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摘要: 为研究钠/氢交换体(Na+/H+-exchanger, NHE)在中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)响应 pH 胁迫过程中发

挥的作用, 首先采用静水毒性实验方法确定了中国明对虾酸碱半致死 pH, 然后利用 RACE 技术克隆了中国明对虾

Na+/H+-exchanger isoform 3 (命名为 FcNHE3)基因, 并通过荧光定量 PCR 及 RNA 干扰技术分析了其在 pH 胁迫下的表

达特征及功能。结果显示, 72 h 酸性半致死 pH 和碱性半致死 pH 分别为 5.2 和 9.1。克隆获得 FcNHE3 基因(GenBank: 

MF373587) cDNA 序列全长 3508 bp, 开放阅读框 2805 bp, 编码 934 个氨基酸, 具有信号肽和 12 个跨膜结构域; 蛋

白同源分析发现, FcNHE3 与青蟹(Carcinus maenas)同源性最高, 达到 74%; 系统进化分析显示, FcNHE3 与三疣梭

子蟹(Portunus trituberculatus)和青蟹亲缘关系最近。荧光定量 PCR 分析表明, FcNHE3 基因在鳃组织中表达量显著

高于其他组织(P<0.05); 酸性半致死 pH (pH 5.2)胁迫下, FcNHE3 基因在整个胁迫过程中显著上调表达(P<0.05); 碱

性半致死 pH (pH 9.1)胁迫下, FcNHE3 基因在前 48 h 显著下调表达(P<0.05), 12 h 表达量最低, 仅在 72 h 出现上调

表达。RNA 干扰后, FcNHE3 基因表达受到抑制, pH 5.2 胁迫下对虾存活率相比对照组显著下降。研究表明相较于

高 pH 胁迫, FcNHE3 基因在中国明对虾响应低 pH 胁迫过程中可能发挥更重要的调节作用。 
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pH是水产养殖环境中的重要因子之一, pH突

变会对甲壳动物的生长、繁殖、免疫和抗氧化能

力等产生重要影响[1-3]。如水环境中 pH 过高会使

对虾血淋巴 pH 升高, 腐蚀鳃组织, 造成呼吸障碍, 

还可能造成机体组织 DNA 损伤及免疫相关酶活

性和抗病力下降[4-6]。水环境中 pH 过低则会使虾

血液 pH 下降, 削弱其载氧能力, 造成缺氧症, 影

响虾的矿化作用，从而诱发一系列疾病, 如黄鳃、

锈壳、黑死病等[7-8]。甲壳动物应对 pH 胁迫过程

中, 如何调节其体内酸碱平衡的机理尚未见报道。 

钠/氢交换体(Na+/H+-exchanger, NHE)是机体

维持酸碱平衡的膜离子转运系统中一类重要的膜

蛋白, 其主要功能是调控细胞内的 pH 和细胞体

积, 也可能通过增加细胞内 pH 而影响细胞分裂[9]。

目前有关 NHE 的研究主要集中在调控肿瘤细胞

内外酸碱平衡方面[10]; 在水产动物中关于其酸碱

调节的功能研究较少。在鲦(Tribolodon hakonensis)

和青鳉(Oryzias latipes)适应酸性环境实验中, Hi-

rata 等[11]和 Liu 等[12]研究发现 NHE 可以与碳酸酐

酶、碳酸氢根转运体发挥协调作用; Evans 等[13]

研究发现鱼类机体内 Na+/H+交换体系主要分布于

鳃上皮顶部细胞膜, 水环境中的 Na+和细胞内代
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谢出来的 H+主要是通过此交换体系进行交换; 目

前 NHE 基因在甲壳动物中的研究相对更少, 且主

要集中于其组织定位及在渗透调节中的作用[2, 14]。

马金武等[15]克隆获得了三疣梭子蟹 NHE3 基因, 

并研究了其在盐度胁迫下的调控作用。但是目前

有关该基因在甲壳动物酸碱胁迫下的功能研究尚

未见报道。 

中国明对虾是我国黄渤海地区主要养殖对 

象[16], 养殖过程中大量换水、浮游动植物种群的

突然改变和残饵等因素均可能导致水体 pH 突变, 

从而影响其养殖产量。本研究通过静水毒性实验

法[17-18]测定中国明对虾对 pH 的耐受性, 并确定

了其酸碱半致死 pH, 其后采用 RACE 技术克隆获

得 FcNHE3 基因 cDNA 全长序列, 研究其在不同

组织及 pH 胁迫下的表达特征, 最后通过 RNA 干

扰实验探究 FcNHE3 基因在响应 pH 胁迫中的重

要作用。本研究旨在了解 NHE3 在中国明对虾适

应 pH 胁迫中的作用机制, 并为中国明对虾耐 pH

新品系的选育提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物与样品采集 

实验用虾为 100 日龄中国明对虾‘黄海 3 号’

