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横裂生殖是海月水母!
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"螅状体产生碟状体的重要阶段&为了解螅状体横裂生殖过程中体内渗

透压调节变化情况$本文研究了海月水母螅状体横裂生殖过程中
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BC

A

B-4&

酶!

0C-
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2

型
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A

B-4&

酶!

26-

"'

0@B

CB#,=

协同转运蛋白!

0C,,

"'碳酸酐酶!

,-

"和水通道蛋白!

-D&E

和
-D&:

"等渗透压调节蛋白或酶基因表达变化规律&

结果表明#在低温正常盐度条件下$

*+!

'

,-..

和
.!

基因在
"#F

内表达量显著上升$实验开始
EGF

内各渗透压调节基

因表达量趋于稳定&

,-!

'

!/01

和
!/02

基因表达量在横裂前期无显著变化&横裂间期
!/02

'

*+!

基因表达量显著

上升$横裂期
,-!

'
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'

!/01

及
!/02

基因表达量显著上升$

0C-

酶活性在横裂期显著上升&螅状体横裂生殖过程

中体内存在离子再平衡的过程&

关键词#

!

海月水母%螅状体%横裂生殖%渗透压调节%基因表达

中图法分类号#

!

&%;!

!!!!!

文献标志码#

!

-

!!!!!

文章编号#

!

"?%#B!"%E

!

#$#"

"

$%

#

B$":B$?

!"#

#

!

"$9"?EE"

(

H

9IJKL9FMNO9#$#$$;!;

引用格式#

!

邢永泽$乔莹$米铁柱$等
9

海月水母螅状体横裂生殖过程中渗透压调节基因表达及酶活性变化分析)

<

*

9

中

国海洋大学学报!自然科学版"$

#$#"

$

!"

!增
!

"#

":B#;

$

"#%9

PLJ

Q

5RJ

Q

ST

$

DL@R5LJ

Q

$

UL4LTSF7

$

TV@=9'N

8

WTXXLRJRYRXZRWT

Q

7=@VLRJ

Q

TJTX@JMTJS

>

ZT@IVL[LV

>

LJXVWROL=@VLRJ

8

WRITXX

RY!"#$%&'()$#"%$'

8

R=

>8

X

)

<

*

9&TWLRMLI@=RY*IT@J1JL[TWXLV

>

RY,FLJ@

$

#$#"

$

!"

!

37

8

9

!

"#

":B#;

$

"#%9

! "!

基金项目#国家重点研究发展计划项目!

#$"%5/,"E$EE$#

"%广西红树林保护与利用重点实验室系统性课题项目!

\C.U,B"%-$"

"%广西科学院

基本科研业务费项目!

#$":\U(,B$;

"资助

37

88

RWVTMO

>

VFT0@VLRJ@=CT

>

(TXT@WIF@JM+T[T=R

8

ZTJV&WR

Q

W@ZRY,FLJ@

!

#$"%5/,"E$EE$#

"%

VFT/7JM&WR

Q

W@ZRY\7@J

Q

NLCT

>

.@ORYU@J

Q

WR[T,RJXTW[@VLRJ@JM1VL=LS@VLRJ

!

\C.U,B"%-$"

"%

VFT]@XLI3ILTJVLYLI/R7JM@VLRJRY\7@J

Q

NL)JXVLV7VTRY&7O=LI T̂=B

Y@WT3ILTJVLYLI(TXT@WIF

!

#$":\U(,$;

"

收稿日期#

#$#$B"#B$!

%修订日期#

#$#"B$EB$!

作者简介#邢永泽!

":G;B

"$男$博士&

'BZ@L=

#

NLJ

Q

XFLVR7#$"$

$

"?;9IRZ

!""!

通讯作者#

'BZ@L=

#

SFTJ

>

7

$

R7I9TM79IJ

!!

