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中国明对虾天门冬氨酸转氨酶基因的克隆及氨氮胁迫对其时空表达的影响
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摘要: 利用RACE技术克隆获得中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)天门冬氨酸转氨酶GOT基因(FcGOT)。FcGOT 基因cDNA全长为1 910 bp, 其中, 开放阅读框1 284 bp, 编码427个氨基酸。同源性分析表明, 中国明对虾天门冬氨酸转氨酶GOT氨基酸序列与其他节肢动物高度保守, 与克氏原螯虾(Procambarus clarkii) 和桔粉蚧壳虫 (Planococcus citri) 的同源性分别为78%和73%。系统进化分析表明, FcGOT基因氨基酸序列与克氏原螯虾GOT聚为一支。组织表达分析发现FcGOT基因在肝胰腺、鳃、血细胞、肌肉、心脏、淋巴中均有表达, 其中肝胰腺中表达量最高。氨氮胁迫后, 荧光定量PCR分析结果表明, FcGOT基因在肝胰腺和鳃组织中的表达与对照组相比具有显著差异(P<0.05), 表明FcGOT基因在氨氮代谢方面具有重要的作用, 参与了中国明对虾机体的急性氨氮胁迫应答反应。
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中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)是中国重要的海水养殖种类, 具有较高的经济价值。近年来, 养殖过程中管理不当常致使水体环境氨氮升高。氨氮作为水产养殖环境中普遍存在的一种有毒物质, 主要以非离子氨(NH3)和离子氨(NH4+)两种形式存在, 二者处于动态平衡。NH3不带电荷, 具有较高的脂溶性, 能穿透细胞膜, 对生物造成毒害作用。氨氮主要影响甲壳动物的呼吸、代谢、神经、免疫、渗透调节、排泄及蜕皮和生长, 严重会导致死亡[1−8]。天门冬氨酸转氨酶(GOT)广泛存在于真核生物体内, 是转氨反应的高效催化剂, 通过辅酶在磷酸吡哆醛(pyridoxal phosphate, PLP)和磷酸吡哆胺(pyrodoxamine pho​t​ophate, PMP)之间的转换来完成氨基的转运[9]。正常情况下, 生物体内的氨主要源于氨基酸分解代谢, 天门冬氨酸转氨酶可催化谷氨酸与草酰乙酸反应生成天冬氨酸, 天冬氨酸参与联合脱氨基作用产生氨[10]。与此同时, 在哺乳动物线粒体内, 天冬氨酸是尿素形成时氨基的直接来源[10], 因此, 天门冬氨酸转氨酶与氨氮的产生和排泄具有密切联系。近年来, 对GOT在氨代谢过程中作用的研究逐渐深入, 在脊椎动物中, McKenna等[11]研究表明天门冬氨酸转氨酶在鼠脑氨氮代谢过程中起关键作用, 5 mmol/L谷氨酸盐胁迫可显著降低GOT活性。在节肢动物中, McCutcheon等[12]研究发现天门冬氨酸转氨酶基因是连接桔粉蚧壳虫与其共生菌之间氨基酸代谢的关键基因。目前, 甲壳动物中未见关于天门冬氨酸转氨酶基因在氨氮代谢作用方面的研究报道, 仅见克氏原螯虾天门冬氨酸转氨酶基因的克隆(GenBank登录号: HQ414549.1)。

本研究利用本实验室构建的中国明对虾转录组测序所得的天门冬氨酸转氨酶基因片段, 采用RACE技术, 克隆获得该基因的cDNA全长序列, 并对其在不同氨氮浓度胁迫下的组织表达规律进行了初步研究, 探究其在氨氮代谢过程中的作用, 为中国明对虾健康养殖提供参考。

