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摘要: 以经过连续多代抗寒选育获得的尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)耐寒品系为实验材料, 克隆了尼罗罗非鱼水通道蛋白基因(AQP1)的cDNA序列, 并采用实时荧光定量PCR分析方法探讨了低温胁迫对罗非鱼AQP1基因表达水平的影响。序列分析结果显示, 尼罗罗非鱼AQP1 cDNA长度为1 098 bp, 包含36 bp的5′端非翻译区序列、783 bp开放阅读框(ORF)和279 bp的3′非翻译区序列, 编码261个氨基酸。氨基酸序列比对表明, 各物种间AQP1序列的同源性较高(96%~59%)。聚类分析表明, 尼罗罗非鱼首先与同属鲈形目丽鱼科的斑马拟丽鱼(Maylandia zebra)聚在一起, 再与其他硬骨鱼类聚为一类。实时荧光定量PCR 结果表明: 在水温从30℃逐渐降到10℃过程中, 肌肉和肝组织AQP1基因的表达量从20℃开始均逐渐下调。其中肌肉组织中, 与30℃时的表达量相比, 耐寒品系在20℃时表达量大幅度下调, 当水温为15℃时, 其表达量下调幅度为22.16倍。当水温降到10℃时, 其表达量下调了107.73倍。而对照组AQP1基因的表达量在15℃时, 下调幅度为5.38倍。当水温达到10℃时, 其表达量下调幅度为11.30倍。结果分析显示, 耐寒品系与对照组AQP1基因在低温条件下的表达量存在显著性差异(P<0.05)。而在肝组织中, 当水温降到15℃时, 耐寒品系和对照组的表达量下调幅度分别为3.38倍、1.42倍。水温降到10℃时, 其表达量上调幅度分别为18.85倍、9.01倍。结果分析表明, 低温条件下耐寒品系与对照组AQP1基因在肝组织中的表达差异不显著(P>0.05)。结果表明, AQP1表达对温度敏感, 耐寒品系较高的耐寒能力与其在低温条件下的肌肉组织大幅上调表达有关。由此可见, AQP1基因在罗非鱼低温适应过程中发挥重要作用, 是潜在的研究罗非鱼耐寒机制的候选基因之一, 本研究为进一步研究罗非鱼的耐寒分子机制和开展鱼类抗逆育种提供参考。
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罗非鱼作为世界重要的养殖鱼类, 现已成为中国主要的出口商品鱼之一。罗非鱼为温水性鱼类, 主要分布于热带、亚热带地区。水温是影响罗非鱼生存、生长的重要环境因子之一, 其变化会导致罗非鱼产生一系列的生理生化变化, 尤其是低温对罗非鱼的新阵代谢、神经内分泌、细胞膜流动性、物质运输以及免疫机能影响较大。罗非鱼对低温敏感, 低温可以引起莫桑比克罗非鱼(Oreochromis mossambicus)Na+-K+ ATPase活力的降低, 血浆渗透压先升后降, 从而导致莫桑比克罗非鱼冬季大量死亡[1], 也可以引起尼罗罗非鱼(O. niloticus)血液中皮质醇、肾上腺素、去肾上腺素等含量的升高, 血清中溶菌酶活力、补体3和补体4含量等免疫指标的降低, 导致鱼体免疫力的下降[2–3]。罗非鱼在细胞物质运输方面的低补偿率可能是其在低温下生理机能受限的一个原因, 其在相对低温条件下细胞液相内吞率只有36%的补偿率, 而虹鳟(Oncorhynchus mykiss)发生了高达90%的补偿作用[4]。另外, 低温能引起罗非鱼血清中总蛋白、甘油三酯、血糖、胆固醇、谷丙转氨酶及谷草转氨酶活性等发生改变[3]。

水通道蛋白(aquaporin, AQP)是一类选择性高效转运水分子的细胞膜通道蛋白, 广泛存在于原核和真核生物细胞的细胞膜上, 主要介导自由水分子的被动跨膜转运, 对保持细胞内外环境的稳态平衡起着重要的作用[5]。目前在植物、微生物、脊椎动物和无脊椎动物中已经发现了200多种水通道蛋白亚型[6], 其中AQP1 研究的最为广泛和深入。AQP1是第一个被发现鉴定的分子量为28 kD的水通道蛋白, 1988年Agre等[7]从红细胞膜分离纯化Rh血型多肽时偶然发现了疏水性膜蛋白, 称为形成通道整合膜蛋白28 (CHIP28)。它不仅通过介导水的跨膜转运来调节渗透压, 还与小分子气体交换和运输等有关, 也与某些疾病有着重要联系[8]。有关鱼类AQP1基因的研究还较少, 如在欧洲鳗鲡(Anguilla ang​uilla)[9]、平鲷(Sparus sarba)[10]、大西洋鲑(Salmo salar)[11]、金头鲷(Sparus aurata) [12]、半滑舌鳎(Cy​n​oglossus semilaevis) [13]、斑马鱼(Danio rerio)[14]、日本鳗鲡(Anguilla japonica) [15–16]、攀鲈(Anabas tes​tu​dineus)[17]克隆分析了AQP1 基因, 这些研究结果表明, AQP1基因与鱼类细胞水分子转运、渗透压调节以及卵母细胞成熟吸水膨胀有密切关系。
本研究克隆得到了尼罗罗非鱼AQP1 基因编码序列, 并比较分析了尼罗罗非鱼耐寒品系与对照组AQP1基因在低温条件下的表达特点, 为研究罗非鱼的耐寒分子机制和开展鱼类抗逆育种提供参考。

