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仿刺参 ７ 个盐度相关基因在低盐胁迫下的表达模式
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(大连海洋大学水产与生命学院ꎬ 农业农村部北方海水增养殖重点实验室ꎬ 辽宁 大连 １１６０２３)

摘　 要:从仿刺参 Ａｐｏｓｔｉｃｈｏｐｕｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ 低盐转录组数据库中选取肌腱蛋白￣Ｒ１ (ＴＮ￣Ｒ１)、肌腱蛋白￣Ｒ２(ＴＮ￣
Ｒ２)、乙酰胆碱受体亚基 α￣３(ＣＨＲＮＡ３)、脂肪酸结合蛋白 ６(ＦＡＢＰ６)、单羧酸转运蛋白 ２(ＳＬＣ１６Ａ７)、纤维胶凝

蛋白 １ (Ｆｃｎ１)、黑素转铁蛋白(Ｍｆｉ２)共 ７ 个盐度调节相关基因ꎬ 利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术分析这 ７ 个基因在低盐

胁迫下不同组织中的表达水平及表达丰度ꎮ 结果表明 ＴＮ￣Ｒ１ 基因在仿刺参体腔液中表达水平最高ꎬ呼吸树

次之ꎬ肠表达较低ꎻＴＮ￣Ｒ２ 基因在仿刺参体腔液中表达水平最高ꎬ在肠中表达较低ꎬ呼吸树中不表达ꎮ
ＳＬＣ１６Ａ７、ＦＡＢＰ６、Ｆｃｎ１、ＣＨＲＮＡ３ 和 Ｍｆｉ２ 均在体腔液中表达最高ꎮ Ｍｆｉ２ 基因在体腔液中明显上调表达ꎬ在呼吸

树组织和肠组织中下调表达ꎬ且与对照组均呈显著性差异ꎮ Ｆｃｎ１ 在体腔液中的表达量在胁迫后 １.５ ｈ 达到最

高ꎬ为对照组的 ６６９ 倍ꎬ在胁迫 ４８ ｈ 之前均呈明显上调ꎮ 低盐胁迫下这 ７ 个基因表达丰度的变化ꎬ说明这些

基因或作为功能基因直接参与机体的盐度适应的代谢调节ꎬ或作为调控基因调节盐度相关功能蛋白的表达

和活性来提高仿刺参对低盐胁迫的耐受能力ꎮ 上述结果表明仿刺参的盐度适应过程是一个需要多基因参与

的应激反应信号转导网络ꎬ为仿刺参盐度调节适应机制的研究奠定基础ꎮ
关键词:仿刺参ꎻ低盐胁迫ꎻ盐度相关基因ꎻ表达模式分析
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　 　 仿刺参(Ａｐｏｓｔｉｃｈｏｐｕｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ Ｓｅｌｅｎｋａ)属棘皮

动物门(Ｅｃｈｉｎｏｄｅｒｍａｔａ)、海参纲(Ｈｏｌｏｔｈｕｒｏｉｄｅａ)、
楯手目(Ａｓｐｉｄｏｃｈｉｒｏｔａ)、仿刺参科(Ｓｔｉｃｈｏｐｏｄｉｄａｅ)、
仿刺参属(Ａｐｏｓｔｉｃｈｏｐｕｓ)ꎬ是一种营底栖碎屑食性

