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*目的+克隆花斑裸鲤
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基因'并进行生物信息学分析)研究正常和
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$N胁迫条件下
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的表达模式(*方法+采用分子生物学技术克隆花斑裸鲤
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基因的全长
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'分析其生物信息学特

征(采用
T3,-C09M3UST

技术分析正常和
%<%#M

Q

$

VS)

$N胁迫!胁迫
%

'

#$

'

$!

'

!B1

"条件下
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在花斑

裸鲤肝脏,肾脏,脑和鳃
!

个组织中的表达情况'并采用
?VI=5

试剂盒检测肝脏,鳃组织中
W3X=U"%

蛋白的表达水

平(*结果+花斑裸鲤
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的编码区构成'

编码
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个氨基酸)

W3X=U"%

蛋白是疏水性蛋白'分子质量为
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'等电点为
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位氨基酸"(
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基因核苷酸序列与鲫鱼

的同源性最高!
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"'在系统进化树中与同科或属中鱼种聚合成一个分支'显示出高度保守性(
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结果

表明'正常条件下花斑裸鲤
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在鳃组织中的表达量最高'其次是肝脏'在脑和鳃组织中表达量较低)随着
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$N胁迫时间的延长'花斑裸鲤肝脏,肾脏和鳃组织的
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表达量先升后降'在
$!1

表达量最

高'而脑组织的表达量持续升高)

W3X=U"%

在花斑裸鲤肝脏和鳃组织的蛋白水平表达量总体均表现为先升后降'表明
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$N能够诱导
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的表达(*结论+成功克隆了花斑裸鲤
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全长'在
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斑裸鲤
!"#$%"%

在
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水平和蛋白水平呈规律性应答'表明
!"#$%"%

是潜在的反映水环境质量的生物标志物(
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"'主要分布于青海省玛多县

内黄河段和札陵,鄂陵等淡水湖泊及柴达木盆地的

奈齐河水系'是我国黄河上游特有的土著鱼类'也是

黄河上游重要经济鱼类(花斑裸鲤在高原淡水生态

系统的食物链中具有重要的地位'也是我国重要的

水生野生动物种质资源'具有重要的经济开发价值

和生态保护价值(目前对于花斑裸鲤的研究主要集

中在其系统发育和起源,遗传多样性,人工繁育和驯

化养殖,胚胎发育以及生物学特性等方面%

#

&

(近年

来'黄河上游总体水质保持良好'无明显重金属超标

现象'总体上不影响花斑裸鲤的生存和繁殖'但是偶

尔的个别重金属瞬时超标的潜在风险依旧存在(花

斑裸鲤长期生存在无污染的天然水体中'对于重金

属胁迫有较高的敏感性(

热休克蛋白!

X3,041(>K

L

*(039+4

'

X=U4

"又称

热应激蛋白'是细胞在热诱导条件下产生的一种蛋

白质'在生物进化过程中高度保守'广泛存在于原核

生物以及真核生物细胞中%

$CE

&

(据在不同海洋生物

中发现的
X=U4

的氨基酸序列,分子量和功能'可将

其分为
X=U##%

,

X=U&%

,

X=U"%

,

X=UD%

和小型

X=U

几个主要的家族%

!

&

(

X=U4

不仅可以对温度应

激产生应答'对可能造成蛋白损伤的环境因素'例如

温度刺激,盐度变化,重金属暴露等均会发生诱导性

表达%

FC"

&

(研究发现'生物体在受到任何一种有害物

质胁迫后的第一个反应就是提高
X=U4

的表达水

平%

B

&

(作为生物标志物'

X=U4

要比传统的生长,繁

殖等生物学指标更敏感'其主要特点在于可以将所

受胁迫的综合效应表现在诱导蛋白的完整性上'这

一特性称为-蛋白毒性.!

U*(03(0(b9>90
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'因此

X=U4

可作为早期的预警标志物应用于生态风险评

价领域(

X=U"%

是
X=U4

家族中最重要且最保守

的一类具有分子伴侣作用的蛋白质'其分子伴侣功

能主要表现为在机体细胞受到外界刺激时表达增

加'加强细胞对外界刺激的耐受性'有效维持细胞结

构的稳定'减轻机体的损伤程度并可加快细胞的修

复速度'从而对细胞所必需的蛋白质进行保护%

#%C##

&

'

还可以参与细胞免疫%

#$

&

'抑制细胞的凋亡(

S)

是鱼类所必需的微量元素之一'在鱼体内的

多种生理生化过程中可以作为酶!如细胞色素氧化

酶,过氧化物歧化酶等"的辅助因子(鱼类主要通过

食物来摄取其所需量的
S)

'但当食物中的
S)

元素

不能满足鱼类生长所需时'鱼类可以通过鳃和皮肤

从水中吸收'以满足机体的需要(

S)

也是水产养殖

中常用除澡药物的活性成分(但作为重金属'

S)

过

量时会损伤鱼类的神经生理功能'破坏嗅觉器官的

结构以及内分泌功能等%

#E

&

(研究表明'过量
S)

暴

露可以降低鱼类成活率及生长速度'尤其在急性或

亚急性的胁迫试验中更为明显)在组织结构学方面'

S)

进入鱼体内后'会在机体的多个组织和器官中富

集'从而引起组织结构的病理变化%

#!

