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摘 要:采用 RT-PCR 法和 SMART RACE(rapid amplification of cDNA ends) 技术从南方钻肝脏 RNA 克隆获得

Hsc70 基因的全长 cDNA( scHsc70 cDNA) 。此 cDNA 全长 2384 bp ，其中， 5/非编码区 194 bp ， 3'非编码区 249

峙，编码区域( coding sequence , CDS)长度为 1941 bp。根据编码序列推导出相应的 646 个氨基酸，与其他脊椎

动物品c70 序列进行同源性比较，发现南方趾 Hsc70 与欧洲银脚 ( Carass山 αuratω gibelio) 、鲸鱼 ( Pimephales 

pro阳阳)、人(Homo sapien) 和鸡 ( Gallω gallω) 的品c70 相似性分别为 96.0% 、95.5% 、94.9%和 93.8% ，表现

出较高的保守性。序列分析发现 sc品c70 cDNA 编码的氨基酸序列中含有 2 个 HSP70 家族的特征模体并具有

Dnak 特征性基序( DLGTT -S-V) 。南方钻品♂0 基因的克隆为进一步深入研究南方勘抗逆机理以及指导南方

甜的遗传选育和遗传改良都具有重要的理论意义。
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Abstract: The full length cDNA that encodes Silirus meridωnalis Chen heat shock cognate70 ( Hsc70) was 

cloned from liver RNA with RT-PCR and 5MART RACE (Rapid amplification of cDNA ends). The length 

cDNA (scHsc70 cDNA) of 2384 basepairs ( bp) contained 5' untranslated region of 194 bp , 3' untranslated 

region of 249 bp and an open reading frame of 1941 bp. When the deduced 646 amino acids sequence of 

scHsc70 was compared with those from other vertebrates Hsc70 genes , the results showed 96. 0% , 95. 5% , 

94.9% and 93. 8% similarity with Hsc70 from Carassius αuratus gibelio , Pimephales promelω ， Homo sapien 

and GαIIωgαllus ， respectively. 5equence analysis also showed that scHsc70 cDNA contained two signature 

sequences belonging to H5P70 family and one feature sequence ( DLGTT -5-V) belonging to Dnak subfamily. 

Molecular cloning of scHsc70 cDNA could be used in the study of the anti-stress mechanism in southem catfish 

and the genetic breeding or improvement. 
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细胞在受热或其他不良因素刺激下，发生应激反应，诱导产生热休克蛋白 (heat shock proteins , 

