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摘 要 为研究水通道蛋白 11 (Aquaporin 11 AQP11)基因在中华绒螯蟹生长蜕壳过程中的功能作用，研究

采用 RACE 技术克隆获得中华绒螯蟹(Eriochir sinensis)水通道蛋白 11基因 cDNA全长序列。该序列总长

为 1 746 bp，5’和 3’非编码区分别为 463 bp和 476 bp，开放阅读框为 807 bp，推测编码 269个氨基酸，

预测分子量 29.46 KD，理论等电点为 5.38。生物学信息分析表明，AQP11含有 4个跨膜区(62~84, 159~181,
194~216, 231~250)和 2个 NPV单元，属于稳定蛋白；同源性和进化树分析表明，中华绒螯蟹 AQP11氨基

酸序列与凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)同源性最高 82%，与凡纳滨对虾聚为一支，与甲壳动物的亲缘

关系最近。实时荧光定量 PCT (qRT-PCR)检测显示，AQP11基因在中华绒螯蟹各组织中均有表达，其中在

肠道中表达量最高，其次是脑、肌肉和胸神经节，在肝胰腺、鳃和血中表达量最低。研究发现，AQP11基
因在中华绒螯蟹肠道中的表达呈现，在蜕壳间期(C期)和蜕壳前期(D期)过程中表达量较较低，在蜕壳期(E
期)表达量开始上升，蜕壳后期(AB期)表达量不变。AQP11基因在肌肉中的表达呈现，蜕壳间期(C期)表
达量低，蜕壳前期(D期)表达量开始上升，蜕壳期(E期)达到峰值，随后到蜕壳后期(AB期)下降。综上所

述，中华绒螯蟹 AQP11基因在其蜕壳过程中发挥着重要的作用。
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Abstract In order to study the functional role of aquaporin 11 (Aquaporin 11 AQP11) gene in the process of growth and molting of
Chinese mitten crab (Eriochir sinensis), the full-length cDNA sequence of aquaporin 11 gene of Chinese mitten crab (Eriochir

sinensis) was cloned by RACE technology. The full-length of AQP11 cDNA is 1 746 bp, with a 463 bp 5’-untranslated region (UTR),

a 476 bp 3’-UTR, and an open reading frame (ORF) of 807 bp which encodes a 269 amino acid polypeptide. Bioinformatics software

analysis revealed that AQP11 gene contains 4 transmembrane domains, 2 NPV structural units, being part of stable proteins.

Homologous analysis showed that AQP11 amino acid sequence of Eirocheir sinensis has the highest homology to Litopenaeus

vannamei (82%), clustered with Litopenaeus vannamei, and has the closest relationship with crustaceans. Real-time quantitative

RT-PCR showed that AQP11 gene could be detected in all tested tissues of Eirocheir sinensis, with the highest expression level in

intestine, followed by the brain, muscle and thoracic ganglion, and the lowest expression level in the hepatopancreas, gills and blood.

In the intestinal, the expression of AQP11 was significantly lower at the intermolt stage (stages C) and pre-molt stage (stage D),

significantly enhancing and reaching the maximal level at the ecdysis (stage E). On the other hand, the expression of AQP11 gene in

muscle showed low expression in the intermolt stage (stage C), and increased gradually at the pre-molt stage (stage D), significantly

enhancing and reaching the maximal level at the ecdysis stage (E stage), and then reaching the postmolt stage(stage A and B) decline.

In summary, our results indicate that AQP11 may play an important role in molting of Enirocheir sinensis.

Keywords Eirocheir sinensis; Aquaporins; Molt Cycle; Gene cloning; Gene expression

水通道蛋白(aquaporin, AQP)是一种在细胞膜上允许水和小的不带电荷的溶质穿过脂质双层通过的跨

膜蛋白(Denker et al., 1988)。到目前为止，已经鉴定出 13个哺乳动物水通道蛋白(AQPs)成员(AQP0-12)，其

中大多数已被验证(An et al., 2008)。在根据其空间结构与运输物质的不同，AQP族可以根据其渗透性特征

分为三个主要子族。即经典的水选择性水通道蛋白(AQP0, -1, -2, -4, -5, -6, -8)、甘油转运水通道蛋白

(Aquaglyceroporins) (AQP3, -7, -9, -10)以及尚未阐明其功能的非正统水通道蛋白(AQP-11和-12) (An et al.,

