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摘要    采用 cDNA 末端快速扩增(RACE)技术获得中国对虾(Fenneropenaeus chinensis) ATG5 基因

cDNA 全长，命名为 FcATG5。利用实时荧光定量技术分析了 FcATG5 的组织表达及其在 pH 和碳酸

盐碱度胁迫下的表达特征，并利用 RNAi 技术验证其功能。基因分析显示，FcATG5 cDNA 全长为

2225 bp，开放阅读框为 810 bp，编码 269 个氨基酸，预测其编码的蛋白质分子量为 31.103 kDa，

理论等电点为 5.59，为疏水性蛋白，包含 1 个 APG5 自噬相关蛋白结构域，无跨膜结构，不包含信

号肽。同源性和系统进化分析显示，FcATG5 具有高度保守性，与凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)

同源性最高(98.14%)。组织表达分析显示，FcATG5 在中国对虾各组织中均有表达，肌肉中表达量

最高(P<0.05)，血淋巴细胞中最低(P<0.05)。pH 胁迫后 48 h，FcATG5 在鳃中的表达量最低，为对

照组的 1.68 倍；胁迫后 96 h 最高，为对照组的 2.67 倍。碳酸盐碱度胁迫后 12 h，FcATG5 在鳃中

表达量最高，为对照组的 2.77 倍；胁迫后 96 h 最低，为对照组的 1.30 倍。干扰实验结果显示，pH

和碳酸盐碱度胁迫下，沉默 FcATG5 基因会使中国对虾死亡率显著增高(P<0.05)，表明该基因的表

达量越高，越有利于中国对虾存活。实时定量结果表明，FcATG5 在 pH、碳酸盐胁迫下的表达量均

显著升高(P<0.05)，推测自噬可能参与中国对虾应对非生物胁迫的调控。本研究结果对水生动物特

别是甲壳动物中细胞自噬研究具有重要的借鉴意义，有助于推进中国对虾盐碱水养殖的研究进程。 

关键词    中国对虾；FcATG5；pH 胁迫；碳酸盐碱度胁迫；RNAi 
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我国盐碱水的面积高达 4.6×107 hm2 (陈学洲等, 

2020)，高 pH 和高碱度是盐碱水最明显的 2 个特征。

调查显示，山东东营盐碱水 pH 为 8.5~9.5，碳酸盐碱

度为 1.4~8.0；河北沧州盐碱水 pH 为 8.3~9.2，碳酸
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盐碱度为 3.5~13.0 (Ge et al, 2019)。资源丰富的盐碱

