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三疣梭子蟹几丁质酶基因的克隆及其在蜕皮过程中的表达分析
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摘要：为探究几丁质酶基因在三疣梭子蟹蜕皮过程中的生理作用，本研究通过转录组测序和

ＲＡＣＥ技术克隆了三疣梭子蟹几丁质酶基因（ＰｔＣｈｉ）ｃＤＮＡ全长（登录号：ＫＦ９１４６６３），并通过
荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）技术研究了该基因在三疣梭子蟹不同组织及不同蜕皮阶段的表达
情况。结果表明：（１）ＰｔＣｈｉ基因 ｃＤＮＡ全长２２００ｂｐ，包括５′非编码区（５′ＵＴＲ）１６ｂｐ、３′非编
码区（３′ＵＴＲ）７１４ｂｐ和开放阅读框１４７０ｂｐ，编码 ４８９个氨基酸，预测蛋白质分子量和等电
点为５３９７ｋｕ和４７６。（２）ＢｌａｓｔＰ结果显示，ＰｔＣｈｉ推导氨基酸序列与已知甲壳动物 Ｃｈｉ３的
一致性为６１％～９６％，系统进化树分析表明 ＰｔＣｈｉ与其他甲壳动物 Ｃｈｉ３聚为一支。（３）ｑＲＴ
ＰＣＲ结果显示 ＰｔＣｈｉ基因在 Ｃ期三疣梭子蟹肝胰腺中表达水平最高，胃、大颚器、心脏和眼柄
中 ＰｔＣｈｉｍＲＮＡ表达水平依次降低，在其他组织中 ＰｔＣｈｉｍＲＮＡ表达量最低，且表达水平无显
著差异。（４）不同蜕皮阶段，ＰｔＣｈｉ在肝胰腺、肠、胃和大颚器 ４种组织中的表达变化模式有所
不同，肝胰腺中 ＰｔＣｈｉｍＲＮＡ表达水平在 ＡＢ期最高，Ｃ期最低，暗示 ＰｔＣｈｉ可能参与三疣梭子
蟹蜕皮后期对病原体的免疫防御；肠中的 ＰｔＣｈｉｍＲＮＡ表达水平在 Ｅ期最高，Ｃ期最低，推测
ＰｔＣｈｉ参与蜕皮过程中肠道围食膜的分解和免疫功能；胃中 ＰｔＣｈｉ表达水平在 Ｃ期最高，暗示
其参与了食物消化。以上结果表明，本研究克隆的 ＰｔＣｈｉ可能为甲壳动物 Ｃｈｉ３型，其准确生
理学功能及其在蜕皮过程中的调控机制有待进一步深入研究。
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　　几丁质又称甲壳素、壳多糖，是由 Ｎ－乙酰 －
β－Ｄ氨基葡萄糖通过 β－１，４糖苷键连接而成
的直链多聚糖

［１］
，是甲壳动物外骨骼的重要组成

成分
［２］
。甲壳动物生长发育过程中，经常需要蜕

去旧壳以继续生长
［３－４］

，蜕壳前需要几丁质消化

酶将旧壳中的几丁质降解，从而导致旧壳疏松，便

于动物中从旧壳中顺利蜕出
［５］
。甲壳动物甲壳

中的几丁质完全分解需要几丁质酶和 Ｎ－乙酰 －
β－Ｄ氨基葡萄糖甘酶（也称壳二糖酶）这 ２种几

丁质消化酶的共同参与：首先几丁质酶将几丁质

降解为几丁质寡聚糖，随后壳二糖酶将几丁质寡

聚糖水解为 Ｎ－乙酰 －β－Ｄ氨基葡萄糖单
体

［６］
。水解产生的 Ｎ－乙酰 －β－Ｄ氨基葡萄糖

单体可被部分重新吸收，用于新壳的合成
［５］
。对

甲壳动物而言，几丁质酶除了直接参与蜕皮调控

外，还具有消化食物中几丁质和抵御病原体侵染

等功能
［７－９］

。因此，深入研究几丁质酶在甲壳动

物生长发育过程中的生理功能具有一定的理论意
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义和实用价值。

几丁质酶由几丁质酶基因表达生成。现有研

究表明，几丁质酶基因是一种基因数量较多的家

族基因，在果蝇（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ）、冈比
亚按蚊（Ａｎｏｐｈｅｌｅｓｇａｍｂｉａｅ）、赤拟谷盗（Ｔｒｉｂｏｌｉｕｍ
ｃａｓｔａｎｅｕｍ）等昆虫中存在 ２３～２６个几丁质酶基
因

［１０－１１］
，在日本对虾（Ｐｅｎａｅｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ）［１２］、中

国明对虾（Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）［１３］、斑节对
虾 （Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎ）［１］、锯 缘 青 蟹 （Ｓｃｙｌｌａ
ｓｅｒｒａｔａ）［１４］ 和 凡 纳 滨 对 虾 （Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ
ｖａｎｎａｍｅｉ）［５］等甲壳动物中也发现了３～６种几丁
质酶基因。虽然甲壳动物的几丁质酶基因均具有

信号肽、ＧＨ１８催化结构域、Ｓ／Ｔ富集的连接区和
几丁质结合域这 ４个典型的结构域，但这些基因
在甲壳动物不同组织中的时空表达模式和生理功

能存在差异
［１４］
。如凡纳滨对虾几丁质酶基因

ＬｖＣｈｉ１、ＬｖＣｈｉ３和 ＬｖＣｈｉ４主要在肝胰腺中表
达；ＬｖＣｈｉ２在眼柄中相对表达水平较高；ＬｖＣｈｉ
５在肌肉中表达量最高，其次为表皮；而 ＬｖＣｈｉ６
主要在表皮、鳃和眼柄中表达

［５］
。因此，系统研

究几丁质酶基因在甲壳动物蜕壳周期中不同组织

内的表达情况，可以在了解该基因与蜕皮的关系

的同时，初步了解该基因的功能
［１５－１７］

。

三疣梭子蟹（Ｐｏｒｔｕｎｕｓｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｕｓ）是我国
重要的养殖蟹类，人工养殖过程中的蜕皮死亡综

合征（ｍｏｌｔｉｎｇｄｅａｔｈｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＭＤＳ）和病害问题
一直是困扰该产业可持续发展的 ２个重要问
题

