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［摘要］ 利用 )*+,技术从中华绒螯蟹卵巢获得了新基因 ,-./（!"#$%&’#" ()*$+#%) 01234 5676 /，,-./）的全长 89:

;*序列（<67=27>检索号：*?!(/%"!）#该 89;*序列长度为 ! @"/ AB，开放阅读框为 /(/ AB，编码 !%@个氨基酸 #根

据氨基酸序列计算的相对分子质量和等电点分别为 "" ’@@和 %C/ #用生物信息学的方法未能得到对该基因功能

预测的信息 #
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中华绒螯蟹（!"#$%&’#" ()*$+#%) ,#+’+,#,）又名河蟹、毛蟹，是我国重要的经济蟹类 #近年来，随着河蟹养殖
业在全国各地的迅速发展，养殖过程中出现的性早熟、种质退化、个体偏小等问题日益严重 #为了探讨河蟹
性早熟及蜕皮的分子机理和种质资源保护等问题，我们实验室开展了一系列分子水平的研究工作［!—@］#
作者在用 )*+,方法克隆中华绒螯蟹卵巢发育相关基因的过程中获得了 !条含有 B0I4 *尾的非特异

的 E"/ AB的序列，AI2OP分析结果表明该序列为 !条新的 ,QR（6SB36OO6T O6UN6786 P25，,QR），可能代表 !条新
的基因 #本文用 /V)*+,的方法从中华绒螯蟹卵巢 )*+, 89;*文库［"］中获得了此新基因的全长 89;*序
列，并进一步用生物信息学的方法对该基因的结构和功能进行了初步分析 #

) 材料和方法

)*) 材料
卵巢发育"期的中华绒螯蟹，由安徽芜湖龙湖水产养殖场提供 #

)*+ 主要试剂
-). 9;*聚合酶和 R W *克隆试剂盒（B<,X:R ,2O4 Y68P03 Q4OP6G）（Z30G652），切胶纯化试剂盒和质粒提

取试剂盒（上海华舜）#
)*, 引物设计和 $-.(/!
!C’C! 引物设计
根据中华绒螯蟹卵巢差减 89;*文库［!］中克隆 [’(E的序列（,QR$$"，<67=27>检索号：+*/%!(%’），在

从 )*+, 89;*文库中扩增 ,QR$$"代表的基因全长 89;*的过程中，获得了 !条含有 B0I4 *尾的非特异的
E"/ AB的序列 #用 5676 3N7763软件根据该 E"/ AB的序列设计了用于 /V)*+,的基因特异性引物（5676 OB68H2I
B3HG63，<QZ）+@:/：/V F *<R +RR RR* <<< RRR +<< <R< < F ’V #

!C’C" /V)*+,
用基因特异性引物 +@:/和 /V)*+,接头引物：/V F **< +*< R<< R*R +** +<+ *<* <R F ’V以 )*+,

89;*文库［"］中的双链 89;*为模板（稀释 !$$倍）进行 Z+)扩增 # Z+)反应总体积为 ’$#\：!$ ] Z+) AN^^63
’C$#\，T;RZ XHS（" GG0I W \）"C$#\，X5

" _（"/ GG0I W \）!C(#\，-). 9;*聚合酶 $C"#\，模板 !C/#\，引
物（/#G0I W \）各 !C$#\，灭菌水 !%C/#\# Z+)反应程序如下：%/‘预变性 / GH7随之以 %@‘ /$ O，E$‘
’$ O，&"‘ " GH7 进行 ’/个循环，&"‘ "$ GH7#
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!"#"# $%&’() *(&产物的纯化和克隆测序
$%&’() *(&产物切胶纯化后，和 +,)- . / )012 345678连接，然后转化 9-!:;感受态细胞 <挑取单克隆

接种于 ! => ’=+8 液体 >?培养基进行放大培养 <菌落 *(&鉴定阳性克隆后，随机取 @个克隆 (A . $（B）和

(A . $（!!）用质粒提取试剂盒提取质粒后在 ’?C #!:遗传分析仪上进行双向测序 <
! "#"A 序列的拼接
将以上 @个克隆的插入序列分别和 B@$ D+的序列进行拼接 <

!"# 全长序列的生物信息学分析
用 E&F（7+4G 840HIGJ K80=4，E&F）KIGH48软件（L66+：M M NNN< G5DI < GO=< GIL< J7P M J78K M J78K < L6=O）寻找开放阅读

框；DO016+（L66+：M M NNN<G5DI < GO=< GIL< J7P M）、K016#（L66+：M M NNN< 4DI < 05< QR M K0160#）和 SQ . DO016（L66+：M M NNN< 4DI <
05<QR M DO016@）软件进行蛋白质的一致性和相似性分析；(7=+Q64 +C . -N软件（L66+：M M 5G< 4T+012< 78J M 677O1 M +I .
677O < L6=O）进行蛋白质等电点和相对分子质量的计算；UIJG0O*软件（L66+：M M NNN< 5D1< H6Q< HR M 148PI541 M UIJG0O* M）
进行信号肽的分析；U-’&/（UI=+O4 -7HQO08 ’85LI6456Q84 &414085L /77O）（L66+：M M 1=086 < 4=DO . L4IH4OD48J< H4 M 1=086 M
1L7N. =76IK1 < +O）软件进行蛋白质结构域的分析 <

