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桔小实蝇二硫键异构酶基因的克隆及其发育表达
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摘要 利用RT-PCR和RACE方法克隆获得桔小实蝇Bactroceradorsalis(Hendel)二硫键异构酶(protein
disulfideisomerase,PDI)基因的cDNA序列,命名为BdorPDI。测序结果表明,BdorPDI开放阅读框全长1497
bp,编码498个氨基酸。氨基酸序列结构分析表明,该序列有PDI蛋白家族的典型特征:N端含有信号肽序列;

在序列的N端及C端具有二硫键/巯基氧化还原位点CGHC;在C末端含有内质网滞留信号肽KDEL。进化树

分析表明:桔小实蝇的PDI蛋白序列与脊椎动物安乐蜥(Anoliscarolinensis)的序列(XP_003217370)一致性最

低,为49.3%;与双翅目昆虫刺舌蝇(Glossinamorsitans)的序列(ADD20271)一致性最高,为76.3%。荧光定量

PCR分析表明:BdorPDImRNA在桔小实蝇1~3龄幼虫中的表达量相对较低,且呈逐渐增长的趋势;在1d
蛹中的BdorPDImRNA表达量达到最高峰,其表达量是基准含量的536.50倍,且随着蛹的发育,BdorPDI
mRNA表达量呈逐渐降低的趋势。由此可见,桔小实蝇二硫键异构酶在化蛹过程中发挥了重要的生理功能。
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  蛋白二硫键异构酶(proteindisulfideisomer-
ase,PDI)是存在于真核生物内质网膜上的一种对肽

链中或肽链间的巯基(-SH)氧化形成二硫键或对错

误配对的二硫键进行异构化的一种功能酶,属于蛋

白二硫键/巯基氧化还原蛋白超家族[1]。研究结果

表明,二硫键异构酶在蛋白的折叠、组装和翻译后修

饰等过程中都有重要的生理作用,它不仅参与蛋白

的折叠、组装及翻译后修饰等过程,而且涉及到肌动

蛋白丝组装、基因表达、胞间交流以及受体功能的调

节等过程[2-5]。在常用的昆虫杆状病毒表达载体中

引入二硫键异构酶作为分子伴侣与目标蛋白共表达

可以提高一种抗菌蛋白(nuecin)的可溶性及抗菌活

性[6]。在受到弧菌或白斑综合症病毒感染时,中国

对虾(Fenneropenaeuschinensis)的2种二硫键异构

酶(FcPDI1,FcPDI2)表达量明显升高,推测其有可

能参与到个体免疫机制中[7]。
在对桔小实蝇PDImRNA的组织分布特征研

究中,Hu等[8]的研究发现PDI与昆虫CSP具有一

定的亲和性,且在昆虫触角中有较高的表达量,推测

其有可能参与化学感受蛋白中二硫键的形成。家蚕

体内的二硫键异构酶(bPDI)表达量受到保幼激素

的调节,同时对微生物的侵染具有明显的应答效

应[9]。由此可见,蛋白二硫键异构酶在昆虫的生命

活动过程中发挥着重要作用。对昆虫PDI蛋白分

子特征的深入研究,有望为害虫防治提供新的药物

作用靶标。
桔小实蝇Bactroceradorsalis(Hendel)寄主范

围广,可为害250多种植物,包括多种水果和蔬菜,
是一种重要的检疫性害虫[10-12]。目前,桔小实蝇的

防治以化学农药为主,但由于化学农药的不当使用,
近年来某些地区桔小实蝇野外种群已对多种类型的

农药产生了严重的抗药性[13-14]。因此,寻找功能蛋

白作为新的药物作用靶标,将成为害虫综合治理和

解决桔小实蝇抗药性的一条新途径。有关桔小实蝇

二硫键异构酶在昆虫各组织中的表达情况,笔者已

经进行了相关报道[8]。
为进一步研究二硫键异构酶在昆虫发育过程中

的功能,笔者以桔小实蝇为供试昆虫,采用RT-PCR
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和RACE技术克隆获得桔小实蝇二硫键异构酶基

