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摘要：【目的】对家蚕 hsp24.3 基因（Bmhsp24.3）的功能进行研究，为选育抗逆境家蚕品种提供基础材料和

理论依据。【方法】在对家蚕基因组进行生物信息学分析的基础上，对家蚕低分子量热激蛋白基因 Bmhsp24.3 进

行克隆，然后利用家蚕的芯片数据对 Bmhsp24.3 基因在 5 龄第 3天幼虫不同组织中的表达模式进行分析，并利用

半定量 RT-PCR 技术，分别对 Bmhsp24.3 基因在正常情况下和热刺激条件下家蚕 5龄幼虫不同发育时期（1～6 d）

后部丝腺中的表达状况以及 10 个不同家蚕品种 5龄第 3天幼虫丝腺中的表达情况进行了检测；最后将 Bmhsp24.3

基因进行原核表达，获得重组蛋白 rBmHSP24.3，并进一步对该重组蛋白的功能进行了体外验证。【结果】Bmhsp24.3

基因的编码区（CDS）长度为 633 bp，编码 210 个氨基酸，为单外显子基因；RT-PCR 检测发现该基因在家蚕的体

壁、脂肪体以及丝腺组织中有较高水平表达，在其它组织中的表达不明显；同对照相比，不同家蚕品种以及不同

发育时期的 5 龄幼虫在热刺激后，其后部丝腺中的 Bmhsp24.3 基因的表达显著升高。经 Native-PAGE 和 SDS-PAGE

分析表明，在高温条件下，表达获得的重组蛋白 rBmHSP24.3 能与硫氰酸酶形成稳定的复合物，使底物蛋白免受热

刺激胁迫而变性，从而起着分子伴侣的作用。【结论】重组蛋白 rBmHSP24.3 在体外具有分子伴侣的功能，推测该

蛋白在家蚕体内同样具有分子伴侣的功能，在家蚕的抗逆境适应过程中起重要作用。 

关键词：家蚕；低分子量热激蛋白（sHSP）；分子伴侣 
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Abstract: 【Objective】 The function of Bombyx mori hsp24.3 gene was studied to provide a theoretical basis for raising 
Bombyx mori varieties with adverse resistance. 【Method】 Based on bioinformatic analysis of Bombyx mori’s genome database, the 
Bmhsp24.3 gene has been cloned; Using the silkworm’s microarray-based, the expression model of this gene in multiple silkworm 
tissues on day 3 of the fifth instar was analyzed. The expressional level analysis by using RT-PCR revealed that the Bmshsp24.3 
expressed in Bombyx mori silk gland on day 3 of the fifth instar in different varieties or on days 1 to 6 of the fifth instar in P50 under 
normal raising condition and heat stimulating condition. The expression level of Bmhsp24.3 increased remarkably after heat 
stimulation. Finally, through recombinant expression, the recombinant protein rBmHSP24.3 was obtained and validated the function 
of this recominant protein. 【Result】 The CDS of the Bmhsp24.3 gene is 633 base pairs with no intron in it revealed by ESTs and 
coding 210 amino acids. This gene expressed in skin, fat body and silk gland of silkworm. The expression level in fat was remarkably 
different between male and female. Compared to the expression level of the Bmshsp24.3 under normal condition, the expression level 
increased remarkably after heat stimulation. The interactions of recombinant protein rBmHSP24.3 with Rhodanese under stress 
conditions were further analyzed. Both Native-PAGE and SDS-PAGE results demonstrated that the recombinant protein 
rBmHSP24.3 could form a stable complex with Rhodanese like a chaperone. Native-PAGE showed that the complex was detected, 
also free Rhodanese and recombinant protein rBmHSP24.3 could be observed. In order to verify the component of the complex, the 
complex was collected and applied to SDS-PAGE. Both proteins were delected in same lane, reasoning out the formatiom of the 
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complex. Taken together, the interactions of recombinant protein rBmHSP24.3 with Rhodanese is a reversible interaction under heat 
stimulation. This experiment has proved that the recombinant protein rBmHSP24.3 was fully functional as a chaperone. It 
represented protection of proteins from irreversible aggregation. 【Conclusion】 The recombinant protein rBmHSP24.3 is fully active 
as a chaperone in vitro. It is concluded that the rBmHSP24.3 plays a role like a chaperone in vivo of Bombyx mori, and also shoulders 
an important role under adversity. 
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0  引言 