1  材料与方法

1.1  实验材料

实验用尼罗罗非鱼由珠江水产研究所高要水产种质工程基地提供, 该实验材料为本课题组采用连续多代的抗寒选育而获得的耐寒品系(第8代, F8), 体质量(34.25±4.71) g。对照组为从耐寒品系选育的基础群体中随机采集的样品(F0), 体质量(35.92±2.32) g[18]。实验鱼于实验室常温暂养7 d后, 每组挑选健康个体30尾进行室内低温胁迫实验, 每12 h水温降低1℃, 分别在30℃、25℃、20℃、15℃和10℃时进行取样。当降至目标温度并保持48 h时, 取肌肉和肝组织置于液氮中冻存。
1.2  总RNA的提取及反转录

剪取尼罗罗非鱼肝组织约20 mg, 加1 mL的裂解液RL后, 冰上匀浆提取总 RNA。具体抽提步骤按Bioteke公司的高纯度总RNA快速提取试剂盒手册进行。0.8% 琼脂糖凝胶电泳检测RNA 完整性, 使用紫外分光光度计检测RNA的浓度和纯度, 于–80℃保存。用TaKaRa公司的Prime​ScriptTM 1st Strand cDNA Synthesis Kit试剂盒将得到的总RNA反转录合成第一链cDNA, 产物作为cDNA克隆的模板, 保存于–20℃备用。

1.3  cDNA 克隆和序列分析

参照多种鱼类的AQP1序列, 设计引物AQP1- F1和AQP1-R1(序列见表1), 以合成的第一链cDNA为模版进行扩增。PCR 反应体系: 10×PCR buffer 2.5 μL, TaKaRa ExTaq 0.25 μL(5 U/μL), 上下游引物(20 μmol/L)各0.25 μL, cDNA 1 μL, 无菌双蒸水补至25 μL; PCR 反应条件: 94℃预变性4 min; 94℃ 30 s, 59℃ 30 s, 72℃ 1 min, 共32 个循环; 最后一个循环结束后72℃延伸10 min。扩增产物1%琼脂糖凝胶电泳并切割目的条带, 回收纯化特异片段。特异片段连接到pMD-19T载体上并转化大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α感受态细胞, 筛选阳性克隆, 提取重组质粒送上海生工生物技术公司测序。应用Vector NIT suit 8分析软件分析所得序列, 用BLAST程序查找GenBank数据库, 获得同源序列, 使用MEGA 5.0 软件构建系统进化树。

1.4  荧光定量RT-PCR分析

依据获得的AQP1序列, 设计特异性引物AQP1-F2和AQP1-R2, 预期扩增片段大小145 bp。内参基因选用EF1α (Elongation factor-1 alpha), 其引物序列参照Pang等(2013)[19], 引物具体序列见表1。荧光定量RT-PCR的实验步骤主要参照朱华平等[20] 2011年报道的方法。提取尼罗罗非鱼不同水温处理的肌肉和肝组织总RNA, 以随机引物逆转录合成第一链cDNA, 产物作为实时荧光定量RT-PCR分析的模板。荧光定量PCR反应在ABI公司7300定量PCR 仪上进行。参照Livak 等[21]的方法计算AQP1基因的表达差异, 并采用SPSS 统计软件进行单因素方差分析并进行Duncan多重比较, 当P<0.05 时认为差异显著。实验数据用平均数±标准误(
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±SE) 表示。
表1  实验所用引物序列

