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摘要: 真核翻译起始因子 4E 结合蛋白 1 (4E-BP1)是 mTOR 信号通路下游的翻译抑制因子, 调节翻译的起始和蛋白

质的合成。为探究中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis) 4E-BP1 基因特征、时空表达模式及其在蜕壳过程中的潜在作用, 

本研究利用 RACE 技术克隆获得中华绒螯蟹 Es4E-BP1 全长 cDNA 序列, 利用 qPCR 技术探究其时空表达, 利用

dsRNA 干扰探究其在中华绒螯蟹蜕壳中的作用。测序结果显示, Es4E-BP1 cDNA 全长 1678 bp, 包括 134 bp 的 5ʹ

非编码区、1193 bp 的 3ʹ非编码区和 351 bp 的开放阅读框。氨基酸序列分析发现, Es4E-BP1 含有 1 个 eIF4E 超级家

族的典型保守域, 且包含 1 个超二级结构 TOS 基序和 1 个 YXXXXLΦ 基序。多序列比对和系统进化树分析显示, 

Es4E-BP1 与蓝蟹 (Callinectes sapidus)、三疣梭子蟹 (Portunus trituberculatus)聚为一支并且具有很高的同源性

(95.69%和 93.16%)。qPCR 结果显示, Es4E-BP1 在成蟹各个组织均有表达, 其中 Y 器官表达量最高, 其次为肌肉, 鳃

丝中表达量最低。一个完整蜕壳周期内, 幼蟹不同组织表达模式不同, 但均在蜕壳后期 A-B 期表达量最高, 蜕壳前

期表达量较低。注射 dsEs4E-BP1 后, 中华绒螯蟹存活率远低于对照组 CG 组; 蜕壳间隔显著高于 CG 组。研究结

果表明, Es4E-BP1 在中华绒螯蟹各组织中广泛表达, 在调控蜕壳生长中具有重要作用, 为进一步研究甲壳动物

4E-BP1 基因提供了重要参考。 
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真核翻译起始因子 4E 结合蛋白[eukaryotic 

initiation factor 4E (eIF4E)-binding proteis, 4E-BPs]

是高度保守的小分子蛋白, 属翻译抑制蛋白家族, 

是雷帕霉素复合物 1 (mechanistic target of rapa-

mycin complex I, mTORC1)下游的主要效应器之

一[1], 主要功能是负调控 eIF4E而抑制 5′帽子结构

依赖性蛋白翻译的起始[2]。哺乳动物中包含 3 种

4E-BPs, 分别是 4E-BP1、4E-BP2 和 4E-BP3[3]。

其中, 4E-BP1 的研究最为广泛, 4E-BP1 的磷酸化

被认为是 mTORC1 激活的标记。低磷酸化的

4E-BP1 特异识别 eIF4E, 抑制翻译的起始[4-5]; 而 

受到生长因子等外界条件刺激时, mTORC1 磷酸

化 4E-BPl 的多个位点, 启动 5′帽依赖性的蛋白质

翻译[6-7]。mTOR 驱动的 4E-BP1 对帽依赖性蛋白

翻译具有限速作用, 因此影响蛋白质合成、细胞

存活、生长、增殖和代谢[8]。 

鉴于 4E-BP1 的重要作用, 哺乳动物的 4E- 

BP1 结构、功能及其调控的研究较为普遍[9-10], 而

非哺乳动物的 4E-BP1 关注度较少。水产动物中, 

4E-BP1 在鱼类中有一定研究, 主要涉及组织表

达、免疫功能、蛋白质合成及生长调控。Lin 等[11]

发现 4E-BP1 在齐口裂腹鱼(Schizothorax prenanti)
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各组织中广泛表达, 且在中肠、鳃、肝脏、肾脏

