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♦渔业养殖♦

黑鲷NKCC1分子特征及其对急性盐度胁迫的表达响应*

林李泉1,2,刘明珠2**,林国荣1,黄帅帅2,3,李梦梦4,童桂香5**
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530021)

摘要:为了解黑鲷(Acanthopagrus
 

schlegelii)在盐度胁迫过程中的适应机制,本研究利用基因扩增、聚类分

析、荧光定量PCR等技术对NKCC1 基因进行生物信息学分析以及在不同组织中的表达特征研究,并探讨其

在急性盐度胁迫下的表达机制。结果表明 NKCC1 基因的开放阅读框(Open
 

Reading
 

Frame,ORF)为3
 

504
 

bp,共编码1
 

167个氨基酸,预测蛋白分子量为127.19
 

kDa,理论等电点为5.75。结构域分析表明黑鲷

NKCC1分子为跨膜蛋白,并包含一个典型的Na+􀆼K+􀆼Cl- 共同转运蛋白SLC12A结构域,且在不同物种中具

有很高的保守性;序列比对分析表明黑鲷NKCC1氨基酸序列与金头鲷
 

NKCC1a
 

的同源性最高,为97.8%;组
织表达分析表明黑鲷NKCC1 基因在所检测的12个组织,即肝脏、肾脏、心、脑、眼、鳃、鳍条、脾脏、皮肤、肠、性
腺和白肌中均有表达,其中在肾脏、鳃和肠中表达量最高,并显著高于其他组织(P<0.05);在低盐度胁迫下,

NKCC1 基因在鳃组织中的表达量对盐度变化响应十分迅速,而在肾脏组织中,低盐度和高盐度胁迫都会在不

同时间点抑制NKCC1 基因的表达量。综上所述,本研究为解析NKCC1 基因在黑鲷调节渗透压和离子平衡

过程中的功能机制奠定了基础,并为促进黑鲷养殖产业的可持续发展提供一定的技术理论。
关键词:黑鲷 NKCC1 基因 Na+􀆼K+􀆼Cl- 急性盐度胁迫 渗透压
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0 引言

  黑鲷Acanthopagrus
 

schlegelii,属鲈形目Perci-

formes鲷科Sparidae棘鲷属 Acanthopagrus,是一

种暖温性底层海水经济鱼类,广泛分布于我国沿海各

个地区、朝鲜半岛、日本沿岸以及北太平洋西部。黑
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鲷生长快,抗病力强,同时兼具广盐性、广温性及营养

价值高等优点,因此深受广大养殖户和消费者的欢

迎。盐度是鱼类生态系统最重要的环境因子之一,直
接影响着鱼类生长发育[1,2]、繁殖[3]、生理和代谢活

动[4,5]。鱼类为响应盐度变化而改变体内生理代谢,
从而进化出复杂的渗透压调控网络来适应盐度胁迫。
目前有研究者指出盐度对黑鲷的生长[6,7]、生理生

化[8]和营养成分[9]等有一定的影响;此外,调控热休

克蛋白和胰岛素生长因子I
 [10]、催乳激素及其受

体[11,12]、抗氧化[13]、水通道蛋白和精氨酸催产素受

体[14]等功能基因对黑鲷适应盐度胁迫有着重要的调

节作用。Na+􀆼K+􀆼Cl- 协同转运蛋白1(NKCC1)属
于SLC12 基因家族的阳离子氯化物协同转运跨膜蛋

白,能够介导Na+、K+ 和Cl- 这3种离子以电中性方

式协同穿过动物细胞质膜[15]。在急性盐度胁迫下,
卵形鲳鲹NKCC1 基因对盐度变化响应迅速,当转入

淡水时,NKCC1 基因在鳃和肾中的 mRNA水平降

低,而在肠中的表达相反[16]。在高渗盐度胁迫下,

NKCC1 基因的表达量在欧洲鳗鲡(Anguilla
 

an-
guilla)[17]、底鳉(Fundulus

 

