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摘要: 采用 RACE技术, 克隆出三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)核受体基因 HR38的 cDNA全长, 命名为 PTHR38。

该基因 cDNA序列全长为 2950 bp, 5′和 3′非编码区(UTR)长分别为 101 bp和 551 bp, 开放阅读框(ORF)长 2298 bp。

推测编码 765个氨基酸, 预测分子量为 84.2 kD, 理论等电点为 6.3。生物学分析预测, PTHR38基因编码的蛋白属

于不稳定蛋白, 不具有跨膜结构域。同源性分析表明, PTHR38 溞基因编码的氨基酸序列与大型 (Daphnia magna)的

同源性最高。实时荧光定量分析表明, PTHR38基因在蜕皮周期的各个组织中均有差异表达, 在眼柄中表达差异最

大。去除单侧眼柄后, PTHR38的表达量在整体上呈现不同程度的上升趋势。 
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甲壳类的蜕皮行为与其生长、发育、繁殖、

附肢再生等生理过程密切相关, 并贯穿其整个生

活史。甲壳类蜕皮调控机制以及参与的调控因子, 

一直以来都是国内外学者所关注的重点[1]。因此, 

甲壳类的蜕皮过程以及影响因素的研究取得了一

定的进展, 研究范围主要集中在蜕皮激素、高血

糖激素家族、甲基法尼酯等内分泌激素的含量变

化及其生理功能, 以及影响蜕皮的外源性因素等

方面[2–4]。尽管蜕皮激素在甲壳动物蜕皮中非常重

要, 但是关于蜕皮激素的作用机制研究还不够系

统与深入[5–6]。 

核受体是一类在生物体内广泛分布的配体依

赖性转录因子, 能够与相应的配体及其辅调节因子

相互作用, 调控基因的表达[7]。蜕皮激素与核受体

家族中的蜕皮激素受体(ecdysone receptor, EcR)以

及超气门蛋白(ultraspiracle, USP)形成异二聚体启

动蜕皮级联反应, 作为一条典型的蜕皮激素信号

通路在昆虫中已被广泛地研究。HR38作为孤儿核

受体家族(orphan nuclear receptors)的成员, 是除

EcR 之外, 唯一一个能与 USP 形成异二聚体的核

受体[6]。在果蝇(Drosophila)的研究中, Baker 等[8]

发现并证明了 HR38和 USP通过形成的异二聚体

复合物的分解而参与调控了一条不同的蜕皮激素

信号通路。除此之外, 也有研究证明 HR38 在调

控蜕皮激素早期应答基因、碳水化合物的代谢、

表皮的形成等方面具有重要的作用 [9–11]。尽管

HR38 在果蝇中具有比较深入的研究, 但是在其

他物种中尤其是水生甲壳类, 关于 HR38 的报道

却十分稀少和罕见。 

三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)是中国

主要的海产经济蟹类, 资源丰富, 并且在国内具

有广泛的养殖面积。但是养殖生产过程中出现的

如蜕皮成活率波动大、同步蜕皮水平低、性早熟

等问题的解决也迫切需要理论方面的支持。鉴于

HR38 在典型与非典型蜕皮激素信号通路中都具

有重要的作用, 本研究从实验室构建的三疣梭子
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蟹转录组文库中获得一个 HR38 的 EST 序列, 该

