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摘　要:泛素介导的泛素-蛋白酶体通路 (Ubiquitin_proteasome pathway , UPP)是真核细胞内依赖 ATP 的非溶酶

体蛋白质降解途径 , 该途径对细胞内蛋白的选择性降解起着重要作用。设计一对简并引物 , 从棉铃虫 Helicoverpa

armigera 卵巢细胞 Ha831中克隆了泛素基因的编码区 , GenBank 登录号 AY456195。序列分析表明 , 该编码区的长

度为 228 bp , 编码 76 个氨基酸 、 其编码蛋白的相对分子质量为 8 560 , 等电点为 6.56。同源性比较发现 , 棉铃虫

泛素基因与其他真核生物泛素基因在氨基酸水平上具有 96%以上的相似性 , 而与棉铃虫核多角体病毒泛素的相

似性为 76%, 所有已知的泛素关键功能位点在该泛素蛋白中均保守存在。
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　　泛素 (ubiquitin)由 76个氨基酸组成 , 相对分

子质量约为 8 600 , 是真核生物内高度保守的一种

多肽 。从不同种属的真核生物得到的泛素的一级结

构几乎相同 , 对植物 、酵母 、 动物的泛素的分析表

明 , 它们的一级结构仅有 1-3个氨基酸残基的不

同。目前所知 , 泛素主要通过 ATP 依赖的泛素 -

蛋白酶体通路 (ubiquitin_prot_easome pathway , UPP)

高效并高度选择性地对胞质 、 胞核内蛋白进行降

解 , 尤其是短命的功能蛋白 、癌基因产物和变性 、

变构蛋白等 , 应急状态下也降解细胞内其它结构蛋

白。UPP已被认为是十分重要的细胞功能调节因

素 , 该蛋白水解通路的发现被认为是细胞周期调

控 、细胞恶性转化和免疫学研究的重大转折 。此

外 , 泛素作为分子伴侣参与核糖体的生物发生 、 细

胞内吞及其它多种生理功能[ 1] 。除了真核生物以

外 , 昆虫病毒是目前发现惟一编码泛素的病毒 。苜

蓿丫纹夜蛾核多角体病毒 (Autographa californica

nucleopolyhedrovirus , AcMNPV)泛素基因的缺失并

不影响病毒的复制 , 但芽生型病毒粒子的滴度明显

降低[ 2] 。

棉铃虫单粒核多角体病毒 (Helicoverpa armigera

single nucleocapsid nucleopolyhedrovirus , HaSNPV)的

基因组中也存在一个泛素基因
[ 3]
。为了了解

HaSNPV侵染过程中 , 病毒或病毒泛素与宿主泛素

-蛋白酶体通路 (UPP)的相互作用机理 , 本文设

计一对简并引物 , 从棉铃虫 Helicoverpa armigera 卵

巢细胞中克隆了泛素基因 , 这为研究泛素在病毒侵

染中的作用奠定了基础 。

1　材料与方法

1.1　材　料

1.1.1　细胞 , 菌株与质粒 　棉铃虫 Helicoverpa

armigera卵巢细胞 Ha831 与大肠杆菌菌株 TG1由本

实验室保存 , 克隆载体pMD18_T 购自TaKaRa公司。

1.1.2　主要试剂　限制性内切酶 、 核酸相对分子

质量标准和 Taq DNA 聚合酶均购自 TaKaRa 公司。

其他试剂均为国产分析纯。

1.2　方　法

1.2.1　简并引物设计与合成　根据已知人 、 大麦 、

酵母 、 果蝇及鳞翅目昆虫等泛素蛋白氨基酸序列的

高度保守性 , 设计一对简并引物 。

正向引物:

5′-ATGCA(AG)AT(CT)TT(CT)GTIAA-3′,

氨基酸序列:MQIFVKTLT;

反向引物:

5′-(AG)CCACCICG(CGA)AGIC(TG)(CGA)A(GA)

