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碳酸盐碱度胁迫下凡纳滨对虾基因的差异表达 
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摘要: 以广盐性养殖的凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)为研究对象, 采用抑制消减杂交(suppression subtractive 

hybridization, SSH)和定量 PCR的方法, 研究其在高碳酸盐碱度胁迫下转录组水平的基因表达差异, 以期从基因组

水平研究对虾对高碳酸盐碱度胁迫的适应机制。结果表明, 以高碳酸盐碱度(20 mmol/L)胁迫第 4 天凡纳滨对虾鳃

组织和低碱度(2 mmol/L)对照组鳃组织为材料, 通过斑点杂交筛选, 发现鳃组织中有 158个克隆子表达上调, 291个

克隆子表达下调。挑选 150个高表达差异的克隆子进行测序, 获得 100个序列, 其中 50个得到成功注释。经过 GO

分析, 这些注释的差异基因主要分为 8大类群, 其中碳酸酐酶基因(CA)、Na+-K+-ATPase基因(NKA-α)等与离子调控

相关的基因表达量上调, 而溶菌酶基因等与先天免疫相关的基因表达量下调, 这些结果表明高碳酸盐碱度胁迫下, 

凡纳滨对虾以增加离子调控的方式进行酸碱平衡的调控, 同时其免疫功能受到抑制。此外, 还对 CA和 NKA-α两个

基因在鳃和触角腺中的时空表达规律进行了研究, 发现高碳酸盐碱度胁迫 9 d过程中, 两个基因在鳃组织中的表达

均呈现先高表达后回落的现象, 而在触角腺中 NKA-α 基因则一直维持较高表达水平, 说明 CA 和 NKA-α 基因在凡

纳滨对虾高碳酸盐碱度适应离子调控中起着关键作用, 同时还发现除了鳃组织之外, 触角腺同样参与了调控。本研

究从转录水平初步筛选了高碳酸盐碱度胁迫下凡纳滨对虾的表达差异基因, 探索了凡纳滨对虾的耐盐碱机制, 对

培育适于盐碱地水产养殖的优良品种有着重要的意义。 
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中国拥有广袤的盐碱水资源, 盐碱水环境的

高碱度是制约水生生物生存、生长的关键因子之

一。碱度是指水中能与强酸发生中和作用的物质

总量, 包括 HCO3
–、CO3

2–等弱酸根, OH–等强碱以

及 NH3等弱碱性物质。一般水体的总碱度主要由

HCO3
–、CO3

2– 构成, 称之为碳酸盐碱度。高碳酸

盐碱度对中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)[1]

和凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei) [2]具有较强

的毒害作用。国内外相关的研究主要集中在 pH

胁迫下对虾生理、生化的响应[3–4]。高 pH 环境会

导致对虾 DNA损伤[4]、抗氧化酶基因表达上升[4–5]、

离子调控相关酶类[6]活性上升、耗氧率升高[7]以及

SOD 等免疫相关酶[4]活性下降和抗病力下降[8]。

高碳酸盐碱度与高 pH 不同之处在于, 除了由于

高 pH 对生物造成的胁迫外, 高 CO3
2– 和 HCO3

–浓

度也会影响水生动物的生存[2, 9]、发育以及繁殖[10], 

研究碳酸盐碱度胁迫下对虾的基因表达差异, 对

于更深一步了解盐碱水对养殖生物的胁迫机制具

有重要的意义。 

凡纳滨对虾俗称南美白对虾, 是世界对虾养
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殖三大优良品种之一。由于凡纳滨对虾对水环境

