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基因克隆技术不断发展完善

不仅用来克隆已知功能基因 而且

成功地克隆了一些未知基因 从而

大大推动生物基因资源的开发 ∀近

年来 国外学者针对甲壳动物基因

库 其中主要是经济类甲壳动物如

虾 !蟹及非经济类的卤虫 Αρτε µια

基因开展了细致的研究工作 分离

鉴定到约 多种功能基因 另外

有线粒体基因 基因及一些

重复序列 ∀而国内在这方面的工作

比较薄弱 ∀研究该类动物基因 不

仅拓展了已有的关于真核生物基

因结构 !功能 !表达 !进化等方面的

知识 更重要的是 通过深入了解

控制虾 !蟹的重要经济性状如生长

速度 !发育调节 !抗病抗逆等性状

的相关基因 分析它们与动物健

康 !疾病 !生殖 !发育之间的关系

有望从根本上解决诸如品种驯化 !

养殖和运输过程造成的生活条件

恶化 !疾病暴发等因素造成的养殖

业受损或受阻的问题 培育优良品

种 提高养殖数量和质量 ∀本文综

合介绍近 来国外在甲壳动物

基因研究方面的主要成果 ∀

研究方法概述

鉴于 ⁄ 文库具备筛选比

较简单易行 !假阳性率低 !可以直

接表达蛋白质等优点 克隆目的基

因多从 ⁄ 文库出发 ∀对文库筛

选的关键是探针的选择 ∀对于已知

多肽分子的基因 可利用氨基末端

序列指导合成探针或 °≤ 引物 也

可用多肽特异性抗体筛选阳性克

隆 ∀对于已知序列基因家族的成

员 可用已知分子的高保守序列指

导制备同源探针筛选克隆或合成

引物进行 °≤ 克隆 ∀若要筛选细胞

分化表达基因 则采用反向生物学

原理发现新基因的技术 如减数

⁄ 文库 差异展示 °≤ 等 ∀筛选

过程中 往往要进行连续克隆多级

筛选方可获得全长 ⁄ ∀

⁄ 只能反映 分子结

构 所以有必要从基因组出发 利

用 ⁄ 筛选 ⁄ 克隆 研究基因

结构 !调控方式及组织特点 ∀

对得到的 ⁄ 基因组 ⁄

部分或全长序列进行基因结构和

功能分析 在很大程度上要借助国

际互联网生物信息资源 如 ≤

网站 ≥×程序被广泛用于序列

与核酸或蛋白质数据库的同源性

比较 ∀在获得阳性克隆后 往往还

要使用 ≥ ∏

• °≤ 等技术进一步确

证结果 ∀另外 分析基因的表达情

况 使用的常用方法有

细胞荧光定位等 ∀

总之 研究甲壳动物基因的方

法与其他生物是一致的 ∀

甲壳动物基因研究成果

功能基因

在已分离鉴定的功能基因中

生长调控相关基因和酶基因占绝

大多数比例 其原因可能是生长发

育调控与生长速度关系密切从而

更引起人们的兴趣 在基因编码的

全部蛋白质中酶占很大比例 ∀

生长调控相关基因

蜕皮激素和蜕皮抑制激素相

互拮抗控制甲壳动物幼体到成体

的发育进程 ∀利用果蝇蜕皮激素受

体 ⁄ 结合区序列指导合成引物

通过 ×2°≤ 从虾 ( Μεταπεναευσεν2

σισ) 表皮获得 个与昆虫蜕皮激素

受体基因 ∞ 高度同源 ⁄ 片

段 以此为探针从虾泳足 ⁄ 文

库筛到 个 ⁄ 编码

肽 具有所有 个典型 ⁄ 结合

区 ∀ 位点在终止信号上游

处 ∀蜕皮前在表皮 !眼柄 !神

经索均有表达 但水平不同 ∀蜕皮

之前注射 2羟蜕皮激素可诱导

水平上升 ≈ ∀ × 等以类

似方法获得 个日本对虾 Πεναευσ

ϕαπονιχυσ蜕皮抑制激素 ⁄2
为 其开放阅读框

ƒ 为 包含 个信号肽

残基 和 残基 ∀ 2
表明该基因只在眼柄表达

水平在蜕皮周期没有显著变

化 ≈ ∀另外 ≤ 等从蟹 Χηαρψβδισ

φεριατυσ 克隆到 个 的

基因 个外显子 个内含子 ∀第

个外显子编码信号肽 第

≥≤ ∞ ≤∞ ≥≤ °∞
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个外显子编码成熟肽 ∀外显子与内

