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编码 中华绒螯蟹蜕皮抑制激素基 因的 

eDNA片段克隆和序 列分析 * 

王在照 相建海 崔朝霞 
(中国科学 院海 洋研 究所 青 岛 266071) 

提 要 于 2000年 3月 提 取 中 华 绒 螫 蟹 跟 柄 总 RNA，以 此 为 模 板 ，根 据 日本 对 虾 的 神经 肽 

Pe．．SG一Ⅳ设 计兼 并 引物 ，进行 RT—PCR扩增 ，在适 宜 的反 应 条件 下 ，获得 一 特异 性 的产 物 ，将 该 

片段克隆到载体 中进行测序。结果表 明，中华绒螯蟹特异性 eDNA片段 由 213个碱基 组成。 

在生物信息数据库中查找由该 eDNA推定 的氨基酸序列的相似序列 ，可以发现有大量 甲壳 动 

物的 CHH家族神经肽与它相似。在所有相似序列 中，甲壳动物 的蜕皮抑制激 素(MIH)与它 

的相似度最高 ，这一结果提示 由中华绒螫蟹的眼柄特异性 eDNA片段推定的氨基酸序列可能 

是 它 的 MIH片段 。 

关键词 中华绒螫蟹 ，蜕皮抑制激素，eDNA克隆 ，序列分析 

中图分 类号 Q75 

甲壳动物眼柄 中的 x一器官窦腺复合体能够合成一些调控生殖、发育和蜕皮的神经 

激 素 ，它们 包括 甲壳 动物 高血 糖 激素 (Crustacean Hyperglycemic Hormone，CHH)、性 腺抑 制 

激素 (Gonad。inhibiting Hormone，GIH)、蜕皮 抑制 激素 (Moh—inhibiting Hormone，MIH)和 大颚 

器 官抑制激素 (Mandibular Organ—inhibiting Hormone，MOIH)。这 些神 经激 素在结 构 上具 有 

较高 的相似性 ，它 们 组成 了 甲壳 动 物特 有 的 CHH 家 族 神经 肽 (De Kleijn et al，1995a)。 

MIH控制 甲壳动物的蜕皮 ，在蜕皮间期血淋巴中高水平的 MIH抑制 Y一器官的蜕皮酮的 

合 成和释放 ，因此 ，MIH在蜕皮 周期 的多数 时间 内抑制 Y一器 官 的活 动 ，只有 当 MIH的分 

泌 量减少或停止 时蜕 皮现象才会发 生(Spaziani et al，1989；Chang et al，1990)。 目前 已经在 

很多蟹 类克隆 了 MIH基因 ，它们包括 ：普通滨蟹 Carcinus maenas(Webster et al，1991；Klein 

et al，1993)、美 味优游蟹 Callinectes sapidus(Lee et al，1995)、普 通 黄道蟹 Cancer pagurus 

(Chung et al，1996)、首长 黄道 蟹 Cancer magister(Umphrey et al，1998)和斑纹蝇 Charybdis 

feriatus(Chan et al，1998)。 

我 国对 中华绒螯蟹 的研究 ，以前仅 限于胚胎发育 、幼体形 态和二秋龄蟹组织 学和细胞 

学(顾 志敏等 ，1997；堵 南 山等 ，1992；陈炳 良等 ，1992)，目前对 于 中华绒 螯蟹 神经 内分 泌 的 
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研究主要有 ：孙金生 等(2001)采用 膜片 钳技术 测定 不 同 甾醇类 物 质对 河蟹 眼柄 神经 分泌 

