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摘要: 利用cDNA末端快速克隆方法获得了青虾(Macrobrachium nipponense)的过氧化物还原酶基因(Prx)全长cDNA序列。该基因cDNA全长878 bp, 包括72 bp的5′末端非翻译区, 594 bp的开放阅读框(ORF), 212 bp的3′末端非翻译区, 开放阅读框编码198个氨基酸。氨基酸相似度比对显示, 所分离的青虾过氧化物还原酶基因包括两个半胱氨酸残基的区域“FYPLDFTFVCPTEI”和“GEVCPA”。系统进化树分析表明, 青虾过氧化物还原酶基因与南美白对虾(Litopenaeus vannamei)过氧化物还原酶聚在一起, 具有最近的亲缘关系。荧光定量PCR检测显示, 过氧化物还原酶基因在青虾不同组织中均有表达, 其表达量由低到高依次为肠道、心脏、卵巢、肌肉、鳃、肝胰腺。使用荧光定量PCR检测青虾在低氧胁迫和复氧条件下肝胰腺中的过氧化物还原酶基因mRNA的时空表达情况, 结果显示, 与对照组相比, 实验组青虾过氧化物还原酶在肝胰腺和鳃组织中的表达量分别在低氧胁迫12~24 h 和复氧6 h出现了3次明显上调, 由此推测过氧化物还原酶基因参与低氧应激分子过程。本研究结果可为进一步了解青虾低氧应激分子机制提供参考。
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过氧化物还原酶(Peroxiredoxin, Prx)是新近发现的过氧化物酶超家族成员, 广泛存在于原核生物和真核生物中[1−2]。需氧生物在体内进行生理代谢时, 会不断地产生活性氧(reactive oxygen species, ROS), 少量的活性氧自由基是机体正常运行所必需的, 但过量自由基则会对机体产生氧化应激, 损害体内的蛋白质、核酸与膜脂, 需要生物体内抗氧化防护体系对自由基加以清除[3]。而Prxs可有效调节体内ROS水平, 起到抗氧化、清除过氧化氢和烷基过氧化氢的作用[4]。除了保持ROS平衡, Prxs也参与多种生物功能, 例如, 细胞凋亡、增殖、分化、细胞内信号传递以及基因表达调控[5−10]。

过氧化物还原酶也被称为硫氧还蛋白过氧化物酶, 是机体中一种重要的抗氧化酶, 其特征是拥有一个或两个保守的半胱氨酸(cysteine, cys)残基[11], 哺乳动物的Prx主要包括6个成员: Prx-1−4, 含有2个保守的半胱氨酸残基; Prx-5, 含2个额外的保守性较低的半胱氨酸残基; Prx-6, 只在 N-端存在1个保守的半胱氨酸残基。依据各成员间的同源性和 cys 残基数目的不同, Prx 家族蛋白又可分为3个类型, 即2-cys Prx (Prx-1-4), 非典型2-cys Prx (Prx-5)和1-cys Prx (Prx-6) [12]。已在多种脊椎动物进行了Prx 基因cDNA序列的克隆和表达分析工作, 如人 (Homo sapiens)[13]、褐家鼠(Rattus norvegicus)[14]、牛(Bos Taurus)[15]、原鸡(Gallus gallus)[16]、斑点叉尾[image: image1.png]


(Ictalurus punctatus)[17]、大菱鲆(Scophthalmus maximus)[18]、大西洋鲑(Salmo salar)[19]、黄花鱼(Miichthys miiuy)[20]。近年来, Prx 基因在甲壳动物中也相继被克隆[21−25], 而目前对日本沼虾(Macrobrachium nipponense)Prx基因的克隆尚未见报道。
日本沼虾(俗称青虾)是中国淡水养殖虾蟹类的重要品种[26−27], 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瓶颈[28], 特别是高温时节养殖场所底层大量累积物(未消化饲料和排泄物)的腐败分解, 造成水体底层缺氧、氨氮和亚硝酸盐含量增加, 甚至导致水中紧急性缺氧引发虾池“泛塘”事故[29]; 加之青虾具有底栖习性, 游泳能力较弱, 致使青虾长期处于低氧胁迫(hypo​xia stress)状态。因此, 开展青虾抗低氧相关功能基因的研究, 将为阐明青虾低氧应激的分子机制提供理论基础。本研究采用同源克隆技术获得了青虾Prx基因全长cDNA序列, 并对其结构特征进行分析探讨, 采用荧光定量PCR 技术(qRT-PCR)检测了过氧化物还原酶基因在低氧胁迫及复氧下的表达模式, 以期为青虾健康养殖提供理论依据和参考。

