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摘要: 为了解细胞周期蛋白E(cyclin E)基因在斑节对虾(Penaeus monodon)发育过程中的作用, 构建和测序了斑节对虾全组织cDNA文库, 获得了斑节对虾细胞周期蛋白(Pmcyclin) E的部分表达序列。通过RACE技术克隆得到1条全长1 706 bp的cDNA序列。Pmcyclin E开放阅读框(ORF)为1 263 bp, 编码420个氨基酸。生物信息学分析表明, 该氨基酸序列含有周期蛋白家族特有的CYCLIN保守区并含有N-糖基化位点及磷酸化位点。经BLAST同源性分析表明, 该基因编码蛋白与红火蚁(Solenopsis invicta)、切叶蜂(Megachile rotundata)等多种节肢动物细胞周期蛋白E有很高的同源性。组织分布分析表明, 该基因在斑节对虾精巢、卵巢、肠、脑、肝胰腺、胃和心脏组织中均有表达, 其中卵巢中表达量较高, 而心脏、胃及肝胰腺中表达量相对较低。分别对蜕皮抑制激素(MIH)注射和眼柄切除的对虾进行表达分析, 发现眼柄切除后, Pmcyclin E大量表达, 而注射MIH后细胞Pmcyclin E的表达量相对降低。结果表明, 细胞cyclin E基因在斑节对虾卵巢发育过程中起重要作用, 且眼柄切除对细胞cyclin E的表达具有影响, 该结果为进一步探究斑节对虾卵巢的发育机理提供了理论依据。
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Cyclin E是细胞周期调控过程中一种非常重要的蛋白, 主要在细胞G1期与CDK7结合并起作用, cyclin E属于G1期的正调节因子, 主要对G1期到S期的过渡进行调控, 与同作为G1/S转换点功能调控的因子Cyclin D、抑癌基因视网膜神经胶质细胞瘤蛋白(retinob lastoma protein, Rb)、转录因子E2F、抑癌基因p53、KIP 家族、CDK2、CDK 4、CDK 5等相互作用共同决定细胞周期的正常进行。cyclin E在进入S期后便立即被泛素化降解[1]。目前发现的Cyclin家族成员可分为10大类: 编号A~J, 包括亚型共15种[2−3], 其中Cyclin E是参与细胞周期G1/S期转换的重要正性调节因子, 且在人的研究中最为广泛, 大多集中于肿瘤治疗方面。早在1991年时, 美国两个研究小组在筛选人的cDNA文库时就发现了cyclin E[4−5]。近些年来, 各国对肿瘤的研究逐渐集中在细胞周期调控方面, 而cyclin E与CDK2结合后的复合物在周期调控方面起着举足轻重的作用, 特别是其涉及的G1期磷酸化作用, 更是当前的研究热点[6]。NE.Cms_Insert

NE.Cms_Insert

NE.Cms_Insert随着基因克隆技术的发展, 目前cyclin E基因在很多物种中相继被克隆出来, 如人(Homo sapiens, AAM54043.1); 斑马鱼(Danio rerio, NP_001002075.1); 切叶蜂(Megachile rotundata, XP_003700054.1); 鲫(Carassius auratus, BAA85846.1)等, 但在对虾中研究较少。目前斑节对虾(Penaeus monodon)在养殖过程中存在雌性对虾自身无法达到性成熟、人工催熟效果差等问题[7−9], 而细胞周期调控的研究对探讨卵巢发育机理即雌虾性成熟问题具有相当重要的意义, 因此期望通过对cyclin E的研究为发现新的催熟方法提供一定的理论支持。本研究以斑节对虾为研究对象, 克隆其cyclin E基因的cDNA序列, 分析基因的结构以及预测基因功能, 分析cyclin E在斑节对虾不同组织中的表达, 并对经过MIH(蜕皮抑制激素)注射和切除眼柄的对虾卵巢中的表达模式进行分析, 以期为斑节对虾卵巢发育的分子调控机理提供基础数据。

1  材料与方法

1.1  实验材料

实验所用的雌雄各3尾斑节对虾(体质量约200 g)均取自于海南三亚, 室内水族箱内暂养3 d, 水温控制在24~25 ℃。选取3尾体质量约200 g的斑节对虾, 提取卵巢总RNA, 用于RACE扩增。基因表达: 选取3尾斑节对虾进行培养, 并优先用来提取眼柄、脑、心、卵巢、肠、肝胰腺、淋巴、肌肉与胃的RNA。利用实验室保存的经过MIH注射的卵巢及经过眼柄切除后的卵巢进行RNA提取。
1.2  cDNA文库的构建与EST序列分析

