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摘要: 采用 cDNA 末端快速扩增技术(Rapid Amplification of cDNA Ends, RACE)克隆获得了刀鲚(Coilia nasus)水通

道蛋白 1(AQP1)全长 cDNA 序列。其碱基序列全长为 1299 bp, 5′端、3′端非翻译区(untranslated regions, UTR)长度

分别为 107 bp 和 458 bp, 开放阅读框(open reading frame, ORF)长度为 777 bp, 共编码 258 个氨基酸。理论等电点

是 6.13, 蛋白分子量为 27.1 kD。结构分析表明, 刀鲚 AQP1 具有水通道蛋白家族典型结构特征, 包括 6 个跨膜结

构域, 2 个天冬酰胺−脯氨酸−丙氨酸(NPA)特征序列, 同时还具有 AQP1 抑制剂含汞化合物的半胱氨酸结合位点。

序列同源性及系统进化分析表明, 其与同属鲱形目的大西洋鲱的同源性最高(93%), 并且与其聚为一支。实时荧光

定量分析结果表明, 刀鲚 AQP1 基因在多种组织中有表达, 包括脑、鳃、肝、前肠、后肠、中肾、肌肉。高盐度作

用后, AQP1 在渗透调节作用关键组织鳃、中肾、肠中的表达水平有显著差异(P<0.05), 体现了 AQP1 在刀鲚渗透调节中

的重要作用。本研究结果可为今后进一步探讨刀鲚渗透调节相关基因的调控机制提供理论参考。 
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水通道蛋白(aquaporins, AQPs), 是一类协助水

分子及其他溶质小分子如尿素、甘油、氨、二氧化

碳等高效、被动跨膜运输的膜整合蛋白, 它广泛存

在于动物、植物以及微生物的各种组织内, 如大西

洋鲑(Salmo salar)的鳃、脑、肝, 小鼠(Mus musculus)

的肌肉、肾、消化道、生殖腺, 黄瓜(Cucumis sativus 

L.)的种子, 大麦(Hordeum vulgare L.)的叶子等[1−4]。

水通道蛋白在哺乳动物以及植物上的研究较为广泛

和深入。现今, 在哺乳动物中已发现有 13 个水通道

蛋白家族成员(AQP0-12)[5]。AQP1 是最早发现, 也

是具有最广泛功能的水通道蛋白。在哺乳动物中的

相关研究多集中在疾病方面, 如 AQP1 表达的组织

差异性以及表达量的上调或下调, 与疾病尤其是肿

瘤的发生有关[6]; 而植物体内 AQP1 的研究多集中

在植物抗逆性上。研究发现, 当植物处于不利环境

中如低温、干旱及高盐环境中时, AQP1 通过调节其

表达量, 并与多类逆境胁迫蛋白发生相互作用等方

式来增强植物体的抗逆性[7−8]。在水产动物上, 已经

克隆获得了大西洋鲑(Salmo salar)、金头鲷(Sparus 

aurata)、欧洲鲈(Dicentrarchus labrax)、日本鳗鲡

(Anguilla japonica)、黄鳝(Monopertus albus)、日本

青鳉(Oryzias latipes)、斑马鱼(Danio rerio)、三疣梭

子蟹(Portunus trituberculatus)等的 AQP1 全长 cDNA

序列, 并开展了相应的组织表达分析。同时也开展

了一些低温及高盐或低盐环境中组织表达模式的研

究[9−16]。研究结果表明, AQP1 的序列具有水通道蛋

白家族典型的保守结构特征, 即每个分子拥有 6 个

跨膜螺旋 , 均具有两个天冬酰胺−脯氨酸−丙氨酸

(Asn-Pro-Ala, NPA)的保守性基序。但就其组织表达

方面, 具有显著的物种间特异性。 
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刀鲚(Coilia nasus)隶属于鲱形目(Clupeiformes)、

