
 2014年1月 重庆师范大学学报(自然科学版) Jan.2014
第31卷 第1期 JournalofChongqingNormalUniversity(NaturalScience) Vol.31 No.1

动物科学 DOI:10.11721/cqnuj20140106

葱蝇PDK1基因的克隆及生物信息学分析
*

申 力,郝友进,罗钱春,陈 斌

(重庆师范大学 昆虫与分子生物学研究所 重庆市动物生物学重点实验室,重庆401331)

摘要:3-磷酸肌醇依赖性蛋白激酶1(3-phosphoinositide-dependentproteinkinase1,PDK1)是磷脂酰肌醇3-激酶(Phos-

phatidylinositol-3kinase,PI3K)/蛋白激酶B(PKB/Akt)信号通路中一个关键的激酶。该通路在人(Homosapiens)、黑腹

果蝇(Drosophilamelanogaster)、秀丽隐杆线虫(Caenorhabditiselegans)中是一条保守的通路,通过激活下游的因子对代

谢、细胞分化、寿命等产生重要调节作用。本研究基于葱蝇(Deliaantiqua)转录组数据通过生物信息学分析从其中鉴定

出PDK1基因4条Unigene序列,并通过PCR技术克隆了PDK1基因的全长cDNA,命名为DaPDK1,其全长为3215

bp,开放阅读框长2730bp,编码909个氨基酸。采用生物信息学的方法,推测该基因编码的蛋白质相对分子质量为100.3

kD,等电点为8.53。该蛋白第87~109氨基酸是跨膜区,第284~627和744~833氨基酸是两个保守结构域STKc和PH。

同源性分析表明DaPDK1蛋白与地中海实蝇(Ceratitiscapitata)PDK1蛋白氨基酸序列相似性最高(一致率为53.1%,相似

率为63.2%)。本研究结果有望为进一步研究葱蝇PI3K/Akt信号通路中PDK1基因的特性及功能奠定基础。
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磷脂酰肌醇3-激酶(Phosphatidylinositol-3kinase,PI3K)/蛋白激酶B(PKB/Akt)信号通路具有很高的保

守性,目前在人类(Homosapiens)、小鼠(Musmusculus)、黑腹果蝇(Drosophilamelanogaster)和秀丽隐杆线虫

(Caenorhabditiselegans)中都有发现[1]。胰岛素、胰岛素样生长因子-1(IGF-1)与细胞膜受体结合,导致了与受

体相联系的PI3K的激活,PI3K磷酸化内膜脂成分4,5-二磷酸磷脂酰肌醇(Phosphatidylinositol4,5-bisphos-
phate,PIP2)形成3,4,5-三磷酸磷脂酰肌醇(PIP3),PDK1和Akt的两者共同PH结构域(Pleckstrinhomology
domain)与PIP3结合定位到细胞膜,进而PDK1使Akt磷酸化激活[2]。Akt一旦激活,进一步激活下游的因子,
如糖原合成酶3、叉头转录因子、S6蛋白激酶等,从而对糖、脂肪和蛋白质的代谢,细胞分化、增殖和凋亡,生殖能

力和寿命等产生调节作用[3]。所以,PDK1可以通过Akt发挥功能[4]。在秀丽隐杆线虫和黑腹果蝇中,抑制保

守的PI3K/Akt信号通路,下游因子FoxO蛋白无法被磷酸化而转移到细胞核中,进而激活和滞育相关下游基因

的表达,包括脂肪积累、抗氧化和寿命延长等[5-7]。最近在研究尖音库蚊(Culexpipiens)滞育调控分子机理中也

进一步被证实[8]。
滞育(Diapause)是昆虫在特定时期发育停滞的现象,是对不利环境的一种适应性。滞育主要特征表现为新

陈代谢降低,脂肪含量增高、抗性增强等[9]。葱蝇是双翅目(Diptera)、花蝇科(Anthomyiidae)、地种蝇属(Delia)
昆虫,同时具有冬滞育和夏滞育,且出现在蛹期头外翻之后的同一发育点[10]。研究发现PI3K/Akt信号通路通

