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摘要! 细胞色素 H813"-WH#/3234 是昆虫蜕皮激素合成通路中的关键酶!为了研究其在三疣

梭子蟹蜕皮过程中的调控作用!实验采用反转录 H-$"$J:H-$#和 95%&末端快速扩增

"$&-,#技术!克隆得到了三疣梭子蟹 =K>/32-4 全长 95%&序列 " GACS3CN 登录号'

O2107914#$ 该序列全长为 / 4:4 R=!包含一个长度为 4 727 R= 的开放阅读框!编码 184 个氨

基酸&序列分析显示该氨基酸含 @A0<F:-%@A0<F:O%@A0<F:)%H,$(及 @A;A:R<CB<CD 共 1 个 H813 特

征保守区域&系统进化树分析发现三疣梭子蟹 =K>/32-4 与日本剑水蚤 =K>/32-4 聚为一小

支!再与其他物种 =K>/32-4 聚为一支$ 采用实时荧光定量 H-$" I$J:H-$#技术分析了

=K>/32-4 在不同组织和蜕皮过程中的表达水平变化$ 结果显示!=K>/32-4 的表达量在 W器

中最高!而在其他组织中均极低">A3131#&蜕皮过程中!=K>/32-4 在蜕皮后期"&%S期#表

达量最低!从蜕皮间期"-期#开始上升!至蜕皮前期的 5

4

亚期达到最大值!随后下降$ 结果

表明 =K>/32-4 在三疣梭子蟹蜕皮调控中可能起着重要作用$

关键词! 三疣梭子蟹& =K>/32-4& 蜕皮周期& 基因克隆& 表达水平

中图分类号! L:91& *0791255555555 文献标志码'&

55周期性蜕皮对节肢动物的生长&繁殖和形态

发生起着重要作用"其包括褪去外骨骼&长出新

骨骼&肌肉再生和能量储备等多种生物过程
'4(

)

蜕皮的调控是精密和复杂的"受到一系列环境

和自身因素的影响
'2(

"其中一个重要的调控因

子即是蜕皮激素 #A9B4?EAM/<B?$ ) 蜕皮激素是一

种类固醇激素"其最早由 S>EAC3CBE等
'/(

从蛾蛹

中分离得到) 随后"其化学结构和组织来源 #前

胸腺 $也被相继确定
'8(

) 有关研究表明"23:羟

基蜕皮酮 # 23:@4BM/F4A9B4?/CA"23,$是蜕皮激

素主要的活性形式"诱导和调节蜕皮周期中多

项形态&生理&生化和分子水平的变化
'1(

)

与昆虫相比"甲壳动物关于蜕皮激素的研究

起步较晚) 自 +3;=?@<MA等
'7(

报道了南非岩龙虾

#L-8*8,-,-(<++$中的蜕皮激素以来"已在美洲蓝

蟹 # =-,,+(:3":8 8-2+<*8$

':(

& 真 蟹 # =-/3+(*8

.-:(-8$

'9(

& =-(3:/-(":((-/+*8

'0(

等物种中分离

和鉴定到甲壳动物的蜕皮激素) W器 #W:/MD3C"

W"$与昆虫的前胸腺同源"是甲壳动物合成和分

泌蜕皮激素的器官"但其分泌的蜕皮激素并无活

性"必须在外周组织中经 23:羟化酶#-WH/4834$

的催化作用下转化成具有生物活性的蜕皮激

素
'43(

) W"中蜕皮激素的合成主要分为两个阶

段!第一阶段是将食物中的胆固醇转化为 1

"

:

B<NAE/0#/52"22"21"B,$"这一过程在所有节肢动

物中均一致%第二阶段是将 1

"

:B<NAE/0转化为最

终产物"这一过程因物种蜕皮时期的差异其分泌

产物有所不同) 蜕皮激素合成的第二阶段包括

-WH/3734&-WH/3234 和 -WH/4134 等细胞色素

H813 家族蛋白酶分别催化 -21&-22 和 -1 的羟

基 化
'44 642(

) 上 述 -WH/3734& -WH/3234&

-WH/4134 和 -WH/4834 的编码基因又被称为

++300/PAAC 家族基因,) 这些 +300/PAAC 家族基

因 最 早 发 现 自 一 系 列 果 蝇 # ?/08026+,-
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;A03C/D3?EAM$胚胎发育突变体的性状研究"因此

又分别根据其突变体命名为 26-("0.# 26.$&

<+8:.A0<+:< # <+A $& 86-<0M # 8-< $ 和 86-<:

#86<$

'4/ 641(

) 这些突变体大多在胚胎发育末期死

亡"且表现性状与蜕皮激素缺失有关"由此推测

+300/PAAC 家族基因在果蝇蜕皮激素合成过程中

起着重要的调控作用) -@ ÛA\等
'47(

用图位克隆

方法分离得到了果蝇的 =K>/32-4#<+A$基因并证

明了其在蜕皮激素合成中的重要作用"其 <+A 突

变体中蜕皮酮#A9B4?/CA$和 23,含量极低"也无

法检测到 NC>4H4 和 $4 等蜕皮激素响应基因的

表达) 26.& 8-< 和 86< 突 变 体 中 也 有 类 似

报道
'4: 624(

)

三疣梭子蟹 #>0/"*(*8"/+"*A:/3*,-"*8$广泛

分布于中国&日本及朝鲜等海域"其生长迅速"

味道鲜美"已成为我国重要的海水养殖品种)