鳀科(Engraulidae)、鲚属, 是我国长江重要的经济洄

游性鱼类, 其味道鲜美, 与鲥、河鲀并称为“长江三

鲜”, 广受人民喜爱[17]。现今, 学者们就刀鲚的生物

学特性、繁养殖技术、营养品质、抗应激技术等方

面开展了一些研究[18−21]。刀鲚幼鱼有入海肥育的特

性, 在此过程中将经历盐度等环境因子的作用, 因

而渗透调节对于该鱼的顺利洄游发挥着极为重要的

作用。现今, 鲜有有关刀鲚渗透调节方面的报道[22]。

如前文所述, AQP1 在水产动物调控水−盐代谢, 维

持血浆渗透压, 进而维持鱼体内稳态方面发挥着重

要作用 , 但其调控模式因物种不同而有较大差异 , 

因此本研究采用 RACE 方法克隆获得了刀鲚 AQP1

的 cDNA 全长序列, 并开展了其在盐度作用下的组

织表达模式研究, 旨在为今后更好地开展刀鲚的渗

透调节机制提供理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验鱼 

实验鱼为 5月龄体长(133.5±0.9) cm、体重(8.78± 

0.6) g 的刀鲚幼鱼, 采自中国水产科学研究院淡水

渔业研究中心宜兴屺亭养殖基地。实验前在室内循

环水水泥池暂养 20 d, 连续增氧, 期间水温为(20± 

0.8)℃, pH 为 7.3, 溶解氧含量为(8.3±0.7) mg/L。每天

于 7:00、12:00、17:00 进行投喂。实验前一天停止

投喂。 

1.2  盐度试验 

试验分为对照组和实验组, 对照组为淡水养殖

组, 实验组以加 NaCl 的方式来实现水体盐度为 15。

各设立 3 个平行组, 在 6 个养殖桶内进行, 每桶放

15 尾鱼。分别于试验后 0 h、2 h、4 h、6 h、8 h 时在

对照组和实验组分别采样, 每次采集 2 尾鱼, 将其

鳃、脑、心脏、肝、脾、前肠、后肠、中肾、肌肉组织

迅速冻于液氮中, 而后存于‒80℃冰箱以备后续实验。 

1.3  总 RNA 的提取和 AQP1 基因中间序列的获得 

取对照组刀鲚的脑组织, 按照 RNAiso reagent 

(TaKaRa)试剂盒说明书提取总 RNA。使用 Recombinant 

DNaseⅠ(TaKaRa)来去除 DNA, 使用核酸分析仪

(Eppendorf)以及 1%琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 质量

和浓度。根据日本鳗鲡(Anguilla japonica, AB094502.1)、

欧洲鳗鲡(Anguilla anguilla, AJ564420.1)、金头鲷

(Sparus aurata, AY626939.1)、重牙鲷(Diplodus sargus, 

JN210582.1)、青鳉(Oryzias dancena, AB759556.1)、

暗纹东方鲀(Takifugu obscurus, GQ325617.1)、尼罗

罗非鱼(Oreochromis niloticus, XM_003438085.3)、小

鼠(Mus musculus, NM_007472.2)、人(Homo sapiens, 

AB451275.1) AQP1基因的 cDNA的保守区序列使用

Primer Premier 5 软件设计正反引物 P1 和 P2(表 1)。

使用 PrimeScript One Step Enzyme Mix(TaKaRa)进

行扩增, 反应条件为: 50℃ 30 s, 94℃预变性 2 min; 

而后 94℃变性 30 s, 58℃延伸 30 s, 共 30 个循环; 最

后 72℃延伸 1 min。1%琼脂糖凝胶电泳检测, 用

TaKaRa MiniBEST Agarose Gel DNA Extraction Kit 

(TaKaRa)回收长度为 700 bp 的目的片段, 将其连接

至 pMD18-T 载体(TaKaRa)并转入 E. coli DH5α 感

受态细胞内(TaKaRa), 送至上海铂尚生物技术有限

公司测序, 获得 736 bp 片段, 经 NCBI Blastx 比对, 

证明是 AQP1 基因同源序列。 
 

表 1  本研究中所用引物 
Tab. 1  Primers used in this study 

引物 primer 序列(5′−3′) sequence(5′−3′) 功能 function 

P1 GCGAGATCAAGAGCAAGGCATTC 扩增 AQP1 保守区正向引物 forward degeneratate primer for AQP1 amplification

P2 CTCAACGCGAGGACGTCATAGTC 扩增 AQP1 保守区反向引物 reverse degeneratate primer for AQP1 amplification 

