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中华绒螯蟹翻译起始因子 ４Ｇ 基因在幼体发育

阶段的 ｍＲＮＡ 表达模式与适应性进化分析
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[摘要] 　 真核生物翻译起始因子 ４Ｇ(ｅＩＦ４Ｇ)充当衔接 ｅＩＦ４Ｆ 复合体的骨架蛋白ꎬ在帽依赖性翻译起始中起关键

作用. 为探究中华绒螯蟹(Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ)ｅＩＦ４Ｇ 基因在幼体发育阶段的作用ꎬ本研究利用 ＲＡＣＥ 技术克隆了中

华绒螯蟹 ｅＩＦ４Ｇ 基因(命名为 ＥｓｅＩＦ４Ｇ)的全长 ｃＤＮＡ 序列ꎬ利用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术检测该基因在幼蟹不同

发育阶段的 ｍＲＮＡ 表达模式ꎬ并探讨其在节肢动物进化过程中是否发生了适应性进化. 生物信息学分析显示ꎬ
ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因的 ｃＤＮＡ 全长为 ３ ７６９ ｂｐꎬ包含一个 ２ ３７９ ｂｐ 的开放阅读框ꎬ编码 ７９２ 个氨基酸ꎻ该编码蛋白具有保

守的 ＭＩＦ４Ｇ、ＭＡ３ 和 Ｗ２ 结构域ꎬ无跨膜区、疏水性区域和信号肽ꎬ是不稳定且非分泌型蛋白. 荧光定量 ＰＣＲ 检

测显示ꎬＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因在中华绒螯蟹受精卵、溞状幼体Ⅰ~Ⅴ期、大眼幼体期和仔蟹Ⅰ~Ⅲ期共 １０ 个幼体发育阶

段广泛表达ꎬＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因 ｍＲＮＡ 表达量在卵至溞状幼体Ⅳ期相对较高ꎬ而在溞状幼体Ⅴ期至仔蟹Ⅱ期相对较

低ꎬ在溞状幼体Ⅴ期降至最低ꎬ与在仔蟹Ⅱ期的表达量没有显著差异(Ｐ>０.０５). 选择压力分析显示ꎬＰＡＭＬ 的位

点模型和分支位点模型没有鉴定出正选择位点ꎬ分支模型在中华绒螯蟹末端分支没有检测到正选择信号ꎻ利用

Ｄａｔａｍｏｎｋｅｙ在 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 的氨基酸水平鉴定出两个正选择位点(４４８Ｇ 和 ６５５Ｎ). 现有数据表明ꎬＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因可能

参与中华绒螯蟹幼蟹发育过程ꎬ特别是短尾化过程ꎬ调控 ｍＲＮＡ 翻译和蛋白质相互作用ꎻ同时ꎬ其在节肢动物进

化过程中进化相对保守.
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ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｍＲＮＡ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎꎬａｎｄ ｗａｓ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｒｔｈｒｏｐｏｄ.
Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ｎｅｗ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｂｒａｃｈｙｕｒｉｚａｔｉｏｎ ｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｓ ｉｎ ｄｅｃａｐｏｄ ｃｒｕｓｔａｃｅａｎｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓꎬｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓꎬｃＤＮＡ ｃｌｏｎｉｎｇꎬｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬａｄａｐｔｉｖｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ

真核翻译起始因子(ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓꎬｅＩＦｓ)是一类调控起始密码子周围功能核糖

体复合物组装的蛋白质ꎬ在真核细胞蛋白质翻译起始过程中发挥重要作用. 真核生物的基因表达受基因

转录和翻译水平的调节ꎻ在翻译级联的四个阶段中ꎬ起始是关键的速率限制步骤ꎬ因此 ｅＩＦｓ 是蛋白质生物

合成的关键调节剂[１] . 但随着研究的深入ꎬ发现 ｅＩＦｓ 的表达异常会导致一些基因无法正常翻译ꎬ致使细胞

恶变、肿瘤、神经退行性疾病的发生[２] . 例如ꎬｅＩＦｓ 家族与恶性肿瘤的发生、发展和预后关系密切ꎬ主要体

现在基因表达水平的变化上ꎬ已有研究在子宫内膜癌中观察到 ｅＩＦ４Ｇ、ｐｅＩＦ２α、ｅＩＦ３Ｈ 的显著过表达ꎬｅＩＦ３Ｃ
表达显著降低[３] .

目前 ｅＩＦｓ 家族成员共有 ２０ 余种ꎬ通常以复合物的形式实现其生物学活性[４]ꎻ其中对 ｅＩＦ２、ｅＩＦ３、ｅＩＦ４、
ｅＩＦ５ 和 ｅＩＦ６ 的研究较多. ｅＩＦ４ 家族由 ｅＩＦ４Ａ、ｅＩＦ４Ｂ、ｅＩＦ４Ｅ、ｅＩＦ４Ｇ 等亚基组成(称作 ｅＩＦ４Ｆ)ꎬ真核细胞蛋

白质合成通常从该复合物与 ｍＲＮＡ ５′端的 ７－甲基化鸟嘌呤核苷帽状结构(ｍ７ＧｐｐｐＮ)特异性结合开

始[４] . ｅＩＦ４Ｇ 作为组装 ｅＩＦ４Ｆ 复合物的骨架蛋白ꎬ与 ＲＮＡ 解旋酶 ｅＩＦ４Ａ 有两个结合位点ꎬ与 ｍＲＮＡ 帽结合

蛋白 ｅＩＦ４Ｅ、核糖体结合复合物 ｅＩＦ３、促分裂原激活的蛋白激酶 １ ( ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｋｉｎａｓｅꎬＭＮＫ１)和聚腺苷酸结合蛋白( ｐｏｌｙ￣Ａ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＰＡＢＰ)各有一个结合位点[５－６] .
ｅＩＦ４Ｇ 与 ＰＡＢＰ 相互作用以使 ｍＲＮＡ 有效环化ꎬ从而增强 ｅＩＦ４Ｆ 复合物的帽结合活性以及 ６０Ｓ 与 ４０Ｓ 核糖

体亚基的连接[７] . ｅＩＦ４Ｇ 与 ｅＩＦ４Ｅ 结合ꎬ增加 ｅＩＦ４Ｅ 介导的帽识别和 ｅＩＦ４Ｆ 复合物的帽结合活性ꎻｅＩＦ４Ｇ 与

ｅＩＦ３ 的结合有助于将 ４０Ｓ 核糖体亚基带入 ｅＩＦ４Ｆ 复合体[８] . 此外ꎬｅＩＦ４Ｇ 将 ４３Ｓ 预启动复合物(ＰＩＣꎬ包括

４０Ｓ 核糖体亚基、ｅＩＦ３ 复合物和相关因子)募集到 ｍＲＮＡ ５′非翻译区(ｔｅｒｍｉｎａｌ ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎꎬＵＴＲ)ꎬ随
后启动扫描寻找起始密码子[９] .

从酵母、植物到哺乳动物ꎬ迄今已在许多物种中鉴定出 ｅＩＦ４Ｇꎬ其一般具有 ３ 个典型结构域:ＭＩＦ４Ｇ、
ＭＡ３ 和 Ｗ２ / ｅＩＦ５Ｃ 结构域ꎬ均为由 α 螺旋组成的 ＨＥＡＴ 重复片段结构. 其中哺乳动物细胞具有 ３ 种同工

型ꎬ即 ｅＩＦ４ＧＩ、ｅＩＦ４ＧＩＩ 和 ｐ９７ / ＮＡＴ１ / ＤＡＰ￣５[１０] . ｅＩＦ４ＧＩ 和 ｅＩＦ４ＧＩＩ 都具有 ｅＩＦ４Ａ、ｅＩＦ４Ｅ、ｅＩＦ３ 和 ＰＡＢＰ 的结

合位点ꎬ但 ｅＩＦ４ＧＩ 与 ｅＩＦ４ＧＩＩ 的浓度在不同细胞中有所不同ꎬ通常 ｅＩＦ４ＧＩ 的表达浓度高于 ｅＩＦ４ＧＩＩ[１１] . 有

研究发现 ｅＩＦ４Ｇ 基因表达水平的上升与细胞恶性转化、抑制凋亡有关ꎬ而表达水平下降与营养缺乏、热休

克、缺氧等因素有关[１２] . Ｄａｓ 等报道 ｅＩＦ４Ｇ 可以通过充当细胞 ｍＲＮＡ 代谢的衔接分子ꎬ总体上调整 ｍＲＮＡ
的功能状态[１３] . Ｏｒｅｌｌａｎａ 等研究表明ꎬ当缺乏合成代谢刺激时ꎬ脂多糖 ＬＰＳ 诱导的蛋白质合成减少与核糖

体效率和 ｅＩＦ４Ｅ􀅰ｅＩＦ４Ｇ 组装体降低有关ꎬ因此发育过程涉及核糖体数目和翻译因子丰度降低ꎬ以及 ｅＩＦ２α
磷酸化增加[１４] . 红细胞特异性 ＲＮＡ 结合蛋白 ＲＢＭ３８ 与 ｅＩＦ４Ｇ 相互作用ꎬ促进 ｍＲＮＡ 的翻译ꎬ从而动态控

制哺乳动物红细胞的生成过程[１５] . Ｇｈｏｓｈ 和 Ｌａｓｋｏ 研究发现ꎬ果蝇 ｅＩＦ４ＧＩ 基因敲低并不影响雄性生育能

力ꎬ而 ｅＩＦ４ＧＩＩ 在精子发生过程中的作用却很明显ꎻ这些蛋白质在双重敲除后ꎬ发现其在精子发生早期功
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能冗余[１６] . 以上所有发现均证明 ｅＩＦ４Ｇ 家族在蛋白质合成中起关键调节作用ꎬ从而调控机体的代谢、生
长、发育和繁殖过程.

