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要!滞育关联蛋白!

NQR

"在昆虫滞育进程中可能发挥重要作用$从
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获取柞蚕滞育关联蛋白基因
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"的序列#序列分析表明该基因的
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全长
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ZYO

为
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#编码
$DH

个氨基酸$

>STV

数据库氨基酸序列比对#

NQR$

与烟草天蛾和家蚕的眼色素结合蛋白!

(II3+7

_3+K3+
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ZTR

"同源性分别达到
CD]

和
CH]

$通过荧光定量
RSY

和
a1;<1*+_-(<<3+
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方法#分别检测柞蚕不

同发育时期和五龄幼虫不同组织中
S&

Y

$

的转录表达水平#结果表明
S&

Y

$

在滞育蛹中转录和表达水平最高&在
C

龄

幼虫不同组织中的分析表明其转录水平在脂肪体和血淋巴中最高#在翻译水平上血淋巴中表达最高$分离纯化后#

对天然
NQR$

蛋白分子特性进行初步研究#吸收光谱分析不能表明其携带色素#去糖基化修饰分析表明其为糖蛋

白#双向电泳表明其可能存在三种不同程度的翻译后修饰#推测其可能是柞蚕的一种眼色素结合蛋白!
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滞育是昆虫度过极端不良环境的的选择%以使

种群得以延续'
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&其主要特征是昆虫代谢活动显著

降低%发育停滞'
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&昆虫滞育形态有卵)幼虫)蛹以

及成虫%不同滞育形态的滞育机制的研究也很广泛%

在研究幼虫和蛹滞育的机制时%发现一些幼虫和成

虫脂肪体和血淋巴中有一种或几种蛋白质%在滞育

昆虫中有着较高的滴度%通常在滞育期合成%滞育开

始后逐渐增加%并在滞育结束后逐渐消失%推断其与

滞育的发生及维持有密切关系'
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%称这类蛋白为滞

育关联蛋白"
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迄今为止%仅在西南玉米杆草螟)玉米茎蛀褐夜

蛾)酸模叶甲和棉红铃虫中有关于
NQR

的报道'
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并且只停留在发现阶段%其分子特征并没有相关报

道%且关于
NQR

在滞育进程中作用机制仅停留在

一些推断性的假设'

#

(

&柞蚕以蛹滞育%其体内
NQR

的研究尚属空白&本研究从
NQR$

着手%通过实时

荧光定量
RSY

及免疫印迹技术对该基因及其编码

蛋白质在柞蚕各发育时期及五龄幼虫各组织中转录

和蛋白质表达差异进行研究%并通过生物信息学分

析发现
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与烟草天蛾以及家蚕的眼色素结合

蛋白"
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#有着较高同

源性&

ZTR

是在昆虫着色和解毒途径中发挥作用的

一类糖蛋白'

D

(

&最早发现于烟草天蛾'
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%在家蚕%日

本柞蚕以及欧洲玉米螟等生物中有过报道'
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&欧

洲玉米螟
ZTR

的研究表明其在滞育发生之前的血

淋巴中浓度增加%并将其和
NQR

一并作为鳞翅目

滞育感应的生物标记物'
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&但是
ZTR

和昆虫滞育

的内在关联以及
ZTR

和
NQR

的关联尚不清楚&我

们从柞蚕五龄幼虫血淋巴中分离纯化出
NQR$

%利

用光谱学)糖基化分析及双向电泳技术对其分子特

性进行研究%发现其与
ZTR

有类似性质%为柞蚕滞



育机制及其功能基因组的研究打下了基础&
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免疫蛋白印迹所用到的抗体制备!将
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片

段"不包含生物信息学预测的可能编码信号肽的序

列#克隆至原核表达载体
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诱导表达融合蛋白%通过镍

柱亲和层析得到纯化的融合蛋白%并免疫新西兰大

白兔得到抗血清%最后利用
R*(<13+Q

对其纯化制备

出多克隆抗体&抗体特异性检测表明所制备的抗体

特异性良好&
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基因及其编码蛋白质的生物信息学分析

通过
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软件包分析
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基因的
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序列与编码氨基酸序列及蛋白质分子量和等电点%

分别利用
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在线预测
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的信号肽及其在细胞内的定位%利用
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PZNGE

预测
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的二级结构和高级结构%利用

蛋白质分析系统
GcRQ5
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进行蛋白质功能位点等

信息的在线分析&
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软件进行多序列

比对&
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基因表达的实时荧光定量
RSY

检测

为了分析柞蚕发育过程及
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龄幼虫不同组织中

S&

Y

$

基因的转录水平变化%用
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滞育蛹)非滞育蛹)蛾)卵)
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龄幼虫的总
Y>Q

