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摘要! 将扩增得到的三疣梭子蟹 4FJ"基因开放阅读框与表达载体 Q2SC##P$ d%连接!转化

9A)+.5Z-#%$=2!%Q6fU2后/ASY诱导表达" 经0=0CA,Y2检测!发现诱导组比空载体和未诱

导组多出一条分子量约为 ?% [K 的表达产物!与预测的重组蛋白分子量大小基本一致" 重组

质粒在不同 /ASY浓度和不同温度条件下诱导表达产物的 0=0CA,Y2分析结果显示!低浓度

$7? DD56@-/ASY和 !$ ^诱导能有效减少菌体蛋白的本底表达" 用纯化的重组蛋白连续免

疫小鼠!? 周后得到抗血清!经 lMUbM:ICP65bbEIF 检测!其具有很好的特异性" 微生物结合实验

表明!重组表达的 Q2SC-YZA具有较强的生物活性!其与丹麦啤酒酵母#巨大芽孢杆菌#副溶

血弧菌#溶藻弧菌#大肠杆菌等均有结合能力"

关键词! 三疣梭子蟹' 脂多糖;

#

;%!! ;葡聚糖结合蛋白' 重组表达' 抗血清

中图分类号! \>O' 0B%>&&&&&&&文献标识码(,

&&无脊椎动物由于没有获得性免疫!因此其先

天免疫的+非己,识别更为重要!该阶段对于其免

疫应答的发生与否具有决定性的作用'%(

) 这种

+非己,识别是因为存在某些特异性的模式识别

受体"Q9bbM:I :ML5FIEbE5I :MLMQb5:U!A**U#!它能够

识别并结合微生物表面保守的!而在宿主中又不

存在的病原相关分子模式 " Q9bH5FMIC9UU5LE9bMN

D56MLK69:Q9bbM:IU!A,8AU#

'#(

)

脂多糖 ;

#

;%! ! ;葡聚糖结合蛋白

"6EQ5Q56fU9LLH9:ENMC

#

C%!!CF6KL9I PEINEIF Q:5bMEI!

-YZA#作为一种模式识别受体在甲壳动物的免

疫系统中占有重要地位!因其能够识别革兰氏阴

性菌和真菌的细胞壁多糖成分脂多糖和
#

;%!!

;葡聚糖而得名) 据报道!目前已从淡水螯虾

" "1).;1#21)/# 5('./#)/5/##

'!(

& 中 国 对 虾

" !(''(3+8('1(/# )*.'('#.##

'?(

& 罗 氏 沼 虾

"D1)3+-31)*./0 3+#('-(3,..#

'"(

& 凡纳滨对虾

"4.2+8('1(/#<1''10(.#

'<(

&栉孔扇贝 "B*510&#

;133(3.#

'>(

&中华绒螯蟹"93.+)*(.3#.'('#.##

'O(等

水产动物中克隆得到 -YZA!并对其结构&性质进

行了深入研究!但有关其功能的研究很少) 本研

究在得到三疣梭子蟹4FJ"基因全长序列的基础

上"YMIZ9I[ 注册号为 Y)!#O$!<#!重新设计了

一对用于基因表达的引物!A3*扩增开放阅读

框!构建 Q2SC-YZA重组表达载体!并转入大肠杆

菌中表达) 表达的目的蛋白经纯化后免疫小鼠!

制备出抗血清!并检测了其与微生物的结合能力!

为今后三疣梭子蟹-YZA的分离纯化及其功能的

深入研究打下基础)

%&材料与方法

!"!#材料

实验用三疣梭子蟹购自宁波庄市梭子蟹暂养

场!蟹体健康&附肢完整!于实验室暂养备用) "

周龄/3*小鼠!雌性!购于宁波大学医学院实验

动物中心) 大肠杆菌 "9#)*(3.)*.1 )+5.# SY%&

Z-#%"=2!#Q6fU2菌株和原核表达载体 Q2SC##P

" d#为本实验室所保存) *+,提取试剂 )IEG56

购于上海博星%胶回收试剂盒&柱式质粒小量抽提

试剂盒&lMUbM:ICP65bbEIF mEb为上海生工产品%

A:EDM0L:EQb

S8

%

Ub

0b:9IN L=+,0fIbHUMEUmEb&Q8=

%B

S&

限制性内切酶 KC(

"

