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摘要:为研究 IAP 蛋白抑制细胞凋亡的作用 ,用 PCR法扩增出家蚕 iap 基因的 cDNA , 然后插入

pET28a载体 ,得到阳性质粒 pET28a- iap ,并转化感受态细胞 BL21 ,使用异丙基硫代 - β - D -半

乳糖苷(IPTG)诱导 IAP 蛋白的表达 ,应用 SDS - PAGE 和Western Blo tt ing 法分析目的蛋白 ,得

到一条分子量约为 38. 8 kDa的特异表达条带 ,与表达产物的理论值相符 。为进一步研究 BmIAP

蛋白的功能奠定了基础。
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Expression of iap Gene of Bombyx mori in Prokaryotic Organism
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Bioengineering , Henan Univ ersity of Science and Technolog y , Luoyang 471003 , China)

Abstract:To investigate the effects o f the Bomby x mori IAP pro tein on anti-apoptosis , the iap

gene w as cloned by RT - PCR and w as sequenced. The iap gene w as then integ rated into the

plasmid PET28a. The recombinant plasmid w as t ransfo rmed into E. coli BL21. Expression of E.

col i BL21(DE3)was induced by isopropy lthio -β - D - galactoside(IPTG). The product was ana-
ly zed by SDS - PAGE and Western Blot ting. The result show ed that a speci fic band about 38. 8

kDa w as obtained , indicat ing that the iap gene of Bombyx mori was highly expressed.
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　　家蚕是一种重要的经济昆虫 ,是支撑蚕丝产业

的生物基础 , 又是鳞翅目昆虫研究的典型模式种

类
[ 1]
,同时 ,也是开发新一代生物反应器和新型昆虫

产业的材料。2003年底 ,我国率先完成了家蚕基因

组框架图的绘制工作 ,获得了大量重要的家蚕基因

组信息
[ 2]
,使我国在家蚕功能基因组研究方面处于

世界优势地位。目前 ,开发和利用家蚕基因组巨大

的基因信息 ,抢占蕴藏着巨大潜在商机的家蚕功能

基因 ,已成为国际蚕丝生物技术领域和相关产业的

竞争焦点
[ 3]
。

细胞凋亡(apoptosis)是指在基因控制下的细胞

主动死亡 ,亦称为程序性细胞死亡(prog rammed cell

death , PCD)
[ 4]
,它对维持体内器官 、组织及细胞数量

的相对平衡与内环境的稳定起着决定性作用
[ 5]
,在动

物的发育 、分化和抵抗环境胁迫中也起着重要作

用[ 6] 。IAPs为近年来发现的新一类细胞内凋亡抑制

蛋白 ,在许多物种中广泛存在 ,包括病毒 、真核生物 、

哺乳动物等[ 7] 。 IAP 家族分子 ,结构上具有同源性 ,

功能上可起到延长宿主细胞寿命和生活周期的作用。

所以通过对Bm iap(Bombyx mori inhibitor of apopto-

sis proteins)的研究 ,为进一步研究 IAP 蛋白的功能 ,

找到推迟家蚕寿命和生活周期的蛋白奠定基础。
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1　材料和方法

1. 1　材料

1. 1. 1　质粒 、菌株和细胞　pET28a 质粒(DE3)为

Novagen 公司产品;pMD18T - vector 为 TaKaRa

公司产品;大肠杆菌 DH5α、BL21由江苏大学生命

科学研究院保存 。

1. 1. 2　试剂 　限制性内切酶和缓冲液;T4 DNA

Ligase 、Taq DNA 聚合酶为 TaKaRa 公司产品;

RNase A 为上海生物工程有限公司产品;M - MLV

试剂盒 、Rnase-f ree DNase 购自 Promega 公司;蛋

白分子量标准购自上海华舜生物工程公司;His 单

抗购自 SIGMA公司 ,羊抗鼠 IgG 和 TCL 发光剂购

自 Pierce公司。

1. 2　方法

1. 2. 1　家蚕抗凋亡蛋白 iap 基因片段的获得　取

0. 1 g - 70℃冻存的蚕体 ,按照 Ivi trog en公司 Trizol

reagent 的产品说明书提取总 RNA 。 Rnase-f ree

Dnase去除基因组 DNA 。 cDNA 第一链的合成按

M - MLV 试剂盒操作说明书的程序进行 。基于

IA P 蛋白的 cDNA [ 5] (GenBank Accession N o. :