P3 GTGGCCGCAGCACTTGTATAC 扩增 AQP1 的 3′端第一轮正向引物 forward primer for AQP1 3′ outer RACE 

P4 CGACCGCATGAAGGTGCTCC 扩增 AQP1 的 3′端第二轮正向引物 forward primer for AQP1 3′ inner RACE 

P5 CTGCGGTGATGCTGAGGAAG 扩增 AQP1 的 5′端第一轮反向引物 reverse primer for AQP1 5′ outer RACE 

P6 GAAGAGGGTCATGCCCAGCAG 扩增 AQP1 的 5′端第二轮反向引物 reverse primer for AQP1 5′ inner RACE 

P7 GAGCCTCCGATCCAGACAGAG 荧光定量 PCR 扩增 β-actin 的正向引物 forward primer for β-actin qRT-PCR 

P8 CATGAAGTGTGATGTCGACATCC 荧光定量 PCR 扩增 β-actin 的反向引物 reverse primer for β-actin qRT-PCR 

P9 CACATCAGTGGCGCTCACCTG 荧光定量 PCR 扩增 AQP1 的正向引物 forward primer for AQP1 qRT-PCR 

P10 CCAGCGAGCCCATTGAGTC 荧光定量 PCR 扩增 AQP1 的正向引物 reverse primer for AQP1 qRT-PCR 
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1.4  刀鲚 AQP1 基因 RACE 扩增实验 

根据测得的刀鲚 AQP1 中间段序列, 设计 5′- 

RACE 与 3′-RACE 特异性引物 P3-P6 (表 1)。使用

RACE 方法扩增刀鲚 AQP1 基因的 5′端与 3′端序列。回

收目的片段, 将其连接至 pMD18-T 载体(TaKaRa)并

转入 E. coli DH5α 感受态细胞(TaKaRa)内测序。然

后运用 ContigExpress 软件将保守区序列、5′端序列

以及 3′端序列进行拼接, 得到刀鲚 AQP1 全长 cDNA

序列。 

1.5  AQP1 核酸及推导的氨基酸序列分析 

使用 DNAstar 软件中的 EditSeq 将 AQP1cDNA

序列翻译为氨基酸序列(图 1), 使用等电点与分子量

在线预测软件(http://isoelectric.ovh.org/)进行分析, 

用 SOPMA 在线工具(http://nhjy.hzau.edu.cn/kech/ 
 

 
 

图 1  刀鲚 AQP1 的 cDNA 序列及推导的氨基酸序列 

该序列在 GenBank 上的登录号为 KY216191. 小写字母代表 3′UTR 和 5′UTR 区, 起始密码子与终止密码子用下划线表示. 

Fig. 1  The full-length cDNA nucleotide and deduced amino acid sequences of AQP1 of Coilia nasus 
The GenBank accession no. of above sequence was KY216191. The lowercase letters are the  

3′UTR and 5′UTR. Start codons and stop codons were underlined. 
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swxxx/jakj/dianzi/Bioinf7/Expasy/Expasy8.html)分析

推导氨基酸序列二级结构, 用 TMPRED 在线软件

(http://www.expasy.org/tools/protscale.html)分析跨膜

结构, 使用 PROSITE 在线工具(http://au.expasy.org/ 

prosite/)分析功能域, 使用 DNAstar 软件中的 MegAlign

比对氨基酸序列同源性, 用 Mega5.0 软件采用邻接法

(Neighbour-Joining)构建相关物种的系统进化树, 相关物

种 AQP1 在 GenBank 上的登录号见表 2。 
 

表 2  本研究中其他物种 AQP1 氨基酸 

序列的 GenBank 序列号 
Tab. 2  GenBank accession numbers of AQP1  

amino acids sequences used in this study 

物种 species 序列号 accession number

大西洋鲱 Clupea harengus XP_012683423.1 

金头鲷 Sparus aurata AAV34610.1 

重牙鲷 Diplodus sargus AEU08496.1 

黑棘鲷 Acanthopagrus schlegelii ABO38816.1 

暗纹东方鲀 Takifugu obscurus ADG86337.1 

底鳉 Fundulus heteroclitus NP_001296903.1 

杂色鳉 Cyprinodon variegatus XP_015225343.1 

胡瓜鱼 Osmerus mordax ACO09149.1 

斑马鱼 Danio rerio NP_996942.1 

家犬 Canis lupus familiaris NP_001003130.1 

小鼠 Mus musculus EDK98728.1 

人 Homo sapiens CAQ51480.2 

 

