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摘要! .8%)是性别调控因子 .-(?2/&/O和 7$?7/ 的相关基因!近年报道了中华绒螯蟹 ,;49FG7

0:V?只在精巢中表达!为了验证 ,;4H$D70:V?蛋白是否在中华绒螯蟹精巢中特异表达及其功

能!根据中华绒螯蟹 Q&.8%)32'I/基因序列!构建重组质粒 K,D7/227,;49FG70:V?!转化大肠杆菌

8'21!经融合表达和 *4*76&B,分析表明!融合蛋白主要以包涵体形式存在!分子量约为 96

V>& 利用 %:柱亲和纯化融合蛋白免疫家兔!制备获得 ,;4H$D70:V?多克隆抗体& W?;G?F37

O0/GG:3M 检测表明该抗体既能特异地识别重组蛋白!又能特异识别精巢中 ,;4H$D70:V?蛋白!

并且该抗体仅在精巢中检测到 ,;4H$D70:V?蛋白的表达!分子量约为72 V>!为预期单体分子

量的二倍& W?;G?F37O0/GG:3M 检测变性后精巢总蛋白!该抗体能识别 72 和 /9 V> 两条条带!证

明了二聚体的存在& 这一结果暗示 ,;4H$D70:V?可能通过形成二聚体形式调控中华绒螯蟹

精巢发育&

关键词! 中华绒螯蟹' ,;4H$D70:V?蛋白' 原核表达' 抗体制备' 精巢分化

中图分类号! I711' *;101944444444 文献标志码(&

44.8%) # .-(?2/&/O 23@ 7$?3/ F?02G?@

GF23;AF:KG:/3 T2AG/F$是与果蝇 .-(?2/&/O#.&O$和

线虫 7$?3/ 性别分化基因相关的转录因子"广泛

存在于无脊椎动物和脊椎动物之间
&1'

( .8%)基

因家族都包含一个独特的 4%&结合域"即 4H

域( 这 种 结 构 域 最 早 在 果 蝇 # .%-&-+H'2$

8/2$,-L$&)/%$ 的 .&O和 线 虫 # #$/,-%H$?"')'&

/2/L$,&$的 7$?3/ 中发现
&2 5/'

"它们能以锌指结

构与特异的 4%&序列结合"通过调控下游基因

的表达参与性别决定和分化
&9 57'

( .&O和 7$?3/

在果蝇和线虫性别决定中起了关键作用
&6'

( 在

果蝇中".&O直接调控卵黄蛋白基因表达"抑制卵

黄蛋白的合成
&0'

( 雄性线虫 7$?3/ 的突变会导

致雄性不育".&O

H

缺失的雄性果蝇中也发现了类

似的现象
&8'

( .8%)基因家族的另一个重要成员

.8%)1 在脊椎动物性别决定和分化中也起到了重

要作用
&; 513'

( 人类的 .8%)1 基因和 J%*# ;?S7

@?G?F9:3:3M F?M:/3 /3 G=?YA=F/9/;/9?$基因相

似"该基因缺失会导致性反转现象的出现
&11'

( 在

雄性小鼠中".8%)1 基因敲除之后会导致睾丸分

化不完全甚至生殖细胞死亡
&12'

(

在水产动物研究中"日本研究者已在青
!

#0%*1'$&2$)'+/&$中找到了一个在 XY精巢中特异

表达的含有 4H域的基因"命名为 .7R( 进一步

研究表明 .7R基因的突变会导致青
!

向雌性方

向发育"证明 .7R是青
!

精巢发育必需的基因"

是青
!

