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摘要    虾青蛋白(Crustacyanin, CRCN)在甲壳动物脂类代谢及低氧胁迫应激调控等方面具有重要

的功能。为获取虾青蛋白在克氏原螯虾(Procambarus clarkii)性腺发育和低氧胁迫应答中的作用，本

研究在克氏原螯虾肝胰腺组织中鉴定出 1 个类虾青蛋白 PcCRCN-L 基因的 cDNA 序列，分析了

PcCRCN-L 基因的结构特征和进化模式，研究了 PcCRCN-L 基因在不同组织与性腺不同发育时期的

表达特征，探讨了 PcCRCN-L 在低氧–复氧胁迫下的表达响应模式。结果显示，PcCRCN-L 基因 cDNA

序列长2 700 bp，其开放阅读框(ORF)长度为1 587 bp，编码528个氨基酸残基；DNA序列长6 130 bp，

位于克氏原螯虾基因组的第 12 号染色体，包含 5 个外显子和 4 个内含子，内含子/外显子剪接方式

符合 GT-AG 规则。PcCRCN-L 具有 1 个完整的 lipocalin 结构域，包含典型的序列保守区Ⅰ(SCR1)

序列 G-X-W、保守区Ⅱ(SCR2)序列 T-D-Y 和保守区Ⅲ(SCR3)序列精氨酸 R。多序列比对与系统进

化分析结果显示，PcCRCN-L 独立于传统虾青蛋白 A 和 C 亚族，单独聚为一支。PcCRCN-L 在克氏

原螯虾多个组织中均有表达，在肝胰腺中表达量最高；在性腺不同发育时期，肝胰腺以及卵巢组织

中的 PcCRCN-L 基因表达量显著降低；低氧胁迫下，肝胰腺组织中 PcCRCN-L 表达量显著降低，复

氧后显著升高。研究结果表明，PcCRCN-L 与克氏原螯虾性腺发育密切相关，并参与了克氏原螯虾

的低氧–复氧胁迫应激调控。 
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克氏原螯虾(Procambarus clarkii)俗称小龙虾，原

产于北美洲，是我国重要的淡水养殖甲壳动物。

2021 年全国克氏原螯虾养殖面积为 17 3333 hm2，养

殖产量为 263.36 万 t (于秀娟等, 2022)。克氏原螯虾
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养殖过程中水体溶解氧变化剧烈，低氧胁迫会导致克

氏原螯虾壳色变红，蜕壳次数减少，性腺提早发育成

熟，抗病力下降，甚至造成大面积死亡现象(芦超等, 

2020; Wang et al, 2016)。短期轻度缺氧条件下，水生

甲壳类动物通过提高氧结合蛋白的浓度和亲和力，增

强氧气摄入量来适应低氧环境(孙盛明等, 2020)。长

期缺氧条件下，水生甲壳类动物通过降低蛋白合成速

率和自身代谢需求来减少需氧量，同时诱导糖酵解、

脂质代谢等厌氧途径来临时补充能量，补偿有氧代谢

不足(殷丽坤等, 2023; 曹梅等, 2021)。但厌氧代谢会

抑制线粒体中电子与氧气结合，引起机体自由基稳衡

态失衡，降低机体呼吸代谢和抗氧化代谢水平，造成

细胞氧化应激损伤(陆逸等, 2020)。 

虾青蛋白(Crustacyanin, CRCN)是甲壳动物所特

有的一类载脂蛋白，属 ApoD 家族，主要由 A 和 C

两大亚族构成。虾青蛋白可与虾青素聚合形成虾青结

合蛋白复合体，引起虾青素末端质子重置，从而调控

甲壳动物壳色 (Begum et al, 2015; Chayen et al, 
2005)。除了调控壳色功能外，该家族还在脂类代谢

及低氧应激等方面具有重要的生物学功能(王磊等 , 

2008; Goessling et al, 2000)。虾青蛋白同系物 Glaz 功

能缺失性突变，会导致果蝇(Drosophila melanogaster)

