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摘要：!M.N 组蛋白乙酰转移酶（%7FD?<: "$:DO8D#"<FE:#"F:，PBN）广泛存在于从酵母到人的真核生物中，在真核生物的

转录调控中起着重要的作用。利用 /QR- 已登录的其他物种该基因的氨基酸序列与家蚕的基因组框架图和表达序

列标签（:SG#:FF:H F:;C:<$: D"=F，5.N）数据库进行电子克隆，获得了家蚕中的同源基因。该基因长 + )() TG（U:<R"<>
登录号为 VW00&33(），开放阅读框（XKY）长 + *&2 TG，无内含子。基因编码 00& 个氨基酸，预测蛋白质的分子量为

)+A0 >V。序列中有 PBN 核心结构域、锌指结构域和染色质域 * 个保守的结构域，与其他物种同源基因具有较高的

序列相似性。KN1ZQK 结果表明该基因在本实验所检测的家蚕各时期和组织中均有表达。将该基因用亚克隆的方

法导入到 G5N)’T 载体中并成功地进行了原核表达，表达出了带有 2 个组氨酸和 + 个 /CF·N"= 标签的重组蛋白。

关键词：家蚕；!M.N 组蛋白乙酰转移酶；克隆；序列分析；表达谱

中图分类号：W(42 文献标识码：B 文章编号：’0)012&32（&’’(）’*1’&+)1’(

&’()*)+，,-./,00*() 1)2 3/1)04/*.3*()1’ 143*5*36 (7 !"%"#$，1) !"#$
8*03(), 14,36’3/1)07,/10, +,), *) 38, 0*’9:(/;，!#"%&’ "#() <=
[X/U \:71W7<=，MB/U ]7<1P?<=，^P_ M?<=!（N%: [:O .:#7$C8DC#"8 ‘"T?#"D?#O ?E B=#7$C8DC#"8 !7<7FD#O，
Q?88:=: ?E .:#7$C8DC#: "<H R7?D:$%<?8?=O，.?CD%9:FD _<7L:#F7DO，Q%?<=;7<= 0’’(+2，Q%7<"）
>?03/143：!M.N "$:DO8D#"<FE:#"F: 97H:8O :S7FDF 7< D%: :C>"#O?< E#?6 O:"FD D? %C6"< "<H 7D 7F <?9 ><?9< D?
G8"O " 6"a?# #?8: 7< D%: #:=C8"D7?< ?E :C>"#O?D7$ D#"<F$#7GD7?< J R"F:H ?< D%: #:G?#D:H "67<? "$7H F:;C:<$:F ?E
?D%:# ?#="<7F6F "<H D%: F$"EE?8H "<H 5.N F:;C:<$:F ?E D%: F78>9?#6 -’(./0 (’1+ ‘J， D%: !M.N
"$:DO8D#"<FE:#"F: =:<: ?E D%: F78>9?#6 9"F ?TD"7<:H 97D% F787$? $8?<7<=J N%: =:<: 7F + )() TG 7< 8:<=D%

（U:<R"<> "$$:FF7?< <C6T:#：VW00&33(），$?<D"7<7<= "< XKY ?E + *&2 TG "<H <? 7<D#?<J N%: G#:H7$D:H
G#?D:7< $?<F7FDF ?E 00& "67<? "$7HF 97D% D%: 6?8:$C8"# 9:7=%D ?E )+A0 >VJ -D $?<D"7<F D%#:: $?<F:#L"D7L:
H?6"7<F，+ J 2 J，!M.N $?#: H?6"7<，I7<$ E7<=:# "<H $%#?6?H?6"7<，"<H %"F %7=% F7678"#7DO 97D% %?6?8?=?CF
=:<:F 7< ?D%:# FG:$7:F J N%: KN1ZQK :SG:#76:<D 7<H7$"D:H D%"D D%: =:<: 9"F :SG#:FF:H 7< "88 D:FD:H D7FFC:F "<H
FD"=:F ?E D%: F78>9?#6J Z#?>"#O?D7$ :SG#:FF7?< ?E D%: =:<: #:$?6T7<"<D 97D% F7S1P7F D"= "<H " /CF·N"= 9"F
FC$$:FFEC88O $"##7:H ?CD D%#?C=% FCT1$8?<7<= 7<D? G5N)’T L:$D?# J
@,6 :(/20：-’(./0 (’1+；!M.N %7FD?<: "$:DO8D#"<FE:#"F:；$8?<:；F:;C:<$: "<"8OF7F；:SG#:FF7?<

