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野桑蚕乳酸脱氢酶基因的克隆与表达分析
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摘要：为了研究野桑蚕乳酸脱氢酶基因的功能，选择野桑蚕５龄３日幼虫的组织及不同发育时期
的个体，利用ＰＣＲ技术对野桑蚕乳酸脱氢酶基因进行克隆，得到野桑蚕乳酸脱氢酶基因开放阅读
框长度为９９６ｂｐ，没有内含子，只有１个外显子。该基因编码的蛋白含有３３１个氨基酸残基，等电
点为６．７６，分子量为３６．３５ｋＤ。氨基酸序列分析表明，该蛋白高度保守，亚细胞定位预测分析表明
该蛋白主要定位于细胞质中。转录表达分析表明，该基因在野桑蚕５龄３日幼虫的组织（马氏管、

中肠、表皮、脂肪体、丝腺、血液、精巢和卵巢）及不同发育时期的个体（卵、幼虫、蛹和蛾）中均有表
达，且表达量趋于一致。表明乳酸脱氢酶基因在野桑蚕的生命活动中可能具有重要的生理功能。
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　　乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）广泛存在于各种生物体

中，它能催化丙酮酸还原成乳酸，在葡萄糖的厌氧

代谢中起着极为重要的作用。乳酸脱氢酶有不同

类型的同工酶，它们的理化性质、发育调控作用及

生物学功能均不同［１－６］。郑玉才等［７］采用反转录

ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）方法克隆牦牛乳酸脱氢酶Ｂ基因

ｃＤＮＡ全长序列发现，突变的２个氨基酸都能产生

新的 Ｈ键，影响整个蛋白分子的 Ｈ键网络。李剑

等［８］克隆了乳杆菌中的Ｄ－乳酸脱氢酶基因，其开

放阅读框编码的蛋白含３３１个氨基酸残基，采用
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非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测证明其阳性克隆

表现出Ｄ－乳酸脱氢酶活性。杜武英等［９］从猪带绦
虫成虫ｃＤＮＡ文库中识别乳酸脱氢酶 Ａ，并对其
进行克隆、表达分析。该基因全长１　３３２ｂｐ，编码

３３１个氨基酸，具有乳酸脱氢酶保守结构域。梅眉
等［１０］克隆了南方根结线虫乳酸脱氢酶基因，该基
因包含１个完整的编码框序列，编码３１５个氨基
酸。目前，对昆虫乳酸脱氢酶的研究报道却极少。

野桑蚕是农业鳞翅目蚕蛾科害虫，终年危害桑树，

迄今尚未见有关野桑蚕乳酸脱氢酶基因的研究报

道。为此，本研究采用ＰＣＲ技术克隆野桑蚕乳酸
脱氢酶基因并进行序列特征分析，并检测了该基
因转录表达情况，旨在为进一步研究该基因的功
能奠定基础。

１　材料和方法

１．１　试验材料及主要试剂
野桑蚕５龄３日幼虫的各组织及卵，５龄３

日幼虫、蛹和蛾的个体，由河南省蚕业科学研究
院提供。

ＴＲＩｚｏｌ试剂购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＲＮＡ
酶抑制剂、ＤＮＡ聚合酶、Ｍ－ＭＬＶ反转录酶均为美
国Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品，胶回收试剂盒购自上海华舜
生物工程有限公司，ｐＭＤ１９－Ｔ载体为ＴａＫａＲａ公司
产品。

１．２　野桑蚕５龄３日幼虫组织及不同发育时期个
体ＲＮＡ的提取及ｃＤＮＡ的合成
用液氮快速充分研磨野桑蚕５龄３日幼虫的马

氏管、血液、中肠、表皮、脂肪体、丝腺、精巢和卵巢组
织及卵、幼虫、蛹和蛾个体后，参照ＴＲＩｚｏｌ试剂的使
用说明书提取ＲＮＡ，电泳检测提取ＲＮＡ的质量。

以Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）为引物，用 Ｍ－ＭＬＶ反转录酶反转录
反应体系为：Ｍ－ＭＬＶ　５×Ｂｕｆｆｅｒ　５．０μＬ、ｄＮＴＰ　５．０