氧化应激损伤和饥饿耐受力降低，体重减少，寿命缩

短；重启 Glaz 表达后，果蝇脂肪储存恢复，机体抗

氧化能力和饥饿敏感性增加；过表达 Glaz 时，果蝇

平均寿命延长，饥饿耐受力增强，低氧胁迫下的运动

爬行能力提高 (Sanchez et al, 2006; Walker et al, 
2006)。除此之外，虾青蛋白在蜕皮生长、性腺和神

经系统发育等过程中均发挥了重要的作用(Wang et al, 
2007; Li, 2019; Gao et al, 2021; Yang et al, 2011)。 

本研究基于课题组前期所获取的克氏原螯虾全

基因组信息(Xu et al, 2021)，采用同源比对与分子克

隆相结合的策略获取了类虾青蛋白基因(PcCRCN-L)

的 cDNA 序列，并研究其基因结构与进化模式，分析

该基因在不同组织与性腺不同发育时期的表达特征，

比较 PcCRCN-L 基因在低氧–复氧胁迫下的表达模

式，旨在为深入研究该基因在克氏原螯虾性腺发育与

低氧应激调控中的作用提供参考。 

1  材料与方法  

1.1  实验材料   

本实验所用克氏原螯虾采集自江苏省淡水水产

研究所浦口遗传育种基地，体重为(25.3±0.8) g，于实

验室中流水暂养(所有样本均为雌虾)。随机取 3 只健

康的克氏原螯虾(性腺发育Ⅰ期)，分别取肝胰腺、肌

肉、鳃、眼柄、后肠、表皮、心脏、胃、卵巢等 9 个

组织用于组织表达特征分析。分别取 3 只处于性腺不

同发育时期的雌虾，取肝胰腺和卵巢组织，分析

PcCRCN-L 基因在性腺不同发育时期的表达特征。根

据卵粒形态特征判断性腺发育时期：卵巢发育初期

(Ⅰ期)呈白色透明状，未见卵粒；Ⅱ期、Ⅲ期卵巢颜

色逐步变黄加深，卵粒明显增大；发育至Ⅳ~Ⅴ期，

卵黄沉积后的卵粒呈深褐色(徐增洪等, 2010)。 

低氧胁迫实验参照文献报道的研究方案进行(Xu 

et al, 2022)。将克氏原螯虾随机分为 2 组，常氧对照

组溶解氧为(6.8±0.2) mg/L，低氧–复氧胁迫组初始溶

解氧为(1.0±0.1) mg/L。每组分别设置 3 个重复水族

箱，每箱养殖 15只克氏原螯虾。于低氧胁迫 1 h和 6 h、

复氧 1 h 和 24 h [溶解氧为(6.8±0.2) mg/L]，从各箱中

分别随机取 3 只克氏原螯虾样本，采集肝胰腺组织，

置于 RNA Keeper Tissue (Vazyme, 南京)中，4 ℃放置

1 h，液氮速冻后–80 ℃保存备用。  

1.2  RNA 提取与 cDNA 的合成 

参照 RNAisoPlus 试剂盒使用说明书 (TaKaRa, 

大连)，提取克氏原螯虾不同组织总 RNA。采用微量

分光光度计 TGemPro (北京天根生化科技有限公司)

