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低盐胁迫对刺参4个盐度调节相关基因表达丰度的影响
傅意然, 田燚, 常亚青, 莫海波, 宋坚
大连海洋大学 农业部北方海水增养殖重点实验室, 辽宁 大连, 116023
摘要: 从刺参(Apostichopus japonicus)低盐转录组数据库中选取与应激(热休克蛋白70基因)和离子传递(甘氨酸转运蛋白基因、锌转运蛋白基因、神经乙酰胆碱受体基因)相关的4个差异表达基因, 利用qRT-PCR技术分析这4个基因在不同组织中的表达水平及低盐对其表达丰度的影响。结果表明甘氨酸转运蛋白基因在刺参呼吸树中表达水平最高, 肠次之, 体腔液表达较低; 锌指蛋白基因和神经乙酰胆碱受体基因均在体腔液中表达最高, 肠次之, 在呼吸树中不表达; 热休克蛋白70基因在体腔液中表达量最高, 其次是呼吸树和肠组织。低盐胁迫下这4种基因的表达量均随着胁迫时间的延长呈波动性增减, 其中甘氨酸转运蛋白在体腔液中的表达低于正常表达水平, 在胁迫后3 h时达到最低表达量。神经乙酰胆碱受体基因除在体腔液中48 h出现明显的上调外, 在体腔液其他时间点和肠组织中处于下调表达状态。低盐胁迫下这4个基因表达丰度的变化, 说明这些基因或作为功能蛋白直接参与机体的代谢调节, 或作为调控蛋白调节胁迫功能蛋白的表达和活性来提高刺参对低盐胁迫的耐受能力。研究结果可为刺参盐度调节适应机制的研究奠定基础。
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刺参(Apostichopus japonicus)又称仿刺参, 隶属棘皮动物门(Echinodermata), 海参纲(Holoth​uu​roidea), 楯手目(Aspidochirota), 刺参科(Sticho​po​didae), 仿刺参属, 是生长在海洋中的无脊椎动物。刺参产业在中国海洋农业发展中具有重要地位, 经济效益和社会效益显著。近年来, 由于刺参养殖池塘和育苗场位于潮间带, 在夏天雨季、冬天冰冻和潮汐变化时, 海水盐度会发生急剧变化, 近海池塘和围堰养殖刺参更容易受到盐度变化的影响, 常造成刺参大量化皮、发病和死亡, 给刺参养殖业造成极大的经济损失, 可见盐度是影响刺参养殖业的一个重要因素。刺参对盐度的适应具有复杂性和特殊性, 关于耐盐相关基因的研究及盐度调节适应机制的研究相对较少。目前针对盐度变化对刺参影响的国内外研究主要集中在个体生长发育、生化指标、能量代谢、生存极限和适应能力等方面。刺参属于狭盐性海洋生物[1], 生长分布区域的盐度范围为28~34[2]。袁秀堂等[3]研究盐度对刺参呼吸与排泄的影响时发现, 稚参能耐受的盐度下限为10~15, 成体参则为15~20。海水盐度一旦超出刺参的耐受范围, 就会大量死亡[1]。龚海滨等[4]在刺参耐盐性实验中发现, 刺参能够逐步适应盐度为15的海水环境。 

刺参耐盐抗逆相关基因的研究相对较少, 但在其他水生生物上有所研究, 例如, 吴岁寒[5]认为孔雀鱼(Poecilia reticulate)PrPC基因的表达可能与孔雀鱼抵抗盐胁迫相关; 邵占涛[6]研究发现鲈(Lateolabrax Japonica)的NCC基因参与机体对外界环境盐度变化的应激反应和调节, 当机体适应淡水环境后, 该基因表达降低。本研究通过对实验室测序获得的刺参低盐胁迫转录组序列进行分析, 筛选获得差异表达的功能基因, 分别选取与应激(热休克蛋白70基因)和离子传递相关(甘氨酸转运蛋白基因、锌转运蛋白基因、神经乙酰胆碱受体基因)的4个基因, 以Cyt b为内参基因, 采用实时荧光定量PCR技术, 对这4个基因在不同组织和不同低盐胁迫时间段的应激表达特性进行分析, 结合基因的功能和作用来解释基因表达的时空变化, 以期为阐明低盐胁迫下刺参适应机制提供基础数据。
1  材料与方法

