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摘要! 13 K2 的热激蛋白#+*O13$具有细胞内分子伴侣和细胞外免疫调节功能!是受到热激"

重金属"干旱"疾病"寄生虫感染等条件胁迫后产生的诱导蛋白% 本实验利用同源克隆法!获得

厚壳贻贝 >B413 基因 4 133 HU 的核心序列!J'&*M比对和系统进化分析显示!该序列与已知

的双壳贝类相应分子高度同源!其中与紫贻贝 >B413 基因相似性高达 08G!在进化树中两者

位于同一分支% /1 Q热激后!厚壳贻贝肝胰腺和鳃中 >B413 基因的表达快速上调!2 A 即达

到对照组 /3 倍!随后持续上升!肝胰腺中最高表达量达到对照组 433 倍!说明厚壳贻贝 +*O13

分子为典型的热诱导蛋白% 鉴于大肠杆菌及枯草芽孢杆菌是水体中常见微生物!进一步利用

实时荧光定量 O-$技术检测上述两种细菌感染后!>B413 基因在厚壳贻贝鳃和肝胰腺中的表

达水平!结果显示!两种细菌均可引起厚壳贻贝鳃和肝胰腺的 >B413 基因表达上升!但大肠杆

菌诱导效应显著!: A 时表达量达到最高!鳃为对照组的 9 倍!肝胰腺为 915 倍!随后逐渐下降!

到 9: A 已恢复到原始水平'枯草芽孢杆菌刺激后!肝胰腺组织中最高表达量在刺激后 8 A 约为

对照组 215 倍!与注射 OJ*的效果相差不大!鳃组织的响应较肝胰腺组织明显!表达量缓慢升

高!: A 达到最高!为对照组 9 倍!随后迅速下降!直至生理水平% 研究表明!厚壳贻贝 +*O13

分子在调节环境胁迫及宿主免疫防御中具有重要功能%

关键词! 厚壳贻贝' 热激蛋白 +*O13' 热休克' 大肠杆菌' 枯草芽孢杆菌

中图分类号! L1:8' *08:1/66666666 文献标志码&&

66热休克蛋白 # AB;=?A/8K U@/=B<>"+*O$是生

物体抵御环境胁迫的有效因子之一
(4)

"其中

+*O13 为热休克蛋白家族中进化上最为保守的

一类"包括 +*O13&*+*O13J*I$O1: #葡萄糖调

节蛋白"N028/?B@BN20;=BD U@/=B<>$和 +*-13 #热

激同源蛋白"AB;=?A/8K 8/N>;=B$等 9 类分子"在

生物体中充当分子伴侣的角色"起到稳定和复

性变性蛋白
(2)

*调节蛋白质折叠和运输
(/)

*使热

激因子 # AB;=?A/8K 7;8=/@"+*($处于非活动状

态
(9)

*调节细胞凋亡以及协助细胞增殖
(5)

等功

能"被称为应对环境胁迫的经典反应蛋白"其含

量高低对生物机体的损伤程度具有一定的指示

作用+

厚壳贻贝 #=$1-(*)3&0*)3*)$俗称青口*海

红"隶属 于瓣鳃 纲 # ';:B00<H@;>8A<;$ *贻 贝 目

#S3=<0/<D;$ * 贻 贝 科 # S3=<0<D;B$ * 贻 贝 属

#=$1-(*)$ "在我国分布广泛"向北延伸至辽宁大

连"向南延伸至云南"其中以浙江沿海产量最

高"已发展为当地重要的养殖贝类品种
(8)

+ 但

近年来"随着沿海城市工业化进程的加速"海洋

污染日趋严重
(1)

"使厚壳贻贝繁殖的周边海域

水质*环境因子持续恶化"生境污染加剧+ 厚壳

贻贝作为一种典型的潮间带生物"由于其对环

境污染物 #如病原微生物*重金属等 $具有很强

的耐受性和积累作用"且有研究表明该种贝类

体内某些分子对污染物反应灵敏"因此常被用

作环境指示生物来监测海区环境的变化
(8)

