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　　摘要：丝氨酸蛋白酶抑制剂超基因蛋白质家族，参与调节昆虫体内多种生理反应。本研究在体外原核表达
６Ｈｉｓ－Ｂｍｓｅｒｐｉｎ－３，以此作为饵蛋白，采用 Ｈｉｓ－ｐｕｌｌｄｏｗｎ技术及 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，从家蚕血液中筛选出了能与
Ｂｍｓｅｒｐｉｎ－３结合的２个蛋白质，分子量分别为８３．０４、８３．５７ｋｕ。对家蚕幼虫ｓｐ－２、ｓｐ－３在不同组织的表达变化分
析可知，ｓｐ－２在脂肪体、血淋巴中表达量比较高，ｓｐ－３在精巢、脂肪体、血淋巴里表达量比较高。
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　　Ｓｅｒｐｉｎ全称为ｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，是一类能够抑制丝
氨酸蛋白酶活性的超家族蛋白质，参与调节生物体内多种生

理反应，包括血液凝集、纤维蛋白溶解、补体激活、免疫黑化、

生长发育过程中组织构建等［１－５］。Ｓｅｒｐｉｎ在昆虫各组织中均
有分布，对昆虫的生命活动起到重要作用，目前关于家蚕Ｓｅｒ
ｐｉｎ的研究很多，但是几乎没有关于家蚕Ｓｅｒｐｉｎ相互作用蛋白
方面的研究，生物的生命活动主要体现在蛋白质水平，许多蛋

白是通过与其他蛋白相互作用来发挥作用的，因此，研究蛋白

质相互作用能更好地理解生物的生命活动。本研究原核表达

并纯化了Ｂｍｓｅｒｐｉｎ－３蛋白，应用 ｐｕｌｌ－ｄｏｗｎ及质谱技术筛
选到Ｂｍｓｅｒｐｉｎ－３的相互作用蛋白，并通过荧光定量 ＰＣＲ技
术初步探索了这 ２个基因的组织分布，旨在为深入探讨
Ｂｍｓｅｒｐｉｎ－３的功能机制提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
家蚕品种为笔者所在研究室保存的大造，正常桑叶育，取

５龄４ｄ幼虫的脂肪体，－７０℃保存备用。ＴｒｉｚｏｌＲＮＡ提取及
Ｍ－ＭＬＶ反转录试剂等化学常规试剂均购自宝生物工程（大
连）有限公司。引物由上海生工生物工程技术服务有限公司

合成。

１．２　重组表达载体的构建和鉴定
采用反转录的家蚕５龄４ｄ幼虫脂肪体的 ｃＤＮＡ模板，

ＰＣＲ扩增 ｓｅｒｐｉｎ－３基因。引物为 Ｆ：５′－ＣＴＡＧＣＴＡＧＣＡＡ

ＣＡＴＡＧＡＴＣＣＧＡＡＣＡＣＣＣＴＡＡＧ－３′（下划线为 ＮｈｅⅠ酶切位
点）和 Ｒ：５′－ ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＣＴＡＴＡＧＴＡＣＴＴＴＡＴＡＡＴＣ
ＣＣＣＡＴＣＧ－３′（下划线为 ＳａｌⅠ酶切位点）。扩增条件是：
９５℃ 预变性 ３ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，６０．４℃退火３５ｓ，７２℃
延伸３ｍｉｎ，３３个循环；最后７２℃终延伸１０ｍｉｎ。将 ＰＣＲ扩
增产物与ｐＥＴ－２８ａ（＋）进行双酶切，然后再将其目的片段与
ｐＥＴ－２８ａ（＋）连接，转化至 Ｅ．ｃｏｌｉＴｏｐ１０中，挑选阳性克隆
进行酶切鉴定及测序检验。