从成熟的斑节对虾中取卵巢及眼柄等器官, 并利用ZAP-cDNA合成试剂盒与ZAP-cDNA GigapackⅢ Gold cloning kit试剂盒(Stratagene)进行cDNA文库的构建。利用T3引物对文库进行随机测序, 成功获得6 782个测序结果。对这些EST序列进行BLAST分析, 结果显示1条379 bp的EST序列与埃及伊蚊(Aedes aegypti)高度同源。

1.3  总RNA提取与cDNA的合成

取上述暂养的健康斑节对虾3尾, 解剖并取出性腺混合, 将大约50 mg性腺混合液于1 mL Trizol(Invitrogen, 日本)中匀浆, 按Trizol 试剂盒使用手册提取斑节对虾总RNA并用DEPC水悬浮, 电泳观察所提取RNA的完整性, 并置于−80℃保存。取上述斑节对虾性腺总RNA 2 μg与反转录引物(5′−GGCCACGCGACTAGTAC(T)16−3′)1 μL(10 pmol/L)混合, 在反转录酶(M-MLV, Promega, USA)的作用下合成cDNA一条链, 反应条件: 42℃ 60 min, 70℃ 15 min。

1.4  基因的克隆与测序

根据得到的EST序列设计特异性引物, 利用cDNA末端快速扩增技术(rapid amplification of cDNA ends, RACE)对目的基因的3′和5′末端进行PCR扩增。在3′RACE中, 利用正向引物 F1(5′− ACGCCAACCTGACTACCT−3′)和接头引物 AP (5′−GGCCACGCGACTAGTAC−3′)进行PCR 扩增, 所得PCR产物稀释100倍后取1 μL 用 F2(5′− CTACAGACTACATAGACCGCTAC−3′)和AP(5′−G GCCACGCGACTAGTAC−3′)进行巢式PCR, 反应条件: 94℃, 5 min; 94℃, 45 s; 60℃, 30 s; 72℃, 45 s;  35 个循环; 72℃, 10 min。在5′RACE中, 首先利用末端转移酶(TdT, Takara, 日本)在cDNA末端加上poly(C)尾巴后, 以加尾的cDNA为模板, 以 R1(5′−CTGGTGGACTCGGGTGTTGG−3′)和 oligo- dG(5′−GGGGGGGGG GGGGGG−3′)为引物进行1次PCR, 所得PCR产物取1 μL 用R2(5′−CTGAAT TTGTGCCATGTTTC−3′)和oligo-dG进行二次PCR, 反应程序如下: 94℃, 5 min; 94℃, 45 s; 61℃, 30 s; 72℃, 45 s; 35个循环; 72℃, 10 min。电泳、DNA 片段回收、连接、转化、送公司测序。利用Clustal W(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/)软件将3′RACE和5′RACE结果与相应RACE引物扩增所得的序列进行拼接。

1.5  序列分析

使用DNAstar对Pmcyclin E的氨基酸序列进行预测; 扩增序列同源性比对和相似性搜索用NCBI网站上的BLAST程序(http://www.ncbi. nlm.nih.gov/)进行; 用Clustalx1.81软件进行多序列比对; 利用PSORT (Kenta Nakai, National Insitute Basic Biology)、Scan Prosite (EXPASy Molecular Biology Server)以及Predict Protein (EMBL- Heidelberg)预测氨基酸序列; 信号肽预测用SingalP 3.0(http://www.cbs.dtu.dk/services/Sign​alP/)程序; 蛋白结构域分析用SMAR​T4.0(http://sm​art.​embl-heid​elberg.de/) 程序和Scan​P​rosite (http:// www.expasy.ch/tools/scanprosite/)在线程序。糖基化位点预测采用NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs. dtu.dk/services/NetNGlyc/)程序; 磷酸化位点预测采用NetPhos 2.0(http://www.cbs.dtu.dk/services/ NetPhos/)程序; 二级结构预测采用Predictprotein在线预测(https://www.predictpr​otein.org)程序; 核苷酸序列同源性和相似性分析用MatGAT 2.01软件; 采用Clustalx 1.83软件[10] 和MEGA 3.1软件[11] , 以邻位相连法(Neighbor-joining)构建进化树[12] 。
1.6  斑节对虾Pmc​y​c​lin E mRNA的组织分布特征的相对定量分析