2008; Soto et al., 2012; Abascal et al., 2014)。研究表明，AQP在离子、水分子转运、渗透压调节等方面中起

到重要作用(王渝等, 2014)。随着机体渗透压的改变，水的转运模式随之发生改变这不仅直接影响到水通道

蛋白的表达，同时还会影响到水通道蛋白的合成(Tan et al., 2018)，而机体内大部分的物质交换以及合成代

谢是在细胞液中进行的，因此，AQP在维持细胞内外渗透压稳定发挥着重要作用(Sade et al., 2010)。水通

道蛋白通过改变自身孔径的大小以及空间结构，使通道具有亲水性和选择透过性，限制了大部分离子通过，

只允许水分子以及特定离子同过。水通道蛋白的这一特殊结构与功能，保证了机体渗透压始终保持一个动

态平衡(Tipsmark et al., 2010; Yakata et al., 2011)。目前，对水生动物水通道蛋白的研究主要集中在植物、哺

乳类动物和鱼类中(Tipsmark et al., 2010; Giffard-Mena et al., 2011; Guo et al., 2017; Vorontsova et al., 2018)，

而其在甲壳类动物中的研究很少(Chung et al., 2012; 王渝等, 2014; Foguesatto et al., 2017)。

中华绒螯蟹(Eriochir sinensis)广泛分布于中国长江中下游的河流和湖泊中,是我国重要的商业蟹种之一

(成永旭等, 2000)。研究表明，在中华绒螯蟹生长发育过程中，蜕壳是其最重要的一环，蜕壳过程中出现微

小的变化都会导致其死亡，蜕壳的成功率关系到中华绒螯蟹养殖的成败。但是，目前关于蜕壳的研究主要

集中在酶活、免疫、蜕皮激素和能量等方面(成永旭等, 2000)，而对水转运起到重要作用的水通道蛋白基因
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还没有报道。

本研究利用已有的中华绒螯蟹水通道蛋白 11基因序列，通过分子克隆技术，获得了 AQP11基因全长

cDNA序列，并对其在蜕壳过程中的中华绒螯蟹肌肉和肠组织中的表达水平变化进行了研究，为进一步揭

示其在中华绒螯蟹蜕壳过程中的作用提供了理论依据。

1结果与分析

1.1中华绒螯蟹 AQP11基因克隆及结构分析

AQP11基因 cDNA 全长为 1 746 bp，其开放阅读框(ORF)序列长 807 bp，推测编码 269个氨基酸，蛋

白分子量为 29.46 kDa，理论等电点 PI为 5.38。通过分析发现其氨基酸中异亮氨酸(Leu)和缬氨酸(Ala)含量

最高，分别占 11.2%和 10.1%。总正电荷氨基酸残基(Arg+Lys)为 17个，总负电荷氨基酸残基(Asp+Glu)为

23个，原子组成为 C1352H2088N332O368S18。TMHMM 2.0在线软件 4个跨膜区(62~84, 159~181, 194~216

和 231 250)和 2个 NPV (天冬酰胺-脯氨酸-缬氨酸)单元。利用 Signalp 5.0软件检测发现中华绒螯蟹 AQP11

基因的 N端不存在信号肽，该蛋白为非分泌蛋白(图 1)。

图 1中华绒螯蟹 AQP11基因核苷酸序列和氨基酸序列

注: ATG: 起始密码子; TGA表示终止密码子; 方框表示 NPV结构单元
Figure 1 Nucleotide and proteins sequence of Eriochir sinensis AQP11 gene
Note: ATG: the start codon; TGA: donates the stop codon; NPV motifs are marked in boxes
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1.2 AQP11基因的同源性分析

将中华绒螯蟹 AQP11基因编码的氨基酸序列与其他物种的 AQP11氨基酸序列进行比对分析，发现其

与凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)同源性最高 82%；与其他物种如叶蜂(Athalia rosae)、小麦茎叶蜂