1  材料与方法

1.1  材料 
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。RNAiso Plus Reagent 购自Takara公司; iScript cDNA Synthesis Kit购自BIO-RAD公司; RACE Core Set Ver.2.0 Kit 购自Takara公司; DNA 胶回收试剂盒购自上海生工生物工程技术服务有限公司; PMD18-T 载体和大肠杆菌Top 10 感受态细胞均购自TaKaRa 公司; 其他试剂均为国产分析纯。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(BIO-RAD iQ5)。

1.2  总RNA的提取及cDNA第一链的合成

挑取健康活泼性腺发育良好的个体5只, 用于心脏、卵巢、肌肉、肝、肠道及鳃等6个组织的RNA提取。RNA提取方法按照RNAiso Plus (TaKaRa公司)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纯化试剂盒纯化各组织总RNA, 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。按照iScript cDNA Synthesis Kit第一链合成试剂盒说明书进行反转录, 反应结束后用内参引物β-actin对cDNA进行检测。合成的cDNA于(20℃保存备用。
1.3  青虾Prx基因的克隆

从本实验室构建的青虾卵巢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Prx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), 。根据3′-Full RACE、5′-Full RACE 试剂盒操作步骤, 以青虾卵巢cDNA 为模板, 结合套式PCR 技术对Prx基因5′ 端和3′ 端进行扩增。PCR反应体
表1  基因克隆所用的引物及其序列
Tab.1  Primers used in gene cloning


引物用途usage
	

	P-GSP1 forward
	GCTTGCTCAACAGACTCTCACT
	22
	Peroxiredoxin 3′ RACE

	P-GSP2 forward
	GAGGATGGTATCGCCTTCAGAG
	22
	

	P-GSP1 reverse
	TCCAACCTGCTGGGCAAACTT
	21
	Peroxiredoxin 5′ RACE



	P-GSP2 reverse
	TTCCCAAACCCCCTTCCTTAC
	21
	

	QP1 forward
	CTTGGATCAACACCCCACGTA
	21
	Peroxiredoxin qPCR

	QP2 reverse
	CCTCTGAAGGCGATACCATCC
	21
	

	β-actin forward
	TATGCACTTCCTCATGCCAT
	20
	β-actin qPCR

	β-actin reverse
	AGGAGGCGGCAGTGGTCAT
	19
	


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, 并转化感受态大肠杆菌, 挑取阳性克隆菌落送往上海生工生物公司测序。
1.4  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Prx基因全长cDNA序列。开放阅读框的搜索及氨基酸序列的推测使用DNAStar 软件中Expasy 网站(http://expasy.pku. edu.cn)的有关软件。蛋白质理化性质预测使用在线预测(http://www.expasy.ch/tools/pi)。在NCBI 中用BLASTP 程序进行氨基酸序列同源性检索[30], 多序列比对采用DNAMAN软件, 并在此基础上利用MAGE 4.0软件, 以邻接法(Neighbour-Joi​n​ing)根据不同物种的Prx氨基酸序列构建系统进化树[31]。
1.5  青虾不同组织Prx基因的表达分析    
根据获得的Prx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1对内参引物β-actin forward和β-actin reverse (表1)。利用实时荧光定量PCR (qRT-PCR)检测青虾不同组织的Prx的转录水平, 具体参照金舒博等[27]的方法。qRT-PCR结束后确认PCR的扩增曲线及融解曲线, 以确保其特异性。每个样品重复3次。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2-∆∆Ct法[32]进行相对定量分析, 计量数据均用平均值±标准误(
[image: image2.wmf]x

±SE)表示[32], 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认为显著显著。
1.6  低氧胁迫和复氧刺激后青虾肝胰腺组织Prx基因的表达分析