(CG)AC-3′,

氨基酸序列:LRLRGG。

引物由上海博亚公司合成。

1.2.2　总 RNA的提取　总 RNA的提取 , 参考文献

[ 4]进行。将适量的 Ha831细胞在液氮冷冻条件下

充分研磨 , 依次向研磨的细胞中加入 500 μL 异硫
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氰酸胍变性溶液 、 50 μL 乙酸钠 (2 mol/L , pH 4)、

500 μL水饱和酚和 100 μL 氯仿 , 混匀 , 冰上静置

15 min;4 ℃, 12 000 g 离心 15 min;将水相转移至

另一新的 1.5 mL微量离心管中 , 加入 500 μL 异丙

醇后置于-70 ℃30 min;12 000 g 离心 10 min , 用

200μL变性溶液重悬沉淀 , 加入 200 μL 异丙醇和

60μL 乙酸钠 (2 mol/L , pH4 ), 混匀 , 置于-70

℃30 min;12 000 g 离心 20 min , 用 φ=75%乙醇

淋洗 RNA , 然后离心 5 min;晾干 RNA沉淀 , 并用

适量的无 RNA酶水溶解。

1.2.3　第一链 cDNA 的合成 　在新的 0.5 mL

Eppendorf管中 , 依次加入 2 μL 总 RNA (～ 2 μg),

1 μL OligodT15 (50 pmol/L), 0.5 μL RNasin(40 U/

μL), 1 μL AMV reverse transcriptase (10 U/μL ,

Promega), 2 μL dNTPs (25 mmol/L/each);5 ×RT

buffer 4μL , 9.5μL 无 RNA酶水。在 PCR仪中完成

反转录:42 ℃, 30 min;95 ℃, 5 min;冰浴2 min。

1.2.4　PCR扩增　PCR反应条件为:50 μL 反应体

系中含5μL 10×PCR buffer , 0.01μmole/each dNTP ,

50 pmol/each primer , 3 units Taq_Polymerase , ～ 3 ng

cDNA。样品先 94 ℃预变性 3 min , 然后按下述条

件进行PCR扩增反应:94 ℃、 30 s , 45 ℃、 1 min ,

72 ℃、 1 min , 30个循环后 72 ℃、 10 min , 扩增完

毕后置4 ℃终止反应。

1.2.5　PCR产物的克隆与测序 　参照文献[ 5] ,

PCR产物经琼脂糖凝胶电泳 , 选择大小与所设计的

棉铃虫泛素基因片段相符合的单一 DNA条带 , 回

收 、 纯化;纯化的 PCR产物与 pMD18_T 载体连接 ,

重组子 pHaUbi转化大肠杆菌 TG1;挑取单个白色

菌落提取质粒 , 酶切鉴定后 , 送交上海博亚公司进

行测序。

1.2.6　序列分析 　应用 DNAsis分析软件将所得

DNA序列翻译成蛋白质序列 , 并用 BLAST 搜索引

擎查询 GenBank/EMBL数据库 , 获得同源的核酸与

蛋白质序列 。多序列比较用 CLUSTAL W (1.82)
[ 6]

与Genedoc软件进行 。

2　结　果

2.1　PCR扩增产物及重组质粒酶切鉴定

琼脂糖凝胶电泳检测结果表明 , PCR扩增产物

为约 230 bp的单一片段 (图 1 , 泳道2), 而挑选的

阳性克隆 , 经质粒抽提 , EcoR Ⅰ 、 Pst Ⅰ双酶切 ,

则出现2条 DNA条带 , 位置与预测一致 (图 1 , 泳

道3)。

2.2　棉铃虫泛素基因的编码区

根据真核生物泛素蛋白N-端和C-端高度保

图 1　PCR产物与重组质粒酶切鉴定

Fig.1　Identification of the recombinant plasmid

(restriction analysis using EcoRⅠ/ Pst Ⅰ)

and the PCR product

1:DL_2000 DNA 相对分子质量标准;

