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摘要: 本研究应用 RACE 技术克隆了青虾(Macrobrachium nipponensis) Ran (Ras related nuclear protein, Ras 相关核

蛋白)基因全长 cDNA 序列, 该基因 cDNA 全长 1191 bp, 包括 218 bp 的 5ʹUTR, 648 bp 的开放阅读框(ORF), 405 bp

的 3ʹUTR, 编码 215 个氨基酸。青虾 Ran 基因属于 P-loop-NTPase 超级家族, 拥有 PTZ00132 跨结构域, 多肽分子

量约为 24.57 kDa, 理论等电点 7.13。系统进化树分析表明, 在动物界进化中非常保守的青虾 Ran 多肽与罗氏沼虾

(Macrobrachium rosenbergii)聚为一支, 具有最近的亲缘关系。使用荧光定量 PCR 技术检测 Ran 基因在成体青虾不

同组织和卵巢不同发育期的表达差异, 结果显示, Ran 基因在青虾不同组织中均有表达, 其表达量在卵巢中最高, 

是精巢表达量的 7~8 倍; 随着卵巢的发育, Ran 基因的表达水平呈现上升趋势, 在卵巢消退期又恢复到较低水平。

RNA 干扰后, 实验组 Ran 基因表达量显著低于对照组(P<0.05), 同时卵巢发育关键基因 Vg(vitellogenin)在卵巢中的

表达量也显著低于对照组(P<0.05), 推测 Ran 基因参与雌性卵巢发育过程并对 Vg 基因的表达起到调控作用。 
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Ran(Ras related nuclear protein, Ras 相关核

蛋白)是小 G 蛋白家族的一员[1], 真核生物的小 G

蛋白可以分为 5 个家族: Ras, Rab, Rho, Arf 和

Ran[2]。Drivas 等[3]首次在人畸胎瘤细胞 cDNA 中

发现了 Ran 基因的开放阅读框, 随后 Bischoff 等[4]

从 HeLa 细胞中分离纯化到 Ran 多肽分子。

Koizumi 等[5]发现 Ran 具有 GTP 酶活性, 能连接

并水解 GTP, 参与真核细胞 DNA 复制、RNA 的

转录和加工、核质转运等一系列的生物过程。

Kimura 等[6]发现 Ran 有控制细胞有丝分裂和减数

分裂的开始和结束、纺锤体的组装、染色体的正确

分配、核膜破裂和重组等重要功能。刘佩伟等[1]发

现 Ran 参与细胞周期进程相关过程的调节, 还影响

生长素信号通路。Ran 基因对非洲爪蟾(Xenopus)卵

母细胞的细胞发育周期有着重要影响[7−8]。李常健

等 [9−10]发现 Ran 在异育银鲫 (Carassius auratus 

gibelio)生殖细胞的发生和发育、精核解凝中发挥

作用。Zhou 等[11]发现 Ran 基因可能影响斑节对虾

的卵巢发育, 然而 Ran 基因在青虾的克隆与表达

研究未有报道。 

青虾(Macrobrachium nipponense)又名日本沼虾, 

隶属于十足目(Decapoda), 长臂虾科(Palaemonidae), 

沼虾属, 是我国重要的淡水养殖经济虾类[12]。随

着青虾养殖规模的扩大、集约化程度的提高, 导

致池塘密度过大, 生长规格不齐、近亲交配等一

系列问题, 严重制约了青虾养殖业的健康发展。因

此, 开展青虾生殖相关基因的研究, 不仅有助于深

层次、系统地了解青虾繁殖和发育规律, 而且在控
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制青虾性早熟等方面具有广阔的应用前景。迄今, 

