日本沼虾细胞自噬基因ATG13和ATG101的克隆及其低氧胁迫下表达分析
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摘要：为研究自噬相关基因(autophagy-related genes, ATG) ATG13和ATG101在甲壳动物应答低氧胁迫过程中的调节作用，本实验采用RACE PCR技术通过克隆测序和基因序列拼接，首次克隆了日本沼虾的细胞自噬基因ATG13和ATG101全长cDNA序列，日本沼虾的细胞自噬基因ATG13 cDNA全长2 043 bp (NCBI登录号：MT084347)，包括211 bp的5′末端非翻译区(untranslated regions，UTR)，449 bp的3′ UTR和1 383 bp的开放阅读框(open reading frame，ORF)，开放阅读框编码460个氨基酸；ATG101 cDNA全长1 051 bp (NCBI登录号：MT084348)，包括18 bp的5′末端非翻译区，373 bp的3′UTR和660 bp的开放阅读框，开放阅读框编码219个氨基酸。通过软件和生物信息网站对其序列进行分析，氨基酸相似度比对显示，日本沼虾的细胞自噬基因ATG13富含高度保守的LC3作用结构域（LIR）；系统进化树分析显示，日本沼虾的细胞自噬基因ATG13与凡纳滨对虾ATG13具有最近的亲缘关系；通过实时荧光定量PCR技术(qRT-PCR)实验分析表明，日本沼虾ATG13和ATG101在其肝胰腺和脑组织表达量较高，而在肌肉中表达量较低，利用qRT-PCR追踪其在肝胰腺组织低氧胁迫过程中出现的表达差异情况，结果显示，实验组日本沼虾在低氧胁迫 6和24 h时，其细胞自噬基因ATG13和ATG101表达量显著高于对照组，而在恢复常氧12 h后实验组与对照组的ATG13和ATG101基因表达量差异不显著，Western Blot分析结果显示，日本沼虾ATG13和ATG101蛋白表达丰度基本与基因表达模式相似。透射电镜分析结果显示，在低氧6和24 h后，肝胰腺组织中的溶酶体开始出现自噬空泡，表明急性低氧胁迫会诱导自噬体的形成，本研究结果可为了解日本沼虾应对低氧胁迫下的调控机制提供理论参考。
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自噬（Autophagy，或称自体吞噬）作为细胞内的降解系统不仅是将受损的细胞器、错误折叠的蛋白及其他大分子物质等运送到溶酶体中降解的高度保守过程[1-2]，更是作为一种动态回收系统，将降解产生的能量和产物用于细胞的修复生长和生物体内的平衡调节。通过这个过程生物可以适应不断变化的外界环境，控制细胞的发育分化。细胞自噬在真核生物中，从酵母到哺乳动物在进化上是保守的，并且在各种细胞功能中具有重要作用[3]。一系列研究发现自噬的过程受到多种信号通路的调控，已报道有发现30多种自噬特异性基因及50多个相关基因参与了自噬体形成的各个阶段[4]。2003年，Kilonsk等[5] 发表了基于酵母自噬基因的统一命名法，使用ATG来代表自噬特异性基因和相应的蛋白质。由这些自噬基因编码的ATG蛋白在自噬的起始、延伸、成熟和降解中起重要作用[6]。

