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摘要! 为研究红笛鲷免疫防御相关基因的作用机理和调控机制!实验应用 24%&末端快速扩

增技术#?:D;B :9D0;Q;2:3;/C /Q24%& >CBA!$&-,$ 成功克隆了红笛鲷组织相容性复合物

")

#4@-

")

$抗原基因的全长 24%&序列!4@-

")

的全长序列为 1 /09 JD!编码 /67 个氨

基酸残基" 8'&*M分析显示!红笛鲷 4@-

")

与其他已知物种 4@-

")

基因的最高同源性

为 ;7S" 构建的系统进化树显示!红笛鲷 4@-

")

与石斑鱼等 4@-

")

亲缘关系较近"

$>:073;9>6-$分析表明!4@-

")

在头肾中的最大表达量出现在哈氏弧菌 Z!2820 诱导后 0 =

16 I 内&构建的重组表达质粒 D,M/3:74@-

")

经 )6MF诱导后在大肠杆菌 8'31#4,/$中获

得了正确表达" 将纯化后的重组蛋白与佐剂混合后免疫新西兰纯种大白兔制备多克隆抗体"

,')*&检测显示!所获得的兔抗血清效价约为 1>72 222" W>A3>?C J0/3检测发现!本实验制备

的抗血清能特异性地与重组蛋白发生抗原抗体反应"

关键词! 红笛鲷& 主要组织相容性复合物
")

#4@-

")

$& 原核表达&克隆& 24%&末端快速

扩增技术#$&-,$

中图分类号! K8;0& *918174444444 4文献标志码'&

4 4 主 要 组 织 相 容 性 复 合 物 # 9:[/?

I;A3/2/9D:3;J;0;3@ 2/9D0><"H+-$是广泛存在于

脊椎动物体内的与免疫功能密切相关并编码免疫

球蛋白样受体的高度多态性的基因群
&1'

( 根据

其编码产物的结构和功能"目前 H+-家族主要

被分为 / 类!

"

类基因区,内含经典 &%8%-基因

座和新近确定的非经典基因座 ,%(%F%+等)

(

类基因区,包括 46%4K%4$%4%%4"和 4H 0

个亚区)

'

类基因区,位于
(

类与
"

类基因区之

间"内含众多编码补体成分和其它血清蛋白基因"

主要产物为 -7%-Z%8因子%M%(

)

%M%(

!

和热激

蛋白 82 等( 鱼类 4@-基因也是由
"

类区%

(

类

区和
'

类区组成"目前"对 4@-

"

类和
(

类研究

较多(

4@-

"

是一个非共价结合的异源二聚体"它

由一个约 76 L= 的
)

链和约 13 L= 的
!

3

7微球蛋白

组成
&3'

( 4@-

")

能在有核细胞中进行表达并

递呈内源性抗原到细胞毒性 M淋巴细胞( 重链

4@-

")

是由先导肽%胞外结构域 #

)

1%

)

3 和

)

/$%跨膜结构域和胞质区组成( 然而"有研究结

果认为"可溶性 4@-

")

类蛋白无跨膜区的存

在
&/'

( 基因组研究表明"硬骨鱼基因组的拷贝数

#从 / 至 18$是可变的"就像 &1 和 &3 间的肽结

合区#68$$的多态性
&7 50'

( 在基因层面"4@-

"

的表达#无论是 4@-

")

链或
!

37微球蛋白$可

能会受到物理因素#如温度$%微粒抗原#病毒%细

菌等$或内源可溶性蛋白 #细胞因子"生长因子

等$的影响
&3"8 511'

(
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红笛鲷 #C2.D&)233&)#2"),23$"又名红鱼"是

中国南方沿海的重要经济鱼类之一( 近年来"海

南%湛江等地养殖水域的红笛鲷频繁爆发由哈氏

弧菌#E"?+"* /&+F,$"$引发的烈性传染疾病"给养

殖户带来巨大经济损失( 然而"有关红笛鲷免疫

防御机制"特别是分子免疫防御机制和免疫相关

功能基因的研究只有零星报道
&13 510'

( 本研究在

红笛鲷头肾消减 24%&文库的基础上成功克隆了

4@-

")