性别决定主效基因
&1/'

(

但是"至今为止关于 .8%)基因家族在虾蟹中

的研究报道还较少( 本研究小组在中华绒螯蟹

#Q%'-!H/'%&',/,&/&$精巢中分离和鉴定了一个特

异表达的 .8%)基因"命名为 Q&.8%)32'I/( 原位杂

交结果显示该基因转录本主要在精巢的赛托利细

胞#*G?F0:A?00$和发育早期的雄性生殖细胞中分

布"这种表达模式和脊椎动物的 .8%)1 相似( 由
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此推测 Q&.8%)32'I/可能和脊椎动物的 .8%)1 功

能相似"控制雄性性腺的发育以及分化
&19'

( 本研

究拟在蛋白水平进一步验证该基因在精巢中特异

表达 和 功 能" 通 过 大 肠 杆 菌 高 效 表 达 DFS7

,;4H$D重组蛋白"制备兔抗 ,;4H$D70:V?抗

体"利用该抗体对精巢中 ,;4H$D70:V?蛋白进行

免疫鉴定"为研究中华绒螯蟹性别分化分子机制

提供参考资料(

14材料与方法

&'&(实验材料

中华绒螯蟹购自当地水产市场( 解剖取出

精巢)卵巢)心脏)肝胰腺)肌肉)胸神经节和鳃

组织迅速放入液氮后"收集到的组织样品存于

583 L保存( K,D7/22表达载体)大肠杆菌

#Q&!H/%'!H'$ !-2'$ 感受态细胞 4+7

$

和 8'21

# 4,/ $ 均 由 本 实 验 室 保 存( DF:Z/0购 自

)3J:GF/M?3( (:F;G;GF23@ A4%& ;N3G=?;:;V:G" ,S7

A$B 4%& 聚 合 酶 和 D

9

4%& 连 接 酶 购 自

D2C2$2( :$8+

!

和 Q!-$

!

购 自 6F/9?M2(

6-$产物纯化试剂盒购自 "H,B&( )6DB)小

牛血清购自北京鼎国生物技术有限公司( 低分

子蛋白 H2V?F)预染蛋白 H2V?F)*4*76&B,各组

分购自北京天根生化公司( 辣根过氧化物标记

的山羊抗鼠)山羊抗兔 )MB购 自艾 比玛 特(

8F2@T/F@ 蛋白定量试剂盒)4&8显色剂购自武

汉博士德生物工程有限公司(

&'!(实验方法

原核 表 达 载 体 的 构 建 4 4 使 用 DF:Z/0

$?2M?3G# )3J:GF/M?3 $ 提 取 中 华 绒 螯 蟹 精 巢 总

$%&"用 112E琼脂糖凝胶和分光光度计检测

$%&完整性( 将提取的 $%&按照 A4%&第一条

链反转录说明书#D2C2$2$反转录获取中华绒螯

蟹精巢 A4%&作为 Q&.8%)32'I/基因扩增的模板(

根据实验室已克隆到的 Q&.8%)32'I/基因全长序

列#B?3823V!+H371/89$和原核表达载体 K,D7

/22的克隆位点"利用 6F:9?F7 软件设计特异引

物#表 1$"用于 Q&.8%)32'I/开放阅读框的扩增(

其中"这对引物的 7P端分别引入了 :$8+

!

和

Q!-$

!

两个酶切位点#下划线表示$"下游引物的

终止密码子用方框标出( 6-$扩增条件为 ;9 L

预变性 7 9:3%;9 L /3 ;)77 L /3 ;)02 L 117

9:3"共 /3 个循环%最后 02 L延伸 0 9:3( 反应结

束后"用 112E琼脂糖凝胶电泳检测 6-$产物"观

察结果( 6-$产物经过柱纯化回收#"H,B&$与

K,D7/22空质粒"进行 :$8+

!

和 Q!-$

!

双酶切

#/0 L"2 =$"酶切产物纯化后"使用 D

9

4%&连接

酶#D2C2$2$连接过夜( 连接产物转化大肠杆菌

4+7

$

后"挑选阳性克隆"扩大培养菌液提取质粒

#天根质粒抽提试剂盒$"进行 :$8+

!

和 Q!-$

!

