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蚤状溞(Daphnia pulex)热休克蛋白 Hsp90基因的克
隆与表达分析* 
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提要    利用 RACE技术从蚤状溞(Daphnia pulex)中克隆到 Hsp90基因 cDNA全长为 2568bp, 开放
阅读框为 2155bp, 编码 718个氨基酸残基, Hsp90蛋白中存在 GxxGxG、LxxLL模块(亮氨酸拉链)和
C末端的 MEEVD序列。同源性比对结果显示蚤状溞 Hsp90基因与日本对虾和刀额新对虾的同源性
最高为 85%, 与其它甲壳纲物种的同源性保持在 79%及以上。进化分析发现, 蚤状溞 Hsp90 基因与
剑水蚤、日本沼虾、红螯相手蟹等甲壳纲的亲缘关系最近。用 Real Time PCR 技术, 检测了 Hsp90 
mRNA在蚤状溞不同生殖状态下的表达水平: Hsp90 mRNA在两性溞(带冬卵)中的表达量明显高于孤
雌溞(带夏卵)(P<0.05), 且在冬卵中的表达量最低。推测 Hsp90可能参与了蚤状溞的生殖转化调控。
Hsp90 mRNA在雄溞中的表达量是孤雌溞的 2.4倍, 说明 Hsp90可能参与了精子的形成过程。 
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溞蚤状 (Daphnia pulex)为一种常见的小型浮游动
物, 属节肢动物门(Arthropoda)、甲壳纲(Crustacea)、
鳃足亚纲(Branchiopoda)、枝角亚目(Cladocera)。枝角
类营养丰富, 易培养, 繁殖周期短且繁殖量大, 是许
多水生动物的优良天然活饵料。枝角类有两种生殖方

式 , 即孤雌生殖 (parthenogenesis)和两性生殖 (sexual 
reproduction)。外界条件适宜时枝角类行孤雌生殖(无
性生殖), 当外界环境条件恶化时行两性生殖(有性生
殖)。孤雌生殖有助于其种群的迅速发展, 而两性生殖
形成的休眠卵(冬卵)能确保其渡过恶劣环境, 以维持
种群的存在与延续 , 但种群数量会在短期内迅速下
降(Jiang et al, 1979) 溞。蚤状 等枝角类能灵敏准确的

判断外界环境的优良, 选择适应的生殖状态, 从而避
免种群灭绝的危机。 

热休克蛋白(heat shock protein, Hsp)是一类在生
物进化过程中高度保守并广泛存在于原核及真核生

物中的蛋白。它是机体在应激情况下细胞内迅速合成

的一组蛋白质, 由 Ritassa(1964)在 1962 年首次从果
蝇中发现。到了 1974 年, Tisseres 等(1974)发现热休
克反应中可以转录合成一组特殊蛋白 , 而且伴随着
这类蛋白的合成, 细胞的其它蛋白合成却受到抑制, 
而且昆虫体内热激蛋白的表达量越高 , 其耐热性就
越强(Le et al, 2001; Murphy et al, 2003)。除了高热之
外, 多种应激原如重金属、饥饿、缺氧、缺血等都可
以诱导 Hsp的表达。根据分子重量和同源程度, 热休
克蛋白分为 Hsp90s (83— 99kDa)、Hsp70s (68—
80kDa)、Hsp60s, 以及小 Hsp (25—28kDa) (Lindquist 
et al, 1988), 其中 Hsp90家族是较为重要的一族, 目
前研究较多(徐明波等, 1991)。Hsp90 是一种 ATP 依
赖的伴侣蛋白 , 是真核生物中含量最丰富的胞质蛋
白。Hsp90广泛参与细胞的信号转导、激素应答及转
录调控过程, 对细胞在生理、病理及应激条件下的生
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存发挥了重要作用。在细胞发生应激反应时, Hsp90
可以和那些由于环境刺激而使自身构象发生改变的

蛋白相互作用 , 保证蛋白进行适当的折叠并防止蛋
白非特异性聚集, 所以Hsp90有可能通过环境的改变
参与了枝角类的生殖转化调控。罗文等(2012)也推测
到一些化学感应基因(CSP)和热激蛋白(HSP)基因在
枝角类孤雌生殖中起到非常重要的作用。目前已经有