中华绒螯蟹(Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ)属于真蟹类方蟹科ꎬ其形态在发育早期经历从似虾型向蟹型进化的“短
尾化(Ｂｒａｃｈｙｕｒｉｚａｔｉｏｎ)”过程[１７] . 短尾化期间ꎬ蟹的外部形态发生显著变化ꎬ包括腹部退化、折叠在头胸甲

下方并插入到步足之间或特殊腔内[１８] . 目前ꎬ对短尾化变态的分子机制研究甚少ꎬ主要是对相关基因表达

量变化的探究[１９－２２]ꎬ比较功能基因在幼体不同发育阶段或不同部位的表达差异ꎻ以及中华绒螯蟹幼体发

育阶段的比较转录组学分析[２３]ꎬ筛选了 １０１６ 个差异表达基因参与变态、感官知觉和免疫过程ꎻ但尚未研

究 ｅＩＦ４Ｇ 基因在甲壳动物变态发育过程的作用ꎬ且未从进化生物学方面来探讨相关基因是否在甲壳动物

进化过程中发生适应性进化. 本研究利用 ＲＡＣＥ(Ｒａｐｉｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃＤＮＡ ｅｎｄｓ)技术克隆中华绒螯蟹

ｅＩＦ４Ｇ 基因全长 ｃＤＮＡ 序列(命名为 ＥｓｅＩＦ４Ｇ)ꎬ运用生物信息学方法分析 ｅＩＦ４Ｇ 基因的理化性质、功能结

构ꎬ并通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ(Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ)方法探究该基因在中华绒螯蟹幼蟹 １０ 个发育时期的

ｍＲＮＡ表达差异情况ꎬ以及从进化生物学角度对中华绒螯蟹 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 进行选择压力分析ꎬ为进一步探究该

基因在中华绒螯蟹早期发育过程的分子进化机制以及十足目甲壳动物的短尾化变态发育研究提供参考.

１　 材料与方法

１.１　 实验样品采集

实验材料取自江苏泰州兴化中堡镇中华绒螯蟹养殖场ꎬ取仔蟹Ⅰ期腹部组织约 ３０ ｍｇꎬ加入 ＲＮＡ 保

护试剂ꎬ使用无 ＲＮａｓｅ 的手术剪剪碎混匀后保存于－８０ ℃备用. 另取中华绒螯蟹受精卵(ｏｏｓｐｅｒｍꎬＯ)、溞
状幼体Ⅰ期(ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｚｏｅａ ｓｔａｇｅꎬＺ１)、溞状幼体Ⅱ期( ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｚｏｅａ ｓｔａｇｅꎬＺ２)、溞状幼体Ⅲ期( ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ
ｚｏｅａ ｓｔａｇｅꎬＺ３)、溞状幼体Ⅳ期(ｔｈｅ ｆｏｕｒｔｈ ｚｏｅａ ｓｔａｇｅꎬＺ４)、溞状幼体Ⅴ期(ｔｈｅ ｆｉｆｔｈ ｚｏｅａ ｓｔａｇｅꎬＺ５)、大眼幼体

期(ｍｅｇａｌｏｐａ ｓｔａｇｅꎬＭ)、仔蟹Ⅰ期( ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｃｒａｂ ｓｔａｇｅꎬＪ１)、仔蟹Ⅱ期( ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｃｒａｂ ｓｔａｇｅꎬＪ２)、仔蟹Ⅲ期

(ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｃｒａｂ ｓｔａｇｅꎬＪ３)整体组织样品各约 ３０ ｍｇꎬ加入 ＲＮＡ 保护试剂ꎬ剪碎匀浆后于－８０ ℃保存备用.
１.２　 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因 ｃＤＮＡ 全长扩增

按 ＲＮｅａｓｙ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ(ＱｉａｇｅｎꎬＧｅｒｍａｎｙ)说明书提取总 ＲＮＡꎬ使用 ＢｉｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒ 核酸和蛋白质定量仪

(ＥｐｐｅｎｄｏｒｆꎬＧｅｒｍａｎｙ)检测 ＲＮＡ 的浓度和纯度(ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０). 采用 Ｓｕｐｅｒ ＳＭＡＲＴＴＭ ＰＣＲ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
Ｋｉｔ( Ｃｌｏｎｔｅｃｈꎬ ＵＳＡ) 合成 ｃＤＮＡꎬ用于后续 ＲＡＣＥ 实验克隆 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因ꎬ以及实时荧光定量 ＰＣＲ
(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)检测.

根据课题组前期构建的中华绒螯蟹抑制性消减杂交文库[２０] 中获得的一个 ４９２ ｂｐ 的表达序列标签

(Ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔａｇｓꎬＥＳＴ)序列(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＧＥ３２９１９０)设计 ＲＡＣＥ 反应特异引物(见表 １). 以

仔蟹 Ｉ 期腹部组织 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ用 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因特异性引物和通用引物 １０ ×Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｐｒｉｍｅｒ Ａ Ｍｉｘ
(ＵＰＭ)进行 ＲＡＣＥ ＰＣＲ 扩增. ５′ ＲＡＣＥ 和 ３′ ＲＡＣＥ 产物进行切胶纯化和载体连接ꎬ连接产物转入

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ 细胞 ＤＨ５α(ＴａＫａＲａꎬ中国大连)并经蓝白斑筛选ꎬ选取 ３ 个阳性克隆送往生工生物工程(上
海)股份有限公司测序.
１.３　 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因序列分析

将拼接获得的 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因全长 ｃＤＮＡ 序列用 ＮＣＢＩ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ. ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )进行 ｃＤＮＡ 全长完

整性验证、开放阅读框查找(ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅꎬＯＲＦ). 使用 ＥｘＰＡＳｙ 服务器(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ) [２４] 的

ＰｒｏｔＰａｒａｍ 和 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 工具分析 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 蛋白的理化性质和疏水性. 使用 ＳｉｇｎａｌＰ 程序(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.
ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ) [２５]预测信号肽ꎬＭｏｔｉｆＳｃａｎ 程序(ｈｔｔｐ: / / ｍｙｈｉｔｓ. ｉｓｂ－ｓｉｂ.ｃｈ / ｃｇｉ－ｂｉｎ / ｍｏｔｉｆ＿ｓｃａｎ)查找

ｍｏｔｉｆꎬＳＭＡＲＴ 软件(ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ. ｅｍｂｌ －ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ. ｄｅ / ) [２６] 分析结构功能域ꎬＰＳＯＲＴ ＩＩ 软件(ｈｔｔｐ: / / ｐｓｏｒｔ.
ｈｇｃ.ｊｐ / ｆｏｒｍ２.ｈｔｍｌ)进行亚细胞定位ꎬＴＭＨＭＭ ｖ.２.０ 软件(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ－２.０ / ) [２７]

预测跨膜区. 使用在线软件 ＰＳＩＰＲＥＤ(ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆ. ｃｓ. ｕｃｌ. ａｃ. ｕｋ / ｐｓｉｐｒｅｄ / )预测二级结构ꎬＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｓｗｉｓｓｍｏｄ / ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ.ｈｔｍｌ)预测三级结构[２４] . 使用 ＭＥＧＡ Ｘ 软件构建邻接树

(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｔｒｅｅꎬＮＪ ｔｒｅｅ)来验证 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 蛋白在进化过程中与其他同源蛋白的关系[２８] .
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吴海霞ꎬ等:中华绒螯蟹翻译起始因子 ４Ｇ 基因在幼体发育阶段的 ｍＲＮＡ 表达模式与适应性进化分析

表 １　 本研究所用的主要引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称 引物序列(５′→３′) 应用

１０×Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｐｒｉｍｅｒ Ａ Ｍｉｘ(ＵＰＭ) Ｌｏｎｇ￣ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ
Ｓｈｏｒｔ￣ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ

５′＆３′ＲＡＣＥ ＰＣＲ

ＧＳＰ１￣ｅＩＦ５′ ＣＡＧＴＴＴＣＴＣＴＧＧＡＡＴＣＧＣＴＧＴＴＧＧ ５′ＲＡＣＥ
ＧＳＰ２￣ｅＩＦ５′ ＡＴＧＣＣＡＡＡＧＴＧＧＴＴＴＣＣＴＧＴＧＴＴＡ
ＧＳＰ３￣ｅＩＦ５′ ＣＣＡＴＴＴＴＧＣＧＣＴＴＴＧＣＴＧＴＴＧＣ
ＧＳＰ１￣ｅＩＦ３′ ＡＣＴＡＴＣＣＴＧＧＣＡＡＡＧＧＧＡＡＡＧＣＡＣ ３′ＲＡＣＥ
ＧＳＰ２￣ｅＩＦ３′ ＧＡＡＧＡＡＣＧＧＧＣＡＡＣＡＧＣＡＡＡＧ
ＧＳＰ３￣ｅＩＦ３′ ＴＣＣＡＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＴＴＧＣＡＴＣＣ
ｅＩＦ￣ＯＲＦｆ ＴＴＣＴＡＴＧＴＡＣＧＣＡＣＡＧＣＴＧＴＧ ＯＲＦ
ｅＩＦ￣ＯＲＦｒ ＣＴＴＧＧＣＡＴＴＴＡＴＣＡＴＴＧＡＧＣＡＴＣＣＴＣ
ｑβ￣ａｃｔｉｎ￣Ｆ ＧＣＡＴＣＣＡＣＧＡＧＡＣＣＡＣＴＴＡＣＡ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
ｑβ￣ａｃｔｉｎ￣Ｒ ＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣＣＡＣＡＴＣ
ｑｅＩＦ￣Ｆ ＣＧＡＴＴＣＡＡＧＣＣＣＡＡＴＣＧＣＴＧ
ｑｅＩＦ￣Ｒ ＴＧＧＡＴＡＧＧＧＡＡＣＧＣＡＣＴＴＣＧ