ATG13不仅是吞噬体形成所需的自噬因子，也是TOR激酶信号通路的一个靶点，该通路通过ATG13和ULK1的磷酸化以及ATG13-ULK1-RB1CC1复合物的调节来调节自噬[7-9]。ATG101蛋白定位于细胞质中，该基因在哺乳动物中高度保守，在大多数真核生物中也表现出保守性，它被认为与ULK1复合体中的ATG13直接相互作用，可以保护ATG13不被蛋白酶体降解，从而稳定细胞中ATG13的水平，调节自噬体形成 [10]。目前部分脊椎动物和节肢动物有关ATG13和ATG101基因cDNA序列的克隆和分析工作相继完成，如人(Homo sapiens)[11-12]、牛（Bovine）[13]、黄颡鱼（Pelteobagrus fulvidraco）[14]、小鼠（Mus musculus）[15]、黄粉虫（Tenebrio molitor）[16] 、果蝇（Drosophila）[17]，但是细胞自噬基因的克隆与表达分析在甲壳动物中较少报道。作为淡水经济虾类之一，日本沼虾是我国淡水养殖虾类的重要本土品种之一[18]，近年来，相关课题组在日本沼虾人工养殖技术和群体遗传多样性方面的研究均取得了一定进展[19-23]，然而日本沼虾对水环境溶解氧含量要求较高，日本沼虾养殖池塘发生低氧胁迫时，池塘内日本沼虾会通过会趋向浅水区及水草上以便接触空气来增加自身摄氧量并降低摄食频率，当严重缺氧时候会出现大规模浮头现象，甚至造成大面积死亡，导致渔民严重的经济损失，因此亟需阐明注日本沼虾低氧应激分子机制。迄今，关于日本沼虾细胞自噬在低氧胁迫下的响应机制的研究尚不多见[24]。
本实验通过对日本沼虾自噬相关基因ATG13和ATG101的克隆与序列特征分析，探讨日本沼虾低氧胁迫下自噬基因ATG13和ATG101表达模式，并检测了低氧胁迫下日本沼虾肝胰腺组织自噬体的形成，为研究高密度聚集饲养或水体富营养化而导致日本沼虾池塘中低氧胁迫效应[24]的解决方法提供理论参考。 

1 材料与方法 

1.1 实验材料
     实验虾为野生日本沼虾，采自太湖地区，野生日本沼虾暂养在实验室2周，使用除氯自来水并24 h充氧养殖，日换水量约为总水量的40%~50%，每天早晚定时投喂配合饲料。实验组和对照组各设3个平行水槽(80 cm × 50 cm × 50 cm)。每个水槽放 20 尾体质量约2.5 g（误差不超过0.40 g）的健康日本沼虾，水温 25℃。分别给予不同浓度溶解氧（DO）处理[对照组，( 6.6±0.2) mg/L；实验组，(2.0±0.2) mg/L]。每组实验平行3次。使用溶氧检测仪检测水体DO值，通过氮气替换空气的方法调节水中的 DO 水平，使其维持在设定范围内，具体方法参照孙盛明等[25]。低氧胁迫实验均在胁迫阶段0、3、6和24 h时取样，以及恢复阶段12 h时取样。

1.2 总RNA的提取及cDNA的合成  

选择健康活泼的个体，取包括肝胰腺、鳃、脑、肠道和肌肉在内的5种组织各100 mg进行总核糖核酸提取。核糖核酸提取的方法按照RNAisoPlus扩增提取操作步骤进行。将组织破碎研磨成匀浆后，加入苯酚离心提取总核糖核酸，洗涤干燥，用RNA-freeDNase纯化试剂盒纯化各组织总核糖核酸，用紫外分光光度计测定核糖核酸的浓度和纯度，通过琼脂糖凝胶电泳检测各组织总核糖核酸的完整性。根据TaKaRa cDNA逆转录试剂盒的使用说明，将各组织总核糖核酸进行反转录，并保存在-80℃下，用于随后的ATG13和ATG101基因组织表达分析。

