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［摘　要］　为了研究家蝇几丁质结合蛋白（Ｍｄ－ＣＢＰⅠ）在家蝇防御体系中的相关活性，采用 ＰＣＲ

技术，对从鸡源沙门氏菌诱导家蝇幼虫构建的抑制性消减文库（ＳＳＨ）中筛选到的家蝇幼虫几丁质结
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表达质粒ｐＥＴ－３２ａ－Ｍｄ－ＣＢＰⅠ，于大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）中得以高效表达，纯化并获得了 Ｍｄ－

ＣＢＰⅠ融合蛋白。进一步对该蛋白的亲和活性进行了研究，发现 Ｍｄ－ＣＢＰⅠ融合蛋白对几丁质以

及纤维素均有一定的结合作用，且其对几丁质的结合作用相对较好。试验为家蝇几丁质结合蛋白

生物学活性和免疫学活性的研究奠定了基础。
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　　家蝇长期处于病原菌丛生的环境中，但却不易

被其所感染，根源在于其体内所产生的多种抗菌物

质［１］，几丁质就是其产生的众多抗菌物质中的一

种。在昆虫体内几丁质与几丁质结合蛋白结合成

为一种特殊的复合体：几丁质蛋白复合体，从而对

外界损伤、摄入毒素以及病原体感染起着重要的防

御作用［２－３］，该复合体也是昆虫体壁重要的组成部

分，二者的缺失将会导致表皮功能异常甚至丧失，

并且对昆虫的生长，体态协调，变态发育，繁殖能力

有很大的影响。此外，一部分几丁质结合蛋白还具

有抗细菌、抗真菌和抗病毒活性［４］。由此可见，几

丁质结合蛋白在家蝇防御体系中起着不可或缺的

作用，但该蛋白的相关活性还有待深入研究。

为此，本研究以鸡源沙门氏菌诱导家蝇三日龄

幼虫抑制性消减文库中筛选出来的差异基因为基

础，对家蝇几丁质结合蛋白Ⅰ基因进行克隆及原核

表达，并对其亲和活性进行了检测，为该蛋白的深

入研究奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　文库、菌种及表达载体　鸡源沙门氏菌诱

导家蝇三日龄幼虫ＳＳＨ文库及５＇ＲＡＣＥ－ＲｅａｄｙｃＤ

ＮＡ由吉林农业大学兽医药理与毒理学实验室完

成［５］，大肠杆菌 ＤＨ５α和 ＢＬ２１（ＤＥ３）以及原核表

达载体ｐＥＴ－３２ａ（＋）由吉林农业大学兽医药理与

毒理学实验室保存。

１．１．２　主要试剂及工具酶　ＥｘＴａｑ酶，ｄＮＴＰ，限制

性内切酶（ＥｃｏＲⅠ、ＸｈｏⅠ），Ｔ４ＤＮＡ连接酶，ＤＮＡＭａｒｋ

ｅｒ（ＤＬ２０００，λ－ＨｉｎｄⅢｄｉｇｅｓｔ），ｐＭＤ１８－ＴＶｅｃｔｏｒ，宝

生物工程（大连）有限公司；异丙硫代β－Ｄ半乳糖苷

（ＩＰＴＧ），氨苄青霉素（ＡＭＰ），北京鼎国有限公司；

ＤＮＡ凝胶回收试剂盒，生工生物工程（上海）股份有

限公司；其余试剂均为国产分析纯试剂。

１．１．３　引物合成和ＤＮＡ测序　引物的合成和重组

质粒ＤＮＡ测序由博仕生物工程股份有限公司完成。

１．２　方法

１．２．１　Ｍｄ－ＣＢＰⅠ的筛选及全长基因的克隆　从

本实验室构建的鸡源沙门氏菌诱导家蝇三日龄幼

虫 ＳＳＨ文库中筛选获得家蝇差异表达序列

Ｍｄ－ＣＢＰⅠ，该序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中登陆号为

ＬＯＣ１０５２６２２９３的 序 列 相 似 度 为 ９８％。根 据

Ｍｄ－ＣＢＰⅠＯＲＦ序列剪掉信号肽，并用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０

软件设计全长ＰＣＲ引物（表１）。
表１　Ｍｄ－ＣＢＰⅠ基因的全长引物设计

Ｍｄ－ＣＢＰⅠ基因

Ｐ１ ５＇－ＣＧＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＴＧＡＴＣＡＴＧＡＣＣ－３’