有关青虾性腺发育相关基因的研究主要集中在性

腺抑制激素(gonad-inhibiting hormone)[13]、促性腺激

素释放激素(gonadotropin-releasing hormone)[14]、泛

素相关修饰蛋白结合酶 (SUMO-conjugating en-

zyme)[15]、MnvWD-Kazal[16]、青虾精(卵)母细胞特

有因子(Gtsf1)[17]等, 但是关于 Ran 基因在青虾中

的功能尚不清楚。 

本实验室已测得青虾精巢和卵巢表达谱序列, 

获得了大量生殖发育相关基因[18−19]。鉴于 Ran 基

因在水生动物生殖发育过程中的重要性[9−11], 本

研究从实验室构建的精巢和卵巢表达谱序列中筛

选出一个 Ran 基因同源序列, 通过 RACE 技术克

隆得到青虾 Ran 基因 cDNA 序列全长, 研究了

Ran 基因在成体青虾雌雄各组织间以及在卵巢不

同发育时期表达差异, 并采用RNA干扰技术研究

了 Ran 基因对成体青虾卵巢发育的影响。本研究

旨在发现 Ran 基因在青虾卵巢发育中的功能, 探

讨青虾卵巢的发育规律, 为完善甲壳动物 Ran 基

因作用机制和解决青虾性早熟问题提供基础数据, 

为青虾养殖业的健康发展提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验用虾 

本实验用虾为野生青虾, 取自无锡太湖湖区

(120°13ʹ44ʹʹE, 31°28ʹ22ʹʹN), 活力较强, 雄性 20 只, 

体重(3.59±0.24) g, 雌性 200 只体重(2.44±0.19) g。

所有实验用虾在室内玻璃缸(120 L, 93.5 cm × 

43.5 cm × 30.5 cm)充气暂养 1 周, 每天早晚定时

投喂螺蛳及配合饲料, 投喂量约占体重的 3%~5%, 

每两天换水 1 次, 换水量为 40%~50%。 

1.2  试剂 

RNA 提取试剂有 DNA I Rnase Free 和

RNAiso Plus; 反转录试剂盒、5ʹ-Full RACE 及

3ʹ-Full RACE 试剂盒; PCR 所用试剂: DL-2000 

DNA Marker、LA Taq DNA 聚合酶、dNTP 等。以

上试剂 (盒 )均购自宝生物 (TaKaRa Bio Inc. Ja-

pan)。DEPC 水购自上海生工生物工程技术服务有

限公司。DH5α 感受态细胞和 pMD18-T 载体购自

全式金公司。自配试剂按照《分子克隆实验指南

精编版》[20]上的方法配制。实验中用到的引物均

由铂尚生物技术(上海)有限公司合成。 

1.3  样品采集 

参考梁国霞等[17]的方法, 采集雌雄不同组织

表达样品, 取健康成熟青虾雌雄各 10 尾, 冰浴麻

醉, 雌雄各取性腺、肌肉、鳃、心脏、脑、眼柄、腹

神经等共计 14 个组织(n=5), 样品均保存在‒80℃

冰箱, 用于 RNA 提取。 

根据 Qiao 等[13]的卵巢分期标准, 挑选健康的

成体雌虾, 分别取卵巢增殖期、初级卵黄发生期、

次级卵黄发生期、成熟期、消退期 5 个不同发育

时期的卵巢组织(n=5)。冰浴麻醉, 活体解剖各时

期卵巢, 样品均保存在–80℃冰箱, 用于RNA提取。 

参考江丰伟等[21]的方法进行青虾 RNA 干扰

研究, RNA 干扰试验后, 分别于第 1、4、7、10、

13 和 16 天收集各实验组和对照组卵巢样品(n=5), 

样品均保存在‒80℃冰箱, 用于 RNA 提取。 

1.4  青虾 Ran 基因引物设计 

根据从本实验室构建的精巢和卵巢表达谱序

列中 Ran 的 EST 序列, 遵循引物设计原则, 使用

Primer 5 软件设计特异性的引物 [22]快速扩增

cDNA 末端技术(RACE 技术), 从青虾卵巢中分别

克隆出 Ran 基因的 3ʹ端和 5ʹ端, 并拼接成全长序

列。在 cDNA 全长序列的基因上, 采用同样的方

法设计 1对荧光定量引物, 荧光定量引物已验证其

是有效的。荧光定量中所用到的 β-actin 引物参考

Zhang 等[23]的设计, 并且广泛应用到青虾中[24−25]。

实验所需全部引物见表 1。 

1.5  青虾 Ran 基因的克隆 

取青虾卵巢混合样, 按 Trizol reagent 试剂的说

明方法提取总 RNA。所使用的 RNA 样品 OD260/280

值在 1.9~2.1 之间。按 TaKaRa RACE 试剂盒的说

明, 采用套式 PCR 对青虾 Ran 基因的 3ʹ和 5ʹ端进

行扩增。第一、二轮反应条件参考金舒博等 [26]:  

