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Abstract　In order to elucidate the molecular mechanisms of the oyster ( Crassost rea ariakensis) against adverse stimulat2
ing factors , we cloned and sequenced a partial cDNA encoding a 70 kDa heat shock cognate protein ( Hsc70) from the oys2
ter. The live oysters were obtained from Chengcun , Yangxi County , Guangdong Province , China. Various tissues , in2
cluding mantle , gills , adductor muscle , heart and blood cells , were respectively collected from 5 untreated live oysters or
treated ones at 36℃for 115 hours , and immediately frozen in liquid nitrogen except for the blood cells which were sus2
pended with Trizol Reagent after centrifugation (12 000 r/ min for 30 s) and stored at - 20℃. Total RNA was isolated
using Trizol Reagent according to the manufacture’s instructions. The first strand cDNA was synthesized using reverse
transcriptase Superscript Ⅱaccording to the manufacture’s instructions. The primers were designed from a conserved re2
gion of C. gigas Hsc70 cDNA sequence ( GeneBank accession No. AF144646) . The polymerase chain reaction ( PCR)
was performed for 30 cycles with denaturation at 94℃for 30 s , annealing at 49℃for 40 s , and elongation at 72℃for 30
s. The product was cloned to p GEM2T easy vector and sequenced. It is 509 base pairs (bp) and possesses 94 % identity
with the cDNA encoding C. gigas Hsc70 using Blastn. This homology was strongly confirmed by amino acid sequence
comparison using the Blastx (99 %) . The 509 bp fragment was labeled withα232pdCTP and a random primer DNA label2
ing kit and employed as a probe to perform Southern blotting , the result demonstrated that the cDNA came from a partial
mRNA transcript of C. ariakensis genomic DNA gene. The polymerase chain reaction ( PCR) was carried out to investi2
gate the expression of Hsc70 , Using the cDNAs of several tissues , such as gills (heat shocked) , mantle , adductor muscle
(heat shocked) , heart , blood cells (one sample with heat shock for 115 hours at 36℃and another without any stimulus) .
The PCR results revealed that Hsc70 transcripts could be detected in all the tissues analyzed and greatly increased in the
tissues with heat shock. The results showed that the Hsc70 is ubiquitously and constitutively expressed but can be stimu2
lated by heat shock. All the facts above firmly established that the cloned cDNA fragment was a part of the cDNA encod2
ing a Hsc70 protein in the oyster C. ariakensis [ Acta Zoologica S inica 49 (5) : 708 - 712 , 2003 ] .
Key words　Oyster ( Crassost rea ariakensis) , Hsc70 gene , cDNA sequence , Southern blotting , RT2PCR
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　　Hsc70 (70 kDa heat shock cognate) 蛋白是 70