的表达量相对较高。Li 等 [12]发现尼罗罗非鱼

(Oreochromis niloticus)淋巴细胞的活化和增殖受

mTORC1/4E-BP1 信号通路调节, 从而参与适应

性免疫反应。Cassidy 等[13]发现, 饥饿和缺氧导致

星丽鱼(Astronotus ocellatus)蛋白质合成减少, 此

过程受到 4E-BP1 和 eIF2-α 信号分子控制。

Valenzuela 等[14]发现慢性拥挤胁迫降低了多耙牙

鲆(Paralichthys adspersus)的 mTOR 和 4E-BP1 的

磷酸化水平, 进而抑制其生长。然而, 4E-BP1 基

因在甲壳类动物中的研究较少。Fang 等[15]在南美

白对虾(Litopenaeus vannamei)中对 mTORC1 的组

分 Raptor 基因进行 RNA 干扰, 引起下游 4E-BP1

的基因表达和蛋白磷酸化水平显著降低; 高蛋白

饲料引起克氏原螯虾(Procambarus clarkia) mTOR

和 4E-BP1 基因的表达显著增加, 促进了蛋白质

的生成和累积 [16]。以上研究初步表明甲壳动物

4E-BP1 是 mTOR 通路下游关键因子, 但其基因特

征、时空表达情况及调控蜕壳的研究较为缺乏。 

中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)具有较高的经

济价值 , 其风味和营养价值备受消费者青睐 , 

2020 年产量达 80 万 t[17]。中华绒螯蟹机体生长与

蜕壳密切相关, 其生命周期中需经历 18~21 次蜕

壳。蜕壳是一个非常复杂的过程, 伴随着形态、

生理、生化等方面的变化[18], 包括外骨骼脱落、

硬化, 闭螯肌等肌肉的萎缩、重建生长及渗透压

变化等[19-20]。此过程受 Y 器官分泌的蜕皮类固醇

和眼柄产生的抑制性神经肽(如蜕皮激素抑制激

素)协同调控[21]。基于甲壳动物蜕壳机制的研究发

现, mTOR 信号通路在调节蜕皮类固醇合成中起

关键作用[22], 但 4E-BP1 作为其下游关键的限制

性调控蛋白, 是否参与调控中华绒螯蟹蜕壳过程

仍未可知。因此 , 本研究克隆了中华绒螯蟹

4E-BP1 基因的全长 cDNA 序列, 分析了其序列

特征, 并研究其在成蟹不同组织、幼蟹不同蜕壳

时期不同组织中的表达情况, 进一步利用 dsRNA

基因干扰技术分析其与蜕壳的相关性 , 为中华

绒螯蟹蜕壳生长调控机制研究提供一定的理论

指导。  

1  材料与方法 

1.1  实验动物及取样 

实验幼蟹于 2020 年 4 月取自中国水产科学研

究院淡水渔业研究中心苏州阳澄湖虾蟹绿色养殖

基地, 选取规格为 10~12 g的中华绒螯蟹, 暂养于

实验室水缸 , 保持水温为 (25±3) ℃ , 溶解氧> 

5 mg/L, 氨氮<0.2 mg/L, pH 为 7.0~8.5, 每天定时

定量投喂配合饲料, 及时清理残饵和换水, 以保

证中华绒螯蟹正常蜕壳生长, 其中一部分幼蟹用

于不同蜕壳时期取样, 一部分用于 dsRNA 干扰实

验。另于 10 月取中华绒螯蟹成蟹, 雌、雄各 3 只, 

雌蟹均重为(96.25±6.34) g, 雄蟹均重为(115.23± 

10.72) g, 取其 Y 器官、眼柄、心脏、肌肉、肝胰

腺、肠道、精巢、卵巢和鳃组织, 液氮速冻, 置于

‒80 ℃冰箱保存, 用于组织表达分析。 

根据焦满静[23]的描述, 参考 Drach 等[24]蜕壳

周期鉴别方法, 以及本实验室建立的方法确定中

华绒螯蟹不同蜕壳时期。分别选取 A-B 期、C 期、

D0、D1 和 D3-4 期的中华绒螯蟹各 6 只, 其中雌、

雄各 3 只, 取其 Y 器官、眼柄、肠道, 以及步行

足、螯足和腹部 3 个不同部位的肌肉, 并用液氮

冷冻, 置于‒80 ℃冰箱保存备用。  

1.2  中华绒螯蟹 4E-BP1 基因克隆 

中间片段扩增: Trizol 法提取中华绒螯蟹肝胰

腺总 RNA, oligo dT-AP 引物将其反转录成 cDNA, 

根据前期获得的转录组序列信息 , 利用 Primer 

Premier 5.0 设计特异引物(Es4E-BP1-F 和 Es4E- 

BP1-R)进行 PCR 反应, 获得 Es4E-BP1 cDNA 中

间片段。PCR 反应体系: cDNA 模板 2 μL, 上下游

引物(10 μmol/L)各 1 μL, 2×PCR Mix 10 μL, 加

ddH2O 至总体积 20 μL。PCR 反应条件: 94 ℃预

变性 3 min; 94 ℃变性 30 s, 58 ℃退火 30 s, 72 ℃

延伸 1 min, 30 个循环; 72 ℃延伸 10 min。扩增产

物用 1.0%的琼脂糖凝胶电泳分离, 切胶, 使用胶

回收试剂盒 (TaKaRa, 大连 )回收 , 用 pMD19-T 

(TaKaRa, 大连)载体连接 , 克隆 , 送至上海天霖

生物科技有限公司测序。根据测序序列设计特异

的 3ʹRACE 和 5ʹRACE 引物(表 1), 扩增 4E-BP1

基因的 3ʹ和 5ʹ端序列。 
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表 1  中华绒螯蟹 4E-BP1 基因序列扩增引物信息 

Tab. 1  The information of primers for 4E-BP1 amplification in Eriocheir sinensis 

引物 primer 序列(5ʹ‒3ʹ) sequence (5ʹ‒3ʹ) 用途 usage 

Es4E-BP1-F GCTCCCTGACCACCCTAACA 

Es4E-BP1-R GCACCAAGACCTGATGATGAAC 
PCR  

Es4E-BP1-3ʹRace-P1 CTGATCTAGAGGTACCGGATCC(T)16MN 3ʹRace 

Es4E-BP1-3ʹRace-P2 CTGATCTAGAGGTACCGGATCC 3ʹRace 

Es4E-BP1-3ʹRace-P3 GCGGACCTTCCTAATGACTACA 3ʹRace 

Es4E-BP1-5ʹRace-P4 GCACCAAGACCTGATGATGAAC 5ʹRace 

Es4E-BP1-5ʹRace-P5 GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGACAGTG(G)12 5ʹRace 

Es4E-BP1-5ʹRace-P6 CCTGGGGTAGTGGAGAATAGCGTG 5ʹRace 

Es4E-BP1-5ʹRace-P7 GCCACTGGGGACGCTGACAT 5ʹRace 

Es4E-BP1-5ʹRace-P8 GCTGTCAACGATACGCTACGTAAC 5ʹRace 

Es4E-BP1-RTF GCGGACCTTCCTAATGACTACA 

Es4E-BP1-RTR AGGGCTCTGGCTTTTCTGG 
qPCR 

EF-1α-F AGGTCGGCTACAACCCAACT 

EF-1α-R TGAACTCGTAGGAGCCACTC 
qPCR 

ds4E-BP1-F TAATACGACTCACTATAGGGGGCGGACCTTCCTAATGACT 

ds4E-BP1-R TAATACGACTCACTATAGGGTCTCAAACTGGTCCAGGTCA 

dsGFP-F TAATACGACTCACTATAGGGAAGGGCGAGGAGCTGTTCA 

dsGFP-R TAATACGACTCACTATAGGGACTTGTACAGCTCGTCCATGC 

双链 RNA 合成 

synthesis of dsRNA 

  