含子连接点符合/ ×2 0规则 ∀ 转

录终止点 χ下游 处为

位点 χ侧翼区的启动子包含若干

与某些脊椎动物神经肽基因相似

的顺式作用元件 ≈ ∀ 等从

食用蟹 Χανχερ µαγιστερ眼柄克隆到

基因 ∀ ƒ 编码 残

基成熟肽 残基信号肽 ∀与虾

只有 ∗ 的同源性 ≈ ∀

高血糖激素 ≤ 是 种主要

调节糖类代谢的多功能激素 可能

也与生育和蜕皮有关 ∀ ∏等克隆到

数个 Μεταπεναευσ ενσισ前高血糖激

素原 ⁄ 翻译产物包含 个信

号肽 个前体肽和 ≤ 肽 ∀信号

肽和前体肽在所有报道 ≤ 中长

度最短 ∀研究表明虾基因组至少存

在 个拷贝 ≤ 基因簇 ∀ ≤ 基

因长度 ∗ 包括 个外显

子和 个内含子 χ侧翼区上游

∗ 存在真核基因典型的

启动子序列 区有数个顺式

作用元件 ∀ ≤ 基因组织方式与

基因类似 ≈ ∀

色素扩散激素 °⁄ 具有调节

复眼色素光适应分布的功能 ∀根据

⁄ 等 年的报道 Ορχονεχτεσ

λιµοσυσ ⁄ 包含信号肽 !前体区 !

