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摘要! 为了能够成功表达虹鳟 )3S!本研究利用生物信息学软件对虹鳟 )3S的亲水性及抗

原性进行了分析!根据 L<;A9;K 收录的虹鳟 )3S重链恒定区!参照生物信息学分析结果!设

计用于扩增截短的 R7<基因的引物!以虹鳟头肾 $%&提取物为模板!利用 $O76-$方法扩

增虹鳟截短的 )3S重链恒定区部分基因片段!连接原核表达载体 E,O719D!利用大肠杆菌

$/B<??9进行表达$ *4*76&L,及 +6'-结果显示!纯化后截短的 )3S大小约为 4919 K2!且

纯度达到 :2C$ 利用其制备兔抗血清后 ,')*&分析结果显示!所制备的兔抗血清与本研

究所表达的截短 )3S蛋白的反应效价为 3@42 222!与虹鳟血清提取的全长 )3S反应效价为

3@12 222 并且呈现出抗原计量依赖性$ 研究表明!重组 )3S蛋白与虹鳟血清中的天然 )3S

重链恒定区具有近似的结构!利用其所制备的兔抗血清能够与虹鳟鱼体中的天然 )3S发生

特异性反应$

关键词! 虹鳟% )3S% 基因克隆% 抗血清

中图分类号! G908% *:3914555555 55文献标志码'&

55虹鳟 #:)>+,56)>520/6@*00$属于鲑科鱼类"

原产于北美洲太平洋沿岸"美国加州山涧中"3:8:

年引入中国
(3)

"经过几十年的驯化饲养后"现在

已经成为广泛的养殖品种之一& 但是"随着虹鳟

养殖规模的扩大"病害问题已严重困扰其养殖业

的发展"近年来关于虹鳟免疫系统的研究受到了

学术界的广泛关注&

抗体是脊椎动物的免疫系统在抗原的刺激下"

由淋巴细胞所产生的可与相应的抗原发生特异性

结合的免疫球蛋白
(1)

& 鱼类虽然是低等的脊椎动

物"但是其免疫系统同样可以产生不同类型的免疫

球蛋白"如 )3S

(/)

')34

(4)

')3[

(8)

')3O

(7)

等"其中

)3S是鱼类特异性免疫中最主要的免疫球蛋白
(9

&

哺乳动物的 )3S以五聚体存在"而鱼类的 )3S多

以四聚体的形式存在
(0)

"它由 1 条轻链#'链$和 1

条重链#+链$所组成的单体通过连接链+!,将 4

个单体连接成一个四聚体"分子量为 922 <022

K2

(:)

& 本实验克隆'表达'纯化了虹鳟截短的 )3S

重链恒定区片段"并利用纯化的重组 )3S蛋白制

备兔抗血清"以期为虹鳟免疫系统'免疫机制研究

及相关免疫检测提供基础&

35材料与方法

!"!#实验材料

实验虹鳟来源于黑龙江水产研究所渤海冷水

性鱼类试验站所养殖的美国品系"体质量 02 <

322 3%虹鳟血清提取 )3S 由美国清泉食品公司

*@/??'969?H9博士惠赠%质粒提取试剂盒'胶回收

试剂盒均购自天根生化科技#北京$有限公司%克

隆载体 ES4307OB:8E0<购自宝生物工程#大连$

有限公司%O

4

连接酶'9(M 4%&聚合酶'限制性核

酸内切酶')6OL#异丙基硫代7

+

747半乳糖苷$购

自 O9M9$9公司%弗氏完全佐剂'弗氏不完全佐剂

购自 *:389公司%+$6标记的羊抗兔 )3L购自

&D@98公司%大肠杆菌 !S32:'$/B<??9'表达载体

E,O719D 为本实验室保存%其他化学试剂为分析
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纯"由国药集团化学试剂有限公司提供&