提取健康的斑节对虾不同组织(包括眼柄、脑、心、卵巢、肠、肝胰腺、淋巴、胃)的RNA, 按照PremeScript TM RT reagent Kit (TaKaRa)操作手册反转录为cDNA模板。将不同组织样品cDNA 稀释1倍作为模板, 采用 SYBR GreenⅠ染料法, 在Eppendorf 荧光定量 PCR 仪上进行扩增和数据分析。依照 TaKaRa SYBR® Prime​ScriptTM RTPCR Kit (Perfect Real Time)试剂盒说明书进行PCR 反应。反应体系为20 μL, 包含10 μL 的2×SYBR Green Real-time PCR Master Mix, 1 μL 稀释的模板, 各0.4 μL正、反引物(10 μmol/L)及8.2 μL的双蒸水。每个时间点设置3 个重复。反应参数为95℃预变性10 s; 然后95℃变性15 s, 55℃退火30 s, 72℃延伸30 s, 共40 个循环。使用引物cyclin E-FF1(5′−AAAACCGATGAGAAGAC T−3′)和cyclin E-FF2(5′−TCCTACAGAAGAC ACCCT−3′)扩增目标基因, RTEF-F(5′−AAGCCA GGTATGGTTGTCAACTTT−3′)和RTEF-R(5′−CG TGGTGCATCTCCACAGACT−3′)扩增EF-1α基因作为内参, 实验数据采用相对ΔCT法(2−ΔΔCt 法)分析Pmcyclin E基因在各样品中的相对表达量。
1.7  经过MIH注射处理及经过眼柄切除手术的斑节对虾卵巢Pmcyclin E表达情况的相对定量分析

分别提取实验室保存的经过MIH处理24 h后及眼柄切除手术72 h后的卵巢RNA, 然后按照1.6所述方法进行反转录及荧光定量PCR。

1.8  统计学分析

运用统计学软件SPSS16.0进行相对独立的单因素方差分析, 分析不同刺激物同一时间点的表达差异以及同一刺激物的时序表达。结果值以平均值±标准差(
[image: image1.wmf]x

±SD)表示。P<0.05认为差异显著。
2  结果与分析

2.1  Pmcyclin E基因的cDNA 序列特征

在斑节对虾卵巢及眼柄等器官cDNA文库中分析获得1条379 bp 的EST 序列(EST no.Con​tig16366_379), BLAST分析显示其与蚤状溞(Daphnia pulex)的细胞cyclin E基因具有高度同源性(相似性为55%)。使用特异性引物进行5′RACE和3′RACE, 经拼接获得Pmcyclin E基因 (GenBank注册号KF218604)。Pmcyclin E基因全长1 706 bp, 包括1 263 bp 的ORF片段, 132 bp 的 5′UTR 和311 bp 的3′UTR(图1) 。预测Pmcyclin E蛋白包含420个氨基酸, 分子量为47.9 kD, 理论等电点为5.85。BLAST同源性分析及SMART分析显示, Pmcyclin E氨基酸序列包含1个保守的周期蛋白框(cyclin box)同源结构域(143~228 aa), 利用SignalP 3.0 在线程序分析表明Pmcyclin E无信号肽序列。利用NetNGlyc 1.0对预测的Pmcyclin E氨基酸序列进行糖基化位点(N-Glycosylation sites)预测, 发现Pmcyclin E含有1个糖基化位点(图1)。利用NetPhos 2.0 对预测的Pmcyclin E氨基酸序列进行磷酸化位点(pho​sp​horylation sites)预测, 发现Pmcyclin E有39个潜在的磷酸化位点, 包括24个Ser位点, 8个Thr位点, 7个Tyr位点。选择哺乳类、鸟类、两栖类, 爬行类、鱼类及节肢动物类等物种的细胞cyclin E氨基酸序列进行比对, 结果显示, Pmcyclin E与蚤状溞(Daphnia pulex)、海燕(Patiria pectinifera)、海胆(Strongylocentrotus purpuratus)等物种高度相似, 相似度分别是55%、48%、48%(图2)。系统进化树显示, 斑节对虾的Pmcy​clin E编码蛋白首先与蚤状溞(Daphnia pulex)聚类之后与红火蚁(Sole​nopsis invicta)切叶蜂(Megachile rotundata)、等物种的细胞周期蛋白E聚类, 最后依次与来源于原鸽(Columba livia)、原鸡(Gallus gallus)和变色蜥(Anolis carolinensis)等物种的周期蛋白E聚类(图3)。 
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图1  Pmcyclin E全长cDNA序列和预测的氨基酸序列
每排左右两侧的数字代表核酸或氨基酸的位置. 起始密码子(ATG)和终止密码子(TAG)用方框表示. Poly(A)序列用斜体表示, 周期蛋白框(cyclin box)用阴影表示. N-糖基化位点用下划线表示.
Fig.1  Nucleotide and deduced amino acid sequence of full-length cell cyclin E cDNA in Penaeus monodon
Numbers of the left and right of each row refer to nucleotide or amino acid position. The initiation codon (ATG) and the terminator codon (TAG) are boxed. The poly A signal sequence is italicized. The cyclin box was in the highlighted. Potential N glgcosylation site was underlined.
[image: image3.png]K88 Columba livia 0 ———————— —SWHHVH— ————— ———— ———— KHAHMLLPTPDKDDDPVGVDYS — —— ——— ————— —— — — —— —