水既不能用于人畜饮用，也不能用于农田灌溉。因此，

盐碱水养殖是盐碱水开发利用的有效途径。pH 值是

养殖水体的重要指标，水体 pH 发生变化会引起刺参

(Oplopanax elatus Nakai) 、 海 湾 扇 贝 (Argopecten 

irradians)的应激反应，严重影响其生长发育，甚至导

致水生动物死亡(韩莎等, 2018; Liu et al, 2020)。盐碱

水的 pH 值远高于正常养殖水体(pH 为 7.5~8.5) (韩旭等, 

2021)，在养殖过程中产生的残饵和废料也会使水体

富营养化，从而导致养殖水体 pH 值升高(Lucia et al, 

2013; 李瑞萍等, 2015)。过高的 pH 会腐蚀虾的鳃组

织，使其呼吸困难，严重时可导致窒息死亡，同时会

使免疫功能下降，直接或间接影响其生长、繁殖和抗

氧化等能力(胡硕等, 2019; 赵先银等, 2011; 王芸等, 

2013)。水体碱度一般是指水体中能与强酸发生中和

反应的物质总量，主要由 HCO3
–、CO3

2–组成，称为碳

酸盐碱度(柳飞等, 2016)。房文红等(2000)研究表明，

水 体 碱 度 与 pH 影 响 中 国 对 虾 (Fenneropenaeus 

chinensis)幼虾的存活率，高碳酸盐碱度会影响中国对

虾的生长、发育和繁殖。脊尾白虾 (Exopalaemon 

carinicauda)的抱卵率、孵化率和幼体成活率等会随

着碱度的升高而降低(么宗利等, 2010、2012; 柳飞等, 

2016)。上述研究表明，盐碱水的高 pH 和高碱度特性

是影响水生生物生长存活的主要原因。近年来，凡纳

滨对虾(Litopenaeus vannamei)、脊尾白虾、罗非鱼

(Oreochromis mossambicus)等经过多年盐碱水养殖模

式和技术的探索，已基本实现盐碱水养殖，大大提高

了盐碱水的利用率，创造了较大的经济价值(孙家强, 

2018; 冯伟业等, 2020)。因此，研究中国对虾的耐盐

碱机制，为提升其对环境的适应性及抗逆性提供理

论依据，对早日实现中国对虾盐碱水养殖具有重要

意义。  

自噬(autophagy)是细胞维持正常生理活动及内

部稳态的一种代谢活动，其作用机理是通过溶酶体降

解来清除自身异常组分或细胞通过降解自身组分来解

决外界营养匮乏的问题(Matsushita et al, 2007)。目前，

在酵母中已经发现了 40 个自噬相关基因(autophagy- 

related gene, ATG)(卫亚平, 2016)，众多自噬相关基因

中，ATG5 被证明是微自噬和巨自噬的重要标志

(Mizushima et al, 1999; 王懿峥等, 2018)，与 ATG12

共轭结合形成异源二倍体，后又与 ATG16 共价结合，

形成类泛素结合系统，共同转运到自噬体膜上

(Matsushita et al, 2007; 陈立德等, 2017)，参与自噬体

膜的延伸和扩张以及最终包裹内容物形成自噬体的

过程(Klionsky et al, 2003)，被广泛作为研究自噬行为

的对象(Simonsen et al, 2008; Egan et al, 2011; Wei et al, 

2016)。已有研究表明，ATG5 在动植物应对逆境胁迫

时表达量会明显上调，与野生型相比，过表达番茄

(Solanum lycopersicum)的耐高温、耐旱和耐高盐等性

能均有所提高(陈立德等, 2017; 贾昕, 2018)。在哺乳

动物中，ATG5-ATG12 共轭物参与小鼠(Mus musculus)

先天抗病毒免疫，促进小鼠的杀菌作用；ATG5 参与

牦牛(Bos grunniens)生殖过程中卵母细胞的发育、成

熟和早期胚胎的发育(Jounai et al, 2007; 王靖雷等 , 

2019)。在鱼类中，ATG5 被证明在神经保护和先天免

疫中发挥作用，且过表达会促进自噬活动(Hu et al, 

2017; Chu et al, 2019)；斑节对虾(Penaeus monodon)

在哈维氏弧菌 (Vibrio harveyi)攻毒下，不论是干扰

ATG5、ATG12 单个基因或者 2 个基因同时干扰，其

自噬水平均有所下降(刘伟, 2018)。 

本课题组在中国对虾转录组中发现，非生物胁迫

下自噬相关基因差异表达(未发表)，鉴于自噬基因在

其他物种中的研究进展，本研究对非生物胁迫下自噬

相关基因所发挥的作用进行验证。本研究通过克隆中

国对虾 ATG5 全长基因，分析其在各组织中的表达特

征及其在 pH 胁迫、碳酸盐碱度胁迫下的差异表达情

况并验证其功能，为中国对虾在细胞自噬方面的研究

提供参考，旨在为提高中国对虾抗逆性和良种选育提

供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验用虾取自山东日照开航水产养殖公司，选择

健康无病、规格整齐、活力旺盛的中国对虾进行 pH、

碳酸盐碱度胁迫及 siRNA 干扰实验，所用对虾体长为

(11.59±0.96) cm，体重为(21.29±2.47) g。实验用水为过

滤后的地下海水，温度为 20℃~22℃，盐度为 26~28，

pH 8.14~8.20。实验前将虾置于养殖池中暂养 3~5 d。

暂养期间，池中水深为 30~40 cm，每天换水 1/3，投

喂饵料为中国对虾体重的 5%，待其适应环境后开展

实验。 

1.2  组织采集 

选取 9 尾未经处理的健康中国对虾，取其鳃、肝

胰腺、眼柄、肌肉、胃、心脏、肠和血淋巴细胞，每

3 尾为 1 组，放入冻存管中，迅速放入液氮保存，用

于后续总 RNA 的提取以及组织表达分析。 

1.3  实验方法 

1.3.1  pH、碳酸盐碱度胁迫实验    根据预实验结
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果，pH 胁迫实验共分为 2 组，pH 8.2 (自然海水)为对

