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　　摘要：为研究家蚕微孢子虫类枯草杆菌蛋白酶 Ｎｂｓｌｐ２的保守性及转录活性，采用生物信息学相关软件对微孢子
虫类枯草杆菌蛋白酶ｓｌｐ２基因共线性、多重序列及系统进化进行比对分析，并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析 Ｎｂｓｌｐ２在家蚕微
孢子虫、柞蚕微孢子虫及纳卡变形微孢子虫中的表达特征，以验证其保守性；进一步以感染家蚕微孢子虫不同天数的

家蚕中肠组织为材料，利用ＲＴ－ＰＣＲ检测Ｎｂｓｌｐ２的转录活性。共线性、多重序列比对及系统进化分析发现，Ｎｂｓｌｐ２在
微孢子虫基因组中的位置较保守，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示Ｎｂｓｌｐ２抗体在柞蚕微孢子虫总蛋白中杂交出２条带，而在纳
卡变形微孢子虫没有杂交条带，说明Ｎｂｓｌｐ２相对保守，并且可将 Ｎｂｓｌｐ２作为区分柞蚕微孢子虫和纳卡变形微孢子虫
的靶标；ＲＴ－ＰＣＲ结果显示Ｎｂｓｌｐ２在感染家蚕微孢子虫后７２ｈ检测到转录活性，进一步推测Ｎｂｓｌｐ２可能在家蚕微孢
子虫感染家蚕早期发挥作用，为分子水平深入研究Ｎｂｓｌｐ２的功能奠定理论基础。
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　　微孢子虫（ｍｉｃｒｏｓｐｏｒｉｄｉａ）能够感染宿主并且通过自由孢
子形式进行传播，是一类细胞内专性寄生的单细胞真核生物，

至今已发现并报道的微孢子虫种类已经超过１３００种，分别
被归入１６０多个属，能够广泛寄生于几乎所有的无脊椎动物
和脊椎动物，包括人类［１－２］。家 蚕微孢 子 虫 （Ｎｏｓｅｍａ
ｂｏｍｂｙｃｉｓ）是１８５７年Ｎａｇｅｌｉ首次从病蚕体内鉴定出的人类历
史上第１种微孢子虫，它能引起家蚕微粒子病，这种病害曾在
１９世纪给欧洲、美国以及亚洲的蚕业生产造成严重损失，直
到现在这种病害也常有发生［３－４］。由于它的危害性巨大，一

直以来都很受关注，在许多养蚕国家和地区，家蚕微孢子虫被

列为蚕业生产上唯一的法定检疫对象。

微孢子虫作为专性的细胞内寄生生物，其生活史的完成

必须严格依赖于宿主提供的营养和能量。家蚕微孢子虫是家

蚕微粒子病的病原，其侵染和致病机理目前仍不清楚。普遍

的观点认为，家蚕微孢子虫通过释放蛋白酶，水解寄主细胞内

容物，掠夺宿主营养物质，完成其在宿主家蚕细胞内的增

殖［５－６］。因此，分泌性蛋白酶被认为是致病性真菌重要的毒

力因子。这些蛋白酶不仅参与孢子的入侵过程，还可以与宿

主的免疫系统相互作用。类枯草杆菌蛋白酶（ｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎ－ｌｉｋｅ
ｐｒｏｔｅａｓｅ，ＳＬＰ）为丝氨酸蛋白酶家族成员，广泛存在于细菌、真
菌和寄生虫等生物中。近年研究表明，类枯草杆菌蛋白酶与

病原性细菌、真菌的致病性相关［７－８］，在真菌孢子形成、蛋白

质降解及细胞自噬等方面起着非常重要的作用［９－１１］。随着

家蚕微孢子虫基因组测序的完成，通过序列比对发现在家蚕

微孢子虫中也存在类枯草杆菌蛋白酶。因此，笔者推测家蚕

微孢子虫可能在入侵过程中会分泌类枯草杆菌蛋白酶，通过

降解昆虫体壁帮助其入侵宿主细胞。基于此，本研究在已鉴

定报道的３个类枯草杆菌蛋白酶基因（Ｎｂｓｌｐ１、Ｎｂｓｌｐ２－１和
Ｎｂｓｌｐ２－２）的基础上［１２］，分析了第２个类枯草杆菌蛋白酶基
因Ｎｂｓｌｐ２的保守性及转录情况，为进一步研究该基因在家蚕
微孢子虫中的定位和功能探索提供重要的依据。