但三疣梭子蟹在人工增养殖过程中常常会遇到

蜕皮过频和蜕皮未遂等棘手问题"严重影响了

三疣梭子蟹的产量和品质
'22(

) 因此"其蜕皮调

控分子机制的研究极其重要) 作为蜕皮激素合

成的重要调控因子"=K>/32-4 基因在软甲纲

#23039/?EM393$甲壳动物中尚未见报道) 本实验

通过 $J:H-$和 $&-,技术克隆获得了三疣梭

子蟹 =K>/32-4# <+A$的全长"并运用实时荧光

定量 H-$# I$J:H-$$分析了其组织表达情况和

在蜕皮周期中的表达变化"为阐明其在三疣梭

子蟹蜕皮调控中的作用奠定基础)

45材料与方法

!"!#实验材料

选取头胸甲宽 #-T$为 9 <42 9;&体质量

#ST$为 82 <9/ D 的野生三疣梭子蟹"暂养于宁

波市宁海县得水育苗场) 根据形态学特征变化研

究"将三疣梭子蟹蜕皮周期分为蜕皮后期 #&&S

期$&蜕皮间期 #-期$&蜕皮前期 #5

3

&5

4

&5

2

&5

/

和 5

8

亚期$和蜕皮期#,$四个阶段
'2/(

) 用消毒

镊子及剪刀采集 1 只 -期蟹 # -T! 4113 <

4711 9;%ST!4:3 <271 D$的眼柄&心脏&表皮&胸

神经节&性腺#卵巢和精巢$&肝胰腺&大颚器和 W

器等 9 个组织用于分析 =K>/32-4 的组织表达差

异%采集蜕皮周期各期#,期除外$蟹的 W器用于

分析 =K>/32-4 在蜕皮周期中的表达水平变化)

每期取 1 只蟹用于平行实验) 各组织在冰上解剖

后被转移至 $%& 保护液 #生工生物"上海 $

623 Q保存备用)

!"$#总 <=>提取

将上述组织样品按照 JM<\/0试剂盒#生工生

物"上海 $ 说明进行总 $%&提取) 总 $%&用

5%3?A)#J3N3M3"大连$去除基因组 5%&后"用琼

脂糖凝胶电泳检测其完整性"并用超微量分光光

度计 %3C/BM/= 2333 #J@AM;/ *9<ACE<8<9"美国$进

行纯度分析)

!":#基因克隆

采用 $J:H-$进行 =K>/32-4 核心片段的扩

增) 模板 95%&由 W"总 $%&通过 HM<;A*9M<=E

(

$JMA3DACEO<E试剂盒#J3N3M3"大连$反转录获得"

扩增引物设计自 %-S)已知物种 =K>/32-4 序列

的保守区域#表 4$) 根据得到核心序列设计基因

特异 性 引 物" 并 利 用 $&-, 技 术 分 别 对

=K>/32-4 的 /V和 1V端进行巢式 H-$扩增 #表

4$) 其中"/V$&-,:95%&将接头引物 &H替换

上述试剂盒中的 "0<D/ BJ=M<;AM和 $3CB/; 7

;AM?后用相同的方法进行制备"1V$&-,:95%&

按照 *2&$JAM

J2

$&-,95%&&;=0<8<93E</C O<E

试剂盒#-0/CEA9@"日本$进行合成 #表 4$) 以上

H-$均在 21

!

'体系下进行反应"反应条件如

下!08 Q预变性 / ;<C%08 Q /3 ?"12 Q /3 ?"

:2 Q /3 ?"// 个循环%:2 Q延伸 43 ;<C) 所有

H-$产物经琼脂糖电泳后"用 5%&回收试剂盒

#生工生物"上海$进行回收和连接"并转化至 H1

30,+5+1

#

感受态细胞进行培养"之后选取阳性

克隆菌落交由生工生物工程 #上海$股份有限公

司进行测序)

!";#序列分析

使用 .A9E/M%J)对测序得到的序列进行拼

接和分析"获得 =K>/32-4 基因全长 95%&序列)

在 %-S)上利用在线"$((<CBAM确定其开放阅读

框#"$($序列"并翻译成氨基酸序列"使用 S03?E

#@EE=!

!

R03?E1C9R<1C0;1C<@1D/U6S03?E19D<$分析

与其他物种相似性) 利用 ,FH&*4 HM/EA/;<9?

*AMUAM# @EE=!

!

931AF=3?41/MD6$所提供的多种蛋

白质在线软件对氨基酸序列进行蛋白预测分析%

用 *<DC30814 *AMUAM# @EE=!

!

PPP19R?1BE>1BN6

?AMU<9A?6*<DC30H$预测氨基酸序列信号肽%利用在

线 J2+22 工具 # @EE=!

!

PPP19R?1BE>1BN6

?AMU<9A?6J2+226$预测氨基酸跨膜区域%利用

027
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-0>?E30Z 软 件 将 该 氨 基 酸 序 列 与 已 公 布 的

-WH/3234 氨基酸序列进行同源性比对分析"并

用 2,G& 813 软件的邻位法 #%A<D@R/M:!/<C<CD$

构建系统进化树)

表 !#@E<引物序列

%&'"! =491+30-6+5+C4+/9+53A*,-.+,545+6A3,@E<

引物

=M<;AM

序列

?AI>AC9A#1V

$

/V$

用途

>?3DA

-WH:(4 &&G&JG&GG-GJG&&GGG $J:H-$

-WH:$4 G-&&JG&GGJ&&&G--&&G& $J:H-$

-WH:/V(4 G&&G&GG&&GG-JG&&GG&G /V$&-,

-WH:/V(2 -JGJJGGJJGGGJ-JG&JGG /V$&-,

/V/>EEAM=M<;AM J&--GJ-GJJ--&-J&GJG&JJJ /V$&-,

/V<CCAM=M<;AM J--&-J&GJG&JJJ-&-J&J&GG /V$&-,

&H

J&--GJ-GJJ--&-J&GJG&JJJ-&-J&J&GG#J$

4:

/V$&-,

-WH:1V(4 -G-JG&GG&J-&JGG&&GJ 1V$&-,

-WH:1V(2 --J-&&G-&G&-J-G-&&J 1V$&-,

1V/>EEAM=M<;AM -J&&J&-G&-J-&-J&J&GGG- 1V$&-,

1V<CCAM=M<;AM &&G-&GJGGJ&J-&&-G-&G&GJ 1V$&-,

-WH:(04 JG-G&GJ-JG-JJG&GGJG I$J:H-$

-WH:$04 &G--&JJGJ-&GJGGGG&G I$J:H-$

"

:39E<C ( -G&&&--JJ-&&-&-J---G I$J:H-$

"

:39E<C $ G&J&G-GJG&GG&&GGG-&J& I$J:H-$

!"?#C<%D@E<分析

将取好的组织提取总 $%&"取 413

!

