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中华绒螯蟹几丁质酶基因HXchit全长cDNA克隆及其在蜕皮过程中的表达分析
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摘要: 采用逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)和cDNA末端快速扩增(RACE)技术, 依据锯缘青蟹(Scylla serrata)几丁质酶基因的保守区设计引物, 克隆了中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)几丁质酶基因(HXchit)全长, 并通过荧光定量PCR(qRT-PCR)技术研究了HXchit在中华绒螯蟹的同一蜕皮阶段不同组织、不同蜕皮阶段主要几个组织的表达情况。结果显示, HXchit基因cDNA全长2 042 bp (GenBank accession no. KJ513466 ), 包括5′非编码区(5′UTR) 35 bp, 3′非编码区(3′UTR) 537 bp, 开放阅读框(ORF) 1 470 bp, 编码490个氨基酸, 预测分子量和理论等电点分别为53.44 kD和4.41。经BLASTN和BLASTX分析, HXchit基因的氨基酸序列与锯缘青蟹几丁质酶的氨基酸序列同源性最高, 相似性为75%; 经聚类分析, HXchit氨基酸序列与锯缘青蟹几丁质酶聚为一支。qRT-PCR结果显示, HXchit在所检测的组织中均有表达, 各组织的表达量依次为肝胰腺>表皮>肌肉>胃>鳃>胸神经节>肠>心脏>脑神经节。对不同蜕皮周期的中华绒螯蟹分析显示, 肝胰腺中HXchit表达水平在D期最高, 并与E期、AB期及C期呈显著性差异(P<0.05); 表皮中HXchit在E期、AB期、C期和D期的表达水平呈逐渐升高的趋势, D期表达量达到最高且与E期、AB期、C期呈显著性差异(P<0.05); 肌肉中HXchit表达量在C期最高, 但各蜕皮时期的表达量之间差异不显著(P>0.05)。结果表明HXchit是一种在中华绒螯蟹肝胰腺中大量表达的酸性几丁质酶, 推测其在蜕皮周期中对几丁质类食物的消化或内源性几丁质的降解起到了重要作用, 本研究旨在为进一步探索几丁质酶的准确生理功能和调控机制奠定分子基础。
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几丁质(chitin)是N-乙酰氨基葡萄糖(N-acetyl- D-glucosamine, GlcNAc)以β-1, 4-糖苷键连接而成的多聚物, 也称甲壳素、明角质、壳多糖等, 它是自然界中总量仅次于纤维素的第二大可再生生物多聚物[1–2]。几丁质是多数真菌细胞壁的主要成分, 也大量存在于很多动物特别是甲壳动物外壳和昆虫外骨骼中[3], 生物体内几丁质的分解是由几丁质酶(chitinase)和N-乙酰葡糖胺糖苷酶(N-acety​glucosaminidase)完成的[4]。几丁质酶的水解作用既发生在昆虫、甲壳类等含有几丁质的生物体中, 也发生在高等哺乳动物、细菌等体内不含几丁质的生物体中[5]。近年来, 研究人员指出几丁质酶可参与营养消化、形态发生、发病机理及病原体防御多种生物过程[6–9]。在甲壳动物中, 几丁质是其外骨骼的主要组成部分, 生长发育过程中以及某些特定条件下, 甲壳动物会进行蜕皮, 即长出新的外骨骼并蜕去旧骨骼[6, 8], 旧骨骼的脱落在几丁质酶的水解作用下完成。根据第三颚足外肢末端刚毛的发生和表皮形态学变化, 短尾类的蜕皮周期分为蜕皮期(ecdysis, E期)、蜕皮后期(postmolt, AB期)、蜕皮间期(intermolt, C期)和蜕皮前期(premolt, D期)。蜕皮时, 几丁质酶先将几丁质分解成壳寡糖(chitooligosaccharides), β-N-乙酰葡糖胺糖苷酶再水解壳寡糖成N-乙酰氨基葡萄糖(N-acetyl glucosamine, NAG)[10]。因此, 在甲壳动物的生长发育过程中, 几丁质酶的正常表达可以保证其顺利完成蜕壳。结构上, 几丁质酶基因的编码区分别由信号肽、PGST绞链区、催化结构域以及几丁质结合域组成, 其中PGST绞链区和信号肽的氨基酸同源性差异较大, 催化结构域和几丁质结合域则具有比较高的同源性[11–12]。

中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)是中国重要的经济蟹类, 又称河蟹, 属甲壳纲(Crustacea)、十足目(Decapoda)、方蟹科(Grapsidae)、绒螯蟹属(Eriocheir)。中华绒螯蟹一生需要经历多次蜕皮, 几丁质酶是甲壳动物蜕皮过程中必不可少的基因, 研究几丁质酶在中华绒螯蟹蜕皮周期中的表达模式显得十分必要。甲壳动物几丁质酶基因克隆的研究已有报道, 但是在中华绒螯蟹这种重要的水产经济动物中未见报道, 且目前蟹类几丁质酶基因克隆工作的报道极少, 仅见NCBI登录了锯缘青蟹(Scylla serrata)几丁质酶基因的cDNA序列。为探讨几丁质酶在中华绒螯蟹蜕皮周期中的重要作用, 本研究利用RT-PCR和RACE技术, 克隆出中华绒螯蟹HXchit基因的cDNA全长, 并对其进行了生物信息学分析, 构建其组织表达谱, 旨在了解HXchit基因在各组织间的相对表达情况, 为深入研究HXchit的结构、功能奠定基础; 同时对中华绒螯蟹蜕皮周期中部分组织的HXchit相对表达量进行了比较, 以期了解HXchit基因在中华绒螯蟹不同蜕皮时期的相对表达量变化, 为进一步研究中华绒螯蟹HXchit基因的作用机制、阐明中华绒螯蟹蜕皮的调控机制等提供参考依据。
1   材料与方法