1.3日本沼虾ATG13和ATG101基因的全长克隆  

表1 ATG13和ATG101基因克隆所用的引物及其序列

Tab. 1 Primers and their sequences used in ATG13 and ATG101

	引物primers
	引物序列 

primer sequence
	长度/bp

length
	   引物用途

usage

	S027-1
	5′- GTGATCTCACAGAGCAGCTATTGAG -3′
	25
	ATG13 3′RACE

	S027-2
	5′- GCAAATGTGGAGGAGTACAACGAA -3′
	25
	

	A026-1(GSP1)
	5′- GAGACGAGCAAGTTCA -3′
	16
	ATG13 5′RACE 

	A026-2(GSP2)
	5′- TCACGTCGGTCTTCTGAG -3′
	18
	

	A026-3(GSP3)
	5′- TAAGATGACGGCCAGACA -3′
	18
	

	S026-1
	5′- GCCCGAGTCTCTGCGGTACATCTG -3′
	24
	ATG101 3′RACE

	S026-2
	5′- CAGAACGGCGGAGATCACGCAAAC -3′
	24
	

	A025-1(GSP1)
	5′- GGTGTGGAACAAGCTT -3′
	16
	ATG101 5′RACE

	A025-2(GSP2)
	5′- AACTGCTTCATCCACCTG -3′
	18
	

	A025-3(GSP3)
	5′- CCTCCACAGCGAGCTCCA -3′
	18
	

	ATG13F1
	5′- TCTCCCCTTGATCAGCCATC -3′
	20
	ATG13 qPCR

	ATG13R1
	5′- GACACCTTTCGTTCTGGCTG -3′
	20
	

	ATG101F1
	5′- AGACAGGTGGATGAAGCAGT -3′
	20
	ATG101 qPCR

	ATG101R1
	5′- GAAGCCAATGGTGCCTACTG -3′
	20
	

	β-actinF
	5′- TATGCACTTCCTCATGCCAT -3′
	20
	β-actin qPCR

	β-actinR
	5′- AGGAGGCGGCAGTGGTCAT -3′
	19
	


以日本沼虾肝胰腺组织cDNA为模板，根据实验室构建的日本沼虾肝胰腺cDNA基因文库，根据实验室已知的基因序列片段，使用引物Primer premier 5.0软件分别为5′RACE和3′RACE克隆设计特异性引物（表1）。以日本沼虾的肝胰腺组织cDNA为模板，通过结合套式聚合酶链反应扩增出ATG13和ATG101基因的5'端和3'端。聚合酶链反应体系为50 μL，反应条件：94℃ 2 min；94℃ 30 s，56℃ 30 s，72℃ 30 s，35次循环；72℃ 5 min。用1.2%琼脂糖凝胶电泳分析PCR产物。

1.4 生物信息学分析平台及用途  

通过美国国立生物技术信息中心（NCBI）网站上的ORF finder在线工具获得开放阅读框序列，使用editseq软件将其翻译为氨基酸序列。再利用NCBI当中的CD-search在线工具预测基因的保守结构域。再使用NCBI中的BLAST工具进行氨基酸序列同源性检索[26]。采用DNAMAN软件进行多物种的序列比对，标出氨基酸相似片段及相关结构域位点序列。最后在此基础上利用MAGE 5.2软件，通过比对的不同物种的ATG13和ATG101氨基酸序列的亲缘性，以邻接法(Neighbour-Joining，NJ)构建系统发育进化树[27]。

1.5日本沼虾不同组织ATG13和ATG101基因的表达分析  

为了确定日本沼虾ATG13和ATG101的组织表达特异性，根据拼接的ATG13和ATG101基因全长cDNA序列设计荧光定量特异性引物，选择日本沼虾的β-actin基因作为荧光定量反应的内参基因（表1）。荧光定量PCR (qRT-PCR)反应的反应体系为上、下游引物各0.5 μL， Super Mix10 μL，双蒸水13 μL，模板cDNA 1 μL，共25 μL。对照组和实验组的肝胰腺组织cDNA样品，在每个时间点重复3个荧光定量特异性引物和内参基因β-actin基因。熔解曲线由BIO-RAD iQ5的实时分析软件分析，荧光定量实验数据用2-ΔΔCT法分析，测量数据均用平均值±标准误差表示[28]。

1.6低氧胁迫和复氧刺激后日本沼虾肝胰腺组织ATG13和ATG101基因的表达分析  

在低氧刺激后0、3、6和24 h和低氧恢复后12 h时，分别从实验组和对照组中随机选择3只日本沼虾。将其肝胰腺保存在-80°C的冰箱中用于提取核糖核酸。采用qRT-PCR检测日本沼虾ATG13和ATG101 mRNA表达水平，反应步骤、条件和方差分析方法同上。方差分析和多重比较采用SPSS 19.0软件和t检验法。

1.7 Western Blot分析
采用Western Blot方法分析低氧下日本沼虾肝胰腺中ATG13和ATG101表达模式[29]，样品经SDS-PAGE后进行凝胶转膜，一抗为生工生物工程(上海)股份有限公司提供的抗血清（对照组用实验室自己制备β-actin抗体），二抗为碱性磷酸酶标记的羊抗大鼠IgG，BCIP/NBT碱性磷酸酶显色液显色后Bio-Rad凝胶成像仪拍照。
1.8 超微结构观察  

