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摘  要 : 整合素作为一种跨膜糖蛋白，与生物体的生理和病理等多个过程密切相关。为了探究其在家蚕中扮

演的角色，通过 PCR 及 RACE 技术克隆得到了家蚕整合素 β 家族成员 Bmintegrin β1，通过结构域预测网站对

其结构域进行了预测，并构建进化树对其进化关系进行分析，此外通过原核表达系统及蛋白纯化方法获得其重

组蛋白，使用重组蛋白免疫小鼠获得其多克隆抗体，并采用半定量 PCR 及 Western blotting 方法检测 Bmintegrin β1

的时空表达。文中得到家蚕整合素 Bmintegrin β1 的 3 种剪切形式，且这 3 种剪切体具有长为 2 502 bp 的开放

阅读框架，编码 833 个氨基酸。根据预测该蛋白含有 Integrin-B-tail、跨膜区等一系列整合素家族保守的结构

域。进化树结果表明该蛋白与同为鳞翅目成员的烟夜蛾和黑脉金斑蝶的整合素蛋白最为接近。此外我们通过原

核表达系统及亲和层析技术获得了高纯度的 Bmintegrin β1 蛋白，进一步制得多克隆抗体。并通过免疫印迹反

应证明该抗血清能特异识别 Bmintegrin β1 重组蛋白。之后通过半定量 PCR 及免疫印迹检测，结果显示该蛋白

在家蚕的各组织以及血细胞各时期均有较高表达且在血液中表达量最高。总之，这项研究为家蚕整合素家族的

研究提供了基础。 

关键词 : Bmintegrin β1，家蚕，时空表达分析，原核表达，多克隆抗体制备 

 

·农业生物技术·



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  December 25, 2017  Vol.33  No.12 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1956 

Cloning and expression of Bmintegrin β1 in silkworm 
Bombyx mori 

Chongyang Li*, Kui Zhang*, Li Shen, Yuzu Zhao, Guangzhao Pan, Man Xu, Jingjing Su, 
and Hongjuan Cui 

State Key Laboratory of Silkworm Genome Biology, Southwest University, Chongqing 400716, China 

Abstract:  Integrins are transmembrane glycoproteins, closely related to many physiological and pathological processes. 

In order to explore its role in silkworm, by PCR and Rapid-amplification of cDNA ends (RACE) technology, the full-length 

cDNA of Bmintegrin β1 in silkworm was acquired. The domain was predicted by domain prediction website. Phylogenetic 

tree was constructed to analyze its evolutionary relationship. By prokaryotic expression system, protein purification method 

and immunizing mouse, the antibody against Bmintegrin β1 recombinant protein was obtained. The spatial-temporal 

expression profile of Bmintegrin β1 was investigated by semi quantitative PCR and Western blotting. Then we identified all 

3 different spliceosomes, and they shared a common open reading frame of 2 502 bp, encoding 833 amino acids. 

Bmintegrin β1 contained all the classic domains of the integrin family, such as Integrin-B-tail, transmembrane domain etc. 

Phylogenetic analysis indicated that Bmintegrin β1 was close to the homologous proteins from Heliothis assulta and 

Danaus plexippus. In order to understand the function of Bmintegrin β1 further, we generated the antibody. In addition, 

Western blotting demonstrated that the antibody recognized the Bmintegrin β1 recombinant protein. Then, semi quantitative 

PCR and Western blotting results showed that Bmintegrin β1 was widely expressed in most of tissues, among of them, it’s 

exhibited the highest expression level in hemacyte. Overall, this study provides a foundation for the study of silkworm 

integrin family. 

