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摘要: 为研究线粒体ATP酶F1-δ基因在鲢(Hypophthalmichthys molitrix)中的作用, 采用RACE-PCR技术克隆出该基因全长, 应用半定量RT-PCR法检测该基因在不同组织的表达, 应用实时荧光定量PCR法检测急性低氧胁迫过程中不同溶氧浓度下该基因的组织表达变化。结果显示, 鲢线粒体ATP酶F1-δ基因全长762 bp, 开放阅读框480 bp, 编码159个氨基酸残基, 5′端非编码区114 bp, 3′端非编码区168 bp。鲢与斑马鱼(Danio rerio)线粒体F1-δ编码氨基酸序列的相似性最高, 达到89%; 与大西洋鲑(Salmo salar)、罗非鱼(Oreochromis niloticus)、樱花钩吻鲑(Oncorhynchus masou formosanus)、红鳍东方鲀(Takifugu rubripes)的相似性分别为76%、75%、74%、69%; 半定量RT-PCR结果显示, 该基因在鲢心脏、脑、肝、脾和肌肉中均有表达, 且心脏中最高, 肌肉次之; 实时荧光定量PCR结果表明, 水中溶解氧(DO)分别为5.6(对照组)、4.38、3.37、2.11、1.12和0.54 mg/L时, 随着溶解氧浓度的下降该基因在心脏中的表达逐渐下降且均显著低于对照组(P<0.05); 而在脑、肝、脾和肌肉中的表达则先升高后降低。寡霉素抑制法测得低氧胁迫过程中, 鲢心脏等组织中F1F0-ATP酶活性均先升高后降低。这表明鲢线粒体ATP酶F1-δ基因在低氧胁迫中起到一定的作用, 并对ATP酶的合成产生影响。
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生命活动中所需能量大部分由ATP提供[1], ATP催化酶在ATP合成过程中起关键作用。线粒体ATP酶属F型ATP酶, 又叫F0F1-ATP酶、H+-ATP酶等, 通过两个柄把插入内膜的F0和球状的F1联系起来, 其中一个外围柄由两个b亚基和δ亚基组成, 另一个柄是由ε和γ亚基组成的中心转轴[2−5]。它是世界上速度最快, 效率最高且最小的生物分子旋转马达[1]。在ATP合酶催化过程中, 驱动中心转轴旋转依靠γ亚基与δ、ε亚基相互作用, 形成底角键, 且δ亚基对中心柄外周 c 环和γ亚基之间的协同起到非常关键的作用[6], 并与α3β3亚基依靠极强的结合力约束相反的弹性力, 对于定子中δ亚基来说, δ亚基在α3β3六角形上单一的结合力是足够强的。研究发现氯氰菊酯会对草鱼(Ctenopharygodon idella)组织Na+/K+- ATP酶活性产生影响, 鳃组织中该酶呈现波动变化, 而肝、肾组织中其活性均受到抑制[7]。随着盐度的增大, 大鳞鲃(Barbus capito)鳃丝中Na+/K+- ATP 酶活力先升高后降低, 碱度的增大对其鳃丝ATP酶活力无显著影响[8]。而俄罗斯鲟(Acipenser gueldenstaedti)幼鱼在急性盐度胁迫下, 鳃丝Na+/K+-ATP 酶活力呈先下降后上升的变化[9]。田相利等[10]发现半滑舌鳎(Areliscus semilaevis)幼鱼鳃丝Na+/K+-ATP 酶活性随着盐度的升高均有所升高, 而随着温度的升高其活性显著降低。急性缺氧致使线粒体氧化磷酸化功能受损, 家兔心肌细胞中ATP酶生成减少[11], 大鼠脑线粒体ATP酶活性显著降低[12]。另外, 黄芪、二氮嗪、硫化氢等均可增强大鼠线粒体ATP酶的活性[13−15]。而低氧胁迫过程中随着溶解氧(DO)的降低ATP酶活性的变化鲜见报道。

