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　　摘　要:以棉铃虫中肠总 RNA为模板 ,利用快速扩增 cDNA末端(RACE)技术克隆了棉铃虫

蛋白酶体 β7亚基基因的 cDNA序列 ,并对所得基因进行了序列分析。结果表明:棉铃虫蛋白酶体

β7亚基基因的 cDNA序列亚基全长 1 007 bp ,命名为 HaProβ7(GeneBank登陆号:FJ378902),包

含1个 846 bp的完整开放读码框(ORF)序列 ,编码蛋白质为 281个氨基酸残基 ,预测分子量

30.07 kD ,等电点为 8.04。HaProβ7蛋白质在40 ～ 229 氨基酸残基位置为蛋白酶体 β7亚基的保

守区域。Clustal W进行多序列比对发现 , HaProβ7编码蛋白质与果蝇等昆虫蛋白酶体 β7具有

63%以上的同源性 ,蛋白酶体 β7的保守区域高度一致。邻近(NJ)法分子进化分析也显示 ,

HaProβ7编码蛋白质与其它生物蛋白酶体 β7进化上同源。基因表达谱分析结果表明 , Haproβ7

在体壁 、中肠和生殖腺中表达量较高 ,在头部表达量最少。
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　　蛋白酶体是一种具有多种蛋白水解功能的大分子

复合物 ,在细胞内蛋白质的降解过程中起重要作用 ,在

真核生物 、细菌和古细菌中普遍存在[ 1-3] 。它主要通过

泛素(Ubiquitin ,UB)依赖和非 UB依赖 2种途径对蛋白

质进行降解[ 4] 。在真核生物中 ,最普遍的蛋白酶体形式

是26S蛋白酶体 ,包含1个20 S核心颗粒和2个19 S调

节颗粒。所有的20 S核心颗粒都是由4个堆积的七元

环所组成 ,2个外环由 7种不同的α亚基组成 ,2个内环

由7种不同的 β亚基组成[ 5] 。α和 β亚基在结构上具有

同源性 ,其中α亚基为结构性蛋白 ,而 β亚基则发挥主要

的催化作用[ 6] 。在昆虫领域特别是果蝇 ,人们对蛋白酶

体的结构及功能进行了深入的研究 ,目前已证明蛋白酶

体在蛋白质质量控制 、细胞凋亡 、热休克应答 、缺氧型免

疫应答 、配子形成和转录因子调控等生理方面起着重要

的作用
[ 7-8]
。

果蝇 Prosβ21基因属于显性温敏性致死突变基因

(Dominant temperature-sensitive lethal mutants ,DTS),因

此通常被称为DTS7 ,是由于蛋白酶体 β2亚基第170位

的甘氨酸(Glycine , G)突变为精氨酸(Argnine , R)造成

的[ 9] 。这个突变体的表型为突变杂合体在 29℃饲养 ,会

造成腹部组织细胞增值降低 、头部翻转失灵等生理缺

陷 ,最后在蛹期死亡 ,在 25℃饲养正常生长发育。当温

度大于等于22℃时 ,突变双杂合体会在幼虫早期死亡。

遗传学和生物化学证据表明 ,该表型是由于突变影响到

了蛋白酶体的功能所造成的[ 10] 。据报道可以在活的生

物体内利用显性温敏性致死突变的性质来操纵蛋白酶

体的功能 ,同时改变温度也会影响生物体的存活。这为

害虫防治提供了一个很好的思路。在这方面目前已创

建了UAS-Pros261和UAS-Prosβ21等转基因系统[ 11-13] 。

棉铃虫(Helicoverpa armigera)是一种世界性农业

害虫 ,可危害多种果树和蔬菜。人们在遗传及分子水平

上对其进行了广泛而又着有成效的研究。该试验以果

蝇 Prosβ21为质询序列 ,利用 RACE技术获得了棉铃虫

蛋白酶体 β7亚基的全长 cDNA序列 ,并分析了其核苷酸

和氨基酸序列及基因表达谱 ,为进一步研究该基因在棉

铃虫中是否具有温敏性致死突变体进而用来进行害虫

防治奠定了分子基础。

1　材料与方法
1.1　试验材料

棉铃虫卵购自江苏省农科院 ,在苏州大学实验室饲
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养 ,饲养温度(25±1)℃,光周期 14 h∶10 h(光照∶黑

