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摘要: 为了研究细胞周期蛋白 Y(cyclin Y)在斑节对虾(Penaeus monodon)卵巢发育中的作用, 从斑节对虾转录组数

据中筛选获得 cyclin Y基因部分序列, 采用 SMART-RACE方法克隆得到斑节对虾细胞周期蛋白 Y (Pm-cyclin Y)

基因 cDNA全序列。Pm-cyclin Y基因 cDNA全长 1576 bp, 其中包含 108 bp的 5′非编码区(5′UTR)和 439 bp的 3′

非编码区(3′UTR)以及 1029 bp的开放阅读框(ORF), 可编码 342个氨基酸。生物信息学分析显示, 其编码的氨基酸

序列有 1个保守的周期蛋白框(cyclin box)同源结构域(172~257 aa), 预测的分子量约为 37.6 kD, 理论等电点 6.64。

实时定量 PCR 显示其 mRNA 在卵巢的表达量显著高于其他组织(P<0.05); 并且在卵巢 5 个不同发育期都有表达, 

在 III期卵巢中的表达量最高。本研究通过原核表达方法对 Pm-cyclin Y进行重组表达, 为其蛋白质功能方面的研

究奠定了基础。 
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细胞周期蛋白家族(cyclins)成员随着细胞周

期的变化依次合成并降解, 每个成员都有一个保

守的周期蛋白框序列(cyclin box), 由 100 个左右

的氨基酸组成[1]。不同的周期蛋白成员通过 cyclin 

box 与不同的周期蛋白依赖性激酶(CDK)相结合, 

然后控制细胞周期的启动和关键监测点 (check 

point)[2–3]。cyclin家族中, cyclin Y是一个关键的

细胞周期调节器, 有类似生长因子传感器的功能, 

参与调控细胞周期和转录过程[4]。目前研究表明, 

与 cyclin Y相互作用的受体 CDK分为两大类: 即

PCTAIRE激酶(PCTKs)与 PFTAIRE激酶(PFTKs), 

前者命名为 CDK14, 在真核生物中高度保守; 后

者为 Eip63E的同源 CDK[5]。Jiang等[6]和 Yue等[7]

通过研究发现与 CDK14序列上高度同源的 cyclin 

Y的另一个受体, 命名为 CDK16。基于对 cyclin Y

基因功能的研究, cyclin Y参与细胞周期调控的机

理成为研究热点。赵晓婷等[8]和江妹[9]发现 cyclin 

Y 在非小细胞肺癌肿瘤组织和肺癌细胞系中高表

达, 且其表达模式与组织类型和肿瘤大小呈现统

计学差异; Zhang 等[10]发现, 高表达的 cyclin Y 

可以促进直肠癌瘤细胞的细胞增殖 , 同时在肿

瘤的免疫以及肿瘤细胞的凋亡、黏附等方面发

挥重要作用。目前 cyclin Y 基因的功能在甲壳

动物中未见报道 , 但在节肢动物中 , 对果蝇

(Drosophila melanogaster)的研究比较清楚。

cyclin Y 基因对果蝇的胚胎发育具有重要的作

用 , 如 Sanchez等[11]突变果蝇 cyclin Y基因后, 发现

果蝇生长迟缓、发育产生畸形或缺陷; Shu等[12]和 Liu
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等[13]研究发现, 膜定位的 cyclin Y与 Eip63E(果蝇

