
书书书

!""#!

!

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

第 /0 卷第 12 期

231/ 年 12 月 4

水4产4学4报

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

./01/0" %/112

2341" 231/

文章编号!1333 53617#231/$12 51061 538 2")!131/0295*61!112/11231/1/:079

收稿日期!231/736737444修回日期!231/713716

资助项目!国家%八六三&高技术研究发展计划#2312&&13&93877$ '国家农业科技成果转化项目#2312892-333190$ '国家自然科学

基金项目#/1202600$ '上海教委知识服务平台项目#:(1236$ '上海市科委优秀学术带头人项目#12;21932033$

通信作者!成永旭",7<=>0!?@4A3BC;DA/E13FE14B

中华绒螯蟹 !"!基因全长 #$%&克隆及表达分析

王4瑶!4杨志刚!4郭子好!4姚琴琴!4曾奇韬!4杨筱珍!4成永旭"

#上海海洋大学农业部淡水水产种质资源重点实验室"上海4231/36$

摘要! 根据陆地蟹 $;$基因保守区序列设计上下游引物!采用逆转录聚合酶链反应 "$G7

6-$#以及 42%&末端快速扩增"$&-,#技术克隆中华绒螯蟹 $;$基因并进行各组织间的表

达分析$ 序列分析表明!中华绒螯蟹 $;$42%&全长 1 710 HI!编码 9// 个氨基酸$ 经

9'&*GB 和 9'&*G@ 分析表明!中华绒螯蟹 $;$基因的氨基酸序列与陆地蟹 $;$基因的氨

基酸序列相似性最高!为 86J$ 系统进化树分析显示!中华绒螯蟹 $;$的氨基酸序列与陆地

蟹 $;$聚为一支$ 荧光定量 6-$结果显示!$;$在所有检测的组织中均有表达!且在中华

绒螯蟹 K器官中表达量最高!肝胰腺%鳃和肌肉中少量表达!心脏%胃%肠%胸神经节和脑神经

节中微量表达$ 在中华绒螯蟹不同的蜕皮时期!K器官中 $;$表达量在 2期最高!与 &9期%

-期呈显著性差异"!<3137#&肌肉中$;$在&9期表达量最高!与其他蜕皮时期呈显著性差

异"!<3137#&肝胰腺和鳃中 $;$在 &9期表达量最高!,期表达量最低!但各蜕皮时期表达

量之间差异不显著$

关键词! 中华绒螯蟹& 维甲类 ;受体"$;$#& 基因克隆& 表达分析

中图分类号! L0:7& *86611644444444文献标志码'&

44中华绒螯蟹 #"#$%&'($#)$*(*)$)$"又称河蟹"