D 总

$%&用 HM<;A*9M<=E

(

$J MA3DACEO<E试 剂 盒

#J3N3M3"大连$进行反转录获得 95%&) 在 "$(

处设计荧光定量引物 -WH:(04 和 -WH:$04"以

"

:39E<C 为内参 #表 4 $ ) 按照 HAM8A9E$A30J<;A

HM<;AM*9M<=E

(

$JMA3DACEO<E#J3N3M3"大连$说明

进行实时荧光定量 H-$反应) 反应条件如下!

01 Q 2 ;<C%01 Q 1 ?&1711 Q 23 ?&79 Q /3 ?"

共 83 个循环) 溶解曲线条件"01 Q 41 ?"11 Q

41 ?&01 Q 41 ?) 采用 2

6

$$

=

E方法计算目的基因

相对表达量) 用 *H***E3E<?E<9?软件进行单因素

方差分析#"CA:T34 &%".&$ "利用 ,F9A0对统

计结果进行作图">A3131 表示存在显著性

差异)

25结果

$"!#三疣梭子蟹 453:L$.!9P=>序列分析

将 H-$产物的测序结果进行拼接"得到全长

为 / 4:4 R= 的三疣梭子蟹 =K>/32-4 的 95%&序

列) 该 序 列 现 已 登 录 GACS3CN # 登 录 号!

O2107914$"包含 /0: R= 的 1V端非编码区"4 48:

R= 的 /V端非编码区和 4 727 R= 的开放阅读框

#"$($ #图 4 $) "$(编码 184 个氨基酸"其中

71 <142 为 H813 保守结构域) ,FH&*4 HM/EH3M3;

J//0预测的蛋白分子式为 -

2:20

+

8/83

%

:97

"

:98

*

28

"

分子量大小约 7418 N>"等电点为 9189"包含 9 个

酪蛋白激酶磷酸化位点"/ 个豆蔻酰化位点": 个

蛋白激酶 -磷酸化位点"4 个酪氨酸激酶磷酸化

位点"4 个 %糖基化位点) *<DC30814 *AMUAM和

J2+22分析发现其氨基酸序列无信号肽序列

和跨膜结构域)

S03?E比对发现"推导的氨基酸序列与果蝇"

埃及伊蚊 #':<:8-:)72"+$&家蚕 #O0.A7D.0/+$&

烟草 天 蛾 # C-(<*3- 8:D"- $ 及 日 本 剑 水 蚤

#B+)/+02*81-20(+3-8$ 的相似 性分 别 为 83K&

83K&/0K&/9K和 /:K) -0>?E30Z软件比对分析

显示"该氨基酸序列与其他物种 -WH/3234 一样

包含 1 个 H813 特征保守区域! @A0<F:)& @A0<F:-&

@A0<F:O&H,$(和 @A;A:R<CB<CD#图 2$)

3/7
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图 !#三疣梭子蟹 453:L$.! 的 9P=>核苷酸序列和编码区氨基酸序列

起始密码子用方框标出"@A0<F:-用粗横线55标出"@A0<F:)用灰色背景标出"@A0<F:O用双横线55标出"H,$(波浪线
%%

55标出"

@A;A:R<CB<CD 用点线
&&

55标出

J-2"!#=491+30-6+&/66+649+6&.-/3 &9-65+C4+/9+3A07+453:L$.! A,3. 3,"/'"167/812."19

)C<E<3E</C 9/B/C <??>MM/>CBAB R4 R/F% @A0<F:-<?0<CAB P<E@ 55% @A0<F:)<?=M<CEAB P<E@ DMA4 R39NDM/>CB% @A0<F:O<?0<CAB P<E@ 55%

H,$(<?0<CAB P<E@

%%

55% @A;A:R<CB<CD <?0<CAB P<E@ B/E0<CA

&&

55

4/7



!""#!

!

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

555 水5产5学5报 /0 卷

图 $#三疣梭子蟹 E]@:L$&! 氨基酸序列与其他物种

E]@:L$&! 氨基酸序列比对

>"1三疣梭子蟹% S;1家蚕% 5;1果蝇% J71日本剑水蚤% 下划线!1 个 H813 特征保守区域 # @A0<F:-"@A0<F:)"@A0<F:O"H,$("@A;A:

R<CB<CD$ % 黑色区域!相同序列% 灰色区域!相似序列

J-2"$#>1-2/.+/03A07+6+649+6&.-/3 &9-65+C4+/9+53A

3,"/'"167/812."19E]@:L$&! K-07307+,3,07313245

>"1>;"/+"*A:/3*,-"*8% S;;O;.0/+% 5;;?;.:,-(0)-8":/% J7;B;1-20(+3*8% 1 9/C?AMUAB B/;3<C# @A0<F:-"@A0<F:)"@A0<F:O"H,$("@A;A:

R<CB<CD$P3?0<CAB% R039N R39NDM/>CB!<BACE<930?AI>AC9A% DMA4 R39NDM/>CB!?<;<03M?AI>AC9A

2/7
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图 :#453:L$.! 基因系统进化树

所用氨基酸序列的物种名和相应的登录号!家蚕 S&50032214% 烟草天蛾 &S-0737014% 棉铃虫 &)51891214% 灰翅夜蛾

&-28733/14% 二点螟 &+T1:/1/14% 灰飞虱 &G#4788014% 白背飞虱 &G#4788814% 果蝇 %HD12894312% 埃及伊蚊 &&Z9123714%

冈比亚按蚊 &S#8212/14% 三疣梭子蟹 O2107914% 日本剑水蚤 &)'084:414

J-2":#@7O132+/+0-90,++3A453:L$.!

