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摘
!

要!从家蚕
6N>Q

文库中扩增到家蚕
O-@>K$

基因完整的
ZYO

序列#通过
E,;1*

4

1+1

软件分析获得

TIQUZ$

的抗原表位区!命名为
X&

?

I$

"#构建含
\,

4

($

的表达载体#转化大肠杆菌诱导表达#融合蛋白经镍柱亲和

层析纯化后免疫新西兰大白兔制备多克隆抗体#

GEV5Q

和
a1;<1*+_-(<<3+

4

检测抗血清的效价可达到
"e$C#%%

以

上#抗体特异性较好$表达谱分析结果显示#

TIQUZ$

蛋白在家蚕卵期%蛹期%蛾期和五龄幼虫期均表达#但在蛹期

表达量要偏低$而在五龄幼虫各组织中
TIQUZ$

蛋白的表达差异较明显#

TIQUZ$

蛋白在头部和表皮中大量表

达#丝腺%马氏管和脂肪中也有少量表达#而在血淋巴%气管和中肠中未检测到该蛋白的表达$结合
TIQUZ$

表达

谱分析结果#进一步利用其抗体通过免疫共沉淀方法从
TIQUZ$

蛋白表达量高的家蚕头部和表皮中分离出
TIQ7

UZ$

蛋白及结合的
Y>Q

#并逆转录成
6N>Q

$以家蚕
I3Y>Q

潜在的靶基因
O-D-&

#

O-

!

+

Y

'

"

:'9(D

#

O-D-/

#

O--

#

#

O--

'

$

作为检测基因#荧光定量
RSY

分析获得的
TIQUZ$

结合
Y>Q

#和对照组
Y>Q

相比#

O-D-&

#

O-

!

+

Y

'

"

:'9(D

#

O-D-/

#

O--

#

#

O-

'

$

基因在
TIQUZ$

结合
Y>Q

中的含量分别富集了
!@B!

%

"@!"

%

$@&

%

"@!"

%

%@BD

倍$

I3Y>Q

靶位点分析表明#

O-D-&

和
O-D-/

存在多个
I3Y>Q

结合位点#极有可能是
I3Y>Q

的靶基因$目前

还没有有效的家蚕
I3Y>Q

靶基因高通量鉴定方法#本实验为家蚕
I3Y>Q

靶基因的高通量筛选提提供了可靠地

实验途径$

关键词!

TIQUZ$

&表达谱分析&结合
Y>Q

&免疫共沉淀&

I3Y>Q

靶基因

中图分类号!

gD"

!!!

文献标志码!

Q

(

!

引
!

言

P36*(Y>Q

"

I3Y>Q

#是一类由内源基因编码

的长度约为
$$

个核苷酸的非编码单链
Y>Q

分

子'

"

(

%它们在动植物中介导基因转录后的表达调控&

Y>Q

沉默复合体"

Y>Q73+K)61K;3-1+63+

4

6(I7

L

-1c

%

YV5S

#是
I3Y>Q

行使功能过程中所不可或

缺的组分%而其中
Q*

4

(+,)<1

"

QUZ

#蛋白是
YV5S

的核心元件&

QUZ

蛋白首先在植物中被发现'

$

(

%它

们通常含有
RQ/

和
RVaV

两个功能域'

!

(

%主要在引

导
I3Y>Q

或
;3Y>Q

靶基因的识别)降解以及产物

的释放%在
I3Y>Q

和
Y>Q3

的基因调控中起到了

关键的作用'

&7B

(

&此外%在哺乳动物的
Y>Q3

中%

QUZ$

是特异的并且起到非常关键的作用'

"%

(

&

利用
QUZ

蛋白的抗体通过免疫共沉淀的方法

能将
QUZ

蛋白分离出来%同时也能将和
QUZ

蛋白

结合的
Y>Q

分子一起分离出来%目前已经有很多

文章报道了通过免疫共沉淀分离
QUZ

蛋白的方

法%从
YV5S

复合物中成功地分离
I3Y>Q

及靶基因

IY>Q

%成为
I3Y>Q

靶基因高通量筛选的常用方
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本研究对家蚕
QUZ$

"