检测 RNA 浓度，琼脂糖凝胶电泳检测其完整性，使

用反转录试剂盒 PrimeScriptTM RT reagent kit with 

gDNA Eraser (TaKaRa, 大连)获取 cDNA。 

1.3  PcCRCN-L cDNA 序列的克隆 

基 于 克 氏 原 螯 虾 基 因 组 信 息 (JAIWQB 

000000000.1)类虾青蛋白 PcCRCN-L 基因序列，设计

引物(PcCRCN-LF: AGCCGGTCCGTGTATAGTTG，

PcCRCN-LR: GTACGTCTGAGCAGCAGCAG) 用 于

扩增 PcCRCN-L 的完整开放读码框(ORF)区域。PCR

扩增体系：95 ℃预变性 5 min，95 ℃变性 30 s，55 ℃

退火 60 s/120 s，72 ℃延伸 1 min，40 个循环；最后 72 ℃

延伸 10 min。PCR 产物纯化回收(TaKaRa, 大连)后连

接到 Peasy-T3 cloning Vector (全式金, 北京)，并转化

到 Trans-T1 感受态细胞(全式金, 北京)，挑取阳性克

隆进行测序。 

1.4  生物信息学分析 

应用 EditSeq 程序进行开放阅读框(ORF)分析并

将其推导为相应的氨基酸序列；使用 NCBI (http:// 

www.ncbi.nlm.nih.gov) BLAST 进行蛋白质序列同源

性检索分析；使用 ExPASy (https://web.expasy.org/ 
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protparam/)在线工具分析蛋白质分子量、等电点及基

本性质；使用 SMART (http://smart.embl-heidelberg. 

de/)预测蛋白功能域；使用 Prosite (https://prosite. 

expasy.org/)预测蛋白氨基酸结构功能位点；使用

ClustalW2 软件将 PcCRCN-L 序列与同源氨基酸序列

对比分析；应用 MEGA 6 软件，采用 Neighbor-Joining

法构建系统进化树；使用 AnimalTFDB3 (http://bioinfo. 

life.hust.edu.cn/AnimalTFDB/#!/)预测目的基因上游

2 000 bp 转录因子。 

1.5  PcCRCN-L mRNA 实时荧光定量 PCR 检测 

根据获得的 PcCRCN-L 基因 cDNA 序列信息，设

计引物用于实时荧光定量 PCR (RT-qPCR)检测，

RT-PcCRCN-LF ： CCACCATCACCATCATCAT ，

RT-PcCRCN-LR：TCCACATCTTCAACCATCAA。内

参引物为 RT-GAPDHF：GATGCCCCAATGTTCGTC 

TG ， RT-GAPDHR ： CGTCATCCTCAGTGTAACC 

CA)。每个样品的目的基因和内参基因分别进行 3 次

重复。RT-qPCR 条件：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变

性 30 s，60 ℃退火延伸 30 s，40 个循环；72 ℃延伸

10 min。PcCRCN-L 基因在不同组织、性腺不同发育

时期和低氧胁迫下的相对表达情况采用 2–ΔΔCt 法进行

分析(Livak et al, 2001)。使用单因素方差分析(one- 

way ANOVA)对表达结果进行统计，采用 LSD 法进

行多重比较(P<0.05)。 

2  结果 

2.1  PcCRCN-L 序列分析  

克 氏 原 螯 虾 类 虾 青 蛋 白 基 因 (PcCRCN-L) 的

cDNA 序列长 2 700 bp (GenBank 登录号：OP235978)，

位于第 12 号染色体上，开放阅读框(ORF)为 1 587 bp，

编码 528 个氨基酸残基(图 1)。其理论等电点为 5.64，

相对分子 量 为 57.75 kDa ，属于 亲 水性蛋白 。

PcCRCN-L DNA 序列长 6 130 bp，包含 5 个外显子和

4 个内含子，5 个外显子大小从 88 bp 到 1 047 bp 不

等，4 个内含子大小从 195 bp 到 1 966 bp 不等。与内

含子相比，外显子相对较小，内含子/外显子剪接方式

符合 GT-AG 规则(表 1)。在转录起始位点上游 2 000 bp

内预测到有 2 个低氧诱导因子 HIF-1 结合位点

5´-RCGTG-3´ (–814 ~ –831 bp 和–244 ~ –255 bp) (图 1)。 

2.2  PcCRCN-L 同源性比对与系统进化分析 

对氨基酸序列所含结构域进行预测，PcCRCN-L

具有一个完整的 lipocalin 结构域，包含典型的序列保

守区Ⅰ (SCR1)序列 G-X-W、保守区Ⅱ (SCR2)序列

T-D-Y 和保守区Ⅲ(SCR3)序列-R。同源比对结果显

示，PcCRCN-L 与美洲螯龙虾(Homarus americanus)