heteroclitus)[18]和莫桑

比克罗非鱼(Oreochromis
 

mossambicus)[19]鳃组织

中显著升高。此外,在卵形鲳鲹的鳃、肾和肠中,

NKCC1 基因的mRNA水平也显著增加。而转入淡

水后,底鳉NKCC1 基因在各个组织中的表达量显著

降低[18]。因此,NKCC1 基因在渗透压调节方面起

到关键的作用。

  目前尚未见有关黑鲷 NKCC1 基因在急性盐度

胁迫中的相关报道。为探究黑鲷 NKCC1 基因在急

性盐度胁迫中的表达特征,本研究克隆黑鲷 NKCC1
基因序列,分析其氨基酸同源性、进化关系及其在不

同组织中的表达方式,阐明NKCC1 基因在不同盐度

下的mRNA表达特征,以期为解析黑鲷的渗透压调

节机制奠定基础,并为黑鲷养殖的最适盐度范围提供

理论参考。

1 材料与方法

1.1 材料

  从阳西县恒生水产养殖专业合作社购置500尾

黑鲷幼鱼,体质量约为(30.1±3.2)
 

g/尾,并置于300
 

L海 水 循 环 养 殖 缸 中 暂 养 一 周,温 度 为(23.1±
1.3)℃,溶氧量为6.5-7.0

 

mg/L。

  试验所用 TRIzol
 

Reagent购自Invitrogen公

司,2×Taq
 

PCR
 

Mastermix、PCR产物回收试剂盒、

pMD18􀆼T 载体购自大连宝生物有限公司,SYBR
 

Green,RT反转录试剂盒购自TOYOBO公司、大肠

杆菌感受态 DH5α购自天根生化科技(北京)有限

公司。

1.2 方法

  暂养期间,随机挑选3尾鱼,采集其肝、脾、肾、
心、脑、眼、鳃、肠、鳍条、皮肤、性腺和白肌等12个组

织,液氮保存备用。

  在盐度胁迫实验中,设置5,25,35共3个盐度实

验组,每组50尾样品。黑鲷是河口性鱼类,在盐度

15时生长速度较快,因此设置盐度15为对照组。将

暂养的鱼随机转移到各组中,分别于第0,4,8,12,

24,48,72
 

h随机在每组挑选3尾鱼采集鳃组织,使
用液氮保存备用。

1.3 引物设计

  以黑鲷基因组中 NKCC1 基因的cDNA序列为

模板,利用Primer
 

Premier
 

5.0设计NKCC1 基因的

开放阅读框(Open
 

Reading
 

Frame,ORF)扩增引物

和荧光定量PCR引物,以黑鲷18S
 

RNA基因作为内

参基因(表1)。实验所有引物合成及测序均委托北

京擎科生物有限公司完成。
表1 实验所需引物

Table
 

1 Primer
 

sequences
 

used
 

in
 

the
 

present
 

study

引物Primer 引物序列Primer
 

sequence
 

(5'􀆼3') 用途Application

ASNKCC1􀆼ORF􀆼F1 ATGTCAGCACCATCCTCCG 基因扩增
 

Gene
 

amplification
ASNKCC1􀆼ORF􀆼R1 AGTTGGGGTATCCAGTCA 基因扩增

 

Gene
 

amplification
ASNKCC1􀆼ORF􀆼F2 TCCTTACCTTTGTTATCG 基因扩增

 

Gene
 

amplification
ASNKCC1􀆼ORF􀆼R2 TTAAGAGTAGAAAGTGAG 基因扩增

 

Gene
 

amplification
ASNKCC1􀆼qPCR􀆼F AAGGTCGGTTCCGTGTG 实时荧光定量PCR

 

Real􀆼time
 

quantitative
 

PCR
ASNKCC1􀆼qPCR􀆼R CGTGTCGCCGTTCTGC 实时荧光定量PCR

 

