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摘　要：为了解泛素结合酶Ｅ２ｒ基因在克氏原螯虾性腺发育中的作用，利用ＲＡＣＥ技术得到了ｃＤＮＡ全序列，
命名为ＰｃＵＢＥ２ｒ。该基因序列全长为３６７１ｂｐ，包含泛素结合酶的特有结构域，以及半胱氨酸残基活化位点。
开放阅读框为 ７２９ｂｐ，编码 ２４２个氨基酸，预测蛋白分子量约为 ２７．６ｋｕ。ＢＬＡＳＴ比对发现，克氏原螯虾
ＵＢＥ２ｒ基因与节肢动物ＵＢＥ２ｒ基因具有较高的同源性。系统进化分析表明，ＰｃＵＢＥ２ｒ基因与日本囊对虾聚
为一枝。ｑＲＴＰＣＲ研究表明，ＰｃＵＢＥ２ｒ基因在性腺中的表达量显著高于其他组织（Ｐ＜０．０５）。在卵巢中，Ｐｃ
ＵＢＥ２ｒ基因的表达量在未发育期最低，在卵黄发生前期表达量快速增长，随后表达量逐渐降低。在精巢中，
ＰｃＵＢＥ２ｒ基因的表达量在精母细胞发生期达到最高水平。组织原位杂交结果显示，ＰｃＵＢＥ２ｒ基因在卵巢中
均匀分布在未发育期的卵母细胞细胞质中，随后逐渐迁移到卵母细胞细胞核以及滤泡细胞周围。在精巢中，

ＰｃＵＢＥ２ｒ基因主要分布在精母细胞的周围。组织总蛋白Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现，ＵＢＥ２ｒ蛋白在精巢和卵巢中
的表达量也显著高于其他组织（Ｐ＜０．０５）。综上所述，我们推测 ＰｃＵＢＥ２ｒ基因在克氏原螯虾配子发生和性
腺发育方面发挥了重要作用，本研究将为虾蟹类性腺发育调控的分子机制奠定基础和提供依据。
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　　克氏原螯虾（Ｐｒｏｃａｍｂａｒｕｓｃｌａｒｋｉｉ）又名小龙
虾，原产于美国中南部以及墨西哥东北部［１］，因

其味道鲜美和营养丰富，已成为我国重要的水产

养殖物种之一［２－３］。近年来，国内外克氏原螯虾

的消费需求量快速增长［４－６］，优质苗种的缺乏在

一定程度上约束了克氏原螯虾养殖产业的发展。

性腺发育是甲壳动物进行有性生殖的基础，对于

克氏原螯虾性腺发育的研究，将有助于推动克氏

原螯虾养殖产业的发展。目前，有关克氏原螯虾

性腺发育的研究，主要集中在性腺组织结构及发

育分期方面，在分子水平上研究性腺发育机制尚

显不足。因此，在分子水平上研究其参与性腺发

育机制的调节具有重要意义。

泛素化途径是生物体内一种高效率和高选

择性的蛋白降解途径。泛素化途径参与许多细

胞过程，如细胞周期的调控、细胞信号转导、发育

与分化和物质代谢等［７－９］。泛素结合酶 ＵＢＥ２ｒ

（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇＥ２ｒ，ＵＢＥ２ｒ）是泛素化途径
中重要的泛素结合酶之一，由蛋白激酶 Ｃｋ２磷酸
化形成。近年来，ＵＢＥ２ｒ已先后从酵母、爪蟾和
人类等生物中被成功分离出来。研究发现

ＵＢＥ２ｒ在酿酒酵母细胞 Ｇ１Ｓ过渡期的调节中是
必不可少的，是细胞周期的一种抑制剂［１０］。

ＹＥＷ等［１１］研究发现ＵＢＥ２ｒ基因在非洲爪蟾的卵
中 具 有 调 节 Ｃｄｋ２ｃｙｃｌｉｎＥ 启 动 的 功 能。

ＲＥＹＭＯＮＤ等［１２］研究显示，ＵＢＥ２ｒ基因在人类细
胞周期中，参与细胞核和细胞质的迁移，同时也

在有丝分裂后期发挥作用。ＰＡＴＩ等［１３］报道，无

论在减数分裂还是有丝分裂细胞周期中，ＵＢＥ２ｒ
基因可能对ｃＡＭＰ诱导基因调控具有影响。沈冰
玲等［１４］对日本囊对虾的研究发现，ＵＢＥ２ｒ基因在
性腺中高表达，且在性腺发育各时期表达存在显

著差异，推测其在精子和卵子发生中发挥了重要

作用。
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本研究中我们利用 ＲＡＣＥ技术获得了克氏
原螯虾 ＵＢＥ２ｒ基因的序列全长，结合 ｑＲＴＰＣＲ
技术和原位杂交技术，对克氏原螯虾 ＵＢＥ２ｒ基因
在不同组织及性腺发育过程中的表达情况进行

