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摘　要:为探讨杂交罗非鱼抗应激遗传能力及其与亲本之间关系,采用 RT-PCR方法克隆了奥尼杂交罗非鱼

及其亲本热休克蛋白 Hsp70基因完整编码区 (codesequences, CDS)的 cDNA序列。序列分析结果表明:杂交

奥尼罗非鱼及其父本奥利亚罗非鱼和母本尼罗罗非鱼热休克蛋白 Hsp70基因 CDS均为 1923 bp, 编码 640个

氨基酸, 含有 84个碱性氨基酸, 95个酸性氨基酸, 理论等电点为 5.462。通过 antheprot分析发现 Hsp70家族

的 3 个 签 名 序 列 分 别 为 IDLGTTYS, IFDLGGGTFD, VVLVGGSTRIPKIQK, 核 定 位 信 号 标 签:

KRKHKKDISQNKRALRR, Dank特征基序 DLGTT-S-V, 胞质 Hsp70特征基序 EEVD, 靠近 C端的 GGMP4肽序

列, 另有 2个糖基化位点 NKSI和 NVSA。奥尼杂交罗非鱼与其亲本 Hsp70的序列比对发现, 奥尼杂交罗非鱼

Hsp70的核苷酸 ( 100% )和氨基酸序列 ( 99.8% )与父本奥利亚罗非鱼基本一致, 与母本尼罗罗非鱼有 2个氨

基酸不同, 5个核苷酸突变位点;与母本尼罗罗非鱼 、莫桑比克罗非鱼 、青鳉 、牙鲆氨基酸序列同源性分别为

99.5%、99.4%、93.1%、83.9%。系统发育树分析表明奥尼杂交罗非鱼与父本奥利亚罗非鱼距离最近, 与母

本尼罗罗非鱼距离远, 该结果与传统杂交罗非鱼偏父本遗传结论相符。
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Abstract:Hybridisthemainandgeneralmethodforgettinghighmaleoftilapiaatpresent.Inthisstudy, we

designedtofindtherelationshipsofanti-stressbetweenOreochromisniloticus♀ ×Oreochromisaureus♂ and

theirparents.Thecodesequencesofheatshockprotein70 gene) Hsp70) wereampliedandclonedfrom

O.niloticus♀ ×O.aureus♂ andtheirparentsbyRT-PCR.ThesequenceanalysisshowedthattheirCDS

sequenceswere1 923bp, encoding640aminoacidswith84 stronglybasic( +), 95stronglyacidic( -) and



isolectricpointof5.462.TheCDShavethreesignaturesequencesofHsp70family:IDLGTTYS, IFDLGGGTFD

andVVLVGGSTRIPKIQK, thesequenceofbipartitenucleartargetingKRKHKKDISQNKRALRR, thesequence

ofDanksubfamilyDLGTY-S-V, thesequenceofcytoplasmEEVD, fourpeptidesequenceGGMPcloselyC-

extremeandtwoglycosylationsiteNKSIandNVSAbyantheprot.TheanalysisalsorevealedtheHsp70

sequenceofO.niloticus♀×O.aureus♂ wassimilartoO.aureusinnucleotides( 100%) andaminoacids( 99.

8%), butdifferentin2 aminoacidsand5nucleotidestoO.niloticus.TheaminoacidssequenceofO.niloticus

♀×O.aureus♂ showed99.5%, 99.4%, 93.1%, 83.9% identitywithO.niloticus, O.mossambicus,

OryziaslatipesandParalichthysolivaceus, respectively.Theresultsofphylogeneticanalysisindicatedthatthe

Hsp70sequenceofO.niloticus♀×O.aureus♂ wasveryclosetoO.aureusandfarawayfromO.niloticus.It

wasconsistentwiththeO.niloticus♀×O.aureus♂ inheritingfromO.aureu.