品种, 体重(3.0±0.5) g。实验在山东省昌邑市海丰

水产养殖有限责任公司进行, 暂养 7 d, 实验全程

保持充气维持水体含氧量, 水温维持在(25±1) , ℃

每天换水清污 1 次, 换水量为 1/3; 暂养期间, 早

晚喂食常规条状颗粒饲料各 1 次。实验设置低 pH

组(pH 梯度为 4.6、5.1、5.6、6.1 和 6.6)、高 pH

组(pH 梯度为 8.1、8.5、8.9、9.3 和 9.7)以及自然

海水对照组(pH 7.9), 每个 pH 梯度设置 3 个平行, 

每个平行 10 尾虾, 水体 pH 调节利用盐酸(AR)、

氢氧化钠(AR)和碳酸氢钠(AR), 与自然海水混匀

调制, 实验前水体经过充分曝气, 实验期间的投

喂和饲养管理与暂养期相同。胁迫后 3 h、6 h、

12 h、24 h、48 h 及 72 h 记录死亡数目, 计算累计

死亡率, 并根据结果运用寇氏法[19]计算出酸性及

碱性半致死 pH, 然后以此作为胁迫 pH 进行实验, 

每组设置 3 个平行, 每个平行 30 尾虾。以胁迫 0 h

作为空白对照组, 分别在胁迫后 3 h、6 h、12 h、

24 h、48 h、72 h 取鳃组织置于液氮罐中保存。另

取未经胁迫的中国明对虾各组织用以检测基因在

组织中的表达分布情况, 包括鳃、肝胰腺、脑、

肌肉、触角腺、肠和心脏置于液氮罐中保存。 

1.2  FcNHE3 基因 cDNA 全长克隆 

Trizol 法提取组织的总 RNA, 用琼脂糖凝胶

电泳和微量紫外分光光度计监测 RNA 的完整度

和质量, 使用 SMARTTM RACE cDNA Amplifica-

tion Kit 按照说明书要求操作 , 分别合成 3′和

5′RACE 的 cDNA 第一链。应用本实验室中国明

对虾转录组文库检索到的 FcNHE3 基因 EST序列, 

通过 PCR 反应并测序验证其序列正确性。随后利

用 Primer Premier 5.0 软件设计 3′和 5′RACE 特异

性引物(表 1), 引物在生工生物工程股份(上海)有

限公司合成。随后进行巢式 PCR, 对目的基因的

3′和 5′末端序列进行快速扩增。利用琼脂糖凝胶

分别检测扩增产物, 胶回收过程使用回收试剂盒, 

连接转化使用载体为 pEASY-T1, 感受态细胞为

TransT1。最后取阳性单克隆进行菌落 PCR 鉴定, 

目的单克隆菌液送到上海生工公司进行测程序。 

1.3  序列分析 

利用 DNAStar 软件进行再拼接, 得到 FcNHE3

基因 cDNA 全长, 采用 ORF Finder 进行基因开放

阅读框预测, 用 Blast程序分析基因与其他物种的

同源性和一致性, 使用 DNAMAN 软件比对多个

物种同一基因序列。其他基因编码蛋白的基本物

理性质、结构域、信号肽等利用 ProtParam tool、

SMART、TMHMM Server v.2.0 和 SignalP-3.0 等

在线工具检测。利用 MEGA 7.0 软件采用邻接法

构建 NJ 系统进化树。 

1.4  反转录实时荧光定量 PCR(RT-qPCR) 