Keywords:  Bmintegrinβ1, silkworm, temporal and spatial expression, prokaryotic expression, antibody preparation 

整合素蛋白作为一种跨膜受体，不仅是细

胞与外界环境之间联系的纽带，还参与了很多

生理与病理反应，其广泛存在于细胞表面，与

细胞信号的转导、细胞形态及细胞周期的改变

等过程息息相关[1]。该蛋白作用于细胞骨架来调

节细胞粘附、变形，并在细胞凋亡、存活等过

程扮演着重要角色[2]。目前已经在哺乳动物中共

发现 18 个 α 亚基和 8 个 β 亚基，它们以不同形

式组成了至少 24 种整合素蛋白分子[3]。整合素

单独的 α 亚基或单独的 β 亚基均不能定位到细

胞膜上，只有通过 α 和 β 两个亚基相结合为异

源二聚体才能发挥其功能[4]。α 亚基胞外域的 β

螺旋结构和 β 亚基的 Hybrid 结构对这一过程起

到了至关重要的调节作用[5]。整合素的两个亚基

之间具有一定的特异性，只有特殊表面分子结

构的 α 亚基和 β 亚基才能形成二聚体，一般细

胞中 β 亚基是过量存在的，所以定位到细胞膜

上的配体数量是由 α 亚基的数量决定的[6]。在昆

虫中，整合素最早是在果蝇中被鉴定的，随后

在果蝇中相继发现了 5 种 α 亚基、3 种 β 亚基，

并证明其在果蝇的生长、发育及免疫中发挥了

重要作用[7]。之后在其他昆虫如烟草天蛾、大豆

夜蛾、亚洲玉米螟等相继发现整合素基因，并

进行了鉴定、克隆与研究分析。根据研究报道



李重阳 等/家蚕整合素 Bmintegrin β1 基因的克隆及表达 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1957

