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　　［摘要］　目的　对大劣按蚊卵黄蛋白原（Ａｎｏｐｈｅｌｅｓｄｉｒｕｓｖｉｔｅｌｌｏｇｅｎｉｎ，ＡｄＶｇ）基因 ｃＤＮＡ的全长序
列进行扩增和分析，并对其功能域蛋白进行表达与纯化。方法　基于前期克隆的 ＡｄＶｇ基因 ｃＤＮＡ片
段，利用ＲＡＣＥＰＣＲ技术，扩增ＡｄＶｇ基因的５′末端及３′末端序列。用ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ软件将测序得到的ＡｄＶｇ
ｃＤＮＡ片段、５′末端序列、３′末端序列进行校正，拼接得到完整的ＡｄＶｇｃＤＮＡ全长序列。对ＡｄＶｇ全长序列
进行功能域预测。利用ｐｅｔ２８ａ（＋）构建重组质粒进行ＡｄＶｇ功能域蛋白的表达与纯化。结果　成功获得
ＡｄＶｇ基因全长ｃＤＮＡ序列，包括１１７ｂｐ的５′ＵＴＲ序列、１９２ｂｐ的３′ＵＴＲ序列和６１８６ｂｐ的ＯＲＦ序列。
ＡｄＶｇ蛋白主要包含ＶｉｔＮ、ＤＵＦ１９４３及ｖＷＤ３个结构域。通过构建重组质粒，成功表达和纯化了 ＡｄＶｇ
ＶｉｔＮ功能域蛋白。结论　成功克隆了大劣按蚊卵黄蛋白原基因的全长序列，并获得了重组蛋白。
　　［关键词］　大劣按蚊；卵黄蛋白原基因；ＲＡＣＥ扩增；蛋白表达与纯化
　　［中图法分类号］　Ｑ９６２；Ｑ９６３；Ｑ９６６ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　重庆市自然科学基金项目（ｃｓｔｃ２０１８ｊｃｙｊＡＸ０１８２）；国家自然科学基金（８１７０２０３５，８１９７１９７１）
［通信作者］　王　英，电话：（０２３）６８７７１５７６，Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｙｉｎｇｔｍｍｕ＠１２６．ｃｏｍ

