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　　摘要：细胞周期蛋白（ｃｙｃｌｉｎ）是调控真核生物细胞有丝分裂的重要蛋白。以家蚕１～５龄幼虫的眠蚕和起蚕为材
料，采用实时荧光定量ＰＣＲ方法对家蚕ｃｙｃｌｉｎ家族基因（ＣｙｃｌｉｎＡ、ＣｙｃｌｉｎＢ、ＣｙｃｌｉｎＢ３、ＣｙｃｌｉｎＥ）在不同龄期幼虫蜕皮过程
中的表达进行研究。结果显示，１龄幼虫在眠期、起蚕期几乎均检测不到 ＣｙｃｌｉｎＡ、ＣｙｃｌｉｎＢ、ＣｙｃｌｉｎＢ３、ＣｙｃｌｉｎＥ基因的表
达，表明此时幼虫器官发育基本完成，细胞分裂迟缓。在起蚕期，ＣｙｃｌｉｎＡ、ＣｙｃｌｉｎＢ、ＣｙｃｌｉｎＥ基因表达量均随着幼虫的发
育进程逐渐增加，表明细胞分裂过程加剧，促进家蚕个体的不断生长；眠期则没有规律性变化。在２～５龄幼虫中，
ＣｙｃｌｉｎＡ、ＣｙｃｌｉｎＢ、ＣｙｃｌｉｎＥ基因表达量均为起蚕期高于眠期，眠期最重要的生理过程是细胞凋亡，因此眠期细胞周期蛋
白家族基因表达水平较低，而ＣｙｃｌｉｎＢ３基因在整个幼虫时期几乎不表达。本试验结果为细胞周期蛋白在家蚕蜕皮变
态发育过程中的调控机制研究提供了参考。
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　　细胞周期主要受细胞周期蛋白（Ｃｙｃｌｉｎ）、细胞周期蛋白
依赖激酶（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ，ＣＤＫ）、细胞周期蛋白依赖
性激酶抑制因子（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＣＫＩ）在
Ｇ１／Ｓ期和Ｇ２／Ｍ期２个限制点的调控［１］。其中，ＣＤＫ是真核
生物细胞周期调控的关键因子，依赖 Ｃｙｃｌｉｎ发挥其功能。
Ｃｙｃｌｉｎ的表达具有典型的周期性和时相特异性，可作为调节亚
基与相应的 ＣＤＫ形成复合物，并正调节 ＣＤＫ的活性。不同
Ｃｙｃｌｉｎ在不同时相可通过相应的ＣＤＫ促进完成细胞周期［２］。

Ｃｙｃｌｉｎ广泛存在于多种生物体内［３－４］，在哺乳动物细胞

中已发现２０多种细胞周期蛋白家族成员［５］，在家蚕体内已发

现 ６种。ＣｙｃｌｉｎＡ、ＣｙｃｌｉｎＢ、ＣｙｃｌｉｎＢ３、ＣｙｃｌｉｎＥ、ＣｙｃｌｉｎＬ１、
ＣｙｃｌｉｎＨ均是家蚕细胞完成细胞周期必不可少的。有研究表
明，ＣｙｃｌｉｎＡ在Ｓ期、Ｇ２期到Ｍ期的转变过程中发挥作用［６］；

ＣｙｃｌｉｎＢ和ＣｙｃｌｉｎＢ３同属于Ｂ型周期蛋白，是 Ｍ期的限制因
素［７］；ＣｙｃｌｉｎＥ是Ｇ１期向 Ｓ期转变中最重要的周期蛋白［８］；

ＣｙｃｌｉｎＬ１、Ｈ可能对细胞周期起调控作用［９－１０］。

家蚕属于完全变态发育昆虫，一生要经过卵、幼虫、蛹、成

虫４个形态和机能完全不同的发育阶段［１１］。幼虫是摄取营

养、快速生长的发育阶段，幼虫期每个龄期之间都要经历眠期

和蜕皮的过程，不同发育阶段的细胞均要进行重组和分化，此

过程必然受到 Ｃｙｃｌｉｎ的调控。采用 ＲＴ－ＰＣＲ方法，在家蚕
１～５龄眠蚕和起蚕不同发育时期，研究直接影响细胞增殖分
化的家蚕 Ｃｙｃｌｉｎ家族基因 （ＣｙｃｌｉｎＡ、ＣｙｃｌｉｎＢ、ＣｙｃｌｉｎＢ３、

