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摘要: 采用 RACE 技术克隆获得三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)心激肽(CCAP)基因。该基因全长 606 bp, 5端
非编码区 72 bp, 3端非编码区 108 bp, 开放阅读框 426 bp, 编码 141 个氨基酸, 预测分子量 15.6 kD, 理论等电点

9.55。同源性分析表明, 三疣梭子蟹 CCAP 与拟穴青蟹(Scylla paramamosain)和蓝蟹(Callinectes sapidus)的 CCAP
同源性较高, 分别为 85%和 82%。系统进化树分析显示, 三疣梭子蟹与蓝蟹首先聚为一支, 之后再与拟穴青蟹相

聚。组织表达分析发现, CCAP 基因在胸神经节中的相对表达量最高, 其次是脑和眼柄组织。通过分析 CCAP 基因

在低盐胁迫过程中的表达规律发现, 低盐可显著改变 CCAP 在胸神经节中的表达模式, 在 24 h, 48 h 和 72 h 实验组

的表达量显著高于对照组(P<0.05), 分别为对照组的 1.73, 2.16 和 2.19 倍。体外注射 CCAP 多肽可降低三疣梭子蟹

在低盐条件下的死亡率, 并诱发钠钾 ATP 酶(Na+/K+-ATPase)和 V 型 ATP 酶(V-ATPase)酶活力显著提高。本实验结

果暗示 CCAP 通过调控 Na+/K+-ATPase 和 V-ATPase 活力以达到盐度适应的作用。 
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三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)属于甲壳

纲(Crustace)、十足目(Decapod)、梭子蟹科(Por-
tunida)、梭子蟹属(Portunus), 是中国重要的海水

养殖经济蟹类之一[1]。作为一种广盐性的水生甲

壳动物, 三疣梭子蟹可在盐度为 13.7~47.7 的环境

中生存[2-3]。鳃作为水产动物适应盐度多变环境的

主要器官 [4], 其上具有多种离子转运酶 , 其中

Na+/K+-ATPase、V-ATPase 和碳酸酐酶 (carbonic 
anhydrase)等离子转运酶在盐度适应中发挥了重

要的调节功能[5]。神经肽作为一种神经信号分子

在盐度适应中具有重要作用[6], 其调节方式是神

经内分泌因子作用于相关离子转运酶进而调节渗

透压效应物的含量[7]。夏季由于暴雨多发, 引起养

殖池塘海水的盐度急剧下降, 使得三疣梭子蟹体

内渗透压失衡, 最终导致其生长缓慢, 疾病暴发。

另外中国尚有大量低盐养殖区未充分利用, 如山

东省黄河入海口附近滩涂, 江苏省南通长江入海

口附近滩涂及大量凡纳滨对虾低盐养殖池。因此, 
培育盐度适应能力强的优良品种对三疣梭子蟹产

业的可持续发展具有重要的意义。 
甲壳动物心激肽(crustacean cardioactive pep-

tide, CCAP)是碳端酰胺化的九肽, 在甲壳动物和

昆虫中广泛分布[8-9]。CCAP 由前体基因编码形成, 
其结构由疏水信号肽, 成熟肽和 4 个 CCAP 相关

肽酶切位点组成。CCAP 成熟肽具有高度保守的

一级结构 PFCNAFTGC-NH2, 并在两个丝氨酸残

基间形成分子内二硫键[6]。最初, CCAP 在普通滨

蟹(Carcinus maenas)的围心腺器官中发现, 因其具
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有调节心率的作用而得名[10]。随后在蓝蟹(Callin-
ectes sapidus)[11] 、 果 蝇 (Drosophila melanoga-
ster)[12]、蚊子(Aedes aegypti)[13]等其他甲壳动物和