1  材料与方法

1.1  材料

健康中国明对虾来自于昌邑市海丰水产养殖有限责任公司, 体长 (9.27±0.37) cm, 体质量 (10.48± 1.40) g。200 L的PVC桶中暂养1周, 每桶20尾。养殖水温25℃, 盐度28, pH8.5, 持续充气, 每天换水1/3, 投喂配合饲料。TRIzol Reagent 购自Invitrogen公司; SMARTTM RACE Amplification Kit 和Advantage 2 PCR Kit 购于Clontech 公司; DNA胶回收试剂盒购自上海生工公司; 反转录试剂和PMD18-T载体以及大肠杆菌TOP 10感受态细胞均购自TaKaRa公司。

1.2  总RNA的提取及cDNA合成

取中国明对虾各组织于液氮中研磨, 各取50 mg用于总RNA提取, 利用TRIzol试剂, 方法参照Invitrogen说明书; 核酸定量仪(Thermo, NANO​ROP 2000)和1.0%琼脂糖凝胶电泳检测RNA的质量及完整性。每个样品取10 μL用于逆转录, 方法参照韩俊英等[13]进行。

1.3  cDNA全长的克隆及测序

根据本实验室转录组测序所得的天门冬氨酸转氨酶EST序列, 利用Primer Premier 5.0软件设计3′RACE和5′RACE特异性引物, 所有引物均由上海生工合成。按照韩俊英等[13]的方法提取健康中国明对虾肝胰腺组织的RNA, 并使用SMARTTM RACE Amplification Kit 制备RACE cDNA模版。

3′和5′末端扩增使用Advantage 2 PCR Kit 进行。3′RACE 使用引物3′GOT-2 (表1)和通用引物UPM配对, 进行3′端扩增; 5′RACE 使用引物5′GOT-3 (表1)和通用引物UPM, 进行5'端扩增。反应程序: 94℃ 3 min; 94℃ 30 s, 72℃ 3 min, 5 个循环; 94℃ 30 s, 70℃ 30 s, 72℃ 3 min, 5 个循环; 94℃30 s, 68℃ 30 s, 72℃ 3 min, 30个循环; 72℃ 10 min。4℃保存。
表1  基因克隆与荧光定量PCR所用引物序列

Tab. 1  The primer sequences in gene cloning and quantitative real-time PCR

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

	3′GOT-2
	GTTTTCTGTGTACCTGACAAAGGATGGACG
	3′RACE

	5′GOT-3
	CCATTGCTCCACTGAAGTCAAATCCAC
	5′RACE

	UPM
	CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT
	universal primer

	GOT-forward
	TATGGGCTTGTATGGTGAGAGA
	RT PCR primer

	GOT-reverse
	GGAGAGGTGGGTTGGAATAAA
	

	18S-F
	AGTAGCCGCCCTGGTTGTAGAC
	RT PCR control

	18S-R
	TTCTCCATGTCGTCCCAGT
	primer


3′和5′RACE 扩增产物经1.5%琼脂糖凝胶电泳检测, 用胶回收试剂盒回收目的片段, 与PMD18-T载体连接, 重组质粒转化到大肠杆菌Top 10 感受态细胞, 阳性克隆经菌落PCR 鉴定后, 送往上海桑尼生物科技有限公司进行测序。

1.4  序列分析

测序所得cDNA序列由DNAStar软件中的EditSeq程序去除载体序列并拼接, 然后进行开放阅读框(ORF)的预测和氨基酸翻译。FcGOT基因的核苷酸序列和推导氨基酸序列使用BLAST(http:// www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi)进行同源性比对。利用Protparam 软件(http: //www.expasy. org/tools/protparam.html) 进行蛋白质理化性质预测。利用NCBI的保守结构域(CDD)数据库(http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)进行保守结构域的预测。采用MEGA 4.0 软件,  以邻接法(neighbor-joining)构建系统进化树。

