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摘要    采用 RACE 技术克隆三疣梭子蟹核受体 fzt-f1 基因, 全长 cDNA 序列 1763bp。该基因 3′和

5′非编码区分别为 1034bp 和 141bp, 开放阅读框为 588bp, 推测编码 195 个氨基酸, 预测分子量为

22.8kDa, 理论等电点为 6.35, 命名为 PTNHr 基因。同源性和系统进化分析表明, 三疣梭子蟹 fzt-f1

基因与刀额新对虾同源性高达 75.4%, 并且与刀额新对虾聚为一支。对核受体基因 fzt-f1、EcR和 RXR

在蜕皮周期中的表达情况进行实时荧光定量 PCR分析, 结果表明, 三个核受体基因在不同蜕皮时期, 

均出现表达差异, 说明这三个基因都参与蜕皮调控过程。其中, fzt-f1和 RXR基因在不同蜕皮时期的

表达模式上出现相反的表达特征, 预测这两个基因存在相互抑制的调节关系。EcR 和 RXR基因在不

同蜕皮时期的表达模式上出现部分相似的表达特征。 
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核受体(nuclear receptor)是多细胞生物中含量最

丰富的几大类转录因子超家族之一 , 机体的生长发

育、细胞分化以及许多生理、代谢过程都可归于核受

体与相应配体及其它调节因子的相互作用(Boulanger 

et al, 2011)。在哺乳类中, ftz-f1可归于核受体第 5家

族的甾类激素受体, 这一家族也包括重要的甾类(类

固醇)合成调控因子 SF-1。ftz-f1首先是作为转录因子

激活果蝇 (Drosophila)早期胚胎形成阶段分化基因

fushi tarazu 的同源异性盒 (homeobox)而被发现的

(Kuroiwa et al, 1984)。随后在其它许多物种中都发现

了其同源类似物 , 如小鼠 (Mus musculus)、家蚕

(Bombyx mori)、烟草天蛾(Manduca sexta)和半滑舌鳎

(Cynoglossus semilaevis)等(Chai et al, 2000; Choi et al, 

2005; Cao et al, 2012; Shafi et al, 2013)。它们在 DNA

结合结构域和 ftz-f1 box区域都有相对的高度保守性, 

且在其它区域保守性较弱。蜕皮激素(20E)与核受体

EcR 以及核受体家族的类视黄酸受体 RXR 形成异二

聚体复合物(配体-受体)复合物是引发 20E 初级应答

基因表达的关键环节 (Riddiford et al, 2000)。

20E-EcR-USP 与共激活因子 TAIMAN 复合物结合于

启动子后 , 启动早期的核受体应答基因的表达 , 如

fzt-f1、HR3等(Crossgrove et al, 2008)。通过这些早期

应答的核受体基因进一步调控下游基因的表达 , 如

天冬氨酸凋亡酶编码基因、死亡激活因子等, 导致蜕

皮和变态过程中的细胞自噬和凋亡, 从而调控蜕皮、

变态等生理过程(Liu et al, 2009; Spindler et al, 2009)。

此外, 也有研究证明 ftz-f1 基因在调控表皮基因的表

达以及表皮蛋白的沉积上具有不可替代的作用

(Yamada et al, 2000)。然而有关 ftz-f1基因在甲壳动物

蜕皮中的功能研究尚无报道。 

通过对本实验室三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)

转录组数据库的筛选 , 获得一个在三疣梭子蟹不同
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蜕皮时期显著差异表达的核受体超家族基因 ftz-f1 的

