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家蚕小热激蛋白家族成员 Hsp23. 7
基因的克隆与分析
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Abstract Hsp23. 7 is one of the small heat-shock family of proteins. The Hsp23. 7 gene of Bombyx mori L.

(Bm-Hsp23. 7) was cloned and expressed in E. coli. The candidate ORF of Bm-Hsp23. 7 contains 210 amino

acids. Its molecular weight (mw) is 23. 7 ku and isoelectric point (pI) is 5. 17. Real-time PCR data was used

to reveal the profile of the spatio-temporal expression pattern of Bm-Hsp23. 7 . Absolute quantization

demonstrated that Bm-Hsp23. 7 was expressed at different levels in all tissues of 5th instar larva of B. mori. The

highest level of expression was in the ovary (3. 64 × 107 copy numbers /μg)，followed by the fat bodies，then

the wing discs and malpighian tubules. The lowest level of expression was in hemocytes ( 7. 11 × 103 copy

numbers /μg) .

Key words Bombyx mori，Bm-Hsp23. 7 gene，small heat shock protein family，tissue expression pattern，Real-

time PCR

摘 要 Hsp23. 7 基因是小热激蛋白家族的成员，本文研究了家蚕 Bombyx mori L. 的 Hsp23. 7 基因，并

对其进行了原核表达，获得了相应分子量的表达产物。推导的开放阅读框编码 210 个氨基酸，分子量为
23. 7 ku，等电点为 5. 17。同时，利用实时定量 PCR 技术对 Hsp23. 7 基因在家蚕不同组织的表达谱进行

了鉴定。结果显示 Hsp23. 7 基因在 5 龄幼虫时期的各组织中都有表达，在卵巢中表达量最高，达到 3. 64

× 107
拷贝数 /μg，其次在脂肪体，翅原基，马氏管中表达量也较高，在血淋巴中表达量最低，仅为

7. 11 × 103
拷贝数 /μg。
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热激蛋白(Heat shock proteins，HSPs)是生
物体对高温等外界刺激迅速作出的应激反应，

关闭正常的基因表达，开启一组应激基因的表

达，而产生的一组结构上非常保守的特殊蛋白

质，使生物体能快速、短暂调整应激过程中细胞
的存活机制，促进细胞抗损伤，并有助于细胞恢

复正常的结构和机能
［1］。HSPs 在结构上高度

保守，广泛存在于原核和真核细胞中
［2］。目

前，按分子量大小可将 HSPs 分为 5 个家族［3］，
分别为 HSP100，HSP90，HSP70，HSP60 和小热
激蛋白家族 sHSP。 sHSP 是极富多样性的家

族，已被证实的有脊椎动物 αA、αB 晶体蛋白
(αA、αB-crystallin) 和 12 ～ 43ku 的小热激蛋
白，以及 2 个分枝杆菌表面抗原和 1 个血吸虫
主要抗原

［4］。sHSP 的主要结构由 N 端域和 C
端域 2 个部分组成。多变的 N 端域能够调节
低聚反应，它与大的低聚体复合物的形成及分
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子伴侣活性有关
［5］。C 端域含有一个相当保守

的 α 晶体蛋白(α-crystallin)结构域，是所有小
热激蛋白家族成员所共有的结构域，此结构域

由 80 ～ 100 个氨基酸残基组成，包含 9 个 β 片
层
［6］。许多研究表明，不管机体处于应激状态
还是处于正常生理状态，sHSP 都参与复杂和重
要的生物学过程，如 sHSP 可以作为分子伴
侣
［7］，阻止蛋白间不必要的相互作用，帮助变

性蛋白重新折叠
［8］，诱导生物体耐热性，稳定

细胞骨架
［9］，参与细胞的损伤与修复，在生物

体的生长、发育及进化过程中，在维持机体的生
理状态以及某些疾病的病理生理过程中均发挥

重要作用
［10］。

本文克隆并表达了家蚕 sHSP 基因家族的
一个成员 Hsp23. 7 基因，同时采用实时荧光定
量 PCR(Real-time PCR)技术对该基因在家蚕 5
龄幼虫不同组织的表达情况进行了分析。

1 材料与方法

1. 1 材料
商用杂交种:菁松 ×皓月;人工饲料购自山

东省烟台蚕业研究所，调制按照生产商的方法

进行。家蚕 1 ～ 4 龄幼虫按《中国养蚕学》［11］中
标准方法饲育，5 龄起蚕开始将试验用蚕置于
25℃、70% ～ 80%相对湿度条件下饲养并进行
实验。

Taq 酶及相应 PCR 反应的试剂，Trizol 试剂
盒为 Invitrogen 公司产品;内切酶、反转录第一
链 cDNA 试剂盒为 Promega 公司产品;荧光定
量 PCR 试剂 SYBR Green Realtime PCR Master
Mix 为 TOYOBO 公司产品。
1. 2 家蚕总 RNA 的提取
家蚕饲养至 5 龄幼虫第 6 d 时，解剖获得

