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摘要：泛素1蛋白酶体途径（D<8RD8E8=1IFAEG"HA7G I"E@S"#）是具有高度选择性的蛋白质降解途径，该途径对细胞内蛋白
的选择性降解起着重要作用。本研究根据 TG=4"=U已登录的真核生物泛素（D<8RD8E8=）编码框的氨基酸序列，设计一
对简并引物，NK1V3N克隆了家蝇 -./"$ 0’(1/#+"$泛素基因的编码区 CW05序列，并进行了测序。序列分析表明，该
编码区的长度为 $$& <I，编码 *2个氨基酸，命名为 -0.2+，TG=4"=U登录号为 WX((’*-2。同源性比较发现，!JD<8氨
基酸序列与其他真核生物泛素编码框同源性可达 -)Y以上。NK1V3N检测表明，-0.2+ 在家蝇不同组织中均高效表
达，且不受大肠杆菌 %/"314+"3+$ "’)+ 刺激的影响，是遍在性表达。为进一步研究 -0.2+ 的结构和功能，将 -0.2+ 克隆
到原核表达载体 IX6+%上，构建重组质粒 IX6+%1Z4.，转化大肠杆菌 !(’感受态细胞，在 .VKT诱导下进行了高效表
达，/W/1V5T6检测表明 -0.2+ 在大肠杆菌中可表达相对分子质量为 -P2 UW的可溶性融合蛋白；[GHEGF= <9AE分析表
明表达产物能与 0810K5鏊合物特异性的结合，表明表达的 !JD<8为 0端带有 2\8H标签的融合蛋白。利用 08$ ] 1
0K5亲和柱一步纯化了 !JD<8，以该融合蛋白免疫新西兰大白兔制备了抗 !JD<8血清。本研究成功克隆了家蝇泛素
的编码序列，并在原核细胞中得到了表达，为进一步研究泛素在家蝇体内的作用机制奠定了基础。
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研究者从兔胸腺中分离到一种小分子蛋白质，

后来发现其广泛存在于各种真核生物中，且不同种

属来源的这种蛋白质具有类似的结构、功能和免疫

学作用，故命名为泛素（,4"@,"#"/）（(.<3-#*"/ %’ *, )，
CDEF）。泛素一般由 EG 个氨基酸组成，分子量约为
HIG BJ，是真核生物内高度保守的一种多肽。从不
同种属的真核生物得到的泛素的一级结构几乎相

同，三维构象也基本相似（K"L259M,=21 %’ *, )，CDHE）。
真核细胞中编码泛素的基因有两种类型（N*/#;$ %’
*, )，CDDC；左萱等，7OOF）：第一类是多聚泛素基因
（0.<59,4"@,"#"/ >*/*），在染色体中多个泛素单体基因
首尾重复相连表达的泛素多聚体；第二类是泛素融

合基因，该基因的表达产物比泛素大得多，是一个泛

素分子的 P9末端连接着一段由 F7或 EG Q HC个氨基
酸残基组成的延伸肽（P9#*1="/2< *?#*/-"./ 0*0#"3*，
PR&），这是一种融合蛋白质。这一类基因的表达受
环境的胁迫，胞内代谢状况和细胞周期等多种因素

的调节。

研究表明，泛素主要通过 :’&依赖性的泛素9蛋
白水解酶复合体通路（,4"@,"#"/901.#*2-.=* 02#$!25，
S&&）高效并高度选择性地对胞质和胞核内蛋白进
行部分或完全降解。此外，泛素作为分子伴侣参与

核糖体的生物发生、细胞内吞及其他多种生理功能

（(<";B=2/ 2/3 P"*;$2/.A*1，7OOC）。泛素是分子伴侣
家族中的一员，可以起到增加翻译水平和稳定蛋白

的作用。泛素特异性蛋白酶（ ,4"@,"#"/9-0*;"+";
01.;*--"/> 01.#*2-*-，ST&-）广泛存在于酵母等真核生
物，可以有效地酶解泛素融合蛋白，与其他用于酶解

融合蛋白的特异性蛋白酶如 U2;#.1 V和 ’$1.=4"/相
比，ST&-具有更高的酶活力和更强的特异性。近年
来的研究发现，将外源基因与泛素基因融合后，不仅

