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摘要: 采用RACE技术克隆获得总长为1 712 bp的三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)水通道蛋白基因全长cDNA序列, 命名为PtAQP基因。该基因5′和3′非编码区分别为153 bp和788 bp, 开放阅读框为771 bp, 推测编码256个氨基酸, 预测分子量为27.0 kD, 理论等电点为8.26。生物信息学分析表明, PtAQP含有6个跨膜区和2个NPA单元, 具有与MIP家族匹配的保守氨基酸序列, 属于稳定蛋白; 同源性和系统进化分析表明, 三疣梭子蟹PtAQP氨基酸序列与可口美青蟹(Callinectes sapidus) AQP1的同源性最高(87%), 与可口美青蟹紧密聚为一支; 荧光定量RT-PCR分析表明, PtAQP基因在各组织中均有表达, 而在胃中的相对表达量最高。通过分析PtAQP基因在盐度胁迫中的表达规律发现, 盐度胁迫可显著改变PtAQP基因在三疣梭子蟹鳃和肝胰腺中的表达模式, 整体呈先下降后上升最后下降到初始水平的表达趋势。该研究结果表明, PtAQP基因在三疣梭子蟹渗透压调节中发挥重要作用。
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水通道蛋白(aquaporin, AQP)是一类在细胞膜上介导水分子及其他中性代谢分子跨膜转运的特异性孔道, 属于一个主要内源性蛋白(major intr​in​sic proteins, MIP)家族[1–2]。AQP最早从血红细胞中分离纯化获得[3], 在非洲爪蟾(Xenopus laevis)卵母细胞表达系统中证实了其具有水通道的功能[4]。研究表明, AQP在水分运输、离子选择透过性、渗透压调节等过程中均起到重要作用[5–6]。在渗透压作用下, 水势的变化不仅影响到水通道孔道的开闭, 而且会影响到水通道蛋白的合成[7], 而生物体中70%~90%的水分是通过水通道进行转运的, 因此AQP在维持细胞内外渗透压平衡中发挥着关键的作用[8]。水通道管的空间尺寸限制了比水分子大的小分子的通过, 与此同时水通道管的高度亲水环境阻碍了水溶液中离子的通过, 所以水通道只允许水分子通过[9]。另外, 两个高度保守的天冬氨酸−脯氨酸−丙氨酸(NPA)结构域位于水通道三维结构的核心, 在膜脂双层中间形成一个可双向运输水分的孔道[10]。水通道蛋白的这些特殊结构使得水分能够顺畅地出入细胞, 使细胞始终处在一个稳定的渗透压环境中。关于AQP的研究主要集中在植物和昆虫, 在水产动物中仅有少量相关报道。研究报道表明, AQP在金头鲷(Sparus aurata)[11]、黑鲷(Acanthopagrus schlegeli)[12]、斑马鱼(Danio rerio)[13]、欧洲鳗鲡(Anguilla anguilla)[14]和日本鳗鲡(Anguilla japonica)[15]等鱼类的渗透压调节中均发挥重要作用, 但其在甲壳动物中的研究尚未见报道。

三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)属典型广盐性蟹类, 主要分布于中国、朝鲜、日本和马来西亚群岛等海域, 是中国重要的海水经济养殖品种[16], 可以存活于盐度为13.7~47.7的水环境中[17]。研究表明, 在三疣梭子蟹的育苗过程中, 盐度的微小变化都可能导致变态的推迟、活力变差, 乃至病害的发生[18]。盐度是三疣梭子蟹养殖过程中一个极其重要的因素, 对其存活、摄食和生长均具有重要影响[19−20]。目前关于盐度对三疣梭子蟹影响的研究主要集中在酶活、免疫、蜕皮和能量收支等方面[21−22], 而对盐度胁迫下三疣梭子蟹渗透压调节的分子机理研究较少。

本研究利用从三疣梭子蟹cDNA文库中筛选获得的水通道蛋白基因EST序列, 采用RACE技术, 克隆获得该基因全长cDNA序列, 并对其在盐度胁迫后的三疣梭子蟹鳃和肝胰腺组织中的表达水平变化进行了研究, 以期为三疣梭子蟹AQP基因的生物学功能研究及其在渗透压调节中的作用机理研究奠定理论基础, 同时也为三疣梭子蟹耐盐新品系的选育提供理论指导。
1  材料与方法