和 %15

"

&=+,-EF9bE5I mEb



! 期 陈寅儿!等$三疣梭子蟹 4FJ"基因的重组表达及微生物结合实验 &&

4M:7#7$&蛋白质分子量标准 "低# 等均购自

S9m9*9公司%预染低分子量蛋白质 89:[M:为北

京索莱宝公司产品!其余常规药品试剂均为国产

或进口分析纯)

!"$#三疣梭子蟹789:基因开放阅读框的克隆

按照)IEG56试剂说明书提取三疣梭子蟹肝胰

腺 总 *+,! 08,*S L=+, 的 合 成 参 照

A:EDM0L:EQb

S8

%

Ub

0b:9IN L=+,0fIbHUMEUmEb进行)

根据本实验室发表的三疣梭子蟹-YZA基因全长

L=+,序列"YMIZ9I[ 注册号为 Y)!#O$!<#!设计

开放阅读框 " 5QMI :M9NEIF X:9DM!(*.#引物对

-F2_."33,S,SY3,YY33Y333S,SYSY3,S#

和 -F2_* " 33S3Y,YSS,SS33S3YY,Y3C

S,YS3,S3#!下划线为添加的限制性内切酶

KC(

"

和 %15

"

识别序列) 以肝胰腺 08,*S

L=+,为模板!用4:=1> 进行 *SCA3*扩增) 扩

增产物经 %7#]琼脂糖凝胶电泳分离后切胶回

收!与 Q8=

%B

S连接并转化 9A)+.5SY%!涂于含

,DQ"终浓度为 %$$

!

F@D-#的 -Z琼脂平板上!

!> ^过夜培养!挑取单菌落!筛选阳性克隆产物

后送上海英骏公司测序)

!"+#重组载体的构建

用KC(

"

和 %15

"

分别双酶切测序正确的

4FJ"基因 (*.和 Q2SC##P" d#载体!电泳检测

酶切结果并切胶回收) 回收到的基因与载体用

=+,-EF9bE5I mEb4M:7#7$ 连接后转化 9A)+.5

SY%!A3*筛选阳性克隆并酶切验证) 对验证正

确的质粒送上海英骏公司测序)

!"H#重组蛋白的诱导表达

分别取 %

!

-测序正确的重组质粒 Q2SC

-YZA和 %

!

-Q2SC##P " d#转化 9A)+.5Z-#%

"=2!#Q6fU2后!挑取阳性单菌落接种于含 ,DQ

"终浓度为 %$$

!

F@D-#的 " D--Z培养基中!

!> ^振荡培养过夜) 次日按 %p"$ 扩大培养!

!> ^振荡培养至 (=

<$$

为 $7< 左右时加 /ASY至

终浓度为 $7? DD56@-进行诱导) 每隔 % 小时取

% D-菌液于 ? ^!%# $$$ :@DEI 离心 " DEI 后去

上清!沉淀用 %$$

!

-去离子水重悬!并加入等体

积 # a0=0A,Y2-59NEIF ZKXXM:!充分振荡后

%$$ ^煮沸 " DEI!立即冰浴!0=0CA,Y2检测重

组蛋白表达情况)

取诱导培养 ! H 的菌液 %$ D-!冰浴超声波

破碎"超声 ! U!停 " U!共 !$ 次#后 %# $$$ :@DEI

离心 " DEI!分别收集上清和沉淀!进行 0=0C

A,Y2检测)

!"K#不同诱导条件下重组蛋白的表达

将重组质粒 Q2SC-YZA在 !> ^下培养至

(=

<$$

为 $7< 左右时等分 ? 份!加 /ASY至终浓度

为 $7? DD56@-和 %7$ DD56@-!再分别于 !$ ^和

!> ^条件下进行诱导!! H 后 0=0CA,Y2分析其

在不同诱导浓度及不同温度条件下的表达量)

!"L#非融合蛋白的纯化

于 !> ^ #$$ D-含,DQ"终浓度为 %$$

!

