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摘要: 半胱氨酸蛋白酶抑制因子(CST)是一种能够可逆结合并抑制半胱氨酸蛋白酶类的活性的蛋白, 为了明确日本

沼虾(Macrobrachium nipponense)CST 基因(MnCST)序列及其在日本沼虾卵巢中的作用, 本研究利用 RACE 方法克

隆获得日本沼虾 MnCST 全长 cDNA 序列, 利用 qRT-PCR 分析了其在不同组织和不同发育阶段的卵巢中的表达情

况, 并利用 RNA 干扰(RNAi)技术初步分析了 MnCST 在日本沼虾卵巢发育中的作用。结果显示, MnCST cDNA 序

列全长 6199 bp, 包含 1183 bp 5′非编码区、2304 bp 3′非编码区和 2709 bp 开放阅读框, 编码 903 个氨基酸残基, 其

氨基酸序列上有 6 个 cystatin-like(半胱氨酸蛋白酶抑制因子样)结构域和 42 个磷酸化位点; MnCST 基因在各个组织

中均有表达, 肠中表达量最高; 日本沼虾不同发育阶段的卵巢中均有 MnCST 基因表达, Ⅳ期卵巢中表达量最高, 

Ⅱ期卵巢中表达量最低; MnCST 基因在日本沼虾卵巢中的表达变化与组织蛋白酶 B(CtsB)和组织蛋白酶 L(CtsL)基

因的表达变化基本是一致的, 但对卵黄蛋白原(Vg)基因的表达没有直接影响。MnCST 在日本沼虾卵巢中的作用可

能主要是抑制 CtsB 和 CtsL 的活性, 在日本沼虾卵巢发育过程中对 Vg 的水解起间接的调控作用。 
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半胱氨酸蛋白酶抑制因子(cystatins, CSTs)是

一类能够与半胱氨酸蛋白酶特异性可逆结合并抑

制半胱氨酸蛋白酶类活性的家族蛋白[1]。已知的

动物 CSTs 蛋白被分成 3 个家族, 家族 1 的 CSTs

也被称为 stefins, 它们是低分子量的蛋白, 并且只

有单个不包含二硫键和碳水化合物侧链的 cystatin

结构域[2]。家族 2 的 CSTs 包括 cystatin C、D、E、

S 和 SN, 它们是分泌性蛋白, 拥有单个 cystatin 结

构域, 但结构域至少拥有两个分子内的二硫键。

家族 3 的 CSTs 也被称为激肽原(kininogens), 它们

的结构非常复杂, 含有多个 cystatin-like 结构域, 

每个结构域都具有两个二硫键[3]。 

CSTs 在哺乳动物、鸟类和鱼类等脊椎动物中

广泛存在[4-8], 一些无脊椎动物的 CSTs 也被鉴别

出来, 包括肝片吸虫(Fasciola hepatica)[9]、棘唇线

虫 (Acanthocheilonema viteae) 、 马 来 丝 虫 (Brugia 

malayi)[10]、旋盘尾丝虫(Onchocerca volvulus)[11]、

巴西日圆线虫(Nippostrongylus brasiliensis)[12]、捻

转血矛线虫(Haemonchus contortus)[13]、黑腹果蝇

(Drosophila melanogaster)[14]、长角血蜱(Haema-

physalis longicornis)[15]、中华鲎(Tachypleus tride-

ntatus)[16]、中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)[17]、红
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螯螯虾(Cherax quadricarinatus)[18]和日本虎斑猛

水蚤(Tigriopus japonicus)。CSTs 在许多细胞防御

系统中起着防止细胞蛋白遭受半胱氨酸蛋白酶过

度水解的作用, 它们调控着许多依赖于半胱氨酸

的蛋白酶的代谢过程, 如人类的 CSTs 与各种病理

如炎症、阿尔茨海默症、病毒性疾病和恶性肿瘤有

关[19-21], 而无脊椎动物的 CSTs 与免疫调控有关, 

如棉鼠丝虫(Litomosoides sigmodontis)的 CST 会抑

制其侵染的宿主的免疫反应[22]，而中华绒螯蟹的

CST 则会提高自身抵抗微生物侵染的能力[17]。但

有关日本沼虾(Macrobrachium nipponense) CST 的

分子鉴定及其功能的分析目前尚未见研究报道。 

日本沼虾隶属于十足目(Decapoda)、长臂虾科

(Palaemonidae)、沼虾属, 又称河虾、青虾。由于

它肉味鲜美 , 营养丰富 , 具有很高的经济价值 , 

再加上它食性杂, 适应性强, 因而在中国得到广

泛的养殖。目前, 日本沼虾已成为我国淡水养殖的

主要种类之一, 据《中国渔业统计年鉴 2017》[23]