的适应性强, 从中国南方到北方, 凡纳滨对虾的养

殖规模不断扩大, 已经成为对虾养殖的支柱产业, 

对中国对虾养殖产量的恢复起到了重要作用[11–12]。

凡纳滨对虾为广盐性虾类, 对盐度、高碳酸盐碱

度显示出较强耐受性, 经驯化的凡纳滨对虾可以

在盐度为 5～35, 碳酸盐碱度为 16 mmol/L的水环

境中生存生长[2, 13]。虽然凡纳滨对虾已经实现在

盐碱水域养殖[14], 但是由于盐碱水域中高碳酸盐

碱度和高 pH的胁迫, 使得对虾成活率相对较低。 

因此研究盐碱胁迫下凡纳滨对虾的基因表达差异, 

对于揭示甲壳动物的耐碱机制、提高盐碱水域对

虾养殖的成活率以及指导生产都有着重要的意义。 

本研究应用 SSH和定量 PCR的方法, 从分子

水平研究高碳酸盐碱度胁迫下凡纳滨对虾的生理

响应, 构建高碳酸盐碱度胁迫诱导的 SSH-cDNA

文库, 探索凡纳滨对虾耐盐碱相关基因, 为揭示

凡纳滨对虾的耐盐碱机理、耐盐碱品系的选育奠

定理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

实验所用凡纳滨对虾采集自东海水产研究所

海南实验基地, 经盐度过渡后挑选健康的凡纳滨

对虾分别放入相应的实验水体中, 实验过程中取

鳃及触角腺。 

1.2   碳酸盐碱度胁迫实验设计 

根据前期实验结果[2], 本实验设置对照组(盐

度 5, 碳酸盐碱度 2 mmol/L)和高碳酸盐碱度胁迫

组(盐度 5, 碳酸盐碱度 20 mmol/L)。实验用水采

用朱树屏[15]人工海水 B液配方配制成盐度为 5的

人工海水(除 HCO3
、CO3

2外), 再根据实验设置

加入相应量的碳酸钠和碳酸氢钠(AR), 全部溶解

稳定 24 h后使用。实验期间水体为 15 m3, 盐度

为 5, 水温为(25.0±0.5)℃, 每组设置 3个重复, 每

个重复放实验虾 270 尾。实验虾体长为(10.27± 

0.05) cm, 体质量为(12.91±0.11) g。实验周期为 9 d。 

实验养殖期间, 每天早晚各投喂颗粒饲料 1

次, 每天换水 50%, 并监测 pH 值和碳酸盐碱度, 

以保证实验用水的稳定性。 pH 值测定采用

DELTA320 型精密 pH 计 (METTLER TOLEDO);  

碳酸盐碱度测定采用酸碱滴定法[16]。 

1.3  样品采集和处理  

胁迫第 1~9 天, 每天定时取样, 每个重复组

取 15 尾存活的对虾, 在冰上解剖, 分离鳃和触角

腺, 放入 1.5 mL 离心管中, 液氮速冻, –80℃保

存。根据高碳酸盐碱度胁迫下凡纳滨对虾血液生

理指标变化规律, 选择生理指标变化明显的第 4

天鳃组织样品用于消减文库构建, 其他样品均用

于定量 PCR实验。 

1.4  方法 

1.4.1  总RNA提取及cDNA合成  将对照组和胁

迫组每天取样的对虾鳃、触角腺(n=6)组织分别在

液氮中研磨成粉末后, 用 Trizol (Invitrogen) 提取

总 RNA后, 分别等质量混合; 用 SMARTTM PCR 

cDNA Synthesis Kit (Clontech)反转录 , 用 PCR 

Clean 试剂盒 (Axygen)纯化双链 cDNA; 用 1.2% 

琼脂糖 EB凝胶电泳鉴定RNA及 cDNA的完整性, 

同时用 Nano Drop ND-1000 微量紫外/可见分光

光度计测定总 RNA及 cDNA 浓度。 

1.4.2  抑制消减杂交  抑制消减杂交采用 PCR- 

SelectTM cDNA subtraction Kit (Clontech) 进行, 

实验步骤参照试剂盒操作说明, 杂交及杂交效率

分析过程中所用到的接头和引物序列见表 1。以

高碳酸盐碱度胁迫组第 4 天对虾鳃组织和对照组

第 4 天对虾鳃组织为研究对象, 分别构建正反向

消减 cDNA 文库。cDNA 合成双链 cDNA 后, 经

RSaⅠ酶切后, 将 Tester cDNA分别平均分成 2份, 

分别连接 Adaptor 1(10 µmol/L)和 Adaptor 2R (10 

µmol/L), 与过量的Driver cDNA进行第 1次杂交。

混合两份杂交产物, 再与新变性的 Driver cDNA

进行第 2次杂交。杂交产物随后用 PCR primer 1

进行抑制性 PCR, 然后用Nested primer 1和 2R进

行第 2次 PCR扩增。 

1.4.3  连接效率分析  采用管家基因 β-actin分析

连接效率。凡纳滨对虾 β-actin (GenBank accession 

No. AF300705)在 955 bp处有 Rsa I 酶切位点, 为

PCR Primer1 接头结合位点, 与管家基因下游引 
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表 1  抑制消减杂交过程中所用到的接头和引物序列 
Tab. 1  Adaptor and primer sequences used in SSH 