&

(为了防止和

控制渔业水域水质以及水体生物受到污染'/国家渔

业水质标准0!

Wd##D%"OB&

"中规定水体中的
S)

质量浓度
"
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Q

$

V

(

筛选出有效的生物标记物'可以提前准确而全
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面地对水质变化做出预警'以达到提前预防及保护

水体生物的目的(本研究克隆了花斑裸鲤
#$%"%

!

!"#$%"%

"基因'分析了其在肝脏,肾脏,脑和鳃组

织中的表达水平'并研究了
%<%#M

Q

$
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$N胁迫下

!"#$%"%

在花斑裸鲤肝,肾,脑和鳃组织中
MT/5

和蛋白水平的表达情况'旨在为黄河上游水环境污

染的早期预警以及花斑裸鲤的保护提供依据(
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材料与方法
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花斑裸鲤
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从青海省渔业环境

监测站隆务河口养殖场!青海'循化"取
E

龄期成体

花斑裸鲤
$%

尾'平均体长为!

$%<Ee$<F

"
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'平均

体质量!

&%<#e#%<F
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!

试 剂 及 仪 器
!

总
T/5

提 取 试 剂 盒

!

GU!#&

"'购自天根生物试剂公司)琼脂糖凝胶

G/5

回收试剂盒!
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"'购自索莱宝生物试剂公
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试剂盒!
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Q
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TT%E"%5

"'均

购自
[,f,T,

公司)

=\dTW*33+=)

L

3*M9b

'购自伯

乐生物公司)

X=U"%?VI=5

试剂盒!

X$D!

"'购自南

京建成生物公司)大肠杆菌
GXF

$

感受态细胞'由上

海生工生物有限公司提供'引物合成与序列测定也

由该公司完成)

/,+(G*(

L

$%%%T/5

浓度测定仪'

购自美国
[13*M(=>93+09.9>

公司(

#<$
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S)

$N胁迫

试验在
!

个水族箱!

!B%MMg$F%MMg!FF

MM

"内进行(试验开始前'水族箱用
%<F

%

M(-

$

V

高锰酸钾!分析纯"溶液浸泡
E%M9+

'然后用清水反

复清洗以确保无高锰酸钾残留(花斑裸鲤运回后'

在青海大学生态环境工程学院细胞遗传实验室水族

箱内暂养
$

周'每天正常投食以避免饥饿对试验结

果的影响(养殖期间用水皆为曝气
$@

的自来水且

每天更换
#

$

E

'试验期间用自动增氧泵增氧保证溶

氧量不低于
DM

Q

$

V

(参考/国家渔业水质标准0对

渔业水质
S)

$N质量浓度
"

%<%#M

Q

$

V

的规定'本试

验选取
%<%#M

Q

$

V

的
S)

$N对花斑裸鲤进行胁迫(

挑取健康无伤病和规格相近的花斑裸鲤个体
$%

尾'

随机平均分为
#

个空白对照组和
E

个平行试验组'

每组
F

尾鱼'空白对照组鱼正常饲养'试验组鱼进行

S)

$N胁迫(在
S)

$N胁迫的
%

'

#$

'

$!

和
!B1

时从各

组随机取样
#

尾'擦去表面水渍后将鱼击昏'冰上迅

速剖取肝脏,鳃,肾脏和脑组织'液氮中迅速冷冻后

置于
OB%h

冰箱中保存'待用(

#<E

!

总
T/5

提取与
>G/5

合成

使用总
T/5

提取试剂盒提取花斑裸鲤肝脏,

鳃,肾和脑组织的总
T/5

'用
#<$]

琼脂糖凝胶电

泳检测
T/5

纯度'合格后用
/,+(G*(

L

$%%%

测定

T/5

浓 度(利 用
U*9M3 =>*9

L

0

[c

"

#4040*,+@

>G/5=

;

+013494f90

进行反转录'并调整样品总

>G/5

质量浓度为
#%%+

Q

$

%

V

(

#<!

!

花斑裸鲤
!"#$%"%

全长序列的克隆

#<!<#

!

引物的设计与合成
!

根据
W3+d,+K

中虹鳟

!

A.-(16

9

.-6?82

9

>088

",鲤鱼!

'

9=

10.?8-41

=

0(

",斑马

鱼!

B4.0(1"10(

"等的
#$%"%

基因保守序列!

W3+d,+K

序列登录号分别为#

5d%D$$B#<#

,

X $̂F&"D&<#

,

57$#%D!%<#

"'利用
U*9M3*U*3M93*F<%

设计编码

区序列克隆所需引物
W3X=U"%C7#

$

W3X=U"%CT#

,

W3X=U"%C7$

$

W3X=U"%CT$

,

W3X=U"%C7E

$

W3X=U"%C

TE

,

W3X=U"%C7!

