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摘要: 采用 RACE 技术克隆了中国对虾(Fenneropenaeus chinensis)V-ATPase c 亚基基因, 命名为 FcVHA-c 基因, 检

测该基因在高 pH 胁迫下的基因应答, 并采用 RNAi 技术验证其功能。基因分析表明, FcVHA-c 基因 cDNA 全长为

2128 bp, 开放阅读框 483 bp, 编码 160 个氨基酸, 预测蛋白分子量为 16 kD, 理论等电点 7.82, 具有 4 个跨膜结构

域。同源性和系统进化分析表明, FcVHA-c 具有较高的保守性, 其中与南美白对虾(Penaeus vannamei)同源性最高, 

为 99%, 与南美白对虾首先聚为一支。组织表达分析显示, FcVHA-c 基因在中国对虾各个组织中均有表达, 在鳃中

表达量显著高于其他组织(P<0.05)。pH 8.8 胁迫下, 该基因的表达量在 12 h 达到峰值, 为对照组的 1.206 倍, 在 48 

h 达到最低值, 为对照组的 0.166 倍; pH 9.2 胁迫下, 该基因表达量在 1 h 达到峰值, 为对照组的 1.577 倍, 在 12 h

达到最低值, 为对照组的 0.104 倍。结果表明, 高 pH 对该基因具有一定的抑制作用。干扰结果显示, 高 pH 胁迫下

干扰组较对照组的死亡率显著增高(P<0.05), 表明该基因表达量越高, 越有利于中国对虾的存活。本研究结果表明, 

FcVHA-c 基因参与了高 pH 胁迫下中国对虾的离子调控, 高 pH 胁迫抑制 FcVHA-c 基因的调控能力。 
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pH 胁迫是对虾养殖中主要胁迫因子之一, pH

值异常会干扰对虾体内细胞及整体水平上的 pH

平衡和离子稳态。水环境中 pH 值的变化不仅可

以影响水体中氨氮、硫化氢和重金属离子等化学

物质的存在形式, 而且还能够直接或间接地影响

水生动物存活、生长和免疫活性[1]。当 pH 值过高

时, 有毒的氨增加(NH4
+转变为 NH3), 腐蚀虾的鳃

组织, 造成虾呼吸障碍, 严重时使虾窒息[2]。一般

来说, pH 越高, 氨的毒性也随之增强。鳃是甲壳

动物的主要的渗透压调节器官之一[3], 甲壳动物

可以通过鳃进行 Cl–/HCO3–和 Na+/H+交换, 在一定

程度上能调节体液的 pH 值, 以适应逆境环境[4-5]。

在目前的研究中, 水生动物主要的离子转运机制

包括: 钠/氢交换体(Na+/H+ exchanger, NHE)、质子

泵(H+-ATPase)、碳酸酐酶(Carbonic Anhydrase, CA)、

钠/钾 ATP 酶(Na+/K+-ATPase, NKA)和液泡型 H+- 

ATPase(Vacuolar-type H+-ATPase, V-ATPase)等[4, 6-8]。 

Vacuolar-type H+-ATPase (V-ATPase)是一种

进化高度保守的酶, 存在于所有的真核生物细胞, 

是定位于细胞膜和细胞器膜上的氢离子转运酶 , 

在多种水生动物的酸碱平衡[9]、渗透调节[10]和排

氨 [11]等活动中占有重要的地位。V-ATPase 作为

pH 胁迫响应酶, 在胁迫条件下能通过改变其结

构、状态及数量以适应环境的变化, 有效降低逆
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境对生物体的伤害[12]。V-ATPase c 亚基是目前发

现的最大的 V-ATPase 亚基基因家族, 其主要功能

是利用 ATP 水解提供的能量, 将 H+泵入囊泡腔中

或泵出细胞外[13], 这也暗示了其在抗 pH 胁迫中

可能具有的重要功能。实验证明 V-ATPase c 亚基

在动植物的抗逆响应过程中发挥了重要作用, 例

如, 在植物受到酸碱、盐、重金属、低温、高温

及外源性激素胁迫时, c 亚基表现的更为敏感并参

与了抗胁迫响应[14-19]。目前在水产动物中, 关于

V-ATPase 的研究只在斑马鱼(Danio rerio)[20], 青

鳉鱼 (Oryzias latipes)[21], 三疣梭子蟹 (Portunus 

trituberculatus)[22], 淡水螯虾(Cherax destructor)[23]

