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摘要! /7磷酸甘油醛脱氢酶"M0NA?F20@?=N@?7/7K=/;K=2G?@?=N@F/M?32;?!B&64+#是维持生命最

基本活动的关键酶之一& 采用 $D76-$$$&-,等技术!获得了拟穴青蟹 L$+"H 基因全长

A4%&序列& 该序列全长 1 993 OK!开放阅读框""$(#为 1 338 OK!编码 //7 个氨基酸残基&

同源分析显示!该基因编码的蛋白与其他一些物种具有很高相似性!推测 L$+"H 基因具有很高

的保守性& 经荧光定量 6-$检测!L$+"H 基因在拟穴青蟹多个组织中均有表达!且在胸神经

团$眼柄神经节$卵巢$表皮中表达量较高& 在拟穴青蟹卵巢发育过程中!L$+"H 基因在卵巢发

育早期"

'

期#表达量最高!在卵巢发育成熟期"

+

期#表达量最低!由此推测 B&64+主要参

与了卵巢的细胞分裂增殖过程&

关键词! 拟穴青蟹' /7磷酸甘油醛脱氢酶' 基因克隆' 荧光定量 6-$' 卵巢发育

中图分类号! I086' *;10194444444 文献标志码(&

4 4 /7磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶 # M0NA?F20@?=N@?7/7

K=/;K=2G?@?=N@F/M?32;?"B&64+$广泛存在于原

核生物和真核生物细胞中"催化 /7磷酸甘油醛转

变成 1"/7二磷酸甘油酸"后者作为底物在 /7磷酸

甘油酸激酶催化下生成 /7磷酸甘油酸"产生糖酵

解过程的第一个 &D6( B&64+参与糖酵解)糖

原异生以及卡尔文循环等能量代谢"是维持生命

最基本活动的关键酶之一
&1'

( 由于 B&64+参与

了细胞的基本代谢过程"被认为是一种管家基因

#=/>;?V??K:3M M?3?$

&2'

( 此外"作为细胞内含量

丰富的蛋白质"B&64+是研究基因表达控制以

及氨基酸序列与蛋白质功能之间关系的一个有用

模型
&/'

(

最近的研究表明"B&64+除了参与糖酵解

的功能外"还是一个多功能酶"它在生命系统中有

着各种不同的功能( 在哺乳类动物中"B&64+

与胞吞
&9'

"微管成束
&7'

"核 $%&的输出
&6'

"神经

细胞的程序性凋亡
&0'

"4%&复制和 4%&的修复

有关
&8 5;'

" 调 节 端 粒 结 构
&13'

( 在 寄 生 虫 中"

B&64+的含量非常丰富
&11'

"有研究将曼氏血吸

虫#J!H'&)-&-8$ 8$,&-,'$的 L$+"H 基因进行了克

隆并进行了免疫原性鉴定"证明其具有潜在的疫

苗价值
&12'

( 有关 B&64+的报道多数集中在农

作物)哺乳类)昆虫类和寄生虫类( 目前仅能在

B?3823V 中搜索到甲壳类 L$+"H 基因序列"其基

因表达与功能研究尚未见诸报道(

拟穴青蟹# J!*22$ +$%$8$8-&$',$隶属于节肢

动物门#&FG=F/K/@2$"甲壳纲#-F>;G2A?2$"十足目

#4?A2K/@2$" 梭 子 蟹 科 # 6/FG>3:@2?$" 青 蟹 属

# J!*22$$"其肉质细嫩鲜美"营养丰富"商品价值

高"且个体大)生长快)适应性较强"是我国东南沿

海重要的海洋经济蟹类之一
&1/'

( 本研究采用

$&-,技术首次得到拟穴青蟹 L$+"H 基因全长

A4%&序列"实时荧光定量 6-$方法检测其在各

个组织和卵巢发育过程中的表达情况"为进一步

从分子水平上了解拟穴青蟹卵巢发育机制奠定

基础(

14材料与方法

&'&(实验材料

实验动物44拟穴青蟹购自厦门市大学路农

贸市场"挑选活性好)附肢健全的雌性个体"甲壳
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长度为 612 =818 A9"体质量为 173 =923 M"实验

室暂养 1 @(

主要试剂4 4 D$)Z/0

%

$?2M?3GD/G20$%&

);/02G:/3 $?2M?3G#)3J:GF/M?3 公司 $%$?J?FG&:@

DH

(:F;G*GF23@ A4%& *N3G=?;:;C:G# (?F9?3G2;公

司 $% *H&$D

DH

$&-, A4%& &KK0:A2G:/3 C:G

#-0/3G?A= 公司 $% 4%2;?

