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蛋白基因在大肠杆菌中

的表达及其初步应用
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要!将猪带绦虫六钩蚴
'$()

蛋白"

*+,'$

#和囊尾蚴
'$()

蛋白"

-.'$

#的基因克隆到表达载体中!构建重组

表达载体
/

0.1!%*!*+,'$

和
/

0.1!%*!-.'$

!经测序证明基因序列完全正确%重组表达载体转化大肠杆菌后诱

导表达!用
+2+!340.
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和薄层扫描检测表达产物%表达的目的蛋白纯化后用于血清样品
.>?+4

检

测%

+2+!340.
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和薄层扫描检测结果表明!六钩蚴和囊尾蚴
'$()

蛋白基因均能在大肠杆菌中成功

表达!表达的融合蛋白的相对分子质量约为
#@()

!并能被囊虫病人阳性血清所识别!具有反应原性!表达量分别占

菌体蛋白总量的
A@B

和
#$B

%

.>?+4

检测结果显示!

'$()

蛋白可用于囊虫病的诊断%

关键词!猪带绦虫'
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蛋白基因'表达'初步应用
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猪囊虫病"

-

M

78IO69O=7I7

#是由猪带绦虫"

D$&F

)($3+6(5C

#的幼虫***猪囊尾蚴"

A

/
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#引起的一种人兽共患的寄生虫病%对囊虫病

的防治!目前尚无成熟的手段%药物治疗易产生耐

药性!且药物残留对人体健康构成潜在威胁!因而具

有局限性%囊尾蚴抗原&六钩蚴分泌抗原都能诱导
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蛋白基因在大肠杆菌中的表达及其初步应用

机体产生抗体!具有一定的保护作用!且均可作为诊

断抗原+

'

,

%但这些抗原都来自虫体本身!因而抗原

来源十分有限!不能满足实际的需要%利用基因体

外表达+

A

,和合成肽段+

#

,来制备抗原!进而研制诊断

试剂盒!为囊虫病的诊断开辟了一条新的途径%

!!

猪带绦虫
'$()

蛋白基因是存在于六钩蚴和囊

尾蚴阶段的基因%

VH:

K

等+

%

,从猪囊尾蚴囊液分离

出
'$()

蛋白!免疫印迹分析表明能被囊虫病人的

血清识别%

-L):
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,从
O2U4

文库中筛选出
'$

()

蛋白基因!该基因的
,Y]

为
A@C;

/

!共编码
C@

个氨基酸%研究表明!用
'$()

蛋白对囊虫病进行

.>?+4

诊断具有很高的特异性和敏感性+

&

,

%本研

究将来源于猪带绦虫六钩蚴和囊尾蚴的
'$()

蛋白

基因亚克隆至表达载体
/

0.1!%*!'

中!经诱导表

达&纯化后用于抗囊虫血清的
.>?+4

检测%

&

!

材料与方法

&C&
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菌种和质粒

!!

>̂A'

"

2.#

#&质粒
/

0._!*+,'$

和
/

0._!

-.'$

以及表达载体
/

0.1!%*!'

由本实验室保存%

&C!

!

试剂

!!

*$

G

2U4

聚合酶&

*

%

2U4

连接酶购自
39=!

G6

K

H

公司%

WU*37

&
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"

&

H,+

"

&

4

K

H9=7606<

2U4.P89HO8I=: Ì8

&

2U4 _H9(692>A$$$

均购自

*H̀ HYH

公司%

0+*

蛋白纯化试剂盒购自
4G69!

7LHG

公司%辣根过氧化物酶标记羊抗人
?

K

0

购自

北京经科%中等分子量蛋白
_H9(69

购自上海生

工%猪囊虫病阳性血清由本实验室制备!囊虫病人

阳性血清由吉林农业大学囊虫病研究所提供%

&C$

!

引物的设计与合成

!!

参照猪六钩蚴和囊尾蚴
'$()

蛋白基因序列!

用
=<I

K

"

W*

#分别设计
A

条上游引物和
'

条通用的

下游引物!由
*H̀ HYH

公司合成%六钩蚴
'$()

蛋

白基因上游引物$

@a!-0044**-4400-0*-!

-4*-***-*!#a

'囊尾蚴
'$()

蛋白基因上游引

物$

@a!-0044**--0*0-0*--4*-***-*!#a

'

通 用 下 游 引 物$

@a!00---*-040-*4-*-0!

****-4400-!#a

%

A

条上游引物带
<"+Y

"

酶切

位点!下游引物带
H,+

"

酶切位点%

&C'

!

基因的克隆

!!

以含
'$()

蛋白基因的质粒
/

0._!*+,'$

和

/

0._!-.'$

为模板!按以下程序进行
3-Y

扩增$

F%b%@7

!