【研究意义】低分子量热激蛋白（small heat shock 
proteins，sHSP）在生物界中广泛存在，几乎在所有的

生物个体中都有表达。许多因素如温度、重金属、辐

射、疾病等都能引起此类蛋白的大量表达[1-3]。早期的

研究结果表明，sHSP 的含量与生物体耐热性呈正相

关，能够提高生物体的应激能力和在逆境中的存活  
率[4]。sHSP 的表达是有机体对多种内外环境条件的胁

迫产生应激反应并进行自我保护的重要物质基础[5]。

sHSP 具有多种生物功能，不仅可增强细胞对逆境的耐

受能力和恢复能力，行使分子伴侣的功能[6-8]；还与生

物的正常生长、发育与分化、细胞内信号传导和育性

的转化有关[9-10]。因此研究低分子量热激蛋白功能对

了解有机体的抗逆境反应机制和生长发育调控机制具

有重要的理论意义和实践价值。【前人研究进展】目

前，对 sHSP 的研究已深入到结构、性质、功能等各

个面。其研究主要集中在：（1）作为分子伴侣协助细

胞内肽链的折叠；（2）参与主要组织相容性复（major 
histocompatibility complex，MHC）Ⅰ型的分子呈递；

（3）使抗原通过内吞作用进入靶细胞；（4）肿瘤免

疫和分子疫苗开发[11]。对昆虫热激蛋白家族的研究已

经深入到热激蛋白在昆虫体内作为分子伴侣、诱导生

物体耐热性和稳定细胞骨架的生物学功能水平[12]。对

家蚕 sHSP 研究虽然起步较晚，但对家蚕突变性状遗

传背景以及遗传多样性的相关研究丰富了人们对家蚕

热激蛋白的认识。李斌等在对自然突变肾型卵（ki）
胚胎致死的 FDD（flourescent differential display，FDD）

分析过程中克隆了 2 个家蚕 sHSPs 基因；孙卫忠等对

Bmhsp20.8A 进行了体外表达和荧光原位杂交

（fluorescence in situ hybridization，FISH）的研究[13-14]；

李斌等详细研究了家蚕（Bombyx mori）热激蛋白基因

Bmhsp19.9、Bmhsp20.1、Bmhsp21.4、Bmhsp23.7、
Bmhsp20.8A 和 Bmhsp20.8B 在家蚕体内的表达，并对

这些基因在蚕体内的生物学功能进行了推测[15-17]。【本

研究切入点】国内外对家蚕 sHSP 的研究主要集中在

基因克隆、基因表达特性以及生物信息学分析方面，

而对其体外表达和功能仅仅市基于表达特性基础上的

推测，缺乏进一步的实验验证。【拟解决的关键问题】

本试验主要集中在对 Bmshsp24.3 基因在家蚕不同组

织和热刺激后的表达特性以及该基因体外表达蛋白质

功能方面的研究，意在了解 Bmshsp24.3 基因在家蚕不

同组织和热刺激条件下是否具有表达特性以及该基因

的体外表达重组蛋白是否具有分子伴侣的特征，从而

更好地了解这类蛋白质家族在蚕体内的生物学功能，

服务于家蚕抗性方面的研究。 

1  材料与方法 

1.1  主要数据库及软件 
1.1.1  数据库  果蝇、人类、老鼠、和已知的家蚕

sHSP 氨基酸序列下载自美国国立生物技术信息中心

NCBI（http://www.ncbi.nlm.nih.gov）。在 NCBI 中登

录的所有家蚕的 EST 序列，共 184 520 条组建为本地

的 EST 库。基因组序列为蚕学与系统生物学研究所

2003 年与中国科学院北京基因组研究所采用鸟枪法

共同测定[18]。 
1.1.2  软件  相似性搜索采用从 NCBI 下载的

BLAST（Basic Local Alignment Search Tool）[19]工具；

蛋白质保守区预测网站：http://smart.embl-heidelberg. 
de/。 
1.2  材料  

家蚕大造品种（P50）品种由西南大学家蚕基因

库提供；对 5 龄第 1～6 天的家蚕大造品种（P50），

分别进行热刺激，将蚕置于 45℃饲养 35 min，24℃饲

育 2 h，然后取其后部丝腺。常规饲育（未热刺激）家

蚕作对照。对不同品种的 5 龄第 3 天家蚕幼虫进行了

处理，方法同前面一致。 
1.3  RT-PCR 分析 

用 RNA 试剂盒 Trizol（Promega）试剂提取后部

丝腺组织的总 RNA。cDNA 第一链采用 Oligo（dT）
15 和 AMV 反转录酶（Promega）按操作说明合成。

根据预测 Bmhsp24.3 序列，应用 Primer5 软件设计引
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物，得到上游引物 5′-GGATCCATGTCAATTTTGCC 
ATACGTGTAC-3′、下游引物 5′-CAAGCTTCTACAC 
AGCGACAGCTGAAGGCTCC-3′（画线部分是限制性

酶切位点），以经逆转录合成的后部丝腺组织的 cDNA
第一链作为模板，家蚕 Actin3 基因（上游引物：

5′-AACACCCCGTCCTGCTCACTG-3′；下游引物：

5′-GGGCGAGACGTGTGATTTCCT-3′）作为内参照来

检测、调节家蚕丝腺组织 cDNA 的浓度，使其浓度趋

于一致并进行半定量 RT-PCR。PCR 反应体系（25 µl
的总体积）：15 µl ddH2O，2.5 µl 10×PCR 缓冲液，

2.0 µl 25 mmol·L-1 MgCl2，2 µl 10 mmol·L-1 dNTP，1 µl 
10 mmol·L-1上游引物，1 µl 10 mmol·L-1下游引物，2 µl 
cDNA，1U Taq 酶。反应程序为：94℃预变性 2min，
30 个循环扩增（94℃ 30 s、60℃ 30 s、72℃ 1 min），