１.４　 实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)检测

用 Ｐｒｉｍｅ Ｐｒｉｍｅｒ ５ 软件设计引物 ｑβ￣ａｃｔｉｎ￣Ｆ 和 ｑβ￣ａｃｔｉｎ￣Ｒ(表 １)用于 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎬ选择 β￣ａｃｔｉｎ 基因

(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＨＭ０５３６９９. １) 作为内参基因ꎬ其引物 ｑβ￣ａｃｔｉｎ￣Ｆ 和 ｑβ￣ａｃｔｉｎ￣Ｒ 引自文献[２９] . 使用

ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ￣ＴａｑＴＭ ＩＩ 试剂盒(ＴａＫａＲａꎬ中国大连)在 ＡＢＩ Ｓｔｅｐ Ｏｎｅ ＰｌｕｓＴＭ仪器上检测 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因在

中华绒螯蟹幼体 １０ 个不同发育阶段的 ｍＲＮＡ 表达情况. ＰＣＲ 反应和实验样本均设计 ３ 次重复ꎬ采用

２－ΔΔＣｔ方法计算相对表达量[３０] . 用 ＳＰＳＳ ２５.０ 软件进行单因素方差分析和 Ｔｕｋｅｙ’ｓ 法多重比较ꎬ以(平均值±
标准差)表示ꎬ显著性差异水平以 α＝ ０.０５ 表示ꎬ图中用不同的小写字母标注.
１.５　 适应性进化分析

１.５.１　 序列获取

为研究中华绒螯蟹 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因的适应性进化ꎬ选择了其他 １３ 种代表性节肢动物物种的 ｅＩＦ４Ｇ 基因序

列加入分析ꎬ涉及甲壳亚门、螯肢亚门和六足亚门ꎬ并选择黑头软口鲦(Ｐｉｍｅｐｈａｌｅｓ ｐｒｏｍｅｌａｓ)作为外群. 部分物

种的 ｅＩＦ４Ｇ 基因序列从 ＮＣＢＩ 数据库直接下载ꎬ或从 ＮＣＢＩ 下载的基因组中用近缘物种的序列执行本地 ｂｌａｓｔ
获取ꎬ本研究所用的直系同源基因在 ＮＣＢＩ 上的登录号和本地获取所用物种基因组信息见表 ２.

表 ２　 本研究所用物种基因或基因组信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｐｅｃｉｅｓ ｇｅｎｅｓ ｏｒ ｇｅｎｏｍｅｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

亚门 Ｓｕｂｐｈｙｌｕｍ 纲 Ｐｈｙｌｕｍ 物种名 Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｎａｍｅ 登录号 Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

甲壳亚门
Ｃｒｕｓｔａｃｅａ

软甲纲 Ｍａｌａｃｏｓｔｒａｃａ
软甲纲 Ｍａｌａｃｏｓｔｒａｃａ
软甲纲 Ｍａｌａｃｏｓｔｒａｃａ
软甲纲 Ｍａｌａｃｏｓｔｒａｃａ
软甲纲 Ｍａｌａｃｏｓｔｒａｃａ
软甲纲 Ｍａｌａｃｏｓｔｒａｃａ
软甲纲 Ｍａｌａｃｏｓｔｒａｃａ
鳃足纲 Ｂｒａｎｃｈｉｏｐｏｄａ
颚足纲 Ｍａｘｉｌｌｏｐｏｄａ

中华绒螯蟹 Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ
灰眼雪蟹 Ｃｈｉｏｎｏｅｃｅｔｅｓ ｏｐｉｌｉｏ
三疣梭子蟹 Ｐｏｒｔｕｎｕｓ ｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｕｓ
斑节对虾 Ｐｅｎａｅｕｓ ｍｏｎｏｄｏｎ
南美白对虾 Ｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ
普通卷甲虫 Ａｒｍａｄｉｌｌｉｄｉｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ
方鼻卷甲虫 Ａｒｍａｄｉｌｌｉｄｉｕｍ ｎａｓａｔｕｍ
大型溞 Ｄａｐｈｎｉａ ｍａｇｎａ
鹅颈藤壶 Ｐｏｌｌｉｃｉｐｅｓ ｐｏｌｌｉｃｉｐｅｓ

ＫＦ１９９９００
ＧＣＡ＿０１６５８４３０５.１
ＧＣＡ＿００８３７３０５５.１
ＸＭ＿０３７９２１８８８.１
ＸＭ＿０２７３７８２６９.１
ＧＣＡ＿００４１０４５４５.１
ＧＣＡ＿００９１７６６０５.１
ＸＭ＿０３２９２９５０６.１
ＸＭ＿０３７２３４７４７.１

螯肢亚门
Ｃｈｅｌｉｃｅｒａｔａ

肢口纲 Ｍｅｒｏｓｔｏｍａｔａ
蛛形纲 Ａｒａｃｈｎｉｄａ
蛛形纲 Ａｒａｃｈｎｉｄａ

美洲鲎 Ｌｉｍｕｌｕｓ ｐｏｌｙｐｈｅｍｕｓ
温室拟肥腹蛛 Ｐａｒａｓｔｅａｔｏｄａ ｔｅｐｉｄａｒｉｏｒｕｍ
穹蛛 Ｓｔｅｇｏｄｙｐｈｕｓ ｄｕｍｉｃｏｌａ

ＸＭ＿０２２３９９９３０.１
ＸＭ＿０１６０４７６５６.１
ＸＭ＿０３５３６４１６９.１

六足亚门
Ｈｅｘａｐｏｄａ

昆虫纲 Ｉｎｓｅｃｔａ
昆虫纲 Ｉｎｓｅｃｔａ

小蜜蜂 Ａｐｉｓ ｆｌｏｒｅａ
第二堆砂白蚁 Ｃｒｙｐｔｏｔｅｒｍｅｓ ｓｅｃｕｎｄｕｓ

ＸＭ＿０１２４８６９４３.２
ＸＭ＿０２３８６６５１０.１

外群 Ｏｕｔｇｒｏｕｐ 黑头软口鲦 Ｐｉｍｅｐｈａｌｅｓ ｐｒｏｍｅｌａｓ ＸＭ＿０３９６９２３２１.１

１.５.２　 构建系统发育树

使用 ＰＲＡＮＫ 软件对上述获取的 ｅＩＦ４Ｇ 基因序列进行密码子水平的比对[３１] . 使用 Ｇｂｌｏｃｋｓ 软件过滤

比对后序列ꎬ删除一些低质量或高变异度的序列区域ꎬ仅留进化保守的区域用于后续分析[３２] . 使用

ＩＱ￣ＴＲＥＥ自动测试并选择最佳替代模型ꎬ构建最大似然树(ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｔｒｅｅꎬＭＬ ｔｒｅｅ) [３３] . 该系统发

育树同时也被用于构建后续选择压力分析的树文件. 从 ＴｉｍｅＴｒｅｅ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｔｉｍｅｔｒｅｅ.ｏｒｇ / )获取该 １５ 个
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物种的系统发育关系[３４] .
１.５.３　 检测特异性位点

选择其中 ６ 种甲壳动物ꎬ将其编码区序列翻译为氨基酸序列ꎬＰＲＡＮＫ 比对后使用 ＦａｓＰａｒｓｅｒ 软件鉴定

中华绒螯蟹 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因的特异性位点(Ｓｅｇｒｅｇａｔｉｎｇ ｓｉｔｅｓ) [３５] .
１.５.４　 选择压力分析

非同义替代率(Ｎｏｎ￣ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｒａｔｅꎬｄＮ)与同义替代率(Ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｒａｔｅꎬｄＳ)
的比值 ω(ｄＮ / ｄＳ)ꎬ通常作为检测选择压力的标准ꎬ其中 ω>１ꎬω ＝ １ 和 ω<１ 分别代表基因受到正选择

(Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ)ꎬ中性选择(Ｎｅｕｔｒａｌ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ)和纯化选择(Ｐｕｒｉｆｙ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ). 本研究使用 ＰＡＭＬ ４.９ 软件

包的 ＣＯＤＥＭＬ 程序ꎬ选择位点模型(Ｓｉｔｅ ｍｏｄｅｌ)、分支模型(Ｂｒａｎｃｈ ｍｏｄｅｌ)和分支位点模型(Ｂｒａｎｃｈ￣ｓｉｔｅ
ｍｏｄｅｌ)进行进化分析[３６] .