$

W3X=U"%CT!

!表
#

"(

#<!<$

!

编码区片段的扩增
!

以
#<E

节反转录获得

的对照组花斑裸鲤鳃组织的
>G/5

为模板'分别将

上游引物!

W3X=U"%C7#

,

W3X=U"%C7$

,

W3X=U"%C

7E

,

W3X=U"%C7!

"和 下 游 引 物 !

W3X=U"%CT#

,

W3X=U"%CT$

,

W3X=U"%CTE

,

W3X=U"%CT!

"两两配

对作为引物'

UST

扩增花斑裸鲤
!"#$%"%

编码区

片段(

UST

反应体系为
$F

%

V

'其中'

U*3M9b?bC

[,

P

#$<F

%

V

'上下游引物各
#

%

V

'

>G/5

模板
#

%

V

'加
@@X

$

H

补足
$F

%

V

(扩增程序#

&Fh!M9+

)

&FhE%4

'

FFhE%4

'

"$h#M9+

'

EF

个循环)

"$h

#%M9+

(取
$%

%

VUST

产物进行
#<$]

琼脂糖凝胶

电泳'并用
dIHCT5G

凝胶成像系统拍照'筛选出与

试验所需目的片段长度最为吻合的扩增产物'切下

目的片段'用琼脂糖凝胶
G/5

回收试剂盒进行回

收纯化'回收
G/5

产物保存于
O$%h

(

利用
L

cG[c#&C[A3>0(*S-(+9+

Q

f90

将目的

G/5

片段与载体
L

cG#&C[

进行连接(将上述连

接液转入到
F%

%

VGXF

$

感受态细胞中'最终将培

养液涂布于含氨苄青霉素!

5cU

"的
Vd

固体培养基

上'利用蓝白斑试验筛选阳性克隆菌(用枪头挑取

阳性白色克隆菌落'

E"h

下
#D%*

$

M9+

振荡培养
#$

1

'进行菌液
UST

验证后测序'对测序结果进行对比

分析(

1

第
#

期 栗瑞红'等#花斑裸鲤
!"#$%"%

基因的克隆及其对重金属
S)

$N胁迫的应答



表
#

!

本试验所用引物名称及序列

[,Y-3#

!

/,M34,+@43

P

)3+>34(.

L

*9M3*4)43@9+019440)@

;

引物名称

U*9M3*

序列!

FZ

#

EZ

"

=3

P

)3+>3

!

FZ

#

EZ

"

退火温度$
h

CM

用途

84,

Q

3

W3X=U"%C7# SS55[W5SS5WWW555S FD

W3X=U"%CT# [WWS5WS55[S[[S[S FD

W3X=U"%C7$ [5[[WWW5[[W5S FD

W3X=U"%CT$ S[[[WSS[[[W[ FD

!"#$%"%

基因编码区序列克隆

!"#$%"%

Q

3+3>(@9+

Q

43

P

)3+>34>-(+9+

Q

W3X=U"%C7E [S5W[W5[WW5WWW FF

W3X=U"%CTE [WSSS[[W[S5[[WW[ FD

W3X=U"%C7! SS5W5WWS55WSW5 F"

W3X=U"%CT! [WW5WS5WW[WWW5 FF

W3X=U"%CEZT# 5SW5S5WW[[[SSS FB

W3X=U"%CEZT$ [[SW5[S[WSWWW5S[ F&

!"#$%"%

基因
EZC8[T

克隆

!"#$%"%

Q

3+3EZC8[T>-(+9+

Q

W3X=U"%CEZTE 5[[WSS[5SWWSS[ FB

W3X=U"%CFZ7# WW5W5W5WWWSS5 F&

W3X=U"%CFZ7$ S5WW5W[5WW[WW[W F&

!"#$%"%

基因
FZC8[T

克隆

!"#$%"%

Q

3+3FZC8[T>-(+9+

Q

W3X=U"%CFZ7E WWS[W[S5WS[WWS FB

W3X=U"%CS7 5W[5WW[WWSS[S[

F&

!"#$%"%

基因全长
>G/5

克隆

W3X=U"%CST [[W5WS5S[SW[[S[ !"#$%"%

Q

3+3.)--C-3+

Q

01>G/5>-(+9+

Q

W3X=U"%CT[7 55WW555S5W55S

D%

W3X=U"%CT[T WS[SW[[W5[W5[[S[S

&

C,>09+CT[7 5[WWW55SSWS[WSS[S[[

FB

荧光定量

T3,-C09M3

&

C,>09+CT[T WW[S5WS55[WSS5WWW[5

#<!<E

!

EZC8[T

和
FZC8[T

的扩增
!

利用上述所获

得的
!"#$%"%

部分编码区片段'用
U*9M3*U*3M93*

F<%

设计
FZT5S?

