
 

肌质网钙泵 SERCA基因在中华绒螯蟹钙离子调控中的

功能及其对蜕壳的影响
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摘要：中华绒螯蟹的蜕壳周期中具有高度复杂的钙调节机制，本研究探索了水体中不同
Ca2+浓度 (40、80、160和 320 mg/L)对中华绒螯蟹的 Ca2+信号转导的影响，并对其中的关
键因子肌质网钙泵 (SERCA)进行基因干扰以探索其功能。结果显示：①养殖水体高浓度
Ca2+可致 Y器官和鳃组织中 Ca2+信号通路相关基因 SERCA、PMCA、RyR 和 NCX 相对表达
量上升，眼柄中 MIH 表达量下降，血淋巴中 Ca2+与蜕皮激素水平上升，说明高浓度的 Ca2+

可促进中华绒螯蟹蜕壳。②利用 RNAi技术干扰 SERCA 基因表达，普通水体和加入 320
mg/L Ca2+的水体中中华绒螯蟹 Y器官中 PMCA 和 NCX 基因表达量上升、RyR 基因表达量
下降，且细胞内 Ca2+浓度上升，表明 SERCA 基因在中华绒螯蟹维持细胞内 Ca2+浓度和细胞
内钙稳态机制中发挥重要作用。③长期干扰 SERCA 基因的表达可延长中华绒螯蟹的蜕壳
间隔，且降低增重率与存活率。然而，高钙环境下长期干扰 SERCA 基因，相对于普通水
体，蜕壳间隔缩短，存活率降低。研究表明，SERCA 基因可能是通过对 Ca2+信号的干扰而
影响中华绒螯蟹的蜕壳。本实验将为中华绒螯蟹蜕壳机制的进一步研究提供基础参考。
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中华绒螯蟹 (Eriocheir sinensis)又名河蟹、大

闸蟹，隶属甲壳纲 (Crustacea)十足目 (Decapoda)

方蟹科 (Grapsidae)绒螯蟹属，在中国有较大的养

殖规模与消费需求 [1-3]。蜕皮是甲壳动物生长发育

过程中的一种重要且复杂的生物学现象，影响着

生长[4-5]、繁殖[6] 和断肢再生[7] 等一系列生理过程。

中华绒螯蟹一生中需要经过 18~20次蜕壳才能完

成其生长发育，因此表现出循环的蜕壳周期：蜕

壳间期 (C)、蜕壳前期 (D0、D1 和 D3-4)、蜕壳期

(E)和蜕壳后期 (A-B)[8-9]。中华绒螯蟹的蜕壳是一

个高度复杂的调控过程，主要受到其自体分泌的

蜕皮激素和蜕皮抑制激素的调节[5, 10-12]。蜕皮激素

由位于前鳃腔的 Y器官分泌，对蜕壳活动起到促

进作用，蜕皮激素的合成与分泌受到由位于眼柄

中的 X-窦腺复合体分泌的蜕皮抑制激素 (molt-

inhibiting hormone，MIH)的抑制调节作用[11]。
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中华绒螯蟹的周期性蜕壳中包括旧壳的蜕去，

新壳的形成与矿化，这个过程中包括了大量的离

子转运过程 [13-15]。中华绒螯蟹的外壳中含有大量

的有机 CaCO3，因此蜕壳周期中需要高度复杂的

钙调节机制，以最大限度地降低机体钙扰动 [16]。

真核细胞胞质内的 Ca2+浓度比细胞外的 Ca2+浓度

低 2万倍以上，由此产生的跨膜 Ca2+浓度梯度驱

动 Ca2+信号的产生[17-18]。为了保持细胞内低钙浓度

下 Ca2+信号的功能完整性，并防止细胞毒性，甲

壳动物中存在高度协调的跨细胞钙转运机制，使

上皮细胞层在转移大量 Ca2+的同时，严格调控细

胞内的 Ca2+浓度[19-20]。这主要由位于质膜和细胞器

膜上的 Ca2+通道、Ca2+泵 (ATPase)和 Na+/Ca2+交换

器 (Na+/Ca2+exchangers，NCX)几个蛋白质家族来

实现 [16, 20]。肌肉细胞的肌浆网 (sarcoplasmic retic-
ulum，SR)和非肌肉细胞的内质网 (endoplasmic
reticulum，ER)是细胞中钙储存的细胞器[18, 21]，在

维持细胞内钙稳态中起着关键作用。在Ahearn等[16]

提出的甲壳动物 (鳃、肠道和触角腺)的钙转运上

皮细胞的模型中，Ca2+通过位于 SR/ER膜上的肌

质网钙泵 (sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ATPase，
SERCA)从细胞质主动运输到 SR/ER内，并在静

