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温度和病原菌感染对大黄鱼热激蛋白90基因

表达的影响
林天势　薛良义*　孙爱飞　朱艺峰

(宁波大学海洋学院, 宁波 315211)

摘要      热激蛋白(heat shock protein, HSP)是进化上非常保守的蛋白质家族之一, 普遍存在于

各种生物体中, 在多种生理活动中起到重要作用。该实验克隆了大黄鱼HSP90基因, 并分析了温度

和病原菌感染对其表达的影响。克隆到的大黄鱼HSP90序列长3 930 nt, 含4个外显子和3个内含子, 
其中编码区2 178 nt, 编码725个氨基酸。同源性分析发现, 大黄鱼HSP90基因序列和其它鱼类的同

源性在90%以上。在不同水温下, HSP90基因在不同组织中的表达量变化不同, 心、肠和脑等组织

在29 ºC时表达量最高, 而肌肉、脾和肝等组织在24 ºC时表达量最高。用病原菌感染大黄鱼, 感染

48 h后, 鳃、心、脾、肠、肾和脑组织HSP90的表达量明显上升; 发病时(感染7天后), 受检的9种组

织中HSP90的表达量都比未感染时明显增加。
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热激蛋白(heat shock protein, HSP)是指细胞在

应激原特别是高温环境下诱导生成的一类蛋白质, 
广泛分布于生物体内, 是一族高度保守的蛋白分

子。HSP参与生物体内多种生理活动过程, 具有作

为分子伴侣[1]、抑制细胞凋亡[2-3]和提高生物体的

耐热性[4-5]等功能, 可以在逆境中起到保护生物体

的作用。此外, 近年的研究表明, HSP90在斑马鱼

胚胎骨骼肌纤维的装配过程中起着重要作用[6]。

大黄鱼(Larimichthys crocea)属于石首鱼科(Sci-
aenidae)、黄鱼属(Pseudosciaena), 主要分布于我国

的东海、南海以及黄海南部, 是我国重要的海洋经

济鱼类之一[7-8]。野生大黄鱼由于受到海洋环境破

坏的影响, 种群数量锐减, 而养殖大黄鱼繁殖几代

之后整体品质变差, 出现性早熟、生长速度减慢、

抗逆能力变差、肉质发生变化以及亲本鱼个体减

小等现象, 严重影响大黄鱼的经济价值。因此, 有
必要加强大黄鱼的相关生物学研究。

鉴于HSP90蛋白复合物在生物体抗病方面也

起着重要作用[9], 我们在得到大黄鱼HSP90 EST
序列[10]基础上, 克隆了大黄鱼HSP90基因, 并分析

了不同温度以及病原菌感染对大黄鱼HSP90基因

表达的影响, 以期为大黄鱼抗逆能力方面的研究提

供基础资料。

1   材料与方法
1.1  实验材料

样品采集: 大黄鱼样品体重为200 g左右, 采自

浙江象山宁波海湾水产苗种繁育中心。

实验试剂: Taq DNA聚合酶、pMD18-T Vector试
剂盒、PrimeScriptTM 1st Strand cDNA Synthesis Kit、
UNIQ-10柱式DNA胶回收试剂盒等均购自大连宝生

物工程有限公司; Trizol、氯仿、酒精、RNA保存液

等DNA和RNA提取试剂均购自上海生工生物工程

有限公司; 引物合成及测序由上海英骏生物技术有

限公司完成; SMARTTM RACE试剂盒购自美国Clon-
tech公司。

1.2  实验方法

1.2.1    大黄鱼HSP90基因序列的克隆        根据大黄

鱼肌肉cDNA文库中得到的HSP90 EST序列设计引物

R1, 根据斑马鱼(AF068772.1)、舌齿鲈(AY395632.1)、
斜带石斑鱼(FJ644278.1)和三刺鱼(BT028559.1)HSP90
序列的比对结果设计引物F1(表1), 扩增范围为起始
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密码子到3’非编码区。以肌肉组织cDNA为模板, 反
应程序系为: 预变性94 ºC, 3 min; 变性94 ºC, 30 s; 退
火54 ºC, 30 s; 延伸72 ºC 1 min, 循环32次; 最后延伸

