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青海湖裸鲤Rh基因家族的全基因组分析及其碳酸盐碱胁迫响应
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摘要: 为探究Rh(Rhesus)基因家族在青海湖裸鲤(Gymnocypris przewalskii)高碱适应中的作用, 研究基于青海湖

裸鲤基因组数据对Rh基因家族进行了生物信息学分析, 并开展碱胁迫和基因表达检测。结果显示, 青海湖裸

鲤Rh基因家族由7个成员组成, 编码425—562个氨基酸不等。Motif、Domain及基因结构分析结果均表明该

家族成员具有较高的保守性, 但基因结构差异较大。染色体定位分析结果显示, Rh基因家族成员分布在7条
染色体上(Chr 37、29、46、13、14、15和26), 所有基因产物均为疏水性稳定蛋白, 除Rhd产物外其余6个基因

的产物均为酸性蛋白, 其中α-螺旋是主要的二级结构, 亚细胞定位预测结果显示, Rh基因产物全部位于细胞膜

中。选择压力分析结果显示Rhbg和Rhcg2a受到正选择作用。在碳酸盐碱度胁迫下, 青海湖裸鲤血氨浓度逐

渐升高, 胁迫48h后开始下降。基因表达研究表明, 青海湖裸鲤鳃、皮肤、肾脏和肝脏组织中, Rhag、Rhbg、
Rhcg1、Rhcg2a和Rh50的表达量呈现先上升后下降趋势; 在血液组织中, Rhag、Rhbg、Rhcg2a和Rh50的表达

量逐渐降低, Rhd的表达量呈现先上升后下降趋势。Rhbg和Rhcg2a可能是青海湖裸鲤氨氮代谢中发挥作用的

关键基因, 同时Rhag、Rhcg1、Rhcg2b和Rh50也发挥着一定的作用。就组织器官而言, 鳃在青海湖裸鲤排氨

中发挥主要作用, 皮肤、肾脏和肝脏的作用次之。研究揭示了青海湖裸鲤Rh基因家族成员在氨氮代谢中的

作用, 为青海湖裸鲤资源保护提供了科学依据。
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青海湖裸鲤 (Gymnocypris  przewalskii)属鲤科

(Cyprinidae), 裂腹鱼亚科(Schizothoracinae), 裸鲤属

(Gymnocypris)[1], 主要栖息在我国最大的内陆咸水

湖泊-青海湖
[2]
。作为青藏高原土著鱼类, 在维系青

海湖流域的“水-鸟-鱼”生态系统和食物链中扮演着

至关重要的角色, 然而, 由于过度捕捞和生态环境

等因素的影响, 青海湖裸鲤资源量由20世纪50年代

末的32万吨, 逐渐减少至90年代末的0.34万吨
[3], 近

30年来, 政府启动封湖育鱼、人工增殖放流等计划,
资源量逐步得到恢复, 2022年青海湖裸鲤资源量恢

复至11.41万吨
[4],  2023年青海湖裸鲤资源量达到

12.03万吨, 青海湖裸鲤从“濒危”物种降为“易危”物
种, 共生生态链趋于平衡

[5]
。尽管如此, 湖区生态系

统结构依旧脆弱、稳定性较差, 加之青海湖裸鲤自

身性成熟期较晚, 繁殖力较低, 种群补充能力较弱,
资源一旦遭到破坏就难以自然恢复。因此, 加强基

础研究, 保护易危的青海湖裸鲤, 在维持青海湖水

生态系统稳定健康发展中具有非常重要的意义。

HCO−3 CO2−
3

青海湖碱度为26—32 mg/L, pH为9.1—9.5, 生
活在湖水中的青海湖裸鲤面临着诸多环境胁迫, 由

和 组成的碳酸盐碱度
[6]
胁迫是其中最为

关键的胁迫因素之一。同时, 由于蒸发和灌溉等,
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湖水碱度逐年升高
[7, 8], 高碳酸盐碱度导致的血氨

升高引起的氨中毒是鱼类在碱性环境中面临的主

要威胁之一
[9], 这是因为非离子态的NH3·H2O会将

血红蛋白分子中的Fe2+
氧化为Fe3+, 抑制了血液的

载氧能力, 影响呼吸系统正常功能, 严重时还会引

起细胞凋落和组织器官损伤, 甚至导致死亡
[10—12]

。

NH+4

在大多数硬骨鱼中, 含氮废物的60%—95%以非

离子态氨(NH3)和离子态铵( )的形式直接从鳃中

排出
[13, 14], 研究发现, 鱼类鳃丝上皮细胞中含有许多

离子转运蛋白, 在其他蛋白载体的协助下, Rh糖蛋白

(Rhesus glycoprotein)能以主动转运的方式运输氨和

甲胺
[13]
。Rh糖蛋白早在1939年在人类红细胞中被发

现
[15], 后来Marini等 [16]

发现其与Mep (Mythylamine
permease)/Amt (Ammonium transporter)家族序列相

似, 而Mep/Amt家族中的部分蛋白已经被证实有氨转

运功能
[17, 18]

。鱼类中最早在红鳍东方鲀(Takifugu
rubripes)鳃组织中鉴定出 4种不同亚型 : Rhag、
Rhbg、Rhcg1和Rhcg2, 并使用基因敲除等技术证实

以上基因均参与了氨转运过程
[19, 20]

。后来在对虹鳟
[21]

(Oncorhynchus mykiss)、海湾豹蟾鱼
[22](Opsanus

beta)、大西洋鲑
[23](Salmo  salar)、攀鲈

[24](Anabas
testudineus)等物种的研究中均发现Rh基因可能与氨

氮代谢相关。近几年, 国内研究者相继报道, 尼罗罗

非鱼(Oreochromis niloticus)在碱环境下会增强Rh基
因与蛋白表达量参与氨转运过程

[25]; 碳酸盐碱度胁

迫会引起尼罗罗非鱼血氨水平升高, 随着时间推移

血氨水平下降, 推测鳃、肝、肾中不同氨代谢基因

共同参与调节氨代谢
[26]; 鲤(Cyprinus carpio)鳃组织

中Rhag、Rhbg和Rhcg1基因表达水平极显著高于其

他组织
[27]; Rhcg1和Rhcg2可能在瓦氏雅罗鱼高碱胁

迫下的排氨过程中发挥重要作用
[28]; Zhou等[29]

