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摘要:注射大肠杆菌 E.coli K12D31诱导的柞蚕滞育蛹在 25 ℃温育条件下 ,蛹体血淋巴可产生一系列的抗菌物质以

抵御外源病菌的入侵.本研究以脂肪体为材料 , 诱导后提取组织总 RNA , 纯化mRNA并用 AMV 逆转录酶合成 cDNA.

设计并合成抗菌肽A 基因(cecA)的引物 , 通过 PCR法扩增获得柞蚕抗菌肽基因 ,克隆至 pBluescript M13(+)质粒 ,获

得相对分子质量 5.9×104 的融合蛋白表达产物 , 序列分析表明柞蚕抗菌肽 A基因及其编码的氨基酸和天蚕具有一

定的同源性.
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　　柞蚕蛹受到微生物病原菌侵入或物理 、化学因

素的刺激诱导可产生免疫化学反应 ,通常可分为细

胞免疫和体液免疫.首先是蛹体几丁质层对病原物
的物理屏蔽作用 ,其次是血液中的各种细胞如颗粒

细胞等对病原物的包围 、吞噬作用[ 1] ;然后是诱导并

合成一系列的抗菌蛋白 ,溶菌酶和抗菌肽等对病原

物的杀灭或抑制作用.其中抗菌肽是一类相对分子
质量约4×103 的碱性分子小肽 ,经研究证实对多种

动 、植物病原菌均具有杀灭作用[ 1 ～ 3] ;Dunn 等研究

认为细菌侵入昆虫体内被溶菌酶溶解后分解成肽多

糖能激发抗菌肽基因的表达
[ 4]
,正常情况下 ,柞蚕滞

育蛹免疫基因处于封闭状态 ,病原物的入侵触发基

因并启动 、转录 mRNA ,再翻译成抗菌物质抵制病原

侵入有机体.因此 ,了解抗菌肽基因的结构功能对昆

虫防御机制的研究有着重要的意义.

1　材料与方法

1.1　材料

柞蚕蛹(品种:三三)来自河南云阳蚕种场;E.
coli K12D31由瑞典斯德哥尔摩大学 Boman教授馈赠 ,

华南农业大学蚕业服装系生物技术实验室保存.异

硫氰酸胍为华美生物工程公司产品;mRNA纯化试剂

盒 ,RiboClone
★R
cDNA合成试剂盒 ,PCR扩增试剂盒分

别购自 BRL 公司和 Promega 公司 , 载体系统购自

Promega公司.

1.2　方法

柞蚕蛹的免疫:将柞蚕滞育蛹用 φ为 72%的酒
精体表消毒 ,10 min后每蛹注射 50μL E.coli K12D31

(每毫升含 1×105 个活菌).免疫后的滞育蛹置于

25 ℃温育一定时间.

脂肪体 RNA 提取和 mRNA纯化:免疫的柞蚕蛹

温育后置-20 ℃或液氮中保存 ,用前取出并用去

RNA酶的用具解剖脂肪体 ,立即用 φ为 1%焦碳酸

二乙酯(DEPC)生理盐水洗涤数次 ,用研钵研磨组织

块 ,10 000 r/min 冷冻离心后吸上清液转入新离心

管.参考Sambrook等[ 5]的方法 ,改用异硫氰酸胍结合

有机溶剂法抽提 RNA ,总 RNA还可通过用Oligo(dT)

柱层析纯化 mRNA.

cDNA合成和 PCR 扩增:cDNA 链的合成参照

Promega公司 RiboClone★R的产品说明书进行.根据天

蚕 cecropin A基因保守区域 DNA 设计合成 3′-GT

GTCTAAACGATTCCCAATTTGTCGACCG ,5′-GGAAAT

TCACCGTCAATAATTCTAGA ,筛选用的探针除上述引

物外 ,另选用质粒 pCB5 中含有合成抗菌肽 B基因酶

切片段 ,分别用 32P 标记.

