
 

军曹鱼 NHE3和 NKAα1a基因克隆、表达模式及

相关 miRNA的靶向调控
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摘要：为了解军曹鱼 NHE3与 NKAα1a 的序列特征、盐度胁迫下的基因表达模式以及相关
miRNA的靶向调控作用，实验应用 cDNA末端快速扩增技术克隆了 NHE3与 NKAα1a 的全
长 cDNA序列；应用实时定量 PCR (qPCR)技术分析了 NHE3和 NKAα1a 的组织特异性和
盐度适应性表达模式；采用双荧光素酶报告实验检测了 NHE3和 NKAα1a 与相关 miRNA
的靶向调控关系。结果显示，军曹鱼 NHE3与 NKAα1a 基因的开放阅读框长度分别为 2 718
和 3 075 bp，分别编码 905和 1 024个氨基酸；NHE3、NKAα1a 在鳃、肠、心脏等 9种组
织中均有表达，其中以鳃组织中的表达丰度最高。随着盐度升高，NHE3在鳃中表达量下
降，低盐和高盐适应后均呈显著差异。NKAα1a 基因表达量随着盐度升高出现不同趋势，
在鳃和肠中受低盐和高盐影响后均显著上调，而高盐环境下其在体肾中的表达水平显著下
调。在不同盐度适应过程中，NHE3、NKAα1a 均以鳃组织中的表达水平最高。NHE3-pmir-
GLO-WT与 miR-1335-3p共转染时，较对照组相对荧光素酶活性下降，并存在极显著差异；
NKAα1a-pmirGLO-WT分别与 miR-1788-3p和 mimic NC (对照组)的共转染结果与上述结果
类似。研究表明，miR-1335-3p和 miR-1788-3p可分别与 NHE3和 NKAα1a 3′-UTR序列结
合，并下调其 mRNA表达水平。NHE3和 NKAα1a 在物种间高度保守；NHE3主要参与低
盐适应，而 NKAα1a 在低盐和高盐适应中均发挥作用；miR-1335-3p和 miR-1788-3p可分别
负向调控其靶基因 NHE3与 NKAα1a，从而参与军曹鱼渗透压调节。以上研究结果为进一
步研究军曹鱼 miRNA-mRNA渗透压调控网络提供了理论基础。
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作为环境非生物因子，盐度对硬骨鱼类

(Osteichthyes)的生长发育、繁殖、免疫应答等生

理活动都有重要影响[1-4]。广盐性硬骨鱼类能适应

较大范围的盐度变化，具备较大盐度适应范围，

但盐度的短期或长期变化仍会影响鱼类激素水平、

新陈代谢活动、离子通道调控和免疫反应等[1, 5-6]。

目前，环境胁迫对鱼类生理功能影响的研究较多

集中于高渗透胁迫上。研究表明，急性或慢性盐
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度变化可调控某些盐度相关基因的表达，并诱导

离子细胞的重塑和促进脂质代谢活动[2,5]。低渗胁

迫条件下的研究表明，硬骨鱼类主要通过激素、

离子通道、转运蛋白和信号蛋白来调节渗透压[7-8]。

广盐性硬骨鱼类能借由复杂的渗透压调节机

制来抵御盐度变化带来的负面影响，维持机体渗

透压稳态 [9]。近年来，在广盐性鱼类盐度胁迫研

究中，已相继报道了多种miRNA参与渗透压调节，

如 miR-429、miR-30c、miR-8和 miR-206等 [10-13]。

miRNA通过识别靶基因的 3′-UTR区并进行碱基

互补结合，对靶基因表达起到抑制作用或直接降

解，从而在动植物发育过程中参与转录水平和翻

译水平的基因表达调控[14]。单个 miRNA可同时调

控多个靶基因，或同一靶基因受多个miRNA调控，

且其表达模式在生物发育过程中表现出阶段性和

组织特异性 [15]。由此构成的复杂 mRNA-miRNA
调控网络可以实现对某个基因或蛋白的精准调控，

参与信号转导、生长发育、能量代谢、渗透调节

等生物学进程调节[1, 16-19]。

广盐性鱼类主要利用渗透压调节器官 (如鳃、

肠道、体肾等)通过离子转运、神经内分泌、能量

代谢等途径调控适应不同的盐度环境[20]。而在分

子水平上，已有多种基因被证实与渗透压调节相

关，包括离子转运基因钠钾泵 (sodium-potassium
pump，NKA)、Na+/K+/2Cl−共转运蛋白 1  (Na+/K+/
2Cl− cotransporter 1，NKCC1)、Na+/H+交换蛋白 3
(sodium/hydrogen  exchanger  3,  NHE3)、Na+/Cl− 辅
助转运蛋白 (Na+/Cl− cotransporters, NCC)和囊性纤

维化跨膜电导调节因子 (cystic fibrosis   transmem-
brane conductance regulator，CFTR)；内分泌激素

基因生长激素 (growth  hormone，GH)、皮质醇

(hydrocortisone，COR)、催乳素 (prolactin，PRL)、
胰岛素样生长因子 1(insulin-like growth factors -1，
IGF-1)[21]。作为鳃上主要的活性泵，NKA负责离

子转运，不仅对维持细胞内稳态很重要，而且为

多种渗透压调节上皮细胞内的离子转运系统提供

重要驱动力[22]。目前在硬骨鱼中已鉴定出 NKA具

有 2种异构体 (α亚基和 β亚基 )，前者包含 α1、
α2和 α3，后者分为 β1、β2、β3和 β4[22]。在鱼类

渗透调节器官中表达多种 NKAα异构体，其表达

水平受到盐度变化调控，表现为盐依赖性表达，

显示出 NKAα对离子细胞功能实现的重要性 [23-24]。

日本花鲈 (Lateolabrax japonicas)经过高盐驯化后，

2种 NKA亚型 (NKAα1a 和 NKAα3b)在鳃中高表

达，揭示了鳃 NKAα 亚型基因在盐度胁迫反应中

的重要性[25]。此外，NKAα 与 NKA酶活性强弱显

著正相关，说明鱼类 NKAα 可能是影响 NKA酶功

能强弱的重要构成之一[9]。

本实验基于前期高通量测序数据挖掘差异表

达 miRNA及其靶基因，选取 miRNA-mRNA靶基

因关系对中的 miR-1335-3p与 NHE3、miR-1788-
3p与 NKAα1a 进行靶基因全长 cDNA克隆和表达

模式分析，并通过双荧光素酶报告检验二者间的

调控关系，为进一步探究军曹鱼 (Rachycentron
canadum)盐度适应的渗透压调节机制提供参考。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

 　　实验对象　　实验用军曹鱼采自广东海洋大

学东海岛海洋生物研究基地。选择健康有活力、

体表无伤的幼鱼 [平均体长 (18.67±1.28) cm，平均

体重 (61.08±7.96)  g]。采样前暂养于室内 1.5  m3

水体的玻璃钢水槽，过滤海水盐度为 30 (自然海

水盐度)，水温 (27±2) °C。暂养 1周后，挑选健康

个体，采集鳃、肠道、体肾、肝脏、心脏、脑、

脾脏、胃和肌肉 9种组织，迅速置于液氮中速冻，

−80 °C冰箱保存。

 　　慢性盐度适应实验　　实验设置盐度为 10
(低盐组)、30 (对照组)和 35 (高盐组) 3个盐度梯

度。利用充分曝气的淡水和用海水晶调配的高盐

度海水将自然海水按照每天降低或升高 5的幅度

调至实验盐度。每个盐度组设置 3个重复，各放

置 10 尾军曹鱼。在实验盐度暂养 1周后，开始正

式实验；实验周期为 4周，期间不断充气，并每

日投喂  6 %体重的商业配合饲料 (粗蛋白含量

46%，粗脂质含量 8%) 2次，换水率 30 %。实验

结束后，采集鳃、肠道、体肾样品。

 1.2    主要试剂

293T细胞株 (苏州吉玛基因股份有限公司)、
琼脂糖 [生工生物工程 (上海 )股份有限公司 ]、
DMEM 培养基 (Gibco，美国 )、胎牛血清 (FBS)
(BI，以色列)、胶回收试剂盒 (北京全式金生物技

术有限公司 )、磷酸盐缓冲溶液 (PBS) (Life  Sci-
ence Products & Services，美国)、十二烷基硫酸钠

(SDS) (BBI，中国 )、Trypsin-EDTA Solution (Hyc-
lone，美国)。
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 1.3    实验方法