真核细胞组蛋白的乙酰化现象已发现多年，组

蛋白乙酰转移酶（%7FD?<: "$:DO8D#"<FE:#"F:，PBN）通过

对组蛋白特异的赖氨酸残基进行乙酰化并改变染色

质蛋白和转录相关因子的构象来调节真核生物的许

多基因转录。!M.N（3’4，5.678 ,$9:，,$97 和 ;+<=>）

家族基因（以下简称 !M.N 基因）是根据序列相似性

和结构域的保守性以及最先发现基因的首字母来命

名的一类 PBN 基因。最近，根据蛋白序列的高度相

似性及保守的乙酰转移酶区域，又得到了其他几个

!M.N 基因：酵母的 %9$?，果蝇的 (’6、@A$(2$B
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!"#$，人的 %&’(、)’*+、)’, 和 -)’+。这些基因

大多以复合体的形式并用 !"#$ 基因的 %&$ 活性

结构域对组蛋白 %’ 的特异的赖氨酸残基（%’( ) ）

或组蛋白 %* 进行乙酰化来调节基因的转录。

酵母的 ./0+（#,-. 12 /3 /，+001）和 ./0*（$.234,-
.56 7.2.8.9.，:;;;）基因分别位于 #&# 和 7<&* 复

合体，./0+ 在端粒沉默中起作用，./0* 参与配对位

点的沉默，这些都是通过对组蛋白 %’ 的 := 位赖氨

酸残基（%’(:=）和组蛋白 %* 进行特异的乙酰化来

完成的。酵母 7<&’ 复合体的催化亚基 !0/: 在核小

体组蛋白在转录过程中的特异调节、细胞循环甚至

细胞 修 复 中 起 作 用。 !0/: 在 体 内 的 缺 失 可 导 致

%’(1 特异的组蛋白乙酰化缺失和生长发育中 >+?!
期的堆积和细胞循环的复制前阻滞的特异的缺陷，

倾向于有丝分裂和细胞分裂的方向发展（@A.B23 12
/3 /，:;;;；CD8D5 12 /3 /，+00’）。果蝇的 4#5 也是通

过与其他 ’ 个基因（431、4036(、40367 和 40368）形成

剂量补偿复合体（6DE.F3 4D9GA3935H 4D9GA3I，C@@）

并连同两个非编码的 J7&（*#9( 和 *#97）调节雄性

果蝇的一个 K 染色体上连锁基因的转录，使之表达

量加倍而与雌性果蝇的两个 K 染色体连锁基因表

达量相同。该过程也是通过 )’+ 对组蛋白 %’(:=
的特异的乙酰化来实现的（#9-H, 12 /3 /，+000），并且

)’+ 的突变使该乙酰化的失败最终会导致雄性果

蝇的致死。 -)’+ 在人体中形成与果蝇 C@@ 相类

似的复合体（#9-H, 12 /3 /，+001），且该基因还具有与

酵母的 !0/( 基因在细胞中相似的作用（$.-G.A3 12
/3 /，+001）。)’, 是与人的白血病相关的基因，该

基因与人的另一 %&$ 基因 :&; 融合产生一个包括

)’, 的 7 末端的 *?’（含 !"#$ 和锌指域）和 :&; 的

@末端的 ;0L（含 %&$ 域和相互作用启动区）的嵌

合蛋白 !MNO@PQ，该蛋白会使染色质域产生异常的

乙酰化而最终导致白血病（Q3AA3H-3B 12 /3 /，+00*）。

)’*+ 含有 + 个 Q%C 结构的 7 末端抑制区，它的缺

失可导致体外 %&$ 活性和体内作为报告基因的

</3=6)’*+ 的转录明显增强（Q3AA3H-3B 12 /3 /，+00*）。

家蚕 &#4>?9 4#@A 作为鳞翅目昆虫的模式生物，

