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摘　要：咽侧体抑制素主要抑制昆虫咽侧体保幼激素的分泌，是昆虫体内重要的神经肽，在甲壳动物体内可
能参与繁殖发育的调节。本研究利用 ＲＡＣＥＰＣＲ技术对凡纳滨对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）Ａ型咽侧体抑制
素受体（ＡｌｌａｔｏｓｔａｔｉｎＡｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡＳＴＡＲ）基因进行克隆，获得全长为２６５０ｂｐ的ｃＤＮＡ，包括１４２５ｂｐ的开放阅
读框，１１７０ｂｐ５′非编码区，５５ｂｐ３′非编码区，编码４７４个氨基酸，形成具有７个跨膜区的不稳定亲水性蛋白。
同源性和系统发育分析结果表明凡纳滨对虾ＡＳＴＡＲ基因与斑节对虾（Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎ）、美洲龙虾（Ｈｏｍａｒｕｓ
ａｍｅｒｉｃａｎｕｓ）同源性最高，亲缘关系最近。氨基酸多重序列比对结果显示 ＡＳＴＡＲ氨基酸 ＴＭ７后 Ｃ末端精氨
酸在不同物种之间高度保守。实时荧光定量 ＰＣＲ结果显示，ＡＳＴＡＲ基因在雌、雄凡纳滨对虾多个组织（眼
柄、脑、胃、肝胰腺、鳃、性腺、肠、肌肉）中均有表达，除脑组织外ＡＳＴＡＲ基因在雌性凡纳滨对虾中相对表达量
高于雄性。在幼体发育中，ＡＳＴＡＲ基因的相对表达量随发育阶段上升，同时该基因在不同群体仔虾生长对比
实验中表达量差异显著。据此推测ＡＳＴＡＲ基因参与凡纳滨对虾的繁殖、幼体发育、幼虾生长到成虾，基因表
达基本贯穿凡纳滨对虾的一生。
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　　凡纳滨对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）是世界上
养殖范围最大的虾类之一，２０１９年的中国渔业统
计年鉴表明，凡纳滨对虾养殖产量约占虾类总产

量的７９％［１］。凡纳滨对虾肉质丰富、口味鲜美、

含有人体所需的各种矿物质，逐渐成为消费者追

捧的美食［２３］。除此之外，凡纳滨对虾具有抗病

力强、存活率高、养殖周期短、生长速度快等优

点，深受养殖户的喜爱，在我国的虾类养殖规模

和产量、产值方面多年来稳居第一［４５］。由于凡

纳滨对虾是外来引进品种，种源和种质问题已经

严重制约了我国凡纳滨对虾产业的可持续发展。

为培育出我国自己的优良凡纳滨对虾养殖品系，

有必要对凡纳滨对虾繁殖发育相关基因进行研

究。

由于对虾的种虾价高量少，其调控繁殖的基

因研究相对较少。咽侧体抑制素（Ａｌｌａｔｏｓｔａｔｉｎ，

ＡＳＴ）是昆虫体内一组非常重要的神经肽，最初是
从蟑螂（Ｄｉｐｌｏｐｔｅｒａｐｕｎｃｔａｔａ）中分离得到的，因抑
制了咽侧体保幼激素的生物合成而得名［６］。根

据结构特点，咽侧体抑制素被划分为３组：Ａ型
咽侧体抑制素（ＡＳＴＡ）［７］、Ｂ型咽侧体抑制素
（ＡＳＴＢ）［８］及 Ｃ型咽侧体抑制素（ＡＳＴＣ）［９］。
研究发现Ａ型咽侧体抑制素可能参与调节甲壳
动物生殖繁育的过程。在青虾中，ＡＳＴＡ参与刺
激大颚腺（Ｍａｎｄｉｂｕｌａｒｏｒｇａｎｓ，ＭＯ）中甲基法尼酯
（Ｍｅｔｈｙｌｆａｒｎｅｓｏａｔｅ，ＭＦ）的生物合成，从而促进蜕
皮以及性腺的成熟［１０］。在黏虫中，ＡＳＴＡ抑制调
节生殖发育的保幼激素的合成［１１］。在拟穴青蟹

（Ｓｃｙｌｌａｐａｒａｍａｍｏｓａｉｎ）中，ＡＳＴＡ以神经分泌和
自分泌两种方式抑制卵巢发育［１２］。ＡＳＴＡ能够
激活特定的Ｇ蛋白偶联受体，即Ａ型咽侧体抑制
素受体（ＡｌｌａｔｏｓｔａｔｉｎＡｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡＳＴＡＲ）。ＤＥＶＥＣＩ
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等［１３］发现在果蝇中 ＡＳＴＡ及其受体信号系统有
助于协调幼虫的生长与性腺成熟的开始。在长

红锥蝽（Ｒｈｏｄｎｉｕｓｐｒｏｌｉｘｕｓ）中，ＡＳＴＡＲ基因在雌
性性腺中相对表达量高于雄性，且参与生殖过程

调节［１４］。近几年，在蜜蜂（Ａｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａ）［１５］、按
蚊 （Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ Ｍｏｓｑｕｉｔｏｅｓ）［１６］、 温 室 希 蛛