［１８－１９］
。ＭＤＳ是指蟹类不能顺利完成蜕壳，在

蜕壳过程中或蜕壳不久便大量死亡的一种综合症

状，给经济蟹类养殖生产造成了巨大的经济损

失
［１８，２０］

。由于 ＭＤＳ形成原因非常复杂，要深入
了解其形成机制，首先必需深入研究三疣梭子蟹

蜕皮的生理和免疫机制，为 ＭＤＳ的控制提供理
论参考和实践依据

［２１－２２］
。以往研究表明几丁质

酶可能参与了甲壳动物的蜕壳调控和免疫保护，

并已有多种甲壳动物的不同几丁质酶基因被克隆

和研究，这为深入研究甲壳动物几丁质酶基因的

生理功能奠定了基础
［１４］
。但迄今为止，尚未见有

三疣梭子蟹几丁质酶基因方面的研究报道。因

此，本研究基于三疣梭子蟹转录组文库获得的几

丁质酶基因部分 ｃＤＮＡ序列（ｃｏｎｔｉｇ８６９３），通过
反转录 ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）和 ｃＤＮＡ末端快速扩增
（ＲＡＣＥ）技术，得到了三疣梭子蟹一种几丁质酶

基因（ＰｔＣｈｉ）的 ｃＤＮＡ全长。在对该基因序列进
行相关生物信息学分析后，通过荧光定量 ＰＣＲ技
术研究了该基因在三疣梭子蟹不同组织及不同蜕

皮阶段的表达情况，结果可以为进一步研究 ＰｔＣｈｉ
的生理功能提供基础资料。

１　材料与方法

１１　实验材料与采样
三疣梭子蟹幼蟹购自浙江舟山宏福水产养殖

场，幼蟹初始体质量 ５０～８０ｇ，甲宽 ７～９ｃｍ，挑
选６０只肢体健全，活力好的雌蟹运输到上海海洋
大学营养繁殖研究室，在室内循环水系统中暂养

１周，暂养水族箱规格（长 ×宽 ×高 ＝７５ｃｍ×５３
ｃｍ×４７ｃｍ），水族箱底铺 ３～５ｃｍ细沙供其隐
蔽，每箱放８～１０只幼蟹。暂养期间每日１９∶００投
喂冷冻真蛸（Ｏｃｔｏｐｕｓｖｕｌｇａｒｉｓ）和冷冻的凡纳滨对
虾等饵料，投喂量为蟹总体质量的５％～１０％，次日
上午清除残饵和粪便。暂养期间水温 ２４～２６℃、
盐度２４、溶解氧 ＞５ｍｇ／Ｌ、氨氮 ＜０５ｍｇ／Ｌ、亚硝
酸盐氮 ＜０１５ｍｇ／Ｌ、ｐＨ为 ７０～９０。

暂养结束后，挑选３２只处于蜕皮间期（Ｃ期）
或前期（Ｄ期）的幼蟹用于正式实验，正式实验期
间的日常管理和水质参数同暂养阶段。为避免实

验蟹间的相互残杀，每只幼蟹单独饲养于水体体

积为４０Ｌ的小型循环水族箱（长 ×宽 ×高 ＝５３
ｃｍ×１８ｃｍ×４５ｃｍ）。根据三疣梭子蟹游泳足的
形态学变化将其蜕皮周期分为蜕皮期（Ｅ期）、蜕
皮后期（ＡＢ期）、蜕皮间期（Ｃ期）和蜕皮前期（Ｄ
期）

［２３］
，实验过程中每天检查和记录每只幼蟹所

处的蜕皮阶段，对达到一定蜕皮阶段的个体进行

解剖，采集肝胰腺、肌肉、心脏、鳃、胃、肠、眼柄、胸

神经节、Ｙ器官、大颚器等组织样品，液氮速冻后
－８０℃ 保存待用。由于 Ｄ期可分为多个亚
期

［２３］
，且每个亚期持续时间相对较短，Ｄ期样品

仅采集形态特征较为典型的 Ｄ２亚期。每个蜕皮
阶段采集５～８只个体。
１２　ＰｔＣｈｉｃＤＮＡ全长的克隆

取冻存的肝胰腺组织，采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取总
ＲＮＡ，琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ完整度，紫外分
光光度计检测 ＲＮＡ纯度。使用 ＳＭＡＲＴＴＭ ＲＡＣＥ
ｃＤＮＡＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，Ｃａｔ６３４９２３）进
行第 一 链 ｃＤＮＡ 合 成，Ａｄｖａｎｔａｇｅ２ＰＣＲ Ｋｉｔ
（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，Ｃａｔ６３９２０７）进行 ＲＡＣＥ扩增。ＲＡＣＥ

２９２１
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用特异性引物根据三疣梭子蟹转录组文库（ＮＣＢＩ
登录号：ＳＲＡ０５１６０８）筛选到的几丁质酶基因序列
片段（序列拼接号：ｃｏｎｔｉｇ８６９３）设计（表 １）。所
得 ＰＣＲ产物琼脂糖凝胶电泳后采用 ＤＮＡ回收试
剂盒（ＴａＫａＲａ，Ｃａｔ９７６３）进行回收纯化，纯化产
物与 ｐＭＤ１９Ｔ载体（ＴａＫａＲａ，ＣａｔＤ１０４Ａ）进行
连接后转化至大肠杆菌 Ｔｏｐ１０感受态细胞（天
根，Ｃａｔ．ＣＢ１０４－０１）中，３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条件下
振荡培养２ｈ，离心收集菌体后接种并进行蓝白斑
筛选，随机挑选１０个阳性克隆送上海生工生物工
程公司进行测序。

１３　序列分析
ＰｔＣｈｉ片段序列的拼装利用 ＤＮＡＳｔａｒ软件中

的 ＳｅｑＭａｎ程序进行。获得 ＰｔＣｈｉ全长 ｃＤＮＡ后
采用 Ｂｌａｓｔ程序分析 ＰｔＣｈｉ与其他动物 Ｃｈｉ基因
序列的同源性和一致性；ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／ｇｏｒｆ／ｇｏｒｆｈｔｍｌ） 预 测

ＰｔＣｈｉ基 因 开 放 阅 读 框 （ＯＲＦ，ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｍｅ），推导氨基酸序列的物理参数、信号肽和跨
膜结构的预测分别采用 ＰｒｏｔＰａｒａｍｔｏｏｌ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｅｂｅｘｐａｓｙｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）、ＳｉｇａｌＰ４１Ｓｅｒｖｅｒ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｃｂｓｄｔｕｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）和
ＴＭＨＭＭ ２０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｃｂｓｄｔｕｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／
ＴＭＨＭＭ－２０／）进行。最后通过 ＭＥＧＡ５０软
件进行多重序列比对和系统进化树构建。

