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咪唑类物质KK-42对日本沼虾头胸甲中MnCP-3表达的影响

宁黔冀,吕艳杰,黄亚龙,陈柯

(河南师范大学 生命科学学院,河南 新乡453007)

摘 要:为了分析咪唑类物质 KK-42对日本沼虾表皮蛋白(Macrobrachiumnipponensecuticleproteins,

MnCPs)基因表达的影响,首次在头胸甲中克隆得到一条基因,通过生物信息学分析确定其属于CPs基因,并将其命

名为 MnCP-3.采用Real-TimePCR(RT-PCR)测定了 MnCP-3基因在头胸甲中蜕皮间期(C)、蜕皮前早期(D0-2)、蜕

皮前晚期(D3-4)和蜕皮后期(A)4个不同蜕皮时期中的表达水平以及 KK-42处理后表达水平的变化.结果显示,

MnCP-3在D3-4期和A期表达较高.KK-42处理后,C期 MnCP-3的表达水平在处理后3~48h相对于对照组显著

升高,在D0-2期 MnCP-3的表达水平在3、6、24和48h显著升高.结果提示,MnCP-3可能参与新的外表皮和内表皮

形成,KK-42处理可显著诱导C期和D0-2期 MnCP-3的表达,提前启动蜕皮过程的进行,加快新表皮的形成.
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甲壳动物的生长和发育是通过周期性蜕皮实现的[1].旧表皮的降解和新表皮的形成几乎同时发生,并主

要在蜕皮前期进行[2].表皮的主要成分包括几丁质和蛋白质(又称表皮蛋白cuticleproteins,CPs)[3].研究表

明,甲壳动物CPs种类繁多,大多数属于CPR(CuticularProteinwithRebersRiddifordConsensus,CPR)家
族,含有保守的Rebers-Riddiford(RR)基序[4].昆虫中关于CPs的研究比较成熟,依据RR基序变异程度将

其分为3种亚型:RR-1,RR-2和RR-3[5].目前在甲壳动物中发现的主要是含有RR-1基序的CPs,只在红螯

螯虾(Cheraxquadricarinatus)中发现了几个含有RR-2基序的CPs[6],而含有RR-1和RR-2基序的CPs都

含有几丁质-4结合域 [7-8].同一种CPs既可单独参与外(或内)表皮的形成,也可同时参与外表皮和内表皮

的形成[9-11].
CPs功能的研究,对确定其表达与蜕皮周期的关系尤为重要,表皮中各层的形成有时序性差别,导致参

与每层表皮的CPs表达量也随着蜕皮周期发生变化[12].目前,有关CPs的研究主要是在转录水平展开,如蓝

蟹(Callinectessapidus)关节膜和背部表皮组织中多种CPs[9-10]以及日本对虾(Penaeusjaponicus)尾扇中

两个CPs[11]的表达量能够随蜕皮周期发生变化,分别在蜕皮后期或蜕皮前期达到峰值.由于不同物种之间

CPs的相似性较低,关于日本沼虾(Macrobrachiumnipponensis)CPs的研究并未见报道.
我们先前实验发现,咪唑类物质KK-42能够显著调节日本沼虾表皮几丁质结合蛋白的表达[13].本文在

日本沼虾表皮组织转录组测序的基础上,新近发现的一个具有几丁质-4结合域的CPs基因,并进行了克隆

和鉴定,命名为MnCP-3(依据我们实验室发现的CPs基因的先后顺序命名),通过 RealtimePCR(RT-
PCR)技术分析了不同蜕皮周期该基因在头胸甲的表达水平以及在KK-42处理前后该基因的表达水平变

化,为阐明CPs在影响日本沼虾等甲壳动物表皮结构、功能等方面积累资料.
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1 材料与方法

1.1 实验材料

KK-42由烟台大学应用化学系提供(相对质量浓度⩾95%).日本沼虾捕捞于河南卫辉市顺城关公园.选
取体长(3.5±0.5)cm、体质量在0.4g左右的健康虾,饲养于水族箱,水温在(22±1)℃,每天早晚各投喂金康