 　　总 RNA提取与 cDNA一链合成　　利用总

RNA提取试剂盒抽提鳃组织总 RNA；1.5%凝胶

电泳检测完整性，超微量核酸测定仪测定浓度。

cDNA一链合成参照 EasyScript First-Strand cDNA
Synthesis SuperMix说明书进行，合成产物保存于

−20 °C冰箱。

 　　军曹鱼 NHE3和 NKAα1a 的克隆　　基于前

期高通量测序数据，筛选出分别注释为 NHE3和

NKAα1a 的 unigene，经 BLAST比对确定为硬骨鱼

类 NHE3、NKAα1a 基因片段。根据 unigene序列

设计特异性引物，扩增保守区域进一步验证基

因正确性 (表 1)。PCR扩增程序为 95 °C预变性

5 min；95 °C变性 30 s，55 °C退火 30 s，72 °C延

伸 60 s，循环 35次；72 °C延伸 5 min。从 PCR产

物经电泳后，切胶纯化回收 NHE3、NKAα1a 目的

条带。连接 pMDTM 18-T载体，转化至 DH5α感受

态细胞后适温培养，挑选阳性单克隆菌落进行测

序。设计 3′和 5′末端扩增巢式引物，先分别以 3′-
F1和 Long primer、5′-R1和 Long primer配对扩增

获取第 1次产物，PCR扩增程序：95 °C预变性

5 min；95 °C变性 30 s，58 °C退火 30 s，72 °C延

伸 90 s，循环 35次；72 °C延伸 10 min。将第 1
轮 PCR产物稀释 2倍后作为模板进行第 2次扩增，

引物为 3′-F2和 Short primer、5′-R2和 Short primer。
PCR扩增程序为 95 °C预变性 5 min；95 °C变性

30 s，退火 30 s (根据引物相应 Tm 值设置退火温

度 )，72 °C延伸 60 s/30 s，循环 35次；72 °C延

伸 10 min。PCR产物经切胶回收、连接、转化后，

挑选阳性单菌落送生工生物工程 (上海) 股份有限

公司测序鉴定。

 　　生物信息学分析　　 NHE3、 NKAα1a 的

表 1    用于基因克隆和序列验证的 PCR引物

Tab. 1    Primers used for gene cloning and sequence verification

引物　　
primers　　

序列(5′-3′)　　
sequences (5′-3′)　　

用途
usage

NHE3-F1 CGCCCTGCTCATCTGCTT 中间片段克隆

NHE3-F2 ACGCTCCTCTTCGTCATTGTG cloning of intermediate fragment

NHE3-R1 CAGAΑTCACCTGATCTATGAΑCCCG 中间片段克隆

NHE3-R2 TGCTGTTTCCTGCCCTTG cloning of intermediate fragment

NKAα1-F1 TCTGGATGATGAGATGAΑAGACGCT 中间片段克隆

NKAα1-F2 ACAΑCTTTGCCTCCATCGTTACCG cloning of intermediate fragment

NKAα1-R1 TGATGAΑGAGGAGGAΑGGGTGAGAT 中间片段克隆

NKAα1-R2 GGAΑGGCACAGAΑCCACCAΑGATG cloning of intermediate fragment

3′- NHE3 F1 CCATTCTGGTGATGAΑGATTTTGAGT RACE PCR

3′- NHE3 F2 TCAGCACTCACTCCACCGACTCC RACE PCR

5′- NHE3 R1 GAΑGACTGTTGGGGTCAGTTTGAΑC RACE PCR

5′- NHE3 R2 AGGTAGGAGAGGTATCCCAΑGAC RACE PCR

3′- NKAα1 F1 TCAGACACACAGTGACAGTAGCC RACE PCR

3′- NKAα1 F2 CCACTAΑATCACCAΑCCACAΑCCTC RACE PCR

5′- NKAα1 R1 ACAΑCTTTGCCTCCATCGTTAC RACE PCR

5′- NKAα1 R2 CATATTGCCCAGGCATGGACGT RACE PCR

Long primer TAΑTACGACTCACTATAGGGCAΑGCAGTGGTATCAΑCGCAGAGT RACE PCR

Short primer CTAΑTACGACTCACTATAGGGC RACE PCR

qNHE3 -F GTAGCCGTCATCGCCGTGT qPCR

q NHE3 -R GCACCACTGTCACACCATCGT qPCR

q NKAα1 -F GCTGTCATCTTCCTCATCGGTATCA qPCR

q NKAα1 -R GTTCTTCACCAGGCAGTTCTTCTTG qPCR

β-actin-F AGGGAΑATTGTGCGTGAC 内参

β-actin-R AGGCAGCTCGTAGCTCTT internal primers
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cDNA全长序列由测序结果导入 DNAMAN软件拼

接后得到；完整的开放阅读框 (ORF)和氨基酸序

列经 ORF Finder 在线软件 (https://www.ncbi.nlm.ni-
h.gov/orffinder/)预测得到；利用 TMHMM Server2.0
在线软件  (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-
2.0/) 预测跨膜螺旋域；利用 signalP-5.0 在线软件

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)预 测 信 号

肽 ； 使 用 SMART在 线 软 件  (http://smart.embl-
heidelberg.de/)预测蛋白质结构和功能；从 NCBI
数据库中下载同源氨基酸序列，运行 ClustalX1.83
软件进行氨基酸序列多重比较和同源性分析；使

用MEGA-X软件以邻接法 (neighbor-joining method，
NJ)构建系统进化树。

 　　NHE3与 NKAα1a 基因的组织特异性和盐度

适应性表达模式分析　　根据基因 cDNA序列，

设计特异性引物 qNHE3-F、qNHE3-R、qNKAα1-F
和 qNKAα1-R (表 1)，内参选择军曹鱼 β-actin。上

机仪器为 Roche  light  CyclerTM  96，使用 SYBR®

Select Master Mix试剂盒检测 NHE3与 NKAα1a 在

不同组织中的表达丰度和盐度适应后在鳃、肠道、

体肾等渗透压相关组织器官中的表达丰度。PCR
扩增程序：95 °C预变性 10 min；95 °C变性 10 s，
60 °C退火 20 s，72 °C延伸 20 s，循环 40次。同

一盐度组取 3尾军曹鱼，重复 3次实时定量 PCR
(qPCR)，以减少误差。采用 2−ΔΔCt 方法计算 NHE3
和 NKAα1a 的 mRNA表达水平，使用 SPSS 22.0
软件对数据进行单因素方差分析和多重比较分析。

 　　细胞培养　　本研究借助 293T工具细胞进

行 miR-1335-3p与 NHE3、miR-1788-3p与 NKAα1a
靶向调控分析。基于含 10% FBS的 DMEM培养

基 (含 1.5 mg/L 谷氨酰胺、100 U/mL 青霉素、100
μg/mL 链霉素)将细胞培养于恒温培养箱；培养条

件为 37ºC 、5% CO2，传代周期 3 d，保留对数生

长期细胞。细胞传代以细胞生长状态为准，待细

胞数量达 80%以上即可传代。传代步骤：先以移

液枪弃去陈旧培养液，再以 PBS润洗并弃去润洗

液，重复 1次润洗后加入 1 mL 0.25%胰酶消化，

室温静置直至观察到细胞不贴壁，复加 1  mL
DMEM (含 10% FBS)停止消化并轻柔混匀。将细

胞悬液等量加入 12孔板 (提前加好 2 mL 10% FBS
的 DMEM)，添加量约 1×105 个，转移至培养箱中

37 ºC培养，24 h后可用于细胞转染 (密度约 80%)。
 　　野生型 (WT)与突变型 (MUT)的靶基因 3′-
UTR的设计与合成　　利用全基因合成得到靶基

因 3′-UTR，引物设计依据 Primer premier 5.0 软件，

添加 Sac  I和 Xho  I酶切位点及保护碱基 (表 2)。
合成步骤：①将合成的引物稀释为 50 μmol/L，吸

取等量体积混匀于 1.5 mL 离心管，获得 Oligo mix；
②第 1轮 PCR反应体系为 0.2 μg的 Pfu DNA poly-
merase、 0.6  μL的 dNTP、 1.2  μL的二甲基亚砜

(DMSO)、2 μL的 Oligo mix、3 μL的 10×Pfu Buf-
fer (+Mg2+)和 23 μL的 RNA-free water，反应程序

为 95 °C预变性 3 min；95 °C变性 22 s，58 °C退

火 22 s，72 °C延伸 40 s，循环 22次；72 °C延伸

5  min；③第 2轮 PCR反应体系为 0.3  μg的 Pfu
DNA polymerase、1 μL的第 1轮 PCR产物、1 μL
的 dNTP、1 μL的 NHE3/NKAα1a-WT/MUT-1、1 μL
的NHE3/NKAα1a-WT/MUT-6、2 μL的DMSO、5 μL
的 10×Pfu  Buffer  (+Mg2+)和 39  μL的 RNA-free
water，反应程序为95 °C预变性 3 min；95 °C变

性 22 s，58 °C退火 22 s，72 °C延伸 40 s，循环

32次；72 °C延伸 5 min；④参照胶回收试剂盒，

对 PCR产物进行切胶回收。

 　　靶基因 NHE3和 NKAα1a 的 3′-UTR WT和

MUT重组质粒的构建　　设计靶基因 NHE3与

NKAα1a 的 3 ′-UTR  WT和 MUT重组质粒序列，

其中包含有结合位点与 Sac Ⅰ、Xho I酶切位点

(表 3)。 将 靶 基 因 NHE3与 NKAα1a 的 3 ′-UTR
(WT/MUT)与GP-miRGLO载体进行 Sac Ⅰ和 Xho I
酶切，反应条件为 37 °C、2 h；体系为 10×Buffer
5 μL，Sac Ⅰ和 Xho Ⅰ各 1.5 μL，PCR产物或载