１　材料与方法

１．１　材料及主要试剂和仪器
家蚕微孢子虫 ＣＱ１分离株由西南大学蚕病研究室分离

获得，保存于中国兽医微生物菌种保藏管理中心（ＣＶＣＣ，保
藏号为ＣＶＣＣ１０２０５９）。

Ｔｒｉｚｏｌ、琼脂糖购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；乙二胺四乙酸钠
（ＥＤＴＡ）购于 ＵＳＢ公司；ＤＮａｓｅⅠ、ＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ、ｄＮＴＰ、
Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）、Ｔａｑ酶和ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购于 ＴａＫａＲａ公司；
羊抗鼠ＩｇＧ－ＨＲＰ、玻璃珠（１５０～２１２μｍ）购自 Ｓｉｇｍａ公司；
ＰＶＤＦ膜购自Ｒｏｃｈｅ公司；ＥａｓｙＳｅｅＷｅｓｔｅｒｎＭａｒｋｅｒ购自北京全
式金生物技术有限公司；焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）和３－（Ｎ－吗
啉）丙磺酸购于生工生物工程上海（股份）有限公司；三氯甲烷

购于重庆化学试剂有限公司；甲醛购于重庆北碚化学试剂厂。

所需要的特异性引物由上海英骏生物技术有限公司合成。
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１．２　家蚕微孢子虫Ｎｂｓｌｐ２的多重序列比对及共线性分析
根据笔者所在实验室构建的家蚕微孢子虫全基因组数据

库，结合ＮＣＢＩ公共数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）中
兔脑炎微孢子虫（Ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｏｚｏｏｎｃｕｎｉｃｕｌｉ）、蜜蜂微孢子虫
（Ｎｏｓｅｍａ ｃｅｒａｎａｅ）、肠 脑 炎 微 孢 子 虫 （Ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｏｚｏｏｎ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｓ）以及肠道微孢子虫（Ｅｎｔｅｒｏｃｙｔｏｚｏｏｎｂｉｅｎｅｕｓｉ）的基因
组数据，利用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件对 ｓｌｐ２的同源基因序列进行多重
序列比对，用Ｂｏｘｓｈａｄｅ对比对后的结果进行修正。同时分析
ｓｌｐ２在几种微孢子虫数据库中的基因座位信息、基因长度、垂
直同源基因的对应关系，利用在线软件 ｈｔｔｐ：／／ｍｉｃｒｏｂｅ．ｓｗｕ．
ｅｄｕ．ｃｎ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｓｙｎｔｅｎｙ进行共线性图谱的绘制。此外，分
别选择真菌、细菌、顶复亚门、微孢子虫门几个代表物种，对各

物种中的ｓｌｐ２的同源序列进行多序列比对，将多序列比对结
果使用ＭＥＧＡ５．０程序构建系统发生树，设置信度为１０００。
１．３　家蚕微孢子虫Ｎｂｓｌｐ２的保守性分析

利用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析家蚕微孢子虫类枯草杆菌蛋白酶
Ｎｂｓｌｐ２在家蚕微孢子虫（Ｎ．ｂｏｍｂｙｃｉｓ）、柞蚕微孢子虫（Ｎ．
ａｎｔｈｅｒａｅａｅ）以及纳卡变形微孢子虫（Ｖａｉｒｉｍｏｒｐｈａｎｅｃａｔｒｉｘ）中
的表达特征，以验证其保守性，分别取１×１０９纯化的上述３
种微孢子虫孢子沉淀，加４００μＬＰＢＳ（ｐＨ值７．３）重新悬浮，
同时分别称取 ０．４ｇ玻璃珠加到 ３管孢子悬液中，加入
ＰＭＳＦ，４℃涡旋振荡 ６ｈ，然后 ４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，收集上清液，得到３种微孢子虫的孢子总蛋白，之后
将提取获得的３种孢子总蛋白定量后进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，转
ＰＶＤＦ膜，用含５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ溶液（现用现配）４℃封
闭过夜，之后用ＴＢＳＴ溶液洗涤封闭液，重复３次，然后加入
制备的抗血清ａｎｔｉ－ＮｂＳＬＰ２（１∶６０００）作为一抗，室温孵育
１ｈ。辣根酶标记山羊抗鼠ｌｇＧ（１∶８０００）为二抗，３７℃孵育