基因的全长 24%&序列并进行了 ?>:07

3;9>6-$分析及多克隆抗体的制备"这对探讨红

笛鲷免疫防御相关基因的作用机理和调控机制具

有重要意义"为进一步改善红笛鲷的抗病力和免

疫防御能力的研究打下坚实基础(

14材料与方法

!"!#红笛鲷的暂养

实验用红笛鲷采集自湛江港某鱼排"质量 32

E 左右"健康%有活力( 充氧运至实验室后暂养于

含 ;2 =122 '沙滤海水的水族箱中"每箱 ; 尾"水

温#36 ?1$T( 每日投喂小杂鱼肉糜 3 次"日换

水量为 /2 '左右( 暂养 8 B 后用于实验研究(

!"$#哈氏弧菌培养及感染

哈氏弧菌 Z!2820 菌株 #'4

62

为 813 <12

6

-(#5E$于 M*8#3S %:-0$培养基中 3; T振荡

#132 ?59;C$培养 1; I 后离心收集菌体( 根据平

板涂布测定的细菌浓度"将细菌用无菌 68*稀释

为 1 <12

8

59'( 感染实验采用腹腔注射法"实验

组红笛鲷每尾注射 211 9'上述浓度哈氏弧菌菌

液"对照组每尾注射 211 9'无菌68*( 注射后放

回原箱正常投喂养殖(

!"7#红笛鲷头肾及各组织样品的总 =G9提取

在哈氏弧菌 Z!2820 感染 /%0%9%16%37%/0 及

7; I 时用浓度为 72 9E5'的丁香酚将红笛鲷麻

醉后采集头肾组织"感染 16 I 时采集胸腺%肝脏%

脾脏%肌肉%脑%肠和心脏 8 组织"每个时间点采集

6 尾红笛鲷( 组织采集量每尾约 122 9E"按照

M?;P/0试剂盒#)CN;3?/E>"#*&$提供的方法提取总

$%&"用 4%:A>

"

#M:G:$:"!:D:C$对提取的总

$%&进行消化处理以消除基因组 4%&的残留"

最后 112S的琼脂糖凝胶电泳检测其完整性( 合

并每一个时间点提取的同组相同组织的 6 管总

$%&作为一个样本用于实时荧光定量 6-$

分析(

!">#()*

"$

基因全长 DBG9序列克隆

使用 6R5/R$&-,G;3"3CB F>C>?:3;/C 试剂盒

#$/2I>"F>?9:C@$进行 4@-

")

基因 6R和 /R

24%&末端的快速克隆(

/R$&-,44根据 24%&文库信息设计一条

特 异 性 引 物 (1" 序 列 为 6R7F-MF&&F&&7

FM&MFMF-&FM&M7/R( 按照试剂盒操作手册"

用引物 /0;E/7BM将头肾总 $%&反转录为 24%&

第一链后以 (1 为上游引物"以试剂盒自带的锚定

引物为下游引物进行 6-$扩增( 6-$反应条件

为 97 T预变性 7 9;C)97 T 76 A"6; T /2 A"83

T 112 9;C"/2 个循环)83 T延伸 8 9;C( 112S

琼脂糖凝胶电泳检测 6-$产物( 目标条带回收

纯化后与 DH41;7M载体#M:G:$:"!:D:C$7 T连

接过夜"转化到感受态大肠杆菌 # 73'/,+"'/"&

'*1"$4+6

)

"利用 H1/ 引物进行 6-$检测后将阳

性克隆送至上海生工生物有限公司测序(

6R$&-,44根据已知的 4@-

")

基因 /R

端片段设计 / 条特异性引物 $1%$3%$/ 用于 6R端

$&-,( 利用引物 $1 # 6R7F-&MM-&FF&-M-M7

FF&MM-&FMM7/R$将总 $%&反转录为 24%&第

一链"纯化并 6/0@ &加尾后用于 6R端的扩增( 首

轮 6-$ 以 /0;E/7BM为 上 游 引 物" 以 $3 # 6R7

-MM-FMMFFM--MF&M-M-MF-M7/R$为下游引

物进行扩增( 6-$反应条件为 97 T预变性 7

9;C)97 T 76 A"63 T /2 A"83 T 1 9;C"/2 个循环)

83 T延伸 8 9;C( 次轮6-$以 32 倍稀释后的首轮

6-$产物为模板"以 /0;E/7BM锚定引物为上游引

物"以 $/#6R7M-M--&M-MMM--M--&F&&-&F7

/R$为下游引物进行扩增( 6-$反应条件为!