1.1  实验材料与采样

1龄未成熟的健康中华绒螯蟹(平均体重10 g)取自上海海海洋大学竖新养殖基地, 活体运输到上海海洋大学甲壳动物营养繁殖实验室养殖间暂养, 饲养于120 cm×60 cm×50 cm的玻璃缸中(每缸50只幼蟹), pH 8.0, 水温(25±2)℃, 循环水养殖。解剖剪剪取中华绒螯蟹第三颚足外肢末端, 腹面朝下置于滴有河蟹生理盐水的载玻片上, Olympus-2光学显微镜观察(放大倍数×100)并拍照(图1)。由于D期可以分为D0~D4 5个不同的亚期[13], 每期的颚足具有不同的形态学特征, 考虑到其每个亚期持续时间较短, 且D2亚期用形态学方法无法观察到, 需要借助组织切片技术才能清晰观察到[14–15], 为方便取材及提高实验结果的可靠性, 本实验中D期样品均来自D3~D4亚期。随机取4只处于C期的活力良好的中华绒螯蟹, 用已灭菌的镊子分别夹取其肝胰腺、鳃、胃、肠、心    
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图1  中华绒螯蟹蜕皮过程的C期、D期、E期(×100)
a. 蜕壳间期(C期)第三颚足外肢末端; b. 蜕壳前期(D期)第三颚足外肢末端; 
c. 蜕壳期(E期)第三颚足外肢末端. 箭头表示刚毛内的上皮组织与骨骼间产生的透明空隙.
Fig. 1  E. sinensis molting process at stages C, D and E period(×100)
a. Third maxilliped of intermolt (C period) crab; b. Third maxil​liped of premolt (D period) crab; c. Third maxilliped of ecdysis (E period) crab. Arrows stand for the space between the epithelial tissue and exoskeleton.
脏、肌肉、表皮、胸神经节、脑神经节等组织, 同时各取4只AB期、C期、D期及E期的活蟹, 用灭菌镊子分别夹取其肝胰腺、肌肉、表皮和胃组织(所有解剖过程均在冰上进行), 将取好的组织放入离心管中, 再将离心管放入液氮中速冻后置于–80℃超低温冰箱保存用以总RNA的提取。
1.2  总RNA的提取与反转录

取–80℃冰箱中冻存的中华绒螯蟹各组织, 参照RNAisoTM Plus (TaKaRa, Cat.D9108A)操作说明书提取总RNA, 并经1%琼脂糖凝胶电泳检测RNA完整度、微量紫外分光光度计(Q5000)检测RNA纯度, 储存于–80℃冰箱中, 待反转录后用于荧光定量PCR反应。另取1 μg中华绒螯蟹肝胰腺总RNA作为反转录模板, 依据PrimscriptTM Reverse transcriptase (TaKaRa, Cat.2680A)说明书, 合成第一链cDNA, 用于RT-PCR的扩增; 利用SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit (Clontech, Cat. 634923)反转录合成cDNA第一链, 分别用于HXchit基因3′端和5′端RACE扩增。其余RNA置于–80℃冰箱中保存。
1.3  引物设计和PCR扩增

根据GenBank中锯缘青蟹的几丁质酶基因(GenBank accession no. ABY85409.1)保守序列设计引物HXchi-F1(+)/HXchi-R1(-), 并由上海生工生物工程有限公司合成(表1)。以中华绒螯蟹肝胰腺的cDNA为模板, HXchi-F1 (+)/HXchi-R1(-)为引物进行HXchit基因cDNA片段的扩增。

PCR反应体系: cDNA模板2 μL, dNTP Mixture (2.5 mmol/L) 4 μL, 上下游引物(10 µmol/L)各1 μL, 10×PCR buffer 5 μL, rTaq酶(5 U/μL) 0.5 μL, 加灭菌超纯水至总体积50 μL。PCR反应条件: 94℃预变性5 min; 94℃变性30 s, 57℃退火30 s, 72℃延伸30 s, 30个循环; 72℃延伸10 min, 4℃保存。取PCR扩增产物5 μL在1.2%的琼脂糖凝胶电泳验证扩增结果后, 按琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒(Takara, Cat.9763)操作说明纯化回收PCR特异性扩增产物, 并连接至pMD-19T载体(TaKaRa, Cat. D104A), 重组质粒转化至大肠杆菌Top10 (Tiangen, Cat. CB104-01)感受态细胞中, 转化产物于37℃ 200 r/min条件下振荡培养1~2 h后涂布到含有X-Gal、IPTG以及氨苄的LB固体培养基上, 置恒温培养箱中37℃过夜培养(12~16 h)。次日在长出的蓝白斑菌落中挑选白斑, 并接种于含氨苄的LB液体培养基中继续振荡培养3~5 h后, 筛选出的阳性克隆经菌液PCR初步鉴定后再由生工生物工程(上海)有限公司进行双向测序。
1.4  HXchit基因cDNA的克隆