照组，pH 9.0 为胁迫组，每组设置 3 个平行，每个平

行放入 30 尾中国对虾，参照李政道(2018)和哈承旭等

(2009)的实验设计，使用 NaOH、HCl 和 NaHCO3 调

节水体 pH 值。胁迫实验在 60 L 的整理箱中进行。实

验开始前 48 h 调好水体 pH 值，当水体稳定后，将虾

放入整理箱中开始胁迫实验。pH 胁迫实验开始后第

0、3、6、12、24、48、72、96 h 分别从每个实验组

随机挑选 9 尾虾，取其鳃组织，迅速放入液氮中保存，

用于后续实验中总 RNA 的提取。实验开始后，每 3 h

测一次水体 pH 值并校正。 

根据预实验结果，将碳酸盐碱度胁迫实验分为  

2 组，碱度 3.2 (自然海水)为对照组，碱度 11 为胁迫

组，每组设置 3 个平行，每个平行放入 30 尾中国对

虾。参照柳飞(2016)和房文红等(2000)的实验设计，

碳酸盐碱度胁迫实验使用 Na2CO3 和 NaHCO3 调节实

验水体碱度，用 0.1 mol/L 的 NaOH 和 0.1 mol/L 的

HCl 进行微调，实验在 60 L 的整理箱中进行。实验

开始前 48 h 调好水体碱度，当水体碱度稳定后将虾

放入整理箱中开始胁迫实验。碳酸盐胁迫实验开始后

第 0、3、6、12、24、48、72、96 小时分别从每个实

验组随机取出 9 尾虾，取其鳃组织，迅速放入液氮中

保存，用于后续实验中总 RNA 的提取。实验开始后，

每 3 h 测 1 次水体碱度并校正，采用双指示剂滴定法

(酚酞和甲基橙作为指示剂)测定碱度。 

1.3.2  总 RNA 的提取及 cDNA 第一链的合成    先

将收集的样品进行预处理，体积较大的，如肌肉、肝

胰腺，采用液氮研磨法处理，其他体积较小的样品用

低温匀浆机处理。将处理好的样品分装至无 RNA 酶

的离心管中，每管装样品 80~100 mg，加入 1 mL 

TransZol Up，每个组织取 1 管分装好的样品使用总

RNA 提取试剂盒(全式金，北京)提取总 RNA，将提

取的总 RNA 放入–80℃保存备用。使用超微量紫外分

光光度计(Thermo, 美国)测定 RNA 质量和浓度，并通

过琼脂糖凝胶电泳检测其完整性。使用 SMARTer® 

RACE 5′/3′ (宝生物，大连)试剂盒合成中国对虾 3′、

5′RACE 模板，用于基因克隆，–80℃保存。 

1.3.3  中国对虾 ATG5 基因克隆    从中国对虾转

录组中筛选自噬相关基因 ATG5 的 EST 序列。使用

Primer Premier 5.0 软件设计特异性引物(表 1)，通过

PCR 扩增得到 FcATG5 中间片段，并使用 DNAMAN

软件对其验证。以验证后的序列为模板，设计 RACE

引物，进行 RACE 扩增。将 RACE 扩增产物连接到

T1 载体(全式金，北京)后转化到 DH5α 化学感受态细

胞(全式金，北京)中，挑取单克隆菌株进行阳性克隆

鉴定，通过菌液 PCR 产物的凝胶电泳结果，选出阳

性菌液进行测序。使用软件 Contig Express 拼接菌液

测序结果，得到 5′和 3′端扩增序列；使用在线软件 ORF 

Finder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) 查 找

FcATG5 的开放阅读框。 
1.3.4  生物信息学分析    利用 NCBI 中的 Blast 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)区域，对 FcATG5