Ecdysone-induced protein63E)结合, 使 LRP6正常

磷酸化 , 从而保证 Wg/Wnt 信号通路正常活化, 

使细胞可以通过 G2 期/M 期的关键监测点(check 

point)。 

随着分子生物学技术的发展, 人们越来越关

注甲壳类动物尤其是对虾中细胞周期蛋白基因的

功能, 对细胞周期蛋白的分子调控机制已有所研

究, 如 Qiu等[14]利用同源克隆和锚式 PCR技术克

隆出斑节对虾(Penaeus monodon)cyclin B 基因 , 

并鉴定出它在卵巢中的表达量最高; Qiu 等[15]在

日本囊对虾(Marsupenaeus japonicus)卵巢中找到

5种不同形式的 cyclin B转录体, 并检测了它们在

卵子发生过程中的不同表达模式; Fang等[16]克隆

出中华绒螯蟹 cyclin B 基因全长, 并研究了其在

卵黄发生期的表达模式; Visudtiphole等[17]在斑节

对虾卵巢中克隆出 cyclin B 和 cyclin A基因, 并

检测到两个基因在性成熟个体的表达量高于未成

熟个体, 而 cyclin A 在卵巢发育过程中以及产卵

后的个体没有显著变化 ; 赵超等 [18]对斑节对虾

cyclin E进行了初步探索。此外, 关于刀额新对虾

(Metapenaeus ensis)[19]、拟穴青蟹 (Scylla pa-

ramamosain)[20]等甲壳动物生殖细胞中细胞周期

蛋白的分子调控机制也有报道。细胞周期蛋白在

甲壳动物尤其是对虾的生长发育繁殖方面的研究

已成为热点。本实验以节肢动物门甲壳动物纲的

斑节对虾为实验材料, 通过对其 cyclinY cDNA 

序列的克隆和生物信息学分析, 了解该基因的结

构特征; 通过对其在 mRNA水平的表达模式分析

和蛋白水平的初步探索, 为进一步探索细胞周期

蛋白家族对斑节对虾卵巢发育的分子调控机制奠

定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

实验用斑节对虾来源于海南省三亚市附近海

域, 从捕捞的野生斑节对虾(体重 100~200 g)中挑

选卵巢发育不同阶段的斑节对虾, 解剖取组织样品; 

并用液氮速冻卵巢、肝等组织, 用 4%多聚甲醛固定

卵巢组织, 石蜡组织切片法确认卵巢的分期。 

1.2  斑节对虾总 RNA提取与鉴定 

对已经确定卵巢发育分期的斑节对虾, 每期

各取 3 尾, 每尾卵巢组织取约 30 mg 样品。利用

Trizol 试剂(Invitrogen)参照说明书手提法提取总

RNA。然后, 用 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测其完整

度, 用 Nano Drop 2000/2000c分光光度计(Thermo)

测定其纯度及浓度。 

1.3  SMART-RACE技术获得 Pm-cyclin Y的 cDNA 

全长 

1.3.1  逆转录  以提取的斑节对虾总RNA为模板, 

参考 SMARTTM RACE试剂盒中的逆转录方法合成

cDNA第一条链。将得到的 cDNA模板经 β-actin通

用引物检测, 1.2%琼脂糖凝胶电泳检测显示条带清

亮且无杂带, 然后进行分装, –80℃保存, 备用。 

1.3.2  Pm-cyclin Y 的分子克隆  通过对斑节对

虾转录组数据筛选获得 cyclin Y 的基因片段, 用

Primer5.0 软件设计特异性引物 F(5′-TGGGCAA 

CAAACAC-3′)和 R(5′-GCTATTCTGTCATGATCT 

TG-3′)。以 cDNA为模板, 对该序列进行验证, 经

Blast比对, 获得开放阅读框序列 ORF。 

参考 SMARTTM RACE试剂盒中UPM和NUP

引物序列, 采用 cDNA 末端快速扩增技术(Rapid 

Amplification of cDNA Ends, RACE) 扩 增

Pm-cyclin Y的 cDNA的 5′和 3′末端。利用半巢式

(semi-nested)PCR 方法, 首先由 GSP1(3′GSP1: 5′- 

ATCAATGTGCCGTCCTCTGTGTATG-3′和 5′GSP1: 

5′-TCAGGACCCCAGTCTTCACCCAACA-3′) 和

Adaptor primer(接头引物 UPM) 进行降落 PCR反

应。然后, 将所得 PCR产物稀释 100倍, 取 1 μL

作为模板 , 利用引物 GSP2(3′GSP2: 5′-GCAG 

AACAGTTATGCCGTAATGGTC-3′和 5′GSP2: 5′- 

TGTGTTTATCCTGGGGGAAGGTCGG-3′)和 NUP

再进行 PCR 扩增。PCR 反应体系为: 10×Buffer

反应缓冲液 2.5 μL, 10 mmol/L dNTP 0.5 μL, UPM 

2.5 μL, 1 000 U Ex Taq酶 0.5 μL, 1 μL cDNA模板, 

用双蒸水将反应体系补充至 25.0 μL。反应条件为: 

