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盐度对青鳉鱼肠内 Na+-K+-ATPase基因表达的影响
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摘　要:用实时定量 RT-PCR(Q-RT-PC R)检测不同盐度对青鳉鱼肠内 Na+-K +-ATPaseα和 Na+-K+-

ATPaseβ 基因表达的影响。结果表明 , 青鳉鱼肠内 Na+-K +-ATPaseα基因表达量在 5 g /L 、15 g /L 和 25 g / L

的盐水中不变 , Na+-K +-A TPaseβ 基因表达在 15 g /L 、25 g / L的盐水中被显著抑制(P <0. 05)。盐度升高抑

制青鳉鱼肠内 Na+-K +-ATPaseβ 基因表达。
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Abstract:Quant itative real-time reverse t ranscription-polymerase chain reaction (Q-RT-PCR) was

used to study the Na+-K +-A TPaseαand Na+-K+-A TPase βgenes expression in the intestine o f medaka

exposed to di fferent salinity . The resul ts showed that the Na+-K +-A TPaseαgenes expression in the

intest ine of medaka is inva riable at 5 ,15 ,25 g /L of sal t , gene expre ssion of the Na
+
-K

+
-A TPaseβ was

significant ly rest rained at 15 , 25 g /L of Salinity (P<0. 05). The increase of salinity inhibits gene ex-

pression of the Na+-K +-A TPaseβ in the intest ine of medaka.
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　　近年来 ,广盐性硬骨鱼类渗透压调节的分子

机制已成为鱼类生理学的重要研究内容 。广盐性

硬骨鱼盐度适应过程中 ,血液皮质醇 、生长激素水

平增加 , 刺激鳃上氯细胞内 Na+-K +-ATPase

mRNA 的表达 ,提高酶的活性
[ 1 , 2]

,酶活性的增加

与氯细胞数量的增加以及鳃 Na+外排量成正

比[ 3] 。鱼类渗透压调节过程中 Na+-K +-ATPase

(α和 β亚基)起重要作用 。目前 ,渗透压调节分

子水平的研究多在鳃 Na+-K +-ATPase基因表达

及调控上[ 4] ,而肠内 Na+-K +-A TPase 基因表达

变化的研究甚少 ,但肠也是维持水和盐平衡的重

要组织器官。青鳉鱼是一种淡水生型广盐性鱼

类 ,并且能在海水中繁殖。2001年 ,Sakamoto 等

研究表明青鳉鱼可以作为研究渗透压调节机制的

模式鱼[ 5] , 所以研究青鳉鱼在不同盐度下肠内

Na
+
-K

+
-ATPase基因表达变化有重要意义 。

实时定量 PCR是指在 PCR指数扩增期间通

过连续监测荧光信号的强度来即时测定特异性产

物的量 ,并据此推断目的基因的初始量
[ 6]
。具有

很高的敏感性 、重复性和特异性。

本研究用实时定量 RT-PCR ,检测不同盐度

下青鳉鱼肠内 Na+-K +-A TPase α和 Na+-K +-
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ATPaseβ的基因表达量 ,分析了盐度对各基因表

达的影响 ,以期为硬骨鱼类渗透压调节的分子机

制提供基础数据 。

1　材料与方法

1. 1　材 料

成年青鳉鱼(Oryzias lat ipes , Medaka;Or-

ange Red品系)。

氯化钠(北京化学试剂公司), MS-222 购自

Sigma公司 , DNAase I 试剂购自大连宝生物公

司 , Triszol 、Olig o (dT)、RNase inhibi to r 和反转

录试剂盒购自 Invit rogen 公司 , SYBR Green

PCR Master Mix 、96孔光学 PCR板和光学透明

塑料盖膜购自 Applied Bio systems公司。

1. 2　方 法

实验用鱼分 4组 ,分别暴露于 0 g /L 、5 g /L 、

15 g /L 、25 g /L 的盐水中 ,每组 10 尾 ,雌雄各半。

每天投食 2次 ,饲料为新孵化的卤虫。试验期间 ,

水温 25±1℃,光周期为 16 h 昼 , 8 h 夜 , 14 d后

采样 。采样时 ,用 MS-222(100 mg /L)麻醉鱼 ,然

后解剖分离肠入液氮速冻 ,保存到提取总 RNA

为止 。总 RNA 提取采用 Trizo l试剂 ,按照其使

用说明进行。所提总 RNA 经 DNAase I 处理及

纯化后 ,采用 SuperIII反转录酶合成 cDNA 。每

组随机选取雌雄鱼各 3尾进行研究 。

实时定量 PCR采用美国应用生物系统公司

生产的 ABI Prism 7000 Sequence Detection Sys-

tem(Applied Biosystems)。用 Express prime r 2.

