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摘要：吡哆醛激酶（I’$>JCQ&: R>@&H"，ST6，<U(PKP,P-+）是维生素 V5 关键代谢酶，其 DW2E的克隆在昆虫类还未见报

道。利用生物信息学原理和使用 SUN方法，克隆出编码家蚕 -’(./0 (’1+ 吡哆醛激酶的 DW2E（X"@V&@R登录号
WY3+(-/K），体外原核表达成功，并对表达粗提产物进行了酶活检测。克隆到的 DW2E含有一 */3 #I的完整可读框，
编码一条分子量为 --P, RW，含 (/* 个氨基酸残基的蛋白质。序列比对显示此蛋白质与人类吡哆醛激酶具有
+(P*3Z的同一性，包含吡哆醛激酶家族共有的特征保守序列，但比哺乳动物和植物克隆到的吡哆醛激酶均少 ,)多
个氨基酸残基，几个有关键功能且在哺乳动物和植物中均保守的氨基酸残基在此蛋白中被替换。依据家蚕基因组

数据库信息和 ST6的 DW2E，家蚕 ST6基因包含 +个外显子和 3个内含子，跨越 ,) R# W2E序列，所有外显子[内含
子交接点都遵从 MF[&M剪接规则，基因的 +\端启动子调控区发现有 9E9E4#CQ和 UEE94#CQ保守基序。
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维生素 V5（cV5）是一类吡啶化合物的总称，游

离 型 有 吡 哆 醇（ I’$>JCQ>@"， S2）、吡 哆 胺
（I’$>JCQ&=>@"，Sd）和吡哆醛（I’$>JCQ&:，ST），相应磷
酸酯型为磷酸吡哆醇（I’$>JCQ>@"4+\4IBCHIB&F"，S2S
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磷酸吡哆胺（!"#$%&’$()*+,*!-&.!-/0)，121）和磷酸吡
哆醛（!"#$%&’/3*+,*!-&.!-/0)，141）。141是 567 的主

要辅酶形式，在氨基酸的合成、分解和转换代谢中发

挥重要作用。

吡哆醛激酶（!"#$%&’/3 8$(/.)，149，:; <=>=?=@+）
在 A(< B和 CD1存在下，催化 1E、12及 14生成相应
的磷酸酯型。149和磷酸吡哆醇氧化酶决定 141的
合成，两者和磷酸酶一起调节细胞内 141浓度变化，
维持 141 浓度的动态平衡。目前已从部分哺乳动
物、微生物和植物中分离鉴定了 149基因（F/((/ !"
#$ G，?HH>；IJ&00 /(% 1-$33$!.，?HH>；K/& !" #$ G，?HHL；
M/(N !" #$ G，?HHL；2/#/. !" #$ G，?HHH；KO& /(%
E)P)33，<QQQ；R/(N !" #$ G，<QQS），其酶学性质、空间
结构和催化机制也有不少研究（I/T& !" #$ G，<QQS，
<QQ7；4$ !" #$ G，<QQS；D/(N !" #$ G，<QQ+；;/& !" #$ G，
<QQ7），但昆虫类生物 149基因的相关研究还未见报
道。家蚕 %&’()* ’&+, 也属 567 异养型生物，家蚕体

内 567 的转换代谢与哺乳动物有较大差异（张剑韵

和黄龙全，<QQ@）。我们利用生物信息学原理和使
用 1;U方法，克隆出家蚕 149 JVEC，并对基因结构
进行了分析。实验结果有助于弄清 149在生物中
的进化演变规律，为深入研究昆虫类生物 149的空
间结构、从分子生物学的角度探讨家蚕体内 567 特