!"$#引物设计

根据 L<;A9;K 中收录的虹鳟 )3S 蛋白的重

链基因序列#登录号!*7//40$"利用 4%&*?9H712

#6H/?<9;$软件分析 )3S蛋白的重链恒定区%利用

6H:8<H6H<8:<H812 设计用于 )3S恒定区基因片

段扩增的引物"上游引物 63 带有 G>+

%

酶切位

点! 8U7--&OLLL&L--O---O-&--OO-&&&7

OLL7/U"下游引物 61 带有 $(/+

%

酶切位点!8U7

LL&O--O-&&O-&&O&&L--&&7L--7/U"引物

由哈尔滨博仕生物公司合成&

!"8#虹鳟 VGR重链基因片段的克隆

选取健康的虹鳟"按照$%&提取试剂盒说明

书上的方法对虹鳟头肾 $%&进行提取& 利用引

物 63 和 61 对提取后的 $%&进行 $O76-$一步

反应来扩增虹鳟 )3S重链基因"将反应后的 6-$

产物用凝胶回收试剂盒回收纯化目的片段& 回收

后的片段与 ES4307OB:8E0<载体连接"连接后的

产物 ES4307O7)3S转化大肠杆菌 !S32: 感受态

细胞"涂布于 'A平板#含氨苄青霉素$"挑取单菌

落培养后进行菌液 6-$鉴定& 鉴定正确的阳性

单菌落经质粒提取试剂盒提取质粒后进行测序&

!"9#重组表达载体 C=)$U+?VGR的构建

将鉴定正确的 ES4307O7)3S 质粒和 E,O7

19D 载体分别利用 G>+

%

和 $(/+

%

双酶切"产

物分别利用凝胶回收试剂盒回收纯化后"于 37 T

连接过夜" 连接后的产物 E,O719D7)3S 转化

!S32: 大肠杆菌感受态细胞"涂布于 'A平板#含

卡那霉素$"/9 T培养过夜后挑取单菌落"扩大培

养后提取质粒进行双酶切鉴定&

!":#截短的 VGR蛋白的表达及纯化

截短的 )3S蛋白的表达55将鉴定正确的

E,O719D7)3S重组质粒转化大肠杆菌 $/B<??9感

受态"挑取单菌落于含有卡那霉素的 12 8''A

液体培养基中"/9 T培养 0 <32 > 后"以 3@322 接

种于含卡那霉素的 822 8''A液体培养基中"

/9 T培养%当 "4

722

值为 21/ <214 时"加入 )6OL

至终浓度为 2118 88/05'进行 )3S蛋白的诱导

表达"并于诱导前及诱导后的 1'/'4'8'7 > 分别

取样"4 T'31 222 H58:; 离心 8 8:;"沉淀经 6A*

洗涤后重悬于冰浴中进行超声波破碎"破碎后的

产物分别取上清及沉淀经 *4*76&L,电泳分析"

确定蛋白表达量的变化情况&

截短的 )3S蛋白的纯化55按 3@322 的比

例将含有 E,O719D7)3S重组质粒的 $/B<??9菌液

接种于含卡那霉素的 822 8''A液体培养基中"