EST序列, 克隆出该基因的全长 cDNA序列并命名为

PTNHr。采用生物信息学软件分析该基因及其翻译的

氨基酸序列; 借助 Blast程序对与其相近物种的 ftz-f1

氨基酸序列同源性进行建树分析。采用实时荧光定量

技术对核受体基因 ftz-f1、EcR 和 RXR 在蜕皮周期中

的表达情况进行分析, 对 ftz-f1 基因在去除单侧眼柄

后的表达情况进行分析 , 初步的阐明这些基因与蜕

皮激素在蜕皮过程中的相互联系。本研究结果将有助

于补充 ftz-f1、EcR 和 RXR 基因在三疣梭子蟹中与蜕

皮激素相互作用与调控关系 , 进一步的丰富三疣梭

子蟹蜕皮过程分子调控机制的研究。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

实验所用三疣梭子蟹取自黄海水产研究所实验基

地日照开航水产养殖有限公司, 体重为(325)g。暂养于

室内圆柱形水泥池内, 水池底面积为 20m2, 高度 1.5m, 

池水深保持为 20—30cm, 水温 25°C左右, pH 8.7, 溶

解氧 5.5mg/L。暂养 3d, 每日 8: 00定时换掉 1/2的水, 

16: 00投喂蛤类或者野杂鱼(投喂量为蟹重的 1/10)。 

1.2  总 RNA的提取及 cDNA第一链的合成 

采用 Trizol 法分别提取三疣梭子蟹各个组织的总

RNA, 用 1.0%的琼脂糖凝胶电泳检验总RNA的质量和

完整性。取等量的眼柄、肝胰腺和肌肉组织的总 RNA

混匀, 严格按照 SMARTTM RACE Amplification Kit试

剂盒的说明方法来合成 3′和 5′RACE的 cDNA第一链。 

1.3  转录组测序 

选取不同蜕皮时期三疣梭子蟹眼柄组织 RNA。

构建 cDNA文库, 送交诺禾致源公司的 Illumia Hiseq 

2000平台进行测序。从 29889个 unigene中总共筛选

出 1389 个蜕皮相关的功能基因, 挑选出三疣梭子蟹

ftz-f1基因序列做进一步的研究。 

1.4  引物的设计 

根据得到的三疣梭子蟹 ftz-f1基因的 EST序列, 利

用 Primer Premier 5.0软件基于 RACE原理设计 3′和 5′

末端特异性引物。根据 NCBI 上已公布的三疣梭子蟹

蜕皮激素受体基因(EcR JQ250795)和类视黄酸受体基

因(RXR KF061043.1)设计荧光定量引物。实验中所用

到的引物由上海生工生物有限公司合成(表 1)。 

1.5  三疣梭子蟹 ftz-f1基因全长 cDNA的克隆及验证 

利用 Advantage 2 PCR Kit试剂进行末端扩增, 3′

用通用引物 UPM 和 NUP 分别与相应的特异性引物

NHr-F1和 NHr-F2进行巢式 PCR扩增(反应程序 94°C 

30s, 68°C 30s, 72°C 3min, 27个循环); 同样的程序以

及相应的特异性引物进行 5′端的扩增。 

将 3′和 5′RACE 的扩增产物经琼脂糖凝胶电泳, 

切胶纯化并且连接到PMD18-T载体, 转化入大肠杆菌

Top ten感受态细胞中, 在培养基中 37°C过夜培养后, 

挑取阳性菌落继续培养。进行菌落 PCR后, 挑选含有

目的条带的菌液送交上海桑尼公司测序。在该基因的

两端设计正反向引物, 进行全长 cDNA的验证。 

表 1  实验中所用到的引物 
Tab.1  The Sequences of the primer used in this experiment 

引物 序列(5′—3′) 

NHr-F1 GCCTATCACAGTCTGCTACAGTCAA 

NHr-F2 GTCAACTGGATGGAGACTCACCC 

NHr-R1 ACCGTTGTCGGCAATGAAGTG 

NHr-R2 CGTTGTCGGCAATGAAGTGGA 

QNHr-F GGCCAGAAACTCCTGCTACTT 

QNHr-R GAACTGTGTAGTCCCGAGCA 

QEcR-F CAGGCTATCACTACAACGCACT 

QEcR-R TGAGGCGACATTCTTGACAC 

QRXR-F GATGCCAAAGGAGTGACCTG 

QRXE-R TGGACCTGAGTGATGGGAGT 

UPM Long CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 

UPM Short CTAATACGACTCACTATAGGGC 

NUP AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 

β-actin-F CGAAACCTTCAACACTCCCG 

β-actin-R GGGACAGTGTGTGAAACGCC 

YNHr-F CCTCTTCTCGCTACTGCAGAACCA 

YNHr-R GGCAGACAGATTGGACAAGTGCC 
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1.6  三疣梭子蟹 ftz-f1基因的生物信息学分析 

