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中华绒螯蟹类浮舰蛋白基因 Ｅｓｆｌｏｌ的克隆和组织表达分析
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摘要：为了解甲壳动物高血糖激素如何调节中华绒螯蟹体内的血糖水平，实验前期进行了转

录组和表达谱分析，最终选取 Ｅｓｆｌｏｌ作为研究对象。根据转录组数据提示，结合 ＲＡＣＥ方法首
次从中华绒螯蟹肝胰腺组织中克隆得到 Ｅｓｆｌｏｌ基因并进行了序列及组织表达分析。结果显示
Ｅｓｆｌｏｌ基因开放阅读框（ＯＲＦ）１２８１ｂｐ，编码 ４２６个氨基酸，具有典型的 ＳＰＦＨ超家族和 ＰＨＢ
结构域，不含信号肽序列。多重序列比对分析表明，Ｅｓｆｌｏｌ氨基酸序列与中华绒螯蟹 ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１
相似度最高，达到５７％。荧光定量 ＰＣＲ结果显示成熟中华绒螯蟹 Ｅｓｆｌｏｌ基因在肝胰腺组织中
的表达量最高，其次为肌肉，另外在心脏、鳃、肠道、胸神经节和胃中均有一定量表达，在脑中表

达量较低。上述实验结果为下一步继续研究中华绒螯蟹糖代谢的生理机制奠定了基础，也为

其他养殖类甲壳动物糖类代谢的研究提供了重要参考。
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　　中华绒螯蟹（Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ）又称河蟹、毛
蟹、清 水 蟹，属 甲 壳 纲 （Ｃｒｕｓｔａｃｅａ），十 足 目
（Ｄｅｃａｐｏｄａ），方 蟹 科 （Ｇｒａｐｓｉｄａｅ），绒 螯 蟹 属
（Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ），是我国一种重要的经济蟹类。近些年
来，中华绒螯蟹养殖业在我国发展迅速，已成规模

化。如何缩短中华绒螯蟹的成熟期，加速肝胰腺的

营养物质积累，促进生殖腺发育一直是中华绒螯蟹

养殖业发展的关键问题
［１］
。甲壳动物的能量和物

质代谢通过甲壳动物高血糖激素（ｃｒｕｓｔａｃｅａｎ
ｈｙｐｅｒｇｌｙｃｅｍｉｃｈｏｒｍｏｎｅ，ＣＨＨ）家族成员调控来实
现
［２－４］

。ＣＨＨ主要负责调控血糖水平、维持能量

供应、调控蜕皮、繁殖以及细胞的渗透压
［５－７］

，因此

是甲壳动物体内重要的一类神经多肽激素。

浮舰蛋白 －１（ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１）是 ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ／Ｒｅｇｇｉｅ家
族中的成员。早在１９９７年，Ｓｃｈｕｌｔｅ等［８］

发现金鱼

（Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ）视神经损伤后，轴突再生过程
中有２种蛋白被大量表达。他们将这 ２种蛋白命

名为 Ｒｅｇｇｉｅ１和 Ｒｅｇｇｉｅ２，后经证实这 ２种蛋白即
ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１与 ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ２。迄今为止，已经在人（Ｈｏｍｏ
ｓａｐｉｅｎｓ）［９］、小鼠（Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ）［１０－１１］、黑腹果蝇
（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ）［１２］ 和 非 州 爪 蟾

（Ｘｅｎｏｐｕｓｌａｅｖｉｓ）［１３－１４］等生物中成功克隆得到了
ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１基因。研究表明 ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１位于细胞膜
上，参与细胞信号转导、细胞分裂、内吞、胰岛素信

号通路
［１５－１６］

及轴突的再生等多种重要的生理过

程
［１７－１８］

。最近的研究表明 ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１所介导的胞
吞通路在特殊情况下负责调节朊蛋白的胞吞作用。

而且在研究哺乳动物与记忆相关的系统工作时，人

们发现 ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１的表达水平会随之上升，推测其
与记忆的形成存在一定的关系

［１９］
。但至今为止

ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１基因在水生动物中的报道还非常有限，仅
见大西洋鲑（Ｓａｌｍｏｓａｌａｒ）［２０］

、拟穴青蟹（Ｓｃｙｌｌａ
ｐａｒａｍｅｍｏｓａｉｎ）和斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）［２１］等。

本研 究 通 过 克 隆 中 华 绒 螯 蟹 （Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ
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ｓｉｎｅｎｓｉｓｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１ｌｉｋｅ，Ｅｓｆｌｏｌ）基因及序列分析，推
测中华绒螯蟹 Ｅｓｆｌｏｌ基因的结构和功能。同时，
通过比较 Ｅｓｆｌｏｌ基因在中华绒螯蟹各组织器官中
的相对表达量，确定其发挥作用的主要器官，为今