因(命名为BdorPDI),利用实时荧光定量PCR技

术明确了该基因在昆虫发育过程中表达量的变化情

况,旨在为深入研究桔小实蝇二硫键异构酶的功能

和害虫防治提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 供试昆虫和主要试剂

供试桔小实蝇由笔者所在实验室提供,用人工

饲料饲养,待桔小实蝇发育到性成熟时期,分别收集

卵、1~3龄幼虫和1、4、7、10d的蛹以及羽化5min
内的雌雄成虫,将样品迅速放入液氮冷冻后保存于

-70℃冰箱备用。

RNA提取试剂盒购于 Omega公司,3′-RACE
和5′-RACE试剂盒购于Invitrogen公司,pMD20-
T克隆载体、反转录系统、ExTaqDNA 聚合酶及

SYBRPremixExTaq荧光试剂均购于TaKaRa公

司,核酸琼脂糖凝胶回收试剂盒购于 TIANGEN
公司。
1.2 桔小实蝇 RNA 的提取和反转录

按照RNA抽提试剂盒(Omega公司)使用说明

提取桔小实蝇不同发育时期的总RNA。经琼脂糖

凝胶电泳和紫外分光光度计检测后,按照反转录系

统说 明 书 以 Oligo-dT 为 引 物 进 行 反 转 录 获 得

cDNA,以此作为PCR和荧光定量PCR模板。
1.3 引物设计与合成

根据 桔 小 实 蝇 二 硫 键 异 构 酶 EST 序 列

(GT091162),设计2条基因特异引物(PDI-51和

PDI-52)分别与5′-RACE试剂盒提供的GeneRacer
5′Primer及GeneRacer5′NestedPrimer进行槽式

PCR扩增,获得BdorPDIcDNA的5′端序列。进

一步根据得到的5′端序列信息设计2条3′-RACE
(PDI-31、PDI-32)反应引物进行3′端序列扩增。将

3′端扩增后的测序结果与已登录的EST序列进行

一致性核实。所有引物在广州英骏生物技术有限公

司合成,引物序列见表1。
1.4 PCR 扩增与 RACE 反应

以合成的cDNA为模板,加入10×ExTaqDNA
聚合酶反应缓冲液5μL(含 Mg2+),正向和反向引

物各1μL(10mol/L),2.5mmol/LdNTP4μL,

ExTaqDNA聚合酶0.25μL(5U/μL),加水至50

μL,混匀离心后放入PCR仪扩增。

表1 试验中所用的引物

Table1 Primersusedinthisexperiment

引物Primer 引物序列Primersequence(5′-3′)

Oligo-dT GGCCGGCCTTTTTTTTTTTT
PDI-51 GGAATGAAGATATTTTTGTGTGTTCC
PDI-52 AATTGTTTGCAATGACCACACCATGG
PDI-31 GGTCGCAAGCAACTTCGATGATG
PDI-32 GGATAAGAGCAAAGATGTGCTTG
GeneRacer
5′Primer CGACTGGAGCACGAGGACACTGA