TIQUZ$

#蛋白的抗原

表位区片段进行原核表达)纯化并制备相应抗体%通

过该抗体分析
TIQUZ$

蛋白在家蚕各组织和各时

的期表达谱&基于表达谱分析%进一步通过免疫共

沉淀法从家蚕表达量较高的组织中分离
TIQUZ$

蛋白及结合
Y>Q

'

"D

%

"H

(

%并进行初步鉴定&目前关

于家蚕
I3Y>Q

功能和靶基因的相关研究还很少报

道%本实验将围绕家蚕
Q*

4

(+,)<1$

为及其结合

Y>Q

开展系列研究&

!

!

材料和方法

"@"

!

材料

家蚕品种为菁松
W

皓月一代杂交种%由浙江中

奇生物药业股份有限公司提供%按常规方法饲养$

G2/I'98U"

菌株)

G2/I'9TE$"

"

NG!

#菌株)

L

G87

$H,

质粒是由本实验室保存$雄性新西兰大白兔"约

!X

4

#购自杭州师范大学实验动物中心"合格证号

5S[\7$%"$7%%%&

#$

8,

i

N>Q

聚合酶为
8*,+;

公司

产品)限制性内切酶
O&-MV

)

"=IV

)

)&/V

和
AIVV

为
O1*I1+<,;

公司产品$

L

PN"H78?16<(*

为
8,X,7

*,

公司产品$蛋白胨和酵母提取物购自英国
Zc(3K

公司$

[7

4

,-

)

VR8U

)

\,+,I

=

63+

)

QI

L

363--3+

购自上

海生工生物有限公司$质粒提取试剂盒和产物回收

试剂盒为
R*(I1

4

,

公司产品$辣根过氧化物酶

"

MYR

#标记的羊抗兔
V

4

U

购自北京鼎国生物技术

公司$其他化学试剂均为国产分析纯&

"@$

!

方法

"@$@"

!

生物信息学分析

用
TEQ58

在线分析软件"

0<<

L

!**

bbb@+6_3@

+-I@+30@

4

(:

*

TEQ58

*#进行基因的核酸序列和氨

基酸序列的比对分析$利用
E,;1*

4

1+1

软件进行核

酸序列分析%包括开放阅读框的查找和蛋白氨基酸

序列的理化性质分析等$通过
Gc

L

,;

=

的
R*(<;6,-1

"

0<<

L

!**

bbb@1c

L

,;

=

@(*

4

#在线分析预测蛋白疏

水性&

"@$@$

!

重组质粒的构建及鉴定

根据
O-@>K$

基因的
ZYO

框序列设计正向

引物
R.

"

和反向引物
R*

"

%分别包含
)&/V

酶切位

点)

AIVV

酶切位点&具体序列如下!

R.

"

!

Ck7SUUQUS8SQ8UUS8QUQUUQQQQ

QQSQ7!k

"下划线为
)&/V

酶切位点#&

R*

"

!

Ck7SUSUSUUSSUS88QUQSUQQUQQ

SQ8QS7!k

"下划线为
AIVV

酶切位点#&

以本实验室的家蚕
6N>Q

为模板%用
Oc

高保

真酶进行
RSY

扩增%

RSY

产物回收后使用加
Q

试

剂盒"

8,X,*,

公司#在序列的
!k

加
Q

%然后连接到

L

PN7"H78?16<(*

上%转化
G2/I'98U"

感受态细胞

涂平板进行蓝白斑筛选&挑取白斑培养后提取质粒

通过酶切和
RSY

酶切鉴定&

通过
E,;1*

4

1+1

软件获得
TIQUZ$

的抗原表

位区并将其命名为
\,

4

($

%根据其序列设计正向引

物
R.

$

和反向引物
R*

$

%分别包含
O&-MV

酶切位

点)

"=IV

酶切位点&具体序列如下!

R.

$

!