72 ºC, 5 min; 4 ºC保存。琼脂糖凝胶电泳检测后将

PCR产物割胶回收, 与pMD-18T Vector连接, 转化到

DH5α感受态细胞中, 再在Amp+的LB琼脂平板上培

养, 挑取阳性克隆测序。

在得到HSP90 cDNA序列后, 设计两对引物F-2
与R-2和F-3与R-3, 以大黄鱼基因组DNA为模板, 克隆

该基因的内含子, 反应程序为: 预变性94 ºC, 3 min; 变
性94 ºC, 30 s; 退火52 ºC, 1 min; 延伸72 ºC, 2 min, 循
环34次。最后延伸72 ºC, 10 min; 4 ºC保存。PCR产
物回收、质粒连接、转化等克隆步骤同cDNA序列

克隆, 再将以DNA为模板获得的大黄鱼HSP90基因

序列与cDNA序列进行比对。

1.2.2    5’非编码区序列的克隆        根据已获得的

cDNA核心序列设计两条基因特异性引物5Rgsp1和
5Rgsp2。以5’-RACE-Ready cDNA为模板, 用试剂

盒自带引物UPM和NUP分别与5Rgsp1和5Rgsp2进行

两轮PCR扩增反应。5’-RACE-Ready cDNA的合成、

PCR反应体系及操作均按SMARTTM RACE试剂盒说

明书进行, PCR产物的回收、克隆和测序等步骤同上。

1.2.3    组织特异性表达        用Trizol法提取大黄鱼

肝、肠、肾、心、脾、鳃、脑、眼、肌肉等9种组织的

总RNA, 用PrimeScriptTM 1st Strand cDNA Synthesis 
Kit试剂盒合成cDNA第一链。根据得到的大黄鱼

HSP90基因序列, 跨内含子设计一对引物F-4和R-4
进行半定量检测, 反应程序为: 预变性94 ºC, 3 min; 

变性94 ºC, 30 s; 退火58 ºC, 30 s; 延伸72 ºC, 1 min, 循
环32次。最后延伸72 ºC, 5 min;  4 ºC保存。同时以

β-actin作为内参, 设计一对引物β-actin-F和β-actin-R, 
程序同上。

温度对大黄鱼HSP90基因表达的影响: 在3个体

积为1 m3的水池中, 每个水池放养大黄鱼5尾, 水温

分别为19 ºC、24 ºC和29 ºC。48 h后, 分别取大黄鱼 
肠、肝、肾、脾、心、鳃、脑、眼和肌肉9种组织, 提
取总RNA及检测组织特异性表达。

病原菌对大黄鱼HSP90基因表达的影响: 在3个
水温为19 ºC、体积为1 m3的水池中, 每个水池放养大

黄鱼5尾, 1号池为对照, 2和3号的大黄鱼每尾腹腔注

射0.4 mL浓度为1×107 cfu/mL的恶臭假单胞菌(Pseu­
domonnas putida), 充气, 隔天换水, 换水量为1/3。在

注射后48 h、7 d(已患白色结节病)分别取大黄鱼肠、

肝、肾、脾、心、鳃、脑、眼和肌肉9种组织, 提取

总RNA及检测组织特异性表达。

生物信息学分析: 使用NCBI数据库中Blast程序

对序列进行比对分析, 用BioXM 2.6进行蛋白质分子

量和等电点预测, 用ScanProsite在线工具(www.ex-
pasy.ch/prosite)进行功能位点预测, 用MEGA4.0软件

构建系统进化树和计算遗传距离, 用Primer premier 
5.0软件设计引物, 用Quantity One软件对琼脂糖凝胶

电泳图进行分析, 分析结果用SPSS软件进行差异性

分析。

2   结果
2.1  大黄鱼HSP90基因序列

克隆到大黄鱼HSP90基因序列3 930 nt, 包括

4个外显子和3个内含子, 外显子和内含子的边界符

合“GT…AG”特征。其中ExonI 1 392 nt, IntronI 552 
nt, ExonII 153 nt, IntronII 102 nt, ExonIII 264 nt, In-
tronIII 538 nt, ExonIV 929 nt, ORF有2 178 nt, 共编码