引物!

W3X=U"%CFZ7#

,

W3X=U"%C

FZ7$

,

W3X=U"%CFZ7E

"和
EZT5S?

引物!

W3X=U"%C

EZT#

,

W3X=U"%CEZT$

,

W3X=U"%CEZTE

"!表
#

"(用

EZ7)--T5S?S(*3=302901U*9M3=>*9

L

0

[c

T[,43

试剂盒反转录
#<E

节中花斑裸鲤鳃组织总
T/5

'获

得
EZC8[T>G/5

模板(用
=c5T[3*

#

T5S?FZ

$

EZf90

试剂盒反转录
#<E

节中花斑裸鲤鳃组织总

T/5

获得
FZC8[T>G/5

模板(

分别以
W3X=U"%CEZT#

,

W3X=U"%CEZT$

,

W3C

X=U"%CEZTE

和
W3X=U"%CFZ7#

,

W3X=U"%CFZ7$

,

W3X=U"%CFZ7E

为引物进行
EZC8[T

和
FZC8[T

的

扩增(

UST

反应体系为
$F

%

V

'其中'

U*3M9b?bC

[,

P

#$<F

%

V

'引物
#

%

V

'

>G/5

模板
#

%

V

'通用引

物
8Uc#

%

V

'加
@@X

$

H

补足
$F

%

V

(扩增程序#

&F

h!M9+

)

&FhE%4

'

F"hE%4

'

"$h&%4

'

EF

个循

环)

"$h#%M9+

(按照
#<!<$

节所述步骤进行
UST

产物电泳'回收与试验所需目的片段长度最为吻合

的
EZC8[T

和
FZC8[T

基因片段'经转化,菌液
UST

验证后测序'对测序结果进行对比分析(

#<!<!

!

!"#$%"%

全长
>G/5

的获得
!

将测序获

得的编码区片段,

EZC8[T

和
FZC8[T

使用
G/5C

c5/

软件进行拼接'获得
!"#$%"%

全长
>G/5

(

根据
!"#$%"%

全长
>G/5

序列'分别在
!"#$%"%

基因的
FZ

和
EZ

非编码区设计引物
W3X=U"%CS7

和

W3X=U"%CST

!表
#

"'用于
>G/5

全长扩增(

UST

反应体系为
$F

%

V

'其中
U*3M9b?b[,

P

#$<F

%

V

'

X=U"%CS7

和
X=U"%CST

各
#

%

V

'

>G/5

模板
#

%

V

'加
@@X

$

H

补足
$F

%

V

(扩增程序#

&Fh!M9+

)

&FhE%4

'

F"hE%4

'

"$h#M9+

'

EF

个循环)

"$h

#%M9+

(按照
#<!<$

节所述步骤进行
UST

产物电

泳'并回收扩增目的基因片段'经转化,菌液
UST

验

证后测序'对测序结果进行对比分析(

#<F

!

W3X=U"%

序列分析及系统进化树的构建

用
?bU5=\U*(0

L

,*,M

!

X00

L

#$$

23Y<3b

L

,4

;

<

(*

Q

$

L

*(0

L

,*,M

$"软件在线分析
W3X=U"%

的蛋白

性质及结构)运用生物信息学软件
5-9

Q

+M3+0

进行

不同物种
#$%"%

序列的同源性比对)使用
c?W5F

软件'以邻位相接法!

/39

Q

1Y(*'(9+9+

Q

'

/C'

"构建不

同物种的
#$%"%

基因序列系统进化树(

#<D

!

!"#$%"%

在花斑裸鲤肝,肾,脑和鳃组织中的

表达分布

按照
!"#$%"%

基因全长
>G/5

序列设计

T3,-C09M3UST

引物
W3X=U"%CT[7

和
W3X=U"%C

T[T

!表
#

"(以
&

C,>09+

为内参基因'其引物序列见

表
#

(利用
U*9M3=>*9

L

0

[c

T[*3,

Q

3+0f90

!

U3*.3>0

T3,-[9M3

"反转录
#<E

节提取的空白对照组花斑裸

鲤各组织
T/5

作为模板'以
W3X=U"%CT[7

和
W3C

X=U"%CT[T

为引物'

&

C,>09+CT[7

和
&

C,>09+CT[T

2
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为内参引物'用
T3,-C09M3UST

检测
!"#$%"%

在

花斑裸鲤肝,肾,脑和鳃组织中的表达情况(反应体

系为
$%

%

V

'其中包括
=\dT W*33+=)

L

3*M9b#%

%

V

'上下游引物各
%<F

%

V

'模板
>G/5#

%

V

'

@@X

$

H

B

%

V

(扩增条件为
&FhE%4

)

&FhF4

'

FDhE%4

'

"$hE%4

'

!%

个循环(被检测组织的样品分别来自

E

尾鱼'每尾鱼的每种组织样品分别进行检测'每个

样品的
!"#$%"%

基因和
&

C,>09+

分别进行
E

次重

复'结果取平均值(

#<"

!