1.1  材料

健康三疣梭子蟹取自昌邑市海丰水产养殖有限公司, 体质量(5.78±1.11) g。暂养于3 m3的室内水泥池中, 每池90只, 共9池, 暂养3 d。养殖水温26℃, 盐度33, pH 8.7, 持续充氧, 每天换水1/3, 于18: 00定时投喂蓝蛤。

Trizol Reagent购自Invitrogen公司; SMA​RTTM RACE Amplification Kit和Advantage 2 PCR Kit购自Clontech公司; DNA胶回收试剂盒购自生工生物工程(上海)股份有限公司; SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱ荧光定量试剂盒、PrimeScript RT rea​g​​ent Kit、PMD18-T载体和DH5α感受态细胞均购自TaKaRa公司。
1.2  总RNA的提取及cDNA第一链的合成 

用Trizol试剂分别提取鳃、肝胰腺和肌肉组织的总RNA, 核酸定量仪与1.0%的琼脂糖凝胶电泳检测RNA的质量及完整性; 分别取等量的上述3种组织的总RNA均匀混合, 按照SMARTTM RACE Amplification Kit说明书上的方法分别合成3′和5′RACE的cDNA第一链。
1.3  PtAQP全长cDNA的克隆及测序

根据从三疣梭子蟹cDNA文库中获得的水通道蛋白基因的EST序列, 利用Primer Premier 5.0软件设计3′RACE和5′RACE特异性引物, 所有引物均由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。3′和5′末端扩增使用Advantage 2 PCR Kit进行。3′末端使用特异性引物AQP-F和通用引物UPM进行扩增, 5′末端使用特异性引物AQP-R和通用引物UPM进行扩增(表1)。反应程序: 94 ℃ 30 s, 68 ℃ 30 s, 72 ℃ 3 min, 30个循环。
表1  本研究所用引物序列
Tab. 1  The sequence of primers used in this study
	引物primer
	序列(5′−3′) sequence (5′−3′)

	AQP-F
	AAACAAGGCAGCCTGGGAATGACG

	AQP-R
	TCGGTCTGAGTTGAAGCAAAGTG

	UPM

QAQP-F
	CTAATACGACTCACTATAGGGC

ACACTCCACCCACCAATGA

	QAQP-R
	ATTCCCAGGTTGCCTTGTTT

	β-actin-F
	CGAAACCTTCAACACTCCCG

	β-actin-R
	GGGACAGTGTGTGAAACGCC


3′RACE和5′RACE扩增产物经1.0%的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载体进行连接, 转化大肠杆菌DH5α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  PtAQP基因的生物信息学分析 

利用Vecror NTI 11.0软件对测得的序列进行冗余序列去除和序列拼接, 然后用DNAStar的EditSeq程序进行开放阅读框(ORF)的预测和氨基酸的翻译。PtAQP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 tool软件进行蛋白质理化性质预测, 利用InterproScan软件进行蛋白质功能结构域分析, 利用TMHMM 2.0软件进行蛋白质跨膜区分析。使用Clustal X软件对三疣梭子蟹PtAQP与其他物种的AQP氨基酸序列进行多序列比对, 在此基础上采用MEGA 4.0软件, 以邻接法构建系统进化树。
1.5  盐度胁迫实验

随机挑取暂养3 d的三疣梭子蟹分为3组: 对照组(33)、高盐组(45)和低盐组(11), 每个处理组设3个平行, 每个平行90只。使用地下卤水、自然海水和淡水配制各盐度实验用水, 使用YSI盐度仪进行盐度校准, 具体方法见隋延鸣等[17]。各组分别于胁迫0、3、6、12、24、48和72 h取鳃和肝胰腺, 液氮冷冻保存, 用于RNA的提取, 每个时间点取3只。另取3只健康三疣梭子蟹的第1对鳃、第6对鳃、肝胰腺、肌肉、眼柄、血细胞、心脏、肠和胃, 于液氮中冷冻保存, 用于RNA的提取。
1.6  PtAQP基因的表达分析

