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拟穴青蟹ANT2基因在不同温度和盐度条件下的应激表达

于坤, 叶海辉, 黄陈翠, 巩杰, 黄辉洋

厦门大学 海洋与地球学院, 福建 厦门 361102

摘要: 采用qRT-PCR技术, 对不同温度(10℃, 15℃, 20℃, 25℃)以及低温(10℃, 15℃)和盐度(10, 35)联合作用下拟穴青蟹(Scylla paramamosain)(甲壳长3.7~5.8 cm, 体质量80~100 g) ANT2基因的表达进行了检测。结果表明: 在4个温度下肝胰腺、肌肉、鳃中ANT2基因表达量依次为低、中、高, 存在组织表达特异性。随着温度降低, ANT2基因总体上趋低表达, 但在15℃时ANT2基因在肌肉(1~12 h)和鳃中均显著高于20℃(P<0.05)。该结果提示, ANT2基因与能量代谢相关, 且在一定低温下被诱导表达, 可能参与低温胁迫的应答。相同低温下, 3种组织中ANT2基因在盐度10的表达量通常高于盐度35的(P<0.05), 说明低温下低盐环境有利于提高青蟹体内代谢, 增强耐寒能力。
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腺苷酸转移酶(adenine nucleotide translocase, ANT), 又称ADP/ATP转运蛋白(ADP/ATP Carrier, AAC), 属于线粒体转运蛋白超家族 (the superf​amily of the mitochondrial carrier, MCF), 是线粒体中最丰富的蛋白质之一[1]。ANT约占线粒体膜蛋白的12%, 属疏水蛋白[2]。其主要功能是将线粒体内合成的三磷酸腺苷(ATP)转运到胞浆, 并将胞浆内二磷酸腺苷(ADP)转入线粒体内通过氧化磷酸化(oxidative phosphorylation)产能[1], 通过此方式保持正常的线粒体代谢和能量消耗[3]。ANT蛋白由两个完全相同, 分别含1个ATP/ADP结合位点的亚基组成, 通过其构象的变化, 实现细胞质中ADP和线粒体内ATP间的跨膜交换[4]。ANT蛋白存在6个疏水性片段和3个同源区域[5]。在原核生物和真核生物中均发现ANT蛋白具有多种同型异构体, 并且不同异构体有着不同的染色体定位和组织表达模式[6]。ANT2在结构功能的高度保守性和不同的表达模式反映它可能具有非常重要的生物学功能[1]。García等[5]研究发现ANT在细胞凋亡诱导过程中起重要作用, 是各种细胞凋亡因子或凋亡抑制因子的作用靶位。另外ANT蛋白与线粒体疾病相关及在细胞增殖中也发挥重要作用[8]。

近年来有研究表明, ANT蛋白与生物体耐寒机理相关, 可能参与调控生物机体的耐寒生理过程。冷驯化后的帝企鹅(Aptenodytes forsteri)通过ANT蛋白和解偶联蛋白可以增加质子平衡[9], 幼鸭(Cairina moschata)组织中依赖于线粒体能量状态的ANT含量能够影响脂肪酸解偶联活性[10]。迄今有关甲壳动物ANT的研究尚少。据报道, 丰年虫(Artemia franciscana)胚胎中的ANT蛋白与钙离子运输密切相关[11]。凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)ANT2基因表达变化与低温应激有关[12]。
拟穴青蟹(Scylla paramamosain, Estampador, 1949)主要分布在中国东南沿海, 是中国重要的海洋经济蟹类之一[13]。虽然青蟹是广温性、广盐性蟹类, 但是不同季节温度和盐度的变化影响其分布和迁移, 而且能够影响其体内的生理和生化变化[14–15]。为进一步阐明拟穴青蟹适应环境的分子机制, 本研究采用实时定量PCR技术检测ANT2基因在不同温度及低温和盐度联合效应下的表达情况, 探索拟穴青蟹低温适应的分子机制, 并为青蟹的养殖和管理提供理论指导。

1  材料与方法

1.1  实验材料

拟穴青蟹约300只, 购自福建省厦门市翔安区水产品市场, 挑选活性好、附肢健全的个体, 甲壳长3.7~5.8 cm, 体质量80~100 g。实验室暂养1天, 水温为(28±0.5)℃, 盐度25。