： 同等贡献者

１０００５４０４／Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０２１，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循ＣＣＢＹ许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＡｎｏｐｈｅｌｅｓｄｉｒｕｓｖｉｔｅｌｌｏｇｅｎｉｎｇｅｎｅａｎｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｉｔｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｄｏｍａｉｎ
ＹＵＳｈａｓｈａ１，ＨＵＨｕｉ１，ＱＩＮＪｉｅ１，２，ＷＡＮＧＪｉｎｇ１，ＬＩＵＴｉｎｇ１，ＬＩＵＴｉｎｇｔｉｎｇ１，ＷＡＮＧＹｉｎｇ１　　１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆ
ＴｒｏｐｉｃａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＭｉｌｉｔａｒｙＰｒｅｖｅｎｔｉｖｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＡｒｍｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ），Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００３８；２ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣｒｉｔｉｃａｌＣａｒｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，ｔｈｅＰＬＡ７４ｔｈＧｒｏｕｐＡｒｍｙＨｏｓｐｉｔａｌ，
Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ，ＧｕａｎｇｄｏｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ，５１０２２０，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏａｍｐｌｉｆｙａｎｄａｎａｌｙｚｅｔｈｅｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｃＤＮＡｏｆＡｎｏｐｈｅｌｅｓｄｉｒｕｓｖｉｔｅｌｌｏｇｅｎｉｎ
（ＡｄＶｇ）ｇｅｎｅ，ａｎｄｅｘｐｒｅｓｓａｎｄｐｕｒｉｆｙｉｔｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｄｏｍａｉｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＢａｓｅｄｏｎｔｈｅｃＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｓｏｆ
ＡｄＶｇｇｅｎｅｃｌｏｎｅｄｅａｒｌｉｅｒ，ｔｈｅｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｓｅｑｕｅｎｃｅｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄｔｈｒｏｕｇｈｒａｐｉｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ
（ＲＡＣＥ）．ＴｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＡｄＶｇｃＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔ，５′ｅｎｄａｎｄ３′ｅｎｄｗｅｒｅｃｏｒｒｅｃｔｅｄａｎｄａｓｓｅｍｂｌｅｄｔｏｏｂｔａｉｎ
ａｃｏｍｐｌｅｔｅＡｄＶｇｃＤＮＡｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｓｅｑｕｅｎｃｅｂｙＶｅｃｔｏｒＮＴＩｓｏｆｔｗａｒｅ．ＴｈｅｎｔｈｅｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＡｄＶｇ
ｗａｓｕｓｅｄｔｏｐｒｅｄｉｃｔｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｄｏｍａｉｎ．Ｆｉｎａｌｌｙ，ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐｅｔ２８Ａ（＋）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｅｘｐｒｅｓｓａｎｄ
ｐｕｒｉｆｙｔｈｅＡｄＶｇｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｄｏｍａｉｎ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅＡｄＶｇｇｅｎｅｗａｓ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｏｂｔａｉｎｅｄ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇａ１１７ｂｐ５′ＵＴＲｓｅｑｕｅｎｃｅ，ａ１９２ｂｐ３′ＵＴＲｓｅｑｕｅｎｃｅ，ａｎｄａ６１８６ｂｐｏｐｅｎ
ｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ（ＯＲＦ）ｓｅｑｕｅｎｃｅ．Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅＡｄＶｇｐｒｏｔｅｉｎｍａｉｎｌｙｃｏｎｔａｉｎｅｄ３
ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｄｏｍａｉｎｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇＶｉｔＮ，ＤＵＦ１９４３ａｎｄｖＷＤ．Ｔｈｅｎｗｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｎｄｐｕｒｉｆｉｅｄｔｈｅ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｄｏｍａｉｎＡｄＶｇＶｉｔＮｂｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇａｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｃＤＮＡｏｆ
ＡｄＶｇｉｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｌｏｎｅｄ，ａｎｄｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｏｆｉｔｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｄｏｍａｉｎＶｉｔＮｉｓｏｂｔａｉｎｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ａｎｏｐｈｅｌｅｓｄｉｒｕｓ；ｖｉｔｅｌｌｏｇｅｎｉｎ；ＲＡＣＥ；ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ｃｓｔｃ２０１８ｊｃｙｊＡＸ０１８２）ａｎｄｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１７０２０３５，
８１９７１９７１）．ＹＵＳｈａｓｈａａｎｄＨＵＨｕｉａｒｅｃｏｆｉｒｓｔａｕｔｈｏｒｗｈｏｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｄｅｑｕａｌｌｙｔｏｔｈｅａｒｔｉｃｌｅ．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＷＡＮＧＹｉｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｙｉｎｇｔｍｍｕ＠
１２６．ｃｏｍ

０４１１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



　　疟疾是一种严重的蚊媒传染病。据世界卫生组织
（ＷＨＯ）报告，２０１８年全球疟疾感染病例数约２．２８亿，
其中大部分来自非洲、东南亚及地中海等地区，死亡人

数高达４０．５万人次［１］。然而，目前仍无有效的疟疾治

疗疫苗［２］，且抗疟药物的滥用也引发了广泛的抗药

性［３－４］。因此，控制媒介生物按蚊的种群数量是阻断

疟疾传播最有效的方法之一。大劣按蚊（Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ
ｄｉｒｕｓ）是我国重要的传疟媒介之一，在我国海南省和西
南部地区较为常见［５］。按蚊属于卵生动物，其体内卵

黄蛋白（ｙｏｌｋｐｒｏｔｅｉｎ，ＹＰ）能够为胚胎发育提供需要的
营养物质。卵黄蛋白原（ｖｉｔｅｌｌｏｇｅｎｉｎ，Ｖｇ）是几乎所有
卵生动物ＹＰ的前体，对卵生动物卵巢的成熟及蚊卵
的发育起着至关重要的作用［６－７］。因此，围绕Ｖｇ分子
研究大劣按蚊的生殖生理机制，通过改变蚊虫繁殖能

力控制蚊虫种群密度的研究工作相继开展［８－１０］。

　　然而，目前关于大劣按蚊生殖生理的分子机制尚
少见报道。因此在前期获得大劣按蚊 Ｖｇ基因 ｃＤＮＡ
片段的基础上［１０］，本研究拟通过 ｃＤＮＡ末端快速扩增
（ｒａｐｉｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ，ＲＡＣＥ）技术对大劣
按蚊卵黄蛋白原（Ａｎｏｐｈｅｌｅｓｄｉｒｕｓｖｉｔｅｌｌｏｇｅｎｉｎ，ＡｄＶｇ）基
因的５′末端及 ３′末端进行 ＲＡＣＥ扩增，然后利用
ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ软件进行校正、拼接得到全长序列。最后，
通过结构域预测分析，构建重组质粒，表达和纯化得到

