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摘要: 应用RACE技术克隆了青虾(Macrobrachium nipponense)的Hc基因全长cDNA序列, 并对该基因序列特征进行了分析。青虾Hc基因cDNA全长2 235 bp, 包括10 bp的5′末端非翻译区(UTR), 2 074 bp的开放阅读框(ORF), 151 bp的3′UTR, 开放阅读框编码688个氨基酸。蛋白相似度比对显示, 青虾血蓝蛋白含有典型的6个保守的铜离子结合位点。系统进化树分析表明, 青虾Hc与脊尾白虾(Exopalaemon carinicauda) Hc聚在一起, 具有最近的亲缘关系。荧光定量PCR检测显示, Hc基因在青虾不同组织中均有表达, 其表达量在肝胰腺中最高; 使用荧光定量PCR检测青虾Hc基因在低氧胁迫和复氧条件下在肝胰腺中的mRNA时空表达情况, 结果显示, 经低氧和复氧刺激后, 与对照组相比, Hc 在肝胰腺中的表达量分别在低氧胁迫 12 h、24 h 和复氧6 h出现了3次明显上调, 由此推测Hc基因参与低氧应激分子过程。此外, 本研究通过血蓝蛋白的分离纯化技术制备了多克隆抗体, 本研究结果可为更进一步的了解青虾血蓝蛋白的生理功能提供理论支撑。
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血蓝蛋白(hemocyanin)是存在于节肢动物和软体动物血淋巴中的含铜蛋白, 与蚯蚓血红蛋白(hemerythrin)和血红蛋白(hemoglobin)并称为动物进化过程中的3 种重要的呼吸蛋白。近年来引起学术界重视的是血蓝蛋白具有多种生物学功能。鉴于该蛋白所表现出的酚氧化物酶活性[1−2]、血细胞凝集活性[3]、抗病毒[4]和抗菌[5]等免疫学功能, 为了深入阐明甲壳类血蓝蛋白的生理功能, 其cDNA 序列已相继被克隆[6-8]。考虑到凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)具有大小两个血蓝蛋白亚型, 笔者推测青虾(Macrobrachium nipponense) 血蓝蛋白基因也具有两个亚型。迄今, 青虾血蓝蛋白基因小亚型的克隆工作已经完成[9], 而青虾血蓝蛋白基因大亚型的克隆研究尚未见报道。
青虾是中国淡水养殖虾蟹类的重要种类[10−11], 然而青虾对低氧环境耐受性较差是制约青虾高密度养殖的主要瓶颈[12]。最新报道表明, 甲壳动物血蓝蛋白是HIFs潜在的调控靶基因, 血蓝蛋白启动子中含有HIF 1结合位点, 其核心序列为5′- RCGTG-3′, 称为缺氧反应元件(hypoxia resp​onse element, HRE) [7]。因此深入研究青虾血蓝蛋白基因功能来揭示低氧应激分子机制显得尤为重要。本研究采用RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends )方法从青虾精巢中克隆出血蓝蛋白基因的全长cDNA, 并对其进行了序列特征分析、低氧和复氧刺激时空表达分析以及多克隆抗体制备等相关研究, 为进一步揭示血蓝蛋白基因的结构和功能积累资料, 也为甲壳动物低氧应激调控机制的研究奠定基础。
1  材料与方法
1.1  材料 

