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摘要    水通道蛋白(aquaporin)是一种细胞膜上特异性转运水分子及其他中性代谢分子的膜蛋白家

族，对生物的细胞内外渗透压稳定具有重要的调节作用。为了了解水通道蛋白在脊尾白虾

(Exopalaemon carinicauda)应对碱度胁迫中的作用，本研究利用 RACE 技术成功克隆了脊尾白虾水

通道蛋白 4 (aquaporin 4, EcAQP4)与水通道蛋白 11 (aquaporin 11, EcAQP11)基因 cDNA 全长，

EcAQP4 基因的开放阅读框为 621 bp，编码 206 个氨基酸，预测分子量为 21.673 kDa，理论等电点

为 8.30，为疏水性蛋白，具有 5 个跨膜结构域；EcAQP11 基因的开放阅读框长度为 783 bp，编码

260 个氨基酸，预测蛋白分子量为 28.490 kDa，理论等电点为 5.40，为疏水性蛋白，具有 4 个跨膜

结构域。序列比对结果显示，EcAQP4 基因与罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)同源性最高，为

94.63%；EcAQP11 与斑节对虾(Penaeus monodon)同源性最高，为 81.47%。为验证水通道蛋白的功

能，利用 RNA 干扰技术特异性沉默 EcAQP4 和 EcAQP11 基因，结果显示，碳酸盐碱度胁迫后，注

射干扰后的脊尾白虾死亡率显著升高，EcAQP4 干扰组 72 h 死亡率达到 45%，EcAQP11 干扰组 72 h

死亡率达到 55%，与对照组差异显著(P<0.05)。同时发现，EcAQP4 干扰组在碳酸盐碱度胁迫 24、

48 与 72 h 时的血液渗透压变化幅度显著高于对照组(P<0.05)，72 h 时渗透压显著升高(P<0.05)；

EcAQP11 干扰组血液渗透压在 3 个时间点均显著升高(P<0.05)。以上结果表明，水通道蛋白在脊尾

白虾应对碱度胁迫过程中起到了调节渗透压、维持体内外离子平衡的作用。 

关键词    脊尾白虾；水通道蛋白；基因克隆；渗透压 
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脊尾白虾 (Exopalaemon carinicauda)又称小白

虾、迎春虾，主要分布于黄渤海浅海低盐水域，是我

国重要的中小型经济虾类。脊尾白虾为广温、广盐、

广布种，具有生长速度快、繁殖周期短、适应能力强

等优点，现已成为我国沿海地区的特色养殖品种。我

国有低洼盐碱水域 4600 万 hm2，具有养殖潜力的盐

碱水面积可达 667 万 hm2，盐碱水由于具有高 pH、

高碳酸盐碱度及离子组成复杂等特点，阻碍了盐碱水

资源的充分开发利用。脊尾白虾作为一种对盐碱环境

适应能力强的经济虾类，是开展甲壳类盐碱适应分子

机制研究的理想材料。 

水通道蛋白(aquaporin, AQP)是一种细胞膜上特

异性转运水分子及其他中性代谢分子的膜蛋白家族

(冯学超等, 2005; 王渝等, 2014)。目前，共有 13 种哺

乳动物水通道蛋白被鉴定，根据其功能可分为三类：

AQP0、AQP1、AQP2、AQP4 和 AQP5 仅对水分子有

通透性，为水选择性水通道蛋白；AQP3、AQP7、AQP9

和 AQP10 对水、甘油、尿素等均有通透性，为水甘

油通道蛋白；AQP11 与 AQP12 的功能还未确定且基

因同源性低，为超级水通道蛋白。水通道蛋白对生物

的细胞内外渗透压稳定具有重要的调节作用，其对水

产动物的生存意义重大。现阶段对水通道蛋白的研究

主要集中于植物与哺乳动物，研究表明，植物水通道

蛋白可以通过调节根部的导水率来增加水分的吸收

以响应盐胁迫与干旱胁迫；在哺乳动物中，水通道蛋

白在肾脏的表达量最高，在水运输的主要组织中发挥

重要作用(Li et al, 2019; 段梦莎, 2020; 郝建峰, 2020; 

