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唐鱼热休克蛋白 60 基因 cDNA 克隆及表达
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摘要 采用RT-PCR和RACE技术,成功克隆了唐鱼(Tanichthysalbonubes)热休克蛋白60基因cDNA全

长序列,命名为TaHSP60(GenBank登录号:HM234132)。研究表明:该基因序列全长为2486bp,5′端非翻译区

(URT)102bp,3′URT656bp,开放阅读框(ORF)1728bp,编码575个氨基酸。序列比对分析表明唐鱼 HSP60
与斑马鱼(Daniorerio)的相似性高达96.2%,与鲫(Carassiusauratus)、褐牙鲆(Paralichthysolivaceus)、大西洋

鲑(Salmosalar)以 及 非 洲 爪 蟾(Xenopustropicalis)的 相 似 性 分 别 为93.2%、89.7%、88.3%和83.8%。

ClustalX比对结果表明:该序列含有典型的 mt-HSP60特征序列、ATP结合位点,以及C末端保守的重复区域

GGM。进化分析结果表明,唐鱼 HSP60与斑马鱼HSP60聚为一支,二者亲缘关系较近。荧光定量PCR显示唐

鱼 HSP60的 mRNA在肝脏、肌肉、鳃、鳍条、眼睛、卵巢、肠道和脑等8种组织中均有表达,其中肝脏中表达量最

高,而在鳃和鳍条呈微量表达。统计分析表明,其他各组织与肝脏相比均有显著差异。铜暴露后,唐鱼肝脏

HSP70mRNA表达水平分别在48h和96h出现上调,均显著高于对照组。
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  热休克蛋白(heatshockprotein,HSPs)又称应

激蛋白,是生物体在受应激原刺激后,发生热休克反

应时所产生的一类蛋白,该蛋白具有高度的保守性,
普遍存在于从细菌到人的整个生物界[1]。根据其相

对分子质量可分为热激蛋白90(HSP90)、热激蛋白

70(HSP70)、热激蛋白60(HSP60)和小热激蛋白等

家族[2]。HSP60作为一种分子伴侣,能协助变性和

不可溶的凝聚蛋白重新恢复天然构象,其重要的生

物功能已日益引起人们的重视。唐鱼(Tanichthys
albonubesLin)又名白云金丝鱼,隶属鲤形目、鲤科、
唐鱼属。目前我国仅在广东从化等少数地点发现自

然生活的群体[3]。作为国家二级保护动物,唐鱼以

具有较高观赏价值而闻名,由于其具有和斑马鱼

(Daniorerio)等模式生物相似的特征,对很多环境污

染物较敏感,故可作为一种新的水环境污染监测生

物。然而,国内有关唐鱼的研究才刚起步,研究较

少[4-5],因此对唐鱼热休克蛋白的研究具有重要意义。
笔者利用 RT-PCR 和 RACE 技术克隆唐鱼

HSP60cDNA全序列,采用荧光定量PCR技术分

析该基因的表达模式,旨在从分子生物学角度建立

环境污染物的一个检测系统或一种方法,为探讨水

环境中污染物对唐鱼的影响机制奠定基础。

1 材料与方法

1.1 供试鱼

本试验所用唐鱼(T.albonubes)由中国水产科

学研究院珠江水产研究所提供。
1.2 总 RNA 的提取

采用 TRIzol(Invitrogen)法提取总 RNA。取

体长(2.85±0.17)cm、体质量(0.59±0.18)g、
鲜活健康的唐鱼,以高锰酸钾对其消毒,再用75%
的乙醇棉球擦洗,置于无菌托盘上,解剖鱼体,取出

肝脏、肌肉、鳃、鳍条、眼睛、卵巢、肠道、脑等8种组

织,液氮速冻后于-80 ℃保存备用。提取的总

RNA用紫外分光光度计测量D260/D280并判断其纯

度,通过琼脂糖凝胶电泳分析总RNA质量。
1.3 引物设计与 RT-PCR

根 据 GenBank 中 鲫 (Carassius auratus)
(DQ872653)、褐 牙 鲆 (Paralichthysolivaceus)
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(DQ250130)、莫 桑 比 克 罗 非 鱼 (Oreochromis
mossambicus)(DQ855464)HSP60基因的保守序