@'b#$7

!

"Ab'C7

!

#$

个循环'最后

"Ab

延伸
@GI:

%对
3-Y

产物进行琼脂糖凝胶电

泳!观察结果并纯化回收
3-Y

产物 %

&C(

!

重组表达载体的构建和鉴定

!!

将纯化回收的
3-Y

产物用
<"+Y

"

和
H,+

"

双酶切!经电泳纯化回收目的片段!与经同样双酶切

后得到的线性化表达载体
/

0.1!%*!'

在
*

%

2U4

连接酶的作用下进行连接!分别构建重组表达载体

/

0.1!%*!*+,'$

和
/

0.1!%*!-.'$

%连接产物转

化大肠杆菌
>̂A'

"

2.#

#感受态细胞!挑取单菌落于

>̂

培养液中!振荡培养过夜!按常规方法提取质

粒+

@

,

%

3-Y

和酶切鉴定后!选取阳性克隆送至

*H̀ HYH

公司测序!验证其阅读框是否正确%

&CD

!

重组质粒的诱导表达

!!

将阳性重组菌按
'c'$$

的比例接种
#G>Ad

V*

培养液"含
'$$

#

K

-

G>

氨苄青霉素#!

#"bA@$

9

-

GI:

振摇过夜%取过夜培养物
A$$

#

>

接种于
A$

G>

相同
AdV*

培养液中!

#"bA@$9

-

GI:

振摇至

,2

&$$

为
$D&

$

$DC

!加入
?3*0

至终浓度
'GG=<

-

>

!

#"b

诱导表达
@L

后!收集菌液!进行
+2+!340.

分析!同时用未诱导的菌液和诱导的空载体菌液作

阴性对照%

&CE

!

表达产物的检测%

EF#

&

'D"D'

!

+2+!340.

检测
!

用
A$$

#

>CG=<

-

>

尿

素悬浮收集的菌液!加入上样缓冲液!混匀!水浴煮

沸
@GI:

!上样%

C$e

电压下电泳至溴酚蓝到分离

胶后把电压调至
'A$e

!继续电泳至溴酚蓝到达凝

胶底部%取下凝胶!考马斯亮蓝染色液染色
%L

后

脱色!待蓝色背景完全脱净!观察和分析电泳结果%

'D"DA

!
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分析
!

蛋白经
+2+!340.

后

在低温条件下
'&$G4

恒流电转
AD@L

!取下
3e2]

膜!经漂洗&封闭后依次加入一抗&酶标二抗!最后将

U-

膜转移到现配的
24̂

底物溶液中!待出现条带

时!立即入
3̂ +*

缓冲液中终止显色!并观察结果%

&C#

!

表达产物的纯化

!!

收集
'>

诱导菌!按
'$$G

K

-

G>

加入
'd3̂ +

重悬!超声裂菌!收集上清与
0<)8H8LI=:6+6

/

LH9=76

%̂

混合!室温轻柔搅拌
#$GI:

!过
4G697LHG

一次

性亲和柱!控制流速为
'G>

-

GI:

!以
@$

倍柱床体积

的
'd3̂ +

洗柱!用洗脱液进行洗脱!收集流出的液

体!即为纯化的融合蛋白%

&C%

!

表达产物的应用

!!

将纯化的重组蛋白包被酶标板!用间接
.>?+4

法检测猪囊虫血清
'A

份和人囊虫病人血清
#&

份%

#$%'
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具体操作$"

'

#包被纯化的重组蛋白!

'

#

K

-孔'"

A

#封

闭后加适当稀释的猪囊虫病血清和囊虫病人血清!

同时设猪囊虫阴性血清和健康人血清作为对照!

#"

b

反应
'L

'"

#

#加入
TY3

标记第二抗体"抗人
?

K

0

抗体#

#"b

反应
'L

'"

%

#加
,32

底物显色并终止!

在酶标仪上于
%FA:G

下读取
,2

值!

3

-

U

比大于

AD@

判为阳性%

!

!

结
!

果

!C&

!

5GH

产物的电泳结果

!!

琼脂糖凝胶电泳结果表明!以含
'$()

蛋白基

因的质粒为模板!经
3-Y

扩增!获得了
A&$;

/

左右

的特异带!与预计的片段大小相一致"图略#%

!C!

!

重组表达载体的构建和鉴定

!!

构建的重组表达载体
/

0.1!%*!*+,'$

和

/

0.1!%*!-.'$

!转化大肠杆菌
>̂A'

"

2.#

#感受态

细胞!挑取单菌落于
>̂

培养液中!振荡培养过夜!