又是一个经济昆虫，目前对其转录调控机制研究还

比较少，而且家蚕中至今未见有关乙酰转移酶基因

方面的报道。我们根据已公布的 !"#$ 基因序列及

已知的家蚕 R#$ 序列和基因组序列对家蚕的 !"#$
乙酰转移酶基因进行了生物信息学分析、克隆、测序

和原核表达，并研究了其在家蚕不同时期和组织器

官的表达谱，为进一步研究家蚕的转录调控及其在

家蚕中的功能提供了参考和依据。

! 材料和方法

!"! 家蚕 #$%& 乙酰转移酶基因的信息学分析

家蚕基因组和 R#$ 序列均来自 #-A2P.E3（,HHG：??
E-A2SDB9/ F35D9-4E / DBF / 45?-563I/ TEG）数 据 库。利 用

7@PU（,HHG：??SSS/ 54V- / 5A9/ 5-, / FDW?）下载酵母 !.B(
（X0Y=’;）、./07（Q’0;=*）和 ./08（Q*’+:Y），果 蝇

)’+（@>*0+1OQ&）以 及 人 -)’+（X;%ZN=）、CADEF
（X;+;;*）、%&’(（M;1+1:）、)’*+（&&[000;1\:）和

)’,（&&]1==’Z\:）等 !"#$ 基因序列，对家蚕基因

组和 R#$ 数据库进行 HP]&#$5 检索，并对得到的序

列用 C7&#H.B 软件进行拼接延伸。蛋白质 9DH-^ 预

测在 RKQ&#"（,HHG：??.< / 3IG.E8 / DBF）进行，该序列与

其同源序列的比对用 @A<EH.A _。

!"’ 实验材料

家蚕品种为 @:00，正常条件饲育，取 1 龄幼虫

组织和器官，液氮速冻后保存于 ) Y0‘备用。

!"( )*+ 提取和引物设计

$B-G<B3（JD4,3）试剂提取家蚕总 J7&，!O!]a 反

转录酶（QBD93F.）反转录得到第 : 链 4C7& 并以此为

模板进行 Q@J 扩增，所有的步骤均按照试剂的使用

说明书进行。引物设计应用 QB-93B QB39-3B 1\0 进

行，引物序列为 [:：>@>$>&$&@@&$$>$$>$$>$@>，

J:：@$$$$$>>@$$$>>@&>&>$$@@；[+：@$&>@$&>
@&$>>@&&&&>>$>&$&&&>&&，J+： @@@&&>@$$&
@$&@$$$$$>>@$$$>>@&。

!", 家蚕 !"-"#$ 基因 ./*+ 的克隆与测序

以家蚕中肠 4C7& 为模板并用 [:?J: 引物进行

Q@J 扩增，反应条件为 ;’‘，1 9-5 预变性后，;’‘，

*0 E 变性，1+‘，: 9-5 退火，Z+‘，: 9-5 *0 E 延伸，*0
个循环，Z+‘终延伸 Z 9-5，’‘保存。Q@J 产物用

:L琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 并 回 收 纯 化，进 行 $& 克 隆

（$.(.J.，G!C:YO$ 载体），连接产物转化至大肠杆菌

C%1!，阳性克隆通过蓝白斑筛选得到并通过酶切测

序鉴定，测序在 U5W-HBDF35 公司进行。

!"0 家蚕 !"-"#$ 基因的转录活性研究

以家蚕未受精卵，滞育卵，+ 龄起蚕，三眠期蚕，

1 龄期精巢、卵巢、头、中肠、丝腺、马氏管、血液、表

皮和脂肪以及预化蛹、蛹生殖腺和蛹血等的 4C7&
为模板，以 [:?J: 引物进行 J$OQ@J 扩增，扩增产物
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用 !"#$琼脂糖凝胶电泳检测基因的转录活性。同