属甲壳纲 #-MEDN=43=$"十足目 #234=I/F=$"方蟹

科#8M=ID>F=3$"绒螯蟹属 #"#$%&'($#$"是我国一

种重要的经济蟹类( 近几年来"我国的中华绒螯

蟹养殖业发展迅速"已成规模化( 蜕皮"即长出新

的外骨骼并蜕去旧的外骨骼的过程"是甲壳动物

生长和发育的重要标志特征
)1*

( 中华绒螯蟹一

生要经过多次蜕皮"从而完成体增长+形态改变以

及断肢再生( 蜕皮一方面受体内蜕皮激素的调

控"另一方面与盐度+光照+营养水平等外界生态

因子密切相关
)2*

( 短尾类的蜕皮周期分为蜕皮

后期 # I/DN</0N"&9期 $+蜕皮间期 #>BN3M</0N"-

期$ 和 蜕 皮 前 期 # IM3</0N" 2 期 $ 和 蜕 皮 期

#34F?D>D",期$(

维甲类 ;受体#M3N>B/>F ;M343IN/M"$;$$"属

于核受体超家族#BE403=MM343IN/MDEI3MO=<>0?$成

员"是一种重要的调控因子"对甲壳动物完成生长

发育和繁殖具有十分重要的作用
)/*

( $;$通过

与蜕皮激素受体#34F?D/B3M343IN/M",4$$形成二

聚体"进一步指导调控下游基因 ,09 和 ,07 的转

录"从而调节动物的生长和蜕皮过程
)9 57*

( $;$

在结构上可分为 6 个区"从氨基端到羧基端依次

为 &=(区"它们组成 9 个独立的功能结构域
)6*

(

氨基端的 &59区为转录激活结构域"该结构域保

守性较低'-区为高度保守的 2%&结合结构域

#292$'2区为可变的铰链区'羧基端 ,5(区含

有配体结合区域#'92$"介导配体结合和二聚化

过程
)0 513*

(

蜕皮是甲壳动物生长和发育过程中不可缺少

的因素"近年来"国内外对甲壳动物蜕皮的研究由

浅至深( $;$基因是调节甲壳动物蜕皮过程的

重要基因"目前关于 $;$基因的研究报道越来越

多"但是在中华绒螯蟹这种重要的水产经济动物

中尚未见报道( 本研究通过克隆中华绒螯蟹
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$;$基因以及构建组织表达谱"旨在了解中华绒

螯蟹 $;$基因的结构+功能以及在各组织间的表

达情况'同时"通过比较 $;$基因在中华绒螯蟹

不同蜕皮时期部分组织中的相对表达量"以了解

$;$基因在中华绒螯蟹不同蜕皮时期相对表达

量的变化"为今后进一步研究中华绒螯蟹 $;$基

因的作用机制提供理论依据(

14材料与方法

'(')实验材料

一龄未成熟的中华绒螯蟹#平均体质量13 C$

取自上海海海洋大学竖新养殖基地"在实验室养

殖间暂养"循环水养殖"喂食商业饲料( 用解剖剪

剪取中华绒螯蟹第三颚足外肢末端"腹面朝下置

于加有清水的载玻片上""0?<IED72 光学显微镜

观察#放大倍数 133$并拍照#图 1$( 随机取 / 只

处于 -期的中华绒螯蟹"取肝胰腺+鳃+胃+肠+心

脏+肌肉+K器官+胸神经节+脑神经节等组织"同

时各取 / 只 &9期+2期及 ,期的中华绒螯蟹的

K器官+肝胰腺+鳃和肌肉组织"用液氮速冻后置

于 5:3 P超低温冰箱保存(

图 ')中华绒螯蟹蜕皮过程的 *期"$期"+期"&,期

#=$蜕皮间期#-期$第三颚足外肢末端' # H$蜕皮前期#2期$第三颚足外肢末端' #4$蜕皮期#,期$ ' # F$蜕皮后期#&9期$

-./(')!"#$%&'#"(#)')(#(0123.4/ 561#788839/78*#$#+94:&,576.1:8

#=$NA>MF <=@>00>I3F /O>BN3M</0N#-I3M>/F$4M=H' # H$NA>MF <=@>00>I3F /OIM3</0N#2I3M>/F$4M=H' #4$34F?D>D#,I3M>/F$ ' # F$ I/DN</0N

#&9I3M>/F$

'(;)总 !%&的提取与反转录反应

取冻存的中华绒螯蟹各组织"参照 $%&>D/

GQ

60ED#G=R=$=$操作说明书进行总 $%&的提取"

经 1J琼脂糖凝胶电泳检测 $%&完整度+紫外分

光光度计#L7333$检测 $%&纯度(

根 据 6M><D4M>IN

GQ

$3S3MD3 NM=BD4M>IN=D3

#G=R=$=$说明书操作"取 1

!

C 中华绒螯蟹肝胰腺

总$%&为反转录模板合成第一链 42%&"用于 6-$

的扩增'利用 *Q&$G

GQ

$&-,42%&&<I0>O>4=N>/B

R>N#-0/BN34A$反转录合成 42%&第一链"作为基因

/T和 7T端序列快速扩增的模板( 其余 $%&置于

5:3 P冰箱中保存"用于荧光定量6-$反应(

'(<)引物设计和 =*!扩增反应

根 据 83B9=BU 中 陆 地 蟹 # +(&,#&$*-)

.,/(#,.$)$$;$基因#2L3602:1$保守区序列设计

上下游引物 +;$;$715+;$;$72"引物由上海生
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工生物工程有限公司合成#表 1$( 以中华绒螯蟹

