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摘要! F̂KF7型丝氨酸蛋白酶抑制剂可以通过精确调控丝氨酸蛋白酶的活力!在生物体的防御

应答等众多生物过程中发挥重要作用$ 以前期克隆的中国明对虾 F̂KF7型丝氨酸蛋白酶抑制

剂基因"R1=M"J"0!T9ICFIf注册号为>g!&=="<#为基础!对其功能结构域进行序列比对和进

化分析%组织表达分析结果表明!该基因在血细胞&鳃和淋巴器官等组织中高水平表达!而在眼

柄&神经和肌肉中无表达%利用原核表达系统对该基因成熟肽区域成功进行了重组表达!纯化

后的目的蛋白最终得率为 %8@ JA.培养液%活性分析结果显示!复性后的Z/PD̂FKF7对鳗弧菌&

金黄色葡萄球菌&杀鲑气单胞菌&苏云金芽孢杆菌有明显的抑菌作用$

关键词! 中国明对虾% F̂KF7型丝氨酸蛋白酶抑制剂% 先天免疫% 重组表达% 抑菌活性

中图分类号! 1#&?% g?=@% g?=<'''''''文献标志码'-

''丝氨酸蛋白酶抑制剂#1B0$广泛存在于生物

有机体内"它们在消化&血液凝结&酚氧化酶原激

活系统&补体系统&免疫反应等多种生理过程中发

挥着重要作用"在这些过程中"1B0主要起着调控

丝氨酸蛋白酶#1B$活力的作用' 1B和 1B0一起

参与蛋白酶级联反应"如果蛋白酶的活力失去控

制"那么对细胞和机体都将是致命的"1B0在精确

调节蛋白酶活力方面发挥了重要作用"它们可以

防止蛋白酶的过量激活"从而避免宿主组织的自

身损伤' 其中 F̂KF7家族& Q̂IGUK家族&

#

D巨球蛋

白家族和19Z:GI家族被证明在免疫反应中发挥重

要作用(& ;!)

' F̂KF7型 1B0是 -̂l-.等(@)首次

发现胰蛋白酶抑制剂#B1S&$后命名的"它们是一

类低分子量的含一个到多个重复 F̂KF7结构域的

蛋白"典型的 F̂KF7结构域由 "% <̀% 个氨基酸残

基组成"其中 < 个半胱氨酸残基以 & ;"A$ ;@A!

;< 的模式形成 ! 对二硫键' 在第二个半胱氨酸

残基之后的第二个氨基酸位点被称为B& 位点"此

氨基酸则被称为 B& 残基(")

"该残基直接决定着

F̂KF7结构域的靶酶抑制特性'

目前"在不同的动物中已有部分 F̂KF7型

1B0被分离纯化"并研究了其结构和功能"如!!

个 F̂KF7型结构域构成的鸟类卵类粘蛋白

# 6Y6EQP6GR $

(<)

" 寄 生 虫 刚 地 弓 形 虫

#7-C-+0"&#" ;-)?''$中具有 @ 个 F̂KF7结构域的

SJB0D&"能够抑制胰蛋白酶"胰凝乳蛋白酶和弹

性蛋白酶的活性"对抗宿主肠道产生的消化性

蛋白酶(?)

"家蚕#E-#$2C#-.'$中发现了含有 !

个结构域的 F̂KF7抑制因子 CE1B0

(=)

"玻璃海鞘

#4'-)" ')5/&5')"0'&$中仅含有一个 F̂KF7型结构

域的胰蛋白酶抑制剂(#)

"海湾扇贝#:.;-+/15/)

'.."?'")&$中具有 < 个 F̂KF7结构域的 -01B0

($)

以及栉孔扇贝#4,0"#2&("../.'$的含十二个结构

域的抑制因子 4Ĥl1B0

(&%)

' 目前"在甲壳动物
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中也已报道了一些 F̂KF7型 1B0"发现存在于血

淋巴中的 F̂KF7D1B是主要的免疫防御系统调节

因子"推测它们在先天免疫系统中起着重要的

作用' 宽大太平螯虾#>"1'("&5"1%&0/)'%&1%0%&$

的血细胞中一个含有 @ 个 F̂KF7结构域的 1B0"

对胰凝乳蛋白酶和枯草杆菌蛋白酶有抑制作

用(&&)

%在斑节对虾#>/)"/%&#-)-?-)$的血细胞

中发现了一个含 " 个 F̂KF7结构域的抑制剂

1B0BE$"该抑制剂对枯草杆菌蛋白酶有抑制活

性"推测其可能在病原细菌的感染过程中发挥

免 疫 作 用(&$)

% 最 近 在 中 国 明 对 虾

#R/))/.-+/)"/%&1,')/)&'&$的肝胰腺中发现了

一个具有 # 个 F̂KF7结构域的抑制剂 #/P1B0D

&$"推测其不仅在病原微生物侵染时发挥作用"

而且也参与自身蛋白酶活力的调节(&!)