暗),选取6龄第 2天的幼虫中肠用于试验。总 RNA提

取使用 RNAiso Reagent 试剂(购于 TaKaRa 公司)。

cDNA末端快速扩增(RACE)采用 TaKaRa 公司的 5′-

Full RACE试剂盒。pMD19-T 载体 ,反转录酶M-MLV ,

RNase-free ddH2O ,Oligo(DT), RNase Inhibitor及 PCR

产物胶回收试剂盒等购自大连宝生物公司(TaKaRa 公

司)。Taq 酶和引物购自上海生工生物工程有限公司。

1.2　试验方法

1.2.1　总 RNA的提取　取棉铃虫 6龄 2 d不同组织。

在研钵中液氮冷却 、研磨 ,参照 RNAiso Reagent试剂盒

说明书方法提取总 RNA。RNA 质量用 DU-730核酸/

蛋白质分析仪(Beckman Coulter USA)检测。

1.2.2　EST 序列获得与 RACE引物设计　根据Gen-

bank登录的果蝇 Prosβ21基因蛋白氨基酸序列对棉铃

虫EST 库进行 BLAST 分析 ,获得一条同源 EST 序列

(GenBank登录号:BU038863),包含 Poly A 尾巴。利用

Primer 5 软件设计该序列基因特异性引物用于扩增 ,其

中 H5S:5′-CAGTCTCTGCAACTCTTTATTGCGA -3′;

H5A :5′-CACCACAACAATTCATATTGCCTGCC -3′,

分别作为 5′RACE引物和巢式PCR引物。

1.2.3　cDNA末端扩增　按照 TaKaRa 公司的 5′-Full

RACE试剂盒说明书进行。用试剂盒中提供的逆转录

酶和引物对总 RNA进行反转录得到第一链 cDNA。以

此 cDNA为模板 ,用引物 H5S 和试剂盒中 5′RACE引

物 , 进行 5端第 1 次扩增 ,反应条件为:94℃预变性

3 min ,94℃30 s ,59℃30 s ,72℃50 s ,30个循环。终延

伸72℃10 min。扩增产物稀释 10倍后用引物 H5A和

试剂盒中的 5′RACE 巢式引物进行第 2次 PCR扩增

(nested-PCR),反应条件为:94℃预变性 3 min , 94℃30

s ,60℃30 s ,72℃50 s ,30个循环。终延伸72℃10 min。

第2次扩增产物用1.2%琼脂糖凝胶电泳检测 、回收目

的片段。

1.2.4　RACE 产物的克隆 、鉴定及序列测定　回收

RACE第 2次 PCR扩增产物 ,用 1.2%琼脂糖凝胶电泳

进行检测 ,回收特异性扩增片段 ,连接到载体 pMD19-T ,

转化大肠杆菌 DH5α,蓝白斑筛选挑取阳性菌落 ,培养后

提取质粒 ,BamH I和 HindⅢ酶切鉴定为阳性克隆后

测序。

1.2.5　生物信息学分析　使用 NCBI的ORF Finder服

务器(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf)分

析ORF ,推导氨基酸序列;蛋白质分子量 、等电点及基本

性质分析用 Protparam (http://au.expasy.org/ tool/

protparam.html)预测;蛋白质功能域的预测使用在线

SMART 程序(http:// smart.embl-heidelberg.de);蛋白

质同源检索使用 Blast 在线分析软件(http://www.

ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)在 Genebank中进行;多序列

比对采用 Clustal W 软件;MEGA3.1邻近法(NJ法)构

建系统进化树。

1.2.6　基因表达谱分析　以 6龄 2 d幼虫不同组织反

转录合成的第1链 cDNA为模板(引物 H3S:5′-CCCTA-

CAGCAACTAAAACC-3′;H3A:5′-CCACCAAGAAC-

TAAAGCAG-3′),棉铃虫 Actin 3基因(正向引物:5′-

CGCGACCTCACAGACTACCT-3′;反向引物:5′-GGC-

CAGACTCATCGTACTCCT -3′)为内参 ,采用 RT-PCR

方法调查 HaProβ7基因表达情况。产物用 1.2%的琼脂

糖凝胶电泳30 min后 ,用凝胶自动成像系统 Tanon 2500

观察拍照 ,并用 Tanon GIS(Gel Image System)软件进行

量化分析。

2　结果与分析
2.1　cDNA序列的 RACE扩增及拼接

以棉铃虫 6L-2d中肠 RNA为模板 ,依据 RACE试

剂盒程序 ,反转录合成 5′端带有接头序列的第一链

cDNA。用基因特异性引物(H5S ,H5A)和试剂盒中所带

引物进行 5′RACE扩增 ,扩增产物进行电泳检测(图1-1

泳道)。将该片段连接到载体 pMD19-T , BamH I 和

HindⅢ酶切鉴定筛选的重组质粒 ,酶切出1条相同长度

的片段(图1的 2泳道),说明得到阳性克隆。将阳性克

隆测序与电子克隆的 EST 序列拼接 ,得到棉铃虫 cDNA

序列 ,命名为 HaProβ7。

图 1　HaProβ7 基因 5′RACE扩增和重组质粒酶切结果

　　注:M 为Marker;1为 HaProβ7基因 5′RACE产物;2为 BamH I

和 HindⅢ 酶切重组质粒。

2.2　棉铃虫 HaProβ7基因的核苷酸序列分析

HaProβ7基因(Genebank登录号:FJ378902)cDNA

序列全长为1 007 bp ,有1个长846 bp的完整开放读码

框(ORF:83-928),编码 281个氨基酸残基序列。编码区

的第 4位为 G ,符合 kozak规则 ,在 963 ～ 969处有典型

的加尾信号AATAAA (图 2)。

2.3　棉铃虫 HaProβ7基因氨基酸序列分析

Protparam程序分析显示 ,棉铃虫 HaProβ7基因编

码蛋白质的分子量为 30.07 kD ,等电点为8.04。对所获

序列的推导编码蛋白利用 SMART 在线程序进行功能

域预测表明 , HaProβ7蛋白质的40～ 229氨基酸残基为蛋
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图2　HaProβ7基因全长 cDNA及其编码氨基酸序列

注:下划线表示保守区域;双下划线表示 poly A加尾信号;斜体为 poly A 尾巴。

图 3　HaProβ7 基因蛋白质与其它物种同源蛋白氨基酸多序列比对
　　注:Bm:家蚕;Ha:棉铃虫;Tc:赤拟谷盗;Nv:丽蝇蛹集金小蜂;Cq:致倦库蚊;Aa:埃及伊蚊;所有物种都保守的序列为星号

标记 ,所有物种都相似的序列为冒号标记 ,大部分昆虫种相似的序列用实点标记。

白酶体 β7亚基的保守区域(图2),表明棉铃虫 HaProβ7

编码的蛋白质属于蛋白酶体 β7亚基蛋白家族。蛋白质

同源性分析发现 ,HaProβ7蛋白质与家蚕(Bombyx mor-

i)、赤拟谷盗(Tribolium castaneum)、丽蝇蛹集金小蜂

(Nasonia vitripennis)、致倦库蚊(Culex quinque fascia-

tus)和埃及伊蚊(Aedesaegypti)的蛋白酶体 β7亚基的同
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源性分别为90%、75%、68%、73%和63%。从Clustal W