昆虫体内的整合素在血细胞对外源物的包囊反

应等免疫过程中起关键作用[8-9]。整合素蛋白可

能参与到了细胞的免疫反应中，研究整合素蛋白

的功能将对家蚕疾病的防治起到一定的积极作

用，并为人类血液疾病的治疗提供参考。 

家蚕既是重要的经济昆虫，也是具有研究

价值的鳞翅目模式生物。2009 年，有研究人员

在家蚕中克隆出了 BGIBMGA006878 (β1)和

BGIBMGA006002 (β2)。到 2014 年，在家蚕中整

合素家族共鉴定出 11 种亚基，包括 6 个 α 亚基

和 5 个 β 亚基，比其他无脊椎动物有更多的家

族成员[10]。我们团队也参与了整合素家族的鉴定，

并且对 α 亚基与 β 亚基怎样结合发挥功能很感兴

趣，但是该难题一直未解决，而 Bmintegrin β1 蛋

白区别于家族外的其他成员，在各组织均有表

达，其可能发挥重要功能。在前人研究的基础上，

为了进一步探索整合素家族的具体功能，我们选取

Bmintegrin β1 作为研究对象。系统地克隆与分析了

Bmintegrin β1 的基因全长，通过原核表达、蛋白纯

化免疫小鼠等一系列技术获得该蛋白鼠源的多克

隆抗体，为进一步研究该基因在家蚕血淋巴细胞的

增殖分化、家蚕个体的生长发育中所扮演的角色及

研究其参与的免疫反应奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

1.1.1  实验昆虫 

家蚕 (品种 P50) 来自西南大学[11-12]。家蚕

在 27 ℃、相对湿度 80%左右的恒温培养箱中催

青并饲养[13]。 

1.1.2  实验主要试剂 

本实验所使用的 Rosetta 表达菌株 PET-32、

PET-28、PET22-b 表达载体由本实验室保存。提

取 RNA 的试剂盒购自 Omega 公司；提取质粒

的试剂盒购自 Qiagen 公司；胶回收试剂盒由

Axygen 公司提供；RACE 试剂盒由 Invitrogen

公司提供； HiFi 酶、限制性内切酶、载体

PMD19-T、DNA marker、SolutionⅠ连接酶购自

TaKaRa 公司；多聚甲醛购买于上海生工生物工

程有限公司；反转录试剂是 Promega 公司产品；

抗荧光淬灭剂和 DAPI 为碧云天公司产品；引物

由北京华大基因科技股份有限公司合成。 

1.2  方法 

1.2.1  蚕体 RNA 的提取及 cDNA 的合成 

从家蚕四龄 4 d 起一直到其上簇，在各时期

各取 6 头家蚕 500 μL 血液，离心去上清，加适

量 Trizol 于–80 ℃裂解[11]。在家蚕五龄 3 d 时，

取家蚕各组织 (头、皮、中肠、血液、马氏管、

丝腺、精巢、卵巢、脂肪体)，快速放入液氮冷

冻研磨后加 Trizol 进行裂解。之后使用苯酚与

氯仿进行总 RNA 的抽提[11]，根据说明进行反转

录，得到 cDNA 模板。 

1.2.2  RACE 法扩增 Bmintegrinβ1 的全长序列 

在 NCBI 上下载晚期智人、果蝇、烟夜蛾以及

其他昆虫的 integrin β1 的 mRNA 序列。根据 Blast

比对，在 SilkDB (http://www.silkdb.org/silkdb/) 网

站上下载预测的 Bmintegrin β1 的 mRNA 序列[11]。

参考预测序列设计扩增引物 Bmintegrin β1-F、

Bmintegrin β1-R (见表 1)，以五龄 3 d 家蚕血液

cDNA 为模板扩增其部分中间序列，经测序得到已

知片段，据此设计 RACE 特异引物 GSP1、GSP2、

NGSP1、NGSP2 (表 1) 对 Bmintegrin β1 的 3′和

5′端进行扩增。测序成功后，将已知序列进行拼

接，获得完整的 Bmintegrin β1 的 cDNA 序列。 
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1.2.3  Bmintegrin β1 蛋白序列分析 