肝胰腺组织标本在2.5%戊二醛中预固定24 h，在1%OsO4中固定1 h，在4℃下保存24 h，回到实验室后用1%的锇酸于4 °C固定2 h后，经过脱水、包埋、切片后，使用醋酸铀和柠檬酸铅双染色，利用日本日立H-7500型透射电镜仪器观察低氧诱导的自噬体。
2  结果

2.1  日本沼虾ATG13和ATG101基因全长cDNA序列分析
ATG13基因cDNA序列已经提交到GenBank，基因登录号为MT084347。ATG101基因cDNA序列已经提交到GenBank，基因登录号为MT084348。序列分析显示，ATG13基因cDNA全长序列为2 043 bp，包括1 383 bp的开放阅读框，211 bp的5′末端非翻译区，449 bp的3′UTR，预测的蛋白分子量为50.9 ku，理论等电点pI为5.09。3′UTR中具有典型的加尾信号AATAAA和典型的Poly(A)尾（图 3），ATG13基因中含有 LC3作用结构域和微管蛋白作用序列。序列分析显示，ATG101基因cDNA全长序列为1 051 bp，包括660 bp的开放阅读框，18 bp的5′末端非翻译区，373 bp的3′UTR，预测的蛋白分子量为22.2 ku，理论等电点pI为5.96。3′UTR中具有典型的Poly(A)加尾信号AAGAAA（图 4），ATG101基因含有WF指结构，其在维持基因表达调控方面有重要作用。
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图 1 日本沼虾ATG13基因5′RACE和3′RACE扩增电泳检测结果

M. DL2 000 Marker， 1. 肝胰腺组织的5′末端扩增结果； 2. 肝胰腺组织的3′末端扩增结果；下同。5′RACE 扩增序列条带出现在250 bp附近，3′RACE则在500 bp附近有明亮的条带。
Fig. 1 5′RACE and 3′RACE amplification electrophoretic detection results of ATG13 in M. nipponense
M. DL2 000 Marker, 1. 5′RACE of hepatopancreas, 2. 3′RACE of hepatopancreas; the same below. The bands of 5’ race amplification sequence is about 250 bp and The bands of 3’ race amplification sequence near 500 bp.
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图 2  日本沼虾ATG101基因5′RACE和3′RACE扩增电泳检测结果

Fig. 2 5′RACE and 3′RACE amplification electrophoretic detection results of ATG101 in M. nipponense
5′RACE 扩增序列条带出现在100 bp附近，3′RACE则在250~500 bp之间有明亮的条带
The bands of 5’ race amplification sequence is about 100 bp and The bands of 3’ race amplification sequence near 250-500 bp.
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图 3 日本沼虾ATG13 cDNA 序列及其编码的氨基酸序列
起始密码子ATG和终止密码子TGA用黑色方框表示，3′端多聚腺苷酸加尾信号AATAAA用下划线表示，“*”表示终止密码子，灰色阴影区域为LC3作用结构域（LIR）以及1个微管蛋白作用基序（MIM），下同

Fig. 3 Nucleotides and deduced amino acid sequences of the ATG13 cDNAs from M. nipponense
Black panes indicate the start codon (ATG) and the stop codon (TGA), the poly(A) special sequences AATAA is underlined, "*" indicates the termination codon; the LC3 domain (LIR) and tubulin motif (MIM) are shaded by gray; the same below
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图 4 日本沼虾ATG101 cDNA 序列及其编码的氨基酸序列

序列下方的箭头表示保守的HORMA结构域，WF指结构已经框出，加下划线的信号为poly(A)尾信号AAGAAA 

Fig. 4 Nucleotides and deduced amino acid sequences of the ATG101 cDNAs from M. nipponense
Arrow below the sequences represents the conserved HORMA domain, the WF finger motif is boxed, the underlined signal is poly (A) tail signal AAGAAA.