Tab. 1  Nucleotide sequences of the primers

	引物名称

primer
	引物序列

primer sequence

	AQP1-F1

AQP1-R1
	5′- CTTACAGAGGACCAGCTCAAAC -3′

5′- AATGGCTCAACCTGGAATACTG -3′

	AQP1-F2

AQP1-R2
	5′ - GCCTCCTTCCTATTTCGCTCAT - 3′
5′ - AATGGCTCAACCTGGAATACTG - 3′

	EF1α-F

EF1α-R
	5′- TGCTGGATTGCCACACTGCC - 3′
5′- GACCGAGGGGAGGGTAGTTG - 3′


2  结果与分析

2.1  尼罗罗非鱼AQP1的序列分析 

通过PCR克隆获得的AQP1基因全长1 098 bp, 包含5′端非翻译区序列36 bp、783 bp开放阅读框(ORF)和3′端非翻译区序列279 bp, 编码261个氨基酸, 相对分子质量为27.483 kD, 理论等电点(isoelectric point)为6.88。AQP1蛋白为含有6个跨膜螺旋结构的膜蛋白, 其跨膜结构分别位于9~35、43~62、89~110、130~149、161~176和201~221氨基酸位置。在70至72和184至186位置上有AQP家族成员高度保守的NPA(天冬酰胺-脯氨酸-丙氨酸, Asn-Pro-Ala) 基序结构序列。位于第二个NPA串联序列前方的181位置上, 存在一个潜在的水银复合物抑制细胞透水性的半胱氨酸残基结合位点。第50(苯丙氨酸)、172(组氨酸)和187(精氨酸)氨基酸残基位置上分别存在微孔形成区域(图1)。
2.2  尼罗罗非鱼AQP1基因的系统关系分析

通过氨基酸序列比对显示, 尼罗罗非鱼与其他物种AQP1的同源性为斑马拟丽鱼(Maylandia zebra)96%、黑尾重牙鲷(Diplodus sargus)93%、平鲷(Rhabdosargus sarba)92%、狼鲈(Dicentrarchus labrax)92%、白斑狗鱼(Esox lucius)86%、欧洲鳗鲡(Anguilla anguilla)83%、斑马鱼(Danio rerio) 74%、鸡(Gallus gallus)63%、小鼠(Mus musc​ulus) 59%和人类(Homo sapiens)59%。
采用MEGA 5.0软件, 构建了AQP1蛋白的系统进化树。尼罗罗非鱼AQP1与同属鲈形目丽鱼科的斑马拟丽鱼首先聚在一起, 依次与狼鲈、黑尾重牙鲷、平鲷等鲈形目鱼类聚在一起, 然后与白斑狗鱼、鳗鲡、斑马鱼等鱼类聚为一类, 而爪蟾、鸡、鼠和人等脊椎动物聚为一类(图2)。
2.3  尼罗罗非鱼AQP1基因在不同温度条件下的表达分析

利用实时荧光定量RT-PCR分析了不同水温条件下尼罗罗非鱼耐寒品系和对照组AQP1基因的表达水平。结果显示, 水温从30℃逐渐降到10℃, 肌肉组织和肝组织中AQP1基因的表达量在25℃时的表达量略有上调, 从20℃开始表达量逐渐下调。其中, 在肌肉组织中, 与30℃时的表达量相比, 耐寒品系在20℃时表达量大幅度下调。当水温达到15℃时, 其表达量下调幅度为22.16倍。当水温降到10℃时, 其表达量下调幅度为107.73倍。而对照组AQP1基因的表达量在15℃时, 表达量下调幅度为5.38倍, 当水温达到10℃时, 其表达量下调幅度为11.30倍(图3)。结果分析表明, 低温条件下耐寒品系与对照组肌肉组织中AQP1基因的表达存在显著性差异(P <0.05)。在肝组织中, 与30℃时的表达量相比, 耐寒品系在20℃时表达量开始下调, 当水温降到15℃时, 其表达量下调幅度为3.38倍, 水温降到10℃时, 其表达量下调幅度为18.85倍。而对照组AQP1基因的表达量在15℃时, 其表达量下调幅度为1.42倍, 当水温达到10℃时, 其表达量下调幅度为9.01倍。结果分析表明, 低温条件下耐寒品系与对照组的肝组织中AQP 1基因的表达量差异不显著(P >0.05)(图4)。
3  讨论

AQP1一级结构为6次跨膜的单肽链, 其中-NH和-COOH末端位于胞质侧, 含3个胞外环(A、C、E环)和2个胞内环(B、D环), 其中B、E环各有一段高度保守的NPA(天冬酰胺-脯氨酸-丙氨酸, Asn-Pro-Ala)串联序列[22]。四级结构是由4
[image: image2.png]Je ¥ % 464t Oreochromis niloticus
Bt SRR i Maylandia zebra
WM BZ 65 Anguilla anguilla
H A B0 Anguilla japonica
45384 Sparus aurata

A4 Diplodus sargus

-8 Rhabdosargus sarba
BEHyt6 Danio rerio
ABIMITE Xenopus laevis

X Gallus gallus

S, Mus musculus

N Homo sapiens

Je ¥ % 464t Oreochromis niloticus
Bt SRR i Maylandia zebra
WM BZ 65 Anguilla anguilla
H A B0 Anguilla japonica
45384 Sparus aurata

