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摘　要：根据本实验室构建的斑节对虾（Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎ）ｃＤＮＡ文库得到的ＥＳＴ序列，利用ＲＡＣＥ技术获得
了斑节对虾谷氨酰胺合成酶基因（ＰｍＧＳ）的ｃＤＮＡ全长序列，进行了相关生物信息学分析，在此基础上采用荧
光定量的方法研究了ＰｍＧＳ基因在斑节对虾不同组织、氨氮胁迫过程中差异表达情况。该序列全长１４２０
ｂｐ，开放阅读框（ＯＲＦ）为１０８６ｂｐ，３′非编码区（ＵＴＲ）为２９４ｂｐ，包括含有２７个碱基的ｐｏｌｙ（Ａ）尾，５′非编码区
（ＵＴＲ）为４０ｂｐ。ＯＲＦ可编码３６１个氨基酸，预测分子量为４０．４２３ｋｕ，理论等电点为６．１９。序列含有一个谷
氨酰胺结合结构域（Ｇｌｎｓｙｎｔ＿Ｃ），８个磷酸化位点，２个糖基化位点。斑节对虾和中国明对虾的 ＧＳ基因的相
似性最高，达９９％。ＰｍＧＳｍＲＮＡ在斑节对虾各组织中都有表达，在淋巴组织中表达量最高，其次为鳃组织，
在胸神经中的表达量最低。９６ｈ高浓度氨氮胁迫后，ＰｍＧＳｍＲＮＡ在肝胰腺中的表达水平显著高于对照组，
但在鳃中的表达水平显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）。以上结果暗示，ＰｍＧＳ在氨氮代谢方面具有重要的作用，可
能参与了斑节对虾机体的急性氨氮胁迫应答反应。
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　　谷氨酰胺合成酶（ｇｌｕｔａｍｉｎｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ＧＳ）
广泛存在于动植物细胞中，在甲壳动物氨氮代谢

过程中发挥着重要作用［１］。谷氨酰胺合成酶通

过将体内过多的氨和谷氨酸转换成谷氨酰胺，降

低体内氨氮的浓度，达到解毒代谢的目的。谷氨

酰胺是一种中性无毒物质，容易穿透细胞膜，是

氨的主要运输方式。排氨动物体内的氨主要是

经谷氨酰胺运送到排泄部位，如鳃等，再经鳃内

谷氨酰胺酶的分解，借助扩散作用排出体外［２］。

谷氨酰胺合成酶（ＧＳ）主要有３种亚型，只有
ＧＳⅡ型以真核生物为主要族群［３］。到目前为止，

关于ＧＳ基因的克隆与功能研究主要集中在脊椎

动物，比如在仓鼠（Ｃｈｉｎｅｓｅｈａｍｓｔｅｒ）［４］、鸡［５］以及

人类［６］中都曾有过报道，但在无脊椎动物特别是

甲壳动物中研究还比较少。ＪＡＭＩＥＳＯＮ等研究发
现，ＧＳ在环节动物Ｅ．ｊａｐｏｎｅｎｓｉｓ的原肾管和胆管
细胞中均有表达，这与 Ｅ．ｊａｐｏｎｅｎｓｉｓ氮代谢产物
的排泄有关［１］。目前已从昆虫，如埃及斑蚊

（Ａｅｄｅｓａｅｇｙｐｔｉ）［７］沙蝇（Ｌｕｔｚｏｍｙｉａｌｏｎｇｉｐａｌｐｉｓ）［８］、
果蝇幼虫［９］和成虫［１０］，昆虫神经系统和肌肉［１１］、

脂肪体、中肠、马氏管［１２］、丝线［１３］中发现 ＧＳ存
在；在蚊子的中肠上皮细胞、卵巢、脂肪体中［１４］也

有发现。在甲壳类动物，如小龙虾（Ｐｒｏｃａｍｂａｒｕｓ
ｃｌａｒｋｉａｉ）［１５］、太平洋牡砺（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａｇｉｇａｓ）［１６］中
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也发现了ＧＳ的存在，而且甲壳动物的神经组织
中ＧＳ的表达也己有报道［１７－１９］。但是到目前为