' 到目前

为止"围绕水生动物 F̂KF7型抑制剂虽然开展了

一些研究"但主要都是都集中在基因的克隆&组

织表达分析上"部分研究开始关注其生物学活

性"但对其精确功能和在免疫应答过程中的调

节机制研究尚不清楚"针对这方面的工作"通过

体外重组表达获得目的蛋白或者利用 +,-干

扰技术研究相关功能和调节机制都是较可行的

探索' 我们在前期工作中发现"特定存在于血

细胞中的 R1=M"J"0在转录水平参与由白斑综合

征病毒#mLGU9O:6UO[IRZ6E9YGZQO"_115$引发

的先天免疫应答过程(&@)

"本研究在此基础上分

析了该基因的结构域特点和组织表达特征"对

其成熟肽区段进行了重组表达研究"并对重组

蛋白的生物学活性和潜在功能进行了探讨"为

了解该基因在中国明对虾先天免疫应答过程中

的作用机制提供参考'

&'材料与方法

!"!#材料

实验动物"菌株"质粒''中国明对虾#体长

= &̀% PE$购于天津神堂水产育苗养殖有限公

司"实验前在水族箱中充气暂养 ? R"使其适应实

验室内养殖环境%菌株>2"F为本实验室保存"表

达菌株C.$&#>3!$:7[O1购于北京天根生化科技

有限公司%致病菌鳗弧菌&哈维氏弧菌&金黄色葡

萄球菌&杀鲑气单胞菌&苏云金芽孢杆菌由天津市

水产养殖病害防治中心提供%克隆载体 :]>&=DS

购自 SF̂F+F公司" 表达载体 :4+

%

S?A,S

S)B)

%

S-由中国科学院海洋研究所李富花研究

员馈赠'

试剂 ' ' S+0K67总 +,- 提 取 试 剂 盒

#0IYGUZ6J9I$%限制性核酸内切酶&S

@

>,-连接

酶&限制性内切酶&>,-]FZf9Z#SF̂F+F$%质粒

提取试剂盒及>,-凝胶纯化试剂盒&异丙基 ;C

;>;硫代半乳糖苷#上海生工生物工程有限公

司$%蛋白 ]FZf9Z#/9ZE9IUFO$%营养肉汤培养基

#北京双旋微生物培养基制品厂$%营养琼脂培养

基#北京双旋微生物培养基制品厂$%其它试剂均

为国产或进口分析纯产品'

仪器 ' ' B4+ 仪 # CG6D+FR $% CG6.6JGP

>Q6/76m层析系统#CG6D+FR$%恒温培养箱#上海

博讯实业有限公司医疗设备厂$%台式冷冻离心

机#3::9IR6ZH$%= EE外径牛津杯#上海黄海药检

仪器销售有限公司$'

!"$#总'()的提取与第一链*+()的合成

从健康的中国明对虾第一腹节基部腹血窦抽

取血淋巴"经离心获得血细胞' 另分离中国明对

虾的鳃&眼柄&肌肉&心脏&淋巴器官&肝胰腺&神

经&血细胞和肠道"迅速放入液氮中"各组织与获

得的血细胞一起参照 S+0K67说明书的方法提取

总+,-' 提取的总+,-经琼脂糖凝胶电泳与微

量核酸蛋白测定仪#CG6D+FR$进行定性和定量检

测" ;=% c保存备用' 以 $

$

.血细胞总+,-为

反转 录 模 板" :67[ # S$ 引 物 # -).B! "jD

TT44-4T4TS4T-4S-TS-4#S$&<#-A4AT$D

!j$为反转录引物"合成第一链P>,-'

!"%#<&7=$>$*基因R'H区的生物信息学分析

将预测的 R1=M"J"0成熟肽氨基酸序利用

C7FOUB工具#LUU:!