李娟等, 2021; 李青云, 2020; 张亚楠等, 2019)。目前，

关于水产动物水通道蛋白的研究尚少，主要集中于三

疣梭子蟹(Portunus trituberculatus) (王渝等, 2014)、中

华绒螯蟹(Eriocheir sinensis) (杨志刚等, 2021)、萨罗

罗非鱼(Sarotherodon melanotheron) (甘远迪, 2014)等

水产动物中，研究表明，水通道蛋白基因在水产动物

的肠道、胃与鳃组织中相对表达量较高，且盐度胁迫

可显著改变其表达模式，推测水通道蛋白在水产动物

渗透压调节过程中起重要作用。本研究根据前期碱度

胁迫下脊尾白虾的转录组测序结果，克隆碱度胁迫下

的差异表达基因 EcAQP4 和 EcAQP11，并分析其序列

特征；利用 RNA 干扰技术特异性地沉默 EcAQP4 和

EcAQP11 基因的表达，然后对脊尾白虾进行碱度胁

迫，验证 EcAQP4 和 EcAQP11 基因在碱度胁迫过程

中的作用。结果可为解析脊尾白虾响应碱度胁迫机制

提供基础信息。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料及处理 

实验用脊尾白虾平均体长为(2.1±0.4) cm，均取

自山东日照海辰水产有限公司。实验前将脊尾白虾在

100 L 的桶中暂养 7 d，按时投喂饲料，连续充氧。 

取 6 尾体长、体重相近且活力旺盛的脊尾白虾，

取其鳃、肝胰腺、肌肉、肠、血细胞和胃组织于液氮

中储存，用于合成 RACE 模板。 

1.2  AQP4 与 AQP11 基因的 cDNA 全长克隆 

使用 TransZol Up Plus RNA 试剂盒(TRAN, 中国)

提取脊尾白虾 RNA。配制 1.0%的琼脂糖凝胶进行电

泳，检测 RNA 的条带完整性；使用 Thermo NanoDrop 

2000 分光光度计检测 RNA 的纯度及浓度。RACE 模

板第一链使用 SMARTer® RACE 5′/3′试剂盒合成。根

据脊尾白虾转录组中 EcAQP4 与 EcAQP11 的测序结

果，利用 Primer Premier 5.0 软件设计 3′与 5′引物，引

物序列见表 1。使用 Advantage 2 Polymerase Mix 高

保真聚合酶依据说明书进行目的基因 RACE 5′和 3′ 

 
表 1  水通道蛋白基因克隆所用引物序列 

Tab.1  The sequence of primers used for AQP gene cloning 

引物 
Primer 

序列 
Sequence (5′~3′) 

用途 
Purpose 

EcAQP4-F1 GGATGCCACATCA 
ACCCAGCCGTCAC 

3′-RACE 

EcAQP4-F2 GGAATCCTGGCTG 
CTGTCGTCTACTC 

3′-RACE 

EcAQP4-R1 CGCCCGATACCAC 
AGCAGGTCCGAAT 

5′-RACE 

EcAQP4-R2 GGAGCCCTGAAGA 
CATAGGAGTAGACG 

5′-RACE 

EcAQP11-F1 TGGCTTGAAAGGT 
CCAACGATCATAT 

3′-RACE 

EcAQP11-F2 GATGGACCCGGCC 
CAGTAGACGATGA 

3′-RACE 

EcAQP11-R1 TCGACGCTGACAG 
TCATCACCCAGAT 

5′-RACE 

EcAQP11-R2 CTTACAGCCTGTTG 
GAGGAATACGTGGA 

5′-RACE 

UPM-long CTAATACGACTCAC 
TATAGGGCAAGCA 
GTGGTATCA 
ACGCAGAGT 

RACE 通用 
RACE universal 

UPM-short CTAATACGACT 
CACTATAGGGC 

RACE 通用 
RACE universal 

M13F TGTAAAACG 
ACGGCCAGT 

测序通用引物 
Sequencing universal

M13R CAGGAAACA 
GCTATGACC 

测序通用引物
Sequencing universal
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末端巢式 PCR 扩增，将获得的 PCR 产物进行切胶回

