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高温诱导对中间球海胆 hsp70基因和 hsp90基因的

表达研究* 
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摘要    以中间球海胆(Strongylocentrotus intermedius)作为实验对象, 研究其在高温胁迫条件下热

休克蛋白基因中 hsp70基因和 hsp90基因(以下简称 hsp70和 hsp90)的响应。采用荧光实时定量 PCR

技术, 检测 hsp70 和 hsp90 在 40 枚中间球海胆的不同组织(管足、体腔细胞、肠、性腺和口器)中的

相对表达量, 以及在海胆耐热家系和对照家系(共 240枚)的管足组织中的相对表达量。结果显示: (1)中间

球海胆的各组织中均有 hsp70 和 hsp90 基因的表达, 且对温度急剧变化均有应答。高温诱导过程中, 

海胆管足、体腔细胞和肠组织中 hsp70 和 hsp90 基因的相对表达量经过 6h(29°C)达到最大值且显著

高于其初始值(P<0.05); 性腺中 hsp70和 hsp90基因的相对表达量分别经过 12h(24°C)和 24h(22°C)达

到最大值; 口器中两个基因的相对表达量都经过 12h达到最大值。(2)高温诱导过程中, hsp70和 hsp90

基因在海胆体腔细胞和管足中的表达趋势相似, 且表达量在各时间点的相对差异不显著(P>0.05)。(3)高

温诱导过程中, hsp70基因在海胆耐热家系和对照家系中的表达趋势均为先升高后降低, 且耐热家系

和对照家系间各时间点的相对表达量没有显著差异(P>0.05); hsp90 基因的表达量随温度的变化呈现

先升高后降低的趋势, 诱导 12h时在 2个耐热家系中的相对表达量显著高于 2个对照家系(P<0.05)。

结果表明, 温度变化会显著影响中间球海胆 hsp90基因的表达, hsp90基因可作为中间球海胆耐热品

系选育的候选指示因子。 
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中间球海胆(Strongylocentrotus intermedius)主要

分布于日本的北海道和俄罗斯远东地区的海域(常亚

青等, 2004), 具有生长快和性腺品质好等优点, 1989

年由大连海洋大学从日本引入我国 , 目前已成为我

国最具有经济价值的海胆种类之一 (Ding et al, 

2007)。温度是影响海洋动物生长和生理活动的重要

因子(Burge et al, 2014),温度直接影响中间球海胆的

生长发育、摄食代谢、繁殖存活、性腺产量和品质等

(常亚青等, 1999; 马福恒, 2002)。中间球海胆在原产

地的生存水温为–2—25°C, 在 15°C 左右摄食最为活

跃, 超过 23°C 即可导致生长减慢、疾病暴发甚至大

量死亡 (常亚青等 , 2004)。热休克蛋白(Heat Shock 

Protein)是一种高度保守的蛋白质, 其主要的功能是

作为分子伴侣, 防止蛋白折叠、重新折叠变性蛋白及

将变性蛋白降解等。根据分子量不同, 热休克蛋白可

分为 HSP90、HSP70、HSP60、HSP40和小分子量的

HSP 蛋白。HSP70 蛋白和 HSP90 蛋白是热休克蛋白

家族中的重要成员 , 通过在应激反应中快速调节细

胞的防御体系使细胞得到修复和保护 , 对可能造成

蛋白质损伤的环境因素产生诱导性表达 , 可以用来

分析生物对环境变化的响应(董云伟等, 2008; 于姗姗

等, 2012)。HSPs 蛋白家族成员在凋亡体形成的不同
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阶段发挥阻断作用, HSP70蛋白作为分子伴侣可以通

