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日本三角涡虫 hsp70 cDNA克隆及原核表达 

马克学  陈广文  娄  昊  费利娜 
(河南师范大学生命科学学院, 新乡 453007) 

摘要: 热休克蛋白 70 是热休克蛋白家族中的重要成员, 它在保护生物体免受各种胁迫中发挥重要作用。由

于其惊人的再生能力, 淡水涡虫作为研究再生和发育的模式动物受到研究者关注。但是, 有关涡虫抗逆性的

分子机制却少有报道。研究采用 RACE (Rapid amplification of cDNA end) 技术首次从日本三角涡虫中克隆

出 hsp70 (Djhsp70)全长 cDNA序列。Djhsp70 cDNA全长 2066 bp, 含有 1947 bp的开放阅读框, 编码 648个

氨基酸, 分子量 71.18 kD, GenBank登录号 EU380241。DjHSP70的氨基酸含有真核生物 HSP70家族蛋白的

三个标签序列(9–16 位的 IDLGTTYS、199—206 位的 DLGGGTFD、334–339 位的 IVLVGG)和末端高度保

守序列 EEVD。经 BLAST 检索分析, Djhsp70 的核苷酸序列和推定的氨基酸序列与目前已知 HSP70 家族成

员高度同源。有趣的是, HSP70 亲缘关系分析表明: 涡虫更靠近脊椎动物, 而与无脊椎动物果蝇和线虫相距

较远。为了制备抗体研究 DjHSP70的组织学定位, 实验还成功构建了 DjHSP70表达载体, 在 IPTG诱导下表

达出约 76 kD的融合蛋白。Djhsp70 cDNA的克隆与表达载体的构建为下一步工作奠定了基础。 
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应对外界的各种生存压力, 如温度变化、组织
损伤、重金属污染和病原体侵袭等, 绝大多数生物
体都表达一些高度保守的防御性蛋白, 而目前研究
最多的是热休克蛋白 70 (Heat Shock Protein, HSP70)
多基因家族[1]。作为分子伴侣, HSP70在蛋白质的折
叠、跨膜转运、错误折叠蛋白的降解等方面发挥重

要功能[2]。大量研究表明 HSP70 表达受环境胁迫和
生理胁迫的影响, 并与细胞的增殖、分化和神经系
统的构建密切相关[3—9]。 

扁形动物门的淡水涡虫以惊人的再生能力而闻

名。著名的遗传学家摩尔根研究表明: 切割下来的
涡虫组织块小到涡虫虫体的 1/279 时仍然能够再生
出一条小涡虫[10]。因此, 涡虫又被誉为“切不死的动
物(Immortal under the edge of the knife)”。此外, 涡
虫具有极强的耐饥饿能力。一条成体涡虫饥饿数月

后虫体缩小到 1 mm, 但生理功能基本不受任何影

响, 一旦获得食物供应又重新生长[11]。作为水生动

物, 涡虫很容易受温度变化、水体污染等影响。然
而, 作为从细菌到人类共有的防御性蛋白-HSP70至
今在涡虫中尚未报道。为了丰富 HSP70 家族成员, 
研究涡虫抗逆性的分子机制, 本实验采用 RACE 技
术成功地从日本三角涡虫(Dugesia japonica)中克隆
出 hsp70 全长 cDNA 序列, 同时采用原核表达系统
构建了表达融合蛋白的重组载体, 对 DjHSP70 蛋白
的体外表达进行了初步探索。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物和主要试剂 
日本三角涡虫采自新乡塔岗水库, 实验前至少

饥饿一周。Taq 酶、DNA连接酶、逆转录酶、限制
性内切酶、RACE试剂盒和 DNA凝胶回收试剂盒购
自 TaKaRa, 总 RNA 提取试剂盒和 pUCm-T 载体购
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自上海生工, 所用引物由北京三博远志合成。JM109
菌株、BL21菌株和 pET-28a表达载体由梁卫红教授
惠赠。 