1.6  刀鲚 AQP1 基因的组织表达分析 

1.6.1  刀鲚 AQP1 基因在不同组织中的表达分析 

取对照组 0 h 时间点的刀鲚留存的各组织包括鳃、

脑、肝、心脏、脾、中肾、前肠、后肠、肌肉开展

实时荧光定量分析。根据已报道的 β-actin 序列, 比

对分析, 设计刀鲚内参基因 β-actin 的特异引物 P7

和 P8, 根据获得的刀鲚 AQP1 全长序列设计特异引

物 P9、P10, 用于扩增 185 bp 片段。引物序列见表 1。

在 ABI7500(ABI, USA)上开展实时荧光定量 PCR 分

析。反应条件为: 95℃ 30 s; 40 个循环: 95℃ 5 s, 60℃ 

34 s, 72℃ 50 s。各平行组各取 1 尾刀鲚, 即每种组

织有 3 个样品, 每个样品做 3 次重复, 表达量用

2ΔΔCT 法计算 AQP1 mRNA 相对表达量[23]。以 SPSS 

21.1 软件采用单因素分析法中的 Ducan’s 多重比较

法进行分析 , 实验结果以平均值±标准差 ( x ±SD) 

来表示, P<0.05 视为差异显著。 

1.6.2  刀鲚 AQP1 基因在盐度作用下的组织表达分

析  对于硬骨鱼类, 鳃、肠道和肾脏是用于协调离

子和水运输来维持鱼体渗透平衡的重要组织[24], 因

此本实验选取刀鲚的鳃、中肾、前肠、后肠开展其

盐度作用下的实时荧光定量分析。取对照组和实验

组各时间点包括盐度作用下 0 h、2 h、4 h、6 h、8 h

的刀鲚, 各平行组各取两尾刀鲚, 共6个样品, 每个样

品做 3 次重复, 试验方法及数据分析方法同 1.6.1 所述。 

2  结果与分析 

2.1  刀鲚 AQP1 的序列及结构分析 

通过 RACE 方法, 克隆获得刀鲚全长 cDNA 序

列, 其中 5′端 UTR 为 107 bp, 开放阅读框为 777 bp, 

3′端 UTR 长度为 458 bp, 编码 258 个氨基酸(图 1)。

理论等电点是 6.13, 蛋白分子量为 27.1 kDa。其中

包含有 22 个碱性氨基酸(精氨酸+赖氨酸+组氨酸)和

19 个酸性氨基酸(天冬氨酸+谷氨酸)。刀鲚 AQP1 结

构分析表明 , 其具有 6 个跨膜结构域 , 分别位于

10~36, 40~59, 86~107, 126~146, 158~173, 198~218

氨基酸处; 同时还具有 2 个 AQP 家族蛋白高度保守

的天冬酰胺−脯氨酸−丙氨酸(NPA)特征序列, 分别

位于 67~69 和 181~183 氨基酸处; 在氨基酸 178 位

点上, 还具有 AQP1 抑制剂含汞化合物的半胱氨酸

结合位点(图 2)。 

2.2  刀鲚 AQP1 的同源性分析 

ClustalX2.1 氨基酸序列比对结果表明 , 刀鲚

AQP1 氨基酸序列与已报道的物种具有较高的同源

性, 与大西洋鲱(Clupea harengus)的同源性为 93%, 

与金头鲷(Sparus aurata)、重牙鲷(Diplodus sargus)、

黑棘鲷(Acanthopagrus schlegelii)的同源性均为 82%, 

与杂色鳉 (Cyprinodon variegatus)、底鳉 (Fundulus 

heteroclitus)的同源性为 81%, 与暗纹东方鲀(Takifugu 

obscurus) 的 同 源 性 为 80%, 与 胡 瓜 鱼 (Osmerus 

mordax)的同源性为 79%, 与斑马鱼(Danio rerio)的

同源性为 77%, 与小鼠(Mus musculus)的同源性为

61%, 与家犬 (Canis lupus familiaris)的同源性为

60%, 与人(Homo sapiens)的同源性为 59%。 

2.3  刀鲚 AQP1 的系统进化分析 

如图 3 所示, Mega5.0 软件构建的系统进化树结

果表明, 水产动物与哺乳动物 AQP1 各自聚为一类。

其中刀鲚与大西洋鲱同属鲱形目, 二者首先聚为一

分支, 金头鲷、重牙鲷、黑棘鲷聚为一类; 而后刀鲚

与其聚为一类; 然后, 刀鲚依次与斑马鱼、胡瓜鱼、

暗纹东方鲀、底鳉、杂色鳉进行聚类。哺乳动物包

括家犬、小鼠和人的 AQP1 聚为另一分支。 
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图 2  刀鲚 AQP1 与其他相关物种氨基酸序列的多重比对 

阴影部分表示的是比对结果中一致的氨基酸; 6 个跨膜螺旋区(TMD1-6)以横线标识; 2 个 NPA 保守基序以方框表示; 抑制剂