息状态下维持内质网管腔与胞浆之间较高的钙浓

度 差 [22-24]。 在 SR/ER膜 上 存 在 ryanodine受 体

(ryanodine receptors，RyR)和 1, 4, 5-三磷酸肌醇受

体通道 (inositol 1,4,5 triphosphate receptors，IP3R)，
周期性地将储存的钙从 SR/ER释放到细胞质中。

靠近水环境或组织内的顶侧 (apical)细胞膜的

NCX和 Ca2+通道将 Ca2+被动运输进入细胞质中，

靠 近 血 淋 巴 的 基 侧 (basolateral)的 质 膜 钙 泵

(plasma membrane Ca2+ATPase，PMCA)和 NCX将

Ca2+逆浓度梯度从细胞内主动运输到细胞外。

SERCA作为唯一将 Ca2+由胞浆泵入 SR/ER
的 Ca2+泵 [18]，是 Ca2+信号传导的关键因子，参与

包括转录 [25]、细胞运动 [26]、凋亡、胞吐和信号转

导 [27-28] 等细胞功能的许多方面，而且在甲壳动物

蜕皮的调控中具有重要作用[29-31]。在甲壳动物中，

已从眼斑龙虾 (Panulirus  Argus)、凡纳滨对虾

(Litopenaeus vannamei)和蓝蟹 (Callinectes sapidus)
等物种中克隆到 SERCA 基因[29-31]。在本实验室以

往的研究中，克隆得到了中华绒螯蟹 SERCA 基因

的 cDNA全长序列 (MW725297)，并通过实时荧

光定量 PCR (qRT-PCR)鉴定中华绒螯蟹的 SERCA
基因在神经 (眼柄)和非神经 (肌肉、鳃、肝胰腺、

肠、Y器官)组织中广泛表达。目前，甲壳动物中

克隆得到了与脊椎动物 SERCA2a 和 SERCA2b 同

源的两种亚型。通过比对，证明中华绒螯蟹的

SERCA 基因与SERCA2b 具有高度同源性。SERCA2b
被称为管家泵，在平滑肌细胞和具有内质网的非

肌肉细胞中广泛表达，具有高 Ca2+亲和力和低

Ca2+转运能力，因此推测中华绒螯蟹的 SERCA主

要负责 Ca2+特异性的调控与 Ca2+信号的产生。

本研究用不同浓度 Ca2+暴露中华绒螯蟹，检

测了 Y器官和鳃组织中 Ca2+信号通路相关基因与

眼柄中 MIH 基因相对表达量，及血淋巴中 Ca2+与
蜕皮激素水平变化。并利用 RNA干扰 (RNA inter-
ference, RNAi)技术研究了 SERCA 基因干扰对 Ca2+

信号通路相关基因、细胞内 Ca2+浓度及对蜕壳的

影响。本研究首次聚焦 Ca2+信号传导的关键因子

SERCA 基因，对其在中华绒螯蟹钙离子调控中的

功能及其对蜕壳的影响进行了一系列的研究。实

验结果将为探索 Ca2+信号通路对蜕壳的影响及

SERCA 基因在其中的功能提供参考。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

实验蟹为健康无断肢的处于蜕壳间期的中华

绒螯蟹 (11.13±1.04) g，取自中国水产科学研究院

淡水渔业研究中心苏州阳澄湖虾蟹绿色养殖基地，

暂养在 100 cm × 40 cm × 50 cm的玻璃缸内，水深

10 cm，水温为 (25±2) °C，24 h曝气，自然光照，

每 2天换 1次水，每次更换约 1/2体积的养殖水，

每日喂食 1次配方饲料，喂食前清除残饵。本研

究获得了南京农业大学实验动物管理和使用伦理

委员会批准 [许可证编号：SYXK (Su) 2017-0007]，
实验过程中操作人员严格遵守伦理规范，并按照

南京农业大学伦理委员会制定的规章制度执行。 

1.2    中华绒螯蟹 Ca2+暴露实验

本实验养殖水温为 (25±2 ) °C，每 2天换1次

水，每次更换约 1/2体积的养殖水，每日投喂 1
次配方饲料，投喂前清除残饵。对照组用水为充

分曝气的自来水，Ca2+暴露实验组为向水体中添

加分析纯 CaCl2 获得不同 Ca2+浓度的养殖水，40
L水中需添加的 CaCl2 量及添加 CaCl2 后养殖水体

实际 Ca2+浓度见表 1，配制后的养殖水使用环境

Ca2+浓度比色法定量检测试剂盒 (GENMED，中

国)验证实际 Ca2+浓度。将健康无断肢的处于蜕壳
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间期的实验蟹分别放入对照组与实验组养殖缸中，

每组 40只，雌雄比为 1∶1，设 2个平行。

实验开始后 0、1、3、5和 7 d各选取 6只健

康无残肢的个体 (n=6，雌∶雄=1∶1)，冰浴麻醉

后取样。从第三步足基膜处抽取血淋巴，每只

蟹的血淋巴分为两部分，一部分加入抗凝剂，

4 °C，3 000 × g离心 15 min吸取上清液即为血浆，置

于–80 °C冰箱，用于检测 Ca2+浓度；另一部分不

加入抗凝剂，4 °C冰箱过夜后离心后 4 °C，5 000 ×
g离心，吸取上清液即为血清，置于−80 °C冰箱，

用于检测蜕皮激素含量。取鳃、Y器官和眼柄加

入 RNA keeper  (Vazyme，中国 )室温放置 20 min
后存于–80 °C冰箱，用于 RNA的提取。 

1.3    qRT-PCR检测

按照 RNAiso Plus reagent (TaKaRa, 中国)使用

说明提取组织总 RNA，反应产物立即用于反转录，

选用反转录试剂盒 HiScript Ⅲ RT  SuperMix  for
qPCR (+ gDNA wiper)  (Vazyme，中国 )合成第一

链 cDNA。根据本实验室中华绒螯蟹的转录组文

库 ， 使 用 Primer  Premier  5.0软 件 设 计 SERCA、
PMCA、RyR 和 NCX 基因与内参基因 UBE2B 的荧

光定量引物 (表 2)，用 Livak等[32] 描述的方法检测

引物的扩增效率。以目的基因和内参基因的引物，

使 用 ChamQ  Universal  SYBR  qPCR  Master  Mix
(Vazyme，中国)试剂盒进行荧光定量检测，qRT-
PCR反应结束后检查扩增曲线和熔解曲线，以确

