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摘要! !目的"探析吞蛋白$MP./O%0J0P%在褐飞虱E+)$:$.=$#$ )<*0&2生长繁殖过程中的作用# !方法"

克隆褐飞虱吞蛋白基因'并进行生物信息学分析(在大肠杆菌%2";0.+";+$ "')+U/NMSS"中诱导表达褐飞

虱吞蛋白基因'融合蛋白经Y0柱亲和层析法纯化后'免疫新西兰兔子'获得相应的多克隆抗体(将所

得的抗体用于检测褐飞虱卵巢中吞蛋白的表达和定位# !结果"克隆得到褐飞虱两个吞蛋白基因

0&1':;+)+& !$%&1'!%和0&1':;+)+& 5$%&1'5%'ZMPG"P5登录号分别为_D(&*';*和_D(&*';:'分别

编码 +2) 个和 +:& 个氨基酸'都含有吞蛋白典型的GBU结构域和 ^F+ 结构域'但它们在结构上存在

差异# H>X̂B和\MNSM#P 7J/S检测结果表明'制备的兔抗血清效价达(l( ''' ''''并表现出较好特异

性# 将获得的抗体应用于免疫荧光实验表明' HP./B和HP./G蛋白在褐飞虱卵巢中普遍表达'在卵

巢滤泡细胞的细胞间隙&细胞膜&细胞质中广泛分布'而且与脂类物质的分布模式类似'与正在侵入褐

飞虱卵巢的类酵母共生菌共定位# !结论"获得了褐飞虱吞蛋白基因%&1'!和%&1'5序列'并明确

了其生物信息学特征'成功制备了HP./B和HP./G多克隆抗体'分析了HP./B和HP./G在褐飞虱

卵巢中的表达情况'认为其可能与褐飞虱卵巢发育和成熟以及类酵母共生菌入侵褐飞虱卵巢有关#

这些结果为进一步研究HP./B和HP./G在褐飞虱中的生物学功能奠定了基础#
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M̀"NSCJ05MǸI70/PSN0PV".0PQ0PS/E3)<*0&2/V"#̀9&</P$JRN0/P' c%MPR$JM/S0.MNMLRMP$MN"P. S%M

70/J/Q0$"J$%"#"$SM#0NS0$N/T%&1'!"P. %&1'5dM#M$J"#0T0M.9\0S% S%M/7S"0PM. O/J̀$J/P"J"PS07/.0MN/T

HP./B"P. HP./G! S%MM6O#MNN0/P /THP./B"P. HP./G0P E3)<*0&2/V"#̀d"NO#/T0JM.! "P. S%M#MNRJSN

NRQQMNSS%"SHP./B"P. HP./GI0Q%S7M"NN/$0"SM. d0S% S%M.MVMJ/OIMPS"P. I"SR#0S̀/TE3)<*0&2/V"#̀
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T/#TR#S%M#NSR.0MN/P S%M70/J/Q0$"JTRP$S0/P /THP./B"P. HP./G0P E3)<*0&29
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褐飞虱 E+)$:$.=$#$ )<*0&2" ^S�J# 属半翅目

"FMI0OSM#"#飞虱科"eMJO%"$0."M#!单吸食水稻汁

液!对我国水稻生产造成直接危害 "G/SS#MJJ"P.

^$%/MPJ̀! &'(&#!也可通过取食行为传播病毒对水

稻造成间接危害"李汝铎! (;;*#( 褐飞虱对化学农

药和抗性水稻有很强的抗性!这与其较强的繁殖能

力密不可分 "吕仲贤等! (;;2% 程遐年等! &''+% 陈

列忠等! &''*% 荆胜利等! &'(+#( 我们的前期研究

发现!褐飞虱中存在吞蛋白基因 0&1':;+)+& !和

0&1':;+)+& 5!并且其在褐飞虱卵巢中大量转录表达!

预示着0&1':;+)+& !和0&1':;+)+& 5可能在褐飞虱卵

巢发育和生殖繁殖起着重要作用(

吞蛋白 "MP./O%0J0P#参与膜内吞的多个过程

"Z/#S"S0#$)9! &'(&% !R#./$% 0#$)9! &'(*#!同时在

信号传导 "e"NQROS"0#$)9! &'(+ #)线粒体代谢

"\"PQ0#$)9! &'(* #)疾病的发生 "<"/0#$)9!

&'(-#)调节凋亡与自噬"c"5"%"N%00#$)9! &''2#等

方面也发挥着重要作用( 吞蛋白家族在结构上具有

很 高 的 同 源 性! 均 由 Y 端 的 GBU " G0P3

BIO%0O% Ǹ0P3Uĥ #结构域)中间的可变区及 <端的

^F+ "^#$F/I/J/Q̀ +#结构域构成"_4"M#RJTT0#$)9!

