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摘要: 钙敏感受体(calcium-sensing recceptor, CaSR)在 Ca2＋刺激下可参与调控细胞凋亡等生理过程, 在机体适应逆

境胁迫中发挥重要作用。为研究吉富罗非鱼(Genetically Improved Farmed Tilapia, GIFT)CaSR 基因的特点及其在缺

氧胁迫下参与细胞凋亡的调控机制。本研究利用 RT-PCR 技术克隆了吉富罗非鱼 CaSR cDNA 全长序列, 利用

qRT-PCR 技术分析了该基因在不同组织中的表达模式, 并进一步检测了缺氧胁迫下(0.55 mg/L)肝脏中该基因和细

胞凋亡相关基因 mRNA 的表达变化, 同时利用 ELISA 法检测了肝脏中抗氧化酶活性的变化, 以及通过 HE 和

TUNEL染色法分别观察了肝细胞的形态变化和凋亡情况。结果显示, 吉富罗非鱼 CaSR cDNA序列全长 3265 bp, 包

括 21 bp 5′非编码区、2823 bp 开放阅读框和 421 bp 3′非编码区, 编码 940 个氨基酸。CaSR 基因 mRNA 在不同组

织中均有表达, 其中肌肉中表达量最高, 肾脏次之; 组织切片观察发现缺氧可导致肝脏组织结构损伤, 促进肝细胞

凋亡; 与对照组(5.0 mg/L)相比, 缺氧可增强 SOD、CAT 和 GSH-Px 抗氧化酶活性, 上调 CaSR mRNA 的表达, 并

引起 Bcl-2、Caspase-3 和 P53 凋亡基因 mRNA 的表达变化。研究结果表明, CaSR 可能通过介导 Ca2+调控细胞凋亡, 

从而参与吉富罗非鱼的缺氧应对机制。 
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钙离子作为细胞内信号转导的第二信使, 与生

物体内 Ca2+感应受体结合可调节多种生理过程[1-2]。

钙敏感受体(calcium-sensing recceptor, CaSR)是 G

蛋白偶联受体(GPCRs)超家族中的一员, 1993 年

首次在牛甲状旁腺中被研究证明具有 Ca2+传感器

的作用[3]。CaSR 基因在多种生物中广泛存在, 在

与离子代谢调节有关的组织(如甲状旁腺、肾脏、

骨骼等)中高表达[4], 最主要的生物学功能是维持

机体内环境钙稳态, 通过与 Ca2+等激动剂结合可

启动不同 G 蛋白信号传导通路、调控细胞分泌、 

基因表达、离子通道激活、细胞分化、增殖与凋

亡等重要过程[2,5-7]。 

CaSR 与细胞凋亡的调控过程密切相关[5,8]。

目前 CaSR 在哺乳动物中的研究居多, Xing 等[8]

研究发现 CaSR 通过 G 蛋白偶联途径引起的钙超

载可以激活丝裂原活化蛋白激酶(MAPKs)通路 , 

在细胞凋亡中发挥调控作用; Ran 等[9]研究表明

CaSR 通过介导 PKC 和 PI3K/AKT 信号通路参与

镉引起的大鼠成骨细胞钙稳态损伤 , 并诱导

Caspase 依赖性细胞凋亡的发生; Yuan 等[10]研究
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发现随着大鼠心肌梗死持续时间的延长, CaSR 表

