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广东紫菜 Hsp70 基因 cDNA 克隆与表达分析* 

曾  俊  陈伟洲①  陈泽攀  刘浩然 
(汕头大学  广东省海洋生物技术重点实验室  汕头  515063) 

摘要    为探索广东紫菜(Pyropia guangdongensis)叶状体 Hsp70 基因在温度刺激下机体耐温相关分

子机制，为广东紫菜的栽培生产提供技术参考，本研究利用 RACE 技术获得了广东紫菜 Hsp70 基

因(PgHsp70)全长序列，并在此基础上采用实时荧光定量 PCR 技术，研究广东紫菜叶状体分别在不

同温度(22℃、27℃和 31℃)条件下处理 0、1/6、1/2、1、6、12、24 和 36 h 后 PgHsp70 基因的差异

表达。结果显示，PgHsp70 基因序列长 2004 bp，包含一个 1866 bp 的开放阅读框，可编码 621 个

氨基酸，预测分子量为 67.7 kDa，理论等电点为 4.87。基因表达水平定量分析表明，温度对 PgHsp70
基因表达水平有显著影响，PgHsp70 基因在不同温度的表达水平变化趋势基本一致，均呈现先上调

后下降的趋势，且均于 1 h 表达量到达最高水平，其中，在 31℃ 1 h 表达量最高，为未经高温处理

组的 11 倍，说明 PgHsp70 基因在应答高温胁迫中发挥着重要的作用。 
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生物有机体受到外界有害因素刺激时，很多基因

表达会受到抑制，而热休克基因在刺激下表达增强，

产生的蛋白称热休克蛋白或热激蛋白(Hsp)(王宇萍等, 

2010)。Hsp 在果蝇(Drosophila)中首次发现(Ritossa, 

1962)。Tisserers 等(1974)从果蝇幼体中分离出 6 种新

的蛋白质，命名为热激蛋白。至今，大量研究证明，

主要的热激蛋白都有分子伴侣的功能。而 Hsp70 是

Hsp 家族中进化上最保守和研究最多的一类热激蛋

白，按表达情况可将 Hsp70 蛋白分为结构型热激蛋白

Hsc70 和诱导型热激蛋白 Hsp70 两大类；按定位情况

可将 Hsp70 蛋白分为定位于细胞质、内质网、线粒体

和质体的 4 个亚家族(Guy et al, 1998)。Hsp70 蛋白的

功能十分广泛，具有多种生物学功能，例如，Hsp70

是主要分子伴侣蛋白之一(Bukau et al, 2013; Mayer, 

2013)，与肿瘤的发生相关，具有调控细胞增殖的功 

能(Zhang et al, 2002)，参与细胞保护、提高细胞应激耐

受性(Mayer et al, 2005)，抗细胞凋亡(Snoeckx et al, 2001)

等。目前，对紫菜属海藻 Hsp70 基因的研究工作主要

集中在栽培种类坛紫菜(Pyropia haitanensis) (赖晓娟

等 , 2014)和条斑紫菜(Pyropia yezoensis)(周向红等 , 

2011)以及非传统栽培种长紫菜(Pyropia dentata)、皱

紫菜 (Pyropia crispata) ( 郑红妍 , 2017) 和列紫菜

(Pyropia seriata) (San et al, 2015)，为深入研究紫菜

Hsp70 基因的功能奠定了基础，而对广东紫菜(Pyropia 
guangdongensis)Hsp70 基因的研究尚未见相关报道。 

广东紫菜属红藻门 ( P h o d o p h y t a )、红藻纲

(Rhodophyceae)、红毛菜亚纲(Bangiophycidae)、红毛菜

目(Bangiales)、红毛菜科(Bangiaceae)、紫菜属(Pyropia)， 

主要分布于广东等沿岸海区(郑宝福等, 2009; Tseng 

et al, 1978)。在自然环境中，影响紫菜生长的环境因
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素很多，如高温、盐胁迫的、干出失水等(李晓蕾等, 