725个氨基酸(图1), 序列已提交GenBank, 序列号为

JF440970。
2.2  大黄鱼HSP90氨基酸序列分析

依据完整的开放阅读框预测的HSP90蛋白由

725个氨基酸组成, 理论等电点为4.64, 理论分子量

为83.32 kDa。经BLAST比对, 与鲈鱼的HSP90序列

相似性达94%, 与斜带石斑鱼的HSP90达93%, 与其

它鱼类的相似性都在80%以上。用ScanProsite在线

工具对HSP90基因推断的蛋白质序列进行功能位点

表1　大黄鱼HSP90基因克隆和半定量检测相关引物

Table 1　Primers used for cloning and semi-quantitative 
analysis of HSP90 in Larimichthys crocea

引物名称	 引物序列(5’-3’)
Primer	 Sequence
F-1 CAA GAT GCC TGA AGA AAT GCA
R-1 GCG GAT GAC CTT CAG GAT CTT
F-2 CAA GAT GCC TGA AGA AAT GCA
R-2 GCG GAT GAC CTT CAG GAT CTT
F-3 ATC TCC AGA GAA ATG CTG CAG
R-3 ACT TCT TCC ATG CGT GAA GCA
F-4 ACA TCA AGC TGG GAA TCC ACG
R-4 TCA TGA GCT TGC AGA GGC TCT
5Rgsp1 CAA GGT AGG CGG AGT AGA AAC CCA CAC
5Rgsp2 TGA GGG TCA GGG TGC GGT CAT CTT TG
β-actin-F CCA GAT CAT GTT CGA GAC CTT C
β-actin-R	 GAA CCT CTC ATT GCC AAT GGT G
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外显子编码区用大写字母表示,  5’及3’非编码区、内含子序列用小写字母表示, 氨基酸用单个大写字母表示, 起始密码子用粗体标记, *表示终

止密码子, HSP90家族保守信号区用单下划线标出, 核定位信号用双下划线表示, C末端保守序列用方框框出。 
Coding sequences of exons were shown in capital letters, and UTR and introns in small letters. The deduced amino acid sequence was shown by single 
capital letter code of amino acids below the nucleotide sequence. Initiation codon is indicated in bold. Termination codon was indicated by an asterisk. 
HSP90 family signatures were shown by single underline. Nuclear localization signal was shown by double underline. Carboxyl terminal consensus 
sequences (MEEVD) was showed in box.

图1　大黄鱼HSP90基因核苷酸及推断的氨基酸序列

Fig.1　DNA and the deduced amino acid sequences of Larimichthys crocea HSP90

续图1
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预测, 结果显示HSP90存在6类33个位点(表2), 功能

性位点丰富。

2.3  大黄鱼HSP90基因系统进化分析

用MEGA 4.0中的Pairwise distance程序, 采用Poi
sson correction模型校正, 计算多个物种间HSP90的
遗传距离, 用MEGA 4.0软件对不同物种的HSP90序
列进行聚类分析, 构建进化树(图2)。比对的物种包

括密西西比鳄、牛、中华蟾蜍、斑马鱼、鲈鱼、斜

带石斑鱼、野马、三刺鱼、金目鲈、红笛鲷等。

结果显示大黄鱼与真鲷的遗传距离最近, 只有

0.035, 与泥塘幼鱼甾、金目鲈、舌齿鲈等的遗传距

离也较小, 在0.049左右, 而与哺乳类的遗传距离就

比较大, 达到0.204。系统进化树形成两个分支, 哺
乳类、鸟类及爬行类形成一个分支, 鱼类形成另一

个分支。在鱼类分支中, 大黄鱼与真鲷、舌齿鲈聚

在一起, 与斑马鱼、虹鳟等相距较远。

表2　HSP90功能性位点预测

Table 2　The prediction results of HSP90 functional sites
功能位点	 位置

Functional site	 Position
cAMP- and cGMP-dependent protein kinase phosphorylation site	 202-205; 447-450
Tyrosine kinase phosphorylation site	 147-154; 447-455; 503-510
Casein kinase II phosphorylation site	 33-36; 57-60; 62-65; 66-69; 84-87; 93-96; 225-228; 253-256; 295-298; 
	 460-463; 466-469; 667-670; 719-722
Protein kinase C phosphorylation site	 33-35; 66-68; 165-167; 579-581; 635-637; 675-677
N-glycosylation site	 45-48; 281-284; 387-390; 612-615
N-myristoylation site	 89-94; 91-96; 119-124; 161-166; 377-382