１４　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）
采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取各期组织样品的总 ＲＮＡ。

分别取１００ｎｇ总ＲＮＡ作为反转录模板进行ｃＤＮＡ
合成，总 ＲＮＡ提取试剂盒（ＣａｔＤ９１０８Ａ）和反转录
试剂盒（ＣａｔＤ２６３９Ａ）均为 ＴａＫａＲａ公司生产。根
据ＰｔＣｈｉ序列，采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５０软件设计定
量 ＰＣＲ用特异性引物，以三疣梭子蟹１８ＳｒＲＮＡ作
为内参基因

［２４］
（表 １）。按照定量 ＰＣＲ试剂盒

（ＴａＫａＲａ，ＣａｔＤＲＲ４２０Ａ）说明，将模板 ｃＤＮＡ梯度
稀释后进行标准曲线扩增。当 ＰＣＲ反应满足无非
特异性扩增，目标基因和内参基因的扩增效率在

９５％～１０５％，标准曲线 Ｒ２值大于 ０９９时，确定
ｑＲＴＰＣＲ反应体系与条件。最终采用 ＣｈｉＦ２／Ｒ２
作为定量 ＰＣＲ扩增引物，ｑＲＴＰＣＲ的反应体系见
表２，反应条件：９５℃预变性３０ｓ；９５℃变性３ｓ，６０
℃退火３０ｓ，４０个循环。

首先采用 Ｃ期的肌肉、肝胰腺、心脏、胃、肠、
鳃、Ｙ器官、大颚器、眼柄和胸神经节研究 ＰｔＣｈｉ

基因在三疣梭子蟹各个组织中的相对表达情况。

在此基础上研究三疣梭子蟹蜕皮过程中，ＰｔＣｈｉ
在肝胰腺、胃、肠和大颚器中的表达变化。每个样

品重复测定４次，每个蜕壳阶段重复５个体。

表 １　实验用 ＰＣＲ引物及序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｔｈｅｉｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｅｄ

ｉｎｔｈｉｓｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

引物名称

ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ
核苷酸序列（５′－３′）

ｓｅｑｕｅｎｃｅ
用途

ｐｕｒｐｏｓｅ

通用引物预

混液

ｕｎｉｖｅｒｓａｌ
ｐｒｉｍｅｒ
ｍｉｘ（ＵＰＭ）

ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ ＲＡＣＥ

Ｃｈｉ５′Ｒ１ ＴＣＧＡＴＧＧＴＡＣＣＣＴＴＧＣＣＧＧＣＡＧＡＣＡ ５′ＲＡＣＥ

Ｃｈｉ５′Ｒ２ ＡＧＧＧＴＣＧＴＧＣＡＣＡＡＣＡＧＴＣＣＡＧＣＣＡ ５′ＲＡＣＥ

Ｃｈｉ３′Ｆ１ ＣＣＣＣＡＡＣＧＡＣＴＧＣＣＣＣＴＡＧＡＧＡＧＣＣ ３′ＲＡＣＥ

Ｃｈｉ３′Ｆ２ ＣＣＡＧＧＡＣＧＧＴＧＧＣＧＧＡＧＴＧＴＴＧＧＡＴ ３′ＲＡＣＥ

ＣｈｉＦ１ ＡＴＣＣＴＧＧＣＴＧＴＧＧＧＴＧＧＡＴＧ ｑＲＴＰＣＲ

ＣｈｉＲ１ ＴＴＡＧＣＧＴＧＣＡＧＴＧＣＣＴＣＣＴＴ ｑＲＴＰＣＲ

ＣｈｉＦ２ ＣＣＣＧＡＣＡＡＣＴＧＣＣＡＣＣＡＣＴＡ ｑＲＴＰＣＲ

ＣｈｉＲ２ ＣＡＡＧＧＧＣＡＣＡＧＡＣＧＡＣＡＴＧＣ ｑＲＴＰＣＲ

１８ＳＦ ＴＣＣＡＧＴＴＣＧＣＡＧＣＴＴＣＴＴＣＴＴ ｑＲＴＰＣＲ

１８ＳＲ ＡＡＣＡＴＣＴＡＡＧＧＧＣＡＴＣＡＣＡＧＡＣＣ ｑＲＴＰＣＲ

表 ２　ＰｔＣｈｉ与 １８ＳｒＲＮＡ基因荧光定量 ＰＣＲ
反应体系中各试剂添加量 （μＬ）

Ｔａｂ．２　ＴｈｅｖｏｌｕｍｅｏｆｅａｃｈｒｅａｇｅｎｔａｄｄｅｄｔｏｔｈｅＰＣＲ
ｍｉｘｔｕｒｅｕｓｅｄｆｏｒｑＲＴＰＣＲｏｆＰｔＣｈｉａｎｄ１８ＳｒＲＮＡ

试剂 ｒｅａｇｅｎｔ ＰｔＣｈｉ １８ＳｒＲＮＡ
ＳＹＢＲ预混 ＥｘＴａｑ酶

ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（２×）
１０ １０

ＰＣＲ上游引物／ＰＣＲ
ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ（１０μＭ）

０４ ０３

ＰＣＲ下游引物／ＰＣＲ
ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ（１０μＭ）

０４ ０３

ｃＤＮＡ模板／ｃＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅ ２０ ２０

ＲＯＸ校正染料 ＤｙｅⅡ／ＲＯＸ
ＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅⅡ（５０×）

０４ ０４

双蒸水 ｄｄＨ２Ｏ ６８ ７０

总体积 ｔｏｔａｌｖｏｌｕｍｅ ２０ ２０

１５　数据分析
以１８ＳｒＲＮＡ作为内参基因，通过 ２－ΔΔＣｔ法计

算 ＰｔＣｈｉｍＲＮＡ的相对表达水平。使用 ＳＰＳＳ
１７０软件对 ｑＲＴＰＣＲ数据进行统计分析，采用
Ｌｅｖｅｎｅ’ｓ法进行方差齐性检验，ＡＮＯＶＡ对实验
结果进行方差分析。当数据满足方差齐性时采用

Ｄｕｎｃａｎ氏法进行多重比较；当不满足方差齐性
时对数据进行反正弦或平方根处理，对仍不具备
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齐性方差的数据，采用 ＧａｍｅｓＨｏｗｅｌｌ法进行多重
比较，取 Ｐ＜００５为差异显著性标准。