的 42%&为模板"+;$;$715+;$;$72 为引物进

行 $;$基因 42%&片段的扩增(

表 ')核苷酸引物序列

>9?(')@2./1 4A#2713.:756.07687BA74#7

引物名称

IM><3MB=<3

核苷酸序列#7T7/T$

D3VE3B43

用途

ED=C3

#B>S3MD=06M><3MQ>@##6Q$ -G&&G&-8&-G-&-G&G&888- $&-,

+;$;$71 &88-GG-&88GG--&-G-8- $G76-$

+;$;$72 8G8G&-8-G8---G88&88& $G76-$

+;$;$7/ GG8G8-G88--&-G888-G-8 /T7$&-,

+;$;$79 8--8&-&8&-&--G88G8-&8-G88 7T7$&-,

+;$;$77 --G--8-G--&G-8G--G&G $3=07G><36-$

+;$;$76 88G8-8G8G8G&-G--G--& $3=07G><36-$

!

0,&/$*71 &--G-88GG-G&GGGG8G-88 $3=07G><36-$

!

0,&/$*72 &G8-GGG-8-&8G&8GG-8G- $3=07G><36-$

44 6-$反应体系! 42%& 模板 1

!

'" F%G6

Q>@NEM3# 217 <</05'$ 9

!

'"上下游引物 # 13

!

</05'$各 317

!

'"13 >6-$HEOO3M217

!

'"#1,2

酶#7 #5

!

'$3127

!

'"加灭菌超纯水至总体积 27

!

'( 6-$反应条件!89 P预变性 7 <>B'89 P变

性 /3 D"77 P退火 /3 D"02 P延伸 /3 D"/3 个循

环'02 P延伸 13 <>B"9 P保存( 取 6-$扩增产

物 /

!

'经 112J的琼脂糖凝胶电泳检测扩增

结果(

'(C)!"!基因 #$%&的克隆

将目的片段产物按照琼脂糖凝胶 2%&回收

试剂盒#G>=BC3B$说明书进行回收纯化后"取1

!

'

回收产物与 IQ2187G载体#G=R=$=$连接"连接

产物经热激后转化至大肠杆菌 G/I 13 感受态细

胞中"转化产物在 /0 P 233 M5<>B 条件下振荡培

养 1 A 后涂布于含有 ;78=0+)6G8以及氨苄的 '9

固体培养基上"置恒温培养箱中 /0 P过夜培养

#12 =16 A$( 次日在长出的蓝白斑菌落中挑选白

斑"接种于含氨苄的 '9液体培养基中继续振荡

培养 9 A 后"进行菌液 6-$验证并筛选出阳性克

隆后由生工生物工程#上海$有限公司进行测序(

根据已获得的 $;$基因片段设计 /T7$&-,

上游引物 +;$;$7/+7T7$&-,下游引物 +;$;$7

9#表 1$"以 *Q&$G

GQ

$&-,42%&&<I0>O>4=N>/B

R>N#-0/BN34A$反转录合成的 42%&第一链为模

板"用 /T7$&-,和 7T7$&-,引物与 *Q&$G

GQ

$&-,42%&&<I0>O>4=N>/B R>N所带的通用引物

##6Q$ 配对"并按照 *Q&$G

GQ

$&-, 42%&

&<I0>O>4=N>/B R>N推荐的反应体系和反应条件进

行 $;$基因 /T端和 7T端序列的扩增( 6-$扩增

产物的回收纯化+克隆和测序与 $;$基因片段的

克隆所述相同(

'(D)序列的拼接与生物信息学分析

利用 2%&*N=M软件中的 *3VQ=B 程序对测序

结果进行载体序列的去除和拼接( 利用 "$(

#/I3B M3=F>BC OM=<3$ O>BF3M软件 # ANNI!

!

WWW1

B4H>1B0<1B>A1C/S5C/MO5C/MO1AN<0$寻找开放阅读

框'用 9'&*G# WWW1B4H>1B0<1B>A1C/S590=DN1

4C>$+-0EDN=0X 及 2%&Q&%等软件进行序列的

验证+翻译及蛋白质相似性分析'使用 -/<IEN3

I)7QW# ANNI!

!