图2　基于HSP90氨基酸序列构建的NJ树(数字表示bootstrap值)                 
Fig.2　The neighbor joining (NJ) consensus tree constructed based on HSP90 amin acid sequences 

(numbers indicate the bootstrap value)
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2.4  温度对大黄鱼HSP90基因的表达情况

水温19 ºC时, 大黄鱼HSP90基因在除肌肉外的

各组织中都有明显的表达, 其中脾、心、肝、肾和

鳃的表达量较高, 肠、眼和脑表达稍弱(图3)。水温

24 ºC时,  HSP90基因在脾和肝脏中的相对表达量最

高, 其次是鳃、肾和肌肉, 在心、肠、眼和脑中的相

对表达量比较低(图4)。水温29 ºC时,  HSP90基因在

各组织中的表达都较为明显, 在心和肾中的相对表

达量最高, 在鳃、脾、肝、肠和脑中次之, 在肌肉和

眼中最少(图5)。
将大黄鱼不同组织中HSP90基因的表达量进行

半定量分析, 结果表明, 在不同水温下, HSP90基因

在不同组织中的表达量变化不同(图6), 心、肠和脑

等组织在29 ºC时表达量最高, 而肌肉、脾和肝等组

织在24 ºC时表达量最高。鳃、肌肉、肝、肠和肾组

织在水温24 ºC和29 ºC条件下, HSP90基因表达量要

明显高于水温19 ºC时的表达量。

2.5  病原菌感染对大黄鱼HSP90基因表达的影响

用恶臭假单胞菌感染大黄鱼48 h后, HSP90基
因在鳃、心、脾、肠、肾和脑组织中都有表达, 且
表达量较大, 在肝、眼和肌肉中没有检测到明显的

表达(图7)。同样条件下病原菌感染大黄鱼7 d(发病)
后HSP90基因在几乎各组织中都有很强的表达, 且
组织间的差异相对缩小(图8)。

将大黄鱼在病原菌刺激不同时间后各组织中

HSP90基因的表达量和正常情况下的表达量进行半

定量分析。结果显示, 病原菌刺激时间不同, 大黄鱼

各组织内HSP90基因表达的水平不同, 病原体刺激

泳道1到9分别代表鳃, 肌, 心, 脾, 肝, 肠, 眼, 肾和脑组织。

Lines from 1 to 9 represent gill, skeletal muscle, heart, spleen, liver, intestines, eyes, kidney and brain tissues, respectively.
图3　水温19 ºC时大黄鱼HSP90基因(A)和β-actin基因(B)在各组织中的表达

Fig.3　Expression of HSP90 in various tissues of Larimichthys crocea at 19 ºC 

泳道1到9分别代表鳃、肌、心、脾、肝、肠、眼、肾和脑组织。

Lines from 1 to 9 represent gill, skeletal muscle, heart, spleen, liver, intestines, eyes, kidney and brain tissues, respectively.
图4　水温24 ºC时大黄鱼HSP90基因(A)和β-actin基因(B)在各组织中的表达

Fig.4　Expression of HSP90 in various tissues of Larimichthys crocea at 24 ºC 

泳道1到9分别代表鳃、肌、心、脾、肝、肠、眼、肾和脑组织。

Lines from 1 to 9 represent gill, skeletal muscle, heart, spleen, liver, intestines, eyes, kidney and brain tissues, respectively.
图5　水温29 ºC时大黄鱼HSP90基因(A)和β-actin基因(B)在各组织中的表达

Fig.5　Expression of HSP90 in various tissues of Larimichthys crocea at 29 ºC 
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泳道从1到9分别代表鳃、肌、心、脾、肝、肠、眼、肾、脑组织。

Lines from 1 to 9 represent gill, skeletal muscle, heart, spleen, liver, intestines, eyes, kidney and brain tissues, respectively.
图8　水温19 ºC下大黄鱼感染病原菌7 d后HSP90基因(A)和β-actin基因(B)在各组织中的表达

Fig.8　Expression of HSP90 in various tissues of Larimichthys crocea at 19 ºC after 7 days of injecting pathogen 

泳道从1到9分别代表鳃、肌、心、脾、肝、肠、眼、肾、脑组织。

Lines from 1 to 9 represent gill, skeletal muscle, heart, spleen, liver, intestines, eyes, kidney and brain tissues, respectively.
图7　水温19 ºC下病原菌感染48 h后大黄鱼HSP90基因(A)和β-actin基因(B)在各组织中的表达

Fig.7　Expression of HSP90 in various tissues of Larimichthys crocea at 19 ºC after 48 h of injecting pathogen 

1到9分别代表鳃、肌、心、脾、肝、肠、眼、肾、脑组织。不同字母表示差异显著(P<0.05)。
1 to 9 represent gill, skeletal muscle, heart, spleen, liver, intestines, eyes, kidney and brain tissues, respectively. Different letters represent significant 
differences (P<0.05).