&'((#( 吞蛋白通过<端的 ^F+ 结构域与多种内吞

蛋白如 "IO%0O% Ǹ0P! ǸP"OS/4"P0P 和 . P̀"I0P 结合

"bM$%NSM0P 0#$)9! &'(:#!在内吞方面发挥重大作用

"^/."0#$)9! &'(&#( 而吞蛋白Y端GBU结构域引

起吞蛋白二聚化!与膜结合且改变膜的曲率!促使囊

泡的形成发挥重大作用"<%MP 0#$)9! &'';% Z/#S"S0#

$)9! &'(& #( 吞蛋白有两个家族!MP./O%0J0P B和

MP./O%0J0P G( 研究发现!在哺乳动物中!MP./O%J0P B

主要特异性地表达于脑组织!神经突触末梢尤其丰

富!而MP./O%0J0P G在各个组织中均有分布(

为研究褐飞虱0&1':;+)+& !和0&1':;+)+& 5的功

能!本研究克隆了这两个基因!制备了其多克隆抗

体!并通过免疫荧光标记研究了 MP./O%0J0P B和

MP./O%0J0P G蛋白在褐飞虱卵巢中的表达和定位情

况!为后续深入研究 0&1':;+)+& !和 0&1':;+)+& 5在

褐飞虱体内的生物学功能奠定了基础(

>?材料与方法

>@>?昆虫来源

褐飞虱种群在中国计量大学浙江省生物计量与

检验检疫重点实验室恒温室内长期饲养!用 cY( 水

稻饲喂!环境条件为 &) j(k!相对湿度为 2'? j

&?!光照周期为 (->l('e(

>@#?主要试剂和菌株

b<U试剂盒)限制性内切酶)反转录试剂盒

"b#0IM̂$#0OS

c!

Uc#M"QMPS_0Sd0S% QeYBH#"NM##)

UYB提取试剂盒"c"_"U"!0P0GĤc]P0VM#N"JUYB

H6S#"$S0/P _0S#)A$WeYBO/J̀IM#"NM和 O!eC(2c购

自c"_"U"宝生物工程 "大连#有限公司%Y0CYcB

F0N2G0P. UMN0P 纯化树脂购自于上海七海复泰生

物科技有限公司%Y<膜购自 bB>>公司%^êCbBZH

凝胶配制试剂盒)免疫染色试剂"洗涤液)固定液)

封闭液)一抗稀释液)二抗稀释液和抗荧光淬灭封片

液#购自碧云天生物技术公司%超滤管 BI0$/P

)

b#/

购自!M#$5 !0JJ0O/#M公司%\MNSM#P 7J/S所用的辣根

过氧化物酶"FUb#标记二抗和 eBG显色液等相关
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试剂购自 ^/J"#70/科技有限公司%免疫荧光二抗

"èJ0Q%S-22! Z/"S"PS0U"770SXQZ#购自 B7750PM公

司%克隆菌株 W!(';)表达菌株 U/NMSS")表达载体

OHcC&2"由本实验室保藏(

>@A?基因克隆

选取 & m+ 头成虫褐飞虱!利用 UYB提取试剂

盒提取总UYB!根据反转录试剂盒说明反转录获得

$eYB( 根据实验室前期获得的褐飞虱转录组中

0&1':;+)+& !"简称 %&1'!#和 0&1':;+)+& 5"简称

%&1'5#相关序列信息!通过 b#0IM#b#MI0M#:9' 软

件"^0PQ% 0#$)9! (;;2# 设计 %&1'!和 %&1'5的

b<U扩增引物( 以$eYB为模板利用高保真酶进行

b<U!分别扩增 %&1'!和 %&1'5( 反应体系共 &:

!

>$ ()

!

>..F

&

=!'9:

!

>高保真酶!&

!

>.YcbN!

(' p7RTTM#&9:

!

>!('9'

!

I/J3>上下引物各 (

!

>

和 (

!

>模板( 扩增条件$预变性 ;-k + I0P%变性

;-k +' N!退火"HP./B$ :&k% HP./G$ :-k# +'

N! )&k延伸 ;' N!+' 个循环% )&k延伸 (' I0P(

%&1'!上下游引物分别为 :rCc<BZBBZ<c<c<c

<B<Zc<BBC+r和 :rCBZ<Z<BBZ<ZBBcBZ<c<cBC+r%

%&1'5上下游引物分别为 :rCc<<BcZZZBZccc<

ccZcZBC+r和 :rCc<c<cBZ<BBc<cBc<B<c<<<BC+r(

(? 琼脂糖凝胶电泳分离并回收b<U产物!连接转化

至 O!eC(2c克隆载体( 分别挑取 + 个单菌落进行菌

液 b<U鉴定!将目标菌液送至上海瑞迪公司进行

测序(

>@B?生物信息学分析

通过H.0ŜML 对测序结果的开放阅读框)蛋白编

码)蛋白分子量及等电点等分析( 通过Y<GX"%SSON$33

ddd9P$709PJI9P0%9Q/V3# GJ"NS6搜索与褐飞虱吞蛋白

同源性较高的氨基酸序列!利用<JRNS"J\软件进行氨

基酸多序列比对">"#50P 0#$)9! &'')#且通过!HZB*9'

软件中的邻接法建立系统进化树图谱"c"IR#"0#$)9!

&'((#( 在Y<GX的<ee"</PNM#VM. e/I"0P e"S"7"NM#

数据库预测蛋白结构域( 由 b% #̀M

& 在线网站预测

"%SSO$33ddd9N7Q970/90$9"$9R53O% #̀M&3%SIJ3O"QM9$Q0/

0. o0P.M6# 蛋白三级结构(

>@C?重组原核表达体系构建

根据已经得到的 %&1'!和 %&1'5编码区序

列!设计含酶切位点引物( %&1'!上下游引物分别

为 :rCZBBcc<BcZZ<Zcc<Z<cZZZ<cZBC+r"下划

线处为%"'U

'

位点#和 :rCBBZ<ccccB<ZZ<BZ<Z

ZZB<ZB<ZC+r"下划线处为 F+&.