殊转换代谢的形成机制奠定了基础。

! 材料与方法

!"! 试虫及主要试剂
蚕品种为皓月 W青松，自然条件下桑叶育，+龄

S日幼虫冷冻于 X LQY冰箱中保存备用。大肠杆菌
菌株 VF+/和 64<?0#’6（V:@）以及表达载体 !:D*@</
（ B）和 !:D*<<Z（ B）为安徽农业大学茶叶生物技术
实验室保存。D#$[&3、2245反转录试剂盒、1TO VEC
聚合酶、D/\ VEC 聚合酶、%ED1、K)3 :’0#/J0$&( 9$0
（I9??@?）、UEC酶、:6、IM6U K#))( !、V:1;、]*N/3、
^1DK、VEC 2/#8)#、蛋白质 2/#8)#、D:2:V、D#$. Z/.)、
K3"等购自上海生物工程公司（I/(N&(）。克隆载体
!2V?L*D、限制性内切酶（-.!!、/0&!）、DS VEC连
接酶购自 D/9/U/ 公司，141、14 购自 I$N_/ 公司。
实验所用引物的合成及 VEC的测序工作由上海生
物工程公司完成。

!"# 方法
!"#"! 生物信息学分析：以人的 149氨基酸序列
（@?<个氨基酸）搜索（D#/(.3/0)%*64CID !#&N#/_）家蚕

:ID 库和基因组序列数据 库（ -00!：‘‘.$38P&#_G
N)(&_$J. G &#N G J(‘），在骨架 IJ/TT&3%QQQ+H@上的 +? a 7Q
8Z区域，搜索到了相似性较高的 +条邻近的 VEC序
列，其中第 ?条与第 +条分别与人 149的氨基酸序
列 ;端和 E端同源。没有从家蚕 :ID库搜索到人
的 149 同源序列。利用 K:EI;CE 软件辅助预测，
对 IJ/TT&3%QQQ+H@ 上的 +? a 7Q 8Z 区进行外显子拼
接，适当外延第 ?和第 +条序列，获得了一条假定的
家蚕 149 JVEC序列，共 H?+ Z!。使用引物设计软件
1#$_)# !#)_$)# +=Q、b3$N&7作辅助，在假定的起始密码
子和终止密码子附近设计 ? 对引物用于 1;U扩增
验证。正义引物为 +,*CCDKD;D;CCKCDKCDC;D;*
@,；反义引物为 +,*CCD;DCKDDDCDDDD;C;CK*@,，引
物跨越完整的编码区。

编码框序列翻译、蛋白质序列性质分析使用

V(/.0/#软件进行。双序列比对、多序列比对和聚类分
析使用 V(/_/( 软件进行。基因结构分析采用
I)\5^IDC软件辅助进行。基因调控区序列预测使用的
网 络 资 源： -00!：‘‘J&_!)3 G Z$&()0 G (.JG #O‘cO(I$0)‘
;&_!)31/00)#(I)/#J-G -0_3；-00!：‘‘J&_!)3 G Z$&()0 G (.JG #O‘
cO(I$0)‘T.!G -0_3； -00!：‘‘PPPG JZ.G %0OG %8‘.)#d$J).‘
!#&_&0)#‘。
!"#"# 总 UEC的提取：从 X LQY取出家蚕幼虫，于
低温下分离出家蚕腹部的脂肪体，称量 ?QQ _N放入
预先在 X LQY冰箱中预冷了 < - 的研钵中，加入 <
_4 D#$[&3试剂冰上研磨 + _$(，待 D#$[&3溶化成液态
后，继续研磨 < _$(后静置 ? _$(。然后按试剂说明
提取总 UEC。
!"#"$ UEC反转录为 JVEC：参照 I/(N&( 2245反
转录试剂盒的说明书进行。

!"#"% UD*1;U 扩增目的片段：+Q"4 反应体系中
含有 ?Q W 6OTT)# +"4、2N;3< ?=+ __&3‘4、%ED1 <QQ

"_&3‘4、上下游引物各 Q=S"_&3‘4、JVEC模板 <"4，
用 %%F<b补至总体积为 +Q"4。扩增条件：H+Y S
_$(，>LY 暂停，加入 < e !TO（高保真）VEC聚合酶，
在 HSY S+ .、+7Y S+ .、><Y ?<Q .、每个循环降
Q=+Y的条件下进行 ?Q个循环，退火温度至 +?Y 后
再进行 HSY S+ .、+<Y S+ .、><Y ?<Q .条件下的 <+
个循环。