图9　19 ºC水温下感染致病菌不同时间HSP90基因在不同组织中的相对表达量

Fig.9　The relative value of HSP90 expression in various tissues of Larimichthys crocea after infecting pathogen 
in different times at 19 ºC

1到9分别代表鳃、肌、心、脾、肝、肠、眼、肾和脑组织。不同字母表示差异显著(P<0.05)。
1 to 9 represent gill, skeletal muscle, heart, spleen, liver, intestines, eyes, kidney and brain tissues, respectively. Different letters represent significant 
differences (P<0.05).

图6　大黄鱼在三种水温下各组织HSP90的相对表达量

Fig.6　The relative value of HSP90 expression in various tissues of Larimichthys crocea at three water temperatures
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48 h和7 d后的HSP90基因的相对表达量都较高, 比
正常情况下的相对表达量高出2~3倍左右(图9)。

3   讨论
常见的HSP90家族成员包括HSP90α、HSP90β

和gp96等[11], 其家族内的同源性非常高, 达80%以

上[12]。目前已报道从牙鲆、鱂魚、虹鳟、真鲷等[13]

中克隆出HSP90α和HSP90β两种亚型, 且两种亚型

的功能相似, 我们获得的大黄鱼HSP90, 与其他鱼类

的HSP90β亚型同源性达到88%以上。推断的氨基酸

序列为725个, 与已报道的其它鱼类HSP90氨基酸序

列长度一致。

HSP90通常是以二聚体形式存在的疏水性蛋

白, 包括三个高度保守的结构域: N端结构域, 中间

结合结构域及C末端结构域。其活性受ATP调节, 
ATP的结合位点在N端结构域, C端是结合底物蛋白

的寡聚化结构域。HSP90发挥其功能必须要在C端
形成二聚体, 所以所有真核生物的HSP90在C末端有

一段保守的五肽结构MEEVD, 可以被含TPR结构域

的辅助因子识别并结合[14-15], 本实验得到的大黄鱼

HSP90也含有此五肽结构。

Langer等[16]发现, 在HSP90中有两个核定位信

号(nuclear localization signal, NLS), 应激时可使隐

藏的NLS激活, HSP90核转位显著增强, 且高度集中

于核膜, 与维持核内外物质的运输等功能有关。本

实验得到的大黄鱼HSP90, 其序列中有一段RRA-
PFDLFENKKKKN核定位信号序列, 与已发现的核

定位信号序列一致。大黄鱼HSP90含有五段HSP90
家族保守信号区(图1), 与HSP90家族的保守信号

区完全一致。氨基酸功能位点预测得到其功能位

点尤其各种磷酸化位点非常多, 这点和其他物种的

HSP90相似, 这可能与热激蛋白的多种功能有关。

HSPs是生物适应环境温度变化非常重要的媒

介, 能调节生物适应不同的环境温度, 例如通过热

激果蝇发现其耐热程度能与HSP的表达成正相关[4], 
鱼类中也已发现HSP的表达与耐热性的出现有直接

的时空关系[17], 且在热激消失后HSP还能保持一段

时间, 可知其对生物长期适应高温环境有重要作用。

热激时通常会导致生物体内新生多肽的聚集, 甚至

导致蛋白变性, 而HSP作为分子伴侣的功能可以阻

止蛋白聚集及帮助蛋白的复性从而使细胞获得耐热

性。

本实验中, 正常环境下大黄鱼心脏组织中的

HSP90表达量在一个较高水平, 这和Jillian等[18]在成

熟虹鳟鱼中的结果一致。Kai等[19]检测到HSP90在
大马哈鱼的鳃组织中表达量较低, 在肌肉组织中表

达较高, 这和本实验在大黄鱼中检测到的结果相反, 
而Manuel等[20]发现HSP90在比目鱼除肌肉外的脑、

肾、心、鳃、肝、脾中都有表达, 与本实验结果一致。

说明不同鱼类HSP90的表达模式存在差异。本实验

中热激后大黄鱼大部分组织的HSP90表达量明显随

着温度的增高而增加, 但当温度达到一定值时, 其表

达量并不随温度的升高而增加。Ramesh等[21]对鳟

鱼进行+6 ºC和+12 ºC的热激后, 肝脏中的表达量显

著增加, 但+6 ºC比+12 ºC表达量更高一些, 这和本实

验得到的在肝脏中的变化结果一致。本实验中, 大
黄鱼眼、脑等组织+5 ºC热激后HSP90表达量反而下

降, 但+10 ºC热激后表达量明显增强, 这种现象在其

他鱼类中未见报道, 其机理有待进一步研究。本实

验的数据是半定量分析的结果, 以HSP90对肌动蛋

白基因表达量的比来表示, 可能与HSP90转录水平

的变化不完全一致。但总体而言热激后HSP90在心、

脾、肝和肾等内脏组织中的表达比眼、肌肉等组织

中更强, 可推测对热应激时HSP90在内脏组织中起

