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摘要! 葡萄糖调节蛋白 09% @0=2/BKDK@=0;3KJ >D/3K<? 09 T=!8$609&是热休克蛋白 02 家族成

员之一!在调节蛋白质折叠和维持内质网稳态过程中起着分子伴侣作用" 采用 $E76-$'

$&-,等技术!首次从拟穴青蟹获得了 8$609 的 24%&全长序列" 该序列全长 3 398 G>!

开放阅读框%"$(&为 1 :63 G>!编码 67/ 个氨基酸残基" 同源分析显示!该基因编码的蛋白

含有 +*602 家族的签名序列!-末端为内质网蛋白滞留信号 M4,'!与其他物种具有很高

相似性" 实时荧光定量 6-$结果表明!8$609 基因在拟穴青蟹多个组织中均有表达" 第

一期仔蟹在不同的温度和盐度下暴露 13 I 后!8$609 基因表达量随环境温度升高而增加#

在高盐%/2&条件下 8$609 表达量较高!进而推测拟穴青蟹 8$609 参与蛋白质折叠和环境

胁迫的应答"

关键词! 拟穴青蟹# 葡萄糖调节蛋白 09# 基因克隆# 应激# 荧光定量 6-$

中图分类号! H097# *:101844444444 文献标志码$&

44热休克蛋白 # IK;3BI/2T >D/3K<?B"+*6B$"又

称热应激蛋白"是广泛存在于从低等原核生物到

高等哺乳动物的整个生物界"进化上高度保守(功

能上至关重要的一族蛋白
)1 53*

+ 热休克蛋白 02

#+*602$是目前热休克蛋白家族中研究最为深入

的一种"在进化过程中核酸与蛋白序列均高度保

守"并且不同来源的 +*602 有相似的结构和功

能+ +*602 家族作为 %分子伴侣&具有重要生物

学功能"能够帮助蛋白进行重新正确折叠(装配和

转运'清除错误折叠(受损或变性蛋白
)/*

+ 真核

生物 +*602 家族成员主要分为 8 类!组成型

+*-02#IK;3BI/2T 2/@?;3K02 $"为非诱导状况下

有着组成性表达'诱导型 +*602"受应激后基因表

达量会明显增加'葡萄糖调节蛋白 09 # @0=2/BK

DK@=0;3KJ >D/3K<?"8$609$"定位于内质网'定位于

细胞线粒体基质的 +*602

)8 57*

+

8$609 又 名 免 疫 球 蛋 白 重 链 结 合 蛋 白

# <::=?/@0/G=0<? IK;UA 2I;<? G<?J<?@ >D/3K<?"

O<>$"是 +*602 家族重要的一员"具有 +*602 家

族典型的结构
)6*

"即 %端 &E6酶功能域(蛋白酶

敏感域(-端属于可变区的活性调节区域以及 %(

-端之间为相对保守的多肽结合部位
)0*

+ 已有的

研究表明"8$609 是一种非常典型的应激蛋白"

并可能具有较为广泛的生物学功能
)9*

+ 在应激

反应调节时其基因的转录活性可提高 12 ?37 倍"

表达量显著增高"从而维持内质网钙稳态及内环

境的稳态
):*

+ 另有研究表明"8$609 能够对细胞

外环境因子"如温度(氧含量的变化和病害感染等

的胁迫产生强烈应答
)12 511*

+

到目前为止"8$609 在甲壳动物中研究甚

少"仅见中国明对虾 #Q4**4#364*(47)+&$*4*)$)$

8$609 在热休克和免疫应答过程中作用的报

道
)13*

+ 拟穴青蟹 # G+'99( 6(#(D(D3)($*$隶属于

节肢动物门#&D3ID/>/J;$"甲壳纲#-D=B3;2K;$"十

足目#4K2;>/J;$"梭子蟹科#6/D3=?<J;K$"青蟹属

# G+'99($"其肉质细嫩鲜美"营养丰富"商品价值

高"且个体大(生长快(适应性较强"是我国东南沿

海重要的海洋经济蟹类之一
)1/*

+ 本研究采用
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$&-,技术首次得到拟穴青蟹 8$609 基因全长

24%&序列"实时荧光定量 6-$方法检测其在各

个组织和不同环境胁迫下的表达情况+ 可为拟穴

青蟹抗逆生理研究提供科学资料"对其健康养殖

具有一定的指导意义+

14材料与方法

!(!)实验材料

拟穴青蟹成体购自厦门市大学路农贸市场"

挑选活性好(附肢健全的个体"甲壳长度为 013 ?