保产物的特异性。分析不同 Ca2+浓度暴露的中华

绒螯蟹鳃和 Y器官中 Ca2+信号通路相关基因

SERCA、PMCA、RyR 和 NCX 与眼柄中 MIH 的相

对表达量变化。 

1.4    血淋巴中 Ca2+浓度检测

测定血浆样品的 Ca2+浓度，使用血钙浓度检

测试剂盒 (Solarbio，中国)，按照说明书进行操作。

每次测定的同时做标准曲线，每个样品做 3个重

复，通过标准曲线计算样品中的 Ca2+浓度。 

1.5    血淋巴中蜕皮激素浓度检测

测定血清样品的蜕皮激素浓度，使用蟹蜕皮

激素酶联免疫分析试剂盒 (Fankew，中国)，利用

酶联免疫吸附测定 (enzyme linked immunosorbent
assay, ELISA)法进行检测。每次测定的同时做标

准曲线，每个样品做 3个重复，通过标准曲线计

算样品中蜕皮激素浓度。 

 

表 1    养殖水体实验设计 Ca2+浓度、40 L水添加的 CaCl2 量及添加 CaCl2 后养殖水体实际 Ca2+浓度

Tab. 1    The concentration of Ca2+ added in the culture water, the corresponding amount of CaCl2 to be added and
the actual concentration of Ca2+ in the culture water after adding CaCl2

组别
groups

实验设计Ca2+浓度/(mg/L)
experimental design of
Ca2+ concentration

40 L水添加的CaCl2量/g
the amount of CaCl2 to be added

in water of 40 L

养殖水中实际Ca2+浓度/(mg/L)
actual Ca2+ concentration

in culture water

对照组　control group 0 0 41.2

实验组Ⅰ　 experimental group Ⅰ 40 4.439 81.2

实验组Ⅱ　 experimental group Ⅱ 160 17.757 201.2

实验组Ⅲ　 experimental group Ⅲ 320 35.514 361.2

 

表 2    实验所用引物

Tab. 2    PCR primer sequences used in the experiments

引物
primers

引物序列(5′ -3′ )
primer sequences (5′ -3′ )

引物用途
purpose

SERCA-F GCCCTCAACAGCTTGTCCGAGA qRT-PCR

SERCA-R CATTACGGCAAACCACTGATTCCA qRT-PCR

PMCA-F GCGGTTGACCTTGATCCTATGG qRT-PCR

PMCA-R TCTTGGCTTCCACTTGCTCCT qRT-PCR

NCX-F CTGCCATTACCTTTGTTGCTCTG qRT-PCR

NCX-R GTTGCTTCCTGTCACATTCCCA qRT-PCR

RyR-F AGACATTTACGCCTTCTACCCG qRT-PCR

RyR-R CCAGATGTGGAAGATTTGTGCC qRT-PCR

MIH-F TGAAGACTGCGCCAACATCT qRT-PCR

MIH-R CGTGAGGTCGTCCTTCTGTG qRT-PCR

UBE2B-F TTGCGTTCACAACTCGTATCTACCR qRT-PCR

UBE2B-R GTCCGTGAGGAGGGAACAGA qRT-PCR

dsSERCA-F GGAGACCAAGTGGAAGAAGGA RNAi

dsSERCA-R GTGGTGTCCTCAGTCTCGTTG RNAi

T7dsSERCA-F TAATACGACTCACTATAGGGG
GAGACCAAGTGGAAGAAGGA

RNAi

T7dsSERCA-R TAATACGACTCACTATAGGG
GTGGTGTCCTCAGTCTCGTTG

RNAi

dsEGFP-F GTGCCCATCCTGGTCGAGCT RNAi

dsEGFP-R TGCACGCTGCCGTCCTCGAT RNAi

T7-dsEGFP-F TAATACGACTCACTATAGGG
AGAGTGCCCATCCTGGTCGAGCT

RNAi

T7-dsEGFP-R TAATACGACTCACTATAGGG
AGATGCACGCTGCCGTCCTCGAT

RNAi
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1.6    SERCA基因的 RNAi实验
 

ds RNA合成及 SERCA 基因干扰效率的检

测　　根据 SERCA 的 cDNA序列和购入的 pUC19-
EGFP质粒中的 EGFP序列，使用 BLOCK-iT™
RNAi  Designer  (http://rnaidesigner.thermofisher.com/
rnaiexpress/rnai  Design.jsp)程 序 和 Primer  Premier
5.0软件设计 RNA干扰引物。并根据 T7  RNAi
Transcription Kit试剂盒的使用说明在部分引物的

5 ′端添加 T7启动子序列 (TAATACGACTCACTA
TAGGG)。具体引物如表 1所示。使用 T7 RNAi
Transcription Kit试剂盒，以中华绒螯蟹 Y器官的

cDNA为模板，合成 SERCA 基因的双链 RNA
(double-stranded  RNA,  dsRNA)； 以 pUC19-EGFP
质粒为模板，合成 EGFP 基因的 dsRNA。采用磁

珠法纯化转录产物，纯化后使用微量分光光度

计检测产物的 A260 吸光值，确定其浓度，并于

−20 °C保存转录产物。

将纯化后的 SERCA 和 EGFP 基因的 dsRNA
用 RNase-free ddH2O稀释到浓度 1 μg/μL，按照 4
μg/g的比例，使用 50 μL的微量注射器从中华绒

螯蟹第三步足基部注射。实验组注射 SERCA 基因

的 dsRNA，对照组Ⅰ注射 ddH2O，对照组Ⅱ注射

EGFP 基因的 dsRNA。注射前在 dsRNA中加入少

量酚红指示剂，注射时酚红指示剂在血淋巴中扩

散消失后再拔出注射器，以确保 dsRNA注射到实

验蟹体内。取注射后 24、48、72和 96 h的中华绒

螯蟹 (n=6)的 Y器官，采用 qRT-PCR方法检测

SERCA 的相对表达量变化，从而在转录水平检测

dsRNA的干扰效率。 

SERCA 基因干扰后 SERCA、PMCA、RyR
和 NCX 基因的表达与细胞内 Ca2+水平检测　　随

机选择处于蜕壳间期的中华绒螯蟹，分为对照组

(注射 ddH2O)、实验组Ⅰ(注射 SERCA 的 dsRNA)
和实验组Ⅱ(注射 SERCA 的 dsRNA且养殖水中加

入 320 mg/L的 Ca2+) (n=6)。注射 24 h后取各组的

Y器官，采用 qRT-PCR方法检测 SERCA、PMCA、
RyR 和 NCX 基因的相对表达量变化。使用 Fluo-3
AM 探针检测 Y器官细胞内 Ca2+水平 [33]。组织细

