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摘要 利用简并引物从日本沼虾肝脏克隆 mu型sGST 基因cDNA核心片段获得其sGST氨基酸序列。序

列分析表明日本沼虾肝脏 mu型sGST 基因cDNA核心序列长299bp,编码99个氨基酸。日本沼虾sGST 与南

美白对虾(Litopenaeusvannamei)、小鼠(Musmusculus)、大鼠(Rattusnorvegicus)、肩突硬蜱(Ixodesscapu-
laris)、扇头蜱(Rhipicephalusappendiculatus)、热带爪蟾(Xenopustropicalis)、微小牛蜱(Rhipicephalusmicro-
plus)和太平洋牡蛎(Crassostreagigas)的 mu型sGST 基因核苷酸同源性为60%左右,表明所克隆的日本沼虾

sGST 亦属于 mu型sGST。通过对日本沼虾活体浸泡 MC-LR,发现微囊藻毒素对日本沼虾肝脏 mu型sGST 基

因表达没有显著的诱导作用。
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  谷 胱 甘 肽 S-转 移 酶(solubleglutathioneS-
transferase,sGST),也称微囊藻毒素去毒酶,是代

谢多种内源或外源毒性物质之解毒酶系统的重要组

成部分,在微囊藻毒素去毒过程中起着关键作用,该
酶有胞液和膜结合两种形式,以胞液GST(sGST)
为主。sGST 基因控制所有毒物在第1时相之氧

化、水解去毒过程后第2时相所共有的加合去毒过

程,因此也被称为第2时相去毒酶。它能催化微囊

藻毒素与还原型谷胱甘肽(glutathione,GSH)发生

加合反应,降低微囊藻毒素毒性并将其直接经排泄

系统排出体外[1]。微囊藻毒素是由铜绿微囊藻、水
华鱼腥藻等产生的单环七肽肝毒素,可造成野生动

物、家畜、家禽等中毒死亡[2-4],并引发人类肝损伤和

肝癌高发等危害[5-6],微囊藻毒素对人类健康所造成

的威胁已引起世界各国公共卫生系统的广泛关

注[7-8],淡水藻类污染已成为一个全球性的环境卫生

问题[9]。哺乳类sGST 基因已有大量研究。近年

来,对海水鱼类(肉食性鱼类)sGST 基因也有一些

报道[10-12],而目前有关淡水鱼类sGST 基因研究日

益成为该领域的研究焦点[13]。蚌、贝类以及螯虾等

有壳类无脊椎动物生活在富含毒素的水体中,毒素

在其体内富集和存留,通过生态系统食物链对人类

造成的潜在威胁不可忽视。但关于淡水螺、虾对微

囊藻毒素去毒作用机制的报道却很少。本研究通过

RT-PCR技术从虾肝脏成功克隆 mu型sGST 基因

cDNA核心片段,并推测得到氨基酸序列,旨在为进

一步获得这些基因的侧翼调控序列,深入研究淡水

螺虾微囊藻毒素去毒基因的表达调控机制,阐述生

态系统中微囊藻毒素去毒代谢分子机制奠定基础,
并对从基因水平上定向筛选微囊藻毒素高效去毒鱼

虾品系,以及进一步研发转基因淡水鱼虾微囊藻毒

素生物去毒器提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 供试虾及试剂

1)供试虾。试验虾于广东省湛江水库捕得,选
活泼、健康、肢体完整、体长4~5cm的个体用于试

验。试验前在实验室10L水族箱中暂养。温度为

(25±3)℃,养殖用水为曝气除氯的自来水,饲养期

间连续充氧。

2)试剂。总RNA提取试剂盒SVTotalRNA
IsolationSystem为Promega公司产品,RNA反转



  华 中 农 业 大 学 学 报 第32卷 

录试剂盒 TaKaRaRNA LAPCRTM Kit(AMV)