J@A?=A9<A?3CB GACR3CN &99A??</C C>;RAM?/83;<C/ 39<B ?AI>AC9A?3MA0<?EAB 3?8/00/P?! O0.A7D.0/+"S&50032214% C-(<*3- 8:D"-

&S-0737014% #:,+30E:/2- -/.+):/- &)51891214% &20<02":/- ,+""0/-0<?&-28733/14% =6+,0 8*22/:88-,+8&+T1:/1/14% $-0<:,26-D

8"/+-":,,- &G#4788014% &0)-":,,- @*/3+@:/- &G#4788814% ?/08026+,- .:,-(0)-8":/%HD 12894312% ':<:8-:)72"+&&Z9123714%

'(026:,:8)-.A+-:&S#8212/14% >0/"*(*8"/+"*A:/3*,-"*8O2107914% B+)/+02*81-20(+3-8&)'084:414

55另外"系统进化树显示其与日本剑水蚤聚为

一小类"再与其他物种的 =K>/32-4 聚为一支#图

/$) 而其余的 +300/PAAC 基因编码的氨基酸

-WH/3734"-WH/4134"-WH/4834 分别聚为一支)

以上结果表明推导的氨基酸序列即为三疣梭子蟹

的 -WH/3234)

$"$#组织表达差异分析

利用 I$J:H-$检测 =K>/32-4 在三疣梭子

蟹各个组织中的表达差异) 结果显示"雌蟹和雄

蟹中 =K>/32-4 的 组 织 分 布 情 况 比 较 相 似!

=K>/32-4 在所有被测组织中均有表达"但其表

达量在 W"最高"而在其他组织中均极低 #>A

3131$#图 8$)

$":#453:L$.! 在三疣梭子蟹蜕皮周期中的表

达水平变化

组织表达结果显示"=K>/32-4 主要在 W"中

表 达" 因 此 我 们 用 I$J:H-$ 检 测 W" 中

=K>/32-4 在蜕皮周期中的表达变化以研究其在

三疣梭子蟹蜕皮调控中的作用) 结果显示"

=K>/32-4 表达量在蜕皮后期#&期和 S期$处于

极低的水平%其表达水平在蜕皮间期#-期$显著

升高#>A3131$"并继续上升在 5

4

期达到最高"

显著高于其他各期 #>A3131$%之后"=K>/32-4

的表达量显著下降"但仍显著高于蜕皮后期#>A

3131$#图 1$)

图 ;#453:L$.! 在三疣梭子蟹

不同组织中的相对表达量

W"1W器% ,=1表皮% G/1性腺% ,*1眼柄% JG1胸腺神经节%

+E1心脏% +=1肝胰腺% 2"大颚器% 不同小写字母代表显著

性差异#>A3131$

J-2";#%7+,+1&0-N++)*,+55-3/3A453:L$.! -/

6-AA+,+/00-554+5-/3,"/'"167/812."19

W"1W:/MD3C% ,=1A=<BAM;<?% G/1D/C3B% ,*1A4A?E30N% JG1

E@/M39<9 D3CD0</C% +E1@A3ME% +=1 @A=3E/=3C9MA3?% 2"1

;3CB<R>03M/MD3C1S3M?P<E@ B<88AMACE0AEEAM?3MA?<DC<8<93CE04

B<88AMACE#>A3131$
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图 ?#]M中 453:L$.! 在三疣梭子蟹中

蜕皮周期的相对表达量

不同小写字母代表显著性差异#>A3131$

&"S1蜕皮后期% -1蜕皮间期% 5

3

"5

4

"5

2

"5

/

"5

8

1蜕皮前期

J-2"?#%7+,+1&0-N++)*,+55-3/3A453:L$.! -/

]M64,-/2 .310-/2 9O91+-/3,"/'"167/812."19

S3M?P<E@ B<88AMACE0AEEAM?3MA?<DC<8<93CE04 B<88AMACE#>A3131$

&"S1=/?E:;/0E?E3DA% -1<CEAM:;/0E?E3DA% 5

3

"5

4

"5

2

"5

/

"5

8

1

=MA:;/0E?E3DA

/5讨论

细胞色素 H813 是一个古老的基因超家族"具

有 /1 亿年的进化历史
'28(

"其家族成员虽然在氨

基酸序列变异性很高"但仍存在一定的保守结构

域) 昆虫中报道的保守结构域包括 @A0<F:-&@A0<F:

)& @A0<F:O& H,$(和 @A;A:R<CB<CD) 其中 @A;A:

R<CB<CD#(ZZGZZZ-ZG$为细胞色素 H813 的标

志性基序"绝对保守的半胱氨酸是血红素铁的第

1 配体"能和血红素中铁元素结合"血红素铁接受

电子被还原后再与 -"结合"会在 813 C;附近产

生特征吸收峰
'21(

) @A0<F:-#TZZ$$"位于细胞色

素 H813 的 %端"其能够与血红素的丙酸酯相结

合) @A0<F:)#GZZJ$位于活性中心吡咯环 S的上

方"其可能和细胞色素 H813 与氧分子或底物分子

的结合有关
'27(

) @A0<F:O#,ZZ$$能够参与稳定

血红素核心结构的作用) H,$(#HZZ($"能够与

@A0<F:O形成盐桥而相互作用
'2:(

) 本实验推导的

氨基酸序列经多重比对后发现"包含这 1 个保守结

构域"证明其属于 H813 家族基因) 此外"该氨基酸

序列与其他物种 -WH/3234 一致性较高"共同聚为

一支"由此推断该序列为三疣梭子蟹 =K>/32-4 基

因) 三疣梭子蟹与甲壳动物日本剑水蚤先聚为一

类"再与双翅目#5<=EAM3$昆虫聚为一支"最后与由

鳞翅目#'A=<B/=EAM3$和半翅目#+/;/=EAM3$组成的

分支聚为泛甲壳动物大类"其他物种的 +300/PAAC

基因家族编码的氨基酸也与 -WH/3234 分类相似"

