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摘要：近江牡蛎（Crassostrea hongkongensis）热休克蛋白70（HSP70）家族成员是重要的抗逆和潜在污染预警分子。本研

究将近江牡蛎HSP70基因cDNA连接到原核表达载体pQE30中，构建近江牡蛎HSP70的重组表达质粒pQE30/HSP70。该

重组质粒经酶切和测序鉴定后，转入表达宿主大肠杆菌M15进行诱导表达，经SDS-PAGE电泳和Western blot分析表明，

确实获得了重组蛋白的表达。分别在25 ℃、30 ℃和37 ℃下，经0.2 mmol/L IPTG诱导融合蛋白表达，其中，在25 ℃下，诱

导的融合蛋白表达量最高，表明该温度为恰当诱导温度；在25℃下，分别诱导重组蛋白表达2 h、4 h、6 h、8 h、12 h和16 h，

其中诱导12 h的蛋白表达量最高；大部分融合蛋白以可溶形式存在于大肠杆菌M15中；表达的重组融合蛋白分子量约

69 kD，并能与鼠源抗6伊His的单克隆抗体特异性结合，表明通过原核表达获得了近江牡蛎HSP70蛋白。实验表明，在

25℃下，经0.2 mmol/L IPTG诱导表达12 h，可获得大量可溶近江牡蛎HSP70蛋白。[中国水产科学，2010，17（3）：424-430]
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热休克蛋白70（Heat shock protein 70，HSP70）家族

成员，普遍存在于原核和真核细胞内[1]，在细胞多种生

命活动中起着重要作用，如作为“分子伴侣”在细胞

内多肽正确折叠、装配、转运，蛋白质复性和不可复性

多肽的清除及其调控过程中起着关键作用[2-3]；还参

与抗原的加工和呈递过程，与免疫应答相关[4-5]；以及

抵抗不同信号通路引起的细胞凋亡[1] 等。当生物体受

到外界环境因子（如高温、低温、病原入侵、污染等）胁

迫时，HSP70s高效表达，对细胞起修复和保护作用 [1,6]。

可见HSP70s是生物维持基本生命活动的关键分子，对

其研究有助于揭示多种生命活动过程的关键机制。

近江牡蛎（Crassostrea hongkongensis）是中国南

方沿海大量养殖的重要经济贝类，饲养过程中时常

发生由环境胁迫或病害引起的严重死亡事件 [7-9]，而

近江牡蛎HSP70家族成员与其抗逆和抗感染密切相

关 [10]，所以，研究近江牡蛎HSP70对防止近江牡蛎大

规模死亡事件的发生具有重要意义。同时，近江牡蛎

分布在中国南方近岸海域，该海域近年来受工业和生

活污水污染日益严重，随时监测其污染状况是控制和

治理污染的基础。近江牡蛎对环境中污染物的富集

能力强，能指示其生活海区的水质状况，已被中国“南

海贻贝观察”体系选为主要监测生物[11]。此外，近江

牡蛎HSP70s对污染反应灵敏，是潜在的污染预警分

子[12]。由此可见，无论抗逆防病，还是污染预警，都需

要从研究近江牡蛎HSP70s分子的特点与功能，而获

得HSP70蛋白是进一步研究的基础。

本研究通过构建含有近江牡蛎 HSP70基因的

重组表达质粒，导入大肠杆菌，以实现近江牡蛎重组
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HSP70蛋白的高效表达，为进一步研究该蛋白的功

能奠定基础。

1  材料与方法

1.1 材料及试剂

近江牡蛎HSP70质粒为本实验室构建。原核表

达载体pQE30和受体菌M15为本实验室保存。限制

性内切酶BamHⅠ和KpnⅠ、Taq DNA聚合酶、dNTPs 

、pMD-18T Vector购自TaKaRa 公司；PCR产物凝胶

回收试剂盒、小型质粒提取试剂盒、PVDF膜、鼠源

Anti-His一抗、羊抗鼠IgG-HRP二抗、HRP/DAB显色

试剂盒购自天根公司。

1.2 方法

1.2.1 重组质粒pQE30/HSP70的构建　用小型质

粒 提 取 试 剂 盒 分 别 提 取pQE30和HSP70质 粒，用

BamHⅠ和KpnⅠ分别双酶切表达载体pQE30质粒和

HSP70质粒。纯化酶切片段后，连接并转化感受态

大肠杆菌DH5α，挑选氨苄青霉素抗性单菌落并扩

增，进行PCR及BamHⅠ、KpnⅠ双酶切鉴定，筛选含

有插入片段的阳性克隆，进行DNA测序。

1.2.2 重组表达载体pQE30/HSP70在大肠杆菌中

的表达　将经DNA测序的重组质粒pQE30/HSP70转

入大肠杆菌M15，挑选单菌落接种于含氨苄青霉素

（100 μg/mL）的LB培养基中，37℃过夜，以1∶100 （V∶V）

接入新鲜LB培养基，37℃培养菌液至A600=0.5～0.55，

加入0.2 mmol/L IPTG（该IPTG浓度由预实验确定，在

预实验中，设置了0.1 mmol/L、0.2 mmol/L和0.4 mmol/L 

3个浓度组，其中0.2 mmol/L浓度组诱导HSP70表达

量 最 高），继 续 培 养2 h、4 h、6 h、8 h、12 h和16 h。 取

1 mL菌 液，12 000 r/min离 心1 min，弃 上 清，加100 μL 

1×SDS上样缓冲液重悬沉淀，100 ℃水浴5 min，12%

的SDS-PAGE电泳，考马斯亮蓝染色，拍照。

1.2.3 诱导温度对重组HSP70表达的影响　设置3

个温度诱导组，分别为25℃、30℃和37℃，振荡培养

至菌液A600 = 1.40～1.45，0.2 mmol/L IPTG诱导表达，

确定最恰当诱导温度。

1.2.4 诱导时间对重组HSP70表达的影响　在25℃

温度下振荡培养至菌液A600 = 0.50～ 0.55，0.2 mmol/L 

IPTG 诱导融合蛋白表达，分别诱导2 h、4 h、6 h、8 h、

12 h和16 h，以确定恰当诱导时间。收集不同诱导

时间下的菌液各1 mL，12 000 r/m 离心1 min，弃上

清，加100 μL 1×SDS上样缓冲液重悬沉淀，100 ℃水

浴5 min，SDS-PAGE电泳，使用GS-80校准型光密度

仪对结果拍照保存。

1.2.5 原核表达HSP70蛋白可溶性的初步分析　

 诱导表达菌，离心，按5 mL/g加入细菌裂解液（50 

mmol/L Tris-HCl pH 8.0，1 mmol/L EDTA，100 mmol/L 

NaCl）重悬细菌，加入终浓度为1 mg/L的溶菌酶，搅

拌均匀，4 ℃作用30 min后，-80 ℃与室温之间反复

冻融3次，最后离心，分离细胞裂解上清液和沉淀，

以SDS-PAGE电泳分析表达蛋白的可溶性。

1.2.6 重组表达蛋白的Western blot鉴定　用半

干电转仪（Bio-Rad）将SDS-PAGE胶中的蛋白转至

PVDF膜上，5 %丽春红预染PVDF膜，观察蛋白的转

移情况，然后进行Western blot检验。其主要步骤如

下：清洗PVDF膜后，将其放入封闭液中孵育1～2 h；

再转至鼠源抗6×His的一抗（1∶500，V∶V）中4℃过夜；

次日，将膜在羊抗鼠IgG-HRP二抗（1∶500，V∶V）中孵

育1 h；清洗后，用HRP/DAB显色试剂盒避光显色。

2  结果与分析

2.1 原核表达载体pQE30/HSP70的构建

图1为重组质粒pQE30/HSP70经限制性内切酶

BamHⅠ和KpnⅠ双酶切后的电泳结果，可见在3.4 kb

和2.0 kb位置上各有1条带与预期结果一致，同时，

该重组载体插入DNA片段的测序结果与近江牡蛎

HSP70基因序列完全相同，表明近江牡蛎 HSP70基

因的原核表达载体构建成功。

2.2 近江牡蛎HSP70重组蛋白在大肠杆菌M15中

的表达

图2为37 ℃下经0.2 mmol/LIPTG诱导，含重组质

粒pQE30/HSP70的大肠杆菌表达产物的SDS-PAGE电

泳结果，该结果显示，在约69 kD位置有1条明显的蛋

白条带，与近江牡蛎HSP70蛋白理论分子量一致。
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2.3 诱导温度对近江牡蛎HSP70重组蛋白表达的影响

图3为25 ℃、30 ℃和37 ℃下经0.2 mmol/L IPTG

诱 导，pQE30/HSP70菌 液 浓 度 均 达 到 吸 光 度 值

A600 =1.45～1.50时的SDS-PAGE电泳结果。图中显示，

25 ℃诱导组的重组HSP70表达量最高； 30 ℃诱导组

次之； 37 ℃诱导组HSP70表达量最少。表明温度对

重组蛋白的表达有明显影响，本实验条件下，25℃是

合适的诱导温度。

图1　BamH Ⅰ和 Kpn Ⅰ酶切分析重组质粒pQE30/HSP70
M：DL 15 000 DNA 分子量标准；1：pQE30/HSP70重组质粒；2：BamH 

Ⅰ和 KpnⅠ双酶切重组质粒.

Fig. 1　Electrophoresis analysis of restriction enzyme digestion of 
recombinant plasmid pQE30/HSP70

M：DL 15 000 DNA marker；1：recombinant plasmid pQE30/HSP70；

2：restriction enzyme digestion of pQE30/HSP70 by BamHⅠand KpnⅠ.
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图 2　37℃诱导下近江牡蛎重组HSP70在大肠杆菌M15
中的表达

M：蛋白质分子量标准；1-2：37℃诱导 pQE30/HSP70表达2 h和4 h.

Fig. 2　Expression of Crassostrea hongkongensis  HSP70 gene in 
E. coli M15 for 2 h and 4 h induction at 37℃

M：protein marker；1-2：recombinant HSP70 induced for 2 h 

and 4 h at 37℃.
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图 3　不同诱导温度下近江牡蛎重组HSP70的表达水平
M：蛋白质分子量标准；1-3：在25℃、30℃、37℃诱导温度下的重组HSP70的表达量.

Fig. 3　Expression level of Crassostrea hongkongensis  recombinant HSP70 at different induction temperature
M：protein marker；1-3：expression level of recombinant HSP70 at 25℃，30℃ and 37℃，respectively.
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2.4 诱导时间与近江牡蛎HSP70重组蛋白表达量

的关系

在25 ℃下，用IPTG （0.2 mmol/L）诱导近江牡蛎

HSP70重 组 蛋 白 表 达，分 别 诱 导2 h、4 h、6 h、8 h、

12 h和16 h，发现随着诱导时间从2 h延长至12 h，重

组蛋白表达量逐步增高，至12 h时表达量最大，时间

再延长至16 h，蛋白表达量下降，表明本实验条件下

12 h是最恰当的诱导时间。大肠杆菌M15、含有空

质粒pQE30和未经诱导的含有质粒pQE30/HSP70的

宿主菌在相同位置均无此明显条带（图 4）。
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2.5 原核表达HSP70蛋白的可溶性

图 5为重组HSP70蛋白可溶性的SDS-PAGE分

析结果，可见HSP70表达产物主要存在于细菌裂解

液上清中，只有少量存在于沉淀中，大部分HSP70蛋

白以可溶形式存在于细胞中。

图 4　25℃下诱导不同时间近江牡蛎重组HSP70的表达水平
M：蛋白质分子量标准；1、2：分别诱导M15和空质粒pQE30 16 h；3：未诱导pQE30/HSP70 16 h；4-9：分别诱导pQE30/HSP70 2 h、4 h、6 h、8 h、

12 h、16 h.

Fig. 4　Expression level of Crassostrea hongkongensis  recombinant HSP70 induced for 2 h，4 h，6 h，8 h，12 h and 16 h at 25℃，respectively
M：protein marker；1，2：M15 and empty plasmid induced for 16 h；3：recombinant plasmid of pQE30/HSP70 in an uninduced condition for 16 h；4-9：

pQE30/HSP70 induced for 2 h，4 h，6 h，8 h，12 h and 16 h，respectively.
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图5　近江牡蛎重组HSP70蛋白可溶性的SDS-PAGE分析
M：蛋白质分子量标准；1：细菌裂解液沉淀；2：细菌裂解液上清；

3：诱导表达全菌.

Fig. 5　SDS-PAGE analysis of solubility of Crassostrea 
hongkongensis  recombinant protein HSP70

M：protein marker；1：precipitate of bacterium lysis solution；

2：supernatant of bacterium lysis solution；3：induced whole bacterium.
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图 6　近江牡蛎重组蛋白HSP70的Western blot 分析
M：蛋白质分子量标准；1：25℃下诱导pQE30/HSP70 12 h；

2：25℃下未诱导pQE30/HSP70 16 h.

Fig. 6　Western blot analysis of Crassostrea hongkongensis’s 
recombinant protein HSP70 expression

M：protein marker；1：pQE30/HSP70 induced for 12 h at 25℃ ；

2：pQE30/HSP70 in an uninduced condition for 16 h at 25℃.
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2.6 重组HSP70 蛋白的Western blot分析结果

Western blot结果显示，69 kD位置上出现了清晰

的特异性条带，而未经诱导的重组菌无此条带（图 6）。

3  讨论

    在原核蛋白表达过程中，要构建一个合适的原核

表达体系，需要综合考虑三大因素，即表达载体、宿

主菌株和表达诱导条件。此外，为了便于纯化表达

蛋白，必须能获得大量的可溶性蛋白。

3.1 表达载体和宿主菌株的选择

本研究选择pQE30质粒作为原核表达载体。

pQE30是pQE载体系列之一，含不被大肠杆菌RNA

聚合酶识别的T5强启动子，低拷贝，且含有6伊His
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标 记，在Western blot检 测时 能 与鼠 源 抗6伊His单

抗特异性结合。使用大肠杆菌启动子系列（如tac、

lac、trc、pl）可使低表达的基因在pQE系列载体中稳

定表达。在宿主菌株的选择上，本研究选择了含有

pREP4基因的大肠杆菌M15菌株，它能编码1个lac

阻遏蛋白，该蛋白能与IPTG结合使lac阻遏蛋白失

活，从而诱导pQE30载体中的插入基因得到表达。

表达的蛋白几乎都可溶，不形成包涵体。

与pQE30相比，pET载体系列含有不被大肠杆

菌RNA聚合酶识别的T7强启动子，高拷贝，蛋白表

达总量明显高，却易形成包涵体。宿主菌株一般选

用蛋白酶缺陷型菌株，如BL21（DE3）。T7强启动子

的能力比T5启动子更强，它可以将大肠杆菌的资源

最大程度调用过来表达外源蛋白，但是，目的蛋白

来不及折叠而在宿主菌中形成不溶的包涵体颗粒，

如克隆到表达载体pET-28c中的禽源巴氏杆菌链霉

素耐药基因StrA，其在宿主菌BL21（DE3）中表达的

蛋白以包涵体形式存在 [13]；克隆至pET-28a的凡纳

滨对虾桃拉病毒主要结构蛋白基因，在宿主菌BL21

（DE3）中表达的重组蛋白均以包涵体形式存在 [14]。

这些包涵体蛋白难以溶解，为后续纯化带来不便。

所以，本研究选择了一个较弱的启动子载体，目的是

获得可溶性重组蛋白，便于后续的蛋白纯化。

3.2 近江牡蛎HSP70重组蛋白的鉴定

Western blot结果显示，在69 kD位置有1条特异

性结合条带（图6），表明携带6伊His标记的融合蛋白

已经成功地在大肠杆菌M15中表达。DNA测序证实

质粒上表达基因的碱基序列与近江牡蛎 HSP70基因

的序列一致，说明表达蛋白就是近江牡蛎的HSP70

蛋白。此外，SDS-PAGE和Western blot结果显示，该

表达蛋白的分子量与近江牡蛎HSP70蛋白的理论

分子量69.7 kD一致，证明近江牡蛎 HSP70基因在

大肠杆菌M15中获得了成功表达，得到了近江牡蛎

HSP70蛋白。

在对基因工程表达的动物HSP70蛋白检测中，

不同研究者所用一抗不同。本研究采用的一抗为抗

6伊His的单抗，检测的是表达蛋白，其优点是能够准

确将表达蛋白与宿主菌蛋白区分开来，并且可利用

6伊His进行亲和层析纯化表达蛋白，缺点是不能直

接证明表达蛋白是HSP70蛋白，还需结合表达质粒

的测序和表达蛋白的分子量来共同证明。某些研究

者利用HSP70蛋白的高度保守性，使用已经商业化

的抗人HSP70单抗作一抗来检测基因工程表达的其

他动物HSP70蛋白，如用鼠抗人HSP70单抗检测凡

纳滨对虾HSP70蛋白 [15]，鼠抗人HSP70单抗检测牛

源HSP70 [16]。这样做的优点是可以直接证明表达蛋

白是HSP70，省去了自己制备抗HSP70蛋白抗体的繁

琐，但是，由于宿主菌本身表达的HSP70蛋白与人的

HSP70蛋白在一定程度上存在同源性，与抗人HSP70

单抗也可能存在一定交叉反应，所以，可能会一定程

度影响实验结果。因此，本研究选择了抗6伊His的

单抗，既能检测表达蛋白，又便于后续的蛋白纯化。

3.3 诱导条件对近江牡蛎HSP70重组蛋白表达的

影响

温度是直接影响重组蛋白表达量的重要因素之

一。本实验表明，当在25℃、30 ℃、37℃条件下诱导

pQE30/HSP70菌液达吸光度值A600=1.45～ 1.50时，

3组的细菌数量接近，25 ℃诱导组的融合蛋白表达

量在3个组中最高（图3），说明25℃是该重组蛋白的

恰当诱导温度，这与吴任等 [15] 和苏友禄等 [17] 报道的

37 ℃诱导下目标蛋白表达量最高这一结果明显不

一致。产生这种差异的可能原因是：本实验是在相

同或相近细菌量（同种菌液吸光度值相同代表菌液

密度相同或接近）的情况下比较不同温度组的重组

蛋白表达量，而吴任等和苏友禄等是在不同温度下，

经历相同时间后，比较同体积菌液中的目标蛋白量，

这样会因为温度较高组菌液密度高，从而导致目标

蛋白量也相应较高。

有报道指出，0.1～1 mmol/L范围内的IPTG均适

于重组蛋白诱导表达 [15]，而低浓度的IPTG可以减少

化学物质对细胞的损伤 [18]。在预实验基础上，本实

验将IPTG浓度确定为0.2 mmol/L，实验结果证明该

浓度诱导近江牡蛎HSP70重组蛋白表达是可行的。
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Prokaryotic expression of heat shock protein 70 gene in Crassostrea 
hongkongensis
LI Wei1，ZHANG Qizhong1，2，ZHANG Zhanhui1，CUI Miao1，YAO Zhanjuan1；HE Maoxian2

（1. Institute of Hydrobiology，Jinan University；Engineering Research Center of Tropical and Subtropical Aquatic Ecological Engineering 
Ministry of Education；Key Laboratory of Aquatic Eutrophication and Control of Harmful Algal Blooms of Guangdong Higher Education 
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Abstract：Heat shock protein 70s （HSP70s） play an important role in folding，assembling，transfering proteins 

and degradating，regulating polypeptides of living things，and contribute to the protection of cellular proteins by 

functioning as molecular chaperones. Moreover，they take part in immune activity against pathogens，sensitively 

respond to various pollutants and so on. Therefore，HSP70s are key molecules of cells. The oyster，Crassostrea 
hongkongensis，is one of the most important economic mollusc and inhabits alongshore in South China Sea. It 

has become an important reared edible species and a monitoring animal for early warning of marine environment 

pollution in shore. Because oyster’s HSP70 is involved in controlling diseases and monitoring polluting status of 

marine environment，it is necessary to get the HSP70 protein’s monoclonal antibody for further research of the 

HSP70’s function. Then enough HSP70 protein should be prepared. The present study aims to synthesize HSP70 

with prokaryotic expression method. The recombinant expression plasmid pQE30/HSP70 was constructed by means 

of linking the oyster’s HSP70 cDNA with prokaryotic expression vector pQE30. It was identified by endonuclease 

digestion and DNA sequencing of the recombinant plasmid. Then，the recombinant plasmid pQE30/HSP70 was 

transformed into Escherichia coli M15 and induced to express the fusion protein with 0.2 mmol/L IPTG. The fusion 

protein was identified by SDS-PAGE and Western blot. The expressed protein quantity induced at 25 ℃ is the highest 

among those induced at 25 ℃，30 ℃ and 37 ℃ . Thus，25 ℃ is the fittest inducing temperature. Meanwhile，the 

expression level induced for 12 h at 25 ℃ is up to the highest，so the fittest induction time was 12 h. In the fittest 

condition，HSP70，a 69 kD protein，could be highly expressed in E. coli M15 as a soluble protein，and was identified 

by means of western blot with the monoclonal antibody against 6×His. The prokaryotic expression vector pQE30/

HSP70 was constructed for the fusion protein expression of the oyster HSP70. The recombinant protein was highly 

expressed as a soluble protein in E. coli M15，which would promote further study of the HSP70 function. [Journal of 

Fishery Sciences of China，2010，17（3）：424-430]
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