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三疣梭子蟹GST基因的cDNA克隆及表达分析
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摘要: 取健康三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)‘黄选1号’80日龄幼蟹, 体重(32.66±6.27) g。通过RT-PCR及Smart－TM Race技术, 克隆了三疣梭子蟹谷胱甘肽S-转移酶(glutathiones-transferase, 简称GST)基因cDNA全长序列(GenBank登录号: KF781517)。GST基因全长1 010 bp, 编码一个由216个氨基酸组成的多肽, 预测理论等电点PI为5.294, 分子量为24.59 kD。氨基酸序列中含有GST基因家族特有GST-N结构域和GST-C结构域。同源性及系统进化分析表明, 三疣梭子蟹GST基因与中华绒螯蟹(Eriocheir sinesis)和脊尾白虾(Exopalaemon carinicauda)的同源性分别为78%和63%。实时荧光定量PCR结果表明, GST基因在肝胰腺、鳃、肌肉、血淋巴、心脏和眼柄中均有分布, 在肝胰腺中表达量最高(P<0.05), 其次是鳃(P<0.05), 在心脏中表达最少。三疣梭子蟹肌肉注射低、中、高3个剂量组的磺胺嘧啶后,  GST 基因表达较对照组都有表达, 均呈现先升高后降低再升高的趋势。同时, 随着药物浓度的增加, 低、中、高3个剂量组峰值出现的时间越晚, 分别为6 h、24 h和48 h。本实验结果表明, 磺胺嘧啶可以诱导三疣梭子蟹GST基因表达, GST基因可能参与三疣梭子蟹的药物代谢反应。
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磺胺类药物是应用最早的一类人工合成抗菌药, 由氨苯磺胺衍生而来[1]。磺胺嘧啶(sulfadiazine, SD)属磺胺类抗菌药物, 通过抑制叶酸的合成而抑制细菌的繁殖, 在水产动物的养殖过程中被大量使用[2]。随着研究的深入, 人们发现磺胺类药物能够引起人体产生过敏、泌尿系统和造血系统功能紊乱等一些不良反应及毒副作用[3]。目前, 磺胺嘧啶在畜禽和水产养殖中是一类限制性使用的药物, 日本、欧盟等国家和地区规定了食品和饲料中磺胺嘧啶的最大残留限量 (MRL)[4]。中国农业行业标准 NY5070–2002中规定磺胺嘧啶在水产品中总量不得超过100 μg/kg。在中国地方标准升级为国家标准渔药目录中, 磺胺嘧啶已成为国标渔药中可使用药物[5]。

谷胱甘肽S-转移酶(glutathiones-transferase, 简称GST) 是一种多功能二聚体可溶性蛋白的超家族酶类, 是药物在生物体内进行二相代谢的关键酶类[6–8]。GST主要作用是催化外源化合物分子或经第一相反应的代谢产物以及氧化应激引起亲脂性过氧化损伤化合物与还原型谷胱甘肽(glutathione, GSH)的巯基(–SH)结合, 保护生物大分子免受侵袭, 使这些有害物质利于从胆汁或尿液中排出体外[9–11]。目前水产方面对GST的研究主要集中在其对微囊藻毒素和水生生态环境污染物的解毒方面[12]。对GST基因的研究主要集中在鱼类上, 程炜轩等[8]在鳜鱼(Siniperca chuatsi)肝中扩增出两种GST基因: GSTA 与 GSTR 。林群等[9]克隆了近江牡蛎4种类型GST基因cDNA全序列, 胡永乐等[13]克隆出斜带石斑鱼(Epinephe​lu​s coioides) alpha 型与 rho 型 GST 基因 cDNA 全序列, 为鱼类养殖中的毒理学研究提供基础资料。在海洋无脊椎动物中, Hoarau等[14]发现, 地中海贻贝(Mytilidae galloprovincialis)在100 μg/L BaP作用下GSTpi基因表达被显著抑制。Miao等[15]发现BaP对栉孔扇贝(Chlamys farreri) GSTPi表达具有诱导效应且体现出一定的时间剂量效应。Ren等[16]发现BaP可以改变凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei) GST基因的表达水平。Gonçalves-Soares等[17]研究发现, 凡纳滨对虾在注射亚致死剂量的有毒铜绿微囊藻提取物(MCS)后, MCS可诱导GST基因的表达。在海洋甲壳动物中, GST基因报道十分有限, 仅克隆出中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)、凡纳滨对虾和脊尾白虾(Exopalaemon carinicauda) GST基因全长, 但其结构功能还有待进一步分析。三疣梭子蟹尚未见报道。本研究主要克隆了三疣梭子蟹GST基因的cDNA全长序列, 并对序列进行比较分析; 利用Real-Time RT-PCR方法分析了该基因的组织表达情况及其在外源药物-磺胺嘧啶作用下表达量的变化。以期为进一步了解甲壳类动物GST的功能和作用机制, 为阐明GST基因在肝脏生物转化解毒代谢中的作用奠定基础。
1  材料与方法