（Ｐａｒａｓｔｅａｔｏｄａｔｅｐｉｄａｒｉｏｒｕｍ）［１７］等生物体中有关
ＡＳＴＡＲ基因的功能研究也相继被报道。ＡＳＴＡＲ
在节肢动物昆虫中研究比较详细，在甲壳动物虾

蟹类中的工作起步较晚，主要集中在真虾和螯虾

中，对虾尤其是凡纳滨对虾中还未见相关工作。

为探究 ＡＳＴＡＲ基因在凡纳滨对虾繁殖发育中的
可能作用，本实验首先克隆 ＡＳＴＡＲ基因，通过基
因结构分析、基因表达的雌雄差异、发育阶段的

基因表达差异来探究该基因与对虾繁育的可能

联系。

１　材料与方法

１．１　实验材料
ＡＳＴＡＲ基因克隆所需的凡纳滨对虾购自上

海市浦东新区古棕路菜市场，体长９～１２ｃｍ，体
质量１０～２０ｇ。取凡纳滨对虾的脑组织，保存于
ＲＮＡｓａｆｅ稳定液（上海翊圣生物科技有限公司）
中，－８０℃冰箱保存备用。

ＡＳＴＡＲ基因表达的雌雄差异、组织差异及发
育阶段所需的凡纳滨对虾来自上海海洋大学大

洋山基地。挑选精巢发育成熟的雄虾和发育至

成熟期的雌虾，各３尾，解剖获取脑、眼柄、鳃、肝
胰腺、胃、肠、肌肉、性腺组织，以及蟤状幼体３００
ｍｇ、糠虾幼体３００ｍｇ、仔虾第１天个体９尾、仔虾
第１０天个体９尾，置于 ＲＮＡｓａｆｅ稳定液（上海翊
圣生物科技有限公司）中，－８０℃冰箱保存备用。

另外选取即将进行生长对比试验的 ４个群
体凡纳滨对虾仔虾，待生长对比试验结束后分别

解剖获得其肠组织，液氮速冻，－８０℃冰箱保存
备用。

１．２　实验方法
１．２．１　总ＲＮＡ提取和ｃＤＮＡ的合成

提取凡纳滨对虾上述样品的总 ＲＮＡ（Ｔｏｔａｌ
ＲＮＡＥｘｔｒａｃｔｏｒ试剂盒，ＴａＫａＲａ），Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００
核酸蛋白检测仪检测提取的总 ＲＮＡ质量浓度和
ＯＤ值，琼脂糖凝胶检测 ＲＮＡ的完整性。ｃＤＮＡ
合成后（ＳＭＡＲＴｅｒＲＡＣＥ５′／３′ｋｉｔ试剂盒）－２０℃

冰箱保存备用。

１．２．２　ＡｌｌａｔｏｓｔａｔｉｎＡｒｅｃｅｐｔｏｒ基因全长克隆
在本实验室前期的凡纳滨对虾脑神经节转

录组中搜索到类似 ＡＳＴＡＲ基因的 Ｕｎｉｇｅｎｅ，长度
为１２０８ｂｐ。ＮＣＢＩ数据库Ｂｌａｓｔ比对搜索获得凡
纳滨对虾的 ＡｌｌａｔｏｓｔａｔｉｎＡｒｅｃｅｐｔｏｒｌｉｋｅ（ＧｅｎｅＢａｎｋ
登录号：１１３８１４６４６）预测序列（２６４６ｂｐ）。在两
条序列的保守区域设计引物（表 １），以合成的
ｃＤＮＡ第一链为模板，进行该基因保守片段的扩
增。扩增体系５０μＬ：Ｍｉｘ２５μＬ（上海翊圣生物
科技有限公司），ｄｄＨ２Ｏ１７．５μＬ，上下游引物
（５３Ｆ／５３Ｒ）各２．５μＬ，ｃＤＮＡ２．５μＬ；ＰＣＲ反应程
序：９５℃预变性５ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ；５７℃退火
３０ｓ；７２℃延伸 ９０ｓ；３０个循环；７２℃延伸 １０
ｍｉｎ。扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测，符合实
验要求的扩增产物进行胶回收（琼脂糖凝胶回收

试剂盒，天根生物科技有限公司）。回收产物克

隆（ｐＭＤＴＭ１９Ｖｅｃｔｏｒ，ＴａＫａＲａ，大连），菌液直接
测序（上海生工）。根据获得的保守片段序列设

计特异性引物 ５Ｒ３、５Ｒ１（５′ＲＡＣＥ）和 ２Ｆ（３′
ＲＡＣＥ），扩增 ＡＳＴＡＲ基因 ＲＡＣＥ片段（ＳＭＡＲＴｅｒ
ＲＡＣＥ ５′／３′ｋｉｔ试 剂 盒，ＴａＫａＲａ）。最 后 用
ＤＮＡＭＡＮ软件对测序结果（图１）进行拼接获得
ＡＳＴＡＲ基因ｃＤＮＡ全长，再据此设计引物（表１，
ＹＺＦ／ＹＺＲ）进行全长验证。实验引物均由生工生
物工程（上海）股份有限公司合成。