F@

D-#的 -Z培养基中大量培养阳性重组菌!至

(=

<$$

为 $7< 左右时加 /ASY"终浓度 $7? DD56@

-#转至 !$ ^诱导 ! H 后全部用于 0=0CA,Y2)

电泳结束后!取下凝胶用 $7#" D56@-m36溶液浸

泡 " DEI!用干净的刀片切下目的条带!加入适量

的AZ0研磨!? ^静置一段时间后离心取上清!取

%$

!

-进行0=0CA,Y2以检查蛋白的纯化效果!

其余;#$ ^冻存'B(

)

!"M#抗血清的制备及效价测定

免疫前先采集小鼠阴性血清) 随后将 Q2SC

-YZA抗原&AZ0分别与等体积福氏完全佐剂充

分混合!形成油包水乳剂后注射于小鼠腹腔) 随

后每隔 > 天免疫一次!Q2SC-YZA抗原和 AZ0均

不加佐剂!剂量为首次的 %@#!共免疫 ? 次) 末次

免疫 ! N 后摘除小鼠眼球取血!于 !> ^温育 % H

后 ? ^过夜!离心分离血清! ;#$ ^冻存) 抗体

效价测定用免疫双扩散法!达到 %p%< 以上者为

合格)

!"N#O29:25<A.10::7<@

将纯化后含目的条带的 Q2SC-YZA蛋白&空

载体以及预染蛋白 89:[M:进行 0=0CA,Y2!然后

转移至A4=.膜!"]脱脂奶粉室温封闭 # H!一抗

? ^孵育过夜"% p"$$ 稀释#!用 AZ0S和 SZ0洗

涤后二抗室温孵育 % H"1*A标记的羊抗鼠 /FY!

% p" $$$ 稀释#!SZ0S洗涤后用=,Z显色)

!"P#微生物结合实验

依据杜欣军'%$(报道的方法进行微生物结合

实验) 共选取了 % 种酵母菌"丹麦啤酒酵母!%1)L

)*13+0&)(#)(3(<.#.1(#&? 种革兰氏阳性菌"枯草

芽孢杆菌!J1).55/##/-2.5.#%巨大芽孢杆菌!JA

0(,12(3./0%蜡状芽孢杆菌!JA)(3(/#%金黄色葡萄

球菌!%A1/3(/##和 ! 种革兰氏阴性菌"副溶血弧

菌! M.-3.+ 8131*1(0+5&2.)/#% 溶 藻 弧 菌!

$""
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MA15,.'+5&2.)/#%大肠杆菌!9A)+5.#)

#&结果与分析

$"!#三疣梭子蟹789:基因Q*?分析

经*SCA3*扩增!在 %7$ [P 处得到一条特异

性条带"图 %#!经测序及Z-,0S分析表明与预期

的 % $B" PQ完全相符!编码一个由 !<" 个氨基酸

组成的分子量为 ?% !"#7%< K的蛋白!+;端前 %<

个氨基酸为信号肽序列) 氨基酸序列分析表明

" HbbQ$

"

L97M_Q9Uf75:F@b556U@#! 三疣梭子蟹

-YZA含有两个可抑制结节形成的细胞粘附肽

*Y=",:FCY6fC,UQ#基元%两个潜在的+;糖基化

位点 +*0和 +=0%一个激酶 3的磷酸化位点

0,*%从蛋白 >O 位至 #O$ 位氨基酸为 Y6fL5 q

HfN:5q%< 结构域) 二级结构预测表明"=+,0b9:

软件#!三疣梭子蟹的脂多糖 ;

#

;%!! ;葡聚糖

结合蛋白结构中既有
$

螺旋!也有
#

折叠!此外

还有一定数量的
#

转角以及无规卷曲!因此在分

类结构上属于
$

d

#

的混合型蛋白)

图 !#三疣梭子蟹789:基因Q*?序列

87=+,分子量标准=-#$$$% %7(*.序列扩增结果)

?7@"!#Q*?92I42<320=789:=50D:"&(1&'0,(-'6%&')