各自聚在相应的组别中) 以上结果与谢维等
'29(

在

昆虫中对呼吸功能蛋白的分类有所差异"其鳞翅目

与双翅目先聚为一类"再与半翅目聚集) 其原因尚

不清楚"有待进一步研究)

作 为 +300/PAAC 家 族 基 因 成 员 之 一"

-WH/3234 是蜕皮激素合成通路中的关键酶"催

化 -22 的 羟 基 化
'20(

) I$J:H-$ 结 果 表 明"

=K>/32-4 在三疣梭子蟹的多个组织中均有不同

程度的表达"其中 W"中的表达量显著高于其他

组织#>A3131$"这与 W"是甲壳动物合成蜕皮

激素 的 主 要 器 官
'/3(

的 结 论 一 致) 此 外"

=K>/32-4 在其他组织中的极低表达也表明了其

功能的单一性) 我们的结果与已报道的日本囊对

虾#C-/8*2:(-:*81-20(+3*8$ =K>/37-4 # 26.$的

组织表达差异十分相似
'/4(

"这说明 +300/PAAC 家

族基因#86< 除外$在甲壳动物中可能拥有相似的

组织分布情况) 这与昆虫 +300/PAAC 家族基因的

组织差异表达情况一致) )D3等
'/2(

研究了灰翅夜

蛾#&20<02":/- ,+""0/-,+8$的 26.&<+A&8-< 和 86< 的

基因表达情况"除 86< 主要在脂肪体&马氏管等器

官表达外"其余基因均主要在其蜕皮激素合成器

官前胸腺中表达%$AP<E\等
'//(

也在烟草天蛾中报

道了类似的结果)

蜕皮激素是甲壳动物蜕皮的重要调控因子"

其血淋巴浓度通常在蜕皮周期中呈规律性变化)

*/>;/88等
':(

研究表明"美洲蓝蟹的蜕皮激素浓

度在蜕皮前期 5

/

亚期达到峰值) 凡纳滨对虾

#$+"02:(-:*8E-((-.:+$

'/8(

蜕皮激素浓度高峰则

出 现 在 蜕 皮 前 期 5

4

亚 期) 罗 氏 沼 虾

#C-3/0A/-36+*./08:(A:/)++$血淋巴蜕皮激素浓

度和 W"的活性均在蜕皮前期达到最大
'/1(

) 相

关研究表明"三疣梭子蟹血淋巴蜕皮激素浓度从

蜕皮后期开始上升至蜕皮前期 5

/

亚期达到最

高
'/7(

) 本实验中"三疣梭子蟹 =K>/32-4 在 W"

中的表达水平与蜕皮激素浓度变化趋势相同) 而

=K>/32-4 的表达量在蜕皮前期 5

4

亚期达到最

大"早于蜕皮激素浓度高峰出现的时间 #5

/

亚

期$"这恰恰说明三疣梭子蟹 =K>/32-4 基因是通

过参与蜕皮激素的合成来调节血淋巴中蜕皮激素

的浓度"进而参与调控蜕皮的发生)

参考文献!

' 4 (5O>R3003&."+/0E/C J&"H3EAM?/C S":"-,12/>0E

8/7



!""#!

!

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

1 期 柳志业"等!三疣梭子蟹 =K>/32-4 基因克隆及其表达分析 55

9490A?=A9<8<9B<88AMACE<30DACAAF=MA??</C =M/8<0<CD /8

E@A9M3R >0/"*(*82:,-)+3*8'!(1S2- GAC/;<9?"

2344"42#4$!48:1

' 2 (5O>R3003&",0<\>M&1%/UA0;/0A9>03M3==M/39@ E/

?E>B4 ;/>0E<CD <C 9M>?E39A3C?'!(1S>00AE<C:(<?@AM<A?

$A?A3M9@ &DAC94 !3=3C"233:"23!1/1

' / (5S>EAC3CBE&" O3M0?/C H1#RAMB<A<?/0<AM>CD A<CA?

;AE3;/M=@/?A:@/M;/C?BAM<C?ANEAC <C NM<?E300<?<AMEAM

8/M;'!(1YA<E?9@M<8E(>M%3E>M8/M?9@>CD *A9E</C S3

!/>MC30/8 -@A;<930 *9<AC9A?" 4018" 0 # 7 $!

/90 6/041

' 8 (5+>RAM$"+/==AT1Y>M9@A;<ABA?A9B4?/C?".))!

B<A NM<?E300>CB ;/0AN_0?EM>NE>M3C304?A BA?

<C?ANEACUAM=>==>CD?@/M;/C? A9B4?/C ;<E BAM

3>E/;3E<?<AMEAC 830E;/0AN_0;AE@/BA' !(1-@A;<?9@A

SAM<9@EA"4071"09#:$!283/ 628281

' 1 (5G<0RAME')"$4R9\4C?N<$"T3MMAC !J":"-,1-/CEM/0

3CB R</9@A;<930C3E>MA /8E@A A9B4?EAM/<B/DAC<9

=3E@P34'!(1&CC>30$AU<AP /8,CE/;/0/D4"2332"

8:#4$!99/ 60471

' 7 (5+3;=?@<MA(" +/MC 5 + *1 *EM>9E>MA /8

9M>?EA9B4?/CA"39M>?E39A3C ;/0E<CD @/M;/CA' !(1

-@A;<930-/;;>C<93E</C?# '/CB/C $" 4077 # 2 $!