4B13@I=D?1/MC5N//0D5I>? N//01

AN<0$进行蛋白质等电点和相对分子质量的计算(

用 Q,8&913 软件的邻接法 #%3>CAH/M7!/>B>BC"

%!$进行系统进化树的构建(

'(E)!"!基因的组织表达分析

以获得的基因序 列为 模 板" 利用 6M><3M

6M3<>3M713 软件设计一对用于定量 6-$的特异

性引物 +;$;$775+;$;$76#表 1$"对不同阶段

的各组织中 $;$基因的表达进行检测"并根据

83B9=BU 中 华 绒 螯 蟹
!

0,&/$* 基 因 全 长 序 列

#83B9=BU =443DD>/B B/1+Q37/68811$设计一对

内参引物
!

0,&/$*715

!

0,&/$*72 #表 1 $( 利用 &9)

6$)*Q

"

0733 序列检测系统进行定量 6-$扩增

反应"反应体系为 23

!

'!13

!

'*K9$6M3<>@ ,@

/601
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1,2

GQ

# 2 >$' 319

!

'6-$ (/MW=MF 6M><3M# 13

!

</05'$'319

!

'6-$$3S3MD36M><3M#13

!

</05

'$'319

!

'$";'213

!

'42%& 模板' 61:

!

'

F+

2

"( 反应程序!87 P /3 D'87 P 7 D"78 P

/9 D"93 个循环'87 P 17 D"67 P 63 D"87 P17 D'

样品和内参分别设 / 个重复"

!

0,&/$* 为内参( 荧

光定量 6-$数据分析采用相对 2

5

##

3

N法"用 *6**

1013软件进行统计分析(

24结果与分析

;(')!"!基因片段 #$%&的序列分析

以中华绒螯蟹肝胰腺总 $%&为模板扩增获

得的 42%&序列全长 1 710 HI"其中包括 122 HI

的 7T非编码区 # #G$$" 8/ HI 的 /T非编码区

##G$$"开放阅读框#"$($长 1 /32 HI"编码 9//

个氨基酸"加尾信号 #&&G&&&$以及 6/0?7&尾

#图 2$( 序列编码的蛋白理论等电点为 61/8"分

子量为 90190 UE( 经 9'&*GB+9'&*G@ 以及多

序列比对表明"此氨基酸序列与陆地蟹+中国明对

虾 # 4(**(#%5(*,(-)&'$*(*)$)$+ 斑马 鱼 # 6,*$%

#(#$%$以及人#7%8% ),5$(*)$等的 $;$氨基酸序

列具有高度的相似性#图 /$"而且具有 $;$基因

的典型结构"由此确定此序列为中华绒螯蟹 $;$

序列(

9601



!""#!

!

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

12 期 王4瑶"等!中华绒螯蟹 $;$基因全长 42%&克隆及表达分析 44

图 ;)中华绒螯蟹 !"!基因全长 #$%&核苷酸序列及其氨基酸序列推测

/T7$&-,6-$引物用%

#

&表示"7T7$&-,6-$引物用%

$

&表示"荧光定量 6-$引物用长双下划线表示( 6/0?#&$具有加尾信号

&&G&&&"出现在距 6/0?#&$尾 6 HI 处( &59+-+2+,5(功能域分别标出( -区的 6盒+2盒以及 2区的 G盒用阴影标出

-./(;)>F74A#2713.:787BA74#794::7:A#7:90.41 9#.:87BA74#71G!*(#)')(#(!"!/747

%

#

&DN=BF O/M/T7$&-,6-$IM><3MD"=BF %

$

& DN=BF O/M7T7$&-,6-$IM><3MD"F/EH037EBF3M0>B3F DN=BF O/MM3=07N><36-$IM><3MD"GA3

I/0?#&$=FF>N>/B D>CB=0&&G&&&H3C>BD6 HI OM/< NA3I/0?#&$N=>01GA3OEB4N>/B=0F/<=>BD=M3>BF>4=N3F W>NA H/@3D"=BF NA3DA=F/WD

DN=BF O/M67H/@"27H/@ =BF G7H/@

图 <)中华绒螯蟹 !"!氨基酸序列与其它物种 !"!氨基酸序列比较

-./(<)!"!90.41 9#.:87BA74#78#10596.8141G!*(#)')(#(H.3F:.GG7674394.0928

83B9=BU =443DD>/B BE<H3M!"#$%&'($#)$*(*)$)#中华绒螯蟹!R(1081/1$ "+(&,#&$*-).,/(#,.$)#陆地蟹!&&:23/0111$ "4(**(#%5(*,(-)

