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摘要! 为深入了解红螯光壳螯虾组织蛋白酶 '基因的表达特性及维生素 -对其表达的影响!

实验利用 $&-,65-$技术及荧光定量 5-$技术!从红螯光壳螯虾肝胰腺中克隆得到组织蛋

白酶 '基因 D3%&全长序列!命名为 !G!("I%J>=79=Z 登录号'O!:1/77/&!同时检测了该基

因在红螯光壳螯虾各个组织及添加了不同浓度维生素 -的组别中的表达" 结果显示!该基因

全长 1 013 <S!开放阅读框长度为 1 327 <S!编码 /41 个氨基酸残基!预测的分子量和等电点

% S)&分别为 /917/ ZF 和 8119" 同源性分析结果显示!该基因编码的蛋白与其他虾蟹类有较高

的相似性!说明组织蛋白酶 '基因在甲壳动物具有较高的保守性" 组织荧光定量 5-$结果显

示!!G!("I基因在红螯光壳螯虾的多个组织中均有表达!其中肝胰腺中表达量最高!其次为血

细胞!在肠及触角腺中也有一定量的表达" 在基础饲料中添加不同水平的维生素 -后!

!G!("I基因的表达量也存在明显差异!其中维生素-添加量为 433 8G4ZG 的组别中该基因的

表达量最高" 研究表明!组织蛋白酶 '基因在红螯光壳螯虾的生长发育过程中有重要的作

用!且其表达量受维生素 -的影响"

关键词! 红螯光壳螯虾# 维生素 -# 组织蛋白酶 '基因# 克隆# 组织表达分析

中图分类号! A907# *:7/555555555 文献标志码'&

55红螯光壳螯虾 #!'#)(4G2(,)-3()-$("21$"俗

称红螯螯虾" 原产地澳大利亚" 隶属甲壳纲

#-BFI?9D>9$( 十 足 目 # 3>D9S/E9$( 拟 螯 虾 科

#59B9I?9D:E9>$(光壳虾属"该虾具个体大"生长

快"适应性强等养殖优势"是世界上较名贵的淡水

经济虾之一
*1+

) 我国于 1::2 年引进试养"并对其

形态结构(胚胎发育(人工养殖技术(营养饲料等

方面进行相关研究
*2 64+

"但对其分子生物学方面

的研究还很少)

组织蛋白酶 '#-9?'$隶属于溶酶体木瓜蛋

白酶家族半胱氨酸蛋白酶"位于溶酶体内"因其

在蛋白质的水解过程中起重要作用而被广泛研

究
*8+

) 在人和哺乳动物中"组织蛋白酶参与抗

原呈递(组织再生(肿瘤入侵和转移(骨质吸收

及细胞凋亡等重要生命活动
*7 60+

) 组织蛋白酶

'在 虾 蟹 类 的 中 国 明 对 虾 # ;#$$#)%&#$(#21

3'-$#$1-1$ (斑节对虾 #6#$(#210%$%,%$$ (脊尾

白对虾 #E4%&(.(#0%$ 3()-$-3(2,($ (中华绒螯蟹

#E)-%3'#-)1-$#$1-1$等中"与食物消化(免疫应

答(卵黄的发生等有着一定的联系
*: 612+

) 组织

蛋白酶 '在其成熟肽前面有一段前导肽"主要

起着抑制蛋白酶活性和帮助蛋白酶形成正确折

叠的作用
*1/ 614+

"但其作用机制尚不清楚"组织

蛋白酶 '基因在红螯光壳螯虾中则无报道) 维

生素 -是鱼类和甲壳动物必需的营养成分"大

部分水生动物因缺乏合成维生素 -的能力或自

身合成的维生素 -不能满足其生长的需要而必

须从体外获得"过量或不足都会影响其生长发

育(蜕皮和存活
*18+

) 有研究表明"维生素 -能促

进鱼类的消化能力
*17+

"而适量的维生素 -能促
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进幼建鲤 #!*&)-$213()&-29B17-($$中胰蛋白酶

等消化酶的活性
*19+

) 而组织蛋白酶 '作为一种

消化相关的酶"其活性也有可能会受到维生素 -

的影响"但关于维生素 -对组织蛋白酶 '影响

的研究目前尚未见报道) 本实验主要应用

$&-,65-$技术克隆了组织蛋白酶 '基因的全

长 D3%&序列"并检测了其在红螯光壳螯虾各

个组织的表达及不同维生素 -添加量的实验虾

中的表达"以期为进一步研究该基因的重组表

达和基因调控等奠定基础)