序列同时也是蜕皮周期表达差异显著的 EST 序

列。对 HR38 基因进行全长克隆、生物信息学分

析以及蜕皮周期表达分析, 初步探讨其与蜕皮周

期的关系。本研究旨在克隆 HR38 基因的 cDNA

全长, 探讨 HR38 基因在三疣梭子蟹蜕皮过程中

的表达模式, 进一步丰富核受体基因家族的研究

内容。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

本研究所用三疣梭子蟹取自中国水产科学研

究院黄海水产研究所实验基地日照开航水产养殖

有限公司, 体重为(32±5) g。暂养于室内圆柱形水

泥池内, 水温约 25℃, pH 8.7, 溶解氧 5.5 mg/L。

暂养 3天, 每日 8:00定时换掉 1/2的水, 16:00投

喂蛤类或者野杂鱼(投喂量为蟹重的 1/10)。 

SMARTTM RACE Amplification Kit 和

Advantage 2 PCR Kit购自 Clontech公司; DNA胶

回收试剂盒购自北京 TIANGEN 公司 ; TRlzol 

Regent、PrimeScript RT reagent Kit、PMD18-T载

体和 Top 10感受态细胞购自 TaKaRa公司; Tran-

scriptor First Strand cDNA Synthesis Kit和 FastStart 

Universal SYBR Green Master荧光定量试剂购自

ROX公司。 

1.2  三疣梭子蟹 HR38全长 cDNA的克隆 

采用 Trizol 法提取肝胰腺、肌肉、眼柄和性

腺组织的总 RNA, 核酸定量仪和 1.0%的琼脂糖

凝胶电泳检测 RNA 的质量以及完整性 , 按照

SMARTTM RACE Amplification Kit说明书合成

3′RACE和 5′RACE的 cDNA第一链。 

选取得到的 HR38 基因 EST 序列, 用 Primer

软件设计 EST 序列验证引物、3′RACE 的特异性

引物和巢式 PCR 反应的特异性引物(表 1)。采用

LA Taq进行中间片段的 PCR扩增以及验证。采用

Advantage 2 PCR Kit试剂进行末端扩增, 3′RACE

利用特异性引物 HR38-F1、通用引物 UPM 和

3′RACE模板进行 PCR反应。将 PCR产物进行 50

倍稀释, 作为巢式 PCR 反应的模板。3′RACE 巢

式 PCR反应的引物为 HR38-F2和通用引物 NUP。

按照 3′RACE的步骤, 进行相应的 5′RACE扩增。

将扩增产物经琼脂糖凝胶电泳、切胶纯化并且连

接到 PMD18-T 载体, 转化入大肠杆菌 Top 10 感

受态细胞中, 在培养基中 37℃过夜培养后, 挑取

阳性菌落继续培养。进行菌落 PCR后, 挑选含有

目的条带的菌液送交上海桑尼公司测序。 
 

表 1  实验中所用到的引物 
Tab. 1  Sequences of the primers used in this experiment 

 引物 primer 序列(5′–3′) sequence (5′–3′) 

HR38-F1 TCTCAGTGCCTGAGTGCATTGGC 
RACE

HR38-F2 TTTGTATACCATGTCTAACTCCGCGAC

QHR38-F CCAGAGCGAGTGTTGGAGA 

QHR38-R GCAGGGTTGAGTATGTCACG 

β-actin-F CGAAACCTTCAACACTCCCG 

实时

定量
PCR

β-actin-R GGGACAGTGTGTGAAACGCC 

 

1.3  核苷酸序列和氨基酸序列的生物学分析 

采用NCBI中的 BLAST主页程序经行主要的

核苷酸序列以及氨基酸序列的比对。用  Vector 

NTI 11.0进行核苷酸序列的拼接比对、冗余序列

的去除、开放阅读框的预测和氨基酸的翻译。采

用 DNAMAN进行氨基酸序列的比对。用 SMRAT 

(http://smart.embl-heidelberg.de/) 和 InterProScan 

(http://www.ebi.ac.uk/interpro/scan.html)在线软件

进行蛋白质跨膜区的分析。用 ProParam tool 

(http://web.expasy.org/protparam/)在线软件进行氨

基酸残基分析及蛋白质等电点、分子量等的预测。

利用 MEGA 6.0构建系统进化树。 

1.4  蜕皮周期的取样及去除单侧眼柄实验 

取暂养后处于蜕皮间期、蜕皮前期、蜕皮后

期的蟹各 6 只, 分别取其眼柄、肌肉、肝胰腺、

心脏、血液、鳃、表皮, 每两只的样品存放于一

个 EP管中, 存放于液氮中保存。采用解剖镜观察

三疣梭子蟹游泳足表皮生长状况的方法来区分不

同蜕皮时期[12]。 

采用烫伤法去除三疣梭子蟹的单侧眼柄。将

烧红的镊子夹住蟹眼后红色膨大部分基部(此处

为眼柄窦宪复合体)1~2 s, 破坏单侧眼柄的分泌

及调控功能。用土霉素按照 50~100 mg/L的浓度
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进行全池的消毒。暂养 7 d后挑取处于蜕皮间期、

蜕皮前期、蜕皮后期的蟹, 取眼柄、肌肉、肝胰

腺、心脏、血液、鳃, 存放于液氮中保存。 

1.5  三疣梭子蟹 HR38基因的表达定量分析 

将存放于液氮中的组织进行研磨 , 加入

Trizol后震荡混匀。按照 Trizol法提取 RNA的步

骤提取各个组织的 RNA, 并检验 RNA 的质量与

完整性, 采用 Transcriptor First Strand cDNA Synthesis 

Kit试剂盒将 RNA反转录为 cDNA。 

在 ABI 7500 Real Time PCR平台对各个组织

的基因表达情况进行测定。以 β-actin基因作为内

参, 采用的实时定量反应程序: 95℃ 10 min; 95℃ 

10 s, 60℃ 34 s , 40个循环; 95℃ 15 s, 60℃ 1 min, 

95℃ 15 s。将得到的 Ct 值采用 2–∆∆Ct 方法计算

HR38基因的相对表达量, 并用 SPSS 19.0统计软

件进行单因素方差分析, 获得其显著性。 

2  结果与分析 

2.1  三疣梭子蟹 HR38 基因 EST 序列的验证及

cDNA全长的获得 

总共分三段验证 HR38 的 EST 序列, 得到三

条长度分别为 537 bp、978 bp和 967 bp的片段, 验

证出长达 2482 bp的 EST序列的正确性。3′RACE

末端扩增得到 376 bp的片段, 用 Vector软件拼接

得到的片段和 EST 序列, 去除冗余序列后得到三

疣梭子蟹的 HR38 基因全长 cDNA 序列, 命名为

PTHR38, GenBank 登录号 : KP954701。该基因

cDNA序列全长 2950 bp, 包括 2298 bp的开放阅

读框(ORF), 101 bp 的 5′端非编码区(UTR)和 551 

bp的 3′UTR(图 1)。 

2.2  三疣梭子蟹 HR38 基因序列的生物信息学

分析 

从 HR38 氨基酸序列分析可知, 该基因编码

一个由 765 个氨基酸组成的蛋白质, 预测分子量

为 84.2 kD, 理论等电点为 6.3。采用 InterProScan

在线软件分析, PTHR38属于孤儿核受体家族, 具

有核受体锌指结构、DNA结合结构域(DBD)和配

体结合结构域 (LBD), 没有跨膜结构域。采用

ProtParam tool软件分析, 该基因负电荷的氨基酸

残基总数(Asp+Glu)为 74, 正电荷的氨基酸残基

总数(Arg+Lys)为 65, 不稳定系数计算值为 64.49, 

亲水性平均数为–0.473, 是一类不稳定的蛋白。 

利用NCBI BLAST对三疣梭子蟹HR38基因编

码的氨基酸序列进行比对, 并与其他物种进行同源

溞性分析。发现该序列与大型 (Daphnia magna)的

HR38相似性最高, 为 70.6%。与其他物种如印度

跳蚁(Harpegnathos saltator, XM 011145302.1)、黑腹

果蝇(Drosophila melanogaster, Y15606.1)、埃及伊

蚊 (Aedes aegypti, AAF23095.1)、赤拟谷盗 (Tri-

bolium castaneum, XM 008196098.1)、佛罗里达弓

背蚁(Camponotus floridanus, EFN73183.1)、剑水

蚤(Tigriopus japonicus, AID52854.1)和意蜂(Apis 

mellifera, XP 006560458.1)的 HR38的相似性分别

为 67.3%、60.4%、55.3%、52.7%、50.5%、48.0%

和 45.7%。 

利用 MEGA 6.0 软件进行系统进化分析, 结

果表明, 切叶蚁(Acromyrmex echinatior)、印度跳

蚁和意蜂的 HR38 亲缘关系较近 , 三疣梭子蟹

PTHR38与昆虫 HR38亲缘关系较近(图 2)。将三

疣梭子蟹 PTHR38 基因编码的氨基酸序列与大型

溞、印度跳蚁、黑腹果蝇和埃及伊蚊的 HR38 基

因编码的氨基酸序列进行比对, 发现 DNA 结合

区与配体结合区保守度较高(图 3)。 

2.3  三疣梭子蟹 HR38基因的表达定量分析 

对三疣梭子蟹各个组织中 HR38 基因在不同

蜕皮时期的表达情况进行实时荧光定量分析。结

果显示, 在蜕皮周期的各个组织中, PTHR38基因

均有差异表达。其中, 眼柄组织中, 该基因在蜕皮

后期的表达量明显低于蜕皮前期和蜕皮间期。肌

肉和肝胰腺中, 该基因表现为蜕皮后期表达量高

于蜕皮前期和蜕皮间期。表皮中, 该基因在蜕皮

前期和蜕皮后期表达量升高(图 4)。 

去除单侧眼柄后, 对三疣梭子蟹在不同蜕皮

时期与相应的正常对照组进行相对定量分析。结

果显示, 在整体上看, 去除单侧眼柄后, PTHR38

基因的表达量呈不同程度的上升趋势。但是在各

个时期的肝胰腺组织中, PTHR38基因在去除单侧

眼柄后表达量明显降低(图 5—图 7)。 
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图 1  三疣梭子蟹 HR38基因 cDNA全长及其编码的氨基酸序列 

ATG: 起始密码子; *: 终止密码子; 方框: DNA结合区; 下划线: 配体结合区. 

Fig. 1  HR38 nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of Portunus trituberculatus 
ATG: the start codon; *: the stop codon; boxes: DNA binding domain; underline: ligand binding domain. 
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图 2  三疣梭子蟹 HR38氨基酸序列与其他物种的 HR38序列的比对 

Fig. 2  The amino acid sequence of Portunus trituberculatus HR38 alignment with other species 

 

3  讨论 

HR38 作为孤儿核受体家族的成员, 研究证

明了其直接与哺乳类的神经生长因子诱导基因

(NGFIB)同源[13]。HR38 作为介导 20-羟蜕皮甾酮

(20E)的非典型性信号通路的调节剂调节果蝇的

蜕皮激素信号通路[14]。除此之外, 也有研究发现

HR38 在表皮蛋白的合成和糖代谢中有重要的作 
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图 3  MEGA 6.0软件采用邻接法构建的三疣梭子蟹与其他物种的 HR38氨基酸序列的系统进化树 

分叉处数值表示 1000次重复抽样所得到的置信度, 只显示置信度>80%的数值; 标尺长度代表每个位点发生 0.1次置换. 

Fig. 3  NJ phylogenetic tree of amino acid sequences of Portunus trituberculatus HR38 and other species made by MEGA 6.0 
The values at the forks indicate the percentage of trees in which this grouping occurred after bootstrapping the data (1000 replicates; 

shown only when confidence coefficient >80%); the length of the scaleplate stands for it occurred substitution at 0.1 turn. 

 

 
 

图 4  三疣梭子蟹 HR38基因在不同蜕皮时期各个组织中

的表达分布情况 

同一组织内标有不同字母的时期之间差异显著(P<0.05). 

Fig. 4  Distribution of HR38 gene expression in different tis-
sues of different moult stage 

Within the same tissue, different letters indicate significant 
difference between stages (P<0.05). 

 

用[15]。但是关于 HR38 的研究报道主要集中在昆

虫纲的几个物种上[16–18]。本研究克隆出的三疣梭

子蟹 HR38 基因 cDNA 全长 2950 bp, 推测编码

765个氨基酸。生物学分析表明, 该基因具有核受

体家族典型的锌指结构域、DNA 结合结构域

(DBD)和配体结合结构域 (LBD), 其氨基酸序列

溞与大型 (Daphnia magna)的 HR38 相似性最高, 

为 70.6%。 

 
 

图 5  去除单侧眼柄后, PTHR38基因在三疣梭子蟹蜕皮

前期与正常对照各个组织中的相对表达情况 

同一组织内标有不同字母的处理之间差异显著(P<0.05). 

Fig. 5  After single eye ablation, distribution of PTHR38 gene 
expression in different tissues of pre-moult stage compared to 

normal condition 
Within the same tissue, different letters indicate significant 

difference between different treaments (P<0.05). 
 

对三疣梭子蟹 HR38 在蜕皮周期的各个组织

中的表达进行实时定量分析, 结果表明, 该基因

在蜕皮周期的各个组织中均出现不同程度的差异

表达现象, 由此推测 PTHR38 参与到了三疣梭子

蟹的蜕皮调控过程中。Kozlova 等[16]关于 HR38

的研究发现, 在整个发育时期 HR38 基因都有表

达。血淋巴中该基因的表达量在蜕皮前期高于蜕

皮间期和蜕皮后期, 这个表达模式与血液中 20E 
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图 6  去除单侧眼柄后, PTHR38基因在三疣梭子蟹蜕皮

间期与正常对照各个组织中的相对表达情况 

同一组织内标有不同字母的处理之间差异显著(P<0.05). 

Fig. 6  After single eye ablation, distribution of PTHR38 gene 
expression in different tissues of inter-moult stage compared to 

 normal condition 
Within the same tissue, different letters indicate significant 

difference between different treaments (P<0.05). 

 

 
 

图 7  去除单侧眼柄后 PTHR38基因在三疣梭子蟹蜕皮

后期与正常对照各个组织中的相对表达情况 

同一组织内标有不同字母的处理之间差异显著(P<0.05). 

Fig. 7  After single eye ablation, distribution of PTHR38 gene 
expression in different tissues of post-moult stage compared to 

 normal condition 
Within the same tissue, different letters indicate significant 

difference between different treaments (P<0.05). 
 

的浓度变化相一致[19]。由此猜测 PTHR38的表达

水平在蜕皮过程中随着蜕皮激素浓度的变化而变

化, 两者更趋向于协同调控关系。PTHR38为核受

体基因 , 其参与的生理过程众多 , 有研究表明 , 

HR38 参与碳水化合物的代谢和糖原的合成[15]。

在三疣梭子蟹肌肉和肝胰腺中, 该基因在蜕皮后

期表达量高于蜕皮前期和蜕皮间期, 推测该基因

也参与到了三疣梭子蟹的物质能量代谢过程中。 

甲壳类的神经内分泌调节中心的 X 器-窦腺

复合体(XO-SG)着生于眼柄基部。XO-SG 合成和

分泌蜕皮抑制激素(MIH), MIH作用于Y器官从而

抑制蜕皮激素的合成[20–21]。去除单侧眼柄, 可以

减小MIH对 Y器官的抑制作用, 使体内蜕皮激素

水平增高[22–23]。对去除单侧眼柄后, PTHR38在各

个组织的表达情况进行定量分析。结果表明, 去

除单侧眼柄相对于正常对照, PTHR38基因的表达

量在整体上呈不同程度的上升趋势, 由此进一步

说明了 PTHR38 基因的表达量与蜕皮激素之间的

协同调节作用。但是在各个时期的肝胰腺中, 去

除单侧眼柄造成了 PTHR38 表达量的降低。由于

HR38 参与碳水化合物的代谢和糖原的储存等多

种生理过程的调节, 而且蜕皮行为伴随着大量的

能量消耗 , 因此推测 , 在三疣梭子蟹肝胰腺中 , 

PTHR38 基因的表达受营养状况与蜕皮激素水平

的双因素影响。去除单侧眼柄后, 另一侧眼柄中

的 PTHR38 表达量升高, 并且在蜕皮后期的升高

趋势最大, 推测 HR38 基因在调控蜕皮的神经内

分泌系统中起到一定的信号传导作用。 

4  结论 

本研究首次克隆出三疣梭子蟹 HR38 基因

cDNA 全长序列, 并且对该序列进行了生物信息

学分析, 补充了 HR38 在水生甲壳类中的研究进

展。其表达分析结果证明, 眼柄和心脏中的 HR38

基因在蜕皮前期和蜕皮间期的表达水平显著高于

蜕皮后期, 初步推测 HR38 在三疣梭子蟹蜕皮过

程中与蜕皮激素浓度具有一定的协同关系, 去除

单侧眼柄实验也证明了这一结论。有关 HR38 基

因在三疣梭子蟹蜕皮中的准确生理功能还有待进

一步研究。 
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Cloning and expression analysis in molting cycle of nuclear receptor 
HR38 gene in Portunus trituberculatus 
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Abstract: The nuclear receptor superfamily contains a large number of transcription factors that mediate many physio-
logical process, such as cell differentiation, growth and development. Family members have a conserved functional 
domain that includes a DNA-binding domain and a ligand-binding domain. HR38, a member of the nuclear receptor 
superfamily, is an orphan receptor for which no ligand is known. HR38 is involved in an unusual ecdysteroid signaling 
pathway in Drosophila. Portunus trituberculatus is a major Chinese aquaculture species and is also an important Chi-
nese export. The crustacean molting cycle is a physiologically important growth process. To investigate its function in 
the molting cycle of Portunus trituberculatus, cDNA encoding nuclear receptor HR38 of Portunus trituberculatus was 
cloned by rapid amplification of cDNA ends (RACE) and named PHR38. The full-length PTHR38 cDNA is 2950 bp, 
including a 101-bp 5′ untranslated region (UTR) and a 551-bp 3′ UTR. The 2298-bp open reading frame (ORF) encodes 
a 765-amino acid polypeptide. Bioinformatic analysis revealed that PTHR38 is anunstable protein and has no trans-
membrane domains. Homology analysis showed that PTHR38 of Portunus trituberculatus has the highest homology to 
the HR38 gene of Daphnia magna. Six crabs ateach main molting stage (inter-, pre- and post-molting) were selected by 
morphological feature observation. Eyestalks were excised, the crabs were depigmented, their exoskeletons were re-
moved, and different tissues were sampled before being stored in Trizol Reagent for RNA extraction. Quantitative 
real-time PCR showed different expression patterns of PTHR38 at each stage of the molting cycle, which suggested that 
PTHR38 functions in the molting cycle of Portunus trituberculatus. It also showed a similar expression tendency to 
ecdysone in hemocytes and thus might be associated with ecdysone. In muscle and the hepatopancreas, PTHR38 was 
upregulated in the post-molting stage. Previous studies showed that HR38 participates in the metabolism of carbohy-
drates, which suggested that PTHR38 might function in energy metabolism processes. After eyestalk ablation, the ex-
pression of PTHR38 was upregulated, which also suggested a connection between PTHR38 and ecdysone. 
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