Q@Mﬁ Anolis carolinensis ~ —————————————————— MPSESDHQD ——KSAATHE GGAPDFAVRS RE—RKADVVIFLPDPDEDVAG IQMMEKKKQHE CQ—PSSH—— ——— 1
BIEIR Pongo abelii S MP RERRERDAKE RD TMKED GGAEF S ARSREK-REKANVAVF L QDP DEEMAKIDR TARD QCGS0Q —PWDHHAWVCADE
Homo sapiens S MKEDGGAEFSARSRK-RKANVTVELQDP DEEMAKIDRTARD QCGSQ —PWDHHAVCADE
S IRPINE Xenopus laevis ~ = Z00—————— MP-— VISHPAVEKSTKDEGTASCSVRSRK-RKADVATIFL ODPDE TLD SLEMT KKKQY 0DRGPWSHEMT CKS]
0 Carassius auratus 0 ——————— —MPSKKVLRT——EQFNT TDEAPKTMSVRPRK —REKADVAIHLQDPDEEIS ——EMTREKKP CASQACWHPDTGYT S
5(}555 Danio rerio 0 0m——————= ———MSRRS TRHNTL QERNENAP QQKS Q RKRK— GECHRRVP S AAKK(QHYE TQNRCFE GDV SAS — -
aailEl Strongylocentrotus purpumtus ————————————— MSRRSGRLOSRODHQPLSEC ISDENNLPMCTRERKTRE QD TTGVSKAEEVORRRQOFTIENRWVE ISESSSIETS]
};ﬂﬁj YHF Penaeus monodon ————————ee MSOHMORR-LEKHNGTLSTRTKPATLRTR HK-— - ——EVKQARL DSTEMPLPL GDVTS SLATER
T Megachile rotundata ~  ————— ———— —————————— MP QTSL QGKKS QTYL Q GCKATQSLEKRKRRTTEI SED LYPPHEVPALSQT SYSE SCQTVHSLEHSC
Clustal consensus .
)?ﬁ‘g Columba livia -———————————PFIHLS ————VVQTRASPLPVL GWA W E——TY¥YVRDEKLYMQJRHPLL QPEKMRT ILLDWLMEVCEWV YKLH]
A Anolis carolinensis EEL-— ——RSPKFSSTHKS - —— L TAARDSPLPVL GW GHRD EVWEHM ITKKE ¢ — — T YWRDKL YMQ RHPL L QPKMRVILL DWLMEVCEV YKL}
FIEIE Pongo abelii EDD————ERVYPHSTCKSRYI ——IAPSRGSPLPVL SWHANREEVWKIML HKEK— — TYLRDQHF LEQHP LL QP KMRA TLL DWILMEVC EVYKLHF
N Homo sapiens EDD————DRVYPHSTCKPRI ——IAPSRGSPLPVL SWANREEVWKIML NHKEK— — TYLRDQHF LEQHP LL QP KMRA TLL DWLMEVCEVYKLHF
5”5{}[[[[&@% Xenopus laevis EEH- ———EPHNPTHNYSHFASLR-FSPV SVSPLPRLGWANQDDVWRHMLNEKDR - — IYLRD KNFF Q KHP 0L QPHMRAIL LDWLMEVC EVYKLH]
E|] Carassius auratus VEEPVAV GSVGFAQYASENTIF VTP TRSTPLPAL CHASRDDVWHHNLLRKDK - - LYLRDTHVMERHPHL QP KMRATLILDWL IEVCEVYKL H
L4f Danio rerio EVQQ ———ETSHL SGFKRFRFK-HLFVKPSPLPCLSWASSDDVWIKMLNKEL — —KYVHDKSFIQQHSALQPKMRATILLDWLMEVSEVYTLHR
g HEI Strongylocentrotus purpuratys PSEE—-LMDTANWVTERNLFPA—HV SDRAS PVPL LHWD DLPEVWT IMT RKEA — —L CP RKHD C LKS HP SL G ERMRA ILLDWL ITEVCEV YR