使用位点模型检测 ｅＩＦ４Ｇ 基因在节肢动物数据集中受正选择的位点ꎬ比较 Ｍ８ａ 和 Ｍ８ 模型ꎬ利用似然率

检测方法(Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｒａｔｉｏ ｔｅａｔｓꎬＬＴＲｓ)ꎬ计算 ２ΔｌｎＬ 值与自由度之间的卡方分布ꎬ若 Ｐ<０.０５ꎬ则两个模型之间

有显著差异[３７] . 在 Ｍ８ 模型中ꎬ利用经典贝叶斯方法 ＢＥＢ(Ｂａｙｓ ｅｍｐｉｒｉｃａｌ ｂａｙｓ)计算位点的后验概率

(Ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙꎬＰＰ)ꎬ若 ＰＰ>０.９５ꎬ则被认为是潜在的正选择位点[３８] . 在分支模型中ꎬ首先比较 ｏｎｅ￣ｒａｔｉｏ
和 ｆｒｅｅ￣ｒａｔｉｏ 模型以确定支系是否具有不同的进化速率ꎻ其次ꎬ将中华绒螯蟹末端分支设为前景支ꎬ比较

ｏｎｅ￣ｒａｔｉｏ 模型与 ｔｗｏ￣ｒａｔｉｏ 模型来判断前景分支是否受正选择. 使用分支位点模型检测某一进化谱系受正选

择作用影响的位点ꎬ本研究中同样将中华绒螯蟹的末端分支设为前景支进行分析ꎬ若 Ｍａ０ 和 Ｍａ 模型差异显

著且 ω>１ 时ꎬ接受正选择模型 Ｍａꎬ同时所检测的正选择位点 ＰＰ>０.９５ꎬ则被认为是正选择位点.
此外ꎬ使用 Ｄａｔａｍｏｎｋｅｙ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｄａｔａｍｏｎｋｅｙ. ｏｒｇ / )中的固定效应似然法( ｆｉｘｅｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄꎬ

ＦＥＬ)、单一似然祖先计数法 ( ｓｉｎｇｅ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ａｎｃｅｓｔｏｒꎬ ＳＬＡＣ) 和 ＦＵＢＲＡ ( Ｆａｓｔ ｕｎｃｏｎｓｔｒａｉｎｔｅｄ ｂａｙｅｓｉａｎ
ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｉｏｎ)检测正选择位点ꎬ设置 ＦＥＬ 和 ＳＬＡＣ 显著水平小于 ０.２ꎬＦＵＢＡＲ 后验概率值大于 ０.８[３９] . 最

后ꎬ整合 ＰＡＭＬ 和 Ｄａｔａｍｏｎｋｅｙ 筛选的正选择位点ꎬ将两种方法以上检测到的位点视为显著的正选择位点ꎬ
并标注在模拟的中华绒螯蟹 ｅＩＦ４Ｇ 蛋白三维结构中.

２　 结果与讨论

２.１　 中华绒螯蟹 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因 ｃＤＮＡ 全长序列的克隆与分析

通过 ＲＡＣＥ ＰＣＲ 扩增与测序获得 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因序列片段ꎬ使用 ＤＮＡＳｔａｒ ７.１ 软件拼接获得的各序列ꎬ
获得中华绒螯蟹 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因的 ｃＤＮＡ 全长序列为 ３ ７６９ ｂｐ(图 １)ꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＫＦ１９９９００. 其包括

５６８ ｂｐ 的 ５′￣ＵＴＲ、８２２ ｂｐ 的 ３′￣ＵＴＲ 和 ２ ３７９ ｂｐ 的 ＯＲＦ. 其编码的蛋白质具有 ７９２ 个氨基酸ꎬ分子量为

８９.６ ｋＤａꎬ理论等电点 ｐＩ 为 ６.０７. ＥｓｅＩＦ４Ｇ 蛋白是不稳定蛋白和非分泌型蛋白ꎬ没有明显的疏水性区域ꎬ没
有跨膜区且不具有信号肽ꎬ定位于细胞核可能性高达 ９１.３％.

推导的氨基酸序列进行同源比对分析后发现ꎬ本实验克隆的 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 蛋白与其他物种显示出较高的

同源性ꎬ例如与克氏原螯虾(Ｐｒｏｃａｍｂａｒｕｓ ｃｌａｒｋｉｉꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＡＳＷ３５０７０.１) ｅＩＦ４Ｇ 蛋白的同源性高达

８４％ꎬ与南美白对虾(Ｐ. ｖａｎｎａｍｅｉꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＸＰ＿０２７２３４０７０.１)ｅＩＦ４Ｇ２￣ｌｉｋｅ 蛋白的同源性为 ８６％ꎬ与
灰眼雪蟹 (Ｃ. ｏｐｉｌｉｏꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＫＡＧ０７１９４９５. １) ｅＩＦ４Ｇ２ 蛋白的同源性为 ８３％ꎬ与普通卷甲虫

(Ａ. ｖｕｌｇａｒｅꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＲＸＧ６１５９６.１)ｅＩＦ４Ｇ２ 蛋白的同源性为 ６０％等.
用 ＳＭＡＲＴ 分析 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 蛋白的结构域ꎬ结果表明 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 蛋白含有 ＭＩＦ４Ｇ 结构域、ＭＡ３ 结构域和

Ｗ２ / ｅＩＦ５Ｃ 结构域ꎬ前两个结构域是 ｅＩＦ４Ｇ 蛋白家族共有的典型结构域. 用 Ｍｏｔｉｆ Ｓｃａｎ 搜索 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 蛋白

的 ｍｏｔｉｆꎬ结果表明 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 蛋白可能还含有如下功能基序:６ 个 Ｎ 端糖基化(Ａｓｎ 糖基化)位点、２ 个环腺

苷酸(ｃｙｃｌｉｃ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬｃＡＭＰ)磷酸化位点、１１ 个酪蛋白激酶 ＩＩ(ｃａｓｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＩＩꎬＣＫ２)磷酸

化位点、７ 个 Ｎ－酰基化(Ｎ￣ｍｙｒｉｓｔｏｙｌａｔｉｏｎ)位点、８ 个蛋白激酶 Ｃ(ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＣꎬＰＫＣ)磷酸化位点、１ 个

ＮＬＳ＿ＢＰ 核定位信号和 １ 个富含 Ｇｌｎ 区等. 使用 ＰＳＩＰＲＥＤ 预测 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 蛋白的二级结构ꎬ结果表明

ＥｓｅＩＦ４Ｇ 蛋白包含 ３０ 个 α 螺旋ꎬ无 β－折叠和 ３１ 个无规则卷曲. ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 对 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 蛋白进行同源

建模ꎬ显示该蛋白与模板 ３ｌ６ａ.１.Ａ 蛋白的匹配度最高ꎬ构建的蛋白三维结构图如图 ２ 所示ꎬ与 ＰＳＩＰＲＥＤ 预

测结果一致ꎬ该蛋白为全 α 蛋白.
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　 　 ３′ＲＡＣＥ 引物以方框标注ꎬ５′ＲＡＣＥ 引物以波浪线标注ꎬＯＲＦ 扩增引物以双下划线标注ꎻＭＩＦ４Ｇ、ＭＡ３ 和 Ｗ２ / ｅＩＦ５Ｃ 结构域被分别标

注为阴影ꎬ推导的加尾信号用粗体和下划线表示ꎬ终止密码子以“∗”标注.
图 １　 中华绒螯蟹 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因的 ｃＤＮＡ 全长序列和推导的氨基酸序列结构

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｃＤＮＡ ａｎｄ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＥｓｅＩＦ４Ｇ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ

　 　 图中蓝色代表 α－螺旋ꎬ浅灰色代表无规则卷曲ꎬ
红色标注受正选择的位点.

图 ２　 中华绒螯蟹 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 蛋白的三维结构

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ
ＥｓｅＩＦ４Ｇ ｆｒｏｍ Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ

２.２　 多序列比对和系统发育分析

为了更好地研究 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 与其他同源蛋白的关系ꎬ从
ＮＣＢＩ 上下载了包括脊椎动物和无脊椎动物在内的 ２２ 个不

同物种的 ｅＩＦ４Ｇ 蛋白序列ꎬ使用 ＭＥＧＡ Ｘ 软件基于邻接法构

建了 ＮＪ 系统发育树(图 ３). 系统发育分析显示ꎬＥｓｅＩＦ４Ｇ 与

无脊椎动物分支(Ｃｒｕｓｔａｃｅａ＋Ｉｎｓｅｃｔａ＋Ｍｅｒｏｓｔｏｍａｔａꎬ甲壳纲＋昆
虫纲＋肢口纲)聚在了一起ꎻ同时ꎬ中华绒螯蟹与南美白对虾

(Ｐ. ｖａｎｎａｍｅｉ)、普通卷甲虫(Ａ. ｖｕｌｇａｒｅ)形成了甲壳纲分支ꎬ
该分支与昆虫纲分支和肢口纲分支完全分离.
２.３　 中华绒螯蟹 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因在其不同幼体发育阶段的

ｍＲＮＡ 表达模式

利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术对 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因在中华绒螯蟹其不

同幼体发育阶段的 ｍＲＮＡ 表达进行检测ꎬ结果如图 ４ 所

示. 以受精卵期的基因表达量作为参照ꎬＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因在中华

绒螯蟹 １０ 个不同的幼体发育阶段广泛表达. 总体上ꎬ
ＥｓｅＩＦ４Ｇ ｍＲＮＡ 表达量在受精卵、溞状幼体Ⅰ、Ⅱ、Ⅳ期相对

较高ꎬ相反在溞状幼体Ⅴ期、大眼幼体期、仔蟹Ⅰ、Ⅱ期相对
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较低. ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因的表达量在短尾化期间显著波动. ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因在溞状幼体Ⅱ期表达量最高ꎬ而在溞状

幼体Ⅴ期和仔蟹Ⅱ期表达量最低(Ｐ>０.０５). 值得注意的是ꎬ在 Ｚ５ 期急剧下降至最低后ꎬＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因表达

量在大眼幼体期和仔蟹Ⅰ期逐步增加(Ｐ<０.０５).