94℃预变性 1 min; 随后 95℃ 30 s, 55℃ 30 s, 72℃ 

1 min 进行 30 个循环; 最后 72℃延伸 10 min。 

分别取 PCR 产物经 1.2%琼脂糖凝胶(经过溴

化乙锭染色)电泳 15 min 后, 切取特异性目的条

带, 用生工胶回收试剂盒切胶回收纯化。将纯化

产物与 pMD18-T 载体进行连接, 反应体系
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表 1  本实验所用引物列表 
Tab. 1  List of primers used in the current study 

引物 
primer 

引物序列(5ʹ−3ʹ)  
primer sequence (5ʹ−3ʹ) 

长度/ 
bp length

作用 
function 

MF1 GTAGTTCTTCCCCAGCTCTTTCC 23 中间序列扩增 middle sequence amplification

MR1 AAAAACGGAGTTGTCATAGGGTG 23 中间序列扩增 middle sequence amplification

F1 CCCTTCCAGAGGATGATGAAGAC 23 3′RACE 引物 primer for 3′-RACE 

F2 GGGATACTGCTGGTCAAGAGAAG 23 3′RACE 引物 primer for 3′-RACE 

3ʹ-RACE outer TACCGTCGTTCCACTAGTGATTT 23 3′RACE 引物 primer for 3′-RACE 

3ʹ-RACE inner CGCGGATCCTCCACTAGTGATTTCACTATAGG 34 3′RACE 引物 primer for 3′-RACE 

R1 AGCTTCTCTTGACCAGCAGTATC 23 5′RACE 引物 primer for 5′-RACE 

R2 CCATTGTGACTTCTGGAGGTAGA 23 5′′RACE 引物 primer for 5′-RACE 

5ʹ-RACE outer CATGGCTACATGCTGACAGCCTA 23 5′RACE 引物 primer for 5′-RACE 

5ʹ-RACE inner CGCGGATCCACAGCCTACTGATGATCAGTCGATG 32 5′RACE 引物 primer for 5′-RACE 

QF1 GCTGAGCAAGATATGCCAACATT 23 RT-PCR 引物 forward primer for RT-PCR 

QR1 AACCATCTCTCAATCCTCCAAGC 23 RT-PCR 引物 primer for expression 

β-actin F TATGCACTTCCTCATGCCATC  21 RT-PCR 对照引物 control primer for RT-PCR

β-actin R AGGAGGCGGCAGTGGTCAT 19 RT-PCR 对照引物 control primer for RT-PCR

IF1 TAATACGACTCACTATAGGGCTGCTGAGCAAGATATGCCA 40 双链 RNA 制备 primer for dsRNA preparation

IR1 TAATACGACTCACTATAGGGCTGGAGGTAGAAGTGCAGGC 40 双链 RNA 制备 primer for dsRNA preparation

 