919 2:"体质量为 372 ?832 @"实验室暂养 1 J+

拟穴青蟹仔蟹从天然海区捕捞拟穴青蟹的大

眼幼体"在实验室内培养至第一期仔蟹"用于不同

胁迫实验处理+

实验主要试剂为 E$)Y/0

'

$K;@K?3E/3;0$%&

)B/0;3</? $K;@K?3#)?U<3D/@K? 公司 $'$KUKD3&<J

EP

(<DB3*3D;?J 24%& *A?3IKB<BM<3# (KD:K?3;B公

司 $' *P&$E

EP

$&-, 24%& &>>0<2;3</? M<3

#-0/?3K2I 公 司 $' 4%;BK)( $%;BK( '& E;R

'

(

J%E6B(>P41:7E(4%& P;DTKD#E;M;$;公司 $'

,1Z1%1&胶回收试剂盒#":K@;公司$+

!(*)实验方法

引物设计44根据实验室已获得的拟穴青蟹

8$609 的基因序列片段"设计片段验证引物对该

片段进行验证"根据验证片段设计 $&-,特异性

引物#表 1$"得到该基因全长 24%&序列+ 然后

根据得到的全长 24%&序列"设计全长验证引物

(3($3 和荧光定量引物 (/($/#表 1$+

表 !)引物序列

012(!)-$4@6$76=>6<?67

引物

>D<:KD

引物序列#7N

%

/N$

>D<:KDBKR=K?2K

引物作用

=B;@K

(1 E8EE8E-&-E8E---E8--E&-E

$1 8&E8E--EE8---EE-EEEEE-E

片段引物

CD;@:K?3>D<:KD

+/( -&--EEE8&E8E-E--EE8-E /N$&-,特异引物 /N$&-,>D<:KD

+7$ 8E&88-&888&-&8E8&-&&-& 7N$&-,特异引物 7N$&-,>D<:KD

/N$&-,6D<:KD E&--8E-8EE--&-E&8E8&EEE

7N$&-,6D<:KD -&E88-E&-&E8-E8&-&8--E&

$&-,试剂盒提供外引物

/N;?J 7N$&-,/=3KD>D<:KD

(3 8E8E-&-&-&8&&--&&-E&-&

$3 &-EE--&E-&-&&&&--&&E&&

全长验证引物

U;0<J;3</? >D<:KD/CC=000K?@3I 24%&

(/ E8EE8E-&-E8E---E8--E&-

$/ 8&E8EE-EE-E-8--EE--EE-

荧光定量引物

DK;073<:K$E76-$>D<:KD

!

L(+%$* ( 8&8-8&8&&&E-8EE-8E8&-

!

L(+%$* $ 88&&88&&88-E88&&8&8&8

!

L(+%$* 定量引物

!

L(+%$* >D<:KD

44总 $%&的抽提和 24%&第一链的合成44

取拟穴青蟹卵巢组织"参照 )?U<3D/@K? 公司的

ED<Y/0试剂使用说明提取总 $%&+ 以紫外分光光

度计和琼脂糖凝胶电泳检测$%&的浓度及纯度+

取 1

"