１ｈ，ＥＣＬ发光系统检测，暗室内Ｘ胶片显影Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
结果。

１．４　家蚕微孢子虫Ｎｂｓｌｐ２的转录活性分析
利用ＲＴ－ＰＣＲ分析家蚕微孢子虫类枯草杆菌蛋白酶

Ｎｂｓｌｐ２的转录特征。取感染家蚕微孢子虫１～１０ｄ的家蚕中
肠组织，加入１．０ｍＬＴｒｉｚｏｌ，液氮研磨，转入１．５ｍＬＥＰ管，混
匀，静置５ｍｉｎ后加入２００μＬ三氯甲烷，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ。取上层水相移入ＥＰ管，加入等体积的异丙醇，混
匀，室温静置 １０ｍｉｎ，低温离心，加入 １ｍＬ预冷的 ０．１％
ＤＥＰＣ水配制的７５％乙醇洗涤沉淀，空气中干燥ＲＮＡ沉淀１５
ｍｉｎ，加入２０μＬＲＮａｓｅ－ＦｒｅｅｄｄＨ２Ｏ将沉淀溶解。琼脂糖凝
胶电泳，紫外灯下观察，判断 ＲＮＡ的完整性。将提取的家蚕
微孢子虫总ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ，并以此ｃＤＮＡ为模版，设计
家蚕微孢子虫类枯草杆菌蛋白酶 Ｎｂｓｌｐ２的引物，ｓｌｐ２－Ｆ：
５′－ＧＧＡＴＣＣＡＴＧＣＴＧＴＴＴＧＴＴＣＴＴＣＴＴＡＴ－３′和 ｓｌｐ２－Ｒ：５′－
ＧＴＣＧＡＣＴＣＡＡＴＴＴＡＣＡＴＧＴＡＴＴＧＴＡＧ－３′；以家蚕微孢子虫
β－ｔｕｂｕｌｉｎ基因作为内参，Ｔｕｂ－Ｆ：５′－ＴＧＧＡＣＧＣＣＡＴＴＡＧ
ＡＣＡＡＧ－３′和Ｔｕｂ－Ｒ：３′－ＴＣＴＡＡＡＧＡＣＡＧＣＡＧＣＣＡＣ－３′进
行ＰＣＲ扩增，扩增程序为９４℃预变５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ、
５５℃ 退火１ｍｉｎ、７２℃延伸１ｍｉｎ，共２５个循环。

２　结果与分析

２．１　家蚕微孢子虫Ｎｂｓｌｐ２的共线性分析
Ｎｂｓｌｐ２在家蚕微孢子虫基因组中有２个拷贝，该基因家

族在微孢子虫染色体／ｓｃａｆｆｏｌｄ上的位置相对保守（图１），且
Ｎｂｓｌｐ２在 Ｎｏｓｅｍａ属的微孢子虫基因组中的排布比在
Ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｏｚｏｏｎ属的位置更具线性关系。

２．２　家蚕微孢子虫Ｎｂｓｌｐ２的多重序列比对分析
采用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件对 Ｎｂｓｌｐ２与其他微孢子虫，细菌、真

菌、寄生虫等其他物种的同源基因进行多重序列比对，结果显

示，Ｎｂｓｌｐ２序列中都具备行使类枯草杆菌蛋白酶催化功能的
保守氨基酸位点（图２），分别是 Ａｓｐ２８２、Ｈｉｓ３０４、Ｓｅｒ４６０。不
同微孢子虫种间ｓｌｐ２的氨基酸序列相似度较高。
２．３　家蚕微孢子虫Ｎｂｓｌｐ２的系统进化分析

为了进一步分析家蚕微孢子虫ｓｌｐ２基因与其他物种中同
源基因的进化关系，以它们的蛋白质序列构建了邻接法进化

树。系统进化树的结果（图３）表明，家蚕微孢子虫类枯草杆
菌蛋白酶Ｎｂｓｌｐ２与蜜蜂微孢子虫（Ｎ．ｃｅｒａｎａｅ）、兔脑炎微孢
子虫微孢子虫（Ｅ．ｃｕｎｉｃｕｌｉ）、肠脑炎微孢子虫（Ｅ．ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｓ）
聚为一支，且亲缘关系较近，暗示ｓｌｐ２在微孢子虫基因组中的
进化较为保守。
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２．４　家蚕微孢子虫类枯草杆菌蛋白酶 Ｎｂｓｌｐ２基因的保守性
分析