72℃延伸反应 10 min，4℃保存，扩增结束后，PCR
产物用 1%琼脂糖凝胶电泳检测。 
1.4  家蚕组织芯片数据 

家蚕组织芯片数据[20]是在家蚕基因组范围内，分

析目前已知和预测的家蚕基因在 5 龄 3 天各个组织的

表达情况。它能在没有实验支持的情况下提供家蚕基

因的表达情况。芯片扫描和数据采集采用北京博奥生

物公司的 LuxScan 10K-A 双通道激光共聚集扫描仪对

杂交后的芯片进行扫描，配套软件 Linuxscan 进行图

象采集。采用 GenePix Pro 4.0 图象分析软件（Axon 
Instrunments 公司）对芯片图像进行分析，把图像信号

转化为数字信号，以列表形式输出结果。芯片数据的

归一化处理，首先对总体的荧光强度值进行矫正，使

各张芯片的总荧光强度接近该批芯片总荧光强度的平

均值。采用 Lowess 方法进行芯片内数据的归一化处理。 
1.5  Bmhsp24.3 克隆及序列测定 

用家蚕丝腺基因组作为扩增模板进行 PCR 扩增，

PCR 反应体系和程序同上。扩增产物用上海华舜胶回

收试剂盒进行 DNA 回收，将回收的 DNA 片段与

pMD18-T 载体连接，进行 TA 克隆，对重组克隆

Bmhsp24.3-pMD18-T 进行酶切和 PCR 鉴定，并送往上

海英骏公司进行测序验证。 
1.6  原核表达载体的构建及诱导表达 

对重组克隆 Bmhsp24.3-pMD18-T 和原核表达载

体 pET-50b（+）质粒进行纯化，分别用 BamHⅠ和

HindⅢ进行双酶切，然后对酶切后的目的片段纯化，

用 T4 DNA 连接酶连接后转化大肠杆菌 BL21（DE3）
菌株，筛选获得 Bmhsp24.3-pET-50b（+）的重组菌。

用终浓度为 1 mmol·L-1的 IPTG 对重组菌诱导表达 6 h 

后，SDS-PAGE 检测，考马斯亮蓝 R-250 染色检测蛋

白表达情况。 
1.7  重组蛋白 Western blot 检测以及功能鉴定 

重组蛋白与 T7.Tag 单克隆抗体做 Western blot 检
测，其中一抗稀释 500 倍，二抗稀释 10 000 倍，二抗

为碱性磷酸酶标样抗兔抗体，NBT/BCIP 显色。选择

硫氰酸酶作为底物蛋白，通过分析高温条件下，重组

蛋白与硫氰酸酶的交互作用，鉴定重组蛋白的功能。

选用甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）作为内参。 
1.8  SDS-PAGE  

SDS-PAGE 参考文献[21]采用垂直电泳槽（伯

乐），配制 12.5%分离胶（pH 8.8）和 5%压缩胶（pH 
6.8）。电泳缓冲液为 Tris-甘氨酸缓冲液（pH 8.3），

上样 5～10 µl，电泳时采用恒流 15 mA，电泳结束后

用考马斯亮蓝 R-250 染色 30 min，脱色液脱色 4～6 h。 
1.9  Native-PAGE 

参照 Davis 的方法[22]进行。在未变性条件下，配

制 8.5%分离胶和 3.3%压缩胶，电泳缓冲液为 Tris-甘
氨酸缓冲液。0.05%溴酚兰（CBP）作为指示剂，上样

5～10 µl。电泳时采用恒流 15 mA，电泳结束后用考

马斯亮蓝 R-250 染色 30 min，脱色液脱色 4～6 h。 

2  结果与分析 

2.1  Bmhsp24.3 的克隆和序列分析 
在前期的研究中，笔者从家蚕基因组数据中共鉴

定出了 14 种低分子量热激蛋白[15]。进一步设计了