1.1  材料

实验材料为2龄刺参, 取自辽宁旅顺龙王塘附件海域, 暂养于大连海洋大学北方海水增养殖重点实验室。选取规格一致, 平均体质量为(20±0.5) g的健康刺参50头, 用于实验分析。实验过程中, 刺参养殖用水用纱绢过滤, 水温保持(18±1.0)℃, pH为7.98, 每日投饵1次, 换水1次, 监测海水盐度。
主要试剂: Marker(DL2000), dNTP, EX TaqTM DNA聚合酶, PCR引物由Invitrogen公司合成。海洋动物组织总RNA提取试剂盒(RNAprep pure Tissue Kit)购自北京天根生物有限公司, SMA​RTTM​​RACE cDNA扩增试剂盒购自Clontech公司, PowerScriptTM Reverse Transcriptase、Advantage Polymerase Mix等均在试剂盒中。 

1.2  方法

1.2.1  盐度胁迫处理  在预实验过程中设置了盐度为16~40的盐度梯度, 从中选取盐度18开展后续的实验。低盐海水的配置采用经过曝气的自来水进行配制, 曝气后进行沉淀, 然后配制成盐度为18的海水。将刺参在盐度为18(海水正常盐度平均为32)的海水中进行胁迫, 以正常盐度的刺参为对照组, 盐度为18的各个时间点的刺参为实验组, 分别在胁迫后1.5、3、6、12、24、48和72 h进行取样, 每个时间点取样5头刺参, 分别取对照组及不同胁迫时间点的肠、呼吸树、体腔液, 保存于(80℃冰箱中备用。

1.2.2  总 RNA的提取及反转录  采用RNAprep pure Tissue Kit(北京天根生物公司)试剂盒推荐方法提取刺参各组织的总RNA。采用核酸定量仪(AB, UK)与1.0%琼脂糖凝胶电泳分别检测RNA的浓度及完整性, 然后保存于(80℃冰箱。使用M-MLV反转录酶(Takara)合成cDNA第一条链, 反转录体系: 100 ng总RNA, 1 μL oligo(dT)18, 5× M-MLV Buffer 2 μL, dNTP Mixture 0.5 μL, RNase Inhibitor(40 U/μL)0.25 μL, RTase M-MLV(200 U/μL) 0.25 μL, 用RNase-free的水定容至10 μL。反应条件: 42℃水浴30 min, 95℃, 5 min。
1.2.3  引物设计与筛选  应用Primer Premier 5.0软件结合DNAstar分析软件以及BLAST程序, 对刺参的甘氨酸转运蛋白基因(Sequence ID: ref|XP_ 799073.3|)、锌转运蛋白基因(Sequence ID: ref|XP_ 003424249.1|)、神经乙酰胆碱受体基因(GenBank access no: M37336)、热休克蛋白70(GenBank access no: EU930813)设计RT-qPCR所用引物, 首先用普通PCR筛选出特异性好、条带单一、无二聚体的引物, 再用荧光定量PCR检测引物的特异性。实验所用引物列于表1。

表1  荧光定量PCR所用引物序列

Tab. 1 The sequences of primers for real-time PCR
	引物 primer
	序列 (5′−3′) sequence (5′−3′)
	片段长度/bp fragment length