3ʹRACE 方法: 按照本实验室方法, 用 3 μg 总

RNA 以 P1 引物进行反转录反应(RT-PCR), 然后

用 10%的 RT 液, 以 P2 引物和 P3 引物进行 PCR

反应, 退火温度为 58 ℃, 扩增液用 1.2%的琼脂

糖凝胶电泳分离, 回收, 克隆, 测序。 

5ʹRACE 方法: 用 3 μg 总 RNA, 以 P4 为引物, 

根据 AMV 酶(TaKaRa, 大连)使用说明进行 RT 反

应, 然后加 RNase H 分解 mRNA, 再用胶回收试

剂盒回收 cDNA, 用 TDT 酶(TaKaRa, 大连)在

cDNA 3ʹ端加 Poly(C); 用胶回收试剂盒回收加

Poly(C)的 cDNA, 以此为模板, 用 P5 和 P6 为引

物, 进行 PCR。PCR 扩增液稀释 10 倍, 取 2 μL

为模板, 用 P7 和 P8 引物, 进行巢式 PCR, PCR 液

用 1.0%琼脂糖凝胶电泳分离回收, 克隆, 测序。 

1.3  中华绒螯蟹 4E-BP1 基因的序列分析 

通过 Primer 5.0 软件及 NCBI (http://www.ncbi. 

nlm.nih.gov/)对中华绒螯蟹 Es4E-BP1 序列进行验

证、翻译及蛋白质分析 ; 利用 Expasy Server 

(http://web.expasy.org/protparam/)预测等电点及分

子 量 ; 通 过 TMHMM Server v2.0 在 线 软 件

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) 预测蛋

白质的跨膜结构域 ; 通过 CDD 在线数据库

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bw

rpsb.cgi)预测蛋白结构保守域 ; 使用 SignalP4.1 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)在线预测

信 号 肽 ; 利 用 PROSITE (http://au.expasy.org/ 

prosite)分析 4E-BP1 基因的蛋白结构域 ; 通过

BioEdit 7软件及 Clustal X对中华绒螯蟹及其他物

种 4E-BP1 进行氨基酸序列比对分析 ; 使用

MEGA7.0 软件的邻接法(neighbor-joining, NJ)构

建不同物种 4E-BP1 的系统进化树。 

1.4  中华绒螯蟹 4E-BP1 基因时空表达分析 

应用 qPCR 技术测定 4E-BP1 基因在成蟹不同

组织及幼蟹一个蜕壳周期不同时期的表达情况。

分别将保存的成蟹 9 个组织、幼蟹 5 个蜕壳时期

的 3 个组织以及 3 个不同部位肌肉组织进行 RNA

提取并反转录为 cDNA, 选用 EF-1α 作为内参基

因 , 引物见表 1, 使用 TB GreenTMPremix Ex 

TaqTMII (Tli RNaseH Plus)(TaKaRa, 大连)两步法

试剂盒进行实时荧光定量 PCR (qPCR), 反应体系

为 20 μL, 反应程序为: 95 ℃预变性 30 s, 95 ℃

变性 5 s, 60 ℃退火 30 s, 共进行 40 个循环。每个
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样品及内参重复 3 次。qPCR 仪为 CFX96 Touch 

Real- Time PCR Detection System (Bio-rad, Ame-

rican)。qPCR 结果采用 2‒ΔΔCt 法计算。 

1.5  4E-BP1 基因 dsRNA 干扰实验 

根据 Es4E-BP1 的 cDNA 序列, 设计含有 T7

启 动 子 (5ʹ−TAATACGACTCACTATAGGG−3ʹ) 的

特异性引物 ds4E-BP1-F/R (表 1)。dsRNA 按照 T7 

RNAi Transcription Kit (Vazyme, 中国)试剂盒步

骤制备, dsRNA 经磁珠纯化, 纯度和完整性采用

1.2%~1.5%琼脂糖凝胶电泳检测。dsRNA 的浓度

由紫外分光光度计测定, 储存在‒80 ℃。dsGFP

作为对照, 合成方法同上。注射前使用 0.85%生理

盐水将合成好的 ds4E-BP1 及 dsGFP 稀释到浓度

为 1 μg/μL。实验用幼蟹规格为(10.5±0.6) g, 按照

4 μg/g 的比例于第二步行足末端注射 dsRNA。注

射实验分为 3组, CG组注射生理盐水, dsGFP组注

射 dsGFP, ds4E-BP1 组注射 ds4E-BP1, 每个组注

射 6 只中华绒螯蟹, 注射后 24 h 和 48 h 取其 Y

器官和肌肉组织置于 RNA 保存液中, 用 qPCR

法检测 Es4E-BP1 的表达量, 从而检测 dsRNA 干

扰效率。 

dsRNA 长期干扰对蜕壳的影响实验。随机选

取健康且处于蜕壳后 4 d (外骨骼完全硬化)的幼

蟹, 分为 3 组, CG 组注射生理盐水、dsGFP 组注

射 dsGFP, ds4E-BP1 组注射 ds4E-BP1, 每组 3 个

重复, 每个重复 6 只蟹。每 2 d 对不同组别的幼蟹

进行加强注射一次, 每天观察记录蜕壳个体和死

亡个体情况, 至下一次蜕壳结束后 4 d (外骨骼完

全硬化)称量每只蟹体质量。统计蜕壳间隔(第 1

次和第 2 次蜕壳间隔天数), 按照公式(1)和(2)计

算存活率和增重率。 

存活率=存活只数÷总只数×100% (1) 

增重率=(蜕壳后平均体重‒初始平均体重)÷

初始平均体重×100%  (2) 

1.6  数据分析 

应用 SPSS24.0 软件对数据进行统计分析 , 

ANOVA 进行方差分析, GraphPad Prism8 对统计

结果进行绘图。数据以平均值±标准误( x ±SE)表

示, 差异显著度为 0.05。 

2  结果与分析 

2.1  中华绒螯蟹 4E-BP1 序列分析  

中华绒螯蟹 Es4E-BP1 cDNA 全长为 1678 bp 

(图 1), 包括 134 bp 的 5ʹ非翻译区 (5ʹ UTR), 

1193 bp 的 3ʹ非翻译区(3ʹ UTR)和 351 bp 的开放阅

读框, 开放阅读框编码 116 个氨基酸(GenBank 登

录号: MW687141)。如图 2 所示, 与中华绒螯蟹全

基因组(JACDRO010000071.1)比对发现 , 4E-BP1

基因全长 4379 bp, 包含 2 个内含子 , 分别为

intron1 (283~2383 bp)和 intron2 (2549~3170 bp)。 

ExPASy 分析表明, 中华绒螯蟹 Es4E-BP1 分

子量为 12.64 kD, 等电点为 4.89, 不稳定指数为

54.99, 为不稳定蛋白。脂溶性指数为 73.97, 总平

均 亲 水 性 为 ‒0.489, 说 明 蛋 白 具 有 疏 水 性 ; 