Real􀆼time
 

quantitative
 

PCR

β􀆼actin􀆼F ACCCAGATCATGTTCGAGACC 实时荧光定量PCR
 

Real􀆼time
 

quantitative
 

PCR

β􀆼actin􀆼R ATGAGGTAGTCTGTGAGGTCG 实时荧光定量PCR
 

Real􀆼time
 

quantitative
 

PCR
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1.4 黑鲷NKCC1基因全长cDNA的克隆

  根据TRIzol
 

Reagent试剂盒说明书提取黑鲷组

织总RNA。利用1.2%琼脂糖凝胶电泳检测,使用

紫外分光光度计测定总RNA的质量和浓度。根据
 

PrimeScript
 

RT
 

Master
 

Mix
 

将提取的总RNA反转

成cDNA。根据2×Taq
 

PCR
 

Master
 

Mix试剂盒,以
提取的cDNA 为模板进行PCR,反应总体系为25

 

μL,上下游引物各1
 

μL,cDNA模板1
 

μL,反应程序

为95℃
 

3
 

min;95℃
 

30
 

s,55℃
 

30
 

s,72℃
 

30
 

s,35个

循环;72℃
 

10
 

min。利用PCR产物试剂盒进行产物

纯化回收,将片段连接至pMD18􀆼T载体中,转化进

入大肠杆菌DH5α感受态细胞中,摇菌3
 

h后,接入

带氨苄抗性的LB平板中,挑取单克隆进行菌液PCR
阳性检测。阳性检测结果送至北京擎科生物有限公

司进行测序验证。

1.5 生物信息学分析

  利 用 NCBI
 

ORF
 

Finder在 线 工 具(https://

www.ncbi.nlm.nib.gov/orffinder)和基因组数据库

(http://asia.ensembl.org/info/about/species.ht-
ml)验证预测黑鲷NKCC1 基因的开放阅读框(Open

 

reading
 

frame,ORF)。利用ProParam(http://web.
expasy.org/cgi􀆼bin/protparam/protparam)和 Net-
NGlyc1.0(https://services.healthtech.dtu.dk/)分
析蛋白质的理化性质。使用 NCBI

 

Protein
 

BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nib.gov/Blast.cgi)对黑鲷

NKCC1 进 行 结 构 分 析。利 用 DNAMAN6.0 和

MEGA5.0软件对序列进行多重比较和进化树构建。

1.6 黑鲷NKCC1基因组织表达分析

  使用SYBR
 

Premix
 

Ex
 

Taq试剂盒进行实时荧

光定量PCR
 

(RT􀆼PCR)实验。样品的cDNA模板稀

释至100
 

ng/μL,PCR反应总体系为12.5
 

μL,包括

1
 

μL模板,6.5
 

μL
 

SYBR
 

Premix,上下游引物各0.5
 

μL,4
 

μL
 

ddH2O。反应程序为95℃
 

30
 

s;95℃
 

15
 

s,

55℃
 

15
 

s,68℃
 

30
 

s,45个循环;进行3次重复试验。

1.7 统计分析

  实时荧光定量PCR的试验数据采用△△CT
 

法

(2-△△CT)进行分析;数据统计采用SPSS
 

19进行单

因素方差分析(AMOVA),并进行Duncan's多重比

较分析各组间差异的显著性,显著水平为P<0.05。

2 结果与分析

2.1 黑鲷NKCC1基因克隆及序列分析

  黑鲷NKCC1 基因ORF全长为3
 

504
 

bp,共编

码1
 

167个氨基酸,预测蛋白分子量为127.19
 

kDa,
理论等电点为5.75。利用 NitNlyc1.0

 

预测显示黑

鲷 NKCC1 为跨膜蛋白。利用 MEGA5.0
 

对黑鲷

NKCC1氨基酸序列分析,结果表明在51-1
 

167氨

基酸残基间有一个典型的Na+􀆼K+􀆼Cl- 共同转运蛋

白SLC12A结构域,在不同物种中具有很高的保守

性(图1)。
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图1 黑鲷NKCC1的氨基酸序列对比和结构域分析

Fig.1 Amino
 

acid
 

sequences
 

and
 

domains
 

analysis
 

of
 

NKCC1
 

in
 

A.schlegelii

2.2 同源性分析及进化树

  黑鲷NKCC1氨基酸序列与其他物种的NKCC1
同源性为66.1%-97.8%(表2)。其中,与金头鲷的

同源性最高,为97.8%;与斑马鱼的同源性最低,为
 

66.1%。此外,与大黄鱼、鞍带石斑鱼和尖吻鲈的同

源性均大于90%。
表2 黑鲷NKCC1氨基酸与其他物种的同源性

Table
 

2 Homology
 

of
 

NKCC1
 

amino
 

acids
 

of
 

A.schlegeli
 

with
 

other
 

species

物种Species
预测氨基酸的相似性

Prediction
 

of
 

amino
 

acid
 

similarity
 

(%)
基因序列编号
GenBank

 

No.

