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摘要 :热休克蛋白 70 ( HSP70)与生物体的抗胁迫能力密切相关。本文采用 RACE ( Rap id amp lification of cDNA

ends) 技术 ,从黄颡鱼 Pelteobagrus fulvidraco克隆到一种组成型热休克蛋白 (HSC70)基因及其 cDNA。该 cDNA全

长 2245bp,包括 5′非编码区 82bp, 3′非编码区 225bp,开放阅读框 (ORF) 1938bp,编码 645个氨基酸组成的蛋白质。

黄颡鱼 HSC70基因含有 8个内含子 ,与人、鼠、虹鳟和花斑溪鳉的 HSC70基因内含子数目相同 ,位置相似。其中 ,最

长内含子 (873bp)位于 5′端非编码区 ,其余内含子 (长度在 80—251bp之间不等 )均在编码区以内。黄颡鱼 HSC70

基因编码的氨基酸序列与南方鲶的相似度最高 ,达 96113% ,与欧洲银鲫和团头鲂的相似度分别为 94145%和

94114%。RT2PCR检测显示 ,正常情况下黄颡鱼 HSC70在血细胞、心脏、肝、头肾、脾、鳃、肌肉和脑中均有表达 ,但

表达量在鳃中最高 ,肌肉中最低 ;统计结果显示 ,热激后 HSC70在血细胞、肝、头肾和脑中的表达量显著上升 ( p <

0105) ,而在其余组织中热激前后的表达差异不显著 ( p > 0105)。
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　　热休克蛋白 (Heat Shock Proteins, HSPs) ,也叫

热激蛋白 ,是生物体在受到外界环境胁迫因子 (如

高温、低温、缺氧、病原入侵、污染和饥饿等 )刺激下

所产生的一类对细胞起保护和修复作用的特殊蛋

白 [ 1, 2 ]。而 HSP70是热激蛋白中的一个家族 ,该家

族蛋白由两类基因所编码 ,即环境诱导型的 HSP70

基因和组成型的 HSC70基因 ,前者在正常细胞内表

达量极低 ,经外界刺激诱导后表达量显著增加 ;后者

在正常细胞内即有表达 ,经外界刺激后其表达量有

不同程度上升 [ 3 ]。这些蛋白作为“分子伴侣”,帮助

细胞内多肽的正确折叠、装配和转运 ,迅速修复或清

除错误折叠、受损的蛋白或变性蛋白 ,对细胞起修复

和保护作用 ,从而能有效提高机体的耐受性和抗应

激能力 [ 2, 4, 5 ]。

黄颡鱼 Pelteobagrus fu lvid raco俗称黄骨鱼 ,肉质

鲜美 ,营养价值高 ,现已集约化大规模养殖 ,然而这

种高密度养殖方式让其面临拥挤胁迫和其他更频繁

的刺激 ,易引起病害发生 [ 6 ] ,黄颡鱼自身的抗应激

能力成为决定其在养殖过程中成活率高低的重要因

素之一。HSC70基因作为一种重要的看家基因 [ 2 ] ,

与生物体的抗逆抗应激能力密切相关 ,影响机体的

存活能力 [ 4, 7 ]和生长速率 [ 8 ]。目前 ,在鱼类中 ,已有

虹鳟 (O ncorhynchus m yk iss ) [ 9 ]、斑马鱼 ( D anio re2
rio ) [ 10 ]、青鳉 ( O ryzias la tipes ) [ 11 ]、黑鲷 ( Acan2
thopagrus sch legelii)

[ 3 ]和南方鲶 ( S ilurus m erid iona2
lis)