S)

$N胁迫下
!"#$%"%

在花斑裸鲤肝,肾,脑

和鳃组织中的表达

#<"<#

!

MT/5

水平的表达
!

取
S)

$N胁迫后各个

时间段的花斑裸鲤肝脏,鳃,肾和脑组织的总
T/5

'

按照
#<D

节的试验步骤'检测
S)

$N胁迫后不同时间

段花斑裸鲤
!"#$%"%

在肝,肾,脑和鳃组织中的表

达情况(被检测组织的样品分别来自
E

尾鱼'每尾

鱼的每种组织样品分别进行检测'每个样品的
!"&

#$%"%

和
&

C,>09+

分别进行
E

次重复'结果取平均

值(

#<"<$

!

蛋白水平的表达
!

选取对重金属胁迫较为

敏感的肝脏和鳃组织'通过
?VI=5

法检测在重金属

S)

$N胁迫下花斑裸鲤两种组织中
W3X=U"%

蛋白在

不同时间的表达量(运用
X=U"%?VI=5

试剂盒'

将
X=U"%

标准品分别稀释成
%

'

#<F

'

E<%

'

D<%

'

#$<%

'

$!<%

和
!B<%+

Q

$

MV

的溶液'备用(取
S)

$N

胁迫后各个时间段的花斑裸鲤肝脏和鳃组织'加入

一定量的
Ud=

!

L

X"<!

"'研磨成匀浆后将标准品稀

释液与样品分别加入各反应孔中'然后加入链酶亲

和素
CXTU

进行反应'多次洗涤后加入显色液和终

止剂'并在
!F%+M

波长处依序测量各标准品和样品

的吸光度 !

B

!F%+M

"'以标准品
B

!F%+M

为横坐标'

X=U"%

质量浓度为纵坐标'绘制标准曲线'根据标

准曲线计算花斑裸鲤肝脏和鳃组织中
W3X=U"%

的

表达量(所有检测样品均设置
E

个重复'结果取平

均值(

#<B

!

数据统计分析

T3,-C09M3UST

所得的数据应用
$

O

''

'3方法进

行相对定量分析'基因的相对表达水平所得试验数

据应用
?b>3-

,

=U==$%<%

和
H*9

Q

9+U*(B<%

软件进行

统计分析'差异性检验采用单因素方差分析!

5+,-

;

C

494(.:,*9,+>3

'

5/HA5

"'结果均以
%

$

%<%F

作为

显著性判断的标准(

$

!

结果与分析

$<#

!

花斑裸鲤
!"#$%"%

全长
>G/5

的克隆

将上游引物
W3X=U"%C7#

,

W3X=U"%C7$

,

W3C

X=U"%C7E

,

W3X=U"%C7!

和下游引物
W3X=U"%C

T#

,

W3X=U"%CT$

,

W3X=U"%CTE

,

W3X=U"%CT!

两

两配对作为引物进行
UST

扩增'其中引物对
W3C

X=U"%C7$

和
W3X=U"%CT$

获得了花斑裸鲤
D"$Y

L

的
#$%"%

基因编码区片段!图
#C5

"'其余引物对均

未获得目的片段(用引物
W3X=U"%CFZ7#

,

W3C

X=U"%CFZ7$

,

W3X=U"%CFZ7E

进行
FZT5S?

'其中

W3X=U"%CFZ7$

扩增到
#$EY

L

的
!"#$%"%FZC

8[T

片段!图
#Cd

")用引物
W3X=U"%CEZT#

,

W3C

X=U"%CEZT$

,

W3X=U"%CEZTE

进行
EZT5S?

'其中

W3X=U"%CEZTE

扩增出
F&$Y

L

的
EZC8[T

片段!图

#CS

"(用引物对
W3X=U"%CS7

和
W3X=U"%CST

进

行
!"#$%"%

全长
>G/5

扩增'结果获得了
#EB"

Y

L

的
!"#$%"%

全长
>G/5

序列!图
#CG

"(扩增获

得的编码区序列,非编码区序列和全长
>G/5

序列

经过测序比对'确认为
!"#$%"%

基因序列(

5<

编码区片段)

d<FZC8[T

)

S<EZC8[T

)

G<

全长
>G/5

)

c<G/5 c,*K3*

)

#<UST

产物

5<S(@9+

Q

43

P

)3+>34

)

d<FZC8[T

)

S<EZC8[T

)

G<7)--C-3+

Q

01>G/5

)

c<G/5 c,*K3*

)

#<UST

L

*(@)>0

图
#

!

花斑裸鲤
!"#$%"%

基因的克隆结果

79

Q

<#

!

S-(+9+

Q

*34)-0(.!

9

2.(-

9=

108"->)(.0!"#$%"%

Q

3+3

3

第
#
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$<$

!