时用未反转录的 %&’ 检测模板纯度。

!"# 亚克隆进行 !"$"#$ 的原核表达研究

以上述克隆为模板，以 (#)%# 引物进行 *+% 扩

增合并将 *+% 产物进行 ,’ 克隆。对经测序鉴定插

入序 列 为 正 向 的 克 隆 利 用 克 隆 载 体 上 所 含 有 的

!"#%!和 $%&- "酶切位点进行双酶切，同时将原

核表达载体 ./,0123 进行双酶切。对两酶切产物进

行回收并连接，阳性克隆（./,123045067(）经再次

测序鉴定后，转化大肠杆菌 48#!（9/:）并进行 ;*,<
诱导表达、=9=0*’</ 和考马斯亮蓝 %#12 染色，得到

该基因表达的蛋白质。

% 结果与分析

%"! 家蚕 &’() 组蛋白乙酰转移酶基因序列的分

析与克隆测序

为了得到准确完整的家蚕 6>=, 组蛋白乙酰转

移酶基因，利用 ?48’=,@ 程序对家蚕 /=, 库及家蚕

基因组进行了比对，并对所得序列进行拼接，得到 #
条具有 6>=, 基因的核心结构域的基因，其中一条

全长 ! 1A1 3.，命名为 ’(0(#)（<B@4C@D 登录号为

9EFF#GGA），序列不含内含子。另外一条长约 # 222
3.，含 1 个外显子，F 个内含子，命名为 ’(0(#)*。初

步分析发现后者与其他基因的相似性程度稍低，故

仅对 ’(0(#) 基因进行了克隆和分析。

以家蚕 1 龄期中肠 %&’ 反转录的 H9&’ 为模

板，并用 (! 和 %! 引物进行 *+% 扩增。扩增产物经

琼脂糖凝胶电泳分析在 ! :22 3. 处出现一条单一

带，与预计大小相符（图 !），用 .69!I0, 载体克隆后

测序，测序结果与预测基本一致。

%"% 家蚕 !"$"#$ 基因全长以及根据该基因预测

的蛋白质结构和序列分析

家蚕 ’(0(#) 全长 ! 1A1 3.（图 #），开放阅读框

（7%(：!J: K ! FIG）长 ! :#J 3.，编码 FF# 个氨基酸，

编码蛋白的分子量为 1!"FF D9。与果蝇的 +,-，人

的 .+,-、/0123、$’,4、+,5- 和 +,6 及 酵 母 的

!784、787* 和 7879 的+:7/ 核心结构域的相似性分

别为 JG$、I#$、JA$、A1$、JJ$、JJ$、1A$、1:$
和 J:$。/L*’=> 预测结构域及分析结果（图 :）表

明，该基因除具有 6>=, 基因乙酰转移酶基因的核

心结构域外，还含有其他大部分 6>=, 基因都有的 #
个结构域：染色质域和锌指结构域。从结构域的分

图 ! ’(0(#) 的 %,0*+% 扩增和质粒的酶切鉴定

(MNO ! %,0*+% PQ ’(0(#) NB@B C@- ?RB -MNBS?B-
M-B@?MQMHC?MP@ PQ ,’ HTP@B

6：9&’ 标准 9&’ 5CUDBU 98#222；!：%,0*+% 产物 %,0*+%
.UP-VH?；#：重组质粒的酶切 %BHP53M@C@? .TCS5M- 9&’ -MNBS?B-
WM?R !"#%! C@- $%&- " O

布也可看出，果蝇的 +,-、人的 .+,- 和 /0123 以

及家蚕 ’(;+,- 相似性较高的基因都包含有相似的

: 个结构域，另外酵母的 !784 也含有染色质域。

+#X+ 锌指结构域分布较广泛，除酵母的 !784 没有

以及人的 $’,4 有 # 个外，其他基因中都有一个该

结构域。应用人 .+,-、/0123、$’,4、+,5-、+,6
和果蝇的 +,- 以及酵母的 !784、787*、7879 及本

实验得到的序列进行多序列比对并构建系统发生

树，结果显示：’(0+,- 与人的 .+,- 和果蝇 +,- :
个具有相似性结构的基因优先聚在一起，而 1 个含

有染色质域的基因的距离也较近；同时，不含有染色

质域的其他几个基因的距离较近（图 F：’，4）。

%"* 半定量 +,- 研究表达特异性

提取家蚕未受精卵、滞育卵、# 龄起蚕、三眠期

蚕及 1 龄期各组织器官、预化蛹、蛹期生殖腺和血液

的 %&’，进行 %,0*+% 扩增，结果表明：该基因在本

实验检测的家蚕的所有时期和组织中都有表达，而

以 %&’ 为模板的 *+% 未见扩增出产物条带（图 1）。

%". 原核表达结果

亚克隆至 ./,123 原核表达载体的克隆 ./,1230
45067( 应用 ,4 培养基在 :2Y进行培养，并用 2"F
55PT)8 ;*,< 诱导表达该基因的蛋白质，=9=0*’</
和考马斯亮蓝 %#12 染色结果显示：./,123 空载体