重组蛋白，为进一步探究分析其在大劣按蚊体内的功

能和作用提供了依据和条件。

１　材料与方法

１．１　蚊种及实验动物
　　大劣按蚊海南株由陆军军医大学军事预防医学系
热带医学教研室常规饲养保种。饲养条件为２８℃、相
对湿度 ８０％，幼虫喂饲自制酵母猪肝干粉，成蚊喂饲
１０％蔗糖水。健康昆明小鼠２只，体质量１６～２０ｇ，雌
雄不限，供３ｄ龄大劣按蚊成蚊饲血，由陆军军医大学
实验动物中心提供。

１．２　主要试剂
　　Ｔｒｉｚｏｌ裂解液购自杭州博日科技有限公司；三氯甲
烷和异丙醇购自成都科隆化学品有限公司；ＭＥＧＡｓ
ｃｒｉｐｔＴＭＲＮＡｉＫｉｔ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＯＭＥＧＡＰｌａｓｍｉｄ
ＭｉｎｉＫｉｔＩ试剂盒、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ 逆转录试剂盒、ＤＮＡ
胶回收试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ公司；引物序列合成
来自上海生工生物工程有限公司。

１．３　大劣按蚊卵黄蛋白原基因的 ＲＡＣＥ扩增及全长
序列拼接

１．３．１　引物设计　　根据课题组前期研究获得大劣
按蚊 Ｖｇ基因的 ｃＤＮＡ片段进行 ＲＡＣＥ引物 Ｇｅｎｅ

ＳｐｅｃｉｆｉｃＰｒｉｍｅｒｓ（ＧＳＰｓ）设计，遵循原则如下：２３～２８ｎｔ；
５０～７０％ＧＣ含量；Ｔｍ≥６５℃，或 ｔｏｕｃｈｄｏｗｎＰＣＲ，Ｔｍ
＞７０℃；与通用引物的３′末端不互补。本研究设计３′
ＲＡＣＥ和５′ＲＡＣＥ引物序列ＧＰＳ１和ＧＰＳ２，见表１。

表１　３′ＲＡＣＥ和５′ＲＡＣＥ的引物

名称 引物序列（５′→３′） 引物长度／ｂｐ
ＧＰＳ１ ＣＡＡＧＧＴＴＧＴＣＧＴＣＡＧＣＣＣＧＴＣＴＣ ２３
ＧＰＳ２ ＡＣＧＧＴＧＴＴＧＧＴＣＡＣＧＣＴＧＧＴＡＴＧ ２３

１．３．２　ＲＡＣＥ扩增　　参照 ＳＭＡＲＴＴＭＲＡＣＥｃＤＮＡ
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｋｉｔ说明书进行，合成 ３′ＲＡＣＥＲｅａｄｙ
ｃＤＮＡ和５′ＲＡＣＥＲｅａｄｙｃＤＮＡ后，分别进行３′ＲＡＣＥ
和５′ＲＡＣＥＰＣＲ扩增。３′ＲＡＣＥＰＣＲ的反应体系为：
１５．５μＬＰＣＲＧｒａｄｅＨ２Ｏ，２５．０μＬ２×ＳｅｑＡｍｐ

ＴＭＢｕｆｆｅｒ，
１．０μＬＳｅｑＡｍｐＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ，混匀后加入 ２．５μＬ
３′ＲＡＣＥＲｅａｄｙｃＤＮＡ，５μＬ１０×ＵＰＭ，１μＬＧＳＰ１，反应
体系为５０μＬ。５′ＲＡＣＥＰＣＲ的反应体系为：１５．５μＬ
ＰＣＲＧｒａｄｅＨ２Ｏ，２５．０μＬ２×ＳｅｑＡｍｐ