!

) $%2;?) '& A$B

%

)

@%D6;)KH41;7D)4%& H2FV?F)*Y8$BF??3

!

#D2C2$2公 司 $% ,1R1%1& 胶 回 收 试 剂 盒

#"9?M2公司$(

&'!(实验方法

引物设计44根据 B?3823V 中已知物种的

L$+"H 的基因序列和对应的蛋白质序列"通过

-0>;G20X比对"在 L$+"H 基因的保守区域设计了

简并引物;K(和;K$"用于扩增拟穴青蟹 L$+"H 基

因片段( 根据已获得的 L$+"H 基因片段"设计

$&-,特异性引物 #表 1 $"以得到该基因全长

A4%&序列( 然后根据得到的全长 A4%&序列"

设计荧光定量引物 ;KI(和 ;KI$#表 1$(

表 &(引物序列

+,-'&(WB0@7C4"B278052D/012/30C50662/2C82HD2/012C8

引物的作用

KF:9?FT>3AG:/3

引物

KF:9?F

引物序列#7P

%

/P$

KF:9?F;?Q>?3A?

简并引物

@?M?3?F2G?KF:9?F

;K( BYBD-&DD.&Y-D8$C-&&$

;K$ DY*W+4*$DY$-$BDBDBBD

/P$&-,特异引物

/P$&-,KF:9?F

;K/( &DB-&DBB-BB--D&&&DBBB&D

7P$&-,特异引物

/P$&-,KF:9?F

;K7$ DBDBBD&&B&--DDBDB&&-&--

$&-,试剂盒提供的引物

/P23@ 7P$&-,/>G?FKF:9?F

/P$&-,KF:9?F D&--BD-BDD--&-D&BDB&DDD

7P$&-,KF:9?F -&DBB-D&-&DB-DB&-&B--D&

荧光定量引物

F?207G:9?6-$

;KI( &&DB--&D-&-&&D&B&&&&&D-

;KI$ BB&&-&&D-&&-&-D&--&-&--

!

3$!)', 定量引物

!

3$!)', KF:9?F

!

3$!)',7( B&B-B&B&&&D-BDD-BDB&-

!

3$!)',7$ BB&&BB&&BB-DBB&&B&B&B

44拟穴青蟹总 $%&的抽提和 A4%&第一链的

合成44取拟穴青蟹卵巢组织"参照 )3J:GF/M?3

公司 DF:Z/0试剂使用说明提取总 $%&( 以紫外

分光光度计和琼脂糖凝胶电泳检测 $%&的浓度

及纯度" 取 1

#

M 总 $%&" 参 照 (?F9?3G2;的

$?J?FG&:@

DH

(:F;G*GF23@ A4%&*N3G=?;:;C:G使用

说明"反转录成 A4%&模板" 523 L保存备用(

L$+"H 基因全长 A4%&的克隆44使用简并

引物 ;K(和 ;K$"以上述 A4%&为模板"扩增

L$+"H 基 因 片 段( 6-$ 产 物 回 收 纯 化 后 与

KH41;7D#D2C2$2$载体连接"转化到 4+7

$

感受

态细胞"于含有 &9K 的 '8平板上培养 19 ="挑

取单克隆菌落"接种于含 &9K 的 '8培养基中"

/0 L过夜培养"菌落 6-$鉴定阳性克隆并测序(

该序列经 8'&*D比对后"确定是拟穴青蟹 L$+"H

基因( 根 据 设 计 的 $&-, 引 物 # 表 1 $" 用

-0/3G?A= 公 司 的 *H&$D

DH

$&-, A4%&

&KK0:A2G:/3 C:G" 参 照 试 剂 盒 的 说 明 书" 获 得

A4%&/P端序列与 7P端序列(

L$+"H 基因 A4%&全序列分析44将获得的

拟穴青蟹 L$+"H 基因全长 A4%&序列与 B?3823V

核酸数据库及蛋白数据库作 8'&*D# =GGK!

