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提要    采用实时荧光定量 PCR技术对刺参高温胁迫抑制性消减 cDNA文库中 2个上调表达差异基
因 hsp70 和 l(2)efl, 2 个下调表达差异基因 pcsk9 和 myp, 在不同温度、不同胁迫时间以及不同组织
中的应激表达特性进行了分析。在 15—30℃范围内, 温度越高 hsp70和 l(2)efl基因相对表达量越多; 
而 pcsk9、myp基因随着温度升高其表达量下降。在 30℃高温胁迫 0—3h时间内, hsp70表达量的变
化最为显著, 表现为先升后降再升; l(2)efl 在 1h 后开始明显的上调表达, 在 2.5h 之后呈下降趋势; 
pcsk9和 myp基因表现为表达下调, 表达量最小值分别在 3h和 2h。常温下 hsp70、l(2)efl和 pcsk9均
在体壁中的表达量最高, 在呼吸树中表达量最少, myp在消化道中表达量最高, 在纵肌中表达量最少; 
高温胁迫后 hsp70、l(2)efl 均在呼吸树中上调表达量变化最显著; pcsk9 和 myp 分别在呼吸树和纵肌
中下调表达量变化最显著。这 4种基因通过表达产物量的变化或作为功能蛋白直接参与代谢调节, 或
作为调节蛋白调控胁迫功能蛋白的表达及活性来提高刺参对高温胁迫的耐受能力。 
关键词    刺参, 高温胁迫, 热休克蛋白 70, 类致死必需蛋白, 前蛋白转化酶枯草溶菌素 9, 主要卵
黄蛋白 
中图分类号    Q346 

刺参(Apostichopus japonicus)属棘皮动物门、海
楯参纲、 手目、刺参科、仿刺参属, 主要分布在北纬

35°—44°的广大西北太平洋沿岸, 包括黄、渤海海域, 
俄罗斯东部沿岸, 日本和韩国沿岸, 是典型的温带物
种。温度是影响刺参生长、繁殖的重要因子, 温度波
动对刺参生理活动有着重要的影响(An et al, 2007), 
水温不仅影响刺参的摄食、代谢和生殖发育, 并且当
水温升高到一定范围后, 刺参即进入停止摄食、活动
减少的“夏眠”状态(Mitsukuri, 1903)。刺参对温度的
适应具有特殊性和复杂性 , 近年来许多学者对刺参
温度生理适应机制进行了研究(Ji et al, 2008; Dong et 
al, 2008; An et al, 2009), 但主要集中在生理生态方
面。从分子基础角度探讨刺参对温度的响应研究还很

薄弱。 
本研究从刺参响应环境温度变化的基因表达入

手 , 前期工作利用抑制性消减杂交技术成功构建了
高温胁迫下正反向 cDNA 差异消减文库(吉成龙等, 
2011), 从基因组学角度探讨了高温胁迫下刺参转录
组变化, 并筛选获得差异表达特异功能基因。本研究
选取 2 个上调表达差异的基因 : 热休克蛋白基因
hsp70和类致死必需蛋白基因 l(2)efl, 2个下调表达差
异的基因: 前蛋白转化酶枯草溶菌素 9 基因 pcsk9 和
主要卵黄蛋白基因myp, 以刺参看家基因β-actin为内
参 , 采用实时荧光定量 PCR 技术 , 利用相对定量
2−ΔΔCt法对这 4 个基因在不同胁迫时间、不同温度下
以及不同组织中的应激表达特性进行了分析 , 结合
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基因的功能探讨基因表达的时空变化 , 以期为阐述
刺参应答高温胁迫的机制提供分子基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
刺参样品为 18 月龄成参, 平均体长为 15.5cm, 

