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［摘　要］目的：构建家蝇Ｃ型凝集素基因（Ｍｄｃｔｌ）原核表达体系，对Ｍｄｃｔｌ基因及编码蛋白进行生物信息学分
析。方法：采用生物信息学方法，分析Ｍｄｃｔｌ基因及编码蛋白；将构建的 ｐＥＴ２８ａ（＋）／Ｍｄｃｔｌ重组表达质粒转化
至大肠杆菌ＢＬ２１ＤＥ３中，以异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导表达重组蛋白并通过ＳＤＳＰＡＧＥ对表达产物进行
分析；ＮｉＩＤＡ法纯化重组蛋白，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ对其鉴定。结果：生物信息学分析显示，Ｍｄｃｔｌ基因开放阅读框全长
３３３ｂｐ，共编码１１０个氨基酸，理论分子量为１３１３ｋＤａ，等电点为４４９，信号肽位于１～２２位氨基酸之间；Ｍｄｃｔｌ
蛋白中存在Ｃｌｅｃｔ结构域，属于Ｃ型凝集素超家族；Ｍｄｃｔｌ重组蛋白在大肠杆菌ＢＬ２１ＤＥ３中主要以包涵体形式表
达，重组蛋白的相对分子质量与Ｍｄｃｔｌ蛋白两端融合６×Ｈｉｓ标签后的总分子量相一致。结论：成功构建 Ｍｄｃｔｌ
原核表达系统，并获得重组蛋白。

［关键词］家蝇；Ｍｄｃｔｌ基因；原核表达；蛋白纯化；生物信息学；基因表达

［中图分类号］Ｒ３８４．２　　［文献标识码］Ａ　　［文章编号］１０００２７０７（２０２０）０２０１４５０６
ＤＯＩ：１０．１９３６７／ｊ．ｃｎｋｉ．１０００２７０７．２０２０．０２．００４

ＰｒｏｋａｒｙｏｔｉｃＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓＡｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ＭｄｃｔｌｉｎｔｈｅＨｏｕｓｅｆｌｙＴｈｉｒｄＩｎｓｔａｒＬａｒｖａ

ＣＨＡＮＧＺｈｅｎｃｅ１，ＬＩＺｈｏｎｇｘｕｎ１，ＪＩＡＬｉｎａ１，ＸＩＵＪｉａｎｇｆａｎ１，ＧＵＯＧｕｏ１，２，ＷＵＪｉａｎｗｅｉ１，２

（１．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＭｏｄｅｒｎＰａｔｈｏｇｅｎｉｃＢｉｏｌｏｇｙｏｆＧｕｉｚｈｏｕＨｉｇｈｅｒＥｄｕｃａｔｉｏｎＩｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ，ＧｕｉｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕｉｙａｎｇ
５５００２５，Ｇｕｉｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ；２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰａｒａｓｉｔｏｌｏｇｙ，ＧｕｉｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕｉｙａｎｇ５５００２５，Ｇｕｉｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ）

［Ａｂｓｔｒａｃｔ］Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔａｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｙｓｔｅｍｏｆＭｕｓｃａｄｏｍｅｓｔｉｃａＣｔｙｐｅｌｅｃｔｉｎ
ｇｅｎｅ（Ｍｄｃｔｌ）ａｎｄｐｅｒｆｏｒｍ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭｄｃｔｌｇｅｎｅａｎｄＭｄｃｔｌｅｎｃｏｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＴｈｅＭｄｃｔｌｇｅｎｅａｎｄｔｈｅｅｎｃｏｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｐｐｒｏａｃｈ．Ｔｈｅ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ２８ａ（＋）／Ｍｄｃｔｌｔａｇｇｅｄｗｉｔｈ６ｘＨｉｓｗａｓｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｉｎｔｏＥ．ｃｏｌｉ
ＢＬ２１ＤＥ３ａｎｄＭｄｃｔｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｉｓｏｐｒｏｐｙｌｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ（ＩＰＴＧ）．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＭｄｃｔｌｐｒｏｔｅｉｎｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＳＤＳＰＡＧＥ．ＴｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＭｄｃｔｌｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙ
ＮｉＩＤＡｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｋｉｔａｎｄｖｅｒｉｆｉｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅ
ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅｏｆＭｄｃｔｌｇｅｎｅｉｓ３３３ｂｐｉｎｌｅｎｇｔｈａｎｄｅｎｃｏｄｅｓ１１０ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ．Ｔｈｅｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｉｓ１３．１３ｋＤａ，ａｎｄｉｔｓｔｈｅｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃｐｏｉｎｔｉｓ４．４９．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ｔｈｅｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｉｎ
Ｍｄｃｔｌｉｓｌｏｃａｔｅｄｂｅｔｗｅｅｎ１ａｎｄ２２ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ．ＭｄｃｔｌｐｒｏｔｅｉｎｈａｓａＣｌｅｃｔｄｏｍａｉｎ，ｗｈｉｃｈｂｅｌｏｎｇｓｔｏ
ｔｈｅＣｔｙｐｅｌｅｃｔｉｎｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｔｈｅＭｄｃｔｌｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｉｓｍａｉｎｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅ
ｆｏｒｍｏｆｉｎｃｌｕｓｉｏｎｂｏｄｉｅｓｉｎＥ．ｃｏｌｉＢＬ２１ＤＥ３．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ
ｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＭｄｃｔｌｐｒｏｔｅｉｎｉｓｔｈｅｓａｍｅａｓｔｈａｔｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＭｄｃｔｌｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ
ｂｙａｎｔｉＨｉｓａｎｔｉｂｏｄｙ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｙｓｔｅｍ ｏｆＭｄｃｔｌｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ

５４１

第４５卷　第２期
２０２０年２月 　　　 贵 州 医 科 大 学 学 报

ＪＯＵＲＮＡＬＯＦＧＵＩＺＨＯＵＭＥＤＩＣＡＬＵＮＩＶＥＲＳＩＴＹ　　　
Ｖｏｌ．４５　Ｎｏ．２
２０２０．２

 ［基金项目］国家自然科学基金项目（８１３６０２５４）；国家科技支撑计划（２０１１ＢＡＣ０６Ｂ１２）；贵州省农业攻关［黔科合ＮＹ（２０１４）３０５４］；贵州省科学技术基金［黔
科合Ｊ字（２０１２）２０３８］
贵州医科大学２０１６级硕士研究生
通信作者 Ｅｍａｉｌ：ｗｊｗ＠ｇｍｃ．ｅｄｕ．ｃｎ



ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｎｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＭｄｃｔｌｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄ．
［Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ］ Ｍｕｓｃａ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ； Ｍｄｃｔｌｇｅｎｅ； ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ；
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ；ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　　家蝇生活在病原物富集的环境中，却鲜见感染
造成的伤害，并且能够正常地完成生命活动，说明

它具有强大的先天性免疫系统［１－４］。近年来，家蝇

的先天免疫日益成为研究热点。课题组前期研究

发现，白假丝酵母菌感染家蝇三龄幼虫后可刺激家

蝇Ｃ型凝集素基因（ＣｔｙｐｅｌｅｃｔｉｎｇｅｎｅｏｆＭｕｓｃａｄｏ
ｍｅｓｔｉｃａ，Ｍｄｃｔｌ）表达上调，认为该基因的表达产物
在家蝇抗 Ｃａｌｂｉｃａｎｓ感染过程中起作用［５］，但目

前尚未见有关 Ｍｄｃｔｌ基因的研究报道。为后续研
究Ｍｄｃｔｌ基因在家蝇幼虫抗 Ｃａｌｂｉｃａｎｓ感染过程
中的作用，本课题研究构建家蝇 Ｍｄｃｔｌ基因原核表
达体系，获得了纯化的 Ｍｄｃｔｌ基因表达产物，并进
行了生物信息学分析，现报道如下。

１　材料与方法

１１　材料
１１１　动物、质粒和菌株　家蝇３龄幼虫为本课
题组饲养，克隆感受态ＥｃｏｌｉＤＨ５α和表达感受态
ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３，北京全式金），克隆载体ｐＭＤ１９
Ｔ购自 Ｔａｋａｒａ公司，表达载体 ｐＥＴ２８ａ（＋）购自
Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司。
１１２　主要试剂及仪器　ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ、Ｐｒｉｍｅ
ＳｃｒｉｐｔＴＭＯｎｅＳｔｅｐＲＴＰＣＲＫｉｔ、原核表达相关试剂、
氨苄青霉素购自 Ｔａｋａｒａ，ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳相关
试剂、卡那霉素、羊抗小鼠 ＩｇＧＨＲＰ、ＡｎｔｉＨｉｓＴａｇ
ＭｏｕｓｅＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｙ、ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ相关试剂
及耗材购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ，ＮｉＩＤＡＡｇａｒｏｓｅＨｉｓ标签蛋白
纯化试剂盒购自碧云天公司。核酸凝胶电泳装置