引物名称 
primer name 

序列(5′−3′) 
sequence(5′−3′) 

cDNA synthesis primer TTTTGTACAAGCTT30N1N 

Adaptor 1 CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT 

Adaptor 2R CTAATACGACTCACTAT AGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT 

PCR primer 1 CTAATACGACTCACTATAGGGC 

Nested PCR Primer1 TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT 

Nested PCR Primer2R AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT 

β-actin F1 AATCGTTCGTGACATCAA 

β-actin R1 TTGTAGGTGGTCTCGTGG 

 
物 (β-actin R1)共形成 289左右的片段。管家基因

上下游引物(β-actin F1, β-actin R1, 表 1)的起始、

终止位点位于 695 bp和 913 bp处, 全长 219 bp。 

1.4.4  消减 cDNA 文库的构建  将凡纳滨对虾鳃

组织消减后的第 2 次 PCR 产物连接到 pED-T 

vector (SinoBio)中, 转化入 DH5α(Gibco) 感受态

细胞, 在含 X-gal/IPTG的琼脂平板上 37℃培养过

夜, 挑取白色菌斑培养。以 1 μL培养的菌液作为

模板, 用Nested PCR Primers 1和Adaptor 2R进行

PCR扩增, 总体积为 25 μL。反应条件: 94℃ 10 

min; 94℃ 10 s, 68℃ 30 s, 72℃ 1.5 min, 25个循

环;  72℃ 5 min。各取 5 μL 扩增产物用 2 % 琼

脂糖凝胶电泳(EB染色)检测。 

1.4.5  斑点杂交  经蓝白斑培养基筛选, 每个文

库随机挑选 384个白斑克隆, PCR鉴定后, 进行斑

点杂交实验。斑点杂交采用放射性同位素标记的

方法。根据设计好的方阵点膜, 每个点各取 1 μL 

PCR 产物(插入片段鉴定 PCR 产物)点膜, 每个点

0.4 μL, 约 10 ng 32P 标记的正向消减探针和反向

消减探针(分别为正向和反向消减产物)分别与膜

上探针进行杂交, 探针标记及纯化用法玛西亚探

针试剂盒, 杂交液选用 ULTRAhyb (Ambion), 杂

交洗膜后用 Cyclone PacKard 扫描仪进行信号扫

描及定量分析。 

1.4.6  测序及序列比对  挑选斑点杂交差异表达

2 倍以上的基因随机测序, 测序序列去载体和接

头序列后用 CAP3 拼接软件进行处理。所有测得

的 EST有效序列用 tBlastX和BlastN软件与NCBI

数据库进行比对后。比对 e 值小于 105且长度大

于 50 bp 的序列进行后续分析。应用 GoPipe 软  

件 [17]对选入的基因序列进行功能分类分析(gene 

ontology)[18]。 

1.4.7  定量 PCR 分析基因时空表达差异  总

RNA提取自实验中凡纳滨对虾的鳃、触角腺。凡

纳滨对虾 β-actin (GenBank access. No. AF300705), 

碳酸酐酶基因(CA, GenBank access. no. BF024146), 

和 Na+-K+-ATPase α基因(NKA-α, GenBank access. 

no. GU004027)均由 NCBI GenBank中获得。3个

基因序列分别与 GenBank中其他物种的对应基因

进行比对分析后, 选择高度保守区域用于荧光定

量 PCR的引物设计。引物用 Primer3 软件[19]设计

完成。引物序列见表 2。 

基因表达采用 SYBR 定量 PCR 法, PCR 在

LightCycler1.2 (Roche)上进行 , 反应体系包括 1 

µL cDNA, 0.2 µL上下游引物和 SYBR master mix 

5 µL (TOYOBO), 总体积为 10 µL。反应条件如下:  

95℃ 10 s, 1个循环; 95℃ 5 s, 60℃ 20 s, 40个循

环。每个反应结束后用熔解曲线确认 PCR产物的

单一性。同时抽取代表性样品进行琼脂糖凝胶电

泳, 以进一步确认 PCR产物。每个基因均以模板

浓度为梯度、以 β-actin 为内参建立标准曲线, 验

证基因表达的线性规律。每批反应均设阴性对照, 

确保反应体系未受污染。基因表达倍数用 detla CT

法计算[20], β-actin为内参。 

1.5  统计分析 

各个组织及时间的表达数据分别进行方差齐

性分析(Levene’s test and Shapiro-Wilk’s test)后, 

单因素方差分析检验不同胁迫组及胁迫时间下基 
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表 2  用于定量 PCR 分析的引物序列 
Tab.2  Primer sequences used in real-time PCR assays 