可以防止表达产物被降解，极大地提高外源基因的

表达量，而且表达的融合蛋白在离体或体内条件下，

经泛素特异性蛋白酶在泛素分子 P9末端切割后，可
以释放出完整而有活性的外源蛋白（(*<<"--*/ %’
*, )，7OOO；孙超等，7OOC；R"/$2,*1 %’ *, )，7OO7；左
萱等，7OOF；V, %’ *, )，7OOE）。该项被称为“泛素融
合技术 ,4"@,"#"/ +,-"./ #*;$/"@,*”的技术已开始应用
于多种外源基因的表达和转基因植物的研究领域

中。

国内外已经报导了草地贪夜蛾 -.#"#.’%/*
0/+1(.%/"*（(,21"/.，CDDO）、烟草天蛾 !*2"+)* &%3’*
（T"-$.++ 2/3 W;$!21#X，CDDO）、黑腹果蝇 4/#&#.5(,*
$%,*2#1*&’%/（T211". %’ *, )，CDDY）、家蚕 6#$783 $#/(
（Z,/ %’ *, )，7OOO）、斜纹夜蛾 - ) ,(’+/*（[" %’ *, )，
7OO\）及德国小蠊 6,*’’%,,* 1%/$*2()*（于航等，7OOY）
等 G种昆虫的泛素基因的编码区序列，但对卫生昆
虫家蝇 !+&)* "#$%&’()* 至今还未见关于泛素及相关
蛋白的报导。为研究泛素的结构和功能，以及进一

步为泛素作为分子伴侣的研究奠定基础，本研究根

据已知真核生物泛素的氨基酸序列，设计一对简并

引物，利用 ]’9&P]对家蝇泛素 ;J6:序列进行了克
隆，并对其在原核细胞中的表达、抗血清的制备和组

织特异性表达进行了研究。

) 材料与方法

)*) 材料
)*)*) 昆虫、菌株与质粒：家蝇幼虫由本实验室养
虫室提供，为人工饲料饲养的健康幼虫。大肠杆菌

9&)5%/()5(* )#,( ’.0CO 为本实验室保存；大肠杆菌
^CF和 0_R\O表达载体购自 _"2>*/公司；0^JCH9’
载体购自 ’2M2]2公司。
)*)*+ 主要试剂：]6:抽提 ’1"X.<试剂盒及反转录
试剂盒购自 %/A"#1.>*/ 公司，各种限制性内切酶和
’YJ6:连接酶购自 &1.=*>2 公司，R?’2@ J6: 聚合
酶、核酸分子量标准、蛋白分子量标准及各种抗生素

购自 ’2M2]2 公司，G ‘ a"-9#2> 表达和纯化试剂盒
（_%:%3./%&&(#2(&’’^）购自 _"2>*/公司，完全弗氏佐剂
和不完全弗氏佐剂购自 ("4;.T][公司，其余试剂均
为国产分析纯。斜纹夜蛾泛素蛋白抗体（ 2/#"9
W0<,4"）和斜纹夜蛾泛素蛋白（W0<,4"）由中山大学昆
虫学研究所李朝飞博士馈赠。

)*+ 方法
)*+*) 简并引物的设计和合成：根据真核生物泛
素蛋白 6 末端和 P 末端高度保守的氨基酸序列
^_%UKM’[’(和 K[][]((，设计一对简并引物，正
向引物（S4"U）：Fb9 :’(P:]:’a’’Z(’6::]:P9\b；
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反向引物（!"#$）：%&’(()(()(*)+$)(*,+$,+(’-&。
引物由上海 ,./#01234.生物有限公司合成，使用前用
55678稀释至 9:!;2<=>。

!"#"# 家蝇 -龄幼虫总 $)+的提取及 ?@)+第一
链的合成：将家蝇 -龄幼虫放到无菌研磨皿中，液氮
条件下碾成粉末，在液氮挥发完全前加入 A1#B2<，按
照 ,./#01234. 公司的 A1#B2< C#0 说明书进行，7!3 总
$)+模板和 7: .3 2<#32（5A）9D混合，按 ,./#01234.公司