及成像系统、超声破碎仪、电转移装置、蛋白凝胶电

泳装置均在贵州医科大学现代病原生物学特色重

点实验室使用，ＢｉｏＲａｄＣｈｅｍｉＤｏｃＭＰ和 Ｎａｎｏ
ｄｒｏｐ２０００在贵州医科大学基础医学科研中心使用。
１２　方法
１２１　生物信息学分析　运用ＤＮＡＭＡＮＶ６０软
件分析 Ｍｄｃｔｌ基因的开放阅读框、氨基酸序列和
Ｍｄｃｔｌ蛋白信号肽位点，利用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／ｅｘ
ｐａｓｙｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／ｐｒｏｔｐａｒａｍｈｔｍｌ）分析Ｍｄｃｔｌ蛋白的理
化性质、ＳＭＡＲＴ（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔｅｍｂｌｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇｄｅ）

分析Ｍｄｃｔｌ蛋白功能结构域。
１２２　ｐＭＤ１９Ｔ／Ｍｄｃｔｌ克隆载体和 ｐＥＴ２８ａ（＋）／
Ｍｄｃｔｌ表达载体的构建　按照 Ｔｒｉｚｏｌ说明书提取家
蝇三龄幼虫总 ＲＮＡ，然后以总 ＲＮＡ为模板，按照
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＯｎｅＳｔｅｐＲＴＰＣＲＫｉｔ逆转录合成ｃＤ
ＮＡ作为Ｍｄｃｔｌ基因克隆时ＰＣＲ扩增的模板。基因
组ＤＮＡ的除去反应条件为４２℃ ２ｍｉｎ，然后冰浴
５ｍｉｎ。逆转录反应条件为 ３７℃ ２０ｍｉｎ，８５℃
１０ｓ，４℃１０ｓ。利用Ｐｒｉｍｅｒ５０设计Ｍｄｃｔｌ基因的
克隆引物（ＣｋＦ、ＣｋＲ）和 Ｍｄｃｔｌ基因的表达引物
（ＣｂＦ、ＣｂＲ），由上海生工合成。Ｍｄｃｔｌ基因克隆上
游引物（ＣｋＦ）为 ＡＴＧＧＧＣＧＧＴＴＡＣＴＴＧＧＣＣＴＣ、游
引物 （ＣｋＲ）为 ＴＣＡＡＡＡＣＧＡＡＣＴＡＡＣＴＡＴＧＡＣＴ
ＧＴＴＴＴＣＧＧＧＣ；Ｍｄｃｔｌ基因表达上游引物（ＣｂＦ）为
ＣＴＡＧＣＴＡＧＣＧＡＣＴＡＴＴＡＴＣＣＡＡＣＴＧＡＣＡＧＡＴＧＧＴＧ，
下游引物（ＣｂＲ）为ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＣＡ
ＡＡＡＣＧＡＡＣＴＡＡＣＴＡＴＧＡＣＴＧＴＴＴＴＣ。Ｍｄｃｔｌ基 因
ＰＣＲ扩增的反应条件为９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃
３０ｓ、６０℃ ３０ｓ、７２℃１ｍｉｎ，３０个循环，７２℃最后
延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用ＤＮＡ凝胶试剂盒纯化回
收，纯化ＰＣＲ产物和ｐＭＤ１９Ｔ载体连接条件为１６
℃环境下作用１２～１６ｈ。将 ｐＭＤ１９Ｔ／Ｍｄｃｔｌ转化
至ＥｃｏｌｉＤＨ５α克隆感受态细胞中，ＬＢ平板（含氨
苄青霉素１００ｍｇ／Ｌ）筛选阳性转化子，转接液体培
养后提取重组质粒进行测序鉴定。以测序成功的

ｐＭＤ１９Ｔ／Ｍｄｃｔｌ克隆质粒为模板，扩增Ｍｄｃｔｌ基因。
Ｍｄｃｔｌ基因和ｐＥＴ２８ａ（＋）载体双酶切反应条件为
３７℃水浴酶切１６～１８ｈ，酶切产物用 ＤＮＡ凝胶试
剂盒纯化回收。酶切纯化后 Ｍｄｃｔｌ基因和 ｐＥＴ２８ａ
（＋）载体连接条件为１６℃环境下作用１６～１８ｈ。
将ｐＥＴ２８ａ（＋）／Ｍｄｃｔｌ转化至 ＥｃｏｌｉＤＨ５α感受态
细胞中，ＬＢ平板（含卡那霉素５０ｍｇ／Ｌ）筛选阳性
转化子，转接液体培养后提取重组质粒进行测序