细胞 的影响 ，顾 志敏等 (1991)研究 了切 除眼柄对 河蟹 的蜕皮 、生长和性 腺 发育 的影响 ，姜 

仁 良等 (1992)研究 了蜕 皮酮 与河蟹 的生 长 、蜕 皮 及性 腺发育 的关 系 。而对 于河蟹 的生 长 

发育及 繁殖 的神经 内分泌 调控机制研究很 少 ，鉴 于河蟹养殖生产 中存在 的性早 熟等问题 ， 

有必要首先对 它的神经 内分 泌 因子 的结 构 和功 能 开展研 究工 作 。为 了确定 MIH的生 理 

活性和分 子作用 机制 ，必须首先得 到这种神经肽 。从 克隆它 的基 因人手 ，根据其基 因的核 

苷酸序列反推氨基酸序列 ，是一种比较省时省力的途径。 

l 材料 与方 法 

1．1 实 验 材 料 

处于蜕皮 问期 的成体 中华 绒螯蟹 Eriocheir sinensis(体重 为 75— 100g)取 自江 苏省赣 榆 

县下 口育苗厂 。根 据 ft本对 虾 神经 肽 Pej—SG一Ⅳ 的第 5— 12个 氨基 酸 (NTCRGVMG)和 第 

69—77个氨基 酸(WISILNAGQ)分别设计 上游 引物 P ：5’AACAC(AGCT)TGC(AC)G(AGC)G 

(GC)GGT(GC)ATGGG3’和 反 向引 物 P2：5’CC(GC)GGGTF(AGC)A(AG)GAT(AGCT)CT— 

GATCCA3’，由上海 Sangon公 司合成 。 

1．2 RNA 的提取 

剪切 中华绒 螯蟹 的眼柄 ，除去外壳 和色素组织 ，得到 的柔软神 经组织用异硫 氰酸胍法 

提取 眼柄总 RNA。用无 RNase的 DNase处理总 RNA并 除去 DNA污染 ，利用 变性琼 脂糖 

凝 胶 电泳检测 RNA 的完整性 ，利用紫外 分光光度计 (DU650，Beckman)测 定眼柄 总 RNA的 

浓度 。 

1．3 利 用 RT．PCR 方法扩增 中华绒 螯蟹眼柄 特异性 cDNA 

以眼柄 总 RNA为模 板 ，Oligo(dT)。8为 引 物 ，进 行 反转 录反 应 ，反转 录 的反应 体 积 为 

20y1，反应条 件为 ：1 X反 转录缓 冲液 (50mmol／L Tris—HC1，81／11／1o1／L MgC1，，30ramo1／L KC1， 

10retool／L DTF)，终 浓度为 2mmol／L的 dNTP，25pmol Oligo(dT) M—MLV 反转 录酶 5u，在 

37 oC下培育 2h。直接 以反转 录产物 为模板进 行 PCR扩增 ，反应体积为 25f l，反应条件为 ： 

1 X PCR缓 冲液 ，0．2mmol／L dNTP，引物 Pl和 P2分 别为 25pmol，Taq DNA聚合 酶 2u。反 

应在 PCR扩增 仪 (PE 9600)上进行 35个循 环 ，每一 个循 环包括 94℃变性0．5min，在 57— 

65℃范围内退火 1min，72℃延伸 1min，在第一个循环 之前 94℃变性 5min，在最后一次循 环 

之后延伸 10rain。同时设 以下对照 ：以眼柄 cDNA为模板 ，以单 引物 P 或 的扩增 ；以中 

华绒螯蟹基 因组 DNA为模板 ，以 P 和 为引物 的扩增 。 

1．4 序 列测定 

从琼脂糖 中将预期大小 的 cDNA片段切下并 纯化 ，将 纯化的 DNA片段 克隆到 pUCm—T 

载体(上海生工生物工程技术公司)中用于测序，利用 DNA测序试剂盒(Perkin Elmer公 

司)在 ABI PRISM 310 自动基 因分 析仪测序 。 

2 实 验 结 果 

2．1 中华绒螯蟹眼柄 总 RNA 的提取 

采用 异硫氰酸胍提取 法提取 中华绒螯 蟹 的眼柄总 RNA，得率 较高 。在 剪取 眼柄 中 的 

神经组织 时容易携带色素组 织 ，需要 进行酸酚和 氯仿 的多次抽提 ，用紫 外分光光度计 检测 

OD 8o，发现经过这种处 理 的眼柄总 RNA中蛋 白含量较 低 ，经过 去除 DNA污染 的处理 后 ， 
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可 以作 为 RT—PCR的模板 。对 用上述方 法提 取 的眼柄 总 RNA进行 变性 琼脂糖 凝胶 电泳 