2.2  ATG13和ATG101基因的同源性及结构域分析
Blast分析结果显示，ATG13编码的氨基酸序列与凡纳滨对虾ATG13（XM027375959）同源性最高，相似度为91%。使用分析软件DNAMAN将日本沼虾ATG13基因编码的氨基酸序列与已公布的其他7个物种的氨基酸序列进行了比对，结果显示，ATG13氨基酸序列中均含有2个保守结构域“LIR motif”和“MIM”（图 5），微管蛋白作用序列负责结合ULK1，为后续自噬起始组件ULK1-ATG13的组装做准备[30]，已有研究证明其结合作用位点对细胞微管骨架和蛋白形成有不可或缺的作用[31]，而他们均是通过LIR来与LC3联系的[32]，LC3 则依次经过E1、E2和E3 泛素激活酶共价结合到膜脂质磷脂酰乙醇胺（PE）上，用于促进自噬体膜的延伸和成熟[33]，该区域在这8个物种ATG13氨基酸序列中高度保守。ATG101氨基酸序列Blast分析结果显示，其与三疣梭子蟹（Portunus trituberculatus）ATG101（MPC37906.1）同源性最高，相似度为84%。使用分析软件DNAMAN将日本沼虾ATG101编码的氨基酸序列与已公布的其他7个物种的氨基酸序列进行了比对，结果显示，ATG13氨基酸序列中均含有HORMA结构域蛋白和“WF finger motif” 区域（图 6），HORMA 结构域蛋白贯穿整个ATG101基因，该基因负责蛋白质之间的相互作用，通过分子间相互作用力形成特定构象开关完成特定的功能[34]，WF结构域与锌指结构功能类似，均是一类具有指状结构的结构域，且与基因表达调控有关。
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图 5 日本沼虾ATG13与其他7个物种的多序列比对结果

物种及GenBank登录号分别是日本沼虾MT084347，非洲爪赡XM012960478，金线鲅XM016244141，金鱼XM026267678，鲤XM019107160，凡纳滨对虾XM027375959，安水金线鲅XM016505860和犀牛金线鲅XM016530710；相似氨基酸残基标记为灰色阴影，相同氨基酸残基标记为黑色阴影， LC3作用结构域（LIR）以及1个微管蛋白作用基序（MIM）被方框标记；下同

Fig. 5 Alignment results of ATG13 amino acid sequences of M. nipponense and other seven species

These species and their GenBank Numbers are M. nipponense MT084347, Xenopus tropicalis XM012960478, Sinocyclocheilus grahami XM016244141, Carassius auratus XM026267678, Cyprinus carpio XM019107160, Penaeus vannamei XM027375959, Sinocyclocheilus anshuiensis XM016505860 and Sinocyclocheilus rhinocerous XM016530710. Similar amino acid residues are marked as gray shadow and identical residues as black shadow, the same below. The LIR motif and the MIM are boxed; the same below
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图 6 日本沼虾ATG101与其他7个物种的多序列比对结果

这些物种和它们的GenBank登录号分别是日本沼虾MT084348，三疣梭子蟹MPC37906.1，鲤XP 018945628.1，斑马鱼NP 001032316.1，斑点叉尾鮰AHH40572.1，犀角金线鲃XP 016422579.1，人NP 068753.2，大鼠NP 001258043.1。序列下方的箭头表示保守的HORMA结构域，WF指作用结构域（WF finger）被方框标记。
Fig. 6 Alignment results of ATG101 amino acid sequences of M. nipponense and other seven species
These species and their GenBank Numbers are M. nipponense MT084348, Portunus trituberculatus MPC37906.1, C. carpio XP 018945628.1, Danio rerio NP 001032316.1, Ietalurus Punetaus AHH40572.1, S. rhinocerous XP 016422579.1, Homo sapiens NP 068753.2, Rattus norvegicus NP 001258043.1.Similar amino acid residues are marked as gray shadow and identical residues as black shadow. Arrow below the sequences represents the conserved HORMA domain. The WF finger motif is boxed.
2.3  ATG13及ATG101基因的系统进化树分析

基于凡纳滨对虾等25个物种的ATG13的氨基酸序列构建系统进化树（图 7），发现日本沼虾与凡纳滨对虾的该基因亲缘关系最近，与此同时和其他节肢类动物聚为一支，区别于脊椎动物分支亲缘关系较远，说明ATG13基因在进化过程中相对保守。基于三疣梭子蟹等20个物种的ATG101的氨基酸序列构建系统进化树（图 8），发现日本沼虾的ATG101基因与三疣梭子蟹中的该基因亲缘程度最高，与ATG13基因类似，与其他节肢动物类聚为一支，而与鱼类、哺乳动物亲缘关系较远。

