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中华绒螯蟹蜕皮抑制激素 1 ( Ers2MIH 1)
基因组 D NA的分子克隆和序列分析 3

宋　霞　周开亚33　马长艳
南京师范大学生命科学学院遗传资源研究所 , 南京 210097

摘　要　运用反向 PCR ( IPCR) 技术首次克隆得到全长为 3 506 bp 的中华绒螯蟹 ( Eriochei r japonica sinensis)

蜕皮抑制激素 1 (MIH 1) 基因组 DNA序列 ( GenBank检索号 : A Y310313)。该序列包括 3个外显子、2个内含

子、412 bp的 5′端上游调控区和 917 bp的 3′端 U TR。编码区的第 1个内含子将信号肽分开 , 第 2个内含子将

成熟肽分开。MIH 1基因的外显子和内含子接头区符合受体拼接点和供体拼接点的 GT2A G法则。MIH 1基因

412 bp的 5′端侧翼区含有和其它真核基因相似的启动子元件 , 即包括与其它节肢动物高度相似的起始子、

TA TA盒以及 cAMP效应元件结合蛋白的结合位点序列。中华绒螯蟹 MIH 1基因的组织方式与斑纹　和食用黄

道蟹的 MIH基因相同。推导的多肽由 75个氨基酸的成熟肽和 35个氨基酸的信号肽组成 , 成熟肽的氨基酸序列

和食用黄道蟹、三叶真蟹及美洲黄道蟹的一致性在 64 % - 65 %之间 [动物学报 50 (1) : 83 - 90 , 2004 ]。
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Molecular cloning and sequence analysis of genomic D NA of the molt2inhibiting hormone

1 gene from Eriochei r j aponica sinensis 3

SON G Xia , ZHOU Kai2Ya 33 , MA Chang2Yan
Institute of Genetic Resources , College of Life Sciences , Nanjing Normal University , Nanjing　210097 , China

Abstract　A full2length sequence of molt2inhibiting hormone 1 (MIH 1) genomic DNA from Eriochei r japonica sinensis
( GenBank Accession No : A Y310313) was cloned by the inverse2PCR method. The sequence is 3 506 bp in size and con2
sists of 3 exons , 2 introns , 412 bp of 5′upstream regulatory region and 917 bp of 3′U TR. The first intron separates the
signal peptide and the second intron separates the mature peptide in the coding region. The exon2intron boundary of the
Ers2MIH 1 gene follows Chambon’s rule for the splice donor and acceptor sites. The 412 bp of the upstream 5′flanking
region of the MIH 1 gene contains promoter elements with characteristics similar to other eukaryotic genes. These includ2
ed sequences with high degrees of similarity to the arthropod initiator , TA TA box and cAMP response element binding
protein. The organization of the Ers2MIH 1 gene is identical to that of the molt2inhibiting hormone gene of Charybdis f e2
riatus and Cancer pagurus . The deduced polypeptide consists of a 752amino acid mature peptide and a 352amino acid re2
gion of signal peptide. The mature peptide shares amino acid identity 64 % - 65 % to the MIH from Cancer pagurus ,
Carcinus m aenas and Cancer m agister [ Acta Zoologica S inica 50 (1) : 83 - 90 , 2004 ] .
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　　蜕皮抑制激素 ( Molt2inhibiting hormone ,

