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大菱鲆热休克蛋白 90基因 cDNA的克隆及其表达特征 
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摘 要 从大菱鲆脾脏 cDNA 文库 中筛选到 HSP90，采 用基 因克隆方法获得含 有 1个 97bp的 

5’UTR、2 190bp的开放 阅读框和 5O1bp的 3’UTR 的全长 eDNA序 列。整个开放 阅读框编码 729 

个氨基酸，包含 HSP90家族 5个保守信号区。与其他物种 已知序列 同源比对的结果显示，此编码氨 

基酸更接近于热休克蛋白 9OI3亚型(HSP90~)，与牙鲆 HSP90~的同源性高达 96．6 。RT—PCR分析 

表明，在胚胎发育初期就能检测到 HSP90，其表达量伴随着胚胎发育，先增加后减少，在尾芽期达到 

最高。HSP90在健康大菱鲆各供试组织中均有表达。经鳗弧菌感染处理后，在胚胎细胞中也有 

HSP90的强烈表达。结果显示，大菱鲆 HSP90 cDNA序列为 HSP90t3，是一种组成型表达的基因，其 

在 维持正常生理机能、胚胎发 育和应激 中发挥重要 的作用。 
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ABSTRACT Heat shock protein 90(HSP90)，functioning as a molecular chaperone in pro— 

tein biosynthesis，plays an important role in signal transduction，immune response and embryo— 

genesis． W e have recently isolated the cDNA encoding HSP90 from turbot Psetta maxima 

spleen cDNA library． The full—length cDNA of the HSP90 contains 97bp 5’termina1 UTR， 

501bp 3’terminal UTR and 2．190bp open reading frame for a protein of 729 amino acid resi— 

dues．Comparison of amino acid sequence revealed the presence of five classical HSP90 signature 

sequences in turbot HSP90．The deduced amino acid sequence of turbot HSP90 exhibited higher 

homology with HSP90~isoform．HSP90 transcripts were found to be expressed in all tested 

normal physiological tissues(intestine，kidney，gill，skin，liver，spleen，head kidney，gonad， 
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brain．muscle and heart)and could also be detected in the earlier embryonic stage．The 1evel of 

HsPg0 mRNA in embryos gradually increased during embryogenesis and reached the maximum 

at tail-bud stage．Challenge of turbot embryonic cell line(TEC)with pathogenic bacteria，Ⅵ 6～ 

rio anguillarum ，elevated HSP9 0 mRNA levels dramatically．These results demonstrated that 

this turbot HSP90 cDNA sequence was the constitutive expressed HSP9013 isoform，and it may 

be involved in embryogenesis and cellular protection events under normal and stress condition． 

KEY RDS HSP90 Turbot Psetta maxima cDNA Infection 

热休克蛋白90(Heat Shock Protein 90，HSP90)，是近年来被深入并广泛研究的一组蛋白。它作为蛋白成 

熟过程中的分子伴侣，可保证蛋白正确构象、纠正突变蛋白的错误折叠，维持甾体激素类受体、激酶、中心体等 

的结构，参与细胞周期调节、机体免疫调节和信号传导，在配子和胚胎发育以及机体衰老过程中具有重要的生 

理功能(wiech et ai． 1992；Holley et a1． 1995；Lange et a1． 2000；Pandey et a1． 2000)。HSP90家族主 

要由 HSP90和 grp96组成。其中 HSP90包括 HSP90a和 HSP90~，二者由5亿年前的基因复制产生(Moore 

et a1． 1989；Krone et a1． 1994；Csermely et a1． 1998)。 

鉴于已知 HSP90的众多功能和不断阐明的 HSP90与机体各种损伤、感染等的关系，HSP90作为抗癌药 

物的分子靶点受到广泛关注(陈 奕等 2004)，并成为肿瘤学的研究热点，在疾病诊治方面具有重要潜能。目 

前关于海洋生物中HsPg0功能尚未完全了解，但有一点可以肯定，即在病原侵染、环境胁迫等条件下，HSP90 

可对细胞和机体起重要的保护作用。目前，已对某些鱼类的 HSP90基因序列、蛋白功能、胚胎发育和进化中的 

作用进行 了研究，如斑 马鱼 Danio rerio、虾虎鱼 Genus gillichthys、鲫鱼 Carassius auratus、大 马哈鱼 On— 

corhynchus tshawytscha、鲤鱼 Cyprinus carpio和牙鲆 Paralichthys olivaceus(Connolly et a1． 2008；Dietz et 