根据获得的全长序列，使用在线预测网站 ORF 

Finder 预测出该基因的开放阅读框[11]。同样运用在

线 SignalP 4.1 Server[14]、TMHMM Serverv.2.0 网站

对其信号肽与跨膜结构位点进行了预测，使用

SMART、ExPasy 等对该蛋白的分子量、等电点、

糖基化位点等信息进行预测[14-15]。 

1.2.4  Bmintegrin β1 蛋白进化分析 

根据 ORF 在线预测得到 Bmintegrin β1 编

码的蛋白，在 NCBI 中进行蛋白序列比对后下

载了烟夜蛾、脐橙螟、亚洲玉米螟、甜菜夜蛾、

果蝇等 24 个物种的同源序列。通过 Clustalx 软

件对蛋白序列进行比对，将比对结果导入

MEGA 6.0 软件，通过该软件使用 NJ 法构建进

化树[16]。 

1.2.5  Bmintegrin β1 表达谱分析 

以反转录得到的家蚕各组织与各时期的血

液 cDNA 为模板，以肌动蛋白 3 (BmActin3) 为

内参对 Bmintegrin β1 进行半定量 PCR 检测[12]。

通过琼脂糖凝胶电泳分析，得到转录水平表达

谱[17-18]。使用获得的抗体，通过免疫印迹实验

获得其蛋白水平的表达谱。 

1.2.6  Bmintegrin β1 原核表达 

参考蛋白结构域预测结果，选取家蚕

Bmintegrinβ1 蛋白 32aa–780aa 这段整合素结构

域保守序列，使用 Primer5.0 设计特异引物

Bmintegrin β1-YH-F、Bmintegrin β1-YH-R，并

在引物两端分别加上 BamHⅠ、NotⅠ酶切位点

及其保护碱基 (引物序列见表 1)。通过 PCR 扩

增及测序验证后，将特异片段分别连接到原核

表达载体 pET-32(a)、pET-28(a)上，然后导入

Rosseta 感受态，细菌扩大培养后提取质粒，进

行酶切验证[11,19]。成功后分别将阳性克隆在试

管中小规模放大，放大后各取 50 μL 菌液接种到

3 只装有 30 mL 含抗生素的 LB 培养基的试管中 

(试管编号分别为 A、B、C、A1、B1、C1)，通

过测量 OD 值将细菌培养到对数生长期，之后

向其中 4 只试管 (A、B、A1、B1) 加入诱导剂

IPTG 至终浓度为 1.0 mmol/L，其中两只试管 (C、

C1) 不加诱导剂处理作为阴性对照。将 (A、A1、

C、C1) 在 37 ℃、220 r/min 摇床培养 7 h，将 (B、

B1) 在 16 ℃、220 r/min 摇床培养 22 h。分别收集

实验组和对照组菌液用冷冻高压仪进行高压冲击

破碎，4 ℃离心后收集上清液与沉淀，通过

SDS-PAGE 后，经考马斯亮蓝染色观察，选出表

达效率最高的原核表达载体以及表达的最适温

度。之后用同样的方法进行 IPTG 最适浓度的筛

选，最后将最适表达载体菌株调至最适 IPTG 浓

度，在最适温度下大规模诱导。 

1.2.7  Bmintegrin β1 蛋白纯化 

细菌进行大规模诱导后，离心收集菌体并

将其溶于 50 mmol/L Tris-HCl 中，同时加入溶菌

酶 0.2 mg/mL 和 MgCl2 1 g/L。使用冷冻高压破

碎仪将菌液反复高压破碎 4 次。收集上清与沉

淀。进行 SDS-PAGE 检测[19]。结果目的蛋白在

包涵体中，使用洗涤剂将包涵体进行洗涤。最

后将包涵体溶解于 pH 值为 12.0 的 8 mol/L 尿

素、25 mmol/L Tris-HCl、0.3 mol/L NaCl 混合液

中，搅拌过夜，次日离心，吸取上清进行凝胶

电泳，结果显示上清液中含有目的蛋白。将上

清液进行过滤除杂后压入装有 Ni+亲和层析的

填料中，由于目的蛋白上挂有 His 组氨酸的标

签，该标签可以和 Ni+相互吸附，再根据咪唑具

有与 His 标签相似的结构可以竞争将目的蛋白
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洗脱下来的原理，我们用不同浓度的咪唑洗脱

层析柱，分别收取洗脱液并进行凝胶电泳和考

马斯亮蓝染色，挑选单一并且大小合适的条带

进行透析、脱盐、浓缩。之后根据 His 标签做免

疫印迹，检测该条带是否为重组的目的蛋白。

验证成功后，加 30%甘油冷冻保存。  

1.2.8  Bmintegrin β1 多克隆抗体制备 

将纯化的蛋白分 5 次注入 8 周左右的昆明

鼠体内，5 次注射所用蛋白量依次上升，分别为

每只 50、60、70、90、120 μg，每次注射前先

测定蛋白浓度，根据浓度计算出每次要注射的

体积[11]。并且第一次与同体积比的费式完全佐

剂混合后注射，后三次与同体积比的费式不完

全佐剂混合后注射，最后一次不加佐剂进行注

射[11]。最后一次注射 3–5 d 后取血，取血后先室

温静置 4 h，然后 1 100、4 000、8 000、13 500 r/min

各 33 min，进行梯度离心收集上清液，最后将

收集的上清液加入 30%左右的甘油进行分装并

于–80 ℃保存。 

1.2.9  Bmintegrin β1 多克隆抗体效价检测 

根据 ELISA 说明书要求，分别进行特异性

抗原的包被，封闭，加含抗体目的血清、加无

抗体阴性血清，添加酶标抗体，显色，终止反

应，用分光光度计测定仪各孔 OD 值，计算后

得出抗体效价。 

1.2.10  利用免疫印迹方法检测 Bmintegrin β1

蛋白抗血清特异性 

首先制备一块 12% SDS-PAGE 胶，以得到

的重组蛋白作为上样样品，经跑胶后转膜，再

用 BSA 室温封闭 3 h，4 ℃孵育一抗  (即

Bmintegrin β1 抗血清和阴性对照血清) 过夜，

TBST 洗涤后二抗孵育，最后加化学反应液曝光

分析[20]。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer seuences 

Primer name Primer sequence (5–3) 