1.2  主要试剂 

Prime ScriptTM 1st Strand cDNA Synthesis Kit(TaKaRa公司); Aidlab 胶回收试剂盒(Aidlab公司); Revert AidTM First Strand cDNA Synthesis Kit(Fermentas 公司); TRIzol® Reagent Total RNA Isolation Reagent (Invitrogen 公司); LA Taq©、dNTPs、DNase I、RNase、pMD19-T、DNA Marker (TaKaRa公司)。

1.3  实验设计

实验动物分为两组分别进行实验, 一组为不同温度处理实验; 另一组为低温和盐度联合处理实验。

温度处理组: 设计5个温度梯度(25℃, 20℃, 15℃, 10℃, 5℃), 在每个温度梯度下设置30只塑料水箱(13 cm×13 cm×10 cm)。水箱中海水盐度为25, 温度由光照培养箱控制, 当光照培养箱内水箱水温调节到预设温度值时, 开始投放青蟹做应激处理。每个水箱投放1只青蟹, 水箱中的海水淹没青蟹, 以保持青蟹在5个恒定的温度环境下应激。实验开始后每隔6 h测定水温以保持水温的恒定。青蟹在5个温度条件下分别暴露1 h、3 h、6 h、12 h、24 h、48 h, 在每个温度梯度下每个时间点时随机取3只青蟹, 取每只青蟹的肝胰腺、螯足肌肉、后鳃组织, 迅速放入冻存管中置液氮–80℃冻存, 用于RNA提取。

另一组青蟹在不同低温(15℃, 10℃)和不同盐度(10, 35)联合作用下进行应激, 即设置4个实验组(15℃与盐度10、15℃与盐度35、10℃与盐度10、10℃与盐度35)。实验盐度由海盐、过滤海水和双蒸水配制。实验开始后每隔6 h测定水温和盐度, 以便保持水温和盐度的恒定。每个实验组下各投放30只青蟹, 实验方法和实验设施与温度处理组相同。

1.4  总RNA提取和cDNA第一链合成

实验处理后, 解剖青蟹, 取其肝胰腺、螯足肌肉及后鳃组织, 参照Trizol试剂(Invitrogen公司)使用说明提取总RNA。以琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计(NanoDrop 2000)检测RNA的纯度及浓度, 总RNA质量满足260/280吸光值比值在1.9~2.1。取2 µg总RNA, 参照Revert AidTM First Strand cDNA Synthesis Kit试剂(Fermentas公司)说明书, 进行反转录合成cDNA第一链, 以此作为模板, –20℃保存备用。

1.5  ANT2基因荧光定量引物设计与片段验证

根据NCBI基因文库中拟穴青蟹ANT2全长cDNA序列(NCBI序列号: KF709943), 设计荧光定量引物F、R(表1)。以反转录合成的cDNA为模板进行片段验证, 片段大小为104 bp。PCR总体系为25 µL: Taq酶0.1 µL, cDNA模板2 µL, 引物F、R各1 µL, dNTP 2 µL, 双蒸水补足体积。反应程序为94℃热变性3 min, 94℃变性30 s, 55℃退火30 s, 72℃延伸30 s, 32个循环。PCR产物用Aidlab胶回收试剂盒(Aidlab公司)回收纯化, 纯化产物与pMD19-T(TaKaRa公司)载体16℃条件下连接2 h。用DH5α感受态细胞进行转化, 将感受态细胞涂布于含AMP的LB固体培养基上培养16 h。挑取单克隆菌落, 接种在含AMP的LB液体培养基中, 摇床中37℃过夜培养, 菌落PCR阳性克隆鉴定并测序。测序结果: TTGGTGG TGTTGACAAGAGGACACAGTTCTGGAGGTTCTTCGTCGGTAACCTTGCCTCTGGTGGTGCTGCTGGTGCCACCTCCCTCTGCTTCGTCTACCCTCTT(361~464 bp)。

1.6  ANT2基因荧光定量表达分析

参照Trizol说明书, 提取拟穴青蟹肝胰腺、螯足肌肉及后鳃组织总RNA, 用Prime ScriptTM
表1  引物序列

Tab. 1  Primer sequences
	引物类别primer type
	引物名称primer name
	引物序列(5′→3′) primer sequence(5′→3′)