≤端高度保守的 °⁄ 编码序列 ∀免

疫原位杂交显示虾眼柄视神经节

有 种细胞簇表达 °⁄ ∀在与 °⁄

⁄ 及 °⁄ 抗体杂交试验中 有

种细胞呈阳性反应 而神经板芒

神经节细胞的核周质仅与 °⁄ 抗

体反应 表明该类细胞存在的是类

°⁄ 肽 ∀

甲壳动物咀嚼器在窦腺合成

的咀嚼器抑制激素 2 负调控

下合成并分泌保幼激素 ∀ × ≤

等从食用蟹 Χανχερ παγυρυσ窦腺分

离到 2 2 2 2 相差 个残

基 ∀两者全长 ⁄ 编码 个

残基信号肽及 残基成熟肽 ∀

显示 2 只分布于

÷ 器官 ∀ 2 基因存在 个拷

贝 ∀ ° ≤2放射免疫分析发现窦腺

提取物具 2 免疫活性 ≈ ∀

≥ 等于 年报道的虾泛

素 ⁄ 长 χ端缺少非翻

译区 ∀该基因与虾蜕皮期间爪部肌

肉萎缩相关 ∀ ⁄ 等于 年

报道了螯虾 Ηοµαρυσ αµεριχανυσ性

腺抑制激素 只存在于

虾眼柄 推测 不仅调节生殖

也与蜕皮相关激素的释放有关 ∀从

虾 Μεταπεναευσενσισ 眼球 ⁄ 文

库获得 个孤儿受体家族成员

ƒ× 2ƒ 编码 肽 呈现与

脊椎动物相似的核激素受体特

征 ∀研究表明 该基因对虾早期胚

胎及幼体发育很重要 可能在其他

生理过程也发挥作用 ≈ ∀还有学者

研究了虾类 ¬基因 发现 ¬基

因家族两个成员 ¬ 表达

模式的变化与虾胸部内肢演化为

捕食附肢关系密切 ≈ ∀

酶基因 南美白对

虾 Πεναευσ ϖανναµει 组织蛋白酶

基因有 个内含子和 个长度不同

的外显子 共 基因结构

与大鼠组织蛋白酶 同源 与果

蝇 !疟原虫完全不同 ∀第 个内含

子呈多态性 推测虾至少有 种组

织蛋白酶基因 ≈ ∀该虾胰蛋白酶基

因 含 个短内含子 位点与脊椎

动物前 个内含子相近 ∀已获得的

个基因属于 个不同的家族 第

个家族呈前两者嵌合体特征 ∀ 个

家族之间 内含子存在高度多态

性 而每个家族内部对应的内含子

比较保守 ∀同时 首次在胰蛋白酶

基因发现内含子 χ端 ≤切点 ≈ ∀

≥ 等克隆到两个虾胶原纤丝丝

氨酸蛋白酶基因组 ⁄ 片段 转录

区 ∗ 含 个外显子

活性位点被两个内含子断裂 ∀内含

子数量及位点与哺乳动物胰凝乳

蛋白酶或弹性蛋白酶相似 ∀≥ ∏

分析表明基因组存在 ∗

拷贝该基因 分别属于 ≤ ≤

家族 ≈ ∀

南美白对虾 Πεναευσ ϖανναµει

至少有两种淀粉酶同工酶 ∀ 年

∂ ∏ 等根据葡萄球菌蛋白

酶消化 Α2淀粉酶的片段指导合成

探针从其肝脏 ⁄ 文库筛选到 个

克隆 ∀ ≠ ≥ 编码 肽前体

酶 具高度疏水信号肽 残基 ∀

≠ ≥ 与前者相比在 χ端有

个残基的变化 ∀比较发现 虾淀

粉酶与哺乳动物有 ∗ 同

源性 与昆虫有 ∗ 同源

性 ∀日本对虾 Πεναευσϕαπονιχυσ几丁

质酶基因编码 肽 与已知几丁

质酶相似 ∀蜕皮前期尾扇和尾叶

显著增加 蜕皮间期水平很

低 说明该基因与蜕皮有关 ≈ ∀从

卤虫 Αρτε µια φρανχισχανα胚 ⁄ 文

库筛到两个海藻糖酶 ⁄ 分别

为 和 具近乎相

同的 ƒ 残基 ∀编码产物有

个 2糖基化位点 个长的羧化 ≤

末端 该末端含 个跨膜区和

°依赖性磷酸化位点 ≈ ∀

Πανυλιρυσ αργυσ细胞色素 °

存在于肝脏微体 催化甲基苯异丙

基苄胺 !氨基嘌呤 !苯并芘等单加

氧反应 ∀ 等利用 ° 端

个残基序列指导合成探针通过多

级筛选最终获得 个 ° ⁄

编码 肽 含典型的血红素结合

位点 ∀虾 ° 与哺乳动物 ° 具

序列同源性 ∀

卤虫 Αρτε µια 磷脂酶 ⁄

克隆 ° ≤2Β ¬ 长 编码

肽 与高等物种 ° ≤2Β相比在 χ端

缺失几百个残基 ∀ ° ≤2Β ¬ 具保守

的 ¬ 结构域 但 ¬序列在 χ端高

度截短 ∀ 年 ≥∏等通过

及 ≠ 区域上游序列 °≤ 反应

结果验证了 ° ≤2Β ¬ 不是其他无

关可隆与 ° ≤2Β同源区连接形成的

假产物 ∀

根据 ∞ 等 年的

≥≤ ∞ ≤∞ ≥≤ °∞
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报道 虾肌浆内质网 ≤ 2 ×°