的海洋生物[１ꎬ２]ꎮ 仿刺参广泛分布在热带和亚热

带海洋沿海地区ꎬ包括日本、中国、韩国和远东俄

罗斯ꎮ 仿刺参的养殖池塘多位于潮间带ꎬ海水盐

度变化会影响其正常生长发育ꎬ导致病害发

生[３]ꎮ 有研究显示盐度变化对仿刺参的呼吸排

泄系统影响显著[４]ꎬ并且从呼吸和排泄的角度ꎬ
发现在高温(２５.３ ~ ２６.５℃)条件下ꎬ幼参盐度在

２３‰~３５‰、１ 龄参盐度在 ２０‰~３５‰范围内具有

较好的渗透调节能力ꎬ而幼参在盐度 ２０‰、１ 龄参

在盐度 １６‰的低温胁迫下代谢功能较弱ꎮ 孙双

双等[５]认为盐度的变化会对仿刺参的消化酶活

力产生影响ꎬ进而影响其消化系统ꎮ 马峻峰[６] 研

究发现当盐度在 ２２‰~３２‰之间ꎬ仿刺参的平均

增长体重随盐度的增加而增加ꎬ当盐度大于 ３２‰
时ꎬ仿刺参的平均增长体重随盐度的增加而减少ꎮ
王冲等[７]认为盐度的变化能够影响仿刺参的活

动ꎬ低盐度胁迫对仿刺参的影响更大ꎮ Ｇｅｎｇ
等[８]测定了仿刺参在急性盐胁迫下的体腔液渗

透压、离子浓度和 Ｎａ＋ / Ｋ＋ ￣ＡＴＰａｓｅ 酶活性及组

织学变化ꎬ以评定仿刺参的耐盐性ꎮ 也有研究

发现海参免疫反应和盐度的变化有着重要的

关系[９] ꎮ
目前ꎬ研究者们已经对许多海洋经济动物开

展了盐度调控相关基因的研究工作ꎮ 田燚等[１０]

研究表明低盐胁迫下 ＤＤ１０４ 基因表达量的变化

规律显示该基因可能与渗透胁迫密切相关ꎮ 有研

究表 明 溶 菌 酶 的 Ｎａ＋ / Ｋ＋ ￣ＡＴＰａｓｅ、 ＮＫＣＣ１ 和

Ｃａ２＋ ￣ＡＴＰａｓｅ基因在渗透调节过程中可能存在协

同效应[１１]ꎮ 蒋玫等[１２]对鲻鱼Ｍｕｇｉｌ ｃｅｐｈａｌｕｓ 鰓组

织的 盐 度 变 化 研 究 表 明ꎬ Ｎａ＋ ￣Ｋ＋ ￣ＡＴＰａｓｅβ 和

ＮＫＣＣ１ａ 适宜作为鱼类鳃组织在低盐胁迫下渗透

调控基因的潜在分子标志物ꎮ Ｈｓｐ７０、 Ｈｓｐ９０、
Ｈｓｐ９０ｂ 是仿刺参中盐度胁迫的重要响应因子[１３]ꎮ
王亚男等[１４]研究发现在一定盐度和温度范围内ꎬ
通过中心复合设计和响应曲面分析法分析发现ꎬ