ＣｙｃｌｉｎＥ）在蚕体的转录特征。本试验结论为 Ｃｙｃｌｉｎ在家蚕蜕
皮变态发育过程中的调控机制研究提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　家蚕　供试家蚕品种为大造，由苏州大学蚕桑实验室
保存，于（２５±１）℃、相对湿度６０％～７５％条件下，用新鲜桑
叶饲育。分别取家蚕１～５龄眠蚕、起蚕各１０头，雌雄各半，
冻存于液氮中备用。

１．１．２　主要试剂　总 ＲＮＡ抽提试剂盒购自天根生化科技
（北京）有限公司，Ｍ－ＭＬＶ反转录试剂盒、ＳＹＢＲＰｒｉｍｅ
ＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ－ＰＣＲ试剂盒、其他化学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　方法
１．２．１　家蚕总ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ制备　按照Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说
明书分别提取家蚕１～５龄眠蚕、起蚕的总ＲＮＡ，采用紫外分光
光度计测定其纯度和质量浓度。采用Ｍ－ＭＬＶ反转录试剂盒
将提取的１～５龄眠蚕、起蚕总ＲＮＡ分别反转录为ｃＤＮＡ。
１．２．２　实时荧光定量 ＰＣＲ　按照 Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ的要求，
采用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计Ａｃｔｉｎ３内参基因及ＣｙｃｌｉｎＡ、ＣｙｃｌｉｎＢ、
ＣｙｃｌｉｎＢ３、ＣｙｃｌｉｎＥ基因的引物（表１）。以合成的 ｃＤＮＡ为模
板，采用ＳＹＢＲＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒对各基因进行
实时荧光定量ＰＣＲ扩增，具体步骤按照试剂盒说明书进行。
反应体系为２０μＬ，反应程序为：９５℃变性１ｍｉｎ；９５℃ １５ｓ，
６０℃ ３１ｓ，４０个循环。反应过程由 ＡＢＩ７３００型测定仪软件
自动设定，每个样品重复３次。
１．２．３　标准曲线的制作　分别将ＣｙｃｌｉｎＡ、ＣｙｃｌｉｎＢ、ＣｙｃｌｉｎＢ３、
ＣｙｃｌｉｎＥ、Ａｃｔｉｎ３基因以１０倍梯度稀释为６个质量浓度梯度，
进行Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ。以所得循环阈值（ＣＴ值）为纵轴，以
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表１　检测基因与内参基因的引物

基因名称 引物序列 产物长度（ｂｐ）
Ａｃｔｉｎ３ Ｆ：５′－ＣＧＧＣＴＡＣＴＣＧＴＴＣＡＣＴＡＣＣ－３′；Ｒ：５′－ＣＣＧＴＣＧＧＧＡＡＧＴＴＣＧＴＡＡＧ－３′ １４７
ＣｙｃｌｉｎＡ Ｆ：５′－ＣＴＣＴＣＡＡＣＡＣＣＣＡＣＣＴＣＡＣ－３′；Ｒ：５′－ＣＧＣＴＧＣＴＡＴＴＡＣＴＧＡＧＧＧＴ－３′ １５３
ＣｙｃｌｉｎＢ Ｆ：５′－ＴＴＧＣＧＡＧＡＣＣＧＡＴＡＣＣＴＴＴＧ－３′；Ｒ：５′－ＡＧＡＴＴＧＣＴＧＣＣＧＣＴＧＣＴＡ－３′ １６１
ＣｙｃｌｉｎＢ３ Ｆ：５′－ＣＡＴＡＡＡＡＣＴＣＣＴＴＣＴＧＧＴＧＴ－３′；Ｒ：５′－ＴＡＡＴＣＧＴＣＡＡＴＡＧＧＧＡＡＡＡＧ－３′ １３１
ＣｙｃｌｉｎＥ Ｆ：５′－ＣＣＣＡＡＧＡＣＡＡＴＣＣＡＧＧＣＡＡ－３′；Ｒ：５′－ＡＧＡＧＧＣＧＡＧＴＣＣＡＣＣＣＣＡ－３′ １０２