等中有相关报道, 在中国对虾中尚未开展。 

本研究通过探究高 pH 胁迫下 V-ATPase c 亚

基基因在中国对虾鳃中的表达情况, 探讨 c 亚基

与高 pH 胁迫的关联机制, 为中国对虾的环境适

应性调控机制提供重要数据支持, 也为更好地选

育抗性新品种提供一定的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验中国对虾来自潍坊昌邑海丰水产养殖有

限责任公司, 选择健康、有活力的中国对虾进行

pH 胁迫实验。实验用虾体长(7.35±1.35) cm, 体重

(4.47±2.47) g, 将其置于室内养殖池暂养 1 周。实

验期间 , 海水温度 (27~30)℃ , 盐度 32~35, pH 

8.14~8.20; 暂养期间连续充气 , 每天换水清污 , 

换水量约为总体积的 1/3; 每天按时投喂, 按照中

国对虾体重的 5%投喂配合饲料。 

1.2  组织采集 

挑选 9 尾健康的未经任何处理的中国对虾, 

每 3 尾为一组, 取其肝胰腺、鳃、肠、血淋巴细

胞、胃、心脏、眼柄、眼球、肌肉和触角腺, 迅

速放入液氮保存, 随后转移至–80℃冰箱保存, 用

于总 RNA 的提取和 RACE 模板的合成。 

1.3  实验方法 

1.3.1  pH 胁迫实验  挑选健康、规格整齐的中

国对虾共 270 尾, 实验中使用 NaOH 调整海水 pH

值, 在 60 L 的小型养殖箱中展开实验。 

参照哈承旭等 [24]以及王芸等 [25]的实验设计, 

结合本研究的目的, 本实验共设置 3 组, 其中设

置 pH 8.4 为对照组, pH 8.8, 9.2 为高 pH 胁迫组, 

每组设置 3 个平行, 每个平行 30 尾中国对虾。使用

1.0 mol/L NaOH 调节 pH 值, 当 pH 值调节稳定后, 

将虾放入养殖箱中进行实验。pH 胁迫实验开始后

第 0、1、6、12、24、48、72 小时分别从每个实

验组中随机挑选 9 尾中国对虾取鳃组织, 迅速放

入液氮保存, 随后转移至–80℃保存, 用于总 RNA

的提取。实验开始后每 2~3 h 对 pH 值校正一次。 

1.3.2  总 RNA 的提取及 cDNA 第一链的合成 

采用液氮研磨法和机器匀浆法处理收集的组

织, 其中体积较大的组织块使用液氮研磨, 较小的

组织用低温匀浆机处理。使用总 RNA 提取试剂盒

(天根, 北京)提取总 RNA, –80℃保存备用。使用超

微量紫外可见分光光度计(Tnermo, 美国)检测 RNA

的质量和浓度, 通过琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 的

完整性。使用 SMARTer® RACE 5′/3′ Kit (宝生物, 

大连) 试剂盒合成 3′、5′RACE 模板, –80℃保存备用。 

1.3.3  中国对虾 V-ATPase c 亚基基因克隆  从

中国对虾转录组中筛选获得的一段 V-ATPase c 亚

基的 EST 序列。使用 Primer Premier 5.0 软件设计

特异性引物(表 1), 利用 RACE 扩增获得基因全

长。将中国对虾全组织的 RACE 模板混合作为

RACE 模板, 进行 PCR 扩增。扩增产物连接至 T

载体(全式金, 北京)后转化至 DH5α 化学感受态

细胞(诺唯赞 , 南京)中 , 挑取阳性单克隆菌株进

行测序。使用 DNAMAN 软件对 PCR 获得的中间

片段序列进行比对验证; 使用软件 ContigExpress

拼接 5′和 3′端扩增序列; 使用在线分析软件 ORF 

Finder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/)查

找开放阅读框。 

1.3.4  生物信息学分析  使用在线软件 NCBI 中

BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)功

能对测序结果进行比对分析, 使用 Protein Blast

比对基因氨基酸同源性; 使用软件 MEGA 7 构建

N-J 进化树。使用在线软件 SignalP 4.1 Server 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)预测信号肽, 

使用在线软件 SMART (http://smart.embl-heidelberg. 