过对FoxO负调控在昆虫滞育调控起了重要的作用,而葱蝇PDK1作为PI3K/Akt信号通路的关键性酶,目前与

滞育的关系还不清楚。
本研究基于葱蝇转录组克隆了DaPDK1基因的全长cDNA序列,通过生物信息学分析方法对该基因及所

编码蛋白质的理化特性、同源性等进行分析;并运用邻接法(Neighbor-joiningmethod,NJ)构建了系统发育树。
本研究旨在为揭示DaPDK1基因的特性及功能奠定基础,且希望对进一步阐明保守PI3K/Akt信号通路在葱
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蝇滞育调控方面的作用提供帮助。

1材料与方法

1.1葱蝇饲养与取样

葱蝇为本实验室饲养的种群。成虫饲养在温度(23±1)℃、16h光照:8h黑暗的光周期、相对湿度50%~
70%条件下;葱蝇非滞育幼虫和蛹饲养在温度(18±0.2)℃以及与成虫饲养相同的光周期和相对湿度条件

下[11]。研究中收集非滞育一龄、二龄、三龄末期幼虫用于DaPDK1基因克隆的总RNA的提取。

1.2主要试剂

菌株:大肠杆菌DH5α为本实验室保存。酶和试剂:RNA提取试剂TrizolReagent(Invitrogen公司);Re-
vertAidTMFirstStrandcDNASynthesisKit逆转录试剂盒(Fermentas公司);pMD19-T、rTaqDNA聚合酶、

dNTPs、Marker(TaKaRa公司);DNA胶回收试剂盒(上海生工);其它试剂:国产分析纯。

1.3RNA的提取及cDNA合成

取非滞育一龄、二龄、三龄末期幼虫3头,液氮中研磨成粉,按操作说明用Trizol试剂提取总RNA,并溶解

于无菌水中,通过1%的琼脂糖凝胶电泳和NanoDrop检测完整性和浓度后保存于-80℃。按照RevertAidT-
MFirstStrandcDNASynthesisKit逆转录试剂盒的方法取3μg总RNA合成第一链cDNA,保存于-20℃,用
于DaPDK1基因克隆。

表1 本研究中所用到的引物

Tab.1 Primersusedinthestudy
引物名称 引物序列(5′-3′)
PDK(1)F 5′-TGGTCATGGGCACATCGACAACAG-3′
PDK(1)R 5′-CAGCGAACGCAGATCCTGGAATGT-3′
PDK(2)F 5′-TGCATCGTGATTTGAAGCCCG-3′
PDK(2)R 5′-GGTGGCAGACCAGACATCATT-3′

1.4葱蝇PDK1基因中间片段cDNA的克隆

引物 设 计:基 于 葱 蝇 转 录 组 数 据 库,从 其 中 鉴 定 出

DaPDK1基因4条 Unigene序列,分别为 Unigene14525
(362bp)、15595(404bp)、9811(1062bp)和6008(1008
bp)。它们编码的氨基酸序列与黑腹果蝇PDK1蛋白(Gene-
Bank登录号:NP-728471.2)相似度分别为78%、82%、80%
和64%。根据这4条Unigene,利用Primer5软件分别设计了4条特异性引物用于中间片段扩增(表1)。中间

片段(1)扩增:首先利用特异性引物PDK(1)F和PDK(1)R进行PCR扩增,具体条件为:94℃变性3min;94℃
变性30s,62℃退火30s,72℃延伸30s,35个循环;72℃延伸10min。PCR产物经2%琼脂糖凝胶电泳分离,
根据DNA胶回收试剂盒方法回收目的片段,连接到pMD19-T载体中,然后转化DH5α感受态细胞,经Amp抗