!

mmm8IPVG8I7E8IGL8J6Y$进

行同源比对分析"采用47QOUF7i和]3T-@8% 软

件对其进行多序列比较和聚类分析"系统树采用

,9GJLV6QZD(6GIGIJ方法构建'

!"&#组织表达分析

将中国明对虾 # 种组织的 +,-反转录成

P>,-"反应条件与上述相同' 以各组织P>,-为

模板扩增
!

="15')的部分序列"引物为
!

DFPUGIH#"jD

-TS-T44T444STTSSTS-T-4D!j$"

!

DFPUGIZ

#"jDSS4S44-STS4TS444-TSD!j$"反应条件!

#@ c预变性 @ EGI%#@ c变性 & EGI""= c退火 &

EGI"?$ c延伸 & EGI"$< 个循环%?$ c保温 &%

EGI' 用调整好的各个组织 P>,-模板量来扩增

##$#
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R1=M"J"0序 列 片 段" 引 物 为 /PD̂FKF7DH# "jD

--44---4T--T-STT4S4-D! $" /PD̂FKF7DZ

# "jDSST--SST-S4-4-STTST4-S-D!j$" 反

应条件!#@ c预变性 @ EGI%#@ c变性 & EGI""%

c退火 & EGI"?$ c延伸 & EGI"$< 个循环%?$ c

保温 &% EGI' B4+产物在 &8$d的琼脂糖凝胶上

进行电泳分析'

!",#<&7=$>$*的表达和纯化

表达载体的构建''据 R1=M"J"0#T9ICFIf!

>g!&=="<$序列和 :4+

%

S?A,SS)B)

%

S-表达载

体序列特征"设计原核表达引物 /PD̂FKF7D3H#"D

S--TT-S44--444SSTS4S4STT4S44TT-D! $

和 /PD̂FKF7D3Z#"D-T4--T4SS4T--SS4T444D

SS-S4--S-S444SS4SSS-S--4D!$"上游引物

"j端含E"#2

"

酶切位点"下游引物 "j端含F')?

(

酶切位点' 以 P>,-为模板进行 B4+反应"扩增

其基因成熟肽区域' 将测序正确的阳性克隆的质

粒与表达载体质粒 :4+

%

S?A,SS)B)

%

S-同时

用E"#2

"

和F')?

(

进行双酶切"琼脂糖凝胶电泳

回收酶切片段及表达载体质粒"并用S

@

>,-连接

酶连接"构建重组表达质粒 :4+

%

S?A,SS)B)

%

S-D̂FKF7"转化大肠杆菌C.$&#>3!$:7[O1感受态

细胞 #具体操作参照 :4+

%

S?A,SS)B)

%

S-

3\:Z9OOG6I ĜU$"将阳性克隆进行测序#北京华大基

因生物公司$'

重组蛋白的诱导表达和表达产物的初步分析

取 & E.保种菌体接入 $% E.新鲜的 .C培养液

中#含 &%%

$

JAE.氨苄青霉素$"!? c"$$% ZAEGI

培养至)>

<%% IE

达到 %8< %̀8= 时"取出 & E.未诱

导的菌液"其余的菌液在 !? c&$$% ZAEGI条件下

以终浓度为 & EE67A.的 0BST继续诱导培养 <

L"在 %8"&&&$&!&@&"&< L 分别取样#每次 & E.$"

将收集到的样品在 @ c"&% %%% ZAEGI 条件下离

心 " EGI"菌泥保存于 ;$% c待用' 在每个样品

中加 &%%

$

.上样缓冲液#& E67A.:2<8= SZGOD

247"&d溴酚蓝"%8&"@ J >SS"&%d1>1"&%d甘

油$处理"沸水浴裂解菌体"将收集到的样品进行

&$d 1>1DB-T3电泳检测"以确定蛋白的最佳诱

导时间'

胶内酶解与 .4D310D]1鉴定''将 1>1D

B-T3胶上的目的条带切下"利用胰蛋白酶进行

胶内酶解"取 $"

$

.酶解后的样品进行离子阱质

谱分析#.4g>34-iB

:7QO

]1"SL9ZE6/GZEGJFI"

*1-$"利用 CG6m6ZfO软件与 13g*31S数据库

进行比对'

重组蛋白的分离纯化及复性''!? c大量

培养保种菌体至 )>

<%% IE

为 %8< %̀8="加入终浓

度为 & EE67A.的 0BST诱导培养 " L 后"&% %%%

ZAEGI"@ c离心 &% EGI 收集菌体"按 & J 湿菌 &%

E.破碎缓冲液#含有 &d SZGU6IiD&%%"$ EE67A.