SignalP 分析显示此蛋白不具信号肽; TMHMM 分

析显示此蛋白不存在跨膜结构; CDD 数据库分析

显示, 第 17 到第 116 个氨基酸为 eIF4E 超级家族

的典型保守域, 包含 1 个超二级结构 TOS 基序和

1 个 YXXXXLΦ结合基序(Φ代表任何疏水氨基酸

残基)(图 3); PROSITE 分析表明, 该蛋白有 4 个酪

蛋白激酶 II 磷酸化位点(casein kinase II phospho-

rylation site), 1 个 cAMP-或 cGMP-依赖性的蛋白

激酶磷酸化位点 (cAMP- and cGMP-dependent 

protein kinase phosphorylation site), 1 个 N-肉豆蔻

酰化位点(N-myristoylation site), 1 个蛋白激酶 C

磷酸化位点(protein kinase C phosphorylation site), 

1 个 N-糖基化位点(N-glycosylation site)。 

2.2  序列比对与系统发育树分析 

将 Es4E-BP1 与蓝蟹(Callinectes sapidus)等甲

壳类动物 4E-BP1 氨基酸序列对比, 结果发现中

华绒螯蟹与蓝蟹同源性最高, 为 95.69%, 与三疣

梭子蟹(Portunus trituberculatus)、日本对虾(Pen-

aeus japonicus)、南美白对虾和水蚤(Daphnia pulex)

的同源性分别为 93.16%、 86.21%、 84.48%和

62.63% (图 3)。 

应用 MEGA7.0 软件构建多物种的 4E-BP1 氨

基酸序列系统发育树, 由图 4 可得, 所有动物的

4E-BP1 在系统发育树上聚成 2 支, 分别为哺乳纲

(Mammalia)、硬骨鱼类(Teleosts)和甲壳纲(Crustacea)  
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图 1  中华绒螯蟹 4E-BP1 基因核苷酸序列及推测的氨基酸序列 

ATG 代表起始密码子, *代表终止密码子, 阴影部分代表 eIF-4EBP 超级家族保守域, AATAAA 为多聚腺苷酸加尾信号. 

Fig. 1  Nucleotide and deduced amino acid sequences of Es4E-BP1 in Eriocheir sinensis 
ATG represents the start codon, * represents the stop codon, the shaded part represents the conserved domain of eIF4E superfamily, 

and AATAA represents the polyadenylation tail signal. 
 

 
 

图 2  4E-BP1 基因结构示意图 

GenBank 序列号: 中华绒螯蟹(JACDRO010000071.1), 智人(NC_000008.11), 小鼠(NC_000074.7)和斑马鱼(NC_007132.7). 

Fig. 2  Schematic diagram of the 4E-BP1 gene structure 
GenBank accession number: Eriocheir sinensis (JACDRO010000071.1), Homo sapiens (NC_000008.11),  

Mus musculus (NC_000074.7) and Danio rerio (NC_007132.7). 

 

1 支, 昆虫纲(Insecta)为 1 支。甲壳纲的 4E-BP1

又分为两个分支, 其中中华绒螯蟹与同属十足目

的蓝蟹和三疣梭子蟹的亲缘关系更近。 

2.3  中华绒螯蟹 4E-BP1 不同组织的表达分析 

以Es4E-BP1-RTF/Es4E-BP1-RTR为引物, EF-1α

为内参基因, 利用 qPCR 检测 Es4E-BP1 mRNA 在

中华绒螯蟹成蟹心脏、眼柄、Y 器官、肝胰腺、

肠道、鳃、精巢、肌肉和卵巢 9 个组织的表达情

况(图 5a), 结果显示 Es4E-BP1 在 9 种组织中均

有表达, 其中在 Y 器官中表达量最高, 表达水平

与其他组织差异显著(P<0.05); 剩余组织按照从

高到底的顺序, 依次为步足肌肉、心脏、眼柄、

肠道、卵巢、精巢、肝胰腺、鳃。另外, Y 器官和

步足肌肉表达量呈现雌雄差异, 雄蟹表达量高于

雌蟹。 

Es4E-BP1 基因在幼蟹不同组织、不同蜕壳时

期变化不尽相同(图 5b)。Y 器官和眼柄中, 其表

达量在 A-B 期最高(P<0.05), 其次为 C 期, 蜕壳前

期 D0~D3-4 期表达量较低; 肠中, 其表达量在 A-B

期最高 , C 期和 D0 期次之 , D1 和 D3-4 期较低

(P<0.05); 心脏中, 其表达量在 C 期最高, A-B 期

次之, 蜕壳前期有所下降。 
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图 3  中华绒螯蟹 Es4E-BP1 与其他物种 4E-BP1 的氨基酸序列多重比较 

下划线表示 eIF4E 超级家族保守结构域, 方框分别表示超二级结构 TOS 基序和 1 个 YXXXXLΦ 结合基序,  

*表示 4 个蛋白激酶 II 磷酸化位点. 

Fig. 3  Multiple aligment of the amino acids sequences of 4E-BP1 among Eriocheir sinensis and other species 
eIF-4EBP superfamily conserved domain was underlined. The common conserved two motifs, the TOS (TOR signaling) motif and 

eIF4E binding motif (YxxxxLΦ), were indicated by boxes. * represented four protein kinase phosphorylation sites. 
 

 
 

图 4  基于不同物种 4E-BP1 氨基酸序列构建的 NJ 系统发育树 

分叉处数值表示 1000 次重复抽样所得到的置信度, 标尺长度表示每个位点发生 0.1 次置换. 

Fig. 4  Phylogenetic tree derived from multiple alignments of 4E-BP1 amino acid sequences from different species 
The bifurcation value represents the confidence obtained by repeating the sampling for 1000 times.  