M IH) 属于甲壳动物高血糖激素 ( Crustacean hy2
perglycemic hormone , CHH) 家族神经肽。CHH家

族神经肽由甲壳动物的眼柄 X2器官窦腺复合体合
成和分泌 , 具有调节甲壳动物的血糖以及调控生

殖、生长和发育等重要生理过程的功能。除了

M IH外 , CHH 家族神经肽还包括高血糖激素

(Crustacean hyperglycemic hormone , CHH) 、性腺

抑制激素 ( Gonad2inhibiting hormone , GIH) 和大

颚器官抑制激素 ( Mandibular organ2inhibiting hor2



mone , MOIH) ( Keller , 1992) 。这些神经肽的成熟

肽通常由 72 - 78 个氨基酸残基组成 , 它们的共同

特征是具有 6个位置保守的 Cys残基 , 从而形成 3

个链内二硫键 (Van Herp , 1998) 。M IH的主要功

能是通过抑制 Y2器官蜕皮激素的合成而对甲壳动
物的生长起关键性的调节作用。目前已在多种虾类

和蟹类克隆了 M IH 基因的 cDNA 序列 ( Sun ,

1994 ; Ohira et al. , 1997 ; Lu et al. , 2001) 。近来

又陆续有研究者用原核和真核表达系统表达出有活

性的 M IH 融合蛋白 ( Ohira et al. , 1999 ; Gu et

al. , 2001 ; Lee and Watson , 2002) , 解决了由于

表达量少而不易从成体纯化较多M IH蛋白的难题。

关于 M IH 基因组 DNA 序列方面的研究较薄弱 ,

对 M IH基因组 DNA 序列的克隆研究可以为该基

因表达调控机理的阐明提供重要的资料 ( Chan et

al. , 1998 ; Lu et al. , 2000) 。

图 1　PCR克隆 Ers2MIH 1基因的策略

引物 ErsFP , ErsRP用于内含子 2的扩增 , 引物 IFP1、IRP1和 IRP2用于反向 PCR , 黑框表示外显子的位置和大

小 , 外显子 1内的 Met 表示翻译的起始位点 , 而外显子 3内的 Stop表示翻译的结束位点。

Fig. 1　Strategy for PCR cloning of the Ers2MIH 1 gene

Primers ErsFP and ErsRP are used for the amplification of intron 2 , primers IFP1 , IRP1 and IRP2 are used in inverse

PCR. The black boxes indicates the locations and sizes of exons. Methionine in exon 1 indicates the translation initiation

site , whereas Stop in exon 3 indicates the translation termination site.

中华绒螯蟹 ( Eriochei r japonica sinensis ) 又

名河蟹、毛蟹、大闸蟹 , 是我国重要的经济蟹类。

蜕皮是河蟹生长的重要环节 , 外骨骼的周期性蜕皮

是河蟹生长所必须的 , 但在养殖过程中有些两年生

的河蟹因蜕皮未遂而成僵蟹 , 所以从分子水平阐明

河蟹的蜕皮机制非常重要。王在照等 (2002) 和宋

霞等 (2003) 分别报道了中华绒螯蟹蜕皮抑制激素

基因的部分 cDNA 序列。本研究在通过 3′RACE

已经获得了中华绒螯蟹 M IH 1 ( Ers2M IH 1) 基因

部分 cDNA序列 (宋霞等 , 2003) 的基础上 , 进一

步用反向 PCR (inverse2PCR , IPCR) 的方法获得

了 Ers2M IH 1的基因组 DNA序列 , 并对其结构特

征进行了分析。

1　材料和方法

111　材料

11111　动物材料 　中华绒螯蟹由安徽河蟹原种场

提供。

11112　主要试剂　Ex Taq DNA聚合酶、限制性

内切酶、T4 DNA Ligase ( Ta KaRa公司) , PCR产

物纯化试剂盒 (上海华舜生物工程有限公司 ) ,

p GEM
Ò2T Easy载体 ( Promega公司) 。

112　方法

11211　基因组 DNA 的制备 　取中华绒螯蟹的螯

足肌肉 1 g , 依据 Sambrook et al. (1989) 的方法制

备基因组 DNA。

11212 　引物设计 　参照斑纹　 ( Charybdis f e2
riat us) 和食用黄道蟹 ( Cancer pagurus ) M IH 基

因的内含子分布的位置 ( Chan et al. , 1998 ; Lu et

al. , 2000 ) , 根据已获得的 Ers2M IH 1基因的部分

cDNA序列 ( GenBank检索号 : A Y309062) , 设计

用于扩增内含子 2 的引物 ErsFP、ErsRP 及反向

PCR扩增的巢式引物 IFP1、IRP1 和 IRP2。各引

物的位置见图 1 , 序列如下 :

ErsFP : 5′2AAACCTGATCGGGAATCGTGAC23′

Ers RP : 5′2A GTTA TTGCCCGA GGA TG23′

IFP1 : 5′2CCAACA TCTTCCGCA TCGAC23′

IRP1 : 5′2TCACA GA TCCA GTCCACCTTC23′
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IRP2 : 5′2CTTGTA GA TGTCACGA TTCCC23′