多种甲壳纲动物包括虾(Wu et al, 2008)、龙虾(Chang 
et al, 1999; Spees et al, 2002; Chang, 2005)、水蚤(Bond 
et al, 1993; Kotov et al, 2006; Soetaert et al, 2006)、陆
生十足类(Gusev et al, 2006)对 Hsp90基因进行研究, 
而且有研究报道表明 Hsp90 参与甲壳纲的生理发育
调解, 如对刀额新对虾(Metapenaeus ensis)Hsp90 的
研究显示Hsp90能调解雌性激素的信号转导, 进而调
解卵黄蛋白原的合成(Wu et al, 2008)。对美洲海螯虾
(Homarus americanus)进行渗透胁迫研究 , 发现
Hsp90 mRNA 在腹部肌肉中的表达水平显著增加

(Spees et al, 2002); 溞对大型 (Daphnia magna)的研究
显示Hsp90是幼体发育的上调基因, 溞在大型 的发育

中起到积极作用(Soetaert et al, 2006)。但是人们对于
蚤状溞 Hsp90 溞基因知之甚少。本研究以蚤状 为研究

对象, 采用同源克隆和RACE-PCR的方法, 克隆了蚤
状溞 Hsp90的 cDNA全长, 利用 Real-Time PCR技术
分析了 Hsp90 mRNA 溞在蚤状 不同生殖状态下的表

达水平 , 旨在探索枝角类生殖转化的规律和分子机
理。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
试验用蚤状溞由本实验室单克隆培养获得 , 体

长(3.2±0.8)mm。挑选健康活力强的个体暂养于实验
室玻璃培养箱内, 培养温度(25±1)°C, 光周期为 14h
光照和 10h黑暗。培养于“Banta粪土培养液”(1.5g
兔子粪 + 2g干稻草 + 10g土壤 + 950mL自来水经
煮沸后取上清液), 并交叉投喂小球藻等单细胞藻类, 
每天投喂饵料 1 次。雄溞的获得: 培养两周后, 当溞

密度达到 3000 只/L 以上时, 缸内溞的生殖方式逐渐

转为有性生殖, 雄溞出现。 
提取总 RNA 的试剂盒为 Axygen 公司产品。反

转录试剂盒(PrimeScript RT Master Mix Perfect Real 
Time Kit)为 TaKaRa公司; Realtime-PCR采用 TaKaRa
公司的 Premix Ex TaqTM Hot Start Version试剂盒, 逆
转录酶及其它主要试剂为 TaKaRa 公司产品。

3′RACE、5′RACE PCR 扩增使用 Clontech 公司的
SMARTerTM RACE cDNA Amplification试剂盒。PCR
的扩增引物由上海桑尼生物公司合成, PCR产物由上
海 Invitrogen生物公司克隆测序。 
1.2  引物设计 

从 GenBank 中获得已注册的迷糊酢蚤(Daphnia 
ambigua, ABI35828.1)、山形水蚤(Daphnia sp. Yamagata, 
ABI35815.1)、光滑水蚤(Daphnia laevis, ABI35823.1)
和纹水蚤(Daphnia dubia, ABI35824.1)基因, 根据此
序列, 运用 Vector NTI 11.0软件找到 Hsp90基因的保
守区域, 在保守区域内设计出蚤状溞 Hsp90基因的兼
并引物 Hsp90-F/R, 进行 PCR 扩增, 获得一条长约
250bp 核心的片段, 再根据此部分片段设计 5′RACE
和 3′RACE特异性引物 HSP-5’RACE和 HSP-3′RACE
扩增出DpHsp90全长 cDNA序列, 进一步设计出实时
荧光定量 PCR引物 Hsp90-YF和 Hsp90-YR。基于蚤

溞状 内参基因 18S(AF014011.1)的 cDNA 序列设计内
参基因序列引物 18S-F 和 18S-R, 用 1 对内参基因引
物 18S-F/R 和 1 对特异性引物 Hsp90-YF/YR 来检测