1.1.1  实验虾  实验青虾为野生青虾, 采自太湖无锡湖区。野生青虾暂养在实验室1周, 24 h充氧并维持水温在26~28℃, 日换水量约为总水量的1/2, 每天投喂2次。挑取健康活泼性腺发育良好的青虾个体, 用于提取精巢、肌肉、肝、肠道及血细胞等5个组织的RNA。
实验组和对照组各设3 个平行水槽。每个水槽 (80 cm × 50 cm × 50 cm) 放20尾体质量为(2.34 ± 0.32) g的健康的青虾, 水温25℃。实验组与对照组DO质量浓度分别为 (2.0 ± 0.2) mg/ L和 (6.5 ± 0.2) mg/ L, 实验过程中每隔2 h用HannaHI 9143型便携式溶氧仪(Hanna公司, 意大利)监测水槽中DO 水平。通过充氮气, 充空气以调节水中的DO水平, 使其维持在设定范围内。实验期间青虾无死亡现象。取样时间为低氧处理0 h、6 h、12 h、24 h, 复氧处理6 h、24 h。前4个取样时刻为低氧阶段, 后2个时刻为复氧阶段。
1.1.2  仪器和试剂   RNAiso Plus、cDNA第一链合成试剂盒、3′-Full RACE Kit、5′-Full RACE Kit购自TaKaRa; iScript cDNA Synthesis Kit、SsoFast EvaGreen Supermix购自BIO-RAD; RNeasy Mini Kit购自QIAGEN; UNIQ-10柱式DNA胶回收试剂盒等其他试剂均购自Sangon; 引物由Sangon合成。低温离心机(贝克曼库尔特 Microfuge 22R); 凝胶成像系统(贝克曼库尔特CEQ 8000); 紫外分光光度计(艾本德 BioPhotometer); PCR仪(艾本德 Autherized Thermal Cycler)。荧光定量PCR仪(伯乐 BIO-RAD iQ5)。变性胶蛋白质MARK 为TaKaRa 公司产品; Sepharose 4B为Pharmacia公司产品; SDS PAGE和Western blot所用试剂为Sigma 产品; 其他试剂为分析纯。
1.2  方法
1.2.1  总RNA的提取及cDNA第一链的合成
取青虾肠道、肝胰腺、血细胞、精巢、肌肉5种组织各100 mg用于总RNA的提取。用消毒的5号针头和1 mL注射器从青虾心脏处抽取血淋巴, 注射器中预先加入已灭菌的预冷抗凝剂使血液与抗凝剂最终体积比为1︰1, 将收集好的血淋巴于4℃ 3 000 r/min 离心 20 min, 弃上清, 所得沉淀即为血细胞。RNA提取方法按照RNAiso Plus的操作步骤进行研磨、组织裂解后用传统的酚仿抽提法提取总RNA并使用RNA-free DNaseI纯化试剂盒用于各组织总RNA的纯化, 紫外分光光度计测定RNA浓度及纯度并通过琼脂糖凝胶电泳检测各组织总RNA的完整性。精巢总RNA按照TaKaRa cDNA第一链合成试剂盒说明书进行反转, −80℃保存, 用于日后Hc基因cDNA全长序列克隆。荧光定量PCR反应的cDNA按照BIO-RAD的iScript cDNA Synthesis Kit第一链合成试剂盒说明书进行反转, 用于日后Hc基因在各组织分布的检测。cDNA反应体系: 4 μL 5×iScript reaction mix, 1 μL iScript reverse transcriptase, 1 μg总RNA, 加Nuclease-free water至总反应体积为20 μL。反应条件: 25℃ 5 min; 42℃ 30 min; 85℃ 5 min; 4℃ 5 min。合成的cDNA于20℃保存备用。
1.2.2  青虾Hc基因的克隆  从本实验室构建的青虾精巢cDNA 文库的测序结果中, 通过拼接组装及比对分析, 筛选到了1个青虾血蓝蛋白基因片段作为中间序列。根据已知中间序列, 采用Primer 5.0 软件分别设计5′ RACE 和3′ RACE 的特异性引物(表1), 以青虾精巢cDNA 为模板, 结合套式PCR 技术对Hc基因5′ 端和3′ 端进行扩增。PCR反应体系为50 μL, 反应条件为: 94℃ 2 min, 94℃ 30 s, 56℃ 30 s, 72℃ 30 s, 35个循环; 72℃ 5 min。PCR产物经1.2%琼脂糖凝胶电泳检测, 回收后与pMD18-T载体连接, 并转化入感受态中, 通过蓝白筛选挑取阳性克隆菌落送往上海生工生物公司测序, 将所得Hc基因cDNA中间序列于NCBI中进行Blastx同源性分析。

1.2.3  序列分析  采用Contig Express软件将中间序列、3′端序列、5′端序列拼接得到Hc基因全长cDNA序列并使用DNAStar软件寻找开放阅读
表1  基因克隆所用的引物及其序列
Tab. 1  Primers and their sequences used in gene cloning

