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瓶囊碘泡虫HSP70基因的克隆、鉴定及功能预测
*

刘晓聪,赵元莙,张金叶

(重庆师范大学 生命科学学院 动物生物学重庆市重点实验室,重庆401331)

摘要:HSP70(Heatshockproteins70)是分子量约为70kD的热休克蛋白,具有保护细胞和生命体的重要作用。通过分

子克隆和染色体步移技术首次获得瓶囊碘泡虫(MyxobolusampullicapsulatusZhaoetal.,2008)HSP70家族同源基因

的完整序列,并利用生物信息学方法对该基因进行鉴定,同时对它编码的蛋白序列进行分析。结果显示:瓶囊碘泡虫

HSP70蛋白为 HSPA8同源物,命名为 MaHSPA8;MaHSPA8 基因核苷酸序列全长2696bp,共编码662个氨基酸,

MaHSPA8蛋白相对分子量为72.5kD,等电点为5.37,无跨膜区和信号肽,共有24个潜在的抗原位点。此发现将为进一

步研究 HSP70 基因在瓶囊碘泡虫寄生过程中的作用提供基础资料。
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HSPs(Heatshockproteins)是一类在原核生物和真核生物体内都普遍存在的分子伴侣,在机体遇到有害刺

激后的应激反应中起着重要的防御作用。依据分子量大小,HSPs可分为 HSP100、HSP90、HSP70、HSP60、

HSP40和小HSP家族。目前,HSP70是研究最多的一类应激蛋白,主要包括4大类成员:HSP70、HSC70(Heat
shockcognate70)、GRP78(Glucose-regulatedprotein78,又称 HSPA5)和 HSP75(HSPA9)。其中人类 HSP70
蛋白包括 HSPA1A、HSPA1B和 HSPA6;HSC70包括 HSPA1L、HSPA2和 HSPA8[1]。正常生理条件下,

HSP70蛋白表达量极少,但受到物理、化学、生物等应激原作用后,表达迅速增加,故又称为诱导型蛋白[2]。然

而,HSC70蛋白在正常细胞质内组成性表达,应激条件下仅受到轻度诱导[3-4]。HSC70蛋白在结构和功能上同

HSP70蛋白具有相似性,同时,HSC70蛋白在胚胎发育、细胞凋亡、细胞存活、先天免疫反应等细胞事件中也具

有自身独特的功能[5-8]。更重要的是,由于 HSC70蛋白和临床疾病如癌症、心血管疾病、神经疾病、肝脏疾病等

存在一定关联,因而成为了一个潜在的治疗靶点[9-11]。目前关于人类及其他脊椎动物、软体动物、甲壳动物、植
物、细菌、病毒等物种中 HSC70 基因的研究已较广泛[12-17]。此外,一些病原微生物 HSP70抗原性的研究已表

明:HSP70可作为疫苗的候选成分[18-19]。相比之下,HSP70在粘孢子虫中的相关研究较少。
瓶囊碘泡虫(MyxobolusampullicapsulatusZhaoetal.,2008)是一种主要寄生于鲫鱼(Carassiusauratus

auratus)的粘孢子虫,多在宿主鳃部形成乳白色圆形孢囊,严重时布满整个鳃部导致寄主鱼因呼吸困难而死亡,
给渔业和水产养殖业带来了严重的经济损失[20]。由于粘孢子虫的孢囊具有坚硬的孢子外壳,药物很难进入,几
乎所有药物对该病均无显著疗效[21-22]。同时,粘孢子虫生活史复杂,人工培养尚未成功,也给粘孢子虫病的控制

和预防带来了极大困难。此外,化学药物在水体、鱼体内造成的大量残留,不但污染环境还会给人类健康带来隐

患。比较而言,生物技术疫苗不存在以上问题,且具有良好的预防效果,尤其是基因工程疫苗制备简单,易大量

生产等优点已成为防御寄生虫的首选,因此,生物疫苗应是治疗粘孢子虫病较为理想的防治方法[23]。为此,本研

究对瓶囊碘泡虫 HSP70 家族基因成员之一进行了克隆、鉴定及功能预测,旨在为进一步研究该基因的功能提供

基础数据,对粘孢子虫病的防治研究也具有一定科学意义。
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1材料与方法

