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近江牡蛎 HSC70基因对溶藻弧菌感染的反应 
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摘要 : 人工注射溶藻弧菌 (Vibrio alginolyticus)感染近江牡蛎 (Crassostrea hongkongensis), 通过实时荧光定量

RT-PCR 方法检测了近江牡蛎 6 种不同组织器官(外套膜、鳃、消化腺、闭壳肌、心脏和血细胞)中 HSC70 基因表

达量的变化; 同时采用平板活菌计数法测定了近江牡蛎不同组织器官中溶藻弧菌菌量的变化。结果显示, 人工注射

感染溶藻弧菌后, 近江牡蛎 6种组织器官中HSC70基因表达量均显著性升高(P<0.05), 且随时间变化均呈现出先升

高后恢复至对照水平的趋势; 其中鳃组织中 HSC70基因分别在第 6小时和第 72小时出现 2次显著性高表达, 且在

第 72 小时的表达量高于第 6 小时(P<0.05)。在多数组织器官中, HSC70 基因出现显著高表达后便急剧下降至对照

水平, 而在消化腺中高表达持续的时间长达 18 h(第 6−24小时)。在注射感染溶藻弧菌后第 6小时, 血细胞中 HSC70

基因的表达量达到峰值, 接近于对照水平的 15倍; 而在其他组织器官中, 该基因表达峰值仅为对照水平的 2.5倍左

右。人工注射感染溶藻弧菌后 3 h, 3种组织(消化腺、闭壳肌和血淋巴)中均能检测到溶藻弧菌的积累, 其中闭壳肌

中含菌量最高, 6 h时闭壳肌中含菌量急剧下降, 随后又增加并维持在一定水平直至 72 h; 消化腺中菌量随着时间

推移而增加, 到达峰值后又逐步下降; 血淋巴中, 溶藻弧菌含量整体上随时间不断增加, 到 48 h稳定在较高水平。

各组织中 HSC70 表达量与溶藻弧菌含量之间存在一定的关联性, 尤其在溶藻弧菌攻击的靶器官(消化腺)中最为明

显。由此可见, 病原菌感染可以诱导近江牡蛎 HSC70基因高表达, 并且 HSC70可能参与了机体抗病原菌感染的相

关作用, 这为进一步研究近江牡蛎 HSC70基因在抗病免疫中的作用机制奠定了基础。 
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热休克蛋白(heat shock proteins, HSPs)是生物

细胞(包括原核细胞及真核细胞)在各种应激(包括
外界环境应激和体内病理生理应激)条件下所产
生的一类由热休克基因所编码的伴随细胞蛋白[1]。

HSP70 家族作为HSPs中重要成员之一, 它主要可
以分为两类 : 一种是诱导型HSP70, 通常在细胞
中不表达或表达量极少, 但是在热应激或其他应

激原的作用下, 则表达迅速增加; 另一种为组成
型HSC70 (heat shock cognate 70), 通常在细胞内
有组成型表达 , 并且能被外界刺激所诱导 [2]。

HSP70 家族具有重要的生物学功能, 在细胞中主

要充当分子伴侣, 介导新合成多肽的正确折叠和
装配, 帮助错误折叠蛋白恢复原始结构以及协助
蛋白质的定向运输[3−4]。最新研究表明, HSC70除

了作为分子伴侣之外, 在免疫调节、炎症反应以
及抗病原菌感染中也起重要作用, 从而被认为是
生物体免疫系统中的重要成分[5−7]。 
近江牡蛎(Crassostrea hongkongensis)是中国

南方沿海人工养殖的主要经济贝类, 其肉鲜味美, 

营养丰富, 具有很高的经济价值。随着养殖规模
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扩大, 集约化程度提高, 养殖环境急剧恶化, 近
江牡蛎大规模死亡事件时有发生, 给牡蛎养殖业
造成巨大损失[8]。引起近江牡蛎大规模死亡的原

因主要有环境污染胁迫和病原感染[9−10]。溶藻弧

菌(Vibrio alginolyticus)是近江牡蛎的致病菌之一[9], 
其感染能够引起近江牡蛎诱导型HSP70 基因高表
达 , 推测该分子可能参与了抗溶藻弧菌感染过 
程[7]。然而, 近江牡蛎组成型表达的HSC70 是否
也在抗菌感染中发挥作用, 还待深入研究。本研
究用致病溶藻弧菌人工注射感染近江牡蛎, 检测
不同组织中溶藻弧菌含量以及HSC70基因表达量
的变化规律, 旨在揭示近江牡蛎HSC70 在抗病原
菌感染中的作用。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 
近江牡蛎购于广东省阳西县程村养殖场, 系

人工吊养的 2 龄贝, 平均壳长(9.0±2.0) cm, 平均
壳宽(4.0±1.0) cm, 平均体质量(140±25) g。冲洗干
净后, 立即放入盛有 60 L沙滤海水的养殖箱中驯

养 2周, 每天检查牡蛎生活状态。如果贝壳适度张
开, 遇刺激快速闭合 , 表明贝是活的 , 否则视为

死贝, 捞出弃之。实验过程中投喂人工养殖扁藻, 
隔日换水 1/3。实验期间水温(23±1)℃, pH6.0~6.4, 
盐度 18~20。溶藻弧菌菌株为本实验室分离鉴定

后保存的近江牡蛎致病菌。 

1.2  实验方法 
1.2.1  溶藻弧菌菌悬液制备  将冻存的溶藻弧菌
在牛肉膏蛋白胨固体培养基(蛋白胨 0.5 g、牛肉膏
0.3 g、酵母粉 0.1 g、NaCl 2 g、琼脂粉 1.3 g、去
离子水 100 mL 调PH至 7.2)上划线分离活化 2次。

将活化的溶藻弧菌接种于牛肉膏蛋白胨液体培养

基中, 在 28℃下 200 r/min振荡培养 18 h后, 1 600 

r/min离心 10 min弃上清, 用 2% 生理盐水反复洗涤
沉淀 2次后将溶藻弧菌稀释成 2×106 CFU/mL (平板
活菌计数法)的菌悬液, 4℃保存备用。 

1.2.2  近江牡蛎人工感染溶藻弧菌及取样  取驯
养 2周的 70只近江牡蛎, 随机分为处理和对照两
组, 每组各 35只。用制备好的菌悬液对实验组牡
蛎进行闭壳肌注射感染, 每只注射 50 µL, 含菌量
为 105 CFU。对照组注射 2%无菌生理盐水 50 µL, 
注射后按驯养条件养殖。在注射后 3、6、12、24、
48和 72 h分别从两组中随机各取 5只牡蛎, 在超
净工作台中用一次性无菌注射器从闭壳肌中抽取

约 1 mL血液。血液分成 2份, 一部分置于无菌离
心管中, 4℃保存, 用于涂板后溶藻弧菌计数; 剩
下的置于无RNA酶的冻存管中, 4℃下 4 000 g离
心 5 min后弃上清, 将沉淀的血细胞置于液氮中
冻存, 用于RNA提取。然后撬开牡蛎外壳, 用无
菌剪刀和镊子剪取小块外套膜、鳃、消化腺、闭

壳肌和心脏组织(消化腺和闭壳肌都取组织中间
部位, 避免体腔液中细菌的影响), 一部分放入冻
存管中置液氮中冻存, 用于RNA提取; 另一部分
置于无菌离心管中, 4℃暂存, 用于匀浆后涂板计
数溶藻弧菌。 

1.2.3  各组织中HSC70 基因表达水平检测  取冻
存的不同组织 50~100 mg, 用Trizol (Invitrogen)试
剂盒提取总RNA, 提取步骤参照该试剂说明书。

1%琼脂糖电泳检测提取RNA质量 , 同时用核酸
蛋白定量仪测定RNA浓度, −80℃保存备用。取 2 
μg 总 RNA 用 M-MLV Reverse Transcriptase 
(Promega)试剂盒逆转录为单链cDNA, −20℃保存, 
反应体系按照试剂盒说明书操作。参照李春勇[11]

的方法设计合成内参基因β-actin特异性引物和跨
内含子的HSC70基因特异引物, 引物序列见表 1。 

荧光定量 PCR 反应体系(20 μL)包括: SYBR 
 

表 1  实时荧光定量 PCR 引物序列 
Tab. 1  Primers for real-time PCR 

引物名称 primer 类型 type 序列(5′−3′) sequence (5′−3′) 长度/bp length 产物/bp product 

β-actin701 正义 sense CTGTGCTACGTTGCCCTGGACTT 23 
β-actin829 反义 antisense TGGGCACCTGAATCGCTCGTT 21 

129 

HSC1076 正义 sense GGACAAGGCCCAGATCCACGACA 23 
HSC1238 反义 antisense CAGAATGGCGGCCTGGACAGCT 22 

163 
 



502 中国水产科学 第 19卷 

Green Real time PCR Supermix (TOYOBO) 10 µL, 
上游引物和下游引物各 0.4 µL(10 µmol/L), cDNA

模板 0.4 µL(0.1 µg/µL), 无菌双蒸水 8.8 µL。利用

iCycler iQ System(Bio-Rad)进行实时荧光定量

PCR反应, 反应程序如下: 94℃预变性 3 min; 94

℃变性 20 s, 62℃退火 20 s, 72℃延伸 30 s, 40个循

环 ; 在 72℃采集荧光信号。内参基因β-actin与

HSC70 基因分不同管同时进行PCR反应, 设置阴

性对照(不加cDNA模板), 每个样品设置 3个重复, 

Ct值取其平均值。 

1.2.4  溶藻弧菌在组织中的分布检测  除血液外

的其他组织块(外套膜、鳃、消化腺、闭壳肌和心

脏)用高压灭菌并烘干的滤纸吸干组织表面液体

后称重, 以 5 mL(生理盐水)/g(组织)的比例对这

些组织进行充分匀浆。各组织匀浆液及血液分别

用生理盐水梯度稀释(10-2、10-3和 10-4)后取 100 µL

涂TCBS(陆桥)平板, 每个稀释浓度涂 3 块板, 28℃

下培养 24 h后进行平板活菌计数。各组织和血细胞

中细菌的数目分别以lg(CFU/g)和 lg(CFU/mL)来表

示。 

1.2.5  数据处理与分析   采用 2−∆∆Ct法 [12]对

HSC70基因的相对表达量进行分析, ∆∆Ct =∆Ct(处

理组) − ∆Ct(对照组), 其中∆Ct(处理组)= Ct目的基因(处理组) − Ct内参

基因(处理组); ∆Ct(对照组)= Ct目的基因(对照组) − Ct内参基因(对照组)。分

别应用SPSS17.0统计软件中单因素方差分析中的

Dunnett和Duncan检验方法对表达量数据和菌量

数据进行统计学分析。显著性检验水平P<0.05为

显著, P<0.01为极显著。 

2  结果与分析 

2.1  近江牡蛎外套膜中 HSC70 基因对溶藻弧菌注
射感染的反应 
在注射感染溶藻弧菌后第 3 小时, 近江牡蛎

外套膜中HSC70基因表达水平与对照组无显著差

异(P>0.05); 第 6 小时 HSC70 基因表达水平与对

照差异极显著(P<0.01), 并达到峰值 , 与 β-actin

比值为 1.63±0.34; 第 12 小时 表达量下降到对

照水平, 随后在对照水平上下波动(图 1)。 

 
 

图 1  注射感染溶藻弧菌后不同时间近江牡蛎外套膜中

HSC70 mRNA的相对表达量变化 
**表示与对照差异极显著(P<0.01). 

Fig. 1  HSC70 mRNA expression detected with real-time PCR 
technique in mantle of Crassostrea hongkongensis injected with 

live Vibrio alginolyticus 
** indicates that the values are significantly different from the 

control at 0.01 level. 
 

2.2  近江牡蛎鳃中 HSC70 基因对溶藻弧菌注射感
染的反应 
近江牡蛎鳃中HSC70基因在注射感染溶藻弧

菌后出现 2次显著性高表达。注射溶藻弧菌后 6 h

出现第 1 次显著性高表达(P<0.05), 与 β-actin 比
值为 1.96±0.43, 之后回落至正常水平; 至 72 h时
再一次出现极显著性高表达(P<0.01), 与 β-actin

比值为 2.80±0.64(图 2)。 
 

 
 

图 2  注射感染溶藻弧菌后不同时间近江牡蛎鳃中
HSC70 mRNA的相对表达量变化 

*表示与对照差异显著(P<0.05); **表示与对照差异极显著
(P<0.01). 

Fig. 2  HSC70 mRNA expression detected with real-time PCR 
technique in gill of Crassostrea hongkongensis injected with 

live Vibrio alginolyticus 
*and** indicate that the values are significantly different from 

the control at 0.05 and 0.01 levels, respectively. 
 

2.3  近江牡蛎消化腺中 HSC70 基因对溶藻弧菌注
射感染的反应 
近江牡蛎消化腺中HSC70基因在注射感染溶
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藻弧菌后第 3 小时表达水平与对照组无显著差异
(P>0.05), 第 6 小时 HSC70 基因表达水平与对照
差异极显著(P<0.01), 达到峰值, 并维持高表达水
平至 24 h, 与 β-actin比值分别为 2.10±0.31、1.97± 
0.35、2.08±0.65, 48 h时恢复至对照水平(图 3)。 

 

 
 

图 3  注射感染溶藻弧菌后不同时间近江牡蛎消化腺中
HSC70 mRNA的相对表达量变化 

*表示与对照差异显著(P<0.05); **表示与对照差异极显著
(P<0.01). 

Fig. 3  HSC70 mRNA expression detected with real-time PCR 
technique in digestive gland of Crassostrea hongkongensis 

injected with live vibrio alginolyticus 
*and** indicate that the values are significantly different from 

the control at 0.05 and 0.01 levels, respectively. 
 

2.4  近江牡蛎闭壳肌 HSC70 基因对溶藻弧菌注射
感染的反应 
在注射感染溶藻弧菌后第 3h, 近江牡蛎闭壳

肌中 HSC70基因表达量急剧上升并达到峰值, 极

显著高于对照水平(P<0.01), 与 β-actin比值为 2.50± 
0.66, 但第 6小时便恢复至接近对照水平(图 4)。 

 

 
 

图 4  注射感染溶藻弧菌后不同时间近江牡蛎闭壳肌中
HSC70 mRNA的相对表达量变化 
**表示与对照差异极显著(P<0.01). 

Fig. 4  The HSC70 mRNA expression detected with real-time 
PCR technique in muscle of Crassostrea hongkongensis in-

jected with live Vibrio alginolyticus 
** indicates that the value is significantly different from the 

control at 0.01 level. 

2.5  近江牡蛎心脏 HSC70 基因对溶藻弧菌注射感
染的反应 
注射溶藻弧菌后, 近江牡蛎心脏中 HSC70 基

因表达量变化与闭壳肌中类似, 也是在第 3 小时
便急剧上升至峰值 , 极显著高于对照 (P<0.01), 
与 β-actin 的比值分别为 2.71±0.48; 在第 6 小时 
HSC70 基因表达量恢复至对照水平, 与对照无显
著差异(P>0.05, 图 5)。 

 

 
 

图 5  注射感染溶藻弧菌后不同时间近江牡蛎心脏中
HSC70 mRNA的相对表达量变化 
**表示与对照差异极显著(P<0.01). 

Fig. 5  HSC70 mRNA expression detected with real-time PCR 
technique in heart of Crassostrea hongkongensis injected with 

live Vibrio alginolyticus 
** indicates that the value is significantly different from the 

control at 0.01 level. 
 

2.6  近江牡蛎血细胞中 HSC70 基因对溶藻弧菌注
射感染的反应 
在注射溶藻弧菌后第 3 小时和 6 小时, 近江

牡蛎血细胞中HSC70基因表达水平都极显著高于

对照(P<0.01), 与 β-actin 比值分别为 11.76±2.45
和 13.90±3.61, 但到第 12小时便迅速恢复至对照

水平(图 6)。 

2.7  溶藻弧菌在人工感染近江牡蛎各组织中的动
态分布规律 
由于双壳贝类的鳃和外套膜与外界水环境直

接接触, 无法排除组织外菌体的干扰, 所以这两
种组织中溶藻弧菌菌量数据不用于统计分析。同

样, 由于不能排除心脏中残留血淋巴中所含细菌

的干扰, 所以心脏组织中菌量数据也不用于统计
分析。这里仅对消化腺、闭壳肌和血淋巴中溶藻

弧菌菌量变化数据进行统计分析(图 7)。 
在对照组中, 近江牡蛎相关组织中未检测到 
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图 6  注射感染溶藻弧菌后不同时间近江牡蛎血细胞中

HSC70基因 mRNA的相对表达量变化 
**表示与对照差异极显著(P<0.01). 

Fig. 6  HSC70 mRNA expression detected with real-time PCR 
technique in haemocytes of Crassostrea hongkongensis injected 

with live Vibrio alginolyticus 
** indicates that the value is significantly different from the 

control at 0.01 level. 
 

溶藻弧菌。在处理组中, 近江牡蛎注射感染溶藻
弧菌后 3 h, 3种组织中均能检测到溶藻弧菌的积累, 
其中闭壳肌中含菌量最高, 为 5.08±0.25 lg(CFU/g)。

在感染 6 h 后闭壳肌中含菌量急剧下降至 3.84± 
0.20 lg(CFU/g), 随后又增加并维持在一定水平直

至 72 h; 而感染 6 h后消化腺中菌量从 3 h的 4.17± 
0.34 lg(CFU/g)迅速上升至 6.32±0.24 lg(CFU/g), 
在 12 h达到峰值并且维持较高溶藻弧菌浓度直至

48 h, 在 72 h时菌量开始下降。在血淋巴中, 溶藻

弧菌含量从 3 h至 48 h逐渐增加, 到 48 h含菌量
稳定在较高水平直至 72 h。 

3  讨论 

3.1  细菌感染可以诱导近江牡蛎各组织中 HSC70
基因的高表达 

生物体受到体内外胁迫因子(包括病原菌感
染)刺激后 , 细胞内HSP70s会迅速升高 [13]。文蛤

(Meretrix meretrix)在感染副溶血弧菌 (V. Para-
haemolyticus)后 , 消化腺以及鳃中HSC70 基因
(MmeHsc71)表达量显著高于对照水平 [14]; 大菱
鲆(Scophthalmus maximus)被哈维氏弧菌感染后 , 
肝和脾组织中HSC70 mRNA表达水平分别在 24 h

和 12 h出现上调(2.5倍和 1.6倍) [15]。本研究结果

表明, 近江牡蛎在感染溶藻弧菌后, 外套膜、鳃、

消化腺、闭壳肌、心脏和血细胞 6 种不同组织中
HSC70 mRNA均先后出现了显著性高表达, 这与
以上结果类似。 

在近江牡蛎中, HSC70 基因可以被细菌感染
诱导高表达, 推测它在抗病原菌感染中发挥了重

要作用。近江牡蛎在注射感染溶藻弧菌后, 溶藻
弧菌通过粘附、侵袭、体内增殖以及产生毒素这

一系列过程对机体造成损伤[16], 必然会干扰和破 
 

 
 

图 7  溶藻弧菌注射感染近江牡蛎后不同时间点各组织中该菌含量变化 
同一组织的柱形图上方的不同字母表示各时间点之间差异显著(P<0.05), 字母相同则表明无显著差异(P>0.05). 

Fig. 7  The concentration of Vibrio alginolyticus in different tissues of Crassostrea hongkongensis injected with live V. alginolyticus 
Different letters above the bars indicate significant difference between groups in the same tissue(P<0.05). 
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坏细胞内蛋白代谢的正常进行, 引起蛋白的错误
折叠和变性蛋白的积累。HSC70的主要功能是作
为分子伴侣, 它的表达上调可以帮助错误折叠蛋
白恢复正常结构以及解离聚集的蛋白质, 减少产
生不溶性聚集物的危险性, 对调节蛋白内环境的
稳定具有重要作用[1]。贝类血细胞对细菌具有吞

噬作用, 且吞噬过程通常伴随着呼吸爆发的产生, 
大量氧自由基或活性氧分子(ROS)释放到细胞内
外形成了强有力的杀菌系统[17−18]。ROS在杀死病
原菌的同时也对宿主细胞造成损伤, 可以引起蛋
白变性, 上调表达的HSC70 可能在修复这些变性
蛋白中发挥重要作用。HSC70 除了在维持细胞内
蛋白代谢内稳态方面发挥重要作用外, 同时也会
被释放到细胞外, 作为一种“危险信号”使机体
提高免疫系统的防御功能, 有利于机体清除入侵
病原[19]。HSC70还具有细胞因子功能, 可以通过诱
导免疫细胞产生促炎性细胞因子参与免疫反应[5]。  

3.2  细菌感染诱导近江牡蛎各组织中 HSC70 基因
的高表达表现为先增加后减少的时间依赖性 
近江牡蛎在感染溶藻弧菌后, 鳃、外套膜和血

细胞中诱导型HSP70 基因表达量的变化趋势都是

先增加, 然后恢复至正常水平[7]。皱纹盘鲍(Haliotis 
discus hannai)在鳗弧菌(V. anguillarum)感染后肌

肉中HSC70 mRNA表达量显著升高, 到 96 h时恢
复到正常水平[20]。海湾扇贝(Argopecten irradians)
在感染鳗弧菌后, 血细胞HSP70 mRNA表达量在

8 h达到最大值并持续至 16 h, 随后便逐渐下降[21]。

本研究结果表明 , 近江牡蛎在感染溶藻弧菌后 , 

各组织中(除鳃组织外)HSC70 基因的诱导表达都
是先增高然后降低至对照水平, 表现为明显的时
间依赖性(图 1−6), 与以上研究结果类似。这可能
与HSC70 在转录水平的反馈调节方式有关, 在无
胁迫条件下, 细胞质中HSC70 蛋白与热休克转录
因子(HSF)结合为无活性复合物; 热胁迫或其他
环境胁迫后, 大量HSC70 与变性蛋白结合, 导致
HSF从HSC70-HSF复合物中释放 , 游离的HSF在
蛋白激酶或其他丝氨酸/苏氨酸激酶的作用下磷
酸化, 形成活性三聚体并转入细胞核内[22], 与热
休克原件(HSE)序列结合 , 并进一步被激酶磷酸

化 , 然后启动热休克蛋白基因(包括HSC70)的表
达, 导致机体中HSC70 表达水平上升; 当HSC70
累积到一定程度时又与HSF结合 , 引起HSF与
HSE分离 , 转录停止 , 从而实现反馈抑制HSC70
的表达, 机体中HSC70 表达水平逐渐下降至诱导
前水平[23]。 

3.3  细菌感染后近江牡蛎 HSC70 基因的诱导高表
达具有组织特异性 
近江牡蛎鳃组织中HSC70 基因在注射溶藻弧

菌后分别在第 6 小时和 72 小时出现两次表达峰, 
且在 72 h处表达量要高于 6 h(图 2), 这与其他组
织不同。这可能由于鳃是近江牡蛎的呼吸和滤食

器官, 其长期与水体中各种病原菌接触导致其对
病原菌刺激的敏感性降低、耐受性增强。当病原

菌刚侵入鳃时, HSC70 基因被诱导高表达, 可以
修复细菌感染引起的受损蛋白; 同时诱导产生的
HSC70可以作为一种“危险信号”使机体提高免
疫系统的防御功能 [19]。当机体损伤得到修复后 , 
HSC70 基因表达量又回落至正常水平, 但是当病
原菌在体内继续增加到一定水平时, HSC70 基因
又会再次被诱导高表达, 并且达到更高水平。 

在注射感染溶藻弧菌后, 近江牡蛎 6 种组织
中HSC70 基因均在 3~6 h范围内出现显著性高表

达。在大部分组织中, HSC70 基因诱导高表达后
很快便恢复至对照水平, 但在消化腺中该基因高

表达持续的时间较长(第 6~24 小时)(图 3)。在人
工感染副溶血弧菌的文蛤中也存在类似情况, 肝
胰腺中HSC70 基因(MmeHsc71)表达量从感染后

第 6−24小时一直高于对照水平[14]。本研究中, 近
江牡蛎消化腺中HSC70 基因的持续高表达可能与

溶藻弧菌主要攻击其消化腺, 损伤消化盲囊 [24]有

关。受攻击的消化腺细胞中HSC70基因被诱导长
时间高表达有利于修复细胞中受损蛋白, 维持正
常生命活动。 
在近江牡蛎血细胞中, 病原菌感染后HSC70

基因的表达量在第 3 小时便急剧上升至对照水平
的 10倍以上, 在第 6小时达到峰值, 接近对照水
平的 15倍(图 6); 但在其他组织中, HSC70的表达
峰值仅为对照水平的 2.5 倍左右。海湾扇贝
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(Argopecten irradians)在感染鳗弧菌后 , 血细胞
HSP70 mRNA表达量在 8 h达到最大值, 为对照的
10 倍左右[21]; 合浦珠母贝(Pinctada fucata)在注
射溶藻弧菌后, 其血细胞HSP70 基因表达量在第
4小时到达峰值, 为对照的 6倍左右[25], 这些研究
结果与本研究中HSC70的表达时间和规律类似。
由此可见, 贝类血细胞中HSP70 家族在细菌感染
后具有上升快、表达量高的特点。推测HSC70可能
作为重要角色与参与了贝类血细胞抗病原菌的免

疫反应。贝类体内没有特异性免疫淋巴细胞和抗

体, 对进入体内的病原微生物的防御主要是通过
血细胞的吞噬和其分泌的免疫因子介导的非特异

性免疫, 血细胞既是细胞免疫的承担者, 又是体
液免疫的提供者, 是贝类体内抵御外来病原生物
侵害的主要“屏障”[26]。贝类血细胞吞噬异物时

伴随着呼吸爆发(respiratory burst), 激活位于质膜
上的NADPH氧化酶, 催化氧还原 1个电子形成超
氧阴离子(O2−), 此过程中产生多种活性氧中间体
(reactive oxygen intermediates, ROIs), 形成了强有
力的杀菌系统[[17−18]。呼吸爆发产生的活性氧也会

对自身造成一定损伤 , 引起蛋白变性和酶失活 , 
这时HSC70诱导高表达可以作为分子伴侣帮助修
复由呼吸爆发引起的自身氧化损伤, 还能激活巨
噬细胞使其对H2O2引起的损伤具有获得性抵抗性
[27], 因此细菌感染后近江牡蛎血细胞中HSC70 表
现为上升快, 表达量高的特点。 

3.4  近江牡蛎各组织中溶藻弧菌的动态分布规律
与 HSC70基因表达量之间的关系 
近江牡蛎人工注射感染溶藻弧菌后, 消化腺

中溶藻弧菌含量和HSC70基因表达量都表现为明
显的时间依赖性, 且两者有明显的相关性(图 3、7)。
从而推测HSC70可能参与了细菌感染引起的免疫
反应。消化腺为溶藻弧菌攻击的主要靶器官 [24], 
在感染后 6 h消化腺中溶藻弧菌积累量便显著高
于闭壳肌和血淋巴 , 受攻击的消化腺细胞中
HSC70基因被诱导长时间高达与该组织中长时间
维持高浓度菌量相一致, 可能与HSC70 参与修复
病原菌引起的细胞损伤, 维持正常生命活动有关。 

近江牡蛎人工注射感染溶藻弧菌后, 血细胞

中HSC70 基因在感染后 3~6 h显著高表达, 到 12
小时时便恢复至对照水平(图 6), 而陈晨等[7]发现

近江牡蛎在注射溶藻弧菌后第 12小时, 血细胞中
诱导型HSP70 才开始显著高表达并持续至 48 h, 
72 h时恢复至对照水平。同样, 在感染溶藻弧菌的
紫贻贝(Mytilus galloprovincialis)血细胞中HSP70基
因也在 12~48 h内显著高表达[28]。可见,  HSC70 和
HSP70 基因在病原菌感染的贝类血细胞中先后出
现高表达(HSC70: 3~6 h; HSP70: 12~48 h), 前者
高表达刚结束, 后者立即开始高表达, 推测两者
在细菌感染的不同时段起作用, HSC70 主要在细
菌感染初期起作用。本研究结果表明近江牡蛎血

淋巴中溶藻弧菌含量从 3 h至 48 h逐渐增加, 到
48 h含菌量稳定在较高水平直至 72 h。表面上看, 
血细胞中HSC70基因表达量与血淋巴中菌量并不
吻合, 但是结合HSC70 和HSP70 在病原菌感染的
贝类血细胞中先后高表达的特点来看, HSC70高表
达与血淋巴中菌量明显相关的。进一步表明

HSC70可能参与了细菌感染引起的免疫反应。 
近江牡蛎人工注射感染溶藻弧菌后闭壳肌中

含菌量与HSC70表达量也存在潜在相关性。近江
牡蛎闭壳肌中注射溶藻弧菌 3 h后, 在该组织中

仍检测到高浓度溶藻弧菌, 这可能是由于从闭壳
肌中注射该菌, 且高浓度的初始菌量有利于该菌
在闭壳肌中定植和扩增。同时高浓度的溶藻弧菌

通过粘附、侵袭、体内增殖以及产生毒素这一系

列过程对该组织造成损伤[16], 引起蛋白变性。而
闭壳肌中HSC70 基因在感染 3 h显著高表达, 可
能与HSC70可以作为分子伴侣参与病原菌引起的
变性蛋白的修复和降解有关。感染 6 h后闭壳肌中

含菌量急剧下降, 可能是肌肉中血淋巴将注入及
增殖的细菌从闭壳肌转移至血液和消化腺等其他

组织器官的结果, 随着闭壳肌中附着细菌的增殖, 
该组织中细菌浓度又增加，但HSC70表达量在 6 h
时已经恢复到对照水平, 没有随着菌量的再次爆

发出现高表达, 这可能与HSC70 基因表达的反馈
调节机制有关, HSC70 mRNA的诱导表达通过高
浓度的HSC70 来进行反馈调节[23]。感染后 6 h时

闭壳肌中HSC70 mRNA高表达已经受到抑制并恢
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复至对照水平, 说明该组织细胞中可能已经积累
了大量的HSC70 蛋白, 足以用于修复细菌感染引
起的蛋白变性, 维持细胞的正常功能。所以当菌量
再次上升至 3 h水平时, 没有引起HSC70 再次高表
达。 
综上所述, 溶藻弧菌感染可以诱导近江牡蛎

各组织中 HSC70基因的上调表达, 且具有组织特
异性。各组织 HSC70表达量与溶藻弧菌含量之间
具有一定的关联性, 在溶藻弧菌攻击的靶器官消
化腺中最为明显。推测近江牡蛎中 HSC70可能参
与了抗病原菌感染的过程, 在抗逆抗病中起着重
要作用。 
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mRNA expression of heat-shock cognate protein 70 gene (HSC70) in 
the oyster (Crassostrea hongkongensis) in response to Vibrio algi-
nolyticus challenge  

LIU Zhigang, ZHANG Qizhong, ZHANG Zhanhui, CUI Miao 
Institute of Hydrobiology, Jinan University, Engineering Research Center of Tropical and Subtropical Aquatic Ecological En-
gineering Ministry of Education, Key Laboratory of Aquatic Eutrophication and Control of Harmful Algal Blooms of Guang-
dong Higher Education Institutes, Guangzhou 510632, China 

Abstract: We developed a fluorescent real-time quantitative RT-PCR method to evaluate the pattern of HSC70 
mRNA expression in response to the bacterial infection in the oyster (Crassostrea hongkongensis). We injected 
oysters with live Vibrio alginolyticus, and measured HSC70 gene expression in six tissues (mantle, gills, digestive 
gland, muscle, heart and hemocytes). We measured the accumulation and distribution of V. alginolyticus using the 
plate counting method. HSC70 mRNA expression was significantly up-regulated in all the six tissues following 
injection with V. alginolyticus, and the expression was time-dependent. HSC70 gene expression increased signifi-
cantly at 6 and 72 h in the gill. Similarly, levels peaked at 6 h in the digestive gland then remained high until 24 h, 
after which they decreased rapidly to control levels. HSC70 mRNA expression was ~10 fold higher in the haemo-
cytes than the control after 3 h, and the expression evels peaked at 6 h (~15 fold higher than the control). The ex-
pression of HSC70 was ~2.5 fold higher in the remaining tissues than in the control. The bacterial concentration 
was higher in the muscle than that in other tissues (digestive gland and hemolymph) at 3 h after the oysters were 
injected with V. alginolyticus, though levels had declined by 6 h. The accumulation of bacteria in the muscle in-
creased at 12 h and remained high up to 72 h. The change in V. alginolyticus concentration was time-dependent in 
the digestive gland whereas the bacteria increased with time and peaked at 48 h in the hemolymph. We observed a 
positive correlation between HSC70 mRNA expression and the concentration of bacteria, most obvious in the di-
gestive gland. Our results suggest that bacterial challenge induces the up-regulation of HSC70 mRNA expression 
and suggests that HSC70 plays an important role in protecting the oyster against the bacterial pathogen. 
Key words: Crassostrea hongkongensis; HSC70; Vibrio alginolyticus; gene expression; quantitative real-time PCR 
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