海洋生物都有适宜的渗透压范围$在等渗点附近

时海洋生物维持自身生存消耗的能量最低$即可以用

更多的能量进行生长'发育'繁殖等活动)

"

*

&刺胞动物

一般与环境渗透压保持等渗或相近$并通过细胞膜上

的各种离子泵和水通道蛋白的协同作用维持其体内与

环境渗透压平衡$保障正常的生长繁殖行为&刺胞动

物适应环境变化或繁殖活动会引起体内渗透压发生变

化$其参与渗透压调节的酶或蛋白主要有#
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A
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-4&

酶'
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型
6

A

B-4&

酶'

0@BCB#,=

协同转运蛋白'

水通道蛋白和碳酸酐酶等&其中
0@

A

BC

A

B-4&

酶!简

称
0C-

酶"被认为是水生生物调节渗透压及单价离子

进出细胞最重要的酶$它通过对
0@

A

'

C

A主动跨膜运

输参与渗透压调节)

#

*

$其活性受到环境渗透压的诱

导)

;BE

*

&对鱼类研究发现$通过
0C-

酶建立的
0@

A跨

膜电化学梯度在调节渗透压的离子转运过程中起中心

作用)

!

*

&

0@BCB#,=

协同转运蛋白!简称
0C,,

蛋白"

广泛分布于各种生物的上皮组织中&它以
"0@

A

_

"C

A

_#,"

`的比例进行离子的跨膜主动转运$通常

和
0C-

酶协同调节机体内部离子浓度)

?

*

&

2

型
6

A

B

-4&

酶!简称
26-

酶"广泛存在于真核生物的细胞质

膜和内膜系统上$它利用
-4&

水解释放的能量$以
6

A

泵的形式维持细胞内正常的
8

6

值和生理活动并在渗

透压调节中起重要作用&有研究表明
26-

酶的组装

对
8

6

非常敏感$可以通过激活蛋白激酶
-

的方式间

接调节细胞周期中的
\"

期向
3

期转变)

%BG

*

&水通道蛋

白!

-D&X

"主要功能是协助水分子跨膜运输$相对于水

分子简单扩散穿过细胞膜$

-D&X

大大提高了水分子的

运输效率&除了能高效转运水分子外$某些
-D&X

还

能转运甘油'尿素等具有重要生理学功能的中性小分

子物质$在水分运输'离子选择透过性'渗透压调节等

过程中起到重要作用)

:B"$

*

&碳酸酐酶!

,-

"可以有效利

用有氧呼吸产生的
,*

#

转化为
6

A和
6,*

B

;

$配合
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等酶类共同调节生物体内的
8
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值及离

子浓度&

海月水母!

!"#$%&'X

88

9

"是全球近岸海域的主要

致灾水母种类之一$中国及日韩沿海广泛分布的海月

水母种类为
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$其螅

状体的繁殖与种群数量是影响水母体暴发的重要因

素&对于螅状体而言$持续低温是诱使螅状体横裂生

殖的重要原因&因此在每年冬末螅状体进行横裂生

殖$冬末初春则出现数量众多的碟状体)

"#

*

&作为低等

的海洋刺胞动物$虽然海月水母螅状体已经有了简单

的组织分化和原始的消化循环腔$但仍未进化出鳃'

肠$血液循环系统等高效的离子调节器官$渗透压调节

作用不完善$这使得其体内渗透压会随着生理状态变

化而迅速发生改变&对哺乳动物研究表明$渗透压调

节相关基因在生殖过程中发挥着重要调控作用)

";

*

&横

裂生殖是海月水母螅状体生理状态发生改变的重要时

期$渗透压调节基因或酶如何维持刺胞动物生殖阶段

体内渗透压平衡却未见相关报道&本研究通过对螅状

体繁殖过程中渗透压调节相关基因表达量定量分析$

同时检测
0C-

酶活性变化$期望了解海月水母螅状体

横裂生殖过程中渗透压调节变化情况$为控制海月水

母暴发提供理论参考&

"
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材料与方法

"9"

实验材料及用水

本实验的海月水母螅状体来自中科院海洋所人工

培养条件下繁殖的螅状体&螅状体种群附着基为聚乙

烯塑料波纹板&培养条件为温度
#$a

$自然光照$盐

度约为
;;

$

8

6

值约为
%b!

&每
#M

足量投喂卤虫&实

验用海水取自青岛石老人附近海域$盐度
;#

"

;;

$

8

6

值约为
%b!