+ 大

肠杆菌 #;)37+0-37-. 3&(-$为一种普遍存在于生
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物体肠道*土壤*水体中的革兰氏阴性菌"在水

体中的含量直接影响了水生生物的生长及卫生

情况"只有其在养殖水域中含量少于 49 个5433

:'的养殖贝类才能直接进入市场
(:)

+ 枯草芽

孢杆菌 #L.3-((*))*#1-(-)$是水体中另一优势菌

种"为典型的革兰氏阳性菌"其分布范围与大肠

杆菌相似"但具有净化水体的作用"能分解有机

物"促进优良单细胞藻类的生长"分泌生长调节

因子"刺激贝类产生免疫反应等功能
(0)

+ 因此"

为研究两种水体常见菌对厚壳贻贝机体免疫防

御的影响"本实验克隆厚壳贻贝 >B413 基因"并

以其鳃和肝胰腺中 +*O13 为分子标记"监测大

肠杆菌和枯草芽孢杆菌刺激下 >B413 基因的表

达情况"以期为厚壳贻贝的大规模健康养殖及

正确运用其 +*O13 分子作为环境污染预警分子

提供指导+

46材料与方法

$%$&实验材料

实验用厚壳贻贝壳长 0 <42 8:"壳宽 9 <8

8:"于 234/ 年 43 月购自于浙江省舟山市水产品

市场"于 25 Q洁净海水中暂养一周"每天换新鲜

海水"定期投喂微绿球藻 #I.%%&37(&0-)&3*(.1.$

和小球藻#!7(&0+((. /*('.0-)$+ 实验所用大肠杆

菌和枯草芽孢杆菌为本实验室保存菌种+

$%'&实验方法

实验样品的处理66

热激实验!以 /1 Q热激厚壳贻贝 4 A"分别于

处理后第 3*2*9*8*:*42*29*9: A 采集厚壳贻贝

#每个时间点随机取 / 只 $肝胰腺及鳃组织各

53 <433 :N"用于提取总 $%&+

菌感染实验!试验用大肠杆菌及枯草芽孢杆

菌分别接种于'J培养基中"/1 Q培养 9 A#"4>

319 <318$"5 333 @5:<> 离心 5 :<> 收集菌体"分

别重悬于灭菌的 OJ*# U+ 119 $"调菌浓度至

"4

833

>319"取菌液 433

"

'"从实验贻贝后闭壳

肌注射"分别于感染后 3*2*9*8*:*42*29*9: A 采

集贻贝的肝胰腺和鳃组织各 53 <433 :N"用于提

取总 $%&+

总 $%&的提取及 84%&的合成66总 $%&

提取按 M;F;$;公司的 M@<\/0M/=;0$%&提取试

剂盒推荐方法进行"产物以 415G非变性琼脂糖

电泳检测"并置于紫外分光光度计 #J</9$;D"

#*&$下检测其 &

283

5&

2:3

值+ 以 S9S'. $M;?B

84%& *3>=AB?<?F<=试剂盒 #反转录试剂盒"

M;F;$;公司$对所提取的 $%&进行反转录"获

得相应 84%&+

厚壳贻贝 +*O13 基因克隆66根据已知双

壳类紫贻贝#=$1-(*)'.((&60&/-%3-.(-)"&[:848:91

4$*栉孔扇贝 #!7(.,$)M.00+0"&[238:1414 $*文

蛤 #=+0+10-9,+0+10-9"+L25819:14 $*翡翠贻贝

#4+0%. /-0-A-)"4L0::/2:14$*长牡蛎#!0.))&)10+.

'-'.)" &(4998981 4 $* 缢 蛏 # B-%&%&/.3*(.