1.1样本采集与虫种鉴定

研究所用病鲫采自重庆市沙坪坝区陈家桥镇。将病鲫鳃部检获的粘孢子虫孢囊小心剥离至1.5mL的离心

管内,超纯水离心去除杂质后,用穿刺针穿破孢囊,取少量孢子涂抹到载玻片上,置于Leica-DM6000显微镜下观

察、拍照。瓶囊碘泡虫的鉴定参照文献[20]。
1.2主要试剂

DNA提取试剂盒DNeasyBlood&TissueKit(QIAGEN),胶回收试剂盒(E.Z.N.AGelExtractionKit),

pMD19-T,rTaq聚合酶,LATaq聚合酶,dNTPs,DL5000Marker(TaKaRa),GenomeWalkingKit(TaKa-
Ra),质粒提取试剂盒(E.Z.N.APlasmidMiniKitI)。
1.3瓶囊碘泡虫基因组DNA的提取

瓶囊碘泡虫基因组DNA的提取严格按照DNA提取试剂盒的使用说明操作执行,并进行电泳检测、浓度测

定,-20℃保存备用。
1.4瓶囊碘泡虫HSP70基因的克隆、测序

表1 本研究所用PCR引物序列

Tab.1 Sequenceofprimersdesignedinthisstudy

引物名称 引物序列(5′~3′)

HSP70-R GGHWCNCANTWYTTICGYHT
HSP70-F NGHNCCRTANGCNACIHC
HSP70-R1 TACCATCACCCTGCCTGCTT
HSP70-R2 TTCGGTTTCCGCTGGTCAG
HSP70-R3 ACGCCACATAAGAGGGAGTT
HSP70-F1 GTGCGGAGACTTAGAACAGC
HSP70-F2 TACCATACCCCGTGCTCGTT
HSP70-F3 AAGTTGTCTTTGTCGGAGGAT

从GenBank下载其他物种HSP70蛋白序列及核酸序列,以此利用Primer5设计兼并引物(表1)。首先,以
瓶囊碘泡虫基因组DNA为模板进行 HSP70 基因片段的扩增。PCR反应体系为:2.5μL10×ExTaq(Mg2+

Free),1.5μL MgCl2 (25 mmol·L-1),2.5μLdNTP
(25mmol·L-1),引物各0.5μL(10μmol·L-1),1.2ng的

模板DNA,0.2μLExTaq酶(5U·μL-1),灭菌双蒸水补足

至25μL。反应程序为:94℃预变性4min,94℃变性45s,
59.7℃退火50s,72℃延伸2min,循环30次,最后72℃延

伸10min。纯化后克隆至pMD19-T载体,菌液送上海英潍

捷基贸易有限公司进行测序。然后,依据已测 HSP70片段序

列,分别于5′和3′端设计特异引物 HSP70-R1、HSP70-R2、
HSP70-R3、HSP70-F1、HSP70-F2和HSP70-F3(表1)。PCR
反应程序及详细操作参照GenomeWalkingKit使用说明执

行,纯化后的片段克隆至pMD19-T载体,菌液送上海英潍捷

基贸易有限公司进行测序。

1.5瓶囊碘泡虫HSP70基因生物信息学分析

利用BioEdit软件将获得的瓶囊碘泡虫 HSP70 基因序列进行拼接、寻找ORF并翻译成蛋白序列,结合Co-
donW分析HSP70基因的碱基组成及密码子使用频率。利用ProtParam软件(http://www.expasy.org/prot-
param)预测蛋白质的理论分子量、等电点等理化性质;利用软件ExPASy的ProtScale程序分析蛋白亲/疏水性;
利用TMHMM软件(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/)分析蛋白的跨膜区;利用SignalP4.0软件

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)预测信号肽和剪切位点;使用软件 TargetP(http://www.cbs.
dtu.dk/services/TargetP/)对蛋白质亚细胞定位;使用在线软件(http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/)
分析蛋白潜在抗原表位。