对应的模板拷贝数常用对数（ｌｇＮ）为横轴作图，得到各基因
扩增的标准曲线。

１．２．４　数据处理　采用 ＡＢＩ７３００型仪器自带的 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｏｆｔｗａｒｅＶｅｒｓｉｏｎ１．３．１软件处理ＲＴ－ＰＣＲ的结果数
据，并参照Ｓｃｈｅｆｅ的方法［１２］进行效率校正。采用 ＳＰＳＳ１６．０
软件制作图表。

２　结果与分析

２．１　总ＲＮＡ纯度和质量浓度的测定
提取各组织总ＲＮＡ的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ比值均在１．８～２．０，

表明所提取总ＲＮＡ的纯度较高，无基因组、蛋白质、其他杂质
污染。所提取总ＲＮＡ的质量浓度为１．１～２．８μｇ／μＬ。
２．２　Ｃｙｃｌｉｎ家族基因在家蚕幼虫不同时期的表达

细胞周期蛋白家族基因在家蚕幼虫各发育时期的表达情

况见图１。１龄幼虫在眠期、起蚕期几乎均检测不到 ＣｙｃｌｉｎＡ、
ＣｙｃｌｉｎＢ、ＣｙｃｌｉｎＢ３、ＣｙｃｌｉｎＥ基因的表达。在起蚕期，ＣｙｃｌｉｎＡ、
ＣｙｃｌｉｎＢ、ＣｙｃｌｉｎＥ基因表达量均随着幼虫的发育进程逐渐增加，
４龄起蚕达到最大值，５龄时稍有下降；眠期则没有规律性变
化。在２～５龄，ＣｙｃｌｉｎＡ、ＣｙｃｌｉｎＢ、ＣｙｃｌｉｎＥ基因表达量均为起蚕
期高于眠期，而ＣｙｃｌｉｎＢ３基因在整个幼虫时期几乎不表达。

３　结论与讨论

昆虫蜕皮是复杂的生理生化过程。已有研究表明，昆虫

蜕皮、变态发育过程是在蜕皮激素与保幼激素的协同调控下，

大量基因按照一定的时间、空间次序被诱导或抑制表达而实

现的。从细胞周期蛋白家族基因表达的变化探讨蜕皮过程，

可促进昆虫蜕皮分子机制的深入研究。

本研究结果显示，家蚕幼虫无论是眠蚕还是起蚕，

ＣｙｃｌｉｎＡ、ＣｙｃｌｉｎＢ、ＣｙｃｌｉｎＢ３、ＣｙｃｌｉｎＥ基因在１龄幼虫几乎均不
表达。可见，家蚕由受精卵发育至１龄幼虫时，幼虫器官基本
发育完成，因此细胞分裂迟缓，这与笔者前期试验中Ｃｙｃｌｉｎ家
族基因在家蚕胚胎期的表达结果相同。与起蚕期相比，

ＣｙｃｌｉｎＡ、ＣｙｃｌｉｎＢ、ＣｙｃｌｉｎＢ３、ＣｙｃｌｉｎＥ基因在眠期的表达量均较
低。可能的原因为，眠期的主要生理活动是蜕去旧表皮、形成

新表皮，此期维持生命活动所需的营养物质和能量主要由贮

藏在脂肪体中的营养物质代谢产生；细胞凋亡是此期最重要

的生理过程，因此Ｃｙｃｌｉｎ家族基因表达水平较低。在起蚕期，
Ｃｙｃｌｉｎ家族基因（ＣｙｃｌｉｎＢ３基因除外）表达水平随着幼虫龄期
推进持续增加，表明细胞分裂过程加剧，促进家蚕个体不断生

长；至４龄起蚕达到小高峰，之后稍有下降，家蚕生殖器官在３
龄末至４龄初迅速发育，从而进入成熟期［１３］。笔者前期对Ｃｙｃ
ｌｉｎ家族基因的定量研究表明，其在生殖细胞中均显著表达［１４］，