鉴定。

１２３　重组蛋白诱导表达、纯化与鉴定　将测序
鉴定的 ｐＥＴ２８ａ（＋）／Ｍｄｃｔｌ重组质粒转化至 Ｅ
ｃｏｌｉＢＬ２１／ＤＥ３感受态细胞中，ＬＢ平板（含卡那霉
素５０ｍｇ／Ｌ）筛选阳性转化子，进行测序鉴定，鉴定
正确的单菌落再次接种于ＬＢ液体培养基（含卡那
霉素５０ｍｇ／Ｌ）中，３７℃ ２００ｒ／ｍｉｎ振摇培养１２ｈ
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后，以１∶５０接种于新鲜ＬＢ液体培养基（含卡那霉
素５０ｍｇ／Ｌ）中，３７℃ ２００ｒ／ｍｉｎ振摇培养至ＯＤ６００
值为０６时，分别以不同浓度的ＩＰＴＧ、温度和培养
时间进行诱导表达。在离心重悬浓缩后的培养物

中加入５×ＳＤＳ上样缓冲液，瞬时离心后煮沸 １０
ｍｉｎ，１５％的 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分析 Ｍｄｃｔｌ蛋白
的表达，确定重组蛋白的最佳诱导条件。超声破碎

诱导表达的菌体，分别取上清和沉淀进行 １５％
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳。按照蛋白纯化试剂盒说明
书，纯化 Ｍｄｃｔｌ重组蛋白，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ鉴定 Ｍｄｃｔｌ
纯化蛋白。

２　结果

２１　生物信息学分析
Ｍｄｃｔｌ基因ＯＲＦ长为３３３ｂｐ，编码１１０个氨基

酸（图１）。Ｍｄｃｔｌ蛋白的信号肽为 １～２２位氨基
酸，判定其为分泌型蛋白（图２）。Ｍｄｃｔｌ蛋白理论

分子量为１３１３１４２Ｄａ，等电点约为４４９。Ｍｄｃｔｌ
蛋白的 Ｃｌｅｃｔ结构域为２３～１１０位氨基酸，属于 Ｃ
型凝集素超家族（图３）。

注：图中黄色方框内为信号肽序列。

图１　Ｍｄｃｔｌ基因的开放阅读框及氨基酸序列
Ｆｉｇ．１　ＯＲＦｏｆＭｄｃｔｌａｎｄｉｔｓａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅ

图２　Ｍｄｃｔｌ蛋白的信号肽分析
Ｆｉｇ．２　ＳｉｇｎａｌＰｅｐｔｉｄｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭｄｃｔｌｐｒｏｔｅｉｎ

图３　Ｍｄｃｔｌ蛋白的功能结构域分析
Ｆｉｇ．３　ＣｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭｄｃｔｌｐｒｏｔｅｉｎ

２２　ｐＭＤ１９Ｔ／Ｍｄｃｔｌ克隆载体和 ｐＥＴ２８ａ（＋）／
Ｍｄｃｔｌ表达载体的构建

家蝇三龄幼虫总 ＲＮＡ电泳检测可见，１８Ｓ条
带较２８Ｓ条带明亮清晰，２８Ｓ条带暗淡模糊，说明
提取的总ＲＮＡ无显著降解（图４）。用 Ｍｄｃｔｌ基因
的克隆引物（ＣｋＦ和 ＣｋＲ）对 ｐＭＤ１９Ｔ／Ｍｄｃｔｌ重组
菌进行ＰＣＲ扩增，电泳检测显示，其 ＰＣＲ产物在
３３３ｂｐ有一特异性条带，与预期的片段大小相一
致，经测序鉴定表明 Ｍｄｃｔｌ基因的克隆载体构建成
功（图 ５）。用 Ｍｄｃｔｌ基因的表达引物（ＣｂＦ和
ＣｂＲ）对 ｐＥＴ２８ａ（＋）／Ｍｄｃｔｌ重组菌进行 ＰＣＲ扩
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增，电泳显示，其 ＰＣＲ产物条带与理论值完全吻
合，经测序鉴定表明 Ｍｄｃｔｌ基因的表达载体构建成
功（图６）。

注：Ｍ为ＤＮＡ分子量标准，１为家蝇三龄幼虫总ＲＮＡ。

图４　总ＲＮＡ的琼脂糖凝胶电泳
Ｆｉｇ．４　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｏｔａｌＲＮＡ

注：Ｍ为ＤＮＡ分子量标准，１为ｐＭＤ１９Ｔ／Ｍｄｃｔｌ
重组菌落ＰＣＲ。

图５　ｐＭＤ１９Ｔ／Ｍｄｃｔｌ重组菌落ＰＣＲ
的琼脂糖凝胶电泳

Ｆｉｇ．５　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｃｏｌｏｎｙＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｐＭＤ１９Ｔ／Ｍｄｃｔｌ