a1． 1992；Wang et a1． 2007；Palmisano et a1． 1999；Hermesz et a1． 2001；Kono et a1． 2001)。然而 ，对 

大菱鲆 Psetta maxima HSP90基因的研究迄今未见报道。 

大菱鲆属于鲆科 Bothidae、菱鲆属 Scophthalmus，自然分布于欧洲各主要海区，20世纪 90年代初引入我 

国。该鱼种肉质好，生长速度快，适应低水温生活，已成为我国重要的经济海水养殖鱼类。但由于养殖生态环 

境的破坏，鱼类疾病频繁暴发，给大菱鲆养殖业造成了巨大经济损失。虽然抗生素的使用可以一定程度减少细 

菌病的暴发，但过多使用会增加病原菌的抗药性，药物残留亦会造成环境污染。热休克蛋白的产生，体现了生 

物对环境的适应。因此，利用分子生物学技术提高 HSP90基因的表达，提高鱼苗的成活率，增强鱼类 自身对环 

境应激的防护和对不同环境的适应能力是很有必要的。深入开展鱼类热休克蛋白研究，可进一步揭示其在生 

理过程中的作用，以及与其他因素在时空上综合保护细胞和机体的机理，其研究成果不仅体现在学术上，还将 

在实践中对大菱鲆养殖业的发展起促进作用。 

本实验从大菱鲆脾脏cDNA文库中鉴定出热休克蛋白基因HSP90，克隆了该基因的cDNA序列并分析了 

基因结构；同时构建了系统发生树，将大菱鲆 HSP90序列和其他已知 HSP90序列进行了聚类分析；利用 RT— 

PCR技术检验并分析了其在大菱鲆健康组织、胚胎不同发育阶段及感染大菱鲆胚胎细胞(TEC)中的表达 

(刘 洋等 2007)。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

实验用健康大菱鲆购自青岛南山水产品市场，体重 200～5O0 g。取大菱鲆肝脏、脾脏、肠、头肾、肾、鳃、性 

腺 、肌肉、心脏 、脑和皮肤 ，迅速放人液氮中冻存 ，后保存于一80℃备用。在中国水产科学研究院黄海水产研究 

所海阳市养殖基地，保存不同发育时期的大菱鲆胚胎(16细胞期，囊胚期，原肠期，尾芽期，体节期，心跳期，出 

膜前期和仔鱼期)，液氮中速冻后，保存于一8O℃下备用。 
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1．2 RNA提取和 tHSP90 cDNA序列克隆 

从大菱鲆肝脏组织中利用 TRhol(Invitrogen)按照 Chen等(2004)的方法提取总RNA。利用 BD Smar— 

trM RACE cDNA扩增试剂盒 (Clontech)合成 RACE—Ready—cDNA，一20℃冰箱保存备用。 

采用 BLAST 2．0对已构建的大菱鲆脾脏 cDNA文库进行 EsT(Expressed Sequence Tag)分析，得到部分 

HSP90序列 。参照此序列和其他鱼类 的 HSP90序列 ，分别设计 1个特异引物 tHSP90C1和 1个兼并引物 tH— 

SP90N1，用于扩增部分 HSP90序列(表 1)。使用 QiaexU gel extraction kit(Qiagen)分离纯化PCR扩增得到 

的片段，然后克隆到 pMD18一T载体(Takara)中，在大肠杆菌(DH5a)中扩繁。根据蓝白斑原理挑选阳性克隆， 

采用菌液 PCR法检测后，测序。 

根据得到的序列设计合成 1对特异引物：tHSPg0P5’和tHSP90P3’，分别用来扩增 5’末端(5，一RACE)和 

3’末 端 (3’。RACE)(表 1，表 2)。RACE 通 用 引 物 使 用 了 BD 公 司 的 Long primer和 Short primer。 

Touchdown PCR反应如下 ：94℃ 2 min；94℃ 5 s，72℃ 3 rain，5个循环 ；94℃ 5 s，70℃ 10 S，72℃ 3 min，10 

