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摘要    雌激素相关受体(estrogen-related receptor, ERR)是一种真核转录因子，与雌激素的效应有密

切关系，参与生物体的能量代谢、细胞增殖分化和性腺发育等生理过程。为了解 ERR 基因在脊尾

白虾(Exopalaemon carinicauda)卵巢发育中的作用，采用 cDNA 末端快速扩增技术(RACE)克隆获得

脊尾白虾 EcERR 基因的 cDNA 序列，该基因全长为 2025 bp，包括 5′非编码区 241 bp，3′非编码区

410 bp，开放阅读框 1374 bp，编码 457 个氨基酸。组织表达分析结果显示，EcERR 在脊尾白虾各

组织中均有表达，卵巢组织的表达量最高(P<0.05)；EcERR 在卵裂期的表达量显著高于胚胎及幼体

发育时期(P<0.05)；EcERR 在卵巢发育过程中呈先降低后升高的趋势，卵巢发育Ⅰ期的表达量最高；

5-羟色胺浸泡后，实验组 EcERR 的表达量显著高于对照组(P<0.05)，同时，实验组卵巢发育关键基

因卵黄蛋白原基因的表达量显著高于对照组(P<0.05)。研究表明，EcERR 基因参与了脊尾白虾卵巢

发育的调控，在脊尾白虾卵巢发育的早期发挥关键作用。 
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雌二醇是甲壳动物体内重要的类固醇激素，在甲

壳动物生殖过程中发挥重要的作用。甲壳动物体内雌

二醇的含量会影响其蜕壳、卵母细胞生长及卵黄的发

生(陆剑锋等, 2010)。在脊椎动物中，雌二醇主要通

过与雌激素受体(estrogen receptor, ER)结合来直接或

间接调控卵巢发育(Lü et al, 2016)，然而，在甲壳动

物中尚未发现 ER 基因的存在。雌激素相关受体

(estrogen-related receptor, ERR)与 ER 具有高同源性，

尤其在 DNA 结合域，并且与雌激素效应密切相关

(Giguére et al, 2002)。脊椎动物中 ERR 基因与其性腺

分化和发育有关(张照斌等, 2008)。对于甲壳动物，

已经在多个物种中发现 ERR 的存在。三疣梭子蟹

(Portunus trituberculatus)(陆洋等, 2016)的 ERR 基因

与其蜕皮、卵原生殖细胞的增殖有关；在罗氏沼虾

(Macrobrachium rosenbergii)中，ERR 基因通过调控卵

母细胞的减数分裂、生殖相关激素的合成与释放以及

卵黄的生成，进而影响罗氏沼虾卵巢的发育(刘金磊

等, 2018)，推测甲壳动物的雌激素可能通过与 ERR
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基因结合来调控卵巢发育(柳梅梅等, 2015)。 