２　结果

２１　ＰｔＣｈｉ基因全长克隆及比对结果
三疣梭子蟹几丁质酶基因（ＰｔＣｈｉ）ｃＤＮＡ全长２

２００ｂｐ，ＮＣＢＩ登录号为 ＫＦ９１４６６３。序列分析结果表
明，该基因ｃＤＮＡ序列包括５′－非编码区（５′ＵＴＲ）
１６ｂｐ、３′－非编码区（３′ＵＴＲ）７１４ｂｐ和开放阅读框

（ＯＲＦ）１４７０ｂｐ，ＯＲＦ编码４８９个氨基酸，预测蛋白
的分子式和分子量分别为Ｃ２４０５Ｈ３６２１Ｎ６２３Ｏ７３０Ｓ３２和
５３９７ｋｕ，等电点为 ４７６。进一步分析表明，
ＰｔＣｈｉ推导氨基酸序列从 Ｎ端到 Ｃ端包含甲壳动
物几丁质酶的 ４个典型结构域：信号肽（１～２０
ａａ）、ＧＨ１８催化结构域（２２～３６７ａａ）、Ｓ／Ｔ富集的
连接区和几丁质结合结构域（４２３～４８０ａａ）（图
１）。其中信号肽的裂解位点位于第 ２０个与第 ２１
个氨基酸之间，推测该蛋白属于分泌蛋白。

图 １　ＰｔＣｈｉ基因 ｃＤＮＡ全长及预测氨基酸序列
斜体加粗显示信号肽序列；下划线区域分别为 ＧＨ１８结构域与几丁质结合结构域；启动密码子、终止密码子及加尾信号以方框框出

Ｆｉｇ．１　ＦｕｌｌｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｉｔｓｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＰｔＣｈｉ
Ｔｈｅｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｉｓｓｈｏｗｎｉｎｂｏｌｄｉｔａｌｉｃｓ；ＧＨ１８ｄｏｍａｉｎａｎｄｃｈｉｔｉｎｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎａｒｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ；ｐｒｏｍｏｔｅｒ，ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒａｎｄ

ｐｏｌｙａｄｅｎｙｌａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｗｉｔｈａｆｒａｍｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

　　本研究克隆的 ＰｔＣｈｉ与锯缘青蟹、日本对虾、
凡纳滨对虾、中国明对虾和斑节对虾的几丁质酶

３（Ｃｈｉ３）氨基酸序列相似度最高（图 ２）。这些物
种的 Ｃｈｉ３氨基酸序列在几丁质结合结构域均含
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有６个保守的半胱氨酸（图２中号标示）和４个
芳香族氨基酸残基（图 ２中下三角标示）。整体
上，蟹类 Ｃｈｉ３与虾类 Ｃｈｉ３的氨基酸序列存在一
定的差异（图２中虚线方框）。不同甲壳动物的 ３
种几丁质酶（Ｃｈｉ１、Ｃｈｉ２和 Ｃｈｉ３）氨基酸序列比
对结果显示，不同物种间的同种几丁质酶氨基酸

序列相似度也较高，相似度在７８％～９７％（图 ２）。
尽管 Ｃｈｉ１、Ｃｈｉ２和 Ｃｈｉ３的氨基酸序列在多个
区域存在明显差异（图 ２下划虚线），但这 ３种几
丁质 酶 ＧＨ１８结 构 域 中 的 催 化 活 性 位 点
（ＦＤＧＬＤＬＤＷＥＹＰ）高度保守（图２）。

图 ２　三疣梭子蟹与其他甲壳动物的 Ｃｈｉ氨基酸序列比对
（１）单向箭头指示各功能域分界，序列内实线方框表示催化活性位点，序列内虚线方框为虾蟹类 Ｃｈｉ３氨基酸序列存在差异的部分；（２）

下划虚线标示３种几丁质酶氨基酸序列主要存在差异的区域；“”与“"”分别标示几丁质结合结构域内的半胱氨酸和芳香族氨基酸

位点；（３）ＰｔＣｈｉ为三疣梭子蟹几丁质酶，ＳｓＣｈｉ为锯缘青蟹几丁质酶，ＰｊＣｈｉ为日本对虾几丁质酶，ＬｖＣｈｉ凡纳滨对虾几丁质酶，ＦｃＣｈｉ为

中国明对虾几丁质酶，ＰｍＣｈｉ为斑节对虾几丁质酶

Ｆｉｇ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＣｈｉｂｅｔｗｅｅｎＰ．ｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｕｓａｎｄｏｔｈｅｒｃｒｕｓｔａｃｅａｎｓｐｅｃｉｅｓ
（１）Ｔｈｅｂｏｕｎｄａｒｉｅｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｍａｉｎｓａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｂｙｏｎｅ－ｗａｙａｒｒｏｗｓ，ｃａｔａｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｅｓｉｔｅｉｎｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｒｅｂｏｘｅｄｗｉｔｈｓｏｌｉｄｌｉｎｅ，

ｗｈｉｌｅｔｈｅｄｏｔｔｅｄｂｏｘｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇｃｒｕｓｔａｃｅａｎＣｈｉ３ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ；（２）Ｔｈｅｍａｊｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｒｏｍｔｈｒｅｅ

Ｃｈｉｇｒｏｕｐｓａｒｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄｗｉｔｈｄｏｔｔｅｄｌｉｎｅ，ｃｙｓｔｅｉｎｅａｎｄａｒｏｍａｔｉｃａｍｉｎｏａｃｉｄｒｅｓｉｄｕｅｓｉｎｃｈｉｔｉｎｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎａｒｅｍａｒｋｅｄｂｙｗｉｔｈ“”ａｎｄ

“
"

”，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；（３）ＰｔＣｈｉｍｅａｎｓＰ．ｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｕｓｃｈｉｔｉｎａｓｅ，ＳｓＣｈｉｍｅａｎｓＳ．ｓｅｒｒａｔａｃｈｉｔｉｎａｓｅ，ＰｊＣｈｉｍｅａｎｓＰ．ｊａｐｏｎｉｃｕｓｃｈｉｔｉｎａｓｅ，ＬｖＣｈｉ

ｍｅａｎｓＬ．ｖａｎｎａｍｅｉｃｈｉｔｉｎａｓｅ，ＦｃＣｈｉｍｅａｎｓＦ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓｓｃｈｉｔｉｎａｓｅ，ＰｍＣｈｉｍｅａｎｓＰ．ｍｏｎｏｄｏｎｃｈｉｔｉｎａｓｅ

