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日本囊对虾原肌球蛋白的原核表达、抗体制备以及 
组织表达分析 
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摘要: 食物过敏是人类常见的一种过敏性疾病, 主要由食物中的蛋白质引起。原肌球蛋白
(tropomyosin, TPM)是食用虾蟹等甲壳动物引起过敏反应的主要致敏物质。研究从日本囊对
虾肌肉组织中克隆了 TPM 基因, 进行了原核表达和蛋白质纯化, 并进一步制备了相应的抗
体。Western-blotting分析表明原肌球蛋白在日本囊对虾组织中普遍表达, 并且肌肉组织中表
达量最高而鳃和皮肤组织中表达量最低。研究结果为对虾过敏性疾病的诊断和治疗以及脱

敏食品开发等奠定了理论基础。 
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随着生活水平不断提高, 人们对水产品(虾、
蟹、鱼等)的消费与日俱增, 由此产生的过敏性疾病
也随之增加。食物致敏是全球关注的公共卫生问

题。约有 2%的成年人和 6%～8%的儿童患有食物
过敏症[1], 在 4 岁以后, 引起患者过敏的食物变应
原逐渐以虾、蟹为主[2]。研究表明原肌球蛋白是主

要的致敏原, 引起的临床表现主要有恶心、呕吐、
腹泻、皮疹、鼻炎、哮喘等, 严重的甚至危及生命
[3-4]。因此, 如何降低水产品的过敏性是目前食品安
全领域的一项重要课题[5]。  

日本囊对虾(Marsupenaeus japonicus)俗称花
虾、斑节虾 , 属于甲壳纲 (Crustacea)、十足目
(Decapoda)、对虾属, 是广盐种类, 盛产于咸淡水
海区, 可开发养殖的区域非常辽阔。它耐受的温度
和盐度范围都比较广, 是一种特优养殖品种。日本
囊对虾肉质鲜美、个体大、花纹艳丽、离水后较长

时间不会死亡, 有利于活虾的长途运销, 是我国南
方和日本等国最常食用的水产食品之一。 

本研究在前期 cDNA序列的基础上, 构建了原
肌球蛋白(tropomyosin, TPM)原核表达质粒, 并在大

肠杆菌中得到高效表达。纯化获得了大量目的蛋白

并制备了鼠抗 tropomyosin抗体, 并通过Western -
blotting鉴定了 tropomyosin在日本囊对虾中的组织
表达谱, 为食用对虾的安全性提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

日本囊对虾购自厦门第八市场, 体长(10±2) cm。
成年雌性BALB/c小鼠由厦门大学医学动物实验中
心提供。 
1.2  实验方法 

TPM 基因扩增    用 Trizol 总 RNA 提取试
剂盒(Invitrogen, USA)提取日本囊对虾肌肉组织总
RNA, 逆转录成 cDNA, 根据日本囊对虾 TPM 的

全长 cDNA序列(GenBank登录号 AB270630)的完
整开放阅读框设计一对引物, 在5′端和3′端分别加入
BamHⅠ / EcoRⅠ酶切位点序列, 引物序列为 上游引
物5′-TTAGGATCCATGGACGCCATCAAGAAG-3′; 
下游引物 5′-GCGGAATGTAGCCAGACAGTTCGC- 
3′ [引物由生工生物工程(上海)有限公司合成]。以
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对虾肌肉组织 cDNA为模板, 扩增目的片段。PCR
扩增的条件为 94 ℃ 3 min; 94 ℃ 40 s, 55 ℃ 40 s, 
72 ℃ 1 min, 30个循环; 72延伸 7 min。扩增产物经
琼脂糖凝胶电泳后, 用 DNA 回收试剂盒(华舜, 上
海)回收纯化。 

表达载体构建    PCR 扩增得到的包含 TPM
完整开放读码框的目的片段, 用BamHⅠ和EcoRⅠ
进行双酶切后, 目的片段连接到载体 pGEX-4T-2-
(Pharmacia)上(重组质粒命名为 pGEX-4T-2-TM), 
然后转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞, 小量制备
质粒 DNA, 酶切检验后, 送上海英骏公司进行测
序确认。 