１．３　重组表达载体的诱导表达
含家蚕 ｓｅｒｐｉｎ－３全长 ｃＤＮＡ的阳性菌株在含３０ｍｇ／Ｌ

卡那霉素的ＬＢ培养基中加入诱导剂异丙基硫代－β－Ｄ－半
乳糖苷（ＩＰＴＧ）至终浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ，３７℃诱导表达 ６ｈ
后，４℃５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ收集菌体，用ＰＢＳ重悬，在冰
浴中超声破碎，直到溶液变澄清。４℃ ５０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，收集沉淀即得包涵体形式的６Ｈｉｓ－Ｂｍｓｅｒｐｉｎ－３。
１．４　重组蛋白的纯化、鉴定

４℃５０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ收集细胞，以１∶２０比例添
加０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ值为 ８．０），在ＰＢＳ中悬浮细胞，冰上
超声后添加等量的蛋白 ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，蛋白样品煮沸５ｍｉｎ，
５０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ。上清通过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（没有梳子）
来纯化，锌染后，将胶条切成 １ｃｍ的条带，装到透析袋里，
４℃ 透析过夜。用 Ｂｒａｎｄｆｏｒｄ法检测蛋白含量后，－２０℃保
存备用，将纯化好的蛋白用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ来鉴定。
１．５　ｐｕｌｌ－ｄｏｗｎ筛选与Ｂｍｓｅｒｐｉｎ－３重组蛋白相互作用蛋白

按照每１００ｍｇ组织加入１ｍＬ裂解液的比例加入 ＲＩＰＡ
裂解液（使用前数分钟加入 ＰＭＳＦ使 ＰＭＳＦ终浓度为
１ｍｍｏｌ／Ｌ），通过强烈的涡旋使样品裂解充分，５０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ，取上清，储存于 －２０℃冰箱中备用。用 １０ｍＬ
ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ平衡２５０μＬ树脂，将纯化后的 Ｂｍｓｅｒｐｉｎ－３蛋
白与树脂在４℃下缓慢摇晃结合５ｈ，使 Ｂｍｓｅｒｐｉｎ－３蛋白与
树脂充分结合，让蛋白液流出，用含５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑的Ｔｒｉｓ洗
脱Ｎｉ２＋柱，祛除未结合的 Ｂｍｓｅｒｐｉｎ－３蛋白，将１ｍＬ血液总
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蛋白加入Ｎｉ２＋柱中，与Ｂｍｓｅｒｐｉｎ－３蛋白复合物共同４℃孵
育过夜，使血液内靶蛋白与Ｂｍｓｅｒｐｉｎ－３蛋白结合，从而形成
树脂－Ｂｍｓｅｒｐｉｎ３－血液总蛋白的复合物，用含５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪
唑的 Ｔｒｉｓ洗脱 Ｎｉ２＋柱，祛除未结合的血液总蛋白，用含
２００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑的 ｅｌｕｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ洗脱液，将Ｂｍｓｅｒｐｉｎ３－血液
总蛋白复合物与树脂分离，收集洗脱液，１２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分
析收集的洗脱液。

１．６　靶标蛋白基因的分布

采用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件，引物如表１所示。采用ＳＹＢＲＰｒｉ
ｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ－ＰＣＲ试剂盒测定，具体步骤按照说明书进行，
反应程序为：９５℃预变性 １ｍｉｎ；９５℃变性１５ｓ，６０℃退火
３０ｓ，循环 ４５次。反应体系为：ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ

（２×）１０μＬ，上游引物０．４μＬ，下游引物０．４μＬ，ＲＯＸＲｅｆｅｒ
ｅｎｃｅＤｙｅⅡ（５０×）０．４μＬ，ＤＮＡ模板 ２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ６．８μＬ。
反应过程由ＡＢＩ７３００荧光定量ＰＣＲ仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公
司）软件自动设定，每个样品重复３次。