94℃变性 4 min; 94℃, 30 s, 68℃, 30 s, 72℃, 2 min, 

30个循环; 72℃延伸 10 min。所得的 PCR产物经
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1.2%琼脂糖凝胶电泳后 , 用凝胶回收试剂盒

(OMEGA)对目的片段进行切胶回收, 回收产物与 

pMD19-T 载体(TaKaRa)连接, 然后转化到大肠杆

菌(Escherichia coli)DH5α感受态细菌, 将 PCR检

测为阳性的克隆菌液送深圳华大公司测序。 

1.4  序列分析   

对克隆得到的 Pm-cyclin Y 序列进行生物信

息学分析, 所用软件和方法如表 1所示。 

 
表 1  分析 Pm-cyclin Y 基因序列所用的生物信息学方法 

Tab. 1  Bioinformatics methods about Pm-cyclin Y gene sequences 

生物信息学分析 bioinformatics analysis 分析方法/软件 software tool/method 

序列同源分析 sequence homology analysis NCBI Blast(http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/) 

相似性搜索 similarity metric BioEdit; MatGAT 

多重序列比对 multiple alignment Clustalx1.81; BioEdit 

氨基酸序列 amino acid sequence Scan Prosite(EXPASy Molecular Biology Server) 

蛋白结构域分析 protein structure domain analysis SMART4.0, ScanProsite 

糖基化位点预测 glycosylation site prediction NetNGlyc2.0(http: //www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/ ) 

磷酸化位点预测 phosphorylation site prediction NetPhos 2.0(http: //www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ ) 

二级结构预测 secondary structure prediction PHYRE2; Predictprotein(https: //www.predictprotein.org) 

邻位相连法构建进化树 construct phylogenetic tree by Neighbor-Joining Clustalx1.83, MEGA6.0 

 

1.5  Real-time PCR检测Pm-cyclin Y的mRNA分布 

取 9尾健康成熟的斑节对虾(体重大约 150 g)

的卵巢、肝胰腺、脑、肠和胃等 10个组织, 用Trizol

试剂手提法提取各个组织的总 RNA, 测定其纯度

和浓度, 并于–80℃保存。通过石蜡组织切片, 参

考黄建华等[21]的研究确定斑节对虾卵巢的分期(I: 

原生质细胞阶段, II: 核染色质期, III: 周边核仁

期, IV: 卵黄囊期, V: 成熟期), 同样方法提取卵

巢发育各期的总 RNA, 测定其纯度和浓度, –80℃

保存。将每 3尾虾对应组织的总 RNA混合作为一

组, 这样每个组织就得到了 3 组样品作为平行样, 

每组样品供 3次实验重复操作。分别取 1 μg各组

织和发育各期卵巢的 RNA 作为模板, 按照 Prime 

Script RT reagent Kit With gDNA Eraser(Perfect 
Real Time, TaKaRa)的使用说明进行逆转录, 所得

cDNA 用 β-actin 引物检测, 显示无杂带, 稀释 8

倍, 分装并放置在–80℃, 作为备用模板。设计特

异性引物 Cy-F(5′-CCCCTAAGTAAAGAACGA-3′)

