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中国明对虾 TOR基因的克隆及精氨酸、亮氨酸对其表达的  
影响 
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摘要: 首次从中国明对虾(Fenneropenaeus chinensiss)肌肉组织中克隆得到 TOR 基因的 cDNA, 全长共 
7 638 bp, 开放阅读框 7 389 bp, 编码 2 462 个氨基酸。氨基酸序列比对和结构域分析均证实其为目前

已知的 TOR 激酶的同源蛋白。应用实时定量 PCR 的方法研究 TOR 在中国明对虾中的组织分布特异性, 
以及注射等浓度的亮氨酸和精氨酸后, 肌肉组织中 TOR mRNA 表达水平在 3 ,6,12,24 h 的变化, 探讨营

养水平对 TOR 基因表达的影响。结果显示, 注射亮氨酸和精氨酸 24 h 的对虾 TOR mRNA 表达量是对

照组的 3~4 倍, 显著升高(P<0.05), 证实氨基酸对 TOR 的表达具有调节作用。 
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TOR(target of rapamycin)是一个分子质量约为
280 ku的大分子蛋白, 属于 Ser/Thr激酶家族。作为
免疫抑制剂雷帕霉素(rapamycin)和 FKBP12 复合物
在生物体内的靶蛋白而得名。FKBP12是 Rapamycin
在真核细胞内的直接受体, 是一个 12 ku的小分子蛋
白。TOR 信号途径是一条广泛存在于真核生物中的
信号转导通路, 在果蝇、拟南芥、哺乳动物中都分离
得到了 TOR 蛋白[1~3], 酵母中分离到了两种 TOR 蛋
白(TOR1和 TOR2)[4]。TOR蛋白包含多个功能域, 从
N 端起依次为 HEAT 串联重复序列、FAT 域、FRB
域、催化域和 FATC 域[5]。rapamycin 通过 FKBP12
结合在 FRB域后能够抑制 TOR蛋白激酶的活性, 从
而抑制 TOR信号转导通路[6]。 

TOR 在细胞生长的营养调控中起到中枢作用 , 
能够通过激活下游信号通路, 介导 4E-BP1、S6K、
eEF2 等一系列翻译调节因子的磷酸化作用传递外界
营养状况、生长因子等生长刺激信号, 调节细胞内核
糖体发生、蛋白质合成等生理过程, 进而综合调控细
胞的生长、增殖、凋亡、自噬[7]。另外, TOR还参与
调节真核细胞中 mRNA 和蛋白质的稳定性、细胞大
小、细胞周期、转录和营养素运输等与细胞生长密

切相关的生理过程[8~10]。 
目前已知的真核生物 TOR信号通路的激活主要

通过两条途径: 一是生长因子(如胰岛素)激活通路, 
二是营养素激活通路。生长因子与定位于细胞膜上

的生长因子受体结合后 , 生长因子受体被激活 , 通

过 PI3K/Akt 信号级联放大系统, 最终可以直接激活
TOR蛋白激酶或者通过抑制 TOR的负向调节因子上
调 TOR 蛋白激酶的活性[11]。营养素对 TOR 信号通
路的调控主要是由细胞内的氨基酸浓度决定的 [12], 
有研究表明 , 某些特定的氨基酸 , 如亮氨酸和精氨
酸, 对 TOR 信号通路的调节作用尤其显著[13,14]。酵

母中已经发现了一种细胞表面氨基酸受体 [15], 在哺
乳动物细胞中 , 尽管有实验表明也存在这样的受  
体[16], 但至今还没有真正分离出来。  

中国明对虾是重要的海洋经济物种, 目前对它
的营养调控的分子机理方面的报道还尚未见报道。

本研究克隆了中国明对虾 TOR蛋白的 cDNA全序列, 
对其进行比对和分析, 用实时定量 PCR 的方法检测
特定氨基酸对 TOR基因表达水平的影响。本研究首
次在甲壳动物中克隆得到 TOR 基因序列, 证实在甲
壳动物中同样存在 TOR 信号通路, 而且与营养水平
密切相关。这不仅对研究比较虾蟹等水产动物的营

养调控机理有重要意义, 而且对于指导水产养殖实
践, 促进养殖动物生长和提高养殖产量等也将具有
一定的理论指导意义。 
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1  材料与方法 

1.1  实验材料 
养殖的中国明对虾(Fenneropenaeus chinensiss)购自

即墨田横养殖场, 健壮无疾病, 体长 13.5 cm±0.5 cm。 

1.2  基因的克隆 

1.2.1  引物设计与合成 
根据TOR基因DNA序列的保守性, 利用已知的

TOR 序列设计一套巢氏简并引物 P1F, P1R, P2F, 

P2R。得到保守片段的 DNA序列后, 根据保守序列, 
使用 Primer 5软件设计 3'RACE和 5'RACE的特异性
引物 P31, P32, P51, P52。P6F, P6R, P7F, P7R分别是
TOR 和内参β-actin 实时定量 PCR 的引物。引物均
由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。 
1.2.2  分子克隆 
1.2.2.1  cDNA制备  

取中国明对虾肌肉组织约 0.1 g, 用 Trizol 法抽
提总 RNA, 以 oligo d(T)为引物, 用 M-MLV 反转录
合成 cDNA, 贮存在－20℃冰箱中。 

 
P1F 5'-GAGCAGTGGCACGAGGGTTTGGAGGAAGC-3' 

P1R 5'-CAAAACGGACACCAGCCGATATAGCACTGGCA-3' 

P2F 5'-GGACCWCARACHYTBAAGG-3' 
Nested primers 

P2R 5'-ATRKCCAACCATHGACAT-3' 

P31 5'-AGCACACACAAGGAGATGACCTCGCACG-3' 
3'RACE primer 

P32 5'-TGGTTTAAGAGCCCCTCCTCGGAAGTGT-3' 

P51 5'-GGACGTGCAGGGACGATTGGACTTGACT-3' 
5'RACE primer 

P52 5'-GATACAGATGACAGGGGAGTTTGGAGCA-3' 

P6F 5'-TCTACGAAGCCTTGGTGGATG-3' 
TOR 

P6R 5'-GAGCCTGTGGATGATGTTTGC-3' 

P7F 5'-GAGCGAGAAATCGTGCGTGA-3' 
Real-time 

PCR primers 
Actin 

P7R 5'-AGGAGGAAGCAGCGGTGGTC-3' 