Bmhsp24.3 的特异性引物，以家蚕丝腺 cDNA 为模板

进行 PCR 扩增，扩增产物通过 1%琼脂糖凝胶电泳检

测，结果表明在 600 bp 处有单一、明亮的条带，与预

测相符（图 1）。进一步对该片段进行克隆和测序，  
 

 
1：DL2000 分子量标准；2：目的片段；箭头表示目的片段所在 
1: DL2000 marker; 2: Targeted fragment; Arrow indicated the targeted 
fragment 
 
图 1  Bmhsp24.3 PCR 扩增产物 
Fig. 1  Agarose gel analysis of PCR product 
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发现该基因有一个长为 633 bp 完整的开放阅读框（图

2），编码 210 个氨基酸。在 NCBI 的检索结果表明

该蛋白序列与果蝇的 l（2）efl（CG4533-PA）蛋白最

为相似，相似性为 40%。根据家蚕热激蛋白的命名规

则，初步确定该序列为家蚕基因 Bmhsp24.3。通过蛋

白质保守区预测网站（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Structure/cdd/ wrpsb.cgi），发现该蛋白质与众多热激

蛋白一样，含有一个由 80～100 个氨基酸残基组成的

α-晶体蛋白结构域（图 3），然而具有 α-晶体蛋白结

构域的热激蛋白质有一个显著的特征，就是在逆境条

件下能与其它蛋白质结合阻止蛋白质变性，维持蛋白

质的正常构象起到分子伴侣的作用，因此推测该重组

蛋白可能具有分子伴侣的特性。 
2.2  Bmhsp24.3 的表达情况 

借助于新近完成的家蚕组织芯片数据 [20]，对

Bmhsp24.3 在家蚕 5 龄幼虫不同组织中的表达进行了

分析。结果表明 Bmhsp24.3 在家蚕的体壁、脂肪体和

丝腺组织中高量表达，在其它组织中表达不明显或基 
 

 
 
图中 P1、P2 处表示上游引物和下游引物位置，星号表示终止密码子 
The P1, P2 position represented the upward primer and downward primer, respectively, stop codon was indicated by asterisk 

 

图 2  家蚕 Bmhsp24.3 的克隆序列及推导的氨基酸序列 

Fig. 2  The nucleotide sequence by in silico cloning and deduced amino acid sequences of Bmhsp24.3 in silkworm 

 

 
 

图 3  rBmHSP24.3 蛋白功能结构域 

Fig. 3  The CD-dromain of rBmHSP24.3 

本不表达。其中，该基因在雌、雄脂肪体内的表达差

异显著（图 4）。 
2.3  Bmhsp24.3 在热刺激条件下的表达分析 

利用半定量 RT-PCR 技术，对 Bmhsp24.3 在正常

情况下和热刺激条件下家蚕 5 龄幼虫不同发育时期

（1～6 d）后部丝腺中的表达状况进行检测，结果表 
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1：头；2.体壁；3：中肠；4：脂肪体；5：血液；6：马氏管；7：丝腺；