ＴＭＢｕｆｆｅｒ，１．０μＬ
ＳｅｑＡｍｐＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ，混匀后分别加入２．５μＬ５′
ＲＡＣＥＲｅａｄｙｃＤＮＡ，５μＬ１０×ＵＰＭ，１μＬＧＳＰ２，反应体
系为５０μＬ。然后分别进行 ｔｏｕｃｈｄｏｗｎＰＣＲ，５′ＲＡＣＲ
ＰＣＲ的反应条件（３′ＲＡＣＥＰＣＲ的反应条件不同点见
括号内）为：９４℃３０ｓ，７２℃２ｍｉｎ（３′ＲＡＣＥ产物＞３ｋｂ，
故３′ＲＡＣＥ设置为８ｍｉｎ）５个循环；９４℃ ３０ｓ，７０℃
３０ｓ，７２℃ ２ｍｉｎ（３′ＲＡＣＥ设置为 ８ｍｉｎ）５个循环；
９４℃ ３０ｓ，６８℃ ３０ｓ，７２℃ ２ｍｉｎ（３′ＲＡＣＥ设置为
４ｍｉｎ），２５个循环。
１．３．３　目的片段测序及序列分析　　将 ＲＡＣＥＰＣＲ
产物进行１％琼脂糖凝胶电泳，切胶后进行纯化回收，
并将纯化产物连接于 ｐＭＤ１８Ｔ质粒上送至 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司进行测序。测序结果用 ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ１１．５软件进
行校正、拼接以得到 ＡｄＶｇ基因完整的 ｃＤＮＡ序列。
随后对序列进行比对分析，并通过ＢａｎｋＩｔ上传至ＮＣＢＩ
数据库。

１．４　ＡｄＶｇ蛋白结构域及三级结构的预测与分析
　　利用 ＮＣＢＩ对 ＡｄＶｇ蛋白的结构域进行预测与分
析［１１］。并通过 ＳｗｉｓｓＭｏｄｅｌ预测蛋白三级结构，对富
含丝氨酸的区域进行分析。

１．５　功能域蛋白的表达与纯化
　　依照选定功能域的氨基酸序列，利用 ＯＶＥＲＬＡＰ
方法形成模板ＤＮＡ，再利用ＰＣＲ扩增的方法得到双链
ＤＮＡ。然后将ＰＣＲ产物连接到 ｐｅｔ２８ａ（＋）质粒中，转
化至大肠杆菌，利用大肠杆菌表达系统进行蛋白的表