2结果

2.1形态学鉴别性特征

孢囊乳白色,平均直径为2.1mm;成熟孢子壳面观呈长梨形,缝面观呈梭形,前端稍尖后端钝圆(封二彩图

1)。孢子长(18.9±0.7)μm,范围为17~20.0μm;宽(9.3±0.5)μm,范围为8.5~10.7μm。两等大长梨形极

囊并行排列在孢子前端,约占孢腔2/3,两极囊前端紧贴,末端分开,两极囊纵轴之间约成30°夹角,极囊长

(9.3±0.5)μm,范围为7.8~10.2μm;宽(3.45±0.4)μm,范围为2.8~3.7μm;极丝9~10圈。
2.2HSP70基因全序列的特征分析

本研究得到的瓶囊碘泡虫 HSP70基因序列全长2696bp,含1989bp开放阅读框(ORF),5′端非编码区为

623bp,3′端非编码区为84bp(图2),共编码662个氨基酸。BioEdit分析表明AT含量为61.91%,GC含量为

38.09%,AT和GC的偏斜分别为0.07,0.02,因此,该序列碱基组成更偏向于A和G。全基因序列的相同意义
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密码子使用率(RSCU)分析表明(表2),UCU、AGA、CUU出现的频率较高;UCG、CUA、AUA、UAG等密码子

出现次数相对较少。

图2 瓶囊碘泡虫 HSP70基因结构示意图

Fig.2 TheschematicdiagramofM.ampullicapsulatusHSP70gene

瓶囊碘泡虫 HSP70蛋白的预测分子量约

为72.5kD,等电点为5.37;由20种氨基酸组

成,其中 Gly最高占8.8%,Trp最低占0.3%
(表3),负电荷残基(Asp+Glu)总个数为98,
正电荷残基(Arg+Lys)总个数为83;HSP70蛋

白的不稳定指数为42.05。该氨基酸ORF序列

的第6~382位氨基酸位点发现 HSP70家族的

典型 NBD_sugar-kinase_ HSP70_actinsuperfamily 结 构 域 (图 2),NCBI比 对 显 示 与 Nilaparvatalugens
(ADE34170.1),Tachysurusfulvidraco (ACR15181.1),Brachionusplicatilis(BAO23806.1),Cotesiavestalis
(AGF34718.1),Cuculuscanorus(KFO73662.1)和Anasplatyrhynchos(EOA96319.1)最为相似,相似度分别

为77%,78%,78%,78%,78%和78%,相似物种的蛋白序列均属 HSPs家族中的 HSPA8,故暂将瓶囊碘泡虫

HSP70蛋白命名为 MaHSPA8。

表2 瓶囊碘泡虫 HSP70基因核酸序列相对同义密码子统计表

Tab.2 Relativesynonymouscodonusage(RSCU)ofM.ampullicapsulatusHSP70gene

密码子 RSCU值 密码子 RSCU值 密码子 RSCU值 密码子 RSCU值

UCU 2.67 CAA 1.31 UGU 0.86 CUG 0.53
AGA 2.60 UGG 1.33 GUA 0.82 ACA 0.51
CUU 2.53 UAU 1.29 AAU 0.84 GAC 0.44
ACU 2.47 AAA 1.26 CAC 0.80 GCG 0.41
UAA 2.00 GCC 1.22 ACC 0.77 CGG 0.4
GGA 1.93 UUG 1.20 AAG 0.74 AGG 0.40
GUU 1.82 CAU 1.20 GCA 0.73 GAG 0.37
CCU 1.63 CCA 1.19 UAC 0.71 GGG 0.34
GCU 1.63 AAC 1.16 CAG 0.69 CCG 0.30
GAA 1.63 UGC 1.14 UGA 0.67 GGC 0.28
GAU 1.56 GUC 1.09 AGC 0.67 GUG 0.27
AUU 1.47 UCA 1.07 CGC 0.60 ACG 0.26
AUC 1.47 UUA 1.07 CGA 0.60 UCG 0.13
GGU 1.45 AUG 1.00 UUU 0.59 CUA 0.13
UUC 1.41 AGU 0.93 UCC 0.53 AUA 0.06
CGU 1.40 CCC 0.89 CUC 0.53 UAG 0.00