达逐渐增加, 细胞凋亡程度显著升高, 且凋亡相

关蛋白的表达水平受 CaSR 活性的调控。而鱼类

中关于 CaSR 的功能的研究较为缺乏, 且多集中

于离子转运和渗透调节方面[11]。Qiang 等[12]在研

究缺氧条件下 miR-92a 对 CaSR 的靶向调控作用

时发现, 尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)肝细

胞中 CaSR 表达下调引起细胞中 Ca2+浓度以及细

胞凋亡因子的转录水平明显降低, 细胞凋亡比例

降低, 表明 CaSR 可参与鱼类应激调节。因此, 研

究鱼类 CaSR 对细胞凋亡的调控作用可能有助于

更多了解鱼类环境胁迫适应机制。 

水产养殖中 , 缺氧是常见环境应激因子之

一。缺氧环境下鱼类体内活性氧(reactive oxygen 

species, ROS)过量产生, 导致鱼类组织损伤, 严

重影响鱼类的生长和存活[13-14]。肝脏是能量和氧

代谢的重要器官, 对溶氧变化较为敏感。急性低

氧胁迫下大口黑鲈(Micropterus salmoides)[15]肝脏

中超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)、

谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 (glutathione peroxidase, 

GPx)、过氧化氢酶(Catalase, CAT)等抗氧化酶的

活性显著增强; 金鱼[16](Carassius auratus)肝脏中

SOD 活性无显著变化, 但 CAT 和 GPx 活性显著

升高。吉富罗非鱼(Genetically Improved Farmed 

Tilapia, GIFT)是我国南方地区重要的淡水养殖鱼

类, 具有生长速度快、单位面积产量高等优势, 但

由于恶劣天气、营养过剩、高密度集约化养殖等

因素影响极易遭受缺氧胁迫[17]。而目前有关缺氧

胁迫对吉富罗非鱼影响的研究还不够完善。因此

本研究以吉富罗非鱼为研究对象 , 首先利用

RT-PCR 技术克隆获得 CaSR 基因 cDNA 全长序列, 

通过 qRT-PCR 技术检测该基因 mRNA 在吉富罗

非鱼各组织中表达情况, 研究缺氧胁迫下 CaSR

与细胞凋亡相关基因的表达变化 , 同时利用

ELISA 法检测吉富罗非鱼肝脏中抗氧化酶活性的

变化, 通过 HE 和 TUNEL 染色法观察肝细胞的病

理学变化, 探究缺氧胁迫下 CaSR 对吉富罗非鱼

细胞凋亡的调控作用, 以期为吉富罗非鱼缺氧应

对机制提供更多理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验吉富罗非鱼来自中国水产科学研究院淡

水渔业研究中心无锡宜兴基地, 实验开始前将鱼

放入室内 450 L 循环水养殖桶中暂养, 水温(28± 

1) ℃, pH 7.6±0.2。在此期间, 使用循环水连续充

气保持水中溶氧≥5 mg/L, 每天投喂体质量 5%

的商品饲料(粗蛋白 29%, 粗脂肪 8%)两次(8: 00

和 16: 00)。 

1.2  总RNA提取与吉富罗非鱼CaSR基因 cDNA

克隆 

按照 Trizol Reagent 的使用方法提取吉富罗

非鱼(体重约 30 g)肝脏组织样本总 RNA。通过 1%

的琼脂糖凝胶电泳检测各组织总 RNA 的完整性, 

紫外分光光度计检测 RNA 的浓度及纯度。以提取

的肝脏组织总 RNA 作为模板, 利用 PrimeScriptTM 

II 1st Stand cDNA Synthesis Kit 试剂盒进行反转

录, 合成 cDNA 第一链, −20 ℃保存待用。根据

GenBank 提交的尼罗罗非鱼 CaSR 基因序列

(XM_025910710.1)设计引物(表 1)。以吉富罗非鱼

的 cDNA 为模板, 进行 CaSR 基因中间片段的克

隆。PCR 反应体系: 10×LA PCR Buffer II (Mg2+) 

2 μL, dNTP Mixture (2.5 μmol/L) 1 μL, 上下游引

物各 0.5 μL, cDNA 模板 1 μL, LA Taq 0.2 μL, 

ddH2O 补至 20 μL; 反应程序: 95 ℃ 5 min; 95 ℃ 

30 s, 55 ℃ 30 s, 72 ℃ 1 min, 35 个循环; 72 ℃ 

10 min。PCR 产物回收、纯化, 挑选阳性克隆菌

落送至无锡亦欣生物科技有限公司测序。CaSR 基

因 5′和 3′端序列按同样方法进行克隆。 

1.3  CaSR 基因序列分析 

将 5′端序列、中间序列和 3′端序列拼接后得

到 CaSR 基因 cDNA 全长序列。利用 NCBI ORF 

Finder 分析基因的开放阅读框; 利用 ExPASY、

TMHMM 2.0、SignalP 和 NetNGlyc 1.0 等在线蛋

白质分析网站预测基因编码氨基酸的理化性质和

结构; 利用 NCBI 中 Blastn 和 Blastp 分别对序列

进行核苷酸和氨基酸同源性检索, 通过 DANMAN

软件进行多序列比对后, 利用 MEGA 7.0 (Neighbor- 

joining 法)构建系统进化树, 分析比较不同物种间 



第 9 期 李连歌等: 吉富罗非鱼钙敏感受体基因的克隆、表达与其参与调控细胞凋亡的机制 1131 

 

