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摘要$ LYQN$ 是哺乳动物雌激素信号通路中的一个关键因子!它可以使雌激素受体 !"1R!#去泛素化

并抑制其转录活性& 本研究从实验室拟穴青蟹"=20,,+ 3+*+@+@(&+#$#转录组测序数据库中筛选出 H9A8

基因片段!利用 /[IRYRI,1技术克隆得到 =3EH9A8的 >i)I全长& 该序列全长 $ "B$ 7]!包括 0d非

编码区"0d2QYR#&# 7]!开放阅读框"LR_#’#& 7] 和 %d非编码区"%d2QYR#&$C 7]& 其 LR_编码 "BC 个

氨基酸!预测其分子量为 %$ a9& 该蛋白序列中包含一个 LYQ样的半胱氨酸蛋白酶催化结构域和一个

由半胱氨酸",#’天冬氨酸"i#和组氨酸"K#组成的催化三联体& 实时定量 j,R结果显示!=3EH9A8在

成熟拟穴青蟹各组织器官中均有表达!其中在血淋巴中的表达量最大!精巢中表达量最低& 在卵巢发育

过程中!=3ELYQN的表达量在卵巢增值期为最大!与其他各时期具有显著差异% 在精巢发育各阶段!

=3EH9A8表达量在精子细胞期达到最大!显著高于精母细胞期和成熟精子期& 同源系统进化分析 =32

LYQN与大多数物种的 LYQN$ 聚为一支!与肩突硬蜱 "5Q(>%&&2+3),+*#&#和紫海胆 " =4*($/0,(2%$4*(4)&

3)*3)*+4)&#亲缘关系最近& 实验结果初步显示 =3ELYQN在拟穴青蟹生殖调控方面可能发挥重要作用&

关键词!拟穴青蟹%组织表达%性腺发育%包含 LYQ结构域的泛素乙醛结合蛋白

中图分类号!H&D"!文献标识码!I!文章编号!#"0#2%"B%""#$%##%2&#C2$#
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;5V?5W5:M! 4:W ]*VV576=?;M4V]4Z?4?MZMV5W9MV+RM462?53Mk94:?5?4?5̂Mj,RV;*\MW ?;4?=3EH9A8\4VMA]ZMVVMW

5: 466WM?M>?MW ?5VV9MV*X34?9ZM>Z47V\5?; ?;M;5T;MV?MA]ZMVV5*: 5: ;4M3*6=3]; 4:W ?;M6*\MV?MA]ZMVV5*: 5:

?MV?5V+O: ?;M]Z*>MVV*X*̂4Z54: WM̂M6*]3M:?! =3EH9A8V;*\MW ?;M;5T;MV?MA]ZMVV5*: 5: ]Z*65XMZ4?5*: V?4TM

>*3]4ZMW ?**?;MZWM̂M6*]3M:?V?4TMV+O: VM>*:W4Z=V]MZ34?*>=?MV?4TM! ?;MMA]ZMVV5*: *X=3EH9A8ZM4>;MW ?;M
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LYQN$ 5: 3*V?*?;MZV]M>5MV! 4:W =32LYQN;4W ?;M>6*VMV?TM:M?5>ZM64?5*:V;5] \5?; ?;4?*X5Q(>%&&2+3),+*#&*Z

=4*($/0,(2%$4*(4)&3)*3)*+4)&DY;M]ZM6535:4Z=MA]MZ53M:?46ZMV96?VV;*\MW ?;4?=3ELYQN34=]64=4: 53]*Z?4:?
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8#9 :.3%-$ =20,,+ 3+*+@+@(&+#$% Y5VV9MMA]ZMVV5*:% l*:4W46WM̂M6*]3M:?% LYQ2W*345: Q7246WM;=WM2

75:W5:T]Z*?M5: "LYQN#

!!蛋白的泛素化修饰是生物体内一个重要的
调节机制!同时它也是一个可逆的调节过程!由
去泛素化酶"WM975k95?5:4?5:TM:@=3MV!iQNV#介
导完成& 去泛素化酶自发现起就被认定在调节
细胞内蛋白水平和功能方面发挥重要作用!更
是涉及到许多细胞生长发育和信号转导的调节
等重要的生理过程以及部分疾病与肿瘤的发病
机制"王素霞等 "##D#&