Ck7UUQ8SSU88USQSQSQQQUU888

SS7!k

"下划线为
O&-MV

酶切位点#&

R*

$

!

Ck7US8SUQU88QSSQ8QS8SSS88S8

88UU7!k

"下划线为
"=IV

酶切位点#&

以鉴 定 重 组 成 功 的
TIQUZ$7

L

PN7"H78

?16<(*

为模板%进行
RSY

扩增%将目的片段
X&:

?

I$

克隆到
L

G87$H,

表达载体后转化
G2/I'9

TE$"

"

NG!

#表达菌株中&培养后提取质粒%通

RSY

)酶切及测序进行鉴定后%选取阳性重组质

粒进行诱导表达&

"@$@!

!

融合蛋白的表达纯化及多克隆抗体的制备

TE$"

"

NG!

#

7

L

G87$H,7\,

4

($

接种于
ET

培养

基中%在
!D̂

生长培养到
ZN

#%%

值约为
%@C

左右时%

加入
VR8U

至终浓度
"IP

诱导融合蛋白表达&将

诱导表达后的菌体超声破碎%

5N57RQUG

分析该融

合蛋白的表达是以包涵体形式&收集大量菌体纯化

融合蛋白%纯化后的融合蛋白经
5N57RQUG

检测后

透析除盐%然后进行冷冻干燥&

纯化后的
\,

4

($

融合蛋白免疫新西兰大白兔

制备多克隆抗体%免疫完成后获得兔抗血清用
R*(7

<13+Q

凝胶柱进行纯化$用间接
GEV5Q

方法测定该

抗体的效价'

"B

(

$并且用
a1;<1*+_-(<<3+

4

方法鉴定

该抗体的特异性&

"@$@&

!

TIQUZ$

在家蚕中的表达谱分析

解剖家蚕五龄虫得到了头部)中肠)马氏管)

气管)丝腺)脂肪)表皮和血淋巴
H

个组织&将这
H

个组织和家蚕卵)五龄幼虫)蛹)蛾四个发育时期

的样品加液氮分别充分研磨成粉末%用适量的蛋

白提取裂解液"

C%IP8*3;7MS-

L

MH@%

%

"C%IP

>,S-

%

"IPN88

%

CIPGN8Q

%

%@C]>R7&%

%

!%D

第
#

期 张
!

玉等!家蚕
Q*

4

(+,)<1$

的表达分析及其结合
Y>Q

的初步研究
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脱氧胆酸钠%

"%%

#

4

*

IERP5O

%

C

#

4

*

IE

Q

L

*(<3+3+

#冰上裂解
!%I3+

后%

"$%%%*

*

I3+

%

&̂

离心
!%I3+

%上清为总蛋白溶液%然后用
T*,K.(*K

法对各个时期和组织的总蛋白进行定量'

$%

(

&取等

量的各个时期及五龄虫各个组织的总蛋白进行电

泳后%

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

4

分析
TIQUZ$

蛋白在家蚕

中的表达谱&

"@$@C

!

免疫共沉淀分离
TIQUZ$

蛋白

通过组织定位检测到
TIQUZ$

蛋白表达量高

的组织%裂解这些组织得到总蛋白溶液&分别取
"

IE

总蛋白溶液中加入
"@CIE

的管中%加入已用

RT5

缓冲液洗涤过
C%

#

E

L

*(<13+Q

磁珠"

Y(601

#%

&̂

缓慢摇动
&CI3+

后%

"$%%%*

*

I3+

%

&̂

离心
"C

I3+

%取上清%加入
\,

4

($

自制多克隆抗体%

&̂

缓慢

摇动
#0

后%加入已用
RT5

缓冲液洗涤过
"%%

#

E

L

*(<13+Q

磁珠%

&̂

缓慢摇动过夜&

"$%%%*

*

I3+

%

&̂

离心
$I3+

%取沉淀%加入
H%%

#

E

预冷
RT5

缓冲

液洗涤%

"$%%%*

*

I3+

%

&̂

离心
$I3+

弃上清%反复

洗涤
#

次&取沉淀%加入
C%

#

E$W-(,K3+

4

_)..1*

进行蛋白电泳后%

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

4

检测&

"@$@#

!