依据已获得的HXchit基因片段设计3′ RACE上游引物HXchi-3′ (+)、5′ RACE下游引物HXchi- 5′(-)(表1), 以SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit(Clontech, Cat. 634923)反转录合成的cDNA第一链为模板, 分别用3′ RACE和5′ RACE引物与SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit中的通用引物(UPM)配对, 并按照SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit推荐的反应体系和反应条件进行HXchit基因3′和5′端序列的扩增。PCR扩增产物的纯化、克隆和测序与HXchit基因片段的克隆所述相同。

表1  核苷酸引物序列

Tab. 1  Oligonucleotide primer sequence
	引物primer
	核苷酸序列 (5′–3′) sequence(5′–3′)
	用途application

	Universal Primer Mix (UPM)
	CTAATACGACTCACTATAGGGC
	RACE

	HXchi-F1 (+)
	TCCAACGTGCTCTGTGAC
	RT-PCR

	HXchi-R1(–)
	GCAGTAGTTGATGGCGAC
	RT-PCR

	HXchi-3′(+)
	TCTCAACCAGGACTTCGCCATCAACTAC
	3′ RACE

	HXchi-5′(–)
	GCGGACACAGCGGCACTCAGCATCATC
	5′ RACE

	HXchi-YG(+)
	GAGCCCTACGTCTACAGCATCAC
	Real-Time PCR

	HXchi-YG(–)
	GGTCTCAACACTCCAAACCATCA
	Real-Time PCR

	β-actin(+)
	ACCTCGGTTCTATTTTGTCGG
	Real-Time PCR

	β-actin(–)
	ATGCTTTCGCAGTAGTTCGTC
	Real-Time PCR



1.5  序列拼接及其分析

利用DNAStar软件中的SeqMan程序对测序结果进行载体序列的去除和拼接, 获得HXchit全长cDNA。利用ORF (open reading frame) finder软件(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html)寻找开放阅读框; 用BLAST (www.ncbi.nlm.nih. gov/BLAST)、ClustalW及DNAMAN等软件进行序列的验证、翻译及蛋白质相似性分析; 使用Compute pI-Mw软件(http://cn.expasy.org/tools/pi_ tool.html)进行蛋白质等电点和分子量的计算; 分别用SignalP 4.1 Server(http://www.cbs.dtu.dk/ services/SignalP/)和TMHMM2.0程序预测其信号肽和跨膜结构(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM-2.0/)。用MEGA 5.0软件的邻接法(Neighbor-Joining , NJ)进行系统进化树的构建。

1.6  HXchit基因的组织表达分析

以获得的基因全长序列为模板, 利用Primer Premier 5.0软件设计用于定量PCR的特异性引物HXchi-YG(+)/HXchi-YG(-)(表1), 对不同阶段中华绒螯蟹各组织中HXchit基因mRNA的表达水平进行检测, 并根据GeneBank中中华绒螯蟹β-actin基因全长序列(GenBank accession no. HM053699.1)设计内参引物β-actin(+)/β-actin(-) (表1)。利用ABI PRISM®7500序列检测系统进行定量PCR扩增反应, 反应体系为20 μL: 10 μL SYBR Premix Ex TaqTM(2×); 0.4 μL PCR Forward Primer(10 μmol/L); 0.4 μL PCR Reverse Primer (10 μmol/L); 0.4 μL ROX; 2.0 μL cDNA模板; 6.8 μL dH2O。反应程序: 90℃ 30 s; 95℃ 5 s, 59℃ 34 s, 40个循环; 95℃ 15 s, 64℃ 60 s, 95℃ 15 s; 样品和内参分别设4个重复, β-actin为内参。荧光定量PCR数据分析采用
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法计算几丁质酶-mRNA的相对表达水平(通过公式Ct=Ct样品–Ct对照计算Ct), 用SPSS 17.0软件进行统计分析, 数据均用平均值±标准差(
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±SD)表示, 运用Levene’s法进行方差齐性检验, 当不满足齐性方差时对百分比数据进行反正弦或平方根处理, 采用ANOVA对实验结果进行方差分析, 并进行Tukey’s多重比较, 当P<0.05 时为差异显著。

2  结果与分析
2.1  HXchit基因cDNA全长克隆及序列分析

以提取的中华绒螯蟹肝胰腺总RNA为模板, 扩增得到全长为2 042 bp (GenBank accession no. KJ513466)的cDNA序列。序列分析显示, HXchit基因包括35 bp的5′UTR、537 bp的3′UTR以及1 470 bp的ORF, 共编码490个氨基酸, 编码的氨基酸分子量为53.44 Kd, 理论等电点为4.41。进一步序列分析表明, 此基因编码的氨基酸序列不含跨膜结构, 含有4个功能区: 信号肽序列(1~19AA)、富含PGST的绞链区、催化结构域、几丁质结合结构域(图2)。经BLASTn、BLASTx及多序列比对显示, HXchit基因的氨基酸序列与锯缘青蟹、凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)、日本囊对虾(Marsupenaeus japonicus), 以及印度跳蚁(Harpegnathos saltator)等几丁质酶氨基酸序列具有高度的相似性(图3), 且具有几丁质酶基因的典型结构, 确定此序列即为中华绒螯蟹HXchit序列。  

