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摘
!

要!在自建的家蚕蛹
6]@Q

文库中发现了一条新基因序列!

V1+S,+K

登录号为
]W!#%E!D

%该基因是一个同

源性很低的基因!未发现保守结构域!将其命名为
A@)0

G

%

A@)0

G

基因全长
DD%J

T

!由
""J

T

的
&n

端非翻译区序列

"

&n98U

$&

EFDJ

T

的开放读码框"

aUc

$和
CDJ

T

的
#n

端非翻译区序列"

#n98U

$组成%生物信息学分析结果表明蛋白

SZJG

2

可能存在跨膜区和信号肽%将该基因插入到载体
T

VNh7E87#

中!构建了该基因编码的重组质粒
T

VNh7E87#7

A@)0

G

!转化大肠杆菌
U(;1<<,

后!

Me8V

诱导表达了该融合蛋白!并利用亲和层析的方法纯化该重组蛋白!免疫新西

兰兔制备多克隆抗体%亚细胞定位实验结果表明该蛋白只存在于细胞质中%

关键词!家蚕#

A@)0

G

基因#原核表达#纯化#亚细胞定位

中图分类号!

gCE

!!!

文献标识码!

Q

(

!

引
!

言

因家蚕在基础生命体系&物质代谢&能量代谢和

遗传方式上与人类有很多相似性之处$且遗传资源

丰富&遗传背景清楚$其在克隆人类疾病控制新基

因&研究疾病机理和开发新药等方面将发挥重大作

用%目前国际上对于家蚕作为模式生物的研究竞争

激烈%自
!$$#

年我国率先完成家蚕基因组/框架

图0后$目前在家蚕功能基因组研究和应用研究中已

发现了
%F&%$

个家蚕基因$其中大部分是新发现

的$且生物学功能尚不清楚'

%7!

(

%因此$对新基因功

能的研究工作迫在眉睫%我们在自建的家蚕蛹

6]@Q

文库中发现一条新序列$在
@LSM

上对此序列

进行同源性比对分析$发现此序列和已报道的序列

同源性极低$推测该序列编码可能是一条新基因%

在本研究中$通过生物信息学分析方法$预测了该基

因及对应的蛋白序列的性质和功能'

#7E

(

$并将这序列

克隆到
T

VNh7E87#

载体上$并在大肠杆菌中诱导表

达$以纯化的重组蛋白为抗原免疫雄性新西兰兔$制

备了该重组蛋白的多克隆抗体$

NOM5Q

检测该抗血

清的效价$

[1;<1*+J-(<

检测抗体的特异性%

!

!

材料和方法

%?%

!

实验材料

家蚕培养细胞系
SZ&

&

$-:;3I8V%

&

U(;1<<,

菌

株&表达载体
eVNh7E87#

由本实验室保存)雄性新

西兰兔"约
#K

4

#购自杭州师范大学实验动物中心%

琼脂糖
Q

4

,*(;1Ae

&电泳级
5]5

&

NS

固体&

U@,;1Q

&

溶菌酶&丙烯酰胺购自
S(10*3+

4

1*A,++013Z

公司)

8,

j

酶及相应
eLU

反应有关试剂购自上海博亚"

S3(7

;3,

#生物技术有限公司)限制性内切酶
A(@R

(

&

+F;

(

购自
e*(Z1

4

,

公司)无水
L,L-

!

&

Qe

&

3Z3H,G(-1

&

8*3;

碱&

Me8V

&

QZ

T

363--3+

购自
53

4

Z,

公司)蛋白胨&酵

母提取物购自英国
aY(3H

公司)胶回收试剂盒购自

北京鼎国生物技术公司)低分子量蛋白
A,*K1*

购

自
8,I,U,

公司)

8NAN]

"

@

$

@

$

@l

$

@l7

四甲基乙

二胺#为瑞典
OISSUaAAQ

公司产品)

@

$

@l7

甲

叉双丙烯酰胺为瑞士
c-)K,L01Z31QV

公司产品)

其他化学试剂均为国产分析纯%

%?!

