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摘  要：对大眼 双锯鱼（Amphiprion ephippium）热 休克蛋白 A 家 族 1B（heat shock protein family a 
member 1B，HSPA1B）的分子特征及其在运输状态下的表达模式进行了探讨。以大眼双锯鱼为实验材

料，取其肝脏组织样品，提取 RNA 逆转录后进行 HSPA1B 基因克隆，然后使用实时荧光定量 PCR 的

方法检测 HSPA1B 基因在各个组织中的表达情况。同时构建在运输状态下的应激模型，通过实时荧

光定量 PCR 技术分析不同组织中 HSPA1B 基因在不同运输阶段的表达变化。结果显示，HSPA1B 基

因 ORF 全长 1 734 bp，编码 577 个氨基酸残基，预测其分子质量大小约为 63.94×103 u，理论等电点

pI 为 5.42。构建系统进化发育树显示，大眼双锯鱼 HSPA1B 蛋白与眼斑双锯鱼（Amphiprion ocellaris）
HSPA1B 聚为一支，相似度高达 99.13%。HSPA1B 基因广泛分布于大眼双锯鱼（A. ephippium）各组织

中，相比于肠道组织，在肌肉中表达量最高，其次是脑组织和皮肤组织，其他所测组织中表达量较低。

除肝脏外，大眼双锯鱼（A. ephippium）HSPA1B 基因在运输胁迫前期（6 h）即出现显著响应，表达上

调，在运输中期（12 h，24 h）达到峰值，运输后期表达量下调，并维持一定量的高表达。HSPA1B 基因

参与大眼双锯鱼免疫组织应激性免疫应答，由此可将 HSPA1B 基因作为大眼双锯鱼是否处于应激状态

的重要指标。
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早在早在 2020 世纪世纪 6060 年代遗传学家年代遗传学家 RitossaRitossa 在研究在研究

中发现，当巴氏果蝇（中发现，当巴氏果蝇（Drosophila busckiiDrosophila busckii）遭受高）遭受高

温胁迫后其染色体会出现异常膨突，后续研究证实温胁迫后其染色体会出现异常膨突，后续研究证实

是由高温应激而导致的该突变是由高温应激而导致的该突变［［11］］。随后。随后 TissièresTissières
等学者于等学者于 19741974 年进一步研究发现，在黑腹果蝇年进一步研究发现，在黑腹果蝇

（（Drosophila melanogasterDrosophila melanogaster）幼 虫 经 过 高温 胁 迫）幼 虫 经 过 高温 胁 迫

后，其染色体同样发生突变，且从其组织中分离鉴定后，其染色体同样发生突变，且从其组织中分离鉴定

出出 66 种相关编码基因和蛋白质，并将其命名为种相关编码基因和蛋白质，并将其命名为 ““ 热热

休克蛋白休克蛋白 ””［［22］］。直至。直至 2020 世纪世纪 9090 年代，研究人员才年代，研究人员才

将已发现的将已发现的 HSPsHSPs 进行分类，根据其分子量大小及进行分类，根据其分子量大小及

其同源性，将其同源性，将 HSPsHSPs 划分为以下划分为以下 77 类，分别是类，分别是 HSPHHSPH
（（HSP110HSP110），），HSPCHSPC（（HSP90HSP90），），HSPAHSPA（（HSP70sHSP70s），），

DNAJDNAJ（（HSP40HSP40），），HSPBHSPB（（sHSPsHSP），），HSPD/EHSPD/E（（HSP60/HSP60/
HSP10HSP10）和）和 CCTCCT（（TRiCTRiC））［［33］］。还有研究人员按照其。还有研究人员按照其

表达模式进行划分，主要分为以下两类：其中一类表达模式进行划分，主要分为以下两类：其中一类

为为 ““ 诱导型诱导型 HSPs”HSPs”，正常情况下并不表达，但受到，正常情况下并不表达，但受到

外界应激刺激后，将会大量表达；另一类称为外界应激刺激后，将会大量表达；另一类称为 ““ 组组

成性成性 HSPs”HSPs”，广泛存在于机体各个组织中，当受到应，广泛存在于机体各个组织中，当受到应

激刺激后，其表达量可能会上升激刺激后，其表达量可能会上升［［4-54-5］］。。HSP70HSP70 家族家族

蛋白是热休克蛋白中最著名、功能最保守的核心家蛋白是热休克蛋白中最著名、功能最保守的核心家

族之一，在从细菌到人类的几乎所有生物体中都存族之一，在从细菌到人类的几乎所有生物体中都存

在，扮演着在，扮演着 ““ 细胞伴侣细胞伴侣 ”” 的关键角色。其成员分布在的关键角色。其成员分布在

细胞的不同部位，执行特定功能，例如：细胞的不同部位，执行特定功能，例如：HSPA1BHSPA1B 蛋蛋

白位于内质网中，主要负责内质网内蛋白质的折叠、白位于内质网中，主要负责内质网内蛋白质的折叠、

组装，监控内质网应激组装，监控内质网应激［［66］］；；HSPA9HSPA9 蛋白位于线粒体蛋白位于线粒体

基质中，其最关键的功能是协助核编码的蛋白质前基质中，其最关键的功能是协助核编码的蛋白质前

体转运进入线粒体并进行折叠，对维持线粒体功体转运进入线粒体并进行折叠，对维持线粒体功

能至关 重要能至关 重要［［77］］；；HSPA8HSPA8 蛋白与蛋白与 HSPA1A/HSPA1BHSPA1A/HSPA1B
蛋白均位于细胞质蛋白均位于细胞质 // 核质中，核质中，HSPA8HSPA8 蛋白主要协助蛋白主要协助

新生肽链折叠、蛋白质跨膜转运等，而新生肽链折叠、蛋白质跨膜转运等，而 HSPA1A/HSPA1A/
HSPA1BHSPA1B 蛋白在热休克或其他应激刺激下表达量急蛋白在热休克或其他应激刺激下表达量急

剧上调，是细胞应激防御系统的核心剧上调，是细胞应激防御系统的核心［［88］］。随后研究。随后研究

发现，发现，HSPA1BHSPA1B 虽然与虽然与 HSPA1AHSPA1A 功能基本相同，但功能基本相同，但

在应激条件下，在应激条件下，HSPA1BHSPA1B 表达量更高，是细胞应激反表达量更高，是细胞应激反
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Abstract：This study investigates the molecular characteristics of heat shock protein family a member 1B

