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杂交鲟和匙吻鲟 克隆与序列分析
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摘要　采用 RT2PCR法从杂交鲟 (♀H uso huso×♂A ci penser schrencki)和匙吻鲟 ( Pol yodon s pathula)肝脏

RNA克隆获得 HSP70基因的全长 cDNA ( HSP70 cDNA) 。所测定的 HSP70 cDNA序列与 NCBI/ GenBank上

登载的鲫 ( GenBank No. DQ872648)同源性最高 ,杂交鲟和匙吻鲟分别达 96 %和 98 % ,杂交鲟 HSP70 序列为

382 bp ,匙吻鲟为 334 bp。将杂交鲟和匙吻鲟与其它脊椎动物 HSP70氨基酸序列用 DNAstar软件进行相似度

比较 ,鱼类与哺乳动物、两栖类非洲爪蟾之间 HSP70氨基酸序列相似度平均值分别为 86. 2 %和 86. 8 %。鱼类

之间的氨基酸序列相似度较大 ,平均为 93. 8 % ,表现出较高的保守性。以 HSP70 核苷酸序列为分子标记 ,用

M EGA4软件中最大简约法 (MP)构建了 12个物种 HSP70系统发育树 ,识别出 3个大的单系类群 :杂交鲟、匙吻

鲟、团头鲂、鲫、鲤、斑马鱼聚为类群一 (boot st rap 96) ;虹鳟和大西洋鲑聚为类群二 (boot st rap 100) ;人类和褐家

鼠类聚为类群三 (boot st rap 89) 。
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　　热休克蛋白 ( heat shock protein , HSP)又称为

应激蛋白 ,是生物细胞 (包括原核细胞及真核细胞)

在受热、生物应激、理化因素等应激原刺激后 ,发生

热休克反应时所产生的一类在生物进化中最保守并

由热休克基因所编码的伴随细胞蛋白[1 ]。目前已发

现在环境胁迫因子 (如高温、重金属和微生物感染

等)的刺激下 ,其表达量显著增加[2 ]。由于 HSP在

进化过程中的高度保守性 ,作为一种有效的分子标

记 ,不少学者通过 HSP序列分析研究分子流行病和

系统进化之间的关系。热休克蛋白根据其同源性及

分子质量大小可分为 3 个主要家族 : HSP90 (85～

90 ku) 、HSP70 (68～73 ku)和小分子质量热休克

蛋白[ 3 ]。其中以 HSP70 最为保守 ,研究的也最广

泛[4 ]。

杂交鲟 ( hybrid st urgeon)和匙吻鲟 ( Pol y odon

s p at hul a)是大型的经济鱼类 ,其适应性强、生长迅

速[5 ]。但是 ,近年来鲟的病害频频发生 ,严重威胁了

鲟养殖业的发展。本研究中 ,笔者选择 HSPs家族

中 HSP70基因 ,以杂交鲟、匙吻鲟为研究材料 ,采用

R T2PCR方法从其肝脏总 RNA 中克隆热休克蛋白

HSP70 cDNA序列 ,推导其编码的氨基酸序列。通

过查阅 NCBI/ GenBank 中已登录的其它动物的

HSP70氨基酸序列 ,比较分析不同物种的 HSP70

氨基酸序列特征 ,以期为鲟机体抗逆、应激反应的深

入研究提供依据。

　材料与方法

　供试鱼

供试鱼为人工杂交培育的杂交鲟 ( ♀H uso

huso×♂A ci penser schrencki ) ,由中国水产科学研

究院长江水产研究所提供 ;匙吻鲟 ( Pol yodon

s p at hul a)取自湖北省麻城市浮桥河水库。

　试　剂

T4 DNA 连接酶、EcoR Ⅰ、TRIzol、p GEM2T

Easy载体购自 Promega 公司 ;DNA 凝胶回收试剂

盒购自 Axygen Biosciences 公司 ; X2gal、IP T G、

DNA Marker DL2000、R T2PCR、PCR 试剂盒购自

Ta KaRa公司 (大连) ; TOP10 感受态细胞购自北京
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优博奥生物科技有限公司 ;胰化蛋白胨 ( bacto2t ryp2
tone) 、酵母提取物 ( bacto2yeast ext ract )购自 OX2
OID公司。

