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摘 要:根据 GenBank 中同类蛋白序列设计特异 PCR 引物，从2 株创伤弧菌 Vibrio vul叫声cus 和 1 株河弧菌 Vibrio

fluvialis 中扩增出热休克蛋白 70 (heat shock protein , hsp70) 基因片段。对这 3 个片段进行克隆、测序和分析的结

果表明， 3 个片段长均为 1 911 bp ，包含完整的 hsp700RF，编码 636 个氨基酸。它们的氨基酸序列与 GenB诅Ban

中其它物种 hspρ70 的氨基酸序列比较发现， 2 株创伤弧菌 hsp70 基因序列和同种其它菌株的同源性高，达 98% 以

上;而河弧菌的 hsp70 序列属首次克隆;与多种原核和真核生物的 hsp70 氨基酸序列一起构建了系统进化树，结

果支持传统的分类结果。
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在 A of was the nucleotide sequence of the heat shock 

(hsp70) gene of vi扣.'10 in GenBank. Wüh the , three target fragments were am-

plified from two of Vibrio vuln~卢cus strains and a Vibrio fluviαlis stain DNA PCR. The fl、ag白

ments were cloned and sequenced. The result showed that they included an ORF of 1911 bp which enco臼

ded a polypeptide of 636 amino acids. The identities of hsp70 among these two Vibrio vuln~币cus stains 

and other Vibrio vuln泸cus stains from GenBank are more than 989毛. The hsp70 from Vibrio fluvialis was 

cloned for the first time. The neighbor-joining tree of hsp70 was constmcted and it suppOlted the tradi­

tional classification. 
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热休克蛋白 (heat sl肌k protein，日又称为

应激蛋白，是原核生物和真核生物在受热、生物应

激、理化因素等应激原刺激后?发生热休克反应时

所产生的一类在生物进化中最保守并由热休克基因
所编码的伴随细胞蛋白，它具有高度保守性及应激
性，普遍存在于从细菌到人的整个生物界[i-2]0

1974 年) Tissieres 首次证实该类蛋白的存在并且命

名为热休克蛋白 (heat shock protein , 1叩 )[3]? 其
中热休克蛋白 70 (1叩70) 是最重要的种类之一?
在原核和真核生物中都有广泛研究。 hsp70 具有高

度的保守性，是一种重要的遗传分类依据。一些病
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原微生物的 hsp70 具有强抗原性?可以作为疫苗的

候选成分忏5] 。创伤弧菌是一种致命的人畜共患的

嗜盐弧菌?可引发败血症[6]; 河弧菌也是一种人

畜致病菌，可引起腹泻等症状[7] 。目前报道 hsp70

基因序列的弧菌有一些，但创伤弧菌的报道较少?

而河弧菌的 hsp70 属首次克隆得到。本文克隆了两

株创伤弧菌和一株河弧菌的 hsp70 基因，并进行测

序和分析?为这两种弧茵茵属的 hsp70 基因作为遗

传分类的依据进行探讨 同时为进一步研究其免疫

原性提供分子生物学基础。
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1 材料和方法

1. 1 材料

创伤弧菌菌株 cω51 、 cω67 ，由台湾成功大

学何涟溺博士提供;河弧菌菌株 CGMCC.1608 购

自广东省微生物研究所;其它菌株均由中山大学寄

生虫实验室保存提供。
质粒载体 pMD18 - T 、 T4 DNA 连接酶、 DNA

标准相对分子质量 D口000 购自大连宝生物工程公

司; Taq Plus 酶、胶回收试剂盒购自上海生工生物

工程公司;其它试剂均为进口或国产分析纯。
1. 2 方言

细菌基因组 DNA 提取、 PCR、质粒提取、基

因克隆等操作参照文献 [8J 或依照试剂盒说明书

进行; DNA 序列由上海基康生物工程有限公司测定

并采用 DNAStar 、 Clustral X v 1. 83 、 phylip 3.63 和

Treeview 1. 6. 6 等软件进行处理和分析。

引物设计根据 GenBank 中巳报道的创伤弧菌

CMCP6 株 (GenBank No. AE016798 )和 YJ016 株

( GenBa出到o. AP005333) hsp70 基因序列 9 设计

一对通用的、可扩增出完整 hsp70 开放阅读框

(的引物?序列为: F 5飞ATGGGTAAAATCAT-
TGGTAT阳3' ， R: 5'-TTATTTCTTGTCGTC~TIT阳3'

2 

hsp70 

经 PCR 扩增得到 3 段长度约为1. 9 kb 片段?