同源性最高(68.09%)，与中国对虾(Penaeus chinensis)

同源性为 55.24%，与日本对虾(Penaeus japonicus)同

源性为 53.85%，与凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)
同源性 56.64% (图 2)。系统进化树分析结果显示，

PcCRCN-L 与美洲螯龙虾、中国对虾、凡纳滨对虾和

日本对虾聚为一支，独立于传统虾青蛋白 A 与 C，与

甲壳动物 ApoD 和昆虫 ApoD 形成独立分支，与传统

CRCN 分类方法结果相一致(图 3)。 

2.3  PcCRCN-L 的组织表达特征分析 

PcCRCN-L 基因在克氏原螯虾 9 个组织(鳃、眼

柄、胃、表皮、心脏、肌肉、卵巢、肠道和肝胰腺)

中的表达结果显示，PcCRCN-L 基因在所检测的各个

组织中均有表达，其中肝胰腺中的基因表达量显著高

于其他组织(P<0.05)。PcCRCN-L 基因在肠道、肌肉、

心脏、胃、表皮、鳃、卵巢以及眼柄等组织中的表达

量较低，但是各组织间的表达量无显著性差异

(P>0.05) (图 4)。 
 

表 1  PcCRCN-L 基因的外显子–内含子剪接 
Tab.1  Exon-intron splice junctions of PcCRCN-L 

内含子外显子序列 Sequence at exon-intron juction 外显子 

Exon No. 

大小 

Size /bp 5´端 5´-splice donnor  3´端 3´-splice donnor

内含子

Intron No.

大小 

Size/bp 

氨基酸断裂位点 

Amino acid interrupted

1 >180 GAC TTC CAG AAC 
D   L   Q   N 

gtaag...gacag TTC AGC GGC GTC
L   S   G   V 

Ⅰ 1 966 Asn-60 

2 88 TAT AGT TGG GAT G 
Y   S   W   D 

gtaag...ttcag GG AGG CAA TTT 
G   R   Q   F 

Ⅱ 1 506 Gly-90 

3 135 CGC TCT CCC AAT G 
R   S   P   N 

gtaag...tacag TT CCA CCT GTC 
V  P    P   V 

Ⅲ 195 Val-135 

4 1 047 ACC AGT ATG ACA G 
T   S   M   T 

gtgag...gtcag AC GTG AAG GAG
D  V   K   E 

Ⅳ 876 Asp-484 

5 137       
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图 1  PcCRCN-L 基因的 cDNA 序列及其氨基酸和基因结构 
Fig.1  cDNA sequence and its amino acid and gene structure of PcCRCN-L 

A：粗体 ATG 和 TAA 分别代表起始密码子和终止密码子，下划线部分代表催化结构域；B：基因结构 
A: Bold ATG and TAA represent the start and stop codons, respectively, and the underlined part represents the catalytic domain;  

B: The structure of the PcCRCN-L gene 
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图 2  PcCRCN-L 氨基酸序列同源比对分析 
Fig.2  Alignment of amino acid sequences of PcCRCN-L and other related sequences 

图中黑色代表相同水平 100%，灰色代表相同水平≥50%。 

序列内黑色实线方框表示 3 个 Lipocalin 家族特征保守区域(G-X-W、T-D-Y 和-R)。 

Black denotes the homology level is 100%, and gray denotes the homology level is ≥50%. Black solid line box in the sequence 
represents three characteristic conservative regions of Lipocalin family (G-X-W, T-D-Y, and -R). 