11213　PCR扩增 Ers2M IH 1 基因的内含子 2 　以

制备的基因组 DNA为模板用引物 ErsFP和 ErsRP

PCR扩增内含子 2 : 30μl反应体系中 (50 mmol/ L

KCl , 3 mmol/ L MgCl2 , 10 mmol/ L Tris2HCl p H

813 , 015 U Taq DNA 聚 合 酶 , 200 nmol/ L

dN TP , 引物各 10 pmol) 含有 100 ng基因组 DNA。

反应程序为 : 95℃预变性 3 min ; 98℃5 s , 60℃

30 s , 72℃3 min , 30个循环 ; 72℃延伸 20 min。

11214　IPCR扩增 Ers2M IH 1基因的内含子 1及 5′

端上游调控区

1121411　基因组 DNA的酶切 　在含 3μg基因组

DNA的 30μl酶切反应体系中用 Pst Ⅰ建立酶切反

应 , 反应结束后酶切产物用 PCR产物纯化试剂盒

纯化。

1121412　酶切产物的自连反应　在50μl连接体系

(66 mmol/ L Tris2HCl p H 716 , 616 mmol/ L Mg2
Cl2 , 10 mmol/ L D TT , 011 mmol/ L A TP , T4DNA

Ligase 350 U ) 中 , 酶切产物分别按 500 ng/ ml、

200 ng/ ml、100 ng/ ml的浓度加入连接体系 , 14℃

温育 18 h。

1121413　反向 PCR ( IPCR) 　第 1次 PCR扩增 :

直接取 5μl连接液加入 30μl反应体系 (50 mmol/ L

KCl , 3 mmol/ L MgCl2 , 10 mmol/ L Tris2HCl p H

813 , 015 U Taq DNA 聚 合 酶 , 200 nmol/ L

dN TP , 引物 IFP1和 IRP1各 10 pmol) , 95℃预变

性 3 min ; 98℃5 s , 58℃30 s , 72℃6 min , 28个

循环 ; 72℃延伸 7 min。第 2次 PCR扩增 : 取适量

第 1次 PCR产物加入同第 1次 PCR扩增相同的反

应体系 , 引物为 IFP1 和 IRP2 各 10 pmol。95℃预

变性 3 min ; 96℃5 s , 60℃30 s , 72℃3 min , 30

个循环 ; 72℃延伸 20 min。

11215　PCR产物的克隆及序列测定　内含子 2 和

反向 PCR的扩增产物纯化后和 p GEM
Ò2T Easy载

体连接、转化 J M109 感受态细胞 , 然后进行序列

测定。

11216　序列的拼接和分析 　将克隆测序获得的内

含子 2的序列和已获得的 Ers2M IH 1 基因的部分

cDNA序列及反向 PCR产物的序列进行拼接 , 以

获得 Ers2M IH 1的基因组 DNA序列 (拼接策略见

图 1) 。

用Blastp 程序将 Ers2M IH 1 的成熟肽序列在

Swissprot数据库中搜寻同源蛋白 ; 用 GenomeNet

www server ( http :/ / pdap11t rc1rwcp1or1jp/ re2
search/ db/ TFSEARCH1html ) 和 PatSearch ver2
sion11 1 软件在 TRANSFAC 数据库中 ( http :/ /

