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摘 要 HSP90 是一种高度保守的特异性蛋白，在增强动物对逆环境的适应能力方面发挥重要作用。本研究

从缢蛏(Sinonovacula constricta)转录组文库中筛选出热休克蛋白 90 (heat shock protein 90, HSP90)的一条同源

序列，通过 RACE 技术获得其 cDNA 全长序列，命名为 ScHSP90。序列分析表明，该基因 cDNA 全长 3 070 bp，

包括 428 bp 的 5' 非翻译区，461 bp 的 3' 非翻译区和 2 181 bp 开放阅读框，编码一个由 726 个氨基酸组成的

多肽。该多肽含有 HSP90 家族共有的 5 个签名序列和 C 端高度保守的 MEEVD 短肽序列。同源性及系统分

析表明，ScHSP90 编码的氨基酸与其他物种的 HSP90 氨基酸序列具有很高的同源性，其中与软体动物

HSP90 氨基酸序列相似性达 80%以上。荧光定量 RT-qPCR 检测分析表明：ScHSP90 基因在成体各组织中均

有表达，在水管和肝胰腺中表达量相对较高；在不同盐度条件下的急性实验中，经盐度 30 ppt 和 35 ppt 处理

后 ScHSP90 基因表达水平极显著升高(P<0.01)，且盐度越高上调越明显，表明 ScHSP90 基因参与了机体适应

逆环境的过程。本研究为进一步研究 HSP90 基因功能以及开展贝类抗逆选育提供一定的理论参考。
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Abstract Heat shock protein 90 (HSP90) is a highly conserved specific protein that plays an important role in en-
hancing the animal's ability to adapt to adverse environments. In the present study, we obtained HSP90 sequence
from the transcriptome of Sinonovacula constricta and cloned the full length cDNA, named as ScHSP90. The full
length of ScHSP90 cDNAwas 3 070 bp, including a 428 bp 5' UTR, a 461 bp 3' UTR and a 2 181 bp ORF encoding a
polypeptide of 726 amino acids. It contained five signature sequences of HSP90 family and a highly conserved
short peptide MEEVD in the C-terminus. The sequence analysis showed that the amino acid sequence similarity with
the mollusc HSP90 was more than 80%. Real-time quantitative PCR (RT-qPCR) analysis showed that ScHSP90 cou-
ld be expressed in all examined tissues and the relative higher expression level was observed in siphon and hem-
olymph. After the acute treatments of different salinity concentration, the expression of ScHSP90 gene significantly
increas- ed at salinity 30 ppt or 35 ppt (P<0.01), and the expression increased following the salinity concentration
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increasing. It is speculated that the ScHSP90 gene could be involved in the process of adapting the adverse
environment. It provides a theoretical reference for further study of HSP90 gene function and breeding of shellfish.
Keywords Sinonovacula constricta; HSP90; Salinity; Gene expression