个循环 ；94℃ 5 s，66℃ 10 S，72。C 3 min，20个循环 ；72℃ 10 min。扩增得到的片段克隆到 pMD18一T载体 

后，进行测序。 

表 1 试验所用的引物序列 

Table 1 Primer sequences used in this study 

引物 Primer ID 引物序列 Primer sequence 

tH SP90C1 

tH SP90NI 

tH SP90P5’ 

tHSP9OP3’ 

Long primer 

Short primer 

tG9ON 

tG90C 

5’一ACGCAAGAGCAACACTGGTCCAC 3’ 

5’ GAGGAWCACCTGGCTGTCAAGCA 一3’(W =A／T) 

5’一CCTCGGAGTCAACCACACCACGGACAAAG 3’ 

5’一ACGACCCTCAGACCCACTCCAACCGCAT 3’ 

5’一CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT一3， 

5，一CTAATACGACTCACT ATAGGGC一3’ 

5，GTGAGACCACTTCCGCAGCCGT一3， 

5’ACGCAAGAGCAACACTGGTCCAC(>3’ 

5’一AGGTGATGAAGCCCAGAGCA一3’ 

5’一GCAGTGGTGGTGAAGGAGTAG 3’ 

表 2 克隆引物位置 

Table 2 Location of clone prim ers 

特异引物 ：tHSP90Cl 兼并引物 ：tHSP90N1 

1．3 序列和系统发生分析 

t 
RACE~l物 ：tHSP90P5’ 

利用 DNASTAR 5．0编辑和分析实验用 DNA序列和蛋白序列，用 PROFsec program软件预测分析氨基 

酸序列(http：／／www．predictprotein．org)；用 CLUSTAL W (Thompson et a1． 1994)进行多序列 比较 ；用 

MEGA3．0(Kumar et a1． 2004)构建系统发生树；计算方法为临位相联法(Neighbor—joining，NJ)，NJ树的可 

靠性用 自展内部分支法评定，重复 1 000次(刘 洋等 2007)。 
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1．4 病原菌感染 