胞使用 0.05 %的胰酶和 0.01 %的胶原酶消化后，

细胞与乙酰氧甲基 (AM)酯衍生物 Fluo-3 AM进行

孵育，用磷酸盐缓冲溶液 (PBS)洗涤细胞 3次后，

用流式细胞仪检测 Ca2+浓度产生水平。 

SERCA 基因干扰对蜕壳的影响　　随机选

择统一规格，健康无残肢的处于同一蜕壳时期 (蜕
壳后 4 d)的中华绒螯蟹，进行长期干扰实验。实

验过程中养殖水温为 (25±2) °C，每日投喂 1次配

方饲料。实验蟹分为对照组 (注射 RNase-free H2O)、
实验组Ⅰ(注射 SERCA 的 dsRNA)和实验组Ⅱ(注
射 SERCA 的 dsRNA且养殖水中加入 320 mg/L的

Ca2+)，每组 30只，每 4天注射 1次，直到下一次

蜕壳结束。在整个实验过程中，每天观察并记录

蜕壳和死亡情况的数据。在每只蟹下一次蜕壳后

第 4天测量体重，并统计每只蟹的蜕壳间隔天数

(第 1次和第 2次蜕壳之间的天数)。 

1.7    数据分析

2−∆∆CtqRT-PCR结果用 方法 [32] 计算基因的相

对表达量。用 IBM SPSS Statistics (version 20)软件

对基因相对表达量、血淋巴蜕皮激素水平与 Ca2+

浓度、细胞内 Ca2+水平和蜕壳情况进行统计分析，

采用单因素方差分析 (ANOVA)和 Tukey氏HSD检

验，检验方差齐性后确定差异有统计学意义 (P<
0.05 表示差异显著)，数据以平均值±标准误表示。

使用 Graphpad Prism (version 8.0)软件生成图形。 

2    结果
 

2.1    中华绒螯蟹 Ca2+暴露实验结果
 

不同浓度 Ca2+暴露对中华绒螯蟹 SERCA、
PMCA、RyR、NCX 和 MIH 表达的影响　　鳃组

织中，SERCA 基因在不同浓度 Ca2+处理 1 d后，

相对表达量无显著差异 (P>0.05)，处理 3、5和

7 d后，相对表达量显著上升 (P<0.05)，且 40、
160和 320 mg/L处理组之间无显著差异 (P>0.05)。
PMCA 基因在不同浓度 Ca2+处理 1 d后，相对表达

量无显著差异 (P>0.05)，处理 3、5和7 d后，相

对表达量显著上升 (P<0.05)，且 40、160和 320
mg/L处理组之间无显著差异 (P>0.05)。RyR 基因

在不同浓度 Ca2+处理 1 d后，相对表达量无显著差

异 (P>0.05)，处理 3、5和 7 d后，相对表达量显

著上升 (P<0.05)，且 40 mg/L处理组上升幅度低

于 160和 320 mg/L处理组 (P<0.05)。NCX基因在

不同浓度 Ca2+处理 1 d后，相对表达量无显著差

异 (P>0.05)，处理 3、5和 7 d后，相对表达量显

著上升 (P<0.05) (图 1)。
Y器官中，SERCA 基因在不同浓度 Ca2+处理

1 d后，相对表达量无显著差异 (P>0.05)，处理 3、
5和 7 d后，相对表达量显著上升 (P<0.05)，且 40
mg/L处理组上升幅度低于 160和 320 mg/L处理

组 (P<0.05)。PMCA 基因在不同浓度 Ca2+处理 1
d后，相对表达量无显著差异 (P>0.05)，处理 3、
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5和 7 d后，160和 320 mg/L处理组相对表达量显

著上升 (P<0.05)。RyR 基因在不同浓度 Ca2+处理 1
d后，相对表达量无显著差异 (P>0.05)，处理 3、
5和 7 d后，相对表达量显著上升 (P<0.05)，且

5 d与 7 d的 40 mg/L处理组上升幅度低于 160和

320 mg/L处理组 (P<0.05)。NCX 基因在不同浓度

Ca2+处理后，相对表达量显著上升 (P<0.05)，且 3
d与 7 d的 40  mg/L处理组上升幅度低于 160和

320 mg/L处理组 (P<0.05) (图 2)。
眼柄中 MIH 基因在不同浓度 Ca2+处理 1 d后，

相对表达量无显著差异 (P>0.05)，处理 3、5和

7 d后，160和 320 mg/L处理组相对表达量显著下

降 (P<0.05) (图 3)。 

血淋巴中 Ca2+与蜕皮激素水平的变化趋势

　　不同浓度 Ca2+处理 1、3、5和 7 d后，中华绒

螯蟹血淋巴 Ca2+浓度变化趋势如图 4所示。养殖

水体中加入 Ca2+后，血淋巴中 Ca2+浓度上升，并

与处理时间和 Ca2+浓度成正比。蜕皮激素浓度的

变化趋势如图 5所示，向养殖水体添加 Ca2+后，

血淋巴中蜕皮激素浓度上升，随处理时间增加而

升高。40 mg/L处理组上升幅度低于 160和 320
mg/L处理组 (P<0.05)，160和 320 mg/L处理组 1、
3、5与 7 d蜕皮激素水平均显著高于对照组，且