15材料与方法

!"!#实验材料

实验动物55实验用红螯光壳螯虾取自上

海市金山区漕泾特种水产养殖场"挑选健康活

力强的个体暂养于实验室塑料水族箱内"饲养

温度#28 B1 $P"24 N 连续充气) 实验前暂养

9 E"每天投喂商品饲料 1 次) 待其适应后挑选

个体均匀(健康的虾正式开始实验"虾初始体质

量#23131 B312:$ G"每个养殖缸#长 =宽 =高 ?

1 8=318 8=318 8$放养 7 只"共 9 个处理组"

基础饲料中分别添加 3( 133( 233( 433( 033(

1 733(/ 233 8G4ZG 的维生素 -"每个处理组 /

个重复"实验周期 87 E"取其各组织于 603 P保

存备用"用于检测维生素 -对组织蛋白酶 '基

因表达的影响)

主要试剂55$%&快速提取试剂盒 #原平

皓天津生物技术有限公司 $ %反转录试剂盒

5B:8>*DB:S?$ML9I?>BL:W 5>BC>D?$>90M:8>O:?

#M9O9$9$ %5-$扩增试剂盒 5B>8:W ,W C(G

ML

+/?*?9B?.>BI:/=#M9O9$9$ %荧光定量 5-$试剂

盒 *X7$5B>8:W ,W M9T

ML

#M9O9$9$ %$9D>反转

录 试 剂 盒 *L&$M>B

ML

$&-, D3%&

&8S0:C:D9?:/= O:?# -0/=?>DN $ % 3'2333L9BZ>B

#M9O9$9$ )

!"$#引物设计

根据 J>=79=Z 中已知虾蟹类的 !("I基因序

列和对应的蛋白质序列"通过 -0FI?90Q比对"在

!("I基因的保守区域设计了简并引物 -(1 和

-$1#表 1$用于扩增红螯光壳螯虾 !("I基因片

段) 根据已知 !("I片段设计 $&-,特异性引物

-8R和 -/R#表 1 $"得到该基因的全长 D3%&序

列"然后根据得到的全长序列"设计全长验证引物

-(2(-$2 和荧光定量引物 -A(和 -A$)

表 !#本研究所用的引物序列

&'("!#Q602,*?461,/0917-0.1-5?5190*/315/?9;

引物名称

SB:8>B=98>

引物序列

SB:8>BI>TF>=D>

-(1 JM7&-+*L+$ML&&JJ&X-&J

-$1 -MM7&X.&O--&JM&*M-

-8R JJJM&MJ-M--MM-JJMJM-&&MM--

-/R &MM-JMJ&JJJ&&JMJ&&JJJJ-MM

#5L -M&&M&-J&-M-&-M&M&JJJ-&&J-&JMJJM

&M-&&-J-&J&JM

-M&&M&-J&-M-&-M&M&JJJ-

-(2 &J&&&JJMMJJJM&-J-M-J

-$2 -&&-MMJ-&-&M&-MJ-MMJ-M

-A( -JM--M-MJJMJ-&M-&-MM

-A$ J-MJ--&&J&---M-&M-MM

10I( -&MJ---JMM-MM&JMMJJM

10I$ JMJ-JJ---&J&&&M&M&&&

!"A#总 R>B的提取和 4I>B第一条链的合成

取红螯光壳螯虾肝胰腺"采用组织 $%&快速

提取试剂盒提取总 $%&) 分别用紫外分光光度

法#"3

273

4"3

203

$和琼脂糖凝胶电泳法检测 $%&

的纯度和 质量" 取 1

!

'肝 胰腺总 $%&" 用

5B:8>*DB:S?$ML9I?>BL:W 5>BC>D?$>90M:8>O:?