取自山东蓬莱刺参养殖场, 挑选体态伸展结实、规格
均一的个体在实验室养殖池暂养 7d。 
1.2  温度胁迫处理 
1.2.1  不同胁迫温度    设定 15、18、21、24、27、
30℃ 6个温度, 分别用温控加热棒将 5个水槽中海水
加热到设定温度, 其中 15℃为常温对照。随机挑选
10 只刺参迅速放到已预热至设定温度的水槽中, 高
温胁迫 3h, 各组分别取出 6 只刺参解剖取其等量体
壁、纵肌、消化道和呼吸树等组织并混合, 用液氮迅
速冷冻后转移到－80℃冰箱以备用。 
1.2.2  不同胁迫时间    随机挑选 50 只刺参放到已
预热至 30℃的水槽中并开始计时, 分别在 0、0.5、1、
1.5、2、2.5、3h这 7个时间点随机挑选出 6只刺参, 取
等量的体壁、纵肌、消化道和呼吸树等组织混合, 用
液氮迅速冷冻后转移到−80℃冰箱备用。 
1.2.3  不同组织    随机挑选 10 只刺参迅速放到已
预热至 30℃的水槽中, 作为高温处理组, 另随机挑选
10 只刺参到另一常温 15℃水槽中, 作为常温对照组, 
其它养殖条件相同。处理 3h 后, 两组刺参各取出 6
只解剖取其体壁、纵肌、消化道和呼吸树等组织, 分
别用液氮迅速冷冻后转移到−80℃冰箱备用。 
1.3  RNA的提取与 cDNA的合成 

将组织在液氮中充分研磨, 加入适量 Trizol (In-
vitogen)提取总 RNA, 以 DNaseⅠ(Promega)消化基因

组污染 , 紫外分光光度计分析测定并进行变性凝胶
电泳, 检测总 RNA 的纯度及完整性。以 Oligo nu-
cleotide 为反转录引物在 M-MLV 反转录酶(Promega)
作用下转录合成单链 cDNA。 
1.4  引物的设计与筛选 

根据 hsp70、l(2)efl、pcsk9、myp 和β-actin 的基
因序列, 利用 Primer Premier 5.0 软件结合 DNAstar
分析软件及 BLAST 程序, 设计荧光定量 PCR 引物, 
如表 1所示。 
1.5  荧光定量 PCR 

荧光定量 PCR 在 ABI PRISM7300 FAST Real- 
Time PCR 扩增仪上进行, 按照 SYBR® Premix Ex 
TaqTM 使用说明, 采用 SYBR GreenⅠ嵌合荧光法进
行实时定量 PCR扩增反应。 

PCR反应体系为: SYBR® Premix Ex TaqTM (2×) 
10.0μl, 上下游引物各 0.4μl (10mM), ROX Reference 
Dye (50×) 0.4μl, DNA模板 2.0μl, 加 dH2O至 20.0μl。
反应条件: 95℃预变性 30s; 95℃变性 5s, 56℃退火 30s, 
循环 40次。 
1.6  数据分析 

每样品 3个平行 PCR反应, 检验扩增曲线和熔解
曲线的结果是否吻合, 对各样品的 Ct 值求平均值。
以刺参β-actin为内参, 运用公式 2−ΔΔCt, 公式中ΔΔCt =  
(Ct 目的基因−Ct 管家基因)实验组−(Ct 目的基因−Ct 管家基因)对照组, 计算目
的基因的相对表达量。采用 SPSS11.5 软件进行数据
统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  各基因扩增结果 
对 4 个差异表达基因和β-actin 的 PCR 产物进行 

 
表 1  刺参 5 种基因定量 PCR 引物序列及目的片段长度 

Tab.1  Quantitative PCR primers and product lengths of five genes in A. japonicus 