};( T %FER Penaeus monodon PVYPETWHKFRGLTCIP TPEST———— — REKLP LPKLSWAD RGOVW TLMC RKDR— —MYARQPDYLSQHP SLOARMRA ILLDWL TEVCEVYRLH
P4 Megachile rotundata QEPATWSELRSAT CFLTPS SSHHNISHRPSPLP SEFPWADGS QUWSFMCL GD QKT I Il]RlTP l]ll]:" ORHPTLOQPRMRATLL DWL I EVCEV YKL}
Clustal consensus w*zoh oz W AWz : .. : . el _Aelede il el _ e ded el = o= ol _
)?plg Columba livia FDRFMATQOHNVVETLILOLIGISSLFIAAKLEE INPPKLHOFAYVTDGACTEDETL SMEL TTMKAT HWHLWPL TVVSWLHNIYM QWVAY — — — — -
A Anolis carolinensis FDRYMATHONVVKTLLQOLI GISSLFIAAKREE INPPKLCQFAYVTD GACTEEEILHMELL IMKALDWHL SPLTVVSWLHNIYLQIAY ———-
%3&3& Pongo abelii FDRYMA TOENVVETLLOLIGISSLFIAAKLEEIYPPKLHOFAYVTIDGACSGDE ILTMELMIMKALKWRLSPLTIVSWLHVYMOVAY —— — ——
N _Homo sapiens FDRYMA TQENVVETLLQLIGISSLFIAAKLEEIYPPKLHOQFAYVTDGACSGDE ILTMELMIMKAT KWRLSPLTIVSWLNVYMQVAY — — — ——
5”5{)”[[{@% Xenopus laevis FDRFMATOKHNVIKSRLOLIGITSLFIAAKLEEIYPPKLHQFSFITDGAC TEDE ITRMEL I TMKDL GWCLSPMTIVSWEFNVEFLOVAY —— ——.
E|] Carassius auratus FDRFMAT QENVLEKTTLQLIGISCLF IAAKMEE I¥PPEVHOFAYVTIDGACTEDDILSMEII IMKEL DWSLSPLTPVAWLN IYMQMAY — — — —
L4t Danio rerio FDRFMLTOKDIGKDOLQLIGITSLFIASKIEEIYPPKLQEFAYV TDGACHEEE ILAKE LVMLKAIL HWDLCPETVISWLKL YSQWVD S ———— —
g HEI Strongylocentrotus purpuratus VDRYLAAKENVPKTKLQLIGITSLEVAAKLEEI YPPKLHEFAYVTIDGACTDDQILD QELTMIMTLNWDL TP ITVHTWL HAFMQICH——.
};( W XHR Penaeus monodon IDRYLSATHDVPKQQOLQLIGITCLF IMAKTIEEI YPPEKL SEFAYVITDGACIENEILVEKELVILOKLNWDLCPVTS HCWLH TYLQL SQEFAQ.
4 Megachile rotundata IDRYL STHQHVPKNQLOLI GITCLFIAAKVEE IYPPKIAEFAYVTD GACTEEEILGKELV ILKGLGWHLSPVTAPGWLNIYMQOIE — — — —-
Clustal consensus Wl = o= . == - drofrdiradirdrdr 2 _ drolr - oo - o o oir o o o ol - =z = = Wik = = &z == = +wr « & = = = W =
588 Columba livia - WVLLPQYPQOQIFVQIAELLDLCVLD IGCLEYTY GVLAASALYHFSSSELIQKVSGYEWWE IEECVKWMVPFAMAIREVG
ANl Anolis carolinensis - MILLPHYPQQIFVQIAMLIDLCVLDIGCL GYTYSVLAASALYHFSSCELMORVSGYEFSD IEDCVEWMVP FAMV IKEVG——— —— — —-
ey v Pongo abelii ——  WVLLPQYPQQIFIQIAELLDLCVLDVD CLEFPYGILAASALYHF SSSELMQKEVS GYQW CDIEN CVKWMVPF AMVIREMG— — — ——— — ——
H0m0 Saplens ————WLLFPOYPOOIFIOQOITAFRILI DLCVIDVD CLEFPYGILAASAILYHE SSSELMOOEKVS GYQWCDITENCVEKEWMVEPFFAMVIRETG—————— ——-