前丝、中丝、后丝、头部、表皮、脂肪体、中肠、精
巢、卵巢、翅原基、气管丛、血淋巴及马氏管 13
个组织器官，参照 Trizol 试剂盒的说明书提取
各组织器官及蛹期的总 RNA。
1. 3 cDNA 第一链合成
取 1 μg 总 RNA 反转录，参照 Promega 公

司提供的反转录第一链 cDNA 试剂盒说明书进

行。
1. 4 家蚕 Bm-Hsp23. 7 基因的克隆和表达载
体构建

根据在 NCBI 搜索到的 Bm-Hsp23. 7 基因
(GenBank 登陆号:NM_001043477)，设计引物:
Bm-Hsp23. 7-F: GGGGGATCCATGAAGAATTT-
CATTCC(划横线处为 BamH I 酶切位点)

Bm-Hsp23. 7-R: GGGCTCGAGTTATTGCA-
TTTCTGAC(划横线处为 Xho I 酶切位点)
以家蚕蛹期 cDNA 为模板进行 PCR 扩增。

扩增条件:94℃ 5 min;94℃ 1 min，56℃ 45 s，
72℃ 1 min，35 个循环;72℃ 10 min。PCR 产物
经 1%琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭染色检测后，
将 DNA 片段回收、酶切，与酶切后的 pET-28a
连接，转化大肠杆菌 TG1，得到表达载体。经测
序鉴定后，把重组的原核表达质粒转化大肠杆

菌 BL21 后，挑取单个菌落接种 4 mL LB 培养
基(Kan:50 mg /mL )中，37℃继续振荡培养 2. 5
h 后(OD 值大约为 0. 5 左右)，加 IPTG 至终浓
度为 0. 5 mmo1 /L，37℃继续振荡培养 5 h。收
集菌体进行 SDS-PAGE 分析，分离胶和浓缩胶
配制参照 TaKaRa 商品目录上的方法，浓度分
别为 15% 和 5%。电泳完毕后用考马斯亮蓝
R-250 进行染色 20 min，然后脱色直至蛋白质
条带清晰可见为止。
1. 5 荧光定量 PCR 引物设计
根据所得的序列，设计一对特异性引物:上

游 引 物 为 Primer 1: 5′- GGCGTCTTTGGC-
CCGCGACCTAG-3′，下游引物为 Primer 2: 5′-
GTCAGCGGATAGCTCGGAGACGAC-3′，扩增目
的条带长度为 250 bp。
1. 6 实时荧光定量 PCR ( Real-time PCR)
分析

利用 1. 5 中设计的引物，以反转录的 13 个
组织的 cDNA 为模板，于 iCyc1er iQ5 Real-time
PCR 检测系统( Bio-Rad) 进行操作，重复 3 次
(计算标准差)，PCR 反应体系: SYBR Green
Realtime PCR Master Mix 10 μL、Primer 1 ( 10
mM) 0. 5 μL、Primer 2 (10 mM) 0. 5 μL、cDNA
(约相当于 10 ng RNA 的反转录产物)1 μL，再
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用 ddH2O 补充至终体积 20 μL。用如下程序在
荧光定量 PCR 仪上进行检测:95℃ 3 min;95℃
15 s，62℃ 15 s，72℃ 30 s，40 个循环;溶解曲线
从 55℃到 95℃，每 0. 5℃读取 10 s。

图 2 家蚕 Hsp23. 7 基因的诱导表达
1 ～ 3. IPTG 诱导的 Bm-Hsp23. 7 基因的表达;

4. 空载 pET-28a 的表达 5 ～ 7. Bm-Hsp23. 7 基因未诱导 M. 低分子量蛋白 Marker

1. 7 数据分析
标准曲线的制作:Real-time PCR 产物经电

泳回收，测其 OD260，由 1 OD260相当于 50 μg /
mL 双链 DNA，用 DNastar 软件计算目的片段的
分子量，计算出 1010

个基因拷贝数所需回收产

物的量，并按每 μL 1010 ～ 105
个拷贝进行梯度

稀释作为标准样进行荧光定量 PCR。以所得
Ct 值对相应的拷贝数的对数作图，即得该基因
扩增的标准曲线及其线性方程 y = ax + b。对
荧光定量 PCR 结果进行绝对定量分析，根据标
准曲线方程计算 x 值，则待测基因的拷贝数 Y
= 10 x。最终获得 Hsp23. 7 基因在家蚕 5 龄第
6 d的组织表达谱。