HSPs) ，根据其同源性及分子量大小可分为 3 个主要家族 : Hsp90 (85 - 90 ku) 、 Hsp70 (68 -73 ku) 和小

分子量热休克蛋白 [l]O 其中， Hsc70 (70 ku heat shock co伊ate) 蛋白是 70 ku 热休克蛋白家族的重要成员

之一，在正常情况下就有表达，在环境胁迫因子(如高温、重金属和微生物感染等)的剌激下，其表达量

显著增加[2J 0 Hsc70 蛋白作为分子伴侣在蛋白质拆叠形成正确空间构象以及在变性蛋白质复性和清除

细胞内永久变性蛋白中起着十分重要的作用，在蛋白质运输和抗感染中也发挥了关键作用[2 -4J 。因

此，它是生物体抗逆和抗感染的重要分子。本实验以广泛分布于我国长江流域的重要经济鱼类南方钻

(Silurus meridionalis Chen) 为实验对象，研究该鱼与抗逆、抗病密切相关的 Hsc70 蛋白基因，无疑对研究

和控制南方站的应激发病以及养殖业的健康发展具有科学意义。本文首次报道了南方甜 Hsc70 蛋白基

因的 cDNA 全长序列。

材料与方法

1. 1 实验动物、PCR 引物和酶

以南方钻(S. meridionalis)作为实验动物。所有的南方钻均为本实验室购买的寸片南方甜小塘饲

养而得。实验所用 PCR 引物由上海 Sangon 公司合成;所用酶除特别注明外均由 TaKaRa 生产。

1. 2 南方钻 Hsc70 cDNA 中间片段序列的获得

1. 2.1 总 RNA 提取

按 TRizol 产品说明书提取肝脏总 RNA。电泳分析 RNA 质量，核酸蛋白定量仪测定浓度和纯度，保

证。D260/0D280 =1. 8 -2.0 。

1. 2.2 基因 PCR 扩增

以总 RNA 为模板，Oligo( dT) 为引物，按照 Supersc呻t lI 逆转录酶( Invitrogen 公司)操作说明合成第

一链 cDNA 后，以此为模板进行 PCR 扩增，两端引物分别为简并引物 F1 和 R1 (序列见表 1 )。扩增条件

为 :94 "c变性 1 min ,53 "c退火 1 min , 72 "c延伸 mln ，共进行 30 个循环，预计获得的片段大小约为 980

hp。

1. 3 南方钻 Hsc70 cDNA3'端和 5'端序列的扩增

根据已得到的中间片段核昔酸序列，结合 Primer Premier 5. 0 和Oligo 6.0 等软件设计基因特异性引

物 RACE F1 ， RACE 凹， RACE F3和 RACE R1 , RACE R2, RACE R3 (引物序列见表 1) ，按照 SMART

RACE READY cDNA kit (TaKaRa 公司)操作说明扩增获得 3'末端和 5'末端序列。扩增条件如下 :94 "c 

预变性 3 min ;94 "c变性 30 s ,68 "c延伸 3 min ，循环 30 圈;最后 72 "C延伸 10 min 。

1. 4 目的片段的克隆及序列测定

将目的片段回收纯化并与 pMD-18T 载体(TaKaRa 公司)相连，转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，

PCR 及 EcoR 1 和 Hindm双酶切鉴定，筛选阳性重组子，送上海 Sangon 公司测序 (ABI PRISMTM 377 全

自动荧光测序仪)。

1. 5 全序列分析

将中间片段、3'和 5'RACE 片段序列信息进行拼接，设计用于扩增全长 Hsc70 cDNA 的引物 5'UTR

和 3'UTR( 序列见表1)。用合成的第一链 cDNA 作为模板扩增全长 cDNA，测序后校正 3'和 5'末端序

列，最终得到南方钻 Hsc70 全长 cDNA(sc品c70cDNA) 。采用 DNAsis 软件进行最大开放阅读框翻译出

相应氨基酸序列;用 Dnastar 及 GeneDoc 软件进行核昔酸序列和氨基酸序列分析，用Blast X 程序对氨基

酸序列在 Intemet 上进行同源检索，用 ExPASY Molecular Biology Server 上的 ProtParam 对蛋白质基本物



312 

理化学参数进行分析。

1. 6 

引物名称

Fl 

Rl 
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表 1 本研究所用引物名称及序列

Primer names and sequences used in this study 

引物序列

5'-( GC) (GC) AGGT( GT)GAATACAAAGG-3' 

5'-T( GA) GT( GA) AA( AG) GTCTGGGT( CT) T-3' 

5' - GACGAGGCCCAGAGCAAGAGAGG -3' 

5'- CTGCTTGCTGATCCACATCTGCT -3' 

5' -A TTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-d( T)30N-l N-3' 
(N = A, G, C, orT; N-l = A, G, orC) 

5' -AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCA TTACGGCCGGG-3' 

5 '-CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3 , 
5 '-CTAATACGACTCACTATAGGGC-3 , 

5' -AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT -3' 

5' -GCGTACACTGTCCTCTAGCACTCAGG-3' 

5' -TTCGTGATGCTAAGCTGGACAAGTCCC-3' 

5' -TGAGACCGCCGGAGGAGTGATGACTG-3' 

5' -CGAGCCCTGGTGATGGAGGTGTAGAAG-3' 

5' -CACGGCCCTCTTGTTGTCGATGATGT -3' 

5' -CCGCCGAGATCGAAGATGAGGACGT -3' 

5'-ATAGGGTAATCAGTGGTATCAACG-3' 

5'-CGTTGTGAATAGAAATTTGAAGATC-3' 