Keywords:Oreochromisniloticus♀×Oreochromisaureus♂;Hsp70 gene;clone;sequenceanalysis

　　罗非鱼的全雄单性控制对于罗非鱼养殖有着十分重要的意义,采用控制罗非鱼性别的方法,进行罗

非鱼全雄单性养殖,可有效控制其过度繁殖,提高养殖效率
[ 1-2]

。种间杂交是目前国内外生产高雄性罗

非鱼中采用最广泛的一种简单技术
[ 3]
。目前,在生产中应用最广的组合是尼罗罗非鱼♀ ×奥利亚罗非

鱼♂, 其 F1代也称为奥尼鱼, 生长速度高于父本和母本,抗温 、抗盐 、抗病能力相对母本也有所提高, 但

其后代中也发现有抗温 、抗盐 、抗病等抗应激能力弱个体, 影响养殖效果
[ 4]
。目前研究表明,热休克蛋

白是动物机体抗应激保护蛋白, 其中 Hsp70蛋白是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 (如温度 、盐度 、缺氧 、渗透压和微生物感染等 )的刺激下, 其表达量显著增

加
[ 5-7]

。Hsp70蛋白作为分子伴侣在蛋白质折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,是生物体抗逆和

抗感染的重要分子
[ 8-11]

。本研究采用 RT-PCR方法对奥尼杂交罗非鱼及其父本奥利亚罗非鱼和母本尼

罗罗非鱼热休克蛋白 Hsp70基因完整编码区序列进行克隆及序列比较分析,为了解杂交罗非鱼的抗逆

性 、基因遗传以及指导奥尼罗非鱼的遗传改良提供基础资料 。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　实验鱼

奥尼杂交罗非鱼 (雌性和雄性 ) 、母本埃及尼罗罗非鱼和父本美国奥利亚罗非鱼共 4组罗非鱼均来

源于国家级广西南宁罗非鱼良种鱼场,每组均挑选 0.5kg规格罗非鱼 3尾。

1.1.2　试剂及 PCR引物

总 RNA提取试剂 TrizolReagent购于 Invitrogen公司, RT-PCR试剂盒 、质粒提取和胶回收试剂盒由

Takara公司提供, pGEM-TEasyVector载体连接试剂盒购自 Promega公司, 其余均为国产分析纯试剂。

DH5a菌株由本实验室保存 。所有引物合成及序列测定均由大连宝生物工程有限公司完成 。

1.2　方法

1.2.1　热应激处理

试验鱼在 500L大水缸内暂养 1周后 (水温约 25℃, 气泵充气 ) ,将其放入 39℃水温下 10min进行

热应激,然后在室温下放置 6 h
[ 12]
。

1.2.2　总 RNA抽提

用 75%酒精棉球对试验鱼表面擦洗消毒,置于无菌托盘上, 用肝素钠溶液润洗后 5 mL注射器进行

尾静脉采血 0.3mL。取血液 0.2mL(约 2.0×10
7
个血细胞 )加入 1 mLTrizol试剂,剧烈震荡至液体完

全透明,室温作用 5min;加入 0.2mL氯仿剧烈震荡 30s后室温作用 5min, 4℃, 12 000g×15min;小心
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吸取上层水相, 加入 0.5 mL异丙醇 -20℃沉淀 30min, 4℃, 12 000g×10min;弃上清, 加 1 mL75%乙

醇 4 ℃, 7 500g×5min洗涤沉淀两次;室温干燥 15 min, 加适量 DEPC水溶解 ( 55℃水浴助溶 5 min)。

核酸蛋白测定仪测量 OD值和变性电泳检测其完整性。

1.2.3　引物设计

根据 已 发 表 的 莫 桑 比 克 罗 非 鱼 的 Hsp70 cDNA序 列, 设 计 引 物, 上 游 引 物:5′-

CGGACGAATTCTCTGCAGCTAAAGGTGTA-3′,下游引物:5′-ACTCACCGCGGGTCCACCTCCTCAATAGT-

3′,分别引入 EcoR1和 SacⅡ两个酶切位点,并加上 5个保护碱基,理论扩增片段大小为 1 945 bp,包括

Hsp70基因的完整编码区。

1.2.4　RT-PCR扩增及克隆

RT-PCR反应按 TaKaRaRNAPCRKit(AMV)Ver.3.0试剂盒说明书中的操作步骤进行 。反转录合

成第一链:以提取的总 RNA为模板进行反转录,反应体系为 10μL,即 H2O2.25μL, MgCl2 ( 25mmol/L)