溞蚤状 不同生殖状态下 Hsp90 mRNA的表达情况(引
物见表 1)。 

 
表 1  试验中用到的引物名称及序列 

Tab.1  Oligonucleotide primers used in the experiments 

Primer name Primer sequence (5′—3′) 

HSP-F ACCCYAGCAAGTTGGACAG 

HSP-R AACCAGGTADGCMGAGTAGAA 

HSP-5′RACE CCAGGTAGGGAGAGTAGAAACCCACAC

HSP-3′RACE1 TGTCCCCAACAAGAATGACCGTACC 

HSP-3′RACE2 ATCTGGACCCGCAATCCCGATGAC 

HSP CDS验证 F AAATGGAAGCCGAAGCCGAG 

HSP CDS验证 R GGGAGCAACGTAATGAAGTGAAG 

Hsp90-YF CGACGATCAAGAGCCCAATAAG 

Hsp90-YR TGAACCCGAAGCAGTTTGTGTG 

18S-F TTCACGGGTTGGTTGCCTG 

18S-R CGACGACCGAATAACAATAGAGC 
M=A or C, K= G or T, R=A or G 
 

1.3  蚤状溞总 RNA的提取及 cDNA第一链的合成 
采用 RNA 提取试剂盒 (RNA Extraction Kit, 

Axygen)分别提取孤雌幼溞、孤雌溞(带夏卵) 溞、两性

(带冬卵)、雄溞和休眠卵的总 RNA。用反转录试剂盒
(PrimeScript RT Master Mix Perfect Real Time Kit)进
行上述 RNA 反转录以得到 cDNA。37°C 反转录
15min, 85°C 5s灭活反转录酶。合成的 cDNA产物于
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–20°C保存或直接用于 PCR。 
1.4  Hsp90基因 cDNA片段的克隆 

以蚤状溞两性溞(带冬卵)cDNA 为模板, 采用兼
并引物HSP-F和HSP-R进行 PCR扩增, PCR反应体系
为 50μL, 优化后扩增条件: 94°C预变性 3min; 94°C变
性 30s, 53°C退火 30s, 72°C延伸 1min, 35个循环; 72°C
延伸 10min; 4°C 保存。PCR 产物于 1.5%琼脂糖凝胶
电泳检测, 送上海 Invitrogen生物公司克隆测序。 
1.5  Hsp90基因 cDNA全长序列的获得 

测序结果在 NCBI 数据库 (http://www.ncbi. 
nlm.nih.gov)中进行 BlastX 分析比对, 以上实验所得
Hsp90部分序列与其它物种的 Hsp90同源, 则根据测
得的序列再设计 5′RACE 和 3′RACE 特异性引物
HSP-5′RACE和 HSP-3′RACE用于 RACE扩增。采用
SMARTTM RACE cDNA 试剂盒 (Clontech)进行 5′ 
RACE和 3′ RACE获得全长 cDNA。 
1.6  生物信息学分析 

用 Protparam 软 件 (http://au.expasy.org/tools/ 
protparam.html)进行蛋白理化特性预测, 核酸和蛋白
序列相似性比较利用 http://www.ncbi.nlm.nih.gov 网
站上的 BlastX工具进行比对分析; 通过NCBI的ORF 
Finder 进行开放阅读框分析并预测氨基酸序列 ; 
SignalP程序分析信号肽; 采用 Clustal W软件进行多
序列比对分析。用 MEGA5.1软件中的 N-Jn (eighbor- 
joining)构建进化树。用自展法(Bootstrap)进行 1000
次重复检验。 
1.7  实时荧光定量 PCR分析 

实验室设置 3个 10L玻璃钢, 每只缸接种密度 50
只/L 溞孤雌 , 进行充气培养, 其它培养条件一样。当
培养密度达到 3000 只/L 以上时进行采样, 从每只缸

溞分别采孤雌幼 、孤雌溞(带夏卵) 溞、两性 (带冬卵)、
雄溞和休眠卵 5种样本, 每种样本 3个平行组。 

首先优化模板浓度, 将各类模板稀释成 10、10–1、

10–2、10–3、10–4、10–5、10–6、10–7μmol/L八个浓度梯
度, 分别用引物进行扩增, 以确定最佳模板浓度。另外
对引物退火温度进行优化 , 优化后反应条件如下 : 
95°C预变性30s; 95°C变性5s, 57°C退火30s, 72°C 30s, 
40个循环。每种生殖状态的样品设 3次重复。反应结
束后确定Real-time PCR的扩增曲线和溶解曲线, 数据
采集和处理在 ABI StepOnePlusTM Instrument上进行。 