2 结果与分析

2. 1 家蚕 Bm-Hsp23. 7 基因 ORF 的克隆
以家蚕蛹期 cDNA 为模板，以 Bm-Hsp23. 7-

F /Bm-Hsp23. 7-R 引物组合，进行 RT-PCR 扩增
Hsp23. 7 基因的开放阅读框架 ( open reading
frame，ORF)ORF。产物经 1% 琼脂糖凝胶电
泳检测，出现 1 条约 600 bp 的特异条带(图
1)，与预期的片段大小相符。将该片段纯化回
收，酶切，与酶切后的 pET-28a 连接，转化大肠
杆菌 TG1，筛选阳性克隆。将筛选出的阳性克

隆经 BamH I 和 Xho I 双酶切并测序(图 1)，结
果表明两者完全一致，由此我们成功克隆到了

家蚕 Hsp23. 7 基因 630 bp 的完整的 ORF 序列。

图 1 家蚕 Hsp23. 7 基因重组质粒的酶切鉴定
1. Bm-Hsp23. 7 基 因 ORF 的 PCR 产 物 2. pET-28a—Bm-

Hsp23. 7DNA /BamH I + Xho I 3 . pET-28aDNA /BamH I + Xho I

M. DL 2 000 分子量标准

2. 2 家蚕 Bm-Hsp23. 7 基因的诱导表达
将克隆的 Bm-Hsp23. 7 基因克隆到 pET-

28a 质粒中，在 E. coli，BL21(DE3)菌株表达，表
达产物进行 SDS-PAGE 电泳分析(图 2)。结果
显示含重组质粒的单克隆细菌诱导表达后，

SDS-PAGE 电泳检测大约在分子量 30 ku 处明
显有 1 条表达量很高的蛋白条带，而 Bm-
Hsp23. 7 基因未诱导与空载 pET-28a 在此处条
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带不明显。
2. 3 家蚕 Bm-Hsp23. 7 基因组织表达谱分析
将 5 龄第 6 d 家蚕幼虫的不同组织总 RNA

经反转录后得到的 cDNA 稀释成原来体积的 4
倍，取 1 μL(约相当于 10 ng 总 RNA 转录量)做
模板进行 Real-time PCR，每个样品做 3 个重复
(图 3)。在试验过程中，溶解曲线有非常明显
的单一峰，说明该基因均具有较好的特异性扩

增。制作标准曲线并制定线性方程(图 3，4)，
曲线的 R2

等于 0. 9968，说明线性非常好(误差
小);图 5 所示家蚕 Bm-Hsp23. 7 基因在 5 龄第

6 d 的不同组织中的表达水平，表示的是每微
克总 RNA 中目的基因拷贝数的 lg 值(即以 10
为底的拷贝数的对数值)，其中卵巢中表达量

最高，每微克总 RNA 中所含目的基因拷贝数达
到 3. 64 × 107，在头部、前部丝腺和中部丝腺表
达量比较低，每微克总 RNA 中所含目的基因拷
贝数在 105

左右，而在血细胞中表达量最低，每

微克总 RNA 中所含目的基因拷贝数仅达到
7. 11 × 103，其他 8 个组织表达量在 2. 68 × 106

～ 3. 24 × 106
之间。

图 3 Bm-Hsp23. 7 溶解曲线

图 4 Bm-Hsp23. 7 标准曲线(绝对定量法)

3 小结

本文克隆了家蚕 Hsp23. 7 基因，并将其克
隆到大肠杆菌表达载体 pET-28a 中。其重组质
粒在 BL21 菌株中经 IPTG 诱导后表达出大量
目的蛋白，这为后续研究家蚕的 sHSP23. 7 蛋
白，做了很好的准备。同时，我们对该基因的表
达谱情况进行了分析，通过 Real-time PCR 的结
果可以看出 Bm-Hsp23. 7 基因在家蚕 5 龄幼虫
时期的所有组织中都有表达，但是在各组织中

表达量的差异非常大。在 5 龄幼虫时期，卵巢
中表达量最高，其次在脂肪体，翅原基，马氏管

中表达量也较高，在血细胞中表达量最低。
做荧光定量 PCR 时，我们发现不同组织中
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内参基因 ActinA3 的 Ct 数值相差很大，目前，我
们还没有找到一种更为合适的内参基因，因此

在此进行了绝对定量分析。

图 5 5 龄第 6 d 各组织中 Bm-Hsp23. 7 基因的表达量
H(头部)，WD(翅原基)，FSG(前丝)，MSG(中丝)，TSG(后丝)，MT(马氏管)，TC(气管丛)，

E(表皮)，He(血球)，FB(脂肪体)，T(睾丸)，O(卵巢)，MG(中肠)
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