3>S-$的比例重悬菌体"冰浴超声破碎 ! 次' @

c"&% %%% ZAEGI离心 &% EGI收集包涵体%用包涵

体 洗 涤 液 # !%% EE67A. 4̂7" "% EE67A.

2̂

$

B)

@

"" EE67A.0EGIFK679"& E67A.*Z9F":2

=8%$洗涤 ! 次"得到初步纯包涵体' 上述洗涤获

得的包涵体溶于包涵体裂解液 # !%% EE67A.

4̂7""% EE67A. 2̂

$

B)

@

"" EE67A.0EGIFK679"=

E67A.*Z9F":2=8%$"置于振荡器上振荡 $% EGI"

@ c"&% %%% ZAEGI 离心 &% EGI"取上清"应用

CG6.6JGP>Q6/76m层析系统#CG6D+FR$对目的蛋

白体进行分离纯化"具体操作按照CG6D1PF79]GIG

:Z6HFIGU[ 0]-4操作手册进行' 分离纯化后的目

的蛋白置于处理好的透析袋中"依次放入含有 =&

<&@&$&&&% E67A.尿素的 SZGOD247缓冲液中#"%

EE67A.":2?8@$"每一梯度均在 @ c搅拌透析各

@ L"复性后冻干称重保存于;=% c'

!"D#重组蛋白的活性验证

菌悬液的制备''将抑菌实验所用 " 种菌株

于营养肉汤培养基 !" c培养 &$ L 使其活化"最

后用BC1缓冲液稀释成 " b&%

= 菌悬液备用'

重组目的蛋白 Z/PD̂FKF7溶液的制备''将

纯化冻干的蛋白用 BC1缓冲液溶解"稀释为 &%

$

JAE.和 "

$

JAE.待用'

向每个平板内倒入 &" E.营养琼脂固体培

养基"待培养基凝固后"取 "%

$

.菌液均匀涂布

于固体培养基上"每种指示菌设 ! 个重复' 每个

平板中放置 ! 个牛津杯#外径 = EE$"其中两个

分别加入质量浓度 &% 和 "

$

JAE.的重组蛋白

溶液 $%%

$

."另外一个加入 $%%

$

.BC1缓冲液

作阴性对照"置于 !" c恒温培养箱中培养 &$

L

(&" ;&<)

' 游标卡尺测量抑菌圈"计算平均值"进

行分析比较'

$'结果

$"!#<&7=$>$*基因R'H区*+()序列分析

R1=M"J"0基因)+/区全长 !#% V:"编码多肽

!#$#
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序列 &!%FF"其中信号肽区含 &@ 个 FF"成熟肽区

含 &&< 个 FF' 经 3\:FO[ 的 1]-+S分析其预测

氨基酸序列后"发现成熟肽中含有两个串联的

F̂KF7结构域 # /P1B0D>& 和 /P1B0D>$ $" 这是

F̂KF7型丝氨酸蛋白酶抑制剂家族成员的的典型

特征' /P1B0D>&#P值 e&8!?9

;&&

$始于第 $= 位"

终止于第 ?& 位"该结构域中具有完整 F̂KF7结构

域中的 < 个保守半胱氨酸"形成 ! 个二硫键#4

$#

D

4

"=

"4

!!

D4

"&和 4

@%

D4

?&

$%/P1B0D>$ #P值为 &8$$

9

;=

$始于第 ?< 位"终止于第 &$& 位"该结构域的 <

个保守半胱氨酸也形成 ! 个二硫键#4

??