性筛选后,挑取白斑菌落进行PCR验证,取阳性克隆送华大基因科技股份公司进行测序。
中间片段(2)扩增:首先利用特异性引物PDK(2)F和PDK(2)R进行PCR扩增,具体条件为:94℃变性3

min;94℃变性30s,57℃退火30s,72℃延伸40s,35个循环;72℃延伸10min。PCR产物回收及测序与中间

片段(1)相同。

1.5生物信息学分析

基因及蛋白质特性预测:开放阅读框的搜索及相应氨基酸序列的翻译是由DNAMAN软件完成;利用Bi-
oEdit及CodonW 软件对cDNA 序列的碱基组成及密码子使用频率进行分析;通过软件 ExPASy(http://

www.expasy.org/)预测蛋白的理论分子量和等电点;使用ClustalW2(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/

clustalw2/)对蛋白的氨基酸序列和其它蛋白的氨基酸序列进行多重比对,并利用软件SMART(http://smart.
embl-heidelberg.de/)对蛋白的保守结构域进行分析;利用NPS(NetworkProtein,Analyishttp://npsa-pbil.ib-
cp.fr)的Proscan对蛋白进行功能位点预测;利用软件 TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/TM-
HMM/)对蛋白的跨膜区进行分析;使用SignalP4.0软件(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)进行信

号肽预测;使用软件SSPro4.0(http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/)和SWISS-MODEL(http://swiss-
model.expasy.org/)对蛋白的二级结构、三级结构进行预测。

同源性与系统发育关系分析主要通过EMBOSSNeedle(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_nee-
dle/)软件对蛋白的氨基酸序列与该家族其它蛋白的氨基酸序列进行同源性比对,然后采用邻接法(Neighbor-
Joining)以秀丽隐杆线虫的同源PDK1蛋白序列为外群,用 MEGA5软件分析DaPDK1蛋白序列与其它昆虫

PDK1蛋白序列的系统发育关系,1000次重复计算自展分析值。
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  注:M:标注分子量DL2000;1、2:目标基因
图1 葱蝇PDK1基因中间片段(1)和(2)PCR扩增结果

Fig.1 ThePCRamplificationproductof
middlesegment(1)and(2)ofDaPDK1gene

2结果与分析

2.1葱蝇PDK1基因的克隆

采用特异性引物PDK(1)F和PDK(1)R进行PCR扩增,
产物经2%琼脂糖凝胶电泳进行分析,出现与预计大小相符的

特异性条带(图1a),克隆后经测序得到一条374bp的片段。
该片段编码的氨基酸序列经BLAST分析表明与黑腹果蝇的

PDK1蛋白的同源性最高。由特异性引物PDK(2)F和PDK
(2)R进行PCR扩增,经2%琼脂糖凝胶电泳分析,出现与预

计大小相符的特异性条带(图1b),克隆后测序得到1条411
bp的片段。该片段编码的氨基酸序列经序列比对分析也表明

与黑腹果蝇的PDK1蛋白的同源性最高。
将所得片段与已知 Unigene序列拼接后得到PDK1的

cDNA全长序列及推断的氨基酸序列(图2),共包含3215
bp,其中编码区为2730bp,编码909个氨基酸。该序列5′非
翻译区(5′UTR)为250bp,3′非翻译区(3′UTR)为235bp,包含1个mRNA末端不稳定信号(ATTTA)、加尾信