 

 
 

图 3  基于 PcCRCN-L 氨基酸序列构建的系统进化树 
Fig.3  Phylogenetic relationship between PcCRCN-L and other related species based on amino acid sequences 

 

2.4  PcCRCN-L 在性腺不同发育时期的表达特征分析  

PcCRCN-L基因在克氏原螯虾性腺不同发育时期

的表达变化分析结果显示，PcCRCN-L 基因在卵巢与

肝胰腺组织中的表达趋势类似。性腺发育Ⅰ~Ⅱ期，

卵巢与肝胰腺组织中的 PcCRCN-L 基因表达水平显

著降低(P<0.05)；性腺发育Ⅱ~Ⅴ期，PcCRCN-L 基因

表达水平较低，但各发育时期间无显著差异(P>0.05) 

(图 5 和图 6)。  

2.5  PcCRCN-L 在低氧–复氧胁迫下的表达特征分析 

低氧胁迫 1 h 时，克氏原螯虾肝胰腺组织中
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PcCRCN-L 基因表达量显著降低(P<0.05)，但低氧胁

迫 1 h 和低氧胁迫 6 h 之间无显著差异；复氧 1 h 后，

PcCRCN-L 基因表达量显著上调(P<0.05)，复氧 12 h

后，PcCRCN-L 表达量呈显著性增加(P<0.05) (图 7)。 
 

 
 

图 4  PcCRCN-L 基因在不同组织中的表达 
Fig.4   Expression of PcCRCN-L in different tissues 

不同字母代表不同实验组之间具有显著性差异(P<0.05)， 

图中误差线为标准差，下同。 
Different letters represent significant differences in different 
experimental groups (P<0.05). The error lines in the figure 

are standard deviations. The same below. 
 

 
 

图 5  PcCRCN-L 基因在性腺不同发育时期的表达 

(肝胰腺组织) 
Fig.5  Expression of PcCRCN-L in hepatopancreas  

at different developmental stages of gonad  
 

3  讨论 

虾青蛋白(CRCN)是脂质运载蛋白 ApoD 家族的

重要成员，该家族主要负责运输类胡萝卜素、胆固醇、

视黄醇和磷脂等疏水脂类，参与甲壳动物的壳色与应

激反应调控(Flower, 1996; Sanchez et al, 2021)。Wang  

 
 

图 6  PcCRCN-L 基因在性腺不同发育时期的表达 

(卵巢组织) 
Fig.6  Expression of PcCRCN-L in ovary  
at different developmental stages of gonad 

 

 
 

图 7  PcCRCN-L 基因在低氧–复氧胁迫下的表达特征 
Fig.7  Expression of PcCRCN-L in hepatopancreas under 

hypoxia and reoxygenation stress 
 

等在罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)中分离出

一种虾青蛋白 MrLC，发现其参与罗氏沼虾的蜕皮生

殖进程，MrLC 基因表达受到抑制后导致罗氏沼虾壳

色变红(Wang et al, 2007; Yang et al, 2011)。Gao 等

(2021)在脊尾白虾(Exopalaemon carinicauda)中获得

了 A1、A2、C1 和 C2 等 4 种虾青蛋白，A1 和 A2 主

要在皮下脂肪组织分布，C1 和 C2 分别在眼柄和腹索

神经高表达，RNA 干扰其表达后脊尾白虾皮下脂肪

组织中的蓝色素细胞消失，壳色由透明变为淡红色。

本研究通过前期所获取的克氏原螯虾基因组信息结

合分子克隆从克氏原螯虾肝胰腺组织中克隆获取了

类虾青蛋白 PcCRCN-L 基因的 cDNA 序列，发现

PcCRCN-L 具有虾青蛋白典型的催化功能域，包含

3 个结构保守区(SCR)，形成以 8 个反向平行的 β 折
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叠组成的桶装结构并伴有 1 个 α 螺旋(Chayen et al, 
2005)。与典型虾青蛋白序列结构有所不同，克氏原

