
收稿日期：２０１３－０７－２０
基金项目：公安部科技创新项目（２０１２ＹＹＣＸＴＤＧＺ１３９）；江西省教育厅科学技术研究项目（ＧＪＪ１３５８８）
作者简介：齐　麟（１９８１－），男，河南开封人，副教授，博士，主要从事分子生物学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｑｉｌｉｎ＠ｔｄｊｇ．ｃｏｍ．ｃｎ
＊通讯作者：余英才（１９８１－），男，江西上饶人，讲师，博士，主要从事生物化学与分子生物学研究和教学工作。

Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｉｎｇｃａｉｙｕ＠ｇｍａｉｌ．ｃｏｍ

中国莲小分子热激蛋白ＨＳＰ１７．５基因克隆及表达分析

齐　麟１，李　军２，向志明３，余英才４＊
（１．铁道警察学院，河南 郑州４５００５３；２．聊城大学 药学院，山东 聊城２５２０００；

３．中国科学院 南海海洋研究所，广东 广州５１０３０１；４．江西中医药大学 生物化学教研室，江西 南昌３３０００４）

摘要：为了研究中国莲小分子热激蛋白的生理功能，通过ＲＡＣＥ技术克隆得到小分子热激蛋白基
因ＨＳＰ１７．５全长ｃＤＮＡ。该基因开放阅读框全长４７１ｂｐ，编码１５６个氨基酸，推测其分子量为

１７．５ｋＤ，等电点５．９４。半定量ＲＴ－ＰＣＲ试验结果显示，ＨＳＰ１７．５在中国莲授粉后不同时期的胚
轴中均有表达，表达量呈现先降低后恢复的特点。ＨＳＰ１７．５在授粉后１０ｄ的子叶中有低丰度表
达，之后消失。表明 ＨＳＰ１７．５蛋白在中国莲种子萌发和幼苗早期的形态建成中可能起着重要的调
节作用。
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　　热激蛋白（ｈｅａｔ　ｓｈｏｃｋ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＨＳＰｓ）是生物
体受到高温、缺氧、重金属离子等不良环境因素影响
时诱导合成的一类应激蛋白，在增强细胞活性、提高
对环境胁迫的耐受能力方面具有重要的生物学意

义［１－２］。热激蛋白均为糖蛋白［３］，根据其分子量不
同，可 以 分 为 ＨＳＰ４０、ＨＳＰ６０、ＨＳＰ７０、ＨＳＰ９０、

ＨＳＰ１１０和小分子热激蛋白６个家族［４－５］。相比于
其他真核生物，植物小分子热激蛋白更加丰富［６］。

植物小分子热激蛋白Ｎ端物种差异较大，Ｃ端则高
度保守，均含有一个大约由９０个氨基酸残基组成的
热激结构域（ｈｅａｔ　ｓｈｏｃｋ　ｄｏｍａｉｎ）［７］。小分子热激蛋
白一般是通过热激结构域结合分子量为２００～
３５０ｋＤ的寡聚复合体发挥生物学功能的［８］。本研
究通过 ＲＡＣＥ（ｒａｐｉｄ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃＤＮＡ　ｅｎｄｓ）
技术获得中国莲 ＨＳＰ１７．５ 基因开放阅读框（ｏｐｅｎ
ｒｅａ－ｄｉｎｇ　ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）全长，并对其序列进行了生物
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信息学分析。同时，通过半定量 ＲＴ－ＰＣＲ（ｓｅｍｉ－
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ＲＴ－ＰＣＲ）技术研究了中国莲小分子热
激蛋白 ＨＳＰ１７．５ 基因在种子发育过程中的表达
谱，为其后续生理功能试验的开展奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料
供 试 材 料 中 国 莲 （Ｎｅｌｕｍｂｏ　ｎｕｃｉｆｅｒａ

Ｇａｅｒｔｎ．），品系为冬红花，采自佛山市三水荷花世
界。ｐＧＥＭ－Ｔ　ｖｅｃｔｏｒ购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司。大肠杆
菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）ＤＨ５α由铁道警察学院生化快
速鉴别实验室保存。ＲＮＡ提取试剂盒Ｔｒｉｚｏｌ　Ｒｅａ－
ｇｅｎｔ（Ｃａｔ．Ｎｏ．１５５９６－０１８）购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。反
转录试剂盒（ＡＭＶ　ＲＮＡ　ＰＣＲ　Ｖｅｒ．３．０）、Ｔａｑ酶
（ＬＡ－Ｔａｑ，５Ｕ／μＬ）和ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ均购自ＴａＫａ－
Ｒａ公司。ＰＣＲ产物凝胶回收试剂盒为 Ｏｍｅｇａ公
司产品。ｄＮＴＰ购自鼎国生物技术公司。其他试剂
均为国产分析纯。本试验中引物的合成和序列的测
定均由上海英骏生物技术有限公司完成。