过阻断细胞色素 c 的释放、阻断 Apaf-1 寡聚化及阻

断 casepase-9 的活化等多种方式阻断凋亡体的形成, 

因而认为 hsp70 基因(简称 hsp70)的表达能保护细胞

免受热激引起凋亡(Mosser et al, 2000; Saleh et al, 

2000); hsp90基因(简称 hsp90)则通过阻断Apaf-1寡聚

化, 参与阻断凋亡体的形成(Yahara, 1998)。温度变化

可诱导海胆 (Paracentrotus lividus)(Matranga et al, 

2000)和海参 (Apostichopus japonicus)(Dong et al, 

2007)hsps的表达。Matranga等(2002)用 hsp70作为胁

迫标记通过海胆体腔细胞来分析海胆对温度胁迫、酸

性 pH和重金属的响应。Dong等(2007)发现高温胁迫

幼参影响 hsp70 的表达量。吉成龙等(2011)报道在

28°C的热激条件下刺参体壁中 hsp70的表达量增加。

Zhao 等(2014)通过加入捕食者来研究海胆的遮蔽行

为中 hsp70的表达量差异。Osovitz等(2005)研究了环

境温度对紫色球海胆(Strongylocentrotus purpuratus)

管足组织 hsp70基因表达的影响。本研究对中间球海

胆在高温胁迫条件下 hsp70和 hsp90基因的表达差异

进行初步研究, 在分子水平上探究海胆的耐热性能, 

阐释海胆中热休克蛋白对高温诱导的响应。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所需中间球海胆均取自农业部北方海水增

养殖重点实验室。 

1.1.1  海胆不同组织样品    从健康海胆随机选取

40 枚[壳径为(43.09±0.53)mm, 体重为(32.15±0.36)g], 

用于海胆的不同组织中 hsp70、hsp90基因的表达研究。 

1.1.2  海胆不同家系样品    从 11 月龄的海胆耐热

品系中随机选取 3 个家系 (2013Si1-1, 2013Si7-2, 

2013Si13-2), 并与 3个对照家系(2013SiC-3, 2013SiC-5, 

2013SiC-6)共同用于研究 hsp70、hsp90基因在海胆不

同家系中的表达, 每个家系随机选取 40 枚海胆[壳径

为(16.32±0.63)mm, 体重为(2.02±0.20)g], 共 240枚。 

1.2  温度处理 

将实验海胆置于同一个升温水槽内进行升温实

验。初始温度为 19°C(0h), 温度以每 0.5h升高 2°C, 升

至 29°C, 然后维持至 6h 后让水温自然回落。分别在

实验开始 0h、1.5h、3h、6h、12h、24h、48h的时间

点取样(常亚青等, 1999; 马福恒, 2002)。 

1.3  样品采集 

用于不同组织实验海胆的取样组织部位为海胆

管足、体腔细胞(离心体腔液得到)、口器、性腺和肠, 

将样品收集于 1.5mL RNase离心管中, 经液氮冷冻后, 

存于–80°C冰箱保存。 

海胆耐热家系和对照家系的取样部位为海胆管

足, 将海胆管足样品存于 1.5mL RNase离心管后迅速

用液氮冷冻, 于–80°C冰箱保存。 

其中每个海胆单独采集样品, 然后将每 5个生物

学重复的样品等量混合后进行 RNA 提取, 用于后续

实验。 

1.4  总 RNA的提取及 cDNA的制备 

将冻存的组织取出 10—20mg, 提取总 RNA(RNA

提取试剂盒, 天根生化科技有限公司, 北京)。1%的

琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 完整性 , NV3000 

sepctrophotometer 检测 RNA 纯度及浓度, 将符合实

验要求的 RNA溶液冻存于–80°C冰箱中备用。 

PrimeScriptTM RT reagent Kit (TaKaRa, 中国大连)

试剂盒进行反转录。20μL 反应体系包含 4μL 5× 

PrimeScriptTM buffer, 1μL PrimeScriptTM RT enzyme 
Mix I, 25pmol Oligo dT Primer, 50pmol Random 6 
mers, 500ng Total RNA, RNase Free ddH2O 补足至

