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中华拟同形溞卵黄蛋白原基因的表达和功能分析

李国庆    赵雅洁    朱    豪    尹熠辉    张    坤    邓道贵
(淮北师范大学生命科学学院, 淮北 235000)

摘要: 为了阐明卵黄蛋白原基因对溞属枝角类生殖和胚胎发育的影响机制, 研究了RNA干扰下中华拟同形溞

(Daphnia sinensis)的卵黄蛋白原基因表达及产幼溞数变化。结果表明, RNA干扰后, 与EGFP (Enhanced green
fluorescent protein)组相比, 2%大肠杆菌浓度下中华拟同形溞在Vtg组的首次产幼溞数和Vtg基因相对表达量没

有显著差异; 5%大肠杆菌浓度下中华拟同形溞前四个成龄在Vtg组的产幼溞数均显著小于EGFP组, 且中华拟

同形溞的第一成龄、第四成龄时在Vtg组的Vtg基因相对表达量均显著小于EGFP组, 分别下降了5.25%和

78.03%。此外, RNA干扰后Vtg组的中华拟同形溞还出现了胚胎消解和后代发育不全的现象。结果表明, 高强

度、长时间的RNA干扰能够显著降低中华拟同形溞Vtg基因的相对表达水平, 也能够显著抑制其生殖量和胚

胎发育。因此, Vtg基因对中华拟同形溞的生殖和胚胎发育起重要作用。
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枝角类是一类小型浮游甲壳动物, 隶属节肢动

物门(Arthropoda)、甲壳纲(Crustacea)、双甲目(Dip-
lostraca)。枝角类既能够滤食水体中的藻类、细菌

和有机碎屑, 又是鱼类的饵料, 在水生食物链中起

承上启下的作用
[1]
。由于易于培养、生长周期短且

对环境变化敏感等特点
[2], 它们可以作为模式生物,

被广泛地应用于生态毒理学、种群遗传学、性别

进化和表型可塑性等研究领域
[3]
。枝角类具有孤雌

生殖和两性生殖两种生殖方式。通常, 它们在环境

良好时行孤雌生殖, 迅速扩大种群, 而当环境恶化

时行两性生殖, 产生休眠卵, 以适应不良的环境。

已有的研究表明, 温度、食物和鱼类信息素等环境

因子是影响溞属枝角类生殖的重要因素
[4—6]

。温度

能够影响溞属枝角类卵的产生和胚胎发育, 水温过

高或过低都会导致其生殖量下降
[7]
。Chakri等[4]

发

现, 鱼类信息素的胁迫导致大型溞的繁殖提前, 产
后代数的增加。

通常 , 卵黄蛋白原是卵生动物 (如甲壳类动

物)雌性个体卵黄蛋白的前体, 而卵黄蛋白是储存

在卵母细胞中卵黄的常见形式, 是胚胎发育的营养

来源。卵黄蛋白原(Vitellogenin, Vtg)是一种高分子

量(200—600 kD)的磷酸酯糖蛋白。无脊椎动物的

卵黄蛋白原一般由多个亚基组成, 而鱼类的卵黄蛋

白原由两个同源二聚体组成, 其相对分子质量为

150—220 kD[8]
。在激素诱导的鸡血浆中, Wang等[9]

纯化出3种结构和分子量不同的鸟类卵黄蛋白原。

因此, 不同种类动物的卵黄蛋白原在结构和功能上

有一定的相似性, 但存在明显的差异性。卵生动物

(如甲壳类动物)中, 卵黄蛋白原的合成是卵巢发育

的重要步骤
[10]
。在受体介导的内吞作用下, 卵黄蛋白

原被转运到卵母细胞中, 然后水解成卵黄蛋白的硫

磺蛋白和磷蛋白, 进而为胚胎发育提供营养物质
[11]
。

此外, 卵黄蛋白原还可以作为分子载体运输多种营

养物质、金属离子到卵母细胞中
[12—16], 用于卵母细

胞的代谢与生长。Yilmaz等 [17]
认为 , 卵黄蛋白原

Vtg2在卵黄蛋白膜完整性和其他生殖功能等方面

具有潜在作用, 进而能够影响斑马鱼(Danio rerio)
的早期胚胎发育。通过RNA干扰敲低松毛虫赤眼
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蜂(Trichogramma dendrolimi)的卵黄蛋白原受体基