盐度是影响海洋生物存活、生长的重要环境因

子(唐保军等, 2017)。由于自然环境的恶化以及人类

活动等影响，使沿海、河口附近的海水盐度变化幅度

大。当前，沿海附近的潮间带、滩涂以及河口附近分

布或养殖着大量海水经济贝类，但盐度的急剧变化

可能对海水经济贝类的生存和生长造成不同程度的

影响(Gagnaire et al., 2006; Carregosa et al., 2014)。盐

度胁迫会影响机体内的渗透压平衡，进而导致蛋白

合成的紊乱、损伤(Yancey et al., 1982; Diehl, 1986; 于

姗姗等, 2012)。
热休克蛋白又叫应激蛋白，普遍存在细胞生物

中，是一类高度保守的蛋白质，热休克蛋白在提高细

胞对外界不良环境刺激的适应性及维护细胞自身稳

定等方面具有很重要的生物学性能 (Lindquist and
Craig, 1988; Rungrassamee et al., 2010)。依其分子量

的大小分为 HSP90 (分子量 83~90 kD)、HSP70 (分子

量 66~78 kD)、HSP60 和小分子量 HSP 四个家族(夏西

超等, 2012)。HSP90 是 HSP 家族中很重要的成员，作

为一种高度保守和广泛存在的蛋白质，它能帮助机

体调节应激反应，对生物的生存起着至关重要的作用

(Lindquist and Craig, 1988; Hartl, 1996)。在细胞发生

应激反应时，HSP90 表达水平显著升高，使机体能够

抵抗不利应激源的侵袭，维持细胞的稳态和存活，

增强动物对环境刺激的适应能力(Pearl and Prodrom-
ou, 2006)。因此，在环境胁迫下，HSP90 对细胞和机

体起着至关重要的保护作用(韩俊英等, 2011)。目前

有关 HSP90 在海水贝类中的研究仅见于栉孔扇贝

(Chlamys farreri) (Gao et al., 2007)、海湾扇贝( Argop-
ecten irradians) (Gao et al., 2008)、紫贻贝(Mytilus ed-
ulis) (Pantzartzi et al., 2009)、近江牡蛎(Crassostrea ho-
ngkongensis) (陈晨 , 2011)、皱纹盘鲍 (Haliotis discus
hanai) (Cheng et al., 2007)和 文 蛤 (Meretrix meretrix)
(Yue et al., 2011)等。

缢蛏(Sinonovacula constricta)俗名蛏子，属软体

动物门(mollusk phylum)，瓣鳃纲(Lamellibranchia)，真

瓣鳃目(True lamellibranchia)，竹蛏科(Solenidae)，在

中国沿海地区分布广泛，是中国四大年产量海水经

济贝类之一。缢蛏是一种典型的滩涂贝类，其生存活

动范围有限，当生存环境的盐度发生剧烈变化时，其

生存、生长就会受到严重的影响(林笔水和吴天明,
1990)。因此，基于 HSP90 在抗逆抗病中的重要作用

(Pan et al., 2000)，本研究获得了缢蛏 HSP90 基因 cD-
NA全长，利用实时荧光定量 PCR 分析该基因的表达

特征以及不同盐度下该基因的表达，以期为进一步

研究 HSP90 基因功能以及开展贝类抗逆选育提供一

定的理论参考。

1 结果与分析

1.1 ScHSP90 基因 cDNA 序列分析

缢 蛏 HSP90 基 因 的 cDNA 全 长 为 3 070 bp
(GenBank 登录号: MN262637)，包括 2 181 bp 的开放

阅读框，5' 非编码区 (UTR)共 428 bp，3' 非编码区

(UTR)共 461 bp，命名为 ScHSP90。 与 HSP90 家族

类似，该基因含有 5 个保守的功能序列标签：NKEI
FLRELISNASDALDKIR (第 35~55 位)，LGTIAKSGT
(第 102~110 位)，IGQFGVGFYSAYLVAD (第 126~
141 位)，IKLYVRR VFI (第 354~363 位)，GVVDSED
LPLNISRE (第 379~394 位)；3'-UTR 含有一个典型的

