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摘要! 为了解日本沼虾几丁质合成酶"-TH#基因在蜕皮过程中的作用!本实验采用 $&-,技

术首次从表皮中克隆了几丁质合成酶基因"#);1%#24%&全长!并用生物软件对其序列进行

生物信息学分析!$L8G-$技术检测该基因的时空表达模式% 结果表明!其 24%&全长 4 1//

KB!4\#L$为 39/ KB!/\#L$为 140 KB!开放阅读框""$(#长度为 8 ;21 KB!编码 1 477 个氨

基酸!分子量为 1;0=4; U@!理论等电点为 7=20!包含 3 个几丁质合成酶的标签序列 ,4$和

F$$$V 及 -T=3=A8H>A3T8-结构域% 经 :'&*L比对!与日本仿长额虾$淡水枝角水蚤 -TH相似

性分别为 90I和 7/I% $L8G-$结果显示!在蜕皮周期各阶段!不同组织 #);1%的表达量差

异显著'头胸甲在 &期达到最高!胃肠在 4

2

和 4

8

期均较高!尾扇和肌肉在 4

8

期最高!肝胰腺

则普遍较低% 结果表明!#);1%基因转录物不仅存在于表皮!在其他组织中也有分布!且

;$%&水平的变化与蜕皮周期有关!作为几丁质生物合成的关键酶!推测该基因的表达在新

外表皮和内表皮的形成中发挥重要作用%

关键词! 日本沼虾& 几丁质合成酶& 克隆& 序列分析& 表达

中图分类号! F;94& *077115 文献标志码'&

55甲壳动物体表被覆坚硬的表皮"起到支撑和

保护作用的同时也限制了生长"因此"周期性蜕皮

与生长(发育等生理过程密切相关) 蜕皮周期的

标志性事件就是褪去旧表皮"形成新表皮) 几丁

质是一种由
%

81"8 糖苷键连接 %8乙酰8

%

848氨基

葡萄糖而形成的无分支长链多聚糖"是构成节肢

动物表皮的主要成分"有关几丁质的代谢一直是

研究的热点问题之一"其中涉及几丁质降解途径

及其机制的报道已有很多
%1 63&

"对几丁质生物合

成的研究多为昆虫"目前已经明确几丁质合成酶

#2T=3=A H>A3T<HC"-TH$是其中的一个关键酶
%/&

)

学 者 们 对 黑 腹 果 蝇 # <(0%0,1$3-

/>3-)0&-%.>($

%8&

(烟草天蛾##-)5'4- %>E.-$

%4&

和

赤拟谷盗#6($+03$'/4-%.-)>'/$

%7&

等昆虫 -TH研

究发现"其 ;$%&长度超过 8 422 个碱基"编码超

过 1 422 个氨基酸"含有 -T=3=A8H>A3T8-结构域)

根据 -TH氨基酸序列的相对差异"-TH被分为两

类!-TH&及 -TH:"-TH&多在表皮层细胞及气管

细胞中表达"而 -TH:被限制在中肠围食膜的上

皮细胞中表达
%;&

) -TH&在卵的孵化(幼虫蜕皮(

化蛹及蛹的发育过程中参与表皮和气管等组织几

丁质的合成"如在甜菜夜蛾# F,050,.>(- >E$&'- $

蜕皮过程中"-TH&主要在表皮组织中表达
%9&

'采

用 DH$%&干扰亚洲飞蝗 #@04'%.- /$&(-.0($- $

-TH&"蜕皮无法完成
%0&

'-TH:只在昆虫进食期负

责中肠围食膜几丁质的合成) 与昆虫相比"甲壳

动物 -TH的研究报道很少"但初步结果表明"-TH

表达水平的变化与蜕皮周期有关) 在凡纳滨对虾

#@$.0,>)->'%A-))-/>$$中"-TH转录物在多个组

织均有分布"其 ;$%&表达量从蜕皮前期开始升

高
%12&

'南极磷虾 #G',1-'%$- %',>(+-$-TH也呈类

似的表达趋势
%11&

)