1.1  实验材料

1.1.1  实验动物  实验于2012年在山东省潍坊市昌邑市海丰水产养殖有限责任公司进行。实验所用材料为三疣梭子蟹‘黄选1号’80日龄幼蟹, 体重(32.66±6.27) g。健康个体暂养于半径3 m 的室内水泥养殖池中, 每池80只。水温22~25℃, pH 7.8~8.4, 盐度25~27, 持续充氧, 每天换水1/3, 投喂鲜蛤。暂养1周。

1.1.2  实验试剂  Trizol Reagent购自Invitrogen公司; TaqTM 、PMD18-T 载体、Top 10 感受态细胞购自TaKaRa公司; SMARTTM  RACE Amplifi​c​ation Kit和Advantage 2 PCR Kit购自Clontech公司; 其他试剂为国产分析纯。

1.2  总RNA的提取以及第一链cDNA及3′、5′ RACE cDNA的合成

取健康三疣梭子蟹个体的肝胰腺于液氮中研磨, Trizol法提取总RNA, 按照Invitrogen说明书进行, 并用紫外分光光度计与1%凝胶电泳检测其质量与完整性。核酸蛋白测定仪(Thermo, NANO DROP-2000)测定RNA浓度。用PrimerScript RT reagent Kit With gDNA Eraser产品去除基因组DNA后合成第一链cDNA; 按照Clontech公司 SMARTTM  RACE Amplification Kit试剂盒的使用说明, 合成用于3′、5′ RACE扩增的cDNA。反转录产物于–40℃冰箱保存备用。

1.3  全长cDNA的克隆及测序

根据实验室获得的三疣梭子蟹cDNA文库里GST基因序列(comp96625_c0)片段, 经NCBI比对(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), 此基因序列片段与其他物种的GST基因同源, 即此序列片段为三疣梭子蟹GST基因序列片段。利用Primer Premier 5.0软件设计特异性引物: GST-race3′和GST- race5′(表1), 两条引物同通用引物UPM用于RACE扩增cDNA全长序列。

表 1  三疣梭子蟹GST基因全长克隆及定量RT-PCR
表达所用引物

Tab. 1  Primers used for P. trituberculatus GST gene 
cloning and mRNA expression analysis
	引物primer
	引物序列(5′–3′) primer sequence(5′–3′)

	GSTrace3′
	GGGGAGCAGATGAAGCCAGAGTTTGTG

	GSTrace5′
	TCTGGCTTCATCTGCTCCCCCTTG

	GST荧光-F
	CGACTTTGTCATCTGGGAGAG

	GST荧光-R
	ATCATTTGGGAAGAGCGAGT

	UPM
	CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGC

	β-actin-F
	CGAAACCTTCAACACTCCCG

	β-actin-R
	GGGACAGTGTGTGAAACGCC

	M13-47

M13-RV-M
	GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC

GCGGATAACAATTTTCACACAGGA


 PCR扩增反应体系为10 μL, 10管, 共100 μL。扩增反应条件为: 94℃ 预变性 3 min; 94℃变性30 s, 72℃延伸1 min, 5个循环; 94℃变性30 s, 70℃退火30 s, 72℃延伸3 min 5个循环; 94℃变性30 s, 68℃退火30 s, 72℃延伸3 min, 25个循环; 72℃ 延伸10 min; 4℃保存。PCR扩增产物用2%琼脂糖凝胶电泳检测扩增片段大小。用SanPrep柱式DNA胶回收试剂盒(上海生工)回收目的片段并进行纯化, 纯化产物与pMD18-T载体(TaKaRa公司)连接, 并将重组质粒转化到大肠杆菌TOP10感受态细胞(TaKaRa公司)中, 涂平板、进行蓝白斑筛选, 阳性克隆经菌落 PCR 鉴定后送上海生物工程技术有限公司测序。