2017)。其中，温度是影响紫菜生长的最重要的环境

因子，直接影响紫菜的生长状态以及品质(李兵等 , 

2013)。广东紫菜有一定的高温适应性 (王永川等 , 

1978、1982)，而大量证据表明，Hsp70 蛋白家族在

藻类适应环境的过程中起重要的作用，例如，坛紫菜

在 29℃高温胁迫 3 h 后，5 条 Hsp70 基因的表达水平

都显著升高；在极度干燥的条件下，坛紫菜 Hsp70
基因表达水平显著上升，表现出适应高温胁迫和干燥

胁迫的作用(Ji et al, 2015)。Hsp70 蛋白家族与广东紫

菜的高温适应性也直接相关，因此，研究广东紫菜

Hsp70(PgHsp70)基因具有重要意义。本研究开展

PgHsp70 基因的全长克隆，并在此基础上，研究分析

其在不同温度胁迫过程中的差异表达，以期从 Hsp70
基因表达水平初步揭示广东紫菜对高温胁迫的响应

特点，为广东紫菜的栽培生产提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料预培养与胁迫处理 

广东紫菜于 2016 年 11 月采集于广东省汕头市南

澳县深澳湾海区(2328ʹ52ʺN, 11706ʹ35ʺE)的人工栽 

培网帘，快速运回实验室，挑选健康、长度一致(约为

10~15 cm)的藻体进行灭菌海水清洗处理，在温度 20℃

和光照强度约 90 μmol photons/(m2·s)的条件下用砂滤

后抽滤的自然海水(盐度 30)暂养 2 d。 

取 1 组广东紫菜用滤纸吸干，液氮迅速预冷，保存

至–80℃冰箱，用于 PgHsp70 基因的全长克隆。另取一

组广东紫菜在智能光照培养箱内进行高温胁迫实验，用

于基因表达水平的实时荧光定量 PCR 分析。参照南澳

岛海区广东紫菜自然生长的特性，以 22℃为对照组，

海水盐度为 30，光照强度为 90 μmol photons/(m2·s)，设

置 2 个高温组：27℃和 31℃，在智能光照培养箱中

进行高温胁迫处理 0、1/6、1/2、1、6、12、24 和 36 h

后分别取样，液氮迅速保存后至–80℃冰箱，每个处

理设置 3 个平行。 

1.2  实验方法 

1.2.1  引物及序列    同源扩增、RACE 扩增、阳性

克隆筛选以及荧光定量 PCR 分析所采用的引物用

Primer Premier 5 软件设计，由北京六合华大基因科技

有限公司合成，引物序列见表 1。200 μl UPM：Long 

UPM (10 μmol/L) 8 μl，Short UPM (10 μmol/L) 40 μl，

ddH2O 152 μl。 

1.2.2  广东紫菜总 RNA 的提取及 cDNA 第一链的合

成    用于全长克隆的总 RNA 提取按照 RNAiso Plus  
 

表 1  实验中引物的名称和序列 
Tab.1  Name and sequence of primers used in the experiment 

引物 Primer 序列 Sequence (5ʹ~3ʹ) 用途 Purpose 

PF CCCGAAGAGATTTCCGCTCAAGTA 同源扩增 

PR AACTTCAATTTGAGGAACGCCTCT Homologous amplification 

5ʹRACE1 CCATTCCACAATTTGTTGGTCAAAGTCATC 5ʹRACE 

5ʹRACE2 CATCTAAACCGGCTATTTTACCGGCATC  

5ʹRACE3 CAACAAGTTTTCTGAGTACTTGAGCGGA  

5ʹRACE4 GGTTTACCTCCTTCCATAACAGCAATCACA  

3ʹRACE1 CTGCTACACAAGATGGTCCCAAGCACTT 3ʹRACE 

3ʹRACE2 ACCCAGATGAAGTTGTTGCTATTGGAGC  

3ʹRACE3 GGAGTAGAAACTTTAGGTGGGGTAATGACG  

3ʹRACE4 AGATGGTATTATGCCTGCACCTAGAGGCGT  

3ʹRACE5 TATTGATACTAAGAATCAAGCAGAATCTTTATGT  

QF CCCGAAGAGATTTCCGCTCAAGTA 实时荧光定量 PCR 

QR CTAAACCGGCTATTTTACCGGCAT qRT-PCR 

UBCF TCACAACGAGGATTTACCACC 内参基因 

UBCR GAGGAGCACCTTGGAAACG Reference gene 

M13F CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 阳性克隆筛选 

M13R AGCGGATAACAATTTCACACAGGA Positive clones screening 

Long UPM CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT RACE 

Short UPM CTAATACGACTCACTATAGGGC  

NUP AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT  
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Total RNA(TaKaRa)提取试剂说明书(Raha et al, 1990)

