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日本沼虾表皮蛋白基因的克隆及表皮组织差异性表达分析

苗泽龙,吕艳杰,张俊芳,杨洪,宁黔冀

(河南师范大学 生命科学学院,河南 新乡453007)

摘 要:为探究日本沼虾表皮蛋白(Macrobrachiumnipponensecuticleproteins,MnCPs)表达模式与表皮组织

差异的关系,根据日本沼虾表皮组织转录组测序结果,从头胸甲中克隆到1个含几丁质结合-4(chitin_bind_4)结构域

的表皮蛋白(cuticleproteins,CPs)基因,命名为 MnCP-2,经BLAST检索,MnCP-2与远海梭子蟹(Portunuspelagi-
cus,ABM54465.1)有50%的相似性.以健康幼虾(体长3.0~4.0cm)的头胸甲、尾扇、游泳足和步足4种厚度存在差

异的表皮组织为材料,分别提取C期、D0-2期、D3-4期和A期的RNA,采用Real-timePCR技术,分析了 MnCP-2在蜕

皮周期不同阶段的相对表达量.结果显示,MnCP-2在头胸甲、尾扇和游泳足中表达水平的峰值出现在D3-4期,而在

步足中则出现在D0-2期.提示 MnCP-2编码的蛋白可能在新外表皮的形成中发挥重要作用,它在表皮组织不同部位

的差异性表达可能是导致表皮结构差异的原因之一.
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日本沼虾(Macrobrachiumnipponense)等甲壳动物有着坚硬的表皮,表皮中的有机物主要是几丁质和

表皮蛋白(cuticleproteins,CPs)[1],由于几丁质的生物活性不大,因此对于新表皮的形成CPs的研究便成

了重中之重.甲壳动物的许多CPs都含有某种基序,其中最普遍的就是RR基序,由Rebers和Riddiford[2]首
次发现,Rebers和 Willis描述其特征,RR基序已经被证实可以结合几丁质[3].RR序列有三种变异,RR-1
(Gx8Gx6YxAxExGYx7Px2P)、RR-2(Gx8Gx6YxAx4GFNAVV)和极少被鉴别的RR-3[4-6].目前已经从

日本对虾(Penaeusjaponicus)[7-9]、蓝蟹(Callinectessapidus)[10-11]、克 氏 原 螯 虾(Procambarusclar-
kii)[12-15]、红螯螯虾(Cheraxquadricarinatus)[16]等甲壳动物中鉴别出多种CPs,研究证明这些CPs主要作

用就是参与蜕皮前后新表皮的形成[17],因此与甲壳动物的蜕皮活动息息相关.生物信息学的发展进一步加

快了甲壳动物CPs的研究,利用转录组学鉴别分析CPs已经成为今后发展的方向,例如MosheTom等人通

过转录组分析,根据蜕皮钙化指数在克氏原螯虾中将蜕皮前期细分为P1-P77个时期来解释蜕皮相关基因

(包括编码CPs的基因)的表达模式,从而得出这些基因对蜕皮调节及外骨骼重建的重要性[18].
由于CPs在不同物种间的相似性较低,没有可比性,而有关日本沼虾表皮蛋白(M.nipponensecuticle

proteins,MnCPs)的研究尚未见报道.因此,本实验结合转录组测序技术,克隆出了 MnCP-2的部分cDNA
片段,采用Real-timePCR分析了不同蜕皮时期MnCP-2在头胸甲、尾扇、游泳足和步足4种厚度存在差异

的表皮组织的表达,为进一步阐述CPs的功能,尤其在日本沼虾等甲壳动物蜕皮周期中的功能提供参考.

1 材料与方法

1.1 实验动物

日本沼虾于2016年5~10月捕捞于河南卫辉顺城关公园,选取健康幼虾[体长(3.0~4.0)cm]50尾饲
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养于水族箱中,水温(22±1)℃,一周后用于实验.
1.2 RNA的提取

依据Cesar等[19]的方法分别选取C期、D0-2期、D3-4期和A期各4-5只幼虾,分离出头胸甲、尾扇、游泳足

和步足等表皮组织,利用MiniBESTUniversalRNAExtractionKit(TAKARA)试剂盒,按照说明书的操作

步骤提取上述不同表皮组织的RNA.
1.3 RNA反转录为cDNA

利用反转录试剂盒5XAll-In-OneRTMasterMix(abm),按照说明书的反转录条件将提取出的RNA
反转录为cDNA模板.
1.4 克隆目的片段

根据引物设计原则,经BLAST比对,找出较为保守的几丁质结合域,利用软件Primeprimer5设计上、
下游引物(表1),按照说明书的PCR反应条件扩增获得目的片段.
1.5 生物信息学分析

通过NCBI网站对MnCP-2进行BLAST比对,寻找相似的同源基因.利用ConservedDomain(http://

www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)确定基因的几丁质结合保守域,利用 OpenReading
Frame(ORF)Finder(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html)分析预测开放阅读框,使用 DNA-
MAN软件进行多序列比对分析.
1.6 MnCP-2的表达分析

根据引物设计原则,利用软件Primeprimer5设计上、下游引物(表1).按照 AceQTMqPCRSYBR􀆿

GreenMasterMix(Vazyme)试剂盒说明书步骤操作,β-actin为内参基因,实验均设3个重复,采用比较Ct
值(-ΔΔCt法)计算相对表达量,使用SPSS13.0进行多重比较,P<0.05表示差异显著.