随着时间增加而升高。 

2.2    SERCA基因的 dsRNA干扰
 

SERCA 基因的 dsRNA干扰效率　　利用

qRT-PCR技术检测对照组Ⅰ、对照组Ⅱ与实验组

的 SERCA 基因的相对表达量。注射 24、48、72
和 96 h后，SERCA 基因的干扰效率分别为 65.67%、
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图 1    鳃组织中 SERCA (a)、PMCA (b)、RyR (c)和 NCX (d)基因的相对表达量

不同小写字母表示同一时间点不同处理组之间具有显著差异 (P<0.05)，不同大写字母表示同一处理组不同时间点之间具有显著差异

(P<0.05)，图 2~图 6同。

Fig. 1　Relative expression of SERCA (a), PMCA (b), RyR (c) and NCX (d) gene in the gills
Different lowercase letters indicated that there were significant differences (P<0.05) among different treatment groups at the same time point, while dif-
ferent uppercase letters indicated significant differences (P<0.05) between different time points in the same treatment group, the same as Fig.2-Fig.6.
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55.50%、32.10%和 15.43% (图 6)，说明 dsRNA可

有效降低 SERCA 基因的表达，可用于下一步实验。 

dsRNA干 扰 后 SERCA、 PMCA、 RyR 和

NCX 基因的表达　　利用 qRT-PCR技术检测了

SERCA 基因 dsRNA干扰 24 h后，对照组、实验

组Ⅰ和实验组Ⅱ Y器官中 SERCA、PMCA、RyR

和 NCX 基因的相对表达水平。SERCA基因有效敲

减后，RyR 基因相对表达量显著下降 (P<0.05)，
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图 2    Y器官中 SERCA (a)、PMCA (b)、RyR (c)和 NCX (d)基因的相对表达量

Fig. 2　Relative expression of SERCA (a), PMCA (b), RyR (c) and NCX (d) gene in the Y-organs
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Fig. 3　Relative expression of MIH gene in the eyestalks
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图 4    血淋巴中 Ca2+浓度变化

Fig. 4　Concentration of Ca2+ in the hemolymph
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PMCA 和 NCX 基因的相对表达量显著上升 (P<
0.05) (图 7)。且实验组Ⅰ与实验组Ⅱ的 SERCA 和

RyR 基因的相对表达量与对照组无显著差异

(P>0.05)，实验组Ⅱ的 PMCA 和 NCX 基因表达量

显著高于实验组Ⅰ(P<0.05)。 

dsRNA干扰后细胞内 Ca2+水平　　使用

Fluo-3 AM探针检测对照组、实验组Ⅰ和实验组

ⅡY器官细胞内 Ca2+水平。实验组Ⅰ与实验组Ⅱ

的 Ca2+水平显著高于对照组 (P<0.05)，且实验组

Ⅱ的 Ca2+水平高于实验组Ⅰ(P<0.05) (图 8)。 

长期干扰 SERCA 基因对蜕壳的影响　　最

后一只实验蟹完成蜕壳 4 d后进行实验数据统计。

结果显示对照组蜕壳间隔为 (22.31±2.17) d，实验

组Ⅰ和实验组Ⅱ蜕壳间隔分别为 (34.47±3.56) d和

(26.93±3.04) d (表 3)。三组相比，蜕壳间隔：实验

组 I>实验组Ⅱ>对照组，且差异显著 (P<0.05)；存

活率：对照组>实验组 I>实验组Ⅱ；增重率：对

照组>实验组Ⅱ>实验组 I，且差异显著 (P<0.05)。
 

3    讨论
 

3.1     不同浓度 Ca2+暴露对中华绒螯蟹蜕壳的

影响

甲壳动物在蜕皮周期中存在着复杂的 Ca2+吸
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图 5    血淋巴中蜕皮激素浓度变化

Fig. 5　Concentration of ecdysteriod in the hemolymph
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Fig. 6　RNAi efficiency of SERCA gene comparison
among different injection times
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图 7    SERCA基因干扰后 SERCA、PMCA、RyR和

NCX基因的相对表达量

不同小写字母表示相同基因不同处理组之间差异显著 (P<0.05)。

Fig. 7　Relative expression level of SERCA, PMCA, RyR
and NCX gene after knocking down SERCA gene

Different lowercase  letters  indicated  that  there  were  significant   differ-
ences (P<0.05) among different treatment groups of the same gene.

 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

C
a2

+
 荧
光
指
数

C
a2

+
 f

lu
o
re

sc
en

ce
 i

n
d
ex

1

c

32

处理组
treatment groups

b

a

 
图 8    细胞内 Ca2+荧光指数

1. 对照组，2. 实验组Ⅰ，3. 实验组Ⅱ；不同小写字母表示不同处

理组之间差异显著 (P<0.05)。

Fig. 8　Calcium fluorescence index in the cells
1. control  group,  2.  experimental  group  Ⅰ, 3.  experimental  group  Ⅱ;
different lowercase  letters  indicated  that  there  were  significant   differ-
ences among different treatment groups (P<0.05).
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收与分泌的调控机制。董双林等   [34] 在对日本沼