２３　重组蛋白诱导表达、纯化与鉴定
电泳结果显示，在３２℃，ＩＰＴＧ终浓度为０６ｍｍｏｌ／

Ｌ，诱导１８ｈ时的蛋白表达量较高；Ｍｄｃｔｌ重组蛋白
主要存在于沉淀中，为包涵体表达，其分子量约为

１６ｋＤａ，与Ｍｄｃｔｌ蛋白两端融合６×Ｈｉｓ标签后的总
分子量相一致（图７）。以小鼠来源的抗ＨｉｓＴａｇ单
克隆抗体（１∶１０００）为一抗，羊抗小鼠 ＩｇＧＨＲＰ（１
∶４０００）为二抗，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定 Ｍｄｃｔｌ纯化
蛋白，结果显示，Ｍｄｃｔｌ纯化蛋白与抗 ＨｉｓＴａｇ单克
隆抗体特异性结合，出现一明显免疫反应条带，分

子量（约１６ｋＤａ）正确，阴性对照在相应位置未出
现该条带，进一步确认其为目的蛋白（图８）。

注：Ｍ为ＤＮＡ分子量标准，１为ｐＥＴ２８ａ（＋）／
Ｍｄｃｔｌ重组菌落ＰＣＲ。

图６　ｐＥＴ２８ａ（＋）／Ｍｄｃｔｌ重组菌落ＰＣＲ
的琼脂糖凝胶电泳

Ｆｉｇ．６　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｃｏｌｏｎｙＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｐＥＴ２８ａ（＋）／Ｍｄｃｔｌ

注：Ｍ为１４４～９７４ｋＤａ蛋白Ｍａｒｋｅｒ，１为ｐｅｔ２８ａ（＋）
空载未诱导，２为ｐｅｔ２８ａ（＋）空载诱导，３为Ｍｄｃｔｌ重组
未诱导，４为Ｍｄｃｔｌ重组诱导，５为破碎后上清，
６为破碎后沉淀，箭头所示为１６ｋＤａ目的条带。

图７　Ｍｄｃｔｌ重组蛋白的诱导表达
Ｆｉｇ．７　ＩｎｄｕｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭｄｃｔｌ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ

注：Ｍ为蛋白分子量标准，１为Ｍｄｃｔｌ纯化蛋白，２为Ｍｄｃｔｌ
纯化蛋白的Ｈｉｓ标签单抗检测，３为阴性对照，

箭头所示为目的条带。

图８　Ｍｄｃｔｌ纯化蛋白的鉴定
Ｆｉｇ．８　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄＭｄｃｔｌｐｒｏｔｅｉｎ
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３　讨论

家蝇具有极强的适应周围恶劣环境的能力，这

缘于它强大的先天免疫［１－４］。近年来，家蝇的先天

免疫日益成为研究热点。课题组前期研究发现，白

假丝酵母菌感染家蝇幼虫后可刺激 Ｍｄｃｔｌ基因表
达上调，认为该基因的表达产物在家蝇抗 Ｃａｌｂｉ
ｃａｎｓ感染过程中起作用［５］。生物信息学分析显

示，Ｍｄｃｔｌ基因 ＯＲＦ全长３３３ｂｐ，编码１１０个氨基
酸，信号肽切割位点为２２～２３位氨基酸之间，是分
泌型蛋白。Ｍｄｃｔｌ的氨基酸序列中存在 Ｃｌｅｃｔ（Ｃ型
凝集素结构）结构域，为２３～１１０位氨基酸，而且还
有特异性结合甘露糖的ＥＰＮ／ＷＮＤ氨基酸基序，因
此它属于Ｃ型凝集素超家族，是一个新的家蝇 Ｃ
型凝集素。含有Ｃａ２＋依赖型的碳水化合物识别结
构域（ＣＲＤ）的为经典 Ｃ型凝集素，非 Ｃａ２＋依赖型
的Ｃ型凝集素结构域（ＣＴＬＤ）的为非经典 Ｃ型凝
集素［６］。Ｃ型凝集素在抗感染免疫中的主要功能
有：作为一种调理素，参与免疫识别和对病原体的

凝集吞噬作用；介导细胞之间的黏附、迁移和细胞

之间的相互作用；参与止血、凝固、物质运输及创伤

修复等作用；引发凝集素补体途径的激活等［６－８］。

为后续研究Ｍｄｃｔｌ基因表达产物的生物学功能，需
要获得足够的 Ｍｄｃｔｌ蛋白，但家蝇体内的 Ｍｄｃｔｌ蛋
白含量少、分离提取困难、化学合成代价高，因此重

组表达Ｍｄｃｔｌ蛋白是获取Ｍｄｃｔｌ基因表达产物的最
有效途径。本研究通过构建大肠杆菌原核表达系

统［９－１３］，诱导表达家蝇Ｍｄｃｔｌ重组蛋白，分析得出，
在３２℃，ＩＰＴＧ终浓度为０６ｍｍｏｌ／Ｌ，诱导时间１８
ｈ时，Ｍｄｃｔｌ重组蛋白表达量较高。Ｍｄｃｔｌ重组蛋白
主要存在于沉淀中，为包涵体表达。经 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ鉴定，Ｍｄｃｔｌ纯化蛋白确实为目标蛋白。