Ver.1.1、载体pMD19-TVector、TaqDNA聚合酶

为大连宝生物工程有限公司产品,其他试剂均为进

口分装或者国产分析纯试剂,大肠杆菌DH5α由笔

者所在实验室保存,MC-LR购自Sigma公司。
1.2 日本沼虾总 RNA 提取和 cDNA 第一链的合成

从虾分离肝脏组织,总RNA的提取与纯化按

Promega公司的SVTotalRNAIsolationSystem
试剂盒推荐方法进行。cDNA 第一链的合成使用

TaKaRaRNALAPCRTM Kit(AMV)Ver.1.1试

剂盒,以虾肝脏总RNA为模板,oligo(dT)20为反转

录引物,操作按试剂盒推荐方法进行。-20℃保存

备用。
1.3 日本沼虾 mu 型 sGST 基因 cDNA 核心序列

的克隆和测序

  根据已发表的脊椎动物、软体动物及节肢动物

mu型sGST氨基酸序列的保守区域设计1对简并

引物:GST01F/GST02R(表1),并以上述cDNA为

模板,用该引物扩增虾 mu型sGST 基因cDNA核

心片段。PCR扩增条件均为:94℃预变性3min,

94℃1min,40℃1min,72℃1min,共30个循

环,最后72℃延伸5min。PCR产物经2%琼脂糖

电 泳 纯 化,H.Q.&.Q.GelExtraction KitII
(U-gene)回收后克隆至pMD19-T 载 体(TaKa-
Ra),转化感受态E.coliDH5α,利用 M13正反向引

物,通过PCR反应检测得到阳性克隆,阳性克隆由

博亚 公 司 采 用 ABIPrismTM 377(PerkinElmer,

USA)进行测序。用 DNA 分析软件vectorNTI
suite8.0进行序列分析。

表1 日本沼虾sGST、β-ACT基因PCR引物

Table1 PCRprimersequencesforcloning
ofshrimpsGST,β-ACTgene

引物名称

Nameofprimer
引物序列

Sequenceofprimers

GST01F
5′-GCCTTCCCCAATCTTCCCTA (C/T)TACAT
(T/C/A)GA-3′

GST02R

FQGST01F
FQGST02R
FQACT01F
FQACT02R

5′-ACAATAGGTGATCTTGTCTCC(A/G/T/
C)GC(G/A)AACCA-3′
5′-AGTCGACATGCTGATGGACC-3′
5′-CACGTTACCTGCTAATCCTC-3′
5′-TACACCTTCACCACAACTGC-3′
5′-ATCTGCTGGAAGGTGGAGAG-3′

1.4 序列分析与系统树构建

对测序结果进行分析整理得到虾 mu型sGST
基因cDNA核心序列,推测得到其氨基酸序列,与

NCBI网站GenBank上发表的各种生物sGST核苷

酸序列一起,用Blat和DNA分析软件VectorNTI
suite8.0进行序列分析。采用CLUSTALⅩ1.81
软件进行序列比对排序后,用 Mega4.0软件采用