核苷酸序列进行序列比对，使用 Protein Blast 比对

FcATG5 与其他物种自噬相关基因 ATG5 的同源性。使

用 DNAMAN 软件进行多生物氨基酸序列对比。使用

MEGA 7 软件构建 N-J 进化树。使用 SMART 软件预

测蛋白质结构域，使用 TMHMM Server v. 2.0 软件预

测蛋白质有无跨膜结构，使用 ExPASy 中 ProtParam 

tool 预测蛋白质特性，使用 ExPASy 中 ProtScale 推测

蛋白质亲水性，使用 SignalP 4.1 Server 预测信号肽。 

1.3.5  FcATG5 基因 siRNA 干扰实验    根据 FcATG5

基因 cDNA 序列，设计 3 个干扰靶点，分别编号为

ATG5-1、ATG5-2 和 ATG5-3 (表 2)，进行预实验。以

注射无意义双链 siRNA-NC 为阴性对照组，以分别注

射 ATG5-1、ATG5-2 和 ATG5-3 作为干扰组，每组设

置 3 个平行，每个平行放入 10 尾虾，注射 siRNA 前 
 

表 1  本研究所用引物 
Tab.1  The primers used in this research 

引物 Primer 引物序列 Primer sequence (5′~3′) 用途 Purpose 

FcATG5-F CAGAGTTGCTGTTTGCGTGC PCR 

FcATG5-R TAAAGAGAAGAGCAGAAGGG PCR 

FcATG5-5′ CAAAGGAGTGCCATCGGATTCCAACC 克隆 FcATG5 Cloning FcATG5 

FcATG5-3′ TGAAGGAGACCGCATAGTGATCCAGGGG 克隆 FcATG5 Cloning FcATG5 

FcATG5-F1 CGCCCAGACCCTTACTACCT 定量 Quantitative 

FcATG5-R1 TGCCATCGGATTCCAACC 定量 Quantitative 

18S-F TATACGCTAGTGGAGCTGGAA 定量内参 Quantitative internal 

18S-R GGGGAGGTAGTGACGAAAAAT 定量内参 Quantitative internal 
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表 2  本研究所用 siRNA 序列与 NC 序列 

Tab.2  The sequences of siRNA and NC used in this research 

编号 No. 序列 Sequence (5′~3′) 用途 Purpose 

ATG5-1 
Forward: GCUGAGAUGUGGUUGGAAUTT 
Reverse: AUUCCAACCACAUCUCAGCTT 

RNA 干扰 
RNA interference 

ATG5-2 
Forward: CCAUUAAUCGGAAGCUUAUTT 
Reverse: AUAAGCUUCCGAUUAAUGGTT 

RNA 干扰 
RNA interference 

ATG5-3 
Forward: CCAUUCUAGCUUGUAGAAATT 
Reverse: UUUCUACAAGCUAGAAUGGTT 

RNA 干扰 
RNA interference 

NC 
Forward: UUCUCCGAACGUGUCACGUTT 
Reverse: ACGUGA CACGUUCGGAGAATT 

阴性对照 
Negative control 

 

称量虾的重量，根据虾体重来调整注射量(1 μg/g)，

注射部位为第 2 腹节肌肉，注射完成后放入装有正常

海水的 60 L 整理箱中。注射后 24 h，每组中随机选取

3 尾虾，检测干扰后 FcATG5 基因在鳃中的表达变化，

选出干扰效果最好的靶点进行正式实验。siRNA 干扰

正式实验设置 4 个实验组：在 pH 9.0、碳酸盐碱度

11.0 胁迫下，注射无意义双链 siRNA-NC 作为 2 个对

照组，以注射效果最佳的靶点作为 2 个干扰组。实验

开始后统计胁迫 48 h 死亡率。 

1.3.6  FcATG5 基因表达的实时定量分析    利用

Primer Premier 5.0 软件设计实时荧光定量引物

FcATG5-F1 和 FcATG5-R1(表 1)。使用反转录试剂盒
HiScript® II Q RT SuperMix for qPCR (+gDNA wiper) 
(诺唯赞，南京)将待测样品 RNA 反转录得到 cDNA。