The ruler length represents 0.1 substitutions per site. 
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图 5  中华绒螯蟹 4E-BP1 基因在不同组织中的相对表达 

a. Es4E-BP1 基因在雌、雄中华绒螯蟹各组织中的表达情况, 1: Y 器官, 2: 步足肌肉, 3: 心脏, 4: 眼柄,  

5: 肠, 6: 肝胰腺, 7: 鳃, 8: 卵巢, 9: 精巢. b. Es4E-BP1 基因在中华绒螯蟹幼蟹 5 个蜕壳期中 Y 器官、 

眼柄、肠和心脏中的表达情况. 不同小写字母表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 5  The relative expression level of Es4E-BP1 mRNA in different tissues 
a. The expression of Es4E-BP1 gene in different tissues in male and female crabs, 1: Y-organ, 2: muscle, 3: heart, 4: eyestalk,  
5: intestine, 6: Ovary, 7: testis, 8: Hepatopancreas, 9: gill. b. The expression of Es4E-BP1 gene during the 5 molting stages of  

crabs in Y-organ, eyestalk, intestine and heart. Different lower case letters indicate significant differences (P<0.05). 

 

2.4  中华绒螯蟹 4E-BP1 基因在蜕壳周期内肌肉

中的表达及螯足特征 

不同蜕壳时期中华绒螯蟹的步足、螯足和腹

部肌肉组织 4E-BP1 基因的 qPCR结果显示(图 6a), 

在一个完整的蜕壳周期中, 中华绒螯蟹步足肌肉

组织表达量不断下降, 其中蜕壳前晚期 D3-4 期表

达量急剧下调, 显著低于蜕壳后期 A-B 期和蜕壳

间期 C 期(P<0.05); 螯足肌肉组织表达量在 3 个

蜕壳周期中先下降升高, 其中C期表达量急剧下降, 

显著低于 A-B 期和 D3-4 期(P<0.05); 腹部肌肉相对

表达量在 3 个周期内也是先下降再上升, 其中 A-B

期相对表达量显著高于 C 期和 D3-4 期(P<0.05)。 

根据第三颚足镜检结果与中华绒螯蟹螯足形

态特征比对, 发现在中华绒螯蟹蜕壳周期的 5 个

时期中, 螯足长节临近头胸甲一侧的内侧表皮有

明显的变化(图 6b-f)。中华绒螯蟹蜕壳刚刚完成的

A-B 期, 螯足刚毛颜色较浅, 螯足长节内侧表皮

光滑无凹痕且质地较软; 蜕壳间期 C 期为稳定时

期, 螯足刚毛颜色最深且浓密, 螯足长节内侧表

皮光滑且坚硬; 蜕壳前期早期 D0 期, 螯足长节内

侧表皮初现摩擦凹痕; 蜕壳前期中期 D1 期, 螯足

内侧表皮摩擦凹痕加深, 逐渐连接成环形; 蜕壳

前后期 D3-4 期, 螯足长节内侧表皮环形凹痕磨穿, 

中间的表皮形成小片, 脱离表皮, 中华绒螯蟹开

始蜕壳, 雌、雄个体无显著差异。 

2.5  4E-BP1基因 dsRNA干扰对中华绒螯蟹蜕壳

的影响 

根据 2.3 的结果, Es4E-BP1 在 Y 器官表达量

最高, 肌肉的表达量次之, 因此选择 Y 器官和肌

肉组织, 分别于干扰后 24 h 和 48 h 进行 dsRNA

干扰效率检测。由图 7 所示, ds4E-BP1 组 Y 器官

Es4E-BP1 在 24 h 的表达量分别是 CG 组的

53.77%、dsGFP 组的 52.57%; 48 h 时, ds4E-BP1

组的表达量继续下降, 分别为 CG 组的 41.99%、

dsGFP 组 的 42.40% 。 ds4E-BP1 组 肌 肉 组 织

Es4E-BP1 在 24 h 的表达量分别为 CG 组的

44.00%、dsGFP 组的 41.12%; 48 h 时, 分别为 CG

组的 27.49%、dsGFP 组的 27.13%。由此可见, 

ds4E-BP1 的干扰效果明显。 

持续长期注射 dsRNA 发现 , 与 CG 组和

dsGFP 组相比, ds4E-BP1 组死亡率增加, 蜕壳周

期变长, 增重率有所增加(表 2)。ds4E-BP1 组最终

存活率为 38.89%, 远低于 CG 组和 dsGFP 组的

61.11%和 50.00%。ds4E-BP1 组的蜕壳时间平均

为 38.29 d, 显著高于 CG 组(34.45 d)和 dsGFP 组

(33.10 d)(P<0.05)。ds4E-BP1 组较 CG 组和 dsGFP

组增重率有所增加, ds4E-BP1 组显著高于 dsGFP

组(P<0.05), 但是与CG组比增加不显著(P>0.05)。 
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图 6  中华绒螯蟹蜕壳周期内 4E-BP1 基因在肌肉组织中的相对表达及螯足特征 

a. 4E-BP1 基因肌肉组织(步足肌肉, 螯足肌肉和腹部肌肉)的相对表达. 不同小写字母表示差异显著(P<0.05). b. 蜕壳后期 A-B

期螯足形态, B. 刚毛, IE: 内侧表皮. c. 蜕壳间期 C 期螯足形态. d. 蜕壳前期 D0 期螯足形态, ED: 表皮凹痕. e. 蜕壳前期 D1 期,  

AE: 表皮凹痕形成环状. f. 蜕壳前后期 D3-4 期螯足形态, SE: 表皮脱落.  

Fig. 6  The relative expression level of Es4E-BP1 mRNA in muscle tissues and the characteristic changes  
in the claws of Eriocheir sinensis during molting cycles 

a. The relative expression level of Es4E-BP1 mRNA in muscle tissues (walking leg muscle, claw muscle and abdominal muscle). Different 
lower case letters indicated significant differences (P<0.05). b. Morphology of claw at post-molt stage A-B, B: bristle, IE: inner 

epidermis. c. Morphology of claw at inter-molt stage C. d. Morphology of claw at post-molt stage D0, ED: epidermal dent. e. Morphology of 
claw at post-molt stage D1, AE: annular epidermis. f. Morphology of claw at later post-molt stage D3-D4, SE: shedding epidermis.  