溞每种生殖状态下 的样品进行 3次重复。试验所
得数据以平均值(Mean, M)±标准差(Stdeva, SD)表示, 
所测数据以 SPSS 14.0软件进行数据统计分析, 采用

One-Way ANOVA 法进行显著性检验, 并用 Duncan
检验法进行多重比较。本实验根据 Livak 等(2001)的
方法进行引物的效率检测, PCR产物的溶解曲线没有
杂峰, 显示产物特异性好。采用 2-△△Ct 法分析处理

qRT-PCR 结果, ΔCt 定义为内标 18S Ct 值与目的基
因(Hsp90)Ct 值的差值, 溞以孤雌幼 对照组的表达量

为 1。 

2  结果 

2.1  蚤状溞 Hsp90基因 cDNA全长的克隆 
以蚤状溞 cDNA 全长为模版, 用兼并引物进行

PCR扩增, 获得一条 250bp片段, 经 Blast X分析, 显
示与已登录的迷糊酢蚤 D. ambigua (ABI35828.1)、山
形水蚤 D. sp. Yamagata (ABI35815.1)、光滑水蚤 D. 
laevis (ABI35823.1)和纹水蚤 D. dubia (ABI35824.1) 
Hsp90基因的同源性都达到了 97%以上, 表明该片段
是 Hsp90基因的一部分。以这段序列设计 5′RACE和
3′RACE引物分别进行 5′-RACE和 3′-RACE, 测序后
所得序列通过比对拼接得到了一条 2568bp 的全长蚤
状溞 Hsp90序列(GenBank登录号: KC845247) (图 1)。
为验证序列的可靠性 , 重新设计 HSP-CDS-F、HSP 
CDS-R克隆Dptra全长序列, 结果与拼接结果一致, 证
明完整 cDNA 溞克隆成功。将该 Hsp90 基因的全长
cDNA序列命名为 Daphnia pulex Hsp90 (DpHsp90)。 
2.2  蚤状溞 DpHsp90蛋白序列特征分析 

蚤状溞 Hsp90 全长核苷酸序列和推导出的氨基
酸序列如图 1所示, cDNA全长为 2568bp, 包含了一
个 164bp 的 5′-UTR 区域和一个 249bp 的 3′-UTR(非
编码区)区域, 其中包括一个终止密码子(TGA)、多聚
腺苷酸信号序列(ATTAAA)和 polyA尾。2155bp的开
放阅读框(ORF)编码了 718 个氨基酸, 含有多个磷酸化
位点(Casein kinase II phosphorylation site)和 N-糖基化
位点(N-glycosylation site)。结构域分析显示 HSP90在
编码区存在 5 个该蛋白家族的特有的保守信号区: 
NKEIFLRELISNSSDALDKIR (34—54aa): LGTIAKSGT 
(101 — 109aa); IGQFGVGFYSPYLVTD (125 — 140aa); 
IKLYVRRVF (346—354aa); GVVDSEDLP LNISRE 
(372—386 aa); 一个GxxGxG序列, 一个 LxxLL模块, 
同时在 HSP90 羧基末端存在一个保守的 MEEVD 序
列(714—718 aa), 这与已知的所有昆虫HSP90基因结
构一致(Peter et al, 1998), 与细胞质 HSP90羧基末端
的保守基序相同。 
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图 1  蚤状溞 Hsp90基因的 cDNA全长及推断氨基酸 

Fig.1  Nucleotide and deduced amino acid sequences of D. pulex Hsp90 cDNA 
方框分别表示起始密码子(ATG)、终止密码子(TAA)和多聚腺苷酸信号序列(ATTAAA)。浅灰色阴影表示 Hsp90的 5个信号序列, 加