3&%)10-31."!(19:1/314 $ 的 +*O13 基因序列"以

O@<:B@513 软件"设计得到兼并性引物 +*O139(*

+*O139$#表 4$"以厚壳贻贝肝胰腺 84%&为模

板"扩增 +*O13 分子"23

"

'扩增反应体系!43 A

H277B@2

"

'" D%MO?319

"

'"+*O139(31:

"

'"

+*O139$31:

"

'"DD+

2

"4/

"

'"M;T 酶#M;F;$;$

319

"

'"模板 84%& 318

"

'+ O-$扩增条件!05

Q预变性 9 :<>"09 Q变性 4 :<>"58 Q退火/3 ?"

12 Q延伸 83 ?"循环 /5 次%最后 12 Q延伸 43

:<>+ 以 4'2333 S;@KB@为标记"415G琼脂糖电

泳检测 O-$产物"选取与预期大小一致的约 4133

HU 的条带"用琼脂糖胶纯化试剂盒#天根生化科

技有限公司$纯化后"送上海英潍捷基生物公司

测序+

厚壳贻贝 >B413 基因克隆序列分析66以

4%&?=;@113 将双向测序获得的 84%&序列进行

拼接"进一步以 J'&*M# A==U!

!

EEE1%8H<1%0:1

%<A1N/Y5J'&*M5$和 -02?=;0V 41: 进行序列比

对分析%通过 S,I& 512 软件"利用 %B<NAH/@9

!/<><>N 算法建立进化树"重复 4 333 次计算

J//=?=@;U 值"对厚壳贻贝 +*O13 分子进行系统进

化分析+

厚壳贻贝 >B413 基因表达实时荧光定量

O-$检测66根据 >B413 基因测序结果设计荧

光 定 量 O-$ 引 物 S8+*O139(* S8+*O139$

#表 4$ "以
!

D.31-% 为内参"分析大肠杆菌和枯草

芽孢杆菌感染条件下厚壳贻贝 >B413 基因表达

特征+ 实验所用模板根据 &

283

5&

2:3

值"按统一

标准稀释至一定浓度"23

"

'O-$扩增反应体

系!S8+*O139(*31:

"

'"S8+*O139$ 31:

"

'"

2 A*[J$

'

O@B:<P ,P M;T

MS

#

#M;F;$;$43

"

'"

84%&31:

"

'" DD+

2

" 118

"

'+ 采用两步法进

行扩增"即 05 Q预变性 4 :<>"05 Q变性 43 ?"

210



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

1 期 刘慧慧"等!热休克及菌胁迫对厚壳贻贝 >B413 基因表达的影响 66

85 Q延伸 95 ?"共 93 个循环"结束后"从 55 Q

缓慢升温到 05 Q"制备熔解曲线+ 每次反应都

设置阴性对照和无模板对照"每个反应 / 个

重复孔+

数据处理66>B413 基因的相对表达量按

O(&(('分析后"以 *<N:;O0/=4313 软件建立柱

状图"并以 *O**Y401313 进行单因子显著性差异

分析#">B9C;3 &%".&$和 1检验+

表 $&厚壳贻贝 ;<=QZ 基因克隆及

荧光定量所用的引物序列

?>@%$&.4159469L:9;A96734;<=QZ A<3;1;2 >;C

49><Y#159L:>;#1#1B9.!/1;>$4-,.%4.%

引物名称

U@<:B@>;:B

引物序列

U@<:B@?BT2B>8B?