	荧光定量引物real-time RT-PCR primer
	F
	TTGGTGGTGTTGACAAGAGG

	
	R
	AAGAGGGTAGACGAAGCAGAG

	18S rRNA定量引物18S rRNA primer
	18S rRNA F
	CAGACAAATCGCTCCACCAAC

	
	18S rRNA R
	GACTCAACACGGGGAACCTCA


1st Strand cDNA Synthesis Kit试剂盒将2 µg总RNA合成第一链cDNA用于荧光定量表达分析。实时荧光定量PCR操作仪器为ABI 7500, 反应程序: 95℃热变性10 min, 95℃变性20 s, 55℃退火30 s, 72℃延伸30 s, 42个循环。qRT-PCR反应体系参照试剂盒说明书, 总体系为20 µL: 2×SYBR© Premix Ex Taq™ 10 µL, cDNA模板1.2 µL, 荧光定量引物F、R各0.8 µL(10 µmol/L), 7.2 µL双蒸水。用18S rRNA基因作为内参基因, 均一化各样品cDNA用量差异, 引物为18S rRNA F和18S rRNA R(表1)。

1.7  数据处理与分析

采用
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法[16]对ANT2基因的相对表达量进行分析, 以内参基因18S rRNA均一化样品。采用单因素方差分析法(one-way analysis of variance, ANOVA)和双因素方差分析法(two-way analysis of variance, ANOVA)分析各组数据的显著差异性, 操作软件SPSS 20.0, 显著性检验水平P<0.05为差异显著。

2  结果与分析

2.1  不同温度下拟穴青蟹3种组织中ANT2基因的表达分析

本实验中, 5℃低温暴露12 h后, 青蟹全部死亡(数据没有列出)。25℃、20℃、15℃、10℃的qRT-PCR实验结果如图1–图4所示。

2.1.1  肝胰腺中ANT2基因的表达  肝胰腺中ANT2基因在4个温度下的表达量均低于初始温度(28℃) 0 h的表达量。在3~12 h阶段, 4个温度之间ANT2基因表达没有显著差异, 但在24~48 h阶段, 10℃下ANT2表达量显著低于15℃、20℃和25℃(P<0.05), 而且此阶段15℃、20℃和25℃之间无显著表达差异(图1)。
2.1.2  肌肉中ANT2基因的表达  在20℃下1~3 h阶段, 肌肉ANT2基因显著低于25℃(P<0.05), 在此后的6~48 h阶段两者表达无显著差异。15℃下ANT2基因在1~12 h阶段显著高于20℃下的表达量(P<0.05), 此后两者表达无显著差异。10℃下,
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图1  拟穴青蟹肝胰腺中ANT2在不同温度下的相对表达量(盐度25)
柱上不同的字母代表不同温度组间差异显著(P<0.05); 虚线代表应激前肝胰腺的ANT2基因相对表达量的值.

Fig. 1  Effects of different temperature on ANT2 mRNA transcripts of hepatopancreas in S. paramamosain (salinity 25)
Different letters on the top of histogram bars indicate significant differences in different temperature groups (P<0.05). The dotted line represents the relative expression of ANT2 gene in the hepatopancreas before temperature treatment.
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图2  拟穴青蟹肌肉中ANT2在不同温度下的相对表达量(盐度25)
柱上不同的字母代表不同温度组间差异显著(P<0.05); 虚线代表应激前肝胰腺ANT2基因相对表达量; 0 h为应激前肌肉ANT2基因相对表达量.
Fig. 2  Effects of different temperature on ANT2 mRNA transcripts of muscle in S. paramamosain (salinity 25)
Different letters on the top of histogram bars indicate significant differences in different temperature groups (P<0.05); the dotted line represents the relative expression of ANT2 gene in the hepatopancreas before temperature treatment; 0 h is the relative expression of
ANT2 before temperature treatment in muscle.
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图3  拟穴青蟹鳃中ANT2在不同温度下的相对表达量(盐度25)
柱上不同的字母代表不同温度组间差异显著(P<0.05); 虚线代表应激前肝胰腺ANT2基因相对表达量; 0 h为应激前鳃ANT2基因相对表达量.
Fig. 3  The effects of different temperature on ANT2 mRNA transcripts of gill in S. paramamosain
Different letters on the top of histogram bars indicate significant differences in different temperature groups (P<0.05); the dotted line represents the relative expression of ANT2 gene in the hepatopancreas before temperature treatment; 0 h is the relative
expression of ANT2 before temperature treatment in gill.
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图4  拟穴青蟹肝胰腺中ANT2在低温和盐度联合作用下的相对表达量

柱上不同的字母代表不同温度盐度组间差异显著(P<0.05); 虚线代表应激前肝胰腺ANT2基因相对表达量.
Fig. 4  The combined effect of low temperature and salinity on ANT2 mRNA transcripts of hepatopancreas in S. paramamosain
Different letters on the top of histogram bars indicate significant differences between different temperature and salinity groups (P<0.05). The dotted line represents ANT2 gene expression in the hepatopancreas before temperature treatment.

