"脊尾白虾在产卵后的恢复期存在大量的

卵原细胞和卵黄合成前期卵母细胞"又进入了细

胞增殖期
(/9)

"且在池塘养殖中也观察到了脊尾白

虾亲虾二次抱卵现象
(24)

+ 说明脊尾白虾卵巢和

肝胰腺中 ,8$均参与了 .N 的合成"且对卵巢多

次成熟可能有重要调控作用+

(%,&脊尾白虾 345在胚胎发育中的表达分析

根据王绪峨
(2/)

对脊尾白虾早期胚胎发育分

期"本研究选择各发育期特征差异明显的受精卵*

十六细胞期*三十二细胞期*原肠期*无节幼体期*

前蟤状幼体*后蟤状幼体*蟤状幼体
!

期进行了

;3<表达分析+ 在胚胎发育初期";3<的表达量

上升较为缓慢"因为胚胎发育初期主要是卵裂阶

段"卵黄消耗较少"与卵黄结合的母源蜕皮激素释

放较少+ 当胚胎发育到原肠期时细胞分裂速度加

快"细胞开始分化"各种器官原基开始形成"大量

卵黄被消耗"母源蜕皮激素释放增多";3<的表达

量也达到最大+ 胚胎发育后期"无节幼体和后蟤

状幼体中 ;3<的表达量明显降低"前蟤状幼体和

蟤状幼体中 ;3<的表达量与原肠期相比虽有所

下降"但仍保持在较高水平"这可能与前蟤状幼体

期形成了复眼和心脏等重要特征以及蟤状幼体期

存在蜕皮现象有关%MB8A;等
(49)

研究也发现"美洲

蓝蟹胚胎发育过程中";3<的表达量在复眼和心

脏出现时较高+ 在前蟤状幼体期 [9器官即形成"

可利用储存的类固醇合成内源性蜕皮激素
(2)

"因

而"在此时期有赖于蜕皮激素激活的 ;3<的表达

量也会升高+ 而在日本沼虾胚胎发育中";3<的

表达量在后无节幼体期最高"在前蟤状幼体期和

:90



!""#!

!

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

1 期 梁俊平"等!脊尾白虾 ;3<基因的克隆及其在卵巢和胚胎发育过程中的表达分析 66

蟤状幼体期显著下降 (1)

"可能是由于物种不同"

;3<在同时期胚胎发育中所起作用大小不同"也

可能是由于胚胎发育期划分不一致所致"康现江

等
(/5)

在描述日本沼虾胚胎发育时将眼点出现*心

跳开始归为后无节幼体期"而陈瑛等
(/8)

则认为此

形态应属于前蟤状幼体期+
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