!"#"& 1;U 产物克隆与测序：1;U 产物经琼脂糖
凝胶电泳割胶回收，操作参照 I/(N&( eE^f*+ 柱式
VEC凝胶回收试剂盒说明书进行。回收片段加 C
尾以利 D*C 克隆。使用 D/8/#/ 的 !2V?L*D 载体及
4$N/0) 2$’将加 C后的 149片段连接入 !2V?L*D*载
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体（带有抗 !"# 基因），构建重组质粒 #$%&’()(
*+,。转化 ! - "#$% %./0 感受态细胞并筛选培养。
挑取单个白色菌落，用菌落 *12法鉴定阳性克隆，
挑取阳性菌落穿刺于装有固体培养基（!"# 3）的
&4/ "+离心管中，送 506786用 $9: ;<;=测序仪进行
双向测序。

!"#"$ *+,的原核表达：依据 *+,编码框序列设
计用于构建 *+,的 #>)??@（ 3）非融合蛋白表达载
体的引物（表 &），表中下划线部分为酶切位点，酶切
位点的 /A方向为保护碱基，加边框部分为起始密码
子，黑体部分为终止密码子，B表示上游引物，+表
示下游引物。

表 ! 原核表达使用的引物

%&’() ! %*) +,-.),/ 0/)1 23, )4+,)//-35 -5 ! 6 "#$%
引物名称

*CD"EC 60"E
引物碱基序列

*CD"EC @0FE
限制酶

2EFGCDHGD86 E6IJ"E

**+,(B /A(KK1 1!) !)K )1)1!!K!)K!)!1)11! (;A &’(!

**+,(+ /A(K)1) 1)1K!K)7%8K)))!))))1!1!K(;A )*#!

以 &4?4/节方法构建好的包含有 *+,基因可读
框的克隆载体 #$%&’()(*+,为模板，用以上所示引
物进行 *12反应，扩增出目标 %L!片段。*12产物
经纯化后，通过双酶切插入表达载体 #>)??@（ 3），
转化感受态 %./0 细胞，倒置培养。挑取单菌落先
用菌落 *12方法鉴定，继续培养经 *12鉴定为阳性
的菌落，提取质粒进行酶切鉴定，得到重组表达质粒

#>)??(*+,（*+,非融合蛋白表达载体）。进一步转
化表达菌 9+?&GCM9（%>;）感受态细胞并倒置培养，采
用菌落 *12法鉴定阳性菌。
!"#"9 表达菌株的诱导表达及表达产物 5%5(*!K>
分析：将含有重组质粒 #>)??(*+,的 9+?& 单菌落
接种于装有 < "+液体 +9培养基（含 !"# /="7N"+、
,06 &/"7N"+）的 /= "+三角瓶中，;<O、?== CN"D6振
荡培养 &= P后，取 /=="+转接于装有 /= "+液体 +9
培养基的 /== "+ 三角瓶中，;=O、?== CN"D6振荡培
养至溶液的光密度（Q%R==）为 &4=，添加 :*)K至终浓
度为 =4? ""8SN+，;=O 继续培养，并分别于 = P，& P，
; P，R P取出 / "+菌液用于蛋白质 5%5(*!K>分析。
表达菌液样品于 TO、&? === CN"D6、离心 & "D6，

弃上清。加入 & "+的 & U *95重悬菌体，加溶菌酶
至终浓度 &=="7N"+，混匀后 ;=O 水浴 &/ "D6，TO
水浴下超声波处理（T== V，每次处理 / F，间隔 ; F，
共处理 ’=次）。超声处理完成后加入 & "+ 的 ? U
5%5 加样缓冲液，<=O加热 ; "D6。蛋白质 5%5(

*!K>的分离胶浓度 &?W，积层胶浓度 /W，上样量
?="+，电泳后的凝胶用考马斯亮蓝 2?/=染色，脱色
后采用 9D8(C0X成像系统拍照分析。
!"#": 酶活性检测：含重组质粒 #>)??(*+, 表达
菌的粗酶液命名为 *C8(*+,，同时提取含空质粒载体
的 9+?&菌株表达产物粗酶液作为参比对照，命名为
*C8(*??。