&'$*(*)$)#中国对虾!&-%0:63111$ "6,*$% #(#$%#斑马鱼!%6?701/7311$ "7%8% ),5$(*)#人!%6?331270//311$

;(;)同源性分析以及蛋白系统进化树的构建

将中华绒螯蟹 $;$氨基酸序列与陆地蟹"美

洲螯龙虾 #7%8,#-),8(#$&,*-)$"褐虾 #3#,*9%*

&#,*9%*$"日本囊对虾#:,#)-5(*,(-);,5%*$&-)$"

7601
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中国对虾"斑马鱼"花鲈 #<,/(%.,=#,>;,5%*$&-)$

以及人#7%8% ),5$(*)$的 $;$氨基酸进行对比"

其相似性分别为 86J" 83J" :8J" :6J" :7J"

0/J"0/J和 0/J( 利用 Q,8&913 软件的邻接

法将上述相关氨基酸序列构建系统进化树"结果

显示甲壳动物的 $;$聚为一支"其中中华绒螯蟹

$;$与陆地蟹 $;$独聚为一支"表明其亲缘性

最近#图 9$(

图 C)基于 !"!氨基酸序列的 %I 系统进化树

-./(C)%I 5FJ21/7473.#3677?987:14!"!

90.41 9#.:87BA74#78

83B9=BU =443DD>/B BE<H3M! "#$%&'($#)$*(*)$)#中华绒螯蟹!

R(1081/1$ " +(&,#&$*-).,/(#,.$)# 陆 地 蟹! &&:23/0111 $ "

3,..$*(&/()),5$?-)#蓝蟹!&,G361:211$ "3,#&$*-)8,(*,)#青

蟹! &-86/0:011 $ " 7%8,#-) ,8(#$&,*-)# 美 洲 螯 龙 虾!

&,&28:/211 $ " 3#,*9%* &#,*9%* # 褐 虾! &-"9966:11 $ "

4(**(#%5(*,(-) &'$*(*)$)# 中 国 对 虾! &-%0:63111 $ "

:,#)-5(*,(-);,5%*$&-)#日本囊对虾!9&(07/0611 $ "@(?()

,(9A5/$#埃及伊蚊!;6?33167630:11$ "B%8=A>8%#$#家蚕!%6

?3313/090311 $ "C(*%5-).,(D$)#非洲爪蟾!%6?3313178/01

1$ "<,/(%.,=#,>;,5%*$&-)#花鲈!&,#3903911 $ "6,*$% #(#$%

#斑马鱼! %6? 701/7311 $ " E#A&/%.,9-)&-*$&-.-)#兔! ;6?

33201972811$ "F-))&#%G,#野猪!%6?33110010711$ "B%)/,-#-)

#牛!%6?33130013811 $ ":-)8-)&-.-)#小家鼠!%6?3/79/71

1$ "7%8% ),5$(*)#人!%6?331270//311$

;(<)中华绒螯蟹 !"!基因的表达分析

以 +;$;$775+;$;$76 为荧光定量 6-$引

物"中华绒螯蟹肝胰腺+鳃+胃+肠+心脏+肌肉+K

器官+胸神经节和脑神经节 8 个组织的 42%&为

模板"

!

0,&/$* 为内参基因"利用荧光定量 6-$方

法研究中华绒螯蟹 $;$<$%&的组织表达特

征"设定中华绒螯蟹 $;$在心脏中的表达量为

1"根据 $;$在各个组织中的相对表达量作柱形

图#图 7$( 从图 7 中可以看出"$;$在所有检测

的组织中均有表达"且在中华绒螯蟹 K器官中表

达量最高"与其它组织的表达量均呈显著差异

#!<3137$'肝胰腺+鳃和肌肉中有少量表达'心

脏+胃+肠+胸神经节和脑神经节中有微量表达(

图 D)中华绒螯蟹 !"!在各组织中的表达情况

11肝胰腺' 21K器官' /1鳃' 91肌肉' 71心脏' 61胃' 01肠'

:1胸神经节' 81脑神经节( 不同字母代表与对照组间差异显

著#!<3137$

-./(D)>F767293.K77L56788.141G!*(#)')(#(

!"!/747.4:.GG767433.88A78

11A3I=N/I=B4M3=D' 21K7/MC=B' /1C>00' 91<ED403' 71A3=MN'

61DN/<=4A' 01>BN3DN>B3' :1NA/M=4>4C=BC0>=' 8143IA=0>4C=BC0>/B

,@IM3DD>/B 03S30/O$;$C3B3W=D4=04E0=N3F =D=M=N>/ M30=N>S3N/

!