邻接法构建系统树,1000次重复计算靴带(boot-
strap)值。
1.5 肝脏 mu 型 sGST 基因 mRNA 表达水平的

测定

  虾捕捞后转到实验室暂养,在10L水族箱中暂

养1周后将试验虾随机分成2组,每组5尾,一组加

入PBS作为对照,一组加入 MC-LR用于染毒试验,
浸泡质量浓度为50μg/L。以β-肌动蛋白为外参

照,应用RT-PCR技术检测 MC-LR浸泡日本沼虾

24h后肝脏mu型sGST 基因mRNA的表达水平。
总RNA提取和cDNA合成同前所述。

根据克隆得到的日本沼虾肝组织 mu型sGST
基因cDNA核心片段设计特异引物,以FQGST01F
和FQGST02R引物扩增日本沼虾 mu型sGST 基

因cDNA片段,以FQACT01F和FQACT02R(表

1)扩增日本沼虾β-肌动蛋白cDNA片段。PCR反

应条件为:94℃预变性3min;94℃1min,55℃
1min,72℃1min,共30个循环;最后72℃延伸

5min,指数增长期内终止反应。PCR产物经2%琼

脂糖凝胶电泳和溴化乙锭染色后用凝胶成像系统及

相关软件进行分析(AlphalmagerTM,Alphainno-
tech,USA),结 果 以 mu型sGST 与β-肌 动 蛋 白

mRNA的RT-PCR产物条带亮度之比(%)表示。
1.6 数据处理

采用统计分析软件SPSS10.0对日本沼虾肝

脏mu型sGST 基因MC-LR诱导前后mRNA相对

表达水平平均值差异进行统计分析。若P<0.05,
平均值的差异即认为是显著的。

2 结果与分析

2.1 日本沼虾 mu 型 sGST 基因 cDNA 序列的克

隆与系统进化分析

  利用RT-PCR技术,从日本沼虾肝脏克隆得到

日本沼虾sGST 基因cDNA核心序列。对其分析发

现,日本沼虾sGST 基因cDNA核心序列为299bp,
编码99个氨基酸(图1)。再对日本沼虾sGST 基因

cDNA进行Blast分析,结果表明:日本沼虾sGST
与南美白对虾、大鼠、小鼠等 mu型sGST的核苷酸

同源性较高,分别为61.1%、61.4%、61.9%;而与肩突
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图1 日本沼虾mu型sGST基因cDNA
核心序列及其推导的氨基酸序列

Fig.1 Nucleotidesequenceanddeducedamino
acidsequenceofshrimpmuclasssGSTcDNA

硬蜱、扇头蜱、热带爪蟾、微小牛蜱和太平洋牡蛎等

的同源性较低,分别为57.5%、57.5%、58.0%、

57.5%、57.0%(图2)。另外,日本沼虾sGST与脊

椎动物的 mu-型sGST同源性较高,与其他亚型同

源性较低,因此,我们认为克隆的日本沼虾sGST 亦

属于mu-型sGST。以本试验中成功克隆的日本沼

虾mu型sGST核苷酸序列和其他生物sGST已知

核苷酸序列(来自GenBank)一起用邻接法构建系

统树(图3),结果显示日本沼虾与亲缘关系最近的

南美白对虾处于同一分支,而与亲缘关系较近的贝

类和蜱类位于相邻分支,与大鼠、小鼠等哺乳动物以

及热带爪蟾等两栖动物处于进化树上的不同分支,
这说明淡水鱼虾微囊藻毒素去毒酶基因与脊椎动物

谷胱甘肽S-转移酶基因存在较大差异,这与GST
基因承担微囊藻毒素去毒代谢特殊功能相一致。
2.2 微囊藻毒素对日本沼虾 mu 型 sGST 基因

mRNA 表达的影响

  以β-肌动蛋白为对照,测定微囊藻毒素对日本

沼虾肝脏 mu型sGST 基因 mRNA 表达的影响。
结果表明,日本沼虾在MC-LR(50μg/L)浸泡24h
后,其肝脏 mu型sGST 基因 mRNA 表达水平与

PBS对照组相近。采用统计分析软件SPSS10.0
对结果进行统计分析后发现在 MC-LR诱导前后日

本沼虾肝脏 mu型sGST 基因 mRNA表达水平没

有显著变化 (P>0.05)。

3 讨 论

本研究中,微囊藻毒素对日本沼虾肝脏 mu型

sGST 基因mRNA表达没有显著影响,这与许多的

试验结果是不同的。Beattie等[14]将3个发育阶段

的卤虫暴露在含有微囊藻毒素的水体环境中一段时

间,发现其酶提取液中sGST的活性显著升高;王琳

等[15]对罗非鱼腹腔注射 MC-LR(50μg/kg)24h
后,其肝脏sGST 基因表达水平明显上调;Gehring-
er等[16]给予小鼠一定剂量的微囊藻毒素处理后,测
得sGST 表达也增强。本研究之所以出现这样的结

果,可能有以下几方面的原因:1)MC-LR的相对分

子质量较大,MC-LR通过被动扩散直接进入生物体

内的量可能十分有限,而应该主要是随摄取的食物

通过消化道进入动物体内[17]。本试验采用浸泡法,
一方面,MC-LR通过扩散进入到虾体内的速度很

小;另一方面,日本沼虾的外壳能阻止微囊藻毒素进

入体内或减缓其进入体内的速度,因此在试验时间

内进入到虾体内的微囊藻毒素的量很少,不足以引

起mu型sGST 基因表达的变化。Rafael等[18]对大

型蚤进行微囊藻毒素浸泡,同样也发现sGST无明

显变化;2)日本沼虾暴露于 MC-LR下,MC-LR使

虾本身出现某种抵御机制,一定程度上减少了摄食

和滤水这两条暴露途径的毒素积累。张双玲等[19]