表 1  基因克隆所用引物 

Tab. 1  Primers used in gene cloning 

引物 primer 引物序列(5′−3′) primer sequence (5′−3′) 扩增目标 amplification target 

CASR-F AGCACTAGTTTCAGGCCT CASR partial sequence PCR 

CASR-R GTCATGATTTTGGTAGCTAG   

CASR-5-F TCCAATCAAAGAAAAAAAACC CASR 5′ PCR 

CASR-5-R GGTGTTTCAACACTTGCGAT   

CASR-3-F CCGTGATGGCTCTAGGGTTT CASR 3′ PCR 

CASR-3-R CAGAATTTAGGTAATTTTTACTT   

CASR-GSP-F TCCGTGATGGCTCTAGGGTT CASR qRT-PCR 

CASR-GSP-R CAGCTGAAACAAACTTGCCGT   

BCL-2-F GACGATGATGCCAGGGAGAG BCL-2 qRT-PCR 

BCL-2-R CTCAGAGTTCACTGGAGCGG   

CASPASE-3-F TGAATTTCCGGGCCTGAGTG CASPASE-3 qRT-PCR 

CASPASE-3-R GACAGACCGTCATCGTGCTT   

P53-F TTTTCTCCTCCCTGTTCGTGG P53 qRT-PCR 

P53-R CGGGAACCTCATGCTTCACT   

β-actin-F CCACACAGTGCCCATCTACGA β-actin qRT-PCR 

β-actin-R CCACGCTCTGTCAGGATCTTCA  

 

亲缘关系的远近。 

1.4  吉富罗非鱼不同组织 CaSR 基因表达分析 

选取健康活泼发育良好的吉富罗非鱼(体重

约 30 g) 6 尾, 深度麻醉(MS-222, 200 mg/L)后, 解

剖取其脑、鳃、心脏、肝脏、肾脏、脾脏、胃、

肠道以及肌肉组织, 液氮速冻后, −80 ℃保存用于

CaSR 不同组织表达分析。 

1.5  缺氧胁迫实验与样品采集 

依据前期对缺氧胁迫下吉富罗非鱼半致死浓

度的实验研究[18], 设置缺氧组(0.55 mg/L)和对照

组(5.0 mg/L), 每个处理组设 3 个平行, 实验在 6

个养殖桶中进行, 每个桶内放置 40 尾大小均一、

体质健康的吉富罗非鱼(体重约 30 g)。实验过程

中, 每隔 2 h 用便携式溶氧仪检测 1 次水中溶氧, 

通过充氮气和空气来调节水中溶解氧浓度, 使各

组溶氧水平维持在设定范围内。实验周期为 96 h。

分别在缺氧胁迫下第 0、2、8、24、48、96 小时, 

从每个桶中随机取 3 尾鱼, MS-222 麻醉后剖取其

肝脏组织, 选取部分组织样本放入液氮速冻后于

−80 ℃冷冻保存用于进行 qRT-PCR 和酶活性测

定, 另选取部分组织样本放置于 4%多聚甲醛溶

液中固定用于病理学观察。 

1.6  实时荧光定量 PCR 检测 

利用 Trizol 法提取所采集的组织样本总 RNA。

以提取的总 RNA 作为模板, 利用 PrimeScriptTM 

RT Master Mix (Perfect Real Time)试剂盒(TaKaRa, 

大连)进行反转录得 cDNA, 以此为模板, 根据获

得的吉富罗非鱼 CaSR 基因序列设计荧光定量特

异引物CASR-GSP-F和 CASR-GSP-R (表 1), 以已

知罗非鱼 β-actin基因作为内参[19], 通过 qRT-PCR

技术检测 CaSR 基因 mRNA 在吉富罗非鱼不同组

织中的表达情况, 以及缺氧胁迫下吉富罗非鱼肝

脏中 CaSR 基因以及 Bcl-2、Caspase-3 和 P53 三

种凋亡基因 mRNA 的表达变化。qRT-PCR 按照

SYBR® Premix Ex TaqTM (Tli RNaseH Plus)试剂盒

(TaKaRa, 大连 )操作进行 , 反应体系 : 2×SYBR 

Premix Ex TaqTM 12.5 μL, 上、下游引物各 1 μL, 

50×ROX reference Dye II 0.5 μL, cDNA 模板 2 μL, 

ddH2O 补至 25 μL; 反应程序: 95 ℃ 30 s, 95 ℃ 

5 s, 60 ℃ 30 s, 40 个循环。为确保引物特异性, 

每次操作结束后确认 PCR 的扩增曲线及熔解曲

线。根据荧光定量 PCR 测得的 Ct 值, 采用 2–∆∆Ct

法[20]计算各基因 mRNA 的相对表达量。各凋亡基

因引物根据  NCBI 数据库罗非鱼基因组序列设
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计(表 1)。 

