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摘要: 为证明三疣梭子蟹HSP90a蛋白与盐度胁迫的相关性, 实验根据GenBank上提供的三疣

梭子蟹 HSP90a 基因蛋白编码区序列, 构建 pET28-HSP90a 原核表达重组质粒在大肠杆菌

DE3(BL21)中进行的盐度胁迫表达。结果显示, 转重组质粒的大肠杆菌生存率明显高于转空载

体的大肠杆菌, 越接近大肠杆菌盐度耐受极限值, 两者差异越显著, 在盐度胁迫最高值(1 050 
mmol/L)下, 两者差异达到 10.7 倍，说明在盐度胁迫下三疣梭子蟹 HSP90a 对大肠杆菌有保护

作用, 能显著提高大肠杆菌对盐度胁迫的耐受力。由此推测, HSP90a 蛋白可能参与了三疣梭

子蟹盐度适应的生理过程。 
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三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)作为我国

沿海的重要经济蟹类, 属于广盐性水生物种,盐度

适应范围为 10~35, 最适盐度为 25~30 [1],整个生活

史都受到外界环境中盐度的影响。三疣梭子蟹的盐

度适应性涉及到个体、组织到分子水平上的一系列

适应, 而分子水平上的渗透调节机制是控制其盐

度适应性的根本因素。 
热休克蛋白(heat shock proteins, HSPs), 也称应

激蛋白, 是一组在生物进化过程中高度保守的蛋白

质分子家族。凡是能对细胞造成损害的各种因素都

能引起热休克蛋白表达量发生变化, 例如热胁迫[2]。

根据分子量大小, 热休克蛋白可以分为若干个家族

HSP90、HSP70、HSP60 等[2]。HSP90 是热休克蛋

白中研究最多的家族之一, 也是其中为数不多的含

有内含子的成员之一[3]。HSP90又分为两种亚型: 诱
导型 HSP90a 和结构型 HSP90b[4]。 

Zhang 等[5]关于三疣梭子蟹 HSP90 的研究表明, 
三疣梭子蟹的 HSP90b mRNA 在肌肉中高表达, 而

在肝胰腺、鳃和卵巢中低表达, 这一结果跟斑马鱼

(Danio rerio)HSP90 研究结果一致 , 斑马鱼的

HSP90b 在发育的骨骼肌中特异表达, 由此推测, 三

疣梭子蟹 HSP90b 主要与肌肉生长过程相关。该项

研究还揭示 , 盐度胁迫条件下 , 三疣梭子蟹鳃的

HSP90a mRNA 的表达水平高于 HSP90b[5], 推测

HSP90a 蛋白在维持体内稳态, 提高细胞耐受力上

的作用明显。 
为进一步揭示三疣梭子蟹 HSP90a 蛋白与环境

盐度适应的相关性, 本实验根据 GenBank 上提供的

三疣梭子蟹 HSP90a 的基因全长序列, 构建其原核

表达载体, 比较不同盐度条件下转重组质粒的大肠

杆菌生长情况, 以此探索 HSP90a 蛋白在三疣梭子

蟹盐度适应生理过程中所呈现的功能。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

三疣梭子蟹购于上海芦潮港码头,解剖活蟹取
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鳃, 收集到的鳃样品存于−80 ℃保存。 

1.2  方法 

总 RNA 提取    取三疣梭子蟹鳃组织约 100 

mg, 利用 Trizol Reagent(Invitrogen)提取总 RNA, 方
法参见试剂说明。提取的 RNA 经 1.5%琼脂糖凝胶

电泳检测后, 利用紫外分光光度计测定浓度, 置于

−80 ℃保存。 

原核表达载体的构建    根据 GenBank 上提

供的 HSP90a 蛋白编码区序列(GenBank: FJ392027.1)
和 pET28a(+)(Novagen)原核表达载体质粒序列设计

上游引物 H90F (CGGAATTCATGCCTGAGGATGC 
TGCC)和下游引物 H90R (CCGCTCGAGTTAGTC 
CACTTCCTCCATGC), 引入 EcoR I 和 Xho I 两个酶

切位点。PCR 程序为 95 ℃ 5 min; 95 ℃, 45 s, 64.5 ℃ 
45 s, 72 ℃ 3 min, 30 个循环; 72 ℃10 min。回收目的