[image: image8.emf]
图 7 日本沼虾ATG13与其他物种ATG13的系统进化树

Fig. 7 Phylogenetic tree based on the sequence of M. nipponense ATG13 and ATG13 from other species
[image: image9.emf]
图 8 日本沼虾ATG101与其他物种ATG101的系统进化树

Fig. 8  Phylogenetic tree based on the sequence of M. nipponense ATG101 and ATG101 from other species

2.4  日本沼虾不同组织中ATG13和ATG101基因的表达情况

采用qRT-PCR分析不同组织中ATG13和ATG101 mRNA的表达水平，其表达量由高到低排列顺序分别为，ATG13：肝胰腺>脑>鳃>肠道>肌肉（图9-a）；ATG101：肝胰腺>脑>肠道>鳃>肌肉（图9-b）。结果显示，在肝胰腺，脑中ATG13和ATG101表达量均相对较高，在肌肉中二者的表达量均相对较少，将肌肉的相对表达量作为参照设为1时，ATG13肝胰腺中具有最高的相对表达量（约7倍），ATG101也在肝胰腺中具有最高的相对表达量（约5倍）。
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  (a)                                     (b)

图 9 日本沼虾各组织中ATG13 (a) 和ATG101 (b) mRNA相对表达量

1. 肌肉，2：肠道， 3：鳃， 4：脑，5：肝胰腺 

Fig. 9 ATG13 mRNA (a) and ATG101 mRNA (b) expression in different tissues of M. nipponense
1: muscle, 2: intestine, 3: gills, 4: brain, 5: hepatopancreas

2.5  低氧胁迫和复氧刺激对日本沼虾肝胰腺组织ATG13和ATG101表达的影响

利用qRT-PCR方法检测了日本沼虾受到低氧胁迫和复氧刺激后各个时间点肝胰腺中ATG13的表达规律。在低氧胁迫6 h（H6）后时，处理组ATG13基因表达程度相对于对照组有显著的升高（P<0.05），随后的24 h时实验组ATG13基因表达量达到最大值，在低氧恢复12 h（R12）后，ATG13基因的表达程度与对照组基本保持一致（图 10-a）；将免疫大鼠（R. norvegicus）获得的抗血清进行Western Blot检测，低氧诱导日本沼虾肝胰腺中ATG13蛋白的表达规律与基因转录水平相吻合，再随后复氧12 h降低至对照组水平（图 10-b）。与此同时，在低氧胁迫6 h后时，处理组ATG101基因表达量显著高于对照组（P<0.05），随后的24 h时实验组基因表达量达到最大值，而在低氧恢复12 h后基因表达量显著降低至对照组水平（图 11-a），采用Western Blot方法证实低氧下日本沼虾ATG101蛋白表达丰度与基因转录水平相似（图 11-b）。
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(a)                            (b)
图 10 低氧和恢复刺激后日本沼虾肝胰腺中ATG13转录水平(a)和蛋白丰度(b)表达变化
Fig. 10 Temporal expression of ATG13 gene transcriptional levels (a) and protein abundance (b) in M. nipponense hepatopancreas in response to hypoxia and reoxygenation
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(a)                            (b)
图 11 低氧和恢复刺激后日本沼虾肝胰腺中ATG101转录水平(a)和蛋白丰度(b)表达变化
Fig. 11 Temporal expression of ATG101 gene transcriptional levels (a) and protein abundance (b) in M. nipponense hepatopancreas in response to hypoxia and reoxygenation 

2.6  低氧胁迫和复氧刺激对日本沼虾肝胰腺组织超微结构的影响

为了研究低氧对肝胰腺组织结构的影响，本实验检测了低氧胁迫后肝胰腺组织超微结构的变化，采用透射电镜观察组织切片，常氧条件下和低氧3 h时日本沼虾肝胰腺组织未发现异常（图版-1，2）。在低氧6 h后，肝胰腺组织中的溶酶体开始出现自噬空泡（图版-3）。低氧24 h后，细胞核附近溶酶体出现并聚集了更多自噬空泡（图版-4）。