!

方法

%?!?%

!

eLU

扩增目的基因片段

根据
A@)0

G

基因的
aUc

设计引物$上&下游引

物分别引入
A(@RM

和
+F;M

酶切位点$由上海博



亚生物技术有限公司合成$引物序列如下!

e%

!

&n7LVLVVQ8LLQ8VVLL8LVQQL7#n

$

e!

!

&n7LLVL8LVQV8LQQVQQQ8V88L87

8V8QL7#n

!

"下划线表示酶切位点#%

以
T

R1-3Y7A@)0

G

质粒为模板$以设计的引物

扩增目的基因的
aUc

$

eLU

反应程序!

"Ef

预变性

&Z3+

$

"Ef

变性
%Z3+

$

&Df

退火
#$;

$

C!f

延伸

%Z3+

$共
#$

个循环$

C!f

延伸
%$Z3+

%

%?!?!

!

目的基因片段的克隆

将上述的
eLU

产物纯化后用
A(@R

(

&

+F;M

进行双酶切$然后将其连接到
T

VNh7E87#

载体相应

的酶切位点中$转化大肠杆菌
U(;1<<,

%在含有氨苄

青霉素抗性的培养基中挑取单克隆菌落$用
eLU

和

双酶切进行阳性克隆的筛选$再通过
]@Q

测序确

定克隆的正确性%

%?!?#

!

V58

融合蛋白的表达与纯化

将经测序鉴定成功的重组菌进行大量培养$至

菌液
a]

D$$

约为
%

时$加入
Me8V

溶液至终浓度为

%ZA

$继续培养
E0

以充分表达目的蛋白%菌体经

D$$$*

*

Z3+

离心收集后$用
eS5

重悬$按

%Z

4

*

ZO

重悬液的比例加入溶菌酶$冰上搅拌裂解

#$Z3+

%将裂解液置于冰上$用超声波破碎仪以

&$P

的功率作用
&Z3+

$

Ef

$

%!$$$*

*

Z3+

离心
%&

Z3+

$取上清进行
V58

亲和层析$用
%$ZZ

还原性

谷胱甘肽洗脱&纯化
V58

融合蛋白%

%?!?E

!

多克隆抗体的制备及其效价的测定

参考
L01+

等'

&

(的方法免疫新西兰兔$制备多

克隆抗体%首次免疫时$取纯化的
V58

融合蛋白

%Z

4

稀释至
&$$

'

O

$与等体积的弗氏完全佐剂混

合$充分乳化后$采用背部皮下多点注射免疫新西兰

兔%以后每隔
%$H

加强免疫
%

次$抗原量减半$用

弗式不完全佐剂代替弗氏完全佐剂制备抗原乳化

液$共加强免疫
#

次%第
E

次免疫后
%$H

$将兔子禁

食
!E0

$颈动脉插管取血获得抗血清%

将获得的抗血清用间接
NOM5Q

法进行抗体效价

的测定$参考
L01+

等'

&

(的方法%将
A@)0

G

抗原稀释

至
%?$Z

4

*

O

包被酶标板$每孔
%$$

'

O

$

Ef

过夜)

%P

S5Q#Cf

封闭
!0

)洗涤
#

次后$以倍比稀释的抗血清

作为一抗$免疫前兔血清作为阴性对照$每孔
%$$

'

O

$

#Cf

孵育
%0

)洗涤
#

次后每孔加入
%X%$$$

稀释的

RUe7

羊抗兔
M

4

V%$$

'

O

$

#Cf

孵育
%0

)洗涤
D

次$

ae]

显色$用酶标仪测定
E"$+Z

的吸光度值"

?

E"$

#%

%?!?&

!

