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克氏原螯虾热休克蛋白 70 ku类似物基因的 cDNA分析
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摘要:根据已测序的克隆号 PCI246 基因序列设计 2 条引物, 用快速扩增 cDNA 末端技术扩

增克氏原螯虾(P rocambarus cl ar kii ) 70 ku 热休克蛋白同类物基因 cDNA 的 5'端片段和 3'端

片段,测序得到 1 184 bp 基因片段, 包含该基因的完整 3'端 , G enBank 登录号 AY357302, 与

GenBank 序列号 AB016836 家蚕( Bombyx mor i)的 70 ku 热休克蛋白同类物 mRNA 的部分

片段 83%同源。和果蝇( Drosophila melanogaster ) 的热休克蛋白同类物 3 的同源性最高

( GenBank 的登录号分别是 NP_727 563, NP_511 132, NP_727 564, NP_727 565) , 为 85%。
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热休克蛋白 ( H SP) 主要分为 H SP90 ( 83 ~ 90

ku) , H SP70( 66~ 78 ku) , HSP60 及小 HSP ( 15~ 39

ku)等 4个家族。H SP70 是 H SP 中最保守和最主要

的一类,在大多数生物中含量最多, 在细胞应激后最

为显著,对细胞损伤具有保护作用[ 1~ 3]。其生物学功

能主要有分子伴侣作用及提高细胞对应激原的耐受

能力。应用放线菌酮抑制 HSP70 的产生, 或向细胞

内注射 H SP70 抗体, 细胞产生耐受的能力明显下降。

且各种耐受现象之间具有交叉性, 即一种应激刺激

诱导细胞产生的 H SP70, 不仅是细胞对该刺激的耐

受性增加, 同时也增加了细胞对其它刺激的耐受

性[4]。另外 H SP70 还参与抗原的加工、递呈等。

Gross 等[5]用表达序列标签法( expressed requence

tag, EST )在太平洋白对虾( L itop enaeu vannamei)的血

淋巴细胞中发现了 HSP70 类似物。作者通过抑制性

差减杂 交 ( suppression subtr act ive hybr idization,

SSH )和 cDNA 芯片, 检测到克隆号 PCI246 的基因

在接种对虾白斑综合征病毒 ( w hite spo t syndrome

virus WSSV )的克氏原螯虾( P rocambarus clar k ii)中

的表达量是对照组的 2. 24 倍,且与 GenBank 序列号

AB016836 家蚕( Bombyx mor i )的 70 ku 热休克蛋白

同类物 mRNA 的部分片段 78%同源。鉴于 H SP70

在非特异免疫保护中的重要性, 作者采用快速扩增

cDNA 末端技术 ( r apid amplification of cDNA end,

RACE) ,对该基因进行了分析。

1 材料和方法

1. 1 总 RNA的提取
攻毒克氏原螯虾血淋巴的采集按文献[ 6]建立的

方法进行。用 T r iPure分离液( Roche公司产品, Cat.

No . 1667165)提取总 RNA,步骤按说明书进行。

1. 2 快速 cDNA 末端扩增

采用 Clontech 公司的 SMART T M RACE cDNA

Amplification K it ( Cat. No. K1811 1)扩增目的基因

的 5'端和 3'端。根据已测出的克隆号 PCI246 基因片

段序列分别设计引物如下:

3'RACE 引物: 5'- AGG ATG CAG AGG TGT

T TG CCG ATG AAG- 3'

5'RACE 引物: 5'- CAG TGC T CC CTG TAG

GTG GGG CAC C- 3'

3'RACE 按试剂盒说明进行。5 'RACE 使用

T aKaRa公司的 GC buffer 和 LATaq 酶, PCR 反应

体系如下: GC buffer 25 L , UPM 引物 ( SMART TM

RACE 试剂盒配 ) 5 L, 5 'RACE 引物 ( 10 mol/ L )