A4 Diplodus sargus

-8 Rhabdosargus sarba
BEHyt6 Danio rerio
ABIMITE Xenopus laevis

X Gallus gallus

S, Mus musculus

N Homo sapiens

Je ¥ % 464t Oreochromis niloticus
Bt SRR i Maylandia zebra
WM BZ 65 Anguilla anguilla
H A B0 Anguilla japonica
45384 Sparus aurata

A4 Diplodus sargus

-8 Rhabdosargus sarba
BEHyt6 Danio rerio
ABIMITE Xenopus laevis

X Gallus gallus

S, Mus musculus

N Homo sapiens

(186)
(185)
(187)
(188)
(183)
(186)
(182)
(185)
(201)
(195)
(194)
(194)

TMD1 T™D?2 100

M-REFKSKAFWRAV LAELVGMT LE TELSTATAIGNTNNANPD ————————~— QEVKVSLAFGL ATAT LAQS LGHISGAHL NPA VTLG MLASCQILS VFK
M-REFKSKAFWRAV LAELVGMT LE TELSTATAIGNTNNSNPD ——————————~— QEVKVSLAFGL ATAT LAQS LGHISGAHL NPA VTLG MLASCQILS VFK
MMKELKSKAFWRAV LAE LLGMT LE TELSTAAATGNPNNSNPD —————————— QEVKVSLAFGL STAT LAQS LGHISGAHL NPA VTLG MLASCQIS MLK
MTKELKSKAFWRAV LAE LLGMT LE TELSTAAATGNRHNSNPD —————————— QEVKVSLAFGL STAT LAQS LGHISGAHL NPA VTLG MLASCQIS MLK
M-REFKSKDEWRAV LAE LVGMT LE IFLSI STAIGSTN——PD QEVKVSLAFGL ATAT LAQS LGHISGAHL NPA VTLG MLASCQILS VFK
M-REFKSKDEWRAV LAELVGMT LE TELSI STAIGNANNTNPD —————————— QEVKVSLAFGL ATAT LAQS LGHISGAHL NPA VTLG MLASCQILS VFK
M-REFKSKDEWRAV LAELVGMT LE TFLSISTAIGSAN —PN———————~— QEVKVSLAFGL ATAT LAQS LGHISGAHL NPA VTLG MLASCQILS VFK
M-NELKSKAFWRAV LAE LLGMT LE TELSI TAAVGNANTQNPD ———————— QEI KVALAFGL STAT LAQS LGHISGAHL NPAVTLG LLASCQIS LLR
MASELKKKAFWRAV TAEFLAMI LEVEISTIGSALGIQYPIPSDPTNATSTDTRPQDIV — KVSLAFGL ATAT LAQS VGHISGAHL NPA VTLG CLLSCQILS ILK
MASEFKKKMEWRAV VAEFLAMI LE IFISIGSALGFNFPVSVNG ————— TSATQDNV KV SLAEGL STATMAQS VGHISGAHL NPA VTLG LLLSCQIS IFK
MASEIKKKLEWRAV VAEFLAMT LEVEISIGSALGFNYPLERN ————— QTLVQDNV KVSLAFGL STAT LAQS VGHISGAHL NPAVTLG LLLSCQIS ILR
MASEFKKKLEWRAV VAEFLATT LEVEISIGSALGFKYPVGNN —————— QTAVQDNV KV SLAFGL STAT LAQS VGHISGAHL NPAVTLG LLLSCQIS IFR

L A AA
TMD?3 TMD4 TMD5 200

ATMY TTSQMLGSALASG TVYGTRPDN —ITVLGLNALNGVTPS —QGVGIELLA TFQLVLCV TAVTDKRRRDVTGSAPLA 1GLSV CLGHL AATSY TGCG TNP
ATMY TTAQMLGSALAG —TVYGTRPEN —RTE LGVNALNGVTPS —QGVGIELLA TFQLVLCV TAVTDKRRRDVTGSAPLA 1GLSV CLGHL AATSY TGCG TNP
AVMY TVAQMLGASVASG TVYGVRPEG —VTALGLNSLNKIT PS—-QGVGVELLA TFQLVLCV TATTDKRRRDVTGSAPLA 1GLSVALGHL TAT SF TGCG TNP
AVMY VVA QMLGSSVASG TVYGVRPQNNNTT LGLNSLNKISPS —QGVGVEFLA TFQLVLCYV TATTDKRRRDVTGSAPLA 1GLSVALGHL TATSF TGCG TNP
AVMY TVAQMLGSALASG TVYGTRPST —TDKLGLNALTGVTPS —QGVGIELLA TFQLVLCV TAVTDKRRRDVTGSAPLA 1GLSV CLGHL AATSY TGCG TNP
AVMY TVAQMLGSALASG TVYGTRPST —TDGLGLNTLAGVTPS —QGVGIELLA TFQLVLCV TAVTDKRRRDVTGSAPLA 1GLSV CLGHL AATSY TGCG TNP
AVMY TVAQMLGSALASG TVYGTRPST —TAELGLNTLTGVTPS —QGVGIELLA TFQLVLCV TAVTDKRRRDVTGSAPLA G-LSV CLGHL AATSY TGCG TNP
AVMY TLA QMIGATVASA TVLGVSKGD ——— ALGLNQIHTDISAG QGVGIELLA TFQLVLCYV LATTDKRRRDVSGSAPLA 1GLSV CLGHL TAT SF TGCG TNP
ALMY TTAQCLGAVVGTA TLSGITTQISK NSLGLNGLSEGISQG QGLGVE IMVTFQLVLCYV VATTDRRRNDVSGSAPLA 1GLSVALGHL TATDY TGCG MNP
ALMY TLAQCLGAVVATA TLSGVTSSLPYNS LGLNALAKGINAG QGLGIETTATLQLVLCYV LATTDRRRNDVSGSAPLA 1GLSVALGHL LATDY TGCG TNP
AVMY TTAQCVGATVATA TLSGITS SLVDNS LGRNDLAHGVNSG QGLGIETIG TLQLVLCYV LATTDRRRRDLGGSAPLA 1GLSVALGHL LATDY TGCG TNP
ALMY TTAQCVGATVATA TLSGITSSLTGNS LGRNDLADGVNSG QGLGIETIG TLQLVLCYV LATTDRRRRDLGGSAPLA 1GLSVALGHL LATDY TGCG TNP
*

