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摘要:采用 RT-PCR技术和 RACE技术分别从淡水食毒藻鱼类鲢鱼 (Hypoph tha lm ichthys m olitrix )、尼罗罗非鱼 ( Oreochrom is n ilotica )及草食性鱼

类草鱼 ( C tenopha ryngodon id ella )肝脏扩增出热休克蛋白 70( HSP70 ) cDNA全序列,并与其它鱼类、两栖类和哺乳类动物的 HSP70氨基酸进行

了同源性比较. 结果表明,鲢鱼、草鱼和尼罗罗非鱼肝脏 H SP70基因 cDNA全长分别为 2356 bp、2348 bp和 2242 bp,分别编码 649、649和 638

个氨基酸.鲢鱼、草鱼和尼罗罗非鱼 HSP70与其它鱼类、两栖类和哺乳类动物 H SP70氨基酸同源性均较高,表明其在进化上高度保守,且承担

着重要的生理功能.构建系统进化树发现,鲢鱼、草鱼与其它鲤科鱼类斑马鱼、银鲫 (Ca rassius aura tu s g ibel io)的 H SP70氨基酸同源性较高,处于

同一进化树分枝;而尼罗罗非鱼 H SP70未与其它鲈形目鱼类,如鲷科鱼类聚为一枝,而是占据一个独立的分枝, 这与克隆得到的鲢鱼、草鱼肝

脏 HSP70基因可能为结构型 HSP70,而尼罗罗非鱼肝脏 H SP70基因可能为诱导型 H SP70的结果相一致.

关键词:热休克蛋白 70;基因克隆;序列分析;鲢鱼;草鱼;尼罗罗非鱼
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Cloning and analysis of the ful-l length cDNA sequences of the heat shock protein
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Abs tract: H eat shock protein 70 ( H SP70 ) fu l-l length cDNA s w ere cloned from the liver of tw o phytop lank tivorou s freshw ater fish, silver carp

(H ypoph thalm ich thys m olitrix) and N ile tilap ia ( Oreochrom is n ilotica ), and one herb ivorous f ish, grass carp ( C tenopharyng od on id ella ) us ing RT-PCR

and RACE. S equence analys is revealed that th e silver carp, grass carp, and N ile tilap ia H SP70 cDNA sw ere 2356, 2348, and 2242 bp in length, and

contain ed an open-read ing fram e ( ORF) of 1950 bp ( en cod ing a polyp ept ide of 649 am ino acids) , 1950 bp ( en cod ing a polypept ide of 649 am ino

acids) , 1917 bp ( encod ing a polyp ept ide of 638 am ino acids) , respect ively. S ilver carp, grass carp and N ile tilap ia HSP70 sequ ences are h igh ly

hom ologou s to oth er f ish, am ph ib ia and m amm als HSP70, wh ich suggests that they play a role in fundam en tal cellu lar processes. Resu lts of th e

phylogen et ic analysis revealed that silver carp and grass carpH SP70 form ed a clu ster w ith oth er cyp rin id fish es, such as zeb rafish and s ilver pruss ian carp,

but N ile ti lap ia H SP70 form ed a dist inct clu ster. Th is is cons isten tw ith the resu lt that the cloned silver carp and grass carp HSP70 may belong to heat

shock cogn ate 70, whereas the cloned N ile tilap ia H SP70m ay be class if ied as inducib le heat shock protein 70.

Keywords: heat shock protein 70; gen e clon ing; sequence analysis; silver carp; grass carp; N ile tilap ia

1 引言 ( Introduction)

热休克蛋白 ( heat shock protein, HSP)是生物体

在不利环境因素刺激下应激合成的一组特殊的蛋

白质,在应激条件下能够维持细胞必需的蛋白质空

间构象,保护细胞生命活动;在蛋白质折叠、跨膜运
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输、转运、细胞骨架及核骨架稳定等方面发挥重要

作用, 被称为 /分子伴侣 0 (孔垂辉等, 2007 ). 现已

检测到数十种 HSPs, 根据 HSPs分子量及等电点不

同将其分为 6个家系, 包括小分子 HSPs、HSP40、

HSP60、HSP70、HSP90和 HSP110. 其中, HSP70家族

除在某些古细菌外的绝大多数物种中普遍存在且

含量最多, 进化上高度保守, 如大肠杆菌的 HSP70

与人的 HSP70 有 50% 的同源性 ( Basu et a l. ,

2002) .