为: 4 μL DNA, 1 μLpMD18-T, 5 μL Solution I。混

匀后 PCR 仪上 16℃连接过夜。将连接产物转化到

Trans DH5α 大肠杆菌感受态细胞, 37℃过夜培养

后, 将含有目的片段重组质粒的菌液送往上海博

尚生物工程技术服务有限公司进行测序。 

1.6  青虾 Ran 基因时空表达分析 

用不同发育时期样品的总RNA作为 cDNA第

一链的合成模板, 按照 BIO-RAD iScript cDNA 

Synthesis Kit 试剂盒的说明进行 cDNA 第一链的

合成。根据分光光度计所测量出样品 RNA的浓度, 

分别取 1 µg 总 RNA 为模板, 分别进行独立的反

转录反应, 所有操作均在冰上进行, 产物‒80℃冰

箱保存备用。使用 BIO-RAD iQ5 荧光定量 PCR

仪进行 PCR 反应, 所用引物见表 1, 反应过程按

照 BIO-RAD SsoFast EvaGreen Supermix 推荐条

件如下: 首先 95℃预变性 1 min; 然后进入 40 个

循环, 每个循环中包括 95℃变性 10 s, 55℃延伸

30 s 两个步骤; 循环结束后, 从 55℃缓慢升温到

95℃, 绘制熔解曲线。每个样本设置 3 个重复, 每

次反应都以 β-actin 基因作为阴性对照, 最后由系

统自动记录荧光曲线和数据, 用于后期数据分析。 

PCR 产物均须用 1.2%的琼脂糖凝胶(经过溴

化乙锭染色)电泳检测其是否为单一特异性扩增

条带, 以确保实验结果的可靠性。 

1.7  青虾生物学信息分析和数据统计分析 

在 NCBI 中用 BLASTN 对测序结果进行比对

分析, 使用 ORF Finder 软件(http://www.ncbi.nlm. 

nih.gov/gorf)分析开放阅读框, 采用 DNAMAN5.0

软件将中间序列、3ʹ端序列、5ʹ端序列进行拼接得到

青虾 Ran 基因 cDNA 序列。用在线 DNA 和蛋白序

列处理工具(http://www.91bio.com/SMS2/rev-comp. 

html)推导蛋白质分子量。用 SignalP4.1Server 

(http://www.cbs.dtu.dk/services)进行信号肽预测。 

数值计算参考 2−ΔΔCT方法进行[27]。数据用平均

值±标准差( x ±SD)表示, 使用 SPSS 17.0 进行单因

素方差分析(One-Way ANOVA), 使用 Turkey B 检

验法进行两两比较, 以 0.05 作为差异显著性水平。

用 Excel 绘制青虾 Ran 基因的相对表达量直方图。 

1.8  青虾 Ran 基因双链 dsRNA 的合成 

按照 Transcript Aid TM T7 High Yield Tran-

scription kit (Fermentas, Inc., USA)试剂盒的操作

步骤进行 dsRNA 的制备。并用 1.2%~1.5%的琼脂

糖凝胶电泳检验纯化后 dsRNA 的质量。使用 Bio 

Photometer 紫外分光光度计测定 dsRNA 的浓度, 

用 DEPC 水将其调至实验所需浓度, ‒80℃冰箱保

存备用。 
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1.9  青虾 Ran 基因的 RNA 干扰实验 

根据江丰伟等[21]进行青虾 RNA 干扰预实验, 

通过荧光定量数据分析确定青虾 Ran 基因 RNA

干扰有效。挑选健康、活力强, 体重(2.44±0.19) g

的雌性青虾分为 3 组, 每组 50 只, 实验所用雌虾

处于卵黄发育成熟期(IV 期): 注射组和对照组(注

射 DEPC)。将上述 dsRNA 溶液以 4 μg/g 的剂量

注射到青虾围心腔内。对照组注射相同体积 DEPC

水, 分别收集注射后的第 1、4、7、10、13 和 16

天卵巢样品(n=5), 并将组织保存于‒80℃冰箱。 

用荧光定量 PCR 检测注射 Ran dsRNA 后卵

巢中 Ran 基因和 Vg 基因的表达规律。 

2  结果与分析 

2.1  Ran 基因 cDNA 序列结构特征 

青虾 Ran 基因 cDNA 全长序列(登录号为

KY270878)为 1191 bp, 其中开放阅读框(Open 

Reading Frame, ORF)为 648 bp, 共编码 215 个氨

基酸, 3ʹUTR 中具有典型的加尾信号(AATAA)和

Poly(A)尾(图 1)。用在线 DNA 和蛋白序列处理 

 

 
图 1  青虾 Ran 基因 cDNA 序列及其编码的氨基酸序列 

大写字母是上方核苷酸序列对应的氨基酸序列; 起始密码子(ATG)和终止密码子(TAA)以粗体表示; 下划线表示下游效应分子结合结构域; 阴

影部分表示 GDP/GTP 结合活性的结构域; 加尾信号 l (AATAA)用方框表示. *表示终止密码子. 