取 Trizol 法提取的各组中国明对虾鳃、肝胰

腺、脑、肌肉、触角腺、肠、心脏等组织的总 RNA, 

使用 TaKaRa Prime ScriptTM RT 试剂盒进行反转

录合成 cDNA。根据 FcNHE3 基因开放阅读框序

列, 利用 Primer Premier 5.0 软件设计荧光定量引

物, 内参选择 18S rRNA, 于生工生物工程股份

(上海)有限公司合成。使用 ABI 7500 Real Time 

PCR 仪和 TaKaRa SYBR® Premix Ex Taq Ⅱ试剂

对中国明对虾各组织及 pH 胁迫下基因的表达进 
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表 1  实验用 PCR 引物序列 
Tab. 1  Primer used in the study 

引物名称 primer name 序列(5′−3′) sequence (5′−3′) 用途 usage 

FcNHE-F AGGTGGTGGACTTGCTGAGT RT-qPCR 

FcNHE-R TTGGTTGGTGAATCTGGTGA RT-qPCR 

Fc18s-F TATACGCTAGTGGAGCTGGAA RT-qPCR 

Fc18s-R GGGGAGGTAGTGACGAAAAAT RT-qPCR 

UPM(long) 
CTAATACGACTCACTATAGGGC 
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 

RACE 

UPM(short) CTAATACGACTCACTATAGGGC RACE 

NUP AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT RACE 

NHE3′ GCGTCAAGAGAGCAGAGAAGCGAACACT 3’RACE 

NHE5′ GAAGAAGACATCAGAGGTGAGAGGAGAC 5’RACE 

si-1 sense CCUCUGAUGUCUUCUUCUUTT RNAi 

si-1 antisense AAGAAGAAGACAUCAGAGGTT RNAi 

si-2 sense CCAUCAACUCGUCCCACAUTT RNAi 

si-2 antisense AUGUGGGACGAGUUGAUGGTT RNAi 

si-3 sense CCAUCGCUAUGGUCUAUUUTT RNAi 

si-3 antisense AAAUAGACCAUAGCGAUGGTT RNAi 

NC sense UUCUCCGAACGUGUCACGUTT RNAi 

NC antisense ACGUGACACGUUCGGAGAATT RNAi 

 
行分析。反应体系采用 TaKaRa SYBR® Premix Ex 

Taq Ⅱ说明书中 20 μL 体系标准, PCR 反应程序为: 

95  30 s℃ ; 95  5 s, 60  34℃ ℃  s, 40 个循环; 95  ℃

15s, 60  1 min, 95  15 s℃ ℃ 。FcNHE3 基因的相对

表达分析采用 2–ΔΔCt 法, 数据处理使用 SPSS 17.0

软件进行单因素方差分析(One-Way ANOVA)和

Duncan 检验, 利用 Origin Pro 9.0 对统计结果进行

作图, P<0.05 表示具有显著差异性。 

1.5  RNA 干扰实验 

在 RNA 干扰(RNA interference, 简称 RNAi)

实验中, 根据 Elbashir S 的 siRNA 设计规则[20-21], 

利用 siDirectversion2.0 在线软件(http://sidirect2. 