号(AATAA),不含poly(A)尾巴。

   注:图中翻译起始密码被加框,核苷酸和氨基酸编号在左边。

图2 葱蝇PDK1基因cDNA及其推断的氨基酸序列

Fig.2 cDNAanddeducedaminoacidsequenceofDaPDK1gene

2.2葱蝇PDK1基因的生物信息学分析

2.2.1葱蝇PDK1基因的碱基组成及密码

子使用频率分析 DaPDK1基因cDNA
序列的 AT 含量为58.75%,GC含量为

41.25%,GC偏斜为-0.07,AT 偏斜为

0.1,表明碱基组成偏好C和A碱基,但相

差并不明显。相对同义密码子使用率

(RSCU)的值反映密码子在所编码的氨基

酸的同义密码子中出现的频率。其中

CCA、GCC、AAU等密码子的RSCU值大

于1,出现的频率较高;而CAC、CUG、
AAC等密码子的RSCU值小于1,出现

次数相对较少(表2)。
2.2.2葱蝇 PDK1基因编码氨基酸的

一级结构预测分析 利用ExPASy软

件的ProtParam和ComputepI/Mw程

序,预测PDK1基因编码氨基酸的分子

式、分子质量、等电点、不稳定系数及脂

肪系数等(表3)。预测蛋白的不稳定系

数为55.36,故认为该蛋白为不稳定蛋

白。
2.2.3葱蝇PDK1蛋白的保守结构域分

析 使用ClustalW2软件对葱蝇PDK1
蛋白的氨基酸序列和其它3种双翅目昆

虫PDK1蛋白的氨基酸序列进行多重比

对,并 利 用 软 件 SMART 分 析 葱 蝇

PDK1蛋白有两个保守功能区:STKc
(a.a.284~627,E=2.49e-83)和PH
(a.a.744~833,E=38.1)(图3),这与

在NCBI比对的结果一致。
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表2 葱蝇PDK1基因核酸序列相对同义密码子使用率统计

Tab.2 Relativesynonymouscodonusage(RSCU)of
          DaPDK1gene

密码子 RSCU密码子 RSCU密码子 RSCU密码子 RSCU

UAA 0.00 CAC 0.20 CCA 1.13 AGG 0.00

CUG 0.69 AAC 0.30 GCC 1.75 CCU 0.87

GUG 0.72 UCG 0.71 GCA 0.68 AAU 1.70

ACG 0.55 UAC 0.48 GAC 0.29 CAU 1.80

UUG 1.97 CAG 0.51 GGG 0.19 ACC 0.88

CGU 3.27 GAG 0.18 GUU 2.05 AAA 1.45

CGC 1.23 GGC 0.74 CCC 1.22 UUU 1.19

UGC 0.89 GCG 0.51 CCG 0.78 GGU 2.42

AUC 0.42 GAU 1.71 UCC 1.55 UGU 1.11

GUC 0.51 GUU 2.05 CUU 0.30 UCU 0.52

GUA 0.72 AGU 1.03 CUC 0.10 AGC 0.45

UUC 0.81 GCU 1.07 GAA 1.82 CUA 0.39

UCA 1.74 CGA 0.41 ACU 0.60 UUA 2.56

GGA 0.65 CGG 0.00 ACA 1.97 UAG 0.00

AUA 1.26 AUG 1.00 CAA 1.49 AGA 1.09

AAG 0.55 UGG 1.00 UAU 1.52 UGA 0.00

2.2.4葱蝇PDK1蛋白功能位点预测 利用Proscan软件,
预测DaPDK1蛋白8种类型特定的功能位点,包括18个

N-糖基化位点(N-glycosylationsite),2个cAMP-和cGMP-
依赖蛋白激酶磷酸化位点(cAMP-andcGMP-dependent
proteinkinasephosphorylationsite),14个蛋白激酶C磷酸化
位点(ProteinkinaseCphosphorylationsite),12个酪蛋白激
酶Ⅱ磷酸化位点(CaseinkinaseIIphosphorylationsite),1个酪
氨酸激酶磷酸化位点(Tyrosinekinasephosphorylationsite),
11个N-豆蔻酰化位点(N-myristoylationsite),1个蛋白激酶

ATP-绑定区信号位点(ProteinkinasesATP-bindingregion
signature),1个丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶激活信号位点(Ser-
ine/Threonineproteinkinasesactive-sitesignature)(表4)。