/: 6/91

' : (5*/>;/88-"*N<CCAM5 21,9B4?EAM/<B E<EAM?B>M<CD

E@A;/0E9490A/8E@AR0>A9M3R MA?A;R0AE@/?A/8

/E@AM-M>?E39A3'!(1J@AS</0/D<930S>00AE<C"409/"

471#4$!/24 6/201

' 9 (5'39@3<?A("'38/CE$1,9B4?EAM/<B ;AE3R/0<?; <C 3

9M3R!=-/3+(*8.-:(-8'!(1*EAM/<B?"4098"8/ # / $!

28/ 62101

' 0 (5T3E?/C $5" *=3\<3C< ,1 S</?4CE@A?<? /8

A9B4?EAM/<B?8M/; 9@/0A?EAM/0R4 9M3R W:/MD3C?"3CB

A4A?E30N ?>==MA??</C /8 9@/0A?EAM/0 >=E3NA 3CB

?A9MAE/M4 39E<U<E4" +( E+"/0 ' !(1GACAM30 3CB

-/;=3M3E<UA ,CB/9M<C/0/D4" 4091" 10 # 4 $!

483 64891

'43(5'39@3<?A("'A$/>F &"+>RAME2":"-,1J@A;/0E<CD

D03CB /8 9M>?E39A3C?! '/930<\3E</C" 39E<U<E4" 3CB

ACB/9M<CA 9/CEM/0# 3 MAU<AP$ ' !(1!/>MC30 /8

-M>?E39A3C S</0/D4"400/!409 62/81

'44(5S̀ 9N<CD 5" 53>=@<C:.<00A;3CE-" *AB0;A<AM 5"

:"-,1,9B4?EAM/<B R</?4CE@A?<?<C ;/>0E<CD D03CB?/8

E@A9M348<?@ 5/30(:3":8,+.08*8! ,U<BAC9A8/ME@A

?4CE@A?<?/8/:BA@4BM/A9B4?/CAR4 +( E+"/0 ?4CE@A?<?

3CB 9/CUAM?</C ?E>B<A?'!(1)C?A9ES</9@A;<?EM4 3CB

2/0A9>03MS</0/D4"400/"2/#4$!1: 67/1

'42(524N0A?5'1,9B4?EAM/<B ;AE3R/0<?; <C 9M>?E39A3C?

'!(1J@A !/>MC30/8*EAM/<B S</9@A;<?EM4 3CB

2/0A9>03MS</0/D4"2344"42:#/$!407 623/1

'4/(5!_MDAC?G"T<A?9@3>?,"%_??0A<C:./0@3MB -":"-,1

2>E3E</C?388A9E<CD E@A=3EEAMC /8E@A03MU309>E<90A<C

?/08026+,- .:,-(0)-8":/' !(1T<0@A0; $/>F * ?

&M9@<UA?/85AUA0/=;ACE30S</0/D4"4098"40/ #1$!

29/ 62011

'48(5%_??0A<C:./0@3MB -"T<A?9@3>?,"O0>B<CD +":"-,1

2>E3E</C?388A9E<CD E@A=3EEAMC /8E@A03MU309>E<90A<C

?/08026+,- .:,-(0)-8":/' !(1T<0@A0; $/>F * ?

&M9@<UA?/85AUA0/=;ACE30S</0/D4"4098"40/ #1$!

27: 62921

'41(5T<A?9@3>?,"%_??0A<C:./0@3MB -"!_MDAC?G1:"-,1

2>E3E</C?388A9E<CD E@A=3EEAMC /8E@A03MU309>E<90A<C

?/08026+,- .:,-(0)-8":/' !(1T<0@A0; $/>F * ?

&M9@<UA?/85AUA0/=;ACE30S</0/D4"4098"40/ #1$!

207 6/3:1

'47(5-@aUA\.2"23MI>X?G"5A0RA9I>A!H":"-,1J@A

BM/?/=@<03B<?A;R/B<AB DACA9/CEM/0?03EAA;RM4/C<9

;/M=@/DACA?<?3CB 9/BA?8/M394E/9@M/;AH813

AC\4;AE@3EMAD>03EA?A;RM4/C<9A9B4?/CA0AUA0?

'!(15AUA0/=;ACE"2333"42:#40$!8441 684271

'4:(5T3MMAC !J"HAEM4N &"23MI>X?G":"-,12/0A9>03M

3CB R</9@A;<930 9@3M39EAM<\3E</C /8 EP/ H813

AC\4;A? <C E@A A9B4?EAM/<B/DAC<9 =3E@P34 /8

?/08026+,- .:,-(0)-8":/' !(1HM/9AAB<CD?/8E@A

%3E</C30&93BA;4 /8*9<AC9A?"2332"00#4:$!4438/

6443891

'49(5T3MMAC !J" HAEM4N &" 23MI>X?G" :"-,1H@3CE/;

AC9/BA? E@A 21:@4BM/F403?A /8 ?/08026+,-

.:,-(0)-8":/3CB O0.A7D.0/+! & H813 AC\4;A

9M<E<930 <C A9B4?/CA R</?4CE@A?<? ' !(1 )C?A9E

S</9@A;<?EM4 3CB 2/0A9>03MS</0/D4"2338"/8 #0$!

004 643431

'40(5HAEM4N &"T3MMAC !J"23MI>X?G":"-,1*@3BA<?E@A

?/08026+,- H813 AC\4;A E@3E ;AB<3EA? E@A

@4BM/F403E</C /8A9B4?/CA E/ E@A ?EAM/<B <C?A9E

;/0E<CD @/M;/CA 23:@4BM/F4A9B4?/CA ' !(1

HM/9AAB<CD?/8E@A%3E</C30&93BA;4 /8*9<AC9A?"