rnai.jp/)设计 FcNHE3 基因的 3 个 siRNA 靶序列, 3

对 siRNA(si-1, si-2, si-3, 见表 1)均在生工生物工

程股份(上海)有限公司合成, 另有 1 对阴性对照

siRNA(NC)。本次干扰实验用虾体重为(3.0±0.5) g, 

在进行干扰实验之前, 通过预实验确定了干扰试

剂的使用浓度, 发现 1 μg/g 和 2 μg/g 的注射浓度

影响差异不大, 确定 1 μg/g 足以达到干扰目的, 

因此本实验注射剂量为 1 μg/g。将 50 尾虾平均分

成 5 组, 每组 10 尾, 以只注射 DEPC 水和注射了

NC siRNA 的虾作为阴性对照组, 注射 si-1、si-2、

si-3的虾为实验组, 于注射后 3 h和 6 h, 每组分别

取 3 尾虾的鳃, 用 RNA 组织保存液保存, 根据 2.4

节所述方法检测 FcNHE3 基因的表达情况。另设

置相同的一系列实验组, 每组 3 个平行, 每个平

行 10 尾虾, 调节水体 pH 至 5.2, 定时调节保持后

期 pH 值稳定, 观察并记录注射 siRNA 后 0~24 h

期间(1、3、6、12、24 h)死亡个体数量, 计算对

虾在 pH 胁迫下的存活率。 

2  结果与分析 

2.1  pH 胁迫 72 h 累计死亡率及半数致死 pH 

各个 pH 梯度胁迫下死亡率结果如表 2 所示, 

pH 为 4.6 和 9.7 时, 72 h 累计死亡率达到 100%, pH

为 6.6 和 8.1 时出现极少量死亡个体, 通过寇氏法

计算出中国明对虾酸性半致死 pH 值及碱性半致

死 pH 分别为 5.2 和 9.1。 

2.2  FcNHE3基因 cDNA序列分析及多序列比对 

FcNHE3 cDNA 全长 3508 bp, GenBank 登录

号 MF373587, 其 5′和 3′端非编码区分别为 530 bp

和 173 bp, 开放阅读框(ORF)长 2805 bp, 编码 934

个氨基酸(图 1), 预测蛋白的分子量为 104.8 kD, 

理论等电点为 6.66。SMART 分析预测表明该基因

具有信号肽, 编码蛋白结构域包括 12 个跨膜螺旋

结构 M1-M12(图 1) (5~24 aa、79~101 aa、114~131 aa、 
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表 2  各 pH 下中国明对虾平均死亡率 
Tab. 2  The mortality of Fenneropenaeus chinensis under different pH stress 

n=3; SDx   

时间/h time 
pH 

3 6 12 24 48 72 

4.6 0.00±0.00a 13.33±3.33a 20.00±5.00a 50.00±0.00a 86.67±3.33a 100.00±0.00a 

5.1 0.00±0.00a 3.33±3.33b 13.33±3.33b 20.00±5.00b 26.67±3.33b 53.33±3.33b 

5.6 0.00±0.00a 0.00±0.00b 0.00±0.00c 13.33±3.33c 20.00±5.00b 26.67±3.33c 

6.1 0.00±0.00a 0.00±0.00b 0.00±0.00c 0.00±0.00d 0.00±0.00c 3.33±3.33d 

6.6 0.00±0.00a 0.00±0.00b 0.00±0.00c 0.00±0.00d 0.00±0.00c 0.00±0.00e 

8.1 0.00±0.00a 0.00±0.00b 0.00±0.00c 0.00±0.00d 0.00±0.00c 0.00±0.00e 

8.5 0.00±0.00a 0.00±0.00b 0.00±0.00c 0.00±0.00d 0.00±0.00c 3.33±3.33d 

8.9 0.00±0.00a 0.00±0.00b 0.00±0.00c 3.33±3.33d 16.67±3.33d 16.67±3.33e 

9.3 3.33±3.33a 20.00±5.00c 50.00±5.00d 63.33±3.33e 70.00±5.00e 73.33±3.33f 

9.7 83.33±6.66b 93.33±3.33d 96.67±3.33e 96.67±3.33f 96.67±3.33f 100.00±0.00a 

注: 同列数据上标不同表示组间存在显著差异(P<0.05). 

Note: Values in each column with different superscripts are significantly different (P<0.05). 
 

 
 

图 1  中国明对虾 FcNHE3 基因 cDNA 序列及推导的氨基酸序列 

起始密码子用方框标注, 终止密码子用星号标注, 单下划线代表信号肽序列, 12 个跨膜结构域用阴影标注. 

Fig. 1  Nucleotide and deduced amino acid sequence of FcNHE3 cDNA in Fenneropenaeus chinensis 
The initiation codon (ATG) is tagged with a box, and the assigned termination codon (TAG) is indicated by the asterisk;  

the sequence for signal peptide is underlined, and the putative transmembrane domains are shadowed. 
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141~163 aa、170~192 aa、207~226 aa、279~301 aa、

321~343 aa、363~385 aa、395~417 aa、436~458 aa

和 468~490 aa)。Blast 对比分析表明, FcNHE3 基

因编码氨基酸序列与青蟹(Carcinus maenas)、三

疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)、端足虫(Hya-

lella azteca)、澳洲蓝螯虾(Cherax cainii)、体虱

(Pediculus humanus corporis)和柑橘凤蝶(Papilio 

xuthus)的同源性分别为 74%、66%、60%、59%、

57%和 55%。氨基酸序列多重比对分析表明 , 

FcNHE3 基因氨基酸序列在 110~700 氨基酸区段

内保守性较高。 

2.3  FcNHE3 基因系统进化树 

系统发育进化树显示, 中国明对虾 FcNHE3

与三疣梭子蟹和青蟹亲缘关系最近 , 聚为一支 , 

然后与澳洲蓝鳌虾和佛罗里达蓝鳌虾聚为一类 , 

与昆虫类和脊椎动物亲缘关系较远(图 2)。 

 

 
 

图 2  基于 NHE 氨基酸序列的 NJ 系统进化树 

节点上的数字表示为 bootstrap 的置信度. 