	引物primer
	引物序列 primer sequence
	长度/bp length
	引物用途 usage

	Hc-GSP1 forward
	5′- CGCCATGCTCTGAATCTACATC-3′
	22
	Hemocyanin subunit 3′ RACE

	Hc-GSP2 forward
	5′- TGCAATGCCAGTGACCATTTTC -3′
	22
	

	Hc-GSP1 reverse
	5′- TTGGAGAGGACATTGGCATGAA -3′
	22
	Hemocyanin subunit 5′ RACE

	Hc-GSP2 reverse
	5′- AGCCACTCGTGATCCTACATTC -3′
	22
	

	QHc forward
	5′- TGCAGTGCAAGACTTGGGAT -3′
	20
	Hemocyanin subunit qPCR

	QHc reverse
	5′- GACAGCAGTGTAAAGGGACGA -3′
	21
	

	β-actin forward
	5′- TATGCACTTCCTCATGCCAT -3′
	20
	β-actin qPCR

	β-actin reverse
	5′- AGGAGGCGGCAGTGGTCAT -3′
	19
	


框并翻译出相应的氨基酸序列。分别采用BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)和蛋白质性质分析软件(http://www. expasy.org/)对 Hc序列及其推断的氨基酸序列进行分析; 在NCBI 中用BLASTP 程序进行氨基酸序列同源性检索[13]; 多序列比对采用的是 Clustal X1.83 软件, 并在此基础上利用MAGE4.0软件, 以邻接法(Neighbour-Joining)根据不同物种的Hc氨基酸序列构建系统进化树[14]。
1.2.4  青虾不同组织Hc基因mRNA的表达分析
提取青虾不同组织的总RNA, 用BIO-RAD的iScript cDNA Synthesis Kit合成cDNA, 用作qRT-PCR反应的模板cDNA。根据获得的Hc基因全长cDNA序列设计1对荧光定量特异引物QP1和QP2 (表1); 根据青虾β-actin基因全长cDNA序列设计一对内参引物actin F和actin R (表1)。实时荧光定量PCR (qRT-PCR) 反应体系为25 μL: 上下游引物各0.5 μL, Super Mix 10 μL, ddH2O 13 μL, 模板cDNA μL (总量为50 ng)。反应条件按照BIO-RAD SsoFast EvaGreen Supermix推荐条件, 采用两步PCR法进行扩增, 即首先95℃预变性1 min, 然后进入40个循环, 每个循环中95℃变性10 s, 60℃延伸30 s, 循环结束后, 从55℃缓慢升温到95℃, 绘制熔解曲线。每份样品做3 组平行, 用BIO-RAD iQ5自带实时分析软件进行溶解曲线分析, 荧光定量的实验数据采用
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法进行相对定量分析, 计量数据资料均用平均值±标准误表示[15]。使用SPSS 13.0软件进行显著性分析, 用Turkey法进行多重比较分析P<0.05为显著水平。
1.2.5  青虾肝胰腺组织应答低氧胁迫和复氧刺激后Hc基因的表达分析  在低氧刺激后0 h、6 h、12 h、24 h和低氧恢复后6 h、24 h时, 分别在处理组和对照组中随机取3尾青虾, 取肝胰腺保存于80℃冰箱用以提取RNA, 再经反转录获得 cDNA 模板, 进行实时荧光定量PCR分析。反应在BIO-RAD iQ5中进行, 对照组和处理组的肝胰腺组织cDNA样品在每个时间点做3个荧光定量特异引物和内参基因β-actin基因重复。实验数据采用 t 检验进行显著性分析, P<0.05说明具有显著性差异。
1.2.6  血蓝蛋白(Hc)的分离与纯化  取健康活泼青虾6只, 用1 mL注射器抽取血淋巴, 加入1.5 mL Eppendorf 管中, 8 000 r/min, 4℃, 离心30 min, 弃沉淀; 10 000 r/min, 4℃离心30 min, 弃沉淀。往上清液中加入一定量PBS(pH 7.6)稀释, 30 000 r/min, 