本研究以获得的日本沼虾 ##-4(0+(-41$'/

)$,,0)>)%>$表皮组织转录组数据资料为基础"对

其中一个预测为编码几丁质合成酶的序列用

24%&末端快速扩增#J<B=D <;B0=7=2<3=/A /724%&
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CADH"$&-,$技术进行全长 24%&克隆"经相关

的生物信息学分析"命名为 #);1%##*)$,,0)>)%>

2T=3=A H>A3T<HC$#%-:)登录号!NG;12109$) 基于

对该基因表达特点的预测"选取了蜕皮周期过程

中 8 个关键时间点"应用 $L8G-$技术分析了该

基因的时空表达模式"为进一步揭示 #);1%基因

的功能"尤其在日本沼虾等甲壳动物蜕皮周期中

的作用积累资料)

15材料与方法

!"!#实验材料

日本沼虾捕捞于河南原阳黄寺渔场) 选取健

康幼虾%体长#/=2 E2=4 2;$&"饲养于水族箱中"

水温#3; E1$ M"每天投喂 3 次"1 周后用于实验

研究)

!"$#*&'提取及 1%&'第一链的合成

用 $%&=H/ G0@H#L<N<$<$分别提取 &期(-

期(4

2

和 4

8

期日本沼虾的胃肠(肝胰腺(肌肉组

织以及整个头胸甲和尾扇各组织的 $%&"$%&

的完整性和纯度用凝胶电泳检测"$%&的浓度根

据 &

372

进行定量) 按照 GJ=;C*2J=B3

LO

$L试剂盒

#L<N<$<$操作说明合成 24%&第一链) 合成的

24%&于 632 M保存备用) 实验过程中蜕皮周

期的鉴定依据 -CH<J等
%13&

的方法)

!"<#!$89,的全长 1%&'克隆及序列测定

根据转录组测序提供的几丁质合成酶基因

#);1%核 心 序 列 信 息 设 计 引 #);1%8(1 和

#);1%8$1#表 1$"34

!

'G-$反应体系!L<N<$<

6-7

LO

# 4 #5

!

'$ 2=134

!

'" 12 ? G-$ :@77CJ

#O?

3 >

G0@H$3=4

!

'"D%LG3

!

'"24%&1

!

'"引

物各 2=4

!

'"用 DD+

3

"补至 34

!

') G-$循环条

件!08 M 预变性 4 ;=A"08 M 变性 /2 H"49 M 退

火 /2 H";3 M延伸 1 ;=A"/4 个循环";3 M终延伸

12 ;=A) 由 1I琼脂糖凝胶电泳进行检测) 根据

扩增得到的核心序列测序结果"分别设计 $&-,

外围引物 4"8#);1%和 /"8#);1%及内围引物

4)8#);1%和 /)8#);1%#表 1$"根据 $&-,试剂盒

#-0/A3C2T$说明书扩增 4\末端和 /\末端 24%&序

列"扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测"并割胶回收

目的片段"按照 L8 4%&'=?<HCN=3#GJ/;C?<$要

求连接在 BE,O8L载体上进行转化测序) 测序

结果应用 4%&O&%软件进行拼接获得全长

24%&"根据获得的全长 24%&序列"设计引物

#);1%8(3 和 #);1%8$3 #表 1 $"对获得的全长

24%&测序验证)

!"F#生物信息学分析

根据 4%&O&%拼接获得的全长 24%&序列

信息"利用 "$(7=ADCJ分析软件 # T33B!55RRR1

A2K=1A0;1A=T1?/P5?/J75?/J71T3;0$预测开放阅读

框及蛋白翻译情况"使用 %-:):0<H3W 进行氨基

酸序列同源性比对"使用 GJ/3B<J<;软件# T33B!55

<@1CWB<H>1/J?53//0H5BJ/3B<J<;102 T3;0$预测蛋

白理化性质"*O&$L软件预测功能域"*=A?<0G程

序分析信号肽"4%&O&%软件进行多序列比对

分析) 将同源性较高的物种氨基酸序列下载并利

用 O,E&4=2 软件构建系统进化树)

!"N#!$89,的时空表达分析

根据获得的全长 24%&序列和 19*J$%&的

24%&序列设计目的基因 引物 #);1%8(/ 和

#);1%8$/ 及内参基因引物 19*8(和 19*8$#表

1 $) $L8G-$ 按 照 *Q:$ GJC;=W ,W L<Y

LO

#L<N<$<"!<B<A$要求进行"在 32

!