利用 NCBI 中的 BLAST 主页程序进行主要的核

苷酸序列以及氨基酸序列的比对。利用 Vector NTI 

11.0 进行核苷酸序列的拼接比对、冗余序列的去除、

开放阅读框的预测和氨基酸的翻译。利用 DNAMAN

进行氨基酸序列的比对。利用 SMRAT和 InterProScan

进行蛋白质跨膜区的分析。利用 ProParam tool 进行

氨基酸残基分析及蛋白质等电点、分子量等预测。利

用 MEGA 6.0 构建系统进化树。 

1.7  蜕皮过程的分期及去除单侧眼柄实验 

采用解剖镜观察三疣梭子蟹游泳足表皮生长状

况的方法来区分不同蜕皮时期(沈洁等, 2011)。取处于

蜕皮间期、蜕皮前期、蜕皮后期的蟹各 6只, 分别取

其眼柄、肌肉、肝胰腺、心脏、血液、鳃, 每两只螃

蟹的组织放入一个 EP 管中, 存放于液氮中保存, 用

以之后的提取 RNA和定量分析使用。 

采用烫伤法去除三疣梭子蟹的单侧眼柄。将烧红的

镊子夹住蟹眼后红色膨大部分基部(此处为眼柄窦宪复

合体)1—2s, 破坏单侧眼柄的分泌及调控功能。用土霉

素按照 50—100mg/L 的浓度进行全池的消毒。暂养 7d

后挑取处于蜕皮间期、前期、后期的蟹, 取眼柄、肌肉、

肝胰腺、心脏、血液、鳃组织, 存放于液氮中保存。 

1.8  三疣梭子蟹 ftz-f1、EcR 和 RXR 基因的表达定

量分析 

用研钵将采集的组织样品在液氮中研磨, 每个 EP

管单独研磨, 然后在每 1mL Trizol 试剂中加入 50— 

100mg的组织粉末, 震荡混匀分开标记后放入–80°C中

保存。按照 Trizol法提取 RNA的步骤提取各个组织的

总 RNA, 利用核酸定量仪和琼脂糖凝胶电泳检测 RNA

的质量和完整性, 使用 Transcriptor First Strand cDNA 

Synthesis Kit (ROX)试剂盒将 RNA反转录为 cDNA。 

采用 FastStart Universal SYBR Green Master试

剂, 在 ABI 7500 Real Time PCR仪对各个组织的基

因表达情况进行测定。反应体系为 10μL, 包括 5μL

的 FastStart Universal SYBR Green Master (ROX)、

0.1μL 的正反向引物、3.8μL 的 PCR 反应水、1μL 的

cDNA。反应程序为 95°C 10min, 95°C 10s, 60°C 34s, 

40个循环; 95°C 15s, 60°C 1min, 95°C 15s。为了得到

更为可靠的定量分析结果 , 采用 geNorm 软件对

β-actin和 18S rRNA这两个内参基因进行分析, 结果

显示 β-actin 在蜕皮周期更为稳定。以 β-actin 基因作

为内参, 样本和内参均设置 3 个重复, 每个样本为单

个 EP管中组织合成的模版。采用 2– Ct△△ 方法计算各

个基因的相对表达量, 使用 SPSS 19.0统计软件进行

单因素方差分析其显著性, P<0.05认为差异显著。 

2  结果 

2.1  总 RNA提取 

采用 Trizol 法提取的各个组织的 RNA, 经 1.0%

琼脂糖凝胶电泳检测后, 呈现 3 条清晰的条带, 说明

RNA 完整性较好 ; 用核酸定量仪检测 RNA, 其

OD260/OD280均在 1.9—2.0之间, 说明 RNA纯度较高, 

可用于后续实验。 

2.2  三疣梭子蟹 ftz-f1基因全长 cDNA的克隆及验证 

该基因的 EST 序列长 1165bp, 用 blastx 对序列

进行在线比对 , 结果显示 : 该序列与其它物种的

ftz-f1的相似度在 65%以上。3′RACE扩增结果得到大

小为 666bp 的 cDNA 片段, 5′RACE 扩增结果得到大

小为 539bp的 cDNA片段。将这两个片段与已知 EST

序列进行拼接, 去除冗余序列得到三疣梭子蟹 ftz-f1

基因的全长 cDNA序列, 命名为 PTNHr。对该基因全