#M9O9$9$反转录成第一链 D3%&"所有操作严格

按试剂盒说明书步骤完成) 转录好的 D3%&放入

623 P保存)

!"N# !("=基因 4I>B的克隆

根据已知物种的 !("I基因的氨基酸序列"通

过 -0FI?90Q进行同源性比对后"根据相对保守的

氨基酸位点设计简并引物) 用 5B>8:W ,W M9T

ML

+/?*?9B?.>BI:/= #M9O9$9$试剂盒进行 5-$扩

增"扩增出条带后送生物公司进行测序) 该序列

经 709I?比对后"确定是红螯光壳螯虾的 !("I基

因) 根据获得的 !G!("ID3%&片段设计 8R6

$&-,和 /R6$&-,引物#表 1$"用于 8R6$&-,和

/R6$&-,扩增) 采用 *L&$M>B

ML

$&-,D3%&

&8S0:C:D9?:/= O:?#-0/=?>DN$合成红螯光壳螯虾 8R

和 /R6$&-,6$>9EH D3%&模板"用于克隆目标基

因的 D3%&全长"具体步骤见试剂盒说明书) 拼

接获得全长序列后"通过全长验证引物克隆测序

对全长序列进行验证)

:101
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!"<#!("=基因 4I>B序列分析

应用 709I?Q软件 # N??S!

!

VVV1=D<:1=081

=:N1G/2$进行核酸和蛋白序列的同源性查找和

比较% "$((:=E>B程 序 # N??S!

!

VVV1=D<:1

=081=:N1G/24G/BC4/BC:G1DG:$进行开放阅读框

分析并预测氨基酸序列 %,W5&*H6-/8SF?>软

件# N??S!

!

V><1>WS9IH1/BG4D/8SF?>> S:$ 预测

蛋白质的理论等电点 S)和分子量%*:G=905软

件# N??S!

!

VVV1D<I1E?F1EZ4I>B2:D>I4*:G=905$

分析信号肽%,W5&*H65$"*)M,网站 # N??S!

!

SB/I:?>1>WS9IH1/BG4$预测氨基酸功能域%运用

-0FI?90Q软件进行序列的多重比对%用 L>G9

413 软件中的 %!法 #%>:GN</B6!/:=:=G$构建系

统进化树)

!"S#!("=基因的表达量分析

红螯光壳螯虾各组织总 $%&的提取"采用

组织 $%&快速提取试剂盒完成"以上样本均为

/ 个"具体操作步骤严格按说明书进行) 分别用

紫外分光光度法 #"32734"3203 $和琼脂糖凝

胶 电 泳 法 检 测 $%& 的 纯 度 和 质 量) 用

5B:8>*DB:S?$ML9I?>BL:W 5>BC>D?$>90M:8>O:?

#M9O9$9$分别将 483 =G 各组织总 $%&转录成

第一链 D3%&"用于荧光定量 5-$的反应) 根

据已克隆出的 !G!("ID3%&序列设计 1 对 123

<S 的 T$M65-$的基因特异性引物#表 1 $ "以红

螯光壳螯虾 10*B$%&#&(2/8:77 $作为内参基

因"设计的内参引物 197 <S#表 1$ ) 在 -(Q:7

ML

$>906M:8>*HI?>8#7:/6$9E"美国$仪器上采用荧

光 定 量 试 剂 盒 *X7$ 5B>8:W ,W M9T

ML

#M9O9$9$的操作步骤进行实时荧光定量 5-$

反应) 反应体系如下!2 =*X7$5B>8:W ,W M9T

1218

!

'"D3%&模板 # 483 =G $%&$ 113

!

'"

5-$(/BV9BE 5B:8>B# 23

!

8/04'$ 318

!

'"5-$

$>2>BI>5B:8># 23

!

8/04'$ 318

!

'"$%9I>6CB>>

EE+

2

"1318

!

') 将上述反应体系轻轻混匀"稍

离心"放入实时荧光定量 5-$仪中"反应条件为

:8 P预变性 /3 I":8 P变性 18 I"80 P退火 /3

I"43 个循环"每个样品设 / 次重复) 反应结束

后确定 5-$扩增曲线和溶解曲线)

红螯光壳螯虾 !("I基因表达量用 2

6

%%

!

?

法计算#':29Z 和 *DN8:??G>="2331 $ )

%

!

?

定义

为 内 参 # 10* B$%&$ !

?

值 与 目 的 基 因

#!G!("I$ !

?