2.2  同源性分析以及蛋白系统进化树的构建

将HXchit氨基酸序列与锯缘青蟹、日本囊对虾、中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)、凡纳滨对虾、蚤状溞(Daphnia pulex)、蝇蛹金小蜂(Nasonia vitripennis)、台湾乳白蚁(Coptotermes formosanus)、桑天牛(Apriona germari)、赤拟谷盗(Tribolium castaneum)、东亚飞蝗(Locusta migratoria manilensis)以及斑马鱼(Danio rerio)等的几丁质酶氨基酸序列进行对比, 其相似性分别为75%, 66%, 65%, 65%, 57%, 47%, 46%, 46%, 42%, 41%和41%。利用MEGA5.0软件的邻接法将上述相关氨基酸序列构建系统进化树, 结果显示, HXchit基因首先与锯缘青蟹几丁质酶基因的氨基酸序列聚为一支, 表明二者的亲缘性最近(图4), 其次HXchit与蚤状溞、日本囊对虾、中国对虾、凡纳滨对虾的几丁质酶基因也有比较近的亲缘关系。
2.3  HXchit在蜕皮间期不同组织中的表达情况

分别以β-actin(+)/β-actin(-)和HXchi-YG(+)/ HXchi-YG(-)为内参基因和qRT-PCR引物, 采用中华绒螯蟹以下9个组织的cDNA为模板: 肝胰
[image: image4.png]1

1
10
61
30
121
50
181
70
241
90

301
110
361
130

421
150
481
170

541
190
601
210

661
230

721
250
781
270
841
290
901
310
961
330
1021
350

1081
370
1141
390
1201
410
1261
430
1321
450
1381
470
1441
490
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981

S.P.
M K T L P L L F A
ATGGGGAGAGCTCCCGGCAACGCTCATCCTTCACCIATGJAAGACTCTCCCGCTTCTCTTCG
A L A S L A L T G G V M V C Y Y G S W A
CCGCCCTGGCCTCCCTCGCCCTCACAGGGGGCGTGATGGTGTGCTACTACGGGTCGTGGG
V Y R Q G D G K F D V E D I D P A I C T
CCGTGTACCGCCAAGGCGACGGCAAATTCGACGTGGAGGACATCGACCCCGCCATCTGTA
H L I F G F VvV G L G S D N K I K V L D P
CTCACTTGATCTTTGGCTTTGTTGGCCTGGGCTCCGACAACAAGATCAAGGTGCTGGACC
W N E L C¢C D N Y G K C A F D R F T A L K
CTTGGAACGAGCTCTGTGACAACTATGGAAAGTGTGCGTTCGATCGCTTCACGGCGCTCA
K K N T N L VvV T L L A V G G W| N E G S A
Motif-1
AGAAGAAGAACACGAACCTGGTGACGCTGCTGGCGGTGGGCGGCTGGAACGAGGGCTCTG
K Y S S M A S S A A T R K I F A D S C V
CAAAGTACTCCAGCATGGCATCGAGCGCGGCCACCAGGAAGATCTTCGCGGACTCCTGCG
E M L K E H D F D G L D L D W E Y P T Q
Motif-IT
TCGAAATGCTGAAGGAACACGACTTCGATGGTTTGGATCTCGACTGGGAGTACCCGACCC
R G G A P E D K A N F V L L L E D P K E
AGCGTGGAGGCGCCCCCGAGGACAAGGCCAACTTCGTGCTCCTCCTGGAAGACCCCAAGG
A M H A N G M M L S A A V S A G K A T 1
5" RACE Primer
AAGCCATGCACGCCAACGGGATGATGCTGAGTGCCGCTGTGTCCGCCGGCAAGGCCACCA
D E A Y D I P G V A A N L D L M N L M J
TCGACGAGGCTTATGACATCCCCGGAGTGGCCGCGAACCTCGACCTCATGAACCTGATGT
D L H G|l AW D P Y T H H Q S G L Y A H
Motif-ITI
CCTACGATCTGCACGGCGCCTGGGACCCTTACACGCACCACCAGTCCGGCCTCTACGCCC
P D D T G D N V Y L N Q D F A I N Y W I
3’ RACE Primer
ACCCCGATGACACCGGCGACAACGTGTATCTCAACCAGGACTTCGCCAYCAACTACTGGA
D G G M P A D K I A Q G V P L Y G R C W
TCGACGGTGGGATGCCTGCAGATAAGATCGCCCAAGGAGTTCCTCTGTACGGGCGATGCT
T L T S A D D T G Y Y A T A T Q P G 1 A
GGACTCTGACCAGCGCCGACGACACCGGTTACTACGCCACCGCCACCCAGCCCGGCATTG
G P Y T R S P G F L G Y N E I C E A 1 T
CAGGACCCTACACAAGAAGCCCCGGATTCCTCGGCTACAATGAGATCTGCGAGGCCATTA
T R G W T V V N D P A M H E P Y V Y s I
CGACCCGCGGCTGGACGGTTGTGAACGACCCCGCCATGCACGAGCCCTACGTCTACAGCA
T D N R I W C¢C S Y D D E A S V T T K A L
TCACGGACAACAGAATTTGGTGCTCTTACGATGACGAGGCCTCAGTGACGACCAAGGCCC
Y A K D H G L A G M M V W S V E T DI|D F
Motif-IV
TGTACGCCAAGGATCACGGGCTAGCCGGCATGATGGTTTGGAGTGTTGAGACCGACGATT
L G K ¢ G R E F N L I K T M V E T F T_G
TCTTGGGCAAGTGTGGCCGCGAGTTCAACCTGATCAAGACCATGGTGGAGACCTTCACTG
T D 1 T P P P T O S T T T R D P S E T T
GCACCGACATCACGCCGCCCCCGACCCAGTCCACGACCACCAGGGACCCAAGCGAGACCA
P S P 1 T K P P T S P P E G V C S K P _G
CTCCGTCCCCCATCACCAAACCCCCCACCTCACCCCCCGAAGGCGTCTGCAGCAAGCCTG
I N A D P D D _C _H H Y W _ L C_ A O N _V _N_G
GCATCAACGCTGATCCCGACGACTGTCATCACTACTGGCTCTGCGCACAGAACGTCAACG
G_Y D A T E _E P _C A D G _ T L _F _N_P _E S _F
GCGGGTACGATGCTACGGAAGAGCCCTGCGCCGACGGAACACTCTTCAACCCCGAGTCCT
I ¢ D W._ D Y V V C A L P N T C V N D C P
TCATCTGCGACTGGGATTACGTCGTCTGCGCTCTCCCCAACACTTGCGTCAACGACTGCC
%