de/)预测蛋白质结构域, 使用在线软件 TMHMM  

Server v. 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/)
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预测蛋白跨膜情况 , 使用在线软件 ExPASy 中

ProtParam tool (http://web.expasy.org/protparam/)

预测蛋白质特性, ExPASy 中 ProtScale (http://web. 

expasy.org/protscale/)推测蛋白质亲水性。 

1.3.5  FcVHA-c 基因 siRNA 干扰实验  根据克

隆获得的 FcVHA-c 基因 cDNA 序列, 设计 3 个干

扰靶点, 分别编号为: c-1, c-2, c-3(表 2)。本实验

所用的 siRNA 均由生工生物工程(上海)用化学方

法进行合成。设置预实验, 从中挑选出干扰效果

最佳的 siRNA 靶点。本实验以注射 NC 作为对照

组, 分别注射 c-1, c-2, c-3 作为干扰组, 每组 3 个

平行, 每个平行 10 尾虾, 根据体重注射干扰试剂, 

注射量为 1 μg/g, 注射部位为第二腹节, 肌肉注

射。注射后第 12、24、48 小时, 每组随机挑选 3

尾虾取鳃, 立即保存于液氮中。利用荧光定量法

检测注射干扰试剂后 FcVHA-c 基因在鳃中的表达

变化, 并以此为根据, 挑选的最佳干扰靶点。根据

预实验结果和 pH 胁迫实验, 干扰实验设置 2 个实

验组: 以注射 NC 并进行 pH8.8 胁迫作为对照组, 

以注射最佳干扰靶点并进行 pH8.8 胁迫作为干扰

组。每组设置 3 个平行, 每个平行 10 尾虾, 统计

实验开始后 0—48 h 中国对虾死亡率。实验开始

后 2—3 h 校正 pH 值。 

1.3.6  FcVHA-c 基因表达的实时定量分析  根

据克隆获得的 FcVHA-c 基因 cDNA 序列, 利用引

物设计软件 Primer Premier 5.0 设计 qRT-PCR 引物

c-F1, c-R1 (表 1)。提取处理后鳃组织的 RNA, 使

用 HiScript® II Q RT SuperMix for qPCR (gDNA 

wiper) (诺唯赞, 南京)试剂盒进行反转录。使用

ChamQTM SYBR® Color qPCR Master Mix 试剂盒

(诺唯赞, 南京), 和 7500 Real Time PCR System 

(ABI, 美国)仪器检测高 pH 胁迫后和干扰后该基

因在鳃中的表达变化规律, 并筛选该基因的最佳

干扰靶点; 使用 2–∆∆Ct 法计算目的基因相对表达

量, 使用 Excel 软件进行单因素方差分析, 使用

OriginPro 2016 软件作图。 
 

表 1  本研究所用引物 
Tab. 1  The sequence of primers used in this research 

引物 primer 引物序列(5′–3′) primer sequence 用途 purpose 

c-F CACTCTCTATCAGGGCTTTGT PCR 扩增 

c-R TTGACGACCACCCAGGC PCR 扩增 

5'-c CAAACCATACAGACCCAATACCTCAGCGAA 克隆 V-ATPase c 基因 

3'-c CATGTCTCATGTGAGGAACTACGTTCCCATT 克隆 V-ATPase c 基因 

c-ORF-F ATGGCAGAGGAAATTCCGATG 验证 ORF 

c-ORF-F TTAGCTGCTTGAGGTCTTGGTG 验证 ORF 

c-F1 CATTTACGGTCTGGTGGTG 定量 

c-R1 CTGCTGTGCTGTTCCTCG 定量 

18S-F TATACGCTAGTGGAGCTGGAA 定量内参引物 

18S-R GGGGAGGTAGTGACGAAAAAT 定量内参引物 

 
表 2  本研究所用 siRNA 序列与 NC 序列 

Tab. 2  The sequences of siRNA and NC used in this research 

编号 No. 小干扰 RNA siRNA 序列(5′–3′) sequence 

c-1 c-158 
Sense: AUGACGACGGGAAUGAUGCTT 
Antisense: AUGACGACGGGAAUGAUGCTT 

c-2 c-216 
Sense: GCUCAUUGCUGGAAAGCUUTT 
Antisense: AAGCUUUCCAGCAAUGAGCTT 

c-3 c-449 
Sense: CCAUCUACCUCUACACCAATT 
Antisense: UUGGUGUAGAGGUAGAUGGTT 

NC NC 
Sense: UUC UCC GAA CGU GUC ACG UTT 
Antisense: ACG UGA CAC GUU CGG AGA ATT 
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2  结果与分析 