+*O139( 5R9I&M[MFIIC&-+&-&M&[M--MI9/R

+*O139$ 5R9&-M--[M-S&$[M-[MM-MIMM9/R

S8+*O139( 5R9I&&&MMIM-MM&IM&IIMII&M-9/R

S8+*O139$ 5R9-&II-MIIMMIM-II&IM&&IM9/R

*

9;8=<>9( 5R9&MI&&&--&--M&-&&-&IM9/R

*

9;8=<>9$ 5R9M&I&---&--&&M--&I&-I9/R

26结果

'%$&厚壳贻贝 ;<=QZ 基因序列及分析

以反转录得到的肝胰腺 84%&为模板 #总

$%&浓度"&

283

5&

2:3

>41:/$"以兼并性引物扩增

得到约 4 133 HU 的特异性条带"与预期分子量大

小接近#图 4$"测序后通过 J'&*M比对发现"目

标基因与 5 种贝类的 >B413 基因相似性较高#表

2$"并与紫贻贝的 >B413 基因最为相近"相似度

达 08G"说明所得序列为厚壳贻贝 >B413 分子+

图 $&厚壳贻贝 ;<=QZ 扩增产物电泳图谱

012%$&?8929<9<9A#43=8349616=>##94;37

;<=QZ .!/=43C:A#1;>$4-,.%4.%

表 '&厚壳贻贝 ;<=QZ 基因序列 U[+V?结果

?>@%'&U[+V?37;<=QZ 1;>$4-,.%4.%

物种

?UB8<B?

基因类型

NB>/=3UB

基因长度5HU

NB>B0B>N=A

相似度5G

?<:<0;@<=3

序列号

?BT2B>8B>2:HB@

紫贻贝 =$1-(*)'.((&60&/-%3-.(-) +*O13 2 /08 08 &[:848:914

翡翠贻贝 4+0%. /-0-A-) +*O13 2 938 :/ 4L0::/2:14

文蛤 =+0+10-9,+0+10-9 +*O13 2 202 :3 +L25819:14

长牡蛎 !0.))&)10+. '-'.) +*-14 2 285 10 &J42238914

栉孔扇贝 !7(.,$)M.00+0- +*O13 2 51/ 1: &[238:1414

66选取来源不同的 >B413 基因序列"利用

S,I&512 构建进化树#图 2$"不同纲类的物种

分别成簇"说明在生物进化过程中"+*O13 分子的

基因变异较为明显+ 在软体动物分支中"厚壳贻

贝与紫贻贝首先聚在一起"再与其他双壳贝类聚

类+ 相对于哺乳动物*鸟类*鱼类等脊椎动物"贝

类 +*O13 与节肢动物具有更近的亲缘关系"上述

进化树所表现的进化关系与传统的分类方法一

致"亦说明本次实验获得序列为 +*O13 分子"与

J'&*M比对结果一致+

'%'&热激条件下厚壳贻贝;<=QZ 基因的表达分析

>B413 和内参
!

D.31-% 的扩增曲线均呈 &*'

形"复孔间扩增曲线重叠"指数区明显*基线平整"

阴性对照和无模板对照均无扩增"熔解曲线为单

一峰"扩增效率达 433G B5G"说明 $M9O-$反

应体系良好"无非特异性扩增"确保了相对定量结

果的准确性
(43)

+ 实验结果显示"厚壳贻贝肝胰腺

和鳃组织 >B413 基因表达在热刺激后呈明显上

升趋势"2 A 即为对照组的 /3 倍"并在随后 8 <

9: A内一直维持较高水平"其中肝胰腺组织

+*O13 表达受热诱导更明显"在 8 <29 A 超过对

照组 433 倍"鳃组织则在 8 <42 A 表现为较高水

平表达#图 /$+

/10
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图 '&厚壳贻贝 ;<=QZ 基因与其他物种之间的进化分析

012%'&.8"<329;9#1A#499C9=1A#1;2 #8949<>#13;681=37>&4-,.%4.%\V.QZ G1#83#8946=9A196

图 (&热激后厚壳贻贝肝胰腺和鳃组织内

;<=QZ 基因的表达分析

012%(&+;><"61637;<=QZ 9P=496613;1;89=>#3=>;A49>6

>;C21<<637>$4-,.%4.%>7#9489>#683AJ

'%(&菌感染后厚壳贻贝 ;<=QZ 基因的表达分析

菌感染条件下"肝胰腺和鳃组织中 >B413 基因

的表达均有一定的变化"但厚壳贻贝 >B413 基因针

对大肠杆菌的诱导效应明显"对枯草芽孢杆菌响应

较弱+ 大肠杆菌胁迫后">B413 基因表达呈明显的

时间依赖型效应!肝胰腺组织中">B413 基因表达量

随着时间的延长逐渐升高"到 : A时"达到最高"为对

照组的 9 倍%鳃组织中"其表达效应与肝胰腺类似"