（HSPA1B）in Amphiprion ephippium and its expression patterns under transport conditions. Using A. 
ephippium as the test material，liver tissue samples were collected to clone the HSPA1B gene following RNA 
extraction and reverse transcription. Real-time quantitative PCR（RT-qPCR）was then employed to detect 
the expression of the HSPA1B gene across various tissues. Simultaneously，a transport stress model was 
established to monitor expression changes in different tissues at various time points during transportation using 
RT-qPCR. The results showed that the open reading frame（ORF）of the HSPA1B gene is 1 734 bp in length，
encoding 577 aa residues. The predicted molecular mass is approximately 63.94×103 u，with a theoretical 
isoelectric point（pI）of 5.42. Phylogenetic analysis revealed that the HSPA1B protein of A. ephippium clusters 
with that of Amphiprion ocellaris，sharing a high similarity of 99.13%. The HSPA1B gene is widely distributed 
in various tissues of Aephippium ephippium（large-eyed double-sawfish）. Compared to intestinal tissues，it 
exhibits the highest expression level in muscle tissue，followed by brain and skin tissues，with lower expres-
sion levels in other tested tissues. Except for the liver，Aephippium ephippium HSPA1B gene shows significant 
upregulation during the early stage of transport stress（6 h），reaches peak expression levels during the middle 
stage of transport（12 h，24 h），and subsequently downregulates expression levels during the late stage of 
transport while maintaining a certain level of high expression. The HSPA1B gene is involved in the immune 
histostress response of Aephippium ephippium，making it a critical indicator for assessing whether the fish is 
under stress.
Key words：Amphiprion ephippium；HSPA1B；sequence analysis；transport stress；expression analysis