　 法提取总

试验用的玻璃器皿经 150 ℃烘烤 4 h。塑料器

皿经 0. 1 % DEPC ( diethypyrocarbonate ,焦碳酸二

乙酯)水浸泡过夜 ,双蒸水冲洗 , 高温高压灭菌后

37 ℃烘干。金属用具经 1 mol/ L 的 NaO H 浸泡

2 h ,经 0. 01 %的 D EPC水彻底冲洗后 ,37 ℃烘干。

各试剂用无 RNase 的 0. 1 % DEPC处理后的水配

置。从活体中取出肝脏组织 ,迅速置于液氮生物容

器中 ,取出后加入 1 mL TRIzol试剂 ,用匀浆器冰上

研磨 ,具体抽提步骤按 TRIzol Reagent 说明书进

行。

　引物设计

根据已发表和登录在 NCBI/ GenBank 中热休

克蛋白 HSP70 基因的保守性区域 ,用 Primer 5. 0

软件在 cDNA 序列 ORF 的上下游区域 ,设计 1 对

HSP70特异引物 :

GF :5′2CACGGCT GGA GACACTCA 23′; GR :

5′2CT TCT GGA TCT T T GGGA T T 23′

引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成。

　 第 条链的合成及 扩增

取 15μL 的总 RNA 作为模板 ,采用 Ta KaRa

PrimeScript TM 1st St rand cDNA Synt hesis Kit 试剂

盒中提供的 Oligo d T Primer 和 PrimeScript TM

R Tase逆转录酶在 40μL 体系中合成第 1条 cDNA

链。以 2μL cDNA为模板 ,采用引物 GF和 GR进

行 PCR扩增。扩增体系按照 Ta KaRa PCR Amplifi2
cation Kit试剂盒中说明书进行。PCR产物在 5 V/

cm的条件下经 1 %琼脂糖凝胶电泳 30 min ,切胶后 ,

按 Axygen Biosciences公司的 DNA凝胶回收试剂盒

说明书回收和纯化 PCR产物。

　 产物克隆与测序

按照说明书操作步骤 ,将 PCR 产物连接到

Promega公司的 p GEM2T easy载体上 ,然后转化大

肠杆菌 TO P10感受态细胞 ,在含有 Amp/ IP T G/ X2
Gal的平板上进行蓝白斑筛选。挑取白斑 ,扩大培

养 ,经酶切和 PCR鉴定后 ,将阳性克隆送往上海生

工生物工程技术服务有限公司测序。

　序列分析及系统进化树构建

在 GenBank中查询所有已登录物种的 HSP70

cDNA序列 ,用 DNAstar 软件包中的 Edit Seq软件

编辑序列 ,推导 ORF区所编码的氨基酸序列 ,并用

Megalign软件进行氨基酸序列分析。用 Clustal W

法计算序列之间的成对距离 ,比较序列之间的相似

度。同时 ,以 HSP70 核苷酸序列为分子标记 ,用

M E GA4 软件中最大简约法 ( M P)构建 12 个物种

HSP70 系统发育树 ,用自展法 ( Boot st rap ) 进行

1 000次重复 ,获得一致系统树 ,并用一致性指数

(consistency index , CI) 来衡量分析结果的可靠

性。

　结果与分析

　 基因核酸及其编码氨基酸序列的比较

通过 DNA marker 估计 ,PCR 扩增的产物约为

350 bp。产物测序后 ,杂交鲟 HSP70 序列为 382

bp ,匙吻鲟为 334 bp。其中已将匙吻鲟 HSP70 序

列提交至 NCBI/ GenBank ,登录号为 GQ244412。

通过 NCBI中BL AST查找 GenBank中已登录的同

源序列 ,结果显示试验获得的序列与 HSP70 cDNA

序列之间具有很高的同源性 ,其中与鲫 ( GenBank

No. DQ872648)同源性最高 ,杂交鲟和匙吻鲟分别

达 96 %和 98 %(图 1) 。

用 Megalign软件 ,通过 Clustal W方法比较的

不同物种之间氨基酸序列相似度见图 2。可以看

出 ,不同分类阶元动物之间的 HSP70氨基酸序列相

似度总体较高 ,虹鳟和大西洋鲑的相似度最高 (为

98. 3 %) ,匙吻鲟和刚地弓形虫的相似度最低 (仅为

61. 4 %) ,从而证明了 HSP70是作为生物进化最保