≥∞ ≤ 基因克隆 长约 含

个外显子 个内含子 ∀两个主

要转录起始区相距 个核苷酸

起始区有 核苷酸重复单元 启动

子区有数个调控位点 包括肌肉组

织特异性 ≤ ¬ ∞ƒ2 及 个

⁄家族转录因子结合位点 ∀虾

组织中存在两种该基因 ≤

末端及 χ非翻译区起始序列不同

分别分布于附肢肌肉和幼虾所有

组织 与脊椎动物 ≥∞ ≤

分布特点相似 ∀分析表明这两种

来自同一基因不同剪接的结

果 并且虾与脊椎动物剪接方式相

似 ∀进化上相差甚远的物种存在相

同的剪接方式和组织特异性表达

方式说明该基因存在两种同源产

物具有重要的生理意义 ∀

等 得 到 Αρτε µια φρανχισχανα

2 ×° Α 亚基的数个重叠基因

组克隆 ∀分析显示该基因有 个

外显子和 个内含子 ∀其中 个

内含子的定位与人的 2 ×°

Α 亚基基因相同 ∀该基因 χ侧翼区

检测到转录起始子 相邻的上游区

具启动子功能 ≈ ∀

⁄∏ 等于 年报道了用

抗体免疫和多聚核苷酸探针筛选

到虾 激酶 ⁄ 开放阅读框

序列符合 ×° 胍基磷酸转

移酶家族序列特征 ∀这是第 个关

于该家族非肌酸激酶类成员 ⁄

克隆的报道 ∀

另外 等于 年报道

了从虾嗅觉器官 ⁄ 文库筛到

∏合成酶 ⁄ χ非翻

译区 开放阅读框

χ非翻译区 编码肽与鸡 !

人 ! 果蝇 ∏合成酶分别具

同源性 ∀

结构蛋白基因

τε µια φρανχισχανα 快肌和慢肌原肌

球蛋白 × ⁄ ≥× ⁄ 编码

肽 具 χ χ非翻译区 肽末端

具乙酰化位点 ∀ƒ× 与 × 比较只

有第 至第 个氨基酸残基的区

别 ∀有人用虾肉致敏病人血清从虾

⁄ 文库筛选到 个 ∞反应阳

性克隆 纯化该克隆在质

粒中表达 对病人血清 ∞呈阳性

反应 正常人血清阴性 ∀ 分

析表明 为原肌球蛋白基因
≈ ∀ 年 等获得 种虾肌

动蛋白等位基因 Α. πιρτηενογενετια

的 ! 和 Α. φρανχισχανα

∀ 含 个外显子

含 个 含 个 ∀

与 在第 个密码子处有

一相同内含子 与

在第 ∗ 第 ∗ 密码子

之间有相同内含子 ∀ ≤ ≥ 等

从螯虾 Ηοµαρυσ αµεριχανυσ深层腹

屈肌 ⁄ 文库筛到一肌球蛋白重

链 ⁄ 肽 ≤端 个残

基与果蝇高度同源 与脊椎

动物有 同源性 ∀该基因只在快

肌中表达 在胞内分布不均

一 大多存在于肌原纤维之间的空

间 肌纤膜内质及细胞膜皱褶内

这些区域以内的 聚集在核

周围胞质内 ∀ ⁄ ¬等为揭示虾腹

足皮层腺微管蛋白的均一性是源

于 个大的基因家族抑或少数基

因转录后修饰的结果 从 Α. φραν2

χισχανα ⁄ 文库筛选到 2微管蛋

白和 2微管蛋白 ⁄ 均编码

肽 一级结构存在一些特有的变

化 估计具功能上的意义 ∀≥ ∏

显示简单的条带模式 说明少

数基因转录后修饰可以满足机体

对多种不同功能微管蛋白的需

求 ∀有人研究了虾在蜕皮周期中肌

原纤维蛋白 !肌动蛋白 !肌球蛋白

基因表达的调控因子 发现蜕皮激

素和温度可能通过调节核糖体活

性及翻译过程影响肌肉生长 ∀其中

温度直接影响蛋白质合成速率及

肌动蛋白 水平 可能是虾季

节性蜕皮循环的主要控制因子 ≈ ∀

卵黄发生对于甲壳动物生殖

过程十分重要 ∀卵黄蛋白主要包括

卵黄生成素 ∂ 和卵黄磷蛋白

∂ ∂ 存在于卵母细胞外组织而

∂ 存在于卵母细胞内 ∀研究表明

虾类肝胰腺是 ∂ 合成位点 ∀

等从短沟对虾 Πεναευσ σε µισυλχα2

τυσ∂ 分泌型卵巢 ⁄ 文库中筛

到 个 ∂ ⁄ 约 ∀ 该

⁄ 与 ∂ 分泌型雌体卵巢及肝

脏 均有杂交信号 与非 ∂

分泌型雌体 有弱信号 与肝

脏 无杂交信号 ∀这些研究说

明 ∂ 和 ∂ 为同一基因产物 两者

同源性很高 ∀

≥ 等获得南美白对虾 Πε2

ναευσ ϖανναµει血蓝蛋白 ⁄

具短 χ非翻译区

ƒ 残基信号肽和

残基成熟肽 另有 残基 χ非

翻译区和 尾 ∀这是首次在节

肢动物血蓝蛋白发现信号肽 ≈ ∀

其他功能基因 实

验发现虾胚可以忍受多种压迫性

外条件 如极端温度 !长时间缺氧 !

