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摘要! 为进一步研究刺参甘露糖结合凝集素#-(CTd.$的功能及提高刺参自身免疫力!对-(C

Td.基因的4>1区进行原核表达%纯化并初步鉴定其生物学活性" 采用+NCB4+法扩增-(C

Td.基因编码区!经酶切鉴定%序列分析后!将其 4>1区 @=# LG 片段克隆至原核表达载体

G3N$#E中!得到重组质粒 G3NC-(CTd." 重组质粒转化大肠杆菌 d.$&#>3!$感受态细胞并

经0BNf诱导表达出分子量约 &? [9的融合蛋白" 该蛋白以包涵体形式存在!用,F

$ W离子亲和

柱纯化" 结果显示!获得高表达量的重组纯化蛋白" 纯化的 &? [9 -(CTd.进行红细胞凝集

试验检测其生物学活性" 凝集试验结果显示!-(CTd.凝集最小浓度为 &%

$

:AD." 本实验成

功构建了-(CTd.原核表达质粒!并在大肠杆菌中高效表达了 &? [9 -(CTd.蛋白!该蛋白具

有良好的生物学活性"

关键词! 刺参' 甘露糖结合凝集素' 原核表达' 蛋白纯化' 红细胞凝集试验

中图分类号! V?#<' 1=&?8@'''''''文献标志码&-

''免疫系统的进化经历了 @ 亿年的历程"可分

为固有免疫系统和适应性免疫系统( 前者存在于

所有动物种属"后者只见于鸟类以上的脊椎动

物&&'

( 刺参 #%4+3)156+423K04+/1523$ 为棘皮动

物"而棘皮动物是高等的无脊椎动物"又是最原始

的后口动物( 它起源于寒武纪之前"位于无脊椎

动物与脊椎动物开始分支的进化阶段&$'

( 棘皮

动物与其它无脊椎动物一样具有先天性免疫系

统( 补体是固有免疫系统最为重要的体液分

子&&'

"凝集素补体途径是激活补体系统的 ! 条途

径之一"甘露糖结合凝集素 #DEHHEHCLFH\FH:

7IMYFH"Td.$是凝集素补体途径的启动者&"'

(

Td.是一种大型糖蛋白"由 = ]&# 个相同的

肽链组成"每条肽链均包含 @ 个结构域!,C端富含

胱氨 酸 区 # MRSYIFHICXFMK XI:F6HS$) 胶 原 样 区

#4.>$) 颈 区 # HIM[ XI:F6H $ 和 糖 识 别 区

#4+>$

&! ;<'

( 4+>区是 Td.分子的识别功能

区( .0..3f-+>等&?'发现"Td.能够增加小鼠

抗血行传播散性念珠菌病的能力( Td.在病毒

感染和免疫清除中起着重要作用&#'

( Td.的分

子遗传学特点与感染和自身免疫性疾病发病有着

密切联系&='

( 此外"凝集素在无脊椎动物的免疫

识别中担当重要角色&&% ;&$'

(

越来越多的研究表明"凝集素可以作为一种

新型绿色水产动物免疫增强剂"能够提高水产动

物免疫相关酶活性"增强机体免疫功能( 条斑紫

菜#!+*46-*0 -(.+(/313*I\E$)裙带菜 #O/G0*10

41//0)1?1G0$及孔石莼#O7F0 4(*)230$凝集素可以

作为一种免疫添加剂激活鲫)鲤免疫系统"对鲫)

鲤的非特异性免疫功能具有明显的增强作

用&&! ;&@'

( 用含有裙带菜和萱藻 # $5-)+3146+/

7+,(/)0*123$凝集素的饵料投喂刺参"可以显著提
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高刺参免疫酶活性&&"'

(

本研究从体外扩增)克隆刺参甘露糖结合凝集

素核苷酸序列"构建重组原核表达质粒"诱导表达

-(CTd.蛋白并纯化"红细胞凝集试验检测 -(C

Td.的生物学活性"旨在研究刺参甘露糖结合凝

集素在刺参免疫中的作用"为刺参的疾病防治寻求

新思路(

&'材料与方法

%&%'材料

G3N$#E# W$ #,6`E:IH$为大连海洋大学生

命科学与技术学院王秀利教授惠赠%>2"

#

菌株)

GT>C&#N载体)>HESI0)+,ESI-)N

@

>,-连接

酶)&5++

"

)HG(

"