μＬ、ＲＮａｓｉｎ　０．５μＬ、ＤＥＰＣ处理的水６．５μＬ；反应
条件为：７０℃温浴１０ｍｉｎ，然后加 Ｍ－ＭＬＶ反转录
酶１．０μＬ，４２℃水浴６０ｍｉｎ。

１．３　野桑蚕ＬＤＨ 基因的克隆
根据登录在ＮＣＢＩ上的家蚕ＬＤＨ 基因序列设

计ＰＣＲ特异引物，上游引物序列：５′－ＣＡＧＴＡＴＴＡ－
ＡＡＴＡＡＡＣＡＡＧＡＴＧＧＡ－３′；下 游 引 物 序 列：５′－
ＧＡＴＧＣＡＴＴＣＧＣＧＴＴＡＧＡＡＴＴＴＡＡ－３′。引物由
生工生物工程（上海）股份有限公司合成。以野桑蚕

５龄３日个体的ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增。２５

μＬ　ＰＣＲ反应体系为：１０×ＰＣＲ反应缓冲液２．５μＬ，

０．２ｍｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰ　２μＬ，１．５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭｇＣｌ２１．５

μＬ，２．５μｍｏｌ／Ｌ的正、反向引物各１μＬ，ＤＮＡ聚合
酶１Ｕ，ｃＤＮＡ模版１μＬ，加去离子水补足至２５μＬ。

ＰＣＲ扩增程序为：９５℃预变性３ｍｉｎ；９５℃４３ｓ、

５５．３℃４８ｓ、７２℃７０ｓ，３０个循环；７２℃延伸１０
ｍｉｎ。扩增产物用ＤＮＡ凝胶回收试剂盒回收纯化后，

与ｐＭＤ１９－Ｔ载体连接，转化Ｅ．ｃｏｌｉ　ＪＭ１０９，挑选阳性
克隆送上海英俊生物技术公司测序。

１．４　野桑蚕ＬＤＨ生物信息学分析方法
利用ＮＣＢＩ中的ＢＬＡＳＴ程序对ＬＤＨ 基因进

行同源性比对，采用ＥｘＰＡＳｙ在线（ｈｔｔｐ：／／ａｕ．ｅｘ－
ｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ）预测 ＬＤＨ 蛋白的分子量和等电
点，采用 ＥＭＢｎｅｔ在线（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｈ．ｅｍｂｎｅｔ．
ｏｒｇ／ｓｏｆｔｗａｒｅ／ＴＭＰＲＥＤ＿ｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ）计算ＬＤＨ疏
水性，采用ＳＭＡＲＴ在线（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ－ｈｅｉ－
ｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）预测ＬＤＨ的结构域，使用ＰＳＯＲＴ在
线工具（ｈｔｔｐ：／／ｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ／ｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ）对ＬＤＨ
进行亚细胞定位预测分析。

１．５　野桑蚕ＬＤＨ基因的半定量ＲＴ－ＰＣＲ分析
以野桑蚕的卵、幼虫、蛹、蛾个体及野桑蚕５龄

３日幼虫的马氏管、中肠、表皮、脂肪体、丝腺、血液、

精巢、卵巢的第１链ｃＤＮＡ 为模板，利用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ　５．０软件设计的引物（正向引物：５′－ＧＡＴ－
ＴＡＴＴＣＴＡＴＡＡＣＡＧＣＴＧ－３′； 反 向 引 物：５′－
ＧＴＣＴＴＣＧＡＴＧＣＣＧＴＧＣＴ－３′）进 行 ＰＣＲ 扩 增。

以家蚕 Ａｃｔｉｎ３ 基因（正向引物５′－ＣＡＧＴＡＴＴＡ－
ＡＡＴＡＡＡＣＡＡＧＡＴＧＧＡ；反 向 引 物 ５′－ＧＡＴＧ－
ＣＡＴＴＣＧＣＧＴＴＡＧＡＡＴＴＴＡＡ－３′）为内参。ＰＣＲ
反应条件为９５℃预变性３ｍｉｎ；９５℃４２ｓ、５３℃４６ｓ、

７２℃３２ｓ，２５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增产物
用１．２％的琼脂糖凝胶电泳检测。