#

位点#( %&1'5

上下游引物分别为 :rCZZBc<<BcZZBccc<BB<Z

cBBBBBBZccBBC+r"下划线处为 5$(F

'

位点#和

:rC<c<ZBZ<c<ZBZc<BBcccBZBBBcc<BB<BBBc

B<<C+r"下划线处为O;'

'

位点#( 以$eYB为模板进

行b<U分别扩增%&1'!和%&1'5( b<U体系和条

件同 (9+节!连接转化与鉴定同 (9+ 节( 得到的重组

质粒分别命名为 O!eC%&1'!和 O!eC%&1'5(

重组质粒 O!eC%&1'!与 OHcC&2"空质粒用

%"'U

'

和F+&.

#

进行双酶切%重组质粒 O!eC%&1'5

与 OHcC&2"空质粒用5$(F

'

和O;'

'

进行双酶切!

目的产物进行割胶回收!连接转化( 重组质粒分别

命名为 OHcC&2"C%&1'!和 OHcC&2"C%&1'5!分别转

化至大肠杆菌%2";0.+";+$ "')+W!('; 感受态中!筛选

单菌落进行菌液b<U鉴定)质粒双酶切鉴定和测序

分析( 将鉴定正确的重组质粒 OHcC&2"C%&1'!和

OHcC&2"C%&1'5及空载体质粒 OHcC&2"分别转化大

肠杆菌U/NMSS"表达菌株中!用硫酸卡那霉素抗性筛

选得到阳性克隆即为诱导表达菌株(

>@O?目的蛋白诱导表达与纯化

将表达菌株的单菌落以 (l('' 接种于含有硫酸

卡那霉素"(''

!

Q3I>#的>G液体培养基中!+)k震

荡培养过夜!再以 (l('' 重新接种于 (' I>新鲜>G

中!+)k震荡培养至=e

*''

为 '9- m'9* 之间!加入不

同浓度XbcZ在不同温度及不同时间下进行诱导表

达!筛选出最佳XbcZ浓度)诱导温度及时间( 诱导

后!离心收集菌体!( II/J3>c#0NCF<J"OF29'#清

洗 + 次( 加入 & I>cĜc"OF)9-#置于冰浴中超

声破碎")' Fa!工作: N!间歇(: N!共(' I0P#!2 ''' pQ

离心 &' I0P!收集上清及沉淀( 通过 ^êCbBZH对

蛋白的表达进行分析(

小规模诱导成功表达后!进行大规模诱导( 如

上离心收集菌体后!重悬于 OF)9- 的 cĜc中!

,)'k3+)k反复冻融 + 次后!再进行超声破碎!分

别收集上清和沉淀( 沉淀用 c#0NCF<J洗 + 次!重悬

于裂解液 ":' II/J3>c#0NCF<J! : I/J3>Y"<J! 2

I/J3>尿素! &' II/J3>咪唑! OF)9-#中!-k保存

过夜( 裂解液 -k 2 ''' pQ离心 &' I0P!取上清液

经 '1-:

!

I滤膜过滤后!用 Y0CYcBF0N2G0P.

UMN0P 亲和层析柱纯化蛋白!经过 (' m&'' II/J3>

等梯度咪唑浓度洗脱!收集各部分洗脱液进行 ^êC

bBZH检测( 若上清有较多蛋白!收集后!同样如上

进行过柱纯化操作( 用 G<B法对收集纯化的蛋白

进行定量分析并用超滤管浓缩!冷冻干燥后于

,)'k保存(
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>@V?重组蛋白的多抗血清制备

纯化后的HP./B和HP./G融合蛋白免疫新西

兰大白兔!制备多克隆抗体( 耳缘静脉采血作为阴

性血清!首次免疫时分别取 ( I>的 ( IQ3I>纯化

蛋白与等体积的弗氏完全佐剂混匀!充分乳化后皮

下多点注射!每头 & I>( 此后每两周加强免疫一

次!佐剂改用弗氏不完全佐剂!第 - 次免疫后分别收

集血清!保存于,)'k(

>@W?抗体效价检测

抗体的效价检测采用 H>X̂B法( 根据 c!G底

物显色液试剂盒说明书!在 ;* 孔酶标板中加入纯化

后的HP./B或 HP./G融合蛋白于 -k包被过夜!

每孔加入蛋白 :'

!

Q( 用洗涤缓冲液 bĜc洗涤 +

次!每次 : I0P( 每孔加 '9( I>'9( ? ĜB封闭

液!+)k孵育 ( % 后bĜc洗涤 + 次!每次 : I0P( 每

孔分别加入按 (l(' 等梯度稀释的 HP./B"或 HP./

G#抗体 -k 孵化过夜!bĜc洗涤 + 次后!加入

(l& '''稀释的羊抗兔XQZCFUb室温孵育 ( %!洗涤

后!加 c!G底物显色液反应 (: I0P!每孔加 :'

!

>

的 & I/J3>F

&

^=

-

终止反应后!于 -:' PI处测 =e

值( 当阳性血清与阴性血清光吸收值"b3Y#

$

&9(

时为阳性!该阳性所在的稀释倍数即为效价(

>@Y?P&)(&9/;+*(检测

取 + 头褐飞虱雌成虫!加入等体积磁珠及 (''

!