体 1 μg，RNA-free water补齐 50 μL。酶切产物需

再次胶回收；以 T4 DNA连接酶完成产物连接，

反应条件为 22 °C 2 h；体系：T4 buffer 2 μL，载

体  2  μL，插入基因片段  5  μL，T4 DNA连接酶

1  μL，RNA-free  water  10  μL；连接产物转化至

DH5α感受态细胞后，移至摇床 37 °C匀速 (250
r/min)摇晃复苏1 h，取 200 μL涂板 (Amp LB培养

基)倒置培养16 h，挑选阳性单克隆菌落扩培和测

序分析，多余菌液用甘油保存。甘油菌扩大培养，

采用质粒提取试剂盒 [DP104-02，天根生化科技

(北京)有限公司 ]获取重组质粒。

 　　细胞转染与双荧光素酶分析　　添加 GP-
transfect-Mate和重组质粒于 DMEM培养基中，按

照说明书配置转染液 mix，室温孵化 5 min，混合

全部试剂，重复室温静置 20 min。进行细胞转染，

37 °C培养箱中培养，6 h后更换新鲜培养基。

细胞转染 24 h后，PBS润洗 2次后弃去废液，
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表 2    用于靶基因 3′-UTR合成的引物

Tab. 2    Primers used for the 3′-UTR of targeted genes

引物
primers

序列(5′-3′)
sequences (5′-3′)

NHE3-WT-1

NHE3-WT-2

NHE3-WT-3

NHE3-WT-4

NHE3-WT-5

NHE3-WT-6

NHE3-MUT-1

NHE3-MUT-2

NHE3-MUT-3

NHE3-MUT-4

NHE3-MUT-5

NHE3-MUT-6

NKAα1a-WT-1

NKAα1a-WT-2

NKAα1a-WT-3

NKAα1a-WT-4

NKAα1a-WT-5

NKAα1a-WT-6

NKAα1a-MUT-1

NKAα1a-MUT-2

NKAα1a-MUT-3

NKAα1a-MUT-4

NKAα1a-MUT-5

NKAα1a-MUT-6

PMIRGLO-PC-F

PMIRGLO-PC-R

TCTAGTTGTTTAΑACGAGCTCCAGCATCC

AGCCAGGTAΑAGGGGAGATGAGGTGATAGGGTGAGGGCTGAGGGCAGGATGCTGGAGCTCGTTTA

ATCTCCCCTTTACCTGGCTGCAGAGACACAGGACCTAΑCCTCAGACTTTACACCTTCCGCTCCAΑ

GATTAΑACAGTCTCACAGAΑAΑGAΑAΑCACTCCCTAGTCAΑTATTTTGGAGCGGAΑGGTGTAΑAG

TTTTCTTTTCTGTGAGACTGTTTAΑTCTCAGTCTCGTTTTCAGACAΑAΑCATTCACAΑTCCCACA

CAGGTCGACTCTAGACTCGAGAGGAGCACAΑAGGTTGTGGGATTGTGAΑTGTTTTGT

TCTAGTTGTTTAΑACGAGCTCCAGCT

GGTAΑAGGGGAGATGAGGTGATAGGGTGAGCTGTCCCCGGACCTAGCTGGAGCTCGTTTAΑACAΑ

CACCTCATCTCCCCTTTACCTGGCTGCAGAGACACAGGACCTAΑCCTCAGACTTTACACCTTCCG

CAGTCTCACAGAΑAΑGAΑAΑCACTCCCTAGTCAΑTATTTTGGAGCGGAΑGGTGTAΑAGTCTGAGG

AGTGTTTTCTTTTCTGTGAGACTGTTTAΑTCTCAGTCTCGTTTTCAGACAΑAΑCATTCACAΑTCC

CAGGTCGACTCTAGACTCGAGAGGAGCACAΑAGGTTGTGGGATTGTGAΑTGTTTTGTCTGAΑAΑ

TCTAGTTGTTTAΑACGAGCTCGTC

ACAΑCGAΑACACTGACTGCTCCCTCCGTGAΑTGTGTCGTGTTGACGAGCTCGTTTAΑACAΑCTAG

AGCAGTCAGTGTTTCGTTGTTTTTTCTTGCCATGTTACATATCCTGACATAGTCAGACCCCAΑAΑ

AΑTGACAΑACATCAΑGATATTCTTAΑTTTATCCATGTTTTGTGTTTTTGGGGTCTGACTATGTCA

AΑATTAΑGAΑTATCTTGATGTTTGTCATTCACAΑTAΑAΑCATTTCTGTGCCATTGTAΑAΑCTCGA

CAGGTCGACTCTAGACTCGAGTTTTACAΑTGGCACAG

TCTAGTTGTTTAΑACGAGCTCGTC

TGTTCGAΑACACTGACTGCTCCCTCCGTGAΑTGTGTCGTGTTGACGAGCTCGTTTAΑACAΑCTAG

GAGCAGTCAGTGTTTCGAΑCAΑATTTCTTGCCATGTTACATATCCTGACATAGTCAGACCCCAΑA

ATGACAΑACATCAΑGATATTCTTAΑTTTATCCATGTTTTGTGTTTTTGGGGTCTGACTATGTCAG

GATAΑATTAΑGAΑTATCTTGATGTTTGTCATTCACAΑTAΑAΑCATTTCTGTGCCATTGTAΑAΑCT

CAGGTCGACTCTAGACTCGAGTTTTACAΑTGGCACAGAΑATGT

CGGGATCCCACCTCAGCCGAGCTGGGATCCCACCTCAGCCGC

TCGAGCGGCTGAGGTGGGATCCCAGCTCGGCTGAGGTGGGATCCCGAGCT

表 3    WT / MUT重组质粒载入序列

Tab. 3    Loading sequence for WT/MUT recombinant plasmid

引物
primers

序列(5′-3′)
sequences (5′-3′)

NHE3-pmirGLO-WT

NHE3-pmirGLO-MUT

NKAα1a-pmirGLO-WT

NKAα1a-pmirGLO-MUT

CAGCATCCTGCCCTCAGCCCTCACCCTATCACCTCATCTCCCCTTTACCTGGCTGCAGAGACACAGGAC

CTAΑCCTCAGACTTTACACCTTCCGCTCCAΑAΑTATTGACTAGGGAGTGTTTTCTTTTCTGTGAGACTGTT

TAΑTCTCAGTCTCGTTTTCAGACAΑAΑCATTCACAΑTCCCACAΑCCTTTGTGCTCCT

CAGCTAGGTCCGGGGACAGCTCACCCTATCACCTCATCTCCCCTTTACCTGGCTGCAGAGACACAGGA

CCTAΑCCTCAGACTTTACACCTTCCGCTCCAΑAΑTATTGACTAGGGAGTGTTTTCTTTTCTGTGAGACTG

TTTAΑTCTCAGTCTCGTTTTCAGACAΑAΑCATTCACAΑTCCCACAΑCCTTTGTGCTCCT

GTCAΑCACGACACATTCACGGAGGGAGCAGTCAGTGTTTCGTTGTTTTTTCTTGCCATGTTACATATC

CTGACATAGTCAGACCCCAΑAΑACACAΑAΑCATGGATAΑATTAΑGAΑTATCTTGATGTTTGTCATTCAC

AΑTAΑAΑCATTTCTGTGCCATTGTAΑAΑ

GTCAΑCACGACACATTCACGGAGGGAGCAGTCAGTGTTTCGAΑCAΑATTTCTTGCCATGTTACATATC

CTGACATAGTCAGACCCCAΑAΑACACAΑAΑCATGGATAΑATTAΑGAΑTATCTTGATGTTTGTCATTCAC

AΑTAΑAΑCATTTCTGTGCCATTGTAΑAΑ

注：下划线部分分别为miR-1335-3p、miR-1788-3p与靶基因WT、MUT质粒结合位点。
Notes: the horizontal lines are the binding sites of miR-1335-3p and miR-1788-3p to the target genes WT and MUT plasmids, respectively.
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再分别吸取 400 μL PLB裂解液至每个培养孔，室

温下裂解 15 min，裂解期间轻柔摇晃 12孔板，最

后收集裂解液至检测试管；分别吸取 20 μL 被动

裂解液 (Passive Lysis Buffer，PLB)和 100 μL 萤光

素酶检测试剂Ⅱ (Luciferase Assay Reagent Ⅱ, LAR
Ⅱ) 至 96孔白板，多功能酶标仪检测萤火虫荧光

素酶信号 (FL)；再添加 100 μL Stop & Glo，检测

海肾荧光素酶信号 (RL)。记录分析 FL、RL和

FL/RL (相对荧光素酶活性)。
本实验过程中操作人员严格遵守广东海洋大

学动物实验伦理审查委员会实验动物伦理规范，

并按照广东海洋大学动物实验伦理委员会制定的

规章制度执行。

 2    结果

 2.1    NHE3与 NKAα1a全长 cDNA序列的克隆

及分析

经 RACE克隆、序列拼接获得军曹鱼 NHE3、
NKAα1a 的 cDNA全长序列 (GenBank登录号分别

为MW800836和MW800837)。NHE3全长3 579 bp，
包括开放阅读框 2 718 bp、5′UTR 96 bp和 3′UTR
765  bp；编码 905个氨基酸。NKAα1a 基因全长

3 075 bp，包括开放阅读框 3 075 bp、5′UTR 260 bp
和 3′UTR 191 bp，编码 1 024个氨基酸。

跨 膜 螺 旋 域 预 测 结 果 表 明 ， NHE3、
NKAα1a 分别含有 12和 8个跨膜螺旋域。信号肽

预测发现，NHE3信号肽位于 1~21个氨基酸，剪

切位点为第 22~23个氨基酸； NKAα1a 未发现信

号肽序列。功能结构域预测结果显示，NHE3含

有 钠 质 子 交 换 蛋 白 结 构 域 (Na+/H+  exchanger
domain，NHE，406个氨基酸，aa)；NKAα1a 基因

阳离子转运 ATP酶 N端结构域 (cation transporter/
ATPase, N-terminus，CPA-N，43~177 aa)、水解酶

结构域 (hydrolase domain，669~730 aa)、阳离子转

运 ATP酶 C端结构域 (cation transporter/ATPase, C-
terminus，CPA-C，800~1 009 aa) (图 1，图 2)。