因表达水平后, Wang等[18]
发现它们的卵巢生长发

育受到抑制、卵巢中初始成熟卵的数量显著减

少。由此可见, 卵生动物的繁殖受到卵黄蛋白原基

因的调控。在甲壳动物中, 有关卵黄蛋白原基因的

研究已有一些报道。通过对罗氏沼虾(Macrobra-
chium rosenbergii) Vtg基因家族的全基因组分析 ,
Jiang等[19]

发现了8个卵黄蛋白原基因, 且存在功能

差异性 ;  miR-34通过对卵黄蛋白原Vtg及其受体

VtgR基因表达的抑制作用, 间接调控了青蟹(Scylla
paramamosain) 的卵巢发育

[20]
。在溞属甲壳动物

中, 目前仅在大型溞(Daphnia magna)中获得了2个
完整cDNA序列的Vtg基因, 且这2个Vtg基因均具有位

于N-端的超氧化物歧化酶样(SOD-like)的结构域
[21]
。

因此, 对溞属甲壳动物的卵黄蛋白原基因的筛选和

功能分析还需进一步深入研究。

影响溞属种类生殖的分子机理研究已有一些

报道。Transformer (tra)、vasa、角质层蛋白(CP)
及化学感受蛋白(CSPs)等基因都可能与溞属种类

的生殖有关
[22—25]

。DHB、Vtg、CYP4等基因的表

达变化与大型溞(D. magna)的繁殖能力之间存在一

定的关系
[26]
。Kim等

[27]
也发现, 卵黄蛋白原基因的

表达与大型溞的生殖量密切相关。尽管卵黄蛋白

原基因对溞属种类生殖的影响已有一些研究, 但它

们的功能验证及其对溞属种类胚胎发育的影响尚

未见报道。结合先前的转录组测序结果, 本文筛选

出中华拟同形溞(Daphnia sinensis)的卵黄蛋白原基

因, 并在RNA干扰(RNAi)下研究了卵黄蛋白原基因

的表达水平、功能验证及其对中华拟同形溞生殖

和胚胎发育的影响, 其研究结果将为深入探讨溞属

种类胚胎发育的分子机制提供基础资料。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

斜生四链藻(Tetradesmus obliquus)来自中国科

学院水生生物研究所淡水藻种库, 加入BG-11培养

基, 在(25±1)℃智能光照培养箱中培养, 光照周期为

L﹕D=12h﹕12h, 光照强度为  2500 lx。当斜生四链

藻生长呈指数增长时收集, 并在冰箱中4℃下冷藏

保存。

中华拟同形溞来自安徽巢湖表层沉积物中的

休眠卵孵化。孵化的中华拟同形溞个体放入100 mL
烧杯(含80 mL的培养液)中, 在智能光照培养箱中

长期培养, 其他培养条件与斜生四链藻相同。食物

为20 mg/L的斜生四链藻。经过曝气48h以上并过

滤的自来水, 作为其培养液。 

1.2    中华拟同形溞Vtg基因的筛选及其序列特征

分析

中华拟同形溞Vtg基因的筛选来自赵雅洁等
[28]

的实验结果, 该基因在Nr数据库注释为卵黄蛋白原

(Vitellogenin)。Vtg基因的核酸和氨基酸序列使用

NCBI数据库进行同源性比对(http://www.ncbi.nlm.
nih.gov); 其核苷酸序列的开放阅读框由在线预测

工具ORF finder进行分析 (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/orffinder), 进而获得Vtg基因的氨基酸序列; 其
蛋白质是否存在信号肽由Signal 4.1 Server进行预