CcC ACGACACACACACCTACACACATACACGCACACACACTAACACAGACGTCGAGGC
ACATACATACACGAGATAGTACGTGCTTTCATACGCATAGTAGCACACATACATGGTAAA
ACGTACACCTTAGAGACACAGAGGAACGCACACACATACACATAAGCTTACCACTCAGGC
TGAACGCAGATGCACACGGACATACGCACACACAACACCACAAACACCACCATCGTAACT
GTACCTCCAAAAACTTAAGTCTCCCCTGTTTTCATATTCCACGGCTAAAAAAAAACAAGA
AATCAATGACAAACTGAAATTAGAGAAAGAAAACGAGTTGATTGTGATTAAGTAGTGACC
ATTACGAGATTTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTTGGGAGGAGTTACAGCAGGGACTGAAA
TATAATGCATTGAAAAGAAGTACAGAGATAAAGAAAGTTAAAAAAGTGTCTTAGATAAAT

________

2041 AA




  图 2  中华绒螯蟹HXchit基因cDNA核苷酸序列及其预测的氨基酸序列
3′ RACE PCR引物用“→”表示, 5′ RACE PCR引物用“←”表示, 荧光定量PCR引物用长双下划线表示, N端信号肽用阴影部分表示, 4个保守的催化结构域用实线方框表示, 富含PGST的绞链区用单下划线表示, 几丁质结合区用波浪线表示. 起始密码

子(ATG)和终止密码子(TAA)用黑框表示. Poly(A)具有加尾信号AATAAA, 出现在距Poly(A)尾17 bp处.
Fig. 2  cDNA nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of E. sinensis HXchit gene
“→”stands for 3′ RACE PCR primers, and “←” stands for 5′ RACE PCR primers; double-underlined stands for real-time PCR primers; shaded stands for N-terminal signal peptide, and the solid line boxes stand for catalytic domain with 4 conserved motifs(I, II, III, and IV), solid underline represents the hinge region, and the wavy line stands for chitin binding domain. The start codon (ATG) 
and the stop codon (TAA) are in black boxes.The poly (A) addition signal AATAAA begins 17 bp from the poly (A) tail.
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图3  HXchit氨基酸序列与其他物种几丁质酶氨基酸序列比较
GenBank登录号: 中华绒螯蟹KJ513466, 锯缘青蟹ABY85409.1, 凡纳滨对虾ABY70643.1, 日本囊对虾BAA22854.1, 印度跳蚁EFN88161.1.
Fig. 3  Chitinase amino acid sequences comparison of E. sinensis with different animals

GenBank accession number: Eriocheir sinensis KJ513466, Scylla serrata ABY85409.1, Litopenaeus vannamei ABY70​643.1, Marsupenaeus japonicus BAA22854.1, Harpegnathos saltator EFN88161.1.
腺、鳃、肌肉、胃、肠、心脏、表皮、胸神经节、脑神经节, 用qRT-PCR方法检测HXchit-mRNA的组织表达情况, 设定脑神经节组织中HXchit-mRNA的表达量为1, 依据HXchit-mRNA在不同组织中的相对表达量绘图(图5)。由图可见, HXchit-mRNA在中华绒螯蟹C期的肝胰腺、鳃、肌肉、胃、肠、心脏、表皮、胸神经节和脑神经节中均有表达, 肝胰腺中的HXchit-mRNA表达水平最高, 且与其余组织的HXchit-mRNA表达水平均呈显著性差异(P<0.05, 图5); 其中, 肌肉、表皮、鳃、胃中有少量表达; 肠、心脏、胸神经节、脑神经节中有微量表达。