　　预测蛋白质氨基酸多重序列比对（ＢｌａｓｔＰ）结 果显示，ＰｔＣｈｉ与锯缘青蟹 Ｃｈｉ３的序列一致性最
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高，为９６％，但与锯缘青蟹 Ｃｈｉ１和 Ｃｈｉ２的序列
一致性仅为３７％和 ４０％。ＰｔＣｈｉ与虾类 Ｃｈｉ３的
序列一致性均低于锯缘青蟹 Ｃｈｉ３，但明显高于其
他 ２种几丁质酶。如 ＰｔＣｈｉ与日本对虾 Ｃｈｉ３、
Ｃｈｉ１和 Ｃｈｉ２的序列一致性分别为 ６１％、３５％和
４０％；与凡纳滨对虾 Ｃｈｉ３、Ｃｈｉ１和 Ｃｈｉ２的序列
一致性分别为６１％、３６％和４１％。

基于２６条甲壳动物几丁质酶氨基酸序列，通

过 ＭＥＧＡ５０邻接法（ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ）构建进
化树，结果表明 Ｃｈｉ１、Ｃｈｉ２和 Ｃｈｉ３各自聚为一
支。参与进化树构建的甲壳动物 Ｃｈｉ４、Ｃｈｉ５和
Ｃｈｉ６在进化上与 Ｃｈｉ３更为接近，共同聚为一大
支。ＰｔＣｈｉ与锯缘青蟹 Ｃｈｉ３亲缘关系最近，聚为
一支，虾类的 Ｃｈｉ３聚为另一支（图 ３）。因此，本
研究中克隆的三疣梭子蟹 Ｃｈｉ基因建议命名为
ＰｔＣｈｉ３。

图 ３　Ｃｈｉ氨基酸序列的 ＮＪ进化树

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｆｏｒＣｈｉｓ

２２　三疣梭子蟹蜕皮间期 ＰｔＣｈｉ基因在不同组
织中的表达情况

定量 ＰＣＲ结果显示，ＰｔＣｈｉ在三疣梭子蟹蜕
皮间期的多种组织中均有表达，且表达水平存在

显著差异（Ｐ＜００５，图４）。其中，ＰｔＣｈｉ在肝胰腺
中的表达水平显著高于其他９种组织，在胃、大颚
器、心脏和眼柄中也有较高水平的表达，表达水平

高低顺序依次为胃 ＞大颚器 ＞心脏 ＞眼柄；整体
上，ＰｔＣｈｉ基因在肠、肌肉、鳃、胸神经节、Ｙ器官中
的表达水平较低，且这些组织中的 ＰｔＣｈｉｍＲＮＡ

相对表达量差异不显著（图４）。
２３　ＰｔＣｈｉ在不同蜕皮阶段的基因表达情况

根据ＰｔＣｈｉｍＲＮＡ在Ｃ期不同组织中的表达
情况，对整个蜕皮周期中肝胰腺、肠、胃、大颚器 ４
种组织内的 ＰｔＣｈｉｍＲＮＡ表达变化进行了研究。
结果显示，不同蜕皮阶段上述 ４种组织中 ＰｔＣｈｉ
ｍＲＮＡ的表达水平均变化显著（Ｐ＜００５），但变
化模式有所不同（图５）。肝胰腺中 ＰｔＣｈｉｍＲＮＡ
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图 ４　蜕皮间期三疣梭子蟹各组织中 ＰｔＣｈｉｍＲＮＡ

的表达差异分析

Ｈｐ肝胰腺；Ｓ．胃；Ｉ．肠道；ＭＯ．大颚器；Ｈ．心脏；Ｍ．肌肉；

Ｇ．鳃；ＴＧ．胸神经节；ＹＯ．Ｙ器官；Ｅ．眼柄

柱形图上含有不同字母代表不同组织中的 ＰｔＣｈｉｍＲＮＡ相对

表达量差异显著（Ｐ ＜００５），下同

Ｆｉｇ．４　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

ｏｆＰｔＣｈｉｍＲＮＡｉｎｖａｒｉｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓ

ｏｆＰ．ｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｕｓａｔｉｎｔｅｒｍｏｌｔｐｅｒｉｏｄ
Ｈｐｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓ；Ｓ．ｓｔｏｍａｃｈ；Ｉ．ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ；ＭＯ．ｍａｎｄｉｂｕｌａｒ

ｏｒｇａｎ；Ｈ．ｈｅａｒｔ；Ｍ．ｍｕｓｃｌｅ；Ｇ．ｇｉｌｌ；ＴＧ．ｔｈｏｒａｃｉｃｇａｎｇｌｉａ；ＹＯ．

Ｙｏｒｇａｎ；Ｅ．ｅｙｅｓｔａｌｋ

ＢａｒｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆＰｔＣｈｉ

ｍＲＮＡｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎｖａｒｉｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＜００５），

ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

图 ５　不同蜕皮阶段三疣梭子蟹 ４种组织中

ＰｔＣｈｉｍＲＮＡ的表达差异分析
Ｅ．蜕皮期；ＡＢ．蜕皮后期；Ｃ．蜕皮间期；Ｄ．蜕皮前期

Ｆｉｇ．５　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

ｏｆＰｔＣｈｉｍＲＮＡｉｎｆｏｕｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆ

Ｐ．ｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｕｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｏｌｔｉｎｇｓｔａｇｅｓ
Ｅ．ｅｃｄｙｓｉｓ；ＡＢ．ｐｏｓｔｍｏｌｔ；Ｃ．ｉｎｔｅｒｍｏｌｔ；Ｄ．ｐｒｅｍｏｌｔ

的相对表达水平在 ＡＢ期最高，到 Ｃ期显著下降，
Ｄ期又显著升高，但仍显著低于 ＡＢ期，Ｄ期基因
表达水平仅为 ＡＢ期的 ４２％左右；肠中 ＰｔＣｈｉ
ｍＲＮＡ表达水平在 Ｅ期最高，随后呈显著下降趋
势，至 Ｃ期达最低值，Ｄ期略有上升，但与 Ｃ期差
异不显著；胃和大颚器中 ＰｔＣｈｉｍＲＮＡ变化模式

基本一致，均是 Ｃ期最高，ＡＢ期较低，但两个组
织中各期 ＰｔＣｈｉ基因相对表达量大小顺序存在一
定的差异，分别为 Ｃ期 ＞Ｅ期 ＞ＡＢ期 ＞Ｄ期和 Ｃ
期 ＞Ｄ期 ＞Ｅ期 ＞ＡＢ期（图５）。