公布的数据 , 2016 年全国日本沼虾养殖年产量 

27.26 万 t, 在虾类养殖产量中位居第 3 位。为了

在实际生产中培育和繁殖优良日本沼虾个体及品

种, 对日本沼虾性腺发育和繁殖生物学进行研究

是十分必要的。本实验室在对日本沼虾卵巢转录

组的分析中发现一种在卵巢中高表达的 CST 基因

片段[24], 命名为 MnCST 基因, 为了研究 MnCST

基因在日本沼虾卵巢中的作用, 本研究克隆得到

了 MnCST 基因的全长 cDNA 序列, 同时检测了它

在日本沼虾不同组织以及在卵巢发育不同阶段中

的表达水平。此外, 利用 RNA 干扰(RNAi)技术初

步研究了 MnCST 基因沉默对日本沼虾卵巢中组

织 蛋 白 酶 B(cathepsin B, CtsB) 和 组 织 蛋 白 酶

L(cathepsin L, CtsL) 基 因 , 以 及 卵 黄 蛋 白 原

(vitellogenin, Vg)基因表达的影响, 旨在为日本沼

虾的繁殖和育种应用提供理论借鉴。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

以雌性日本沼虾成虾为实验动物, 平均每尾

体重约 4.0 g, 来源于浙江省淡水水产研究所八里

店综合实验基地。冰上解剖 6 尾性成熟的雌虾, 

取出卵巢、肝胰腺、鳃、心脏、胃、肠、眼柄、

肌肉和腹神经节 9 个组织, 并分别解剖 6 尾卵巢

发育处于不同时期的日本沼虾 , 取出Ⅰ~Ⅵ期的

卵巢 , 取出的各组织和卵巢均立即置于液氮保

存。卵巢分期根据 Wu 等[25]和 Zhao 等[26]的方法, 

分为Ⅰ期(早期卵黄生成前期)、Ⅱ期(晚期卵黄生

成前期)、Ⅲ期(早期卵黄生成期)、Ⅳ期(晚期卵黄

生成期)、Ⅴ期(成熟期)和Ⅵ期(排卵后的消退期)

卵巢。 

1.2  日本沼虾 CST 基因全长的获得 

按试剂盒 Total RNA kit Ⅱ(Omega 公司)的

说明书对冻存于液氮的卵巢组织提取总 RNA。

NanoDrop 2000c 微量紫外分光光度计 (Thermo, 

美国)测定 RNA 的浓度和纯度, 1.5%琼脂糖凝胶

电泳检测 RNA 完整性。然后按 primeScriptTM RT 

Master Mix 试剂盒(TaKaRa, 大连)的说明书合成

第一链 cDNA。根据日本沼虾卵巢转录组测序中

得到的 CST 基因片段设计 4 对引物: MnCST-F1、

MnCST-R1, MnCST-F2、MnCST-R2, MnCST-F3、

MnCST-R3 和 MnCST-F4、MnCST-R4 (表 1), 以日

本沼虾卵巢 cDNA 作为模板进行 PCR 扩增, 合并

得到的 4 段基因片段获得 MnCST 基因的 ORF 区

序 列 。 在 已 获 得 的 ORF 区 序 列 基 础 上 设 计

3′-RACE 和 5′-RACE 的特异性引物 MnCST-3′- 

RACE GSP 和 MnCST-5′-RACE GSP (表 1), 采用

SMARTer®RACE 5′/3′ Kit(Clontech 公司)试剂盒, 

利用试剂盒中的通用引物(Universal Primer, UMP)

和设计的 3′-RACE 和 5′-RACE 特异性引物分别扩

增目的基因的 3′和 5′末端序列。PCR 扩增产物回

收纯化、连接转化后挑选阳性克隆送于上海英骏

生物技术有限公司测序。 

1.3  序列对比分析 

使用在线软件对 MnCST 进行序列分析, 包

括开放阅读框的预测(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

gorf/orfig.cgi)、蛋白的理论相对分子质量以及理

论等电点的预测(http://web.expasy.org/compute_pi/)、

蛋白的磷酸化位点预测(http://www.dabi.temple. 

edu/disphos/)、蛋白的功能结构域预测 (http:// 

smart.embl–heidelberg.de/index2.cgi)等。应用

ClustalX2 程序进行氨基酸多重序列比对(http://  
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表 1  实验中所用的引物 
Tab. 1  Primers used in the study 

引物 primer 序列(5′-3′) sequence (5′-3′) 