0 设计 N a
+
-K

+
-ATPaseα、N a

+
-K

+
-ATPase β 、

GAPDH 基因的引物(表 1),由大连宝生物公司

合成 。PCR反应液:SYBR Green PCR M aster

Mix 10 μL 、25 mmol /L 正义和反义引物各 0. 4

μL 、cDNA 反应液 1 μL ,加双蒸馏水至 20 μL。

PCR反应条件 50℃2 min , 95℃10 min ,40个循

环:95℃15 s , 60℃60 s。在最后一个循环结束

后做裂解曲线 ,确定 PCR反应质量(图 1-B)。各

个基因的标准品来源于普通 PCR产物 ,制备标准

曲线(图 1-A)。

本文结果以目标基因与内参基因(GA PDH)

的mRNA 拷贝数比值表示 ,各组间比较采用独立

样品 t检验 , P<0. 05时认为差异显著 。

A　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　B

图 1　青鳉鱼 Na+-K+-ATPaseα基因实时定量 PCR-SYBRGreen荧光染料法的标准曲线和裂解曲线

Fig. 1　Standard curves and heat dissociation curves for medakaNa+-K+-ATPaseαgene , by SYBR Green detection

表 1　实时定量 PCR引物

Table 1　Primer pairs of SYBR Green Real-time PCR

基因 Genes 引物 Primer 引物序列 Sequence

Na /K-ATPase alpha (DQ486033) 上游引物(Forw ard) 5′-TCCTGGCAGAACAAGACAAAGT-3′

下游引物(Reverse) 5′-GAGGCATCTCCAGCCACATC-3′

Na /K-A TPase beta (DQ486034) 上游引物(Forw ard) 5′-GCAAACCGTG TGTCA TTG TGA-3′

下游引物(Reverse) 5′-GGATGCTGTCGT TGGAGAAG-3′

GAPDH (AU179219) 上游引物(Forw ard) 5′-TGTGGAAAAGGCCTCACT TCA-3′

下游引物(Reverse) 5′-CAGACACGACCACACGCTGT-3′

 25 6 期　　　　　　　　　　冯　平等:盐度对青鳉鱼肠内 Na+-K+-ATPase基因表达的影响



2　结果与分析

2. 1　盐度对青鳉鱼肠内 Na
+-K+-ATPaseα基因

表达的影响

Na
+
-K

+
-ATPaseα基因是表达青鳉鱼 Na

+
-

K+-A TP 酶 α亚基的主要基因。从图 2 可以看

出 ,暴露盐水组肠内 Na+-K +-A TPaseα与对照组

相比 ,各组的 Na
+
-K

+
-A TPaseαmRNA 水平无显

著性变化。对照组肠内 N a
+
-K

+
-ATPaseα的

mRNA 水平为 3. 02±0. 87(Na+-K +-A TPaseα/

GAPDH mRNA 的拷贝数比值 ,以下类同);5 g /L

组为 3. 12±0. 43 、15 g /L 和 25 g /L 盐水组的水

平分别是 3. 04±1. 92 、2. 95±0. 55 。

2. 2　盐度对青鳉鱼肠内 Na
+-K+-ATPase β基因

表达的影响

Na
+
-K

+
-A TPase β基因是编码青鳉鱼 Na

+
-

K +-ATP 酶 β 亚基的重要基因 。由图 2 可见 ,

Na+-K+-A TPase β基因表达随盐度升高呈明显

下降趋势(P<0. 05)。对照组肠内 Na
+
-K

+
-A T-

Pase βmRNA 水平为 514. 50±195. 21 。5g /L 组

Na+-K+-A TPase β表达量是 491. 21±140. 11 ,与

对照组相比差异不显著;15和 25g /L 暴露组的水

平分别为 308. 18±76. 15 、180. 25±50. 21 ,分别约

为对照组的 0. 6倍 、0. 35倍。

实时定量 RT-PCR , SYBR Green荧光染料法(平均值 ±标准偏差 , n = 6), *实验组与对照组相比差异显著(P <0. 05). 5 , 15 , 25 g /L

exposed grou ps by real-tim e PCR , SYBR G reen detection (mean ± S . D. n = 6 , * p <0. 05.