除1 h外, ANT2的表达量在3~48 h阶段显著低于15℃(P<0.05)(图2)。

2.1.3  鳃中ANT2基因的表达  20℃下鳃中ANT2基因的表达量在1~6 h阶段显著低于25℃(P< 0.05), 但此后12~48 h阶段二者差异不显著。15℃下ANT2基因的表达量在48 h内均显著高于20℃(P<0.05)。10℃下, ANT2基因的表达量在6 h、24 h、48 h显著低于15℃(P<0.05)(图3)。

上述研究表明: 随着温度降低, 各组织中ANT2基因总体趋低表达, 但在15℃时ANT2基因在肌肉(1~12 h)和鳃(1~48 h)中均显著高于20℃(P<0.05)。此外, 在10℃、15℃、20℃、25℃这4个温度下, 相对于应激前正常温度肝胰腺中ANT2基因的表达, 发现该基因总体上的表达模式为: 在肝胰腺中表达最低, 肌肉表达居中, 而在鳃中表达量最高。

2.2  低温和盐度联合作用下拟穴青蟹3种组织中ANT2基因的表达分析

2.2.1  肝胰腺中ANT2基因的表达分析 10℃条件下, 盐度10的ANT2基因表达量在实验过程均高于盐度35, 且在1 h、6 h、12 h差异显著(P<0.05)。15℃条件下, 盐度10和35之间ANT2表达量无显著差异。

在盐度10条件下, 15℃时ANT2基因表达量低于10℃, 且在1 h、3 h、12 h时差异显著(P<0.05)。在盐度35条件下, 两个温度之间ANT2表达量基本无显著差异(图4)。

2.2.2  肌肉中ANT2基因的表达分析 10℃条件下, 盐度10的ANT2基因表达量在12 h时显著高于盐度35的表达量(P<0.05), 其他时间点ANT2表达量无显著差异。15℃条件下, 盐度10的ANT2表达量在1 h、3 h、48 h时明显高于盐度35的表达量(P<0.05), 而6~24 h阶段, 两者无显著差异。

盐度10条件下, 15℃的ANT2表达量在3 h、24 h、48 h时显著高于10℃的(P<0.05), 但1 h、6 h、12 h时无显著差异。盐度35条件下, 15℃条件下的ANT2表达量在3 h、48 h时显著高于10℃的表达量(P<0.05), 1 h、6 h、12 h、24 h 时两者无显著差异(图5)。
2.2.3  鳃中ANT2基因的表达分析 10℃和15℃条件下, 分别在1 h、6 h、12 h、24 h、48 h和1 h、3 h、12 h时盐度10的ANT2表达量显著高于盐度35的表达量(P<0.05), 其他时间点两者无显著差异。
盐度10条件下, 15℃的ANT2表达量在1~12 h阶段显著高于10℃的表达量(P<0.05)。盐度35条件下, 15℃的ANT2表达量在1 h、12 h、24 h时显著高于10℃的表达量(P<0.05), 但48 h时ANT2表达量显著低于10℃的表达量(P<0.05), 3~6 h阶段无显著差异(图6)。
低温和盐度联合作用表明: 低温(10℃, 15℃)、盐度(10, 35)及两者联合作用对拟穴青蟹ANT2基因表达量都具有显著差异性(P<0.05)。相同低温下, 拟穴青蟹3种组织中ANT2基因在盐度10下的表达量通常高于盐度35时的; 相同盐度下, 肌肉和鳃中ANT2基因通常在10℃下的表达量低于15℃时的。
3  讨论

温度和盐度是影响水生生物生长和存活的最重要的非生物因子[17], 几乎所有生物都能够通过
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图5  拟穴青蟹肌肉中ANT2在低温和盐度联合作用下的相对表达量

柱上不同的字母代表不同温度盐度组间差异显著(P<0.05); 虚线代表应激前肌肉ANT2基因相对表达量.
Fig. 5  The combined effect of low temperature and salinity on ANT2 mRNA transcripts of muscle in S. paramamosain.