*+和 *+*与羟氨反应生成物的荧光强度增加
幅度基本一致，但两者与羟氨形成复合物的反应速

度有较大差别，*+* 与羟氨达到完全反应只需 ?4/
"D6，而 *+与羟氨需 & P 以上才能完全反应。据此
利用添加羟氨后在几分钟内混合物荧光强度的变化

来反映 *+*的浓度变化。
酶促反应体系 ; "+，含 <= ""8SN+ 混合磷酸钾

缓冲液（#. R4T）、=4? ""8SN+ *+、=4? ""8SN+ !)*·
L0?、=4& ""8SN+ Y61S?，反应液在加入相当于 =4/ "7
总蛋白的粗酶液 *C8(*+,后立即置 ;<O水浴，?= "D6
后反应混合物转入比色皿中，加入羟氨溶液至终浓

度为 & ""8SN+，迅速摇匀置入荧光分光光度计比色
池，进行荧光检测（激发波长 ;’= 6"，荧光波长 T/=
6"，/ "D6时间扫描模式，灵敏度 ?，缝隙 &=）。

# 结果与讨论

#"! ;%<=7;扩增结果
依据预测的 *+, H%L! 设计的 &对引物经 2)(

*12扩增，得到了 &条约 Z== @#左右的条带（图 &），
条带大小与预期吻合。

图 & 2)(*12产物的电泳分析
[D7- & >SEHGC8#P8CEFDF 060SJFDF 8\ GPE #C8X]HG 8\ 2)(*12
$：%L!标准 %L! "0C^EC；5：2)(*12产物 *C8X]HG 8\ 2)(*12-

#"# 家蚕 =>?测序结果
*+,扩增产物测序结果如图 ?所示，碱基长度

为 Z=& @#，第 ? _ ’Z’碱基区为可读框，编码一个具
有 ?Z’个氨基酸残基的蛋白质，此蛋白质分子量为
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!!"#$ %&，等电点为 ’"()。*+,测序序列与预测序
列比对显示（图省略），预测序列有一段外显子拼接

错误，多出 (-个碱基，两序列间有 !个碱基不同，但

差异的碱基不改变编码的氨基酸，提示这种碱基差

异可能是由不同品种间单核苷酸多态性引起。

图 . 吡哆醛激酶 /&01 序列及其可读框氨基酸序列
2345 . 678 9:/;8<=3>8 ?8@:89/8 <A *+, /&01 B9> =78 >8>:/8> BC39< B/3> ?8@:89/8 <A DE2

*FE扩增验证使用的引物为下划线部分，星号标记终止密码子位。678 *FE GH3C8H? :?8> 39 /;<9394 /&01 BH8 ;BI8;8> B9> :9>8H;3945
678 =HB9?;B=3<9 =8HC39B=3<9 /<><9 3? >8?349B=8> J3=7 B9 B?=8H3?%5

!"# $%&序列比对和聚类分析
将经功能鉴定过的来源于多物种的 *+, 氨基

酸序列进行比对和聚类分析。各序列在 K89LB9%中
的登录号为：人（7:CB9，0*M ##!’N.）；羊（ ?788G，

*O.($N）；猪（ G34，D-’)’#）；拟南芥（ !"#$%&’()%)
*+#,%#-#，11+)N!’-）；小麦（J78B=，11E##!(O）；家蚕
（.’/$01 /’"%，1LP.O!NO）；锥虫（2"0(#-’)’/# $"345%，
11F’(O#!）；盘基网柄菌（ 6%4*0’)*5,%3/ &%)4’%&53/，
11K#()N!）；大肠杆菌（7 5 4’,%，G>QR，L11()!$N）；
大肠杆菌（7 5 4’,%，G>Q,，L11(’.$.）。
双序列比对揭示，家蚕与人 *+,序列的同一性

为 )."O-S。多序列比对显示（图省略），与哺乳动
物和高等植物相比，家蚕 *+,氨基酸序列要短 (#多
个残基，高等植物 *+,体现在 0端的延长，哺乳动
物 *+,主要体现在 (O# T .!)非保守区残基数的增
多。*+,活性位点处有重要功能的残基在家蚕中同
样保守，如与 *+形成氢键相互作用并决定底物特异