D4

&%=

"4

=&

D

4

&%%和4

=#

D4

&$&

$' 在该序列中还预测到一些其它

的功能性位点"如过氧化物酶激活位点位点&蛋白

激酶4磷酸化位点等'

$"$#多序列比对分析

基于 C7FOUB结果将 R1=M"J"0成熟肽氨基酸

序列推断的两个 F̂KF7结构域与其它甲壳动物中

的 F̂KF7结构域进行比对"结果发现它们有一个

完全一致的序列标签(54TD\#@$DSh)#图 &$"将

甲壳动物中与 R1=M"J"0有较高同源性的 F̂KF7D

1B0做系统发生树#图 $$"分析它们之间的进化

关系"结果显示这些序列共聚为两组"分别来源于

血细胞和肝胰腺"两类 F̂KF7D1B0基因序列的特征

具有较明显差异'

$"%#<&7=$>$*在对虾各组织中的分布

利用半定量 +SDB4+方法分析了 R1=M"J"0

E+,-在不同组织中的表达特征#图 !$"从图中可

以看到该基因在血细胞&鳃和淋巴器官等富含血细

胞的组织中表达水平最高"在心脏&肠和肝胰腺中

也有一定的表达"而在眼柄&神经和肌肉中无表达"

这说明R1=M"J"0的表达具有一定组织特异性'

$"&#重组蛋白的表达与纯化

R1=M"J"0成熟肽的扩增及重组表达载体的构

建''根据R1=M"J"0的P>,-序列设计带有酶切

位点的引物"以含有 R1=M"J"0的质粒 /PD̂FKF7A

:]>&=DS为模板进行B4+扩增"获得含有其)+/

成熟肽的目的片段%回收片段"连入表达载体

:4+

%

S?A,SS)B)

%

S-后转化C.$&#>3!$:7[O1

感受态细胞"重组载体测序结果表明载体构建

成功'

重组蛋白的诱导表达和表达产物的初步分析

经0BST诱导后"1>1DB-T3检测重组目的蛋白

#Z/PD̂FKF7$的表达"Z/PD̂FKF7的表达与诱导时间

显著相关"加入终浓度为 & EE67A.的 0BST之

后"伴随着诱导时间的延长"蛋白的表达量显著增

加"当诱导到 " L 后表达量达到平台期"继续培

养"目的蛋白的表达量相对稳定"不再显著增加

#图 @$'

图 !#来源于甲壳动物V3 3̂@型抑制因子结构域的多序列比对

典型序列标签(54TD\#@$DSh)用方框标出'

H5I"!#W<@45C@:3@5I69:64;?>V3 3̂@24JC:;:856:C8?4:3;:56A5754?8=?9356;>8?9*8<;43*:36;

P6IO9ZY9R OGJIFUQZ9O9MQ9IP9(54TD\#@$DSh)GI F̂KF7R6EFGI FZ9EFZf9R GI UL9V6\8

$#$#



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

''' 水'产'学'报 !" 卷

图 $#<&7=$>$*与其它来源于甲壳动物的V3 3̂@型蛋白酶抑制剂进化树分析

图中包括来源于南美白对虾的 ,1B6@>I%来源于克氏原螯虾的 ,1>1@>I&&,1>1@>I$& ,+>1@>I! 和 ,+>1@>I@%来源于斑节对虾的

,+>#@>I&&,+>#@>I$&,1@>I>#$%来源于淡水螯虾的 ,1>0@>I&&,1>0@>I$&>0@>I!&>0@>I@ 和 >0@>I"%来源于中国明对虾的 R1=M"J"0&

,+R1@>I&&,+R1@>I$&,+R1@>I! 和 ,+R1@>I@' ,(树的构建基于]3T-@8% 软件"T9ICFIf号标注在图中' 组-中 F̂KF7D1B0来源于

血细胞"组C中 F̂KF7D1B0来源于肝胰腺"其中箭头标示为中国明对虾R1=M"J"0'

H5I"$#-AJ@?I:6:45*363@J;5;?>4A:<&7=$>$*M54A?4A:8*8<;43*:36;V3 3̂@24JC:56A5754?8;

F̂KF7DU[:9GILGVGU6ZOm9Z9QO9R HZ6EBH6"))"#/'# ,1B6@>I$">H10".G''# ,1>1@>I&",1>1@>I$",+>1@>I! FIR ,+>1@>I@$">H#-)-?-)

#,+>#@>I&",+>#@>I$ FIR ,1@>I>#$ $">H0/)'%&1%0%&# ,1>0@>I&" ,1>0@>I$">0@>I!">0@>I@ FIR >0@>I" $"RH1,')/)&'&#R1=M"J"0"