着比较重要的作用。

饥饿胁迫及皮质醇处理都能诱导鱼类HSP90的
表达[22-23], 而免疫反应时HSP90表达尤为强烈。HSP
可以作为抗原分子的载体, 并协同参与对抗原受体

的加工、运输, 以确保抗原受体的正确合成, 直接或

间接地参与抗原呈递[24], 如gp96能和免疫球蛋白的

L链和H链结合, 尤其易于和氧化状态的L链结合[25], 
且热激蛋白家族能诱导生物机体产生免疫反应[26]。

在鱼类肌肉组织, 除了表达与肌肉发生、分化相关

的蛋白质外, 与免疫相关的基因也有较高的表达[27-28], 
本实验中, 在病原菌刺激下, 肌肉组织HSP90的表达

量显著上升。Fu等[29]用V. alginolyticus感染近江牡蛎

后发现在其血细胞中HSP90表达量在8~36 h平稳上

升, 而本实验的结果也显示病原菌刺激大黄鱼能显

著诱导大黄鱼各组织内HSP90的表达, 且能稳定在

一个较高水平, 随着刺激时间的延长, 大部分组织的

表达量明显提高, 这和鳗弧菌感染大菱鲆胚胎细胞

系后HSP90表达量急剧增加一致[30]。斜带石斑鱼感

染病毒后, 其眼组织中HSP90的表达量增加了3倍[31], 
本实验的结果与此相似, 在病原菌感染后, 多种组织
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HSP90表达量比正常组织要高2~3倍, 表达量的变化

比温度刺激更加显著, 因而可推测HSP90在参与大

黄鱼疾病的免疫方面有着重要作用。
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Effect of Temperature and Pathogen on HSP90 Expression in 
Larimichthys crocea

Lin Tianshi, Xue Liangyi*, Sun Aifei, Zhu Yifeng
(College of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo 315211, China)

Abstract        Heat shock proteins (HSPs) existed in various organisms as a conserved protein family, and par-
ticipated in many complex physiological processes. We cloned HSP90 gene and analysed the effect of temperature 
and pathogenic bacteria on its expression in Larimichthys crocea. The cloned HSP90 was 3 930 nt, including four 
exons and three introns. The open reading frame (ORF) was 2 178 nt encoding a polypeptide of 725 amino acids. 
Homology analysis showed that the deduced amino acid sequence of Larimichthys crocea HSP90 shared more than 
90% identity with other fish. Under the different temperatures, HSP90 showed different expression patterns in the 
various tissues of Larimichthys crocea. HSP90 in heart, intestine and brain tissues had the strongest expression at 
29 ºC, whereas HSP90 in skeletal muscle, spleen and liver tissues exhibited the strongest expression at 24 ºC. La­
rimichthys crocea was infected by intraperitoneal injection of pathogenic bacteria Pseudomonnas putida. HSP90 
expression in gill, heart, spleen, intestine, kidney and brain tissues increased significantly after 48 h of injection. 
HSP90 expression in all examined nine tissues of the diseased fish was significantly higher than the control after 7 
days of injection.
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