第 1 期 3

应中应中 HSP70HSP70 的主要来源的主要来源［［8-98-9］］。且。且 HSP70HSP70 是生物体是生物体

在应对各种环境胁迫（如高温、缺氧、污染、病原感在应对各种环境胁迫（如高温、缺氧、污染、病原感

染等）时高度保守的一类重要的分子伴侣蛋白。其染等）时高度保守的一类重要的分子伴侣蛋白。其

主要功能是参与新生肽链的折叠、转运，以及防止错主要功能是参与新生肽链的折叠、转运，以及防止错

误折叠蛋白的聚集，促进变性蛋白的复性或降解，从误折叠蛋白的聚集，促进变性蛋白的复性或降解，从

而维持细胞的蛋白质稳态，提高机体的耐受力与适而维持细胞的蛋白质稳态，提高机体的耐受力与适

应性。在水产养殖领域，随着集约化养殖的发展，鱼应性。在水产养殖领域，随着集约化养殖的发展，鱼

类不可避免地面临多种应激原，包括高密度运输、温类不可避免地面临多种应激原，包括高密度运输、温

度突变、水质恶化等。这些应激原会破坏鱼体的生度突变、水质恶化等。这些应激原会破坏鱼体的生

理平衡，抑制免疫系统，导致生长迟缓、疾病暴发甚理平衡，抑制免疫系统，导致生长迟缓、疾病暴发甚

至死亡。因此，探究鱼类在应激条件下的分子应答至死亡。因此，探究鱼类在应激条件下的分子应答

机制，对于评估其健康状况、制定科学的抗应激策机制，对于评估其健康状况、制定科学的抗应激策

略具有重要意义。略具有重要意义。

大眼双锯鱼（大眼双锯鱼（Amphiprion ephippiumAmphiprion ephippium），隶属于硬），隶属于硬

骨鱼纲（骨鱼纲（OsteichthyesOsteichthyes）、辐鳍亚纲（）、辐鳍亚纲（ActinoptervgiiActinoptervgii）、）、

鲈形目（鲈形目（PerciformesPerciformes）、雀鲷科（）、雀鲷科（PomacentridaePomacentridae）、海葵）、海葵

鱼亚科（鱼亚科（AmphiprioninaeAmphiprioninae）、双锯鱼属（）、双锯鱼属（AmphiprionAmphiprion）。）。

主要栖息于印度洋和太平洋的温暖水域，也包括大主要栖息于印度洋和太平洋的温暖水域，也包括大

堡礁、红海等热带珊瑚礁区域，是一种重要的海水堡礁、红海等热带珊瑚礁区域，是一种重要的海水

观赏鱼品种，广受人们喜爱，市场需求旺盛，交易频观赏鱼品种，广受人们喜爱，市场需求旺盛，交易频

繁繁［［1010］］。近年来，由于气候变化造成海水温度升高、。近年来，由于气候变化造成海水温度升高、

酸化加剧，加之工业污染等人为因素的影响，珊瑚礁酸化加剧，加之工业污染等人为因素的影响，珊瑚礁

栖息地出现退化甚至消失的现象栖息地出现退化甚至消失的现象［［1111］］，使其生存环境，使其生存环境

急剧减少。目前，中国水产科学研究院南海水产研究急剧减少。目前，中国水产科学研究院南海水产研究

所已成功建立了大眼双锯鱼的全人工亲鱼驯化、培所已成功建立了大眼双锯鱼的全人工亲鱼驯化、培

育及人工繁殖、育苗和养成技术体系育及人工繁殖、育苗和养成技术体系［［1212］］。但大眼双。但大眼双

锯鱼进入市场前，需要进行长途运输到暂养地，然后锯鱼进入市场前，需要进行长途运输到暂养地，然后

再集中销售。商家在异地交易过程中发现，大眼双锯再集中销售。商家在异地交易过程中发现，大眼双锯

鱼常在运输过程中出现大量死亡，损耗严重，推测其鱼常在运输过程中出现大量死亡，损耗严重，推测其

可能受到运输胁迫的影响，出现了应激死亡可能受到运输胁迫的影响，出现了应激死亡［［13-1413-14］］。。

当前鱼类活体运输胁迫研究主要存在两方面不足：当前鱼类活体运输胁迫研究主要存在两方面不足：

一方面，多数实验集中于低氧、高氨氮、高亚硝态及一方面，多数实验集中于低氧、高氨氮、高亚硝态及

硝态氮、振动等单一胁迫因素，而实际运输是多种硝态氮、振动等单一胁迫因素，而实际运输是多种

胁迫的复合场景，相关综合性研究较少胁迫的复合场景，相关综合性研究较少［［1515］］；另一方；另一方

面，现有成果多聚焦在能量代谢、氧化与免疫等生面，现有成果多聚焦在能量代谢、氧化与免疫等生

理表型层面，对驱动这些变化的细胞内源头性应激理表型层面，对驱动这些变化的细胞内源头性应激

机制探索仍显薄弱机制探索仍显薄弱［［1616］］。。

研究表明热休克蛋白与生物的环境适应能力研究表明热休克蛋白与生物的环境适应能力

密切相关，当生物体受到胁迫时，密切相关，当生物体受到胁迫时，HSPsHSPs 会被大量诱会被大量诱

导，以减少或避免应激损伤。观赏鱼运输体量较小，导，以减少或避免应激损伤。观赏鱼运输体量较小，

且因其特殊的观赏价值，要求更高的保活率，更低的且因其特殊的观赏价值，要求更高的保活率，更低的

损伤。然而，目前大多数研究聚焦于经济鱼类的保活损伤。然而，目前大多数研究聚焦于经济鱼类的保活

运输，对海水观赏鱼相关研究较少。基于此，本研究运输，对海水观赏鱼相关研究较少。基于此，本研究

克隆并鉴定了大眼双锯鱼克隆并鉴定了大眼双锯鱼 HSPA1BHSPA1B 基因，并对其进基因，并对其进

行生信分析，利用荧光定量检测技术分析其在各组行生信分析，利用荧光定量检测技术分析其在各组

织中的表达差异，以及在运输过程中表达变化，阐明织中的表达差异，以及在运输过程中表达变化，阐明

运输应激与大眼双锯鱼运输应激与大眼双锯鱼 HSPA1BHSPA1B 基因之间的联系，基因之间的联系，

为进一步开展水生动物保活运输抗逆机制研究奠定为进一步开展水生动物保活运输抗逆机制研究奠定

理论依据。理论依据。

1  1  材料与方法材料与方法

1.1  1.1  实验用鱼及场地实验用鱼及场地

实验所需大眼双锯鱼（实验所需大眼双锯鱼（A. ephippiumA. ephippium）由中国水）由中国水

产科学研究院南海水产研究所提供。暂时喂养于实产科学研究院南海水产研究所提供。暂时喂养于实

验室循环海水车间，车间温度（验室循环海水车间，车间温度（31.0±0.531.0±0.5））℃℃，海水，海水

温度（温度（26.5±0.226.5±0.2））℃℃，海水，海水 pHpH 为为 8.1~8.38.1~8.3，溶解氧高，溶解氧高

于于 5 mg/L5 mg/L，日常照料由专人管理。，日常照料由专人管理。

1.2  1.2  试剂与耗材试剂与耗材

珊瑚专用海水素购自海之绚水族用品科技有珊瑚专用海水素购自海之绚水族用品科技有

限 公司。限 公司。ChamQ Universal SYBR qPCR Master MixChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix
（货号：（货号：Q711-02Q711-02）和）和 RNA isolater Total RNARNA isolater Total RNA（货号：（货号：

R401-01R401-01）购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司。）购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司。

HiScript II Q Select RT SuperMix for qPCRHiScript II Q Select RT SuperMix for qPCR（（+gDNA +gDNA 
wiperwiper）（货号：）（货号：R223-01R223-01）用于）用于 cDNAcDNA 合成。北京索合成。北京索

莱宝科技有限公司莱宝科技有限公司 Buffer EXBuffer EX（货号：（货号：B3060B3060）替代氯）替代氯

仿。北京全式金生物技术股份有限公司的仿。北京全式金生物技术股份有限公司的 PCRPCR 扩增扩增

试剂（货号：试剂（货号：AS122-11AS122-11）与纯化试剂）与纯化试剂 EasyPure® PCR EasyPure® PCR 
and Purification Kitand Purification Kit（货 号：（货 号：EP101-01EP101-01）用 于）用 于 PCRPCR 产产

物制备。感受态细胞物制备。感受态细胞 E.coliE.coli DH5α Competent Cells DH5α Competent Cells
（货号：（货号：90579057）、高保真酶）、高保真酶 PrimeSTAR® Max DNA PrimeSTAR® Max DNA 
PolymerasePolymerase（货号：（货号：R045AR045A）、）、Premix Taq™Premix Taq™（（Ex Taq™ Ex Taq™ 
Version 2.0 plus dyeVersion 2.0 plus dye）（货号：）（货号：RR902ARR902A）及）及 TATA 克隆载克隆载

体体 pMD™19-T Vector Cloning KitpMD™19-T Vector Cloning Kit（货号：（货号：60136013）等分）等分

子克隆试剂购自宝日医生物技术（北京）有限公司。子克隆试剂购自宝日医生物技术（北京）有限公司。

1.3  1.3  模拟运输实验模拟运输实验

实验设置实验设置 55 组运输时间，分别为组运输时间，分别为 00，，66，，1212，，2424
和和 48 h48 h，同时设置对照组不进行运输操作，每个运，同时设置对照组不进行运输操作，每个运

输时间组分别打包运输。实验前先将大眼双锯鱼禁输时间组分别打包运输。实验前先将大眼双锯鱼禁

食食 24 h24 h。模拟运输实验使用聚乙烯袋作为运输容。模拟运输实验使用聚乙烯袋作为运输容

器，每袋注入器，每袋注入 4 L4 L 人工海水，每袋放入平均体长为人工海水，每袋放入平均体长为

（（6.65±0.706.65±0.70））cmcm 大眼双锯鱼大眼双锯鱼 55 尾，并把袋子内空气尾，并把袋子内空气

排空，充入排空，充入 4 L4 L 纯氧，每个运输时间设置纯氧，每个运输时间设置 33 个重复，个重复，

起始运输水温为（起始运输水温为（21.74±0.2821.74±0.28））℃℃。充氧完毕后快速。充氧完毕后快速

使用橡皮筋封口，置于泡沫箱中，为降低温度泡沫箱使用橡皮筋封口，置于泡沫箱中，为降低温度泡沫箱

内放内放 44 个冰袋，模拟运输期间禁止打开塑料袋。采用个冰袋，模拟运输期间禁止打开塑料袋。采用

车载的方法，在中国水产科学研究院南海水产研究车载的方法，在中国水产科学研究院南海水产研究
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所深圳试验基地周边市政公路模拟运输。所深圳试验基地周边市政公路模拟运输。

1.4  1.4  样品采集样品采集

为检测大眼双锯鱼为检测大眼双锯鱼 HSPA1BHSPA1B 基因表达谱，随机基因表达谱，随机

取取 33 尾大眼双锯鱼，分别取鳃、肝脏和脾脏等尾大眼双锯鱼，分别取鳃、肝脏和脾脏等 1010 个个

组织，装入提前标记好的冻存管内，置于液氮中速组织，装入提前标记好的冻存管内，置于液氮中速

冻。然后在运输冻。然后在运输 00，，66，，1212，，2424 和和 48 h48 h，这，这 55 个时间点个时间点

随机选取随机选取 66 尾大眼双锯鱼（分别从运输胁迫组与空尾大眼双锯鱼（分别从运输胁迫组与空

白对照组（白对照组（AeAe-CK-CK）两组，各取）两组，各取 33 尾鱼），分离大眼双尾鱼），分离大眼双

锯鱼鳃、肝脏和脾脏等锯鱼鳃、肝脏和脾脏等 1010 个组织，将其装入预先标个组织，将其装入预先标

记好的冻存管中，液氮速冻，实验结束后，全部转移记好的冻存管中，液氮速冻，实验结束后，全部转移

至至 −80 ℃−80 ℃ 冰箱保存备用。冰箱保存备用。

1.5  1.5  组织总组织总 RNARNA 的提取和反转录的提取和反转录

参考徐泽华等参考徐泽华等［［1717］］的文献实验方法，使用的文献实验方法，使用 TrizolTrizol
裂解样品提取组织总裂解样品提取组织总 RNARNA。所有样品先经。所有样品先经 1.50%1.50%
琼脂糖凝胶电泳检测以评估琼脂糖凝胶电泳检测以评估 RNARNA 完整性；随后完整性；随后