在众多的去泛素化酶成员中! L?9745:
" LYQ2W*345: Q7246WM;=WM275:W5:T ]Z*?M5:!
LYQN#蛋白家族序列保守!广泛存在于从病
毒’细菌’原核生物到植物和动物等各类真核生
物体中!主要在免疫和病毒感染方面发挥作用
"李 杨 等 "##B! _Z54V2/?4;M65M?46+ "##C #&
L?9745: 家族成员与其他 iQNV没有明显的相
似性!但是相互之间很相似!都包含 LYQ结构
域!与果蝇 "7*(&(3"#,+ @%,+$(/+&4%*#的卵巢肿
瘤 基 因 " (B+*#+$ 4)@(* TM:M! H4) # 同 源
"[4a4Z*̂4M?46+"####!而且是最先被发现在
体外可以发挥去泛素化酶功能 的蛋白 酶
")5834: M?46+"##0#& 近来研究发现 LYQN$
"LYQ2W*345: Q7246WM;=WM275:W5:T]Z*?M5:$ # 是
哺乳动物雌激素信号通路中的一个关键因子!
LYQN$ 可以使雌激素受体 !"MV?Z*TM: ZM>M]?*Z
!! 1R!#去泛素化并抑制其转录活性" /?4:5�5>d

M?46+"##D#& 雌激素受体在脊椎动物体内广
泛存 在! 在 无 脊 椎 动 物 中 也 相 继 被 克 隆
"‘485\4Z4M?46+"##B![4?V93*?*M?46+"##C!
J;4:TM?46+"#$"#!据 SM等""##’#的研究!雌

激素受体在拟穴青蟹" =20,,+ 3+*+@+@(&+#$#脑
和胸神经节中存在免疫阳性反应& 因此!
LYQN$ 或许在无脊椎动物生殖调控方面也发
挥一定作用&

拟穴青蟹广泛分布于我国东南沿海!经济
价值高!是我国重要的水产养殖对象& 关于拟
穴青蟹的生殖生物学 "叶海辉等 "##B!JM:TM?
46+"#$$!J*9 M?46+"#$$#’神经内分泌学",95
M?46+"##0!SMM?46+"##’!叶海辉等 "##’#’免
疫学"陈昌福等 "##%!P59 M?46+"#$$!-9 M?46+
"#$$!徐栋梁等 "#$$ #和遗传育种 "崔海玉等
"#$$![4M?46+"#$"#等方面的研究一直是水
产领域的重点& 本研究根据本实验室拟穴青蟹
转录组数据库中已有的 H9A8基因片段!克隆
得到了其 >i)I全长!命名为 =3EH9A8!并分析
了其在各组织器官及性腺发育过程中的表达情
况!旨在为拟穴青蟹生殖调控研究提供基础
资料&

;<材料与方法

;=;<材料
;=;=;!实验材料!拟穴青蟹购买于漳浦青蟹
养殖户!根据性腺的颜色’形态和性腺指数
"T*:4W*2V*34?5>5:WMA!l/O!l/OG性腺重量g总
体重#以及组织学切片观察对青蟹性腺的不同
发育阶段进行分期 " OV643M?46+"#$#!i45M?
46+"#$" #& 卵巢分为 0 个时期$增殖期 "L$
期!l/OG#E0C m#E&C#!卵黄生成前期"L" 期!
l/OG"E$D m#E"$#!卵黄生成早期"L% 期!l/O
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G%EB’ m#E"##!卵黄生成中期 "L& 期!l/OG
CE’$ m#ED& #!卵黄生成晚期 "L0 期!l/OG
$#E&D m#E&D#%每个时相各取 $" 只& 精巢分为
% 个时期$精母细胞期 "Y$ 期! l/OG#E#C m
#E#$#!精子细胞期"Y" 期!l/OG#E"$ m#E#$#!
成熟精子期"Y% 期!l/OG#E%& m#E#$#& 每个
时相各取 0 只& 成熟青蟹各组织 "包括性腺’
肝胰腺’眼柄’脑’鳃’肌肉’肠’胃’心和血淋巴!
各组织至少 0 个样品#!解剖取样后立即放入
液氮!置于 e’#n冰箱储存备用&
;=;=>!主要试剂!R)I抽提试剂 Rij配方参

