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甲壳动物生长发育总是与蜕皮联系在一起的[1]。为

了完成蜕皮 , 顺利实现生长 , 甲壳动物在蜕皮间期进行
快速大量取食 , 临近蜕皮前取食逐渐减少 , 直至蜕皮时
停止 , 待蜕皮后动物具备了坚硬外壳 , 又开始缓慢取  
食[2−3]。基于对甲壳动物幼体物质储备的研究, Anger 和
Dawirs提出不可恢复点(Point of no return, PNR)和饱和储
存点(Point of reserve saturation, PRS)两个学说, 阐述了物
质储备与蜕皮之间的关系: PNR指在蜕皮过程中, 若物质
储备未到达极限点, 即使再补充饵料也无法使动物顺利
发育进入下一个蜕皮周期; PRS指蜕皮前动物物质储备如
果充足 , 此时有无饵料供应 , 动物都可以顺利进入蜕皮
周期, 完成正常发育过程[4]。由此可见, 足够的营养储备
是启动甲壳动物蜕皮的前提, 并为顺利度过蜕皮后脆弱
阶段提供能量。该过程涉及多种酶的参与, 如肝胰腺中的
胰蛋白酶、组织蛋白酶 L、α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶等[5]。 

咪唑类物质 KK-42 通常被视为是保幼激素的拮抗物, 
对昆虫的研究表明 , 该类物质作用机理复杂 , 其中包括
影响几丁质酶的表达、干扰(或抑制)保幼激素的合成来改
变昆虫的生长速率[6—8]。我们前期研究首次发现, KK-42

能够促进凡纳滨对虾的生长[9]。鉴于有机物储备在凡纳滨

对虾等甲壳动物生长中的作用, 我们选取了几种影响有
机物储备的重要酶类 , 首次从转录水平定量分析了
KK-42 对这些酶表达的影响, 为阐明 KK-42 作用的分子
机理积累资料。 

1  材料与方法 

1.1  南美白对虾的处理 
凡纳滨对虾养殖于巩义市黄河生态渔业产业园。在

面积 2664 m2(4亩)、水深 1.5 m的池塘中, 架设 2个面积
60 m2、深 1.5 m 的网箱, 从池塘中采集健康幼虾(体长  
3.5—5.0 cm)800头, 随机分成 2组, 其中一组用 1.95×10−4 
mol/L 的 KK-42(烟台大学应用化学系提供, 纯度≥95%)
溶液浸泡处理 1min[7], 取出, 空气中静置数秒, 立刻投入
到网箱中, 按正常方式养殖; 对照组用不含 KK-42 的溶
液处理, 方法同上。KK-42处理后 0、1、2、3、4、5、6、
7、 8d, 将动物冷冻麻醉 , 解剖出肝胰腺 , 液氮速冻 ,  
−80℃保存。 

1.2  mRNA水平的定量测定 
RNA提取用 RNAiso Plus (TaKaRa)提取凡纳滨对虾
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肝胰腺总 RNA, 总 RNA 的完整性和纯度用凝胶电泳检  

测, RNA的浓度根据 A260进行定量。 
cDNA 第一链的合成按照 PrimeScriptTM RT 试剂盒

(TaKaRa)操作说明合成 cDNA 第一链。10 μL 反应体系: 
5×PrimScriptTM Buffer 2 μL, PrimeScriptTM RT Enzyme 
Mix I 0.5 μL, Oligo dT Primer (50 mol/L) 0.5 μL, Random 6 
mers (100 mol/L) 0.5 μL, 总 RNA 100 ng。反应条件: 37℃, 
15min, 85℃, 5s。 

PCR引物设计根据目的基因和内参基因 β-actin保守

区域设计引物, 引物由上海生工公司合成(表 1)。 
实时荧光定量 PCR 20 μL体系中包括:  SYRB Pre-

mix Ex TaqTM (TaKaRa) 10 μL, PCR上下游引物(10 mol/L)各
0.4 μL, cDNA模板 2 μL, ROX Reference Dye (TaKaRa) 0.4 
μL, dH2O 6.8 μL。反应条件: 95℃ 30s, 1 cycle; 95℃ 5s, 
60℃ 34s, 40 cycles。测定相关酶基因表达的样本数为 9
头/组/时间点, 重复 3次。结果采用 2−ΔΔct法进行分析, 实
验所得数据采用 unpaired t-test统计分析(P<0.05)。 

