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凡纳滨对虾 G蛋白 Gβ1亚基的克隆、表达与鉴定

金利华1 　骆晶晶2 　林圣彩1 　叶志云1 3
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摘要 　　根据 G蛋白 Gβ1亚基的保守序列设计简并引物 ,通过简并 PCR 和 RACE 技术 ,克隆到凡纳

滨对虾 (L i topenaeus v annamei) Gβ1基因的全长 cDNA 序列。利用 Blast 、DNAstar 和 Genedoc 软件

分析 ,发现该 Gβ1编码的蛋白序列与其他物种已知的 Gβ1 序列具有相当高的保守性 ,将它命名为

pv Gβ1 。免疫共沉淀分析发现 pv Gβ1能在体外适当条件下与对虾 Gαs或 Gαq相互结合。Western blot2
ting 分析发现 ,pv Gβ1在对虾身体各部位都有广泛分布 ,尤其在脑神经、眼和眼柄有大量表达。说明了

Gβ1在对虾的神经系统和光信号传导等生命过程中的重要性。

关键词 　　G蛋白 　　凡纳滨对虾 　　克隆

中图分类号 　Q344 　　　文献识别码 　A 　　　文章编号 　100027075 (2006) 0320007207

Cloning and characterization of G protein beta 1 subunit in
shrimp Litopenaeus va nnamei

J IN Li2hua1 　L UO Jing2jing2 　L IN Sheng2cai1 　YE Zhi2yun1 3

(1 School of Life Sciences , Xiamen University , Fujian 361005)

(2 Department of Biochemist ry and Molecular Biology , Faculty of Medicine ,

the University of Calgary , Calgary , Alberta , Canada)

ABSTRACT　　Theβ/γ2subunit s of t he heterot rimeric GTP2binding proteins are important reg2
ulators of G2protein alp ha subunit s as well as a series of signal t ransduction receptors and effec2
tors. In t his st udy , a novel G proteinβ1 subunit was isolated f rom shrimp L itopenaeus van2
namei , and was termed pv Gβ1 . Sequence analysis showed t hat t he pv Gβ1 protein contained all

t he well2conserved domains and motif s t hat were critical sites for interaction wit h receptors and

ot her binding effectors. Co2immunoprecipitation assay demonst rated t hat pv Gβ1 could interact

wit h Gαs and Gαq of shrimp in vit ro in app rop riate conditions. Tissue dist ribution analysis dem2
onst rated t hat pv Gβ1 was widely exp ressed in shrimp tissues , wit h highest levels in brain and

eye plus eyestalk , p roviding evidence t hat signal t ransductions in nerve system and p hotorecep2
tion using Gβ1 protein is conserved in invertebrate crustaceans.

KEY WORDS 　　G2protein 　　L itopenaeus vannamei 　　Cloning

国家 863 计划项目 (2002AA629060)资助

3 通讯作者。E2mail : yzy1893 @xmu. edu. cn , Tel & Fax : (0592) 2182993

收稿日期 :2005206207 ;接受日期 :2006203203

作者简介 :金利华 (19752) ,女 ,博士 ,讲师 ,主要从事生物医学工程研究。Tel : (0592) 2188687 , 13515963921



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　海 　洋 　水 　产 　研 　究 第 27 卷 　

　　G蛋白信号传导途径包括无数的外界配体刺激2受体2G蛋白2第二信使的信号传导过程 ,引起一系列生理

效应的发生。在这个过程中 ,除了 G蛋白α亚基调节胞内包括腺苷酸环化酶 (Adenylyl cyclases ,AC) 、磷脂酶

C( Phosp holipase C ,PL C)等酶的活性外 ,β/γ复合体也起着重要的作用。β/γ复合体作为一个功能单位 ,通过

调节 PL C、光感受器 c GMP 磷酸二脂酶、离子通道等途径来调节兴奋、神经递质信号传导、脱敏作用、细胞生

长、分化和感觉信号传导等众多的信号转导过程 ( Hamm 　1998) 。

凡纳滨对虾 (L i topenaeus v annamei) ,又称白肢虾 ( Whiteleg shrimp) 或者白对虾 ( White shrimp) ,是世界

