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大黄鱼热激蛋白 cDNA 克隆及系统发青分析
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摘要:根据己报道的 HSP 基因序列 (EMB 登录号: AF506290) ，设计出特异引物， PCR 扩增后测序，获得

1. 7 kb大小的大黄鱼热激蛋白 cDNA 基因序列。 HSP 氨基酸序列的系统进化分析表明:不同物种编码的 HSP

存在一些明显相关的群体，高等动物编码的 HSP 在进化上紧密相关，形成一个显著群体，大黄鱼编码的 HSP

蛋白位于高等动物群体中，这与大黄鱼的亲缘关系大致吻合，其中与非洲爪瞻的同源性最高 (92.3%) ，也间

接印证了脊椎动物中两栖纲动物与鱼纲动物的亲源关系。通过大黄鱼 HSP 基因的提取和分析，可为以后制

备出核酸探针、筛选和克隆出一批具有优良性状的基因、构建基因文库等研究工作奠定基础，同时对大黄鱼

的品质改良和良种的选育有重要意义。
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Cloning and sequence analysis of phylogenetic evolution of heat 
shock protein ( HSP ) cDNA in Pseudosciaena crocea 
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Abstract: Divergent primers were designed for HSP amplification according to the sequence in Genbank 

( EMB: AF506290). Mter PCR and sequencing , it was showed that the HSP gene sequence of P. croceαwas 

about 1.7 kb in length. According to the phylogenic tree , the tree consisted of some distinct hranches , which 

were constructed by HSP of different species , and animals helonged to the same hranch. And P. croceαshared 

highest homology with Venous leaves (Mrican clawed frog) , which confirmed the hypothesis that the Amphibian 

was suhsequent to the Pisces in the evolutionaIγlineage partially. And the construction work in this paper 

could lay a hasis for suhsequent work of nucleotide prohe preparation , clone and selection of some kinds of fine 

functional genes for culture , construction of P. crocea cDNA library , and was of great meaning for the 

development for the culture of P. croceα-
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热激蛋白 (Heat Shock Protein , HSP)是生物细胞在应激原特别是环境高温诱导下所生成的一组蛋
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白质，是目前发现的非特异性的主要分子伴侣蛋白之一，直接参与并促进细胞内蛋白质从初生链的合成

到多亚基复合体折叠、装配的整个生物过程[1 -4] 。海洋生物中热激蛋白的研究近年来主要是关于恒定

低温环境下生物体热激反应能力变化情况、生物体热耐受温度范围以及高渗透压下机体内热激蛋白的

变化情况及功能等[5 -8] 。由于热激蛋白在生物体耐热性方面的作用，许多学者试图找到环境温度与热

激蛋白表达方式之间的关系。 Tomanek[9] 等比较 4 种裸鲤目( Nudibna配hia) 海牛的热激反应，发现生活

在不同地区的同一家族的生物 Ton (热激蛋白开始增加合成时的温度)、Tpeak( 热激蛋白合成量最大时

的温度)以及 Toff( 热激蛋白的合成不受热激活时的温度)温度域是不同的。海洋生物中有关热激蛋白

研究比较多的就是高渗透压下热激蛋白的变化情况[10 -12] 0 1999 年 Carpenter[ 10 , 11 J 等证明热激后蛙鱼体

内产生的 HSP70 能提高其抗高渗的能力; 1999 年 Smith[13] 又证明暴露于高渗环境中的幼佳鱼组织内

HSP70 的含量增加了 10 倍。但迄今为止，未见有关大黄鱼 HSP 的相关报道，因此希望通过大黄鱼 HSP

基因提取和分析，可为今后制备出核酸探针、筛选和克隆出一批具有优良性状的基因，构建基因文库等

研究工作奠定基础，以促进大黄鱼养殖业的健康快速发展。

1 材料与方法

1. 1 材料

试验用 12 尾大黄鱼样本(250 g 左右)取自宁波象山港养殖网箱，活体带回实验室后解剖，取肝脏，

盛放于1. 5 mL 的离心管中，超低温冰箱 70 OC 保存备用。采样前，用含 0.1% DEPC 水浸泡与样品接

触的所有玻璃及金属器皿等 24 h 以上， 120 OC 高温高压灭菌之后高温烤干。克隆载体质粒 PGEM -T 

和大肠杆菌 TG1 购自 Prorr吨a 公司。

1. 2 总 RNA 抽提

总 RNA 抽提采用 Rneasy Animal Mini Kit( QIAGEN 公司) ，方法略加修改:其间等体积的酣/氯仿抽

提蛋白质两次，等体积的 LiCl 沉淀化， 70% 的乙醇洗两次后，恪解于 DEPC 水处理过的 ddH2 0 中，

一 70 OC保存备用。

1. 3 引物设计

根据已发表的 HSP -70 基因序列(EMB 登陆号 :AF506290)设计特异性扩增引物:上游(1 -25bp) : 

