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摘要! 为了研究 30

!

E*-39 基因在无脊椎动物生殖过程中的作用!实验从栉孔扇贝转录组

数据库中获得一个表达序列标签!采用 ?5%&末端快速扩增技术克隆得到 3 条全长为

1 930 RM的 ?5%&序列!其开放阅读框为 1 11/ RM!编码 092 个氨基酸!推测的氨基酸序

列含有 30

$

8+*5A特有的 9 个保守区和 30

$

8+*59 的 / 个酶结构域!且与人等脊椎动物

的序列相似性均在 7:E以上% 半定量 $N87-$显示!该基因在栉孔扇贝精巢$卵巢$肌

肉$外套膜$鳃$肝胰腺和肾脏等各组织中均有表达!其中在肝胰腺和肾脏中表达量明显

高于其他组织% 对不同发育时期性腺中该基因表达的 S$N87-$检测发现!其在精卵巢发

育周期的表达模式不同!且在生长期和成熟期的精巢中表达量显著性高于同时期的卵

巢% 由此推测!栉孔扇贝多种组织中均可以合成 30

$

8+*59 !在精巢的发育和成熟的作用

明显高于卵巢%

关键词! 栉孔扇贝& 30

!

E*-39 基因& 克隆& 序列特征& 组织表达

中图分类号! F0:7& *83019444444 44文献标志码'&

4430

$

8+*5A通过催化性激素 -30 位上的醇

基和酮基之间的氧化还原反应"使性激素在高

活性形式和低活性形式之间相互转化
(3)

"从而

调节相应的生物学功能"在动物性别分化&性腺

发育和生殖调控中起重要作用' 30

$

8+*59 位

于动物的过氧化物酶体中"它可以催化高活性

的雄烯二醇和雌二醇转化成低生物活性脱氢表

雄酮和雌酮
(1)

"目前发现其广泛分布于动物各

组织中
(/)

"并在人&小鼠&大鼠&猪等的肝脏的肝

细胞&肾脏的近端小管上皮细胞&卵巢的粒层细

胞&子宫的管腔和腺上皮&精巢的睾丸间质细

胞&前列腺的上皮细胞&骨骼肌的肌细胞&视网

膜色素细胞和脑的浦肯野氏细胞中均存在明显

的特异性表达
(9)

' +<=LIG等
(7)

发现敲除该基

因后"小鼠的精巢支持细胞中大量累积中性脂

质%幼鼠出现痉挛症状"成体雌鼠的生殖能力会

降低"雄鼠则完全不育
(9)

%人类 30

!

E*-39 基因突

变则产生严重的 \G00VGLG4样综合征
(6)

%在人前

列腺癌的上皮细胞中发现该基因在 :$%&和蛋

白水平均出现过表达
(0)

'

性类固醇激素在软体动物中广泛存在
(:)

"目

前已在紫贻贝 # =,+('1-301'(-$&砂海螂 # =,%

%&04%&(%$和巨扇贝#"'%).70)+04 8%>0''%4()1-$等

双壳动物中检测到孕酮&雌二醇&睾酮等的存

在
(8)

"并发现性激素对巨扇贝的排卵&性腺发育

和性别决定等有重要的影响
(32)

' 软体动物中有

关 30

$

8+*5A家族的研究还较有限' \I/< 等
(33)

克 隆 获 得 了 九 孔 鲍 # B%'(.+(- 3(/0&-().'.&

-170&+0;+%$30

!

E*-331 全长 ?5%&"发现该基因在

生殖期的性腺中表达量最高"并证明该酶可使雌

酮转化为雌二醇"推测其在九孔鲍生殖阶段的类

固醇合成中起着重要作用' \I3;等
(31)

克隆了九

孔鲍的 30

!

E*-333"瞬时转染入人的胚肾 18/ 细胞

后"发现该酶可以降低高活性雄性激素 #双氢睾
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酮和 睾 酮 $ 的 水 平' 最 近" 在 太 平 洋 牡 蛎

#$&%--.-+&0% >(>%-$的基因组中报道了 30

!

E*-39

和 30

!

E*-339 等序列
(3/)

"然而贝类中是否还存在

其他的 30

$

8+*5A成员"目前我们还知之甚少"这

无疑限制了人们对贝类性激素的合成和灭活途

径&性激素的运输&靶组织定位以及调控等方面的

理解'

栉孔扇贝#$*'%8,-5%&&0&($隶属软体动物门

#2/00<A?3$&瓣鳃纲 #'3:G00;R43B?I;3$"其肉鲜味

美&营养丰富"是我国重要的海水养殖贝类之一"

具有较高的经济价值
(39)

' 本研究克隆了栉孔扇

贝 30

!

E*-39 基因的全长 ?5%&序列"进一步对其

组织表达以及不同发育时期性腺中的表达进行了

分析"旨在为贝类性激素合成以及 30

!