上公认的少数优良养殖品种之一 ,也是世界养殖产量最高的三大虾种之一。该品种原产于美洲太平洋沿岸水

域 ,1988 年由中国科学院海洋研究所张伟权研究员将凡纳滨对虾引入我国后 ,国内科学工作者已经就它的生

活习性、育苗、养殖、抗病等各方面做了大量研究 ,但是从分子生物学的角度去研究凡纳滨对虾的生长、发育等

调控机制的研究还很少见。已经在包括美国龙虾 Hom arus americanus 的很多物种中发现 G蛋白在嗅觉和视

觉信号途径中起着极其重要的作用 (Schandar et al . 　1998 ,Xu et al . 　1999 ,Dolp h et al . 　1994) 。而气味、

光线、食物等因素在对虾等低等生物的生活习性等多方面都是很重要的因素。本文主要寻找并克隆凡纳滨对

虾 G蛋白信号途径中的功能基因 G蛋白β亚基 ,并对其功能进行初步的分析鉴定 ,旨在为对虾的生长、发育、

抗病及养殖等生理调控奠定一定的理论基础。

1 　材料与方法

1. 1 　总 RNA 的提取

体长 8 cm 左右的凡纳滨对虾购自厦门大学白城菜市场。利用 RNeasy mini kit 试剂盒 (美国 Qiagen 公

司)提取对虾脑神经的总 RNA ,操作过程见试剂盒说明书。总 RNA 经 1 %琼脂糖胶电泳 ,溴化乙啶染色鉴定

质量 ,OD260nm测定 RNA 浓度。

1. 2 　第一链 cD NA的合成

2μg 的总 RNA 为模板 ,用 SMA R T RACE cDNA Amplification Kit 试剂盒 (美国 Clontech 公司) 合成第

一链 cDNA。

1. 3 　简并 PCR

根据其他物种已知 G蛋白β125 亚基的氨基酸序列的保守区域设计 1 对简并引物 ,前向引物 GβF 序列为

5’2T GGGT (A GCT) A T G( A G) C (AC) T GT GCITA23’,反向引物 GβR 序列为 5’2AACT T G ( A G) ( ACT) I

( GC) (A T) (A G) GCA TCACA23’。引物由上海生工生物工程服务有限公司 (上海生工)合成。25μl 简并 PCR

反应体系如下 :上述第一链 cDNA 115μl ,10μmol/ L 的两向简并引物各 2μl ,10 mmol/ L 的 dN TP 016μl , T aq

DNA 聚合酶 (宝生物工程 (大连)有限公司) 11 25 U ,10 ×缓冲液 215μl ,超纯水 1612μl。PCR 扩增程序为 :94

℃变性 3 min ;94 ℃变性 30 s ,42 ℃退火 60 s ,72 ℃延伸 60 s ,循环 40 次 ;最后 72 ℃延伸 3 min。PCR 产物经

琼脂糖胶电泳 ,回收目的片段 DNA 并克隆到 pBluescript S K(2)载体 ,由上海生工测序。

1. 4 　5’端 RACE 和 3’端 RACE

上述克隆测序结果通过 NCBI 网站的 Blast x 软件比对 ,确定为目的基因 G蛋白β亚基后 ,根据测序得到

的序列结果 ,设计两条特异引物 ,分别进行 5’端 RACE 和 3’端 RACE 反应。快速扩增 cDNA 末端反应 ( Rapid

Amplification of cDNA Ends ,RACE) 按照 SMA R T RACE cDNA Amplification Kit 试剂盒说明书进行。其

中 ,进行 5’端 RACE 反应的特异性引物 Gβ5’为 5’2CCT GA T GT GAA T GT GT TCA T GT TCG23’,进行 3’端

RACE 反应的特异引物 Gβ3’序列为 5’2GTCACACT GGT TACCTAA GT T GCT GT23’。为了保证 PCR 的准

确性 ,作者采用美国 St ratagene 公司的高保真 p f u DNA 聚合酶进行 RACE 扩增反应。扩增产物经琼脂糖胶

电泳 ,回收目的片段 ,克隆到 pBluescript S K(2)载体并测序。
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1 . 5 　表达载体的构建

根据 RACE 获得对虾 G蛋白β亚基的全长 cDNA 序列 ,按照其编码区域设计从起始密码子到终止密码子

的两端引物 ,前向引物 Gβ1 F 带有 N de Ⅰ酶切位点 ,引物序列为 5’2atcatA T GAA T GA T T T GGA TA GT T T23’,

反向引物 Gβ1 R 接上 X ba Ⅰ酶切位点 ,引物序列为 5’2attctaga T TA GT TCCA GA TCT T GA G23’。以上述 cD2
NA 为模板 , p f u DNA 聚合酶扩增该全长编码序列 , PCR 产物经 N de Ⅰ/ X ba Ⅰ酶切 ,连接到 pCMV5 带 Flag