HgCl2的半胱氨酸结合位点以“▲”表示. 最左侧为序列名称, 前两个字母为物种名称缩写. As, 黑棘鲷; Ch, 大西洋鲱; Cl, 家犬; 

Cn, 刀鲚; Cv, 杂色鳉; Dr, 斑马鱼; Ds, 重牙鲷; Fh, 底鳉; Hs, 人; Mm, 小鼠; Om, 胡瓜鱼; Sa, 金头鲷; To, 暗纹东方鲀. 

Fig. 2  Multiple alignment of amino acids sequence of Coilia nasus AQP1 in comparison with those from other relevant species 
Completely identical amino acid residues were shown in shades. Six transmembrane domains (TMD1-6) were indicated  

with horizontal lines. Two highly conserved “NPA” motifs were marked in boxes. Binding site for AQP1-inhibitor HgCl2 was  
indicated with filled triangle (▲). The left letters were sequence names and the first two letters represented species’ names.  
The specific meanings were as follows: As, Acanthopagrus schlegelii; Ch, Clupea harengus; Cl, Canis lupus familiaris; Cn,  

Coilia nasus; Cv, Cyprinodon variegatus; Dr, Danio rerio; Ds, Diplodus sargus; Fh, Fundulus heteroclitus; Hs, Homo  
sapiens; Mm, Mus musculus; Om, Osmerus mordax; Sa, Sparus aurata; To, Takifugu obscurus. 
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图 3  刀鲚 AQP1 序列与其他物种 AQP1 序列的进化分析 

采用邻接法进行分析, 系统进化树上的节点数值为 1000 次评估的自举检验置信度. 

Fig. 3  Phylogenetic analysis on Coilia nasus AQP1 in comparison with those from other species 
Phylogenetic tree was constructed with NJ (Neighborur-Joining) method. The values at the nodes  

indicate the bootstrap percent when bootstrap replications reach 1000. 

 

2.4  刀鲚 AQP1 基因在不同组织中的表达分析 

实时荧光定量 PCR 分析结果表明, 刀鲚 AQP1

基因在脑、鳃、肝、前肠、后肠、中肾、肌肉组织

中均有表达, 在心、脾组织中未有表达。在脑组织

的表达量最高, 其次是在中肾、鳃、前肠和后肠中表

达量也较高, 表达量较低的组织是肝和肌肉(图 4)。 

 

 
 

图 4  刀鲚 AQP1 基因在各组织中的表达 

AI, 前肠; B, 脑; G, 鳃; H, 心脏; K, 中肾; L, 肝;  

M, 肌肉; PI, 后肠; S, 脾. 柱上不同的小写字母 

代表不同组织中差异显著(P<0.05). 

Fig. 4  Relative expression of AQP1 in 
different tissues of Coilia nasus 

AI, Anterior intestine; B, brain; G, gill; H, heart; K, midkidney; 
L, liver; M, muscle. PI, posterior intestine; S, spleen;  

Different lowercase letters indicated  
difference significance (P<0.05). 