'反应体系中

依次加入灭菌 DD+

3

"9=9

!

'(3 ?*Q:$GJC;=W

,W L<Y

LO

9

!

'($"9$C7CJCA2C4>C2=8

!

'(正反

向引物各 2=8

!

'(24%&模板 3=2

!

'"按照两步

法 G-$扩增标准程序进行扩增"G-$循环条件"

预变性!04 M /2 H"循环 1 次'G-$反应!04 M 4

H"72 M /8 H"循环 82 次) 结果采用 3

6

""

-3

法进行

分析"实验所得数据采用单因素方差分析 #"AC8

V<> &%".&$和 4@A2<A 氏多重极差检验法统计

分析#9B2=24$)

表 !#日本沼虾 !$89,基因克隆和荧光定量所用引物

+,-.!#(>3B?>5?O;?41?5;5?@60>

!$89,1804?,4@*+[()*

引物名称

BJ=;CJA<;C

引物序列#4\8/\$

BJ=;CJHCY@CA2CH

用途

@H<?CH

#);1%8(1 -&-LE-LLE-EE&LLE&E&L $L8G-$

#);1%8$1 &&LE--EL--L-E--L&&- $L8G-$

4"8#);1% -EEELL----&E&-&EEL& $&-,

/"8#);1% &&LL&E&&ELE--&LE&E&L&--E $&-,

4)8#);1% -L---E&E&--&E-&-E&- $&-,

/)8#);1% E-L&LELLELL--&L-ELL $&-,

#);1%8(3 LE-LEEL-L-EEE&EL-&L $L8G-$

#);1%8$3 -LE-L&-&LLE--&LLLL-& $L8G-$

#);1%8(/ E-LELLE---LLLLEELE Y$L8G-$

#);1%8$/ --LEE-LEE&-LLLELLEL Y$L8G-$

19*8( LELL&-EEELE&-EE&E&& Y$L8G-$

19*8$ -&LL--&&LL&-E-&E&-L-EE Y$L8G-$

1481
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35结果

$"!#!$89,1%&'全长克隆

#);1%24%&全长 4 1// KB#图 1$""$(长

度为 8 ;21 KB"4\#L$为 39/ KB"/\#L$为 140

KB"该序列提交 ECA:<AU 的注册号为 NG;12109"

将其命名为 #);1%)

3481
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图 !#!$89,1%&'全长及推导的氨基酸序列

黑体!起始密码子#&LE$和几丁质合成酶的标签序列#,4$和 F$$$V$ '

"

表示终止密码子 L&&'灰色!跨膜螺旋区'下划线!糖基化结

合位点'细线方框!-T=3=A8H>A3T8-结构域'小写字母!4+非翻译区#4+#L$$和 /+非翻译区#/+#L$$

G3C.!#)932345A429,5?1%&'5?O;?41?,4@@?@;1?@,B340 ,13@5?O;?41?6>0B !"$'771$0$,0

:0<2U 2/0/J=AD=2<3CH3TCH3<J32/D/A#&LE$ <AD 3R/ -+*H=?A<3@JC;/3=7H,4$<AD F$$$V' -

"

. =AD=2<3CH3TCH3/B 2/D/A#L&&$ ' ?J<>

2/0/J=AD=2<3CH3J<AH;C;KJ<ACTC0=2CH' ?0>2/H>0<3=/A K=AD=A? H=3CH<JC@ADCJ0=ACD' -T=3=A8H>A3T8-D/;<=A H=?A<3@JC=H;<JUCD R=3T 7=0<;CA3