 
1.2.2.2  保守片段的克隆  

以制备的 cDNA为模板, P1F, P1R, P2F, P2R为
引物扩增对虾 TOR的部分片段。取 50μL PCR产物
进行琼脂糖凝胶电泳, 切下目的条带, 用 3S 柱离心
式琼脂糖 DNA小量快速纯化试剂盒回收。回收的产
物连接到 PMD18-T载体上, 转入 DH5α大肠杆菌中
进行序列测定, 序列测定由上海生工生物工程技术

服务有限公司完成。 
1.2.2.3  基因全长的克隆 

3'RACE: 以 3'CDS为引物反转录合成 cDNA为
模板, UPM/P31和 NUP/P32为引物进行巢氏 PCR。
电泳, DNA片段回收, 连接, 转化, 测序方法同前。 

5'RACE: 已 5'CDS为引物反转录合成 cDNA为
模板, UPM/P51和 NUP/P52为引物进行巢氏 PCR。
电泳, DNA片段回收, 连接, 转化, 测序方法同前。 

将 3'RACE和 5'RACE的结果与克隆得到的保守
片段进行序列拼接, 得到基因全长。 
1.2.3  序列分析  

在 GenBank 中查找相似序列, 应用 ClustalW2

软件进行序列相似性比对和系统进化树的构建, 利
用 http://smart.embl-heidelberg.de/网站提供的蛋白质
序列分析工具查找功能域。 

1.3  TOR 的组织分布与功能研究 

1.3.1  实验分组与取样 
购买中国明对虾成虾 , 养殖于室内水槽中 , 分

别取肌肉、肝胰腺、心脏、血液、胃、鳃丝、表皮、

性腺(精巢)各组织, 血液按 1: 1比例加抗凝剂抽取后
4℃ 3000 r/min离心 10 min, 弃上清, 保存血细胞。
提取组织总 RNA。 

将对虾随机分成 3组, 分养在室内水槽中, 环境
条件为室温(20~22℃)、养殖海水盐度为 30以及自然
光周期。实验前暂养 7 天左右使其适应室内养殖环
境。第一组注射 0.01 mol/L pH7.4 PBS缓冲液, 第二
组注射 0.1 mol/L亮氨酸, 第三组注射 0.1 mol/L精氨
酸, 每尾虾自尾节处体腔注射 100 μL。从 0时起, 分
别在 3,6,12,24 h取样。每尾虾取肌肉组织约 0.1 g, 提
取组织总 RNA, 每组每个时间点做 4组平行。 
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1.3.2  实时定量 PCR分析 
采用 SYBR Green I 嵌合荧光法进行 Real-time 

PCR, 反应体系为 : SYBR Premix Ex Taq 7.5 μL, 
primer(10nM)0.5 μL, cDNA 1 μL, ddH2O 5.7 μL, 共
15 μL。实时定量 PCR反应条件为: 95℃ 30 s; 95℃ 
5 s, 60℃ 20 s, 共 45个循环。以中国明对虾β-actin
为内参, 运用 Line-Gene K 软件对得到的各样品的
Ct 值进行均一化处理 , 采用 2−ΔΔCt 法求得各样品

mRNA的相对含量, 然后运用 Excel和 MINITAB软
件对各数据进行统计分析。 

2  结果 

2.1  TOR 基因的克隆和序列分析 
利用简并引物, 用 nested-PCR 的方法在中国明

对虾的肌肉组织中扩增得到约 800 bp的 DNA片段, 
克隆、测序后通过同源性比对证实为 TOR的一个片
段。根据这段序列设计 RACE PCR 的特异性引物, 

3'RACE得到一段 900 bp的片段, 5'RACE扩增得到 
6 000 bp的序列。 

将上述序列拼接得到 TOR的 cDNA全序列, 全
长 7 638 bp, 开放阅读框 7 389 bp, 3'非翻译区 126 bp, 
5'非翻译区 126 bp, 翻译得到 2 462个氨基酸。与目
前已知的其他物种的 TOR相同, 中国明对虾的 TOR
蛋白, 自 N 端起, 依次包含 HEAT 串联重复序列
(776~813)、FAT 域(1474~1819)、Rapamycin 结合域
FRB(1926~2025)、催化域 PI3Kc(2094~2386)和 FATC
域(2430~2462), 详见图 1。 TOR结构域示于图 2。 

将中国明对虾 TOR 的氨基酸序列与埃及伊蚊
(Aedes aegypti), 德国小蠊(Blattella germanica), 致
倦库蚊 (Culex quinquefasciatus), 果蝇 (Drosophila 
melanogaster), 斑 马 鱼 (Danio rerio), 小 鼠 (Mus 
musculus), 人(Homo sapiens)等的 TOR 氨基酸序列
进行比对, 相似性分别是 54%, 62%, 54%, 51%, 58%, 
58%, 58%。中国明对虾 TOR功能域的氨基酸序列与 
 