1.7  样品酶活性的测定 

称取样品约 0.1 g 于 1.5 mL 无菌 EP 管(加研

磨珠)中, 分别加 9 倍体积的 0.1%磷酸盐缓冲液

(预冷), 振荡(60 Hz) 200 s, 离心(4 ℃, 9000 r/min) 

20 min, 后吸取上清液制成肝脏组织匀浆, 利用

上海朗顿生物有限公司酶联免疫检测(ELISA)试剂

盒测定 SOD、CAT、GSH-Px 三种抗氧化酶活性。 

1.8  HE 和 TUNEL 染色切片的制备 

将肝脏组织于 4%多聚甲醛溶液中固定 24 h

后, 经脱水、透明后用石蜡包埋, 切片。再经二甲

苯脱蜡后, 分别进行 HE 染色和 TUNEL 染色[21], 

封片后在显微镜下观察肝细胞的形态变化和凋亡

情况。其中 TUNEL 染色检测中, 正常未凋亡细胞

的细胞核被苏木素染成蓝色, 阳性凋亡细胞的细

胞核为棕黄色。 

1.9  统计与分析 

实验所得数据均用平均值±标准误( x ±SE)表

示。利用 SPSS 17.0 统计软件对数据进行处理, 先

使用 Shapiro-Wilk 和 Levene 检验分析数据的正

态性和方差同质性, 然后使用独立样本 t 检验检

测缺氧胁迫同一时间点实验组与对照组间的差异

显著性, 其中 P<0.05 具有显著差异; 使用单因素

方差分析(one-way ANOVA)检测同一处理组在不

同时间点的差异显著性, 以及不同组织 CaSR 基

因的表达差异, 当差异显著时, 再用 Duncan 氏法

进行多重比较, P<0.05 为差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  吉富罗非鱼 CaSR 基因全长 cDNA 序列特征