这可能是导致ＣｙｃｌｉｎＡ、ＣｙｃｌｉｎＢ、ＣｙｃｌｉｎＥ基因表达量增加的原因。
ＣｙｃｌｉｎＢ、ＣｙｃｌｉｎＢ３基因是家蚕细胞周期 Ｍ期的限制因

素。在本试验中，ＣｙｃｌｉｎＢ３基因在眠期和起蚕期几乎均不表
达，表明 ＣｙｃｌｉｎＢ基因在幼虫蜕皮过程中起主导作用，而
ＣｙｃｌｉｎＢ、ＣｙｃｌｉｎＢ３基因对细胞周期调控作用的不同之处有待
进一步研究。
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一种新型 ＡＴＰ－依赖型 ＣｌｐＰ家族蛋白水解酶
ＰｌｃｌｐＰ基因的克隆、表达和酶学特性

龚　丽，李云霞
（上海海洋大学食品科学与技术学院／农业部水产品贮藏保鲜质量安全风险评估重点实验室，上海 ２０１３０６）

　　摘要：运用基因克隆技术，以分离鉴定获得的蛋白水解酶高活性类芽孢杆菌（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｌａｕｔｕｓ）ＣＨＮ２６菌株的
基因组ＤＮＡ为模板，经克隆鉴定该菌株是一种新型ＡＴＰ－依赖型 ＣｌｐＰ家族蛋白水解酶 ＰｌｃｌｐＰ基因，全长５８５ｂｐ，编
码１９４个氨基酸，分子量约为２１ｋｕ。采用大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｉａｃｏｌｉ）ｐＥＴ表达系统构建 ＰｌｃｌｐＰ基因表达质粒 ｐＥＴ－
２８－ＰｌｃｌｐＰ，并在大肠杆菌 ＢＬ２１中实现了重组 ＰｌＣｌｐＰ蛋白的表达。利用组氨酸标签（Ｈｉｓ－ｔａｇ）亲和纯化法获得
ＰｌＣｌｐＰ纯化蛋白，发现ＰｌＣｌｐＰ可能与宿主菌未知伴侣分子形成蛋白复合物。ＰｌＣｌｐＰ复合物具有ＡＴＰ－依赖型酪蛋白
水解酶活性，最适反应温度为４０℃、ｐＨ值７．０。表面活性剂强烈抑制ＰｌＣｌｐＰ复合物的酶活性，而常规丝氨酸蛋白酶
抑制剂对其活性没有抑制作用。本研究结果为蛋白酶新基因资源的开发、ＣｌｐＰ家族蛋白酶的基础理论和应用研究奠
定了基础。
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　　蛋白水解酶约占全球酶制剂市场的６０％，被广泛应用于
食品、医药、洗涤剂、农业等领域［１］。微生物是水解酶的主要来

源，探索并开发微生物新基因资源，对于解决目前商品化酶制

剂种类及来源较少、底物单一、价格昂贵等问题具有重要意义。

ＣｌｐＰ（ｃａｓｅｉｎｏｌｙｔｉｃｐｅｐｔｉｄａｓｅ）家族ＡＴＰ－依赖型伴侣分子
相连（ｃｈａｐｅｒｏｎｅ－ｌｉｎｋｅｄ）的酪蛋白水解肽酶广泛存在于原核

生物及真核生物中［２］，其利用ＡＴＰ驱动蛋白底物解折叠并转
位进入蛋白水解腔（ｃｈａｍｂｅｒ）中降解成小分子肽［３］。１９８８
年，ＣｌｐＰ蛋白酶首次被发现于大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｉａｃｏｌｉ）中［４］。

此后的大量研究表明，大肠杆菌中ＣｌｐＰ蛋白酶（ＥｃＣｌｐＰ）由蛋
白水解核心ＣｌｐＰ、依赖 ＡＴＰ的伴侣分子 ＣｌｐＡ或 ＣｌｐＸ组成，
其蛋白水解腔由催化位点序列形成的２个反向同型七聚体环
构成［２］。在国外，ＣｌｐＰ蛋白酶已商品化，而目前国内尚无涉
及ＣｌｐＰ家族蛋白酶的研究报道。此外，有关类芽孢杆菌属
（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．）中 ｃｌｐＰ基因功能的研究国内外均无报
道。采用基因克隆技术，以笔者所在实验室分离鉴定获得的
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