	F1-real
	GTCCTATAATATCGTCATCAC
	169

	R1-rea
	GACACAAGTACCATTCTC
	

	F2-real
	GACAGAGGAAGAATTGGA
	156

	R2-rea
	TGGACCAGATATGATATGC
	

	F3-real
	GTGGAATCCTGATGAATAC
	157

	R3-rea
	AACCCAGTCTACTTTACC
	

	F4-real
	GCAGGGAAACCAGTCCTA
	181

	R4-real
	TGGCTTGTCGCTGTGAAT
	

	cytb-F-real
	TGAGCCGCAACAGTAATC
	128

	cytb-R-real
	AAGGGAAAAGGAAGTGAAAG
	


1.3  荧光定量 PCR
荧光定量 PCR 按照SYBR® Premix ExTaqTM II(Takara)使用说明, 在ABI 7500 Real-Time PCR扩增仪上采用SYBR GreenⅠ嵌合荧光法进行实时定量PCR 扩增反应。
PCR 反应体系为: SYBR® Premix Ex TaqTM (2×) 10 μL, ROX ReferenceDye (50×) 0.4 μL, DNA 模板1.0 μL, 上下游引物各0.8 μL (10 mmol/L), 加dH2O定容至20.0 μL。反应条件: 95℃预变性30 s, 95℃变性5 s, 56℃退火32 s, 循环40次。

1.4  数据分析

每个样品设置3个平行进行PCR反应, 检验扩增曲线和熔解曲线的结果是否一致, 对各样品的Ct值求出平均值。基因表达的相对浓度: 

y=(1+ExB)CtB/(1+ExA)CtA×100%

式中, Ct值为荧光信号达到设定的域值时经历的循环数; CtA为目的基因的Ct值; CtB为参照基因的Ct值; ExA为目的基因扩增效率; ExB为参照基因扩增效率。采用SPSS16.0软件进行数据显著性统计分析, 差异显著的进行多重比较分析, 当P< 0.05时认为差异显著。

2  结果与分析 

2.1  刺参低盐胁迫应答基因在不同组织中的表达

4个低盐胁迫应答基因在刺参不同组织中的表达情况存在差异, 表达结果如图1所示。以肠中的表达量作为基准1, 从图中可以看出甘氨酸转运蛋白基因在刺参呼吸树中表达量最大, 且表达量显著高于肠组织和体腔液(P<0.01), 体腔液中的表达量显著低于其他2个组织(P<0.01); 锌


转运蛋白基因和神经乙酰胆碱受体基因在体腔液中的表达量均显著高于肠组织(P<0.01), 这2个基因在呼吸树中都不表达; 热休克蛋白70基因在体腔液中表达量最高, 其次是呼吸树和肠。
2.2  刺参低盐胁迫应答基因在不同胁迫时间下的表达
2.2.1  低盐胁迫刺激后甘氨酸转运蛋白基因在不同组织中的表达  利用荧光实时定量PCR方法分析甘氨酸转运蛋白基因在低盐胁迫后不同时间段在肠组织、体腔液、呼吸树中的表达情况(图2)。由图2可见, 在肠组织中甘氨酸转运蛋白基因总体变化趋势为升高—降低—升高, 其中1.5、48、72 h这3个时间点的表达量显著高于对照组的表达量, 并在72 h表达水平达到最高, 是对照组的7倍(P<0.01); 12、24 h则显著低于对照组, 24 h表达量最低, 比对照组低10倍(P<0.01)。在体腔液中甘氨酸转运蛋白基因处于下调表达, 各时间点均存在极显著差异(P<0.01), 其表达量都显著低于对照组的表达量, 且在3 h时达到最低表达量, 是对照组的77倍(P<0.01)。在呼吸树中, 在胁迫后的12 h和24 h两个时间点未检测到其表达, 除1.5 h外其他时间点的表达量都显著低于对照组(P<0.01)。甘氨酸转运蛋白基因在不同组织中表达的高峰和低值存在很大差异。
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图1  刺参4个盐度相关基因在刺参肠、体腔液、呼吸树中的表达

小写字母不同表示差异显著(P<0.05), 大写字母不同表示差异极显著(P<0.01).