Fig. 2  The Neighbor-Joining phylogenetic tree of NHE from Fenneropenaeus chinensis and other animals 
Bootstrap values are indicated at nodes. 

 
2.4  FcNHE3 基因的组织表达分布和不同 pH 胁

迫下的表达分析 

利用 RT-qPCR 分析了 FcNHE3 基因在不同组

织中的表达分布情况, 结果显示, FcNHE3 基因在

鳃中表达量最高 , 显著高于其他组织 (P<0.05), 

其次为脑和心脏, 在肌肉中表达量最低(图 3)。 

如图 4 所示, 低 pH 胁迫后, 相较于 0 h, 中国

明对虾鳃组织中 FcNHE3 基因在整个实验阶段均

显著上调表达(P<0.05), 且表达量呈逐渐上升趋

势。高 pH 胁迫后 3~48 h, 中国明对虾鳃组织中

FcNHE3 基因表达量相比空白对照组明显下调 

(P<0.05), 在 12 h 表达量最低, 随后有回升趋势, 

至 72 h 表达量上调。 

 
 

图 3  FcNHE3 基因在中国明对虾各组织表达情况 

不同字母代表差异显著(P<0.05). 

Fig. 3  FcNHE3 gene expression in various tissues  
of healthy Fenneropenaeus chinensis 

Different letters indicate significant difference (P<0.05). 
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图 4  pH 胁迫下各实验组中国明对虾 

FcNHE3 基因表达情况 

*代表各胁迫时间点与 0 h 差异显著(P<0.05), **代表各胁迫

时间点与 0 h 差异极显著(P<0.01). 

Fig. 4  FcNHE3 gene expressions under pH  
stress in different Fenneropenaeus chinensis groups 

* indicates significant difference (P<0.05); ** indicates  
highly significant difference (P<0.01). 

 

 
 

图 5  注射 siRNA3 h (a)和 6 h (b)后各实验组 

FcNHE3 基因表达情况 

不同字母代表差异显著(P<0.05). 

Fig. 5  FcNHE3 gene expression after RNA interference for 3 h 
(a) and 6 h (b) in different Fenneropenaeus chinensis groups 

Different letters indicate significant difference (P<0.05). 
 

2.5  RNA 干扰后 FcNHE3 基因的表达分析 

如图 5 所示, 注射试剂 3 h 后, si-1、si-2、si-3 

三组实验组的 FcNHE3 基因表达均有不同程度下

调趋势; 干扰 3 h 后, 相比 NC 对照组, si-1、si-2

和 si-3 的干扰效率分别达到 23.4%、35.7%和

79.5%。6 h 后 si-1 和 si-2 两组仍处于下调水平, 干

扰效率分别为 51.7%和 41%, 而 si-3 组 FcNHE3

基因表达则恢复至对照组水平。 

低 pH 胁迫下, 在分别注射 FcNHE3 基因的 3

个干扰 siRNA 后进行累计存活计算, 发现注射干

扰靶点 siRNA1 和 siRNA2 后, 对虾均在 12 h 开始

出现死亡个体, 至 24 h 存活率分别为 33.3%和

66.7%。注射干扰靶点 siRNA3 后, 对虾在 3 h 即

出现死亡个体, 随后存活率不断下降, 至 24 h 累

计存活率达到 66.7%, 明显低于对照组和 NC 组

(图 6)。 
 

 
 

图 6  pH 胁迫下注射 siRNA 后各实验组对 

中国明虾存活率 

Fig. 6  Survival rates after RNA interference under pH  
stress in different Fenneropenaeus chinensis groups 