和 Cy-R(5′-CAGAATAGCCACTGAACG-3′), 内参

基因 EF-1a 的引物 EF-F(5′-ATGGTTGTCAAC 

TTTGCCCC-3′)以及 EF-R(5′-TTGACCTCCTTG 

ATCACACC-3′)。参照 Platinum SYBR Green qPCR 

Super Mix-UDG(Invitrogen)Kit的使用说明, 分别

利用这两对引物进行实时荧光定量 PCR扩增, 扩

增体系为: 2×Platinum SYBR Green qPCR Super-

Mix-UDG 10 μL, 引物各 0.5 μL, cDNA模板 2.0 μL, 

双蒸水补至 20 μL。以蒸馏水代替模板作为阴性

对照, 样品和内参均设 3 个重复, 分别以心脏和

卵巢发育 I 期作为对照。扩增条件为: (1)预变性

(95℃, 30 s), (2)PCR反应(95℃, 5 s, 60℃, 20 s, 40

个循环), (3)熔解曲线(65℃, 15 s), (4)降温至 40

℃。扩增结果显示熔解曲线为单峰、无杂峰, 实

验无污染也没有非特异性产物, 结果可信。借助

SPSS10.0 软件 , 用 ΔΔCT 法和单因素方差分析

(ANOVA)对实验数据进行分析。 

1.6  Pm-cyclin Y的重组表达 

1.6.1  重组质粒的构建  取健康成熟的斑节对虾

(体重大约 150 g)的卵巢和肝胰腺组织, 用 Trizol

试剂手提法提取这两个组织的总 RNA, 测定其纯

度和浓度, 混合这两个组织的 RNA样品并于–80℃

保存。参考反转录试剂盒 PrimeScript II 1st Strand 

cDNA Synthesis Kit (TaKaRa)得到 cDNA模板, 根

据已知的 Pm-cyclin Y基因序列, 设计原核表达引

物, 扩增反应的正向引物 F 含有 XhoI 酶切位点

(5′-CTCGAGTGACAGAATAGCCACTGAACGT-3′), 
扩增反应的反向引物 R 含有 EcoR I 酶切位点

(5′-GAATTCATGGGCAACAAACACAGC-3′); PCR
扩增反应体系: 10×PCR Buffer for KOD-Plus 5 μL, 
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dNTP 5 μL, MgSO4 2 μL, 正向引物 F和反向引物