１．２．３　ＡｌｌａｔｏｓｔａｔｉｎＡｒｅｃｅｐｔｏｒ基因序列分析
将多个 ＰＣＲ扩增产物的测序结果去除接头

等再拼接获得ｃＤＮＡ全长。利用表２中的软件对
ＡＳＴＡＲ基因序列、编码蛋白结构进行分析。
１．２．４　凡纳滨对虾 ＡｌｌａｔｏｓｔａｔｉｎＡｒｅｃｅｐｔｏｒ基因表
达分析

为研究ＡＳＴＡＲ基因在雌、雄个体不同组织，
不同幼体发育阶段以及不同生长特性的养殖群

体中的表达情况，采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰｒｏＴａｑＨＳ
ｑＰＣＲＫｉｔ（艾克瑞生物科技有限公司）进行实时
荧光定量ＰＣＲ实验，以凡纳滨对虾１８Ｓ核糖体基
因表达量为内参，内参基因和样品各重复４次。
实时荧光定量 ＰＣＲ反应体系 ２０μＬ：ＳＹＢＲ１０
μＬ、上下游引物各０．４μＬ、模板０．２μＬ、ｄｄＨ２Ｏ９
μＬ；实时荧光定量ＰＣＲ反应程序为：９５℃２ｍｉｎ，
９５℃ １０ｓ、６０℃ ３０ｓ，４０个循环。使用２－ΔΔＣｔ法
计算凡纳滨对虾 ＡＳＴＡＲ基因的相对表达量，数

１２
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值采用平均值±标准差（Ｍｅａｎ±ＳＤ）表示。使用
ＳＰＳＳ２０．０软件的 ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ统计分析，

Ｐ＜０．０５代表差异显著。利用Ｅｘｃｅｌ２０１６软件作
图。

５３Ｆ／５３Ｒ．保守片段扩增引物；５Ｒ１、５Ｒ３．５′ＲＡＣＥ片段扩增引物；２Ｆ．３′ＲＡＣＥ片段扩增引物；ＹＺＦ／ＹＺ２Ｒ．全长验证扩增引物。

５３Ｆ／５３Ｒ．ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅｆｒａｇｍｅｎｔａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒｓ；５Ｒ１，５Ｒ３．５′ＲＡＣＥｆｒａｇｍｅｎｔａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒｓ；２Ｆ．３′ＲＡＣＥｆｒａｇｍｅｎｔ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒ；ＹＺＦ／ＹＺ２Ｒ．ｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｖａｌｉｄａｔｉｏｎａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒｓ．

图１　ＡＳＴＡＲ基因分段过程克隆示意图
Ｆｉｇ．１　ＦｒａｇｍｅｎｔｅｄｃｌｏｎｉｎｇｄｉａｇｒａｍｏｆＡＳＴＡＲｇｅｎｅ

表１　基因所用引物
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｇｅｎｅｃｌｏｎｉｎｇ

ＰＣＲ反应
ＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎ

所用引物代号

Ｐｒｉｍｅｒｓ
扩增产物长度

Ｌｅｎｇｔｈｏｆｅｘｐｅｃｔｅｄｐｒｏｄｕｃｔ／ｂｐ
引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）

５′ＲＡＣＥ
５Ｒ３ ４９１ ＣＣＧＡＴＴＴＣＣＴＴＣＣＧＴＴＧＴＣＴ
５Ｒ１ ２８８ ＴＧＴＧＴＧＡＡＡＡＴＣＣＧＴＡＴＧＧ

扩增核心片段

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｏｒｅｆｒａｇｍｅｎｔ
５３Ｆ １１４８ ＧＧＴＴＧＧＣＡＣＴＣＣＣＴＴＡＣＴ
５３Ｒ ＧＡＣＧＣＡＣＧＡＧＣＣＣＡＧＡＡＴ

３′ＲＡＣＥ ２Ｆ １１０５ ＣＧＴＣＣＣＴＴＴＣＡＣＧＧＣＴＴＣ
全长验证

Ｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ＹＺＦ ２１４６ ＴＣＡＧＡＣＡＣＧＣＡＡＴＣＡＡＧＣＡＣＣ
ＹＺ２Ｒ ＴＣＧＴＡＡＧＧＡＡＧＴＣＡＣＴＣＴＧＧ

荧光定量ＰＣＲ
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

１８ＳＦ １３３ ＣＣＴＣＧＧＴＴＣＴＡＴＴＴＴＧＴＣＧＧＴＴＴＴ
１８ＳＲ ＧＣＡＧＡＴＧＣＴＴＴＣＧＣＡＧＴＡＧＧＴ
１Ｆ １４０ ＣＡＴＣＡＴＣＴＴＣＣＴＣＧＴＴＧＧＴＣＴＴＴＴＣ
１Ｒ ＧＡＣＧＣＡＧＡＡＧＡＣＧＡＴＧＡＡＧＡＧＧ

表２　利用生物学信息软件分析ＡＳＴＡＲ基因序列
Ｔａｂ．２　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＡＳＴＡＲｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｕｓｉｎｇｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｏｆｔｗａｒｅ

软件名称

Ｎａｍｅｏｆｓｏｆｔｗａｒｅ
用途

Ｕｓａｇｅ
ＮＣＢＩＯＲＦＦｉｎｄｅｒ 预测开放阅读框序列

ＤＮＡＭＡＮ 氨基酸多重序列比对

ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔＰａｒａｍ 预测蛋白质理化性质

ＰＳＯＲＴＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 预测蛋白亚细胞定位

ＴＭＨＭＭ 预测跨膜区

ＳｉｇｎａｌＰ５．０ 预测信号肽位置

ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ 构建蛋白质三级结构模型

ＭＥＧＡＸ 以邻接（ＮＪ）方法构建系统进化树

２　结果与分析

２．１　凡纳滨对虾 ＡｌｌａｔｏｓｔａｔｉｎＡｒｅｃｅｐｔｏｒ基因的
克隆及序列分析

根据凡纳滨对虾脑神经节转录组数据库中

标注的ＡＳＴＡＲ基因转录本，通过分段法共克隆
获得 ４条片段，长度分别为 ４９１、２８８、１１４８和
１１０５ｂｐ（图２ａ～２ｄ），拼接后与验证片段（图２ｅ，
２１４６ｂｐ）序列进行比对，发现该基因拼接处２条
序列的碱基相同。
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（ａ）～（ｄ）分段克隆获得４条扩增产物的电泳结果；（ｅ）验证ＡＳＴＡＲ基因ＰＣＲ产物电泳结果。

（ａ）－（ｄ）Ｔｈｅｓｅｇｍｅｎｔｅｄｃｌｏｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄｏｂｔａｉｎｅｄｔｈｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆ４ａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓ；（ｅ）ＡＳＴＡＲｇｅｎｅｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓ．

图２　ＡＳＴＡＲ基因分段扩增ＰＣＲ产物电泳结果
Ｆｉｇ．２　ＡＳＴＡＲｇｅｎｅｆｒａｇｍｅｎｔｅｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓ

　　最终获得 ＡＳＴＡＲ基因 ｃＤＮＡ全长２６５０ｂｐ
（图３），包括５′非编码区（１１７０ｂｐ），３′非编码区
（５５ｂｐ），开放阅读框（１４２５ｂｐ），编码４７４个氨
基酸，含有１个典型的起始密码子ＡＴＧ和１个终
止密码子ＴＧＡ。ＡＳＴＡＲ蛋白理论相对分子质量
为５３２４２．９２ｕ，等电点为６．０２，表现为亲水性，分
子式为Ｃ２４１２Ｈ３７７１Ｎ６２３Ｏ６７８Ｓ２８。ＳｉｇｎａｌＰ５．０分析表
明，ＡＳＴＡＲ预测蛋白无明显信号肽。亚细胞定
位分析结果发现，ＡＳＴＡＲ预测蛋白定位于内质
网、线粒体、高尔基体的概率为３０％、３０％、４０％，
由此推测ＡＳＴＡＲ预测蛋白质最有可能位于高尔
基体，其次是内质网、线粒体。ＴＭＨＭＭ分析表
明，ＡＳＴＡＲ预测蛋白具有 ７个跨膜螺旋结构
（６６～８８ａａ，１０８～１３０ａａ，１４５～１６７ａａ，８７～２０９
ａａ，２３９～２６１ａａ，２８９～３０８ａａ，３２３～３４５ａａ）。使
用ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ工具对凡纳滨对虾 ＡＳＴＡＲ预
测蛋白进行三级结构建模，结果见图４。同源模
板与序列的相似性为 ３３．４５％，ＧＭＱＥ为 ０．３８，
ＱＭＥＡＮ为－３．７６，说明该蛋白与模板蛋白匹配
度一般。其中，α螺旋占 ３９．０３％，β转角为
４．２２％，延伸连占 １７．９３％，无规则卷曲为