昆虫中发现 CCAP 同样具有调节心率的作用。除

此之外, CCAP 还可以促进昆虫变态期肠的蠕动[14], 
增加血液循环[15], 调节烟草天蛾(Manduca sexta)
输卵管的收缩[16]等。调节昆虫的蜕皮作用是 CCAP
的一个重要功能。在果蝇中, 去除 CCAP 神经元

分泌细胞可导致果蝇羽化缺陷[17], Arakane 等[8]通

过 RNA 干扰实验对 CCAP 及其受体进行干扰, 导
致赤拟谷盗(Tribolium castaneum)的蜕皮行为终

止。在甲壳动物中, CCAP 不仅在蜕皮行为中发挥

了一定的作用[18-19], 同时在渗透压调节过程中也

发挥了重要的作用, 高盐和低盐胁迫都能引起凡

纳滨对虾(Litopenaeus vannamei) CCAP mRNA 的

变化, 注射 CCAP 多肽能够显著提高凡纳滨对虾

在淡水中的耐受力[20]; 极端条件(缺氧, 低盐, 温
度变化)可使蓝蟹眼柄中的 CCAP mRNA 迅速降

低, 而胸神经节中的 mRNA 水平则不发生显著

变化[21]。然而, 有关三疣梭子蟹 CCAP 基因盐度

适应的功能研究尚未见报道。 
本实验通过三疣梭子蟹转录组测序得到

CCAP 基因片段, 运用 RACE 技术获得 cDNA 全
长, 定量 PCR 分析了其在低盐胁迫下胸神经节中

的表达模式。此外, 通过注射外源性的 CCAP 多

肽并测定渗透压调节相关酶活力, 进一步分析了

CCAP 在低盐条件下发挥作用的方式, 以期为三

疣梭子蟹渗透压调节的内分泌调控机制提供科学

依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
实验在黄海水产研究所实验基地山东省昌邑

市海丰水产养殖有限公司进行, 选取健康三疣梭

子蟹(体重 100 g±10.0 g)于室内水泥池中暂养一周, 
盐度为 33, 温度维持在(18±3)℃, 持续充氧, 每
天定时投喂蓝蛤并更换 1/3 体积的海水。 
1.2  盐度胁迫实验 

随机选取暂养一周的三疣梭子蟹进行盐度胁

迫实验。实验设置实验组(盐度为 11)和对照组(盐

度为 33), 每组 80 只三疣梭子蟹并设置 3 个平行。

实验期间的管理与暂养相同。各组分别在盐度胁

迫 0 h、3 h、6 h、12 h、24 h、48 h、72 h 时间点

取胸神经节, 每组取 3 只, 置于液氮中保存。另随

机取 3 只三疣梭子蟹全组织用于组织表达分布的

分析。 
1.3  CCAP 多肽注射 

CCAP 多肽 PFCNAFTGC-NH2 (纯度>97%)于
上海生工合成, 多肽修饰为碳端酰胺化, 两丝氨

酸之间进行二硫键修饰。将合成的 CCAP 多肽先

用少量双蒸水溶解并用 1×PBS 稀释至 0.75 μg/μL。

从上述暂养的三疣梭子蟹中挑选 60 只健康体重

活力相当的进行实验。实验设置两组, 注射 CCAP
多肽组和注射 PBS 组, 每组 50 只。在三疣梭子蟹

游泳足基部血窦处 , 每组每只分别注射 40 μL 
CCAP(300 ng/g 体重)和 40 μL 1×PBS。将两组中

的 30 只放入盐度为 11 的低盐环境中实验, 观察

死亡率; 剩余的 20 只放入正常的海水中用于组织

取样, 并于注射后的 3 h、6 h、12 h、24 h、36 h、
48 h 时间点取鳃组织, 每组取 3 只。 
1.4  CCAP cDNA 全长克隆 

根据三疣梭子蟹转录组数据库中筛选得到的

CCAP 序列, 运用 Primer Premier 5.0 软件设计 3
和 5 RACE 特异性引物。提取健康三疣梭子蟹全

组织 RNA 并用 SMARTTM RACE Amplification 
Kit (Clontech 公司)合成 RACE cDNA 模板。使用

TaKaRa LA Taq DNA 聚合酶(TaKaRa 公司)与
RACE 通用引物 UPM、NUP 和四条 3和 5 RACE
特异性引物(表 1)进行 3和 5末端扩增, PCR 反应