?@)+合成 *#0说明书合成 ?@)+第一链。
!"#"$ 家蝇泛素编码框的扩增和序列分析：$A’
E($反应条件：%:!> 体系中含有 9: F E($ "GHH41
（含 7: ;;2<=> I37 J ）% !>，5)AE ;#K0G14L（各 7M%
;;2<=>）N!>，!"#O（9:!;2<=>）7!>，!"#$（9:!;2<=
>）7!>，?@)+ 7!>，PKAQR @)+ S2<T;41QL4（% !=!>）
:M%!> 55678 -NM%!>；$A’E($ 反应体系样品先

UNV预变性 % ;#.，然后按下述条件进行 E($扩增反
应：UNV、-: L，%%V、N: L，W7V、-: L，-: 个循环后
W7V、9: ;#.，扩增完毕后置 NV终止反应。E($ 产
物经琼脂糖凝胶电泳纯化后，连入 SI@9D’A 载体，
连接产物转化大肠杆菌 A2S9:感受态细胞，蓝白斑
筛选阳性转化子，将 !"#6"和 $%&5#双酶切鉴定
正确的转化子送上海英骏生物技术有限公司测序。

序列同源性比对和相似性搜索用在线生物学软件

X00S：==YYYZ .?"# Z .<;Z .#X Z 32/="<QL0进行，多序列比对
采用在线生物学软件 X00S：==YYYZ 4"# Z Q? Z 4C=?<GL0Q<Y
进行；采用 (<GL0Q<[程序 IP\+NM: 软件（AQ;G1Q ’(
") Z，7::W），以 !E\I+法构建系统关系。
!"#"% 家蝇泛素的组织表达差异性分析：家蝇幼
虫经生理盐水洗涤，W%]酒精消毒后，用微量注射器
注射热灭活的大肠杆菌 A2S9:，在高温消毒的培养
皿中饲养（金丰良等，7::^）。按照 ,./#01234.公司的
A1#B2<方法抽提大肠杆菌 A2S9: 诱导不同时间的家
蝇总 $)+及家蝇 -龄幼虫脂肪体、体壁、中肠和马
氏管不同组织的 $)+，通过半定量 $A’E($方法，以
组成型表达的$’"*(%& 基因作为内参照，以引物（+O：
%&’((\+\\A+((((+AA\++(+(\’-& 和 +$： %&’
\\++\\(++(+A+(+A\\(\\\’-&）进行 E($扩增以
调整各 ?@)+模板的浓度。在相同模板浓度的条件
下，用 家 蝇 泛 素 基 因 特 异 性 引 物（ %&’
?303QQQQ??003Q?033?Q’-&和 %&’3Q?QQ030Q?3Q??Q0?00??’-&）进
行 E($扩增，以检测家蝇泛素基因在家蝇不同组织
及在大肠杆菌诱导下的表达差异。

!"#"& 家蝇泛素在原核细胞中的表达和纯化：根
据序列比对正确的家蝇泛素 8$O编码序列设计一

对 特 异 性 引 物， 引 物 如 下： 8O： %&’
(\+++,-..Q03?Q3Q0000?303QQQQ??0’-&； 8$： %&’
+((,,+.--’3??Q??3?3?Q33?3QQ33Q??’-&。为了便于将
E($产物亚克隆到表达载体上，在引物中设计了酶
切位点（斜体序列）。上游引物中有 !"#6"酶切位
点，下游引物中有 $%&5#酶切位点。E($ 产物用
!"#6"和 $%&5#双酶切，经割胶回收纯化后，与经
!"#6"=$%&5#同样双酶切的 S_P-: 载体连接，构
建重组表达载体 S_P’!‘,，并转化大肠杆菌 A2S9:感
受态细胞，挑取酶切和测序鉴定正确的单克隆，抽提