和系统进化分析 

拼接得到吉富罗非鱼 CaSR 基因 cDNA 序列

全长为 3265 bp, 包括 21 bp 5′非编码区、2823 bp

开放阅读框以及 421 bp 的 3′非编码区, 编码 940

个氨基酸, 预测的蛋白相对分子量为 105.6 kD, 

理论等电点 PI 为 5.98, 其氨基酸组成中正电荷残

基(Arg+Lys)数为 85, 负电荷残基(Asp+Glu)数为

96。预测的 CaSR 蛋白结构具有 G 蛋白偶联受体

超家族特有的七螺旋跨膜结构域, 跨膜区前端为

一长的、含 18 氨基酸信号肽序列和 11 个潜在 N-

糖基化修饰位点的 N 端胞外结构域, 后端为一短

的 C 端胞质尾(图 1)。 

Blast 检索分析结果显示, 吉富罗非鱼 CaSR

序列在核苷酸水平上与尼罗罗非鱼、莫桑比克罗

非鱼 (Oreochromis mossambicus, AY541693.1)的

同源性最高 , 为 99%, 与斑马拟丽鱼(Maylandia 

zebra, XM_004563992.1) 、伯氏朴丽鱼 (Haplo-

chromis burtoni, XM_005922221.2)的同源性为

97%; 在氨基酸水平上同源性均为 99%。选取不

同物种 CaSR 的氨基酸序列构建了系统进化树

(图 2)。结果显示 CaSR 基因进化树可分为鱼类和

陆上动物两大支。吉富罗非鱼 CaSR 与同属鲈形

目的鱼类聚为一支, 其中与尼罗罗非鱼和莫桑比

克罗非鱼的亲缘关系最近。总之吉富罗非鱼 CaSR

系统进化树中的亲缘关系符合传统分类学。        

2.2  CaSR 基因在吉富罗非鱼不同组织中的表达 

荧光定量 PCR 技术检测结果显示, CaSR 基因

mRNA 在吉富罗非鱼脑、鳃、心脏、肝脏、肾脏、

脾脏、胃、肠道以及肌肉等 9 个组织中均有表达, 

其中肌肉组织中表达量最高, 其次为肾脏、肠道、

肝脏, 心脏中表达量最少(图 3)。  

2.3  缺氧胁迫对吉富罗非鱼肝脏组织的影响 

2.3.1  HE 染色结果  利用 HE 染色法检测吉富

罗非鱼肝脏组织的形态变化, 结果显示, 缺氧处

理下肝脏表现为肝细胞无序, 肝细胞质明显减少, 

肝细胞内空泡化显著(图 4b 和 4d)。 

2.3.2  TUNEL 染色结果  利用 TUNEL 染色法

检测肝脏组织的细胞凋亡情况, 结果显示, 与对

照组(图 5a 和 5c)相比, 缺氧组(图 5b 和 5d)肝脏组

织中凋亡细胞数目明显增加, 表明缺氧胁迫可显

著促进吉富罗肝细胞凋亡。 

2.4  肝脏组织中 SOD、CAT 和 GSH-Px 抗氧化

酶活性变化 

图 6 中分别显示了缺氧胁迫下吉富罗非鱼肝

脏组织中 3 种氧化应激指标活力较对照组的变

化。可以看到, 随着缺氧胁迫时间的延长, 处理组

SOD、CAT 和 GSH-Px 抗氧化酶活性均逐渐增强, 

在第 24、48、96 小时均维持在较高水平, 其中

SOD 活性在第 24、48、96 小时较对照组差异显

著(P<0.05), CAT 活性在第 24 小时和 96 小时较对 
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图 1  吉富罗非鱼 CaSR 基因 cDNA 全长及氨基酸序列分析 

小写字母表示 5′和 3′端非编码区, 大写字母表示编码区, 加粗部分表示起始密码子(ATG)和终止密码子(TAA), 灰色阴影部分

表示信号肽序列, 加粗斜体“C”表示半胱氨酸残基, 下划线部分表示跨膜区, 方框部分表示潜在 N-糖基化位点. 

Fig. 1  Sequence analysis of full-length cDNA and amino acid of CaSR in GIFT 
The lowercase indicates 5′ UTR and 3′ UTR, and the coding sequence is presented in capital letters. The bold part represents the start 
codon (ATG) and the stop condon (TAA). The signal peptide sequence is shaded in gray; the italic “C” in bold indicates the cysteine 

residue; transmembrane domains are underlined; potential N-glycosylation sites (N) are boxed. 
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图 2  吉富罗非鱼与其他物种 CaSR 的系统进化树 

Fig. 2  Phylogenetic tree derived from CaSR of GIFT and other species 
 

 
 

图 3  CaSR 基因 mRNA 在吉富罗非鱼不同组织中的表达 

不同小写字母表示组织间表达量差异显著(P<0.05). 

Fig. 3  Expression level of CaSR mRNA in different tissues of GIFT 
Different lowercase letters donate significant difference in expression level between tissues (P<0.05). 

 

 
 

图 4  缺氧胁迫对吉富罗非鱼肝脏组织结构的影响 

a. 对照组 48 h; b. 低氧组 48 h; c. 对照组 96 h; d. 低氧组 96 h. 

红色箭头表示细胞空泡. 

Fig. 4  Effects of hypoxia stress on liver tissue structure of GIFT 
a. Control group for 48h; b. Hypoxia group for 48 h; c. Control group for 96 h; d. Hypoxia group for 96 h.  

The red arrows indicate cell vacuoles. 
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图 5  缺氧胁迫对吉富罗非鱼肝脏组织细胞凋亡的影响 
a. 对照组 48 h; b. 低氧组 48 h; c. 对照组 96 h; d. 低氧组 96 h. 红色箭头表示凋亡细胞. 

Fig. 5  Effects of hypoxia stress on apoptosis in liver tissue of GIFT 
a. control group for 48 h; b. hypoxia group for 48 h; c. control group for 96 h; d. hypoxia group for 96 h.  

The red arrows indicate apoptotic cells. 
 

 
 

图 6  缺氧胁迫下吉富罗非鱼肝脏组织中 SOD(a)、CAT(b)和 GSH-Px(c)活性的变化 

不同小写字母表示实验组在不同时间点有显著性差异(P<0.05), *表示同一时间点实验组与对照组有显著性差异(P<0.05). 

Fig. 6  The changes of SOD (a), CAT (b) and GSH-Px (c) activity in liver of GIFT under hypoxia stress 
Different lowercase letters donate significant difference among different time points in the experimental group (P<0.05).  

* donates significant difference between experimental and control group at the same time (P<0.05). 
 