87=+,D9:[M:=-#$$$% %79DQ6EXEL9bE5I 5X(*.UMcKMILM7

$"$#重组载体的鉴定

用 KC(

"

和 %15

"

同时对 Q8=

%B

SC-YZA和

Q2SC##P" d#空载体进行双酶切"图 #C,#!回收

产物经连接转化后从平板上挑取单克隆!用菌液

A3*完成初步筛选) 对阳性克隆进行培养!提取

重组质粒 Q2SC-YZA!再用 KC(

"

和 %15

"

进行双

酶切验证!切下约 % %$$ PQ 的目的条带和 " $$$

PQ左右的载体条带!经测序后进一步证实重组载

体构建成功"图 #CZ#)

$"+#重组表达

将测序验证正确的重组质粒转入 9A)+.5

Z-#%"=2!#Q6fU2中!经/ASY诱导后 0=0CA,Y2

检测!发现诱导组比空载体和未诱导组多出一条

分子量约为 ?% [K 的表达产物"图 !#!与预测的

重组蛋白分子量大小基本一致) 菌液经超声波破

碎后!目的蛋白主要以可溶性蛋白形式存在于上

清中"图 !#)

图 $#重组质粒酶切验证

87=+,分子量标准 =-#$$$% %7用 KC(

"

和 %15

"

双酶切

Q8=

%B

SC-YZA% #7用 KC(

"

和 %15

"

双酶切 Q2SC##P" d#空

载体% !7用KC(

"

和 %15

"

双酶切重组质粒 Q2SC-YZA)

?7@"$#,>2762<:7=73-:70<0=:>2

5230D.7<-:70<C1-9D76

87=+,D9:[M:=-#$$$% %7Q8=

%B

SC-YZAeM:EXEMN Pf N5KP6MC

MIGfDML6M9e9FM% #7+5:D96Q2SC##P " d# eMLb5:eM:EXEMN Pf

N5KP6MCMIGfDML6M9e9FM% !7SHM:ML5DPEI9bE5I Q69UDEN Q2SC

-YZAeM:EXEMN Pf N5KP6MCMIGfDML6M9e9FM7

图 +#重组蛋白的R%RA('JS分析

87蛋白质分子量标准"低#% %7超声波破碎离心后的上清% #7

超声波破碎离心后的沉淀% !7Q2SC##P" d#空载体% ?7Q2SC

-YZA诱导前% "7Q2SC-YZA诱导 % H% <7Q2SC-YZA诱导 #

H% >7Q2SC-YZA诱导 ! H)

?7@"+#R%RA('JS-<-1;9790=:>2

5230D.7<-<:C50:27<

87A:5bMEI D56MLK69:gMEFHb89:[M:"65g#% %7UKQM:I9b9Ib9XbM:

LMIb:EXKF9bE5I UbMQ% #7Q:MLEQEb9bE5I 9XbM:LMIb:EXKF9bE5I UbMQ% !7

+5:D96Q2SC##P" d# eMLb5:% ?7Q2SC-YZAgEbH5KbEINKLbE5I%

"7Q2SC-YZAEINKLMN gEbH /ASY X5:% H5K:% <7Q2SC-YZA

EINKLMN gEbH /ASY X5:# H5K:U% >7Q2SC-YZAEINKLMN gEbH

/ASYX5:! H5K:U7

&&重组质粒在不同 /ASY浓度和不同温度条件

下诱导表达产物的 0=0CA,Y2分析结果显示!重

组蛋白的表达量变化不大!但低浓度 /ASY和低

温诱导能有效减少菌体蛋白的本底表达"图 ?#)

%""



! 期 陈寅儿!等$三疣梭子蟹 4FJ"基因的重组表达及微生物结合实验 &&

图 H#重组蛋白在不同条件诱导下的R%RA('JS分析

87蛋白质分子量标准"低#% %7Q2SC##P" d#空载体% #7Q2SC

-YZA诱导前% !7!$ ^ $7? DD56@-/ASY诱导 ! H% ?7!$ ^

%7$ DD56@-/ASY诱导! H% "7!> ^ $7? DD56@-/ASY诱导!