粗下划线表示 GxxGxG、LxxLL和 MEEVD序列 
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2.3  蚤状溞 Hsp90结构分析 
DNAMAN 预测的 Hsp90 蛋白的等电点是 5.01, 

相对分子质量为  82552.61。Hsp90 蛋白含有一个

HATPase_c结构域(残基 36—149位)、一个 Hsp90蛋
白结构域(残基 190—718位)和一个Mg2+结合位点(残
基 45位-天冬酰胺)(图 2)。 

 

 
 

图 2  蚤状溞 Hsp90蛋白结构域示意图 
Fig.2  Hsp90 protein structure domain of D. pulex 

 
2.4  蚤状溞 Hsp90氨基酸序列同源性分析  

利用 ClustalW 对蚤状溞 Hsp90 和 NCBI 中其它
甲壳纲动物(共 14种)Hsp90的多序列比对见图 3。分
析表明: 溞这些比对的序列之间的同源性较高。蚤状

Hsp90与日本对虾(Marsupenaeus japonicus)和刀额新
对虾(Metapenaeus ensis)的同源性最高为 85%, 与其
它 11 个种类: 中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)、斑节
对虾 (Penaeus monodon)、凡纳滨对虾 (Litopenaeus 
vannamei)、中国对虾(Fenneropenaeus chinensis)、矮
小拟镖剑水蚤(Paracyclopina nana)、拟穴青蟹(Scylla 
paramamosain)、真宽水蚤(Eurytemora affinis)、日本
沼虾(Macrobrachium nipponense)、剑水蚤(Tigriopus 
japonicus)、三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)、脊
尾白虾 (Exopalaemon carinicauda)、红螯相手蟹
(Chiromantes haematocheir)的同源性都在 79%以上。 

利用 MEGA5.1 软件对 NCBI 中部分节肢动物的
Hsp90 基因序列进行了分子系统学分析, 在构建系统

溞发生树的基础上研究了蚤状 和其它种类 Hsp90 蛋
白之间的进化关系(见图 4)。从进化树中, 可以看出

溞蚤状 Hsp90首先与剑水蚤(T. japonicus)、日本沼虾
(M. nipponense)、红螯相手蟹(C. haematocheir)、拟穴
青蟹(S. paramamosain)、中华绒螯蟹(E. sinensis)等甲
壳纲聚为一类 , 然后再与蛛形纲的肩突硬蜱(Ixodes 
scapularis)、龙骨三色蝎(Opistophthalmus carinatus)
聚为一亚群。昆虫纲的印度跳蚁 (Harpegnathos 
saltator)、刺柚釉小蜂(Quadrastichus erythrinae)、褐
飞 虱 (Nilaparvata lugens) 、 白 背 飞 虱 (Sogatella 
furcifera)、中华稻蝗 (Oxya chinensis)、豆荚草盲蝽
(Lygus hesperus)等聚为另一亚群。 
2.5  Hsp90 mRNA在蚤状溞各生殖状态下的表达差异 

Hsp90 基因在孤雌幼溞、孤雌溞(带夏卵)、两性
溞(带冬卵)、雄溞和休眠卵(冬卵)中的表达差异如图 5

所示。从图 5中可以看出: Hsp90 mRNA在雄溞体中

表达量最高, 其次为两性溞(带冬卵), 孤雌溞(带夏卵)
次之, 在休眠卵中的表达量最低。Hsp90 mRNA在两
性溞(带冬卵)和雄溞 溞中的表达量显著高于孤雌 (带
夏卵)和孤雌幼溞(P<0.05)。 

3  讨论 

Hsp90 蛋白家族是一类在生物进化过程中高度
保守并广泛存在的分子伴侣 , 在非应激和正常生理
状态下占细胞蛋白总量的 1%—2%, 其具体功能尚未
明确 , 它能够识别并调节胞内基质的活性并在环境
胁迫时发挥功能。为进一步了解 HSP90基因特点, 本