目前斑马鱼(Danio rerio, NM_199968.1)、大西洋鲑(Salmo salar, BT050088.1)、樱花钩吻鲑(Oncorhynchus masou formosanus, EU325856.1)、罗非鱼(Oreochromis niloticus, XM_003439857.1)、红鳍东方鲀(Takifugu rubripes, XM_003974011.1)等均已获得线粒体ATP酶F1复合体中δ基因序列, 但关于线粒体ATP酶δ亚基的功能国内外鲜有报道。鲢(Hypophthalmichthys molitrix)属鲤科鲢亚科, 是中国淡水养殖的主要种类之一。鲢在各种应激刺激后即跳跃出水, 耐低氧能力差, 易泛塘, 低氧胁迫会对鲢的生存造成严重影响。目前尚未见低氧胁迫过程中鱼类线粒体ATP酶活性及δ亚基表达变化的研究, 但线粒体ATP酶的催化位点进行能量转化时, δ亚基和ε亚基的位置可以变化[17], δ亚基位置的改变可能会导致ATP酶F1部分结构改变。存在于细胞膜及细胞器膜上的ATP酶在运输物质、转换能量以及传递信息方面发挥重要作用, 机体在缺氧或者生病的状态下, 此酶活性会发生一系列改变[18]。
由于水环境的逐渐恶化和养殖面积有限, 为了提高经济效益, 高密度的水产养殖已成为目前主要的养殖模式, 低氧对生产效益的影响已成为目前亟待解决的问题之一。本研究克隆了鲢线粒体ATP酶F1复合体中δ基因, 并分析了该基因低氧胁迫过程中在心脏、脑、肝、脾和肌肉组织中的表达变化, 旨在阐明鲢在低氧环境中δ基因的表达与线粒体ATP酶活性的关系, 为进一步研究线粒体ATP酶的反应机制及鲢线粒体ATP酶F1复合体中δ亚基的功能提供理论依据。
1  材料与方法

1.1  实验材料

实验鲢取自中国水产科学研究院长江水产研究所窑塆试验场, 选取健康、无损伤的鲢, 在充分曝气的自来水中驯养2 d后, 对鲢进行低氧处理, 选取6个相同的水容积为120 L的水箱, 每个水箱放6尾健康鲢(32.4±3) g, 用薄膜将水箱口封住, (28.4±0.28)℃低氧处理, 当水中溶氧(DO)为5.6(对照组)、4.38、3.37、2.11、1.12和0.54 mg/L时, 分别取其心脏、脑、肝、脾和肌肉等组织, 保存于(80℃冰箱中备用。
1.2  实验方法

1.2.1  线粒体的分离提取  参照文献[19]的方法, 将组织在分离介质中清洗干净, 在适量分离介质中剪碎, 用自动匀浆器上下匀浆2 min至组织块被完全研碎。匀浆液以2 000 g 离心 3 min, 弃沉淀; 上清重复离心1次, 弃沉淀; 上清以12 500 g离心8 min, 弃上清; 沉淀用0.4 mL 3%的Ficoll 溶解并小心铺于1.6 mL 6%的Ficoll上, 11 500 g离心30 min, 弃上清; 沉淀用适量的分离介质溶解, 再以12 000 g离心8 min, 得到的沉淀用适量分离介质溶解, 制备成10 mg/mL的线粒体悬液。以上操作在0~4 ℃、90 min内完成。蛋白定量采用蛋白定量测试盒(南京建成生物工程研究所)。
1.2.2  F1F0-ATP酶活性测定  参照文献[20−21]的方法, 取标准磷溶液0.5 mL, 加入10 mL超纯水, 此时液体含磷量为50 μg/mL。在96孔酶标板中加样, 编号, 0号管为空白对照, 1~5号为样品测定管, 分别按照表1进行加样。利用酶标仪在660 nm处测定各管的OD值, 根据标准磷的剂量和测得的OD值作出标准曲线。
表1  标准曲线的制作

Tab. 1  The fabrication of standard curve

	编号no.
	管号 tube no.