引物名称 
primer name 

序列(5′−3′) 
primer sequence(5′−3′) 

引物位置(mRNA) 
primer position(mRNA) 

产物大小/bp 
final product size 

NKA-α F GTATCCATCCACGAGACTGAG 313-333 

NKA-α R AAGGTAGGCATTGTTGAAAGC 454-474 
162 

CA2 F ACCTGAATGACGACGATGAC 172-191 

CA2 R GTAAATGGAATTGAGCGAAAGC 355-376 
205 

β-actin F2 CGACCTCACAGACTACCT 623-640 

β-actin R2 TGATGTCACGAACGATTT 694-711 
89 

 
因表达差异显著性, 差异显著则进行 SNK多重比

较, 所有统计分析均用 SAS 8 进行[21], 差异检验

水平为 0.05。 

2  结果与分析 

2.1  总 RNA提取及反转录 

提取的凡纳滨对虾鳃、触角腺总 RNA 均由

28S、18S和 5S 3条带组成, 琼脂糖电泳显示条带

清晰(图 1)。A260/A280比值在 1.8~2.0, 说明 RNA

质量良好, 达到建库要求。反转录后的双链 cDNA

经 RsaⅠ酶切后琼脂糖凝胶电泳检测结果显示

cDNA酶切效果良好(图 2), 符合下一步实验要求。 

2.2  连接效率分析 

在 Tester或 Driver组的 cDNA两端加接头是

为了能够在两轮杂交之后用巢氏 PCR扩增得到差

异表达基因, 使差异目的基因得以富集。将经过 

 

 
 

图 1  凡纳滨对虾鳃和触角腺总RNA的 1%琼脂糖凝胶电泳 

1: 对照组鳃总 RNA; 2: 20 mmol/L碱度处理组鳃总 RNA; 3: 对

照组触角腺总 RNA; 4: 20 mmol/L碱度处理组触角腺总 RNA. 

Fig. 1  Total RNA extracted from gills and antennal gland of 
Litopenaeus vannamei 

1: RNA from gill of control group; 2: RNA from gill of group 
under 20 mmol/L alkalinity exposure; 3: RNA from antennal 
gland of control group; 4: RNA from antennal gland of group 

under 20 mmol/L alkalinity exposure. 

 
 

图 2  凡纳滨对虾鳃双链 cDNA及其 RsaI酶切产物电泳图 

M: DNA marker (DL2000Plus); 1, 2: 对照组及碱度胁迫组凡

纳滨对虾鳃 Rsa I酶切前 ds cDNA; 3, 4: 对照组及碱度胁迫

组凡纳滨对虾鳃 Rsa I 酶切后 ds cDNA. 

Fig. 2  Gills ds cDNA of Litopenaeus vannamei 
M: DNA maker; 1,2: control and exposure group before Rsa I 

digestion. 3,4: control and exposure group after Rsa I digestion. 
 

RsaⅠ酶切的双链 cDNA平均分为 2份, 分别加上

adaptor 1和 adaptor 2R 2种接头, 从而得到相应的

Tester-1 cDNA, Tester-2R cDNA 或 Driver-1 

cDNA, Driver-2R cDNA。接头连接效率的检测结

果如图 3所示。以 adaptor 1和 adaptor 2R 共有的

引物 PCR primer 1同 β-actin R1引物进行 PCR的

电泳结果见第 1、3、5、7 泳道。以 β-actin 上下

游引物(β-actin F1, β-actin R1)进行 PCR的电泳结

果见第 2、4、6、8泳道。从图中可以看出, 1、3、

5、7泳道的扩增产物多于第 2、4、6、8泳道, 说

明 adaptor 1和 adaptor 2R 已经链接到 cDNA上。

采用 Bio-Rad VersaDoc4000凝胶成像系统灰度扫

描分析表明, 1、3、5、7泳道条带的强度与 2、4、

6、8泳道条带强度的比值分别为 0.71、1.21、0.77 
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图 3  PCR检测接头连接效率 

M: DNA marker(DL2000); 1: 以 Tester Adaptor 1为模板的

PCR 产物, β-actin R1 引物和 PCR Primer 1 为上下游引物;   