1.2  总 RNA提取 
取 3—4条涡虫于液氮中研磨成粉末后, 在液氮

挥发完全前加入 Trizol, 按照试剂盒操作说明提取
总 RNA, 取 2 μg总 RNA 逆转录为 cDNA, 并以此
为模板进行 PCR扩增。 

1.3  Djhsp70 全长 cDNA克隆 
利用 Song, et al.[12]报道的一对 hsp70 兼并引  

物 hsp70F 5′-CAGGAATTCAARCGYAAACAC-3′和 
hsp70R 5′-TTGGTCATKGCTCGYTCTCC-3′从日本

三角涡虫中扩增 hsp70 部分 cDNA 序列。PCR 参数

如下: 94℃ 5min, 94℃ 30s, 55℃ 30s, 72℃ 1min, 
35 个循环, 终延伸 72℃ 10min。PCR 产物经琼脂
糖凝胶电泳纯化后, 连入 pUCm-T 载体, 连接产物
转化大肠杆菌 JM109 感受态细胞, 蓝白斑筛选和
PCR 鉴定阳性转化子, 正确的转化子送北京三博远
志测序。根据上述已知的 hsp70 部分 cDNA 序列设

计 Djhsp70 5′-RACE 特异性引物 (5′- TCTTGTGTT 
TGCGCTTGAATTCCTG -3′) and Djhsp70 3′ -RACE 
特异性引物  (5′- GCTTGTGAACGCGCTAGACGA 
ACTC -3′)用于 cDNA 末端扩增。 5′-RACE 和 
3′-RACE 按照 TaKaRa RACE 试剂盒操作, PCR产
物连接 pUCm-T载体送北京三博远志测序。 

1.4  序列比对和生物信息学分析 
序列同源性比对和相似性搜索用在线生物学软

件 http://www. ncbi. nlm. nih. gov/blast 进行, 多序

列比对采用生物软件 Danman 6.0, 开放阅读框(ORF)

预测和氨基酸序列分析采用在线生物软件

http://www.expasy.org. HSP70 亲缘关系树采用 

Clustal X1.83 和 Mega 3.1生物软件构建, 系统树各

分支的置信度由“Bootstrap”法, 1000次循环检验。 

1.5  DjHSP70表达载体的构建及其原核表达  
根据 Djhsp70 ORF 序列设计一对特异性引物

Hind F:Ⅲ  5′-ACAAGCTTGCATGTCAAAAGGACC 
AGCAGTT-3′和  Xho R:Ⅰ  5′-CACTCGAGTTAGT 
CAACCTCCTCGATGGT-3′, 以 cDNA 为模板扩增
Djhsp70 ORF序列。PCR参数如下 (PrimesSTAR HS 
DNA Polymerase): 94℃ 5min, 98℃ 10s, 62℃ 15s, 
72℃ 3min, 30个循环, 终延伸 72℃ 10min。PCR 产
物加 A 处理后, 连入 pUCm-T 载体, 转化 JM109
受体菌。将筛选的阳性重组克隆质粒和表达质粒 

pET-28a 分别进行 Hind  Ⅲ 和 XhoⅠ双酶切和凝
胶回收处理, 目的片段与双酶切的 pET-28a 连接后
转化 BL21感受态细胞。将经过 PCR筛选和酶切鉴
定后的阳性重组克隆送上海英骏生物技术有限公司

测序。 
将鉴定的阳性重组细菌接种到 LB 培养液(含

50 μg/mL卡那霉素), 37℃振荡培养至菌液 A600值为

0.5 时, 加入 IPTG使其终浓度为 1 mmol/L, 37℃诱
导表达。在加入诱导剂后 0.5、1、2、4、6h收集菌
液 1 mL 经 12000 r/min离心 5min, 弃上清液 4℃
保存。同时, 为研究 DjHSP70 表达量与诱导剂量的
关系, 待菌体浓度为 A600 在 0.6 左右后, 加诱导剂 
IPTG 至终浓度分别为 0.01、0.03、0.05、0.1、0.5、
1.0、2.0 mmol/L诱导蛋白表达, 4h后取样经 12000 
r/min离心 5min, 弃上清后 4℃保存。样品用 100 μL 
pH 7.4的 PBS悬浮细菌沉淀物, 加入等体积的 2×样
品缓冲液, 水浴煮沸 10min, 通过 SDS-PAGE 检测
表达产物。 