碱裂解法提取质粒!阳性质粒经
3-Y

和双酶切鉴

定!均得到了
A&$;

/

的片段%阳性克隆的测序结果

证明!基因的完整阅读框正确地插入了表达载体%

!C$

!

表达产物的检测结果

AD#D'

!

+2+!340.

检测
!

电泳显示!经诱导的重

组菌表达出
#@()

的融合蛋白!与推测的蛋白大小

相一致%未经诱导的重组菌则没有得到表达%而诱

导的空载体仅出现
A&()

左右的
0+*

条带!如图
'

所示%薄层扫描分析检测表达产物!结果表明!六钩

蚴和囊尾蚴
'$()

蛋白基因的表达量分别占菌体蛋

白总量的
A@B

和
#$B

%

AD#DA

!
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分析
!

表达的融合蛋白经

+2+!340.

后转移至
3e2]

膜上进行免疫印迹反

应!在
#@()

出现明显的阳性反应带!而诱导的空载

体对照未出现反应带!说明表达产物能被囊虫病人

血清所识别!具有反应原性!如图
A

所示%

!C'

!

表达产物的纯化

!!

表达的蛋白经
0+*

亲和柱纯化后杂蛋白基本

除去!目的蛋白的纯度较高!如图
#

%经紫外分光光

度计测定!目的蛋白
*+,'$

和
-.'$

的浓度分别为

$DFC&

和
'DA%G

K

-

G>

%

!C(

!

+I;J>

血清检测的结果

!!

*+,'$

检出
C

份阳性猪血清!

AF

份阳性人血清!

检出率分别为
&&D&"B

"

C

-

'A

#和
C$D@&B

"

AF

-

#&

#!而

用
-.'$

为诊断抗原其检出率分别为
&&D&"B

"

C

-

'A

#

和
C&D''B

"

#'

-

#&

#!两者差异不显著%

'N

/

0.1!%*!*+,'$89H:7Z=9GH:87JI8L=)8?3*0I:!

W)O8I=:

'

AN

/

0.1!%*!*+,'$ 89H:7Z=9GH:87 JI8L
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'
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'

%NU6

K

H8I[6O=:!

89=<=Ẑ >A'

'

@N

/

0.1!%*!'[6O8=9JI8L=)8?3*0I:!
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'
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/

0.1!-.'$89H:7Z=9GH:87 JI8L?3*0I:W)O8I=:

'

CN

/

0.1!-.'$89H:7Z=9GH:87JI8L=)8?3*0I:W)O8I=:

图
&

!

表达产物的
JKJF5>7+

L1

M

N&

!

JKJF5>7+939<

=

01024/,

-

./00/:

-

.26/13013OI!&

'N39=86I: GH9(69

'

AN.P

/

96776W

/

9=W)O87=Z

/

0.1!%*!*+,'$

'

#N.P

/

96776W

/

9=W)O87 =Z

/

0.1!%*!-.'$

图
!

!

表达产物的
B/06/.3F@<26

检测

L1

M

N!

!

P/06/.3F@<26939<

=

01024/,

-

./00/:

-

.26/13

$

!

分析与讨论
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本试验选择了谷胱甘肽
!+!

转移酶"

0+*

#融合

表达载体
/

0.1!%*!'

表达
'$()

蛋白基因!该载体

具有诱导型启动子&氨苄抗性筛选标记和有效的转录

终止子%目前在原核表达系统中使用最普遍的强启

动子主要有大肠杆菌的
>HO

启动子&

*HO

启动子&
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操纵子的启动子&
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噬菌体的
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启动子&
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噬菌体的
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启动子+
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带有的
*HO

启动子是来源
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蛋白基因在大肠杆菌中的表达及其初步应用
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于
>HO

和
*9

/

的一组杂合启动子!但比
>HO

和
*9

/

都

强得多!属于强启动子!能促使外源基因高效表达%

融合表达的蛋白不受宿主蛋白酶的降解!提高了外源

蛋白的稳定性%而且融合蛋白可用谷胱甘肽琼脂糖

通过亲和层析方便地从细菌裂解物中纯化!纯化的条

件为非变性条件以维持蛋白的完整性!解决了目的蛋

白纯化和复性难的问题%对血清
.>?+4

检测的结果

表明!所获得的目的蛋白可用于免疫诊断%
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!