虾 (Macrobrachium nipponenses)的研究中发现，当

虾不能从饵料和自身外壳获得足够的 Ca2+时，水

环境中的 Ca2+浓度便对其生长产生重要的影响。

成永旭等[35] 的研究发现，盐度和钙离子浓度对中

华绒螯蟹大眼幼体的成活率和生长有重要影响。

王顺昌等 [36] 测定了中华绒螯蟹蜕壳过程中肌肉、

肝胰腺和甲壳中钙和磷含量的变动，发现其蜕壳

后 48~96 h，机体从水环境中由鳃摄入 Ca2+。也有

多项研究证明，Ca2+信号与甲壳动物蜕皮激素的

合成密切相关[16, 37-39]。因此，水环境中的 Ca2+浓度

对中华绒螯蟹的蜕壳和生长存在重要的作用。相

关研究结果表明 Ca2+信号参与促进蜕壳前期蜕皮

激素的生成，但这种 Ca2+信号的调控机制仍不清

晰 [29]。本研究向养殖水体中加入不同浓度的 Ca2+

后，Ca2+信号通路相关基因 SERCA、PMCA、RyR
和 NCX 及蜕壳相关基因 MIH 在不同组织中存在

不同的变化趋势，表示各基因在不同组织中存在

特异性调控，同时随着 Ca2+浓度的增加，实验组

血淋巴中 Ca2+浓度与蜕皮激素浓度均呈现上升趋

势，暗示水环境 Ca2+浓度增加可能与中华绒螯蟹

蜕壳的激活调控相关。

甲壳动物可以通过鳃来摄入环境水中的 Ca2+，
并通过上皮细胞与血淋巴的运输，完成 Ca2+的吸

收、储存与蜕皮后新壳的硬化。生产过程中，养

殖户也会往水体中添加钙制剂，来帮助养殖蟹完

成蜕壳。本研究中，不同浓度 Ca2+处理组的鳃组

织中 SERCA、PMCA、RyR 和 NCX 基因的相对表

达量上升，与血淋巴中 Ca2+浓度与蜕皮激素浓度

的上升趋势相似。结合 Ahearn等[16] 提出的甲壳动

物的钙转运上皮细胞的模型，推测环境水体中的

Ca2+浓度上升后，刺激中华绒螯蟹的鳃上皮细胞

基侧 Ca2+通道开放，将水环境中的 Ca2+扩散进入

基侧细胞质未搅动层 (unstirred layer，USL)，位于

基侧细胞极的 SERCA将 Ca2+转运到内质网，位于

顶侧细胞极的 RyR将 Ca2+扩散外流到另一侧 USL，
顶侧 NCX利用跨膜钠梯度将 Ca2+从顶侧 USL驱

动到血淋巴中，从而血淋巴中 Ca2+浓度上升。

已有研究表明，用 Ca2+载体 A23187孵育太

平洋黄道蟹 (Cancer antennarius)的 Y器官，能以

浓度依赖的方式刺激蜕皮激素的产生[40]。使用荧

光钙指示剂 (Fluo-4)测量蓝蟹 (C. sapidus)自然蜕

皮周期中 Y器官细胞中的 Ca2+浓度，结果表明蜕

皮间期钙荧光较低，蜕壳前期升高，蜕壳后期急

剧下降，并保持较低水平，且此变化模式类似于

血淋巴中蜕皮激素的变化模式[37]。一般认为 NCX
主要负责抑制细胞内 Ca2+的大幅增加，而 Ca2+泵
(SERCA与 PMCA)主要负责 Ca2+特异性的调控与

Ca2+信号的产生 [41]，胞内 Ca2+通道 RyR将胞内信

息以周期性的 Ca2+波动或振动编码，将所载信息

传递给相应的受体，从而介导 Ca2+信号的传递[42]。

在本研究中，随着暴露水体 Ca2+浓度的升高，血

淋巴中 Ca2+浓度升高，中华绒螯蟹 Y器官中

SERCA、PMCA、RyR 和 NCX 基因的相对表达量

上升，与此同时，蜕皮激素的浓度呈上升趋势。

推测处理组中血淋巴中 Ca2+浓度的增加促进了 Y
器官细胞内 Ca2+浓度的增加，Ca2+信号通路相关基

因 SERCA、PMCA 和 RyR 上调，促进了 Ca2+信号

的传递，引起 Y器官中蜕皮激素的生成，进而促

使处于蜕壳间期的中华绒螯蟹向蜕壳前期的转变。

Ca2+信号通路相关基因表达上调的另一个目的是

对抑制细胞内 Ca2+的大幅增加进行调控，以维持

细胞内的钙稳态，保证 Ca2+信号的完整性。

为了进一步了解 Ca2+信号与蜕皮激素合成的

调控机制，本研究还检测了眼柄组织中 MIH 基因

的表达趋势。甲壳动物蜕皮激素的合成主要受到

由眼柄中的 X-窦腺复合体合成的 MIH的抑制作

用。Mykles等[43] 提出的 MIH信号通路模型表明，

MIH与 Y器官中的 G蛋白偶联受体结合，腺苷酸

环化酶激活，在第二信使 cAMP和 cGMP介导下，

 

表 3    SERCA基因干扰后蜕壳情况统计

Tab. 3    Molting statistics after injecting dsRNA of SERCA

实验分组
groups

数量
number

存活率/%
mortality rate

蜕壳间隔/d
molt interval

增重率/%
weight gain rate

对照组　control group 30 46.67 22.31±2.17c 34.22±6.26a

实验组Ⅰ　experimental group Ⅰ 30 33.33 34.47±3.56a 23.05±5.26b

实验组Ⅱ　experimental group Ⅱ 30 23.33 26.93±3.04b 28.43±9.26ab

注：不同小写字母表示同一时间点不同处理组之间具有显著差异(P<0.05)。
Notes: Different lowercase letters indicate that there are significant differences among different treatment groups (P<0.05).
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cGMP依赖的蛋白激酶抑制蜕皮激素的生成。研