　 　 每一枝上的数值表示 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值ꎻ氨基酸序列号在物种名之后ꎬ不同分支被不同颜色覆盖ꎻ
各物种 ｅＩＦ４Ｇ 蛋白的结构域在对应分支后方显示.

图 ３　 基于邻接法构建的 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 及其同源蛋白的聚类树状图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＥｓｅＩＦ４Ｇ ａｎｄ ｉｔｓ ｈｏｍｏｌｏｇｓ ｂａｓｅｓ ｏｎ ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

　 　 Ｏ:受精卵ꎬＺ１:溞状幼体 Ｉ 期ꎬＺ２:溞状幼体Ⅰ期ꎬＺ２:溞状幼体Ⅱ期ꎬＺ３:溞状幼体Ⅲ期ꎬＺ４:溞状幼体Ⅳ期ꎬＺ５:溞状幼体Ⅴ期ꎬＭ:
大眼幼体期ꎬＪ１:仔蟹Ⅰ期ꎬＪ２:仔蟹Ⅱ期ꎬＪ３:仔蟹Ⅲ期. 以卵期基因的表达量为参照ꎬ采用(平均值±标准差)表示ꎬ不同的小写字母表

示不同发育阶段表达量的差异水平显著(Ｐ<０.０５)ꎬ内参基因 β￣ａｃｔｉｎꎬｎ＝ ３.
图 ４　 中华绒螯蟹 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因在其不同幼体发育阶段的相对表达量

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＥｓｅＩＦ４Ｇ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌａｒｖａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ

２.４　 中华绒螯蟹 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因的适应性进化分析

２.４.１　 系统发育关系

利用包括中华绒螯蟹在内的 １４ 种节肢动物以及外群黑头软口鲦的 ｅＩＦ４Ｇ 基因序列ꎬ基于最大似然法

构建了系统发育树. 结果如图 ５ 显示ꎬｅＩＦ４Ｇ 基因树分为三个主要的进化枝:甲壳亚门进化枝(Ｃｒｕｓｔａｃｅａ
ｃｌａｄｅ)、六足亚门进化枝 (Ｈｅｘａｐｏｄａ ｃｌａｄｅ) 和螯肢亚门进化枝 (Ｈｅｘａｐｏｄａ ｃｌａｄｅ). 比较 ｅＩＦ４Ｇ 基因树

—２０１—
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(图 ５－ａ)和物种树(图 ５－ｂ)后ꎬ发现甲壳动物 ｅＩＦ４Ｇ 基因树与物种树的拓扑结构略有差异. 在物种树中ꎬ
鳃足纲的大型溞(Ｄ. ｍａｇｎａ)和颚足纲的鹅颈藤壶(Ｐ. ｐｏｌｌｉｃｉｐｅｓ)ꎬ与其余甲壳动物聚成一个大的进化枝ꎻ
而在基因树中ꎬ大型溞和鹅颈藤壶ꎬ与六足亚门昆虫纲的两个物种聚为一个进化枝ꎻ其余的进化枝(例如

软甲纲、螯肢亚门)的拓扑结构完全一致.

ａ:基于 ｅＩＦ４Ｇ 基因密码子序列构建的最大似然树ꎻｂ:从 ＴｉｍｅＴｒｅｅ 下载的节肢动物的物种树.
图 ５　 节肢动物和外群 ｅＩＦ４Ｇ 基因的系统发育树

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｅＩＦ４Ｇ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ａｒｔｈｒｏｐｏｄｓ ａｎｄ ｏｕｔｇｒｏｕｐ ｓｐｅｃｉｅｓ

２.４.２　 特异性位点检测

对中华绒螯蟹 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 蛋白的特异性位点检测结果如图 ６ 所示ꎬ位点 ９７、４５７ 为特异性位点ꎬ分别位

于 ＭＩＦ４Ｇ 结构域和 ＭＡ３ 结构域. 位点 ９７ 处的氨基酸由谷氨酰胺(ＧｌｎꎬＱ)变为精氨酸(ＡｒｇꎬＲ)ꎬ位点 ４５７
处的氨基酸由赖氨酸(ＬｙｓꎬＫ)变为精氨酸(ＡｒｇꎬＲ).

图中特异性位点用红色标记.
图 ６　 中华绒螯蟹 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因的特异性位点

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｓｅｇｒｅｇａｔｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ＥｓｅＩＦ４Ｇ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ

２.４.３　 选择压力分析

为研究中华绒螯蟹 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因是否受到正选择作用ꎬ首先假设系统发生树所有分支有同一个 ω 值ꎬ
ｏｎｅ￣ｒａｔｉｏ 模型结果显示 ω 值为 ０.０３５ ５ꎬ显著小于 １ꎬ表明该基因整体上受纯化选择作用(表 ３). Ｆｒｅｅ￣ｒａｔｉｏ
模型假定系统发生树上每一支和节点都具有独立的 ω 值ꎬ发现 ｆｒｅｅ￣ｒａｔｉｏ 模型显著优于 ｏｎｅ￣ｒａｔｉｏ 模型ꎬ提
示不同支系具有不同的进化速率. 在分支模型的 ｔｗｏ￣ｒａｔｉｏ 中ꎬ将中华绒螯蟹的末端分支设置为前景支ꎬ其
余分支设为背景支ꎬｔｗｏ￣ｒａｔｉｏ 模型拟合效果并没有明显优于 ｏｎｅ￣ｒａｔｉｏ 模型(Ｐ ＝ ０.４４０)ꎬ表明中华绒螯蟹

ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因与其他近缘甲壳动物有相似的进化速率(表 ３). 其次ꎬ使用位点模型对 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因检测ꎬ
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Ｍ８ 模型明显优于 Ｍ８ａ 模型(Ｐ<０.０１)ꎬ但是没有检测出后验概率大于 ０.９５ 的正选择位点(表 ３). 最后ꎬ使
用分支位点模型ꎬ将中华绒螯蟹设置为前景支ꎬ发现 Ｍａ 模型和 Ｍａ０ 模型之间没有显著差异(Ｐ>０.０５).

表 ３　 基于分支模型、位点模型和分支位点模型对 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因的选择压力分析

Ｔａｂｌｅｌｅ ３　 Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＥｓｅＩＦ４Ｇ ｇｅｎｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｂｒａｎｃｈ ｍｏｄｅｌꎬｓｉｔｅ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ ｂｒａｎｃｈ￣ｓｉｔｅ ｍｏｄｅｌ

ｍｏｄｅｌｓ －ｌｎＬ ２ΔｌｎＬ ｄｆ Ｐ ｖａｌｕｅｓ ω ｖａｌｕｅｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｓｉｔｅｓ(ＰＰ>０.９５)

ｏｎｅ￣ｒａｔｉｏ(Ｍ０) １７ ２３４.７２２ ０.０３５ ５ —
ｆｒｅｅ￣ｒａｔｉｏ ｖｓ Ｍ０ ４ １８５.７１５ ２６ ０９８.０１４ ２４ ｎｅａｒｌｙ ０ ｖａｒｉａｂｌｅ —
ｔｗｏ￣ｒａｔｉｏ ｖｓ Ｍ０

(ｂｒａｎｃｈ Ｅ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ) １７ ２３４.４２４ ４.７９５ １ ０.４４０
ωｆｏｒｅｇｒｏｕｎｄ ＝ ０.３４６

ωｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ＝ ０.０５４ １ —

Ｍ８ａ ４ １４７.２２０ ２５ ５５７.４１９ １ ｎｅａｒｌｙ ０ １ Ｎｏｔ ａｌｌｏｗｅｄ
Ｍ８ １６ ９２５.９３０ ６６.５９８
Ｍａ０ １７ １５５.６１４ ０ １ １.０００ ω０ ＝ ０.０３１ ０ꎬω１ ＝ １ꎬω２ ＝ １ Ｎｏｔ ａｌｌｏｗｅｄ
Ｍａ １７ １５５.６１４ ω０ ＝ ０.０３１ ０ꎬω１ ＝ １ꎬω２ ＝ １

　 　 在 Ｄａｔａｍｏｎｋｅｙ 网站上选用 ＳＬＡＣ、ＦＥＬ 和 ＦＵＢＡＲ ３ 种方法检测ꎬ设置 ＳＬＡＣ 和 ＦＥＬ 显著水平为 ０.２ꎬ
ＦＵＢＡＲ 后验概率为 ０.８. 分析结果显示ꎬＦＥＬ 检测出 ３ 个正选择位点(４４８、５１２ 和 ６５５)ꎬＦＵＢＡＲ 检测出

２ 个正选择位点(４４８ 和 ６５５)ꎬ而 ＳＬＡＣ 没有检测出正选择位点(表 ４). 将 ＰＡＭＬ 和 Ｄａｔａｍｏｎｋｅｙ ２ 种方法

检测的结果整合起来ꎬＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因检测出 ２ 个正选择位点(４４８ 和 ６５５)ꎬ标注在 ｅＩＦ４Ｇ 蛋白三维结构中ꎬ
如图 ２ 所示.

