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摘要! 采用 V$Q87-$'$&-,等方法!获得了拟穴青蟹丝裂原活化蛋白激酶激酶"2&7RR#基

因 E5%&全长序列$ 该基因全长 3 880 LK!开放阅读框长度为 3 114 LK!编码 429 个氨基酸残

基$ 同源分析显示!该基因编码的蛋白与昆虫的相似性高达 92T!推测 C?9JJ基因在节肢动

物具有较高的保守性$ 经荧光定量 7-$检测!C?9JJ基因在拟穴青蟹多个组织中有表达!且

在脑神经节和卵巢中表达量较高$ 在拟穴青蟹卵巢发育过程中!C?9JJ基因在卵巢发育期

"

&

期#表达量最高!发育期为卵母细胞快速生长期!推测 2&7RR具有促进卵母细胞快速生

长的作用$

关键词! 拟穴青蟹& 丝裂原活化蛋白激酶激酶& 基因克隆& 组织表达分析

中图分类号! :908& *:391455555555 文献标志码%&

55细胞信号转导指靶细胞依靠受体识别专一的

细胞外信号分子"并把细胞外细胞信号转变为细

胞内信号的过程
&3'

( 丝裂原 活 化 蛋 白 激 酶

#=>G/I?A83EG>X3G?O K4/G?>A M>A3C?"2&7R$级联反

应途径是细胞内的主要信息传递系统"可将细胞

外信息传递至细胞核中"从而介导细胞产生各种

反应"在细胞的增殖)分化和凋亡过程中发挥重要

作用"并在所有真核生物细胞中表达"属于丝氨

酸6苏氨酸蛋白激酶
&1'

( 丝裂原活化蛋白激酶激

酶 # =>G/I?A83EG>X3G?O K4/G?>A M>A3C? M>A3C?"

2&7RR$又称为丝裂原活化蛋白激酶6细胞外信

号调节激酶激酶#2&7R6,$RR>A3C?"2,R$"为

2&7R信号通路中重要的一员"其作用是磷酸化

并激活 2&7R( 活化的 2&7R可磷酸化多种底

物"包括转录因子) 蛋白激酶和细胞骨架蛋

白等
&/'

(

有关 2&7RR的研究"目前在哺乳类)鱼类)

昆虫等已有报道"但在甲壳动物迄今未见C?9JJ

基因序列与功能研究的报道( 拟穴青蟹 # $%F++*

'*5*,*,&.*07$是中国东南沿海 4 种青蟹中最主

要的类群"是一种重要的海水养殖蟹类
&4'

( 目前

拟穴青蟹分子生物学的研究集中在种质鉴定和分

子生态学"有关功能基因的研究尚少
&8'

( 本研究

报道了拟穴青蟹 2&7RR的基因序列"并检测其

在各个组织中和卵巢发育过程中的表达情况"可

为拟穴青蟹的生长)发育)生殖等分子机制研究奠

定理论基础(

35材料与方法

!"!#实验材料

实验动物55拟穴青蟹来源于漳州市同一个

养殖场同一批次的人工养殖青蟹( 挑选活性好)

附肢健全的雌性个体"个体质量为 322 <422 I"实

验室暂养 3 O(

拟穴青蟹卵巢发育分期参照上官步敏等
&7'

"

分为未发育期)发育早期)发育期)将成熟期和成

熟期 8 期(

主要试剂5 5Q$)H/0

"

$?3I?AGQ/G30$%&

)C/03G>/A $?3I?AG# )AX>G4/I?A 公 司 $% $?X?4G&>O

(>4CG*G43AO E5%& *BAGJ?C>CR>G#QJ?4=/ 公司$%
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/U8(F00$&-,R>G)8U8(F00$&-,R>G#Q3R3$3公

司$%5%3C?))$%3C?)'&1*2

"

)O%Q7C)K253:8Q

载体)5%&234M?4#Q3R3$3公司$%,191%1&胶

回收试剂盒#"=?I3公司$(

!"$#实验方法

引物设计55根据 N?A;3AM 中已知昆虫的

C?9JJ基因序列和对应的蛋白质序列"通过

-0FCG30Y比对"在 2&7RR的保守区域设计了简

并引物 2(3 和 2$3 #表 3$ "用于扩增拟穴青蟹

C?9JJ基因片段( 根据已知 C?9JJ基因片

段"设计 $&-,特 异 性 引 物 #表 3 $ "其 中 /U

$&-,采取半巢式 7-$"得到该基因的全长

E5%&序列( 然后根据得到的全长序列"设计全

长 验 证 引 物 2(1) 2$1 和 荧 光 定 量 引 物

2:()2:$(

表 !#引物序列

)*+"!#,-./0-10K207%01

引物类别

K4>=?4GBK?