标记的载体上。克隆送往上海生工测序。

带有 HA 标记的对虾 G蛋白 pv Gαs和 pv Gαq的表达载体 pCMV52HA2pv Gαs和 pCMV52HA2pv Gαq为本实

验室以类似的方法构建。

1 . 6 　细胞培养

哺乳动物细胞 H E K 293 在含有 10 %小牛血清 (杭州四季青公司) 的 DM EM 培养基 (美国 Gibco 公司) 中

培养 ,在 37 ℃和 5. 0 %的 CO2条件下培养。

1. 7 　免疫共沉淀分析和 Western blotting 分析

取适当浓度的 H E K 293 细胞铺于 60 mm 细胞培养板 ,24 h 后 ,用阳离子聚合物聚醚酰亚胺 ( Polyet hylen2
imine ,PEI) (美国 Poly science 公司)将 pCMV52Flag2pv Gβ1分别与 pCMV5 空载体、pCMV52HA2pv Gαs和 p C2
MV52HA2pv Gαq各 2μg ,共转染到细胞中。36 h 后收细胞 ,按照 Sternweis 等 (1984) 的方法提取细胞膜蛋白。

将膜蛋白重悬于缓冲液 ( Hepes 30 mmol/ L , MgCl2 1 mmol/ L , ED TA 10 mmol/ L ,D T T 0. 1 mmol/ L , NaCl

150 mmol/ L , GDP 0. 1 mmol/ L , L ubrol2PX 011 %)中 (Xu et al . 　1998) , 取 800μl 浓度为 4 mg/ ml 的膜蛋

白 ,冰上放置 30 min ,然后离心 20 min 后去掉不溶物 ,在上清溶液中加入单克隆抗体 anti2HA (美国 Santa cruz

公司) 1μg ,5μl p rotein A/ G琼脂糖珠 (美国 Santa cruz 公司) ,于 4 ℃混和器上缓慢旋转过夜后 ,1 000 r/ min 4

℃离心收集沉淀产物 ,同上缓冲液洗 3 次 ,然后 SDS2PA GE 电泳 , Western blot ting 分析 ,操作过程参考文献

(L uo et al . 　2003) 。

1 . 8 　膜蛋白的提取

Lane M , 100 bp DNA Marker ; Lane B , PCR

product amplified f rom Brain cDNA

图 1 　对虾 Gβ基因的简并 PCR 产物电泳

Fig. 1 　Degenerate PCR product of Gβ

gene f rom the brain cDNA of L . vannamei

　　按 Sternweis 等 (1984) 方法分别提取体长 8 cm 左右对虾

的触角、额角、腮、尾部肌肉、步行足、游泳足、尾扇、脑神经、心

脏、肝胰脏、胃、肠、眼和眼柄中的膜蛋白。分别取这些膜蛋白 8

μg 进行 SDS2PA GE 电泳以及 Western blotting 分析。其中用

来检测目的蛋白的特异性一抗为抗 G蛋白β亚基的抗体 (德国

Calbiochem 公司) ,制作该抗体的抗原为 Gβ中间 1272139 氨基

酸序列的合成多肽 ,能识别 35 kda 和 36 kda 的 G蛋白β亚基。

2 　结果

2. 1 　凡纳滨对虾 G蛋白β亚基全长 cD NA的克隆

以对虾脑 cDNA 为模板 ,简并 PCR 扩增结果如图 1。其中

左箭头指向的约 330 bp 的 DNA 条带为目的片段。将该 DNA

从琼脂糖胶回收 ,克隆并测序 ,将序列通过 NCBI 网站Blast x 软

件比对分析 ,发现该片段序列与其他物种已知的 G蛋白β亚基

有很高的同源性。作者初步确定其为对虾的 G 蛋白β亚基基

因。然后根据该片段序列 ,设计进行 5’端和 3’端 RACE 反应

9



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　海 　洋 　水 　产 　研 　究 第 27 卷 　

的特异性引物。RACE 扩增反应得到的序列片段克隆测序结果得到该目的基因的全长 cDNA 序列 1 272 bp 。

再根据 Blastx、DNAstar、Genedoc 软件对该 cDNA 序列进行分析 ,发现只有从第 27 位起始密码子翻译的氨基

酸序列为正确阅读框 ,5’端 26 bp 的序列为 5’端非编码序列 (5’2U TR) ,3’端 223 bp 为 3’2U TR ,开放阅读框

27 bp～1 049 bp 的 cDNA 序列为编码区 ,编码成含 340 个氨基酸的蛋白 (图 2) 。

图 2 　pv Gβ1的全长 cDNA 序列和相应编码的蛋白氨基酸序列

Fig. 2 　The full length cDNA sequence and deduced amino acid sequence of pv Gβ1

　　氨基酸序列比对表明 ,该氨基酸序列与其他物种已知的 G蛋白 Gβ1亚基具有相当高的同源性 (图 3) ,从与

脊椎动物兔 ( R att us norvegicus) 、非洲爪蟾 ( X enop us l aevis) 和人类 ( Homo sa piens) 高达 86 %的同源性 ,到与