 2.2    NHE3与 NKAα1a氨基酸序列同源比较和

系统进化分析

BLAST同源性比对结果显示，军曹鱼 NHE3
与黄条鰤(Seriola lalandi)、䲟(Echeneis naucrates)、
鞍带石斑鱼  (Epinephelus lanceolatus)同源序列的

一致性最高，分别为 89.86%、89.35%和 89.07%，

而 与 花 鲈 (L.  maculatus)、 大 黄 鱼 (Larimichthys
crocea)、攀鲈 (Anabas  testudineus)、尼罗罗非鱼

(Oreochromis niloticus)同源序列的一致性分别为

88.97%、88.32%、85.99%和 82.04%。NKAα1a 与

卵形鲳鲹(Trachinotus ovatus)、花鲈、舌齿鲈 (Dicen-
trarchus  labrax)、黄鳝 (Monopterus  albus)序列的

一致性最高，分别为 92.40%、89.74%、89.66%
和 89.49%，而与大黄鱼、大刺鳅 (Mastacembelus
armatus)、莫桑比克罗非鱼 (O. mossambicus)、尼

罗罗非鱼的一致性分别为 89.37%、88.74%、88.58%
和 88.16%。

系统进化分析表明，军曹鱼 NHE3与䲟、黄

条鰤最为接近并聚为一支，邻近一支分别为鲈形

目 (Perciformes)的大黄鱼、鞍带石斑鱼和日本花

鲈。NKAα1a 先与大刺鳅、日本花鲈、舌齿鲈、

莫桑比克罗非鱼、大黄鱼等聚为一支，再与大西

洋鲑 (Salmo salar)、卵形鲳鲹、黄鳝、尼罗罗非鱼

等硬骨鱼类聚为一支。此外，与人 (Homo sapiens)、
小鼠 (Mus musculus)、绿头鸭 (Anas platyrhynchos)
和红原鸡 (Gallus gallus)等非鱼类物种聚为一支