柞蚕抗菌肽基因的克隆 、筛选及表达:PCR循环

分别设定 92 ℃,55 s;52 ℃,50 s;72 ℃,1 min扩增循

环30次后置于 4 ℃保存.PCR 扩增产物克隆至载体

pBluescript M13(+)的 Sma I酶切位点 ,通过抗生素筛

选和酶切鉴定 ,再对克隆质粒进行 Southern blot 杂交

检测.由于该质粒是一个表达型的质粒 ,其阳性重组

子可用异丙基硫代-β -D -半乳糖苷(IPTG)诱导

表达 β-半乳糖苷酶-抗菌肽 A 蛋白复合物;其表

达蛋白可直接进行电泳鉴定或用溴化氰(CNBr)裂解

后对蛋白活性进行检测.

2　实验结果

2.1　cDNA合成

以纯化的总 RNA(图 1B)为模板 , 加入 Ribo-

Clone★R cDNA合成试剂 ,根据其说明书合成 cDNA 第

一链.经过 φ为 1%琼脂糖电泳检测合成的 cDNA

呈现涂片状 ,有分子量大小不同的 cDNA合成.
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A.RNA marker;　B.经过初步纯化的 RNA initially

purified RNA from immunized pupae of A.pernyi;　 C.PCR

扩增的 cecropin A 基因 cecropin A gene fragment

图 1　RNA 纯化和 PCR法扩增的柞蚕 cecropin A 基因片段

Fig.1　RNA Purification from immunized pupae of Antheraea pernyi

and amplification of cecropin A gene fragment by PCR

2.2　PCR扩增产物

总 RNA 或纯化后的 mRNA用 PCR扩增试剂盒

进行 PCR循环 ,得到的 PCR产物如图 1C.根据分子

量标准(λDNA/Hind Ⅲ片段)测定 , PCR扩增的抗菌
肽 cecropin A基因长度约 200 ～ 250 bp.
2.3　柞蚕抗菌肽 A基因的克隆策略

先将载体质粒 pBluescript M13(+)用 Sma I 进行

酶切 ,得到线性质粒 pBS ,再将柞蚕抗菌肽 cecropin A

基因片段和线性质粒分别磷酸化 ,产生平头末端后

用T4 DNA 连接酶在较低温(4 ～ 10 ℃)下连接 ,得到
的质粒经过筛选 ,获得携带柞蚕 cecropin A 基因片段

的阳性重组子.
其克隆策略如图 2.重组质粒经抗生素筛选 ,获

得若干重组克隆菌落 ,经扩大培养再用 Southern blot

筛选 ,阳性重组质粒纯化后用ABI 370A序列分析仪

对柞蚕 cecropin A基因进行序列测定 ,结果如下:

　　这一序列编码的蛋白质多肽的氨基酸组成如下:
MNFSTYQYFMDSMRDRPRIEGLPIPKFGLILVSRITILCVVFTRRVLGKPVALPNFNPLAAHPPFGSWA＊＊

图 2　柞蚕抗菌肽 A 基因的克隆策略

Fig.2　Clone strategy of cecropin A gene from immunized A.pernyi

　　用上述测定的 DNA 序列 ,推测其基因结构及其

阅读框架(图 3)

2.4　IPTG对重组质粒融合蛋白的诱导表达

如上克隆策略 ,柞蚕抗菌肽 A基因克隆到可表

达的重组质粒 ,只要用 IPTG 即可诱导重组融合蛋白

β-半乳糖苷酶外源基因的表达.本实验结果证明 ,

克隆柞蚕抗菌肽 A基因的重组质粒在相对分子质量

5.9×104 处出现新的蛋白带 ,据此分析柞蚕抗菌肽A

基因编码的 Preprocecropin A 相对分子质量约 7×103

～ 7.2×103(图 4).用 SDS-PAGE测定的相对分子质
量与氨基酸序列计算的结果一致.
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图 3　柞蚕抗菌肽 A基因结构及阅读框架(ORF)

Fig.3　Gene structure of cecropin A and its open reading frame(ORF)

1 , 2　是重组质粒蛋白;3　空载质粒;4　蛋白质 marker;箭头指向为重组质粒 pBS-柞蚕 cecropin A基因融合蛋白

1 , 2　fusion protein of recombinant plasmid;3　protein of vector;4　protein marker;Arrow indicates fusion protein expression of pBS-cecropin A

recombinant plasmid induced by IPTG

图 4　IPTG诱导表达重组质粒 pBS-柞蚕 cecropin A融合蛋白 SDS-PAGE (A)及由此绘制的电泳模式图(B)