Different letters on the top of histogram bars indicate significant differences between different temperature and salinity groups (P<0.05). The dotted line represents relative expression of ANT2 gene in the muscle before temperature treatment.
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图6  拟穴青蟹鳃中ANT2在低温和盐度联合作用下的相对表达量

柱上不同的字母代表不同温度盐度组间差异显著(P<0.05); 虚线代表应激前鳃ANT2基因相对表达量

Fig. 6  The combined effect of low temperature and salinity on ANT2 mRNA transcripts of gill in S. paramamosain
Different letters on the top of histogram bars indicate significant differences between different temperature and salinity groups (P<0.05); the dotted line represents relative expression of ANT2 gene in the gill before temperature treatment.

生理和代谢补偿机制适应一定范围内的温度和盐度变化[18]。拟穴青蟹属于暖水性种类, 其进行正常生命活动的最适温度是18~30℃[19], 降温和寒潮会对青蟹养殖产生严重影响[20]。拟穴青蟹的生物学零度(biological zero)为12.19℃, 低于该温度青蟹将无法完成胚胎发育和生长[21]。本实验中, 观察到在25℃和20℃时青蟹活动正常, 15℃条件下身体可以轻微活动; 10℃条件下仅在身体受扰动时才能活动, 而在5℃条件下青蟹处于麻痹状态不能活动, 且暴露12 h后全部死亡。 这说明5℃已经超出青蟹存活的最低温度, 无法通过加强代谢应对温度的剧烈下降而导致死亡。有研究表明, 拟穴青蟹在5℃条件下不能合成更多的Ca2+- ATPase和Ca2+/ Mg2+-ATPase, 体内代谢紊乱[14]。该结果可能与ANT蛋白相关并影响其表达。据报道, 内质网和线粒体中Ca2+的转运需要ANT蛋白参与[22], 另外, Ca2+平衡的破坏会激活细胞凋亡因子, 引起线粒体肿胀, 激活凋亡级联反应, 诱使细胞凋亡, 而ANT蛋白是细胞凋亡级联反应中的关键蛋白[23], 从而会受到影响。
拟穴青蟹ANT2基因在不同组织中的表达存在特异性。肝胰腺是甲壳动物的主要代谢器官, 主要负责卵巢的营养供应、食物消化和营养吸收[24]。在物质代谢方面, 肝胰腺比鳃和肌肉更加强烈[24], 然而拟穴青蟹ANT2基因在肝胰腺中相对于在肌肉和鳃中的表达量是最低的。这可能是因为不同组织对温度的敏感性和耐受程度不同所致。据报道, 拟穴青蟹肝胰腺中Na+/K+-ATPase和Mg2+- ATPase含量都显著低于肌肉和鳃[25]。但是凡纳滨对虾低温(13℃)刺激12 h和48 h后肝胰腺中ANT2基因上调表达[12]。这说明甲壳动物ANT2基因表达还具有物种特异性。鳃与水环境热交换迅速, 对低温变化敏感。拟穴青蟹ANT2基因在鳃中表达量最高, 这是因为鳃作为青蟹呼吸器官和渗透调节器官, 必须具备较高氧化代谢水平才能进行呼吸、渗透调节和防护作用应对外界温度变化[26]。研究表明, 低温驯化下拟穴青蟹鳃中抗氧酶及ATPase 活性升高[27]。氧化代谢加强使得细胞线粒体中膜电势增高, 而ANT可作为解偶联剂降低膜电势, 增加质子平衡[3], 而且高水平的非酯化脂肪酸可激活ANT调控质子平衡[9], 所以拟穴青蟹ANT2在鳃中具有较高的表达量。拟穴青蟹肌肉分布于甲壳之下, 直接感受环境温度的变化, 而且肌肉是产热及运动器官, 肌肉细胞中线粒体数量相对较多[28], 所以肌肉中ANT2基因在低温下相对表达较高。