收、连接转化，然后挑取阳性单克隆，经 M13 通用

引物进行菌落 PCR 鉴定，并将所筛选的菌液进行测序。 

1.3  生物信息学分析 

使用 Contig Express 软件进行拼接，得到 EcAQP4

基因与 EcAQP11 基因 cDNA 全长，将 cDNA 序列用

ORFFinder 在 线 软 件 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

orffinder/)预测开放阅读框，得到基因的氨基酸序列

后，使用在线软件 SignalP-5.0 Server (http://www.cbs. 

dtu.dk/services/SignalP/) 、 SMART(http://smart.embl- 

heidelberg.de/)、TMHMM Server v.2.0 (http://www.cbs. 

dtu.dk/services/TMHMM/)和 ProtParam tool(http://web. 

expasy.org/protparam/)预测其蛋白质信号肽、蛋白质

结构域、蛋白跨膜情况、蛋白质特性和亲水性。 

利用在线软件 NCBI BLAST (https://blast.ncbi. 

nlm.nih.gov/Blast.cgi)分析基因与其他物种的同源性

和一致性；使用 DNAMAN 软件对多个物种氨基酸序

列进行比对；使用 MEGA 7.0 软件构建 Neighbor- 

joining 进化树。 

1.4  RNA 干扰实验 

1.4.1  dsRNA 的合成    使用 T7 RNAi Transcription 

Kit-BOX1 (Vazyme, 中国)合成 dsRNA。合成干扰的

引物需添加 T7 启动子，使用在线设计软件 https:// 

www.flyrnai.org/cgi-bin/RNAi_find_primers.pl 设计引

物，引物由生工生物工程(上海)有限公司合成。 

本次干扰实验以绿色荧光蛋白(green fluorescent 

protein (GFP)为对照，具体的合成步骤：将 GFP 质粒

溶解，取 2 μL 质粒溶液加入 100 μL 大肠杆菌

(Escherichia coli) DH5α 感受态细胞，冰浴 30 min，

42℃热激 90 s，再冰浴 2 min，加入 900 μL 未加卡那

霉素(KAN)的 LB 液体培养基，200 r/min 震荡培养

45 min。将菌液 6000 r/min 离心 5 min，取沉淀涂至

已加 KAN 的 LB 固体培养基上，过夜培养 12 h 以上。

挑取单克隆菌落至已加 KAN 的 LB 液体培养基中，

震荡培养 12 h。以培养后的菌液为模板，使用 T7 RNAi 

Transcription Kit-BOX1 按照 dsRNA 合成步骤合成

GFP，其引物 GFP-T7F：GATCACTAATACGACTCACT 

ATAGGGATGGTGAGCAAGGGGGAGGA；GFP-T7R：

GATCACTAATACGACTCACTATAGGGTTACTTGTA
CAGCTCGTCCA。 

1.4.2  dsRNA 的注射    准备 9 个 10 L 整理箱，每个

箱子加入 8 L 海水，调节其碳酸盐碱度至 8.26 mmol/L，

稳定 24 h，每天调节 2 次海水碱度。设置 GFP 组、

EcAQP4 组和 EcAQP11 组，每组 3 个平行。挑选体长、

体重相近的脊尾白虾进行胁迫实验，每个箱子放入

10 尾虾，依据组别在脊尾白虾的第 4 腹足基部注射

干扰，注射量为 1 μg/g，观察记录脊尾白虾在 24、48

和 72 h 的死亡率。 

另设置空白组、GFP 组、EcAQP4 组和 EcAQP11

组，调节其碳酸盐碱度至 8.26 mmol/L，每个箱子放

入 30 尾脊尾白虾，依据组别在脊尾白虾的第 4 腹足

基部注射干扰，注射量为 1 μg/g，空白组不进行胁迫

与干扰，在 24、48 和 72 h 3 个时间点，取其血液测

量渗透压，并取鳃组织检测其中 EcAQP 基因表达量。 

1.4.3  干扰后血淋巴渗透压的变化    每个时间点

取 6 尾虾的血淋巴混合测量其渗透压。将混合后的血

淋巴样品放入4℃冰箱中24 h后，3000 r/min离心15 min，

取 60 μL 上清液，使用渗透压测定仪测量渗透压，每

个样品测量 3 次。 