进行操作，提取的 RNA 经琼脂糖凝胶电泳检查完整

性，并利用 NanoDrop2000 超微量分光光度计测定

RNA 浓度及纯度，判断核酸和蛋白质的污染情况。

选取质量良好的 RNA 按照 PrimeScript Ⅱ 1st Strand 

cDNA Synthesis Kit(TaKaRa)和 SMARTer RACE 5ʹ/3ʹ 

cDNA Kit Components(TaKaRa)的操作说明书(Tian et al, 
2013; Tang et al, 2013; Freeman, 2013)进行反转录，分

别得到 cDNA、5ʹRACE cDNA 及 3ʹRACE cDNA，保

存至20℃冰箱，分别用于 PgHsp70 基因中间片段的

克隆以及 5ʹRACE 和 3ʹRACE 扩增。 

用 于 荧 光 定 量 检 测 的 总 RNA 提 取 按 照

RNAfast200-总 RNA 极速抽提试剂盒(上海飞捷生物

技术有限公司)的说明书(武荣等, 2011)进行操作，利

用 NanoDrop2000 超微量分光光度计测定 RNA 浓度

及 A260 nm/A280 nm 值，选取质量良好的 RNA 根据
PrimeScript® RT Reagent Kit with gDNA Eraser 
(Perfect Real Time)(TaKaRa)的说明书 (Zhang et al, 
2013)进行反转录(以 RNA 900 ng 为基准)，所得的

cDNA 用 UBC 引物进行检验，保存至–20℃冰箱备用。

1.2.3  PgHsp70 基因的全长克隆    从 NCBI 中搜索

条 斑 紫 菜 (GenBank No.: DQ497595.1) ， 坛 紫 菜

(GenBank No.: DQ480726)的 Hsp70 基因的核酸序列，

进行序列比对并找出保守区域，设计引物 PF 和 PR 

(表 1)。以 cDNA 为模板进行 PCR 扩增，扩增产物经

1%的琼脂糖凝胶电泳检测，并用凝胶回收试剂盒回

收，利用 T-A 克隆方法克隆到 pMD19-T 载体上，转

化至 E. coli DH5α 感受态细胞中，用含 Amp 的 LA 固

体培养基进行 37℃过夜培养，挑取单菌落于 1 ml LA

培养液中 37℃ 200 r/min 震荡培养 6 h，进行菌液 PCR

检测，挑取阳性克隆。将含有目的片段的阳性菌落交

由北京六合华大基因科技有限公司进行测序。测序结

果与 NCBI 上其他物种的 Hsp70 基因进行比对和同源

性分析，确定为 PgHsp70 基因中间片段。 

根据克隆得到的 PgHsp70 基因片段序列，分别

设计 5ʹRACE 和 3ʹRACE 的特异性扩增引物(表 1)。分

别以 5ʹcDNA 和 3ʹcDNA 模板进行 5ʹRACE 和 3ʹRACE

扩增，将 RACE 扩增的目的片段切胶回收、连接、转

化、阳性克隆筛选、送样测序。 

根据基因测序获得的PgHsp70基因 5ʹ和 3ʹ及中间

片段序列，利用 DNAman V6.0 软件进行拼接，获得

PgHsp70 基因全长序列。 

1.2.4  PgHsp70 基因的生物信息学分析     采用

ORF Finder(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/)分

析获得的 PgHsp70 基因的开放阅读框和所编码氨基酸

序列；利用在线工具(http://web.expasy.org/ compute_pi/)

预测该基因氨基酸序列的分子量和等电点；用在线软

件(http://smart.embl-heidelberg.de/)预测该基因氨基酸

序列功能结构域；利用 InterProScan (http://www.ebi. 

ac.uk/interpro/)和 PROSITE (https://prosite.expasy.org/)