5-羟色胺(5-hydroxytryptamine)是甲壳动物体内

重要的活性物质，广泛分布于甲壳动物的神经系统和

外周器官，参与甲壳动物色素迁移、生殖活动、蜕皮

活动、骨骼肌收缩等多项生理过程(Richardson et al, 

1991)。5-羟色胺能刺激脑、胸神经节分泌性腺刺激激

素，从而促进性腺的发育。一定浓度 5-羟色胺的刺激，

能促进虾、蟹卵巢指数和卵母细胞直径的增加

(Kulkarni et al, 1992)，通过 5-羟色胺的注射或浸泡能

够加快甲壳动物的卵巢发育(蔡生力等, 2000)。 

脊尾白虾(Exopalaemon carinicauda)广泛分布于

我国沿岸，因其具有生长快、繁殖能力强、味道鲜美

且营养价值高等优点，已成为我国海水池塘养殖的主

要虾类品种(连春盎等, 2017; 窦全伟等, 2019)。脊尾

白虾因卵巢可连续多次发育并抱卵繁殖而为人们所

关注，是研究十足目(Decapoda)真虾繁殖机制的潜在

模式生物(马骊等, 2018)。然而，通过人工控制技术

仍未解决脊尾白虾无法全年繁殖的难题。本研究基于

前期转录组研究筛选到可能调控脊尾白虾卵巢发育

的基因，利用 cDNA 末端快速扩增技术(RACE)克隆

获得脊尾白虾 ERR 基因全长序列，分析其在不同组

织、卵巢发育不同阶段的表达情况，探究其响应外源

5-羟色胺的表达模式，以期阐明 ERR 基因在卵巢发育

过程中的作用，为深入了解脊尾白虾等甲壳动物卵巢

发育问题奠定理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

脊尾白虾取自山东日照海辰水产有限公司，均为

活力好、生长健康的个体，将实验用虾暂养于 200 L

的 PVC 桶中，暂养 7 d。24 h 持续充氧，每天换水清

污 1 次，换水量为 1/3，每天早晚 2 次饲喂蛤蜊肉。

取 10 尾健康的脊尾白虾各组织，包括肌肉、眼柄、

触角腺、甲壳(不带表皮)、胃、心脏、肠道、卵巢、

鳃和肝胰脏于液氮中研磨，用于 RNA 的提取。 

1.2  5-羟色胺对脊尾白虾卵巢发育的影响 

随机选取暂养 7 d 的脊尾白虾雌虾进行实验。根

据预实验结果，设置对照组和实验组，实验组 5-羟色

胺浓度为 50 μg/mL，此剂量间隔 3 d 浸泡 1 次，即第

1、5 和 9 天分 3 次浸泡对亲虾进行促熟实验，每组

30 尾脊尾白虾，设置 3 个平行。实验期间的管理与

暂养相同。实验结束后，取卵巢组织，每组取 6 尾，

置于液氮中保存，用于 RNA 的提取。采用 qRT-PCR

方法检测浸泡后脊尾白虾卵巢中 EcERR 基因和卵黄

蛋白原基因的含量。 

1.3  EcERR 基因的 cDNA 全长克隆 

使用 Trizol 法提取脊尾白虾卵巢总 RNA，选择

质量及完整性较好的卵巢组织的总 RNA，使用

SMARTTM RACE cDNA amplification kit 分别合成 3′

和 5′RACE 的 cDNA 第一链。从脊尾白虾转录组文库

中获得 ERR 基因部分 EST 序列，利用 Primer Premier 

5 软件设计中间片段引物验证其准确性后，设计 3′和

5′RACE 特异性引物(表 1)。3′和 5′RACE 引物分别与

UPM 引物配对进行 cDNA 的 3′和 5′末端扩增。利用

Omega 公司的琼脂糖凝胶回收试剂盒对目的片段进

行切胶回收，将目的片段与 Peasy-T1 载体(北京全式

金生物技术有限公司)连接，然后转入到感受态细胞

Trans1-T1 中，过夜培养后，通过蓝白斑筛选挑出阳

性单克隆，经 PCR 检测合格后送测序。 

1.4  反转录及 qRT-PCR 检测 

根据王绪峨(1989)对脊尾白虾早期胚胎发育的

特征描述，对脊尾白虾早期胚胎发育各时期(卵裂期、

囊胚期、原肠期、无节幼体期、前溞状幼体期、后溞

状幼体期和溞状幼体)进行取样。使用 Trizol 法提取

脊尾白虾各组织(肌肉、眼柄、触角腺、甲壳、胃、

心脏、肠道、卵巢、鳃和肝胰腺)、胚胎和幼体发育

的不同时期及不同卵巢发育时期的卵巢组织的总

RNA，用紫外分光光度计与 1.0%琼脂糖凝胶电泳检

测总 RNA 的质量及完整性。 

cDNA 的合成：基因组 DNA 去除，在 RNase-free

的离心管中配制如下混合液：2 μL RNA，10 μL RNase 

free ddH2O，4 μL 4×gDNA wiper mix，瞬时离心数秒，

使溶液聚集于管底，用移液器轻轻吹打混匀，42℃ 

2 min；配制逆转录反应体系，在上一步反应液中直

接加入 4 μL 5×HiScript Ⅱ qRT SuperMix Ⅱ，50℃ 

15 min，85℃ 5 s。合成的 cDNA 用于后期脊尾白虾 ERR

基因的克隆及 qRT-PCR 检测。 

Duan 等(2013)研究发现，脊尾白虾 18S rRNA (18S)