E*-39 在贝

类中的作用途径等深入研究提供基础数据'

34材料与方法

$%$&实验材料

实验所用 1 龄栉孔扇贝购自青岛市海德发海

产品市场"过滤海水中暂养 19 I"选择健康的雌雄

个体"解剖并获取性腺&肌肉&外套膜&鳃&肝胰腺

和肾脏等组织"干液氮中速冻后"存于 5:2 K冰

箱中"用于总 $%&提取' 部分性腺样本于 9/<;B

氏液中固定 19 I 后"存于 02E酒精中用于组织学

观察"以确定性腺的发育时期'

$%'&总 .)*提取及 ;()*第一链的合成

采用异硫氰酸胍法提取栉孔扇贝生长期卵巢

的总 $%&

(37)

"3E琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光

度法检测 $%&的质量和浓度' 使用 *2&$N

N2

8

$&-,?5%&&:M0;@;?3H;/B O;H#-0/BHG?I$并按照

操作指南合成 ?5%&第一链' 将生成的 ?5%&

模板保存于 512 K备用'

$%+&.*#R扩增和全长 ;()*序列的获得

从 DGB93BP 数据库获得人类&小鼠&野猪&

非洲爪蟾&斑马鱼&底
(

等物种的 30

$

8+*59 蛋

白序列"与已经构建的栉孔扇贝转录组数据库

中的序列进行 903AH比对"筛选出同源性较高的

数个基因片段"根据期望值&相似度&得分等参

数将基因片段进行筛选"并将最优参数组合的

基因片段再次在 DGB93BP 上进行 903AH"筛选出

最符合栉孔扇贝 30

!

E*-39 基因的片段' 根据该

片段序列设计 7]$&-,引物 73&71 和 /]$&-,

引物 7/&79#表 3 $ "采用已获得的 7]&/]$&-,

模板"以引物组合 32 >#72673&%#7671 和 32

>#7267/&%#7679 进行目的基因的 7]和 /]

$&-,扩增"7-$反应体系为 72

!

'"循环参数

为 89 K / :;B%89 K /2 A"6: K /2 A"01 K延伸

/ :;B"/7 个循环%01 K 32 :;B' 扩增产物经

311E琼脂糖凝胶检测"胶回收后与 M253:8N

载体连接"然后转化到大肠杆菌 5+7

"

感受态

细胞中"挑取阳性克隆进行菌落 7-$和 B%0

(

酶切鉴定后"送往华大基因进行测序'

$%,&序列特征"同源比对及系统进化树构建

利用 5%&AH34软件对所获序列进行全长拼

接%通过 %-9)的 903AH87程序在 DGB93BP 数据库

中进行相似性搜索%5%&AH34软件预测其蛋白分

子 质 量 和 等 电 点% 在 线 软 件 D0=?/A=03H;/B

74GJ;?H/4预测该基因糖基化位点%氨基酸多重序

列比对由 -0<AH30X和 5%&:3B 软件完成%系统发

生树采用 -0<AH30X和 2,D& 912 程序中的邻接

法#%G;LIR/48!/;B;BL"%!$构建'

$%/&半定量 .7"-#.分析

根据目的基因全长 ?5%&序列设计 3 对特异

引物 77 和 76#表 3$"以引物 70 和 7:#表 3$扩增

栉 孔 扇 贝
!

E%)+(4 基 因 # DGB93BP 登 录 号

&U//7993$的序列片段作为内参' 提取生长期栉

孔扇贝的肾脏&外套膜&肝胰腺&鳃&闭壳肌&精巢

和卵巢的总 $%&"并使用 74;:G*?4;MH$N4G3LGBH

O;H#大连宝生物 $ 并按照说明书反转录获得

?5%&"用做 $N87-$的模板' 7-$反应体系为

12

!

'"循环参数为 62 K退火 /2 A"01 K延伸 3

:;B"/2 个循环用于扩增 037 RM 的目的基因片段%

17 个循环用于扩增 78/ RM 的
!

E%)+(4 基因片段'

$%V&相对定量 ?.7"-#.分析

取保存于 02E酒精中的性腺组织"经系列酒

精脱水"二甲苯透明"石蜡包埋"切片 #厚度为 7

!

:$后"+1,染色"于 %;P/B ,:2;显微镜下观察&

拍照' 根据组织学结构特征
(36)

"将性腺划分为 9

个时期#图 7$!增殖期#滤泡壁由 3 <1 层生殖细

胞组成$&生长期 #滤泡壁由多层生殖细胞组成"

滤泡腔明显$&成熟期 #滤泡腔内充满生殖细胞"

精巢出现大量精子"卵巢中成熟卵被挤压"呈不规

则形状$和休止期#滤泡壁由不成层的细胞组成"

滤泡腔极大$' 每个时期雌雄各取 9 个个体的性

腺样本"根据已获得的栉孔扇贝目的基因 ?5%&

全长序列设计 3 对特异引物 78 和 732#表 3$"依

:6/
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据栉孔扇贝
!