使用 ChamQTM SYBR® Color qPCR master mix 试剂盒

(诺唯赞，南京)和 7500 Real Time PCR System 仪器

(ABI，美国)检测中国对虾 FcATG5 各组织表达分布

及其在 pH 胁迫、碳酸盐碱度胁迫下的表达。实时荧

光定量结果使用 2–ΔΔCt 方法计算得出 FcATG5 相对表

达量，使用 SPSS 进行单因素方差分析 (one-way 

ANOVA)，运用 Duncan 多重比较进行显著性检验，

使用 OriginPro 2018 软件作图。 

2  结果与分析 

2.1  FcATG5 基因序列分析 

通过 RACE 技术得到中国对虾 ATG5 基因序列，

全长为 2224 bp，将其命名为 FcATG5 (GenBank 登录

号：MW426527)，开放阅读框为 810 bp，5′端非编码

区 107 bp，3′端非编码区 307 bp，编码 269 个氨基酸

(图 1)。信号肽预测结果显示，FcATG5 不包含信号肽。

预测其编码的蛋白分子量为 31.103 kDa，理论等电点

为 5.59，亲水性平均值为–0.407，不稳定性指数为

43.43，表明该基因编码的蛋白为疏水性不稳定蛋白，

SMART 软件预测结果显示，其具有 1 个 APG5 自噬

相关蛋白结构域，不含跨膜结构。 

2.2  FcATG5 基因同源性分析及系统进化分析 

使用 DNAMAN 软件将 FcATG5 氨基酸序列与其

他物种进行同源比对。结果显示，中国对虾 FcATG5

与凡纳滨对虾的同源性最高，为 98.14%，与斑节对

虾的同源性为 97.77%，与三疣梭子蟹 (Portunus 

trituberculatus) 、 日 本 沼 虾 (Macrobrachium 

nipponense)、蓝蟹(Callinectes sapidus)的同源性分别为

85.50%、81.04%、78.32%(图 2)。 

使用软件 MEGA 7.0 构建 Neighbor-Joining 进化

树(图 3)。从图 3 可以看出，进化树分为两大支，第

一支为节肢动物门(Arthropoda)，第二支为脊索动物

门(Chordata)。其中，中国对虾隶属节肢动物门、甲

壳纲(Crustacea)，属于第一支，与斑节对虾、凡纳滨

对虾首先聚为一支，其次为三疣梭子蟹、蓝蟹。 

2.3  FcATG5 基因组织表达分析 

利用实时荧光定量的方法检测 FcATG5在中国对

虾不同组织中的表达情况。结果显示，FcATG5 基因在

中国对虾各个组织中均有表达，但其在不同组织中的

表达量不同，在肌肉中的表达量最高，其次在胃、眼

柄中表达较高，在血淋巴细胞中表达量最低(图 4)。 

2.4  pH、碳酸盐碱度胁迫下 FcATG5 基因在中国对

虾鳃组织中的表达分析 

鳃作为水生动物的呼吸器官，与养殖水体直接接

触，受水体 pH、碱度等水体主要指标变化影响较大，

也是水生动物调节体内渗透压和维持内部稳态的重

要调节器官。因此，本研究以中国对虾鳃组织为主要

研究对象。 

pH 胁迫 3 h，FcATG5 基因在中国对虾鳃组织中

的表达量显著高于对照组(P<0.05)；在胁迫后 96 h 内，

FcATG5 的表达呈现多峰式变化。胁迫后 96 h，

FcATG5 最高，为对照组的 2.67 倍；在 48 h 表达量相

对最低，为对照组的 1.68 倍(图 5)。 
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图 1  FcATG5 基因 cDNA 序列和预测的氨基酸序列 
Fig.1  cDNA sequence and predicted amino acid sequence of FcATG5 gene 

预测的开放阅读框内核苷酸序列用大写字母表示，位于氨基酸序列下方； 

起始密码子(ATG)为下方划红线区域，终止密码子(TGA)上方标有星号(*) 
Nucleotide sequences in the predicted open reading frame are represented in capital letters below the amino acid sequence.  