TMD6 276
ARSFGPALTLNN FTNHWVY WVGP MCGG VA AALL YDE LLSPKFD DFPD RLKVLVS GPVGD YDVNGGNDATTV EMTSK
ARSFGPALTVMNN FTDHWVY WVGP MCGG VA AALL YDE LLSPKFD DFPD RMKVLVS GPVGD YDVNGGNDATTM EMTSK
ARSFGPAVILGD FSDEWVYWVGP MCGG VA AALY YDE LLHPKFD DFPE RMKVLVS GPDGD YDVNGPDDVPAV EMSSK
ARSFGPALTLGN FTNHWVY WVGP MCGG VA AALY YDE LLHPKFD DFPE RMKVLVS GPDGD YDVNGPDDVPAV EMSSK
ARSFGPALTLNN FTNHWVY WVGP MCGG VA AALT YDE LLSPKFD DFPE RMKVLVS GPVGD YDVNGGNDATAV EMTSK
ARSFGPALTLNN FTNHWVY WVGP MCGG VA AALT YDE LLSPKFD DFPE RMKVLVS GPVGD YDVNGGNDATAV EMTSK
ARSFGPALTLND FTNHWVY WVGP MCGG VA AALT YDE LLSPKF DDFPE RMKVLVS GPVGD YDVNGGNDATAV EMTSK
ARTFGPAMIRLD FANHWVY WVGP MCGG VA AALT YDE LLYPKMD DFPE RVRVLVS GPATD YEVNGTDDPPAV EMSSK
ARSFGSAVVANQ FTNHW IFWVGP MT GGAAAATT YDE TLSPRTS DFTD RIKVWTN GQVEE YETDDD — HARV EMKPK
ARSFGSALTANN FENHW IFWVGP TTGGAGAALT YDE TLAPRSS DLTD RVKVWTS GQVEE YDLEGDDMNSRV EMKPK
ARSFGSAVLTRN FSNEW IFWVGP FTGGALAVLT YDE TLAPRSS DFTD RVMK VWTS GQVEE YDLDADDINSRV EMKPK
ARSFG SAVITHN FSNHW IFWYGP FT1GGALAVLT YDF T LAPRSS DLTD RVK VWTS GQVEE YDLDADDINSRV EMKPK





图1  尼罗罗非鱼与其他物种AQP1氨基酸序列比对
6个预测的跨膜螺旋结构(TMD1-6)用横线表示, 水银化合物结合位点用星号(*)表示, N端糖基化位点用箭头号表示, 中心孔道内残基用▲表示, 芳香族化合物/精氨酸(aromatic/arginine (ar/R) constriction)模体结构用△表示。用于比对序列的GenBank序列号: 斑马拟丽鱼 (Maylandia zebra, XM_004542847); 欧洲鳗鲡(Anguilla Anguilla, AJ564420); 日本鳗鲡 (Anguilla japonica, BAC82109); 金头鲷(Sparus aurata, EF011739); 牙鲷(Diplodus sargus, JN210582); 平鲷 (Rhabdosargus sarba, JF803845); 斑马鱼 (Danio rerio, AY626937); 非洲爪蟾 (Xenopus laevis, NP_001085391); 鸡(Gallus gallus, NP_001034542); 鼠 (Mus musculus,
NM_007472); 人 (homo sapiens, NM_198098).