测(http://ww.cbs.dtu.dk/services/SignalP-4.1), 且其蛋

白质是否存在跨膜区域可通过TMHMM网站进行在

线预测(http://www.cbs.Dtu.dk/services/TMHMM)。 

1.3    中华拟同形溞Vtg基因的系统进化树

利用MEGA 11软件, 对中华拟同形溞Vtg基因

的氨基酸序列进行系统发育分析 , 以红鳌螯虾

(Cherax  quadricarinatus)和三疣梭子蟹 (Portunus
trituberculatus)作为外类群 , 使用Neighbor-Joining
方法

[18], 重置1000次, 构建系统进化树。 

1.4    dsRNA的制备

由通用生物(安徽)股份有限公司构建目的质粒

(载体为L4440)。将L4440空载、L4440-EGFP质粒

和L4440-Vtg质粒分别转化到大肠杆菌HT115感受

态细胞中。挑取单克隆菌落在含有四环素(10 μg/mL)
和氨苄青霉素(100 μg/mL)的LB培养基中震荡培养

至A600≈0.8, 加入 IPTG  (Isopropyl-beta-D-thiogalac-
topyranoside)诱导出dsRNA[29]

。 

1.5    RNA干扰饲喂实验

用含有诱导出Vtg和EGFP基因dsRNA的大肠

杆菌进行RNAi饲喂实验。基于戚惠颍等
[30]
的实验

结果, 5%浓度大肠杆菌下RNA干扰效果比10%浓

度大肠杆菌下更好, 较高浓度的大肠杆菌可能对中

华拟同形溞有一定的副作用。因此, 本实验选择

2%和5%两个浓度的大肠杆菌进行实验。实验分两

个阶段进行。第一阶段, 实验设置2%大肠杆菌浓

度组: 98%斜生四链藻+2%大肠杆菌; 5%大肠杆菌

浓度组: 95%斜生四链藻+5%大肠杆菌。食物的总

生物量为20 mg/L。实验溞为中华拟同形溞出生时

间小于6h的第3代幼溞。每个食物组设有3个平行,
每个平行需15个实验溞。每个实验溞分别培养在

50 mL烧杯中, 并在烧杯中加入40 mL培养液。实

验期间, 每天更换培养液。培养液为过滤的自来水,
须曝气48h以上。实验持续到中华拟同形溞首次产

出幼溞后 , 收集中华拟同形溞亲本组织 , 使用

RNA试剂盒(TaKaRa, 中国大连)提取总RNA, 再使

用LightCycler®96荧光定量PCR仪测定Vtg基因的表
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达水平。同时, 记录中华拟同形溞的首次怀卵数、

首次产幼溞数及成熟时间和首次产幼溞时间。

根据第一阶段的实验结果, 第二阶段的实验只

设置5%大肠杆菌浓度组(95%斜生四链藻+5%大肠

杆菌), 且实验持续到中华拟同形溞第四次产出幼

溞时, 以检验较长时间高强度的RNA干扰对中华拟

同形溞Vtg基因的表达和生殖的影响。其他实验条

件与第一阶段实验相同。当实验持续到中华拟同

形溞第四成龄产出幼溞后, 收集中华拟同形溞的亲

本组织, 使用RNA试剂盒(TaKaRa, 中国大连)提取

总RNA, 再使用LightCycler®96荧光定量PCR仪测

定Vtg基因的表达水平。实验期间, 分别记录中华

拟同形溞的首次怀卵数、前四个成龄的产幼溞数

以及成熟时间和首次产幼溞时间。 

1.6    中华拟同形溞Vtg基因表达检测

对已提取的总RNA进行反转录 , 再以样本

cDNA为模板进行定量分析。每个样本进行3次重

复, GAPDH (甘油醛-3-磷酸脱氢酶)作为内参基因,
荧光定量引物通过Beacon Designer软件

[28]
设计, 设

计的引物见表  1。使用LightCycler®96 qPCR测定

Vtg基因的相对表达量。qPCR反应体系: 95℃预变

性10min; 95℃变性  10s,  60℃退火30s, 40个循环。

数据采用2 –∆∆Ct
法计算。 

1.7    数据分析

使用SPSS 21软件
[39], 在第一阶段实验中, 采用

单因素方差分析(One-ANOVA)中的Tukey HSD[7]