	
	0
	1
	2
	3
	4
	5

	标准磷溶液/μL

standard phosphorus solution
	0
	20
	40
	60
	80
	100

	超纯水/μL ultra-pure water
	150
	130
	110
	90
	70
	50

	定磷试剂/μL
fixed phosphorus reagents
	150
	150
	150
	150
	150
	150


取含50 μg蛋白的样品线粒体悬液与F0F1- ATP 酶活性的反应体系Ⅰ(5 mmol/L KCl, 2 mmol/L Tris-Cl, 0.5 mmol/L寡霉素, 2 mmol/L ATP)、对照管反应体系Ⅱ(5 mmol/L KCl, 2 mmol/L Tris-Cl, 2 mmol/L ATP)200 μL于 37 ℃温育1 h, 然后加入10 μL 1.6 mol/L HClO4终止反应。
取上述同时制备好的液体于45℃温育25 min, 于室温冷却。每管各取 200 μL加入到96孔酶标板中, 于酶标仪上在660 nm处测定各管的OD值。利用软件自动计算出样品管和对照管含磷量, 样品值减去对照值即为反应中分解的ATP量, 结果以nmol(P)/(min·mg)表示。
1.2.3  鲢总RNA的提取和cDNA第一链的合成
用Trizol法按照Trizol Reagent(Invitrogen)使用说明提取各组织的总RNA, 用适量的无RNA酶的超纯水溶解。以总RNA为模板, 根据Prim​e​Script RT reagent Kit With Gdna Eraser(Perfect 


Real Time)(TaKaRa)操作说明书合成cDNA第一链, 然后按需要加入适量超纯水, 20 ℃储存备用。

1.2.4  鲢F1-δ基因全长cDNA的克隆  根据GenBank中斑马鱼线粒体ATP酶F1复合体δ亚基的cDNA序列 (GenBank登录号: NM_199968.1), 设计引物(delta F, delta R); 根据鲢线粒体ATP酶F1复合体δ亚基基因cDNA第一链序列设计5' RACE引物S1-R, 3' RACE引物用delta F。引物由武汉擎科生物技术有限公司合成, 引物序列见表2。以合成的cDNA第一链为模板, 参照SMART RACE cDNA Amplification Kit的实验步骤进行RACE扩增, 将获得的片段连接到载体pMD18-T上, 并导入大肠杆菌DH5α感受态细胞中, 挑选阳性克隆进行测序。
表2  实验中用到的引物序列