表１　实时荧光定量ＰＣＲ的检测基因、内参照基因的引物

基因名称 引物序列 Ｔｍ（℃）
Ａｃｔｉｎ３ Ｆ：５′－ＣＧＧＣＴＡＣＴＣＧＴＴＣＡＣＴＡＣＣ－３′；Ｒ：５′－ＣＣＧＴＣＧＧＧＡＡＧＴＴＣＧＴＡＡＧ－３′ ５９．２７
Ｂｍｓｐ－２ Ｆ：５′－ＴＴＡＡＴＴＣＴＧＧＣＴＧＧＧＣＴＴＧＴ－３′；Ｒ：５′－ＴＴＡＧＴＴＧＧＣＴＣＡＣＡＴＣＴＴＧＧ－３′ ５５．８０
Ｂｍｓｐ－３ Ｆ：５′－ＧＡＴＴＴＴＡＧＣＧＧＧＧＣＴＴＡＴＴＧ－３′；Ｒ：５′－ＡＧＴＣＣＴＧＧＧＣＧＡＣＴＴＴＧＴＡＧ－３′ ５５．８０

２　结果与分析

２．１　重组表达载体的构建与鉴定
含有酶切位点ＮｈｅⅠ、ＳａｌⅠ的引物扩增ｓｅｒｐｉｎ－３基因的

ＯＲＦ，得到 １３００ｂｐ左右的条带，ＰＣＲ纯化的目的片段与
ｐＥＴ－２８ａ（＋）连接后，转化至Ｅ．ｃｏｌｉＴｏｐ１０中，挑选阳性克隆
进行酶切鉴定（图１），条带约１３００ｂｐ，表明重组质粒构建成
功，命名为ｐＥＴ－２８ａ－Ｂｍｓｅｒｐｉｎ－３。

２．２　重组蛋白的纯化与鉴定
重组质粒转化至 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１，经 ＩＰＴＧ诱导表达重组

Ｂｍｓｅｒｐｉｎ－３蛋白，表达的蛋白多是以包涵体方式存在，用锌
染、透析的方式进行纯化，结果如图２所示，ＳＤＳ检测到１条
单一的约４９ｋｕ的蛋白条带。
２．３　重组蛋白相互作用蛋白的鉴定

样品组内形成树脂 －Ｂｍｓｅｒｐｉｎ－３－血液总蛋白的复合
物后，先用含５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑的 Ｔｒｉｓ洗脱，祛除非特异性结
合，然后用含 ２００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑的 ｅｌｕｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ洗脱液使
Ｂｍｓｅｒｐｉｎ－３－血液总蛋白复合物与树脂分离，收集样品，后期
用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析（图３）。可见与Ｂｍｓｅｒｐｉｎ－３相互作用的
３条蛋白条带。从ＳＤＳ－ＰＡＧＥ胶上将３条蛋白条带切下，放
入ＥＰ管中，加入胰蛋白酶进行胶内酶切，然后用ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ
技术对获得的３条蛋白条带进行分析（图４）。鉴定出的蛋白
是家蚕储存蛋白、性别特异储存蛋白２，相关蛋白信息见表２。

２．４　家蚕幼虫Ｂｍｓｐ－２，３在不同组织的表达变化
由图５可以看出，ｓｐ－２、ｓｐ－３在各个组织都有分布，且

ｓｐ－２在脂肪体、血淋巴中表达量比较高；ｓｐ－３在精巢、脂肪
体、血淋巴中表达量比较高。

４　结论与讨论

蛋白质是生物生命活动的重要体现者之一，几乎参与生

物所有的生命过程、细胞活动。它在体内主要通过与自身或

其他蛋白质及核酸形成复合体来进行基因调节、免疫应答、信
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表２　相互作用蛋白相关信息

蛋白质名称 基因登录号 得分 等电点
分子量

（ｋｕ）

性别特异储存蛋白２ ｇｉ｜１２４４３０７２５ １０１ ５．７０ ８３．５７
家蚕储存蛋白 ｇｉ｜３７９３２７８１１ １７８ ５．９０ ８３．０４

号转导、细胞组装等生物学功能［６－７］。通过研究蛋白质之间

的相互作用可获得更多的细胞功能信息。目前蛋白质相互作

用的主要研究方法有酵母双杂交技术、免疫共沉淀法、噬菌体

展示技术、ｐｕｌｌ－ｄｏｗｎ技术、荧光共振能量转移（ＦＲＥＴ）技术
及生物信息学分析法等。已有学者利用 ｐｕｌｌ－ｄｏｗｎ方法鉴
定已知的２种蛋白质间的相互作用，或采用少量 Ｎｉ２＋ －ＮＴＡ
ａｇａｒｏｓｅ ｂｅａｄｓ 在 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 管 中 进 行 小 体 积 的