多序列比对结果(图 3)可以看出 ,棉铃虫 HaProβ7蛋白

与其它物种中相关蛋白的氨基酸序列保持高度一致。

用MEGA3.1邻近法(NJ法)利用8个物种蛋白酶体 β7

亚基蛋白序列构建系统进化树 ,结果表明 ,棉铃虫与其

它昆虫(致倦库蚊 、丽蝇蛹集金小蜂 、家蚕)聚为一枝 ,与

脊椎动物门(斑马鱼、人 、小家鼠 、牛)进化关系较远(图4)。

图 4　HaProβ7 基因蛋白质与其它物种

　　同源蛋白的系统进化树

　　注:Cq:致倦库蚊;Nv:丽蝇蛹集金小蜂;Bm:家蚕 Ha:棉铃虫;

Dr:斑马鱼;Mm:小家鼠;Bt:牛;Hs:人。

2.4　棉铃虫 Haproβ7基因的表达谱分析

利用半定量 RT-PCR分析方法 ,以棉铃虫 Actin3基

因为内参对照 ,分析了 Haproβ7基因在棉铃虫 6 L-2 d

的体壁 、中肠 、头部和生殖腺等组织中的表达变化。由

图5可知 , Haproβ7在体壁 、中肠和生殖腺中表达量较

高 ,而在头部表达量相对最少。

图 5　HaProβ7基因在不同组织的表达变化
注:1.体壁;2.中肠;3.头部;4.生殖腺。

3　讨论
根据 Genbank登录的果蝇 Prosβ21蛋白氨基酸序

列对棉铃虫 EST 库进行 BLAST 分析 ,利用 RACE技术

获得了编码蛋白酶体 β亚基的新成员 HaProβ7基因 ,

HaProβ7编码281氨基酸残基序列 ,理论分子量 30.07

kD , 与典型的真核细胞蛋白酶体亚基的分子量在

21 ～ 32 kD相一致
[ 14]
。α和 β亚基在结构上具有同源

性 , β1-β7亚基之间更加具有同源性。它们具有同一的 β

亚基保守区域[ 6] 。试验利用果蝇蛋白酶体 β2亚基点突

变温敏致死基因 Prosβ21编码的蛋白序列为质询序列克
隆了棉铃虫的 β7 亚基基因 HaProβ7正好印证了这

一点。

对 HaProβ7编码蛋白质序列同源性和系统进化树

分析显示蛋白酶体 β亚基在昆虫纲的各物种间具有极

高的同源性 ,分子进化关系具有物种特异性 ,在所分析

的物种中昆虫聚为一群 ,然后再和其它物种聚为一群 ,

同已知的物种系统发生关系完全一致。这为研究昆虫

的分子进化和物种进化关系提供了有益的参考。

蛋白酶体已被证明是一种具有多种蛋白水解功能

的大分子复合物 ,在细胞内蛋白质的降解过程中起重要

作用[ 1] 。试验通过半定量 RT-PCR检测了 HaProβ7不

同组织的表达情况 ,结果表明在体壁 、中肠和生殖腺中

表达量较高 ,而在头部表达量最少。这可能是因为头部

的蛋白质代谢活动没有其它所检测的组织旺盛所造

成的。

该试验首次克隆了鳞翅目昆虫棉铃虫蛋白酶体的

核心部分(20 S蛋白酶体)β亚基 HaProβ7基因 ,为进一

步研究蛋白酶体亚基在鳞翅目昆虫中是否存在温敏性

致死突变迈出了第一步 ,同时也为研究鳞翅目昆虫中的

蛋白酶体系统作用机制奠定了理论基础。
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Cloning ,Sequence Structure and Expression of HaProβ7 Gene with Proteasome

β7 Subunit Function in the Helicoverpa armigera
WANG Geng-xian1 ,2 , SIMA Yang-hu1 ,ZHANG Sheng-xiang 3 , XU Shi-qing 1