片段与TA克隆载体 pMD 18-T (TAKARA)连接转化

至大肠杆菌 DH5α 菌株中, 于含有氨苄青霉素 100 
μg/mL 的 LB 固体培养平板进行蓝白斑筛选, 取阳

性克隆质粒送去测序。测序正确的 pMD 18-HSP90a

质粒进行 EcoR I 和 Xho I 双酶切, 回收 HSP90a 目

的片段, 与 EcoR I 和 Xho I 双酶切后的 pET28a (+)
载体连接转化至 DH5α菌中进行筛选, 将阳性克

隆 pET28-HSP90a 重组质粒转化至大肠杆菌表达菌

DE3(BL21)感受态细胞中培养。 
pET28-HSP90a 重组质粒的诱导表达    转

pET28- HSP90a 重组质粒菌株的单菌落于 5 mL 含

卡纳霉素的 LB 液体培养基中, 37 ℃振荡培养至

OD600 约为 0.5, 分别加入 IPTG 至浓度为 0.1、0.5

和 1.0 mmol/L, 37 ℃继续培养。分别在 3 和 6 h 时收

集菌体, 4%SDS 溶液处理 2 min 后加入 SDS 上样缓

冲液煮沸 5 min, 离心去上清之后进行 SDS-PAGE

电泳, 检测重组质粒 pET28-HSP90a 的表达情况。 

正常情况下大肠杆菌的生长曲线测定    分别

挑取正常菌株、转 pET28a(+)空载体菌株和转

pET28-HSP90a 重组质粒菌株的单菌落, 在 LB 液体

培养基中 37 ℃培养至 OD600约为 1.5 时, 以1︰100
稀释于含有 200 mL LB 液体培养基的 250 mL 锥形

瓶中继续培养, 每隔 30 分钟测定 1 次 OD600 值, 每
样品重复 3 次, 绘制生长曲线[6]。 

不同盐度下的大肠杆菌生长情况    分别挑

取转 pET28a(+)空载体菌株和转 pET 28-HSP90a 重

组质粒菌株的单菌落, 在装有 200 mL LB 液体培

养基的 1 L 锥形瓶中 37 ℃培养至 OD600 为 0.8 时, 
用 50 mL离心管收集 20 mL菌液菌体, 去上清后每

20 mL 菌体重新加入含有不同浓度 NaCl (0~1 050 
mmol/L)的 20 mL LB 液体培养基, 并加入 IPTG 调

至诱导终浓度为 1.0 mmol/L, 37 ℃继续培养 12 h, 
测定 OD600值, 重复实验 3次[7]。数据采用 SPSS11.0
软件的配对样本 t 检验进行统计学分析, 比较多种

盐度胁迫下的转 pET28a(+)空载体和转 pET28-HSP90a 
重组质粒的菌株生长差异。 

2  结果 

2.1  PtHSP90a 原核表达载体的构建及重组质粒的

构建 
利用引物 H90F 和 H90R 扩增得到 1 条 2 200 bp

的序列(图 1-a), 回收目的片段后与 pMD18-T 连接

转化后, PCR 扩增和双酶切两步筛选阳性克隆(图 1-b, 
e), 送去克隆测序结果与三疣梭子蟹 HSP90a 序列一

致, 为正向插入。EcoR I 和 Xho I 双酶切 pMD18- 
HSP90a 质粒和 pET28a(+)后(图 1-c, e), 用 T4 DNA
连接酶连接转化后 PCR 扩增和双酶切两步筛选(图
1-d), 提取阳性克隆质粒 pET28-HSP90a 转化到大