Trizol试剂提取不同实验组三疣梭子蟹鳃和肝胰腺组织的总RNA, 使用PrimeScript RT reagent Kit反转录合成cDNA。
根据已获得的三疣梭子蟹内参基因β-actin和PtAQP基因全长序列, 设计两对正反引物(β- actin-F和β-actin-R、QAQP-F和QAQP-R)(表1), 对盐度胁迫不同时间的三疣梭子蟹鳃和肝胰腺中PtAQP基因的相对表达量进行检测。使用SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱ试剂在ABI 7500 Real Time PCR仪上利用Real-time PCR方法对胁迫进程中, 以及各个组织中PtAQP基因的表达情况进行分析。荧光定量PCR反应体系为20 μL, 包括10 μL SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱ (2×), 0.8 μL 10 μmol/L的引物QAQP-F, 0.8 μL 10 μmol/L的引物QAQP-R, 0.4 μL ROX Reference Dye Ⅱ (50×), 2.0 μL cDNA模板, 6.0 μL无菌ddH2O。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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方法计算PtAQP基因的相对表达量, 使用SPSS 17.0软件进行单因素方差分析。
2  结果与分析

2.1  总RNA提取

利用Trizol试剂提取获得三疣梭子蟹鳃、肝胰腺和肌肉组织的总RNA, 经核酸定量仪检测, 其OD260/OD280均在1.9~2.0, 表明总RNA纯度较高; 经1.0%琼脂糖凝胶电泳检测, 28S、18S、5S rRNA条带清晰, 总RNA完整性较好, 质量较高, 符合实验要求。

2.2  PtAQP基因的全长cDNA克隆
以三疣梭子蟹鳃、肝胰腺和肌肉组织的总RNA混合物为模板, 反转录得到3′RACE和5′RACE的cDNA第一链。以特异引物AQP-F和AQP-R分别与通用引物UPM配对, 进行3′和5′RACE扩增, 分别获得大小为1 192 bp和121 bp的cDNA片段。将两片段与已知EST序列进行拼接, 获得三疣梭子蟹AQP基因的全长cDNA序列, 命名为PtAQP, GenBank登录号为KF439862。该基因全长为1 712 bp, 包括153 bp的5′端非编码区(UTR), 788 bp的3′非编码区和771 bp的开放阅读框(ORF)(图1)。3'端含有PolyA尾, 无多聚腺苷酸加尾信号。
2.3  PtAQP基因序列分析及结构域预测

由氨基酸序列分析可知, PtAQP基因编码一个由256个氨基酸组成的蛋白质, 分子量为27.0 kD, 理论等电点为8.26。氨基酸组成分析表明, PtAQP蛋白带有负电的氨基酸残基为14个(Asp和Glu), 带有正电的氨基酸残基为16个(Arg和Lys), 不稳定系数为17.73, 亲水性平均数为0.455, 属于稳定蛋白。TMHMM 2.0软件分析表明, PtAQP含有6个跨膜区(分别位于第25−47、57−79、92−114、138−160、173−192和212−234位氨基酸), 2个NPA结构单元(Asn-Pro-Ala)和１段MIP家族的保守序列(HINPAVTLG)。

2.4  PtAQP基因的同源性分析

利用BLAST对三疣梭子蟹PtAQP基因编码的氨基酸序列进行同源性分析, 发现该序列与可口美青蟹(Callinectes sapidus)AQP1的同源性最高, 为87%; 与其他物种如罗氏沼虾(Macrobra​chium rosenbergii)、斑节对虾(Penaeus monodon)、家白蚁(Coptotermes formosanus)、山松甲虫(Dendroctonus ponderosae)和埃及伊蚊(Aedes aegypti)的同源性分别为64%、63%、51%、48%和48%。通过与可口美青蟹、罗氏沼虾和斑节对虾等动物的AQP氨基酸序列比对发现, NPA结构单元、保守基序HINPAVT和PLAIGL在几个物种中都存在(图2)。
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图1  三疣梭子蟹PtAQP基因核苷酸序列及其推导的氨基酸序列

ATG: 起始密码子; *表示终止密码子; NPA结构单元用方框表示; MIP家族保守序列用下划线表示.
Fig. 1  Nucleotide sequence and deduced amino acids sequence of Portunus trituberculatus PtAQP gene

ATG: the start codon; *donates the stop codon; NPA motifs are marked in boxes; MIP family conserved sequence is underlined.
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图2  三疣梭子蟹PtAQP氨基酸序列与其他物种AQP氨基酸序列比对

NPA结构单元以方框表示; 两个保守序列(HINPAVT和PLAIGL)以下划线表示.