因其本身含有一个 JF": D9 的 &VS·,CN 标签，加上多

克隆位点及组氨酸标签蛋白引入的分子质量，得到

了一个约 JI D9 大小的蛋白质；相似地，’(0(#) 本

身分子质量为 1!"F D9，与载体上引入的部分蛋白的

分子质量得到一约 !#2 D9 大小的蛋白（图 J）。

A!#: 期 孔卫青等：家蚕 6>=, 组蛋白乙酰转移酶基因 ’(0(#) 的克隆表达和转录活性检测



图 ! !"""#$ 基因的序列及推导的氨基酸序列

#$%& ! ’() *+,-)./$0) 1)2+)*,) 3*0 /() 0)0+,)0 34$*. 3,$0 1)2+)*,) .5 !"""#$ %)*)
方框内序列表示 #6 和 76 引物 ’() 8.9)0 *+,-)$./$0)1 $*0$,3/) #6 3*0 76 :;$4);；下划线序列表示 #! 和 7! 引物

’() +*0);-$*)0 1)2+)*,) $*0$,3/) #! 3*0 7! :;$4);；阴影序列为 :.-<（=）加尾信号 >.-<30)*<-3/$.* 1$%*3- $1 1(30.?)0；!：终止密码子 @/.: ,.0.*&

图 A BC@’ 乙酰转移酶基因的结构域示意图（图中标出了 BC@’ 核心结构域以及其他蛋白质域的位置）

#$%& A @/;+,/+;) .5 BC@’ 3,)/<-/;3*15);31)，1(.?$*% /() -.,3/$.* .5 BC@’ ,.;) 0.43$* :-+1 /() 300$/$.*3- :;./)$* 0.43$*1
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图 ! 几个 "#$% 乙酰转移酶基因的系统发生关系

&’() ! *+,-.(/0/1’2 3/-41’.05+’6 .7 5/8/34- "#$% 42/1,-134057/345/ (/0/5
9：几个 "#$% 类 :9% 基因的核心结构域的多序列比对，方框和三角锌指结构域和其 ;、;、:、; 骨架 "<-1’6-/ 4-’(0=/01 .7 1+/ 2.3/

>.=4’0 .7 5/8/34- "#$% :9% (/0/5) %+/ ?.@/> 40> 13’40(-/ ’0>’241/ ;A:; B’02 7’0(/3 40> 5C/12+ .7 1+/ >.=4’0，3/56/21’8/-,) D：应用 E/’(+?.<3F

G.’0’0( 方法并通过 ?..151346 确 定其可信度得到的系统进化树 %+/ 6+,-.(/0/1’2 13// 63.><2/> ?, 1+/ E/’(+?.3FG.’0’0( =/1+.> 40> 1+/

?..1513466/> 84-</5) >"H&：果蝇 !"#（$%"&"’()*+ !"#）；?"H&：家蚕 ,!F!"#（,!F!"# .7 ,"!-./ !"%)）；,I$9J，,$9$A 和 ,$9$K：酵母

0123，1214 和 1215（#/451 0123，1214 40> 1215）；D=A：家蚕 ,!6!"#4（,!6!"#4 .7 ,"!-./ !"%)）)
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图 ! 家蚕不同发育时期各组织 !"""#$ 基因 #$"%&# 扩增产物鉴定

’()* ! +,-./(0(12/(3. 30 /4- #$"%&# 563,71/ 30 !"""#$ )-.- (. /(887-8 30 !#"%&’ "#() 2/ /4- ,(00-6-./ ,-9-:35;-./2: 8/2)-8
<：=>? 标准 =>? ;26@-6 =ABCCC；D：丝腺 E(:@ ):2.,；B：头 F62(.；G：精巢 $-8/(8；H：卵巢 I926J；!：血液 F:33,；K：中肠 <(,)7/；L：