感染用大菱鲆胚胎细胞，为本实验室已保存的大菱鲆胚胎细胞系(TEC line)(Chen et a1． 2005)。在感 

染前 24h，将大菱鲆胚胎细胞培养于25 erll 的培养瓶中，24 h后更换新培养基，然后加入鳗弧菌Vibrio anguil— 

larum (2216E培养基，28℃培养)至终浓度 2．9×10 CFU。在感染后 0、6、12、24、48和 96 h离心收集大菱鲆 

胚胎细胞，同时取正常胚胎细胞作对照，利用 TRIzol提取总 RNA，并保存于一20℃下备用，重复试验 3次。 

1．5 HSp90表达分析 

使用 TRIzol试剂，提取健康大菱鲆的组织、胚胎和胚胎细胞总 RNA。用核酸测定仪测定 260和 280 rim 

时的吸收值，确定提取 RNA的纯度，按 1OD跏 一 40 g RNA计算 RNA的产率，同时电泳检测 RNA样品 

的质量。分别取 2 g各样品总 RNA，利用 M—MLV反转录酶 (Promega)合成 eDNA。两条特异引物 

tG90N和 tG90C(表 1，表 2)以合成第一链 eDNA 为模板 ，应用 RT—PCR半定量检测方法分析 HsPg0基因的 

表达特点。将特异引物肌动蛋白 TactinN和 TactinC(表 1，表 2)扩增的 fi_aetin基因片段作为内参，并在相同 

条件下对 HSP90表达特异片段和内参基因片段进行扩增。PCR反应程序如下：94℃2 rain；94℃ 30 S，62℃ 

30 S，72℃ 1 rain，24～28个循环(HSP90在健康大菱鲆组织的表达分析为 24个循环，在胚胎不同发育期和被 

感染胚胎细胞中的表达分析为 28个循环)；72℃ 10 rain。 

2 结果 

2．1 大菱鲆 HSP90的 cDNA克隆和鉴定 

利用从大菱鲆脾脏 cDNA文库中获得的 HSP90 eDNA序列和其他鱼类 HSP90序列设计的特异及同源 

引物，扩增得到 1 364bp的 cDNA片段 。经 BLAST分析为 HSP90基因。根据所得的片段设计基 因特异引物 

进行 RAcE—PCR，分别扩增得到了未知的5’和3’序列。扩增产物克隆、测序后，经 Dnaman分析去除重叠序 

列和接头序列后得到 2 788bp的全长 eDNA序列(GenBank accession No．：EU099575)(图 1)。由图 1可见 ， 

大菱鲆的 HSP90 cDNA系由2 190bp编码区、97bp的5’UTR区和501bp的3 UTR区组成，并且含有加尾信 

号 ATTAAA和 Poly A尾 巴。 

2．2 HSP90氨基酸序列及系统发生分析 

大菱鲆 HSP90 eDNA的开放阅读框编码 729个氨基酸，蛋白质预测分子量约为 83．8 kD，等电点为4．8。 

经软件分析，氨基酸序列包含 HSP9O家族的 5个保守信号区(NKEIFLRELISN[-S／A]SDALDKIR，LGTIA 

[-K／R-ISGT，IGQFGVGFYSA[Y／F]LVA[E／D]，IKLYVRRVFI，GVVDS[E／D]DLPLN[I／V]SRE)和C末 

端一致序列 MEEVD(图1)。采用 DNASTAR 5．0分析大菱鲆 HSP90氨基酸序列与其他物种 HSP90氨基酸 

序列的相似性，发现其与已知的 HSP90~亲缘关系较近。其中，与牙鲆 HSP9o~亲缘关系最近、同源性高达 

96．6 ；与虹鳟、大西洋鲑和斑马鱼的亲缘关系次之、同源性分别为 93．9 、92．9 和 92．4％；与鼠、人和鸡的 

同源性分别为 89．4 、89．1 和87。4 ；而与HSP90a亲缘关系较远，如与牙鲆、斑马鱼和墨西哥脂鲤的同源 

性分别为 86．7％、82．8 和 82．8 (表3)。基于氨基酸序列，利用临位相联法(Neighbor-joining method)构建 

系统发生树(图 2)，结果同样显示了大菱鲆的 HsPg0基因更接近于 l3型基因，同时显示同一种属的进化距离 

较近 。 

2．3 HsPg0在健康大菱鲆组织中的表达分析 

采用 RT-PCR半定量分析了 HSP90在健康大菱鲆 11种组织(肝脏、脾脏、肠、头肾、肾、鳃、性腺、肌肉、心 

脏 、脑和皮肤)中的表达 。结果发现 ，HSP90在这些组织 中均有表达(图 3)。 
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CAGACTGGCGTCCTCGCCCffGCTGCATCGTGACGAGrACTrACGGC~fGGACGGCCAAC ： GA( GC r( AAGGOCCAoGc 

R L A S S P C C I V T S T Y G W T A N M E R I M K A Q A 

GCTCAGGGACAACTCCACCATGC~TTACATGAr( GccAAGAAGCACC113GAGA11cAACCCCGACC朋 CCATCGTGGAAAOGCT 
L R D N S T M G Y M M A K K H L E I N P D H P I V E T L 

CCGOCAGAAC6CCGACGCCGACAAGAACGAC舢 06cGG脱 4∞ 4CC『GGTCATCCTGCrGTrCGAGACCGCCCTGCTGTCC 
R O K A D A D K N D K A V K D L V I L L F E T A L L S S 

