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超 氧 化 物 歧 化 酶 （ C:J54,]2<5 <23A:@635，
C_Z）是超氧阴离子自由基（_‘

& ）的专一清除剂，

故其在维持生物体内阴离子自由基产生与消除的动

态平衡中起着重要的作用。C_Z 还可以预防衰老，

在一些疾病（如肿瘤、炎症及自身免疫疾病等）的

治疗中具有良好的疗效。因此 C_Z 的研究与应用，

具有广阔的前景（袁勤生，*..*）。家蚕（?&8=.@
8&7)）具有强大的合成蛋白的能力，家蚕核多角体

病 毒 （ ?&8=.@ 8&7) ;:7B564 J,B>15<4,323 Y24:3，

aA+Gb）合成多角体蛋白的能力亦很强。它们的

启动子等调节机构有广泛的利用前景；为了完成变

态，家蚕体液中有蛋白酶抑制物，可以保存外源基

因表达产物不被降解；aA+Gb ‘ 蚕系统还能识别

哺乳动物信号肽，并能在表达外源基因产物后完成

磷酸化或糖基化等步骤。总之，在个体水平表达外

源基因并回收利用基因表达产物方面，aA+Gb ‘
蚕系统具有特别重要的意义（鲁成等，&’’’；崔红

娟等，*...）。为了利用 aA+Gb ‘ 蚕系统高效表



达 !"#，必须首先获得 !"# 基因，因此我们在进

行家蚕 !"# 的分离纯化和 $ % 末端氨基酸测序

（唐云明等，&’’(）的基础上，设计、合成简并引

物，通过 )*+,-) 法扩增家蚕 !"# 的 .#$/，克

隆获得 !"# 基因，为 !"# 的应用奠定基础。

! 材料与方法

! " ! 材料

实验用家蚕品种为安康 0 号，1 龄第 2 天，采

自本室基因库。质粒为 34-(5，宿主菌为大肠杆

菌 #61!，均为本室保存。

! " # 方法

! " # " ! 总 )$/ 的 制 备 和 !"# 基 因 克 隆 总

)$/ 制 备 方 法 所 用 步 骤 在 789:;<8=>9 !" #$ ?
（(5@5）的方法基础上进行了适当的改进。取家蚕

(’ 条背部脂肪组织 ’ A 0@ B，加液氮磨成粉末状，

按 ( C (’ 的比例加入 0 A @ DE 组织胍溶液提取。通过

-=-E密度梯度离心分离纯化、酚（酸性） F氯仿 F
异戊醇（&1 C &0 C (）等抽提、异丙醇沉淀、G1H乙

醇洗涤等。所得 )$/ 样品溶于 #I,- 处理的水

中，分装后保存在 % G’ J的低温冰箱中备用。并

对其含量和纯度等进行测定。

用 .#$/ 合成试剂盒（4K9LMN=:E )9O<.E<K) .#+
$/ !PK;QM=9= 79;）合成 .#$/。但进行反转录时所

用 接 头 引 物 （ R*+:R:3;<N 3N9DMN） 为： 1S+T/T+
T/-*-T/T-*-//T-*(1+2S。其操作方法按产品

说明书进行。

!"# 密码子翻译的偏好性与引物的设计。在

!UV!!+,)"*、TMKW:K> 和 IXWY 中有关 !"# 的

蛋白质和基因序列的数据 &’’ 多个。其中 -Z+[K+
!"# 的数据有 G’ 个。但是没有一个关于家蚕 !"#
的蛋白质序列和基因的数据。对既有蛋白质序列、

又有基因序列的 -Z[K+!"# 进行了密码子偏好性分

析（6< !" #$ ?，(5@G；789:;<M=>9 !" #$ ?，(550；

789:;<M=>9 !" #$ %，(552； !.Q9K9K: !" #$ ?，(5@5；

!9EL: !" #$ ?，(55&；!;:K;<K !" #$ ?，(55\；U<E] !"
#$ ?，(552）。同时也考虑了家蚕本身密码子的偏好

性。根据氨基酸密码子偏好性和引物设计原则，以

$ % 端 (’ 个氨基酸序列为依据合成了两个上游简

并引 物 #,(（#MBMKMN:;M 3N9DMN (）：1S+/*TT*
（T*）T*（T*）//（/T）T-（ *-）T*+2S 和

#,&（#MBMKMN:;M 3N9DMN &）：1S+/*TT*（T*）T*
（T*）//（/T）T-（*-）T*（T*）（-*） *+
2S。同时合成一个下游引物 ,/（,:N;9:E :R:3;<N）：