@ 总 $%&" 参 照 (KD:K?3;B公 司 的

$KUKD3&<J

EP

(<DB3*3D;?J 24%&*A?3IKB<BM<3使用

说明"反转录成 24%&模板" 532 L保存备用+

8$609 基因全长 24%&的克隆44使用片

段验证引物 (1($1"以上述 24%&为模板"扩增

验证 8$609 基因片段+ 6-$产物回收纯化后与

>P41:7E# E;M;$;公 司 $ 载 体 连 接" 转 化 到

4+7

&

感受态细胞"于含有 &P6的 'O平板上

培养 18 I"挑取单克隆菌落"接种于含 &P6的

'O液体培养基中"/0 L过夜培养"菌落 6-$鉴

定阳性克隆并测序+ 该序列经 O0;B3后"确定是

拟穴青蟹 8$609 基因+ 根据设计的 $&-,引物

#表 1 $ " 用 -0/?3K2I 公 司 的 *P&$E

EP

$&-,

24%&&>>0<2;3</? M<3"以拟穴青蟹卵巢总 $%&

为模板分别扩增该基因 24%&的 /N与 7N端"扩

增产物经克隆(测序后"获得 24%&/N端序列与

7N端序列"具体步骤参照试剂盒的说明书+ 拼接

获得全长后"通过全长验证引物克隆测序对全

长进行验证+

8$609 基因 24%&全序列分析4 4应用

"$((<?JKD程序 # I33>!

!

VVV1?2G<1?0:1?<I1

@/U5@/DC5@/DC1I3:0$确定正确的开放阅读框并推

2981
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导其编码的氨基酸序列+ 6D/3>;D;:程序# I33>!

!

VVV1KQ>;BA1/D@53//0B5>D/3>;D;:1I3:0$ 预测氨

基酸序列的物理参数'*<@?;06/12 BKDUKD程序

#I33>!

!

VVV12GB1J3=1JT5BKDU<2KB5*<@?;06$预测

信号肽'采用 -0=B3;0W与 P,8&软件对序列进

行同源性的分析"并采用邻位相接法 #%K<@IG/D7

S/<?<?@"%7!$构建系统进化树+

温度与盐度胁迫44从天然海区捕获大眼幼

体 1 222 只+ 实验室驯化培养!高锰酸钾消毒

72 '养殖桶"于桶内放养 1 222 只大眼幼体"桶内

添加网片作为遮蔽物"桶盖半遮+ 温度为 36 ?

39 L"盐度为 3/"投放足量活的丰年虫"每天 22!

22 和 2:!22 两个时间点观察大眼幼体变为仔蟹

的情况"10!22 全量换水一次+

挑选同一时间段变态的第一期仔蟹"在不同

的温度#18(32(36(/3 和 /9 L$和盐度#7(12(32(

/2 和 82$条件下实验室培养+ 不同处理的仔蟹养

殖于 7 '的盆内"盆内放置遮蔽物"每个盆内培养

32 只仔蟹"投喂足量的丰年虫配合剪碎的花蛤

肉+ 实验室培养 13 I 后"每个不同的处理组下取

6 只仔蟹放入冻存管于液氮中冻存"然后分别提

取 / 只仔蟹总 $%&"另 / 只仔蟹转存于 592 L以

防 $%&提取失败+

8$609 基因的表达量分析44参照 ED<Y/0

#)?U<3D/@K? 公司$说明书提取拟穴青蟹各组织

#眼柄神经节(脑神经节(胸神经团(肌肉(心脏(

血细胞(肝胰腺(胃(鳃和表皮$以及不同处理仔

蟹的总 $%&"用 6D<:K*2D<>3

EP

1B3*3D;?J 24%&

*A?3IKB<BM<3#E;M;$;$试剂盒合成一链 24%&

用于荧光定量表达分析+ R$E76-$反应体系为

32

"

'! 3 >*9O$

'

6DK:<Q ,Q ,(-

EP

12

"

'"

24%&模板 3

"

'"荧光定量引物各 219

"

'# 12

"

:/05'$ "618

"

'双蒸水+ 每个样品设置 / 个

重复"用
!

L(+%$* 基因作内参"均一化各样品

24%&用量的差异"引物为
!

L(+%$* (和
!

L(+%$* $

#表 1$ + 反应程序为 :8 L热变性 12 :<?":8 L

变性 12 B"77 L退火 /2 B"03 L延伸 82 B"83 个

循环+

数据处理与分析44采用 3

5

$$

!

3法
)18*

对目的

基因的相对表达量进行分析"以内参基因
(

7;23<?