１．２　中国莲ＨＳＰ１７．５基因ＯＲＦ的全长克隆
中国莲总ＲＮＡ的提取及ｃＤＮＡ第一链的反转

录合成参照试剂盒说明书，合成的ｃＤＮＡ第一链加
灭菌双蒸水稀释６倍做扩增模板备用。根据中山大
学生命科学学院植物生理与分子生物学实验室构建

的中国莲胚芽ｃＤＮＡ文库筛选获得的一个小分子
热激蛋白ｃＤＮＡ片段序列设计３′ＲＡＣＥ上游引物，

引物序列：５′－ＴＧＧＣＴＴＣＧＡＣＴＣＣＧＧＣＡＧＡＣ－３′。

下游引物使用试剂盒自带引物 Ｍ１３Ｐｒｉｍｅｒ　Ｍ４：５′－
ＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣ－３′。 反 应 体 系 为：

ｃＤＮＡ模板１μＬ、１０×Ｂｕｆｆｅｒ　２μＬ、ｄＮＴＰ（各２．５
ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ、ＬＡ－Ｔａｑ酶０．２μＬ、ＰＣＲ上下游引
物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，加灭菌双蒸水补至２０μＬ。

反应程序经９４℃预变性５ｍｉｎ后进行循环：９４℃
２０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃６０ｓ，共３０个循环，之后７２℃
再延伸１０ｍｉｎ后结束。ＰＣＲ产物经凝胶回收后，

与Ｔ载体连接，连接产物转化Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＨ５α感受态
细胞，通过菌落ＰＣＲ挑选阳性克隆，并经上海英骏
生物技术有限公司测序验证克隆结果后，将阳性菌
株保存于－７０℃。根据测序结果，使用软件ＤＮＡ－
ＭＡＮ　４．０完成全长序列拼接。根据拼接所得的全
长序 列 扩 增 ＯＲＦ，设 计 上 游 引 物：５′－ＡＴＣＧ－
ＣＡＧＡＡＡＡＧＴＴＡＧＡＣＧＡＡ－３′和 下 游 引 物：５′－
ＣＧＣＧＴＡＧＡＣＧＡＣＴＡＣＴＡＣＡＧＧ－３′进行扩增，扩
增体系、程序及产物回收、测序等过程同上。

１．３　主要的生物信息学分析方法
中国莲 ＨＳＰ１７．５蛋白序列的推导使用ｅｘｐａｓｙ

网站Ｔｒａｎｓｌａｔｅ工具（ｈｔｔｐ：／／ｃｎ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／

ｄｎａ．ｈｔｍｌ），蛋白分子量与等电点预测使用Ｃｏｍｐｕｔ－
ｅｒ　ｐＩ／Ｍｗ 工具（ｈｔｔｐ：／／ｃｎ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／ｐｉ＿

ｔｏｏｌ．ｈｔｍｌ），蛋白结构预测分析使用ＳＭＡＲＴ工具
（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ－ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／），蛋白疏水性
分析使用ＰｒｏｔＳｃａｌｅ工具（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／

ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ．ｐｌ）。
登陆ｅｘｐａｓｙ网站，通过ＢＬＡＳＴ工具搜索蛋白

质数据库获得植物 ＨＳＰ１７．５同源蛋白序列，使用

ｃｌｕｓｔａｌｘ　１．８１进行多序列比对分析；利用 ＭＥＧＡ　５．２
ＮＪ法构建进化树。

１．４　中国莲ＨＳＰ１７．５基因表达谱研究
将授粉后１０ｄ、１５ｄ、２０ｄ、２５ｄ、３０ｄ的中国莲

种子胚轴和子叶剥离，按照１．２方法获得ｃＤＮＡ第
一链。合成的ｃＤＮＡ第一链稀释５倍后作为半定
量ＲＴ－ＰＣＲ模板备用。内参基因为１８Ｓ核糖体基
因，上、下游引物分别为：５′－ＣＣＡＴＡＡＡＣＧＡＴＧＣ－
ＣＧＡＣ－３′和 ５′－ＣＡＣＣＡＣＣＣＡＴＡＧＡＡＴＣＡＡＧＡ－
３′。ＨＳＰ１７．５ 半定量 ＲＴ－ＰＣＲ上、下游引物分别
为：５′－ＧＣＣＴＧＧＧＣＴＴＡＡＡＴＣＣＧＧＡＧＡＣ－３′和５′－
ＣＣＧＧＣＧＧＡＧＧＣＡＧＣＴＴＧＴＴＡＡＣ－３′。 半 定 量