2.1  FcVHA-c 基因序列分析 

克隆获得中国对虾 V-ATPase c 亚基基因

cDNA 全长。将该基因命名为 FcVHA-c, 基因全长

2128 bp, 基因登录号为 : MK028305, 开放阅读

(ORF)框长度为 483 bp, 5′端非编码区(5′-UTR)和

3′端非编码区(3′-UTR)分别包含 105 bp和 1540 bp, 

编码 160 个氨基酸(图 1)。信号肽分析显示, 该基

因不包含信号肽。 
 

 
 

图 1  FcVHA-c 基因 cDNA 序列和推测的氨基酸序列 

推导的氨基酸序列用大写字母表示; 红色划线区是起始密码子(ATG), 星号(*)表示终止密码子(TAA); 红色方框区域为 

跨膜结构域, 共有 4 个跨膜区; 黑色方框为谷氨酸位点. 

Fig. 1  Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of the FcVHA-c gene 
Translated amino acid sequence was shown under nucleotide sequence as uppercase. The iniation codon (ATG) and termination  
codon (TAA) were marked by a red underline and an asterisk, respectively. Four transmembrane domains were shown with the  

red box region. The glutamate site was shown with a black box. 
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2.2   FcVHA-c 基因同源性分析及系统进化分析 

将 FcVHA-c 基因的氨基酸序列在 NCBI 网站

上比对, 获得与该基因相关的其他物种信息, 再

使用 DNAMAN 软件将中国对虾 FcVHA-c 基因氨

基酸序列与其他物种的 V-ATPase c 亚基氨基酸

序 列 进 行 同 源 比 对 。 结 果 显 示 , 中 国 对 虾

FcVHA-c 与其他物种的氨基酸同源性较高, 其中

与南美白对虾同源性最高, 为 99%, 且在不同物

种之间, 都具有一个谷氨酸残基位点(图 2 红色

方框)。 

基于上述 FcVHA-c 基因氨基酸序列的同源性

分析, 使用软件 MEGA 7 构建 N-J 进化树(图 3)。

结果显示, 进化树分为两大支, 第一支为节肢动

物门昆虫纲, 第二支为节肢动物门甲壳纲。其中

中国对虾归于第二支, 与南美白对虾首先聚为一

支, 其次为端足虫。 

 

 
 

图 2  FcVHA-c 基因氨基酸序列与其他物种已知同源序列比对 

图中红色框处为谷氨酸残基位点。 

Fig. 2  Multiple alignment of FcVHA-c gene deduced amino acid sequence with other orthologes 
The glutamate site was shown with a red box. 
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图 3  基于 FcVHA-c 基因氨基酸序列构建的 N-J 进化树 

Fig. 3  NJ tree based on FcVHA-c gene amino acid sequences 

 
2.3  FcVHA-c 蛋白质结构域预测及其跨膜情况 

使用在线软件 ExPASy 对 FcVHA-c 基因编码

的蛋白特性进行详细分析, 结果显示, 预测的蛋

白分子量约为 16 kD, 蛋白质等电点为 7.82, 稳定

系数为 18.04, 是较为稳定的蛋白质, 脂肪系数较

高, 为 125.06; 蛋白质亲水性结果表明, FcVHA-c

编码的蛋白亲水性平均值为 1.116, 是疏水性蛋

白。使用在线软件 SMART 预测 FcVHA-c 蛋白结

构域, 结果显示, 该基因编码的蛋白包括四个跨

膜结构域 (TM1-TM4), 跨膜区起始位置分别为 : 