图 2　盐度对青鳉鱼肠内 Na+-K+-ATPaseα基因和 Na+-K+-ATPase β 基因表达的影响

Fig. 2　 Na+-K+-ATPaseαand Na+-K+-ATPase β gene expression in intestine of medaka in control and salt

3　讨论与结论

Na
+
-K

+
-ATPase主要功能是参与细胞内外

Na+ 、K +跨膜转运 ,使细胞内外的离子浓度处于

相对稳定的生理平衡状态。Na+-K+-A TPase 是

硬骨鱼类渗透压调节组织中离子交换的关键性

酶 ,它的基本结构是由一个α亚基(相对分子质量

为 110 kD)和一个 β 亚基(相对分子质量为 55

kD)组成
[ 7]
,在哺乳动物中已经证实α和 β亚基

由不同基因编码 ,这两个亚基联合调控钠钾泵 ,

Na+-K +-ATPase α亚基分子量较大含有功能酶

的酶触反应结构域 ,在硬骨鱼类上已经克隆了编

码此亚基的基因[ 8 ～ 11] 。Na+-K+-A TPaseβ 亚基

分子量较小 ,其作用目前不清楚 ,但现有的研究表

明 ,它是维持钠钾泵稳定性及正确膜定位的必要

组成部分。编码硬骨鱼 Na
+
-K

+
-A TPaseβ 亚基

的基因已被克隆[ 11] 。目前 ,研究渗透压调节的分

子机制 ,集中于对鳃上 Na
+
-K

+
-A TPase 基因的

表达 , 缺乏对肠的研究。本文用实时定量 RT-

PCR ,准确地检测了不同盐度下 , 青鳉鱼肠内

Na+-K +-ATPase α和 Na+-K+-A TPaseβ 基因表

达量 , 为盐度影响硬骨鱼类肠内 Na
+
-K

+
-A T-

Pase基因的转录 ,提供了基础数据。

2005年 ,Deane 等研究表明皮质醇升高 ,海

鲷(sea bream)鳃上氯细胞 Na
+
-K

+
-A TPase α基

因转录水平增加 ,N a+-K +-ATPaseβmRNA 水平

不变;生长激素增加 , 鳃上氯细胞内 Na
+
-K

+
-

ATPase α和 Na+-K+-A TPaseβ 基因表达量都升

高
[ 12]
。然而本文实验结果表明 , 青鳉鱼肠内

Na+-K +-ATPase α基因的表达量未受盐度影响 ,

Na
+
-K

+
-A TPaseβ基因表达量在15和 25 g /L 盐

水中显著降低 ,同 Semple[ 10] 、Deane[ 12] 等对鳃上

氯细胞的研究结果不一致 ,分析其原因可能是 ,肠

内 Na+-K +-AT Pase基因表达的调控机制与鳃不

同 ,在盐度升高时 ,鳃上氯细胞的功能是排出体内

多余的 Na
+
和 Cl

-
,而肠道的主要功能是吸收水
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分和 Na+等[ 4] ,由于肠道内 Na+和Cl - 浓度很高 ,

肠道是被动吸收 Na+和 Cl - , 其 Na+-K +-A T-

Pase可能对 Na+和 Cl -的吸收起抑制作用 ,Na+-

K
+
-A TPaseβ基因表达量的降低可能对此具有重

要意义。肠道内 Na+-K +-ATPase基因表达及调

控同其功能的关系需进一步研究。

青鳉鱼肠内 Na
+
-K

+
-A TPaseα基因表达量

在 5 、15 、25 g /L 的盐水中不变 , 肠内 Na
+
-K

+
-

ATPaseβ基因表达在 15和25 g /L 的盐水中被显

著抑制。
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《西北农业学报》2005年度引证研究报告

　　根据《中国核心期刊(遴选)数据库》2005年 6000种刊源样本的统计与结果分析 ,《西

北农业学报》2005年度被引计量指标和来源指标如下:

来　源
文献量

平　均
引文数

平　均
作者数

基　金
论文比

总被引
频　次

影响
因子

即年
指标

他　引
总引比

引用
刊数

被　引
半衰期

引　用
半衰期

278 12. 68 3. 84 0. 99 583 0. 348 0. 040 0. 93 225 5. 86 7. 15
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