 

2.5  刀鲚 AQP1 基因在盐度作用下的组织表达分析 

如图 5 所示, 在高盐作用 2 h 时, 鳃中 AQP1 表

达水平显著下降, 在中肾、前肠以及后肠组织表达

有所升高, 但差异不显著(P>0.05)。在作用 4 h 时, 

鳃中AQP1表达无显著变化, 前肠组织中AQP1表达

水平有所升高, 但差异不显著, 中肾、后肠组织中

AQP1 表达水平显著升高(P>0.05); 经高盐作用 6 h

后, 鳃、中肾组织中 AQP1 基因的表达水平无显著

变化, 后肠组织中 AQP1 表达水平略有升高, 但无

显著差异, 前肠组织中 AQP1 基因的表达水平显著

升高(P>0.05); 经高盐作用 8 h 后, 前肠中 AQP1 表

达水平略有升高 , 但差异不显著 , 其余各组织中

AQP1 的表达无显著变化。 

3  讨论 

3.1  刀鲚 AQP1 的序列特征 

AQP1 隶属于水通道蛋白家族, 其单体分子量

为 20~30 kD。其一级氨基酸序列含有两个保守的

NPA 序列, 其立体结构是由 6 个跨膜螺旋区与 5 个

环结构相间连接, 最终形成一个具有中空孔道的跨

膜结构[25−26]。本研究克隆获得的刀鲚 AQP1 序列分

子量为 27.1 kDa, 且具有水通道蛋白家族所共有的

保守序列及功能结构域, 即两个 NPA 重复基序以及

6 个跨膜螺旋区。在氨基酸 178 处, 还具有水通道蛋

白家族中对汞化合物敏感的大多数成员所具有的半

胱氨酸位点。在这些保守结构中 , NPA 基序对于

AQP1 发挥水分子运输功能具有关键作用。Kong 等[27]

开展了 AQP1 分子动态模拟研究, 姜勇等[28]开展了

N PA 缺失型的 A Q P 1 转水功能研究 ,  结果表 
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图 5  刀鲚 AQP1 基因在盐度作用下在鳃、中肾、前肠、后肠中的表达 

A. 盐度作用下刀鲚 AQP1 基因在鳃中的表达; B. 盐度作用下刀鲚 AQP1 基因在中肾中的表达; C. 盐度作用下刀鲚 

AQP1 基因在前肠中的表达; D. 盐度作用下刀鲚 AQP1 基因在后肠中的表达. *代表实验组与对照组差异显著(P<0.05). 

Fig. 5  Expression of AQP1 gene in gill, midkidney, anterior intestine and posterior intestine of Coilia nasus under high salinity 
A. Expression of AQP1 in gill; B. Expression of AQP1 in midkidney; C. Expression of AQP1 in anterior intestine;  

D. Expression of AQP1 in posterior intestine. * indicates significant difference between control and experimental group (P<0.05). 