>UXbB细胞快速裂解液 *' Fa震荡!-k + ''' #3

I0P 离心 : I0P!循环 + 次!最后 -k (' ''' #3I0P 离

心 : I0P!将上清吸入预冷的干净离心管中!即得褐

飞虱总蛋白( 分别将褐飞虱总蛋白和重组蛋白进行

^êCbBZH凝胶电泳"各取 (:

!

>蛋白上样#!并通

过湿转法"*' h转移 & %#转印到Y<膜上( 然后将

膜放入 :?脱脂奶粉中!+)k封闭 & %!用cĜc洗涤

+ 次!每次 : I0P( 将Y<膜放入以 (l:'' 稀释的吞

蛋白重组蛋白兔抗血清溶液中!-k孵育过夜!用

cĜc洗涤 + 次!每次 : I0P( 然后加入 (l( :'' 稀

释的羊抗兔XQZCFUb!室温孵育过夜!用 cĜc洗涤

+ 次!每次 : I0P%最后在Y<膜表面加入辣根过氧化

氢eBG显色液!+)k避光 (' I0P!终止反应!并观察

膜上的蛋白显色情况(

>@>\?免疫荧光标记

取羽化后 + . 的褐飞虱雌成虫进行解剖!获取

完整卵巢于载剖片上!用 bĜ 清洗 + 次!每次 ('

I0P( 加入适量固定液覆盖卵巢!-k过夜!洗涤同

上( 加入适量封闭液!+)k封闭 & %!用 bĜ 清洗 +

次!每次 (' I0P( 将制备的 HP./B多抗和 HP./G

多抗分别作为该实验一抗!以 (l:'' 稀释后与卵巢

共孵育!放置于湿盒!-k过夜!bĜ 清洗 + 次后!加

入 (l( ''' 稀释的荧光抗兔二抗!+)k避光孵育 &

%( 用bĜ 清洗 + 次!每次 (' I0P( 用 eBbX染料)

e0X染料分别标记细胞核和脂类物质( 加入荧光淬

灭抑制剂!封片( 对处理完成的样品在 >M0$""^b2#

共聚焦显微镜下观察!拍照记录(

#?结果

#@>?>$+) 4和>$+) /基因克隆及序列分析

本研究克隆得到褐飞虱两个吞蛋白基因 %&1'

! " ZMPG"P5 登 录 号$ _D(&*';* # 和 %&1' 5

"ZMPG"P5登录号$ _D(&*';:#( 经 H.0ŜML 分析表

明!%&1'!的$eYB序列含有一个完整 ( (*- 7O 的

开放阅读框!编码 +2) 个氨基酸!预测分子量为

-+1'): 5e!理论等电点为 :9-:;%%&1'5的 $eYB

序列含有一个完整 ( ':; 7O 的开放阅读框!编码

+:& 个氨基酸!预测分子量为 +;9''+ 5e!理论等电

点为 *9(+'"图 (#(

通过Y<GXGJ"NS[搜索与褐飞虱吞蛋白同源性

较高的氨基酸序列( 利用<JRNS"J\软件进行氨基酸

多序列比对!使用邻位相连法在!HZB*9' 软件中建

立系统进化树图谱"图 &#( 结果显示!褐飞虱HP./B

与麦双尾蚜 M+<.$:;+2&'8+$ 的系统发育关系较近!

HP./G与柑橘木虱M+$:;'.+&$ "+#.+的系统发育关系

较近!说明了HP./B和HP./G在昆虫中的保守性(

HP./B和 HP./G均在 Y端和 <端分别具有

GBU结构域和 ^F+ 结构域( 利用 b% #̀M

& 在线网站

结构对HP./B和HP./G的三级结构进行预测!结

果表明!在GBU结构域!HP./B和HP./G都有 - 个

螺旋结构!但是HP./G的第 + 螺旋中间有较明显的

中断!另外HP./B和 HP./G在螺旋 ( 和螺旋 & 之

间的连接环的方向也存在区别"图 +$ B! <#%在

^F+ 结构域!HP./B和HP./G都有 : 个折叠!二者

结构相差不明显"图 +$ G! e#(

#@#?>$+) 4和 >$+) /基因的原核表达及重组蛋

白纯化

电泳和酶切鉴定结果显示!成功构建了 OHcC

&2"C%&1'!和 OHcC&2"C%&1'5原核表达载体 "图

-#!测序结果也验证了原核表达载体的成功构建(

将重组质粒 OHcC&2"C%&1'!和 OHcC&2"C%&1'

5转化至 U/NMSS"感受态细胞中!小规模诱导表达

后!进行 ^ê CbBZH分析 (结果显示 !HP./B蛋白
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图 (8%&1'!"B#和%&1'5"G#核酸序列和推导的氨基酸序列

E0Q9(8c%MPR$JM/S0.M"P. .M.R$M. "I0P/"$0. NMLRMP$MN/T%&1'!"B# "P. %&1'5"G#

下划线表示GBU结构域! 波浪线表示 ^F+ 结构域! 翻译起始密码子加粗表示! 翻译终止密码子斜体表示( c%MGBU./I"0PN"G0P3

BIO%0O% Ǹ0P3Uĥ # "#MRP.M#J0PM.9c%M̂ F+ ./I"0PN"^#$F/I/J/Q̀+# "#MRP.M#J0PM. d0S% d"V̀ J0PM9c%MS#"PNJ"S0/P 0P0S0"S0/P $/./PN"#M0P 7/J.9

c%MS#"PNJ"S0/P NS/O $/./PN"#M0P 0S"J0$N9
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主要以包涵体形式存在!HP./G蛋白在上清和沉淀

中均有存在"图 :#( 考虑到包涵体中非目的蛋白相

对上清中更少!为利于后期纯化!在 HP./G的诱导

表达时不考虑上清中的融合蛋白量(

图 &8HP./B和HP./G氨基酸序列的系统进化分析"邻接法#

E0Q9&8b% J̀/QMPMS0$"P"J̀N0N7"NM. /P "I0P/"$0. NMLRMP$MN/THP./B"P. HP./G7 P̀M0Q%7/#C4/0P0PQIMS%/.