97 T预变性 7 9;C)97 T 76 A"60 T /2 A"83 T

1 9;C"/2 个循环)83 T延伸 8 9;C( 切胶回收目

的产物"克隆转化后送至上海生工生物有限公司

测序(

!"F#生物信息学分析

应用 8'&*M程序进行序列同源性比对和相

似性分析)用 4%&H&% 61313 软件进行序列拼

接)开放阅读框#"$($的确定以及氨基酸序列的

翻译采用 F>C>3@< 8 软件)信号肽序列及跨膜结

构域的预测分别使用 *;EC:06 /12 *>?N>?和

MH+HH *>?N>?N1312( 在线软件 6?>B;236?/3>;C

查询各功能位点( 应用 -0=A3:07$:;CB@ 软件进行

序列的多重比对)使用 H,F& 7 软件"以邻接法

/;71
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#%>;EIJ/?7!/;C;CE"%!$构建系统进化树( 在线软

件 6*"$M))6?>B;23;/C 预测蛋白的亚细胞定位(

!"H#()*

"$

基因表达的实时荧光定量 (?=

分析

按 *X8$6?>9;< ,< 5&6

MH

#M:G:$:"!:D:C$

试剂盒说明书应用&8)8/22 ?>:073;9>6-$*@A3>9

#&DD0;>B 8;/A@A3>9A"#*&$完成荧光定量 6-$分

析"每一样本做 / 平行对照(

使用 6?;9>*2?;D3$>N>?A>M?:CA2?;D3:A>试剂

盒 # M:G:$:" !:D:C $ 将总 $%& 反转录为一链

24%&"1>6 =1>32 倍稀释后用于荧光定量 6-$

分析( 实验使用的内参基因
!

=&'.") 序列由广东

省水产经济动物病原生物学及流行病学重点实验

室提 供" 序 列 分 别 为
!

(1 # 6R7FM-&MFMFF7

&M-&F-&&F-&FF&7/R$和
!

$1#6R7-F---F7

&FMFMFM&MF&F&&&MF7/R$"产物大小为 110

JD)4@-

")

基因特异性引物序列分别为 (6#6R7

FF&--&M-&-M&F-F&&-M-&MM7/R$ 和 $6

#6R7& FF-MF&F&F -&&&-MMFF M-MF7/R$"

产物大小为 120 JD( 62

$

'反应体系中包含 36

$

'3 <*X8$6?>9;< ,< 5&6"上下游引物各 1

$

'

#12 99/05'$"33

$

'稀释后的模板"1

$

'62 <

$"Y$>Q>?>C2>4@>#M:G:$:"!:D:C$( 6-$反应

条件为 97 T预变性 7 9;C)97 T 32 A"6; T 32 A"

83 T 32 A"72 个循环(

!"N#数据统计与分析

应用荧光定量 6-$仪自带软件 8 /22 *@A3>9

*4**/Q3U:?>"采用 3

5

**

-3

法自动进行目标基因表

达效率分析"根据每一样本表达效率的计算结果"

取 / 个平行对照结果的平均值绘制树形图)应用

*6**1112 Q/?W;CB/UA软件对获得的实验数据

进行 &%".&单因素方差分析和 M=L>@ +*4多

重比较"检验不同组间目标基因的表达差异"以

G@2126 作为显著性差异(

!"I#重组质粒 6K%7$&<()*

"$

的构建

设计一对在 6R端和 /R分别加入 %&:+

"

和

8&1

"

酶切位点的引物 #)(和 )$$扩增 4@-

")

的 开 放 阅 读 框( )( 和 )$ 序 列 分 别 为

6R7-F-FF&M--&MFF-MM-FMFMMM&&FMM7/R

#%&:+

"

$ 和 6R7&-F-FM-F&-MM&MFFM&FM

F&F&F&F-7/R#8&1

"

$( 6-$反应条件为 97 T

预变性 7 9;C)97 T 76 A"02 T 76 A"83 T 116

9;C"/2 个循环)83 T 延伸 8 9;C( 切胶回收目的

产物"克隆转化后送至上海生工生物有限公司测

序( 构建的重组质粒命名为 DH41;74@-

")

(

D,M/3:# A$ 表 达 载 体 质 粒 及 重 组 质 粒

DH41;74@-

")

分别接种于 &9D

A

5'8液体培

养基中扩大培养( 离心回收菌体后利用 *:C6?>D

柱式质粒 4%&小量抽提试剂盒 #上海生工生物

有限公司$提取表达质粒及重组质粒( 提取的

D,M/3:# A$质粒及 DH41;74@-

")

重组质粒

经琼脂糖凝胶电泳检测后使用限制性内切酶

%&:+

"

和 8&1

"

#%,8"#*&$进行双酶切 0 I"