2: 以 Tester Adaptor 1为模板的 PCR产物, β-actin R1引物和

β-actin F1引物; 3: 以 Tester Adaptor 2R为模板的 PCR产物, 

β-actin R1引物和 PCR Primer 1引物; 4: 以 Tester Adaptor 2R

为模板的 PCR产物, β-actin R1引物和 β-actin F1引物; 5: 以

Driver Adaptor 1为模板, β-actin R1引物和 PCR Primer 1引物; 

6: 以 Driver Adaptor 1为模板, β-actin R1引物和 β-actin F1

引物; 7: Driver Adaptor 2R为模板, β-actin R1引物和 PCR 

Primer 1引物; 8: Driver Adaptor 2R为模板, β-actin R1引物 

和 β-actin F1引物 

Fig. 3  Results of ligation efficiency analysis 
M: marker DL2000; 1: PCR products using Tester 1-1(Adaptor 
1-ligated) as template and the β-actin R1 primer and PCR primer1 
as primers; 2: PCR products using Tester 1-1 (Adaptor 1-ligated) as 
template, and the β-actin R1 and β-actin F1 as primers; 3: PCR 
products using Tester 1-2(Adaptor 2R-ligated) as template and the 
β-actin R1 and PCR Primer1as primers; 4: PCR products using 
Tester 1-2 (Adaptor 2R-ligated) as template, and the β-actin R1 and 
β-actin F1 as primers; 5: PCR products using Driver 1-1(Adaptor 
1-ligated) as template and the β-actin R1 and PCR Primer1as 
primers; 6: PCR products using Driver 1-1 (Adaptor 1-ligated) as 
template, and the β-actin R1 and β-actin F1 as primers; 7: PCR 
products using Driver 1-2(Adaptor 2R-ligated) as template and the 
β-actin R1 and PCR Primer1as primers; 8: PCR products using 
Driver 1-2 (Adaptor 2R-ligated) as template, and the β-actin R1 
and β-actin F1 as primers. 

和 0.74, 均大于 25%, 说明接头的连接效率大于

25%, 符合后续实验要求。 

2.3  消减杂交效率分析 

以鳃 Tester 组消减 cDNA 文库为模板, PCR

检测管家基因 β-actin, 25个循环处才有微弱的带, 

而以未经消减杂交的产物为模板扩增, 在第 20个

循环处就有产物(图 4); PCR检测管家基因 β-actin

在 Driver组消减 cDNA文库中的丰度时, 在 25个

循环后才有微弱的扩增, 而在未经消减杂交的产

物中 20 个循环处就有条带(图 4)。管家基因在消

减 cDNA 和未消减 cDNA 中丰度出现显著差异, 

表明 Tester和 Driver中共有的 cDNA已被有效消

除, 同时也表明特异于两个处理组的差异表达基

因也相应得到富集。 

2.4  差异片段阳性克隆的筛选 

消减杂交的产物连入 pED-T vector载体后进

行转化制备得到质粒文库。每个文库挑选出 450

个阳性克隆进行 PCR筛选鉴定。将非单一产物克

隆去除后, 每个文库共筛选得到 384 个单一条带

的 PCR产物并且插入片段大小在 0.1~1.5 kb之间

的阳性克隆。部分 PCR筛选的结果如图 5所示。 

2.5  斑点杂交筛选差异表达克隆 

在鳃组织消减 cDNA 文库中, 每个文库随机

挑选 384个克隆的 PCR产物, 分别在两张膜上进

行斑点杂交。通过斑点杂交, 在表达差异倍数为 2

倍以上的克隆中, 上调的有 158个, 下调的有 291

个(图 6)。 

 

 
 

图 4  消减杂交效率分析结果(以凡纳滨对虾 β-actin基因丰度的变化表示) 

M: DNA marker(DL2000); 1,5,9,13: 以 Tester组消减后的第 2次 PCR产物为模板; 2,6,10,14: 以 Tester组未消减的第 2次 PCR

产物为模板; 4,8,12,16: 以 Driver组消减后的第 2次 PCR产物为模板; 3,7,11,15: 以 Driver组未消减的第 2次 PCR产物为模板; 

1−4: 15循环; 5−8: 20个循环; 9−12: 25个循环; 13−16: 30个循环. 