!

O02;G13AO:130913:=1M/J5802;G1AM:$ 分析( 应用

"$((:3@?F程序 # =GGK!

!

UUU13AO:130913:=1

M/J5M/FT5M/FT1=G90$寻找开放阅读框并推导其编

码的氨基酸序列( 6F/GK2F29程序# =GGK!

!

UUU1

?SK2;N1/FM5G//0;5KF/GK2F291=G90$预测氨基酸序

列的物理参数%*:M206/13 ;?FJ?F程序 # =GGK!

!

UUU1AO;1@G>1@V5;?FJ:A?;5*:M3206$预测信号肽%

6*"$D

'

6F?@:AG:/3 程序 # =GGK!

!

K;/FG1=MA1<K5

T/F921=G90$基于其氨基酸序列预测蛋白质亚细

胞定位点( -0>;G20X软件
&19'

对相应 L$+"H 基因

的 "$(进行比对"然后用 H,B&7 软件
&17'

"基于

邻位相接法#%?:M=O/F7!/:3:3M"%!$构建系统进化

树"采用 8//G;GF2K 重复 1 333 次计算各分支的置

信度(

67
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L$+"H 基因的表达量分析4 4参照 DF:Z/0

#)3J:GF/M?3$说明书提取拟穴青蟹发育早期各组

织#肝胰腺)眼柄神经节)脑神经节)胸神经团)卵

巢)血淋巴)心脏)肌肉)胃)表皮)鳃$以及不同发

育期的卵巢组织的总 $%&"卵巢发育分期参照上

官步敏等
&16'

"分为未发育期)发育早期)发育期)

将成熟期)成熟期共 7 期( 用 6F:9?*AF:KG

DH

1;G

*GF23@ A4%&*N3G=?;:;C:G#D2C2$2$试剂盒合成

单链 A4%&用于荧光定量表达分析( 使用荧光定

量引物 ;KI$和 ;KI(#表 1$"以上述 A4%&为模

板"扩增 L$+"H 基因片段( 荧光定量 6-$反应体

系为 23

#

'!2 <*Y8$

%

6F?9:S ,S A$B

DH

13

#

'"

A4%&模板 2

#

'"荧光定量引物各 318

#

'# 13

#

9/05'$"619

#

'双蒸水( 每个样品设置 / 个重

复"用
"

7肌动蛋白基因作内参"均一化各样品

A4%&用量的差异"引物为
!

3$!)',(和
!

3$!)',$

#表 1$( 反应程序为 ;7 L热变性 /3 ;%;9 L变性

13 ;"77 L退火 /3 ;"02 L延伸 /3 ;"97 个循环"

之后进行溶解曲线检测( 通过标准曲线的制作来

检测实时荧光定量 6-$引物的特异性和实验的

可靠性(

数据统计44使用拟穴青蟹
"

7肌动蛋白基

因作为内参基因进行数据分析( 采用相对定量的

方法"参照公式 2

5

&&

#

G计算 L$+"H 基因的相对表

达量( 数据表示为平均值 B标准差 # 9?23 B

*4$"每组 / 个重复( 采用 ,SA?0软件对不同样本

的表达量进行配对 )检验"差异性显著分析结果

以 =值表示( =A3137 为差异显著#以
"

表示$"

=A3131 为差异极其显著#以
""

表示$(

24结果

!'&(拟穴青蟹 1'6"9基因全长 "#$%的克隆和

序列分析

通过设计的简并引物 ;K(和 ;K$"以拟穴青

蟹卵巢 A4%&为模板扩增得到一个 A4%&片段"

测序后在 B?3823V 数据库中进行对比"发现该序

列与其他物种的 L$+"H 序列显示了较高的相似

性"基本确认为拟穴青蟹 L$+"H 基因序列( 基于

该片段设计 $&-,引物进行 7P和 /P末端扩增"得

到 7P末端序列和 /P末端序列"最后拼接得到一条

完整的 A4%&序列( 8'&*D比对发现该序列与

其他物种的 L$+"H 序列同样显示了较高的同源

性"从而确定为拟穴青蟹 L$+"H A4%&序列"