究发现，切除蓝蟹眼柄后 SERCA 基因相对表达量

上升[29]。结合本研究中 MIH 基因的下调与 Ca2+信
号通路相关基因的上调，和血淋巴中蜕皮激素浓

度的上升，推测 Ca2+信号参与了 MIH 基因的下调，

从而激活 Y器官中蜕皮激素的合成。

本研究中，水体不同浓度的 Ca2+对 Ca2+信号

相关基因的表达及血淋巴中 Ca2+浓度和蜕皮激素

水平的影响存在差异，且随着 Ca2+浓度升高，蜕

皮激素浓度显著增加，说明水体环境高浓度 Ca2+

可促进中华绒螯蟹的蜕壳。然而，已有研究表明，

中华绒螯蟹不是因为蜕壳而生长，而是因为生长

而蜕壳。加速蜕壳或频繁蜕壳并不能使中华绒螯

蟹快速生长，相反会导致其生长畸形，使其生长

缓慢或停止，导致其性早熟甚至死亡率上升[44-45]。

水环境中 Ca2+浓度过高使中华绒螯蟹过于频繁地

蜕壳，对养殖生产极为不利，因此生产实践中在

恰当的时机维持养殖水体适宜的 Ca2+浓度对中华

绒螯蟹健康养殖至关重要。 

3.2      SERCA基因对中华绒螯蟹蜕壳的调控

作用

SERCA通常通过将胞浆中的 Ca2+泵入内质网

来补充内质网 Ca2+，因此降低 SERCA活性将导致

两种不同的效应，即内质网中 Ca2+的耗竭和胞浆

中 Ca2+浓度的升高 [46]。本研究中，SERCA 基因干

扰后，Y器官中 PMCA 和 NCX 基因表达升高，

RyR 表达降低，且细胞内 Ca2+浓度升高。这与已

有的研究结果一致，如当使用 SERCA抑制剂

thapsigargin或 RNAi技术抑制 SERCA 基因的表达

时，细胞中基础 Ca2+浓度上升，而内质网中 Ca2+

储存的耗竭则会抑制 RyR活性 [47]。当 SERCA 被

thapsigargin抑制，且线粒体被抗霉素和寡霉素抑

制时，细胞胞浆 Ca2+浓度的降低几乎完全由

PMCA活性介导[48]。在 SERCA 沉默之后，通过钙

调神经磷酸酶的激活，NCX的转录水平增加 [47]。

推测中华绒螯蟹的 SERCA 基因被干扰后，胞浆

中 Ca2+浓度升高，内质网中 Ca2+浓度降低，从而

抑制了将 Ca2+由内质网转运至胞浆中的 RyR的活

性。而胞浆中 Ca2+浓度升高后，为了维持胞浆内

Ca2+处于较低的浓度，从而保证 Ca2+信号完整性和

防止细胞毒性，PMCA 和 NCX 转录水平增加，将

Ca2+由胞浆主动运输至细胞外。本研究结果表明，

养殖水体高浓度的 Ca2+可促进中华绒螯蟹从水环

境中吸收 Ca2+，使血淋巴中 Ca2+浓度上升，刺激

Y器官中 Ca2+信号的上调，表现为 SERCA、PMCA、
RyR 和 NCX 基因的上调。干扰 SERCA 基因，并

向养殖水体中加入高浓度 (320 mg/L)的 Ca2+后，

细胞内 Ca2+浓度高于仅干扰 SERCA 组，推测为了

维持胞浆内 Ca2+的低浓度，相对于仅干扰 SERCA
组，PMCA 与 NCX 的表达量增加，RyR 的表达量

受到抑制。表明 SERCA 在中华绒螯蟹维持细胞

内 Ca2+浓度和细胞内钙稳态中具有重要作用。

为了进一步探索 SERCA 基因在中华绒螯蟹的

蜕壳中的调节机制，实验连续注射 SERCA 基因

的 dsRNA，长期干扰 SERCA 的表达，并在此基础

上，向养殖水体加入高浓度 (320 mg/L) Ca2+。结

果显示，相对于对照组，长期干扰 SERCA 基因的

表达可延长中华绒螯蟹的蜕壳间隔，且存活率与

增重率降低。魏薇等[44] 的研究发现，水环境中高

浓度的 Ca2+可引起中华绒螯蟹 1龄幼蟹性早熟，

可能是蜕壳次数增加和蜕壳间隔降低导致，但同

时高浓度的 Ca2+ (201.6 mg/L)也降低了幼蟹的存活

率。因为 SERCA是 Ca2+信号传导的关键分子，不

仅参与了蜕壳的调控，在多种细胞功能中也存在

重要作用，因此干扰 SERCA 基因的表达可能引起

细胞内钙稳态失衡，对 Ca2+信号形成干扰，造成

对其他生理活动的不利影响，从而延长了中华绒

螯蟹的蜕壳周期，并降低存活率。干扰 SERCA 基

因的基础上，养殖水体中加入高浓度 (320 mg/L)
的 Ca2+后，相对于仅干扰 SERCA 组，蜕壳间隔与

存活率降低，增重率有所增加。养殖水体高浓度

的 Ca2+促使中华绒螯蟹从水环境中摄取更多的

Ca2+，促进了 Ca2+的跨细胞转运过程，本研究结果

表明高钙能够促进蜕壳，因而相对于仅干扰

SERCA 组缩短了蜕壳间隔。由于水体高浓度 Ca2+

导致细胞内 Ca2+浓度升高，高于仅干扰 SERCA 组，

因此推测高钙环境与干扰 SERCA 基因双重胁迫可

能加剧细胞内钙稳态失衡，致使中华绒螯蟹存活

率进一步降低。说明 SERCA 基因及水环境中 Ca2+

浓度在中华绒螯蟹蜕壳的调控中具有重要作用。 

4    结论

本研究结果显示，养殖水体高浓度的 Ca2+可
促进中华绒螯蟹鳃组织从水环境中吸收 Ca2+，使

血淋巴中 Ca2+浓度上升，刺激 Y器官中 Ca2+信号

的上调，表现为 SERCA、PMCA、RyR 和 NCX 上
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调。干扰 SERCA 基因，并向养殖水体中加入高浓