25℃和20℃下3种组织中ANT2基因的表达基本无显著差异, 因为25℃、20℃是青蟹的较适宜温度[19], 青蟹能够在此温度下进行正常的蜕皮、摄食等生命活动, 并且体内代谢较稳定。但温度下降到15℃时, ANT2基因在肌肉(1 h、3 h、6 h、12 h)和鳃(1~48 h)中显著高于20℃的表达量。有研究表明, 拟穴青蟹4种ATPase在15℃条件下的含量均显著高于27℃[14]。温度由28℃骤降至15℃时, 已经低于拟穴青蟹正常生命活动的最适温度, 此温度下迫使青蟹提高代谢应对这种低温环境, 所以ANT2基因会有较高的表达。据报道, 另外一种青蟹, 锯缘青蟹(Scylla serrata)冷适应后, 其代谢率要比暖适应后高[29]。但这并不意味着温度越低代谢就越旺盛, 10℃时拟穴青蟹ANT2的表达量在肝胰腺(24 h、48 h)、肌肉(1~48 h)和鳃(6 h、24 h、48 h)显著低于15℃。10℃已经低于青蟹生物学零度[21], 此温度下青蟹处于低温麻痹状态, 代谢率低, 抑制了ANT2的表达。上述研究表明, 略低于最适温度的低温将诱导青蟹ANT2的表达上调, 增强低温适应性, 但过低的温度将抑制青蟹的生命代谢。

本实验发现, 低温(10℃、15℃)、盐度(10、35)及两者联合作用对ANT2基因表达量都具有显著差异性。在低温条件下, 3种组织中ANT2的表达变化一致, 盐度10 条件下ANT2的表达量均显著高于盐度35的表达量。据报道, 高盐下锯缘青蟹对氧气的消耗较少, 而低盐下对氧气的消耗增加[30]。低盐下增加氧气的消耗, 一方面有氧代谢旺盛, ATP产量高, 作为ATP转运酶, ANT2增加表达利于高能量传送。另一方面有氧代谢旺盛, 活性氧 (reactive oxygen species, ROS)增多, ANT2可作为ROS的解偶联剂使膜电势降低, 防止ROS过多而对线粒体及细胞产生损害[3]。因此, 拟穴青蟹ANT2基因在低盐下高表达, 而在高盐下表达较低。在寒潮或低温环境下, 适当降低盐度将提高拟穴青蟹的代谢能力, 有利于动物耐受低温环境, 提高存活率。本研究可为拟穴青蟹耐寒分子机理提供基因素材, 而且也为青蟹养殖提供了重要的基础资料。
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Effects of different temperature and salinity on the expression of adenine nucleotide translocase 2 (ANT2) mRNA in the mud crab, Scylla paramamosain
YU Kun , YE Haihui, HUANG Chencui, GONG Jie, HUANG Huiyang

College of Ocean and Earth Sciences, Xiamen University, Xiamen 361102, China
Abstract: The mud crab Scylla paramamosain, a eurythermal and euryhaline species, is a commercially exploited crab inhabiting the southeastern coast of China. In recent years, mud crab aquaculture has suffered as a result of unsettled weather, which has led to a seasonal temperature and salinity changes in the sea water. This study aims to explore the molecular mechanism of cold tolerance in S. paramamosain by examining the expression of adenine nucleotide translocase 2 (ANT2) at different temperatures and salinities. ANT belongs to the mitochondrial carrier superfamily (MCF). It is the most abundant inner membrane protein of the mitochondrion and is responsible for the transport of ADP and ATP in the cytoplasm and mitochondrial matrix through the inner mitochondrial membrane. In this study, the relative expression of ANT2 mRNA was detected using real-time quantitative polymerase chain reaction at different temperatures (10℃, 15℃, 20℃, 25℃), and low temperatures (10℃, 15℃) combined with salinity (10, 35) in mud crabs (carapace width 3.7–5.8 cm, body weight 80–100 g). Real-time qPCR indicated that, at different temperatures, ANT2 was expressed in the hepatopancreas, muscle and gill. The relative expression of ANT2 mRNA was lowest in the hepatopancreas, at a medium level in muscle, and highest in the gill, and the results indicated that the expression of ANT2 was tissue-specific. With declining temperature, the expression of ANT2 mRNA decreased generally, but at 15℃ in the muscle (1–12 h) and gill, the expression of ANT2 was significantly higher than that at 20℃(P<0.05). The expression pattern of ANT2 at different temperatures demonstrated that it might be associated with energy metabolism, and participate in stress responses at a certain range of low temperatures, stimulating the expression of ANT2 in the mud crab. At the same temperature, the expression of ANT2 at a salinity of 10 was significantly higher than at the higher salinity of 35 (P<0.05), which indicated low salinity might be helpful for metabolism in mud crabs, enhancing cold resistance. This research might provide theoretical guidance for crab aquaculture and management to some extent.
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