止，对虾中ＧＳ基因的克隆也仅见于中国明对虾
（Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）［３］ 与 凡 纳 滨 对 虾
（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）［２０］，斑节对虾（Ｐｅｎａｅｕｓ
ｍｏｎｏｄｏｎ）中ＧＳ基因还未见报道。氨氮是水产养
殖环境中普遍存在的一种有毒物质，是一种重要

的水质指标，其含量高低也是引发病害的一个重

要因素。有研究表明，氨氮对甲壳动物机体的免

疫系统、生长发育、组织损伤、渗透调节、代谢等

都有重要影响［２１－２４］。但目前我们对斑节对虾氨

氮胁迫的应答和氨氮代谢功能的研究尚不够深

入，对于其氨氮解毒代谢途径中起到调控作用的

关键酶及其基因的研究仍较为缺乏［２］。本研究

通过ＲＡＣＥ技术克隆得到了谷氨酰胺合成酶基
因的ｃＤＮＡ序列全长，分析了其组织表达分布，并
对其在氨氮胁迫过程中在斑节对虾肝胰腺与鳃

组织内各时间点的表达变化规律进行了分析，希

望能为斑节对虾氨氮胁迫应答以及体内氨氮代

谢分子调控机理的解析提供一定的基础数据，并

为斑节对虾健康养殖的发展提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料
实验所用的斑节对虾养殖于南海水产研究

所深圳基地。选取体长 １３～１４ｃｍ，体质量为
３５～４０ｇ的亚成虾用于肝胰腺、脑神经、眼柄神
经、肌肉、胃、肠、鳃、淋巴、胸神经和卵巢组织的

取样，选取体长６～７ｃｍ，体质量３～４ｇ的幼虾用
于氨氮胁迫实验。取样前分别于２７～３０℃充气
的自然海水中暂养３ｄ，所取组织均用 ＲＮＡＬａｔｅｒ
（Ａｍｂｉｏｎ）保存。
１．２　总ＲＮＡ的提取及ｃＤＮＡ第一链的合成

总 ＲＮＡ 的 提 取 按 照 ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ
（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）的操作说明书进行操作，提取斑节对
虾上述各组织以及氨氮胁迫各时间点样品的总

ＲＮＡ。用于ＲＡＣＥ的样品为肌肉、肝胰腺的混合
样品。提取的 ＲＮＡ用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００／２０００ｃ分
光光度计测定纯度及浓度，通过琼脂糖凝胶电泳

确定其完整度。

用于做ＲＡＣＥ的样品为肝胰腺组织与肌肉
组织的混合样，按照ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔⅡ１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ的操作说明书进行反转录。其他进
行荧光定量的样品依照ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ
ＷｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌｔｉｍｅ）（ＴａＫａＲａ）的
使用说明进行反转录。模板为５００ｎｇ的总ＲＮＡ，
所得 ｃＤＮＡ用 βａｃｔｉｎ引物检测后稀释 １０倍，
－８０℃保存备用。
１．３　斑节对虾谷氨酰胺合成酶基因的 ｃＤＮＡ克
隆及序列分析

对本实验室构建的斑节对虾ｃＤＮＡ文库中的
ＥＳＴ序列进行ＢＬＡＳＴ分析之后，发现其中有一条
６３３ｂｐ的ＥＳＴ序列与中国明对虾谷氨酰胺合成
酶序列高度同源（９２％）。然后用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０软
件设计特异性引物，利用 ＲＡＣＥ技术获得谷氨酰
胺合成酶基因的ｃＤＮＡ全长。所用引物见表１。

表１　实验中所用引物序列
Ｔａｂ．１　Ｏｌｉｇｏｎｕｌｅｏｔｉｄｅｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