CGACCCq cAGACCCACTCCÂ CCGc虹CIAc 姐G c 吼 cGGACTGGGTATCGACGATGAe 

G F S L D D P Q T H S N R 1 Y R M I K L G L G I D D D D 

CGTICCCGTGGAGGAG CCAC兀℃CGCACJC~GrrCCCAGAOGAGAlr( CTCCCCTAGAAGGC6 AGGAGAGGA=rGACGCTTCACG 
V P V E E T T S A A V P D E I P P L E G E 0 E D D A S R 

CArGGAAGAAGTTGA兀_AAATCGACCGGCCCCTGC1℃CCAGAT兀TrTAACAC1T兀'AGCCTCACTrTTCA rrClrJlGATTCCTTA 

[ l _ 
MEEVD Consensus Sequence 

吼  GCAAAACAAATAG c 【 c虹 GrnG GTGGTGGACCAGTGTFGCTCT1GCGTCCGGAGCATf 
TACTCTGCAAACGCCCCCCC rn AGAAAAGCGKrfn弋GGTTCTrGCTG 虹 AGIYCATGGTGACAGCACATrTG CAT 

CAAAGTACCCTGITGCACTGAG rn AATGTCCG糊 Gm  AAC蛆 G1G ACACGC~ GGTACA37CCAG cGGGTCTG 
GAGGG_l1℃GGGGAGGT1℃1 _rCA1伽 CAACACK ACOCT( A_DGAGAGAGGAC1_G 10A几℃CT兀11。CC11GAG_rcCAG 

GCVFGTC 1l℃CAAG_rCGTCT兀la1T兀_0CAAAAA m AAAG椰 1'AATA 

注：碱基序列在上，对应的氨基酸序列在其下方。转录起始密码(ATG)，终止密码(TAA)及加尾信号(ATTAAA)用下划线 

标出。HSP90家族保守信号区用阴影标出，C末端一致序列 MEEVD用方框标出 

Note：Nucleotides are indicated above and numbered to the left of each lane．Correspon击ng deduced amino acids are indicated 

below．Start codon(ATG)，stop codon(TAA)and the ploy(A)+ signal sequence ATTAAA are underlined．HSP90 fami— 

ly signatures are boxed and shadowed．Carboxyl terminal consensus sequences(MEEVD)is showed in box 

图 1 大菱鲆 HSP90cDNA序列全长以及由此推测的氨基酸序列 

Fig．1 cDNA sequence and deduced amino acid sequence of turbot heat shock protein 90 gene 

目  
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表 3 基于 CLUSTAL W 进行的大菱鲆 HSP90推测氨基酸序列与其他物种 己知序列相似性 比对结果 

Table 3 Percentage of identity between deduced amino acids of turbot HSP90 and those of HSP90 alpha and／or 

HSP90 beta proteins of other species based on CLUSTAL W 

注：相似性比对所需序列从 GenBank中下载获得，它们的序列号如下：斑马鱼 Danio rerio，BC075757(HSP90 )，AFO68772(HsP90口)；墨西 

哥丽脂鲤Ast~anax mexicanus，AY222612(HSP90u)；大西洋鲑 Salmo salar，AF1 35117(HsPg0~)；牙鲆 Paralichthys olivaceus，ABG56393 

(HSPg0a)，ABG56394(HsPg0O)；虹鳟鱼 Oncorhynchus mykiss，AB196458(HSP9O~) 果蝇 Drosophila melanogaster，CAA27435；家蚕 Bombyx 

mori，BAB41209；原鸡 Gallus gallus，Pl1501(HSP90~)，CAA497O4(HsPg0~)；挪 威鼠 Rattus norvegicus，NP
一

786937(HsPg0a)，P34058 

(HSPgO~)；人类 Homo sapiens，NP_005339(HSP90a)，NP_031381(HSP90~) 