CCATATGGAGAAAGTTCAGCATTGA;下游 HSP (1 633 -1659) :AAGATCTCAACGAATGGCTATCAGTC 。

1. 4 RT - PCR 

以总 RNA 为模板， M4 - T (5' - GTITICCCAGTCACGAC ( T) 15 - 3') 为起始引物， cDNA 合成体系

为 :10.5μL total RNA; buffer 4μL;2μL 10 mmol/L dNTP;2μL 0.5 uglμL M4 -T;O. 5μLRNA 酶抑制

剂 (23 U/μL) ;1μLAMV 逆转录酶(200 U/μL) ;37 OC 水浴1. 5h 。以经逆转录合成的 cDNA 第一链作

为扩增模板，采用 ExTaq DNA 聚合酶 (5 U/μL) ，上述引物进行 PCR 扩增;反应程序为 :94 OC 预变性

2 min;30 个循环扩增(94 oC 30 s , 56 OC 30 日， 72 OC 1 min) ;56 "c延伸反应 10 min;4 "c保存。

1. 5 PCR 产物的检测和 DNA 片断的切胶纯化回收

PCR 产物检测应用 1% 的低熔点琼脂糖凝胶电泳(TAE 溶液配制) ， EB 染色后紫外灯下观察拍照纪

录。 PCR 扩增产生的非特异性片断会影响连接反应中目的片断的连接效率，产生大量的假阳性克隆，因

此切胶纯化是外源基因片断的克隆中重要的步骤之一。将紫外灯(302 nm)下观察到的目的条带用干净锋

利的刀片切下，转人一灭菌过的 Eppendorf 管中，应用切胶纯化试剂盒 (QIAquick Gel Extraction Kit , 

QIAGEN)纯化 -30 OC 保存备用。

1. 6 cDNA 亚克隆

应用 T4DNA 连接酶，将纯化产物连接进 pGEM -T 载体;将连接产物转化到大肠杆菌 TG1。质粒载

体多克隆位点在 LacZ 基因中，重组质粒用 α- 互补进行筛选，转化的 E. coli 涂布含有 X - gal/IPTG 的
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LB 平板，挑选白色菌落进行质粒鉴定，质粒 PCR 鉴定后进行测序。

1. 7 序列分析

105 

HSP 序列分析采用 GCG 软件包，同时与其他 HSP 序列构建系统进化树，系统树的建立应用

DNADIST 和 NJ 分析方法。

2 结果与分析

2.1 PCR 结果

通过特异性引物对大黄鱼基因进行 PCR 扩增，

扩增产物通过 1 % Agarose 凝胶电泳得到单一，明亮

的 1.7 kb 的条带。测序结果经 BLAST 检验，与

NCBI 收录的 HSP 基因片断同源性较高 (9 1. 7%) , 

可初步认定扩增得到的条带是 HSP 基因(图 1)o 1: 
2.2 大黄鱼热激蛋白 (HSP)基因序列分析 i 

大黄鱼热激蛋白 (HSP) cDNA 编码序列长度为 2

1 创 bp，编码长度为到个氨基酸序列。氨基酸序 ?5
列与其他 HSP 序列相比都有较高 (92.3%) 的同源

性(图 2)0

2.3 同源性分析和进化树构建

唱一 1700 bp 

采用 DNADIST 和 NEIGHBOR 分析方法，对大

黄鱼 HSP 和其他 19 种 HSP 编码的多聚蛋白核昔酸

序列进行系统进化树分析(图 3) 。
图 I 大黄鱼热激蛋白 (HSP)基因 PCR

大黄鱼的 HSP 基因跟其他动物基因编码序列 扩增产物凝胶电泳图

有较高的同源性，其中与非洲爪瞻最高，为 92. 3 % , Fig. 1 1 % agarose gel electrophoresis of 

在进化树上也可以看出。 HSP 相似蛋白的核昔酸序 HSP gene PCR products. 