研 究。 通 过 Ｆｍｏｃ 法 合 成 多 肽 Ｃ
ＳＤＮＤＩＤＤＧＤＤＳＧＮＧＥＳＮＨ２，制备人工抗体，并利
用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术进一步验证其在蛋白层面的
表达情况。本研究旨在为进一步探讨克氏原螯

虾ＵＢＥ２ｒ基因的功能提供基础资料。

１　材料与方法

１．１　实验材料
实验用克氏原螯虾于２０１５年采自江苏盱眙

满江红龙虾产业园有限公司。克氏原螯虾于实

验室暂养７２ｈ，经低温麻醉后，活体解剖。收集
眼柄、鳃、肝胰腺、心脏、肠、肌肉、精巢和卵巢组

织样品。基于克氏原螯虾卵巢的外部形态、颜色

和组织学特征［１５］，参照李胜等［１６］对克氏原螯虾

卵巢的分期方法，将卵巢分为６个时期：未发育
期（Ｏ１）、发育早期（Ｏ２）、卵黄发生前期（Ｏ３）、卵
黄发生期（Ｏ４）、成熟期（Ｏ５）和恢复期（Ｏ６）。参
照黄文虎等［１７］对精巢的分期方法，将克氏原螯虾

精巢分为３个时期：精原细胞增殖期（Ｔ１）、精母
细胞发生期（Ｔ２）和精子细胞生成期（Ｔ３）。从９
个不同个体中分别取出各组织，等量混匀后液氮

速冻，－８０℃超低温保存，以备后续实验使用。
用于原位杂交和组织学观察的组织，用４％多聚

甲醛处理后，再经甲醇处理，－２０℃保存。用于
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测的组织经 ＤＥＰＣ处理水清洗后
立即投入液氮中，－８０℃保存。
１．２　实验方法

使用 ＴＲＩｚｏｌ法提取各组织的总 ｍＲＮＡ，经
１．５％琼脂糖凝胶电泳和 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００分光光
度计检测合格后，置于－８０℃冰箱保存备用。基
于已构建的克氏原螯虾性腺转录组文库［１８］中

ＵＢＥ２ｒ基因的部分序列，利用Ｐｒｉｍｅｒｓ５．０［１９］设计
短片段引物Ｆ１、Ｒ１（表１）进行目的片段扩增。按
照ＳＭＡＲＴｅｒＴＭ ＲＡＣＥｃＤＮＡＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ试剂盒
（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，美国）说明书进行反转录，以 ＳＭＡＲＴ
ｃＤＮＡ为扩增模板，使用试剂盒自带的 ＵＰＭ引物
与基因特异性引物，分别进行３′ＲＡＣＥ和５′ＲＡＣＥ
扩增。反应体系为：４１．５μＬＭａｓｔｅｒＭｉｘ；２．５μＬ
ｃＤＮＡ模板；５μＬ１０×ＵｎｉｖｅｒｓａｌＰｒｉｍｅｒＡＭｉｘ；１
μＬＧＳＰＦ２（或 ＧＳＰＲ２）。扩增程序为：９４℃变
性３０ｓ；７２℃退火３ｍｉｎ，５个循环；９４℃变性３０
ｓ、７０℃退火３０ｓ、７２℃延伸３ｍｉｎ，５个循环；９４
℃变性３０ｓ、６８℃退火３０ｓ、７２℃延伸３ｍｉｎ，２５
个循环。采用琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒（天
根，中国）切胶回收３′ＲＡＣＥ产物及５′ＲＡＣＥ产
物，将ＰＣＲ产物纯化后连接到 ＰｇｅｍＴＥａｓｙ载体
上，转化到感受态细胞Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α中，经蓝白斑
筛选后挑选阳性克隆进行测序，实验中所用的引

物及测序均由上海生工工程有限公司完成。

表１　实验引物及序列
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

引物名称

ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ
引物序列

ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′－３′）
扩增用途

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｔａｒｇｅｔ
Ｆ１ ＧＧＡＣＡＡＡＡＡＡＧＧＡＴＧＧＣＴＡ
Ｒ１ ＣＧＴＧＧＧＴＧＣＧＴＧＡＧＡＧＴＴＡ

短片段扩增

ＧＳＰＦ２ ＴＧＧＣＧＡＣＧＡＣＡＧＴＧＧＴＡＡＴＧ ３′ＲＡＣＥ
ＧＳＰＲ２ ＣＧＴＧＧＧＴＧＣＧＴＧＡＧＡＧＴＴＡ ５′ＲＡＣＥ
ＲＴＦ３ ＡＧＡＧＧＧＡＣＡＡＡＡＡＡＧＧＡＴＧＧＣ
ＲＴＲ３ ＧＴＴＧＡＧＧＡＧＣＴＴＧＡＣＧＣＡＧＡ

荧光定量

ＵＰＭ（ｌｏｎｇ）
ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＡＧ
ＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ

３′ＲＡＣＥ及５′ＲＡＣＥ

ＵＰＭ（ｓｈｏｒｔ） ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ
ＥＩＦＦ ＧＧＡＡＴＡＡＧＧＧＧＡＣＧＡＡＧＡＣＣ
ＥＩＦＲ ＧＣＡＡＡＣＡＣＡＣＧＣＴＧＧＧＡＴ

荧光定量

１．３　生物信息学分析与系统进化树构建
采用 ＮＣＢＩ在 线 分 析 工 具 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｏｒｆ／ｇｏｒｆｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｏｒｆ／ｇｏｒｆ．ｈｔｍｌｈｔｍｌ）对
所得到的序列进行开放阅读框和氨基酸预测，并

对编码蛋白的各种基本理化特性进行预测。在

２４６
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线 ＢＬＡＳＴ其他物种的 ＵＢＥ２ｒ基因序列，结合
ＢｉｏＥｄｉｔ［２０］软件对基因序列进行多重比对，用
ＭＥＧＡ４．０［２１］软件构建ＮＪ系统进化树。
１．４　ＰｃＵＢＥ２ｒ基因的表达分析

分别以克氏原螯虾眼柄、鳃、肝胰腺、心脏、

肠道、肌肉、精巢和卵巢８个组织总ＲＮＡ为模板，
以及精巢发育的３个时期和卵巢发育的６个时期
的组织总 ＲＮＡ为模板，使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ试剂盒（ＴａＫａＲａ，日本）合成用于 ＲＴ
ＰＣＲ反应的 ｃＤＮＡ，定量引物为：ＲＴＦ３、ＲＴＲ３
（表１）。选择在克氏原螯虾各组织中可稳定表达
的内参基因 ＥＩＦ来校正基因的表达量［２２］。实时

定量ＰＣＲ反应按照ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ（Ｔｌｉ
ＲｎａｓｅＨＰｌｕｓ）试剂盒（ＴａＫａＲａ，日本）说明书进
行，ＰＣＲ反应体系：１２．５μＬ２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＲＴ
ＰＣＲｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ；０．５μＬＲＴＦ３；０．５μＬ
ＲＴＲ３；２μＬｃＤＮＡ；９．５μＬＲＮｚｓｅ／ＤＮａｓｅｆｒｅｅ
ｄｄＨ２Ｏ。其中每个样品的目的基因和内参基因分
别进行４次技术重复。ＰＣＲ反应的扩增程序为：
９５℃ ３０ｓ；９５℃ １０ｓ，６０℃ ３０ｓ，４０个循环。采
用２ΔΔＣｔ法［２３］计算 ＰｃＵＢＥ２ｒ基因在不同组织以
及性腺发育不同时期的相对表达量。应用 ＳＰＳＳ
１８．０软件［２４］对各数据进行单因素方差分析

（ＡＮＯＶＡ），并进行显著性分析（Ｐ＜０．０１）。所有
图片采用 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ１２．５［２５］软件绘制。
１．５　原位杂交

石蜡切片经常规脱蜡，经３％Ｈ２Ｏ２室温处理
１０ｍｉｎ以灭活内源性过氧化物酶，蒸馏水洗涤２
次。切片上滴加 ３％柠檬酸新鲜稀释的胃蛋白
酶，３７℃或室温消化３～３０ｍｉｎ，０．５ｍｏｌ／ＬＰＢＳ
洗３次 ×５ｍｉｎ，蒸馏水洗１次。按每张切片２０
μＬ加预杂交液，恒温箱３７～４０℃放置２～４ｈ。
用杂交液稀释地高辛标记的寡核苷酸探针，每张

切片上加２０μＬ杂交液，恒温箱３７～４０℃杂交过
夜。３０～３７℃左右 ２×ＳＳＣ洗涤 ２次，每次 ５
ｍｉｎ；０．５×ＳＳＣ洗涤 １５ｍｉｎ；０．２×ＳＳＣ洗涤 １５
ｍｉｎ。恒温箱３７℃放置３０ｍｉｎ后，滴加生物素化
鼠抗地高辛，于恒温箱３７℃放置６０ｍｉｎ后，用
０．５ｍｏｌ／Ｌ的 ＰＢＳ清洗 ４次，每次 ５ｍｉｎ。滴加
ＳＡＢＣ，室温放置３０ｍｉｎ后，用０．５ｍｏｌ／Ｌ的 ＰＢＳ
清洗３次，每次５ｍｉｎ。使用 ＤＡＢ显色试剂盒进
行显色后，显微镜下观察并拍照。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
对提取的各组织蛋白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，