后进一步研究中华绒螯蟹 Ｅｓｆｌｏｌ基因的分子作用
机制，探究中华绒螯蟹 ＣＨＨ调控糖代谢的机制，
提高中华绒螯蟹产量，推动中华绒螯蟹养殖业发

展提供理论依据。

１　材料与方法

１１　实验材料
实验１龄性成熟中华绒螯蟹平均体质量为

（１５０±１０）ｇ，取自天津市七里海河蟹养殖基地。
室温暂养于实验室养殖箱内，隔天傍晚投喂鲫碎

肉，次日清晨换新鲜曝气水。随机取 ４只健康中
华绒螯蟹，雌雄各 ２只，取脑、胸神经节、肝胰腺、
肌肉、肠道、胃、心脏和鳃组织，立即放置于液氮

中，取样结束后将所有组织冻存于 －８０℃冰箱中
备用。

宿主菌株 ＤＨ５α为本实验室保存；ＴＲＩｚｏｌ总
ＲＮＡ 提 取 试 剂 购 自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｔ
ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ试剂盒、ＥｘＴａｑ酶、ｐＭＤ１９Ｔ
ｖｅｃｔｏｒ试剂盒、ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ试剂盒均
购买于 ＴａＫａＲａ；引物合成工作由生工生物工程
（上海）股份有限公司完成；测序工作由金唯智生

物科技（北京）有限公司完成。

１２　总 ＲＮＡ的提取及第一链 ｃＤＮＡ的合成
将各冻存组织取出，以 Ｔｒｉｚｏｌ法分别提取 ８

种组织的总 ＲＮＡ。提取之后，用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００
超微量分光光度计（Ｔｈｅｒｍｏ）和１％琼脂糖凝胶电
泳检测所有 ＲＮＡ样品纯度及完整度。

依 据 Ｐｒｉｍｅｒｓｃｒｉｐｔ Ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ
（ＴａＫａＲａ）说明书进行操作，从各样品取 １μｇ总
ＲＮＡ，作为反转录反应的模板，以 ＡＯＬＰ［５′
ＧＧＣＣＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＡＧＴＡＣ（Ｔ）１６３′］为引
物，ＢＤＡＯｌｉｇｏ（５′ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣ
ＡＧＡＧＴＡＣＧＣＧＧＧ３′） 为 接 头 合 成 第 一 链
ｃＤＮＡ，用于之后的半定量 ＰＣＲ反应。其余 ＲＮＡ
置于 －８０℃冰箱中保存。
１３　引物设计与 ＰＣＲ扩增反应

根据中华绒螯蟹 Ｅｓｆｌｏｌ基因保守区序列设计下
游 引 物：５Ｒ１（５′ＣＴＣＣＡＣＣＡＣＣＴＴＣＧＴＣＴＣＣ
ＡＴＣＡＣＴＴＣ３′）和 ５Ｒ２（５′ＣＧＧＴＴＴＣＴＧＣＴＴＧＣ

ＴＴＡＧＣＣＣＧＡＡＣＣＴ３′），以反转录获得的中华绒螯
蟹肝胰腺 ｃＤＮＡ为模板，在 ＰＣＲ仪上进行 Ｅｓｆｌｏｌ基
因５′Ｒａｃｅ片段的扩增。

ＰＣＲ反应体系：ｃＤＮＡ模板１μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ
（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，上下游引物（２５μｍｏｌ／Ｌ）各
１μＬ，１０×ＥｘＴａｑＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２５μＬ，ＥｘＴａｑ酶
０２μＬ，用灭菌超纯水将总体积补至 ２５μＬ。ＰＣＲ
反应条件：９４℃预变性３ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，６０℃
退火 ３０ｓ，７２℃延伸 ３０ｓ，３５个循环，７２℃延伸
１０ｍｉｎ。取ＰＣＲ扩增产物５μＬ，以１％琼脂糖凝胶
电泳检测扩增结果。

利用琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒（生工），按
照说明书将目的片段产物进行回收纯化，之后取

２μＬ回收产物与 ｐＭＤ１９Ｔ载体（ＴａＫａＲａ）在１６℃
进行过夜连接，连接产物经热击转化至大肠杆菌

ＤＨ５α感受态细胞中，转化产物在３７℃ １５０ｒ／ｍｉｎ
的条件下振荡培养４０ｍｉｎ后均匀涂布于含有氨苄
的 ＬＢ固体培养基上，置于恒温生化培养箱中过夜
培养（１２～１６ｈ）。次日随机挑选多个单一菌落，接
种于含有氨苄的 ＬＢ液体培养基中，３７℃振荡培养
３ｈ后，以菌液作为模板进行 ＰＣＲ检测，筛选出阳
性克隆，后由金唯智生物工程有限公司进行测序。