切胶回收目的条带( 利用 M

7

连接酶 # %,8"

#*&$将双酶切后的质粒 D,M/3:# A$与双酶切

后的 6-$产物于10 T连接过夜( 最后将连接产

物转化 4+6

)

"将阳性克隆接种于 &9D

A

5'8液

体培养基中扩大培养并进行重组质粒提取"将获

得的重组质粒转化至感受态 8'31 #4,/ $"6-$

确认的阳性克隆进行测序并提取重组质粒双酶切

以进一步确认重组质粒的正确性( 构建的表达重

组质粒命名为 D,M/3:74@-

")

(

!"O#融合蛋白的诱导表达

接种阳性克隆菌液于 &9D

A

5'8液体培养基

中"/8 T"322 ?59;C 培养过夜"次日按 1>122 的

比例接种到新鲜的 &9D

A

5'8液体培养基中"于

/8 T 322 ?59;C 培养至 "4

022

为 217 =210 时"添

加 )6MF至终浓度为 218 99/05'"于 /8 T继续震

荡培养"0 I 后取 1 9'菌液 12 222 ?59;C 离心 1

9;C 收集沉淀( 菌体 68*重悬后超声破碎并

*4*76&F,电泳检测目的蛋白(

!"!P#Q,-3,).'103

使用蛋白转印装置将 *4*76&F,分离的重

组蛋白转移至硝酸纤维素膜上( 以 07+;A-M:E

单克隆抗体为一抗"+$67标记的羊抗鼠 )EF为二

抗进行 W>A3>?C J0/3分析"4&8显色"BB+

3

"终止

反应"拍照( 其中"以导入重组质粒的 8'31 为实

验组"以未导入重组质粒的 8'31 为对照组(

!"!!#()*

"$

基因在大肠杆菌中表达条件的

优化

在 )6MF浓度为 211%217%218 和 112 99/05'

条件下于 /8 T诱导 0 I"分别离心收集菌体并超

声破碎进行 *4*76&F,分析(

在 10%3; 和 /8 T条件下#)6MF浓度为 218

999/05'$诱导 0 I"分别离心收集菌体并超声破

碎进行 *4*76&F,分析(

7;71
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)6MF浓度为 218 999/05'时"/8 T条件下

诱导 3%7%0%;%12 及 13 I 分别离心收集菌体并超

声破碎进行 *4*76&F,分析(

!"!$#重组蛋白的纯化及浓度测定

将重组质粒培养至 "4

022

为 217 =210"按照

优化的诱导条件诱导后离心收集菌体"菌体超声

破碎后提取重组蛋白( 利用 +;AM?:D +62/0=9C

#F,I>:03I"#*&$进行重组蛋白的纯化( 其中咪

唑的洗脱浓度分别为 /2%02%92%132%162%322%362

和 /22 99/05'( 最后将收集到的蛋白进行 *4*7

6&F,分析(

蛋白质浓度按照 G7222 8?:BQ/?B 蛋白质定量

测定试剂盒#博彩"上海$说明书进行测定(

!"!7#多克隆抗体的制备及效价检测

利用新西兰纯种大白兔制备多克隆抗体( 7

只实验兔分为两组采用皮下多点注射法进行免

疫"每点注射约 213 =217 9'( 一组采用佐剂乳

化抗原免疫"每只兔子每次免疫约 622

$

E 重组蛋

白)另一组为对照组"采用同样方法注射无菌

68*( 实验组首次免疫使用重组蛋白与弗氏完全

佐剂#*;E9:"#*&$的乳化物"首次免疫 13 B 后用

重组蛋白与弗氏不完全佐剂的乳化物进行 6 次加

强免疫"免疫间隔期为 8 B( 0 次免疫后第 6 天停

止喂食#只喂水$"13 I 后通过颈动脉采血( 将装

有血液的瓶子室温放置 3 I 待其凝固后置 7 T过

夜让血块收缩)次日 7 T 7 622 ?59;C 离心 12

9;C"无菌操作吸出血清"分装后置 5;2 T保存

备用(

采用酶联免疫吸附法 #,')*&$测定血清效

价( 一抗为本实验制备的兔抗血清"二抗为 +$6

标记的羊抗兔 )EF#博士德"武汉$( 终止显色后

在酶标仪上读出
"