kDa热休克蛋白家族的成员之一 , 存在于所有原核

及真核生物细胞中 , 在正常情况下就有表达 , 但在

环境胁迫因子 (如高温、重金属和微生物感染等

等) 的刺激下 , 其表达量显著增加 ( Kiang et al . ,

1998) 。Hsc70蛋白作为分子伴侣在蛋白质拆叠形

成正确的空间构象以及在变性蛋白质复性和清除细

胞内永久变性蛋白中起着十分重要的作用 , 在蛋白

质运输和抗感染中也发挥了关键作用 ( Kiang et

al . , 1998 ; Healy et al . , 1992 ; Drew et al . ,

2001) 。因此 , 它是生物体抗逆和抗感染的重要分

子。关于牡蛎热休克蛋白的报道 , 迄今为止 , 仅见

几篇论文报道 ( Clegg et al . , 1998 ; Courdon et

al . , 2000 ; Rathinam et al . , 2000 ; Shamseldin et

al . , 1997 ; Tirard et al . , 1995) , 这些研究已初步

表明热休克能诱导牡蛎产生抗逆性并与热休克蛋白

的高表达密切相关 , 这在离体和活体研究中都得到

了证实。近两年才见到太平洋长牡蛎 ( Crassost rea

gigas) 、美洲牡蛎 (又称美国东部牡蛎) ( C. vi r2
ginica) 和欧洲扁牡蛎 ( Ost rea edulis ) 的 70 kDa

热休克蛋白基因序列的报道 ( Courdon et al . ,

2000 ; Rathinam et al . , 2000) 。由此可见牡蛎热休

克蛋白的研究尚十分薄弱 , 涉及基因的研究就更

少。近江牡蛎 ( Crassost rea ariakensis ) 是我国特

有的重要经济贝类 , 在南方诸省大规模养殖 , 近年

来每年都发生严重死亡事件。研究与抗逆和抗感染

密切相关的 Hsc70蛋白基因 , 无疑对进一步研究和

控制近江牡蛎大量死亡事件的发生和保障牡蛎养殖

业的健康发展有十分重要的意义。本文首次报道了

近江牡蛎 Hsc70蛋白基因的部分 cDNA序列。

1　材料与方法

111　取材

实验材料为鲜活近江牡蛎 , 取自广东省阳西县

程村 , 系人工吊养的 2龄贝。从海上采得近江牡蛎

后 , 快速取下小块外套膜、鳃、消化腺、闭壳肌和

整个心脏 , 分别装于冻存管 , 置液氮中冻存。将

20只鲜活牡蛎在 4～5 h内运回实验室暂养 , 连续

充气 ; 24 h后 , 用一次性注射器吸取 5只活牡蛎血

淋巴液 , 离心 ( 12 000 r/ min , 30 s) 后弃上清 ,

立即加入 1 ml TRizol Reagent ( Gibco 公司) 重悬

沉淀 (血细胞 ) , 可继续提取 RNA , 亦可暂放

- 20℃。选 5 只活牡蛎进行热休克处理 (水温从

21℃升至 36℃115 h) , 然后按上述方法取材。

112　RNA的提取

11211　血细胞 RNA 的提取 　用注射器反复吸打

TRizol Reagent 重悬的血细胞溶液至无可见小粒为

止 , 后面的步骤按 TRizol 产品说明进行。电泳分

析 RNA质量。

11212　各组织 RNA 的提取 　将液氮冻存的小块

组织放入适量的 TRizol 中 , 用匀浆机匀浆至无可

见小粒为止。继后的操作按 TRizol产品说明进行。

电泳分析 RNA质量。

11213　RNA定量　用 PU8800紫外可见分光光度

计 ( Philips) 测量 A260和 A280并计算浓度 , 要求

A260/ A280 = 118～210。

113　第一链 cD NA的合成

按照逆转录酶 Superscript Ⅱ ( Gibco 公司) 的

操作说明进行。

114　引物设计

根据 GenBank中太平洋长牡蛎 Hsc70的 cDNA

序列 (等录号 AF144646) 与其它物种 HSP70 和

Hsc70序列比较 , 综合分析后 , 设计引物序列 : 上

游引物 5′GTGAAA GGGCAAA GA GG 3′, 下游引

物为 5′TGGTTGGTTGTCGGA GT 3′, PCR 产物

长度预期为 509 bp。

115 　多聚酶链反应 ( Polymerase chain reaction ,

PCR )

50μl PCR反应体系含 32175μl 灭菌双蒸水 ,

10×buffer 5μl , 215 mmol/ L 4 ×dN TPs ( Takara

公司 ) 混合液 4 μl , 20 mmol/ L MgCl2 4 μl ,

10μmol/ L 上、下游引物各 1μl , cDNA 2μl , 215

U Taq 多聚酶 ( Takara 公司) , 适量矿物油。在

PE480 ( PE公司 , 美国) 热循环仪上 , 按以下反

应条件进行 PCR 循环 : 94℃预变性 2 min , 94℃

30 s , 49℃40 s , 72℃30 s , 循环 30次 , 72℃延伸

10 min , 最后进入 4℃状态。

116　PCR产物的回收

用 112 %的琼脂糖凝胶电泳 PCR 产物 , 在紫

外灯下切下目标带 , 用胶回收试剂盒 ( Gibco 公

司) 回收产物 (按产品操作手册进行) 。

117　回收 PCR产物的克隆、筛选、测序和序列分

析

根据 p GEM 2T载体 ( Promega 公司) 的产品

说明操作 , 建立 10μl连接体系 , 于 4℃连接 16～

24 h。用连接产物转化 DH5α制作的感受态细胞 ,

通过蓝白斑筛选 , 挑取白色菌斑扩大培养 , 并按质

粒 DNA抽提试剂盒 ( Gibco公司) 操作说明抽提
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图 1　近江牡蛎 Hsc70蛋白基因 cDNA片段的扩增