守的成分。本次试验克隆得到的杂交鲟 ( St u)和匙

吻鲟 ( Pol ) 的 HSP70 氨基酸的序列相似度达

97. 7 % ,鱼类与哺乳动物、两栖类非洲爪蟾之间

HSP70氨基酸序列相似度平均值分别为 86. 2 %和

86. 8 %。鱼类之间的氨基酸序列相似度较大 ,平均

为 93. 8 %。这一结果与图 3 核苷酸系统发育树是

一致的。

　以 核苷酸序列构建系统发育树

12个物种 HSP70 核苷酸序列对齐后 ,以核苷

酸序列为分子标记 ,用 M EGA4 软件包中的最大简

约法 ( MP)构建了 12 个物种 HSP70 系统发育树

(图 3) ,其中以刚地弓形虫 ( T ox op l asm a gon di i)
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　Stu :杂交鲟 Hybrid st urgeon ; Pol :匙吻鲟 Pol yodon s pathula ,ACS70960 ; Cyp :鲤 Cy p rinus carpio ,AAM81603 ; Dan :斑马鱼 Da2

nio rerio ,AAF70445 ; Meg :团头鲂 Megalobrama ambl ycephala ,ACG63706 ; Onc :虹鳟 Oncorhy nchus m y kiss ,BAD83574 ; Sal :大西

洋鲑 S almo salar ,ACI34374 ; Car :鲫 Carassi us auratus ,BAC67184 ; Xen :非洲爪蟾 Xenopus laevis ,NP_001121147 ; Hom :人类 Ho2

mo sapiens ,ABD48956 ; Rat :褐家鼠 Rattus norvegicus ,AAA17441 ; Tox :刚地弓形虫 Tox oplasma gondii ,BAB20284.

图 1　12个物种 HSP70氨基酸序列比较

Fig. 1　The alignment of HSP70 amino acid sequence for 12 specie s

图中物种缩写同图 1。The same abbreviations of species in Fig. 1.

图 2　依据氨基酸序列采用 Clustal W方法计算的 12个物种 HSP70相似度

Fig. 2　Amino acid sequence identity of HSP70 from 12 species ,using Clustal W method

为外群 ,我们可以识别出 3 个单系类群 :杂交鲟、匙

吻鲟、团头鲂、鲫、鲤、斑马鱼聚类为类群一 ( boot2
st rap 96) ;虹鳟和大西洋鲑聚类为类群二 (boot st rap

100) ;人类和褐家鼠类聚类为类群三 ( boot st rap

89) 。

　讨　论

目前鲟科鱼类的养殖主要以集约化工厂化养殖

为主 ,而且我国是世界上主要的鲟养殖国 ,随着人工

养殖密度的增大 ,养殖环境中高温、盐度、p H、重金

78
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　Stu :杂交鲟 Hybrid sturgeon ; Pol :匙吻鲟 Pol yodon s pathula ,

GQ244412 ; Cyp :鲤 Cy p rinus carpio , A Y120894 ; Dan :斑马鱼

Danio rerio ,AF210640 ; Meg :团头鲂 Megalobrama ambl ycepha2

la ,EU884290 ; Onc :虹鳟 Oncorhy nchus m y kiss , AB176854 ; Sal :

大西洋鲑 S almo salar , B T046112 ; Car :鲫 Carassius auratus ,

AB092839 ; Xen :非洲爪蟾 Xenopus laevis , NM _ 001127675 ;

Hom :人类 Homo sapiens ,DQ388429 ; Rat :褐家鼠 Rattus norve2

gicus ,L16764 ; Tox :刚地弓形虫 Tox oplasma gondii ,AB019539.