Fig. 1  Nucleotide and deduced amino acid sequences of Ran cDNA 
Capital letters below the nucleotide sequences indicate the corresponding amino acid sequence. The start codon (ATG) and stop codon 
(TAA) are shown in boldface. Downstream effector molecule binding domain is underlined. Structure domains of GDP/GTP binding 

activity related peptide are shaded. Signal sequence (AATAA) is boxed. Asterisk indicates stop codon. 
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工具推导 Ran 基因蛋白质分子量约为 24.6 kDa, 

理论等电点 7.13; 使用 SignalP 4.1 Server 对 Ran

进行信号肽分析, 结果如图 2 所示, max C 在 22

位点上的分值为 0.108, max Y 在位点 11 的分值为

0.288, max S 在位点 1 上的分值为 0.160, mean S

和 mean D 在 1~10 的位点间分值分别为 0.116 和

0.118, 表明 Ran蛋白没有明显的信号肽特征序列, 

该蛋白不属于分泌型蛋白。 

 

 
 

图 2  Ran 基因信号肽的预测 

原始剪切位点的分值: C-score; 信号肽的分值: S-score;  

综合切割位点的分值: Y-score. 

Fig. 2  Prediction of the signal peptide of Ran gene 
Original cut site score: C-score; Signal peptide score: S-score; 

Integrated cutting site score: Y-score. 

 