AF281073)设计引物 P1与 P2。

P1 5′- GAAGGATCCATGGAG T TGACGA-

AAG T T - 3′

P2 5′- GAAGAA TTCTCACGAGAAG TAG-

AGCCG - 3′

P1中引入了 BamH Ⅰ位点 , P2 中引入了 EcoR

Ⅰ位点 。引物由上海生工基因有限公司合成。将上

述引物扩增获得的目的片段通过 BamH Ⅰ与 EcoR

Ⅰ双酶切位点插入 pMD18T 载体中 ,构建成重组质

粒 pMD18T - iap 。

1. 2. 2　DNA 的测序　DNA 测序由江苏大学生命

科学研究院实验室(Backmen CEQ TM 8000 Genet-

ic Analysis system)及上海吉泰生物公司完成 。

DNAStar 5. 0分析软件进行序列分析 ,并在 NCBI

数据库中进行同源性比较 。

1. 2. 3　原核表达载体的构建及鉴定　用 BamH Ⅰ

和EcoR Ⅰ双酶切鉴定 pMD18T - iap 重组质粒 ,酶

切产物进行琼脂糖凝胶电泳 ,用 PCR片段回收试剂

盒回收小片段 iap cDNA 片段。用 BamH Ⅰ 和

EcoR Ⅰ双酶切表达载体 pET28a 片段与回收的 iap

cDNA 片段在 T4 DNA连接酶作用下 16℃过夜 ,连

接产物转化DH5α感受态细胞 。筛选带目的片段的

重组质粒 ,用 BamH Ⅰ和 EcoRⅠ双酶切鉴定 。

1. 2. 4　融合蛋白的诱导表达　将鉴定正确的 iap原

核表达质粒转化到大肠杆菌 BL21感受态细胞中 ,挑

取单菌落过夜培养后以 1∶100(v /v)比例接种于含

卡那霉素的 LB培养液中 ,振摇至吸光值(OD600 nm)

为 0. 6 ～ 1. 0后 ,加入异丙基硫代- β - D - 半乳糖苷

(IPTG)至终浓度为 1mmol /L ,37℃, 230r /min继续

振摇 3 ～ 6 h ,诱导表达目的蛋白。同时设 BL21 空白

菌对照和 IAP原核表达质粒转化菌未诱导对照。

1. 2. 5　表达产物的 SDS - PAGE 分析　分别取加

IPTG诱导的培养液及未加 IPTG 诱导的对照培养

液 1. 5mL ,于 4℃,4 000 r /min离心 10min ,弃上清 ,

PBS洗涤 2 次 ,加入 PBS 100μL ,再加入等体积的

2×SDS 上样缓冲液和终浓度为 100mmo l /L 的

DT T ,煮沸 10min ,离心 ,上清即蛋白样品 ,于 10%

聚丙烯酰胺凝胶进行 SDS - PAGE 检测 ,80V 电泳

3 h ,电泳后染色 ,观察特异表达的蛋白带。

1. 2. 6　表达产物的 Western Blo t ting 鉴定　取下

SDS - PAGE胶 ,将胶体上的蛋白质转印到硝酸纤

维素膜(NC)上 ,进行 Western Blot ting 分析 。一抗

为 His(1 ∶2 000)单抗 , 二抗为羊抗鼠 IgG(1 ∶

2 500),利用辣根过氧化酶显色剂的化学荧光方法

使 X -感光胶片成像来检测相关蛋白的位置 。

2　结果与分析

2. 1　Bm - iap 基因片段的扩增

经 RT - PCR反应 ,从家蚕细胞总 RNA 中扩增

出一条特异的DNA片段 ,其大小为 1 041 bp(图 1),

编码 293个氨基酸 ,推测其分子量约为38. 8 kDa。

　　M. DNA 分子量标准 Marker(λDNA /H ind Ⅲ Marker);

　　1. RT - PCR产物

图 1　家蚕 ia p基因的 RT- PCR扩增的结果
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2. 2　家蚕 IAP 原核表达载体的构建及鉴定