１４　序列的拼接与生物信息学分析
运用 ＤＮＡｓｔａｒ软件中的 ＳｅｑＭａｎ程序对测序

结果进行载体片段的去除和拼接。利用 ＯＲＦ
（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ）ｆｉｎｄｅｒ软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｏｒｆ／ｇｏｒｆ．ｈｔｍｌ）寻找目的基因
的开放读码框；用 ＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）、ＣｌｕｓｔａｌＸ及 ＤＮＡｓｔａｒ中
的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ等软件进行序列的验证、翻译及蛋白
质相似性分析；使用 ＣｏｍｐｕｔｅｐＩＭｗ （ｈｔｔｐ：／／
ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｏｍｐｕｔｅ＿ｐｉ／）进行蛋白质等电
点和相对分子质量的计算。ＳＭＡＲＴ程序分析氨
基 酸 结 构，ＳｉｇｎａｌＰ４１ Ｓｅｒｖｅｒ预 测 信 号 肽，
ＴＭＨＭＭ２０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／
ＴＭＨＭＭ／）进行跨膜区域的预测。用 ＭＥＧＡ
５２２软件的邻接法（ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）进行
系统进化树的构建。

１５　 中华绒螯蟹不同组织中 Ｅｓｆｌｏｌ基因的
ｍＲＮＡ表达分析

以获得的完整 Ｅｓｆｌｏｌ基因 ＯＲＦ区序列为依
据，利用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ软件设计一对用于实时荧
光定 量 ＰＣＲ 的 特 异 性 引 物 ＱＦ（５′ＧＴＧＴ

４７７１
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ＣＣＴＣＡＧＧＴＧＡＣＴＣＴＣＣＴ３′）／ＱＲ （５′ＧＣＴＴＴ
ＧＴＧＴＴＧＴＴＣＴＴＣＧＴＴＣ３′）。根 据 ＧｅｎＢａｎｋ中
中华绒螯蟹 βａｃｔｉｎ基因全长序列设计一对内参
引 物 ａｃｔｉｎＦ（５′ＧＧＴＴＧＣＣＧＣＣＣＴＧＧＴＴＧＴＧ
ＧＡＣ３′）／ａｃｔｉｎＲ（５′ＴＴＣＴＣＣＡＴＧＴＣＧＴＣＣＣＡ
ＧＴ３′）。将提取的中华绒螯蟹肝胰腺、肌肉、心
脏、鳃、肠道、胃、胸神经节和脑共８种组织或器官
的总 ＲＮＡ分别进行反转录获得 ｃＤＮＡ，以特异性
引物 ＱＦ／ＱＲ检测 Ｅｓｆｌｏｌ表达，利用 ａｃｔｉｎＦ／ａｃｔｉｎＲ
扩增中华绒螯蟹 βａｃｔｉｎ作为内参。运用实时荧
光定量的方法对 Ｅｓｆｌｏｌ在不同组织或器官中的表
达情况进行分析。ＰＣＲ反应体系：１０μＬＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ，０５μＬＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ），
０５μＬＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ），１０μＬｃＤＮＡ，
８０μＬｄｄＨ２Ｏ。反应条件：９４℃变性３０ｍｉｎ，９４℃
变性３０ｓ，５８℃退火２０ｓ，７２℃延伸１５ｓ，４０个循
环，在５５℃进行荧光信号收集。ＳＰＳＳ１７０统计
分析软件进行数据分析，当 Ｐ＜００５时差异
显著。

２　结果与分析

２１　Ｅｓｆｌｏｌ基因片段 ｃＤＮＡ的序列分析
以中华绒螯蟹总 ＲＮＡ为模板扩增获得的开

放阅读框（ＯＲＦ）全长 １２８１ｂｐ，编码 ４２６个氨基
酸，编码蛋白理论等电点为 ９１５，预测分子量为
４７１８ｋｕ。利用 ＳｉｇｎａｌＰ软件对编码区进行分析，
发现 Ｅｓｆｌｏｌ不存在信号肽序列，不属于分泌蛋白。
Ｅｓｆｌｏｌ氨基酸序列经 ＳＭＡＲＴ分析表明，包含有典
型的 ＳＰＦＨ超家族结构，此外还具有 ＰＨＢ结构
域，属于 Ｂａｎｄ７蛋白家族。这一家族蛋白为构成
细胞膜的重要组成部分且具有调节阳离子电导的

功能。经 ＴＭＨＭＭ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ２０／）预测，Ｅｓｆｌｏｌ蛋白具有 １
个跨膜结构（图 １，Ｎ端位于膜外）。经 ＢｌａｓｔＸ、
ＢｌａｓｔＮ与多序列比对表明，此氨基酸序列与拟穴
青蟹等的 ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１氨基酸序列具有高度相似性
（图２），因此定义此序列为中华绒螯蟹 ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１
ｌｉｋｅ（Ｅｓｆｌｏｌ）序列。