在瓦

氏雅罗鱼中鉴定出7个Rh基因, 并基于RNA-Seq数据

的差异基因表达分析发现Rhag与氨氮代谢有关、在

鳃中的氨排泄中起主要作用。

综上所述, 鱼类Rh基因在跨膜转运氨的功能已

得到广泛认可。本研究针对生活在高碱度环境中

的青海湖裸鲤, 通过处理浓度和时间两个变量, 对
其Rh基因家族的全基因组进行了生物信息学分析

及碳酸盐碱度胁迫后基因响应的研究, 旨在探究青

海湖裸鲤Rh基因家族成员在氨氮代谢中的作用, 揭
示青海湖裸鲤生态适应策略和分子机制, 为青海湖

裸鲤资源保护提供科学依据。

 1    材料与方法

 1.1    实验用鱼及碳酸盐碱度胁迫

青海湖裸鲤来自青海湖裸鲤救护中心, 试验前

暂养60h, 暂养和实验用水均为曝气24h的自来水,
暂养后挑选体色正常、活力旺盛、没有任何损伤

的鱼用于试验 , 试验鱼体长(8.42±2.50) cm, 质量

(30.84±5.50) g。基于青海湖碳酸盐碱度和刘济源

等
[30]
的研究, 淡水作为对照组(CA0), 设置了2个碳

酸盐碱度实验组 32  mmol/L  (CA32)和 64  mmol/L
(CA64), 每组25尾。在淡水中添加1﹕9的Na2CO3

(AR)和NaHCO3 (AR), 配制成相应碱度, 全部溶解

稳定60h后取上清液进行胁迫试验。在实验期间每

12h监测pH、溶解氧和碳酸盐碱度。使用总碱度测

定仪(型号: WD8221)测定水体碱度并以此做出修

正, 水温保持在14—18℃, pH在9.0—10.5 (CA32组
实测值为9.12±0.12, CA64组实测值为10.25±0.35),
溶解氧浓度在6  mg/L以上。分别于胁迫0、6h、
12h、24h、48h和96h采集的鳃、皮肤、肾脏、肝

脏和血液组织(6h、12h和24h只采集血液并放回水

箱继续胁迫), 每次每组随机取5尾。采集的鳃、皮

肤、肾脏和肝脏组织分成2份, 1份用于转录组测序,
另1份用于荧光定量PCR。
 1.2    血氨含量测定

在采集血液后, 放入1.5 mL离心管中, 于4℃冰

箱中静置12h后离心(4500 r/min, 4℃, 10min), 取上

清液 (血清 ), 经血氨含量检测试剂盒 (Solarbio)处
理后 , 用酶标仪(型号:  Varioskanc LUX)测定血氨

浓度。

 1.3    基因家族成员鉴定与分析

将已发表的青海湖裸鲤基因组序列(CNGB序
列号: CNP0002001)构建为本地数据库, 以NCBI中
已公布的斑马鱼(Danio rerio)Rh基因家族成员(NM_
212845.1、NM_200071.3、NM_001089577.1、NM_
001320382.1、 NM_001024819.1、 AF209468.1)的
CDS序列为搜索条件(Queries), 通过TBtools软件

[31]

获取青海湖裸鲤Rh基因家族成员CDS序列。同时,
利用HMMER v3.3.2软件中的“nhmmer”搜索青海湖

裸鲤基因组序列, 以保证Rh基因家族的完整性
[32]
。

使用MEGA 11[33]
对小家鼠(Mus musculus)、斑纹隐

小鳉(Kryptolebias marmoratus)、红鳍东方鲀、斑

马鱼、鲤和青海湖裸鲤Rh基因家族成员序列进行

比对, 并使用邻接法(Neighbor-Joining)[34]
构建系统

进化树(表 1), 校验参数Bootsrtrap重复1000次。使

用ExPASy  (https://web.expasy.org/protparam/)进行

蛋白理化特征分析和蛋白质三级结构预测。使用

PRABI (https://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.
pl?page=npsa_sopma.html)进行蛋白质二级结构预

测。使用Cell-PLoc 2.0 (http://www.csbio.sjtu.edu.cn/
bioinf/euk-multi-2/)预测Rh基因家族成员的亚细胞
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定位。使用TMHMM 2.0 (https://services.healthtech.
dtu.dk/service.php?TMHMM-2.0)进行蛋白质的跨膜

结构域预测。使用MEME (https://meme-suite.org/
meme/tools/meme), Select the site distribution设置为

10, 基于Motif分析成员序列保守特征, 使用NCBI的
Batch  CDD  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/
bwrpsb/bwrpsb.cgi)基于Domain分析成员结构的保

守性, 并使用TBtools可视化。使用TBtools进行基

因结构分析和染色体定位分析。

 1.4    选择压力分析

从NCBI下载各物种Rh基因家族成员的CDS序
列(表 1), 使用MEGA 11[33]

进行序列比对并使用最

大似然法(Maximal likelihood)[35]
构建系统进化树 ,

导出序列比对文件和树文件后, 利用EasyCodeML-
1.4[36]

中的枝位点模型(Branch site model)对基因进

行选择压力分析, 以青海湖裸鲤的Rh基因为前景

枝, 仅允许前景支中出现正选择位点, 并对其进行

LRT检验。用ω=dN/dS (或Ka/Ks)值来判定位点是

否受到了正选择压力, 其中ω>1表示正选择(Posi-

tive selection), ω=1表示中性进化(Neutral selection),
即不受选择, 0<ω<1则受负选择(Negative selection),
也叫净化选择或纯化选择(Purifying selection)[37, 38]