1.4  GST基因的生物信息学分析

使用DNAStar软件中的SeqMan程序对测序结果进行载体序列去除和序列拼接, 使用 EditSeq程序预测开放阅读框(ORF)、翻译氨基酸和蛋白质理化性质的预测。使用NCBI网站(http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)的BLASTN和BLASTX软件对GST基因进行同源性分析。使用PredictProtein服务器进行蛋白序列功能位点分析(PROSITE motif search)。使用SignalP4.1(http: //www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)预测蛋白信号肽。使用 Clustal X 软件对三疣梭子蟹与其他物种的 GST基因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(neighbor-joining)构建系统进化树。
1.5  三疣梭子蟹本体表达及肌注磺胺嘧啶对GST基因表达的影响

给药方法: 根据《新编渔药手册》[18]的推荐剂量和预实验结果, 把暂养了1周的三疣梭子蟹随机分为4组, 每组50只个体, 分别为对照组(0.7%生理盐水, C组)、磺胺嘧啶低剂量(15 mg/kg, SD-L组)、磺胺嘧啶中剂量(30 mg/kg, SD-M组)和磺胺嘧啶高剂量(60 mg/kg, SD-H组)。按照各处理组给药剂量, 通过三疣梭子蟹第四步足与体壁关节膜处肌肉注射给药[19], 注射前和注射后用酒精棉对注射部位进行消毒处理。各处理组每天注射一次, 连续5 d。

取样方法: 于末次给药24 h后1 h、3 h、6 h、12 h、18 h、24 h、48 h、72 h取样, 每组取肝胰腺组织样品, 每个时间点随机取3只, 液氮保存。另取3只健康无注射药物的三疣梭子蟹的肝胰腺、鳃、肌肉、血淋巴、眼柄和心脏进行RNA的提取, 以检测三疣梭子蟹GST基因在不同组织中的表达水平。

将各组反转录好的三疣梭子蟹的肝胰腺的cDNA用DEPC水稀释3倍, 配制10 μL体系反应液。分别加入SYBR Premix Ex Taq TM II(2×)5 μL, PCR正反引物(10 μmol/L)各0.4 μL, ROX Reference Dye II 0.2 μL, cDNA稀释模板1 μL, 灭菌水3 μL。三疣梭子蟹GST基因荧光定量引物: GST荧光-F和GST荧光-R(表1), 以三疣梭子蟹β-actin为内参基因(表1)。荧光定量PCR反应条件: 95℃ 30 s, 95℃ 5 s, 60℃ 34 s, 40个循环。不同时间点同一样品的目的基因和内参基因均在同一个96孔板上进行, 每个样品采取3个平行。实验仪器为Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR荧光定量PCR仪, 采用
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1.6  数据统计分析
实验结果用SPASS17.0软件进行单因素方差分析并进行Duncan 氏多重比较(P<0.05时表示差异显著, 用“*”表示)。

2  结果与分析

2.1  GST基因的全长cDNA序列分析

根据三疣梭子蟹转录组cDNA文库测序comp96625_c0, 验证为GST基因片段, 并通过RACE方法克隆出GST的3′与5′部分cDNA片断, 用DNAMAN软件拼接得到三疣梭子蟹GST基因(GenBank登录号: KF781517)。该基因全长1 010 bp, 包含651 bp的开放阅读框(ORF), 75 bp的5′非编码区和284 bp 的3′非编码区, 编码一个由216个氨基酸组成的多肽, 预测理论等电点PI为5.294, 分子量为24.586 25 kD。分子式为C1116H1706N286O319S11。有1个终止子, 并含有1个多腺苷酸信号AATAA和1个poly(A)尾巴。起始密码子ATG位于76~78位核苷酸(图1)。用SignalP4.1程序分析该基因的推导理论氨基酸发现GST的1~17氨基酸区域具有1个信号肽。

使用GOR4法对GST进行二级结构预测结果表明, 该蛋白有43.06%的α螺旋, 13.89%的延伸链和43.06%的无规则卷曲。经蛋白质序列功能位点预测GST-N结构域位于氨基酸序列的1~82位, GST-C结构域位于氨基酸序列的88~209位。经
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图1  三疣梭子蟹GST基因cDNA的核苷酸序列及其推导的氨基酸序列

