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摘要! 为了研究盐度 43 条件下中华鲟幼鱼鳃丝 %:

H

!T

H

7&R6:A2"%T&#

#

亚基的分子调节机

制!采用克隆方法得到中华鲟幼鱼鳃丝 %T&

#

亚基部分基因序列!在鲟鱼转移后 /!0!42!29!

9:!82 和 10 K 检测实验组"淡水 6盐水#和对照组"淡水 6淡水#中华鲟幼鱼鳃丝 %T&

#

亚基

的 9$%&表达水平$鳃丝 %T&活性$血清 %:

H

$-0

6的浓度和渗透压% 结果显示!在转移后 3

?42 K!实验组中的 9$%&表达量与酶活性为适应盐度变化而显著增加"!=3137#!离子浓度

和渗透压均显著上升"!=3137#&在转移后 42 ?29 K!9$%&表达和酶活性开始降低到一个较

低值!但仍然显著高于对照组的值"!=3137#!离子
!

渗透压的变化与酶活性及 9$%&变化

趋势一致!这表明中华鲟鳃丝 %T&在应对盐度变化时通过改变 9$%&表达量来增加酶活性!

高活性 %T&调节血清离子和渗透压平衡%

关键词! 中华鲟& %:

H

!T

H

7&R6:A2

#

亚基& 盐度& 基因克隆& 表达

中图分类号! F8:1& *148195555555 5文献标志码'&

55中华鲟#O#2+),*)(*2,),*2*EC:@$是我国独有

的&典型江海洄游性鱼类
(4)

"有 +水中大熊猫,的

美誉"是我国一级水生保护动物' 近 /3 年来"由

于污染&栖息地环境变迁&捕捞等原因"中华鲟种

群日益减少"处于濒临灭绝的境地"其保护生物学

研究引起了广大科研工作者的广泛关注'

每年 7*1 月"中华鲟幼鱼降河至长江口水域

进行摄食肥育"同时"在河口水域半咸水刺激下完

成从结构和功能的适应性调节与转变"从而适应

海洋生活环境' 长江口中华鲟幼鱼阶段是其生活

史中的关键时期之一"是其入海前的准备阶段'

在此时期"中华鲟幼鱼通过生理生化调节适应河

口多种盐度环境' 中华鲟幼鱼可根据盐度变化改

变其盐度喜好性"这种盐度可塑性对中华鲟幼鱼

从河口进入大海起着重要作用
(2)

' 目前对中华

鲟幼鱼在河口半咸水中渗透调节机制的研究主要

集中在生理生化水平和行为学方面' 在盐度 43

以下"中华鲟幼鱼正常摄食"通过鳃有效进行离子

渗透压调节使其维持在平衡状态
(/)

' 中华鲟幼

鱼半咸水适应过程的渗透调节特征可分为应激&

调节和适应阶段
(9)

' 但到目前为止"中华鲟幼鱼

分子水平的渗透调节机制还未见报道'

长期以来"关于鱼类渗透调节中起关键作用

的鳃丝 %:

H

"T

H

7&R6:A2#%T&$有广泛研究"大

多数硬骨鱼在应对盐度变化时鳃上 %T&活性呈

现适应性变化并存在时间上的差异
(7 6:)

"在亚致

死盐度压力下"鱼类鳃丝 %T&受盐度影响分为

适应期和调整期" 这两个时期 %T& 活性和

9$%&表达存在明显差异
(1)

' 因而"鱼类适应性

渗透调节能力可通过检测 %T&9$%&的表达量

来衡量"高水平的 9$%&表达体现离子转运泵的

精密性和良好的渗透调节能力
(43)

' 本实验对中

华鲟幼鱼鳃丝 %T&

#

亚基的部分基因序列进行

D4%&克隆"并分别检测在盐度变化时中华鲟幼
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鱼鳃丝 %T&

#

亚基的 9$%&表达量&酶活性及

血清离子浓度和渗透压"从分子角度阐明中华鲟

幼鱼入海洄游过程中的渗透压调节规律"为其渗

透压调节机制研究提供基础资料'