插入 -T 载体进行测序。将此 3 段序列在

GenBa此数据库中经 Blast 比较?表明扩增的序列

均包含完整的 hsp70 基因 ORF，全长均为 1 911 

bp。经比较发现， CG051 株与创伤弧菌 CMCP6 株

和 YJ016 株的 hsp70 核酸序列同源性分别达 989毛和

99% ;而 cω67 株与二者的同源性则均为 99% 。

河弧菌 CGMCC.1608 与 GenBank 中的 hsp70 序列

相比较?同源性均低于 90% ，未见有河弧菌的相

应序列匹配。 CG051 、 cω67 和 CGMCC1608 三个

菌株的 hsp70 序列巳被提交至 GenBank ，编号为
A Y 498656 A Y 498658 0 

2.3 hsp70 

使用 DNAStar 软件对这 3 株菌 hsp70 基因进行

分析，其基因全长为 1 911 bp ，编码由 636 个氨基
酸组成的蛋白质。 CG051 , CG067 和 CGMCC 1608 

相对分子质量分别是 68 800 , 68 800 和 68900 。

将 3 株菌 hsp70 基因与其它菌株及其它物种的

hsp70 基因的氨基酸序列比较，结果表明在分类土
相距很远的物种(鼠、人等) ，其氨基酸序列也有
45% 以上的同源性; CG051 、 CG067 和 CGM­

CC1608 三个氨基酸序列和其他弧菌的相应序列同

源性至少为 9 1. 4% 、 9 1. 2% 和 9 1. 0% (表门，显

hsp70 蛋白高度的保守性。应用 Clustral X v 1. 83 

软件进行多序列比较也发现， 3 个菌株与其它物种

的 hsp70 氨基酸序列 9 在结构域也p70 处(第 4-

603 氨基酸)同源性很高 9 高度保守(图 1 )。
hsp70 氨基酸序列在不同的物种中有很强的同

源性?在进化过程中高度保守[9J 。鼠
序列与人类氨基酸序列的同源性约为 95 %, 
与小鼠的同源性约为 98 %;人类

列与果蝇 hsp7白氨基酸序列的同源性为 73 %, 
大肠杆菌诱导型 hsp70 (即 Dnak) 氨基酸序列的同

源性则为 47 %，果蝇的 hsp70 基因与大肠杆菌的

Dnak 基因(l叩70 基因家族)的核昔酸序列同源、性

在 50 %以上。本文得到的 3 株弧菌 hsp70 基因也

证实了 hsp70 基因保守性。

表 1 3 林弧菌与 9 个其它生物 hsp 70 氨基酸序列同源性比较1)

Table 1 Compar扫on of hsp 70 genes from 9 species 

CMCP6 CG067 CGMCC V. cho V. hαr V.pαr V.pro E. coli 

CG051 99.8 99. 8 91. 4 91. 5 93.4 95.6 94. 3 83.5 47. 5 48.1 48. 1 
CMCP6 100.0 91. 2 91. 7 93.2 95.4 94.2 83. 3 47.3 48.0 48.0 
CG067 91. 2 91. 7 93.2 95.4 94.2 83. 3 47. 3 48.0 48 , 0 

CGMCC 91. 0 92.0 92. J 91. 5 82.4 46.4 46.9 46.9 
V. cho 89. 3 91. 2 89. 8 82. 1 46.8 46.5 46.3 
V. hαr 95.6 94.8 81. 0 45.5 45. 7 45. 6 
v. pαr 97.5 83.2 47. 35 47.6 47.3 
v. pro 82. 8 46.90 47.4 47.3 
E. coli 48.7. 48.3 48.6 
yeast 72.2 74. 1 

mouse 95.3 

1) CG051: Vibrio vuln泸cus CG051; CG067: Vibrio vulnificus CG067; CMCP6: Vibrio vuln~卢cus CMCP6; CGMCC: Vibrio vulnij♀ 

cus CGMCC. 1608; V. cho: Vibrio cholerae; V. hαr: Vibrio harveyi; V. par : Vibrio parahaemol川icus; V. pro: Vibrio proteolyticus E. coli : 