照组差异显著(P<0.05), GSH-Px 活性在第 48 小时

和 96 小时较对照组差异显著(P<0.05)。 

2.5  肝脏组织中 CaSR、Bcl-2、Caspase-3 和 P53
基因 mRNA 的表达变化 

利用 qRT-PCR 技术检测缺氧胁迫下吉富罗

非鱼肝脏组织中 4 种基因在各个时间点较对照组

的表达变化(图 7), 结果表明, 随着缺氧胁迫时间

的延长, 缺氧组 CaSR、Caspase-3 基因 mRNA 表

达量逐渐升高, 至第 48 小时达到最高, 与对照组

差异显著(P<0.05), 在第 96 小时表达量下降(图

7a、7c); 与对照组相比, 缺氧组 Bcl-2、P53 基因

mRNA 表达量在第 2 小时和 8 小时基本保持不变, 

但至第 24 小时显著升高, 在第 48 小时达到最高, 

与对照组差异显著(P<0.05), 在第 96 小时表达量

呈下降趋势(图 7b、7d)。 

3  讨论 

3.1  吉富罗非鱼 CaSR 序列特征分析 

CaSR属于一种 G蛋白偶联受体, 在许多物种

中广泛存在, 包括大鼠[22]、小鼠[23]、鱼类[24]以及 
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图 7  缺氧胁迫下吉富罗非鱼肝脏组织中 CaSR (a)、Bcl-2 (b)、Caspase-3 (c)和 P53 (d)基因 mRNA 的表达量变化 

不同小写字母表示实验组在不同时间点有显著性差异(P<0.05), “*”表示同一时间点实验组与对照组有显著性差异(P<0.05). 

Fig. 7  The mRNA expression change of CaSR (a), Bcl-2 (b), Caspase-3 (c) and P53 (d) in liver of GIFT under hypoxia stress 
* donates significant difference between experimental and control group at the same time (P<0.05). 

 

人类[25]等, 其都具有相似的蛋白结构: 大的 N 端

胞外结构域(ECD), 7 层跨膜结构域(TMD), 以及

细胞内 C 端结构域(ICD)。本实验利用 RT-PCR 技

术克隆了吉富罗非鱼 CaSR 基因全长 cDNA 序列, 

预测的蛋白整体结构特征与上述一致。ECD 序列

N 端形成的 VFT 区能够识别并结合 Ca2+等配体, 

并通过半胱氨酸富集区(CRD)将接收到的 G 蛋白

信号传递给 TMD, 导致 TMD 构象发生改变, 从

而激活受体, ICD 具有的多种蛋白激酶磷酸化作

用位点可以对接和激活 G 蛋白, 继而启动下游信

号传导通路[26-28]。其中 9 个半胱氨酸残基在 CRD

内会形成 4 个二硫键桥, 对于维持受体的表达和

功能具有重要作用[2]。吉富罗非鱼 CaSR 具有与哺

乳动物 CaSR 相同的 CRD, 这一特征与对莫桑比

克罗非鱼 CaSR 基因的分析结果相一致[29], 表明

CaSR 基因在不同物种间表达具有较高的保守性。 

3.2  吉富罗非鱼 CaSR 组织表达分析 

CaSR作为一种细胞外 Ca2+传感器, 在哺乳动

物的肾脏、大脑和消化道中表达丰富[30-32], 其主

要与调节 Ca2+平衡和激素分泌作用有关。Loretz

等[29]研究发现莫桑比克罗非鱼肾脏、鳃、消化道

中高表达的 CaSR 具有离子调节作用, 通过离子

转运直接调控 Ca2+, 帮助调节鱼类的渗透压平

衡。本实验通过 qRT-PCR 检测到 CaSR 基因

mRNA 在吉富罗非鱼不同组织中均有分布, 其在

肌肉中表达量最高, 肾脏次之。肌肉是能量代谢

的重要器官, 肌肉收缩等生理活动离不开 Ca2+的

调控[33], 因此可推测 CaSR 在罗非鱼肌肉中也发

挥离子调节作用。肝脏也是鱼类代谢的重要器官, 

虽然关于 CaSR 在肝脏中的功能研究较少, 但在

刺激作用下 CaSR 为维持钙稳态可能通过相关通

路参与肝脏的代谢过程, 其具体机制需要进一步

深入研究。 

3.3  缺氧胁迫对吉富罗非鱼肝脏组织氧化应激

指标的影响 

缺氧影响鱼类的行为、生长以及生理活动 , 

甚至导致鱼类死亡[34]。ROS 的稳态水平有利于有

氧生物进行正常细胞代谢, 当生物体内 ROS 产生
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过多打破了与机体原本的抗氧化防御之间的平衡