Fig. 1 　Amplif ication of cDNA fragment of 70 kDa heat

shock cognated protein ( Hsc70) gene in C. a riakensis

M : DNA 分 子 量 标 准 ( DNA molecular weight marker )

1 : PCR扩增产物 ( Product of PCR amplification)

质粒 DNA , 用 EcoRⅠ ( Ta KaRa公司) 酶切鉴定。

将阳性克隆送上海博亚公司用通用引物双向测序

(AB I PRISMTM 377 全自动荧光测序仪) 。将测得

的 cDNA 序列及其翻译的氨基酸序列 , 用 BLAST

软件进行同源性比较和分析。

118　D NA的抽提和内切酶消化

取冻存于 - 80℃的近江牡蛎和翡翠贻贝

( M ytil us sm aragdinus) (用作 Southern 杂交的对

照) 鳃组织 , 用灭菌手术剪剪碎材料 , 放入 115

ml 小离心管中 , 用基因组 DNA抽提试剂盒 (上海

生物工程公司) , 按操作说明进行。用 EcoRⅠ酶切

20μg DNA 10 h (37℃) 。

119　Southern杂交分析

用随机引物 DNA 标记试剂盒 ( Gibco 公司)

和α232pdCTP (北京亚辉生物医学工程公司)标记

图 2　近江牡蛎 Hsc70 cDNA片段的核苷酸序列和推导的氨基酸顺序

Fig. 2 　Nucleotide and deduced amino acid sequences of Hsc70 cDNA fragment in C. a riakensis

方框内字母代表与太平洋长牡蛎 Hsc70不同的氨基酸 ( The different amino acid is in a box compared with that of C. gigas Hsc70)
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从已测序的重组质粒上切下的克隆片段作为探针 ,