表3 瓶囊碘泡虫 HSP70蛋白的氨基酸组成比例

Tab.3 CompositionofaminaacidsofM.ampullicapsulatusHSP70

氨基酸 个数 比例 氨基酸 个数 比例 氨基酸 个数 比例 氨基酸 个数 比例

Ala 49 7.4% Gln 26 3.9% Leu 45 6.8% Ser 41 6.2%
Arg 29 4.4% Glu 54 8.2% Lys 54 8.2% Thr 44 6.6%
Asn 31 4.7% Gly 58 8.8% Met 13 2.0% Trp 2 0.3%
Asp 44 6.6% His 9 1.4% Phe 29 4.4% Tyr 11 1.7%
Cys 7 1.1% Ile 46 6.9% Pro 27 4.1% Val 43 6.5%

  ExPaSy和Bioedit分析显示,瓶囊碘泡虫HSP70蛋白具有典型的亲水区,总平均亲水性为-0.435,表明该

蛋白为亲水性蛋白(图3)。TMHMM软件预测蛋白的跨膜区域显示,瓶囊碘泡虫HSP70蛋白全部位于膜外(封
二彩图4),表明该蛋白为非跨膜蛋白。SingalP分析显示,HSP70蛋白的C 值为0.117,Y 值为0.144,S 值为

0.253,平均为0.146,小于0.5(封二彩图5);这表明该蛋白不存在信号肽及信号肽剪切位点,不是分泌蛋白。
TargetP亚细胞定位预测显示,瓶囊碘泡虫HSP70蛋白为胞质蛋白。
2.3HSP70蛋白序列抗原表位预测

通过在线B淋巴细胞抗原表位预测软件,计算出瓶囊碘泡虫HSP70序列共有24个共同抗原表位(表4),依
据吴玉章等报道的方法[24],确定 NH2-QKASQDGSGGMPGGMPGGMPGGMPNFGQGGFPGAGGQDSHPPS
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图3 瓶囊碘泡虫 HSP70蛋白序列的疏水性分析

Fig.3 Hydrophobicitiyprofileof
M.ampullicapsulatusHSP70

GAGPTIEEVD-COOH为最佳抗原表位。

3讨论

HSP70蛋白是热休克蛋白家族中最重要且最保守

的一类蛋白,参与生物体正常生理和病理条件下不同的

生物过程,它的蛋白序列的完整性对研究蛋白质的结构

和功能具有重要的作用。本研究得到的瓶囊碘泡虫

HSP70基因全长2696bp,所编译的蛋白质含起始密码

子ATG(M:甲硫氨酸)和终止密码子TAA,表明该基因

序列的完整性[25]。其中,第6~382位氨基酸具有HSP70
家族典型的NBD_sugar-kinase_HSP70_actinsuperfam-
ily结构域,且同其他物种同源物最高一致性达到78%
(原核生物同真核生物相比HSP70家族同源物之间氨基酸序列一致性约为50%[4]),从而表明了该蛋白序列具

有高度保守性。

表4 瓶囊碘泡虫 HSP70蛋白的B细胞优势表位确定

Tab.4 PrevalentepitopeofM.ampullicapsulatusHSP70

序号 表位起始位点 氨基酸序列 平均抗原指数

1 1~6 MSSAPA 0.66
2 32~44 DQGNRTTPSYVAF 1.04
3 49~68 RLIGDGAKNQVAMNPENTVF 0.7
4 79~84 EDKEVQ 0.66
5 96~101 SDHGKP 0.74
6 112~115 QFFP 0.59
7 130~134 TAEAY 0.38
8 149~162 YFNDSQRQATKDAG 0.93
9 176~180 PTAAA 0.54
10 186~193 DKKSATGS 1.01
11 223~236 ATTGDTHLGGEDFD 0.92
12 248~258 KRKNKKDISQN 0.76
13 343~346 RIPK 0.59
14 365~372 INPDEAVA 0.83
15 385~388 EKHD 0.64
16 406~411 ETAGG 0.36
17 420~439 TTIPTKKTQTFTTYSDNQPG 0.95
18 448~453 ERAMTK 0.75
19 464~475 SGIPPAPRGVPQ 1.29
20 493~514 VDKSSSKSQKITITNDKGRLSK 0.73
21 522~543 EESEKYKEEDEAIRDKVTAKNE 0.85
22 554~575 ALENQQITSKLDAGEVESCKKK 0.52
23 588~599 LASKEEFEAKRK 0.63
24 610~662 QKASQDGSGGMPGGMPGGMPGGMPNFGQGGFPGAGGQDSHPPSGAGPTIEEVD 1.67