E%)+(4 基因序列设计 3 对内参引物

733 和 731 #表 3$' 以
!

E%)+(4 的序列片段#扩增

片段长度为 31: RM$作为内参"使用 &9)0722 型

荧光定量 7-$仪检测目的基因#扩增片段长度为

372 RM$在栉孔扇贝性腺组织中的相对表达"每个

性腺样本做 1 个平行检测' 7-$反应体系为 12

!

'"循环参数为 87 K 7 :;B%87 K 37 A"62 K 3

:;B"92 个循环' 设定栉孔扇贝增殖期卵巢目的

基因的表达量为 3"采用 1

5

''

$

H法计算目的基因的

相对表达量' 以 *7**3/12 软件包中 "BG8V3=

&%".&进行显著性分析"5<B?3B 法进行多重比

较#"B2I27 为显著水平 $"用 2;?4/A/@H"@@;?G

,>?G0作图'

表 $&实验中所用的引物序列

758%$&->AE2>=2?<23;2=<=2DA3GJ2=G<DI

引物

M4;:G4B3:G

序列#7]8/]$

M4;:G4AGS<GB?G

#72

0/BL#219 ::/06'$ -N&&N&-D&-N-&-N&N&DDD-&&D-&DNDDN&N-&&-D-&D&DN

AI/4H#1 ::/06'$ -N&&N&-D&-N-&-N&N&DDD-

%#7 &&D-&DNDDN&N-&&-D-&D&DN

73 -&DD&-&&DNDD-D&-&-&&&-N-&DD-

71 &&D-&--N-DN&&DND&&--NND

7/ &-D&D&-&DDN--NN-D--&D&&N-&D-

79 &DNDN&&N&--&N-D-&--&&N&D-

77 -NND&N&D--NND&-NNN-DND

76 NDNDD&DD-ND-N&&&-&&N&-

70 &ND---N---N-&-D-N&N

7: D--&D&-N-DN-DN&NN--N

78 DNNN&D-DD-&-NDN&DNN&D-

732 N--&-&&DDNN-&-NN&-D&DD

733 --NDDD&&-&NNDND-N&--

731 NN-NNDDD&&NDD&&N-ND--D

14结果

'%$&目的基因全长 ;()*的克隆"序列特征和系

统进化分析

利用 5%&AH34软件去除测序结果的载体序列

后对其进行拼接"获得的栉孔扇贝目的基因的

?5%&序列全长为 1 930 RM #DGB93BP 登录号

!X60:031$"其中 7]非编码区为 38 RM"/]非编码区

为 307 RM"含有 1: RM 的 M/0=#&$尾巴%该序列开

放阅读框为 1 11/ RM"可编码 092 个氨基酸"预测

其蛋白分子质量为 08102 P<"等电点为 :1:0' 该

氨基 酸序列含有9个30

$

8+*5家族保守区"同时

还含有 33 个 %8糖基化位点#图 3$'

选择哺乳类&鸟类&两栖类&鱼类和双壳贝

类等物种的 30

$

8+*59 氨基酸序列进行比对"结

果显示栉孔扇贝的 30

$

8+*59 与人&原鸡&非洲

爪蟾和亚东鲑等物种在 %端短链脱氢酶结构域

#*-&59/>$ &中心水解酶结构域#+5,9/>$和

-端固醇载体蛋白结构域#*-71$的相似性分别

为 6:E<09E&76E<6/E&97E<76E"在全长

氨基酸序列的相似性分别为 781:E&6211E&

7:10E和 6311E #图 1 $ ' 系统进化树显示"根

据本实验所获得的栉孔扇贝目的基因推导的氨

基酸 序列首先与太平洋牡蛎聚类 "之后与斑马

86/
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鱼&底
(

和亚东鲑聚类"然后与原鸡&非洲爪蟾&

蜥蜴和东部菱背响尾蛇聚类"最后依次与鸭嘴

兽&野猪&小鼠和人类聚类#图 /$ '

'%'&$0

!

69/#, 基因的时空表达

半定量 $N87-$结果显示"30

!

E*-39 :$%&

分布广泛"在所检测的栉孔扇贝各组织中均有表

达"且以肾脏和肝胰腺中表达量最高 #图 9 $'

S$N87-$结果显示"30

!