The start codon (ATG) is the red line below, and the stop codon (TGA) is marked with an asterisk (*) above it 

 

 
 

图 2  FcATG5 基因与多种生物氨基酸序列比对 
Fig.2  Aligning of multi-biological amino acid sequence of FcATG5 gene 
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图 3  基于中国对虾 FcATG5 氨基酸序列构建的 Neighbor-Joining 进化树 
Fig.3  Neighbor-Joining tree constructed from amino acid sequence of FcATG5 of F. chinensis 

 

 
 

图 4  FcATG5 在中国对虾各组织中的表达 
Fig.4  Expression of FCATG5 in the tissues of F. chinensis 

G：鳃；HE：肝胰腺；ET：眼柄；M：肌肉；S：胃； 

H：心脏；I：肠；HL：血淋巴细胞； 

柱上不同字母代表表达差异显著(P<0.05)。下同 
G: Gill; HE: Hepatopancreas; ET: Eye stalk; M: Muscle;  

S: Stomach; H: Heart; I: Intestines; HL: Hemolymph cells. 
Different letters on the column represent significant 

differences (P<0.05). The same as below 
 

与对照组相比，碳酸盐碱度胁迫下 FcATG5 在鳃

组织中的表达变化呈显著升高趋势(P<0.05)，。胁迫后

96 h 内，FcATG5 的表达基本呈先上调再下调的变化

趋势，在胁迫后 12 h 达到最高，为对照组的 2.77 倍；

在 96 h 表达量最低，为对照组的 1.30 倍(图 6)。 

 
 

图 5  pH 胁迫下 FcATG5 基因在鳃中的相对表达 
Fig.5  Relative expression of FCATG5 gene in gills  

under high pH stress 

*：与对照相比，表达差异显著(P<0.05)。下同 

*: Significant difference compared with control (P<0.05).  
The same as below 

 
2.5  FcATG5 基因的功能验证分析 

2.5.1  siRNA 干扰靶点筛选     siRNA 干扰后，

FcATG5 基因在中国对虾鳃中的相对表达量如图 7 所

示。与对照组相比，注射不同干扰试剂 24 h 时，

FcATG5 基因在鳃中的表达量呈显著降低的趋势

(P<0.05)。注射 ATG5-1 24 h 时，基因表达量为对照

组的 0.516 倍；注射 ATG5-2 24 h 时，基因表达量为
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对照组的 0.617 倍；注射 ATG5-3 24 h 时，基因表达

量为对照组的 0.174 倍。经比较，ATG5-3 干扰效果最

好，干扰效果达到 82.6%，选择干扰靶点 ATG5-3 进

行后续实验。 
 

 
 

图 6  碳酸盐碱度胁迫下 FcATG5 基因在鳃中的表达 
Fig.6  Expression of FCATG5 gene in gills  

under carbonate alkalinity stress 

 

 
 

图 7  注射 ATG5-1、ATG5-2 和 ATG5-3 24 h 时 

FcATG5 基因在鳃中的表达 
Fig.7  Expression of FcATG5 gene in gill after ATG5-1, 

ATG5-2 and ATG5-3 injection in 24 h 
 

2.5.2  pH、碳酸盐胁迫下干扰 FcATG5 基因中国对虾

死亡率    向中国对虾注射 FcATG5 基因 siRNA 干

扰试剂 ATG5-3，并对其进行 pH 胁迫，统计其 0~48 h

内的死亡率，结果如图 8 所示。干扰组在 0~48 h 的

累计死亡率(50%)显著高于对照组(33.33%) (P<0.05)。

其中，0~12 h 干扰组死亡率为 8.33%，对照组为 0；

12~24 h 干扰组死亡率为 25%，对照组为 8.33%。 

向中国对虾注射 FcATG5 基因 siRNA 干扰试剂

ATG5-3，并对其进行高碱度胁迫，统计其 0~48 h 内

的死亡率，结果如图 9 所示。干扰组在 0~48 h 的累计

死亡率(59.09%)显著高于对照组(41.18%) (P<0.05)。其 

 
 

图 8  pH 9.0 胁迫注射干扰的中国对虾累计死亡率 
Fig.8  Cumulative mortality of F. chinensis after pH stress 

(pH 9.0) and siRNA interference 
 

 
 