3  讨论

    目前对细胞自噬相关基因ATG13和ATG101的作用及其分子机制研究已取得一定进展，但大部分研究主要集中在哺乳动物和酵母细胞，甲壳动物中的相关研究未见报道，更鲜有从应对低氧胁迫方面入手来探讨细胞自噬发挥的作用。本实验研究获得日本沼虾的细胞自噬基因ATG13和ATG101 cDNA全序列，通过氨基酸比对发现日本沼虾ATG13基因含有LC3作用结构域和1个微管蛋白作用基序，已有研究表明细胞自噬相关蛋白LC3在自噬体膜延长成熟等过程中起重要作用，并且和微管蛋白通过LIR产生联系[32-33]，因此推测作为具有运输，调节，迁移等作用的微管蛋白可能和日本沼虾体内的自噬体转运有关，这与红螯螯虾（Cherax quadricarinatus）的研究结论相吻合[35]。ATG101基因则含有HORMA结构域和WF指结构域，ATG101被归类为具有未知功能域的单域蛋白(Pfam中的DUF1 649)，没有已知可检测的亲源结构。HORMA 结构域蛋白作为其主要成分负责蛋白质之间的相互作用，关于节肢动物果蝇的研究证明ATG101可以二聚，并推测它能够在开型和闭型构象之间进行切换，即前文提到的构象开关，这是一种很好的方法来确定哪些蛋白质可以与ATG101结合[10]。这些区域与其他亲缘性较高的物种相关氨基酸区域相似性均高达90%及以上，这也说明这2个基因在进化上相对保守，系统发育树也能说明这一点，不管是ATG13还是ATG101，其与亲缘性关系最近的虾蟹等甲壳类聚为一支，再与其他昆虫等节肢类动物类聚为一支，最后区别于脊椎动物中鱼类、哺乳动物的分支，这也符合自然界动物系统发生和分类次序。   

qRT-PCR结果表明，日本沼虾ATG13和ATG101基因在不同组织中表达情况也有所不同，具有组织表达丰度差异性，如ATG13和ATG101基因均在肝胰腺和脑组织中表达量高，这与黄颡鱼（Pelteobagrus fulvidraco）[14]，罗氏沼虾（Macrobrachium rosenbergii）[36]和一些哺乳动物中报道[37-38]相一致。自噬对脑细胞内稳态至关重要[39]。本课题组[40]研究表明，低氧通过诱导日本沼虾脑组织细胞自噬相关基因显著升高而形成自噬体，考虑到大脑相当于其他组织来说，对能量和耗氧量的需求更高[41]，因此细胞自噬在维持脑神经细胞稳态过程中具有重要作用。而关于甲壳动物肝胰细胞自噬的分子过程研究较少，本研究聚焦在低氧下日本沼虾肝胰脏组织中自噬基因的表达模式。

在酵母和哺乳动物中，ATG1/ULK1核心复合物的几个成员已经被证明通过LIR (LC3相互作用区)元件与自噬核心蛋白LC3/ATG8相互作用，通过将ATG1/ULK1复合物与自噬膜连接，LIR元件既可以将激酶复合物集中于扩增的自噬体上，又可以将其靶向于溶酶体中进行降解，从而控制自噬通量[42]，这与在鱼类中的相关研究结论相似[14]。 ATG13、FIP200和ATG101三者构成的ULK1多聚体蛋白复合物在诱导自噬中起关键作用，ATG13 和FIP200在将ULK1复合物靶向到自噬小体形成的位点，以及对ULK1的稳定性和激酶活性方面都是不可或缺的，而ATG101通过ATG13 N端与ULK1复合物结合是ULK1的自磷酸化所必需的[11]。已有研究报道，环境应激诱导ATG101自噬基因表达量增加，如Hegedüs等 [10] 发现ATG101参与了饥饿引起的果蝇细胞自噬的分子过程。在本研究中，我们通过透射电镜图像可以看出，低氧激活了日本沼虾肝胰腺组织中溶酶体自噬体形成，这与哺乳动物中的报道类似[43-45]。本研究发现低氧诱导日本沼虾肝胰腺组织ATG13和ATG101表达量显著升高，而在低氧恢复时，二者的表达量与对照组基本一致，Western Blot结果也验证了蛋白表达模式。研究表明日本沼虾肝胰腺中的ATG13和ATG101参与细胞自噬分子过程，其原因是机体通过激活更多ATG13基因表达形成多聚体蛋白复合物从而诱导自噬体形成，而ATG101又在ATG13表达稳定性等方面是不可或缺的（ATG101通过2个HORMA域的直接相互作用与ATG13结合[46]），因此其表达量也随ATG13表达量的上升而上升。