       1 catcggcaaggccccacagggagaggaacagggcgcagttgcttttattttcttgtattt 

      61 tctgccatgggacgcgaggatgagcagttacagtgagaggaatgtgagtgattgacagcc 

       1    M  S  N  V  K  M  T  Q  F  V  A  G  L  K  S  R  N  E  E   

     121 aagATGAGTAACGTGAAGATGACCCAGTTCGTTGCGGGGCTGAAGTCCCGCAACGAGGAG 

      20 T  R  V  R  A  A  C  D  L  Q  R  Y  V  T  T  E  L  R  E  V   

     181 ACCAGGGTGAGGGCGGCTTGTGACCTCCAGCGTTATGTCACCACTGAGTTGAGAGAGGTG 

      40 S  L  D  E  L  L  T  F  L  D  E  F  N  H  H  I  F  E  M  V   

     241 TCTCTGGATGAGTTGCTGACATTCCTAGATGAATTCAACCATCACATTTTTGAGATGGTG 

      60 S  S  N  D  I  N  E  K  K  G  G  I  Y  A  I  M  S  L  V  D   

     301 TCCTCCAATGACATCAATGAGAAAAAGGGAGGCATCTATGCTATTATGAGTTTGGTGGAT 

      80 V  D  V  G  Q  T  G  V  R  I  S  R  F  A  N  Y  L  K  N  L   

     361 GTTGATGTAGGTCAGACAGGAGTGCGTATCAGTCGATTTGCAAACTACCTCAAGAACCTC 

     100 V  N  S  P  D  T  G  V  T  E  L  T  A  K  A  V  G  R  L  A   

     421 GTCAACAGCCCAGACACTGGTGTGACAGAGCTTACAGCCAAGGCAGTTGGCCGCCTTGCC 

     120 L  A  S  G  T  F  T  A  E  Y  V  E  D  L  V  K  R  S  F  E   

     481 CTGGCCTCTGGGACATTCACAGCAGAGTATGTGGAAGATCTAGTAAAGAGGTCATTTGAG 

     140 W  L  Q  G  D  R  N  E  G  R  R  H  A  A  V  L  V  L  R  E   

     541 TGGCTACAGGGTGATCGCAATGAGGGAAGGAGACATGCTGCAGTGCTTGTGCTAAGAGAA 

     160 L  A  L  S  V  P  T  Y  F  F  Q  Q  V  Q  Q  F  L  D  V  I   

     601 CTGGCACTGTCTGTCCCAACATATTTCTTCCAACAAGTCCAGCAGTTTCTTGATGTGATA 

     180 F  N  A  V  R  D  P  K  P  Q  I  R  E  G  A  V  A  A  L  R   

     661 TTCAATGCAGTTCGCGACCCAAAGCCCCAGATTCGAGAAGGAGCAGTGGCAGCTCTTCGG 

     200 V  A  L  A  I  T  A  Q  R  E  T  K  E  M  Q  Q  T  M  W  Y   

     721 GTGGCACTAGCAATTACAGCCCAGAGAGAGACAAAGGAAATGCAACAGACCATGTGGTAT 

     220 K  Q  C  L  T  E  V  W  A  G  F  D  D  Q  A  N  N  K  D  R   

     781 AAGCAGTGTCTCACTGAAGTGTGGGCAGGCTTTGATGATCAAGCCAACAACAAGGACAGG 

     240 S  L  T  R  D  D  R  I  H  G  S  L  L  G  L  N  E  L  L  R   

     841 AGTCTGACACGTGATGATCGCATCCATGGCTCATTGCTTGGTCTCAATGAGTTACTGAGA 

     260 C  S  N  T  E  W  E  R  L  V  K  Q  L  R  H  L  T  H  Y  Q   

     901 TGCAGCAACACCGAGTGGGAGAGGTTGGTGAAGCAGCTGAGGCACCTGACACATTACCAA 

     280 T  P  P  P  K  K  D  S  M  S  S  V  V  K  R  L  R  G  Q  G   

     961 ACCCCACCCCCCAAGAAGGATAGCATGTCCTCAGTGGTGAAGCGTCTGCGTGGTCAGGGA 
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     300 S  L  S  T  S  S  H  T  P  H  D  L  L  S  A  L  P  S  H  T   