)>.$%%% >,-TEX[IX)0BNf)

蛋白质低分子量 TEX[IX)N6YE7+,-提取试剂)

+NCB4+试剂盒)>,-胶回收试剂盒)质粒纯化

试剂盒均购自 NEaE+E公司%,FC,N-2FS亲和层

析介质和纯化柱为,6`E:IH公司产品%溶菌酶)卡

那霉素)咪唑)透析袋#T>!@$购自167EXLF6公司(

%&+'方法

目的基因-(CTd.的B4+扩增及克隆''根

据,4d0上fIHIdEH[ 数据库公布的刺参甘露糖结

合凝集素D+,-全序列"利用1F:HE7B!8% SIX̀IX进

行信号肽预测"在4>1区设计如下引物!-(CTd.C/

"bCN-N-4-N-NfNfN4Nf-4ff4NNfN44ff-fC

NNNNfC!b% -(CTd.C+ "bCN-f--NN44N-4N44C

---Nf-N-4N4f-N-4-ffC!b#引物下划线部

分分别为 HG(

"

和 &5++

"

酶切位点$( 通过逆

转录反应合成 M>,-的第一条链"随机引物)总

+,-及 \\2

$

)混合后"<" c变性 " DFH"@ c退

火"然后进行B4+扩增( 扩增条件!=@ c预变性

& DFH)=@ c变性 !% S)"# c退火 !% S)?$ c延伸 &

DFH"共 !" 个循环( B4+产物经 &8"P琼脂糖凝

胶电泳鉴定后"用胶回收试剂盒回收纯化( 回收

产物与 GT>C&#N载体按一定比例连接)转化大肠

杆菌>2"

#

感受态细菌"挑选白色菌落进行摇菌"

用质粒纯化试剂盒进行质粒提取并送交 NEaE+E

公司 测 序 鉴 定" 获 得 重 组 质 粒 GT>C&#NC

-(CTd.(

重组表达载体的构建''分别以 HG(

"

和

&5++

"

双酶切重组质粒 GT>C&#NCTd.和

G3N$#E# W$表达载体"然后经琼脂糖凝胶电泳回

收目的片段和载体片段( 将其按一定比例用 N

@

>,-连接酶于 &< c连接过夜"重组质粒转化感

受态细菌>2"

#

"转化后的菌液涂布含卡那霉素

#aEH W$的 .d培养平皿上"倒置培养过夜后挑

选阳性菌落至 aEH W的 .d培养液中"过夜摇菌

提取质粒并交送 NEaE+E公司测序鉴定"获得重

组表达载体 G3NC-(CTd.(

-(CTd.的诱导表达''将获得的重组表达

载体 G3NC-(CTd.转入表达宿主菌株 d.$&

#>3!$中"选取具有较高表达量的菌株接种到 &%

D..d#aEH W""%

$

:AD.$培养液中"培养过夜(

再从过夜培养物中各取 "%%

$

.接种到 &% D..d

#aEH W""%

$

:AD.$培养液"!? c剧烈振荡至

)>

<%%

为%8< ]%8?( 将菌液分成 < 份"一份不加

0BNf"其余 " 份加入 0BNf至终浓度 & DD67A.(

!? c继续振荡培养"分别于 &)$)!)@)< K 各取菌

液 $ D."离心收集菌体进行 &$P1>1CB-f3电

泳"观察不同诱导时间对目的蛋白表达量的影响(

用上述方法诱导培养 "% D.菌液"< K 后离

心收集菌体"将菌体重悬于 " D.裂解缓冲液中

#"% DD67A. ,E2

$

B)

@

" !%% DD67A. ,E47" &%

DD67A.咪唑"G2#8%"用时加溶菌酶至终浓度 &

D:AD.$"冰浴 !% DFH"进行超声破碎"离心后分

别收集上清液#包含可溶性蛋白$ #样品 -$和沉

淀#包含不溶性蛋白$#样品d$( 样品d用 " D.