列,应用PrimerPremier5.0软件设计1对兼并引

物 M-dF和 M-dR(表1)。使用 M-MLV逆转录酶

(Promega)合成cDNA 第一链,-20℃保存。25

μLPCR反应体系中含1μLcDNA合成液,上、下
游引 物(10pmol/L)各0.5μL,PremixTaq 酶

(TaKaRa)1.25U 进行 PCR 扩 增,反 应 程 序 为

94℃ 预变性3min;94℃30s,50℃30s,72℃
1min,34个循环;72℃延伸10min。
1.4 全长 cDNA 克隆

按照5′RACESystemforRapidAmplification

ofcDNA Ends,Version 2.0(Invitrogen)和

SMARTerTMRACEcDNAAmplificationKitUser
Manual(Clontech)的操作说明,分别合成5′和3′-
RACEReadycDNA。

根据已获得的 HSP60基因中间片段设计基因

特异性引物(表1)。5′RACE采用Gsp2、Gsp3和试

剂盒中 的 AUAP 分 别 进 行 扩 增,3′RACE 采 用

3′26-1和3′26-2分别与 UPM 进行PCR扩增,反应

体系与反应程序严格参照各试剂盒说明。扩增产物

经胶回收、纯化、蓝白斑筛选及菌液PCR鉴定后,将
阳性克隆送至北京三博远志生物技术有限公司进行

测序。
表1 唐鱼HSP60基因cDNA全长扩增及荧光定量PCR所用的引物

Table1 PrimersusedforthecloningofHSP60cDNAofT.albonubesanditsRT-PCRqualification

基因 Gene 引物序列(5′→3′)Primersequence 片段大小/bpSize

PCR    HSP60
M-dF:GACTACGAGAAGGAGAARCT
M-dR:GTCCTCACSACCTTKGTG

413

RACE    TaHSP60 5′R66-1(GSP1):GGGGTCAATAATGCCTC
R66-1(GSP2):GACATATTCTCCGAGCATGGCAT 1535
R66-1(GSP3):AGCTCTGCGAATAATGTCGATACC
5′R79-1(GSP1):AGTGTTGTTGGCCACGT

R79-2(GSP2):TCTTTTGTGACTTTGGGGCTTCC 723
R79-3(GSP3):CAGCATCAGCCAACAGGTCAACG
3′26-1:AGGAGTTGAGGGATCTCTGGTGGTG

913
3′26-2:CTCGGAGAATATGTCAACATGGTCG

Real-timequantativePCR   
     TaHSP60 F:TGGTCATTGCAGGGATACG R:TAAATGCCACTCGAGCTGC 162
     β-Actin F:GGATGATGAAATTGCCGC R:CAACATAGCTGTCCTTCTGCC 161