!"#$%"%

序列特征分析

花斑裸鲤
!"#$%"%

编码
$$E

个氨基酸(用

?bU5=\U*(0

L

,*,M

软件进行在线分析'结果表明

W3X=U"%

是疏水性蛋白'分子式为
S

!%BD

X

D"B"

/

#EB"

H

#DD!

=

$&"

'分子质量为
##<#FK)

'等电点!

I4(3-3>0*9>

L

(9+0

'

UI

"为
F<%#

'该蛋白包含
$

个
X=U"%

家族的

特征序列#

IGVW[[\=

!

##O#B

位氨基酸"和
I7C

GVWWW[7GA=IV

!

#&&O$#$

位氨基酸"!图
$

"(

核苷酸序列的单下划线分别表示起始密码子和终止密码子)氨基酸序列的灰色背景部分为细胞质特异性调控基序'

双下划线部分为四肽序列'方框为
#$%"%

特征序列

8+@3*-9+34*3

L

*343+001340,*09+

Q

>(@(+,+@01303*M9+,09(+>(@(+

'

Q

*3

;

Y,>K

Q

*()+@41(24>

;

0(

L

-,4M9>4

L

3>9.9>*3

Q

)-,09(+

Y,4343

P

)3+>3

'

@()Y-3)+@3*-9+3@

L

,*094013030*,

L

3

L

09@343

P

)3+>3

'

,+@Y(b41(24013#$%"%>1,*,>03*43

P

)3+>3

图
$

!

!"#$%"%>G/5

序列及其编码的氨基酸序列

79

Q

<$

!

S(M

L

-303>G/543

P

)3+>3,+@,M9+(,>9@43

P

)3+>34(.!"#$%"%

$<E

!

花斑裸鲤的进化分析

利用
5-9

Q

+M3+0

软件进行不同物种
#$%"%

序

列的同源性比对'结果表明'花斑裸鲤
!"#$%"%

基

因序列与鲫鱼!

5d%&$BE&<$

",虹鳟!

5d%D$$B#<#

",

团头鲂!

?8BB!$&%<$

",斑马鱼!

57$#%D!%<#

",罗非

鱼!

5SI!$BDF<#

",非洲爪蟾!

/U%%##$##!"<#

",北

草蜥!

5['$D!""<#

",中华鳖!

5?/&!B&B<#

",鸡

!

55H!!&$#<##

",绿头鸭!

/U

1

%%#$&""%!<#

",合浦

珠母贝!

?7%##%D#<#

",紫贻贝!

5\BD#DB!<#

",栉孔

扇贝!

Ĝ !DD%B%<#

"的同源性分别为
&E]

'

BB]

'

BD]

'

B$]

'

"&]

'

"F]

'

"E]

'

"#]

'

D&]

'

DB]

'

DB]

'

DD]

和
DF]

(结果表明'本试验克隆的
!"&

#$%"%

基因与其他物种的
#$%"%

基因同源性较

高'具有很高的保守性(

使用
c?W5F

软件'以邻位相接法!

/39

Q

1Y(*

'(9+9+

Q

'

/C'

"构建不同物种的
#$%"%

基因序列系

统进化树'结果如图
E

所示(由图
E

可知'花斑裸鲤

与其他同属于硬骨鱼类的鱼聚成一支'其中与鲫鱼

的遗传距离最近(进化树的形态结果与传统分类学

结果具有较高的一致性'进一步说明了克隆的基因

是花斑裸鲤
!"#$%"%

基因(

4
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节点上数据表示
#%%%

次重复的支持率'比例尺表示每千碱基的替换数目

/)MY3*4,0013+(@34@3+(03013Y((040*,

L

:,-)34(.#%%%*3

L

-9>,034<=>,-3*3

L

*343+04013+)MY3*(.4)Y4090)09(+4

L

3*#%%%Y,434

图
E

!

基于
#$%"%

基因的相关物种进化分析

79

Q

<E

!

?:(-)09(+,*

;

,+,-

;

494(.*3-,03@4

L

3>934Y,43@(+#$%"%

$<!

!

正常状态下
!"#$%"%

在花斑裸鲤各组织的

表达

通过
T3,-C09M3UST

检 测 正 常 状 态 下
!"&

#$%"%

在花斑裸鲤各个组织的表达量'结果见图
!

(

图柱上标注不同小写字母者表示差异显著!

%

$

%<%F

"

G9..3*3+0-(23*>,43-3003*49+@9>,0349

Q

+9.9>,+0@9..3*3+>3

!

%

$

%<%F

"

图
!

!

正常状态下
!"#$%"%

在花斑裸鲤

不同组织的
MT/5

表达

79

Q

<!

!

5+,-

;

494(.MT/53b

L

*3449(+-3:3-(.!"#$%"%9+

@9..3*3+00944)34(.!

9

2.(-

9=

108"->)(.0

!!

由图
!

可以看出'

!"#$%"%

基因在花斑裸鲤肝

脏,肾脏,脑和鳃组织中均有表达'其中在鳃组织中

表达量最高'显著高于其他组织!