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尾健康的青虾, 体质量(2.34±0.32) g, 水温25℃。实验组与对照组溶解氧浓度分别为 (2.0±0.2) mg/L 和 (6.5±0.2) mg/L, 通过充氮气. 充空气以调节水中的溶解氧质量浓度, 使其维持在设定范围内。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 质量浓度。实验周期分为低氧胁迫阶段(0~24 h)和恢复溶氧阶段(24~48 h), 分别在低氧胁迫第0、6、12、24小时和溶氧恢复后第6、24小时取样。在低氧刺激后0、6、12、24 h和溶氧恢复后6、24 h时, 分别在处理组和对照组中每个水槽随机取3只青虾, 取肝胰腺和鳃组织保存于(80℃冰箱用以提取RNA, 再经反转录获得 cDNA 模板, 实时荧光定量PCR分析方法同上。实验数据采用2-∆∆Ct法计算Prx mRNA 的相对表达量, 结果用t 检验进行显著性分析。
2  结果与分析

2.1  青虾Prx基因全长cDNA序列分析

根据Contig Express软件拼接中间序列、3′端序列和5′端序列的结果, 得到Prx基因cDNA全长序列为878 bp, 过氧化物还原酶基因包含594 bp的开放阅读框(open reading frame, ORF), 5′和3′的非编码区分别为72 bp和212 bp, 编码1个由198个氨基酸组成的多肽, 预测的蛋白分子量为19.1 kD, 理论等电点pI为4.81。3′UTR中具有典型的加尾信号AATAAA和典型的Poly(A)尾(图1)。Prx基因cDNA 序列已经提交到GenBank, 登录号为KC866353。

2.2  同源序列比对及构建系统进化树

Blast分析结果显示Prx编码的氨基酸序列与南美白对虾Prx(ACS91344)同源性最高, 相似度为 87%。使用在线分析软件Clustal W 1.83将青虾Prx基因编码的氨基酸序列与已公布的其他4个物种的氨基酸序列进行了比对, 结果显示Prx氨基酸序列中均含有两个包含cys 残基的区域“FYPLDFTFVCPTEI”和“GEVCPA”(图 2), 该区域在这5个物种Prx氨基酸序列中高度保守。

基于南美白对虾、鼠(Mus musculus)、斑马鱼(Danio rerio)、人(Homo sapiens)等14个物种的共23种Prx的氨基酸序列构建系统进化树(图 3), 结果显示Prx蛋白分成 2-cys Prx、1-cys Prx 和非典型 2-cys Prx三大分支, 青虾Prx与其他动物的Prx-1、Prx-2、Prx-3、Prx-4 同在 2-cys Prx 分支中, 
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图 1  Prx cDNA序列及其编码的氨基酸序列
起始密码子和终止密码子用加粗表示, 3′端多聚腺苷酸加尾信号AATAAA用下划线表示, “*”表示终止密码子.灰色阴影部分表示两个半胱氨酸(Cys)残基的区域, Cys残基用方框表示.

Fig. 1  Nucleotide and deduced amino acid sequences of Prx cDNA
The letters in bold are the start codon (ATG) and the stop codon (TGA). Polyadenylation signal sequences (AATAAA) are underlined. The important FYPLDFTFVCPTEI and GEVCPA motifs are shown in gray and cysteine (Cys) residues are boxed. Asterisk indicates stop codon.

青虾Prx首先与南美白对虾和中国明对虾(Fennero​p​​enaeus indicus)的Prx聚在一起, 然后再与其他动物的2-cys Prx聚群。
2.3  青虾Prx基因在不同组织内的表达

荧光定量PCR结果表明, 过氧化物还原酶基因在肠道、心脏、卵巢、肌肉、鳃和肝胰腺中都有表达。在肝胰腺中表达量最高, 是肠道的17.56倍, 其次鳃是肠道的9.85倍, 肠道表达量最少(图 4)。
2.4  青虾Prx在受到低氧胁迫和复氧刺激后不同时间点的表达