长 cDNA 进行测序验证, 验证出覆盖开放阅读框的

1585bp序列准确、可靠。该 cDNA序列全长为 1763bp 

(GenBank登录号KP299258), 其中包括 588bp的开放

阅读框(ORF), 141bp 的 5’端非编码区(UTR), 1034bp

的 3’端非编码区(UTR) (图 1)。 

2.3  三疣梭子蟹 ftz-f1基因序列的生物学分析 

DNAstar 软件分析表明, 三疣梭子蟹 ftz-f1 基因

编码一个由 195 个氨基酸组成的蛋白质, 分子量为

22.8kDa, 理论等电点为 6.35。该蛋白具有核受体家

族标志的 DNA 结合域(DBD)和配体结合域(LBD)。

ProtParam tool软件分析表明, ftz-f1 蛋白带有负电的

氨基酸残基为 26 个(Asp 和 Glu), 带有正电的氨基酸

残基为 23 个(Arg 和 Lys), 不稳定系数为 27.7, 亲水

性平均数为–0.291, 属于稳定蛋白。使用 SMRAT 和

InterProScan 在线软件分析, ftz-f1 基因翻译的蛋白质

结构中无跨膜结构域。 

2.4  三疣梭子蟹 ftz-f1基因的同源性分析 

BLAST同源性分析三疣梭子蟹 ftz-f1基因的氨基

酸序列, 发现与刀额新对虾(Metapenaeus ensis)同源

性达到 75.4%, 与切叶蚁(Acromyrmex echinatior)、德

国小蠊 (Blattella germanica)、黑腹果蝇 (Drosophila 

melanogaster)、烟草天蛾(Manduca sexta)、赤拟谷盗

(Tribolium castaneum)的同源性分别为 66.0%、67.5%、

61.9%、61.9%和 66.0%(图 2)。 

利用 MEGA6.0 软件进行系统进化分析, 构建系 
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图 1  三疣梭子蟹 ftz-f1基因 cDNA全长及其编码的氨基酸序列 
Fig.1  ftz-f1 nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of P. trituberculatus 

ATG: 起始密码子; *: 终止密码子; 下划线: ftz-f1基因 DNA结合域和配体结合域; 方框: 配体结合位点 
 

 

图 2  三疣梭子蟹 ftz-f1氨基酸序列与其它物种的 ftz-f1氨基酸序列比对 
Fig.2  The amino acid sequence of P. trituberculatus ftz-f1 alignment with other species 
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统进化树(图 3)。结果显示 13个物种中, 三疣梭子蟹

与刀额新对虾紧密聚为一支, 之后与赤拟谷盗、德国

小蠊亲缘关系较近。在昆虫中, 黑腹果蝇与嗜凤梨果

蝇紧密聚为一支, 家蚕与烟草天蛾等聚为一支。 

 

 

图 3  MEGA 6.0软件采用邻接法构建的三疣梭子蟹与其它物种的 ftz-f1氨基酸的系统进化树 
Fig.3  NJ phylogenetic tree of amino acid sequence of P. trituberculatus ftz-f1 and other species made by MEGA 6.0 

注: 分叉处数值表示 1000次重复抽样所得到的置信度, 只显示置信度>80%的数值; 标尺长度代表每个位点发生 0.05次置换。 

各种登录号 : 嗜凤梨果蝇(XM_001958169.1)、黑腹果蝇(M63711.1)、埃及伊蚊(AF274870.1)、柑橘凤蝶(AK404795.1)、家蚕(NM 

001044063.2)、烟草天蛾(AF288089.1)、德国小蠊(FM163377.1)、人虱(XM_002430334.1)、马铃薯甲虫(KM091936.1)、赤拟谷盗 