1.4.4  干扰后 AQP 基因表达量的检测    在干扰后

24、48 和 72 h 3 个时间点取 GFP 组、EcAQP4 组与

EcAQP11 组的鳃组织，液氮研磨，使用 TransZol Up 

Plus RNA kit (TRAN，中国)提取 RNA。  

通过荧光定量 PCR (qRT-PCR)分析 EcAQP4 与

EcAQP11 在不同组织中的表达，以 18S 基因作为内

参基因，针对 EcAQP4、EcAQP11 与 18S 设计特异性

引物 (表 2)，按照 ChamQTM SYBR® Color qPCR 

master mix 说明书，利用荧光定量 PCR 仪器进行定量

分析，通过 2–ΔΔCt 法计算分析注射干扰后 EcAQP4 与

EcAQP11 基因 mRNA 的相对表达量，利用 SPSS 17.0

软件进行单因素方差分析(one-way ANOVA)，运用多

重比较进行显著性检验。 
 

表 2  qRT-PCR 所用引物 
Tab.2  Primers used for qRT-PCR 

引物 Primer 序列 Sequence (5´~3´) 

EcAQP4-F GAAGATCAACGCCGGCCAAG 

EcAQP4-R GGCGAGAGGTGCAGATCCTT 

EcAQP11-F GAAGATCAACGCCGGCCAAG 

EcAQP11-R GGCGAGAGGTGCAGATCCTT 

18S-F TATACGCTAGTGGAGCTGGAA 

18S-R GGGGAGGTAGTGACGAAAAAT 
 

2  结果与分析 

2.1  EcAQP4 与 EcAQP11 基因 cDNA 的克隆与序列

分析 

本研究利用 RACE 技术成功克隆了脊尾白虾

EcAQP4 与 EcAQP11 的 cDNA 全长，序列分析结果
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显示，EcAQP4 基因开放阅读框(ORF)长度为 621 bp，

共编码 206 个氨基酸，预测蛋白分子量为 21.673 kDa，

理论等电点为 8.30，为疏水性蛋白(图 1)；跨膜分析

结果显示，该基因跨膜 5 次；SMART 分析显示，该

基因具有 5 个跨膜结构域(图 2)。EcAQP11 基因 ORF

长度为 783 bp，共编码 261 个氨基酸，预测其蛋白分

子量为 28.490 kDa，理论等电点为 5.40，为疏水性蛋白

(图 3)；跨膜分析结果显示，该基因跨膜 4 次；SMART

分析显示，该基因具有 4 个跨膜结构域(图 4)。 

2.2  AQP4 与 AQP11 氨基酸序列及同源性分析 

将 EcAQP4 与 ECAQP11 的氨基酸序列在 NCBI

上比对发现，与 EcAQP4 氨基酸序列同源性较高的物

种有罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)、斑节对虾

(Penaeus monodon) 、 凡 纳 滨 对 虾 (Litopenaeus 

vannamei)、三疣梭子蟹(图 5)；与 EcAQP11 氨基酸序

列 同 源 性 较 高 的 物 种 有 斑 节 对 虾 、 灰 眼 雪 蟹

(Chionoecetes opilio)、凡纳滨对虾(图 6)。同源性分析

显示，EcAQP4 具有多个保守区域，其中与罗氏沼虾

同源性最高，为 94.63%，与三疣梭子蟹同源性最低，

为 68.14%，所比对的物种均含有 HINPAVT 和

PLAIGL 这 2 个保守域；EcAQP11 比 EcAQP4 保守性

较差，与斑节对虾同源性最高，达到 81.47%，与灰

眼雪蟹同源性最低，为 67.18%。 

2.3  AQP4 与 AQP11 基因系统进化树分析 

利用 MEGA 7.0 软件对脊尾白虾 EcAQP4 与

EcAQP11 基因的氨基酸序列进行系统进化分析(图 7，  
 

 
 

图 1  EcAQP4 基因 cDNA 全长及推导的氨基酸序列 
Fig.1  Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of EcAQP4 

ATG：起始密码子；TAA：终止密码子。图 3 同。 
ATG: Initiation codon; TAA: Termination codon. The same as in Fig.3. 