16 卷

进化树以斑马鱼 Hsp90 基因作为外类群，由 Clustal 软件采用邻接法绘制，读树软件为 NJPLOT ，编

辑进化树采用 Acrobat Distiller 和Illustrator 7. 0 软件。

2 结果与分析

2.1 南方钻 Hsc70 完整 cDNA 的克隆和序列分析

为了克隆南方钻 Hsc70cDNA ，依据已知其他动物品c70 氨基酸序列保守区，设计出简并引物 F1 和

R1。以肝脏 cDNA 为模板，经 30 个热循环扩增出一条约1. 0 kb DNA 主带(图 1-a) ，与预期片段大小一

致。将此 PCR 片段纯化后克隆、测序，确认其大小为 980 bp; 经Blast 查询，证实此克隆片段为热休克蛋

白 70cDNA 部分同源分子。

为进一步克隆出 scHsc70 cDNA3'端序列，设计基因特异引物 RACE F1 ,RACE F2和 RACE F3 ，以第

一链 cDNA 为模板，按照 SMART RACE READY cDNA kit 说明书与通用引物 CDSIII进行半巢式 PCR ，扩

增出约 0.9 kbDNA 片段(图 1-b) ，经克隆和 DNA 序列分析，确认此克隆片段为 scHsc70 cDNA3'端序列，

其大小为 902 bp 。

最后，用基因特异引物 RACE R1 , RACE R2和 RACE R3 ，以第一链 cDNA 为模板，按照 SMART

RACE READY cDNA kit 说明书与通用引物 UP 和 NUP 进行巢式 PCR，扩增出 502 bp 片段(图 1-c) ，经

克隆和 DNA 序列分析，证实此克隆片段为南方钻 Hsc70 cDNA5'端。

通过三次扩增与克隆，并由 End to End PCR 扩增出全长 cDNA( 图 1-d) ，进一步验证 RACE 的结果，

从而成功获得 scHsc70 全长 cDNA( 图 2) 。获得的 scHsc70 cDNA 全长为 2384 bp ， 5'非编码区 194 个核

昔酸，3'非编码区 249 个核昔酸，编码区域(CDS) 长度为 1941 个核昔酸，可以编码 646 个氨基酸，其分

子量计算值为 70.9 ku ，理论等电点为 5.37 ，负电荷残基(Asp + Glu) 总数 95 个，正电荷残基(Arg + J;,ys) 

总数 82 个。在 poly( A)上游 8 个核昔酸处有一真核细胞保守性序列 AATAAA，此序列为进行 mRNA 前

体 3'端剪切和加多聚腺昔酸信号位点[5 -7] 。使用蛋白质分析软件 antheprot 分析氨基酸序列中的特征
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序列，找到了 2 个 Hsp70 家族的签名序列 (Signature Sequence) 、 Dnak 特征基序 DLGTT-S-V(第 9 -18 个

氨基酸残基)以及胞质 Hsp70 特征基序 EEVD(第 643 -646 个氨基酸残基)和靠近 C 端的 GGMP4 肤简

并重复序列(第 615 -622 个氨基酸残基) ，图 2 中的 IFDLGGGTFDVSIL ( [LIVMF] -[ LIVMFY] - [DN]­

[ LIVMFS ] - G- [GSH] - [GS] - [AST] - x ( 3 ) - [ST] - [LIVM] - [LIVMFC]) 和 IVLVGGSTRIPKIQK

([LIVMY]- x- [LIVMF]- x- G- G- x- [ST]- x- [LIVM]- P- x- [LIVM]- x- [DEQKRSTA]) 即为所找到的

2 个签名序列，括号中为相应的模体( motif)序列。整个分子的保守性 N 端最高，到 C 端保守主降低。

根据这些 HSP70 家族所特有的特征氨基酸序列，确定所获得序列符合 HSP70 的特征，是南方甜热休克

蛋白 70 家族成员。

2.2 

M M 2 3 M 4 5 M 1 6 

图 1 南方钻品c70 蛋白基因 cDNA 扩增电泳图谱

Fig. 1 Amplification of cDNA of 70 ku heat shock cognated protein (Hsc70) gene in S. meridionalis 

M.D口000 分子标准; a. Hsc70 cDNA 中间片段扩增结果 b.3'端半巢式 PCR; c.5'端巢式 PCR;

d. 品c70 全长扩增结果1.中间片段; 2 -5. RACE 获得的目标片段; 6. Hsc70 全长

不同动物品c70 蛋白质序列的比较

所得序列经Blast 分析，与其他物种 Hsc70 的氨基酸序列用 Dnastar 和 Clustal 进行多序列比对(表

2) ，发现南方钻 Hsc70 与欧洲银娜 ( Car，ωs~山 αuratus gibelio , AA043731) Hsc70 相似性最高，为 96.0% , 