基因 引物序列 目的片段长度(bp) 

hsp70 F: TTCAACGATTCACAGCGACA 131 

 R: CGAGATCAAAGATGAGGACGTGT  

l(2)efl F: TTGGTCTTGATGGCTGAACTTGTCT 322 

 R: GGTTGACTCTTCACTCGACGAAC  

myp F: TGTGAACGTCAAGCCCCTGGATACT 164 

 R: TAGGCGGATTATGGCATGATCTTAG  

pcsk9 F: TTCCATTGAACAACGGCTAC 211 

 R: GGTGACTGATTTGGCGACA  

β-actin F: CGGGAAATCGTTCGTGACA 262 

 R: AGGACAAAGTTGGCGTACA  
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熔解曲线分析, 结果呈现单一特异吸收峰。PCR产物
用 1%琼脂糖凝胶进行电泳检测(图 1)显示每 PCR 反
应扩增得到单一清晰的条带 , 且其分子量大小与设
计的完全一致, 无非特异扩增和引物二聚体, 证实所
设计的引物和实时定量 PCR 反应过程的特异性, 保
证了实验结果的准确性。 

 

 
 

图 1  Real-time PCR扩增产物电泳检测 
Fig.1  Electrophoresis of real-time PCR products 

注: M. DNA分子量标准 DL2000; 1—5. hsp70、l(2)efl、pcsk9、
myp、β-actin的扩增产物 

 
2.2  刺参高温胁迫应答基因在不同温度胁迫下的表达 

以 15℃条件下的目的基因表达量作基准为 1, 不
同基因高温胁迫 3h 后相对表达量如图 2 所示: 较常
温对照 15℃, hsp70和 l(2)efl基因在高温 18—30℃均
上调表达, 且温度越高基因相对表达量越多, 两者在
温度达到 24℃时表达量均显著上升, 30℃时分别达到
最大表达量 3.82 和 2.58。pcsk9、myp 基因在相同条
件下均表现为下调表达 , 随着温度升高其表达量下

降, myp在 30℃表达量为最低值 0.66, pcsk9在 30℃较
27℃的表达量 0.54 略微上升, 但总体还是呈现下调
表达。 
2.3  刺参高温胁迫应答基因在不同胁迫时间下的表达 

在 30℃胁迫条件下, 检测在 0、0.5、1、1.5、2、
2.5、3h时间点这 4种基因的表达情况, 以 0h时各基
因的表达量为基准 1, 结果如图 3 所示 , hsp70 和
l(2)efl 均表现为上调表达, 在 0—3h 内, 随着胁迫时
间的延长, 表达量均呈上升趋势。其中以 hsp70表达
量的变化最为显著, 且表现为先升后降再升, 热处理
1h 时 hsp70 升至 2.17, 随后开始下降, 在 2h 时降为
1.23, 此时的表达量接近 0.5h 时的表达量, 之后又开
始急剧上升, 3h已升至最大值 4.15; l(2)efl在 1h后才
开始明显的上调表达, 在 2.5h 时达到最大值 2.1, 之
后出现下降趋势, 3h表达量为 1.83。pcsk9和 myp基
因表现为表达下调, 在 0—3h时间内随着胁迫时间的
延长, 表达量呈下降趋势; 胁迫过程中, myp 表达量
最小值 0.56 出现在 3h, 而 pcsk9 的表达量最小值 0.5
则在 2h, 之后又表现为小范围的上调表达。 
2.4  刺参胁迫应答基因在不同组织中的表达特性 

实时荧光定量 PCR 检测了差异表达基因在常温
和高温胁迫后的刺参体壁、纵肌、消化道和呼吸树中

的表达量(图 4), 并对比了这些基因在高温胁迫前后
表达量的变化(图 5)。常温条件下以体壁组织中基因
的表达量作基准为 1, 4 种基因在刺参各组织中均有
表达, 但表达量之间存在差异; hsp70、l(2)efl 和 pcsk9
均在体壁中的表达量最高, 在呼吸树中表达量最少, 
分别为体壁的 0.61、0.58和 0.38。myp在消化道中表

