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实验研究

牛带绦虫 ATE基因功能预测及原核表达
*

刘玉江,戴佳琳,黄江,王宇

摘 要: 目的 分析和预测牛带绦虫成虫精氨酰 - tRNA转移酶 ( arg iny l tRNA pro te in transfe rase, ATE )基因及其

编码蛋白的结构域特性,并进行原核表达。方法 利用在线生物信息学网站及工具对牛带绦虫精氨酰 - tRNA转移酶

基因的功能进行预测并将其编码区序列克隆到原核表达载体 pET- 28a( + )上, 测序鉴定重组质粒。结果 该基因全

长 1 476 bp,编码区为 141~ 1 617 bp, 编码 491个氨基酸;该基因为全长基因,无跨膜区,具有多个磷酸化位点, 蛋白的理

化性质稳定,理论分子量为 56 436 3Da;没有质体、线粒体定位序列;十二烷基 -聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( SDS- PAGE)结果

表明,目的基因在大肠埃希菌 BL21~ DE3中表达成功。结论 筛选出牛带绦虫成虫精氨酰 - tRNA转移酶基因, 成功构

建重组原核表达质粒。
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Function and prokaryotic expression of arginyl tRNA protein transferase in Tean ia. sag inata L IU Y u jiang, DA I Jia

lin, HUANG Jiang, e t a.l D epa rtm ent o fM ultipul M orpho log y, Gu iyang M ed ica l Co lleg e (Guiyang 550004, Ch ina )

Abstract: Objective To pred ict structura l cha rac te ristics o f arg iny l tRNA pro te in transferase in Teania. sag ina ta by

b io info rm atic s and to detec t its prokaryo tic expression. Methods By online ana ly sis w ith bio inform atics w ebsites and so ft

w are package, the function o f arg iny l tRNA pro tein tranfe ra se genew as pred icted and the gene w as inser ted in to the prokary

o tic expression vector s pET 28a( + ) and am p lif ied w ith PCR and its sequencew as de term ined. R esu lts A nove l cDNA se

quence encoding arg iny l tRNA pro tein tran sfe ra se w ith a m o lecu lar w eight o f 56436 3 w as identified. The cDNA is 1476bp

and codes 491 am ino ac ids. PCR, double enzym e dige stion and DNA sequenc ing ind ica ted tha t pET 28a ( + ) and arg iny l tR

NA pro te in transferase recom binant plasm id w e re successfu lly constructed. Sod ium dodecy l sulfate po ly acry lam ide gel e lec

trophoresis( SD S PAGE) re su lts show ed tha t the gene expressed in Escher ich ia co li BL21/DE3. Conc lu sion A nove l gene

o f Tean ia. sag ina ta is successfu lly iden tif ied and expressed by prokaryo tic vecto rs.

K ey words: T eania. sa g ina ta; arg iny l tRNA pro te in transferase; b io info rm a tic s; prokaryo tic expre ssion