Ｈｓｐ７０ 在马氏珠母贝(Ｐｉｎｃｔａｄａ ｍａｒｔｅｎｓｉｉ)鳃中的

表达量的二次效应显著ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[１５] 将仿刺参

暴露于高盐度和低盐度中ꎬ鉴定仿刺参在适应盐

度变化的渗透特异性差异表达基因(ＤＥＧ)ꎮ 可

见ꎬ目前国内外对仿刺参盐度适应机制相关基因

的研究相对较少ꎮ 本研究从低盐转录组数据中筛

选显著差异表达基因ꎬ且选取参与盐度适应过程

的与脂肪酸代谢、转运介质及信号转导相关的基

因ꎬ包括:肌腱蛋白￣Ｒ１(Ｔｅｎａｓｃｉｎ￣Ｒ１ꎬＴＮ￣Ｒ１)、肌
腱蛋白￣Ｒ２(Ｔｅｎａｓｃｉｎ￣Ｒ２ꎬＴＮ￣Ｒ２)、乙酰胆碱受体

亚基 α￣３ ( ＣＨＲＮＡ３ )、 脂 肪 酸 结 合 蛋 白 ６
(ＦＡＢＰ６)、单羧酸转运蛋白 ２(ＳＬＣ１６Ａ７)、纤维胶

凝蛋白 １(Ｆｃｎ１)和黑素转铁蛋白(Ｍｆｉ２)ꎮ 对这七

个基因进行功能验证及后续基因沉默研究ꎬ探讨

低盐胁迫下仿刺参膜转运及信号转导相关基因的

表达ꎬ初步解析仿刺参对盐度变化的渗透调节响

应机制ꎬ以期丰富仿刺参的生理生态学理论ꎬ为养

殖生产中的水质调控提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

本实验所用的仿刺参取自辽宁省大连市瓦房

店附近海域ꎬ暂养于农业农村部北方海水增养殖

重点实验室ꎮ 实验用仿刺参平均体重为 ２５±３.４
ｇꎬ暂养期间水温保持 １６.８±０.２℃ꎬｐＨ ８.３ꎬ每日换

水投饵 １ 次ꎬ实时检测水质ꎮ

１.２　 实验设计

实验选取正常盐度(３２‰)的仿刺参作为对

照组ꎬ１８‰的仿刺参为目标组ꎮ １８‰的海水由天

然滤砂海水和曝气除氯的淡水配制而成ꎮ 低盐胁

迫设置 １.５ ｈ、３ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ 和 ７２ ｈ 七

个时间点进行处理ꎬ每个时间点取 ３ 头仿刺参迅

速解剖ꎬ取其体腔液、呼吸树、肠置于液氮中ꎬ速冻

后保存于－８０℃冰箱中备用ꎮ

１.３　 引物设计与筛选

选取 β￣ａｃｔｉｎ 作为内参基因ꎬ对 ＴＮ￣Ｒ１、ＴＮ￣
Ｒ２、ＣＨＲＮＡ３、ＦＡＢＰ６、ＳＬＣ１６Ａ７、Ｆｃｎ１ 和 Ｍｆｉ２ 共 ７
个目标基因和内参基因进行引物设计ꎮ 引物通过
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软件 Ｐｒｉｍｅｒ ５ 进行设计ꎬ由上海生工生物工程股

份有限公司合成ꎮ 通过普通 ＰＣＲ 结合荧光定量

ＰＣＲ 对引物进行筛选ꎮ 七个基因和内参基因的

引物序列及产物长度详见表 １ꎮ

表 １　 仿刺参盐度相关基因的引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｏｓｍｏｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ａｐｏｓｔｉｃｈｏｐｕｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ.

基因
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

上游引物序列(５′→３′)
Ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′)

下游引物序列(５′→３′)
Ａｎｔｉ￣ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′)

产物大小 (ｂｐ)
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ (ｂｐ)

ＴＮ￣Ｒ１ ＧＴＴＧＣＧＡＴＣＡＣＴＧＣＣＡＧＧＴＡ ＴＧＣＣＴＧＧＴＧＧＴＡＣＧＴＴＧＡＴＴ ７２

ＴＮ￣Ｒ２ ＧＴＴＧＣＧＡＴＣＡＣＴＧＣＣＡＧＧＴＡ ＴＧＣＣＴＧＧＴＧＧＴＡＣＧＴＴＧＡＴＴ ７２

ＣＨＲＮＡ３ ＧＡＡＧＡＡＧＧＣＣＡＴＧＣＡＧＧＡＴＡ ＴＣＴＣＡＣＧＧＴＴＣＡＧＡＧＴＧＴＧＧ ８０

ＦＡＢＰ６ ＧＣＡＡＴＧＣＡＣＧＡＡＴＧＴＴＣＡＣＴ ＣＡＡＴＣＣＡＧＣＴＣＣＧＣＴＣＴＴＡＣ ９０

ＳＬＣ１６Ａ７ ＣＧＣＣＧＡＴＡＣＴＣＧＡＡＧＡＧＡＣＴ ＡＴＴＣＣＡＴＧＣＴＧＡＴＴＧＣＣＡＴＴ ８０

Ｆｃｎ１ ＡＴＧＡＣＣＧＴＣＣＡＴＣＣＴＣＣＴＧＴ ＴＧＴＣＧＡＧＡＴＧＴＣＣＡＡＣＧＴＣＡ ９１

Ｍｆｉ２ ＧＣＴＣＧＴＧＴＣＡＣＴＧＣＧＡＴＡＣＣ ＧＣＡＧＡＣＣＴＴＡＴＣＡＣＧＣＴＧＧＡ ８８

β￣ａｃｔｉｎ ＣＧＧＣＴＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＧＡＧＴＡ ＴＣＡＴＧＧＡＣＴＣＡＧＧＡＧＡＣＧＧＴＧＴＧ １４４

１.４　 荧光定量 ＰＣＲ
分别取正常盐度养殖条件下的健康仿刺参以

及各时间点的 ３ 头仿刺参的肠、呼吸树、和体腔

液ꎬ按照动物组织总 ＲＮＡ 提取试剂盒(ＲＮＡｐｒｅｐ
ｐｕｒｅ Ｔｉｓｓｕｅ Ｋｉｔꎬ ＴＩＡＮＧＥＮ ) 提 取 ＲＮＡꎮ 按 照

ＴａＫａＲａ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ 说 明 书ꎬ 将

ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡ 第一链ꎻ将同一条件下同一

种组织的 ３ 个 ＲＮＡ 样品ꎬ按每个样品 ３００ ｎｇ 反转

录成 ９００ ｎｇ 的 ｃＤＮＡ 第一链ꎮ 用 １％琼脂糖凝胶

电泳鉴定 ＲＮＡ 及 ｃＤＮＡ 的完整性ꎬ同时用 Ｎａｎｏ
Ｄｒｏｐ ＮＤ￣１０００ 微量紫外 /可见分光光度计测定总

ＲＮＡ 浓度ꎮ 荧光定量 ＰＣＲ 使用 ＡＢＩ ７５００ Ｒｅａｌ￣
Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 扩增仪ꎬ采用 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ嵌合荧光