/9 T培养至 "4

722

值为 21/ <214 时"加入 )6OL

至终浓度为 2118 88/05'进行 )3S 蛋白的诱导

表达"8 > 后 4 T'31 222 H58:; 离心 8 8:; 收获菌

体"用 6A*洗涤重悬后"加入溶菌酶至终浓度为 3

8358'"4 T作用 42 <72 8:; 后反复冻融 / 次&

利用超声波破碎仪冰浴破碎菌体后"4 T'31 222

H58:; 离心 32 8:;"沉淀中加入 1 8/05'的尿素洗

涤 / 次& 将洗涤后的沉淀用 0 8/05'的尿素进行

溶解"4 T作用 32 > 后缓慢加入 /2 倍体积的 1

8/05'尿素溶液"4 T作用 32 > 后装入透析袋于

6A*#E+012$中透析 14 >"期间换液 3 次"将透析

后的溶液于 4 T'31 222 H58:; 离心 38 8:;"收取

上清液& 所得上清液进行 *4*76&L,电泳分析

及 +6'-检测蛋白纯度&

!"O#截短的 VGR 蛋白抗血清的制备

实验采用背部皮下多点注射免疫新西兰大白

兔#1 </ K3$的方法制备 )3S 蛋白抗血清"每只

家兔每次免疫 )3S蛋白的计量为 3 835K3"每隔

32 天免疫 3 次"共免疫 / 次& 首次免疫采用纯化

后的 )3S 蛋白与弗氏完全佐剂等体积混合乳化

后注射"阴性对照注射 6A*与弗氏完全佐剂& 其

余 1 次采用 )3S蛋白与弗氏不完全佐剂"对照组

为 6A*与弗氏不完全佐剂& 免疫结束后心脏取

血"/9 T放置 3 > 后"4 T静置过夜& 将析出的血

清分装于新的离心管"留样进行 ,')*&检测其效

价"其余分装保存于 602 T冰箱&

!"U#兔抗虹鳟截短的 VGR 血清效价的检测

用包被液将虹鳟血清提取的 )3S 及本研究

纯化的 )3S 稀释至 12

"

358'"加入酶标板中

4 T包被过夜"并分别设立空白对照及阴性对照&

包被后的酶标板加入 8C脱脂奶粉 /9 T封闭 72

8:; 后"加入 2123 8/05'的 6A*O洗涤酶标板 /

次"每次 8 8:;& 洗涤后加入梯度稀释后的抗血

清"阴性对照组加入 6A*"/9 T作用 72 8:; 后加

入 6A*O洗涤酶标板 / 次& 加入 +$6标记的羊

抗兔 )3L"/9 T作用 72 8:; 后洗涤同上& 每孔加

入含有 +

1

"

1

的 OSA底物液"/9 T避光显色 /2

8:; 后"最后加入终止液 #1 8/05'的硫酸$终止

反应"放入酶标仪中于 482 ;8波长下检测 "4

值& 当#阳性血清 "4

482

6空白孔 "4

482

$ 5#阴性

7933
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血清 "4

482

6空白孔 "4

482

$ ?113 时"阳性血清最

大稀释倍数即为血清抗体的效价&

15结果

$"!#VGR蛋白的亲水性及抗原性分析

根据 L<;A9;K 中收录的虹鳟 )3S 蛋白的重

链恒 定 区 基 因 序 列" 并 结 合 4%&*?9H712

#6H/?<9;$对 )3S进行亲水性及表面概率分析#图

3$"本研究选取了高亲水区及富含抗原表位的基

因区段对其进行原核表达&

$"$#截短的 VGR 重链恒定区的克隆及表达载体

的构建

以虹鳟头肾提取的 $%&为模板"63 和 61 分

别为上'下游引物扩增目的基因"将扩增后的产物

进行 3C琼脂糖凝胶电泳& 分析结果显示"6-$产

物为单一的特异性条带"大小约为 3 /21 DE"与目

的片段大小相符#图 1$& 将测序正确的片段连接

E,O719D 载体"转化大肠杆菌 !S32: 感受态细胞"