。

 1.5    基于RNA-seq的基因表达分析

将采集的鳃、皮肤、肾脏和肝脏样本送至百

迈客生物科技有限公司进行测序, 以log2(FPKM+1)
对转录组数据进行均一化, 并使用TBtools 软件绘

制热图, 分析各组织Rh基因家族各成员的表达模式。

 1.6    基于qRT-PCR的基因表达分析

使用TRIzol裂解法提取鳃、皮肤、肾脏、肝

脏和血液总RNA并用NanoDrop 2000微量分光光度

计(赛默飞世尔科技有限公司)检测RNA的浓度及

质量。使用Prime ScriptTM RT reagent Kit with gDNA
Eraser试剂盒 (TaKaRa)反转录得到cDNA。用Pri-
mer6.0设计引物(表 2), 由生工生物工程(上海)股份

有限公司合成。首先 , 使用Premix Taq™试剂盒

(TaKaRa)进行半定量RT-PCR初步确定Rh基因家族

成员在各组织中的表达情况, 然后使用实时荧光定

量PCR (Quantitative Real-time PCR, 以下简称qRT-
 

表 1    用于构建系统进化树及选择压力分析的物种

Tab. 1    Species used for constructing phylogenetic trees and analyzing selection pressure
基因
Gene

物种名称
Species

GenBank登录号
GenBank accession number

基因
Gene

物种名称
Species

GenBank登录号
GenBank accession number

Rhag Mus musculus NM_011269.2 Rhcg Oncorhynchus mykiss NM_001124523.1

Rhag Kryptolebias marmoratus XM_017412036.3 Rhcg1 Cyprinus carpio KF051940.1

Rhag Takifugu rubripes NM_001037867.1 Rhcg2 Kryptolebias marmoratus DQ423779.2

Rhag Danio rerio NM_212845.1 Rhcg2 Takifugu rubripes AB218982.1

Rhag Cyprinus carpio KC820797.1 Rhcga Danio rerio NM_001320382.1

Rhag Oncorhynchus mykiss XM_036984796.1 Rhcga Ctenopharyngodon idella XM_051899486.1

Rhag Oreochromis niloticus XM_003446300.4 Rhcg2 Oncorhynchus nerka XM_029625170.2

Rhag Oncorhynchus nerka XM_029631000.2 Rh50 Kryptolebias marmoratus XM_017415795.3

Rhbg Mus musculus NM_021375.3 Rh50 Danio rerio AF209468.1

Rhbg Kryptolebias marmoratus NM_001329354.1 Rh50 Oncorhynchus nerka XM_065000796.1

Rhbg Takifugu rubripes NM_001032646.1 Rh50 Synchiropus splendidus XM_053848410.1

Rhbg Danio rerio NM_200071.3 Rh50 Latimeria chalumnae XM_064564216.1

Rhbg Cyprinus carpio XM_019073603.2 Rh50 Dicentrarchus labrax XM_051416163.1

Rhbg Oncorhynchus mykiss NM_001124662.1 Rhd Mus musculus NM_011270.3

Rhbg Ctenopharyngodon idella XM_051866484.1 Rhd Kryptolebias marmoratus XM_017418546.3

Rhbg Oncorhynchus nerka XM_029679668.2 Rhd Takifugu rubripes NM_001032763.1

Rhcg Mus musculus NM_019799.3 Rhd Oncorhynchus mykiss NM_001124663.1

Rhcg1 Kryptolebias marmoratus DQ995210.1 Rhd Danio rerio NM_001024819.1

Rhcg1 Takifugu rubripes AB218981.1 Rhd Ctenopharyngodon idella XM_051917910.1

Rhcgb Danio rerio NM_001089577.1 Rhd Oncorhynchus nerka XM_029688294.2

Rhcgb Ctenopharyngodon idella XM_051884846.1 Rhd Dicentrarchus labrax XM_051395943.1
Rhcg1 Oncorhynchus nerka XM_029667792.2 Rhd Latimeria chalumnae XM_064552082.1

注: 表中除Mus musculus外所有物种的基因都用于选择压力分析, 部分物种的基因用于构建系统发育树(图 1)
Note: The genes of all species in the table, except Mus muculus, are used for selection pressure analysis, while some species’ genes are

used to construct phylogenetic trees (Fig. 1)
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PCR)检测Rh基因家族成员在各组织中的相对表达

量, qRT-PCR以β-actin为内参基因, 使用TB GreenTM

Premix Ex TapTM
Ⅱ试剂盒(TaKaRa)在LightCycler®

480Ⅱ实时荧光定量PCR仪(罗氏诊断产品(上海)有
限公司)上测定CP值, 每份样品重复3次, 以0h样品

为对照, 使用2–∆∆Ct
法

[39]
计算相对表达量。

 1.7    数据分析

使用Excel 2019计算血氨含量及Rh基因家族成

员在各组织中的相对表达量, 使用SPSS 26.0软件通

过单因素方差分析检测显著性, 以P<0.05为差异显

著, 并使用Origin 2021作图。

 2    结果

 2.1    青海湖裸鲤Rh基因家族成员及其蛋白理化性质

在青海湖裸鲤基因组中共鉴定出7个成员, 通
过系统进化分析(图 1)将7个家族成员分别命名为

Rhag、Rhbg、Rhcg1、Rhcg2a、Rhcg2b、Rh50和
Rhd。各家族成员的编码序列(CDS)长度差异较小,
介于1278—1689 bp, 其中Rhd最短, 编码425个氨基

酸, Rhcg1最长, 编码562个氨基酸。分子量(Molecu-
lar weight)为45875.70 (Rhag)—62392.23 Da (Rhcg1)。
蛋白理论等电点(Theoretical isoelectric point) 介于