标尺示遗传距离( 抽样测试为 ( ''' 次重复( ^$"JM7"#0P.0$"SMNS%MQMPMS0$.0NS"P$M9c%M7//SNS#"OO0PQSMNSd"NOM#T/#IM. d0S% ( ''' #MOJ0$"SMN9

图 +8HP./B和HP./G蛋白三级结构模型

E0Q9+8cM#S0"#̀NS#R$SR#MI/.MJ/THP./B"P. HP./GO#/SM0PN

B! <$分别是HP./B和HP./G的GBU结构域GBU./I"0PN/THP./B"P. HP./G! #MNOM$S0VMJ̀% ( ,-$

"

螺旋BJO%"%MJ06MN9G! e$分别是HP./

B和HP./G的 ^F+ 结构域 ^F+ ./I"0PN/THP./B"P. HP./G! #MNOM$S0VMJ̀% ( ,:$

$

折叠GMS"N%MMSN9
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图 -8%&1'!和%&1'5基因扩增和重组表达载体构建

E0Q9-8b<U"IOJ0T0$"S0/P "P. O#/5"#̀/S0$M6O#MNN0/P VM$S/#$/PNS#R$S0/P /T%&1'!"P. %&1'5

B$ %&1'!和%&1'5b<U产物b<UO#/.R$SN/T%&1'!"P. %&1'59!$ eYB!"#5M#e>&'''% ($ %&1'!% &$ %&1'59G$重组质粒 OHcC&2"C%&1'

!和 OHcC&2"C%&1'5双酶切鉴定 HPàIM.0QMNS0/P #MNRJSN/TS%M#M$/I70P"PSOJ"NI0.NOHcC&2"C%&1'!"P. OHcC&2"C%&1'53!$ eYB!"#5M#

e>:'''% ($ OHcC&2"C%&1'!重组质粒经%"'U

'

和F+&.

#

酶切结果 OHcC&2"C%&1'!#M$/I70P"PSOJ"NI0. .0QMNSM. 7 %̀"'U

'

"P. F+&.

#

% &$ OHcC

&2"C%&1'5重组质粒经5$(F

'

和 O;'

'

酶切结果 OHcC&2"C%&1'5#M$/I70P"PSOJ"NI0. .0QMNSM. 7 5̀$(F

'

"P. O;'

'

9箭头指示酶切释放的%&1'

!和%&1'5的片段( c%M"##/dN0P.0$"SMS%M#MJM"NM. %&1'!"P. %&1'5.0QMNSM. T#"QIMPSN9<$ OHcC&2"C%&1'!质粒图!"O /TOHcC&2"C%&1'!3

e$ OHcC&2"C%&1'5质粒图!"O /TOHcC&2"C%&1'53

图 :8重组蛋白HP./B和HP./G的可溶性分析

E0Q9:8^/JR70J0S̀"P"J̀N0N/T#M$/I70P"PSO#/SM0PNHP./B"P. HP./G

!$ (: m(:' 5e蛋白质分子量标准 (: ,(:' 5eO#/SM0P I"#5M#% ($ U/NMSS"菌全菌蛋白c/S"JO#/SM0P /TU/NMSS"% &$ OHcC&2"空载体转化菌全菌蛋白c/S"J

O#/SM0P /TOHcC&2"S#"PNT/#I"PS% +$ OHcC&2"C%&1'!重组质粒转化菌全菌蛋白c/S"JO#/SM0P /TOHcC&2"C%&1'!#M$/I70P"PSOJ"NI0. S#"PNT/#I"PS% -$ OHcC

&2"C%&1'!重组质粒转化菌裂解后上清 ^ROM#P"S"PS/TJ̀N"SMT#/IOHcC&2"C%&1'!#M$/I70P"PSOJ"NI0. S#"PNT/#I"PS% :$ OHcC&2"C%&1'!重组质粒转化菌裂

解后沉淀b#M$0O0S"SMN/TJ̀N"SMT#/IOHcC&2"C%&1'!#M$/I70P"PSOJ"NI0. S#"PNT/#I"PS% *$ OHcC&2"C%&1'5重组质粒转化菌全菌蛋白c/S"JO#/SM0P /TOHcC

&2"C%&1'5#M$/I70P"PSOJ"NI0. S#"PNT/#I"PS$ )$ OHcC&2"C%&1'5重组质粒转化菌裂解后上清 ^ROM#P"S"PS/TJ̀N"SMT#/IOHcC&2"C%&1'5#M$/I70P"PS

OJ"NI0. S#"PNT/#I"PS% 2$ OHcC&2"C%&1'5重组质粒转化菌裂解后沉淀b#M$0O0S"SMN/TJ̀N"SMT#/IOHcC&2"C%&1'5#M$/I70P"PSOJ"NI0. S#"PNT/#I"PS9星号分