45材料与方法

!"!#实验材料与设计

实验用中华鲟为人工养殖的 4

H

龄幼鱼"平均

体长#:2133 <:1/0$ D9"平均体质量约#9 333132

<:819/ $ >' 养殖水温为 # 28 <4 $ Q"溶氧为

#814 <312$ 9>5'" 3+为 812 <31/"每天光照

42 K' 实验容器为蓝色圆柱形玻璃钢水槽"直径

2187 9"深 31: 9"保持水深 3193 9"桶底部有一

排污换水的出水口' 盐度 43 咸淡水为经颗粒活

性炭及 T4(#T;=2H;D42>C:I:H;/= (0GJ;/=$过滤

#余氯 =3134 9>5'$的自来水与海水晶按相应比

例配成"淡水为经上述 T4(过滤的自来水' $)U/0

试剂购自 )=O;HC/>2= 公司"$%&AH/C2样品保存液"

6C;92C*DC;3H

RL

4

AH

*HC:=I D4%& *@=HK2A;A<;H"D%E

酶"胶回收试剂盒"大肠杆菌 4+7

#

"*]8$

'

6C29;J

,J D%E

RL

"3L4723 载体等购自 R:T:$:公司"超微

量 &R6酶测试盒"考马斯亮蓝蛋白测定试剂盒购

自南京建成生物科技有限公司'

试验设对照组和实验组各 4 个"对照组为淡

水"实验组为盐度 43"随机将淡水中暂养 2 周的

中华鲟幼鱼各 8 尾分别移入对照组和实验组"养

殖 10 K' 实验开始后"分别在 /"0"42"29"9:"82

和 10 K 对照组和实验组中各 7 尾中华鲟进行非

致死活体取样
(44)

' 首先将鱼麻醉
(42)

"剪取鳃丝

45: ?450 长度"用 4,6-水冲洗干净后浸入液氮

中速冻"并置于 6:3 Q保存备用%用 7 9'一次性

无菌注射器在臀鳍下方尾静脉抽血"将血液注入

玻璃采血管中室温放置 317 K"待血清分离后"用

,332=I/CB7:43$离心机分离 # 2 333 C59;=" 43

9;=$血清"分离出的血清分别使用 4*)7137 电解

质分析仪和 .&6$" 7723 渗透压仪 # Y2AD/C"

'/>:="#R$进行血清离子和渗透压检测'

!"9#WHG

%

亚基部分基因序列克隆

$%&提取和反转录55用 R$)U/0试剂盒提

取所有样品的总 $%&"根据 6C;92C*DC;3H

RL

4

AH

*HC:=I D4%&*@=HK2A;A<;H的说明进行反转录得到

第一条 D4%&链'

%T&

#

亚基部分序列扩增55根据 %-8)中

已 登 录 的 大 西 洋 鲑 # -%&./ *%&%($" 红 鲑

#0,#/(13,#1'*,)(4%$"人#B'./ *%+2),*$"白真鲨

# 5%(#1%(12,2;%) &)'#%*$" 白 斑 角 鲨

#-E'%&'*%#%,$12%*&2,,%)'*$"太平洋电鳐#D/(+);/

#%&2C/(,2#%$等物种的 %T&

#

亚基基因的 9$%&

序列"进行序列对比设计简并引物"上游引物 (

4

位

于 2 //3 M3 处"下游引物 $

4

位于2 103 M3处"引物

信息见表 4' 取 4

!

'上述反转录产物#D4%&模

板$"采用 (

4

和 $

4

进行梯度 6-$扩增"反应条件

为 19 Q预变性 / 9;="4 个循环"19 Q /3 A"退火温

度梯度为 7312 Q"7410 Q"7218 Q"79 Q"701:

Q"7112 Q"82 Q 97 A"共/3 个循环"82 Q延伸 43

9;=' 得到的目的片段经 4N的琼脂糖凝胶电泳和

胶回收"连接到 3L4723 载体上"转化&克隆到大肠

杆菌中#具体实验步骤参照宝生物公司 6L4

'

237

R.2DH/C说明书$送公司测序'