QESK d9^̂IX&#%8" D67A.,E47"$PNXFY6HC&%%$

洗涤 $ 次"QESK d9^̂IX$#%8" D67A.,E47$洗涤 &

次"并用去离子水洗涤两次#样品 4$( 分别取样

品-)d)4进行 &$P1>1CB-f3电泳检测(

-(CTd.重组蛋白的纯化''按上述方法进

行诱导培养"离心收集菌体"将沉淀按每克湿重加

入 $ ]" D.裂解缓冲液的比例重悬于裂解缓冲

液#&%% DD67A.,E2

$

B)

@

"&% DD67A.NFSC47"#

D67A.*XIE"G2#8%$%再加入溶菌酶#终浓度 &

D:AD.$"冰浴 !% DFH( 超声破碎"再加入 +HESI

-#&%

$

:AD.$和 >,ESI

"

#"

$

:AD.$"冰浴 &"

DFH"离心收集上清液( 取 @ D.上清液和 & D.

"%P,FC,N-悬浮液混合"@ c轻微摇动 & K"进行

装柱和柱层析"收集层析液#溶液-$( 用 $%%

$

.

洗涤缓冲液#&%% DD67A.,E2

$

B)

@

"&% DD67A.

NFSC47"# D67A.*XIE"G2<8!$洗柱 $ 次#溶液 d

和4$"洗脱蛋白用洗脱缓冲液 # &%% DD67A.

,E2

$

B)

@

"&% DD67A.NFSC47"# D67A.*XIE" G2

@8"$洗涤 $ 次"收集洗脱液#溶液>和3$( 洗脱

'&""
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液中具有纯化的融合蛋白(

-(CTd.重组蛋白生物学活性分析''将含

有重组蛋白的各管流出液合并"然后装进透析袋

中透析"脱盐"复性和反透析( 根据文献&&< ;

&?'"利用红细胞凝集实验对纯化的 -(CTd.进

行生物学活性分析( 实验分 ! 组"即生理盐水阴

性对照)伴刀豆球蛋白 -#M6HMEHÈE7FH -"46H-$

阳性对照和待测样品( 采集兔耳缘静脉血"制成

$P红细胞悬浮液( 取 =< 孔 5型凝集板"每孔分

别加入 "%

$

.生理盐水)倍比稀释的蛋白样品和

46H-"最后分别加入兔红细胞悬液 "%

$

.( 室温

孵育 $ K( 观察红细胞的沉淀状态以检测目的蛋

白的生物学活性(

$'结果

+&%'*R>PaF基因的扩增与克隆

用+NCB4+方法扩增得到-(CTd.基因4>1

区"B4+产物经琼脂糖电泳检测"获得非常特异的

目的条带"大小约为 "%% LG"与预期相符#图 &$(

将其连入 GT>C&#N载体"得到重组质粒"经酶切鉴

定#图 $$和测序分析"测序结果详见文献&&#'"与

fIHdEH[中的序列#-g<$""&!$一致(

图 %'*R>PaF基因扩增产物

T8>.$%%% TEX[IX% &8阳性对照 # G1BNIY! 质粒$% $8-(C

Td.% !8阴性对照(

?1@&%'(!>/"(-2B=1C1,-91A7AC*R>PaF

T8>.$%%% TEX[IX% &8G6SFYF̀IM6HYX67#G1BNIY!$% $8-(CTd.%

!8HI:EYF̀IM6HYX678

+&+'重组表达质粒BE!>*R>PaF的构建与鉴定

利用 HG(

"

和 &5++

"

双酶切重组质粒

GT>C&#NC-(CTd.和表达载体 G3N$#E# W$"回

收酶切产物"将目的片段连入 G3N$#E# W$"连接

产物转化大肠杆菌>2"

#

感受态细菌"经B4+鉴

定挑选阳性克隆进行测序鉴定"结果与 fIHdEH[

中公布的序列一致(

图 +'BP#>%W!>*R>PaF双酶切鉴定

&8-(CTd.基因% T8>.$%%% TEX[IX(

?1@&+'V83791C1,-91A7AC03,A2.17-79B=-4218

BP#>%W!>*R>PaF.; 034901,91A781@3491A7

&8-(CTd.:IHI% T8>.$%%% TEX[IX8

+&<'*R>PaF的诱导表达和表达特性分析

将构建好的重组质粒 G3NC-(CTd.转化

d.$&#>3!$表达宿主菌"用 0BNf诱导"在 &)$)