1.5  Real-time PCR 相对定量分析FcGOT 的组织分布特征

根据所得的中国明对虾内参基因18S rRNA和FcGOT基因全长序列, 分别设计一对正反引物(18S-F/R 及GOT-FORWARD/REVERSE)(表1), 用于Real-time PCR检测。按照前述提取健康的中国明对虾不同组织(包括肝胰腺、肌肉、鳃、心脏、淋巴及血细胞)的RNA并反转录合成cDNA。取不同组织cDNA各1 μL, 18S rRNA基因作为内标, 利用Real-time PCR对不同组织中FcGOT的表达情况进行检测。反应体系为10 μL, 包括5 μL SYBR® Premix ExTaqTM Ⅱ (×2), 0.4 μL 10 μmol/L 引物GOT-FORWARD, 0.4 μL 10μmol/L 引物GOT- REVERSE, 0.2 μL ROX Reference Dye Ⅱ (×50)*3, 1.0 μL cDNA, 3.0 μLdH2O。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
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法计算FcGOT 基因的相对表达量, 用SPSS 11.0软件进行分析。

1.6  氨氮胁迫实验

氨氮胁迫实验共设3组, 氨氮浓度设置参照Chen等[14]和王娟等[8]对中国明对虾的氨氮毒性试验确定, 分别为对照组(养殖池塘海水)、低浓度氨氮胁迫组(4 mg/L)和高浓度氨氮胁迫组(16 mg/L)。采用奈氏试剂法测定氨氮浓度, 实测值分别为(1.147± 0.123) mg/L、(4.163±0.547) mg/L、(16.651±0.546) mg/L。实验组采用浓度为1g/L的NH4Cl溶液进行调整。将暂养的健康中国明对虾随机移入各实验组中, 每组4个平行桶, 每桶20尾对虾, 试验期间每天换水1次, 换水量在2/3以上, 换水后重新胁迫。每天早、中、晚各投喂颗粒饲料一次。各组分别于胁迫后的1、6、12、24、48、72 h取肝胰腺和鳃组织, 每时间点取6尾, 液氮保存, 用于RNA提取。

1.7  Real-time PCR 相对定量分析不同浓度氨氮胁迫下FcGOT基因表达变化

按前述方法分别提取胁迫后各实验组不同时间段中国明对虾肝胰腺和鳃的总RNA, 按照韩俊英等[13]的方法逆转录合成cDNA。取各个稀释后的cDNA样品1μL, 18S rRNA基因作为内标, 利用前面所述的PCR反应条件, 以40个循环扩增目的基因和内标基因片段, 来检测不同浓度氨氮胁迫的中国明对虾鳃和肝胰腺中FcGOT基因的表达量。反应体系、反应程序、数据处理及分析同上所述。

2  结果与分析

2.1  FcGOT基因全长cDNA序列全长分析

各引物组扩增获得的cDNA序列进行拼接得到中国明对虾天门冬氨酸转氨酶FcGOT基因全长。(GenBank登录号: KF773747)全长1 910 bp, 包括一个1 284 bp的开放阅读框(ORF), 5′-UTR (非编码区)长为83 bp, 3′-UTR(非编码区)长为543 bp, 其中包括一个终止密码子, 多聚腺苷酸加尾信号(Pol​y​adenylation Signal Site, AATAAA)和PolyA尾。

氨基酸序列分析表明, FcGOT编码1个由427个氨基酸组成的蛋白质, 分子量为46.9 kD, 理论等电点为8.78。功能结构域分析表明, 中国明对虾FcGOT基因属于典型的AAT超结构域家族。在276位氨基酸存在一个Lys催化残基; 130~384位氨基酸之间存在10个磷酸吡哆醛(pyridoxal phosphate PLP)结合位点; 133~323位氨基酸之间存在8个多肽结合位点。
2.2  FcGOT基因同源性分析

利用BLAST对中国明对虾FcGOT基因与其他GOT基因进行多序列比较, 发现中国明对虾FcGOT基因与克氏原螯虾(Procambarus clarkii )的同源性最高, 为78%。经蛋白质比对, 发现与其他节肢动物如桔粉介壳虫(Planococcus citri)、埃及伊蚊(Aedes aegypti)、致倦库蚊(Culex quinq​uefasciatus)的同源性分别为73%、70%和67%。
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图1  中国明对虾FcGOT基因的核苷酸序列及其推导的氨基酸序列

图中粗方框中的ATG为起始密码子, 阴影的AATAAA为加尾信号; “*”为终止密码子; 大方框中为完整的AAT-Ⅰ superfamily; 下划线为多肽结合位点; 椭圆框中为Lys催化残基; 小方框中为PLP结合位点.

