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摘要：蜕皮是甲壳动物重要的生理活动，与其蜕皮激素的合成密切相关，细胞色素
P450(CYP)302a1是甲壳动物蜕皮激素合成通路中的关键酶之一。本研究克隆了罗氏沼虾
CYP302a1基因(Mr-CYP302a1)，cDNA全长1 859 bp，开放阅读框(ORF)为1 629 bp，编码
543个氨基酸(aa)，分子量大小为61.09 ku，等电点为8.42。氨基酸序列分析显示CYP302a1
基因的保守结构域含有5个P450基因家族特征保守区域：heme-binding、helix-K、helix-
C、helix-I及PERF。系统进化分析结果显示Mr-CYP302a1首先与绿虾CYP302a1聚为一
支，然后与凡纳滨对虾及三疣梭子蟹等十足目甲壳动物的CYP302a1聚为一支，与甲壳动
物的亲缘关系最近。实时荧光定量PCR(qRT-PCR)检测表明Mr-CYP302a1在罗氏沼虾的多
个组织中均有表达，其中在Y器官中的表达量最高，性腺中次之。同时研究发现，Mr-
CYP302a1基因在罗氏沼虾的蜕皮后期(A期和B期)表达量很低，蜕皮间期(C期)表达量开
始上升，在蜕皮前期D1亚期达到峰值。对Mr-CYP302a1进行蛋白表达及多克隆抗体制
备，蛋白印迹法(Western blot，WB)检测表明Mr-CYP302a1蛋白在罗氏沼虾Y器官中的表
达量最高，在蜕皮过程中的蜕皮前期D1亚期达到峰值。综上所述，该基因在罗氏沼虾的
蜕皮过程中扮演着十分重要的角色。
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在甲壳动物的变态、生长、发育、繁殖过

程中，蜕皮发挥着极其重要的作用，并贯穿于

整个甲壳动物的个体发育 [1]。同时，研究发现蜕

皮是一个复杂的生理过程，受到多种环境因子

和自身因素的影响，其中一个重要的调控因子

是蜕皮类固醇 [2]。蜕皮类固醇共有4种：蜕皮激

素、25-脱氧蜕皮激素、3-脱氢蜕皮激素及3-脱

氢-25脱氢蜕皮激素[3]。蜕皮激素又被称为羽化激

素，首先在飞蛾类昆虫中被发现 [4]，随后在南非

岩龙虾 (Jasus lalandii)、美洲蓝蟹 (Callinectes
sapidus)等物种中相继被发现[5]。蜕皮激素的合成

受到多种激素和物质的调控，蜕皮抑制激素

(molt inhibiting hormone, MIH)和甲壳动物高血糖

类激素(crustacean hyperglycemic hormone, CHH)能

文章编号: 1000-0615(2020)04-0562-13 水产学报, 2020, 44(4): 562−574

JOURNAL OF FISHERIES OF CHINA

DOI: 10.11964/jfc.20190711868

 
 

收稿日期：2019-07-07        修回日期：2019-09-25

资助项目：国家自然科学基金(31872606)；广东省海洋与渔业局基金(GDME-2018C006，D21822202)；中国—东盟海上合作基

金(CAMC-2018F)；广东省教育厅基金(KA170500G，TK222001G，KA18058B3，KA1819604)；广东省现代农业产业

技术体系创新团队建设专项(2019KJ141)

通信作者：潘淦，E-mail：pg2829@sina.com；林蠡，E-mail：linli@zhku.edu.cn

http://www.scxuebao.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

http://www.scxuebao.cn


够抑制蜕皮激素的形成 [6-7]，除此之外，血淋巴

的钙水平也可以影响蜕皮激素的分泌[8]。

Y器官 (Y-organ，YO)是一种上皮内分泌

腺，是甲壳动物重要的内分泌器官之一，位于

前鳃腔，呈卵形 [9]。经典的形态学及内分泌学研

究表明，在甲壳类动物中，蜕皮激素由Y器官合

成并分泌 [10]，然后在表皮、眼柄神经节、生殖

腺、肝胰腺等组织中生成20-羟基蜕皮酮 (20-
hydroxyecdysone，20E)[11-12]。20E是蜕皮激素的主

要生物活性形式，能够直接控制甲壳动物的蜕

皮过程 [13-14]。蜕皮激素在合成和分泌的过程中需

要CYP307a1、 CYP306a1、CYP302a1、CYP315a1
和CYP314a1等细胞色素P450家族蛋白酶的共同

参与 [3, 15]。细胞色素P450家族蛋白酶的编码基因

又称为“ H a l l o w e e n家族基因”，含有helix-K、

helix-C、heme-binding、PERF和helix-I这5个保守

结构域。早期的研究发现，Halloween家族基因

在果蝇蜕皮激素合成过程中起着重要的调控作

用 [16-17]。和昆虫相比，虽然有关Halloween家族

基因在甲壳动物中的研究相对较少，但随着高

通量测序技术的发展，甲壳动物Halloween家
族基因的研究也逐渐成为了研究的热点。多个

学者在多种甲壳动物中克隆了Halloween家族基

因，比如三疣梭子蟹 (Portunus trituberculatus)
CYP302a1基因 [ 1 8 ]、岸蟹 (Carcinus maenas)的
CYP330a1基因[19]。

罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)，又称

“马来西亚大虾”，是一种大型淡水虾，原产于东

南亚，隶属于节肢动物门(Arthropoda)，软甲纲

(Malacostraca)，十足目 (Decapoda)，长臂虾科

(Palaemonidae)，沼虾属(Macrobrachium)，能够在

各种类型的淡水和半咸水中生活。自1976年引进

以来，罗氏沼虾已发展成为我国重要的淡水养

殖品种之一[20]。但在罗氏沼虾养殖产业中仍存在

一些问题，例如蜕皮失败、蜕皮僵死等[21]，制约

了养殖产业的快速发展。因此开展罗氏沼虾蜕

皮调控的分子机制研究对罗氏沼虾人工健康养

殖和可持续发展有着重要意义。作为蜕皮激素

合成通路上重要的调控基因，罗氏沼虾CYP302a1
基因还没有被报道。本实验通过 q R T - P C R、

WB等多种方法研究CYP302a1基因和蛋白在罗氏

沼虾不同组织和不同蜕皮周期中的表达变化情

况，为进一步揭示其在罗氏沼虾蜕皮调控中的

作用提供了理论依据。

1    材料与方法

1.1    实验材料

购自广州金洋水产养殖有限公司的罗氏沼

虾，体长9~12 cm，体质量40~80 g，购买后暂养

于实验室玻璃水族箱中，暂养至少1周。暂养期

间保持含氧量充足，水温23~26 °C，每天投喂饲

料2次，每2天换水1次。

1.2    样品采集

根据形态学变化特征，将罗氏沼虾蜕皮周

期分为蜕皮后期 (A期和B期 )、蜕皮间期 (C期 )、
蜕皮前期 (D0、D1、D2、D3和D4亚期 )和蜕皮期

(E)4个时期[22-23]。在C期，采集5只雌虾和5只雄虾

的Y器官、表皮、性腺(卵巢和精巢)、眼柄、胸

腺神经节、心脏、肝胰腺和大颚器8个组织。在

不同蜕皮周期(E期除外)，分别采集5只虾的Y器

官。各组织在冰上解剖后分装于RNAiso Plus 试
剂(TaKaRa，大连)中，放入液氮，于−80 °C冻存

备用。

1.3    总RNA提取

按照Trizol试剂盒(TaKaRa，大连)说明书，

对上述采集的组织样品进行总RNA提取。总RNA
用DNase1(TaKaRa，大连)去除基因组DNA后，琼

脂糖凝胶电泳检测其完整性，并用微量分光光

度计Nano-2000(杭州奥盛仪器有限公司 )检测

RNA的浓度。

1.4    基因克隆

按照反转录试剂盒(Vazyme，南京)说明书反

转录得到 c D N A， − 2 0  ° C保存。利用 C l o n e
Manager找到CYP302a1基因的ORF，设计引物

(表1)。PCR扩增体系：cDNA模板1 μL，上下游

引物各1 μL(10 μmol/L)，2×Taq Mix：10 μL，

ddH2O：7 μL。扩增反应程序：94 °C预变性

5 min，95 °C变性30 s，55 °C退火30 s，72 °C延伸

1 min，35个循环；最后72 °C延伸10 min。1%的

琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物，用琼脂糖凝胶回

收试剂盒(天根生化科技有限公司，北京)回收。

将回收产物连接到pMDTM18-T Vector(TaKaRa，大

连)，并转化到E. coli DH5α，涂布于含氨苄青霉

素(50 μg/mL)的LB平板，静置2 min，倒置于37 °C
恒温培养箱培养12~16 h。挑单菌落于10 mL含氨

苄青霉素的LB培养基中培养，随后菌液PCR检
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测。使用质粒提取试剂盒(天根生化科技有限公

司，北京)对阳性菌液进质粒提取，测序。将测

序结果序列与转录组报告中CYP302a1基因序列

进行比对。

1.5    序列分析

使用Emboss(http://emboss.Bioinformatics.Nl/)
预测氨基酸序列，Protparam(http://web.expasy.org/
protparam/)预测ORF氨基酸序列的理化性质，

SMART(http://smart.embl-heidelberg.de/)预测蛋白

质的结构域，TMHMM(http://www.cbs.dtu.dk/services/
TMHMM/)分析蛋白质的跨膜区，SignalP(http://
www.cbs.dtu.dk/services/SignalP)预测蛋白质的信