Tab.2  Sequences of the primers used in the experiment

	引物primer
	序列(5′−3′)sequence(5′−3′)
	退火温度/℃ annealing temperature

	delta F
	CAGCGAAAGCGAACCTGGAGA
	48, 55−65

	delta R
	GGGGTGGGGAACAGAAAAAGC
	48

	S1-R
	TCGTTTGCCTCTATGCTGAT
	55−65

	18s2-355
	TGGTGGAGCGATTTGTCTGG
	58

	18s2-602
	GAGCGGGGTTCAACGGGTTA
	58


注: delta F在扩增保守区域时退火温度为48℃, 3′RACE扩增时为55~65℃.
Note: The annealing temperature of delta F is 48 ℃ in the amplification of conserved regions, while in 3′RACE is 5565℃.
1.2.5  鲢F1-δ基因全长cDNA的生物信息学分析  
通过在线工具ORF Finder (http://www. ncbi. nlm.nih.gov/gorf/gorf.html)确定最大开放阅读框和编码区。采用NCBI在线软件BLAST(http:// blast.ncbi.nlm.nih.gov/)寻找GenBank中的同源序列, 进行相似性分析。采用Clustalx1.8软件对本研究克隆的鲢线粒体ATP酶F1复合体δ亚基的氨基酸序列与其他物种的相应序列进行比较, 用MEGA 4 软件中的Neighbor-Joining构建系统发育进化树进行聚类分析。采用SMART(http://smart. embl-heidelberg.de/)预测蛋白质的结构域和信号肽序列; 采用ExPASy Proteomics Server(http://ex​p​​​asy.org/)蛋白质在线分析工具预测蛋白质的分子质量、等电点。
12.6  鲢不同组织中F1-δ基因表达的半定量RT- PCR检测  以合成的鲢线粒体ATP酶F1复合体δ亚基基因的cDNA序列为模板, 采用半定量RT-PCR对鲢该基因在心脏、脑、肝、脾和肌肉等组织进行表达差异性分析(引物delta F, delta R见表2)。PCR反应体系为15 μL: 10×反应缓冲液1.5 μL, 10 μmol/L上、下游引物各0.5 μL, 10 mmol/L dNTPs 0.3 μL, TaKaRa Taq 1U, cDNA 1 μL, 以超纯水补足15 μL。PCR反应条件为: 94 ℃预变性5 min; 94 ℃变性30 s, 48 ℃退火30 s, 72 ℃延伸45 s, 28个循环; 72 ℃延伸10 min。
1.2.7  低氧胁迫下鲢组织中F1-δ基因表达的实时荧光定量PCR检测  每个实验组随机取3条实验鱼, 以鲢18s rRNA基因为参照基因, 采用实时荧光定量PCR法(每个样品进行3次定量重复)检测急性低氧胁迫过程中鲢心脏、脑、肝、脾和肌肉组织中F1-δ的表达量的变化, F1-δ实时荧光定量PCR引物(delta F和delta R)及鲢18S rRNA基因引物(18S2-355和18S2-602) 见表2。实时荧光定量PCR反应体系为: 10 μmol/L上、下游引物各0.5 μL, cDNA模板1 μL, 2×SYBR Premix ExTaq (TaKaRa) 7.5 μL, 加超纯水补足15 μL。PCR条件为: 94 ℃预变性6 min; 94 ℃变性15 s, 58 ℃退火15 s, 72 ℃延伸20 s, 40个循环; 72 ℃延伸5 min。实时荧光定量PCR采用Rotor-Gene Q进行, 目的基因的相对表达量采用2-ΔΔCt方法[22]进行分析计算。
1.3  数据分析
实验鱼体质量、相对定量及ATP酶活性数据分别采用平均值±标准差(
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±SD)表示; 相对定量结果采用SPSS 16.0软件进行单因素方差分析(one-way, ANOVA), 利用Duncan’s多重比较进行差异显著性检验, 差异显著性为0.05。应用Origin8.0软件作图。
2  结果与分析

2.1  低氧胁迫过程中F1F0-ATP酶活性的变化
根据1.2.2所述的方法, 分别配制了含磷量为0、3.33、6.67、10.0、13.33、16.67 μg/mL的溶液, 然后利用酶标仪在660 nm处测得各溶液的OD值(图1), 每个点为平行测定3个样品所得数据的平均值。以OD值为横坐标、含磷量为纵坐标绘制标准曲线, 得到线性方程: y=5.9841x(1.1904 (R2= 0.9795)。    

实验鲢在低氧胁迫过程中, 随着溶氧量的逐渐降低, 其心脏、脑、肝、脾和肌肉组织中线粒体ATP酶活性均呈现先上升后降低的趋势, 但不同组织中的变化情况不尽相同(图2)。当DO为3.37 mg/L时脑组织中ATP酶活性达到最高值, 约为对照组的1.4倍(图2); 心脏和肌肉组织在DO为2.11 mg/L时酶活性达到最高值, 分别是对照组的1.6倍和2倍, 此时鲢出现浮头现象; 而鲢在严重浮头时(DO: 1.12 mg/L)其肝和脾组织中线粒
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图1  ATP酶活性测定的标准曲线    
Fig.1  Standard curve of ATPase activity   
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图2  低氧胁迫过程中鲢各组织线粒体ATP酶活性变化曲线