2  结  果 

2.1  Djhsp70全长 cDNA克隆 
采用同源克隆的策略, 以日本三角涡虫 cDNA

为模板, 用设计的简并引物进行 PCR 扩增, 结果获
得 600 bp 左右的单一片段(图 1A), 与报道的大小完
全一致[12]。经 Blast 软件分析表明该片段与 GenBank
上已注册 hsp 基因家族高度同源, 表明此片段为日
本三角涡虫 hsp70 部分序列。在此序列的基础上, 
我们用设计的 Djhsp70 3′ -RACE 特异性引物获得 
 

 
图 1  日本三角涡虫 hsp70全长 cDNA 克隆 

Fig. 1  Cloning the full-length hsp70 cDNA from planarian Duge-
sia japonica 
A. 兼并性引物扩增片段; B. 3′-RACE扩增片段; C. 5′-RACE扩
增片段. 
A. Amplification fragment using degenerate primer; B. 3′-RACE 
amplification fragment; C. 5′-RACE amplification fragment 
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约 1200 bp 左右的片段含有 polyA 尾巴(图 1B), 用
Djhsp70 5′-RACE 特异性引物获得约 1000 bp 左右

片段(图 1C)。在这 3 个片段的基础上我们拼接出一
个 2066 bp 的核苷酸序列代表日本三角涡虫 hsp70 
基因的全长 cDNA。将该序列命名为 Djhsp70, 并在
GenBank注册(GenBank登录号 EU380241)。 

2.2  Djhsp70生物信息学分析 
经生物软件分析, 日本三角涡虫 hsp70 基因的

全长 cDNA为 2066 bp, 5′-末端有 52 bp的非翻译区, 
3′-末端有 67 bp非翻译区并含有一个短的 polyA尾
巴, 开放阅读框(ORF)长度为 1947 bp, 预测编码蛋
白质的分子量为 71.18 kD, 等电点为 5.56。DjHSP70
氨基酸列中含有真核生物HSP70家族蛋白的三个标
签序列 (9—16 位的 IDLGTTYS, 199—206 位的 
DLGGGTFD, 334—339 位的 IVLVGG)和末端高度
保守序列 EEVD[13,14]。 
 

 

图 2  邻接法构建的 HSP70家族亲缘关系树(括号内为 GenBank
注册号) 
Fig. 2  A phylogenetic tree of HSP70 family members constructed 
with the neighbour-joining method (The Genbank accession num-
ber was bracketed) 

 
运用在线生物学软件 Blast 对日本三角涡虫

HSP70 的核苷酸序列和氨基酸序列进行相似性搜索,
并运用 Danman软件对涡虫 HSP70与其他真核生物
HSP70 的氨基酸序列进行同源性比较 , 结果表明
DjHSP70 与其他真核生物中  HSP70 家族蛋白高
度同源, 在核苷酸序列上与贻贝(M. galloprovincials, 
Genbank accession No. AY861684)和大口鲶(S. me-
ridianalis, Genbank accession No. EF406131)的一致
性高达 94%, 在氨基酸序列上与人 (H. sapiens, 
Genbank accession No. BC019816)、非洲爪蟾 (X. 
laevis, Genbank accession No. BC041201)、斑马鱼(D. 
rerio, Genbank accession No. BC154755)的一致性分
别是 85.49%、86.00% and 85.52%。但是, DjHSP70 