&

"9#

实验方法

"9#9"

实验设置及采样步骤
!!

实验开始前将附着有螅

状体的波纹板剪成约
!IZc!IZ

的小片$剔除生理状

态不好的螅状体$每小片波纹板约保留
?$

个螅状体&

将螅状体在
#"a

$盐度
;;

条件下避光培养
#M

&低温

!

"#a

"培养盐度值为
;;

$每
#M

用
53)

多参数水质仪

测定海水盐度$实验期间前
#M

不投喂$

EGF

采样后投

喂卤虫$此后每
#M

投喂卤虫$投喂
"F

后更换相同温

度'盐度的海水$观察螅状体发育状况&海月水母螅状

体从实验开始到出现第一个横裂体为横裂前期$从第一

个横裂体出现到第一个碟状体释放为横裂间期$从第一

个碟状体释放到碟状体释放完毕为横裂期)

"#

*

&依据生

理观察结果$设
$F

'

?F

'

"#F

'

"M

'

#M

'

GM

'

":M

!横裂间期

开始"'

#GM

!横裂间期"'

E$M

!横裂期"$共
:

个采样点&

在
#"a

$盐度
;;

相应时间点采样作为对照$验证非横裂

生殖过程中渗透压相关指标的变化情况&每个时间点的

每个条件采集
?

个生物学平行$每个平行样含有
"!

个螅

状体$随机挑选
;

个生物学平行用于测定渗透压调节相

关基因$剩余
;

个用于
0C-

酶活性测定&

"9#9#

渗透压相关基因荧光定量分析
!!

根据本实验室

转录组测序获得的
,-!

'

*+!

'

,-..

'

.!

'

!/01

'

!/02

基因的部分序列$利用
&WLZTW

8

WTZLTW!b$

设计

引物$内参基因选择
345"6"%&7

)

"E

*

&引物由北京六合华

大基因科技有限公司合成&引物参数见表
"

&

用
4WLSR=

!

)J[LVWR

Q

TJ

"提取样品总
(0-

$测定

*+

#?$

(

*+

#G$

值在
#b$

左右后$使用
4@C@4@

公司生产

的反转录试剂盒合成
I+0-

$置于
`#$a

保存待用&

以
I+0-

为模板$进行
(4B&,(

扩增$反应条件为#

:!a

预变性
"$ZLJ

%

:!a

变性
"!X

%

!?a

退火和延伸

"ZLJ

%

E$

个循环&实验设
;

个技术重复&结果采用

#

`

%%

,V法以实验开始时刻的样品为对照$计算各基因的

表达量&

表
"

!

渗透压调节相关基因定量引物

4@O=T"

!d

(4B&,(

8

WLZTWXRYRXZRWT

Q

7=@VLRJWT=@VTM

Q

TJTX

基因

\TJT)+

引物序列!

!e

#

;e

"

&WLZTWXT

d

7TJIT

!

!e

#

;e

"

扩增片段长度
!
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Q
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Q
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"9#9;0C-

酶活性测定
!!

0C-

酶活性测定采用定

磷法$蛋白含量测定采用考马斯亮蓝法测定&上述测

定均采用南京建成生物工程研究所生产的试剂盒测

定$具体操作参照说明书进行&将每小时每毫克组织

蛋白中
0C-

酶分解
-4&

产生
"

&

ZR=

无机磷的量定

义为一个
-4&

酶活力单位!
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+

Z

Q
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"9#9E

统计分析
!!

用
'NIT=#$"?

软件计算测定指标

的平均值和标准差$用
3&33#!9$

软件进行方差分析和

显著性检验$以
0

$

$b$!

为差异显著$

0

$

$9$"

为差异

极显著&

#

!

结果与分析

#9"

渗透压调节相关基因
Z(0-

表达量变化

在共计
E$M

的非诱导横裂生殖条件下$渗透压调

节相关基因表达量与
$F

相比均无显著性差异!

0

%

$b$!

"&

在共计
E$M

的诱导横裂生殖实验条件下$

,-!

基因表达量在螅状体横裂期之前均与
$F

无显著性差

异!见图
"@

"$在横裂期
,-!