2 μL, 10×AMV反转录酶缓冲液 1 μL, dNTP( 10 mmol/L) 1 L,反转录通用引物 ( 25 μmol/L) 1 μL,反转

录酶 ( 5U/L) 0.5 μL, RNA酶抑制剂 ( 40U/μL) 0.25μL, RNA模板 2 μL,混匀。反转录反应条件为 30

℃下保温 10 min, 42℃下退火反应 30 min, 95℃下灭活反转录酶 5min, 5 ℃下冷却 5min。PCR扩增目

的基因:PCR扩增反应体系 (总体积 50μL):模板 4 μL, 25 pmol/μL的引物各 1 μL, 10×LAPCRBuffer

5 μL, dNTPMixture1μL, TaqDNA聚合酶 0.25μL,加 ddH2O至 50μL。扩增条件为 94℃预变性 4min,

94 ℃变性 1 min, 55.6℃退火 45s, 72℃延伸 45 s,共进行 35个循环,最后 72 ℃延伸 10min。预计获得

的片段大小约为 1 945bp。取 5 μLPCR产物在含溴化乙锭的 1%琼脂糖凝胶上电泳, 用 UVP公司的凝

胶成像系统观察 。Hsp70基因克隆:按照 TaKaRa公司 AgaroseGelDNApurificationKitVer.2.0介绍的

方法回收纯化 PCR产物,连接到 PMD18-T载体中, 转化 DH5α大肠杆菌感受态细胞,涂布于 Amp/X-

gal/IPTG/LB平板,挑取白色菌落进行培养 。按碱裂解法制备少量质粒 DNA, 用 EcoR1和 SacⅡ酶切进

行鉴定 。

1.2.5　序列测定及分析

每份克隆样品选取 5个重组子, 送大连宝生物公司进行序列双向测定。用 DNA分析软件 VECTOR

NTI6.0、DNAStar、NCBI上 BLAST程序进行序列分析,在同一克隆样品不同重组子同一位点如果出现

测序结果不一致,就选择频率高的结果进行序列分析。

2　结果

图 1　总 RNA甲醛变性电泳结果

Fig.1　AnalysisoftotalRNAonformaldehyde

denaturedagarosegel

2.1　总 RNA的提取

提取的 4组罗非鱼共 12份总 RNA经核酸蛋白

测定仪检测, 其 OD260 /OD280值均在 1.92 ～ 2.0之

间, RNA浓度在 1 200 ～ 2 700 μg/mL之间;随机挑

选 2份经变性电泳检测, 28S和 18SRNA带型清晰

可见, 28S∶18S比值在 2.0以上 (图 1), 说明提取的

总 RNA质量好 、纯度高,没有被降解,可满足试验要

求 。

2.2　RT-PCR扩增及测序

通过 RT-PCR, 4组罗非鱼共 12份样品 cDNA经

35个热循环均扩增出一条约 2.0 kbDNA条带 (图

2) ,与预期片段大小一致。将此 PCR片段纯化后克

隆 、测序,确认所有样品大小均为 1 923 bp(去除酶
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图 2　Hsp70基因 PCR扩增结果