分别检验不同浓度下中华拟同形溞的首次怀卵

数、首次产幼溞数、成熟时间、首次产幼溞时间

及首次产幼溞时Vtg基因的相对表达量在EGFP组
和Vtg组间的显著差异; 同样地, 在第二阶段实验

中, 采用多重比较Tukey HSD分别对中华拟同形溞

的成熟时间、首次产幼溞时间、前四个成龄的产

幼溞数及第四成龄产幼溞时的Vtg基因相对表达

量等参数在EGFP组和Vtg组间的显著性差异进行

分析。 

2    结果
 

2.1    中华拟同形溞Vtg基因序列和氨基酸序列特征

根据转录组测序的分析结果, 获得的中华拟同

形溞Vtg基因约为13547 bp, 具有831 bp的开放阅读

框(ORF)、编码276个氨基酸, ExPASYProtParam预

测ORF的蛋白分子式为C2548H4267N831O1060S206, 分
子量约70.11 kD, 等电点(pI)为5.09, 带正、负电荷

的氨基酸分别有25和22个。对中华拟同形溞Vtg基
因的氨基酸序列分析显示, 发现其不含信号肽序列

和跨膜结构域。 

2.2    中华拟同形溞Vtg基因的氨基酸序列的系统进

化分析

根据构建的进化树, 中华拟同形溞Vtg基因的

氨基酸序列与大型溞(D. magna)、隆线溞(D. cari-
nata) 的亲缘关系最近, 且聚为一支。其次是盔形

溞(D. galeata), 然后是蚤状溞(D. pulex), 而与其他

溞属种类相距较远(图 1)。 

 

表 1   引物的序列及名称

Tab. 1   Sequence and name of primer employed in this experi-
ment

引物名称
Primer name

引物
Primer (5′—3′)

GAPDH TCGTCTCCAATGCTTCTT
CGGTCCATCAACAGTCTT

Vtg CTTGGAAGGCAATGGAATCCCA
GGATGTGGATCAGGACATTATTGC

 

隆线溞Daphnia carinata (XP_057378404)

大型溞Daphnia magna (XP_032796296)

中华拟同形溞Daphnia sinensis

盔形溞Daphnia galeata (CAH0101191)

蚤状溞Daphnia pulex (XP_046453889)

Daphnia pulicaria (XP_046657548)

长刺溞Daphnia longispina (SVE76294)

红鳌螯虾Cherax quadricarinatus (AAG17936)

三疣梭子蟹Portunus trituberculatus (AAX94762)

100

46

100

77

100

35

0.10

图 1    部分甲壳动物Vtg基因的氨基酸序列的系统进化树

Fig. 1    Phylogenetic tree on amino acid sequence of Vtg gene in partial crustaceans
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2.3    dsRNA的诱导表达

L4440载体质粒大小约为150 bp, L4440-Vtg重
组质粒的表达片段为578 bp。凝胶电泳检测结果显

示, 1号泳道L4440-Vtg重组质粒约为700 bp, 与预期

的质粒长度相一致 (图 2)。 

2.4    中华拟同形溞Vtg基因的功能分析

在第一阶段实验中, 与EGFP组相比, 2%大肠

杆菌浓度下中华拟同形溞在Vtg组的首次怀卵数

(P=0.481)和首次产幼溞数(P=0.545)明显减少 , 而
5%大肠杆菌浓度下Vtg组的首次怀卵数(P=0.014)
和首次产幼溞数(P=0.007)均显著减少。高浓度大

肠杆菌对中华拟同形溞首次怀卵数和首次产幼溞

数的抑制影响更明显。同样地 , 多重比较Tukey
HSD检验显示, 与EGFP组相比, 中华拟同形溞在

2%大肠杆菌浓度下Vtg组的Vtg基因相对表达量无

显著性差异(P=0.545), 但5%大肠杆菌浓度下Vtg组
的Vtg基因相对表达量显著下降了5.25% (P=0.022;
图 3)。这表明中华拟同形溞Vtg基因的沉默效果受