(Cephus cinctus)、沙蚤 (Trinorchestia longiramus)、斜纹夜蛾 (Spodoptera litura)和地中海果蝇 (Ceratitis

capitata)、内华达古白蚁(Zootermopsis nevadensis)的同源性分别为 48%、49%、70%、48%、53%和 48%。

通过与上述物种的氨基酸对比发现，都含有保守序列 ATACPY、YSGGYSNP (图 2)。

利用MEGA 5.0软件构建进化树发现，中华绒螯蟹与凡纳滨对虾为一支，其次与斜纹夜蛾、地中海果

蝇、内华达古白蚁为一支，之后与海胆聚为一支，之后在于脊椎动物中鱼类聚为一支，最后与人和小鼠等

哺乳类动物聚为一支(图 3) (图 4)。

图 2中华绒螯蟹 AQP11氨基酸序列与其他物种 AQP氨基酸序列比对
Figure 2 Amino acid sequences alignment of Eriochir sinensis AQP11 with other species’AQP

图 3利用MEGA 5.0软件构建的基于 AQP11氨基酸序列的系统进化树

注: 各物种 AQP 登录号: 小鼠(NP 78031 ), 褐家鼠(NP 778128), 猕猴(NP 001253424), 人(AAH 40443), 威德尔氏海豹(XP
006739572), 牛(NP 001103539), 野猪(NP 001106152), 鹌鹑(XP 015707992), 束带蛇(XP 032075591), 爪蟾(XP 004912256),
斑马鱼(NP 001314822), 鲱鱼(XP 012691681), 剑尾鱼(XP 032400843), 大黄鱼(KAE 8294898), 梭鲈(XP 031160098), 海胆(XP
003725070), 凡纳滨对虾(XP 027231404), 果蝇(XP 014763501), 斜纹夜蛾(XP 022822820), 内华达白蚁(XP 02140669)
Figure 3 phylogenetic tree based on AQP11 amino acid sequence by MEGA 5.0
Note: GenBank accession number of AQP: Mus musculus (NP 780314), Rattus norvegicus (NP 775128), Macaca mulatta (NP
001253424), Homo sapiens (AAH 40443), Leptonychotes weddellii (XP 006739572), Bos taurus (NP 001103539), Sus scrofa (NP
001106152), Coturnix japonica (XP 015707992), Thamnophis elegans (XP 032075591), Xenopus tropicalis (XP 004912256), Danio
rerio (NP 001314822), Clupea harengus (XP 02691681), Xiphophorus helleri (XP 032400843), Larimichthys crocea (KAE 8294898),
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Sander lucioperca (XP 031160098), Strongylocentrotus purpuratus (XP 003725070), Litopenaeus vannamei (XP 014763501),
Drosophila annassae (XP 014763501), Spodoptera litura (XP 022822820), Zootermopsis nevadensis (XP 02194066)

图 4 AQP11蛋白预测的三级结构
Figure 4 The predicted 3D structure of AQP11

1.3 AQP11基因的组织表达分析

利用半定量 PCR 技术分析了 AQP11基因在不同组织中的表达水平(图 5)，结果显示，AQP11基因在

各组织中均有表达。其中，在肠道中的表达量最高，之后是脑、肌肉和胸神经节，在肝胰腺、鳃和血细胞

中表达量最低。(P<0.05)。

图 5中华绒螯蟹 AQP11基因在不同组织中的表达分布
Figure 5 Expression distribution of AQP11 gene in different tissues of Eriocheir sinensis

1.4 AQP11基因在蜕壳周期中的表达分析

肠道中 AQP11在中华绒螯蟹蜕壳周期中的表达量变化情况如图 6所示。AQP11表达量在蜕壳间期(C

期)和蜕壳前期(D期)处于较低水平，但在蜕壳期(E期)显著升高并达到最高(P<0.05)，随后蜕壳后期(AB期)

表达量不变，依然显著高于蜕壳间期(C期)和蜕壳前期(D期) (P<0.05, 图 6)。
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图 6中华绒螯蟹蜕壳周期中 AQP11基因在肠中的表达分布
Figure 6 Expression of AQP11 gene in Eriochir sinensis intestine tissue during different molting stages

Real-time PCR检测了中华绒螯蟹肌肉中 AQP11基因在蜕壳周期中的表达情况。蜕壳间期(C期)表达量

处于较低水平，但在蜕壳前期(D)显著升高(P<0.05)，在蜕壳期(E期)达到最高(P<0.05)，随后于蜕壳后期(AB

期)表达量降低(P<0.05, 图 7)。

图 7中华绒螯蟹蜕壳周期中 AQP11基因在肌肉中的表达分布
Figure 7 Expression of AQP11 gene in Eriochir sinensis intestine tissue during different molting stages