Fig. 4 PCR analysis of the subtractive hybridization efficiency by β-actin 
M: DNA marker(DL2000); 1,5,9,13: PCR products using Tester subtracted cDNA as template; 2,6,10,14: PCR products using Tester 
unsubtracted cDNA as template; 4,8,12,16:PCR products using Driver subtracted cDNA as template; 3,7,11,15: PCR products using 

Driver unsubtracted cDNA as template; 1−4: 15 cycles; 5−8: 20 cycles; 9−12: 25 cycles; 13−16: 30 cycles. 
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图 5  消减文库 cDNA片段大小的 PCR鉴定 

M: DNA marker(DL2000); 1−12: 部分阳性克隆菌落的 PCR鉴定结果. 

Fig. 5  PCR selection result of cDNA fragments from the substractive library 
M: DNA marker; 112: the randomly picked clones from the substractive library. 

 

2.6  差异表达克隆的序列测定及生物信息学分析 

从斑点杂交差异倍数大于 2 倍的克隆中, 随

机挑选 150 个进行测序, 测序成功 100 个。片段

大小分布于 118~933 bp, 平均 448 bp。经过

tBlastX和 BlastN同源性检索成功注释 50条序列, 

占 50%。在 EST 序列比对结果的基础上 , 用

GoPipe软件对 50条 EST进行功能分类分析, GO

按照功能将其分为 8 类: 包括催化活性、细胞、

结构分子活性、结合活性、转运活性、繁殖、酶

调控因子活性、细胞生理过程(表 3)。其中催化活

性相关基因中 CA基因、NKA-α基因表达上调, 磷

酸烯醇式丙酮酸羧激酶基因(PEPCK)则下调; 免

疫相关基因中溶菌酶素基因下调。 

2.7  SSH文库中 2个基因的 RT-PCR分析 

2.7.1  CA 基因时空表达  从文库中选择 CA 和

NKA-α 两个基因, 设计引物, 对 20 mmol/L 碱度

处理组和对照组处理 9 d 过程中鳃、触角腺的表

达模式进行鉴定。碱度胁迫下对虾鳃组织中 CA

基因在第 1 天表达量显著上升, 随后在第 2 天下

降到初始水平(图 7A)。碱度胁迫下对虾触角腺组

织中 CA 基因在第 4、5 天表达量显著上升, 随后

在第 7天下降到初始水平(图 7B)。 

2.7.2  NKA-α 基因时空表达  碱度胁迫下对虾鳃 

组织中 NKA-α基因在第 1天表达量显著上升, 随

后在第 2天下降到初始水平(图 8A)。碱度胁迫下

对虾触角腺组织中 NKA-α 基因在第 1 天表达量 
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图 6  消减文库中筛选的差异片段克隆的斑点杂交 

20 mmol/L碱度处理组和对照组(2 mmol/L)消减富集的 cDNA分别点在两张尼龙膜上相同的位点处, 将用 32P标记的正向消减

探针(A)和反向消减探针(B)分别与膜上的克隆进行杂交. 

Fig. 6  Dot blots hybridization of differentially expressed fragments 
cDNA clones enriched in 20 mmol/L alkalinity and control(2 mmol/L alkalinity) treatments were spotted via dot blots technique on 

two nylon membranes and then hybridized with positive substractive probe(A) and reserve substractive probe(B). 
 

显著上升, 一直持续到第 9天(图 8B)。 

3  讨论 

本研究中高碳酸盐碱度胁迫凡纳滨对虾后 , 

其鳃 SSH-cDNA文库中多个基因发生了表达差异, 

其中离子调控相关基因表达上调、免疫相关基因

下调。对虾耐碱胁迫是一个复杂的过程, 涉及生

理、生化及遗传多个方面。因此虾类对高碳酸盐

碱度的抵抗能力不仅仅是单个耐受基因的启动和

识别, 更重要的是在整个生理过程中多个基因的

相互作用。 

3.1  碳酸盐碱度胁迫下凡纳滨对虾鳃差异表达基因 

通过对测得基因的 GO 富集分析, 发现高碳

酸盐碱度胁迫下, 凡纳滨对虾鳃组织多个功能分

类中的基因表达表现出显著差异。其中的催化活

性相关基因和细胞水平的免疫调节相关基因的变

化具有重要意义。 

催化活性相关基因中 CA 基因、NKA-α 基因

表达上调, 磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶基因(PEPCK)