5.52—9.00。脂溶性指数(Aliphatic index)介于97.13—
110.94。亲水性平均指(Grand average of hydropa-
thicity)介于0.253—0.558, 不稳定性指数(Instability
index)介于26.57—39.29 (表 3)。

 2.2    蛋白质的亚细胞定位和跨膜结构域及二三级

结构预测

蛋白质二级结构预测显示, Rh糖蛋白由α-螺旋

(Alpha-helix)、 β-折叠 (Beta-turn)、无规则卷曲

(Random coil)和延伸链(Extended strand) 4种二级结

构元件组成, 其中α-螺旋是主要的二级结构, 占比

介于55.76%—43.24%, 无规则卷曲和延伸链在蛋白

结构中占比分在35.94%—27.53%和15.84%—12.24%,
而β-转角的占比均低于5%(表 4); 亚细胞定位预测

显示, Rh糖蛋白全部位于细胞膜中; 跨膜结构域预

测显示Rh糖蛋白的跨膜螺旋(TMhelix)数量在9—
12个; 此外, 模拟7个Rh糖蛋白的三级结构发现, 与
二级结构预测一致Rh糖蛋白主要由α-螺旋组成, 而
且7个Rh糖蛋白都存在跨膜区域, 跨膜螺旋数量与

跨膜结构域预测结果一致(图 2)。
 2.3    基于Motif分析成员序列保守特征及基于

Domain分析成员结构的保守性

以10个motif作为查询上限, Rh基因家族各成

员不同聚类组间的motif分布差异较小(图 3a), 除
Rhag和Rhd缺少5′端的motif 10外, 其余组的成员均

有10个motif。Domain分析(图 3b)显示, Rh基因家

族成员与细菌、酵母和植物中甲基氨和氨转运基

因Mep/Amt[17, 34]
均属于铵转运超基因家族(Ammo-

nium transport superfamily)。不同组内部的motif分
布较为均匀, 其结构域相似, 具有较高的保守性。

 2.4    基因结构分析

青海湖裸鲤Rh基因家族7个成员的基因结构分

析显示(图 4), Rh50有1个3′-UTR, Rhbg和Rhd的5′和
3′端均有1个UTR, Rhag有1个5′-UTR和2个3′-UTR,
其余3个Rhcg没有UTR, Rh50的外显子最多有21个,
其余基因外显子的数量相差不大在9—13个, 且各

基因外显子分散稀疏, 这种结构上的差异可能与基

因的功能和调控机制有关。

 2.5    染色体定位分析

已发表青海湖裸鲤基因组共2.03 G, 并挂载到

46条染色体上
[40]
。本研究根据基因组注释文件中

获取的青海湖裸鲤Rh基因家族所在染色体位置信

息, 对Rh基因家族成员在染色体分布进行可视化分

析, 获得染色体定位图(图 5), 7个Rh家族成员分布

在7条染色体上, 分别为Chr 37、Chr 29、Chr 46、
Chr 13、Chr 14、Chr 15和Chr 26。
 2.6    选择压力分析

所有Rh基因家族成员的零假设模型(Model A
null)结果不显著, 接受备选假设模型(Model A), 拒
绝零假设模型(表 5)。Rhag的ω1=1, 不受选择; Rhbg
中6个位点受到正选择; Rhcg1的ω1=1, 不受选择, 但

 

表 2   用于qRT-PCR 分析的引物序列

Tab. 2   Primer sequences for qRT-PCR analysis

基因
Gene

序列
Sequence (5′—3′)

退火温度
Annealing

temperature
(℃)

β-actin F GAACCCCAAGGCTAACAGAGAA 56.9

β-actin R AGGCATACAGGGACAGCACA 59.1

Rhag F GATGGCTCGGTCTATCACTCAGATT 58.7

Rhag R TCACCAGGTTCAGCAATAGCAGAAT 59.2

Rhbg F GGAATGGCTCTGATTGGTGGTCTC 59.7

Rhbg R CATGATCCTCCTCCTCTCCTGGTAG 59.7

Rhcg1 F CCTCCACCGTCCTCACTACAGT 59.2

Rhcg1 R AAGAACCGTATGGCGACAGCAT 58.7

Rhcg2a F CGCTGAGAGGACACCTGCCATA 60.1

Rhcg2a R AGACCTACTACCACTCCACCTACGA 60.1

Rhcg2b F GGTGGTATCGTTGGAGCAATTACTG 58.7

Rhcg2b R TGTTGACTGTCCTGTTAGCAATGGT 59.3

Rh50 F CAATCACCGCCTTCGCACTGT 59.7

Rh50 R ACGCCACCAGCCAATGTTACG 59.7

Rhd F GCCACAACGACACCACAGAAGA 59.4
Rhd R ACCTCCACCAGAGCCATCAGTAA 59.2
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结果显示有3个位点受到正选择; Rhcg2a中8个位点

受到正选择; Rhcg2b中3个位点受到正选择; Rhcg50
中20个位点受到正选择; Rhd的ω1=2.59, 受到正选

择, 但没有正选择位点。最终, 经似然比检验, 仅
Rhbg的第151个位点的异亮氨酸 (I), Rhcg2a的第

113个位点的组氨酸(H)和第445个位点的甲硫氨酸

(M)受到正选择显著 , 后验概率(Posterior Probabi-
lity)小于0.05, 支持其检测出正选择位点的结论, 其
余分支和位点不可靠, 拒绝其受到正选择作用。

 2.7    不同碳酸盐碱胁迫下青海湖裸鲤血氨含量的

变化

在胁迫开始后, 实验鱼应激反应强烈, 表现为

口吐白沫、乱窜乱游, 然后症状逐渐消失, 实验鱼

均保持存活。在各碱度胁迫下, 随着胁迫时间推移,
青海湖裸鲤血氨浓度呈现先上升、后下降的趋势,
48h时达到最大值[CA32浓度为(4.39±0.64) μmol/L,
CA64浓度为 (4.52±0.63) μmol/L],  之后缓慢下降 ,
24h、48h和96h各低碱度组与对照组血氨含量差异