R各 1.5 μL, KOD-Plus 1 μL, 模板 cDNA 1 μL, 加

双蒸水补至 50 μL; 扩增 PCR反应程序为 94℃变

性 2 min; 94℃, 40 s, 68℃, 40 s, 72℃, 1.5 min, 35

个循环; 68℃延伸 8 min。所得 PCR产物经 1.2%

琼脂糖凝胶电泳检测显示条带清亮, 利用胶回收

试剂盒将 PCR 产物切胶回收 , 过夜连接到

PMD-19T 载体, 并转化到大肠杆菌 DH5α, 将测

序正确的单克隆菌株扩大培养并提质粒。用 Xho I

和 EcoR I对得到的目的质粒和 pET21a质粒进行

双酶切, 胶回收双酶切所得到的目的片段。将带

有酶切位点的 Pm-cyclin Y 与同样经过双酶切的

pET21a质粒连接得到重组质粒。 

1.6.2  重组质粒的表达  将构建所得的重组子转

化到 DH5α, 挑单克隆并检测阳性菌送公司测序, 

将测序正确的菌株扩大培养并提质粒, 再转化至

大肠杆菌感受态 BL21, 挑单克隆于 5 mL含氨苄

青霉素(Amp)的 LB 液体培养基中 37℃振荡培养

10 h 左右, 检测阳性菌送公司测序, 将测序正确

的菌株按 1∶100比例扩大培养。原核表达最优条

件摸索: 分别对诱导温度(16℃、24℃、28℃、33℃、

37℃)和诱导时间(10 h、2 h、3 h、4 h、5 h)及 IPTG

浓度(0.2 mmol/L、0.4 mmol/L、0.6 mmol/L、0.8 

mmol/L、1.0 mmol/L)进行摸索, 同时经 SDS-PAGE

凝胶电泳检测分析, 确定 Pm-cyclin Y的最优表达

条件 , 并在该条件下 , 大量诱导表达重组菌液

200 mL, 离心收集菌体, 超声破碎得到包涵体蛋

白, 用带有 His和 HRP双标签的抗体Western-blot

方法检测重组蛋白是否挂上 His 标签。目的蛋白

的大小参考克隆得到的 Pm-cyclin Y基因, 可编码

342 个氨基酸, 预测分子量约为 37.6 kD, 选用的

酶切位点是 XhoI和 EcoR I, 根据载体 pET21a的

质粒结构, 从表达起始到目的片段 F引物的 Xho I

位点, 需要再加上约 0.6 kD, 故此, 目的片段约

为 38.2 kD。Western 检测是否杂交上His标签, 使

用杭州华安生物公司的 His-HRP 双标签抗体。

SDS-PAGE 和 Western 检测得到的目的条带都约

为 38 kD。且纯化得到的蛋白已经送杭州华安生

物公司做多克隆抗体, 为后续实验做准备材料。 

1.6.3  重组蛋白的纯化  亲和镍柱层析法纯化蛋

白, 将上述包涵体蛋白分别经包涵体洗液 I/II/III

洗涤, 每个洗液洗涤 2次, 每次 30 min, 离心收集

沉淀, 并用蛋白溶解液悬浮后放置 4℃过夜。第 2

天将溶解后的样品经 0.22 μm 的滤膜过滤, 待过

柱。依次用 8 mL去离子水和 Binding Buffer冲洗

并平衡柱子。将待上样样品离心然后上样过柱 , 

并用 5 mL Binding Buffer过柱子洗涤杂蛋白 2次, 

然后用 5 mL Elution Buffer洗脱并收集纯化的蛋

白样品。用完的柱子用清水洗涤并用 20%的乙醇保

存。纯化得到的蛋白经 BCA试剂盒检测, 质量浓度

为0.632 mg/mL, 符合制备多抗所需蛋白浓度(最低

0.5 mg/mL, 浓度越高越好)。纯化后的蛋白满足做

抗体的条件, 抗体制备为期 4个月, 分 4个阶段采

集血清并做效价检测, 为后续实验做准备。 

2  结果与分析 

2.1  Pm-cyclin Y基因的特征 

设计特异性引物扩增出的 cyclin Y开放阅读

框序列, 通过 Blast比对发现, Pm-cyclin Y与蚤状

溞(Daphnia pulex)的细胞周期蛋白 Y 具有高度同

源性(相似性为 67%), 根据开放阅读框序列 ORF, 

设计特异性引物, 对序列进行 5′RACE和 3′RACE

扩增, 测序结果经拼接比对, 获得了 Pm-cyclin Y

的基因全长(GenBank no.: KM362907)。Pm-cyclin 

Y 的 cDNA 包括 108 bp 的 5′UTR 和 439 bp 的

3′UTR以及 1029 bp的 ORF片段, 全长为 1576 bp 

(图 1)。生物信息学软件预测 Pm-cyclin Y编码 342

个氨基酸, BlastX分析显示, Pm-cyclin Y预测的氨

基酸序列和其他已知周期蛋白 Y具有非常高的同

源性 [22]; Blast 和 SMART 在线程序分析显示 , 

Pm-cyclin Y有 1个 cyclin结构域(172~257 aa)(图

2)。通过在线预测(http: //web.expasy.org/compute_ 

pi/), Pm-cyclin Y蛋白分子量约为 38.7 kD, 理论

等电 点 6.64。 SignalP 3.0 程序 分析显示 , 

Pm-cyclinY 不包含信号肽序列 ; NetNGlyc1.0 

Server程序分析显示, Pm-cyclin Y不存在糖基化

位点(N-Glycosylation); NetPhos2.0预测结果显示: 

Pm-cyclin Y 共含有 24 个潜在的磷酸化位点, 包

括 17个 Ser位点, 2个 Thr位点和 5个 Tyr位点。

PHYRE2 软件预测 Pm-cyclin Y 编码蛋白的二级
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结构显示: Pm-cyclin Y编码的蛋白包括 13个 α螺