表 !#XEA的引物及其序列

$%&"!#$'(2,/+(,1-.XEA

样本

A:9302

引物名称

3C;92C

=:92

引物序列

3C;92CA2PG2=D2

中华鲟

O#2+),*)(

*2,),*2*

(74

7[7E-RERE&YEERE&]EERERE&&7

RE&-R-R--7/

$74

7[7ER-ER&$-&-]&]-&-ER-&---7

E$-RE7/[

Z7( 7[7&RER-&-RRR-RE-R--R7/[

Z7$ 7[7RERRE-R&REEER&RRR-7/[

实验内参

C2B2C2=D2

;=H2C=:0

$

L%#$2,7( 7[7R--ERE&-&R-&&EE&E&&E-7/[

$

L%#$2,7$ 7[7R&--E-&&E&RR--&R&---7/[

!"B#A$PXEA检测 WHG

%

亚基 +AWG的表达

根据基因克隆得到的部分 %T&

#

亚基的基因

序列"用 6C;92C6C29;2C713 软件设计 $R76-$基

因特异性上下游引物 Z7("Z7$"以及
$

L%#$2, 上下

游引物
$

L%#$2,7("

$

L%#$2,7$"引物序列见表 4' 利用

这两对引物进行 $R76-$检测 9$%&的表达' 提

取各时间点样品总 $%&"反转录得到 D4%&#操作

步骤和使用的试剂盒与+412,步骤相同$' 6-$反

应体系为 23

!

'#2

!

'D4%&"73 =9/05'$R76-$

上下游引物#Z7("Z7$$混合液"或内参上下游引物

$

L%#$2,7("

$

L%#$2,7$和 43

!

'2 @*]8$EC22= $R7

6-$3C29;JHGC2$' 反应条件如下!17 Q 2 9;="4

个循环"17 Q 47 A"03 Q /3 A"/3 个循环"9 Q保

存' 以
$

L%#$2, 作为实验内参"使用 &8)公司

*H23"=260GA$2:07R;926-$*@AH29进行荧光定

8:/4
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量' 目标基因和参照基因扩增效率都接近 433N且

相互间效率偏差在 7N以内' 相对基因表达分析

普遍采用操作简便的 2

6

,,

-H

法'

!"D#WHG酶活性检测

在冰浴条件下剪碎鳃丝"用 !]127))超声波细

胞粉碎机进行细胞破碎#超声时间 / A"间隙时间 43

A"工作次数 4/ 次$"匀浆液在 9 Q下 / 733 C59;=

离心 43 9;="取上清液用定磷法测定 &R6酶活性"

蛋白质含量用考马斯亮蓝试剂盒测定' 以每小时

鳃组织蛋白中 &R6:A2分解 &R6产生 4 9/0的量

为 4 个 &R6酶活力单位(

!

9/065#9>;K$)'

!"K#数据分析

所有实验数据采用 *6**4013 统计软件处理

分析"利用方差分析检验实验组和对照组中不同

时间点的数据显著性差异"用 4G=D:= 法对数据进

行多重比较'

25结果

9"!#中华鲟 WHG

%

亚基基因的部分核苷酸序列

通过 6C;92C*DC;3H

RL

4

AH

*HC:=I D4%&*@=HK2A;A

<;H试剂盒合成模板 D4%&"利用引物 (

4

和 $

4

进

行 6-$扩增得到一条长约 027 M3 的特异性 %T&

的条带"与理论预期的大小相同#图 4$'

9"9#中华鲟血清 W%

]

#E0

^浓度及渗透压的变化

对照组离子浓度无显著变化#!>3137$ '转

移后 3 ?0 K"实验组中离子浓度无显著增加#!>

3137$"转移后 42 ?10 K"不同时间点离子浓度和

渗透压变化均无显著差异#!>3137$' 实验组在

转移后 3 ?42 K"%:

H

"-0

6

浓度与对照组相比显著

升高"在 42 K 达到最大值%实验组中渗透压在 3 ?

29 K 显著上升#!=3137$"达到最大值后逐渐降

低并在 9: K 达到较低值#图 2$'

图 !#中华鲟 WHG

%

亚基基因 6=WG扩增结果

L:C<2C14'2333 分子量标准% 41%T&

#

亚基的部分 D4%&

片段'

?/5"!#$'(%+20/./6%7/-),(1*07-.W%

]

#H

]

PG$X%1(

%

P1*&*)/75()(6=WG1(I*()6(

L:C<2C14'2333 0:II2C% 41D4%& BC:>92=H/B%:

H

" T

H

7

&R6:A2

#

7AGMG=;H>2=21

图 9#中华鲟在实验组$淡水转移到盐水#?UP<U%和对照组$淡水转移到淡水#?UP?U%中

不同时间点的 W%

]和 E0

^浓度和渗透压的变化

每个值由平均值 <标准差# , C7$ ' 星号表示显著性差异#!=3137$ ' 下图注释同此'

?/5"9#$/+(P6-*,1(6'%)5(1-.6-)6()7,%7/-)-.(W%

]

)#(E0

^

)%)4-1+-0%0/73 /)E'/)(1(17*,5(-)

7,%)1.(,,(4.,-+ ?U 7- <U$(;2(,/+()7%05,-*2%%)4.,-+ ?U 7- ?U$6-)7,-05,-*2%

&00O:0G2A:C23C2A2=H2I :A92:=A<*,L# , C7$1&AH2C;A< ;=I;D:H2AA;>=;B;D:=HI;BB2C2=D2A#!=3137$1RK2A:92:AHK2B/00/V;=>1

9"B#中华鲟鳃丝 WHG酶活性变化

在 10 K 实验过程中"中华鲟 %T&酶活性变

化的结果分析见图 /' 结果显示"对照组中酶活

性变化无显著差异#!>3137$' 实验组中"转移

后 0 ?10 K"不同时间点的酶活性与对照组相比均

有显著差异#!>3137$' 转移后 42 K 内"%T&活

性显著上升"在 42 K 达到最高值%在转移后 42 ?

10 K"%T&活性显著降低"在 82 K %T&活性最

::/4
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低"在 82 ?10 K 又升高"与初始值相比"酶活性仍

显著升高'

图 B#不同时间段实验组$淡水转移到盐水#?UP<U%和

对照组$淡水转移到淡水#?UP?U%

中华鲟鳃丝 WHG活性的变化

?/5"B#E'%)5(1-.WHG%67/8/73 /)5/00(2/7'(0/% -.

7'(E'/)(1(17*,5(-).,-+ ?U 7-

<U$(;2(,/+()7%05,-*2%%)4.,-+

?U 7- ?U$6-)7,-05,-*2%

9"D#中华鲟鳃丝 WHG

%

亚基 +AWG的相对表达

在 10 K 实验过程中"在对照组中不同时间点

%T&

#

亚基的 9$%&相对表达量无显著性差异

#!>3137$' 实验组中不同时间点的 %T&

#

亚

基 9$%&相对表达量与对照组相比存在显著差

异#!=3137$#图 9$' 转移后 29 K 内"%T&

#

亚

基的 9$%&相对表达量显著上升"在 0 K 达到最

大值后逐渐减少"在 29 K 降到最低值"但与初始

值相比仍显著增加' 在转移后 29 ?10 K"%T&的

9$%&转录水平先增加后保持在稳定水平"变化

并不显著#!>3137$'

图 D#不同时间在实验组和对照组中中华鲟鳃丝

WHG

%

亚基 +AWG相对丰度的变化

?/5"D#E'%)5(1-.,(0%7/8(+AWG%&*)4%)6(-.

WHG

%

P1*&*)/7-.7'(E'/)(1(17*,5(-).,-+

?U 7- <U$(;2(,/+()7%05,-*2%%)4.,-+

?U 7- ?U$6-)7,-05,-*2%

/5讨论

B"!#生理调节

中华鲟幼鱼应对盐度刺激的生理调节表现为

血清渗透压&%:

H

"-0

6

浓度和鳃丝%T&活性均显

著升高"这与 ZK:/ 等
(2"4/)

和 +2等
(/)

的研究结果

总体趋势一致' 但本实验中酶活性增加过程快于

离子浓度和渗透压的上升过程"这表明鳃丝 %T&

活性先增加并进一步调控离子浓度和渗透压升高

以适应环境变化'

B"9#适应期的分子调节机制

中华鲟幼鱼从淡水转移到盐度 43 水体中

3 ?42 K 为适应期"此阶段实验组中 %:

H

"-0

6

浓

度和渗透压快速升高并达到最大值"%T&

#

亚基

9$%&表达量迅速增加并在 0 K 达到最大值"

%T&活性在 42 K 升高到最大值' 这是由于在环

境渗透压改变时"一方面鳃丝 L$细胞
(49)