Fig.4　SDS-PAGE of fusion protein expression of pBS-cecropin A recombinant plasmid induced by IPTG　(A)and its model pat-

tern of SDS-PAGE(B)

3　讨论

柞蚕滞育蛹经 E.coli K12D31诱导而产生一系列

的抗菌物质 ,其诱导源是非专一性的 ,任何物理因

素 、化学物质 、菌体等均可刺激 、诱导抗菌物质的形

成 ,这样构成了柞蚕免疫体系的完整性和复杂性.一

方面 ,环境因素的变化引起柞蚕体内一系列免疫反

应 ,以抵抗外源物质的入侵 ,使柞蚕可以在野外具有

较强的生存能力 ,在生物进化过程中具备愈来愈多

的优良性状和特征;另一方面 ,化学物质(包括 DDT 、

马拉硫磷 、除虫菊酯等)在除虫的同时 ,存活个体的

抗性基因可能被诱导表达 ,为昆虫的杀虫剂田间毒

理提出了新的课题[ 6] .

　　本文克隆了柞蚕抗菌肽 cecropin A基因 ,并对其

基因序列进行了克隆分析 ,从基因结构来看 ,该基因

编码的天蚕抗菌肽 cecropin A具有一定的同源性.基

因结构中 ,都具备 CAAT 和 TTCG结构 ,而这些是昆

虫抗菌肽基因的重要单元.抗菌肽基因结构中两个

α-螺旋之间起转折作用的氨基酸丙-甘-脯在柞

蚕抗菌肽中为丙-亮-脯 ,但是氨基酸的带电性质

大都相同 ,对生物活性不产生影响.蛋白质分子链的

亲水性和疏水性也完全相同.用计算机软件 DNAsis

模拟抗菌肽的二级结构 ,展示柞蚕抗菌肽 cecropin A

和天蚕抗菌肽 cecropin A 、B有一定的相似性 ,都有 α

-螺旋和 β-折叠 ,但并不完全相同.所以 ,对柞蚕抗

菌肽 cecropin A基因表达产物活性的测定十分重要.

用 IPTG 诱导该重组质粒的表达 ,获得 β -半乳

糖苷酶和柞蚕抗菌肽的融合蛋白表达产物 ,其相对

分子质量为 5.9×10
4
,其中 β-半乳糖苷酶相对分子

质量为 5.2×104 ,这与计算机推导的柞蚕抗菌肽 ce-

cropin A基因前体物相对分子质量 7×103是吻合的.

进一步的生物活性测定具有一定难度.可考虑
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用CNBr裂解法从 β -半乳糖苷酶和柞蚕抗菌肽的

融合蛋白表达产物中裂解得到柞蚕抗菌肽基因 ce-

cropin A的前体物 ,但还需要对前体物进行氨基端的

成熟化及修饰后加工等 ,是今后工作的努力方向.
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Cloning of Cecropin A Gene from Chinese Oak Silk Moth , Antheraea pernyi

and Its Expression by IPTG Induction
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Abstract:A series of antibacterial substances were induced in the hemolymph of the diapausing pupae of Chinese Oak

Silk moth , Antheraea pernyi , when injected with E.coli and incubated at 25 ℃for several days.Fat body from immu-

nized pupae was used as a typical material in the research.Total RNA were extracted from the tissue of immunized pupae

and mRNA were purified.The first strand cDNA were synthesized by AMV reverse transcriptase.Subsequently , PCR

were applied to amplificate cecropin A gene according to designed primer and the first strand of cDNA.The cecropin gene

was cloned into Sma I site of plasmid M13(+)and expressed by IPTG induction.5.9×10
4
cecropin A and β-galactase

fusion protein were obtained on the gel of SDS-PAGE.Sequence determination showed that certain homology of cecropin

A gene from A.pernyi compared with that from Hyalophora cecropia .

Key words:Antheraea pernyi;cecropin A gene;clone and expression
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