t ransfac1gbfbraunschweig1de/ TRANSFAC) 进行上

游调控元件的鉴定 ; 用 Clustal X (118) ( Thomp2
son et al. , 1999) 软件将 Ers2M IH 1 与其它 CHH

家族神经肽进行氨基酸序列比对分析 ; 用 MEGA

(211) 软件将 Ers2M IH 1与其它 4种蟹类和 4种虾

类的 M IH以及 1种 GIH、1种 CHH和 1种 MOIH

的氨基酸序列基于 p2distance遗传距离模型构建 NJ

(Neighbor2Joining) 树 , 各结点的支持率以序列数

据收集1 000次重复抽样检验的自引导值表示。

2　结　果

211　Ers2MIH 1基因内含子 2的 PCR扩增

引物 ErsFP和 ErsRP PCR扩增产物的电泳结

果表明扩增出 1 条主带和 1 条附带 (图 2) 。将主

带割胶纯化后 , 进行克隆测序。

212　Ers2MIH 1基因的内含子 1及 5′端上游调控

区的 IPCR扩增

Pst Ⅰ酶切产物以 100 ng/ ml 浓度进行的自连

反应的产物经巢式 PCR扩增后获得一个约 2 kb左

右的片段 (图 3) 。该片段克隆测序后进行 Blastx

分析的结果表明 , Pst Ⅰ酶切后自连产物的扩增片

段中包含了 Ers2M IH 1 基因的 5′端上游调控区、

外显子 1、内含子 1和外显子 2的部分序列。

213　Ers2MIH 1基因的拼接和序列分析

将反向 PCR产物克隆测序获得的序列和内含

子 2的序列以及 3′RACE获得的 M IH 1基因部分

cDNA序列 ( GenBank 检索号 : A Y309062) 进行

拼接 , 获得了全长 3 506 bp 的 Ers2M IH1的基因组

DNA序列 (图 4) 。该序列已存入 GenBank , 检索

号为 A Y310313。

Ers2M IH 1 的基因组 DNA序列存在 3 个外显

子和 2个内含子。推导的 Ers2M IH 1肽含有 110个

氨基酸 , 其中包括 35个氨基酸的信号肽和 75个氨

基酸的成熟肽。信号肽由外显子 1和 2编码 , 内含

子 1长1 194 bp , 分隔了这两个外显子。成熟肽由

外显子 2和 3编码 , 内含子 2长 650 bp , 分隔了外

显子 2 和 3。内含子 1 的位置在信号肽的 Gln 与

Arg的密码子之间 , 内含子 2在成熟肽的 Arg密码

子内部。内含子 1和 2的位置与斑纹　和食用黄道

蟹的 M IH基因完全相同 (Chan et al. ,1998 ; Lu et
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图 2　Ers2MIH 1基因内含子 2的 PCR扩增结果

M : DNA分子量标记。1 : 引物 ErsFP和 ErsRP的扩增产物。

Fig. 2 　Results of PCR amplif ication of intron 2 of Ers2
MIH 1 gene

M : DNA marker DL 2 000. 1 : Amplification products of primer

ErsFP and ErsRP.

图 3　反向 PCR扩增产物

M : DNA分子量标记。1 : 反向 PCR扩增产物。

Fig. 3　Amplif ication products of inverse PCR

M : DNA marker DL 2 000. 1 : Amplification products of inverse

PCR.

　　图 4　Ers2MIH 1的基因组 DNA序列

3表示终止密码子 , 假定的转录起始位点以箭头表示 , TATA序列用框注明 , cAMP效应元件结合元件以下划线表示 , 节肢动物起

始子元件用双下划线表示 , polyA信号用点下划线表示。

Fig. 4　Genomic DNA sequence of the Ers2MIH 1

3 indicates a stop codon. Putative transcription initiation site is indicated by arrow , TATA sequences are boxed. cAMP response element

binding (CREB) elements are underlined and arthropod initiator elements are double underlined. The polyadenylation signals are indicated by

dotted , underlined letters.

al. , 2000) 。Ers2M IH 1 基因的外显子和内含子接

头区符合受体拼接点和供体拼接点的 Chambon 法

则 ( GT2A G法则) (Mount , 1982) 。

比对结果表明 , Ers2M IH 1 的多肽链中具有

CHH家族神经肽共有的 6 个 Cys 残基 (图 5) 。

Blastp 分析结果表明 , Ers2M IH 1 与蟹类 M IH 的

一致性高于虾类。其中与食用黄道蟹 ( Cancer

pagurus) 、三叶真蟹 ( Carcinus m aenas) 和美洲黄

道蟹 ( Cancer m agister ) M IH 的序列一致性在

64 % - 65 %之间 , 与刀额新对虾 ( Metapenaeus en2
sis) 和日本对虾 ( M arsupenaeus japonicus ) M IH