提取质粒进行双酶切鉴定& 结果与目的片段相符

#图 /$"表明 E,O719D7)3S重组质粒构建成功&

图 !#VGR 蛋白的抗原表位及疏水性分析

@.G"!#)60673-AC6A+.%.57 *4312-E*%0C-A+*+.B.57 *4*B71.1AEVGR C-A50.4

图 $#A1@基因扩增产物电泳图

S14'1222 分子量标准% 31阴性对照% 11)3S基因片段

@.G"$#(G-A10G0B*4*B71.1AEA1@ ,T<C-A32%51

S14'1222 4%&89HK<H% 31;<39?:N<@/;?H/0% 116-$EH/J2@?/P)3S

图 8#C=)?$U+?VGR 重组质粒酶切鉴定

S14'1222 分子量标准% 31E,O719D7)3S 重组质粒% 11双酶

切后的 E,O719D7)3S重组质粒

@.G"8#V3045.E.%*5.A4AEC=)?$U+?VGR +7 32*B?3.G015.A4

S14'1222 4%& 89HK<H% 31H<@/8D:;9;?E09B8:J% 11J2907

J:3<B?:/; E09B8:J

$"8#截短的 VGR 的诱导表达

将诱导前及诱导 1'/'4'8'7 > 后的菌体破碎离

心"分别取上清液及沉淀进行*4*76&L,电泳分析&

结果显示"在 /9 T')6OL终浓度为 2118 88/05'进

行诱导表达时"在 42 <88 K2 之间有明显的特异条带

表达#与预期的理论值 4919 相符$%诱导 8 > 的目的

蛋白的表达量达到最大值#图 4$%由 *4*76&L,可

以看出"目的蛋白主要在沉淀中#图 8$"说明 )3S蛋

白主要以包涵体的形式进行表达&

图 9#不同诱导时间下目的蛋白的表达

S1蛋白分子量标准% 31未诱导菌体总蛋白% 1 <71诱导 1 <

7 >后菌体总蛋白

@.G"9#VGR 0DC-011.A4.432%03EA-3.EE0-0455./01

S1EH/?<:; 89HK<H% 312;:;J2@<J D9@?<H:9% 1 6 71EH/?<:;

<=EH<BB:/; :;J2@<J P/H1 67 >

9933
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图 :#目的蛋白的可溶性分析

S1蛋白分子量标准% 31未诱导菌体总蛋白% 11未诱导菌体破

碎后上清% /1未诱导菌体破碎后沉淀% 41诱导后破碎菌体总

蛋白% 81诱导后破碎菌体上清% 71诱导后破碎菌体沉淀

@.G":#;AB2+B0*4*B71.1AEVGR C-A50.4

S1EH/?<:; 89HK<H% 312;:;J2@<J D9@?<H:9% 11B2E<H;9?9;?/P

2;:;J2@<J D9@?<H:9% /1B<J:8<;?/P2;:;J2@<J D9@?<H:9% 41

B2E<H;9?9;?/P:;J2@<J D9@?<H:9% 81B<J:8<;?/P:;J2@<J D9@?<H:9

$"9#截短的 VGR蛋白的纯化

将菌体冰浴破碎"沉淀首先用 6A*洗涤 /

次"再加入复性液洗涤 / 次"最后加入变性液"

4 T变性 32 > 后加入 /2 倍体积的复性液进行稀

释复性& 4 T复性 32 > 后离心弃去沉淀"上清液

于 6A*中透析 14 > 后离心"取上清液进行 *4*7

6&L,电泳分析 "+6'-检测蛋白纯度 &由*4*7

6&L,结果可以看出"经变性'复性'透析后得到

了可溶性的 )3S蛋白"并且 *4*76&L,中没有肉

眼可见的杂蛋白#图 779$& 经 +6'-分析#图 77

D$"根据目标蛋白所占总蛋白的积分面积百分

比"计算出蛋白纯度在 :2C以上"可以用于 )3S

蛋白抗血清的制备&

$":#截短的 VGR 蛋白抗血清效价的检测

分别以表达纯化后的 )3S 蛋白及虹鳟血清

中提取的 )3S为抗原"以所制备的兔抗血清作为

阳性血清"并按 3 @822' 3 @3 222' 3 @32 222'

3@12 222'3@42 222'3@02 222'3@322 222 稀释阳

性血清作为一抗"进行 ,')*&检测& 结果表明"

当#阳性血清 "4

482

6空白孔 "4

482

$ 5#阴性血清

"4

482

6空白孔 "4

482

$ ?113 时"包被本研究表达

纯化 )3S 蛋白的阳性血清最大稀释倍数为

3@42 222"包被虹鳟血清提取 )3S的阳性血清最

大稀释倍数为 3@12 222#图 9$"并且随着兔抗血

清计量的增加""4

482

的反应值逐步升高& 以上结

果说明"兔抗血清不但能够识别表达纯化的 )3S"

而且能够很好地识别虹鳟天然 )3S 并发生特异

性的反应& 该实验说明"本研究所制备的重组

)3S蛋白与鱼血清中的天然 )3S 重链恒定区具

有近似相同的结构&

图 O#纯化重组 VGR 蛋白的纯度鉴定

#9$)3S的 *4*76&L,检测"S为蛋白分子量标准"31纯化重组 )3S% # D$重组 )3S蛋白的 +6'-检测

@.G"O#,2-.57 .3045.E.%*5.A4AE560C2-.E.03-0%A/+.4*45VGR C-A50.4+7 ;&;?,(\=*43;=T?L,MT

#9$*4*76&L,3<09;90IB:B/P)3S"S1EH/?<:; 89HK<H"31E2H:P:<J H<@/8D:;9;?)3S% # D$9;90IB:B/P)3S EH/?<:; DI *,-7+6'-

/5讨论

鉴于鱼类所处的进化地位以及水产养殖业

的高速发展"对鱼类免疫系统的研究不仅为日

趋严重的养殖鱼类的病害防治提供必要的免

疫理论与应用基础"同时也为高等生物免疫演

化途径提供重要的参考& 由于虹鳟养殖中疾

病的暴发越来越频繁
( 32 63/ )