3  讨论 

本研究通过 RACE 技术克隆得到 FcNHE3 基

因 cDNA 全长, 预测编码蛋白 934 个, 编码蛋白

质结构中含有信号肽, 并有 12 个跨膜结构域, 其

中第 3~12 个跨膜区域与家族其他成员身份一致, 

且第 6 和第 7 个跨膜结构具有高度保守性, 可预

测该片段与离子的跨膜转运相关性[22-24]。这与之

前报道的三疣梭子蟹、青蟹、蓝鳌虾等生物一致, 

均属于 NHE 家族。系统进化分析表明, FcNHE3

基因与甲壳类亲缘关系较近, 且在 110~700 氨基

酸区段内保守性较高, 表明这一区域所含结构对

于其功能是非常重要的, 也提示该基因在不同生

物中可能有着相似的功能; 而与昆虫类和脊椎动

物亲缘关系较远, 显示了甲壳类进化的特异性及

NHE 在进化中随物种进化而发生同源性改变。 
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不同 pH 胁迫后的累计死亡率说明中国明对

虾的安全 pH 范围是 6.6~8.1, 半致死胁迫实验得

出的高 pH 和低 pH 半数致死 pH 分别为 9.1 和 5.2, 

本研究所得安全 pH 范围比之前一些研究得出的

pH 范围稍大[1, 25-27]。如房文红等[6]研究发现, 在

20 , pH9.4℃ 的环境下, 24 h 中国明对虾全部死亡; 

王芸等[25]研究发现, 1 天 4 次调节水 pH, 水温

30℃下, pH 7 即对中国明对虾产生低 pH 胁迫作用; 

推测适宜 pH 范围可能受温度和水环境 pH 调节周

期综合影响。 

RT-qPCR 分析结果表明 FcNHE3 基因的表达

具有组织特异性, 鳃中 FcNHE3 基因表达量显著

高 于 其 他 组 织 (P<0.05), 推 测 鳃 组 织 可 能 是

FcNHE3 响应 pH 胁迫的靶器官。鳃在中华绒螯蟹

(Eriocheir sinensis) 、 凡 纳 滨 对 虾 (Litopenaeus 

vannamei)等甲壳动物中是最重要的渗透调节器

官[22], 主要的离子转运酶均在其中大量分布[2]。

该结果与本研究中 NHE3 在三疣梭子蟹鳃中极显

著表达一致[14]。 

根据 pH 胁迫过程中各实验组和对照组鳃组

织中 FcNHE3 基因的表达规律及特点, 可以看出

FcNHE3基因在机体适应高低 pH环境过程中均起

到一定的作用。由于在 pH 为 5.1 时, 中国明对虾

死亡率随着胁迫时间延长逐渐升高 ,  并且

FcNHE3 基因在低 pH 胁迫实验组(pH 5.2)中始终

处于上调表达水平, 推测该基因在对虾抵御低 pH

胁迫过程中起到正调控的作用, 以使其适应酸性

环境。这类似于鱼类适应酸性环境的调节机制 , 

在碳酸酐酶(CA), Na+-K+-ATPase, Na+-HCO3
– co-

transporter (NBC)和 NHE 等多种基因的作用下, 

排出体内多余的 H+, 吸入外界的 Na+, 以维持机

体在酸性环境的生长[11]。在三疣梭子蟹等多种甲

壳动物中 NHE3 也是以同样的机制维持渗透平 

衡[14]。而高 pH 组(pH9.1)中该基因表达在前期受

到抑制, 仅在 72 h 出现表达上调。分析不同 pH

胁迫下的死亡率发现, 在 pH 8.9 时中国明对虾

72 h 累计死亡率仅为 16.67%, 而在 pH 9.3 时 72 h

累计死亡率升高至 73.33%, 说明 pH 8.9~9.3 是影

响中国明对虾存活的关键区间, 而本实验中是在

半致死 pH 9.1 的碱性环境中检测 FcNHE3 基因表 

达情况, 正好在此范围内, 可能由于在前期胁迫

程度较大, 严重影响对虾的存活, 抑制了该基因

的表达, 后期逐渐适应碱性环境, FcNHE3 基因表

达上调, 开始发挥调节作用。该结果与马金武等[15]