值的差值"数据 采 集 和 处 理 在

-(QL9=9G>B

ML

软件#.>BI:/= 113 $上进行) 实

验结果用 8>9= B*,表示) 应用 *?9?:I?:D9013

#*?9?I/C?"塔尔萨"美国 $软件包对数据进行单

因子方差分析 #"=>6K9H &%".&$ "差异显著

再进行 3F=D9= 多重比较"6D3138 为显著"

6D3131 为极显著)

25结果

$"!#!("=基因 4I>B克隆及序列分析

以红螯光壳螯虾肝胰腺 D3%&为模板"用简

并引物进行 5-$扩增"获得 81: <S 的 !G!("I基

因 D3%&片段序列"经 709I?同源比对分析"发现

所得序列确为 !("I基因同源序列) 以该序列设

计 8R和 /R$&-,引物分别进行 8R6$&-,和 /R6

$&-,5-$扩增"8R和 /R序列拼接后得到全长 1

013 <S 的 红 螯 光 壳 螯 虾 !("I D3%& 序 列

# J>=79=Z 登 录 号! O!:1/77/ $" 开 放 阅 读 框

#"$($1327 <S"编码 /41 个氨基酸残基"8R和 /R

#M$I#非编码区域$分别为 1/: <S 和 748 <S) /R

端含有多聚腺苷酸加尾信号 &&M&&&和 5/0H&

尾"确定为完整的全长结构 #图 1 $) 预测的

!G!("I蛋白的分子量和等电点#S)$分别为 /917/

ZF 和 8119)

结构域分析表明"其 %端含有 10 个氨基酸

组成的信号肽"成熟肽位于第 1: </41 个氨基酸

之间"含有一个 %糖基化位点"/ <28 位置处有一

个跨膜螺旋区"2: <0: 位置有一个组织蛋白酶前

肽抑制剂域"124 </43 位置为木瓜蛋白酶家族半

胱氨酸蛋白酶肽酶的活动域"还发现了 ,$(%)%(

J%(3和 J-QJJ等 / 个组织蛋白酶 '特有的结

构"与其他虾蟹类相似#图 2$)

$"$#!("=基因序列同源性分析

利用 709I?对红螯光壳螯虾 !("I#!G!("I$基

因进行同源性分析"发现 !G!("I基因与斑节对

虾及日本沼虾 #H(3)%D)(3'-20 $-&&%$#$1#$同源

性最高"分别为 9:@和 94@"与其他虾蟹类如中

华绒螯蟹(刀额新对虾#H#"(&#$(#21#$1-1$(阿拉

斯加帝王蟹#6()(.-"'%,#13(0"13'("-321$(凡纳滨

对虾#I-"%&#$(#21J($$(0#-$和脊尾白对虾等的

同源性分别为 8:@(8:@(80@(80@和 47@"与

其他无脊椎动物如埃及伊蚊 #<#,#1(#+*&"-$(棉

蚜#<&'-1+%11*&--$的同源性分别为 7:@和 78@)

利用 L>G9413 软件进行系统进化分析"发现红螯

3201
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光壳螯虾组织蛋白酶 '先与斑节对虾和日本沼

虾聚类"之后又与中华绒螯蟹(阿拉斯加帝王蟹(

新刀额对虾和凡纳滨对虾聚为一支"而美洲螯龙

虾#9%0()21(0#)-3($21$(挪威海螯虾#5#&')%&1

$%)J#+-321$(北极甜虾#6($,(.21D%)#(.-1$和脊尾

白对虾聚为一支)

图 !#红螯光壳螯虾 !("=基因的核苷酸序列及其推导的氨基酸序列

细方框内分别为起始密码子 9?G(加尾信号 99?999% 大括号内为氮糖基化位点%

"

代表终止密码子% 细下划线代表信号肽% ,$(%)%(

J%(3(J-QJJ结构用阴影表示% 分泌信号用方框加阴影表示

=02"!#&31*?461,/091'*9919?419'.0*, '40951J?1*415,+

!("=!6>:(,)-9()-$(":8

MN>I?9B?D/E/=#9?G$9=E ?N>S/0H9E>=H09?:/= I:G=90I>TF>=D>#99?999$9B>:=E:D9?>E V:?N </W>I% %6G0HD/IH09?:/= I:?>:I:=E:D9?>E <H <B9D>%

?N>I?/S D/E/= :I89BZ>E <H 9= 9I?>B:IZ% I:G=90S>S?:E>I>TF>=D>:I89BZ>E V:?N ?N:= 0:=>#1 610$ % I:G=9?FB>I>TF>=D>I#,$(%)%$9=E