使用超微量分光光度计（使用超微量分光光度计（NanoDrop 2000CNanoDrop 2000C）测定）测定

所提所提 RNARNA 的质量与浓度。最后，依据反转录试剂的质量与浓度。最后，依据反转录试剂

盒盒 HiScr ipt II Q Select RT SuperMix for qPCRHiScr ipt II Q Select RT SuperMix for qPCR
（（+gDNA wiper+gDNA wiper）说明书，将合格）说明书，将合格 RNARNA 反转录为反转录为

cDNAcDNA，并于，并于 −20 ℃−20 ℃ 冰箱保存备用。冰箱保存备用。

1.6  1.6  大眼双锯鱼大眼双锯鱼 HSPA1BHSPA1B 基因克隆基因克隆

由于大眼双锯鱼（由于大眼双锯鱼（A. ephippiumA. ephippium）全基因组信息）全基因组信息

与相关基因序列尚未公布，本研究选取其同属近缘物与相关基因序列尚未公布，本研究选取其同属近缘物

种眼斑双锯鱼（种眼斑双锯鱼（A. ocellarisA. ocellaris）（同为鲈形目、雀鲷科、）（同为鲈形目、雀鲷科、

双锯鱼属）双锯鱼属）HSPA1BHSPA1B 基因序列（开放阅读框，基因序列（开放阅读框，ORFORF））
设计克隆引物（见表设计克隆引物（见表 11）。从大眼双锯鱼（）。从大眼双锯鱼（A. ephip-A. ephip-
piumpium）肝脏组织提取总）肝脏组织提取总 RNARNA，反转为，反转为 cDNAcDNA，用作，用作

PCRPCR 模板。使用高保真酶进行模板。使用高保真酶进行 PCRPCR 扩增。将获得扩增。将获得

的的 PCRPCR 产物连接至产物连接至 pMDpMDTMTM19-T19-T 载体转化载体转化 DH5αDH5α。。
将筛选的阳性克隆送至生工生物工程（上海）股份将筛选的阳性克隆送至生工生物工程（上海）股份

有限公司进行测序，然后使用有限公司进行测序，然后使用 NCBINCBI 数据库进行比数据库进行比

对鉴定。对鉴定。

表 1   实验所使用引物
Table 1    Primers used in the experiment

基因 引物序列（5'~3'） 产物大小 /bp 温度 /℃

Ae-HSPA1B
F：ATGAATCCCACCAACACAAT

1 734
51.4

R：TCAGTCCACTTCCTCGATG 53.8

q-Ae-HSPA1B
F：AGCAGCCATCGCTTATGG

173
58.7

R：GGTTGTCGAAGTCCTCCC 55.8

q-Ae-β-actin
F：CGGTCGGCGTCCAACTTCTTAG

144
60.9

R：TCTCGGCGAAGGGTAGACACAC 61.7

1.7  1.7  HSPA1BHSPA1B 基因生物信息学分析基因生物信息学分析

对获得的大眼双锯鱼（对获得的大眼双锯鱼（A. ephippiumA. ephippium））HSPA1BHSPA1B 基基

因因 CDSCDS 区序列的特征进行分析：首先利用生物信息区序列的特征进行分析：首先利用生物信息

学软件学软件 DNAStar 7.0DNAStar 7.0 的的 MegAlignMegAlign 模块将大眼双锯鱼模块将大眼双锯鱼

HSPA1BHSPA1B 基因与基因与 NCBINCBI 中已公布的其他物种中已公布的其他物种 HSPA1BHSPA1B
的的 CDSCDS 序列进行比对；随后将以上序列进行比对；随后将以上 CDSCDS 序列翻译成序列翻译成

氨基酸，采用氨基酸，采用 MEGA 12MEGA 12 软件，基于最大似然法（软件，基于最大似然法（MLML
法）构建系统发育树。借助法）构建系统发育树。借助 ExPASyExPASy 网站的网站的 ProtPar-ProtPar-
amam 和和 ProtScaleProtScale 分 析 大 眼 双 锯 鱼（分 析 大 眼 双 锯 鱼（A. ephippiumA. ephippium））
HSPA1BHSPA1B 蛋白的理化性质与疏水性；蛋白的理化性质与疏水性；SignalP 6.0SignalP 6.0 和和

DeepTMHMMDeepTMHMM 预测信号肽与跨膜结构域预测信号肽与跨膜结构域［［1818］］。。

1.8  1.8  HSPA1BHSPA1B 基因在大眼双锯鱼中的表达分析基因在大眼双锯鱼中的表达分析

根据测序所得的根据测序所得的 HSPA1BHSPA1B 基因序列，设计基因序列，设计 qPCRqPCR
特异性引物特异性引物 q-Ae-HSPA1BF/q-Ae-HSPA1BRq-Ae-HSPA1BF/q-Ae-HSPA1BR（见表（见表 11），），

由上海生工生物合成。以大眼双锯鱼不同组织由上海生工生物合成。以大眼双锯鱼不同组织 cDNAcDNA
为模板，为模板，β-actinβ-actin 为内参基因，设计引物为内参基因，设计引物 q-Ae-β-actinF/q-Ae-β-actinF/
q-Ae-β-actinRq-Ae-β-actinR，按，按 ChamQ Universal SYBR qPCR ChamQ Universal SYBR qPCR 
Master MixMaster Mix 试剂盒说明进行实时荧光定量试剂盒说明进行实时荧光定量 PCRPCR。反。反

应体系为应体系为 10.0 μL10.0 μL，包括，包括 5.0 μL SYBR qPCR Enzyme5.0 μL SYBR qPCR Enzyme、、
0.5 μL0.5 μL上游引物上游引物 q-Ae-HSPA1BFq-Ae-HSPA1BF 和和 0.5 μL0.5 μL下游引物下游引物

q-Ae- HSPA1BRq-Ae- HSPA1BR、、1.0 μL1.0 μL 稀 释稀 释 55 倍 的倍 的 cDNAcDNA 模 板 及模 板 及

3.0 μL3.0 μL 无酶水。反应程序设置为：无酶水。反应程序设置为：95 ℃ 30 s95 ℃ 30 s；；95 ℃ 95 ℃ 
10 s10 s，，60 ℃ 30 s60 ℃ 30 s，共，共 4242 个循环；个循环；95 ℃ 15 s95 ℃ 15 s，，60 ℃ 60 s60 ℃ 60 s，，
95 ℃ 15 s95 ℃ 15 s。采用。采用 22−ΔΔCt−ΔΔCt 方法计算方法计算 HSPA1BHSPA1B 基因相对基因相对