20μL。样品混匀后在 PCR 仪上进行反转录, 条件为

37°C 15min, 85°C 5s。 

1.5  引物设计筛选及 RT-PCR 

采用 primer premier5.0(韩俊英等, 2011)软件对每

个基因设计实时荧光定量 PCR 引物, 检测其引物特

异性及扩增效率 , 经过筛选每个基因各得到一对特

异性引物, 引物序列信息见表 1, 引物于上海生工生

物工程技术服务有限公司合成。 

表 1  RT-PCR 引物序列信息 
Tab.1  RT-PCR primer sequence information 

基因 引物序列(5′→3′) 

hsp70-F ACACTCATCTCGGAGGAG 

hsp70-R CTTTCTTATGCTTTCGCTTGA 

hsp90-F CCCACCAGACCATTATCA 

hsp90-R TCTCAGCCTTCTCCATTT 

18S rRNA-F GTTCGAAGGCGATCAGATAC 

18S rRNA-F CTGTCAATCCTCACTGTGTC 

 
利用 RT-PCR研究 hsp70和 hsp90在中间球海胆

各组织中的表达量, 使用 SYBR® Premix Ex TaqTM II 

Kit (Tli RNaseH Plus, TaKaRa)试剂盒 , 在 Applied 

Biosystems 7500 real-time PCR system(Life 
Technologies, USA) 上进行荧光定量 PCR。20μL 反

应体系为 10μL 2×SYBR Premix Ex TaqTM II (Tli 
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RNaseH Plus), 0.4μL ROX Reference Dye II, 1μL 
cDNA 模板 , 上下游引物各 0.4μL, ddH2O 补足至

20μL。反应程序为 95°C 30s, 40 个循环的 95°C 5s, 

60°C 32s;溶解曲线阶段 95°C 30s, 60°C 1min , 95°C 

15s。以 18SrRNA 为内参基因, 采用 2-△△Ct法计算目

的基因的相对表达水平。 

1.6  数据处理 

用 SPSS17.0 对实验数据进行统计分析, 通过正

态分布和方差同质性检验 , 验证各实验数据之间有

无明显交互作用后 , 单因素方差分析 (ANOVA)和

Duncan 多重比较用于比较不同样品的数据差异的显

著性, P<0.05表示差异显著。 

2  结果 

2.1  RNA提取结果及引物筛选结果 

将提取的 RNA 进行 RNA 完整性检测, 经 1%琼

脂糖凝胶电泳进行检测分析, 由图 1 可知, 样品电泳

后所得到的条带显示 28S, 18S条带清晰, 且 28S条带

的亮度明显高于 18S。表明提取的 RNA完整性良好, 

符合后续实验要求。 
 

 

图 1  海胆部分样品 RNA的琼脂糖电泳图 
Fig.1  Agarose electrophoresis pattern of RNA 

1—6点样口为海胆样品 

 

2.2  高温诱导对海胆不同组织中 hsps表达的影响 

在高温诱导过程中, 以 hsp70 和 hsp90 基因在海

胆各组织中 0 时刻的表达量作为初始值。hsp70 和

hsp90 在海胆的管足、体腔细胞和肠组织中的表达趋

势基本相同, 即随着温度其相对表达量迅速升高, 在

温度达到设置的最高温度(29°C)时其相对表达量也

均达到最大且显著高于其初始值(P<0.05), 其中在实

验进行至 6h时, 海胆管足中 hsp70和 hsp90的相对表

达量分别高于初始值 236倍和 109倍。 

性腺中 hsp70的相对表达量经过 12h达到最大值, 

为 106.56; hsp90的相对表达量经过 24h达到最高, 为

45.33, 且显著高于其初始值(P<0.05)。口器中 hsp70

和 hsp90两基因的相对表达量均经过 12h达到最大值, 

分别为 145.55 和 45.56, 显著高于其初始值(P<0.05) 

(图 2, 图 3)。 

 

 

图 2  中间球海胆不同组织中 hsp70的相对表达量 
Fig.2  Relative expression of hsp70 in different tissues of S. 

intermedius 

*代表同一组织样中此时间点的相对表达量与初始值相比差异显

著(P<0.05)。横坐标为实验开始后进行取样的时间点, 纵坐标为基

因的相对表达量。下同 

 