表3 葱蝇PDK1基因所编码的氨基酸一级结构预测

Tab.3 PreditionofprimarystructureanalysisofDaPDK1gene

一级结构特征 预测结果

分子式 C4331H6897N1253O1399S43
分子量/kD 100.3

等电点 8.53
负电荷残基(Asp+Glu)/个 93
正电荷残基(Arg+Lys)/个 101

不稳定系数 55.36
脂肪系数 67.24

  注:DaPDK1:葱蝇PDK1;DmPDK1:黑腹果蝇PDK1;AaPDK1:埃及伊蚊(Aedesaegypti)PDK1;AgPDK1:冈比亚按蚊(Anophelesgambiae)

PDK1。“*”表示相同氨基酸,“-”和“=”分别表示STKc和PH两个结构域。

图3 葱蝇PDK1蛋白氨基酸序列与其它3种昆虫PDK1蛋白氨基酸序列比较

Fig.3 AlignmentofDaPDK1proteinwithPDK1proteinsofanother3insects
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2.2.5葱蝇PDK1蛋白的跨膜区分析 根据HMHMM软件的预测,葱蝇PDK1蛋白的87~109位的氨基酸之

间形成一个跨膜区(封三彩图4),说明该蛋白可能属于膜结合蛋白,预测该蛋白可能与膜的某物质结合,参与到

信号传递过程中。

表4 葱蝇PDK1蛋白功能位点预测

Tab.4 PredictedprositesofDaPDK1
位点名称 模式类型 氨基酸序列 随机概率

N-糖基化位点 N-{P}-[ST]-{P}

74~77:NFSE;127~130:NSSS;151~154:NASA;183~186:
NSSS;203~206:NTSS;207~210:NNSS;208~211:NSSC;
217~220:NQTS;253~256:NSSS;265~268:NTST;347~
350:NLSC;489~492:NDST;496~499:NDTA;807~810:
NRTY;831~834:NLTY;839~842:NTST;856~859:
NNTN;859~862:NSSS

5.138e-03

cAMP-和cGMP-依赖

蛋白激酶磷酸化位点
[RK](2)-x-[ST] 522~525:RRGS;691~694:KKKT 1.572e-03

蛋白激酶C磷

酸化位点
[ST]-x-[RK]

7~9:SNK;20~22:SIK;280~282:SPK;305~307:TTK;306
~308:TKR;384~386:STR;429~431:SVK;453~455:
TKK;508~510:SPR;620~622:SIR;689~691:SDK;694~
696:TVK;698~700:SQK;732~734:TDK

1.482e-02

酪蛋白激酶

Ⅱ磷酸化位点
[ST]-x(2)-[DE]

69~72:SLTE;228~231:STTD;280~283:SPKD;306~309:
TKRE;351~354:TFQD;434~437:TADE;463~466:SL-
GD;494~497:SSND;501~504:SGGD;684~687:SDDD;719
~722:SDAE;833~836:TYNE

1.482e-02

酪氨酸激酶

磷酸化位点

[RK]-x(2,3)-[DE]-
x(2,3)-Y]

366~373:KNGDLLPY
4.074e-04(最小值)
4.083e-04(最大值)

N-豆蔻酰化位点
G-{EDRKHPFYW}-
x(2)-[STAGCN]-
{P}

148~153:GCGNAS;150~153:GNASAS;181~186:GQNS-
SS;222~227:GMVMGT;226~231:GTSTTD;293~298:
GSFSNV;301~306:GVDITT;449~454:GIDLTK;461~
466:GGSLGD;479~484:GQQQNE;524~529:GSFVGT

1.397e-02

蛋白激酶ATP-绑
定区信号位点

[LIV]-G-{P}-G-{P}
-[FYWMGSTNH]-
[SGA]-{PW}-[LIV-
CAT]-{PD}-x-
[GSTACLIVMFY]-
x(5,18)-[LIVMFY-
WCSTAR]-[AIVP]-
[LIVM
FAGCKR]-K