则下调。通常认为酸碱调控[22]、离子调控和渗透

压调节 [23]在水生动物抗盐碱过程中起着关键的

作用。CA 和 NKA-α 基因在甲壳动物的离子调控

生理活动中起着重要的作用[24], 这两个基因的上

调为凡纳滨对虾在高碳酸盐碱度环境中的生存争

取了时间。PEPCK基因属于裂解酶家族, 是糖异

生代谢通路中的关键酶之一, 它的作用是将草酰

乙酸盐裂解为磷酸烯醇式丙酮酸和二氧化碳[25]。

同时 PEPCK 基因也是谷氨酸盐代谢通路中的重

要组分, 参与鱼类组织的酸化过程, 在鱼类酸环

境适应中起着关键的作用[26]。本实验中 PEPCK 的  
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图 7  碳酸盐碱度(20 mmol/L)胁迫下凡纳滨对虾鳃及触角腺碳酸酐酶基因(CA)的表达变化 

以 β-actin为内参进行表达倍数计算. 柱形图上不同字母代表差异显著(P<0.05). 

Fig.7. CA mRNA levels in Litopenaeus vannameigill and antennal gland before and after transfer from control to high  
alkalinity water (20 mmol/L) 

Expression is relative to the expression of β-actin and is normalized to controls. Different small letters denate  
differences among time points (P<0.05). 

 

 
 

图 8  碳酸盐碱度 (20 mmol/L)胁迫下凡纳滨对虾鳃及触角腺组织 Na+-K+-ATPase α (NKA-α)基因表达变化 

以 β-actin 为内参进行表达倍数计算. 柱形图上不同字母代表差异显著(P<0.05). 
Fig.8  NKA-α mRNA levels in Litopenaeus vannamei gill and antennal gland before and after transfer from  

control to high alkalinity water (20 mmol/L) 
Expression is relative to the expression of β-actin and is normalized to controls. Different small letters denate differences  

among time points(P<0.05). 
 

显著性下调, 说明这个基因在凡纳滨对虾的高碳

酸盐碱度适应过程中起着重要的作用, 它的降低

可能预示着在碱度胁迫下对虾对能量利用方式的

转变, 即由直接利用糖变为以利用脂类等其他物

质作为能量来源[27], 同时参与虾类的酸碱调控。 

免疫相关基因中溶菌酶素基因显著下调。溶

菌酶素是一种胞壁酯酶, 其功能是通过对 beta-1,4

糖苷键的水解作用而破坏细菌的细胞壁, 为动物

先天性免疫系统的重要组成部分, 在哺乳动物中

具有抗菌、抗病毒、抗肿瘤的功效[28]。本研究结果

与高 pH 胁迫下虾类免疫力下降的研究结果较一

致。多种环境胁迫因子均会导致动物的免疫力下

降, Yada等[29]2006年的研究表明, 当虹鳟(Oncor-

hynchus mykiss)暴露于酸性环境中 , 体内的溶菌

酶活性降低。碳酸盐碱度胁迫下凡纳滨对虾溶菌

酶基因表达量的降低, 提示高碳酸盐碱度胁迫可

能抑制了对虾的先天性免疫能力, 导致对虾的抵

抗能力下降, 实际生产中应该加强防病、控病。 

除此之外, 表 5 中列出的其他表达差异基因, 

如与细胞结构有关的微管蛋白基因, 与繁殖相关

的核糖体蛋白基因, 与钙调控相关的钙激活氯通

道基因都可能参与了高碳酸盐碱度胁迫下凡纳滨

对虾的生理调节。 

3.2  CA及 NKA-α基因时空表达规律 

通过对在 SSH中上调的 2个离子调控相关基

因在凡纳滨对虾鳃和触角腺中的时空表达规律分
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析发现, 在高碳酸盐碱度胁迫的第 1 天, 凡纳滨