表达量。表达量。

1.9  1.9  数据分析数据分析

所有实验数据采用所有实验数据采用 SPSS 26.0SPSS 26.0 软件进行统计分软件进行统计分

析。单因素方差分析（析。单因素方差分析（one-way ANOVAone-way ANOVA）比较组间）比较组间

差异，并进行差异，并进行 DuncanDuncan 多重比较，分析组间区别。数多重比较，分析组间区别。数

据结果表示为：均值据结果表示为：均值 ±± 标准差（标准差（mean±SDmean±SD），），PP<0.05<0.05
表示差异显著。利用表示差异显著。利用 GraphPad Prism 9.0GraphPad Prism 9.0 软件绘制软件绘制

柱状图。柱状图。

2  2  结果结果

2.1  2.1  大眼双锯鱼大眼双锯鱼 HSPA1BHSPA1B 基因克隆及生物信息学分析基因克隆及生物信息学分析

大眼双锯鱼大眼双锯鱼 HSPA1BHSPA1B 基因开放阅读框长度为基因开放阅读框长度为
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1 734 bp1 734 bp，编码，编码 577577 个氨基酸残基，该蛋白的分子式个氨基酸残基，该蛋白的分子式

为为 CC28062806HH4526 4526 NN774089774089SS1616，预测其分子质量大小约为，预测其分子质量大小约为

63.94×1063.94×1033 u u，理论等电点，理论等电点 pIpI 为为 5.425.42（见图（见图 11）。）。

注：下划线表示 ATPase 核苷酸结合结构域；灰色底色表示 HSP70 蛋白肽结合结构域。

图 1   大眼双锯鱼 HSPA1B 基因核苷酸和氨基酸序列
Fig. 1    Nucleotide and amino acid sequence of the HSPA1B gene in A. ephippium

在构成蛋白质的在构成蛋白质的 2020 种常见氨基酸中，含量最多种常见氨基酸中，含量最多

的是赖氨酸（的是赖氨酸（LysLys），占比），占比 8.8%8.8%；谷氨酸（；谷氨酸（GluGlu）次之，）次之，

占比占比 8.5%8.5%；含量最少的氨基酸是色氨酸（；含量最少的氨基酸是色氨酸（TrpTrp），仅），仅

占占 0.3%0.3%。该蛋白中不含有稀有氨基酸，带负电荷的。该蛋白中不含有稀有氨基酸，带负电荷的

氨基酸（氨基酸（Asp+GluAsp+Glu）数量为）数量为 8787，带正电荷的氨基酸，带正电荷的氨基酸

（（Arg+LysArg+Lys）数量为）数量为 7676。不稳定性指数为。不稳定性指数为 36.8736.87，归，归

类为稳定蛋白质。亲类为稳定蛋白质。亲 // 疏水性预测结果（见图疏水性预测结果（见图 22）显）显

示，示，HSPA1BHSPA1B 蛋白最大疏水值为蛋白最大疏水值为 2.2112.211，位于第，位于第 334334
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位氨基酸处；最小疏水值为位氨基酸处；最小疏水值为 −3.311−3.311，位于第，位于第 532532 位氨位氨

基酸处。序列对比结果表明，本研究获得的基酸处。序列对比结果表明，本研究获得的  HSPA1BHSPA1B
基因基因 ORFORF 与眼斑双锯鱼相比存在与眼斑双锯鱼相比存在 3030 个碱基差异，个碱基差异，

核苷酸同源性达核苷酸同源性达 98.2%98.2%，其编码的蛋白仅在靠近，其编码的蛋白仅在靠近 CC
端区域存在端区域存在 55 个不同的氨基酸位点。个不同的氨基酸位点。

通过生物信息学软件在线分析通过生物信息学软件在线分析 HSPA1BHSPA1B 基因理基因理

化性质、信号肽、亚细胞定位以及二、三级结构预化性质、信号肽、亚细胞定位以及二、三级结构预

测。结果如图测。结果如图 22 所示，所示，HSPA1BHSPA1B 蛋白总平均亲疏水蛋白总平均亲疏水

性（性（GRAVYGRAVY）为）为 −0.468−0.468，该蛋白质为亲水性蛋白质，该蛋白质为亲水性蛋白质

（见图（见图 2a2a）；）；HSPA1BHSPA1B 为胞内蛋白，无信号肽序列，为胞内蛋白，无信号肽序列，

无跨膜结构域（见图无跨膜结构域（见图 2b2b 和和 cc）；主要定位于细胞质）；主要定位于细胞质

和细胞核，并在这两个区域穿梭发挥其分子伴侣功和细胞核，并在这两个区域穿梭发挥其分子伴侣功

能。能。HSPA1BHSPA1B 蛋白二级结构（见图蛋白二级结构（见图 2d2d）主要由）主要由 αα-- 螺螺

旋构成，占旋构成，占 46.45%46.45%；其次，在二级结构中结构占比；其次，在二级结构中结构占比

较高的是无规则卷曲，占较高的是无规则卷曲，占 34.84%34.84%；；ββ-- 折叠占比较折叠占比较

少，占有少，占有 15.60%15.60%。对大眼双锯鱼。对大眼双锯鱼 HSPA1BHSPA1B 蛋白的三蛋白的三

级结构进行预测（见图级结构进行预测（见图 2e2e），发现），发现 HSPA1BHSPA1B 蛋白的蛋白的

GMQEGMQE 置信度为置信度为 0.890.89，使用蓝色、绿色和灰白色分，使用蓝色、绿色和灰白色分

别标注出别标注出 αα-- 螺旋、螺旋、ββ-- 折叠、折叠、ββ-- 转角与无规则卷曲转角与无规则卷曲 44
种二级结构在三维模型中的位置。种二级结构在三维模型中的位置。
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三维结构图：

GMQE：0.89

图 2   生物信息学软件在线分析大眼双锯鱼 HSPA1B 蛋白
Fig. 2    Bioinformatics software online analysis of the HSPA1B protein in A. ephippium
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b  InterProScan 结构域搜索

图 3   大眼双锯鱼 HSPA1B 蛋白结构域 SMART 与 InterProScan 预测
Fig. 3    Structure domain SMART of HSPA1B protein in A. ephippium and prediction by InterProScan
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图 4   HSPA1B 蛋白系统发育树
Fig. 4    HSPA1B protein phylogenetic tree

通过通过 SMARTSMART 在线预测大眼双锯鱼在线预测大眼双锯鱼 HSPA1BHSPA1B
保守结构域，结果（见图保守结构域，结果（见图 3a3a）表明，）表明，HSPA1BHSPA1B 蛋白蛋白