其次为鲸鱼 ( Pimephαles promelas , AAS46619) , 95. 5% ，即使和人 (Horrw sα'P~e川，牛 (Bos tαurus) ， 鸡

( GallωgαII山)的 Hsc70 相似性也非常高，分别达到了 94.9% ， 94.1% 和 93.8% (表 2) 。不同物种的

Hsc70 在 N 端不是很保守，而 C 端的保守性很强，所有的签名序列位点都是高保守的，甚至是等同的。

以斑马鱼 Hsp90 基因为外类群，对各种脊椎动物品;p70 同源蛋白氨基酸序列进行 N-J 聚类分析，得到了

种系发生树(图 3) ，可以看出，本实验获得的南方钻序列与其他 14 种脊椎动物的 Hsc70 序列聚在一起，

而虹蹲、日本青鲍、罗非鱼、金鱼的 Hsp70 序列聚为另一支，这不仅反应了各物种进化关系的远近，也进

一步确认了所克隆的序列确为南方甜组成型 70 ku 热休克蛋白 (Hsc70) 基因。

表 2 侬据氨基酸序列采用 clustaI V 方法计算的各种动物 Hsc70 同源性

Tab.2 Amino acid sequence identity of Hsc70 , using clustaI V method ( percent identity) % 

相似性非洲爪瞻牙解牛沟钻鸡 鲤鲸鱼金鱼家鼠人 日本青鳝 虹蹲 欧洲银卿斑马鱼

南方钻 94.9 94.4 94.1 92.3 93.8 94.4 95.5 94.0 94.9 94.9 89.0 94.4 96.0 94.7 

注:1.非洲爪瞻(Xenop山 lα凹的 ;2. 牙解 (Paralichthys olivaceus) ; 3. 牛 (80S tαurus) ;4. 沟钻 ( lctalurus punctαtus) ;5. 鸡 (GαII山 gall山) ; 

6. 鲤 ( Cyprin旧 carpio) ; 7. 鲸鱼 ( Pimephales promelas) ; 8. 金鱼(Cαrassw，s 阳刚出) ;9 家鼠(Mi山 muscul山) ;10 人(Homo 叩'e旧) ; 11 日本青
锵(0明ias latipes) ; 12. 虹蹲 ( Onco们也y肥生出 mykiss) ; 13. 欧洲银侧(Ca四日出刷刷山 gibelio) ; 14. 斑马鱼 (Dan阳市ω) ; 15. 南方钻 ( Silurus 
meridωnalis) 



16 卷报.>>4 
气r学大产水海上314 

CC CCC CQA QAT CCQ 

~5 AAGI AAG A aG AGG TC7 Ji.AT AAQI AC古 ccc cA古 AGG GTA A~C AGT GG~ A~C AAC GCA Q.Aa 苦..a

CCA ~TA caû CCG GaG GTG G~A C7G TaG TCG AGG ACA TT~ CTA aTa ACA COA a 'l'C AAC À雪@

~3S CCA TGA GAA AGC AGC AG啡、 AAA G aG Ga.也@尘'1' ':"1'.11. 'l'AA AAQi AG'l' AAτCAO OCA aCQ AAA AGC 

J. SS A'岱唱 τCG AAG GGA CCA GCk GTT GGA ATT GAC CTC aac ACC ACA TAC TCQ 玄G"l' G "l'G QiOC GTC 

(1.) M S K a P ;.. v a 1: D J. Q T T 言!I C V Q. V 

::0:: 55 TTT Cl、G CAT GGC ~ orG GAA ATC ATT acc AAC GAC CAG GGT AAT COG ACC ACA CCC AGT 

(2.1.) F Q 组!: J: A N' DQaN s:t'l' T Ï' 

3;!S τλτGTT GCC TTC ACC GAC ACT GAG AQA CTa ATT QGQ OA'l' ac'l' acc AÄA AAT CAQ QlT~ aC~ 

(.1.】飞 VAF 'l' OTERL G~AA t<刊。 v .. 