HSP70赋予细胞保护作用, 在应激条件下维持

细胞必需的蛋白质空间构象, 对抗包括高热、低氧、

缺血、紫外线、重金属离子、DNA损伤、环境毒物等

引起的损伤 ( Bond et al. , 1987) . 最新研究表明,

HSP70与细胞的抗氧化能力有关, 由此引发了通过

HSP70途径来提高抗氧化能力的研究 (孔垂辉等,

2007) .

随着水体富营养化加剧,藻类所引起的水污染

问题已越来越引起人们的关注, 淡水藻类污染已成

为一个全球性的环境卫生问题 ( K rien itz et a l. ,

2003) .这些藻所产生的毒素,根据其毒作用的不同

分为 3类:多肽肝毒素、生物硷类神经毒素及脂多糖

内毒素 (汤钊猷等, 1989), 其中, 肝毒素出现最广泛

且具有强促癌作用, 人们尤为关注 ( S ivonen et a l. ,

1990) .肝脏是藻毒素去毒与致毒的靶器官, 藻毒素

可引起肝细胞产生大量的活性氧分子 ( reactive

oxygen species, ROS) ,对机体产生氧胁迫.相关研究

表明, 不同鱼类对藻毒素的毒性敏感程度可能是由

这些鱼类肝脏各自的藻毒素代谢基因与肝脏细胞

抗坏死、抗凋亡基因等表达水平决定的, 当然也与

这些鱼类接触藻毒素的程度 (例如是否摄食有毒

藻 )有关 ( L iang et a l. , 2007) .除了已被广泛研究的

可溶性谷胱甘肽 S-转移酶 ( so lub le g lutath ione

S-transferase, sGST ) (也称为微囊藻毒素去毒酶 )

(W ang et al. , 2006; L iao et al. , 2006), 热休克蛋

白 70(HSP70)在鱼类藻毒素去毒过程中起着重要

作用.

鲢 鱼 ( H ypophthalm ichthy s molitrix )、草 鱼

(C tenopharyngodon idella )、尼罗罗非鱼 ( Oreochrom is

nilotica)为淡水主养鱼类,这 3种鱼类处于水体的不

同层次,食性不一, 因此, 它们接触藻毒素的几率亦

不同, 从而也进化出不同的耐受能力. 本研究通过

RT-PCR和 RACE技术首次获得鲢鱼、草鱼、尼罗罗

非鱼 HSP70 cDNA的全序列,可为进一步获得此基

因的侧翼调控序列,深入探讨鱼类藻毒素去毒相关

基因的表达调控机制提供新信息. 同时, 为进一步

比较研究草鱼、鲢鱼、尼罗罗非鱼等对富营养化水

体不同敏感性鱼类中 HSP70基因表达和抗毒性的

不同奠定了基础, 并进一步阐述 HSP70在环境、水

质监测中的重要意义和应用前景.

2 材料与方法 (M ateria ls andmethods)

2. 1 实验用鱼

鲢鱼 ( 10. 00 g )、草鱼 ( 8. 55 g)、尼罗罗非鱼

( 9106 g)于广东省番禺淡水鱼类养殖场捕得.
2. 2 总 RNA提取和 cDNA第一链的合成

从鲢鱼、草鱼、尼罗罗非鱼快速分离肝脏组织,

总 RNA的提取与纯化按 Promega公司的 SV Tota l

RNA Isolat ion System试剂盒推荐方法进行. cDNA

第一链的合成使用 TaK aRa RNA LA PCR
TM

K it

( AMV) V er. 1. 1试剂盒, 以鲢鱼、草鱼、尼罗罗非鱼

肝脏总 RNA为模板, o ligo ( dT ) 20为反转录引物, 操

作按试剂盒推荐方法进行.