引物名称

ｐｒｉｍｅｒ
引物序列（５′－３′）

ｓｅｑｕｅｎｃｅ
用途

ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ＧＨＦ１ ＴＧＴＴＣＴＡＴＧＡＡＡＣＴＴＴＡＡＣＡＧＡＣＧＡＣ
ＧＨＲ１ ＧＡＣＧＣＣＧＣＡＧＴＡＧＴＡＧＧＧＴ

已知片段验证

ＧＨＦ２ ＴＴＣＧＧＣＡＴＧＧＡＡＣＡＧＧＡＧＴＡ
ＧＨＲ２ ＣＡＣＧＣＡＡＡＣＣＴＡＡＡＡＴＧＴＣＴＡＡＡＡＴ

已知片段验证

ＧＨＳ１ ＧＧＴＧＡＣＧＡＣＣＴＣＴＧＧＡＴＧＧＣＧ
ＧＨＳ２ ＡＧＧＣＴＣＧＴＣＣＧＣＡＣＣＡＴＣＴＧ

３′ＲＡＣＥ

ＧＨＡ１ ＧＧＴＣＴＴＧＴＣＧＴＧＣＴＴＧＴＡＧ
ＧＨＡ２ ＣＡＴＡＧＣＣＴＧＧＣＡＴＴＴＣＴＧ

５′ＲＡＣＥ

βａｃｔｉｎＦ ＡＧＴＡＧＣＣＧＣＣＣＴＧＧＴＴＧＴＡＧＡ
βａｃｔｉｎＲ ＴＴＣＴＣＣＡＴＧＴＣＧＴＣＣＣＡＧＴ

内参基因

ＧＨＤＦ ＡＴＡＡＧＡＣＧＧＴＡＴＴＡＧＡＣＡ
ＧＨＤＲ ＴＴＴＧＧＡＡＴＧＡＡＧＴＴＡＡＧＧ

荧光定量ＰＣＲ

　　利用 Ｅｍｂｏｓｓ（ｈｔｔｐ：／／ｅｍｂｏｓｓ．ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．
ｎｌ／）软件预测氨基酸序列；用ＰｒｏｔＰａｒａｍ软件对推

导出的蛋白序列进行蛋白理化特性预测（ｈｔｔｐ：／／
ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）；通过 ＳＭＡＲＴ４．０

８９４
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（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／ｓｍａｒｔ／ｓｅｔ＿
ｍｏｄｅ．ｃｇｉ？ＧＥＮＯＭＩＣ＝１）进行蛋白结构域分析；
信号肽预测用 ＳｉｎｇａｌＰ４．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．
ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）程序；糖基化位点预测利用
ＮｅｔＮＧｌｙｃ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／
ＮｅｔＮＧｌｙｃ／）；磷酸化位点预测用 ＮｅｔＰｈｏｓ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＰｈｏｓ／）；用 ＮＣＢＩ中
的Ｂｌａｓｔ程序（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）搜
索用于谷氨酰胺合成酶同源性和相似性分析与

系统树构建的氨基酸序列；多重序列比对采用

ＣｌｕｓｔａｌＸ程序；利用 ＣｌｕｓｔａｌＸ程序和 ＭＥＧＡ６．０
软件，构建 ＮＪ系统进化树；利用 ＧＯＲ方法
（ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａｐｒａｂｉ． ｉｂｃｐ． ｆｒ／ｃｇｉｂｉｎ／ｎｐｓａ ＿
ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｇｏｒ４．ｈｔｍｌ）进行二级结
构预测，三维结构预测采用ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ软件。
１．４　斑节对虾ＰｍＧＳ基因的表达分析
１．４．１　斑节对虾ＰｍＧＳ基因组织表达分析

取３尾体长１３～１４ｃｍ雌虾进行肝胰腺、脑
神经、眼柄神经、肌肉、胃、肠、鳃、淋巴、胸神经和

卵巢组织的取样（每个样品约１０ｍｇ），同种组织
样品 混 合 均 匀，所 取 组 织 均 用 ＲＮＡ Ｌａｔｅｒ
（Ａｍｂｉｏｎ）保存，用于斑节对虾 ＰｍＧＳ基因组织表
达分析。

根据斑节对虾谷氨酰胺合成酶基因的全长

序列设计荧光定量 ＰＣＲ引物 ＧＨＤＦ和 ＧＨＤＲ
（表１），选βａｃｔｉｎ为内参基因（表１）。以斑节对
虾的不同组织（眼柄神经、脑组织、淋巴、肝胰腺、

胃、肠、鳃、肌肉、卵巢和胸神经）以及氨氮胁迫各

时间的 ｃＤＮＡ为模板进行荧光定量 ＲＴＰＣＲ扩
增。反应体系为１０μＬ，包括５μＬＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑ（ＴｌｉＲｎａｓｅＨＰｌｕｓ）（ＴａＫａＲａ），０．２μＬ引物
（１０μｍｏｌ／Ｌ），１．５μＬ模板，双蒸水补足１０μＬ，
并以蒸馏水代替模板设置阴性对照，每个样品设