E*-39 :$%&在各发育时

期的精卵巢中均有表达"并且随着性腺成熟其表

达量均有升高%其中生长期和成熟期精巢中目的

基因的表达量显著性高于增殖期和休止期精巢

#"B2127$%然而卵巢中的表达量在各发育时期

之间无显著性差异#"A2127$%在生长期和成熟

期精巢的表达量显著性高于同时期的卵巢"均为

/ 倍#"B2127$#图 6$'

图 $&栉孔扇贝 $0

!

69/#, 全长 ;()*序列及推导的氨基酸序列

小写字母代表 #N$序列"大写字母代表编码区序列%双下划线代表翻译的起点和终点%括号区域代表预测的 %8糖基化位点' 方框

区域代表 30

$

8+*5家族保守区"由 %端向 -端依次为 NDXXXDXD辅酶结合位点%%&D结构性保守序列%*G4"N=4"'=A酶活性中

心和 7D>>>N'

SAB%$&)<;@2:GAD253DD2D<;2D5EA3: 5;AD=2?<23;2:FF<@@"@23BGJ

$0

!

69/#, ;()*A3,(B1::&:"

NIG0/VG4?3AGA;BJ;?3HGHIG#N$AGS<GB?G/@30

!

E*-39"VI;0GHIG<MMG4?3AGA;BJ;?3HGHIGGB?/J;BL AGS<GB?G1NIGAH34H?/J/B#&ND$3BJ

HIGAH/M ?/J/B#N&&$34GJ/<R0G<BJG40;BGJ17/HGBH;30%8L0=?/A=03H;/B A;HGA34GM34GBHIGA;QGJ1-/BAG4TGJ 4GL;/B /@30

$

8+*5@3:;0= 34G

R/>GJ ;BJ;?3H;BL#@4/: %8GBJ H/ -8GBJ$ ?/GBQ=:GR;BJ;BL A;HG/@NDXXXDXD1%&D AH4<?H<430?/BAG4TGJ AGS<GB?G1,BQ=:G3?H;T;H=

?GBHG4/@*G4"N=4"'=A3BJ 7D>>>N1

20/
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图 '&不同物种的 $0

"

"]P(, 同源蛋白序列比对

阴影区显示同源性的氨基酸"其中黑色区代表氨基酸同源性为 322E"深灰色区代表氨基酸的同源性为 07E以上"浅灰色区代表氨

基酸的同源性为 72E' 黑框示 30

$

8+*59 氨基酸序列中的 / 个催化活性区域!%端短链脱氢酶结构域#*-&59/>$ &中心水解酶结

构域#+5,9/>$与 -端固醇载体蛋白结构域#*-71 9/>$ '

B.8. -%7(04-!人#%7D222927$ % O%''1->%''1-!原鸡#%7D882109$ % M04.71-'%0/(-!非洲爪蟾#%7D2232:626/$ % <%'8. +&1++% 5%&(.!亚

东鲑#&-%661:0$ % $*'%8,-5%&&0&(!栉孔扇贝#!X60:031$ '

SAB%'&*EA3: 5;AD=2?<23;25@AB3E23G:F$0

"

"]P(, 5E:3B DAFF2>23G=C2;A2=

*I3JGJ 4GL;/BA;BJ;?3HG4GA;J<GAAI34;BL I/:/0/L="R03?P 4GL;/B ;A322E I/:/0/L/<AAGS<GB?G"L43= 4GL;/B ;A07E"0;LIHL43= 4GL;/B ;A

72E1NI4GG?3H30=H;?3?H;TG4GL;/BA34GR/>GJ1*-&5!AI/4H?I3;B 30?/I/0JGI=J4/LGB3AG% +5,! I=J43H3AG8JGI=J4/LGB3AGGM;:G43AG%

*-71!AHG4/0?344;G4M4/HG;B 11

30/



!""#!

!

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

444 水4产4学4报 /0 卷

图 +&基于 $0

"

"]P(, 氨基酸序列绘制的进化树

SAB%+&-JI@:B232GA;G>22:F$0

"

"]P(, 85=2D:3GJ2J:E:@:B:<=:FGJ25EA3: 5;AD=

B.8. -%7(04-!人类 #%7D22292713 $ % <1--)&.5%!野猪 #%7D 88890313 $ % =1-81-)1'1-!小鼠 #-&&6123713 $ % G&4(+*.&*,4)*1-

%4%+(41-!鸭嘴兽 #X7D22373172711$ % M04.71-'%0/(-!非洲爪蟾 #%7D2232:626/13$ % O%''1->%''1-!原鸡 #%7D88210913 $ % !4.'(-

)%&.'(404-(-!蜥 蜴 # X7D 22/11/27013 $ % $&.+%'1-%3%8%4+01-! 东 部 菱 背 响 尾 蛇 # &(!7282113 $ % D1431'1-*0+0&.)'(+1-! 底
(

#9&(0909813$ % <%'8. +&1++% 5%&(.!亚东鲑#&-%661:013$ % 9%4(. &0&(.!斑马鱼#&&+6789713$ % <+&.4>,'.)04+&.+1-71&71&%+1-!紫海

胆#X7D0:66611/$ % $*'%8,-5%&&0&(!栉孔扇贝#!X60:031$ % $&%--.-+&0% >(>%-太平洋牡蛎#,O-91/9913$ % B%&70>4%+*.--%'+%+.&!印

度跳蚁#,(%0821:13$ % $1'0;A1(4A105%-)(%+1-!库蚊#X7D223:9/26213$ '

图 ,&$0

!