2. 3 鲢鱼、草鱼、尼罗罗非鱼肝脏 HSP70 cDNA核

心片段的克隆

根据已知脊椎动物 HSP70氨基酸及核苷酸序

列的保守区域设计合成下述 4个正向或反向简并引

物,分别为引物 HSP7001F与 HSP7003R, HSP7002F

与 HSP7004R (表 1) . 以上述 cDNA为模板, 用 Taq

DNA聚合酶 ( TaKaR a)进行 PCR扩增, 扩增条件为:

94 e 预变性 3 m in, 94 e 保持 1 m in, 40 e 保持 1

m in, 72 e 保持 1 m in,共 30个循环,最后 72 e 延伸

5m in.

2. 4  鲢鱼、草鱼、尼罗罗非鱼 HSP70基因 5c端

cDNA扩增

根据克隆得到的鲢鱼、草鱼、尼罗罗非鱼 HSP70

基因 cDNA核心序列及 5c-Fu llRACE Core Set试剂

盒 ( TaKaRa)要求, 设计 6个 5c-RACE下游引物, 分

别为 ScHSP705cS1、G cHSP705cS1、N tHSP705cS1和

ScHSP705cS2、GcHSP705cS2、N tHSP705cS2 (表 1) ,

上游引物由试剂盒提供. 5cRACE的操作按试剂盒

推荐方法进行. 取 1 LL总 RNA (约 1 Lg ), 以试剂

盒提供的 5c-RACE CDS Prim er A、SMARTÒ TM A

O ligonuc leot ide为引物,合成 cDNA第一链后,用 TE

Buffer稀释 10倍备用. 首次 PCR反应体系为 10倍

稀释产物 2. 5 LL, 10 @ PCR buffer 5 LL, dNTP

( 10mmo l# L- 1
each ) 1 LL, Pow erScript R everseTran-
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scriptase酶 1 LL,以及 ScHSP705cS1、G cHSP705cS1、

N tHSP705cS1引物 1 LL, 试剂盒提供的 10 @U niver-

sal Primer A M ix (UPM )引物 5 LL, 加 ddH 2O至 50

LL. PCR反应条件为: 94 e 预变性 3 m in, 94 e

1 m in, 50 e 1 m in, 72 e 1 m in, 30个循环, 最后

72 e 延伸 5m in.取首次扩增产物 1 LL,用试剂盒提

供的 Nested Un iversa l Primer ( NUP ) 引 物 和

ScH SP705cS2、G cHSP705cS2、N tHSP705cS2引物进行

二次 PCR扩增, 扩增条件为: 94 e 预变性 3 m in, 94

e 1 m in, 55 e 1 m in, 72 e 1 m in, 共 30个循环,最

后 72 e 延伸 5m in.  

2. 5 鲢鱼、草鱼、尼罗罗非鱼 HSP70基因 3c端

cDNA扩增

根据已克隆的鲢鱼、草鱼、尼罗罗非鱼 HSP70

基因 cDNA核心片段序列和 3c-Fu llRACE Co re Set

试剂盒 ( TaK aRa)要求设计 6个 3c-RACE上游引物,

分别为 ScHSP703cA1、GcHSP703cA1、N tHSP703cA1
和 ScHSP703cA2、G cHSP703cA2、N tHSP703cA2 (表

1) ,下游引物由试剂盒提供. 3cRACE的操作参照

3c-Fu llRACE Core Set试剂盒 (T aK aRa)推荐方法进

行. 首先以试剂盒提供的 o ligo dT- 3 sites adaptor

pr imer为引物进行反转录反应, 然后以 ScHSP703c

A1、GcHSP703cA1、N tHSP703cA1和试剂盒提供的 3

sites adaptor primer为引物进行首次 PCR反应, 反应

条件为: 94 e 预变性 3 m in, 94 e 1 m in, 50 e

1 m in, 72 e 1m in,共 30个循环,最后 72 e 延伸 5

m in; 二 次 PCR 所 用 引 物 为 ScHSP703cA2、

GcHSP703cA2、N tHSP703cA2 和 3 sites adaptor

pr imer, PCR反应条件与 5cRACE二次 PCR相同.

2. 6 PCR产物的克隆及测序

PCR产物经 2%琼脂糖凝胶电泳纯化, H. Q. &.