#J%(3$9=E#J-QJJ$9B>IN/V= := IN9E/V% I>DB>?:/= I:G=90#&*X5'.$:IIN/V= V:?N </W 9=E IN9E/V

1201
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图 $#红螯光壳螯虾 DJD'/O氨基酸序列与其他物种 D'/O氨基酸序列比对

,$(%)%和 J%(3序列用细线方框标出% J-QJJ序列用粗线方框标出) 各物种 !("I序列登录号为!北极甜虾#7&-78410$ (凡纳滨对

虾#-&&70377$ (斑节对虾#&7A139/:$ (日本沼虾#&,-22011$ (刀额新对虾#&&L:7333$ (中华绒螯蟹#&3"78:90$ (阿拉斯加帝王蟹

#&3A9/:47$ (美洲螯龙虾#-&&4812:$ (挪威海螯虾#-&&87:18$ (脊尾白对虾#&J!3/883$ (变色小长臂虾#&-$84127$

=02"$#B.0*, '40951J?1*415'602*.1*/,+!6>:(,)-9()-$(":8DJD'/O@0/3,/31-5714015

&,$(%)%' 9=E &J%(3' 9B>I:G=>E V:?N ?N:= </W% 9=E &J-QJJ' :II:G=>E V:?N ?N:DZ </W>I1J>=79=Z 9DD>II:/= =F8<>BI/C!("IFI>E 9B>!6F

D%)#(.-1"7&-78410% IFJ($$(0#-"-&&70377% 6F0%$%,%$"&7A139/:% HF$-&&%$#$1#"&,-22011% HF#$1-1"&&L:7333% EF1-$#$1-1"&3"78:90% 6F

3(0"13'("-321"&3A9/:47% 9F(0#)-3($21"-&&4812:% 5F$%)J#+-321"-&&87:18% EF3()-$-3(2,("&J!3/883% 6FJ()-($1" &-$84127

$"A#!>!("=基因的表达分析

!("I基因在各组织中的表达55利用 $>906

?:8>5-$分析了红螯光壳螯虾 !G!("I基因在不

同组织中的表达水平"以肝胰腺 !G!("I基因的

表达量为对照#设其表达量为 1133$"结果表明!

!G!("I基因在血细胞(鳃(肝胰腺(肌肉(卵巢(

肠(胃(心脏(脑及触角腺中都有表达) 其中"在肝

胰腺中的表达量最高"显著高于其他各组织#6D

3131$"其次为血细胞(肠(触角腺和卵巢组织"在

脑(心脏和胃组织中也有一定量的表达"在肌肉和

鳃组织中的表达量最少#图 4$)
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图 A#根据 >M 法构建的 !A 种节肢动物的 D'/O氨基酸序列的系统进化树

分叉处数值表示 1 333 次重复抽样所得到的置信度"只显示置信度 A03@的数值%标尺长度表明每个位点发生 3138 次置换) 各物

种 -9?'序列登录号为!斑节对虾#&7A139/:$ (日本沼虾#&,-22011$ (卤虫#&&.7/:99$ (鲑疮痂鱼虱#&3324173$ (中华绒螯蟹

#&3"78:90$ (阿拉斯加帝王蟹#&3A9/:47$ (刀额新对虾#&&L:7333$ (凡纳滨对虾#-&&70377$ (美洲螯龙虾#-&&4812:$ (挪威

海螯虾#-&&87:18$ (北极甜虾#7&-78410$ (脊尾白对虾#&J!3/883$

=02"A#>M 73;6,21*1/04/-11('519,*D'/O'.0*, '40951J?1*415,+!A T0*9,+'-/3-,7,9'

MN>290F>I9??N>C/BZI:=E:D9?>?N>S>BD>=?9G>/C?B>>I:= VN:DN ?N:IGB/FS:=G /DDFBB>E 9C?>B<//?I?B9SS:=G ?N>E9?9#1 333 B>S0:D9?>I% IN/V=

/=0H VN>= A03@$1J>=79=Z 9DD>II:/= =F8<>BI/C-9?'FI>E 9B>!6F0%$%,%$"&7A139/:% HF$-&&%$#$1#"&,-22011% <F/)($3-13($("