程序: 94℃ 5 min, 94℃ 30 s, 57/60℃ 30 s, 72℃ 
1 min, 35 个循环, 72℃ 10 min, 4℃保存。用 1%琼

脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物, 使用胶回收试剂盒

(生工)回收目的片段, 连接转化使用 pMD18-T 载

体(TaKaRa公司)和 DH5α大肠杆菌感受态细胞(青
岛擎科), 挑取阳性单克隆进行菌落 PCR 鉴定, 目
的单克隆菌液送青岛擎科生物技术有限公司进行

测序。 
1.5  序列分析 

使用 Vector NTI 11.5 软件进行序列拼接, 得
到 CCAP 基因 cDNA 全长, 采用 ORF Finder 在线
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软件进行基因开放阅读框(ORF)预测, 使用 Signal 
4.1、SMART 在线生物信息分析软件对基因编码

蛋白的基本物理性质、结构域、信号肽、跨膜结

构和亲、疏水性进行预测分析, 采用 Blast 在线程

序分析目的基因与其他物种的同源性和一致性 , 
使用 DNAMAN 5.2 软件对氨基酸序列进行多重

序列比对。通过 MEGA 4.0 软件采用邻接法进行

系统进化树的构建。 
1.6  RNA 提取及反转录 

运用 TRIzol 法提取三疣梭子蟹全组织及各实

验组的 RNA, 使用核酸定量仪 (NanoDrop 2000 
Thermo Scientific)和 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测

RNA 的质量及完整性。利用 PrimeScript RT re-
agent Kit 试剂盒(TaKaRa 公司)反转录合成 cDNA
模板。具体操作如下: 基因组 DNA 去除, 5×gDNA 
Eraser Buffer 2 µL, gDNA Eraser 1 µL, total RNA 
1 µL, RNase Free dH2O 6 µL, 室温反应 5 min; 
cDNA 合成, 5×PrimeScript Buffer 4 µL, Primer-
Script RT Enzyme Mix 1 µL, RT Primer Mix 1 µL, 
上述反应液 10 µL, RNase Free dH2O 4 µL, 37℃ 
15 min, 85℃ 5 s, 4℃保存。反转录后的 cDNA 用

于三疣梭子蟹 CCAP 基因的表达特征分析。 
1.7  CCAP 基因的组织表达及各处理组的表达

特征分析 
根据已获得的三疣梭子蟹 CCAP 基因 cDNA

全长序列, 利用 PrimerPremier 5.0 软件设计荧光

定量引物, β-actin 作为内参(表 1)。使用 ABI 7500 
Real Time PCR 仪和 TaKaRa SYBR Premix Ex Taq 
Ⅱ试剂对三疣梭子蟹各组织及各实验组基因的定

量表达情况进行分析 , 反应体系采用 TaKaRa 
SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱ说明书中 20 μL 体系标

准, PCR 反应程序为：95℃, 30 s; 95℃, 5 s, 60℃, 
34 s, 40 个循环; 95℃, 15 s, 60℃, 1 min, 95℃, 
15 s。采用 2ΔΔCt 法分析 CCAP 基因的相对表达量, 
通过 SPSS 19.0 软件对数据进行单因素方差分析, 
利用 Excel对统计结果进行作图, P<0.05表示具有