TIQUZ$

蛋白结合的
Y>Q

的分离及其

6N>Q

的合成

!!

将免疫共沉淀
TIQUZ$

后的
R*(<13+Q

磁珠使

用
8*3J(-

提取
Y>Q

&提取
Y>Q

后经
N>Q

酶"

QI7

_3(+

公司#消化后测定吸光值%将这
!

组
Y>Q

同时使

用
8*,+;6*3

L

<(* M3

4

0O3K1-3<

=

6N>Q;

=

+<01;3;\3<

"

Y(601

公司#逆转录成
6N>Q

&通过
\,

4

($

自制多克

隆抗体免疫分离的
Y>Q

为免疫共沉淀实验组
Y>Q

%

通过
TI;

L

-

自制多克隆抗体"对照抗体#免疫分离的

Y>Q

为免疫共沉淀对照组
Y>Q

&

"@$@D

!

TIQUZ$

结合
Y>Q

的初步分析

由于
QUZ

蛋白结合
Y>Q

包含
I3Y>Q

及其靶

基因
IY>Q

%而目前家蚕中还没有已知的
I3Y>Q

靶

基因%因此采用生物信息学方法预测了
C

个家蚕

I3Y>Q

潜在的靶基因
O-D-&

%

O-

"

+

Y

'

#

:'9(D

%

O-D-/

%

O--

#

和
TII

0

$

&以这
C

个
I3Y>Q

潜在

靶基因为检测基因%通过荧光定量
RSY

方法分析所

合成的
6N>Q

%利用
$

A

,,

S8方法对
S

8

值进行分析%初

步确定
TIQUZ$

蛋白结合的
Y>Q

中是否存在
I3Y7

>Q

靶基因
IY>Q

及其相对含量&引物序列见表
"

&

表
!

!

家蚕
6>YVD

潜在靶基因
^

YB=A.Y

引物

基因

U1+1

上游引物

O(*b,*K;

L

*3I1*

下游引物

Y1:1*;1

L

*3I1*

O-D-& Ck7QUQ8UQQQSS8U8UQSS88U8USS7!k Ck7S88UUQUSQS8UUQ8U88U88U88S7!k

O-

"

+

Y

'

#

:'9(D Ck7Q888SU88SQU8S8U8USSS7!k Ck78SQQSSS8QSSU8UUQ8U8U7!k

O-D-/ Ck7S8U88UUQSQQ888UQSUS8UQQU7!k Ck7S8UU8USSU888UQ888S8U8U887!k

O--

#

Ck7SQ8SS8SSQSQSUQQSQUSS8UQ87!k Ck78SQUS88888SSQQS888UQUQSU88S87!k

O--

'

$ Ck7SSQ88US8UUQUSUUQQQSU8SU7!k Ck78U8SSUQQUSSSUSS8UQQQS88S7!k

'

:&/V93@! Ck7USUSUUS8QS8SU88SQS87!k Ck7UUQ8U8SSQSU8SUSQS887!k

'

!

结
!

果

$@"

!

基因的生物信息学分析

从
>STV

中下载到
TIQUZ$

全长
IY>Q

"

U1+T,+X

登录号为
QT$%#BH#

#&

E,;1*

4

1+1

软件

分析
TIQUZ$

基因的
ZYO

大小为
!""D_

L

%编码

的蛋白含有
"%!H

个氨基酸残基%预测分子量为

""#@C$XN,

%等电点为
B@D

%为碱性蛋白$

TIQUZ$

蛋白的氨基酸残基在
>STV

中比对后发现含有两个

保守的功能域%分别称为
RQ/

和
RVaV

功能域"见

图
"

"

,

##%这与
QUZ

蛋白家族是相同的$通过
E,7

;1*

4

1+1

软件分析获得
TIQUZ$

的抗原表位区"命

名为
\,

4

($

#"见图
"

"

_

##&软件分析结果显示

TIQUZ$

蛋白氨基酸序列上
"

"

$%%

左右和
&%%

"

图
"

!