,+R1@>I&",+R1@>I$",+R1@>I! FIR ,+R1@>I@$8,(UZ99:Z6RQP9R V[ ]3T-@8% O6HUmFZ9"UL9T9ICFIf FPP9OOG6I IQEV9Z6H9FPL

GILGVGU6ZGOOL6mI GI UL9HGJQZ98SL9GILGVGU6ZOGI JZ6Q: -FZ9HZ6ELF9E6P[U9O"FIR UL9GILGVGU6ZOGI JZ6Q: CFZ9HZ6EL9:FU6:FIPZ9FO8R1=

M"J"0mFOEFZf9R mGUL UL9FZZ6m8

图 %#'02-.'方法检测中国明对虾不同

组织中<&7=$>$*的表达情况

]8]FZf9Z% &8鳃% $8眼柄% !8肌肉% @8心脏% "8淋巴器官% <8

肝胰腺% ?8神经% =8血细胞% #8肠'

H5I"%#'02-.'363@J;5;?><&7=$>$*

I:6::BC8:;;5?6>8?9=5>>:8:6445;;<:;?>

<"&4'313%'%

]8]FZf9Z% 7FI9&8JG77% 7FI9$89[9OUF7f% 7FI9!8EQOP79% 7FI9

@8L9FZU% 7FI9"86fF6ZJFI% 7FI9<8L9:FU6:FIPZ9FO% 7FI9?8

I9ZY9% 7FI9=8LF9E6P[U9O% 7FI9#8GIU9OUGI98

图 &#不同诱导时间对8H*2V3 3̂@

表达量的影响

H5I"&#QBC8:;;:=C8?>5@:?>8H*2V3 3̂@

=<856I =5>>:8:64459:3>4:87:56I

56=<*:=7J _-01

%#$#
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# 期 黄'明"等!中国明对虾 F̂KF7型丝氨酸蛋白酶抑制剂基因#R1=M"J"0$的重组表达及活性分析 ''

''质谱鉴定结果''重组蛋白经 1>1DB-T3

分离后"切下目的条带"利用 .4D310D]1进行分

析和鉴定' 用CG6m6ZfO软件与13g*31S数据库

进行 比 对 后 发 现" 中 国 明 对 虾 F̂KF7DU[:9

:Z6U9GIFO9GILGVGU6Z#T0=!<!=@"&$推导的氨基酸序

列中有 ! 条肽段与Z/PD̂FKF7蛋白完全匹配"序列

分别为 ;42.3,--41T.+;& ;5S/22-T+;

和ShB,.4>.3,>+,4,T0h51̂ #图 "$' 由此

可以判定"上述蛋白条带即为重组表达的目的蛋

白Z/PD̂FKF7"中国明对虾R1=M"J"0成熟肽成功地

获得了体外重组表达'

图 ,#重组蛋白#8H*2V3 3̂@$中与中国明对虾相匹配的 % 肽段#3&7和*$以及它们在中国明对虾

H*2V3 3̂@成熟肽氨基酸序列中的位置

F&P匹配肽段用下划线标出"方框中为 V匹配肽段"横坐标代表质核比"纵坐标代表离子强度'

H5I",#.A383*4:85;45*;C:*48<9?>4A:934*A:=C:C45=:>83I9:64;M54A<"&4'313%'%

F" V FIR POL6m9R UL9O:9PUZQEO6HEFUPL9R :9:UGR9 HZFJE9IUO6H ;42.3,--41T.+ ;" ;5S/22-T+ ; FIR ;

ShB,.4>.3,>+,4,T0h51̂ ;

SL9FVOPGOOFZ9:Z9O9IUOUL9IQP79FZEFOOZFUG6"UL96ZRGIFU9F\GOZ9:Z9O9IUOUL9G6IGPOUZ9IJUL8

''重组蛋白 Z/PD̂FKF7的纯化与复性''利用

,GD0>-技术对目的蛋白进行纯化"电泳检测显示

在 &=8@ fQ下方有单一条带"这与 Z/PD̂FKF7预测

分子量#&<8$" fQ$的结果相一致#图 <$"纯化的

目的蛋白复性后得率约为 %8@ JA.'