列系统进化树分析表明，不同物种编码的 HSP 存在 M: lkb DNA Ladder; 1: HS 基因 PCR 扩增产物

一些明显相关的群体，如不同酵母编码的 HSP 在进化上紧密相关，形成一个显著群体;高等动物编码的

HSP 在进化上也紧密相关，形成一个显著群体;并且在这些群体中，物种亲缘关系高的其编码的 HSP 进

化相关性也高。大黄鱼编码的 HSP 蛋白位于高等动物群体中，在该群体中，大鼠、小鼠、中国地鼠和人

组成了一个进化高度相关群体;非洲爪瞻和热带爪瞻与其关系略远，大黄鱼与该群体远源相关。并且高

等动物群体与低等动物果蝇和家蚕形成的小群体位于同一大的进化分支上，这与这些动物间的亲缘关

系吻合;同时系统进化树显示大黄鱼的 HSP Ji!~两栖类非洲爪瞻的 HSP 最为接近，这也从侧面印证了脊

椎动物中两栖纲动物与鱼纲动物的亲缘关系[4] 。



106 上海水产大学学报

CGAC 

ATCCACAAAG 丁ìTCACCATTCAAACACCAGGCAAACAAGGCACTGAGTCCαGAAACATTGATCACGCTCTACGTTGCTACACCGAACCT

M E K V S ^ L K 0 Q C N K A L S ^ G ~ 1 口 E ^ V H C Y T E A 

GTGGCCCTTGACCCTTCAAACCATGTCCTGTTCAGTAACCGATCAGCTGCCTACCCCAAGAAAGGCAACTATGAGAATGCTCTCCAGGAT 

V A L D P S N H V L r S N R S A A Y A K K G N Y E N A L Q D 

Gα:1、GTCAGA<工‘A'I'CAAGATCAAGCCTGACJ'GGGGCAA(;GGC J'ACTCCα讯卫AAG CJ'GCAGCA1TGGAATT'J'CITGGCAGATTGGAGGA'1、

A C Q T 1 K 1 K P D W G K G Y S R K A A A L E F L G R L E D 

GCiAAAGCAACTTACCATGAGGGACTCα;ACAAGAGαAAATAATCAGCAACTGAAAGAGGGTTTACAGAACATTCAGGCCCGCCTTGCA 

A K A T Y H E C L R Q E P N N Q Q L K ~ G 1. Q N T E A 11 1. A 

GAGAAATCAATGA下CAACCCCTTCGCCATGCCCAACTTGTATCAGAAGCTGGAGAGTGATTCT∞GACCCGTGAGCTTCTGTCAGAACCC

E K S \1 \1 N P r A M P N L Y Q K L E S D S R T R E 1, L S E P 

AGCTACAGAGAACTGCiGGAGCAGCTCAGGAACAAACCATαGAG CJ'TGGAACGAAGCTGCAGGATCCCAGAGTGATGACCACACTCTCT 

S Y R E L L E Q L R N K P S E L G T K L Q D P R V M T T L S 

GTGCTGCTGGGACTGAATCTGTCTGAGATGGAAGAAGACGAACAGα;CACTCCCCCTCCiCCìCCAAAACCCAAACACACTCAGCCAαT 

V L L G L N L S E M E E 0 E E P T P P P P P K P K E T Q P P 

CCTCCCAAAGAGGAAGACCTTCCCGAAAACAAGAGAAAGG町ITGAAGGAAAAACAACTTGGGAATACiGCATATAAGAATAAGGACTTT

P P K E E 0 L P E K K R K A L K E K E L C N T A Y K N K 0 r 

GAAACACCGCTGAAACATTATGAAGAACCAGTCAAACATGACCCCGCCAACATGACCTACAl丁r、'A'I川1ηTAAA川.1丁r、'CA汰AAGCαAG町;(汇cα;汗『阳Gσω，汀TG'