 

 
 

图 7  dsRNA 干扰后 Es4E-BP1 在中华绒螯蟹 Y 器官(a)和肌肉(b)中的相对表达量 

CG: 注射生理盐水组, dsGFP: 注射 dsGFP 组, ds4E-BP1: 注射 ds4E-BP1 组.  

不同小写字母表示同一时间点不同处理组间差异显著(P<0.05). 

Fig. 7  The relative expression levels of Es4E-BP1 in Y-organ (a) and muscle (b) of  
Eriocheir sinensis after dsRNA interference 

CG: normal saline injection group, dsGFP: dsGFP injection group, ds4E-BP1: ds4E-BP1 injection group.  
Different lower case letters indicate significant differences among different groups at the same time point (P<0.05). 
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表 2  Es4E-BP1 基因干扰后中华绒螯蟹蜕壳情况统计 

Tab. 2  The statistics of molting of Eriocheir sinensis 
after Es4E-BP1 dsRNA injection 

x ±SE 

分组 
group 

数量 
number 

死亡 

个数 
number 

of deaths 

存活率
/% 

survival 
rate 

蜕壳间隔/d 
molt interval 

平均增重率
/% 

weight gain 
rate 

6 2 

6 2 

CG 

6 3 

61.11 34.45±0.76a 28.69±2.58ab

6 3 

6 2 

dsGFP 

6 4 

50.00 33.10±0.97a 26.95±2.43a

6 4 

6 3 

ds4E-BP1 

6 4 

38.89 38.29±1.54b 34.32±2.25b

注: CG 为注射生理盐水组, dsGFP 为注射 dsGFP 组, ds4E-BP1 为

注射 ds4E-BP1 组 . 不同小写字母表示不同组间差异显著 (P< 

0.05). 
Note: CG represents normal saline injection group, dsGFP 
represents dsGFP injection group, ds4E-BP1 represents ds4E-BP1 
injection group. Different lower case letters indicate significant 
differences among different groups (P<0.05). 

 

3  讨论 

3.1  中华绒螯蟹 4E-BP1 基因的克隆及生物信息

学分析 

真核起始因子 4E-BPs 是真核生物翻译起始

和调控的核心成分, 其氨基酸序列、蛋白质结构

以及功能均高度保守[8]。目前, 4E-BP1 基因已在

大多数脊椎动物中被鉴定, 4E-BP1 通过与 eIF4E

结合限制翻译起始复合物形成, 阻断 mRNA 5ʹ帽

依赖性蛋白质翻译起始[25], 因此其在控制翻译中

起着关键作用。本研究运用 RACE 技术从中华绒

螯蟹中成功分离和鉴别了Es4E-BP1的全长 cDNA

序列, 编码 116 个氨基酸。其蛋白质包含 2 个功

能性基序: 1 个超二级结构 C 端 TOS 基序和 1 个

eIF4E 结合基序, 这与家蚕(Bombyx mori)[26]、果

蝇(Drosophila melanogaster)[27]等节肢类动物的结

构域相同。另外 Es4E-BP1 含有 4 个磷酸化位点, 

这与硬蜱(Haemaphysalis longicornis)[28]、内蒙古

绒山羊(Capra hircus)[29]等生物相同。通过实验得

到的 Es4E-BP1 基因 cDNA 核苷酸序列和推导的

氨基酸序列经 NCBI Blast 序列比对, 与已报道的

物种的氨基酸具有高度的同源性 , 其中与蓝蟹

4E-BP1 的相似性最高, 达到了 95.69%, 说明所获

得的 Es4E-BP1 基因序列是准确的。此外, 通过

CDD 数据库(NCBI)预测, 发现 Es4E-BP1 开放阅

读框编码的多肽含有 4E-BPs 超家族典型的结构

域, 说明此蛋白结构与功能相统一。从系统进化

树进一步分析, 发现 Es4E-BP1 与蓝蟹、三疣梭子

蟹、南美白对虾和日本对虾聚为一支, 且与昆虫

纲节肢动物、脊椎动物聚集在不同分支 , 说明

Es4E-BP1 在节肢动物的甲壳纲和昆虫纲以及脊

椎动物之间存在着较大的进化差异。 

3.2  Es4E-BP1 基因在不同组织中的表达 

4E-BP1 是研究最成熟的 mTORC1 的底物之

一, 其在 mTORC1 信号转导中起着关键作用, 其

控制翻译和细胞增殖, 进而影响生物体发育、营

养和生长等生理过程[30-31]。4E-BP1 的表达分布在

人、鼠、硬骨鱼中有所报导, 但甲壳动物尚未见

报道。研究发现 4E-BP1 在人骨骼肌、脂肪组织

和胰腺表达较高 , 与小鼠中的表达模式相同 [32], 

表明其在营养代谢和生长中的潜在作用。齐口裂

腹鱼中, 4E-BP1 在组织中广泛分布, 包括中肠、

鳃、肝脏、脾脏、中肾等组织[11]。尼罗罗非鱼中, 

4E-BP1 在鳃中表达最高, 头肾、血液和体肾中含

量次之, 脾脏和肝脏中含量相对较低[12]。本研究

中, Es4E-BP1 在成蟹不同组织广泛表达, 其中, Y

器官表达量最高, 步足肌肉、心脏、眼柄及肠道

中表达次之。Y 器官和眼柄是甲壳动物内分泌调

控中心, 对甲壳动物的蜕壳、生长发育、糖代谢

等生理过程起着重要作用, Es4E-BP1 在 Y 器官和

眼柄中表达较高, 可能与激素、生长因子的调节

活动有关[33]。mTORC1/4E-BP 信号调节骨骼肌细

胞营养代谢, 以促进蛋白质合成和细胞生长[34]。

Es4E-BP1 在步足肌肉中表达较高, 步足是中华绒

螯蟹主要的运动器官, 表明 Es4E-BP1 在步足肌

肉的蛋白合成调控中较为活跃。mTORC1 通过

4E-BP1 调控核编码的线粒体相关 mRNA 的翻译, 

而控制线粒体活性和生物发生, 进而调控能量代

谢[35], 线粒体在维持心脏的正常功能以及各种心
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脏病的发病机制中起着关键作用。因此 , Es4E- 