TIQUZ$

蛋白的生物信息学分析

&%D

!!!!!!!!

浙
!

江
!
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#%%

左右这两个区域抗原表位性比较高%但
&%%

"

#%%

左右的区域刚好是
TIQUZ$

的
RQ/

区域%所

以选取该区域作为制备抗体的抗原所对应的氨基酸

片段%并将该片段的氨基酸序列命名为
\,

4

($

$同时

利用
Gc

L

,;

=

中的
R*(<;6,-1<((-

预测蛋白质的疏水

性%结果显示整个
\,

4

($

蛋白大部分偏亲水性"见

图
"

"

6

##%这与
E,;1*

4

1+1

预测该区域为亲水性区

域%抗原性较高的结果一致&
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重组质粒的构建及鉴定

以家蚕
6N>Q

为模板扩增
TIQUZ$

%

RSY

产

物经
"]

的琼脂糖凝胶电泳检测后在
!%%%_

L

左

右显示出一条特异性条带%大小与
TIQUZ$

理论

值相符&以重组质粒
TE$"

"

NG!

#

7

L

G87$H,7\,

4

($

为模板进行
RSY

扩增%核酸电泳检测在
#%%_

L

附

近显示出一条特异性条带%大小与
\,

4

($

理论值

相符$并用
O&-MV

和
"=IV

进行双酶切后电泳检

测%分别在
#%%_

L

与
C%%%_

L

附近出现两条与预

期大小相符的条带$还用
G/IYV

单酶切后电泳检

测在
C%%%_

L

偏上有一条带%比双酶切
L

G87$H,

条带偏大%和预期生物信息学分析该重组质粒上

只有一个
G/IYV

酶切位点相符"见图
$

#&经

RSY

)双酶切鉴定正确的重组质粒送上海生工测序

结果表明该基因序列与已知序列一致%表明重组

质粒构建成功&

P

!

8*,+;"C\N>QP,*X1*

$

"

!

G/IYV

酶切重组质粒$

$

!

O&-MV

*

"=IV

酶切重组质粒$

!

!

RSY

鉴定

图
$

!

重组质粒
L

G87$H,7\,

4

($

的
RSY

和酶切鉴定
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重组菌的诱导表达及纯化

将
TE$"

"

NG!

#

7

L

G87$H,7\,

4

($

重组菌经终浓

度为
"IPVR8U

诱导后%收集菌体%超声波破碎

后%分别将上清和沉淀进行电泳检测&与未诱导相

比%结果显示诱导后的重组菌在
!%XN,

附近有明显

目的蛋白表达条带&且表达产物以包涵体形式存

在%通过包涵体洗涤和镍柱纯化后得到了较纯目的

蛋白"见图
!

#&

P

!低分子量蛋白
P,*X1*

$孔道
"

!诱导空载体
L

G87$H,

$孔道
$

!重组

菌未诱导$孔道
!

!重组菌诱导$孔道
&

!超声破碎后上清$孔道
C

!超

声破碎后沉淀$孔道
"k

!超声破碎后沉淀$孔道
$k

!纯化的重组蛋白

图
!

!

融合蛋白的表达和纯化

$@&

!

抗体效价测定及纯化

上述纯化的重组蛋白免疫新西兰大白兔制备多

克隆抗体&获得的抗血清经过
R*(<13+QMR

凝胶

柱纯化后%得到较纯的兔抗
\,

4

($

抗体&

a1;<1*+

_-(<<3+

4

检测该抗体特异性较好"图
&

#$通过间接

GEV5Q

方法检测该抗体的效价%结果表明%自制抗

体在抗原蛋白浓度为
"%

#

4

*

IE

时抗体的效价可达

"e$C#%%

以上&

P

!低分子量蛋白
P,*X1*

$

"

%

"k

!诱导重

组菌诱导$

Pk

!预染蛋白
P,*X1*

图
&

!

抗体特异性分析

$@C

!