高浓度大肠杆菌的影响更明显, 与其生殖量的抑制

效果相一致。此外, 在5%大肠杆菌浓度下, Vtg组的

少数中华拟同形溞个体中的部分胚胎出现解体现

象(图 4), 导致其首次产幼溞数明显小于首次怀卵数。

在第二阶段实验中, RNA干扰后, 5%大肠杆菌

浓度下中华拟同形溞前三个成龄Vtg组的产幼溞数

均极显著小于EGFP组(P<0.001), 第四成龄Vtg组的

产幼溞数显著小于EGFP组(P=0.034; 图 5)。中华拟

同形溞产幼溞数的最大值[(25.0±6.1) ind./per female]
出现在EGFP组的第四成龄(图 5)。在RNA干扰后,
与EGFP组相比, 中华拟同形溞在5%大肠杆菌浓度

下第四成龄时Vtg组的Vtg基因表达水平显著下降

了78.03% (P<0.001; 图 6)。此外, 5%大肠杆菌浓度

下, Vtg组的中华拟同形溞个体产出的后代出现畸

形现象(图 4), 且靠后的成龄产出的后代出现畸形

现象更突出。

在两个阶段的实验中, 中华拟同形溞的成熟时

间和首次产幼溞时间在2%和5%的大肠杆菌浓度组

间差异均不显著, 但与EGFP组相比较, 中华拟同形

溞Vtg组的成熟时间和首次产幼溞时间均延迟。 

3    讨论

已有研究表明, 脊椎动物完整的Vtg呈现了多

 

M 1 2 3

bp

2000

1000

750

500
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100

 
图 2   dsRNA诱导图

Fig. 2   The induction of double strand RNA
M. DNA分子量标准Marker; 1—2. 分别携带L4440-Vtg、L4440-
EGFP重组质粒的HT115菌株的诱导产物; 3. 携带L4440重组质

粒的HT115菌株的未诱导产物

M.  DNA  molecular  weight  standard;  1 —2.  Induced  product  of
HT115  strain  carrying  recombinant  plasmid  of  L4440-Vtg and
L4440-EGFP, respectively; 3. HT115 strain carrying L4440 recom-
binant plasmid is not induced
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图 3   RNA干扰后中华拟同形溞的首次怀卵数、首次产幼溞数

及第一成龄Vtg基因的相对表达量

Fig. 3   Number of eggs at first pregnancy and offspring at the first
reproduction and relative expression of mRNA of Vtg gene at the
1st adult instar of D. sinensis after RNAi
(2% and 5% stand for 2% and 5% E. coli concentrations, respec-
tively; *P<0.05, **P<0.01)
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结构域的结构, 不同的亚型在其结构中可能呈现这

些蛋白质结构域的不同组合
[31—33]

。Reading等[34]
从

美洲白鲈(Morone americana)肝脏中分离到3个编

码不同形式卵黄原蛋白的完整cDNA, 其中2个最长

cDNA编码了具有完整卵黄蛋白结构域的Vtg, 而较

短的cDNA编码了一个缺乏高磷蛋白域的Vtg。同

样地, 在一些无脊椎动物中, 几种Vtg的亚型也被发

现过, 其中一些物种的Vtg包含了与脊椎动物相似

的结构域, 而其他物种的Vtg具有不同的结构
[33, 35]

。

Kato等[36]
分离了大型溞Vtg1的基因, 并发现其具有

1985个氨基酸残基、分子质量为223.070 kD、nh2
末端具有Superoxide dismutase (SOD)-like 结构域,
且当Vtg1链被切割时 , 可分别产生90和130 kD多

肽、150和70 kD多肽, 以及155和65 kD多肽。在本

研究中, 筛选的中华拟同形溞Vtg基因的分子量约

为70.11 kD, 其开放阅读框长831bp、编码276个氨

基酸, 可能是Vtg被切割后产生的一个多肽。Hira-
matsu等[31]