E T A L K 11 Y E E A V K 11 D P A N M T Y 1 L N Q A A V r r E 

AACGGAGACTTCGAGAAGTGCCGAGACCTCTGTGAGAACGCCATTGATGTTCGCAGAGACAACCCGGAAGACìACACACAAATTGCiAAG 

K G E L E K C R E L C E K A 1 0 V G R E K R E D Y R Q 1 A K 

GCCrTGCCTAGGATrGGCAACTCATAαγCAAGGAGCAGAAArACAAAGAAGCAGTrCAGTArnCAACAAGAG'rrrGACAGAGCATωT 

A L A R 1 G N S Y F K E E K Y K E A V Q Y F N K S L T E H R 

ACTCCTGACGTCTTGAAGAAGTGTCAACAGGCAGAGAAGATATTGAAGGAAGAGGAGAAGCTAGCCTACATCAACCCTGAGTTAGCCCTG 

T P D V L K K C Q Q ^ E K 1 L K E E E K L ^ Y 1 ~ P E L A L 

GAAGAGAAGAGCAGGGGCAACGACGCC1TCCAGAAAGGAGACJ'ATCCCll'AGCCATGAAACA'rTACACCGACGCCATCAACAGAAAα:CC 

E E K S R G N D ^ F Q K G D Y P L ^ M K H Y S E ^ K R N P 

AG'I'GATGCGAAACrCITCAGl、AACAGAGCTGCCI'GCTACACAAAGCrG rrGCAG'ITI、CAGCITGα:CTGAAGGATTGTGAAGCGTGCATC

SDAKLFSNRAACYTKLLEFQLALKDCEAcr 

AAACTTCACCCTAαTTCATCAAAGGCTACACGCGCAAAGGACCTGCCl寸GCAGGCCATCAAAGACT1寸ACAAAACCTATGCATGCATAC

K L E P T F [ K G Y T R K G A ^ 1. E A \1 K D F T K A M D A Y 

CAGAAGGCTCTGGAGCiTGACTCTTCCTCAAAGGAAGCCACAGAGGCGATGCAGCGCTGTATGGTCAGTCAGGCCAωAGGAACGACAGT 

Q K A L E L 0 S S S K E A T E G M Q R C M V S Q A T R N D S 

CCTGAGGATGTGAAGAAAAGGGCCATGGCTGATCCCGAGGT<;CAGCAGATTATGAGTGACCCAGCCATGCGCATGATCCTTGAGCAAATG 

P E 0 V K K R A M A 0 P E V Q Q 1 M S D P A M R M 1 L E Q M 

CAGAAGGACCCTCAGGCGCTAAGCGACCACTTGAAAAATCCAGTTATTGCTCAGAAGATTCAGAAACTCATTGATGTCGGACTGATAGCC 

QKDPQALSDHLKNPVIAQKIQKLIDVGLTA 

ATTCGTTGATAATCCTAGATATTTGTGTACAGCTA 

图 2 大黄鱼 HSP 基因序列以及推导出的氨基酸序列

Fig , 2 The HSP sequence of Pseudosciaenα croceαand its deduced amino acid sequence 

16 卷
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AF056198: 果蝇

AB206398: 家蚕

U89984: 卡氏棘阿米巴

AL161534: 拟南芥

BT005735: 拟南芥
1000 

AL606459: 水稻

1000 

X79770: 大豆

Z74935: 面包酵母

CR380954: 光滑假丝酵母

大黄鱼

AF506290: 非洲爪踏

1: Y1 5068，大鼠

2: U27830，小鼠
3: AF039202，中国地鼠

4: AY888342，人

BC064232: 热带爪蜡

1.2,3 4 
'OOQÞ乡/

00 

AE014821: 芜原虫

1000 U73845: 硕大利什曼原虫

000 

ACI04488: 枯氏锥虫

AFlO7772: 枯氏锥虫

O. 1 
CR382121: 乳酸克鲁维酵母 / ALω4驰裂殖酵母

CR382137: 汉逊氏德巴利酵母菌 CR382129: 海洋酵母

图 3 各种 HSP 编码的多聚蛋白核昔酸序列系统进化树分析

Fig.3 Phylogenetic analysis of the complete polyprotein nucleotide sequences of 

HSP using DNADIST and NEIGHBOR. 

分叉上的数值表示 100 次成树中该簇山现的次数，仅数值 >70 的显示，标尺表明每个碱基发生 0.1 次交换。

1. AF056198. Drosophila melanogα:ster 果蝇; 2. AF506290. Xenop旧 lαevis (Aj子ican clαwed j于og) 非洲爪瞻;

3. AB206398. 80mbyx mori (domestic silkworm) 家蚕; 4. 8C064232. Xenop山 tropicalis (Silurαnα tropical的热带爪瞻;

5. ALl 61534Arabidopsis thalianα ( thale cress) 拟南芥属一一阿拉伯芥; 6. U27830. Mu.s mu.sculu.s (ho u.se mou.，e) 家鼠;

7. AE01482 1. Plasmod山n falciparum 3 D7原生动物 iêDî':虫; 8. U89984. Acanthamoeba castellαnu 原生动物一一

变形虫 9. B四05735. Arabidopsú thalianα (thale cress) 拟 l丰~fr 屑一一阿拉伯芥 10. AL606459. Oryzαsαlwa 

(jα'ponica cultivar-group) 水稻 1 1. AC104488. Trypanosoma brucei 原生动物-一柑氏钳虫; 12. X79770. Gly，口ne max 

(SO)仇αn) 豆科大豆屑一一大豆 13. Z74935. 5αccharomy，ιes cerevisiae (baker 主 yeast) 而包酵母; 14. CR380954. 

Candidα glαbrata CB5138 光滑假丝酵母; 15. CR382121Kluyveromyces lαctis NRRL Y 一 1140 乳酸克鲁维酵母;

16. CR382137. Debaryomyces ham凹úi CB5767 汉逊氏德巴利酵母囱 17. CR382129. Yarrowiα lipolyticαCLIB99 海洋

酵叮; 18. AF I07772. Trypαnosomα crUZl 原生动物 枯氏锥虫; 19. CR380954. Cαndidα glabrata CB5138 光滑假

丝酵母 20. U73845. Leishmania major 手IJ1I 曼原虫属，硕大利什曼原虫。
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