作为内参基因具有稳定性，本研究以 18S rRNA 作为

内参基因。根据脊尾白虾内参基因 18S rRNA (NCBI

登录号: GQ369794)、ERR 基因、卵黄蛋白原基因

(NCBI 登录号：JQ319034)的 ORF 序列，合成 qRT-PCR

引物(表 1)。按照 ChamQTM SYBR® Color qPCR master 

mix 说明书，利用 ABI 7500 Fast 荧光定量 PCR 仪器

进行荧光定量分析。10 μL 反应体系：5.0 μL SYBR 

Color qPCR master mix (2×)，0.2 μL Rox reference dye  
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表 1  本研究所用引物序列 
Tab.1  Sequences of the primers used in this study 

引物 Primer 序列 Sequence (5′~3′) 用途 Usage 

ERR-F GGACTACAGTGAATGCGGAG 

ERR-R GCCTGGTTATCTTGGAGTCG 

中间片段 

ERR-3 TTCTGATGTGCGACTCCAAGATAACCA 

ERR-5 CGTAGTGGAAGCCAGAGGCAATATCAC 

UPM (Long) CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTCTAATAC
GACTCACTATAGGGC 

UPM (Short) CTAATACGACTCACTATAGGGC 

RACE 

qERR-F CCGAGCTGGACTACAGTGAATGC 

qERR-R ATCACCGCACACGAGACACAAC 

18S-F TATACGCTAGTGGAGCTGGAA 

18S-R GGGGAGGTAGTGACGAAAAAT 

qVg-F TGCCATCTAACTTCACCAAGG 

qVg-R CAAATCGTGCTCCAATCTCTC 

qRT-PCR 

 

Ⅱ(50×)，正、反向引物各 0.4 μL (10 μmol/L)，3.0 μL

去离子水，1.0 μL cDNA。反应程序：95℃ 30 s，95℃ 

5 s，60℃ 34 s，40 个循环；95℃ 15 s，60℃ 1 min，

95℃ 15 s。每个实验组设置 3 次重复，采用 2–ΔΔCt

方法(Livak et al, 2001)计算目的基因的相对表达量，

利用 SPSS 17.0 软件进行单因素方差分析(one-way 

ANOVA)，运用 Duncan 多重比较进行显著性检验。 

1.5  生物信息学分析 

利用 SeqMan 进行序列拼接与组装，得到 ERR

基因的 cDNA 全长。NCBI ORF Finder (https://www. 

ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/)确定其开放阅读框并预测

氨基酸序列，利用 BLAST(http://blast.ncbi.nlm.nih. 

gov/Blast.cgi)进行同源性比对。利用 SignalP 4.0 软件

分析信号肽，利用 MEGA 6.0 软件(Tamura et al, 2011)

中的 neighbor-joining 法(Saitou et al, 1987)构建系

统树。 

2  结果与分析 

2.1  EcERR cDNA 全长的克隆及氨基酸序列分析 

采用 RACE 法克隆得到脊尾白虾 ERR cDNA 全

长，命名为 EcERR，GenBank 登录号为 MN265353。

EcERR cDNA 全长为 2025 bp，其中，5′端非编码区

241 bp，3′端非编码区 410 bp，开放阅读框 1374 bp，

编码 457 个氨基酸，预测分子量大小为 50.83 kDa，

理论等电点为 7.84，N 端具有特殊的信号肽序列

(1~29 aa)(图 1)。SMART 软件分析预测，EcERR 含有

2 个保守功能结构域、1 个核受体 C4 锌指结构

(ZnF_C4)(124~195 aa)、1 个配体结合结构域(HOLI

结构域)(267~426 aa)及 1 个低复杂性区域(11~23 aa) 