AATAAA 加尾信号、一个poly(A)尾；C 端为保守的

MEEVD 结构(图 1)。ScHSP90 编码一个由 726 个氨基

酸组成的蛋白质，预测的蛋白分子量 Mw 为 82.97 kD，

理论等电点 pI 为 4.78。

1.2 ScHSP90 同源性分析

同源性分析结果显示，ScHSP90 编码的氨基酸

与其他物种的 HSP90 氨基酸序列具有很高的同源

性，与脊椎动物 HSP90 的相似度都在 76%左右；与

软体动物 HSP90 氨基酸序列相似性达 80%以上，其

中与河蚬(Corbicula fluminea)相似度最高为 87.77%
(表 1)。

对缢蛏 HSP90 与其他物种 HSP90 氨基酸序列

进行系统进化分析，结果显示，HSP90 分子进化树可

以分为脊椎动物、无脊椎动物和软体动物三支。缢蛏

HSP90 与软体动物类南极蛤(Laternula elliptica)、波
纹巴菲蛤(Paphia undulata)、河蚬的亲缘关系最近，与

昆虫 HSP90 同源关系较远，与脊椎动物 HSP90 同源

关系则最远(图 2)。

1.3 ScHSP90 基因的组织表达

RT-qPCR 检测的组织表达结果显示，ScHSP90
广泛分布于缢蛏各组织(水管, 鳃, 血, 外套膜, 肝胰

腺, 斧足和性腺)中。ScHSP90 基因在水管和肝胰腺中
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图 1 ScHSP90 核苷酸序列及其编码的氨基酸序列

注: 加框: ScHSP90 的起始密码子(ATG)和终止密码子(TAA); 下画线: 加尾信号和多聚尾; 灰色: 保守的短肽标签; 双下画线: C
端为保守的 MEEVD 结构

Figure 1 The nucleotide sequence ScHSP90 and its encoded amino acid sequence
Note: Box: The start codon (ATG) and stop codon (TAA) of ScHSP90; Underline: The tail signal and the poly tail; Grey: The conser-
vative short peptide labels; Double underline: The C-terminal MEEVD structure

表 1 HSP90 氨基酸序列的同源性分析

Table 1 Identity analysis of amino acid sequence of HSP90

物种(登录号)
Species (Accession)
香鱼(KY073361.1)
Plecoglossus altivelis (KY073361.1)
红树林鳉鱼(HQ213895.1)
Kryptolebias marmoratus (HQ213895.1)
牙鲆(KY856948.1)
Paralichthys olivaceus (KY856948.1)
小贯小绿叶蝉(KF730250.1)
Empoasca onukii (KF730250.1)
大西洋牙鲆(KY856947.1)
Paralichthys dentatus (KY856947.1)
近江牡蛎(HM171376.1)
Crassostrea hongkongensis (HM171376.1)

相同性(%)
Identity (%)
74.89

75.59

76.08

76.19

76.27

80.30

物种(登录号)
Species (Accession)
虾夷扇贝(MF196912.1)
Mizuhopecten yessoensis (MF196912.1)
魁蚶(KT362154.1)
Scapharca broughtonii (KT362154.1)
高贵海扇蛤(MH985699.1)
Mimachlamys nobilis (MH985699.1)
南极蛤(EU831278.1)
Laternula elliptica (EU831278.1)
波纹巴菲蛤(JX885710.1)
Paphia undulata (JX885710.1)
河蚬(KT781099.1)
Corbicula fluminea (KT781099.1)

相同性(%)
Identity (%)
81.38

81.73

81.93

82.72

86.23

87.77
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的表达量相对较高(图 3)。

1.4 ScHSP90 在不同盐度下的表达水平

经不同盐度(25 ppt, 30 ppt 和 35 ppt)处理后，荧

光定量 PCR 检测结果表明，在盐度 30 ppt 和 35 ppt

图 2 HSP90 的 NJ 系统进化树

Figure 2 Neighbour-Joining phylogenetic tree of HSP90

图 3 缢蛏 ScHSP90 的组织表达

注: 1: 外套膜; 2: 血淋巴; 3: 肝胰腺; 4: 性腺; 5: 水管; 6: 斧足; 7:
鳃;不同字母:差异显著(P<0.05);相同字母:差异不显著(P>0.05)
Figure 3 The expression of ScHSP90 in tissues of Sinonovacula
constricta
Note: 1: Mantle; 2: Hemolymph; 3: hepatopancreas; 4: Gonad; 5:
Siphon; 6: Muscle foot; 7: Gill; Different letters: Significant diffe-
rences (P<0.05);The same letters: Insignificant differences (P>0.05)