３８．８２％。
２．２　凡纳滨对虾 ＡｌｌａｔｏｓｔａｔｉｎＡｒｅｃｅｐｔｏｒ基因预
测氨基酸同源性与系统进化树分析

将预测的凡纳滨对虾 ＡＳＴＡＲ基因氨基酸序
列与节肢动物门其他物种氨基酸序列进行同源

性分析（图５），发现凡纳滨对虾ＡＳＴＡＲ基因编码
的氨基酸序列与斑节对虾（Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎ，ＸＰ＿
０３７８００１７１．１）、美洲螯龙虾（Ｈｏｍａｒｕｓａｍｅｒｉｃａｎｕｓ，
ＱＣＢ１９９３２．１）、麦双尾蚜（Ｄｉｕｒａｐｈｉｓｎｏｘｉａ，ＸＰ＿
０１５３６７６００．１）、大腹园蛛（Ａｒａｎｅｕｓｖｅｎｔｒｉｃｏｓｕｓ，
ＧＢＮ０６８０１．１）、白魔按蚊（Ａｎｏｐｈｅｌｅｓａｌｂｉｍａｎｕｓ，
ＸＰ＿０３５７７６５３８．１）和 黑 腹 果 蝇 （Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ
ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ，ＮＰ＿５２４７００．１）等的 ＡＳＴＡＲ基因编
码的氨基酸序列的相似性分别为９６．４１％、
７１．４６％、６０．０７％、５９．２９％、５８．５０％和５０．００％。
氨基酸多重序列比对分析结果显示，ＡＳＴＡＲ具
有７个跨膜结构域，且７个跨膜区在所有物种间
高度保守，在 Ｎ端和 Ｃ端观察到的保守性很少。
ＴＭ７结构内有１个ＮＳｘｘＮＰｘｘＹ基序，并且在该结
构的Ｃ末端精氨酸残基高度保守，表明这些保守
氨基酸残基可能与ＡＳＴＡＲ基因生理功能有关。
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小写字母表示５′ＵＴＲ和３′ＵＴＲ；大写字母表示编码区（上部为核苷酸，下部为氨基酸）；号上方ＴＧＡ为终止密码子；阴影部分为

ＡＳＴＡＲ７个跨膜区氨基酸序列。

Ｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅ５′ＵＴＲａｎｄ３′ＵＴＲ；Ｕｐｐｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｃｏｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎ（ｔｈｅｕｐｐｅｒｐａｒｔｉｓｔｈｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅａｎｄｔｈｅｌｏｗｅｒ

ｐａｒｔｉｓｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄ）；Ａｂｏｖｅ ＴＧＡｉｓｔｈｅｓｔｏｐｃｏｄｏｎ；Ｔｈｅｓｈａｄｅｄｐａｒｔ：ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＡＳＴＡＲ７ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｒｅｇｉｏｎｓ．

图３　凡纳滨对虾ＡＳＴＡＲ基因的ｃＤＮＡ序列及预测的编码氨基酸序列
Ｆｉｇ．３　ｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｐｒｅｄｉｃｔｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＡＳＴＡＲｇｅｎｅｉｎＬｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ
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图４　ＡＳＴＡＲ基因编码的蛋白三级结构预测
Ｆｉｇ．４　Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｔｅｒｔｉａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｎｃｏｄｅｄｂｙＡＳＴＡＲｇｅｎｅ

　　从ＮＣＢＩ数据库中下载１２个代表物种 ＡＳＴ
ＡＲ基因氨基酸序列，使用 ＭＥＧＡＸ软件构建
ＡＳＴＡＲ基因的 ＮＪ系统进化树。结果表明（图
６），凡纳滨对虾与斑节对虾、美洲螯龙虾聚为一
支。