质粒并转化大肠杆菌 I9%感受态细胞，于 9: ;> >‘
培养基中（含 9::!3=;>氨苄青霉素和 7%!3=;>的
卡那霉素）过夜培养，次日以 9 a 9:: 稀释继续 -WV
培养，当 +^::达到 :M%后，加入终浓度为 :M% ;;2<=>
的 ,EA\诱导目的蛋白的表达，-WV诱导 % X，NV，97
::: 1=;#. 离心 9 ;#.，收集菌体，并用裂解液（%:
;;2<=> A1#L’6(<，S6 DM:，%: ;;2<=> )Q(<，:M%]
A1#02. b’9::，7 ;3=;> 溶菌酶）裂解细胞沉淀，经超
声及高速离心后，上清液经过 )#7 J ’)A+ 柱分离和
纯化融合蛋白，纯化方法按照 _#Q34.公司的 S_P系
统操作手册进行。

!"#"’ 抗血清的制备：参考 cQ;"122C等（9UDU）的方
法进行。免疫接种前，采取血样作为对照。以纯化

的泛素蛋白作为抗原。基础免疫取抗原约 9::!3，
与等体积的弗氏完全佐剂混合，乳化后，在兔背部，

分 7: d -: 点皮内注射。7 周后，加强第一次（皮下
注射），共加强 -次，每次间隔两周左右。在每次加
强后 W d 9:天，采血 - d % ;>检测抗体水平。-次加
强后，颈动脉取血。血液置 -WV，7 X，然而置于 NV
冰箱，过夜，次日离心，D %:: 1=;#. % ;#.，收集血清，
9::a9 加入叠氮钠（:M:9]），混匀，P>,c+测定血清
效价后置 e W:V保存。
!"#"( c@c’E+\P 电泳及 [4L041. "<20 分析：c@c’
E+\P电泳和[4L041. "<20分析参照文献（cQ;"122C ’(
") Z，9UDU）进行，c@c’E+\P电泳结束后，电转移至硝
酸纤维素（)(）膜（+;41LXQ;，!:M77!;）。用封闭
液（E‘cA J %]的脱脂奶粉）封闭 7 X，接着与一抗（用
E‘cA按 9 a %:: 的比例稀释）室温反应 9 X，用 E‘cA
洗膜 -次；然后加入 E‘cA稀释的羊抗兔’,3\’+E（9 a
%::），室温反应 9 X，用 E‘cA洗膜 - 次；最后将 )(
膜置于含有 )‘A和 ‘(,E的显色液中显色至条带清
晰，将膜放入蒸馏水中漂洗终止显色反应。取出晾

干，拍照。
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! 结果

!"# 家蝇泛素编码区的克隆和序列分析
采用同源克隆的策略，以家蝇 ! 龄幼虫 "#$%

为模板，用设计的简并引物进行 &’( 扩增，&’( 产
物经 )*+,琼脂糖凝胶电泳检测，结果表明获得了
大小约为 -!+ ./ 的单一片段，与预期的大小一致
（图 )）。回收该片段，将其与克隆载体 /0#)123连
接，经蓝白斑筛选并进行测序，经 45678软件分析表
明该片段与 9:;46;<上已注册的其他真核生物的泛
素编码框的序列有显著的相似性，表明此片段为家

蝇泛素的编码框序列。序列分析表明家蝇泛素开放

阅读框长度为 --1 ./，编码 =>个氨基酸（图 -），预计
编码蛋白的分子量为 1*?@ <#，等电点为 =*)>。将该

序列命名为 !"#$%，并在 9:;46;< 注册（9:;46;< 登
录号 #A))?=@>）。

图 ) 家蝇泛素编码框序列的 (32&’(扩增结果
BCDE ) (32&’( F:7G58 HI 8J: "HKC;D 7:LG:;": HI

G.CLGC8C; IFHM !#&’( ")*+&,%’(
0：#N-+++ M6F<:F；)，-：家蝇泛素 !#&’( ")*+&,%’( G.CLGC8C; E

图 - 家蝇泛素编码框核苷酸序列及推导的氨基酸序列
BCDE - $G"5:H8CK: 6;K 8J: K:KG":K 6MC;H 6"CK 7:LG:;": HI 8J: "HKC;D 7:LG:;": HI !#&’( ")*+&,%’( G.CLGC8C; D:;:

!"! 家蝇与其他真核生物泛素编码区的序列比较
运用在线生物学软件 45678对家蝇泛素的氨基

酸序列进行相似性搜索，并运用 ’5G7865 O软件对家
蝇泛素基因与其他真核生物的氨基酸序列进行同源

性比较，结果如图 !。家蝇泛素与其他真核生物泛
素的氨基酸序列仅有 ) P !个氨基酸的不同，它与人
-)*) &(.%+/&、黑腹果蝇 0 E *+1(/)2(&,+3 及烟草天蛾
! E &+4,( 泛素的同源性为 @1,，与家蚕 5 E *)3% 泛素

的同源性为 @=,，与草地贪夜蛾 6 E 73#2%.+3"( 泛素
的同 源 性 为 @>,，与 酿 酒 酵 母 6(’’8(3)*9’+&
’+3+:%&%(+ 和大麦 -)3"+#* :#12(3+ 泛素的同源性为
@Q,。通过 0R9%Q*+生物学软件 S&90%法构建的
系统进化树也得到类似的结果（图 Q）。从图 Q还可
以看出，昆虫与人泛素处于同一进化分支，表明昆虫

与动物泛素进化起源于共同祖先，而酵母与大麦泛

素进化起源于共同祖先。

图 ! 家蝇泛素氨基酸序列同源性分析
BCDE ! TCMC56FC8U 6;65U7C7 HI 8J: K:KG":K 6MC;H 6"CK 7:LG:;":7 HI !#&’( ")*+&,%’( G.CLGC8C; 6;K H8J:F :G<6FUH8C" G.CLGC8C;7

V7：人 -)*) &(.%+/&（9:;46;< 6"":77CH; ;HE W>!-!=）；VX：栽培大麦 -)3"+#* :#12(3+（9:;46;< 6"":77CH; ;HE W+Q)!!）；T"：酵母
6(’’8(3)*9’+& ’+3+:%&%(+（9:;46;< 6"":77CH; ;HE W+?=!)）；#M：黑腹果蝇 03)&.8%1( *+1(/)2(&,+3（9:;46;< 6"":77CH; ;HE W?@@Q!）；TI：草地
贪夜蛾 6.)").,+3( 73#2%.+3"(（9:;46;< 6"":77CH; ;HE 0!+!+>）；4M：家蚕 5)*$94 *)3%（9:;46;< 6"":77CH; ;HE %B!+1)>!）；07：烟草天蛾
!(/"#( &+4,(（9:;46;< 6"":77CH; ;HE W?!?-Q）；T5：斜纹夜蛾 6.)").,+3( 1%,#3(（9:;46;< 6"":77CH; ;HE %BQ!>+>>）；4D：德国小蠊 51(,,+11(
2+3*(/%’(（9:;46;< 6"":77CH; ;HE %Y?+)++!）；0K：家蝇 !#&’( ")*+&,%’(（9:;46;< 6"":77CH; ;HE #A))?=@>）E
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图 ! "#$%&法构建家蝇与其他真核生物泛素氨基酸
序列的系统发育树

’()* ! #+,-.)/0/1(2 13// 456/7 .0 58(0. 52(7 6/9:/02/6
.; 3/<.31/7 :4(9:(1(06 4, "#$%&

!"# 家蝇泛素基因组织表达的差异性
采用 =>?#@=方法分析家蝇泛素在家蝇 A龄幼

虫脂肪体、体壁、中肠和马氏管各组织中的表达，结

果如图 B。从图 B 可以看出，在家蝇各组织中可以
检测到一条大小约为 CAD 4< 的明亮条带，表明
%7:4(在各组织中均处于高水平表达。对家蝇 A龄
幼虫在细菌诱导不同时间下 =>?#@=检测，结果如
图 E，由图可以看出，在未经大肠杆菌诱导和经大肠
杆菌诱导不同时间都可以检测到一条大小约为 CAD
4<的明亮片段，且没有明显差异，表明家蝇 "FG在
家蝇体内的表达不受大肠杆菌刺激的影响。

图 B 家蝇泛素在家蝇 A龄幼虫不同组织中的表达分析
’()* B HI<3/66(.0 505-,6(6 .; !"#$% (0 7(;;/3/01
1(66:/6 .; A37 (06153 -53J5 .; !#&’( ")*+&,%’(