黑鲷
 

A.schlegelii
 

NKCC1 100.0 ———

金头鲷
 

Sparus
 

aurata
 

NKCC1a 97.8 XP_030290529.1

金头鲷
 

S.aurata
 

NKCC1b 73.3 XP_030273833.1

斑马鱼
 

Danio
 

rerio
 

NKCC1a 79.6 ENSDARP00000131505

斑马鱼
 

D.rerio
 

NKCC1b
 

66.1 ENSDARP00000140839

斑点雀鳝Lepisosteus
 

oculatus
 

NKCC1 77.7 ENSLOCP00000010254

罗非鱼Oreochromis
 

niloticus
 

NKCC1b 72.5 ENSONIP00000017387

罗非鱼O.niloticus
 

NKCC1a 88.8 ENSONIP00000014249
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续表2
Contined

 

table
 

2

物种Species
预测氨基酸的相似性

Prediction
 

of
 

amino
 

acid
 

similarity
 

(%)
基因序列编号
GenBank

 

No.

大黄鱼Larimichthys
 

crocea
 

NKCC1 92.0 XP_019127704.1

欧洲鲈Dicentrarchus
 

labrax
 

NKCC1a 93.7 ENSDLAT00005051426.1

欧洲鲈D.labrax
 

NKCC1b 71.7 ENSDLAT00005038362.1

鞍带石斑鱼Epinephelus
 

lanceolatus 92.2 XP_033502841.1

尖吻鲈Lates
 

calcarifer
 

NKCC1 91.9 XP_018529108.1

小鼠 Mus
 

musculus
 

NKCC1 74.1 NP_033220.2

人 Homo
 

sapiens
 

NKCC1
 

72.8 NP_001037.1

鸡Gallus
 

gallus
 

NKCC1
 

72.4 XP_004949435.1

  从系统进化树可以看出黑鲷 NKCC1 首先与金

头鲷NKCC1a 聚为一支(图2),然后再与大黄鱼、鞍
带石斑鱼、尖吻鲈 NKCC1 聚为一支,再与斑马鱼和

斑点雀鳝NKCC 聚为一支,而罗非鱼、金头鲷、欧洲

鲈的NKCC1b则单独聚为一支。此外,小鼠、鸡和人

等外源物种的NKCC1 聚为一支。

图2 黑鲷 NKCC1 基因的系统进化树分析

Fig.2 Phylogenetic
 

tree
 

analysis
 

of
 

NKCC1
 

gene
 

in
 

A.schlegelii

2.3 黑鲷NKCC1基因不同组织表达分析

  黑鲷NKCC1 基因在所检测的12个组织,即肝

脏、肾脏、心、脑、眼、鳃、鳍条、脾脏、皮肤、肠、性腺和

白肌中均有表达量(图3)。其中,在肾脏、鳃和肠中

表达量较高,显著高于其他组织(P<0.05);其次为

肝脏、脑、脾脏、皮肤、性腺和白肌,表达量最低的组织

为心、眼、鳍条,显著低于其他组织(P<0.05)。
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不同字母表示两组间具有显著性差异(P<0.05)
Different