达青虾专用饲料1次,日换水量30%,饲养1周后用于实验研究.将虾随机平均分为2组:处理组用1.95×
10-4mol/L的KK-42溶液浸泡处理1min,取出后迅速去除水分,立刻投放到水族箱中,按正常方式饲养;对
照组用不含KK-42的溶液处理,方法同上.
1.2 实验方法

1.2.1 总RNA的提取和cDNA第一链合成

在对照组中分别选取处于蜕皮间期(C)、蜕皮前早期(D0-2)、蜕皮前晚期(D3-4)和蜕皮后期(A)的虾

4~5只,取头胸甲;在KK-42处理后的0、3、6、12、24和48h,分别在处理组和对照组中各选取处于C期、

D0-2期的虾4~5只,取头胸甲,利用 MiniBESTUniversalRNAExtractionKit(TAKARA)试剂盒,提取

RNA.蜕皮周期的鉴定依据文献[14]的方法.利用5XAll-In-OneRTMasterMix(abm)反转录试剂盒,反应体

系20μL,按照说明书的反应条件反转录,得到cDNA第一链.
1.2.2 目的片段的克隆

根据目的片段保守的几丁质结合域,利用Primeprimer5.0设计上、下游引物(表1).采用PCR扩增技

术,反应体系20μL,根据说明书中的反应条件克隆目的片段.
1.2.3 生物信息学分析

在NCBI网站上对CPs基因序列进行BLAST比对,找出同源序列.利用ConservedDomain(http://

www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)检索该基因的几丁质结合保守域,利用 OpenReading
FrameFinder(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/)分析预测开放阅读框,使用DNAMAN软件进

行多重序列比对分析.
1.2.4 MnCP-3基因的表达

依据RT-PCR的引物设计原则在Primeprimer5.0上设计目的基因的上、下游引物(见表1).以β-actin
作为内参基因.按照 AceQTMqPCRSYBR􀆿 GreenMasterMix(Vazyme)试剂盒说明书上的步骤做 RT-
PCR,目的基因和内参基因各设置3个重复.RT-PCR数据按照-ΔΔCt 方法计算相对表达值,结果使用

SPSS13.0单因素方差分析法(One-wayANOVA)进行多重比较分析(n=3),P<0.05为差异性显著.
表1 日本沼虾MnCP-3基因克隆和实时定量所用引物

引物名称 引物序列(5’-3’) 应用

MnCP-3-F GGGATGTTGCCAAGGATG PCR

MnCP-3-R TACGATGTCTGTGGGCTCTT

MnCP-3-F CGTCAACGACGACGAAAACA RT-PCR

MnCP-3-R TGAGGGCATCAGCAGTATAAGTAAC

β-actin-F TATGCACTTCCTCATGCCATC RT-PCR

β-actin-R AGGAGGCGGCAGTGGTCAT

2 结 果

2.1 MnCP-3基因克隆和序列分析

NCBI保守域检索显示,该序列含有的几丁质结合-4保守域位于144~305bp,含有RR基序.以头胸甲

的cDNA为模板,经PCR扩增,得到包含该基因几丁质结合-4保守域的特异性片段,可以确认该基因就是

日本沼虾CPs基因,测序长度为362bp(见图1),GenBank注册号为:KY126106.经BLAST比对发现,

MnCP-3和端足虫(Hyalellaazteca,XP_018014406.1)相似性最高,为60%(见图2).
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2.2 头胸甲中MnCP-3在蜕皮周期不同阶段的表达

在头胸甲中,蜕皮周期不同阶段,MnCP-3在D3-4期和A期高表达,且峰值出现在D3-4期(见图3).
2.3 KK-42对头胸甲中MnCP-3表达的影响

KK-42对MnCP-3的表达有显著诱导作用,在C期,处理后3~48h与对照组相比都显著升高,且在

24h到达峰值,相对升高有80多倍(见图4);在D0-2期,处理后3、6、24和48h与对照组相比显著升高(见图5).