233/"433#28$!4/::/ 64/::91

'23(5G<0RAME')" T3MMAC ! J1& ;/0A9>03M DACAE<9

3==M/39@ E/ E@AR</?4CE@A?<?/8E@A<C?A9E?EAM/<B

;/0E<CD @/M;/CA'!(1.<E3;<C?[+/M;/CA?"2331"

:/!/4 61:1

'24(5%<P3$" 23E?>B3 J" W/?@<43;3 J" :"-,1

-WH/37&4"394E/9@M/;AH813 AC\4;A"<?A??ACE<30

8/MA9B4?EAM/<B R</?4CE@A?<?<C E@A=M/E@/M39<9D03CB?

/8O0.A7D3CB ?/08026+,-'!(1!/>MC30/8S</0/D<930

1/7



!""#!

!

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

555 水5产5学5报 /0 卷

-@A;<?EM4"2338"2:0#/8$!/1082 6/10801

'22(5'<> -!" +/> W '" T3CD T" :"-,1J@A=>RAME3?

=M3A9/F /8>0/"*(*8"/+"*A:/3*,-"*8<C 9>0E<U3E</C

'!(1*@3CDB/CD (<?@AM<A?"4000"47#7$!40 6231'刘

昌杰"侯艳丽"王纬"等1虾池养殖三疣梭子蟹当年

性早熟初报1齐鲁渔业"4000"47#7$!40 6231(

'2/(5*@AC !"Y@> 5("+> Y+":"-,12/0E?E3D<CD <C E@A

?P<;;<CD 9M3R >0/"*(*8"/+"*A:/3*,-"*8'!(1!/>MC30

/8(<?@AM<A?/8-@<C3"2344"/1 # 43 $!4894 6489:1

'沈洁"朱冬发"胡则辉"等1三疣梭子蟹蜕皮周期

的分期1水产学报"2344"/1#43$!4894 6489:1(

'28(5%A0?/C 5$12AE3\/3C 94E/9@M/;AH813 AU/0>E</C

'!(1-/;=3M3E<UAS</9@A;<?EM4 3CB H@4?</0/D4:H3ME

-! H@3M;39/0/D4" J/F<9/0/D4 3CB ,CB/9M<C/0/D4"

4009"424#4$!41 6221

'21(5TAM9N:$A<9@@3ME5" (A4AMA<?AC $1 -4E/9@M/;A?

H813!&?>99A???E/M4'!(1GAC/;AS</0/D4"2333"4

#7$!/33/14 6/33/101

'27(5Y@ACD 2 L" L<> Z +1J@A;/0A9>03MR</0/D4 /8

94E/9@M/;AH813 8M/; #:,+30E:/2- -/.+):/- ' !(1

-@A;<?EM4 /8'<8A"2334"24 # / $!220 62/41'郑明

奇"邱星辉1棉铃虫细胞色素 H813 的分子生物学1

生命的化学"2334"24#/$!220 62/41(

'2:(5&<!T"5/CD W '" O/CD T L" :"-,12/0A9>03M

90/C<CD 3CB ?AI>AC9A3C304?<?/83C/UA094E/9@M/;A

H813 DACA"=K>7'H2"8M/; ?<0NP/M;"O0.A7D.0/+

'!(1&9E3*AM<9/0/D<93*<C<93"233:"// #/$!/93 6

/971'艾均文"董元凌"孔卫青"等1家蚕细胞色素

H813 基因 =K>7'H2 的分子克隆与序列分析1蚕业

科学"233:"//#/$!/93 6/971(

'29(5Z<AT" '>3C W Z12A;RAM? /8E@A 3ME@M/=/B

@A;/943C<C ?>=AM83;<04 3CB E@A<MAU/0>E</C ' !(1

-@<CA?AS>00AE<C /8'<8A*9<AC9A"2344"#4$!437 6

4481'谢维"栾云霞1节肢动物血蓝蛋白家族的组

成与演化1生命科学"2344"#4$!437 64481(

'20(5%<P3$" *3N>B/@ J" %3;<N< J" :"-,1 J@A

A9B4?EAM/<B/DAC<9H813 -4=/32346B<?A;R/B<AB 8M/;

E@A ?<0NP/M;" O0.A7D .0/+" <? EM3C?9M<=E</C3004

MAD>03EAB R4 =M/E@/M39<9/EM/=<9@/M;/CA'!(1)C?A9E

2/0A9>03MS</0/D4"2331"48#1$!17/ 61:41

'/3(5-@3CD ,*" "* -/CC/M!51*A9MAE</C /830=@3:

A9B4?/CAR4 9M3R W:/MD3C?+( E+"/0'!(1HM/9AAB<CD?

/8E@A%3E</C30&93BA;4 /8*9<AC9A?"40::":8#2$!

741 67491

'/4(5&?3\>;3+"%3D3E3*"%3D3?3P3+1)C@<R<E/M4 A88A9E

/8;/0E:<C@<R<E<CD @/M;/CA/C =@3CE/;AF=MA??</C <C

E@AW:/MD3C /8E@AN>M>;3=M3PC" C-/8*2:(-:*8

1-20(+3*8'!(1&M9@<UA?/8)C?A9ES</9@A;<?EM4 3CB

H@4?</0/D4"2330":2#8$!223 62//1

'/2(5)D32" *;3DD@A G1)BACE<8<93E</C 3CB AF=MA??</C

=M/8<0A/8+300/PAAC DACA?<CU/0UAB <C A9B4?EAM/<B

R</?4CE@A?<?<C &20<02":/- ,+""0/-,+8' !(1HA=E<BA?"