B762 C9 处的 "4值"用

*3=B>C3.A.73>A3统计显著性差异( 抗体滴度根据

65%值来确定( 65%B#待检血清的 "4

762

5空白

对照的 "4

762

$ 5#阴性血清的 "4

762

5空白对照的

"4

762

$( 当 65%C311 时抗血清的最高稀释倍数

为其最终抗体滴度( 数据以平均数 ?标准差

表示(

!"!>#抗血清免疫反应性检测

基于纯化的重组蛋白利用 W>A3>?C J0/3技术

检测本实验制备的抗血清的免疫反应性( 将实验

组和对照组抗血清分别用 2121 9/05'无菌 68*

# D+B817$稀释 1 222%3 222 和 / 222 倍后作为一

抗"以 +$6标记的羊抗兔 )EF作为二抗进行

W>A3>?C J0/3分析( 最后加入 4&8显色至有清晰

的目标蛋白带出现"用 BB+

3

"终止反应"拍照(

34结果

$"!#()*

"$

基因全长 DBG9序列的克隆

利用引物 (1 进行 /R$&-,获得了 821 JD 的

4@-

")

抗原基因 /R端 24%&序列( 利用引物

$1%$3 和 $/ 进行 6R$&-,获得了 ;30 JD 的

4@-

")

基因 6R端24%&序列)4%&H&%61313

软件对 /R和 6R端序列进行拼接得到 1 /09 JD 的

4@-

")

基因全长 24%&序列( F>C8:CL 数据

库登录号为 &4Y21/7911(

$"$#()*

"$

抗原基因序列特征分析

4@-

")

基因 24%&序列全长为 1 /09 JD"

包含一个能编码 /67 个氨基酸的 1 203 JD 的开发

阅读框( 软件预测其编码的氨基酸分子量为

/919 L="理论等电点为 6136( 另外"4@-

")

的

6R非编码区##M$$为 117 JD"/R#M$为 192 JD)软

件预测的 %7糖基化位点#%KMF$%酪氨酸激酶磷

酸 化 位 点 # $&M,4$&4X$ 和 酰 胺 化 位 点

#4FGG$分别位于位点 126 =12;%82 =8; 和 382

=383 处( 此外"还有 7 个蛋白激酶 -磷酸化位

点%3 个 %7肉豆蔻酰化位点和 3 个酪蛋白激酶
(

磷酸化位点存在于氨基酸序列中( 整体上看

4@-

")

变异较大"特别是在 -端#图 1$(

$"7#()*

"$

基因的生物信息学分析

8'&*M分析显示"红笛鲷 4@-

")

与其他

硬骨鱼的 4@-

")

具有较高的同源性( 4@-

"

)

的核苷酸序列及氨基酸序列与已公布的其他物

种 4@-

" )

的最高同源性为分别为 ;7S和

09S( 多重比较证实"4@-

")

变异较大 #图

1$"特别在 -端区域( 软件预测显示"红笛鲷的

4@-

")

不仅具有信号肽序列"还具有跨膜结构

域( 根据不同物种 4@-

")

氨基酸序列构建的

系统进化树显示#图 3$"红笛鲷 4@-

")

与鼓眼

鱼 # 8&)0,+ F".+,23$ 及 石 斑 鱼 # 7!"),!/,123

'*"*"0,3$的 4@-

"

亲缘关系较近( 另外"4@-

")

在细胞上不同位置分布的几率分别为内质网

#7717S$"高尔基体#//1/S$"质膜#3313S$(

6;71
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图 !#红笛鲷 ()*

"$

氨基酸序列与其它已知 ()*

"

氨基酸序列多重比对

物种名称及 F>C8:CL 登录号分别为斜带石斑鱼"&-Z9868111)鼓眼鱼"&&'1171311)智人"%6D22163311)大鼠",4H2961/11(

*

"

+ 指示相同的氨基酸残基(

;*8"!#JC13*61,&1*8.+,.3-0E34,2,2CD,2&+*.0 &D*2-,RC,.D,-0E

4C+64,&2-.&66,)()*

" $

L*34()*

"

0E034,)-6,D*,-

MI>F>C8:CL :22>AA;/C C=9J>?A/Q3I>4@-

"

A:?>:AQ/00/UA!7!"),!/,123'*"*"0,3"&-Z9868111) 8&)0,+F".+,23"&&'1171311)

@*:* 3&!",)3"%6D22163311) <&..23)*+F,#"'23",4H2961/11) )B>C3;2:0?>A;B=>A:?>9:?L>B U;3I *

"

+1
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图 $#以 GS 法构建的 ()*

"

家族成员核苷酸序列系统进化树

物种名称及 F>C8:CL 登录号分别为!鼓眼鱼"&&'1171311)青
!