BP1 可能在维持心脏正常功能中发挥重要作用。

Es4E-BP1 在肠道中的表达表明肠道可能通过营

养代谢调控蛋白的合成[36]。另外, Es4E-BP1 在 Y

器官和肌肉中表达量雌雄差异显著, 可能与雌雄

个体差异有关, 众所周知, 雄蟹较雌蟹生长速度

快, 体重更大, 更强壮, 因此 Es4E-BP1 可能在生

长速率调控上起作用。 

3.3  Es4E-BP1 在不同蜕壳时期的表达 

蜕壳关乎甲壳类动物的生长和体重增加。研

究发现, 蜕壳后期 A-B 期是甲壳动物体重快速增

长期, 此时蟹体进入迅速膨胀期, 这一过程受生

长因子、调控蛋白以及转录因子的综合调控[33,37], 

其中对水分等的吸收可由节肢动物的神经内分泌

系统调节[38]。选取 Es4E-BP1 表达量较高的 Y 器

官、眼柄、心脏和肠, 对不同蜕壳时期的 Es4E- 

BP1 进行表达量分析, 结果显示, Y 器官、眼柄和

肠均在蜕壳后期 A-B 期的表达量最高。王彬等[39]

对中华绒螯蟹眼柄和 Y 器官基因组代谢网络进行

分析发现, 这 2 个组织在 A-B 期参与重要氨基酸

的合成, 因而此过程蛋白质的代谢速率较高, 蛋

白合成调控因子也较为活跃。A-B 期是蜕壳后生

长的起始, 蛋白代谢开始进入旺盛时期, 因此各

组织中 A-B 期表达丰度较高。A-B 期, 蟹体迅速

吸收水分和矿物质, 达到体重快速增长和甲壳的

快速硬化, 此过程肠道发挥重要作用[40], 因此整

体蛋白代谢旺盛, Es4E-BP1 表达量较高。蜕壳间

期 C 期, 蟹体整体处于平稳期, Y 器官、眼柄和肠

的表达量都处于较高的水平, 表明 Es4E-BP1 在

维持蛋白表达稳态中发挥重要作用。心脏中表达

量 C 期最高, 其次为 A-B 期, 这也充分说明了, 

Es4E-BP1 在维持正常状态下心脏功能中发挥重

要作用。蜕壳前期(D0、D1 和 D3-4 期), 各组织中

Es4E-BP1 的表达均有所下降, 可能因为蜕壳前期

蟹较为不活跃, 代谢减缓, 为蜕壳做准备。 

蜕壳后 10 d 之内是肌肉快速生长的时期[41], 

通过纤维细胞的增殖和肥大达到肌纤维数量、直

径和长度的增加, 实现体重的增加, 达到生长的

目的, 此过程 mTORC1/4E-BP 信号传导在调节骨

骼肌细胞的营养代谢、促进蛋白质合成中发挥重

要作用[42]。如本文中图 6b 所示, 蜕去旧壳的螯足

表皮干净质软, 为蟹体快速膨大提供条件。本研

究中, Es4E-BP1 在步足、螯足和腹部肌肉中的表

达结果显示, A-B 期高于 C 期和 D3-4 期, 且蜕壳后

期 A-B 期 mRNA 表达量显著高于 D3-4 期, 符合

A-B 期肌肉快速增生的特征。C 期螯足肌肉和腹

部肌肉 Es4E-BP1 表达量较低, 此时螯足表面光

滑充实(图  6c), 该时期体重进入平台期, 肌肉合

成速率较慢; 而步足肌肉C期Es4E-BP1表达量比

螯足和腹部肌肉高, 可能是由于步足的活动需求

使蛋白代谢速率较高[33], 因而参与蛋白合成的调

控转录因子活性也处于较高水平。田志环等[43-44]

的研究表明, D3-4 期中华绒螯蟹肌肉组织结构在

肌纤维末端的肌节处于超收缩状态, 肌纤维典型

结构消失, 本研究中 Es4E-BP1 在 D3-4 期的步足、

螯足和腹部肌肉表达量下降, 也说明了蛋白合成

的调控速率降低 , 支持以上结果。由此推测

Es4E-BP1 参与中华绒螯蟹蜕壳生长过程中蛋白

质合成的调节。观察螯足形态, 长节内侧表皮在

D1 期和 D2 期出现磨痕, D3-4 期环形凹痕磨穿, 中

间小片表皮脱落, 此结构有利于螯足在蜕壳过程

中顺利蜕出螯足根部狭小的关节, 可用于快速分

辨中华绒螯蟹是否处于蜕壳前期。 

3.4  Es4E-BP1 基因干扰对中华绒螯蟹蜕壳的影响 

RNA 干扰技术作为挖掘功能基因的分子工

具, 在甲壳类动物中主要应用于蜕壳生长、免疫

应答等相关重要基因的鉴定与生物学功能研

究 [45-48]。4E-BP1 mRNA 水平从一定程度上能反

映其蛋白水平[49], 为了进一步探究 Es4E-BP1 基

因功能 , 本研究采用 dsRNA 干扰 , 降低了

Es4E-BP1 在 mRNA 水平的表达, 注射后 24 h 和

48 h 抑制率均能达到 50%以上, 证明 dsRNA 干扰

效果有效。 

对中华绒螯蟹进行长期连续干扰, 与对照相

比, ds4E-BP1 组幼蟹蜕壳周期变长, 蜕壳存活率

降低, 增重率变大。由此推测, Es4E-BP1 基因干

扰影响了幼蟹的蜕壳生长。4E-BP1 属于翻译抑制

蛋白家族, 当 4E-BP1 表达受到抑制, 帽依赖蛋白

翻译有所增加, 因此 ds4E-BP1 组幼蟹体重有所增

加, 加之蜕壳周期变长, 体重增长较对照组快。
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Le Bacquer 等[50]的研究也表明, 4E-BP1 和 4E-BP2