号肽。用于CYP302a1氨基酸多序列比对和构建

系统进化树的不同物种的氨基酸序列用Blast比对

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast)；使用Clustal
X程序和MEGA 7.0软件进行多重序列比对和系统

进化树[Neighbor-Joining(NJ)法]构建。以食蟹猕

猴CYP11B2蛋白为模版，WISS-MOEDL软件对罗

氏沼虾CYP302a1蛋白进行三级结构同源建模。

1.6    CYP302a1重组质粒的构建、重组蛋白的

表达和检验

根据得到的罗氏沼虾CYP302a1基因序列，

设计引物(表1)扩增ORF区域(1 629 bp)。PCR反应

条件：94 °C预变性5 min，94 °C 30 s，55 °C 30 s，
72 °C 1 min，35个循环，72 °C延伸10 min。将获

得的PCR产物连接到pET-32a质粒 (TaKaRa，大

连)，将构建的重组质粒转入E. coli BL21(DE3)，
使用0.4 mmol/L IPTG，37 °C诱导4 h，收集菌

体，PBS重悬，加入5× loading buffer，沸水浴

12 min，上样于12% SDS-PAGE胶，检测重组蛋

白的表达情况。利用WB检验蛋白：待12% SDS-

PAGE电泳结束后，进行转膜，将膜浸泡于含

5%脱脂牛奶(BD，美国)的TBST溶液中室温封闭

2 h，小鼠抗His-tag单抗(1∶1 000比例稀释)室温

孵育膜3 h，TBST洗涤3次(5 min/次)，加入HRP标
记山羊抗小鼠二抗IgG(1∶10 000比例稀释)(博奥

森生物技术有限公司，北京)孵育55 min，TBST
洗涤3次(5 min/次)，ECL显色1 min，ChemiScope
6000拍照。

1.7    CYP302a1重组蛋白纯化、多克隆抗体制

备、特异性检验及其效价检验

收集经 IPTG诱导过的菌液，用PBS按比例

稀释后进行超声波破碎，功率300 W，10 s超声/
10 s间隔，超声20 min。将破碎后的菌液离心，

沉淀用PBS按比例重悬，加入5× loading buffer混
匀，沸水浴12 min，上样于12% SDS-PAGE胶，

检测CYP302a1蛋白的表达情况。根据包涵体蛋

白纯化的方法 [22-23]对包涵体蛋白进行洗涤、复性

与溶解。用12% SDS-PAGE胶检测CYP302a1重组

蛋白的纯化情况，考马斯亮蓝快速染液(天根生

化科技有限公司，北京)染色，脱色后用ChemiScope
6000拍照。

用纯化的重组蛋白免疫新西兰大白兔(广东省

医学实验动物中心)3次，分离血清，获得CYP302a1
多克隆抗体。WB检测CYP302a1多克隆抗体的特

异性，采集罗氏沼虾Y器官新鲜组织0.1 g，加入

1 mL RIPA裂解液(包括1 mmol/L PMSF、10 mmol/L
氟化钠、1 mmol/L原矾酸钠)(碧云天生物技术有

限公司，上海)，用玻璃研磨棒于冰上研磨，4 °C

表 1    实验引物及其序列

Tab. 1    Primers and sequences

引物名称

primer
序列(5′-3′)

sequence from 5′ to 3′
应用

usage

CYP302a1-F1 ATGATTCCCGAAATGCTAAAGTTCTGTC RT-PCR

CYP302a1-R1 TTA GTTTCTTGGAGTAAATGTGAAATCTA

CYP302a1-F2 GGCGATATCATGATTCCCGAAATGCTAAAGTTCTGTC 亚克隆CYP302a1基因

CYP302a1-R2 CGCGGATCCTTA GTTTCTTGGAGTAAATGTGAAATCTA

CYP302a1-F3 TGATCGACCCGAGATGTACAAC qRT-PCR

CYP302a1-R3 GGATGAGACCCGTTACTGGATC

β-actin-F1 GTCGTGACTTGACCGATTACCT qRT-PCR

β-actin-R1 ATCTCCTGCTCGAAGTCCAATG
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下12 000 r/min离心3 min，取上清液。用Bradford
蛋白浓度测定试剂盒 (碧云天生物技术有限公

司，上海)测定蛋白浓度，上样30 μg，SDS-PAGE
电泳、转膜、封闭、抗体孵育、显色，其中

CYP302a1多克隆抗体稀释比例为1∶1 000。采用

酶联免疫吸附检测法(enzyme linked immunosorbent
assay, ELISA)检测CYP302a1多克隆抗体的效价。

1.8    qRT-PCR 分析

使用AceQ qPCR SYBR® Green Master Mix
(Vazyme公司，南京)试剂，在Roche Light Cycler
480(Roche，美国)上进行qRT-PCR，引物见表1。
qRT-PCR反应条件：95 °C 5 min；95 °C 10 s、
60 °C 10 s、72 °C 10 s，45个循环。每个组织样品