Bmintegrinβ1-F CGATGTTTTAATCCCGCA 

Bmintegrinβ1-R CCCGTATCCCATTTGGC 

GSP1 TGCCCAAAGCACTGAGCTTCT
CTT 

NGSP1 GCCGAGCCTGTTGCCATTCCC
AT 

GSP2 GCCGATCATAGAGGAAGGCA
GGAT 

NGSP2 CCAAGACACTCGGAAAGTGGT
CAT 

Bmintegrinβ1-YH-F 

(BamHⅠ) 

GGATCCGCAGAATCCTTGCTC
GAGTAAA 

Bmintegrinβ1-YH-R 

(NotⅠ) 

GCGGCCGCTGGTACCTTTTTA
GGGCATT 

Bmintegrinβ1-CDS-F ATGTACATAAAACGAACGAGTT

Bmintegrinβ1-CDS-R
Actin3 F  
Actin3 R 

TTTTCCGGCGTAAGTTG 
TTCGTACTGGCTCTTCTCGT 
CAAAGTTGATAGCAATTCCCT 

The underlined sequences are restriction enzyme sites. 
 

2  结果 

2.1  家蚕 Bmintegrin β1 全长克隆与分析 

以提取的五龄 3 d家蚕血液 cDNA作为模板

进行 PCR 扩增，使用 Bmintegrin β1-F、R 引物扩

增获得了一个 2 300 bp 左右的片段 (图 1A)。利

用 RACE 技术根据特异引物 GSP1、NGSP1、

GSP2、NGSP2 (参照表 1) 扩增 3′、5′端 cDNA

序列。经 RACE 扩增得到了 Bmintegrin β1 的全

长[21]。Bmintegrin β1 共有 3 个剪切体，其 mRNA

全长分别为 3 647、3 606、3 785 bp。三种剪切体

具有共同的开放阅读框，其长为 2 502 bp，共编

码 833 个氨基酸，预测蛋白分子量为 91.14 kDa，

等电点为 5.507。位于 10 号染色体且与基因组

序列比对显示该基因组全长 14.61 kb，包括 18 个

外显子和 17 个内含子。 
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图 1  家蚕 Bmintegrin β1 全长序列分析 

Fig. 1  The complete sequence analysis of Bmintegrin β1 in silkworm, Bombyx mori. (A) 1% Agar gel analysis of 
the Bmintegrin β1 PCR product. M: marker; 1: PCR product of partial fragment; 2: 5′ RACE product; 3: 3′ RACE 
product. (B) Total length of CDs. (C) The three kinds of shear of mRNA. (D) Chromosome location analysis. 
 

2.2  Bmintegrin β1 蛋白结构分析 

通过在线工具 SignalP 对其信号肽进行分析

预测，该蛋白在 1–32 区域为 1 个信号肽区域   

(图2B)[21]。根据TMHMM Server v.2.0对Bmintegrinβ1

表达蛋白的跨膜区域进行了在线预测，发现  

其含有一个跨膜区域且其位置为 764–786 aa， 

并且 1–763 aa 在细胞膜外，只有 787–833 aa 在

细胞膜内侧，并且含有 4 个糖基化位点、6 个结    

构域。 

2.3  Bmintegrin β1 同源进化分析 

使用 Clustalx 软件对 24 种与 Bmintegrin β1

具有同源序列的物种进行聚类分析，根据

MEGA6.0 中的 NJ 法构建进化树，结果如图 3 所

示。通过进化树分析，我们发现家蚕 Bmintegrin β1

与同鳞翅目的烟夜蛾和黑脉金斑蝶的整合素基

因相似性最高。 

2.4  Bmintegrin β1 原核表达载体的构建 

根 据 设 计 的 特 异 性 引 物 Bmintegrin 

β1-YH-F (BamHⅠ)、Bmintegrin β1-YH-R (NotⅠ) 