10-32, 53-75, 90-112, 133-156。使用在线软件

TMHMM Server v. 2.0 软件预测基因的跨膜情况, 

结果表明, FcVHA-c 基因编码的蛋白跨膜 4 次。 

2.4  FcVHA-c 基因组织表达分析 

利用荧光定量法检测 FcVHA-c 基因在中国对

虾各组织中的表达情况。结果如图 4 所示 , 

FcVHA-c 基因在各个组织中均有表达, 其中在鳃

中表达量显著高于其他组织(P<0.05), 其次在眼

柄、肠、肝胰腺和血淋巴细胞中表达量较高, 在

心脏中表达量最低。 

2.5  高 pH胁迫下FcVHA-c基因在中国对虾鳃中

的表达分析 

利用荧光定量法检测 pH 胁迫下 FcVHA-c 基

因在中国对虾鳃中的表达变化(图 5)。除 pH8.8 胁

迫 12 h 和 pH9.2 胁迫 1 h 外, 与对照组相比, 高

pH 胁迫组 FcVHA-c 基因在中国对虾鳃中下调表

达。其中, FcVHA-c 基因在 pH8.8 组胁迫 12 h 显

著上调表达(P<0.05), 为对照组的 1.206 倍, 在 48 h

表达量最低, 为对照组的 0.166 倍; 在 0~72 h 该

基因先下调后上调再下调并保持较低的表达水平; 

在 pH9.2 组胁迫 1 h 显著上调表达(P<0.05), 为对

照组的 1.577倍, 在 12 h 表达量最低, 为对照组的

0.104 倍。除 1 h 和 48 h 外, pH9.2 组 FcVHA-c 基

因在鳃中表达量显著低于 pH8.8 组(P<0.05)。 

2.6   FcVHA-c 基因的功能验证分析 

2.6.1  siRNA 干扰靶点筛选   RNAi 干扰后

FcVHA-c 基因在中国对虾鳃中的相对表达量如图

6 所示。与对照组相比 , 注射不同干扰试剂后 , 

FcVHA-c 基因在鳃中的表达量在 12—48 h 均呈现

显著降低的趋势(P<0.05)。其中注射 c-1后12—48 h, 
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基因表达量分别为对照组的 0.713 倍, 0.574 倍和

0.442 倍; 注射 c-2 后, 基因表达量在 12—48 h 分

别为对照组的 0.449 倍, 0.861 倍和 0.677 倍; 注射

c-3 后, 基因表达量在 12—48 h 分别为对照组的

0.409 倍, 0.678 倍和 0.471 倍。经过比较, c-1 干扰

效果最好, 选择干扰靶点 c-1 进行后续实验。 

 

 
 

图 4  FcVHA-c 在中国对虾组织中表达分布 

A: 触角腺, EB: 眼球, ET: 眼柄, G: 鳃, H: 心脏,  

HE: 肝胰腺, HL: 血淋巴细胞, I: 肠, 

M: 肌肉, S: 胃; 柱上不同的小写字母代表 

不同组织中差异显著(P<0.05). 

Fig. 4  Expression profiles of FcVHA-c in different  
tissues of Fenneropenaeus chinensis 

A, antennary gland; EB, eyeball; ET, eyestalk; G, gill;  
H, heart; HE, hepatopancreas; 

HL, hemo lymphocyte; I, intestine; M, muscle;  
S, stomach. Different lowercase letters indicated  

difference significance (P<0.05). 

 

 
 

图 5  pH 胁迫下 FcVHA-c 基因在鳃中的相对表达量 

不同小写字母表示不同分组之间差异显著(P<0.05). 

Fig. 5  Relative gene expression of FcVHA-c in gill of  
Fenneropenaeus chinensis under pH stress 

Different small letters indicate significant difference in  
different groups (P<0.05) 

 
 

图 6  注射 c-1, c-2 和 c-3 后 FcVHA-c 基因在 

鳃中的表达量 

不同小写字母表示不同分组之间差异显著(P<0.05). 

Fig. 6  Expression of FcVHA-c gene in gill after c-1,  
c-2 and c-3 injection 

Different small letters indicate significant difference in  
different groups (P<0.05). 

 

2.6.2  高 pH 胁迫下干扰 FcVHA-c 基因的死亡率

统计  向中国对虾注射 FcVHA-c基因 siRNA干扰

试剂 c-1, 统计其 0—48 h 内的死亡率结果如图 7

所示。与对照组相比, 干扰组死亡率在 0—48 h

的累积死亡率 (33.33%)显著高于对照组 (20%) 

(P<0.05)。其中 0—12 h干扰组死亡率为 3.33%, 对

照组为 6.67%; 12—24 h 干扰组死亡率为 10%, 对

照组为 3.33%。 

 

 
 

图 7  pH 8.8 胁迫注射干扰的中国对虾的死亡率 

Fig. 7  Mortality of Fenneropenaeus chinensis after pH  
stress (8.8) and siRNA interference 

 