290~313:IGEGSFSNVYLGVDITTKREYAIK
6.722e-08(最小值)
6.810e-08(最大值)

丝氨酸/苏氨酸蛋

白激酶激活信号位点

[LIVMFYC]-x-
[HY]-x-D-[LIVM
FY]-K-x(2)-N-
[LIVMFYCT](3)

404~416:IVHRDLKPENILL 4.192e-08

2.2.6葱蝇PDK1蛋白的信号肽预测 根据SingalP软件,对PDK1蛋白的信号肽位置进行预测,发现不存在信
号肽,说明该蛋白为非分泌蛋白。
2.2.7葱蝇PDK1蛋白的二级结构及三级结构预测 通过软件SSPro4.0预测PDK1蛋白二级结构,分析表明无
规则卷曲是该蛋白二级结构最多的结构原件,约为54.24%,α-螺旋和延伸链分别占29.70%和16.06%。

经SWISS-MODEL搜索,人类PDK1蛋白(PDB编号:1w1h.pdb)与DaPDK1蛋白氨基酸序列相似性达

48.28%,被选作同源建模的模板,预测得到DaPDK1蛋白的三级结构(封三彩图5)。
2.2.8葱蝇PDK1蛋白序列的同源性分析与系统发育关系分析 将DaPDK1基因cDNA编码的氨基酸序列与

PDK1蛋白质家族氨基酸序列进行同源性比对,结果表明DaPDK1与地中海实蝇PDK1氨基酸序列相似性最高
(一致率为53.1%,相似率为63.2%),其次是黑腹果蝇、豌豆长管蚜(Acyrthosiphonpisum),一致率分别是

49.5%、33.1%(表5)。
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表5 葱蝇PDK1蛋白与10种其它昆虫及线虫PDK1蛋白的一致率和相似率

Tab.5 ThehomologsofPDK1proteinsfromanotherinsectspecies
andC.elegansandtheiridentityandsimilaritytoDaPDK1protein

物种 GenBank登录号 一致率/% 相似率/%
地中海实蝇C.capitata XP_004525330.1 53.1 63.2
黑腹果蝇D.melanogaster NP_728471.2 49.5 61.6
豌豆长管蚜A.pisum XP_001951019 33.1 44.7
意蜂Apismellifera XP_394208.4 33.1 42.8
印度跳蚁Harpegnathossaltator EFN80387.1 33.1 42.6
家蚕Bombyxmori XP_004931453 30.9 42.3
冈比亚按蚊A.gambiae XP_321653 30.5 40.1
埃及伊蚊A.aegypti XP_001652653 30.0 40.0
人虱Pediculushumanuscorporis XP_002429719.1 29.3 38.7
线虫C.elegans NP_001024742.1 23.3 38.8

  选 择 了 代 表 性 的11个(包 括

DaPDK1)氨基酸序列(表5),使用线虫

PDK1作为外群构建了系统发育树,并用

Bootstrap1000次重复对其分支作了统
计检测(图6)。结果表明葱蝇PDK1与
地中海实蝇的PDK1最近,Bootstrap值
达51%,聚 成 一 支。双 翅 目、鳞 翅 目
(Lepidoptera)、虱目(Anoplura)、半翅目
(Hemiptera)和膜翅目(Hymenoptera)昆
虫的PDK1形成不同分支,Bootstrap值
大于50%。

3讨论

本实验根据葱蝇转录组的Unigene
序列,克隆了葱蝇PDK1基因cDNA序列(DaPDK1),它的全长为3215bp,开放阅读框2730bp,编码909个氨基

酸。该蛋白包含2个保守结构域,一个是位于C端与PIP3结合的PH结构域,另一个是位于N端行使激活Akt
的激酶结构域STKc,这证明了DaPDK1蛋白属于PDK1家族。同源性分析表明,DaPDK1蛋白与地中海实蝇与