ＲＴ－ＰＣＲ反应配置如下：ｃＤＮＡ模板１μＬ、上下游
引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ、ｄＮＴＰ（各１０ｍｍｏｌ／Ｌ）

０．５μＬ、Ｔａｑ酶（５Ｕ／μＬ）０．５μＬ，加双蒸灭菌水补
至２０μＬ。半定量ＲＴ－ＰＣＲ程序为９４℃预变性５
ｍｉｎ后进行循环：９４℃２０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃１５ｓ，
共２９个循环，最后７２℃再延伸１０ｍｉｎ结束。ＰＣＲ
产物进行 １．２％ 琼脂糖凝胶电泳，分析中国莲

ＨＳＰ１７．５表达差异。

２　结果与分析

２．１　中国莲ＨＳＰ１７．５基因ｃＤＮＡ全长克隆及序列
分析

经分析发现，筛选获得的小分子热激蛋白

ｃＤＮＡ片段５′端序列完整，因此只需扩增获取３′端
序列。经３′ＲＡＣＥ　ＰＣＲ后，扩增出较为专一的条带
（图１Ａ），将产物跑胶后进行割胶纯化，连接到Ｔ载
体并测序获得５６０ｂｐ的产物。利用ＤＮＡＭＡＮ　４．０
软件拼接后获得全长为８２１个碱基的ｃＤＮＡ序列
（图２）。根据拼接结果，设计引物进行ＯＲＦ的扩增，
得到７４５ｂｐ大小的条带（图１Ｂ），并进行测序验证，与
之前的拼接结果相符，说明该基因序列全长正确可
靠。中国莲ＨＳＰ１７．５基因ｃＤＮＡ　５′端有１０２ｂｐ的非
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编码序列（ＵＴＲ），３′端有２４８ｂｐ的 ＵＴＲ以及２８ｂｐ
的ｐｏｌｙ（Ａ）尾巴，ＯＲＦ区共４７１ｂｐ，编码１５６个氨基
酸组成的多肽，起始密码子ＡＴＧ位于第１０３－１０５个
碱基处，终止密码子（ＴＡＧ）位于第５７１－５７３个碱基
的位置。通过ＳＭＡＲＴ工具分析：中国莲 ＨＳＰ１７．５
蛋白３９－５１氨基酸残基位点存在一个细胞质Ⅱ类小
分子热激蛋白的特征基序，５０－１５４氨基酸残基位点
为一个热激结构域（图３）。使用Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　ｐＩ／Ｍｗ工
具分析得出，中国莲ＨＳＰ１７．５　ｃＤＮＡ编码的多肽分
子量为１７．５ｋＤ，等电点为５．９４。ＰｒｏｔＳｃａｌｅ工具分析
证实，中国莲ＨＳＰ１７．５蛋白无跨膜结构域，全蛋白表
现为强亲水性（图４）。

图１　中国莲ＨＳＰ１７．５　ｃＤＮＡ　３′ＲＡＣＥ　ＰＣＲ产物（Ａ）及

其ＯＲＦ区扩增结果（Ｂ）

灰色阴影区为细胞质Ⅱ类热激蛋白特征基序，下划线区为热激结构域

图２　中国莲ＨＳＰ１７．５基因的核苷酸序列及编码氨基酸序列

图３　中国莲ＨＳＰ１７．５蛋白序列结构 图４　中国莲ＨＳＰ１７．５蛋白疏水性分析
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２．２　中国莲ＨＳＰ１７．５同源蛋白的系统进化分析
通过选取具有代表性的植物 ＨＳＰ１７．５同源蛋白

序列，进行了多序列比较分析，发现中国莲ＨＳＰ１７．５蛋
白具有较高的序列保守性，Ｎ端具有一个细胞质Ⅱ类
小分子热激蛋白的特征基序“ＲＤＡＫＡＭＡＳＴＰＡＤＶ”
（图５），与白杨、蓖麻、葡萄等植物同源性均较高，热激

结构域区仅有个别几个氨基酸位点差异，序列的主要
差异集中在该蛋白的Ｎ端区域，Ｃ端高度保守。同时
构建了一个系统进化树（图６），从进化树上可以看出，
中国莲ＨＳＰ１７．５与葡萄小分子热激蛋白最先聚类到
一起，然后与白杨小分子热激蛋白共一分支，推测其与