图 9  碳酸盐碱度 11 胁迫注射干扰的中国对虾累计死亡率 
Fig.9  Cumulative mortality of F. chinensis after carbonate 

alkalinity (11.0 mmol/L) stress and siRNA interference 
 

中，0~12 h 干扰组死亡率为 9.09%，对照组为 11.76%；

12~24 h 干扰组死亡率为 31.82%，对照组为 17.65%。 

3  讨论 

本研究运用 RACE 技术首次克隆得到中国对虾

FcATG5 基因 cDNA 全长，并对其进行分析。结果显

示，FcATG5 基因与其他物种，如太平洋鳕(Gadus 

macrocephalus)(孙航等, 2015)、斑节对虾(刘伟, 2018)

的 ATG5 基因的预测结果相同或相似。FcATG5 开放

阅读框编码的氨基酸序列与凡纳滨对虾等物种具有

较高的同源性，且包含 1 个自噬相关蛋白结构域

APG5，这表明 FcATG5 基因所编码的蛋白具有高度

保守性。 

中国对虾 FcATG5基因的组织特异性表达分析结

果显示，FcATG5 基因在各组织中均有表达，无组织

特异性，但在各组织中表达量差异性显著，其中，在

肌肉中表达量最高，在血淋巴细胞中表达最低，这与
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刘伟(2018)的研究结果一致。鳃是水生动物的呼吸器