肠杆菌表达菌 DE3(BL21)。 
2.2  pET28-HSP90a 重组质粒的诱导表达 

IPTG 诱导后的菌体蛋白 SDS-PAGE 结果如图

2 所示, 经不同浓度 IPTG 诱导 3、6 h 的含重组质

粒的大肠杆菌在 66~94 ku 之间的某一条带相比未

经诱导的大肠杆菌要较深, 这与预期的重组质粒

蛋白理论值 87 ku 相符 , 这说明三疣梭子蟹

HSP90a 基因能在大肠杆菌中正常表达。 
2.3  正常情况下大肠杆菌的生长曲线 

3 种菌株生长曲线基本一致, 说明正常条件下, 
导入 pET28- a(+)空载体和 pET28-HSP90a 重组质

粒 DE3(BL21)菌株的生长无明显影响(图 3)。 
2.4  不同盐度下的大肠杆菌生长情况 

在不同盐度下, 转 pET28-HSP90a 重组质粒菌

株的生长情况要比转 pET28a(+)空载体菌株的生长

情况要好, 尤其是在越接近大肠杆菌最大盐度耐

受极限值(约为 1 112 mmol / L)时, 两菌株的生长

差异极其显著(P<0.001)(图 4)。在最高盐度(1 050 
mmol/L)时, 转pET28a(+)空载体菌株基本不长, 而
转 pET28-HSP90a 重组质粒菌株仍有生长趋势(图 
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图 1  PtHSP90a 原核表达载体构建及重组质粒的鉴定电泳图 
(a) HSP90a PCR 片段; (b) pMD18-HSP90a 阳性克隆菌液 PCR 鉴定; (c). pET28a (+)质粒酶切前后比较: 1.pET28a (+)双酶切产物; 2. 
pET28a(+)质粒; (d). pET28-HSP90a 重组质粒鉴定: 1. 阳性克隆菌液 PCR 鉴定; 2. 重组质粒双酶切鉴定; (e) pMD18-HSP90a 质粒双酶切
鉴定;  M. DL2000。 

Fig. 1  Electrophoresis of construction of pET28-HSP90a and screening for recombinant clones 
(a) HSP90a PCR segment; (b) Screening for pMD18-HSP90a recombinant clones by PCR; (c) Comparison between pET28a(+) digested and 
non-digested: 1. pET28a(+) digested with EcoR I and Xho I; 2. pET28a(+) vector; (d). Screening for pET28-HSP90a recombinant clones: 1. 
Screening for recombinant clones by PCR; 2. Screening for recombinant clones digested with EcoR I and Xho I; (e) Screening for 
pMD18-HSP90a recombinant clones digested with EcoR I and Xho I;M. DL2000. 

 

 
 

图 2  含 pET28-HSP90a 的大肠杆菌 DE3(BL21) 
表达的 SDS-PAGE 图 

1. 未经 IPTG 诱导的大肠杆菌 DE3; 2~4. 分别为 0.1、0.5、1.0 
mmol/L IPTG 诱导 3 h 的大肠杆菌 DE3;5~7. 分别为 0.1、0.5、
1.0 mmol/L IPTG 诱导 6 h 的大肠杆菌 DE3。 

Fig. 2  SDS-PAGE analysis of expressed product 
pET28-HSP90a 

1. E.coli (DE3) without IPTG inducement; 2-4. E.coli (DE3) were 
induced by 0.1, 0.5 and 1.0 mmol/L IPTG for 3 h, respectively; 5-7. 
E.coli (DE3) were induced by 0.1,0.5 and 1.0 mmol/L IPTG for 6 h 
respectively. 

 

4-b), 转 pET28-HSP90a 重组质粒菌株增长值是转 
pET28a (+)空载体菌株的 10.7 倍, 表明三疣梭子蟹 

HSP90a 蛋白可以增强大肠杆菌 DE3(BL21)的盐度

耐受力, 在高盐胁迫下能保护大肠杆菌继续增长。 

3  讨论 

Satempfli 等[8]研究认为, 热休克蛋白的诱导合

成与海洋生物耐热性及耐盐性的获得有平行关系。

HSP90 基因与生物盐度适应性间的关系已经在多种 

 
 

图 3  37 ℃三种不同类型的大肠杆菌 DE3(BL21) 
的生长曲线 

Fig. 3  Growth curves of three types of E.coli 
 DE3(BL21) at 37 ℃ 

 

物种中有所研究[9-17], 但不同物种中, HSP90 基因在盐

度胁迫下的表达情况各不相同,大西洋鲑(Salmo salar)
从淡水转移到海水, HSP90 mRNA 表达量增加[11]; 大
鳞鲑 (Oncorhynchus tshawytscha) HSP90mRNA 表