4℃离心1.5 h, 弃上清, 可见管底有蓝色沉淀, 每管各加入1 mL PBS 缓冲液(pH 7.6, 含20% 蔗糖)重悬沉淀, (20℃保存。所用Sepharose 4B层析柱高50 cm, 直径1.6 cm(柱床体积100 cm3), 按常规方法装柱, 50 mmol/L Tris-HCl (pH 7.0)平衡层析柱, 5 mL血蓝蛋白初提物上样, 50 mmol/L强Tris-HCl (pH 7.0)洗脱, 流速0.1 mL/min, 280 nm监测收集物。取纯化后的样品3 μL, 与上样缓冲液混合, SDS-PAGE 采用7.5%的分离胶、5%的浓缩胶按照常规方法电泳、染色和脱色。
1.2.7  血蓝蛋白抗体的制备  取纯化后的血蓝蛋白500 μg与等量弗氏完全佐剂混合, 充分乳化后采用背部多点注射法免疫家兔, 免疫前采集正常血清作为阴性对照, 两周后取同量纯化蛋白(和首次免疫量相同)与等量弗氏不完全佐剂混合(进行加强免疫)以后每2周免疫1次, 共4次, 最后一次加强免疫8 d后, 处死采血, 分离血清20℃保存, 抗血清做ELISA和Western Blot检测以测定效价和抗原抗体的特异性结合效果。
2  结果与分析
2.1  青虾Hc基因全长cDNA克隆
根据Contig Express软件拼接中间序列、3′端序列、5′端序列的结果, 得到Hc基因cDNA全长序列为2 235 bp, 包括10 bp的5′末端非翻译区(untranslated regions, UTR), 2 064 bp的开放阅读框(open reading frame, ORF), 161 bp的3′UTR, 3′UTR中具有典型的加尾信号AATAAA和典型的Poly(A)尾。编码区序列编码688个氨基酸。预测的蛋白分子量79.16 kD, 理论等电点(pI)约为 5.59。Hc基因cDNA 序列已经提交到GenBank, 登录号为KF431830。
2.2  Hc基因的同源性分析
Blast分析结果显示Hc的氨基酸序列与脊尾白虾Hc(AEC46861)同源性最高, 相似度为85%。使用在线分析软件ClustalW 1.83将青虾Hc基因编码的氨基酸序列与已公布的其他5个物种的氨基酸序列进行了比对, 结果显示Hc氨基酸序列中含有6个保守的组氨酸残基铜结合位点(图1)。

2.3  Hc基因的系统进化分析
青虾血蓝蛋白和其他甲壳动物血蓝蛋白的氨基酸序列构建系统进化树(图 3), 结果显示咸淡水青虾血蓝蛋白与脊尾白虾血蓝蛋白聚为一支, 然后与其他海水虾类聚为一支, 表明血蓝蛋白基因在进化过程中具有较高的保守性。
2.4  青虾Hc基因在不同组织内的表达分析
采用荧光定量PCR技术检测Hc基因在青虾体内不同组织的表达情况。结果显示, 青虾Hc基因在所有被检测组织中均有表达, 其表达量由低到高排列顺序为肌肉、肠道、精巢、血细胞、肝胰腺。以肠道为参照设为1时, 肝胰腺组织具有最高的相对表达量(图3)。
2.5  青虾Hc的 mRNA 在受到低氧胁迫和复氧刺激后不同时间点的表达规律
利用实时荧光定量 PCR 方法检测了青虾受到低氧胁迫和复氧刺激后各个时间点肝胰腺中Hc的表达规律。在低氧刺激后6 h时, 血蓝蛋白表达量显著下降 (P<0.05); 随后在12 h和24 h血蓝蛋白表达量显著升高。在低氧恢复后6 h时, 血蓝蛋白表达量降低; 在低氧恢复后24 h时, 血蓝蛋白表达量与对照组基本一致(P<0.05) (图 4)。

2.6  青虾血蓝蛋白的纯化
层析柱分离的血蓝蛋白SDS-PAGE电泳结果如图5所示, 表现为两条的条带, 说明分离纯化的蛋白有2个亚型, 分别为MnH1 和MnH2。与其他甲壳动物的血蓝蛋白SDS-PAGE 比较, 推测其分子量为76~79 kD, 为典型的甲壳动物血蓝蛋白的亚型。
2.7  青虾血蓝蛋白多克隆抗体的制备
用纯化后的血蓝蛋白免疫3只家兔, 用第4次免疫后的抗血清用包被有血蓝蛋白的酶标板进行间接ELISA反应, 结果显示, 3只兔在第4次免疫后, 其血清效价大于1︰120 000。Western Blot分析发现, 血蓝蛋白抗血清能够识别纯化的血蓝蛋白不同亚基(分子量76~79 kD)(图6)。