 
明 NPA 基序的缺失会导致 AQP1 水分子输送率显著

下降, 这体现了 NPA 基序对于 AQP1 发挥水分子运

输功能的重要性。综上所述, AQP1 序列的高度保守

性在刀鲚上再次得到了体现。 

3.2  刀鲚 AQP1 的系统进化特征 

通过与已报道的其他物种 AQP1 序列构建系统

进化树进行进化分析, 结果表明, 刀鲚 AQP1 与同

属鲱形目的大西洋鲱具有最近的遗传距离 , 金头

鲷、重牙鲷、黑棘鲷遗传距离较近, 共同聚为一类, 

底鳉、杂色鳉二者遗传距离较近, 在进化树上也聚

为一类。刀鲚 AQP1 与海水鱼类包括金头鲷等鲷科

鱼类 AQP1 的进化关系较近, 与哺乳动物包括家犬、

小鼠、人的遗传距离最远, 二者分别聚类最后进行

汇聚。该 AQP1 进化树结果表明, AQP1 的进化关系

与相应物种间的遗传进化关系是一致的。 

3.3  刀鲚 AQP1 基因的组织表达特征 

刀鲚 AQP1 的组织表达分析表明, 其在脑、鳃、

肝、前肠、后肠、中肾、骨骼肌中均有表达, 这与

一些已报道的鱼类包括大西洋鲑、鲈鱼、淡水攀鲈

(Anabas testudineus)等 AQP1 表达模式基本一致[9, 11, 29], 

例如, AQP1 在大西洋鲑、鲈鱼的肌肉、鳃、脑、肾

及消化道中均有表达 , 在淡水攀鲈皮肤内也有表

达。同时, 也与一些物种与此不同, 如 AQP1 在欧洲

鳗鲡(Anguilla anguilla)[30]的肝、肌肉、鳃、肾中表

达量极低, 而在脑、心脏组织中表达量较高, 对于黄

鳝(Monopertus albus), AQP1 只在卵巢内有高表达, 

在精巢等其他组织无表达[13]。这体现了 AQP1 介导

水分子或其他小溶质分子的能力因物种生理特性的

不同而异, 也因此出现了组织分布的差异性; 另外, 

在这些 AQP1 表达水平较低, 但同时又是渗透调节

作用较为重要的组织, 可能其他水通道蛋白家族成

员发挥了作用, 这还有待今后进一步研究。 

对于广盐性硬骨鱼类来说, 在不同盐度水体内, 

鳃、肾以及消化道是发挥渗透调节功用、维持鱼体

渗透压平衡, 进而维持鱼体内稳态的主要组织[31−32]。

它们通过调节离子及水分子的透过率及重吸收率来

进行渗透调节。因而本研究选取该类组织开展盐度

作用下 AQP1 的组织表达研究。在高盐作用下, 刀

鲚AQP1的组织表达分析表明, 鳃中AQP1表达显著

下降。鲈、大西洋鲑、三疣梭子蟹在高盐作用后, 其
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鳃中 AQP1 的表达也出现显著下降, 这与本研究结果