的一致性分别为 49 %和 42 %。

比对后的 144 个氨基酸位点中 , 有变异位点

120个 , 占总分析位点的 83 %。NJ 法构建的系统

发生树中 , 5 种蟹类的 M IH和 1 种鳌虾类的 GIH

形成 1个单系 , 3种虾类的 M IH形成另 1个单系。
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　　图 5　Ers2MIH 1和其它 MIH的比对

Fig. 5　Alignments of Ers2MIH 1 with other MIHs

Cancer magister (美洲黄道蟹) MIH (Umphrey et al. , 1998) , Carci nus maenas (三叶真蟹) MIH ( Klein et al. , 1993) , Charybdis f e2

riat us (斑纹　) MIH (Chan et al. , 1998) , Calli nectes sapi dus (可口美青蟹) MIH (Lee et al. , 1995) , Marsupenaeus japonicus (日本对

虾) MIH (Ohira et al. , 1997) , Metapenaeus ensis (刀额新对虾) MIH ( Gu and Chan , 1998)。

在蟹类中 , 三叶真蟹 ( Carcinus m aenas ) 和美洲

黄道蟹 ( Cancer m agister ) 的 M IH , 斑 纹 　

( Charybdis f eriat us ) 和可口美青蟹 ( Calli nectes

sapidus) 的 M IH分别聚合 , 前者与后者以高达 99

的自引导值相聚。中华绒螯蟹的 M IH 1 为这 4 种

蟹类 M IH的姐妹群 , 自引导值达 98。挪威海鳌虾

( Nephrops norvegicus) 的 GIH嵌入蟹类和虾类的

M IH中 , 介于蟹类和虾类的 M IH之间。CHH 和

MOIH与上述的 M IH 和 GIH 的关系均较远 (图

6) 。

214　Ers2MIH 1基因上游调控元件的鉴定

Ers2M IH 1 基因 5′端上游调控序列的分析结

果表明 , 该序列存在着许多公认的启动子元件 , 其

特征与其它真核基因的相似。包括位于转录起始点

下游的节肢动物起始子相似序列 TCA GC、TA TA

box、cAMP 效应元件结合蛋白 (cAMP2responsive

element binding protein , CREB protein) 的结合位

点序列 TGACGTAA。

3　讨　论

CHH家族神经肽的共同特征是含有 6 个位置

保守的 Cys残基 , 形成 3个链内二硫键。根据成熟

肽及其前体的一级结构特征 , CHH家族神经肽可

分为 CHH 和 V IH ( Vitellogenin inhibiting hor2
mone) 2 个组 , 其中 V IH 组又可分为 RIH ( Re2

production inhibiting hormone) 和 M IH 2 个亚组

(de Kleijn and van Herp , 1995 ; Yang et al. , 1995 ;

Lacombe et al. , 1999) 。CHH组的前体由信号肽、

前 体 相 关 肽 ( CHH precursor2related peptide ,

CPRP) 和成熟肽组成 , 该组共有的 3 个二硫键的

位置为 C72C43、C232C39、C262C52 ; V IH组仅由信号

肽和成熟肽组成 , 缺少 CPRP , 该组共有的 3 个二

硫键的位置为 C72C44、C242C40、C272C53 ( Marco et

al. , 2000) 。本研究获得的 Ers2M IH 1基因组 DNA

序列长3 506 bp , 包括 3 个外显子和 2 个内含子 ,

推导的多肽只含有信号肽和成熟肽 , 缺少 CPRP ,

且其 3 个二硫键的位置为 C72C44、C242C40、C272
C53 , 由此可判断 Ers2M IH 1属于 CHH家族神经肽

的 V IH组。Blastp 分析结果表明 , Ers2M IH 1与食

用黄道蟹 ( Cancer pagurus) 、三叶真蟹 ( Carcinus

m aenas) 和美洲黄道蟹 ( Cancer m agister ) 等蟹

类 M IH的氨基酸序列一致性较高。同时系统发生

分析的结果也表明 Ers2M IH 1 与其它蟹类 M IH的

关系接近 , 从以上结果可初步判断本研究中获得的

序列属于 V IH组的 M IH亚组。另外 , 挪威海鳌虾

( Nephrops norvegicus) 的 GIH嵌入蟹类和虾类的

M IH之中 (图 6) , 进一步证明了 CHH家族神经

肽分为 CHH和 V IH 2个组的合理性。目前 , Gen2
Bank公布的 M IH基因序列共有 17个 , 其中 13个

为 cDNA序列 , 4 个为基因组 DNA 序列。斑纹　
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　　图 6　CHH家族成员氨基酸序列的 NJ系统发生树