Q. PCR、酶反应产物纯化试剂盒 (U-gene) 回收后,

克隆至 pMD 19-T 载体 ( TaKaR a) , 转化感受态

E. coli DH5A,并利用 M13正反向引物,通过 PCR反应

检测得到阳性克隆,阳性克隆由博亚公司进行测序.

2. 7 序列分析与系统树构建

对测序结果进行分析整理得到鲢鱼、草鱼、尼

罗罗非鱼 HSP70基因 cDNA全长序列, 推测得到其

氨基酸序列, 并分别与 NCBI网站 GenBank上发表

的各种生物 HSP70氨基酸序列一起, 用 BLAST和

V ecto rNTI suite 6. 0软件进行序列分析.采用 M ega

4软件采用邻接法构建系统树, 1000次重复计算自

展分析值.

表 1 HSP70基因 PCR引物

Tab le 1 PCR pr imer sequen ces for clon ing ofHSP70 gene from F ish

N am e of prim er S equ ence of prim er

H SP7001F
5c-GGCAAAGTGGA ( A /G ) ATCATCGCCAA ( T /

C )GA ( T /C ) CA (A /G)-3c

H SP7002F
5c-GTCATCACAGTCCCAGCCTACTT ( T /C ) AA

(T /C )GA ( T /C )-3c

H SP7003R
5c-GATGTCCTTCTTGTGCTTCCT ( T /C ) TT ( A /G )
AA( T /C ) TC-3c

H SP7004R
5c-TTTGCTCAGCCTGCCCTT ( A /G ) TC ( A /G ) TT
(A /G /T /C) GT-3c

S cH SP705cS1 5c-GAACAACGCCATCATCAA- 3c

S cH SP705cS2 5c-TCGCAGCATCTCCAATCAATC-3c
GcHSP705cS1 5c-ATTCCTCTCAGCACCAACCT-3c
GcHSP705cS2 5c-TGATGATACGCAGAACA-3c
OnH SP705cS1 5c-GTCAGCACCATGGAGGAGAT-3c
OnH SP705cS2 5c-ATGGCAACCTGATTCTTGG-3c
S cH SP703cA1 5c-CCACCATCCCAACCAAACA-3c
S cH SP703cA2 5c-TCACCTTTGACATTGATGCC-3c
GcHSP703cA1 5c-AGGTTTATGAGGGCGAGC- 3

GcHSP703cA2 5c-GATAAGAGCACTGGCAAAGAG-3c
OnH SP703cA1 5c-ACCAAGCAGACCCAGACCT-3c
OnH SP703cA2 5c-TGAACGTGTCTGCGGTGGA-3c

3 结果 ( R esu lts)

3. 1 鲢鱼、草鱼、尼罗罗非鱼肝脏 HSP70 cDNA全

序列的克隆与分析

分别以鲢鱼、草鱼、尼罗罗非鱼肝脏 cDNA为模

板, 用 简 并 引 物 HSP7001F 和 HSP7003R 与

HSP7002F和 HSP7004R进行 PCR扩增, 各得到 2

个预期大小的 PCR产物. 将 PCR产物电泳纯化、回

收后克隆至 pMD19-T载体.用 M13正、反向引物进

行双向测序, 拼接后分别得到鲢鱼 1467 bp, 草鱼

1110 bp, 尼罗罗非鱼 1467 bp的 cDNA片段.

根据克隆的鲢鱼、草鱼、尼罗罗非鱼肝脏 HSP70

cDNA核心片段设计 12个特异引物, 利用 5cRACE

和 3cRACE技术分别从鲢鱼、草鱼、尼罗罗非鱼肝脏

获得 6个预期片段大小的 PCR产物. 通过序列拼

接,确定鲢鱼 HSP70 cDNA全长为 2356 bp, 其中,

5c非翻 译区 ( 5c-UTR ) 为 84 bp, 3c非翻译 区

( 3c-UTR)为 322 bp, 开放阅读框 ( ORF)为 1950 bp,

编码 649个氨基酸,推测分子量为 71. 2 kDa, 等电

点 ( pI ) 为 5113, po lyA 加 尾信号为 AATAAAA

( GenBank号: EU 816594 ). 草鱼 HSP70 cDNA全长

为 2348 bp, 其中, 5c非翻译区 ( 5c-UTR)为 91 bp, 3c

非翻译区 ( 3c-UTR)为 307 bp, 开放阅读框 ( ORF)为

1950 bp, 编码 649个氨基酸, 推测分子量为 71. 2

kDa, 等电点 ( pI ) 为 5. 13, po lyA 加尾信号为

AATAAAA ( G enB ank号: EU816595) . 尼罗罗非鱼
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HSP70 cDNA全长为 2242 bp,其中, 5c非翻译区 ( 5c-