测定3次。采用2−ΔΔCt法 [24]进行数据分析，内参为

β - a c t i n。数据显示为平均值 ±标准差，使用

GraphPad Prism 7软件中的单因素方差分析进行数

据分析，P<0.05表示差异显著(以*表示)，并用

GraphPad Prism 7绘图。

1.9    Western blot分析

按照“CYP302a1重组蛋白纯化、多克隆抗

体制备、特异性检验及其效价检验”中的方法提

取各组织总蛋白及检测蛋白浓度。分别采集不

同蜕皮周期(E期除外)虾的Y器官，参照“CYP302a1
重组蛋白纯化、多克隆抗体制备、特异性检验

及其效价检验”中的方法检测罗氏沼虾CYP302a1
蛋白在各组织和各时期的表达情况，以β-actin作
为内参蛋白，并用 Image-Pro plus 6.0软件分析

C Y P 3 0 2 a 1蛋白和 β - a c t i n蛋白条带的光密度

(IOD)来计算其灰度值。

2    结果

2.1    罗氏沼虾CYP302a1 cDNA序列分析

罗氏沼虾CYP302a1基因 cDNA全长1 859
bp，ORF为1 629 bp，5 ′非编码区 (UTR)为200
bp，3 ′非编码区 (UTR)为20 bp，未发现典型的

poly(A)加尾信号AATAAA，而是一个AAAAAA
弱的加尾信号(图1-a)。Protparam在线软件预测

ORF编码的氨基酸分子量为61.09 ku，理论等电

点为8.42，亮氨酸、苯丙氨酸、丙氨酸含量相对

较高，分别为11.4%、8.6%、6.9%，是亲水碱性

蛋白，无跨膜结构和信号肽。ORF编码543个氨

基酸(aa)，其中70~533为P450保守结构域(图1-b)。

罗氏沼虾CYP302a1蛋白的三级结构是由α螺旋、

β-转角和无规则卷曲等二级结构所组成(图1-c)。
ExPASy ProtParam Tool预测的蛋白分子式为C2 752

H 4  3 3 4 N 7 3 8 O 7 9 7 S 1 8，包含 1个N端糖基化位点

(270~273位)，1个cAMP和cGMP依赖性蛋白磷酸

化位点(292~295位)，6个蛋白激酶C磷酸化位点

(36~38、46~48、290~292、413~415、451~453、
539~541位 )，6个酪蛋白磷酸化位点 (318~321、
3 2 8 ~ 3 3 1、 3 3 7 ~ 3 4 0、 3 7 2 ~ 3 7 5、 3 8 9 ~ 3 9 2、

5 3 2 ~ 5 3 5 位 ) ， 2 个 酪 氨 酸 激 酶 磷 酸 化 位 点

(129~137、93~501位 )，3个N-肉蔻酰基化位点

(165~174、218~227、355~364位)，1个酰胺化位

点(491~494位)，1个细胞色素P450家族特有的亚

铁血红素结合区(483~492位)。
Blast比对结果显示，罗氏沼虾氨基酸序列

与绿虾 (Neocaridina denticulata)、凡纳滨对虾

(Litopenaeus vannamei)、三疣梭子蟹、光肩星天

牛 (Anoplophora glabripennis)、麦茎蜂 (Cephus
cinctus)、桃蚜 (Myzus persicae)相似性分别为

47.23%、62.59%、51.72%、45.16%、41.83%和

43.96%。Clustal X软件比对分析显示，该氨基酸

序列与其他甲壳动物和昆虫类动物CYP302a1蛋
白一样，包含5个P450特征保守区域，分别为

PERF、 he l i x -C、 he l i x - I、 he l i x -K和 heme-
binding(图2)。系统进化树结果显示罗氏沼虾

CYP302a1与绿虾CYP302a1同源性最高，首先与

其聚为一支，再与其他甲壳类十足目动物的

CYP302a1聚为一支，而昆虫纲 (Insecta)动物的

CYP302a1则共同聚为一支(图3)，以上结果显示

CYP302a1的分子系统进化关系和物种分类关系

基本一致。

2.2    罗氏沼虾CYP302a1多克隆抗体制备及特

异性检测

重组质粒经双酶切后，出现2条明显的条

带，目的条带大小与预测一致 (图4-a)。SDS-
PAGE蛋白胶结果表明，重组的CYP302a1蛋白主

要表达在包涵体中，纯化该包涵体之后可得到

大小为79.09 ku的单一条带 (图4-b)，使用His-
tag一抗可检测到重组的罗氏沼虾CYP302a1蛋白

在79.09 ku左右有单一且明显的条带，大小和预

测的一致(His-tag大小为18 ku左右，CYP302a1蛋
白大小为61.09 ku，合计79.09 ku)，说明重组

CYP302a1蛋白中含有His-tag标签(图4-c)。用重组

CYP302a1蛋白免疫新西兰大白兔得到的多克隆
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图 1    罗氏沼虾CYP302a1的cDNA核苷酸序列和编码区氨基酸序列