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和鳃组织中Prx的表达规律。青虾肝胰腺Prx基因表达量随着低氧胁迫时间的延长逐渐升高, 至12 h时实验组Prx基因表达量达到最高, 且与对照组Prx基因表达量差异显著(P<0.05); 在低氧胁迫恢复后6 h时, 实验组青虾肝胰腺Prx基因转录水平仍显著高于对照组(P<0.05); 低氧胁迫恢复24 h后, 对照组与实验组Prx基因表达量差异不显著(P>0.05), 表达量趋于稳定(图 5)。在低氧胁迫12 h和24 h时, 实验组青虾鳃组织中Prx基因表达量显著高于对照组(P<0.05), 其表达量在24 h达到高峰; 恢复溶氧6 h后, 实验组青虾鳃组织Prx基因表达量仍然显著高于对照组(P<0.05), 在低氧恢复后24 h时, 青虾鳃组织Prx表达量与对照组基本一致(P>0.05, 图 6)。

3  讨论
3.1  青虾Prx序列特征

过氧化物还原酶(Prx)属于进化相对保守的抗氧化物超家族, 它通过调控细胞或组织内的过氧化物浓度, 不仅能够有效地保护生物体免受氧化应激造成的损害, 而且可以准确地控制完成正常生理过程所需的过氧化物浓度[33]。经过 BLAST 分析发现, 青虾Prx基因预测蛋白与南美白对虾Prx(ACS91344)和中国明对虾Prx(ACX53642)高
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图 2  青虾Prx与其他物种Prxs的多序列比对结果

Fig. 2  Multi sequence alignment of Macrobrachium nipponense Prx with Prxs from other species
度相似, 其同源性分别为87%和 86%。在多序列氨基酸比对图和进化树中可以看出, 在Prx氨基酸序列的N-端和C-端各有1个保守的Cys残基, 这是2-Cys Prx家族中Prx所特有的结构[11]。此外, Prx序列都存在两个保守序列位点“FYPLDFTFVCPTEI”和“FYPLDFT”, 并与其他物种的典型2-半胱氨酸类(2-Cys)过氧化物还原酶在进化关系上都很接近。以上结果都说明Prx基因属于2-半胱氨酸类Prxs (2-Cys Prx) 家族。2-Cys Prx 家族基因已被证明参与过氧化氢在真核生物的细胞信号传导途径[3, 34]。氧化应激过程中, 2-Cys Prxs对H2O2具有较高的亲和性, 作为一种分子伴侣可防止蛋白质被破坏。已有研究表明南美白对虾应答低氧胁迫时, 机体会产生大量的活性氧自由基, 其抗氧化酶活性相应地显著升高[35], 这与本研究结果相吻合。

3.2   青虾Prx基因的组织表达差异
2-Cys Prx基因在众多甲壳动物组织中均有表达, 这表明具有广泛的抗氧化作用。中国明对虾的2-Cys Prxs基因在肝、血细胞、肠、卵巢、鳃、淋巴器官和肌肉中均有表达[21], 并且在斑节对虾的心脏和血细胞组织中也有表达[22]。同时, 中华绒螯蟹2-Cys Prxs基因的全长cDNA已被克隆, 该基因在肝胰腺, 血细胞, 鳃, 性腺, 肌肉和心脏中均有表达, 但在肝胰腺中表达量最高[12]。与已有的甲壳动物Prx基因的组织表达模式基本一致, 本实验通过实时荧光定量 PCR 检测到青虾Prx基因 mRNA 在各个组织中均有表达, 其中以肝胰腺中的表达量最高, 可能与 Prx的肝素结合能力相关, 也在一定程度上印证了青虾肝胰腺是机体重要的抗氧化器官。
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图 3  青虾Prx与其他物种 Prxs 的系统进化树

Fig. 3  Phylogenetic tree based on the sequence of Macrobrachium nipponense Prx and Prxs from other species
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图 4  青虾Prx基因在不同组织内的表达
字母不同表示组织间表达量差异显著(P<0.05).