H% <7!> ^ %7$ DD56@-/ASY诱导 ! H)

?7@"H#STC529970<0=5230D.7<-<:C50:27<7<643267<

67==252<:30<67:70<9-<-1;U26.; R%RA('JS

87A:5bMEI D56MLK69:gMEFHb89:[M:"65g#% %7+5:D96Q2SC##P

" d# eMLb5:% #7Q2SC-YZAgEbH5KbEINKLbE5I% !7Q2SC-YZA

EINKLMN gEbH $7? DD56@-/ASYX5:! H5K:U9b!$ ^% ?7Q2SC

-YZAEINKLMN gEbH %7$ DD56@-/ASYX5:! H5K:U9b!$ ^% "7

Q2SC-YZAEINKLMN gEbH $7? DD56@-/ASYX5:! H5K:U9b!>

^% <7Q2SC-YZAEINKLMN gEbH %7$ DD56@-/ASYX5:! H5K:U

9b!> ^7

$"H#非融合蛋白的纯化

将大量诱导 ! H 后的目的蛋白进行切胶纯

化!再经0=0CA,Y2检测!发现在 ??7! 和 #B7$ [K

之间只有目的蛋白条带!而无杂带"图 "#)

图 K#重组蛋白纯化后的R%RA('JS分析

87蛋白质分子量标准"低#% %7Q2SC-YZA诱导 ! H% #7纯化

后的 Q2SC-YZA)

?7@"K#R%RA('JS-<-1;9790=:>2C457=726

5230D.7<-<:C50:27<

87A:5bMEI D56MLK69:gMEFHb89:[M:" 65g#% %7Q2SC-YZA

EINKLMN gEbH /ASY X5:! H5K:U% #7SHMQK:EXEMN :ML5DPEI9Ib

Q:5bMEI Q2SC-YZA7

$"K#血清效价及O29:25<A.10::7<@结果

用纯化的重组蛋白连续免疫小鼠!在免疫 "

次后抗血清效价达到 %<!随后摘除小鼠眼球取

血) 以 Q2SC##P" d#空载体作为对照!用纯化后

的重组蛋白与鼠抗血清进行 lMUbM:ICP65bbEIF 检

测!免疫印迹结果显示$免疫前血清与 AZ0对照

组分别呈阴性反应%纯化后的重组蛋白 Q2SC

-YZA与鼠抗血清发生了明显的特异性免疫反

应!在 ?% [K 处有一条大小相应的明显的蛋白带

"图 <#!而 Q2SC##P" d#空载体对照则无反应!说

明该重组蛋白有很好的免疫原性)

图 L#鼠抗血清的O29:25<A.10::7<@分析

87预染低分子量蛋白质89:[M:% %7Q2SC##P" d#空载体% #7

纯化后的 Q2SC-YZA% !7免疫前血清%?7AZ0对照)

?7@"L#O29:25<A.10::7<@ -<-1;9790=D0492-<:79254D

87A:MUb9EIMN Q:5bMEI D56MLK69:gMEFHb89:[M:"65g#% %7+5:D96

Q2SC##P" d# eMLb5:% #7SHMQK:EXEMN :ML5DPEI9IbQ:5bMEI Q2SC

-YZA% !7Q:MEDDKIMUM:KD% ?7AZ0L5Ib:567

$"L#微生物结合实验

为了验证脂多糖 ;

#

;%!! ;葡聚糖结合蛋

白对微生物的结合能力!分别将重组表达的 Q2SC

-YZA与培养至对数生长期的微生物进行孵育!