达量最高 , 在纵肌中表达量最
少。30℃胁迫 3h 后, 以常温下
各组织中基因的表达量为基准

1, 如图 5 所示 : 高温胁迫后
hsp70、l(2)efl 在 4 个组织中均
表现为上调表达 , 两者均在呼
吸树中表达量变化最显著 ; 
pcsk9和 myp在各组织中均表现
为下调表达 , 两者分别在呼吸
树和纵肌中表达量变化最显著。 

3  讨论 

3.1  热休克蛋白 70基因 
热休克蛋白(Hsps)作为分

子伴侣在生物应激状态下具有 

 
 

图 2  刺参热胁迫应答基因在不同温度下的表达 
Fig.2  Expressions of heat stress responsive genes in A. japonicus under different  

temperatures 
注: 标有不同字母的值之间差异显著(P<0.05) 
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图 3  刺参热胁迫应答基因在 3h高温胁迫过程中的表达 
Fig.3  Expressions of heat stress responsive genes in A. japoni-

cus during 3h heat stress 
 
重要地位, 其中热休克蛋白 70
家族在应激反应中具有特殊的

敏感性 , 帮助需要折叠的蛋白
质正确折叠 , 加快正常蛋白质
合成的恢复 , 在细胞保护方面 , 
Hsp70 表达的增加可以缓解细
胞所受伤害 , 增强机体对应激
的抵抗力, 同时 Hsp70 在抗细
胞凋亡、抗氧化和免疫反应中也

起着重要作用 (Osterloh et al, 
2008)。近年来研究发现 , 当生
物体处于环境胁迫状态下 , 机
体通过提高其热休克蛋白的表

达量以适应环境的变化。生物体

在受到有害物质胁迫后的第一

个反应就是 Hsps 表达水平的提
高, 而 Hsp70 诱导表达最明显, 
Hsp70 作为最保守最重要的一
类热休克蛋白家族 , 在生物的
热应激反应中都经常高度的被

诱导、广泛参与各种机体功能

(Clegg et al, 1998; Nakano et al, 
2002; Dong et al, 2008a, b)。 

本研究中 , 刺参在受到高
温胁迫后, hsp70 表现为上调表
达 , 在 15—30℃温度范围内 , 
hsp70随着温度的升高其表达量
增多, 刺参耐热性通过 hsp70的
表达来实现。在 30℃热胁迫 3h
过程中, hsp70 的上调表达最明
显, 在 1h 时即达到初始状态的

2.17倍, 而之后的 1h内出现了一定程度的下降, 分析
可能前期上调表达翻译形成的 Hsp70 蛋白已经使得
刺参机体对热应激产生了一定的耐受性 , 但随着热
胁迫的继续, 更多的蛋白受损或失活, 现有的 Hsp70
不足以维持细胞自身的稳定, 于是 2h后出现了 hsp70
的急剧上调表达, 防止细胞进一步受损害。 

热休克蛋白基因表达水平常表现出组织特异性。

不同组织的结构功能差异导致了各组织对一种胁迫

敏感性不同 , 一个生物耐热限度可能主要受某个组
织决定, 也可根据此特性用于推测鉴别组织(Hofmann 
et al, 1996)。Das等(2005)对鲤鱼 hsp70的研究发现, 
hsp70 的表达存在组织特异性, 在热胁迫条件下, 鲤

 
 

图 4  刺参热胁迫应答基因在常温下的表达 
Fig.4  Expressions of heat stress responsive genes in A. japonicus under  

room temperature 
注: 标有不同字母的值之间差异显著(P<0.05) 

 

 
 

图 5  刺参热胁迫应答基因高温胁迫后的表达 
Fig.5  Expressions of heat stress responsive genes in A. japonicus after heat stress 