检测其 完整性 ，发现其完整性 较好(图 1)。 

28S rRNA 

l8S rRNA 

图 1 中华 绒 螯蟹 眼柄 总 RNA 

的 电泳 图谱 

Fig 1 Electrophoresis pattern of total 

RNA of the eyestalk from the crab Eri— 

OCheir sinensis 

2．2 中华绒 螯蟹特异性 cDNA 片段 的克隆 

以眼柄 总 RNA为模 板 ，Oligo(dT)1 8为 引物 ，反转 录得 到 

眼柄 cDNA。直接 以 反转 录产 物 为模 板 ，以根据 日本 对虾 神 

经肽 Pei—SG一Ⅳ设计 的兼 并 引物 P。和 P 为 引物 进 行 PCR扩 

增 ，通 过改 变 退 火 温 度 、Mg 的浓 度 等 而 优化 PCR反 应 条 

件 ，最终获得 210bp左右 的特 异性 PCR产 物 。而对 照组 中， 

以基因组 DNA为模板 的 PCR扩增 不 能获得 这条 带 ；以反转 

录产物 为 模板 ，以单 引物 P 或 P 为 引物 ，也不 能 得 到 这条 

带 。 

2．3 重 组 DNA 的获得 

将 特异性 cDNA片段 连 到 pUCm—T载体 上 ，将 重 组 载体 

转化 至大肠杆菌 ，筛选 阳性 克隆后 大量 繁殖 细菌 。得到 的重 

组 DNA采 用 PCR扩增 的方法 检测 是否 包含 目的片段 ，以重 

组 DNA为模 板 ，以 P 和 P，为 引物 扩 增 可 以 得到 与 特 异性 

cDNA片段 大小 相 同的带 ，因此 可 以确 定 特 异性 cDNA 片段 

已克 隆到 T一载体 中，经 过纯化 的这种重 组 DNA可 以作为测序 PCR的模板 。 

2．4 测序 结果 

以含有 目的片段 的 重组 DNA 为模 板 ，以载体 上 的 M13反 向 引物 为 引 物进 行 测 序 

PCR，利用 ABI PRISM 310基因 自动分析仪测序 ，测序结 果见 图 2。 

1 AAC ACC TGC AGC GCG GTG ATG GGA AAC CGT GAC ATG TAC AGA AAG 45 

1 Asn Thr Cys Ser Ala V al M et Gly Asn Arg Asp M et Tyr Arg Lys 15 

GTG GAG CGT G I I’ I’GC (jAG (jAC I’(jC ACC AAT ATC TAT CGG I。I A CCA 9O 

Val Glu Arg Val Cys Glu Asp Cys Thr Asn Ile Tyr Arg Leu Pro 30 

CAG CTG GAT GGT _rL～ TGC AGA AAT CGA TGC _rrC AAT AAT CAG TGG l35 

Gin Leu Asp Gly Leu Cys Arg Asn Arg Cys Phe Asn Asn Gin Trp 45 

TTC CTG ATG TGC CTT CAC TCG GCC AAG CGG GAG GCC GAA C FC GAC l8O 

Phe Leu Met Cys Leu His Ser Ala Lys Arg Glu Ala Glu Leu Asp 60 

CAT _rrC AGA CTC TGG ATC AGA ATC CTG AAC CCG 2l3 

His Phe Arg Leu Trp Ile Arg Ile Leu Asn Pro 71 

图 2 中华 绒 螯蟹 眼柄 特异 性 的 cDNA片段 及 由它 推 断 的氨基 酸 序列 

Fig 2 Nueleotide sequence and deduced amino acid sequence from the crab E ．sinensis 