受到盐

度刺激后通过信号传导途径中的一系列传导因子

将此信号传递到细胞核内"调控 %T&

#

亚基的

9$%&大量转录表达"并进一步翻译成 %T&蛋

白"通过 %T&蛋白能够有效的逆浓度梯度进行

离子进出细胞的转运%同时可能因为 %:

H

"+

H

离

子转运子
(47)

对 %:

H

的转运能力提高"调节离子转

运速度"使机体迅速适应外界环境"从而使细胞内

稳态维持在稳定水平' 另一方面"在此适应阶段

#3 ?42 K$%T&活性和
#

亚基的 9$%&表达量

均显著增加"且 9$%&表达量的增加先于酶活性

上升"可能因为 %T&活性的增加是通过酶蛋白

表达总量增加来实现"而酶蛋白表达要先后经过

%T&9$%&的转录和翻译"这两个分子生物学过

程在时间和空间上的差异造成了 %T&活性和

9$%&表达量变化在时间上的不一致性' 此外"

根据不同学者的研究"%T&的适应性调节还表现

为构型变化"如 %T&中
#

亚基有 9 种异构体#

#

4

69$"分别为
#

4:"

#

4M"

#

4D和
#

/

(40 648)

' 故推测

本实验中 %T&活性增加还可能是鳃丝 %T&离

子转运复合体通过改变构型来增强与离子的亲和

力" $;DK:CIA等
(4:)

发 现 在 虹 鳟 # 0,#/(13,#1'*

.342**$从淡水转移到海水中 43 天后"其鳃丝上

%T&

#

亚基的四种异构体#

#

4:"

#

4M"

#

4D和
#

/$

分布随着鳃丝 %T&活性升高而变化"并且各种

异构体表达水平的变化会引起酶对 %:

H

"T

H

亲和

力的变化' 同样在鲑
(41)

幼鱼期基于 9$%&结果

1:/4
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分析发现"9$%&通过翻译功能蛋白来增加全酶

活性这一基本调节机制"本质上是 %T&

#

亚基两

种主要异构体#

#

4:"

#

4M$和
"

亚基三者之间相互

调节的过程"异构体
#

4M 在海水调控模式中转录

水平升高"异构体
#

4:在淡水调控模式中表达量

降低
(23)

' 但中华鲟幼鱼 %T&

#

亚基是否也存在

多种异构体"以及是否在环境变化时也通过异构

体之间的转变实现酶离子亲和力的改变等问题还

有待于进一步研究'

B"B#调整期的分子调节机制

中华鲟幼鱼转移后 42 ?10 K 为调整期"在此

阶段离子浓度和渗透压没有显著变化"%T&活性

和
#

亚基的 9$%&表达量呈现上述变化趋势"因

为此阶段基因调控系统通过反馈调节使各项指标

与环境条件相适应' 细胞内基因表达调控系统和

环境密切相关"环境变化时鳃丝细胞协同机体其他

调节器官快速应答以适应环境"所以适应期 %T&

蛋白和 9$%&表达量大量增加后"过量的表达产

物在调节渗透压平衡的同时产生反馈抑制作用"从

而调控细胞内 %T&

#

亚基 9$%&表达量和 %T&

的分泌量下降"外在表现为渗透压和离子浓度的基

本稳定' 经过初步反馈调节后的酶活性和 9$%&

表达量略低于平衡状态"%T&基因表达调控系统

进行补偿性少量表达' 另外"基因应对环境变化的

调节机制是一个多基因协同作用的过程"LM:@2

等
(24)

发现非洲西海岸野生罗非鱼 # -%(/$1)(/;/,

.)&%,/$1)(/,$鳃丝上 %:

H

"T

H

7&R6:A24:亚基"阴

离子电压依赖型离子通道"细胞色素 -氧化酶"

%&4+脱氢酶等基因的表达相互关联"并且这些基

因的表达与盐度紧密相关' 本实验从分子水平和

蛋白水平研究中华鲟鳃丝 %T&

#

亚基与环境盐度

变化的关系"初步了解中华鲟鳃丝渗透调节机制"

发现盐度变化时鳃丝通过增加 9$%&的表达量来

提高 %T&活性"进而调节离子和渗透压平衡"但对

于中华鲟鳃丝 %T&整体结构&功能和分子机制以

及%T&和鳃组织中其他酶蛋白之间的协同作用还

有待于进一步研究'
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