 
表 1  实验中用到的引物及序列 

Tab. 1  Primers used in the experiments 

引物名称 Primer 引物序列 Sequence (5′–3′) 

hemocyanin-F ACTGGGCATCCTTTGTCGG 

hemocyanin-R CTGTTGGTGAAGAGGTGCGG 

trypsin-F ATCGTGGGTGGCGTTGAG 

trypsin-R GTTCTGGCGGATGTTGTGG 

cathepsin L-F CTCAGGACGGTAAGTGTCGCTT 

cathepsin L-R TGGTAGAACTGGAAGGACGGCT 

α-amylase-F GGGTTCCTTACTCCGCTTTCG 

α-amylase-R GTCAGTGCCTTGGTTCAGGTCG 

α-glucosidaseF TTGAAGAAAGCAGACGCCCC 

α-glucosidaseR TGGCAGGTTGAGTGGCAGC 

chitinase-F ATCGCAACCCATCAAACCTCG 

chitinase-R ACAATCGTCGCAGACACGGT 

N-acetyl-β-D-glucosaminidase-F GCCGTGTGCCCTCTCCTGG 

N-acetyl-β-D-glucosaminidase-R ACGATGCTGGCGTCCCAAG 

β-actin-F  CATCCACGAGACCACCTACAAC 

β-actin-R GAAATACTGCCTCGCTCCCTC 

 
2  结果 

2.1  KK-42对胰蛋白酶、血蓝蛋白和组织蛋白酶 L表达
的诱导 
实验观察期间 , 对照组肝胰腺中胰蛋白酶  mRNA 

水平相对稳定(图 1)。KK-42 处理后 1—6 天, 胰蛋白酶
mRNA 水平升高 42.6%以上, 尤其在第 3 至第 6 天达
79.9%以上(P<0.01)(图 1), 第 7 至第 8 天虽有升高, 但与
对照组相比无统计学意义。 

在对照组中, 肝胰腺组织蛋白酶 L 的基因表达水平
相比血蓝蛋白呈明显的波动性变化(图 2、图 3)。KK-42
处理能显著诱导血蓝蛋白和组织蛋白酶 L 的转录, 前者
mRNA 水平在第 1、第 2、第 3、第 4、第 6 和第 7 天分
别提高 96.3%、106.2%、382.6%、116.2%、150.0%和
202.1%(P<0.01)(图 2); 后者在第 4 和第 7 天升高幅度相
对较小, 但也在 51.9%以上(图 3)。 

2.2  KK-42对肝胰腺 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶表达的抑制 
在对照组中, 肝胰腺 α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶 mRNA 

水平相对稳定(图 4、图 5)。KK-42 处理可显著抑制上述
两种酶 mRNA的转录, 其中, α-淀粉酶在第 1至第 7天降
幅 51.9%以上, 第 8天与对照组无显著性差异(图 4); 在实验
观察期间, α-葡萄糖苷酶的下调幅度均在 57.2%以上(图 5)。 
 

 
 

图 1  KK-42对凡纳滨对虾肝胰腺蛋白酶基因表达的诱导 
Fig. 1  The time-course induction of KK-42 on hepatopancreas 
trypsin mRNA expression in Litopenaeus vannamei 
n=9/组/时间点(后同); “*”“**”表示与相应对照组相比有显著或
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极显著差异(P<0.05, P<0.01); 下同 
n=9/each group/each time point (the same below). *P<0.05, **P< 
0.01, vs. control group at the same time; the same bellow 

 
 

图 2  KK-42对凡纳滨对虾肝胰腺组织蛋白酶L基因表达的诱导 
Fig. 2  The time-course inducation of KK-42 on hepatopancreas 
cathep sin L mRNA expression in Litopenaeus vannamei 
“#”“##”表示与第 0 天对照组相比有显著或极显著差异(P<0.05, 
P<0.01); 下同 
#P<0.05,  ##P<0.01, vs. control group at 0th day; the same bellow 
 

 
 

图 3  KK-42对凡纳滨对虾肝胰腺血蓝蛋白基因表达的诱导 
Fig. 3  The inducation of KK-42 on hepatopancreas hemocyanin 
mRNA expression in Litopenaeus vannamei 

 

 
 

图 4  KK-42对凡纳滨对虾肝胰腺α-淀粉酶基因表达的抑制 
Fig. 4  The time-course inhibition of KK-42 on hepatopancreas 
α-amylase mRNA expression in Litopenaeus vannamei 

 
2.3  KK-42 对肝胰腺几丁质酶和 N-乙酰基-β-D-葡萄糖

苷酶表达的上调 
在对照组中, 几丁质酶 mRNA 水平呈明显波动性变

化(图 6), 而 N-乙酰基-β-D-葡萄糖苷酶基因表达水平与

第 0天比变化不大(图 7)。KK-42处理后, 几丁质酶 mRNA
水平显著升高, 尤其在第 1 至第 4 天分别达到 317.1%、
627.0%、201.3%和 474.3%(P<0.01)(图 6); N-乙酰基-β-D-
葡萄糖苷酶 mRNA含量在第 1至第 6天升高 135.5%以上
(P<0.01), 之后与对照组相比无统计学意义上的变化(图 7)。 

 

 
 

图 5  KK-42对凡纳滨对虾肝胰腺α-葡萄糖苷酶基因表达的下调 
Fig. 5  The time-course down-regulation of KK-42 on hepatopan-
creas α-glucosidase mRNA expression in Litopenaeus vannamei 

 

 
 

图 6  KK-42对凡纳滨对虾肝胰腺几丁质酶基因表达的上调 
Fig. 6  The up-regulation of KK-42 on hepatopancreas chitinase 
mRNA expression in Litopenaeus vannamei 