在线软件分析该基因编码的氨基酸序列保守位点及

特征序列；利用 PrediSi (http://www.Predisi.de)预测所

得蛋白是否含有信号肽；利用 NCBI 网站上 BLAST

序列分析工具(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)搜索用于

同源性比对分析与系统进化树构建的氨基酸序列；采

用 DNAman 6.0 进行氨基酸多重序列比对；通过

MEGA 5.1 软件，构建 NJ 系统进化树。 

1.2.5  高温胁迫下 PgHsp70 基因的表达分析    根

据 PgHsp70 基因全长序列设计 qRT-PCR 正反向引物

QF 和 QR，并以 UBC 作为内参基因(表 1)。以广东紫

菜叶状体在不同高温胁迫条件下各时间的 cDNA 为

模板，在 Roche light Cycler 480Ⅱ仪器进行实时荧光

定量 PCR(qRT-PCR)。20 μl 反应体系：Tip Green 10 μl，

Q1F 0.8 μl，Q1R 0.8 μl，cDNA 2 μl，ddH2O 6.4 μl。

每次反应均设阴性对照和无模板对照，每个反应设  

3 个重复。扩增程序：95℃预变性 30 s；95℃ 5 s，

60℃ 20 s，40 个循环；循环结束后从 60℃缓慢升温

至 95℃；40℃冷却 30 s。所得实验数据采用相对 CT

法(2–Ct)进行 PgHsp70 基因 mRNA 的表达量计算。 

1.3  数据处理 

应用 Excel 和 SPSS 13.0 软件对实验数据进行处

理与统计分析，并采用单因素方差分析 (One-way 

ANOVA)和最小显著差异法(LSD)比较不同数据组间

的差异，P0.05 表示有显著性差异。 

2  结果 

2.1  PgHsp70 基因的克隆及序列分析 

以广东紫菜 cDNA 为模板，用引物 PF/PR 进行

普通 PCR 扩增，1%的琼脂糖凝胶电泳扩增产物，观

察到 1 条扩增条带，约为 1100 bp(图 1a)，将其切胶回

收，克隆并送去测序，得到一段 1061 bp 的基因序列。

进行 BLAST 比对发现，其与 P. haitanensis (GenBank 

No.: DQ480726)的 Hsp70 基因核酸序列同源性达

99%，与 P. yezoensis (GenBank No.: DQ497595.1)的

Hsp70 基因核酸序列同源性达到 90%，进而推断该片

段为 PgHsp70 的基因片段。 

广东紫菜通过 RACE 技术扩增并测序，分别获得

长为 337 bp 的 5ʹ序列和 606 bp 的 3ʹ序列(图 1b、c)。 
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图 1  PgHsp70 基因克隆产物凝胶电泳 

Fig.1  Agarose electrophoresis of RACE or  
PCR products of PgHsp70 genes 

a: PgHsp70 基因的中间片段扩增产物; b: PgHsp70 基因的

5ʹRACE 扩增产物(箭头); c: PgHsp70 基因的 3ʹRACE 扩增

产物(箭头). M: DNA marker DL 2000; C: 对照 

a: Core fragment amplification product of PgHsp70 genes; 
b: 5ʹRACE amplification products of PgHsp70 (arrow);  
c: 3ʹRACE amplification products of PgHsp70 (arrow); 

M: DNA marker DL 2000; C: Control 

将 2条序列与之前克隆得到的 Hsp70基因部分序列进

行拼接，获得长为 2004 bp 的 Hsp70 基因全长序列。

经过 Blast 比对，确认其为广东紫菜的 Hsp70 基因，

命名为 PgHsp70。通过 ORF Finder 软件分析发现，

广东紫菜 Hsp70 基因开放阅读框为 1866 bp，以 ATG

为起始密码子，TAA 为终止子，可编码 621 个氨基酸，

预测分子量约为 67.7 kDa，理论等电点为 4.87。5ʹ非

编码区(5ʹ TR)7 bp，3ʹ非编码区(3ʹ UTR)131 bp(图 2)。

利用 InterProScan 软件分析克隆得到的 PgHsp70 基因

氨基酸序列，378~534 位点是多肽结合域 (Peptide- 

binding domain)，527~595 位点是 C 末端结构域

(C-terminal domain)(图 2)。使用 Prosite 在线软件分析

发现，该基因编码的氨基酸序列有 HSP70 家族的 3 条

特征性序列： IDLGTTNS，VFDLGGGTFDVSVL，

VVLVGGSTRIPAIQQ(图 2)。PrediSi 预测软件并未在

该基因中发现信号肽序列。 

2.2  PgHsp70 基因多序列比对及系统进化树分析 

广东紫菜 Hsp70 基因编码的氨基酸序列经 BLAST

比对发现，与其他物种的 Hsp70 基因有较高同源性。利 
 

 
 