!)@)< K收集菌体进行不同时间对蛋白诱导表达

量的影响的检测"电泳结果显示"诱导 $ K 后即可

见在约 &? [9 处出现重组蛋白的特异性条带"诱

导 < K达最大量#图 !$(

图 <'融合蛋白在大肠杆菌中表达的J#J>/*QE分析

T8低分子量蛋白TEX[IX% & ]"80BNf诱导 &)$)!)@)< K% <8

无0BNf诱导(

?1@&<'*,,626=-91A7AC03,A2.17-79*R>PaF17

/0)34$490-17aF+%%#E<&

T8BX6YIFH 76h D67IM97EXDESSDEX[IXS%.EHI& ;"8SEDG7IS

M677IMYI\ ÊYIXFH\9MYF6H LR 0BNf 6̂X&" $" !" @ EH\ < K

XISGIMYF̀I7R% .EHI<8SEDG7IM677IMYI\ LÎ6XIFH\9MYF6H LR

0BNf% NKIEXX6hKIE\ SK6hSYKIGX6YIFH 6^XIM6DLFHEHY-(C

Td.8

''将构建好的重组质粒 G3NC-(CTd.转化d.$&

#>3!$表达宿主菌"用0BNf诱导 < K"用溶菌酶处

理后进行超声破碎"分别收集上清液#样品-$和沉

淀#样品d$"对样品d进行洗涤"得到样品4"电泳

检测表达特性( 结果显示"重组蛋白表达较好"且

(&""
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表达的蛋白以包涵体形式存在#图 @$(

图 $'大肠杆菌表达的*R>PaF的性质分析

T8低分子量蛋白TEX[IX% & ]!8无0BNf诱导的样品-&)d&)

4&% @ ]<80BNf诱导的样品-$)d$)4$(

?1@&$'#3930217-91A7AC9:303,A2.17-91A7

B0A93174A=6.1=19;

T8BX6YIFH 76hD67IM97EXDESSDEX[IXS% .EHI& ;!8YKISEDG7IS

6 Ŝ679L7IGX6YIFH X̂EMYF6H#SEDG7I-&$"FHS679L7IGX6YIFH X̂EMYF6H

#SEDG7Id& $ EH\ FHM79SF6H L6\FI\ # SEDG7I4& $ SK6hI\ H6

FH\9MYF6H LR 0BNfXISGIMYF̀I7R% .EHI@ ;<8YKISEDG7IS-$"d$"

4$ FH\9MYF6H LR 0BNfXISGIMYF̀I7R% NKIEXX6hKIE\ SK6hSYKI

GX6YIFH 6 X̂IM6DLFHEHY-(CTd.8

+&$'*R>PaF重组蛋白的纯化

由于表达的重组蛋白在 4端带有 < 个组氨

酸标签"选择 ,FC,N-亲和层析介质对目的蛋白

进行纯化"得到纯化的融合蛋白#图 "$(

图 S'大肠杆菌表达的*R>PaF的纯化分析

T8低分子量蛋白TEX[IX% &8溶液-% $"!8溶液d和4% @""8

溶液>和3(

?1@&S'/601C1,-91A7AC9:303,A2.17-91A7

B0A9317AC*R>PaF

T8BX6YIFH 76hD67IM97EXDESSDEX[IXS%.EHI&8YKISEDG7I6^̂76hC

YKX69:K#S679YF6H -$% .EHIS$"!8YKISEDG7IS6^̂FXSYEH\ SIM6H\

hESKIS#S679YF6H dEH\ 4$XISGIMYF̀I7R% .EHI@""8YKISEDG7IS6^

F̂XSYEH\ SIM6H\ I79YIS#S679YF6H > EH\ 3$ XISGIMYF̀I7R% NKI

EXX6hKIE\ SK6hSYKIGX6YIFH 6 X̂IM6DLFHEHY-(CTd.8

+&S'*R>PaF重组蛋白生物学活性分析

洗脱得到的-(CTd.重组蛋白在蒸馏水中透

析"除去尿素"之后在生理盐水反透析"以使变性

的蛋白复性( 调整 -(CTd.的初始质量浓度为

@%

$

:AD."经过倍比稀释后进行凝血活性测定"

结果显示"当重组的-(CTd.质量浓度为 &%

$

:A

D.以上时"具有凝集兔红血细胞的能力#图 <$(

说明得到的-(CTd.具有生物学活性(

图 T'重组*R>PaF生物活性分析

阴性对照8生理盐水%-(CTd.质量浓度从左至右依次为 @%"

$%"&%"""$8""&8!

$

:AD.% 阳性对照846H-质量浓度"从左至

右依次为 "%"$""&$8""<8!"!8&"&8<

$

:AD.(

?1@&T'M32-@@=6917-91A7-44-; AC03,A2.17-79*R>PaF

,I:EYF̀IM6HYX678%8=P ,E47S679YF6H% -(CTd.M6HMIHYXEYF6H!