Fig. 1  Alignment of the deduced amino acid sequence of Oreochromis niloticus aquaporin 1 (AQP1) 
in comparison with those from other species

Symbols in the alignment are as follows: Identical amino acids are indicated by shaded residues. Predicted transmembrane domains (TMD1-6) are annotated with horizontal lines. The binding site for AQP1-inhibitor HgCl2 is indicated by an asterisk (*). N-glycosylation site is annotated by arrow. Central pore-lining residues are indicated with open triangles (▲). The aromatic/arginine (ar/R) constrictions are indicated with filled triangles (△). The numbers on the left correspond to amino acid positions in the protein sequences. Sequence alignment was performed using the program Clustal W. GenBank accession numbers of the sequences analyzed are given in parentheses: zebra mbuna (Maylandia zebra, XM_004542847); European eel (Anguilla anguilla, AJ564420); Japanese eel (Anguilla japonica, BAC82109); gilthead seabream (Sparus aurata, EF011739); white sea bream (Diplodus sargus, JN210582); stumpnose bream(Rhabdosargus sarba, JF803845); zebrafish (Danio rerio, AY626937); African clawed frog (Xenopus laevis, NP_001085391); chicken (Gallus gallus, NP_001034542); mouse (Mus musculus, NM_007472); human (Homo sapiens,
NM_198098).

个对称排列的各长5 nm、直径3 nm的圆筒状亚基包绕而成的四聚体, 并且每个亚基链跨越细胞膜6次, 是一个独立的功能单元, 中间形成直径为0.6 nm 的水分子穿越的孔道。水分子成单一纵列进入弯曲狭窄的孔道, 孔道中的极性与偶极力会帮助水分子旋转, 以一定的角度通过狭窄的通道。AQP1对水的转运具有高度的选择性, 孔道中有一个带正电的区域, 会排斥带正电的离子, 避免水合质子的通过[5]。本实验结果表明, 尼罗罗非鱼AQP1基因与其他硬骨鱼类的具有较高的同源
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图2  尼罗罗非鱼和其他物种AQP1氨基酸序列构建的NJ系统进化树

系统树结点的数值代表1 000 次评估的自举检验置信度, 括号内为基因序列号.
Fig. 2  Phylogenetic tree of AQP1 amino acid sequences from Nile tilapia O. niloticus and other vertebrates constructed using MEGA 5.0 with the Neighbour-joining method

Numbers of each node indicates the percentage of bootstrap test of a 1 000 replications. The GenBank accession numbers are indicated in parenthesis for each sequence.
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图3  不同温度下尼罗罗非鱼肌肉组织中AQP1基因的
相对表达水平

不同小写字母表示不同水温下耐寒品系AQP1基因相对表达量间存在显著性差异(P<0.05); 不同大写字母表示不同水温下对照组AQP1基因相对表达量间存在显著性差异(P<0.05,
单因素方差分析并进行Duncan多重比较).
Fig. 3  Relative expression levels of AQP1 gene in muscle of Nile tilapia under different temperatures 

Different small letters indicate significant difference between expression levels of AQP1 gene of the cold-tolerance tilapia stain under different temperatures, and different capital letters indicate significant difference between expression levels of AQP1 gene of the control under different temperatures 
(P<0.05, one-way ANOVA, followed by Duncan’s).

性, 含有水通道蛋白家族共有的6个跨膜螺旋结构, 也存在与水转运功能密切相关的包含高度保守NPA的B、E环结构。在第二个含有NPA的区

域中, 存在一个水银复合物抑制细胞透水性的半
[image: image5.png]relative expression units

N
W

g
o

[
W

[
e

<
D

n=6;x+SE O 5& 5 Zcold tolerance

%} BEZH control

IR FE/°C temperature




图4  不同温度下尼罗罗非鱼肝组织中AQP1基因的相对表达水平

不同小写字母表示不同水温下耐寒品系AQP1基因相对表达量间存在显著性差异(P<0.05); 不同大写字母表示不同水温下对照组AQP1基因相对表达量间存在显著性差异(P<0.05,

单因素方差分析并进行Duncan多重比较).
Fig. 4  Relative expression levels of AQP1 gene in liver of Nile tilapia under different temperatures

Different small letters indicate significant difference between expression levels of AQP1 gene of the cold-tolerance tilapia stain under different temperatures, and different capital letters indicate significant difference between expression levels of AQP1 gene of the control under different temperatures (P<0.05,
one-way ANOVA, followed by Duncan’s).
胱氨酸残基结合位点, 这与人类及其他硬骨鱼类AQP1基因相似[22]。