 Fig.2  Change of mitochondrial ATP enzyme activity in Hypophthalmickthys molitrix tissues during hypoxia stress
体ATP酶活性出现最高峰值, 此时酶活性分别约为对照组的1.7、3倍(图2)。
2.2  鲢F1-δ基因全长cDNA序列分析

克隆得到的鲢线粒体F1-δ (GenBank登录号: KF179072)全长为762 bp, 其开放阅读框为480 bp, 编码159个氨基酸残基, 5′端非编码区长度为114 bp, 3′端非编码区长度为168 bp(图3)。相似性分析结果显示, 鲢与斑马鱼线粒体F1-δ的序列相似性最高, 达到了89%; 其次为大西洋鲑(76%)、罗非鱼(75%)、樱花钩吻鲑(74%)、红鳍东方鲀(69%)。
2.3  氨基酸序列比对及系统进化树分析

从表2可以看出, 鲢线粒体ATP酶F1-δ亚基的氨基酸序列与斑马鱼该氨基酸序列的相似性最高, 达到了91%; 与大西洋鲑、斑马拟丽鱼(Maylandia 
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图3  鲢线粒体ATP酶F1-δ全长cDNA及编码的氨基酸序列

Fig.3  Nucleotide and deduced amino acid sequence of mitochondrial F1-δ in Hypophthalmichthys molitrix 
表3  鲢与其他物种线粒体ATP酶F1-δ的氨基酸序列同源性

Tab. 3  Homology identities of mitochondrial F1ATP-δ amino acids between Hypophthalmichthys molitrix and other species

	物种名
species
	F1-δ氨基酸序列登录号
accession number
	氨基酸序列相似性/%

identity of amino acids

	斑马鱼Danio rerio
	NP_956262.1
	91

	大西洋鲑Salmo salar
	AC169889.1
	84

	斑马拟丽鱼Maylandia zebra
	XP_004554962.1
	85

	罗非鱼Oreochromis niloticus
	XP_003439905.1
	85

	樱花钩吻鲑Oncorhynchus masou formosanus
	ABY55259.1
	84

	红鳍东方鲀Takifugu rubripes
	XP_003974059.1
	84

	牛Bos taurus
	NP_788843.1
	73

	小鼠Mus musculus
	NP_079589.2
	81

	人Homo sapiens
	NP_001678.1
	78


zebra)、罗非鱼、樱花钩吻鲑、红鳍东方鲀相似性分别为84%、85%、85%、84%、84%, 与哺乳动物人、小鼠和牛的相似性均较高, 分别达到了78%、81%和73%, 说明鲢线粒体ATP酶F1-δ基因具有很强的保守性(图4)。
基于18个不同物种与鲢线粒体ATP酶F1-δ的氨基酸序列, 利用MEGA 4软件构建系统进化树, 发现这19种脊椎动物可分为3个分支, 哺乳动物为一个分支, 鲢、斑马鱼、大西洋鲑、罗非鱼、红鳍东方鲀等聚为一个大分支, 其中鲢线粒体ATP酶F1-δ与斑马鱼的亲缘关系最近, 印度跳蚁(Harpegnathos saltator)和佛罗里达弓背蚁(Camponotus floridanus)等昆虫聚为一个小分支(图5)。
2.4  鲢F1-δ蛋白质的理化性质、结构域及信号肽分析

ExPASy Proteomics Server蛋白质在线软件(http://web.expasy.org/protparam/)预测的鲢线粒体ATP酶F1-δ理论等电点pI为4.97, 分子质量为16 852.3, 推测其原子总数为2 382, 分子式为C747H1199N201O229S6。SMART蛋白功能域在线分析软件(http://smart.embl-heidelberg.de/)推测结果
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图4  鲢与其他物种线粒体ATP酶F1-δ亚基的多重序列比较结果