图 4 各组织 ScHSP90 在不同盐度下的时空表达水平

注: *: 在同一时间点处理组与对照组差异显著(P<0.05); **: 在同一时间点处理组与对照组差异极显著(P<0.01)

Figute 4 Expression level of temporal and spatial of ScHSP90 in different tissues under different salinity

Note: *: Significant difference between challenged group and control group at the same time (P<0.05); **: Extremely significant differ-

ence between challenged group and control group at the same time (P<0.01)

条件下，在水管、鳃、血淋巴和肝胰腺中，ScHSP90 表

达量在 12 h 或 24 h 极显著上调(P<0.01)；且随着盐

度的升高，ScHSP90 表达量呈不同程度的上升趋势

(图 4)。

2 讨论

HSP90 是一类在增强动物对环境应激的适应能
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on carinicauda)蚤状幼体中的研究结果相似 HSP90
的表达量在高盐度下高水平表达(Sun et al., 2012)。也

有研究发现不同盐度胁迫影响中华绒螯蟹(Eriocheir
sinensis)幼体 HSP90 基因表达，在高盐胁迫下 HSP90
表达水平均显著高于对照组(Sun et al., 2012)。

在本研究中，25 ppt 处理组中缢蛏的 HSP90 基

因表达量比较稳定，随着处理时间的延长略有增加，

但不显著(P>0.05)，说明小幅度的盐度变化对缢蛏的

HSP90 基因表达量影响不大；而 30 ppt 和 35 ppt 处

理组，在盐度处理 12 h 后，鳃组织 ScHSP90 表达量

达到最高值，在肝胰腺、水管和血淋巴中于盐度处理

24 h 后表达量也达到最高值，且均显著高于对照组，

推测 30 ppt 和 35 ppt 已高于缢蛏适宜盐度，并引起

其机体内相应生理生化变化，推测缢蛏可能通过调

节 HSP90 基因的表达来抵御不良环境的胁迫。
为了抵抗或适应不良环境的胁迫，HSP90 基因

需要大量的表达，从而起到维持细胞体内环境的稳

定作用(Iwama et al., 1998)；但表达量维持在高水平

的时间较短，随着时间的推移，ScHSP90 的表达量逐

渐趋于平稳，推测机体可能通过自身的调节作用，使

机体逐渐适应外界环境的胁迫。HSP90 基因在生物

受到盐度异常变化时起到了很重要的调节作用，

HSP90 的上调表达使机体有助于适应自身生理功能

的转变(Rungrassamee et al., 2010)，从而增强了机体

本身对不良环境的适应能力，而且作为生物适应不良

环境胁迫的指标(Feder and Hofmann, 1999)，在一定

意义上体现着生物适应能力的增强(夏西超等, 2012)。
在本研究中，ScHSP90 基因在盐度胁迫下表达量出

现明显上调，可推测 ScHSP90 基因的上调表达是缢

蛏适应不良环境刺激的生理机制之一，为开展贝类

抗逆育种提供了一定的数据参考。

3 材料与方法

3.1 样本的处理与采集

实验用缢蛏采自于浙江宁海养殖基地，平均壳

长为(3.61±0.14) cm，放入装有经海水晶调制而成的

人工海水的水族箱中暂养 7 d (盐度为 20 ppt)，水温

控制在(25±0.5)℃，连续充气，每天换水两次，期间投

喂硅藻，实验前一天停止投喂。随机选取 9 只个体解

剖获得外套膜、肝胰腺、足、性腺、血淋巴、鳃、水管

7个组织，液氮速冻，保存于 -80℃，用于 HSP90 基因

克隆以及组织表达模式的检测。随机挑选健康活力

强的缢蛏，设置 4 个不同盐度梯度组，每组设置 3 个

力上发挥作用的高度保守的蛋白质(Feder and Hofm-
ann, 1999;Krishna andGloor, 2001; Jackson et al., 2004)。
而渗透休克是一种生理应激，热休克蛋白诱导在其