1 L , dNTP ( 10 mmo l/ L ) 1 L , 5'RACE 模板 2. 5

L , LAT aq酶 0. 5 L, 水 15 L。

PCR反应条件( M J RESEARCH INC PT 100TM

PCR仪) : 94  5 s, 68 10 s, 72  2 min。共进行 25

个循环。

扩增片段连 pMD18 T 载体( T aKaRa公司) , 导

入大肠杆菌( Escher ichia coli) DH 5 , 送上海中科开

瑞生物芯片科技股份有限公司进行测序。
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2 结果

克氏原螯虾 70 ku 热休克蛋白类似物的 cDNA

3'RACE扩增得到一条约 600 bp 左右的条带, 如图 1

所示。5'RACE 也得到一条约 1 100 bp 左右的条带,

如图 2 所示。

图 1 克氏原螯虾 70 ku 热休克蛋白同类物

cDNA 的 3'RACE电泳图

Fig. 1 Elect rophoresis of the 3'RACE of 70 ku

heat shock p rote in cognate cDNA of

crayfi sh

图 2 克氏原螯虾 70 ku热休克蛋白同类物 cDNA

的 5'RACE电泳图

Fig. 2 Elect roph ores is of the 5 'RACE of 70 ku

h eat sh ock pr otein cognate cDNA of cray

f ish

由于 5'RACE 扩增的片段是由一条 5'RACE 引

物扩出, 没有找到接头引物 (即 UPM 引物) , 因此只

得到克氏原螯虾 70 ku 热休克蛋白同类物的部分序

列, 包括其完整的 3 '端序列, G enBank 登录号为

AY357302,结果见图 3。

图 3 克氏原螯虾 70 ku热休克蛋白同类物的 cDNA 序列

Fig. 3 Sequen ce of the cDNA of 70 ku h eat shock protein cognate of crayf ish

克氏原螯虾 70 ku热休克蛋白同类物基因长 1 284 bp,在 NCBI上用 blast 软件进行同源性比较发现它和

家蚕(Bombyx mor i ) 70 ku 热休克蛋白同类物基因的部分片段的同源性最高, 为 83%。GenBank 给出的相应

氨基酸序列见图 4, 共编码 356 个氨基酸。在 NCBI上用 blastp 软件进行同源性比较发现它和果蝇( Dros oph

ila melanogaster )的热休克蛋白同类物 3 的同源性最高( GenBank 的登录号分别是 NP_727563, NP_511132,

NP_727564, NP_727565) , 为 85%。
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图 4 克氏原螯虾 70 ku热休克蛋白同类物的氨基酸序列

Fig. 4 Amino acid sequen ce of the 70 ku heat shock pr otein cognate of crayf ish

3 讨论

甲壳动物中关于热休克蛋白的免疫保护功能已

有一些报道。Gross 等[5]在太平洋白对虾血淋巴细胞

中发现了 H SP70 同类物, 在大西洋白对虾血淋巴细

胞中发现了 H SP82 同类物。H SP82 可以和类固醇激

素受体作用,而调节其活性[ 7]。在大西洋白对虾血淋

巴细胞中还鉴定到两种中等大小的 H SP, H SP28 是

一种拯救蛋白( surv ival pr otein)可以保护细胞不致死

亡[8] , H SP29 的功能还有待研究。

另一组为小分子的应激蛋白, 它们仅在细胞遭受

应激作用、其关键代谢途径和细胞结构需要保护时才

出现,因此, 可以作为检测对虾群体健康状况的生化

指标。除具有保护功能外,还可以在病毒复制时帮助

病毒蛋白折叠, 并能中和某些病毒的毒性[5]。Gross

等[5]在对虾的肝胰脏中发现了 H SP10、H SP3、H SP5,

HSP10 是钙调素结合蛋白, 可以介导蛋白折叠, 解救

聚合的蛋白[ 9, 10]。H SP3 是众多 H SP 基因的基本转

录因子, H SP5 也是一个转录因子, 调节转录的延伸,

还在细胞的死亡过程中发挥作用[11, 12]。

鉴于在 GenBank 中未检索到主要养殖对虾的相

关基因。因此,本研究对克氏原螯虾 70 ku 热休克蛋

白同类物基因的报道,为后续在虾类开展该基因功能

的研究打下了基础。
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Abstract: According to the sequence of PCI246, t wo pr imers w ere designed. T he 5'end and 3' end o f 70

ku heat shock pro tein cognate cDNA in cray fish(P rocambarus clark ii) wer e amplified r espectively. A 1 184 bp

fragment w as obtained w ith the completed sequence of 3'end of the gene. The GenBank accession number is

AY357302. T he nucleotide ident ity betw een this pro tein and heat shock protein cognate of Bombyx mor i was

83% . And the amino acid identity between this protein and heat shock protein cognat e 3 o f Dros ophila mela

nogaster w as 85% .
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