引物名称

K4>=?4A3=?

引物序列#8U

#

/U$

K4>=?4C?VF?AE?

简并引物

O?I?A?43G?K4>=?4

2(3

2$3

N&5N;;N&$N&.NQNN&SQQ;

SQ--&--&N5N&*&N.--2&

8U$&-,特异性引物

8U$&-,CK?E>D>EK4>=?4

28$ &-&N&&Q&NQN&Q-N--NQQN&N

/U$&-,特异性引物

/U$&-,CK?E>D>EK4>=?4

2/(3

2/(1

&NNQ-&&N--&N-N&Q-&N&

-QNN&-Q&-&Q&NQN&&QN&N--Q-

$&-,外引物

$&-,/FG?4K4>=?4

8U$&-,/FG?4K4>=?4

/U$&-,/FG?4K4>=?4

-&QNN-Q&-&QN-QN&-&N--Q&

&&N-&NQNNQ&Q-&&-N-&N&NQ

全长验证引物

X30>O3G>/A K4>=?4/DDF000?AIGJ E5%&

2(1

2$1

QN-NNN&&--Q-NQ&&Q-&&

-Q&Q--&-&&--Q&&NNNNNN

荧光定量引物

4?308G>=?VF3AG>G3G>X?K4>=?4

2:(

2:$

-Q-QN-NNN&&--Q-NQ&&Q-

NQNNQQ-Q-&QNNQ-NQQNNQ-

!

6*%)07 定量引物

!

6*%)07 VF3AG>G3G>X?K4>=?4

!

6*%)07 (

!

6*%)07 $

N&N-N&N&&&Q-NQQ-NQN&-

NN&&NN&&NN-QNN&&N&N&N

55总 $%&的抽提和 E5%&第一链的合成55

取拟穴青蟹卵巢组织"参照 )AX>G4/I?A 公司的

Q$)H/0试剂使用说明提取总 $%&( 以 QJ?4=/ 公

司的 %3A/54/K1222 超微量紫外分光光度计和琼

脂糖凝胶电泳检测 $%&的浓度及纯度( 取 3

%

I

总 $%&" 参照 QJ?4=/ 公 司 的 $?X?4G&>O (>4CG

*G43AO E5%& *BAGJ?C>CR>G使用说明"反转录成

E5%&模板" 612 b保存备用(

C?9JJ基因 E5%&的克隆55使用简并引

物 2(3 和 2$3"以上述 E5%&为模板"扩增

C?9JJ基因片段( 7-$产物回收纯化后与

K253:8Q载体连接"转化到 5+8

!

感受态细胞"

于含 &=K 抗性的 ';平板上培养 34 J"挑取单克

隆菌落"接种于含 &=K 抗性的 ';液体培养基

中"/9 b过夜培养"菌落 7-$鉴定阳性克隆并测

序( 该序列经 ;03CG比对后"确定是拟穴青蟹

C?9JJ基因( 根据设计的$&-,引物#表 3$"用

Q3R3$3公司的 /U8(F00$&-,R>G及 8U8(F00$&-,

R>G"以拟穴青蟹卵巢总 $%&为模板扩增该基因

E5%&的 /U端和 8U端"扩增产物经克隆)测序后"

获得拟穴青蟹 C?9JJ基因的 E5%&/U端与 8U端

序列"具体步骤参照试剂盒的说明书( 拼接获得

全长序列后"通过全长验证引物克隆测序对全长

序列进行验证(

C?9JJ基 因 E5%&序 列 分 析 5 5 应 用

"$((>AO?4程序 # JGGK!

!

WWW1AEL>1A0=1A>J1

I/X6I/4D6I/4D1JG=0$确定正确的编码区并推导

其编码的氨基酸序列%74/GK343=程序 # JGGK!

!