旋, 螺旋占总结构的 54%; 1个 β折叠片, 占总结构

的 1%; 无规则卷曲结构占 47%(图 3)。选取 Blastp

比对结果中哺乳类、禽类、两栖类、节肢动物和鱼

类、爬行类等代表物种的 cyclin Y 氨基酸序列, 用

Clustalx1.83软件和 BioEdit软件对 Pm-cyclin Y进行

多序列比对(图 4), 结果显示, Pm-cyclin Y与大黄蜂、

溞蚤状 高度相似 , 相似性分别为 72%和  67%。

MAGA6.0软件构建系统进化树结果[23]显示, 斑节对

虾的 Pm-cyclin Y 溞编码蛋白和大黄蜂、家蚕、蚤状

以及果蝇聚为一支, 与哺乳类、鱼类、爬行类等代表

物种的 cyclin Y编码蛋白聚类(图 5)。 

 

 
 

图 1  Pm-cyclin Y全长 cDNA序列模式图 

Fig. 1  The full-length of cell Pm-cyclin Y cDNA 

 

 
 

图 2  Pm-cyclin Y的 CYCLIN结构域 

Fig.2  The CYCLIN domain structure of Pm-cyclin Y 
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图 3  Pm-cyclinY预测的二级结构 

无规则卷曲占 54%, α螺旋占 47%; β折叠占 1%. 

Fig.3  Predicted secondary structures of cell Pm-cyclin Y 
Random coil accounts for 54%. Alpha helix accounts for 47%, Beta strand accounts for 1%. 
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图 4  预测的 Pm-cyclin Y氨基酸序列与其他物种 cyclin Y氨基酸序列的多重序列比对 

图中*表示同源位点; :表示相似位点, 右侧数字指碱基数. 

Fig.4  Multiple alignment of Penaeus monodon’s cell cyclin Y amino acid sequence with other species’ cell cyclin Y amino acid sequence 
Homology and similar sites were shown with sparks (*) and dots (:), respectively. The figures on the right side refer to the number of bases. 

 

 
 

图 5  利用 MEGA6.0构建的基于细胞 cyclin Y氨基酸序列的 NJ系统进化树 

Fig. 5  NJ phylogenetic tree based on cell cyclin Y amino acid sequence using MEGA6.0 software 

 
2.2  Real-time PCR  
从结果可以看出, Pm-cyclinY的 mRNA在所

检测的 10个组织中的表达量存在明显的差异, 其

中, 在卵巢中的表达量最高, 且高于其他组织的

表达量 10倍左右, 其次是鳃、淋巴、脑、胸腺、

心脏及肝胰腺, 在眼柄及肠中的表达量较低, 而 

在肌肉中的表达几乎检测不到(图 6)。从斑节对虾

卵巢发育 5 个时期的荧光定量 PCR 结果(图 7)可

以看出: Pm-cyclin Y在卵巢发育的 III期表达量最

高, 出现高峰值; 其次是 I期表达量较高, 而 II期

与 IV 期表达量接近, 但明显低于 I 期; V 期的表

达量最低, 极不明显。 
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图 6  Pm-cyclin Y的 mRNA在斑节对虾不同组织中的相对表达量 

不同字母表示各组织间差异显著(P<0.05). 

Fig. 6  Pmcyclin Y mRNA expression pattern in different tissues of Penaeus monodon 
Different letters denote significant difference between different tissues (P<0.05). 

 

 
 

图 7  Pm-cyclin Y的 mRNA在斑节对虾卵巢发育 5个时期的相对表达量 

不同字母表示各发育时期间差异显著(P<0.05). 

Fig. 7  Pm-cyclin Y mRNA relative expression level in five ovarian developmental stages of Penaeus monodon  
Different letters denote significant difference between different developmental stages (P<0.05). 