 

letters
 

indicate
 

a
 

significant
 

difference
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

(P<0.05)
图3 黑鲷 NKCC1 基因的组织表达模式

Fig.3 Tissue
 

expression
 

patterns
 

of
 

NKCC1
 

genes
 

in
 

A.schlegelii
2.4 不同盐度胁迫条件下黑鲷NKCC1 基因的表达

分析

  不同盐度胁迫下 NKCC1 基因在黑鲷鳃和肾脏

组织中的相对表达量如图4所示。在鳃组织中(图

4a),在对照组(盐度15组)中,NKCC1 基因在12
 

h
后显著上升,在24

 

h后达到顶峰,随后开始逐渐下

降;在盐度5组中,NKCC1 基因在处理4
 

h后就显

著上调,且其表达量在第4,8,12和24
 

h均显著高于

对照组,而在72
 

h则显著低于对照组;在盐度25组

中,NKCC1 基因表达量随着时间推移而缓慢上升,
至24

 

h达到顶峰,在24,48和72
 

h时的表达量均显

著低于对照组;在盐度35组中,其表达变化与盐度

25组类似。

  在肾脏组织中(图4b),在对照组(盐度15组)
中,NKCC1 基因表达量随着时间推移而明显升高,
至24

 

h后达到顶峰(相比于0
 

h提高6.6倍),随后慢

慢下降,至72
 

h仍高于0
 

h;在盐度5组中,NKCC1
基因的表达量随着时间推移而缓慢升高,至24

 

h达

到顶峰,随后开始慢慢下降,至72
 

h后逐渐恢复到开

始时的水平;在盐度25组中,NKCC1 基因在第8
 

h
开始出现明显上调(P<0.5),至24

 

h到达顶峰,随
后开始下降;在盐度35组中,NKCC1 基因表达量缓

慢升高,至8
 

h到达顶峰,随后开始下降。

不同字母表示两组间具有显著性差异(P<0.05)
Different

 

letters
 

indicate
 

a
 

significant
 

difference
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

(P<0.05)
图4 急性盐度胁迫下黑鲷 NKCC1 基因在组织中的表达特征

Fig.4 Expression
 

patterns
 

of
 

NKCC1
 

gene
 

in
 

tissues
 

of
 

A.schlegelii
 

under
 

acute
 

salinity
 

stress
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  在鳃组织中(图4a),在低盐度胁迫下,NKCC1
基因的表达量对盐度变化反应十分迅速,在处理4

 

h
后就会显著刺激NKCC1 基因的表达量,且一直持续

至48
 

h;而在高盐度胁迫下,NKCC1 的表达量对盐

度变化的响应在早期并不明显,至24
 

h后会出现显

著抑制现象,一直持续至72
 

h。在肾脏组织中(图

4b),低盐度和高盐度胁迫下,NKCC1 基因的表达量

均会随着时间推移而出现先增高后降低的现象。此

外,相比于对照组,低盐度和高盐度胁迫在都会在不

同时间点抑制 NKCC1 基因的表达量。上述实验表

明,NKCC1 基因在维持黑鲷渗透压和离子平衡过程

中起着重要的调节作用。

3 讨论

  NKCC是一类电中性跨膜转运蛋白,是溶质载

体家 族 的 成 员 之 一,可 以 按 Na+ ∶K+ ∶Cl- =
1∶1∶2的比例进行离子跨膜转运[20,21],从而参与调

节极化细胞中的离子和水分运动。在脊椎动物和无

脊椎动物中都发现有 NKCC,其在维持细胞体积的

稳态和电解质含量的过程中起关键作用[22]。在不同

渗透压环境中,鱼类的NKCC会被激活,向体外分泌

离子,从而维持渗透压平衡。在低盐度情况下,鱼类

体内
 

Na+、Cl- 浓度低于外界环境;在高盐度情况下,
鱼类体内的

 