1S+T/TT/-*-T/T-*-//T-+2S。#,( 和 ,/ 为

第一轮扩增引物，#,& 和 ,/ 为第二轮引物。

在 ,-) 扩增中，为了提高扩增的特异性，采

用两轮 ,-) 扩增。第一轮 ,-) 扩增的反应体系：

反应 总 体 积 为 &1 "E，含 ( "E .#$/，(’ ^ ,-)
OZ]]MN & A 1"E，R$*,（& A 1 DD<E F Y <] M:.Q）("E，
XB-E&（&1 DD<E F Y）&"E，引物 #,( 和 ,/ 各("E，

&#’ #$/ 3<EPDMN:=M ’ A &"E，水 (\ A 2"E。扩增程

序：5@J预变性 0 D9K；50J变性 2’ =，\1J退火

( D9K，G&J延伸 ( A 1 D9K，2’ 个循环；G&J延伸

(’ D9K；0J保存待取。第二轮 ,-) 扩增：取第一

轮 ,-) 扩增产物 ("E，用水稀释到 (’’"E，取 ("E
作为模板。将引物 #,( 改为 #,&。反应体系的其

它组成和扩增程序与第一轮扩增相同。

扩增产物经琼脂糖凝胶电泳和 IW 染色后，蒸

馏水漂洗，凝胶成像系统观察分析。用玻璃珠回收

法回收目的片段。

$<N;QMNK 检测采用地高辛 #$/ 标记和检测试

剂盒（W<MQN9KBMN X:KKQMK9D 产品）进行。

采用 *+/ 克隆法对家蚕 !"# 基因进行克隆。

本研究所用载体为 34-D+* 和 34-(5+*。34-D+*
载体购自上海生工生物工程有限公司。34-(5+*
载体为 34-(5 质粒经酶切纯化后加 * 而成。采用

一步法制备和转化感受态细菌（!:DON<<> !" #$ ?，
(5@5）。

! " # " # 测序与序列分析

测序在测序仪 /WV ,)V!X 2GG #$/ !M_ZMK.MN
上进行。利用 #$/-EZO 等软件将所得 #$/ 序列

进行分析。

# 结 果

# " ! 总 $%& 的制备和 ’() 基因的克隆

纯化所得总 )$/ 样品，经反转录合成 .#$/
第一链。以 .#$/ 第一链为模板，通过两次 ,-)
扩增，获得一条 1’’ O3 左右的特异片段。$<N;QMNK
鉴定结果如图 ( 所示。从图 ( 中可以看出：以 ,-)
扩增的特异片段制备的探针，从家蚕脂肪体提取的

)$/ 中检测到 D)$/ 产物。根据 )$/ 分子量参

照估算有杂交信号的位置大约为 1’’ O3，此大小与

扩增片段的大小相似，说明扩增产物来自于家蚕的

D)$/。

回收纯化所得的目的片段与载体连接后，进行

转化、涂 板 和 筛 选，获 得 了 家 蚕 !"# 的 .#$/
克隆。
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图 ! 家蚕 "#$ 的 %$&’ 的 &()*+,)- 杂交结果

./01 ! 2,345* (6 &()*+,)- 75(**/-0 (6 *+, %$&’
(6 "#$ 6)(8 3/59:()8

!："#$ 加样量为 !%!&（’() *+,-./.0 12 "#$ /3 !%!&）

4 5 6："#$ 加样量为 7%!&（’() *+,-./.0 12 "#$ /3 7%!&）

; < ; 测序结果

从测序结果可得到家蚕超氧化物歧化酶 89#$
克隆碱基 :;! <=（如图 4 所示）。

利用 9#$>.,?、9#$@A+< 等软件对测序结果

进行分析得到以下结果：被克隆基因中 :B端 $’C
为起始密码，:B端的 6:; <=，可翻译 !:7 个氨基

酸，6D% 5 6D4 为 ’$$ 终止密码。

用 9#$@A+< 软件，由 9#$ 序列推导，>E9
蛋白质的 !:7 个氨基酸序列为：

#BFG H H I $ H J H K # C 9 $ I C ’ H L M
N O N 9 $ C $ P H I H ’ C 9 K ’ C J C O C M O
N O Q H I N M C 9 # ’ # C @ G > > C P Q M #
P J # I N Q C $ P ’ 9 N # J Q J C 9 J C # K N
$ P C N H P ’ M > # K # 9 > I K ’ J J C N # > K
’ K " ’ H H H J $ P 9 J 9 J $ I C P $ C J > I
’ ’ C # $ C $ " K C @ C H K C K @ I KF@B。