TIQUZ$

的表达谱分析

用自制
\,

4

($

多克隆抗体通过
a1;<1*+_-(<7

<3+

4

的方法对家蚕的五龄虫)蛹)蛾)卵四个不同发

育时期
TIQUZ$

蛋白表达量进行分析&实验结果

表明
TIQUZ$

在四个发育时期都有一定量的表

达%而在蛹期的表达量偏低"见图
C

"

,

##&对家蚕五

,

!家蚕发育各时期中
TIQUZ$

的表达谱&

P

!预染蛋白
P,*X1*

$

"

!五龄幼虫$

$

!蛹$

!

!蛾$

&

!卵&

_

!家蚕五龄幼虫各组织中
TIQ7

UZ$

基因的表达谱&

P

!预染蛋白
P,*X1*

$

"

!头$

$

!表皮$

!

!丝腺

体$

&

!马氏管$

C

!中肠$

#

!脂肪体$

D

!气管$

H

!血淋巴

图
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!

TIQUZ$
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龄幼虫的血淋巴)气管)脂肪)中肠)马氏管)丝腺体)

表皮和头部八个组织中的
TIQUZ$

蛋白表达量进

行分析"图
C

"

_

##&结果显示%

TIQUZ$

蛋白在家

蚕五龄幼虫各组织中表达量存在较大的差异&

TIQUZ$

蛋白在家蚕表皮和头部中大量表达%丝腺

体)马氏管和脂肪中表达量比较低%而血淋巴)气管

和中肠中几乎没有检测到蛋白的表达&

$@#

!

免疫共沉淀分离
TIQUZ$

蛋白及其结合的

Y>Q

及
6N>Q

的合成

!!

上述
$@C

实验结果得出
TIQUZ$

蛋白在家蚕

的头部和表皮中大量表达%所以取家蚕的头部和表

皮一起通过免疫共沉淀来分离
TIQUZ$

蛋白及结

合的
Y>Q

%免疫共沉淀后取少量
R*(<13+Q

磁珠通

过
a1;<1*+T-(<<3+

4

检测免疫共沉淀样品"见图
#

"

,

##&结果显示已成功的分离出
TIQUZ$

蛋白&

为了消除
R*(<13+Q

磁珠非特异的吸附
Y>Q

%所以

在实验中设置了一个阴性抗体"

TI;

L

-

蛋白抗体#作

为对照组%图
#

显示%阴性抗体未吸附
TIQUZ$

蛋白&

图
#

!

免疫沉淀分离
O-@>K$

的
a1;<1*+_-(<<3+

4

分析及其结合
Y>Q

的
6N>Q

电泳图

"

,

#免疫沉淀分离
TIQUZ$

的
a1;<1*+_-(<<3+

4

分析&

P

!预

染
P,*X1*

$

"

!头部和表皮未免疫的样品$

$

!头部和表皮免疫

共沉淀后的样品$

!

!阴性抗体免疫后的样品&"

_

#

TIQUZ$

结

合
Y>Q

的
6N>Q

电泳图&

P

!

8*,+;$\N>QP,*X1*

$

"

!免疫

共沉淀实验组
6N>Q

$

$

!免疫共沉淀对照组
6N>Q

提取
Y>Q

用
>,+("%%%

测其浓度%未免疫共沉

淀组
Y>Q

结果!浓度为
DC"dD+

4

*

#

E

"

$#%

*

$H%

为

"dBB

#$免疫共沉淀实验组结果!浓度
""H@C+

4

*

#

E

"

$#%

*

$H%

为
"@B#

#$免疫共沉淀对照组结果!浓度

$CdD+

4

*

#

E

"

$#%

*

$H%

为
"@C#

#&上述获得的三组

Y>Q

都逆转录成
6N>Q

%并进行电泳鉴定"见图
#

"

_

##&

$@D

!