经多次洗涤和洗脱后用 lMUbM:ICP65bbEIF 检测结

合效果) 结果显示!三疣梭子蟹的脂多糖 ;

#

;

%!! ;葡聚糖结合蛋白对丹麦啤酒酵母&巨大芽孢

杆菌&副溶血弧菌&溶藻弧菌以及大肠杆菌均有结

合能力"图 >#)

图 M#O29:25<A.10::7<@检测重组表达的

CS,AVJW(对微生物的结合能力

87预染低分子量蛋白质89:[M:% %7丹麦啤酒酵母% #7枯草芽

孢杆菌% !7巨大芽孢杆菌% ?7蜡状芽孢杆菌% "7金黄色葡萄

球菌% <7副溶血弧菌% >7溶藻弧菌% O7大肠杆菌)

?7@"M#O29:25<A.10::7<@ -<-1;9790=CS,AVJW(

.7<67<@ -3:787:; :0 D735005@-<79D

87A:MUb9EIMN Q:5bMEI D56MLK69:gMEFHb89:[M:"65g#% %7%A

)(3(<.#.1(% #7JA#/-2.5.#% !7JA0(,12(3./0% ?7JA)(3(/#% ?7%A

1/3(/#% "7MA8131*1(0+5&2.)/#% <7MA15,.'+5&2.)/#% >79A)+5.7

*""
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据资料显示!目前已从多种甲壳动物中克隆

得到了脂多糖 ;

#

;%! ! ;葡聚糖结合蛋白

"-YZA#!并对其性质进行了深入研究!但有关

-YZA功能的研究仅 *()j等'%%(报道南美兰对

虾""('1(/##2&5.3+#23.##-YZA在抵御病毒入侵时

起到了积极的作用%02m/等'%#(认为鲎的 -YZA

与脂多糖或葡聚糖特异结合后能激活血淋巴的凝

集反应%-22等'!(和Z/-2'等'%!(分别研究表明淡

水螯虾""A5('./#)/5/##&蚯蚓"9.#('.1 ;+(2.C1#的

-YZA还参与了酚氧化酶激活系统!而至今未见

蟹类-YZA功能的相关研究) 为了明确三疣梭子

蟹-YZA的具体作用!本研究首先对三疣梭子蟹

的-YZA进行了重组表达) 在筛选表达系统时!

选择了遗传背景清楚!容易培养以及有大量可供

选择的克隆与表达载体的大肠杆菌表达系统'%?(

!

该系统在克隆表达重组蛋白时表达量可达菌体蛋

白的 "$]

'%"(

) 试验结果表明!重组菌在 !> ^条

件下!以终浓度 $7? DD56@-的 /ASY诱导 % H 后

就有重组蛋白的表达!随着诱导时间的延长!蛋白

表达量略有增加) 考虑到重组蛋白的进一步分离

与纯化!作者比较研究了在 !$ ^ 和 !> ^条件

下!低浓度 $7? DD56@-和高浓度 %7$ DD56@-

/ASY的诱导表达!结果发现在不同温度和不同

/ASY浓度下!重组蛋白的表达量变化不大!但

$7? DD56@-/ASY及 !$ ^诱导能有效减少菌体

蛋白的表达!便于从 0=0CA,Y2胶中直接回收非

融合蛋白'%<(

) 采用该法回收到的蛋白纯度虽然

有所下降!但由于其方便&快速仍被广泛应用!而

且该法纯化的蛋白仍具有线形表位!因此免疫动

物后可获得较好的免疫效果'%>(

)

多克隆抗体相对于单克隆抗体制备简单&快

速&投资小而被广泛应用!获得的高效价抗血清可

用于疾病的诊断&治疗等研究工作) 本研究选用

了/3*小鼠作为免疫动物!价格不贵且易饲养和

采血!适合低剂量抗原&短程免疫法) 每只小鼠首

次注射抗原量为 "$ W%$$

!

F!并与等体积完全福

氏佐剂混合!有助于增加抗原的刺激作用!延长抗

原在体内的存留时间!还可提高抗体的效价) 随

后加强免疫剂量为首次免疫剂量的 %@#!不加佐

剂!每隔 > 天免疫一次!连续免疫 ? 周后抗体效价

经检测达到合格!且小鼠无一死亡!抗血清经

lMUbM:ICP65bbEIF检测具有很好的特异性) 微生物

结合实验进一步表明!获得的鼠抗血清具有较强

生物活性!对丹麦啤酒酵母&巨大芽孢杆菌&副溶

血弧菌&溶藻弧菌以及大肠杆菌均有结合能力!这

均为今后深入研究该蛋白的具体功能打下了

基础)
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