２．３　凡纳滨对虾 ＡｌｌａｔｏｓｔａｔｉｎＡｒｅｃｅｐｔｏｒ基因表
达分析

利用实时荧光定量ＰＣＲ技术检测ＡＳＴＡＲ基
因在雌、雄凡纳滨对虾８个组织（眼柄、脑、胃、肝
胰腺、鳃、性腺、肠、肌肉组织）中的相对表达量。

结果显示（图７），ＡＳＴＡＲ基因在雌、雄凡纳滨对
虾的８个组织中均有表达，其中在雌性凡纳滨对
虾眼柄、肠、肌肉组织中相对表达量显著高于雄

性。在雌性凡纳滨对虾中，ＡＳＴＡＲ基因在肠、脑、

序列中用黑色背景表示相同氨基酸残基，粉红色背景表示同源性超过７５％，浅蓝色背景表示同源性超过５０％；图中１，２，３，４，５，６，７
分别是凡纳滨对虾（Ｌ．ｖａｎｎａｍｅｉ）、斑节对虾（Ｐ．ｍｏｎｏｄｏｎ）、美国龙虾（Ｈ．ａｍｅｒｉｃａｎｕｓ）、麦双尾蚜（Ｄ．ｎｏｘｉａ）、大腹园蛛（Ａ．
ｖｅｎｔｒｉｃｏｓｕｓ）、白魔按蚊（Ａ．ａｌｂｉｍａｎｕｓ）、黑腹果蝇（Ｄ．ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ）。红色框区域代表７个跨膜结构区（ＴＭ１到ＴＭ７）；２个红圈对应
的保守半胱氨酸残基之间可能形成二硫键；蓝色框区域代表各物种间保守的精氨酸残基（Ａｒｇ）；序列下方的黑色划线及黑色框区表
示保守的ＤＲＹ基序和ＮＳｘｘＮＰｘｘＹ基序。
Ｐｏｓｉｔｉｏｎｗｉｔｈ＞５０％ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙａｒｅｓｈａｄｅｄｉｎｌｉｇｈｔｂｌｕｅ，Ｐｏｓｉｔｉｏｎｗｉｔｈ＞７５％ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙａｒｅｓｈａｄｅｄｉｎｐｉｎｋ，ｗｈｉｌｅｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
ｐｏｓｉｔｉｏｎｓａｒｅｓｈａｄｅｄｉｎｂｌａｃｋ；Ｔｈｅｓｐｅｃｉｅｓ１－７ｉｎｔｈｅｐｉｃｔｕｒｅａｒｅＬｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ，Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎ，Ｈｏｍａｒｕｓａｍｅｒｉｃａｎｕｓ，Ｄｉｕｒａｐｈｉｓ
ｎｏｘｉａ，Ａｒａｎｅｕｓｖｅｎｔｒｉｃｏｓｕｓ，ＡｎｏｐｈｅｌｅｓａｌｂｉｍａｎｕｓａｎｄＤｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ．Ｔｈｅｒｅｄｆｒａｍｅａｒｅａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ７ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒａｌａｒｅａｓ；
ｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄｃｙｓｔｅｉｎｅｒｅｓｉｄｕｅｓｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏｔｈｅｔｗｏｒｅｄｃｉｒｃｌｅｍａｙｆｏｒｍｄｉｓｕｌｆｉｄｅｂｏｎｄｓ；Ｔｈｅｂｌｕｅｂｏｘａｒｅａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
ａｒｇｉｎｉｎｅｒｅｓｉｄｕｅｓ（Ａｒｇ）ａｍｏｎｇｖａｒｉｏｕｓｓｐｅｃｉｅｓ；ＴｈｅｂｌａｃｋｕｎｄｅｒｌｉｎｅａｎｄｂｌａｃｋｂｏｘｂｅｌｏｗｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅＤＲＹｍｏｔｉｆ
ａｎｄＮＳｘｘＮＰｘｘＹｍｏｔｉｆ．

图５　凡纳滨对虾中ＡＳＴＡＲ与其他物种氨基酸序列的比对
Ｆｉｇ．５　ＭｕｌｔｉｐｌｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｔｈｅｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＬｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ

ＡＳＴＡＲｗｉｔｈｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｒｏｍｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓ
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系统发生树中的值表示分支的可靠性。

Ｔｈｅｖａｌｕｅｓｉｎｔｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｂｒａｎｃｈ．

图６　不同物种ＡＳＴＡＲ氨基酸序列的系统进化树
Ｆｉｇ．６　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＡＳＴＡＲａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｐｅｃｉｅｓ

表示雌雄间存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）；１．眼柄；２．脑；

３．胃；４．肝胰腺；５．鳃；６．性腺；７．肠；８．肌肉。

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙａｓｔｅｒｉｓｋｓ（Ｐ＜０．０５）；

１．Ｅｙｅｓｔａｌｋ；２．Ｂｒａｉｎ；３．Ｓｔｏｍａｃｈ；４．Ｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓ；５．Ｇｉｌｌ；

６．Ｇｏｎａｄ；７．Ｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓ；８．Ｍｕｓｃｌｅ．

图７　ＡＳＴＡＲ基因在雌雄凡纳滨对虾
不同组织中的相对表达量

Ｆｉｇ．７　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＳＴＡＲｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｉｓｓｕｅｓｉｎｍａｌｅａｎｄｆｅｍａｌｅＬ．ｖａｎｎａｍｅｉ

肌肉和眼柄中的的相对表达量依次升高。在雄

性凡纳滨对虾中，ＡＳＴＡＲ基因在脑组织中相对表
达量最高。由图８可知，ＡＳＴＡＲ基因在不同幼体
时期均有表达，且相对表达量差异显著，其中糠

虾幼体相对表达量最高。ＡＳＴＡＲ基因在糠虾幼
体的饵料卤虫中相对表达量为５４８１９．０１±

４８５２．８３。利用实时荧光定量 ＰＣＲ技术检测４个
群体凡纳滨对虾的肠组织中 ＡＳＴＡＲ基因的相对
表达量，结果显示（图９），该基因在引进雄虾与厄
瓜多尔野生雌虾杂交后代群体的相对表达量最

高（Ｐ＜０．０５）。

表示 ＡＳＴＡＲ基因在不同幼体时期间表达存在显著性差异

（Ｐ＜０．０５）；１．蟤状幼体；２．糠虾幼体；３．仔虾第１天；４．仔

虾第１０天。

ＡｓｔｅｒｉｓｋｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＳＴＡＲ

ｇｅｎｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌａｒｖａｌｓｔａｇｅｓ（Ｐ＜０．０５）；１．Ｚｏｅａｌａｒｖａ；２．Ｍｙｓｉｓ

ｌａｒｖａ；３．Ｐ１；４．Ｐ１０．

图８　ＡＳＴＡＲ基因在凡纳滨对虾
不同幼体时期的相对表达量

Ｆｉｇ．８　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＳＴＡＲｇｅｎｅｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌａｒｖａｌｓｔａｇｅｓｏｆＬ．ｖａｎｎａｍｅｉ
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黑色柱状图上表示不同群体表达量存在显著性差异（Ｐ＜