 

表 3    青海湖裸鲤Rh基因家族成员理化性质

Tab. 3    Physical and chemical properties of Rh gene family members in Gymnocypris przewalskii

基因
Gene

CDS长度
CDS length (bp)

氨基酸数目
Number of
amino acid

分子质量
Molecular

weight (ku)

理论等电点
Theoretical

isoelectric point

脂溶性指数
Aliphatic

index

亲水性平均值
Grand average of

hydropathicity

不稳定性指数
Instability

index
Rhag 1281 426 45875.7 5.63 107.86 0.512 39.29

Rhbg 1389 462 50503.22 5.72 97.51 0.314 26.57

Rhcg1 1689 562 62392.23 5.97 99.57 0.253 33.49

Rhcg2a 1470 489 53988.51 5.52 98.3 0.412 29.65

Rhcg2b 1416 471 51911.87 5.8 97.13 0.325 33.94

Rh50 1443 480 52445.4 5.8 110.94 0.52 32.48
Rhd 1278 425 47605.47 9 105.29 0.558 36.14
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图 1    各物种Rh基因家族成员系统进化树

Fig. 1    Phylogenetic tree of Rh gene family members in the selected species
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显著(图 6)。
 2.8    青海湖裸鲤Rh基因家族成员在不同组织中的

碳酸盐碱度胁迫响应模式

为探讨Rh基因在青海湖裸鲤氨氮代谢中的作

用, 本研究通过转录组测序对青海湖裸鲤Rh基因家

族成员的表达模式进行分析(已上传国家基因库生

命大数据平台https://db.cngb.org/, ID: CNP0005676)。
结果显示(图 7), 在鳃组织中, Rhag、Rhbg、Rhcg1、
Rhcg2a和Rhcg2b的表达量在胁迫后均有所上调, 其
中Rhbg和Rhcg1表达量维持较高水平, 而Rhd表达

量在胁迫后有所下调。在皮肤组织中Rhbg、Rhcg2a

和Rhcg2b表达量在胁迫后均有所上调, 其中Rhbg表
达量相对较高, Rhcg2a和Rhcg2b的表达量在胁迫后

开始上调, 48h后逐渐降低, 而Rhcg1和Rhd表达量在

胁迫后有所下调。在肾脏组织中, Rhag和Rhcg1表
达量相对较高, Rhcg2b表达量最低, 相较于其他组

织Rhd表达量最高。肝脏组织中各基因表达量都相

对较低, Rhbg和Rhcg1在胁迫后有所上调。

研究中首先利用半定量RT-PCR方法检测了所

有基因家族成员在不同组织器官中的表达情况, 然
后通过RT-PCR结果进一步确定qRT-PCR检测的组

织和基因。qRT-PCR检测结果显示, 在鳃组织中
 

表 4    青海湖裸鲤Rh基因家族成员二级结构和亚细胞定位

Tab. 4    Secondary structure and subcellular localization of Rh gene family members in Gymnocypris przewalskii
基因
Gene

α-螺旋
Alpha-helix (%)

β-折叠
Beta-turn (%)

无规卷曲
Random coil (%)

延伸链
Extended strand (%)

亚细胞定位
Subcellular localization

跨膜螺旋数(个)
Number of Tmhelix

Rhag 53.05 4.23 28.64 14.08 Cell membrane 9

Rhbg 49.57 4.55 32.68 13.28 Cell membrane 12

Rhcg1 43.24 4.98 35.94 15.84 Cell membrane 11

Rhcg2a 48.47 4.5 33.13 13.91 Cell membrane 12

Rhcg2b 50.74 4.88 31.21 13.16 Cell membrane 11

Rh50 48.33 3.96 34.58 13.12 Cell membrane 10
Rhd 55.76 4.47 27.53 12.24 Cell membrane 10

 

Rhbg Rhcg1 Rhcg2a Rhcg2b Rh50 RhdRhag

图 2    青海湖裸鲤Rh糖蛋白三级结构模型

Fig. 2    Protein tertiary structure model of Rh glycoprotein in Gymnocypris przewalskii
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Fig. 3    Motif (a) and domain (b) of the Rh gene family in Gymnocypris przewalskii
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(图  8a), Rhag、Rhbg、Rhcg2a、Rh50 mRNA的表

达量均呈现先上升后下降趋势; Rhbg和Rhcg2a mRNA
的表达量相对较高, 且在48h时与碱度呈正相关; 相
较于对照组, Rhag mRNA的表达量在胁迫48h时显

著上调; Rhbg mRNA的表达量是对照组的6.22—
10.99倍, CA32组在胁迫后显著上调, CA64组在胁迫

48h时显著上调; Rhcg1 mRNA的表达量在时间和浓

度两个变量上都没有任何显著趋势; Rhcg2a mRNA
在表达量是对照组的4.70—23.70倍, 在胁迫48h时
显著上调; Rhcg2b mRNA的表达量在胁迫96h时显

著下调; Rh50 mRNA在胁迫48h时都显著上调; 胁
迫组Rhd mRNA的表达量在胁迫后都显著下调。在

皮肤组织中 (图  8b), 相较于对照组 ,  CA64组的

Rhag和Rh50 mRNA表达量在胁迫96h时都显著上

调; Rhbg mRNA表达量呈现持续上升趋势, 表达量

是对照组的1.59 —4.71倍 , 在96h时都显著上调 ;
Rhcg2a mRNA表达量都呈现先上升后下降趋势, 表
达量是对照组的3.81—12.51倍, 在胁迫48h时显著