均一化样品+ 采用 ,7检验法分析各组数据的差

异显著+ 显著性检验水平 /A2127 为显著"/A

2121 为极显著+

34结果

*(!)E%-NO 全长 ?+&'的克隆和序列分析

通过设计的片段验证引物"以拟穴青蟹卵巢

24%&为模板扩增验证得到 8$609 片段+ 基于

该片段设计 $&-,引物进行 7N和 /N末端扩增"得

到 7N末端序列和 /N末端序列"最后拼接得到一条

完整的 24%&序列+ O0;B3比对发现该序列与其

他物种的 8$609 序列同样显示了较高的同源性"

从而确定为拟穴青蟹 8$609 24%&序列+ 其全

长为 3 398 G>"开放阅读框长度为 1 :63 G>"编码

67/ 个氨基酸+ 7N#E$长度为 131 G>"/N#E$长

度为 321 G> 并且含有典型的加尾信号 &&E&&&

和 >/0A &尾#图 1$+

6D/3>;D;:预测拟穴青蟹 8$609 由 67/ 个氨

基酸残基组成"其中带负电荷氨基酸残基#&B> <

80=$11/ 个"带正电荷氨基酸残基#&D@ <'AB$99

个"推测分子量约为 03 8/812"理论等电点 >N为

712/"预测其在体外的不稳定指数 #<?B3;G<0<3A

<?JKQ$为 39129"为较稳定蛋白质+ *<@?;06/12 分

析拟穴青蟹 8$609 没有发现信号肽+ -末端#第

672 ?67/ 位氨基酸 $ 为内质网蛋白滞留信号

M4,'+

通过 %-O)的 O0;B36比对分析"发现 8$609

存在一个高度保守的区域"属于 +*602 超家族"

与其他物种的 8$609 结构域分析相一致+

*(*)E%-NO 序列同源性分析

将拟穴青蟹 8$609 24%&序列推导的氨基

酸与其他物种的同源蛋白在 -0=B3;0W中进行多

序列比对分析"结果显示!拟穴青蟹 8$609 序列

与凡纳滨对虾#<$%364*(47)?(**(D4$$(中国明对

虾(家蚕#T3D:'CD3#$$和小白鼠#@7)D7)+797)$

的相似率分别为 :/F(:1F(96F和 97F+ 图 3

是用 -0=B3;0W对实验所得拟穴青蟹的氨基酸序

列与已有的其他一些物种进行对比后"以 P,8&

软件的邻位相接法#%K<@IG/D7!/<?<?@"%!$绘制的

系统进化树+ 系统进化树分为两簇!一簇为

+*-02 聚集"一簇为 8$609 聚集+ 同时 8$609

又分为两簇!无脊椎动物一簇"脊椎动物为另一簇

#图 3$+

*(,)E%-NO 基因的表达分析

8$609 在各组织中的表达44依据实验所

得拟穴青蟹 8$609 24%&序列设计特异引物

1981
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(/($/"利用 R$E76-$技术检测 8$609 基因在

拟穴青蟹不同组织中的表达情况+ 结果显示"

8$609 在所检测组织 #眼柄神经节(脑神经节(

胸神经团(肌肉(心脏(血细胞(肝胰腺(胃(鳃和

表皮$中均有表达"且在胃中表达量较高 #图

/$ +

图 !)拟穴青蟹 E%-NO ?+&'及其推导的氨基酸序列

"

代表终止密码子'方框所示为 /N#E$中的加尾信号'灰色背景的序列为 +*602 特征序列'下划线部分内质网滞留信号

L4;(!)0B6?+&'1<AA6A>?6A1@4<9 1?4A76=>6<?69:E%-NO :$9@ A#0()(9(91$(%&

EIKB3/> 2/J/? <B:;DTKJ GA ;? ;B3KD<BT'3IK>/0A;JK?A0;3</? B<@?;0#&&E&&&$<BK?20/BKJ GA ;G0;2T DK23;?@0K'BI;J/VJK?/3KBB<@?;3=DK