[ 12 ]等十几种鱼的 HSC70 cDNA全序列得到克

隆 ,在鲇形目中仅报道了鲶科鱼类南方鲶的 HSC70

cDNA序列。本文首次报道鲇形目鲿科黄颡鱼

HSC70基因及其 cDNA全序列 ,以及该基因的组织

表达分布 ,为进一步阐明黄颡鱼 HSC70的多种功

能 ,特别是在抗逆和抗病中的作用奠定了基础。

1　材料与方法

111　实验材料　

11111　实验动物、载体和宿主菌　在养殖场购买健

康无损伤的黄颡鱼作为实验动物 ,体长为 (13171 ±

1174) cm,实验前在曝气自来水中充气驯养 5d。

pMD 182T Vector购自大连 TaKaRa公司。大肠杆菌
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DH5α由本实验室保存。

11112　试剂 　逆转录酶 M 2MLV购自 Promega公

司。 rTaq DNA聚合酶、TDT加尾酶、dNTPs和 DL

2000 Marker购自大连 TaKaRa公司。凝胶纯化试剂

盒 E1Z1N1A1TM
Gel Extraction Kit,购自 Omega公

司。Trizol购自 Invitrogen公司。引物合成及测序均

委托上海 Sangon公司。

112　实验方法　

11211　总 RNA提取和第一链 cD NA的合成 　取

黄颡鱼新鲜鳃组织 ,按 Trizol说明书提取总 RNA ,电

泳检测完整性 ,核酸定量仪检测其浓度和纯度 ,保证

其 OD260 /OD280 = 118—210。以总 RNA (约 2μg)为

模板 ,以 O ligo dT18为引物 ,按照逆转录酶 M 2MLV说

明书合成第一链 cDNA。

11212　H SC70 cD NA中间片段序列的获得　根据

GenBank中南方鲶 HSC70 cDNA 序列 (登录号

EF406131)和斑点叉 8尾 ( Icta lurus puncta tus )

HS P70 cDNA序列 (登录号 U22460) ,设计两对引物

( P1、P2和 P3、P4) (表 1) 扩增黄颡鱼 HSC70 cDNA

中间片段 (图 1 A )。以第一链 cDNA为模板 , PCR

反应总体系均为 25μL,各含 : 215μL 10 ×反应缓冲

液 , 015μL 上、下游引物 (各 10μmol/L ) , 015μL

dNTPs ( 10mmol/L ) , Taq酶 1125U ,模板量 1μL,以

dd H2 O补足体积 (以下 PCR反应体系均同此 )。扩

增程序均为 : 94℃预变性 3m in; 94℃变性 30 s, 50℃

　　　　　　

退火 35 s, 72℃延伸 1m in, 35个循环 ;最后 72℃延伸

10m in。分别将两个 PCR产物切胶纯化回收后 ,连

接到 pMD 182T载体 ,转化大肠杆菌 DH5α感受态细

胞 ,经鉴定后将阳性克隆送上海 Sangon公司测序。

表 1　黄颡鱼 H SC70基因克隆和表达所用引物

Tab11　The p rimers used for HSC70 gene cloning and exp ression in

yellow catfish

引物 Primer 引物序列 Sequence (5′—3′)

UP2dT CGGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT(18)

UP2dG CGGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACG(10)

P1 GCCAGCATTGAGATTGAC

P2 GGTGATGATTGGGTTACAG

P3 CACACCCAGTTATGTTGCCT

P4 CCATTGAAGAAGTCCTGTAGAAG

S1 TGGGTATTGAGACGGCGGGAGGAGT

S2 TGAGCGAATGGTCCAGGAGGCAGAG

A1 CACTCCTCCCGCCGTCTCAATACCC

A2 CGAAATCCTCACCACCCAGATG

A3 TCGTGACGGTCTTTCCAAGATATG

SD1 GAGATTGTGCATCGACGTGAC

AD2 AACTGGGTGTGGTCCGATTAC

SD3 GAAAGGACCAGAACTCTAAAAAG

AD4 CACCAAAGAAAACAAACGGAC

HSC1 AGAGCACGGGCAAGGAGAAC

18SF CCTGAGAAACGGCTACCACATCC

18SR AGCAACTTTAATATACGCTATTGGAG

图 1　黄颡鱼 HSC70 cDNA (A)及其基因 (B) PCR扩增所用引物的位置及克隆示意图

Fig11　Schematic diagram of yellow catfish HSC70 cDNA (A) and HSC70 gene (B) showing locations of p rimers for polymerase chain reaction