把铜锈环棱螺置于不同浓度毒藻液中,同样也发现,
高浓度的 MC暴露并没有导致螺肝组织中高浓度

的 MC积累;3)从进化的角度讲,鱼类对 MC的脆

弱性可能受到其生活习性及摄食模式的影响[20]。
日本沼虾生活在富营养化水体中,它们接触到微囊

藻毒素的几率、浓度均较大,长期的自然选择必然会

使它们对微囊藻毒素的耐受性大大提高,因此对微

囊藻毒素的耐受能力也会相应增强。而本试验的浸

泡质量浓度为50μg/L,可能因为浸泡浓度太低而

日本沼虾对微囊藻毒素的耐受能力太强,所以经微

囊藻毒素浸泡后不能诱导其表达的显著增强。
鱼虾贝肝脏sGST去毒酶基因在天然状态下主

要用于藻毒素等天然毒物的去毒,而在养殖污染状

态下,则主要用于农药等人造毒物的去毒[21]。由于

在淡水鱼类微囊藻毒素去毒代谢过程中,第2时

相的加合排毒过程具有独一无二的关键作用,因
此淡水鱼类肝脏sGST去毒酶又被称为微囊藻毒

素去毒 酶。目 前,在 脊 椎 动 物 中 已 发 现 了8类

sGST,包括alpha、mu、pi、theta、sigma、zeta、kappa、

omega等。
贝类及螯虾等有壳类无脊椎动物对毒物的清除

较鱼类等脊椎动物缓慢,有富集毒素的作用。把微

囊藻作为斑马贻贝的单一食料时,1周后观察到藻

毒素在贻贝中达到最大含量,并在接下来的1周内

仍保持很高含量,在第3周时含量开始降低,但在其

体内长时间高浓度存在的藻毒素并未引起贻贝可见
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 mn:日本沼虾 Macrobrachiumnipponensis;lv:南美白对虾Litopenaeusvannamei,GenBank:AY573381;cg:太平洋牡蛎Crassostrea

gigas,GenBank:AJ558252;xt:热带爪蟾 Xenopustropicalis,GenBank:NM_001004964;is:肩突硬蜱Ixodesscapularis,GenBank:

XM_002400689;rm:微小牛蜱Rhipicephalusmicroplus;GenBank:AF077609;ra:扇头蜱 Rhipicephalusappendiculatus,GenBank:

AY298732;mm:小鼠 Musmusculus,GenBank:BC019413;rn:大鼠 Rattus_norvegicus,GenBank:M11719.“- ”表示比较时必要的氨

基酸缺口,“*”表示保守的氨基酸残基 Theaminoacidsequenceofdashesindicatestheaminoacidgapsthatarenecessarytoalignthese

sequences.Theconservedresiduesinallsequencesareindicatedbyasterisk(*).

图2 日本沼虾mu型sGST核苷酸序列及与其他生物sGST核苷酸序列同源性的比较

Fig.2 NucleotidesequenceofshrimpmuclasssGSTwasalignedagainstotheranimalsGSTssequences
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图3 用邻接法构建的日本沼虾和其他生物sGST系统树