达［１２］并进一步做亲和纯化。

１．５．１　质粒转化及阳性克隆的小量表达与鉴定　　
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在冰上将５μｇ目的质粒加入到１００μＬＲｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）
感受态细胞中，混匀后静置３０ｍｉｎ；水浴锅４２℃热击
９０ｓ，冰上放置２ｍｉｎ；加入８００μＬ预热的 ＬＢ液体培
养基，３７℃ １５８ｒ／ｍｉｎ培养５０～６０ｍｉｎ；６０００ｒ／ｍｉｎ离
心４ｍｉｎ，保留１５０μＬ菌液重悬混匀后涂至 ＬＢ（卡那
抗性）平板上；倒置平板，３７℃培养１２～１６ｈ。随后，
挑选含重组质粒的单菌落至 １０ｍＬＬＢ液体培养基
（卡那抗性）中，其中 ５ｍＬ在 ３７℃培养过夜后于
－２０℃保种；余下５ｍＬ在３７℃震荡培养至Ｄ（６００）约
为０．６，然后取部分菌液作为对照组，余下菌液加入
ＩＰＴＧ（终浓度１ｍｍｏｌ／Ｌ）进行诱导表达，３７℃震荡培
养４ｈ；取０．１５ｍＬ菌液，１２０００×ｇ离心２ｍｉｎ，沉淀以
４０μＬ１×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ重悬裂解并取１０μＬ用于ＳＤＳ
ＰＡＧＥ检测。
１．５．２　蛋白表达分布检测　　取４μＬ保存菌种接种
于４ｍＬＬＢ液体培养基（卡那抗性）中震荡培养１６ｈ；
然后将全部菌液接种于 ４００ｍＬＬＢ液体培养基中，
３７℃扩大培养至Ｄ（６００）约为０．６，然后加入 ＩＰＴＧ进
行诱导，３０℃继续震荡培养 ８ｈ；８０００ｒ／ｍｉｎ离心
３ｍｉｎ，弃上清，收集菌体重悬于 ５０ｍＬ预冷的 ＮＴＡ０
缓冲液中，加溶菌酶（终浓度０．１ｍｇ／ｍＬ），冰浴３０ｍｉｎ；
超声（功率２００Ｗ、工作３ｓ、暂停４ｓ、时间１５ｍｉｎ）破
碎菌体；１６０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心５０ｍｉｎ，分别取１０μＬ
上清及沉淀进行ＳＤＳＰＡＧＥ检测。
１．５．３　蛋白大量表达及破菌检测　　取１００μＬ上述
保存的菌种进行表达和破菌检测，方法同１．５．２。
１．５．４　包涵体蛋白纯化　　以５０ｍＬＳＴＥＴ缓冲液将
１．５．３中收集到的沉淀重悬并加入 ＤＴＴ（１ｍｍｏｌ／Ｌ）；
超声（２００Ｗ、工作３ｓ、暂停３ｓ）１０ｍｉｎ以促进杂蛋白
溶解；１００００ｒ／ｍｉｎ４℃离心１０ｍｉｎ，去上清；重复上诉
步骤至上清透明；沉淀以ＰＢＳ重悬，超声（功率２００Ｗ、
工作３ｓ、暂停３ｓ）１０ｍｉｎ；１６０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心１０ｍｉｎ，
去上清；以 ３ｍＬ６ｍｏｌ／Ｌ盐酸胍重悬包涵体并加入
ＤＴＴ（５ｍｍｏｌ／Ｌ）；２２０ｒ／ｍｉｎ３７℃震荡４ｈ至包涵体全
部溶解；１００００ｒ／ｍｉｎ４℃离心１０ｍｉｎ，取上清。取蛋
白溶液１０μＬ进行ＳＤＳＰＡＧＥ检测。
１．５．５　包涵体蛋白复性　　在４℃环境下，用注射器
将２倍体积的３ｍｏｌ／Ｌ盐酸胍稀释蛋白溶液逐滴加入
到２００ｍＬ复性液（ｐＨ＝８．０）中，最大转速搅拌２４ｈ；
降低转速再搅拌 ２４ｈ；以 ＰＥＧ２００００将蛋白溶液浓缩
体积至５０～１００ｍＬ并在４℃以 ＴＥ缓冲液透析４８ｈ；
再以ＰＥＧ２００００将蛋白溶液浓缩体积至１０～２０ｍＬ在
４℃以ＴＥ缓冲液透析４８ｈ。
１．５．６　复性蛋白纯化　　用０．２２μｍ过滤器过滤１．５．５
中获得的上清蛋白溶液备用；准备 ＮｉＮＴＡ柱，以
１ｍＬ／ｍｉｎ的流速上样；以ＮＴＡ０缓冲液（ｐＨ＝８．０）洗柱

至流出液不含蛋白；以咪唑（２０、６０、２００和５００ｍｍｏｌ／Ｌ）梯
度洗脱至Ｇ２５０检测液不变色；以 ３倍柱体积去离子
水洗涤柱料，以２０％乙醇封柱；取１０μＬ透析浓缩洗脱
液进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测。

２　结果

２．１　ＡｄＶｇ基因ＲＡＣＥＰＣＲ扩增结果
　　ＡｄＶｇ基因的５′ＲＡＣＥＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝
胶电泳检测可见一条 １５００ｂｐ左右的条带，３′ＲＡＣＥ
ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测可见一条５０００ｂｐ
左右的条带。电泳结果如图１。
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Ｍ１：ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：ＡｄＶｇ５′ＲＡＣＥ扩增产物；２：试
剂盒５′ＲＡＣＥ扩增阳性对照；３：ＡｄＶｇ３′ＲＡＣＥ扩增产物；
４：试剂盒３′ＲＡＣＥ扩增阳性对照；Ｍ２：１ｋｂＤＮＡＭａｒｋｅｒ

图１　ＲＡＣＥＰＣＲ产物电泳结果

２．２　ＡｄＶｇ基因全长序列分析
　　利用 ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ１１．５软件对 ５′ＲＡＣＥ和 ３′
ＲＡＣＥ扩增获得的序列进行校正和拼接，成功获得
ＡｄＶｇｃＤＮＡ全长序列共 ６４７７ｂｐ，包含 ５′非翻译区
（ＵＴＲ）序列１１７ｂｐ，开放阅读框（ＯＦＲ）序列６１６８ｂｐ，
３′ＵＴＲ序列１９２ｂｐ。ＡｄＶｇ全长 ｃＤＮＡ序列结构组成
示意图如图２。ＡｄＶｇ开放阅读框序列翻译后的氨基
酸序列共包含２０５５个氨基酸，分子量约为２２６×１０３。
对ＡｄＶｇ氨基酸序列进行比对分析，结果显示其与斯
氏按蚊、库态按蚊、微小按蚊、浅色按蚊、美彩按蚊和冈