UTR)为 100 bp, 3c非翻译区 ( 3c-UTR)为 225 bp,开

放阅读框 (ORF)为 1917 bp,编码 638个氨基酸,推

测分子量为 70. 2 kDa, 等电点 ( pI)为 5. 08, po lyA

加尾信号为 ATTAAA ( GenB ank号: EU816596) .

3. 2 鲢鱼、草鱼、尼罗罗非鱼 HSP70氨基酸序列的

同源性分析

应用 Vector NT I suite 6. 0软件,比较克隆得到的

鲢鱼、草鱼、尼罗罗非鱼 HSP70氨基酸全序列与其它

鱼类、两栖类、鸟类、哺乳类之间的同源性 (图 1) .

图 1 鲢鱼、草鱼、尼罗罗非鱼 HSP70与其他脊椎动物 HSP70基因氨基酸序列同源性比较 ( / - 0表示比较时必要的氨基酸缺口;

/* 0表示保守的氨基酸残基;方框代表 Dnak特征基序;下划线代表胞质 HSP70特征基序;阴影代表简并重复的四肽;黑体

表示末端标记九肽;波浪线表示重复的 GGXP基序 )

F ig. 1 A lignm ent of the deduced am ino acid sequen ces of s ilver carp, grass carp and N ile t ilapia h eat shock protein 70 (H SP70) w ith the

sequen ces of other vertebrates(Am ino acid sequencesw ere obtain ed from GenBank as fo llow s: silver carpH SP70 ( scH SP70) ; grass

carp HSP70 ( gcHSP70 ) ; N ile t ilap ia H SP70 ( n tH SP70 ); zebraf ish HSP70 ( zHSP70, GenBank AAH 63228 ) ; hum an H SP70

( hH SP70, GenBank AAH 16179 ); A frican claw ed frog ( acfH SP70, GenBank NP_001080068 ) . D ashes ind icate th e am ino acid

gaps th at w ere necessary to align these sequences. The conserved res idues in a ll sequen ces are ind icated by asterisk (* ) . The

Dnak-specific sequ ence m otifs are boxed. The cytoso lic H SP70-specif ic m otifs are underlined. Th e degenerate repeats of

tetrapept ide GGMP are darkened. Th e signatu re nonap ept ides SGPT IEEVD are bold faced. W ave lines show th e un ique rep eat

GGXP m ot ifs. )
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鲢鱼、草鱼 HSP70 与斑马鱼、非洲爪蟾、人的

HSP70,氨基酸同源性分别为 99%、93%、95%. 尼罗

罗非鱼 HSP70与斑马鱼、非洲爪蟾、人的 HSP70,氨

基酸同源性分别为 90%、86%、89%. 不同物种

HSP70基因 cDNA核苷酸序列存在一定差异,但氨

基酸序列并未受到影响, 表明 HSP70在进化上高度

保守, 且承担着重要的生理功能.

3. 3 鲢鱼、草鱼、尼罗罗非鱼 HSP70系统进化分析

HSP70广泛存在于自然界中,在所有的真核生

物和多数原核生物中都有发现, 表明它在基本的细

胞过程中起着重要的作用.以本试验成功克隆的鲢

鱼、草鱼、尼罗罗非鱼 HSP70氨基酸序列和各种生

物 HSP70的已知氨基酸序列 (来自 G enB ank)一起

用邻接法构建系统树 (图 2). 结果显示, 鲢鱼、草鱼

与其它鲤科鱼类斑马鱼、银鲫 ( Carassius auratus

gibelio )的 HSP70氨基酸同源性较高,处于同一进化

树分枝; 平鲷 ( Rhabdosargus sarb )、黑鲷 ( Acan-

thopagrus schlegelii)、牙鲆 (Paralichthy s olivaceus)等

海水鱼 HSP70处于邻近的进化树分枝, 且与鲤科鱼

HSP70共同聚为一类, 在进化上占据独立的分枝;