8：生殖腺 
1: Head; 2: Epidermis; 3: Midgut; 4: Fat body; 5: Hemocyte; 6: Malpighian 
tubule; 7: Silk gland; 8: Gonad  

 

图 4  Bmhsp24.3 基因组织表达情况 

Fig. 4  The expression of Bmhsp24.3 in larval tissues 

 
明，在正常条件下，Bmhsp24.3 在 5 龄幼虫后部丝腺

的整个发育期都有表达，其中以 5 龄第 1 天和 5 龄第

3 天的表达量较高。在热刺激的条件下，Bmhsp24.3
的表达量增加，以 5 龄第 3～6 天的表达量增加尤为显 

著（图 5）。笔者进一步对 10 个不同家蚕品种 5 龄第

3 天幼虫丝腺组织中该基因在正常及热激条件下的表

达情况进行了检测，结果表明，在正常条件下，

Bmhsp24.3 表达量在不同品种间存在差异，但在热刺激

后，表达量均剧增，在品种间的差异不明显（图 6）。 
 

 
 
1～6 泳道所用样品分别为 5 龄幼虫发育第 1 天至第 6 天的后部丝腺组

织。Control：常规饲育家蚕取其后部丝腺组织作对照；HS：分别将大

造 5 龄 1～6 天蚕于 45℃热刺激 35 min，然后于 24℃饲养 2 h，取其候

补丝腺组织 
The 1 to 6 lanes’ samples were isolated from 1 to 6 day of 5th instar larvae’s 
posterior division silk gland after non-heat and heat-shock treatment. 
Control: Controls bred at 24℃; HS: Heat shock treated with 45℃ for 
35min,and kept at 24℃ for 3h 

 

图 5  家蚕大造品种 5龄幼虫后部丝腺 Bmhsp24.3 的表达 

Fig. 5  Detection of Bmhsp24.3 in posterior division silk grand 

during the 5th instar of larvae with non-heat and 

heat-shock

   

 
 
1～10 依次代表家蚕品种 09-210、12-265、17-171、06-051、18-081(＋)、02-230、18-125、18-021、19-440、06-040；HS：将家蚕 5 龄第 3 天幼虫于

45℃，热刺激 35min，然后于 24℃饲养 2h，取其候补丝腺组织；C：常规饲育家蚕取其后部丝腺组织作对照 
1 to 10 were the B. mori varieties of 09-210, 12-265, 17-171, 06-051, 18-081(＋), 02-230, 18-125, 18-021, 19-440 and 06-040 in turn ; HS: We bred 3 day 5th 
instar larvae with 45℃ for 35min, then kept at 24℃ for 3h, then extracted their posterior division silk gland; C: Bred 3 day 5th instar larvae at 24℃ and 
extracted their posterior division silk gland as controls 

 

图 6  不同家蚕品种 5龄第 3 天后部丝腺的表达情况 

Fig. 6  Amount of Bmhsp24.3 expression in posterior division silk grand in different varieties during 3 day of the 5th instar of B. 

mori larvae with non-heat and heat-shock 

 
2.4  Bmhsp24.3 的原核表达及 Western Blot 检测 

使用 1 mmol·L-1浓度的 IPTG 的对构建的表达重

组质粒 pET-50b-Bmhsp24.3 进行诱导（诱导时间为 6 
h），然后对表达产物进行 SDS-PAGE 分析（图 7），

结果发现，同空白对照相比较，在 80 kD 处有一条浓

亮的目的条带（如图 7 泳道 4 所示），与该重组蛋白

的预测大小基本一致。结果表明，该蛋白主要以包涵

体的形式存在。为了获得可溶性的重组蛋白，笔者进

行了表达条件的优化，对培养条件进行优化的过程中

发现，重组质粒在生长阶段温度为 18℃，IPTG 终浓

度为 0.25 mmol·L-1、长时间诱导的条件下，得到大量

可溶性蛋白组分，有利于进行重组蛋白功能的研究（如

图 7 泳道 7 所示）。 
进一步对获得的重组蛋白 rBmHSP24.3 进行了

Western blot 检测，使用内参甘油醛-3-磷酸脱氢酶

（GAPDH）作为空白对照。结果表明，该重组蛋白可

与 T7·tag 单克隆抗体特异性结合形成了一条比较明

显的条带，说明获得的重组蛋白 rBmHSP24.3 是目的 
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箭头表示重组蛋白 rBmHSP24.3；M：蛋白质分子量标准；1：空载体转