2讨论

在本研究中，我们从中华绒螯蟹的肠道中分离出全长的 AQP11基因，并研究了其组织表达分布以及

蜕壳对其表达量的影响。其基因全长 1 746 bp，包含 807 bp的开放阅读框，编码 268个氨基酸；蛋白结构

分析发现，AQP11其基因编码的蛋白含有 4个跨膜区和两个 NPV (Asn-Pro-Val)结构单元。在哺乳类动物中

(AQP0-AQP10)的输水结构单元为 NPA (Asn-Pro-Ala)，而 AQP11、AQP12基因的输水结构单元多变(Yakata

et al., 2007; Yeung and Cooper, 2010)，与本实验结果类似，中华绒螯蟹 AQP11基因中的输水单元也存在变

异，即由缬氨酸(Val)替代了丙氨酸(Ala)。这种改变虽然降低了 AQP11对水的转运速度但是保证 AQP11对

水长期匀速转运，增强了 AQP11在离子转运方面的功能，扩大了其组织分布范围(Yakata et al., 2011; Bestetti
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et al., 2020)。系统进化树分析表明，中华绒螯蟹 AQP11与凡纳滨对虾为一支，之后与果蝇、斜纹夜蛾和内

华达白蚁为一支。

中华绒螯蟹 AQP11基因在鳃、肝胰腺、肌肉、肠道、胃、心脏、脑神经节和胸神经节中均有表达，

在肠道中的表达量最高，其次是脑神经节，在肝胰腺、鳃和心脏中表达量较低。AQP11在哺乳类动物组织

器官中均有表达(Kenichi et al., 2009)。在干扰小鼠肾脏中 AQP11基因的表达时发现，在干扰后数小时小鼠

肾脏近曲小管会出现肿胀和空泡导致小鼠对水的重吸收率降低导致小鼠死亡。这进一步证明了 AQP11基

因对水的转运作用(Morishita et al., 2005)。

蜕壳是甲壳类动物生长发育过程中最重要的一环节，甲壳动物的甲壳(外骨骼)硬化后，将形成固定的

空间大小使组织无法向其脊椎动物一样继续生长，因此在其生长过程中每隔一段时间甲壳类动物都要蜕去

旧的外骨骼，长出新的外骨骼，完成机体增长(陈娇, 2006)。研究发现，虾类蜕壳周期中水通道蛋白通过调

节细胞体积大小保证蜕壳的顺利进行。在蜕壳前期(D期)通过减少细胞内水的含量，从而减小组织体积达

到顺利蜕壳的目的，在蜕壳期(E期)扩大细胞体积在外表壳硬化前达到其组织最大规模，蜕壳后期(AB期)

排除细胞内多余水分为机体生长发育提供空间，当细胞内外渗透压再次趋于平衡时，恢复部分水通道蛋白

活性，维持机体正常生理代谢(陈娇, 2016; Foguesatto et al., 2017)。这与本实验结果相似。这种调节方式提

高了中华绒螯蟹的蜕壳成功率。但是其具体的调节机制还有待于进一步的研究。

3材料与方法

3.1材料

健康的中华绒螯蟹取自上海海洋大学(上海市崇明养殖基地)，体重(5.82 ± 2) g。暂养于室内循环水养殖

系统中，上下两层，6个养殖池，暂养 1周，养殖水温 26 °C ±2 °C。每天 18:00定时投喂商品饲料，并将

昨天的残饵吸出。通过显微镜观察对其进行蜕壳周期分类。将处于同一时期的螃蟹集中进行单养，在第一

次统一蜕壳后开始实验(康现江等, 2013)。

Trizol Reagent、PrimeScript™ II 1st Strand cDNA Synthesis Kit、SMARTer RACE 5’/3’ Kit、pMD™ 19-T

Vector Cloning Kit和PrimeScript™ RT Master Mix (Perfect Real Time)均购自大连宝生物工程(TaKaRa)有限