Ｐ２ ５＇－ＣＧＣＴＣＧＡＧＣＴＡＴＴＧＧＴＧＡＡＴＴＴＴＴＧ－３’

　　以家蝇三日龄幼虫５＇－ＲＡＣＥ－ＲｅａｄｙｃＤＮＡ为
模板进行 ＰＣＲ扩增，将 ＰＣＲ产物纯化后连接至
ｐＭＤ１８－ＴＶｅｃｔｏｒ（命名为ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｍｄ－ＣＢＰⅠ）
并转入大肠杆菌感受态细胞ＤＨ５α中，随机挑取单
克隆菌落，提取质粒并双酶切鉴定，将阳性克隆的菌

液送至博仕生物工程股份有限公司进行测序。

１．２．２　生物信息学分析方法　采用ＥｘＰＡＳｙ的在线
软件 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）
预测Ｍｄ－ＣＢＰⅠ编码蛋白的理化性质，对其序列进行
分析；采用ＭＥＧＡ软件进行多重序列比对分析，并使
用临位法构建了系统进化树；运用ＥＭＢＬ工具Ｐｆａｍ
（ｈｔｔｐ：／／ｐｆａｍ．ｘｆａｍ．ｏｒｇ／ｓｅａｒｃｈ／）对该基因的保守区
完整性进行鉴定；根据 ｃｕｔｉｃｌｅＤＢ数据库的 Ｈｉｄｄｅｎ
ＭａｒｋｏｖＭｏｄｅｌｉｎｇ软件（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ２．ｂｉｏｌ．
ｕｏａ．ｇｒ／ｃｕｔｉｃｌｅＤＢ／ｉｎｄｅｘ．ｊｓｐ），预测了 Ｍｄ－ＣＢＰⅠ所
属的表皮蛋白家族；通过 Ｐｒｏｓｉｔｅ软件（ｈｔｔｐ：／／ｐｒｏｓ
ｉｔｅ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／），预测了 Ｍｄ－ＣＢＰⅠ基因所含有的
磷酸化及糖基化等功能性位点；利用ＰＳＩＰＲＥＤ软件
（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆ．ｃｓ．ｕｃｌ．ａｃ．ｕｋ／ｐｓｉｐｒｅｄ／），对本基因的
二级结构进行了预测并分析。

１．２．３　重组表达质粒的表达与纯化　将测序验证
后的阳性克隆子和原核表达载体ｐＥＴ－３２ａ（＋）经
限制内切酶双酶切回收后，用 Ｔ４ＤＮＡ连接酶进行
连接。将连接产物转入大肠杆菌感受态细胞ＤＨ５α
中，随机挑取单克隆菌落提取质粒进行 ＰＣＲ及双
酶切鉴定，将阳性克隆菌液进行测序验证。将测序

正确的重组表达质粒ｐＥＴ－３２ａ－Ｍｄ－ＣＢＰⅠ转入
大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞中，挑取阳性克
隆的单克隆菌落至 ＬＢ（Ａｍｐ）培养液中，１％ ＩＰＴＧ
诱导表达，诱导４ｈ时收集菌体超声破碎，分别取
上清和沉淀进行分析，处理后的产物经蛋白电泳

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（１５％）进行分析。

·９·
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将以上步骤处理后的上清液加入到经过 Ｗａｓｈ
Ｂｕｆｆｅｒ（５０ｍＭＮａＨ２ＰＯ４，３００ｍＭＮａＣｌ，ＰＨ８．０）平
衡过后的镍离子亲和层析柱中，冰上结合２ｈ后收
集流出液。分别用２０ｍＬＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ平衡，２００ｍＬ
ＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ（１０ｍＭ－２００ｍＭＩｍｉｄａｚｏｌｅ，５０ｍＭ
ＮａＨ２ＰＯ４，３００ｍＭＮａＣｌ，ＰＨ８．０）梯度洗脱，收集洗
脱液。分别将２０μＬ流出液以及各个梯度的洗脱
液处理后经蛋白电泳 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（１５％）进行分
析。