马氏管 <2:5()4(2. /7M7:-；N：脂肪体 ’2/ M3,J；O：体壁 F3,J P2::；DC：未受精卵 Q.0-6/(:(R-, -))；DD：滞育卵 =(25278-, -))；DB：B 龄起

蚕 D8/ ,2J 30 B., (.8/26 :2692；DG：蛹血液 %752 M:33,；DH：蛹生殖腺 %752 )3.2,；D!：三眠期蚕 E(:@P36; (. G6, ;3:/(.)；DK：预化蛹 %6-"

5752*

图 K 原核表达蛋白质的 E=E"%?ST
和考马斯亮蓝 #B!C 染色

’()* K E=E"%?ST 2., &33;288(- ,J- 30 /4-
563/-(. -U56-88-, (. * * +#,)

<：蛋 白 质 分 子 量 标 准 %63/-(. ;3:-17:26 P-()4/ ;26@-6；D：

5T$!CM转化大肠杆菌 FABD（=TG）经诱导表达的蛋白质 $4-
563/-(. 30 5T$!CM /62.8036;-, /3 FABD（=TG）2., (.,71-, MJ +%$S；

B：5T$!CM"F;"<I’ 转化大肠杆菌 FABD（=TG）经 +%$S 诱导表

达的蛋白质 $4- 563/-(. 30 5T$!CM"F;"<I’ /62.8036;-, /3 FABD
（=TG）2., (.,71-, MJ +%$S*

! 讨论

真核生物体内的乙酰转移酶已有很多报道，其

中，<VE$ 乙酰转移酶在生物的转录调控中的功能

已在多个物种中被证实，特别是在调控其下游基因

的表达剂量中起重要作用。

本实验首次得到家蚕的 <VE$ 乙酰转移酶基

因，基因全长 D !L! M5，I#’ 长 D GBK M5，编码 HHB 个

氨基酸。该基因无内含子，这也与其他真核生物非

常相似，且不同物种间的氨基酸序列相似性较高，也

说明该基因非常保守，推测其功能也有较高的保守

性。对家蚕 !"""#$ 基因的时空表达谱分析发现，

!"""#$ 在本实验所检测的家蚕各时期和组织中都

有表达，这表明它是一种广泛存在的乙酰转移酶，在

家蚕发育过程中可能在调控家蚕基因转录和表达中

起重要作用。

氨基酸序列相似性和结构域分析结果表明：家

蚕 !"""#$ 基因与人和果蝇中的同源基因不仅序列

相似性高，且基因结构和结构域的分布都很相似。

在对果蝇的 "#$ 基因结构域的功能研究中发现，其

&BW& 锌指结构域对乙酰转移酶活性非常重要，且为

-./ 在 X 染色体上的结合和定位所需（?@4/26 2.,
F-1@-6，BCCH；<362:-8 01 2, *，BCCH）。染色质域可介

导蛋白质间相互作用，还在基因与 #>? 的结合中起

重要作用。在果蝇、酵母和人（T(8-. 01 2, *，BCCD；

=3J3. 01 2, *，BCCH）的乙酰转移酶复合体中还分别

存在另外一个包含染色质域的基因 "3,45、*2$6 和

7-895，它们分别与 "#$、*326 和 7-./ 之间具有相

互作用，且共同为复合体在 X 染色体上的结合及染

色质构象的改变并调节转录所需，由此也可说明染

色质域可能具有维持基因组异染色质状态且作为核

苷酸结合位点的 起 源 的 作 用（Y3.-8 01 2, *，BCCC；

&2663RR2 01 2, *，BCCG）。在进行生物信息学分析中，

我们在家蚕基因组中也得到了一个与果蝇的 "3,45、

人的 7-895 和酵母的 *2$5 同源且有相似性结构的

含染色质域基因!"4"3,5，并对其进行了相关的研究

（数据未列出）。家蚕为 ZZ[Z\ 型生物，它们在家蚕

中是否也形成类似于果蝇、人和酵母的复合体及其

在家蚕的转录调控中的作用，都有待于进一步的研

究来解决。原核表达得到该基因表达的蛋白质，这

也为进一步在家蚕中研究其与其他基因的相互作用

及其在家蚕中的作用位点奠定了基础。
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