双基因敲除(DKO)小鼠体重较野生型(WT)小鼠有

所增加, 但造成小鼠骨骼肌脂肪的积累; 骨骼肌

代谢组学和复合脂质分析显示, 在氨基酸稳态、

碳水化合物丰度和脂质代谢方面 DKO 小鼠和 WT

小鼠间存在显著差异[51], 表明 4E-BPs 的缺失与

骨骼肌能量代谢紊乱相关, 其在维持肌肉内稳态

方面发挥重要作用。尽管 ds4E-BP1 组幼蟹体重有

所增加, 但死亡率较对照组高, 蜕壳周期较对照

组长, 可能是因为 Es4E-BP1 表达量降低导致了

翻译调控的异常, 因而导致死亡个体增加及蜕壳

调控的异常。杨鹤[52]研究发现, mTOR 基因参与中

华绒螯蟹的蜕壳与肌肉发育, mTOR 基因干扰不

仅影响机体的蛋白质合成 , 还会影响细胞的存

活。除了在翻译起始控制中的作用外, 4E-BPs 还

被证明是 mTORC1 依赖性控制线粒体生物发生

和 功 能 的 重 要 介 质 , Morita 等 [35] 证 明 抑 制

mTORC1 可能导致线粒体功能受损, MCF7 细胞

中几种 TCA 循环中间产物显著减少, 如柠檬酸、

α-酮戊二酸和琥珀酸 [35]。因此 , 中华绒螯蟹

4E-BP1 表达异常可能引起机体蛋白代谢和能量

代谢异常, 从而影响个体的生长, 甚至导致死亡。 

综上, 本研究获得了中华绒螯蟹Es4E-BP1基

因序列, 其在中华绒螯蟹各组织中均有表达, Y 器

官 表 达 量 最 高 , 鳃 表 达 量 最 低 。 基 因 干 扰

Es4E-BP1 可导致幼蟹蜕壳周期变长、死亡率升高, 

因此推测 Es4E-BP1 参与调控中华绒螯蟹蜕壳生

长。本研究结果能够为中华绒螯蟹蜕壳生长的分

子机制研究提供新思路。 
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Abstract: The eukaryotic initiation factor 4E protein (4E-BP1) is the main downstream factor of the mTOR 
signaling pathway. It is phosphorylated by an activated mTORC1 signal and acts as a translation inhibitor. 4E-BP1 
plays a key role in the rate-limiting of cap-dependent translation, thus influencing protein synthesis, cell survival, 
growth, proliferation, and metabolism. Although the regulatory mechanism of 4E-BP1 has been well elucidated in 
mammals, the knowledge regarding crustaceans is still limited. In this study, we obtained a full-length cDNA of 
Eriocheir sinensis 4E-BP1 (Es4E-BP1) using the RCAE method. Real-time quantitative PCR (qPCR) was applied 
to detect the temporal and spatial expression patterns of Es4E-BP1. The double-stranded RNA (dsRNA) silencing 
method was used to explore the role of Es4E-BP1 in the molting cycle of E. sinensis. Results showed that the 
length of Es4E-BP1 cDNA was 1678 bp, containing a 134 bp 5′ non-coding region, 1193 bp 3ʹ non-coding region, 
and 351 bp open reading frame (ORF). The cDNA sequence is composed of three exons (282 bp, 165 bp, and 1209 
bp) and two introns (2101 bp and 622 bp). The ORF encodes a putative polypeptide of 116 amino acids with a 
molecular weight of 12.64 kD and an isoelectric point (PI) of 4.89. The secondary structure of Es4E-BP1 contains 
a typical eIF4E superfamily conserved domain, a TOR signaling motif, and a Y××××LΦ binding motif (Φ denotes 
any hydrophobic amino acid), which are unique to the 4E-BPs family. Multiple sequence alignment and phylo-
genetic tree analysis showed that Es4E-BP1 was clustered with Callinectes sapidus and Portunus trituberculatu, 
with high identities of 95.69% and 93.16%, respectively. qPCR results showed that Es4E-BP1 was expressed in 
various tissues of adult crabs. The transcript level in Y organs was significantly higher than that in other tissues, 
such as muscle, heart, eyestalk, intestine, ovary, testis, hepatopancreas, and gill (P<0.05). During a complete 
molting cycle, the expression patterns were distinct among different tissues of juvenile crabs. There is a similar 
expression pattern in Y-organ and intestine. The highest expression levels were observed in post-molt (stage A-B), 
followed by intermolt (stage C) and early post-molt (stage D0 and stage D1). The expression levels were the lowest 
in the post-molt (stage D3-4). The expression level in the eye stalks was the highest in stage A–B. It decreased in 
stages C and D0 but increased in stage D1 and stage D3-4. In addition, the expression level of Es4E-BP1 differed 
among different muscle tissues. The expression levels of Es4E-BP1 in the claw muscle and abdominal muscle 
reached the peak in stage A–B, was the lowest in stage C (P<0.05), and increased slightly in stage D3-4 compared 
with stage C. In the walking foot muscle, the expression levels were high in stages A–B and C but decreased in 
stage D3-4 (P<0.05). The RNA interference test showed that the mRNA levels of Es4E-BP1 were significantly 
decreased in the Y-organ and muscle after injection with ds4E-BP1. In the Y-organ, the expression level of 
Es4E-BP1 in the injected group was 53.77% (24 h post-injection) and 41.99% (48 h post-injection) of that in the 
control group. Meanwhile, in muscles, the expression level of Es4E-BP1 in the injection group was 44.00% (24 h 
post-injection) and 27.49% (48 h post-injection) of that in the control group. Furthermore, during the long-term 
interference experiment, dsEs4E-BP1 was injected every 2 days. The survival rate of the ds4E-BP1 injection group 
was 38.89%, much lower than 61.11% in the control group and 50.00% in the dsGFP injection group. The average 
molting interval of the ds4E-BP1 injection group was 38.29 days, much longer than that of the control group 
(34.45 days) and dsGFP injection group (33.10 days). The weight gain rate of the ds4E-BP1 injection group was 
34.32%, higher than that in the control group (28.69%) and dsGFP injection group (26.95%). Overall, our results 
indicated that Es4E-BP1 might play a crucial role in the molting and growth of E. sinensis. 
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