1.5 cDNA 序列分析及进化树的构建

利用DNAstar软件将各片段序列拼接,用Sig-
nalP3.0Server和ExPASy对拼接后的cDNA序

列进行生物信息学分析。同时采用 MEGA4.0软

件构建 HSP60蛋白的(Neighbor-joiningmethod,

NJ)系统进化树,并进行1000次bootstraps值验

证。
1.6 荧光定量检测组织差异表达

为研究唐鱼热休克蛋白 HSP60在未受外界刺

激时(即正常养殖环境下)组织表达情况,从12尾健

康的唐鱼中选取肝脏、肌肉、鳃、鳍条、眼睛、卵巢、肠
道、脑等8种组织进行实时荧光定量PCR检测。提

取各组织总 RNA后,用无 Rnase酶的DnaseⅠ处

理。25μLPCR反应体系中模板2μL,上下游引物

(10pmol/L)(表1)各0.5μL,PrimixTaq酶12.5

μL。反应程序为95 ℃ 3min;95 ℃ 30s,56 ℃
30s,72℃30s,72℃10min,35个循环;4℃保

温。每个样品设3个重复,β-actin基因作为实时定

量PCR的内参。

1.7 重金属污染物铜诱导试验

取暂养2周的健康唐鱼72尾,分别放入3个缸

中,每缸24尾。13.50μg/L铜暴露96h,试验期间

不投喂饲料,每24h更换1次药液,整个试验过程

未引起死亡。水中溶解氧保持在6.0mg/L以上,

pH 为8.0,硬 度 为2.5(德 国 度),温 度 控 制 在

(25.0±1)℃,光暗比为16h∶8h。暴露开始后的

24、48、72和96h分别取6尾鱼作为各时间点样品。
每个时间点样品中的6尾鱼分别取等量的肝脏,混
匀后液氮保存直至提取总RNA,反应体系及反应程

序同本文“1.6”。
1.8 数据处理

采用2-△△CT法[6]计算目的基因的相对表达量。
正常肝脏组织表达量为对照,并设其基因的相对表

达量为1。试验结果均采用平均值±标准差表示,
用STATISTICA6.0(Statsoft,Inc)软件进行单因

素方差分析(one-wayANOVA),利用Duncan’s多

重比 较 对 均 值 进 行 差 异 显 著 检 验,显 著 水 平 为

P<0.05。
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2 结果与分析

2.1 唐鱼 HSP60 基因的克隆

利用RT-PCR技术进行核心片段扩增,获得与

预期产物大小一致的cDNA片段。将核心片段、5′
及3′各片段序列拼接后,获得了 HSP60基因cD-
NA全长序列(GenBank登录号:HM234132)。该

基因全长2486bp,5′端非翻译区(URT)102bp,开
放阅读框1728bp(103~1830bp),起始密码子

ATG,终止密码子TAA,编码一个由575个氨基酸

残基组成的蛋白质,推测其分子质量为61.26ku,
理论等电点为5.41,3′URT656bp。将该核苷酸及

氨基酸序列提交GenBank进行BLAST比对,结果

显示该序列与其他物种的 HSP60蛋白均具有较高

的同源性,故推断在本试验中获得的cDNA 序列为

编码唐鱼HSP60蛋白的全长cDNA序列。
2.2 氨基酸序列分析

将唐鱼HSP60cDNA推导的氨基酸序列与其

他物种的序列进行比对,结果显示,唐鱼与斑马鱼

(D.rerio)、鲫(C.auratus)、褐牙鲆(P.olivaceus)、
大西洋鲑(S.salar)、非洲爪蟾(Xenopustropica-

lis)、红原鸡(Gullasgullas)、家鼠(Rattusnorvegi-
cus)、人(Homosapiens)和大肠杆菌(Escherichia
coli)之间的相似度均大于50%,表明 HSP60蛋白