$",#重组蛋白8H*2V3 3̂@的活性分析

用牛津杯法验证重组表达的 Z/PD̂FKF7蛋白

对致病菌的抑菌活性"结果显示各受试平板的对

照组周围均未出现明显抑菌圈%当Z/PD̂FKF7质量

浓度为 "

$

JAE.时"对鳗弧菌&金黄色葡萄球菌&

&#$#
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杀鲑气单胞菌&苏云金芽孢杆菌有微弱的抑菌作

用%当抑制剂质量浓度达到 &%

$

JAE.时"对上述

@ 种菌有明显的抑菌作用"其中对鳗弧菌的抑制

作用最强#表 &$%但 &%

$

JAE.的重组蛋白对哈

维氏弧菌没有呈现出可见的抑制效果'

图 D#重组蛋白8H*2V3 3̂@的纯化

]8蛋白质分子量标记% &8未加入 0BST进行诱导的阴性对

照% $8加入0BST诱导 " L达的蛋白% !8纯化目的蛋白'

H5I"D#0A:C<85>5*345?6?>8H*2V3 3̂@

363@J;5;7J T+T2-)1Q

]8:Z6U9GI E679PQ7FZm9GJLUEFZf9Z% &8U6UF7:Z6U9GIO6HVFPU9ZGF

#I6IDGIRQP9R$% $8U6UF7:Z6U9GIO6HVFPU9ZGF#GIRQP9R H6Z" L$%

!8:QZGHGPFU9R UFZJ9U:Z6U9GI#Z/PD̂FKF7$8

表 !#牛津杯法测定8H*2V3 3̂@#!G

$

I[9]$

对 & 种致病菌的抑菌圈

037"!#)64573*4:853@*58*@:?>8H*2V3 3̂@?6>?<8N56=;?>

C34A?I:65*73*4:853 7J ?B>?8=C@34:3;;3J ;J;4:9

菌株 VFPU9ZGF7OUZFGI 直径AEERGFE9U9Z

鳗弧菌<'$.'- ");%'00".%# &"8@ a&8$

金黄色葡萄球菌 @5"+,20-1-11%&"%./%& &@8$ a&8<

杀鲑气单胞菌 :/.-#-)"&&"0#-)'1'?" &@8< a&8"

苏云金芽孢杆菌 E"1'00%&5,%.';'/)&'& &!8$ a%8<

!'讨论

长期以来"对丝氨酸蛋白酶抑制剂的研究一

直主要集中在脊椎动物上"但近些年来"参与无脊

椎动物重要生理过程的丝氨酸蛋白酶抑制剂也引

起了人们的关注"例如鲎的凝血级联反应(&?)和节

肢动物的先天免疫应答(&=)

' 在甲壳动物中"存在

于血淋巴中的 F̂KF7型丝氨酸蛋白酶抑制因子被

认为参与调控宿主的免疫防御反应或对抗入侵病

原微生物分泌的蛋白酶' 我们从中国明对虾血细

胞中克隆并得到了具有两个 F̂KF7结构域的丝氨

酸蛋白酶抑制剂"分析了该基因的组织分布特性"

并通过原核表达系统对该抑制剂的成熟肽进行了

重组表达和活性分析'

F̂KF7D1B0家族成员的结构中含有一个到多

个数目不等的 F̂KF7型结构域"利用不同的结构

域"它们可以同时抑制不止一个丝氨酸蛋白

酶(&#)

"包括抑制胰蛋白酶&胰凝乳蛋白酶&弹性蛋

白酶&凝血酶和类胰蛋白酶' 典型的 F̂KF7结构

域由约 "% 个氨基酸组成"其中含有 < 个半胱氨酸

形成 ! 个二硫键来稳定结构域的构型(")

' /P1B0D

>& 和 /P1B0D>$ 分别由 @@ 和 @< 个残基组成"都

具有形成 ! 个二硫键所需的完整的 < 个半胱氨

酸"在/P1B0D>& 和 /P1B0D>$ 中都有一个完全一

致的序列标签(54TD\#@$DSh)#图 &$"这段序列

非常典型"在各种生物的 F̂KF7D1B0中都是高度保

守的' 在 R1=M"J"0的两个结构域中 4[O的分布

具有相似的特征!4D\!D4D\<"?D4D\<DhD\!D4D\<"

?D4D\&$D4"在典型的 F̂KF7标签序列中#0IU9ZBZ6

P6R9!0B+%%$!"%$"这个同一的分布模式仅包括

4[O$D4[O" 之间的序列"即4D\?D4D\<DhD\!D4D\$"

!D4' 然而海葵的抑制剂在 4[O@D4[O" 之间有 <

个残基($%)