３个重复，反应程序为９５℃预变性３０ｓ；９５℃变
性２０ｓ，６０℃退火５ｓ，４５个循环；６５℃延伸１５ｓ；
溶解温度从５５℃升至９７℃；３７℃冷却５ｍｉｎ。
实验数据采用相对 ＣＴ法（２ΔΔＣＴ法）进行谷氨酰
胺合成酶ｍＲＮＡ的表达量计算。
１．４．２　斑节对虾 ＰｍＧＳ基因氨氮胁迫后的表达
分析

氨氮胁迫实验于南海水产研究所深圳养殖

基地进行，选取标粗池中的６～７ｃｍ的幼虾为实
验材料。正式实验开始之前先进行预实验，以确

定本次实验所使用的氨氮胁迫浓度。本次预实

验共设计 ６个氨氮浓度梯度，分别是 ０、４０、８０、
１００、１２０、１４０ｍｇ／Ｌ。每个浓度梯度一个泡沫箱，
每个泡沫箱放 ２０Ｌ海水，３０尾虾。预实验所用
的虾都是在混合家系的水泥池中捞取，挑选大小

均匀的１８０尾幼虾随机分布于６个泡沫箱中。９６
ｈ实验期间每隔２小时统计一次每个梯度的死亡
数量，捞取死虾。预实验期间不投喂任何饵料。

９６ｈ实验结束后，通过直线内插法［２５］算出半致死

浓度（ＬＣ５０）为９０ｍｇ／Ｌ，并通过公式求出其安全
浓度（ＳＣ）［２６］，为９ｍｇ／Ｌ。

正式实验共设计 ３组，分别是高浓度胁迫
组，胁迫浓度为半致死浓度９０ｍｇ／Ｌ；低浓度胁迫
组，胁迫浓度为安全浓度９ｍｇ／Ｌ；对照组，使用养
殖用的海水。每一组都设３个平行，每个平行一
个泡沫箱。通过向实验用水中添加氯化铵（分析

纯）的方式来控制氨氮浓度，每１２小时换一次实
验用水，每次全部换掉，与预实验相同，每个泡沫

箱加入 ２０Ｌ海水，放 ３０尾虾，温度为（２９．０±
１．５）℃，ｐＨ为７．０±０．５，盐度为３０±０．５。每隔
两小时统计一次每个泡沫箱的死亡数据，捞取死

虾；分别于胁迫时间 ６、１２、２４、３６、４８、７２和９６ｈ
共７个时间点进行取样，每次取样在每个泡沫箱
中各选取两条活力较好的个体取其肝胰腺与鳃

组织分别混合均匀保存于 ＲＮＡＬａｔｅｒ（Ａｍｂｉｏｎ）
中。

按照前述方法分别提取氨氮胁迫后各个时

间点斑节对虾肝胰腺和鳃的总ＲＮＡ，按照上述方
法逆转录合成ｃＤＮＡ。取各个稀释后的 ｃＤＮＡ样
品为模板，βａｃｔｉｎ为内参进行定量表达检测。反
应体系，反应程序，数据处理方法同上组织表达。

１．５　统计学分析
运用统计学软件 ＳＰＳＳ１８．０进行相对独立的

单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），并进行 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ多
重比较分析各组织间的差异显著性（Ｐ＜０．０５为
差异显著）。结果表示为平均值 ±标准差（Ｘ±
ＳＤ）。

２　结果

２．１　斑节对虾谷氨酰胺合成酶 ｃＤＮＡ的克隆及
序列分析

通过克隆得到斑节对虾谷氨酰胺合成酶

ｃＤＮＡ全长，命名为 ＰｍＧＳ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：

９９４
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ＫＰ９８４７９２）。ＰｍＧＳｃＤＮＡ全长１４２０ｂｐ，开放阅
读框（ＯＲＦ）长度１０８６ｂｐ，３′非编码区（ＵＴＲ）为
２９４ｂｐ，含有２７个碱基的ｐｏｌｙ（Ａ）尾，５′非编码区
（ＵＴＲ）为４０ｂｐ。ＯＲＦ可编码３６１个氨基酸，预
测分子量为４０．４２３ｋｕ，理论等电点为６．１９。序
列含有一个谷氨酰胺结合结构域（Ｇｌｎｓｙｎｔ＿Ｃ），
位于１０７～３５６ａａ，８个磷酸化位点，２个糖基化位
点（图１）。
２．２　同源性分析