但 : A的最高表达量略高于肝胰腺组织"约为对照组

的 915 倍"随后逐渐下降"到 9: A 已恢复到原始水

平+ 枯草芽孢杆菌刺激后"厚壳贻贝 >B413 基因的

表达量略有变化"肝胰腺组织中最高表达量在刺激

后 8 A"约为对照组 215 倍"与注射 OJ*的效果相差

不大%鳃组织的响应效果较肝胰腺组织明显"随着时

间延长表达量缓慢升高": A 达到最高"为对照组 9

倍"随后迅速下降"直至生理水平#图 5$+

图 ,&菌刺激实验中肝胰腺组织内

;<=QZ 基因的表达分析

&

"

'表示显著#4@3135$ "& D'表示极显著#4@3134$ "下同

012%,&+;><"616379P=496613;37;<=QZ 1;

89=>#3=>;A49>6>7#94@>A#941><1;79A#13;

MAB;?=B@<?K?;H/YB=ABH;@?@BU@B?B>=?=;=<?=<8;003 ?<N><7<8;>=

D<77B@B>8B?7@/:=AB8/>=@/0?;:U0B?"&

"

' ;=4@3135"& D' ;=

4@31341MAB?;:BHB0/E

910
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图 -&菌刺激实验中鳃组织内 ;<=QZ 基因的表达分析

012%-&+;><"616379P=496613;37;<=QZ 1;

21<<6>7#94@>A#941><1;79A#13;

/6讨论

(%$&厚壳贻贝 ;<=QZ 基因序列分析

热激蛋白 +*O13 具有细胞内分子伴侣和细

胞外免疫调节功能
(44)

"是受到热激*重金属*干

旱*疾病*寄生虫感染等条件胁迫后产生的诱导蛋

白"目前已有多种海洋经济贝类的 +*O13 被克隆

和研究"如海湾扇贝 #20'&6+31+% -00.A-.)$

(44)

*栉

孔扇贝
(42)

*紫贻贝
(4/)

*长牡蛎等"本实验用兼并

性引物扩增得到厚壳贻贝 +*O13 分子核心序列"

通过 J'&*M比对显示"该分子与其他双壳贝类

+*O13 分子高度相似"如与紫贻贝同源性高达

08G"与翡翠贻贝相似性为 :/G"因此认为所得

到的序列为厚壳贻贝 +*O13 分子+ 为了揭示其

系统发育地位"采用 %B<NAH/@9!/<><>N 方法构建

+*O13 分子的系统进化树"结果显示"厚壳贻贝与

紫贻贝首先聚在一个进化分支"进一步与翡翠贻

贝等其他的软体动物聚类"其所在的无脊椎动物

进化支与脊椎动物分支明显"该进化关系与传统

的分类方法一致+ +*O13 作为一种重要的胁迫诱

导蛋白"常被用作环境污染的指示标记物"其表达

水平在一定程度上可以有效地反映生物体受环境

毒物的损害程度"该特征在海洋双壳贝类中表现

明显
(44)

+ 本研究从厚壳贻贝中克隆出的该基因

核心序列"还有待于通过扩增基因全长确定其结

构特征"并找到调控位点"为进一步利用该基因评

估厚壳贻贝等海洋经济贝类的养殖水体污染状况

奠定基础+

(%'&热激条件下厚壳贻贝;<=QZ 基因的表达分析

+*O13 作为&分子伴侣'可结合细胞内变性

或新合成的异常蛋白"限制变性蛋白聚合或将其

修复"不能修复的将其降解"并重新激活某些酶的

活性"以维持细胞的功能和生存"抵抗某些环境因

素引起的细胞凋亡"延长细胞的存活
(2)