双酶切#/0 L"2 =$鉴定( 选择双酶切鉴定为阳

性的质粒送由上海鼎安公司测序验证"测序结果

使用 8:/?@:G软件与 B?3823V 上的 Q&.8%)32'I/基

因序列进行比对验证(

表 &(C+4,5=D7)E2原核表达特异引物

+,-'&(./012/32M42C"2376C+4,5=D7)E2D/7U,/:780"2HD/23307C

引物名称

KF:9?F;

序列#7P7/P$

;?Q>?3A?;#7P7/P$

上游引物 .8%)( 7P-BBB&D--&DB&B-BBBD-B&&-BDBB&/P

下游引物 .8%)$ 7P-B-B&&DD- -D& DBD&D-D-DB-&D-D&D/P

注!:$8+

!

和 Q!-$

!

酶切位点用下划线标出"下游引物的终止密码子用方框标出(

%/G?;! :$8+

!

23@ Q!-$

!

F?;GF:AG:/3 ;:G?;2F?92FV?@ ON >3@?F0:3?"23@ G=?;G/K A/@/3 :;:3 O/S1

44重组质粒的重新转化和诱导表达44将测序

正确的重组质粒 K,D7/227,;49FG70:V?转化大肠

杆菌 8'21#4,/$( 挑选阳性菌落接种于液体培

养基中"/0 L"233 F59:3 振荡培养过夜( 次日按

1C133 的比例在含 &9K

?

#终浓度为 63

#

M59'$

的液体培养基中扩大培养至 "4

7;7

介于 319 =316

之间( 加入 113 99/05')6DB诱导表达"同时设

空质粒诱导表达作为对照组( 9 = 后 9 L 7 333

F59:3 离心 7 9:3 收集菌体( 用 1 <68*重悬菌

体后"在冰浴条件下超声波破碎#超声波时间 9 ;"

间歇时间 9 ;"保护温度 29 L"总时间 ;3 次$( 9

L 12 333 F59:3 离心 13 9:3"分别取等量的上清

和 8 9/05'尿素溶解的沉淀一起进行 *4*76&B,

#7E浓缩胶"12E分离胶$电泳( 经考马斯亮蓝

$273 染色 2 =9 ="过夜脱色观察分析结果(

设 )6DB终浓度分别为 311)312)317 和 113

99/05'9 个梯度"在 /3 和 /0 L下"分别诱导 2 =

6 = 以确定最佳的诱导温度时间和 )6DB浓度(

96
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超声波破碎后按上述方法进行 *4*76&B,电泳

分析"考马斯亮蓝染色"观察结果( 最后选用最佳

诱导温度时间和 )6DB浓度高效表达重组蛋白(

W?;G?F37O0/GG:3M 检测融合蛋白44重组蛋白

经 *4*76&B,电泳后"使用半干转膜仪将重组蛋

白转移到硝酸纤维 %-膜上( 放置在含 13E小牛

血清的 13 9'DD8*液中封闭 1 =( 加入 1C1 333

稀释的抗 +:;标签单抗为一抗 9 L平放过夜( 使

用 DD8*缓冲液洗涤 / 次后加入 1C/ 333 稀释

+$6标记的山羊抗兔免疫球蛋白 )MB为二抗"在

摇床上振荡充分反应 2 =( 再用 DD8*缓冲液洗

涤 / 次"去除非特异性结合后"用 4&8显色液

#4&817 9M)甲醇 7 9')/3E双氧水 17

#

'$处

理"显色 #13 =23 9:3$水洗停止反应"观察分析

结果(

融合蛋白的纯化!多克隆抗体的制备及效价

测定44大量表达融合蛋白"使用 I>23G:GN "3?