 

图 3  中间球海胆不同组织中 hsp90的相对表达量 
Fig.3  Relative expression of hsp90 in different tissues of S. 

intermedius 

 
2.3  高温诱导对中间球海胆不同家系中 hsps 表达的

影响 

图 4为中间球海胆耐热家系和对照家系中 hsp70

基因的荧光定量表达结果, 各组以 0h的 hsp70表达量

作为初始值。在实验过程中 , 耐热家系 (2013Si1-1, 

2013Si7-2, 2013Si13-2) 和 对 照 家 系 (2013SiC-3, 

2013SiC-5, 2013SiC-6)中 hsp70的表达趋势基本相同, 

从适宜水温 19°C(0h)升至 29°C(3h)的过程中, hsp70

的相对表达量均逐渐升高并在 29°C时出现最大值(分

别为 329.75、97.29、239.31、230.02、120.51、194.75), 

且显著高于其初始值(P<0.05)。在 0h、1.5h、6h、24h

和 48h, 6个家系之间 hsp70基因的相对表达量差异不
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显著(P>0.05)。在 3h耐热家系 2013Si7-2和对照家系

2013SiC-5, 耐 热 家 系 2013Si13-2 和 对 照 家 系

2013SiC-3 之间 hsp70 基因的相对表达量显著不显著

(P>0.05)。在温度维持在 29°C的过程中 hsp70的相对

表达量逐渐下降 , 且在随后的温度逐渐自然回落的

过程中, hsp70 的相对表达量出现了明显的下降并在

实验开始后 48h(19°C)降至接近初始值。 

高温诱导对中间球海胆 hsp90基因表达的影响如

图 5 所示, 其中各组以 0h 的 hsp90 表达量作为初始

值。在实验过程中, hsp90的相对表达量均有不同程度

的增加, 各组达到最大值的时间点不同, 并且随着温

度的变化其表达趋势也不同。hsp90在这 6组中均随

着温度而升高, 虽然每组 hsp90的相对表达量达到最

大值的时间点有差异 , 但三个耐热家系和一个对照

家系(2013SiC-5)的相对表达量的最大值均显著高于

其初始值(P<0.05)。由图 5 可看出, 耐热家系在高温 

 

 

图 4  中间球海胆不同家系中 hsp70基因的相对表达量 
Fig.4  Relative expression of hsp70 in different chains of S. 

intermedius 

耐热家系 2013Si1-1、2013Si7-2、2013Si13-2; 对照家系 2013SiC-3、

2013SiC-5、2013SiC-6。下同 

 

 

图 5  中间球海胆不同家系中 hsp90基因的相对表达量 
Fig.5  Relative expression of hsp90 in different chains of S. 