3 讨 论

甲壳动物的蜕皮过程就是新旧表皮的更替,构成表皮的CPs种类较多,大多数含有保守的RR基序[4].
MnCP-3具备上述特征(图1),多序列比对结果显示与昆虫的CPs基因具有一定的同源性(图2),可以确认

该基因属于CPs基因家族.
甲壳动物的表皮结构由外到内分别为上表皮、外表皮、

内表皮和上皮细胞层,CPs主要参与外表皮和内表皮的形

成,这两层形成时间的不同与相应的CPs高水平表达时间

的差异有关[15].日本对虾尾扇中的两个蛋白(DD9A 和

DD9B)[11]以及蓝蟹关节膜中的两个蛋白(CsAMP8.1和

CsAMP6.0)[9]在蜕皮后期(A期)高表达,认为它们在内表

皮的形成和完善方面发挥作用.蓝蟹背部表皮中的两个蛋

白CsCP8.5和CsCP8.2,在蜕皮前期(D3-4期)高表达,认为

其功能是形成新的外表皮[9].而蓝蟹关节膜中另外一个蛋

白CsAMP13.4,在D期和A期都高表达,认为其功能是参

与外、内表皮结构的形成[7].本文结果显示,头胸甲中MnCP-3的高表达出现在D3-4期和A期(图3),提示该

基因可能同时参与了新的外表皮和内表皮形成.当然,这需要以后在蛋白水平的检测以进一步确定其功能.
我们前期实验研究发现,在日本沼虾步足表皮组织中发现了一个参与新的外表皮形成的几丁质结合蛋

白MnCBP-1,在C期和D0-2期表达量低,经KK-42处理后这两个时期表达水平显著升高,认为是加快了新

表皮的形成,缩短了蜕皮周期[13].而且 KK-42处理可显著提高日本沼虾血淋巴20羟蜕皮酮滴度(20-
hydroxydsone,20E),通过影响蜕皮激素使蜕皮过程提前启动,显著缩短蜕皮周期[16].本实验结果显示,KK-
42处理可明显上调C期和D0-2期MnCP-3在头胸甲中的表达(见图4,图5),这可能是KK-42通过提高日

本沼虾血淋巴20E滴度间接实现的,推测可能是提前启动蜕皮过程的进行,从而加快新表皮的形成,缩短了

蜕皮周期,具体原因需要进一步的研究.
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EffectofImidazoleDerivativeKK-42onExpressionofMnCP-3
inCarapacefromMacrobrachiumNipponensis

NingQianji,LüYanjie,HuangYalong,ChenKe

(CollegeofLifeScience,HenanNormalUniversity,Henan,Xinxiang453007,China)

Abstract:InordertoanalyzetheeffectofimidazolederivativeKK-42onexpressionsofMacrobrachiumnipponensecutic-
ularproteins(MnCPs)genepreliminarily,anovelcuticularproteingenenamedMacrobrachiumnipponensecuticularprotein-3
(MnCP-3)containingchitin_bind_4conservedomainwasclonedfromcarapace.TherelativeexpressionofMnCP-3incarapace
duringfourmoltstages-intermoltstage(C),earlypremoltstage(D0-2),latepremoltstage(D3-4)andpostmoltstage(A)

andtheeffectafterKK-42treatmentweremeasuredbyReal-timePCR(RT-PCR).Theresultsshowedthattherelativeexpres-
sionofMnCP-3washigherduringstagesD3-4andA.What’smore,theexpressionlevelswerehigherthanthatofcontrol
from3to48hduringstageCandat3,6,24and48hduringD0-2afterKK-42treatment.ItsuggeststhatMnCP-3islikelyin-
volvedinformingofnewexocuticleandendocuticle,andtheexpressionofMnCP-3couldbeinducedsignificantlyatstageC
andD0-2afterKK-42treatment,whichresultsinstartingmoltingprocessinadvanceandacceleratingformationofnewcuticle.

Keywords:Macrobrachiumnipponense;CPs;Carapace;KK-42
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