缺能 !缺水 ∀从 Αρτε µια胚肽 ⁄

文库中筛到第 个甲壳类热休克

蛋白 ° ⁄ 具典型的 Α2晶体

蛋白结构域 富 Β2折叠 肽末端不

保守 富 ≈ ∀

等克隆到一种龙虾 Παν2

υλιρυσ ιντερρυπτυσ胃神经节幽门神经

元 基因 属于编码电压依赖

通道蛋白的 ≥ 家族成员 ∀不

同剪接方式产生多种转录体 ∀组织

特异性表达研究 基因表达的

差异导致不同类型细胞独特的电

生理现象 ∀

⁄

蚤状 ∆απηνια πυλεξ 与

⁄ 间隔 含两个非

重复序列 中间隔以两个重复序

列 ∀其中大重复序列包括 个完

整 ! 个截短的 重复单位 每

个亚单位具 χ2× × 2 χ序

≥≤ ∞ ≤∞ ≥≤ °∞
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列 与其他物种间隔区重复单位中

的启动子序列相似 ∀ χ非重复区含

启动子 及两个 ×

区域 分别为 和 ∀该 ×

序列在体外可形成 2⁄ 构象 ∀人

和鼠的 ⁄ 及蛋白质基因转录单

位上游亦存在 × 区 ∀ Προασελλυσ

χοξαλισ ≥ ⁄ 呈 串联重

复 其中有 转录区和

间隔区 ∀不同种属之间 ≥ ⁄ 序

列比较显示 序列的一致程度反映

种间关系 ≈ ∀ 等从等足目

∏ ∏ ∏ 基因组 °≤ 扩增

到 个 串联重复单位 含

拷贝组蛋白 及

≥ 基因 ∀在卤虫基因也发现类

似的基因结构 ∀组蛋白基因 χ侧翼

区具两个不同的转录终止信号 另

具茎环结构和 × 顺序 ∀原位

荧光杂交显示该基因串在每个基

因组约 ∗ 个拷贝 ≈ ∀

卫星 ⁄

有人分析 Αρτε µια φρανχισχανα

基因组 ∏ 序列 重复单元

是组成型异染色质主要成分

推测与异染色质凝缩有关 ∀将 ∏

卫星 ⁄ 片段与酵母 报告基

因重组 发现 ∏ ⁄ 的含量和

方向影响报告基因表达 ≈ ∀另外

有人发现南美白虾 Πεναευσ ϖαν2

νανει 基因组存在约 拷贝的

∗ 长度微卫星 ⁄ 重复

单元 ≈ ∀

线粒体基因组

年 等研究表

明 虾线粒体基因组平均长度约
≈ 重链转录主要起始点位于

⁄ χ末端 十分短小 第 起

始点在第 位点上游 处 ∀

⁄ 等 测 定 一 段 卤 虫 属 的

Αρτε µια σαλινα ⁄ 片段序列 发

现 ⁄ 还原酶复合物 ⁄ 基因

与细胞色素 基因之间被

个丝氨酸 ≤ 基因分离 该

结果纠正了过去的关于 ⁄ 与

≤ 基因紧密相连的说法 ∀

等测定了 Α. φρανχισχανα 的完整

⁄ 序列 从而为甲

壳纲比较学研究提供分子标志 ∀虾

⁄ 与果蝇的组织方式基本相

同 除了虾 ⁄ 基因 χ下游有两个

基因 该区呈现与脊椎动物

⁄ 轻链重复区相似的茎环结

构 ∀推测甲壳类与昆虫类 ⁄ 分

化源于 个祖先 ⁄ 复制错

误 ∀虾 ⁄ 与昆虫 ⁄ 密码

子相同 × 和 × 为起始密码

一些基因的终止密码为不完整的 ×

或 × ∀另外 有人利用 ⁄ 和

⁄ 等基因标志研究小长臂虾属

的 Παλαε µονετεσ καδιακενσισ端始种

杂交地区的基因图和基因交换的

动力学特征 ≈ ∀

展望

由于动物的重要经济性状往

往有数量性状位点的多基因调控

因此从基因组水平研究虾基因意

义深远 ∀有人提出虾基因组研究计

划 显然只有通过对基因组全序列

的测定才能真正 个不丢地确定