法ꎬ按照 ＳＹＢＲ􀅹 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ(ＴａＫａＲａ)使

用说明书进行扩增反应ꎮ
ＰＣＲ 反应体系为: ＳＹＢＲ􀅹 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ

(２×) １０ μＬꎬＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ (５０×) ０.４ μＬꎬ
ＤＮＡ 模板 １. ０ μＬꎬ上下游引物各 ０. ８ μＬ ( １０
ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ 定容至 ２０.０ μＬꎮ 反应程序:
第一步:９５℃预变性 ３０ ｓꎻ第二步:９５℃变性 ５ ｓꎬ
６０℃退火 ３２ ｓꎬ循环 ４０ 次ꎻ第三步:９５℃ １５ ｓꎬ
６０℃ １ ｍｉｎꎬ９５℃ ５ ｓꎬ６０℃ １５ ｓꎬ循环 １ 次ꎮ

１.５　 数据处理

以 β￣ａｃｔｉｎ 作为内参基因ꎬ计算目的基因的相

对表达量ꎮ

相对表达量＝
２－[(Ｃｔ待测组目的基因－Ｃｔ待测组内参基因)－(Ｃｔ对照组目的基因－Ｃｔ对照组内参基因)]

利用ＳＰＳＳ １６.０软件对数据进行显著性检验ꎬ
差异显著水平设置为 Ｐ<０.０５ꎬ对存在显著差异的

数据用 Ｄｕｎｃａｎ 法进行数据间多重比较ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 低盐胁迫下肌腱蛋白￣Ｒ 基因在仿刺参不同

组织中的时空表达

ＴＮ￣Ｒ１ 在低盐胁迫下不同时间点仿刺参各组

织中的表达结果如图 １ 所示ꎬ在体腔液中ꎬ除了

７２ ｈ 外ꎬ其他各个时间点的表达量明显高于对照

组ꎬ在胁迫后 １２ ｈ 达到最大值ꎬ为对照组的 ３０２
倍ꎬ之后其表达量开始降低ꎬ７２ ｈ 时显著低于对

照组ꎮ 在肠组织中ꎬＴＮ￣Ｒ１ 基因的表达量除胁迫

后 １.５ ｈ 外均低于对照组ꎬ并且在胁迫后 ３ ｈ、６ ｈ、
１２ ｈ、２４ ｈ 和 ７２ ｈ 的表达量与对照组存在显著性

差异ꎮ 在呼吸树组织中ꎬ在胁迫后 １.５ ｈ 达到最

大值ꎬ为对照组的 ８ 倍ꎮ
ＴＮ￣Ｒ２ 在低盐胁迫下不同时间点仿刺参各组

织中的表达结果如图 ２ 所示ꎬ在体腔液中ꎬ胁迫后

１.５ ｈ 该基因表达量达到最大值ꎬ为对照组的 ２２
倍ꎬ胁迫后 ７２ ｈ 达到最低值ꎬ在胁迫后 １.５ ｈ、３ ｈ、
１２ ｈ 和 ７２ ｈ 的表达量与对照组也存在显著性差

异ꎮ 在肠组织中ꎬ胁迫 ４８ ｈ 之前的表达量均低于

对照组ꎬ在胁迫后 ７２ ｈ 表达量达到了最大值ꎬ为
对照组的 １６ 倍ꎬ且与对照组存在显著性差异ꎮ 在

呼吸树组织中ꎬＴＮ￣Ｒ２ 基因表达量除胁迫后 ７２ ｈ
外ꎬ其余与对照组均显著性差异ꎮ
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图 １　 低盐胁迫下 ＴＮ￣Ｒ１ 各组织不同时段的表达

Ｆｉｇ.１　 Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＮ￣Ｒ１ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｓｓｕｅｓ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｓａｌｉｎｉｔｙ ｓｔｒｅｓｓ.

注:∗表示实验组与对照组之间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｎｏｔｅ: ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ Ｐ<０.０５ ｌｅｖｅｌ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ.

图 ２　 低盐胁迫下 ＴＮ￣Ｒ２ 基因各组织不同时段的表达

Ｆｉｇ.２　 Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＮ￣Ｒ２ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｓｓｕｅｓ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｓａｌｉｎｉｔｙ ｓｔｒｅｓｓ.