3  讨论 

本研究通过 RACE 技术在中国对虾中首次克

隆得到 FcVHA-c 基因 cDNA 全长, 预测编码蛋白
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分子量为 16 kD, 包括 4 个跨膜结构域, 且第 4 个

跨膜区包含与转运质子相关的谷氨酸残基位点。这

一结果与 c 亚基在其他物种中如星星草(Puccinellia 

tenuiflora)[19], 马蔺(Iris lactea)[26], 拟南芥(Arabidopsis 

thaliana)[27]等物种中预测结果相同。FcVHA-c 基

因编码的氨基酸序列与其他物种同源性较高, 这

表明该蛋白在物种间具有较高的保守性, 具有 V- 

ATPase c 亚基的典型序列结构和特征; FcVHA-c

氨基酸序列含有多个跨膜区, 表明其定位于膜上; 

其谷氨酸残基位点(140)位于第四跨膜区域, 根据

相关报道[28], c 亚基第四个跨膜区 TM4 中的谷氨

酸位点通过羧基质子化和去质子化, 进行质子的

转运, 这表明该亚基跨膜部分具有 H+转运功能, 

推测 FcVHA-c 基因在离子调节中具有重要作用。 

组织分布结果显示, FcVHA-c 基因在中国对

虾鳃中显著表达(P<0.05), 这与 Uchiyama 等[29]的

研究结果相一致。鳃是水生动物呼吸, 调节渗透

压和维持酸碱平衡的重要组织, 与养殖水体直接

接触, 是感受水体变化的敏感器官, 亦是主要的

调节器官。V-ATPase c 亚基是参与 H+转运的主要

部分, FcVHA-c 基因在鳃中高表达正是印证了该

基因的功能。除此之外该基因在眼柄、肝胰腺、

肠中均有着较高的表达, 其中 V-ATPase c 亚基在

肠中表达量较高与马金武等 [22]的研究表明结果

相一致。对虾眼柄中含有 X-器官, 是窦腺系统的

一部分, 它具有综合激素的功能; 肝胰腺作为蛋

白质、脂质等的代谢中心, 可以在急性胁迫条件

下自我调节, 自我保护, 是甲壳动物重要的免疫

防御组织[30-31]; 肠是主要的营养吸收和排泄器官, 

与对虾疾病的防御息息相关。该基因在眼柄、肝

胰腺、肠中高表达说明这些组织参与了丰富的质

子转运活动, 也表明 FcVHA-c 基因还可能与激素

的合成分泌, 蛋白质脂质代谢及免疫相关。 

高 pH 胁迫下, 除 pH 8.8 胁迫 12 h 和 pH 9.2

胁迫 1 h 外, FcVHA-c 基因在中国对虾鳃中下调表

达, 这表明基因的表达受到抑制。除 1 h 和 48 h

外, pH 9.2 组 FcVHA-c 基因在鳃中表达量显著低

于 pH 8.8 组(P<0.05), 表明 pH 越高, 抑制作用越

显著, 这一结果与其他研究报道结果一致。李政

道等[6]研究发现, 高 pH 胁迫使中国对虾鳃组织中

FcNHE 基因的表达量较对照组显著下调, 基因受

到一定程度抑制。张林娟等[9]对日本囊对虾(Mar-

supenaeus japonicus)的研究表明, 随着 pH 值的升

高 V-ATPase 活力降低 , Pan 等 [32]研究表明 V- 

ATPase 活性与 pH 呈负相关。pH 9.2 胁迫 1 h, 该

基因在中国对虾鳃中显著上调表达(P<0.05), 可

能和初期的应激反应有关, 推测是急性高 pH 胁

迫刺激中国对虾 V-ATPase c 亚基在短时间内迅速

上调表达, 以此适应环境的变化。Wang 等[33]研究

了南美白对虾 V-ATPase 在高低 pH 胁迫下的基因

应答, 结果显示, 在 pH 9.3 胁迫下, V-ATPase 的

基因表达量在 3 h 增加, 为对照的 10 倍, 随后基

因下调表达。该研究结果与本文结果相同。在 pH 

8.8 组该基因表达量呈现先下调后上调再下调的表

达趋势, 其中在 12 h, c 亚基显著上调表达(P< 

0.05), 推测在 pH 胁迫初期中国对虾试图提高 c

亚基的表达量以维持酸碱平衡, 但之后渗透调节失

败。这与高 pH 胁迫红螯螯虾(Cherax quadricari-

natus)[34]的研究结果相似。已有研究报道 [35-37], 

V-ATPase 是通过质膜将 H+泵入或者泵出细胞 , 

其表达受外部 pH 变化的影响, 但是尚未有研究

报道 V-ATPase 表达水平在不同 pH 下的作用机

制。为了验证在高 pH 胁迫下 V-ATPase c 亚基是

否起到一定调节作用, 利用 siRNA 干扰 FcVHA-c

基因, 结果显示, 中国对虾干扰组死亡率较对照

组显著升高(P<0.05), 表明干扰 V-ATPase c 亚基

基 因 的 表 达 影 响 了 中 国 对 虾 的 存 活 , 推 测

V-ATPase c 亚基表达量越高, 将有利于中国对虾

在高 pH 胁迫下的存活。相关研究表明, V-ATPase V1

和 V0 结构域在参与离子转运中首先经过组装激活, 

而每个亚基都是装配过程必不可少的部分[38-39]。由

此可见, 利用 siRNA 干扰 FcVHA-c 基因, 可能导

致大部分的 c 亚基的表达缺失, V-ATPase 无法成

功装配, 中国对虾的自我调节能力降低, 从而降

低了高 pH 胁迫下的存活率。 

V-ATPase 是一个结构复杂, 亚基众多, 功能

多样的酶, 在水生动物离子转运、酸碱平衡中扮

演重要角色, 而 c 亚基是 V-ATPase 众多亚基中最

重要的之一。本研究首次克隆获得了中国对虾

V-ATPase c 亚基基因(FcVHA-c), 并对该基因功能
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进行了初步探究。研究表明, FcVHA-c 基因主要在