时会引发氧化应激, 从而造成细胞凋亡、脂质氧

化、组织损伤等[35-37]。本实验中缺氧胁迫下吉富

罗非鱼肝脏组织细胞凋亡程度明显增加, 说明缺

氧引起的氧化应激促进了吉富罗非鱼肝细胞凋

亡, 其具体机制可能与细胞凋亡通路中起调控作

用的各种因子有关。抗氧化防御系统是鱼类应对

氧化应激的重要反应机制, 其中 SOD、CAT、GPx

等抗氧化酶是重要组成部分, 它们能够清除体内

的超氧自由基和过氧化物, 保护机体免受氧化损

伤[38]。缺氧胁迫下鱼类不同组织抗氧化酶活性发

生适应性变化, 在鱼类应对环境变化以及生存策

略中起着重要作用[16]。本研究发现缺氧胁迫下肝

脏中几种抗氧化酶的活性均显著增强, 在第 24、

48、96 h 时一直维持在较高水平, 这可能是因为

吉富罗非鱼肝脏组织在缺氧胁迫下受到损伤, 需

要不断增强抗氧化酶的活性来帮助清除体内过多

的有害自由基 , 这与大口黑鲈 (Micropterus sal-

moides)、日本沼虾(Macrobrachium nipponense)在

低氧胁迫前期的研究结果相一致[15,38], 同时也体

现出吉富罗非鱼肝脏组织具有较高的抗氧化能力。 

3.4  吉富罗非鱼 CaSR 参与缺氧胁迫下细胞凋亡

的响应 

细胞凋亡是生命的基本现象, 有利于个体发

育和维持内环境稳态。氧化应激下 ROS 的过度产

生可能通过破坏线粒体膜的通透性和呼吸链或者

刺激 Ca2+浓度的增加等方式诱导细胞凋亡[39]。上

述结果中我们发现缺氧引发的氧化应激促进了吉

富罗非鱼肝细胞凋亡, 其原因可能与细胞内增加

的 ROS 有关。Caspase 是一类半胱氨酸蛋白酶, 在

蛋白水解级联中传递凋亡信号, 其活性可以用来

检测应激诱导的鱼类细胞凋亡[40]。Caspase-3 是

Caspase 家族的重要成员之一, 在线粒体凋亡途

径中被 Caspase-9 蛋白水解激活介导凋亡信号 , 

最终引起细胞凋亡[41]。抑癌因子 P53 是调节 DNA

修复和细胞凋亡的重要因子 , 缺氧条件下过量

ROS 导致 DNA 损伤, 激活 P53, P53 直接作用于

线粒体, 影响 Cyt-C 的释放以及 Bax、Bcl-2 等凋

亡因子的转录 , 从而诱导细胞凋亡 [39,42]。Zhang

等[43]研究发现氧化应激诱导黄颡鱼(Pelteobagrus 

fulvidraco)幼鱼肝细胞凋亡并上调肝脏中 P53、

Caspase-3 等凋亡基因的转录水平。因此在本实验

中低氧胁迫下 Bcl-2、Caspase-3 和 P53 基因 mRNA

的表达增强可以表明这 3 种基因参与了氧化应激

诱导的吉富罗非鱼细胞凋亡的调控, 其原因可能

与缺氧胁迫下 ROS 的升高导致线粒体损伤, 从而

诱导线粒体凋亡通路有关。而 Bcl-2 是一类抗凋

亡因子, 它可以改变线粒体膜的通透性, 直接抑

制线粒体中 Cyt-C 的释放[41]。吴鑫杰[21]研究发现

缺氧导致团头鲂 (Megalobrama amblycephala)心

肌细胞发生凋亡并使 Bcl-2 mRNA 表达量降低, 

但严重缺氧又会引起 Bcl-2 mRNA 表达量显著升

高, 本实验中 Bcl-2 表达量出现了明显升高, 这可

能与鱼类在应对缺氧应激时自身防御机制有关 , 

但从切片观察结果来看, 促凋亡因子在细胞命运

决定中占主导作用, 也进一步说明了缺氧可以诱

导细胞凋亡, 引起罗非鱼肝脏损伤。 

细胞内 Ca2+是参与信号传导的第二信使, 急

性低氧胁迫可导致鱼体内 Ca2+浓度增加[44]。CaSR

能够感知胞外 Ca2+, 通过离子调节参与调控细胞

凋亡等生理过程[2]。在哺乳动物 CaSR 功能研究中

发现低氧应激下过多的 ROS 可以激活 CaSR, 

CaSR的过表达导致胞外 Ca2+浓度增加, 造成 Ca2+

内流引起线粒体中钙超载, 导致线粒体损伤, 同

时调控 Bcl-2、Cyt-C、Caspase-3 等凋亡因子的表

达, 最终促进细胞发生凋亡[8,45]。同时, 在鱼类中

也发现低氧胁迫下 CaSR 的表达变化可以引起细

胞中 Ca2+浓度以及相关凋亡因子转录水平的变化, 

从而调控细胞凋亡[12]。本实验发现缺氧胁迫上调

吉富罗非鱼 CaSR mRNA 表达, 表明 CaSR 参与罗

非鱼缺氧信号传导过程, 其表达增加可能与肝脏

中产生的过量 ROS 有关, 其中在第 0~8 小时未出

现明显变化可能是因为短时间内缺氧应激尚未对

罗非鱼组织造成较重损伤, 但随着胁迫时间的延

长 , ROS 的过度积累导致 CaSR 表达增强。而

Bcl-2、Caspase-3 和 P53 三种基因的表达变化与

CaSR 基本一致, 说明 CaSR 表达增强能够影响细

胞凋亡相关因子的表达水平。因此可以推测, 缺

氧胁迫下 CaSR 在 ROS 刺激下表达增强, 介导细

胞内 Ca2+浓度增加, 继而引起细胞凋亡相关调控
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因子的变化, 最终导致细胞凋亡的发生, 从而参

与吉富罗非鱼的缺氧应对机制。但有关具体的

Ca2+信号传导机制以及细胞凋亡信号通路等问题, 

还有待于进一步深入研究。 
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Abstract: Hypoxia is one of the main environmental stress factors affecting the growth, reproduction, and survival 
of fish in aquaculture. In addition to the antioxidant defense system, the mechanism of hypoxia tolerance in fish 
also includes many regulatory factors that play an important role in hypoxia signal transduction. The cal-
cium-sensing receptor (CaSR) is a transmembrane receptor belonging to the G-protein-coupled receptor (GPCRs) 
superfamily, and is widely conserved in mammals, fish, and other vertebrates. CaSR can participate in a variety of 