通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ从蛋白水平分析Ｎｂｓｌｐ２在家蚕微孢
子虫（Ｎ．ｂｏｍｂｙｃｉｓ）、柞蚕微孢子虫（Ｎ．ａｎｔｈｅｒａｅａｅ）以及纳卡
变形微孢子虫（Ｖａｉｒｉｍｏｒｐｈａｎｅｃａｔｒｉｘ）中的表达特征，结果如图
４所示。Ｎｂｓｌｐ２在家蚕微孢子虫和柞蚕微孢子虫中有表达，

且在柞蚕微孢子虫中检测到２条大小位置不一的条带，而在
纳卡变形微孢子虫中未检测到杂交信号，因此，可将 Ｎｂｓｌｐ２
作为区分上述３种微孢子虫的靶标。
２．５　家蚕微孢子虫类枯草杆菌蛋白酶 Ｎｂｓｌｐ２基因的转录活
性分析

利用ＲＴ－ＰＣＲ研究家蚕微孢子虫类枯草杆菌蛋白酶
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Ｎｂｓｌｐ２基因在感染家蚕后的转录情况。结果如图 ５所示，
Ｎｂｓｌｐ２在感染家蚕微孢子虫后７２ｈ检测到转录活性，并且该
转录活性会随着感染时间的延长有逐渐减弱的趋势，说明

Ｎｂｓｌｐ２可能在家蚕微孢子虫感染家蚕早期发挥作用。

３　结论与讨论

自１９５４年第 １个枯草杆菌分泌的蛋白酶被鉴定以
来［１３］，国内外学者对 ｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎ进行了深入而广泛的研究，截
止到目前为止 ＮＣＢＩ中已收录了 １７８６８条蛋白质序列，
１１１３５条基因序列，其中３８９个 ｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎ的三维结构已被解
析。本研究主要是在已鉴定的３个家蚕微孢子虫类枯草杆菌
蛋白酶基因Ｎｂｓｌｐ１、Ｎｂｓｌｐ２－１和Ｎｂｓｌｐ２－２基础上，结合家蚕
微孢子虫基因组数据库和生物信息学方法对其中的Ｎｂｓｌｐ２－
１（Ｎｂｓｌｐ２）基因序列进行生物信息学分析。通过共线性、多重
序列比对以及系统进化分析发现，Ｎｂｓｌｐ２在Ｎｏｓｅｍａ属微孢子
虫基因组中的位置较为保守。通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ对Ｎｂｓｌｐ２
的保守性进一步分析发现，在家蚕微孢子虫（Ｎ．ｂｏｍｂｙｃｉｓ）和
柞蚕微孢子虫（Ｎ．ａｎｔｈｅｒａｅａｅ）有该蛋白的存在，而在纳卡变
形微孢子虫（Ｖ．ｎｅｃａｔｒｉｘ）中没有，因此，可以利用 Ｎｂｓｌｐ２作为
区分家蚕微孢子虫和纳卡变形微孢子虫的分子靶标。同时，

免疫印迹的结果还显示，Ｎｂｓｌｐ２抗体在柞蚕微孢子虫中出现
２个杂交信号，且大小位置不一，以此可以作为区分家蚕微孢
子虫和柞蚕微孢子虫的靶标。因此，可将 Ｎｂｓｌｐ２作为蚕业生
产上潜在的检测靶标。

研究人员对兔脑炎微孢子虫中２个类枯草杆菌蛋白酶
（ｓｌｐ１和ｓｌｐ２）转录活性分析后发现，由芽体分化为母孢子的
过程中它们的转录水平上调３倍［１４］；同样对家蚕微孢子虫在

感染家蚕不同时期 Ｎｂｓｌｐ１的转录活性进行检测，发现 Ｎｂｓｌｐ１
在家蚕微孢子虫感染家蚕１ｄ后就有转录，暗示其可能在侵
染初期发挥作用［１２］；据此推测家蚕微孢子虫类枯草杆菌蛋白

酶Ｎｂｓｌｐ２在微孢子虫的增殖发育过程中可能也发挥重要作
用。随后的转录活性检测发现，Ｎｂｓｌｐ２在感染家蚕微孢子虫
后７２ｈ检测到转录，并且该转录活性会随着感染时间的延长
有逐渐减弱的趋势，这一结果暗示着 Ｎｂｓｌｐ２可能在家蚕微孢
子虫感染家蚕早期发挥重要作用。鉴于上述的预测和分析结

果，后续将开展对Ｎｂｓｌｐ２基因的研究。
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