Fig.4  Multiple alignment of mitochondrial F1 ATP-δ of Hypophthalmichthys molitrix and other species
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图5  基于鲢与其他物种线粒体ATP酶F1-δ氨基酸序列构建的系统进化树
节点处数字表示置信度.
Fig.5  Phylogenetic tree based on mitochondrial F1 ATP-δ amino acid sequences in Hypophthalmichthys molitrix and other species 

Figures on the node donate confidence.
如图6所示, 鲢线粒体ATP酶F1-δ没有信号肽序列和跨膜区, 且其第3至19位氨基酸为低复杂度结构域, 第29至110位氨基酸为ATP酶δ蛋白结构域; 第113至147位氨基酸为复合螺旋区。
[image: image7.png]



图6  鲢线粒体ATP酶F1-δ蛋白结构域分析图

Fig.6  The SMART diagram of mitochondrial F1ATP-δ amino acid sequences in Hypophthalmichthys molitrix
2.5  鲢F1-δ mRNA表达的组织特异性及低氧胁迫过程中的表达变化

对照组线粒体ATP酶F1-δ基因在所取的5种组织中均有表达, 根据目的基因与内参基因的条带亮度比较可知心脏中表达量最高, 脾和肌肉中次之, 脑和肝中的表达量均较低(图7)。
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图7  鲢不同组织F1-δ的RT-PCR检测结果
Fig.7  RT-PCR analysis result of F1-δ in different tissues of Hypophthalmichthys molitrix
在急性低氧胁迫过程中, 随着溶氧的降低鲢心脏组织中线粒体ATP酶F1-δ mRNA的表达呈现持续下降的趋势, 且与对照组差异显著 (P<0.05, 图8); 脑、肝、脾和肌肉组织中ATP酶F1-δ mRNA的表达随着生存环境中溶氧量的降低呈现上调现象, 且与对照组有显著差异(P<0.05), 随后表达量降低至与对照组无显著差异(P>0.05, 图8), 其中在肝和肌肉组织中该基因mRNA的表达随着水中溶氧的变化出现大幅度的上升和急剧下降的现象, 肝组织中当DO为2.11 mg/L时其表达量约为对照组(5.6 mg/L)的70倍, 当DO为3.37 mg/L时其在肌肉的表达量约为对照组的60倍。
3  讨论

机体生命活动的正常进行需要能量支撑, 线粒体是产生ATP供能的主要场所, ATP的合成受到ATP酶的影响, 同时ATP酶合成及活性均受到外界溶氧变化的影响。本研究利用定磷法测定了急性低氧胁迫过程中鲢心脏、脑、肝、脾和肌肉组织中线粒体F1F0-ATP酶活性的变化, 结果表明, 随着溶氧量的降低, 其活性均呈现先上升后下降的趋势。在低氧应激条件下, 鲢通过自身能量系统的自我调节作用, 促使ATP酶活性升高, 但当溶氧量降低到一定程度时, 则可能超过了鲢自身调节的范围, ATP酶活性进而呈现急速下降的趋势。研究表明缺氧暴露会影响脑皮质线粒体呼吸链上复合体Ⅰ及复合体Ⅳ的活性, 从而影响复合体Ⅴ(ATP合酶)合成ATP的效率[23]。急性缺氧时大鼠心肌线粒体ATP酶活性出现明显降低[24], 与本研究中鲢组织急性低氧胁迫过程中ATP酶最后均呈现降低趋势相一致, 且低于对照组。内毒素休克早期, 大鼠肝线粒体H+-ATP酶活性增强, 晚期则减弱[25], 且董秋丽等[26]发现, 芨芨草(Achna​t​herum splendens)根系在NaCl和Na2SO4胁迫下, 质膜H+-ATP酶活性呈先升后降的趋势, 均与本研究急性低氧处理过程中鲢组织线粒体H+-ATP酶活性的变化相同。可见在多种应激条件下机体ATP酶活性均发生了变化, 表明ATP酶对应激条件比较敏感。本研究中, 急性低氧胁迫对鲢肝、脾等5个组织中线粒体ATP酶活性呈现先促进后抑制的现象, 可能是因为急性低氧胁迫造成鲢线粒体或线粒体内膜的损伤从而影响到能量代谢。
为进一步研究低氧应激对鲢线粒体ATP酶内部δ亚基的影响, 本研究克隆了鲢线粒体ATP酶F1-δ基因全长, 且氨基酸残基序列经推测发现无信号肽序列和跨膜区, 只含有F1-δ蛋白结构域。系统进化树分析表明, 鲢与其他鱼类的线粒体ATP酶F1-δ紧密聚为一支, 且相似性很高, 因此对鲢低氧胁迫下线粒体ATP酶活性及表达的研究可为其他水生动物的相关研究提供参考。急性低氧胁迫下当溶氧降低时, 鲢心脏中线粒体ATP酶
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图8  急性低氧胁迫过程中鲢组织中F1-δ表达量的变化

