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大菱鲆高温胁迫应答主效QTL候选基因的表达特性分析
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摘要：为研究大菱鲆高温胁迫下相关应激基因的表达影响，采用Real-time PCR对本课题
组已定位到的大菱鲆高温胁迫应答主效QTL中的4个候选基因(p53、UBE2H、ZNF469和
MAGI2基因)在不同温度胁迫下的肝脏、鳃、脾脏、皮肤4个组织中的表达量进行检测。
以大菱鲆正常生活水温14 °C为对照组，20 °C、23 °C、25 °C和28 °C为实验组，进行数据
分析。结果显示，4个基因在各个组织中均有表达，且表达量具有组织和温度特异性。
其中UBE2H的表达量在4个组织中均呈现出先上升后下降的趋势，在肝脏、脾脏、皮肤
组织中20 °C时急剧上升并达到峰值且差异显著；在鳃组织中23 °C时达峰值，差异显
著。p53在4个组织中的表达量均有先上升后下降的趋势，但在鳃和皮肤组织中28 °C时表
达量急剧升高达到峰值且差异显著。ZNF469和MAGI2在4个组织中均在20 °C时大量表
达，并远高于其他温度。研究表明，在大菱鲆高温胁迫应答过程中p53基因与DNA修复
和细胞凋亡密切相关，而UBE2H基因参与的泛素-蛋白酶体途径对p53基因具有反馈调节
作用，是维持细胞稳态的关键基因；ZNF469和MAGI2在作为鱼类应答高温胁迫的生物标
志物方面具有重要研究价值。

关键词: 大菱鲆；p53基因；UBE2H基因；ZNF469基因；MAGI2基因；高温胁迫
中图分类号: Q 785; S 965 文献标志码: A

 

大菱鲆(Scophthalmus maximus)是我国北方主

要海水养殖经济鱼类，年产量已超过8万t，占全

球总产量的85%[1]。其属冷水性鱼类，最适生长

温度为13~17 °C，最高生长温度为21~22 °C，最低

生长温度为7~8 °C，最高致死温度为26~28 °C，

最低致死温度为0~3 °C[2]。温度作为海洋生物的

主要环境因子之一，直接影响着鱼体的生理、生

化状态以及行为[3]，在非最适生长的高温条件下，

鱼体会产生一系列的应激反应，并导致个体生

长迟缓、免疫能力下降甚至死亡 [4-5]。近年来，

大菱鲆养殖区域不断向南方扩展，呈现出南北

接力的态势，加之全球气候变暖导致的海水温

度逐年上升，使我国大菱鲆养殖业面临着新的

挑战。因此，对大菱鲆开展耐受高温分子机理

研究，在积极应对高温胁迫对大菱鲆的伤害以

及耐高温选育工作等方面，都极为重要。

近年来，随着分子生物学技术的迅速发展，

国内外对水产动物耐高温选育以及分子机理研

究成为热点。如大黄鱼(Larimichthys crocea)[6-7]、

褐牙鲆(Paralichthys olivaceus)[8]、牙鲆[9]、鲤(Cypr-
inus carpio)[10]等均开展了与耐温性状相关的分子

标记筛选工作，为水产动物分子辅助育种研究

提供依据。MIPS[11]、caspase3[12]、TCP-1-beta[13]、

TCP-1-eta[13-14]、HSP70[15]、尿苷胞苷激酶-1[16]等与
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温度胁迫相关的功能基因得到验证并获得全长

克隆，对相关物种耐温分子机理研究具有理论

意义。李成泽[16]在开展仿刺参(Apostichopus japon-
icus)耐寒研究中阐明了低温对非特异性免疫系统

及营养物质储存和转运的影响；朱华平等[17]发现

基因AQP1与尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)耐
寒性状显著相关。刘超等[18]研究指出高温刺激会

导致虾夷扇贝(Patinopecten yessoensis)谷丙转氨酶

GPT活性、p53 蛋白含量、总抗氧化能力TAOC以

及HSP70含量变化显著，它们分别与机体的蛋白

质代谢活性、DNA损伤和细胞凋亡、抗氧化能

力、维持蛋白质和溶酶体稳态有关。此外，高温

还会影响心脏对机体的供氧供血能力。姜礼燔[19]