０．０５），白色柱状图上表示不同群体体质量存在显著性差

异（Ｐ＜０．０５）；Ｅ１．厄瓜多尔野生雄虾与引进雌虾杂交后代；

Ｅ２．引进雄虾与厄瓜多尔野生雌虾杂交后代；Ｅ３．选育群体与

厄瓜多尔野生雄虾杂交后代；Ｅ４．选育群体的自交后代。

Ａｓｔｅｒｉｓｋｏｎｔｈｅｂｌａｃｋｈｉｓｔｏｇｒａｍｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＳＴＡＲｇｅｎｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ（Ｐ＜０．０５），

Ａｓｔｅｒｉｓｋｏｎｔｈｅｗｈｉｔｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎ

ｍａｓｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ（Ｐ＜０．０５）；Ｅ１．Ｔｈｅｐｒｏｇｅｎｙｏｆ

Ｈａｉｎａｎｆｅｍａｌｅｓｈｒｉｍｐａｎｄｗｉｌｄｍａｌｅｓｈｒｉｍｐ；Ｅ２．Ｔｈｅｐｒｏｇｅｎｙｏｆ

Ｈａｉｎａｎｍａｌｅｓｈｒｉｍｐａｎｄｗｉｌｄｆｅｍａｌｅｓｈｒｉｍｐ；Ｅ３．Ｔｈｅｐｒｏｇｅｎｙｏｆ

Ｇｕａｍｆｅｍａｌｅｓｈｒｉｍｐａｎｄｗｉｌｄｍａｌｅｓｈｒｉｍｐ；Ｅ４．Ｇｕａｍｐｒａｗｎｓ

ｓｅｌｆｂｒｅｅｄｉｎｇｐｒｏｇｅｎｙ．

图９　４个群体凡纳滨对虾体质量及肠组织中
ＡＳＴＡＲ基因的相对表达量分析

Ｆｉｇ．９　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｂｏｄｙｍａｓｓａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＳＴＡＲｇｅｎｅｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｓ
ｏｆｔｈｅｆｏｕｒｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＬ．ｖａｎｎａｍｅｉ

３　讨论

Ａ型咽侧体抑制素最初是从蟑螂中分离得
到，该蛋白具有保守的 Ｃ末端 ＦＧＬ酰胺基序，广
泛存在于脑、肠组织中［１８］。ＨＥＲＧＡＲＤＥＮ等［１９］

的研究表明 ＡＳＴＡ型神经肽能调节果蝇的摄食
行为。除此之外，ＡＳＴＡ还可以调节保幼激素的
合成，参与昆虫的发育和繁殖过程［２０］。

ＡＳＴＡＲ是由一种激素原前体蛋白水解裂解
产生，并由ＦＧＬ酰胺（ＡＳＴＡ）肽家族成员激活的
Ｇ蛋白偶联受体，该受体基因在大部分昆虫中仅
有１个，但在果蝇中有２个［２１］。果蝇的 ＡＳＴＡＲ１
（ＤＡＲ１）和 ＤＡＲ２基因、美洲大蠊的 ＡＳＴＲ基因
与哺乳动物甘丙肽受体基因是同源基因［２２２３］。

甘丙肽受体能够影响哺乳动物［２４２５］和秀丽广杆

线虫［２６］的摄食行为。研究［２７］发现ＡＳＴＡ及其受
体通过控制胰岛素神经分泌细胞中的胰岛素样

肽的分泌来促进果蝇幼体生长，ＡＳＴＡＲ１是果蝇
性成熟的关键因子。因此推测，在凡纳滨对虾中

ＡＳＴＡＲ可能也参与调节摄食和生殖过程。
为了研究凡纳滨对虾中 ＡＳＴＡＲ基因是否参

与繁殖发育过程，本实验首先克隆该基因 ｃＤＮＡ
全长２６５０ｂｐ，利用ＤＮＡＭＡＮ软件把克隆的ＡＳＴ
ＡＲ序列与 ＮＣＢＩ上预测的 ＡＳＴＡＲ序列比对，发
现两条序列的编码区是相同的，但在 ５′非编码
区、３′非编码区上有个别碱基的突变与缺失。这
可能是由于非编码区不参与氨基酸编码，与编码

区相比其受到的选择压力较小，更容易发生变

异。节肢动物ＡＳＴＡＲ的特征性保守半胱氨酸残
基在 ＴＭ２／ＴＭ３之间和 ＴＭ４／ＴＭ５之间形成二
硫键。在ＴＭ３结构外有一个 ＤＲＹ基序，ＴＭ７结
构内有１个 ＮＳｘｘＮＰｘｘＹ基序［２８２９］。研究［３０３１］发