ＨＳＰ１７．５蛋白可能来源于同一个祖先。

方框内为细胞质Ⅱ类热激蛋白特征基序，下划线区为热激结构域

图５　植物ＨＳＰ１７．５同源蛋白的序列比对

图６　植物ＨＳＰ１７．５同源蛋白的系统进化分析（ＮＪ法）

２．３　中国莲ＨＳＰ１７．５基因表达分析
在中国莲授粉后１０～３０ｄ内的种子发育过程

中，ＨＳＰ１７．５的表达存在组织特异性。在中国莲种

子胚轴内始终存在稳定的 ＨＳＰ１７．５ 表达，但表达
强度有所不同，呈现出明显的先降后升的趋势。种
子发育前期（１０～１５ｄ）中国莲胚轴内ＨＳＰ１７．５的
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表达量最大，种子发育中期（２０～２５ｄ）中国莲胚轴
内 ＨＳＰ１７．５ 的表达量最小。到种子发育后期
（３０ｄ），ＨＳＰ１７．５又恢复到种子发育前期的高表达
水平。在中国莲种子子叶中，授粉后１５ｄ发现存在

ＨＳＰ１７．５基因，且表达丰度明显低于同时期胚轴内
的表达，２０ｄ时表达丰度显著下降，２５ｄ后则几乎
检测不到ＨＳＰ１７．５的表达（图７）。

图７　ＨＳＰ１７．５在中国莲种子发育过程中的表达分析

３　结论与讨论

本研 究 通 过 ＲＡＣＥ 技 术 获 得 了 中 国 莲

ＨＳＰ１７．５全长ｃＤＮＡ序列，该基因序列为首次报
道，将序列提交至美国国立生物技术信息中心（ＮＣ－
ＢＩ）（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）的 ＧｅｎＢａｎｋ
数据库，获得基因编号为ＥＦ１００４５３。生物信息学分
析证明，中国莲 ＨＳＰ１７．５蛋白 Ｎ端具有一个细胞
质Ⅱ类小分子热激蛋白的特征基序“ＲＤＡＫＡ－
ＭＡＳＴＰＡＤＶ”，因此 ＨＳＰ１７．５属于细胞质定位蛋
白，这与蛋白疏水性分析得到的 ＨＳＰ１７．５蛋白表现
强亲水性、不具有跨膜结构域的特征相吻合。不同
物种中 ＨＳＰ１７．５的Ｃ端高度保守，都具有一个约
由９０个氨基酸残基组成的热激结构域。Ｎ端除一
个较短的特征基序外高度可变，可能与不同物种中

ＨＳＰ１７．５功能多样性有一定的关系。
在ＰＣＲ反应的前期，ＰＣＲ扩增产物的量随着

ＰＣＲ循环数的增大而成比例地增多，即在ＰＣＲ反
应的指数期两者之间存在一定的线性关系。在

ＰＣＲ反应的后期，随着ＤＮＡ聚合酶活性的下降和
反应溶液中底物的消耗，扩增产物将达到一个平台，
在这一时期，循环数的增多对扩增产物的量影响不
大。因此，半定量ＲＴ－ＰＣＲ的循环数应确定在成比
例的指数期内。但如果循环数过少，扩增产物的量
不足，无法准确地显示基因表达的相对丰度。所以，
循环数的选择应该为尚未进入平台期的指数后期。
根据这一原理及前期试验结果，本研究确定循环数
为２９个。
中国莲 ＨＳＰ１７．５蛋白与其他植物具有很高的

同源性，且在发育过程中胚轴中始终能检测到，属于
组成型表达，称为 ＨＳＣ（ｈｅａｔ　ｓｈｏｃｋ　ｃｏｇｎａｔｅ　ｐｒｏ－

ｔｅｉｎ）。中国莲ＨＳＰ１７．５在种子发育的早期有较高
表达，暗示其可能与种子早期发育密切相关，其作用
除了对抗逆境胁迫［９］外，推测同拟南芥小分子热激
蛋白功能相似，参与植物正常生长时的生理过
程［１０］。随着中国莲种子进一步的萌发，ＨＳＰ１７．５的
表达量开始迅速下降，这与其他物种中的小分子热激
蛋白基因表达模式相似［１１］，说明 ＨＳＰ１７．５蛋白在种
子萌发和幼苗早期的形态建成中起着重要的调节作

用，但其具体的分子机制还需要进一步的研究。
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