认为, 不同类型Vtg衍生的卵黄蛋白对鱼

类卵子发生及早期胚胎发育具有重要的调控功

能。因而, 溞属种类(包括中华拟同形溞)Vtg基因的

序列结构和功能还需要进行深入的研究。

卵黄蛋白原(Vtg)作为卵黄蛋白的前体, 可为卵

生动物的胚胎发育提供氨基酸、脂肪、维生素等

营养物质。在甲壳动物十足类卵生动物中, Vtg可
以作为载体蛋白进入卵母细胞, 并在胚胎发育和早

期幼体生长阶段提供营养
[37]
。此外, 在一些无脊椎

动物中, 卵黄蛋白原(Vtg)还被发现可以增强幼体的

免疫力, 进而保护幼体的健康生长
[38, 39]

。在本研究

中, 5%大肠杆菌浓度下, Vtg组的少数中华拟同形溞

个体中的部分胚胎出现解体现象, 导致其首次产幼

溞数明显小于首次怀卵数。此外, 5%大肠杆菌浓

度下Vtg组的中华拟同形溞个体产出的后代出现畸

形现象, 且靠后成龄产出的后代出现畸形或发育不

完全的现象更加突出。这些结果暗示在较长时间

高强度的RNA干扰下, Vtg基因的沉默效果明显, 可
能严重抑制了卵黄蛋白的合成和衍生物的产生, 进
而影响到中华拟同形溞胚胎的正常发育或幼体营

养物质的供给。通过饲喂含有与生殖相关基因

dsRNA的5%大肠杆菌后, 中华拟同形溞母溞产出

的后代中也出现了发育不全或畸形的现象
[28]
。通

过敲低其卵黄蛋白原受体基因, Wang等[18]
发现松

毛虫赤眼蜂(T. dendrolimi)的卵巢生长受到抑制、

成熟卵的数量显著减少, 这可能影响了其胚胎发育。

一些研究表明 , 溞属种类生殖量的降低与

Vtg基因表达水平的下降存在一定的关联性。在邻

苯二甲酸丁苄酯(BBP)或聚氯乙烯(PVC)微塑料存

在下, 大型溞的卵黄蛋白基因表达水平下降了, 同
时其后代数减少了

[40, 41]
。同样地, 在对苯基苯酚作
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图 6   5%大肠杆菌浓度下第四成龄时中华拟同形溞Vtg基因的

表达水平

Fig. 6   Expression levels of Vtg gene of D. sinensis at the 4th adult
instar under 5% E. coli concentration (***P<0.001)
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图 4   RNA干扰后中华拟同形溞的胚胎解体及后代畸形的现象

Fig. 4   The phenomenon of embryonic disintegration and offspr-
ing malformation of D. sinensis after RNAi
1. 显示正常发育的胚胎Showing normal embryo; 2. 显示消解的

胚胎Showing disintegrated  embryos;  3.  显示正常发育的后代

Showing normal  offspring;  4.  显示畸形的后代Showing abnor-
mal offspring
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图 5   5%大肠杆菌浓度下RNA干扰后中华拟同形溞前四个成

龄的产幼溞数

Fig.  5    Offspring  number  of D.  sinensis at  the  first  four  adult
instar after RNAi under 5% E. coli concentration (*P<0.05, ***P<
0.001)
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用下, 大型溞的生殖力明显降低, 与生殖和发育相