进行 PCR 扩增。测序验证后，将该片段分别连

接到 pET-28a(+)、pET-32a(+) 载体上。将表达

质粒导入感受态细胞 Trans1T1 后，扩大培养，提

取质粒并使用 BamHⅠ与 NotⅠ进行双酶切验证，

分别获得 2 532 bp 和 5 300 bp 左右的条带。证明成

功获得重组表达质粒 pET-28a(+)-Bmintegrin β1、

pET-32a(+)-Bmintegrin β1。将表达质粒分别导入

Rosseta 表达菌株中，加入带有抗性的 LB 培养

基进行培养，成功获得表达菌株[23]。 
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2.5  Bmintegrin β1 原核诱导表达及诱导条件

优化 

将以上得到的两株表达菌种 pET-28a(+)- 

Bmintegrin β1、pET-32a(+)-Bmintegrin β1 分别编

号为 A 与 B，并分别接种于 3 只装有抗性的 LB

培养基中，命名为 A1、A2、A3 和 B1、B2、B3。

按照材料与方法中的操作进行培养之后提取总

蛋白进行凝胶电泳，经考马斯亮蓝染色观察到 

pET-28a(+)-Bmintegrin β1 菌株在 37 ℃条件下包

涵体中的诱导表达量最高 (图 3A)。之后我们又根

据 pET-28a(+)-Bmintegrin β1 菌株设计了不同的

IPTG 诱导浓度，结果发现该菌株在 0.8 mmol/L 

IPTG 诱导浓度下表达量最高 (图 3B)。得出最

优的诱导表达条件后，我们将 pET-28a(+)- 

Bmintegrin β1 菌株在 0.8 mmol/L IPTG、37 ℃的

条件下扩大培养与诱导。 

 
图 2  家蚕 Bmintegrin β1 蛋白结构预测与分析 

Fig. 2  Prediction and analysis of the Bmintegrin β1 protein’s structure. (A) The prediction of the Bmintegrin β1 
protein signal peptide. (B) The prediction of Bmintegrin β1 transmembrane helices protein. (C) The prediction of the 
Bmintegrin β1 protein’s position of Hydroxylation. (D) The prediction of the Bmintegrin β1 protein domain. 
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图 3  Bmintegrin β1 蛋白进化分析 

Fig. 3  The phylogenetic tree of the Bmintegrin β1 family. 
 

2.6  Bmintegrin β1 蛋白纯化以及抗血清的制

备以及 Western blotting 验证 

经过以上大规模培养与诱导、离心菌液、

冷冻高压破碎细菌、离心、洗涤、上柱等一系

列处理后，通过 Ni+柱亲和层析法初步纯化蛋

白，再经脱盐柱洗脱与透析液透析得到纯度>99%

的 Bmintegrin β1 重组蛋白 (图 4C)。再通过

Western blotting 方法，使用 His 标签抗体与纯化

出的蛋白进行孵育，成功确定纯化出的蛋白为

我们需要的重组蛋白 (图 4D)。之后用纯化的家

蚕 Bmintegrin β1 重组蛋白免疫昆明鼠，2 个 

月后取血，获得鼠源抗血清。用纯化出的重组

蛋白作为上样样品，进行 Western blotting 分析，

结果显示在 85 kDa 左右有单一的条带 (图 4E)，

以上结果表明我们自制的抗体能够特异性识别

Bmintegrin β1 蛋白[13]。 

2.7  Bmintegrin β1 在家蚕各组织以及血液不

同时期的表达谱 

为了查看该基因在家蚕不同组织以及血细胞

不同时期中是否有表达差异，我们在五龄 3 d 时收

集了家蚕各组织，在四龄 3 d 到熟蚕各时期收集家

蚕血液，制备 cDNA 模板，以肌动蛋白 3 (BmActin3) 
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为内参对 Bmintegrin β1 进行半定量 PCR 检测[24]。