家蚕
TIQUZ$

结合
Y>Q

的初步分析

为了检测
TIQUZ$

结合
Y>Q

中是否存在

I3Y>Q

靶基因的
IY>Q

分子%通过
i

Y87RSY

方

法分析了
C

个家蚕
I3Y>Q

潜在靶基因
O-D-&

%

O-

"

+

Y

'

#

:'9(D

%

O-D-/

%

O--

#

%

TII

0

$

在上述合

成的三组
6N>Q

中的含量&利用
$

7

,,

S8方法对
S

8

值进行分析%实验以未免疫组的
6N>Q

为本底数

据%分别计算免疫共沉淀实验组与免疫共沉淀对照

组靶基因含量相对于本底的相对量%根据两者相除

的倍数获得靶基因在免疫共沉淀实验组中的富集倍

数&免疫共沉淀实验组的某个
I3Y>Q

靶基因含量

相对于本底越高%而免疫共沉淀对照组中该基因的

含量相对于本底越低%则免疫共沉淀实验组中该靶

基因所富集倍数就越高%那么该基因越有可能为

TIQUZ$

特异的结合
Y>Q

%为家蚕
I3Y>Q

的靶

基因&

由于没有已知的家蚕
I3Y>Q

靶基因%笔者选

取
C

个家蚕
I3Y>Q

潜在靶基因
TI1I&

%

O-

"

+

Y

'

#

:'9(D

%

O-D-/

%

O--

#

%

TII

0

$

为测试基因%

通过
i

Y87RSY

后%利用
$

A

,,

S8方法对
S

8

值进行

分析后&与免疫共沉淀对照组
Y>Q

相比%

TI1I&

%

O-

"

+

Y

'

#

:'9(D

%

O-D-/

%

O--

#

%

TII

0

$

基因在

TIQUZ$

结合
Y>Q

中的含量分别富集了
!@B!

)

"d!"

)

$@&

)

"@!"

)

%@BD

倍"见图
D

#&如果富集倍数超

过
"@C

倍%就认为该基因很有可能是家蚕
I3Y>Q

的靶基因&所以根据表中数据显示
TI1I&

和

O-D-/

两个基因很有可能是家蚕
I3Y>Q

的靶基

因%目前正在进行进一
"

实验验证&

图
D

!

通过
i

Y87RSY

分析
TIQUZ$

结合的
Y>Q

$

!

讨
!

论

Y>Q

诱导的沉默复合体"

Y>Q73+K)61K;3-1+63+

4

6(I

L

-1c

%

YV5S

#是
I3Y>Q

*

Y>Q3

行使功能的主要组

分%是一种包含多种核蛋白*
Y>Q

复合体%其中
Q*

4
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"

QUZ

#蛋白是
YV5S

的核心元件%其能够结合

I3Y>Q

并具有剪切靶基因的功能'

#

(

&利用
QUZ

蛋

白抗体通过免疫共沉淀的方法来分离其结合的
Y>Q

是目前规模化分离鉴定
I3Y>Q

靶基因的主要方法&

本实验使用原核表达系统表达家蚕
TIQUZ$
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蛋白中抗原表位高的片段"

\,

4

($

#%制备多克隆抗

体&分析了家蚕发育的各个时期和家蚕五龄虫各个

组织
TIQUZ$

蛋白的表达谱%结果显示%在五龄幼

虫各组织中
TIQUZ$

蛋白的表达差异较明显%

TIQUZ$

蛋白在家蚕头部和表皮中大量表达&由

于
QUZ

蛋白是
YV5S

的核心元件%是
I3Y>Q

功能

通路的关键组分'

B

(

%推测在家蚕的头部和表皮中可

能存在大量的
I3Y>Q

基因调控&

进一步采用免疫共沉淀方法分离
TIQUZ$

结

合
Y>Q

%为了鉴定上述分离的
QUZ

蛋白结合

Y>Q

中是否存在
I3Y>Q

靶基因
IY>Q

%通过

i

Y87RSY

方法分析其
6N>Q

中
I3Y>Q

靶基因的

相对含量&由于目前家蚕中没有已知的
I3Y>Q

靶

基因%笔者采用生物信息学方法预测了
C

个家蚕

I3Y>Q

潜在的靶基因
TI1I&

%

O-

"

+

Y

'

#

:'9(D

)