69/#, E.)*在生长期栉孔扇贝组织中的半定量表达

215'1222 分子量标准% 31水% 11肾脏% /1外套膜% 91肝胰腺% 71鳃% 61闭壳肌% 01生长期精巢% :1生长期精巢% 81生长期卵巢%

321生长期卵巢'

SAB%,&RUC>2==A:3:F$0

!

69/#, E.)*D2G2;G2D8I .7"-#.A3GA==<2=:F,(B1::&:"5GB>:OA3B =G5B2

215'1222 :34PG4% 31V3HG4% 11P;JBG=% /1:3BH0G% 91IGM3H/M3B?4G3A% 71L;00% 613JJ<?H/4:<A?0G% 0":1HGAH;A3HL4/V;BL AH3LG% 8"321

/T34= 3HL4/V;BL AH3LG1

图 /&栉孔扇贝不同发育时期的性腺组织学观察

31卵巢#增殖期$% 11卵巢#生长期$% /1卵巢#成熟期$% 91卵巢#休止期$% 71精巢#增殖期$% 61精巢#生长期$% 01精巢#成熟期$% :1

精巢#休止期$' "L1卵原细胞% "?1卵母细胞% 2"1成熟卵% *L1精原细胞% *?1精母细胞% *H1精细胞% *Q1精子' 标尺 @72

!

:'

SAB%/&]A=G:@:BA;5@:8=2>H5GA:3:3B:35D=:F,(B1::&:"A3DAFF2>23GD2H2@:CE23G5@CJ5=2=

31/T34=#74/0;@G43H;TGAH3LG$ % 11/T34=#D4/V;BL AH3LG$ % /1/T34=#23H<4GAH3LG$ % 91/T34=#$GAH;BL AH3LG$ % 71HGAH;A#74/0;@G43H;TGAH3LG$ %

61HGAH;A#D4/V;BL AH3LG$ % 01HGAH;A#23H<4GAH3LG$ % :1HGAH;A#$GAH;BL AH3LG$1"L1//L/B;<:% "?1//?=HG% 2"1:3H<4G//?=HG% *L1

AMG4:3H/L/B;<:% *?1AMG4:3H/?=HG% *H1AMG4:3H;J% *Q1AMG4:1934@72

!

:1

10/
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E*-39 基因的克隆和表达分析 44

图 V&$0

!

69/#, 在栉孔扇贝不同

发育周期性腺中的定量表达

不同的字母表示基因表达差异显著#"B2I27$ '

SAB%V&RUC>2==A:3:F$0

!

69/#, E.)*D2G2;G2D8I

?.7"-#.A3GJ2,(B1::&:"B:35D=

D<>A3B >2C>:D<;GAH2;I;@2

5;@@G4GBH0GHHG4A;BJ;?3HGA;LB;@;?3BH0= J;@@G4GBH#"B2I27$1

/4讨论

+%$&栉孔扇贝 $0

"

"]P(, 序列结构及同源性

分析

30

$

8+*5A是一类参与类固醇激素合成和代

谢活动的酶' 目前"已经从脊椎动物中发现了 37

种 30

$

8+*5A"除了 30

$

8+*57 属于醛酮还原酶

#30J/8PGH/ 4GJ<?H3AG"&O$$超家族外"其它成员均

属 于 短 链 脱 氢 酶6还 原 酶 # AI/4H ?I3;B

JGI=J4/LGB3AGA64GJ<?H3AGA"*5$$超家族
(/)

' 尽管

它们都有保守的超二级结构#$/AA:3B 折叠$&辅

酶结合位点和催化位点"但是各种 30

$

8+*5A之

间的序列同源性较低#17E</2E$"尤其是 -末

端的序列多样性可使 30

$

8+*5A分别催化不同的

底物
(30)

' 30

$

8+*59 为该家族中一类 %&5

?

依赖

的氧化酶类"它是 30

$

8+*5A中最长的基因"参与

脂肪酸的
$

8氧化和雌二醇的灭活
(1)

' 'GGBJG4A

等
(3:)

首次从猪的肾脏 ?5%&文库中分离出 30

!

E

*-39 的 ?5%& 全 长" 之 后 陆 续 从 人 # B.8.