和
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龄幼虫的表皮)卵巢)脂肪体)血淋巴)中肠)马氏管)

气管及丝腺等组织的总
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荧光定量
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仪上进行检测&

用
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软件设计
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荧光定量
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蛋白表达的
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检测

为了分析
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在柞蚕发育过程及
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龄幼虫不

同组织中的表达变化情况%将,
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-所述不同发育时

期蚕体及五龄幼虫各组织样品%分别用液氮研磨至

粉末状%用适量的蛋白质提取裂解液"
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%上清即为各样品的总蛋白溶液&用
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法对总蛋白进行定量后
5N57RQUG

分析%湿

转法将总蛋白转移到
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膜上%
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室温封

闭
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暗处显色%观察

结果&
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的纯化
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层

析柱分离%利用
5N57RQUG

分析各蛋白吸收峰样

品%收集含目的蛋白的吸收峰%浓缩&样品与平衡缓

冲液
Q

"
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5N57RQUG

分析洗脱样品%收集含

目的蛋白的样品%透析%浓缩&用
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软件测算
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的纯度&
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的分子特性
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的吸收光谱的测定

为了检测
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是否携带色团%对,
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化到的
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%溶于
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#进
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"
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说
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组%进行
5N57RQUG

分析&
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NQR$

样品
$N7RQUG

分析

双向电泳方法参照
UGM1,-<06,*1

双向电泳简

易操作指南
$%%D

版&

挖取蛋白点%超纯水洗涤%

G
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1+K(*.

管内酶

解%处理后的样品进行
PQENV78ZO7P5

分析%获

取相应蛋白的肽质量指纹图谱并利用
UR5Gc

L

-(*7
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和
P,;6(<

对
>STV

数据库进行分析&
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结果与讨论
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及编码蛋白质的序列特征
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全长
6N>Q

为
""HD_

L

%

ZYO

大小
H!&

_

L

%编码含
$DH

个氨基酸残基的蛋白质"登录号为

'g%%!"H&@"

#%蛋白质的理论分子量为
!"@!BXN

%等

电点
#@%"

%多序列比对分析表明%

NQR$

与烟草天

蛾
ZTR

)家蚕
ZTR7-3X1

)帕眼蝶
NQR

)欧洲玉米螟

ZTR

)亚洲玉米螟
NQR

)大红斑蝶的
ZTR

前体)柞

蚕
NQR!

)帕眼蝶
ZTR

)马铃薯甲虫
K,<7$

的蛋白序

列相似度分别为
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)
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)

&H]

)
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)
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)
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)

$D]

)
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"图
"

#&可见
NQR$

的氨基

酸序列与烟草夜蛾
ZTR

%家蚕
ZTR

有较高的同源

性%推测其可能是一种眼色素结合蛋白&进化树分

析"图
$

#说明
NQR$

与其它物种的
ZTR

蛋白有着

较高的进化联系&

图
"

!

柞蚕
NQR$

与其它几种蛋白质的多序列比对

图
$

!

柞蚕
NQR$

与其它物种相关蛋白的进化关系

!!

在线信号肽分析工具
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4

+,-R&@%

对
NQR$

的分

析结果表明%该蛋白质极有可能存在信号肽%其切割

位点位于第
"#

和
"D

个氨基酸残基之间&通过
8,*7

4

1<R"@"

在线软件分析
NQR$

在细胞内定位%结果显

示其分泌到细胞外的可能性极大%通过
RYZ5V8G

蛋

白数据库对
NQR$

氨基酸序列中可能存在的功能位

点进行分析%没有预测出可能存在的功能位点&

高级结构预测%

NQR$

不存在
$

螺旋%存在
0

折

叠及无规卷曲%推测其形成一个
0

桶%内部可能形成

一个眼色素结合位点"图
!

#&

图
!

!

柞蚕
NQR$

蛋白的高级结构预测
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!

柞蚕各发育时期
S&

Y

$

的转录及蛋白质的表

达分析

!!

用荧光定量
RSY

的方法%以柞蚕
'

:&/V93

基因

为内参%对柞蚕滞育蛹)非滞育蛹)蛾)卵)

C

龄幼虫

!$D

第
#

期 杨晓丽等!柞蚕滞育关联蛋白基因
S&

Y

$

的表达特征及分子特性



中的
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转录水平进行分析%并通过
a1;<1*+

T-(<<3+

4

检测柞蚕各发育时期
NQR$

蛋白的表达水

平&如图
&
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#所示%

S&

Y

$

在滞育蛹期转录水平最

高%其次是在非滞育蛹期和幼虫期%蛾期和卵期转录

水平最低&

NQR$

蛋白在滞育蛹期)非滞育蛹期表

达量较高%其次在蛾期)卵期和五龄幼虫期表达量较

低%其结果与各时期转录情况基本一致"图
&_

#&

"

!滞育蛹%

$

!非滞育蛹%

!