溞文获得蚤状 HSP90 cDNA的完整序列, 2155bp的开
放阅读框(ORF)编码了 718 个氨基酸, 溞在蚤状 基因

组中定位于 scaffold_173:115844—118680 (GenBank 
accession: GL732695.1), 编码 718 氨基酸。通过氨基
酸序列比对, 溞作者发现蚤状 Hsp90与已知的甲壳纲
具有共同的序列特征, 包含HSP90家族的 5个特征信
号序列 ( N K E I F L R E L I S N S S D A L D K I R、
IGQFGVGFYSAFLVAD、LGTIAKSGT、IKLYVRRVFI
和 GVVDSEDLP LNISRE)(见图 1), 有研究表明, 植
物、动物和真菌的 HSP90 家族中均存在这 5 条特征
序列(Gupta, 1995), 大多数生物的这 5条特征序列几
乎完全相同(Farcy et al, 2007; Li et al, 2009), 仅有少
数生物存在个别氨基酸差异(Brunt et al, 2004)。这些
信号特征可被 HOP (HSP70 and HSP90 organizing 
protein)的 TPR (Tetra-tricopeptide repeat)区段识别, 
进而与热休克蛋白 70 构成分子伴侣复合体(Chen et 
al, 2005)。在同源性比对结果中还发现 GxxGxG、
LxxLL 模块。GxxGxG 模块是 Hsp90 与 ATP 结合的
结构基础(Prodromou et al, 1997), 它的存在对 Hsp90
功能的正常发挥具有重要作用; LxxLL模块在 Hsp90  
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图 3  蚤状溞 Hsp90与其它物种氨基酸序列比对 
Fig.3  The predicted amino acid sequence of Hsp90 of D. pulex was compared with Hsp90 of other species 

黑色部分标出的分别为 GxxGxG模块、LxxLL模块、胞质 Hsp90模块 
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图 4  Hsp90基因的进化树分析图 
Fig.4  Phylogenetic tree connecting the Hsp90 genes 

 

 
 
图 5  Hsp90 mRNA在不同生殖状态下的表达水平 

Fig.5  The level of Hsp90 mRNA transcription of different 
reproductive modes 

 
功能调控、基因转录方面发挥着重要的作用(Michael 
et al, 2005); 其 C末端的 MEEVD序列说明此 Hsp90
存在于细胞质中, 为胞质蛋白(Pelham, 1989; Gupta, 
1995)。这些功能结构都存在于保守区(图 3), 与翟会
芳等(2010)报道的甜菜夜蛾(Spodoptera exigua)、张道
伟等 (2012)报道的白背飞虱 (Sogatella furcifera)的
Hsp90 的功能保守结构一致。结构分析说明蚤状溞

Hsp90与其它物种 Hsp90基因具有相似的功能。另外
根据是否含有丰富的谷氨酰胺片段 , Hsp90 可分为
Hsp90α和 Hsp90β (Hickey et al, 1989)。蚤状溞

HSP90 不含有 Hsp90α所特有的磷酸化位点序列

TQTQDQ (Picard, 2002), 因此可以判定本文克隆的
是 Hsp90β基因。 

从系统发育树中, 作者发现节肢动物Hsp90明显
分为两大类群, 甲壳纲和蛛形纲聚为一亚群, 昆虫纲
聚为另一亚群 , 说明节肢动物甲壳纲和蛛形纲的亲
缘关系比较近。蚤状溞 Hsp90与剑水蚤、日本沼虾、
红螯相手蟹等甲壳纲的亲缘关系最近; 其次与蛛形
纲的肩突硬蜱、龙骨三色蝎相关联; 与印度跳蚁、刺
柚釉小蜂、褐飞虱等昆虫纲动物在分子进化上距离相

对较远。 
为了验证 Hsp90 与枝角类的生殖转化是否有相

关性, 本论文用 Real Time PCR的方法检测了 Hsp90 
mRNA在蚤状溞不同生殖状态下的表达水平。结果显

示 Hsp90 在孤雌幼溞和孤雌溞中的表达量并无显著

性差异, 这一结果说明 Hsp90 的表达与性成熟不相
关。Hsp90 mRNA在雄溞中的表达量最高, 其次是两
性溞(带冬卵), 且在冬卵中的表达量最低。在相同环
境条件下Hsp90 mRNA在雄溞和两性溞(带冬卵)中的
表达量明显高于孤雌溞(带夏卵), 这说明 Hsp90 可能
与两性溞(带冬卵)和雄溞的形成有关 , 两性溞(带冬
卵)和雄溞是在高密度等环境恶化的的条件下产生的, 