表1 日本沼虾MnCP-2克隆及实时荧光定量所用的引物

引物名称 序列(5'-3') 用途

MnCP-2-F1 ACTTTTCTTCATGGTCCTTGTC PCR

MnCP-2-R1 TTGGGCTCCCCTTCGTA

MnCP-2-F2 AATACAGCTACAAATACGGAGTGGC Real-timePCR

MnCP-2-R2 CCCCGTTGACGGTGTAAGTC

β-actin-F TATGCACTTCCTCATGCCATC Real-timePCR

β-actin-R AGGAGGCGGCAGTGGTCAT

2 实验结果

2.1 日本沼虾表皮组织总RNA的提取及MnCP-2的部分序列克隆

提取的RNA在紫外照射下有28S和18S两条带,亮度接近2∶1(图1).将提取出的RNA反转录为cD-
NA,以cDNA为模板,进行PCR反应扩增,获得含有几丁质结合-4结构域的 MnCP-2的特异性目的片段,

PCR产物长度是276bp(图2).
2.2 MnCP-2的生物信息学分析

MnCP-2经测序为463bp,开放阅读框为28~351bp,长度为324bp,几丁质结合-4结构域位于124~
282bp(图3),与远海梭子蟹的表皮蛋白PpCB6(P.pelagicus,ABM54465.1)有50%的相似性(图4),Gen-
Bank登录号为KY126405.
2.3 MnCP-2的表达分析

MnCP-2在4种表皮组织的表达模式不尽相同.在头胸甲、尾扇和游泳足,mRNA表达水平的峰值出现

在D3-4期,而在步足中则是D0-2期.在相同的蜕皮周期,4种表皮组织间该基因的表达量也存在明显差异,C期

和D0-2期,头胸甲和步足的表达量显著高于尾扇和游泳足,而在D3-4和A期则恰好相反(P<0.05)(图5).
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3 讨 论

首次从日本沼虾的表皮组织中克

隆出了 MnCP-2的部分cDNA片段,
含有几丁质结合-4结构域(图3),经多

序列比对,MnCP-2与甲壳动物或昆

虫的多种CPs均有一定的相似性(图

4).研究表明,甲壳动物自蜕皮前期开

始,新表皮就逐渐形成、增厚[20-21],这
应该与表皮蛋白的高表达密切相关.在
蓝蟹的背部表皮发现的三种表皮蛋白

(CsCP8.5,CsCP8.2,CsCP14.1)和在

关节膜中发现的一种蛋白(CsAMP9.
3)都是在D3-4期表达最高[10-11],本实

验室最新发现的日本沼虾 MnCBP-1
的表达峰值也出现在D3-4期[22],它们

都被认为参与了蜕皮前外表皮的形成.
本文结果MnCP-2的表达峰值出现在

D期(D0-2或D3-4期),推测其主要参与

新外表皮的形成;4种表皮组织,峰值出现的时间并不一致(图5),说明同一个基因在表皮不同部位的表达存

在时序性差异[23],也有可能是由于该基因在不同表皮组织的剪接方式不同(可变剪接,alternativesplicing),
从而翻译产生不同的蛋白质[24].
CPs在甲壳动物表皮不同部位的分布特征目前未见报道.MnCP-2mRNA含量在4种表皮组织间存在

明显的差异(图5),说明MnCP-2(可能还包括其他表皮蛋白)在整个表皮并不是均匀分布,这可能导致了表

皮结构(如厚度)的差异,当然,在今后的研究中蛋白水平的验证是必要的.
综上,MnCP-2在不同表皮组织的表达既有共同的特征(都随蜕皮周期变化),又有明显的差异,这可能

是导致表皮不同部位结构差异的原因之一.
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Cloninganddifferentialexpressionanalysisofcuticleproteingenes
indifferentcuticulartissuesfromMacrobrachiumNipponense

MiaoZelong,LüYanjie,ZhangJunfang,YangHong,NingQianji

(CollegeofLifeScience,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China)

Abstract:InordertounderstandtherelationshipbetweenexpressionpatternsofMacrobrachiumnipponensecuticlepro-
teins(MnCPs)anddifferencesincuticulartissues,agenecontainingchitin_bind_4conserveddomaincalledMnCP-2wasfirst
clonedincarapacefrom M.nipponense,accordingtotheresultderivedfromtranscriptomesequecing.BLASTsearchshows
thatMnCP-2has50%similaritywithCPsfromPortunuspelagicus.RNAwasextractedfromthestageC,D0-2,D3-4andAof
healthyjuvenileM.nipponense(bodylength3.0~4.0cm)inthecarapace,tailfan,pleopodandpereiopodwhichhavedifferent
thicknesses.Real-timePCRtechniquewasusedtoanalyzetheexpressionlevelsofMnCP-2.TheresultshowedMnCP-2mR-
NAexpressionlevelwashighestduringstageD3-4incarapace,tailfanandpleopod,whileduringstageD0-2inpereiopod
(P<0.05).Consequently,itsuggeststhatMnCP-2likelyhaveanimportantroleinformingnewexocuticle,andtheirdifferen-
tialexpressionsindifferentcuticulartissuesispossibleoneofthereasonswhycuticlehasdifferentstructures.

Keywords:Macrobrachiumnipponense;cuticleproteins;carapace;tailfan;pleopod;pereiopod;geneclone;expression
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