Fig.1  Expression of four salt relative genes in intestines, coelomic fluid and respiratory tree of Apostichopus japonicus
Different lowercase letters donate significant differences(P<0.05), and different capital letters donate extremely significant differences(P<0.01).
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图2 低盐胁迫下不同时间段甘氨酸转运蛋白基因在刺参各组织中的表达  

**表示对照组与实验组之间差异极显著(P<0.01).

Fig.2  The glycine transporter gene expression in different issues of Apostichopus japonicas at different time under low salinity

** donates extremely significant difference between control and treatment groups(P<0.01).
2.2.2  低盐胁迫刺激后锌指蛋白基因在不同组织中的表达  低盐胁迫下锌指蛋白基因在肠组织、体腔液中不同时间点的表达差异情况如图3所示。由图3可见, 在肠组织中24、48 h表达极显著高于对照组(P<0.01), 并在24 h达到最大表达量; 在3、6、72 h表达量极显著低于对照组。在整个胁迫过程中锌转运蛋白基因表达变化趋势为先降低后升高再降低。在体腔液中的变化趋势与肠组织一致, 不同时间点的表达存在差异, 其中1.5 h时未检测到该基因的表达, 3 h显著低于对照组(P<0.01), 6、12 h显著高于对照组(P<0.01), 并在6 h表达水平达到最高, 是对照组的8.3倍(P<0.01)。
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图3  低盐胁迫下不同时间段锌指蛋白基因在刺参各组织中的表达

**表示对照组与实验组之间差异极显著(P<0.01).

Fig.3  The zinc finger gene expression in different issues of Apostichopus japonicus at different time under low salinity

** donates extremely significant difference between control and treatment groups(P<0.01).

2.2.3  低盐胁迫刺激后神经乙酰胆碱受体基因在不同组织中的表达  低盐胁迫后神经乙酰胆碱受体基因在肠组织、体腔液中不同时间点的表达差异情况见图4。由图4可见, 在肠组织中所有时间点的表达下调, 且均显著低于对于对照组的表达量(P<0.05)。在整个时间段中神经乙酰胆碱受体基因表达总体变化趋势为先升高后降低又略有升高。在24 h时达到最低表达量, 比对照组低5.5倍(P<0.01)。在体腔液不同时间段中, 除了1.5 h和48 h时间点外, 其他时间点的表达量均低于对照组的表达量(P<0.01)。48 h时间点的表达量显著高于对照组的表达量, 是对照组(0 h)的6.8倍(P<0.01); 12 h表达量最低, 比对照组低7.3倍(P<0.01)。
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图4  低盐胁迫下不同时间段乙酰胆碱受体基因在刺参各组织的表达

**表示对照组与实验组之间差异极显著(P<0.01).

Fig.4  The neuronal acetylcholine receptor gene expression in different issues of Apostichopus japonicus at different time under low salinity

** donates extremely significant difference between control and treatment groups(P<0.01).

2.2.4  低盐胁迫刺激后热休克蛋白70基因在不同组织中的表达  利用荧光实时定量PCR方法分析热休克蛋白70基因在低盐胁迫后不同时间段在肠组织、体腔液、呼吸树中的表达差异情况(图5)。在肠组织中12、24、72 h的表达量显著高于对照组的表达量, 并在12 h表达水平达到最高, 是对照组(0 h)的6倍(P<0.01)。在体腔液中各时间点都存在极显著差异(P<0.01), 从图6中可以看出在1.5、48 h表达水平高于对照组, 在6、12、24 h都显著低于对照组(0 h)(P<0.01)。在体腔液和呼吸树中的最高表达量均出现在48 h。
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图5  低盐胁迫下不同时间段热休克蛋白70基因在刺参各组织中的表达

**表示对照组与实验组之间差异极显著(P<0.01).

    Fig.5  The HSP70 gene expression in different issues of Apostichopus japonicus at different time under low salinity