现ＤＲＹ基序的天冬氨酸和精氨酸残基在Ｇ蛋白
偶联受体的激活中具有关键作用。ＮＳｘｘＮＰｘｘＹ
基序中的氨基酸突变将会影响受体表达、配体亲

和力等功能［２８］。位于ＡＳＴＡＲ基因编码的氨基酸
序列 ＴＭ７后 Ｃ末端区域的精氨酸（Ａｒｇ）残基与
人类ＫＩＳＳ１Ｒ基因编码的氨基酸序列 Ｃ末端区域
的精氨酸（Ａｒｇ）残基一样是保守的，该位置氨基
酸在人类的 ＫＩＳＳ１Ｒ中与性早熟等生理过程相
关［１６］，推测 ＡＳＴＡＲ可能与 ＫＩＳＳ１Ｒ具有类似功
能，参与调节繁殖过程。凡纳滨对虾 ＡＳＴＡＲ基
因的氨基酸序列与斑节对虾（ＸＰ０３７８００１７１．１）、
美洲龙虾（ＱＣＢ１９９３２．１）相似度最高并聚为一
支，符合它们之间的分类进化关系。

本研究中，ＡＳＴＡＲ基因在眼柄的高表达与斑
节对虾 ＡＳＴＡＲ基因［３２］、蜜蜂 ＡＳＴＡＲ基因［１５］的

研究结果相符；在脑组织中相对表达量高，可能

是在甲壳动物中 ＡＳＴＡＲ基因是由脑神经细胞分
泌［３３］；前人在雌性按蚊［１６］和温室希蛛［１７］的肠组

织中发现了 ＡＳＴＡＲ基因并推测该基因参与调节
肠道蠕动收缩等功能。除此之外，ＡＳＴＡＲ基因在
凡纳滨对虾的肌肉中有较高的表达量，推测该基

因参与凡纳滨对虾的生长调节。ＡＳＴＡＲ的广泛
分布反映了其功能的多样性。由于 ＡＳＴＡＲ基因
在雌性凡纳滨对虾性腺中表达量高于雄性，因此

推测该基因可能参与凡纳滨对虾繁殖过程。ＡＳＴ
ＡＲ基因在糠虾时期相对表达量最高，且显著高于
其他幼体时期。卤虫是凡纳滨对虾糠虾幼体时

期的饵料，该基因在卤虫中相对表达量高，因此
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推测 ＡＳＴＡＲ基因在糠虾幼体中相对表达量高可
能是由于该幼体时期凡纳滨对虾主要以卤虫为

饵料。基因在不同幼体时期表达水平还可能与

基因的功能相关，ＡＳＴＡＲ基因在不同组织及不同
幼体时期中具体的作用与功能还有待进一步研

究。

本文对４个凡纳滨对虾群体的７０ｄ淡水养
殖实验结果表明，选育群体的自交后代生长最

快，但ＡＳＴＡＲ基因的表达量却并不是最高，这可
能与两方面原因有关：肠道中 ＡＳＴＡＲ基因的表
达量并不是最高，眼柄、脑、肌肉组织中的表达都

高于肠道，本实验是取样在前，不同组织表达量

测定在后，前人在其他物种中研究发现肠道是

ＡＳＴ的主要分布区之一，这在凡纳滨对虾中没有
得到验证；其次肠道中该基因的表达雌雄差异显

著，雌虾肠道的表达量远高于雄虾，生长对比试

验结束时虾的个体大小还未能达到性腺成熟，雌

雄从外形上很难区分，取样时就未能考虑性别，

这也很大可能导致 ＡＳＴＡＲ基因表达量的结果与
生长结果不能达到正相关。

ＡＳＴＡＲ基因在凡纳滨对虾（对虾派）的表达
情况与日本沼虾（真虾派）雌虾的表达情况差异

明显，凡纳滨对虾雌虾的眼柄表达量最高，卵巢

中也有较高表达，雄虾的精巢几乎没有表达；ＡＳＴ
在日本沼虾的精巢有较高表达，卵巢几乎没

有［３４］。对虾和真虾的卵巢发育难易程度完全不

同，对虾的卵巢发育受眼柄分泌的性腺抑制激素

（ＧＩＨ）影响，人工养殖条件下雌虾卵巢很难自然
成熟，通常会切除单侧眼柄来部分解除抑制；而

真虾类（如沼虾）卵巢很容易成熟，人工养殖条件

下经常出现性早熟现象。ＡＳＴ与 ＡＳＴＡＲ基因在
两类虾卵巢中表达的明显差异可能正是与卵巢

的成熟调节有关。ＡＳＴＡＲ基因在凡纳滨对虾的
幼体、幼虾、成虾中均有表达，且表达量在雌雄

间、幼体不同发育阶段、成虾不同组织存在差异，

说明ＡＳＴＡＲ基因在凡纳滨对虾的繁殖、发育、生
长等重要生理过程中发挥作用，该基因基本贯穿

凡纳滨对虾的一生。综上，凡纳滨对虾 ＡＳＴＡＲ
基因可能具有调节繁殖、发育、生长等多种功能。
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