是一致的[9, 11, 16]。角鲨(Squalus acanthias)、美洲拟鲽

(Pleuronectes americanus)的鳃水分子透过性研究[33], 

以及赤魟(Dasyatis akajei)的盐度及鳃、肾对高碳酸

血症补偿作用的研究[34]表明, 鳃上皮顶端膜对水分

子透过具有良好的屏障作用, 对于酸根离子具有较

强的分泌作用, 以维持血浆 pH 稳定性。众所周知, 

鳃上皮与肾组织和肠道组织上皮相比, 其直接接触

周围环境介质, 并且面临因渗透梯度较大而产生高

通量水分子流的风险。因此, 从渗透调节的角度来

看, 生物体选择将鳃上皮的透水性保持在较低限度, 

以维持渗透压内稳态, 是一种科学的适应模式。也

许这正是在高盐环境中, 许多水产动物鳃组织中的

AQP1 表达水平下降的原因, 即通过降低水通道蛋

白表达量, 减弱鳃部水分子等的透过性, 维持水盐

代谢平衡, 抵御环境的不良影响。 

在高盐作用后, 刀鲚中肾、前肠、后肠中 AQP1

的表达水平出现显著升高, 这与报道的大西洋鲑、

日本鳗鲡、银鲑(Oncorhynchus kisutch)在高盐作用后, 

前肠、后肠中的 AQP1 表达水平显著升高的结果是

基本一致的[9, 12, 35]。在海湾豹蟾鱼(Opsanus beta)[36]、

莫桑比克罗非鱼(Oreochromis mossambicus)[37]等多

种水产动物高盐耐受的研究中表明, 在高渗环境中, 

鱼类通过吞饮周围环境中的高渗液, 鳃部排盐, 同

时增大肠道、肾对水分的重吸收率的渗透调节方式

来维持鱼体渗透平衡。有关水重吸收机制, 学者们

普遍认为, 是位于肠上皮基底膜上的 Na+/K+-ATP 酶

及 Na+-K+-Cl‒共转运体来发挥促进作用的[38]。同时, 

在欧洲川鲽(Platichthys flesus)的肠组织高渗调节研

究 [39]中 , 发现 HCO3
‒的分泌以及钙离子沉淀形成

CaCO3 所产生的渗透梯度也可以促进肠道对水分的

重吸收。本研究中, 刀鲚肾、肠组织中的 AQP1 在

高盐作用下表达水平显著升高, 这与鱼类高盐渗透

调节机制是一致的, 同时也体现了 AQP1 在刀鲚渗

透调节中所发挥的重要作用。 

本研究克隆获得了刀鲚 AQP1 基因全长 cDNA

序列, 序列分析表明其具有水通道蛋白家族共有的

保守功能结构域。同时也开展了高盐作用下刀鲚

AQP1 的组织表达分析, 结果表明刀鲚 AQP1 在鳃中

表达水平下降, 推测在鳃部还有水通道蛋白家族其

他成员在此发挥更为重要的作用; 刀鲚 AQP1 在肾、

肠等组织中表达升高, 增强了水分子的重吸收, 而

N a+/K+-ATP 酶及 N a+-K+-Cl‒共转运体对于渗透调节

同样具有重要作用, 彼此间是否有协同作用, 还有

待今后进一步的研究。 
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Molecular cloning and expression analysis of aquaporin-1 from the 
Coilia nasus under high-salinity conditions 

WANG Meiyao1, 2, YANG Jian1, 2, XU Pao1, 2, XU Gangchun1, 2, XU Dongpo2, YOU Yang2, LIU Kai2,  
DUAN Jinrong2, ZHOU Yanfeng2, FANG Di’an2, ZHANG Minying2, YU Zhenfei2 

1. Wuxi Fisheries College, Nanjing Agricultural University, Wuxi 214081, China; 
2. Key Laboratory of Freshwater Fisheries and Germplasm Resources Utilization, Ministry of Agriculture; Freshwater 

Fisheries Research Center, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi 214081, China 

Abstract: The Coilia nasus is a commercially important anadromous species distributed mainly in the Yangtze 
River of China and in coastal waters of China, Korea and Japan. The species is popularly known locally as one of 
the three most delicious fishes in the Yangtze River, along with the obscure pufferfish Takifugu fasciatus and 
Reeves shad Tenualosa reevesii; additionally, Coilia nasus is the main source of income for many Yangtze River 
fishermen. Coilia nasus migrates to sea for growth and so experiences a wide range of salinities, making osmo-
regulation especially important for the species during this migration. The protein aquaporin-1 (AQP1), a member 
of the aquaporin family of integral membrane proteins, functions in transporting water as well as ammonia, urea 
and glycerin. Accordingly, it is important for hypertonic and hypotonic regulation and maintaining osmotic ho-
meostasis in an organism. To investigate the osmoregulatory role of AQP1 in Coilia nasus, we used rapid amplifi-
cation of complementary DNA (cDNA) ends (RACE method) to clone, for the first time, aquaporin-1 from this 
species. The full-length cDNA covered 1 299 base pairs (bp) with a 777 bp open reading-frame (ORF) within the 
5ʹ untranslated region (UTR) of 107 bp and the 3ʹUTR of 458 bp. The ORF encoded 258 amino acids, with a cal-
culated molecular mass of 27.1 kDa, and theoretical isoelectric point of pH 6.13. The results show that AQP1 of 
Coilia nasus possesses typical conserved domains of the AQP family, including six transmembrane helices and two 
NPA (Asn-Pro-Ala) motifs, and one binding site for mercury (II) chloride (HgCl2), which is an AQP1 inhibitor. 
Next, we analyzed the homology and phylogenetic systematics of the AQP1 sequence from Coilia nasus. The 
highest homology and similarity (reaching 93%) occurred between the AQP1 of Coilia nasus and the AQP1 of 
Atlantic herring Clupea harengus. The AQP1 of Coilia nasus displayed an evolutionary relationship the furthest 
from AQP1 of mammals. We performed real-time quantitative PCR (qPCR) to study the expression of AQP1 in 
various tissues of Coilia nasus, namely gill, brain, mid-kidney, anterior intestine, posterior intestine, spleen, liver, 
heart and muscle. The results showed that it expressed in many of the tissues (including gill, mid-kidney, anterior 
intestine, posterior intestine, liver and muscle), but the level of expression was highest in the brain. Lastly, we 
performed a high-salinity stress test to discover the osmoregulatory function of AQP1 in Coilia nasus under con-
ditions of hypertonic stress. The expression of AQP1 in gill, mid-kidney, anterior intestine, and posterior intestine 
significantly differed from that in tissues of the controls (P<0.05). These results demonstrate that AQP1 indeed 
plays an important role in osmoregulation in Coilia nasus, and the study provides a theoretical reference for fur-
ther research on the metabolic costs of osmoregulation in Coilia nasus. 
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