O．05 

pha 

注：位于分支节点的数字表示置信度，重复次数为 1 000。大菱鲆 HsPg0用下划线标出 

Note；The bottom scale was bootstrap values obtained after 1 000 resampling efforts and refers tO percentage divergence
． The relative 

genetic distances are indicated by the scale bar and the branch lengths．Turbot HsPg0 is underlined 

图 2 基于蛋白序 列的系统 发生树 

Fig．2 Phylogenetic analysis of HsPg0 family of different organisms based on amino acid sequence 
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500bp 

250bp 

13-act．in 

HSP9O 

注：M 为分子量标准；B为空白对照；1～11为肝脏、脾脏、肠 、头肾、肾、鳃、性腺、肌肉、心脏、脑和皮肤 

Note：M ：DL2000marker；B：Blank control；1：Liver；2：Spleen；3：Intestine；4：Head kidney；5：Kidney；6：Gill； 

7：Gonad；8：M usele；9：Heart；10：Brain；11：Skin 

图 3 大菱鲆 HSP90在正常组织中的 RT-PCR表达分析 

Fig．3 Analysis of HSP90 gene expression in various tissues of adult turbot using RT—PCR 

2．4 HSP90在大菱鲆胚胎不同发育时期的表达分析 

利用 RT—PCR分析了 HSP90在大菱鲆胚胎不同发育时期(16细胞期、囊胚期、原肠期、尾芽期、体节期、心 

跳期、出膜前期和仔鱼期)的表达状况。结果表明，HSP90在胚胎 8个不同发育时期中均有表达，且伴随着胚 

胎发育，HSP90的表达量逐渐增加，在尾芽期达到高峰，随后表达量下降(图 4)。 

500bp )r 

250 bp )r 

B·actin 

HSP9O 

注：M为分子量标准；1～8为 16细胞期、囊胚期、原肠期、尾芽期、体节期、心跳期、出膜前期和仔鱼期 

Note：M ：DL2000 DNA marker；1：16～ 32 cells stage；2：Blastula stage；3：Gastrula stage；4：Tail—bud stage； 

5：Som ites stage；6：Heart—beating stage；7：Pre-hatehing stage；8：Larva stage 

图 4 大菱鲆 HSP90在胚胎不同发育时期的 RT-PCR表达分析 

Fig．4 Analysis of HSP90 gene expression at different embryonic stages 

2．5 HSP90在感染大菱鲆 TEC细胞 中的表达分析 

鳗弧菌感染 TEC细胞后，HSP90呈现了明显的诱导表达趋势(图 5)。在感染前，TEC细胞内仅检测到微 

弱的 HSP90表达，感染后 6 h检测到了强烈的表达，并且在感染后 6～12 h，HSP90保持着强烈的表达趋势， 

随后急剧下降。 

500bp 

250 bp 

M Uninfected 6h 12 h 24h 48 h 96h 

B-actin 

HSP90 

注 ：M 为分子量标准 ；鳗弧菌感染 的不l司时期在图上方标出 

Note：M ：DL2 000 DNA marker；different infection times are labelled above 

图 5 HSP90鳗弧菌感染大菱鲆 TEC细胞中的 RT—PCR表达分析 

Fig．5 Expression of HSP90 gene in turbot embryonic cell line after infection 

3 讨论 

据文献报道(Sreedhar et a1． 2004)，作为真核细胞中广泛存在的分子伴侣 HSP90，在非应激和正常生理 

状态下占细胞蛋白总量的 1 ～2 ，是近年来又一个研究热点。HSP90a和 HSP90~是存在于细胞质中的 
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HSP90家族重要成员。前者可被高度诱导表达，在细胞生长、凋亡等细胞周期中发挥重要调节作用；后者为组 