W?L1?PK3CB1/4I6K4/GK343=6$预测氨基酸序列的

物理参数%*>IA307413 程序 # JGGK!

!

WWW1ELC1

4//
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OGF1 OM6C?4X>E?C6*>IA3076$ 预 测 信 号 肽%

)AG?474/*E3A 程 序 # JGGK!

!

WWW1?L>13E1FM6

Q//0C6KD36>K4CE3A6$ 预 测 蛋 白 结 构 域% 采 用

-0FCG30Y与 2?I3软件对序列进行同源性的分

析"并采用邻位相接法#%?>IJL/48!/>A>AI"%!$构

建系统进化树(

C?9JJ基 因 的 表 达 量 分 析 5 5 参 照

)AX>G4/I?A 公司 Q$)H/0试剂使用说明书"分别提

取拟穴青蟹各组织 #脑神经节)胸神经团)卵巢)

表皮)心脏)肝胰腺)鳃)胃$总 $%&"及各卵巢发

育期#未发育期)发育早期)发育期)将成熟期和

成熟期$的卵巢总 $%&"以上实验样本均为 / 个(

所获得的 $%&用 QJ?4=/ 公司的 $?X?4G&>O (>4CG

*G43AO E5%& *BAGJ?C>CR>G试剂盒合成第一链

E5%&"用于荧光定量表达分析( V$Q87-$反应

体系为 12

%

'!1 C*S;$

"

74?=>P ,P 1*2

Q2

32

%

'"E5%&模板 1

%

'"荧光定量引物各 210

%

'#32

%

=/06'$"714

%

'双蒸水( 每个样品设置 / 个重

复"用
!

6*%)07 基因作内参"均一化各样品 E5%&

用量的差异"引物为
!

6*%)07 (和
!

6*%)07 $#表 3$(

反应程序为 :4 b热变性 32 =>A%:4 b变性 32 C"

88 b退火 /2 C"91 b延伸 42 C"41 个循环( 之后

进行熔解曲线#=?0G>AI EF4X?$分析"以判定 7-$

扩增反应的特异性(

数据处理与分析55采用 1

6

##

8

G法
&9'

对目的

基因的相对表达量进行分析"以内参基因
!

6*%)07

均一化样品( 采用 )8检验法分析各组数据的差异

显著( 显著性检验水平 9?2128 为显著"9?

2123为极显著(

15结果

$"!#9;<==基因 %&'(的克隆和序列分析

通过设计的简并引物 2(3 和 2$3"以拟穴

青蟹卵巢 E5%&为模板扩增得到一个 E5%&片

段"测序后在 N?A;3AM 数据库中进行比对"发现

该序列与其他物种的 C?9JJ序列显示了较高

的相似性"基本确认为拟穴青蟹 C?9JJ基因序

列( 基于该片段设计 $&-,引物进行 8U与 /U末

端扩增"得到其完整的 E5%&序列( ;03CG比对

发现该序列与其他物种的 C?9JJ序列同样显

示了 较 高 的 同 源 性"从 而 确 定 为 拟 穴 青 蟹

C?9JJE5%&序列( 其全长为 3 880 LK"开放

阅读框长度为 3 114 LK"编码 429 个氨基酸( 8U

#Q$长度为 328 LK"/U#Q$长度为 11: LK( 无

加尾信号 &&Q&&&或 &QQ&&"但具有典型的

K/0B &尾#图 3$ (

74/GK343=计算拟穴青蟹 2&7RR蛋白的理

论分子量为 44 082148 F"')为 713:"其中带负电

荷氨基酸残基#&CK BN0F$81 个"带正电荷氨基酸

残基#&4I B'BC$40 个"预测其在体外的不稳定指

数#>ACG3L>0>GB >AO?P$为 40179"大于 42"为不稳定

蛋白质( *>IA307413 分析拟穴青蟹 2&7RR"没

有发现信号肽(

)AG?474/*E3A 预测拟穴青蟹 2&7RR的结构

域"结果显示第 08 </9/ 位置的氨基酸为蛋白激

酶结构域# K4/G?>A M>A3C?O/=3>A$ #图 1$"与其他

物种的 2&7RR结构域分析相一致(

$"$#9;<==基因序列同源性分析

拟穴青蟹 C?9JJE5%&序列推导的氨基酸

序列与其他物种的同源蛋白在 -0FCG30Y中进行多

序列比对分析"结果显示!拟穴青蟹 2&7RR氨基

酸序列与家蚕#L&,=F/,&50$)大红斑蝶#G*7*-.