图 １　中华绒螯蟹 Ｅｓｆｌｏｌ基因 ｃＤＮＡ及其编码的氨基酸序列
下划线部分表示跨膜区域（Ｎ端部分位于膜外），阴影部分表示 ＳＰＦＨ结构域，“［］”部分表示 ＰＨＢ结构域

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＥｓｆｌｏｌｇｅｎｅ
Ｔｈｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｓｔａｎｄｓｆｏｒｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｒｅｇｉｏｎ（Ｎ－ｔｅｒｍｉｎａｌｒｅｇｉｏｎｏｕｔｓｉｄｅ），ｔｈｅｓｈａｄｏｗｓｔａｎｄｓｆｏｒＳＰＦＨｄｏｍａｉｎ，ａｎｄｔｈｅ“［］”ｓｔａｎｄｓｆｏｒ

ＰＨＢｄｏｍａｉｎ
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图 ２　中华绒螯蟹 Ｅｓｆｌｏｌ与其他物种 ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１氨基酸序列比对图
基因登录号：ＮＰ＿９５８８６４１（斑马鱼，Ｄｒｆｌｏｔｉｌｌｉｎ），ＡＣＮ１０７８３１（大西洋鲑，Ｓｓｆｌｏｔｉｌｌｉｎ），ＮＰ＿００５７９４１（人类，Ｈｓｆｌｏｔｉｌｌｉｎ），

ＡＥＮ９４５６８１（拟穴青蟹，Ｓｐｆｌｏｔｉｌｌｉｎ）

Ｆｉｇ．２　ＡｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＥｓｆｌｏｌｗｉｔｈｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１ｉｎｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ
ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ：ＮＰ＿９５８８６４１（Ｄ．ｒｅｒｉｏ，Ｄｒｆｌｏｔｉｌｌｉｎ），ＡＣＮ１０７８３１（Ｓ．ｓａｌａｒ，Ｓｓｆｌｏｔｉｌｌｉｎ），ＮＰ＿００５７９４１（Ｈ．ｓａｐｉｅｎｓ，Ｈｓ

ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ），ＡＥＮ９４５６８１（Ｓ．ｐａｒａｍｅｍｏｓａｉｎ，Ｓｐｆｌｏｔｉｌｌｉｎ）

２２　同源性分析以及蛋白系统进化树的构建
利用 ＣｌｕｓｔａｌＸ软件，将中华绒螯蟹 Ｅｓｆｌｏｌ氨

基酸序列与褐家鼠（Ｒａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ）、小鼠、人、
拟穴青蟹、苏门答腊猩猩（Ｐｏｎｇｏａｂｅｌｉｉ）、致倦库
蚊（Ｃｕｌｅｘｑｕｉｎｑｕｅｆａｓｃｉａｔｕｓ）、大西洋鲑、黑腹果蝇、
埃及伊蚊（Ａｅｄｅｓａｅｇｙｐｔｉ）、地中海实蝇（Ｃｅｒａｔｉｔｉｓ
ｃａｐｉｔａｔａ）、斑 马 鱼 和 囊 舌 虫 （Ｓａｃｃｏｇｌｏｓｓｕｓ
ｋｏｗａｌｅｖｓｋｉｉ）的 ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１氨基酸进行比对后，利用
ＭＥＧＡ５２软件的邻接法将上述相关氨基酸序列
构建系统进化树（图 ３），结果显示 Ｅｓｆｌｏｌ蛋白区
别于 ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１蛋白，单独处于一支，但是相对于
其余物种，与甲壳纲和昆虫纲动物具有较近的亲

缘关系。

２３　中华绒螯蟹 Ｅｓｆｌｏｌ基因的组织表达分析
以中华绒螯蟹肝胰腺、肌肉、心脏、鳃、肠道、

胸神经节、胃、脑 ８种组织的 ｃＤＮＡ为模板，
βａｃｔｉｎ为内参基因，利用荧光实时定量 ＰＣＲ方法
研究中华绒螯蟹 ＥｓｆｌｏｌｍＲＮＡ的组织表达特征。
结果表明，在中华绒螯蟹的这些组织中，Ｅｓｆｌｏｌ基
因几乎都有表达，其中肝胰腺、肌肉、心脏中的表