(a)起始密码子用正方形方框标出，helix-C用黑色长方形方框标出，helix-I用浅灰色背景标出，helix-K用双横线标出，PERF用灰色粗横

线标出，heme-binding用深灰色背景的方框标出，poly(A)尾巴用下画黑粗线标出； (b)罗氏沼虾CYP302a1的结构域； (c)罗氏沼虾

CYP302a1和食蟹猕猴CYP11B2三级结构比较

Fig. 1    Nucleotide and deduced amino acid sequence of CYP302a1 from M. rosenbergii
(a) initiation codon is surrounded by square box; helix-C is marked with black rectangular squares; helix-I is marked with a light gray background; helix-
K is marked with double horizontal lines; PERF is marked with gray horizontal lines; heme-binding is marked by a box on a dark gray background; poly
(A) was underlined. (b) the domain of the CYP302a1 of M. rosenbergii. (c) the comparison of the tertiary structures of M. rosenbergii CYP302a1 protein
and M acaca fasciculari CYP302a1 protein
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抗体进行免疫印迹检测罗氏沼虾 Y器官中的

CYP302a1蛋白，实验结果表明，罗氏沼虾Y器官

中检测到一条61.09 ku左右清晰的特异性蛋白条

带，和预测的CYP302a1蛋白大小一致 (图4-d)。
用酶联免疫吸附法测定多克隆抗体血清的效

价，结果显示多克隆抗体的效价不低于1∶51 200
(图4-e)。

2.3    罗氏沼虾CYP302a1组织分布和蜕皮各周

期的表达差异分析

利用qRT-PCR检测CYP302a1在罗氏沼虾各

个组织中的表达。实验结果显示，雌虾和雄虾

CYP302a1的组织分布情况较为相似，在所有检

测组织中均有表达，在Y器官中表达量最高，性

腺中次之，肝胰腺和表皮中有微量表达，而在

其他组织中表达量极低(P<0.05)。qRT-PCR检测

了Y器官中CYP302a1在罗氏沼虾蜕皮周期中的表

达变化情况，实验结果显示，CYP302a1表达量

在蜕皮后期(A期和B期)处于较低水平，但在蜕皮

间期(C期)显著升高( P<0.05)，在D1期达到最高且

显著高于其他各期(P<0.05)，之后，表达量开始

下降，但仍显著高于蜕皮后期(P<0.05)(图5)。

2.4    罗氏沼虾CYP302a1在蛋白水平上的组织

表达和周期变化分析

利用WB检测CYP302a1蛋白在罗氏沼虾各个

组织中的差异表达和蜕皮周期变化情况。WB实

验结果与qRT-PCR实验结果大致相同。WB实验

结果显示蛋白质在雌虾和雄虾中的表达情况基

本相似，在Y器官中的表达量相对较高，性腺中

次之，表皮和肝胰腺中最少(P<0.05)。在Y器官

中检测CYP302a1蛋白在罗氏沼虾蜕皮周期中各

个时期的变化情况，实验结果显示在蜕皮后期

(A期和B期)CYP302a1蛋白表达量较低，在蜕皮

间期(C期)显著升高，在蜕皮前期D1亚期达到峰

值，且在整个蜕皮前期(D期)整体维持在较高的

水平(图6)。

3    讨论

细胞色素P450是一个古老的基因家族，广

泛分布于细菌、真菌、节肢动物、脊椎动物等

体内，有35亿年的进化历史 [25]。虽然其家族成员

氨基酸序列变异性高，但仍存在一定的保守结

构域。昆虫中报道的保守结构域包括helix-K、
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图 2    罗氏沼虾CYP302a1氨基酸序列与其他物种CYP302a1氨基酸序列比对

下划线. 5个P450 特征保守区域( helix-C、helix-I、helix-K、PERF、hemebinding)；黑色区域. 相同序列；深灰色区域.75%相似序列；浅灰

色区域.50%相似序列；白色区域.完全不相同序列；“·”表示缺失氨基酸；物种的GenBank ID：罗氏沼虾；绿虾 AIY69125.1，凡纳滨对

虾，XP_027209672.1；三疣梭子蟹，AJA06113.1；光肩星天牛，XP_018574126.1；麦茎蜂，XP_015605352.1；桃蚜，XP_022181134.1

Fig. 2    Alignment of the deduced amino acid sequences of M. rosenbergii CYP302a1 with other species
5 conserved domain (helix-C, helix-I, helix-K, PERF, hemebinding)was underlined; black background: identical sequence; dark gray background: 75%
similar sequence; light gray background: 50% similar sequence; white area: completely different sequence; (·) represents missing amino acid; the
GenBank IDs of reference sequences are shown as follows: Macrobrachium rosenbergii; Neocaridina denticulata, AIY69125.1; L. vannamei,
XP_027209672.1; Portunus trituberculatus, AJA06113.1; Anoplophora glabripennis, XP_018574126.1; Cephus cinctus, XP_015605352.1; Myzus
persicae, XP_022181134.1
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helix-C、heme-binding、PERF和helix-I[26-27]，将罗