B?3823V 登录号为 !X26879/( 其全长为 1 993

OK""$(长度为 1 338 OK"包含起始密码子 &DB"

终止密码子 D&&"7P#D$为 79 OK"/P#D$为 /08

OK"含有 11 OK 的 K/0N#&$尾"在 K/0N#&$上游 16

OK 处可见单一的加尾信号序列 &&D&&&#图 1$(

/P#D$含有丰富的 &#序列"含量为 7812E(

预测拟穴青蟹 B&64+由 //7 个氨基酸残基

组成"其中带负电荷氨基酸残基 #&;K ?B0>$ /;

个"带正电荷氨基酸残基#&FM ?'N;$/8 个"推测

分子量约为 /71810 1 V>"理论等电点 KN为 6163"

预测其在体外的不稳定指数#:3;G2O:0:GN :3@?S$为

2217/"为较稳定蛋白质( 信号肽预测结果显示无

信号肽"蛋白质亚细胞定位为细胞质#7617E$(

通过 %-8)的 802;G6比对分析"发现 B&64+

具有 2 个保守区域 #图 2$!其中保守区 BK7@=7-

是行使糖运输和代谢的催化功能域%另一个保守

区是 BK7@=7%"为 %&4

?

结合功能域( 这与其他

物种的 B&64+结构域分析相一致(

!'!(拟穴青蟹 1'6"9基因序列同源性分析

将拟穴青蟹 B&64+A4%&序列推导的氨基

酸与其他物种的同源蛋白在 -0>;G20X中进行多

序列比对分析"结果显示!拟穴青蟹 L$+"H 基因序

列与三疣梭子蟹 #=-%)(,(&)%')(?/%!(2$)(&$)克氏

原 螯 虾 # =%-!$8?$%(& !2$%I''$) 美 洲 大 蠊

# =/%'+2$,/)$ $8/%'!$,$ $) 小 峰 雄 蜂 # :-8?(&

)/%%/&)%'&$)非洲爪蟾 #6/,-+(&2$/5'$)人 #9-8-

&$+'/,&$的相似率分别为 ;8E);/E)83E)0;E)

09E和 09E( 图 / 是用 -0>;G20X对实验所得拟

穴青蟹的氨基酸序列与已有的其他一些物种进行

对比后"以 H,B&的邻位相接法构建的系统进化

树( 由图 / 可见"0 种甲壳类首先聚成一支"然后

再和昆虫类聚成一支(

!'*(拟穴青蟹 1'6"9基因的表达分析

L$+"H 基因在各组织中的表达44依据实

验所得拟穴青蟹 L$+"H 基因 A4%&序列设计特

异引物 ;KI(和 ;KI$"利用荧光定量 6-$技术

检测 L$+"H 基因在拟穴青蟹不同组织中的表达

情况( 结果显示"L$+"H 在所检测的 11 个组织

#肝胰腺)眼柄神经节)脑神经节)胸神经团)卵

巢)血淋巴)心脏)肌肉)胃)表皮)鳃 $中均有表

达"且在胸神经团)眼柄神经节)卵巢)表皮中表

达量较高"而在肝胰腺)血淋巴)肌肉)胃中表达

量较低#图 9$ (

07
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图 &(拟穴青蟹 1'6"9基因 "#$%及其推导的氨基酸序列

"

代表终止密码子% 实线所示为简并引物% 虚线所示为 7P和 /P引物%实框所示为加尾信号(

?0@'&(+92"#$%,C55254"25,10C7 ,"0532M42C"2761'6"9@2C26/71 B&6'5',',8+')*

D=?;G/K A/@/3 :;92FV?@ ON 23 2;G?F:;V% @?M?3?F2G?KF:9?FK2:F;2F?92FV?@ U:G= ;/0:@ 0:3?;% /PKF:9?F23@ 7PKF:9?F2F?92FV?@ U:G=