达量最高，其次为胃、鳃、肠道和胸神经节，在脑组

织中表达量最少（图４）。

３　讨论

本研究利用同源克隆的方法首次克隆得到中

华绒螯蟹 Ｅｓｆｌｏｌ基因的 ＯＲＦ区全长 ｃＤＮＡ序列，
ＯＲＦ区序列长度 １２８１ｂｐ，编码 ４２６个氨基酸，序
列以起始密码子（ＡＴＧ）开始，以终止密码子
（ＴＧＡ）结束，可以判断其 ＯＲＦ区 ｃＤＮＡ序列的
完整性。利用 ＮＣＢＩ的 ＢｌａｓｔＰ程序，对翻译所得
氨基酸序列进行 Ｂｌａｓｔ比对，发现 Ｅｓｆｌｏｌ与拟穴青
蟹和中华绒螯蟹的 ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１相似度均高达 ５６％
和５７％，与其他节肢动物的 ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１氨基酸序列
进行多重比对的结果也表现出高度同源性。但是

从系统进化树上可以看出，甲壳动物与节肢动物

各聚为一支，Ｅｓｆｌｏｌ与其他物种的 ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１基因
存在一定差异性。由此推测，Ｅｓｆｌｏｌ的生理功能极
有可能与 ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１相似，除此之外可能还参与了
其他特殊的信号通路。Ｅｓｆｌｏｌ的氨基酸序列中包
含有ＳＰＦＨ与ＰＨＢ结构域，这些都是ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ蛋白
家族的显著特征

［２２］
，更与其生理功能具有紧密的

联系，此家族蛋白参与多种细胞生命活动，例如调

节轴突的生长修复、膜蛋白的富集、活化 Ｔ淋巴
细胞、信号转导、细胞骨架重排、表皮生长因子诱
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图 ３　中华绒螯蟹 Ｅｓｆｌｏｌ与不同物种 ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１氨基酸序列的系统进化树分析
基因登录号：ＮＰ＿０７３１９２２（褐家鼠）、ＮＰ＿０３２０５３１（小鼠）、ＮＰ＿００５７９４１（人）、ＡＥＮ９４５６８１（拟穴青蟹）、ＮＰ＿００１１２５４８３（苏门答腊

猩猩）、ＸＰ＿００１８５０３６５１（致倦库蚊）、ＮＰ＿００５７９４１（大西洋鲑）、ＮＰ＿４７７３５８１（黑腹果蝇）、ＸＰ＿００１６５１１３２１（埃及伊蚊）、ＸＰ＿

００４５２２５３７１（地中海实蝇）、ＮＰ＿９５８８６４１（斑马鱼）、ＮＰ＿００１１７１８４９１（囊舌虫）

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＥｓｆｌｏｌａｎｄｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１ｉｎｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ
ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ：ＮＰ＿０７３１９２２（Ｒ．ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ），ＮＰ＿０３２０５３１（Ｍ．ｍｕｓｃｕｌｕｓ），ＮＰ＿００５７９４１（Ｈ．Ｓａｐｉｅｎｓ），ＡＥＮ９４５６８１（Ｓ．

ｐａｒａｍａｍｏｓａｉｎ），ＮＰ＿００１１２５４８３（Ｐ．ａｂｅｌｉｉ），ＸＰ＿００１８５０３６５１（Ｃ．ｑｕｉｎｑｕｅｆａｓｃｉａｔｕｓ），ＮＰ＿００５７９４１（Ｓ．ｓａｌａｒ），ＮＰ＿４７７３５８１（Ｄ．

ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ），ＸＰ＿００１６５１１３２１（Ａ．ａｅｇｙｐｔｉ），ＸＰ＿００４５２２５３７１（Ｃ．ｃａｐｉｔａｔａ），ＮＰ＿９５８８６４１（Ｄ．ｒｅｒｉｏ），ＮＰ＿００１１７１８４９１（Ｓ．

ｋｏｗａｌｅｖｓｋｉｉ）

图 ４　定量 ＰＣＲ分析 Ｅｓｆｌｏｌ基因在中华绒螯蟹

不同组织中的表达情况

１肝胰腺；２肌肉；３心脏；４鳃；５肠道；６胸神经节；

７胃；８脑。不同小写字母表示差异显著性（Ｐ＜００５）

Ｆｉｇ．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＥｓｆｌｏｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｏｆＥ．ｓｉｎｅｎｓｉｓ
１．ｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓ；２．ｍｕｓｃｌｅ；３．ｈｅａｒｔ；４．ｇｉｌｌ；５．ｇｕｔ；６．

ｔｈｏｒａｃｉｃ ｇａｎｇｌｉａ； ７．ｓｔｏｍａｃｈ； ８．ｂｒａｉｎ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒ

ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜００５）

导的细胞内吞、黏着斑形成
［２３］
等。组织表达结果

显示中华绒螯蟹 Ｅｓｆｌｏｌ基因集中高度表达于肝胰
腺、心脏、肌肉这３个组织中，与大黄鱼（Ｌａｒｉｍｉｃｈ

ｔｈｙｓｃｒｏｃｅａ）ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１基因在肝胰腺中大量表达
的结果相吻合