氨基酸序列与无脊椎动物果蝇 (D. melanogaster, 
Genbank accession No. NM-169469)和线虫(C. ele-
gans, Genbank accession No. NM-060084)的一致性
却只有 72.38%、66.72%。利用 Clustal X1.83 和Mega 
3.1 构建 HSP70 亲缘关系树(图 2), 结果显示涡虫
HSP70 与软体动物们的贻贝亲缘关系最近, 靠近脊
椎动物, 而与果蝇和线虫较远。这个结果与最近提
出的涡虫新的分类地位一致, 涡虫和贻贝同属于冠
轮动物(Lophotrochozoa), 而线虫和果蝇属于蜕皮动
物(Ecdysozoa)[15]。 

2.3  DjHSP70表达载体的构建及其原核表达 
我们利用设计的 Djhsp70 ORF 特异性引物以 

cDNA 为模板成功克隆出 ORF序列 1947 bp (图 3), 
将目的片段加 A 处理后连接 pUCm-T 载体, 转化
JM109 受体菌。将筛选的阳性重组克隆质粒和表达
质粒 pET-28a 分别进行 Hind Ⅲ和 XhoⅠ双酶切和
凝胶回收处理, 目的片段与双酶切的 pET-28a 连接
后转化 BL21 感受态细胞。从阳性克隆中提取质粒
DNA, 经 Hind Ⅲ和 XhoⅠ双酶切后释放出目的基因
(图 3), 说明 DjHSP70表达载体构建成功, 并经上海
英骏生物公司测序证实读码框架完全正确。 
 

 

图 3  DjHSP70 表达载体的构建与鉴定 
Fig. 3  Construction and identification of DjHSP70 expression 
vector 
1. Djhsp70 ORF; 2. pET-28a 阳性重组表达质粒的双酶切 ;     
3. pET-28a 阳性重组表达质粒; M. λ-EcoT14 digestⅠ  
1. Djhsp70 ORF fragment; 2. pET-28a positive recombinant ex-
pression plasmid digested by HindⅢ和 Xho ; 3. pETⅠ -28a positive 
recombinant expression plasmid; M. λ-EcoT14 digestⅠ  
 

将筛选出的 pET-28a-DjHSP70 阳性表达菌株
接种到 LB培养液(含 50 μg/mL卡那霉素), 37℃振荡
培养至菌液 A600值为 0.5 时, 加入 IPTG使其终浓度
为 1 mmol/L, 37℃诱导表达。经 SDS-PAGE 检测显
示(图 4), 所表达的融合蛋白的分子量在 76 kD左右,  
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图 4  SDS-PAGE 检测 DjHSP70的原核表达 
Fig. 4  Detecting the DjHSP70 expression in prokaryotic cell by SDS-PAGE electrophoresis 

A. 不同 IPTG诱导浓度的 SDS-PAGE分析结果; B. 不同诱导时间对 DjHSP70表达影响的 SDS-PAGE分析结果 
A. The influence of different IPTG final concentration on the DjHSP70 expression; B. The influence of different induction time on the 
DjHSP70 expression 

 
与预期相符。同时结果显示该表达菌株对 IPTG 诱
导非常敏感, 在加入 IPTG 后 0.5h 即能明显检测到
融合蛋白表达(图 4B), 4h 后蛋白表达量基本达到高
峰, 以后增加诱导时间蛋白表达量基本没有变化。
pET-28a-DjHSP70 阳性表达菌株在未诱导条件下没
有融合蛋白表达。 