2:泛素 PCR产物;

3:pHaUbi重组质粒酶切产物 (EcoRⅠ/ Pst Ⅰ);

4:1 kb DNA相对分子质量标准

守的氨基酸序列 MQIFVKTLT 和 LRLRGG , 设计一

对简并引物扩增棉铃虫泛素编码区。PCR产物测序

结果表明 , 棉铃虫泛素基因开放阅读框长度为 228

bp , 编码 76个氨基酸 (图 2), 预计编码蛋白的相

对分子质量为8 560 , 等电点为 6.56。

1 ATG CAG ATC TTT GTG AAA ACA CTA ACT GGT 30

1 M Q I F V K T L T G 10

31 AAG ACC ATC ACC CTT GAG GTC GAG CCT TCT 60

11 K T I T L E V E P S 20

61 GAC ACG ATC GAA AAT GTT AAA GCC AAA ATC 90

21 D T I E N V K A K I 30

91 CAG GAT AAG GAG GGT ATC CCA CCT GAC CAG 120

31 Q D K E G I P P D Q 40

121 CAG CGA TTG ATC TTC GCC GGA AAG CAG TTG 150

41 Q R L I F A G K Q L 50

151 GAG GAT GGG CGG ACC TTG TCT GAT TAC AAT 180

51 E D G R T L S D Y N 60

181 ATT CAG AAA GAA TCC ACT CTC CAC TTG GTG 210

61 I Q K E S T L H L V 70

211 CTG CGC CTG CGA CGT GGC 228

71 L R L R G G 76

图 2　棉铃虫泛素基因核苷酸序列

及其推衍的氨基酸序列

Fig.2　Nucleotide and deduced amino acid sequence of

the coding sequence of Helicoverpa armigera ubiquitin gene

2.3　棉铃虫泛素与其他物种泛素的序列比较

运用 Clustal W软件对棉铃虫泛素基因核苷酸

序列及氨基酸序列与其他真核生物泛素的比较结果

见图3 , 4。由图中可以看出 , 棉铃虫泛素基因的

核苷酸及氨基酸序列与其他生物泛素极其相似 , 其
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图 3　泛素蛋白氨基酸序列比较

Fig.3　Alignment of the amino acid sequence of ubiquitin proteins

Homo sapiens(H.s)(GenBank accession no.M78113);Hordeum vulgare(H.v)(No.X04133);Saccharomyces cerevisiae (S.c)(No.

X05731);Drosophila melanogaster(D.m)(No.X59943);Spodoptera frugiperda (S.f)(No.M30306);Bombyx mori (B.m)(No.

AF308163);Manduca sexta (M.s)(No.U61404);Spodoptera litura (S.l)(No.AY436066);Helicoverpa armigera(H.a);Helicoverpa

armigera single nucleopolyhedrovirus(H.n)[ 3]

图4　泛素基因开放阅读框 (ORF)核苷酸序列比较

Fig.4　Alignment of the nucleotide sequence of ubiquitinsORF

Homo sapiens(H.s)(GenBank accession no.M78113);Hordeum vulgare(H.v)(No.X04133);Saccharomyces cerevisiae (S.c)(No.

X05731);Drosophila melanogaster(D.m)(No.X59943);Spodoptera frugiperda (S.f)(No.M30306);Bombyx mori (B.m)(No.