比亚按蚊卵黄蛋白原氨基酸序列的同源性高达

９３．７３％～９４．５１％。表明成功扩增出大劣按蚊卵黄蛋
白原基因 ｃＤＮＡ的全长序列。本研究获得的 ＡｄＶｇ
ｃＤＮＡ全长序列及开放阅读框翻译后的氨基酸序列均
已提交至ＮＣＢＩ数据库，序列登录号为ＭＷ３４９８５０。

图２　ＡｄＶｇ全长ｃＤＮＡ结构组成示意图

２４１１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



! "#$ #$$ %#$ ! $$$ ! "#$ ! #$$ ! %#$ " $$$ " $##

&'( )*+,-./012

! 34#5367 8865867 ! 7"!5! 78% " $##

8$ ! "3$ ! 363 ! 4"6

蓝色代表丝氨酸
9

苏氨酸位点或区域

:

;

Ａ：ＡｄＶｇ蛋白结构域的预测；Ｂ：ＡｄＶｇ蛋白三级结构的预测

图３　ＡｄＶｇ蛋白结构域及三级结构的预测

２．３　ＡｄＶｇ蛋白结构域及三级结构的预测和分析
　　利用ＮＣＢＩ预测ＡｄＶｇ蛋白的结构域（图３Ａ），包
括卵黄蛋白Ｎ端结构域（ｖｉｔｅｌｌｏｇｅｎｉｎＮｄｏｍａｉｎ，ＶｉｔＮ）
（４１～８５１ａａ），未知功能结构域（ｕｎｋｎｏｗｎｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｄｏｍａｉｎ，ＤＵＦ１９４３）（８８４～１２１７ａａ）和ｖＷＤ结构域（ｖｏｎ
Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄｄｏｍａｉｎ，ｖＷＤ）（１６６０～１８５０ａａ）。通过对
ＡｄＶｇ氨基酸序列进行分析，其含有３个富含丝氨酸的
区域，氨基酸位点分别为３６５～３８９ａａ、４４８～４８９ａａ及
１９２１～１９４７ａａ，结果见图 ３Ｂ。利用 ＳｗｉｓｓＭｏｄｅｌ对
ＡｄＶｇ蛋白的三级结构进行预测，获得４０～１２３０ａａ及
１３８３～１６２８ａａ序列的三级结构图，红框中蓝色部分
为ＡｄＶｇ蛋白中富含丝氨酸的区域。
２．４　ＡｄＶｇＶｉｔＮ功能域蛋白重组质粒的构建
　　选取ＶｉｔｅｌｌｏｇｅｎｉｎＮ（４１～８５１ａａ）结构域进行后续
的表达与纯化。将 ＶｉｔｅｌｌｏｇｅｎｉｎＮ结构域对应的碱基
序列构建入 ｐｅｔ２８ａ（＋）质粒中，重组质粒图谱如图４，
红色即为插入序列部分。

２．５　ＡｄＶｇ功能域蛋白的表达与纯化
　　将重组质粒转化入 Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）感受态细胞中，
采用卡那抗性筛选阳性克隆，并对重组质粒进行测序

验证，目的蛋白基因序列与ＡｄＶｇＶｉｔＮ结构域基因序
列完全一致。阳性克隆经小量表达及破菌分布 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ检测，可见明显差异条带（图５Ａ红色箭头示），

图４　ＡｄＶｇｐｅｔ２８ａ（＋）重组质粒图谱

表明重组蛋白基因经 ＩＰＴＧ诱导后可在大肠杆菌表达
系统中进行表达。同时，重组蛋白分子量在９４×１０３左
右，包含Ｈｉｓｔａｇ标签（～４×１０３），大小符合目的蛋白分
子量的预期。另外，在沉淀中蛋白条带较上清明显，提