研究表明, AQP1基因不但在水分子的快速跨膜转运中起到主要作用[23], 而且还具有阳离子通道的作用[24], 同时有助于CO2和NH3的交换运输[14, 17, 25]。但有研究指出, AQP1只是水选择性跨膜通道, 并不具有环化核苷酸门控阳离子通道(cyclic nucleotide-gated)的活性[26]。然而对攀鲈的研究结果显示, AQP1基因的主要功能为对NH3的调节运输[17]。关于鱼类AQP1基因的研究, 海水鱼类相关的研究较多, 主要与水分子的跨膜运输有关。通过慢性盐度适应实验表明, 平鲷鳃中AQP1基因在盐度为0时的表达量最高, 而肾在不同的盐度条件下没有变化。但急性盐度(从30×10–12到6×10–12)实验表明, 在肠中的表达变化明显, 但在肾和鳃中的表达变化不明显[10]。大西洋鲑AQP1基因在淡水适应过程中, 鳃的表达量最高, 在海水适应过程中, 肾的表达量最高。而直接从淡水转到海水中, AQP1的表达量在中肠和肾中增加[11]。欧洲鳗鲡肠中AQP1基因在海水中表达量比在淡水中的表达量高[9], 在日本鳗鲡[15]、金头鲷[12]中也得到相似的结果。但海水适应对攀鲈AQP1基因的表达没有显著影响[17]。另外, 研究表明金头鲷的AQP1在卵黄发生前期和卵黄发生期高度表达[27]。AQP1在日本鳗鲡卵母细胞的核仁外周期大量合成, 主要位于卵黄周围的胞质中, 但随着卵母细胞的发育, 表达量逐渐降低, 表明该基因在日本鳗鲡卵母细胞的发育过程中合成, 并在卵母细胞的吸水膨胀过程中起到重要作用[16]。有关罗非鱼相关基因低温诱导表达的研究较少。谢建丽等[28]的研究表明, 尼罗罗非鱼在不同低温诱导48 h后TCP-1-beta和TCP-1-eta均呈上调表达, 在18℃时表达开始上调, 至12℃时表达量达到最高, TCP-1-beta和TCP-1-eta上调幅度分别达到常温的12.2倍和10.7倍。尼罗罗非鱼HSP70 mRNA水平在急性冷应激后12 h出现显著升高[3]。目前, 关于AQP1与鱼类耐寒能力相关性的研究还没有报道。

本研究克隆了尼罗罗非鱼AQP1基因编码序列, 并分析了在低温诱导条件下的该基因表达情况。序列比对分析表明, AQP1与其他鱼类的同源性为96%~74%, 与小鼠和人类AQP1的同源性为59%, 具有较高的同源性, 提示在各物种间AQP1功能的保守性。分析不同低温条件下的AQP1相对表达量显示, 水温从30℃逐渐降到10℃, 肌肉和肝组织中AQP1基因的表达量从20℃开始均逐渐下调。在肌肉中, 与30℃时的表达量相比, 对照组AQP1基因的表达量在15℃时, 表达量下调了5.38倍, 当水温达到10℃时, 其表达量下调了11.30倍。通常当水温低于15℃时, 罗非鱼躲藏于池底, 停止摄食, 处于休眠状态。实验中水温达到10℃时, 对照组罗非鱼多处于倒立或昏迷状态, 对低温的耐受力达到极限, 机体的各项机能降低。而耐寒品系在20℃时表达量大幅度下调, 当水温为15℃时其表达量下调了22.16倍。当水温降到10℃时, 其表达量下调幅度为107.73倍, 此水温时的实验鱼还处于正常的游动状态, 表明了耐寒品系尼罗罗非鱼具有较高的耐寒能力, 与对照组表达量相比较, 存在显著性差异(P<0.05)。而在肝组织中, 当水温降到15℃时, 耐寒品系和对照组的表达量分别下调了3.38倍、1.42倍。水温降到10℃时, 其表达量下调幅度分别为18.85倍、9.01倍。结果分析表明耐寒品系与对照组肝组织中AQP1基因的表达量差异不显著。基因表达结果分析也说明了AQP1的表达对温度敏感, 是潜在的研究罗非鱼耐寒机制的候选基因之一。在树蛙(Hyla chrysoscelis)和面包酵母(Sacchar​omyces cerevisiae)研究中得到了不同的结果, 可能与物种不同其对低温胁迫的调控机制不同有关, 但都说明AQP1基因与这些物种的抗寒性能相关。在适应于低温地区生活的树蛙中, 其肝组织AQP1的表达是生活在温暖地区的5倍, 认为当低温发生时, 耐寒树蛙能加快水和丙三醇的跨膜运输, 水分子会从细胞内转运到细胞外液中, 甚至于血的含水量也将减少, 丙三醇在各个组织中循环分布, 这表现在肌体的淋巴液增多, 而组织中的含水量没有变化[29]。在面包酵母中, 缺失AQP1的实验菌株对低温敏感, 而AQP1基因的高表达能提高其抗寒能力, 并且高表达不影响面包酵母的生长和发酵特性[30]。