(1.State Key Laborato ry of Modern Silk , Department of Applied Biology , Medical College, Soochow University , Suzhou , Jiangsu 215153;

2.Department of Biological Science, Handan Co llege ,Handan ,Hebei 056005;3.College of Fo restry , Shandong Ag ricultural University , Taian ,

Shandong 271018)

Abstract:By using total RNA which was ext racted from midgut of Helicoverpa armigera and rapid amplication of cDNA

ends (RACE)technology , the full-length cDNA encoling Proteasome β7 Subunit was cloned , then futher analyzed the

gene sequence.The results showed that the full-length cDNA sequence w as named as HaProβ7 (GeneBank accession

number:FJ378902).It was 1 007 bp nucleotide long ,contained an ORF (846 bp)and encoded 281 amino acids ,with their

predicted mass 30.07 KD and isoelectric point 8.04.The deduced amino acid showed that a proteasome β7 subunit

domain betw een 40 to 229 amino-acid residue.It had more than 63% identity to other insects such as Drosophi la

melanogaster.The proteasome β7 subunit conservative regions were very similar with each other.Molecular evolution by

Neighbor Joining method indicated that HaProβ7 had homologous with other proteasome β7 subunit of species.Sequence

alignment analysis showed that the cloned gene was proteasome β7 subunit gene.The results of gene expression profiling

analysis showed that Haproβ7 had high expression in body wall ,midgut , gonad ,but low expression in head.
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不同激素水平对百合愈伤组织诱导研究

林 　海 , 张 　芳 , 郝 慧敏
(鹤壁职业技术学院 ,河南鹤壁 458030)

　　摘　要:以百合根状茎、幼茎 、叶片 、离体胚为外植体 ,4种激素 2 ,4-D 、NAA 、6-BA 、ZT 采用

L9(3
4
)正交实验处理 ,对愈伤组织诱导的条件进行研究。结果表明:6-BA和 2 ,4-D在诱导百合

愈伤组织中作用极为显著 ,4种激素对愈伤组织的诱导作用大小依次为:6-BA >2 ,4-D>NAA>

ZT ,初步断定百合愈伤组织诱导的最佳激素配比是:2 ,4-D 0.2 mg/L +NAA 0.9 mg/L+6-BA

1.0 mg/L+ZT 0.25 mg/L;根茎和幼茎作为外植体更易诱导愈伤组织形成;暗培养较光暗交替培

养褐化率低。
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　　百合(Li liumcandidum L.)是百合科百合属多年生

草本球根植物 ,主要应用价值在于观赏 ,其球根含丰富

淀粉质 ,有些品种可作为蔬菜食用和药用。百合花素有

“云裳仙子”之称。由于其外表高雅纯洁 ,天主教以百合

花为玛利亚的象征。百合的鳞茎由鳞片抱合而成 ,有

“百年好合” 、“百事合意”之意 ,中国人自古将其视为婚礼

必不可少的吉祥花卉。以食用价值著称于世的我国兰

州百合 ,最早记载在甘肃省平凉县志中 ,迄今已有450多

年。兰州百合个大 、味甜 ,既可作点心 ,又可作菜肴;宜

兴的卷丹制成百合汤是夏日消暑佳品。百合还可制作

成百合干 、百合粉 ,在国际市场上价格很高。同时 ,中医

认为百合性微寒平 ,具有清火 、润肺 、安神的功效 ,其花、

鳞状茎均可入药 ,是一种药食兼用的花卉。到目前为

止 ,百合仍然是中药中的常用药材。由于百合需求的大

幅增长 ,目前人工种植的百合产量远远不能满足市场的

需求 ,且百合喜湿润 、光照 ,要求肥沃 、富含腐殖质 、土层

深厚 、排水性极为良好的砂质土壤 ,多数品种宜在微酸

性至中性土壤中生长 ,对种植地的选择也颇为重要 ,不
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