照文献"王艺磊等 "##%#!由实验室自行配制%
逆转 录 j,R 试 剂 盒 购 自 jZ*3MT4公 司%
lM:,6M4: 琼脂糖凝胶 i)I回收试剂盒购自捷
瑞生物公司%][i$D2Y载体购自 Y4‘4R4公司%
/SNR lZMM: RM46?53Mj,R [4V?MZ[5A购 自
YLSLNL公司&
;=;=?!引物!根据本实验室转录组测序所得
到的 H9A8基因的 1/Y"MA]ZMVVMW VMk9M:>M
?4T#片段设计 /[IRY2RI,1引物!实验所用引
物均由上海捷瑞生物工程有限公司合成& 各引
物及其序列见表 $&

表 ;<引物序列表
!*+A#;<H#L5#’7#-./C3&6#3-

引物名称 jZ53MZ 引物用途 I]]65>4?5*: *X]Z53MZ 引物序列 /Mk9M:>M

0d2l/j$ 0dRI,1特异引物 $ 0d2,IlIIIYlIlIIlY,l,IIIYI,I,,I2%d
0d2l/j" 0dRI,1特异引物 " 0d2IllIII,IlYYl,,IY,YllY,YYl2%d
%d2l/j$ %dRI,1特异引物 $ 0d2YYl,lI,YY,Y,IYYY,Yl,Y,I,,2%d
%d2l/j" %dRI,1特异引物 " 0d2IYlYIY,YYlI,,lIllllIlll2%d
LYQN2_ RM462?53Mj,R上游引物 0d2YYl,lI,YY,Y,IYYY,Yl,Y,I2%d
LYQN2R RM462?53Mj,R下游引物 0d2,,Y,,I,YlY,,YY,,I,,YY,2%d

;=><方法
;=>=;!总 R)I提取及 >i)I的合成!总 R)I
的抽提和逆转录均按照试剂盒说明进行操作&
总 R)I用 $F琼脂糖凝胶电泳检测完整性!同
时测定 I"B# gI"’#值和 R)I浓度& 若有 i)I的
污染!则用无 R)4VM的 i)4VM#经 %Cn %# 35:
处理!去除基因组 i)I& 检测合格即可进行下
一步逆转录&
;=>=>!0dg%d2RI,1j,R!利用 RI,1特异引
物"l/j$ 和 l/j"#和试剂盒提供的 " 个通用引
物进行巢式 j,R& 第一轮 j,R扩增反应条件$
D&n % 35:%D&n %# V!C# (B0n 梯度退火%# V!
C"n $ 35:! %0 个 循 环% C"n $# 35:% $Bn
0 35:& 第二轮以第一轮 j,R产物为模板!反
应程序为$D&n % 35:%D&n $ 35:%D&n %# V!
B&n %# V!C"n $ 35:!%0 个循环%C"n $# 35:%
$Bn 0 35:&
;=>=?!>i)I完整序列确定!将 RI,1的扩
增产物电泳检测’割胶回收并送至生工生物工
程"上海#有限公司完成测序& 将测序结果正

确的片段与原有 1/Y片段拼接!确定基因
>i)I完整序列&
;=>=@!实时定量 j,R!逆转录 RY2j,R>i)I
第一链稀释适当倍数后作为实时定量 j,R反
应模板!$’/ ZR)I作为内参基因& 每个样品做
至少 & 个平行样& "# (6反应体系!/SNRlZMM:
RM46?53M j,R [4V?MZ[5A $# (6! LYQN2_
"$# (3*6g6#和 LYQN2R"$# (3*6g6#各 #E0 (6!
>i)I模板 D (6& 反应条件为$ D0n $ 35:%
D0n $0 V!B#n $ 35:!&# 个循环&