K：马氏管 %5-<()+(50 1:4/；C：体壁 F.7, L5--；A：中肠 %(7):1；

!：脂肪体 ’51 4.7,

图 E 大肠杆菌诱导不同时间后家蝇 A龄幼虫体内
家蝇泛素的表达

’()* E >+/ 1(8/?2.:36/ /I<3/66(.0 .; !"#$% (0 A37
(06153 -53J5 .; !#&’( ")*+&,%’( (0 7(;;/3/01 +.:36 5;1/3

61(8:-51/7 4, -&’.+/%’.%( ’)0%
D：D +；K：! +；C：M +；A：KC +；!：KE +；

B：CD +；E：C! +；N：AE +*

!"$ 家蝇泛素在原核细胞中的融合表达
将测序鉴定正确的表达质粒 <OH?%7:4(转化大

肠杆菌 %KB，经浓度为 DPB 88.-QR 的 G#>$诱导，得
到了目的蛋白的表达。STS?#&$H和 U/61/30 4-.1分
析表明，含有 <OH?%7:4(的大肠杆菌 %KB在 G#>$诱
导下表达了一条大约 VPE WT的蛋白条带，与推测的
大小一致，如图 N：&。U/61/30 4-.1显示，该蛋白带能
与斜纹夜蛾泛素蛋白抗体发生特异性反应，表明它

是表达的家蝇泛素蛋白，如图 N：F。用识别融合蛋
白质中组氨酸接头的 X(C Y ?X>&偶联抗体检测显示
在预期大小处有阳性反应带出现，表明所表达的蛋

白 X末端带有 EZ(6的融合蛋白。以 E [ Z(6?15)纯化
试剂盒一步纯化了 X末端带有 E [ Z(6?15)的融合蛋
白，STS?#&$H 和 U/61/30 4-.1 显示纯化的蛋白为单
一纯净的条带，如图 M所示。

图 N 家蝇泛素基因在大肠杆菌 %KB中表达的 STS?#&$H
与 U/61/30 4-.1分析

’()* N STS?#&$H（&）507 U/61/30 4-.1（F）505-,6(6 .;
!"#$% /I<3/66/7 (0 -&’.+/%’.%( ’)0% %KB

&* 家蝇泛素蛋白在大肠杆菌 %KB 中表达的 STS?#&$H电泳

STS?#&$H 505-,6(6 .; !"#$% /I<3/66/7 (0 - * ’)0% %KBP %：标准

分子量 #3.1/(0 61507537 8.-/2:-53 L/()+1 853W/36；K：为未诱导的

对照菌株 #/--/1 .; -,651/ .; /I<3/66/7 4521/3(5 4/;.3/ G#>$ L56

(07:2/7；C，A，!，B：分别为用 DPB 88.-QR G#>$诱导后培养 K，

C，A和 ! +的菌株 #/--/1 .; -,651/ .; /I<3/66/7 4521/3(5 5;1/3 G#>$

+57 4//0 (07:2/7 ;.3 K，C，A 507 ! +，3/6</21(J/-,* F* 斜纹夜蛾

泛素蛋白抗体检测家蝇泛素蛋白 U/61/30 4-.1 505-,6(6 .; !"#$%

/I<3/66/7 (0 - * ’)0% %KB :6(0) 501(?S<-:4( *

!"% 泛素抗体的制备与检测
以纯化的融合蛋白 %7:4(为抗原免疫新西兰大

白兔，HRGS&测定效价，免疫 ND 天时可诱导产生抗
体滴度为 K \E !DD的抗融合蛋白血清。以这种融合
蛋白抗体为一抗，羊抗兔?G)$?&# 为二抗进行
U/61/30印迹检测，结果显示，家蝇泛素抗体不仅能
与家蝇泛素的融合蛋白呈阳性反应，而且能与 1 *
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图 ! 纯化的家蝇泛素融合蛋白的 "#"$%&’(电泳
和 )*+,*-. /01,分析

2345 ! "#"$%&’( 6.7 )*+,*-. /01, 6.608+3+ 19 ,:*
;<-393*7 -*=1>/3.6., ?7</3 ;-1,*3.