GeneRacer
5′NestedPrimer GGACACTGACATGGACTGAAGGAGA

PDIQF CTTCATTCCCCACCATCAAACTG
PDIQR TTTCTCCTCCACCTCTTCTTCTGA
BactF CGTTTCCGTTGCCCAGAATTCC
BactR TCAGCAATACCTGGGTACATG

  PCR 反应程序:94℃变性3min;接着进行

35个循环,循环条件为94 ℃ 30s,64 ℃ 45s,

72℃1min;循环完毕后,72℃保温10min。

RACE反应参照试剂盒说明书。扩增产物用

1.5%琼脂糖凝胶电泳检测。
1.5 PCR 和 RACE 产物克隆及序列测定

PCR及 RACE 产 物 经 回 收 纯 化 后 连 接 到

pMD-20载体,进一步转化到感受态大肠杆菌DH5α
中,经蓝白斑和氨苄筛选,重组质粒经扩大培养,提
取质粒DNA用于检测。测序工作由广州英骏生物

技术有限公司完成。
1.6 序列分析与分子进化树构建

利用Blast在NCBI网站进行序列相似性比对

分析,采用 Megalign程序中的ClustalW 方法进行

序列进化关系分析。
1.7 荧光定量 PCR

采用5′Primer引物设计软件在桔小实蝇PDI
编码区设计荧光定量反应引物,进一步通过电泳的

方 法 进 行 筛 选,获 得 符 合 要 求 的 特 异 性 引 物

PDIQF、PDIQR,以actin基因作为内参基因(引物

为BactF、BactR)。荧光定量所用引物序列见表1。
荧光定量PCR采用25μL体系,各反应成分的含量

为12.5μLSYBR预混液,10μmol/L的上、下游引

物各0.5μL,cDNA模板1μL,灭菌超纯水10.5

μL,混匀,离心后进行PCR仪扩增。PCR反应条件

为94℃ 预变性30s,接着进行40个循环,每个循

环采用两步法:95℃5s,63℃30s。反应中设置

以水为阴性对照,每个样本取样3次作为重复。使

用仪器为Bio-Rad公司的iQ5。反应结束后收集Ct
值,参照Livak等[15]的方法采用2-ΔΔCt法进行数据

分析与处理。
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2 结果与分析

2.1 基因克隆与序列分析

以桔小实蝇触角cDNA为模板,以基因特异引

物(PDI-51、PDI-52)与试剂盒中引物搭配扩增获得

1200bp左右的特异条带。测序后进一步的Blast
分析表明,该序列与其他昆虫的PDI基因序列一致

性最高,推测所获得的片段是桔小实蝇PDIcDNA
片段的一部分。

根据所得的cDNA 片段设计2条特异引物

(PDI-31、PDI-32)进行基因3′端序列的扩增。测序

后一致性分析表明,得到的序列与已经登录的EST
序列基本一致。将两端序列拼接后可得到PDI的

cDNA全长序列。该基因编码区大小为1497bp,编
码498个氨基酸,命名为BdorPDI,预测其蛋白分

子质量约56.17ku,等电点为4.75。将来自哺乳动

物人、卵生动物原鸡及昆虫纲鳞翅目、鞘翅目昆虫的

PDI蛋白与桔小实蝇PDI蛋白序列进行一致性比

较分析,结果见图1。
由图1可知,5条来源于进化关系较远物种的

二硫键异构酶具有较高的序列一致性。在序列的N
端都有分泌性信号肽,而在蛋白C端具有内质网滞

留信号肽(ERretentionsignal)-KDEL-。另外,在
序列中还包含2个大多数PDI蛋白序列中存在的

二硫 键/巯 基 氧 化 还 原 活 性 位 点-Cys-X-Y-Cys-
(CGHC)[16-17]。

  Bmor:家蚕 Bombyxmori;Bdor:桔小实蝇Bactroceradorsalis;Hsap:人 Homosapiens;Ggal:原鸡Gallusgallus;Tcas:赤

拟谷盗 Triboliumcastaneum;图中倒三角号表示各蛋白信号肽位置,虚线框表示硫巯基氧化活性位点,2条横线表示保守的硫巯基

氧化活性区域。Invertedtrianglesrevealthecleavesitesofsignalpeptideineveryaminosequence,thioredoxinactivesiteswerehigh-
lightedwithdotedboxes,twothioredoxinactivesitedomainswasindicatedwithline1andline2.

图1 桔小实蝇PDI蛋白与其他PDI蛋白的氨基酸序列比对

Fig.1 AminoacidsequencealignmentofBactroceradorsalisPDIwiththeknownPDIproteins

2.2 PDI 蛋白的系统发育分析

为研究PDI蛋白在不同物种之间的进化关系,
本研究从GenBank中选取脊椎动物门、节肢动物门

的部分二硫键异构酶蛋白序列,采用 Megalin软件

中的ClustalW方法构建系统进化树,结果见图2。

由图2可 知,26条 PDI蛋 白 序 列 聚 为Ⅰ和Ⅱ
2个大类,分别对应节肢动物门和脊椎动物门的序

列。第Ⅰ类的PDI蛋白聚为3个亚类分别对应昆

虫的双翅目、鳞翅目和鞘翅目及膜翅目。双翅目中

桔小实蝇(Bactroceradorsalis)与同属蝇科的刺舌
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  Aaeg:埃及伊蚊Aedesaegypti;Cqui:库蚊 Culexquinquefasciatus;Adar:达氏蚊Anophelesdarlingi;Agam:冈比亚按蚊 A-