2343"/4#/$!817 687:1

'//(5$AP<E\O(" $4R9\4C?N<$" T3MMAC ! J" :"-,1

)BACE<8<93E</C" 9@3M39EAM<\3E</C 3CB BAUA0/=;ACE30

AF=MA??</C /8 +300/PAAC DACA? AC9/B<CD H813

AC\4;A?;AB<3E<CD A9B4?/CA R</?4CE@A?<? <C E@A

E/R399/ @/MCP/M;" C-(<*3- 8:D"- ' !(1)C?A9E

S</9@A;<?EM4 3CB 2/0A9>03MS</0/D4"2337"/7 #/$!

499 64001

'/8(5S03<?-" *A8<3C<2" J/>00A9 !W" :"-,1N( E+"/0

=M/B>9E</C /8A9B4?EAM/<B?R4 W:/MD3C?/8>:(-:*8

E-((-.:+# -M>?E39A3" 5A93=/B3$1-/MMA03E</C P<E@

@A;/04;=@ E<EAM?' !(1)CUAMEARM3EA$A=M/B>9E</C [

5AUA0/=;ACE"4008"27#4$!/ 6441

'/1(5"N>;>M3J" O3;R32" */C/RA+" :"-,1N( E+"/0

?A9MAE</C /8A9B4?EAM/<B R4 W:/MD3C B>M<CD ;/0E

9490A 3CB AU<BAC9A 8/M ?A9MAE</C /8 /:

BA@4BM/A9B4?/CA<C E@A D<3CE8MA?@P3EAM=M3PC"

C-3/0A/-36+*. /08:(A:/)++# -M>?E39A3! 5A93=/B3!

-3M<BA3$ ' !(1 )CUAMEARM3EA $A=M/B>9E</C [

5AUA0/=;ACE"233/"88#4$!4:91

'/7(5T3CD -!"Y@> 5 ("L<W Y":"-,12/0E:<C@<R<E<CD

@/M;/CA0AUA0?3CB A9B4?EAM/<B E<EAMB>M<CD 3;/0E

9490A /8 >0/"*(*8 "/+"*A:/3*,-"*8 ' !(1 &9E3

+4BM/R</0/D<93*<C<93"234/"/: #4$!22 6291'汪春

建"朱冬发"亓一舟"等1三疣梭子蟹蜕皮周期中

CN#基因 ;$%&水平与蜕皮激素浓度变化1水生

生物学报"234/"/:#4$!22 6291(

7/7



!""#!

!

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

1 期 柳志业"等!三疣梭子蟹 =K>/32-4 基因克隆及其表达分析 55

[31+941&,913/-/2 &/6+)*,+55-3/&/&1O5-53A

453:L$.! A,3. 3*/"1(19"/'"167/812."19

')#Y@<4A" Y+#5/CD83

"

" Z),Z<" L)#Z<AM" Y+"#W3CI<" *+,%Z<I>3C

#<8=((/(+A&)01#<80#18#;"G01>'(310@#);0*$"G01>'(5/41244"B=01&$

>'50,&90! =K>/32-4 <?E@ANA4 AC\4;A<C R</?4CE@A?<?/8E@AA9B4?EAM</B?1J@A3<; /8E@<??E>B4 <?E/

3C304\AE@A8>C9E</C /8=K>/32-4 B>M<CD E@A =M/9A??/8E@A;/0E<CD <C ?P<;;<CD 9M3R >0/"*(*8

"/+"*A:/3*,-"*81J@A8>00:0ACDE@ 95%&/8=K>/32-4 <?90/CAB 8M/; W:/MD3C?/8E@A>;"/+"*A:/"*,-"*81J@A

0ACDE@ /8E@A=K>/32-4#GACR3CN 399A??</C %"1!O2107914$<?/ 4:4 R= 3CB 9/CE3<C?3C "$(/84 727 R=

AC9/B<CD 184 3;<C/ 39<B1J@A3;<C/ 39<B 9/CE3<C?1 9/C?AMUAB B/;3<C?<C90>B<CD @A0<F:-"@A0<F:O"@A0<F:)"

H,$(3CB @A;A:R<CB<CD1J@A=@40/DACAE<9EMAA?@/PAB E@3E-WH/3234 /8>;"/+"*A:/3*,-"*8P3?90>?EAMAB

P<E@ E@3E/8B+)/+02*81-20(+3-8" P@<9@ <??A=3M3EAB 8M/; /E@AM-WH?1J<??>AB<?EM<R>E</C ?@/PAB E@3E

EM3C?9M<=E/8=K>/32-4 P3?;3<C04 BAEA9EAB <C E@AW:/MD3C #W"$ 3CB 83MAF9AABAB /E@AME<??>A?1J@A

EM3C?9M<=E0AUA0/8=K>/32-4 B>M<CD ;/0E<CD 9490AP3?BAEAM;<CAB R4 I$J:H-$15>M<CD ;/0E<CD =M/9A??"

0AUA0?/8=K>/32-4 <C W"PAMAAFEMA;A04 0/PB>M<CD =/?E;/0E#?E3DA?&3CB S$"RAD3C E/ <C9MA3?AB>M<CD

<CEAM;/0E#?E3DA-$ 3CB MA39@AB E@A=A3N 3E5

4

?E3DA"E@AC BA90<CAB1J@A9/;R<CAB MA?>0E??@/PAB E@3E

=K>/32-4 ;<D@E=034 3C A??ACE<30M/0A<C E@A;/0E<CD /8>;"/+"*A:/3*,-"*81

Q+O K3,65! >0/"*(*8"/+"*A:/3*,-"*8% =K>/32-4% ;/0E<CD 9490A% 90/C<CD% DACAAF=MA??</C

E3,,+5*3/6-/2 &4073,! Y+#5/CD831,:;3<0!\@>B/CD83;CR>1AB>19C

:/7