Escherichia coli; yeast: Sαcchαromyces cerevisiae; mouse: Mus musculus; human: Homo sapiens 
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2.4 

通过应用 Clustral X v 1. 83 、 phylip 3.63 和

Treeview 1. 6. 6 软件?根据 CG051 、 CG067 及

CGMCC.1608 三个菌株与其它物种 hsp70 氨基酸序

列建立系统进化树( Neighbor 一 joining method) 。

结果显示(图匀，系统进化树主要分为两支 9 一
支是原核物种，包括所引用的弧菌和大肠杆菌;另
一支为真核物种?包括人类、老鼠和酵母。而在原
核生物这一支中?大肠杆菌和所有的弧菌又分属两

Ç992? pro 
Cl-'K\?\í .Þro 
CG05 1. þro 

l:pm:pro 
l'.J?ro.pro 
l;'I;H!,:Þro 

ClvICC 口ro
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个主要分支?同时 3 株创伤弧菌 CG051 、 cω67 和

CMCP6 被分在一组，遗传距离极近。以上结果

所引用物种的宏观分类结果很好地吻合?显示出

hsp70 序列作为分子系统分类依据的优势?也很好

的说明了其高度的种内保守性。

热休克蛋白是原核和真核生物中一类分子伴
侣，在蛋白的折叠和重折叠中起关键作用，是一类
高度保守的蛋白质[1 -2J 。目前对 hsp70 的研究覆盖

了生理功能、病理、进化等很多方面?研究的来源
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图 1 3 株菌与其它物种 hsp70 氨基酸序列比较
1 Multiple amino acid seguence alignment of hsp70 encoded by CG051 , CG067 and CGMCC. 1608 and other species. 

Accessionnumbers: CG051 , AY498656; CG067 , AY498657; CGMCC , AY498658; CMCP6 , AE016798; V. cho , CAA74627i 
V. hαr ， AAC61692; V. pαr ， BAC58916; V. pro , AAF27648; E. coli , NP _ 308041; yeast , AAC37398 i mouse , AAC84169; 

human , BAB63300 
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范围也非常之广，从人类细胞到原核细菌都有

盖。 hsp70 蛋白具有多种生物学功能，包括分子伴

侣功能、参与免疫反应、抗细胞凋亡功能、抗氧化
功能、提高细胞的应激耐受性、促进细胞增殖、参
与细胞骨架的形成和修复等等 9 广泛的生物学功能
使其成为当今生命科学研究中的热点[叫。在分子
遗传领域 9 其基因序列的保守性?使得 hsp70 也广
泛用于分子分类，很多物种已经建立了根据 hsp70
的进化模式，如好盐性古细菌[11] 、海绵动物[川、
鱼类[13]及刺细胞动物[叫等。

有报道指出 hsp70 有可能是某些致病菌的致病
因素[ 15] 。致病菌结核分枝杆菌 hsp70 是该菌的

要抗原成分之一[叫罗人结核分枝杆离 hsp70 的
DNA 疫苗免疫小鼠后，可显著提高其血清中 IFN 一

γ 的浓度;受该种菌攻击后其肺?肝脏部位的的结
核分枝杆较对照组少。另外，有报道指出?细菌感
染时， hsp70 是它们的主要抗原[口19 免疫系统对这
些高度保守的分子产生免疫应答。因此?细菌
hsp70 可以直接作为外源性抗原引发机体免疫反

应?也可以和其他抗原多肤偶联或融合构建疫苗。
我们得到的 hsp70 在创伤弧菌和河弧菌这两种病原
中是否同样起到致病因子的作用、并用于疫苗研

制 9 还需进一步探讨。

图 2 根据 12 个物种的 hsp 70 氨基酸序列

建立的系统进化树

Fig.2 Phylogenetic tree based on the sequences of hsp70 
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