中起着重要作用(Sun et al., 2012)。水生动物广泛地

通过生成热休克蛋白对盐度胁迫起反应，通过与其

他蛋白之间的相互作用有助于维持机体内环境的稳

态，从而增强机体对盐度变化的适应能力(Werner,
2004)。本实验采用 RACE 技术从缢蛏中获得 ScHS-
P90 全长 cDNA 序列，其具有 HSP90 家族典型的 5
个保守的标签序列 NKEIFLRELISNASDALDKIR，

LGTIAKSGT，IGQFGVGFYSAYLVAD，IKLYVRRV
FI，GVVDSEDLPLNISRE 以及 C 末端保守的 MEE-
VD 短肽序列。MEEVD 短肽序列是 HSP90 家族的细

胞质定位信号(Gao et al., 2008)，通过氨基酸序列比

对分析发现，ScHSP90 基因编码的氨基酸序列与其

他海洋无脊椎动物的 HSP90 具有很高的同源性，说

明 ScHSP90 是比较保守的 HSP90 家族基因。
缢蛏 ScHSP90 在其机体各组织中广泛表达，与

皱纹盘鲍(H. discus hannai)、中国对虾(Fenneropena-
eus chinensis)等物种 HSP90 的组织表达特点类似(Li
et al., 2009; Zhang et al., 2011)。经荧光定量 PCR 检

测显示，与其他组织相比，该基因在水管和肝胰腺中

的表达量相对较高。缢蛏体内有两条水管，是其体内

与外界联系的唯一路径，水管的伸缩活动容易受外

界环境的损伤和刺激(杜蕴超等, 2018)，推测这可能

是导致 ScHSP90 在水管中相对表达量偏高的原因之

一；肝胰腺是海洋无脊椎动物的重要免疫器官(孙田

田等, 2012)，参与机体的各项免疫反应，在肝胰腺中

ScHSP90 有高水平表达，推测该基因可能参与缢蛏的

免疫应激过程。
HSP90 可以通过和多种蛋白的相互作用来保护

细胞免受损伤(Morimoto and Santoro, 1998; Ranford
and Henderson, 2002)。盐度胁迫会诱导热休克蛋白

基因表达合成热休克蛋白，修复细胞功能损伤，从而

增强机体本身适应不良环境胁迫的能力(Morimoto
and Santoro, 1998; Feder and Hofmann, 1999; Deane et
al., 2002)。有研究结果表明，HSP90 具有维持细胞内

稳态的作用，与环境胁迫、压力和盐度处理后的持续

时间密切相关(Sun et al., 2012)。本研究中，随着胁迫

时间的延长，各盐度所检测的组织 ScHSP90 表达量

呈现先升高后降低的趋势，即呈现类似正态分布的

曲线。各组织中，ScHSP90 的表达量随着盐度的增大

而增大，呈现出一种“高盐度下的高表达水平”响应

模式。这与沈盎绿等(2014)在脊尾白虾(Exopalaem-
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重复，分别为 20 ppt (对照组)、25 ppt，30 ppt，35 ppt，
开展不同盐度条件下的急性实验。实验持续 72 h，分

别在 0 h，6 h，12 h，24 h，48 h，72 h 各时间点选取 9 个

个体收集水管、肝胰腺、鳃、血淋巴 4 个组织，液氮速

冻，保存于 -80℃。

3.2 总 RNA 提取和 cDNA 第一链的合成

各样本组织经液氮研磨后，利用 RNA 提取试剂

盒(天根生化科技(北京)有限公司)提取每个样本的

总 RNA，每三个 RNA 样本等量混合成一个样本组，

并使用 Prime ScriptTM First-strand cDNA Synthesis Kit
试剂盒(TaKaRa 公司)按说明书步骤逆转录合成 cD-
NA，所得 cDNA 作为荧光定量 PCR 的模板，-20℃
保存备用。