ﬂE{JHmiﬁ Xenopus laevis —— —FLRPOQFPQEIYIQIVOLLDLCVLDICCLEYP YGVLAASAMYHF SCPELVEKVSGFKVTELQG CIKWLVPFAMATIKE GG——— —————
0 Carassius auratus ——— WILVAQYPQATFVQIAELLDLC ILDARSLEF SYSLLAASALFHFSSLELVMEVS GLKWCDLEECVRWMVPFAMS IREAG— — ——— —— —
ftﬂﬁl Danio rerio —— ——FLIPQFSQETYIQITQLLDLCILDINSLDYQYGVLAAAAF CHFTSFELVHEVSGLTWDS ISHCVRWMHNPFMRTVREWP ——— ——— — — —
W Strongylocentrotus purpuratus REKTHFHFPSY SSTEFVQVAQLLDVCTLDI GSMDFDYS ILAASALYHV THEEVTL SV TGLEKWDD LAACVQWMS TF AMT IREVG ——————
};ﬂﬁj SR Penaeus monodon EDHSFVYPRYSPLTFVOQAARLLDLCTLEISSLSFSSSIVAATAMCYT TSPOLASQOVS GYSTEEMQA CYDWMAAF AVTVHEMG —— — —— — ——
-1 Megachile rotundata KPHNAF INPQYGGL Q¥SQAAQLLDLATLDEGSLKFPYSHIAAAATIYHTQGRECAL RVSRIPWEQLAPCVKWLTPFAITAAEE SSQFLLRS
Clustal consensus - - : M e Az p oz L oz A : * R L - :
J?pl"—f, Columba livia - —GIAPEDLHNIQTHVHCLDLLDKAQAKQA  ———— ILAEQHNRTSPFP——— ———— TGVL TPPOS SKKQCSGPKPT——— ———— ——
W Anolis carolinensis ~ ———=——— GVPAEDLHNIQTHINTFDLLDEVESKQA — ———— SLAEKSRHSPLP—— ————— PGILTPPQSSKK———-LPQL——— —————— —
%3&3& Pongo abelii  ~T==== GVADEDAHH TQTHRD SLDL LDEKARAKKY —— —— — MI.SEQHRASPLP — ———— —— SGLLTPP 0SGKKQSS GPEMA — — —— — — — — —
N Homo sapiens ~ —————== GUADEDAHH IQTHRD SLDLLDKARAKKA —— —— — MILSEQHRASPLP — ———— —— SGLLTPP QSGEKQSSGPEMA — ——— — — ———
j'ﬁ{}llmiﬁ: Xenopus laeVlS ——————— GVDIEDAHNIQTHS GCLELMEEVY THQA ———— —-LLEEQHRTSPIP——————-TGVL TPPOSHEKOKSDRAD ——————— —— —
EIJ Carassius auratus  ——————— GIAADDLHN IQTHVPYMEWLGRVHSYQP ———— — VDIESSQTSPVE ————— —— SGVLTPPPSSEKPESEVS —— ————— ————
Danlo I‘el‘lo ——————— KVKTDDRHNMIQOTHVD YL TMIL.SEAHDROQ ————— DSVD - —FRMSPMAYW ————— —AGIL. TPPEKESTEEPAMYMMAN — ———— —— —— — — ——
o HH Strongylocentrotus purpuratys ——————~NI¥AGDAHNIQTHCSSLELLDKSHEKQR————— LLREASCYSPVOQV——— ——— PGVLTPP QSDKKTKK GVL —
S5 W Penaeus monodon ~ ——————— QVAQDDIHHNIQTHSVDLD TLERAQIRLS————QI0SSSSRSSPQTSEVS— ——VAMLTPPKTDEKT —— —— —— — —— RYVEYTG
Fintig Megachile rotundata GLRASVPHIVHDE: s:[ithTlem ERAQQRLVDEVPPE TDTTESDSHPESGRET?PH GII;TPPS SSQKNS TTPPHPPL QLHPY T—