显著差异性。 
1.8  三疣梭子蟹鳃组织Na+/K+-ATPase 和V-ATPase
活力测定 

对注射 CCAP 多肽的鳃组织进行酶活力测

定。Na+/K+-ATPase 酶活力测定使用南京建成超微

量 Na+/K+-ATPase 测试盒。各处理组鳃组织用液

氮研磨, 准确称取研磨后的组织重量并加入 9 倍

体积的生理盐水, 2500 r/min, 离心 10 min, 取上

清(10%匀浆上清), 再用生理盐水 10 倍稀释成 1%, 
同时用考马斯亮蓝试剂测定组织蛋白(南京建成)
具体操作参考说明书进行。V-ATPase 酶活力使用

上海酶联蟹 V 型 ATP 酶酶联免疫分析(ELISA)试
剂盒进行测定。称取研磨后的组织 0.05 g, 加入

500 μL 的 1×PBS(pH 7), 匀浆后离心待检验。具

体操作参考说明书进行。 

2  结果与分析 

2.1  CCAP 基因 cDNA 的克隆与生物信息学分析 
采用 RACE 方法克隆得到三疣梭子蟹 CCAP 

cDNA 全长, GenBank 登录号: MG565968。CCAP
基因 cDNA 全长 606 bp, 其中开放阅读框 426 bp, 
5端非编码区 72 bp, 3端非编码区 108 bp, 具有

polyA 结构。氨基酸序列分析表明, CCAP 基因编

码 141 个氨基酸, 预测分子量 15.6 kD, 理论等电

点 9.55。SMART、Signal 4.1 在线软件分析表明, 
该蛋白具有一个 30 个氨基酸组成的信号肽(图 1)。
利用在线软件 Blast 对 CCAP 氨基酸和其他物种

的 CCAP 氨基酸进行同源性比对 , 结果显示 , 
CCAP 与拟穴青蟹(Scylla paramamosain)和蓝蟹最

为相似, 同源性分别为 85%和 82%(图 2)。系统进

化树分析显示, 三疣梭子蟹与蓝蟹首先聚为一支, 
然后与拟穴青蟹相聚(图 3)。 
2.2  CCAP 基因组织表达分析 

采用荧光定量 PCR 分析了三疣梭子蟹 CCAP
基因在不同组织中的相对表达情况。结果显示 , 
CCAP 基因在胸神经节中相对表达量最高, 脑、眼

柄组织也有少量表达(图 4)。 
2.3  盐度胁迫后 CCAP 基因在胸神经节中的差异

表达分析 
三疣梭子蟹在盐度胁迫后胸神经节中 CCAP

基因的表达情况如图 5 所示, 实验组在低盐胁迫

后, CCAP 基因的表达量发生了明显的变化, 呈现

先下降后上升的趋势 ,  盐度胁迫 6 h,  实验组

CCAP 基因的表达量显著低于对照组(P<0.05), 之 
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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(5ʹ3ʹ) sequence (5ʹ3ʹ) 用途 usage 

CCAP5 F ATGCGAGACGCCAGGATGC 5 RACE 

CCAP3 F CAGATACTGAAGGAGGGACCGT 3 RACE 

CCAP5 S CCATCTTGTTCTGAAGTTGCTCC 5 RACE 

CCAP3 S GGACATTGACAGCCTTCTTGA 3 RACE 

CCAP R CGCATTGCTTCCATCTTGTTC qPCR 

CCAP F CCTTTCTGCAATGCCTTCAC qPCR 

UPM(short) CTAATACGACTCACTATAGGGC RACE 

UPM(long) CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT RACE 

NUP AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT RACE 

β-actin-F CGAAACCTTCAACACTCCCG qPCR 

β-actin-R GGGACAGTGTGTGAAACGCC qPCR 

 

 
 

图 1  三疣梭子蟹 CCAP 基因 cDNA 全长及其编码的氨基酸序列 
虚线表示信号肽, 实线表示加尾信号, 黑点表示酶切位点, 黑色圆圈表示酰胺化位点,  

灰色圆圈表示保守性半胱氨酸, 黑色方框表示相关肽, 灰色部分表示成熟肽. 
Fig. 1  CCAP nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of Portunus trituberculatus 