2.2  青虾 Ran 基因系统进化分析 

利用MEGA 5.0软件对青虾Ran与昆虫类等其

他物种 Ran 的氨基酸序列进行系统发育分析, 计

算方法采用 Bootstrap 法重复计算 1000 次, 系统进

化树见图 3。从图 3 可以看出, 青虾与罗氏沼虾聚

为一支, 亲缘关系最近, 其次是中国明对虾和斑

节对虾。Ran 蛋白在进化过程中具有极高的保守性, 

所有的甲壳类聚为一支, 鸟类聚为另外一支。 

2.3  青虾 Ran 基因同源进化分析 

利用 DNAMAN5.0 对甲壳类和昆虫类的动物

等多个物种的 Ran 进行氨基酸序列比对, 发现与

青虾 Ran 同源性较高的都是小 G 蛋白家族的 Ran, 

青虾的 Ran 基因所编码的氨基酸序列与罗氏沼虾

的相似性为 99%, 与中国明对虾的相似性为 98%, 

与斑节对虾的相似性为 98%。如图 1 和图 4 所示, 

青虾 Ran 含有 4 个具有 GDP/GTP 结合活性的结

构域, 其中 EXSAX4 和 N(T)KXD 为 GDP/GTP 的

结合部位, DXXG 和 GXXXGKS(T)为 GTP 酶的活

性部位 , 以及  1 个下游效应分子结合结构域

(FEKKYVA)。从第 10 个氨基酸至第 175 个氨基

酸为 P-loop NTPase保守结构域, 拥有能水解 GTP

为 GDP 的 α亚基。 

2.4  青虾 Ran 基因的组织分布 

使用实时荧光定量 PCR 分别检测 Ran 基因在

雌性青虾和雄性青虾各 7 个成体不同组织中的表

达模式和分布情况, 如图 5 所示。 

Ran 基因在雌性青虾中的卵巢、脑、腹神经

节和眼柄等 7 个组织中均有表达, 在卵巢中表达

量最高, 在肌肉、腹部神经和眼柄等其他组织中

都有少量的表达。Ran 基因在雄性青虾中的精巢、

心脏、腹神经节和肌肉等 7 个组织中都有表达, 但

是都显著低于卵巢中的表达量(P<0.05)。 

2.5  Ran 基因在青虾卵巢不同发育时期的表达

规律 

为了研究 Ran 基因在青虾卵巢中的作用, 本

研究使用实时荧光定量 PCR 检测 Ran 基因在青虾

不同卵巢发育时期的表达模式和分布情况, 如图

6 所示。 

Ran 基因表达在卵巢发育过程中有先降低后升

高的趋势。从初级卵黄发育期到成熟期这个过程中, 

Ran 基因的表达量显著上升(P<0.05)。以次、初级

卵黄发育时期为分界点, 再从卵巢成熟直到初级卵

巢发育期, Ran 基因的表达水平恢复到较低水平。 

2.6  RNA 干扰 Ran 基因对卵巢发育的影响  

使用实时荧光定量 PCR 检测 RNA 干扰后, 

Ran 基因在青虾卵巢发育不同发育时期的表达情

况如图 7 所示。随着对照组卵巢的发育, Ran 基因

在卵巢中呈现了先降低后升高的表达规律, Ran

基因表达量从第 1 天卵巢发育成熟期到第 7 天消

退期逐渐降低到低谷, 随后伴随卵巢第 2 轮发育

又继续上升。从图 7 中可以看出, 注射组这一规

律明显被延后, 通过荧光定量检测到注射组卵巢

中 Ran 基因的表达量都显著低于同期对照组

(P<0.05), 表明 RNA 干扰有效。 

进行 RNA 干扰后, 使用实时荧光定量 PCR

检测 Vg 基因在青虾卵巢发育不同发育时期的表达 
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图 3  基于青虾 Ran 及其他动物 Ran 氨基酸序列的 NJ 系统进化树分析 

▼表示青虾 Ran 氨基酸序列; 圆括号中为基因登录号. 

Fig. 3  Phylogenetic analysis based on the Ran peptide sequences of Macrobrachium nipponense and other species 
The mark ▼ means amino acid sequence of Ran in M. nipponense. GenBank accession numbers are in brackets 

 

情况如图 8 所示。用于 RNA 干扰的实验组和对照

组青虾都处于卵巢发育成熟期, 随着对照组卵巢

的发育, Vg 基因在卵巢中呈现了先降低后升高的

表达规律, Vg 基因表达量从第 1 天卵巢发育成熟

期到第 7 天消退期逐渐降低到低谷, 随后伴随卵

巢第 2 轮发育又继续上升。从图 8 中可以看出, 注

射组这一规律明显被延后, 注射组卵巢中 Vg 基

因的表达量都显著低于同期对照组(P<0.05), 表

明进行有效的 RNA 干扰降低青虾卵巢中 Ran 基

因的表达量之后, Vg 基因的表达也受到了影响。 

3  讨论 

3.1  青虾 Ran 基因序列特征 

为了更好地研究青虾卵母细胞的发育机制 , 

本研究克隆了青虾Ran基因全长, 同时使用软件预

测其所编码的氨基酸序列含有P-loop_NTPase保守

跨膜结构域; 含有4个具有GDP/GTP结合活性的结

构域 ,  这4个结构域的共有序列从 I到 IV分别为

GXXXGKS(T)、DXXG、N(T)KXD和EXSAX, 以

及1个下游效应分子结合结构域(FEKKYVA); 信

号肽预测青虾Ran基因存在信号肽; 拥有GTP等结

合位点, 拥有能水解GTP为GDP的α亚基, 这说明 

Ran蛋白具有GTP结合活性。利用DNAMAN5.0对

甲壳类和昆虫类的动物等多个物种的Ran多肽进

行氨基酸序列比对, 发现与青虾Ran蛋白同源性较

高的都是小G蛋白家族的Ran蛋白, 青虾与罗氏沼

虾的相似性为99%, 与中国明对虾的相似性为99%, 

与斑节对虾的相似性为98%。所构建的Ran基因分 
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图4  不同物种Ran编码蛋白的氨基酸序列比对 

灰色表示序列完全相同, 粉红色表示序列相似度为60%~100%, 蓝色表示序列相似度在60%以下. 