２　结果与分析

２．１　野桑蚕ＬＤＨ 基因的克隆
从野桑蚕５龄３日个体的ｃＤＮＡ中克隆得到约

１　２００ｂｐ的单一条带。测序结果表明，野桑蚕ＬＤＨ
基因的ｃＤＮＡ序列全长１　０２６ｂｐ（图１），含有一个
完整的开放阅读框，长９９６ｂｐ，位于１９～１　０１４ｂｐ
处，起始密码子为 ＡＴＧ，终止密码子为ＴＡＡ，编码

３３１个氨基酸。

２．２　野桑蚕ＬＤＨ生物信息学分析

ＬＤＨ基因只有１个外显子，没有内含子，其开放
阅读框含有７个保守的底物结合位点，用矩形框标
明，分别位于图１中的９９、１０５、１３７、１６８、１９２、２３７、２４７
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氨基酸残基处。四聚体结合位点，用下划线标明，位
于图１中的１８０、１８３、１８５、２０２、２０７、２６４－２６６、２６９、

２９６－２９７、３００、３０２－３０４氨基酸残基处。经预测

ＬＤＨ蛋白的分子量为３６．３５ｋＤ，等电点为６．７６，

Ｃ－末端有疏水跨膜区域。在 ＮＣＢＩ上对野桑蚕 ＬＤＨ

氨基酸序列进行ＢＬＡＳＴ比对分析表明，不同物种

ＬＤＨ的氨基酸序列之间有不同程度的一致性，其中
与昆虫 ＬＤＨ 的一致性较高，与家蚕 ＬＤＨ１（ＮＰ＿

００１０９５９３３．１）的一致性最高为９９％。亚细胞定位预
测分析表明，该蛋白主要定位于细胞质中。

图１　野桑蚕ＬＤＨ基因的编码区及推导的氨基酸序列

２．３　野桑蚕ＬＤＨ基因的表达分析
由图２Ａ可以看出，在野桑蚕５龄３日幼虫的马氏

管、中肠、表皮、脂肪体、丝腺、血液、卵巢、精巢中ＬＤＨ

基因表达量均较高，且无明显差异。由图２Ｂ可以看
出，ＬＤＨ基因在野桑蚕卵、幼虫、蛹、蛾个体中均表达，
且表达量较高，各个发育时期表达量基本趋于一致。

３３１　第１０期 武安泉等：野桑蚕乳酸脱氢酶基因的克隆与表达分析



Ａ１．脂肪体；Ａ２．中肠；Ａ３．表皮；Ａ４．丝腺；Ａ５．马氏管；
Ａ６．血液；Ａ７．精巢；Ａ８．卵巢；Ｂ１．卵；Ｂ２．幼虫；

Ｂ３．蛹；Ｂ４．蛾

图２　野桑蚕ＬＤＨ基因ｍＲＮＡ在不同组织（Ａ）及
发育时期个体（Ｂ）中的表达情况

３　结论与讨论

本研究采用ＲＴ－ＰＣＲ技术获得了野桑蚕ＬＤＨ基
因的ｃＤＮＡ序列，并对其序列结构及表达谱进行了分
析，为进一步研究野桑蚕ＬＤＨ基因的功能提供了重要
的资料。

研究［１１－１３］表明，大多数物种包括果蝇、大红斑蝶、

埃及伊蚊、熊蜂、家蚕、人类、家豚鼠等的ＬＤＨ 基因
都有高度保守的底物结合位点和四聚体结合位点，本
研究得到了相同的结果。在ＮＣＢＩ上对氨基酸序列
进行ＢＬＡＳＴ同源性比对分析表明，本研究获得的野
桑蚕ＬＤＨ氨基酸序列与昆虫ＬＤＨ的一致性较高，

与家蚕ＬＤＨ１的一致性最高，表明本研究得到的为野
桑蚕ＬＤＨ１基因，而在野桑蚕中是否还存在其他的
同工酶类型，有待于进一步探讨。

转录表达谱检测结果表明野桑蚕ＬＤＨ 基因在
所检测的不同组织及不同的发育时期个体中均有表

达，且表达量基本趋于一致，表明ＬＤＨ 基因在野桑
蚕的生长发育中可能具有重要作用。
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