半定量结果显示 Bmintegrin β1 在以下各组织中均

有较高表达，尤其在血液中表达量最高，其次是头

与表皮 (图 5A)。并且 Bmintegrin β1 在四龄 3 d 到

熟蚕时期持续性高表达 (图 5B)。随后我们使用制

备的抗体通过 Western blotting 实验获得了家蚕各

组织的蛋白表达谱，如图 5C 所示，其结果与半定

量结果基本相似。 

 

 
 

图 4  pET28 (32)a-Bmintegrin β1 的诱导表达、纯化与验证 

Fig. 4  The expression, purification and verification of pET28(32)a-Bmintegrin β1. (A) The temperature gradient 
induction of Bmintegrin β1 (The concentration of IPTG is 1 mmol/L). M: marker; 1: the non-induced supernatant and 
sediment of pET-28a(+)-Bmintegrin β1 (IPTG free); 2: the induced supernatant and sediment of pET-28a (+)- 
Bmintegrin β1 at 37 ;℃  3: the induced supernatant and sediment of pET-28a(+)-Bmintegrin β1 at 16 ; 4: the ℃

non-induced supernatant and sediment of pET-32a(+)-Bmintegrin β1 (IPTG free); 5: the induced supernatant and 
sediment of pET-32a(+)-Bmintegrin β1 at 37 ; 6:℃  the induced supernatant and sediment of pET-32a(+)-Bmintegrin 
β1 at 16 .℃  (B) The IPTG concentrate gradient induction of pET-28a(+)-Bmintegrin β1 (37 ℃, 7 h). M: marker; 1: 
non-induced supernatant and sediment (IPTG free); 2: induced supernatant and sediment by 0.1 mmol/L IPTG 3: 
induced supernatant and sediment by 0.2 mmol/L IPTG; 4: induced supernatant and sediment by 0.4 mmol/L IPTG; 5: 
induced supernatant and sediment by 0.6 mmol/L IPTG; 6: induced supernatant and sediment by 0.8 mmol/L IPTG; 7: 
induced supernatant and sediment by 0.10 mmol/L IPTG. (C) The purification of Bmintegrin β1 recombinant protein 
(37 ℃ for 7 h) M: marker; 1: the inclusion body induced by 0.8 mmol/L IPTG; 2: penetrating liquid; 3: the solution of 
multiple equilibria; 4–9: the eluent of 40–500 mmol/L. (D) Detection of purified protein by His tag M: marker; 1: the 
non-induced sediment of pET-28a(+)-Bmintegrin β1; 2,3: the induced sediment of pET-28a(+)-Bmintegrin β1. (E) 
The detection of Bmintegrin β1 anti-serum. 1: negative serum; 2: the Bmintegrin β1 anti-serum. 
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图 5  各组织与各时期 Bmintegrin β1 表达谱 

Fig. 5  Tissue and stage expression profile of Bmintegrin β1. (A) The expression of Bmintegrin β1 mRNA in the 
different tissues of the 3rd day of the 5th larvae. (B) The expression of Bmintegrin β1 mRNA in hemocytes from the 
molting period of the 4th larvae to the 2st day of spinning. L4D3: day 3 of the fourth instar larval; L4M: molting 
stage of the fourth instar larval; L5M: molting stage of the fifth instar larval; W: wandering stage; PP1: day 1 of 
prepup; PP2: day 2 of prepup. (C) The expression of Bmintegrin β1 protein in the different tissues of the 3rd day of 
the 5 th larvae. 
 