在不同物种中具有高度的保守性。对唐鱼氨基酸序

列做多序列比对分析发现,所得到序列拥有 HSP60
线粒体特征序列AAVEEGIVPGGG,可确定此基因

为HSP60家族中的一种线粒体HSP60成员。
2.3 构建热休克蛋白 60 基因进化树

采用ClustalX1.83和 MEGA4.0软件,根据

唐鱼与其他物种 HSP60氨基酸序列建立系统发育

树(NJ),其中大肠杆菌作为外群。结果(图1)显示,
系统进化树主要分为2支,一支是原核生物大肠杆

菌,另一支为真核生物,包括人类、鼠和红原鸡等。
在本研究所选择的物种中主要分为3个单系类群:
斑马鱼、唐鱼、鲫、褐牙鲆和大西洋鲑等鱼类聚为一

支,为第一类群(bootstrap80),此单系类群中唐鱼

和斑马鱼优先聚为一支,推测唐鱼和斑马鱼亲缘关

系最近;两栖类、鸟类和哺乳类为第二类群(boot-
strap90);类群三由无脊椎动物中的节肢动物组成

(bootstrap100)。此进化树中各物种 HSP60的进

化地位与其他生物学分类相一致,故得到的系统树

正确地反映了相应物种间的进化关系。

图1 唐鱼与其他物种HSP60基因

推导的氨基酸序列构建的NJ进化树

Fig.1 Thephylogenetictreebasedonamino
acidssequencededucedfromHSP60geneof

T.albonubesandotherspecies
2.4 唐鱼 HSP60 在正常组织中的表达分析

提取正常养殖条件下健康唐鱼的各组织,用实

时荧光定量PCR进行表达分析,其结果(图2)表
明,HSP60基因在各组织中均有表达,只是表达量

有所不同。其中肝脏表达量最高,其次是肌肉组织

(约为肝脏的0.67倍,P<0.05),而鳃中 HSP60的

表达量最低(约为肝脏的0.04倍,P<0.05),鳍条

中HSP60的表达量为肝脏的0.041倍(P<0.05),
肠道、眼睛、卵巢、肌肉和脑中 HSP60mRNA表达

量分别为肝脏的0.45倍、0.18倍、0.10倍、0.67倍

和0.05倍(P<0.05)。

 L:肝脏Liver;M:肌肉 Muscle;G:鳃 Gill;F:鳍条Fin;E:眼睛

Eye;O:卵巢 Ovary;I:肠道Intestine;B:脑Brain;*:P<0.05.

图2 荧光定量PCR检测HSP60在不同组织中的转录水平

Fig.2 ThemeasuredexpressionleveloftheHSP60
transcriptindifferenttissuesusingqRT-PCR

2.5 铜诱导唐鱼肝脏 HSP60 基因 mRNA 表达分析

  在暴露后的不同时间点,用荧光定量PCR对肝

脏中 HSP60基因 mRNA表达水平进行检测。结

果(图3)显示,暴露后48hHSP60mRNA表达水
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平显著上调(约为对照组3.4倍,P<0.05),随着时

间的延长在暴露96h显著上调并达到峰值(约为对

照组14.6倍,P<0.05),24和72h与对照组相比

均无显著变化。

*:P<0.05.

图3 铜诱导唐鱼肝脏HSP60mRNA的相对表达量

Fig.3 RelativelivermRNAofTaHSP60aftercopperexposed

3 讨 论

研究表明,热休克蛋白与生物受到的胁迫之间

有着极为重要的关系[7]。由于鱼类栖息环境的特殊

性,其生存常常更多地受到水环境理化条件变化的

胁迫作用,而在许多物种中扮演分子伴侣角色的

HSP60在正常或应激条件下维持细胞正常功能是

必不可少的[8]。
本研究是国内首次对唐鱼热休克蛋白家族成员

HSP60进行报道,氨基酸序列分析显示,克隆的唐

鱼HSP60含有线粒体 HSP60特征基序 AAVEE-
GIVPGGG、ATP 结 合 区 域 KAGRKGVITVK-
DGKTLHDELEI,聚腺苷酸化信号序列AATAAA
以及靠近C端的GGM 重复序列,说明本试验成功