注: 标有不同字母的值之间差异显著(P<0.05) 
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鱼肝脏中 hsp70的表达量稳定增长, 且表达量高于鳃
和心脏组织。作者在研究中发现, hsp70在常温组的刺
参体壁中表达量最高, 呼吸树中表达量最少, 但热胁
迫后 hsp70在呼吸树中上调表达最显著, 表现为常温
时的 1.68倍。刺参组织中 hsp70对热胁迫的敏感程度
高低依次为呼吸树、消化道、纵肌、体壁。Ji等(2008)
利用 western方法比较了消化道和体壁 Hsp70蛋白表
达模式 , 也发现了刺参的消化道比体壁更易受到热
胁迫的影响, 消化道中 Hsp70被强烈诱导, 持续时间
远超过体壁。 
3.2  类致死必需蛋白基因 

致死必需蛋白{Protein lethal (2) essential for life}
基因最早发现在果蝇体内 , 它的基因序列和小热休
克蛋白基因有很高的同源性 , 其翻译出来的氨基酸
序列和已知的其它小热休克蛋白高度同源 (Kurzik- 
Dumke et al, 1995)。sHsp是目前研究相对比较少的一
类热休克蛋白 , 与其它蛋白进行相互作用使信号转
导、新陈代谢、转录、翻译等生命过程中的各种细胞

蛋白保持稳定。此外 sHsp 还具有质膜维护、稳定细
胞骨架等功能(夏佳音等 , 2007)。在果蝇的研究中 , 
l(2)efl 在果蝇胚胎发育以及幼体阶段一直都在表达, 
表现出小热休克蛋白的功能 , 主要与生物体的抗热
性有关, 并在一定程度保护细胞免遭凋亡(Morrow et 
al, 2003)。刺参体内的 l(2)efl报道尚属首次, 类致死
必需蛋白在刺参受到高温应激后, 表现为上调表达, 
推测属于刺参小热休克蛋白 , 但功能需要进一步进
行验证。 

与同为热休克蛋白家族的 hsp70 基因相比较 , 
l(2)efl 基因表达既有与之相同之处又有其自身的特
点。在 15—30℃温度梯度范围内, l(2)efl基因与 hsp70
一样随着温度的升高其表达量增多, 且在 24℃时较
21℃表达上调差异显著。在 30℃的 3h高温胁迫过程
中, l(2)efl的表达较滞后, l(2)efl在 1h后才开始明显的
上调表达, 而此时 hsp70 表达量为初始的 2.17 倍, 
l(2)efl基因的上调表达在 2.5h达到最高点, 之后出现
稍微下降趋势。hsp70 在上调表达过程中也并不是持
续增高, 在 2h 左右存在一个低点, 之后又急剧大量
表达。常温条件下 l(2)efl在体壁和消化道的表达量较
丰富 , 而在高温胁迫后的呼吸树中其表达量变化最
大, 其应对高温的表达模式与 hsp70 类似, 均表现为
在热应激下消化道和呼吸树比体壁更容易被诱导上

调表达, 而且诱导表达程度比体壁要强烈。据 l(2)efl
在不同温度下所表现出的表达特点推测 , 它与热休

克蛋白 hsp70一样在刺参热应激反应中被诱导大量表
达以增强机体耐受性, 减少机体所受的伤害, 但在行
使功能方面有其自身的特点。 
3.3  主要卵黄蛋白基因 

主要卵黄蛋白(Myp)这一名称最初是来自海胆 , 
它是海胆卵中最丰富的一种蛋白 , 由于其类似卵黄
蛋白原的特性, 曾被划分到卵黄蛋白原一类(Shyu et 
al, 1986), 但后来研究发现与其它卵生动物不同, 海
胆的卵巢和精巢都有主要卵黄蛋白 , 而且其基因序
列与其它的动物的卵黄蛋白原几乎没有同源性 , 除
此之外, 海胆主要卵黄蛋白的 cDNA序列与一些铁传
递家族蛋白具有较高的同源性 , 即主要卵黄蛋白还
是一种铁结合蛋白, 具有铁离子传递的功能(Brooks 
et al, 2002)。最近日本学者 Fujiwara等(2010)在日本
刺参体内也发现了主要卵黄蛋白 , 其氨基酸序列与
海胆主要卵黄蛋白的有 30%的同源性, 研究发现它
们除了在卵巢和睾丸外在其它所有组织和器官中均