4  结论

综上所述，本研究系统分析了ATG13和ATG101基因的序列结构特点、组织表达特征、低氧下肝胰腺细胞超微结构变化以及低氧胁迫后的表达模式，为研究日本沼虾应答低氧胁迫的调控机制奠定分子基础。
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Cloning and expression analysis of autophagy genes ATG13 and ATG101 in Macrobrachium nipponense under hypoxic stress

SUN Shengming1,2*, CHEN Yinxiang1, ZHENG Cheng1, ZHAO Qianqian1, XUE Cheng1
(1. Key Laboratory of Freshwater Aquatic Genetic Resources, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China; 2. Key Laboratory of Exploration and Utilization of Aquatic Genetic Resources, Ministry of Education, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China)
Abstract: In order to study the regulation of autophagy-related gene 13 (ATG13) and ATG101 in Macrobrachium nipponense under hypoxia stress, the full-length cDNA sequences of ATG13 and ATG101 of M. nipponense were cloned for the first time by RACE PCR through cloning, expounds the cell autophagy genes ATG13 cDNA 2 043 bp (NCBI login id: MT084347), including 211 bp 5' untranslated regions (UTR), 449 bp 3' UTR and 1 383 bp open reading frame (ORF), which encodes 460 amino acids; ATG101 cDNA is 1 051 bp long (NCBI login id: MT084348), including the 5' terminal non-translation region of 18 bp, the 3' UTR of 373 bp and the open reading frame of 660 bp. The open reading frame encodes 219 amino acids. Based on bioinformatics analysis, the amino acid similarity ratio showed that the autophagy gene ATG13 of the biogas shrimp was rich in highly conserved LC3 functional domain (LIR). Phylogenetic tree analysis showed that the ATG13 gene of M. nipponense was closely related to the autophagy related genes of Penaeus vannamei. The results showed that ATG13 and ATG101 were highly expressed in hepatopancreas and brain tissues, but low in muscles. The difference of ATG13 and ATG101 expression in hepatopancreas tissues under hypoxia stress was tracked by real-time fluorescence quantitative PCR (qRT-PCR). The expression of ATG13 and ATG101 in the experimental group was significantly higher than that in the control group at 6h and 12h, but there was no significant difference between the experimental group and the control group at 12 h after the recovery of normoxia, which were similar with M. nipponense TAG13 and ATG101 protein expression abundance using western blot. The results of ultrastructure observation by transmission electron microscope (TEM) showed that autophagic vacuoles began to appear in lysosomes of hepatopancreas after 6 h and 24 h of hypoxia, suggesting that acute hypoxic stress could induce the formation of autophagosomes. The results of this study may provide a theoretical reference for understanding the regulatory mechanism of M. nipponense in response to hypoxic stress. 
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图版 低氧对日本沼虾肝胰腺组织超微结构的影响
1. 对照组，2. 低氧3h组，3. 低氧6h组，4. 低氧24h组。M. 线粒体；Nu. 肝细胞核；N. 细胞核；Er. 内质网；Ly. 溶酶体，箭头符号表示自噬空泡。

Plate The effects of hypoxia on hepatopancreas ultrastructure of M. nipponense
1. control group, 2. hypoxia group for 3 h, 3. hypoxia group for 6 h, 4. Hypoxia group for 24 h. M. mitochondria; Nu. hepatocyte nucleus ; N. nucleus; Er. endoplasmic reticulum; Ly. lysosome, arrow symbols indicate autophagic vacuoles.
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