** donates extremely significant difference between control and treatment groups(P<0.01).
3  讨论

3.1  RT-qPCR技术中内参基因的选定

定量表达过程中常用的内参基因有细胞色素b(cyt b)基因、甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH)基因、β-肌动蛋白(β-actin)基因和核糖体18S rRNA基因。但有研究表明, GAPDH基因和β-actin基因作为定量表达的内参基因, 表达水平有时不稳定, 结果并不理想[7]。Cyt b属于线粒体自身编码的功能蛋白, 其结构功能已研究得较为清楚, 并被作为解决系统进化及分类的最可信分子标记之一[8]。Cyt b基因由于在藻类中稳定表达, 不受生长条件和生长阶段的影响, 常被作为藻类的内参基因[9−10]。杨爱馥等[11]在仿刺参Cyt b和β-actin基因表达稳定性比较中, 发现Cyt b在刺参不同发育阶段和不同组织中均稳定表达; β-actin基因在刺参不同发育阶段中的表达量差异显著, 但在幼参的体壁、肠道和呼吸树中稳定表达, 所以本研究选择Cyt b做为内参基因。结果显示, Cyt b在不同组织中的表达量恒定, 无引物二聚体形成, 熔解曲线只有1个峰值且峰值明显, 其他基因和Cyt b基因的扩增效率一致, 符合内参基因选择的标准。

3.2  低盐胁迫下刺参甘氨酸转运蛋白基因表达变化情况

甘氨酸转运蛋白为神经递质转运蛋白中的一类, 属于SLC6家族成员, 为Na+/Cl–依赖神经递质转运蛋白[12]。甘氨酸转运蛋白在信号转运过程发挥关键作用, 负责将释放到细胞间隙中的神经递质重新回吸收入神经元中[13]。甘氨酸转运蛋白既是高亲和K+转运载体, 也是一种Na+转运载体, 当两种离子都存在但Na+浓度较低时, 介导两种离子的共转运; 而在K+浓度相对较低的盐胁迫条件下, K+吸收受阻, 此时主要吸收Na+。所以它具有Na+和K+转运的双重功能, 是Na+-K+的协同转运体或K+的单一转运体[14−15]。正常盐度情况下, 细胞外Na+浓度高, 细胞内K+浓度高; 在低盐胁迫下, 刺参肠组织中甘氨酸转运蛋白基因表达量总体变化趋势为升高—降低—升高, 推测在低盐胁迫过程中为了适应盐度变化, 刺参可能通过甘氨酸转运蛋白基因的表达变化来调节细胞内Na+和K+的离子浓度, 进而达到适应外界盐度的变化, 最终与外界一致的目的。同时, 甘氨酸转运蛋白基因在体腔液和呼吸树中基本处于下调表达, 这种在不同组织中表达模式的不同也说明, 刺参在盐度适应调节过程中可能需要多个器官的参与, 而每个器官所起的作用有所不同。Laurie等[16]敲除小麦的甘氨酸转运蛋白基因, 发现其根部分泌物的Na+浓度明显降低。Emerson[17]报道, 将海参直接从纯海水放入50%的海水中, 盐度胁迫带来的渗透压调节使较多游离氨基酸分解, 而甘氨酸转运蛋白基因可能参与这个过程。综合上述研究结果认为甘氨酸转运蛋白基因与盐度调节机制密切相关。