氏沼虾CYP302a1氨基酸序列和十足目甲壳动物

以及昆虫动物的CYP302a1蛋白氨基酸序列进行

多重序列比对后发现，罗氏沼虾CYP302a1包含

上述5个保守结构域，与昆虫蛋白的结构相似。

在这5个保守结构域中，heme-binding为细胞色素

P450的标志性基序，helix-C位于细胞色素P450的

N端，和血红素的丙酸酯结合；helix-I位于吡咯

环B上，可能和细胞色素P450与底物分子或氧分

子的结合有关 [28]；helix-K可以稳定血红素核心结

构，PERF能够和helix-K形成盐桥 [29]。在脊椎动

物中，heme-binding编码的半胱氨酸与血红蛋白

上血红素中的二价铁相结合，铁首先接受电子

被还原，然后和CO结合，在450 nm处产生特征

吸收峰[30]，但是虾类通常只是含有血蓝蛋白，罗

氏沼虾heme-binding也许和血蓝蛋白上的铜离子

结合从而发挥其生物学功能，需要进一步研

究。进化树分析显示罗氏沼虾CYP302a1与软甲
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图 3    CYP302a1基因系统进化树

所用氨基酸序列的物种名和相应的登录号：粉纹夜蛾，XP_026729307.1；棉铃虫，AID54852.1；家蚕，BAD99022.1；烟草天蛾，

ABC96069.1；埃及伊蚊，AAX85206.1；果蝇，NP_524810.2；新疆菜叶蜂，XP_012267510.1；麦茎蜂，XP_015605352.1；欧洲熊蜂，

XP_020718318.1；桃蚜，XP_022181134.1；玉米蚜，XP_026815381.1；木白蚁，XP_023709673.1；光肩星天牛，XP_018574126.1；马铃

薯甲虫，AGT57842.1；淡水枝角水蚤，EFX63066.1；三疣梭子蟹，AJA06113.1；凡纳滨对虾，XP_027209672.1；绿虾，AIY69125.1；
罗氏沼虾

Fig. 3    Phylogenetic tree of CYP302a1
The species and GenBank accession numbers of amino acid sequences are listed as follows: Trichoplusia ni, XP_026729307.1; Helicoverpa armigera,
AID54852.1; Bombyx mori, BAD99022.1; Manduca sexta, ABC96069.1; Aedes aegypti, AAX85206.1; Drosophila melanogaster, NP_524810.2; Athalia
rosae, XP_012267510.1; Cephus cinctus, XP_015605352.1; Bombus terrestris, XP_020718318.1; Myzus persicae, XP_022181134.1; Rhopalosiphum
maidis, XP_026815381.1; Cryptotermes secundus, XP_023709673.1; Anoplophora glabripennis, XP_018574126.1; Anoplophora glabripennis,
XP_018574126.1; Leptinotarsa decemlineata, AGT57842.1; Daphnia pulex, EFX63066.1; Portunus trituberculatus, AJA06113.1; Litopenaeus
vannamei, XP_027209672.1; Neocaridina denticulata, AIY69125.1; Macrobrachium rosenbergii

568 水    产    学    报 44 卷

http://www.scxuebao.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

http://www.scxuebao.cn


纲的十足目先聚为一支，再与昆虫纲的鞘翅目

(Coleoptera)、同翅目(Homoptera)聚为一支，然后

与膜翅目(Hymenoptera)、双翅目(Diptera)聚为一

支，最后与鳞翅目(Lepidoptera)组成的分支聚为

一大支。本实验结果与柳志业等[18]在三疣梭子蟹

中的研究结果不同，其系统发育进化分析表明

三疣梭子蟹CYP302a1与甲壳动物亚门的桡足纲

(Copepoda)首先聚为一支，然后与昆虫纲的双翅

目聚为一支，再与同翅目聚为一支，最后与鳞

翅目组成的分支聚为一大支，具体原因尚不清

楚，有待进一步研究。

细胞色素P450酶系参与多种外源物质和内

源物质在生物体内的转化、合成与代谢过程。

相关研究表明，细胞色素P450广泛存在于生物体

的各个组织中，但是不同组织的表达量存在差

异。qTR-PCR结果表明，CYP302a1在罗氏沼虾的

多个组织中均有不同程度的表达，其中Y器官中

表达量显著高于其他组织(P<0.05)。由于CYP302a1
是蜕皮激素合成通路中的关键酶，所以实验结

果与Y器官是甲壳动物合成蜕皮激素的主要器官
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图 4    罗氏沼虾CYP302a1基因克隆、表达、多克隆抗体制备及效价检测