Fig. 1  Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of Fenneropenaeus chinensis FcGOT gene

Start codon (ATG)is marked with thick box;  shadow area indicate the plus tail signal;“*”mean stop codon; the completed AAT-I superfamily domain is boxed; the eight poly peptide sites are underlined; the ten PLP binding sites are represented by squares,
whereas, the catalytic residue, marked by a circle is also PLP binding sites.
中国明对虾FcGOT与脊椎动物如斑马鱼(Danio rerio)、原鸡(Gallus gallus)、非洲爪蟾蜍(Xenopus (Silurana) tropicalis)的同源性为69%、68%和65%。与哺乳动物如小家鼠(Mus musculus)和人(Homo sapiens)的同源性皆为69%。

利用MEGA 4.0 软件进行系统进化分析表明, 中国明对虾FcGOT基因与克氏原螯虾聚为一支, 之后的聚类次序为桔粉蚧壳虫、埃及伊蚊和致倦库蚊。
2.3  FcGOT基因组织表达分析

利用Real-time PCR 分析了中国明对虾FcGOT基因在不同组织中的表达水平, 结果表明, FcGOT基因在肝胰腺、鳃、血细胞、肌肉、心脏、淋巴中均有表达, 其中肝胰腺中表达量最高, 其后依次为鳃、肌肉及心脏, 血细胞和淋巴中的表达量最低(图3)。

2.4  FcGOT基因表达规律分析

Real-time PCR 检测不同浓度氨氮胁迫后中国明对虾肝胰腺中FcGOT基因的表达规律(图4)。结果表明, 不同浓度氨氮处理后FcGOT基因在不同组织中的表达趋势有所不同。4 mg/L胁迫组肝胰腺中FcGOT基因的表达量在胁迫初始迅速上升, 1~6 h间出现下降, 6~12 h间表达量上升, 12~24 h间表达量略有下降, 48 h后趋于稳定, 并显著低于对照组(P<0.05); 16 mg/L胁迫组肝胰腺中FcGOT的表达量在胁迫过程中不断下降, 并极显著低于对照组(P<0.01)。
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图2  利用MEGA 4.0 软件构建的基于GOT氨基酸序列的NJ 系统进化树
分叉处数值表示1 000 次重复抽样所得到的置信度百分比, 标尺长度表明每个位点发生0.05 次置换.各物种GOT序列登录号为: 小家鼠(NP_034455.1)、褐家鼠(NP_037309.1)、鼠耳蝠(EPQ12242.1)、人(AAH00525.1)、原鸡(NP 990854.1)、斑马鱼(NP 956283.1)、非洲爪蟾蜍(NP 001016933.1)、鱼虱 (ACO10233.1)、海洋水蚤 (AEI84593.1)、长牡蛎 (EKC37844.1)、克氏原螯虾 (HQ414549.1)、桔粉蚧壳虫(AGR65730.1)、埃及按蚊(XP 001655159.1)、致倦库蚊(XP 001848088.1)、佛罗里达弓背蚁
(EFN66993.1)、切叶蚁(EGI65745.1)、印度跳蚁 (EFN75676.1).
Fig. 2  NJ phylogenetic tree based on GOT amino acid sequences by MEGA 4.0