人、大鼠、小鼠 HSP70处于同一个进化树分枝, 并与

鸟类 ( Co turnix japonica )、两栖类 ( X enopus laevis )

HSP70聚在一起,推测这些都应归为 HSP70; 而尼罗

罗非鱼 HSP70不与其它鲈形目鱼类 (如鲷科鱼类 )

聚为一枝,而是占据一个独立的分枝, 这与特征结

构域序列分析推测的结果相一致, 鲢鱼、草鱼肝脏

HSP70基因可能为结构型 HSP70, 而尼罗罗非鱼肝

脏 HSP70基因可能为诱导型 HSP70.

图 2 用邻接法构建的鲢鱼、草鱼、尼罗罗非鱼和其它生物 HSP70基因系统进化树 (采用 M ega 4软件构建系统树, 1000次重复计算

自展分析值;比例尺 = 0. 02,表示物种间的进化距离; s 表示本实验克隆得到的 H SP70 )

F ig. 2 A neighbor- join ing tree for th e s ilver carp, grass carp, N ile t ilap ia HSP70 w ith oth er species ( The treew as constructed by the n eighbor

- jo in ing bootstrap u sing the M ega 4 softw are. Numbers are bootstrap valu es for 1000 tria ls; Bar = 0. 02, th e bar ind icates the

evolu tionary d istan ce betw een the groups. S ilver carp, grass carp, N ile t ilap ia H SP70 are h igh lighted by b lack d iam ond)

4 讨论 ( D iscussion)

本研究采用 RT-PCR技术和 RACE技术分别从

淡水食毒藻鱼类鲢鱼、尼罗罗非鱼及草食性鱼类草

鱼肝脏扩增出热休克蛋白 70 ( HSP70) cDNA全序

列.鲢鱼、草鱼和尼罗罗非鱼肝脏 HSP70基因 cDNA

全长分别为 2356 bp、2348 bp和 2242 bp, 分别编码

649、649和 638个氨基酸. 氨基酸序列分析表明,克

隆的鲢鱼、草鱼、尼罗罗非鱼 HSP70存在 Dnak特征

基序 ( Dnak-spec ific sequence mo tif) DLGTT-S-V ( 10

~ 18 ) , 胞质 HSP70 特征基序 ( cytoso lic HSP70-

spec ific mo tif) EEVD ( 646 ~ 649) , 简并重复的四肽

( the degenerate repeats o f tetrapeptide) GGMP( 615~

622). HSP70氨基酸的一级结构可分为 3个功能域:

即近 N端有分子量约为 44 kDa在结构上高度保守

的氨基酸序列 ( 1~ 383) ,其具有 ATPase活性区, 比

羧基端部分具有更高的保守性, 且与不同生物

HSP70所共有的生化特性有关;紧接着为分子量 18

kDa大小相对保守的氨基酸序列 ( 384~ 544 ), 这是

多肽的结合部位;近 C端有分子量约为 10 kDa结构
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多变的氨基酸序列 ( 545~ 649) (图 1). 当遇到错误

折叠或没有折叠的蛋白时, ATPase被激活, HSP70

会通过肽结合区域与这些蛋白结合, 阻止蛋白-蛋白

的非正常聚集,保护各种酶免受热损伤.

鲢鱼、草鱼肝脏 HSP70基因 cDNA序列较尼罗

罗非鱼略长, 并且在鲢鱼、草鱼肝脏 HSP70基因

cDNA序列中存在一系列重复的 GGXP基序和一个

末端标记九肽 SGPT IEEVD (图 1).由此可以推测克

隆得到的鲢鱼、草鱼肝脏 HSP70基因可能为结构型

HSP70( heat shock cognate 70), 而尼罗罗非鱼肝脏

HSP70基因可能为诱导型 HSP70 ( induc ib le heat

shock pro te in 70 ) ( G raser et al. , 1998; Za faru llah

et al. , 1992; Sa id-A li et al. , 2003; Luft et a l. ,

1996; M o lina et a l. , 2000; L im et al. , 1999;