克隆了唐鱼 HSP60基因。Choresh等[9]研究发现

HSP60基因中 ATP结合位点在不同物种具有高

度的保守性,且该位点是此类蛋白中高度保守的区

域之一[10]。唐 鱼 HSP60ATP 结 合 位 点 位 于 第

119~213位,此区域与其他物种的 ATP结合位点

同样具有高度的保守性,进一步证实了Choresh的

观点。研究发现,大肠杆菌GroEL在第461位谷氨

酸和第452位精氨酸之间,由于包括盐桥的多个内

部亚基相互作用而稳定了大肠杆菌的双环结构。尽

管哺乳动物线粒体HSP60与细菌有很高的同源性,
但在核苷酸缺失或 HSP10缺失的条件下形成了单

环结构[11]。Choresh等[9]研究发现在哺乳动物线粒

体中由于没有盐桥的存在导致了双环结构分离成单

环,唐鱼HSP60第478位(对应细菌R452)为甲硫

氨酸,第487位(对应细菌E461)为谷氨酸,分别与

人类HSP60的一致,推测唐鱼 M478和E487之间

不能相互作用产生盐桥。此外,和典型的线粒体

HSP60一样,该蛋白在C端也有1个保守的重复

GGM特征基序,虽然目前该特征序列的功能还不

明确,但此序列是HSP60家族普遍存在的序列[12]。
通过HSP60的核苷酸和氨基酸序列比对看出,

不同的物种之间 HSP60cDNA核苷酸序列存在较

大差异,但氨基酸序列并未发生很大变化。进一步

比较发现,差异存在一般位于密码子的第3位,由于

密码子具有简并性,所以氨基酸序列没有发生变化,
即沉默替代。虽然基因中碱基不同,但沉默替代对

编码的蛋白无影响,也不会对蛋白的功能产生影响,
但是沉默现象是有限制的,而且碱基序列的保守区

也不是随机的[13],于是推测这些保守区与保持基因

的结构和功能是密切相关的。聚类分析显示,唐鱼

和斑马鱼亲缘关系最近(bootstrap90);比对分析发

现,亲缘关系较近的物种同源性较高,所以在系统发

育树上比较靠近。
荧光定量PCR检测发现 HSP60在各组织中

均有表达,表明 HSP60基因是广泛存在于唐鱼的

各个组织中,这与前人报道的热休克蛋白广泛分布

在动物各个细胞中的结论是一致的[1]。然而由于个

体差异的存在,热休克蛋白基因在不同物种、不同条

件、不同发育阶段的表达也有所不同[14]。本研究发

现,肝脏 HSP60对铜的诱导较为敏感,且在不同的

时间点敏感程度不同,这与前人报道的HSP60对应

激源 较 为 敏 感 基 本 一 致[15]。但 在 不 同 的 器 官

HSP60是否具有相同的敏感性,还有待对基因表达

的时空性、不同条件下的表达调控作进一步的研究。
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Cloningandexpressionofheatshock
protein60cDNAofTanichtysalbonubes

LIUHai-chao CHENHui-hui QINJian-hui MAXu-fa

CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity/
KeyLaboratoryofAgriculturalAnimalGenetics,

BreedingandReproductionofMinistryofEducation,Wuhan430070,China

Abstract Heatshockprotein60(HSP60)functionsasamolecularchaperonandplaysanimportant
roleinproteinfolding,maintenanceofstructuralintegrityandproperregulationofasubsetofcytosolic
proteins.Toidentifyasensitivebiomarkeroffreshwatermonitoring,thefull-lengthcDNAofTanichthys
albonubesHSP60(designatedTaHSP60)wasclonedbyRT-PCRandRACEtechniques.Itwasof2486
bp,including5′UTRof102bpand3′UTRof656bp.Itsopenreadingframecontained1728nucleotides
whichencodeda575aminoacidpeptide.ThededucedaminoacidsequenceofT.albonubesHSP60had
thehighestsimilaritywithDaniorerio(96.2%).ThesimilaritybetweenT.albonubesandCarassiusau-
ratus,Paralichthysolivaceus,SalmosalariandXenopustropicaliswas93.2%,89.7%,88.3% and
83.8%,respectively.ClustalXanalysisconfirmedtheexistenceofthetypicalmitochondrialsignaturese-
quence,ATPbindingregionandconservedGGMrepeatmotifattheC-terminalinT.albonubesHSP60.
PhylogeneticanalysisplacedT.albonubesandtheputativeD.rerioHSP60intooneseparatecluster.The
resultsfromreal-timePCRshowedthattheT.albonubesHSP60wasubiquitouslyexpressedindifferent
tissuessuchasliver,muscle,gill,finclips,eye,ovary,intestineandbrain.HSP60expressionlevelsinliv-
erwerethehighestwhileextremelylowingillandfinclips.Statisticalanalysisindicatedthatthetran-
scriptionofHSP60inliverwassignificantlyhigher(P<0.05)thaninanyotherorgans.Aftercopper
exposed,mRNAexpressionlevelofTaHSP60inliverweresignificantlyhigherthanthoseincontrol
groupin48hand96h(P<0.05).ThedatawouldhelpdesignnucleotideprobesfordetectingHSP60
geneexpressionsasabiomarkerinenvironmentalmonitoring.

Keywords Tanichthysalbonubes;heatshockprotein60;cloning;expression;real-timePCR
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