表 ４　 ＰＡＭＬ 和 Ｄａｔａｍｏｎｋｅｙ 鉴定 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因的正选择位点

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ＥｓｅＩＦ４Ｇ ｇｅｎｅ ｂｙ ＰＡＭＬ ａｎｄ Ｄａｔａｍｏｎｋｅｙ

Ｓｉｔｅ
ＰＡＭＬ

ｂｒａｎｃｈ￣ｓｉｔｅ(Ｍａ) ｓｉｔｅ(Ｍ８)

Ｄａｔａｍｏｋｅｙ

ＦＥＬ(Ｐ<０.２) ＦＵＢＡＲ(ＰＰ>０.８) ＳＬＡＣ(Ｐ<０.２)

４４８ ０.０３０ ０.８６８
５１２ ０.１４０
６５５ ０.０２３ ０.８２４

　 　 ｅＩＦ４Ｇ 是 ｅＩＦ４Ｆ 复合体的重要组成部分ꎬ在翻译过程中可作为组装 ｍＲＮＡ、核糖体亚基和帽结合蛋白

的骨架蛋白. 本研究克隆了中华绒螯蟹 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因的全长 ｃＤＮＡ 序列. 系统发育分析发现ꎬＥｓｅＩＦ４Ｇ 蛋

白序列具有高度保守的结构域ꎬ其在无脊椎动物和脊椎动物的整个物种中高度保守.
中华绒螯蟹胚胎与幼体发育包括受精卵、５ 个溞状幼体期、１ 个大眼幼体期和 ３ 个仔蟹期ꎬ此后幼蟹经

过多次蜕皮发育为成蟹. 在溞状幼体Ⅴ期至仔蟹Ⅰ期ꎬ中华绒螯蟹幼体形态发生显著变化ꎬ即“短尾化”过
程. 短尾化之前ꎬ蟹类幼体呈类似虾的体型ꎻ短尾化过程中ꎬ形态结构变化过程分为两个截然相反的过程:
分化和整合. 一些部位高度分化(尤其是附肢)或融合在一起(尤其是腹神经节)ꎻ某些部位的功能得到加

强ꎬ例如胸部ꎻ某些部位的功能减弱了ꎬ例如腹部[１８] . 短尾化过程完成后ꎬ蟹的显著形态变化减少ꎬ但体型

随蜕壳而不断变大. 本实验中ꎬ在中华绒螯蟹幼体发育的 １０ 个阶段均检测到 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因表达ꎬ表明

ＥｓｅＩＦ４Ｇ基因可能在中华绒螯蟹的幼体发育过程中起调节作用. 其次ꎬ随着幼蟹的形态变化ꎬＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因

的表达量也随之波动ꎬ在溞状幼体Ⅴ期(Ｚ５)突然下降ꎬ然后在大眼幼体期(Ｍ)显著升高ꎬ这个显著变化暗

示 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因可能在中华绒螯蟹的短尾化过程中起调节作用. 此外ꎬ中华绒螯蟹幼体经历生活环境由咸

淡水转为淡水的过程:从受精卵到大眼幼体期前期生活在江河口或沿海水域等咸淡水中ꎬ而后在大眼幼体

后期则迁移到淡水中[２１ꎬ４０] . 中华绒螯蟹 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因表达变化的趋势与其生活史对应ꎬ说明 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因

在中华绒螯蟹适应生活环境的渗透压调节方面有一定作用. 已有研究表明ꎬ中华绒螯蟹 ＥｊｓＨＳＰ９０、ＥｊｓＡＮＫ
和 ＥｊｓＰＣＮＡ 基因在仔蟹Ⅰ期腹部组织的表达量均高于在大眼幼体期腹部组织[１９－２０]ꎬＥｓＳｃｒ 和 ＥｓＡｎｔｐ 基因

在溞状幼体Ⅴ期的表达量最低且显著高于在大眼幼体期[２１] . 上述基因的表达模式的变化与 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因

高度相似ꎬ验证了 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因随着幼蟹的形态变化和生活环境的迁移ꎬ可能参与中华绒螯蟹幼蟹的早期

发育ꎬ特别是短尾化过程.
筛查中华绒螯蟹 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 蛋白的特异性位点ꎬ发现位点 ９７、４５７ 为特异性位点ꎬ分别位于 ＭＩＦ４Ｇ 结构

域和 ＭＡ３ 结构域. ｅＩＦ４Ｇ 的中间结构域称为 ＭＩＦ４Ｇ 结构域ꎬ已被证明介导多种蛋白质－蛋白质相互作用ꎬ
例如与翻译起始因子 ｅＩＦ４Ａ 和 ｅＩＦ３、ＲＮＡ 的结合. 同时ꎬ除了 ｅＩＦ４Ｆ 复合体外ꎬ其他含 ＭＩＦ４Ｇ 结构域的蛋
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吴海霞ꎬ等:中华绒螯蟹翻译起始因子 ４Ｇ 基因在幼体发育阶段的 ｍＲＮＡ 表达模式与适应性进化分析

白质还参与了 ｍＲＮＡ 成熟、监视、翻译和降解等信号通路[４１] . ｅＩＦ４Ｇ 的 Ｃ 端结构域也被称为 ＭＡ３ 结构域ꎬ
具有调控功能ꎬ可与 ＡＴＰ 依赖性 ＲＮＡ 解旋酶 ｅＩＦ４Ａ 结合以促进翻译起始ꎻ程序性细胞死亡 ４ 蛋白

(ＰＤＣＤ４)也具有两个 ＭＡ３ 结构域ꎬ与 ｅＩＦ４Ｇ￣ＭＡ３ 竞争结合 ｅＩＦ４Ａꎬ从而抑制蛋白质的合成[４２] . 因此推测

这两个特异位点可能与中华绒螯蟹的幼体发育阶段的 ｍＲＮＡ 组装、翻译、降解相关ꎬ但需要进一步的实验

验证.
基于 ｏｎｅ￣ｒａｔｉｏ 模型的 ＰＡＭＬ 选择压力分析显示 ω 值为 ０.０３５ ５ꎬ显著小于 １ꎬ表明该基因整体上受纯化

选择作用ꎻｆｒｅｅ￣ｒａｔｉｏ 与 ｏｎｅ￣ｒａｔｉｏ 比较显示不同的节肢动物谱系具有不同的进化速率. 进一步ꎬ将中华绒螯

蟹的末端分支设为前景支的分支模型和分支位点模型ꎬ以及整体水平上的位点模型都没有检测到正选择

信号ꎬ一定程度上说明中华绒螯蟹 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因进化保守ꎬ纯化选择在该基因进化过程中起关键作用ꎬ与
其他节肢动物具有相同或类似的功能. 但在选定的节肢动物中ꎬ使用 Ｄａｔａｍｏｎｋｅｙ 的 ＦＥＬ 和 ＦＵＢＡＲ 方法ꎬ
共同鉴定到两个正选择位点(４４８ 和 ６５５)ꎬ分别位于 ＭＡ３ 和 Ｗ２ 结构域. Ｗ２ 结构域是 ｅＩＦ４Ｇ 蛋白羧基末

端小却保守的结构域ꎬ因包含两个保守的色氨酸得名ꎻ充当潜在的翻译调节剂参与到 ｅＩＦ２Ｂ、ｅＩＦ５ 与 ｅＩＦ２
亚基ꎬｅＩＦ４Ｇ 与蛋白激酶 ＭＮＫ１ 的相互作用[４３] . 结果表明ꎬ这些位点在节肢动物 ｅＩＦ４Ｇ 蛋白进化中起重要

作用ꎬ调控 ｍＲＮＡ 翻译过程和蛋白质相互作用ꎬ可能参与各种节肢动物外部形态、生理活动等的差异调

控. 未来可通过定向诱变等实验探明 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因在中华绒螯蟹幼体发育阶段发挥的作用ꎬ为深入理解中

华绒螯蟹短尾化的遗传学基础提供证据.

３　 结论

本研究首次克隆了中华绒螯蟹 ＥｓｅＩＦ４Ｇ 基因全长 ｃＤＮＡ 序列ꎬ其编码蛋白具有 ＭＩＦ４Ｇ、ＭＡ３ 和

Ｗ２ / ｅＩＦ５Ｃ ３ 个保守结构域ꎬ在进化上与甲壳动物最近ꎬ并且在无脊椎动物长期进化过程中高度保守.
ＥｓｅＩＦ４Ｇ基因在中华绒螯蟹幼体发育各个阶段广泛表达ꎬ在溞状幼体Ⅴ期表达量最低ꎬ随后在大眼幼体期

表达量显著升高ꎬ可能参与调控中华绒螯蟹的短尾化和渗透压适应过程. 同时ꎬ检测到 ｅＩＦ４Ｇ 蛋白两个中

华绒螯蟹特异性位点和两个节肢动物潜在正选择位点ꎬ这些可能是调控 ｍＲＮＡ 翻译和蛋白质互作的位

点ꎬ参与节肢动物生长、发育等过程. 本研究为进一步探索甲壳动物幼体短尾化调控机制提供了基础资料.