"因而阐明该鱼 )3S

在抗病反应中的表达规律对于免疫防病技术

的建立具有重要的作用& 因此"极有必要制备

出用于 )3S检测的抗体"为虹鳟免疫学研究奠

定基础&
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图 U#抗血清效价 =MV;(检测

@.G"U#=MV;(*4*B71.1AE*45.?10-2/

55目前针对鱼类 )3S的纯化方法主要有 1 种!

第一种是运用盐析'离子交换层析及凝胶层析等

相结合的方法
(34 638)

"这种方法纯化蛋白时不但需

要对蛋白质进行除盐处理"而且纯化步骤繁琐"蛋

白的损失较大"导致蛋白收率较低%第二种是利用

蛋白 &亲和层析对 )3S 进行纯化
(37 639)

"这种纯

化方式中由于 )3S与蛋白 &的特异性相互作用

很弱"导致鱼血清中大量 )3S蛋白不能够有效结

合而损失"因而需要采集大量的血清"并且最终得

到蛋白的纯度不高& 鉴于上述原因"本研究最终

利用大肠杆菌对 )3S 进行原核表达& 鱼类 )3S

分子结构复杂"与轻链相比重链恒定区其氨基酸

数量较多
(30 63:)

"并且含有多个抗原表位"在抗体

的形成过程中产生的多是抗 )3S重链抗体"仅有

少量的抗 )3S 轻链抗体"因此"本研究选择 )3S

的重链基因序列对其进行表达&

本研究利用 E,O表达系统对截短的 )3S 进

行表达& E,O表达系统可以表达不同类型的异源

蛋白"但是其表达的异源蛋白多为包涵体的形

式
(12 611)

"考虑到在蛋白表达后的包涵体的复性效

果"本研究结合 4%&*?9H712 #6H/?<9;$软件对

)3S进行亲水性及表面概率分析"选取了富含高

亲水区及抗原表位的区段基因对其进行原核表

达"以期通过降低疏水区来提高复性过程中蛋白

正确折叠的效率"提高蛋白的复性率"得到完全可

溶的 )3S重链蛋白&

本研究将选取的 R7<目的基因片段连接到

E,O719D 载体后对其进行诱导表达"结果显示目

的蛋白以包涵体的形式存在& 利用尿素对蛋白质

进行变性'复性后"得到了完全可溶的截短的 )3S

重链蛋白"并且纯度达到了 :2C以上& 本研究利

用纯化后的可溶截短的 )3S 制备了兔抗截短的

)3S蛋白血清"并对其效价进行了测定"由结果可

以看出!阳性血清最大稀释倍数为 3@42 222& 为

了检测复性后的可溶截短的 )3S 是否同样具有

免疫原性"实验包被虹鳟血清提取的天然 )3S对

其进行了检测"结果表明"包被虹鳟鱼血清提取

)3S的阳性血清最大稀释倍数为 3@12 222 并且

呈现出抗原剂量依赖性"说明实验所得的兔抗血

清不但能够识别表达的截短 )3S"而且能够很好

地识别虹鳟天然 )3S并与之发生特异性的反应&

本实验证明"表达的 )3S重链蛋白片段与虹鳟天

然 )3S重链恒定区具有近似相同的结构"并且制

备的兔抗血清可以用于虹鳟免疫机制研究中不同

条件下 )3S表达量的检测&

综上所述"本研究成功克隆'表达'纯化了虹

鳟 )3S重链蛋白片段"并且制备了抗 )3S片段的

兔抗血清"为研究虹鳟 )3S蛋白在抗病免疫反应

中的表达规律与机制及建立有效的免疫防病技术

奠定基础&
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