@2;=?@ 0:3?;% G=?K/0N2@?3N02G:/3 ;:M320#&&D&&&$:;?3A0/;?@ ON 2O02AV F?AG23M0?1

图 !(蛋白序列结构功能域预测

?0@'!(./250"807C76892D/7820C38/4"84/2,C564C"807C571,0C

87
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图 *(基于 $F 法构建的系统发育树

?0@'*(.9:B7@/,1 -,3257C$20@9-7/GF70C0C@ 128975

#$22',/!)/&&$+'"(&!美味优游蟹 #&&*32/1/ $ % J!*22$ +$%$8$8-&'$,!拟穴青蟹 #!X26879/ $ % =-%)(,(&)%')(?/%!(2$)(&!三疣梭子蟹

#&-C761/2$ % #$,!/%?-%/$2'&!北方黄道蟹#&4C27039$ % =%-!$8?$%(&!2$%I''!克氏原螯虾#8&-00382$ % Q%'-!H/'%&',/,&'&!中华绒

螯蟹#&4+9/629$ % >$88$%(&2-!(&)$!湖钩虾#-&I63117$ % #H/%$OB($"%'!$%',$)(&!红螯螯虾#&&$;6978$ % ;,-+H/2/&"$%2',L'!按

蚊#,($298;2$ % :-8?(&H*+-!%')$!小峰雄蜂#&,"71062$ % 9$%+/L,$)H-&&$2)$)-%!印度跳蚁#,(%0;73/$ % =/%'+2$,/)$ $8/%'!$,$!美

洲大蠊#&,H07321$ % J!H'&)-!/%!$ L%/L$%'$!沙漠蝗虫#&,.8;067$ % .$,'- %/%'-!斑马鱼#&&W283/311$ % 6/,-+(&2$/5'&!非洲爪蟾

#%67331383760$ % 9-8- &$+'/,&!人#%6733129/028$ % #$5'$ +-%!/22(&!天竺鼠#%67331166922$ % #$/,-%H$?"')'&?%/,,/%'!秀丽隐杆

线虫#&-,33/3311$ % =/,)$)%'!H-8-,$&H-8','&!人五鞭毛滴虫#&,&/3122$

图 ;(拟穴青蟹 1'6"9基因在成体组织中的表达

11胃% 21肌肉% /1血淋巴% 91肝胰腺% 71鳃% 61心脏% 01脑神

经节% 81眼柄神经节% ;1卵巢% 131表皮% 111胸神经团(

?0@';([HD/23307C761'6"91)$%0C

,54B8803342376B&6'5',',8+')*

11;G/92A=% 219>;A0?% /1=?9/ANG?% 91=?K2G/K23AF?2;% 71M:00;%

61=?2FG% 01OF2:3% 81?N?;G20V M23M0:2% ;1/J2FN% 131?K:@?F9:;%

111G=/F2A:AM23M0:21

44L$+"H 在卵巢发育过程中的表达44为了检

测不同卵巢发育时期 L$+"H 的表达量"提取了拟

穴青蟹未发育期)发育早期)发育期)将成熟期和

成熟期的卵巢总 $%&( 荧光定量 6-$结果显

示"L$+"H 在发育早期#

'

期$表达量最高"在成熟

期#

+

期$表达量最低#图 7$(

图 <(拟穴青蟹 1'6"9基因在各卵巢发育期的表达

!

1未发育期%

'

1发育早期%

*

1发育期%

,

1将成熟期%

+

1

成熟期(

?0@'<([HD/23307C761'6"91)$%,850662/2C8

7E,/0,C52E2B7D12C838,@2376B&6'5',',8+')*

!

1>3@?J?0/K?@ ;G2M?%

'

1?2F0N7@?J?0/K:3M ;G2M?%

*

1

@?J?0/K:3M ;G2M?%

,

13?2F0N7F:K?;G2M?%

+

1F:K?;G2M?1
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/4讨论

本研究通过$&-,技术获得了拟穴青蟹 L$+"H

A4%&序列"全长为 1 993 OK #B?3823V 登录号!

!X26879/$"包括 79 OK 的 7P#D$"08 OK 的 /P#D$和

1 338 OK 的"$("共编码 //7 个氨基酸序列"其中 /P

#D$具有丰富的&#区域( 有研究报道 B&64+能

结合9$%&的 /P末端富含 &#区域"说明 B&64+

具有调节 $%&的作用
&10'

( 目前已知 B&64+含有

2个保守结构域!一个是 %&4

?