基因表达量相对
$F

时显

著提高!

0

$

$b$!

"&

*+!

基因呈现上升
B

下降
B

稳定
B

上升趋势!见图

"O

"$从实验开始
*+!

基因表达量逐渐上升$

"#F

时

*+!

基因表达量显著高于
$F

!

0

$

$b$!

"$之后逐渐

恢复并稳定在
$F

水平$从横裂间期开始$

*+!

基因表

达量显著上升!

0

$

$b$!

"$横裂期虽然
*+!

表达量开

始下降但仍显著高于
$F

水平!

0

$

$b$!

"&

,-..

基因表达量呈现上升
B

下降
B

上升趋势!见

图
"I

"$在前
"#F

其表达量显著高于
$F

!

0

$

$b$!

"$

之后逐渐下降$

EGF

时其表达量最低!

0

$

$b$!

"$

GM

时
,-..

表达量已恢复到
$F

水平!

0

%

$b$!

"&横裂

间期及横裂期表达量略有上升$但与
$F

无显著性差异

!

0

%

$b$!

"&

!

":M

#横裂间期开始%

#GM

#横裂间期%

E$M

#横裂期&

":M

#

]T

Q

LJJLJ

Q

RYOTVBXVWROL=@VLRJ

8

TWLRM

%

#GM

#

]TVBXVWROL=@VLRJ

8

TWLRM

%

E$M

#

3VWROL=@VLRJ

8

TWLRM9

&

#

0

$

$b$!

$

&&

#

0

$

$b$"

&"

图
"

!

低温条件下海月水母螅状体渗透压调节基因
Z(0-

表达量随时间的变化

/L

Q

9"

!

(T=@VL[TTN

8

WTXXLRJ=T[T=RYRXZRWT

Q

7=@VLRJ

Q

TJTXRY!8()$#"%$'

8
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X@V=RfVTZ

8
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.!

基因表达量呈现上升到恢复的趋势!见图

"M

"&

.!

基因表达量在实验开始的
#EF

内维持在较

高水平!

0

$

$b$!

"$

#EF

之后其表达量逐渐恢复到
$F

水平&横裂间期'横裂期
.!

基因表达量与
$F

水平无

显著差异!

0

%

$b$!

"&

!/01

基因从实验开始到横裂间期其表达量与
$F

相比均无显著差异!见图
"T

"$但当螅状体进入横裂期其

表达量显著提高!

0

$

$b$"

"&

!/02

基因与
!/01

略

有不同$其表达量至横裂前期与
$F

时无显著差异!见

图
"Y

"$但在横裂间期及横裂期其表达量显著提高!

0

$

$b$"

"&

#9#0C-

酶活性变化

在共计
E$M

的非诱导横裂生殖条件下$

0C-

酶活

性与
$F

相比无显著性差异!

0

%

$b$!

"&

如图
#

所示$低温诱导横裂生殖条件下$螅状体在

实验早期!

#F

"$

0C-

酶活性显著下降!

0

$

$b$!

"$随

着培养时间延长$

?F

时
0C-

酶活性已恢复到对照组

水平并在横裂前期基本保持稳定%横裂间期
0C-

酶活

性略有上升$但与横裂前期相比无显著性差异!

0

%

$b$!

"$横裂期
0C-

酶活性显著上升!

0

$

$9$"

"&

!

":M

#横裂间期开始%

#GM

#横裂间期%

E$M

#横裂期&

":M

#

]T

Q

LJJLJ

Q

RY

OTVBXVWROL=@VLRJ

8

TWLRM

%

#GM

#

]TVBXVWROL=@VLRJ

8

TWLRM

%

E$M

#

3VWROL=@VLRJ

8

TB

WLRM9
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#

0

$

$b$!

$

&&

#

0

$

$b$"

&"

图
#

!

低温条件下海月水母螅状体不同发育阶段
0C-

酶活性
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讨论

通常水生生物渗透压调节基因和酶活性受到环境

盐度变化诱导)

"!B"?

*

$本实验中盐度不变$将螅状体由高

温环境转移到低温条件下$

*+!

'

,-..

和
.!