3.3 ScHSP90 基因序列全长的获取

在缢蛏转录组文库中检索获得 HSP90 片段的部

分序列，根据该部分序列设计上、下游引物并进行扩

表 2 本研究所用引物序列

Table 2 Sequences of primers used in the study

引物名称

Primer name
ScHSP90-1-F

ScHSP90-1-R

ScHSP90-2-F

ScHSP90-2-R

ScHSP90-5'-1

ScHSP90-5'-2

ScHSP90-3'-1

ScHSP90-3'-2

ScHSP90-Q-F

ScHSP90-Q-R

18s-F

18s-R

序列(5'-3')
Sequence (5'-3')
GCTATATACGCTGCTGACATTAAGA

TCACAGTTGTCCATGATAAACACTC

AACAAAGCCCCTGTGGAC

CAGCAATCATCCATCGTG

GGGTTACGGGTCCACAGGGGC

TGTGTTGTATTCACGGTCTGGGACG

TCTTGGAAGCATCTCATTAGC

AGGACCCAGCCACGCACA

AGCTGAGTACCTGGAGGAGA

CCTCTACCTTGGGCTTGTCA

TCGGTTCTATTGCGTTGGTTTT

CAGTTGGCATCGTTTATGGTCA

用途

Amplification Target
基因验证

Genetic verification
基因验证

Genetic verification
基因验证

Genetic verification
基因验证

Genetic verification
5' 端扩增

5'-RACE
5' 端扩增

5'-RACE
3' 端扩增

3'-RACE
3' 端扩增

3'-RACE
实时荧光定量

RT-PCR
实时荧光定量

RT-PCR
内参

Internal reference
内参

Internal reference

增(表 2)，由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。
通过验证已知序列，检测的结果在 NCBI 网站上比

对准确后，利用 Primer Premier 5.0 软件设计3'-RACE
和 5'-RACE 的特异性引物(表 2)，进行 3' 和 5' 末端

扩增。RACE 扩增体系为 50 μL，内含 ddH2O 34.5 μL，

10×LA buffer 5.0 μL，dNTP Mix (10 mmol/L) 1.0 μL，

UPM 5.0 μL，HSP90-5R/3F 1.0 μL，3' (5') RACE cD-
NA 模板 2.5 μL，LA Taq 1.0 μL。反应程序为：94℃
30 s，68℃ 30 s，72℃3 min，35 个循环。扩增产物经

1% Agarose M 电泳检测后进行割胶回收(康宁生命

学(吴江)有限公司)，按照说明书方法进行纯化，把回

收到的产物与 PGEMT-easy 载体(普洛麦格(北京)生
物技术有限公司)进行连接，转入到 DH5α 感受态

细胞(生工生物工程(上海)股份有限公司)中培养(过
夜)，挑选条带大小符合预期的菌液送交上海生工生

物工程有限公司测序，拼接获得 ScHSP90 基因的

cDNA 全长。
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2011, 近江牡蛎 HSP90 基因及其对理化胁迫和病原菌感

染的反应, 硕士学位论文, 暨南大学, 导师: 张其中, pp.
15-59.)

Cheng P.Z., Liu X., Zhang G.F., and He J.G., 2007, Cloning and
expression analysis of a HSP70 gene from Pacific abalone
(Haliotis discus hannai), Fish Shellfish Immunol., 22(1-2):
77-87.

Deane E.E., Kelly S.P., Luk J.C.Y., and Woo N.Y.S., 2002, Chronic
salinity adaptation modulates hepatic heat shock protein
and insulin-like growth factor I expression in black sea bre-
am, Marine Biotechnol., 4(2): 193-205.