无脊椎动物果蝇 ( D rosop hi l a mel anog aster)具有 88 %的同源性 ,与线虫 ( Caenorhabdit is elegans) 有 90 %的同

源性 ,尤其与美国龙虾 ( H. americanus) ,存在高达 98 %的序列同源性。所以作者将这个从凡纳滨对虾中克隆

到的新基因表达产物命名为 pv Gβ1 ( G2protein beta 1 subunit of L . v annamei ) , Genbank 收录编号为
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A Y626793 ,相应编码的氨基酸序列收录号为 AAU12180。

从图 3 中可以看出 ,pv Gβ1的序列与其他物种 Gβ1序列具有极高的保守性。哺乳动物 Gβ1亚基中的重要功

能区域 ,在 pv Gβ1中都完全保守的存在 ,如与腺苷酸环化酶相互结合的两个区域 T TN KV HA IPL RSSWVM T2
CA Y (氨基酸残基 862105)和 ACGGLDN ICSIYNL KTREGNV (氨基酸残基 1152135) (Chen et al . 　1997) ;

与钙调蛋白结合的 24 氨基酸残基区域 V GRIQMR TRR TL R GHLA KIYAM HW (氨基酸残基 40263) (Liu et

al . 　1997) ;还有哺乳动物 Gβ1亚基用来调节激活 PL C 以及 MA P K/ ER K 和 J N K/ SA P K信号途径的 C 末端

14 个氨基酸序列 (3272340)等等 ( Zhang et al . 　1996 ; Yamauchi et al . 　1997) 。

黑色表示保守氨基酸残基. Shrimp , L . vannamei ; Lobster , H. americanus; Fly , D. melanogaster; C. elegans ,

C. elegans; Frog , X. l aevis; Mouse , M us m uscul us ; Human , H. sapiens. Genbank 序列号分别为 AAU12180、

AAC02998、P26308、AA K55963、CAA60532、N P2032168 和 AA H04186

The black represent s conserved residues. Shrimp , L . vannamei ; Lobster , H. americanus; Fly , D. melanogaster ; C. ele2

gans , C. elegans ; Frog , X. laevis ; Mouse , M us musculus ; Human , H. sapiens. Genbank accession numbers are

AAU12180 , AAC02998 , P26308 , AA K55963 , CAA60532 , NP2032168 and AA H04186 respectively

图 3 　pv Gβ1亚基氨基酸全序列与其他物种 Gβ1亚基氨基酸全序列比对分析

Fig. 3 　Comparison of the predicted amino2acid sequence of pv Gβ1 with Gβ1 f rom other species
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2. 2 　pvGβ1基本功能的保守性