示重组蛋白大部分表达在包涵体中（图 ５Ａ）。随后，
对筛选到的重组阳性克隆放大培养、超声破菌，包涵体

３４１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１２）



蛋白经过纯化后进行 ＳＤＳＰＡＧＥ检测，结果显示融合
蛋白的大小正常、纯度较高（图５Ｂ），可进行后续的复
性纯化。大量表达获得的重组蛋白包涵体经复性及

ＮｉＮＴＡ纯化技术对蛋白进行纯化浓缩，纯化结果见图
５Ｃ。本研究得到纯度为８０％左右的重组蛋白，可用于
后续研究。

３　讨论

　　１９５４年，美国的ＴＥＬＦＥＲ［１３］首次从古比惜天蚕蛾
（Ｈｙａｌｏｐｈｏｒａｃｅｃｒｏｐｉａ）血淋巴中发现了一种雌性特有
的蛋白质，并证明其参与了卵黄的形成。１９６９年，
ＰＡＮ等［１４］证实该蛋白作为 Ｖｉｔｅｌｌｉｎ（Ｖｎ）或卵黄蛋白
（ＹＰ）的前体，主要来源于脂肪体，并将其命名为＂卵
黄蛋白原＂，后来这一名称被广泛用于特指雌性动物
血浆中的卵黄蛋白原。然而，有研究表明在某些雄性

昆虫中Ｖｇ也有少量表达［１５－１６］。Ｖｇ是几乎所有卵生
动物卵黄蛋白的前体，为胚胎发育提供必要的营养物

质，是卵生动物生殖、发育活动的重要参与蛋白［１７－１８］。

同时，Ｖｇ蛋白在脂肪体中被水解、修饰后，还能协同促
进碳水化合物、脂质和其他营养物质向卵巢的运输。

在与卵母细胞结合后，Ｖｇ以晶体形式储存形成卵黄蛋
白，作为未来胚胎的储备食物来源。

　　卵黄蛋白原已在众多动物中得到了广泛的研究，
包括脊椎动物和无脊椎动物中的昆虫、甲壳动物以及

寄生虫等［１９－２１］。在昆虫中，６个不同目 ２５种昆虫的
Ｖｇ序列的测定已完成［２０］。昆虫Ｖｇ是一种以２００×１０３

左右的蛋白为前体合成的磷脂糖蛋白，其 ｍＲＮＡ转录
本较大，为（６～７）×１０３。 不同昆虫卵黄蛋白原的比较
表明，它们的结构高度保守，形成了一个超家族基因。

昆虫的卵黄蛋白原也被证明与其他生物的卵黄蛋白原

是同源的，如线虫和脊椎动物等［２１］。

　　大劣按蚊是我国海南岛、西南地区及东南亚毗邻
国家的重要传疟媒介［２２－２３］，严重危害人类身体健康。

目前，大劣按蚊Ｖｇ序列尚未解析。本研究通过ＲＡＣＥ

ＰＣＲ技术成功获得了大劣按蚊 Ｖｇ基因的全长序列共
６４７７ｂｐ，其中包含１１７ｂｐ５′非编码区序列，６１６８ｂｐ
开放阅读框序列及 １９２ｂｐ３′非编码区序列。其氨基
酸序列通过ＮＣＢＩ进行在线比对，与６种已知Ｖｇ序列
的按蚊（斯氏按蚊、库态按蚊、微小按蚊、浅色按蚊、美

彩按蚊和冈比亚按蚊）同源性均较高，进一步证实该

序列置信度较高。通过对 ＡｄＶｇ蛋白结构域的预测，
得到３个主要结构域：ＶｉｔＮ结构域、ＤＵＦ１９４３结构域
和ｖＷＤ结构域，与其他昆虫的结构域高度一致，具有
较高的保守性。进一步分析显示，大劣按蚊具有３个
多聚丝氨酸的区域，与埃及伊蚊卵黄蛋白原序列多聚

丝氨酸的个数相同［２１］。在ＶｉｔＮ结构域内编码了２个
由连续丝氨酸组成的丝氨酸聚集区，是 Ｖｇ的主要磷
酸化位点。同时，ＶｉｔＮ结构域也是重要的蛋白修饰区
域，且在该结构域内具有分泌信号肽和 Ｖｇ与 Ｖｇ受体
的互作位点［２４］，因此我们对该结构域的蛋白进行了表

达与纯化。通过构建重组质粒，转化进大肠杆菌后进

行原核表达，并利用 ＮｉＮＴＡ柱进行纯化，成功获得了
较高纯度的 ＡｄＶｇ重组蛋白。在之后的研究中，我们
将利用该重组蛋白对其在大劣按蚊体内的表达和功能

进行分析研究。本研究结果将有助于对大劣按蚊生殖

过程与机制开展更深入的研究，为蚊虫种群密度控制

以及疟疾的防治工作提供新的线索和基础。
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图５　重组蛋白的表达与纯化
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