2．5 序 列相 似性的 比较 

以氨基酸序列 的形式在 基因数据库 中查 找 ，可 以发 现测序 得到 的 中华绒螯 蟹 眼柄 的 

特异性 cDNA序 列有大量 的相 似序列 ，其 中包括 日本对 虾 MIH和刀额新对虾 的 MIH等 氨 

基酸序列 相似性非常高 的序 列 该序 列 由 213个 碱基组 成 ，由它 推导 的氨基 酸序列 是 由 
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71个 氨基酸组成 (图 2)。 由图 3计算 出中华 绒螯蟹眼柄 的特异性 eDNA推 导的氮 基酸 序 

列与其他 甲壳 动物的MIH的同源性 和相似性 比例 ，通过与相 似序列 比较可 以发现 ，中华绒 

螫 蟹的这段推导 的氨基酸序列 与刀额 新对 虾 和 日本对 虾 的 MIH 的同源性 和 相似性 比例 

最 高 ，其 同源性 比例分别 为 71．8％和 70 4％ ，相 似性 比例 分别是 84．5％和 81．7％ ．与斑 

纹蝇 、普 通 黄 道 蟹 、普 通 滨 蟹 、味 美 优 游 蟹 等 蟹 类 及 克 氏 原 螯 虾 的 MIH 的 同源 性 为 

42．2％一43 6％，相似性为 60．6％一67．6％。而这段氨基 酸序列 与凡纳对 虾的 MIH 的同 

源性和相似性 都很低 ，分别为 28．1％和 55％： 

M Ⅲ 一ERISN 

M 】H—PENJp 

M IH—ME1 EN 

M I}l—CHAF 

M 『H—CANPG 

M _J{+CARM A 

M I}I+CALSI 

M I}J—PROCL 

M 仆{一PENVA 

G IH—HO M 

M O】H2 CANPG 

MOIH．LJBEM 

CHH．MA CLA 

CHHA．HO j 

CHHI+pENJP 

CHH—PENVA 

CHH—CANPG 

CHH—CARM A 

【̂H—ERlSN 

M IH—PENJP 

M IH—M FTEN 

M IH．CHAFE 

M IH．CANPG 

M IH．CARM A 

M IH ALS】 

M IH—PROCI 

M 『H．PEN VA 

GIH一}{OM AM 

M OI}l2一CANPG 

M O1H—L1BEM 

C}Ⅱ『一M ACLA 

CHHA HOM AM  

CHH 『．PENJP 

CHH—PEN VA 

CHH．CANPG 

CHI{一CARM A 

～  ～  

S F 

S Y 

P 

骥GQ 
P G L 

K 

R M 

R E 

R D 

R I 

L S 

R K 

W N 

S Y 

S Y 

图 3 由 cDNA推测的中华绒螯蟹部分 MIH序列与其他甲壳动物的 CHH家族神经肽的宁列 比较 

Fig．3 Alignment of partial Mill from E ．sinensis with CtlH famil?neuropeplides fronl other ertlstaeeans 

图中 ，MIH—ERISN为 中华绒 螫蟹 的 MIH；MIH．PENJP为 日本 对虾 的 MIH(Ohira Pt al，1997)；MIH—MENTEN为 刀额 新 

对 虾 的 MIH(Gu et al，1998)；MIH—CHAFE为斑 纹蚵 的 MIH；MIH—CANPG 为普通 茸道蟹 的 MIH；Mill—CARMA为普通 

滨蟹的 MIH；MIH—CAI~I为美味优游蟹的 MIH；MIH．PROCL为克氏原螫虾的 MIH(Nagasawa t f，1996)；MIH—PENVA 

为 凡纳对 虾 的 MIH；GIH—HOMAM 为美 洲螯 龙虾 的 GIH；MOIH2一CANPG 为普 通 黄 道蟹 的 MOIH2(W ainwright Pt f̈， 

1996)；MOIH—LIBEM 为蜘 蛛蟹 L emarginata的 MOIH(Liu et al，1997)；CHH．MACLE 为 沼虾 M．1anchestm 的 CHH 

(Ju et al，1998) ；CHHA—HOMAM 为 美洲 螯 龙 虾的 CHHA(De Kleijn et al，1995a，b)；CHH1一PENJP 为 『{本 对 虾 的 

CHH1(Yang et al，1997)；CHH—PEN'~’A 为凡 纳对 虾 的 CHH(Sefiani et al，1996)；CHH—CANPG 为普通 黄道 蟹的 CHH 

(Chung et al，1998)；CHH．CARMA 为 普通 滨 蟹的 CHH(Kegel etⅡf，1989) 

1)Ju B，Khoo H Ⅵ ， 1998 Characterization of crustacean h、pergl7． Pn1i【-honnt)ne(CI IH)nlRNA transcripts arid genomk-sP 

quences in Macrobrachium lanchesteri(de Man)．Submitted to the EMBE／GenBank／DDBJ datahase 

QG GGGGG D K D GQY F N N 啊■珊日 T T T T田 N D而—山m■山田 

～●●F ● V F T F L F F F Y Y 疆 

钉 ∞ 如∞ 如 ∞ ∞ 
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图 3显示 ，由中华绒螯蟹眼柄的特异性 cDNA推定的氨基酸序列与甲壳动物 CHH家 

族其他 多数 神 经 肽 之 间 的 同源 性 及 相 似性 比例 普 遍 较 低 ，它 与 普 通 黄道 蟹 和 蜘 蛛 蟹 

L．emarginatn的 MOIH 的氨 基酸序列 同源性 分别是 39．1％和 29％ ，相似性 分别 为 49．2％ 

和50．7％。而与沼虾 M．1anchnsteri、美洲螯龙虾 、日本对 虾 、凡 纳对虾 、普 通黄道 蟹和普 通 

滨蟹 的 CHH 的同源性 比例在 27．5％一31．9％之 间 ，相似性 为 49．2％一59．4％ ，而与 美洲 

螯 龙虾 GIH 的同源性 和相似性相对较 高 ，分 别是 46．4％和 62．3％。 

3 讨 论 

经查找大量的相似序列 ，并进行同源性和相似性分析，可以发现 由中华绒螯蟹的特异 

性 cDNA片段推断的氨基酸序列具有其他所有甲壳动物 CHH家族神经肽共同具有的特 

点 ：六个半 胱氨酸位置 的保 守性 ，这 六个半胱氨酸 可以在肽 的高级结 构 中形成三个链 内二 

硫键 ；半胱 氨酸周 围的保守 的氨基酸序列 。它与其 它绝大 多数 甲壳动物 的 MIH的氨 基酸 

序 列相似性多数较 高 ，而 与 甲壳动物 CHH家族 的其它神 经肽 的相 似性较 低 ，这 提示 由 中 

华绒螯蟹特异性 cDNA片段推断的氨基酸序列很可能是它的 MIH 片段 。由图 3可以看 

出 ，中华绒螯蟹 的 MIH部分 氨基酸序列与对 虾类 MIH 的同源性均超过 70％ ，相似性 也都 

超过 80％；而与其他蟹类的 MIH(包括斑纹蝇 、普通黄道蟹、普通滨蟹和美味优游蟹)的同 

源性 却只有 40％左右 ，相似性也 只有 60％左右 ，这可 能说 明不 同甲壳动物 的 MIH氨基 酸 

序 列相似性 与物种之 间亲缘关 系没 有直接联系 。多年以前科学家们 就 已经发现物种 之间 

的亲缘关 系与它们某 些基 因的亲缘 关系并不～定 完全吻合(Goodman et al，1979；Avise et 

al，1983；Tajima，1983；Pamilo et al，1988；Takahata，1989)。Maddison(1996)提 出假说 ，认为 

就像 原子周 围的电子云一样 ，系统 演化可 以看作是 一种“基因历史云”，基因进化树 可以与 

相对 应的物种进化树 不一致 ，一组 物种 的遗传 历史 是 由多数 符合物 种 亲缘关 系 的基 因进 

化树 和有一部分与物 种亲缘 关系不符 的基 因进化树复合 而成 。 

中华绒螯蟹 的这 一部 分 MIH 与凡 纳 对虾 的 MIH 类似 物 的 同 源性 和 相 似性 比例 很 

低 ，只有 28％和 55％(图 3)。通 过核酸和氨基 酸序 列 比较和结 构分析 ，不难发现凡纳 对虾 

的 MIH与其它 甲壳动物 的 CHH有很高 的相似性 。这提示 中华绒螯蟹 的 MIH与凡纳对 虾 

的 MIH类似物可能不 属于 同一类神经 肽。另外 ，以来 自美洲螯龙 虾的具有 蜕皮抑 制活性 

的 CHH 的特异性 引物 通过 cDNA末端快速扩增 (5’RACE和 3’RACE)的方 法得 到凡纳 对 

虾 的眼柄 cDNA，而 扩增 产物 的检测 用普 通滨蟹 的 CHH 的 cDNA 作为探 针 ，再 以这样 的 

cDNA推断凡纳 对虾的 MIH多肽 (Sun，1994)。因此 这就很难确定 这种所谓 的 MIH是 否具 

有蜕皮抑 制活性还是高 血糖 活性 ，或 者两种活性都具 有(Lee et al，1995)。 

比较 河蟹 的部分 MIH与美洲螯龙 虾 的 GIH氨 基酸序列 同源性 和相似性 ，可 以发现 它 

们 的比例很 高 ，分别 为 46．4％和 62．3％(图 3)，该 比例甚 至高于 河蟹 MIH 部分氨 基酸序 

列与其它蟹类 和螯虾 的 MIH的同源性和相似性 。De Kleijn等 (1994)认 为 ，美洲螯 龙虾 的 

GIH除 了具有抑制性 腺发育外 ，它还参 与蜕皮 活动的调控 ，而且通过 比较 很多蟹类 的 MIH 

与美洲螯龙虾 的 GIH 的氨基酸 序列 ，可 以发 现它们 在结 构上 具 有很 高 的相似 性 ，因此 与 

美洲螯龙虾 的 GIH相类似 ，蟹 的 MIH可能对性腺 的发育具 有调 控作用 ，这 需要 进一 步 的 

实验证实 
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MoLECULAR CLoNING AND SEQUENCE ANALYSIS oF eDNA 

ENCoDING PARTIAL PUTATIVE M oLT．INm BITING HoIU oNE FRoM  

11迎 CRA_B ERIoCHEIR SINENsIs 

WANG Zai—Zhao，XIANG Jian—Hai，CUI Zhao—Xia 

(Institute of Oceanolog)，The Chinese Academ)of Sciences，Qingdao，26607 1) 

Abstract Total RNAs were extracted from eyestalks of the crab Eriocheir sinensLs． Eyestalk complementary DNAs 

were obtained from these total RNAs by reveme transcription．Based on the amino acid sequence of Pej—SG—Ix,from Pe一 

，meⅢ 印0n Ⅲ ，two degenerate primers were designed．Reverse Transeriptase—Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 

was performed by using these eyestalk cDNAs an d the degenerate prime~ ．A specific eDNA was cloned under proper re— 

action conditions．The specific cDNA was subcloned into pUCm—T vector for sequencing
． The sequencing results demon— 

strated that the specific cDNA from the crab E．sinensis consists of 213 base Dairs．The align ment of the deduced amino 

acid sequence from eyestalk cDNA of the crab E．sinensis with neuropeptides of CHH family from various crustaceans 

demonstrates that it has the highest identity an d homology with most MIHs from other erustaeean s The highest and the 

second highest amino acid identity percentages with MIH from the Shrimp Metapenaeus ensLs and P
． japonicus are 7 1．8％ 

and 70．4％ ．respectively．It suggests that the deduced amino acid sequence from eyestalk eDNA of the crab E sinensis 

is a part of its MIH neuropeptide of E．sinensis． 

Key words Erioeheir sirver~ds，Molt—inhibiting horm one，Complementary DNA cloning，Sequence an alysis 
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