(a) Mr-CYP302a1基因的克隆及融合表达载体酶切检验：1. DNA Marker, 2. Mr-CYP302a1 PCR片段，3. 重组质粒，4. 重组质粒双酶切检

验；(b) SDS-PAGE鉴定纯化的Mr-CYP302a1重组蛋白：1. 蛋白Marker，2. 未加IPTG诱导的pET-32A空载，3. IPTG诱导的pET-32A空载，

4. 未加IPTG诱导的重组蛋白，5. IPTG诱导的重组蛋白，6. 重组蛋白上清液，7. 沉淀的重组蛋白，8. 纯化的重组蛋白；(c) His标签一抗

检测的Mr-CYP302a1重组蛋白：1. 蛋白Marker，2. 表达的pET-32A空载总菌体；3. 含重组蛋白的总菌体；(d) Mr-CYP302a1多克隆抗体特

异性鉴定；1.蛋白Marker，2.Y器官总蛋白，条带分子量为61.09 ku，和Mr-CYP302a1预测的分子量大小一致；(e) Mr-CYP302a1多克隆抗

体效价检测。ns表示无显著性差异，下同

Fig. 4    Molecular cloning and expression of Mr-CYP302a1 and preparation of polyclonal antibody
(a) cloning of Mr-CYP302a1 gene and digestion test of fusion expression vector with restriction enzyme: 1. DNA Marker, 2. Mr-CYP302a1 PCR
fragment, 3. fusion expression vector, 4. enzyme digestion verification; (b) purified recombinant Mr-CYP302a1 protein by SDS-PAGE. 1. protein
marker, 2. E. coli BL21 with pET-32A vector without IPTG, 3. E. coli BL21 with pET-32A vector with IPTG, 4. E. coli with pET-32A- Mr-CYP302a1
protein without IPTG, 5. E .coli with pET-32A- Mr-CYP302a1 with IPTG, 6. supernatant of E. coli with pET-32A- Mr-CYP302a1, 7. pellet of E. coli
with pET-32A- Mr-CYP302a1, 8. purified recombinant Mr-CYP302a1 protein; (c) verification of recombinant Mr-CYP302a1 protein using His-tag
antibody. 1. protein maker. 2. E. coli BL21 with pET-32A vector. 3. E. coli with pET-32A- Mr-CYP302a1; (d) polyclonal antibody of Mr-CYP302a1
1. protein marker, 2. total protein of YO; (e) effect detection of the Mr-CYP302a1 Polyclonal antibody; 1. 400×, 2. 800×, 3. 1 600×, 4. 3 200×, 5. 6 400×,
6. 12 800×, 7. 25 600×, 8. 51 200×. *. P<0.05; **. P<0.01; ***. P<0.001; ****. P<0.0001; ns. not significant difference, the same below
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图 5    CYP302a1在罗氏沼虾不同组织(a)和Y器官不同蜕皮周期中(b)的相对表达量

YO. Y器官，Ep. 表皮，Go. 性腺，Es. 眼柄，TG. 胸腺神经节，Ht. 心脏，Hp. 肝胰腺，MO. 大颚器；A，B.蜕皮后期；C.蜕皮间期；

D0、D1、D2、D3、D4.蜕皮前期，下同

Fig. 5    Relative expression of CYP302a1 in different tissues(a) and different molting stages in
Y-organ(b) of M. rosenbergii

YO. Y-organ, Ep. epidermis, Go. gonad, Es. eye stalk, TG. thoracic ganglion, Ht. heart, Hp. hepatopancreas, MO. mandibular organ; A, B. postmolt; C.
intermolt; D0, D1, D2, D3, D4. premolt, the same below
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图 6    罗氏沼虾CYP302a1蛋白在不同组织和在Y器官不同蜕皮周期中的相对表达量

(a) WB检测CYP302a1蛋白在不同组织中的表达；(b)WB检测Y器官中CYP302a1蛋白在不同蜕皮时期的表达；(c)在不同组织中罗氏沼虾

CYP302a1蛋白和β-actin蛋白WB检测条带的灰度值分析；(d)在不同蜕皮时期中罗氏沼虾CYP302a1蛋白和β-actin WB检测蛋白条带的灰

度值分析

Fig. 6    Protein expression profiles of Mr-CYP302a1 in different tissues and different molting stages in YO of M. rosenbergii
(a) CYP302a1 protein expression in tissues with WB; (b) CYP302a1 protein expression in different molting stages in Y-organ with WB; (c) gray value
analysis of CYP302a1 protein and β-actin protein WB bands in M. rosenbergii in tissues; (d) gray value analysis of CYP302a1 protein and β-actin with
WB protein bands in M. rosenbergii during different molting periods
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的结论一致 [10]。此外CYP302a1在其他组织中的