(图 3)。

 2.3    NHE3与 NKAα1a基因的表达水平分析

qPCR检测结果显示，NHE3、NKAα1a 在军

曹鱼鳃、肠道、体肾、肝脏、心脏、脑、脾脏、

胃和肌肉这 9种组织中均有表达，且在鳃组织中

的表达丰度最高，体肾中的表达水平次之 (图 4)。
不同盐度条件下，NHE3在鳃中表达量随着

盐度升高而下降，低盐和高盐适应后均呈显著差

异 (P<0.05)；而在肠与体肾中变化趋势相反，低

盐 和 高 盐 适 应 后 分 别 出 现 显 著 上 调 或 下 调

(P<0.05)。NKAα1a 随着盐度升高呈现不同趋势，

与对照组相比，在鳃和肠中受低盐和高盐影响后

均显著上调，而在体肾中仅在高盐环境下出现显

著下调 (P<0.05)。在不同盐度适应过程中，NHE3
和 NKAα1a 均以鳃组织中的表达量最高 (图 5)。

 2.4      miR-1335-3p与 NHE3、 miR-1788-3p和

NKAα1a结合位点的预测

通过RNAhybrid进行靶基因 (NHE3和NKAα1a)
结合位点预测。发现最小折叠自由能 (MFE)分别

为−27.5和−17.9 kcal/mol，结合稳定性高，提示

NHE3和 NKAα1a 分别与miR-1335-3p和miR-1788-
3p存在潜在作用位点，属于潜在靶基因。

王忠良，等 水产学报, 2023, 47(5): 059103

https://www.china-fishery.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

6



1                                                                   ACCGCCCGACCTGGGTAC

19      CCCGAAGTTCTGGTTTTCTTAAACCCTTTAAAAACACTGGCGGAAAAGGGGGTTGAAATTTTTTTTTTTTTTTCTAAT

97 ATGGCATCGACTTGGCGACTTGCACTTTTTATGTCCATGTTGTTGATAGTGTCCAGAGGTCTGAGCCTGGACAGTGAG

1       M  A  S  T  W  R  L  A  L  F  M  S  M  L  L  I  V  S  R  G L S  L  D  S  E

175 GAGGAAGGCAGGGTGAGAAGGGATCATGGGGACACCTCAAGCTCACACTGGGTCACCGGGAACAGGATGGACACGGGC

27     E  E  G  R  V  R  R  D  H  G  D  T  S  S  S  H  W  V  T  G  N  R  M  D  T  G 

253 CATGACACGAGCAGTGACACTGGTCATGAGGACAGCAGTAATGGTGGCAGTGGACACGATGACAGCAGCCATGTTGAC

53       H  D  T  S  S  D  T  G  H  E  D  S  S  N  G  G  S  G  H  D  D  S  S  H  V  D 

331 AGTGGACATGACAGCAGTAATGGTGAGAGTGGACATGGTGATGGTGAACATGGAGGAGGACCCATCACTACCCTGCCC

79       S  G  H  D  S  S  N  G  E  S  G  H  G  D  G  E  H  G  G  G  P  I  T  T  L  P 

409 ATTGTGACCTGGAGGTGGTCCCATGTGTCCACGCCGTACCTGGTGGCCCTGTGGATCCTGGTCTGCTGGATCTGCAAA

105      I  V  T  W  R  W  S  H  V  S  T  P  Y L  V  A  L  W  I  L  V  C  W  I  C  K

487 CTCATCATCGAGGCGAACCACCATGTGACCAATGTGATCCCAGAGAGCGCCCTGCTCATCTGCTTTGGCTTCATCCTG

131     L  I I  E  A  N  H  H  V  T  N  V  I  P  E  S  A  L  L  I  C  F  G  F I  L

565 GGTGGGATAATTTGGGGTGCAGACAAGGTGCAGACGTTCAAACTGACCCCAACAGTCTTCTTCTTCTACCTGTTGCCT

157     G  G  I  I  W G  A  D  K  V  Q  T  F  K  L  T  P  T  V  F  F  F  Y  L  L  P

643 CAAGTCATCCTCGACGCGGGCTACTCCATGCCGAACAAGCTCTTCTTCAGCAACCTGGGGGGCATCCTGGTCTACGCC

183     Q  V  I  L  D  A  G Y  S  M  P  N  K  L  F  F  S  N  L  G  G  I  L  V  Y  A

721 ATCATCGGGACCTGCTGGAATGCCGCCAGCTTGGGGCTGTCTCTATGGGGGTGTCACAAAGGAGGAGCCATGGGTGAC

209     I  I  G  T  C  W  N  A  A  S  L G  L  S  L  W  G  C  H  K  G  G  A  M  G  D 

799 CTGGACATCGGCCTTCTGCAGTACCTTCTTTTCGGCAGTCTGATTGCGGCTGTGGACCCCGTAGCCGTCATCGCCGTG

235     L  D  I  G  L  L  Q  Y  L  L  F  G  S  L  I  A  A  V  D  P  V  A  V  I  A  V

877 TTTGAGCAAGTCCACGTCAATGAAGTCCTCTTCATCATGGTGTTTGGAGAGTCGCTGCTCAACGATGGTGTGACAGTG

261     F E  Q  V  H  V  N  E  V  L  F  I  M  V  F  G  E  S  L  L  N  D  G  V  T  V

955 GTGCTCTTCAATGTATTTGATGCATTTGTTTCACTGGGAGGATCCAAAATTAACGCTGTGGAGATCATTAAAGGAATA

287     V  L  F  N  V  F  D  A F  V S  L  G  G  S  K  I  N  A  V  E  I  I  K  G  I

1 033 ATTTCCTTCTTTGTGGTGGCGTTTGGAGGATCCCTCTTGGGCTTTGTGTTTGGCCTGCTGGTCTCTCTTCTGACCAGA

313     I  S  F  F  V  V  A  F  G  G  S  L  L  G  F  V  F  G  L  L  V S  L  L  T  R 

1 111 TGCACTAAAAACATCCAAATCATAGAGCCAGGCTTCATCTTTGTCTTGGGATACCTCTCCTACCTGACTGCTGAGATG

339     C  T  K  N  I  Q  I  I  E  P  G  F  I  F  V  L  G  Y  L  S  Y  L  T  A  E  M

1 189 CTCTCCCTGTCTGCCATCCTCTCGATCGTGTTCTGTGGTATTTGCTGCCAGAAATACATCAATGCAAACATGGACGAG

365     L  S  L  S  A I  L  S  I  V  F C  G  I  C  C  Q  K  Y  I  N  A  N  M  D  E 

1 267 AATTCGGTCAACACAGTCAGATATTTCATGAAGGTTCTCGCCAATGGATCAGAAACTATCATCTTTGTGTTCCTCGGC

391     N  S  V  N  T  V  R  Y  F  M  K  V  L  A  N  G  S  E  T  I  I  F  V  F  L  G

1 345 ATCTCGGCCATCGACAAGTCGATCTGGGTGTGGAACACAGGCTTCATCCTCCTCACGCTCCTCTTCGTCATTGTGTAC

417     I S  A  I  D  K  S  I  W  V  W  N  T  G  F  I  L  L  T  L  L  F  V  I  V  Y 

1 423 AGATGCATTGGTGTCTTTTTCCTCACCTGGATCCTGAACAAGTTCAGGCTGGTCCCGATCGGGTTCATAGATCAGGTG

443     R  C  I  G  V  F  F  L  T  W I  L  N  K  F  R  L  V  P  I  G  F  I  D  Q  V 

1 501 ATTCTGAGCTATGGTGGCCTACGAGGGGCTGTTGCCTATGGCCTGGCTGTGATGTTGGATGAGAACAAGATAAAGGAG

469     I  L  S  Y  G  G  L  R  G  A  V  A  Y  G  L  A V  M  L  D  E  N  K  I  K  E 

1 579 AAGAATCTGATGGTCAGCACCACTCTCATCGTCGTATACTTCACTGTCATTTTTCAGGGAATAACCATGAAACCTCTG

495     K  N L  M  V  S  T  T  L  I  V  V  Y  F  T  V  I  F  Q  G  I  T M  K  P  L 

1 657 GTCACGTGGCTTAAAGTAAAGAGAGCTGCAATGTCTGAGCTCACGCTCATAGAAAAAGTGCAGAACAAGGTGTTTGAT

521     V  T  W L  K  V  K  R  A  A  M  S  E  L  T  L  I  E  K  V  Q  N  K  V  F  D 

1 735 CACATGCTTGTTGCCATAGAAGACATATCTGGACAAATAGGACATAACTACATGAGGGACAAGTGGAATAACTTTGAG

547      H  M  L  V  A  I  E  D  I  S  G  Q  I  G  H  N  Y  M  R  D  K W  N  N  F  E 

1 813 GAGAAGTGGATGTCGAGGGTTTTGATGAAACCGTCTGCAAGGAAGAACCGTGACTACGTCTTCAACGTCTTCCATCAA

573      E  K  W  M  S  R  V  L  M  K  P  S  A  R  K  N  R  D  Y  V  F  N  V  F  H  Q 

1 891 CTGAACCTCAAAGACGCCATGAGCTACGTGGCTGAGGGCGAACGCAGAGGCTCGCTGGAGTTTATCCGTAACGACAAC

599      L  N  L  K  D  A  M  S  Y  V  A  E  G  E  R  R  G  S  L  E  F  I  R  N  D  N 

1 969 GCATTTGTTGACTTCAAGAAAAAGTTTGGGGACGAATTCTCAGAGGTTATGCCTGACATCATGGCGGACATGTCAGAC

625      A  F  V  D  F  K  K  K  F  G  D  E  F  S  E  V  M  P  D  I  M  A  D  M  S  D 

2 047 GATCATGGTGCAATGTCTGTTATGAGAAGAGACCCTGTGCCATCAGTGAGCTTGGAGATGCACGAGCAGACCACGAAT

651      D  H  G  A  M  S  V  M  R  R  D  P  V  P  S  V  S  L  E  M  H  E  Q  T  T  N 

2 125 GTAATGAGAGGAGCTGAGGAGATCAACTCTCACCACCTGCTGCAACAGCATCTGTACAAGGGCAGGAAACAGCACCGG

677      V  M  R  G  A  E  E  I  N  S  H  H  L  L  Q  Q  H  L  Y  K  G  R  K  Q  H  R 

2 203 CACAGGTACAGCCGGAGCCATTTTGACGTCAACAAAGATGAAAATGAGGTGCAGGAGATCTTCCAGAGGACCATGAGG

703      H  R  Y  S  R  S  H  F  D  V  N  K  D  E  N  E  V  Q  E  I  F  Q  R  T  M  R 

2 281 AGTCGTTTGGAGTCCTTTAAATCTGCAAAGATGGGCGTTGCCCCGCCAAAGACGATTTCCAAGCACACAAAGAAAGAT

729      S  R  L  E  S  F  K  S  A  K  M  G  V  A  P  P  K  T  I  S  K  H  T  K  K  D 

2 359 CAGCACCATAAGATGTCAAATGGAAAATCGCTGGACAAAAGTAAAAGCTACCATTCTGGTGATGAAGATTTTGAGTTC

755      Q  H  H  K  M  S  N  G  K  S  L  D  K  S  K  S  Y  H  S  G  D E  D  F  E  F 

2 437 TCAGAGGGAGACAGTGCCTCTGGCTATGATGCATCAGGCAGTTCATTCCCCATGAGGGTCACCTACAGAGCAGGAGCT

781      S  E  G  D  S  A  S  G  Y  D  A  S  G  S  S  F  P  M  R  V  T  Y  R  A  G  A 

2 515 GGAATTGAGAACCCAGCCTTCATGGCGGACATGGACCCCACGGACCCGATGCAGATCCCTCCGTGGCTCGCAGAGGCC

807      G  I  E  N  P  A  F  M  A  D  M  D  P  T  D  P  M  Q  I  P  P  W  L  A  E  A 

2 593 GAGCTTGACAGCAGCATGGTCGCTCCTTCACAGCGAGCCCAGGTGAGGCTGCCGTTGACGCCCAGCAACCTGCGGCGC

833      E  L  D  S  S  M  V  A  P  S  Q  R  A  Q  V  R  L  P L  T  P  S  N  L  R  R 

2 671 CTGGCTCCGCTTCGCATCAGCACTCACTCCACCGACTCCTTCATGCTGGCCGACACTCCTGCCGCGCAGCAGAGGGAC

859      L  A  P  L  R  I  S  T  H  S  T  D  S  F  M  L  A  D  T  P  A  A  Q  Q  R  D 

2 749 GGTGACGATCTCCCGCCACCTCCACCTCCACCTCCTCCTCCCCAGAGAGACGACGACCACATGTAG

885      G  D  D  L  P  P  P  P  P  P  P  P  P  P  Q  R  D  D  D  H  M  *       

2 815 CAGCATCCTGCCCTCAGCCCTCACCCTATCACCTCATCTCCCCTTTACCTGGCTGCAGAGACACAGGACCTAACCTCA

2 893 GACTTTACACCTTCCGCTCAAAATATTGACTAGGGAGTGTTTTCTTTTCTGTGAGACTGTTTAATCTCAGTCTCGTTT

2 971 TCAGACAAAACATTCACAATCCCACAACCTTTGTGCTCCTCAATGAGCTTCTTCTGCTGCTCTAACGTCACCCTGCAG

3 049 GTACCCACTCAGATCCTGTCTGCACAGTGGCATGTTATTTACCAGCACCTGTTGAACATTATCTTATTTCTTCCTCTG

3 127 GTTCACCTAACCATTGTAAATCAGTCCTTAAGCACCTCATTCCTGAATGTAATGCAAAAACCTTTTTCAAGCACTGCA

3 205 GATATTTATAGATTGTTTATAAAGATAATTAAAGAGTGATATGAAATCAATTCCAAAGCTATAATCTGAATTTCTCTT

3 283 TGTGTGTTTTCTCACATCTCAGAAAAAGTACTTGAGGTTCAATGTTAAACTTGAAGAATTAAAGCCGTGTAAAAATGT

3 361 GACTTGTATGATAACGAAATTATATTTATTCACAAATGAAGTTTGTAATGAATGGTGGTGTCGACCATCTCAAATCTG

3 439 TGCACCTGCCAGCTGTTACACTTTATGTACCTCCAACAAAGAACCCTTCGACTGACTGGGCATTGTTTTCAACTGTAT

3 517 GCATTTTAAAATGTGAATTTAGAAATAAAAATAAAGAAAATGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

(a)

(b) 
图 1    军曹鱼 NHE3基因 cDNA序列及其氨基酸序列

. 信号肽； . 跨膜螺旋域； .起始密码子； .终止密码子；灰色表示钠质子交换蛋白结构域 NHE，下同。

Fig. 1    Full-length cDNA sequence and amino acid sequences of NHE3 gene in R. canadum
. signal peptide;  . transmembrane helix domain;  . initiation codon;  . termination codon; the grey part indicates sodium proton exchange

protein domain NHE, the same below.
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1 GAGTTTCACCTCCCCTCTGTCCCCCC