%

$

%<%F

"'其次是

肝脏'显著高于肾脏和脑!

%

$

%<%F

"'而在肾脏和脑

中表达不显著!

%

%

%<%F

"(

$<F

!

S)

$N胁迫下
!"#$%"%

在花斑裸鲤各组织的

表达

$<F<#

!

MT/5

水平的表达
!

通过
T3,-C09M3UST

检测
S)

$N胁迫下
!"#$%"%MT/5

在花斑裸鲤肝

脏,鳃,肾脏和脑组织中的表达'结果见图
F

(由图

F

可以看出'在
S)

$N胁迫
!B1

内花斑裸鲤肝脏和鳃

组织中
!"#$%"%MT/5

的表达水平总体均表现

为先升后降的趋势'在
$!1

时表达量最大'显著大

于其他时段!

%

$

%<%F

"'

#$1

和
!B1

时鳃组织的

!"#$%"%MT/5

表达量明显高于肝脏'

$!1

肝脏

!"#$%"%MT/5

表达量明显高于鳃组织)花斑裸

鲤肾脏中
!"#$%"%MT/5

表达量也呈先上升后

下降的趋势'在
%

(

#$1

内表达较为平稳'在
$!1

时

表达量达到最大值后下降)脑组织中
!"#$%"%

MT/5

表达量在
!B1

内表现出持续升高的趋势'

$!

1

时的表达量显著高于
%

和
#$1

'

!B1

时的表达量

显著高于其他时间(

5

第
#

期 栗瑞红'等#花斑裸鲤
!"#$%"%

基因的克隆及其对重金属
S)

$N胁迫的应答



同一组织不同胁迫时间相比'图柱上标不同小写字母表示差异显著!

%

$

%<%F

"(下同

G9..3*3+0-(23*>,43-3003*49+@9>,0349

Q

+9.9>,+0@9..3*3+>3,M(+

Q

@9..3*3+040*34409M349+4,M30944)3

!

%

$

%<%F

"

<[134,M3Y3-(2

图
F

!

S)

$N胁迫下
!"#$%"%

在花斑裸鲤不同组织的
MT/5

水平表达

79

Q

<F

!

?b

L

*3449(+(.!"#$%"%MT/59+@9..3*3+00944)34(.!

9

2.(-

9=

108"->)(.0)+@3*S)

$N

40*344

$<F<$

!

蛋白水平的表达
!

由图
D

可以看出'在
%<%#

M

Q

$

VS)

$N胁迫
!B1

内'花斑裸鲤肝脏和鳃组织中

W3X=U"%

蛋白表达水平总体呈先上升后下降的趋

势'在
$!1

时表达量最大'显著大于其他时段的表

达量!

%

$

%<%F

"'

#$1

时鳃组织的表达量约为肝脏

的
#<!

倍'而
$!1

时肝脏的表达量约为鳃组织的

#<$

倍(

图
D

!

S)

$N胁迫下
!"#$%"%

在花斑裸鲤不同

组织的蛋白水平表达

79

Q

<D

!

?b

L

*3449(+(.W3X=U"%

L

*(039+9+@9..3*3+0

0944)34(.!

9

2.(-

9=

108"->)(.0)+@3*S)

$N

3b

L

(4)*3

E

!

讨
!

论

X=U"%

是一类有机体在受到高温刺激时大量

表达的蛋白(研究表明'不仅温度可以诱导热休克

蛋白的表达'其他一些应激条件!酸碱环境,缺氧,金

属离子和稠环芳烃有机物"也可诱导热休克蛋白合

成增加(作为热休克蛋白家族一员'

X=U"%

可以帮

助蛋白质正确折叠,组装,运输'同时还有调节和修

复损伤蛋白以及降解变性蛋白的功能%

#FC#D

&

'可以使

动物迅速适应环境的变化'保护机体少受损害'此外

X=U"%

还有恢复变性蛋白和清除永久变性蛋白的

作用(

本试验克隆得到花斑裸鲤
!"#$%"%

基因'经

过氨 基 酸 序 列 分 析 发 现'

W3X=U"%

蛋 白 含 有

X=U"%

家族的
$

个特征序列#

IGVW[[\=

!

##O#B

位氨基酸"和
I7GVWWW[7GA=IV

!

#&&O$#$

位氨

基酸"(在鱼类
X=U"%

家族中'诱导型
X=U"%

中

WWaU

四肽序列在多数情况下只出现一次%

#"

&

(本

试验克隆得到的花斑裸鲤
W3X=U"%

在靠近
S

端只

有一个
WWcU

四肽序列'表明花斑裸鲤
W3X=U"%

可能是诱导型
X=U"%

蛋白(与所有真核生物一样'

W3X=U"%

在
S

末端也具有高度保守的细胞质特异

性调控基序
??AG

%

#BC#&

&

(

同源性分析表明'花斑裸鲤
!"#$%"%

与其他

鱼类的同源性达到
"&]

以上'其中与鲫鱼的同源性

最高'达到
&E]

(花斑裸鲤
!"#$%"%

系统树分析

将花斑裸鲤与鲫鱼,虹鳟,团头鲂聚在一个鱼类的分

支上'这与牙鲆
#$%"%

%

$%

&

,团头鲂
#$%"%

%

$#

&以及

鲢鱼,草鱼和尼罗罗非鱼%

$$

&的分类结果一致'也与

传统分类学分类结果一致(

T3,-C09M3UST

检测发现'

!"#$%"%

基因在肝

脏,肾脏,脑和鳃组织中均有表达'尤其在鳃中表达

量显著高于其他组织!