有表达。在作者的研究中, myp 基因在刺参体壁、消
化道、呼吸树和纵肌中均有表达, 与前述研究结果一
致。除了作为一种运输蛋白, 这种广泛表达的 Myp
是否还有其它的功能, 目前尚不得知。 

常温条件下, myp在刺参体内以呼吸树和消化道
中的含量最高, 纵肌中含量最少。经高温胁迫后的刺
参体内表现为下调表达 , 在呼吸树和消化道中的差
异表达最显著, 较体表的组织, myp 在体腔组织中表
达量更多, 应对高温胁迫也更敏感。从运输蛋白功能
角度考虑, 刺参高温胁迫后 myp表现为下调表达, 推
测原因其一是由参与的转运活动因高温胁迫受抑制, 
myp 受上游调控因子的调节表达减少或转录后降解, 
减少这一代谢活动 , 节约能量用于维持生存必需的
代谢活动; 其二是通过表达 Myp 蛋白的量变化调节
铁离子含量 , 来调控下游基因的表达以应对高温胁
迫对刺参稳态的冲击。推测还需结合刺参高温胁迫后

的生理生化指标来进行验证。 
3.4  前蛋白转化酶枯草溶菌素 9基因 

Pcsk9 属于前蛋白转化酶家族, 在人体内主要生
物学功能是参与脂质代谢的调节 , 介导低密度脂蛋
白受体降解, 调节血浆 LDL胆固醇水平(Poirier et al, 
2008; Grefhorst et al, 2008), 由不同位置碱基突变导
致的功能获得型和功能缺失型突变产生截然不同的

生物学效应(Lambert et al, 2009)。Hochachka等(2002)
研究发现生物在遭受温度突变时会调整中间代谢 , 
使得多种脂质的相对水平发生改变。在对金鱼热胁迫
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的过程中 , 金鱼肝组织中的脂质过氧化物含量显著
增加(Lushchak et al, 2006); 有研究发现刺参在热胁
迫过程中, 酯酶 2 的表达显著提高, 热胁迫刺激了刺
参体内的中间代谢适应机制来水解过多的脂质过氧

化物(纪婷婷等, 2007)。pcsk9作为刺参高温胁迫后下
调表达的一种基因 , 其功能很可能与刺参脂类代谢
的调节有关, 其表达水平直接或间接影响酯酶的表达。 

在 15—30℃温度梯度范围内, pcsk9 基因整体表
现为下调表达, 在 27℃表达量较 21℃下调显著, 而
30℃时的表达量较 27℃时有所回升, 由 0.54 升至
0.61。在 30℃的 3h高温胁迫过程中, pcsk9从开始至
2h 时表现为较明显的下调表达, 之后表达量趋于稳
定。pcsk9在刺参各组织中的相对表达量以体壁最高、
呼吸树为最低 , 高温胁迫后在各组织中均表现为下
调表达, 组织间差异不显著。pcsk9 作为刺参高温胁
迫的应答基因 , 其具体作用功能在刺参体内还无相
关研究。它是否参与刺参脂类代谢的调节？如果参与

调节 , 又是通过何种模式进行的？后续还需要更深
入地结合刺参的脂类代谢活动与 pcsk9的表达特点进
行研究分析, 以更进一步阐释 pcsk9 表达变化应对高
温胁迫的分子机理。 

4  刺参高温胁迫应答分子机制及展望 

胁迫应答是生物体对各种各样有害的环境胁迫

因素和内在胁迫因素所做出的应答 , 胁迫应答是一
个非常复杂的过程 , 目前关于胁迫应答机制在机体
构造相对简单的植物中开展的较多 , 植物在受到胁
迫后 , 细胞感知外界信号并通过一系列复杂的信号
转导来激活特定转录调控因子 , 进而与顺式作用元
件结合并启动、调控目的基因的转录、表达过程, 提
高植物耐受及抵抗逆境的能力(李书粉等, 2006)。在
胁迫应答过程最终发挥作用的是应答基因的表达产