ｐｕｌｌ－ｄｏｗｎ［８－９］。笔者采用 Ｎｉ２＋ －ＮＴＡａｇａｒｏｓｅｂｅａｄｓ柱使整
个体系放大，更利于蛋白质的结合、洗脱，并结合质谱分析来

筛选与Ｂｍｓｅｒｐｉｎ－３相互作用的蛋白质。丝氨酸蛋白酶抑制
剂在生物体内分布广泛，参与调节生物体内多种生理反应。

研究发现，云杉卷叶蛾 ｓｅｒｐｉｎ－１在表皮中高表达，且在蜕皮
期间的转录水平高于蜕皮期。烟草天蛾 ｓｅｒｐｉｎ－１ｍＲＮＡ在５
龄幼虫脂肪体中含量丰富，但在蜕皮、化蛹时 ｍＲＮＡ水平骤
然降低［１０］。冈比亚按蚊 ｓｅｒｐｉｎ－２与丝氨酸蛋白酶 ＣＬＩＰＢ９
结合调节黑化反应，此外 ＣＬＩＰＢ９与 ｓｅｒｐｉｎ２的相互作用还影
响雌性成虫寿命［１１］。果蝇 ｓｅｒｐｉｎ２７Ａ与 ｓｅｒｐｉｎ２８Ｄ都参与了

先天性免疫反应，但果蝇ｓｅｒｐｉｎ２８Ｄ只参与由创伤引起的酚氧
化酶激活产生的黑化，ｓｅｒｐｉｎ２７Ａ在酚氧化酶激活路径中调节
病毒或病原菌引起的黑化［１２－１３］。果蝇中 ｓｅｒｐｉｎ４３ＡＣ参与了
ｔｏｌｌ途径调节的先天性免疫反应［１４－１５］。研究发现，冈比亚按

蚊中ｓｅｒｐｉｎ１０在中肠上皮细胞聚集与疟疾病原体的传播有
关［１６］。Ｓｅｒｐｉｎ家族在昆虫的表皮、头部、血淋巴、脂肪体、丝
腺、中肠、精巢、卵巢中均有分布，对家蚕的各种生理活动起到

调节作用［１７］。董照明等认为，ｓｅｒｐｉｎ－１６在维持丝腺稳定的
泌丝环境中发挥重要作用［１８］。查宏贤研究表明，家蚕ｓｅｒｐｉｎ－４
参与了先天性免疫反应［１９］。王彦云等证实 ｓｅｒｐｉｎ－６与家蚕
表皮黑化、蜕皮变态、先天性免疫等生理过程有关［２０］。李国

胜等推测ｓｅｒｐｉｎ－５与家蚕的生殖生理有关，可能参加了家蚕
的先天免疫反应［２１］。ｓｅｒｐｉｎ－３是以单体的形式发挥作用还
是与伴侣分子一起作用或是与其他蛋白质形成复合物来发挥

作用还不得而知。本研究选择适宜大分子量蛋白质的六聚组

氨酸作为标签，构建了家蚕 ｓｅｒｐｉｎ－３六聚组氨酸蛋白，并以
此为饵蛋白，采用Ｈｉｓ－ｐｕｌｌｄｏｗｎ技术，从家蚕血液中调取了
２个与该蛋白相互作用的蛋白。它们均是血液储存蛋白，同
源性很高，与β－芳基储存蛋白亚基（烟草天蛾）、芳基储存蛋
白（棉铃虫）、血清储存蛋白２（印度蚕）具有很高的同源性，
功能也相似，主要是参与免疫、信号传导。对家蚕幼虫ｓｐ－２、
ｓｐ－３在不同组织的表达变化分析可知，ｓｐ－２在脂肪体、血淋
巴中表达量比较高，ｓｐ－３在精巢、脂肪体、血淋巴里表达量
比较高。
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康氏木霉内切 β－葡聚糖苷酶的分离纯化及酶学性质
覃益民，张静茹，叶　锦 ，甘冠萍，覃振央