!蛾%

&

!卵%

C

!

C

龄幼虫

图
&

!

柞蚕不同发育时期
S&

Y

$

基因的转录"

,

#

和蛋白质表达"

_

#分析
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柞蚕
C

龄幼虫各组织中
S&

Y

$

转录和蛋白质

表达分析
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荧光定量
RSY

分析显示%柞蚕
C

龄幼虫各组织
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$

的转录水平存在较大差异%其中脂肪体和血淋

巴转录水平最高%马氏管%卵巢%气管中转录水平次

之%头%丝腺%中肠%表皮中转录水平最低"图
C,

#&

"

!头%

$

!中肠%

!

!马氏管%

&

!丝腺%

C

!卵巢%

#

!气管%

D

!血淋巴%

H

!脂肪体%

B

!表皮

图
C

!

柞蚕五龄幼虫各组织中
S&

Y

$

基因转录"

,

#和

蛋白质表达"

_

#水平

a1;<1*+T-(<<3+

4

检测结果表明%

NQR$

在血淋巴中

表达量最高%头部)丝腺)气管)脂肪体)表皮中表达

量基本接近%中肠)马氏管)卵巢中几乎没有检测到

该蛋白质的存在"图
C_

#&

$@&

!

NQR$

蛋白的纯化及分子特性

NQR$

从
C

龄幼虫血淋巴中纯化%首先利用硫

酸铵分级沉淀去除大部分的储存蛋白%

B%]

硫酸铵

沉淀目的蛋白的含量最多&样品透析浓缩后%经
E

;)

L

1*K1c$%%

层析柱纯化%

5N57RQUG

分析如图
#

所示&最后%用阴离子交换柱
M3

L

*1

L

"#

*

"%gOO

处理%

%

"

"I(-

*

E>,S-

梯度洗脱%

5N57RQUG

检测

"图
#,

#&纯化后的样品
a1;<1*+T-(<<3+

4

"图
#_

#分

析%后用
T,+K56,+?C@%

软件进行其纯度检测%达

到
B&]

&

P

!蛋白质分子量标准%

"

!

C

龄幼虫血淋巴%

$

!

C

龄幼虫血淋巴

#C]

硫酸铵沉淀样品%

!

!

C

龄幼虫血淋巴
B%]

硫酸铵沉淀样

品%

&

!

B%]

硫酸铵沉淀经
E7;)

L

1*K1c$%%

层析包含
NQR$

的

洗脱样品%

C

!阴离子交换柱
M3

L

*1

L

"#

*

"%gOO

处理后包含

NQR$

的洗脱样品

图
#

!

C

龄幼虫血淋巴中
NQR$

蛋白的纯化
5N57RQUG

"

,

#与
a1;<1*+T-(<<3+

4

"

_

#分析

用
R>U,;1O

特异性地切割
>7

连接的寡糖链%

结果如图
D

所示%对照组蛋白大小未发生变化%处理

组蛋白大小减小
$XN

左右&

&$D

!!!!!!!!

浙
!

江
!

理
!

工
!

大
!

学
!

学
!

报"自然科学版#

$%"&

年
!

第
!"

卷



P

!蛋白分子量标准%

"

!

NQR$R>U,;1O

酶切前%

$

!

NQR$R>U,;1O

酶切后

图
D

!

柞蚕
NQR$

糖链
R>U,;1O

酶切
5N57RQUG

"

,

#

和
a1;<1*+T-(<<3+

4

"

_

#分析

纯化后的
NQR$

蛋白样品进行双向电泳%在
!&

XN

左右出现
!

个不同的点%经质谱分析表明这三个

蛋白点都是
NQR$

蛋白&如图
H

所示&

图
H

!

$7N

电泳分析及质谱分析

注!质谱鉴定"

T

#)"

S

#)"

N

#分别对应
Q

图
,

)

_

)

6

蛋白点

$@C

!

讨论

本研究对
S&

Y

$

基因进行生物信息学分析%

S&

Y

$

基因
ZYO

大小为
H!&_

L

%编码
$DD

个氨基酸

残基%预测蛋白质分子量为
!"@!BXN

%等电点
#@%"

&

多序列比对分析发现%

NQR$

与烟草天蛾和家蚕眼

色素结合蛋白"

ZTR

#同源性可达到
C#]

%

CD]

%推

测其可能是一种眼色素结合蛋白&信号肽和跨膜区

分析结果表明%

NQR$

有存在信号肽的可能%可能为

分泌型蛋白%这与其携带和转运色素功能相符'

"$

(

&

蛋白质高级结构预测提示其不含有
$

螺旋%推测高

含量的
0

折叠形成一个
0

桶%内部可能形成一个眼

色素绑定位点&

关于柞蚕
S&

Y

$

基因的研究尚未见报道%本文

对其表达特征进行了研究和阐述&有研究发现昆虫

滞育期一些蛋白滴度较高%非滞育期滴度较低或者

不存在该类蛋白%这类蛋白被称为
NQR

'

"!