  注:其中粗体代表优选抗原表位。

  HSP70家族中的HSPA8具有必不可少的持家基因功能,有研究报道由于 HSPA8 是细胞存活必须基因,
致使 HSPA8 敲除小鼠不能存活[26]。HSPA8蛋白可被携带γδT细胞受体的T细胞所识别,而且γδT细胞可

以识别来自微生物的抗原(如HSPs)和磷酸化细菌代谢物[27-28]。上述研究表明 HSPA8蛋白可作为抗原参与病

原与宿主之间的免疫应答反应。因此,可以推测 MaHSPA8蛋白在瓶囊碘泡虫的存活、与宿主的相互识别等寄

生生活中发挥着重要的生物学意义。
在本研究中,瓶囊碘泡虫的HSP70蛋白为胞质蛋白。研究还预测了瓶囊碘泡虫的最佳抗原表位,这为粘孢
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子虫 HSP70 基因的抗原性研究提供了初步基础数据。在很多原虫病的防御中,HSP70 基因具有特有的分子伴

侣功能、抗原呈递作用及超强的免疫原性,故而该基因已成为寄生虫疫苗构建及抗原筛选的首选基因[29]。医学

原虫的研究表明:利氏曼原虫(Leishmaniainfantum)入侵宿主巨噬细胞后,HSP70 基因能刺激机体产生活跃的

细胞免疫应答[30];利用 HSP70 基因构建的弓形虫DNA疫苗具有高水平的保护性体液和细胞免疫力[31];在水

产养殖病害研究中,将刺激隐核虫(Cryptocaryonirritans)HSP70和iAg组合,可诱导宿主体液免疫、细胞免疫

以及T细胞增值反应从而有效预防刺激隐核虫的感染[32-33]。上述研究成果,尤其是刺激隐核虫的研究成果,尽
管能为粘孢子虫病的防御研究提供参考,但粘孢子虫的致病机理仍然有待揭示,因此关于 HSP70 基因在粘孢子

虫适应鱼体寄生生活中的作用还有待于进一步深入研究。
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AnimalSciences

Cloning,IdentificationandFunctionalPredictionof
HeatShockProtein70GeneinMyxobolusampullicapsulatus

LIUXiaocong,ZHAOYuanjun,ZHANGJinye
(ChongqingKeyLaboratoryofAnimalBiology,CollegeofLifeSciences,

ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:HSP70sisgroupofheatshockproteinswithmolecularweightabout70kDandplayanimportantroleduringprotecting
cellsororganismfrombeingpoisoned.Inthisstudy,oneHSP70familymember’scompletesequenceofMyxobolusampullicapsu-
latuswasfirstlyclonedandanalyzedbyusingbioinformaticapproachesandgenomewalkingtechniquesoastoacquireitsbasicinfor-
mation,andbioinformaticmethodswereusedtoidentifythegeneandanalysisitsproteinsequence.ResultsshowthatM.ampulli-
capsulatusHSP70isthehomologyofHSPA8,namedasMaHSPA8.MaHSPA8,thefulllengthofwhichis2696bp,encodes662
aminoacidswithpredictedmolecularweight72.5kD,pI5.3.Additionally,24potentialantigenicsiteswerepredictedforthispro-
tein,butithasnotransmembraneregionaswellassignalpeptide.Alloftheseresultswouldprovidethefoundationaldataforin
depthresearchoftheHSP70’sroleduringtheparasiticprocessofM.ampullicapsulatusinthefishes.
Keywords:Myxobolusampullicapsulatus;HSP70gene;cloning;bioinformaticsanalysis
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