黑腹果蝇PDK1蛋白的一致率分别为52.1%和49.5%。与其它昆虫PDK1蛋白的一致率在29.3%~33.1%之

间,这说明了PDK1蛋白在几种昆虫中的亲缘关系。采用NJ法构建系统发育树,DaPDK1蛋白和地中海实蝇的

PDK1蛋白亲缘关系最近,双翅目、鳞翅目、虱目、半翅目和膜翅目昆虫PDK1蛋白形成不同的分支。

  注:使用秀丽隐杆线虫同源PDK1序列作为外群,大于50%的Bootstrap值

标记在树的分支节点上,各种中文名及其PDK1序列的基因库登录号见表5。

图6 11种物种PDK1的邻接(N-J)树

Fig.6 TheNeighbor-Joining(N-J)treeof11speciesPDK1

寿命的延长、抗逆性增强是昆虫滞育的特点,
且是滞育成功的关键[12]。研究表明PI3K/Akt/

FoxO信号通路在调控尖音库蚊成虫滞育中起着

重要的作用,FoxO 通过调控超氧化物歧化酶-2
(Superoxidedismutase-2,sod-2)和过氧化氢酶

(Catalase)两个抗氧化酶基因来保护滞育成虫免

受氧化应激的破坏[12]。该信号通路在模式生物秀

丽隐杆线虫和黑腹果蝇调控作用都是很保守的,
上调FoxO 基因可以延长虫体寿命并且和耐寒、抗
紫外和抗氧化相关基因上调表达相关[13-14]。

葱蝇以蛹滞育的形式来度过炎热的夏季和寒

冷的冬季,冬滞育蛹和夏滞育蛹具备很强的耐寒

和抗高温的能力。葱蝇夏滞育的蛹从化蛹到成虫羽化需要32d,冬滞育需要116d,而非滞育的蛹则需18d,明
显滞育蛹期寿命延长[15]。PI3K/Akt/FoxO可能对葱蝇滞育期寿命、抗性等的调控起着重要的作用,因此,本研

究克隆并通过生物信息学分析了葱蝇PI3K/Akt信号通路关键基因PDK1,为研究该保守通路在调控葱蝇滞育

机理提供基础资料。
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CloningandBioinformaticAnalysisofthePDK1Gene
intheOnionMaggot,Deliaantiqua

SHENLi,HAOYou-Jin,LUOQian-Chun,CHENBin
(InstituteofEntomologyandMolecularBiology,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:3-Phosphoinositide-dependentproteinkinase1(PDK1)isakeykinaseinPI3K/Aktsignalingpathway,whichisconserved
throughHomosapiens,DrosophilamelogasterandCaenorhabditiselegans,andplaysanimportantroleinmetabolismregulation
celldifferentiationandlongevity.FourUnigenesencodingputativePDK1wereidentifiedbasonthetranscriptomedataofDeliaan-
tiqua.SpecificprimersweredesignedandthefulllengthcDNAofPDK1(namedasDaPDK1)wasclonedbyPCRtechnology.Its
fulllengthis3215bpandtheORFis2730bp,encoding909aminoacidswiththemolecularweightof100.3kDandpIof8.53.
Thededucedaminoacidsequencewaspredictedtocontainatransmembraneregionrangingfromthelocus87to106,andSTKcdo-
mainandPHdomainseparatelyfrom284to627andfrom744to833.SequencesimilarityanalysisshowedthatDaPDK1shared
53.1%identitywithPDK1ofCeratitiscapitata.Thisstudyprovidedabasisforfurtherresearchonthecharacteristicsandfunction
ofthePDK1inthePI3K/Aktsignalingpathway.
Keywords:Deliaantiqua;PDK1gene;cloning;bioinformaticsanalysis
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