利用ＧＯＲ法对 ＰｍＧＳ蛋白质二级结构预测
后发现，整条氨基酸序列的二级结构由 α螺旋与
无规则卷曲构成，其中包含 ６１个 α螺旋，占
１６．９０％，无 β折叠。ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ结果显示，
ＰｍＧＳ的三维结构由α螺旋以及连接的无规则卷
曲构成，蛋白结构呈圆盘状。并且，ＰｍＧＳ的三维
结构与人类的 ＧＳ的三维结构较相近，同源性达
到６９．０１％（图２）。

斑节对虾ＧＳ基因的全长序列经ＢＬＡＳＴ比对
分析发现与其他生物的 ＧＳ基因具有较高的同源
性。从ＮＣＢＩ上检索其他物种的 ＧＳ氨基酸序列
并利用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件对其氨基酸序列进行多重
序列比对分析。结果表明：不同物种间的 ＧＳ序
列较 为 保 守，其 中，ＰｍＧＳ与 中 国 明 对 虾
（Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）同源性最高达到９９％，
其次是凡纳滨对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ），一致
性 也 达 到 了 ９３％，与 沙 漠 蝗 （Ｓｃｈｉｓｔｏｃｅｒｃａ
ｇｒｅｇａｒｉａ）和黑腹果蝇（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ）的
相似度分别为 ７２％ 与 ７１％，与小鼠 （Ｍｕｓ
ｍｕｓｃｕｌｕｓ）、原鸡（Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓ）和鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓ
ｃａｒｐｉｏ）的相似度都为７０％，与牛（ＢｏｓＴａｕｒｕｓ）和
野猪（Ｓｕｓｓｃｒｏｆａ）的相似度为 ６９％，与人（Ｈｏｍｏ
ｓａｐｉｅｎｓ）的同源性为６８％（图３）。

利用 ＭＥＧＡ６．０软件，采用 ＮＪ法构建了
ＰｍＧＳ及其他物种的 ＧＳ基因的系统进化树（图
４）。从系统树可以看出，无脊椎动物与脊椎动物
的谷氨酰胺合成酶明显被区分开来。其中，斑节

对虾的 ＧＳ基因先与中国明对虾的 ＧＳ基因聚为
一支后又与凡纳滨对虾的 ＧＳ基因聚在一起，最
后与其他节肢动物聚合。

２．３　ＰｍＧＳ基因的组织表达分析
选择βａｃｔｉｎ作为参照，利用实时荧光定量

ＰＣＲ技术对ＧＳ基因在斑节对虾各组织中以及在
氨氮胁迫过程中肝胰脏与鳃组织中的表达进行

检测。ＰｍＧＳ在各组织的表达情况如图５所示，
可以看出，ＰｍＧＳ在斑节对虾的脑组织、眼柄神
经、鳃组织、淋巴、肝胰腺、胃、胸神经、肠组织、肌

肉和卵巢中均有表达，其中淋巴中表达量最高，

其次在鳃组织，肠组织，以及肝胰脏中表达量都

较高，而在卵巢与胸神经中的表达量最低（图５）。
２．４　ＰｍＧＳ基因不同浓度氨氮胁迫下表达分析

通过 ＲＴＰＣＲ检测，在不同浓度氨氮胁迫过
程中斑节对虾ＧＳ基因在肝胰腺中表达的变化趋
势如图６所示。结果表明，高浓度胁迫组与低浓
度胁迫组的表达趋势有所不同。高浓度胁迫组

中ＧＳ基因反应比较迅速，表达量在６ｈ就迅速上
调，显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）；之后在１２～２４ｈ
期间又有所下降；在４８～９６ｈ时间段内又迅速上
升并于７２ｈ时到达峰值，显著高于对照组（Ｐ＜
０．０５）；７２ｈ后再次下降，但是仍显著高于对照组
（Ｐ＜０．０５）。低浓度组于６～１２ｈ时开始表达上
调，并于１２ｈ到达最大值，显著高于对照组（Ｐ＜
０．０５），之后开始下降并趋于稳定，接近正常值
（图６）。
　　在不同浓度氨氮胁迫过程中斑节对虾 ＧＳ基
因在鳃组织中表达的变化趋势如图 ７所示。高
浓度组与低浓度组几乎呈现同样的趋势，在胁迫