关基因(如EcR和Vtg)的表达水平显著下降了
[42]
。对

蚤状溞来说, 1-甲基-3-硝基-1-硝基胍(MeNQ)的存

在降低其Vtg-l前体的mRNA表达量, 并减少其后代

数量
[43]
。一些RNA干扰实验也证实, Vtg基因的沉

默导致了动物生殖量的下降。Moriyama等[44]
发现,

在RNA干扰下, 臭虫(Cimex lectularius)的Vtg基因表

达水平下降了, 其成虫的卵巢变小、产卵量减少

了。Tokar等[45]
对蚱蜢(Grasshoppers)的卵黄蛋白原

进行RNAi, 直接降低了卵黄蛋白原mRNA的表达

水平, 减少其生殖量。在本研究中, 与EGFP组相

比, 在5%大肠杆菌浓度下, 中华拟同形溞在第一成

龄、第四成龄时Vtg组的Vtg基因表达水平分别显

著下降了5.25%和78.03%。上述结果表明高浓度大

肠杆菌的RNA干扰效果明显高于低浓度的大肠杆

菌, 且随着暴露时间的增加RNA干扰的效果更显

著。这与先前的一些研究结果相一致
[28]
。在Le等[46]

的毒性实验中, 24h的短期暴露不影响大型溞Vtg基
因的表达, 而在21d的长期暴露中会显著降低Vtg基
因的表达。这些结果均暗示, 对基因的干扰效果存

在一个累积的过程, 长期的干扰效果强于短期。在

本研究中, 与EGFP组相比, 2%大肠杆菌浓度下中

华拟同形溞在Vtg组的首次产幼溞数明显减少, 而
5%大肠杆菌浓度下Vtg组前四个成龄的产幼溞数

(包括首次产幼溞数)均显著减少(P<0.05), 与Vtg基
因表达水平的变化相一致。这进一步验证了Vtg基
因在中华拟同形溞的生殖和胚胎发育中起重要作

用。一些研究也表明, 动物有机体中卵黄蛋白原及

其基因的发掘不仅受到细菌浓度和温度等环境条

件的影响 , 还取决于不同的动物或特定的基因。

Hiramatsu等[31]
发现, 鱼类中不同类型卵黄蛋白原的

诱导取决于环境因素(如水温和光周期)、生活史阶

段及雌激素的浓度和类型。与EGFP组相比, 5%大

肠杆菌处理下CYP302A1基因的表达水平低于10%
大肠杆菌处理, 暗示低浓度大肠杆菌处理的RNA干

扰效果更好
[30]
。通过蛋白组学分析, Schwerin等[47]

发现不同温度影响了蚤状溞的蛋白质代谢(包括卵

黄蛋白原)。因此, 中华拟同形溞中卵黄蛋白原及

其基因的研究还有待于深入探讨。
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EXPRESSION AND FUNCTIONAL ANALYSIS OF THE VITELLINOGEN GENE
IN DAPHNIA SINENSIS

LI Guo-Qing, ZHAO Ya-Jie, ZHU Hao, YIN Yi-Hui, ZHANG Kun and DENG Dao-Gui
(School of Life Science, Huaibei Normal University, Huaibei 235000, China)

Abstract: In order to elucidate the mechanism of the influence of vitellinogen gene on the reproduction and embryonic
development of Daphnia, the changes on the expression of vitellogenin gene and the number of offspring of D. sinensis
under  RNA  interference  (RNAi)  was  studied.  After  RNA  interference,  compared  with  the EGFP (Enhanced  Green
Fluorescent Protein) group, there was no significant difference in number of offspring at the first reproduction or rela-
tive  expression  level  of Vtg gene  of D.  sinensis in  the Vtg group  at  the  2% E.  coli concentration.  At  the  5% E.  coli
concentration, the number of offspring at the first four adult instar in the Vtg group were significantly lower than those
in the EGFP group. Additionally, the relative expressions of the Vtg gene of D. sinensis at the first and the fourth adult
instars in the Vtg group were significantly lower than those in the EGFP group, with decreases of 5.25% and 78.03%,
respectively. In addition, the phenomenon of embryonic digestion and underdevelopment of offspring also appeared in
the Vtg group  after  RNAi.  The  results  suggest  that  high-intensity  and  prolonged  RNA  interference  can  significantly
reduce the relative expression of the Vtg gene in D. sinensis, leading to a marked inhibition of reproductive capacity and
embryonic development. Therefore, the Vtg gene plays an important role in the reproduction and embryonic develop-
ment of D. sinensis.

Key words: Vtg gene; Reproduction; Functional analysis; Daphnia sinensis
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