The dotted line represents the signal peptide, the solid line represents the polyadenylation signal, the black dot represents the  
cleavage site, the black circle represents the amidation site, the grey circle represents the conservative cysteine, the black box  

represents the associated peptide, and the grey part represents the mature peptide. 
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图 2  三疣梭子蟹 CCAP 氨基酸序列与其他甲壳动物 CCAP 氨基酸序列比对 
Fig. 2  The CCAP amino acid sequence alignment of Portunus trituberculatus and that of other crustaceans 

 

 
 

图 3  CCAP 氨基酸序列 NJ 系统进化树 
Fig. 3  The Neighbor-Joining Phylogenetic tree for  

amino acid sequences of CCAP 
 

后逐渐上升, 在 24 h、48 h 和 72 h 实验组的表达

量显著高于对照组(P<0.05)分别为对照组的 1.73、
2.16 和 2.19 倍。 

2.4  注射 CCAP 多肽后三疣梭子蟹的活力分析

及盐度相关酶活力测定 
三疣梭子蟹在低盐胁迫下注射 CCAP 多肽组

和注射 PBS 组各时间点的死亡率如图 6 所示。7 h
注射 PBS 组死亡率为 24%, 注射 CCAP 多肽组死

亡率为 4%, 12 h 后各时间点的死亡率增加趋势趋

于一致。注射 CC AP 和 PBS 后 ,  鳃组织中

Na+/K+-ATPase 和 V-ATPase 酶活趋势如图 7、图 8
所示。图 7 显示, 注射 CCAP 多肽组 Na+/K+- 
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图 4  三疣梭子蟹 CCAP 基因在各组织中的表达 
B, 血液; Br, 脑; E, 眼柄; G, 鳃; H, 心脏; L, 肝胰腺;  

M, 肌肉; Tr, 胸神经节. 柱上不同小写字母 
代表不同组织中差异显著(P<0.05). 

Fig. 4  Distribution of CCAP gene expression in  
different tissues of Portunus trituberculatus 

B, blood; Br, brain; E, eyestalk; G, gill; H, heart;  
L, liver; M, muscle; Tr, thoracalia. 

Different lowercase letters indicated significant 
 differences (P<0.05). 

 

 
 

图 5  低盐胁迫下 CCAP 基因在胸神经节中的 
表达水平随盐度胁迫时间的变化 

不同字母代表同一时间实验组与对照组差异显著(P<0.05). 
Fig. 5  Expression profiles of CCAP gene in thoracalia after 

low salinity stress of Portunus trituberculatus 
Different letters indicated significant differences (P<0.05). 

 

ATPase 活力较对照组呈现先上升后降低的趋势

并且在 3 h 显著高于对照组, 是对照组的 1.9 倍, 
12 h 和 24 h 则显著低于对照组; V-ATPase 酶活则

呈现先上升后下降的趋势并且在 3 和 6 h 显著高

于对照组, 均为对照组的 1.2 倍(图 8)。 

3  讨论 

本研究采用 RACE 技术获得了三疣梭子蟹 

 
 

图 6  低盐胁迫下注射 CCAP 多肽后累计死亡率变化 
Fig. 6  The rate of death after CCAP injection in low salinity 

of Portunus trituberculatus 
 

 
 

图 7  注射 CCAP 多肽后 Na+/K+-ATPase 
相对酶活随时间变化 

不同字母代表同一时间实验组与对照组差异显著(P<0.05). 
Fig. 7  The relative enzyme activity of Na+/K+-ATPase changes 

with time after CCAP injection of Portunus trituberculatus 
Different letters indicated significant differences (P<0.05). 

 

 
 

图 8  注射 CCAP 多肽后 V-ATPase 相对酶活随时间变化 
不同字母代表同一时间实验组与对照组差异显著(P<0.05). 