[参考文献]

[１]　 ＣＨＥＮ ＱꎬＹＡＮＧ ＢꎬＮＡＳＳ Ｎꎬｅｔ ａｌ. Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ:ｓｔｉｌｌ ｍｕｃｈ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ[Ｊ].
Ｃａｎｃｅｒｓꎬ２０２０ꎬ１２(７):１－１９.

[２] ＶＡＬÁＳＥＫ Ｌ Ｓ.‘Ｒｉｂｏｚｏｏｍｉｎ’￣ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｉｂｏｓｏｍｅ￣ｂｏｕｎｄ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ
(ｅＩＦｓ)[Ｊ]. Ｃｕｒｒｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ＆ ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２０１２ꎬ１３(４):３０５－３３０.

[３] ＳＭＯＬＬＥ Ｍ ＡꎬＣＺＡＰＩＥＷＳＫＩ Ｐꎬ ＬＡＰＩ 'ＮＳＫＡ￣ＳＺＵＭＣＺＹＫ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ
ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ(ｅＩＦｓ)ｉｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｃａｎｃｅｒ[Ｊ]. Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ２０１９ꎬ２０(２４):６１６９.

[４] 吴继华ꎬ张建中. 真核翻译起始因子家族与恶性肿瘤相关性的研究进展[Ｊ]. 现代肿瘤医学ꎬ２０１５ꎬ２３(２３):３５２５－３５２８.
[５] ＰＲÉＶＴ ＤꎬＤＡＲＬＩＸ Ｊ ＬꎬＯＨＬＭＡＮＮ Ｔ. Ｃｏｎｄｕｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ:ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｅＩＦ４Ｇ[Ｊ]. Ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ

ｃｅｌｌꎬ２００３ꎬ９５(３－４):１４１－１５６.
[６] ＶＩＬＬＡ ＮꎬＤＯ ＡꎬＨＥＲＳＨＥＹ Ｊ Ｗꎬｅｔ ａｌ. Ｈｕｍａｎ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ４Ｇ(ｅＩＦ４Ｇ)ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｉｎｄｓ ｔｏ ｅＩＦ３ｃꎬ－ｄꎬａｎｄ －ｅ ｔｏ

ｐｒｏｍｏｔｅ ｍＲＮＡ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ｔｏ ｔｈｅ ｒｉｂｏｓｏｍｅ[Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０１３ꎬ２８８(４６):３２９３２－３２９４０.
[７] ＨＯＷＡＲＤ ＡꎬＲＯＧＥＲＳ Ａ Ｎ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ４Ｇ ｉｎ ｌｉｆｅｓｐａｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｇｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｈｅａｌｔｈ[Ｊ]. Ａｇｅｉｎｇ

ｒｅｓｅａｒｃｈ ｒｅｖｉｅｗｓꎬ２０１４ꎬ１３(１):１１５－１２４.
[８] ＳＯＮＥＮＢＥＲＧ ＮꎬＨＩＮＮＥＢＵＳＣＨ Ａ Ｇ. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｅｕｋａｒｙｏｔｅｓ:ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｔａｒｇｅｔｓ[Ｊ].

Ｃｅｌｌꎬ２００９ꎬ１３６(４):７３１－７４５.
[９] ＪＡＣＫＳＯＮ Ｒ ＪꎬＨＥＬＬＥＮ Ｃ ＵꎬＰＥＳＴＯＶＡ Ｔ Ｖ. Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ ｏｆ ｉｔｓ

ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ[Ｊ]. Ｎａｔｕｒｅ ｒｅｖｉｅｗｓ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｅｌｌ ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１０ꎬ１１(２):１１３－１２７.
[１０] ＧＲＡＤＩ ＡꎬＩＭＡＴＡＫＡ ＨꎬＳＶＩＴＫＩＮ Ｙ Ｖꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｎｏｖｅｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｈｕｍａｎ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ４Ｇ[ Ｊ].

Ｍｏｌｅｌｕｌａｒ ｃｅｌｌ ｂｉｏｌｏｇｙꎬ１９９８ꎬ１８(１):３３４－３４２.
[１１] ＣＯＬＤＷＥＬＬ ＭꎬＳＡＣＫ ＵꎬＣＯＷＡＮ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｉｓｏｆｏｒｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｅＩＦ４ＧＩＩ ａｒｅ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｖｉａ ｕｓｅ

—５０１—

􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉



南京师大学报(自然科学版) 第 ４５ 卷第 ３ 期(２０２２ 年)

ｏｆ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓꎬｓｐｌｉｃｅ ｓｉｔｅｓ ａｎｄ ａ ｎｏｎ￣ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｃｏｄｏｎ[Ｊ]. Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｊｏｕｒｎａｌꎬ２０１２ꎬ４４８(１):１－１１.
[１２] ＫＥＩＰＥＲ Ｂ ＤꎬＧＡＮ ＷꎬＲＨＯＡＤＳ Ｒ Ｅ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ４Ｇ[Ｊ]. Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ＆ ｃｅｌｌ

ｂｉｏｌｏｇｙꎬ１９９９ꎬ３１(１):３７－４１.
[１３] ＤＡＳ ＳꎬＤＡＳ Ｂ. ｅＩＦ４Ｇ３－ａｎ ｉｎｔｅｇｒａｔｏｒ ｏｆ ｍＲＮＡ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ? [Ｊ]. Ｆｅｍｓ ｙｅａｓｔ ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０１６ꎬ１６(７):１－９.
[１４] ＯＲＥＬＬＡＮＡ Ｒ ＡꎬＷＩＬＳＯＮ Ｆ ＡꎬＧＡＺＺＡＮＥＯ Ｍ Ｃꎬｅｔ ａｌ. Ｓｅｐｓｉｓ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｍｐｅｄｅ ｍｕｓｃｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ｎｅｏｎａｔａｌ

ｐｉｇｓ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ[Ｊ]. Ｐｅｄｉａｔｒｉｃ ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０１１ꎬ６９(６):４７３－４７８.
[１５] ＡＬＶＡＲＥＺ￣ＤＯＭＩＮＧＵＥＺ Ｊ ＲꎬＺＨＡＮＧ ＸꎬＨＵ Ｗ. Ｗｉｄｅｓｐｒｅａｄ ａｎｄ ｄｙｎａｍｉｃ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ[Ｊ].

Ｂｌｏｏｄꎬ２０１７ꎬ１２９(５):６１９－６２９.
[１６] ＧＨＯＳＨ Ｓꎬ ＬＡＳＫＯ Ｐ. Ｌｏｓｓ￣ｏｆ￣ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｓ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｅＩＦ４Ｅꎬ

ｅＩＦ４Ｅ￣３ꎬｅＩＦ４Ｇ ａｎｄ ｅＩＦ４Ｇ２ ｉｎ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓ[Ｊ]. ＰＬｏＳ ｏｎｅꎬ２０１５ꎬ１０(４):ｅ０１２２５１９.
[１７] ＴＡＮＧ ＢꎬＺＨＯＵ ＫꎬＳＯＮＧ Ｄꎬｅｔ ａｌ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ Ａｓｉａｎ ｍｉｔｔｅｎ ｃｒａｂｓꎬｇｅｎｕｓ Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ(Ｃｒｕｓｔａｃｅａ:Ｂｒａｃｈｙｕｒａ)[Ｊ].

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ２００３ꎬ２９(２):３０９－３１６.
[１８] ＧＵＩＮＯＴ Ｄꎬ ＢＯＵＣＨＡＲＤ Ｊ Ｍ. Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ｈｏｌｄｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍｓ ｏｆ ｂｒａｃｈｙｕｒａｎ ｃｒａｂｓ ( Ｃｒｕｓｔａｃｅａꎬ Ｄｅｃａｐｏｄａꎬ

Ｂｒａｃｈｙｕｒａ)[Ｊ]. Ｚｏｏｓｙｓｔｅｍａꎬ１９９８ꎬ２０(４):６１３－６９４.
[１９] ＬＩ ＰꎬＺＨＡ ＪꎬＨＵＡＮＧ Ｈꎬｅｔ ａｌ. ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｎｏｖｅｌ ＡＮＫ￣ｌｉｋｅ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｃｈｉｎｅｓｅ

ｍｉｔｔｅｎ ｃｒａｂ Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｊａｐｏｎｉｃａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ[Ｊ]. Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ｐａｒｔ ｂ:ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ＆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙꎬ
２００９ꎬ１５３(４):３３２－３３９.

[２０] ＬＩ ＰꎬＺＨＡ ＪꎬＫＯＮＧ Ｙꎬｅｔ ａｌ. ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎ ｇｅｎｅ
ｆｒｏｍ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｉｔｔｅｎ ｃｒａｂ Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｊａｐｏｎｉｃａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ [ Ｊ]. Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ｐａｒｔ Ａ:ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ＆
ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ２０１０ꎬ１５７(２):１７０－１７６.