图 2  广东紫菜 Hsp70 基因的核苷酸序列和氨基酸序列 
Fig.2  Nucleotide sequence and amino acid sequence of PgHsp70 

蓝色方框区域表示 Hsp70 蛋白家族的序列特征; 黄色方框区域表示 C 末端结构域， 

红色“—”表示多肽结合域; 方框所示为起始密码子(ATG)和终止密码子(TAA) 

Blue boxes represent sequences of HSP70 protein family, Yellow boxes represent C－terminal domain,  
Polypeptide binding domain is underlined with red “—”, Start codon(ATG) and termination codon(TAA) are shown in the box 
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用 DNAman 6.0 进行氨基酸多重序列比对分析结果显

示，不同物种间的 Hsp70 序列非常保守，其中，PgHsp70
氨基酸序列与坛紫菜 Hsp70 氨基酸序列相似性最高

(99%)，其次分别与条斑紫菜 Hsp70 氨基酸序列相似性

达 98%，与 P. perforate 的 Hsp70 氨基酸序列相似性达

97%，与脐形紫菜(P. umbilicalis) Hsp70 氨基酸序列相似

性达94%，与细基江蓠繁枝变种(Gracilaria tenuistipitata 
var. liui)Hsp70 氨基酸序列相似性达 78%(图 3)。 

 

 
 

图 3  Hsp70 的氨基酸序列多重序列比对 
Fig.3  Multiple alignment of amino acid sequences of Hsp70 

黑色区域：相似性 100%；粉红区域：相似性≥75%；蓝色区域：≥50% 
Black area: Similarity is 100%; Pink area: Similarity is greater than or equal to 75%;  

Blue area: Similarity is greater than or equal to 50% 
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为了确定 PgHsp70 的系统进化关系，通过 MEGA 

5.1 软件，采用 Neighbor-Joining 法构建了 PgHsp70
及选取的 17 条代表性的 Hsp70 氨基酸序列系统进化

树。进化树结果显示(图 4)，红藻和蓝藻亲缘关系较

近且聚类于叶绿体定位的 Hsp70 蛋白，绿藻、褐藻和 

陆生植物则聚类于细胞质定位的 Hsp70 蛋白。其中，

PgHsp70 蛋白聚类于叶绿体定位的 Hsp70 蛋白，与坛

紫菜亲缘关系最近，与同属红藻门的其他物种亲缘关

系较近，与蓝藻亲缘关系次之，而其他藻类及陆生植

物则明显地被区分开来。 

 

 
 

图 4  采用 NJ 法构建的基于 PgHsp70 基因所编码氨基酸序列的系统进化树 
Fig.4  Phylogenetic tree based on PgHsp70 amino acid sequences by the NJ method 

 