Na+、Cl- 浓度高于外界,此时机体激活

细胞膜上的 NKCC蛋白,通过主动运输调节离子浓

度,使机体内外的渗透压达到平衡[20,21]。

  许多研究报道NKCC蛋白参与鱼类渗透压的调

节,例如在舩鱼(Fundulus
 

heteroclitus)中,当进行淡

水转移后,其NKCC1a 表达量在每个组织中均被抑

制;而从微咸水转移至海水后,NKCC1a
 

mRNA的

表达增加[23]。在罗非鱼(Sarotherodon
 

melanoth-
ern)中,不 同 盐 度 环 境 会 显 著 影 响 鳃 组 织 中

NKCC1a
 

mRNA的表达水平,在136‰盐度海水中

其表达量会比在淡水中高4.9倍[24]。已有学者研究

黑鲷在盐度胁迫下,为适应环境所起重要调节作用的

相关基因[10􀆼14],但尚未见有关于黑鲷 NKCC1 基因

参与渗透压调节的相关报道。在本研究中,通过克隆

获得黑鲷NKCC1 基因,该基因cDNA的ORF全长

为3
 

504
 

bp,编码1
 

167个氨基酸,理论蛋白分子量

为127.19
 

kDa,理论等电点为5.75。蛋白结构域分

析显示在51-1
 

167氨基酸残基间有一个典型的

Na+􀆼K+􀆼Cl- 共同转运蛋白SLC12A结构域,这与斑

马鱼、金鲳、罗非鱼等物种的SLC12A结构域具有高

度一致性,表明SLC12A结构域在不同物种中具有

很高的保守性,同时也表明黑鲷NKCC1与其他物种

的NKCC1一样,具有潜在的Na+􀆼K+􀆼Cl- 离子共同

转运功能。

  组织表达分析表明 NKCC1 基因在黑鲷各组织

中均有表达,且在肾脏、鳃和肠中表达量最高。在其

他硬骨鱼类如舌齿鲈、罗非鱼和大西洋鲑的组织中,
均发现有 NKCC1 基因的表达[25􀆼27],而本研究的结

果与其他鱼类中的研究类似。此外,肾脏、鳃和肠均

为参与鱼类渗透压调节的重要组织,黑鲷NKCC1 基

因在上述组织中具有显著高于其他组织的表达量,暗
示该基因在渗透压调节中发挥重要功能。

  对不同盐度胁迫下 NKCC1 基因在鳃和肾脏中

的 时 间 表 达 特 征 分 析 表 明,与 肾 脏 组 织 相 比,

NKCC1 基因在鳃组织中的渗透压调节作用更明显,
且在低盐度胁迫下反应十分迅速。这一结果与大西

洋鲑和攀鲈(Anabas
 

teseuclineus)中的结果相似[28],
说明黑鲷NKCC1 基因主要发挥作用的器官是鳃组

织。另外,相较于高盐度胁迫,黑鲷 NKCC1 基因对

低盐度胁迫的响应更为明显迅速。

  鱼类在海水中通过吞饮吸收水分,再通过肠道摄

取,进而用鳃排泄。当转移至淡水环境中时,由于吞

咽水的反射和水分扩散,鱼机体增加了肠内的水量。
为停止反射、促进水分泌,鱼机体会提高 NKCC1 基

因的表达,促进离子进入细胞以增加细胞液浓度。尽

管黑鲷渗透调节能力较强,但仍不能在急性条件下适

应淡水,因此也会激活NKCC1 基因表达以适应低盐

度环境。有学者认为 NKCC1 基因的快速响应受磷

酸化和去磷酸化调节的影响,而触发NKCC1 基因磷

酸化的信号似乎是细胞内Cl- 本身[29]。因此,推测

在低盐度胁迫条件下,黑鲷鳃组织中的NKCC1 基因

的磷酸化因细胞内Cl- 浓度的降低而激活,继而提高

NKCC1 基因的表达量,增加进入细胞内的离子量,
从而促进水分泌,以维持细胞内的稳态。综上所述,
本研究可为解析黑鲷 NKCC1 基因参与渗透压调节

的功能机制和建立黑鲷最适盐度养殖模式提供了一

定的技术理论,并为研究鱼类渗透压调节机制奠定理

论基础。

4 结论

  本研究分析黑鲷 NKCC1 基因的分子特征及其

在不同盐度胁迫环境下的表达特征,得出以下结论:
(1)黑鲷NKCC1 基因ORF全长为3

 