过程中ＧＳ基因的表达明显被抑制，两组都呈下
降趋势。特别是高浓度组，在６～２４ｈ急剧下降，
６ｈ后都显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）；低浓度组是
在０～１２ｈ时快速下降，在１２ｈ到达最低点，显
著低于对照组（Ｐ＜０．０５）；在１２ｈ后逐渐趋于稳
定，但是仍显著低于对照组（Ｐ＜０．０５，图７）。

００５
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图１　斑节对虾ＧＳ基因的ｃＤＮＡ全长序列及推导的氨基酸序列
Ｆｉｇ．１　ＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅａｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＰｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎＧＳ

两边每行标注的序号是指核苷酸和氨基酸的位置；起始密码子（ＡＴＧ）和终止密码子（ＴＡＡ）用下划线标出；字体加粗标注为磷酸化

位点；灰色阴影标注为糖基化位点；ｐｏｌｙ（Ａ）尾巴用斜体字标出；方框所示为谷氨酰胺结合结构域。

Ｔｈｅｓｅｒｉａｌｎｕｍｂｅｒｏｎｂｏｔｈｓｉｄｅｓｏｆｅａｃｈｒｏｗｒｅｆｅｒｓｔｏｔｈｅｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅａｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄ；ｓｔａｒｔｃｏｄｏｎ（ＡＴＧ）ａｎｄｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｃｏｄｏｎ

（ＴＡＡ）ｉｓｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ；ｅｉｇｈｔｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｓａｒｅｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄｉｎｂｏｌｄ；ｓｈａｄｏｗａｒｅａｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅ；ｔｈｅｐｏｌｙ（ａ）ｓｉｇｎａｌｉｓ

ｍａｒｋｅｄｉｎｉｔａｌｉｃｓ；Ｇｌｎｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｄｏｍａｉｎｉｓｓｈｏｗｎｉｎｔｈｅｂｏｘ．

１０５
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图２　斑节对虾ＧＳ蛋白与人类ＧＳ蛋白三维结构空间示意图
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｒｉｂｂｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＰｍＧＳｐｒｏｔｅｉｎａｎｄＨｏｍｏｓａｐｉｅｎｓＧＳ

图３　ＰｍＧＳ的氨基酸序列与其他物种ＧＳ的氨基酸多重序列比对
Ｆｉｇ．３　ＭｕｌｔｉｐｌｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｔｈｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＰｍＧＳｗｉｔｈ

ｏｔｈｅｒｅｕｋａｒｙｏｔｅＧＳａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

２０５
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图４　利用ＭＥＧＡ６．０软件构建的基于ＰｍＧＳ基因
所编码氨基酸序列的ＮＪ系统进化树

Ｆｉｇ．４　ＮＪｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎＰｍＧＳａｍｉｎｏ
ａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｂｙＭＥＧＡ６．０

ＢｏｓＴａｕｒｕｓ（牛：ＮＰ＿００１０３５５６４．１）；Ｓｕｓｓｃｒｏｆａ（野猪：ＮＰ＿

９９９０７４．１）；Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ（人：ＡＡＢ３０６９３．１）；Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ

（小鼠：ＮＰ＿０３２１５７．２）；Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓ（原鸡：ＡＡＣ６９３６１．１）；

Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ（鲤：ＡＧＮ５２７４８．１）；Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ（黑

腹果蝇：ＮＰ＿００１２８５１２２．１）；Ｓｃｈｉｓｔｏｃｅｒｃａｇｒｅｇａｒｉａ（沙漠蝗：

ＡＥＶ８９７５８．１）；Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ（凡纳滨对虾：ＡＥＯ８００３５．