Clustal consensus




图2  预测的斑节对虾Pmcyclin E氨基酸序列与其他物种cyclin E氨基酸序列的多序列比对
*代表同源性, .或: 代表相似性.
Fig.2  Multiple alignment of Penaeus monodon’s cell cyclin E amino acid sequence with other species’ cell cyclin E amino acid sequence
Homology and similar sites were shown with sparks (*) and dots (. or :), respectively.

通过对Pmcyclin E的二级结构预测分析得出, Pmcyclin E的二级结构包括12个α-螺旋, 占总结构的42.14%; 1个β-折叠片, 占总结构的0.95%; 无规卷曲占总结构的56.90%(图4)。 
2.2   Pmcyclin E在斑节对虾不同组织中的表达

利用实时定量PCR技术对Pmcyclin E在斑节对虾不同组织中的表达量进行检测, 发现Pmcyclin E在各个组织中均有表达, 但表达量有明显差异。荧光定量PCR结果显示, 在斑节对虾卵巢中Pmcyclin E表达量最高, 眼柄中次之, 胃中最低(图5)。
2.3  经过MIH注射及眼柄切除手术的斑节对虾卵巢中Pmcyclin E的表达

利用实时定量PCR, 检测Pmcyclin E在经过MIH注射及眼柄切除手术的斑节对虾卵巢中的表达量, 发现经过MIH注射的卵巢中Pmcyclin E的表达量与未经任何处理的卵巢中Pmcyclin E的表达量相比要低, 而经过眼柄切除的卵巢中Pmcy​clin E的表达则相对要高(图6)。
3  讨论

cyclin E基因定位于19q12-13, 属于G1期的细胞周期蛋白, 对于细胞周期调节和肿瘤发生都有重要意义[13−14]NE.Cms_Insert

NE.Cms_Insert。cyclin E与CDK2可以形成复合物并在G1期结束时开始起作用[15], 帮助细胞进入S期。细胞cyclin E的过量表达可以启动DNA的合成并加速细胞的G1期进程[16−18]。细胞cyclin E是细胞周期正常进行的基本保障。对
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图3  利用MEGA软件构建的基于细胞cyclin E氨基酸序列的NJ系统进化树 
Fig.3  NJ phylogenetic tree based on cell cyclin E amino acid sequence using MEGA software

细胞cyclin E进行分析将有助于阐述斑节对虾卵巢的发育机理和真核细胞周期调控机制[19]。
本实验从斑节对虾中获得1个全长为1 706 bp的cDNA序列, 包括1 263 bp 的ORF片段, 132 bp 的 5′UTR 和311 bp 的3′UTR。预测Pmcyclin E蛋白包含420个氨基酸, 分子量为47.9 kD, 理论等电点为5.85。该序列不仅含有周期蛋白家族所特有的周期蛋白框(cyclin box), 还具有糖基化位点与磷酸化位点。Pmcyclin E与其他物种的高度同源性揭示Pmcyclin E为cyclin E家族成员。

利用Predictprotein在线软件对Pmcyclin E的二级结构分析发现, 此蛋白包括12个α-螺旋, 占总结构的42.14%; 1个β-折叠片, 占总结构的0.95%, 无规卷曲占总结构的56.90%。此结构也是典型的细胞cyclin E结构[20]。系统进化树分析发现, 斑节对虾与无脊椎动物的细胞cyclin E具有更高的一致性, 这说明Pmcyclin E与无脊椎动物细胞cyclin E具有更高的亲缘性, 也说明Pmcyclin E与无脊椎动物中的细胞cyclin E可能起相似或者相同的作用。

在大多数物种中cyclin E都以两种亚型的形式存在[7], 这两种亚型都属于细胞核蛋白, 且都在相同的细胞周期表达[7]。在细胞周期中, 细胞cyclin E具有周期性合成及降解的特点, 表达量随着细胞周期延续呈波动趋势。有报道显示细胞cycin E在成纤维细胞中其mRNA及蛋白的表达量在G1中期时开始上升, 到G1晚期或者S早期时达到顶峰, 然后开始迅速下降[21−22]。在小鼠和人的成纤维细胞中细胞cyclin E的过量表达可以使细胞的G1期进程加快, S及G2期的进程却相应延长[23]。有研究显示部分人及鼠的乳腺上皮细胞中cycin E的过度表达能抑制细胞的生长[24], 说明细胞cyclin E很可能存在细胞特异性。在哺乳动物中, cyclin E也是G1期的一个重要调控因子, 并且可以通过P21和P27等对其表达量进行调控[25−26]。
本实验通过荧光定量技术研究了不同组织中Pmcyclin E的表达情况, 发现Pmcyclin E的表达水平在组织间差异很大, 具有明显的组织特异性。在斑节对虾卵巢中, 细胞cyclin E的表达量最高, 眼柄次之, 而在心脏、肝胰腺及胃中的表达量相对较低, 这或许跟不同组织器官的生长特征有关。此结果进一步揭示Pmcyclin E与卵巢和眼柄
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图4  Predictprotein在线软件预测的Pmcyclin E的二级结构
Fig.4  Predicted secondary structures of Penaeus monodon’s cell cyclin E by Predictprotein software