与未经酶消化的近江牡蛎基因组 DNA和翡翠贻贝

基因组 DNA以及经 EcoRⅠ消化的近江牡蛎基因组

DNA产物杂交 , 参照 Sambrook et al . (1989) 所

述方法进行。

2　结　果

211　近江牡蛎 Hsc70蛋白基因 PCR扩增的 cD NA

片段及胶回收

用特异引物进行 PCR扩增 , 经电泳分析发现

在 500 bp 处有一条明亮的扩增带 (图 1) , 与预期

接近。将该条带用前述方法回收 , 贮于 - 20℃作后

续研究。

212　PCR扩增的 cD NA片段的核苷酸序列及推导

的氨基酸顺序

将凝胶回收的 PCR片段克隆于 p GEM 2T easy

vector中 , 用通用引物测序后 , 发现该片段长度为

509 bp , 与预期长度一致。核苷酸序列和推导的氨

基酸顺序见图 2。

213　Southern 杂交分析

为了证实 PCR扩增的上述 509 bp 的 cDNA片

段确系近江牡蛎基因组基因的表达产物 , 用随机引

物 DNA标记试剂盒标记自重组质粒上切下的克隆

片段作为探针 , 对近江牡蛎基因组 DNA (等量分

成两份 , 一份用 EcoRⅠ酶切 , 另一份不酶切) 和

翡翠贻贝的基因组 DNA (不酶切) 进行 Southern

杂交分析 , 结果见图 3。该结果显示没有酶切的近

江牡蛎基因组 DNA 和用 EcoR Ⅰ酶切的产物都得

到了一条杂交带 , 而翡翠贻贝的基因组 DNA中无

杂交信号。由此证明 , 先前 PCR扩增片段确系近

江牡蛎的基因表达产物 , 而非假阳性。也表明该段

PCR产物作为杂交探针在不同亲缘关系贝种的个

体中无交叉反应信号 , 具有显著特异性。

214　Hsc70在不同组织中表达的 RT2PCR检测

近江牡蛎未经热休克的外套膜、心脏和血细胞

以及经热休克的鳃、闭壳肌和血细胞的 RT2PCR

结果见图 4 , 这说明该 Hsc70基因在未经热休克的

近江牡蛎不同组织器官中都表达 , 是一种组成性成

分 , 但经热休克后 , 表达量显著上升。

3　讨　论

对本次获得的 cDNA序列以及推导的氨基酸顺

序采用Blast 程序与 GenBank和 Swiss2 Prot/ TrEM2
BL 数据库进行同源性搜索 , 结果发现 : 该 cDNA

序列与太平洋长牡蛎 Hsc70的 cDNA序列 (登录号

AF144646) 的同源性高达 94 % , 在 509 bp 中 , 仅

26个脱氧核苷酸发生替换 , 其中以 c与 t 间的转换

为主 (14次) , 其次为 a与 g间的转换 (9次) , 而

图 3　用克隆的 cDNA片段作标记探针对近江牡蛎

基因组 DNA进行 Southern杂交的结果

Fig. 3 　Southern blotting of C. a riakensis genomic

DNA probed with the labeled cDNA fragment cloned

1 : 翡翠贻贝基因组 DNA ( M . smaragdi nus genomic DNA) 　

2 : 近江牡蛎基因组 DNA ( C. ariakensis genomic DNA) 　3 :

EcoRⅠ酶切的近江牡蛎基因组 DNA ( C. ariakensis genomic

DNA digested by EcoRⅠ)

图 4　Hsc70基因在经或未经热诱导的近江牡蛎

的不同器官组织中表达的 RT2PCR分析

Fig. 4 　Expression of Hsc70 gene in various tissues of

C. a riakensis with or without heat shock with RT2PCR

1 : DNA分子量标准 (DNA molecular weight marker) 　2 : 热

休克的鳃 ( Gills with heat shock) 　3 : 未热休克的血细胞

(Blood cells without heat shock) 　4 : 未热休克的心脏 ( Heart

without heat shock) 　5 : 未热休克的外套膜 ( Mantle without

heat shock) 　6 : 热休克的血细胞 (Blood cells with heat shock)

7 : 热休克的闭壳肌 (Adductor muscle with heat shock)

嘌呤与嘧啶间的颠换仅 3次。氨基酸的同源性更高

(99 %) , 在推导的 169个氨基酸中 , 仅 1个氨基酸

不同 , 即推导序列第 90 位氨基酸为谷氨酸 ( E) ,

而太平洋长牡蛎为赖氨酸 ( K) (图 2) 。与欧洲扁
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牡 蛎 ( O . edulis ) Hsc70 基 因 ( 登 录 号 :

AJ 305316) 的同源性高达 93 % , 氨基酸的同源性

也高达 96 %。然而 , 该 cDNA 序列与美国东部牡

蛎的 Hsp70基因的 cDNA序列 (登录号 AJ 271444)

的同源性仅为 7415 % , 显著低于与前两种牡蛎

Hsc70基因 cDNA的同源性。这说明所克隆的 cD2
NA片段为 Hsc70蛋白基因的部分 cDNA。

Hsc70基因具有两个特点 , 即在正常情况下各

器官中就表达 , 而受热休克后 , 表达量显著上升。

通过 RT2PCR 检测所克隆基因在受热休克或未经

热休克的近江牡蛎不同器官中的表达情况 , 可进一

步证明所克隆的 cDNA为 Hsc70基因的表达产物。

RT2PCR结果显示该基因在未经热休克的近江牡蛎

不同组织器官中都表达 , 并且受热诱导后表达量显

著上升 , 这一性质符合 Hsc70基因的特点 , 进一步

证明该 cDNA 片段是 Hsc70 基因的表达产物。同

时 , Southern杂交证实该 cDNA克隆来自近江牡蛎

而非别的物种的基因组基因的表达产物。因此 , 所

克隆的 cDNA片段无疑是近江牡蛎 Hsc70蛋白基因

的 cDNA。
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