基因表达水平由 RH"ZM64?5̂Mk94:?4?5̂M#
的平均值"平均值 m标准误![M4: m/1#来表
示& 用 /j// $DE# 统计软件对数据进行单因素
方差分析"I)LbI#& 1t#E#0 显著性差异&
;=>=R!生物信息学分析!使用 ),NO中的 LR_
X5:WMZ进行开放阅读框确定%利用 jZ*?j4Z43进
行编码蛋白的各种基本理化特性分析%用 /UO//
[Li1P和软件 j=[LPb5M\MZ完成三维空间结
构的构建和分析%用 [1lI0E# 软件的邻接法
":M5T;7*Z28*5:5:T3M?;*W! ).#构建系统进化树%
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用 N5*1W5?软件进行多重对比%使用 [4?lIY对
氨基酸序列一致性进行计算&

><结<果

>=;<;)@51>?基因序列分析!=3EH9A8基因
的 >i)I全长 $ "B$ 7] "lM:N4:a 登陆号$
.-$D0$B0#!包括 &# 7] 的 0d2QYR"非翻译区!
9:?Z4:V64?MW ZMT5*:#’’#& 7] 的 LR_"开放阅读
框!*]M: ZM4W5:TXZ43M#和 &$C 7] 的 %d2QYR"包
括 ]*6=I#! 在 %d2QYR 有 典 型 的 加 尾 信 号
IIYIII& 该 >i)I序列编码 "BC 个氨基酸!
预测其分子量为 %$ a9&

jRL/OY1/,I)分析显示"图 $#!=32LYQN
蛋白的 C0 ("BC 位氨基酸序列为 LYQ样的半

胱氨酸蛋白酶催化结构域!包含一个由天冬氨
酸"i’%#’半胱氨酸 ",’B #和组氨酸"K"B# #组成
的催化三联体& 推测发现蛋白中存在一个类似
于泛素作用基序 "Q7 5:?MZ4>?5*: 3*?5X!QO[#
"_’C (1DC#!一个泛素相关结构域"Q724VV*>54?MW
W*345:V!QNI# " /$$0 (P$&& #和一个核定位信号
":9>6M4Z6*>465@4?5*: VMk9M:>M!)P/#"/B& (RCD#&
>=><空间结构模拟!根据人类"C(@(&+3#%$&#
和拟穴青蟹 LYQN的蛋白序列!利用 /UO//
[Li1P构建空间三维结构!如图 " 所示! =3E
LYQN蛋白的 %i结构与人类的 LYQN$ 更为相
似!具有一个较长的氨基末端 ")端#!表现为
一个 !螺旋结构& 而人类的 LYQN" 则在 )端
缺少一个较长的 !螺旋&

图 ;<;)@51>?基因 7OI4及氨基酸序列分析
$&(N;<7OI4*’%*6&’. *7&%-#L5#’7#*’*A9-&-./;)@51>?

图中大写的碱基代表非编码区域%小写碱基代表开放阅读框%阴影部分为 LYQ结构域%单下划线为泛素作用基序

"QO[# %虚下划线为泛素相关结构域"QNI# %实线框为推测的核定位信号序列")P/# %带圆圈的加粗字体为催化三

联体的活性位点%星号"!#为终止密码子%波浪线为加尾信号&

Y;M>4]5?4674VMVZM]ZMVM:?:*:2>*W5:TZMT5*:! V346674VMVZM]ZMVM:??;M*]M: ZM4W5:TXZ43M! ?;MV;4W*\5:W5>4?MVLQY2

W*345:! V5:T6M9:WMZ65:M5:W5>4?MVQO[! 5̂Z?9469:WMZ65:M5:W5>4?MVQNI! ?;M7*AMW 5:W5>4?MV)P/! 7*6W X*:?\5?; >5Z>6M

5:W5>4?MV?;M4>?5̂MV5?MV*X>4?46=?5>?Z5]6M?! ?;M4V?MZ5Va ZM]ZMVM:?V?MZ35:4?5*: >*W*:! 4:W \4̂=65:M5:W5>4?MV

]*6=4WM:=64?5*: V5T:46+
!
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图 ><拟穴青蟹 !̂_P和人类 !̂_P; 和 !̂_P> 三维空间结构
$&(N><!"3##0%&6#’-&.’*A-C*7#-,357,53#./;)@̂!_P% !̂_P; *’% !̂_P> ./A&2& -*)0(%-