2.4  HXchit在不同蜕壳阶段的表达情况
根据HXchit在不同组织中的表达情况, 采用肝胰腺、表皮、肌肉和胃4个主要组织, 利用qRT-PCR方法检测HXchit-mRNA在中华绒螯蟹蜕皮周期中的表达变化情况。结果表明, 同一蜕壳时期的HXchit在肝胰腺中表达量最高。在不同蜕壳时期的相同组织中, HXchit-mRNA在肝胰腺、表皮和胃这3种组织中的表达水平均随着蜕皮阶段的变化而显著变化(P<0.05), 但不同组织呈现的变化模式有所不同(图6)。肝胰腺中HXchit-mRNA的表达量在蜕皮后AB期处于中间水平, 在C期有所下降, 到D期时表达水平最高, 显著高于其他蜕皮时期, 在E期又降回到中间水平, 但仍稍高于AB期。在整个蜕皮周期中, 胃中HXchit-mRNA的表达水平相对较低, 各时期的表达量依次为C期>AB期>D期>E期。在不同蜕皮时期中, 表皮在E期、AB期、C期和D期的表达水平逐渐升高, 在D期表达量达到最大, 且与
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图 4  利用MEGA 5.0软件构建的基于几丁质酶氨基酸序列的NJ系统进化树

分支上的数字表示统计1 000次后进化树呈现的概率, 置信度为1 000. GenBank 登录号: 中华绒螯蟹 KJ513466, 锯缘青蟹 ABY85409.1, 中国明对虾 AAY44300.1, 日本囊对虾 BAA22854.1, 凡纳滨对虾 AAN74647.1, 蛴金龟 ADM87517.1, 斑马鱼 NP_998378.1, 太平洋牡蛎: EKC38802.1, 赤拟谷盗NP_001073567.1, 蚤状溞 AFI40025.1, 东亚飞蝗 ABK76337.1, 蝇蛹金小蜂NP_001128139.2, 冈比亚按蚊 AAB87764.1, 埃及伊蚊 AAZ39947.1, 台湾乳白蚁 AHB39935.1, 桑天牛 ABH07674.1, 三
角帆蚌AFO53261.1, 大红斑蝶 EHJ72826.1, 人 AAB04534.1, 家兔XP_002717504.1, 猕猴 XP_001093397.2.
Fig. 4  NJ phylogenetic tree based on chitinase amino acid sequences using MEGA 5.0
Bootstrop values represent branch points are expressed as the percentage of 1000 replicates. GenBank accession number: Eriocheir sinensis KJ513466, Scylla serrata ABY85409.1, Fenneropenaeus chinensis, AAY44300.1, Marsupenaeus japonicus BAA22854.1, Litopen​aeus vannamei AAN74647.1, Holotrichia oblita ADM87517.1, Danio rerio NP_998378.1, Crassostrea gigas EKC38802.1, Tribolium castaneum NP_001073567.1, Daphnia pulex AFI40025.1, Locusta migratoria manilensis ABK76337.1, Nasonia vitripennis NP_001128139.2, Anopheles gambiae AAB87764.1, Aedes aegypti AAZ39947.1, Coptotermes formosanus AHB39935.1, Apriona germari ABH07674.1, Hyriopsis cumingii AFO53261.1, Danaus plexippus EHJ72826.1, Homo sapiens AAB04534.1,

Oryctolagus cuniculus XP_002717504.1, Macaca mulatta XP_001093397.2.
E期、AB期、C期呈显著性差异(P<0.05); 肌肉中HXchit-mRNA的表达量在C期最高, 但各蜕皮时期的表达量之间差异不显著(P>0.05)。
3  讨论

近年来, 植物、真菌及昆虫中的几丁质酶得到较为深入的研究, 鉴于不同生物中几丁质酶的多种生物学功能, 几丁质酶的分子生物学研究逐渐成为热点。本实验利用物种基因同源性技术和RACE技术首次克隆得到HXchit的全长cDNA序列, 基因全长2 042 bp, 其中5′UTR长为35 bp, 3′UTR长为537 bp, ORF长为1 470 bp, 编码490个氨基酸, 3′非编码区存在加尾信号(AATAAA)以及Poly-A尾(图2), 可初步判定其cDNA序列

的完整性。使用Compute pI-Mw软件计算出的HXchit理论等电点为4.41, 表明本研究所得几丁质酶可能是一种酸性几丁质酶。BLASTN、BLASTX及多序列比对分析显示, HXchit氨基酸序列与所选其他20种动物(无脊椎动物和脊椎动物)的几丁质酶氨基酸序列有41%~75%的同源性, 且不同甲壳动物的几丁质酶基因整体上较为保守。基于20种动物的几丁质酶氨基酸序列, 从MEGA 5.0软件邻接法(Neighbor-Joining)构建的系统进化树中(图4)可以看出, 昆虫纲动物几丁质酶聚为一支, 且与甲壳动物几丁质酶聚为一大支, 表明它们与甲壳动物亲缘关系更近, 其余动物则另聚为一支。甲壳动物几丁质酶聚为一支, 其中锯缘青蟹几丁质酶与中华绒螯蟹几丁质酶
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图5  蜕壳间期中华绒螯蟹各组织中HXchit-mRNA的表达差异分析
1. 肝胰腺; 2. 肌肉; 3. 鳃; 4. 胃; 5. 肠; 6. 心脏; 7. 表皮; 
8. 胸神经节; 9. 脑神经节

HXchit 基因表达水平指相对于β-actin 的比值. 柱上不同字母表示差异具统计学意义(P<0.05).
Fig. 5  Analysis of expression differences of HXchit-mRNA in various tissues of E. sinensis at the intermolt period

1. hepatopancreas; 2. muscle; 3. gill; 4. stomach; 5. intestine; 
6. heart; 7. epidermis; 8. thoracic ganglia; 9. cephalic ganglion

Expression levels of HXchit gene was calculated as a ratio relative to β-actin. Different letters indicate significant differences at P<0.05 with respect to control.
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图6  不同蜕壳阶段中华绒螯蟹4种组织中的HXchit-mRNA 表达差异分析
HXchit 基因表达水平指相对于β-actin的比值. 柱上不同字母表示差异具统计学意义(P<0.05).
Fig. 6  Analysis of expression differences of HXchit-mRNA in four tissues of E. sinensis at different molting stages
Expression levels of HXchit gene was calculated as a ratio relative to β-actin. Different letters indicate significant differences at P<0.05 with respect to control.