nophelesgambiae;Bdor:桔小实蝇 Bactroceradorsalis;Gmor:刺舌蝇 Glossinamorsitans;Dmel:拟暗果蝇 Drosophilamelano-

gaster;Bmor:家蚕 Bombyxmori;Dple:君主斑蝶 Danausplexippus;Tcas:赤拟谷盗 Triboliumcastaneum;Aech:切叶蚁 Acro-

myrmexechinatior;Cflo:佛罗里达弓背蚁Camponotusfloridanus;Hsal:印度跳蚁 Harpegnathossaltator;Amel:意大利蜜蜂 Apis

mellifera;Bter:熊蜂王Bombusterrestris;Nvit:丽蝇蛹集金小蜂 Nasoniavitripennis;Hsap:人 Homosapiens;Ptor:黑猩猩 Pan

troglodytes;Cjac:贼猴Callithrixjacchus;Cpor:豚鼠Caviaporcellus;Mmus:家鼠 Musmusculus;Clup:家犬Canislupusfamilia-
ris;Ocun:兔Oryctolaguscuniculus;Oana:鸭嘴兽Ornithorhynchusanatinus;Ggal:原鸡 Gallusgallus;Acar:安乐蜥 Anoliscaro-
linensis.

图2 PDI蛋白的系统进化树

Fig.2 PhylogenetictreerelationshipsofPDIproteinfamilies

蝇(Glossina morsitans)、黑 腹 果 蝇 (Drosophila
melanogaster)聚到一簇中,与同属双翅目的埃及伊

蚊(Aedesaegypti)、库蚊(Culexquinquefasciatus)
等蚊科昆虫的序列表现出相对较远的遗传距离。

进一步的序列分析结果表明,桔小实蝇的PDI
蛋白序列与安乐蜥(Anoliscarolinensis)的序列一

致性最低,为49.3%。在昆虫纲中BdorPDI与刺舌

蝇(Glossina morsitans)的 序 列 一 致 性 最 高,为

76.3%。
2.3 基因表达量分析

以桔小实蝇10d蛹中BdorPDImRNA含量

为基准含量,对其在不同发育时期的变化情况进行

分析,结果见图3。
由图3可知,BdorPDImRNA几乎在桔小实

蝇发育的各个时期都有表达,但以10d蛹期的表达

量最低,在卵和1~3龄幼虫中的表达量也相对较

低,分别为基准含量的2.44倍、1.52倍、3.21倍和

6.25倍。在桔小实蝇幼虫期BdorPDImRNA的

表达量呈逐渐增长的趋势,而且在桔小实蝇从3龄

幼虫到1d蛹的发育过程中,BdorPDImRNA表达

量出现突增的趋势。桔小实蝇1d蛹中BdorPDI

mRNA表达量是基准含量的536.50倍,为桔小实

蝇发育各阶段表达的最高峰。

另外,随着桔小实蝇蛹的发育,BdorPDImR-
NA的表达量逐渐降低,4d蛹和7d蛹中的表达量

分别是基准含量的146.30倍和37.28倍。桔小实

蝇10d蛹的BdorPDImRNA 表达量有升高的趋

势,新羽化雌雄成虫中BdorPDImRNA的表达量

分别是基准含量的11.28倍和8.30倍。

 1:卵Eggs;2:1龄幼虫1-instarlarva;3:2龄幼虫2-in-
starlarva;4:3龄幼虫3-instarlarva;5:1d的蛹1d-old

pupa;6:4d的蛹4d-oldpupa;7:7d的蛹7d-oldpupa;

8:10d的蛹10d-oldpupa;9:新羽化雌虫Newly-emerged

female;10:新羽化雄虫 Newly-emergedmale.