物, 这些基因的表达产物主要分为两类: 直接参与代
谢变化等生化应答过程以产生抗逆境效应的功能蛋

白, 如代谢相关的酶类、抗性蛋白等; 和参与对逆境
信号应答反应过程中基因表达调节和信号传导的调

节蛋白, 包括转录因子、蛋白激酶等。 
刺参应答高温胁迫同样是一个大量基因参与表

达调控的复杂过程, 由于刺参的基础研究比较薄弱, 
许多基因的功能尚不明确。本研究中除刺参 hsp70之
外, 其它 3个基因研究的相关资料文献很少, l(2)efl、
pcsk9 更是本研究首次发现并报道的刺参新基因。
Hsp70 作为一种功能蛋白, 在高温胁迫过程中发挥分

子伴侣的作用以增强刺参机体的应激耐受性 ; 而
l(2)efl、myp、pcsk9基因表达产物既有可能作为功能
蛋白直接参与代谢调节 , 也有可能作为调节蛋白通
过调控胁迫蛋白的表达及其蛋白质活性来提高刺参

对高温胁迫的耐受能力。本研究从前期构建的刺参高

温胁迫消减 cDNA文库部分关键基因入手, 根据这些
基因的功能及参与的代谢、运输及信号传导过程, 作
为研究高温胁迫分子机制的切入点 , 分析细胞内生
命活动的变化 , 在此基础之上应深入结合蛋白质组
学、代谢组学及生理学研究, 以期阐释刺参应答高温
胁迫的复杂机制。 
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EXPRESSION ANALYSIS OF HEAT STRESS RESPONSIVE  
GENES IN APOSTICHOPUS JAPONICUS 

SUN Guo-Hua1,  JI Cheng-Long1, 2,  YANG Jian-Min1,  WANG Wei-Jun1,  REN Li-Hua1 
(1. Shandong Marine Fisheries Research Institute, Yantai, 264006; 2. Yantai Institute of Coastal  

Zone Research, Chinese Academy of Sciences, Yantai, 264001) 

Abstract    To analyze gene expression in response to environmental temperature changes in Apostichopus japonicus, 
two up-regulated genes hsp70 and l(2)efl, and two down-regulated genes myp and pcsk9 in suppression subtractive cDNA 
library of heat stress, were picked out to investigate under different stress time, different temperature and different tissue 
using real-time quantitative PCR. At 15—30℃, the higher the temperature, the more relative expression of hsp70 and 
l(2)efl were. The genes of myp and pcsk9 showed reduced expression under the same conditions. During 1—3h of heat 
stress of 30℃, hsp70 changed significantly, representing a fluctuate pattern. L(2)efl significantly increased after 1h, and 
reached the maximum at 2.5h, then followed by a downward trend. The expression of myp and pcsk9 reached minimum at 
3h and 2h, respectively. Under room temperature, hsp70, l(2)efl and pcsk9 had the highest expression in the body wall and 
the least in the respiratory tree, while the highest expression and least expression of myp were in the digestive tract and 
longitudinal muscle, respectively. After high temperature stress, hsp70 and l(2)efl changed significantly in the respiratory 
tree, as pcsk9 and myp varied most obviously in breathing trees and longitudinal muscle. Via variation of expression, the 
protein products of the four genes involved in the regulation of metabolism as function proteins, or control the expression 
and the activity of the stress proteins as regulatory proteins, in order to improve the heat stress tolerance of A. japonicus. 
Key words    Apostichopus japonicus,  Heat stress,  Heat shock protein 70,  Protein lethal (2) essential for life,  
Major yolk protein,  Protein convertase subtilisin/kesin type 9 