官，与养殖水体直接接触，受水体 pH、碱度等水体

主要指标变化影响较大，也是水生动物调节体内渗透

压和维持内部稳态的重要调节器官。在 pH 和碳酸盐

碱度胁迫下，鳃作为主要的响应器官，在维持机体生

理功能中发挥积极调控作用，而细胞自噬是免疫调控

的重要部分，在水生动物应对胁迫时发挥重要作用

(张小明, 2018; Li, 2018; 何丽等, 2019; 洋雯, 2019)。

因此，推测 FcATG5 在中国对虾应对 pH、碳酸盐胁

迫时发挥重要作用。研究自噬基因 FcATG5 在中国对

虾应对盐碱胁迫的机理，对于丰富中国对虾应对盐碱

胁迫基础性研究尤为重要。 

研究表明，ATG5 基因不仅能促进细胞自噬的形

成，而且可以刺激细胞凋亡，在动物的先天免疫、神

经保护、生殖发育等过程中发挥重要作用(Jounai et al, 

2007; 王靖雷等, 2019)。ATG5 作为细胞自噬的重要

标志(Mizushima et al,1999; 王懿峥等, 2018)，根据其

表达量的变化可推测细胞自噬水平的变化。本研究结

果显示，pH、碳酸盐碱度胁迫下，中国对虾鳃中 FcATG5

表达量均有所升高，pH 胁迫后 96 h 达到最高，碳酸

盐碱度胁迫后 12 h 达到最高，这与哈维氏弧菌刺激

下，斑节对虾中 ATG5 表达量上调，在 72 h 达到最高

的研究结果相似(刘伟, 2018)。由此推测，鳃作为调

节渗透压、维持体内稳态的主要器官，在响应 pH、

碳酸盐碱度胁迫时，其细胞自噬活动增强，且分别在

胁迫后 96 h 和 12 h 达到最高水平。 

RNA 干扰技术是由 dsRNA 介导的基因沉默现

象，研究人员通常利用 RNA 干扰技术进行基因功能

的探索。已有研究表明，干扰 ATG5 会导致细胞自噬

水平下降，而对 ATG5 进行过表达处理则会促进细胞

自噬，这揭示了 ATG5 对细胞自噬的调控作用(刘伟, 

2018; Chu et al, 2019)。研究表明，沉默癌细胞中 ATG5

基因可以提高化疗药物对癌症的治疗效果(Egan et al, 

2011; Simonsen et al, 2008; Wei et al, 2016)；对斑马鱼

(Danio rerio)进行 ATG5 过表达处理，可以减轻或者

逆转帕金森氏病的病理特征(Hu et al, 2017)；沉默斑

节对虾中 ATG5 会使斑节对虾细胞自噬水平下降(刘伟, 

2018)。RNA 干扰结果显示，沉默 FcATG5 会使中国

对虾死亡率升高，表明在 pH、碳酸盐碱度胁迫下，

FcATG5 表达量越低，中国对虾对非生物胁迫的耐受

力越差，其存活率就越低。推测原因为沉默 FcATG5

后，其表达量下降，进而抑制了细胞自噬水平，降低

了中国对虾的免疫力及抗逆性。这一结果与上述沉默

动物或癌细胞中 ATG5 的相关研究结果相似。 

非生物胁迫下，中国对虾体内积累大量活性氧中

介物(ROS)，使得机体受到氧化损伤，导致线粒体核

糖体蛋白等受到损伤，产生功能性障碍 (Li et al, 

2021)。自噬相关基因通过调控细胞自噬过程来清除

体内受损伤的细胞器和老化、错误折叠蛋白等，也可

通过降解自身组分来解决外界营养匮乏的问题，维持

机体内部相对稳态(高婷等, 2018)，由此推测，FcATG5

通过调控细胞自噬水平来清除由于非生物胁迫而受

损伤的线粒体及蛋白质等。此外，自噬通过对葡萄糖

的摄取、糖酵解关键酶和线粒体的调控来参与糖代谢

过程(杨照国等, 2015)。中国对虾在应对非生物胁迫

时机体耗能增加，糖代谢活动增强(He et al, 2019)，

由此推测，自噬基因可能通过此路径为机体在应对非

生物胁迫时供能，从而降低中国对虾应对胁迫时的死

亡率。本研究对 FcATG5 在非生物胁迫中的作用进行

了初步验证，但其对细胞自噬过程的调控机制以及其

所在自噬通路的调控网络有待进一步研究。 
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Cloning of ATG5 Gene of Fenneropenaeus chinensis and Expression  
Analysis under pH and Carbonate Alkalinity Stress 
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, ZHOU Yuxin3, LI Jian2, XIE Yongjun4 
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Abstract    The full-length cDNA of ATG5 in Fenneropenaeus chinensis was cloned using rapid 

amplification of cDNA end (RACE) technology and named FcATG5. The tissue expression of FcATG5 

and its expression characteristics under pH and carbonate alkalinity stress were analyzed using 

quantitative PCR. The function of ATG5 was verified using RNAi. Gene analysis showed that the FcATG5 

gene cDNA consisted of 2225 bp with an open reading frame of 810 bp, encoding 269 amino acids, and 

has a predicted protein molecular weight of 31.103 kDa and a theoretical isoelectric point of 5.59. It is a 

hydrophobin, contains an autophagy-related protein domain (APG5), has no transmembrane structure, and 

does not contain signal peptides. The homology and phylogenetic analysis showed that FcATG5 was 

highly conserved and had the highest homology with Litopenaeus vannamei, reaching 98.14%. The tissue 

expression analysis showed that FcATG5 was expressed in all tissues of F. chinensis, with the highest 

expression in muscle, and the lowest expression in blood lymphocyte (P<0.05). The expression level of 

FcATG5 in the gill tissue was the highest at 96 h after pH stress, 2.67 times higher than that of the control 

group, and was the lowest at 48 h, which was 1.68 times higher than that of the control group. The 

expression level of FcATG5 in the gill tissue was the highest at 12 h after the carbonate alkalinity stress, 

2.77 times higher than that of the control group, and was the lowest at 96 h, which was 1.30 times higher 

than that of the control group. The results of the interference experiments showed that under pH and 

carbonate alkalinity stress, silencing the FcATG5 gene significantly increased the mortality of F. chinensis 

(P<0.05), indicating that the higher the expression of this gene, the higher the survival rate of F. chinensis. 

The results of the study showed that the expression of FcATG5 was significantly increased under pH and 

carbonate stress (P<0.05). It is speculated that autophagy may be involved in the regulation of F. chinensis 

in response to abiotic stress. The results of this study are an important reference for the study of 

autophagy in aquatic animals, especially crustaceans, and will help advance the research of Chinese 

shrimp in saline-alkaline aquaculture systems. 

Key words    Fenneropenaeus chinensis; FcATG5; pH stress; Carbonate alkalinity stress; RNAi 
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