方框内的ATG为起始密码子, 终止密码子由“*”表示, 下划线表示信号肽序列, 虚线表示结构域.
Fig. 1  Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of GST
The letter with the box indicates the start codon (ATG). “*” indicates the stop codon (TAA). The letter with underline indicates the singal peptide. The letter with dashed indicates protein domain.
SMART(Simple Modular Architecture Research Tool)软件分析该蛋白包含2个结构域, 分别为PSP domain: 122~159和KOW domain: 148~172。经TMHMM软件分析该蛋白为非跨膜蛋白。利用服务器Predictprotein对三疣梭子蟹GST蛋白序列进行功能位点分析。该蛋白序列具有多个功能位点, 包括: 1个N-糖基化位点: 154~157; 1个蛋白激酶C磷酸化位点: 168~170; 3个酪白激酶II磷酸化位点: 56~59, 156~159, 168~171; 2个酪氨酸激酶磷酸化位点: 92~100, 188~196; 和2个N-肉豆蔻酰化位点: 25~30, 146~151。
2.2  GST基因多序列比对及系统进化树分析

使用DNAMAN软件对三疣梭子蟹GST氨基酸序列与其他物种的GST氨基酸序列进行同源比对分析, 结果如图2所示。三疣梭子蟹GST基因与节肢动物门甲壳纲中的中华绒螯蟹的同源性最高, 达到78%, 与脊尾白虾同源性为 63%。与节肢动物门昆虫纲中的豌豆蚜(Acyrthosiphon pisum)、黑尾叶蝉(Nephotettix cincticeps)、美洲牧草盲蝽(Lygus lineolaris)、美国大蠊(Periplaneta americana)、杂斑库蠓(Culicoides variipennis)、黑森瘿蚊(Mayetiola destructor)、白背飞虱(Sogatella furcifera)、东部白蚁(Reticulitermes flavipes)、德国小蠊(Blattella germanica)、苹果蠹蛾(Cydia pomonella)、东亚飞蝗(Locusta migratoria)、黑腹果蝇(Drosophila melanogaster)、摇蚊(Chironomus tentans)、大劣按蚊(Anopheles dirus)、葱蝇(Delia antiqua)和家蝇(Musca domestica)的同源性分别为54%、52%、51%、51%、50%、50%、49%、49%、48%、48%、48%、48%、50%、49%、 48%和47%。 利用MEGA4.0软件构建系统进化树并分析, 结果表明: 三疣梭子蟹GST基因与甲壳动物中的中华绒螯蟹紧密聚为一支, 之后又与脊尾白虾聚为一大支, 节肢动物门的昆虫纲则聚为另一大支(图3)。
2.3  GST基因在三疣梭子蟹各组织中的表达

利用Real–Time RT-PCR检测三疣梭子蟹在组织中GST基因转录表达量, 结果表明: GST基因在肝胰腺、鳃、心脏、肌肉、眼柄和血淋巴中都有表达。以血淋巴中表达量为基准, 在肝胰腺中表达量最高(P<0.05), 其次是鳃(P<0.05), 在心脏中表达最少(图4)。
2.4  不同剂量及作用时间的磺胺嘧啶对GST基因在肝胰腺中表达变化量的影响

利用Real–Time RT-PCR检测三疣梭子蟹在注射不同剂量的磺胺嘧啶在不同时间点肝胰腺中GST基因转录表达量的变化情况(图5)。结果显示, 连续注射磺胺嘧啶5 d后, 各实验组较对照组均有GST mRNA的表达, 3个剂量组趋势基本相同, 均呈现先升高后降低再升高的趋势。低剂量组在1 h到6 h较对照组表现出不同程度的上调(P<0.05), 12 h和18 h较对照组则表现出显著的下调(P<0.05), 24 h较对照组又出现显著上调(P<0.05), 之后趋于对照组。中剂量组在1 h到6 h较对照组表现出不同程度的上调(P<0.05), 12 h和18 h较对照组则表现出显著的下调(P<0.05), 24 h和48 h较对照组又出现显著上调(P<0.05), 之后趋于对照组。高剂量组在1 h到12 h较对照组表现出不同程度的上调(P<0.05), 18 h较对照组则表现出显著的下调(P<0.05), 24 h到72 h较对照组又出现显著上调(P<0.05)。低、中和高剂量组表达量分别在给药后的6 h、24 h和48 h达到峰值。
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图2  三疣梭子蟹GST氨基酸序列与其他动物GST的氨基酸序列比对

Fig. 2  Multiple alignments of GST amino acid sequence with other GST animals
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图3  20种相关物种的GST基因系统进化树

Fig. 3  GST phylogenetic tree of 20 related species
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图4  三疣梭子蟹GST基因在组织中表达量

G: 鳃. L: 肝胰腺. M: 肌肉. H: 心脏. E: 眼柄. B: 血淋巴. “*” 表示有显著性差异(P<0.05).
Fig. 4  Distribution of GST transcript in different tissues of 
P. trituberculatus

G: gill. L: hepatopancreas. M: muscle. H: heart. E: eyestalk. B: hemolymph. “*” indicates significant difference (P<0.05).