Fig. 6　NJ phylogenetic tree analysis of CHH family members’amino acid sequences

Carci nus maenas (三叶真蟹) MIH ( Klein et al. , 1993) , Cancer magister (美洲黄道蟹) MIH (Umphrey et al. , 1998) , Charybdis f e2

riat us (斑纹　) MIH (Chan et al. , 1998) , Calli nectes sapi dus (可口美青蟹) MIH (Lee et al. , 1995) , Nephrops norvegicus (挪威海鳌

虾) GIH ( Edomi et al. , 2002) , Penaeus monodon (斑节对虾) MIH ( Krungkasem et al. , 2001) , Metapenaeus ensis (刀额新对虾) MIH

( Gu and Chan , 1998) , Fenneropenaeus chi nensis (中国对虾) MIH ( Wang et al. , 2003) , Marsupenaeus japonicus (日本对虾) MIH (O2

hira et al. , 1997) , Carci nus maenas CHH ( Weidemann et al. , 1989) , L ibi nia emargi nata (蜘蛛蟹) MOIH (Liu et al. , 1997)。

( Charybdis f eriat us ) 和食用黄道蟹 ( Cancer

pagurus) 的 M IH基因组 DNA序列为目前获得的

较长的序列 (分别为 4 313 bp 和 3 227 bp) , 本研

究报道的为第 5个获得的 M IH基因组 DNA序列。

节肢动物起始子的一致序列为 TCA GT

(Cherbas and Cherbas , 1993) , 通常位于 + 4 - + 8

位。Ers2M IH 1 基因在 + 4 位含有与之类似的

TCA GC序列 , 这个序列与转录起始有关的 CAP信

号序列 (Bucher , 1990) 具有高度一致性。M IH基

因通常在转录起始点上游 24 bp 和 42 bp 处分别含

有 TA TA box (Bucher , 1990) 和 CREB 蛋白结合

序列 (Benbrook and Jones , 1994) 。Ers2M IH 1 基

因在这 2个位置分别含有相应的调控元件 (图 4) 。

CREB蛋白被认为是 cAMP效应元件的结合蛋白 ,

说明 cAMP可能参与 M IH基因的表达调控。由于

M IH在河蟹生长过程中起重要的调节作用 , 所以

对 M IH基因表达调控的进一步研究是必要的。

克隆一条完整基因的传统方法需要构建文库 ,

然后对文库进行筛选。到目前为止 , CHH家族神

经肽的基因组 DNA 序列的获得均采用了以 cDNA

探针筛选基因组 DNA文库的方法。该法虽可获得

特异性的基因 , 但对文库质量要求较高 , 必须构建

较高覆盖率的基因组 DNA文库。另一方面 , 运用

杂交技术筛选文库的方法存在工作量大且周期长的

问题。锚定 PCR (anchored PCR) ( Shyamal and

Ames , 1989) 和反向 PCR (Ochman et al. , 1988)

方法的出现为解决这类问题提供了新的途径。反向

PCR的主要优势在于它通过 2 条基因特异性引物 ,

可以快速、高效地扩增基因组中已知序列两侧的未

知序列。该技术较构建和筛选文库的方法相比 , 具

有操作简便、周期短等特点。反向 PCR获得成功

的一个重要环节是要形成分子内的连接。为达到分

子内连接的最大效率 , 连接体系应使用低浓度的模

板 DNA , 高浓度 DNA可能增加异体分子连接 , 导

致非特异性扩增。本研究通过设立一系列浓度梯度

筛选到了最佳连接体系。此外 , 用于自连反应的酶

切产物的纯度要求很高 , 自连体系的缓冲液不能有

一价盐的存在。本研究中 , Pst Ⅰ的酶切产物用

PCR产物纯化试剂盒进行纯化 , 最后获得了满意

的 PCR扩增的效果。
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