３　讨论

３１　ＰｔＣｈｉ序列结构分析
本研究通过转录组测序和 ＲＡＣＥ技术，获得

了 ＰｔＣｈｉ基因的 ｃＤＮＡ全长序列。序列分析结果
表明，ＰｔＣｈｉ预测氨基酸序列包含甲壳动物几丁
质酶的４个典型结构域：信号肽、ＧＨ１８催化结构
域、Ｓ／Ｔ富集的连接区和几丁质结合结构域。几
丁质酶是一种分泌蛋白，信号肽通常在分泌蛋白

的跨膜转移过程中发挥重要作用
［２５］
。ＧＨ１８催化

结构域中的催化活性位点（ＦＤＧＬＤＬＤＷＥＹＰ）在
不同甲壳动物几丁质酶间高度保守（图 ２），其中
谷氨酸（Ｅ）为催化活动提供质子［２６］

；第 ３个天冬
氨酸（Ｄ）可作为正电过渡状态的稳定器［２７］

，或作

为亲核基维持几丁质酶整体的活性
［２８］
；而第 ２

个天冬氨酸能够影响第３个天冬氨酸和谷氨酸的
解离常数（ｐＫ值）［２８］；色氨酸（Ｗ）的疏水性对于
保持催化状态下氨基酸的异常 ｐＫ值，将其催化
活性延伸到碱性范围十分关键

［２９］
。Ｓ／Ｔ富集连

接区不仅负责连接几丁质酶的各结构域，同时也

可提供 Ｏ－糖基化位点，保护几丁质酶在消化系
统和体液等富含蛋白酶的环境中不被裂解

［３０］
。

几丁质结合结构域（ＣＢＤ结构域）则通过其内部
高度保守的４个芳香族氨基酸残基（图 ２中下三
角）与非可溶性几丁质结合，帮助几丁质酶对其

进行降解；而 ＰｔＣｈｉＣＢＤ结构域中的 ６个半胱氨
酸能够形成３个内部二硫键，维持几丁质酶的结
构稳定

［３１］
。

由于不同几丁质酶间存在差异，以上 ４个典
型结构域的顺序和组成可作为几丁质酶的分类依

据
［１４］
。以凡纳滨对虾的６种几丁质酶为例，从氨

基酸的Ｎ端到Ｃ端，Ｃｈｉ１和 Ｃｈｉ３的结构域依次
为信号肽、ＧＨ１８催化结构域、连接区和 ＣＢＤ结
构域；Ｃｈｉ２的 ＣＢＤ结构域位于 ＧＨ１８催化结构
域之前；Ｃｈｉ４在 Ｃ端含有 ２个 ＣＢＤ结构域；
Ｃｈｉ５Ｎ端没有信号肽；而 Ｃｈｉ６中目前只检测到
了 ＧＨ１８催化结构域［５］

。虽然 Ｃｈｉ１和 Ｃｈｉ３的
结构域模式相同，但 Ｃｈｉ１的 ＣＢＤ结构域中的芳
香族氨基酸和半胱氨酸数目整体上比 Ｃｈｉ３要
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多
［５］
。根据本研究中 ＰｔＣｈｉ推导氨基酸序列中各

结构域的出现顺序及组成，推测 ＰｔＣｈｉ属于 Ｃｈｉ
３，建议命名为 ＰｔＣｈｉ３。
３２　ＰｔＣｈｉ的生理功能及其与蜕皮阶段的关系

几丁质酶是一个多基因家族，在甲壳动物蜕

皮活动的调节、食物中几丁质的消化及病原体防

御等方面起重要作用。目前甲壳动物中已发现了

６种几丁质酶基因，研究较多的为 Ｃｈｉ１、Ｃｈｉ２和
Ｃｈｉ３［５，１２－１３，１５－１６，２５，３２］。其中 Ｃｈｉ１和 Ｃｈｉ３主要
在肝胰腺中表达，参与食物中几丁质和肠道围食

膜的消化，Ｃｈｉ３还对病原体具有一定的免疫防御
作用

［１２，３２］
；Ｃｈｉ２主要在表皮中表达，眼柄等其他

组织中也有分布，在肝胰腺中微量表达或者不表

达，主要参与蜕皮过程中表皮内几丁质的分解重

吸收
［１５，３３］

。本研究中 ＰｔＣｈｉ主要在蜕皮间期的肝
胰腺中表达，胃中也有较高的表达水平，这与

Ｃｈｉ１和 Ｃｈｉ３的组织特异性相一致，结合 ＰｔＣｈｉ
的 Ｂｌａｓｔ与多重序列比较结果，初步推断 ＰｔＣｈｉ应
该属于 Ｃｈｉ３。

不同蜕皮阶段，ＰｔＣｈｉ基因在肝胰腺、胃、肠、
大颚器中的表达水平变化显著，但各组织中的表

达变化趋势不同。肝胰腺中 ＰｔＣｈｉ基因的最高表
达水平出现在 ＡＢ期，这与南极磷虾（Ｅｕｐｈａｕｓｉａ
ｓｕｐｅｒｂａ）和斑节对虾中的研究结果类似，这些甲
壳动物肝胰腺中几丁质酶活性及其基因表达水平

均在蜕皮后期上升，但出现这种变化规律的原因

不详
［１６，３４］

。笔者分析认为这可能与几丁质酶在

免疫防御方面的功能有关。以往研究表明，

ＷＳＳＶ感染能够刺激日本对虾和凡纳滨对虾肝胰
腺中 Ｃｈｉ３基因的表达上调［３５－３６］

。而三疣梭子

蟹在蜕皮后的 ＡＢ期身体各部分柔软，缺乏外骨
骼的保护，易受各种病原体的侵染，这可能是造成

ＰｔＣｈｉ基因在 ＡＢ期表达水平升高的原因，暗示
ＰｔＣｈｉ在肝胰腺中可能具有一定的免疫防御作
用；而在其他蜕皮阶段维持一定的基因表达水平

可能与食物中几丁质的消化有关。肠道中 ＰｔＣｈｉ
基因的表达水平变化可能与蜕皮过程中肠道围食

膜的消化分解有关。肠道围食膜是节肢动物中肠

分泌的非细胞结构，富含几丁质，能够保护中肠不

受粗糙食物颗粒和病原体的侵害
［３７］
。由于甲壳

动物蜕皮过程中需要对围食膜进行分解，因此肠

道中 ＰｔＣｈｉ在 Ｅ期 ｍＲＮＡ表达水平最高，在围食
膜完成重新构建的 Ｃ期和 Ｄ期表达水平最低；

在蜕皮后的 ＡＢ期，肠道缺少围食膜的保护，此阶
段 ＰｔＣｈｉ维持在较高水平，参与肠道中的免疫活
动。胃中 ＰｔＣｈｉｍＲＮＡ的最高表达量出现在 Ｃ
期，揭示 ＰｔＣｈｉ在胃中主要参与食物中几丁质的
消化。大颚器中 ＰｔＣｈｉ的整体表达水平较低，但
在 Ｃ期和 Ｄ期的表达水平显著升高，其变化原因
尚不清楚。