"8&!2839/11) 赤点石斑鱼 &8Y;263/11) 金头鲷"&88272;811)

斜带石斑鱼"&-Z9868111) 吕宋青
!

"&-%7918711) 恒河青
!

"&-%6/70711) 牙鲆"8&41/ /0;11) 大菱鲆"&8H9390311) 汉斯孔

雀鲷"&&4/8;1311) 三棘刺鱼"&8%17/6;11) 大西洋鲑"&&%8611/11) 智人"%6D 22163311) 黑猩猩"-&-/738711) 大鼠"

,4H2961/11) 黄牛"%6D22118833811(

;*8"$#964M108,.,3*D3),,0E()*

"

E&+*1M +,+',)-D0.-3)CD3,2L*3434,G,*84'0C)<S0*.*.8 +,3402

MI>AD>2;>AC:9>A:CB 3I>F>C8:CL :22>AA;/C C=9J>?A:?>:AQ/00/UA! 8HF".+,23"&&'1171311) IH1&."!,3"8&!2839/11) 7H&J&&+&"

&8Y;263/11) 8H&2+&.&" &88272;811) 7H'*"*"0,3" &-Z9868111) IH12K*),)3"3" &-%7918711) IH0&)',)&" &-%6/70711) GH

*1"F&',23"8&41/ /0;11) GH:&B":&"&8H9390311) AH/&)3?&,)3'/""&&4/8;1311) LH&'21,&.23"&8%17/6;11) 8H3&1&+"&&%8611/1

1) @H3&!",)3"%6D22163311) GH.+*#1*0$.,3"-&-/738711) <H)*+F,#"'23",4H2961/11) %H.&2+23"%6D221188338111

$">#()*

"$

基因的表达分析

实时荧光定量 6-$分析结果显示"在实验组

和对照组中都能检测到 4@-

")

9$%&的表达(

在头肾中"4@-

")

的表达上调开始发生在哈氏弧

菌 Z!2820 感染后的 / =0 I 内"在感染后 9 I 左右

达到最大值"接着开始下调#图 /$( *6**分析显

示"4@-

")

在感染后 16 =7; I 内的表达水平与对

照组的表达水平差异显著#G@2126$"在 0 I 和 9 I

时达到差异极显著水平#G@2121$( 不同组织中

4@-

")

9$%&表达情况分析显示"在感染后

16 I"4@-

")

在脾脏中的表达量最大"其次为头

肾)在脑组织中表达量最小#图 7$(

$"F#()*

"$

双酶切及表达载体的构建

重组质粒 DH41;74@-

")

和 D,M/3:74@-

")

双酶切产物大小相符#图 6$"且双向测序未

发现 4@-

")

有错配%易位或突变"这表明重组

表达质粒 D,M/3:74@-

")

构建成功(

图 7#哈氏弧菌 TSPNPH 感染不同时间红笛鲷头肾中

()*

"$

+=G9的表达变化

"

表示在 2126 水平上差异性显著 #G@2126 $ )

""

表示在

2121水平上差异性显著#G@2121$ (

;*8"7#%4,+=G9,56),--*0.1,/,10E()*

"$

*.

4,&2U*2.,M &32*EE,),.33*+,60*.3-&E3,)

+,-&./0$"TSPNPH D4&11,.8,

"

9>:CAA;EC;Q;2:C3B;QQ>?>C2>A:32126 0>N>0#G@2126$ )

""

9>:CAA;EC;Q;2:C3B;QQ>?>C2>A:32121 0>N>0#G@2121$1

8;71
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图 >#哈氏弧菌 TSPNPH 感染 !F 4后各组织中

()*

"$

+=G9的表达差异

11头肾"31脾"/1胸腺"71肝脏"61脑"01肠"81肌肉";1心脏(

;*8">#%4,,56),--*0.1,/,10E()*

"$

+=G9*.