AF308163);Manduca sexta (M.s)(No.U61404);Spodoptera litura (S.l)(No.AY436066);Helicoverpa armigera(H.a);Helicoverpa

armigera single nucleopolyhedrovirus(H.n)[ 3]
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核苷酸序列与其他真核生物泛素的相似性为 74%

～ 77%。大多数碱基差异位点出现在密码子的摆动

位置上 (图 4)。相比较核苷酸序列 , 棉铃虫泛素

与其他真核生物泛素的氨基酸序列仅有 1 ～ 3个氨

基酸的不同 (图 3), 它与人 、 果蝇 、 斜纹夜蛾及

烟草天蛾泛素的同源性为 100%;与家蚕泛素的同

源性为 98%;与草地贪夜蛾泛素的同源性为 97%;

与大麦 、 酿酒酵母泛素的同源性为 96%;与

HaSNPV泛素的同源性为 76%。所有已知与泛素功

能相关的位点在棉铃虫泛素蛋白序列中均存在。

3　讨　论

自从 20世纪 80年代初以来 , 泛素及泛素-蛋

白酶体通路一直是生物学领域的研究热点之一。近

年来 , 大量的研究结果表明 , 泛素除了与靶蛋白共

价结合参与细胞内蛋白的选择性降解外 , 还参与细

胞周期调控 、 DNA 修复 、 信号传导 、 转录调控 、

细胞凋亡以及机体免疫等多种生命活动过程[ 1] 。最

近 , 有研究结果表明 , 家蚕核多角体病毒 [ Bombyx

mori (Bm)NPV] 编码的 IAP2 、 IE2 和 PE38 3 个指

环蛋白具有泛素-蛋白酶体通路中 E3连接酶的功

能[ 7] 。而且 , 从 20世纪 80年代末以来 , 人们先后

在一些植物病毒和动物病毒的病毒结构中发现了泛

素或泛素化的病毒蛋白
[ 2]
。最近 , 大量的研究结果

表明 , RNA病毒利用宿主细胞的泛素或泛素介导

的蛋白质降解系统逃避免疫系统的监控 、促进病毒

复制以及进行病毒粒子的组装和释放
[ 8]
。目前 , 国

内外仅报道了草地贪夜蛾(GenBank Accession No.

M30306)、烟 草 天蛾 (No.U61404)、果 蝇 (No.

X59943)、家蚕(No.AF308163)及斜纹夜蛾(No.

AY436066)等 5种昆虫的泛素基因序列。研究发现 ,

泛素基因在昆虫的中肠 、 脂肪体 、 马氏管 、 飞行肌

等组织中具有高水平的表达[ 9 , 10] 。迄今没有涉及

病理条件下昆虫病毒侵染过程中与宿主细胞泛素-

蛋白酶体通路相互作用机理的研究报道 。为了了解

泛素与昆虫病毒侵染的相互关系 , 本文根据已知真

核生物泛素基因序列 , 设计一对简并引物从棉铃虫

卵巢细胞中扩增和克隆了泛素基因 。序列分析表

明 , 棉铃虫泛素与其他真核生物泛素的氨基酸序列

仅有 1 ～ 3个氨基酸的不同 , 所有已知与泛素功能

相关的位点在棉铃虫泛素序列中均保守存在。关于

该基因的功能及其与 HaSNPV侵染的相互关系在进

一步研究中 。
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Cloning and Sequence Analysis of Helicoverpa armigera Ubiquitin Gene

LI Zhao_fei , YU Hang , PAN Li_jin , YANGKai , PANGYi

(State Key Laboratory for Biocontrol and Institute of Entomology , Sun Yat_sen University , Guangzhou 510275 , China)

Abstract:Ubiquitin plays a very important role in regulated non_lysosomal ATP dependent protein degradation.The
coding sequence of Helicoverpa armigera ubiquitin gene was isolated(GenBank Accession No.AY456195).The length of
this ORF is 228 bp , encoding a protein with Mr of 8 560 and isoelectric point of 6.56.Multiple sequence alignment
indicated that H.armigera ubiquitin is very similar to the homologous proteins of other eukaryotic species and it has

more than 96% identity with other eukaryotic ubiquitins and 76%with Helicoverpa armigera single nucleopolyhedrovirus
(HaSPV)ubiquitin at amino acid level.All known key_functional sites are still existed in H.armigera ubiquitin.
Key words:Helicoverpa armigera;ubiquitin;sequence analysis
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