Fig.3 Aneighbor-joiningphylogenetictreeofsGSTinshrimpwithsGSTofotherspecies

性的损伤[22]。与贝类等有壳类无脊椎动物相比,鱼
类对藻毒素的积聚量较低且清除速度较快。试验条

件下用微囊藻填喂虹鳟,1h后毒素在其肝脏内迅

速聚集,并且在随后的24h内大部分被排出体外。
鱼类具备快速吸收并清除藻毒素的能力,说明其体

内存在发达的藻毒素去毒系统。另外,最新研究成

果显示,某些调制因子(modulatingfactors),特别

是那些由蓝藻水华产生的物质,对微囊藻毒素去毒

酶活性有显著作用。例如,微囊藻毒素对微囊藻毒

素去毒酶活性有明显促进作用;另一方面,来源于包

括蓝藻(蓝细菌)在内的 Gram 氏阴性菌的脂多糖

(lipopolysaccharide,LPS)等物质却可有效抑制虹

鳟、斑马鱼微囊藻毒素去毒酶活性[23-24],这也可能与

它们对微囊藻毒素毒性的高敏感度有关。
关于微囊藻毒素在淡水鱼虾体内去毒代谢的详

细研究,还只停留在去毒十分关键的第一步,即在

sGST的催化下微囊藻毒素与GSH发生加合反应,
至于淡水鱼虾微囊藻毒素去毒代谢其他相关基因的

精确结构,以及这些基因的顺式元件与反式因子作

用机制尚不清楚[25]。此外,是否可以在食物中添加

特定的物质(例如生物硒等),增强淡水鱼虾等水生

动物微囊藻毒素去毒酶基因的表达以减轻急性或长

期接触导致的慢性致毒作用;是否可以从基因水平

上定向筛选高效去毒的淡水鱼虾品系,通过非经典

生物操纵更为有效地直接消除微囊藻毒素,这些都

有待于进一步研究。本研究中通过RT-PCR技术

成功克隆日本沼虾sGST 基因cDNA核心序列,这
对深入探讨日本沼虾等淡水螺虾微囊藻毒素去毒酶

基因的调控机制,阐述生态系统中微囊藻毒素去毒

代谢分子机制,以及对于从基因水平上定向筛选微

囊藻毒素高效去毒鱼虾品系,研制可有效提高微囊

藻毒素解毒基因表达水平的去毒饲料添加剂,从而提

高淡水养殖鱼虾之食用安全保障均具有重要意义。

参 考 文 献

[1] 瞿春梅,梁旭方,沈丹,等.奥利亚罗非鱼和尼罗罗非鱼几种谷

胱甘肽S-转移酶基因克隆与分析[J].华中农业大学学报,

2012,31(1):82-87.
[2] CODDG A.Cynobacterialtoxins:occurrence,propertiesand

biologicalsignificance[J].WaterSciTechnol,1995,32:149-

156.
[3] DAWSONRM.Thetoxicologyofmicrocystins[J].Toxicon,

1998,36:953-962.
[4] CARMICHAELW W.Healtheffectsoftoxin-producingcya-

nobacteria:“theCyanoHABs”[J].Hum EcolRiskAssess,

2001,7:1393-1407.
[5] YUSJ.Primarypreventionofhepatocelluarcarcinoma[J].J

GastroenterolHepatol,1995,10:674-682.
[6] POURIAS,ANDRADEAD,BARBOSAJ,etal.Fatalmicro-

cystinintoxicationinhaemodialysisunitinCaruaru[J].Brazil

Lancet,1998,352:21-26.
[7] CHORUSI,FALCONERIR,SALASHJ,etal.Healthrisks

causedbyfreshwatercyanobacteriainrecreationalwaters[J].

JToxicolEnvironHealth,2000(3):323-347.
[8] HITZFELDBC,HOGERSJ,DIETRICHR.Cyanobacterial

toxins:removalduringdrinkingwatertreatment,andhuman

riskassessment[J].EnvironHealthPerspect,2000,10:113-

122.
[9] KRIENITZL,BALLOTA,KOTUTK,etal.Contributionof

hotspringcyanobacteriatothemisteriousdeathsoflesserfla-
mingosatLakeBogoria,Kenya[J].FEMS MicrobiolEcol,

2003,43:141-148.
[10]LEAVER MJ,GEORGESG.Structureoftheplaiceglutathione

S2transferaseAgene[J].MarEnvironRes,1995,39:33-37.

701



  华 中 农 业 大 学 学 报 第32卷 

[11]LEAVERMJ,GEORGESG.ThreerepeatedglutathioneS2

transferasegenesfromamarinefish,theplaice(Pleuronectes

platessa)[J].MarEnvironRes,1996,42(14):19-23.
[12]LEAVERMJ,WRIGHTJ,GEORGESG.Structureandex-

pressionofaclusterofglutathioneS2transferasegenesfroma

marinefish,theplaice(Pleuronectesplatessa)[J].BiochemJ,

1997,321:405-412.
[13]LIAOW Q,LIANGXF,WANGL,etal.Cloningofthemi-

crocystin-detoxifizymegeneinthemainChinesefreshwaterfi-
shes[J].EcolSci,2005,24(1):6-8.