１．２．４　ｐＥＴ－３２ａ－Ｍｄ－ＣＢＰⅠ融合蛋白的亲和性
质分析　各取２ｍＬ几丁质珠和２ｍＬ纤维素（经结
合缓冲液处理过夜）入层析柱，将使用结合缓冲液

处理后的蛋白以３倍体积加入到以上层析柱（室温
孵育３ｈ）并收集流出液。分别用洗涤缓冲液洗涤
５次，每次孵育１５ｍｉｎ，收集每次的流出液，最后用
８Ｍ尿素洗脱，收集洗脱液。分别将２０μＬ流出液

以及洗脱液处理后经蛋白电泳 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（１５％）
进行分析［６－７］。

１．２．５　生物活性检测 利用牛津杯法，分别检测纯
化后的融合蛋白对大肠杆菌，金黄色葡萄球菌，沙

门氏菌的生物活性。取 １００μＬ菌液（１０５ＣＦＵ／
ｍＬ）均匀涂布于琼脂平板上，放入牛津杯，杯内加
入纯化后的融合蛋白（４μｇ／μＬ），３７℃过夜培养，
观察抑菌圈大小。

２　结果与分析
２．１　Ｍｄ－ＣＢＰⅠ全长基因的扩增及克隆　Ｍｄ－
ＣＢＰⅠ经ＰＣＲ扩增后获得３４８ｂｐ大小的条带。将
纯化产物与ｐＭＤ１８－Ｔ载体连接，限制性内切酶双
酶切验证和测序验证均为阳性，证明 ｐＭＤ１８－Ｔ－
Ｍｄ－ＣＢＰⅠ构建成功。Ｍｄ－ＣＢＰⅠ全长ＯＲＦ基因
ＰＣＲ扩增和 ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｍｄ－ＣＢＰⅠ双酶切鉴定
（图１）。

Ｍ：ＤＮＡ分子量标准ＤＬ２０００；１：重组质粒Ｍｄ－ＣＢＰⅠ的全长ＰＣＲ产物；

２：重组质粒ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｍｄ－ＣＢＰⅠ的ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ双酶切

图１　Ｍｄ－ＣＢＰⅠ全长ＯＲＦ基因ＰＣＲ扩增和ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｍｄ－ＣＢＰⅠ双酶切鉴定

２．２　生物信息学分析
２．２．１　序列分析　全长序列分析显示该基因全长
为５７０ｂｐ，ＯＲＦ为３９３ｂｐ，剪掉信号肽后为３４８ｂｐ，
共编码１１４个氨基酸。预测后的等电点为５．６３，预
测分子量约为１４．１ｋＤ。带正电残基（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）为
８，带负电残基（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）为３３。该蛋白的不稳定
系数为９．１９，说明该蛋白很稳定。脂肪指数为３７．
５４，亲水性系数为 －２．０３１，说明该蛋白为亲水性
蛋白。

２．２．２　基因的同源性及系统进化树构建　系统进
化树分析表明 Ｍｄ－ＣＢＰⅠ与家蝇其它表皮蛋白和
厩螫蝇表皮蛋白亲缘关系较远（图２）。

２．２．３　编码蛋白结构域预测　通过保守区鉴定
后，结果显示，Ｍｄ－ＣＢＰⅠ编码的蛋白质在 ５７－
１０８位氨基酸处含有 Ｃｈｉｔｉｎ－Ｂｉｎｄ４保守基序，该
保守基序作为几丁质结合位点的 Ｒ－Ｒ保守区域
的扩展版本，为此，可以确定该家族为昆虫表皮蛋

白，属于ＣＰＲ家族（图３）。
　　相关软件预测显示 Ｍｄ－ＣＢＰⅠ编码的蛋白质
属于表皮蛋白 ＲＲ－１亚族。该亚族存在于柔软表
皮层中，与预测中幼虫表皮蛋白基因相符。

Ｐｒｏｓｉｔｅ分析表明，该基因在 １０２－１０５位氨基
酸处含有磷酸化位点。可能与 Ｍｄ－ＣＢＰⅠ编码的
蛋白质的功能密切相关。
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图２　Ｍｄ－ＣＢＰⅠ与蝇类其它表皮蛋白的系统进化分析