I+人类 LYQN$% N+拟穴青蟹 LYQN% ,+人类 LYQN"&

I+CD&+3#%$&LYQN$% N+=3ELYQN% ,+CD&+3#%$&LYQN"+
!
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图 ?<氨基酸序列多重比对
$&(N?<T5A,&CA#*A&(’6#’,./̂ !_P*6&’. *7&%-#L5#’7#-

=D3+*+@+@(&+#$$拟穴青蟹%5D&2+3),+*#&$肩突硬蜱% =DJ+3($#2)@$日本血吸虫%VD,+%B#&$非洲爪蟾%VD4*(3#2+,#&$热带爪蟾%RD
$(*B%/#2)&$褐家鼠%CD&+3#%$&$人类%8D4+)*)&$瘤牛%?D@)&2),)&$小家鼠%7D*%*#($斑马鱼%?D3)4(*#)&-)*($蒙眼貂%=D3)*3)*+4)&$紫海
胆& 序列下方的星号"!#表示完全保守的区域!冒号" $#代表保守替换!点"+#代表非保守替换%相同的氨基酸覆盖灰色阴影%
最后一列百分数表示 =32LYQN与各物种 LYQN氨基酸序列相比的一致性大小&
=D3+*+@+@(&+#$$=20,,+ 3+*+@+@(&+#$%5D&2+3),+*#&$5Q(>%&&2+3),+*#&%=DJ+3($#2)@$=2"#&4(&(@+ J+3($#2)@%VD,+%B#&$V%$(3)&,+%B#&%VD
4*(3#2+,#&$V%$(3)&" =#,)*+$+# 4*(3#2+,#&%RD$(*B%/#2)&$R+44)&$(*B%/#2)&%CD&+3#%$&$C(@(&+3#%$&%8D4+)*)&$8(&4+)*)&%?D@)&2),)&$?)&
@)&2),)&%7D*%*#($7+$#(*%*#(%?D3)4(*#)&-)*($?)&4%,+ 3)4(*#)&-)*(% =D3)*3)*+4)&$ =4*($/0,(2%$4*(4)&3)*3)*+4)&DY;M4V?MZ5Va "! #
5:W5>4?MV>*3]6M?M6=>*:VMẐ4?5̂M435:*4>5W! ?;M>*6*: " $# ZM]ZMVM:?V>*:VMẐ4?5̂MZM]64>M3M:?! ?;M]*5:?"+# ZM]ZMVM:?V:*:>*:VMẐ4?5̂M
ZM]64>M3M:?! ?;MV43M435:*4>5W >*̂MZVTZM=V;4WMV+Y;M]MZ>M:?4TM5: ?;M64V?>*693: V;*\V5WM:?5?=*X=32LYQN435:*4>5W VMk9M:>M
>*3]4ZMW \5?; ?;M*?;MZV]M>5MV+
所用氨基酸序列 lM:N4:a 登录号 Y;MlM:N4:a P*T5: :937MZ*X435:*4>5W VMk9M:>MV$肩突硬蜱 5Q(>%&&2+3),+*#&LYQN!
11,$’’0BE$%日本血吸虫 =2"#&4(&(@+ J+3($#2)@LYQN!,I-C#’B%E$%非洲爪蟾 V%$(3)&,+%B#&LYQN$!)ju##$#’DC0DE$%热带爪蟾
V%$(3)&" =#,)*+$+# 4*(3#2+,#&LYQN$! )ju##$#D0"’"E$%褐家鼠 R+44)&$(*B%/#2)&LYQN$!IIOBBCC$E$%人类 C(@(&+3#%$&LYQN$!
IIO#CC#"E$% 瘤牛 8(&4+)*)&LYQN$!IIO#""$$E$% 小家鼠 ?)&@)&2),)&LYQN$!IIK""0C0E$% 斑马鱼 7+$#(*%*#(LYQN$!
IIKCB%#$E$%蒙眼貂 ?)&4%,+ 3)4(*#)&-)*(LYQN$!I1/#%&$’E$%紫海胆 =4*($/0,(2%$4*(4)&3)*3)*+4)&LYQN$!-juCD$&D%E$%人类
C(@(&+3#%$&LYQN"!IIKB’#0’E$%小家鼠 ?)&@)&2),)&LYQN"!IIK&D00$E$% 瘤牛 8(&4+)*)&LYQN"!iII$C"D$E$%非洲爪蟾
V%$(3)&,+%B#&LYQN"!)ju##$#’’&BDE$%蒙眼貂 ?)&4%,+ 3)4(*#)&-)*(LYQN"!I1/#%&$DE$&
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>=?<氨基酸同源性分析!通过多重对比发现!
=3ELYQN与图 % 中所列各物种的 LYQN$ 氨基
酸序列一致性 "&CE%F (0#EDF#要明显高于
LYQN""%$EDF (%%EDF#%同其他物种 LYQN$
一样!=3ELYQN也具有一段较长的氨基末端")
端#序列!说明 =3ELYQN与 LYQN$ 具有更高的
同源性& 此外!=3ELYQN的氨基酸序列与肩突
硬蜱 "5Q(>%&&2+3),+*#&#LYQN一致性最大!为
00EBF!与日本血吸虫" =2"#&4(&(@+ J+3($#2)@#
LYQN一致性最低!为 "&E’F&