对虾鳃组织中的 CA 基因表达量上升为对照组的

30 倍, 之后在第 2 天回落到初始水平。推测凡纳

滨对虾在高碳酸盐碱度胁迫下会发生急性呼吸性

和代谢性碱中毒, 表现为增强 CA 基因的表达量

来调节体内的酸碱平衡。碳酸酐酶(CA)是一组参

与体内酸碱平衡调节及离子交换等过程的含 Zn

金属酶。一些广盐性甲壳动物在适应外界环境过

程中, CA是参与体内离子调节、血淋巴渗透调节、

酸碱平衡等生理生化过程中最重要的核心酶之一
[30], 也是可逆催化 CO2 水合过程的酶 , 因为有

CO2 和带电离子(H+和 HCO3
)的参与, 在许多生

理和生化过程中起潜在的重要的作用[31−32]。本实

验中, 触角腺中的 CA 基因同样出现了表达量大

幅度增高的现象, 与鳃相比, 触角腺中的CA基因

高表达出现较晚, 说明触角腺在凡纳滨对虾高碳

酸盐碱度应激调控中同样起着重要的作用, 但是

参与调控的时间较鳃晚。 

与 CA基因类似, 高碳酸盐碱度胁迫下, 凡纳

滨对虾的鳃和触角腺中的 NKA-α基因在第 1天就

表现出 2~4倍的上升, 之后鳃组织 NKA-α基因表

达量回落到初始水平, 触角腺中的 NKA-α 基因则

保持在较高水平。鳃中的 NKA-α基因在脊椎动物

和无脊椎动物的离子调控和细胞水平衡以及渗透

调控中起着核心作用[33−35]。高 pH 的胁迫使得对

虾鳃的 NKA-α活性在胁迫后的第 72 h开始升高, 

之后回落到初始水平。本实验中高碳酸盐碱度下

NKA-α 基因表达量的升高, 说明在高碳酸盐碱度

环境中 , 凡纳滨对虾除了应对酸碱平衡的调控 , 

同时面临着体内离子失衡的威胁。当体外的碱度

环境增高后, 水生动物体内 pH上升, 面临着排氨

困难, 同时导致了 Na+、Cl-离子的调控失衡[36]。触

角腺中 NKA-α 基因的高表达量进一步证明了在长

期高碳酸盐碱度胁迫下触角腺参与调控的可能性。 

从本研究的结果可以看出, 高碳酸盐碱度胁

迫下凡纳滨对虾中参与多个生理调控过程中的基

因表达发生了变化, 尤其是离子调控、免疫调节。

通过对 CA、NKA-α基因的时空表达差异研究可以

看出, 这两个基因在凡纳滨对虾的酸碱调节过程

中起着重要的作用。与此同时本研究首次揭示了

触角腺在凡纳滨对虾高碳酸盐碱度适应过程中的

重要作用。本研究发掘到的相关基因对凡纳滨对

虾盐碱适应机制的揭示, 以及培育耐盐碱品种都

有着重要的意义。 
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Gene expression profiles of Litopenaeus vannamei in response to car-
bonate alkalinity stress  
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Abstract: Saline-alkali water-bodies are common in China. Alkalinity stress is considered to be one of the primary 
stressors for shrimp in saline-alkali water. Thus, an improved understanding of the molecular response to alkalinity 
stress is critical for advancing the sustainability of shrimp culture. Our objective was to evaluate the effect of car-
bonate alkalinity on global gene expression in Litopenaeus vannamei, a species of shrimp that is cultured 
throughout the world. We constructed two subtractive cDNA libraries from the gills of shrimp that were exposed to 
either 20 mmol/L alkalinity water or control water for 4 days. Dot blot expression analysis revealed that 158 
clones were up-regulated and 291 clones were down-regulated following exposure to alkalinity stress. These 
clones were subsequently sequenced and up to 100 genes were identified from the forward and reverse libraries, of 
which 50 were well annotated. These differentially expressed genes were divided into a number of biological gene 
ontology groups related to catalytic activity, cell, structural molecule activity, binding, transporter activity, repro-
duction, enzyme regulator activity, and cellular process. Ion transportation genes, such as carbonic anhydrase (CA) 
and Na+-K+-ATPase (NKA-α), were up-regulated while immune response genes (e.g., lysozyme) were 
down-regulated. We evaluated expression of two differentially expressed genes (CA and NKA-α) in the gills and 
antennal gland of shrimp prior to exposure and following exposure to 20 mmol/L carbonate alkalinity water for 
1–9 d. Exposure to carbonate alkalinity resulted in an increase in CA mRNA and NKA-α mRNA expression in the 
gills and antennal gland. The majority of the increase occurred on day 1. Our results suggest that expression of 
carbonic anhydrase and Na+-K+-ATPase genes plays an important role in the response to alkalinity stress in L. 
vannamei, particularly in the gill and antennal gland. To our knowledge, this is the first study to use shrimp SSH 
cDNA libraries to detect global gene expression alterations in response to alkalinity stress. Alkalinity stress 
stimulated ion regulated processes and slowed down the gene expression related to immune system and reproduc-
tion in L. vannamei. The alkalinity-regulated genes characterized in the present study may be convenient begin-
ning points to study the molecular basis of alkalinity adaptation. The physiological role of these genes in envi-
ronmental adaptation remains to be explored. Understanding how alkalinity triggers regulation of gene expression 
deserves further attention. 
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