性的三个残基 U8H(-、6VHO’和 1?G..(；与 16*!磷酸
相互作用的 1?G(()和 K;:()(。羊 *+,与 *+疏水相
互作用的两个残基为 WB;($ 和 WB;.!(，其中 WB;.!(
在家蚕中改变为 67H.(N。家蚕 *+,与低等生物和植
物一样，活性中心区的 +DD*(（+(区）结构比哺乳动
物少 -个残基，其中 1?G(.#、X8=(.-和 6VH(.)与哺
乳动物 *+, 相应残基一致。*+, 活性中心 +DD*.
区中普遍保守的 1?9，在家蚕 *+,中替换为 67H-N。
大肠杆菌 G>Q,中 +DD*. 上两个与 *+相互作用的
重要残基 *H<)OYZ3?)$，在家蚕中替换为 67H-$Y1;B)#，
而哺乳动物 *+, 中相应两个残基为 67HYK;V。图 !
为 *+,聚类分析结果。
!"’ 家蚕 $%&的原核表达
采用 6N 启动子[6N E01 聚合酶表达系统

GP6..I（ \）YL+.(=HQL（&P!）对 *+,基因 /&01编码
区进行了在大肠杆菌中的蛋白表达。载体 GP6..I
（ \）上含有 6N启动子及一段位于 6N启动子序列后
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图 ! 吡哆醛激酶的聚类分析
"#$% ! &’( )’*+,$(-(.#/ .0(( ,1 2345

的 6末端 !"#$ 信号序列。在 72&8诱导下，插入 &9
启动子后的基因能够在宿主菌 :3;<（=>!）中被高效
率地转录。)>&;;?（ @）上的 %&"!酶切位点序列
（AB&CB&8）包含 6 末端 !"#$ 信号序列的起始密码
子，使用 %&"!和 ’()!对 )>&;;?（ @）进行双酶切
时，6末端 !"#$ 信号序列被完全切除。另外，插入
)>&;;?（ @）中的 234编码区序列已包含终止密码
子。所以，由构建的表达质粒 )>&;;D234表达得到
的蛋白是非融合蛋白，其氨基酸序列完全由 234
EF"框编码而来。
为了使可溶性蛋白产量达最大，经诱导表达条

件的优化筛选，234的最佳诱导条件确定为：72&8
诱导起始时期为培养液 E=GHH I <JH，72&8诱导浓度
为 HJ; KK,+C3，诱导培养温度为 !HL，最长诱导时间
G ’。
图 M为最佳诱导条件下的 234 表达培养物总

溶胞产物的 N=ND2B8>分析。含有 )>&;;D234质粒
的大肠杆菌 :3;<（=>!）菌株表达出了预期分子量大
小的蛋白（泳道 ;、!、M），而在含有 )>&;;?（ @）空载
体的大肠杆菌 :3;<（=>!）菌株则没有同样大小分子
量的蛋白产生（泳道 O）。
!"# 家蚕 $%&催化活性的鉴定
图 O为 234酶活测定结果，粗酶液 20,D234呈

现出较强的吡哆醛激酶活性，其酶促反应液的荧光

强度是同样量的粗酶液 20,D2;;酶促反应液的荧光
强度 ;H倍。根据 232荧光强度标准曲线（省略）计
算出 HJO K$ 20,D234 在 !9L 下与底物 23温育 ;H
K#- 后，产物 232的生成量约为 !HH -K,+。由这些数
据可得出，在以 23为底物时，20,D234的酶活力约为
!H -K,+·K#-P <·K$P <。实验结果证实了克隆到的

/=6B编码家蚕吡哆醛激酶。
!"’ 家蚕 $%&基因结构分析
在中国所公布的家蚕基因组框架图中，

N/Q11,+RHHHOS!上的 MS HHH T GH HHG ?)之间为 234基

图 M 吡哆醛激酶表达培养物总溶胞
产物的 N=ND2B8>（<;U）分析

"#$% M N=ND2B8>（<;U）Q-Q+*5#5 ,1 /(++ +*5Q.(5
10,K (V)0(55#,- /W+.W0( ,1 234 Q-R 262E

X：蛋白质分子量标准 20,.(#- K,+(/W+Q0 Y(#$’. KQ0Z(0；
< P M：分别为含有质粒 )>&;;D234的 :3;<（=>!）
表达菌 72&8诱导 H ’、< ’、! ’、G ’后的溶胞产物
&’( /0WR( (V.0Q/.5 ,1 * % +)#, :3;<（=>!），’Q0?,0#-$