蛋白原核表达和 SDS-PAGE    小量制备重

组 质 粒 DNA, 将 重 组 质 粒 导 入 大 肠 杆 菌

BL21(DE3), 筛选阳性克隆。挑选阳性单克隆接种

到 5 mL含氨苄青霉素(100 μg/mL)的 LB培养基上, 

37 ℃度培养 12 h。然后, 取上述菌液按 1︰100稀

释度转接于 200 mL培养基中, 37 ℃、  250 r/min

振荡培养, 至 OD600 达 0.7~1.0 时, 加入异丙基

-β-D-硫代半苷(IPTG)至终浓度 0.25 mmol/L, 37 ℃

继续振荡培养 6 h。5 000 r/min离心 5 min, 收集菌

体, PBS洗涤 3次后, 适量菌体重悬于电泳上样缓

冲液中, 煮沸 5 min,在 12% SDS-PAGE凝胶上电泳, 

同时设转化空载体的 E.coli BL21进行对照,电泳结

束后, 用 0.025%考马斯亮蓝 R250进行显色观察
[6]。 

重组蛋白诱导表达和 SDS-PAGE    将测序

正确的重组质粒重新转化至大肠杆菌 BL21中, 在含

氨苄青霉素(100 μg/mL)的LB培养基中, 37 ℃条件下

200 r/min振荡培养至 OD600为 0.7～1.0。加入异丙基

-β-D-硫代半苷(IPTG)至终浓度0.25 mmo l/L, 37 ℃继

续振荡培养 6 h。菌液 5 000 r/min离心 5 min收集菌

体。每 1.5毫升的菌液所得的菌体沉淀用 100 μL的

TE缓冲液悬浮并与 2×SDS上样缓冲液相混, 煮沸 5 

min, 在 12% SDS-PAGE 凝胶上电泳,同时设转化空

载体的 E. coli BL21 进行对照 ,电泳结束后 , 用

0.025%考马斯亮蓝 R250进行显色观察。 

目的蛋白的分离纯化     收集IPTG诱导后  

6 h的菌体, 离心洗涤, 冰浴条件下超声裂解细菌, 

裂解液为含1%Triton X-100的冰冷PBS, 超声时间

10 s, 间隔时间10 s, 功率200 W, 超声直至菌液清

亮。4 ℃下15 000 r/min离心20 min, 收集上清液(含

GST-TP融合蛋白)并与预处理的含Glutathione Se-

pharose 4B介质的亲和层析柱结合, 洗脱, 收集目

的蛋白。 
多克隆抗体的制备    将纯化的 TPM与弗氏

完全佐剂(Sigma)等体积混合, 对10只6～8周龄的
BALB/c雌性小鼠进行腹腔注射免疫。初次免疫一周
后, 改用不完全佐剂, 每周加强免疫1次, 连续4周。
小鼠末次免疫3 d后断尾取血, 双向免疫扩散实验检
测抗体效价, 免疫血清利用填装 ProteinA 的柱子进
行纯化, 纯化后的抗体分装于−80 ℃保存备用[7]。 

Western-blotting 检测日本囊对虾 TPM 的组织

特异性表达    蛋白样品经 SDS-PAGE分离后转
移至 PVDF膜。用 5 %脱脂牛奶(溶于 TBST中) 封
闭 1 h, 以1︰1 000的比例加入抗日本囊对虾 TPM
的多克隆抗体, 与膜杂交反应 1 h, TBST多次漂洗, 
再加 HRP标记的羊抗鼠二抗杂交 1 h, 经 TBST漂
洗后, 用 TMB显色[8]。 
从日本囊对虾心脏、肠、肌肉、胃、肝胰腺、鳃

和皮肤组织与蛋白裂解液(50 mmol/L Tris, 1.0 mmol/L 
EDTA, 150 mmol/L NaCl, 0.1% SDS, 1%Triton 
X-100, 1%去氧胆酸钠; 1 mmol/L 蛋白酶抑制剂
coclktail)中提取总蛋白, 溶于蛋白质裂解液。采用
Bradford方法定量蛋白质后, 每个组织取 1 mg蛋
白质上样, 在10%SDS-PAGE上进行电泳, 然后转移
到 PVDF膜上, 蛋白质印迹检测 TPM在日本囊对
虾各组织中的表达情况。实验经 3次生物学重复。 

2  结果 

2.1  TPM基因克隆及重组质粒鉴定 

以日本囊对虾肌肉组织 cDNA 为模版, 用特异
性引物进行 RT-PCR扩增, 经电泳检测得到 1条 850 
bp 左右的目的带(图 1-a), 与预测的大小一致。将
TPM基因克隆到 pMD-18T进行测序, 比对结果与已
知序列完全一致。重新将 TPM基因克隆到 pGEX-4T-
2 表达载体上(重组质粒被命名为 TPM-pGEX-4T-2), 
转化 E.coli BL21感受态细胞, 挑取阳性转化菌培养
后, 提取质粒进行双酶切检验(图 1-b), 再进一步经
测序验证插入序列是正确的, 且没有出现移码。证实
包含 TPM 完整编码区的 ORF 已经完整插入原核表
达载体中。该基因编码的开放阅读框(ORF) 852 bp, 
预测编码 284个氨基酸, 本实验原核表达的 TPM蛋
白理论大小约为 36 ku。 
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图 1  原肌球蛋白基因克隆 
(a) PCR扩增原肌球蛋白基因; M. DNA分子量标准; 1. 原肌球
蛋白扩增结果; 2. 阴性对照; (b) 重组质粒 pGEX-4T-2-TPM双
酶切鉴定, M. 分子量标准, 1. tropomyosin 基因 PCR产物, 2. 
pGEX4T-2双酶切, 3. pGEX-4T-2-TPM双酶切。 