为研究蛋白表达量与诱导剂量的关系, 加入诱

导剂 IPTG分别至终浓度为 0.01、0.03、0.05、0.1、

0.5、1、2 mmol/L诱导 4h后进行 SDS-PAGE检测, 结

果显示(图 4A)该菌株对 IPTG的浓度非常敏感, 0.01 

mmol/L IPTG即能显著诱导DjHSP70融合蛋白表达, 

0.5 mmol/L IPTG 终浓度诱导融合蛋白表达量基本

达到高峰, 增加 IPTG 诱导浓度融合蛋白的表达量

没有变化, 说明 0.5 mmol/L IPTG 终浓度即能满足

诱导条件。 

3  讨  论 

自从首次在果蝇中报道热休克效应以来[16], 热
休克蛋白作为研究生物抗逆性的一个重要指标在各

种生物体中广泛应用。近年来, 国内外淡水涡虫研
究比较活跃, 主要集中在涡虫分类、生理生化及再
生等方面[17—19], 有关涡虫抗逆性的研究几乎无人涉
及。本实验采用 RACE 技术成功地从日本三角涡
虫中克隆出 hsp70 全长 cDNA 序列, 并利用生物
软件推导出其氨基酸序列。经 BLAST检索分析, 无

论是核苷酸序列还是氨基酸序列都与目前报道的 
HSP70 高度同源, 并且 DjHSP70 氨基酸序列中含
有真核生物  HSP70 家族蛋白的标签序列 , 因此 , 
我们认为该基因属于 hsp70 基因家族。 

此外, 我们成功地构建了 DjHSP70 表达载体, 
经 IPTG 诱导、SDS-PAGE 检测显示所表达的融合
蛋白的分子量在 76 kD 左右,  与预期相符。同时, 
我们还发现该表达菌株对 IPTG 的诱导浓度非常敏
感, 0.01 mmol/L IPTG 即能显著诱导 DjHSP70融合
蛋白表达, 0.5 mmol/L IPTG终浓度诱导融合蛋白表
达量基本达到高峰。从诱导时间上看, 在加入 IPTG
后 0.5h 即能明显检测到融合蛋白表达, 4h 后蛋白 
表达量基本达到高峰。DjHSP70 表达条件的初步  
优化为下一步融合蛋白的纯化、抗血清制备奠定了

基础。 
总之 , 本实验首次报道了涡虫中  hsp70 的全

长  cDNA 序列并成功构建了表达载体 , 为利用
DjHSP70 作 为 指 标 研 究 涡 虫 的 抗 逆 性 、 研        
究DjHSP70的组织学定位及功能研究奠定了良好的
基础。 
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CLONING AND PROKARYOTIC EXPRESSION OF HSP70 cDNA 
FROM PLANARIAN DUGESIA JAPONICA 

MA Ke-Xue, CHEN Guang-Wen, LOU Hao and FEI Li-Na 
(College of Life Sciences, Henan Normal University, Xinxiang 453007) 

Abstract: Heat shock protein 70 (HSP70) is an important member of the heat shock protein family, and it plays a key 
role in the process of protecting organisms from various stresses. Owing to its powerful regenerating ability, freshwater 
planarian has been attached high importance as model animal for the study of development and regeneration. However, 
little reports has addressed on stress response in planarians. In this study, the full-length hsp70 cDNA was firstly iso-
lated and sequenced from planarian Dugesia japonica (Djhsp70) using rapid amplification of cDNA end (RACE) tech-
nology. The full-length cDNA of Djhsp70 was 2066 bp containing an open reading frame (ORF) of 1947 bp encoding a 
polypeptide of 648 amino acids with a predicted molecular mass of 71.18 kDa, which was registered in GenBank with 
accession No. EU380241. The deduced amino acid sequence of DjHSP70 shared three signatures motifs (IDLGTTYS at 
the position of 9—16, DLGGGTFD at 199—206 and IVLVGG at 334—339) and the C-terminal consensus EEVD of 
eukaryotic HSP70 family. A sequence homology search using BLASTN and BLASTP revealed that DjHSP70 had high 
homology with other known HSP70s. Interestingly, the phylogenetic analysis of HSP70 revealed that planarian had a 
closer relationship to vertebrates, but far from to other invertebrates such as D. melanogaster and C. elegans. For pre-
paring the antibody to study the subcellular location of DjHSP70, DjHSP70 expression vector was successfully con-
structed and expressed a 76 kDa fusion protein in agreement with the expected molecular weight after the induction with 
IPTG. Djhsp70 cDNA cloning and construction of its expression vector provided a basis for further study in our labora-
tory. 
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