)>&;;?D:234，#-RW/(R H ’，< ’，! ’，G ’ ?* 72&8 #- ,0R(0；
O：含有质粒 )>&;;?（ @）的 :3;<（=>!）表达菌 72&8诱导
! ’后的溶胞产物 &’( /0WR( (V.0Q/.5 ,1 * % +)#, :3;<（=>!），

’Q0?,0#-$ )>&;;?（ @），#-RW/(R ! ’ ?* 72&8%

图 O 20,D234酶促反应混合物的荧光强度
"#$% O "+W,0(5/(-/( #-.(-5#.* ,1 0(Q/.#,-

K#V.W0( /,-.Q#-#-$ 20,D234

因所在部位，N/Q11,+RHHHOS!总长 GH HHG ?)，234基因
的正义链是其反向互补序列，234起始密码子位于
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!"#$$%&’((()*+的末端第 )* *,-碱基处，因此 ./0基
因 )1侧翼区大部分序列无法从 !"#$$%&’((()*+ 上获
得。我们从日本公布的家蚕 234数据库中搜索到
一个 54673 重叠群 8448(-(-99-)，此条序列长
- (:) ;<，与 !"#$$%&’((()*+重叠了 9+=个碱基。拼接
8448(-(-99-) 与 !"#$$%&’((()*+ 这两条序列，即延
伸了 ./0基因 )1侧翼区的 =)-个碱基。
家蚕 ./0 基因结构如图 9 所示（序列省略）。

./0基因跨越约 -( >; 234区域，包含 ) 个外显子
及 =个内含子。7- ? 7) 标识的方框区域为外显子
部分，黑色方框为 @5A序列，灰色方框为 )1和 +1非

翻译区序列，方框之间的粗线段为内含子部分。空

心方框内的碱基序列为可能的核心启动子。相对于

转录起始点（ B CC4D 4 D B）位置的 B ,9和 B *,区

具有典型的 D4D4框和 C44D框启动子结构。所有
内含子边界包含规则的 )1EF 剪接供体序列和 +1#E
剪接受体序列（表 ,）。
在上述 ./0基因序列 +1侧翼区，发现了多个加

4信号序列，成熟 G534实际的末端位点还需要通
过实验确定。另外，我们给出的家蚕 ./0基因转录
起始点和两个保守启动子区，是经预测软件辅助和

经验得出的结果，其准确性尚需由实验来证实。

图 9 家蚕吡哆醛激酶基因结构
AHEI 9 JKL%GH" %ME#LHN#FH%L %$ FOK ./0 EKLK HL !"#$%& #"’(

表 ! 家蚕吡哆醛激酶基因外显子和内含子的拼接点
"#$%& ! "’& ()*+,)-&.,) /0)1*(,)2 ,3 *’& 456 7&)& () !"#$%& #"’(

外显子（;<）
7P%L

)1剪接供体端
)1 Q<&H"K ’%L%M

内含子（;<）
RLFM%L

+1剪接受体端
+1 Q<&H"HLE MK"K<F%M

外显子

7P%L
7-（-:*） DDJC44SEF##EF -（9)*） FFF"#ESJDDCD4 7,
7,（,==） D4D4DJSEF#FEF ,（= :=(） "F""#ESDCDJDJ 7+
7+（,9T） CDJJ4JSEF#FFF +（- ((-） FFFF#ESJ4DCJD 7=
7=（-:(） CD4J4JSEF#EFE =（:):） FFEF#ESCJDCDC 7)

7)（--+ U）
大写字母表示外显子剪接位点序列，小写字母表示内含子剪接区序列。DOK KP%L Q<&H"K QHFK QKVWKL"KQ HQ QO%XL HL W<<KM"#QK，XOH&K FOK HLFM%L Q<&H"K QHFK
QKVWKL"KQ HQ ’K<H"FK’ HL &%XKM"#QKI
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