2.3  PgHsp70 基因在高温胁迫下的表达 

基因在特定条件下表达水平的变化有助于了解

相关基因的功能。为研究广东紫菜 Hsp70 对高温胁迫

的功能响应，本研究采用荧光定量 PCR 技术检测

PgHsp70 基因在不同温度(22℃、27℃和 31℃)处理下，

不同时间水平(0、1/6、1/2、1、6、12、24、36 h)基

因相对表达水平变化。PgHsp70 基因在高温胁迫过程

中相对表达变化趋势见图 5，内参为 UBC。检测结果

显示，温度对 PgHsp70 基因表达水平有显著影响，

PgHsp70 基因表达量在不同温度胁迫下随时间变化

趋势基本一致，均呈现 1 h 之前先上调、1 h 之后下

调的趋势，且均于 1 h 表达量到达最高水平，分别为

未经高温处理组的 3.9 倍、7.1 倍和 11.1 倍。在温度

胁迫 0~1 h 时，PgHsp70 基因表达量显著升高

(P<0.05)，31℃温度组基因表达水平一直高于其他温

度组，27℃温度组基因表达水平在 1/6~1/2 h 间低于

22℃，在 1 h 时高于 22℃；随着胁迫时间的增加(1 h

之后)，不同温度 PgHsp70 基因表达量均显著下调 

(P<0.05)，但在高温胁迫 6~36 h 之间，PgHsp70 基因

表达水平无显著性差异(P>0.05)。因此，PgHsp70 基

因在应答高温胁迫中发挥着重要的作用，短时间内迅

速大量表达以适应高温环境，在一定胁迫时间内温度

越高，反应越灵敏，但应对高温胁迫的能力有限。 

 

 
 

图 5  广东紫菜 Hsp70 基因 

在高温胁迫过程中相对表达变化 
Fig.5  The relative expression of Hsp70 gene  

in P. guangdongensis during high temperature stress 



第 4 期 曾  俊等: 广东紫菜 Hsp70 基因 cDNA 克隆与表达分析 137 

 

3  讨论 

热激蛋白是细胞受到不良环境(如干旱、洪涝、

低温、高温、盐渍等)刺激时被激活并表达增强的一

类蛋白(待真真等, 2014; 陈玉婷等, 2015)。其中，

Hsp70 是研究最多、在生物体内分布最广、进化上最保

守及生物学功能多样的一类热激蛋白(齐妍等, 2013)。

通常可分为 2 个区域：含有 ATP 酶结构域的 N-端高

度保守区和含有多肽结合结构的 C-端区域，2 个区域

之间由绞链相连(Genevaux et al, 2007)。编码的氨基

酸序列则一般有 3 条特征性序列： IDLGTTNS，

VFDLGGGTFDVSVL，VVLVGGSTRIPAIQQ(郑红妍, 

2017)。作者从广东紫菜叶状体中成功克隆了 2004 bp

的 Hsp70 基因，ORF 长度为 1866 bp，可编码 621 个

氨基酸，预测分子量为 67.7 kDa，理论等电点为

4.87(图 2)。克隆获得的 PgHsp70 推导出来的氨基酸

序列与其他大多数紫菜相似，378~534 位点是多肽结

合域，527~595 位点是 C 末端结构域，也含有 3 条特

征性序列(图 2)。该序列与其他物种的 Hsp70 基因氨

基酸序列对比显示(图 3)，与同为南方的坛紫菜 Hsp70
氨基酸序列相似性更是高达 99%，表明其高度的保守

性，其次才与北方条斑紫菜 Hsp70 氨基酸序列相似性

达 98%，表明地域位置更近，同源性可能更高。而与

不同属的细基江蓠繁枝变种 Hsp70 氨基酸序列相似

性只有 78%。与陆生植物相似性则更低，在系统进化

树中 PgHsp70 明显地与陆生植物区分开来(图 4)，说

明亲缘关系越相近的物种和生境越接近的物种同源

性可能越高，反之则同源性越低，可作为分子进化的

一种依据，这与刘伟等(2012)对坛紫菜 Hsp70 基因的

研究结果基本一致。系统进化树结果还表明(图 4)，

Hsp70 蛋白按亚细胞定位不同分别聚类于一支，

PgHsp70 蛋白与红藻、蓝藻亲缘关系较近聚类于叶绿

体定位的 Hsp70 蛋白，说明 PgHsp70 蛋白定位于叶

绿体中。 

温度是影响藻类生长分布的重要因素，李恒等

(2013)研究表明，温度的变化对大型海藻的生长具有

显著影响。对紫菜来说，高温是制约粤东沿海紫菜养

殖生产发展的主要因素，近年来在汕头地区更是多次

发生高温烂菜烂苗事件，严重威胁当地紫菜栽培业的

发展。已有大量文献报道和证据表明，Hsp70 在逆境

胁迫响应中发挥着重要的调控作用，具有提高机体抗

热性能力，例如，顾颖慧(2011)研究发现，耐高温品

种 981 龙须菜(Gracilaria lemaneiformis)在热激后，

Hsp70 的表达量明显高于野生型龙须菜，说明 Hsp70
是 981 龙须菜较野生型龙须菜耐高温的重要因素。 

韩俊英等(2011)对脊尾白虾(Exopalaemon carinicauda)