important physiological processes by regulating different signal pathways under the stimulation of Ca2+ and other 
agonists. Apoptosis is an important physiological activity in most organisms, and under normal conditions it pro-
motes the development of the organism and helps maintain homeostasis. Oxidative stress induced by hypoxia can 
induce cell apoptosis. It was found that hypoxia upregulated the expression of CaSR, and increased CaSR pro-
moted intracellular calcium overload, which induced endoplasmic reticulum stress, and could affect cell apoptosis 
genes in specific pathways, leading to downstream apoptosis. However, the regulation of CaSR on cell apoptosis 
under anoxic conditions is primarily observed in mammals and has rarely been reported in fish. The aim of this 
study was to investigate the characteristics of the CaSR gene and its regulatory mechanism involved in apoptosis 
during hypoxia stress in Genetically Improved Farmed Tilapia (GIFT). The cDNA full-length sequence of the 
CaSR gene of GIFT was cloned by RT-PCR. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) was used to analyze the ex-
pression pattern of CaSR in different tissues, and further detected expression changes in CaSR and the mRNA of 
other apoptosis-related genes in the liver under hypoxic conditions (0.55 mg/L). Finally, ELISA was used to detect 
changes in activities of antioxidant enzymes in the liver, while morphological changes and apoptosis in the liver 
were observed by HE and TUNEL staining, respectively. The results showed that the cDNA full-length sequence 
of the CaSR gene in GIFT was 3265 bp in length, including 21 bp at the 5′-UTR, 421 bp at the 3′-UTR, and a 2823 bp 
open reading frame (ORF) encoding 940 amino acids. The predicted protein structure contained a seven-transmembrane 
domain unique to the GPCRs superfamily. Multiple sequence comparisons of CaSR proteins indicated that CaSR 
has the highest similarity with the corresponding protein in tilapia. CaSR gene mRNA was found to be expressed 
in nine tissues, with the highest expression in muscle, followed by kidney. Hypoxic stress could lead to structural 
damage of liver and promote apoptosis of liver cells. Compared with the control group (5.0 mg/L), hypoxic stress 
could enhance the activity of SOD, CAT and GSH-Px antioxidant enzymes and maintain them at high levels, and 
could also significantly upregulate the expression of CaSR mRNA and cause mRNA expression changes in Bcl-2, 
Caspase-3, and P53, all of which are apoptosis genes. The results suggest that hypoxic stress could induce oxida-
tive stress and cause damage in the tissues of GIFT, and that activated CaSR might participate in the process of 
hypoxia signal transduction through mediating Ca2+ to affect the expression of key genes in the apoptosis pathway 
under oxidative stress, thus leading to the apoptosis of fish hepatocytes. 
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