Fig.2　ThePCRresultofHsp70 gene

切位点和保护性碱基 );所有序列经 BLAST分析,与

其他物种的 Hsp70基因序列表现出极高同源性 。 12

份样品 Hsp70基因 cDNA编码的氨基酸序列与其他

鱼类的 Hsp70氨基酸序列比对的 E值均为 0.0(表

1) ,核苷酸比对的 E值也远小于 0.0,从而推测获得

的序列很可能是所检测罗非鱼 Hsp70基因完整编码

区 cDNA序列。

2.3　核苷酸和氨基酸序列的特征分析

经测序后分别获得了雌性杂交奥尼罗非鱼和雄

性杂交奥尼罗非鱼 、母本尼罗罗非鱼及父本奥利亚罗非鱼 Hsp70完整编码区域 cDNA序列。雌 、雄奥尼

杂交罗非鱼和父本奥利亚罗非鱼序列完全一致 (奥尼杂交罗非鱼序列已经登陆 GenBank, 登录号为

FJ375325)与母本尼罗罗非鱼有 5个核苷酸不同,分别是 126(C/T) 、468(G/A) 、696(A/T) 、889(A/G) 、

1 204(T/C)和 2个氨基酸不同, 分别是 297(T/A) 402(S/P)。奥尼杂交罗非鱼和父本奥利亚罗非鱼

Hsp70基因相对分子质量为 70 293.52 u, 均含有 84个碱性氨基酸, 95个酸性氨基酸, 理论等电点为

5.462。其中,尼罗罗非鱼 Hsp70基因相对分子质量为70 273.53u,含有 84个碱性氨基酸, 95个酸性氨

基酸,理论等电点为 5.462。使用蛋白质分析软件 antheprot分析氨基酸序列的特征, 发现 3个 Hsp70家

族的签名序列:IDLGTTYS( 11-18, [ IV] -D-L-G-T-[ ST] -X-[ SC] ), IFDLGGGTFD( 199-208, [ LIVMF] -

[ LIVMFY] -[ DN] -[ LIVMFS] -G-[ GSH] -[ GS] -[ AST] -x ( 3 ) -[ ST] -[ LIVM] -[ LIVMFC] ),

VVLVGGSTRIPKIQK( 336 -350, [ LIVMY] -X-[ LIVMF] -X-G-G-X-[ ST] -X-[ LIVM] -P-X-[ LIVM] -X-

[ DEQKRSTA] )
[ 13-15]

, 括号中为氨基酸位点及相应的模体 (motif)序列。同时找到 Dank特征基序

DLGTT-S-V( 12-20) ,非细胞器基序:RARFEEL( 301-307) , 胞质 Hsp70特征基序 EEVD
[ 16-17]

( 637 -

640)及靠近 C端的 GGMP4肽序列;另外推测其核定位序列 (bipartitenucleartargetingsequence)
[ 18]
为:

KRKHKKDISQNKRALRR( 248-264);根据所获得的序列符合 Hsp70家族所特有的特征性氨基酸序列,

因此确认是所检测罗非鱼 Hsp70基因完整编码区 cDNA序列 (图 3) 。

表 1　奥尼杂交罗非鱼 Hsp70基因核苷酸和氨基酸序列与其他鱼类比对结果

Tab.1　ComparisonofnucleotideandaminoacidsequenceofHsp70 inO.niloticus♀ ×O.aureus♂ withotherfish

物种
GenBank
注册号

核苷酸相似性

(% )

BLASTN
E-Value

GenBank
注册号

核苷酸相似性

(% )

BLASTN＊

E-Value

美国奥利亚罗非鱼 O.aureusUSA FJ358426 100 0 99.8 0

埃及尼罗罗非鱼 O.nilotieusEgypt FJ207463 99.7 0 ACI25099.1 99.5 0

莫桑比克罗非鱼 O.mossambicus AJ001312.1 99.4 0 CAA04673.1 99.4 0

青鳉 Oryziaslatipes AF286875 91.1 0 AAF91485.1 93.1 0

剑尾鱼 Xiphophorusmaculates AB062114 89.9 0 BAB72168.1 91.9 0

斑马鱼 Daniorerio BC056709 82.2 0 AAH56709.1 90.6 0

黄锡鲷 Rhabdosargussarba AY436787 84.6 0 AAR97294.1 90.0 0

鲫 Carassiusauratus AB092839 82.0 0 BAC67184.1 90.0 0

虹鳟 Oncorhynchusmykiss AB176855 89.2 0 BAD83574.1 89.2 0

牙鲆 Paralichthysolivaceus AF053059 73.7 0 AAC33859.1 83.9 0

　　注:＊所用的打分矩阵为 BLOSUM62,其余参数为默认值

2.4　序列同源性分析

将奥尼杂交罗非鱼 Hsp70基因完整编码区 cDNA序列与其它鱼类 Hsp70基因的氨基酸序列用

ClustalX1.81进行比对,发现奥尼杂交罗非鱼的 Hsp70序列与父本奥利亚罗非鱼同源性为 99.8%,与母

本尼罗罗非鱼和莫桑比克罗非鱼同源性分别为 99.5%和 99.4%, 其次为青鳉 ( 93.1%) 、剑尾鱼

( 91.9%) 、斑马鱼 ( 90.6% ) 、鲫 ( 90.0%)和黄锡鲷 ( 90.0%) ,而与虹鳟 ( 89.2%)和牙鲆 ( 83.9%)相似
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性较低 。核苷酸和氨基酸水平的全序列比对结果 (表 1) 。同时序列比对分析发现所有的签名序列位点