    1021 TCTCTTTCCACTTCTTCTCACACTCCTCATGACCTGCTTTCAGCTCTGCCTTCACACACC 

     320 N  N  T  I  G  G  T  E  I  T  I  L  D  Q  P  C  E  S  R  T   

    1081 AATAACACAATTGGGGGCACGGAAATTACAATATTGGATCAACCCTGTGAGAGCCGCACT 

     340 C  R  E  L  I  L  E  K  Y  D  S  I  S  T  Q  V  L  N  Q  K   

    1141 TGCAGGGAGTTGATTCTTGAAAAGTATGATAGTATAAGTACGCAGGTTCTTAATCAAAAG 

     360 T  S  R  N  N  I  I  Q  S  A  L  L  Q  I  I  P  R  L  A  A   

    1201 ACAAGCAGAAATAATATCATCCAGAGTGCCCTGCTGCAAATCATACCAAGGCTAGCTGCA 

     380 L  N  K  E  K  F  S  Q  S  Y  L  S  G  T  M  T  Y  L  L  G   

    1261 CTGAATAAGGAGAAATTTTCACAGAGTTACCTGTCAGGGACGATGACGTACCTGCTGGGG 

     400 C  L  R  G  R  D  K  E  R  P  T  A  F  I  T  L  G  L  L  A   

    1321 TGCTTGCGAGGCCGGGACAAGGAGAGGCCCACAGCATTCATCACCTTGGGTCTCCTTGCC 

     420 V  A  V  G  P  A  I  K  K  Y  L  P  K  I  M  E  V  I  K  A   

    1381 GTGGCTGTGGGACCGGCCATCAAGAAGTACCTGCCCAAGATCATGGAAGTGATCAAAGCT 

     440 S  L  P  T  K  D  T  P  S  K  K  R  V  V  E  P  A  V  Y  V   

    1441 TCGTTGCCCACCAAGGACACCCCAAGCAAGAAACGTGTTGTAGAGCCAGCTGTTTATGTG 

     460 C  V  S  L  V  A  R  G  V  E  G  A  V  R  N  D  V  K  E  L   

    1501 TGCGTCAGTTTGGTAGCACGCGGGGTGGAAGGAGCAGTCCGGAATGATGTCAAAGAACTG 

     480 L  E  P  M  M  A  T  G  L  S  P  P  L  T  L  A  L  Q  E  L   

    1561 CTGGAACCTATGATGGCCACAGGACTTTCACCCCCACTGACTCTAGCTCTCCAGGAGTTG 

     500 A  T  E  I  P  S  L  K  R  D  I  A  E  G  L  L  R  M  L  S   

    1621 GCCACAGAGATCCCTTCACTCAAGCGTGACATTGCAGAGGGATTGCTGAGGATGCTTTCC 

     520 Q  I  L  M  H  R  S  T  P  H  S  R  S  G  A  A  P  P  P  S   

    1681 CAGATCCTGATGCACCGTTCCACCCCGCATTCTCGATCGGGTGCGGCCCCTCCCCCTTCC 

     540 S  P  D  H  P  D  T  G  S  L  V  L  A  L  R  T  L  G  S  F   

    1741 TCCCCAGACCACCCAGACACCGGGAGCCTCGTCCTGGCACTCCGGACACTAGGATCCTTT 

     560 D  F  E  G  Q  S  L  M  Q  F  V  R  H  V  A  D  H  Y  L  S   

    1801 GACTTTGAGGGCCAGTCACTGATGCAGTTTGTAAGACACGTAGCTGACCACTATCTTAGC 

     580 S  E  H  R  E  V  R  L  E  T  V  R  T  C  C  H  L  L  R  P   

    1861 AGTGAACATAGAGAAGTACGTCTGGAGACTGTGCGAACTTGCTGTCACCTTCTGAGACCG 

     600 T  F  A  S  L  G  R  R  A  S  Q  S  Q  T  H  I  I  F  N  I   

    1921 ACCTTTGCTTCTCTTGGTCGACGAGCATCACAATCACAGACTCATATAATTTTCAACATT 

     620 V  S  K  V  L  W  V  C  V  T  D  M  D  P  D  V  R  L  C  V   

    1981 GTGAGCAAGGTGCTGTGGGTCTGTGTAACGGATATGGATCCTGATGTCCGTCTGTGTGTG 

     640 L  A  S  L  D  E  S  F  D  S  H  L  A  Q  P  E  N  L  N  A   

    2041 CTGGCATCCCTTGATGAGAGTTTTGACAGCCACTTAGCCCAACCAGAGAATCTAAACGCT 

     660 L  I  Y  A  L  S  D  E  V  F  E  I  R  E  H  A  I  T  I  L   

    2101 CTAATTTATGCTCTTAGTGATGAAGTCTTTGAAATTCGAGAACACGCAATAACAATACTA 

     680 G  R  L  S  A  I  N  P  A  Y  V  H  P  L  L  R  K  A  L  L   

    2161 GGACGTCTCTCAGCCATAAATCCTGCATATGTCCATCCCCTCTTGCGCAAGGCTCTCCTC 

     700 K  I  L  D  E  L  D  Y  S  G  I  G  R  N  R  E  L  S  A  H   

    2221 AAGATTCTGGACGAGTTGGACTACAGTGGCATAGGTCGCAACAGGGAACTTAGTGCACAC 

     720 M  L  G  Q  L  I  G  N  A  Q  R  F  M  R  Q  F  V  Q  A  I   

    2281 ATGCTAGGCCAGCTCATCGGCAATGCACAGAGGTTCATGCGGCAGTTTGTACAAGCCATT 

     740 M  S  V  L  V  P  K  L  K  D  Q  D  P  N  P  A  V  T  M  Y   

    2341 ATGTCCGTTCTTGTTCCTAAACTGAAAGACCAGGATCCTAATCCAGCTGTTACCATGTAT 

     760 V  L  M  A  I  G  D  L  A  Q  V  S  G  G  E  M  Q  K  W  L   

    2401 GTCTTGATGGCTATTGGAGATTTAGCACAGGTGAGTGGGGGAGAGATGCAGAAGTGGCTC 

     780 P  E  L  M  P  L  L  L  E  M  L  A  D  G  T  S  G  W  K  R   

    2461 CCAGAACTCATGCCACTCTTGCTGGAGATGCTAGCAGATGGCACTTCTGGCTGGAAGAGA 

     800 R  V  A  L  W  T  L  G  Q  L  V  E  N  T  G  Y  V  V  H  P   

    2521 CGCGTTGCTCTCTGGACCCTGGGGCAGCTAGTCGAGAACACAGGTTATGTAGTCCACCCA 

     820 Y  T  Q  H  P  T  L  L  D  V  L  L  S  F  L  R  T  E  Q  Q   

    2581 TACACTCAGCATCCCACTCTGCTGGATGTCCTGCTATCATTCTTGAGGACTGAGCAGCAA 
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     840 P  A  V  R  R  E  T  I  R  V  L  G  L  L  G  A  L  D  P  Y   