对26种鱼类进行热激实验并进行组织学检查，归

纳出生物热致死机制包括神经系统的破坏、酶

系统和呼吸中心损害、血液系统破坏以及组织

结构破坏等。

本课题组在开展大菱鲆分子育种的工作中，为

了提高耐高温性状的选育效率，获得控制该性

状的分子标记及关键基因，进行了大菱鲆高密

度遗传连锁图谱构建与耐高温性状QTL定位研

究，共获得7个QTL区间，并通过对QTL区间内

的全基因组比对及功能注释分析，筛选候选基

因 [20]。在此背景下，本实验采用荧光定量PCR技

术对9个候选基因进行组织特异性表达分析，以

及高温胁迫对其影响效应分析。其中，4个候选

基因在耐高温实验中具有较为显著的差异性，

以此开展实验，以期为阐明大菱鲆高温胁迫应

答的分子调控机理提供理论依据。

1    材料与方法

1.1    实验材料

耐温实验用鱼取自山东省烟台市天源水产

养殖公司，均为人工繁育的健康幼鱼，体质量均为

(290±10.2) g，体长均为(18.5±2.1) cm。

1.2    组织处理与取样

挑选活力正常的80尾鱼，在水缸中暂养2周后，

选取60尾进行升温实验。期间每日10:00、18:00
各投喂一次人工饵料，持续充气，换水一次。升温

方法参考Ndong等 [21]，稍作改动：设计5个温度，

即14 °C(常温)、20 °C、23 °C、25 °C和28 °C。首

先(14±0.5) °C(常温)持续24 h，之后每12 h升温1 °C
至实验温度，采用静水法，自动恒温加热器控

温，保证各实验组同步升温。在每个温度点持

续24 h/48 h后从每个水缸中各取3尾鱼的心、肝

脏、脾脏、肾脏、鳃、肠道、皮肤、肌肉、脑

共9个组织放入RNase-Free冻存管，所有样品采

集后，迅速放入液氮中，后置于−80 °C冰箱冷冻

保存。

1.3    总RNA提取、定量与完整性检测及cDNA
合成

采用RNAprep pure Tissue Kit试剂盒提取样品

总RNA，用1%琼脂糖凝胶电泳检测RNA的质量，

紫外分光光度计检测样品浓度。再利用TranScript
One-Step gDNA Removal and cDNA Synthesis Super
Mix试剂盒合成cDNA第一链。

1.4    引物设计与筛选

根据QTL置信区间内9个候选基因的原始序列，

在NCBI中同源比对尖吻鲈(Lates calcarifer)序列的

ORF区，设计引物通过RT-PCR获得一段保守序列，

并与QTL结果验证，在NCBI预测是否为目的基

因片段，在经过验证的保守序列内设计荧光定量

引物。以大菱鲆β-actin基因为内参，所有引物以

Primer 5.0设计，由生工生物工程(上海)股份有限

公司合成。用Oligo 6.0检验引物优劣，BLASTX验

证引物特异性和唯一性。相关引物序列见表1。

1.5    荧光定量PCR

荧光定量PCR在ABI7300 FAST RealTime PCR
扩增仪上进行 , 按照TransStart® Top Green qPCR
SuperMix使用说明，采用SYBR GreenⅠ嵌合荧光

法进行实时定量PCR扩增反应。PCR反应体系为

20 μL：TransStart®Top Green qPCR SuperMix(2×)
10.0 μL，上下游引物各0.4 μL(10 μmol/L)，ROX
Reference Dye(50×) 0.4 μL，DNA模板1.0 μL，ddH2O
7.8 μL。反应程序为94 °C预变性30 s；94 °C变性

5 s，60 °C退火30 s，循环40次。

1.6    数据分析

2¡¢¢CT

对每个反应做3个平行复孔，检验扩增曲线

和熔解曲线的结果是否吻合，对各样品的CT值

求平均值。以大菱鲆β-actin基因为内参，运用公

式 计算各基因的相对表达量，公式中ΔΔCT=
(Ct目的基因−Ct管家基因)实验组−(Ct目的基因−Ct管家基因)对照组/
(Ct实验组目的基因−Ct实验组管家基因)−(Ct对照组目的基因−
Ct对照组管家基因)[22]。采用SPSS 19.0软件进行单因