[14]BEATTIEKA,RESSLERJ,WIEGANDC,etal.Comparative

effectsandmetabolismoftwomicrocystinsandnodularinin

thebrineshrimpArtemiasalina [J].AquaticToxicology,

2003,62:219-226.
[15]王琳,梁旭方,廖婉琴,等.罗非鱼微囊藻毒素去毒相关基因克

隆与活体表达研究[J].水生生物学报,2007,31(6):788-797.
[16]GEHRINGER M M,SHEPHARDEG,DOWNINGTG,et

al.Aninvestigationintothedetoxificationofmicrocystin-LR

bytheglutathionepathwayinBalb/cmice[J].IntJBiochem

CellBiol,2004,36(5):931-941.
[17]吴幸强,龚艳,王智,等.微囊藻毒素在滇池鱼体内的积累水平

及分布特征[J].水生生物学报,2010,34(2):388-392.
[18]RAFAELOR,CLAUDIAW.Agerelatedacuteeffectsofmi-

crocystin-LRonDaphniamagnabiotransformationandoxida-
tivestress[J].Toxicon,2010,56:1342-1349.

[19]张双玲,陆开宏,郑忠明,等.微囊藻毒素在铜锈环棱螺肝组织

中的累积降解及对3种酶活性的影响[J].农业环境科学学报,

2009,28(1):54-59.
[20]程炜轩,梁旭方,王琳,等.斑马鱼和鲢对微囊藻毒素与孔雀石

绿的行为反应[J].水生态学杂志,2009,2(5):36-40.
[21]梁旭方.鱼虾贝肝脏sGST去毒酶基因的研究[J].水利渔业,

2006,26(5):4-5.
[22]PIRESLM,KARLSSONKM,MERILUOTOJA,etal.As-

similationanddepurationofmicrocystin-LRbythezebramus-
sel,Dreissenapolymor2pha [J].AquaticToxicology,2004,

69:385-396.
[23]WIEGANDC,PFUGMACHERS,GIESEMH,etal.Uptake,

toxicity,andeffectsondetoxicationenzymesofatrazineand

trifluoroacetateinembryosofzebrafish[J].EcotoxicolandEn-
vironm[J].Safety,2000,45:122-131.

[24]BESTJH,EDDYFB,CODDG A.Effectsofmicrocystis

cells,cellextractsandlipopolysaccharideondrinkingandliver

functioninrainbowtroutOncorhynchusmykissWalbaum[J].

AquatToxicol,2003,64:419-426.
[25]于燕,梁旭方,廖婉琴,等.水生生物对微囊藻毒素去毒分子机

理及调控因子研究[J].水生生物学报,2007,31(5):738-743.

Molecularcloningandinvivoexpressionanalysis
ofmu-classsolubleglutathioneS-transferaseinshrimp

QUChun-mei LIANGXu-fang ZHANGJin HEShan SHENDan

CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract SolubleglutathioneS-transferase(sGST)isextremelyimportantformetabolicdetoxica-
tionbycatalyzingtheconjugationofGSH(glutathione)withmicrocystins.Inthisstudy,theaminoacid
sequenceofamu-classsGSTcDNAfragmentfromtheliverofMacrobrachiumnipponensiswerefirstly
obtainedbyRT-PCRusingdegeneratedprimers.Sequenceanalysisrevealedthattheclonedmu-class
sGSTcDNAfragmentwas299bpinlength,encoding99aminoacids.Homologousanalysisshowedthat
thenucleotidesequenceoftheglutathioneS-transferasegeneinM.nipponensiswas60%homologusto
theglutathioneS-transferasegeneofLitopenaeusvannamei,Rattusnorvegicus,Musmusculus,Ixodes
scapularis,Rhipicephalusappendiculatus,Xenopustropicalis,RhipicephalusmicroplusandCras-
sostreagigas.ThissuggestedthatthesGSTclonedinthisstudybelongedtomu-classGST.Theresultof
furtherexperimentshowedthatmu-classsGSTleveldidnotchangesignificantlyinM.nipponensisex-
posedinMC-LR.

Keywords shrimp(Macrobrachiumnipponensis);sGST;clone;microcystins;invivoinducedex-
pression
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