BKR=K?2KB/C+*602'=?JKD0<?K<?J<2;3KB3IKK?J/>0;B:<2DK3<2=0=:DK3K?3</? BKR=K?2K

3981
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图 *)基于邻接法构建的系统发育树

L4;(*)-BD59;6<684?8$662176A9<&64;B29$I_94<4<; @68B9A

中国明对虾 Q4**4#364*(47)+&$*4*)$)8$609!&OP:388011'凡纳滨对虾 <$%364*(47)?(**(D4$T$6!&(H630:111'家蚕 T3D:'CD3#$

8$609!&8&9870:11'牙鲆 /(#(9$+&%&')39$?(+47)8$609!&O876/:311'黄牛 T3)%(7#7)8$609!%6E22126961611'小白鼠 @7)

D7)+797)8$609!%6E2010271/'人03D3 )(6$4*)8$609!&&&7361811'佛罗里达弓背蚁!(D63*3%7)=93#$B(*7)8$609!,(%6162811'

拟穴青蟹 G+'99( 6(#(D(D3)($* 8$609'斑马鱼 E(*$3 #4#$3 +*-02!&&O2/02811'斑节对虾 /4*(47)D3*3B3* +*-02!&O$6069611'

凡纳滨对虾 <$%364*(47)?(**(D4$+*-02!&O62169111'中国明对虾 Q4**4#364*(47)+&$*4*)$)+*-02!&&X01:7911'日本沼虾

@(+#3:#(+&$7D*$663*4*)4+*-02!&O88799611

图 ,)拟穴青蟹 E%-NO 基因在成体组织中的表达

11眼柄神经节' 31脑神经节' /1胸神经团' 81肌肉' 71心脏'

61血细胞' 01肝胰腺' 91胃' :1鳃' 121表皮

L4;(,)RUC$67749<9:E%-NO @%&'4<1A>58

8477>679:A#0()(9(91$(%&

11KAKB3;0T @;?@0</?' 31GD;<?' /13I/D;2<2@;?@0</?' 81:=B20K'

71IK;D3' 61IK:/2A3K' 01IK>;3/>;?2DK;B' 91B3/:;2I' :1@<00'

121K><JKD:<B

448$609 在温度和盐度胁迫后的表达44为

了探究温度和盐度对拟穴青蟹 8$609 基因表达

的影响"对拟穴青蟹仔蟹在不同温度和盐度处理

13 I 后的 :$%&表达水平进行了测定"实时荧光

6-$结果表明!相对于 36 L条件下"在 /3 L温度

处理下仔蟹体内 8$609 基因表达量明显被诱导

#/A2127$"在 /9 L温度处理下仔蟹体内 8$609

基因表达量继续增加并且差异极其显著 #/A

2121$#图 8$+

图 /)不同温度下拟穴青蟹仔蟹

E%-NO 基因相对表达量

L4;(/).B1<;679:E%-NO @%&'8$1<7?$4C874<

A#0()(9(91$(%&_>F6<45677>2_6?86A89

A4::6$6<886@C6$18>$6

"

!/A2127'

""

!/A2121

44在不同盐度条件处理下"当仔蟹暴露于盐度

/2 的海水中" 8$609 基因显著高表达 # /A

2127$"但是在盐度 82 时表达量有所下降#图 7$+

/981
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图 G)不同盐度下拟穴青蟹仔蟹 E%-NO 基因的相对表达量

L4; G).B1<;679:E%-NO @%&'8$1<7?$4C874<

A#0()(9(91$(%&_>F6<45677>2_6?86A89

A4::6$6<87154<48467

"

! /A2127'

""

!/A2121

/4讨论

迄今甲壳动物 8$609 基因克隆的研究尚少+

本研究通过 $&-,技术获得了拟穴青蟹 8$609

24%&序列"全长为 3 398 G>"包括 1 :63 G> 的

"$("编码 67/ 个氨基酸+ 首次在蟹类中获得

8$609 24%&序列+ 序列分析发现"8$609 基因

的氨基酸序列在不同物种间具有较高的同源性"