每个基因 了解基因组携带的全部

遗传信息 从宏观水平理解基因转

录和转录后调节 从三维空间角度

研究基因表达调控 ∀当然 事实上

不可能等基因组 ⁄ 全部序列测

出后再去逐一了解每个基因的功

能和结构 而且基因组研究需要积

累大量表达标签序列 ∞≥× 和单拷

贝序列 ≥×≥ 所以对单个基因的

分离鉴定工作还是很重要的 ∀

无论是单个基因还是整个基

因组开放阅读框架所提供的新基

因 虽然从序列上说是新成员 但

不足以阐明其生物学功能 所以需

与具体的组织和系统相结合 从分

子 ! 细胞 ! 整体 个水平结合基因

敲除和基因打靶技术加以研究 ∀这

样 将会有更多重要因子 ! 酶蛋白

质及共同的基因被发现 ∀

另外 有关抗病基因的研究迄

今尚未见报道 这方面的工作很值

得探索 ∀
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海岸带是陆地与海洋的交接

地带 它是跨区域的 但又分属于

各区域管理 ∀海岸带环境是十分脆

弱的 任何不适当的海岸带资源的

开发利用都将导致环境污染 !自然

生境破坏 !资源过度消耗 并最终

阻碍经济的发展 ∀而强烈的社会经

济活动和不恰当的部门和行业分

割的管理方式往往会使海岸带地

区处于环境污染和资源开发利用

冲突明显的各种压力之下 ∀在这种

情况下 必须有正确的海岸带管理

制度 ≈ ∀经过长时期的探索 海岸

带综合管理被确定为解决目前和

长期海岸带管理有关问题的有效

方法 并被三分之一的沿海国家所

采用 ∀

我国的海岸线长达

含岛屿岸线 海岸带面

积约 跨多个省 !直辖

市和自治区 ∀海岸带对于我国沿海

地区可持续发展具有极为重要的

经济意义和战略意义 ∀本世纪 海

岸带更是我国沿海地区空间发展

的出路之一 ∀针对我国海岸带面积

辽阔的特点 作者认为除国家级的

海岸带管理以外 可以建立以省 !

直辖市和自治区为单位的区域海

岸带综合管理模式 以实现海岸带

地区的可持续发展 ∀

区域海岸带综合管理

程序的建立

海岸带综合管理是一个动态 !

持续的过程 ≈ 它是通过加强多部

门的规划和管理等协调措施 采用

综合的策略 在海岸带开发和利用

中最大程度地减少不必要的自然

资源损耗及环境负效应 以发挥海

岸带资源的多种功能和综合效益

实现海岸带资源的可持续利用 ∀区

域海岸带综合管理的开展可以通

过以下程序的执行来实现 ∀

完善地区管理政策和立法

首先 地区需要形成关于加强

海岸带可持续发展建设 !保护区域

使用权 !保护海岸带栖息地和生物

多样性 !保护环境质量的文件 并

与国家有关海岸带管理的政策和

立法相配套 同步制定海岸带综合

管理政策与法规 ∀区域海岸带综合

管理政策应当包括内容明确的区

域发展和保护战略 !海岸带综合管

理的内容和范围 ! 法定权利和义

务 ! 各管理机构职责和权限 ! 综合

管理实施能力的强化措施 !监督和

评估的执行计划 ∀

构建管理体系

海岸带综合管理需要区域各

级政府 !各管理部门 !专家 !投资机

构和公众的全方位参与 但由于它

们发挥的作用不同 首先必须构建

一个层次清晰 权职明确的管理体

系 图 其中区域海岸带综合管

理领导机构是该体系的核心 ∀英国

的 ⁄ 河口和 流域都有这

种性质的核心机构来组织协调整

个河口海岸的管理工作 ∀该领导机
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