3.3  低盐胁迫下刺参锌指蛋白基因表达变化情况

锌指蛋白基因家族是生物响应逆境胁迫过程中的一类重要的转录因子合成基因[18], 与盐度密切相关。在基因表达调控中, 在增强生物个体对盐逆境的抵御能力方面具有重要作用。锌指蛋白及相关逆境转录因子在感受盐胁迫信号后会大量表达, 这些转录因子又能激活许多抗逆相关功能基因同时表达, 进而协同其他基因一起达到提高其抗逆性的目的。关于锌指蛋白基因耐盐性研究在植物方面有所报道, 但在水生生物上则很少研究。如Jain等[19]发现将水稻锌指蛋白基因OsTOP6A1转入拟南芥中, 提高了拟南芥的耐盐性, 并且在高盐胁迫处理后应答基因表达增强。Ham 等[20]在研究烟草Tsip1和Tsi1两个锌指蛋白基因时发现, Tsip1表达受到高盐诱导, 而且在转入Tsip1和Tsi1两个基因的植株比单独转入其中1个基因的植株对盐的耐受性更强。Li等[21]从盐胁迫诱导下水稻中分离得到了下调的OSZFP1基因, 该基因在水稻芽的表达量要比在根部高: 对芽6 h的盐胁迫处理后OSZFP1表达量下降; 对根部3 h的盐胁迫处理后OSZFP1表达量下降。从实验结果可以看到, 在不同组织中, 锌转运蛋白基因在体腔液中表达最高, 并且随着盐度胁迫时间的增长, 呈现先降后升再降的波动, 可以推测体腔液中锌指蛋白的表达对低盐胁迫做出快速反应, 体腔液中的锌指蛋白基因在接受到盐胁迫信号后表达量迅速增加, 在6 h时达到最大值, 之后就开始下降, 这种变化趋势有利于刺参更好地适应盐度变化。该基因在呼吸树中不表达, 推测该基因具有明显的组织特异性。在长期的自然选择压力下, 许多生物在适应盐度环境的过程中, 形成了各种有效的耐盐及调节适应机制。这些机制在进化上也存在着内在的相关性, 并且在盐胁迫基因表达调控方面具有很多共性[22]。
3.4  低盐胁迫下刺参神经乙酰胆碱受体基因表达变化情况

神经乙酰胆碱受体是存在于免疫细胞膜或胞内的神经递质受体, 它隶属于配体门控离子通道超家族, 是一种神经递质介导的离子通道受体, 受到抑制时, 会导致其无法与乙酰胆碱结合, 抑制神经传递, 且神经型乙酰胆碱受体的突变也可导致某些疾病的发生[23]。卢斌等[24]研究表明, 在文昌鱼(Branchiostoma belcheri)中, 镉、锌主要是通过抑制乙酰胆碱受体的活性而发挥其毒性效应; 而且在锌暴露过程中, 文昌鱼体内的乙酰胆碱受体活性处于更多的抑制状态。多数胞外刺激可引起胞内Ca2+浓度上升, 不同刺激信号可通过Ca2+浓度上升的时间、频率、变化幅度以及区域化分布的不同来体现Ca2+信号的特异性[25]。郑煜芳等[26]研究发现当Ca2+浓度较低时, N 型乙酰胆碱受体通道的脱敏反应进行较快; 而当Ca2+浓度较高时, 通道脱敏反应进行较慢, 初步揭示了Ca2+拮抗脱敏的机制, 即Ca2+对通道从脱敏态到静息态的恢复有促进作用。本实验中刺参体腔液中乙酰胆碱受体基因的表达显著高于肠组织。根据低盐胁迫后神经乙酰胆碱受体基因在不同组织的表达变化趋势, 可推测随着低盐胁迫时间的不断延长, 刺参胞内Ca2+浓度上升, 导致乙酰胆碱通道脱敏较慢, 致使介导的某些离子运输受到抑制, 从而无法与乙酰胆碱正常结合, 这会诱导乙酰胆碱受体的表达发生变化, 抑制其表达。特别值得提出的是, 盐胁迫48 h时, 神经乙酰胆碱受体在体腔液中表达量骤升, 是对照组(0 h)的6.8倍, 由此可以进一步推测, 可能是由于在此时间点刺参达到了最不适应的状态, 从而引发一系列复杂的生物学效应, 产生应激反应以对抗逆境, 乙酰胆碱受体也上调表达, 到72 h又处于适应状态, 此时该基因表达量重新受到抑制。
3.5  低盐胁迫下刺参热休克蛋白70基因表达变化情况