的研究证明，温度可以引起脊尾白虾 Hsp70 的高表

达，说明 Hsp70 在动植物中均扮演抗逆境胁迫的角

色。为探究 Hsp70 在广东紫菜高温适应性的作用，作

者从广东紫菜 Hsp70 基因着手，分别在不同温度下对

广东紫菜叶状体进行高温胁迫实验，分析了不同温度

胁迫过程中 Hsp70 基因表达变化趋势。图 5 的研究结

果显示，PgHsp70 基因表达量在不同温度胁迫下均呈

现 1 h 之前先上调、1 h 之后下调的趋势，且均于 1 h

表达量到达最高水平。在温度胁迫 0~1 h 时，PgHsp70
基因表达量显著升高(P<0.05)，31℃温度组基因表达

水平一直高于其他温度组，27℃温度组基因表达水平

在 1/6~1/2 h 间低于 22℃，在 1 h 时高于 22℃；胁迫

1 h 之后，不同温度 PgHsp70 基因表达量均显著下调

(P<0.05)。说明 PgHsp70 对于高温胁迫反应非常迅速，

短时间内大量积累表达，温度越高，反应越强烈，随

着胁迫时间的推移，PgHsp70 表达量下降，该研究结

果与现有的多数文献报道情况基本一致 (Ji et al, 
2015)。由此，作者认为 Hsp70 应答高温胁迫的调节

作用机制可能一样。当高温胁迫时，机体受到温度刺

激造成某些功能蛋白受到抑制，从而激活 Hsp70 基

因，并使其表达量快速大量上调以维持功能蛋白稳

态，一方面，当 Hsp70 大量表达时受到自身的反馈抑

制，使其开始下调，另一方面，胁迫持续进行使机体

长时间处于亚健康状态时，超越了 Hsp70 维持机体功

能蛋白稳态的限度，各种生理功能开始受到影响，

Hsp70 表达量出现下调。当然，一个机体的响应调控

是复杂多变的，远远比作者所述的复杂，但无论如何，

Hsp70 对维持生物体抗胁迫动态平衡的作用十分重

要，其开发利用对高温地区紫菜栽培生产乃至各个领

域都有不容忽视的现实意义。 
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The cDNA Cloning and Expression Analysis of the Hsp70  
Gene from Pyropia guangdongensis 

ZENG Jun, CHEN Weizhou①
, CHEN Zepan, LIU Haoran 

(Guangdong Provincial Key Laboratory of Marine Biotechnology, Shantou University, Shantou  515063) 

Abstract    In order to explore the molecular mechanisms of the Hsp70 gene in Pyropia 
guangdongensis, we have stimulated it with high temperature stresses. The aim was to provide technical 

references for the cultivation of P. guangdongensis. The full-length of PgHsp70 was obtained by rapid 

amplification of cDNA ends technical (RACE). On this basis, the expression of PgHsp70 with the 

different temperature (22℃, 27℃, and 31℃) stresses after 0, 1/6, 1/2, 1, 6, 12, 24, and 36 h were detected 

using quantitative real-time PCR. The results showed that the full-length cDNA of PgHsp70 was 2004 bp, 

including an open reading frame (ORF) of 1866 bp, encoding a polypeptide of 621 amino acids. The 

molecular mass of the deduced amino acid sequence was 67.7 kDa, with an estimated pI of 4.87. The 

expression of the PgHsp70, as measured by qRT-PCR, can be significantly induced by high-temperature 

stress. The three kinds of expression profiles for PgHsp70 were similar at different times, and all of them 

significantly increased first and then reached their maximum levels after one hour, and then dramatically 

decreased. Compared to the temperature stress of 22 ℃  and 27 ℃ , the expression of the P. 
guangdongensis with the 31℃ temperature stress reached the highest level after being challenged for 1 h 

and was 11-fold higher than the normal. These results suggested that PgHsp70 plays an essential role in 

response to high-temperature stresses. 

Key words    Pyropia guangdongensis; High temperature stress; Hsp70; Rapid amplification of cDNA 

ends (RACE); Quantitative real-time PCR 
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