O-D-/

%

O--

#

和
TII

0

$

&这
C

个基因为家蚕

+(<60

途径靶基因
G

"

;

L

-

#

7S

家族的基因&在果蝇

中%

G

"

;

L

-

#

7S

家族基因存在
T*K_(c

"

U9S99SS

#)

UF_(c

"

QUS999Q

#和
\_(c

"

69U9UQ9,

#保守

域%果蝇
I3Y>Q

正是通过结合这些保守域来对这

些基因进行调控'

$"

(

&根据
$@D

结果%通过生物信息

学方 法 分 析 发 现
TI1I&

"

U1+T,+X

登 录 号 为

O'&!#&%H

#和
O-D-/

"

U1+T,+X

登录号为
Ng!"""#B

#

两个基因
IY>Q

的
!k98Y

区同样存在结合
I3Y>Q

的这
!

个保守
_(c

位点'

$$

(

"见图
H

#&

图
H

!

TI1I&

和
O-D-/

基因保守的
I3Y>Q

结合
_(c

分析

Q

!结合位点示意图$

T"

!

O-D-&

基因
!k98Y

区的
I3Y>Q

结合位

点$

T$

!

O-D-/

基因
!k98Y

区的
I3Y>Q

结合位点

从图
H

可以看出%这
!

个
_(c

分别和家蚕
I3Y7

>Q

基因
U-I:-9.:D

%

U-I:-9.:""

%

U-I:-9.:$&

和

U-I:-9.:DB

结合&另外%通过
I3Y>Q

结合位点分

析还发现这两个基因
!k98Y

区同时存在多个
_I(7

I3Y7$D!!

家族基因的结合位点"见图
B

#&

图
B

!

O-D-&

和
O-D-/

基因中
U-I:-9B:$D!!

家族基因结合位点分析

"

,

#

O-D-&!k98Y

区的
I3Y>Q

结合位点$"

_

#

O-D-/!k

98Y

区的
I3Y>Q

结合位点

由上述分析可知%家蚕中
TI1I&

和
O-D-/

基

因可能为
I3Y>Q

调控靶基因%目前正在进行实验

验证&目前为止%还没有家蚕
I3Y>Q

靶基因鉴定

的相关工作%

TIQUZ$

结合
Y>Q

的有效分离将为

家蚕
I3Y>Q

靶基因的规模化鉴定提供有效实验
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,,

之间的区域作为制备抗体的抗原所对应的氨基

酸片段%并将该片段的氨基酸序列命名为
\,

4

($

&

成功构建了重组质粒
TE$"

"

NG!

#

7

L

G87$H,7X&:

?

I$

%利用大肠杆菌原核表系统表达了
\,

4

($

蛋白&

用纯化后的
\,

4

($

蛋白免疫新西兰大白兔制备了

多克隆体%抗体效价可达到
"e$C#%%

以上&对家

蚕
TIQUZ$

蛋白表达谱分析表明%

TIQUZ$

在

卵)五龄虫)蛹)蛾四个时期都有一定量的表达%而在

蛹期的表达量偏低$

TIQUZ$

在家蚕五龄幼虫各组

织中表达量存在较大的差异%表皮和头部大量表达%

丝腺体)马氏管和脂肪中表达量比较低%而血淋巴)

气管和中肠中几乎没有检测到蛋白的表达&利用多

克隆抗体通过免疫共沉淀的方法成功地分离出家蚕

的头部和表皮
TIQUZ$

蛋白&提取了与
TIQUZ$

蛋白结合的
Y>Q

%其浓度为
""H@C+

4

*

#

E

"

$#%

*

$H%

为
"@B#

#&利用
i

Y87RSY

方法分析表明%家蚕
I3Y7

>Q

潜在靶基因
TI1I&

%

O-

"

+

Y

'

#

:'9(D

%

O-D-/

%

O--

#

%

TII

0

$

在
TIQUZ$

结合
Y>Q

中的含量分

别富集了
!@B!

)

"@!"

)

$@&

)

"@!"

)

%@BD

倍&
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