(XM_008193152.1)、刀额新对虾(AF159132.1)。 

GenBank accession number of different species: Drosophila ananassae (XM_001958169.1), Drosophila melanogaster (M63711.1), Aedes aegypti 
(AF274870.1), Papilio xuthus (AK404795.1), Bombyx mori (NM 001044063.2), Manduca sexta (AF288089.1), Blattella germanica (FM163377.1), 
Pediculus humanus (XM_002430334.1), Leptinotarsa decemlineata (KM091936.1), Tribolium castaneum (XM_008193152.1), Metapenaeus ensis  

(AF159132.1) 
 

2.5  三疣梭子蟹三个核受体基因的表达情况分析 

2.5.1  三疣梭子蟹不同蜕皮时期, 各个组织中 ftz-f1、

EcR和 RXR基因的表达情况    采用实时荧光定量

PCR方法, 分析三疣梭子蟹各个组织中 ftz-f1基因在

不同的蜕皮时期的表达特征。结果表明 , 眼柄中

ftz-f1基因在蜕皮后期的表达量明显高于蜕皮间期和

蜕皮前期; 但是肝胰腺、心脏和鳃中 ftz-f1基因在蜕

皮后期却明显低于蜕皮间期和蜕皮前期 ; 血细胞和

肌肉中该基因的表达量在蜕皮各个时期的变化不明

显(图 4)。 

三疣梭子蟹各个组织中 EcR基因在不同的蜕皮

时期的表达情况 : 在眼柄、心脏和鳃中 , 三疣梭子

蟹 EcR 基因的表达量均为蜕皮前期高于蜕皮间期

和蜕皮后期 ; 在血细胞、肌肉和肝胰腺中 , EcR 基

因的表达量为蜕皮后期高于蜕皮间期和蜕皮前期

(图 5)。  

三疣梭子蟹各个组织中 RXR 基因在不同的蜕皮

时期的表达情况: 眼柄中 RXR 基因在蜕皮后期表达

量低于蜕皮间期和蜕皮前期; 血细胞、肝胰腺、心脏

和鳃中 RXR 基因在蜕皮后期表达量明显高于蜕皮间

期和蜕皮前期; 肌肉中 RXR 基因表达量在蜕皮各个

时期中变化不明显(图 6)。 

 

 

图 4  三疣梭子蟹 ftz-f1基因在不同蜕皮时期各个组织中的

表达分布情况 
Fig.4  Distribution of ftz-f1 gene expression in different tissues 

in different molt stages 

同一组织内, 不同字母之间为差异显著(P<0.05), 相同字母之间

为差异不显著(P>0.05)。不同组织之间不具有可比性。下同 
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图 5  三疣梭子蟹 EcR基因在不同蜕皮时期各个组织中的

表达分布情况 
Fig.5  Distribution of EcR gene expression in different tissues in 

different molt stages 

 

 

图 6  三疣梭子蟹 RXR基因在不同蜕皮时期各个组织中的

表达分布情况 
Fig.6  Distribution of RXR gene expression in different tissues 

in different molt stages 

 
2.5.2  三疣梭子蟹 ftz-f1 基因在不同蜕皮时期, 去除

单侧眼柄与正常相对比的表达情况    对去除单侧

眼柄的三疣梭子蟹在不同蜕皮时期 , 与相应的正常

对照组进行实时荧光定量。结果显示: 在蜕皮前期与

蜕皮间期, 去除单侧眼柄后 ftz-f1 基因的表达量在整

体上明显低于相应的正常对照组 , 并且表达差异较

大(图 7、图 8)。但是在蜕皮后期, 去除单侧眼柄后

ftz-f1 基因的表达量在肝胰腺、心脏和鳃中的表达量

却是高于正常对照组(图 9)。 
 

 

图 7  去除单侧眼柄后, ftz-f1基因在三疣梭子蟹蜕皮前期

与正常对照各个组织中的相对表达情况 
Fig.7  After single eye- ablation, distribution of ftz-f1 gene 

expression in different tissues of pre-molt stage compare to those 

in normal condition 

 