Fig. 4  Expression of Prx mRNA in different tissues of Macrobrachium nipponense
Different letters donate significant difference in expression level between tissues(P<0.05).
3.3  青虾Prx基因应答低氧胁迫和复氧刺激的表达差异

Prx基因的转录水平是潜在的反映环境压力的有效指标[36], 已有研究表明无脊椎动物的抗氧化酶系统能够在一定程度上缓解环境因子的胁迫作用[37(38], 多种压力信号能够诱导 Prx基因的表达增强, 例如在污染环境中, 太平洋牡蛎(Crasso​s​trea gigas)的 Prx6 表达量增加; 青蟹(Scylla paramamosain)在低渗透压下Prx基因的表达量约为正常环境下的3倍[23]。本研究之所以选择肝胰脏和鳃组织来研究青虾Prx基因在低氧胁迫和复氧刺激的表达模式, 是因为肝具有消化、内分泌和解毒功能, 而鳃是甲壳动物和外界环境之间气体交换的主要场所, 上述组织是生化和生理响应溶解氧变化的敏感组织[39]。本研究发现, 低氧胁迫和复氧后青虾Prx基因在肝胰腺和鳃组织中的表达水平均发生了明显变化, 在恢复溶氧的6 h时, 青虾肝胰腺和鳃组织中Prx基因表达量均显著升高。研究结果提示, 青虾Prx基因参与低氧胁迫的分子过程, 这与在小鼠细胞的研究结果一
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图 5  低氧和复氧刺激后青虾肝胰腺组织中Prx mRNA 的表达量变化

*表示与对照组差异显著(P<0.05).

Fig. 5  Temporal expression of Prx mRNA in Macrobrachium nipponense hepatopancreas in response to environmental hypoxia and reoxygenation
*donate significant difference between experimental and control group(P<0.05).
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图 6  低氧和复氧刺激后青虾鳃组织中Prx mRNA 的表达量变化

*表示与对照组差异显著(P<0.05).

Fig. 6  Temporal expression of Prx mRNA in Macrobrachium nipponense gill in response to environmental hypoxia and reoxygenation
*donate significant difference between experimental and control group(P<0.05).

致[9]。本研究结果也发现, 青虾肝胰腺组织中的Prx基因先于鳃组织大量表达, 表明作为解毒组织肝首先通过激活抗氧化系统来避免氧化应激引起组织的氧化损伤, 已有研究报道动物肝中的线粒体是产生ROS的主要场所[40], 而大量ROS能够导致青虾肝胰腺中Prx基因表达量显著升高。

低氧诱导因子传导途径是经典的压力信号, 通常来说, 动物机体因环境变化而处于低氧胁迫时, 体内的特定细胞能迅速感知机体内的氧分压变化, 低氧使组织及细胞的生理功能发生改变, 致使其体内的ROS 水平升高, 严重时可引起一系列机体损伤和疾病[41]。低氧胁迫和复氧能够产生大量的活性氧分子[42(43], Prx是清除过多活性氧分子的重要酶类, 能够增加细胞对环境胁迫的防御能力。研究结果提示, Prx基因在青虾应答低氧胁迫分子过程中发挥了重要作用。
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Molecular cloning and gene expression of peroxiredoxin (Prx) in oriental river pawn (Macrobrachium nipponense) in response to environmental hypoxia and reoxygenation
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Abstract: Peroxiredoxins (Prxs) are a family of ubiquitous proteins that minimize the harmful effects of oxidative stress by catalyzing the reduction of hydrogen peroxide (H2O2) and organic hydroperoxides to less harmful forms. A full-length cDNA corresponding to a 2-Cys Prx gene was isolated from the oriental river pawn Macrobrachium nipponense and designated as MnPrx (GenBank accession no. KC866353). The full-length cDNA was 998 bp, containing a 72 bp 5′ untranslated region (UTR), a 212 bp 3′UTR with a poly (A) tail, and a 594 bp open reading frame (ORF) encoding a polypeptide of 198 amino acids with a molecular mass of 22.131 Da. Like other 2-Cys Prxs, the MnPrx protein possesses two conserved cysteine residues that play an essential role in the antioxidant activity of this proteins. The MnPrx protein, as deduced from the cDNA sequence, has a high level (87%) of sequence similarity to the 2-Cys Prxs from Pacific white shrimp Litopenaeus vannamei. Quantitative real-time RT-PCR analysis revealed that the Prx gene was expressed in the ovary, hepatopancreas, muscle, heart, testis, and intestines, with expression being highest in the hepatopancreas. MnPrx mRNA expression was significantly higher in the hepatopancreas and gill of prawns exposed to hypoxia (12 and 24 h) and reoxygenation (6 h) stress than in the control group. This suggests a possible role in alleviating oxidative stress by increasing Prx mRNA expression in response to environmental hypoxia and reoxygenation.
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