上调 , 且胁迫后碱度与表达量呈正相关 ; Rhcg2b
mRNA的表达量在胁迫后显著上调, 表达量是对照

组的4.61—5.79倍; Rhd mRNA的表达量在时间和

浓度两个变量上都没有任何显著趋势。在肾脏组

织中(图 8c), Rhag、Rhbg和Rhcg1 mRNA的表达量

都呈现先上升后下降趋势; Rhbg、Rhcg2a和Rh50
mRNA的表达量在48h时与碱度呈正相关; 相较于

对照组, Rhag mRNA的表达量在胁迫48h时显著上

调; Rhbg mRNA的表达量在96h时显著下调, CA64
组在48h时显著上调; Rhcg1 mRNA的表达量在时间

和浓度两个变量上都没有任何显著趋势; Rhcg2a
mRNA的表达量在胁迫后都显著下调; Rhcg2b、Rh50
和Rhd mRNA的表达量在胁迫96h时都显著下调。

在肝脏组织中(图 8d), Rhag、Rhbg、Rhcg1、Rhcg2b
和Rh50 mRNA的表达量都呈现先上升后下降趋势;
相较于对照组 , 在胁迫48h时表达量都显著上调;
Rhag、Rhbg和Rhcg2b mRNA的表达量在胁迫96h
时都显著下调; CA32组Rhcg2b和Rhd mRNA的表达

量在48h时都显著上调。在血液组织中(图 8e), 相
较于对照组, Rhag和Rhbg mRNA的表达量在胁迫

后都显著下调; CA32组Rhcg1 mRNA的表达量呈持

续下降趋势, CA64组呈先上升后下降趋势; Rhcg2a、
Rh50和Rhd mRNA的表达量在胁迫96h时都显著下

调; Rhcg2b mRNA的表达量在时间和浓度两个变量

上都没有任何显著趋势。

 3    讨论

 3.1    青海湖裸鲤Rh基因家族成员及其蛋白理化性质

Rh基因家族进化的特点是经历了两次大的复

制事件, 第1次是Rh50和Rh30基因的起源, 第2次是

产生Rhce和Rhd基因
[41], 目前已知的Rh基因家族存

在广泛 , 脊椎动物中通常存在4个Rh基因 : Rh30、
Rhag、Rhbg、Rhcg。相比之下, 鱼类拥有更多的

Rh基因拷贝数。截至目前, 国内外对鱼类Rh基因

家族的研究仍然滞后, 基因及基因亚型的分类也比

较混乱, 据报道, 鱼类中存在Rhag、Rhbg、Rhcg1、
Rhcg2、Rhd几种基因

[42—44]
。本研究在青海湖裸鲤

中鉴定出了7个Rh基因家族成员, 与已公布的斑马

鱼、鲤、虹鳟、斑纹隐小鳉、红鳍东方鲀、尼罗

罗非鱼等鱼类的Rh基因家族成员不同。在青海湖

裸鲤中Rhcg2发生了分化, 产生了Rhcg2a和Rhcg2b
两个亚型, 这两个基因长度差异较大, 蛋白理化性

质、蛋白结构、蛋白基序和结构域基本相似, 分别

位于13和14号染色体上。

Rhd糖蛋白的理论等电点为9, 表明Rhd糖蛋白

为碱性蛋白, 而其余各Rh糖蛋白的理论等电点均低

于7, 为酸性蛋白。亲水性平均指数均为正值, 不稳

定指数均小于40[45], 说明所有Rh糖蛋白均为疏水性

稳定蛋白。亚细胞定位于细胞膜上, 表明它们属于

膜蛋白。此外, 蛋白质的三级结构模型显示这些
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图 4   青海湖裸鲤Rh家族基因结构

Fig. 4   Gene structure of Rh family in Gymnocypris przewalskii
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图 5   青海湖裸鲤Rh基因在染色体上的分布

Fig. 5   Distribution of Rh gene on chromosomes in Gymnocypris
przewalskii
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Rh糖蛋白均具有跨膜区域, 属于跨膜蛋白, 跨膜蛋

白质通常为载体蛋白, 负责特定物质的跨膜运输:
既包括物质的进入细胞, 也包括代谢废物的排出

[46]
。

青海湖裸鲤Rh基因家族成员的跨膜螺旋数量在

9—12个, 与Huang等[47]
的研究一致。这是目前已知最

大的膜转运蛋白超家族——主要协同转蛋白超家

族(Major facilitaor superfamily, MFS)常见的数量
[48]
。

这进一步表明Rh基因家族与物质运输功能密切相

关。此外, Rhbg和Rhcg2a具有铵转运蛋白特有的

12个跨膜螺旋
[49], 且选择压力分析结果表明, Rhbg

和Rhcg2a受到正选择作用, 这些结果可能暗示着

Rhbg和Rhcg2a在青海湖裸鲤氨氮代谢中发挥一定

的作用。

 3.2    碳酸盐碱胁迫对青海湖裸鲤血氨含量的影响

在胁迫组中, 从24h开始青海湖裸鲤血氨浓度

相较于对照组都有显著的提升, 在胁迫后48h达到

 

表 5    青海湖裸鲤Rh基因家族成员正选择位点

Tab. 5    Positive sites of Rh gene family members in Gymnocypris przewalskii

基因
Gene

模型
Model

参数估计Estimates of parameter 似然值LRT
P-value 正选择位点Positive site

Site class 0 1 2a 2b
Rhag Model A f 0.87 0.13 0.00 0.00 1.00 无None

ω0 0.05 1.00 0.05 1.00

ω1 0.05 1.00 1.00 1.00

Model A
null

1 不允许Not allowed

Rhbg Model A f 0.84 0.13 0.02 0.00 0.27 103 L 0.564, 151 I 0.971*, 154 I 0.506,
263 H 0.523, 417 L 0.536, 436 S 0.536ω0 0.05 1.00 0.05 1.00

ω1 0.05 1.00 4.65 4.65

Model A
null

1 不允许Not allowed

Rhcg1 Model A f 0.82 0.11 0.06 0.01 0.97 373 S 0.504, 387 F 0.514, 433 S 0.540

ω0 0.04 1.00 0.04 1.00

ω1 0.04 1.00 1.00 1.00

Model A
null

1 不允许Not allowed

Rhcg2a Model A f 0.84 0.12 0.04 0.01 0.07 57 S 0.685, 113 H 0.976*, 168 V
0.504, 285 A 0.521, 348 A 0.662, 377
E 0.841, 404 V 0.523, 445 M 0.984*ω0 0.05 1.00 0.05 1.00