　　　　　　 ( PCR) and strategy of the gene cloning

图中箭头表示引物 ,箭头之间的线段表示 PCR扩增片段 ;图 B中虚线的直线部分表示 HSC70基因外显子 ,曲线部分则为内含子

A rrowheads rep resent p rimers; L ines between arrowheads indicate amp lification p roducts with PCR; HSC70 gene exon sequences were showed with

　　　　　　 straight broken lines while introns were showed with curve broken lines
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11213　3′RACE和 5′RACE　3′RACE:根据已获

得的中间序列 ,设计合成引物 S1和 S2 (表 1) ,分别

与通用接头引物 UP2dT (表 1)进行槽式 PCR (图 1

A)。第一轮 PCR扩增程序为 : 94℃预变性 3m in;

94℃变性 45 s, 58℃退火 35 s, 72℃延伸 90 s, 5个循

环 ; 94℃变性 30 s, 66℃退火 35 s, 72℃延伸 1 m in, 30

个循环 ;最后 72℃延伸 10m in。第二轮 PCR扩增程

序与中间片段扩增相同 ,仅退火温度改为 64℃。

5′RACE:在已获得的中间片段内 ,设计合成三条引

物 A1、A2和 A3 (表 1 )。逆转时以 A1代替 O ligo

dT18 ,所得 cDNA用 TDT进行末端加 C,以加尾后的

cDNA作模板 ,用 A2和 A3分别与通用接头引物

UP2dG进行槽式 PCR (图 1 A )。扩增程序与中间片

段扩增相同 ,仅退火温度不同 (第一轮 PCR为

64℃,第二轮为 59℃)。回收 3′RACE和 5′RACE

的第二轮 PCR 产物 ,连接、转化、克隆和测序

同 11212。

11214　H SC70基因的克隆 　用常规高盐法从黄颡

鱼肌肉中提取基因组 DNA。在获取 HSC70 cDNA序

列全长后 ,设计合成引物 SD1、AD2、SD3和 AD4 (表

1、图 1B)。用 SD1与 AD2扩增 HSC70基因的前段部

分 , SD3与 P4扩增其中间部分 , P1与 AD4则扩增其

后段部分 (图 1B )。扩增程序均为 : 94℃预变性

5m in; 94℃变性 45s, 53℃退火 40s, 72℃延伸 115m in,

35个循环 ;最后 72℃延伸 10m in。选取片段较大的

PCR产物进行切胶、克隆和测序 (同 11212)。

11215　RT2PCR半定量检测黄颡鱼 H SC70的表达

　将 10尾黄颡鱼分成两组 ,每组 5尾鱼 ,先暂养

5d,一组一直饲养于正常水温 ( 26 ±1)℃中作对照 ,

另一组置于 (36 ±1)℃水中热激 1h,热激后于正常

水温 (26 ±1)℃中恢复 3h后 ,快速取各组黄颡鱼的

血、心脏、肝、脾、头肾、鳃、肌肉和脑各组织器官 ,分

别装在冻存管中于液氮中速冻 ,以 2μg总 RNA为模

板 ,以 O ligo dT18和随机引物六聚体为混合引物进行

逆转录 (方法同 11211)。在获取了 HSC70基因及

其 cDNA序列的基础上 ,跨最后一个内含子 (图 1)

设计合成两条半定量引物 HSC1和 AD4 (表 1)用于

扩增 HSC70 cDNA序列 ,扩增产物为 522bp;以 18S

rRNA作内参基因 ,合成两条用于扩增 18S rRNA的

半定量引物 18SF和 18SR (表 1) ,预计扩增产物约

为 221bp。通过摸索最适退火温度、模板量和循环

数后 ,确定两 PCR的反应体系同 11212 (HSC70扩增

的模板为原液 cDNA, 18S rRNA则为原液 cDNA

1 /10的稀释液 )。扩增程序为 : 94℃预变性 3m in;