 

 
 

图 7  KK-42 对凡纳滨对虾肝胰腺 N-乙酰基-β-D-葡萄糖苷酶基
因表达的上调 
Fig. 7  The up-regulation of KK-42 on hepatopancreas N-acetyl-β- 
D-glucosaminidase mRNA expression in Litopenaeus vannamei 

3  讨论 

充足的物质储备对启动甲壳动物蜕皮、促进其生长
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具有重要作用。我们推测, KK-42的作用机制可能包含在
凡纳滨对虾幼虾物质储备的某些环节中, 据此本论文首
先在转录水平上分析了与动物蜕皮、生长密切相关的几种

酶的表达变化。 
在 8d的实验观察期间, 对照组胰蛋白酶的表达量相

对稳定(图 1), 表明凡纳滨对虾生长过程需要不断从食物
中摄取蛋白, 进行分解、吸收和利用。对虾饵料组分中, 
粗蛋白的比例高达 50%以上, 肝胰腺胰蛋白酶在食物消
化过程中起重要作用 [10], 与其较高的表达水平相一致。
KK-42 处理之后, 胰蛋白酶表达量显著升高(图 1), 这应
该有助于机体对蛋白质的消化和储备。研究发现, 在无食
物可取的情况下, 凡纳滨对虾肝胰腺胰蛋白酶活性会下
降 40%—60%, mRNA水平降低 30%, 动物蜕皮被推迟[11]; 
蜕皮前胰蛋白酶 mRNA 水平和酶活性都显著提高, 加速
物质储备并达到饱和点, 为蜕皮奠定物质基础 [11, 12]; 处
理后第 7至第 8天, KK-42对胰蛋白酶的诱导效应逐渐减
弱, 可能是机体对蛋白质的储备已达到饱和点。与对照组
相比, 处理组肝胰腺组织蛋白酶 L mRNA 水平明显升高
(图 2), 这可能提高了动物对蛋白质的转化能力, 有助于
动物的生长和蜕皮。据报道, 蜕皮前凡纳滨对虾肝胰腺组
织蛋白酶 L 表达水平明显升高 [13—15]; Chan, et al.采用
RNAi 技术沉默凡纳滨对虾甲基转移酶基因的表达, 可抑
制动物蜕皮、甚至死亡 , 组织蛋白酶 L 表达也相应降   
低[13]。KK-42 能够显著上调肝胰腺血蓝蛋白基因的表达
(图 3), 这可能与动物取食增加、需氧量上升以及渗透压
调控有关。研究发现, 在低氧环境中该蛋白水平降低, 相
应地动物取食减少 , 生长发育推迟 [13]; 而在蜕皮前 , 血
蓝蛋白合成增加, Cu2+和 Zn2+浓度随之增加, 导致动物体
内渗透压升高, 随后吸水膨胀, 促使蜕皮[16—18]。 

α-淀粉酶和 α-葡萄糖苷酶主要是分解食物中的淀粉, 
形成 D-葡萄糖, 参与维持动物正常的生理功能[19]。在对

照组中, α-淀粉酶、α-葡萄糖苷酶的表达量较高, 但变化
幅度不大(图 4、图 5), 提示凡纳滨对虾幼虾对淀粉类食物
的利用相对稳定。在 KK42处理后, 二者表达均受到不同
程度的抑制 , 这可能是动物加大了对蛋白质的利用 , 从
而减少了淀粉的摄入以及 D-葡萄糖的消耗。如前所述, 在
同样条件下, 胰蛋白酶、组织蛋白酶 L和血蓝蛋白表达增
加, 进一步反映了凡纳滨对虾幼虾在生长发育过程中对
蛋白质和糖类的利用是不平行的[20]。研究表明, 如果动物
对淀粉的分解过快 , 会导致可溶性单糖水平过高 , 可溶
性单糖较之氨基酸更易于被动物吸收, 不利于蛋白质的
利用和储备[19]。 

已经证明, 昆虫、甲壳动物体内几丁质酶和 N-乙酰
-β-D-葡萄糖苷酶的转录受蜕皮激素的调控[21—23]。在相同

的实验条件下, 我们发现在 8d 的实验期间, 凡纳滨对虾
血淋巴 20 羟蜕皮酮滴度呈逐渐上升的趋势(结果未示), 
与这两种酶基因表达水平的变化不一致。蜕皮激素化学结

构形式多样, 20羟蜕皮酮仅是其中的一种。我们推测不同
动物的几丁质酶和 N-乙酰-β-D-葡萄糖苷酶转录的调控可
能以某种结构的蜕皮激素为主。KK-42处理可提高 20羟
蜕皮酮滴度(结果未示), 与 KK-42 对几丁质酶和 N-乙酰
-β-D-葡萄糖苷酶上调表达结果一致(图 6、图 7), 它们的
上调表达 , 有助于动物新表皮的合成 , 为蜕皮提供物质
储备, 与 KK-42的促生长作用相一致。 
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