未诱导的产物；2：空载体诱导的产物；3：pET-50b-Bmhsp24.3 未诱导

的产物；4：诱导表达总蛋白；5：空载体诱导的产物可溶组分；6、7：
诱导表达蛋白的可溶组分；8：诱导表达蛋白的不溶组分 
The arrow indicated the recombinant protein rBmHSP24.3; M: protein 
marker; 1: The pET-50b vector, non-induced; 2: The pET-50b vector, 
induced; 3: The recombinant plasmid pET-50b-Bmhsp24.3, non-induced; 4: 
TCP of the recombinant protein rBmHSP24.3; 5: The dissolve part of vector 
protein; 6 and 7: The dissolve part of the recombinant protein 
pET-50b-Bmhsp24.3; 8: The non-dissolve part of the recombinant protein 
pET-50b-Bmhsp24.3 
 
图 7  重组表达质粒 pET-50b-Bmhsp24.3 在 E.coli BL21

（DE3）中表达的 SDS-PAGE 

Fig. 7  Recombinant protein pET-50b-Bmhsp24.3 produced 
by BL21 (DE3) cells analyzed by SDS-PAGE 

 
蛋白（图 8）。 
2.5  BmHSP24.3 重组蛋白的功能鉴定 

为了分析重组蛋白 rBmHSP24.3与底物结合的稳

定性，按 1﹕1 的比例混合重组蛋白质和硫氰酸酶，

在 44℃培养混合物 30 min，然后用 Native-PAGE 电泳

检测高温混合物的蛋白组分。电泳结果表明重组蛋白 
rBmHSP24.3 与硫氰酸酶在高温条件下可形成稳定的

复合体，另外也检测到重组蛋白和硫氰酸酶单体的存

在（图 9）。为了确定复合体的蛋白组分，进一步对

该复合体进行了 SDS-PAGE 电泳检测。结果表明，该

复合体是由重组蛋白 rBmHSP24.3 和硫氰酸酶组成

（图 10）。两个试验结果都表明重组蛋白 rBmHSP24.3 
 

 
 
1：细胞总蛋白；2：细胞总蛋白的可溶组分；3：细胞总蛋白的不溶组分 
1: Total cell protein; 2: The dissolve part of total cell protein; 3: The 
non-dissolve part of total cell protein 

 
图 8  重组蛋白 rBmHSP24.3 的 Western blot 分析 
Fig. 8  Western blot analysis of reconminant protein 

rBmHSP24.3 

 
 
1：硫氰酸酶（Rhodanese）；2：重组蛋白 rBmHSP24.3；3：重组蛋白

与硫氰酸酶 
1: Rhodanese; 2: rBmHSP24.3; 3: rBmHSP24.3 and Rhodanese 

 
图9  Native-PAGE电泳检测重组蛋白rBmHSP24.3与硫氰酸

酶的结合实验 
Fig. 9  Native-PAGE of complexes of reconminant protein 

rBmHSP24.3 and Rhodanese 
 

 
 
1：重组蛋白 rBmHSP24.3 与硫氰酸酶的复合物；2：对照（空载体表达

蛋白的可溶组分，约 50 kD） 
1: The complex of rBmHSP24.3 and Rhodanese; 2: Control (the dissolve 
part of vector protein,about 50 kD ) 

 