27 CCCCCCCTCTCCTAAACTCCTCCTTAAGGCAGGTGAGCCAGTTGTGGGTATATAGGTATGGTAACGTGAAGCAACCTA

105 TCTTCTCTGCTCTGGGGAGTGCGGAAGACAGGACGCAACAGGGCTGAGACAGAGAGAGTGTGTGTGAGAGAGAGAGTG

183 AGAGAGAGAGAGGCGGGGTAGGAAAGTTACAATTTAAAAAGACAATTGGATTGACTGCTCAGACTTGTTGTTGCAACC

261 ATGGGAAGAGGAGAAGGACGTGAGCAGTATGAGCTGGCTGCGACCTCGGAGCAGGGCGGCAAGAAGAAGGGGAAGGGG

1     M  G  R  G  E  G  R  E  Q  Y  E  L  A  A  T  S  E  Q  G  G  K  K  K  G  K  G 

339 AAGAAGAAAGAAAAGGATATGGACGAGCTGAAGAAGGAAGTGGATATGGATGATCACAAGCTGACCCTGGATGAGCTC

27       K  K  K  E  K  D  M  D  E  L  K  K  E  V  D  M D  D  H  K  L  T  L  D  E  L 

417 AATCGCAAATATGGAACAGACCTTAGCAACGGTTTGACTAGTGCAAAGGCTGCTGAGATTCTGGCCCGTGATGGGCCC

53      N  R  K  Y  G  T  D  L  S  N  G  L  T  S  A  K  A  A  E  I  L  A  R  D  G  P 

495 AACGCCCTCACTCCTCCTCCCACCACCCCAGAGTGGGTCAAGTTCTGCAAACAGATGTTTGGCGGTTTCTCCATGCTT

79      N  A  L  T  P  P  P  T  T  P  E  W  V  K  F  C  K  Q  M  F  G  G  F  S  M  L

573 CTGTGGACTGGTGCCATCCTCTGTTTCCTGGCCTACGGTATCCAGGCTGCAATGGAGGATGAGCCCGCAAATGACAAT

105     L  W  T  G  A  I  L  C  F  L  A  Y  G I  Q  A  A M  E  D  E  P  A  N  D  N 

651 TTGTACTTGGGTGTCGTGCTTTCTGCTGTCGTCATCATCACTGGTTGCTTCTCCTACTACCAAGAGGCCAAGAGCTCC

131     L  Y  L  G  V  V  L  S  A  V  V  I  I  T  G  C  F  S  Y  Y Q  E  A  K  S  S 

729 AAAATCATGGATTCCTTCAAGAACCTGGTTCCACAGCAAGCCCTGGTCGTCCGTGATGGTGAGAAGAAGAGCATCAAC

157      K  I  M  D  S  F  K  N  L  V  P  Q  Q  A  L  V  V  R  D  G  E  K  K  S  I  N 

807 GCTGAGGAGGTTGTGGTTGGTGATTTAGTGGAGGTGAAAGGTGGAGACAGGATCCCTGCTGATCTGCGAATTATCTCT

183      A  E  E  V  V  V  G  D  L  V  E  V  K  G  G  D  R  I  P  A  D  L  R  I  I  S 

885 GCCCATGGCTGCAAGGTGGACAACTCCTCTCTGACCGGCGAATCAGAGCCTCAGACCCGTACCCCCGACTTCTCCAAT

209      A  H  G  C  K  V  D  N  S  S  L  T  G  E  S  E  P  Q  T  R  T  P  D  F  S  N 

963 GAGAACCCACTGGAGACCAGGAACATTGCTTTCTTCTCCACCAACTGTGTTGAAGGAACCGCTCGTGGTATCGTGATC

235      E  N  P  L  E  T  R  N  I  A  F  F  S  T  N  C  V  E  G  T  A  R  G  I  V I 

1 041 AGCACCGGAGATCGCACTGTTATGGGTCGTATTGCTACGTTGGCCTCCGGACTTGAAGTTGGACGCACTCCTATCTCC

261      S  T  G  D  R  T  V  M  G  R  I  A  T  L  A  S  G  L  E  V  G  R  T  P  I  S 

1 119 ATTGAGATTGAGCACTTCATCCACATTATCACTGGCGTGGCCGTCTTCCTTGGCGTGTCCTTCTTCATCCTCTCACTC

287      I  E  I  E  H  F  I  H  I  I  T  G  V  A  V  F  L  G  V  S  F  F  I  L  S  L 

1 197 ATCCTCGGATACACCTGGCTGGAGGCTGTCATCTTCCTCATTGGCATCATTGTCGCCAACGTGCCAGAAGGTCTCCTG

313     I L  G  Y  T  W  L  E  A  V  I  F  L  I  G  I  I  V  A  N  V  P  E  G  L  L 

1 275 GCTACTGTCACTGTGTGTCTGACTCTGACTGCTAAGCGTATGGCCAAGAAGAACTGCCTGGTGAAGAACCTGGAAGCT

339      A  T  V  T  V  C  L T  L  T  A  K  R  M  A  K  K  N  C  L  V  K  N  L  E  A 

1 353 GTCGAGACCCTGGGCTCCACCTCCACCATCTGCTCAGACAAGACCGGCACCCTGACCCAGAACAGGATGACTGTGGCC

365      V  E  T  L  G  S  T  S  T  I  C  S  D  K  T  G  T  L  T  Q  N  R  M  T  V  A 

1 431 CACATGTGGTTTGACAACCAGATCCACGAGGCTGACACCACCGAGAACCAGAGCGGAGCCTCCTTTGACAGGAGCTCA

391      H  M  W  F  D  N  Q  I  H  E  A  D  T  T  E  N  Q  S G  A  S  F  D  R  S  S 

1 509 CCCACCTGGGCTGCCCTGGCCAGAATTGCTGGACTTTGCAACCGCGCTGTCTTCCTGGCTGAGCAGGGCAATGTTCCC

417      P  T  W  A  A  L  A  R  I  A  G  L  C  N  R  A  V  F  L  A  E  Q  G  N  V  P 

1 587 ATCCTGAAGAGAGATGTAGCTGGTGACGCCTCAGAAGCTGCCTTGCTGAAGTGTATTGAGCTGTGCTGTGGCTCTGTA

443      I  L  K  R  D  V  A  G  D  A  S  E  A  A  L  L  K  C  I  E  L  C  C  G  S  V 

1 665 GGTGGCATGAGAGACAAGTACCCCAAGAATGCTGAGATCCCCTTCAACTCCACCAACAAATACCAGCTTTCCATCCAC

469      G  G  M  R  D  K  Y  P  K  N  A  E  I  P  F N  S  T  N  K  Y  Q  L  S  I  H 

1 743 AAAAACTTCACTCCCGGAGAGTCCAAACACCTGCTGGTGATGAAAGGTGCTCCAGAGAGGATTTTGGACCGCTGCTCC

495      K  N  F  T  P  G  E  S  K  H  L  L  V  M  K  G  A  P  E  R  I  L  D  R  C  S 

1 821 ACCATCATGATCCAGGGCAAAGAGCAGCCTCTGGATGATGAGATGAAAGACGCTTTCCAGAACGCCTACGTTGAGTTG

521      T  I  M  I  Q  G  K  E  Q  P  L  D  D  E  M  K  D  A  F  Q  N  A  Y  V  E  L 

1 899 GGAGGACTTGGAGAGAGAGTACTGGGTTTCTGCCATTTCCACCTGTCTGACGATCAGTTTCCAGAGGGCTTTGCTTTT

547      G  G  L  G  E  R  V  L  G  F  C  H  F  H  L  S  D  D  Q  F  P  E  G  F  A  F 

1 977 GACACTGAGGAGGTGAACTTCCCCACTGAGAACCTGTGCTTCATTGGCCTCATGTCCATGATTGACCCTCCTCGTGCT

573      D  T  E  E  V  N  F  P  T  E  N  L  C  F  I  G  L  M  S  M  I  D  P  P  R  A 

2 055 GCTGTGCCCGATGCTGTCGGCAAATGCAGGAGCGCTGGAATCAAGGTTATCATGGTCACTGGTGACCATCCAATCACA

599      A  V  P  D  A  V  G  K  C  R  S  A  G  I  K  V  I  M  V  T  G  D  H  P  I  T 

2 133 GCTAAGGCCATTGCTAAGGGTGTGGGCATCATCTCTGAAGGCAACGAGACTGTTGAGGACATCGCTGCCCGCTTGAAT

625      A  K  A  I  A  K  G  V  G  I  I  S  E  G  N  E  T  V  E  D  I  A  A  R  L  N 

2 211 GTTCCAGTTTCAGAGGTCAACCCCAGGGACGCCAAGGCCTGCGTTGTACATGGTGGCGAGCTGAAAGACATGACCTCA

651      V  P  V  S  E  V  N  P  R  D  A  K  A  C  V  V  H  G  G  E  L  K  D  M  T  S 

2 289 GAGCAACTCGACGATGTGCTGAAACACCACACTGAAATTGTCTTTGCCAGAACATCTCCTCAGCAGAAACTGATTATT

677      E  Q  L  D  D  V  L  K  H  H  T  E  I  V  F  A  R  T  S  P  Q  Q  K L I I

2 367 GTGGAGGGTTGCCAGAGACAGGGTGCCATTGTGGCTGTGACAGGTGATGGTGTGAATGACTCTCCTGCTTTGAAGAAG

703      V E G C Q R Q G A I V A V T G D G V N D S P A L K K

2 445 GCCGACATTGGTGTCGCCATGGGTATTGCTGGATCTGATGTCTCTAAGCAGGCTGCTGACATGATCCTGCTGGACGAC

729      A D I  G  V  A  M  G  I  A  G  S  D  V  S  K  Q  A  A  D  M I  L  L  D  D 

2 523 AACTTTGCCTCCATCGTTACCGGCGTGGAAGAAGGTCGTCTGATCTTTGACAACTTGAAGAAGTCCATCGCTTACACT

755      N  F  A  S  I  V  T  G  V  E  E  G  R  L  I  F  D  N  L  K  K  S  I  A  Y  T 

2 601 CTGACCAGTAACATCCCTGAGATCTCACCCTTCCTCCTCTTCATCATCGCCAACATCCCTCTGCCCCTGGGAACCGTC

781      L  T  S  N  I  P  E  I  S  P  F  L  L  F  I  I  A  N I  P  L  P  L  G  T  V ． ． ． ． ． ． ． ．
2 679 ACCATCCTCTGTATCGACCTGGGAACTGACATGGTCCCTGCCATCTCCCTGGCTTATGAAGCAGCTGAGAGCGACATC

807     T  I  L  C  I  D  L  G  T  D  M  V  P  A  I  S  L  A． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． Y  E  A  A  E  S  D  I ． ． ． ． ． ． ． ．
2 757 ATGAAGAGGCAGCCCAGAAACCCCAAAACAGACAAACTGGTGAACGAGAGGCTCATCAGCATAGCCTACGGACAGATC