结合区"该区与许多

%&4

?

特异性脱氢酶相应区域的氨基酸序列极为相

似%另一个结构域为催化功能区
&18'

( 拟穴青蟹

B&64+的生物信息学分析表明"拟穴青蟹 B&64+

蛋白同样具有完整的%端%&4#6$结合功能与和-

端糖类运输和代谢催化功能区域"与其他物种

B&64+结构相似( B&64+的 %&4

?

结合域已被

证明也是一个 $%&识别模序
&1;'

( 最近发现

B&64+还具有剪切$%&的作用
&23'

"上述结果表明

B&64+的功能还有待更深一步的研究(

经 802;G6分析发现"B&64+的氨基酸序列

在不同物种间具有较高的同源性"其中拟穴青蟹

与三疣梭子蟹)美味优游蟹的 B&64+的同源性

高达 ;8E"据此可推断该序列编码的蛋白质即为

拟穴青蟹 B&64+蛋白( B&64+被认为是研究

物种进化与分类的分子模型
&21'

"本研究所建系统

进化树中" 甲壳类和昆虫类聚为一支" 可见

B&64+能够较好反映节肢动物门各物种间的亲

缘关系(

相对定量 6-$需要采用内参来确定目标基因

的相对表达量"目前大多数的内参采用管家基因如

"

7肌动蛋白)B&64+)18*F$%&等
&22 52/'

( 最近研

究表明
"

7肌动蛋白在拟穴青蟹不同组织器官中的

表达基本一致"具有良好的稳定性"适合作为研究

组织表达的内参
&29'

( 然而"越来越多的研究者发

现 L$+"H 基因的表达水平并不稳定"利用其作为内

参来定量并不准确
&27 526'

( 本研究利用荧光定量

6-$技术对拟穴青蟹不同器官中的 L$+"H 进行了

定量分析"发现 L$+"H 所检测的 11 个组织#肝胰

腺)眼柄神经节)卵巢)血淋巴)心脏)肌肉)胃)表

皮)鳃)脑神经节)胸神经团$中均有表达"且在胸神

经团)眼柄神经节)卵巢)表皮中表达量较高"而在

肝胰腺)血淋巴)肌肉)胃中表达量较低( 该结果表

明"拟穴青蟹 L$+"H 在各组织之间的表达水平存在

明显差异"不符合作内参的要求(

迄今"有关甲壳类卵巢发育的分子机制了解尚

少
&20'

"L$+"H 基因在甲壳类卵巢发育过程中的表达

尚未见诸报道( 为了探究 B&64+在拟穴青蟹卵巢

发育过程中的调控作用"我们对 L$+"H 9$%&表达

量进行了分析( 结果显示"L$+"H 9$%&的表达水

平在卵巢发育阶段波动较大并表现出一定的规律

性!随着发育逐渐上升"到发育早期#

'

期卵巢$达到

高峰"然后开始有所下降"到了成熟期#

+

期$表达量

降到最低( 拟穴青蟹
!

期卵巢为未发育期"卵原细胞

出于相对静息状态%

'

期卵巢的发育特点为出现大量

卵原细胞"处在活跃增殖状态"卵母细胞开始形成并

进行减数分裂和卵黄发生前的准备%

*

和
,

期分别主

要进行初级卵黄发生和次级卵黄发生%

+

期卵巢已

经完成卵黄发生"卵子达到生理成熟阶段
&16"28'

( 已

有研究表明"B&64+具有参与4%&复制)微管形成

等与细胞分裂相关的作用
&7"8 5;'

(

'

期卵巢 L$+"H 基

因表达量高"推测其可能参与了拟穴青蟹卵巢中

4%&复制与卵原细胞的增殖分裂(

*

期之后卵巢卵

母细胞不再进行细胞分裂和增殖活动"因此
*

)

,

期

L$+"H 基因表达量下降"至第
+

期降到最低值( 拟穴

青蟹 L$+"H 基因的表达特点"提示B&64+的主要功

能是参与卵巢内的细胞分裂增殖"而对卵黄发生过

程中的营养积累没有显著影响( 有关 B&64+在拟

穴青蟹卵巢发育过程中的作用机制仍需进一步深入

研究(
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