素方差分析(One-Way ANOVA)及Duncan氏检验对
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数据进行统计学分析，P<0.05表示差异显著。最

后用Excel软件作图。

2    结果

PIDD及K-ras基因未检测到有效信号，α-甘
露糖苷酶基因在4个组织中均表现出先下降后上

升的趋势，但表达量结果不显著；UBE2N基因在

肝脏中呈不断上升的趋势，在其他3个组织中均

呈现先下降后上升的趋势；UBE2Q2基因总体呈

先上升后下降的趋势，同样结果不显著。因此

筛选了以下4个具有表达差异显著性的基因进行

详细分析。

2.1    温度胁迫对UBE2H mRNA表达的影响

以大菱鲆β-actin基因为内参，荧光定量PCR
检测肝脏、鳃、脾脏和皮肤组织中UBE2H mRNA

的相对表达量。结果显示，UBE2H mRNA在各

个组织中均普遍表达，其中在肝脏和皮肤组织中

的表达量较高，在肝脏、鳃、脾脏组织中表达

量均呈现先上升后下降的趋势，在皮肤组织中

的表达量总体趋势与其他3个组织大致相同，只

是在23 °C后略有上调，25 °C与28 °C时维持平

稳。其中肝脏、脾脏、皮肤组织中UBE2H mRNA
的表达量均在20 °C时达到峰值，差异显著(P<0.05)；
鳃组织中在23 °C时达峰值，差异显著(P<0.05)；肝

脏、皮肤组织中UBE2H mRNA的表达量在20 °C
时急剧上升，肝脏组织中UBE2H mRNA的表达

量随温度升高而逐渐下降，而皮肤组织中UBE2H
mRNA的表达量又急剧下降回到初始值再上升至

平稳(图1)。

2.2    温度胁迫对p53 mRNA表达的影响

以大菱鲆β-actin基因为内参，荧光定量PCR
检测肝脏、鳃、脾脏和皮肤组织中p53 mRNA的

相对表达量。结果显示，p53 mRNA在肝脏、鳃、

脾脏、皮肤中均有表达，且相比与对照组均呈上

调表达，其中p53 mRNA在肝脏、鳃、脾脏、皮

肤组织中的表达量总体呈现出先升高后降低然

后在28 °C又升高的趋势。在鳃和皮肤组织中，p53
mRNA的表达量在28 °C时表达量急剧升高达到峰

值，远高于对照组，而在肝脏和脾脏中p53 mRNA
的表达量在20 °C时表达量达到峰值(图2)。

表 1    9个候选基因qPCR引物序列

Tab. 1    Primers of nine candidate genes in
quantitative PCR

引物名称

primer name
序列 (5′-3′)

primer sequence

UBE2H-F CTTCCACACGCCTCCTTCATACG

UBE2H-R GCAAGCACGAGGTCACCATCC

P53-F CAGTCGCTATCGCTCCGCT

P53-R CCAAGTCAAAGGTCTCCGTG

ZNF469-F AAGGGGTAGCATCCTCCATC

ZNF469-R TGCCTGTCCGTTAGTGTCTGT

MAGI2-F ATAATAACCCTGTCTGGAATAAC

MAGI2-R GGGGAAGAAAATGTAGCCTGT

PIDD-F GACATCCTACTAAGTCGCCCT

PIDD-R CAACCACCTCCTTTCTTTTTCT

K-ras-F GCAGGTAGTGATTGACGGA

K-ras-R GATGGCAAAGACACAGAGG

α-甘露糖苷酶-F GGGAGGAGTCATTCGCCAG

α-甘露糖苷酶-R AGCATCCAGAGCCAGCAGG

UBE2Q2-F GGCTTTACAACCTGCCACAA

UBE2Q2-R CTGCTCTCCCATTTCTTCCTC

UBE2N-F ACGGTGCTGCTATCAATC

UBE2N-R GGCTTTTTCTATGGCTTC

β-actin-F CATGTACGTTGCCATCCAAG

β-actin-R ACCAGAGGCATACAGGGACA
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图 1    UBE2H mRNA在肝脏、鳃、脾脏、