@%"$%"&%"""$8""&8!

$
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!'讨论

固有免疫作用迅速"防御机制多样"但缺乏免

疫记忆( 固有免疫系统中绝大多数效应细胞上有

结构识别受体"通过识别大多数微生物中高度保

守的分子结构后启动固有免疫( 其中"分泌型结

构受体中最具特点的是Td."可特异性结合微生

物表面的甘露糖残基和#或$,C乙酰葡萄糖胺#,C

f7M,-M$为末端糖基的糖蛋白"不依赖于抗体启

动调理作用或补体活化级联反应"来保护自身和

维护生理平衡&!'

( Td.的 @ 个结构域中"4+>

结合甘露糖残基或,Cf7M,-M"胶原样区通过构象

改变激活T-1B&CT-1B$"进而活化4$)4@"形成

4! 转化酶#4@L$E$"激活补体系统&&"'

( 另有研

究显示"Td.也可不依赖补体行调理作用"调控

炎性反应和促进凋亡&$%'

(

采用大肠埃希菌表达真核基因"表达效率高"

容易操作"周期短"因此是目前重组蛋白体外表达

常用的表达系统( 特别是 ,6`E:IH 公司开发的

G3N表达载体及d.$& 系列菌株最为普遍( d.$&

#>3!$菌株的染色体中整合了N

?

+,-聚合酶基

因"能表达N

?

+,-聚合酶"在 0BNf的诱导可以

启动"启动 N

?

启动子的 G3N表达载体转录外源

基因"从而表达外源蛋白&$&'

( 本研究选用的 G3N

表达载体 4端有编码 < 个组氨酸标签的序列

)&""
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#< q2FSNE:$"不仅可以用来鉴定重组蛋白"还可

利用组氨酸残基与,FC,N-层析介质,F

$ W结合的

特点"使表达的重组蛋白得以分离)洗脱和纯化(

对不同诱导时间表达的重组蛋白进行1>1CB-f3

检测"在约 &? [9处出现预期蛋白条带"且不同时

间的蛋白条带亮度不同"而未诱导的阴性对照不

出现该位置的蛋白条带"说明该处的蛋白是目的

蛋白且重组蛋白的表达量具有时间依赖性"诱导

< K 达最大量( 经表达特性分析"显示 -(CTd.

以包涵体的形式存在"包涵体被尿素裂解后"-(C

Td.成为可溶解的蛋白( 在变性条件下"通过亲

和层析可纯化得到较高浓度的 -(CTd.( 通过电

泳检测"确定纯化得到的蛋白是重组的 -(CTd.(

红细胞凝集试验证实纯化的重组蛋白-(CTd.经

透析复性后具有凝集兔红细胞的活性(

我国的刺参养殖已具规模"辽宁)山东是养殖

的主要地区( 但在刺参养殖中"常伴有各种病害

发生"给我国刺参养殖业造成巨大损失( 其中"育

苗阶段的海参烂边病和海参化板症等病害比较常

见&$$'

( 刺参只具有固有免疫系统"而 Td.能识

别外来物通过凝集素途径激活补体系统( 补体作

为免疫分子"具有补体介导的细胞溶解)调理作

用)引起炎症反应)清除免疫复合物)免疫调节和

补体与其它酶系统的相互作用的生物学功能( 关

于刺参甘露糖结合凝集素序列分析&&#'和生物信

息学分析&$!'均已完成"因此"熊川男等&$@'提出的

凝集素可以作为海参免疫增强剂"在人工养殖海

参中应用的建议是可行的( Td.在认识和解决

集约化)半集约化的养殖生物防病治病中具有重

要作用&$"'

(
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4>1\6DEFH 6 -̂(CTd.KE\ KF:K IZGXISSI\ EH\ YKÎ9SF6H GX6YIFH#&? [9 -(CTd.$hESKF:K7R LF6EMYF̀FYR8

L3; DA084! %4+3)156+423K04+/1523% DEHHEHCLFH\FH: 7IMYFH% GX6[EXR6YFM IZGXISSF6H% G9XF̂FMEYF6H%

KIDE::79YFHEYF6H ESSER

"A0034BA7817@ -69:A0! .0>EHCY6H:83CDEF7!7F\EHY6H:J\7698I\98MH

"'""