在在 1~552 aa1~552 aa 处有一个处有一个 HSP70HSP70 结构域。利用结构域。利用 EMBL-EMBL-
EBIEBI 数据库的数据库的 InterProScanInterProScan 功能对蛋白质结构域进功能对蛋白质结构域进

行进一步预测（见图行进一步预测（见图 3b3b）。）。

发现其包含有两个典型的发现其包含有两个典型的 HSP70HSP70 蛋白家族标志蛋白家族标志

性序列，均位于序列中心部分，两个保守基序分别为性序列，均位于序列中心部分，两个保守基序分别为
1313IFDLGGGTFDVSILIFDLGGGTFDVSIL5050和和 274274JVLVGGSTRIPKIQKJVLVGGSTRIPKIQK288288，，

在 HSPA1B 氨 基 酸 的 2~137 aa 和 150~274 aa 处 存在 HSPA1B 氨 基 酸 的 2~137 aa 和 150~274 aa 处 存

在一个不连续的结构域，具有消耗在一个不连续的结构域，具有消耗 ATPATP 的能力；在的能力；在

326~483 aa326~483 aa 和和 478~555 aa478~555 aa 处，分别具有一个多肽结合处，分别具有一个多肽结合

结构域和结构域和 C-C- 末端结构域，这末端结构域，这 33 个结构域是个结构域是 HSP70sHSP70s 家家

族保守结构域。族保守结构域。

从从 NCBINCBI 上下载已公布的上下载已公布的 HSPA1BHSPA1B 氨基酸序氨基酸序

列，然后使用列，然后使用 MEGA12MEGA12 软件将大眼双锯鱼软件将大眼双锯鱼 HSPA1BHSPA1B
氨基酸序列与下载的氨基酸序列与下载的 HSPA1BHSPA1B 氨基酸序列进行多重氨基酸序列进行多重

序列比对，并采用邻近法（序列比对，并采用邻近法（neighbor-joiningneighbor-joining，，N-JN-J））
构建系统发育树。从构建系统发育树。从 HSPA1BHSPA1B 蛋白构建的系统发育蛋白构建的系统发育

树（见图树（见图 44）可以看出，辐鳍鱼类聚集成一进化支系，）可以看出，辐鳍鱼类聚集成一进化支系，

而哺乳类和两栖类聚集成另一进化支系。多重序列而哺乳类和两栖类聚集成另一进化支系。多重序列

比对结果（见图比对结果（见图 55）显示，大眼双锯鱼）显示，大眼双锯鱼 HSPA1BHSPA1B 蛋白蛋白

与眼斑双锯鱼相似度最高为与眼斑双锯鱼相似度最高为 99.13%99.13%。。

李   涛等：大眼双锯鱼热休克蛋白 1B 基因克隆及其对运输胁迫的响应
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相似度 /%

图 5   大眼双锯鱼 HSPA1B 与其他物种 HSPA1B 氨基酸序列多重序列比对
Fig. 5    Multiple sequence alignment of A. ephippium HSPA1B amino acid sequence with other species HSPA1B amino acid equence
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图 6   HSPA1B 蛋白质互作预测
Fig. 6    HSPA1B protein interaction prediction

利用在线工具利用在线工具 STRINGSTRING 预测并构建大眼双锯预测并构建大眼双锯

鱼鱼 HSPA1BHSPA1B 蛋白互作网络，如图蛋白互作网络，如图 66 所示。互作蛋白所示。互作蛋白

互作相关评分高于互作相关评分高于 0.80.8，置信度高于，置信度高于 0.70.7。结果显。结果显

示，示，HSPA1BHSPA1B 与与 DNAJA1DNAJA1，，DNAJA2DNAJA2，，DNAJA2BDNAJA2B，，

DNAJA4DNAJA4，，DNAJB1ADNAJB1A，，DNAJB1BDNAJB1B，，GAKGAK，，CLPBCLPB 和和

STIP1STIP1 具有互作关系。推测其可能在蛋白折叠，内质具有互作关系。推测其可能在蛋白折叠，内质

网降解与应激中扮演重要角色。网降解与应激中扮演重要角色。

2.2  2.2  HSPA1BHSPA1B 基因在大眼双锯鱼不同组织中的表达分析基因在大眼双锯鱼不同组织中的表达分析

利用实时荧光定量利用实时荧光定量 PCRPCR 技术对技术对 HSPA1BHSPA1B 基因基因

进行组织特异性表达分析，如图进行组织特异性表达分析，如图 77 所示。结果表明，所示。结果表明，

HSPA1BHSPA1B 基因在检测的基因在检测的 1010 个组织中均有表达。其个组织中均有表达。其

中，中，HSPA1BHSPA1B 基因在肌肉中的相对表达量最高，为基因在肌肉中的相对表达量最高，为

98.1898.18，其次是脑和皮肤，而在眼睛、鳃、肾脏等组织，其次是脑和皮肤，而在眼睛、鳃、肾脏等组织

中相对表达量较低，在肠道中相对表达量最低。中相对表达量较低，在肠道中相对表达量最低。

a

b

c c c

c

d
d

d

肠道 脾脏 心脏 肝脏 肾脏 鳃 眼睛 皮肤 脑 肌肉
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组织

注：不同小写字母表示组织间差异显著（P<0.05），相同小写字母表

示组织间差异不显著（P>0.05）。

图 7   大眼双锯鱼 HSPA1B 基因组织分布结果
Fig. 7    Tissue distribution of HSPA1B gene in A. ephippium

2.3  2.3  在运输胁迫下大眼双锯鱼在运输胁迫下大眼双锯鱼 HSPA1BHSPA1B 基因表达差异基因表达差异

如 图如 图 88 所 示，大 眼 双 锯 鱼（所 示，大 眼 双 锯 鱼（A. ephippiumA. ephippium））
HSPA1BHSPA1B 基因的相对表达量在运输胁迫期间的趋基因的相对表达量在运输胁迫期间的趋