Fig. 2  Amino acid sequences alignment of Portunus trituberculatus PtAQP with other species’ AQP
The NPA structural motifs are marked in the box. Two conserved sequences (HINPAVT and PLAIGL) are underlined.

利用MEGA 4.0软件进行系统进化分析表明, 所有物种的AQP共聚为两大类群: 脊椎动物和无脊椎动物; 而在无脊椎动物中, 三疣梭子蟹与可口美青蟹紧密聚为一支, 之后的聚类顺序依次为罗氏沼虾、斑节对虾(图3)。
2.5   PtAQP基因的组织表达分析

2.5.1  PtAQP基因的组织表达分布  利用实时荧光定量PCR分析了三疣梭子蟹PtAQP基因在不同组织中的表达分布特征, 结果表明, PtAQP基因在第1对鳃、第6对鳃、肝胰腺、肌肉、眼柄、血细胞、心脏、肠和胃中均有表达。其中, 在胃中的表达量最高, 其次为肌肉、眼柄、肝胰腺、鳃和肠, 而在心脏和血细胞中的表达量非常低(图4)。
2.5.2  PtAQP基因在盐度胁迫中的表达分析  三疣梭子蟹盐度胁迫后PtAQP基因在鳃中的相对表达量如图5、6所示。与对照组相比, 高盐度胁迫3 h后, PtAQP基因的相对表达量出现显著下调现象, 随后于3~72 h保持较低的相对表达水平, 各时间点差异不显著(P>0.05, 图5)。低盐胁迫组中, PtAQP基因的相对表达量于低盐胁迫3 h后出现显著下调, 并于12 h达到最小值, 相对表达量为对照组的14%(P<0.05); 随后, PtAQP的相对表达量于24 h开始上调, 并于48 h达到最大值, 相对表达量分别为对照组的1.07倍(P<0.05), 随后相对表达量再次出现下调现象(图6)。

Real-time PCR检测了三疣梭子蟹盐度胁迫后不同时间点肝胰腺中PtAQP基因的相对表达情况。与对照组相比, 高盐胁迫后3 h, PtAQP基因的相对表达量出现显著下调, 并于12 h达到最小值, 为对照组的15%(P<0.05); 随后于24 h出现上调, 但差异不显著(P>0.05); 然后相对表达量于48 h再次显著下调(P<0.05), 并于72 h恢复到初始水平(图7)。低盐胁迫后, PtAQP基因的相对表达量于6 h出现下调现象, 并达到最小值, 但差异不显著(P>0.05); 随后于12~24 h出现显著上
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图3  利用MEGA 4.0软件构建的基于AQP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, 只显示置信度>80%的数值; 标尺长度代表每个位点发生0.1次置换. 各物种AQP登录号: 可口美青蟹(AFR36904)、罗氏沼虾(AET34919)、斑节对虾(AEI25531)、山松甲虫(AEE63193)、家白蚁(BAG72254)、埃及伊蚊(AAF64037)、白斑角鲨(AEJ08190)、斑马鱼(NP_001003749)、野鸽(EMC82019)、小鼠(BAE38677)、

猕猴(EHH17401)、人(CAQ51480).
Fig.3  NJ phylogenetic tree based on AQP amino acid sequences by MEGA 4.0
The figures at the forks indicate the percentage of trees in which this grouping occurred after bootstrapping the data (1000 replicates; shown only when confidence coefficient > 80%). The length of the scaleplate stands for it occurred substitution at 0.1 turn. GenBank accession number of AQP: Callinectes sapidus (AFR36904), Macrobrachium rosenbergii (AET34919), Penaeus monodon (AEI25531), Dendroctonus ponderosae (AEE63193), Coptotermes formosanus (BAG72254), Aedes aegypti (AAF64037), Squalus acanthias (AEJ08190), Danio rerio (NP_001003749), Columba livia (EMC82019), Mus musculus (BAE38677), Macaca mulatta
(EHH17401), Homo sapiens (CAQ51480).
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图4  三疣梭子蟹PtAQP基因在不同组织中的表达分布

不同字母表示组间差异显著(P<0.05), 相同字母表示组间差异不显著(P>0.05).