94℃变性 30 s, 57℃退火 30 s, 72℃延伸 30 s, HSC70

34个循环 , 18S rRNA 23个循环 ;最后 72℃延伸

10m in。各取 5μL PCR产物在 1%琼脂糖凝胶上电

泳检测 ,计算二者的积分光密度比值。每种组织取

3个重复实验数据 ,用 Excel中的 STDEV函数计算

标准差 ,用 SPSS 1310统计分析软件进行配对样品 t

检验 ,双尾法评估热激前后 HSC70的相对表达量差

异是否显著 ( p < 0105判定为差异显著 )

2　结　果

211　HSC70基因及其 cD NA的克隆和序列分析　

运用 DNAMAN软件 ,将中间片段、3′RACE和

5′RACE测序所得序列进行比对拼接 ,即得到黄颡

鱼 70 kD热休克蛋白基因 cDNA全长序列 (图 2)。

该序列全长 2245bp , 5′非编码区 82个核苷酸 , 3′非

编码区 225个核苷酸 , poly (A )尾上游 2200bp处为

真核细胞加尾信号 ( AATAAA ) ,其开放阅读框

(ORF)为 1938bp,编码 645个氨基酸组成的蛋白

质 ,其理论 p I/Mw为 5149 /70838107。通过分析氨

基酸序列发现 ,该蛋白含有 HSP70家族的三个标签

序列 ,分别位于氨基酸序列的 9—18 ( IDLGTTY2
SCV ) , 197—210 ( IFDLGGGTFDVSIL )和 334—348

( IVLVGGSTR IPKIQK)上 ,同时存在真核生物胞质

HSP70特征序列 ( EEVD ) ( glu2glu2val2asp )及靠近 C

端的 GGMP四肽简并重复序列。采用 SW ISS2MOD2
EL对其进行三维结构预测 ,推测该序列含有由 1—

386残基组成 44 kD的 ATP酶结构域 , 384—543残

基组成 18 kD的底物肽结合结构域 , 542—645残基

组成的 10 kD的 C端结构域。在获得全长 cDNA的

基础上 ,进一步从基因组 DNA中克隆到该基因序

列 ,与 cDNA比对发现该基因含有 8个内含子 ,其中

最大的内含子 ,即第一个内含子 ( 873bp )位于 5′非

编码区 ,在第一个内含子中发现一类似 HSE核心结

构序列 ( gaatatgcagaa tgttccagaa) ,其余内含子均位

于编码区内 (图 2) ,长度分别为 : 82bp、251bp、91bp、

80bp、80bp、84bp和 233bp。

212　黄颡鱼与其他物种的 HSC70氨基酸序列比较

分析　

用 NCB I的 B last X在线 ( http: / /www. ncbi.

nlm. nih. gov/blast)对黄颡鱼 70 kD热休克蛋白

cDNA所推导的多肽进行同源检索 ,取 12条代表不

同分类地位物种的 HSC70氨基酸全序列与该多肽

进行相似性比对。结果显示 :它与南方鲶 ( S1 m e2
rid iona lis)的相似性最高 ,达到 96113% ;其次为欧
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图 2　黄颡鱼 HSC70基因 cDNA及其氨基酸序列

Fig12　HSC70 gene cDNA and deduced am ino2acid sequence of yellow catfish

图中大写字母核酸序列为 HSC70 cDNA全序列 ,小写字母表示 HSC70基因内含子 ,核酸序列下面的大写字母表示相应的氨基酸。标有单下

划线的核苷酸表示起始密码子和终止密码子 ,双下划线则表示类似 HSE核心结构序列 ;灰色背景序列为 HSP70特征序列 ;加框的核苷酸表

　　　　　　 示加尾信号

The HSC70 gene nucleotide sequence ( GenBank accession number FJ376084) is shown with both uppercase letters ( exon) , rep resenting full length of

cDNA nucleotide sequence ( GenBank accession number FJ376083) and lowercase letters, rep resenting introns1 The cap ital letters below the nucleotide

sequence rep resent corresponding am ino acids1 Start codon and stop codon are underlined, and HSE2like consensus sequence is double2underlined1