#8:/7$2@$软件分析 *4*76&B,电泳条带中目的

蛋白的纯度( 并使用 8F2@T/F@ 定量试剂盒#上海

申能博彩$对重组蛋白进行定量分析( 使用%:柱

亲和纯化目的蛋白( 选取 / 只成年健康的大白

兔"将纯化的融合蛋白加入弗氏佐剂乳化后"进行

兔子背部多点皮下注射( 初次免疫 0 @"之后每隔

两周免疫一次"9 次免疫后"处死兔子( 取全血分

离血清"采用抗原亲和纯化血清( 将纯化的重组

蛋白包被于 ,')*&板上 #每孔包被 133 3M 重组

蛋白$"进行 ,')*&反应( 用酶标仪读取 9;7 39

下的光吸收值"分析抗体效价( 阴性对照孔加入

免疫前的兔血清(

W?;G?F37O0/GG:3M 检测抗体特异性44用组织

蛋白抽提液#博士德$分别抽提精巢)卵巢)心脏)

肝胰腺)肌肉)胸神经节和鳃的总蛋白#73 9M 组

织中加入 1 9'组织蛋白抽提液冰上充分匀浆后

9 L 12 333 F59:3 离心 13 9:3"取上清$( 提取的

总蛋白或表达的重组蛋白经 8F2@T/F@ 蛋白定量试

剂盒定测定总蛋白浓度"在沸水中水浴 13 9:3"使

蛋白变性( 选用 2

#

M 的总蛋白或重组蛋白经

12E *4*76&B,电泳后经电转移系统转至 %-

膜上( W?;G?F37O0/GG:3M 分析方法同上"分别使用

1C1 333 稀释的 ,;4H$D70:V?多克隆抗体为一

抗"1C/ 333 稀释的 +$6标记的山羊抗兔 )MB为

二抗"4&8显色或超敏底物化学发光观察结果(

为了鉴定 ,;4H$D70:V?蛋白二聚体的存在"使用

加入 ; 9/05'尿素" 2E DF:G/3" 1E 4DD和 1

99/05'6H*(蛋白裂解液抽提和变性处理精巢

总蛋白"经过相同条件的沸水浴后根据上述

W?;G?F37O0/GG:3M 条件进行检测分析(

24结果

!'&(C+4,5=D7)E2开放阅读框的扩增和原核表达

载体的构建

以中华绒螯蟹精巢 A4%&为模板"6-$扩增

经琼脂糖凝胶电泳后"在凝胶成像系统下观察到

一条约为 033 OK 的条带"与目的片段大小基本一

致#图 172$"定向克隆至原核表达载体 K,D7/22

后得到重组质粒( 将该重组质粒用 :$8+

!

和

Q!-$

!

双酶切后"电泳检测显示该重组质粒在

033 OK 处有插入片段#图 17O$( 将该阳性质粒送

测序后结果表明"克隆得到的序列与预期序列完

全一致"表明重组质粒构建成功"并将此重组质粒

命名为 K,D7/227,;49FG70:V?( 此外为了方便重组

蛋白的检测"在 Q&.8%)32'I/终止密码子前加入了

含 6 个组氨酸的标签蛋白序列 6 <+:;7G2M(

!'!(重组蛋白的表达和条件的优化

重 组 质 粒 K,D/227,;49FG70:V?转 化 8'21

#4,/$大肠杆菌( 在 )6DB诱导表达后"收集超声

破碎后的工程菌上清和沉淀"进行 *4*76&B,电

泳分析( 与未经)6DB诱导的 K,D7/227,;49FG70:V?

重组质粒工程菌相比"诱导后的菌体蛋白沉淀泳道

出现了一条明显加粗的条带#图 2$"其大小与预期

的分子量基本一致"约 96 V>"而上清泳道中则无相

应的条带"说明表达的重组蛋白 DFS7,S4H$D主

要以包涵体的形式存在( 转入了空质粒的工程菌

在 )6DB诱导后"菌体蛋白上清泳道中出现了明显

加粗的条带#图 2$"与 K,D7/22表达载体上的融合

蛋白大小相近"约 2319 V>(

此外"从温度 #/3)/0 L$")6DB浓度 #311)