Fig. 1  Cloning of the tropomyosin gene 
(a) PCR amplification of tropomyosin gene; M. DNA Marker; 
1.PCR product of tropomyosin; 2. negative control; (b) identifica-
tion of recombinant plasmid pGEX-4T-2-TPM by double-diges-
tion; M. DNA Marker; 1. PCR product of tropomyosin gene; 2. 
double-digested pGEX-4T-2, 3. double-digested pGEX4T-2-TPM. 
 

2.2  日本囊对虾 TPM融合蛋白的诱导表达、纯化 

将重组菌株 pGEX-4T-2-TPM 转化 E. coli 
BL21(DE3), 经 IPTG诱导后在 61 ku左右处出现一
条非常明显的蛋白条带 , 而在表达载体 PGEX- 
4T-2 诱导和不诱导及重组质粒不诱导的对照中皆
看不出此带(图 2), 此带的大小与 TPM蛋白(36 ku)
及与其融合的 GST蛋白的分子量(25 ku)之和相符, 
说明此基因插入表达载体 PGEX-4T-2 后在 E.coli
中获得了高效表达。超声波破碎菌, 高速离心后将

菌液上清经Glutathione Sepharose 4B纯化, 纯化的
重组蛋白经 SDS-PAGE 分析(图 2), 结果表明表达
的 GST-TPM融合蛋白在菌体里为可溶性表达。 

 

 
 
图 2  采用 SDS-PAGE分析TPM融合蛋白的表达与纯化 
M. 蛋白质Marker; 1. 非重组菌未经 IPTG诱导; 2. 非重组菌经
IPTG诱导; 3. 重组菌未经 IPTG诱导; 4. 重组菌经 IPTG诱导; 
5. 纯化的 GST-TPM融合蛋白。 
Fig. 2  Expression and purification of the recombinant 

TPM fusion protein by SDS-PAGE. 
M. protein marker; 1. total proteins from control bacterium (vector only), 
non-induced; 2. total proteins from control bacterium (vector only), 
induced; 3. recombinant bacterium containing tropomyosin gene, in-
duced; 4. recombinant bacterium containing tropomyosin gene, non- 
induced; 5. purified GST- TPM fusion protein. 
 

2.3  抗日本囊对虾TPM多克隆抗体的制备及鉴定 

纯化的重组表达的TPM用生理盐水调整其浓
度, 以免疫前的小鼠血清作为阴性对照, TPM免疫
的小鼠血清做不同稀释后, 双向免疫扩散实验检
测抗体效价达到1︰256稀释度。 
2.4  日本囊对虾 TPM蛋白组织特异性表达分析 

提取日本囊对虾的心脏、肠、肌肉、胃、肝胰

腺、鳃和皮肤组织的蛋白质, 用制备的多克隆抗体进
行Western-blotting分析, 检测TPM在日本囊对虾体
内的表达情况。结果表明, TPM在日本囊对虾的大多
数组织表达, 其中在肌肉、心脏、胃、肝胰腺和肠中
表达量较高, 而在鳃和皮肤等组织表达量较低(图3)。 

3  讨论 

在我国, 食品过敏症状的发病率要高于发达
国家, 但是国家食品安全部门仍没有制定具体法规, 
这与我国食品过敏相关研究的相对滞后有很大关

系[9]。因此, 大力发展食品过敏原的研究已经成为
食品安全领域的重要研究内容。在所有的致敏食物

中, 以虾为代表的甲壳类动物是一类重要的致敏食
品[10], 致敏物质主要为原肌球蛋白[5, 9, 11-12]。原肌球

蛋白存在于一切脊椎动物和无脊椎动物中[12], 分 
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图 3  Western-blotting 检测日本囊对虾不同组织中

TPM 的表达情况 
M. 蛋白质 Marker; 1. 心; 2. 肠; 3. 肌肉; 4. 胃; 5. 肝胰腺; 6. 
鳃; 7. 皮肤; Actin为阴性对照。 

Fig. 3  Expression of M.japonicus TPM in different 
tissues tested by Western-blotting 

M. protein marker; 1. heart; 2. intestine; 3. muscle; 4. stomach; 5. 
hepatopancreas; 6. gill; 7. skin; Actin as negative control. 