图 3　用最大简约法 (MP)构建的 12个物种 HSP70

核苷酸序列系统发育树

Fig. 3　Phylogenetic tree based on HSP70 nucleotide

sequence s using MP method

属污染、细菌感染等可作为各种应激反应的胁迫因

子[6210 ]。而目前研究普遍认为热休克蛋白与生物的

胁迫有着极为密切的联系[11214 ]。Cruz 等人的研究

表明多环芳香烃等化学药物和污染水域的沉积物能

够诱导美洲牡蛎 ( Crassost rea vi rgi nica)大量表达

HSP70 ,从而表明 HSP70参与机体对不良环境的抵

御 ,维持防御系统的稳定[ 15 ]。Kilemade 等认为 ,热

休克蛋白 70的表达量直接与水生环境中毒素的含

量有明显的关系 ,可以将水生生物体内 HSP70的表

达量作为水生环境毒性的指标[16 ]。

本研究从杂交鲟和匙吻鲟抗逆、抗病相关因子

入手 ,选取与生物机体抗逆密切相关的热休克蛋白

70进行分离与克隆。根据氨基酸序列比对结果、氨

基酸序列相似度分析 ,建立核苷酸系统发育树 ,可以

确定获得了热休克蛋白 70 家族成员的 cDNA 序

列。从 GenBank查找已登录的其它物种 HSP70序

列 ,获得了人、鼠 (哺乳类) 、鲫、鲤、团头鲂、斑马鱼、

虹鳟、大西洋鲑 (鱼类) 、两栖类的非洲爪蟾以及刚地

弓形虫的 HSP70 cDNA 及氨基酸序列信息 ( Gen2
Bank 登录号见图 1) ,用 Megalign 软件将已知的

HSP70氨基酸序列对齐 (图 1) 。哺乳类 ORF区均

是 1 926 bp ,编码 641个氨基酸。非洲爪蟾的 ORF

区是 1 941 bp ,编码 647 个氨基酸。鱼类和哺乳类

氨基酸序列最显著的差异是第 285位、303位和 351

位分别由 V (颉氨酸) 、T (苏氨酸)和 L (亮氨酸)代

替鱼类和两栖类的 L (亮氨酸) 、S (丝氨酸)和 M (甲

硫氨酸)氨基酸残基。非洲爪蟾第 279、293、321、

358位分别为 G、D、A和 E(甘氨酸、天冬氨酸、丙氨

酸和谷氨酸)氨基酸残基。杂交鲟在第 364 位由 E

(谷氨酸)代替了其他物种的 G(甘氨酸)氨基酸残

基 ,鲤、鲫在第 357位均为酸性 N (天冬酰胺) ,除刚

地弓形虫是 S(丝胺酸)外 ,其他物种为碱性 H (组氨

酸)氨基酸残基。氨基酸多序列比对的结果表明 ,杂

交鲟和匙吻鲟 HSP70与其他物种的 HSP70具有很

高的同源性。系统发育树的结果表明 ,杂交鲟和匙

吻鲟 HSP70序列与鲫的亲缘关系最近。由此说明

我们获得的 cDNA 序列有可能是 HSP70进化过程

中最保守的一段。这对于进一步克隆和研究鲟科鱼

类其它 HSP基因具有重要的价值 ,也为深入研究鲟

科鱼类 HSP基因的组织差异、诱导差异表达机制等

奠定基础。
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Cloning and Sequence Analysis of HSP70 cD NA from

Hybrid Sturgeon and Paddle Fish ( Pol yodon s pat hul a)

GAO Yu　YUAN Gai2ling　L I Da2peng　CH EN Chang2f u

Col lege of Fisheries , H uaz hong A g ricul t ural Uni versi t y , W uhan 430070 , Chi na

Abstract　The heat shock protein 70 ( HSP70) complete cDNAs were cloned f rom hybrid st urgeon

( ♀H uso huso×♂A ci penser schrencki) and Pol yodon s p at hul a . The result s of t he hybrid st urgeon and

Pol yodon s p at hul a’s sequence showed t hat t his nucleotide sequence of HSP70 gene has 96 % and 98 %

identity wit h t he Carassi us aurat us ( GenBank No. DQ872648. 1) sequence p ublished by NCBI/ GenBank.

The f ull length cDNA ( HSP70 cDNA) f rom hybrid sturgeon and Pol yodon s p at hul a were 382 bp and

334 bp long ,respectively. Compared wit h other vertebrates’amino acid sequence of HSP70 by DNAstar

sof tware ,t he sequence similarity was 86. 2 % between fish and mammals ,and 86. 8 % between fish and

amp hibian ,respectively. The sequence similarity was high among different fish species ,and the average

value was 93. 8 % ,which shows a higher conservatism. Phylogenetic t ree was const ructed for 12 species

based on HSP70 amino acid sequences using MP ( maximum parsimony) met hod. Three major clusters

were recognized :cluster one consisted of hybrid st urgeon , Pol y odon s p at hul a ,Megalobram a ambl yce p h2
al a , Carassi us aurat us , Cy p ri nus car pio and D anio rerio ( boot st rap 96) ; cluster two consisted of On2
corhy nchus m y kiss and S al mo sal ar ( boot st rap 100) ; and cluster three consisted of Homo sa piens and

R att us norvegicus (boot st rap 89) .

Key words　heat shock protein 70 ; hybrid sturgeon ; Pol y odon s p at hul a ; clones ; sequence analysis
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