图柱上标不同字母表示组间差异显著(P<0.05).
Fig.8  The specific expression patterns of F1-δ in Hypophthalmichthys molitrix tissues during acute hypoxia

Different letters means significant difference between groups(P<0.05).

F1-δ的表达显著低于对照组, 但F1-δ基因在脑、肝、脾和肌肉等组织中的表达量先升高后降低。心脏是机体全身组织的供氧中枢, 也是低氧代谢产物乳酸的主要清除器官之一[27], DO降低首先对心脏产生影响, 心脏跳动消耗较多的能量可能是该基因在心脏中表达量显著下降的原因, 但这种现象的产生机制目前尚不清楚。心脏和脑均主要进行有氧代谢, 对氧需求量大, 都是对低氧敏感的器官, 当DO降低至3.37 mg/L时, F1-δ基因在脑和脾中的表达迅速升至峰值, 且在DO为2.11 mg/L时表达量仍保持相对稳定, 显著高于对照组(P<0.05), 约为对照组的3.5倍; 之后当DO降低至1.12 mg/L时, 表达量急剧下降。因为脑组织中氧和ATP储备少, 因而对缺氧最敏感, 停止供氧 6~9 min, 即可导致脑组织不可逆损伤[19], 最终导致脑死亡。而脾是鱼体血液循环系统中一个重要的部分, 同时也是鱼体的主要免疫器官之一。肝为鱼体的重要器官, 也是代谢功能最活跃的脏器。当DO为2.11 mg/L鱼类开始浮头时该基因在肌肉中的表达量显著升高至对照组的70倍, 之后急剧下降。鱼体游动需要能量且伴随着肌肉的收缩, 而肌肉收缩的直接能源是线粒体ATP分解提供的, 而肌肉中贮存的ATP是有限的, 随着DO的降低, 鲢肌肉线粒体ATP酶活性逐渐升高以维持ATP的供给平衡, 当DO为3.37 mg/L时肌肉中F1-δ基因的表达值最高约为对照组60倍, 之后急剧下降。由此认为, 急性低氧胁迫过程中, 脑、肝、脾和肌肉组织中F1-δ基因表达随着DO浓度的变化而出现积极的自我调节现象, F1-δ基因表达量先升高, 当超过其自我调节范围时, 可能因为线粒体内膜的损伤而导致丧失自我调节能力, 从而导致F1-δ基因表达急剧下降, 使得能量代谢产生紊乱以及能量合成受阻。
急性低氧胁迫过程中鲢脑、肝、脾和肌肉组织中F1-δ亚基mRNA的表达均与其ATP酶的活性变化相一致, 肝、脾和肌肉组织中ATP酶活性达到峰值时均滞后于F1-δ亚基mRNA的表达峰值, 这可能是翻译蛋白的表达在mRNA转录之后所致, 而脑中mRNA和ATP酶活性均同时达到最高峰值, 这可能与脑组织对低氧极敏感有关。综上可知, F1-δ亚基的表达与ATP酶活性有关, 具有促进作用, 这与张春燕等[28]发现缺氧时δ亚基的低表达可能是影响线粒体ATP合成酶活性的因素之一, 从而导致细胞的供能障碍的结论相一致。但心脏中δ亚基的表达变化与酶活性的变化不一致, 可能是蛋白的表达滞后以及心脏的固有特性共同造成的, 具体机理尚不清楚。
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The effects of hypoxia stress on mitochondrial ATPase activity and the expression of F1-δ in Hypophthalmichthys molitrix
WANG Chunzhi1, 2, LI Zhong2, LIANG Hongwei2, WANG Dan2, WU Kui1, 2 , ZOU Guiwei1, 2
1. College of Fisheries, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China;
2. Yangtze River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuhan 430223, China;
Abstract: We evaluated the effect of hypoxia on the mitochondrial ATPase F1-δ subunit gene in silver carp (Hypophthalmichthys molitrix). The full-length cDNA of this gene was cloned by rapid amplification of cDNA ends (RACE) PCR, and the expression of this gene was detected in different tissues by semi-quantitative RT-PCR. We then measured the relative expression of this gene in the different tissues following exposure to acute hypoxia stress of 5.6 mg/L (control), 4.38 mg/L, 3.37 mg/L, 2.11 mg/L, 1.12 mg/L, or 0.54 mg/L dissolved oxygen [DO] using