［２４］
。

本实验室前期针对去除眼柄前后的中华绒螯

蟹肝胰腺组织进行基因的转录组和表达谱分析，

发现在去除眼柄之后，中华绒螯蟹肝胰腺中 Ｅｓｆｌｏｌ

基因的表达量较平时上调了 ２８倍，推测 Ｅｓｆｌｏｌ

可能参与了 ＣＨＨ调节血糖平衡的信号通路。基

于在近缘物种中 ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ的细胞膜定位及其在哺

乳动物中被发现的参与胰岛素信号传递的功能，

推测 Ｅｓｆｌｏｌ蛋白很有可能作为 ＣＨＨ的直接或间

接受体参与糖代谢这一重要的生理活动，是 ＣＨＨ

调控糖代谢通路中一个重要的环节。肝胰腺和肌

肉是 ＣＨＨ作用的主要靶器官，通过组织表达分

析，Ｅｓｆｌｏｌ大量表达于中华绒螯蟹肝胰腺、肌肉、心

脏这３种储存糖原的组织中，说明 Ｅｓｆｌｏｌ蛋白极

有可能作为 ＣＨＨ的受体，在将糖原转化为血糖的

通路中发挥着重要作用。本研究的结果为后期所

要开展的针对甲壳动物碳水化合物代谢分子机理

的研究奠定了一定的理论基础，对于推动中华绒

螯蟹养殖业发展具有重要意义。
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（ＮＹ），２００３，５（４）：３７３－３７９．

［５］　ＹａｎｇＪＦ，ＺｈｕＤ Ｆ，ＳｈｅｎＪＭ，ｅｔａｌ．Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆｃｒｕｓｔａｃｅａｎｈｙｐｅｒｇｌｙｃｅｈｏｒｍｏｎｅｆａｍｉｌｙ

［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＺｏｏｌｏｇｙ，２００９，４４（１）：

１５１－１５８．［杨济芬，朱冬发，沈建明，等．甲壳动物

高血糖激素家族生理功能研究进展．动物学杂志，

２００９，４４（１）：１５１－１５８．］

［６］　ＷａｎｇＺＺ，ＸｉａｎｇＪＨ．Ａｒｅｖｉｅｗｏｎｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄ

ｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｃｒｕｓｔａｃｅａｎｈｙｐｅｒｇｌｙｃｅｍｉｃｎｅｕｒｏｈｏｒｍｏｎｅ

ｆａｍｉｌｙ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＦｉｓｈｅｒｉｅｓｏｆＣｈｉｎａ，２００１，２５

（２）：１７５－１８０．［王在照，相建海．甲壳动物 ＣＨＨ

家族神经激素结构和功能研究进展．水产学报，

２００１，２５（２）：１７５－１８０．］

［７］　ＫａｎｇＸＪ，ＷｅｎＸＲ，ＭｕＳＭ，ｅｔａｌ．Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎａｎｄ

ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆｈｙｐｅｒｇｌｙｃｅｍｉｃｈｏｒｍｏｎｅｉｎ Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ

ｓｉｎｅｎｓｉｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｅｂｅｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ：Ｎａｔｕｒａｌ

ＳｃｉｅｎｃｅＥｄｉｔｉｏｎ，２００７，２７（１）：６８－７４．［康现江，温

秀荣，穆淑梅，等．中华绒螯蟹高血糖素的分离及

其功能初探．河北大学学报：自然科学版，２００７，２７

（１）：６８－７４．］

［８］　ＳｃｈｕｌｔｅＴ，ＰａｓｃｈｋｅＫＡ，ＬａｅｓｓｉｎｇＵ，ｅｔａｌ．Ｒｅｇｇｉｅ１

ａｎｄｒｅｇｇｉｅ２，ｔｗｏｃｅｌｌｓｕｒｆａｃｅｐｒｏｔｅｉｎｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｂｙ

ｒｅｔｉｎａｌｇａｎｇｌｉｏｎｃｅｌｌｓｄｕｒｉｎｇａｘｏｎｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，１９９７，１２４（２）：５７７－５８７．

［９］　ＥｄｇａｒＡＪ，ＰｏｌａｋＪＭ．Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１：ｇｅｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅ：

ｃＤＮＡ ｃｌｏｎｉｎｇ ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ ｌｕｎｇ ａｎｄ ｔｈｅ

ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｐｏｌｙａｄｅｎｙｌａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌｓ

［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ＆Ｃｅｌｌ

Ｂｉｏｌｏｇｙ，２００１，３３（１）：５３－６４．

［１０］　ＣａｒｃｅａＩ，Ｍａａｙａｎ Ａ，ＭｅｓｉａｓＲ，ｅｔａｌ．Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ

ｍｅｄｉａｔｅｄｅｎｄｏｃｙｔｉｃｅｖｅｎｔｓｄｉｃｔａｔｅｃｅｌｌｔｙｐｅｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｏ ｓｅｍａｐｈｏｒｉｎ ３Ａ ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ

Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ，２０１０，３０（４５）：１５３１７－１５３２９．

［１１］　ＪａｍｅｓＤＪ，ＣａｉｒｎｓＦ，ＳａｌｔＩＰ，ｅｔａｌ．Ｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅ

ｏｆ ｓｔｒｏｋｅｐｒｏｎｅ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅ ｒａｔｓ

ｅｘｈｉｂｉｔｓｒｅｄｕｃｅｄｉｎｓｕｌｉｎｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｇｌｕｃｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔ

ａｎｄｅｌｅｖａｔｅｄｌｅｖｅｌｓｏｆｃａｖｅｏｌｉｎａｎｄｆｌｏｔｉｌｌｉｎ［Ｊ］．

Ｄｉａｂｅｔｅｓ，２００１，５０（９）：２１４８－２１５６．

［１２］　ＺｈａｏＦ，ＺｈａｎｇＪ，ＬｉｕＹＳ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｅａｒｃｈａｄｖａｎｃｅｓ

ｏｎ ｆｌｏｔｉｌｌｉｎｓ［Ｊ］．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ Ｊｏｕｒｎａｌ，２０１１ｄｏｉ：

１０１１８６／１７４３－４２２Ｘ８－４７９．

［１３］　ＫｌｅｉｎＳＬ，ＳｔｒａｕｓｂｅｒｇＲＬ，ＷａｇｎｅｒＬ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃ

ａｎｄｇｅｎｏｍｉｃｔｏｏｌｓｆｏｒＸｅｎｏｐｕｓｒｅｓｅａｒｃｈ：ｔｈｅＮＩＨ

Ｘｅｎｏｐｕｓｉｎｉｔｉａｔｉｖｅ［Ｊ］．ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌＤｙｎａｍｉｃｓ，

２００２，２２５（４）：３８４－３９１．

［１４］　ＰａｎｄｕｒＰＤ，Ｄｉｒｋｓｅｎ Ｍ Ｌ，ＭｏｏｒｅＫ Ｂ，ｅｔａｌ．

Ｘｅｎｏｐｕｓｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１，ａｎｏｖｅｌｇｅｎｅｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎ

ｔｈｅ ｄｏｒｓａｌｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ

Ｄｙｎａｍｉｃｓ，２００４，２３１（４）：８８１－８８７．

［１５］　ＷａｋａｓｕｇｉＫ，ＮａｋａｎｏＴ，ＫｉｔａｔｓｕｊｉＣ，ｅｔａｌ．Ｈｕｍａｎ

ｎｅｕｒｏｇｌｏｂｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｓｗｉｔｈ ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１，ａｌｉｐｉｄ ｒａｆｔ

ｍｉｃｒｏｄｏｍａｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎｄ

ＢｉｏｐｈｙｓｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，２００４，３１８

（２）：４５３－４６０．

［１６］　ＪｏｈａｎｓｓｏｎＥ， Ｊｏｎｓｏｎ Ｉ， Ｂｏｓａｅｕｓ Ｍ， ｅｔ ａｌ．

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１ａｓａｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ

ｆｏｒａｎｔｉｓｅｃｒｅｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ［Ｊ］．Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｐｅｐｔｉｄｅｓ，

２００８，１４６（１－３）：３０３－３０９．

［１７］　ＢｉｔｓｉｋａｓＶ，ＲｉｅｎｔｏＫ，ＨｏｗｅＪＤ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆ

ｆｌｏｔｉｌｌｉｎｓｉｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇａβｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ

ｕｓｉｎｇｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１／，ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ２／ｄｏｕｂｌｅｋｎｏｃｋｏｕｔ

ｍｉｃｅ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯＮＥ，２０１４，９（１）：ｅ８５２１７．

［１８］　ＲｅｎＫ，ＧａｏＣ，ＺｈａｎｇＪ，ｅｔａｌ．Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１ｍｅｄｉａｔｅｓ

ＰｒＰｃｅｎｄｏｃｙｔｏｓｉｓｉｎｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｄｃｅｌｌｓｄｕｒｉｎｇＣｕ２＋

ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ［Ｊ］．

ＭｏｌｅｃｕｌａｒＮｅｕｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１３，４８（３）：６３１－６４６．

［１９］　ＭｏｎｊｅＦＪ，ＤｉｖｉｓｃｈＩ，ＤｅｍｉｔＭ，ｅｔａｌ．Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１ｉｓａｎ

ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｃｏｎｓｅｒｖｅｄｍｅｍｏｒｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｕｐ

ｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｉｍｐｌｉｃｉｔａｎｄｅｘｐｌｉｃｉｔｌｅａｒｎｉｎｇｐａｒａｄｉｇｍｓ

［Ｊ］．ＡｎｎａｌｓｏｆＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１３，４５（４）：３０１－３０７．

［２０］　ＬｅｏｎｇＪＳ，ＪａｎｔｚｅｎＳＧ，ｖｏｎＳｃｈａｌｂｕｒｇＫＲ，ｅｔａｌ．

Ｓａｌｍｏｓａｌａｒ ａｎｄ Ｅｓｏｘｌｕｃｉｕｓ ｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈ ｃＤＮＡ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｒｅｖｅａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｐｒｅｓｓｕｒｅｓｏｎ

ａｐｏｓｔｔｅｔｒａｐｌｏｉｄｉｚａｔｉｏｎｇｅｎｏｍｅ［Ｊ］．ＢＭＣＧｅｎｏｍｉｃｓ，

２０１０，３０；１１：２７９．

［２１］　ＳａｓｌｏｗｓｋｙＤＥ，Ｃｈｏ ＪＡ，Ｃｈｉｎｎａｐｅｎ Ｈ，ｅｔａｌ．

Ｉｎｔｏｘｉｃａｔｉｏｎｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈａｎｄｍａｍｍａｌｉａｎｃｅｌｌｓｂｙ

ｃｈｏｌｅｒａｔｏｘｉｎｄｅｐｅｎｄｓｏｎｔｈｅｆｌｏｔｉｌｌｉｎ／ｒｅｇｇｉｅｐｒｏｔｅｉｎｓ

８７７１



１２期 庄翠珩，等：中华绒螯蟹类浮舰蛋白基因 Ｅｓｆｌｏｌ的克隆和组织表达分析 　　

ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｓｃｘｕｅｂａｏ．ｃｎ

ｂｕｔｎｏｔＤｅｒｌｉｎ１ｏｒ２［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌ

Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ，２０１０，１２０（１２）：４３９９－４４０９．

［２２］　ＬａｎｇｈｏｒｓｔＭ Ｆ，ＲｅｕｔｅｒＡ，ＳｔｕｅｒｍｅｒＣＡ．Ｓｃａｆｆｏｌｄｉｎｇ

ｍｉｃｒｏｄｏｍａｉｎｓａｎｄｂｅｙｏｎｄ：ｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｒｅｇｇｉｅ／

ｆｌｏｔｉｌｌｉｎｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌｕｌａｒａｎｄ ＭｏｌｅｃｕｌａｒＬｉｆｅ

Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，２００５，６２（１９－２０）：２２２８－２２４０．

［２３］　ｖｏｎＰｈｉｌｉｐｓｂｏｒｎＡＣ，ＦｅｒｒｅｒＶＡ，ＲｉｖｅｒａＭ Ｅ，ｅｔａｌ．

Ｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｇｇｉｅｇｅｎｅｓａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓ

ｄｕｒｉｎｇｅａｒｌｙｚｅｂｒａｆｉｓｈｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ，２００５，１４，４８２ （３）：

２５７－２７２．

［２４］　ＬｉｎＴＳ，ＸｕｅＬ Ｙ，ＺｈａｎｇＸ Ｊ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＦｌｏｔｉｌｌｉｎ１ｇｅｎｅｉｎＬａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ

ｃｒｏｃｅａ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｙ，２０１２，２９（２）：８－１１．

［林天势，薛良义，张晓菊，等．大黄鱼 Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１基

因分子特征分析．生物学杂志，２０１２，２９（２）：８

－１１．］

ＣｌｏｎｉｎｇａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＥｓｆｌｏｌｇｅｎｅｉｎＥｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ

ＺＨＵＡＮＧＣｕｉｈｅｎｇ１，ＳＵＮＪｉｎｓｈｅｎｇ２，ＺＨＡＮＧＹｉｃｈｅｎ１，ＴＩＡＮＪｉｎｚｅ１，
ＧＥＮＧＸｕｙｕｎ２，ＺＨＵＬｉｎａ１，ＬＩＲａｎ１

（１．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ，ＴｉａｎｊｉｎＮｏｒｍａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，ＴｉａｎｊｉｎＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＡｎｉｍａｌａｎｄＰｌａｎｔＲｅｓｉｓｔａｎｃｅ，Ｔｉａｎｊｉｎ　３００３８７，Ｃｈｉｎａ；

２ＴｉａｎｊｉｎＣｅｎｔｅｒｆｏｒＣｏｎｔｒｏｌａｎｄＰｒｅｖｅｎｔｉｏｎｏｆＡｑｕａｔｉｃＡｎｉｍａｌＩｎｆｅｃｔｉｏｕｓＤｉｓｅａｓｅ，Ｔｉａｎｊｉｎ　３００２２１，Ｃｈｉｎａ）
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