 

2.3  原核表达结果 

分析不同的诱导温度、诱导时间和 IPTG 诱

导浓度下 SDS-PAGE 结果, 确定其最适诱导条件

为在 IPTG浓度为0.8 mmol/L下, 33℃振荡培养4 h。

诱导表达及蛋白纯化结果如图 8 所示 ,  在

Pm-cyclin Y 原核表达过程中, 摸索了 pRSET、

pGEX、pET28a、pET21a、pET32a这 5种载体与

cyclin Y 重组后的表达情况, 发现只有 pET21a- 

cyclinY成功表达。进一步摸索 IPTG浓度、温度、

时间, 得到最优表达条件后表达量仍然不高, 且

经洗涤纯化后又有损失 ;  但可以纯化出目的蛋

白。目的蛋白的大小参考克隆得到的 Pm-cyclin Y

基因 cDNA, 包含 1029 bp 的开放阅读框(ORF), 

可编码 342 个氨基酸, 预测分子量约为 37.6 kD, 

选用的酶切位点是 Xho I 和 EcoR I, 根据载体 

pET21a的质粒结构, 从表达起始到目的片段 F引

物的 Xho I位点, 需要再加上约 0.6 kD, 故此, 目的

片段约 99个氨基酸, 分子量为 38.2 kD。应用杭州 
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图 8  斑节对虾 cyclin Y重组蛋白表达及纯化 

A图从左到右依次表示未诱导蛋白、诱导蛋白、包涵体、洗液 I/II/III洗涤后、上柱前和纯化后的结果, B图表示免疫印迹阳性

结果, 图中箭头表示目的条带位置. 

Fig. 8  Recombinated Pm-cyclin Y protein expression and purification 
A. From left to right in turn are protein not induction, induction, inclusions, after washing by the lotion I/II/III, before loading and 

after purification. B. The Western positive result. Arrows in figure show objective straps. 
 

华安生物公司的 His-HRP 双标签抗体, Western 检

测是否杂交上 His 标签。SDS-PAGE 和 Western 检

测得到的目的条带均约为 38 kD。纯化得到的蛋白

做多克隆抗体, 为后续实验做准备材料。 

3  讨论 

本研究利用基因克隆技术克隆得到了目的基

因的全 cDNA序列(Genbank No. KM362907), 利

用生物信息学手段分析了该基因的结构和特征。

该基因编码的氨基酸序列有 1 个保守的周期蛋白

框(cyclin box), 其同源结构域为 172~257 aa, 基

因联配发现此区域都位于相当保守的区域。经同

源性分析 , 其与蝇蛹金小蜂(Nasonia vitripennis)

的细胞周期蛋白 Y具有高度同源性, E值为 2e–160, 

溞与 蚤 状 (Daphnia pulex)、 果 蝇 (Drosophila 

melanogaster)、大黄蜂(Bombus impatiens)具有很

高的相似性。从分析得到的斑节对虾细胞周期蛋

白 Y 的二维结构可以看出, 所得到的斑节对虾的

cyclin Y的结构与典型的细胞周期蛋白 Y结构域

相似, 并且都在保守区域内。以上研究说明本研

究克隆得到的目的基因是 cyclin Y 的同源基因, 

是细胞周期蛋白家族成员。 

cyclin Y 作为细胞周期蛋白家族的一员, 在

胚胎发育、细胞周期进程及病害发生发展中扮演

重要角色[24], 对 cyclin Y 的研究已成为热点, 而

关于它的功能和作用机制的报道还很少, 且主要

集中在肿瘤和医药方面, 在甲壳类中的研究还未

见报道。现有的研究表明, 细胞周期内有两个阶

段最为重要, 即 G1 期到 S 期和 G2 期到 M 期, 

cyclin Y 主要调控区间是 G2~M 期[25], 保证细胞

分裂正常进行。在肿瘤研究中, 沉默 cyclin Y 基

因会导致肺癌细胞周期阻滞在G1/S期, 无法正常

完成细胞周期, 从而显著抑制肺癌细胞的体内外

生长。本实验 Pm-cyclin Y 在斑节对虾各组织中

mRNA 相对表达量除卵巢较高外, 其他各组织均

无明显差异; 在卵巢发育的 5 个时期中, III 期相

对表达量最高, I期稍低于 III期, 这两个时期显著

高于 II 期、IV 期和 V 期, 说明 I 期和 III 期累积

了较多 cyclin Y的 mRNA, I期、III期是卵巢发育

的关键时期, I期是准备发育, III期是已启动发育
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到发育高峰阶段。在卵巢发育 III期, 即斑节对虾