得出的三疣梭子蟹在高盐环境下 NHE3 表达下调

结果一致, 推测是因为高盐度或高 pH 环境对基

因表达产生抑制。而在凡纳滨对虾碳酸氢钠协同

转运蛋白(NBC)响应 pH 胁迫的作用机制研究中, 

发现高 pH 胁迫下 NBC 基因上调表达[28]。本研究

发现酸性半致死 pH 胁迫下 FcNHE3 基因仍然能

发挥正调节作用, 而在碱性半致死 pH 胁迫下该

基因受到一定程度的抑制, 推测中国明对虾在高

pH 胁迫下, NHE3 可能并非主要作用基因, 而是

类似于依赖 NBC 排出大量 HCO3
–缓解生存压力。  

根据干扰实验中基因表达和死亡率的结果 , 

可知三组干扰试剂干扰效果不甚相同, 但均起到

一定的干扰效果, si-1 的干扰效果从 3 h 到 6 h 逐

渐显现, si-2 的干扰效果不明显且稳定, si-3 初期

干扰效果明显, 而后失效也快。而对虾存活率与

不同干扰靶点干扰效率相符合, 即注射干扰效率

最高的靶点后中国明对虾在低 pH 胁迫下出现较

高的死亡率。此结果进一步表明 FcNHE3 基因在

中国明对虾响应 pH 胁迫中发挥的重要作用。推

测 FcNHE3 基因可能与对虾体内一些重要的生物

过程相关联, 在基因表达水平降低时触发一种未

知的反馈机制。与此前关于淡水鱼离子调控相关

基因研究结果一致[29-30]。研究青鳉等海水鱼的渗

透调节机理的工作中, 同样发现 NHE3 基因在离

子转运的重要作用[12]。 

综合以上结果得出: 通过对中国明对虾 NHE3

基因的克隆、鉴定以及表达分析, 发现该基因主

要在鳃中表达, 并在低 pH 胁迫下始终高表达, 高

pH胁迫下表达受到一定程度抑制, 干扰该基因表

达后中国明对虾在低 pH 胁迫下的存活率显著降

低。初步明确了该基因的序列特征及其在适应 pH

胁迫过程中的生理作用, 为水生甲壳动物 NHE3

基因分子方面的研究和中国明对虾耐 pH 抗性品

种选育提供一定的理论参考。 
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Molecular cloning and sequence analysis of Na+/H+-exchanger isoform 3 
in Fenneropenaeus chinensis and its expression in response to pH stress 

LI Zhengdao1, 2, LI Jian1, 3, GE Qianqian1, WANG Jiajia1, HE Yuying1, WANG Peichun4 

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

2. National Demonstration Center for Experimental Fisheries Science Education (Shanghai Ocean University), Shanghai  
201306, China;  

3. Functional Laboratory of Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Qingdao National Laboratory for 
Marine Science and Technology, Qingdao 266071, China;  
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Abstract: Na+/H+-exchanger is a membrane-associated enzyme responsible for the active transport of Na+ and H+ 
ions across cell membranes, and generates chemical and electrical gradients. It plays an important role in the 
aquatic adaptation of aquatic crustaceans. To investigate the function of the Na+/H+-exchanger in Fenneropenaeus 
chinensis under pH stress, Na+/H+-exchanger 3 cDNA of Fenneropenaeus chinensis, named FcNHE3 (Gen-
Bank:MF373587), was cloned from the gill tissues of the animal by Reverse Transcription-Polymerase Chain Re-
action (RACE). The full-length of FcNHE3 cDNA was 3508 bp (base pairs), including a 2805 bp open reading 
frame (ORF) encoding a 934-amino acid peptide with one signal peptide and 12 transmembrane domains. Com-
parison with homologous proteins showed that the deduced FcNHE3 amino acid sequence has the highest se-
quence identity with Carcinus maenas (74%), and along with Portunus trituberculatus, were clustered into one 
group by phylogenetic analysis. Results of RT-qPCR showed that FcNHE3 expression level in the gills was sig-
nificantly higher than in other tissues (P<0.05). The expression level of FcNHE3 in the gills was up-regulated un-
der low pH stress (pH 5.2) during the entire duration of exposure. The expression level of FcNHE3 in the gills was 
down-regulated during the first 48 h and up-regulated at 72 h under high pH stress (pH 9.1). After the knockdown 
of FcNHE3 expression by RNA interference (RNAi), shrimp mortality was found to be significantly higher under 
low pH stress when compared with the control group. The results suggest that FcNHE3 may play a more important 
role in regulating acid-base balance under low pH stress than under high pH stress.  
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