图 8  去除单侧眼柄后, ftz-f1基因在三疣梭子蟹蜕皮间期

与正常对照各个组织中的相对表达情况 
Fig.8  After single eye- ablation, distribution of ftz-f1 gene 

expression in different tissues in inter-molt stage compare to that 

in normal condition 

 

 

图 9  去除单侧眼柄后, ftz-f1基因在三疣梭子蟹蜕皮后期

与正常对照各个组织中的相对表达情况 
Fig.9  After single eye- ablation, distribution of ftz-f1 gene 

expression in different tissues of post-molt stage compare to 

normal condition 

3  讨论 

核受体是配体依赖性转录因子超家族 , 能够直

接与 DNA 结合, 调节下游靶基因的表达, 与机体的

代谢、生殖和发育等多种生理过程密切相关(Mckenna 

et al, 2002)。fzt-f1基因属于核受体第 5家族 A组, 该

组内的核受体基因是重要的甾类激素合成调控因子

(Lu et al, 2001)。fzt-f1 基因在鱼类中研究较为深入, 

但是在甲壳类中却很少有报道 (Liu et al, 1997; 

Masuda et al, 1998; Lin et al, 2000)。本实验克隆得到

三疣梭子蟹 fzt-f1 基因, 该基因具有核受体基因特有

的 DNA结合结构域(DBD)和配体结合区(LBD)。该基

因序列与刀额新对虾克隆出的 fzt-f1 蛋白同源性达到

75.4%, 系统进化分析中也与刀额新对虾聚为一支。 

蜕皮激素对于甲壳类的蜕皮过程起着至关重要

的作用。已有的研究证明 , 蜕皮激素在血液中是以

20-羟蜕皮酮(20E)形式存在。20E 在血液内的浓度在

蜕皮前期逐渐升高, 临近蜕皮时, 形成一个峰值, 然

后浓度再迅速下降(Wang et al, 2000; Watson et al, 

2001)。整个调控过程是通过 20E-EcR-RXR配体-受体

复合物引发的应答基因级联放大反应完成, 20E 与蜕
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皮激素受体 EcR和类视黄酸受体(RXR)异二聚体复合

物在细胞核内形成转录复合体, 进而引发 20E初级应

答基因(如 fzt-f1、HR3 等)表达(Durica et al, 1999; 

LeBlanc, 2007)。初级反应基因编码的转录因子诱导

表达的 20E次级应答基因级联放大 20E信号, 进而调

控下游基因表达。 

实时定量分析 ftz-f1 基因在不同蜕皮时期各个组

织中的相对表达情况, 结果表明: 眼柄中 ftz-f1 基因

的表达量为蜕皮后期高于蜕皮前期和蜕皮间期 , 而

在肝胰腺、心脏和鳃组织中 ftz-f1 基因的表达量为蜕

皮后期低于蜕皮前期和蜕皮间期。推测在眼柄中, 该

基因与 20E呈负调控关系, 而在肝胰腺、心脏和鳃中

该基因与 20E呈正调控关系。由于眼柄中 X器-窦腺

复合体合成蜕皮抑制激素 (MIH) (Nakatsuji et al, 

2004), 因此该基因在眼柄中的表达可能与 MIH 更为

相关。对核受体基因 EcR在蜕皮周期中的定量分析结

果显示: 眼柄、心脏和鳃组织中, EcR 基因在蜕皮前

期表达量高于其它两蜕皮时期, 表达模式与 20E在蜕

皮时期的浓度变化相似, 说明了该基因与 20E的协同

调节作用, 这与日本囊对虾(Marsupenaeus japonicus)