3  讨论
血蓝蛋白是一个多基因家族, 包括血蓝蛋白、酚氧化酶原(prophenoloxidase)、昆虫的六聚蛋白(hexamer)、甲壳类的假血蓝蛋白(cryptocy​anin)及双翅类的六聚蛋白受体。本研究首次克隆到青虾血蓝蛋白基因的一个亚型, 编码蛋白预测分子量为79.16 kD, 其分子量高于青虾血蓝蛋白另一亚型[9]。血蓝蛋白编码15个氨基酸的信号肽和编码653个氨基酸的成熟肽。该信号序列末端具有丙氨酸-X-丙氨酸裂解区域, 该裂解位点在其他甲壳动物信号肽中也有类似报道[1617]。氨基酸序列比对发现, 铜结合区域氨基酸序列相似性较高, 说明血蓝蛋白铜结合位点区域在进化上相对保守。
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图 1  青虾血蓝蛋白与其他物种血蓝蛋白的多序列比对结果
“*”表示完全相同的氨基酸; “–”表示此位置缺少氨基酸; 组氨酸残基铜结合位点以方框标出.

Fig.1  Multi sequence alignment of Macrobrachium nipponense Hc with that from other species

Asterisk indicates same amino acids; dashes indicates lack of amino acids; the conserved histidine residues of the copper binding site are shown in box.
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图 2  青虾Hc与其他物种Hc的系统进化树
Fig. 2  Phylogenetic tree of Macrobrachium nipponense Hc with Hcs from other species
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图 3  qRT-PCR方法检测血蓝蛋白基因在青虾不同组织内的表达

柱上不同字母表示组间差异显著(P<0.05).
Fig. 3  Expression of Hc mRNA in M. nipponense among different tissues by qRT-PCR
Different letters mean significant difference between groups(P<0.05).
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图 4  低氧和复氧刺激后青虾肝胰腺中血蓝蛋白基因 mRNA 的表达量变化

“*”表示与对照组差异显著(P<0.05).
Fig.4  Temporal expression of Hc mRNA in M. nipponense hepat​op​a​ncreas in response to environmental hypoxia and reoxygenation
“*”means significant difference compared with control(P<0.05).

本实验结果表明青虾血蓝蛋白的表达具有组织特异性, 肝胰腺表达量最高, 与中国明对虾、凡纳滨对虾等的研究相一致[6, 18]。此研究支持了肝胰腺是甲壳动物血蓝蛋白的主要合成器官这一观点[19], 已有学者证实血蓝蛋白的合成细胞是肝胰腺F细胞[20−21], 但其释放途径有待于进一步的研究。本研究分离纯化血蓝蛋白并制备了青虾血蓝蛋白的多克隆抗体, 为后续研究血蓝蛋白在肝胰腺中的释放途径提供基础。此外, 血蓝蛋白在血细胞表达量较高, 而甲壳动物血蓝蛋白占血淋巴总蛋白的90%以上[22], 考虑到甲壳动物是开放性循环系统, 笔者推测血淋巴是运输血蓝蛋白到各个组织的主要器官。业已证实, 处于长期缺氧胁迫的大西洋蓝蟹(Callinectes sapidus)能够增强血蓝蛋白基因转录水平[23], 在短期低氧胁迫时, 大西洋蓝蟹的血蓝蛋白基因也是应答低氧应激的敏感分子指标[24], 上述研究结果与本实验结果一致, 本研究表明青虾血蓝蛋白亚型参与低氧胁迫和恢复刺激的分子过程。此外, Guan等[25]发现转透明颤菌血红蛋白能提高斑马鱼(Danio rerio)的低氧耐受能力, 这一发现证实了呼吸蛋白是应答低氧胁迫的关键蛋白。由此可知, 青虾耐低氧能力较差与血蓝蛋白的亚型数量和功能密切相关。关于甲壳动物低氧应激分子过程中血蓝蛋白的作用机制, 国外研究工作初步表明缺氧环境中甲壳动物血淋巴运输氧气的能力提高主要源自两方面的调节: 一是增加血淋巴中血蓝蛋白含量[26], 二是提
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图 5  青虾和血蓝蛋白Sephrose 4B纯化图谱(A)和SDS PAGE电泳图(B)

A: 曲线上数字１~15分别代表接收的15管样品(1 mL/管).B: 条带１为蛋白质标准, 条带2~5分别对应接收的1~2、3~7、8~11、12~15管样品(上样10 L).