都高度保守,甚至等同 。

图 3　奥尼杂交罗非鱼 Hsp70基因的核苷酸序列和推测的氨基酸序列
Fig.3　ThenucleotideandpredictedaminoacidsequencesofHsp70 genefromO.niloticus♀×O.aureus♂

下划线部分表示特征序列;阴影部分表示糖基化位点;字母边框表示突变核苷酸和氨基酸

2.5　系统进化树分析

MegAlign系统进化树表明雄性奥尼罗非鱼和雌性奥尼罗非鱼 、美国奥利亚罗非鱼 、埃及尼罗罗非

鱼 、莫桑比克罗非鱼最为接近,构成 1个进化分支,再与青鳉 、剑尾鱼 、黄锡鲷 、虹鳟 、鲫 、斑马鱼等鱼类聚

为 1个大的进化分支;而牙鲆则独自另聚为 1个分支 (图 4) 。
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图 4　奥尼杂交罗非鱼与其他鱼类 Hsp70基因系统进化树

Fig.4　ThephylogenetictreeofHsp70geneinO.niloticus♀×O.aureus♂ andotherfish

3　讨论

热休克蛋白 70为动物体内一种重要的应激因子,目前关于 Hsp70的性质 、功能和测定方法方面的

研究较多
[ 19-22]

。由于栖息环境的特殊性, 水生生物 Hsp70的诱导有其特殊的生物学意义, 但关于水生

生物 Hsp70方面的研究较少, 且只着重于介绍其调控机制方面
[ 23]
。对罗非鱼 Hsp70的研究才刚刚起

步 。

本研究根据已发表的莫桑比克罗非鱼的 Hsp70基因 cDNA序列设计引物, 经 PCR扩增 、克隆测序得

到奥尼杂交罗非鱼和其亲本 Hsp70基因完整编码区 cDNA序列 。该序列含有 3个 Hsp70家族的签名序

列;Dank特征基序 DLGTT-S-V;非细胞器基序:RARFEEL;胞质 Hsp70特征基序 EEVD;靠近 C端的

GGMP4肽序列;2个糖基化位点 NKSI和 NVSA, 与前人对 Hsp70基因研究结果一致
[ 24]
。氨基酸序列比

对发现,奥尼杂交罗非鱼与父本奥利亚罗非鱼同源性达到 99.8%,与母本尼罗罗非鱼同源性为 99.5%,

系统进化树也表明奥尼杂交罗非鱼与父本奥利亚罗非鱼最接近, 这些结果都有力证明奥尼杂交罗非鱼

更多遗传父本奥利亚罗非鱼 Hsp70基因,与母本尼罗罗非鱼距离远一些 。由于 Hsp70基因是一类存在

于所有生物体细胞内比较保守的蛋白,在受到环境胁迫后能够大量表达,对生物体的抗逆能力和环境适

应能力具有重要的影响,同时 Hsp70作为分子伴侣在协助新生多肽链折叠 、蛋白质复合体的装配以及调

节 、修护和降解变性的蛋白质方面起着重要作用。在实际生产中, 奥利亚罗非鱼抗寒 、抗病 、抗逆能力都

比尼罗罗非鱼强,其子代奥尼杂交鱼抗寒能力则介于双亲奥利亚罗非鱼和尼罗罗非鱼之间,子代中出现

了抗温 、抗盐 、抗病等抗应激能力较弱的个体, 一方面可能与其父母本遗传变异有关, 另一方面也与养殖

过程中养殖条件恶劣,营养不良,管理水平差等因素有关,使该杂交鱼抗逆能力下降 。因此, Hsp70表达

水平的高低可以作为评价奥尼罗非鱼应激程度 、应激能力 、健康状况和环境质量的指标 。在此基础上,

今后可进一步开展 Hsp70的其它相关研究, 例如, 通过选留 Hsp70表达量高的亲本进行选择育种,使其

子代罗非鱼具有更高环境适应能力, 提高抗应激水平;同时可以通过日常生产中给予多次不同程度刺

激,使其适应外界环境,进一步提高奥尼杂交鱼抗应激能力。
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