注:∗表示实验组与对照组之间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｎｏｔｅ: ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ Ｐ<０.０５ ｌｅｖｅｌ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ.

２.２　 低盐胁迫下 ＣＨＲＮＡ３ 在仿刺参不同组织中

的时空表达

ＣＨＲＮＡ３ 基因在低盐胁迫下不同组织的表达

结果见图 ３ꎬ可见 ＣＨＲＮＡ３ 基因在三个组织中总

体表达趋势是先升高后下降的趋势ꎮ 体腔液组织

中ꎬ４８ ｈ 之前的 ＣＨＲＮＡ３ 基因表达量呈现上调表

达ꎬ在 １.５ ｈ、３ ｈ、４８ ｈ 的表达量与对照组差异显

著并在胁迫后 ４８ ｈ 达到最大值ꎮ 肠组织中ꎬ胁迫

后 １.５ ｈ、６ ｈ、２４ ｈ 和 ７２ ｈ 的表达量与对照组差异

显著ꎬ并在 ６ ｈ 达到最高值ꎬ是对照组的 ２ 倍ꎬ７２ ｈ
达到最低值ꎮ 在呼吸树组织中ꎬ呈现 ３ ｈ 的短暂

上调后出现下调趋势ꎬ并在 ３ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、
４８ ｈ和 ７２ ｈ 与对照组有显著性差异ꎮ

图 ３　 低盐胁迫下 ＣＨＲＮＡ３ 基因各组织

不同时段的表达

Ｆｉｇ.３　 Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＨＲＮＡ３ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｓｓｕｅｓ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｓａｌｉｎｉｔｙ ｓｔｒｅｓｓ.

注:∗表示实验组与对照组之间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｎｏｔｅ: ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ Ｐ<０.０５ ｌｅｖｅｌ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ.

２.３　 低盐胁迫下 ＦＡＢＰ６ 基因在仿刺参不同组织

中的时空表达

在低盐胁迫下ꎬＦＡＢＰ６ 在仿刺参不同组织的

表达量情况如图 ４ 所示ꎬ在体腔液中ꎬ该基因的表

达量在胁迫后 １.５ ｈ 开始逐渐升高ꎬ至胁迫后 ６ ｈ
开始逐渐降低ꎬ在胁迫后 ７２ ｈ 达到最大值ꎬ为对

照组的２ ３９６倍ꎬ与对照组有显著性差异ꎮ 在肠组

织中ꎬ胁迫后 １.５ ｈ 存在较低上调表达ꎬ之后其表

达量逐渐降低ꎬ至胁迫后 ６ ｈ 达到最低值ꎮ 胁迫

后 １２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 的表达量又逐渐上调ꎬ并
且在胁迫后 ４８ ｈ 达到最高值ꎬ是对照组的 ７.６９
倍ꎬ与对照组存在显著性差异ꎮ 在呼吸树组织中ꎬ
胁迫后 ３ ｈ 和 ２４ ｈ 呈现上调表达ꎬ在胁迫后 ２４ ｈ
达到最大值ꎬ且与对照组有显著性差异ꎬ为对照组

的 ５４８ 倍ꎬ其余胁迫后各时间点都呈下调表达ꎬ其
中在胁迫 １.５ ｈ 达到最低值ꎮ
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图 ４　 低盐胁迫下 ＦＡＢＰ６ 基因在各组织中不同时段的表达

Ｆｉｇ.４　 Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＡＢＰ６ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｓａｌｉｎｉｔｙ ｓｔｒｅｓｓ.
注:Ａ.体腔液ꎻ Ｂ.肠ꎻ Ｃ.呼吸树ꎮ ∗表示实验组与对照组之间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ａ.Ｃｏｅｌｏｍｉｃ ｆｌｕｉｄꎻ Ｂ.Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌꎻ Ｃ.Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｔｒｅｅ. ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ Ｐ<０.０５ ｌｅｖｅｌ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
ｇｒｏｕｐｓ.