Fig. 5  Sephrose 4B purification map(A) and SDS PAGE electrophoresis(B)

A: Numbers 1–15 represent received 15 purified smples (1 mL/tube), repectively. B: Lane 1 means portein marker. Lanes 2–5 correspond to the samples in tubes 1–2, 3–7, 8–11, and 12–15, repectively.
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图6  Western Blot检测多克隆抗体
1: 100 μg纯化的血蓝蛋白; 2: 200 μg纯化的血蓝蛋白; 
3: 200 μg纯化的血蓝蛋白.
Fig. 6  Polyclonal antibody was detected by Western blot

1: 100 μg purified Hc; 2: 200 μg purified Hc; 3: 300 μg purified Hc.
高血蓝蛋白与氧气亲和性[27]。一个有趣的现象是低氧胁迫6 h时青虾血蓝蛋白表达量显著降低, 这在中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)的研究中也有类似报道[28], 笔者推测在短期急性低氧胁迫时, 青虾主要提高血蓝蛋白的氧气亲和性来应答低氧环境, 而随着低氧胁迫的时间增加, 青虾机体开始合成大量的血蓝蛋白来提高运输氧的能力, 为了证实这一研究现象, 本实验室制备了血蓝蛋白多克隆抗体, 在蛋白水平进一步验证血蓝蛋白应答低氧应激的表达模式。
典型的甲壳动物血蓝蛋白是由6个亚基构成的六聚体, 每个亚基折叠为3个结构域; 其中第二结构域有两个铜离子结合位点, 为血蓝蛋白的活性部位[2930]。本实验SDS PAGE电泳结果表明, 青虾的血蓝蛋白是一种典型的甲壳动物动物血蓝蛋白, 由分子量约为76.65 kD和79.16 kD的两条条带组成, 推测其由6个功能单位组成的2个亚型构成, 这与其同纲的凡纳滨对虾的血蓝蛋白亚型数量相同[4]。借鉴软体动物血蓝蛋白的纯化方法[3132], 本实验使用柱层析法纯化青虾血蓝蛋白, 青虾血蓝蛋白的SDS-PAGE 电泳无杂带, 纯化效果较好, 可为下一步研究蛋白的功能提供方便, 为甲壳动物分离纯化大分子蛋白提供一种新的参考方法。
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Molecular cloning and expression analysis of the hemocyanin gene from oriental river prawn (Macrobrachium nipponense)

SUN Shengming1, GE Xianping1, FU Hongtuo1 , ZHU Jian1, ZHANG Shiyong2, QIAO Hui1
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Abstract: Hemocyanin is a copper-binding protein that plays a crucial role in the physiological processes of crustacean. In this study, the cDNA-encoding hemocyanin subunit (MnHc) from the oriental river prawn, Macrobrachium nipponense, was cloned using expressed sequence tag (EST) analysis and a rapid amplification of cDNA ends (RACE) approach. The full-length cDNA of MnHc was 2 235 bp, consisting of a 5′ untranslated region of 10 bp, a 3′ untranslated region of 151 bp, and an open reading frame of 2 064 bp. The deduced protein had 688 amino acid residues with a molecular mass of 79.16 kD. Based on a protein similarity comparison, the two copper-binding sites and six histidine residues necessary for stabilization of oxygen-binding were highly conserved. Phylogenetic tree analysis indicated that M. nipponense has the closest relationship with Exopalaemon carinicauda. Quantitative real-time RT-PCR analysis showed that the MnHc gene was expressed in hemocytes, the hepatopancreas, muscles, testis and intestines, with the highest level of expression in the hepatopancreas and the lowest in muscles. After environmental hypoxia and reoxygenation challenge, the relative expression level of MnHc in the hepatopancreas was significantly higher compared with the control group at 12 h, 24 h post-hypoxia and 6 h reoxygenation, followed by a gradual recovery at 24 h reoxygenation. The highest titer of antiserum was up to 1︰120 000, as revealed by ELISA assay. The specificity of antibodies against hemocyanin was verified by westernblotting. The study indicates that the expression levels of MnHc in the hepatopancreasmay be affected by environmental dissolve oxygen, and hemocyanin may potentially be involved in the hypoxia stress response of M. nipponense.
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