'+4/0''-.$)埃及伊蚊#?4B4.*4<F')0$的相似率分

别为 91T)92T和 79T( 用 -0FCG30Y将推导的拟

穴青蟹 2&7RR氨基酸序列与其他一些物种进行

比对后"以 2?I3软件的邻位相接法绘制系统进

化树"结果显示拟穴青蟹与昆虫类聚为一支 #图

/$(

$"9#9;<==基因的表达分析

C?9JJ基因在各组织中的表达55依据实

验所得拟穴青蟹 C?9JJE5%&序列设计特异引

物 2:(和 2:$" 利 用 V$Q87-$ 技 术 检 测

C?9JJ基因在拟穴青蟹不同组织中的表达情

况( 研究发现"2&7RR主要在脑神经节和卵巢

中表达"而在其他组织表达量很低#图 4$(

C?9JJ基因在卵巢发育过程中的表达55

为了检测不同卵巢发育时期 C?9JJ基因的表达

量"分别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 $%&( V$Q8

7-$结果显示"C?9JJ基因在发育期 #

&

期$卵

巢表达量最高"且极显著高于其他各期 #9?

2123$"而其他 4 期无显著差异#图 8$(

8//
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图 !#拟穴青蟹 9;<==%&'(及其推导的氨基酸序列

方框代表起始密码子%

"

代表终止密码子% 灰色阴影所示为蛋白激酶结构域

D.8"!#)H0%&'(*733032%03*/.75 *%.310K207%0549;<==4-5/ $%.'3'&'&-+')5

QJ?>A>G>3G>/A E/O/A >C?AE0/C?O LB 3L03EM 4?EG3AI0?%GJ?CG/K E/O/A >C=34M?O LB 3A 3CG?4>CM%GJ?CJ3O/W>AO>E3G?CGJ?K4/G?>A M>A3C?

O/=3>A

7//
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图 $#蛋白序列结构功能域预测

D.8"$#,-03.%F.5754FH0G-5F0.71F-2%F2-0*73

427%F.5735/*.7

图 9#基于 '[ 法构建的系统发育树

D.8"9#,HN658-*/ +*10357'0.8H+5-A[5.7.78 /0FH53

C-.)4+* '-)&50-. ;-5&! 蒙 眼 貂 # &,*238/1 $ % D47&'-.

# $0+-5*7*$)5&'0%*+0.!非洲蟾蜍#%7=223220280$ % G*70& 5450&!

斑马鱼 #&5)40379 $ % C-.,-.%-+-.!小鼠 #&&+340/2 $ % $-.

.%5&;*!野猪#%7=2231/349:$ % $%F++* '*5*,*,&.*07!拟穴青蟹

#R(87::23 $ % ?4B4.*4<F')0!埃及伊蚊 # Y7= 2237710/9 $ %

L&,=F/,&50!家蚕#%7=2232/7:11 $ % G*7*-.'+4/0''-.!大红

斑蝶#,+!97091$

图 =#拟穴青蟹 9;<==基因在成体组织中的表达

31表皮% 11脑神经节% /1卵巢% 41胸神经团% 81心脏% 71肝胰

腺% 91胃% 01鳃

D.8"=#BSG-011.57549;<==/<'(.7*326F

F.1120154$%.'3'&'&-+')5

31?K>O?4=>C% 11L43>A I3AI0>/A% /1/X34B% 41GJ/43E>EI3AI0>/A

=3CC% 81J?34G% 71J?K3G/K3AE4?3C% 91CG/=3EJ% 01I>00

/5讨论

本研究首次在甲壳动物中获得 C?9JJ基因

的 全长E5%&序列 (拟穴青蟹C?9JJ基因的

图 C#拟穴青蟹 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

D.8"C#BSG-011.57549;<==/<'(*F3.440-07F

5P*-.*730P065G/07F1F*80154$%.'3'&'&-+')5

'

1FAO?X?0/K?O CG3I?%

(

1?340B8O?X?0/K>AI CG3I?%

&

1

O?X?0/K>AI CG3I?%

)

1A?340B84>K?CG3I?%

*

14>K?CG3I?