-%7(04-$& 小 鼠 # =1-81-)1'1-$& 蜥 蜴 # !4.'(-

)%&.'(404-(-$&斑胸草雀 #2%04(.7,>(% >1++%+%$&亚

东 鲑 # <%'8. +&1++% 5%&(. $& 紫 海 胆

# <+&.4>,'.)04+&.+1-71&71&%+1-$ 和 库 蚊 # $1'0;

A1(4A105%-)(%+1-$等多种物种中克隆获得该基因

的 ?5%&"并且对其表达和相关的功能进行研

究
(38)

' 本实验从栉孔扇贝卵巢中获得一个全长

为 1930 RM 的 ?5%&序列"该序列不仅含有 30

$

8

+*5A共有的保守区 #NDXXXDXD辅酶结合位

点%%&D结构性保守序列%*G4"N=4"'=A酶活性中

心和 7D>>>N$"还具有 30

$

8+*59 特有的催化活

性区域#%端短链脱氢酶结构域&中心水解酶结

构域和 -端固醇载体蛋白结构域$' 系统进化分

析表明"该序列与太平洋牡蛎的 30

$

8+*59 处于

同一枝' 鉴于上述特点"实验认为本研究所获得

的目的序列为栉孔扇贝 30

!

E*-39 全长 ?5%&

序列'

+%'&栉孔扇贝 $0

!

69/#, 的时空表达分析

30

!

E*-39 广泛分布于动物各组织中"人类在

肝脏中表达量最高"其次是心脏&前列腺和精巢"

在肺&骨骼肌&肾脏&胰腺和卵巢中适量表达
(/)

"

猪和小鼠等脊椎动物在肝脏和肾脏中表达量最

高"并认为这与此类器官中该酶催化长链脂肪酸

的
$

8氧化
(3:)

"本实验首次报道了贝类中 30

!

E*-39

基因的基因克隆和发育表达图式"栉孔扇贝中该

基因也是在肝胰腺和肾脏中表达量最高"所以推

测该酶在栉孔扇贝的肝胰腺和肾脏中可能也参与

脂肪酸的代谢过程%并且精巢&卵巢&鳃&外套膜和

肌肉等多种组织检测到其存在"说明栉孔扇贝多

种组织均可以合成 30

$

8+*59' 大鼠肝脏研究表

明"过氧化物酶体增殖因子可以增强 30

!

E*-39 的

表达"且其对雄鼠的诱导作用明显高于雌鼠
(12)

"

栉孔扇贝 S$N87-$显示该基因在精巢中整体表

达高于卵巢"我们推测类似的诱导作用可能同样

存在于栉孔扇贝精巢中' 进一步研究发现"该基

因敲除的小鼠出生 32 J 细精管开始大量积累脂

滴
(9)

"出生 9 个月后雄鼠睾丸完全萎缩"7 个月后

生精上皮萎缩"生精作用完全停止"丧失生育能

力
(7)

"本实验发现在精巢的成熟过程中该基因表

达量迅速升高"我们推测 30

$

8+*59 在精巢的成

熟过程中也具有一定的作用"但具体作用机理及

重要程度"我们还不能确定' 目前贝类中关于

30

$

8+*5A的研究还很有限"并且激素的合成&灭

活和运输以及生殖过程的进行是多基因共同调控

的结果"所以 30

$

8+*59 在这些过程中的具体作

用机制还需要更多的实验证据支持'
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(!)1,BJ/?4;B/0/L="1232"373#31$!7087 57:261

( 1 )4'GGBJG4A("5/0GQ."9GL<G&"0+%'1*H4<?H<4G/@HIG

LGBG @/4 HIG I<:3B 30RGH38I=J4/>=AHG4/;J

JGI=J4/LGB3AGH=MG).( !)123::30;3B DGB/:G"

388:"8#31$!32/6 532931

( / )4赵刚137 型 30

$

羟化类固醇脱氢酶和 3 型 7

"

8还原

酶在乳腺癌和癌旁组织中的表达 (5)1长春!吉林

大学"12321

( 9 )4+<=LIG*" 23BB3G4HA D 7" 93GA 2" 0+%'1

7G4/>;A/:30:<0H;@<B?H;/B30M4/HG;B81!NIGGBQ=:G"

HIGM3H;GBHA3BJ HIGPB/?P/<H:/<AG:/JG0( !)1

9;/?I;:;?3,H9;/MI=A;?3&?H38R;/:G:R43BGA"1226"

3063#8$!80/ 58891

( 7 )4+<=LIG*" *?I:30R4<?I +" DGBJHO 5" 0+%'1

7G4/>;A/:30:<0H;@<B?H;/B30M4/HG;B 1 ;AGAAGBH;30@/4

0;M;J I/:G/AH3A;A;B *G4H/0;?G00A3BJ :30G@G4H;0;H= ;B

:;?G ( !)1 ,BJ/?4;B/0/L=" 1226" 390 # 7 $!