２.４　 低盐胁迫下 ＳＬＣ１６Ａ７ 基因在仿刺参不同组

织中的时空表达规律

由 ＳＬＣ１６Ａ７ 在低盐胁迫不同时间不同组织

中的表达结果(图 ５)可以看出ꎬ在体腔液中ꎬ除胁

迫后 ６ ｈ 和 １２ ｈ 的表达量与对照组差异不显著

外ꎬ其余均显著ꎮ 在肠组织中ꎬＳＬＣ１６Ａ７ 在胁迫后

１２ ｈ 上调表达ꎬ其余时间点均表现为下调表达ꎬ
在胁迫后 ６ ｈ、２４ ｈ 和 ７２ ｈ 的表达量与对照组差

异显著ꎮ 该基因在呼吸树组织中表达比较活跃ꎬ
胁迫后表达量上调ꎬ在 ３ ｈ 后达到最高ꎬ为对照组

的 １４ 倍ꎬ而后降低ꎬ在胁迫后 １.５ ｈ、３ ｈ、１２ ｈ、４８
ｈ 和 ７２ ｈ 的表达量与对照组差异显著ꎮ

２.５　 低盐胁迫下 Ｆｃｎ１ 基因在仿刺参不同组织中

的时空表达

Ｆｃｎ１ 基因在低盐胁迫不同时间各组织中的

表达结果(图 ６)显示ꎬ体腔液组织中ꎬ除胁迫后

７２ ｈ 下调ꎬ其余均为上调ꎬ并在胁迫后１.５ ｈ、６ ｈ、

图 ５　 低盐胁迫下 ＳＬＣ１６Ａ７ 基因各组织不同时段的表达

Ｆｉｇ.５　 Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＬＣ１６Ａ７ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｓａｌｉｎｉｔｙ ｓｔｒｅｓｓ.

注:∗表示实验组与对照组之间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｎｏｔｅ: ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ Ｐ<０.０５ ｌｅｖｅｌ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ.
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１２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ 和 ７２ ｈ 与对照组存在显著性差

异ꎮ 肠组织中ꎬＦｃｎ１ 在胁迫后表达量除胁迫后 １２
ｈ 外逐渐升高至 ７２ ｈ 后下降至对照组的水平ꎬ在
胁迫后 １.５ ｈ、３ ｈ、２４ ｈ 和 ４８ ｈ 的表达量与对照组

有显著性差异ꎬ且在胁迫后 ４８ ｈ 达到最大值ꎬ为
对照组的 ２.８ 倍ꎮ 在呼吸树组织中ꎬＦｃｎ１ 基因表

达相对活跃ꎬ各个时间点的表达量全部高于对照

组ꎬ在胁迫后 １.５ ｈ、３ ｈ、１２ ｈ、４８ ｈ 和 ７２ ｈ 的表达

量与对照组存在显著性差异ꎮ

图 ６　 低盐胁迫下 Ｆｃｎ１ 基因各组织不同时段的表达

Ｆｉｇ.６　 Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆｃｎ１ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｓａｌｉｎｉｔｙ ｓｔｒｅｓｓ.

注:∗表示实验组与对照组之间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｎｏｔｅ: ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ Ｐ<０.０５ ｌｅｖｅｌ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ.

２.６　 低盐胁迫下 Ｍｆｉ２ 在仿刺参不同组织中的时

空表达

Ｍｆｉ２ 在低盐胁迫下仿刺参各组织中不同时

间点的表达量结果如图 ７ 所示ꎬ在体腔液中ꎬ其表

达量逐渐升高ꎬ在胁迫后 １２ ｈ 达到最大值ꎬ为对

照组的 １２ 倍ꎬ且在胁迫后 ３ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ 和 ２４ ｈ 与

对照组有显著性差异ꎮ 在肠组织中ꎬ其表达量在

１.５ ｈ 上调后ꎬ均显著下调ꎬ并且在胁迫后的各时

间段均与对照组有显著性差异ꎮ 在呼吸树中ꎬ其
表达量均显著下调ꎬ且胁迫后各时间段均与对照

组有显著性差异ꎮ

３　 讨论

肌腱蛋白￣Ｒ 属于与细胞外基质(ＥＣＭ)密切

相关的糖蛋白家族ꎬ可以与不同的细胞类型粘合

图 ７　 低盐胁迫下 Ｍｆｉ２ 基因各组织不同时段的表达

Ｆｉｇ.７　 Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｍｆｉ２ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｓａｌｉｎｉｔｙ ｓｔｒｅｓｓ.

注:∗表示实验组与对照组之间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｎｏｔｅ: ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ Ｐ<０.０５ ｌｅｖｅｌ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ.