[image: image6.png]n=3;x+SD

GERS S
relative expression level

ZHZH tissue




图5  Pmcyclin E mRNA在斑节对虾不同组织中的表达模式
Fig.5  Pmcyclin E mRNA expression pattern in different tissues of Penaeus monodon
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图 6  细胞cyclin E分别在经过MIH注射、眼柄切除的斑节对虾卵巢中的表达情况
Fig.6  Black tiger shrimp cell cyclin E mRNA expression pattern in ovary that disposed by MIH injection, eyestalk ablation and normal ovary of Penaeus monodon
的密切关系, 提示研究者可以从cyclin E入手研究卵巢发育的相关机理。在对经过MIH注射及经过眼柄切除手术的斑节对虾卵巢进行荧光定量分析发现, 经过眼柄切除手术后, Pmcyclin E的表达量有一定程度的提高, 而经过MIH注射的Pmcyclin E的表达量却相对降低。表明在切除眼柄后, MIH的表达量降低[27−28], 进而能在一定程度上促进对虾卵巢的发育, 而注射MIH后则在一定程度上抑制卵巢的发育。这为通过切除眼柄来促进斑节对虾卵巢发育的技术提供了分子层面的理论支持。

从实验中还可以发现细胞cyclin E mRNA的一些表达特征, 该基因在蛋白水平的功能研究还需要更深入的探讨。
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Molecular cloning and expression analysis of the cyclin E gene from black tiger shrimp Penaeus monodon
ZHAO Chao1, 2, FU Mingjun1, 3, JIANG Shigui1, 3, ZHOU Falin1, 3, YANG Qibin1, 3, ZHU Caiyan1, 3, QIU Lihua1, 3
1. South China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou 510300, China;
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Abstract: Cyclins are the positive regulatory subunits of cyclin-dependent kinases (CDK). They play a critical role in the coordination of the eucaryotic cell cycle by binding to the catalytic subunits of CDKs. They share distant sequence homology over a 100 amino acid region called the cyclin box and have been classified into two phylogenetically divergent subfamilies. The first contains A, B, D, E, F, and G cyclins and the second contains the C and H cyclins. Shrimp culture is limited by a lack of methods to breed adults in captivity. This is because female shrimp are unable to reach ovarian maturity without intervention using destructive, expensive, or time consuming methods such as eyestalk-ablation. Thus, there is a need to better understand the mechanism of ovarian development. Cyclin E is a cell cycle regulatory factor that plays a very important role in cell proliferation. To better understand the potential function of cell cyclin E in regulating shrimp reproduction, the full-length cDNA sequence of cell cyclin E from black tiger shrimps Penaeus monodon (denoted as Pmcyclin E) was obtained by high throughput transcriptome sequencing and RACE. The cDNA of Pmcyclin E was 1 706 bp, including a 132 bp 5′-terminal un-translated region (cUTR), a 311 bp 3′ UTR with a poly (A) tail, and an open reading frame (ORF) of 1 263 bp encoding a polypeptide of 420 amino acids with a predicted molecular weight of 47.9 kD and predicted pI of 5.85. The results of Blast and phylogenetic analyses suggest that Pmcyclin E is a new member of the shrimp cell cyclin E family. We measured mRNA expression of Pmcyclin E in nine tissues by real-time PCR. Expression was highest in the ovary and eyestalk, moderate in the intestine, brain, and muscle, and very low in the stomach and hepatopancreas. Pmcyclin E expression in the ovary was significantly reduced by injection of MIH, and was induced after eyestalk ablation, suggesting that the gene plays an important role in ovary development in the black tiger shrimp. Our results provide insight into the function of Pmcyclin E in the regulation of ovarian development in the black tiger shrimp.
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