 

 
 

图 2  EcAQP4 的跨膜结构域 
Fig.2  The transmembrane domain of EcAQP4  
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图 3  EcAQP11 基因 ORF 及其推导的氨基酸序列 
Fig.3  Open reading frame and deduced amino acid sequence of EcAQP11  

 

 
 

图 4  EcAQP11 的跨膜结构域 
Fig.4  The transmembrane domain of EcAQP11  

 
图 8)，结果显示，EcAQP4 基因的进化树分为两支，

第一支为节肢动物门，第二支为脊索动物门，脊尾白

虾与罗氏沼虾聚为一支，亲缘关系最为相近，与其他

甲壳纲动物亲缘关系也较近；脊索动物门中的硬骨鱼

类为一支，与脊尾白虾亲缘关系较远。EcAQP11 基因

的进化树分为两支，第一支为昆虫纲，第二支为甲壳

纲，脊尾白虾与斑节对虾与凡纳滨对虾聚为一支，亲

缘关系较近。 

2.4  RNA 干扰后 EcAQP4 与 EcAQP11 的表达变化 

取干扰后脊尾白虾的鳃组织，提取 RNA，进行

反转录，通过 qRT-PCR 检测 2 个基因在各个时间点

的表达量。结果显示，注射 dsRNA 对脊尾白虾

EcAQP4 与 EcAQP11 基因干扰效果明显。与 GFP 对

照组相比，EcAQP4 基因在注射干扰 24 h 与 48 h 后

的表达量下降 80%左右，72 h 干扰效果逐渐减弱；

EcAQP11 基因在注射干扰 24 h 时表达量下降 87%，

干扰效果显著，48 h 时基因表达量下降 60%，72 h

时基因表达量下降 35%。 

2.5  RNA 干扰对脊尾白虾死亡率的影响 

统计每个时间点各组别的死亡率，如图 10 所示。 
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图 5  EcAQP4 基因氨基酸序列与其他已知 

物种同源序列比对 
Fig.5  Amino acid sequences alignment of  

EcAQP4 with other species´ AQP 

NPA 结构单元以方框表示；2 个保守序列 HINPAVT 和

PLAIGL 以下划线表示。 
The NPA structural motifs are marked in the box.  

Two conserved sequences (HINPAVT and  
PLAIGL) are underlined. 

 
与 GFP 组相比，注射干扰后，EcAQP4 与 EcAQP11

组死亡率显著升高(P<0.05)，说明 RNA 干扰这 2 个

基因表达后，脊尾白虾耐碱度能力降低，最终导致死

亡。同时，发现 24 h 与 48 h 2 个时间点 AQP11 组死

亡率显著高于 AQP4 组(P<0.05)，在 72 h 时 2 组死亡

率接近，相比 EcAQP4 基因，EcAQP11 基因能够更加

快速地影响脊尾白虾渗透压调节能力，在脊尾白虾耐

碱机制中起到更为重要的作用。综上所述，EcAQP4

与 EcAQP11基因对脊尾白虾耐碱能力有重要的作用。 

2.6  RNA 干扰对脊尾白虾血液渗透压的影响 

使用渗透压测量仪测量各组在不同时间点脊尾 

 
 

图 6  EcAQP11 基因氨基酸序列与其他已知 

物种同源序列比对 
Fig.6  Amino acid sequences alignment of  

EcAQP11 with other species´ AQP 

 
白虾的血液渗透压，结果如图 11 所示。与空白组相

比，碱度胁迫后，脊尾白虾血液渗透压显著升高

(P<0.05)，这是由于水体碱度升高，其中的离子浓度

也随之升高，脊尾白虾体内累积的离子升高所导致，

但总体来看，GFP 组脊尾白虾血液渗透压相对稳定，

呈现先上升后下降的趋势；AQP4 干扰组的渗透压变

化趋势与 GFP 组相同，在 48 与 72 h 时 2 个时间点其

渗透压高于 GFP 组；AQP11 干扰组渗透压则是一直

升高的，72 h 时显著升高(P<0.05)，升高的幅度较大。

推测干扰 EcAQP4 与 EcAQP11 基因表达后，水分子

的转运受到影响，脊尾白虾渗透压调节能力降低，造

成 AQP4 组上升与下降趋势大于对照组；AQP11 干扰

组脊尾白虾渗透压上升明显，说明 EcAQP11 在脊尾

白虾渗透压调节过程中发挥重要作用，是脊尾白虾耐

碱机制中的重要基因。 
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图 7  基于 EcAQP4 基因氨基酸序列构建的 Neighbor-joining 进化树 
Fig.7  Neighbor-joining phylogenetic tree based on EcAQP4 amino acid sequences 