图3 不同发育时期BdorPDImRNA的相对表达量

Fig.3 DevelopmentprofileofBdorPDImRNArelativelevels
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3 讨 论

已有的 研 究 结 果 表 明,蛋 白 二 硫 键 异 构 酶

(PDI)是首个被发现的具有催化多肽链折叠功能的

酶分子[18],其主要功能是催化多肽链中或之间共

价二硫键的正确键合而使蛋白形成合理的折叠构

象[19],在真核生物内质网蛋白分子合成和修饰运

转中均能发挥重要功能。本研究采用RT-PCR方

法和RACE技术克隆了桔小实蝇二硫键异构酶基

因(BdorPDI),该基因编码区大小为1497bp,编

码498个氨基酸。
前人对来自昆虫、哺乳动物、植物、线虫和真菌

中8条PDI蛋白序列的家族一级结构进行了分析,
发现该蛋白家族在N末端和C末端2个区域都具

有保守的二硫键/巯基氧化还原区域,同时存在2个

保守的氧化还原位点-CGHC-[7,20-21]。本研究对来

自家蚕(Bombyxmori)、桔小实蝇(Bactrocerador-
salis)、人(Homosapiens)、原鸡(Gallusgallus)和
赤拟谷盗(Triboliumcastaneum)分类地位较远物

种的PDI蛋白进行多重比对,结果发现这个区域保

守性高于其他区域,这与前人的研究结果一致。推

测该蛋白在生命的早期活动中就发挥了重要作用,
其进化分离甚至早于动物、植物和微生物之间的进

化分离。本研究进一步对来自26个物种的PDI蛋

白进行聚类分析,结果表明各序列间具有高度的保

守性。另外,各氨基酸序列的聚类关系较好地反映

了各物种的分类地位,说明该蛋白在具有高度保守

的同时也表现出一定的进化性。
到目前为止,对于PDI蛋白在昆虫的发育过程

中表达变化的研究还未见详细报道。笔者对桔小实

蝇的9个发育时期进行取样,较系统地研究了桔小

实蝇PDI蛋白在昆虫发育过程中的变化情况,结果

表明在1d蛹中的BdorPDImRNA表达量达到最

高峰,且从3龄幼虫到蛹的过程中其表达量激增,可
见桔小实蝇二硫键异构酶在化蛹过程中发挥了重要

的生理功能。
本研究克隆获得BdorPDI基因,分析了该基

因的氨基酸序列特征,并利用荧光定量PCR技术对

其在不同发育时期的差异表达进行了分析,表明桔

小实蝇二硫键异构酶在化蛹过程中有一定的作用。
在后续的研究中可构建该基因蛋白的三维结构进行

药物设计以调控昆虫的生长发育,为害虫的综合防

治提供理论依据。
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Abstract Proteindisulfideisomerases(PDI)playintheproteinfolding,assembly,andposttrans-
lationalmodification.Inpresentstudy,aproteindisulfideisomerase(PDI)cDNAsequencefromBac-
troceradorsalis(BdorPDI)wasclonedusingthereversetranscriptionPCR(RT-PCR)compoundwith
rapidamplificationcDNAends(RACE)method.Theopenreadingframe(ORF)ofBdorPDIis1497
bpinlengthandthededucedpeptidecontains498aminoacidsresidues.Primarystructureofthese-
quencerevealsthetypicalcharacteristicsofPDIfamily:signalpeptideintheN-terminal,twoCGHCac-
tive-sitesequencemotifintheN-andC-terminal,andretentionsignalKEDLatitsC-end.Phylogenetic
analysisshowthatBactroceradorsalisPDIsharedthelowestsequenceidentity(49.3%)withPDI(XP_

003217370)fromAnoliscarolinensis,andthehighestsequenceidentity(76.3%)withPDI(ADD20271)
fromGlossinamorsitans.Real-timePCRresultsindicatedthatBdorPDIexpressedduringwholedevel-
opmentalstages.Therelativeexpressionlevelinlarvaewaslowerbutgraduallyincreasedduringthede-
velopingfrom1-instarlarvato3-instarlarva.Theexpressionlevelin1d-oldpupareachapeakandthe
amountisabout536.50foldsofthatinthebaseline.TheamountoftheBdorPDImRNAgraduallyde-
creasesduringthepupadevelopment.TheresultsimpliedthatBactroceradorsalisPDIplayanimportant
physiologicalroleinthepupationprocession.

Keywords Bactroceradorsalis (Hendel);proteindisulfideisomerases(PDI);geneclone;real-
timePCR
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