达量在淡水和海水中的变化不明显 [16]; 吴郭鱼

(Oreochromis mossambicus)HSP90- mRNA 表达量在

盐度为 25的海水中要高于淡水, 但在盐度为 35的海

水中的表达量要低于淡水[17]。 
三疣梭子蟹 HSP90a 基因的半定量实验表明, 

受到盐度胁迫 2 h 的三疣梭子蟹 HSP90a mRNA 表达

量在高盐、正常盐度、低盐条件下的差异不明显[5]; 
并推测三疣梭子蟹 HSP90a 与盐度适应的相关性不 
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图 4  不同盐度胁迫下, 大肠杆菌DE3(BL21)生长情况对
比(*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001) 

(a) 两种大肠杆菌的总生长情况; (b) 盐度胁迫后, 两种大肠杆
菌的增长情况 
Fig. 4  Growth status comparisons of two types of E.coli 

DE3(BL21)under different salinity challenges 
(*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001) 

(a) The gross growth of two types of E.coli DE3 (BL21); (b) 
Increase of two types of E.coli DE3 (BL21) after different salinity 
challenges 
明显。而在本研究原核表达实验中 , 转 pET28- 
HSP90a 重组质粒菌株的总体生长情况要比转

pET28a(+)空载体菌株的生长情况要好(图 4), 这说明

三疣梭子蟹 HSP90a 与盐度胁迫适应存在着一定的

相关性。本研究与 Zhang 等[5] 的研究结果存在差异, 
推测这可能是因为三疣梭子蟹 HSP90a mRNA 在盐

度胁迫下的表达量与胁迫时间具有一定的相关性, 2 
h的盐度胁迫还不足以诱导HSP90a mRNA大量表达, 
以及 HSP90a 蛋白的大量合成。这样的推测在 Reddy
等[18]对珍珠粟胞质 HSP90 的表达研究中得到了验证,
盐度胁迫 8 h, 珍珠粟体内 HSP90 的表达量变化不大; 
特别是在盐度胁迫 1~4 h, HSP90 的表达量基本无

变化; 直到胁迫 24 h, 表达量才显著增加。珍珠粟胞

质HSP90原核表达实验表明, 导入HSP90重组质粒, 
诱导培养12 h后就能明显提高大肠杆菌在盐度胁迫

(0~650 mmol/L)下的生存能力。可见, 短时间盐度胁

迫下, 三疣梭子蟹 HSP90a mRNA 表达量的不明显

改变, 不足以得出三疣梭子蟹 HSP90a 与盐度适应

没有相关性的结论。 
根据三疣梭子蟹 HSP90a 原核表达结果, 实验

认为, 三疣梭子蟹 HSP90a 基因与盐度胁迫适应存 
在一定相关性。转入的三疣梭子蟹 HSP90a 蛋白可

以增强大肠杆菌的盐度耐受性, 在高盐胁迫下的一

段时间内仍能保护大肠杆菌继续增长。三疣梭子蟹

HSP90a 在大肠杆菌中表达的实验结果表明 , 
HSP90a 蛋白可能参与了三疣梭子蟹盐度适应的生

理过程。 
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Abstract: Heat shock protein 90 is a multi-functional molecular chaperone that plays an essential role in both 
cellular metabolism and stress response. The swimming crab, Portunus trituberculatus is an important marine 
fishery and aquaculture species. Water salinity conditions influence its artificial propagations significantly. In 
order to prove the relationships between HSP90a protein and salinity stress, we investigated the prokaryotic 
expression of P. trituberculatus HSP90a recombinant protein under a series of salinity stress. Based on the 
coding sequences of P. trituberculatus HSP90a protein in GenBank, we cloned the full length of HSP90a 
gene. Recombinant pET28-HSP90a prokaryotic expression recombinant plasmid was constructed and ex-
pressed in Escherichia coli. DE3 (BL21) under a series of salinity stress. Results showed that the survival 
rate of recombinant plasmid transferred Escherichia coli was higher than that of empty vector transferred 
cells. When the salinity challenge was close to the salinity tolerance maximum value of E. coli, the difference 
of survival rate between those two kinds of cells became more significant. For example, at the highest salinity 
challenge condition (1 050 mmol/L), the survival rate of recombinant plasmid transferred E. coli was 10.7 
times higher than that of empty vector transferred cells. Therefore, our results indicated that P. trituberculatus 
HSP90a protein possessed protective effect against salinity stress and HSP90a protein might be involved in 
salinity adaptation physiological process in P. trituberculatus. 
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