别指示表达HP./B和HP./G重组蛋白( c%M"NSM#0N5N#MNOM$S0VMJ̀0P.0$"SM#M$/I70PM. HP./B"P. HP./G9

88在调整诱导条件时发现!HP./B蛋白在 &2k

'9- II/J3>XbcZ诱导 - %后!即可大量表达!诱导 2

%和 (' %时!表达量有所提升%当 XbcZ浓度调整为

'9*! '92 和(9' II/J3>时对表达量无明显影响

"图 *#(考虑到高浓度 XbcZ会抑制表达菌体的生

长!我们采取 '9- II/J3>的 XbcZ左右诱导浓度(

为获得最大量的蛋白表达量!诱导时间确定为 (' %(

在不同 XbcZ浓度和诱导时间下!HP./G蛋白的诱

导表达量的变化与HP./B的类似!最终选择的诱导

条件为 &2k '9- II/J3>XbcZ诱导 (' % "图 )#(

利用Y0CYcBF0N2G0P. UMN0P 纯化柱亲和层析

纯化融合 * pF0N的重组蛋白( 含 ('! &'! :'! 2'!

(''! (&'! (:' 和 &'' II/J3>的咪唑洗脱缓冲液过

柱分管收集HP./B和HP./G的 * pF0N融合蛋白(

结果发现!在咪唑浓度为 :' m2' II/J3>时!洗脱下

来的HP./B融合蛋白较纯"图 2$ B#!而在咪唑浓

度为 :' m('' II/J3>时!洗脱下来的 HP./G融合

蛋白较纯"图 2$ G#( 收取在 :' m2' II/J3>洗脱

下的HP./B融合蛋白液和 :' m('' II/J3>洗脱下

的HP./G融合蛋白液( 将上述洗脱液超滤后!以每

管 ( IQ的融合蛋白量分装!冷冻干燥后制备蛋白粉

保存于,)'k!以为制备抗体用(

#@A?$/.* :和$/.* Z多克隆抗体效价及特异性分析

将HP./B和 HP./G重组蛋白免疫新西兰兔
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后!分别采集第 + 次免疫后一周血清!用 H>X̂B法

分析抗体效价!结果表明 HP./B和 HP./G的多抗

效价都可达 (l( ''' ''' "表 (#(

采集第 - 次免疫后一周全血血清!用于\MNSM#P

7J/S分析抗体的特异性( \MNSM#P 7J/S结果显示!

HP./B抗体)HP./G抗体和褐飞虱总蛋白及纯化蛋

白均能特异性结合"图 ;#!表明制备的HP./B兔多

抗和HP./G兔多抗特异性良好(

图 *8XbcZ浓度和诱导时间对HP./B蛋白表达影响

E0Q9*8XIO"$S/TXbcZ$/P$MPS#"S0/P "P. 0P.R$S0/P S0IM/P S%MM6O#MNN0/P /THP./BO#/SM0P

B,e$ XbcZ诱导时间分别为 -! *! 2 和 (' % XbcZ0P.R$S0/P T/#-! *! 2 "P. (' %! #MNOM$S0VMJ̀9!$ (: m(:' 5e蛋白分子量标准 (: ,(:' 5e

O#/SM0P I"#5M#% ($ U/NMSS"菌全菌蛋白 c/S"JO#/SM0P /TU/NMSS"% &$ OHcC&2"空载体转化菌全菌蛋白 c/S"JO#/SM0P /TOHcC&2"MIOS̀ OJ"NI0.

S#"PNT/#I"PS% +$ 未诱导 OHcC&2"C%&1'!重组质粒转化菌全菌蛋白 c/S"JO#/SM0P /TOHcC&2"C%&1'!#M$/I70P"PSOJ"NI0. S#"PNT/#I"PSd0S%/RS

0P.R$S0/P% - ,)$ &2k时XbcZ终浓度分别为 '9-! '9*! '92 和 (9' II/J3>条件下 OHcC&2"C%&1'!重组质粒转化菌全菌蛋白 c/S"JO#/SM0P /T

OHcC&2"C%&1'!#M$/I70P"PSOJ"NI0. S#"PNT/#I"PS7 0̀P.R$S0/P "S&2k d0S% '9-! '9*! '92 "P. (9' II/J3>XbcZ! #MNOM$S0VMJ̀9箭头表示诱导的

HP./B融合蛋白( c%M"##/dN0P.0$"SMS%MM6O#MNNM. HP./BTRN0/P O#/SM0P9

图 )8&2k诱导 (' % XbcZ浓度对HP./G蛋白表达影响

E0Q9)8XIO"$S/TXbcZ$/P$MPS#"S0/P /P S%MM6O#MNN0/P /THP./G"TSM#XbcZ0P.R$S0/P T/#(' % "S&2k

!$ (: m(:' 5e蛋白质分子量标准 (: ,(:' 5eO#/SM0P I"#5M#% ($ U/NMSS"菌全菌蛋白c/S"JO#/SM0P /TU/NMSS"% &$ 未诱导 OHcC&2"空载体转化菌

全菌蛋白c/S"JO#/SM0P /TOHcC&2"S#"PNT/#I"PSd0S%/RS0P.R$S0/P% +$ 诱导 OHcC&2"空载体转化菌全菌蛋白c/S"JO#/SM0P /TOHcC&2"S#"PNT/#I"PS7`