The values at the forks indicate the percentage of trees in which this brouping occurred after bootstrapping the data(1 000 replicates). The scale bar shows the number of substitutions per site. GenBank number of each species GOT sequence is as follows: Mus musculus(NP_034455.1), Rattus norvegicus(NP_037309.1), Myotis brandtii(EPQ12242.1), Homo sapiens(AAH00525.1), Gallus gallus(NP 990854.1), Danio rerio(NP 956283.1), Xenopus (Silurana) tropicalis(NP 001016933.1), Caligus rogercresseyi (ACO10233.1), Tigriopus californicus(AEI84593.1), Crassostrea gigas(EKC37844.1), Procambarus clarki (HQ414549.1), Plano​coccus citri(AGR65730.1), Aedes aegypti(XP 001655159.1), Culex quinquefasciatus(XP 001848088.1), Camponotus floridanus
(EFN66993.1), Xenopus (Silurana) tropicalis(EGI65745.1), Harpegnathos saltator(EFN75676.1).
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图3  中国明对虾天门冬氨酸转氨酶氨酶FcGOT基因在不同组织中的表达分布

Fig. 3  Distribution of FcGOT gene in different tissues of Fenneropenaeus chinensis
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图4  中国明对虾肝胰腺中FcGOT基因随氨氮胁迫时间的表达变化情况

同一时间, “**”代表实验组与对照组差异极显著(P<0.01), “*”代表实验组与对照组差异显著(P<0.05).
Fig. 4  Expression profiles of FcGOT gene in Fenneropenaeus chinensis hepatopancreas after ambient ammonia stresses

“**”indicate extremely significant differences (P<0.01).“*” indi​cate significant differences (P<0.05) in the same observed time.
不同浓度氨氮胁迫后中国明对虾鳃组织中FcGOT基因的表达变化见图5。结果表明, 两浓度胁迫组的变化趋势基本相同, FcGOT基因表达量皆于胁迫初始时迅速上升, 随后降低; 6~12 h逐渐升高, 并于12 h时表达量达到最高峰, 极显著高于对照组(P<0.01); 之后FcGOT基因表达量于12~24 h表达量下降, 48~72 h逐渐平稳。综上所述, 4 mg/L 和16 mg/L浓度氨氮胁迫下, 鳃组织中FcGOT基因的表达量出现下降、升高、再下降最后逐渐平稳的过程。
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图5  中国明对虾鳃组织中FcGOT基因表达水平随氨氮胁迫时间的变化情况

同一时间, “**”代表实验组与对照组差异极显著(P<0.01), “*”代表实验组与对照组差异显著(P<0.05).
Fig. 5  Expression profiles of FcGOT gene in Fenneropenaeus chinensis gill after ambient ammonia stresses

“**” indicate extremely significant differences (P<0.01). “*” indi​cate significant differences (P<0.05) in the same observed time.
3  讨论

天门冬氨酸转氨酶是氨基酸分解代谢过程中的重要酶, 它参与嘌呤核苷酸的联合脱氨基作用和尿素循环[10], 同时连接尿素循环和柠檬酸循环(TCA), 从而获得尿素形成所需的大部分能量[10]。表明天门冬氨酸转氨酶在机体氨氮的产生和排泄过程中具有重要的作用。然而到目前为止对中国明对虾GOT基因的研究仍属空白。本研究首次克隆了中国明对虾天门冬氨酸转氨酶FcGOT基因, 该基因全长1 910 bp, 包括1 284 bp开放阅读框, 编码1个由427个氨基酸组成的多肽, 经BLAST发现, 该蛋白极为保守, 与其他物种的天门冬氨酸转氨酶转氨酶GOT一样, 具有一个完整的保守结构域AAT –Ⅰsuperfamily, 它隶属于PLP依赖性酶家族, 是转氨酶类中一个非常重要的结构, 在此结构区域内含有高度保守的催化中心Lys276残基[15], 并含有相对保守的PLP结合位点Ser130- Gly131-Thr132-Trp159-Asn212-Tyr243-Ser273-Ser275- Lys276- Arg284。FcGOT与其他物种的GOT氨基酸序列比对发现, 该序列与节肢动物的同源性在67%~78%, 与脊椎动物的同源性在65%~69%, 中国明对虾FcGOT与其他其他物种的GOT序列均具有较高的同源性, 说明GOT在种间是保守的。系统进化分析表明中国明对虾首先与克氏原螯虾聚为一支, 同源性高达78%。上述结果表明, 该序列是中国明对虾天门冬氨酸转氨酶GOT基因。