+ 多数生

物的 +*O13 分子在接近致死温度胁迫下"表达量

会上升"起到保护生物体维持生活力的作用"本实

验得到相似的结果"厚壳贻贝肝胰腺和鳃中的

+*O13 热激后表达上升明显#如图 /$": A 时达到

最高"随后缓慢下降"到实验结束时仍高于生理水

平"说明厚壳贻贝 +*O13 是受热诱导型热激蛋

白"因缺乏内含子序列
(49)

"当受到高温刺激时"其

:$%&不需要经过剪切拼接等加工过程优先表

达"与新生蛋白及受热诱导影响而伸展的蛋白结

合"防止它们产生聚合并催化上述蛋白重新折叠

成原来的状态
(45)

"以利于其及时发挥对机体#细

胞$的保护作用
(49)

"这也是生物热耐受的分子机

制之一+ 另外"在整个热应激过程中"诱导型

+*O13 :$%&的合成会显著增加"且诱导水平依

应激强度和持续时间的长短而异"但这种诱导表

达一般认为是短期的
(48)

"因此"本实验后期厚壳

贻贝 +*O13 表达亦逐渐下降"地中海贻贝在

/5 Q热激后"消化腺 +*O13 :$%&的含量亦呈

先升高后降低的模式"该特征可能与生物体获得

对高温的耐受力有关"此时应激已有所缓解
(41)

+

(%(&菌感染后厚壳贻贝 ;<=QZ 基因的表达分析

厚壳贻贝与其他海洋贝类一样"在其生活的

环境中存在大量不同种类的微生物及病原菌"但

这些微生物不一定会导致贝类感染或造成危害"

主要原因是贝类本身具有一套比较完善的防御系

统"能抵御外来病原菌的侵袭"热休克蛋白 +*O13

就是其中重要的免疫防御分子"其作为生物进化

过程中最为保守的蛋白之一"在真核生物和原核

生物中的同源性高达 53G"具有很强的免疫耐受

性"病原菌往往是 +*O13 分子重要的免疫反应靶

物质"同时该分子在维持细胞代谢平衡以及保护

机体免受病原体损伤中具有重要功能
(49)

+ 本研

究表明"大肠杆菌#革兰氏阴性菌$和枯草芽孢杆

菌#革兰氏阳性菌$刺激均能引起厚壳贻贝肝胰

腺和鳃 >B413 基因表达上升"说明厚壳贻贝

+*O13 是典型的诱导型蛋白"对细菌的入侵起到

重要的免疫防御作用"可能细菌进入生物机体后

释放了某些细胞毒素"促使胞内细胞因子合成与

分泌"产生变异蛋白或多肽链碎片"这些异常蛋白
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与厚壳贻贝细胞内游离的 +*O13 结合"诱导了细

胞内 >B413 基因的高效率表达
(4:)

+

厚壳贻贝 +*O13 对两种菌感染的响应具有

一定差别"大肠杆菌感染条件下"厚壳贻贝肝胰腺

和鳃中 >B413 基因表达量始终高于革兰氏阳性

菌,,,枯草芽孢杆菌的胁迫效应"尤其肝胰腺中

两者差别明显"说明大肠杆菌作为一种致病性微

生物"可能对厚壳贻贝具有更强的毒力效应"而枯

草芽孢杆菌作为一种水体净化剂"可以迅速分解

水环境中的有机物"促进硫化物和亚硝酸盐的氧

化"能有效地改善水体各项化学指标"起到改善水

质的作用
(40)

"由此推断枯草芽孢杆菌对胁迫效应

相对较弱"其胁迫过程中产生的 +*O13 分子表达

水平提高"一方面可能是注射时机械损伤引起的%

另一方面是当该菌以高浓度条件进入机体时"仍

可以引起厚壳贻贝机体的免疫应答+ 该结果提示

水产从业者"在使用枯草芽孢杆菌作为新型微生

态制剂修复水体时亦要注意投菌量"使其能有效

地改善养殖水体水质"保持养殖环境稳定"成为良

好的水体微生态调控剂+
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