皮肤中的表达

不同的字母代表组间差异显著(P<0.05)，下同

Fig. 1    UBE2H mRNA expression in liver,
gill, spleen and skin

Different letters represent significant differences between groups
(P<0.05), the same below
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2.3    温度胁迫对ZNF469 mRNA表达的影响

以大菱鲆β-actin基因为内参，荧光定量PCR

检测肝脏、鳃、脾脏和皮肤组织中ZNF469 mRNA

的相对表达量。结果显示，ZNF469 mRNA在各

个组织中均普遍表达，其中在肝脏和皮肤组织中

的表达量较高，在肝脏、脾脏中均在20 °C急剧

上升达峰值，后急剧下降至初始值并维持平稳，最

高值远高于各温度水平，差异显著(P<0.05)。在

鳃、皮肤组织中均在20 °C、28 °C急剧上调表达

并远高于其他温度，差异显著(P<0.05)(图3)。

2.4    温度胁迫对MAGI2 mRNA表达的影响

以大菱鲆β-actin基因为内参，用荧光定量

PCR检测MAGI2 mRNA的相对表达量。结果显示，

MAGI2 mRNA在各个组织中均普遍表达，其中

在肝脏和皮肤组织中的表达量较高，在肝脏、鳃、

皮肤组织中均在20 °C急剧上升达到峰值，后急

剧下降至初始值并维持平稳，最高值远高于各

温度水平，差异极显著(P<0.01)。在脾脏中，先

急剧升高至20 °C达峰值且差异极显著(P<0.01)，后

急剧下降，再上升后下降，差异不显著(图4)。

3    讨论

温度是影响海洋生物分布、生理状态、形

态以及行为的重要环境因子[23]。高温刺激会引起

鱼体的应激反应，包括鱼体内各种消化酶及抗

氧化酶的活性，鱼体的呼吸和能量代谢，氧运

输及释放，还有免疫能力等，这些过程会调动

大量的抗逆因子的转录及表达 [24-26]。本实验通过

构建高密度遗传连锁图谱获得与耐高温性状相关

的QTL，并在此区间内进行基因注释与富集。在

此基础上，挑选9个基因开展表达谱分析，其中

4个候选基因在耐高温性状中具有显著性差异。

3.1    高温胁迫对UBE2H基因表达响应分析

泛素结合酶E2H(ubiquitin-conjugating enzyme
E2H，UBE2H)属于泛素结合酶E2家族成员，其

主要功能是在E1激活泛素后协助特异性E3s将活

化的泛素转移到底物上，从而使底物转移到蛋

白酶体上进行降解 [27-28]。已有研究证实，UBE2H
的主要作用蛋白为组蛋白和细胞骨架蛋白，同时

参与运动神经元的退行性途径[29]。UBE2H是泛素-
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图 2    p53 mRNA在肝脏、鳃、脾脏、皮肤中的表达

Fig. 2    p53 mRNA expression in liver,
gill, spleen and skin
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图 3    ZNF469 mRNA在肝脏、鳃、脾脏、

皮肤中的表达

Fig. 3    ZNF469 mRNA expression in liver,
gill, spleen and skin
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图 4    MAGI2 mRNA在肝脏、鳃、

脾脏、皮肤中的表达

Fig. 4    MAGI2 mRNA expression in liver,
gill, spleen and skin
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蛋白酶体途径(UPP)的重要组成部分，UPP是调