存 在 )4'8EE9*( .(4'888E(4.*'' 和

).'.88*E$)6M)HH/ 个典型的 +*602 家族的

信号序列+ 在氨基酸序列的 -末端存在 M4,'

这一内质网蛋白滞留信号
)13*

+ 内质网能够通过

M4,'受体将带有 M4,'信号可溶性分子伴侣蛋

白质不断地聚集到内质网内部
)17*

+ 8$609 在结

构和功能上的高度保守性反映它可能具有非常重

要的生物学功能+ 从系统进化树上可以看出虽然

+*-02 和 8$609 同属于 +*602 家族"但是功能

上它们却存在明显的不同+

本研究利用 R$E76-$技术对拟穴青蟹不同

器官中的 8$609 基因表达进行了定量分析"发现

8$609 在所检测的组织中均有表达+ 内质网腔

内有大量可溶性分子伴侣和折叠酶"8$609 通过

其多肽结合域和 &E6酶功能域之间协同作用"辅

助内质网中新生肽形成正确构象"在内质网腔内

蛋白合成质控过程中发挥重要作用
)0"16*

+ 在大部

分组织都有检测到 8$609 基因的表达"表明各组

织中有较多的 8$609 蛋白参与了新合成蛋白的

折叠过程
)10*

+ 在胃中表达相对较高可能说明胃

作为一个消化器官需要合成大量消化酶"这些酶

类的合成需要较多的伴侣蛋白辅助"因此 8$609

基因具有较高的表达+

8$609 蛋白质的 -端具有 M4,'回收信号

序列"是非常典型的内质网滞留蛋白"并可能对内

质网的胁迫产生强烈的应答+ 热休克是内质网的

主要胁迫之一"能引起新生肽的错误折叠
)19*

+ 在

/7 L条件下时"中国明对虾体内 8$609 基因能

够被迅速诱导表达
)13*

+ 本研究中当拟穴青蟹仔

蟹在 /3 L和 /9 L温度条件下"体内的 8$609 基

因也被诱导高表达"表明内质网中的 8$609 在应

对高温环境胁迫中发挥着作用+ 研究发现热休克

诱导 8$609 基因的表达上调可能是由于热休克

调节因子 #+*($能够以磷酸化形式结合 7N#E$

中 ?8&&? 热休克元件#+*,$"促使 +*6B的高水

平表达
)1:*

+ 酵母 8$609 基因中有 3 个 +*,"将

酵母进行高温培养"其 8$609 基因表达量明显增

高
)32*

+ 与酵母不同"人的 8$609 基因缺乏 +*,"

所以对热休克无反应
)1*

+ 本研究中拟穴青蟹

8$609 也存在多个 +*,"因此高温胁迫时能够上

调 8$609 表达+

在水生生物中"渗透压胁迫是诱导 +*602 家

族合成的一个重要因素
)31*

+ 高渗透压能够引起生

物体内离子条件的改变"由核糖体合成的线性蛋白

质对离子浓度的变化非常敏感"这种改变能够导致

蛋白质变性或者是影响新生蛋白质的正确折

叠
)33*

+ 我们已发现拟穴青蟹成体在高盐#/2$处理

后体内的 +*602 基因表达量明显升高
)3/*

+ 本研究

发现拟穴青蟹仔蟹在盐度 /2 时 8$609 基因表达

量显著高于其他低盐组+ 这种差异可能是由于在

高渗透压下仔蟹体内初生蛋白的折叠受到影响"因

此体内需要产生 8$609 这类分子伴侣来应对这一

变化"从而保证新生肽能够正确折叠+

当环境因子变化超过生物本身正常生理承受

范围时"生物会通过相关基因的上调或下调来保

护自身避免有害影响+ -IK? 等
)38*

发现一定的温

度压力能够诱导鲍 +*602 基因的表达"但是当温

度过高时 +*602 的表达反而被抑制+ 本研究中

拟穴青蟹仔蟹在盐度 82 条件下 8$609 表达量被

抑制"说明这一盐度已经不再是拟穴青蟹正常生

长的适合盐度"8$609 基因的低表达可能参与这

一自我保护过程+
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