成型表达，亦可被诱导表达，参与维持细胞结构以及细胞分化、防御等生理功能的正常进行。为进一步了解鱼 

类 HSP90~I的基因特点及其在胚胎发育中的作用，本试验分离并获得大菱鲆 HSP90 eDNA的完整序列并对 

其在不同组织和胚胎发育时期中的表达做了深入研究 。 

在大菱鲆 1 364bp的全长 cDNA序列中，开放阅读框编码的 729个氨基酸包含 HSP90家族的5个信号序 

列和ATP结合域。c末端一致序列EEVD可被 HOP(HSP70 and HSP90 organizing protein)的TPR(Tetra— 

tricopeptide repeat)domain识别，进而与热休克蛋白70构成分子伴侣复合体。序列相似性分析表明，大菱鲆 

HSPg0序列与其他已知物种的 HsPg0序列具有极高的相似性 (大于 7o )。基于 NJ法构建的系统发生树进 

一 步显示此序列与各物种 HSP90~序列聚在一起，亲缘关系较近。此外，大菱鲆 HSP90氨基酸序列 N末端缺 

少 HSP90a亚型特有的磷酸化位点序列 QTQDQ。这些结果表明，作者克隆所得到的大菱鲆 HSP90 cDNA序 

列为 HsPg0fl亚型。 

利用 RT—PCR方法对大菱鲆正常生理状态下的肝脏、脾脏、肠、头肾、肾、鳃、性腺、肌肉、心脏，脑和皮肤中 

HSP90基因的表达进行分析，虽然表达量略有差异，但在所有供检组织中均有表达。Hermesz等(2001)利用 

Northern blot方法，在非应激状态下鲤鱼的脑、肝脏和肾中都检测到了 HSP90~表达，但仅在脑中检测到了 

HSP90~的微弱表达。大菱鲆 HSP90在所有受检组织中均检测到表达，这进一步证明了此克隆序列为组成型 

表达的 HSP90~亚型。作为重要的分子伴侣分子，HSP90~?亚型起着管家作用，在生物体内控制着多种蛋白质 

的活动、运输和更新 。 

据文献 ，HSP90在动物胚胎发育过程中起着非常重要的作用。如 HSP90~通过激活转录因子 myoD参与 

肌肉发育(Sass et a1． 1997；Du et a1． 2008)，HSP9013则与神经系统、视网膜和骨的发育有关(Csermely et 

a1． 1998)。在哺乳动物胚胎发育过程中，HSP90~亚型可诱导滋养层分化、参与胎盘发育。Voss等(2000) 

利用基因敲除技术使小鼠胚胎的 HSP90~基因失活，发现其胚胎出现异常生长，母体和胎儿间的物质交换被 

阻断。但是在鱼类中，对 HSP90fl的研究仍处于探索阶段。本文分析了大菱鲆 HSP901~在胚胎发育不同时期 

的表达情况，在尾芽期检测到强烈表达。大菱鲆尾芽发育期的主要特征为尾端突出、尾芽形成和脑明显分化 

(雷霁霖等 2003)。根据 HSP9O~3在尾芽期的高表达结果，可推测 HSP90~在神经系统、脊索等的发育中发 

挥重要作用，这与已知的 HsPg0~在胚胎发育过程中的功能相一致，但具体的调控机制、作用方式等还需要进 
一 步研究。在鳗弧菌感染的TEC细胞中，感染后 6 h HSP90~3即被检测到强烈表达，表现出了迅速的应答，表 

明 HSP90~?虽然为组成型表达 ，但在外界应激状态下亦可被诱导表达。Krone等(1994)在热应激后 的斑马鱼 

原肠胚期和体节发育中期也观察到了 HSP90~的高诱导表达。在感染 12 h后，HSP90~表达量大幅下降，表 

明细胞进入应激状态后 ，HSP90i3行使的调节功能开始下降 ，这与其作为管家蛋 白的作用相一致 。可以看出， 

HsPgo~I在防御应激中发挥着一定的作用。 

总而言之，本文首次报道了大菱鲆热休克蛋白90，它与已报道的 HSP90~有着共同的结构特征。此外，表 

达分析表明该 HSP90~在大菱鲆的胚胎发育和防御应激中起着重要作用。作者将进一步进行其功能分析，深 

入研究其作用机制，期望为大菱鲆育种和病害防治提供更多的理论基础。 
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