鉴于目前家蝇凝集素的分子鉴定［１４－１７］和家蝇

体内的免疫调节功能［１８－２４］报道甚少，Ｍｄｃｔｌ作为家
蝇体内一种新的凝集素基因，在白假丝酵母菌刺激

家蝇三龄幼虫后高表达，本研究将进一步开展它对

家蝇先天免疫调节作用的研究。

４　参考文献

［１］杨尉锦，国果，吴沁怡，等．家蝇几丁质酶基因 ＭＤＣⅡ
重组表达质粒的构建及表达模式研究［Ｊ］．生物技术
通报，２０１７，３３（２）：１０２－１０８．

［２］胡红元，任春丽，尚小丽，等．家蝇ＧＡＰＤＨ基因的克隆、
表达及作为内参的可靠性分析［Ｊ］．中国病原生物学
杂志，２０１６，１１１（３）：２５０－２５６．

［３］陶如玉，李妍，马慧玲，等．家蝇 ＡＭＰ１７基因的克隆及
其分子特性和表达模式研究［Ｊ］．中国病原生物学杂
志，２０１７，１１３１（１１）：１０７９－１０８３．

［４］张姝，胡蓉，黄健，等．家蝇 β葡萄糖苷酶基因的克隆
及重组表达［Ｊ］．环境昆虫学报，２０１７，３９（４）：９３０
－９３９．

［５］ＸＩＵＪＦ，ＷＡＮＧＴ，ＷＡＮＧＹ，ｅｔａｌ．Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｏｂｓｅｒ
ｖａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｓ
ｄｕｒｉｎｇｆｕｎｇａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎｍｕｓｃａｄｏｍｅｓｔｉｃａ（ｄｉｐｔｅｒａ：ｍｕｓ
ｃｉｄａｅ）ｌａｒｖａｅ［Ｊ］．ＢｒａｚｉｌｉａｎＡｒｃｈｉｖｅｓｏｆＢｉｏｌｏｇｙａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１６，１４７（１６）：１６７８－１６９０．

［６］ＸＩＡＸ，ＹＯＵＭ，ＲＡＯＸＪ，ｅｔａｌ．ＩｎｓｅｃｔＣｔｙｐｅｌｅｃｔｉｎｓ
ｉｎｉｎｎａｔｅｉｍｍｕｎｉｔｙ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ＆Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ
Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１７：，８３（１１）：７０－７９．

［７］ＲＩＣＨＡＲＤＳＯＮＭＢ，ＷＩＬＬＩＡＭＳＳＪ．ＭＣＬａｎｄｍｉｎｃｌｅ：
ｃｔｙｐｅｌｅｃｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓｔｈａｔｓｅｎｓｅｄａｍａｇｅｄｓｅｌｆａｎｄｐａｔｈｏ
ｇｅｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔｔｅｒｎｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔｉｅｒｓｉｎＩｍｍｕ
ｎｏｌｏｇｙ，２０１４，２８８（５）：１－９．

［８］ＣＡＲＬＯＳＤＦ，ＳＡＬＶＡＤＯＲＩ，ＰＡＵＬＡＳＬ，ｅｔａｌ．Ｆｌｅｘｉ
ｂｌｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｏｆｍｙｅｌｏｉｄｃｔｙｐｅｌｅｃｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｎｉｍｍｕｎｉ
ｔｙａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔｉｅｒｓｉｎＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１８，
９（４）：１－１３．

［９］张树军，狄建军，张国文．大肠杆菌 ｙｆｉＦ基因原核表达
系统构建、表达条件优化及蛋白纯化［Ｊ］．生物技术，
２０１６，２６（３）：２２９－２３３．

［１０］王静，杜江，周细中，等．肺表面活性物质相关蛋白 Ｃ
原核表达载体的构建、表达及纯化［Ｊ］．中国组织工程
研究，２０１２，１６（１５）：２６９９－２７０３．