intermedius 

诱导过程中, hsp90 的相对表达量增加的速率明显快

于对照家系, 且耐热家系(2013Si1-1 和 2013Si7-2)在

12h 的相对表达量显著高于对照家系(2013SiC-3 和

2013SiC-6) (P<0.05)。在实验开始后 48h(19°C), 6个

家系中 hsp90的相对表达量均降至接近初始值。 

3  讨论 

3.1  高温诱导对中间球海胆不同组织中 hsps 表达的

影响 

热休克蛋白作为分子伴侣与胞内多肽形成复合

物, 有助于蛋白质折叠、防止蛋白质聚集和胞内蛋白

质运输 , 满足细胞最基本的生存功能 (Pratt et al, 

2003)。本研究对中间球海胆 hsp70和 hsp90基因的组

织特异性表达进行了分析, 结果表明, 所检测的 5 个

不同组织(管足、体腔细胞、肠、性腺和口器)中均有

hsp70 和 hsp90 的表达。在正常条件下, 海胆能合成

hsp70和 hsp90。 

以往对 hsp70和 hsp90基因在生物体不同组织中

的表达也有研究报道。周鑫等(2013)报道了草鱼热休

克蛋白组织特异性表达与不同组织对温度变化的敏

感和耐受程度有关; 黄桂菊等(2007)研究高温刺激合

浦珠母贝不同组织中热休克蛋白 hsp70的表达量, 结

果显示, hsp70的表达量大小依次为鳃、消化腺、外套

膜、闭壳肌、性腺; 韩俊英等(2011)通过 RT-PCR 对

hsp70 在脊尾白虾的肝胰腺和肌肉中的表达分析发现, 

温度引起该基因的高表达 , 且在肝胰腺中的高表达

时间相对肌肉较早, 肝胰腺胁迫比肌肉较敏感。本研

究结果显示, 当温度升高后, 海胆 hsp70 基因在各组

织中的表达均发生了变化, 由图 2和图 3可知, hsp70

和 hsp90在口器和性腺中的表达趋势不同于管足、体

腔细胞和肠, 且 hsp70 和 hsp90 的相对表达量也明显

低于后三者, 与黄桂菊等(2007)和韩俊英等(2011)的

实验结果相似, 推测 hsp70 和 hsp90 在中间球海胆的

管足、体腔细胞和肠三种组织中优先转录和表达, 可

见各组织对高温产生应激的次序和程度存在差异。 

3.2  高温诱导对中间球海胆不同家系中 hsps 表达的

影响 

体腔细胞多用于研究生物体对环境胁迫的敏感

响应(Matranga et al, 2000), 小个体海胆不能提供足

量的体腔液 , 而海胆的选育工作通常在个体较小的

早期进行。管足是棘皮动物水管系统的主要组成部分

(常亚青等, 2004), 易于获取, 且可活体取样, 对海胆

伤害较小。本实验研究了海胆的管足和体腔细胞中
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hsp70 和 hsp90 基因的相对表达量, 结果显示这两个

基因在管足和体腔细胞中的表达趋势相似 , 且在各

个时间点的相对表达量差异不显著(P>0.05)。Osovitza

等(2005)也曾用管足组织研究了环境温度对紫色球海

胆(Strongylocentrotus purpuratus) hsp70表达的影响。

因此本研究以管足作为样本进行海胆耐热家系和对

照家系 hsps的相关研究。 

高温诱导条件下, hsp70和 hsp90作为分子伴侣在

阻止细胞凋亡的过程中扮演着不同的角色 (Yahara, 

1998; Mosser et al, 2000; Saleh et al, 2000), 因此如果

用内源 hsps 作为环境热应激的指标, 应该将不同类

型 hsps 分开研究。Wang 等(2014)报道, 急性热应激

和渗透压胁迫对刺参 hsp70、hsp90和 sod基因表达的

影响。董云伟等(2008)发现, 刺参的 hsp70 的表达量

在温度升高后立即升高; 曲凌云等(2005)报道, 高温

刺激栉孔扇贝后, 其血淋巴细胞中 hsp70的表达量逐

渐升高。本研究结果显示, 海胆耐热家系和对照家系

中 hsp70的表达量在温度升高过程中逐渐增加, 与两

位研究者的结论一致 , 推测海胆在受到温度升高刺

激时, 机体迅速合成 hsps, 从而可以增强机体的应激

耐受性以保护组织细胞(Matranga et al, 2002)。 

Dong 等(2008)指出刺参在 30°C 预处理后, 其耐

受性的变化与 hsps的变化模式一致。Dubeau等(1998)

指出鲑鱼(Salmo salar)成活率的提高与 hsps水平在热

激后显著升高有直接关系。本研究高温诱导过程中, 

hsp70 基因在海胆耐热家系和对照家系中的表达未出

现明显差异(P>0.05); hsp90在耐热家系中的相对表达

量增加的速率明显比对照家系的快, 且在 12h(温度

升至最高的时间点)耐热家系(2013Si1-1和 2013Si7-2)