pMD18T - iap用 BamH Ⅰ和 EcoRⅠ双酶切得

到目的片段 ,与线性化的 pET28a(+)连接后得到重

组质粒 pET28a(+)- iap ,通过 PCR和酶切进行鉴

定 ,发现酶切产物和 PCR产物在约 1 041 bp处有一

条特异的条带(图 2),证实重组质粒构建成功。

M . DNA 分子量标准;1. PCR 产物;2. BamH Ⅰ and

EcoRⅠ酶切重组质粒 pET28a(+)- iap

图 2　重组转移质粒 pET28a(+)- iap 的 PCR鉴定

2. 3　SDS - PAG E分析鉴定表达产物

将大肠杆菌中诱导表达 0 , 1 , 2 , 3 , 4h 的菌体裂

解上样液 , 进行 SDS - PAGE 电泳分析 , 发现在

38. 8 kDa左右出现一条特异的蛋白条带 。该蛋白在

诱导前的菌体中并不存在 , 在诱导表达 1 ～ 4h 之

间 ,发现在诱导 3 h时表达量最大(图 3)。同时还做

了将 pET28a(+)分别不诱导和诱导 3h ,实验同样

发现 pET28a(+)- iap诱导表达 3 h 比未诱导的及

空载体在38. 8 kDa左右多出特异条带 ,初步说明了

　M.蛋白分子量标准样品;1. pE T28a 诱导前;2. pE T28a - ia p诱

导 0h;3.诱导 1h;4.诱导 2h;5.诱导 3h;6.诱导 4h

图 3　SDS- PAGE分析表达产物

iap基因在大肠杆菌中成功表达(图 3)。

2. 4　Western Blot ting 分析鉴定表达产物

Western Blo t ting 检测结果表明 , 重组质粒

pET28a(+)- iap 能被 His 抗体检测到一条38. 8

kDa的蛋白条带 ,说明 iap基因在大肠杆菌中与6×

His融合表达(图 4)。

M. 蛋白分子量标准样 品; 1. pET28a 诱导 3h;

2. pE T28a - iap 诱导 0 h;3. pE T28a - ia p诱导 3h

图 4　Western Blotting 分析表达产物

3　讨论

以家蚕为材料 ,克隆了细胞抗凋亡因子 iap 基

因 ,其长度为 1041 bp ,编码 256 个氨基酸 。用内切

酶 BamH Ⅰ和 EcoR Ⅰ切割 T 载体中的 iap 目的片

段 ,并将此片段与经相同酶切的表达载体 PET28a

进行连接 ,转化到感受态的大肠杆菌 DH5α后 ,筛选

带目的片段的重组质粒 。然后将重组质粒 PET28a

- iap 转化到 BL21受体菌中。通过 IPTG 诱导表

达后 , SDS - PAGE 和 Western Blo t ting 证实了在

38. 8 kDa左右有一特异条带 ,与预测的蛋白质分子

量大小一致 ,说明该蛋白在大肠杆菌中表达量较高 ,

为进一步研究其功能以及其在细胞凋亡中的作用奠

定了基础。
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齐苗后 ,注意通风炼苗并做到及时间苗和病虫草害

防治 。苗情较弱时 ,结合除草浇施少量稀粪水;棉苗

旺长时 ,可喷少量矮壮素 ,培育壮苗 ,努力实现大壮

苗移栽。

2. 3　适时移栽 ,合理密植

一般 5月中旬左右移栽。异优 7号属早熟多铃

型杂交棉 ,要充分发挥其增产潜力 ,在一熟棉 、油菜

茬及上等肥力棉田种植 ,每公顷 2. 8万 ～ 3. 0万株;

肥力水平较低的棉田 ,每公顷 3. 2万～ 3. 4万株 。

2. 4　科学施肥 ,促早发稳长 ,为建立最佳群体结构

奠定基础

该品种结铃性强 ,成铃率高 ,上桃快 ,前期生长

较弱 , 后期生长稳健 , 耐肥 、抗倒 , 霜前花率高

(85%)。在整个生育期要做到前期早施 、勤施 、轻施

提苗肥 ,促早发;中期稳施蕾肥 ,早施 、重施花铃肥;

后期适当补施盖顶肥 ,防止早衰 。要求每公顷基施

饼肥 750 kg 、腐熟猪牛粪 15 000kg 、棉花专用肥

750 kg 、磷肥 750kg;追施碳铵500 kg 、尿素 450 kg 、

钾肥 150kg 。

2. 5　酌情化控 ,协调生长

该品种株型紧凑 、叶片小 ,植株受光良好 ,进行

适当化控 ,可显著提高产量。一般化控 3次 ,用缩节

胺 60 ～ 70 g /hm
2
, 其中初花期 10 ～ 15g ,盛花期 20

～ 25 g ,打顶后 25 ～ 30 g 。当棉株前期长势偏弱时 ,

在加强田间管理促进棉株生长的基础上 ,可选用“九

二 O”等植物生长调节剂加快棉株的恢复和生长。

2. 6　适当选留叶枝 ,增加结铃

在棉花初蕾期选留发育平衡 ,行间生长的 1 ～ 2

个叶枝 ,以弥补其群体发育起点不足的矛盾。同时

要掌握在立秋前后摘除叶枝和主茎的顶心 ,以促进

果枝生长 ,加快现蕾 、开花 、结铃速度。

2. 7　综合防治病虫 ,保蕾增铃

坚持“以预防为主 ,综合防治”的植保方针 ,根据

当地病虫预测预报 ,随时掌握棉田虫情 、病情。苗期

视天气状况以 25%多菌灵可湿性粉剂 600 ～ 800倍

液防治立枯病 2次 , 40%氧化乐果 700 ～ 1 000倍液

防治棉蚜 1 ～ 2次;蕾 、铃期以 75%甲胺磷 700 ～ 800

倍液 、40%氧化乐果 600 ～ 700倍液 、50%水胺硫磷

500倍液及 75%猎手 1 000倍液配合分 3 次防治棉

铃虫 、斜纹夜蛾及棉红蜘蛛;后期(处暑前后)喷施 1

次 50%百菌清 800倍液防叶斑病及角斑病 ,以免叶

片早衰 ,确保增产增收 。
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