或抗粘附[１６~１８]ꎬ在细胞识别中具有重要作用ꎮ
Ｚｈａｏ 等[１９]在太平洋牡蛎(Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ ｇｉｇａｓ)的研

究表明ꎬ低盐应激能够诱导涉及细胞粘附、信号转

导、离子通道和免疫应答的基因表达ꎮ 本实验仿

刺参的低盐应激结果与太平洋牡蛎的研究结果一

致ꎬ仿刺参受到低盐应激后ꎬ作为细胞识别中细胞

间粘附的重要分子 ＴＮ￣Ｒ１ 和 ＴＮ￣Ｒ２ꎬ均表现出不

同的表达图谱(图 １ 和图 ２)ꎬ推测 ＴＮ￣Ｒ 可能通过

细胞间的识别与互作来参与仿刺参的盐度适应过

程ꎮ 有研究报道 ＴＮ￣Ｒ 作为细胞外基质分子与钠

通道相结合ꎬ在钠通道的活性中起关键作用ꎬ是电

压门控钠通道 β 亚基的功能调节剂[２０ꎬ２１]ꎬ也是神

经系统维持动态平衡的重要成分[２２ꎬ２３]ꎮ 本研究

结果中 ＴＮ￣Ｒ１ 和 ＴＮ￣Ｒ２ 在仿刺参低盐胁迫下均

有不同程度表达(图 １ 和图 ２)ꎬ推测 ＴＮ￣Ｒ 可能参

与仿刺参的盐度适应过程ꎬ并在其适应过程中发

挥重要作用ꎮ 但是 ＴＮ￣Ｒ 是通过细胞间的识别

发挥作用还是通过与通道结合来参与仿刺参的

盐度适应过程ꎬ则需要后续实验进一步验证ꎮ
ＣＨＲＮＡ３ 是烟碱乙酰胆碱受体家族的成员之

一ꎬ具有胞外配体门控离子通道活性和配体门控

离子通道活性ꎬ在结合乙酰胆碱后ꎬＣＨＲＮＡ３ 通过

构象变化导致穿过质膜的离子传导通道的开

放[２４]ꎮ 本研究结果中ꎬＣＨＲＮＡ３ 在盐度胁迫后不
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同时间点不同组织中均有表达ꎬ而且呈现不同的

波动趋势ꎬ推测 ＣＨＲＮＡ３ 可能通过构象的改变导

致仿刺参离子通路的变化而参与仿刺参的盐度适

应过程ꎮ
ＦＡＢＰ６ 是细胞内细胞质脂肪酸结合家族的

高度保守成员ꎬ其结合胆汁酸ꎬ长链脂肪酸和其他

疏水配体[２５]ꎬ并能结合类固醇和磷脂的多功能转

运蛋白[２６]ꎬ其主要作用包括脂肪酸摄取、运输和

代谢ꎮ 有研究表明 ＦＡＢＰ６ 还具有抗氧化作用ꎬ
可以通过灭活活性脂类物质来保护细胞的完

整 性 [２７] ꎮ Ｆｉｏｌ 等 [２８] 在 罗 非 鱼 ( Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ
ｍｏｓｓａｍｂｉｃｕｓ)盐度应激响应分子机制的研究中ꎬ发
现盐度诱导后罗非鱼基因表达可以组成一个应激

反应信号转导网络ꎬ该网络包含 １１ 个已知罗非鱼

基因ꎬ认为 ＦＡＢＰ６ 基因可能在罗非鱼盐度应激过

程中ꎬ保护细胞膜和脂质免受盐度诱导的损伤中

发挥作用ꎮ 本实验结果中 ＦＡＢＰ６ 在仿刺参盐度

胁迫诱导下也有不同程度的表达ꎬ说明仿刺参的

盐度应激也需要 ＦＡＢＰ６ 的参与ꎮ
ＳＬＣ１６Ａ７ 属于催化单羧酸盐的质子连接转运

蛋白家族ꎬ催化许多单羧酸盐(如衍生自缬氨酸、
亮氨酸和异亮氨酸的乳酸、丙酮酸、支链氧代酸、
以及酮体乙酰乙酸酯、乙酸酯和 β￣羟基丁酸酯)
的快速跨膜转运ꎬ是许多细胞过程调节的关