本研究克隆了 ＰｔＣｈｉ基因的 ｃＤＮＡ全长，根
据其生物学和信息学分析及其在蜕皮过程中表达

变化情况，推测该基因属于甲壳动物 Ｃｈｉ３，主要
参与免疫调节、食物中几丁质的消化和肠道围食

膜的分解等。但由于缺乏相关的功能验证，ＰｔＣｈｉ
的准确生理功能还需要通过构建重组蛋白

［１］
、进

行攻毒实验
［３５］
以及 ＲＮＡｉ［３８］等技术手段进行验

证，进而深入研究 ＰｔＣｈｉ基因在三疣梭子蟹蜕皮
过程中的确切生理功能及调控机制。
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ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ｏｆ ｉｎｓｅｃｔ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ［Ｊ］． Ｉｎｓｅｃｔ

ＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２００２，３２（１１）：

１４７７－１４８８．

［３０］　ＡｒａｋａｎｅＹ，ＺｈｕＱ，ＭａｔｓｕｍｉｙａＭ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆ

ｃａｔａｌｙｔｉｃ，ｌｉｎｋｅｒａｎｄｃｈｉｔｉｎｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎｓｏｆｉｎｓｅｃｔ

ｃｈｉｔｉｎａｓｅ［Ｊ］．ＩｎｓｅｃｔＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒ

Ｂｉｏｌｏｇｙ，２００３，３３（６）：６３１－６４８．

［３１］　ＴｊｏｅｌｋｅｒＬＷ，ＧｏｓｔｉｎｇＬ，ＦｒｅｙＳ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌａｎｄ

ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｄｅｆｉｎｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｈｕｍａｎｃｈｉｔｉｎａｓｅｃｈｉｔｉｎ

ｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，

２０００，２７５（１）：５１４－５２０．

［３２］　ＷａｔａｎａｂｅＴ，ＫｏｎｏＭ，ＡｉｄａＫ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆ

ｃＤＮＡｅｎｃｏｄｉｎｇａｐｕｔａｔｉｖｅｃｈｉｔｉｎａｓｅｐｒｅｃｕｒｓｏｒｉｎｔｈｅ

ｋｕｒｕｍａｐｒａｗｎＰｅｎａｅｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ＭａｒｉｎｅＢｉｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１９９６，５（４）：２９９

－３０３．

［３３］　ＰｒｏｅｓｐｒａｉｗｏｎｇＰ，ＴａｓｓａｎａｋａｊｏｎａＡ，Ｒｉｍｐｈａｎｉｔｃｈａｙａｋｉｔ

Ｖ．Ｃｈｉｔｉｎａｓｅｓｆｒｏｍ ｔｈｅｂｌａｃｋｔｉｇｅｒｓｈｒｉｍｐＰｅｎａｅｕｓ

ｍｏｎｏｄｏｎ：ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｓ，ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ［Ｊ］．

ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙＰａｒｔＢ：

ＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌ，２０１０，１５６（２）：８６

－９６．

［３４］　ＢｕｃｈｈｏｌｚＦ．Ｍｏｕｌｔｃｙｃｌｅａｎｄｓｅａｓｏｎａｌａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆ

ｃｈｉｔｉｎｏｌｙｔｉｃｅｎｚｙｍｅｓｉｎｔｈｅｉｎｔｅｇｕｍｅｎｔａｎｄｄｉｇｅｓｔｉｖｅ

ｔｒａｃｔｏｆｔｈｅＡｎｔａｒｃｔｉｃｋｒｉｌｌ，Ｅｕｐｈａｕｓｉａｓｕｐｅｒｂａ［Ｊ］．

ＰｏｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，１９８９，９（５）：３１１－３１７．

［３５］　ＰａｎＤ，ＨｅＮ，Ｙａｎｇ Ｚ，ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓ ｏｆＷＳＳＶ

ｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｈｒｉｍｐ（Ｐｅｎａｅｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ）ｂｙｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌａｎｄ

ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２００５，２９（２）：１０３－１１２．

［３６］　ＺｈａｎｇＺＹ，ＹｉｎＺＸ，ＷａｎｇＳＰ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｆｉｌｉｎｇｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｉｎｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓｏｆ

ｗｈｉｔｅ ｓｐｏｔ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ － ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｈｒｉｍｐ

（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）ｂｙｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｓｕｂｔｒａｃｔｉｖｅ

ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｆｉｓｈ＆ ＳｈｅｌｌｆｉｓｈＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，

２００７，２２（５）：５２０－５３４．

［３７］　ＷａｎｇＬＹ，ＬｉＦＨ，ＷａｎｇＢ ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄ

ｐａｒｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｔｈｅｐｅｒｉｔｒｏｐｈｉｃｍｅｍｂｒａｎｅ

（ＰＭ） ｆｒｏｍ ｔｈｅｇｕｔｏｆｔｈｅｓｈｒｉｍｐＬｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ

ｖａｎｎａｍｅｉ［Ｊ］．Ｆｉｓｈ＆ＳｈｅｌｌｆｉｓｈＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１２，３３

（６）：１２８５－１２９１．

［３８］　ＺｈｕＱＳ，ＡｒａｋａｎｅＹ，ＢｅｅｍａｎＲＷ，ｅｔａｌ．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ

ｓｐｅｃｉａｌｉｚａｔｉｏｎａｍｏｎｇｉｎｓｅｃｔｃｈｉｔｉｎａｓｅｆａｍｉｌｙｇｅｎｅｓ

ｒｅｖｅａｌｅｄｂｙＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ［Ｊ］．Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅ

ＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓｏｆ

Ａｍｅｒｉｃａ，２００８，１０５（１８）：６６５０－６６５５．
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ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｓｃｘｕｅｂａｏ．ｃｎ