１）；Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ（中国明对虾：ＡＣＢ５９２２９．１）。

图５　斑节对虾ＧＳ基因在各组织中表达的情况
Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎ

ＧＳｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ
Ｌ．淋巴；Ｇ．鳃；Ｉ．肠；ＨＥ．肝胰脏；Ｅ．眼柄神经；Ｂ．脑；Ｍ．肌

肉；Ｓ．胃；Ｏ．卵巢；ＴＧ．胸神经；图中数值为平均值±标准差

（Ｘ±ＳＤ），小写字母不同表示差异性显著（Ｐ＜０．０５）。

Ｌ．ｌｙｍｐｈ；Ｇ．ｇｉｌｌ；Ｉ．ｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓ；ＨＥ．ｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓ；Ｅ．ｅｙｅｓｔａｌｋ

ｎｅｒｖｅ；Ｂ．ｂｒａｉｎ；Ｍ．ｍｕｓｃｌｅ；Ｓ．ｓｔｏｍａｃｈ；Ｏ．ｏｖａｒｙ；ＴＧ．ｔｈｏｒａｃｉｃ

ｇａｎｇｌｉａ；Ｖａｌｕｅｓ（ｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｍｅａｎ±ＳＤ）ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓ

ａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍｅａｃｈｏｔｈｅｒ（Ｐ＜０．０５）．

图６　斑节对虾肝胰腺中ＰｍＧＳ基因
在氨氮胁迫过程中表达变化情况

Ｆｉｇ．６　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＰｍＧＳｇｅｎｅｉｎＰｅｎａｅｕｓ
ｍｏｎｏｄｏｎｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓｄｕｒｉｎｇ
ａｍｂｉｅｎｔａｍｍｏｎｉａｓｔｒｅｓｓｅｓ

图中数值为平均值±标准差（Ｘ±ＳＤ），同一时间内小写字母

不同表示实验组与对照组差异性显著（Ｐ＜０．０５）。

Ｖａｌｕｅｓ（ｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｍｅａｎ±ＳＤ）ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓａｔｔｈｅ

ｓａｍｅｔｉｍｅａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜

０．０５）．

３　讨论

谷氨酰胺在氨基酸代谢过程中扮演重要的

角色，其主要参与谷氨酸分解与合成过程，是氨

基酸代谢循环重要的中间转换物质。谷氨酰胺

主要由谷氨酸和 ＮＨ＋４ 经谷氨酰胺合成酶催化合
成［２７］，由此可见谷氨酰胺合成酶是谷氨酰胺合成

途径必不可少的关键酶，在机体氨基酸代谢过程

中具有重要作用。然而到目前为止对斑节对虾

ＧＳ基因的研究仍属空白。本研究首次克隆了斑
节对虾谷氨酰胺合成酶ＰｍＧＳ基因，经ＢＬＡＳＴ发
现，该蛋白极为保守，与其他物种的谷氨酰胺合

成酶ＧＳ一样，具有一个Ｃ端结构域，谷氨酰胺结
合结构域（Ｇｌｎｓｙｎｔ＿Ｃ），位于 １０７～３５６ａａ［３，２０］。
ＰｍＧＳ与其他物种的ＧＳ氨基酸序列比对发现，斑
节对虾ＧＳ与其他物种的 ＧＳ序列均具有较高的
同源性，说明 ＧＳ在种间是保守的。系统进化分
析表明斑节对虾首先与中国明对虾聚为一支，同

源性高达９９％，然后又与凡纳滨对虾聚合，其同
源性也达到了９３％。上述结果表明，该序列是斑
节对虾ＧＳ基因。
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图７　斑节对虾鳃组织中ＰｍＧＳ基因
在氨氮胁迫过程中表达变化情况

Ｆｉｇ．７　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＰｍＧＳｇｅｎｅｉｎＰｅｎａｅｕｓ
ｍｏｎｏｄｏｎｇｉｌｌｄｕｒｉｎｇａｍｂｉｅｎｔａｍｍｏｎｉａｓｔｒｅｓｓｅｓ

图中数值为平均值±标准差（Ｘ±ＳＤ），同一时间内小写字母

不同表示实验组与对照组差异性显著（Ｐ＜０．０５）。

Ｖａｌｕｅｓ（ｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｍｅａｎ±ＳＤ）ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓａｔｔｈｅ

ｓａｍｅｔｉｍｅａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜

０．０５）．

　　斑节对虾 ＧＳ基因在各组织中广泛表达，其
表达分布趋势与凡纳滨对虾 ＧＳ基因相类似［２０］。

其中在淋巴组织中表达量最高，这可能与淋巴是

甲壳动物主要免疫与渗透调节器官有关。已有

研究表明，谷氨酰胺合成酶可能通过间接的方式

参与免疫防御抵抗病原微生物感染，可增强水生

动物免疫防御机能和抗病力［３，２８］。除了淋巴组

织，ＰｍＧＳ在鳃组织中表达量也很高，可能与其是
大多数水生甲壳动物氨氮排泄器官有关［２９］。已

有的研究表明水生甲壳动物氨基酸的 α氨基形
成的氨，主要经过谷氨酰胺的形式运送到排泄部

位鳃之后，经鳃内谷氨酰胺酶的分解，游离的氨

便可借助扩散作用排出体外［３０］。除此之外，

ＰｍＧＳ在肠组织中的表达量也很高。已有研究表
明，谷氨酰胺可促进水生动物肠上皮细胞的增殖

分化［３１］与肠上皮细胞雷帕霉素靶蛋白基因的表

达，提高细胞蛋白质合成能力［３２］和肠黏膜蛋白质

合成量［３３］，并能提高肠上皮细胞的抗氧化能

力［３４］，因此，推断 ＰｍＧＳ在斑节对虾肠组织也有
类似功能。

甲壳动物为排氨动物，体内氨氮可以通过尿

素和尿酸排出体外［３５－３６］。某些甲壳动物在氨氮

胁迫条件下，可通过肝胰腺和鳃组织合成谷氨酰

胺以降低体内氨氮浓度，减轻外界高氨环境对组

织器官造成的损伤［２７，３７－３８］。为了研究谷氨酰胺

合成酶（ＧＳ）在斑节对虾氨氮解毒代谢中的作用，
本研究分析了在不同浓度氨氮胁迫过程中斑节

对虾ＧＳ基因在肝胰腺与鳃组织中表达变化趋
势，结果表明在不同浓度氨氮胁迫下，ＰｍＧＳ在肝
胰腺中的表达量均有不同程度的上调，且与对照

组差异显著。肝胰腺是甲壳动物的主要代谢器

官，其中含有大量的酶与蛋白质，而 ＧＳ参与细胞
内多种酶活动，包括氨基酸代谢、谷氨酰胺合成、

细胞信号以及神经递质谷氨酸的循环等［２］。本

研究的实验结果表明肝胰腺中ＰｍＧＳ基因对于氨
氮的刺激反应十分迅速，高浓度组在６ｈ时就到
达第一个峰值，可以推断肝胰腺可能是谷氨酰胺

合成酶储存和释放的主要器官以及氨氮解毒代

谢场所。此外，ＰｍＧＳ表达量在不同时间点达到
峰值，并且高浓度组上调速度与幅度明显大于低

浓度组。这一结果表明，在一定范围内，随着氨

氮胁迫浓度的提高，ＰｍＧＳ在肝胰腺中的表达也
相应地上调。

鳃是大多数水生甲壳动物氨氮排泄器官［３０］。

与在肝胰腺中不同，不同浓度氨氮胁迫条件下，

ＰｍＧＳ在鳃组织中的表达量都呈下降趋势，且高
浓度组尤为明显。低浓度组在开始胁迫后就开

始下降，在１２ｈ到达最低点并显著低于对照组，
之后有所回升并趋于稳定；而高浓度组在１２ｈ后
开始几乎一直处于下降趋势，并且出现较大波

动，于９６ｈ降到最低点。氨氮胁迫条件下，ＰｍＧＳ
在鳃组织中的表达受到抑制，并且氨氮浓度越高

抑制作用越明显。推测可能是由于在氨氮胁迫

条件下，斑节对虾的鳃组织遭到了破坏，导致

ＰｍＧＳ基因在鳃组织中表达下调。已有研究表
明，拟穴青蟹（Ｓｃｙｌｌａｐａｒａｍａｍｏｓａｉｎ）的鳃组织在
氨氮胁迫下会受到氧化损伤，鳃上皮细胞结构受

损，并且随着氨氮浓度的升高这种损伤也相应加

重［３９］。
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