用制备的ＵＢＥ２ｒ多克隆抗体作为一抗，对克氏原
螯虾各组织蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。电泳时
每个上样孔加变性后的上样液４０μｇ，留一孔加
１０μＬ预染的Ｍａｒｋｅｒ。先用７０Ｖ恒压电泳，约３０
ｍｉｎ，后改用９０Ｖ恒压电泳。转印蛋白及免疫检
测：２００ｍＡ恒流转膜７０ｍｉｎ。转膜结束后，快速
取出ＰＶＤＦ膜，放入５％ＢＳＡ室温封闭２ｈ。取出
膜，于摇床上用ＴＢＳＴ洗膜５ｍｉｎ×３次。孵育袋
中加入封闭液稀释的 ＵＢＥ２ｒ抗体（１∶１０００），β
ａｃｔｉｎ（Ｂｏｓｔｅｒ１∶２０００），４℃孵育过夜。ＴＢＳＴ洗膜
５ｍｉｎ×３次，辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗
兔二抗（Ｊａｃｋｓｏｎ１∶２０００）和辣根过氧化物酶
（ＨＲＰ）标记的羊抗小鼠二抗（Ｊａｃｋｓｏｎ１∶２０００）室
温孵育２ｈ。膜于化学发光检测试剂（试剂 Ａ∶试
剂Ｂ＝１∶１）反应 ２ｍｉｎ，取出膜，用保鲜膜包好
ＰＶＤＦ膜，暗室中用Ｘ胶片感光、显影、定影。

２　结果

２．１　ＰｃＵＢＥ２ｒ基因序列分析
ＰｃＵＢＥ２ｒ基因序列全长３６７１ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ

登录号：ＫＸ０９１１７２），包括５５４ｂｐ的５′端非编码
区（５′ＵＴＲ）、７２９ｂｐ的开放阅读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）和 ２３８９ｂｐ的 ３′端非编码区（３′
ＵＴＲ），在３′ＵＴＲ有典型的加尾信号ＡＡＴＡＡ。该
序列可编码 ２４２个氨基酸，预测分子量大小为
２７．６ｋｕ，等电点为４．１７。ＵＢＥ２ｒ蛋白的８２～９７
位氨基酸序列为泛素结合酶家族特有的一个结

构域，且在该区域存在一个半胱氨酸残基

（Ｃｙｓ９４）活化位点。
２．２　多序列比对及系统进化分析

经ＢＬＡＳＴ比对发现，ＰｃＵＢＥ２ｒ与节肢动物
ＵＢＥ２ｒ的序列同源性较高（图１），与日本囊对虾
（Ｍａｒｓｕｐｅｎａｅｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ，ＡＣＡ０９７１７．１）ＵＢＥ２ｒ基
因的 同 源 性 为 ９７％，与 二 疣 犀 甲 （Ｏｒｙｃｔｅｓ
ｂｏｒｂｏｎｉｃｕｓ，ＫＲＴ８２３９５．１）、美 洲 鲎 （Ｌｉｍｕｌｕｓ
ｐｏｌｙｐｈｅｍｕｓ，ＸＰ０１３７８３７５７．１）和黄翅菜叶蜂
（Ａｔｈａｌｉａｒｏｓａｅ，ＸＰ０１２２５３７４３．１）的一致性分别为
８５％、７６％ 和 ７８％。采 用 邻 接 法 （Ｎｅｉｇｈｂｏｒ
ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构建系统进化树，ＰｃＵＢＥ２ｒ先与日本
囊对虾聚为一枝，再与其他节肢动物聚为一大枝
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（图２），鸟类、两栖类和哺乳类等脊椎动物单独聚 为一枝，结果与各物种的进化关系保持一致。

图１　ＰｃＵＢＥ２ｒ和其他物种 ＵＢＥ２ｒ氨基酸序列多重比较
Ｆｉｇ．１　ＡｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＵＢＥ２ｒｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ａ．ｒｏｓａｅ．黄翅菜叶蜂；Ｃ．ｃａｎｏｒｕｓ．杜鹃；Ｌ．ｐｏｌｙｐｈｅｍｕｓ．美洲鲎；Ｍ．ｊａｐｏｎｉｃｕｓ．日本囊对虾；Ｍ．ｏｃｈｒｏｇａｓｔｅｒ．草原田鼠；Ｏ．ｂｏｒｂｏｎｉｃｕｓ．二疣

犀甲；Ｈ．ｓａｐｉｅｎｓ．人类；Ｘ．ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ．非洲爪蟾；Ｐ．ｃｌａｒｋｉｉ．克氏原螯虾。