 
子量为 35~38 ku, 由两个多肽链组成, 含一个 α螺

旋和一个卷曲螺旋结构[13]; 该蛋白质家族具有高

度保守性, 并含多种亚型。过敏者与不同甲壳动物

的原肌球蛋白有很高的交叉反应, 甚至与软体动

物、尘螨和蟑螂等无脊椎动物的原肌球蛋白具有交

叉反应[14-16]。因此, 对虾类原肌球蛋白的研究, 对

于食品致敏机理研究、致敏原分析和脱敏食品开发

等都具有广泛的指导意义[17]。研究发现, 虾类原肌

球蛋白与脊椎动物原肌球蛋白不同的是经过胃蛋

白酶消化后, 仍有大片段不能够被继续消化, 这可

能是甲壳类动物原肌球蛋白能够致敏的原因[15]。 

Reese 等[18]突变原肌球蛋白的一个氨基酸后, 虽蛋

白的二级结构不变, 但是致敏性下降了 90%以上, 

为虾类原肌球蛋白的脱敏提供了思路。与国外相比, 

国内对于虾类原肌球蛋白的研究相对较少, 顾可

飞等[19]利用辐照处理对虾过敏原, 并对处理后的

蛋白作了抗原性和生化性质的检测。张在军等[20]

分别从河虾和海虾中分离纯化出过敏原组分。 
本研究在前期获得日本囊对虾原肌球蛋白全

长 cDNA 序列(GenBank 登录号 AB270630)的基础
上, 通过 GST 融合蛋白原核表达体系有效表达了
重组的原肌球蛋白, 并且分离纯化了可溶性的正

确表达产物。重组表达的原肌球蛋白, 可以用于过
敏原因诊断和致敏蛋白的脱敏研究。采用亲和层析

的方法对目的蛋白进行了纯化并免疫小鼠, 成功
制备了抗原肌球蛋白的多克隆抗体。临床上很多皮

肤病的发生与发展都与接触了过敏原有关。而临床

上多数过敏性疾病的患者通常只是做缓解症状的

治疗, 而没有找到引发过敏的真正原因, 因而也就
做不到针对性的预防和治疗, 导致病情反复加重、
迁延不愈。多克隆抗体研制的成功, 为对虾原肌球
蛋白这种过敏源的检测、组织定位等提供了有用的

工具。经常过敏的患者, 做一下过敏原筛查检测, 
查清楚到底是接触性的、食入性的还是吸入性的过

敏原引起的过敏反应, 以便从根本上解决问题。本
研究采用制备的抗体, 首次在蛋白质水平上对原
肌球蛋白在日本囊对虾体内不同组织的分布进行

了研究。 揭示了原肌球蛋白作为一种重要的蛋白
成分, 存在于日本囊对虾的所有的检测组织中, 除
在肌肉中高表达以外, 在心脏和胃这些富含肌肉
的器官中表达量也颇高, 在肠和肝胰腺中的表达
量次之, 而在鳃和皮肤组织中也检测到了明显的
表达。 
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Prokaryotic expression, antibody preparation and tissue 
expression identification of tropomyosin in  

Marsupenaeus japonicas 

HAN Fang1, 2, WANG Zhi-yong1,2, WANG Xiao-qing1* 
(1. College of Animal Science and Technology, Hunan Agriculture University, Changsha  410128, China; 

2. Fisheries College, Jimei University, Xiamen  361021, China) 

Abstract: Food allergy is a representative human allergic disease, which is mainly caused by the protein in 
food. Up to date, however, there is only a few reports on aquatic food allergy. Tropomyosin(TPM) is the 
major allergen of eating seafood like shimp and crab to cause hypersensitivity. In this investigation, a TPM 
gene was cloned from the muscle tissue of shrimp, Marsupenaeus japonicus. Then the TPM was expressed 
in Escherichia coli and purified. Subsequently the specific antibody was raised using the purified fusion 
protein (GST-TPM). As revealed by Western-blotting, the TPM was ubiquitously expressed in shrimp tis-
sues and with the highest expression in the muscle and the lowest in gill and skin. These results have laid 
the foundation for the specific diagnosis and immunotherapy in shrimp hypersensititivity disease as well as 
the study on food desensitization. 
Key words: Marsupenaeus japonicus; tropomyosin; expression; antibody preparation; Western-blotting 
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