    2641 CCTGCAGTAAGACGAGAAACAATCCGTGTCTTAGGCTTGCTTGGTGCTCTAGACCCTTAC 

     860 K  H  K  M  N  V  G  M  I  K  I  Q  E  D  T  G  V  A  V  I   

    2701 AAACACAAGATGAATGTTGGTATGATTAAGATCCAGGAGGACACAGGTGTTGCTGTCATT 

     880 S  T  S  E  N  K  T  D  E  L  S  G  E  M  G  T  S  E  M  L   

    2761 TCCACAAGCGAGAATAAAACAGATGAGCTGTCTGGAGAAATGGGAACAAGTGAGATGTTA 

     900 V  N  L  N  Y  S  S  L  E  E  F  Y  P  T  C  A  I  A  M  L   

    2821 GTCAACCTCAACTATTCATCTCTAGAGGAGTTTTACCCTACATGTGCAATTGCCATGCTT 

     920 M  K  V  I  K  D  P  T  L  G  Q  H  Y  N  E  V  V  R  A  V   

    2881 ATGAAGGTGATCAAGGACCCTACCTTGGGTCAGCACTACAATGAAGTGGTCAGGGCTGTG 

     940 T  F  I  F  K  S  L  G  V  K  G  V  P  Y  L  A  Q  V  I  P   

    2941 ACCTTCATCTTCAAATCCCTAGGGGTGAAAGGAGTGCCTTACTTGGCTCAGGTTATCCCC 

     960 S  L  L  Y  V  I  R  T  A  D  A  N  F  R  D  Y  L  F  Q  Q   

    3001 TCGCTTCTCTATGTCATCAGGACTGCAGACGCAAATTTCCGAGATTATTTGTTCCAACAG 

     980 L  A  T  L  I  G  I  V  K  Q  H  I  R  N  Y  L  D  D  I  T   

    3061 TTGGCGACTCTGATTGGCATTGTAAAACAGCATATTAGGAACTATTTAGATGATATTACT 

    1000 E  V  L  K  E  F  W  V  T  G  G  K  L  E  T  T  I  T  I  I   

    3121 GAAGTTTTAAAAGAATTCTGGGTGACTGGTGGTAAGCTAGAGACAACAATAACAATTATT 

    1020 T  V  V  E  S  I  A  L  A  V  G  S  E  F  K  I  Y  L  K  E   

    3181 ACAGTTGTTGAAAGCATTGCATTAGCAGTTGGCTCAGAGTTCAAGATCTATCTCAAAGAA 

    1040 L  V  P  M  I  L  K  S  C  I  N  D  S  K  E  K  Q  V  T  G   

    3241 CTCGTTCCCATGATCCTAAAGTCTTGTATCAACGACTCTAAGGAGAAGCAAGTTACTGGC 

    1060 K  L  L  L  A  F  Q  K  F  G  A  T  L  E  E  F  L  H  M  I   

    3301 AAGCTCCTGTTAGCCTTCCAGAAGTTTGGAGCCACACTAGAGGAGTTCCTGCACATGATA 

    1080 L  P  H  I  A  K  L  F  D  A  S  D  V  P  L  S  V  R  R  T   

    3361 CTTCCCCACATCGCGAAGCTGTTCGATGCTAGCGATGTTCCTCTGTCTGTTCGTCGCACA 

    1100 A  L  E  T  V  D  H  F  A  D  Y  L  D  L  S  D  Y  T  S  K   

    3421 GCCCTTGAGACAGTTGATCACTTTGCAGATTACCTTGACCTCTCTGATTATACCTCGAAG 

    1120 I  I  H  P  L  L  R  T  L  D  T  C  P  D  L  R  D  Q  A  M   

    3481 ATCATTCATCCATTGCTCAGAACTCTAGACACTTGTCCAGACCTCAGAGATCAAGCCATG 

    1140 E  V  L  C  A  L  A  T  Q  L  G  R  S  Y  E  C  F  I  P  I   

    3541 GAAGTGCTGTGTGCCCTGGCGACTCAGTTGGGCAGGTCATATGAGTGCTTCATCCCCATC 

    1160 V  H  H  I  T  T  K  H  K  I  H  H  P  R  Y  D  I  L  V  A   

    3601 GTCCACCACATAACCACCAAACACAAGATCCACCATCCCAGATATGACATCCTGGTGGCA 

    1180 K  V  V  R  G  L  T  V  S  D  D  E  M  T  I  I  T  A  H  Q   

    3661 AAGGTGGTGAGGGGTCTAACAGTCTCGGATGATGAAATGACAATCATAACAGCTCACCAA 

    1200 R  A  R  R  P  M  S  R  D  H  Q  L  E  A  D  S  T  T  I  K   

    3721 CGTGCCAGACGGCCTATGTCAAGAGATCATCAGTTAGAAGCGGATTCTACAACCATCAAA 

    1220 K  H  T  V  G  V  Q  S  L  Q  K  A  W  L  F  T  R  L  V  S   

    3781 AAACATACAGTAGGGGTGCAGTCACTCCAGAAAGCATGGTTATTCACCAGGCTTGTGAGC 

    1240 K  D  D  W  L  E  W  L  R  R  F  S  I  E  L  M  K  A  S  P   

    3841 AAAGACGACTGGCTGGAATGGCTTCGGAGATTCAGCATTGAATTGATGAAGGCTTCTCCA 

    1260 S  P  A  L  R  S  C  C  S  V  A  T  T  Y  V  Q  L  S  R  D   

    3901 TCTCCGGCCCTAAGATCCTGTTGCTCAGTTGCCACAACATACGTGCAGCTTTCCCGCGAT 

    1280 L  F  N  A  A  F  V  S  C  W  S  E  L  N  E  P  L  Q  D  D   

    3961 CTCTTCAATGCCGCTTTTGTCTCTTGCTGGAGTGAATTGAATGAGCCTCTCCAGGATGAC 

    1300 L  L  Q  S  L  R  Q  A  L  T  S  Q  D  I  P  E  I  T  Q  N   

    4021 CTCCTTCAGTCCCTGCGTCAAGCTCTAACCTCCCAAGACATACCTGAAATCACACAAAAC 

    1320 L  L  N  L  A  E  F  M  E  R  C  D  K  G  P  L  P  L  E  L   

    4081 CTCCTCAATCTTGCAGAGTTCATGGAACGTTGTGACAAGGGCCCATTGCCACTAGAACTT 

    1340 Q  L  L  G  E  K  A  M  E  C  R  A  Y  A  K  A  L  H  Y  K   

    4141 CAGCTCTTAGGAGAGAAGGCCATGGAGTGCCGTGCTTATGCAAAGGCACTTCATTACAAA 

    1360 E  E  E  F  H  K  G  P  T  S  E  V  L  E  H  L  I  S  I  N   

    4201 GAAGAGGAATTCCACAAGGGCCCAACGTCAGAGGTCCTGGAACACCTGATTTCCATCAAC 
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    1380 N  K  L  G  Q  K  E  A  A  A  G  L  L  E  Y  A  R  K  N  N   