单独聚为一支, 说明二者亲缘关系最近。序列分析得知, HXchit全长序列包括有几丁质酶基因的典型功能域结构: 信号肽、PGST绞链区、催化结构域以及几丁质结合域(图2)。有研究表明, 节肢动物几丁质酶基因的催化结构域中包含4个保守序列, 其中第二个保守区FDGXDXDWEYP (X=F/L/I/M)位于几丁质酶基因的活性中心, 该保守区域对几丁质酶催化作用的发挥有重要意义, 目前其他3个保守功能区的作用尚不明确[16]。在FDGXDXDWEYP保守功能区中, 谷氨酸(E)的存在特别关键, 若谷氨酸突变成谷氨酰胺、异亮氨酸或亮氨酸等, 就可能引起几丁质酶催化活性的失去[16]。HXchit基因的蛋白保守区预测结果显示, 该基因含有几丁质酶基因所具有的完整结构, 同时也具有催化结构域中的关键保守区FDGLD​LDWEYP, 表明所得HXchit基因可能具有几丁质酶水解活性。另外, 有关昆虫几丁质酶的研究显示, 其催化结构域和几丁质结合区功能的发挥可能是相互独立的[17], HXchit基因的这两个功能域存在何种关系还有待进一步探究。本实验克隆了中华绒螯蟹HXchit全长基因并对其结构和可能存在的功能进行初步分析, 为进一步研究中华绒螯蟹HXchit基因提供理论依据。

作为节肢动物几丁质代谢过程中的一种关键酶, 几丁质酶在各组织中广泛表达[18–21]。本实验中, HXchit在中华绒螯蟹肝胰腺、鳃、肌肉、胃、肠、心脏、表皮、胸神经节、脑神经节9个组织中均有表达, 这与几丁质酶在其他动物中的表达情况基本一致。HXchit在肝胰腺组织中的表达丰度显著高于其他组织, 肝胰腺作为中华绒螯蟹消化腺中最大的一个, 其中HXchit-mRNA高水平的表达说明HXchit基因可能参与食物中几丁质的降解, 也可能参与蟹体内有害物质的降解, 且该HXchit的理论等电点为4.41, 推测其可能是在肝胰腺中高表达的酸性几丁质酶, 这与从日本蟾蜍中获得的一种酸性几丁质酶相似[22]。观察中华绒螯蟹第三颚足的外肢末端, 依据其刚毛发生和上皮形态的变化, 将其蜕壳周期分为蜕皮期(E期)、蜕皮后期(AB期)、蜕皮间期(C期)和蜕皮前期(D期)[13], 实验根据HXchit-mRNA在不同组织中的表达情况, 采用肝胰腺、表皮、肌肉、胃4个主要组织, 利用qRT-PCR方法研究了HXchit-mRNA在中华绒螯蟹不同蜕皮周期中的表达变化情况。qRT-PCR结果显示, 肝胰腺在不同蜕皮时期都具有较高水平的表达量, 在蜕皮前期D期时表达水平呈现出最高, 这一结果暗示HXchit可能主要在消化几丁质类食物中起重要作用, 并且也可能在蜕皮前期对内源性几丁质的降解起重要作用, 这与斑节对虾中的一种几丁质酶研究结果是基本一致的[18, 23–24]。定量结果显示各蜕皮阶段的中华绒螯蟹HXchit-mRNA在表皮中都有少量的表达, 由于表皮中的几丁质酶不太可能参与对食物中几丁质的消化, 且甲壳动物蜕壳前通常需要高含量的几丁质酶水解旧骨骼中的几丁质以便旧壳的裂开, 因此可以推测, HXchit很可能在中华绒螯蟹蜕皮之前水解外骨骼的过程中起到一定作用, 定量结果显示D期表皮中的HXchit-mRNA表达水平上调, 并且显著高于其他蜕皮时期, 说明此时中华绒螯蟹因蜕皮即将开始而需要储备大量的可水解几丁质外骨骼的HXchit, 并将水解产物进行再吸收以用于重新合成几丁质的外骨骼, 此结论与Watanabe和Kono[25]在日本囊对虾中的研究结果相同。有研究表明, 处于蜕皮前期的甲壳动物因旧表皮降解而产生的几丁质能够被再度吸收, 这些几丁质不仅可以用来构建新的表皮, 还可以提供其蜕皮期间代谢所需要的能量, 此时期的动物会停止摄食[26], 本实验结果显示HXchit在中华绒螯蟹的胃中有微量表达, 说明其可能对胃中摄入的几丁质类物质或内源性几丁质的消化有一定的帮助, 也可能对胃上皮细胞表面旧的几丁质层的蜕去起到了作用, 虽然不同蜕皮时期的HXchit-mRNA在胃中整体表达水平相对较低, 但定量结果表明其在D期的表达量有明显下调, 这一现象可能与中华绒螯蟹在D期停止摄食的行为有关, 同时也暗示了在D期中华绒螯蟹的胃中, Hxchit-mRNA表达量因胃本身蜕去旧的几丁质层而上调的幅度小于中华绒螯蟹因停止摄食导致外源性几丁质摄入中断所下调的幅度。肌肉中HXchit-mRNA的表达量在各蜕皮阶段的差异并不显著(P>0.05), 在C期的表达量相对稍高, 推测HXchit在中华绒螯蟹肌肉中的表达较为恒定且可能作用也比较有限。在不同蜕皮阶段的各组织中HXchit-mRNA的差异性表达, 推测中华绒螯蟹HXchit可能主要在其营养消化和形态发生过程中发挥着一定功能。近年来, 有研究表明, 几丁质酶可参与甲壳动物的发病机理及病原体防御的过程[6, 8], 具有几丁质酶完整功能结构域的HXchit是否也在这些方面发挥作用还需要进一步的研究。
中华绒螯蟹一生要经过多次蜕壳, 以完成其体躯增长、形态改变以及断肢再生等生理变化。几丁质酶在蜕皮周期中扮演着重要角色, 它可以将旧骨骼中的几丁质水解成可溶的壳寡糖, 壳寡糖一部分被机体吸收, 一部分可用于新骨骼的合成[9]。由于蜕皮过程也受蜕皮激素、甲基法尼酯、眼柄神经多肽类激素的联合调控[27], 甲壳动物其体内几丁质酶是如何具体地参与蜕皮过程则十分复杂, 在中国明对虾几丁质酶和类维甲酸X受体(RXR)的研究中发现, 其几丁质酶基因的表达量受到RXR的正向调控[23]。现有研究显示甲壳动物几丁质酶不仅参与到形态发生、营养消化, 也参与到甲壳动物的发病机理和病原体防御等方面[6, 8, 10], 已有研究者提出凡纳滨对虾[19]和日本对虾[24, 28]的几丁质酶都可能分别受到白斑综合征病毒(WSSV)的拮抗作用。目前, 有关甲壳动物尤其是虾蟹类的几丁质酶基因的功能研究较少, 尚没有对甲壳类几丁质酶基因的调控机制进行深入的研究, 尽管本研究首次克隆了中华绒螯蟹HXchit cDNA全长, 并对其进行了生物学信息学分析及其在蜕皮周期中的表达分析, 推测其在中华绒螯蟹的蜕皮周期、内源性和外源性几丁质食物的消化中起到重要作用, 但由于缺乏相关的功能验证, 故HXchit对中华绒螯蟹蜕壳过程中的准确生理功能、调控机制以及是否具有防御病原体的功能等方面仍有待进一步深入研究。
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Full length cDNA cloning of the chitinase gene (HXchit) and analysis of expression during the molting cycle of the Chinese mitten crab, Eriocheir sinensis