等渗

透压调节基因表达量在实验开始的
"#F

内显著上升$

表明上述基因表达不但受盐度影响$可能也受到了温

度变化的影响&本实验未检测到
,-!

'

!/01

和

!/02

基因表达量在横裂期之前发生显著变化$这可能

是由于在正常盐度下上述基因转录表达对低温条件不

敏感&

0C-

酶活性测定显示$其在
#F

时活性显著下

降$表明
0C-

酶活性受到了低温的影响$这可能是由

于在低温环境初期$

0C-

酶对反应离子和底物的亲和

力降低所致&

?F

至横裂间期$

0C-

酶活性与
$F

时无

显著差异并基本保持稳定&在实验开始后
EGF

内各渗

透压调节基因趋于稳定$表明螅状体基本适应了环境

变化&

横裂间期及横裂期是螅状体产生碟状体的重要阶

段$本实验中从横裂间期开始螅状体的渗透压调节基

因表达量逐渐发生变化&横裂间期
!/02

'

*+!

基因

表达量显著上升$横裂期
,-!

'

*+!

'

!/01

及

!/02

基因表达量显著上升$

0C-

酶活性在横裂期也

显著上升$而
,-..

和
.!

基因表达量无显著变化&

螅状体横裂生殖过程是螅状体内物质快速转运和能量

消耗的过程$螅状体线粒体合成
-4&

为
,-!

和

*+!

等离子泵活动提供能量$同时释放
,*

#

&

*+!

通过
-4&

水解释放的能量$以
6

A泵的形式调节细胞

内
8

6

值%

.!

则是细胞内逆催化
,*

#

水合过程进而调

节胞内
8

6

值的关键酶)

"%

*

&实验中
*+!

基因表达量

显著上升而
.!

基因表达量无显著变化$表明在横裂生

殖过程中$细胞内
*+!

与
.!

协作通过
26-

主动运

输将
6

A排出细胞外$形成跨膜质子电化学梯度$促进

.!

催化细胞内
,*

#

水合反应$促进线粒体产生
-4&

$

为离子主动运输提供能量$进而影响横裂生殖过程的

细胞内离子平衡&

0C,,

转运蛋白与
0C-

酶协同调

节机体内部离子浓度&

0C-

酶的作用是排出
0@

A防

止细胞肿胀$而
,-..

作用正好相反$它依靠
0C-

酶

建立起的细胞内外电势差$为
0@

A进入细胞提供驱动

力$并为
,=

`和水分子进入细胞创造条件&实验中

,-!

表达量显著上升而
,-..

表达量无显著变化$

表明横裂过程中
,-!

向细胞外排出
0@

A

$以快速降

低胞内外离子浓度差$但未建立起适宜
,-..

的电化

学梯度&

!/01

和
!/02

表达量显著变化暗示螅状体

在横裂过程中体内伴随着水及多种中性溶质的快速转

运&另有研究发现
!/02

基因在生殖细胞发生发育过

程中也发挥着重要作用)

"G

*

&研究发现$脊椎动物生精

细胞拥有
,@

#A激活的
C

A通道$受精过程中
,@

#A会有

暂时性升高$并促进精子与卵子融合)

";

*

&另有研究发

现$小鼠囊胚发育过程中$需要一定浓度的离子浓

度)

":

*

&螅状体在产生碟状体的过程中$可能也存在细

胞膜超极化和离子快速转运%碟状体在母体上发育早

期$可能也需要一定的离子浓度$导致螅状体在横裂生

殖的过程中存在体内离子再平衡的过程&

E

!

结语

低温正常盐度条件下$

*+!

'

,-..

和
.!

部分

渗透压调节基因会受到初期温度变化的影响$

EGF

内

##
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邢永泽$等#海月水母螅状体横裂生殖过程中渗透压调节基因表达及酶活性变化分析

各渗透压调节基因趋于稳定$螅状体基本适应了环境

变化&在横裂前期渗透压调节相关基因及
0C-

酶活

性基本保持稳定&螅状体横裂间期及横裂期$渗透压

调节相关基因表达量及
0C-

酶活性显著上升$螅状体

横裂生殖过程中体内离子平衡发生着显著变化&
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