E5%&序列"全长为 3 880 LK"开放阅读框长度为

3 114 LK"编码 429 个氨基酸( 序列分析发现"

C?9JJ基因的氨基酸序列在不同物种间具有较

高的同源性"提示该基因在进化上和功能上的保

守性( )AG?474/*E3A 预测拟穴青蟹 2&7RR的结

构域"发现它含有蛋白激酶结构域( 蛋白激酶是

细胞信号通道中起化学修饰作用的成员"催化

&Q7或 NQ7的
+

8磷酸基团转移至受体丝氨酸)苏

氨酸或酪氨酸的羟基上"参与多种细胞功能诸如

细胞生长)分裂)分化)细胞间相互作用以及细胞

与细胞外基质相互作用等调控
&0'

(

迄今为止"C?9JJ基因已经在猪)鸡)小鼠

等物种中得到克隆和分析( 在猪中"2&7RR对

于卵母细胞恢复减数分裂是必需的
&:'

%在鸡中

2&7RR被证实与视网膜神经细胞的生长相

关
&32'

%2&7RR还可以调控哺乳动物的细胞增

殖
&33'

( 本研究利用 V$Q87-$技术对拟穴青蟹不

同组织中的 2&7RR 进行了定量分析"发现

C?9JJ基因主要在脑神经节和卵巢中表达"而

在其他组织表达量很低( 脑神经节是甲壳动物重

要的神经器官"富含神经细胞和神经胶质细胞(

拟穴青蟹 C?9JJ基因在脑神经节中的高表达"

可能与 2&7RR在突触传递)神经元重塑等方面

的重要作用有关
&31'

( C?9JJ基因在拟穴青蟹卵

巢中的表达量也很高"提示其可能在生殖细胞的

发育和成熟中具有非常重要的作用
&3/'

(

开展拟穴青蟹卵巢发育机制和调控技术的研

究"对于青蟹养殖产业健康发展具有重要意义(

最近"已经从拟穴青蟹克隆获得一些卵巢发育相

9//
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关 的 基 因" 例 如 %F%+07) 35:1) $PC@63) E*.*

等
&34 630'

( 有关 2&7RR在甲壳动物卵巢发育过

程中的作用尚未见报道( 为了探究 2&7RR在拟

穴青蟹卵巢发育过程中的调节作用"我们对

C?9JJ表达量进行了分析( 结果显示"C?9JJ

在拟穴青蟹发育期卵巢的含量显著高于其他各

期( 发育期卵巢为卵母细胞迅速生长和卵黄发生

旺盛期"C?9JJ在该期高表达推测其与卵巢发

育有关(

2&7RR是 2&7R信号通路的主要成员之

一"在该信号通路中的作用是磷酸化其唯一的底

物 2&7R的苏氨酸和酪氨酸残基使之激活"活化

的 2&7R进入细胞核"磷酸化激活其底物蛋白"

包括调节细胞周期和细胞分化的特异性蛋白表达

的转录因子
&/'

( 据报道" 斑节对虾 # 947*4-.

,&7&O/A$C?9J基因在将成熟期卵巢表达量为

最高"之后水平逐渐降低
&3:'

"此表达模式正好稍

滞后于拟穴青蟹 C?9JJ基因( 由此"我们推测

2&7RR在卵巢中的作用主要是通过激活下游底

物 2&7R"而 2&7R又再活化与细胞周期相关的

转录因子等物质"从而促进卵母细胞的生长"协助

卵巢从发育期进入将成熟期( 当拟穴青蟹卵巢发

育进入将成熟期后"C?9JJ表达量迅速下降"该

变化影响 2&7R的激活"从而对卵母细胞生长的

促进作用有所减弱( 但拟穴青蟹卵巢发育接受多

个基因共同调控"例如 %F%+07&

&12'

)%F%+07;

&34'

基因

在卵巢将成熟期和成熟期高表达"因此可能在若

干基因的共同调控下"卵巢发育最终进入成熟期(

国内外大量研究表明"2&7RR具有多重调

控功能"迄今其分子作用机制远未阐明( 为了更

加清楚地认识 C?9JJ基因在拟穴青蟹不同组织

和卵巢发育中的作用"今后可通过 $%&干扰等手

段"进一步验证 C?9JJ基因的功能(
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