　　上面的带型为免疫共沉淀图谱 ,中间的带

型为免疫沉淀图谱 ,下面带型为总的细胞裂解

液中 Flag2pv Gβ1 的表达图谱

The top panel was t he co2immunoprecipitated

pattern , t he middle panel was t he immunoprecipitat2

ed pat tern , and t he bottom panel was t he expression

pattern of Flag2pv Gβ1 f rom total cell lysates

图 4 　Flag2pv Gβ1和 HA2pv Gαq 、HA2pv Gαs

的免疫共沉淀及 Western blotting 分析

Fig. 4 　Western blotting analysis of co2immunoprecipitation

between Flag2pv Gβ1 and HA2pv Gαq or HA2pv Gαs

　　由于 G蛋白信号途径在进化史上的高度保守性 ,使我

们能用哺乳动物细胞来研究对虾 G 蛋白的功能。在低浓

度的 Mg2 + 和高浓度的 GDP 存在的情况下 , G蛋白 3 种亚

基 (α、β/γ)容易以三聚体的形式存在 ( Xu et al . 　1998) 。

所以作者在 pv Gβ1与 pv Gαs 、pv Gαq的体外免疫共沉淀分析

中 ,提供了这些适合 G蛋白三聚体存在的条件。实验结果

表明 ,在适当条件下 pv Gβ1 在体外完全能够与凡纳滨对虾

的 Gαs或 Gαq亚基共沉淀 (图 4) 。

2. 3 　pvGβ1在凡纳滨对虾中的分布

pv Gβ1与哺乳动物 Gβ在氨基酸残基 1272139 序列的

完全一致 ,使得我们能够用商业化的抗 G蛋白β亚基的抗

体来检测 pv Gβ1在凡纳滨对虾中的分布。通过对体长 8 cm

左右的凡纳滨对虾各部位膜蛋白的 Western blotting 分

析 ,作者发现在脑神经、眼和眼柄中有大量 pv Gβ1 的存在 ,

游泳足和肠内也有适量分布 ,在触角、额角、腮、步行足、尾

扇、心脏、肝胰脏和胃中都存在相对较少的分布 ,而在尾部

肌肉中几乎检测不到 pv Gβ1 的存在 (图 5) 。虽然该检测抗

体能识别 35 kda 和 36 kda 的 G蛋白β亚基 ,但是在 West2
ern blot ting 检测中只显示了 1 条带 ,鉴于 G蛋白β亚基极

高的序列同源性 ,作者推测凡纳滨对虾中可能只存在 1 种

G蛋白β1亚基。

图 5 　pv Gβ1在对虾中的分布

Fig. 5 　Western blotting analysis of pv Gβ1 dist ribution in shrimp

3 　讨论

通过保守序列设计简并引物 ,进行

简并 PCR ,再根据简并 PCR 所得序列

设计特异引物进行 5’端和 3’端 RACE ,

从而获得全长 cDNA 序列 ,该技术路线

对克隆具有高度序列保守性的新基因都

是行之有效的。本实验根据所得序列的

序列分析和基因表达蛋白产物的基本功

能的鉴定 ,结果都表明作者克隆到的基

因为凡纳滨对虾的 G蛋白β1亚基基因 ,

表达蛋白产物 pv Gβ1 。进一步证明了 G

蛋白在进化史上的高度保守性。

pv Gβ1 以及 pv Gαq 和 pv Gαs ( Data

not shown)在凡纳滨对虾身体各部位的广泛分布 ,说明了 G蛋白信号途径在对虾生命活动中的重要性。Gβ/γ

复合体除了能与 Gα亚基结合并将 Gα亚基锚定在细胞膜上 ,使之能接受受体传递的信息以外 , Gβ亚基还能直

接与离子通道、效应分子偶联。在果蝇中就有发现体内 G蛋白β亚基与 G蛋白偶联受体结合 ,参与光信号转

导过程 (Dolp h et al . 　1994) 。已有检测到不同的 Gβ亚基在低等脊椎动物 S p arus aurat a ( Funkenstein et al .

　1997)的视杆和视锥细胞中分布 ,还有在美国龙虾的脑、触角、眼和眼柄中有 Gβ的大量分布 ( Xu et al . 　
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1998) ,在蜥蜴的视网膜中也克隆到 G蛋白β亚基 (Ryan et al . 　2001) 。最近研究表明 ,在硬骨鱼的光/ 暗适应

反应过程中有 Gβ/γ复合体的参与 ( Kobayashi et al . 　2004) 。作者在对虾脑神经和眼、眼柄中检测到 pv Gβ1

的大量分布 ,与上述众多实验结果说明 , Gβ1在凡纳滨对虾视觉信号的传导中可能起着重要作用。

越来越多的研究表明 ,β/γ复合体在无脊椎动物的嗅觉信号传递中也有着必不可少的地位。除哺乳动物

以外 ,在鲶鱼和甲壳类龙虾的嗅觉受体神经细胞中都有检测到 Gβ/γ复合体的分布 (Bruch et al . 　1997 , Xu et

al. 　1998) 。在美国龙虾中还发现 G蛋白β亚基与 G蛋白受体激酶结合 ,参与嗅觉信号转导过程 ( Xu et al .

1999) 。作者在对虾的嗅觉器官触角中检测到 Gβ1的分布 ,说明 Gβ1在对虾的嗅觉反应中也起着重要的作用。

综上所述 ,本文克隆并鉴定了凡纳滨对虾 G蛋白β1亚基 ,为我国主要水产养殖凡纳滨对虾的生理效应的

分子机理研究及调控奠定了一定的理论基础。凡纳滨对虾 G蛋白偶联受体及相关配体的发现 ,还有待进一步

研究。
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