［１１］朱若林，沈娇娇，蒋书东，等．鱼类病毒性出血性败血
症病毒基质蛋白的原核表达及其亚细胞定位［Ｊ］．中
国水产科学，２０１９，２６（１）：２１６－２２２．

［１２］伍娜娜，荣娜，康超，等．重组铜绿假单胞菌外膜蛋白
Ｄ的原核表达与多克隆抗体制备研究［Ｊ］．河北农业
大学学报，２０１９，４２（１）：１０３－１０９．

［１３］李红欢，钱凌霄，李庆辉，等．单增李斯特菌ｌｍｏ２１９３基
因克隆与原核表达［Ｊ］．畜牧与兽医，２０１９，５１（２）：
１０９－１１２．

［１４］ＣＡＯＸ，ＺＨＯＵＭ，ＷＡＮＧＣ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｏｒｙ
ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｅｃｔｉｎｆｒｏｍＭｕｓｃａｄｏｍｅｓｔｉｃｐｕｐａｏｎｉｍｍｕｎｏｓｕｐ
ｐｒｅｓｓｉｖｅｍｉｃｅ：Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｅｃｔｉｎｏｎｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ
ｍｉｃｅ［Ｃ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＣｏｎｆｅｒｅｎｃｅｏｎＨｕｍａｎＨｅａｌｔｈ＆
ＢｉｏｍｅｄｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２０１１．

［１５］ＣＡＯＸ，ＳＵＮＹ，ＷＡＮＧＣ，ｅｔａｌ．Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒ
ａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａｎｅｗｄｇａｌａｃｔｏｓｅｓｐｅｃｉｆｉｃｌｅｃｔｉｎｆｒｏｍｔｈｅ
ｈｏｕｓｅｆｌｙｍｕｓｃａｄｏｍｅｓｔｉｃａ，ａｎｄｉｔｓａｎｔｉｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔ

９４１

　２期 常振策等　家蝇三龄幼虫Ｍｄｃｔｌ基因原核表达及生物信息学分析



ｏｎｈｕｍａｎｋ５６２ａｎｄｍｃｆ７ｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｎ
ｓｅｃｔＳｃｉｅｎｃｅ，２０１０，１０（７９）：１－１２．

［１６］ＣＡＯＸ，ＸＵＣ，ＺＥＮＧＢ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｉｏｎａｃ
ｔｉｖｉｔｙｏｆｌｅｃｔｉｎｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｍｕｓｃａｄｏｍｅｓｔｉｃａ（ｈｏｕｓｅｆｌｙ）
ｐｕｐａｅ［Ｊ］．ＮａｔｕｒａｌＰｒｏｄｕｃｔＲｅｓｅａｒｃｈ＆Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，
２０１０，２２（２）：１－６．

［１７］ＺＨＡＯＱ，ＣＡＯＸ，ＺＥＮＧＢ，ｅｔａｌ．Ｍｕｓｃａｄｏｍｅｓｔｉｃａｌａｒ
ｖａｌｅｃｔｉｎｉｎｄｕｃｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｂｅｌ７４０２ｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈａ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｍｅｄｉａｔｅｄｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓｗａｙ［Ｊ］．
Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ＆ ＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＢｕｌｌｅｔｉｎ，２０１０，３３（８）：
１２７４－１２７８．

［１８］ＣＡＯＸ，ＨＵＯＺ，ＬＵＭ，ｅｔａｌ．Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｌｅｃｔｉｎｆｒｏｍ
ｌａｒｖａｅｏｆｔｈｅｆｌｙ，ｍｕｓｃａｄｏｍｅｓｔｉｃａ，ａｎｄｉｎｖｉｔｒｏａｎｔｉ
ｔｕｍｏｒａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｍｃｆ７ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｎｓｅｃｔＳｃｉ
ｅｎｃｅ，２０１０，１０（１６４）：１６４－１７６．

［１９］ＣＡＯＸ，ＺＨＯＵＭ，ＷＡＮＧＣ，ｅｔａｌ．Ｌｅｃｔｉｎｐｕｒｉｆｉｅｄｆｒｏｍ
ＭｕｓｃａｄｏｍｅｓｔｉｃａｐｕｐａｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｓＮＯａｎｄｉＮＯＳｐｒｏｄｕｃ
ｔｉｏｎｖｉａＴＬＲ４／ＮＦκＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＩｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，２０１１，１１（４）：
３９９－４０５．

［２０］ＣＡＯＸ，ＺＨＯＵＭ，ＷＡＮＧＳ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎｈｅｐａ
ｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｉｎｖｉｔｒｏｏｆｌｅｃｔｉｎｆｒｏｍＭｕｓｃａｄｏｍｅｓｔｉｃａｐｕｐａ

ｖｉａｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＮＦκＢ［Ｊ］．ＶｉｒｕｓＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１２，
１７０（１－２）：５３－５８．