公司；DNA胶回收试剂盒和TOP10感受态细胞采购自北京天根生化科技有限公司。ChamQ Universal SYBR

qPCR Master Mix采购自南京诺唯赞生物有限公司。

3.2样品采集

通过显微镜观察中华绒螯蟹第三颚足尖端组织变化，将处于同一蜕壳时期的中华绒螯蟹分为一类(AB

期, C期, D期, E期) (康现江等, 2013)，在其统一蜕壳后开始实验，将实验用蟹放入单养的循环水槽中，每
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组设 8个平行，每个平行 20只。各组取肌肉和肠，液氮冷冻保存，用于 RNA提取，每个蜕壳期取 8只。

另取 6只在蜕壳间期(C期)健康的中华绒螯蟹的鳃、肝胰腺、肌肉、胸神经节，肠道、胃、脑，液氮保存，

用于提取 RNA。

3.3总RNA的提取及cDNA第一链的合成

用Trizol试剂分别提取肠、肌肉和鳃组织的总RNA，使用1.0%的琼脂糖凝胶电泳检测RNA的质量及完

整性；使用核酸定量仪测定RNA浓度。分别取等量的RNA均匀混合，通过逆转录试剂反转合成第一条链

cDNA。

3.4 AQP11 cDNA的克隆与鉴定

根据已获得的核心片段，设计5’RACE和3’RACE特异性引物(表1)，使用SMARTer RACE 5’/3’ Kit快速

扩增5’和3’末端。所需引物及测序均由生工生物工程(上海)股份有限公司完成。

表1引物与序列

Table 1 Primers and sequences

引物名称

Primer

引物序列(5’-3’)

Primer sequence (5’-3’)

用途

Function

AQP-F1 CAGCGAGATGGTCGAAGGAGAG

RT-PCRAQP-R1 AAGGAGGGTCAGGCAGAAGAGG

AQP-F2 CTGCTTCGAGCTCATCATCATC

AQP-R2 GCGTTCGGTTTCGTTTCACTGT

3’-R1 CTTTGCCACCTCCATGGTGATCCTC

RACE3’-R2 ATCGTGGGCTTCTTCATCGAGGCG

5’-F1 AGCATCCACAGCCGCTTCACCCA

5’-F2 CGATGGCGGAGGCAAACTTAGGC

qAQP-F1 CGCTGCTCACCTGTGCCTGT

qRT-PCRqAQP-R1 GTGCTCGGCGTTGGTGTGGCCGCGG

18S-F1 AACATCTAAGGGCATCATCACAGA

18S-R1 TCCAGTTCGCAGCTTCTTCTT

3’RACE和 5’RACE 扩增产物经凝胶电泳检测后，回收目的片段，进行连接转化以及 PCR扩增检测，

符合预期送公司进行检测。

3.5 AQP11基因的序列分析
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对 测 得 的 序 列 使 用 DNAMAN 软 件 进 拼 接 处 理 ， 然 后 用 NCBI ORF find

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/orfig.cgi)在线软件对 AQP11 基因开放阅读框进行预测。同时使用 NCBI

BLAST在线软件对 AQP11基因的核苷酸序列和氨基酸序列进行比对。使用 ExPASy-ProtParam tool 在线软

件预测蛋白质理化性质，使用 SWIS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/interactive)和 TMHMM 2.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/)在线软件对蛋白质三维结构和跨膜区进行预测分析。使用

DNAMAN软件和MEGA 5.0软件进行氨基酸序列比对和系统进化树构建。

3.6 AQP11基因的表达分析

使用PrimScript RT reagent Kit将中华绒螯蟹各组织的总RNA，反转录合成 cDNA。根据已获得的AQP11

基因全长序列，设计荧光定量应物，以 18S为内参(表 1)，对中华绒螯蟹各组织中 AQP11基因的相对表达

水量进行检测。使用 ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix试剂在荧光定量仪器上检测各组织中 AQP11

基因的表达情况。荧光定量 PCR反应体系为 10 μL，5 μL ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix，0.2 μL

qAQP-R1，0.2 μL qAQP-F1，1 μL cDNA模板，3.6 μL无菌 ddH2O。反应程序为：95 °C 30 S，95 °C 5 S，

60 °C 34 S，40 个循环；95 °C 15 S，60 °C 1 min，95 °C 15 S。实验采用 2−ΔΔCt方法计算，使用 SPSS 24.0

软件进行单因素方差分析。
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