(图 2)。 

预测 EcERR 氨基酸亲水性的平均值为–0.331，

说明该蛋白具有较强的亲水性，但在 2 个保守的功能

结构域存在多个疏水区，其中，368 位点的疏水性最

强，为 2.656，207 位点的亲水性最强，为–3.056。在

配体结合区，可以明显看到 9 个疏水区域(图 3)。 

2.2  EcERR 同源性分析及系统进化树结构 

使用 NCBI BLAST(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ 

Blast.cgi)对脊尾白虾 EcERR 基因编码的氨基酸序列

与其他物种 ERR 基因编码的氨基酸序列进行同源性

比较。结果发现，其与罗氏沼虾同源性最高达到

98.47%，与拟穴青蟹(Scylla paramamosain)、三疣梭

子蟹和中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)同源性分别为

80.84%、78.82%和 79.43%。利用 MEGA 6.0 软件对

脊尾白虾 EcERR 氨基酸序列进行系统进化分析，并

构建系统进化树(图 4)，结果显示，EcERR 氨基酸与

同为长臂虾科(Palaemonidae)的罗氏沼虾的亲缘关系

最近，其与甲壳动物聚为一支，然后与昆虫类聚为一

大支；哺乳动物、鸟类、鱼类等脊椎动物存在 ERRα、
ERRβ 和 ERRγ 3 种 EER 亚型，且 ERRβ 和 ERRγ 亚型

的进化关系更近。 

2.3  EcERR 的组织表达特征 

利用 qRT-PCR 方法分析脊尾白虾 EcERR 基因在

各个组织中的表达情况(图 5)。结果显示，EcERR 在

眼柄、肌肉、肝胰腺、心脏、卵巢、鳃、触角腺、甲

壳、胃和肠中均有表达，其中，在卵巢中相对表达量

最高，胃和心脏次之，在肌肉和肝胰腺的表达量最低。 
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图 1  脊尾白虾 EcERR 的核苷酸序列及其编码的氨基酸序列 
Fig.1  Nucleotide and coding amino acid sequence of EcERR 

黑色框标记起始密码子和终止密码子；实线表示信号肽；双下划线表示多腺苷酸信号 AATTAAA 
The black box marks the start codon and the stop codon; The solid line represents the signal peptide.  

Double underline represents the polyadenylation signal AATTAAA 

 

 
 

图 2  EcERR 结构域预测 
Fig.2  EcERR domain prediction 

 

 
 

图 3  EcERR 氨基酸序列疏水性结果预测 
Fig.3  Predicted hydrophobicity of EcERR 

2.4  EcERR 基因在胚胎发育过程中的表达特征 

脊尾白虾 EcERR 基因在胚胎发育过程中的表达

特征如图 6 所示，卵裂期 EcERR 基因的表达量显著

高于其他发育时期(P<0.05)，随胚胎发育和细胞分

裂，其整体呈先下降再升高再下降的趋势。无节幼体

期与前溞状幼体期无显著性差异，EcERR 基因在前溞

状幼体期、无节幼体期的表达量显著高于囊胚期、原

肠期、后溞状幼体期和溞状幼体第 1 天(P<0.05)。 

2.5  EcERR 基因在卵巢发育时期的表达 

利用 qRT-PCR 分析 ERR 在脊尾白虾不同卵巢发

育时期的表达水平如图 7 所示，在卵巢发育过程中，

EcERR 基因呈先下降再上升的趋势。EcERR 基因在

卵巢发育Ⅰ期表达量最高(P<0.05)，随后表达量显著

下降，到卵巢发育Ⅲ期表达量最低；卵巢发育Ⅱ、Ⅲ

和Ⅳ期之间，EcERR 表达量无显著差异；卵巢发育Ⅳ

期 EcERR 表达量显著低于卵巢发育Ⅴ期(P<0.05)；卵

巢发育Ⅰ期和Ⅴ期 EcERR 的表达量相比无显著差异。 
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图 4  EcERR 氨基酸序列 NJ 系统进化树 
Fig.4  Phylogenetic tree based on EcERR amino acid sequences by neighbor-joining method 

 

 
 

图 5  脊尾白虾 EcERR 在各组织中的表达 
Fig.5  Relative expression levels of EcERR mRNA  

in tissue of E. carinicauda 

不同字母代表差异显著(P<0.05)。下同 
Different letters mean significant difference (P<0.01).  

The same as below 
 

2.6 5-羟色胺对EcERR和卵黄蛋白原基因表达的影响 

脊尾白虾经 5-羟色胺浸泡后，脊尾白虾卵巢发育

Ⅰ期的卵巢组织中卵黄蛋白原基因(vitellogenin, Vg)

的表达情况如图 8 所示。经 5-羟色胺浸泡后的实验组

卵黄蛋白原基因的表达量极显著高于对照组(未浸泡

5-羟色胺组)(P<0.01)，是对照组的 15.15 倍；实验组

脊尾白虾卵巢中 EcERR 基因的表达量极显著的高于

对照组(P<0.01)，是对照组的 4.48 倍。 

 

 
 

图 6  EcERR 在不同胚胎发育时期的表达 
Fig.6  Relative expression levels of EcERR at different 

embryonic development stages 
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图 7  EcERR 基因在卵巢发育各时期的表达 
Fig.7  Relative expression levels of EcERR in  

various stages of ovarian development 
 

 
 

图 8  卵黄蛋白原基因在脊尾白虾卵巢中的表达 
Fig.8  Relative expression levels of Vg mRNA  

in ovary of E. carinicauda 

** 代表差异极显著(P<0.01)。下同 
** means highly significant difference (P<0.01).  

The same as below 

 

 
 

图 9  EcERR 基因在卵巢中的表达 
Fig.9  Relative expression levels of EcERR in ovary 

 

3  讨论 

3.1  EcERR 基因 cDNA 全长的克隆及序列分析 

本研究克隆脊尾白虾 EcERR 基因，其编码的蛋

白序列与其他甲壳动物 ERR 大小及结构基本一致，N

端具有 29 个氨基酸组成的信号肽序列。脊尾白虾

ERR 基因与多数核受体基因结构一样，包含 1 个 DNA

结合域(ZnF_C4 锌指结构域)、1 个配体结合结构域及

1 个低组分复杂区域，2 个结构域的生理功能主要是

通过调控基因表达来实现。ERR 基因与 ER 具有很强

的同源性，但作用方式不同。ERR 基因属于孤儿核受

体家族成员，缺乏天然的内源性配体，只能以非配体

依赖型方式发挥作用，即其必须与相关辅调节因子结

合，形成 ERR-辅调节因子复合物，识别目标调控基

因上的 ERE 或 ERRE 位点，激活启动下游靶基因表

达，参与 ER 信号通路的调控(Long et al, 2020; 陈健

等, 2001)。 

3.2  EcERR 在脊尾白虾卵巢发育中的功能研究 

EcERR 具有组织表达特异性，Real-time PCR 的

结果表明，其在卵巢中的表达量显著高于其他组织

(P<0.05)，为鳃、肌肉等组织的 8~18 倍(图 5)。研究

表明，ERR 基因在多种物种的性腺中高表达，哺乳动

物中，ERR 基因在小鼠(Mus musculus)生殖系统中大

量表达，其表达从生殖细胞开始一直维持到性别分化

(Park et al, 2017)；在鱼类中，ERR 在青鳉和底鳉

(Fundulus heteroclitus)的脑和性腺组织中表达量最高

(Cheung et al, 2013; Tarrant et al, 2006)；在软体动物

中，ERR 在贻贝(Mytilus edulis)(Nagasawa et al, 2015)

的生殖腺中大量表达；在甲壳动物中，ERR 在罗氏沼

虾的卵巢中表达量最高(赵苗鑫等, 2017)。ERR 基因

在不同物种性腺组织的高表达，均说明 ERR 可能在

动物的生殖发育和性成熟中发挥着重要的调控作用。 

ERR 基因在无脊椎动物的卵巢和胚胎发育过程

中发挥重要作用。研究发现，敲除家蚕(Bombyx mori)