[1;<1*+J-(<

检测

将未诱导的重组菌总蛋白与纯化的
V58

融合

蛋白样品经
%!P5]57eQVN

分离后转移至
e>]c

膜上$用
%PS5Q

封闭
!0

$以
%X%$$

稀释度的多

克隆抗体
Ef

孵育过夜$

8S58

洗膜后按
%X%$$$

稀释度加
RUe7

羊抗兔
M

4

V

$

#Cf

孵育
%0

$

8S58

洗

膜后$将膜转入
]QS

显色液中$室温下暗处显色
&

"

%$Z3+

$待有明显的显色条带时$用去离子水漂洗

终止反应%

%?!?D

!

A@)0

G

亚细胞定位

将处于对数生长期的家蚕
SZ&

细胞接种于铺

有盖玻片的培养皿中$

%!0

后$用
eS5

轻洗细胞
!

次$再用
#?CP

的甲醛
!&f

固定细胞
%$Z3+

)

$?!P

的
8*3<(+h7%$$

于
!&f

处理细胞
%$Z3+

%

#PS5Q

封闭
!0

后加入纯化后的抗血清
%X!$$

$

Ef

孵育过

夜$以未免疫兔血清作阴性对照)

eS58

"

eS5d

$̀&P8b11+!$

#洗
#

次$再加入
L

=

#

标记的羊抗兔

M

4

V

抗体$激光共聚焦显微镜观察%

'

!

结
!

果

!?%

!

目的基因片段的
eLU

合成

利用
e%

&

e!

两条引物的
#n

端的核苷酸序列互

补$通过
eLU

合成目的基因片段$片段长度为
EFD

J

T

%图
%

中$在
&$$J

T

附近显示出一条特异性条带

即为目的片段%将该片段回收后用于
A(@R

(

&

+F;M

双酶切$继而将其连接到
T

VNh7E87#

载体的

相应位点中%

!?!

!

重组质粒
T

VNh7E87#7A@)0

G

的酶切鉴定

碱裂解法小量抽提重组质粒$经
A(@RM

和

+F;M

双酶切重组质粒
T

VNh7E87#7A@)0

G

$电泳出

现大小两条带$与预期结果一致)以此质粒为模板$

用上下游引物进行
eLU

扩增鉴定$结果也得到单一

的与预期大小一致的目的条带"图
!

#$然后再将阳性

A

!

]@Q

分子量标准$

%

!

eLU

产物

图
%

!

eLU

合成目的

基因片段

!

A

!

]@Q

分子量标准
%

!重组质粒

eLU

鉴定
!

!重组质粒双酶切鉴定

图
!

!

重组质粒
T

VNhE87#7

A@)0

G

的鉴定

&%E

第
#

期 高
!

珍等!家蚕新基因
A@)0

G

的表达&抗体制备及亚细胞定位



克隆进行
]@Q

测序$结果与原序列完全一致$表明

已获得正确的重组表达克隆菌株%测序图谱略%

!?#

!

V58

融合多肽的表达与纯化

将重组质粒转入
U(;1<<,

感受态细胞中$用终

浓度为
%ZA

的
Me8V

进行诱导表达%收集菌体裂

解后$用
V58

亲和层析柱进行纯化$经过
%!P

5]57eQVN

电泳$发现在
E&K],

附近有单一的目

的条带$即为
V587SZJG

2

"图
#

&图
E

#%

%

!诱导表达的重组菌体蛋白
!

!未诱导表达的重组菌体蛋白

#

!诱导重组菌超声后的上清
E

!诱导重组菌超声后的沉淀

A

!蛋白低分子量标准
&

!诱导表达的空载菌体蛋白

图
#

!

融合蛋白
V587SZJG

2

在
$-:;3IU(;1<<,

中

Me8V

诱导表达检测

A

!蛋白低分子量标准
%

!诱导表达的重组菌体蛋白

!

!纯化的重组蛋白

图
E

!