312)317)113 99/05'$和时间 / 个角度优化了重

组蛋白的诱导条件( 结果显示温度和 )6DB浓度

对其表达量均无显著影响( 只是在诱导后 2 = 时

表达量较低"诱导 9 = 后重组蛋白的表达量不再

增加( 考虑到大肠杆菌生长最适温度以及高浓度

的 )6DB可能对大肠杆菌的正常生长造成影响"

因此选用了 /0 L"311 99/05')6DB和诱导 9 =

作为 DFS7,;4H$D重组蛋白最佳表达条件(

76
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图 &(C+4,5=D7)E2基因 .>)产物和重组质粒 D[+*!,G[3#1/8GB0U2双酶切电泳图

#2$ Q&.8%)32'I/基因 6-$产物% H1133OK 4%&H2V?F% 1 =21Q&.8%)32'I/基因 6-$产物% # O$ 重组质粒 K,D/227,;49FG70:V?双酶

切鉴定% H1133 OK 4%&H2V?F% 11K,D/227,;49FG70:V?重组质粒% 21K,D/227,;49FG70:V?重组质粒双酶切(

?0@'&([B2"8/7D97/2@/,1 76[3#1/8GB0U2@2C2.>)D/754"8,C5

/2"71-0C,C8DB,3105D[+*!,G[3#1/8GB0U2-: 574-B2G50@23807C

#2$ Q&.8%)32'I/M?3?6-$KF/@>AG% H1133 OK 4%&H2V?F% 1 521Q&.8%)32'I/M?3?6-$KF/@>AG% # O$ F?A/9O:323GK02;9:@ K,D/227

,;49FG70:V?ON @/>O0?7@:M?;G:/3% H1133 OK 4%&H2V?F% 11F?A/9O:323GK02;9:@ /TK,D/227,;49FG70:V?% 21F?A/9O:323GK02;9:@ /T

K,D/227,;49FG70:V?ON @/>O0?7@:M?;G:/31

图 !(S#SG.%T[检测 +/HG[3#N)+重组蛋白

H1蛋白分子量标准% 1 =21K,D/227,;49FG70:V?诱导裂解后

沉淀和上清% / =91K,D/227,;49FG70:V?未诱导裂解后上清和

沉淀% 7 =61K,D/22空质粒诱导裂解后上清和沉淀% 0 =81

K,D/22空质粒未诱导裂解后上清和沉淀% 箭头标示为目的

蛋白(

?0@'!(S#SG.%T[,C,B:30376/2"71-0C,C8

D/7820C+/HG[3#N)+

H1KF/G?:3 92FV?F% 1 521KF?A:K:G2G:/3 23@ ;>K?F32G23G/T

:3@>A?@ K,D/227,;49FG70:V?% / 5 91 ;>K?F32G23G 23@

KF?A:K:G2G:/3 /T >3:3@>A?@ K,D/227,;49FG70:V?% 7 5 61

;>K?F32G23G23@ KF?A:K:G2G:/3 /T:3@>A?@ K,D/22% 0 5 81

;>K?F32G23G23@ KF?A:K:G2G:/3 /T>3:3@>A?@ K,D/22% &FF/U

:3@:A2G?;G2FM?GKF/G?:31

!'*(重组蛋白的鉴定以及定量分析

使用 23G:7+:;标签的单抗作为一抗对重组蛋

白进行 W?;G?F37O0/GG:3M 鉴定"在目的蛋白大小处

检测到了特异性条带( 而在空质粒诱导后菌体蛋

白中未检测到条带"说明表达的重组蛋白为目的

蛋白#图 /72$(