势为先上调后下调；在运输势为先上调后下调；在运输 6 h6 h，相对表达量迅速，相对表达量迅速

上调并呈现极显著差异（上调并呈现极显著差异（PP<0.01<0.01），随后继续密闭），随后继续密闭

运输运输 24 h24 h 时相对表达量达到峰值；同时大眼双锯时相对表达量达到峰值；同时大眼双锯

鱼皮肤和肠道中鱼皮肤和肠道中 HSPA1BHSPA1B 基因相对表达量的变化基因相对表达量的变化

较为缓慢。在较为缓慢。在 24 h24 h 才达到最高峰，但变化最为显著才达到最高峰，但变化最为显著

（（PP<0.01<0.01），分别为），分别为 AeAe-CK-CK 的的 4040 倍和倍和 7070 倍，达峰后倍，达峰后

相对表达量下降，仍极显著高于相对表达量下降，仍极显著高于 AeAe-CK-CK（（PP<0.01<0.01）。）。

肾脏和脾脏肾脏和脾脏 HSPA1BHSPA1B 基因的相对表达量均在基因的相对表达量均在

运输运输 6 h6 h 即表现出极显著上调（即表现出极显著上调（PP<0.01<0.01），在），在 12 h12 h 达达

到最高峰后下降，其中肾脏在到最高峰后下降，其中肾脏在 24 h24 h 和和 48 h48 h 时仍维时仍维

持稳定显著高表达（持稳定显著高表达（PP<0.01<0.01）；脾脏在运输）；脾脏在运输 24 h24 h 和和

48 h48 h 持续下降，在持续下降，在 48 h48 h 时下降至接近时下降至接近 AeAe-CK-CK；肝脏；肝脏

组织与其他组织表达水平变化相反，在组织与其他组织表达水平变化相反，在 6 h6 h 时出现时出现

极显著下调（极显著下调（PP<0.01<0.01）后恢复对照组水平。可见，除）后恢复对照组水平。可见，除

肝脏外，鳃、肾脏、脾脏、皮肤和肠道肝脏外，鳃、肾脏、脾脏、皮肤和肠道 HSPA1BHSPA1B 基因基因

的相对表达量均在运输中期（的相对表达量均在运输中期（12 h12 h 或或 24 h24 h）就表现）就表现

出了极显著上调（出了极显著上调（PP<0.01<0.01），这种上调在），这种上调在 12 h12 h 或或 24 h24 h
达到最高峰。达到最高峰。
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图 8   大眼双锯鱼不同组织中 HSPA1B 基因相对表达水平变化
Fig. 8    Changes in the relative expression levels of HSPA1B gene in different tissues of A. ephippium

鱼鱼 HSPA1BHSPA1B 核酸和氨基酸序列进行比对分析后，发核酸和氨基酸序列进行比对分析后，发

现其与同属的眼斑双锯鱼的现其与同属的眼斑双锯鱼的 ORFORF 相比少了相比少了 3030 个碱个碱

基，但是其相似度高达基，但是其相似度高达 98.2%98.2%。而在其翻译成蛋白。而在其翻译成蛋白

序列后，在其序列后，在其 CC 端又有端又有 55 个氨基酸的区别，但其分个氨基酸的区别，但其分

子质量大小依然为子质量大小依然为 70×1070×1033 u u，与，与 HSP70sHSP70s 家族蛋白家族蛋白

大小相似，最终确认本研究克隆的基因为大小相似，最终确认本研究克隆的基因为 HSPA1BHSPA1B
基因。基因。HSPA1BHSPA1B 蛋白的系统进化性分析发现，较近蛋白的系统进化性分析发现，较近

亲缘关系的物种聚类在同一分支内部；大眼双锯鱼亲缘关系的物种聚类在同一分支内部；大眼双锯鱼

和眼斑双锯鱼的距离最近，辐鳍鱼类聚集成一进化和眼斑双锯鱼的距离最近，辐鳍鱼类聚集成一进化

支系，而哺乳类和两栖类聚集成另一进化支系，表支系，而哺乳类和两栖类聚集成另一进化支系，表

现出了显著的进化差异。序列分析结果表明，眼斑现出了显著的进化差异。序列分析结果表明，眼斑

双锯鱼双锯鱼 HSPA1BHSPA1B 蛋白具有蛋白具有 HSP70sHSP70s 家族蛋白的典型家族蛋白的典型

特征，并且与近缘物种眼斑双锯鱼（特征，并且与近缘物种眼斑双锯鱼（A. ocellarisA. ocellaris）的）的

HSPA1BHSPA1B 具有极高的相似性（具有极高的相似性（99.13%99.13%），这从分子水），这从分子水

平上佐证了二者密切的亲缘关系，也说明该基因在平上佐证了二者密切的亲缘关系，也说明该基因在

进化上高度保守，暗示其可能承担着不可或缺的生进化上高度保守，暗示其可能承担着不可或缺的生

3  3  讨论讨论

自热休克蛋白从果蝇中发现以来，国内外学者自热休克蛋白从果蝇中发现以来，国内外学者

对脊椎动物对脊椎动物 HSP70HSP70 基因结构、蛋白功能、遗传进化基因结构、蛋白功能、遗传进化

以及表达模式开展了深入的研究，而且迄今为止已以及表达模式开展了深入的研究，而且迄今为止已

有多种鱼类的有多种鱼类的 HSP70HSP70 基因的表达被广泛研究，但大基因的表达被广泛研究，但大

多集中在可食用鱼类应激研究方向，观赏鱼中的研多集中在可食用鱼类应激研究方向，观赏鱼中的研

究相对较少究相对较少［［1818］］。。HSP70HSP70 家族作为热休克蛋白中高度家族作为热休克蛋白中高度

保守的分子伴侣蛋白，主要是协助蛋白正确折叠、组保守的分子伴侣蛋白，主要是协助蛋白正确折叠、组

装、转运和降解，尤其是在细胞受到外界胁迫（如高装、转运和降解，尤其是在细胞受到外界胁迫（如高

温、缺氧、毒素等）时，防止蛋白质错误折叠和聚集，温、缺氧、毒素等）时，防止蛋白质错误折叠和聚集，

从而维持细胞的蛋白稳定。从而维持细胞的蛋白稳定。HSP70HSP70 家族蛋白具有家族蛋白具有 33
个高度保守的结构域，分别为个高度保守的结构域，分别为 ATPATP 结合域、肽结合结合域、肽结合

域与域与 C-C- 末端结构域。本研究所克隆的大眼双锯鱼末端结构域。本研究所克隆的大眼双锯鱼

序列具有以上序列具有以上 33 个保守结构域，推测其属于热休克个保守结构域，推测其属于热休克

7070 蛋白（蛋白（HSP70HSP70）家族成员）家族成员［［1919］］。通过对眼斑双锯。通过对眼斑双锯
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理功能。理功能。