K othary et al. , 1984; Lele et al. , 1997) .本研究分

别以鲢鱼、草鱼、尼罗罗非鱼肝脏 cDNA为模板, 用

简并 引 物 HSP7001F /HSP7003R 与 HSP7002F /

HSP7004R进行 PCR扩增, 克隆得到 3种鱼 HSP70

基因序列.其中, 鲢鱼、草鱼肝脏 HSP70基因为结构

型 HSP70, 尼罗罗非鱼肝脏 H SP70基因为诱导型

HSP70.推测可能在鲢鱼、草鱼肝脏中结构型 HSP70

的表达量高于诱导型 HSP70, 而在尼罗罗非鱼肝脏

中诱导型 HSP70的表达量高于结构型 HSP70. 这可

能是尼罗罗非鱼对富营养化水体、藻毒素具有高耐

受性的原因之一.

鲢鱼、尼罗罗非鱼、草鱼食性不同, 鲢鱼生活在

水体的中上层, 为典型滤食性鱼类, 食物以浮游植

物为主;尼罗罗非鱼可吞食、消化有毒藻. 鲢鱼、尼

罗罗非鱼均适于在富营养化水体生活, 它们接触到

藻毒素的几率、浓度均较大, 长期的自然选择必然

会使它们对藻毒素的耐受性得到很大的提高, 因

此,它们对藻毒素的耐受能力也会相应增强. 草鱼

通常喜栖息于水体的中下层或靠水草多的地方,是

比较典型的草食性鱼类, 因此, 其接触藻毒素的几

率很小.已有实验证实不同种鱼对藻毒素耐受性的

不同可能与它们体内去毒相关基因表达量的差异

有关 ( W ang et a l. , 2006; L iao et al. , 2006; L iang

et al. , 2007) ,据此推测草鱼、鲢鱼、尼罗罗非鱼肝

脏 HSP70的表达量可能存在差异, 这也与鲢鱼、尼

罗罗非鱼大量摄入藻毒素,在鱼体内引发产生过量

的过氧化物相适应. HSP可以抑制 NADH 氧化酶

(自由基产生的关键酶 ) , 减少自由基的产生 (孔垂

辉等, 2007) ,可增加机体内源性抗氧化剂的合成和

释放.同时, HSP与其结合物可以激活蛋白激酶 C,

增强蛋白酶活性, 促进 ATP水解, 刺激生成过氧化

物岐化酶 ( SOD)等, 将氧自由基歧化, 消除自由基,

从而使细胞抵抗过氧化物的伤害,得以维护其生物

学特性 ( B ernell-i Zazzera et al. , 1992). HSP70还在

抗富营养化、藻毒素去毒过程中扮演了重要的角

色, 这一观点已得到大量的实验支持. Jayara j等

( 2006)研究证实,给予小鼠一定剂量的微囊藻毒素

后, HSP70转录表达的增强. K inder等 ( 2007)以有

毒的海底沉积物处理鱼细胞系实验亦发现, 实验组

细胞系中 HSP70含量增加.因此, 本研究认为鲢鱼、

尼罗罗非鱼对富营养化水体、藻毒素的强耐受能

力,很可能与 HSP70基因的表达水平有关.

HSP70家族在正常细胞中含量较低, 呈基础表

达,而在各种有害应激状态时, 其合成量显著增加

( N adeau et al. , 2001). 因此, HSP70在环境、水质监

测中有广阔的应用前景, 可通过检测水体中鱼类体

内 HSP70基因表达的变化来指示其富营养化程度.

本研究对鲢鱼、草鱼、尼罗罗非鱼 HSP70基因 cDNA

全序列的克隆与分子进化分析, 为进一步获得此基

因的侧翼调控序列,深入研究鱼类 HSP70基因的表

达调控机制,以及进一步比较研究草鱼、鲢鱼、尼罗

罗非鱼等对富营养化水体不同敏感性鱼类中 HSP70

基因表达的不同, 抗毒性的不同奠定了基础. 同时,

对进一步阐述 HSP70在环境、水质监测中的重要意

义和应用前景提供新信息.
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