&&.7/:99% IF1(.0%$-1" &3324173% EF1-$#$1-1" &3"78:90% 6F3(0"13'("-321" &3A9/:47% HF#$1-1" &&L:7333% IFJ($$(0#-"

-&&70377% 9F(0#)-3($2"-&&4812:% 5F$%)J#+-321"-&&87:18% 6FD%)#(.-1"7&-78410% 6FJ()-($1"&J!3/883

图 N#红螯光壳螯虾不同组织中 !>!("=的相对表达量

+S1肝胰腺"J:1鳃"LI1肌肉"*?1胃")=1肠"+1心脏"&J1触角

腺"71脑""21卵巢"+81血细胞) 相同字母表示差异不显著

#6A3138$ "不同字母表示差异显著#6D3138$

=02"N#JR&GHDR'*'6;505,+!>!("=21*11F7-150,*+-,.

90++1-1*//055?15,+!6>:(,)-9()-$(":8

+S1N>S9?/S9=DB>9I"J:1G:00"LI18FID0>"*?1I?/89DN")=1:=?>I?:=>"

+1N>9B?"&J19=?>==90G09=E"71<B9:=""21/29BH"+81N>8/DH?>I1

*98>0>??>BI:=E:D9?>=/ I:G=:C:D9=?E:CC>B>=D>I#6A3138$"*?9?:I?:D90

I:G=:C:D9=D>:IB>SB>I>=?>E <H E:CC>B>=?0>??>BI#6D3138$

55!G!("I基因在添加不同水平维生素 -后的表

达55利用 $>906?:8>5-$分析了 !G!("I基因在

添加不同维生素 -的实验组的红螯光壳螯虾肝胰

腺中的表达水平"以未添加维生素 -的实验组 1 的

!G!("I基因的表达量为对照 #设其表达量为

1133 $ "结果表明!!G!("I基因在不同组中有不同

图 <#饲料中添加不同水平维生素 D后红螯光壳

螯虾肝胰腺中 !>!("=相对表达量

1 <9 代表维生素 -的添加量为 3(133(233(433(033(1 733(/

233 8G4ZG) 相同字母表示差异不显著#6A3138$ "不同字母

表示差异显著#6D3138$

=02"<#!>!("=.R>B1F7-1550,*0*/31317'/,7'*4-1'5,+

!6>:(,)-9()-$(":8+19@0/3/3151:1*1F71-0.1*/'6901/5

1 69 B>SB>I>=?9?:2>E:CC>B>=?0>2>0/C2:?98:= -/C3"133"233"

433"033" 1 733 9=E / 233 8G4ZG1*98>0>??>BI:=E:D9?>=/

I:G=:C:D9=?E:CC>B>=D>I# 6A3138 $ " *?9?:I?:D90I:G=:C:D9=D>:I

B>SB>I>=?>E <H E:CC>B>=?0>??>BI#6D3138$
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的表达"当维生素 -的添加量为 433 8G4ZG#实验

组 4$时"!G!("I基因的表达量最高#6D3138$"添

加量过高或过低表达量都很低#图 8$"其中"未添

加维生素 -的对照组 1 中 !G!("I基因的表达量

与第 2(/(8(7(9 组均无显著差异#6A3138$"但极

显著低于第 4 组#6D3131$)

/5讨论

本研究首次克隆得到红螯光壳螯虾组织蛋白酶

'基因D3%&序列"全长 1 013 <S"包含 1 327 <S 的

开放阅读框"编码一个 /41 个氨基酸组成的多肽)

序列分析发现"与其他甲壳动物的组织蛋白酶 '一

样"其%端含有 10 个氨基酸组成的信号肽"成熟肽

位于第 1: </41位氨基酸"属于典型的半胱氨酸蛋白

酶家族) 红螯光壳螯虾组织蛋白酶 '基因第 142 <

18/ 位氨基酸残基(第 208 <2:8 位氨基酸残基及第

/3/ </22位氨基酸残基分别为半胱氨酸蛋白酶半胱

氨酸(组氨酸及天冬氨酸活性位点"并含有一个组织

蛋白酶前体抑制功能域)2:"该前体域中具有组织蛋

白酶 '特有的保守结构 ,$(%)%*,6Q/6$6Q26#)4

.$6(6Q/6%6Q/6)6Q/6%+"其中 8 个氨基酸是最保守

的"而苯丙氨酸 (在不同物种中有所变化
*10+

"在红

螯光壳螯虾中苯丙氨酸 (则被酪氨酸 X所替代"这

与中华绒螯蟹和阿拉斯加帝王蟹相一致"该结构存

在于除了组织蛋白酶7的几乎所有半胱氨酸蛋白酶

家族中
*1:+

) 本实验还发现另外两个保守的结构基

序J%(3的类似序列#J%X3$以及 J-QJJ基序)