图３　Ｐｆａｍ对Ｍｄ－ＣＢＰⅠ的保守区分析

２．２．４　编码蛋白二级结构分析　β－折叠是表皮
蛋白 －几丁质相互作用所必需的基本结构［１２］，二

级结构预测结果显示，在几丁质结合区域中 β－折
叠的比率高达６０．７％，无α－螺旋结构（图４）。

图４　Ｍｄ－ＣＢＰⅠ的二级结构预测

２．３　重组表达质粒的表达与纯化　将重组表达质
粒通过 ＰＣＲ及限制性内切酶双酶切验证，在约
３４８ｂｐ处有一条清晰的条带，与目的基因大小相符

（图５）。通过测序验证，成功构建了重组表达质粒
ｐＥＴ－３２ａ－Ｍｄ－ＣＢＰⅠ。

Ｍ：ＤＮＡ分子量标准ＤＬ２０００；

１：重组质粒ｐＥＴ－３２ａ－Ｍｄ－ＣＢＰⅠ的ＰＣＲ鉴定；２：ｐＥＴ－３２ａ－Ｍｄ－ＣＢＰⅠ双酶切

图５　重组质粒ｐＥＴ－３２ａ－Ｍｄ－ＣＢＰⅠ的ＰＣＲ及双酶切鉴定

·１１·
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　　取重组菌诱导前后的表达产物以及破碎后的
上清和沉淀进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，结果显示，诱导
的重组菌约在４０ｋＤ左右出现表达带，而未诱导菌
无此条带（图６），说明融合蛋白成功获得表达；对

Ｍ：低分子量蛋白Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１／ｐＥＴ－３２ａ诱导后；

２：Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１／ｐＥＴ－３２ａ－Ｍｄ－ＣＢＰⅠ诱导后；

３：Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１／ｐＥＴ－３２ａ－Ｍｄ－ＣＢＰⅠ诱导４ｈ后；４－５：

ｐＥＴ－３２ａ－Ｍｄ－ＣＢＰⅠ超声破碎后上清及沉淀；

６：纯化后的融合蛋白

图６　重组质粒ｐＥＴ－３２ａ－Ｍｄ－ＣＢＰⅠ表达产物及
融合蛋白纯化的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析

其可溶性行进分析，结果显示融合蛋白主要在上清

中表达，属于可溶性表达；对融合蛋白进行纯化，并

将纯化后的蛋白经过蛋白电泳 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测，
在约４０ｋＤ大小处得到单一条带，表明获得较高纯
度的融合蛋白（图６）。
２．４　亲和性质分析　 将流出液以及洗脱液通
过蛋白电泳 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析后显示，与几丁质
和纤维素结合的蛋白大小在４０ｋＤ左右，与目的
蛋白大小一致（图７）（为保证体外亲和试验的特
异性，结合缓冲液含有较高的盐离子浓度，并通