中国明对虾FcGOT基因在各组织中广泛表达, 其中肝胰腺中表达量最高。这可能与肝胰腺是甲壳动物主要代谢器官有关, 表明肝胰腺可能是天门冬氨酸转氨酶储存和释放的主要器官。赵杰等[16]认为谷草转氨酶活性高低反映出对虾体内氨基酸代谢情况, 同时反映出肝胰腺功能。肝胰腺是尿素合成的主要场所, 有解毒功能。

正常情况下, 甲壳动物体内氮的主要代谢产物是氨态氮, 体内60%~70%的氮是以氨态氮的形式由鳃排出体外[17], 只有少数是通过尿素和尿酸排出体外[18]。然而, 研究表明, 当外界环境(盐度、pH、氨氮)改变时, 对虾排泄方式改变, 尿素和亚硝酸盐的排泄明显增加[19]。日本对虾在浓度为1.3 mmol/L的亚硝酸盐胁迫下尿素氮的排泄率的含量增长了8.1倍[20]。斑节对虾在10 mg/L氨氮胁迫下, 各组织中的谷氨酰胺和尿素含量明显升高, 其中肝胰腺中尿素含量增长了1.06倍[21], 并认为斑节对虾在氨氮胁迫下可通过合成谷氨酰胺等无毒物质或增加尿素排泄的方式来缓解氨氮毒性。岳峰[22]研究认为, 三疣梭子蟹在氨氮胁迫下肝胰腺和鳃组织可合成谷氨酰胺储存并增强组织中的尿素循环途径, 将体内的氨氮转化为尿素排出体外, 从而达到减轻氨氮毒害的目的。为了研究天门冬氨酸转氨酶GOT基因在中国明对虾氨氮代谢中的作用, 本实验采用了两个浓度的氨氮胁迫组, 分别为4 mg/L和16 mg/L, 胁迫后发现FcGOT基因在两组中的表达量具有明显差异, 这种现象在肝胰腺组织中尤为明显。16 mg/L组中, FcGOT基因的相对表达量呈逐渐下降状态, 且极显著低于对照组。这可能是由于水体中氨氮浓度过大, 肝细胞遭到破坏的的缘故。张克俭[23] 研究发现当氨氮浓度高于10.44 mg/L时, 中国明对虾肝胰腺中的吸收细胞转化为分泌细胞, 并逐渐解体, 原来的肝管部位充满大量的溶酶体等结构及细胞解体后的细胞碎片。而在4 mg/L组情况则有所不同, 虽然整体仍是下降趋势, 但表达水平却极显著高于16 mg/L组。初始刺激使得FcGOT基因的表达量显著上调, 说明FcGOT基因对于氨氮刺激的反应极为迅速, 这一点在鳃组织中同样有很明显的体现。Scaraffia等[24]研究发现用NH4Cl饲喂埃及按蚊1 h后脂肪体中GOT活力增强了14.3%。随后在6 h表达量急剧下调, 这可能是因为体内氨浓度增大, 抑制了天门冬氨酸转氨酶参与的嘌呤核苷酸联合脱氨基作用, 从而减少体内氨的产生。随着体内氨氮的增加, 对虾排泄方式发生改变, 在12~24 h, FcGOT表达量上调并略高于对照组, 可能是天门冬氨酸转氨酶催化转氨反应生成天冬氨酸参与尿素的形成的缘故。岳峰等[22]对三疣梭子蟹进行不同浓度的氨氮胁迫后测量组织中的尿素含量发现, 各浓度组肝胰腺中的尿素含量均在12 h达到峰值, 表明尿素循环于12 h达到最强; 脊椎动物中也有研究表明威斯塔鼠在得高血氨症24 h后脑组织中GOT活力增强了30%[25], 这与天门冬氨酸转氨酶基因表达量上调相吻合。但尿素形成是一个极其耗能的过程, 甲壳动物的排氨途径仍以合成谷氨酰胺为主, 所以在48 h之后FcGOT表达量再次下调并极显著低于对照组。鳃组织中两胁迫组FcGOT表达量的变化趋势基本相同, 且于12 h达到极值, 可能是由于FcGOT参与了尿素合成; 实验过程中16 mg/L组的表达量高于4 mg/L组, 可能是因为高浓度胁迫加强了尿素循环, 这与岳峰[22]对三疣梭子蟹的研究结果相一致。氨氮胁迫后, 中国明对虾鳃组织FcGOT基因表达水平明显高于肝胰腺, 可能是由于组织器官差异性所致, 鳃组织直接与外界环境接触, 对外部刺激的反应最为敏感[26]。能够比其他组织更为迅速的做出应答。