The grey background am ino acid sequences are HSP70 s’characteristic motifs1 The consensus polyadenylation signal (AATAAA) is framed

洲银鲫 (Ca rassiusaura tus g ibelio)和团头鲂 (M egalo2
bram a am blycepha la ) ,相似性分别为 94145%和

94114% ,即使与亲缘关系较远的人 (Hom o sapiens)、

非洲爪蟾 (X enopus laevis)和鸡 (Ga llus ga llus) 等 ,相

似性也达到了 93%以上 ,甚至与巴西副球孢子菌

( Pa racoccid ioides brasiliensis)也有 52159%的同源

性。另 外 , 取 牙 鲆 ( Pa ra lich thys olivaceus,

ABG56390)、黑鲷 (A1 sch legelii, AAX07834)和虹鳟

(O1m ykiss, BAB72233)的 HSP70序列与上述 12条

HSC70氨基酸序列进行 N2J聚类分析 ,得到了种系

发生树 (图 3)。可以看出 ,黄颡鱼 70kD热休克蛋白

与包括其他鱼类等在内的脊椎动物的 HSC70氨基

酸序列聚成一支 ,而牙鲆、黑鲷和虹鳟的 HSP70聚

成另外一支。另外 ,无脊椎动物果蝇与所有其他脊

椎动物各处一支 ,原核生物巴西副球孢子菌又与所

有其他真核生物各处一支 ,说明 70 kD蛋白家族成

员的氨基酸序列聚类关系在一定程度上可以反应物

种之间的进化关系。
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表 2　黄颡鱼与其他物种的 HSC70氨基酸相似性比对结果

Tab12　Sim ilarity of HSC70 am ino acid sequences between yellow catfish and other species

物种名及登录号 Name and GenBank No1　相似性 Sim ilarity( % )

　

物种名及登录号 Name and GenBank No1　　相似性 Sim ilarity( % )

南方鲶 Southern catfish ( EF406131) 96113 鸡 Chicken (AJ004940) 93103

欧洲银鲫 Silver crucial (AAO43731) 94145 大菱鲆 Turbot ( EU099574) 92101

团头鲂 W uchang bream ( EU623471) 94114 黑鲷 B lack porgy (AY762969) 92100

人 Human (AF352832) 94112 虹鳟 Rainbow trout ( P08108) 91175

斑马鱼 Zebrafish ( Y11413) 93153 果蝇 Fruit fly (DROHSC4A) 82180

非洲爪蟾 African clawed frog (NM_001086599) 93138 巴西副球孢子菌 Paracoccid ioides brasiliensi (AAB62884) 52159

图 3　利用 Clustal X 1183和 Mega 410构建的不同物种 HSC70和 HSP70氨基酸序列系统发生树

Fig13　Phylogenetic tree of HSC70 and HSP70 am ino acid sequences with Clustal X 1183 and Mega 410

枝上节点旁数字表示 Bootstrap验证重复 10000次后的置信度

The number at each node of branch indicates the percentage of bootstrapp ing after 10000 rep lications