$ 结果与讨论

$"! %& ’()*和序列拼接

（-：VW’标记）

图 ! *+,%基因的 %&’()*产物

$%&’()扩增得到 !条约 ! ::: D+的主带（图 !）<该
主带切胶纯化后 / M ’克隆测序的结果表明，克隆 ?A . $
（B）的插入片段长 ;;X D+，和 B@$ D+的序列拼接获得成
功，拼接处重叠 !;X D+<拼接的序列长 ! A@$ D+，命名为中
华绒螯蟹卵巢基因 $（ !"#$%&’#" ()*$+#%) 7P082 J4G4 $，
)9E$）< )9E$基因的 5VW’序列及推导的氨基酸序列见
图 @ <!;YX年，Z7[0R通过对 B;;种脊椎动物 =&W’翻译
起始密码 $%及 #%端两侧核苷酸序列的分析，揭示了 . #
位的 ’和 \ A位的 ,对于 ’],被起始识别有最显著的
促进作用［$］，即 Z7[0R规则 < )9E$基因的 5VW’序列虽然
不符合明显的 Z7[0R规则，但：!该基因在 X@ ^ XA位为
第一个起始密码子 ’/,，且第一个起始密码子上游 . A$
^ . A#位为同框终止密码子 /,’；" 第一个起始密码子下游有同框终止密码子 /’’和 +7O2’尾 <有资料
表明，;:_ ^ ;$_的真核 =&W’符合第一 ’/,规律［B］<根据以上两点，可判断我们获得的序列是 )9E$基因
的全长 5VW’序列 <
$"$ 生物信息学分析

E&F KIGH48软件分析结果表明，)9E$基因在 X@ ^ B$B D+之间有一个长度为 $Y$ D+的开放阅读框，编码
!;A个氨基酸 <用 (7=+Q64 +C . -N 软件根据氨基酸序列计算的等电点和相对分子质量分别为 ;"$:和 @@
#AA < DO016+、K016#和 SQ . DO016软件在 UNI11+876数据库中皆未搜索到有意义的匹配序列，由此判断 )9E$基
因为新基因，该基因的 ,4G?0GR检索号为 ’‘!Y$;@! < UIJG0O*软件分析结果表明该基因编码的蛋白无信号
肽 < U-’&/软件进行蛋白质结构域的分析结果表明未发现 )9E$基因编码蛋白与已知蛋白相似的结构域 <
通常克隆到 !条新基因时，首要的工作应是进行生物信息学分析，因为生物信息学分析的结果尤其是得到
蛋白的结构功能域的信息后，将对研究思路的制定提供重要的指导［X］<本研究中对 )9E$基因的生物信息
学分析并未得到关于该基因功能预测的有价值的信息，这就给该基因的功能研究带来了一定的难度，但可

尝试通过基因敲除（J4G4 RG75R7Q6）、反义 &W’（0G6I14G14 &W’）或 &W’干涉（&W’ IG648K484G54，&W’I）等技术
封闭该基因的表达，观察个体表型以确定其功能 <
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图 ! "#$%基因的核苷酸及推导的氨基酸序列（下划线表示终止密码子）
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+’##4 )0’’（JK&）,/ 1,)0 ;,*. &&’3 5 ’#(4,/! ’,80" ,/9$": ;0"0 -*$4,046 ?.0 "0-$’*- -.#;04 *.(* 4$",/! *.0 ;.#’0 0=%0",10/*
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*.0 .,!.0-* 8(’$0-，(/4 "#-0 #" 4,4 -,!/,<,)(/*’: (- )#1%("04 ;,*. #*.0" *."00 !"#$%- (* *.0 A*. ;00>，C2? ,/ !"#$% &&’3 ;(-
’#; #" -,!/,<,)(/*’: ’#; *# !"#$%- & (/4 &&’3 5 20，*.0"0 ;0"0 -,1,’(" 8(’$0- +0*;00/ !"#$%- & (/4 &&’3 5 20；C2D5 E= ()*,8N
,*: ,/ !"#$%- &，20 (/4 &&’3 5 20 .(4 /# -,!/,<,)(/* 4,<<0"0/)0- +0*;00/ 0(). #*.0"，+$* !"#$% &&’3 *0/404 *# 40)"0(-0 ;,*.
*,10 #< &&’3 5 ’#(4,/!，(/4 ;(- ’#; *# #*.0" *."00 !"#$%- (<*0" *.0 3*. ;00>6 HGI )#/*0/* .(4 /# #+8,#$- 4,<<0"0/)0- +0*;00/
!"#$%- & (/4 &&’3 5 20，*.0 0/*,"0 ’080’ #< HGI ,/ !"#$% 20 ;(- ’#;0" #" -,!/,<,)(/*’: ’#;0" *.(/ *.(* #< #*.0" *."00 !"#$%-，
!"#$% &&’3 .(4 #%%#-,*0 ).(/!0- *# !"#$% 206 O* ;(- -$!!0-*04 *.(* *.0 8,#’0/* ).(/!0- #< ’,%,4 %0"#=,4(*,#/ #< JK& ,/ 1,)0
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