本研究成功克隆了中国明对虾天门冬氨酸转氨酶FcGOT基因, 通过分析不同浓度氨氮胁迫后中国明对虾肝胰腺和鳃中FcGOT基因的表达特征, 证明氨氮胁迫能诱导FcGOT基因表达变化, 推测FcGOT基因参与了氨氮解毒代谢过程, 并在降低中国明对虾体内氨氮水平方面发挥了一定的作用, 为深入研究中国明对虾FcGOT基因在氨氮代谢途径中的功能和机理奠定了基础。
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Cloning and expression analysis of aspartate aminotransferase cDNA in Fenneropenaeus chinensis following ambient ammonia stresses

LI Shaofei1, 2, HE Yuying2, LI Jitao, LI Jian2, LIU Ping2, GE Qianqian2, 3
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Abstract: Fenneropenaeus chinensis is an important mariculture species in China. In aquaculture environments ammonia is a common toxic substance. In recent years, higher frequencies of ammonia nitrogen toxicity in shrimps have been reported. Therefore, it is necessary to investigate ammonia metabolism by F. chinensis. As an important member of the AAT-like family, the enzyme aspartate aminotransferase (GOT) is involved in many aspects of ammonia metabolism including participating in inosine monophosphate transdeamination, and the urea and citric acid cycles. Therefore, detailed understanding of the regulation of GOT is of great significance. In this study, we successfully cloned the aspartate aminotransferase cDNA of F. chinensis (FcGOT). The FcGOT cDNA, which was 1 910 bp in length, contained a 5′-untranslated region(UTR) of 83 bp, a 3′UTR of 543 bp, and an open reading frame (ORF) of 1 284 bp, encoded a 427 amino-acid polypeptide. FcGOT protein exhibited typical AAT-like family features, including a Lys catalytic residue and 10 pyridoxal-5′-phosphate binding sites suggesting that it belongs to the AAT-I superfamily. Homology analysis revealed that the amino acid sequence of FcGOT was highly conserved with its homologs of other arthropods. The similarities of FcGOT with the GOT of Procambarus clarkia and Planococcuscitri were 78% and 73%, respectively. Phylogenetic analysis showed that FcGOT was in the same branch as P. clarkia. Tissue expression analysis showed that FcGOT transcripts were detected in all tested tissues, including hepatopancreas, gill, muscle, hemocytes, heart and lymph. The highest expression level of FcGOT was in the hepatopancreas. To study the biological functions of FcGOT in F. chinensis, the hepatopancreas and gill were sampled 1, 6, 12, 24, 48 and 72 h after exposure to different concentrations of ammonia nitrogen. The expression of the FcGOT gene was significantly different compared with the control group (P<0.05), and the expression conditions differed between hepatopancreas and gill. In hepatopancreas, the gene expression was significantly down-regulated immediately after the shrimps were exposed to 16 mg/L ammonia-N, and down-regulated after treatment with 4 mg/L ammonia-N for 48 h. In gill tissue, gene expressions were up-regulated promptly after ambient ammonia stress and reached a peak at 12 h. The reason for the discrepant expression between the two tissues may be that the gene expressions were affected by organizational distance. The results imply that FcGOT might play an important role in shrimp ammonia metabolism and be involved in responses to acute ammonia stress.
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