（广西大学化学化工学院，广西南宁５３０００４）

　　摘要：康氏木霉ＧＩＭＰ３．４４４经摇瓶发酵，获得分泌到胞外的纤维素酶，粗酶液经（ＮＨ４）２ＳＯ４分级沉淀、Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ

Ｓ２００凝胶过滤层析、ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ离子交换层析及 ＯｃｔｒｌＳｅｐａｒｏｓｅＣＬ－４Ｂ疏水层析分离纯化出一种内切型的
β－葡聚糖苷酶，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳鉴定为单一条带，ＢＩＯ－ＲＡＤ分析相对分子量为６１．８ｋｕ。该内切β－葡聚糖苷酶的
最适反应温度为５５℃，最适反应ｐＨ值为４．４，作用于羧甲基纤维素钠时，Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ－Ｂｕｒｋ法求得 Ｋｍ、Ｖｍａｘ分别为

４８１ｍｇ／ｍＬ、２．４８ｍｇ／（ｍｉｎ·ｍＬ）。
　　关键词：康氏木霉；内切β－葡聚糖苷酶；分离纯化；酶学性质
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项目基金：国家自然科学基金（编号：２１２７６０５３）；广西壮族自治区生
物炼制重点实验室培育基地开放课题（编号：ＧＸＢＦ１１－０４）。

作者简介：覃益民（１９６２—），男，广西贵港人，博士，副教授，主要从事
生物加工与分离方面的研究。Ｔｅｌ：（０７７１）３２３３７１８；Ｅ－ｍａｉｌ：
ｑｙｍ６２８９＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。

　　植物纤维由纤维素、半纤维素和木质素三大部分组成并
共同构成了植物细胞壁的主要成分，是最丰富的天然可再生

生物资源，纤维素通过纤维素酶水解转化为可发酵性糖，继而

转化为燃料乙醇及相关化学品的研究越来越引起人们的关

注［１］。纤维素酶是一类能够将纤维素降解为葡萄糖的多组

分酶系的总称，由内切β－葡聚糖苷酶 （ＥＧ）、外切β－葡聚
糖苷酶 （ＣＢＨ）和 β－葡萄糖苷酶 ３类酶组成。尽管大量研
究已表明，只有在这３种主要成分酶的协同作用下，纤维素分
子最终才能被降解成葡萄糖。但是各成分酶是如何协同起作

用的，学者们的看法还不尽相同［２］，近来人们还发现了一些

不具有纤维素酶活性的蛋白也能与纤维素酶起协同作用，并

最终促进纤维素的降解［３－５］。因此，无论是对纤维素酶系各

成分酶的协同作用机理，还是对纤维素酶系与其他非酶蛋白

的协同增效作用的更深入了解，都将会为提高纤维素酶的催

化效率提供重要理论基础。康氏木霉 ＧＩＭＰ３．４４４是一株产
纤维素酶系的真菌菌株［６］，笔者从该菌株中分离纯化出一种

纤维素酶协同增效蛋白。为进一步研究该增效蛋白对纤维素

酶各成分酶的协同作用机理，需获得该菌株产的纤维素酶系

各组分纯酶。因此，本研究对康氏木霉ＧＩＭＰ３．４４４分泌的内
切β－葡聚糖苷酶进行分离纯化，并研究其酶学性质。

１　材料与方法

１．１　菌株
康氏木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｋｏｎｉｎｇｉｉ）ＧＩＭＰ３．４４４购于广东省

微生物菌种保藏中心，现保存于广西大学化学化工学院生物
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