111: 511/61

( 6 )49</B;*" \3BB/00;$" Y3HG4I3: +" 0+%'158R;8

@<B?H;/B30M4/HG;B JG@;?;GB?= 3AA/?;3HGJ V;HI J4<L

4GA;AH3BH;B@3BH;0GAM3A:A(!)1943;B ^5GTG0/M:GBH"

1220"18#3$!73 5791

( 0 )4$3A;3I OO"D34J;BG48D34JGB 2"73J;003,!"0+%'1

+*53099 /TG4G>M4GAA;/B"3B ;BJGMGBJGBHR;/:34PG4

/@M//4M3H;GBH/<H?/:G;B M4/AH3HG?3B?G4( !)1

2/0G?<0343BJ -G00<034,BJ/?4;B/0/L=" 1228" /23

#3 51$!:8 5861

( : )4!3BG4D" 7/4HG -1 *G> AHG4/;JA 3BJ M/HGBH;30

:G?I3B;A:A/@B/B8LGB/:;?GBJ/?4;BGJ;A4<MH;/B ;B

;BTG4HGR43HGA( !)1,?/H/>;?/0/L=" 1220" 36 # 3 $!

397 53621

( 8 )4D3<HI;G48-0G4?*"7G00G4;B !"&:;34J !-1,AH43J;/08

30RGH33BJ HGAH/AHG4/BG?/B?GBH43H;/BA;B :30G3BJ

@G:30G=,% %&04%&(% #2/00<A?3R;T30T;3$ J<4;BL HIG

4GM4/J<?H;TG?=?0G( !)1DGBG4303BJ -/:M343H;TG

,BJ/?4;B/0/L="1226"397#1$!3// 53/81

(32)4Y3BL -"-4/00$71,AH4/LGB R;BJ;BL A;HGA;B HIGAG3

A?300/M!?I343?HG4;Q3H;/B 3BJ M/AA;R0G;BT/0TG:GBH;B

4GM4/J<?H;TG 4GL<03H;/B ( !)1 -/:M343H;TG

9;/?IG:;AH4= 3BJ 7I=A;/0/L=8734H9! 9;/?IG:;AH4=

3BJ 2/0G?<0349;/0/L="1220"39:#/$!/2/ 5/3/1

(33)4\I/< !" D3/ U (" ';'" 0+%'1)JGBH;@;?3H;/B 3BJ

@<B?H;/B30?I343?HG4;Q3H;/B /@3 M<H3H;TG 30RGH38

I=J4/>=AHG4/;J JGI=J4/LGB3AG31 ;B 3R30/BG#B%'(.+(-

3(/0&-().'.&-170&+0;+%$ (!)12/0G?<0343BJ -G00<034

9;/?IG:;AH4="1233"/79#3 51$!31/ 53//1

(31)4\I3;+%" \I/< !" -3; \ +1 -0/B;BL"

?I343?HG4;Q3H;/B"3BJ G>M4GAA;/B 3B30=A;A/@3M<H3H;TG

30 RGH38I=J4/>=AHG4/;J JGI=J4/LGB3AG33 ;B 3R30/BG"

B%'(.+(-3(/0&-().'.&-170&+0;+% (!)1NIG!/<4B30/@

*HG4/;J 9;/?IG:;AH4= 3BJ 2/0G?<0349;/0/L="1231"

3/2#3 51$!70 56/1

(3/)4\I3BL D(" (3BL X 5" 0+%'1NIG/=AHG4LGB/:G

4GTG30AAH4GAA3J3MH3H;/B 3BJ ?/:M0G>;H= /@AIG00

@/4:3H;/B(!)1%3H<4G"1231"982#093:$!98 5791

(39)4杨凤影"张弼1不同地理种群栉孔扇贝营养成分的

比较 分 析 ( !)1安 徽 农 业 科 学" 1228" /0 # 8 $!