键[２９ꎬ３０]ꎮ 本实验中 ＳＬＣ１６Ａ７ 在低盐胁迫后仿刺

参的体腔液和呼吸树中均有不同程度的高表达ꎬ
推测仿刺参的盐度适应过程可能需要分解氨基酸

产生乳酸等能够提供能量的单羧酸转运蛋白参

与ꎮ ＳＬＣ１６Ａ７ 在 肠 组 织 中 表 达 不 显 著ꎬ 说 明

ＳＬＣ１６Ａ７ 可能存在组织特异性ꎮ
Ｅｎｄｏ 等[３１]发现纤维胶凝蛋白( ｆｉｃｏｌｉｎｓ)是一

种补体激活分子ꎬ属于防御性胶原蛋白家族ꎬ能够

识别病原体表面的特定聚糖ꎬ触发激活凝集素补

体途径并介导识别目标的吞噬作用ꎮ 此外ꎬ
Ｈｏｎｏｒｅ 等[３２]ꎬＪｅｎｓｅｎ 等[３３] 和 Ｋｕｒａｙａ 等[３４] 证明了

纤维胶凝蛋白能够清除死亡细胞和细胞碎片ꎮ
Ｇｅｎｓｔｅｒ 等[３５] 认为 Ｆｃｎ１ 是先天免疫和适应性免

疫之间的新连接桥梁ꎮ 本研究结果显示免疫相关

因子 Ｆｃｎ１ 在低盐胁迫下各组织均高表达ꎬ研究结

果与盐胁迫下中华绒螯蟹(Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ)和南

美白对虾( Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ)的结果相似ꎬ中
华绒螯蟹和南美白对虾在低盐度胁迫下先天免疫

信号转导的基因上调表达[３６]ꎮ 与其他无脊椎动

物一样ꎬ仿刺参缺乏适应性免疫系统ꎬ并依赖各种

先天免疫反应[３７]ꎬ通过信号转导途径激活多种体

液和细胞免疫活性[３８] 来维持机体的平衡ꎮ 这些

结果表明ꎬ低盐度可能激发仿刺参先天免疫ꎬ进而

通过激活免疫信号转导相关基因来适应盐度胁迫ꎮ
Ｓｕｒｙｏ 等[３９] 研究发现 Ｍｆｉ２ 调控的基因产物

参与膜转运、硫胺素磷酸化和增殖 /存活ꎮ 其中

Ｍｆｉ２ 调控的三磷酸腺苷结合转运子 Ｂ 亚族成员 ５
(ＡＢＣＢ５)能够在低盐环境通过跨膜转运维持体

内渗透压稳定具有重要作用ꎬ这与本研究结果中

Ｍｆｉ２ 在体腔液中高表达相一致ꎮ 本研究发现ꎬ在
肠和呼吸树组织中ꎬ在胁迫后各时间点的表达量

均呈下调ꎬ并且全部与对照组有显著差异ꎬ推测

Ｍｆｉ２ 的表达具有组织特异性ꎮ 这与 Ｎａｋａｍａｓｕ
等[４０]在成年小鼠各种组织中ꎬＭｆｉ２ 表达模式不同

一致ꎬ尤其是在皮肤和肠中以非常低的水平表达ꎬ
在心脏ꎬ肾脏ꎬ胃和肝脏几乎不表达ꎮ

综上所述ꎬ可见这 ７ 个基因在低盐诱导胁迫

下均有不同程度的表达ꎬ说明仿刺参的盐度适应

过程可能是一个需要多基因参与的应激反应信号

转导网络ꎬ该网络包含有粘附识别功能的肌腱蛋

白ꎬ有胞外配体门控离子通道活性和配体门控离

子通道活性的 ＣＨＲＮＡ３ꎬ脂肪酸摄取、运输和代谢

相关的脂肪酸结合蛋白ꎬ单羧酸转运蛋白ꎬ纤维胶

凝蛋白补体激活因子和参与膜转运的黑素转铁蛋

白多种因子参与的过程ꎮ
对于仿刺参盐度适应过程的研究结果存有不

同意见ꎬＢｉｎｙｏｎ[４１] 和 Ｗａｌｔｅｒ[４２] 研究认为ꎬ大多数

棘皮动物虽然不具备稳定完善的渗透调节能力ꎬ
但海参在低盐和高盐介质中具有一定程度的渗透

调节能力ꎮ Ｖｉｄｏｌｉｎ 等[４３] 报道ꎬ灰海参(Ｈｏｌｏｔｈｕｒｉａ
ｇｒｉｓｅａ) 能暂时调节其体腔液的渗透压ꎮ Ｗａｎｇ
等[４４]和 Ｄｏｎｇ 等[４５] 报道ꎬＨＳＰ７０、ＨＳＰ９０、ＳＯＤ 的

上调表达可能会通过改变生化代谢途径和能量平

衡来缓解海参的盐度胁迫ꎮ 在本研究中ꎬ７ 个盐

度相关基因均被诱导表达ꎬ且呈现出上升和下降

的波动表达趋势ꎬ分析结果认为仿刺参具有一定

的盐度调节和适应能力ꎮ 本研究结果将有助于理

解仿刺参的盐度适应过程ꎬ为仿刺参的基础生物

学研究奠定基础ꎮ
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