螯虾 PcCRCN-L 预测氨基酸序列 C 端含有一个富含

脯氨酸的结构域，推测通过该结构域内嵌形成的空腔

体能够与虾青素、类固醇、磷脂等配体结合，从而具

有不同的生理功能。  

肝胰腺是甲壳动物脂类存储和代谢的中心

(Mourente, 1996)。中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)虾青

蛋白 CRCN-C2 在肝胰腺中表达量最高，虾青蛋白

CRCN-C1 主要分布在肝胰腺和卵巢组织 (李清清 , 

2019) 。斑节对虾 (Penaeus monodon) 类虾青蛋 白

PmCLL 在肝胰腺和血淋巴中高表达，干扰 PmCLL 表

达后，表皮组织中的虾青素含量显著降低；PmCLL
过表达时，表皮中虾青素含量显著增加(Zhao et al, 
2021)。虾青蛋白同系物载脂蛋白 D 在调节哺乳动物

肝脏组织脂质稳态中发挥重要作用，缺乏载脂蛋白 D

会改变脂质构成，引发脂质代谢失衡，导致脂肪细胞

退化(Charkoftaki et al, 2019; Sanchez et al, 2021)。本

研究发现，PcCRCN-L 基因在肝胰腺中高表达，推测

肝胰腺作为 PcCRCN-L 的合成场所，在克氏原螯虾脂

类存储与代谢过程中发挥着重要作用。性腺发育与脂

类代谢密切相关(Teshima et al, 1983)。磷脂是甲壳类

动物肝胰腺组织的主要脂质成分，在甲壳类动物的能

量代谢和性腺发育中发挥着重要作用(Mourente et al, 
1994)。成永旭等(2000)研究发现，不同发育阶段卵巢

中性脂和磷脂占比不同，其中磷脂比例随着卵巢发育

逐步降低，而中性脂比例不断升高。PcCRCN-L 基因

在卵巢中的表达量随着性腺发育逐步下调，提示

PcCRCN-L 可能与克氏原螯虾性腺发育过程中的脂类

代谢密切相关。 

甲壳动物可通过降低蛋白合成速率和诱导厌氧

途径来应对低氧环境(孙盛明等, 2020)。在小鼠(Mus 
musculus)中发现，低氧胁迫可显著抑制载脂蛋白表

达，降低生理代谢速率，甚至导致发育迟缓；复氧后

载脂蛋白含量显著上升，生理代谢速率升高(程港丽

等, 2022; 刘玲燕等, 2018)。低氧胁迫下，PcCRCN-L
基因表达量显著下降，复氧后 PcCRCN-L 基因表达量

显著提高，与长牡蛎(Crassostrea gigas)在缺氧期间蛋

白质合成受到抑制，在复氧期间重新激活的趋势相一

致(Sokolov et al, 2019)。低氧诱导因子 HIF-1 对于维

持动物机体内部的氧稳态至关重要，HIF-1 可通过调

控下游载脂蛋白基因的表达，从而引起一系列的生

理、生化反应 (肖武汉, 2014)。PcCRCN-L 基因启动

子区域包含 2 个 HIF-1 结合位点，推测在低氧条件下

HIF-1 可与 PcCRCN-L 基因的低氧反应元件结合，参

与了低氧胁迫下 PcCRCN-L 的表达调控。  

总之，本研究首次克隆了克氏原螯虾类虾青蛋白

PcCRCN-L 基因序列，分析了 PcCRCN-L 基因在性腺

不同发育时期以及低氧–复氧胁迫下的表达特征，推

测 PcCRCN-L 可能参与了克氏原螯虾的性腺发育和

低氧胁迫应答，为深入研究 PcCRCN-L 基因在克氏原

螯虾繁殖以及氧化应激中的作用奠定了基础。 
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Molecular Characterization and Expression Response Under Hypoxic- 
Reoxygenation Stress of a Crustacyanin-Like Gene in Procambarus clarkii 
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Abstract    Crustacyanin (CRCN), a family of lipocalin proteins specific to crustaceans, was primarily 

found in the exoskeleton of crustaceans. By binding with astaxanthin to form the astaxanthin-binding 

protein complex, it resets the proton at the end of astaxanthin and modifies the acidic site in astaxanthin, 