图 @< !̂_P系统进化树
$&(N@<Q"9A.(#’#,&7,3##./̂ !_P

树枝长度代表遗传距离!节点数字代表置信度& =3ELQYN由三角标出%所涉及物种名称

参照图 %&

NZ4:>; 6M:T?; 5:W5>4?MVM̂*69?5*:4Z=W5V?4:>M!4:W 7**?V?Z4] V9]]*Z?5:T 4̂69MV4ZMV;*\: 4?

7Z4:>; :*WMV+Y;M?Z54:T6MZM]ZMVM:?V=32LYQN+Y;M:43M*XV]M>5MV>*:V96?V_5T+%+
!

>=@<系统进化树分析 !依据 ),NO中现有的
LYQN$ 和 LYQN" 的氨基酸序列构建系统进化
树!分析发现 LYQN$ 与 LYQN" 明显聚为两大
枝& 在 LYQN$ 这一大枝中!日本血吸虫单独为
一小 枝! 拟 穴 青 蟹’ 肩 突 硬 蜱 和 紫 海 胆
"=4*($/0,(2%$4*(4)&3)*3)*+4)&# % 种无脊椎动物
聚为一枝!其他脊椎动物各物种聚为一枝&
!!!!

=32LYQN与大多数物种的 LYQN$ 聚为一大枝!
说明同 LYQN" 相比!=32LYQN与 LYQN$ 亲缘
关系更近"图 &#&
>=R<在各组织器官中的表达分析!在成熟青
蟹各组织器官中!=3EH9A83R)I均有表达"图
0#& 其中!在血淋巴中的表达量最大!其次为鳃
和心!在精巢中的表达量最低& 血淋巴中的表达
量与其他各组织均有显著差异"1t#E#0#&
>=S<在性腺发育各时期的表达分析!如图 B
所示!在卵巢发育过程中!=3EH9A8的表达量在
卵巢增值期"L$ 期#为最大!与其他各时期具
有显著差异"1t#E#0#%随着卵巢的成熟!其表
达量呈现逐渐降低的趋势& 在精巢发育各阶
段!=3EH9A8表达量在精子细胞期"Y" 期#达到
最大!显著高于精母细胞期"Y$ 期#和成熟精子
期"Y% 期#!待精巢成熟时即成熟精子期 "Y%
期#其表达急剧下降"1t#E#0#&
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图 R<;)@51>?6FI4在各组织器官的表达
$&(NR<!"##EC3#--&.’./;)@51>?