图 10  SDS-PAGE 电泳检测重组蛋白 rBmHSP24.3 与硫氰酸

酶复合物 

Fig. 10  Complexes of reconminant protein rBmHSP24.3 and 

Rhodanese analyzed by SDS-PAGE 
 
具有分子伴侣的特性，能在高温条件下使底物蛋白质

免受不可逆的聚集。 

3  讨论 

目前的研究结果表明重组蛋白 rBmHSP24.3 具有

分子伴侣的特征，将 Bmhsp24.3 的整个编码区克隆到

表达载体上并在大肠杆菌中过量表达，通过蛋白质印

迹反应，表达蛋白能与抗体发生特异反应，该重组蛋

白与果蝇的 l（2）efl（CG4533-PA）蛋白质最为相似

（identities = 40%）。重组蛋白 rBmHSP24.3 表现出分

子伴侣的特征是由于它有能力抑制高温诱导的硫氰酸

酶变性，使硫氰酸酶保持正确的折叠形式，在逆境消



12 期              刘彬斌等：家蚕 hsp24.3 基因的克隆及功能研究 4207 

失后，重组蛋白 rBmHSP24.3 能将硫氰酸酶释放出来，

说明重组蛋白 rBmHSP24.3 与底物蛋白之间发生了可

逆性的结合反应。 
家蚕组织芯片数据[20]分析结果，Bmhsp24.3 基因

在家蚕体壁，脂肪体以及丝腺组织中有表达，其中只

在雌性的脂肪体中高表达。推测该基因对蚕体能量的

储存和雌性生殖生长方面的生命活动起到某种作用。

Bmhsp24.3 基因在丝腺组织中的基本表达量及应激表

达量各不相同，推测该基因在保护细胞与组织抵御外

界环境刺激起着重要作用。 
sHSP 蛋白质家族的聚集状态以及折叠方式还不

清楚，一般情况下重组蛋白以聚集的形式表达，直接

影响功能的鉴定。一些研究报道，推测 sHSP 家族的

聚集状态、与底物结合的方式以及自身的的多聚化程

度与该蛋白质家族本身的功能结构域有关（功能结构

域包括 α-晶体结构、一段较长的 N-端可变区和一段较

短的 C-末端区域），还可能与本身的 C-末端延伸区有

关，C-末端延伸区与稳定 sHSP 单体性和自身以及与

底物蛋白的可溶性有关[23]。正如试验所遇到的体外表

达 rBmHSP24.3 以包涵体的形式存在，不利于蛋白功

能的研究。然而在许多应用中需要目的蛋白以可溶及

活性形式存在。在通常情况下，降低蛋白合成速率，

如降低诱导培养温度、延长诱导时间、降低诱导剂的

浓度等等，都会使目的蛋白的可溶性增加。为了得到

可溶性重组蛋白质，笔者对表达条件进行了优化，通

过选择不同的表达载体、调节质粒的生长温度、诱导

因子的浓度以及诱导的时间等诸多影响因素，发现重

组质粒在生长阶段温度为 18℃，IPTG 终浓度为 0.25 
mmol·L-1、长时间（过夜）诱导的条件下，得到大量

可溶性蛋白组分。与此同时，在研究重组蛋白

rBmHSP24.3 功能时，发现该蛋白以单聚体的形式存

在，推测该重组蛋白末端可能具有某些特殊的结构域，

其 C-末端和 α-晶体结构的组成情况需要进一步的研究。 
sHSP 在行使功能时是否需要三磷酸腺苷（ATP）

的辅助作用一直是一个争议[24-25]，通常认为 sHSP 在

行使功能时不需要 ATP 辅助作用[26-27]。有研究报道，

某些 sHSP[如 GroEL（36）和 BiP（40）]在额外加入

ATP 时其功能并未增强[28]，在 ATP 存在时，蛋白质

会与腺嘌呤核苷酸结合，导致蛋白质类型发生变化，

从而削弱蛋白质与底物蛋白的交互作用[28-29]，与此同

时，有人认为 ATP 水解作用能够诱导蛋白质构想发生

变化[28]，增强它们作用潜力。在这里，笔者通过试验

推理得到重组蛋 rBmHSP24.3 行使功能不需要 ATP 的

辅助作用，在没有 ATP 作用下，该蛋白能正常行使它

的功能。总的来说，可能有些特殊功能的晶体蛋白需

ATP 的辅助作用，如眼睛中的晶体蛋白，ATP 浓度能

影响晶体蛋白的活性[24]，受 ATP 诱导的晶体蛋白，能

够正确地行使其最佳生理功能。 

4  结论 

首次克隆得到家蚕 hsp24.3 基因，分析了该基因

的组织表达特性，并对其重组表达蛋白质 rBmHSP24.3
的功能进行了初步的研究，初步鉴定出这个基因所编

码的蛋白质具有分子伴侣的特征，有助于了解这类蛋

白质家族在蚕体内的生物学功能。 
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