 

 
 

图 8  基于 EcAQP11 基因氨基酸序列构建的 Neighbor-joining 进化树 
Fig.8  Neighbor-joining phylogenetic tree based on EcAQP11 amino acid sequences 

 

 
 

图 9  脊尾白虾注射干扰后 EcAQP4 (A)与 EcAQP11 (B)基因的表达情况 
Fig.9  The expression of EcAQP4 (A) and EcAQP11 (B) after interference 

GFP 为对照组。不同字母表示差异显著(P<0.05)，下同。 
GFP was the control group. Different letters indicate significant difference (P<0.05). The same as below. 
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图 10  RNA 干扰后脊尾白虾的死亡率 
Fig.10  The mortality of E. carinicauda  

after RNA interference 

 

 
 

图 11  RNA 干扰后脊尾白虾的血液渗透压变化 
Fig.11  The hemolymph osmolality of E. carinicauda  

after RNA interference 
 

3  讨论 

本研究通过对转录组中差异表达基因的分析，发

现在碱度胁迫后，与渗透压调节相关的基因大量表

达，为了进一步了解脊尾白虾的耐碱机制，我们从差

异表达基因中挑选了水通道蛋白这一渗透压调节的

关键基因(Deane et al, 2006; Holm et al, 2005; MacIver 
et al, 2009; Preston et al, 1992; Robinson et al, 1996; 
隋海心等, 2004)，通过 RACE 技术克隆 cDNA 全长并