2*EE,),.33*--C,-&334,3*+,60*.30E!F 4

&E3,)+,-&./0$"TSPNPH D4&11,.8,

11I>:B L;CB>@" 31AD0>>C" /13I@9=A" 710;N>?" 61J?:;C" 01

;C3>A3;C>"819=A20>";1I>:?31

$"H#()*@

$

基因的原核表达

D,M/3:74@-

")

重组质粒可以表达分子量

约 02 L= 的融合蛋白"其中 4@-

")

的预计分子

量为 /919 L=" D,M/3:表 达 的 融 合 标 签 为

3213 L="所以图07:中显示的融合蛋白的分子量

为 0211 L=)+;A-M:E 单克隆抗体进行 W>A3>?C

J0/3检测也表明 4@-

")

抗原基因成功表达#图

07J$(

图 F#重组质粒 6JB!I<()*

"$

和

6K%7$&<()*

"$

双酶切鉴定结果

H19:?L>?)11重组质粒 DH41;74@-

")

双酶切鉴定结果)31

重组质粒 D,M/3:74@-

")

双酶切鉴定结果(

;*8"F#%4,),-C13-0E,.VM+,),-3)*D3*0.0E34,

),D0+'*.&.361&-+*26JB!I<()*

"

&.26K%7$&<()*

"$

H14%& 9:?L>?) 113I>?>A=03/Q>CP@9>?>A3?;23;/C /Q3I>

?>2/9J;C:C3D0:A9;B DH41;74@-

")

) 313I>?>A=03/Q>CP@9>

?>A3?;23;/C /Q3I>?>2/9J;C:C3D0:A9;B D,M/3:74@-

")

1

图 H#6K%7$&<()*

"$

在大肠杆菌中表达的 WBW<(9:K分析#&$和

用 X*-%%&8 单克隆抗体进行 Q,-3,).'103分析#'$

#:$11D,M/3:74@-

")

未诱导)3 =61D,M/3:74@-

")

的诱导表达)# J$&1空白对照的 W>A3>?C J0/3结果)81融合蛋白的 W>A3>?C

J0/3结果( H1蛋白分子量标准(

;*8"H#WBW<(9:K#&$&.2Q,-3,).'103&.&1M-*-#'$0E6K%7$&<()*

" $

,56),--,2*.1,'23"YZ$!

#:$11D,M/3:74@-

"

U;3I/=3)6MF;CB=23;/C) 3 561D,M/3:74@-

"

;CB=2>B U;3I )6MF)# J$&1U>A3>?C J0/3/Q2/C3?/0)81W>A3>?C

J0/3/Q?>2/9J;C:C3D?/3>;C1H1D?>A3:;C>B D?/3>;C 9:?L>?1
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$"N#融合蛋白 ()*

"$

抗原基因在大肠杆菌

中表达条件的优化

通过对诱导时间%温度%)6MF浓度的优化"最

终确定融合蛋白 D,M/3:74@-

")

在大肠杆菌

中最佳诱导表达条件为 211 99/05')6MF"3; T

条件下诱导 12 I"且以包涵体的形式存在(

$"I#重组蛋白的纯化及定量

在优化的表达条件下诱导重组蛋白表达"采

用亲和层析法纯化融合蛋白( 用不同咪唑浓度的

缓冲液洗脱"收集各步洗脱液电泳检测"电泳结果

见图 8( 图中可以看出 132 99/05'咪唑洗脱#第

7 泳道$纯化效果最佳( 收集 132 99/05'咪唑洗

脱液"用 G7222 8?:BQ/?B 蛋白质定量试剂盒测定

蛋白浓度"融合蛋白浓度约为 622

$

E59'(

图 N#融合蛋白纯化产物的 WBW<(9:K分析

1 =;1分别用咪唑浓度为 /2%02%92%132%162%322%362 和 /22

99/05'的洗脱液进行洗脱的效果( H1蛋白分子量标准(

;*8"N#(C)*E*D&3*0.6)02CD30EEC-*0.6)03,*.

&.&1MV,2'M WBW<(9:K

1 5;1MI>?>A=03A/Q>0=3;/C U;3I 3I>;9;B:P/0>2/C2>C3?:3;/C /Q

/2"02"92"132"162"322"362 :CB /22 99/05'1H1D?>A3:;C>B

D?/3>;C 9:?L>?1

$"O#兔抗 ()*

"$

多克隆抗体效价测定

在第 0 次免疫后的第 6 天"通过颈动脉采血"

每只兔获得血液约 82 9'"最后得到血清约为

72 9'( 用 ,')*&检测效价发现"4@-

")

产生

了高效价的抗体"效价约为 1>72 222(

$"!P#融合蛋白的免疫反应性

W>A3>?C J0/3分析发现"4@-

")

兔抗血清

能与诱导表达的 02 L= 的重组蛋白发生抗原抗体

反应"在 02 L= 处有印迹带"对照组的抗血清不能

与 02 L= 带发生反应#图 ;$(

图 I#融合蛋白的免疫印迹

H1蛋白分子量标准)11实验组抗血清与融合蛋白反应结果)

31对照组抗血清与融合蛋白的反应结果(

;*8"I#Q,-3,).'103&.&1M-*-0EEC-*0.6)03,*.