?：标准分子量 %-1,*3. +,6.76-7 >10*=<06- @*34:, >6-A*-+；B：纯

化的家蝇泛素蛋白的 "#"$%&’( 电泳 "#"$%&’( 6.608+3+ 19

;<-393*7 ?7</3 ;-1,*3.；C：D3C E $DF&聚合物检测纯化的家蝇泛

素蛋白 )*+,*-. /01, 6.608+3+ 19 ;<-393*7 ?7</3 ;-1,*3. <+3.4 D3C E $

DF& =1.G<46,*5

!"#$%& 泛素蛋白呈阳性反应，如图 H。表明所表达的
融合蛋白保持原有泛素的免疫原性。

图 H ’($)" 抗体的 )*+,*-. /01,分析
2345 H )*+,*-. /01, 6.608+3+ 19 6.,3$?7</3 <+3.4 ";0</3

6+ ,:* ,*>;06,*
?：标准分子量 %-1,*3. >10*=<06- @*34:, >6-A*-；B：纯化的斜纹

夜蛾泛素蛋白 "#"$%&’( 分析 "#"$%&’( 6.608+3+ 19 ;<-393*7

";0</3；C：家蝇泛素抗体检测斜纹夜蛾泛素蛋白 )*+,*-. /01,

6.608+3+ 19 6.,3$?7</3 <+3.4 ";0</3 6+ ,:* ,*>;06,*5

! 讨论

自从 CI世纪 !I年代初以来，泛素及泛素$蛋白
酶体通路一直是生物学领域的研究热点之一。近年

来，大量的研究结果表明，泛素除了与靶蛋白共价结

合参与细胞内蛋白的选择性降解外，还参与细胞周

期调控、#D&修复、信号传导、转录调控、细胞凋亡
以及机体免疫等多种生命活动过程（’03=A>6. 6.7
J3*=:6.1K*-，CIIB）。昆虫是世界上最大的生物种群，
为适应环境的压力，在长期的进化过程中形成了较

强的适应机制，研究表明泛素蛋白在调节昆虫适应

外界环境的过程中起着调节作用（李存玺和王永潮，

BHH!）。为研究昆虫泛素的结构和功能，本文根据已
知真核生物泛素的氨基酸序列，设计一对简并引物

克隆了家蝇 L 龄幼虫泛素编码序列。序列分析表
明，家蝇泛素与其他真核生物泛素的氨基酸序列仅

有 B M L个氨基酸的不同，除了第 NC位赖氨酸改变
为精氨酸之外，所有其他已知与泛素功能相关的位

点在家蝇泛素序列中均保守存在。

研究表明，泛素基因在昆虫的中肠、脂肪体、马

氏管、飞行肌等组织中具有高水平的表达（O3+:199
6.7 "=:@6-,P，BHHI；O6--3 *# &! 5，BHHQ）。本研究利用
半定量 RF$%JR对 ’($)" 在家蝇不同组织及细菌诱
导下的表达进行了检测，结果表明，’($)" 在家蝇中
肠、脂肪体、马氏管和体壁中具有高水平的表达，且

不受细菌刺激的影响，与以上结果一致，表明泛素在

昆虫生命过程中具有重要作用。

作为胞内重要的蛋白质降解体系，泛素系统在

免疫信号转导过程中发挥着重要作用（金伟军等，

CII!）。目前，对泛素系统调控免疫细胞信号转导的
研究主要集中于两个环节：其一是泛素系统通过识

别某些酪氨酸磷酸化的免疫细胞膜受体使其降解，

以确保细胞发生适度的免疫应答；另一方面则是泛

素系统调控转录因子 D2$!O活化。研究表明，在果
蝇体内，泛素$蛋白酶体途径通过降解免疫缺失
（3>><.* 7*93=3*.=8，3>7）的 R*03+:蛋白而促进了果蝇
体内抗菌肽基因的激活和表达（S:<+: *# &! 5，
CIIC）。本研究在原核细胞中高效表达了家蝇泛素
基因，并制备了抗血清，为进一步研究在外界刺激诱

导下，通过 T>7信号传导途径调控家蝇体内抗菌肽
的转录和表达提供了分子检测手段，并为进一步开

发家蝇体内丰富的抗菌物质奠定了基础。
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