2期 陈 苹等: 蚤状溞(Daphnia pulex)热休克蛋白 Hsp90基因的克隆与表达分析 425 

 

高密度的应激条件诱导了Hsp90的表达, 保护两性溞

溞和雄 在环境胁迫条件下的发育生长 , 从而也提高
溞雄 和两性溞(带冬卵)抵抗环境中由高密度引起的低

溶氧、低 pH 和食物稀少的能力。关于大型溞 Hsp90
也有研究报道, 在环境压力条件下, Hsp90 在胚胎发
育过程中起到积极作用, Hsp90 在环境压力条件下有
保护胚胎细胞的作用(Sass et al, 1997; Feder et al, 
1999; Lewis et al, 1999; Soetaert et al, 2006)。Hsp90
在蚤状溞冬卵中的表达量最低 , 可能是因为冬卵处
于休眠状态中 , 新陈代谢非常缓慢 (几乎停滞 ), 故
mRNA的表达水平也低于其它四种生殖状态。本实验
还发现, Hsp90 mRNA在两性溞和雄溞中的表达也有

显著差异(P<0.05), 溞在雄 中的表达量明显高于两性

溞, 这说明 Hsp90可能参与了精子的形成过程。王枫
(1997)也报道了 Hsp90在草鱼的睾丸和脑中表达量最
高。同样 Huang等(1999)报道, 在精子冷冻的过程中, 
Hsp90 的含量急剧下降, 从而导致了精子活力下降; 
另外 Huang等(2000)也发现, 把 GA(一种 Hsp90蛋白
的特异性抑制剂)加入到精子稀释液中, 会导致精子
活力下降。张莹(2011)也发现 Hsp90与精子活力、顶
体完整率和精子畸形率均有一定相关性。Fatima(2013)
明确提出 Hsp90能为精子的形成过程提供动力。以上
研究表明 Hsp90 基因有可能在调控生殖转化上发挥
作用。至于 Hsp90基因在蚤状溞中的具体作用及其作

用机理等问题, 作者将会通过 RNA 干扰、相关功能
基因过量表达以及免疫组化技术等 , 进行更深入的
研究。 
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CLONING AND EXPRESSION ANALYSIS OF A Hsp90 GENE IN DAPHNIA PULEX 

CHEN Ping1,  QIU Cheng-Gong1,  ZOU Xiu1,  ZHOU Jian-Kai1,  XU Shan-Liang1,   
WANG Chun-Lin1,  WANG Dan-Li1,  ZHAO Yun-Long2 

(1. School of Marine Science, Ningbo University, Ningbo 315211, China;  
2. School of Life Science, East China Normal University, Shanghai 200062, China) 

Abstract    The full-length cDNA of a Hsp90 gene (DpHsp90) was cloned from cladoceran Daphnia pulex using rapid 
amplification of complementary DNA ends (RACE) method. The DpHsp90 cDNA is 2568bp in length; and it has a 2155-bp 
open reading frame that encodes a 718-amino-acid polypeptide containing GxxGxG, LxxLL module (leucine zipper) and 
C-terminal MEEVD sequence. In addition, DpHsp90 shared homology of up to 85% with Marsupenaeus japonicus and 
Metapenaeus ensis, and 79% with other crustacean species. Phylogenetic analysis revealed that DpHsp90 protein has a 
close genetic relationship with crustacea such as Tigriopus japonicus, Macrobrachium nipponense, Chiromantes 
haematocheir and so on. Results of qPCR (Real-time Quantitative PCR) show that the DpHsp90 expression was 
significantly higher (P<0.05) in ephippial female (with winter eggs) than in parthenogenetic female (with summer eggs), 
and was the lowest in the resting egg. Therefore, Hsp90 was closely related to the reproduction conversion of Daphnia 
pulex. Meanwhile, Hsp90 mRNA expression in male was about 2.4 times higher than the parthenogenetic ones, indicating 
that Hsp90 may have been involved in the formation of sperm. 
Key words    Daphnia pulex;  Hsp90;  Real time-PCR;  reproduction switching 
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