猪囊虫虫体抗原能诱导中间宿主产生强烈的

免疫反应+

'$

,

!但由于猪囊虫的生活史复杂!抗原成

分众多!且抗原的表达随虫体发育而呈阶段性的改

变!导致抗原变异比免疫应答更为迅速!使宿主产生

的抗体失去活性!不能产生完全的保护%猪带绦虫

的
'$()

蛋白是一种阶段性抗原!其六钩蚴阶段和

囊尾蚴阶段的核苷酸序列同源性为
F"D&"B

!有
&

个核苷酸不同!推导的氨基酸有
#

个不同%通过表

达纯化后用作诊断抗原!二者无显著差异!推测可能

是这
#

个氨基酸不在抗原决定簇上%而造成这种核

苷酸阶段性变异的原因还有待于更深入的研究%
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!

猪囊虫大分子蛋白在诊断中由于与其它绦虫

有交叉反应!特异性低!因而目前对囊虫的诊断抗原

主要是侧重于低分子量蛋白"通常小于
#$()

#的研

究!如
C()
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A%()

蛋白+

A

,

等%国内外对猪带绦虫六钩蚴
'$()

蛋白基因的研

究报道较少!对其功能和作用还不甚了解%通过免

疫印迹分析和
.>?+4

应用!表明六钩蚴阶段的
'$

()

蛋白具有良好的反应原性!与囊尾蚴阶段的
'$

()

蛋白一样!可用于囊虫病的诊断%
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Î=OL6GIOH<3H9H7I8=<=

KM

!

A$$&

!

'%"

"

'

#$

'$F!''"N

+

#

,

!

].YY.Y.

!

-,Y*fS _ _

!

-4̂ Y.Y4S

!

68H<N

,:O=7

/

L69H<

/

6

/

8IW6!;H76W.>?+47H7

/

=86:8IH<769=!

6

/

IW6GI=<=

K

IOH<8==<7Z=9D$&)($3+6(5CO

M

78IO69O=7I7

-

:6)9=O

M

78IO69O=7I7I:e6:6Q)6<H

+

X

,

N*9H:7HO8I=:7=Z

8L6Y=

M

H<+=OI68

M

=Z*9=

/

IOH<_6WIOI:6H:WT

MK

I6:6

!

A$$@

!

FF

"

C

#$

@&C!@"&N

+

%

,

!

V4U0TX

!

-TRU0XV

!

VRU2

!

68H<N?GG):=!

;<=8H:H<

M

7I7=ZH'$(2HH:8I

K

6:I:O

M

78Z<)IW=ZD$&F

)($3+6(5C G68HO678=W67

+

X

,

N3H9H7I86?GG):=<=

KM

!

'FFC

!

A$

$

%C#!%CCN

+

@

,

!

-TRU0XV

!

4̂T`VV

!

TRT+

!

68H<N496O=G!

;I:H:8'$(2H

/

9=86I:=ZD$&)($3+6(5C G68HO678=W67

7

/

6OIZIO8=HO8I[6:6)9=O

M

78IO69O=7I7

+

X

,

N*L6X=)9:H<

=Z?:Z6O8I=)72I76H76

!

A$$$

!

'C'

"

@

#$

'C"$!'C"AN

+

&

,

!

>...0

!

>.._V

!

-TRU0XV

!

68H<N]6H7I;I<I8

M

=Z

;HO)<=[I9)7!6P

/

96776W96O=G;I:H:8'$!(2HH:8I

K

6:I:8L6

769=WIH

K

:=7I7=ZD$&)($3+6(5C :6)9=O

M

78IO69O=7I7

+

X

,

N

*9H:7HO8I=:7=Z8L6Y=

M

H<+=OI68

M

=Z*9=

/

IOH< _6WIOI:6

H:WT

MK

I6:6

!

A$$@

!

FF

"

'A

#$

F'F!FA&N

+

"

,

!

姜
!

泊!张亚历!周殿元
N

分子生物学常用实验方法

+

_

,

N

北京$人民军医出版社!

'FF&

$

A#!A%N

+

C

,

!

金冬雁!黎孟枫!侯云德!译
N

分子克隆实验指南+

_

,

N

北京$科学出版社!

'FFF

$

CC$!CF#N

+

F

,

!

顾天成!陈章良
N

现代生物技术导论+

_

,

N

北京$人民

教育出版社!

A$$$

$

%C!@'N

+

'$

,

!

.e4U+-4

!

0,US4>.S4.

!

0?>_4UYT

!

68

H<N?GG):=8L69H

/M

Z=9

/

=9OI:6O

M

78IO69O=7I7

$

IG

/

<IOH!

8I=:7Z=9

/

96[6:8I=:=ZL)GH:WI76H76

+

X

,

N4GX*9=

/

_6WT

MK

!

'FF"

!

@&

$

##!#"N

+

''

,

!

].YY.Y.

!

,̂U4V3

!

],+*.Y!-R.e4+_

!

68

H<N_=<6O)<H9O<=:I:

K

H:WOLH9HO869I7H8I=:=Z*7Ĉ'
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