Fig.4  Distribution of PtAQP gene expression in different tissues of Portunus trituberculatus
Different letters indicate significant differences (P<0.05); same letters indicate no significant differences (P>0.05).
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图5  高盐胁迫下三疣梭子蟹鳃中PtAQP基因的表达情况

不同字母表示不同时间点之间差异显著(P<0.05), 相同字母表示不同时间点之间差异不显著(P>0.05).

Fig.5  Expression of PtAQP gene in Portunus trituberculatus gill tissue under the high salinity stress

Different letters indicate significant differences (P<0.05) betw​een different time points; same letters indicate no significant
differences (P>0.05) between different time points.

调(P＜0.05), 相对表达量为对照组的6.99倍, 然后于48~72 h出现下调现象(图8)。
3  讨论

AQP广泛地分布在动植物细胞膜上, 具有水分运输、细胞的渗透调节、渗透压胁迫响应、离子选择性透过等功能[5−6]。本研究采用RACE技术首次克隆得到三疣梭子蟹水通道蛋白PtAQP基因序列, 全长1 712 bp, 包含771 bp的开放阅读
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图6  低盐胁迫下三疣梭子蟹鳃中PtAQP基因的表达情况

不同字母表示不同时间点之间差异显著(P<0.05), 相同字母表示不同时间点之间差异不显著(P>0.05)。

Fig. 6  Expression of PtAQP gene in Portunus trituberculatus gill tissue under the low salinity stress

Different letters indicate significant differences (P<0.05) betw​een different time points; same letters indicate no significant
differences (P>0.05) between different time points.
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图7  高盐胁迫下三疣梭子蟹肝胰腺中PtAQP基因的表达情况

不同字母表示不同时间点之间差异显著(P<0.05), 相同字母表示不同时间点之间差异不显著(P>0.05).

Fig.7  Expression of PtAQP gene in Portunus trituberculatus hepatopancreas tissue under the high salinity stress

Different letters indicate significant differences (P<0.05) betw​een different time points; same letters indicate no significant
differences (P>0.05) between different time points.
框, 编码1个由256个氨基酸组成的多肽。序列分析发现, 与其他鱼类的水通道蛋白一样, PtAQP基因编码的氨基酸序列含有6个跨膜区, 具有MIP家族高度保守的氨基酸序列, 表明其属于MIP家族。此外, PtAQP基因含有两个NPA结构单元, 研究报道表明, 进化过程中的原位重复导致AQP基因含有两个NPA特征结构单元[23], 这两个单元均与水通道蛋白功能密切相关, 其中任
[image: image9.png]—_ N W
o o O
| |

-
T

o XJBEZH control group
m INER I8 40 low salinity stress group
i b

B} [E]/h time





图8  低盐胁迫下三疣梭子蟹肝胰腺中PtAQP基因的表达情况

不同字母表示不同时间点之间差异显著(P<0.05), 相同字母表示不同时间点之间差异不显著(P>0.05).

Fig.8  Expression of PtAQP gene in Portunus trituberculatus hepatopancreas tissue under the low salinity stress

Different letters indicate significant differences (P<0.05) betw​een different time points; same letters indicate no signif​icant
differences (P>0.05) between different time points.

何一个的缺乏均会导致水输送能力的下降[24]。同源性分析表明, 三疣梭子蟹PtAQP与可口美青蟹AQP1的同源性高达87%。系统进化分析表明, 三疣梭子蟹PtAQP与可口美青蟹AQP1紧密聚为一支。综上所述, 可确定该基因为三疣梭子蟹水通道蛋白PtAQP1基因。