的相对表达量显著高于对照家系 (2013SiC-3 和

2013SiC-6)(P<0.05); 而在耐热家系 2013Si13-2 中该

基因的相对表达量高于对照家系中 2013SiC-5的原因

可能是由于本研究的中间球海胆耐热家系和对照家

系的样本都是从耐热家系总体和未经过筛选的家系

总体中随机挑选的 , 所以两个总体内部的样本点之

间也会存在差异(组内方差), 对照家系也会存在潜在

的“耐热家系”。综上所述, hsp90基因可作为中间球海

胆耐热品系选育的候选指示因子。在后续的研究中, 

还将对在高温诱导条件下 hsp70、hsp90 基因与海胆

活性及死亡率的相关性进行进一步验证 , 为中间球

海胆耐热品系的快速选育提供参考。 

3.3  Hsps基因表达的时序性 

hsp70 和 hsp90 这两个基因的表达具有时序性, 

在高温环境条件下 , 机体合成热休克蛋白作为分子

伴侣防止变性蛋白被降解 (董云伟等 , 2008), 并且

hsp70 和 hsp90 对凋亡体形成的不同阶段发挥各自的

阻断作用(Mosser et al, 2000; Saleh et al, 2000 )。仿刺

参经热激 72h后 hsp70表达量降至初始值(Dong et al, 

2008; Meng et al, 2011)。Roberts等(1997)也指出 hsps

的表达具有可塑性, 且与环境因子有关。本研究结果

也显示, hsp70和 hsp90基因在中间球海胆中均出现时

序性表达, 性腺中 hsp70 和 hsp90 达到最大值的时间

点也不相同, hsp90较 hsp70延迟; 在海胆耐热家系和

对照家系中, hsp70 基因的表达量在升温过程中的 3h

达到最大值, hsp90 基因的表达量达到最高值的时间

点不同。说明 HSP70和 HSP90虽都是热休克蛋白家

族的成员, 但在海胆耐热诱导过程中响应不同。 
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RELATIVE EXPRESSION OF GENES HSP70 AND HSP90 IN SEA URCHIN 
STRONGYLOCENTROTUS INTERMEDIUS IN THERMAL STRESS 

BAI Xue-Qiu,  PANG Zhen-Guo,  ZHANG Wei-Jie,  CHANG Ya-Qing,  GAO Yin-Xue,  DING Jun 
(Key Laboratory of Mariculture & Stock Enhancement in North China’s Sea, Ministry of Agriculture,  

Dalian Ocean University, Dalian 116023, China) 

Abstract    To understand the response behavior of heat shock proteins (hsp70 and hsp90) under thermal stress in sea urchin 

Strongylocentrotus intermedius, we determined the relative expression quantity of hsp70 and hsp90 in adult urchin tissues 

(including tube-feet, coelomocytes, intestine, gonad and lantern using the RT-PCR (reverse transcription polymerase chain 

reaction). Different expressions of the two genes between thermal-tolerant chains and control ones were compared especially in 

tube feet. The results show that the two genes are expressed ubiquitously in various adult tissues and responded quickly to the 

thermal stress. Relative expressions of the genes in tube feet, coelomocytes, and intestine of sea urchins reached their highest 

levels in 6h (29°C), which is significantly higher than the control points (P<0.05). The relative expression of hsp70 and hsp90 

reached the maximum in 12h (24°C) and 24h (22°C) respectively in gonads. Relative expression of the two genes reached 

maximum at 12h in lantern. In tube feet and coelomocytes, the expression trends of hsp70 and hsp90 were quite similar and no 

significant difference was found in different time (P>0.05). The expression of hsp70 increased gradually from the beginning of 

experiment, then decreased despite of temperature variation, and no significant difference between heat-resistant and control sea 

urchin chains at all the time points (P>0.05). In heat-resistant chains, the expression of hsp90 increased at first, and then 

decreased gradually at 12h, but the expression of hsp90 in the two heat-resistant chains were higher than the two control ones 

(P<0.05). The result indicates that thermal stress can significantly affect the expression of hsp90; and therefore, hsp90 can be 

used as an internal thermal-tolerant indicator in heat-resistant selection breeding of S. intermedius. 

Key words    Strongylocentrotus intermedius;  hsp70;  hsp90;  temperature;  RT-PCR 