quantitative real-time PCR. The full-length cDNA of the mitochondrial ATPase F1-δ subunit gene was 762 bp, containing an open frame reading of 480 bp encoding 159 amino acids, and a 114 bp 5′-untranslated region and 168 bp 3′-untranslated region. The deduced amino acid sequence of the mitochondrial ATPase F1-δ subunit gene exhibited high similarity with Dario rerio (89%) and moderate similarity with Salmo salar(76%), Oreochromis niloticus(75%), Oncorhynchus masou formosanus(74%), and Takifugu rubripes(69%). Expression of the gene was highest in the heart followed by the muscle, with low levels of expression in the brain, liver, and spleen in silver carp. Expression of this gene decreased gradually as dissolved oxygen levels decreased. Expression in the heart was significantly lower (P<0.05) in the hypoxia-exposed fish than in the control group. Conversely, levels were initially significantly higher (P<0.05) in the brain, liver, spleen, and muscle of hypoxia-exposed fish, before decreasing significantly (P<0.05). F1F0-ATPase activity first increased then decreased in all the tissues during acute hypoxia stress. Changes in expression of the F1-δ subunit gene were consistent with changes in ATP enzyme activity in the brain, liver, spleen, and muscle, but not in the heart. The initial increase in expression of δ may be caused by positive self-regulation of the gene in response to changes in desolved oxygen(DO). However, if damage to the inner mitochondrial membrane leads to loss of self-regulation when DO becomes too low, δ expression will rapidly decrease. This disrupts energy metabolism and blocks energy synthesis. Our results suggest that the mitochondrial ATPase F1-δ subunit gene may play a role in the response to hypoxia stress and influence the production and activity of ATPase in silver carp.
Key words: Hypophthalmichthys molitrix; hypoxia stress; ATPase; δ subunit; clone; tissue expression
Corresponding author: ZOU Guiwei. E-mail: zougw@yfi.ac.cn
收稿日期: 2013-08-24; 修订日期: 2013-10-31.
基金项目: 国家自然科学基金项目(31101894); 公益性行业(农业)科研专项(200903045); 现代农业产业技术体系建设专项资金项目(nycytx-49-01); 湖北省自然科学基金(2012FFB07001).
作者简介: 王春枝(1989−), 女, 硕士研究生, 专业方向为水产动物遗传育种. E-mail: chunzhiwang@sina.cn
通信作者: 邹桂伟, 研究员, 从事水产动物遗传育种研究. E-mail: zougw@yfi.ac.cn

_1457329541.unknown