三疣梭子蟹PtAQP基因的表达具有组织特异性, 实时荧光定量PCR结果显示, PtAQP基因在三疣梭子蟹第1对鳃、第6对鳃、肝胰腺、肌肉、眼柄、血细胞、心脏、肠和胃中均有表达(图4)。其中, 在胃中的表达量最高, 其次为肌肉、眼柄和肝胰腺, 鳃中的表达量较低, 而心脏和血细胞中仅有微量表达。Borgnia等[25]研究发现, AQP1在哺乳动物的眼、呼吸道(相当于甲壳动物的鳃)、肾、脑、消化道和肝中均有表达, 这与本研究结果一致。Aoki等[26]研究发现, 在日本鳗鲡消化道器官如食管、胃和肠中, AQP1具有相对较高的表达量, 与本研究结果一致, 说明胃是参与水生动物渗透压调节的重要器官。
关于水通道蛋白AQP在渗透压方面的研究, 在植物中相对较多, 而在水生动物中的研究则相对较少。Mahdieh等[27]研究了烟草水通道蛋白基因在干旱胁迫条件下的表达水平变化, 结果显示其在干旱胁迫12 h的表达量明显下调, 表明水通道蛋白基因在转运水分的过程中发挥重要作用, 其表达量下调可以降低水的渗透水导度。Barrieu等[28]研究发现, 轻度干旱胁迫下水通道蛋白存在失水和复水两个非常关键的过程。本研究中, 在盐度胁迫下三疣梭子蟹适应盐度变化也存在类似的两个过程。盐度胁迫下PtAQP基因的表达总体呈先下调后回升再下调至初始水平的表达规律。根据表达模式推测其作用机理可能为: 盐度胁迫初期, 体内外渗透压失衡, 三疣梭子蟹首先通过抑制水通道蛋白活性以避免大量水分子流失或渗入, 从而降低盐度胁迫对机体的损伤; 之后机体通过离子转运或自由氨基酸途径主动调整体内渗透压水平, 当体内外渗透压再次趋于平衡时, 又部分恢复水通道蛋白活性, 以维持机体正常运转或代谢。在盐度胁迫的过程中, 鳃中低盐胁迫组的PtAQP表达量始终高于高盐组, 表明低盐度胁迫时PtAQP的渗透水导度明显高于高盐度胁迫, 这与Giffard-Mena等[29]在鲈中的相关研究结果一致。这种调节方式提高了三疣梭子蟹抵抗盐度胁迫的能力, 但是其具体的调节机制还有待于进一步的研究。

本研究首次成功克隆了三疣梭子蟹PtAQP基因全长cDNA序列, 通过分析高盐度和低盐度胁迫后三疣梭子蟹鳃和肝胰腺中PtAQP基因的表达特征, 可以进一步认定PtAQP基因在渗透压调节中的发挥了重要作用, 为三疣梭子蟹耐盐新品系的选育提供了理论指导。在后续的研究工作中, 将重点进行三疣梭子蟹PtAQP基因在渗透压调控方面的功能研究以及相关SNP位点筛选等。
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Cloning and characterization of aquaporins 1 and its expression analysis under salinity stress in Portunus trituberculatus
WANG Yu1, 2, LU Jianjian1, LIU Ping1, GAO Baoquan1, LI Jian1, CHEN Ping1

1. Key Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture; Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao 266071, China; 

2. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China

Abstract: The swimming crab, Portunus trituberculatus, is a commercially important fishery species and widely distributed on sandy and muddy bottoms in the coastal waters of Japan, Democeratic People’s Republic of Korea , China and Malaysia. It is a euryhaline crab species, surviving in wide-range salinity conditions, and water salinity condition influenced its artificial propagations significantly. Aquaporins (AQP) which belong to a major intrinsic proteins (MIP) family plays important roles in salinity stress response. In this study, aquaporins cDNA of Portunus trituberculatus was cloned by rapid amplification of cDNA ends (RACE) and named PtAQP. The full-length of PtAQP cDNA is 1 712 bp, including an open reading frame (ORF) of 771 bp which encodes a 256 amino acid polypeptide. Bioinformatics software analysis reavealed that PtAQP gene contains 6 transmembrane domains, 2 NPA structural units and conservative amino acid sequence which is matched to MIP family. Homologous analysis showed that PtAQP of Portunus trituberculatus has the highest homology to AQP1 of Callinectes sapidus. The quantitative real-time RT-PCR showed that PtAQP gene could be detected in all tested tissues of Portunus trituberculatus, with the highest expression level in stomach. After challenged by high and low salinity, the expression of PtAQP gene in gill and hepatopancreas of Portunus trituberculatus first fell then rase. Our results confirmed the osmotic regulation function of PtAQP gene and revealed the regulatory mechanism of PtAQP gene under salinity stress.
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