0P.R$S0/P% -$ 未诱导 OHcC&2"C%&1'5重组质粒转化菌全菌蛋白c/S"JO#/SM0P /TOHcC&2"C%&1'5S#"PNT/#I"PSd0S%/RS0P.R$S0/P% : ,2$ 加入XbcZ

浓度分别为 '9-! '9*! '92 和 (9' II/J3>诱导时!OHcC&2"C%&1'5重组质粒转化菌全菌蛋白 c/S"JO#/SM0P /TOHcC&2"C%&1'5S#"PNT/#I"PS7`

XbcZ0P.R$S0/P "SS%M$/P$MPS#"S0/P /T'9-! '9*! '92 "P. (9' II/J3>!#MNOM$S0VMJ̀9箭头表示诱导的融合蛋白 HP./G( c%M"##/dN0P.0$"SMS%M

M6O#MNNM. HP./GTRN0/P O#/SM0P9
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图 28蛋白 HP./B"B#和HP./G"G#过柱纯化结果分析

E0Q928bR#0T0$"S0/P /THP./B"B# "P. HP./G"G# 7 "̀TT0P0S̀$/JRIP $%#/I"S/Q#"O%`

B$ HP./B% G$ HP./G9!$ (: m(:' 5e蛋白质分子量标准 (: ,(:' 5eO#/SM0P I"#5M#% ($ HP./B和 HP./G包涵体蛋白液过柱后的收集液

</JJM$SM. N/JRS0/P /TS%M.0NN/JRS0/P /THP./B"P. HP./G0P$JRN0/P 7/. S̀%#/RQ% S%M$/JRIP% &$ 上样缓冲液洗脱液 HJRSM. N/JRS0/P /TS%MJ/".0PQ

7RTTM#S%#/RQ% S%M$/JRIP% + ,('$ 分别含 ('! &'! :'! 2'! (''! (&'! (:' 和 &'' II/J3>咪唑洗脱缓冲液过柱收集液</JJM$SM. N/JRS0/P /T('! &'!

:'! 2'! (''! (&'! (:' "P. &'' II/J3>0I0."a/JMMJRS0/P 7RTTM#S%#/RQ% S%M$/JRIP! #MNOM$S0VMJ̀9箭头分别指示过柱纯化后HP./B和HP./G蛋

白( c%M"##/dN0P.0$"SMS%MOR#0T0M. O#/SM0P HP./B"P. HP./G! #MNOM$S0VMJ̀9

表 >?抗体$LIM:结果分析

7-;+&>?$LIM:9&)6+()*%-/(1;*.1&)

稀释比

e0JRS0/P #"S0/

=e

-:'

值 =e

-:'

V"JRM

HP./B免疫血清

HP./B0IIRPMNM#RI

HP./B免疫前血清

HP./BO#MC0IIRPMNM#RI

HP./G免疫血清

HP./G0IIRPMNM#RI

HP./G免疫前血清

HP./GO#MC0IIRPMNM#RI

(l(' ''' (9;(+ j'9';( '9'2: j'9'(: '9);( j'9')* '9')& j'9'((

(l('' ''' '9:;- j'9'(2 '9'2* j'9'(2 '9*:) j'9(-) '9')' j'9'';

(l( ''' ''' '9(;+ j'9'(' '9';' j'9'(- '9(2; j'9'+& '9'2' j'9'(+

(l(' ''' ''' '9(&' j'9''2 '9'2: j'9''; '9(-2 j'9'+( '9'): j'9'(2

图 ;8\MNSM#P 7J/S检测HP./B"B#和HP./G"G#多克隆抗体的免疫特异性

E0Q9;8eMSM$S0/P /TS%M0IIRP/J/Q0$"JNOM$0T0$0S̀/THP./B"B# "P. HP./G"G# O/J̀$J/P"J"PS07/.0MN7 \̀MNSM#P 7J/S

B$ HP./B% G$ HP./G9!$ b#/SM0P !"#5M#% ($褐飞虱总蛋白内源性HP./B检测 eMSM$S0/P /TMP./QMP/RNHP./B0P S%MS/S"JO#/SM0P /TE+)$:$.=$#$

)<*0&2% &$ HP./B纯化蛋白检测结果eMSM$S0/P /TOR#0T0M. HP./B% +$褐飞虱总蛋白内源性HP./G检测eMSM$S0/P /TMP./QMP/RNHP./G0P S%MS/S"J

O#/SM0P /TE3)<*0&2% -$ HP./G纯化蛋白的检测结果eMSM$S0/P /TOR#0T0M. HP./G9箭头分别指示由HP./B和HP./G抗体检测到的HP./B和

HP./G蛋白条带( c%M"##/dN0P.0$"SMHP./B"P. HP./G.MSM$SM. 7 S̀%M0#O/J̀$J/P"J"PS07/.0MN! #MNOM$S0VMJ̀9

#@B?$/.* :和$/.* Z在褐飞虱卵巢中的表达和

定位

用免疫荧光技术研究HP./B和HP./G在褐飞

虱卵巢中的表达情况( 结果显示!HP./B和HP./G

都在褐飞虱卵巢中普遍表达!在卵巢小管的各个部

分均有表达"图 ('$ B,<! Z,X#!它们在卵巢滤泡

细胞的细胞间隙)细胞膜)细胞质广泛分布!而在滤

泡细胞的细胞膜核内则少量分布"图 ('$ e,E! W,

>#( 除细胞核外!HP./B和 HP./G蛋白与脂类物

质"e0X染色#的分布模式类似!且与正在侵入褐飞

虱卵巢的类酵母共生菌" M̀"NSCJ05MǸI70/PSN! D>̂#

共定位"图 ('$ e,E! W,>#(
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图 ('8免疫荧光检测HP./B和HP./G在褐飞虱卵巢中的蛋白表达和定位