    4261 AATAAACTGGGGCAGAAGGAGGCTGCAGCAGGTCTATTGGAGTATGCTCGTAAGAACAAT 

    1400 R  T  D  M  K  V  Q  E  R  W  H  E  K  L  H  D  W  D  Q  A   

    4321 CGCACAGACATGAAAGTGCAAGAAAGGTGGCATGAAAAATTACACGACTGGGACCAGGCT 

    1420 L  Q  A  Y  Q  T  K  L  E  T  R  P  D  D  L  E  L  T  L  G   

    4381 CTGCAGGCTTATCAGACAAAGCTAGAGACACGGCCTGATGACCTGGAACTCACGCTGGGT 

    1440 Q  M  R  R  L  E  A  L  G  E  W  G  E  L  Y  S  V  S  C  E   

    4441 CAGATGAGGCGTCTGGAGGCCCTTGGAGAATGGGGTGAGCTGTACAGTGTATCCTGTGAG 

    1460 W  W  S  S  S  M  N  D  E  C  R  A  Q  M  A  R  V  A  A  A   

    4501 TGGTGGAGCAGTTCCATGAATGACGAGTGTCGTGCACAGATGGCCCGGGTGGCAGCAGCA 

    1480 S  A  W  A  M  G  Q  W  T  S  M  E  E  Y  T  K  F  I  P  R   

    4561 TCAGCCTGGGCCATGGGGCAATGGACATCCATGGAGGAATACACCAAGTTTATTCCTCGA 

    1500 D  T  Q  E  G  A  F  Y  R  A  V  L  S  V  H  K  D  Q  Y  Q   

    4621 GACACGCAGGAGGGAGCCTTCTACCGGGCTGTCCTCTCGGTGCATAAAGATCAGTACCAG 

    1520 V  A  Q  Q  L  I  D  S  A  R  D  L  L  D  T  E  L  T  A  M   

    4681 GTTGCTCAGCAGTTAATTGATTCTGCAAGAGATCTTCTTGACACTGAGCTGACAGCCATG 

    1540 V  G  E  S  Y  Q  R  A  Y  S  A  M  V  A  V  Q  M  L  A  E   

    4741 GTTGGTGAGAGTTATCAGCGTGCATACAGTGCCATGGTGGCTGTGCAAATGTTAGCAGAA 

    1560 L  E  E  V  I  Q  Y  K  L  V  P  E  R  R  Q  P  I  T  Q  I   

    4801 CTGGAAGAAGTCATTCAGTATAAACTGGTTCCAGAGAGAAGGCAACCTATTACACAAATC 

    1580 W  W  E  R  L  Q  G  C  Q  R  V  V  E  D  W  Q  K  I  L  Q   

    4861 TGGTGGGAAAGACTGCAGGGATGCCAACGAGTGGTAGAGGACTGGCAGAAGATCCTACAG 

    1600 V  R  S  L  V  L  S  P  Q  E  D  M  R  P  W  L  K  F  A  S   

    4921 GTCCGTTCGCTTGTCCTCAGTCCACAGGAAGACATGAGACCTTGGCTGAAGTTTGCCTCA 

    1620 L  C  R  K  S  G  R  L  T  L  S  H  K  T  L  V  R  L  L  G   

    4981 CTCTGCCGCAAGTCTGGGCGGCTCACACTCTCTCACAAGACCTTAGTGAGGCTCCTGGGC 

    1640 C  D  P  S  T  N  T  Q  Q  V  L  P  A  T  H  P  R  V  T  Y   

    5041 TGCGATCCGTCCACAAACACCCAGCAAGTTCTTCCCGCAACTCACCCTCGTGTGACGTAC 

    1660 Q  Y  C  K  H  I  Y  T  Y  P  N  R  R  H  E  A  Y  G  H  L   

    5101 CAGTACTGCAAGCACATCTACACTTATCCCAACAGACGTCATGAAGCCTATGGGCACCTT 

    1680 Q  S  F  L  Q  Y  I  A  P  A  V  V  V  G  G  C  H  N  N  D   

    5161 CAAAGTTTTCTTCAATACATTGCCCCAGCGGTGGTTGTTGGTGGTTGTCACAACAATGAC 

    1700 N  K  L  R  E  L  V  S  R  V  Y  L  K  L  G  E  W  Y  E  Q   

    5221 AACAAATTGCGTGAGCTGGTATCCCGTGTCTACCTCAAGTTAGGAGAATGGTATGAGCAA 

    1720 L  H  G  L  N  E  D  N  I  N  T  I  L  T  Y  Y  T  H  A  K   

    5281 CTGCATGGCCTTAATGAAGACAACATAAACACAATCCTGACGTATTATACGCATGCAAAA 

    1740 D  T  D  K  S  C  Y  K  A  W  H  A  Y  A  Y  M  N  F  E  A   

    5341 GACACAGACAAGTCATGTTATAAGGCTTGGCACGCCTATGCGTACATGAACTTTGAGGCA 

    1760 I  L  F  Y  K  N  K  A  D  S  G  K  A  E  N  G  D  D  T  S   

    5401 ATACTTTTCTACAAGAACAAGGCAGATTCTGGGAAAGCAGAAAATGGGGATGATACCAGC 

    1780 T  P  S  K  K  K  K  S  A  G  D  F  T  I  A  A  V  K  G  F   

    5461 ACACCAAGCAAAAAGAAGAAATCAGCAGGGGACTTCACCATAGCGGCCGTCAAGGGTTTC 

    1800 I  R  S  I  S  L  S  D  G  N  S  L  Q  D  T  L  R  L  L  T   

    5521 ATCCGATCAATCTCTTTGAGTGATGGCAACAGCCTTCAGGACACGCTGCGTCTCCTTACA 

    1820 V  W  F  E  H  G  H  Q  S  G  V  Y  E  A  L  V  D  G  L  K   

    5581 GTCTGGTTTGAACATGGCCACCAATCTGGAGTCTACGAAGCCTTGGTGGATGGACTCAAG 

    1840 T  I  Q  I  D  T  W  L  Q  V  I  P  Q  P  I  A  R  I  D  T   

    5641 ACGATCCAGATTGATACTTGGTTGCAGGTAATCCCTCAGCCGATTGCTCGCATTGACACC 

    1860 P  R  T  L  V  G  K  L  I  H  Q  L  L  M  D  I  G  K  H  H   

    5701 CCTCGAACACTAGTAGGAAAACTGATTCACCAACTTCTCATGGATATCGGCAAACATCAT 

    1880 P  Q  A  L  I  Y  P  L  T  V  A  A  K  S  S  V  V  A  R  S   

    5761 CCACAGGCTCTTATCTACCCCTTGACTGTGGCTGCAAAGTCCTCTGTTGTGGCACGTTCA 

    1900 Q  A  A  E  K  I  L  K  N  M  R  E  H  S  A  N  L  V  Q  Q   

    5821 CAGGCAGCAGAGAAGATTCTTAAGAATATGCGTGAACATTCTGCAAATCTAGTCCAACAG 
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    1920 A  M  M  V  S  E  E  L  I  R  V  A  I  L  W  H  E  I  W  H   