833     M  K  R  Q  P  R  N  P  K  T  D  K  L  V  N  E  R  L  ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． I  S  I  A  Y  G  Q  I． ． ． ． ． ． ． ．
2 835 GGTATGATGCAGGCCACAGCTGGGTTCTTCACATACTTTGTGATCCTGGCGGAAAATGGCTTCCTCCCCATGGACCTG

859     G  M  M  Q  A  T  A  G  F  F  T  Y  F  V  I ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． L  A  E  N  G  F  L  P  M  D  L ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ．
2 913 CTGGGGCTCAGAGTCTACTGGGATGACAAATACGTCAATGACCTAGAAGACAGCTACGGACAGCAGTGGACATATGAG

885     L  G  L  R  V  Y  W  D  D  K  Y  V  N  D  L  E  D  S  Y  G  Q  Q  W  T  Y  E ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ．
2 991 CGGAGAAAGATCGTAGAGTTCACCTGCCACACAGCTTTCTTCGCCAGTATTGTGATCGTCCAGTGGGCCGATCTGATC

911     R  R  K  ． ． ． I  V  E  F  T  C  H  T  A  F  F  A  S  I  V  I  V  Q  W  A ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． D  ． L  I ． ．
3 069 ATCTGTAAGACCAGGAGGAACTCCATCATTCAGCAAGGAATGAAGAACCGCATTCTCATCTTTGGTCTATTTGAGGAG

937     I  C  K  T  R  R  N  S  I  I  Q  Q  G  M  K  N  R ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． I  L  I  F  G  L  F  E  E． ． ． ． ． ． ． ． ．
3 147 ACGGCTCTGGCTGCTTTCCTGTCATATTGCCCAGGCATGGACGTTGCCCTCAGAATGTACCCCCTCAAGCCATCTTGG

963     T  A  L  A  A  F  L  S  Y  C ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． P  G  M  D  V  A  L  R  M  Y  P  L  K ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． P  S  W ． ． ．
3 225 TGGTTCTGTGCCTTCCCCTACTCCCTCCTCATCTTCCTGTACGATGAAGCCAGAAGATATATCCTCAGACGCAACCCA

989    W  F  C  A  F  P  Y  S  L  L  I  F  L  Y ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． D  E  A  R  R  Y  I  L． ． ． ． ． ． ． ． R  R  N  P 

3 303 GGCGGTTGGGTTGAACAGGAAACATACTACTGA

1 015     G  G  W  V  E  Q  E  T  Y  Y  *   

3 336 GTCAACACGACACATTCACGGAGGGAGCAGTCAGTGTTTCGTTGTTTTTTCTTGCCATGTTACATATCCTGACATAGT

3 414 CAGACCCCAAAAACACAAAACATGGATAAATTAAGAATATCTTGATGTTTGTCATTCACAATAAAACATTTCTGTGCC

3 492 ATTGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

(a)

(b) 
图 2    军曹鱼 NKAα1a基因 cDNA序列及其氨基酸序列

.阳离子转运 ATP酶 N端结构域；长方框.水解酶结构域； .阳离子转运 ATP酶 C端结构域。

Fig. 2    The full-length cDNA sequence and amino acid sequences of NKAα1a gene in R. canadum
. N-terminal domain of cation transporting ATPase; long rectangular box. hydrolase domain;  . C-terminal domain of cation transporting ATPase.

王忠良，等 水产学报, 2023, 47(5): 059103

https://www.china-fishery.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

8



 2.5    靶基因验证

重组质粒经测序鉴定后，开展靶基因验证实

验。双荧光素酶检测显示，NHE3-pmirGLO-WT
分别与 miR-1335-3p和 mimic NC共转染时，前者

相对荧光素酶活性与 mimic NC (转染对照组)存在

极显著差异，呈下降趋势 (P<0.001)。此外，结合

位 点 突 变 的 NHE3-pmirGLO-MUT分 别 与 miR-
1335-3p和 mimic NC共转染时，前者相对荧光素

酶活性比后者略微下降，无显著差异。NKAα1a-
pmirGLO-WT和 NKAα1a-pmirGLO-MUT与 miR-
1788-3p和 mimic NC的转染结果与上述结果类似，

同样为 WT被抑制，而 MUT无影响 (图 6)。以上

结果表明，miR-1335-3p和miR-1788-3p可与 NHE3
和 NKAα1a 3′-UTR序列结合，下调其 mRNA表达

水平。

XP 010740588.2 大黄鱼 L. crocea

XP 033493573.1 鞍带石斑鱼 E. lanceolatus

AXV43379.1 花鲈 L. maculatus

XP 023270318.1 黄条    S. lalandi 

军曹鱼 R. canadum

XP 029369787.1    E. naucrates

AMA22612.1 攀鲈 A. testudineus

XP 026156935.1 大刺鳅 M. armatus

BAF80347.1 莫桑比克罗非鱼 O. mossambicus

NP 001124467.1 虹鳟 Oncorhynchus mykiss

XP 018123155.1 非洲爪蟾 Xenopus laevis

NP 004165.2 人 H. sapiens

NP 001074529.1 小鼠 M. musculus

XP 004935132.1 红原鸡 G. gallus

XP 005017416.4 绿头鸭 A. platyrhynchos100

100

88

100

98

99

99

98

100

88

78

98

0.050

军曹鱼 R. canadum

AAD11455.2 莫桑比克罗非鱼 O. mossambicus

XP 026157943.1 大刺鳅 M. armatus

AZT78968.1 花鲈 L. maculatus

AKQ12834.1 舌齿鲈 D. labrax

XP 019128761.2 大黄鱼 L. crocea

XP 014006214.1 大西洋鲑 S. salar
QBE90284.1 卵形鲳鲹 T. ovatus

AGV06212.1 黄鳝 M. albus

XP 005452414.1 尼罗罗非鱼 O. niloticus
NP 001084064.1 非洲爪蟾 X. laevis

NP 659149.1 小鼠 M. musculus

NP 000692.2 人 H. sapiens

NP 990852.1 红原鸡 G. gallus

NP 001297314.1 绿头鸭 A. platyrhynchos
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图 3    军曹鱼 NHE3 (a)及 NKAα1a (b)系统进化分析

Fig. 3    Phylogenetic analysis of NHE3 (a) and NKAα1a (b) in R. canadum
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图 4    军曹鱼 NHE3 (a)及 NKAα1a (b)的

组织特异性表达

1. 鳃，2. 肠道，3. 体肾，4. 肝脏，5. 心脏，6. 脑，7. 脾脏，8. 胃，

9. 肌肉；不同小写字母表示差异显著 (P<0.05)。

Fig. 4    Tissue-specific expression of NHE3 (a) and
NKAα1a (b) in R. canadum

1.  gill,  2.  intestine,  3.  kidney,  4.  liver,  5.  heart,  6.  brain,  7.  spleen,  8.
stomach,  9.  muscle;  different  letters  indicate  significant  difference
(P<0.05).
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 3    讨论

鱼类的生长、繁殖受到复杂的生理代谢机制

调控，且与盐度密切相关[26]。作为一种普遍存在

的离子转运蛋白，NHEs在生物中广泛存在，主

要功能是调控 Na+和 H+浓度梯度完成离子交换，

对生理过程具有重要的生物学功能[27]。NHE 基因

家族成员高度参与细胞过程，包括细胞内酸碱平

衡、细胞体积调节以及肾和胃肠对 Na+的重吸收[28]。

在鱼类渗透压研究中，NHE 1~3通常被认为是

NHE 家族主要候选基因之一，主要探讨其与 pH
动态平衡、渗透压稳态和排氨活动的关系[29]。

本研究中，通过 SMART预测发现军曹鱼

NHE3具有 12个完整的跨膜区以及 1个钠质子交

换蛋白结构域，与花鲈、斑马鱼 (Danio rerio)类
似[30-31]。多重序列比对结果表明，NHE3与其他物

种序列高度同源，说明 NHE3在鱼类和哺乳动物

进化上相对保守。系统进化分析结果显示，军曹

鱼 NHE3与䲟、黄条鰤等最为接近，与人、小鼠

等哺乳动物较远，符合物种进化规律，进一步说

明本研究中 NHE3属于鱼类 NHE家族成员。此外，

小鼠在 NHE3敲除后，肠上皮和肾小管上皮细胞

中出现钠和水重吸收障碍 [32]。本研究中，军曹鱼

NHE3在鳃和体肾等主要渗透压调节器官中表达

水平最高，表明 NHE3高度参与军曹鱼渗透压调

节过程。Inokuchi等 [33] 发现，日本花鲈经历低盐

胁迫后，鳃组织中 NHE3 mRNA表达水平上调，

与本研究结果一致。此外，随着盐度降低，

NHE3在肠组织中表达量上调，呈显著差异，说

明 NHE3在鱼类响应低渗胁迫中发挥了重要作用。

在日本花鲈的鳃中还鉴定到 MR细胞 (MRCs)从
海水型转化为淡水型，位置由鳃丝上皮迁移到鳃

丝基底，暗示 NHE3可调节离子细胞形态和分布，
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图 5    盐度适应后 NHE3 (a)及 NKAα1a (b)基因在

各组织中的表达水平

*. 差异显著 (P<0.05)，**. 差异极显著 (P<0.01)；下同。

Fig. 5    Tissue-specific expression of NHE3 (a) and
NKAα1a (b) after salinity adaptation