K/W' 0/RCJ2<HC0C33CJH=AD=2<3C4+#L$<AD /+#L$

$"$#编码蛋白的理化参数及结构预测

该基因编码的蛋白质由 1 477 个氨基酸残基

组成"起始密码子#&LE$位于 398 KB 处"终止密

码子#L&&$位于 8 093 KB 处"第 701 <021 位为

-T=3=A8H>A3T8-结构域#图 1"3$"蛋白质分子式为

-

9184

+

13739

%

3128

"

3/20

*

91

"分子质量约为 1;0=4; U@"

B)为 7=20"负电荷氨基酸残基总数#&HB >E0@$为

19/"正电荷氨基酸残基总数#&J? >'>H$为 17;)

#);1%的氨基酸序列共有 17 个跨膜螺旋区"12

个糖基化位点#图 1$)

图 $#!$89,)93234[5A429[)结构域位置示意图

G3C.$#%352>3-;23040629?)93234[5A429[)@0B,3453C4,2;>?34!"$'771$0$,0

$"<#同源性比对及系统进化树构建

经 :'&*L 比 对" 该 序 列 与 长 额 虾 科

#G<AD<0=D<C$(拟长额虾属#9-)5-30,%$%$的日本仿

长额虾#9*?-,0)$4-$-TH相似性最高"同源性为

90I"与某些昆虫类 -TH的同源性在72I<74I

#图 / $) 将 上 述 动 物 -TH的 氨 基 酸 序 列 用

O,E&4=2 软件构建系统发育进化树#图 8$"可以

看出 OA-TH蛋白与日本仿长额虾的蛋白亲缘关

系最近"将 #);1%编码的氨基酸序列与昆虫类的

-TH&和 -TH:进行聚类分析#图 4$"#);1%则分

布于 -TH&区域"属于 &类几丁质合成酶)

$"F#日本沼虾幼虾 !$89,基因的时空表达

#);1%基因的转录物在多种组织均有表达"

为便于比较"将各组织 -期的相对表达量均设为

1#为参照$) 结果显示"头胸甲上皮组织和尾扇

中 #);1%的表达均呈显著的周期性变化"分别在

&期和 4

8

期达到最高'胃肠和肌肉在蜕皮前期

4

2

和 4

8

期较高"至 &期显著降低'肝胰腺则普

遍较低#图 7$)

/5讨论

实验首次从日本沼虾头胸甲上皮组织克隆到

1 个 #);1%全长 24%&"编码的蛋白分子量为

1;0=4; U@" 含有昆 虫 -TH标 签 序 列 ,4$和

F$$$V#图 1$及 -T=3=A8H>A3T8-结构域 #图 3$)

生物信息学分析显示 #);1%含有 17 个跨膜螺旋

区"是典型的跨膜蛋白"这与赤拟谷盗
%4&

和烟草

8481
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图 <#!$89,基因的保守区域氨基酸序列与其他物种的序列比对

图中黑色代表相同水平为 122I"灰色代表相同水平
#

42I

G3C.<#+9?,83C4B?4206,B340 ,13@5?O;?41?506:;2,23D?1,2,8A231>?C30406!$89,C?4?Q329

2905?6>0B 029?>5:?13?5

:0<2U DCA/3CH3TCT/;/0/?> 0CPC0=H122I"?J<> DCA/3CH3TCT/;/0/?> 0CPC0=H?JC<3CJ3T<A /JCY@<03/ 42I

图 F#不同物种 )95氨基酸构建的系统发育树

G3C.F#(9A80C?4?2312>??10452>;12?@60>)95,B340 ,13@5?O;?41?5065:?13?5

天蛾
%1/&

等昆虫中的 -TH特性相似"这种跨膜螺旋

的数目决定了 %端在膜上的位置
%18&

"它们可能成

簇地排列形成疏水小孔"由膜内侧催化中心区域形

成的新生几丁质链"可由该孔向膜外运输
%1/"14&

)