ω1 0.05 1.00 4.42 4.42

Model A
null

1 不允许Not allowed

Rhcg2b Model A f 0.89 0.10 0.01 0.00 0.09 138 C 0.544, 201 S 0.949, 438 I 0.946

ω0 0.05 1.00 0.05 1.00

ω1 0.05 1.00 172.93 172.93

Model A
null

1 不允许Not Allowed

Rh50 Model A f 0.81 0.08 0.11 0.01 0.01 24 L 0.596, 34 E 0.566, 36 D 0.569, 61
V 0.575, 83 L 0.589, 92 I 0.529, 167 V
0.603, 171 K 0.578, 309 L 0.576, 331
L 0.840, 370 Q 0.611, 374 Y 0.564,
383 L 0.560, 385 A 0.535, 413 V
0.618, 420 A 0.694, 440 C 0.733, 466
V 0.621, 470 V 0.785, 471 L 0.756

ω0 0.04 1.00 0.04 1.00

ω1 0.04 1.00 1.28 1.28

Model A
null

1 不允许Not allowed

Rhd Model A f 0.87 0.13 0.00 0.00 1.00 无None
ω0 0.16 1.00 0.16 1.00

ω1 0.16 1.00 2.59 2.59

Model A
null

1 不允许Not allowed

注: Site class表示不同的选择压力类别: 0表示负选择, 1表示中性选择, 2a和2b表示正选择的两种可能性, ω0表示背景支(back-
ground ω)的替换率, ω1表示前景枝的替换率(foreground ω)的替换率; 带*的位点表示差异显著(P<0.05)

Note: Site class represents different selection pressure categories: 0 represents negative selection, 1 represents neutral selection, 2a and
2b represent two possibilities of positive selection, ω0 represents the replacement rate of the background branch, ω1 represents the replace-
ment rate of foreground branches; The sites marked with *indicate significant differences (P<0.05)
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HCO−3
HCO−3

NH+4

峰值, 24h开始血氨含量随着碳酸盐碱度的升高而

升高。本胁迫实验中所用的碳酸盐碱主要成分为

NaHCO3, 水体中 浓度较高, 短时间内, 由于

体内外渗透平衡作用, 大量 进入到鱼体内, 使
得鱼体内pH上升, 引起H+

含量减少, 致使机体氨氮

代谢受到抑制。同时, 水环境中H+
含量过低, 也无

法与转运到体外的NH3形成 , 抑制氨转运过程,
最终导致NH3在鱼体内累积

[50]
。在48h之前血氨积

累快速上升, 随着时间的推移血氨浓度缓慢下降,
表明青海湖裸鲤具有一定的碱环境适应能力, 可能

是通过体内某些基因的高度表达, 有效地降低了血

氨含量。

 3.3    青海湖裸鲤各组织中Rh基因家族成员碳酸盐

碱胁迫响应

NH+4
NH+4

研究认为, 硬骨鱼类氨的主要排泄组织是鳃
[51],

给虹鳟注入NH4HCO3会上调鳃组织中Rhbg、Rhcg1和
Rhcg2基因的表达

[21], 鲤Rhag、Rhbg、Rhcg1在鳃

中的表达极显著高于其他组织, 因为位于鳃上皮细

胞顶膜的Rhcg2糖蛋白和基底膜的Rhbg糖蛋白参

与氨转运排泄
[19]
。在鳃上皮中, Rhbg糖蛋白负责将

从血浆中运载到鳃上皮细胞中, 然后顶膜上的

Rhcg2糖蛋白将上皮细胞中的 运载到水环境

中。在本研究中, RNA-seq和qRT-PCR的基因表达

分析均表明, 鳃组织中Rhbg和Rhcg2a的表达量全程

维持较高水平, 显著高于其他基因, 且随碱度升高

表达量也升高; Rhag、Rhcg1和Rh50的表达在胁迫

也有上调, 由此可以推断青海湖裸鲤的鳃在高碱度

环境下启动Rhbg和Rhcg2a的高表达来促进氨从血

液进入到上皮细胞以降低血氨浓度, 避免氨中毒。

鳃是氨排泄主要器官, 而皮肤在鱼类氨排泄中

更多的是起辅助作用
[42], 在青海湖裸鲤皮肤组织中,

Rhbg、Rhcg2a和Rhcg2b表达量较高且随碱度升高

表达量也升高, 但这一水平远低于鳃组织, 在其他

研究中也验证了这一点
[27, 52, 53]

。Rhbg表达量随着时

间逐渐升高 , Rhcg2a和Rhcg2b呈先上升后下降趋

势, 说明青海湖裸鲤皮肤在氨氮代谢中也发挥着一

定的作用。RNA-seq结果表明Rhcg1在肝脏组织中

表达极低, 但半定量RT-PCR的结果表明此基因在

肝脏中完全不表达, 可能是由于转录组测序的灵敏
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图 6   碳酸盐碱度胁迫下青海湖裸鲤血氨浓度的变化

Fig. 6   Changes in blood ammonia concentration of Gymnocypris
przewalskii under carbonate alkalinity stress
相同字母表示差异不显著(P>0.05), 不同字母表示差异显著(P<
0.05)
The same letter indicates no significant difference (P>0.05), while
different letters indicate significant differences (P<0.05)
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Fig. 7    Heat map of expression levels of Rh gene family members in different tissues
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度较高, 能够检测到低表达水平的基因, 而PCR可
能存在技术限制或者特定条件下未能准确检测到