0,&/$* >B NA3D=<3D=<I03/ONAM33>BF>S>FE=0D" =BF =DO/0F

3@IM3DD>/B H=D3F /B A3=MN12=N=W3M33@IM3DD3F =DNA3<3=B @

*21'3NN3MD>BF>4=N3NA3D>CB>O>4=BNF>OO3M3B43=N!<3137 W>NA

M3DI34NN/ 4/BNM/0

44取不同蜕皮时期的中华绒螯蟹 K器官+肌

肉+肝胰腺和鳃"利用荧光定量 6-$方法检测

$;$<$%&在这些组织中的表达情况( 荧光定

量 6-$结果显示"同一蜕皮时期的中华绒螯蟹

$;$在 K器官中表达量最高#图 6$'在不同蜕皮

时期中"中华绒螯蟹 K器官中 $;$在 &9期+-

期和 2期表达量依次升高"到 ,期有所下降"其

中 $;$在 2期表达量与 &9期+-期呈显著性差

异#!<3137$'肌肉中 $;$在 &9期表达量最

高"与其他蜕皮时期呈显著性差异#!<3137$'肝

胰腺和鳃中 $;$在 &9期表达量最高",期表达

量最低"但各蜕皮时期表达量之间差异不显著(

/4讨论

本研究首次克隆得到中华绒螯蟹 $;$基因的

全长42%&序列 "基因全长1 710 HI "包括122 HI
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图 E)!"!在不同蜕皮时期中华绒螯蟹

C 个组织中的表达情况

-./(E)>F767293.K77L56788.141G!"!.4G1A6

3.88A78G610 #69?81G:.GG767430123.4/ 839/78

,@IM3DD>/B 03S30/O$;$C3B3W=D4=04E0=N3F =D=M=N>/ M30=N>S3N/

!

0,&/$* >B NA3D=<3D=<I03/ONAM33>BF>S>FE=0D12=N=W3M3

3@IM3DD3F =DNA3<3=B @*21'3NN3MD>BF>4=N3NA3D>CB>O>4=BN

F>OO3M3B43=N!<3137 W>NA M3DI34NN/ 4/BNM/0

的 7T非编码区##G$$"8/ HI 的 /T非编码区##G$$(

开放阅读框#"$($长 1 /32 HI"编码 9// 个氨基酸"/T

非编码区存在加尾信号#&GG&&&$以及 6/0?7&尾

#图 2$"可初步判定其 42%&序列的完整性( 利用

%-9)的 90=DN6程 序"在 蛋 白 保 守 区 数 据 库

#4/BD3MS3F F/<=>B F=N=H=D3"-22$对$;$进行蛋白

保守区预测"显示其具有$;$核受体家族蛋白所具

有的&7(区域的完整结构"其中-区+2区以及,5(

区的保守性较高"与陆地蟹的 $;$氨基酸序列有

86J的一致性( 从%端到-端"中华绒螯蟹$;$氨

基酸序列的 -区存在高度保守的 67H/@#,8-R8$

和27H/@#-$,,$$两个典型的特殊结构"其中67H/@

决定着与2%&结合的特异性"27H/@ 与同型二聚体

的形成有关"从而保证了调控识别应答元件+形成二

聚体的功能
)12*

'此外"2区存在有 2%&识别作用的

G7H/@#,&.L,,$L$$#图 /$( 这与该基因在陆地

蟹+日本囊对虾以及日本沼虾
)19 516*

等甲壳动物中的

研究结果相同( 从系统进化树中也可以发现"甲壳

动物的$;$聚为一支"其中中华绒螯蟹 $;$与陆

地蟹$;$独聚为一支"表明其亲缘关系最近#图 9$"