鳃中表达; 高 pH 胁迫抑制 FcVHA-c 基因的表达, 

且随着 pH 值的增高, 基因表达量降低, 即对该基

因的抑制作用越大; 在干扰该基因表达的条件下, 

高 pH 胁迫造成了死亡率的显著升高(P<0.05)。为

了更深入的了解 V-ATPase 在中国对虾中的调节

机制, 之后我们将继续探索FcVHA-c基因在高 pH

胁迫下蛋白水平的表达变化规律, 以期对其功能

进行深入探索。 
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Abstract: Vacuolar-type H+-ATPase (V-ATPase) is a kind of hydrogen ion transport enzyme, in which subunit c 
plays an important role in maintaining the normal acid–base environment in cells. To investigate the function of 
the V-ATPase subunit c in Fenneropenaeus chinensis under high pH stress, the full-length cDNA of V-ATPase 
subunit c in F. chinensis, named FcVHA-c, was first cloned by rapid amplification of cDNA ends (RACE). Then, 
the response of FcVHA-c under high pH stress was detected. Subsequently, RNA interference (RNAi) technology 
was used to verify gene function. The full length of FcVHA-c cDNA sequences consisted of 2128 base pairs (bp), 
including a 483 bp open reading frame (ORF), which encodes a 160-amino acid peptide with four transmembrane 
domains. The predicted protein molecular weight of the FcVHA-c protein was 16 kD, and the theoretical isoelec-
tric point (pI) was 7.82. Homology and phylogenetic analysis showed that the deduced FcVHA-c amino acid se-
quence was highly conservative, had the highest amino acid sequence identity (99%) with Penaeus vannamei, and 
clustered into one group first with P. vannamei as well. Results of RT-qPCR showed that FcVHA-c was expressed 
in all tissues of F. chinensis, and the expression level in the gills was significantly higher than that in other tissues 
(P<0.05). Under the stress of pH 8.8, the expression level of FcVHA-c reached a peak at 12 h, which was 1.206 
times that of the control group, and reached the lowest value at 48 h, which was 0.166 times that of the control 
group. Under pH 9.2 stress, the expression level of FcVHA-c peaked at 1 h. It was 1.577 times that of the control 
group and reached its lowest value at 12 h, which was 0.104 times that of the control group. The results showed 
that high pH had a certain inhibitory effect on FcVHA-c. Silencing the FcVHA-c by RNAi, under the high pH 
stress, resulted in mortality that was significantly higher than that in the control group (P<0.05). The results sug-
gested that the FcVHA-c may play an important role in ion regulation under the condition of high pH stress, 
whereas excessive high pH-stress inhibits the ability to regulate FcVHA-c. 
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