3  讨论

本研究首次克隆了三疣梭子蟹GST的cDNA序列, 全长1 010 bp, 包含651 bp的开放阅读框
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图5  不同浓度与作用时间下磺胺嘧啶对三疣梭子蟹肝胰腺GST基因表达量的影响
C: 对照组(0.7%生理盐水), SD-L: 低剂量组(15 mg/kg), SD-M: 中剂量组(30 mg/kg), SD-H: 高剂量组(60 mg/kg).

“*”表示各剂量组与对照组相比差异具显著性(P<0.05).

Fig. 5  The variation of GST gene’s expression in P. trituberculatus hepatopancreas after sulfadiazine at different time

C: control(0.7% saline), SD-L: low dosage(15 mg/kg), SD- M: middle dosage (30 mg/kg), SD-H: high dosage(60 mg/kg).
“*” indicate significant difference (P<0.05).

(ORF), 75 bp的5′非编码区和284 bp 的3′非编码区, 编码一个由216个氨基酸组成的多肽, 通过对GST氨基酸序列分析表明, 该序列含有GST基因的两个共有结构域: 结合还原型谷胱甘肽而高度保守的N末端结构域和结合不同底物而异常多变的C末端结构域[20]。对其氨基酸序列与其他物种进行同源序列比对发现, 与甲壳纲动物GST序列的同源性最高。三疣梭子蟹GST基因与甲壳动物中的中华绒螯蟹和脊尾白虾的同源性最高。以上分析表明, 本研究克隆得到的GST基因属于三疣梭子蟹GST基因。

研究表明动物体内GST表达量与其他生物因素和非生物因素, 如温度、性别、年龄等无关, 只与外源物质的类型和浓度有关[8], 并且该基因的表达具有组织特异性和可诱导性[21–22] 。在水生动物中, 以 1-氯-2, 4-二硝基苯(CDNB)和利尿酸(EA)为底物时野生黑海鲻 (Liza saliens)的肝、肾、睾丸、前肠和鳃中都有GST的表达[23]。Novoa- Valinas等[24]发现以CDNB为底物时, 大麻哈鱼 (Salmo salar)肝GST活性显著高于肾的。在水生无脊椎动物中, Hoarau等[14]研究发现在地中海贻贝的消化盲囊中GSTPi的表达量高于鳃的; 苗晶晶[25]研究发现在栉孔扇贝的外套膜中ChfGSTpi表达量最高, 在鳃、消化盲囊、性腺和闭壳肌等其他组织中表达量相似。本实验依据Real–Time PCR结果显示, 三疣梭子蟹GST基因的表达具有组织特异性, 肝胰腺、鳃、肌肉、心脏、眼柄和血淋巴中GST基因都有表达且表达水平各不相同, 以血淋巴中含量为对照其在肝胰腺中表达量最高, 表明三疣梭子蟹的肝胰腺是其解毒场所。
生物体在遇到毒物时, GST会发挥其消除中间产物与体内自由基的双重功能, 将生物体内潜在毒性的物质以及将亲电的疏水化合物变成亲水化合物, 使之降解并排出体外[26]。而生物体对化学物质敏感性主要取决于GST 的表达水平, GST的表达量可以通过基因扩增和转录上调两种方式来调节, 但多数情况下以后者为主[27]。在基因表达方面, 在水生动物上的主要集中于环境污染物对其影响。廖婉琴等[28]发现抗微囊藻毒素能力越强的鱼类, 其GST 基因表达量越高。Lee等[29]研究发现, 花溪鳉(Rivulus marmoratus Poey)GST-a基因可被 300 g/L的4-壬基酚显著诱导, 但美洲拟鲽(Pseudopleuronectes americanus)GST-a 基因却在注射 25 µg/kg Cr6+后被抑制[30]。苗晶晶[25]发现BaP胁迫栉孔扇贝后诱导其GSTPi表达且具有一定时间剂量效应。袁立来[31]研究发现低剂量的蒽和高剂量的苯并芘与芘处理均能使稀有[image: image7.png]