Fig. 4  Alignment of deduced amino acid sequence of Ran between different species 

The sequences with gray background are exactly the same; the pink background indicates that the sequence similarity is 60%−100%, the blue 
background indicates that the sequence similarity is below 60%. 
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系统进化树显示, 青虾 Ran 多肽与罗氏沼虾聚为

一支, 具有最近的亲缘关系。以上结论表明, 青虾

Ran 基因在动物界进化中非常保守。有研究表明, 

Ran 基因对非洲爪蟾卵母细胞的细胞发育周期有

着重要影响 [7−8]; 作为重要的细胞分裂调控因子, 

Ran 基因参与调控细胞周期中各个时期的许多生

命活动, 包括间期核质运输、有丝分裂前期纺锤

体的组装、染色体的正确定位和平均分配、有丝

分裂末期核膜重建以及核孔复合体的重建进程等, 

确保细胞周期顺利进行[28−33]。青虾 Ran 基因与已

研究物种 Ran 基因有极高的相似度, 预示 Ran 基

因可能在青虾体内同时行使多种功能。 
 

 
 

图 5  Ran 基因在青虾不同成体组织中的表达 

小写字母不同表示差异显著(P<0.05). 

 Fig. 5  Quantitative analysis of Ran gene in different tis-
sues of adult Macrobrachium nipponense 

Different lowercase letters indicate significant differenc 
between tissues(P<0.05).  

 

 
 

图 6  Ran 基因在青虾卵巢不同发育时期的表达规律 

I: 卵原细胞增殖期; II: 初级卵黄发生期; III: 次级卵黄

发生期; IV: 成熟期; V: 消退期. 小写字母不同表示差异

显著(P<0.05). 

Fig. 6  Expression of Ran gene in different development 
stages of Macrobrachium nipponense ovary 

I: oogonium proliferation; II: primary vitellogenesis; III: 
secondary vitellogenesis; IV: maturation stage; V: paracma-

sis stage. Different lowercase letters indicate 
significant differences(P<0.05). 

 
 

图 7  Ran dsRNA注射后 Ran在青虾卵巢中的表达量变化 

小写字母不同表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 7  Real-time PCR analysis of Ran expression levels in 
the Macrobrachium nipponense ovary after inject with Ran 

dsRNA(4 μg/g) 
Different lowercase letters indicate significant differences 

statistically(P<0.05). 
 

 
 

图 8  Ran dsRNA 注射后 Vg 在青虾卵巢中的表达量变化 

小写字母不同表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 8  Real-time PCR analysis of Vg expression levels in 
the Macrobrachium nipponense ovary after inject with Ran 

dsRNA(4 μg/g) 
Different lowercase letters indicate significant differences 

statistically(P<0.05). 
 

3.2  青虾 Ran 基因的组织表达差异 

李常健等[9]研究发现, Ran 基因在异育银鲫卵

巢和精巢中表达水平较高, 在其他组织表达水平

较低, 同时检测到 Ran 在银鲫不同胚胎发育阶段

均有较强表达, 这表明 Ran 基因在银鲫中可能起

着多种作用, 尤其在生殖细胞的发生中具有重要

作用。本研究发现青虾 Ran 基因在雌虾卵巢中的

表达水平高于其他组织, 在雄性青虾各组织中表

达量都偏低, Ran 基因在青虾卵巢中的表达水平

比精巢高 7~8 倍, 这与在斑节对虾中的研究结果

类似[11]。 

Ran 基因在卵巢发育过程中有先降低后升高

的表达趋势。从初级卵黄发育期到成熟期这个过

程中, Ran 基因的表达量显著上升。以次级卵黄发

生期为分界点, 再从卵巢成熟直到初级卵巢发育
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期, Ran 基因的表达水平恢复到较低水平。有研究