I>23G:GN "3?和 8F2@T/F@ 蛋白定量分析发

现"表达的重组蛋白占包涵体总量 03E左右"纯

化的目的蛋白浓度为 312 9M59'( 根据 8F2@T/F@

蛋白定量粗略推算出"133 9'培养体系中目的蛋

白表达量约为 712 9M(

图 *(A03标签抗体和 [3#N)+GB0U2抗体检测

重组蛋白的 Q2382/CG-B7880C@ 分析

#2$ +:;抗体检测重组蛋白% 11重组蛋白% 21空质粒诱导%

# O$ ,;4H$D70:V?抗体检测重组蛋白(

?0@'*(Q2382/CG-B7880C@ ,C,B:30376/2"71-0C,C8

D/7820CK089A03G8,@ ,C80-75: ,C5

[3#N)+GB0U2,C8032/41

#2$ W?;G?F37O0/GG:3M 2320N;:;/TF?A/9O:323GKF/G?:3 U:G= +:;7

G2M 23G:O/@N% 11K,D/227,;49FG:3@>A?@% 21K,D/22:3@>A?@%

# O $ W?;G?F37O0/GG:3M 2320N;:;/TF?A/9O:323GKF/G?:3 U:G=

,;4H$D70:V?23G:;?F>91

!';([3#N)+GB0U2抗体检测与免疫鉴定

纯化的重组蛋白分四次免疫家兔"制备了

,;4H$D70:V?克隆抗体( ,;4H$D70:V?抗体针对

DFS7,;4H$D重组蛋白的效价达到 833 333(
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W?;G?F37O0/GG:3M 结 果 显 示" 1 C7 333 稀 释 的

,;4H$D70:V?抗体能够特异性地识别重组蛋白

#图 /7O$(

为了验证 ,;4H$D70:V?蛋白是否在精巢中

特异表达"使用 ,;4H$D70:V?抗体检测了中华绒

螯蟹不同成体组织包括精巢)卵巢)心脏)肝胰腺)

肌肉)胸神经节和鳃( 结果显示该蛋白在精巢中

特异表达#图 972$"与之前在 $%&水平检测的结

果一致
&19'

(

但有趣的是",;4H$D70:V?抗体在精巢中检

测到的特异性条带为 72 V>"而不是预期的 26 V>(

由此推测 ,;4H$D70:V?蛋白在体内可能以二聚

体的形式存在( 为了证明二聚体存在的真实性"

用尿素和 4DD等强还原剂变性处理精巢总蛋白"

W?;G?F37O0/GG:3M 分析结果显示了两条特异条带!

72 和 /9 V>( 后者与 ,;4H$D70:V?蛋白单体分子

量#26 V>$接近"说明变性处理后 72 V> 可以部分

还原为单体形式的 ,;4H$D70:V?蛋白#图 97O$(

图 ;([3#N)+GB0U2蛋白不同组织中的表达及二聚体鉴定

#2$ ,;4H$D70:V?蛋白不同组织中的表达% D1精巢% "1卵

巢% +?1心脏% +K1肝胰腺% H>1肌肉% D=1胸神经节% B:1鳃%

# O$ ,;4H$D70:V?蛋白二聚体鉴定(

?0@';([3#N)+GB0U2D/7820C8033425038/0-4807C,C5

5012/0R,807C0C52C8060",807C

#2$ ,;4H$D70:V?KF/G?:3 G:;;>?@:;GF:O>G:/3% D1G?;G:;% "1

/J2FN% +?1=?2FG% +K1=?K2G/K23AF?2;% H>19>;A0?% D=1G=/F2A:A

M23M0:/3% B:1M:00% # O $ )@?3G:T:A2G:/3 /TG=?,;4H$D70:V?