920/ 592071

(37)4*3:R4//P !"$<AAG005Y1分子克隆实验指南(2)1

北京!科学出版社"1221!73: 57/31

(36)4廖承义"徐应馥"王远隆1栉孔扇贝的生殖周期

(!)1水产学报"38:/"0#3$!3 53/1

(30)4'<P3?;P 7"O3T3B3LI O '""MMG4:3BB #1*H4<?H<4G

3BJ @<B?H;/B /@ I<:3B 30RGH38I=J4/>=AHG4/;J

JGI=J4/LGB3AGA ( !)1 2/0G?<034 3BJ -G00<034

,BJ/?4;B/0/L="1226"19:#3 51$!63 5031

(3:)4'GGBJG4A("&J3:AP;!" +<AGB 9" 0+%'12/0G?<034

?0/B;BL 3BJ 3:;B/ 3?;J AGS<GB?G/@HIGM/4?;BG30

RGH38GAH43J;/0JGI=J4/LGB3AG( !)1,<4/MG3B !/<4B30

/@9;/?IG:;AH4="3889"111#3$!113 51101

(38)4-3AH4/ '(" $/?I3 2 !" 0+%'1 NIG 30

$

8

I=J4/>=AHG4/;J JGI=J4/LGB3AG9!DGBJG48AMG?;@;?3BJ

AG3A/B30LGBGG>M4GAA;/B ;B HIG0;TG4/@R4/VB H4/<H

#<%'8. +&1++% 5%&(.$ (!)1-/:M343H;TG9;/?IG:;AH4=

3BJ 7I=A;/0/L=8734H9!9;/?IG:;AH4= 3BJ 2/0G?<034

9;/0/L="1228"37/#1$!370 53691

(12)4-/4H/B !-"9/?/A-"2/4GB/ ,*"0+%'17G4/>;A/:G

M4/0;@G43H/4A 30HG4 HIG G>M4GAA;/B /@ GAH4/LGB8

:GH3R/0;Q;BL GBQ=:GA(!)19;/?I;:;G"3880"08 #1 5

/$!373 53611
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#@:3A3B 53D2UC>2==A:3535@I=A=:F$0

!

69/#, B232A3,9+1!-/B1::&:"

Y&%D53B" ')+3;0/BL" 9)U;BL" ')#!;3BL</" \+&%D\I;@GBL

"

#J.>75E,45=,4>,0K54%$.L.$.=%925$6 A4..6%$/ ,0K%$%2=4>,0F6D95=%,$":9.5$ ;$%<.42%=>,0(3%$5"I%$/65,416622/"(3%$5$

*8=G>5;G! N/ AH<J= HIG4/0G/@30

!

E*-39 ;B HIG4GM4/J<?H;TGM4/?GAA/@;BTG4HGR43HGA"HI;AAH<J= L/H3M34H;30

G>M4GAA;/B AGS<GB?GH3L @4/:HIGH43BA?4;MH;/B L4/<M J3H3R3AG/@$*'%8,-5%&&0&(1NIGB 3?5%&V3A?0/BGJ

R= <A;BL $3M;J &:M0;@;?3H;/B /@?5%&,BJ :GHI/J"/@VI;?I HIG@<0080GBLHI V3A1 130 RM1)HGB?/JGJ 3

MGMH;JG/@092 3:;B/ 3?;JAVI;?I ?/BH3;BGJ 9 ?/BAG4TGJ J/:3;BA3BJ / GBQ=:GAH4<?H<430J/:3;BA"3BJ HIG

3:;B/ 3?;J AGS<GB?GI3J ;JGBH;H;GA/@/TG47:E V;HI HIGAGS<GB?G/@TG4HGR43HGA1(/4G>3:M0G"B.8.

-%7(04-1*G:;8S<3BH3H;TG$N87-$4GTG30GJ HIG:$%& V3AJGHG?HGJ V;JG0= ;B HIGHGAH;A" /T34="3JJ<?H/4

:<A?0G":3BH0G"L;00"IGM3H/M3B?4G3A3BJ P;JBG="GAMG?;300= I;LIG4;B IGM3H/M3B?4G3A3BJ P;JBG=1S$N87-$

V3A3J/MHGJ 3HJ;@@G4GBHJGTG0/M:GBHAH3LGA/@L/B3J ;B VI;?I HIGLGBGG>M4GAAGJ1)HAI/VGJ J;@@G4GBH

G>M4GAA;/B M3HHG4BARGHVGGB HGAH;A3BJ /T34="3BJ HIGLGBGG>M4GAA;/B ;B HGAH;A3HL4/V;BL AH3LG3BJ :3H<4G

AH3LGV3A/RT;/<A0= I;LIG4HI3B HIG/T34= 3HHIGA3:GAH3LGA#"B2127$1)H?/<0J RG?/B?0<JGJ HI3H30

$

8

+*59 ?/<0J RGA=BHIGA;QGJ ;B :3B= H;AA<GA/@$I5%&&0&("3BJ HIGLGBG:;LIHRG:/4G;:M/4H3BH;B 4GL<03H;BL

HIGJGTG0/M:GBH3BJ :3H<4;H= /@HGAH;AHI3B /T34=1

N2I O:>D=! $*'%8,-5%&&0&(% 30

!

E*-39 LGBG% ?0/BG% AGS<GB?G?I343?HG4;Q3H;/B% H;AA<GG>M4GAA;/B

#:>>2=C:3DA3B 5<GJ:>! \+&%D\I;@GBL1,8:3;0!QQ@M320;/<?1GJ<1?B

70/