度 (320 mg/L)的 Ca2+后，细胞内 Ca2+浓度高于仅

干扰 SERCA 组，推测为了维持胞浆内 Ca2+的低浓

度，相对于仅干扰 SERCA 组，PMCA 与 NCX 的

活性增加， RyR 的活性受到抑制。长期干扰

SERCA 基因的表达可延长中华绒螯蟹的蜕壳间隔，

且降低增重率与存活率。在高钙环境下长期干扰

SERCA 基因，相对于仅干扰 SERCA 组，蜕壳间隔

缩短，但存活率降低。综上，SERCA 在维持细胞

内 Ca2+浓度和细胞内钙稳态中具有重要作用，进

一步影响到中华绒螯蟹的蜕壳调控。本实验结果

将为中华绒螯蟹蜕壳机制的进一步研究和基因遗

传改良的探索提供基础参考，并在开展科学养殖、

提高养殖效益的探索中提供理论支持。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Function of sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase in calcium regulation and
its effect on molting of Chinese mitten crab (Eriocheir sinensis)

YU Junjie 1,     LIANG Meng 1,     CHEN Xue 2,     DING Xiufang 1,    
ZHOU Lishui 1,     FENG Wenrong 1,2,     TANG Yongkai 1,2,3*

(1. Wuxi Fisheries College, Nanjing Agricultural University, Wuxi　214128, China;
2. Key Laboratory of Freshwater Fisheries and Germplasm Resources Utilization, Ministry of Agriculture and Rural Affairs,

Freshwater Fisheries Research Center, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi　214081, China;
3. National Demonstration Center for Experimental Fisheries Science Education,

Shanghai Ocean University, Shanghai　201306, China)

Abstract: The Chinese mitten crab (Eriocheir sinensis) is a vital freshwater economic crab in China. Its growth is
limited by exoskeleton.  In the process of  growth and development,  the exoskeleton must  be shed periodically in
order  to  complete  its  phased  growth.  A highly  complex  calcium regulation  mechanism is  needed  in  the  molting
cycle of E. sinensis. Sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ATPase SERCA (SERCA) transports Ca2+ from the cytosol
to the sarco/endoplasmic reticulum (SR/ER), where Ca2+ is mainly stored in cells. In order to improve the molecu-
lar mechanism of molting of E. sinensis, a series of functional analyses of the SERCA gene, the key factor of Ca2+
signal transduction, was carried out in this study. The experimental group prepared four kinds of culture water with
different Ca2+ concentrations by adding analytical pure CaCl2 (40 mg/L, 160 mg/L, 320 mg/L) to the fresh water,
and the control  group without CaCl2.  The relative expression of genes were tested using qRT-PCR method.  The
result showed that the relative expression of genes related to Ca2+ signal pathway SERCA, PMCA, RyR and NCX in
Y-organs  and gill  tissues  increased,  the  relative  expression  of MIH  in  eyestalks  decreased.  The  concentration  of
Ca2+ and ecdysone in hemolymph increased tested using ELISA method. The results showed that high concentra-
tion of Ca2+ could promote the absorption of Ca2+ from the water environment and transport across cells to hemo-
lymph through the joint regulation of SERCA, PMCA, RyR and NCX in the gills of E. sinensis, thus increasing the
concentration of  Ca2+  in  the  hemolymph.  In  Y-organs,  the  relative  expression of  genes  related to  the  Ca2+  signal
pathway was increased, and the Ca2+ signal was up-regulated, which was involved in the regulation of intracellular
calcium homeostasis. Meanwhile, the MIH gene was down-regulated in the eyestalks. This series of reactions pro-
moted the transformation of E. sinensis to the premolt stage, accompanied by an increase in the concentration of
ecdysone in hemolymph. After injecting the ds RNA of SERCA gene to E. sinensis for 24 h, 48 h, 72 h and 96 h,
the  knock  down  efficiency  of SERCA  gene  were  65.67  %,  55.5  %,  32.10  %  and  15.43  %,  respectively,  which
showed it could effectively knock down the expression of SERCA gene, meaning it can be used in the next experi-
ment.  After  knocked  down of SERCA  gene  by  RNAi  and  no  Ca2+ was  added  to  the  culture  water,  and  knocked
down SERCA gene in high calcium environment (320 mg/L of Ca2+ was added to the culture water),  the relative
expression of PMCA and NCX genes in Y-organs increased, while the relative expression of RyR gene decreased.
The concentration of intracellular Ca2+ was tested using Fluo-3 AM probe and it was increased. It suggested that
the SERCA gene played an important role in maintaining intracellular Ca2+ concentration and intracellular calcium
homeostasis  in E. sinensis.  Continuous knock down of SERCA gene expression could significantly prolong (P <
0.05) the molting interval and decrease the weight gain rate and survival rate of E. sinensis. SERCA is the critial
factor  of  Ca2+  signal  transduction,  which  not  only  participates  in  the  regulation  of  molting,  but  also  plays  an
important role in many cellular functions, knock down of SERCA gene expression may cause intracellular calcium
homeostasis imbalance, interfere with Ca2+ signal, and cause adverse effects on other physiological activities, thus
reducing the survival rate of E. sinensis.  Continuous knock down of the SERCA gene in a high calcium environ-
ment resulted in shorter molting interval but aggravated intracellular calcium disorder and decreased survival rate
compared with continuous knock down of the SERCA gene group. The results of this experiment will provide an
essential  reference  for  the  further  study  of  the  molting  mechanism  of E.  sinensis.  It  suggests  that SERCA  gene
plays an important role in molting of E. sinensis. The study will improve the molecular mechanism of molting of
E. sinensis, provide basic reference for further study of the molting mechanism and genetic improvement of E. sin-
ensis, and provide theoretical support in the exploration of scientific culture and improving culture efficiency.
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