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盐度胁迫后青海湖裸鲤 Grp78 及其相关基因的应答表达 
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摘要: 为深入研究青海湖裸鲤(Gymnocypris przewalskii)面临盐度胁迫时的分子应答机制, 本研究克隆了青海湖裸

鲤葡萄糖调节蛋白 78 (glucose-regulated protein 78 kD, Grp78)基因, 并采用 qPCR 法检测 5‰, 10‰和 15‰盐度胁迫

后 Grp78 及其相关基因的应答模式。结果显示, 青海湖裸鲤 Grp78 的开放阅读框长度为 1962 bp, 编码 653 个氨基

酸, 并包含 HSP70 超家族保守结构域。Grp78 在青海湖裸鲤 9 个组织中均有表达, 其中在肠道、肝脏和心脏中的

表达显著高于其他组织(n=3, P<0.05)。在鳃组织中, 随着盐度增加和胁迫时间的延长, Grp78、Hyou1、Prdx1、Nqo1

和 UBC 基因的表达先被抑制, 随后逐渐上调, 而 DNAJC2、Cu/Zn-SOD、Mn-SOD 和 Hmox1 基因的表达则先上调

后逐渐下调, 随后又上调; 在肾脏和肝脏中, DNAJC2、Cu/Zn-SOD、Mn-SOD、Hmox1 和 Nqo1 基因的表达也呈现

类似的先上调后下调再上调的模式。以上结果表明, Grp78 及其相关基因对盐度胁迫具有复杂的响应, 可能参与了

青海湖裸鲤适应和应对盐度胁迫的过程。此外, Grp78 及其相关基因 Hyou1、DNAJC2、Hmox1、Nqo1、UBC、Prdx1、

Cu/Zn-SOD 和 Mn-SOD 参与了机体抗氧化应激调节, 在减少盐度损伤方面发挥重要作用。 

关键词: 青海湖裸鲤; 盐度胁迫; Grp78; 基因克隆; 基因表达 

中图分类号: S931      文献标志码: A           文章编号: 1005–8737–(2024)01–0070–12 

青海湖裸鲤 (Gymnocypris przewalskii)俗称

“ 湟 鱼 ”, 隶 属 鲤 科 (Cyprinidae), 裂 腹 鱼 亚 科

(Schizothoracinae), 裸鲤属 (Gymnocypris), 仅分

布于青海湖及其湖周支流, 为青海湖水域特有的

经济鱼类, 对青海湖水生生态系统的动态平衡发

挥着重要作用[1-2]。在 1958—2000 年间, 因过度

捕捞、河道水量锐减、产卵场破坏等因素的影响, 

导致青海湖裸鲤的资源量骤减, 近乎枯竭[3]。因此, 

2003 年青海省人民政府全面实行封湖育鱼政策, 

青海湖裸鲤救护中心协同开展人工增殖放流工

作。截至 2022 年 12 月, 青海湖裸鲤的资源量已

经恢复至 11.41 万 t, 约为保护初期的 44 倍。然而, 

人工增殖放流对青海湖裸鲤资源恢复的贡献率仅

为 23.53%[4], 原因可能是幼鱼进入支流和入湖后

面临低温、低氧、盐度、碱度、贫营养等方面的

胁迫, 导致鱼的食欲消退、摄食减少、生长停滞、

行为改变、繁殖力下降以及疾病感染风险升高。

截至目前, 对人工养殖的 1 龄青海湖裸鲤经放流

进入青海湖支流后所面临的低温、低氧、盐度、

贫营养等对其生存的威胁缺乏有效评估, 并对幼

鱼应激状况和存活率缺乏全面系统的研究, 尤其

是青海湖裸鲤幼鱼进入支流后对胁迫反应的响应

机制尚不明确。 

环境因子变化可导致鱼体产生不同程度的应

激反应, 并引发机体的一系列生理变化, 进而影

响机体内环境的稳定[5-6]。盐度作为一种与渗透压
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密切相关的环境因子 , 可促使幼鱼的血浆皮质

醇、血糖和乳酸浓度增加, 并且影响鱼类的存活、

生长、应激、免疫防御等[7-9]。在急性盐度胁迫下

鱼类的生长速度变缓, 面对高盐度环境时, 鱼体

内有大量盐分积累, 高盐度环境会对皮肤、鳃等

器官造成损伤, 并扰乱体内外的渗透平衡, 进而

影响生理机能, 甚至可能造成死亡[10-11]。此外, 鱼

类的生理生化和形态学指标会发生改变, 如超氧

化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)和过氧化

氢酶(catalase, CAT)的活性改变 [12], 以及细胞色

素 P450 (cytochrome P450, CYP450)和热休克蛋白

(heat shock proteins, HSPs)水平等改变[13]。前期研

究显示, 在长期适应青海湖 14.13‰盐度的过程

中[14], 青海湖裸鲤已进化出一系列的耐盐调节机

制, 如调节 Na+-K+-2Cl-协同转运体和 Na+/K+-ATP

酶来维持 Cl-和 Na+离子稳态[11]; 增加超氧化物歧

化酶 (superoxide dismutase, SOD)、酸性磷酸酶

(acid phosphatase, ACP)、碱性磷酸酶 (alkaline 

Phosphatase, AKP)等酶活性进行应激调节[15]; 激

活一系列参与离子调节、渗透调节和抗氧化功能

基因 [16], 以及通过鳃组织和肾脏的形态组织学变

化来实现离子和渗透压的调节[17]。然而, 盐度调节

机制虽已被观察到, 但具体的分子机理和调节路

径仍需进一步的研究探索。因此, 深入研究盐度对

鱼类的影响, 并全面阐明鱼类在适应盐度变化过

程中的生理调节机制, 变得非常迫切且重要。 

葡萄糖调节蛋白 78 (glucose-regulated protein 

78kD, Grp78)又称免疫球蛋白重链结合蛋白(the 

immunoglobulin heavy chain binding protein, Bip)

和热休克蛋白家族 A (Hsp70)成员 5 [heat shock 

protein family A (Hsp70) member 5, HSPA5], 包含

654 个氨基酸, 由内质网信号肽、N 端核苷酸结合

域、C 端底物结合域和一个 KDEL 序列组成[18-19]。

当细胞遭受热性压力、氧化应激、低营养或药物

处理等应激情况时, Grp78 可被释放出来, 通过与

IRE1、PERK 和 ATF6 等信号蛋白相互作用, 启动

一系列信号通路, 以解除内质网的应激状态, 并

促进细胞功能和稳态的恢复[20]。此外, Grp78 还可

以与其他热休克蛋白、细胞色素 C 等分子结合, 

以促进蛋白质的正确折叠和协助修复受损的蛋白

质。有研究显示, Grp78 与 DNAJC2、UBC、Hmox1、

Nqo1、Cu/Zn-SOD 和 Mn-SOD 等蛋白质之间存在

多种相互作用和调节关系, 并在细胞应激和抗氧

化应答中发挥重要作用, 如 DNAJC2 作为 Grp78

的辅助蛋白共同参与蛋白质的折叠过程, 促进异

常折叠蛋白的重新折叠或清除[21]。Grp78 与泛素

结合酶 E2 相互作用可调控蛋白质的稳定性和降

解速度, 对于细胞内废弃物的清除和调节具有重

要作用[22]; Grp78 可以通过调节 Hmox1 的表达来

提高细胞应对氧化应激的能力[23]; Nqo1 通过与

Grp78 的相互作用, 来调节 Nqo1 的稳定性和活

性 , 进而影响细胞对于氧化应激的响应和抗氧

化能力[24]; Grp78 可以与 Cu/Zn-SOD 和 Mn-SOD

等超氧化物歧化酶发生相互作用, 清除超氧阴离

子和调控细胞内氧化还原状态的平衡, 从而维持

细胞功能和稳定性[25]。因此, 了解 Grp78 的功能

和调节机制对于优化青海湖裸鲤人工增殖放流策

略至关重要。为了更好地理解青海湖裸鲤对胁迫

反应的分子机理 , 并发现具有重要功能的基因 , 

本研究成功克隆了青海湖裸鲤体内的内质网伴侣

分子 Grp78, 并进行了与盐度梯度相关的基因响

应分析, 以揭示 Grp78 在青海湖裸鲤应对盐度胁

迫时的应答机制。 

1  材料和方法  

1.1  实验动物 

从青海湖裸鲤救护中心恒温养殖车间获取青

海湖裸鲤 1 龄幼鱼 200 尾 , 平均体长 (12.35± 

1.65) cm, 体重为(17.18±1.98) g, 饲养在青海湖裸

鲤救护中心鱼缸(80 cm×30 cm×60 cm), 适应淡水

环境 7 d, 水体溶解氧为(7.48±0.8) mg/L, 温度为

(16.6±1.2) ℃, pH 为 8.0±0.2。 

1.2  盐度胁迫 

挑取健康的无伤病和规格相近的青海湖裸鲤

个体 200 尾, 设置 5‰、10‰和 15‰共 3 个盐度

胁迫浓度, 每组 3 个平行, 共有 1 个对照组和 9

个处理组, 每组 20 尾, 分别饲养于盛有 120 L 曝

气除氯的自来水的鱼缸(80 cm×30 cm×60 cm)中, 

并严格控制温度和溶解氧水平。待胁迫 24、48、

72 和 96 h 后分别取 3 尾鱼置于含有 1.5 L 0.1% 
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(100 mg/L)丁香酚的 2 L 容器中麻醉, 再置于冰上

迅速剖取鳃、肾脏和肝脏, 经液氮冷冻后于−80 ℃

冰箱中保存备用。 

1.3  RNA 提取和 cDNA 合成 

采用总 RNA 提取试剂盒(天根, 北京)提取

空白组青海湖裸鲤的肠道、鳃、肝脏、肌肉、肾

脏、心脏、脑、皮肤和脾脏, 以及盐度胁迫后青海

湖裸鲤鳃、肾脏和肝脏组织的总 RNA, 并用 Nano 

Drop 2000 测定 RNA 浓度和 1.2%琼脂糖凝胶电泳

检测 RNA 的完整性和质量。用反转录试剂盒

Prime Script RT reagent Kit (TaKaRa, 大连)进行

反转录获得 cDNA 模板, 并于−20 ℃保存备用。 

1.4  Grp78 克隆 

参考 GenBank 中草鱼(Ctenopharyngodon idella) 

Grp78 基因全长序列 (登录号 : FJ436356.1), 用

Primer Premier 6.0 设计克隆引物 T-Grp78-F 和

T-Grp78-R (表 1), 以青海湖裸鲤肠道、鳃、肝脏、

肌肉、肾脏、心脏、脑、皮肤和脾脏全组织混合

样品 cDNA 为模板, PCR 扩增 Grp78。PCR 反应

体系(40 μL): 2×Phanta Max Master Mix (P515-AA) 

20 μL, ddH2O 17 μL, cDNA 模板 1 μL, 上游引物

T-Grp78-F 1 μL, 下游引物 T-Grp78-R 1 μL。PCR

反应条件: 95 ℃ 5 min; 94 ℃ 30 s, 60 ℃ 30 s, 

72 ℃ 1 min, 30 个循环; 72 ℃ 10 min, 4 ℃保

存。PCR 产物经浓度 1%琼脂糖凝胶电泳检后纯化

回收, 采用 5 min TA/Blunt-Zero Cloning Kit (南京

诺唯赞生物科技股份有限公司)进行连接反应, 并

转化 DH5α 感受态细胞, 挑取单菌落 LB 液体培养

后进行 PCR 鉴定和送至北京擎科生物科技有限公

司测序。 

 
表 1  本研究所用引物参数 

Tab. 1  Primer parameters for this stuy 

引物名称 primer name 上游引物(5ʹ−3ʹ) forward primer (5ʹ−3') 下游引物(5ʹ−3ʹ) reverse primer (5ʹ−3ʹ) 

T-Grp78 AGAGAGACAGACACGCCCTTGA GCTCCAACTTGCCTCAACACCT 

Grp78 TCTCCGCTATGGTTCTGACTA CGCTGGGCATCATTGAAATAAG 

DNAJC2 CTGTCCGATCCCGTCAAGC CCACGAGTCAAAGTTGTACCA 

UBC TGGACCCTTTGTTTTGCGCCGTT GGACCCTTTGTTTTGCGCCGTT 

Cu/Zn-SOD CCATGGTGATCCATGAGAAAGA TCACTGAGCGATGCCTATAAC 

Mn-SOD TTTAACGGTGGTGGCCATATTA CCGACATCTTCTCCTTCATCTTC 

Hyou1 GCTGCACATATAGCAGGTCTAA GCAGTAGAGTTGATGTCCTTCC 

Hmox1 AGAGCAGCAGAAACAGGAAG CCCTGTGATGCTCAGGATTT 

Prdx1 TCTGTCATCTTGCCTGGATAAA TCTTCCTTCAGCACACCATAG 

Nqo1 GAAGACCGCACTGATTGTTTATG TACAGATCCGACACTAGGACTT 

β-actin ATGAAGATCCTGACCGAGAGA CTCGAAGTCAAGAGCCACATAG 

 

1.5  Grp78 的生物信息学分析  

采用 NCBI ORF finder 查找开放阅读框

(open reading frame, ORF), ExPASy-ProtParam
分 析 氨 基 酸 序 列 的 理 化 性 质 , ExPASy- 

ProtScale 分析亲疏水性 , SignalP 5.0 Server 预

测信号肽 , TMHMM Server V. 2.0 预测跨膜结

构 域 , NCBI CD-Search 预 测 蛋 白 结 构 域 , 

SOPMA 预测二级结构, SWISS- MODEL 预测三

级结构, MEGA11 软件基于近邻相接法(neighbor- 

joining method, NJ)自展(Bootstrap) 2000 次构

建系统进化树。  

1.6  Grp78 及其相关基因的表达分析  

基于本研究克隆所得青海湖裸鲤 Grp78 全长

序列及 GenBank中鲤科鱼类序列保守区, 用 Oligo 

7 设计 Grp78 (OR727303), DNAJC2 (OP185143.1), 

UBC (NM_001077804.2), Cu/Zn-SOD (KX826080.1), 
Mn-SOD (KY922773.1), Hyou1 (XM_026273782.1), 
Hmox1 (XM_043235836.1), Prdx1 (MK809319.1)
和 Nqo1 (XM_016453144.1)基因的 qPCR 引物(表

1)。以 β-actin 为内参基因, 使用 Light Cycler 96

荧光定量 PCR 检测 Grp78 在各组织的特异性表达

分布 , 以及盐度胁迫后 Grp78, DNAJC2, UBC, 

Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, Hyou1, Hmox1, Prdx1 和
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Nqo1 mRNA 在鳃、肾脏和肝脏中的相对表达量。

20 μL qPCR 扩增体系 : TB Green® Premix Ex 

TaqTM II (Tli RNaseH Plus) 10 μL, ddH2O 7 μL, 
模板 1 μL, 上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL。反

应条件为 : 95 ℃  10 min; 95 ℃  30 s, 60 ℃ 

10 min, 72 ℃ 30 s, 72 ℃ 10 min, 40 个循环。每

个样本设置 3 个平行。 

1.7  数据处理 

采用 2−ΔΔCt 方法分析 Grp78, DNAJC2, Hyou1, 

Hmox1, UBC, Cu/Zn-SOD, Nqo1, Mn-SOD 和 Prdx1 

mRNA 的相对表达, 实验数据均用平均值±标准

差(x̄±SD)表示, 使用 SPSS 25.0 进行单因素方差

分析, 并用 TB Tools 和 GraphPad Prism 9 分别做

热图和柱状图。 

2  结果与分析 

2.1  青海湖裸鲤 Grp78 的克隆及序列分析 

本研究克隆的 Grp78 基因序列已上传至

GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), 

索引号 OR727303。如图 1 所示, 获得青海湖裸鲤

Grp78 全长 cDNA 序列 2672 bp, 其含 98 bp 的 5′

端非编码区, 612 bp 的 3′端非编码区和 1962 bp 的

开放阅读框, 可编码 653 个氨基酸, 蛋白分子量

大小为 72.23 kDa, 等电点 5.01, 不稳定系数为

32.54, 是一种亲水性蛋白, 脂肪族氨基酸指数为

86.13, 无跨膜结构域。Grp78 包含 1 个 HSP70 超

家族保守结构域, 其二级结构以 α 螺旋为主, 并

存在部分无规则卷曲(图 2)。  

 

 
 

图 1  青海湖裸鲤 Grp78 cDNA 和编码氨基酸的序列特征 

灰色阴影分别表示起始密码子和终止密码子, 横线表示 HSP70 超家族保守结构域, 方框表示内质网滞留信号. 

Fig. 1  Sequence characteristics of the Grp78 cDNA and deduced amino acid in Gymnocypris przewalskii 
The gray shadows indicate the start codon and stop codon respectively, the horizontal lines represent the HSP70 superfamily 

conserved domain, and the boxes represent the endoplasmic reticulum retention signal. 

 
2.2  Grp78 氨基酸进化同源性分析 

如图 3 所示, 经 NCBI Blast 同源性分析显示, 

青海湖裸鲤 Grp78 与鲫(Carassius auratus)、鲤

(Cyprinus carpio)、草鱼(Ctenopharyngodon idella) 
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图 2  Grp78 蛋白三级结构 

Fig. 2  Tertiary structure of Grp78 
 

和大西洋鲑(Salmo salar)的同源性分别为 97.24%, 

97.09%, 95.87%和 93.30%, 且青海湖裸鲤与鲫和

鲤聚为一支, 亲缘关系较近。其次是爬行类和哺

乳类 , 如与中华鳖(Pelodiscus sinensis)和小盾响

尾蛇(Crotalus scutulatus)的同源性分别为 93.09%

和 91.44%; 与人 (Homo sapiens)、马鹿 (Cervus 

elaphus)、小鼠 (Mus musculus)和苏门答腊猩猩

(Pongo abelii)的同源性分别为 92.15%, 91.43%, 

92.79%和 92.46%。与六放珊瑚纲、双壳纲、腹足

纲和甲壳纲进化关系较远 , 与覆瓦刺冠软珊瑚

(Capnella imbricata)、阿玛迪芋螺(Conus amadis)、

北 极 磷 虾 (Thysanoessa inermis) 、 长 牡 蛎

(Crassostrea gigas) 和罗氏沼虾 (Macrobrachium 

rosenbergii) 的同源性分别为 85.35%, 84.70%, 

84.44%, 83.31%和 83.15%。基于进化树和多重序

列比对分析, 显示青海湖裸鲤与硬骨鱼的 Grp78

同源性达 93%以上, 且具有 1 个高度保守 HSP70

超家族保守结构域(图 4)。 
 

 
 

图 3  基于 NJ 法构建的 Grp78 氨基酸序列系统进化树 

Fig. 3  Phylogenetic tree of Grp78 amino acid sequence based on neighbor-joining method 
 

2.3  Grp78 组织特异性分析 

如图 5 所示, Grp78 在青海湖裸鲤鳃、肌肉、

皮肤、肠道、肝脏、肾脏、心脏、脾脏和脑中均

有表达。Grp78 在各组织中的表达水平由高到低

依次为: 肠道、肝脏>心脏>鳃、肾脏、脾脏、脑>

皮肤>肌肉, 且 Grp78 在肠道和肝脏中的表达量

最高, 但二者间无显著差异(P>0.05)。 

2.4  盐度胁迫后 Grp78 及其相关基因的表达 

如图 6 所示, 在青海湖裸鲤鳃、肾脏和肝脏

中 Grp78, DNAJC2, Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, Hyou1, 

Hmox1, Nqo1, Prdx1 和 UBC 均有表达, 并在不同

组织中表现出特异性, 且对于盐度胁迫具有一定

的浓度和时间依赖性。 

在不同组织中, Grp78, Hmox1 和 Nqo1 在肾

脏、肝脏中相对表达量较高, DNAJC2, Hyou1 和

Cu/Zn-SOD 在肾脏中相对表达量较高; Mn-SOD

在鳃和肾脏中的表达显著高于肝脏中的表达 ; 

UBC 在肝脏中相对表达量最高; Hyou1, Hmox1 和 
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图 4  硬骨鱼类 Grp78 氨基酸序列多重比较分析 

Fig. 4  Multiple comparative analysis of the amino acid sequence of Grp78 in teleost 
 

Prdx1 在肾脏、肝脏中的相对表达量均在 15‰盐

度时达到最高值(图 6)。由图 7 可见, Grp78 和

DNAJC2 在肾脏、肝脏中显著上调(P<0.01); 与对

照组相比, 在 5‰盐度处理 24 h 后, Hmox1 在肝脏

中的相对表达量达到峰值, 为对照组的 360 倍; 

Mn-SOD 在肾脏中显著上调(P<0.01), 且相对表达

量在 15‰盐度处理 48 h 时达到对照组的 517 倍。

总体来看, 随着盐度的增加和胁迫时间推移, 鳃

组织中 Grp78, Hyou1, Prdx1, Nqo1 和 UBC 以先下

调 后 上 调 的 方 式 参 与 应 激 反 应 , DNAJC2, 

Cu/Zn-SOD, Mn-SOD和 Hmox1以上调后下调后又

上调的方式参与应激反应 ; 肾脏中 DNAJC2, 

Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, Hyou1, Hmox1 和 Nqo1 存在

上调后下调又上调的方式参与应激反应, UBC 以

上调后又恢复至正常水平后又上调的方式参与应

激反应; 肝脏中 DNAJC2, Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, 

Hmox1, Nqo1 和 UBC 以上调后下调又上调的方式

参与应激反应, Prdx1 以下调的方式参与应激反

应。值得注意的是 , 在肝脏中 Cu/Zn-SOD 和

Mn-SOD 存在即时应激(图 6)。 
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图 5  Grp78 在青海湖裸鲤不同组织中的表达 

不同字母表示组间存在差异显著(P<0.05),  

相同字母表示组间差异不显著(P>0.05). 

Fig. 5   Expression of Grp78 in different tissues  
of Gymnocypris przewalskii 

Different letters indicate significant differences between  
groups (P<0.05), and the same letters indicate no  
significant differences between groups (P>0.05). 

 

3  讨论 

3.1  青海湖裸鲤 Grp78 mRNA 组织分布特点 

Grp78 作为主要的内质网应激蛋白, 主要参

与蛋白质的折叠组装以及错误折叠蛋白结构的校

正。有研究显示, 增强 Grp78 的活性可以减轻氧

化应激诱导的细胞损伤和细胞死亡。因此, Grp78

在保护细胞免受氧化应激方面起着至关重要的作

用。作为肿瘤细胞的中央应激传感器, Grp78 广泛

参与癌症病理, 呈现出高表达趋势, 以帮助肿瘤

细胞应对因供血不足而导致的毒素积累、营养缺

乏等压力[26-27]。此外, 一系列的体内和体外诱因, 

如内质网 Ca2+拮抗剂、细胞毒性免疫反应、生化

环境变化、缺氧、重金属胁迫、葡萄糖缺乏等压

力都能诱导压力感受器 Grp78 的表达上调[28-30]。

朱玉娇[31]的研究结果显示, 经热激和冷激诱导后, 

草鱼体内的 Grp78 表达水平呈现出广泛的组织分

布, 其中以肝脏和肾脏中的表达最为显著。拟穴

青蟹(Charybdis japonica)中 Grp78 在胃、心脏和

鳃中高表达 ,  且在高温和盐度处理后其表达显

著上调[32]。与之类似, 在本研究发现 Grp78 在青

海湖裸鲤的各组织中均有表达, 尤其是在肠道、

肝脏和心脏中表现较高的表达水平。表明 Grp78

在不同物种和组织中都具有广泛的表达, 以及作

为一种重要的分子伴侣蛋白, 参与了多种生理和病

理过程, 并在应对细胞压力方面发挥着关键作用。

因此, 进一步研究 Grp78 的调控机制和功能, 有助 

 

 
 

图 6  不同盐度胁迫后青海湖裸鲤鳃、肾脏和肝脏中 Grp78 及相关基因的表达 

Fig. 6  Expression of Grp78-related genes in gills, kidney, and liver of Gymnocypris  
przewalskii after salinity stress of different concentrations 
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图 7  不同盐度胁迫后青海湖裸鲤鳃、肝脏和肾脏中主要胁迫应答基因的表达 

a. Grp78 在肾脏中的相对表达量; b. DNAJC2 在肝脏中的相对表达量; c. Grp78 在肝脏中的相对表达量;  

d. Hmox1 在肝脏中的相对表达量; e. Mn-SOD 在肾脏中的相对表达量; f. Prdx1 在鳃组织中相对表达量.  

*表示实验组与对照组有统计学差异(P<0.05); **表示实验组与对照组有极显著差异(P<0.01). 

Fig. 7  Expression of major stress-responsive genes in gills, liver, and kidney Gymnocypris przewalskii  
after salinity stress of different concentrations 

a. Relative expression of Grp78 in kidney. b. Relative expression of DNAJC2 in liver. c. Relative expression of Grp78 in liver.  
d. Relative expression of Hmox1 in liver. e. Relative expression of Mn-SOD in kidney. f. Relative expression of Prdx1 in gill.  

* indicates significant differences between experimental group and control group (P<0.05); ** indicates extremely  
significant differences between experimental group and control group (P<0.01). 

 

于更好地理解其在细胞生命活动中的作用, 并为

动物的环境适应能力提升和相关疾病的治疗方面

提供新的思路和靶点。 

3.2  青海湖裸鲤 Grp78 及其相关基因在盐度胁

迫下的应答表达 

鱼类的渗透压胁迫是促使 Grp78 上调的一个

重要因素。水体中离子浓度的变化直接影响了由

核糖体合成的线性蛋白质的活性 , 从而可能导

致蛋白质的变性或对新生肽链的正确折叠产生

影响[32]。在鱼类中, 渗透压的调节是由鳃、肾脏、

肠道、肝脏协同完成的[33]。作为与水体直接接触

的组织, 鳃起着主要的渗透压调节作用, 并且鳃

上富含线粒体的泌氯细胞是负责离子吸收和分泌

的主要场所。肾脏则是重要的过滤排泄器官, 在

水体盐度变化时, 其发达的肾单位负责水分的吸

水、重吸收和排泄, 以便在高浓度环境下保持体

内渗透压平衡[34]。此外, 在应对盐度胁迫时, 肝脏

作为主要的代谢解毒器官也发挥着重要的作用[35]。 

有研究显示, 在热休克、冷应激和 Pb2+胁迫

下, 草鱼(Ctenopharyngodon idella) Grp78 在各个

组织中上调 [36], 高浓度 H2O2 暴露也可导致鲤

(Cyprinus carpio)的鳃、肌肉和心脏中 Grp78 表达

上调, 从而介导未折叠蛋白反应(unfolded protein 

response, UPR)的信号转导, 以维持内质网的稳态

和正常功能[37]。本研究中, 在盐度胁迫后的肝脏、

肾脏中 Grp78 表达显著上调。由此表明, Grp78 作

为内质网应激反应中的重要分子 , 可通过介导

UPR 来帮助由渗透压力引起的蛋白质错误折叠, 
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并将其重新折叠成正常的结构, 以保护机体免受

应激的损伤[38-39]。本研究发现, 在 15‰盐度胁迫

下肾脏和肝脏中的 Hyou1 表达上调, 这与高温胁

迫下虹鳟(Oncorhynchus mykiss)肾脏中的表达一

致[40], Hyou1 作为细胞应激标志物表达量持续升

高, 表明其作为内质网伴侣蛋白, 在机体受到盐

度压力刺激时, 会与 Grp78 的表达趋势一致, 并

启动内质网应激响应, 揭示了 Hyou1 在维持机体

正常功能方面的关键保护作用。Hughes 等[41]研究

发现, 在热应激条件下, DNAJC2 表达显著上调。

先前研究也证实 Cu2+胁迫后青海湖裸鲤 DNAJC2

的表达量显著上调[42]。与之相似, 本研究在盐度

胁迫后 DNAJC2 的表达显著升高。由此看来, 外

源胁迫诱导了机体内的氧化应激反应 , 并激活

DNAJC2 辅助 Grp78 参与内质网应激, 有助于维

持细胞的正常功能, 保障生命活动正常进行。在

亚砷酸盐胁迫的情况下, HeLa 细胞内 UBC mRNA

表达量上调, 并呈现出时间依赖性趋势。本研究

结果与之类似, 是由于错误折叠蛋白质的积累增

加了对泛素的需求[43], 推测 UBC 参与渗透压调

节, 在不同组织中 UBC 对盐度胁迫引起的氧化应

激和损伤产生了正常的应答反应, 并且各组织的

应答模式有所不同。在经 Cd+处理的 Hela 细胞中, 

Hmox1 mRNA 和蛋白质表达水平均显著上调[44]。

本研究中, 盐度胁迫后肝脏、肾脏中 Hmox1 也呈

上升趋势。这可能是由于 Hmox1 近端启动子区特

定结合位点的转录因子直接相互作用所致, 显示

Hmox1 在机体内发挥抗氧化、抗炎和金属解毒的

重要作用[45]。随着盐浓度的增加, Prdx1 的表达也

呈现剂量依赖性的上调趋势, 并且 Prdx1 在应对

盐度引起的氧化应激和损伤中发挥着正常的应答

功能, 以及参与渗透压调节以及维持机体正常生

长, 表明 Prdx1 作为一种抗氧化信号蛋白, 具备

抗氧化作用 [46]。董晨帆 [47]对栉孔扇贝 (Chlamys 

farreri)进行 AZA2 毒素胁迫发现, 胁迫 24 h 内

Nqo1 呈现出高度诱导性。本研究中, 盐度胁迫后

Nqo1 的表达也呈上调趋势, 表明 Nqo1 在外源胁

迫引起的应激反应中具有减轻过氧化损伤的作用, 

从而维持了机体的正常生命活动。与低氧胁迫下

鲢(Hypophthalmichthys molitrix)[48]的研究结果一

致, 盐度胁迫后青海湖裸鲤的 Cu/Zn-SOD 和 Mn- 

SOD 的表达也显著上调, 表明 Cu/Zn-SOD 和 Mn- 

SOD 作为生物体内最具代表性的抗氧化酶, 能够

有效清除多余的活性氧自由基, 从而保护鱼类细

胞和组织免受氧化损伤的影响。综上所述, 盐度

胁迫对生物体来说是一种复杂的挑战, 而 Grp78

及其相关基因可能在青海湖裸鲤适应和对抗盐度

胁迫的过程中发挥了重要作用。此外 , Grp78, 

Hyou1, DNAJC2, Hmox1, Nqo1, UBC, Prdx1, 

Cu/Zn-SOD 和 Mn-SOD 在应对盐度胁迫时发挥抗

氧化损伤作用。 

4  结论 

本研究获取了青海湖裸鲤 Grp78 全长序列, 

长度为 2672 bp, 可编码 653 个氨基酸; Grp78 在

各组织中均表达, 且在肠道、肝脏、心脏组织中

高表达。此外, 随着胁迫盐浓度的升高和胁迫时

间的延长, Grp78 及其相关基因 DNAJC2, UBC, 

Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, Hyou1, Hmox1, Nqo1 和

Prdx1 可能参与了青海湖裸鲤组织细胞水平氧化

应激 , 以调节机体的渗透压 , 且基因的调控水

平与盐度、胁迫时间和组织类型呈现出明显的特

异性。 
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Response expression of Grp78 and its related genes in Gymnocypris 
przewalskii after salinity stress 
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Abstract: Glucose-regulated protein 78 kDa (Grp78) alleviates endoplasmic reticulum stress induced by external 
stimuli and enhances cell viability. We studied the molecular response mechanisms of Gymnocypris przewalskii to 
salinity stress. In this study, Grp78 was cloned from G. przewalskii and the response patterns of Grp78 and related 
genes were analyzed after 5‰, 10‰, and 15‰ salinity stress using qPCR. The results showed that the open 
reading frame length of Grp78 was 1962 bp, encoding 653 amino acids and containing the conserved domain of 
the HSP70 superfamily. Grp78 was expressed in nine tissues of G. przewalskii, and its expression in the intestinal 
tract, liver, and heart was significantly higher than that in the other tissues (n=3, P < 0.05). In gills, with the 
increase in salinity and the extension of stress time, compared with the blank control group, the expressions of 
Grp78, Hyou1, Prdx1, Nqo1, and UBC were first inhibited and then gradually upregulated, while the expression of 
DNAJC2, Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, and Hmox1 was first upregulated and then gradually downregulated and then 
upregulated again. In the kidney and liver, the expression of DNAJC2, Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, Hmox1, and Nqo1 
showed similar patterns of upregulation, downregulation, and upregulation, respectively. These results indicated 
that Grp78 and its related genes have complex responses to salinity stress and may be involved in adaptation and 

coping with salinity stress in G. przewalskii. In addition, Grp78 and its related genes—Hyou1, DNAJC2, Hmox1, 

Nqo1, UBC, Prdx1, Cu/Zn-SOD, and Mn-SOD—participate in the regulation of antioxidant stress in the body and 
play important roles in reducing salinity damage. 
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