９期 王　伟，等：三疣梭子蟹几丁质酶基因的克隆及其在蜕皮过程中的表达分析 　　

Ｃｌｏｎｉｎｇｏｆｃｈｉｔｉｎａｓｅａｎｄｉｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｄｕｒｉｎｇ
ｍｏｌｔｉｎｇｉｎＰｏｒｔｕｎｕｓｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｕｓ

ＷＡＮＧＷｅｉ１，３，ＷＵＸｕｇａｎ１，ＰＡＮＧｕｉｐｉｎｇ２，ＨＯＵＷｅｎｊｉｅ２，ＣＨＥＮＧＹｏｎｇｘｕ１，４

（１．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＥｘｐｌｏｒａｔｉｏｎａｎｄＵｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＡｑｕａｔｉｃＧｅｎｅｔｉｃＲｅｓｏｕｒｃｅｓ，

ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；

２．ＥａｓｔＣｈｉｎａＳｅａＦｉｓｈｅｒｉｅｓＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＦｉｓｈｅｒｙＳｃｉｅｎｃｅ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０００９０，Ｃｈｉｎａ；

３．ＳｈａｎｇｈａｉＦｉｓｈｅｒｉｅｓＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＳｈａｎｇｈａｉＦｉｓｈｅｒｉｅｓＴｅｃｈｎｉｃａｌＥｘｔｅｎｓｉｏｎＳｔａｔｉｏｎ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２００４３３，Ｃｈｉｎａ；

４．ＡｑｕａｔｉｃＡｎｉｍａｌＢｒｅｅｄｉｎｇＣｅｎｔｅｒｏｆＳｈａｎｇｈａｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＫｎｏｗｌｅｄｇｅＳｅｒｖｉｃｅＰｌａｔｆｏｒｍ，

ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｈｅｓｗｉｍｍｉｎｇｃｒａｂ，Ｐｏｒｔｕｎｕｓｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｕｓｉｓａｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｌｙｉｍｐｏｒｔａｎｔｍａｒｉｃｕｌｔｕｒｅｓｐｅｃｉｅｓ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄｉｎｅａｓｔｃｏａｓｔｒｅｇｉｏｎｓｏｆＣｈｉｎａ，ＪａｐａｎａｎｄＫｏｒｅａ．Ｉｔｓｈｉｇｈｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌｖａｌｕｅａｎｄｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｍａｒｋｅｔ
ｄｅｍａｎｄｓｈａｖｅｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅｑｕｉｃｋｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｐｏｎｄｃｕｌｔｕｒｅｉｎｅａｓｔｃｏａｓｔａｌｗａｔｅｒｓｏｆＣｈｉｎａｓｉｎｃｅｔｈｅ１９９０
ｓ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｅｍｏｌｔｉｎｇｄｅａｔｈｓｙｎｄｒｏｍｅ（ＭＤＳ）ａｎｄｏｔｈｅｒｄｉｓｅａｓｅｐｒｏｂｌｅｍｓａｒｅｔｗｏｌｉｍｉｔｉｎｇｆａｃｔｏｒｓｆｏｒｔｈｅ
ｓｕｓｔａｉｎａｂｌｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｔｈｉｓｃｒａｂａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ．Ｃｈｉｔｉｎａｓｅｈａｓｂｅｅｎｒｅｐｏｒｔｅｄｔｏｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｉｎｔｈｅｍｏｌｔｉｎｇ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎａｎｄｉｍｍｕｎｅｄｅｆｅｎｃｅｆｏｒｃｒｕｓｔａｃｅａｎｓｐｅｃｉｅｓ，ａｎｄｔｈｅｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｙｏｆｃｒｕｓｔａｃｅａｎｃｈｉｔｉｎａｓｅｗｉｌｌｎｏｔ
ｏｎｌｙｅｎｈａｎｃｅｏｕｒｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇｆｏｒｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆｍｏｌｔｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ，ｂｕｔａｌｓｏｐｒｏｖｉｄｅｖａｌｕａｂｌｅ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆＭＤＳｉｎｔｈｅａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅｏｆＰ．ｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｕｓ．Ｕｎｆｏｒｔｕｎａｔｅｌｙ，ｔｏｄａｔｅ，ｎｏ
ａｖａｉｌａｂｌｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｏｕｌｄｂｅｆｏｕｎｄｏｎｔｈｅｃｈｉｔｉｎａｓｅｏｆＰ．ｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｕｓ．Ｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｕｄｙｗａｓｔｈｅｒｅｆｏｒｅ
ｃｏｎｄｕｃｔｅｄｔｏｃｌｏｎｅｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｃＤＮＡ ｏｆａｃｈｉｔｉｎａｓｅ（Ｇｅｎｂａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ：ＫＦ９１４６６３）ｆｏｒＰ．
ｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｕｓｂｙｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇａｎｄＲＡＣＥ（ｒａｐｉｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ）．Ｒｅｌａｔｉｖｅｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰｔＣｈｉ（Ｐ．ｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｕｓＣｈｉ）ｇｅｎｅｉｎｖａｒｉｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｔｈｅｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑＲＴＰＣＲ
（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）ｄｕｒｉｎｇｔｈｅｍｏｌｔｉｎｇｃｙｃｌｅ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ：（１）ＴｈｅｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｏｆＰｔＣｈｉ
ｃＤＮＡｗａｓ２２００ｂｐ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇａ１４７０ｂｐＯＲＦ（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ）ｗｈｉｃｈｅｎｃｏｄｅｄ４８９ａｍｉｎｏａｃｉｄ
ｒｅｓｉｄｕｅｓ，ａ１６ｂｐ５′ＵＴＲａｎｄａ７１４ｂｐ３′ＵＴＲ，ｗｈｉｌｅｉｔｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔａｎｄｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃｐｏｉｎｔ
ｗｅｒｅ５３９７ｋｕａｎｄ４７６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．（２）ＨｏｍｏｌｏｇｏｕｓａｎａｌｙｓｉｓｕｓｉｎｇＢｌａｓｔｐｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄ
ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＰｔＣｈｉｓｈａｒｅｄ６１％ －９６％ ｉｄｅｎｔｉｔｙｗｉｔｈｔｈｅｔｙｐｅｏｆＣｈｉ３ｏｆｏｔｈｅｒｃｒｕｓｔａｃｅａｎｓ，ａｎｄ
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