6FI4&’%&//#3#’,,&--5#-
Y+精巢%L+卵巢%K]+肝胰腺%1+眼柄%N+脑%O+肠%KZ+

心%/?+胃%[+肌肉%l+鳃%K4+血淋巴&

数据柱上标注不同字母表示有显著差异"1t#E#0# &

Y+YMV?5V% L+L̂4Z=% K]+KM]4?*]4:>ZM4V% 1+1=M?46a%

N+NZ45:% O+O:?MV?5:MV% KZ+KM4Z?% /?+/?*34>;% [+

[9V>6M% l+l566% K4+K4M3*6=3];+Y;MW5XXMZM:?6M??MZV

ZM]ZMVM:?V5T:5X5>4:?W5XXMZM:>M"1t#E#0#+
!

图 S<;)@51>?6FI4在性腺发育

各时期的表达
$&(NS<!"##EC3#--&.’./;)@51>?6FI4

%53&’( (.’*%*A%#D#A.C6#’,
L$ (L0 代表卵巢发育各时期$L$+增殖期!L"+卵黄生

成前期!L%+卵黄生成早期!L&+卵黄生成中期!L0+卵黄

生成晚期% Y$ (Y% 代表精巢发育各时期$Y$+精母细胞

期!Y"+精子细胞期!Y%+成熟精子期& 不同字母表示

有显著差异"1t#E#0# &

L$ eL0 ZM]ZMVM:?VW5XXMZM:?V?4TMV*X*̂4Z=WM̂M6*]3M:?$

L$+ jZ*65XMZ4?5*:! L"+ jZM̂5?M66*TM:MV5V! L%+jZ534Z=

5̂?M66*TM:MV5V! L&+/M>*:W4Z= 5̂ZM66*TM:MV5V! L0+YMZ?54Z=

5̂?M66*TM:MV5V% Y$ eY% ZM]ZMVM:?VW5XXMZM:?V?4TMV*X?MV?5V

WM̂M6*]3M:?$Y$+jZ534Z=V]MZ34?*>=?MV! Y"+/M>*:W4Z=

V]MZ34?*>=?MV! Y%+/]MZ34?5WV+i5XXMZM:?6M??MZVZM]ZMVM:?

V5T:5X5>4:?W5XXMZM:>M"1t#E#0#+

?<讨<论

L?9745: 家族是泛素2去泛素蛋白酶系统中
新发现的一类具有去泛素化作用的半胱氨酸蛋
白酶!包括两个亚型!预测其蛋白分子量分别为
%$ a9 和 "C a9!分别命名为 LYQN$ 和 LYQN
"& 研究发现!H9A8$ 在人体各组织泛表达!而
H9A8" 在脑中表达量最高 "N464a5ZM̂ M?46+
"##%#& 目前对于其生理功能知之甚少!是新
近研究的重点&

本文克隆获得的 =3EH9A8基因 >i)I全
长!推导的氨基酸序列中存在一个 LYQ结构域
和半胱氨酸蛋白酶的催化三联体!它们是所有
L?9745:V蛋白发挥去泛素化酶功能的结构&
LYQ结构域负责介导去泛素化作用!其中泛素
作用基序 "QO[#和泛素相关结构域 "QNI#是
结合泛素所必须的结构基序!在泛素信号通路
上的蛋白通常都具有这两个基序 "K*X34:: M?
46+$DDB! "##$#& 同时催化三联体活性位点也
发挥着不可替代的重要作用!若 LYQN$ 序列中
LYQ结构域的催化残基发生突变!则 LYQN$
就会丧失其功能活性!而序列其他区域的半胱
氨酸 残 基 发 生 突 变 则 不 会 影 响 其 活 性
"N464a5ZM̂ M?46+"##% #& 如一种 LYQ蛋白
酶,,,I"# 蛋白 " 1̂4:VM?46+"##$ #!若 LYQ
结构域发生突变!会降低其对 )_2+N转录活性
的调节"N464a5ZM̂ M?46+"##%#& =3ELYQN蛋白
中含有一个核定位信号 ")P/#!说明 =3ELYQN
蛋白在组装完成后是分泌到细胞核中发挥功能
的!这在猪"=)&&2*(-+#H9A8$ 基因的研究中也
得到了证实"/;4: M?46+"##D#&