所有氨基酸序列 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＴｈｅＧｅｎＢａｎｋＬｏｇｉｎｎｕｍｂｅｒｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅ：黄翅菜叶蜂 Ａｔｈａｌｉａｒｏｓａｅ，ＸＰ＿０１２２５３７４３．１；杜鹃

Ｃｕｃｕｌｕｓｃａｎｏｒｕｓ，ＸＰ＿０１１４３９４４６．１；美洲鲎 Ｌｉｍｕｌｕｓｐｏｌｙｐｈｅｍｕｓ，ＸＰ＿０１３７８３７５７．１；日本囊对虾 Ｍａｒｓｕｐｅｎａｅｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ，ＡＣＡ０９７１７．１；草原

田鼠 Ｍｉｃｒｏｔｕｓｏｃｈｒｏｇａｓｔｅｒ，ＸＰ＿００５３６２０６３．１；二疣犀甲 Ｏｒｙｃｔｅｓｂｏｒｂｏｎｉｃｕｓ，ＫＲＴ８２３９５．１；人类 Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ，ＮＰ＿００４３５０；非洲爪蟾 Ｘｅｎｏｐｕｓ

ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ，ＡＡＩ２４０４７．１。

图２　ＰｃＵＢＥ２ｒ和其他物种ＵＢＥ２ｒ
氨基酸序列系统进化分析

Ｆｉｇ．２　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｔｈｅＵＢＥ２ｒａｍｉｎｏａｃｉｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎＰ．ｃｌａｒｋｉｉａｎｄｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ

２．３　ＰｃＵＢＥ２ｒ基因的表达特征
ｑＲＴＰＣＲ结果显示，ＰｃＵＢＥ２ｒ基因在克氏

原螯虾各组织中均有表达 （图３），其中眼、鳃、肝
胰腺、心脏、肠和肌肉组织中的表达量较低，在性

腺中显著高于其他组织（Ｐ＜０．０５）。如图４ａ所
示，ＰｃＵＢＥ２ｒ基因在克氏原螯虾卵黄发生前期
（Ｏ３）表达量最高，在未发育时期表达量最低。在
卵黄发生期以后，ＰｃＵＢＥ２ｒ的表达量开始逐渐减
少。在精巢发育的不同时期中，在精母细胞发生

期（Ｔ２期）中的表达量开始升高，且显著高于其
他时期（Ｐ＜０．０５），在精子细胞生成期阶段 （Ｔ３
期）表达量显著降低（图４ｂ）。
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图３　ＰｃＵＢＥ２ｒ基因在不同组织间的表达特征
Ｆｉｇ．３　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆＰｃＵＢＥ２ｒｉｎｖａｒｉｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓ

柱状图上标注的星号表示ＰｃＵＢＥ２ｒ的表达量在精巢和卵巢中显著高于其他组织（Ｐ＜０．０５）。
ＴｈｅａｓｔｅｒｉｓｋｏｎｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰｃＵＢＥ２ｒｉｎｔｅｓｔｅｓａｎｄｏｖａｒｉｅｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｏｔｈｅｒｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＜
０．０５）．

２．４　原位杂交检测
原位杂交结果显示，卵巢未发育期 （Ｏ１期），

ＰｃＵＢＥ２ｒ的阳性信号均匀地分散在细胞质中。
随着卵巢的逐渐发育，在卵巢发育早期（Ｏ２期）
中，阳性信号逐渐迁移到细胞核的周围。在卵黄

发生前期（Ｏ３期）和卵黄发生期（Ｏ４期），阳性信
号始终集中在细胞核的周围。在卵母发育成熟

期（Ｏ５期）的细胞中，阳性信号逐渐迁移到滤泡
细胞周围。当亲虾排完卵，卵巢进入恢复期（Ｏ６
期），阳性信号也逐渐消失（图版Ⅰ）。在精原细
胞增殖期（Ｔ１）和精子形成期（Ｔ３），ＰｃＵＢＥ２ｒ的阳
性信号在精原细胞、精子细胞中分布很少或者没

有分布。而在精母细胞发生期（Ｔ２），阳性信号主
要分布在初级精母细胞的周围（图版Ⅱ）。

图４　ＰｃＵＢＥ２ｒ基因在性腺不同发育时期的表达
Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰｃＵＢＥ２ｒｄｕｒｉｎｇｇｏｎａｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｓｔａｇｅ

Ｏ１．未发育期；Ｏ２．发育早期；Ｏ３．卵黄发生前期；Ｏ４．卵黄发生期；Ｏ５．成熟期；Ｏ６．恢复期；Ｔ１．精原细胞增殖期；Ｔ２．精母细
胞发生期；Ｔ３．精子细胞生成期。不同字母和星号表示有显著差异（Ｐ＜０．０５）。
Ｏ１．ｎｏｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｓｔａｇｅ；Ｏ２．ｅａｒｌｙｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｓｔａｇｅ；Ｏ３．ｐｒｅｖｉｔｅｌｌｏｇｅｎｉｃｓｔａｇｅ；Ｏ４．ｖｉｔｅｌｌｏｇｅｎｉｃｓｔａｇｅ；Ｏ５．ｍａｔｕｒｅｓｔａｇｅ；Ｏ６．ｐｏｓｔ
ｓｐａｗｎｉｎｇ；Ｔ１．Ｓｐｅｒｍａｔａｇｏｎｉａｌｃｅｌｌｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｓｔａｇ；Ｔ２．ｓｐｅｒｍａｔｏｃｙｔｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｔａｇｅ；Ｔ３．ｓｐｅｒｍｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｔａｇｅ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓａｎｄ
ｔｈｅａｓｔｅｒｉｓｋｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．
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２．５　组织总蛋白Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
利用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测ＵＢＥ２ｒ蛋白在克

氏原螯虾眼柄、鳃、肝胰腺、心脏、肠、肌肉、精巢

及卵巢中的表达情况，发现其在眼柄、心脏、肠、

肌肉、精巢和卵巢中均有表达，大小约为 ２７．６
ｋｕ，与预测分子量大小一致。检测各组织的表达
量，发现ＵＢＥ２ｒ蛋白在克氏原螯各组织中的表达
量存在极显著差异（Ｐ＜０．０１），在精巢和卵巢中
高表达，在眼柄、鳃、肝胰腺、心脏、肠、肌肉等组

织中低表达（图５）。

３　讨论

泛素结合酶Ｅ２主要通过与泛素形成硫酯键
作用使其与底物蛋白结合，从而使其转移到泛素

连接酶 Ｅ３上。作为泛素途径中重要的组成部
分，其在结构上高度保守，在３０％ ～４０％的泛素
结合酶中都有一个１６ｋｕＵＢＣ保守区域。在该结
构域中还存在一个硫酯形成所需的特异性半胱

氨酸残基活化位点［２６］。在酵母［２７］的研究中发

现，ＵＢＥ２ｒ基因特异性的 Ｃ末端的缺失会造成一
些酶不能进入酵母细胞 Ｓ期。同样在人类的
ＵＢＥ２ｒ基因中也发现，其通过特异性的 Ｃ末端与
细胞内其他蛋白发生特异性的相互作用以及介

导其在细胞内的定位［２８］。同源性比对发现，Ｐｃ
ＵＢＥ２ｒ基因序列与其他节肢动物 ＵＢＥ２ｒ基因序
列同源性较高，其中与日本囊对虾的同源性高达

９７％。系统进化分析表明，ＵＢＥ２ｒ在进化过程中
保守性很高。据此可以推测 ＰｃＵＢＥ２ｒ基因可能
具有与日本囊对虾ＵＢＥ２ｒ基因同样的功能。

图５　ＰｃＵＢＥ２ｒ在克氏原螯虾各组织中
的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

Ｆｉｇ．５　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＰｃＵＢＥ２ｒｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｏｆＰ．ｃｌａｒｋｉｉ

ｅｙｅｓｔａｌｋ．眼柄；ｇｉｌｌ．鳃；ｈｅ．肝胰腺；ｈｔ．心脏；ｉｎ．肠；ｍｕ．
肌肉；ｔｅ．精巢；ｏｖ．卵巢。

　　实时定量 ＰＣＲ结果显示，ＰｃＵＢＥ２ｒ基因在
克氏原螯虾不同组织中广泛表达，这与凡纳滨对

虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）和斑节对虾（Ｐｅｎａｅｕｓ
ｍｏｎｏｄｏｎ）中Ｅ２基因的表达模式较为一致［２９－３０］，

而且在精巢和卵巢中的表达量相对较高。同时

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果也显示，ＰｃＵＢＥ２ｒ蛋白在

精巢和卵巢的表达水平显著高于其他组织。这

些结果可能表明，ＰｃＵＢＥ２ｒ基因在克氏原螯虾性
腺中具有重要作用。ＭＩＣＨＡＥＬ和 ＮＥＷＰＯＲＴ［３１］

在非洲爪蟾蜍的卵子提取物中发现，ＵＢＥ２ｒ基因
负责介导负调节因子蛋白激酶 Ｗｅｅ的降解，而
Ｗｅｅ在细胞周期 Ｓ期对有丝分裂有关键性的作
用。精子和卵子在分裂过程中，需要发生蛋白质

的合成和降解［３２－３３］，而 ＵＢＥ２ｒ介导一些细胞周
期过程中蛋白激酶的降解，来参与调控精子和卵

子的发生。本研究中 ＰｃＵＢＥ２ｒ基因在精巢和卵
巢的发育过程中表达量有明显的变化。在卵巢

中，ＰｃＵＢＥ２ｒ基因的表达量在 Ｏ１期最低，在 Ｏ３
期表达量快速增长并到达最高值，随后表达量逐

渐降低；在精巢中，ＰｃＵＢＥ２ｒ基因的表达量在 Ｔ２
期达到最高水平。在细胞周期过程中，各时相的

过渡都需要细胞周期蛋白的降解，而大多数细胞

周期蛋白都是通过泛素化途径降解的。由于卵

巢和精巢中一些细胞周期所必需的蛋白质聚集，

ＰｃＵＢＥ２ｒ的表达量在 Ｏ１期和 Ｔ１期都不高。随
着细胞周期的进行，这些蛋白通过 ＰｃＵＢＥ２ｒ介
导的泛素蛋白酶途径降解细胞内的蛋白，在卵巢

发育Ｏ３期和精巢发育Ｔ２期的表达量达到最高。
随着降解蛋白达到一个平衡状态，ＰｃＵＢＥ２ｒ的表
达量开始逐渐降低，分别在卵巢发育 Ｏ４期和精
巢发育Ｔ３期出现下降的趋势。这些结果表明，
克氏原螯虾精子和卵子的发生过程中，生殖细胞

内蛋白的降解可能和ＵＢＥ２ｒ基因的活动有关。
已经有许多研究表明泛素及泛素相关基因

在性腺发育和配子发生过程中发挥着重要作

用［３４－３５］。在尼罗罗非鱼（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）中
泛素Ｃ末端水解酶Ｌ１被定位在卵黄发生前期的
卵母细胞上［３６］。戴燕彬等研究发现泛素（Ｕｂ）在
拟穴青蟹（Ｓｃｙｌｌａｐａｒａｍａｍｏｓａｉｎ）卵巢中高表
达［３７］。沈冰玲等［１４］对日本囊对虾的研究发现，

ＵＢＥ２ｒ基因在性腺中高表达，且在性腺发育各时
期表达存在显著差异。在雄性果蝇精巢中，

ＵｂｃＤ１基因突变会引起雄性减数分裂的破坏，导
致雄性不育［３８］。ＲＯＥＳＴ等对小鼠 ＨＲ６Ｂ基因在
精巢中的研究发现，该基因在染色体构建中有一

定的作用，在精子发生时由于其突变，从而导致

雄性小鼠不育［３９］。本研究通过 ＰｃＵＢＥ２ｒｍＲＮＡ
在卵巢中的定位显示，ＰｃＵＢＥ２ｒｍＲＮＡ在未发育
的卵母细胞中均有分布，随着卵母细胞的发育，
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逐渐迁移到卵黄发生前期、中期和后期卵母细胞

的细胞核周围，最后分布在成熟卵母细胞的滤泡

细胞中。这些结果与 ＲＥＹＭＯＮＤ等研究 ＵＢＥ２ｒ
基因在人类细胞周期中参与细胞核和细胞质迁

移的结果一致。结合这些结果，我们推测 Ｐｃ
ＵＢＥ２ｒ基因可能通过调控生殖细胞分裂和分化
过程中的胞质重组而调节克氏原螯虾配子的发

生过程。通过 ＰｃＵＢＥ２ｒｍＲＮＡ在精巢中的定位
显示，ＰｃＵＢＥ２ｒ的阳性信号主要在 Ｔ２期精巢的
次级精母细胞中高度表达，在其他时期的精细胞

中阳性信号很弱或者没有。在 Ｔ２期的精巢中，
精母细胞大多处于第一次和第二次减数分裂时

期，染色体出现分裂和重组，ＰｃＵＢＥ２ｒ在该时期
精巢中高度表达。而这一研究结果和 ＵＢＥ２ｒ在
哺乳动物精子发生的减数分裂后期达到最高表

达水平结果相似［４０］。从这些研究来看，推测 Ｐｃ
ＵＢＥ２ｒ基因可能在染色体构建过程中起着重要
作用。

本研究从克氏原螯虾中获得了 ＵＢＥ２ｒ基因
的ｃＤＮＡ全长，通过对其进行生物信息学和同源
进化分析，以及在性腺发育过程中的差异表达与

定位，证明了ＵＢＥ２ｒ基因在克氏原螯虾的性腺发
育和配子发生过程中起着重要的作用，从而为虾

蟹类性腺发育调控的分子机制奠定基础和提供

依据。
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图版 Ⅰ　ＰｃＵＢＥ２ｒ基因在克氏原螯虾卵巢发育过程中的定位
ＰｌａｔｅⅠ　ＬｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＰｃＵＢＥ２ｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｒｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓｔａｇｅｓｏｆｏｖａｒｙｉｎＰｒｏｃａｍｂａｒｕｓｃｌａｒｋｉｉ

１、４、７、１０、１３和１６的组织切片为ＨＥ染色的结果；２、５、８、１１、１４和１７为地高辛标记的正义ＲＮＡ探针杂交结果；３、６、９、１２、１５和１８为

反义ＲＮＡ探针杂交结果。Ｏ：卵原细胞；Ｏｏ：卵母细胞；Ｃｙ：细胞质；Ｎ：细胞核；Ｎｕ：核仁；Ｙｇ：卵黄颗粒；Ｆｃ：滤泡细胞。１、２、３：未发育

期；４、５、６：发育早期；７、８、９：卵黄发生前期；１０、１１、１２：卵黄发生期；１３、１４、１５：成熟期；１６、１７、１８：恢复期。

Ｒｅｇｕｌａｒｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｃｔｉｏｎｗａｓｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎａｎｄｅｏｓｉｎ（１，４，７，１０，１３，１６）．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＩｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｗｉｔｈＤＩＧｌａｂｅｌｅｄ

ａｎｔｉｓｅｎｓｅＲＮＡｐｒｏｂｅ（２，５，８，１１，１４ａｎｄ１７ｆｏｒＰｃＵＢＥ２ｒ）ａｎｄｓｅｎｓｅｐｒｏｂｅａｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（３，６，９，１２，１５ａｎｄ１８ｆｏｒＰｃＵＢＥ２ｒ）

ｗｅｒｅｓｈｏｗｎ．Ｏ：ｏｏｇｏｎｉｕｍ；Ｏｏ：ｏｏｃｙｔｅ；Ｃｙ：ｃｙｔｏｐｌａｓｍ；Ｎ：ｎｕｃｌｅｕｓ；Ｎｕ，ｎｕｃｌｅｏｌｕｓ；Ｙｇ：ｙｏｌｋｇｒａｎｕｌｅｓ；ａｎｄＦｃ：ｆｏｌｌｉｃｌｅｃｅｌｌｓ．１，２，３：ｎｏ

ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｓｔａｇｅ；４，５，６：ｅａｒｌｙｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｓｔａｇｅ；７，８，９：ｐｒｅｖｉｔｅｌｌｏｇｅｎｉｃｓｔａｇｅ：１０，１１，１２：ｖｉｔｅｌｌｏｇｅｎｉｃｓｔａｇｅ；１３，１４，１５：ｍａｔｕｒｅ

ｓｔａｇｅ；１６，１７，１８：ｐｏｓｔｓｐａｗｎｉｎｇ．
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５期 钱照君，等：克氏原螯虾泛素结合酶Ｅ２ｒ基因的克隆及表达分析

图版Ⅱ　ＰｃＵＢＥ２ｒ在克氏原螯虾精巢中的定位
ＰｌａｔｅⅡ　ＬｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＰｃＵＢＥ２ｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓｉｎｔｅｓｔｉｓｆｒｏｍＰｒｏｃａｍｂａｒｕｓｃｌａｒｋｉｉ

１、４和７的组织切片为ＨＥ染色的结果；２、５和８为地高辛标记的正义ＲＮＡ探针杂交结果；３、６和９为反义ＲＮＡ探针杂交结果。ＳＰ：精

原细胞；ＰＳＰ：初级精母细胞；Ｓ：精子细胞。１、２、３：精原细胞增殖期；４、５、６：精母细胞发生期；７、８、９：精子细胞生成期。

Ｒｅｇｕｌａｒｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｃｔｉｏｎｗａｓｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎａｎｄｅｏｓｉｎ（１，４，７）．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＩｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｗｉｔｈＤＩＧｌａｂｅｌｅｄａｎｔｉｓｅｎｓｅＲＮＡ

ｐｒｏｂｅ（２，５，８ｆｏｒＰｃＵＢＥ２ｒ）ａｎｄｓｅｎｓｅｐｒｏｂｅａｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（３，６，９ｆｏｒＰｃＵＢＥ２ｒ）ｗｅｒｅｓｈｏｗｎ．ＳＰ：ｓｐｅｒｍａｔｏｇｏｎｉｕｍ；ＰＳＰ：ｐｒｉｍａｒｙ

ｓｐｅｒｍａｔｏｃｙｔｅ；Ｓ：ｓｐｅｒｍ．１，２，３：Ｓｐｅｒｍａｔａｇｏｎｉａｌｃｅｌｌｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｓｔａｇｅ；４，５，６：ｓｐｅｒｍａｔｏｃｙｔｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｔａｇｅ；７，８，９：ｓｐｅｒｍｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｔａｇｅ．
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