%%! $’CC’CC’’$ $$C@’C’C’’ CC’@$’$$$’ CC’C$@C@@$ $CCC’$@@C’ $’$’’’’C$$
%D! @$CC$CC$’C @@CC’C@’@@ CC’$$$$C’@ $@@CC@C$@$ ’@$@$CC@@’ CCC@@$CCC$
!4! ’’@@$CC$C@ $$@$’C’C$$ CC$$’’@CC@ C$@$$@$@@$ $’CCC’C@$’ C’@C’@’CC@
!R! @@@@$’’’@$ $’@@$’’C$$ ’$$CC$C@$’ CC’C@@@@@$ @$C$’C$C$$ ’@’C@$’’’C
46! CC@C$@’’$C C@$$’$’’C$ CC@@@@’CC@ C$CC’@@@@$ @’’’’’@@$$ ’$’@$$@C$@
7%! ’@@$$$$’’$ @’’’C’’CCC ’C$C$$’$C@ $’@$@$$’’@ C@$@@C’CC’ $C’’@’$C@@
7D! @@$C$’’’$C $’@’CC@’$$ CCC’@@’C@$ CC’’’C$C@$ $$$@C$@$CC $$$’C@’CC’
64! C@@@C@$’’C C’’C@CC’C’ $$’’CC@$’’ ’C@$$C$’@’ $$$$C’C$’’ ’’$’C’’’’’
6R4 ’$$$’$$$$$ $’’’’$@@@@ $$$$$$$$$$ $$$$$$$$$$ $$$$$$$$$$ $$$$$$$$$$
:6! $$$$$$$$$$ $$$$$$$$$$ $$$$$$$$$$ $$$C@’’C$C @’@C$C’@@’ @

图 ; 家蚕 "#$ %$&’ 的测序结果

./01 ; ",=4,-%,3 (6 *+, %$&’ (6 "#$ 6)(8 3/59:()8

> 讨 论

本文的测序结果表明：被克隆家蚕超氧化物歧

化酶 89#$ 碱 基 序 列 长 :;! <=。利 用 9#$>.,?、
9#$@A+< 等软件对测序结果进行分析得到以下结

果：被克隆碱基 :B端 ! 5 7 为 $’C 起始密码，:B端
前的 6:; <=，可推导出 !:7 个氨基酸，6D% 5 6D4
为 ’$$ 终止密码。测出的序列具有上下游引物，

# S 端含有已测序的 !% 个氨基酸。下游带不翻译

的 !!! <=，其中包括终止密码子、$$’$$$ 和末

端的 T7 碱基多聚腺苷酸。可见是一个完整的 89F
#$ 基因。

通过同源性分析，家蚕 @+U-F>E9 蛋白质的氨

基酸 序 列 与 !"#$%$#&’ ’$%()’（IV/,.1V3W/ (*
’+ ,，!;;7）和 -.%/%0"0"1+’ %2/34.’（IV/,.1V3W/ (*

’+ ,，!;;6）的同源性为 R% X 7;Y和 T: X R4Y。同时

在氨基酸组成上，不含色氨酸（’?=），这进一步

证明该蛋白质是铜锌超氧化物歧化酶，该基因是

@+U-F>E9 的 89#$。

通过比较家蚕 >E9 基因与 -.%/%0"1+’ 51.1+1/
（IV/,.1V3W/ (* ’+ Z，!;R;）、-.%/%0"1+’ 61++1/*%)1
（ IV/,.1V3W/ (* ’+ Z， !;;6 ）、 7(81%)(++’ 0)(49
$%0"1+’（ >. [1(- (* ’+ ,， !;;D ）、 :3"1/*%/%$’
$’)/%)1 （ >/A\, (* ’+ Z， !;;4）、 ;()%04/ +’(51/

（@,??/ (* ’+ Z，!;;%）、豚鼠（]1A2 (* ’+ Z，!;;7）

和 !"#$%$#&’ ’$%()’（IV/,.1V3W/ (* ’+ Z，!;;7）

等 >E9 基因的同源性，从中可以看出：有的 >E9
基因中存在内含子，有的 >E9 基因中无内含子，

而且有内含子的 >E9 基因其内含子的数量和长短

不同。至于家蚕 >E9 基因中是否存在内含子，其
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内含子的长短和数量怎样，这需要进一步的研究。

施惠娟等（!"""）对人铜锌 #$% 的 &%’( 进行了

表达，结果表明无内含子的 &%’( 同样能够表达，

因此我们获得了家蚕 #$% 的 &%’( 基因。
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