带绦虫是常见的人兽共患寄生虫,中国北部和西部地区

是较严重的流行区。近年来, 本课题组构建了 3种人体带绦

虫成虫全长 cDNA质粒文库进行对比研究, 以期研究 3种绦

虫结构、生长发育、物质和能量代谢、侵袭和免疫调节 1- 2。

本研究从牛带绦虫成虫 cDNA质粒文库中筛选出精氨酰 -

tRNA转移酶基因的同源基因, 并构建原核表达载体, 为进一

步研究其生物学功能奠定基础。

1 材料与方法

1 1 材料

1 1 1 载体与菌株 牛带绦虫虫体标本采自广东省湛江市

医院患者; 原核表达质粒 ( pET - 28a) ( + )及大肠埃希菌 BL

- 21 /DE3(中山大学热带病防治教育部重点实验室惠赠 )。

1 1 2 主要试剂和工具酶 TaKaRa Ex Taq TM 酶 (含

dNTP )、EcoR I、H ind 、DNA标准 ( DL15000、DL2000) (大连

宝生物工程公司 ); T4 DNA连接酶 (美国 prom ega公司 ); 质粒

提取试剂盒 (广州东盛科技公司 ); DNA凝胶回收试剂盒 (广

州铂尔生物科技公司 )。

1 2 方法

1 2 1 精氨酰 - tRNA转移酶基因的识别及扩增 将获得的

牛带绦虫精氨酰 - tRNA 转移酶基因进行 BLASTX分析 3

( http: / /www ncb i nlm n ih gov /BLAST ), 判断该基因是否为

全长基因,目的基因序列测序是否正确;再利用蛋白分析专家

系统 Expasy预测蛋白质的理化性质,、一级结构、亚细胞定位

序列、氨基酸序列的跨膜区和拓扑结构以及二级结构、分子的

亲水性、溶液中的分子形态等。最后根据已获得的该基因全

长编码序列的开放阅读框, 利用软件设计引物 (引物由上海

联合基因公司合成 ) ,分别带上 EcoR I和 H ind 的酶切位点

进行 PCR反应。

1 2 2 重组原核表达质粒的构建及鉴定 PCR产物和 pET

- 28a( + )载体分别用 E coR I和 H ind 双酶切, 回收、连接

后转入大肠埃希菌 BL- 21 /DE3感受态细胞, 对阳性克隆依

次进行质粒的提取、双酶切和 PCR鉴定, 并进行重组质粒

DNA测序鉴定 (测序由英俊科技股份有限公司完成 )。

2 结 果

2 1 BLASTX分析 从分析结果看, 该基因是精氨酰 - tRNA

转移酶的同源基因, 与小鼠的同源性较高, 是较保守的基因。

该基因全长 1 476 bp,编码区为 141~ 1 617 bp,编码 491个氨基

酸,在 5端和 3端都有非翻译区。

2 2 蛋白质的理化性质 牛带绦虫精氨酰 - tRNA转移酶基

因的理论分子量为 56 436 3 Da。当成熟肽 N端的一个氨基

酸为蛋氨酸时,在哺乳动物网状红细胞体外表达的半衰期为

30 h, 在酵母和大肠埃希菌中体内表达的半衰期分别大于 20

和 10 h。在溶液中的不稳定指数为 48 57,高于域值 40,在溶

液中性质不很稳定。

2 3 翻译后修饰与结构的特征性序列及拓扑结构预测 6

个潜在的酪蛋白激酶 ( CK2)位点, 3个潜在 N -肉豆蔻酰
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位点, 11个潜在的蛋白激酶磷酸化位点。拓扑结构预测牛带

绦虫精氨酰 - tRNA转移酶为非跨膜蛋白。未发现线粒体、过

氧化酶体、溶酶体和细胞核等亚细胞定位序列。

2 4 一级结构中包含的结构和功能域特征序列 该氨基酸

序列中含有 2个 ATE保守的催化位点基序。其结构域分为

N端和 C端两个部分。

2 5 原核重组载体的鉴定 (图 1) 将重组质粒进行 PCR和

双酶切鉴定, 产物行 10 g /L琼脂糖凝胶鉴定。第 1泳道为

PCR结果,出现条带位置大约与目的基因 1 476 bp大致相符;

第 2泳道为双酶切结果,可以看到质粒被切成两条带, 下边条

带位置与目的基因相符。以上初步证明重组质粒构建成功。

注: M1: DNA标准 ( DL2000) ; 1: PCR产物; 2重组质粒双酶切;

3:质粒双酶切; M2: DNA标准 ( DL 15000)。

图 1 重组质粒的 PCR和双酶切鉴定

3 讨 论

构建 3种人体带绦虫成虫 cDNA质粒文库为研究绦虫的

功能基因组学提供了丰富的资源, 同时也利于比较 3种绦虫

的进化、遗传、致病等方面的研究。精氨酰 - tRNA转移酶催

化翻译后的特殊氨基酸蛋白结合到受体蛋白氨基末端这一反

应, 其在真核生物可将不稳定的氨基酸结合到短寿命的蛋白

中 , 成为蛋白降解 N末端规律途径的一个组成部分 4 。前

期,对亚洲带绦虫成虫精氨酰 - tRNA转移酶基因进行了初步

的探索, 并成功的构建了原核表达质粒。本次实验,从牛带绦

虫文库中也筛选出该基因,补充了在带绦虫领域对这个控制

蛋白质的降解基因更多的了解。

在进行实验验证之前, 生物信息学所获得的信息可以指

导实验,以避免实验的盲目性 5。对牛带绦虫精氨酰 - tRNA

转移酶基因进行生物信息学分析, 通过 BLASTX从牛带绦虫

cDNA文库中识别出了该基因的全长编码基因 , 但是预测该

基因与其他物种的精氨酰 - tRNA转移酶基因同源性不是很

高,可以暗示该基因可以作为诊断的候选基因。蛋白质理化

性质分析表明,该蛋白在原核和真核表达系统及水溶液中的

稳定性不高,说明该蛋白不适宜于基因工程表达,这就需要找

寻另一条表达途径。

本研究在生物信息学预测牛带绦虫精氨酰 - tRNA转移

酶的结构和功能之外, 还成功构建了牛带绦虫该基因的原核

表达载体。在下一步的实验中, 还可以对其进行诱导表达及

免疫学功能的研究, 为掌握该酶在致病、免疫、代谢、生理等各

方面的规律, 和寻找有开发价值的绦、囊虫诊断、疫苗以及药

物靶标抗原基因提供更加完善的理论基础。
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间歇性重度低氧对大鼠学习记忆影响
*
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摘 要: 目的 建立不同暴露时间点大鼠间歇重度低氧模型,探讨间歇重度低氧对大鼠学习记忆功能的影响。

方法 成年雄性 W istar大鼠 48只分为对照组和间歇性低氧组; 采用低氧舱模拟 5%间歇低氧环境。在间歇低氧 2、4、

6、8周采用 M orr is水迷宫检测学习记忆功能, 苏木精 -伊红 (H E)染色观察海马区神经细胞形态变化。结果 与对照

组比较, 间歇性低氧组中神经细胞形态结构损伤明显, 存活神经元密度 ( 13 18 2 18)随低氧时间延长降低 (P <

0 05); 低氧 2、4、6、8周大鼠逃避潜伏期时间分别为 ( 49 17 8 87)、( 58 47 6 98)、( 65 15 7 44)和 ( 68 42

7 91) s,随低氧时间延长动物逃避潜伏期时间延长 (P < 0 5)。结论 间歇性低氧可造成神经细胞损伤、学习记忆功

能障碍, 且随间歇性低氧时间延长而加重。

关键词: 间歇性重度低氧; 学习记忆功能; M orr is水迷宫
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