卵巢发育的周边核仁期, 在向卵黄囊期过渡, 组

织切片显示该期已出现少量的卵黄囊卵母细胞。

在此期, 卵母细胞继续增大, 同时存在核染色质

期或核仁周期初级卵母细胞[26–27]。斑节对虾各组

织和卵巢发育各期的这种表达模式反映了细胞周

期蛋白 Y 可能与斑节对虾卵巢发育相关, 并在卵

巢发育中起着重要的作用。cyclin Y 在斑节对虾

各个组织中的表达模式与已经报道的 cyclin A、

cyclin B和 cyclin E在斑节对虾各个组织中的表达

模式均相同, 即在斑节对虾卵巢中的表达量远远

高于其他各组织, 但它们在卵巢发育各个期的表

达模式却不尽相同。甲壳动物中, 关于细胞周期

蛋白的研究有很多, 本实验室发现细胞周期蛋白

主要在卵巢发育 II 期呈现出相对高的表达量, 这

与该调控基因所处的时相有关, 如 cyclin E 主要

负责调控G1~S期的表达[28], 而 cyclin Y主要参与

细胞周期 G2 到 M 期的过渡, 主要在细胞周期调

控信号通路的中下游起作用[29]。 

本研究摸索了 Pm-cyclin Y 原核表达的最优

诱导条件, 并在最适条件下得到了 Pm-cyclin Y的

重组蛋白, 对蛋白进行纯化, 在蛋白水平上对斑

节对虾 cyclin Y 的特征进行了初步探索, 为后续

Pm-cyclin Y 在卵巢发育中的功能研究奠定了基

础。至于细胞周期蛋白(cyclin)、细胞周期蛋白依

赖性蛋白激酶(CDK)以及细胞周期蛋白依赖性蛋

白激酶抑制剂(CKI)三者 [30–31]形成怎样的调控体

系, 从而保证细胞周期的正常进行, 进而影响性

腺发育, 将是下一步深入探讨的重点。 
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Molecular cloning and expression analysis of the cyclin Y gene from 
black tiger shrimp (Penaeus monodon) 

LI Weijie1, 2, FU Mingjun1, 3, ZHAO Chao1, 3, GUO Song1, 2, JIANG Shigui1, 3, ZHOU Falin1, 3, YANG Qibin1, 3, 
QIU Lihua1, 3 

1. South China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou 510300, China; 
2. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China; 
3. Key Laboratory of South China Sea Fishery Resources Exploitation & Utilization, Ministry of Agriculture, Guang- 

zhou 510300, China 

Abstract: Cyclin Y is a newly discovered cell cycle-related protein that plays an important role during embryonic de-
velopment, cell cycle progression and development, and disease. Current research on cyclin Y is very active but no data 
have been reported on cyclin Y in crustaceans. Gonads of the black tiger shrimp, Penaeus monodon, mature if the eye 
stalk is removed. Thus, the full-length cyclin Y cDNA sequence from P. monodon (denoted as Pm-cyclin Y) was ob-
tained using the rapid amplification of complementary DNA ends method to better understand the potential function of 
cyclin Y in the regulation of shrimp reproduction. The full-length cDNA sequence was 1578 bp and contained 108 bp 
5′ untranslated region (UTR) and a 439 bp 3′UTR. The open reading frame was 1029 bp and coded 342 amino acids 
(aa). A bioinformatics analysis showed that the amino acid coding sequence had a conserved cyclin box and the ho-
mologous protein box structure domain was 172–257 aa. The predicted molecular weight was about 38.7 kD, and the 
theoretical isoelectric point was 6.64. A real-time quantitative polymerase chain reaction analysis detected significantly 
higher Pm-cyclin Y mRNA expression in the ovary than that in other tissues. Pm-cyclin Y mRNA was expressed in the 
ovary at five different developmental stages, and the expression level was highest during phase III. The study abtained 
recombinant expression Pm-cyclin Y in prokaryotes and offered theoretical basis for further research on Pm-cyclin pro-
tein function. These results provide a basis for further functional studies of Pm-cyclin Y. 
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