鲫(Gobiocypris rarus)肝中GSTm的表达显著上调。本实验用不同浓度磺胺嘧啶刺激三疣梭子蟹GST基因的表达, 发现磺胺嘧啶在GST mRNA转录水平上有影响, 且呈现时间效应。3个剂量组趋势基本相同, 均呈现先升高后降低再升高的趋势, 在实验的第1小时、3小时、6小时呈现先小幅度升高, 随着时间的延长在12 h和18 h呈现下降趋势, 之后在实验的24 h和48 h, GST mRNA的相对表达量急剧升高, 这可能与生物体内的血药浓度有关。林丽聪等[5]进行磺胺嘧啶在欧洲鳗鲡(Anguilla anguilla)体内的药代动力学研究时发现由于肝肠循环的作用, 血浆及肌肉中药物浓度均出现双峰现象。国内一些学者[32–35]在研究三疣梭子蟹、锯缘青蟹(Scylla serrata)、凡纳滨对虾和中国对虾(Fenne​ro​penaeus chinensis)的药代动力学时也有双峰现象出现。同时随着给药剂量升高, 出现的峰值越晚, 这可能说明给药浓度影响GST的表达程度, 其原因可能与药物在生物体内的血药浓度有关。由于药物种类、浓度, 生物种类以及对生物体胁迫时间的长短不同等因素, 生物体的 GST mRNA的相对表达量会呈现出诱导或抑制等多种情形。蒋玫等[36]研究表明底泥浸出液对GST D基因的 mRNA 转录水平表达显示出先诱导后抑制作用, 其实验结果与本实验结果并不一致。本实验表明当磺胺嘧啶与其他药物合并用药时, 应考虑其对生物体GST的作用, 以免造成经其代谢的药物中毒或疗效下降现象。

我们主要是围绕三疣梭子蟹药物代谢酶GST基因克隆及磺胺嘧啶对其mRNA表达水平影响进行研究。GST对生物体初级和次级代谢、胁迫以及信号传导过程都有重要的作用, 所以在生物体内继续深入的研究GST被药物激活后的调控机制有着非常重要的药理与毒理学意义。
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Cloning and expression analysis of the GST gene in Portunus trituberculatus
FENG Yanyan, LI Jian, ZHANG Dening, LIU Ping, LÜ Jianjian, GAO Baoquan

Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao 266071, China

Abstract: Drug residues from aquaculture have been associated with negative effects on human and environmental health. The in vivo metabolism of a drug is carried out by a number of enzymes and can influence the formation of drug residues or the drug effect. However, few studies have evaluated the effects of drugs used in aquaculture on drug metabolism enzymes in marine crustaceans. Glutathione S-transferases play an important role in drug metabolism. We isolated and characterized glutathione S-transferase gene in Portunus trituberculatus, a species that is widely cultured in the offshore waters of China. The cDNA encoding GST was first cloned using RT-PCR and Smart-Race. Analysis of the nucleotide sequence revealed that the full-length cDNA clone was 1 010 bp and encoded a protein of 216 amino acids, which had a predicted molecular weight of 24.59 kD with an estimated PI of 5.294. The protein was expected to possess the GST-N structure domain and GST-C structural domain, suggesting that it belonged to the GST subgroup. Comparison of amino acid sequences showed a similarity of more than 78% between GST in P. trituberculatus and Eriocheir sinensis. The phylogenetic analysis revealed that the GST in P. trituberculatus was in the same branch as that of E. sinensis. The level of GST gene expression in different tissues was analyzed by quantitative real-time PCR. GST was detected in all tested tissues of P. trituberculatus, including the hepatopancreas, gills, muscle, hemolymph, and eyestalk. Expression was highest in the hepatopancreas (P<0.05) and lowest in the heart. GST expression was up-regulated in the hepatopancreas after intramuscular injection of sulfadiazine (P<0.05). This suggests that GST expression was induced by the exogenous drug and increased the capacity for detoxification of the organism. GST expression decreased with time and was significantly(P<0.05) lower than controls between 12 and 18 h post injection. This suggests that the function of hepatopancreas cells was disrupted. However, expression of the GST gene increased significantly between 24 h and 48 h, suggesting that detoxification of hepatopancreas cells was restored. Our results suggest that GST may play a role in the drug-metabolic response of P. trituberculatus.
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