(

%推测其

与昆虫滞育相关'

"&

(

&通过荧光定量
RSY

和
a1;<7

1*+T-(<<3+

4

技术对柞蚕各发育时期及
C

龄幼虫各

组织中
S&

Y

$

转录及蛋白表达情况进行分析%其结

果基本上是一致的&在滞育蛹中该基因及编码蛋白

质的转录和表达水平最高%且其它时期都有较低程

度的转录和表达%这与其它物种中滞育关联蛋白的

表达特征相符%表明其与柞蚕蛹滞育有关&通过荧

光定量
RSY

和
a1;<1*+_-(<<3+

4

分别检测到
S&

Y

$

基因及编码蛋白质在柞蚕
C

龄幼虫各组织中转录水

平最高的为脂肪体%血淋巴中表达水平最高&由于

柞蚕为开放性血液循环系统%血液可以作为转运物

质的载体'

"C

(

%这表明
NQR$

同许多蚕体蛋白类似%

在脂肪体中转录并合成%分泌到血淋巴中发挥作

用'

"#

(

&

从五龄幼虫血淋巴中纯化出
NQR$

%纯度可达

B&]

&通过对
NQR$

的全波长扫描分析%只有

$DH+I

最大吸收峰未见其在可见光下有特异的吸

收峰&有研究表明眼色素和眼色素结合蛋白的结合

是短暂的'

"%

%

"D

(

%还有的研究仅在烟草天蛾幼虫
b,+7

K1*3+

4

时期分离到的眼色素结合蛋白'

"H

(

&本研究

结果表明
NQR$

并未结合色素%很有可能是纯化过

程中色素已与其分离%也有可能是我们纯化所用血

淋巴并不来自幼虫
b,+K1*3+

4

时期%或许
NQR$

不

是一种
ZTR

&利用
R>U,;1O

特异性地切割
>7

连接

的寡糖链%结果发现
R>U,;1O

消化后的蛋白分子量

明显减小%经过对
NQR$

的氨基酸序列分析%其中

包含一个经典的
>7

连接糖基化三联子序列
>7[

"

5

#

75

%结合实验结果表明
NQR$

存在糖基化修饰%

这与之前的文献报道
ZTR

为糖蛋白一致'

D

(

&糖基

化对于蛋白稳定及活性有重要作用'

"B

(

%但
NQR$

糖

基化与其结构和功能的联系还有待进一步研究&蛋

白质翻译后修饰是调节蛋白质生物学的关键步骤%

使其结构更复杂%功能更完善'

$%

(

&利用双向电泳技

术%在不同等电点处存在三个蛋白点%结合质谱分析

结果显示这三个蛋白点均为
NQR$

%这表明在柞蚕

体内该蛋白存在多种翻译后修饰%可能在滞育和携

带转运色素方面提供更加精细的调节&

有文献报道
ZTR

和
NQR

一样也可以作为昆虫

滞育的生物标记物'

"!

(

&

ZTR

通过运输色氨酸代谢

产物在昆虫着色和解毒途径中发挥作用'

"D

(

%然而对

于
ZTR

和滞育之间的联系尚不清楚&命名为
S&

Y

$

的基因编码的氨基酸序列与报道的
ZTR

同源性高%

实验发现有类似
ZTR

的性质%表明
NQR$

与
ZTR

可能存在着某种联系&此外%开展柞蚕功能基因组

研究%具有研究资源的替代价值和潜在的医学意义&

本实验对柞蚕
S&

Y

$

表达特征及蛋白的分子特性进

行了初步研究%为进一步阐明
NQR$

的生理功能奠

C$D

第
#

期 杨晓丽等!柞蚕滞育关联蛋白基因
S&

Y

$

的表达特征及分子特性



定基础&

$

!

结
!

论

检测
S&

Y

$

基因在柞蚕不同发育时期以及五龄

幼虫不同组织中的转录和表达情况%滞育蛹最高$纯

化出纯度高达
B&]

的天然柞蚕
NQR$

蛋白$研究了

NQR$

分子特性%全波长扫描分析天然
NQR$

蛋白

的可见光吸收光谱%在可见光范围内未发现吸收峰$

糖基化修饰分析鉴定
NQR$

蛋白为糖蛋白$双向电

泳检测到三个蛋白点%质谱分析表明其都是
NQR$

蛋白&
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