纯化蛋白
V587SZJG

2

的
5]57eQVN

!?E

!

融合多肽的多抗特异性检测

用间接
NOM5Q

方法对获得的抗血清进行抗体

效价的测定$结果发现该抗体的效价约为
%X%!F$$

"图
&

#%将纯化的融合多肽
V587SZJG

2

免疫新西兰

图
&

!

抗体效价检测

兔获得多克隆抗体$并进行抗体与抗原的免疫印迹

检测%用
[1;<1*+J-(<<3+

4

检测了表达的
V58

融

合蛋白的细菌总蛋白样品和纯化的
V58

融合蛋白

与自制抗体反应的特异性"图
D

#%由图
D

中可以看

出$制备的抗体虽然是多克隆抗体$但仍然有较高的

特异性%

A

!低分子量标准蛋白质
%

!

#

诱导后重组菌

!

!

E

纯化的重组蛋白

图
D

!

[1;<1*+J-(<<3+

4

分析

!?&

!

A@)0

G

的亚细胞定位

一抗为制备的
A@)0

G

多克隆抗体$阴性一抗为

未免疫阴性兔血清%

L

=

#

标记的二抗在
&&$+Z

波

长激发产生红色荧光$细胞核经
]QeM

染色后在

#&#+Z

波长激发产生蓝色荧光%在激光共聚焦扫

描显微镜下观察到
A@)0

G

主要存在于胞质"图
C

#%

图
C

!

A@)0

G

的亚细胞定位

,

&

J

&

6

&

H

为阴性对照)

Q

&

S

&

L

&

]

为阳性)

,

&

Q

!可见光下的细胞)

J

&

S

!

#&#+Z

激发下
]QeM

显示蓝色荧光$为细胞核)

6

&

L

!

L

=

#

标记的

二抗染色的胞内
A@)0

G

$图片显示$荧光位于细胞质当中$且分布

均匀)

H

&

]

!叠加图%图中白色标尺的长度为
%$

'

Z

%

$

!

讨
!

论

在自建的家蚕蛹
6]@Q

文库中$筛选到一家蚕

未知功能基因$通过对其
6]@Q

序列进行生物信息

学分析$表明该基因为有信号肽的碱性蛋白质%同

源比对结果表明该基因同源性低$而且也没有保守

结构域%为了发现编码蛋白中古老的保守结构域

"

QLU;

#$把人&线虫和酵母的一系列新基因序列进

D%E

!!!!!!!!!!!!!!

浙
!

江
!

理
!

工
!

大
!

学
!

学
!

报
!$%!

年
!

第
!"

卷



行相互比对$并且把这些序列和一系列的大肠杆菌

基因进行比对%几乎所有被发现的
QLU;

都能够在

蛋白数据库中发现序列同源性$这表明当今已知的

蛋白可能包括大多数典型的
QLU;

$也表明与任何

其他数据库序列没有相似性的新序列不太可能包含

QLU;

%初步分析表明$与偶尔表达的基因相比$经

常表达的基因更可能包含
QLU;

'

C

(

%所以$一般没

有保守结构域的基因可能属于奢侈基因$这也说明

A@)0

G

基因可能属于奢侈基因%

因
A@)0

G

基因是真核生物基因$故将构建成功

的重 组 质 粒
T

VNh7E87#7A@)0

G

转 化
$-:;3I

U(;1<<,

菌株$得到重组菌%将重组菌诱导超声后发

现
T

VNh7E87#7A@)0

G

融合蛋白以包涵体的形式存

在$将纯化后得到的融合蛋白免疫新西兰纯种大白

兔$获得效价
%X%!F$$

的多克隆抗体%亚细胞定

位试验表明
A@)0

G

可能存在于细胞质中%

对新基因的功能了解极少$所以首先借助于生

物信息学来推测其功能$但其生物学功能需经进一

步的试验证明$该研究工作为
A@)0

G

基因的功能研

究打下了基础%
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