本研究中, 低温胁迫可以诱导罗非鱼耐寒品系与对照组AQP1基因较大幅度的下调表达, 但下调的幅度有明显的差异, 这也表现在它们对低温胁迫的忍受能力存在差异。尼罗罗非鱼耐寒品系的耐寒能力较高, 可能与AQP1基因在低温条件下大幅下调表达有关, 其机制可能是在低温条件下, AQP1基因表达量大幅下调, 降低细胞膜上AQP1的含量或活性, 减少水分子的跨膜运输, 使细胞内环境保持相对稳定, 降低外界低温对细胞的损害。罗非鱼在抗寒选育过程中, 经受了低温胁迫和适应的过程, 基因组原来的甲基化模式受到影响[18], 可能启动对胁迫的能动应激机制, 抑制一些物质的表达, 同时诱发另一些相关基因的激活而转录, 提高表达, 从而增强对胁迫的抵抗力, 减少逆境对机体的伤害, 使罗非鱼能够更好的适应环境的需要。但目前对罗非鱼耐寒机制的研究较少, 对影响鱼类耐寒性能的相关因素了解不多, 它们之间的相互作用模式以及如何调节低温胁迫应激反应的机制还有待下一步深入研究。本研究分析了尼罗罗非鱼AQP1基因的分子特征, 并分析了尼罗罗非鱼耐寒品系和非耐寒品系在低温条件下的表达情况, 为进一步研究罗非鱼的耐寒分子机制提供参考。
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Effects of cold stress on Aquaporin gene (AQP1) expression in tilapia Oreochromis niloticus

ZHU Huaping, LIU Yujiao, LIU Zhigang, LU Maixin, GAO Fengying, KE Xiaoli, HUANG Zhanghan

Key Laboratory of Tropical and Subtropical Fishery Resource Application and Cultivation, Ministry of Agriculture, China; Pearl River Fisheries Research Institute of Chinese Academy of Fishery Sciences of China, Guangzhou 510380, China
Abstract: The full length cDNA of the Aquaporin gene (AQP1) was cloned and sequenced from cold tolerant Nile tilapia (Oreochromis niloticus) strains developed by successive and directional selective breeding. In addition, the effects of cold stress on AQP1 gene expression levels under low temperature treatments were measured using real-time quantitative PCR. Sequence analysis showed that Nile tilapia AQP 1 cDNA consists of 1 098 base pairs (bp) and encodes a protein of 261 amino acids that contain a 36 bp 5′ untranslated region (UTR), a 783 bp open reading frame (ORF) and a 279 bp 3′ UTR. Multiple alignment and homological analysis revealed AQP1 evolutionary conservation among vertebrates and showed that Nile tilapia AQP1 protein shared high levels of amino acid identity with AQP1 from Maylandia zebra (96%), Diplodus sargus (93%), Rhabdosargus sarba (92%), Dicentrarchus labrax (92%), Esox lucius (86%), Anguilla anguilla (83%), Danio rerio (74%), Gallus gallus (63%), Mus musculus (59%) and Homo sapiens (59%). A phylogenetic tree was constructed using the neighbor-joining method with the deduced amino acid sequences of AQP1 among vertebrates. As expected from the sequence alignment, tilapia AQP1 fell into the cluster with Maylandia zebra AQP 1 first, and then clustered with the other teleost species. To investigate the effects of low temperature on AQP1 expression, we examined the expression of AQP1 mRNA at different temperatures (30℃, 25℃, 20℃, 15℃, 10℃) for 48 h using real-time quantitative PCR. There was a gradual decrease in AQP1 mRNA levels in the muscle and liver from 20℃as the water temperature dropped gradually from 30℃ to 10℃. In the muscle of the cold-tolerant tilapia strain, the AQP1 mRNA levels decreased drastically at 20℃ and were 22.16 times less at 15℃ than at 30℃, and then at 10℃, 107.73 times less down-regulated compared with 30℃. The expression of the AQP1 gene in the control group was 5.38 times less at 15℃than at 30℃, followed by reduced expression at 10℃ which induced an 11.30 fold decrease in transcript amounts. Analysis of variance showed that the expression levels of AQP1 in muscle under cold stress were significantly different between the cold-tolerant tilapia strain and the control group (P<0.05). In the liver of the cold-tolerant strain and the control, the AQP1 mRNA expressions were 3.38 and 1.42 fold down-regulated at 15℃, and then at 10℃, 18.85 and 9.01 fold down-regulated when compared with 30℃. This showed that cold stress had no significant effects on liver AQP1 mRNA expression between the cold-tolerant tilapia strain and the control group (P>0.05). The variation in expression levels suggest that the expression of AQP1 is sensitive to temperature, and the higher cold resistance of the cold-tolerant tilapia strain was closely associated with the drastically down-regulated expression of AQP1 at low temperatures. These results suggest that the AQP1 gene plays an important role in low temperature acclimation and might be one of the cold tolerance-related genes in Nile tilapia. The present results provide a theoretical basis for studying the molecular mechanism of cold tolerance and fish stress resistance breeding.
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