%

$

%<%F

"'其次是肝脏'在脑

和肾脏中表达不显著!

%

%

%<%F

"(这与淞江鲈%

$E

&和

草鱼%

$!

&

#$%"%

的表达模式相似(也有研究表明'

正常情况下黄颡鱼
#$%"%

在肝,头,肾,鳃和脑中

均有表达'但表达量在鳃中最高%

$F

&

(主要原因可能

是'在水生动物中鳃组织是较先也是直接与水环境

接触的'因此鳃组织比其他组织对水环境的改变更

6
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敏感(

通过
T3,-C09M3UST

'对
S)

$N胁迫下不同时间

花斑裸鲤
!"#$%"%

在肝脏,鳃,肾和脑组织中的

MT/5

表达水平的研究结果显示#在
!B1

内'花斑

裸鲤肝脏,肾脏和鳃组织中
!"#$%"%MT/5

表达

量均呈现出先升高后下降的趋势'在
$!1

达到最大

值)而脑组织在
!B1

内则表现出持续升高的趋势(

这与对栉孔扇贝%

$D

&

,白云邓氏鱼%

$"

&

,草鱼%

$B

&的研究

结果基本一致(

用
?VI=5

法测定了
S)

$N胁迫下
W3X=U"%

蛋

白在花斑裸鲤肝脏和鳃组织中的表达水平'结果发

现'重金属
S)

$N 胁迫下花斑裸鲤肝脏和鳃组织中

W3X=U"%

的表达量均呈先上升后下降的趋势'在

$!1

达到最大值'这与对白云邓氏鱼%

$"

&

,鲤鱼%

$&

&的

研究结果相似(

本研究结果表明'花斑裸鲤在重金属
S)

$N胁迫

下肝脏和鳃组织中
!"#$%"%MT/5

水平的表达

与蛋白水平的表达趋势基本一致'均为先上升后下

降'且在
#$1

时
!"#$%"% MT/5

水平和
W3C

X=U"%

蛋白水平的表达量均为鳃组织高于肝脏'而

到
$!1

时则相反(形成该结果的主要原因是'鳃作

为鱼类的呼吸器官'也是鱼类摄取生长所需物质的

器官之一%

E%

&

'对外界应激的应答比较敏感%

E#CEE

&

'因

此在
S)

$N胁迫前期'花斑裸鲤鳃组织中
!"#$%"%

MT/5

水平和蛋白水平的表达量均高于肝脏)而作

为生物体必需元素之一的铜'在达到鱼类生长需要

量之前并未显著诱导
X=U"%

表达%

E!

&

'但当
S)

$N摄

入量远大于吸收量和排出量时'

S)

$N就会在主要的

解毒器官肝脏内富集'此时
X=U"%

作为分子伴侣'

会与热休克因子!

X=7

"分离后再与变性蛋白结合'

X=U"%

所释放的
X=7

在蛋白激酶或丝氨酸苏氨酸

激酶的作用下磷酸化'形成激活状态的
X=7

三聚体

转入核内'与
X=U"%

热休克反应元件!

X=?

"结合实

现进一步激酶磷酸化'启动
#$%"%

基因的表达'从

而诱导肝脏内
!"#$%"%

的表达水平升高%

EFCE"

&

(随

着
S)

$N胁迫时间的延长'当
X=U"%

积累到一定程

度时又会和
X=?

分离而与
X=7

结合'此时转录停

止'从而实现反馈抑制热休克反应%

EB

&

'因此在
!B1

时'

!"#$%"%

在花斑裸鲤肝脏和鳃组织中的表达量

均有所下降(

综上所述'花斑裸鲤在重金属
S)

$N胁迫下各个

组织中
!"#$%"%MT/5

水平与蛋白水平的表达

表现出一定的规律性和相关性'但其应答模式的调

控机理还需进一步研究(本研究克隆了花斑裸鲤

!"#$%"%>G/5

全长序列'明确了其生物信息学特

征'以及正常和
S)

$N胁迫下
!"#$%"%

在不同组织

中的
MT/5

和蛋白水平的表达量'有助于更加深入

理解
W3X=U"%

作为分子伴侣的应激应答模式'为

天然水体环境污染的早期预警,生物标记物的筛选,

应激应答模式研究以及花斑裸鲤的保护等提供一定

的理论依据(
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