504
 

bp,共编码

041
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1
 

167个氨基酸,为跨膜蛋白,定位在细胞膜上,且含

有一个典型的 Na+􀆼K+􀆼Cl- 共同转运蛋白SLC12A
结构域;(2)NKCC1 基因在黑鲷的渗透压调节组织

中均有表达,其中,在肾脏、鳃和肠3个组织中的表达

量显著高于其他组织(P<0.05);(3)与肾脏组织相

比,NKCC1 基因在鳃组织中发挥的渗透压调节作用

更为明显,且在低盐度胁迫时发挥的作用更为迅速,
推测是由于低盐度胁迫,黑鲷鳃组织NKCC1 基因的

磷酸化因细胞内Cl- 浓度的降低而被激活,继而提高

NKCC1 基因的表达量,增加进入细胞内的离子量,
从而促进水分泌,以维持细胞内的稳态。本研究成果

有助于揭示黑鲷 NKCC1 参与渗透压调节的功能机

制,并为鱼类渗透压调节研究提供一定的理论基础。
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Abstract:To
 

understand
 

the
 

adaptation
 

mechanism
 

of
 

black
 

sea
 

bream
 

(Acanthopagrus
 

schlegelii)
 

under
 

sa-
linity

 

stress,the
 

bioinformatics
 

analysis
 

and
 

the
 

expression
 

characteristics
 

of
 

NKCC1
 

gene
 

in
 

different
 

tissues
 

were
 

carried
 

out
 

by
 

using
 

gene
 

amplification,cluster
 

analysis
 

and
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

techniques,

and
 

the
 

expression
 

mechanism
 

of
 

NKCC1gene
 

under
 

acute
 

salinity
 

stress
 

was
 

also
 

detected.The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

open
 

reading
 

frame
 

(ORF)
 

of
 

NKCC1
 

gene
 

was
 

3
 

504
 

bp,encoding
  

1
 

167
 

amino
 

acids.The
 

predicted
 

molecular
 

weight
 

of
 

NKCC1
 

protein
 

was
 

127.9
 

kDa,and
 

the
 

theoretical
 

isoelectric
 

point
 

was
 

5.75.
The

 

domain
 

analysis
 

showed
 

that
 

NKCC1
  

was
 

a
 

transmembrane
 

protein
 

and
 

contained
 

a
 

typical
 

Na+􀆼K+􀆼Cl-
 

cotransporter
 

SLC12A
 

domain,which
 

was
 

highly
 

conserved
 

in
 

different
 

species.Sequence
 

alignment
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

amino
 

acid
 

sequence
 

of
 

NKCC1
 

and
 

NKCC1a
 

had
 

the
 

highest
 

homology,which
 

was
 

97.8%.
Tissue

 

expression
 

analysis
 

showed
 

that
 

NKCC1gene
 

was
 

expressed
 

in
 

the
 

12
 

tissues
 

tested:
 

liver,kidney,

heart,brain,eye,gill,fin,spleen,skin,intestine,gonad
 

and
 

white
 

muscle
 

of
 

black
 

sea
 

bream,and
 

the
 

highest
 

expression
 

was
 

found
 

in
 

kidney,gill
 

and
 

intestine,and
 

significantly
 

higher
 

than
 

other
 

tissues
 

(P<0.05).
When

 

under
 

low
 

salinity
 

stress,the
 

expression
 

of
 

NKCC1gene
 

in
 

gill
 

tissue
 

responded
 

rapidly
 

to
 

salinity
 

changes,while
 

in
 

kidney
 

tissue,the
 

expression
 

of
 

NKCC1gene
 

was
 

inhibited
 

at
 

different
 

time
 

points
 

by
 

both
 

low
 

and
 

high
 

salinity
 

stress.In
 

conclusion,this
 

study
 

lays
 

a
 

foundation
 

for
 

exploring
 

the
 

mechanism
 

of
 

NKCC1gene
 

in
 

regulating
 

osmotic
 

pressure
 

and
 

ion
 

balance
 

in
 

black
 

sea
 

bream,and
 

provides
 

a
 

certain
 

techni-
cal

 

theory
 

for
 

promoting
 

the
 

sustainable
 

development
 

of
 

black
 

sea
 

bream
 

farming
 

industry.
Key
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bream,NKCC1
 

gene,Na+􀆼K+􀆼Cl-,acute
 

salinity
 

stress,osmotic
 

pressure
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