受精卵的 ERR 基因后，其胚胎发育时间会延迟，发

现其作为转录因子调控糖酵解途径中的 3 大限速酶

基因(丙酮酸激酶、己糖激酶和磷酸果糖激酶)，推测

其可能通过调控糖酵解途径来影响家蚕的胚胎发育

(龙威, 2019)。本研究发现，EcERR 基因在受精卵期

的表达显著高于其他胚胎发育时期(P<0.05)，随着细

胞分裂，表达量呈下降趋势，推测可能通过调节糖酵

解途径，为细胞分裂提供能量。ERR 基因在拟黑多刺

蚁(Polyrhachis vicina)卵巢的卵子发生过程中的滤泡

细胞和生长期，卵黄发生期的卵母细胞中的表达量较

高(欧阳霞辉等, 2014)；ERR 表达定位于地中海贻贝

(Mytilus galloprovincialis)、贻贝卵巢的滤泡细胞中，

可 与 ER 基 因 相 互 作 用 调 控 卵 母 细 胞 的 发 育

(Nagasawa et al, 2015)；Liu 等(2019)研究发现，ERR



第 2 期 张春霞等: 脊尾白虾 EcERR 基因的克隆与表达分析 191 

基因在罗氏沼虾卵巢发育早期的表达量较高，在Ⅱ和

Ⅲ期的表达量降低，推测其可能对罗氏沼虾卵巢发育

早期进行调控。根据王绪峨(1987)的研究，将脊尾白

虾卵巢发育大致分为 5 期，本研究根据卵巢大小和颜

色收集了脊尾白虾不同发育时期的卵巢样本，发现

EcERR 在卵巢发育早期表达量较高，随着卵巢的逐渐

成熟，EcERR 随之降低，在卵巢发育Ⅲ期表达量最低，

随后逐渐回升，说明 EcERR 参与了脊尾白虾卵巢发

育，推测其在卵巢发育早期发挥关键的调控作用。 

5-羟色胺作为生物胺，广泛分布于甲壳动物体

内。研究发现，5-羟色胺具有促进卵巢发育的效应，

其通过调控神经器官中性腺刺激激素的释放，从而影

响卵巢发育，在大西洋招潮蟹(Uca arcuata)中注射 5-

羟色胺激动剂，其卵巢指数和卵母细胞直径显著增大

(Meeratana et al, 2006)；体外注射 5-羟色胺可以明显

促进中国对虾(Penaeus chinensis)的卵巢发育(蔡生力

等, 2000)。卵黄蛋白原基因是非哺乳卵生动物卵细胞

发育过程中产生的重要物质成分，为胚胎及幼体发育

提供营养和功能性的物质，是卵巢发育重要的标记基

因(Wang et al, 2020)。Köhler 等(2007)研究发现，在

无脊椎动物中，雌激素必须与 ERR 基因的雌激素反

应元件结合，才能启动卵黄蛋白原等基因的转录调

控。本研究通过 5-羟色胺浸泡脊尾白虾后发现，实验

组脊尾白虾的卵巢开始发育，而对照组不发育；且实

验组脊尾白虾卵巢发育Ⅰ期的卵巢组织中卵黄蛋白

原基因的表达量是空白组的 15.15 倍。实验组脊尾白

虾卵巢中 EcERR 基因的表达量显著高于对照组(P< 

0.05)，是空白对照组的 4.48 倍，说明 5-羟色胺对脊尾

白虾卵巢发育有一定的促进作用，EcERR 参与脊尾白

虾的卵巢发育的过程，但其调控机理有待进一步研究。 
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Cloning and Expression Analysis of EcERR in Exopalaemon carinicauda 
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, LI Jitao2, WANG Jiajia2, LI Wenyang2, LI Mingdong1,2 
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Abstract    Estrogen-related receptor (ERR) is a eukaryotic transcription factor that is closely related to 

the effect of estrogen and is involved in the regulation of energy metabolism, cell proliferation and 

differentiation, gonadal development, and other physiological processes. To understand the role of 

estrogen-related receptors in the ovarian development of Exopalaemon carinicauda, the EcERR was 

cloned using RACE technology. The gene is 2025 bp long, including an open reading frame of 1374 bp, a 

5′ untranslated region of 241 bp, and a 3′ untranslated region of 410 bp, which encodes 457 amino acids. 

Tissue expression analysis showed that EcERR was expressed in many E. carinicauda tissues, with the 

highest expression level in ovarian tissue. The expression level of EcERR in the cleavage stage was 

significantly higher than in that of other embryo and larval development stages (P<0.05). The expression 

level of EcERR first decreased and then increased during ovarian development, with the highest 

expression level in StageⅠ. After 5-hydroxytryptamine invaded, the expression levels of vitellogenin and 

EcERR in the experimental group were significantly higher than in the control group (P<0.05). The results 

showed that EcERR is involved in the regulation of E. carinicauda ovarian development and plays a key 

role in its early stages.  

Key words    Exopalaemon carinicauda; Estrogen-related receptor; Ovarian development; 

5-Hydroxytryptamine; Gene expression 
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