    5881 GCCATGATGGTATCAGAAGAGCTGATCAGAGTGGCAATCCTGTGGCATGAGATATGGCAT 

    1940 E  G  L  E  E  A  S  R  L  Y  F  G  E  R  N  E  S  G  M  F   

    5941 GAGGGTCTAGAAGAGGCTAGTCGACTGTACTTTGGAGAGCGCAATGAGTCTGGGATGTTC 

    1960 R  T  L  E  P  L  H  A  M  M  E  R  G  P  Q  T  F  K  E  M   

    6001 CGTACACTGGAGCCTTTACATGCCATGATGGAACGTGGACCTCAAACATTTAAGGAAATG 

    1980 S  F  S  Q  A  Y  G  P  D  L  R  D  A  Q  E  W  C  R  R  Y   

    6061 TCCTTTAGCCAGGCATATGGTCCTGACTTGCGAGATGCACAGGAGTGGTGCCGTCGTTAC 

    2000 Q  R  T  G  N  V  R  E  L  N  Q  A  W  D  L  Y  Y  H  V  F   

    6121 CAGCGGACAGGAAATGTGCGCGAATTGAACCAGGCCTGGGACTTATACTATCACGTGTTC 

    2020 R  R  I  S  R  Q  L  P  Q  L  T  S  L  E  L  Q  S  V  S  P   

    6181 CGCCGTATCTCTCGTCAATTACCCCAGCTAACATCTCTGGAGCTCCAGTCAGTCTCTCCA 

    2040 R  L  L  K  C  R  D  L  D  I  A  V  P  G  S  Y  A  P  N  S   

    6241 AGACTCCTTAAGTGCCGGGACCTGGATATTGCTGTGCCAGGATCCTATGCTCCAAACTCC 

    2060 P  V  I  C  I  S  Q  V  Q  S  S  L  H  V  L  T  S  K  Q  R   

    6301 CCTGTCATCTGTATCAGTCAAGTCCAATCGTCCCTGCACGTCCTCACTTCAAAACAGAGA 

    2080 P  R  K  L  C  I  R  G  S  N  G  R  D  I  V  F  L  L  K  G   

    6361 CCACGGAAACTCTGCATCCGAGGCAGCAACGGTAGAGACATTGTCTTCTTGCTGAAGGGC 

    2100 H  E  D  L  R  Q  D  E  R  V  M  Q  L  F  G  L  V  N  T  L   

    6421 CATGAGGATCTGAGGCAGGATGAGAGGGTTATGCAGTTATTCGGTCTGGTCAATACGCTT 

    2120 L  I  S  N  P  D  T  F  R  R  N  L  T  I  Q  R  F  A  V  I   

    6481 CTGATCAGCAACCCTGATACCTTCCGCCGCAATCTTACCATTCAGAGATTCGCTGTCATT 

    2140 P  L  S  T  N  S  G  L  I  G  W  V  P  H  C  D  T  L  H  A   

    6541 CCATTATCTACCAACTCAGGTCTCATTGGCTGGGTGCCCCACTGTGATACGCTTCATGCC 

    2160 L  I  R  D  W  R  E  K  K  K  I  L  L  N  I  E  H  R  I  M   

    6601 CTCATCCGAGACTGGCGTGAAAAGAAGAAGATCCTCTTGAACATTGAGCACAGGATCATG 

    2180 M  R  M  A  Q  D  L  E  H  L  T  L  M  Q  K  V  E  V  F  E   

    6661 ATGCGAATGGCCCAGGATCTGGAACACCTCACACTCATGCAGAAAGTGGAGGTCTTCGAA 

    2200 H  A  L  E  H  T  Q  G  D  D  L  A  R  L  L  W  F  K  S  P   

    6721 CATGCACTCGAGCACACACAAGGAGATGACCTCGCACGCCTCCTGTGGTTTAAGAGCCCC 

    2220 S  S  E  V  W  F  D  R  R  T  N  Y  T  R  S  L  A  V  M  P   

    6781 TCCTCGGAAGTGTGGTTTGACCGTCGTACGAACTACACACGTTCACTGGCAGTGATGCCT 

    2240 M  V  D  Y  V  L  G  L  G  D  R  H  P  S  Q  P  S  C  W  T   

    6841 ATGGTTGACTATGTCCTGGGTCTAGGCGACCGTCATCCATCCCAACCCTCATGTTGGACC 

    2260 S  C  L  E  K  L  F  I  L  T  L  V  T  A  L  K  L  P  M  T   

    6901 AGCTGTCTGGAAAAATTATTCATATTGACTTTGGTGACTGCTTTGAAGTTGCCCATGACC 

    2280 R  E  K  F  P  E  K  I  P  F  R  L  T  R  M  L  I  N  A  M   

    6961 CGTGAGAAATTCCCGGAAAAGATTCCTTTCCGCTTAACTCGTATGCTTATAAACGCCATG 

    2300 E  V  T  G  I  D  G  T  Y  R  M  T  C  E  S  V  M  S  L  I   

    7021 GAGGTGACTGGAATAGATGGTACTTACCGCATGACTTGCGAGTCTGTCATGAGCCTCATT 

    2320 R  R  N  K  D  S  P  M  A  M  L  E  A  F  V  Y  D  P  L  L   

    7081 AGACGAAACAAAGATTCTCCCATGGCTATGCTTGAAGCCTTTGTCTATGATCCTCTATTG 

    2340 N  W  R  L  M  D  H  A  Q  P  K  S  K  R  S  V  V  G  E  T   

    7141 AATTGGCGTCTCATGGATCATGCTCAGCCAAAGAGTAAACGCTCAGTGGTTGGGGAAACT 

    2360 V  S  G  G  G  V  A  A  T  D  T  G  H  T  P  I  M  E  A  A   

    7201 GTCAGTGGGGGTGGTGTAGCAGCAACAGACACAGGACATACCCCAATAATGGAAGCAGCC 

    2380 F  T  S  S  G  A  P  A  S  S  Q  T  K  K  M  E  V  R  E  D   

    7261 TTTACATCATCAGGAGCTCCAGCAAGTTCACAGACCAAGAAAATGGAGGTCAGGGAAGAC 

    2400 F  G  A  S  E  A  L  N  K  K  A  V  A  I  V  N  R  V  R  D   

    7321 TTTGGGGCATCAGAAGCACTCAACAAGAAAGCAGTAGCAATTGTCAATCGCGTTCGTGAC 

    2420 K  L  T  G  R  D  F  N  N  D  E  P  L  D  V  H  K  Q  V  E   

    7381 AAACTGACTGGCAGAGACTTCAACAACGATGAACCGCTTGATGTACATAAACAGGTGGAG 

    2440 L  L  I  A  Q  A  T  S  H  E  N  L  C  Q  C  Y  I  G  W  C   

    7441 CTGCTTATTGCCCAGGCCACATCCCATGAAAACCTGTGCCAATGCTATATTGGATGGTGT 
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图 1  中国明对虾 TOR的完整 cDNA序列及推断的氨基酸序列 
Fig. 1  The complete nucleotide and deduced amino acid sequence of TOR from F. chinensis 

阴影中显示的分别为起始密码子(ATG), 终止密码子(TAG), 以及 5 个保守结构域 
 The letters in the shadow indicate the start codon (ATG), the stop codon (TAG), and the five conserved domains 