在观赏鱼售卖过程中，运输是一个必不可少的在观赏鱼售卖过程中，运输是一个必不可少的

环节，但往往造成鱼类生存环境的急剧变化，从而环节，但往往造成鱼类生存环境的急剧变化，从而

诱发强烈的应激反应诱发强烈的应激反应［［2020］］。与正常生理状态相比，应。与正常生理状态相比，应

激状态下鱼体内分泌活动与能量代谢等生理生化激状态下鱼体内分泌活动与能量代谢等生理生化

过程发生显著改变，严重影响鱼类健康。在面对运过程发生显著改变，严重影响鱼类健康。在面对运

输胁迫时，鱼群会启动一套高度保守的应激响应程输胁迫时，鱼群会启动一套高度保守的应激响应程

序，其核心通路与应对其他压力时类似。其中热休序，其核心通路与应对其他压力时类似。其中热休

克蛋白（克蛋白（HSPsHSPs）上调，被认为是最经典的标志性反）上调，被认为是最经典的标志性反

应。研究发现，在鱼类受到外界压力胁迫的状态下，应。研究发现，在鱼类受到外界压力胁迫的状态下，

HSP70HSP70 和和 HSP90HSP90 等分子伴侣的表达会急剧增加，等分子伴侣的表达会急剧增加，

以保护细胞内的蛋白质免受变性或错误聚集，维持以保护细胞内的蛋白质免受变性或错误聚集，维持

细胞功能细胞功能［［2121］］。其中。其中 HSP70HSP70 基因的表达水平常被用基因的表达水平常被用

作评估运输胁迫严重程度的分子标志物之一作评估运输胁迫严重程度的分子标志物之一［［2222］］。本。本

研究发现，大眼双锯鱼在运输胁迫下研究发现，大眼双锯鱼在运输胁迫下 HSPA1BHSPA1B 基因基因

表现出了独特的表达模式。除肝脏外，鳃、肾脏、脾表现出了独特的表达模式。除肝脏外，鳃、肾脏、脾

脏、皮肤和肠道脏、皮肤和肠道 HSPA1BHSPA1B 基因的相对表达量均在运基因的相对表达量均在运

输中期（输中期（12 h12 h，，24 h24 h）就表现出极显著上调，上调水平）就表现出极显著上调，上调水平

最高可达最高可达 7070 倍。结果表明，在应激状态下，倍。结果表明，在应激状态下，HSPA1BHSPA1B
基因可能通过早期快速响应和中后期稳定高表达，基因可能通过早期快速响应和中后期稳定高表达，

维持鱼体在持续应激状态下的生理稳态。维持鱼体在持续应激状态下的生理稳态。HSPA1BHSPA1B
基因在应激早期具有快速响应的特点基因在应激早期具有快速响应的特点［［2323］］。作为细胞。作为细胞

核核 -- 胞质型的胞质型的 HSP70sHSP70s 蛋白成员，蛋白成员，HSPA1BHSPA1B 蛋白具蛋白具

有特别的表达和功能模式。在正常情况下，有特别的表达和功能模式。在正常情况下，HSPA1BHSPA1B
蛋白维持相对较低的表达水平，少量存在于胞质中，蛋白维持相对较低的表达水平，少量存在于胞质中，

当细胞受到外界刺激时，当细胞受到外界刺激时，HSPA1BHSPA1B 蛋白迅速大量表蛋白迅速大量表

达并转运入细胞核，具有明显的诱导型达并转运入细胞核，具有明显的诱导型 HSP70sHSP70s 蛋蛋

白的特征白的特征［［2424］］。。HSPA1BHSPA1B 可在核内发挥稳定核糖体可在核内发挥稳定核糖体

及其他核内蛋白的正常组装，调节转录的功能，以在及其他核内蛋白的正常组装，调节转录的功能，以在

应激状态下维持细胞正常的生理功能应激状态下维持细胞正常的生理功能［［2525］］。作为鱼。作为鱼

类应对外界环境变化的重要器官系统，鳃组织直接类应对外界环境变化的重要器官系统，鳃组织直接

接触水体环境变化；皮肤作为机体与外界环境的第接触水体环境变化；皮肤作为机体与外界环境的第

一道物理屏障，直接承受各种环境压力，承担物理一道物理屏障，直接承受各种环境压力，承担物理

屏障与渗透调节双重功能；肌肉组织作为运动器官，屏障与渗透调节双重功能；肌肉组织作为运动器官，

维持较高基础代谢水平，需要高水平的维持较高基础代谢水平，需要高水平的 HSP70HSP70 来维来维

持蛋白质稳态；而脑组织作为神经中枢，对代谢异常持蛋白质稳态；而脑组织作为神经中枢，对代谢异常

和应激刺激具有高度敏感性。和应激刺激具有高度敏感性。HSPA1BHSPA1B 基因在鳃、基因在鳃、

皮肤、肌肉及脑组织中均呈现较高丰度表达的特征，皮肤、肌肉及脑组织中均呈现较高丰度表达的特征，

与其持续应对环境波动（如温度、溶氧、氨氮等）的与其持续应对环境波动（如温度、溶氧、氨氮等）的

生理需求密切相关。上述结果表明，生理需求密切相关。上述结果表明，HSPA1BHSPA1B 基因基因

的高丰度表达可能是通过维持细胞蛋白质稳态，增的高丰度表达可能是通过维持细胞蛋白质稳态，增

强了组织对物理或化学刺激的耐受性。在四指马鲅强了组织对物理或化学刺激的耐受性。在四指马鲅

（（Eleutheronema tetradactyumEleutheronema tetradactyum）的研究中也同样观）的研究中也同样观

察到了在鳃、肌肉和全脑中高丰度表达，且在受到运察到了在鳃、肌肉和全脑中高丰度表达，且在受到运

输胁迫后快速表达上调的现象输胁迫后快速表达上调的现象［［2626］］。。

4  4  结论结论

本研究成功克隆了大眼双锯鱼（本研究成功克隆了大眼双锯鱼（A. ephippiumA. ephippium））
HSPA1BHSPA1B 基因，其编码的蛋白序列具有基因，其编码的蛋白序列具有 33 个个 HSP70HSP70
蛋白家族的特征序列，确定为蛋白家族的特征序列，确定为 HSP70sHSP70s 蛋白成员。蛋白成员。

HSPA1BHSPA1B 的序列特征及其在运输胁迫下的表达分析的序列特征及其在运输胁迫下的表达分析

结果表明，大眼双锯鱼的结果表明，大眼双锯鱼的 HSPA1BHSPA1B 开放阅读框长开放阅读框长

度度 1 734 bp1 734 bp，编码，编码 577577 个氨基酸残基，分子质量为个氨基酸残基，分子质量为

63.94×1063.94×1033 u u，等电点为，等电点为 5.425.42。该蛋白不含信号肽，为。该蛋白不含信号肽，为

非跨膜蛋白，并有非跨膜蛋白，并有 33 个个 HSP70sHSP70s 蛋白典型结构域。蛋白典型结构域。

HSPA1BHSPA1B 作为一种诱导型的作为一种诱导型的 HSP70sHSP70s 蛋白成员，具蛋白成员，具

有快速响应、瞬时高表达的特点；尤其在长距离运输有快速响应、瞬时高表达的特点；尤其在长距离运输

胁迫下，胁迫下，HSPA1BHSPA1B 参与大眼双锯鱼抑制程序性细胞参与大眼双锯鱼抑制程序性细胞

死亡的相关应答反应，增加细胞在应激下的存活率，死亡的相关应答反应，增加细胞在应激下的存活率，

可作为反映鱼类是否处于应激性损伤状态的检测指可作为反映鱼类是否处于应激性损伤状态的检测指

标之一。标之一。
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