2.8  Bmintegrin β1 抗血清效价的评定 

使用间接 ELISA 法对我们制备的抗血清进

行检测并进行效价评定。简略步骤如下：1) 抗

原的包被；2) 洗涤酶标板；3) 用 5%BSA 进行

封闭处理；4) 孵育一抗 4 ℃过夜；5) 孵育二抗

室温 2 h；6) 显色曝光处理；7) 抗体效价的计

算。经过以上实验步骤我们计算出制备的抗血

清效价高达 1 542 300。 

3  讨论 

整合素是由 α、β 两个亚基组成的一类跨膜

异二聚体蛋白，在生物体的生理和病理等诸多

生命过程中起着重要的调节作用[5]。在哺乳动物

中，整合素在免疫反应、细胞粘附、细胞的迁

移等许多反应过程发挥着关键作用[25-31]。除此

之外，整合素也与炎症反应、血栓的形成、动

脉硬化、免疫功能障碍以及肿瘤的发生、发展、

转移及侵袭密切相关[32-33]。总之，整合素不仅

在生物体中发挥着关键作用，还是肿瘤治疗的

一个潜在的重要靶标。 

在家蚕中，整合素的研究虽有一定的进展，

但是仍然停留在较低的水平上。在前人研究的

基础上，我们应用 PCR 及 RACE 技术系统克隆

及分析了 Bmintegrin β1 全长。该基因共有 3 种
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具有相同开放阅读框的剪切体。我们根据其蛋

白序列利用 NJ 法进行了进化树分析，发现其与

同鳞翅目的烟夜蛾和黑脉金斑蝶进化关系最为

接近，探究该基因的功能也将为以鳞翅目为主

的病虫害防治提供一定的参考价值。随后，我

们进行了蛋白序列分析，预测到其有 4 个羟基

化位点和 5 个保守的整合素家族结构域，也验

证了该蛋白为保守的整合素 β 家族成员。通过

软件预测到该蛋白含有信号肽，预示着其为一

个跨膜蛋白，根据前人研究发现整合素中单独

的 α 亚基或 β 亚基均不能直接定位到细胞膜上

来发挥作用[34]。为了进一步分析其功能，我们

构建了原核表达载体，通过对原核表达条件的

优化，成功获得了高度纯化的蛋白[35]。重组后

的蛋白比我们预测的蛋白偏大，我们猜测可能

因为 His-tag 带有较强的正电荷，降低了蛋白在

SDS-PAGE 中的泳动速率，导致了表观分子量的

变大。经过 His 标签验证我们确认得到了家蚕整

合素 β1 的重组蛋白，经文献报道其可能参与了

昆虫的免疫反应，之后我们也将设计细菌凝集、

细菌吞噬等免疫相关实验验证该蛋白在免疫方

面的功能。随后我们用该纯化得到的重组蛋白

对小鼠进行免疫注射，成功获得了该蛋白的多

克隆抗体，为进一步揭示该蛋白的功能提供了

有效的抗体工具。我们也将通过免疫荧光实验，

使用获得的多克隆抗体，查看该蛋白的细胞定

位。通过半定量 PCR 及 Western blotting 分析均

显示该基因持续在血细胞中高量表达，同样预示其

可能在昆虫的免疫反应中发挥作用[36]，之后我们

也将进一步在家蚕血液、中肠、脂肪体等免疫

组织中进行免疫应答反应的研究。研究整合素

蛋白的功能将对家蚕疾病的防治起到一定的积

极作用，并对人类血液疾病的治疗提供参考。 

4  结论 

从家蚕中克隆得到整合素家族 β1 基因全

长，该基因共有 3 个剪切体，长度分别为 3 647、

3 606、3 785 bp，从进化树来看，家蚕 Bmintegrin β1

与同鳞翅目的烟夜蛾和黑脉金斑蝶同源关系最

高。该基因在家蚕各组织中都有较高表达，尤

其在血液各时期中持续高表达。我们利用大肠

杆菌构建了原核表达载体，成功表达并纯化出

Bmintegrin β1 蛋白。我们用该蛋白免疫小鼠成

功获得了该重组蛋白的特异抗体。这为进一步

研究家蚕 Bmintegrin β1 以及整合素家族功能奠

定了基础。 
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