节细胞内蛋白水平与功能的重要机制，此过程在

细胞疾病和健康状态、生存和死亡的一系列基本

过程中(细胞凋亡、DNA修复)均扮演重要角色，

蛋白质降解异常与许多疾病的发生密切相关。

本实验结果表明，当环境变化时，机体UBE2H
mRNA的表达量在4个组织中均呈现先升高后降

低的趋势，且主要在20 °C时出现高峰。本研究推

测，由于高温胁迫导致鱼体中多种酶活性降低，

受损的蛋白在鱼体中累积，从而启动大量UPP途
径，UBE2H基因含量随之上升以降解这些蛋白，

从而使机体适应环境的改变。本实验结果表明，

UBE2H对高温变化的响应极为敏感，其参与鱼体

内受损或有害酶的结合并最终达到降解的目的，

以维持机体正常的生命活动，推测UBE2H在DNA
修复、细胞凋亡等过程中扮演着重要角色。当

温度继续升高时，机体中多种酶的失活以及DNA
的受损引起UBE2H基因表达量的降低，从而导

致大菱鲆处于细胞失衡状态，最终导致死亡。

3.2    高温胁迫对p53基因表达响应分析

p53是一种重要的肿瘤抑制基因，也是细胞

中重要的转录因子，参与DNA损伤修复、细胞凋

亡、细胞周期控制、胚胎发育等重要生命活动。

对于可修复的损伤，p53调控细胞周期停滞，并

进行修复，对不可修复的DNA损伤则启动细胞

凋亡程序。

本实验中大菱鲆在受到高温刺激后，温度

由14 °C上升到20 °C时p53基因的表达量也上升，

推测是机体在高温应激时DNA损伤导致p53上调

表达，行使DNA修复或细胞凋亡的功能，随后

温度继续升高，而p53基因的表达量出现小幅下

降则可能是因为机体的反馈调节机制使p53维持

在相对稳定状态，杜文静[30]的研究结论也证实了

这一观点，一些负调控因子会阻止p53在细胞中

的累积；同时温度的持续升高即20 °C之后造成

的损害也同样导致了p53基因含量的降低。但当

温度到达致死温度(28 °C)时，机体处在极端环境

中，p53基因调控因子也受到损伤并导致p53大量

表达以执行细胞凋亡的功能，此时机体的器

官、组织全面受损，濒临死亡。在肝脏和脾脏

中，20 °C是大菱鲆进行自我修复或者凋亡的高

峰期；而在鳃和皮肤组织中，28 °C是大菱鲆进

行自我修复或者凋亡的高峰期。温度临界点，稳

态无法维持导致细胞死亡，最终导致鱼体死亡。

3.3    p53与泛素化降解

本实验中，p53基因与UBE2H基因在逐渐升

温的过程中都呈现出先上升后下降的趋势，推测

p53基因的表达量与泛素-蛋白酶体途径密切相关。

当温度升高，p53与泛素连接酶之间的固有链接

被打断，连接酶行使降解自身的功能，使p53上
调表达，行使DNA修复及细胞凋亡功能，这一

观点在杜文静 [30]的研究中也被证实。但当p53蛋
白大量存在时，机体会启动UPP途径对p53进行

降解，以阻止p53在细胞内的大量累积。因此，

p53基因的上调表达伴随着UBE2H基因的上调表

达，以维持细胞内的稳态；由于细胞内调节机

制对物质变化能迅速作出反应，因此在本实验

中UBE2H基因的表达量变化与p53基因大致相

同，并不存在明显的滞后性。仅在鳃组织中UBE2H
基因在23 °C时达到峰值，p53基因在20 °C达到峰

值，可以看出UBE2H随着p53蛋白的增加而上

升。但当温度继续升高时，机体中多种酶活性

降低，部分DNA受损及细胞死亡影响了DNA的

正常转录，因此，两者的表达量都降低。

3.4    高温胁迫对ZNF469基因表达响应分析

锌指蛋白是一类具有手指状结构域的转录因

子，是真核生物中普遍存在的一类DNA结合蛋白，

在基因表达调控、细胞分化、胚胎发育、增强

植物抗逆性等方面具有重要价值。

本实验中ZNF469基因在20 °C条件下，在鱼

体的4个组织中表达量均急剧升高，随后又急剧

下降，推测是在鱼体感受到温度变化超过其最适

生长温度时，抗逆基因被大量表达以响应胁

迫，而锌指蛋白对这些靶分子的修饰作用至关

重要，经修饰后的靶分子才能特异性执行其功

能并发挥作用。田路明等[31]的报道也证实ZNF469
基因与特定的靶DNA或靶蛋白结合负责调控基

因的表达以响应植物的逆境胁迫。ZNF469基因

在高于20 °C时急剧下降，推测ZNF469基因与靶

分子迅速结合而减少或因其他反馈调节因子所

导致。国内外对ZNF469基因的研究较少，仅

在脆性角膜综合征等疾病中有相关报道[32]。 Wang
等 [33]指出非编码区的ZNF469的高表达可以用作

预测癌症的标志。目前ZNF469参与生物体高温

胁迫应答的机制还没有相关报道，是否可以将
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其作为一种新的热应激标志物还需要进一步研究。