213　H SC70在各组织的表达量　

非热休克情况下 ,黄颡鱼各组织内的 HSC70和

内参 18S rRNA的 RT2PCR结果 (图 4A ) ,结果显示

HSC70在所检测组织内都有表达 ,在鳃组织内的表

达量最高 ,在肌肉内的表达量最少 ,表现出 HSC70

表达既具有组织普遍性又有特异性。热激后黄颡鱼

不同组织内的 HSC70表达量上升程度不同 ,其中脑

的表达量上升最显著 (图 4B )。统计分析结果表明 ,

热激后 HSC70的相对表达量在血细胞、肝、头肾和

脑中显著高于非热激相应组织或器官的表达量

( p < 0105) ,其余组织中 HSC70的相对表达量在热

激前后差异不显著 ( p > 0105) (图 5)。

3　讨　论

311　黄颡鱼 70kD热休克蛋白的类型及其基因序

列特点　

本实验从黄颡鱼体内成功克隆到一条全长

2245bp的 70kD热休克蛋白 cDNA序列 ,编码 645

个氨基酸。该氨基酸序列存在 HSP70家族成员的

三个特征性标签序列 ( IDLGTTYSCV、IFDLGGGTFD2
VSIL和 IVLVGGSTR IPKIQK) ,说明本次克隆的是

HSP70家族成员基因的 cDNA序列。从氨基酸比对

(表 2)和系统进化树 (图 3)可以看出 ,本次克隆推

导得到的氨基酸序列与南方鲶 HSC70氨基酸同源
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性最高 ,与包括其他鱼类在内的脊椎动物的 HSC70

序列聚成一支 ,而牙鲆、黑鲷、虹鳟的 HSP70聚成另

外一支 ,进一步说明本次克隆的是一种 HSC70

cDNA序列。另外 , RT2PCR的结果显示在非热激条

件下 ,该基因在各组织或器官中均有不同程度的组

成性表达 ,这一特点再次证明本次所克隆的确实是

HSC70 cDNA。在绝大多数真核生物细胞质 HSP70

家族序列中 , C端具有一高度保守的 EEVD调控基

序和靠近 C端的 GGMP四肽简并重复序列 [ 13—15 ]
,

本次克隆的序列具有上述特点 ,说明它是一种细胞

质 HSC70。此外 ,从该氨基酸序列中发现有 Dnak

亚族特征性基序 DLGTT2S2V [ 16 ]
,提示该序列是一种

Dnak类型的 HSC70蛋白。

通过在基因组中对 HSC70基因进行 PCR扩增 ,

发现该序列含有 8个内含子 ,这与人 [ 17 ]、鼠 [ 18 ]、虹

鳟 [ 9 ]和花斑溪鳉 (R ivu lus m arm ora tus) [ 19 ]的 HSC70

内含子数目相同 ,而且各相应内含子基本上处于相

同的位置 (虽然相应内含子长度不一定相同 )。

Chuang, et a l1通过比较各物种 HSC70内含子数目

发现 HSC70内含子数目在脊椎动物中保守而在无

脊椎动物中多变 [ 20 ]。另外 ,黄颡鱼的第一个内含子

最长且出现在 5′端非编码区 ,这种情况同人、鼠、虹

鳟、花斑溪鳉以及斑节对虾 ( Penaeus m onodon) [ 20 ]的

HSC70类似。一般认为 ,对基因表达具有显著调节

功能的内含子通常位于基因 5′端区域 [ 21 ]
,基因第一

个内含子对该基因的精确表达具有重要调控作

用 [ 22, 23 ]
;在染色体中 ,富含 A、T的区段对于基因转

录表达具有重要的调节功能 [ 24 ]
,且这种富含 A、T

的区段使得基因组 DNA双链解链变得容易 ,是变温

动物在低温下生存的一种选择优势 [ 25 ]。在 HSP基
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因中 ,热激应答元件 ( H eat shock response e lem en t,