对其进行序列分析，利用 RNA 干扰技术验证其在碱

度胁迫过程中的响应机制。 

3.1  AQP4 与 AQP11 基因的氨基酸序列及同源性分析 

本研究利用 RACE 技术首次克隆获得脊尾白虾

EcAQP4 与 EcAQP11 基因的 cDNA 全长，并运用生

物信息学软件对其序列进行分析。通过比对发现，脊

尾白虾 EcAQP4 基因保守性较好，具有 HINPAVT 和

PLAIGL 两个保守域，与高沿等(2017)研究结果相同。 

3.2  EcAQP4 与 EcAQP11 基因的功能验证 

水通道蛋白是生物细胞膜转运水分子的重要结

构，在维持细胞内外渗透压平衡中起重要作用，现阶

段关于水通道蛋白的研究有很多，最初人们在脑星形

胶质细胞、胃壁细胞和肾集合小管等部位发现 AQP4

蛋白，它是一种水特异性通道蛋白，仅对水分子具有

渗透性，其在人体中主要作用为维持脑内水平衡及脑

水肿发生发展(张士保等, 2013)。现阶段对 AQP4 的研

究主要集中于其在脑水肿、视神经脊髓炎(Yang et al, 

2013)、癫痫(Hsu et al, 2011)等中枢神经系统疾病中所

起的作用，其调节机制主要是维持细胞间隙 K+缓冲

与渗透压平衡，但其在水产动物中的研究还未见报

道。EcAQP11 基因在各个物种之间的氨基酸同源性

低，功能尚不确定，但有研究表明，EcAQP11 具有水

转运活性，作为水通道发挥作用(Yakata et al, 2007)，

对体内水的稳态平衡有重要作用(He et al, 2017)，其

发挥作用的主要方式为维持上皮细胞水和离子的吸

收转运，保持细胞渗透压平衡。 

为验证 EcAQP4 与 EcAQP11 两基因在脊尾白虾

适应碱度胁迫中所起的作用，本研究设计合成了相应

的 d s RN A，对脊尾白虾进行注射干扰后，通过

qRT-PCR 技术检测了碱度胁迫后上述 2 个基因的表

达变化，结果显示，与对照组相比，各个时间点基因

的表达均发生了显著下降，说明所设计的 dsRNA 具

有良好的干扰效果。对脊尾白虾注射干扰后进行碱度

胁迫，发现其死亡率明显升高，碱度胁迫 72 h 时，

EcAQP4 组死亡率达到 45%，EcAQP11 组达到 55%，

说明基因的沉默对脊尾白虾的耐碱度能力产生明显

影响。渗透压测定结果显示，与空白组相比，GFP 对

照组血液渗透压升高，各时间点总体变化不大，从侧

面反映了脊尾白虾的耐碱能力较强。渗透压的变化趋

势总体来说呈现先上升后下降的趋势，与盐碱胁迫对

尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)血清渗透压变化趋

势相同(赵丽慧等, 2014)。在碱度胁迫条件下，脊尾

白虾体内的离子逐渐累积增强，导致血液渗透压增

高，但脊尾白虾通过体内的渗透压调节机制将渗透压

维持稳定。与 GFP 对照组相比，EcAQP4 干扰组脊尾

白虾的血液渗透压上升下降的幅度变大，说明

EcAQP4 基因的沉默表达影响了脊尾白虾的渗透压调

节能力，从而导致脊尾白虾耐碱度能力减弱，死亡率

升高。相比对照组和 EcAQP 干扰组，EcAQP11 干扰

组的渗透压升高更明显，且呈现一直升高的趋势，这

可能是 EcAQP11 基因在脊尾白虾耐碱机制中起到了 
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更重要的作用，其对脊尾白虾的渗透压调节影响较

大。前文提到，EcAQP11 基因现阶段的功能与调控机

制尚未完全解析，但本研究结果表明，EcAQP11 基因

在脊尾白虾渗透压调节中发挥了重要作用。 

本研究成功克隆了脊尾白虾 EcAQP4 与 EcAQP11

基因，设计干扰 dsRNA 并对脊尾白虾进行注射沉默

上述 2 个基因的表达，结果发现，与对照组相比，注

射干扰后的脊尾白虾在碱度胁迫下死亡率明显升高；

EcAQP4 干扰组脊尾白虾血液渗透压变化幅度增大，

EcAQP11 干扰组血液渗透压升高明显，干扰 EcAQP4

与 EcAQ11 表达后的脊尾白虾耐碱度胁迫能力减弱，

表明上述 2 个基因在脊尾白虾适应碱度胁迫过程中

发挥着重要作用。 
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The Roles of Aquaporin Gene 4 and 11 of  
Exopalaemon carinicauda under Alkalinity Stress 

LI Mingdong1,2, WANG Jiajia1,2, GE Qianqian1,2, QIN Zhen1,2, LIU Ping1,2, LI Jian1,2, LI Jitao1,2①
 

(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, Shandong  266071, China;  

2. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Pilot National Laboratory for Marine Science and 
Technology (Qingdao), Qingdao, Shandong  266071, China) 

Abstract    Aquaporins are a family of cell membrane proteins, and their key role is to specifically 
transport water molecules and other neutral metabolic molecules. Moreover, aquaporins play an important 
role in regulating the balance between internal and external osmotic pressure in organisms. Here, 
aquaporin 4 and 11 genes from Exopalaemon carinicauda were successfully cloned using rapid 
amplification of cDNA ends cloning. The open reading frame of EcAQP4 is 621 bp, encoding 206 amino 
acids, with a predicted molecular weight of 21.673 kDa and a theoretical isoelectric point of 8.30; it is a 
hydrophobic protein with five transmembrane structural domains. The open reading frame of EcAQP11 is 
783 bp, encoding 260 amino acids, with a predicted molecular weight of 28.490 kDa and a theoretical 
isoelectric point of 5.40; it is a hydrophobic protein with four transmembrane domains. In sequence 
alignment, AQP4 in E. carinicauda shared the highest homology with that in Macrobrachium rosenbergii 
(94.63%), while AQP11 in E. carinicauda shared the highest homology with that in Penaeus monodon 
(81.47%). Furthermore, RNA interference was used for silencing EcAQP4 and EcAQP11 expression to 
verify their function. In carbonate alkalinity stress, the mortality of E. carinicauda increased significantly 
following RNA interference. At 72 h, mortality reached 45% and 55% in the EcAQP4 and EcAQP11 
groups, respectively, being significantly higher than that in the control group. The blood osmotic pressure 
of E. carinicauda in the EcAQP4 group was significantly higher than that in the control group. Similarly, 
the blood osmotic pressure of E. carinicauda in the EcAQP11 group was significantly increased. In 
summary, aquaporins play important roles in regulating osmotic pressure and maintaining ion balance in 
response to alkalinity stress in E. carinicauda. 
Key words    Exopalaemon carinicauda; Aquaporin; Gene cloning; Osmolality  
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