该基因的表达。

在肾脏组织中 , Rhag、Rhbg、Rhc1和Rh50表
现出先上升后下降的趋势, 而Rhcg2a和Rhcg2b明显

下调, Rhd没有明显趋势。这表明肾脏具有排氨功

能, 但其作用机制与鳃和皮肤不同, 尤其是Rhcg2a
和Rhcg2b在此过程中有可能没有发挥排氨作用。

肝脏组织中的基因表达量也呈现出先上升后下降

的趋势, 48h时上调, 表明肝脏在氨氮代谢中也具有

一定作用, 胁迫至96h, 表达量极低, 这可能是由于

细胞屏障机制和细胞凋亡的共同效应所致。在血

液组织中, 所有基因的表达量均较低, 表明血液在

氨氮代谢过程中不起主要作用。

在本研究中, 胁迫组血氨浓度逐渐升高, 于48h
到达峰值。同时, 各组织中Rhag、Rhbg、Rhcg1、
Rhcg2a、Rhcg2b和Rh50的表达量也逐渐上调并于

48h到达峰值。随着血氨浓度回落, 以上基因的表

达量也随之下调, 且胁迫48h及96h时CA32组血氨浓

度高于CA64组, 对应的鳃组织中Rhbg、Rhcg2a的
表达量也是CA64组高于CA32组, 在皮肤组织中Rhbg、

Rhcg2a和Rhcg2b也有这种变化关系, 但在肾脏和肝

脏组织中这种关系不明显。这表明碱度、血氨浓

度与基因表达量呈正相关, 也进一步证明在高碱环

境下Rhbg和Rhcg2a可能是青海湖裸鲤氨氮代谢中

发挥作用的关键基因, 同时Rhag、Rhcg1、Rhcg2b
和Rh50也发挥着一定的作用、鳃在青海湖裸鲤排

氨中发挥主要作用, 皮肤、肾脏和肝脏的作用次之。

Rh基因家族成员都承担各自的作用, Nakada等[19]

在红鳍东方鲀鳃中发现了Rhag主要是负责与内环

境的物质交换, Rhcg负责与外环境的物质交换, Rhbg
则是细胞内的物质交换。在一些文献中, Rh50通常

指Rhag, 或者是与Rhag蛋白功能相似的其他蛋白,
因为它们具有相似的分子量(约50 kD), 青海湖裸鲤

Rh基因家族成员中, Rh50遗传距离最远(图 1), 但在

转录组序列中并未找到, 可能是未被注释或者数据

质量存在问题。在qRT-PCR的结果中, Rh50与Rhag
mRNA的表达量在各组织中的变化趋势非常相似,
可能也与氨氮代谢相关。Rhd和Rhce (又称Rh30),
编码了RH血型系统中的D、C、c、E、e等不同抗

原, 对RH血型系统的多样性至关重要
[54], 根据本研

究结果, 它在青海湖裸鲤氨氮代谢中不发挥作用。
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图 8    Rh基因家族成员在各组织中的表达量

Fig. 8    The expression levels of Rh gene family members in various tissues
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FULL GENOME ANALYSIS OF THE RH GENE FAMILY IN GYMNOCYPRIS
PRZEWALSKII AND ITS RESPONSE TO CARBONATE ALKALINE STRESS

GUO Shou-Quan1, 2, TAN Jin1, 2, LIU Dan1, CHAO Yan3, ZHANG Cun-Fang1, NIE Miao-Miao1,
KOU Ruo-Bin1, 2, YAO Zhan-Wen1, 2 and QI De-Lin1

(1. State Key Laboratory of Plateau Ecology and Agriculture, Qinghai University, Xining 810016, China; 2. College of Ecological
Environmental Engineering, Qinghai University, Xining 810016, China; 3. Department of Animal Science,

College of Agricultural and Animal Husbandry, Qinghai University, Xining 810016, China)

Abstract: This  study  delves  into  the  significance  of  the  Rh  (Rhesus)  gene  family  in  the  high  alkali  adaptation  of
Gymnocypris przewalskii, conducting bioinformatics analysis on the genome data and exploring alkali stress responses
through gene expression detection. The results showed that seven Rh gene family members encoding proteins ranging
from 425  to  562  amino  acids.  Despite  notable  differences  in  gene  structure,  motif  and  domain  analysis  showcased  a
high  level  of  conservation  among  these  members.  Chromosome  mapping  revealed  the  dispersion  of  Rh  gene  family
members  across  seven  chromosomes  (Chr  37,  29,  46,  13,  14,  15,  and  26),  all  encoding  hydrophobic  stable  proteins,
except for Rhd products, which were acidic proteins. The predominant alpha-helix secondary structure was observed in
these proteins. Subcellular localization prediction positioned all Rh gene products within the cell membrane. Selection
pressure  analysis  highlighted  positive  selection  in Rhbg and Rhcg2a.  Under  carbonate  alkalinity  stress, Gymnocypris
przewalskii exhibited a gradual increase in blood ammonia concentration, followed by a decline after 48h. Gene expres-
sion studies showed that the expression levels of Rhag, Rhbg, Rhcg1, Rhcg2a, and Rh50 in the gills, skin, kidney, and
liver  of Gymnocypris  przewalskii increased  initially  and  then  decreased.  In  the  blood  tissue,  the  expression  levels  of
Rhag,  Rhbg,  Rhcg2a,  and Rh50 gradually  decreased,  while  the  expression  level  of Rhd first  increased  and  then
decreased. Rhbg and Rhcg2a may be the key genes involved in ammonia nitrogen metabolism in Gymnocypris przewal-
skii, while Rhag, Rhcg1, Rhcg2a, and Rh50 also playing significant role. In terms of tissues and organs, gills are prima-
rily  responsible  for  ammonia  excretion  followed by skin,  kidney,  and liver.  This  study revealed  the  role  of  RH gene
family members in ammonia nitrogen metabolism of Gymnocypris przewalskii, and provided a scientific foundation for
the conservation of this species.

Key words: Rh gene family; Alkaline stress; Ammonia nitrogen metabolism; Gymnocypris przewalskii
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