［２１］ＮＩＥＪ，ＣＡＯＸ，ＺＨＯＵＭ，ｅｔａｌ．Ｍｕｓｃａｄｏｍｅｓｔｉｃａｐｕｐａｅ
ｌｅｃｔｉｎｉｎｄｕｃｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈａＮＦ
κＢ／ｐ６５ｍｅｄｉａｔｅｄｃａｓｐａｓｅｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＢｕｌｌｅｔｉｎＤｕ
Ｃａｎｃｅｒ，２０１２，９９（４）：Ｅ４９－Ｅ５４．

［２２］ＺＨＡＮＧＲ，ＣＡＯＸ，ＷＡＮＧＣ，ｅｔａｌ．Ａｎａｎｔｉｔｕｍｏｒｐｅｐ
ｔｉｄｅｆｒｏｍＭｕｓｃａｄｏｍｅｓｔｉｃａｐｕｐａｅ（ＭＡＴＰ）ｉｎｄｕｃｅｓａｐｏｐ
ｔｏｓｉｓｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈａＪＮＫｍｅｄｉａｔｅｄａｎｄＡｋｔ
ｍｅｄｉａｔｅｄＮＦκＢｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＡｎｔｉｃａｎｃｅｒＤｒｕｇｓ，２０１２，
２３（８）：８２７－８３５．

［２３］ＷＡＮＧＣＬ，ＸＩＡＹ，ＮＩＥＪＺ，ｅｔａｌ．ＭｕｓｃａＤｏｍｅｓｔｉｃａ
ｌａｒｖａｌｅｃｔｉｎｉｎｄｕｃｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｂｅｌ７４０２ｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈａ
ｃａ２＋／ｊｎｋｍｅｄｉａｔｅｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＣｅｌｌＢｉ
ｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＢｉｏｐｈｙｓｉｃｓ，２０１３，６６（２）：３１９－３２９．

［２４］ＸＩＡＯＨＯＮＧＣ，ＭＩＮＧＨＵＩＺ，ＣＨＵＮＬＩＮＧＷ，ｅｔａｌ．
Ｍｕｓｃａｄｏｍｅｓｔｉｃａｐｕｐａｅｌｅｃｔｉｎｉｍｐｒｏｖｅｓｔｈｅｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕ
ｌａｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ
ＮＦｋＢ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｅｄｉｃｉｎａｌＦｏｏｄ，２０１２，１５（２）：
１４５－１５１．

（２０１９－１１－２３收稿，２０２０－０１－２５修回）
中文编辑：刘　平；英文编辑：



张启芳

（上接第１３７页）
［２２］ＬＩＪ，ＷＡＮＧＪＹ，ＹＵＥＨＲ，ｅｔａｌ．ＳＮＡＩ２３＇ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ

ｒｅｇｉｏｎｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｂｙｉｎ
ｄｕｃｉｎｇＭＡＲＣＫＳｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ，２０１９，１０：
２４８０－２４８７．

［２３］ＷＵＹＪ，ＨＵＺＬ，ＨＵＳＤ，ｅｔａｌ．Ｇｌｕｔａｍａｔｅｄｅｈｙｄｒｏ
ｇｅｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｓｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅ
Ｎｏｔｃｈｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＢｉｏｍａｒｋ，２０１９，
２６：３０３－３１２．

［２４］ＣＨＵＮＧＷＣ，ＺＨＯＵＹＹ，ＡＴＦＩＡ，ｅｔａｌ．Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａ
ｔｉｏｎｏｆｎｏｔｃｈｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｋｒａｓｉｎｄｕｃｅｄｇａｓｔｒｉｃｍｅｔａｐｌａｓｉａ
［Ｊ］．Ｎｅｏｐｌａｓｉａ，２０１９，２１（８）：８１０－８２１．

［２５］ＨＩＢＤＯＮＥＳ，ＲＡＺＵＭＩＬＡＶＡＮ，ＫＥＥＬＥＹＴＭ，ｅｔａｌ．
ＮｏｔｃｈａｎｄｍＴＯＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓｐｒｏｍｏｔｅｈｕｍａｎｇａｓ
ｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｎｅｏｐｌａｓｉａ，２０１９，２１
（７）：７０２－７１２．

［２６］ＬＩＷ，ＷＡＮＧＤ，ＳＵＮＸ，ｅｔａｌ．ＡＤＡＭ１７ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｖｉａａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆ
ｔｈｅＮｏｔｃｈａｎｄＷｎｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］．Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１９，４３（２）：９１４－９２６．

（２０１９－１２－１３收稿，２０２０－０１－２５修回）
中文编辑：严　征；英文编辑：张启芳

０５１

贵 州 医 科 大 学 学 报　 ４５卷　