Fig. 8  The relative enzyme activity of V-ATPase changes with 
time after CCAP injection of Portunus trituberculatus 

Different letters indicated significant differences (P<0.05). 
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CCAP cDNA 全长, CCAP 由 30 个氨基酸组成的信

号肽和 AP1、AP2、九肽、AP3、AP4 组成。其中

成熟肽序列 PFCNAFTGC 具有较高的保守性[6, 20], 
可能对节肢动物的生理活动起到了关键作用。同

源性比较显示, CCAP 与拟穴青蟹的同源性较高; 
系统进化树分析表明, CCAP 主要分为两个进化

支, 三疣梭子蟹与蓝蟹、拟穴青蟹等甲壳动物聚

为一支, 与昆虫类亲缘关系较远, 所以三疣梭子

蟹 CCAP 在系统发生上归为甲壳动物 CCAP。 
CCAP 在十足目动物中具有多种生理功能 , 

它不仅可以调节心率[22-25], 还可以调节胃肠神经

肌肉系统[24-30], 诱导色素分布[31-32], 诱导视网膜

对光的敏感性并通过视网膜控制蜕皮[18-19, 33-34]等

功能。组织表达分析结果显示, CCAP 基因在胸神

经节相对表达量最高, 在脑和眼柄少量表达。作

为主要的神经内分泌器官, 眼柄、胸神经节和脑

具有分泌多种激素的功能 [6, 35]。在胸神经节中 , 
Berlind 等[36]发现胸腺提取物能够降低低渗环境

下水的渗入, McNamara 等[37]研究表明外界环境

变 化 时 , 注 射 胸 腺 提 取 物 可 以 使 淡 水 沼 虾

(Macrobrachium olfersii)血淋巴中的离子浓度保

持平衡, 提示胸神经节在甲壳动物渗透压调节中

发挥了一定的作用。为了探索 CCAP 在三疣梭子

蟹盐度适应中的作用, 本实验分析了低盐胁迫下

CCAP 在胸神经节中的表达变化规律。盐度胁迫 6 
h CCAP 的表达量显著低于对照组, 推测其可能

与盐度胁迫初期的应激反应有关, 随后 CCAP 表

达量呈现逐渐上升的趋势, 24~72 h 显著高于对照

组, 最高达 2.19 倍, 说明低盐胁迫激活 CCAP 的

上调表达, 表明 CCAP 基因参与了三疣梭子蟹渗

透压调节过程。 
许多研究表明渗透压和离子转运过程受神经

内分泌系统的调控, 例如去除双侧眼柄和单侧眼

柄可改变斑节对虾(Penaeus monodon)渗透压和离

子浓度, 同样能够引起鳃组织中 Na+/K+-ATPase
酶活性的改变[38]。甲壳动物的鳃上皮依赖于各种

酶进行渗透压调节活动, 其中 Na+/K+-ATPase 和

V-ATPase 发挥了重要作用[39]。Chen 等[20]通过体

外注射 CCAP 使得凡纳滨对虾在淡水中的耐受力

增强, 存活率增加。本研究通过化学合成碳端酰

胺化的 CCAP 九肽并进行分子内二硫键的修饰, 
随后注射到三疣梭子蟹体内。结果显示, 三疣梭

子蟹在 7 h 实验组死亡率显著降低, 这一结果与

Chen 等 [20]的研究一致。进一步测定鳃组织中

Na+/K+-ATPase 和 V-ATP 酶的活力变化, 结果显

示, 体外注射的 CCAP对 Na+/K+-ATPase 和 V-ATP
酶活力具有一定激活作用, 尤其在注射后的 3~6 
h CCAP 可以显著提高 Na+/K+-ATPase 酶的活力