的研究结果一致(Asazuma et al, 2007)。在血细胞、肝

胰腺和肌肉中, EcR基因的表达模式为蜕皮后期高于

蜕皮前期高于蜕皮间期, 出现了与 20E浓度不协调的

现象。也有学者发现, 在蓝蟹(Callinectes sapidus)体

内 EcR 基因的表达量与 20E 在血淋巴中的浓度并不

协同 , 关于这一现象的解释还有待于进一步的研究

(Techa et al, 2013)。核受体基因 RXR在蜕皮周期的定

量结果显示:  RXR与 ftz-f1基因在肝胰腺、心脏和鳃

组织中的表达模式上呈现出完全相反的趋势 , 这预

示着 RXR和 fzt-f1这两个基因之间可能存在典型的抑

制调控作用。而 RXR与 EcR基因在整体上呈现相似的

表达模式, 这与中国对虾(Fenneropenaeus chinensis)和

中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)中的研究相一致(Priya 

et al, 2009; 王瑶等, 2013)。由于 RXR蛋白和 EcR蛋

白是作为 20E异二聚体复合物的组成部分, 因此这两

个基因在三疣梭子蟹的蜕皮功能上也更趋向于协同

调节作用。 

甲壳类蜕皮激素是由 Y 器官合成与分泌, 而 Y

器官则受 MIH 的调控(罗荣生等, 1990; Gong et al, 

2015)。眼柄中 X 器-窦腺复合体是 MIH 制造与分泌

的器官 , 去除单侧眼柄将会造成 20E 浓度的上升

(Devaraj et al, 2006; Wang et al, 2013)。去除单侧眼柄

后对 fzt-f1 基因在各个组织中的表达量进行分析, 发

现在去除单侧眼柄后该基因的表达量在各个蜕皮时

期组织中出现明显下降 ; 说明 20E 浓度的升高对

ftz-f1 基因的表达起到了明显的抑制作用。由此可以

推测出, ftz-f1基因在蜕皮过程中具有重要的作用, 与

20E具有紧密的联系, 且更可能为抑制调控关系。 

4  结论 

本研究成功克隆出了三疣梭子蟹 ftz-f1 基因全长

cDNA 序列, 并进行了生物信息学的分析。对三疣梭

子蟹 ftz-f1 基因以及相关的核受体基因 EcR 和 RXR, 

在蜕皮周期各个组织中的表达情况进行了分析并预

测之间可能存在的联系。本实验证明了 ftz-f1 基因在

蜕皮过程中的调控作用 , 并对与三个重要的蜕皮功

能相关核受体基因之间的联系进行了初步的探讨。有

关 ftz-f1 基因以及核受体基因在蜕皮中的功能, 还需

要更多的研究。关于核受体基因之间的相互作用与联

系也需要更为深入的生物学技术来进行研究。 
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CLONING OF PORTUNUS TRITUBERCULATUS ftz-f1 cDNA AND EXPRESSION 
ANALYSIS OF RELATED NUCLEAR RECEPTORS DURING MOLTING CYCLE 

ZHANG Long-Tao1, 2, 3,  LV Jian-Jian1, 3,  GAO Bao-Quan1, 3,  LIU Ping1, 3,  FU Ping1, 3 
(1. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao 266071, China; 2. College of Fisheries and 

Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China; 3. Function Laboratory for Marine Fisheries Science and Food 
Production Processes, Qingdao National Laboratory for Marine Science and Technology, Qingdao 266235, China) 

Abstract    We successfully cloned fzt-f1 gene of Portunus trituberculatus for the first time using RACE 

(rapid-amplification of cDNA ends) method, and named it PTNHr. The full-length cDNA sequence of ftz-f1 is 1763bp, 

which contains a 1034bp 5′-UTR, 141bp 3′-UTR, and 588bp open reading frame (ORF) that encodes 195 amino-acid 

polypeptides. It has a molecular mass of 22.8 kDa and isoelectric point (pI) of 6.35. Homologous analysis showed that 

ftz-f1 has the highest homology to Metapenaeus ensis, and phylogenetic analysis showed that fzt-f1 of P. trituberculatus 

was also in the same branch with M. ensis. In addition, using RT-PCR (reverse transcription-polymerase chain reaction), 

we investigated the functions of fzt-f1, EcR, and RXR in different molting stages. The results reveal different expression 

patterns of the molting-regulation function of them, of which fzt-f1 and RXR show opposite features, indicating a mutual 

suppression relation of them, while those of EcR and RXR are similar somewhat. 

Key words    Portunus trituberculatus;  fzt-f1;  Gene cloning;  expression analysis;  nuclear receptor  