聚类分析表明"#);1%分布于-TH&区域#图 4$"昆

虫 -TH&的表达部位主要在表皮)

4481
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图 N#基于 =4)95氨基酸序列构建的系统发育树

G3C.N#(9A80C?4?2312>??-,5?@04=4)95,B340 ,13@5?O;?41?5

图 E#各组织 !$89,基因在不同蜕皮阶段的表达量

-B!头胸甲'E=!胃肠'+B!肝胰腺'OH!肌肉'L7!尾扇) &!蜕

皮后期'-!蜕皮间期'4

2

和 4

8

!蜕皮前期) ) A4!组织5蜕皮

阶段) -

"

.和-

""

. 分别表示与 -期相应组织比有显著或

极显著差异#9B2=24"9B2=21$ ) 各组织显著性分析以 -期

为参照

G3C.E#!$89,B*&'8?D?8534?,192355;?,2

@366?>?42B08252,C?5

-B! 2<J<B<2C" E=! ?<H3J/=A3CH3=A<0" +B! TCB<3/B<A2JC<H" OH!

;@H20C"L7!3<=07<A' &!B/H3;/03H3<?CH"-!=A3CJ;/03"4

2

<AD 4

8

!

BJC;/03") A4!C<2T 3=HH@C5C<2T ;/03H3<?C'

"

9 B2=24"

""

9 B2=21"PHH3<?C- =A 3TCH<;C3=HH@C1LTCH3<?C- =H3TC

2<0=KJ<3/J=A H=?A=7=2<A2C3CH3/7C<2T 3=HH@C

55几丁质是构成表皮和消化道的主要成分"分

布在表皮的外表皮层和内表皮层以及消化道中源

自外胚层的前肠和后肠
%17 61;&

) 以日本沼虾的表

皮组织头胸甲为例"在组织学水平研究了蜕皮周

期中新表皮的形成过程"发现新上表皮出现在蜕

皮前期的 4

/

期
%19&

"新外表皮和内表皮分别出现

在蜕皮前晚期#4

8

期$和蜕皮后期#:期$

%10&

) 一

般认为"表皮上皮细胞是合成几丁质的主要部位"

结果显示"头胸甲上皮组织 #);1%的表达呈显著

的周期性变化"只在&期高表达#图 7$"合成的几

丁质可能用于新内表皮的形成'该基因在另一种

表皮组织***尾扇中的表达模式与头胸甲明显不

同"高峰前移至 4

8

期"推测在动物表皮的不同部

位"新表皮形成速度可能不完全一致"尚待进一步

研究) 胃肠道是食物消化吸收的场所"与昆虫

-TH&表达特点不同
%;&

"#);1%基因转录物水平

在 4

2

(4

8

期显著升高"至 &期有所降低#图 7$"

推测此期合成的几丁质可能不仅参与新的消化道

形成"而且还是新表皮中外表皮和内表皮几丁质

的来源之一) 日本沼虾等甲壳动物的表皮又称外

骨骼"是肌肉附着部位) #);1%在肌肉组织的表

达具有周期性变化"在 4

2

期(尤其 4

8

期极显著

升高"据报道"昆虫 ;1%H基因含有可变剪切现

象
%32&

"推测 #);1%的表达产物可能在蜕皮过程

中发挥着不同的作用) 肝胰腺是甲壳动物有机物

合成和储备的重要场所"但在所观察的蜕皮周期

过程中"#);1%的表达量普遍较低"推测肝胰腺

可能不是几丁质合成的主要部位) -期"表皮各

层的结构趋于稳定"与蜕皮相关的活动处于低水

平"所以"不同组织 #);1%基因的表达水平较低)

本实验首次从日本沼虾表皮克隆到的 #);1%

与昆虫 -TH&聚为一支"但与昆虫不同"基因的表

达除了表皮#头胸甲和尾扇$组织外"在胃肠以及

肌肉组织也有高表 达" 且具 有周期性变化)

#);1%是几丁质生物合成中的关键酶"推测该基
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因的表达在外表皮和内表皮的形成中发挥重要

作用)
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