@:9?F:Z2G:/31

/4讨论

本研究扩增了 Q&.8%)32'I/基因的开放阅读

框"克隆至 K,D7/22表达载体"在大肠杆菌中融合

表达了 DFS7,;4H$D重组蛋白#图 2$( 为了高效

表达重组蛋白"从温度))6DB浓度以及诱导时间

/ 个角度优化了表达条件
&17'

"结果显示温度和

)6DB浓度对其表达量均无显著影响"只是在诱导

后 2 = 重组蛋白表达量较低"诱导后 9 = 重组蛋白

表达量不再增加( 考虑到大肠杆菌生长的最适温

度以及高浓度的 )6DB可能对大肠杆菌生长造成

影响两个因素"因此选用了 /0 L"311 99/05'

)6DB和诱导 9 = 为 DFS7,;4H$D重组蛋白的最

佳表达条件( *4*76&B,电泳结果显示" DFS7

,;4H$D重组蛋白主要存在于菌体蛋白沉淀中"

说明该蛋白以包涵体的形式存在( 大量表达该重

组蛋白"经亲和层析纯化"作为抗原免疫家兔制备

,;4H$D70:V?多克隆抗体( ,')*&检测结果显示

该抗体效价高达 833 333( W?;G?F37O0/GG:3M 分析

结果显示",;4H$D70:V?抗体既能特异性地识别

重组蛋白#图 /7O$"又能特异性地识别中华绒螯

蟹精巢 ,;4H$D70:V?蛋白 #图 972$"这说明制备

的 ,;4H$D70:V?抗体效价高"特异性好(

在 人 # 9-8- &$+'/,&$

&16'

) 大 鼠 # <$))(&

,-%5/L'!(&$

&10'

)虹鳟 #0,!-%H*,!H(&8*I'&&$

&18'

)

奥利亚罗非鱼#0%/-!H%-8'&$(%/$$

&1;'

和青
!

&23'

中"已有研究表明 4H$D1 在精巢中特异表达(

本研究使用制备的抗体检测和分析了 ,;4H$D7

0:V?蛋白在中华绒螯蟹不同成体组织中的表达情

况"结果显示该蛋白仅在精巢中特异表达 #图 97

2$( 这与之前 4H$D1 在鱼类和哺乳动物中所得

到的研究结果相同"暗示 ,;4H$D70:V?在中华绒

螯蟹精巢的发育和分化中起着重要的调控作用(

值得注意的是"该抗体在精巢中检测到的特

异条带分子量 72 V> 是预期单体蛋白#26 V>$的

二倍"推测 ,;4H$D70:V?蛋白在精巢中可能以二

聚体的形式存在( W?;G?F37O0/GG:3M 检测变性后的

精巢总蛋白",;4H$D70:V?抗体能识别 72 和 /9

V> 两条条带"证明了二聚体的存在#图 97O$( 这

种形成聚体的形式与果蝇 4*X)线虫 H&87/ 和

脊椎动物 4H$D1 形成聚体相似
&21 529'

( 在果蝇

中"4*X存在一个 4H 域"它能结合特异的卵黄

蛋白基因序列 # N/0V KF/G?:3 T2GO/@N ?3=23A?F"

(8,$"调控 (8,基因的表达( 并且在雌性果蝇

中"4*X第 /;8 位的氨基乙酸突变为天冬氨酸

后"会阻断果蝇体内 4*X二聚体的形成"导致其

蛋白功能丧失"使雌性果蝇发生性逆转
&21'

( 在线

虫中"H&87/ 存在串联式的 4H 域"它能结合不

对称的位点形成多聚体发挥其基因功能( 进一步

的研究表明"线虫中 H&87/ 与 4*X结合相似的

位点"是卵黄蛋白基因的负调控因子
&22'

( 在脊椎

动物 4H$D1 的研究中发现"该 4H 域也能与

06
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4*X一样形成二聚体
&2/'

( 以上研究表明这些蛋

白在体内以二聚体或多聚体的形式都得益于其保

守而 又 独 特 的 4%& 结 合 域" 即 4H 域
&2/'

(

,;4H$D70:V?也存在一个 4H域"该 4H域和果

蝇 4*X的 4H域有较高的同源性"它也能像果蝇

的 4*X一样形成二聚体"推测 ,;4H$D70:V?通过

相似的机制调控中华绒螯蟹精巢的发育和分化(
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