3.5    高温胁迫对MAGI2基因表达响应分析

MAGI2是膜相关鸟苷酸激酶转化蛋白2(mem-
brane-associated guanylate kinase inverted 2)，又称

为S-SCAM(synaptic scaffolding molecule)，是膜相

关鸟苷酸激酶(membrane-associated guanylate kina-
se,MAGUK)家族成员之一。它属于一类突触支架

分子，在装配和锚定信号蛋白中起支架蛋白的

作用，可通过调控信号转导，将通路组分以复

合体的形式定位在细胞的特定区域，诸如细胞

膜、细胞质基质、细胞核、高尔基体、内体及线

粒体。

目前，国内外对MAGI2的研究相对较少，最

近Mahdian等 [34]的研究将MAGI2视为一种检测前

列腺癌(PCa)的新型生物标志物，可提供早期预

警，但在动物抗逆研究中还没有相关报道。本

实验中，MAGI2基因在20 °C时出现急剧上调表达，

推测是大菱鲆在受到高温胁迫时，需要MAGI2
基因大量表达以调控机体的多种信号通路对高

温胁迫做出应答。随后MAGI2基因又急剧下降，

可能是MAGI2基因已参与信号通路，与其他成分

形成了“复合体”或受到细胞内一些反馈调节机制

的影响。MAGI2基因有可能成为鱼类抗逆性的重

要指示因子。有关MAGI2基因在大菱鲆高温胁迫

应答中参与的信号通路及其作用机理还需进一

步研究。

综上所述，p53和UBE2H与大菱鲆高温胁迫

应答机制中的DNA损伤和细胞凋亡密切相关；

ZNF469基因和MAGI2基因或将成为大菱鲆鱼类

响应高温胁迫的一种新型的生物标志物，作为

一种指示因子用来评价耐温选育子代的耐温性能。
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Expression characteristics analysis of major QTL candidate genes in
response to high temperature stress in turbot (Scophthalmus maximus)

LIU Xiaofei 1,2,3,     MA Aijun 2,3*,     HUANG Zhihui 2,3*,     LIU Zhifeng 2,3,    
YANG Shuangshuang 2,3,     YANG Kai 2,3

(1. College of Fisheries and Life Science, Dalian Ocean University, Dalian    116023, China;
2. Laboratory for Marine Biology and Biotechnology,

Qingdao National Laboratory for Marine Science and Technology, Qingdao    266071, China;
3. Shandong Key Laboratory of Marine Fisheries Biotechnology and Genetic Breeding,

Qingdao Key Laboratory of Marine Fish Breeding and Biotechnology, Yellow Sea Fisheries Research Institute,
Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao    266071, China)

Abstract: Turbot (Scophthalmus maximus) is an important economic species extensively cultured in China. In this
study, we exerted acute high temperature stress on turbot to identify the expression characteristics of four candidate
genes including UBE2H, p53, ZNF469, and MAGI2 genes in the liver, gill, spleen and skin. These genes are
derived from the QTL related to high temperature resistance located at high-density genetic linkage maps. The
relative expressions of UBE2H, p53, ZNF469, and MAGI2 mRNA in four experimental groups (temperature 20 °C,
23 °C, 25 °C and 28 °C)and one control group (temperature 14 °C) were tested using real-time quantitative PCR.
Data analysis demonstrated that the four genes were expressed in all tissues, and the expression levels were tissue
and temperature specific. The relative expression of UBE2H mRNA firstly increased and then decreased in four
tissues. The expression levels in the liver, spleen, and skin tissues increased rapidly at 20 °C and reached a peak
value, and peaked at 23 °C in gill tissue. The expression of P53 mRNA increased first and then decreased in four
tissues. However, the expression of p53 increased sharply at 28 °C and peaked significantly. It was speculated that
the tissue was severely damaged and the cells are heavily apoptotic. ZNF469 and MAGI2 were abundantly
expressed at 20 °C in four tissues, than other temperatures. Therefore, we think that both can serve as biomarkers
for response to high temperature stress in turbot.

Key words: Scophthalmus maximus; p53; UBE2H; ZNF469; MAGI2; high temperature stress
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