在 -T-9?'氨 基 酸 的 -6末 端 还 含 有 信 号 肽

&*X5M."研究已表明该结构是促使哺乳动物细胞

分泌的信号序列
*23 622+

)

与其他动物氨基酸序列的比对"发现该序列

与已知甲壳动物的同源性较高) 系统进化分析表

明"红螯光壳螯虾与斑节对虾(日本沼虾的组织蛋

白酶 '在进化上亲缘关系最近"其次与中华绒螯

蟹(凡纳滨对虾等虾蟹类的亲缘关系相近"而与美

洲螯龙虾以及脊尾白对虾等的亲缘关系较远"但

同源性几乎都大于 83@"以上结果表明"该序列

为红螯光壳螯虾组蛋白酶 '基因)

有关组织蛋白酶的研究始于 23 世纪 23 年

代
*14+

"在人和哺乳动物中的研究较多"研究发现组

织蛋白酶 '与人类许多疾病有关
*2/ 627+

) 在寄生虫

体内组织蛋白酶 '基因与宿主体内血红蛋白的降

解有关
*29+

) 在象鼻虫#A-"%&'-.21B#(0(-1$体内的

多个组织中也发现了组织蛋白酶 '"其主要作用在

幼虫消化道内分解食物而提供生长发育所需要的

营养
*20+

) 斑节对虾和凡纳滨对虾的组织蛋白酶 '

基因可能与蜕皮相关"并认为该基因为生长相关基

因"相似的研究在棉铃虫#9#.-3%J#)&( ()0-+#)($中

也有报道
*11"2:+

) 在美洲螯龙虾中"该基因编码的

蛋白酶有消化功能
*/3+

"随后又在刀额新对虾中进

一步证明了组织蛋白酶 '具有消化功能
*/1 6/2+

)

本实验进一步探讨了红螯光壳螯虾的组织蛋

白酶 '基因的功能) 荧光定量 5-$结果显示"组

织蛋白酶 '基因在红螯光壳螯虾的肝胰腺中表达

量最高"这与中华绒螯蟹等 !("I基因组织表达情

况相似
*:+

"在肠和胃中也有一定量的表达"这与刀

额新对虾和中国明对虾等的研究结果相似
*/1"//+

"

研究表明"!G!("I基因可能在红螯光壳螯虾的食

物消化过程中具有一定的作用)

诸多研究都表明"维生素 -对水生动物的生

长发育具有重要的作用) 有研究发现"维生素-能

保护肠上皮细胞"促进上皮组织的消化和吸收"提

高鱼类的消化和吸收能力
*17+

) 还有研究表明"维

生素 -能提高胰蛋白酶等消化酶的活性
*19+

"而组

织蛋白酶 '同样具有消化功能"因此推测"适量的

维生素 -能够提高组织蛋白酶 '的活性) 本实验

也发现"添加了不同水平的维生素 -后"!G!("I基

因在不同实验组间的表达量呈现了一定的差异)

其中"当维生素 -的添加量为 433 8G4ZG 时"

!G!("I基因的表达量最高"显著高于其他各组

#6D3131$"而低于或高于此添加量时"!G!("I基

因的表达量与对照组均无显著差异 #6A3138$)

至于维生素 -的添加量为 133 8G4ZG 的实验组与

对照组相比"表达量要低于对照组"但两者统计分

析差异不显著"原因可能是饲养的时间较短"相似

的研究结果在维生素 3/ 对黄鳝的影响中也有发

现
*/4+

) 另外"在前期的饲养实验中也发现了实验

组 4 的红螯光壳螯虾无论是增重率还是消化酶#胰

蛋白酶和淀粉酶$活性都优于其他组"这说明该基

因的高表达可能是由于适宜的维生素 -含量增强

了组织蛋白酶 '的活性"进而提高了该基因的表达

量"并促进了红螯光壳螯虾的消化吸收和生长"但

具体的作用机制还需深入研究)
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