HSE)通过与热激因子 ( Heat shock factor, HSF)特

异结合调控 HSP基因的转录 ,其核心结构序列为

CnnGAAnnTTCnnG
[ 26 ]。黄颡鱼 HSC70第一个内含

子处于基因 5′端 ,富含 A、T碱基 ( A、T含量

65186% ) ,且存在一个类似 HSE核心结构序列 :

gaatatgCaGAA tgTTCcaGaa。因此 ,推测黄颡鱼 HSC70

第一个内含子极有可能调控黄颡鱼 HSC70的转录

表达。

312　H SC70表达的组织特异性　

了解基因在不同环境条件及各种组织中的表达

分布是研究特定基因功能的最基本方法 [ 27 ]。本次

实验通过 RT2PCR半定量法在对照组 (非热激 )黄颡

鱼不同组织中均检测到了 HSC70的表达 ,且在各组

织内的表达水平不同 ,其表达具有组织特异性。

HSC70的这种组织特异性表达在斑马鱼 [ 10 ]、鲤

(Cyprinus carpio ) [ 28 ]和虹鳟 [ 29 ]中均有过报道 :如

Santacruz发现当斑马鱼胚胎发育到原肠期后期时 ,

在中枢神经系统和一些体节中 , HSC70表达开始具

有组织特异性 (这也意味着 HSC70在胚胎发育过程

中可能扮演着某一重要角色 ) ;此外 , A li在鲤体内

克隆到 2种 HSC70,发现 HSC70表达具有组织特异

性。在本实验对照组中 , HSC70在鳃组织中表达量

最高 ,在肌肉组织中最低 ,这可能是鳃作为一种呼吸

和滤食器官 ,直接与诸多外界因子接触 ,并频繁受到

刺激所致。而无论在对照组还是热激组中 ,肌肉中

的 HSC70均表现出较低表达 ,其主要原因可能在于

肌肉中低的蛋白周转率 [ 29 ]。

313　H SC70表达的热诱导性　

研究长腭泥 虎鱼 ( Gillich thys m irabilis)发现

HSC70 ATP酶在 10—15℃温度变化范围内的酶活

性最敏感 ,而在 15—25℃变化范围内最不敏感 [ 30 ]。

所以 ,本文用高于对照组 10℃来对黄颡鱼进行热激

实验。在热激过程中 ,随着越来越多的受损、错误折

叠或变性蛋白的产生 ,需要越来越多的 HSP70家族

蛋白作为“分子伴侣”参与机体保护和修复过程 ,从

而诱发 HSP70的表达上调 [ 1 ]。在本实验结果中 ,热

激后 HSC70基因相对表达量在黄颡鱼血细胞、肝、

头肾和脑组织中均明显上升 ,说明其表达在某些组

织内能够被热激所诱导。与此结果类似的报道较

多 ,如黑鲷的成纤维原细胞系被热激后 ,热激组的

HSC70表达与对照组的表达差异显著 ( p <

0105) [ 3 ]
;斑马鱼胚胎受热激后 , HSC70 mRNA被诱

导上升 [ 10 ]
;鲤的两种 HSC70表达在热激过的肌肉

组织中均有所上升 [ 28 ] ;在热激过的两种鳉鱼的细胞

系中也发现了 HSC70 mRNA有微量上升 [ 11 ]。但是 ,

也有部分相反的报道 ,如花斑溪鳉中 HSC71的表达

并不受热诱导上调 [ 19 ]
;虹鳟肝实质细胞中 HSC70

的表达也未受重金属和热刺激而发生显著变化 [ 29 ]。

由此可见 ,不同鱼类 HSC70的热诱导性存在差异。

在本实验中 ,黄颡鱼不同组织内 HSC70的热诱

导性也不一致。热激后 HSC70的相对表达量在血

细胞、肝、头肾和脑中显著上升 ,其中脑的表达量上

升最显著。这可能是因为热休克时 ,易引起某些组

织缺氧缺血 , HSC70在细胞保护 ,尤其是神经细胞

保护过程中发挥了重要作用 [ 31 ]。但是 , HSC70在抗

热激和其他胁迫因子中的具体作用机制 ,有待进一

步结合基因表达的转录水平和蛋白翻译水平进行研

究分析 ,尤其需要阐明 HSC70蛋白在黄颡鱼应对不

同类型胁迫因子中的作用。
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Abstract: Heat shock p rotein 70 (HSP70 s) act as a role of chaperone and p lay a key function in cytop rotection and cytore2
pair, including p rotein assembly, correct folding, and membrane translocation, it also enhance the organism s’immunity