H1D?>A3:;C>B D?/3>;C 9:?L>?) 11$>:23;/C ?>A=03AJ:A>B /C 3I>

:C3;A>?=9 /Q3>A3E?/=D :CB 3I>Q=A;/C D?/3>;C)31$>:23;/C ?>A=03A

J:A>B /C 3I>:C3;A>?=9 /Q2/C3?/0E?/=D :CB 3I>Q=A;/C D?/3>;C1

/4讨论

自 32 世纪 92 年代以来"有大量的关于硬骨

鱼 4@-基因克隆%鉴定的报道"并对其在鱼体不

同器官中的表达特征及相关功能也进行了广泛的

研究
&18'

( 本研究首次在红笛鲷头肾 **+文库
&13'

构建的基础上成功克隆了 4@-

" )

基因的

24%&全长序列"并对其在病原菌诱导后表达模

式进行了研究"同时我们还对重组蛋白 D,M/3:7

4@-

")

进行了原核表达及多克隆抗体的制备(

推测的红笛鲷 4@-

" )

氨基酸序列与

F>C8:CL 数据库中硬骨鱼类 4@-

"

的同源性最

高为 09S)与人类 4@-

"

氨基酸序列的同源性

为 161;S( 构建的系统进化树分析表明"红笛鲷

4@-

")

抗原与鼓眼鱼及石斑鱼等的 4@-

"

亲

缘关系较近( 4@-

"

氨基酸序列比对发现编码

4@-

"

的序列由三个胞外域%一个连接肽%一个

跨膜结构域和胞浆域组成( 红笛鲷 4@-

")

抗

原的这些结构特征与半滑舌鳎
&1;'

#-$)*#1*3323

3,:"1&,F"3$的 4@-

"

结构特征相似( 另外"4@-

")

抗原具有的这些结构特征说明它能编码结合

肽"能协同
!

3 巨球蛋白及与 -4; 相互作用
&19'

(

哺乳动物典型的 4@-

"

分子的氨基酸序列的保

守肽绑定位点是 XXXXMGWXX"但是在非哺乳

动物 4@-

"

中"保守肽绑定位点的氨基酸组成

会有轻微变化
&32'

( 通过比较得知"本研究获得的
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4@-

")

的保守肽绑定位点由 XX*(MG$XX组

成"这种组成与半滑舌鳎
&1;'

的保守结合定位点组

成相似(

&C3:/ 等
&31'

认为几乎所有的有核细胞的

4@-

"

的表达模式都是差不多的( 本研究中"

4@-

")

的最高表达量出现在脾脏和头肾中"这

与 Y= 等
&33 53/'

的研究结果相似( 这说明当病原

菌入侵鱼体时"鱼体的免疫反应的发生可能是从

脾脏和头肾开始"它们可能是 4@-

")

抗原功

能的敏感器官( 另外"$M76-$的结果显示"哈氏

弧菌 Z!2820 感染后红笛鲷头肾中 4@-

")

抗原

9$%&的表达量随时间发生了巨大变化"且在 16

I 后出现持续下调的状态( 但是"!\?E>CA>C 等
&11'

报道认为 4@-

")

在受到病原刺激后在数天内

会持续上调"与本研究的结果不同( 分析认为这

可能与毒株 Z!2820 的毒力大小有关( 本研究使

用的哈氏弧菌 Z!2820 为强毒株"攻毒 16 I 后可

能已造成红笛鲷的头肾器官衰竭"从而导致 4@-

")

持续下调并在 7; I 内保持在较低水平(

制备高效价的抗体是开展 ,')*&%免疫印迹

和免疫组化等实验的前提"它能为研究目的蛋白

的组织及细胞分布%定位和表达等提供有力的工

具( 单克隆抗体虽然具有特异性好"性质稳定和

重复性好的优点"但是其存在制备复杂"费时费力

的局限性"而多克隆抗体的制备具有简单%快速和

效果好的优点
&37'

"所以我们制备了兔抗红笛鲷多

克隆抗体( 本研究以兔为实验对象"每次仅需

622

$

E 的蛋白注射量即可得到 72 9'效价高达

1>72 222的多克隆抗体血清( 制备的兔抗血清具

有较好的活性及特异性"为本研究拟开展的其他

后续实验工作奠定了基础(
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