表明卵子的发育与卵巢发育同步[15], 随着青虾从

卵巢逐渐发育成熟也就是整个卵子形成过程中 , 

Ran 基因的表达水平不断增加, 与卵黄蛋白原基

因(Vg)在卵巢不同发育时期的表达规律一致。Bai

等[34]研究发现, 青虾 Vg 基因是青虾卵巢发育的

关键基因, Vg 基因不仅可以促进卵母细胞的生长

和分化, 同时也为胚胎的发育提供营养来源, 通

过调控 Vg 基因的表达可直接影响到青虾卵巢发

育。青虾 Ran 基因在卵巢中的表达规律与 Vg 基

因保持一致, 这也预示着 Ran 基因与青虾卵巢发

育关系密切。 

3.3  RNA 干扰 Ran 基因对卵巢发育的影响  

为了进一步验证了 Ran 基因与卵巢发育的关

系, 本研究针对青虾进行了 RNA 干扰, 发现注射

Ran dsRNA 的实验组其 Ran 基因表达量均低于同

期对照组, 表明 RNA 干扰有效。同时检测了青虾

卵巢中 Vg基因的表达变化, 发现注射 Ran dsRNA

的实验组其 Vg 基因表达量均低于同期对照组, 

表明进行有效的 RNA 干扰降低青虾卵巢中 Ran

基因的表达量之后, Vg 基因的表达情况也受到了

影响。Vg 基因表达量从卵巢发育成熟期到消退期

逐渐降低到低谷, 随后伴随卵巢第二轮发育继续

上升, Vg 基因在卵巢中呈现先降低后升高的表达

规律, 与 Ran 基因一致。这表明青虾 Ran 基因可

能调控着 Vg 基因的表达, 进而影响卵巢的发育。 
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Molecular characterization and developmental expression of Ras-re-
lated nuclear protein in the oriental river prawn Macrobrachium nip-
ponense and the effects of RNA interference on ovarian maturation 
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GONG Yongsheng2, JIANG Sufei2, XIONG Yiwei2, WU Yan2 

1. Wuxi Fisheries College, Nanjing Agricultural University, Wuxi 214081, China; 
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Abstract: Ras-related nuclear protein (Ran) is a small GTPase with many functions, such as hydrolysis of GTP, 
control of cell development, replication of DNA, and RNA transcription. In this study, the cDNA-encoding Ran of 
the oriental river prawn (Macrobrachium nipponense) was cloned using expressed sequence tag (EST) analysis 
and a rapid amplification of cDNA ends (RACE) approach. The full-length cDNA of Ran was 1191 bp, comprising 
a 5ʹ untranslated region of 218 bp, a 3ʹ untranslated region of 405 bp, and an open reading frame of 648 bp. The 
deduced protein had 215 amino acid residues with a molecular mass of 24.6 kD, and 7.13 point of theoretical 
isoelectric. Ran belongs to the P-loop NTPase super family. Ran has a PTZ00132 model that crosses multiple do-
mains. The members of P-loop NTPase super family have extremely conservative nucleotide sequences. Phyloge-
netic analyses indicate evolution of Ran proteins within the animal kingdom is very conservative, with that of M. 
nipponense most closely related to that of M. rosenbergii. Quantitative real-time RT-PCR analysis revealed the 
Ran gene was expressed in testis, ovary, brain, muscle, eyestalk, abdominal nerve, heart and gill tissues. The ovary 
has the highest level of expression and the eyestalk has the lowest level of expression (P<0.05). The Ran gene 
expression of ovary is seven-eight times higher than that of testis, and the expression level of Ran gene increased 
with the development of ovary. After ovulation in ovarian regression period, the expression level of Ran gene was 
at a low level. After RNA interference (RNAi), expression of Ran gene in an experimental group of adult females 
was significantly lower than in the control group (P<0.05). After RNA interference (RNAi) in the mature female 
prawns, the expression of Ran gene in experimental group (injected dsRNA solution into the shrimp's pericardial 
cavity) was significantly lower than in the control group (injected equal amount of DEPC water into the pranw's 
pericardial cavity) (P<0.05). The expression of Ran gene changes with the development of ovary. The expression 
of Ran gene increased from the early stage of ovarian development to the mature stage and decreased rapidly after 
ovulation in the ovary. Expression of Ran in ovarian tissues in the experimental group was also significantly lower 
than that of control group (P<0.05), indicating RNA interference was effective. Expression of vitellogenin was 
significantly affected by RNA interference, with expression in the experimental group significantly lower than in 
the control group (P<0.05). We speculate that the Ran gene plays a regulatory role in expression of the Vg gene, 
and that the Ran gene is involved in female ovary development. 
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