 

图 2  TOR结构域示意图 
Fig. 2  Domain diagram of TOR 

 
其他已知的 TOR 蛋白的相似性更高 , 其中
Rapamycin 结合域和催化域与人的 TOR 的相似性分
别是 81%和 68%。由此可以证明对虾的 TOR是目前
已发现的 TOR 基因的同源基因, 该基因在进化上的
具有一定的序列保守性和功能一致性。 

2.2  TOR 基因表达的组织分布 
TOR在中国明对虾的血细胞、心脏、胃、鳃丝、

性腺(精巢)、表皮、肌肉、肝胰腺等组织中均有表达
(图 3), 但肌肉组织中表达量明显高于其他组织, 说
明 TOR 的表达是有组织特异性的, 这与其在生长和
营养调控方面的生理功能有关。 

 

图 3  中国明对虾 TOR在不同组织中的表达 
Fig. 3  Realtime-PCR analysis of TOR gene expression in 

different tissues of F. chinensiss  

2.3  注射亮氨酸和精氨酸能够刺激 TOR的

表达 
为了进一步验证进化中 TOR在功能上的保守性

和氨基酸在营养调控的信号通路中对 TOR表达的促
进作用, 选择 TOR 对其较为敏感的亮氨酸和精氨酸
进行体腔注射, 用实时定量 PCR 来检测中国明对虾
肌肉组织中 TOR表达量应答不同的体外刺激而产生
的变化。以 0 时没有注射任何试剂的对虾肌肉组织
中的 TOR mRNA 含量为对照 , 计算和分析注射
PBS(对照组)、亮氨酸和精氨酸后 3 , 6 , 12 , 24 h时
对虾 TOR表达量的变化, 结果如图 4。 

对照组在注射 PBS后的 3 , 6 , 12 , 24 h时 TOR的
相对表达量分别是正常水平(0 时)的 0.83 倍, 0.86 倍, 
1.36倍, 0.72倍, 无显著变化。注射亮氨酸和精氨酸的实
验组在 0~12 h间 TOR的相对表达量与对照组相比一直
没有显著变化。至 24 h时, 亮氨酸组 TOR的相对表达
量分别是正常水平的2.81倍, 和对照组相比有显著增高
(P<0.05); 精氨酸组 TOR的相对表达量分别是正常水平
的 4.16倍, 和对照组相比有极显著增高(P<0.01)。

 

图 4  注射 Leu和 Arg对 TOR mRNA表达影响的时程分析 
Fig. 4  Time-course expression analysis of TOR mRNA in F. chinensiss in response to Leu or Arg injection 
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3  讨论 
本研究首次在甲壳动物中克隆到 TOR 基因, 将

中国明对虾和其他动物的 TOR氨基酸序列进行比对, 
发现它们之间的相似性较高 , 在 51%到 62%之间 , 
特别是 TOR的特征序列 Rapamycin结合域 FRB和催
化域 PI3Kc, 相似性达到 81%和 68%, 证明了它们在
进化上的同源性。系统树的分析把中国明对虾与其

他节肢动物分在了不同的分支, 说明甲壳动物与气
管类动物(包括六足亚门的昆虫等陆地生活的节肢动
物)相比在进化上的变异比较大。 

本研究设计了两组氨基酸的等浓度注射, 观察
它们对中国明对虾肌肉组织 TOR表达的影响。结果
发现与对照组相比, 注射亮氨酸或精氨酸都会使中
国明对虾 TOR的表达量在 24 h内出现显著增高, 表
明亮氨酸和精氨酸都对 TOR的表达有促进作用。而
且, 注射亮氨酸和精氨酸的两个实验组是在相同的
时间(24 h)内表现出TOR表达量的升高, 其表达量之
间也没有显著差异。对果蝇的研究显示, 氨基酸水平
的变化能够调节 TOR 信号通路的活性, 通过后者对
某些生长相关基因的转录和翻译的调节, 进一步调
控氨基酸代谢、细胞生长和个体发育[17,18]。人类等

哺乳动物的 TOR信号通路也受氨基酸水平的调节[14], 
并且有研究认为与细胞外氨基酸浓度相对于胞内氨

基酸浓度而言, 更直接造成 TOR 信号通路激活[19]。

因此, 氨基酸通过调节 TOR 的表达继而影响细胞生
长和营养代谢在真核生物中具有一定的普遍性。 

TOR 信号通路的调控主要是通过对下游转录因
子的磷酸化作用, 细胞内转录因子的磷酸化和去磷
酸化作用通常在氨基酸水平发生变化的数小时内完

成。而氨基酸对中国明对虾 TOR表达的调节是一个
相对缓慢的过程, 注射亮氨酸或精氨酸后 12 h 内
TOR mRNA含量一直没有显著变化, 到 24 h才出现
显著升高。可见氨基酸对 TOR信号通路的调控是通
过两种不同的方式进行: 快速调节通过磷酸化反应
的方式在蛋白质水平对转录因子进行修饰, 这一过
程发生在细胞质中; 慢速调节则是在转录水平上对
细胞核内基因表达进行调节。 

目前对甲壳动物动物的营养学研究大多是在机

体水平上研究各种营养素对机体的作用、在机体内

的代谢与平衡、影响机体吸收营养素的因素等问题。

本实验对 TOR 基因的克隆以及对氨基酸和 TOR 信
号通路间关系的研究首次从分子水平对甲壳动物营

养代谢进行研究, 下一步将结合在蛋白质水平上的
研究, 进一步探索甲壳动物营养的分子机理。 
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Abstract: The full length cDNA of TOR (Target of Rapamycin) gene from the muscle of Fenneropenaeus chinensis 
was cloned for the first time．The cDNA was 7638 bp, containing the 7389 bp open reading frame, which encoded 
2462 amino acids. The deduced TOR amino acid sequences of F. chinensis was compared with other known se-
quences and domains. The results confirmed their homology. Real-time PCR was used to detect the tissue-specific 
expression of TOR in F.chinensis and response of TOR mRNA in muscle at 3, 6, 12, 24h to injection of leucine or 
arginine. The results showed that TOR mRNA was 3~4 times that of the control 24 hours after the injection of leu-
cine or arginine, indicating amino acids had a regulatory role in the expression of TOR. 
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