符合物种的分子进化关系( 由此"初步确定此序列

为中华绒螯蟹$;$序列(

$;$在在中华绒螯蟹肝胰腺+鳃+胃+肠+心

脏+肌肉+K器官+胸神经节和脑神经节 8 个组织

中均有表达"这与 $;$在其他动物中的表达情况

是一致的( $;$在中华绒螯蟹 K器官中表达量

显著高于其他组织"K器官是非神经上皮内分泌

腺的重要器官之一"是控制甲壳动物蜕皮的内分

泌器官
)11*

( 在日本囊对虾的研究中发现"蜕皮激

素受体 ,4$基因在 K器官中表达量显著高于其

他组织"而 $;$通过与 ,4$形成二聚体调节甲

壳动物的生长和蜕皮过程"推测 $;$基因与中华

绒螯蟹蜕皮有关( 在凡纳滨对虾 #<$/%5(*,(-)

D,**,8($$中的研究显示肌肉中 $;$表达量最

高"这与日本囊对虾+日本沼虾及本研究结果不

同"可能是不同物种差异所致
)12 51/*

( 同时"在早

期对陆地蟹+日本沼虾+日本囊对虾等研究中发

现"$;$在性腺中的表达量较高
)19 516*

"由此推测

$;$可能参与甲壳动物个体性腺的发育和繁殖

过程"有关 $;$在中华绒螯蟹性腺发育中的作用

有待进一步研究(

甲壳动物的蜕皮周期可明显的分为蜕皮后期

#&9期$+蜕皮间期#-期$和蜕皮前期#2期$和

蜕皮期#,期$四个时期( 蜕皮后期#&9期$的动

物体尚柔软"外骨骼未完全钙化'蜕皮间期 #-

期$的表皮厚度增加"钙化完成"色素增加'蜕皮

前期#2期$主要特征为第三颚足外肢末端刚毛

内的上皮组织回缩"与外骨骼分离"产生透明空

隙"标志蜕皮前期开始'蜕皮期#,期$"动物蜕去

旧的外骨骼"形成新的外骨骼
)10*

( 目前"有关

$;$在甲壳动物不同蜕皮时期表达量的研究非

常少"仅有国外对日本囊对虾和中国明对虾
)1:*

中

有研究( 本实验研究了 $;$<$%&在中华绒螯

蟹不同蜕皮时期的 K器官+肝胰腺+鳃和肌肉组

织中的表达量"结果显示在不同蜕皮时期中"K器

官中$;$<$%&在&9期+-期和2期表达量依

次升高"到 ,期有所下降"这与蜕皮激素与蜕皮

激素受体 ,4$在甲壳动物蜕皮过程中的变化趋

势一致
)1/*

"而研究显示 $;$通过与蜕皮激素受

体 ,4$形成二聚体"调控下由基因转录"从而调

节甲壳动物蜕皮过程"说明 $;$基因确实参与调

节中华绒螯蟹个体的蜕皮过程
)11*

"此外"有关中

华绒螯蟹蜕皮激素受体 ,4$有待进一步研究'肝

胰腺和鳃中的 $;$<$%&在 &9时期表达量相

对较高",期的表达量较低"但各蜕皮时期表达量

差异不显著"这与日本囊对虾中的研究结果一致"

推测 $;$基因在这两个组织中表达较为恒定且

作用有限'肌肉中的 $;$在 &9期表达量最高"
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且与其它蜕皮时期表达量差异显著"这也与日本

囊对虾 $;$基因研究结果是一致的( $;$在不

同组织中表达量的变化"可能与 $;$不仅只是作

为蜕皮激素的配体而存在"还有其他的功能有关(

例如 $;$基因在细胞的增殖分化+生长发育+形

态发生+代谢以及内环境的稳定平衡过程中都起

到重要的调节作用
)18 523*

( 对中华绒螯蟹 $;$基

因的功能结构域分析也发现"其不仅仅存在与

,4$的结合位点"同时还可以和 66&$+$&$等其

他基因形成异构体"这与凡纳滨对虾中的研究结

果也是一致的"说明 $;$除调节甲壳动物蜕皮功

能以外"还有其它调节作用( $;$在不同蜕皮时

期表达量不同的具体机理"及其在甲壳动物中的

生理功能还有待进一步研究(
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