在生物体对环境胁迫响应中, 热休克蛋白常被认作为标志物[27]。作为Hsp家族的重要成员之一的Hsp70, 在维持细胞内动态平衡以及调节环境胁迫的影响过程中发挥了重要作用[28]。袁珊珊等[29]通过设计模拟野外盐度变化对刺参Hsp70及Hsp90基因表达的影响, 证明Hsp70基因是仿刺参在盐度胁迫下的重要响应因子。Pan等[30]研究发现大西洋鲑(Salmo salar)从淡水转移到海水中, 随着盐度的不断增加, HSP90 mRNA 表达量也呈现逐渐增高的趋势; 吴郭鱼(Oreochromis mossa​mbicus)Hsp90 mRNA的表达量在盐度为25的海水中要高于淡水, 但在盐度为35的海水中的表达量要低于淡水[31]。盐度胁迫会对细胞内离子调控产生不利的影响, Hsp基因随即诱导表达, 指导热休克蛋白合成, 参与细胞功能修复[32]。本研究发现当盐度胁迫后, Hsp70基因在呼吸树、体腔液和肠的表达量均出现不同程度的升高, 推测Hsp70基因在刺参长时间处于不适宜的低盐生存环境下, 对低盐环境做出相关的响应, 说明低盐胁迫下, Hsp70基因会参与刺参盐度调节适应机制, 从而提高刺参对盐度胁迫条件的适应能力。Hsp70基因在呼吸树和体腔液的表达量在1.5 h时达到最大, 而在肠中在12 h达到最大。推测在盐度适应过程中, 不同组织的作用及调节适应响应时间存在不同。刺参做为狭盐性生物, 可能具备自己特有的盐度调节适应机制, 此机制需要进一步研究。
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Expression of genes involved in salinity regulation in sea cucumber, Apostichopus japoninus under low salinity stress

FU Yiran, TIAN Yi, CHANG Yaqing, MO Haibo, SONG Jian

Dalian Ocean University, Key Laboratory of Mariculture & Stock Enhancement in North China Sea, Ministry of Agriculture, Dalian 116023, China
Abstract: We evaluated the effect of changes in salinity on four genes involved in salinity regulation (glycine transporter, zinc finger protein, heat shock protein 70, neuronal acetylcholine receptor) in Apostichopus japonicus using real-time quantitative PCR. The basal level of glycine transport gene expression was highest in the respiratory tree, followed by intestinal tissue and coelomic fluid. The level of zinc transporter and acetylcholine receptor gene expression was highest in the coelomic fluid, and expression was not detected in the respiratory tree. Expression of the Hsp70 gene was highest in the coelomic fluid, followed by the respiratory tree and intestine. Exposure to low salinity stress resulted in changes in glycine transporter gene expression in all tissues. Expression peaked in the intestine and respiratory tree after 72 h and 1.5 h, respectively. Conversely, expression in coelomic fluid decreased and was at its lowest level after 3 h. Expression of the zinc transporter gene also changed in response to low salinity stress. Expression peaked after 24 h in the intestinal tissue and after 6 h in the coelomic fluid. Neuronal acetylcholine receptor gene expression was initially down-regulated in the intestine during exposure to the low salinity stress. However, there was a significant increase in expression in the coelomic fluid at 48 h. The expression of Hsp70 mRNA peaked after 48 h in both coelomic fluid and respiratory tree and after 12 h in intestinal tissue. Quantitative analysis of the expression of these genes revealed significant differences among the different tissues and different exposure times. The expression profiles suggested that the four genes can be used as indicators of salinity stress. Given the changes in expression, the protein products of the four genes are likely involved in the regulation of metabolism as function proteins, or control the expression and the activity of the stress proteins as regulatory proteins, to improve the salinity stress tolerance of A. japonicus. Our results provide a foundation for studying the mechanism adaption of sea cucumber for the future study.
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