YAO Qinqin, YANG Zhigang, WANG Yao, GUO Zihao, LIU Qibin, SHI Qiuyan, CHENG Yongxu

Key Laboratory of Freshwater Aquatic Genetic Resources, Ministry of Agriculture; Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China
Abstract: Chitinase enzymes play a critical role in molting in crustaceans. Eriocheir sinensis undergoes several molts in its lifetime. We cloned the chitinase gene from E. sinensis using reverse transcriptase polymerase chain reaction and rapid-amplification of cDNA ends. Primers were designed based on the conserved sequence of chitinase from Scylla serrata. The full-length cDNA sequence of HXchit was 2 042 bp, including a 1 470 bp ORF (encoded 490 amino acid residues), a 35 bp 5′-UTR, and a 537 bp 3′-UTR. The calculated molecular weight and isoelectric point were 53.44 kD and 4.41, respectively. A homology analysis using BLASTn and BLASTx revealed that the HXchit gene of E. sinensis shared 75% identity with S. serrata. The phylogenetic tree of the chitinase gene generated by the Neighbor Joining method suggested that HXchit is clustered closely with that of S. serrata. The expression of HXchit-mRNA in different tissues and molting stages of E. sinensis was analyzed by real-time fluorescent quantitative PCR. HXchit-mRNA was expressed in all tissues examined and levels were highest in the hepatopancreas, with only low levels of expression in the muscle, stomach, gill, and cuticle, and trace levels of expression in the heart, intestine, thoracic ganglion, and brain ganglion. HXchit-mRNA expression in the hepatopancreas peaked during the D stage, and there was a significant difference (P<0.05) in expression in the hepatopancreas between stages E, AB, and C. In the cuticle, the level of HXchit-mRNA expression increased gradually during the molting cycle, and was significantly higher during D stage than during all other stages (P<0.05). Expression levels were relatively low in the stomach throughout the molt cycle. In muscle, HXchit-mRNA expression was highest during C stage, but there was no difference in the level of expression between the different molting stages (P>0.05). Our results demonstrated that HXchit is a form of acid chitinase and is expressed abundantly in the hepatopancreas. HXchit may play a role in the digestion of chitinous food and the degradation of endogenous chitin during the molting cycle of E. sinensis. Our results lay a foundation for research into the biological function and regulation of chitinase in E. sinensis.
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