过洗涤缓冲液反复洗涤，除去非特异性结合的蛋

白［１１］）。在上样量保持相同的条件下，几丁质亲

和实验中洗脱液的浓度相对较高，结果显示，纯

化后的融合蛋白均可以与几丁质以及纤维素特

异性结合，且融合蛋白对几丁质的结合能力要比

纤维素高。

板块Ａ：几丁质；板块Ｂ：纤维素；Ｍ：低分子量蛋白Ｍａｒｋｅｒ；１．融合蛋白；２．流出液；３．第一次洗涤组分；

４．最后一次洗涤组分；５．洗脱液溶出的融合蛋白

图７　ｐＥＴ－３２ａ－Ｍｄ－ＣＢＰⅠ融合蛋白亲和性质分析结果

　　由于原核表达的融合蛋白结合能力较弱，所以
将洗脱液的组分浓缩。泳道 ５为浓缩 ２０倍后的
结果。

２．５　生物活性检测　经检测纯化后的融合蛋白对
大肠杆菌，金黄色葡萄球菌，沙门氏菌均无抑菌活

性。

３　讨 论

几丁质是家蝇众多抗菌物质中的一类，家蝇体

内含有大量高纯度的几丁质，而幼虫表皮和蛹壳是

提取几丁质的主要原料，其中蛆壳中的几丁质含量

达９５％以上［８－９］。近年来，国内外学者已对家蝇几

丁质的作用有了一定的了解，但对其编码基因以及

防御、免疫等方面的研究才刚刚起步。本研究以鸡

源沙门氏菌诱导家蝇三日龄幼虫抑制性消减文库

中筛选出来的差异基因为基础，对家蝇几丁质结合

蛋白Ⅰ基因进行克隆及原核表达，并对表达产物进
行亲和性质分析。

根据序列分析显示，Ｍｄ－ＣＢＰⅠ属于 ＣＰＲ家
族，该家族是因含有Ｒ＆Ｒ保守区而命名的，是节肢
动物中最大的表皮蛋白家族。目前，该家族中的几

种昆虫已经成功获得全基因组序列，其中对果蝇、

冈比亚按蚊、西方蜜蜂、家蚕、金小蜂和赤拟谷盗的

表皮蛋白基因已经进行了详细的人工标注［１０］。

本文首次报道了含有Ｒ＆Ｒ保守序列的扩展版
本ｃｈｉｔｉｎ＿ｂｉｎｄ＿４的家蝇几丁质结合蛋白。通过信
号肽预测软件，发现 Ｍｄ－ＣＢＰⅠ基因含有一个包

·２１·



　２０１６，５０（１）：８～１３／袁 野，等 中国兽药杂志

含１７个氨基酸残基的信号肽序列，其为表皮蛋白
的常见特征。Ｍｄ－ＣＢＰⅠ基因属于表皮蛋白的ＲＲ
－２亚家族，该家族对昆虫表皮的硬化起着关键的
作用，且其编码的氨基酸序列中，含有大量的组氨

酸和赖氨酸，相关研究证明，这两种氨基酸在硬化

反应中也具有一定意义［１１－１２］。通过对构建的进化

树我们发现，Ｍｄ－ＣＢＰⅠ与家蝇其它表皮蛋白和厩
螫蝇表皮蛋白亲缘关系较远。但其功能是否与其

他表皮蛋白有差异，还有待于进一步研究。

此外，试验进一步对该蛋白的亲和活性进行了

研究，发现其对几丁质以及纤维素都有一定的结合

作用，显示了该蛋白对多糖底物的结合能力。相关

文献显示，几丁质结合蛋白结合多糖底物的能力可

能赋予了该蛋白抗菌、抗真菌以及抗病毒活

性［１３－１４］。试验采用的是大肠杆菌原核表达系统，

大肠杆菌的胞质环境是高度还原的，所产生的蛋白

并不包含稳定的二硫键，而二硫键是几丁质结合蛋

白的一个重要特征，这可能是 Ｍｄ－ＣＢＰⅠ融合蛋
白无抑菌活性的原因。而 Ｍｄ－ＣＢＰⅠ是否含有抗
真菌以及抗病毒活性，或在真核表达系统中是否含

有相应的活性还有待进一步研究。这也验证了筛

选自鸡沙门氏菌诱导后构建的ＳＳＨ文库中的Ｍｄ－
ＣＢＰⅠ基因，其在诱导后表达量的增加可能对家蝇
对沙门氏菌的耐受起着重要的作用。
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２０００，４７８（１／２）：１２３
!

１２６．

［１５］ＣｈｅｎＫＹ，ＨｓｕＴＣ，ＨｕａｎｇＰＹ，ｅｔａｌ．Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎｃｈｉ

ｔｉｎ－ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ（ＰｍＣＢＰ）ｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｗｈｉｔｅｓｐｏｔｓｙｎ

ｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ（ＷＳＳＶ）ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｆｉｓｈ＆ＳｈｅｌｌｆｉｓｈＩｍｍｕｎｏｌ

ｏｇｙ，２００９，２７（３）：４６０
!

４６５．

［１６］Ｖａａｊｅ－ＫｏｌｓｔａｄＧ，ＨｏｒｎＳＪ，ＡａｌｔｅｎＤＭＦＶ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｎｏｎ－

ｃａｔａｌｙｔｉｃｃｈｉｔｉｎ－ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＣＢＰ２１ｆｒｏｍＳｅｒｒａｔｉａｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ

ｉｓｅｓｓｅｎｔｉａｌｆｏｒｃｈｉｔｉｎｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００５，２８０
!

２８０．

［１７］ＰｅｔｕｔｓｃｈｎｉｇＥＫ，ＪｏｎｅｓＡＭＥ，ＬｉｌｉｙａＳ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｌｙｓｉｎｍｏｔｉｆ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ－ｌｉｋｅｋｉｎａｓｅ（ＬｙｓＭ－ＲＬＫ）ＣＥＲＫ１ｉｓａｍａｊｏｒｃｈｉｔｉｎ－

ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｉｎａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａａｎｄｓｕｂｊｅｃｔｔｏｃｈｉｔｉｎ－ｉｎ

ｄｕｃｅｄｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ．［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，

２０１０，２８５（３７）：２８９０２
!

２８９１１．

（编 辑：陈 希）
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