(最高达 1.9 倍)。而 Na+/K+-ATPase 活力在 12~24 h
显著降低 , 可能由于前期的 Na+/K+-ATPase 和

V-ATPase 活力上升破坏了体内的渗透压平衡, 当
CCAP 降解时, Na+/K+-ATPase 通过降低酶活力来

稳定体内的渗透压, 间接证明了 CCAP 对 Na+/K+- 
ATPase 和 V-ATPase 的调控作用, 同时也说明体

外注射的 CCAP 在体内存在的时效性。之前报道

高血糖素中的 CHH和 ITP可能在甲壳动物的渗透

压调节中发挥了一定的调控作用[40-41], 而本研究

提供的直接证据表明 CCAP 在三疣梭子蟹低盐胁

迫中发挥保护作用, 说明 CCAP 在三疣梭子蟹盐

度适应中发挥了一定调节作用, 并可能通过调控

Na+/K+-ATPase 和 V-ATPase 活力调节三疣梭子蟹

体内渗透压平衡。 
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Cloning of crustacean cardioactive peptide and its functional  
verification under low-salt adaptation in swimming crab  
(Portunus trituberculatus) 

SUN Dongfang1, LYU Jianjian1, 2, GAO Baoquan1, 2, HUAN Pengpeng1, CAI Ying1, LIU ping1, 2 

1. Key Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs; Yellow 
Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao 266071, China; 

2. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Qingdao National Laboratory for Marine 
Science and Technology, Qingdao 266071, China 

Abstract: The swimming crab Portunus trituberculatus, an important marine economic animal widely distributed 
in China, belongs to Crustacea, Decapoda, Decapoda, Portunidae, P. trituberculatus is an aquatic crustacean with 
wide tolerance to salinity (13.7–47.7). Salinity is one of the most important environmental factors affecting the 
growth and development of P. trituberculatus. Ingestion, molting, growth, metabolism, immunity, and other proc-
esses in P. trituberculatus are greatly affected by salinity. Therefore, it is important to study the mechanism of 
salinity adaptation to breed improved salt-tolerant varieties of P. trituberculatus. In this study, random amplifica-
tion of cDNA ends technology was used to clone the crustacean cardioactive peptide (CCAP) gene. The full-length 
CCAP gene was 606 base pairs (bp) long, including an open reading frame of 426 bp, 5′ untranslated region of 
72 bp, and 3′ untranslated region of 108 bp, with a poly A structure. Amino acid sequence analysis showed that the 
CCAP gene encodes 141 amino acids with a predicted molecular weight of 15.6 kD and isoelectric point of 9.55. 
Homology analysis showed that the homology between CCAP of P. trituberculatus and Scylla paramamosain and 
Callinectes sapidus was higher at 85% and 82%, respectively. Phylogenetic analysis showed that P. trituberculatus 
and C. sapidus were clustered first, followed by S. paramamosain. Tissue expression analysis revealed that the 
relative expression of the CCAP gene was highest in the in thoracic ganglia, followed by in the brain and eye stalk. 
Analysis of the expression pattern of the CCAP gene during low-salinity stress showed that low salinity signifi-
cantly altered the expression pattern of CCAP in the thoracic ganglia; CCAP gene expression in the experimental 
group was significantly higher than that in the control group at 24, 48, and 72 h (P < 0.05) with values 1.73-, 2.16-, 
and 2.19-fold higher than that in the control group, respectively. In vitro injection of CCAP polypeptide reduced 
the mortality of P. trituberculatus under low-salinity conditions and the activities of Na+/K+-ATPase and V-ATPase 
were significantly increased. The results demonstrate that CCAP plays a protective role in P. trituberculatus under 
low-salinity conditions by regulating osmotic pressure and may be associated with increased Na+/K+-ATPase and 
V-ATPase activities to modulate the osmotic pressure balance in P. trituberculatus. 
Key words: Portunus trituberculatus; crustacean cardioactive peptide; gene cloning; salinity stress; polypeptide 
injection 
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