3 '7 5 A.TG AAτCCC ACC AAC ACA a宏a 'rTC GA宏 aca AAA AGG CTa ATT GG峰、 CGa AQA 'l''l' T GAC OAT 

(6 1.) M N P T N T V !" C A K it L G R :R !" ~ 0 

435 ACA GTT GTT CAGτCG GAC ATG AAG CAC TaG CCO TTC CAA GTA A 'l' C kAτaA::r τCC À.CA coa 
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6~S AAT GCh GTG G 'l' τACA GT~ CCT ~CA 'l'AT TT'l' AAT GAC TCT CAG COG CkA ac玄 ACT AAA G A.T 

(J. 4 1.) N A V 'r V .A￥ FNC Q it. OAT t< O 

~ïS GCA GGG ACC A 'l' T TCC GGG CTA AAT GTA CT'l' CGGλ:TC ATe AA'l' GAA C I!: A AC 'l' GcA G'::T G C':­

〈且 E l.) A G T N L R N' Jt 'X' A A ;.. 

735 ~TT GCT T .AT GGT CTG GAC AAG AAA GτG GGC GCC GAA CGA 1AC G"!'C crc Arc τ'J."C GAr crc 

(~e l.}:r A Y G L D ^ K V G A I!. P. N V 1.. % F D L 

7~S 旦旦旦~G GGA ACT TTC GAC GTG 'rCC ATC CTC ACT AτC GAA GAC GGA ATC T 'l'C G ;..A GTG ~G 

(20 l.) G G G T r D V S J: L 'I:' :r. Jt :0 Q. r!:. V 1< 

ess 'l'CC ACA GCT GGG GAC ACC CAT CTG GGC GGC GAG GATττC GAC AAC cac AτG GTC A.A.T CAC 

(22 l.) S T A G :0 T H L 0 0 E t:> F' :0 N :P.. H V N H 

9 二 S TTC ATC ACC GAG 'l'TτAAG CGC AA.G CAC ~G .AA.G GAC ATC ATC GAC AAC AAG AGG GCC GTG 

(2 4.l.) E' :r. T E F K R K H K K D D 剖 K R A 

So 7S CGA CGT CτG CGC ACC GCC T 3C QAG CG唱、GlCC AA.G CG'l' ACA CTG TCC rc~ AGC ACτcc 

(2ε.!.} R R. -= R -= T C ;.. 

.1 'J 3- 5 AGC AτC GAG .ATC GAC TC'l' C7C 'l'AC OAG GGC A乞T GACτTC τAC ACC TCC AτC .ACC AGG GCT' 

(2a:!..) S !!: O ,!; t. 1: G :t巳 "'YT~ 1: T :R. A

:l. 'J So S 豆豆τ rTC GAA GAG crG ~~ GCC G~C CTa TTC CGT GGC ACC 'I:' ZO GAC CCC G'I:'~ GAO ~ OCG 

(30.!.} :R F' E E L N' A 0 L r R G '!' L 0 P V 1!: 10: A 

:l.l. SS CT~ CGT GλT GCT AAG crG GAC AAG TCC CAA GlTC CAC GAG A古军 G:ITC CτG G=C GlGC GOT TCT 

(32 l. 1 L Jt D J:.. K 二 DKSQ H~ 1: VLVOGS 
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图 2 南方钻品c70 cDNA 和氨基酸全序列。
Fig.2 Fulllength cDNA and amino-acid sequence of scHsc70 in S. meridionalis. 

图中红色核昔酸表示起始密码子和终止密码子;引物位置用蓝色下划线标明;灰色背景的序列为 HSP70 特征序列;下划线标明的阴
影部分表示加尾信号。
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图 3 HSP70 同源蛋白氨基酸序列 Clustal 程序 N-J 种系发生树

Fig. 3 N-J Phylogenetic tree of homologous HSP70 sequences by Clustal program 

(节点处数字为 1000 次自引导值中该节点存在的百分数)

zebrafish:斑马鱼(Danio rerio) ; sil ver cr山ia ca甲:欧洲银卿 ( Car，ωs山 αurat旧 gibelio) ; goldfish :金鱼 ( Carassi旧 αurat旧) ;common ca甲:

鲤 ( Cyprinus carpio) ; fathead minnow:鲸鱼 ( Pirræphales prorrælω) ; southem cat/ìsh: 南方钻 (Silurus rrærid归nalis) ; African clawed frog: 非

洲爪瞻(Xenop旧 laevis ) ; chicken :鸡 ( Gallus gall山) ; house mouse: 家鼠 (MI山 m旧cul旧) ; human: 人 (Horno sapiens) ; catÙe: 牛 ( Bos 

tαurus) ; bastard halibat: 牙解 (Paralichthys o/ivaceus); rainbow trout: 虹蹲 ( Oncorhynch旧 mykiss ) ; channel cat/ìsh: 沟钻 ( Ictalurus 

punctatus) ; Japanese medaka: 日本青鲍(0，庐山阳ψes) ; Mozambique tilapia:莫桑比克罗非鱼( Oreochromis rnossambic山)

讨论

南方甜(s. meridionalis) 作为我国长江流域重要经济鱼类，由于生长'快，肉质鲜美而备受人们青睐，

随着人工养殖密度的增大，其病害时有发生，特别是在幼鱼时期，给研究和生产带来诸多不利，究其原因

则有可能是养殖环境中物理和化学条件的改变(如高温、盐度、pH、重金属污染、细菌感染等)影响到机

体的免疫防御体系，表现为一些重要的生理生化指标的变化[町，使得外界病原可以人侵机体发生感染，

或者原来携带的病原得以大量繁殖，从而引起病害的发生。因此，从机体本身的免疫防御功能人手，克

隆一些与免疫防御密切相关的基因，研究这些基因的表达调控规律，探讨如何提高机体的抗逆能力，增

强其抵御病原微生物的能力，以摆脱病害的困扰是非常重要的。作为一种重要的内源性细胞保护因子，

南方甜 Hsc70 蛋白基因 cDNA 的克隆具有重大的理论和应用价值。

SMART RACE 技术是一种基于 PCR 原理由已知的部分 cDNA 序列来获得完整 cDNA5'端和 3'端的

方法。该方法利用 MMLVRT 的突变体能够在逆转录结束时，行使末端转移酶的功能在其 3'末端加 3 -

5 个 C 碱基的特点，使用基因特异性引物与试剂盒引物共同扩增完整的 5'端和 3'端部分片段，是一种方

便、有效的由己知序列扩增未知序列的方法[9] 。本研究采用 RT-PCR 法和 SMART RACE 法，经三步克

3 
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隆获得了完整的南方甜热休克蛋白 70cDNA( scHsc70 cDNA)序列，该序列全长 2384 坤，具有完整的阅

读框、起始子和终止子。对该序列进行分析推导出完整的蛋白质序列，并对其结构特征进行了分析。发

现 scHsc70 具有 Dnak 特征性基序(DLGπ-S-V) 和 2 个签名序列，提示它是一种 Dnak 类型的 HS凹0。

此外，真核生物细胞质 HSP70 家族在靠近 C 端具有一段简并重复的 GGMP4 肤序列问在 C 末端是高
度保守的细胞质特异性 EEDV 调控基序[10 -12] scHsc70 具有上述特点，说明它是一种细胞质 HSP70;从

多序列比对的结果表明 scHsc70 与其他物种的 Hsc70 相似性很高且具有相同的结构特征， N-J 种系发生

树分析亦显示，实验获得的 scHsc70cDNA 序列与各物种的 Hsc70 聚在一类而与 Hsp70 相分离，进一步证

明克隆的序列是南方甜组成型热休克蛋白 Hsc70 。

南方甜热休克蛋白 70 基因的克隆成功，为进一步深人研究 Hsc70 介导的生物抗逆能力，探索 Hsc70

实现其多种功能的作用途径和机理打下了基础。通过对 Hsc70 基因表达调控规律的研究还可以探讨南

方甜的免疫防御机理，分析南方甜病害发生的可能原因，探索提高机体免疫防御能力，筛选和培育抗病

优良养殖品种。同时眼踪分析南方钻 Hsc70 基因的表达情况还可以检测养殖环境物理化学条件的变

化，更好的指导养殖生产。
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