*.  significant  difference  (P<0.05),  **.  extremely  significant  difference
(P<0.01); the same below.
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图 6    双荧光素酶活性检测

(a) NHE3-pmirGLO-WT及 NHE3-pmirGLO-MUT分别与 miR-1335-
3p和 mimic  NC共转染的荧光素酶活性， (b) NKAα1a-pmirGLO-
WT及 NKAα1a-pmirGLO-MUT分别与 miR-1788-3p和 mimic NC共

转染的荧光素酶活性。

Fig. 6    Analysis of dual-luciferase reporter assays
(a)  luciferase  activity  of  NHE3-pmirGLO-WT  and  NHE3-pmirGLO-
MUT cotransfected with  miR-1335-3p and mimic NC,  respectively,  (b)
luciferase  activity  of  NKAα1a-pmirGLO-WT  and  NKAα1a-pmirGLO-
MUT cotransfected with miR-1788-3p and mock NC, respectively.
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从而调控离子吸收效率 [33]。军曹鱼 NHE3在肠与

体肾中的变化趋势相反，低盐和高盐适应后分别

出现显著上调或下调，说明 NHE3在不同组织中

发挥渗透压调节作用的机制或有所不同。

广盐性鱼类能适应较大范围盐度的水环境，

主要与其鳃、肠道、体肾和皮肤等渗透压调节器

官有关。其中，鳃作为鱼类与外界水体直接接触

的器官之一，已有大量研究证实其渗透压调节能

力与鱼鳃中的MRCs和NKA密切相关。其中，MRCs
进行 Na+和 Cl−离子的运输，NKA为其运输离子提

供动力。鱼类在外界水环境盐度由低渗转向高渗

时，鳃丝结构与生理功能存在显著差异。中华鲟

(Acipenser sinensis) 在盐度为 15的水体胁迫 60 d
后，鳃丝和鳃小片中 MRC数量显著超过淡水驯

化组，其细胞体积膨大，这与 MRC排出过量的

Na+、Cl−以辅助鱼体适应高渗环境的特征相适应[34]。

本研究中，军曹鱼 NKAα1a在鳃和肠中受低盐和

高盐影响后均显著上调，且体肾在高盐环境中显

著下调，与在施氏鲟 (A. schrenckii)、马苏大麻哈

鱼 (O. masou)中的研究结果相一致[35-36]。

在广盐性硬骨鱼类的鳃组织中，NKA通过

电化学梯度的形成，以分泌 (高渗)和吸收 (低渗)
2种方式运输 Na+和 Cl−，在鱼类高盐和低盐胁迫

中参与渗透压调节。然而，在不同物种中 NKA 具

有不同的基因表达模式。在大多数硬骨鱼中，

NKA 基因表达丰度随着水体盐度增加而上调，如

青鳉(Oryzias latipes)等，但在部分物种中发现相

反的趋势，NKA 基因表达丰度随着盐度增加而下

调，如遮目鱼 (Chanos chanos)和缘边鲳鲹 (Trachi-
notus marginatus)等 [22, 37-38]。随着盐度升高，军曹

鱼 NKAα1a 在鳃中表达模式为 U型，与花鲈、黑

棘鲷 (Acanthopagrus schlegelii)类似，表明盐度胁

迫可促使鱼类增强 NKA活性来补偿离子浓度，从

而维持渗透压稳态[25, 39-40]。

miRNA通过降低靶基因表达或直接降解靶基

因等途径参与基因转录后调控，影响着机体内环

境稳态[14]。miRNA因与 mRNA形成靶标关系构成

复杂 mRNA-miRNA调控网络，通过研究 miRNA
与 mRNA调控关系可有效解析渗透压调控机制[15]。

在广盐性鱼类盐度胁迫研究中，miRNA已被证实

参与渗透压调节过程。尼罗罗非鱼通过 miR-429
和 miR-30c负 调 控 盐 度 相 关 基 因 (OSTF1和

HSP70)都参与了渗透调节 [12-13]。抑制 MiR-206表

达可以显著上调内分泌激素 IGF-1的表达水平，

而 IGF-1在鱼类适应盐度变化中起着重要的作用[11, 41]。

此外，miR-190b的上调导致 IGF-1的表达受抑制，

这也表明同一盐度相关基因可能受多个 miRNA调

控[42]。高度保守的 miR-8家族成员 (miR-200)被证

明通过抑制 Na+/H+交换蛋白调节因子 1 (NHERF1)
的表达而在离子转运调控中发挥功能性作用，而

后者通过 NHE来辅助斑马鱼调节离子细胞依赖性

的渗透压调节反应[10, 43]。此外，miRNA在调节体

液和电解质平衡中也起着至关重要的作用[43]。然

而，对于 miRNA-mRNA调控网络在军曹鱼低渗

适应调节中的作用尚不明确。本研究中，双荧光

素酶检测结果显示，军曹鱼 miR-1335-3p和 miR-
1788-3p能识别 NHE3与 NKAα1a 3 ′-UTR结合位

点；共转染后，相对荧光素酶活性发生降低，并

与对照组 (mimic NC)间存在显著性差异，说明

NHE3和 NKAα1a 分别是miR-1335-3p和miR-1788-
3p的靶基因，并受负调控作用。同时，突变型质

粒NHE3-pmirGLO-MUT和NKAα1a-pmirGLO-MUT
共转染结果显示，相对荧光素酶活性无显著变化。

证实其结合位点突变后，miR-1335-3p和 miR-
1788-3p已无法识别靶基因，失去调控能力。

 4    结论

本研究完成了军曹鱼 NHE3和 NKAα1a 全长

cDNA序列的克隆，生物信息学分析显示 NHE3
和 NKAα1a 基因在物种间高度保守。基因表达水

平分析显示，NHE3主要参与低盐适应，而 NKAα1a
在低盐和高盐适应中均发挥作用。miR-1335-3p
和 miR-1788-3p可分别负向调控其靶基因 NHE3
与 NKAα1a，从而参与军曹鱼渗透压调节。以上

研究结果为进一步研究军曹鱼 miRNA-mRNA渗

透压调控网络提供了理论基础。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Cloning and expression analysis of NHE3 and NKAα1a in
cobia (Rachycentron canadum) and targeted regulation of related miRNAs

WANG Zhongliang 1,     LIU Fubai 1,     HUANG Baosong 2,     LI Guiying 1,    
WANG Jing 1,     WANG Bei 1*,     CHEN Zongfa 1

(1. College of Fisheries , Guangdong Ocean University, Zhanjiang　524088, China;
2. Agricultural Service Center of Sanjiao Town, Guangdong Province, Zhongshan　528445, China)

Abstract: To study the sequence characteristics, the gene expression patterns under salinity stress and the targeted
regulation  of  related  miRNAs  of NHE3  and NKAα1a  in  cobia,  Rachycentron  canadum,  the  full-length  cDNA
sequences of NHE3 and NKAα1a were cloned by rapid amplification of cDNA ends; the tissue-specific and salinity-
adaptive expression patterns of NHE3 and NKAα1a were analyzed by real-time quantitative PCR; the double-luci-
ferase  reporter  assay  was  used  to  detect  the  targeted  regulatory  relationship  between NHE3  and NKAα1a  and
related  miRNAs.  The  open  reading  frames  of  cobia NHE3  and NKAα1a were  2 718  bp  and  3 075  bp  in  length,
encoding  905  and  1 024  amino  acids,  respectively. NHE3  and NKAα1a  were  expressed  in  all  detected  tissues,
including  gill,  intestine,  and  heart,  among  which  the  highest  expression  abundance  was  found  in  gill.  With  the
increase  of  salinity,  the  expression  of NHE3  in  gill  decreased  gradually,  and  there  were  significant  differences
between low-salt and high-salt adaptation. With the increase of salinity, the expression level of NKAα1a showed
different  trends,  and it  was significantly up-regulated in gill  and intestine after  being challenged by low-salt  and
high-salt conditions,  while  its  expression  level  was  significantly  down-regulated  in  kidney  in  high-salt   environ-
ment. In different salinity adaptation processes, the highest expression levels of NHE3 and NKAα1a were all found
in  the  gill.  When  NHE3-pmirGLO-WT  was  co-transfected  with  miR-1335-3p,  the  relative  luciferase  activity
decreased  compared  with  the  control  group,  and  there  was  a  very  significant  difference,  and  the  similar  results
were found when NKAα1a-pmirGLO-WT was co-transfected with miR-1788-3p and mimic NC (control). The res-
ults of the double-luciferase reporter assay suggested that miR-1335-3p and miR-1788-3p could bind to NHE3 and
NKAα1a  3 ′-UTR  sequences,  respectively,  and  downregulate  their  mRNA  expression  levels;  NHE3  and
NKAα1a  were  highly  conserved  among  species;  NHE3  was  mainly  involved  in  low-salt  adaptation,  while
NKAα1a played a role in both low-salt and high-salt adaptation; miR-1335-3p and miR-1788-3p could negatively
regulate their target genes NHE3 and NKAα1a, respectively, and thus participate in osmotic pressure regulation in
R. canadum. The above results provided a theoretical basis for the further studies of the miRNA-mRNA osmotic
pressure regulatory network in R. canadum.

Key words: Rachycentron canadum; salinity adaptation; cDNA clone; quantitative real-time PCR (qPCR); double-
luciferase
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