[２１] 江贤峰. 中华绒螯蟹 ＥｓＳｃｒ 和 ＥｓＡｎｔｐ 基因的鉴定及其在幼体发育过程中的表达分析[Ｄ]. 南京:南京师范大学ꎬ２０１５.
[２２] ＣＨＥＮ ＭꎬＹＵＥ ＹꎬＨＥ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ｄｕｒｉｎｇ ｌａｒｖａｌ ｍｅｔａｍｏｒｐｈｉｃ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ

ｍｉｔｔｅｎ ｃｒａｂ Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ[Ｊ]. Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０２０(５１):２３２２－２３５５.
[２３] ＳＯＮＧ ＣꎬＣＵＩ ＺꎬＨＵＩ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂａｓｉｓ ｏｆ ｂｒａｃｈｙｕｒｉｚａｔｉｏｎ

ａｎｄ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ｔｏ ｂｅｎｔｈｉｃ ｌｉｆｅｓｔｙｌｅ ｉｎ Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ[Ｊ]. Ｇｅｎｅꎬ２０１５ꎬ５５８(１):８８－９８.
[２４] ＧＡＳＴＥＩＧＥＲ ＥꎬＨＯＯＧＬＡＮＤ ＣꎬＧＡＴＴＩＫＥＲ Ａꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｈａｎｄｂｏｏｋ:ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ

ｔｏｏｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ＥｘＰＡＳｙ ｓｅｒｖｅｒ[Ｍ]. Ｔｏｔｏｗａ ＮＪ:ｈｕｍａｎａ ｐｒｅｓｓꎬ２００５.
[２５] ＡＬＭＡＧＲＯ￣ＡＲＭＥＮＴＥＲＯＳ Ｊ ＪꎬＴＳＩＲＩＧＯＳ Ｋ ＤꎬＳ⌀ＮＤＥＲＢＹ Ｃ Ｋꎬｅｔ ａｌ. ＳｉｇｎａｌＰ ５.０ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓ

ｕｓｉｎｇ ｄｅｅｐ ｎｅｕｒａｌ ｎｅｔｗｏｒｋｓ[Ｊ]. Ｎａｔｕｒｅ ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ２０１９ꎬ３７(４):４２０－４２３.
[２６] ＩＶＩＣＡ ＬꎬＰＥＥＲ Ｂ. ２０ ｙｅａｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ＳＭＡＲＴ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｒｅｓｏｕｒｃｅ[Ｊ]. Ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄｓ ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０１８ꎬ４６(Ｄ１):

Ｄ４９３－Ｄ４９６.
[２７] ＫＲＯＧＨ ＡꎬＬＡＲＳＳＯＮ ＢꎬＨＥＩＪＮＥ Ｇ Ｖꎬｅｔ ａｌ. Ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｏｐｏｌｏｇｙ ｗｉｔｈ ａ ｈｉｄｄｅｎ Ｍａｒｋｏｖ ｍｏｄｅｌ:ａｐｐｌｉｃａ￣

ｔｉｏｎ ｔｏ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｏｍｅｓ[Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２００１ꎬ３０５(３):５６７－５８０.
[２８] ＫＵＭＡＲ ＳꎬＳＴＥＣＨＥＲ ＧꎬＬＩ Ｍꎬｅｔ ａｌ. ＭＥＧＡ Ｘ:ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｃｒｏｓｓ ｃｏｍｐｕｔｉｎｇ ｐｌａｔｆｏｒｍｓ[ Ｊ].

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ２０１８ꎬ３５(６):１５４７－１５４９.
[２９] ＪＩＮ ＸꎬＬＩ ＷꎬＣＨＥＮＧ Ｌꎬｅｔ ａｌ. Ｔｗｏ ｎｏｖｅｌ ｓｈｏｒｔ Ｃ￣ｔｙｐｅ ｌｅｃｔｉｎ ｆｒｏｍ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｉｔｔｅｎ ｃｒａｂꎬＥｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓꎬａｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎ

ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ＬＰＳ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ[Ｊ]. Ｆｉｓｈ ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ２０１２ꎬ３３(５):１１４９－１１５８.
[３０] ＬＩＶＡＫ Ｋ ＪꎬＳＣＨＭＩＴＴＧＥＮ Ｔ Ｄ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄａｔａ ｕｓｉｎｇ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｎｄ ｔｈｅ ２－ΔΔＣＴ

ｍｅｔｈｏｄ[Ｊ]. Ｍｅｔｈｏｄｓꎬ２００１ꎬ２５(４):４０２－４０８.
[３１] ＬÖＹＴＹＮＯＪＡ Ａ. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ￣ａｗａｒｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＰＲＡＮＫ[ Ｃ] / / Ｒｕｓｓｅｌｌ Ｄ. Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ. Ｔｏｔｏｗａ ＮＪ:

ｈｕｍａｎａ ｐｒｅｓｓꎬ２０１４.
[３２] ＧＥＲＡＲＤ ＴꎬＪＯＳＥ Ｃ. Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｐｈｙｌｏｇｅｎｉｅｓ ａｆｔｅｒ ｒｅｍｏｖｉｎｇ ｄｉｖｅｒｇｅｎｔ ａｎｄ ａｍｂｉｇｕｏｕｓｌｙ ａｌｉｇｎｅｄ ｂｌｏｃｋｓ ｆｒｏｍ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ[Ｊ]. Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２００７ꎬ５６(４):５６４－５７７.
[３３] ＬＡＭ￣ＴＵＮＧ Ｎꎬ ＳＣＨＭＩＤＴ Ｈ ＡꎬＡＲＮＤＴ Ｖ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. ＩＱ￣ＴＲＥＥ: ａ ｆａｓｔ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｓｔｏｃｈａｓｔｉｃ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ ｆｏｒ ｅｓｔｉｍａｔｉｎｇ

ｍａｘｉｍｕｍ￣ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｉｅｓ[Ｊ]. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ２０１５(１):２６８－２７４.
[３４] ＫＵＭＡＲ Ｓꎬ ＳＴＥＣＨＥＲ Ｇꎬ ＳＵＬＥＳＫＩ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. ＴｉｍｅＴｒｅｅ: ａ ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｆｏｒ ｔｉｍｅｌｉｎｅｓꎬ ｔｉｍｅｔｒｅｅｓꎬ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ ｔｉｍｅｓ [ Ｊ].

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ２０１７ꎬ３４(７):１８１２－１８１９.
[３５] ＳＵＮ Ｙ. ＦａｓＰａｒｓｅｒ:ａ ｐａｃｋａｇｅ ｆｏｒ ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａ[Ｊ]. Ｚｏｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０１７ꎬ３８(２):１１０－１１２.
[３６] ＹＡＮＧ Ｚ. ＰＡＭＬ ４: ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｙ ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ [ Ｊ]. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２００７ꎬ２４ ( ８):

—６０１—

􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉



吴海霞ꎬ等:中华绒螯蟹翻译起始因子 ４Ｇ 基因在幼体发育阶段的 ｍＲＮＡ 表达模式与适应性进化分析

１５８６－１５９１.
[３７] ＢＩＥＬＡＷＳＫＩ Ｊ ＰꎬＹＡＮＧ Ｚ. Ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ａｄａｐｔｉｖｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｇｅｎｅ ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎ[Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ

ｏｆ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｏｍｉｃｓꎬ２００３ꎬ３(１－４):２０１－２１２.
[３８] ＹＡＮＧ ＺꎬＷＯＮＧ Ｗ Ｓ ＷꎬＮＩＥＬＳＥＮ Ｒ. Ｂａｙｅｓ ｅｍｐｉｒｉｃａｌ ｂａｙｅｓ ｉｎｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｉｔｅｓ ｕｎｄｅｒ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ[ Ｊ].

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ２００５ꎬ２２(４):１１０７－１１１８.
[３９] ＷＥＡＶＥＲ ＳꎬＳＨＡＮＫ Ｓ ＤꎬＳＰＩＥＬＭＡＮ Ｓ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｄａｔａｍｏｎｋｅｙ ２.０:ａ ｍｏｄｅｒｎ ｗｅｂ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｉｎｇ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ａｎｄ

ｏｔｈｅｒ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ[Ｊ]. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ２０１８ꎬ３５(３):７７３－７７７.
[４０] ＷＡＲＮＥＲ Ｇ Ｆ. Ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｃｒａｂｓ[Ｍ]. Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ:Ｖａｎ Ｎｏｓｔｒａｎｄ Ｒｅｉｎｈｏｌｄ Ｃｏｍｐａｎｙꎬ１９７７.
[４１] ＰＯＮＴＩＮＧ Ｃ Ｐ. Ｎｏｖｅｌ ｅＩＦ４Ｇ ｄｏｍａｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇｕｅｓ ｌｉｎｋｉｎｇ ｍＲＮＡ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｎｏｎｓｅｎｓｅ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｍＲＮＡ ｄｅｃａｙ. [ Ｊ].

Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ２０００ꎬ２５(９):４２３－４２６.
[４２] ＳＵＺＵＫＩ ＣꎬＧＡＲＣＥＳ Ｒ ＧꎬＥＤＭＯＮＤＳ Ｋ Ａꎬｅｔ ａｌ. ＰＤＣＤ４ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｂｙ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ｅＩＦ４Ａ ｕｓｉｎｇ ｂｏｔｈ ｉｔｓ

ＭＡ３ ｄｏｍａｉｎｓ[Ｊ]. Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎａｔｉｏｎａｌ ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ２００８ꎬ１０５(９):３２７４－
３２７９.　

[４３] ＡＲＡＶＩＮＤ ＬꎬＫＯＯＮＩＮ Ｅ Ｖ. Ｅｕｋａｒｙｏｔｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｏｍａｉｎｓ ｉｎ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ:ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ[Ｊ]. Ｇｅｎｏｍｅ ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０００ꎬ１０:１１７２－１１８４.

[责任编辑:黄　 敏]

—７０１—

􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉


