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Djhsp70-4基因在日本三角涡虫中的功能分析

董自梅,崔国震,陈广文,刘德增

(河南师范大学 生命科学学院,河南 新乡453007)

摘 要:热休克蛋白70(HSP70)在细胞保护等方面起着关键作用,但至目前为止,在日本三角涡虫(Dugesia

japonica)中,HSP70的具体功能尚不明确.以再生能力极强的日本三角涡虫为实验材料,从转录组数据库中筛选了

在再生过程中显著调高的Djhsp70-4 基因进行研究.实时荧光定量PCR结果显示:在受到外界刺激后,Djhsp70-4
基因的表达量显著上调.通过整体原位杂交技术,观察到Djhsp70-4 基因在整体涡虫身体两侧及再生芽基处有较强

的杂交信号.利用RNA干扰技术敲低Djhsp70-4 基因的表达量后,整体及再生组涡虫出现头部溶解现象.综上所述,

Djhsp70-4 基因可能在日本三角涡虫的稳态维持以及再生方面发挥重要作用.
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虽然再生在动物界是一种普遍现象,但到目前为止,仍未发现有哪一类动物的再生能力能够与淡水涡虫

相比[1].淡水涡虫属于扁形动物门(Platyhelminthes),涡虫纲(Turbellaria),是最早出现两侧对称和三胚层的

动物类群,具有极强的再生能力,已成为研究再生生物学的模式动物之一[2].涡虫的再生能力主要依赖于其

体内的多能干细胞(neoblasts)[3].与脊椎动物体内的干细胞相似,neoblasts呈卵圆状,体积较小,核大而质少

且伴有许多游离的核糖体[4].当涡虫的身体受到损伤后,neoblasts被激活迁移至伤口处分裂增殖,形成具有

生长,分化能力的再生芽基,最终完成损伤处的修复以及再生[5-7].
热休克蛋白(HeatShockProtein,HSP)广泛存在于原核和真核生物中,在进化上高度保守,从细菌到哺

乳动物体内均可见其表达[8].热休克蛋白(HSP)是一类分子伴侣,负责正常生理条件下蛋白质的正确折叠,
以及在应激条件下细胞中被破坏的多肽的还原和再折叠.HSP表达量的上调对于保持细胞内稳态并增加生

物体的寿命具有重要作用[9].依据分子量及氨基酸序列的不同,热休克蛋白被分为6个家族:小分子热休克

蛋白(sHSP),热休克蛋白40(HSP40),热休克蛋白60(HSP60),热休克蛋白70(HSP70),热休克蛋白

90(HSP90)和热休克蛋白110(HSP110)[10].在这些家族中,HSP70的成员最保守,也最为丰富.HSP70家族

成员具有高度保守的结构,其包含两个不同的结构域,即N末端45kDa的核苷酸结合结构域(NBD)和C末

端25kDa的底物结合结构域(SBD)[11].HSP70通过与不同底物蛋白相互作用参与多种生物学功能,当细胞

中的HSP70被激活后,NBD与SBD被一个双向的变构分子连接,形成胞间通讯;接着,ATP结合至NBD,
进而通过ATP的水解作用,增加SBD对于不同底物的亲和力[12].

在人类中,HSP70在癌症患者中能够促进肿瘤干细胞的增殖,迁移,侵袭和凋亡,而这通常与恶性肿瘤

的发展,复发和不良预后相关[13].在日本三角涡虫中,经过X射线处理后的整体涡虫体内热休克蛋白sHSP
广泛表达,但在neoblasts中不表达[14];在地中海涡虫中(Schmidteamediterranea),发现 HSP40能够促进

neoblasts的自我更新及增殖;而HSP60,HSP90在日本三角涡虫以及地中海涡虫中被干扰后分别出现了组

织退化,无法进食与死亡,该现象可能与其在细胞保护与免疫调节方面的作用有关[14-16].HSP70在阳城多目
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涡虫(Polycelisyangchengensis)中有助于增强细胞保护作用,抵抗应激诱导的分子损伤,同时也参与了

neoblasts的增殖和分化[17].但至目前为止,在日本三角涡虫中,HSP70的具体功能尚不明确.
本研究从转录组数据库中筛选了在再生过程中显著调高的Djhsp70-4 基因,观察了其在日本三角涡虫

应激保护及再生中的作用.研究结果发现:在冷热应激、切割损伤和离子液体处理后,Djhsp70-4 表达调高.
Djhsp70-4 基因在涡虫体内广泛表达,主要在身体两侧及再生芽基处;干扰该基因后整体及再生涡虫出现

头部溶解现象,Djhsp70-4 基因在细胞保护、稳态维持和再生过程中起重要作用.

1 材料与方法

1.1 实验动物的采集与培养

本研究中使用的涡虫物种属于日本三角涡虫(D.japonica),采集自河南省鹤壁市鱼泉村(海拔:208m;
水温:10~20℃;pH:5.6).涡虫培养在20℃的黑暗环境中,使用高压灭菌的自来水饲养;实验前饥饿两周.
整体涡虫自咽前耳突后切割,观察其再生情况.
1.2 序列的同源性分析

以Djhsp70-4 的cDNA 序列推导其氨基酸序列.使用美国国立生物技术信息中心网页版(http://

www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)的BLASTn和BLASTp工具,对Djhsp70-4 进行核苷酸和蛋白质序列的相

似性分析.使用DNAStar软件中的 MegAlign程序,计算蛋白质序列的同一性.Djhsp70-4 的序列已上传至

GenBank中(MK882934).
1.3 实时荧光定量PCR(qRT-PCR)

通过PrimerPremier5.0软件设计Djhsp70-4RNA干扰及实时荧光定量检测引物,使用Djef2作为

内参基因[18].所有引物扩增出的PCR产物均条带明亮且单一,通过DNA测序验证序列无误后用于后续实

验,根据以前报道的方法进行操作[19].
提取对照组整体以及切割后12,24,36h再生涡虫的RNA(10只/组),使用反转录试剂盒将所提取的

RNA反转录为cDNA;基于实验室前期研究数据[20],将离子液体[C8mim]Br的质量浓度设定为15.6mg·

L-1,31.2mg·L-1,46.8mg·L-1分别对涡虫处理2d,将培养于高压灭菌水中的整体涡虫作为对照组.提
取对照组和处理组涡虫的RNA,反转录为cDNA;将涡虫(10只/组)的培养温度设定为4℃、10℃、20℃和

30℃,2d后提取RNA反转录为cDNA;通过qRT-PCR技术观察3种不同的胁迫条件下,日本三角涡虫体

内Djhsp70-4 表达量的变化.
1.4 整体原位杂交(whole-in-situhybridization,WISH)

使用地高辛RNA标记试剂盒(Dig-RNAlabelingkit,Roche)合成RNA探针.对整体以及再生1,3,5,7d
的涡虫进行整体原位杂交,并使用体视显微镜(徕卡M165C,德国)观察并记录结果,具体方法见以前报道[21].
1.5 RNA干扰(RNAi)

将构建好的含有 Djhsp70-4 保

守区域序列的干扰载体L4440,转化

至大肠杆菌 HT115并与牛肝匀浆混

合喂 食 涡 虫(30 只/组),喂 食 分 为

2轮,每轮3次(如图1)[22].并在最后

一次喂食的24h后对涡虫进行咽前

耳突后切割.利用 WISH和qRT-PCR
证明RNAi的有效性.使用徕卡体视显

微镜(M165C,德国)对干扰涡虫的形态

进行观察拍照,并对再生3,5,7d的对

照与干扰组涡虫进行芽基测量,统计数

据计算平均值与标准差.
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1.6 实验数据的统计分析

使用SPSS13.0软件对实验数据进行统计分析.数据通过单因素方差分析和最小显著性法(LSD)进行多

重比较.当差异在P<0.05时具有显著性(*),在P<0.01时具有极显著性(**).

2 实验结果

2.1 Djhsp70-4基因的序列分析

Djhsp70-4 基因的cDNA长1982bp,包含一个长180bp的5'末端非翻译区(UTR),一个长38bp的

3'-UTR以及一个长1764bp的开放阅读框(ORF),编码一个由587个氨基酸组成的相对分子量为64.8kDa
的蛋白质.HSP70推导的氨酸含有该家族特有的两个序列标签:IFDLGGGTFDWSLL和IVLVGGSTR以

及多个磷酸化位点(如图2).

2.2 不同应激条件下Djhsp70-4基因的表达量

通过qRT-PCR检测了在各种外部应激条件刺激下Djhsp70-4 基因的表达量.结果表明:在冷热应激条

件下,与对照组(20℃)相比,在4℃和30℃下培养的涡虫体内Djhsp70-4 的表达量极显著增加;10℃下培

养涡虫体内该基因表达量无明显变化.说明野外生存温度(10℃),以及实验室培养温度(20℃),均为日本三

角涡虫的适宜生长温度(如图3(a)).在切割组涡虫中,Djhsp70-4 基因的表达水平随切割时间的增加均极显

著调高,并在切割后的36h达到峰值(如图3(b)).离子液体处理后的涡虫,其体内Djhsp70-4 的表达量以剂量

依赖的方式表现出明显上调(如图3(c)).这些结果表明,Djhsp70-4在外部应激环境中发挥了细胞保护的作用.
2.3 Djhsp70-4在完整和再生涡虫中的表达模式

整体原位杂交(WISH)结果显示,在整体涡虫中,Djhsp70-4 主要分布于虫体除咽部以外的所有实质组
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织,虫体两侧的信号尤其明显.在再生涡虫中,阳性信号在再生芽基处强烈表达.在Djhsp70-4RNAi实验组

最后一次喂食后的第7天已基本无阳性信号表达,因此,认为实验所用到的 WISH探针以及RNAi干扰载

体均具有特异性(如图4).

2.4 Djhsp70-4 在涡虫整体及再生中的作用

Djhsp70-4 基因的RNAi结果显示:整体组与头再生尾组涡虫均出现了明显的表型缺陷.与对照组相

比,整体干扰组涡虫在最后一次喂食后的第2天(D7),涡虫头部出现了明显的溶解现象(12/30),到第D9头
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部异常涡虫的比例增加到了15/30,至第6天(D11)和第8天(D13)头部溃烂比例达到17/30,且头部溶解处

均未正常再生出芽基(如图5(a));在干扰再生组中,头再生尾片段于最后一次喂食后的第3天开始逐渐出

现溶解的现象,比例为15/30.在第5天溶解的程度和比例继续增加,达到了27/30,在第7天所有的头再生

尾片段完全溶解消失(如图5(b)).而与整体干扰组和再生干扰组中的头再生尾片段不同,尾再生头片段并

未出现明显的异常现象,其芽基再生长度也与对照组无明显差别(如图5(c),图6).
为了进一步确定Djhsp70-4 干扰后涡虫出现异常现象的原因,本研究选择了3个neoblasts标记基因

Djpiwi-a,Djpiwi-b和Djh2b进行检测.Djhsp70-4RNAi处理后,Djpiwi-a 和Djpiwi-b的表达水平明显

降低,而Djh2b的表达水平与对照组相比变化不大(图3(d)).

3 讨 论

本研究在日本三角涡虫转录组数据库中筛选了在再生过程中调高的 HSP70家族基因:Djhsp70-4,它
编码的蛋白质为64.83KDa,比HSP70家族成员相对分子质量(66~78kDa)的要小一些,但ORF较完整,
同时,Djhsp70-4 基因推导的氨基酸序列含有HSP70家族特有的序列标签,因此本文仍将其作为日本三角

涡虫HSP70家族的一员.
热休克蛋白最初在果蝇(Drosophilamelano-

gaster)幼虫唾液腺细胞受到热应激后的产物被发

现[23].研究发现,在生物体内,并不是仅仅在热应激

的条件下才会诱导生成热休克蛋白;在其他不利因

素下,如处于低温、缺氧或重金属污染的环境中、自
身组织受到损伤、被紫外辐照等,甚至细菌和病毒

的感染都能检测到热休克蛋白的高表达[24],从而刺

激细胞激活多种防御机制,其中,最广泛,最明显的

反应就是形成分子伴侣[25].目前认为 HSP70是所

有细胞中最保守,分布最广的蛋白结构保护的分子

伴侣[26].在日本三角涡虫受到冷热应激,切割损伤

以及离子液体处理后,Djhsp70-4 的表达量极显著

调高.因此,认为Djhsp70-4 基因在日本三角涡虫中对于细胞的保护作用是保守的.
在涡虫中,再生主要依赖于被称为neoblasts的干细胞群体[27].虫体受到损伤时可诱导neoblasts迁移到
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伤口处,并通过增殖和分化形成缺失的组织[28].neoblasts主要分布在涡虫的实质组织中[29].而Djhsp70-4
的mRNA主要在分布在整体涡虫除咽部之外的实质组织以及再生芽基中,这与neoblasts的分布几乎完全

重合[30].在日本三角涡虫中,Djpiwi-a 主要在其背侧的实质组织中分布,是neoblasts的标志基因,其主要功

能是保持涡虫体内具有一定数量的neoblasts,从而维持涡虫组织平衡[31].Djpiwi-b 在涡虫再生与细胞分

化,尤其是体细胞的分化中起重要作用[32].而Djhsp70-4 基因被敲降后,Djpiwi-a,Djpiwi-b的表达水平极

显著下调,同时出现整体干扰组与再生干扰组中涡虫头部溶解的现象,可能是由于Djhsp70-4 表达量降低

后影响了neoblasts的增殖及分化,打破了涡虫体内neoblasts的平衡,而涡虫头部的neoblasts分布数量较

少,且neoblasts的分化降低导致维持涡虫头部的正常细胞无法及时更新,不能及时补充至头部,最终导致了

虫体头部的组织稳态被打破,造成头部溶解的现象.比较奇怪的是尾再生头片段没有出现明显异常现象,且
组蛋白基因Djh2b,干细胞的另一个标记基因[33]的表达量却未有明显的变化,其原因可能是当头部被切除

后,尾部片段原有neoblasts数量能够维持涡虫体内正常的细胞更新,尽管Djhsp70-4 的敲降后影响了neo-
blasts的增殖及分化,但并不足以导致再生停止,其具体原因需要进一步探究.

综上所述,研究结果表明,Djhsp70-4 基因在日本三角涡虫体内不仅具有细胞保护作用,能够应对不利

环境,而且可以通过调节neoblasts在体内的增殖和分化而影响涡虫组织稳态及再生,特别是维持头部的稳

态平衡.但是目前,关于Djhsp70-4 具体调控机制仍需要进一步的研究.
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FunctionanalysisofDjhsp70-4geneinplanarians

DongZimei,CuiGuozhen,ChenGuangwen,LiuDezeng

(CollegeofLifeSciences,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China)

Abstract:Heatshockproteins70(HSP70)playakeyroleincellprotection.Butsofar,inDugesiajaponica,thespecific
functionsofHSP70areunclear.Inthispaper,D.japonicawithextremelyhighregenerationabilityisusedasexperimentalma-
terial.Fromthetranscriptomedatabase,theDjhsp70-4genesignificantlyincreasedduringtheregenerationprocesswereselect-
edforresearch.TheresultsofqRT-PCRshowedthatafterbeingstimulatedbytheoutsideworld,theexpressionofDjhsp70-4

genewassignificantlyincreased.Throughthewhole-in-situhybridizationtechnique,itwasobservedthattheDjhsp70-4gene
hadastronghybridizationsignalonbothsidesofthebodyofthewholeplanarianandattheregeneratedblastma.AftertheRNA
interferencetechniquewasusedtoreducetheexpressionoftheDjhsp70-4gene,headdissolutionoccurredinthewholeandre-

generatedplanarians.Insummary,theDjhsp70-4genemayplayanimportantroleinthemaintenanceandregenerationofD.

japonica.

Keywords:Dugesiajaponica;stress;Djhsp70-4gene;homeostaticmaintenance;regeneration
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