极低表达也表明了其编码的蛋白质功能的单一

性。实验结果与已报道的三疣梭子蟹CYP302a1
和日本囊对虾(Marsupenaeus japonicus)CYP306a1
的组织表达差异十分相似 [18, 31]。而冯艳艳等 [32]的

相关研究表明CYP2在三疣梭子蟹的肝胰腺中表

达量最高，其他研究者也发现了CYP4在岸蟹的

肝胰腺中表达量最高的情况[33]。这说明Halloween
家族基因在不同甲壳动物中可能拥有不同的组

织分布情况，这与昆虫Halloween家族基因在不

同物种中的组织差异表达大致相同 [34-35]的情况不

一致。

蜕皮激素是甲壳动物蜕皮的重要调控分子，

其血淋巴浓度通常在蜕皮周期中呈现规律性变

化。Soumoff等[5]研究表明，美洲蓝蟹的蜕皮激素

浓度在蜕皮前期D3亚期达到峰值。凡纳滨对虾

蜕皮激素浓度高峰则出现在蜕皮前期D1亚期 [36]。

有关研究表明三疣梭子蟹血淋巴中蜕皮激素浓

度从蜕皮后期开始上升，在蜕皮前期D3亚期达

到峰值，且三疣梭子蟹CYP302a1在蜕皮周期的

D1亚期达到最高值 [18, 37]。相关研究表明，罗氏沼

虾血淋巴中蜕皮激素浓度在蜕皮周期的蜕皮前

期整体维持在较高水平，且在D3亚期达到最大值[38]。

本研究发现，罗氏沼虾CYP302a1在Y器官中的表

达情况与蜕皮激素浓度变化趋势大致相同。而

罗氏沼虾CYP302a1的表达量在蜕皮前期D1亚期

达到最大值，早于蜕皮激素峰值出现的时间

(D3亚期)，说明罗氏沼虾CYP302a1基因是通过参

与蜕皮激素的合成来调节血淋巴中蜕皮激素的

浓度，进而参与调控罗氏沼虾的蜕皮这一重要

的生理活动，其精细调控机制有待进一步研究。
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Cloning and characterization of cytochrome P450 302a1 (CYP302a1) during
molting stages in Macrobrachium rosenbergii

YANG Guang 1,2,     QIN Zhendong 2,     ZHAO Lijuan 2,     ZHAN Fanbin 2,     SHEN Haiyang 1,2,    
ZHANG Menglan 1,2,     LU Zhijie 1,2,     YE Chengkai 1,2,     LI Fenglin 2,     PAN Gan 1*,     LIN Li 2*

(1. Guangdong Provincial Key Laboratory for Healthy and Safe Aquaculture, College of Life Science,
South China Normal University, Guangzhou    510631, China;

2. Guangdong Provincial Water Environment and Aquatic Products Security Engineering Technology Research Center,
Guangzhou Key Laboratory of Aquatic Animal Diseases and Waterfowl Breeding, Zhongkai University of

Agriculture and Engineering, Guangzhou    510225, China)

Abstract: The molting process is an essential physiological process in crustaceans that is closely related to the
synthesis of ecdysteriods. Cytochrome P450(CYP)302a1 is the key enzyme which plays a critical role in the
synthesis of ecdysteriods. Here we present the cloning and characterization of CYP302a1 gene from
Macrobrachium rosenbergii (Mr-CYP302a1). The acquired gene was 1 859 bp in full-length with the open reading
frame (ORF) of 1 629 bp that encodes 543 amino acids (aa) with a molecular weight of 61.09 ku and an isoelectric
point of 8.42. The aa sequence analysis revealed that there were five P450 characteristic conserved regions, i.e.,
heme-binding, helix-K, helix-C, helix-I, and PERF. Phylogenetic analysis demonstrated that Mr-CYP302a1 was
closely related to the CYP302a1 of Neocaridina denticulata, and then clustered with the CYP302a1 from
Decapoda crustaceans such as Litopenaeus vannamei and Portunus trituberculatus. Real-time quantitative PCR
(qRT-PCR) results showed that Mr-CYP302a1 was expressed in almost all the tissues tested with significantly
higher expression levels in the Y-organ. On the other hand, the expression of Mr-CYP302a1 was significantly
lower at the postmolt stage (stages A and B), and it was increased gradually at the intermolt (stage C), significantly
enhanced and reached the maximal level at the D1 stage. Mr-CYP302a1 was expressed and its polyclonal antibody
was generated. Western blot (WB) showed that the expression of Mr-CYP302a1 protein was the highest in Y-
organs of M. rosenbergii. The expression level of Mr-CYP302a1 protein also reached a peak at D1 stage during the
molting process. In summary, our results indicate that Mr-CYP302a1 may play an important role in molting of M.
rosenbergii.

Key words: Macrobrachium rosenbergii; molting stage; gene cloning; CYP302a1; expression
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