and enduration to stressors. Yellow catfish ( Pelteobagrus fu lvidraco) is an important cultured species in China. In order to

illum inate molecular mechanism of the HSP70 fam ily members in the catfish against stressors and diseases, it is necessary

to clone the gene and cDNA sequence of HSP70 fam ily members in the first instance. Therefore, the gene and its cDNA of

a HSP70 fam ily member were cloned in yellow catfish, and mRNA exp ression of the gene was studied in various tissues

and organs of the catfish under heat2treated or unstressed condition.

A full length cDNA of 2245 bp was cloned in the gill of yellow catfish with RACE ( rap id amp lification of cDNA

ends) technique. The cDNA contained an open reading frame (ORF) of 1938 bp, 5′untranslated region of 82 bp and 3′

untranslated region of 225 bp. The deduced 645 am ino acid sequence contained HSP70 s’characteristic motifs ( Fig. 2) ,

and it indicated that the cDNA belonged to the fam ily of heat shock p rotein 70. Carried out alignment with other organ2
ism s’HSC70 am ino acid sequences, the deduced am ino acid sequence from the cDNA showed the highest sim ilarity

(96. 13% ) with HSC70 am ino acid sequence of Southern catfish (S ilurus m erid ionalis) . The phylogenetic tree ( Fig. 3)

showed that 70 kD heat shock p rotein of yellow catfish clustered together with other vertebrates’HSC70 s but not HSP70 s.

W hat mentioned above suggested that the sequence we cloned was a kind of heat shock cognate 70 ( HSC70) . Further2
more, its constitutive exp ression in unstressed tissue cells by RT2PCR detection ( Fig. 4) confirmed that the sequence we

cloned was HSC70 cDNA. Subsequently, the catfish HSC70 gene was cloned by PCR amp lification in the fish genome

DNA. Eight introns were found in the HSC70 gene, and the longest intron (873bp) was located in 5′untranslated region

and the others ( length between 80 and 251bp) in ORF region ( Fig. 2) . The introns with same number and sim ilar loca2
tion were found in the HSC70 genes of human ( Hom o sapiens) , mouse (M us m usculus) , rainbow trout (Oncorhynchus

m ykiss) and hermaphroditic teleost (R ivulus m arm oratus) .

In order to elucidate the HSC70 mRNA exp ression in different tissues or organs of yellow catfish under heat2treated or

unstressed condition, ten catfish were divided into two group s random ly, one ( control group) was unstressed and the cat2
fish were cultured in water temperature of (26 ±1)℃, the other ( the heat shock group) was heat2treated at (36 ±1)℃

for 1h, and then recovered in normal water temperature ( 26 ±1)℃ for 3h. Sem i2quantitative RT2PCR method was em2
p loyed to analyze the HSC70 mRNA exp ression in different tissues or organs, viz. , blood cell, heart, liver, head kidney,

sp leen, gill, muscle and brain. The results were as follows: in control group, HSC70 mRNA exp ressed constitutively in

eight tissues or organs of the unstressed catfish, and the mRNA transcrip ts were various in the detected tissues or organs

and the highest in gill ( Fig. 5) ; in the heat shock group, HSC70 mRNA exp ression significantly increased in blood cells,

liver, head kidney and brain ( p < 0. 05) , but did not significantly in the other four detected tissues or organs ( heart,

sp leen, gill and muscle) ( p > 0. 05) .

The data above indicate that the HSC70 gene and its cDNA of yellow catfish have been cloned, and the gene ex2
p ressed constitutively and could be induced by heat shock in various tissues and organs.

Key words: HSC70 gene; Clone; Tissue exp ression; Yellow catfish ( Pelteobagrus fu lvidraco)