多重比对结果表明! =3ELYQN与各物种
LYQN$ 的氨 基 酸序 列 一 致 性 要 明 显 高 于
LYQN""图 %#& 同时系统进化树分析也显示
=3ELYQN与各物种的 LYQN$ 聚为一枝"图 &#!
再者空间结构模拟发现 =3ELYQN蛋白的 %i结
构与人类的 LYQN$ 更为相似"图 "#!这一系列
的分析表明 =3ELYQN与 LYQN$ 具有更高的同
源性!即 =3ELYQN可能与 LYQN$ 有着更为相
似的功能&
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=3EH9A8在拟穴青蟹各组织是泛表达的!
这与人类 H9A8$ 基因的表达模式"N464a5ZM̂ M?
46+"##%#一致& 而血淋巴是青蟹最主要的免
疫的防御体系"徐海圣 等+"##$#!=3EH9A8在
血淋巴中的高表达说明 L?9745:V蛋白在免疫系
统发挥着一定作用!这与小鼠 "?)&@)&2),)&#
中的研究结果"/*4ZMVM?46+"##&#相吻合&

/?4:5�5>d等 ""##D#在哺乳动物中的研究发
现!LYQN$ 在体内和体外都可以使 1R!去泛
素化!是雌激素信号通路上 1R!的一个特异负
调控因子& LYQN$ 的高表达会显著降低 1R!
的表达水平从而抑制 1R!介导的转录& 先前
的研究表明!甲壳动物卵巢发育的初始阶段需
要大量的 $C’2雌二醇 "$C’2MV?Z4W5*6!1"#来促
进卵黄蛋白的生成和性腺的成熟!而一旦卵巢
发育成熟!对雌二醇的需求也就渐渐减少了
"l;*V; M?46+$DD%!蔡生力等 "###!崔青曼等
"##0#& 相应的!雌二醇的大量存在需要更多的
雌激素受体来响应其特定的生理反应!因此在
卵巢发育早期雌激素受体的表达也相应增多&
=3EH9A8在卵巢中的表达模式或许正是针对此
生理反应而表现出的一种调控机制!卵巢发育
早期高表达的 =3EH9A8可以起到负调控雌激
素受体的作用%随着卵巢的成熟!对雌二醇的需
求下降!由雌激素作用的信号通路引起的
H9A8的负调控作用减弱!=3EH9A8的表达量
也随之下降& 雌激素不仅可以调控卵巢的发
育!对精巢成熟也具有重要影响& 在小鼠 "L+
i*::M66M?46+"##$#’鲻"?)/#,2%3"+,)&# "宋海
霞等 "#$# # 和白蚁 "R%4#2),#4%*@%&+2),+N#+,#&#
"苏晓红等 "##C#等的研究中发现!$C’2雌二醇
通过雌激素受体的介导促进精巢的成熟和精子
的发生& =3EH9A8在精巢特别是在精子细胞期
的高表达!说明 LYQN是参与精巢发育的一个
重要的调控者& 当然这只是本研究的初步推
测!=3ELYQN在性腺发育和生殖调控中的具体
作用机制还有待于进一步深入研究&

本研究是首次从甲壳动物中获得 H9A8的
>i)I全长!通过对其进行生物信息学和同源
进化分析!结合该基因在成熟蟹体各组织器官

和性腺发育各时期的表达情况!实验数据初步
认为拟穴青蟹的 LYQN在免疫防御及生殖调控
方面都可能发挥重要作用&
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