中间片段克隆 partial sequence PCR  

MnCST-F1 CTTCTTCTCCCGCCTCG 

MnCST-R1 TCCACCAACAGCCACAG 

MnCST-F2 TTATCCTGCCACAACTC 

MnCST-R2 TCATCCCGCTCATCACA 

MnCST-F3 GGATGCTGGTGGAATGA 

MnCST-R3 TGGTCTTATCTGCCTGTT 

MnCST-F4 CAACAGGCAGATAAGAC 

MnCST-R4 GAATTCCACTGAACTAAG 

3′和 5′端扩增 RACE PCR  

MnCST-3′- RACE GSP GATTACGCCAAGCTT GGCCATACCAAACTTGTGAAGTGGTCG 

MnCST-5′- RACE GSP GATTACGCCAAGCTT AGAATTACTGGGTCATTAAGAGGTG 

UPM TAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 

dsRNA 合成 dsRNA synthesis  

T7-MnCST-f1 TAATACGACTCACTATAGGGAGATTATCCTGCCACAACTC 

MnCST-r1 CTTCGCATGACATAGACA 

MnCST-f2 TTATCCTGCCACAACTC 

T7-MnCST-r2 TAATACGACTCACTATAGGGAGACTTCGCATGACATAGACA 

T7-EGFP-f1 TAATACGACTCACTATAGGGAGATGCCCATCCTGGTCGAGCT 

EGFP-r1 TGCACGCTGCCGTCCTCGAT 

EGFP-f2 GTGCCCATCCTGGTCGAGCT 

T7-EGFP-r2 TAATACGACTCACTATAGGGAGATGCACGCTGCCGTCCTCGAT 

荧光定量 PCR qRT-PCR  

MnCST-qf TGTTGGTGGAAGTTTTGCTGC 

MnCST-qr TCATCCTCACGCCTGTTGTATT 

CtsB-qf GTCAGCAACGGCACAAAGTT 

CtsB-qr CTAAGCCCCTCCAGATACCT 

CtsL-qf CTGTGGTAATGGAGGAGTGGGA 

CtsL-qr CAGTATGATAGAGCTTGTTGTGGG 

Vg-qf CATCCGCTCTTGGTTTGTTG 

Vg-qr TATGTCTGCCCCTACTTTTGGT 

β-actin-qf AATGTGTGACGACGAAGTAG 

β-actin-qr GCCTCATCACCGACATAA 

注: 单下划线部分为 15 bp 的载体同源序列, 双下划线部分为 T7 启动子序列. 

Note: The 15 bp vector homologous sequence was underlined; T7 promoter sequence was double-underlined. 
 

clustalw.ddbj.nig.ac.jp/), 应用 MEGA5.0 软件以邻

接法构建系统进化树。 

1.4  实时定量 PCR(qRT-PCR)分析 MnCST 基因

的表达 

按试剂盒 Total RNA kit Ⅱ(Omega 公司)的

说明书对冻存于液氮的卵巢、肝胰腺、鳃、心脏、

胃、肠、眼柄、肌肉和腹神经节 9 个组织, 以及

Ⅰ~Ⅵ期的卵巢组织提取总 RNA。RNA 的浓度、

纯度和完整性的检测同 1.2。使用 PrimeScript®RT 

reagent Kit with gDNA Eraser(TaKaRa)试剂盒对组

织的总 RNA 进行反转。依据已克隆的 MnCST 全

长序列设计荧光定量引物 MnCST-qf 和 MnCST-qr 

(表 1), 以 β-actin 为内参基因(表 1)。使用 CFX96 

实时荧光 PCR 检测系统(Bio-Rad, USA)和 SYBR® 
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Premix Ex Taq™ II(TaKaRa, 大连)试剂进行 qRT- 

PCR, 反应体系(25 μL): SYBR®Premix Ex Taq II 

12.5 μL, 上、下游引物各 1.0 μL, cDNA 模板

2.0 μL, ddH2O 8.5 μL; 反应程序: 95℃预变性 30 s; 

95℃ 5 s, 60℃ 30 s, 共 40 个循环。每个样本设

置 3 个重复, 依据 2–ΔΔCt 法分析实验样本 MnCST

的相对表达量, SPSS20.0 软件 One-way ANOVA

统计分析所得数据, 进行 LSD 和 Duncan 氏比较, 

以 P<0.05 为具有显著性差异, 结果用平均值±标

准误( x ±SE)表示。 

1.5  RNA 干扰实验 

MnCST 基因和增强型绿色荧光蛋白(EGFP)

基因的双链 RNA(dsRNA)的合成按照 Qian 等[27]

的体外转录的方法合成, 使用的引物序列见表 1。

取健康的卵巢发育处于Ⅰ期的雌性日本沼虾 300

只(平均每尾体重约 4.0 g)分为 3 组, 实验组、阴

性对照组和空白对照组各 100 只。按照 Bai 等[28]

的 4 μg dsRNA/g 体重的注射剂量和实验方法, 实

验组肌肉注射 16 μg MnCST-dsRNA/20 μL 无酶水, 

阴性对照组肌肉注射 16 μg EGFP-dsRNA/20 μL

无酶水, 空白对照组肌肉注射 20 μL 无酶水, 在

首次注射后的第 8 天各实验组再补充进行 1 次等

量注射。由于日本沼虾 1 个卵巢发育周期(由Ⅰ期

发育到Ⅵ期)的时间为 18 d 左右, 本实验分别在首

次注射后的第 2、4、6、8、10、12、14、16 和

18 天, 从各注射组中随机取 6 尾虾, 冰浴麻醉后

立即分离卵巢组织, 进行总 RNA 的提取, 检测卵

巢组织中 MnCST 基因的沉默效率, 以及卵巢中

CtsB、CtsL 和 Vg 基因表达水平。总 RNA 的提取

依然按试剂盒 Total RNA kit Ⅱ(Omega 公司)的

说明书进行, 基因表达水平的检测参照 1.4 的实

时定量 PCR 分析实验步骤进行。 

2  结果与分析 

2.1  MnCST 基因 cDNA 全长和氨基酸序列分析 

所克隆序列经测序、拼接, 结果显示 MnCST

基因 cDNA 序列全长 6199 bp (GenBank 登录号: 

MG049914), 其中 5′非编码区长 1183 bp, 3′非编

码区长 2304 bp, poly(A)尾前有  2 个加尾序列

AATAAA。该基因开放阅读框 2709 bp, 编码 903

个氨基酸, 推导的蛋白分子量为 101.181 kD, 理论

等电点为 4.95, 分子式为 C4400H6916N1244O1410S43, 富

含缬氨酸(8.9%)、天冬氨酸(8.3%)和谷氨酸(8.3%), 

色氨酸含量最低(0.8%)。另外, 在该氨基酸序列上

还预测到 42 个磷酸化位点, 包括 24 个 Ser, 7 个 

Tyr 和 11 个 Thr。利用在线软件 SMART 分析显

示 MnCST 氨基酸序列上有 6 个 cystatin-like(半胱

氨 酸 蛋 白 酶 抑 制 因 子 样 ) 结 构 域 , 分 别 位 于 第

60–171、第 208–315、第 346–455、第 483–592、

第 670–779、第 794–903 位氨基酸(图 1)。 

2.2  MnCST 上的 6 个 cystatin-like 结构域的氨

基酸序列多重比对 

利用 ClustalX2 软件对 MnCST 上的 6 个

cystatin-like 结构域的氨基酸序列进行了多重比对, 

发现在 cystatin 结构域内应该具有的 3 个相对保

守的与半胱氨酸蛋白酶作用的活性位点——N 末

端的 G、序列中间的 Q-X-V-X-G 活性基序和 C 末

端的 PW, 在 MnCST 的第 1、第 5 和第 6 个

cystatin-like 结构域中全部存在。N 末端的 G 在

这 6 个 cystatin-like 结构域内均存在, 且这 6 个

cystatin-like 结构域内均具有两个二硫键(图 2)。 

2.3  日本沼虾 MnCST 同源性比对及蛋白系统进

化树构建 

利用 NCBI BLASTP 软件, 将获得的日本沼

虾 CST 基因编码的氨基酸序列与其他 3 种甲壳动

物, 即红螯螯虾、日本虎斑猛水蚤和中华绒螯蟹

的 CST 蛋白氨基酸序列进行同源比对。结果显示, 

日本沼虾的 CST 蛋白与红螯螯虾同源性最高

(62%), 其次为日本虎斑猛水蚤(32%), 而与中华

绒 螯 蟹 相 似 度 最 低 , 为 30% 。 利 用 在 线 软 件

SMART 分析显示, 日本沼虾的 CST 蛋白有 6 个

cystatin-like 结构域, 红螯螯虾的 CST 蛋白有 3 个

cystatin-like 结构域, 日本虎斑猛水蚤和中华绒螯

蟹的 CST 蛋白均有 1 个 cystatin-like 结构域(图 3)。

将这 4 种甲壳动物的 CST 蛋白的第一个 cystatin-like

结构域的氨基酸序列进行多重比对, 发现它们均

具有保守的 N 末端的 G 和中间序列的 Q-X-V-X-G

基序, 除了中华绒螯蟹之外, 另外 3 种甲壳动物的

第一个 cystatin-like 结构域内还具有 C 末端的 PW

和两个链内二硫键(图 4)。利用 MEGA 5.0 软件进  
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图 1  日本沼虾 MnCST 基因全长 cDNA 序列和氨基酸序列分析 

灰色背景部分为 6 个 cystatin-like 结构域序列, 下划线指示 ORF 区的起始密码子(ATG)和终止密码子(TAG),  

星号为氨基酸的终止, 黑色三角(▲)指示预测的磷酸化位点. 双下划线指示 poly A 加尾信号(AATAAA). 

Fig. 1  Sequence analysis of the full-length cDNA and amino acid of MnCST in Macrobrachium nipponense 
Six cystatin-like domains are indicated by gray backgrounds. The start (ATG) and stop codon (TAG) of the ORF are  

underlined. An asterisk denotes the termination codon. The phosphorylation sites are marked by ▲.  
Putative polyadenylation sites (AATAAA) are double-underlined. 
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图 2  日本沼虾 MnCST 的 6 个 cystatin-like 结构域的氨基酸序列多重比对 

CY domain 为 cystatin-like 结构域, 按照图 1 灰色背景部分的 cystatin-like 结构域的自上而下的顺序分别命名为 

CY domain 16; cystatin-like 结构域内的 3 个与半胱氨酸蛋白酶作用的活性位点——N 末端的 G、序列中间的 

Q-X-V-X-G 活性基序和 C 末端的 PW 分别用星号、实线方框和虚线方框来指示. 

Fig. 2  Multiple alignments of amino acid sequence of six cystatin-like domains in MnCST of Macrobrachium nipponense 
CY domain represents the cystatin-like domain, according to the top-down order of cystatin-like domains in the gray backgrounds  

in Fig. 1, these domains are named CY domain 1-6. The three active sites interact with the cysteine peptidases in cystatin-like  
domains: G at the N-terminus, Q-X-V-X-G active motif in the middle of the sequence and PW at the C-terminus are indicated by 

asterisk, box with full line and box with dash line, respectively. 
 

 
 

图 3  4 种甲壳动物 CST 蛋白的结构域预测 

CY 为 cystatin-like 结构域. 

Fig. 3  The predicted structure domains of CST proteins in four crustaceans 
CY represents the cystatin-like domain. 

 

行系统进化分析, 发现日本沼虾 CST 与多种无脊

椎动物 CST 聚为一支, 其中与甲壳动物红螯螯虾

的亲缘关系最近，其次为日本虎斑猛水蚤(图 5)。 

2.4  日本沼虾 MnCST 在不同的组织和不同发育

阶段的卵巢中的表达 

qRT-PCR 检测结果显示, 日本沼虾 MnCST 几

乎在所有组织中都有表达, 其中在肠中的表达量

最高, 其次是肌肉和肝胰腺, 在心脏中的表达量

最低。MnCST 基因在肠中的表达量显著高于其他

各组织中的表达量(P<0.05, 图 6a)。在日本沼虾不

同发育阶段的卵巢中均检测到 MnCST 基因的表达, 

MnCST 基因的表达量随着卵巢的发育先升高后下

降, 在Ⅳ期卵巢中达到最大值, 在Ⅱ期卵巢中的表

达量最低。Ⅲ、Ⅳ和Ⅴ期卵巢中 MnCST 基因的表

达量无显著差异(P>0.05), 但显著高于Ⅰ、Ⅱ和Ⅵ期

卵巢中 MnCST 基因的表达量(P<0.05, 图 6b)。 
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图 4  4 种甲壳动物 CST 蛋白第 1 个 cystatin-like 结构域的氨基酸序列多重比对 

实线方框内为 Q-X-V-X-G 基序, ▼指示 N 末端的 G, 虚线方框内为 C 末端的 PW. 组成二硫键的 Cys 残基用#指示. 

Fig. 4  Multiple alignments of amino acid sequence of the first cystatin-like domain in four crustacean CST 
Q-X-V-X-G motif is shown by box with full line; G at the N-terminus is indicated by▼; PW at the C-terminus is shown  

by box with dash line. Cys residues involved in the formation of disulfide bonds are marked by #. 
 

 
 

图 5  基于 CST 氨基酸序列的系统进化树(Neighbor-Joining 法) 

线的长度与遗传距离成正比, 日本沼虾用“▲”表示.  

Fig. 5  Phylogenetic tree based on amino acid sequences of CST (Neighbor-Joining method) 
The length of the phylogenetic tree identified the genetic distance, and the CST of  

Macrobrachium nipponense was marked by the black triangle. 

 
2.5  RNAi 实验结果 

为了进一步研究 MnCST 在日本沼虾卵巢中

的作用, 本研究进行了 RNAi 实验, 通过向日本

沼虾肌肉注射 MnCST-dsRNA 来抑制 MnCST 基因

的表达, 结果表明 MnCST-dsRNA 注射组的卵巢

中 MnCST 基因表达水平与空白对照组(20 μL 无

酶水注射组, VC)和阴性对照组(EGFP-dsRNA 注

射组)相比在 5 个时间点显著下降(P<0.05), 即在 
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图 6  MnCST 在日本沼虾不同组织和不同发育阶段的卵巢中的表达 

a. 日本沼虾 MnCST 的组织表达分布. O: 卵巢; S: 胃; G: 鳃; H: 心脏; Ag: 腹神经节; M: 肌肉; I: 肠; He: 肝胰腺; E: 眼柄. b. 

MnCST 在日本沼虾不同发育阶段的卵巢中的表达. Ⅰ: Ⅰ期卵巢; Ⅱ: Ⅱ期卵巢; Ⅲ: Ⅲ期卵巢; Ⅳ: Ⅳ期卵巢; Ⅴ: Ⅴ期卵

巢; Ⅵ: Ⅵ期卵巢. 不同小写字母代表差异显著(P<0.05). 

Fig. 6  The relative expression of MnCST mRNA in different tissues and in different stages of ovary in Macrobrachium nipponense 
a. Tissues expression of MnCST in M. nipponense. O: ovary; S: stomach; G: gill; H: heart; Ag: abdominal ganglion; M: muscle; I: 

intestine; He: hepatopancreas; E: eyestalk. b. The relative expression of MnCST mRNA in different stages of ovary in M. nipponense. 

Ⅰ: ovary at stageⅠ; Ⅱ: ovary at stageⅡ; Ⅲ: ovary at stage Ⅲ; Ⅳ: ovary at stage Ⅳ; Ⅴ: ovary at stage Ⅴ; Ⅵ: ovary at stage Ⅵ. 

Different letters indicate significant differences (P<0.05). 
 

首次注射后的第 6、8、10、12 和 14 天与空白对

照组相比分别下降了 77%、74%、88%、73%和

75%(图 7a), 这说明 MnCST-dsRNA 介导的 MnCST

基因表达的沉默是成功的。对 MnCST 基因沉默后

日本沼虾卵巢中 CtsB、CtsL 和 Vg 基因的表达量

进行了分析, 结果显示, MnCST-dsRNA 注射组的

卵巢中, CtsB 基因表达水平与空白对照组和阴性

对照组相比在 1 个卵巢发育周期中的 4 个时间点

显著下降(P<0.05), 即在首次注射后的第 6、8、

10 和 12 天与空白对照组相比分别下降了 73%、

86%、85%和 64%(图 7b)。卵巢中 CtsL 基因表达

水平与空白对照组和阴性对照组相比也在 1 个卵

巢发育周期中的 4 个时间点显著下降(P<0.05), 

即在首次注射后的第 8、10、12 和 14 天与空白

对照组相比分别下降了 91%、83%、84%和 82%(图

7c)。卵巢中 Vg 基因表达水平与空白对照组和阴

性对照组相比在 1 个卵巢发育周期中的任何时间

点均无显著差异(P>0.05, 图 7d)。 

3  讨论 

本研究从日本沼虾的卵巢中克隆出了一种半

胱氨酸蛋白酶抑制因子基因, 命名为 MnCST 基

因, 其编码的 MnCST 蛋白共含有 6 个 cystatin-like

结构域。在以往的研究中, 人们在许多生物中也

鉴别出了具有多个 cystatin-like 结构域的半胱氨

酸蛋白酶抑制因子。例如, 在哺乳动物中, 有一

种具有成串的 cystatin-like 结构域的半胱氨酸蛋

白酶 抑制 因 子 , 被 称为 激肽 原 , 它 是哺 乳动 物

CST 家族的一员, 具有 3 个 cystatin-like 结构域[29]; 

在马铃薯(Solanum tuberosum)根茎中, 一种具有 8

个 cystatin-like 结构域的多重半胱氨酸蛋白酶抑

制因子(multicystatin)被鉴别出来, 它能够同时抑

制 8 个木瓜蛋白酶分子[30]; 在向日葵(Helianthus 

annuus)种子中, 一种具有 3 个 cystatin-like 结构

域的 multicystatin 也被鉴别出来[31]; Glazer 等[32]

从红螯螯虾中鉴别出一种 multicystatin, 它也具

有 3 个 cystatin-like 结构域; Khaznadji 等[33]和

Miyaji 等[34]分别从肝片吸虫和烟草天蛾(Manduca 

sexta)中鉴别出一种 multicystatin, 它们均具有 

6 个 cystatin-like 结构域。动物 CST 蛋白的家族 1

和家族 2 的成员均只含有 1 个单一的 cystatin 结

构 域 , 而 家 族 3 的 成 员 结 构 复 杂 , 含 有 多 个

cystatin-like 结构域 , 每个结构域都具有两个二

硫 键 [2-3], 本 研 究 的 MnCST 基 因 所 编 码 的

MnCST 蛋白具有 6 个 cystatin-like 结构域, 且每

个结构域内均具有两个二硫键, 因此 MnCST 基

因所编码的 MnCST 蛋白应属于 CST 蛋白家族 3

的成员。 
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图 7  MnCST-dsRNA 注射对日本沼虾卵巢中基因表达的影响 

a. MnCST-dsRNA 注射后日本沼虾卵巢中 MnCST 基因沉默效率; b, c, d 分别为 MnCST-dsRNA 注射 

对日本沼虾卵巢中 CtsB、CtsL 和 Vg 基因表达的影响. 不同小写字母代表差异显著(P<0.05). 

Fig. 7  Effects of MnCST-dsRNA injection on gene expression levels in ovary of Macrobrachium nipponense 
a. Silencing efficiencies of MnCST gene in ovary of M. nipponense after MnCST-dsRNA injection. b, c, d represent  

the effects of MnCST-dsRNA injection on the expression levels of CtsB, CtsL, Vg genes, respectively, in ovary  
of M. nipponense. Different letters indicate significant differences (P<0.05). 

 

4 种甲壳动物的 CST 氨基酸序列同源比对结

果表明, 日本沼虾 CST 的氨基酸序列与红螯螯虾

最为相似, 而与中华绒螯蟹相似性最低。4 种甲壳

动物的 CST 蛋白均具有 cystatin-like 结构域。研

究表明, cystatin 结构域具有 3 个保守的活性部位, 

它们对于 CST 蛋白与半胱氨酸蛋白酶的作用是非

常重要的, 这 3 个活性部位分别是: N 末端的一个

Gly, 序列中间的 Gln-X-Val-X-Gly 活性基序构成一

个 β-发夹环结构的一部分, 以及 C 末端的 Pro-Trp 

(PW)构成第二个发夹环结构的一部分[35-36]。在本

研 究 中 , 4 种 甲 壳 动 物 中 除 了 中 华 绒 螯 蟹 的

cystatin-like 结构域不具有 C 末端的 PW 外, 其他

的活性部位在这 4 种甲壳动物中均具有, 说明这

3 个活性部位在甲壳动物的 CST 蛋白中还是比较

保守的。另外, 本研究中 MnCST 基因所编码的

MnCST 蛋白含有 6 个 cystatin-like 结构域, 但只

有其中 3 个 cystatin-like 结构域具有全部 3 个活性

部位, 因此由 MnCST 基因所编码的蛋白质是否具

有同时抑制 6 个半胱氨酸蛋白酶分子的活性, 还

需要进一步研究确定。日本沼虾、红螯螯虾和日

本虎斑猛水蚤的 CST 蛋白的第一个 cystatin-like

结构域内均具有两个二硫键 , 而中华绒螯蟹的

cystatin-like 结构域内不具有二硫键, 且中华绒螯

蟹只具有一个 cystatin-like 结构域, 因此中华绒螯

蟹的 CST 属于 CST 蛋白家族 1 的成员。系统进

化树分析结果也显示 MnCST 与甲壳动物中的红

螯螯虾的亲缘关系最近, 与中华绒螯蟹的亲缘关

系最远, 这与 4 种甲壳动物的 CST 氨基酸序列同

源比对结果是一致的。 

CST 对属于半胱氨酸蛋白酶的组织蛋白酶



924 中国水产 科学 第 25 卷 

 

B(CtsB)和组织蛋白酶 L(CtsL)的活性具有抑制作

用[37-38], 而 CtsB 和 CtsL 在卵母细胞成熟过程中

对卵黄蛋白原(Vg)起重要的水解作用, Vg 经血淋

巴运输到卵母细胞表面后, 通过受体介导的内吞

作用进入卵母细胞, 而大分子的 Vg 一旦进入卵

母细胞就将被包括 CtsB 和 CtsL 在内的组织蛋白

酶水解成各种小分子成分, 贮藏在卵母细胞内为

将来的胚胎发育提供营养[39-40]。同时组织蛋白酶

L(CtsL)是存在于所有细胞的溶酶体内的半胱氨

酸蛋白酶, 它具有很强的蛋白降解作用, 与食物

的消化也有密切的联系[41]。本研究中 MnCST 基

因的组织表达分析表明, MnCST 基因的 mRNA 在

日本沼虾的 9 个组织中均有分布, 说明 MnCST 基

因不是组织特异性基因。但 MnCST 基因在肠中的

表达量最高, 这可能是为了满足生殖腺发育阶段

日本沼虾对大量营养的需求 , 肠中需要大量的

CtsL 对蛋白质进行降解, 为了对 CtsL 的水解作用

进行调控, 对 CtsL 有抑制作用的 MnCST 也需要

大量的合成, 从而使 MnCST 基因在日本沼虾的肠

中大量表达。 

本研究对 MnCST 基因在日本沼虾不同发育

阶段的卵巢中的表达分析表明, MnCST 基因的表

达量随着卵巢的发育先升高后下降, 在卵黄生成

前期的卵巢(Ⅰ期和Ⅱ期卵巢)中的表达量最低 , 

在Ⅳ期卵巢中的表达量则达到最大值, 然后又逐

渐下降。MnCST 基因在日本沼虾不同发育阶段的

卵巢中的表达规律与 Zhao 等 [42-43]研究得到的

CtsB 和 CtsL 基因在日本沼虾不同发育阶段的卵

巢中的表达规律是一致的, CtsB 和 CtsL 基因表达

量也随着日本沼虾卵巢的发育先升高后下降, 在

Ⅳ期卵巢中达到最大值, 然后再逐渐下降。这可

能是因为在卵巢发育过程中, 卵黄生成前期 Vg

尚未在卵母细胞中累积, 但随着卵巢的逐渐发育, 

Vg 在卵母细胞中逐渐积累, CtsB 和 CtsL 也会随

着 Vg 的积累逐渐增加, 从而对其进行水解, 但为

了对 CtsB 和 CtsL 的水解作用进行调控, MnCST

蛋白的量也随着卵巢的发育逐渐增加, 并都在Ⅳ

期卵巢中达到最大值。对家蚕(Bombyx mori)的研

究证明卵巢中的半胱氨酸蛋白酶由卵母细胞周围

的滤泡细胞产生, 并在卵巢发育过程中在卵母细

胞中不断积累[44]。本研究中 MnCST 基因表达量

在Ⅴ期卵巢开始下降, 这可能是由于Ⅴ期卵巢中

的卵母细胞已发育成熟, 滤泡细胞在此时逐渐消

失, CtsB 和 CtsL 的产生量下降, 对 CtsB 和 CtsL 起

抑制作用的 MnCST 蛋白的需要量也减少, 从而

MnCST 基因表达量也随之下降。 

为了进一步探索 MnCST 基因在日本沼虾卵

巢中作用, 本研究进行了 RNA 干扰实验。结果表

明 MnCST 基因表达在首次注射后的第 6、8、10、

12 和 14 天被沉默, 同时在 MnCST 基因沉默后, 

卵巢中 CtsB 基因表达水平与空白对照组和阴性

对照组相比在首次注射后的第 6、8、10 和 12 天

显著下降(P<0.05), CtsL 基因表达水平与空白对

照组和阴性对照组相比在首次注射后的第 8、10、

12 和 14 天显著下降(P<0.05), 这说明 MnCST 基

因在日本沼虾的卵巢中的表达变化与 CtsB 和

CtsL 基因的表达变化基本是一致的 , 由此推测

MnCST 在日本沼虾卵巢中的作用主要是抑制包

括 CtsB 和 CtsL 在内的半胱氨酸蛋白酶的活性, 

对 Vg 的水解过程进行调控, 同时防止过量的半

胱氨酸蛋白酶对卵母细胞中的其他蛋白进行水解, 

从而保护卵母细胞正常的结构和生理功能免遭

破坏。MnCST 基因沉默后卵巢中 Vg 基因表达水

平与空白对照组和阴性对照组相比在一个卵巢发

育周期中的任何时间点均无显著差异 (P>0.05), 

说明 MnCST 在日本沼虾卵巢中仅仅是通过对

CtsB 和 CtsL 的抑制作用对 Vg 的水解间接起调控

作用, 在转录水平上对 Vg 基因的表达没有直接

影响。然而, MnCST 在日本沼虾卵巢发育过程中

对 Vg 水解的具体调控机制, 以及对卵巢的整个

发育进程的影响还需要进一步在分子生物学和组

织学的基础上进行更深入的研究。 

总 之 , 本 研 究 克 隆 得 到 了 日 本 沼 虾 CST 

(MnCST)基因 cDNA 全长序列。该基因所编码的

MnCST 蛋白具有 6 个 cystatin-like 结构域, 属于

CST 蛋白家族 3 的成员, 在进化上与无脊椎动物

CST 形成一支, 与甲壳动物红螯螯虾的亲缘关系

最近。MnCST 基因在日本沼虾各个组织中均有表

达, 在肠中表达量最高。MnCST 基因在日本沼虾

Ⅰ~Ⅵ期的卵巢中也均有表达, 在Ⅳ期卵巢中表
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达量最高, 在Ⅱ期卵巢中表达量最低。MnCST 基

因在日本沼虾卵巢中的表达变化与 CtsB 和 CtsL

基因的表达变化基本一致, MnCST 在日本沼虾卵

巢中的作用可能主要是抑制 CtsB 和 CtsL 的活性, 

在日本沼虾卵巢发育过程中对 Vg 的水解起间接

的调控作用。 
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Abstract: Cystatins (CSTs) belong to a protein superfamily the members of which reversibly bind cysteine prote-
ases and inhibit their activity. CSTs are divided into three families: family 1 CSTs are single domain cystatins that 
do not contain disulfide bridges and carbohydrate side chains; family 2 CSTs possess a single cystatin domain, but 
their structures have at least two intramolecular disulfide bridges; and family 3 CSTs display a higher degree of 
structural complexity characterized by the occurrence of multiple cystatin-like domains, each with two disulfide 
bridges at positions homologous to those in family 2 CSTs. CSTs widely occur in various vertebrates such as 
mammals, birds, and fishes. CSTs have also been identified in some invertebrates. In many cellular defense sys-
tems, the CSTs plays a role in preventing the excessive hydrolysis of cellular proteins by cysteine proteases, and 
regulate many metabolic processes that depend on cysteine proteases. However, the study of the role of CSTs in 
the gonads of animals has not yet been reported. Macrobrachium nipponense is a member of the Palaemonidae 
family of decapod crustaceans and is widely farmed in China because of its flavor and high nutritive and economic 
values. To breed superior variety of M. nipponense during actual production, it is necessary to study the charac-
teristics and functions of the gonadal development-related genes of this species. The aims of this study were to 
identify the sequence information and function of CSTs in the ovary of M. nipponense. The full-length M. nippo-
nense CST (MnCST) cDNA sequence was cloned using the rapid amplification of cDNA ends (RACE) technology; 
then, real-time quantitative PCR (RT-qPCR) was used to analyze the expression level of MnCST in different tis-
sues and different developmental stages of the ovary; and finally, the role of MnCST in the ovary of M. nipponense 
was analyzed by RNA interference (RNAi) technology. The results showed that the full-length cDNA of MnCST 
was 6199 bp long, including 1183 bp at the 5′-UTR, 2304 bp at the 3′-UTR, and a 2709 bp open reading frame 
encoding a peptide of 903 amino acids. The putative peptide contained six cystatin-like domains and 42 phos-
phorylation sites. Multiple sequence comparison of crustacean CST proteins indicated that MnCST has the highest 
similarity with the corresponding protein in Cherax quadricarinatus, while it has the lowest similarity with the 
corresponding protein in Eriocheir sinensis. Real-time quantitative PCR detected MnCST mRNA in nine different 
tissues of M. nipponense, and the maximum level was detected in the intestine. Moreover, MnCST mRNA was also 
detected in six developmental stages of the M. nipponense ovary; the maximum level was detected in the stage IV 
ovary, while the minimum level was detected in the stage II ovary. The results of RNAi showed that the expression 
change of the MnCST gene was basically consistent with the expression changes of cathepsin B (CtsB) and 
cathepsin L (CtsL) genes in the ovary of M. nipponense, while there was no effect on the expression of vitel-
logenin (Vg) gene. The role of MnCST in the ovary of M. nipponense is likely to inhibit the activities of cathepsins 
and indirectly regulate the hydrolysis of Vg during ovarian development. This study provides new insights into the 
role of CSTs in the gonads of crustaceans. 
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