"来自其它对虾&螯虾&珊瑚以及我们克

隆得到的中国明对虾的 F̂KF7结构域都有一个类

似这样分布的标签序列 #4D\?D4D\<DhD\!D4D\<D

4$"表明这样一个结构在水生生物中普遍存在'

F̂KF7D1B0家族成员抑制蛋白是通过底物相

似机制和B& 位点的结构域特异性的方式进行的"

对 F̂KF7D1B0来说"B& 位点氨基酸是最重要的残

基"它决定着抑制剂对相关酶的抑制特异性($&)

'

通常" F̂KF7结构域的B7位点为精氨酸和赖氨酸"

抑制胰蛋白酶的活性%B& 位点为酪氨酸&脯氨酸&

甲硫氨酸&谷氨酸&亮氨酸或苯丙氨酸的抑制胰凝

乳蛋白酶的活性%B& 氨基酸残基是丙氨酸和丝氨

酸的抑制弹性蛋白酶活性%B7氨基酸残基是天冬

氨酸和苏氨酸的抑制蛋白酶 ^和枯草杆菌蛋白

酶的活性($$)

' 有些 F̂KF7结构域可能会缺乏其

预测的活力"如斑节对虾血细胞中具有 " 个 F̂KF7

结构域的1B0BE$"其第一个结构域的 B& 残基为

苏氨酸"推测其可能抑制枯草杆菌蛋白酶的活性"

但结果显示该结构域没有任何抑制作用($!)

' 推

断的R1=M"J"0两个结构域的 B& 残基分别为缬氨

酸和酪氨酸"预测可分别抑制枯草杆菌蛋白酶和

'#$#
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# 期 黄'明"等!中国明对虾 F̂KF7型丝氨酸蛋白酶抑制剂基因#R1=M"J"0$的重组表达及活性分析 ''

胰凝乳蛋白酶等"这说明该基因可能同时在作用

于病原感染和调节内生性蛋白酶方面具有重要功

能"然而它确切的功能和生物学活力需要进一步

的体外实验来验证'

对R1=M"J"0组织分布进行研究发现"该基因

在血细胞&鳃和淋巴器官中有高水平的表达"鳃和

淋巴器官中含有大量的血细胞或吞噬细胞"它们

在对虾#>.-1"#$".%&10".G''$的免疫防御过程中

具有重要的功能"丝氨酸蛋白酶抑制剂基因选择

性的高水平表达可能与其功能的发挥有一定联

系' 抑制剂基因也在心脏&肠和肝胰腺组织中有

一定水平的表达"这可能是由于渗透进这些组织

中的血细胞所导致的结果' 克氏原螯虾的 F̂KF7

型丝氨酸蛋白酶抑制剂 LPBP1B0$ 在血细胞中大

量表达"同时在心脏&鳃&肠中也有表达($@)

"这与

本实验的结果相似'

甲壳类动物病原菌主要为弧菌属&假单胞菌

属和气单胞菌属的一些细菌"如由弧菌&假单胞

菌&气单胞菌等引起的对虾的烂鳃病&红腿病和甲

壳溃疡病#褐斑病$等' 其中弧菌属的细菌是对

虾养殖过程中最为常见&危害最大的病原性细菌'

来源于水螅的具有 ! 个 F̂KF7结构域的抑制剂

F̂KF7$ 具有很强的杀灭金黄色葡萄球菌的能

力($")

%在克氏原螯虾血细胞中克隆到的 LPBP1B0&

和 LPBP1B0$ 抑制枯草芽孢杆菌和苏云金芽孢杆

菌的生长($@"$<)

"本研究经重组表达获得的对虾

Z/PD̂FKF7对鳗弧菌&金黄色葡萄球菌&杀鲑气单

胞菌&苏云金芽孢杆菌有一定的抑菌作用"其中对

致病菌鳗弧菌的抑制作用最强"说明 F̂KF7型蛋

白酶抑制剂在对虾抗细菌侵染的免疫反应中发挥

着重要的作用"对 R1=M"J"0调控机体先天免疫应

答通路的深入研究正在进行中"这些工作有望为

深入了解对虾免疫应答机制和开展对虾病害防治

研究提供重要的理论参考'

本研究工作得到了中国科学院海洋研究所相

建海研究员和李富花研究员的大力支持和帮助!

在此表示诚挚的感谢#
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