Diehl W.J., 1986, Osmoregulation in echinoderms, Comp. Bioch-
em. Physiol. A Physiol., 84(2): 199-205.
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pamine receptor genes of Sinonovacula constricta and its
functions in damage healing of tissue, Redai Haiyang Xue-
bao (Journal of Tropical Oceanography), 37(3): 45-54. (杜
蕴超, 谢淑媚, 何圣耀, 牛东红, 李家乐, 2018, 缢蛏多巴

胺受体基因及其在损伤修复中的作用, 热带海洋学报，

37(3): 45-54.)
Feder M.E., and Hofmann G.E., 1999, Heat-shock proteins, mol-

ecular chaperones, and the stress response: evolutionary and
ecological physiology, Annu. Rev. Physiol., 61(1): 243-282.

Gagnaire B., Frouin H., Moreau K., Thomas-Guyon H., and Re-
nault T., 2006, Effects of temperature and salinity on hae-
mocyte activities of the Pacific oyster, Crassostrea gigas (Th-
unberg), Fish Shellfish Immunol., 20(4): 536-547.

Gao Q., Song L.S., Ni D.J., Wu L.T., Zhang H., and Chang Y.Q.,
2007, cDNA cloning and mRNA expression of heat shock
protein 90 gene in the haemocytes of Zhikong scallop Chl-
amys farreri, Comp. Biochem. Physiol. B Biochem. Mol.
Biol., 147(4): 704-715.

Gao Q., Zhao J.M., Song L.S., Qiu L.M., Yu Y.D., Zhang H., and
Ni D.J., 2008, Molecular cloning, characterization and ex-
pression of heat shock protein 90 gene in the haemocytes of
bay scallop Argopecten irradians, Fish Shellfish Immunol.,
24(4): 379-385.

Han J.Y., Li J., Li J.T., Chen J.T., and Li H., 2011, High level
prokaryotic expression and identification of heat shock pro-
tein 90 in Exopalaemon carinicauda, Yuye Kexue Jinzhan
(Marine Fisheries Research), 32(5): 44-50. (韩俊英, 李健, 李

吉涛, 陈吉涛, 李华, 2011, 脊尾白虾热休克蛋白 HSP90
基因的原核表达与鉴定, 渔业科学进展, 32(5): 44-50.)

Hartl F.U., 1996, Molecular chaperones in cellular protein fold-
ing, Nature, 381(6583): 571-579.

Iwama G.K., Thomas P.T., Forsyth R.B., and Vijayan M.M., 1998,
Heat shock protein expression in fish, Rev. Fish Biol. Fish-

3.4 生物信息学分析

用 DNAStar 软件包中的 SeqMan 软件对 ScHS-
P90 基因进行序列拼接。通过 ORF Finder (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/)在线查找 ScHSP90
的开放阅读框。使用 BLAST (https://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi)在线分析 ScHSP90 和同源物种的亲

缘关系。通过 ProtParam (https://web.expasy.org/prot-
param/)在线预测物理参数。使用 Mega 7.0 软件构建

系统进化树。使用 SPSS 5.0 软件和 Sigma Plot 12.0
(Canada Company)软件对分析数据。

3.5 实时荧光定量 PCR

根据 ScHSP90 基因序列设计 RT-qPCR 引物为

ScHSP90-Q-F 和 ScHSP90-Q-R (表 2)。以 18S rRNA
为内参，RT-qPCR 使用 SYBR premix Ex Taq TMⅡ

试剂盒(TaKaRa 公司)在 CFX96 荧光定量 PCR 仪

(伯乐生命医学产品(上海)有限公司)进行荧光定量

检测。反应体系(20 μL)为：2×SYBR GreenⅠMaster
(Roche 公司) 10 μL，引物各 0.8 μL，cDNA 模板 1.6
μL，ddH2O 6.8μL。反应程序：95℃ 30 s；95℃10 s，58
℃ 30 s，39 个循环；随后进行溶解曲线检测。通过 2-ΔΔCt

方法对实验所得数据分析基因的相对表达量，并通过

Sigmaplt 软件作图并分析显著性(P<0.05)。
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