E0Q9('8eMSM$S0/P /TS%MM6O#MNN0/P "P. J/$"J0a"S0/P /THP./B"P. HP./G0P E+)$:$.=$#$ )<*0&2/V"#̀7 0̀IIRP/TJR/#MN$MP$M

B,E$ HP./B% Z,>$ HP./G9蓝色)红色)绿色分别指示细胞核)脂类物质和HP./B"或HP./G# GJRM! #M. "P. Q#MMP N0QP"J#MO#MNMPSPR$JMRN!

J0O0.N"P. O#/SM0P HP./B"/#O#/SM0P HP./G#! #MNOM$S0VMJ̀9=/$ 卵母细胞 =/$̀SM% E<$ 液泡细胞 E/JJ0$JM$MJJ% D>̂$ 类酵母共生菌 DM"NSCJ05M

ǸI70/PS% Hb$ 上皮栓HO0S%MJ0"JOJRQ% bM$ 卵巢柄bMS0/JM% c=$ 倒一卵母细胞cM#I0P"J//$̀SM% b=$ 倒二卵母细胞bMPRJS0I"SM//$̀SM% c#$ 滋养区

c#/O%"#0RI/T/V"#0/JM9
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A?讨论

本研究克隆得到褐飞虱%&1'!和%&1'5两个

吞蛋白基因!进化分析表明二者在昆虫中较为保守!

说明这两个基因在褐飞虱中可能发挥着较为重要的

作用( 免疫荧光结果显示!褐飞虱的 HP./B和

HP./G在卵巢中广泛表达!并且二者的定位与脂类

物质的分布相似!说明它们在褐飞虱卵巢吸收脂类

物质和卵巢成熟有关( cN"0等"&'(-#的研究也发

现!HP./G在果蝇卵母细胞内吞卵黄的过程中具有

重要作用!与本研究的结果一致( 免疫荧光结果还

显示!HP./B和 HP./G还与入侵褐飞虱卵巢的类

酵母共生菌共定位!说明这两个蛋白与 D>̂ 入侵褐

飞虱卵巢有一定的关联(

三级结构预测分析表明!HP./B和 HP./G蛋

白在GBU结构域上存在较大差异!说明二者在细胞

膜变化)囊泡形成等功能上可能存在差别( 有研究

发现!HP./B与HP./G存在功能差异!HP./B主要

参与突触囊泡内吞的多个环节 "bM$%NSM0P 0#$)9!

&'(:#!包括膜表面受体内吞调节信号转导如表皮

生长因子介导的内吞作用"^/R7M̀#"P 0#$)9! &''+#

和
$

(C肾上腺素能受体介导的内吞作用"h0P"S0M#0#

$)9! &''*#!以及与参与神经退行性疾病如阿尔茨海

默病"<"/0#$)9! &'(-#和亨廷顿病"iR$$"S/0#$)9!

&'('#的蛋白相关%而 HP./G在调节细胞调亡"[R

0#$)9! &'(*#)自噬和抑制肿瘤发生 "c"5"%"N%00#

$)9! &'')#以及调节线粒体膜动力方面"\"PQ0#$)9!

&'(*#发挥重要作用(

在制备多克隆抗体过程中!为后期更容易纯化!

我们选择带 * pF0N的 OHcC&2"作为融合表达载体(

通过改变诱导时间和 XbcZ诱导浓度!我们最终选

择HP./B和 HP./G的诱导条件为 '9- II/J3>

XbcZ&2k诱导 (' %( 尽管融合蛋白多存在于包涵

体中!但并不影响其免疫原性!且包涵体表达量大!

蛋白相对纯度高!利于蛋白纯化"李江峰等! &'(*#(

在后期纯化时!本研究采取逐步提高咪唑浓度的方

式从Y0柱进行洗脱目的蛋白!得到了较好的纯化效

果!有报道称在咪唑中加入一定量的ecc!可以提高

纯化效果!但高浓度 ecc也有可能对 Y0柱造成损

伤"孙海霞等! &'(-#!从本研究来看!并不需要添加

ecc( 本研究还发现!利用超滤离心管可以实现对

目的蛋白的快速回收!其过程相较于使用半透膜对

变性蛋白逐步复性的复杂处理步骤更加方便)高效)

省时( 这些结果为最终获得了高效价)特异性强的

HP./B和HP./G多克隆抗体提供了基础(

综上所述!本研究以褐飞虱吞蛋白为研究对象!

克隆%&1'!和%&1'5基因!并对其生物信息学和

结构进行了分析( 通过制备多克隆抗体!我们研究

了HP./B和HP./G在褐飞虱卵巢的表达定位!为

今后深入研究这两个蛋白在褐飞虱的生物学功能奠

定了分子基础(
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. P̀"I0P! ǸP"OS/4"P0P! "P. MP./O%0J0P 0P O/./$̀SMT//SO#/$MNNMN9

B3>)+&39&=02#3! (&&"(&#$ --'( ,--((9
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