thereby regulating crustacean shell color. In addition to regulating shell colors, crustacyanin is involved in 

the transport of small molecule lipids such as steroid hormones and pheromones and has important 

biological functions in moult growth, gonadal and nervous system development, resistance to heavy metal 

lipid metabolism, and hypoxic stress. It was first discovered that the pigment in the blue shell of lobster 

could be extracted with ammonium chloride via a complex combination of organic bases and lipid 

pigments. It was later proposed that the pigment was a combination of astaxanthin and multimeric protein 

complex known as α-CRCN. This complex is composed of an octomer of dimeric β-CRCN subunits, with 

this dimer formed by two types of CRCN A and C in association with two astaxanthin molecules. Natural 

crustacyanins are all α-CRCN, comprising a total of 16 molecules. Procambarus clarkii, a member of the 

order Crustacea (Decapoda, Crayfish), is native to North America and is an important freshwater 

crustacean in China. It had been established that P. clarkii is susceptible to low oxygen stress during the 

culture process. The low oxygen environment inhibits the metabolic rate of P. clarkii, leading to increased 

susceptibility to pathogens; therefore, the ability of P. clarkii to tolerate and physiologically regulate stress 

due to other environmental factors was also affected, which can lead to irreversible damage and even 

death in severe cases. To understand the role of crustacyanin-like genes in gonadal development and 

hypoxic-reoxygenation stress in P. clarkii, a cDNA sequence of the PcCRCN-L gene was isolated from the 

hepatopancreas of this organism. The structural characteristics and evolutionary patterns of the 

PcCRCN-L gene were analyzed, and the expression characteristics of the PcCRCN-L gene in different 

tissues and gonad development stages were investigated. The expression response pattern of PcCRCN-L 

under hypoxic-reoxygenation stress was investigated. The DNA sequence of the PcCRCN-L gene was 

6 130 bp long and located on chromosome 12 of the P. clarkii genome. The cDNA sequence was 2 700 bp, 

and its open reading frame (ORF) length was 1 587 bp. It contained five exons and four introns, encoded 
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528 amino acid residues, had a theoretical isoelectric point of 5.71 and a relative molecular weight of 

55 613.55, and was a hydrophilic protein. The intron/exon splicing pattern was in accordance with the 

GT-AG rule. The PcCRCN-L protein had a complete lipocalin domain, which included the typical 

sequences G-X-W of conserved region I (SCR1), T-D-Y of conserved region II (SCR2), and arginine R of 

conserved region III (SCR3). The results of multiple sequence alignments and phylogenetic analyses 

showed that PcCRCN-L, as well as the crustacyanin A and crustacyanin C subgroups, were separately 

clustered into a branch. The expression characteristics of the PcCRCN-L gene in different tissues showed 

that PcCRCN-L was expressed in all the tissues; however, the highest expression level was found in the 

hepatopancreas. The expression trend of the PcCRCN-L gene in the ovary and the hepatopancreas was 

similar in different stages of gonadal development. The expression level of the PcCRCN-L gene was 

significantly decreased in stages Ⅰ~Ⅱof ovarian development (P<0.05), but no significant difference 

was found in stages Ⅱ~Ⅴ (P>0.05). The expression of the PcCRCN-L gene was significantly decreased 

under hypoxia stress for 1 h (P<0.05), but there was no significant difference between hypoxia stress for 

1 h and hypoxia stress for 6 h. After reoxygenation for 1 h, the expression of the PcCRCN-L gene was 

significantly up-regulated (P<0.05). Compared with reoxygenation for 1 h, the expression of the 

PcCRCN-L gene was significantly increased at 12 h (P<0.05). The results showed that PcCRCN-L should 

be closely involved in the regulation of gonadal development and hypoxia-reoxygenation stress in 
P. clarkii. 
Key words    Procambarus clarkii; Crustacyanin-like; Tissue expression; Different developmental 

stages of gonad; Hypoxia stress 

 


